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開発の経緯









ウイルスのシークエンス発表



早急にセットアップできるウイルス検査法

遺伝子検出法

Conventional PCR (コンベ) Real-time PCR (リアルタイム)

プライマーだけ プライマーと蛍光プローブ



  Name direction sequence (5' to 3') 
Expected size 

(bp) 

 IN-6 sense GGTTGGGACTATCCTAAGTGTGA 440 
 IN-7 antisense CCATCATCAGATAGAATCATCATA  

 IN7hemi antisense ATCAGATAGAATCATCATAGAGA 435 

No. Name direction sequence (5' to 3') 
Expected size 

(bp) 

1 NIID_WH-1_F501 sense TTCGGATGCTCGAACTGCACC 413 
 NIID_WH-1_R913 antisense CTTTACCAGCACGTGCTAGAAGG  
     

2 NIID_WH-1_F2396 sense TAGGTGAAACATTTGTCACGCACTC 347 
 NIID_WH-1_R2742 antisense TGGTGCACCGCCTTTGAGTGTG  

     

3 NIID_WH-1_F5822 sense GCATAGACGGTGCTTTACTTACAAAGTC 568 
 NIID_WH-1_R6389 antisense ATTCCCTGCGCGTCCTCTGAC  

     

4 NIID_WH-1_F9436 sense ATTGTAGCTATCGTAGTAACATGCC 548 
 NIID_WH-1_R9983 antisense AGATGACAACAAGCAGCTTCTCTG  
     

5 NIID_WH-1_F11625 sense AGTTTATTGTTTCTTAGGCTATTTTTGTAC 361 
 NIID_WH-1_R11985 antisense AGCTAAGAGAATGTCATTGTGTAA C  

     

6 NIID_WH-1_F23061 sense ATATGGTTTCCAACCCACTAATGGTG 685 
 NIID_WH-1_R23650 antisense ATTGACTAGCTACACTACGTGCC  

     

7 NIID_WH-1_F24855  AGGTGTCTTTGTTTCAAATGGCACACA 485 
 NIID_WH-1_R25339  AGCAGGATCCACAAGAACAACAG  
     

8 NIID_WH-1_F28659  TGGTGCTAACAAAGACGGCA 307 
 NIID_WH-1_R28965  GTCAAGCAGCAGCAAAGCAA  

     

9 NIID_WH-1_F29062  CCTCGGCAAAAACGTACTGC 386 
 NIID_WH-1_R29447   TGTCTCTGCGGTAAGGCTTG   

 

SARS-CoV流行時にCDCで開発された
corona共通プライマー

とりえあず急場しのぎのコンベ用
プライマーを即日発注

Conventional PCR (コンベ)



１４日の午前にプライマー到着
１４日の夜に最初の行政検査検体が到着

Conventional PCR (コンベ)



国内1例目として報告

Conventional PCR (コンベ)



FluA+
Hemi nested に切り替え
→非特異多く失敗

Nestedに切り替え→安定

検査要望多数のため、とりあえずコンベ配布決定
→マニュアル作成 プライマー発注
コンベ用のコントロールも 作製することに決定
(リアルタイムがメインなので作る気がなかった)

地衛研にプラ
イマー到着

Conventional PCR (コンベ)



Nested RT-PCR

Application Name Direction Sequence (5' to 3') Expected size (bp)

Set for ORF1a

1st PCR NIID_WH-1_F501 Sense TTCGGATGCTCGAACTGCACC 413

1st PCR NIID_WH-1_R913 Antisense CTTTACCAGCACGTGCTAGAAGG

2nd PCR NIID_WH-1_F509 Sense CTCGAACTGCACCTCATGG 346

2nd PCR NIID_WH-1_R854 Antisense CAGAAGTTGTTATCGACATAGC

Sequencing NIID_WH-1_Seq_F519 Sense ACCTCATGGTCATGTTATGG

Sequencing NIID_WH-1_Seq_R840 Antisense GACATAGCGAGTGTATGCC

Set for Spike protein

1st PCR WuhanCoV-spk1-f Sense TTGGCAAAATTCAAGACTCACTTT 547

1st PCR WuhanCoV-spk2-r Antisense TGTGGTTCATAAAAATTCCTTTGT

G
2nd PCR NIID_WH-1_F24381 Sense TCAAGACTCACTTTCTTCCAC 493

2nd PCR NIID_WH-1_R24873 Antisense ATTTGAAACAAAGACACCTTCAC

Sequencing NIID_WH-1_Seq_F24383 Sense AAGACTCACTTTCTTCCACAG

Sequencing NIID_WH-1_Seq_R24865 Antisense CAAAGACACCTTCACGAGG

検出実績のあるNo1セットと感染病理部設計セットを採用。
Nestプライマーとシークエンスプライマーを設定してWHOに報告

Conventional PCR (コンベ)



2019-nCoV nested PCR 参考泳動図
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国内に存在しないはずであるMERS-CoVの配列にプライマー配列を足しただけ。

プライマーセットの組み合わせがあっているかどうかのコントロールにはなる。

コンタミしてもバンド大きさが違うので判別可能



コンベコントロール発送

海外から引き合いがいくつか

Conventional PCR (コンベ)



WHO法(リアルタイムRT-PCR)発表

Real-time RT-PCR



MERS-CoVのWHO法セット(ORF1a＆upE)の設計者である
Dr. Corman がSARS-like beta-coronavirus共通セットとしてすで
に報告していたセット(３つ)がSARS-CoV-2も検出できること
が発表されたので即発注 (彼らの発表を待っていた)

Real-time RT-PCR

WHO法

一応予備でN領域で2組独自に設計して発注していた。
N set no.2 (N2)、N set no.3(N3)



N set no.2 (N2)

ウイルス自体がないため、評価のためのテンプレートを作製するとともに、セッ
トが稼働するようであれば、即コントロールとして使えるように、コンタミ
チェック配列を仕込んだものを設計。

WHO法と併せて5組分について、これらも見込みで作製用⾧鎖プライマーを発注。

Real-time RT-PCR

陽性コントロール兼評価用テンプレート作製



発注していたNIIDリアルタイムRT-
PCR用セット(N2、N3)が到着、即
validate

配布用としてWHO法(E、N)を見込み発注
国からの依頼としてかなり突貫で無理し
て言ってお願いした。

N2セットが良好だったので即実践投入
WHOセットが到着したのでValidate

Real-time RT-PCR



Primer Sequence (5' to 3') Position
(MN908947)

Concent
ration

NIID_2019-nCOV_N_F2 AAATTTTGGGGACCAGGAAC 29142-29161 500 nM

NIID_2019-nCOV_N_R2 TGGCAGCTGTGTAGGTCAAC 29299-29280 700 nM

NIID_2019-nCOV_N_P2 FAM-ATGTCGCGCATTGGCATGGA-BHQ 29239-29258 200 nM

即WHOに報告

感染研法 N2セット

Real-time RT-PCR



WHOアッセイ

RdRP → 感度が低すぎて使い物にならない
E → 感度はかなり高いが非特異反応もかなり出る 最適化している時間がない
N → 感度はやや低いが調べる限り安定している → 採用

Real-time RT-PCR



N2セットとNセットのコントロール
を先んじて配布(コンベと同時)
N2セットも急遽配布用を発注

Real-time RT-PCR



リアルタイムセット出荷

地衛研・検疫到着

Real-time RT-PCR



指定感染症に

陽性コントロールVer1が動かない。

各方面からの大量のクレーム (特に検疫所から)
少なくとも東京大阪が動いているのは朗報(と思っていた。)

Real-time RT-PCR



Forward Probe Reverse PC check (VIC) BamH I

GGGCAGACGTGGTCCAGAACAAACCCAAGGAAATTTTGGGGACCAGGAACTAATCAGAC
GGATCCAGCTAGCGCATTGGATCTCGCAAATTGCACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAGCGTTC
TTCGGAATGTCGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACA
GCTGCCATCAAATTGGATGACAAAGATCCAAATTTCAAAGATCAAGTCATTTTGCTGAATAA
GCATATTGACGCATACAAAACATTCCCACCAACAGAGCCTAAAAAGGACAAAAAGAAGAA
GGCTGATGAAACTCAAGCCTTACCGCAGAGACAG
337 base

N set no.2 (N2)

元々
もとが230ベースくらいで短いので、Megascript kitでの転写後の Lithium 
Chloride Precipitation効率や反応性などにも影響すると考えられたので100
ベースほど伸ばす予定だった。
→突貫で作製

Real-time RT-PCR



DP検体

Ver.2 コントロール配布
ヤマト冷凍便！

ほぼ全国の地衛研、保健所・
検疫で稼働

厚労省から全国自治体、
保健所、大学病院向け
に検査キット配布開始

厚労省から検査機関向け
に検査キット配布開始。
自治体のおかわりも受付

Real-time RT-PCR



横浜検疫所での検査が始まっていた

Real-time RT-PCR



Jpn J Infect Dis. 2020 Feb 18. doi: 10.7883/yoken.JJID.2020.061. [Epub
ahead of print]
Development of Genetic Diagnostic Methods for Novel Coronavirus 
2019 (nCoV-2019) in Japan.
Shirato K1, Nao N1, Katano H2, Takayama I3, Saito S3, Kato F1, Katoh H1, 
Sakata M1, Nakatsu Y1, Mori Y1, Kageyama T3, Matsuyama S1, Takeda M1.



TTTTGGCAGACGTGGTCCAGAACAAACCCAAGGAAATTTTGGGG

ACCAGGAACTAATCAGACAAGGAACTGATTACAAACATTGGCCGC

AAATTGCACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAGCGTTCTTCGGAATGT

CGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACC

TACACAGGTGCCATCAAATTGGATGACAAAGATCCAAATTTCA

NIID-N2セットとCDC-N2セットの位置関係

Probe

Forward

Reverse

NIID-N2

Probe

CDC-N2

GGGCAGACGTGGTCCAGAACAAACCCAAGGAAATTTTGGGGACCAGGAACTAATCAGAC
GGATCCAGCTAGCGCATTGGATCTCGCAAATTGCACAATTTGCCCCCAGCGCTTCAGCGTTC
TTCGGAATGTCGCGCATTGGCATGGAAGTCACACCTTCGGGAACGTGGTTGACCTACACA
GCTGCCATCAAATTGGATGACAAAGATCCAAATTTCAAAGATCAAGTCATTTTGCTGAATAA
GCATATTGACGCATACAAAACATTCCCACCAACAGAGCCTAAAAAGGACAAAAAGAAGAA
GGCTGATGAAACTCAAGCCTTACCGCAGAGACAG
337 base

↓N2コントロールはコンタミチェック配列でCDCのN2はFがないので使えない

Reverse

Forward





以下、抜粋資料 

＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊＊ 

 

厚生労働省保険局医療課長 (公 印 省 略)  

厚生労働省保険局歯科医療管理官 (公 印 省 略)  

保 医 発 0305 第 1 号 令和 2 年 3 月 5 日  

 

地方厚生(支)局医療課長 都道府県民生主管部(局)  

国民健康保険主管課(部)長 殿 都道府県後期高齢者医療主管部(局)  

後期高齢者医療主管課(部)長  

 

診療報酬の算定方法の一部改正に伴う実施上の留意事項について  

 

標記については、本日、「診療報酬の算定方法の一部を改正する件」(令和 2 年厚生労働省告示第 

57 号)等が公布され、令和 2 年 4 月 1 日より適用されることとなったところであるが、実施に伴

う 留意事項は、医科診療報酬点数表については別添 1、歯科診療報酬点数表については別添 2 及

び調剤 報酬点数表については別添 3 のとおりであるので、その取扱いに遺漏のないよう貴管下の

保険医療機 関及び審査支払機関に対し、周知徹底を図られたい。  

別添 1  

医科診療報酬点数表に関する事項  

D023 微生物核酸同定・定量検査  

(17) SARS-CoV-2(新型コロナウイルスをいう。以下同じ。)核酸検出は、喀痰、気道吸引液、肺胞

洗浄液、咽頭拭い液、鼻腔吸引液又は鼻腔拭い液からの検体を用いて、国立感染症研究所が作成

した「病原体検出マニュアル 2019-nCoV」に記載されたもの若しくはそれに準じたもの又は体外

診断用医薬品のうち、使用目的又は効果として、SARS-CoV-2 の検出(COVID-19 の診断又は診断の

補助)を目的として薬事承認又は認証を得ているものにより、COVID-19(新型コロナウイルス感染

症をいう。以下同じ。)の患者であることが疑われる者に対し COVID-19 の診断を目的として行っ

た場合又は COVID-19 の治療を目的として入院している者に対し退院可能かどうかの判断を目的と

して実施した場合に限り算定できる。ただし、感染症の発生の状況、動向及び原因を明らかにす

るための積極的疫学調査を目的として実施した場合は算定できない。  



QuantiTect以外保険適用
しません、となり、各社
からのクレーム。
急遽別添２で整理。

それぞれ独自に陽性コン
トロールを使った評価
データを採取し、提出し
てきたものについて記載
したのみ。

我々のところに全メー
カーのリアルタイムPCR
機器があり、すべての試
薬を評価したわけではな
い。



https://www.niid.go.jp/niid/images/lab-manual/2019-nCoV-17-current.pdf

研究用試薬
についても保険適用
感染研ルート



通知の中に検出マニュアルが組み
込まれてしまい、我々の手から離
れてしまった。

変異により、N2セットが対応で
きなくなったときに備え、感度が
同程度の別系統のセットを掲載す
る必要があり、用意していた。



WHOマニュアルからはN
セットは早々に削除されて
いる。

N2と同感度で別のセットと
入れ替える予定で6月には
改訂版を用意していた。

しかしVer2.9.1が教典となっ
てしまい、改定できなく
なった。



https://www.niid.go.jp/niid/images/lab-manual/2019-nCoV-17-current.pdf

研究用試薬
についても保険適用
感染研ルート
→９月３０日をもって
受付を終了
以後は体外診断用医薬
品の承認のみ



Ver 2.9.1 が教典である
ことは変わらない

Ver 2.9.1 を貶めてはならない
「感染研・地衛研専用」であることを明記して区別

１２月１０日にアップ



SARS-CoV-2検出マニュアルVer.1
病原体検出マニュアル2019-nCoV Ver.4

・NセットではなくS2セットを記載

・ウイルス分離法を追加



一般的なコロナウイルスのライフサイクル



Leader sequence

Translation-regulatory sequences (TRSs)

一般的なコロナウイルスのゲノム構造 (HCoV-229E)

5’ 3’
1a 1b S 4ab M N

E

5’ 3’
1a 1b S 4ab M N

E

5’ 3’
S 4ab M N

E

mRNA1

mRNA3

Genomic RNA

5’ 3’
4ab M N

E

mRNA2

5’ 3’
4ab M N

E

mRNA4

5’ 3’
M N

E

mRNA5

5’ 3’
M N

mRNA6

5’ 3’
N

mRNA7

Translated ORF

J Gen Virol . 1990 May;71 ( Pt 5):1065-73. 参照

Journal of Virology, 28 Feb 2013, 87(9):5182-5192

マウス肝炎ウイルス(MHV)
感染細胞のNorthan blot (3’ end probe) 

ウイルス複製を見つけやすいと考えられるため、
Ｎで設計されることが多い



S1 S2
HR1 HR2 TMVHCRS2´

COOHNH2

RBD

S1/S2 S2‘

VHCR
Putative fusion peptide

受容体の結合、中和に関与し
ており、極めて変異しやすい

膜融合を誘導するための構造変化に
関与しており、比較的安定している。

S1 S2
S2´

COOHNH2

ATGTCCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGTCTTCTTGCATGTGACTTATGTC
CCTGCACAAGAAAAGAACTTCACAACTGCTCCTGCCATTTGTCATGATGGAAAAG
CACACTTTCCTCGTGAAGGTGTCTTTGTTTCAAATGGCACACACTGGTTTGTAACA

S2 set



  Sensitivity (copies/reaction) 

Origin of isolate Name of isolate NIID-N2 set NIID-S2 set 

Wuhan AI/I-004/2020 7.9 4.4 
 TY/WK-521/2020 1.4 1.4 
 TY/WK-501/2020 1.4 4.4 

 Wuhan-total 2.5 3.0 
    

Europe QH-328-037 1.7 7.9 
 QH-329-073 3.7 1.7 
 QH-406-006 3.7 3.7 
 QH-406-007 3.7 1.7 

 Euro-total 3.0 3.0 
    

Tokyo TY5-329 4.4 7.9 
 TY5-332 2.5 4.4 
 TY5-337 4.4 5.4 
 TY5-339 1.4 7.9 
 TY5-340 1.4 4.4 

  Tokyo-total 2.5 5.8 

 

S2セットの感度

N2に匹敵
/America



 Name of isolate Amount/reaction 
NIID-

N2 set 

NIID

S2 set

Coronaviruses     

SARS-CoV-2 Japan/TY/WK-521/2020 2.5×105 copies + + 

SARS-CoV Frankfurt-1 5×104 copies - - 

MERS-CoV EMC 2.5×105 copies - - 

Human coronaviruses (HCoV)    

HCoV-229E VR-740 1.8×109 copies - - 
 Sendai-H/1121/04 4.9×106 copies - - 
 Niigata/01/08 2×105 copies - - 

HCoV-NL63 Amsterdam I 2×109 copies - - 
 Tokyo/SGH-15/2017 7.5×106 copies - - 
 Tokyo/SGH-24/2018 2.0×104 copies - - 

HCoV-OC43 VR-1558 5.1×1010 copies - - 
 Tokyo/SGH-36/2014 6.8×107 copies - - 
 Tokyo/SGH-61/2014 3.3×108 copies - - 
 Tokyo/SGH-06/2015 1.1×108 copies - - 
 Tokyo/SGH-65/2016 2.9×108 copies - - 

HCoV-HKU1 Tokyo/SGH-15/2014 5.7×107 copies - - 

Tokyo/SGH-18/2016 6.3×108 copies - - 

Influenza viruses    

H1N1pdm A/California/7/2009 1×105 copies - - 

H3N2 A/Victoria/210/2009 8.4×104 copies - - 

B B/Brisbane/60/2008 4.2×105 copies - - 

Paramyxoviruses     

Human respirovirus 1 (PIV1) C-35 1.1×105 copies - - 
 NIID/79081/1/2019 1.3×106 copies - - 
 NIID/79082/2/2019 5.1×106 copies - - 

Human respirovirus 3 (PIV3) C-243 9.3×105 copies - - 
 NIID/79133/1/2019 4.1×105 copies - - 

Human Rubulavirus 2 (PIV2) NIID/56606/2/2019 7.3×102 TCID50 - - 

NIID/56607/1/2019 7.3×101 TCID50 - - 

Pneumoviruses     

Human orthopneumovirus Long 5.7×104 copies - - 

(Respiratory syncytial virus, RSV) A2 2.5 ×106 copies - - 

CH/18537 4.8×105 copies - - 

(Respiratory syncytial virus, RSV) A2 2.5 ×106 copies - - 

CH/18537 4.8×105 copies - - 

B1 2.5 ×106 copies - - 

A/NIID/2347/14 5 ×104 copies - - 

A/NIID/2367/14 5 ×104 copies - - 

A/NIID/2470/14 5 ×104 copies - - 

B/NIID/2472/14 5 ×104 copies - - 

B/NIID/2474/14 5 ×104 copies - - 

Human metapneumovirus IA10-2003 1.0×105 copies - - 

(hMPV) Sendai/0256/2015 5.0×104 copies - - 

Sendai/414/2013 2.0×102 copies - - 

Sendai/1052/2011 3.4×105 copies - - 

Adenoviruses (ADV)     

ADV 3 G.B. 7×105 TCID50 - - 

ADV 4 RI-67 7×105 TCID50 - - 

ADV 7 Gomen 7×105 TCID50 - - 

 

交差反応はない

S2 セットのSpecificity



   (Cp value) 

No. Detection result Specimen type NIID-N2 set NIID-S2 set 

1 Not detected Pharyngeal swab - - 

2 Not detected Pharyngeal swab - - 

3 Not detected Pharyngeal swab - - 

4 Not detected Pharyngeal swab - - 

5 Not detected Pharyngeal swab - - 

6 Not detected Pharyngeal swab - - 

7 Not detected Pharyngeal swab - - 

8 Not detected Pharyngeal swab - - 

9 Not detected Pharyngeal swab - - 

10 Not detected Pharyngeal swab - - 

11 Not detected Pharyngeal swab - - 

12 Not detected Pharyngeal swab - - 

13 Not detected Pharyngeal swab - - 

14 Not detected Pharyngeal swab - - 

15 Not detected Pharyngeal swab - - 

16 Not detected Pharyngeal swab - - 

17 Not detected Pharyngeal swab - - 

18 Not detected Pharyngeal swab - - 

19 Not detected Pharyngeal swab - - 

20 Not detected Pharyngeal swab - - 

21 Not detected Pharyngeal swab - - 

22 Not detected Pharyngeal swab - - 

23 Not detected Pharyngeal swab - - 

24 Not detected Pharyngeal swab - - 

25 Not detected Nasal swab - - 

26 Not detected Sputum - - 

27 Not detected Sputum - - 

28 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 23.3  24.15 

29 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 25.1  25.87 

30 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 27.4  28.15 

31 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 29.7  30.57 

32 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 29.7  30.46 

 

33 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 28.9  30.43 

34 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 30.5  32.16 

35 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 32.7  33.54 

36 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 35.9  36.14 

37 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 36.2  38.53 

38 SARS-CoV-2 Nasopharyngeal swab 34.9 35.0 

39 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 33.7 33.9 

40 SARS-CoV-2 Pharyngeal swab 28.7 28.1 

41 SARS-CoV-2 Sputum 22.5 28.1 

42 ADV C Nasopharyngeal swab - - 

43 ADV C Nasopharyngeal swab - - 

44 hMPV Nasopharyngeal swab - - 

45 hMPV Nasopharyngeal swab - - 

46 Influenza A Nasopharyngeal swab - - 

47 Influenza A Nasopharyngeal swab - - 

48 PIV1 Nasopharyngeal swab - - 

49 PIV1 Nasopharyngeal swab - - 

50 PIV2 Nasopharyngeal swab - - 

51 PIV2 Nasopharyngeal swab - - 

52 PIV3 Nasopharyngeal swab - - 

53 PIV3 Nasopharyngeal swab - - 

54 RSV A Nasopharyngeal swab - - 

55 RSV B Nasopharyngeal swab - - 

56 RSV A Nasal swab - - 

57 RSV B Nasal swab - - 

 

S2 セットのPracticality

臨床検体の検出結果もN2と一致



CAATTTCAAGTGTTTTAAATGATATCCTTTCACGTCTTGACAAAGTTGAGGCTGAAGT
GCAAATTGATAGGTTGATCACAGGCAGACTTCAAAGTTTGCAGACATATGTGACTCA
ACAATTAATTAGAGCTGCAGAAATCAGAGCTTCTGCTAATCTTGCTGCTACTAAAATG
TCAGAGTGTGTACTTGGACAATCAAAAAGAGTTGATTTTTGTGGAAAGGGCTATCAT
CTTATGTCCTTCCCTCAGTCAGCACCTCATGGTGTAGGGATCCAGCTAGCGCATTGG
ATCTCGGCATGTGACTTATGTCCCTGCACAAGAAAAGAACTTCACAACTGCTCCTGC
CATTTGTCATGATGGAAAAGCACACTTTCCTCGTGAAGGTGTCTTTGTTTCAAATGG
CACACACTGGTTTGTAACACAAAGGAATTTTTATGAACCACAAATCATTACTACAGAC
AACACATTTGTGTCTGGTAACTGTGATGTTGTAATAGGAATTGTCAACAACACAGTTT
ATGATCCTTTGCAACCTGAATTAGACTCATTCAAGGAGGAGTTAGATAAATATTTTA

574b

S2 セットの陽性コントロール



N2セット、S2セットのprimer/probe領域における変異検索



半数近くがEuroで、ほとんど英国

英国とアメリカからの登録が60％
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登録数が100を超える変異

S2_F1T18C CAGTCAGCACCTCATGGCGTA ←登録68



ミスマッチの数と割合 Nが含まれる配列
は除いて解析



ミスマッチ
登録の経時的変化

N2P_G6T登録の増加に
伴いN2のミスマッチ率
も増加



ミスマッチ(シングル)の検出感度への影響 (合成RNAでの評価)

N2のFの3末における変異以外は特に影響は見られない。
3末は40倍ほど感度が下がるが検出できなくなるわけではない。

S2_F1T18C 7.9 S2_F1T18Cのプライマーで 2.5 コピー



N2P_6GT    QuantiTect-LightCyclerでの波形への影響

N2P_G6T変異により蛍光値が下がり、波形が寝る傾向がある



N2P_6GT    QS5でのCtへの影響

N2P_G6T変異にCtが上昇する傾向にある。
オートで値が取れない場合は高めの閾値で判定することになる



N2F_C20T変異はスペイン・ポルトガル
が発祥と思われるが、すでに世界中に
拡散している

N2P_G6T変異は97.4％が英国からの登
録だが、他国からも登録がある。

↑の2つとも持っているのはhCoV-19/England/CAMC-A41713/2020|EPI_ISL_609338|2020-10-05の1配列のみ



SARS-CoV-2検出マニュアルVer.1
病原体検出マニュアル2019-nCoV Ver.4

・N2セットはまだ十分に使える性能である
と思われるが、S2によるサポートがあればよ
り安心(Nでも可) 。



ウイルス分離について

VeroE6/TMPRSS2  (ウイルス3部 田原舞乃先生) 

室⾧の松山が1月末に分離成功

現在のところ病原体サーベイランスを行う事にはなっていない。
積極的疫学調査におけるゲノム情報解析がこれに相当している。
将来的に導入される可能性に備えるために掲載 (これも6月頃に追加予定だった。)



JCRBからマイコプラズマ除去済み
のクローンを入手可能



近いうちにHeLa-ACE-2-TMPRSS2も分譲可能に
(HCoV(229E, NL63), SARS-CoV, SARS-CoV-2)

MERS-CoV

SARS-CoV
SARS-CoV-2



エンドソーム経路

細胞表面経路 (細胞外プロテアーゼが必要)

呼吸器感染するコロナウイルスは自然界ではこちらの経路を使うのが普通
細胞侵入速度が速く、プロテアーゼのおかげでCPEの切れもいい。

培養細胞で長く継代しているとこちらを使うようになる。
細胞侵入速度も遅く、CPEもわかりづらい



VeroE6/TMPRSS2でSARS-CoV-2を分離するには、おおよそ100コピー必要と言われる

Copies/50ml 500000 50000 5000 500 50 5 0.5 Negative control Sensitivity(copies) Time required
Virus isolation*

Vero 6/6 6/6 6/6 3/6 0/6 0/6 0/6 0/6 500 5 days

Vero/TMPRSS2 6/6 6/6 6/6 6/6 5/6 0/6 0/6 0/6 23.2 2 days

MERS-CoVをVeroとVero/TMPRSS2で模擬分離したときのデータ
(咽頭スワブに希釈したウイルスを混ぜて分離をした)

培養上清
壊れた細胞からの
遺伝子断片を含む

RNase処理
してからRNA抽出してコピー数計測
→１PFUが数コピーの状態で計算

Virol J . 2014 Aug 8;11:139.ｐ doi: 10.1186/1743-422X-11-139. 



QIAamp Viral RNA mini kit

検体140uLから60uLに溶出
1反応に5uL使用

→ 1反応あたり11.7uLの検体を含む

ウイルス分離の成功率を上げるためには1反応あたりの
コピー数を計算し、VeroE6/TMPRSS2細胞におおむね
100コピーが投入できる検体量を接種するのが望ましい。



一般的な時間経過

PCR検査でわかることは取ったその検体中に検出限界
以上の遺伝子断片があるかないか、のみ

最後に



12月2日
読売新聞

そもそも96ウェル
プレートで水をか
けて1ウェル上が
るような状態で検
査するほうがおか
しい。

系が悪いか環境が
悪いのどちらか


