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独自開発プライマーセットを用いたサンガーシーケンシング法は、  

新型コロナウイルス変異株の大規模スクリーニングに有用である 
 

 

論文掲載  

 

【本研究成果のポイント】  

⚫ 本研究では、2020 年 9 月 1 日から 2021 年 5 月 25 日までの期間中に診断のために採取され、残

余検体の本研究への利用同意を得た広島県の COVID-19 感染者の唾液または咽頭ぬぐい液、計 734

サンプルを用いて、新型コロナウイルス変異株スクリーニング方法の検討を行いました。 

⚫ 独自開発プライマーセットを用いた Nested RT-PCR*1 により標的スパイク遺伝子を増幅後、サンガ

ーシーケンシング法*2 により遺伝子の配列を解読し変異株スクリーニングを試みました。 

⚫ その結果、独自開発プライマーセットによるゲノム配列の読取率は、96.9%-100%と高率であり、

スクリーニング対象の 709 分離株のうち、48 分離株が変異を有し、そのうち、26 株が B.1.1.7(ア

ルファ株)、7 株が E484K 変異株、15 株がその他の稀な変異株であることが明らかになりました。 

⚫ 本研究において用いたサンガーシーケンシング法は、既知の SARS-CoV-2 変異株だけでなく、未知

の変異も迅速かつ安価に検出できることから、変異し続けるウイルスを即時に把握するための有

効なスクリーニング法として期待されます。 

 

【概要】 

広島大学大学院医系科学研究科の高橋和明研究員、Ko Ko 助教、永島慎太郎助教、田中純子教授ら

の研究グループは、広島県内の医療機関ならびに行政機関にて採取された COVID-19 感染者の唾液ま

たは咽頭ぬぐい液、計 734 サンプルのウイルス遺伝子を解析しました。独自開発プライマーセット

を用いた Nested RT-PCR*1 により標的スパイク遺伝子を増幅し、サンガーシーケンシング法によるゲ

ノム解析を試みた結果、低ウイルス量の検体も含め、効率的な変異株の検出に成功しました。次世代

シーケンシング  (NGS)*3 法を用いた結果と比較検証したところ、検出されたウイルス遺伝子配列は

100%一致し、同法の精度が確かめられました。 

本研究は、広島大学・広島県  官学連携による検査研究体制構築事業、ならびに国立研究開発法人 

日本医療研究開発機構（AMED）の「新興・再興感染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業 新

型コロナウイルス感染症（COVID-19）に対する疫学調査等の推進に関する研究」の一環として行わ

れました。なお、個人情報は匿名化等により保護されており、本研究は広島大学疫学研究倫理審査委

員会の承認を得ています（承認番号 E-2122、E-2124） 

 

本研究成果は、Scientific Reports 誌に掲載されました(2022 年 2 月 14 日)。 
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【背景】 

次世代シーケンシング  (NGS)*3 は、新型コロナウイルス変異の同定に広く使用されていますが、高

価で時間もかかり、高度な技術、熟練した人材を要するため、GISAID*4 に報告されているのは新型コ

ロナウイルス感染者の約 2%にとどまっています。また、ウイルス量が少ない検体では利用できない

という限界もあります。そこで、より安価で迅速、かつ高感度に新たな変異株の検出を可能とするス

クリーニング方法の開発・活用が求められています。 

 

【研究成果の内容】  

⚫ 2020 年 9 月 1 日から 2021 年 5 月 25 日の間に、広島県内の COVID-19 感染者から診断のために

採取され、残余検体の研究への利用同意を得た合計 734 サンプル(咽頭ぬぐい液：287 サンプル、

唾液：447 サンプル)に対して、サンガーシーケンシング法を用いて新型コロナウイルス変異株ス

クリーニングを行いました。   

⚫ NGS *3 により増幅された新型コロナウイルス分離株（8 株）と比較検討したところ、サンガーシー

ケンシング法を用いて増幅された生成物は、NGS*3 によって増幅された生成物と塩基配列が 100%

一致しました。 

⚫ 独自開発プライマーセット（hCoV-Spike-A、hCoV-Spike-B、hCoV-Spike-C）の増幅率は、標準プロ

トコールでそれぞれ 87.3%、83.3%、93.8%、追加ボリュームアッププロトコールでそれぞれ、

99.6%、95.8%、96.9%でした。ゲノム配列の読取率は、それぞれ 96.9%、100%、100%でした。 

⚫ ウイルスゲノム解析の結果、広島では、2021 年 2 月までは標的スパイク領域に変異を持たない新

型コロナウイルスが主に流行し、2021 年 3 月と 4 月には E484K 変異分離株とアルファ株(B.1.1.7)

に置き換わり、その後 2021 年 5 月にはアルファ株(B.1.1.7)のみに置き換わったことがわかりまし

た。  
 

【今後の展開】 

デルタ株



 
図 1:主な新型コロナウイルス変異株とプライマー設計 

B.1.1.7(アルファ株)、B.1.351(ベータ株)、P.1(ガンマ株)、B1.617.2(デルタ株)、B.1.617.1(

カッパ株)、C.37(ラムダ株)および B.1.1.529(オミクロン株)の分類基準を示しています。これら全

ての変異はスパイク領域にあり、新型コロナウイルスの標的フラグメントはプライマーセット

hCoV-Spike A、hCoV-Spike-B、hCoV-Spike-C により増幅され、ゲノム配列が解読されます。 

 

図:広島における新型コロナウイルス流行株の推移 

赤色は B.1.1.7(アルファ株)を表し、オレンジ色は E484K 変異株、緑色は他の変異株、青色は標

的スパイク領域に変異を有さないものを示しています。その他の変異株として認められたものは、

N501S、I584V、R481K、F515L、P521L、T553S、N606S、A609G の各単独変異、K557E と

Q613R の二重変異、L513F と Q580R と V615A の三重変異でした。     
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【用語解説】 

*1：Nested RT-PCR 

2 セットのプライマーを使用し 2 段階で PCR を行うことで、目的の遺伝子に対する特異性を高

め、低発現の遺伝子を検出する方法。 

 

*２：サンガーシーケンシング法： 

DNA の塩基配列を決定する方法のひとつ。1977 年に Fredric Sanger によって開発された第

1 世代のシーケンス方法。少数のターゲットの場合、迅速で費用対効果が高い。 

 

*３：次世代シーケンシング(Next Generation Sequencing, NGS） 

DNA の塩基配列を決定する方法のひとつ。第二世代のシーケンス方法。数百万から数十億もの

膨大なシーケンシング反応を同時並行して実行することで配列決定の処理量を飛躍的に増大させ

た技術。時間がかかり、費用が高額。 

 

*４：GISAID（Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data） 

Global Initiative on Sharing All Influenza Data の略。インフルエンザウイルスの公開型遺

伝子データベースをもとに発展し、現在は新型コロナウイルスの公開型遺伝子データベースにも

拡張されているオープンプラットフォーム。 
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