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インシリコ解析/LC-MS検出法に基づく新型コロナウイルス検査の
実用性評価

辻村 和也，松本 文昭, 吉川 亮, 田栗 利紹

近年、インシリコ解析により、SARS-CoV-2に特異的なペプチドを選抜して、直接イオン化し、LC-MSで検出する

ターゲットプロテオミクスがReverse Transcription-quantitative Polymerase Chain Reaction（RT-qPCR）を補完する手

法の1つとして提案されている。本研究では、地衛研の理化学検査で汎用的に使用している高速液体クロマトグラ

フ-質量分析装置（LC-MS）を用い、RT-qPCRの結果を踏まえ、当該LC-MS法の実用性を陽性患者を含む鼻咽頭

ぬぐい液40検体を用い検討した。ターゲットプロテオミクス標的のSARS-CoV-2を構成するウイルスタンパクとして

Nucleocapsid protein (NCAP)とSpike protein (SPIKE)とした。その結果、RT-qPCR結果相当でCt値23.54以下の

22検体でSARS-CoV-2特異ペプチドが検出され、臨床検体保存液別のLC-MSによるlog 2_SumAreas 値とRT-
qPCRのCt値には、ウイルス輸送液でｒ=-0.821、生食もしくはPBSでｒ=-0.863と高い相関性が確認された。また、

Delta株NCAP中のD377Y変異もLC-MS分析で確認できた。今後、陰性判断する検査への適用は感度の課題があ

るが、ウイルスタンパク質を直接ターゲットにしたRT-qPCRを補完する技術の一つとして期待でき、SARS-CoV-2以

外にも応用可能であると思われた。

キーワード：インシリコ解析、ターゲットプロテオミクス、LC-MS、SARS-CoV-2、RT-qPCR、
新型コロナウイルス感染症

は じ め に

パンデミックとして猛威を振るったCOVID-19 は、

重症急性呼吸器症候群コロナウイルス2 (SARS-
CoV-2)の爆発的な感染実態やRNAウイルス進化に

基づくSARS-CoV-2変異株の頻出により、地方衛生

研究所（地衛研）において常用される遺伝子検査の

補完技術の検討は喫緊の課題となっている。近年、

探求が進められている新しい診断法の中で、インシ

リコ解析により、SARS-CoV-2に特異的なペプチドを

選抜して高速液体クロマトグラフ-質量分析計（LC-
MS）で検出するターゲットプロテオミクス法が、

Reverse Transcription-quantitative Polymerase Chain 
Reaction（RT-qPCR）を補完する手法の1つとして提

案されている。SARS-CoV-2の遺伝子変異のスピー

ドの速さを考慮すると、一貫性が最も重要な臨床の

現場において、ウイルスタンパク質由来の特異ペプ

チドを迅速に検出し、遺伝子探索では対応できない

ペプチド残基からのアプローチを可能にする本技術

は魅力的な検出法である。

本研究では、内径 0.1 mmのナノカラムを用いた

nano-LC/MS(/MS)やMALDI（Matrix Assisted Laser 
Desorption/Ionization）-MS等のタンパク質解析に特

化した質量分析装置でなく、残留農薬分析、違法薬

物分析、健康危機管理等で地衛研の理化学検査で

汎用している内径2 mm程度のセミミクロカラムのシス

テムを用いた2種のLC-MS（高速液体クロマトグラフ

三連四重極タンデム質量分析装置（LC-QqQ-MS）

及び高速液体クロマトグラフ四重極飛行時間型質量

分析装置（LC-QTOF-MS）を用い、RT-qPCRの結果

を踏まえ、当該LC-MS法の実用性を検討した。

なお、本研究は日本公衆衛生学会新型コロナウ

イルス対策調査研究･実践開発推進助成（奨励賞）

で実施した。

材 料 お よ び 方 法

既報1)-9)を参考にし、概要として図1の流れで研究

を実施した。各項目における詳細を以下に示す。

１ インシリコ解析

インシリコ解析のため、SARS-CoV-2構成タンパク

質 で あ る Nucleocapsid protein (NCAP) と Spike 
protein (SPIKE)のアミノ酸配列をUniProt（NCAP：

P0DTC9、SPIKE：P0DTC2）から入手し、トリプシン

消化で生成されるペプチドをオープンソースのター
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ゲ ッ ト プ ロ テ オ ミ ク ス ソ フ ト ウ ェ ア の Skyline
（Developer(s)：Brendan X. MacLean et al.）でシミュレ

ーションした。また、ヒトタンパク質由来のペプチドを

バックグラウンドと設定し、同じ配列のペプチドを除

き、インシリコ解析でSARS-CoV-2検出分析の候補

ペプチドを一次選定した。

インシリコで一次選定された各ペプチドと実験的

なデータとの整合性を図るために、組換タンパク質

によるトリプシン消化及びLC-MS分析を繰り返し行

い、検出に必要なトランジッションの選定及びその時

の最適な電圧等を最適化した。また、溶出時間も確

認し、各LC-QｑQ-MS及びLC-QTOF-MS分析に必

要なモニタリングメソッドを構築した。

２  試薬

SARS-CoV-2を構成する組換タンパク質として、

Recombinant SARS-CoV-2 Nucleocapsid Protein 
with His tag (ABclonal社)およびRecombinant SARS-
CoV-2 S1+S2 ECD(S-ECD) Protein with His tag 
(Wild type, pre-fusion state plus post-fusion 
stage)(AB clonal社)を購入した。ウイルス不活化及

び濃縮に用いたプロテオミクス用アセトンは、富士フ

イルム和光純薬製を用いた。ウイルス輸送培地

（VTM）は、極東製薬工業製を用いた。タンパク質

消化に用いた消化酵素は、プロメガ社製のTrypsin / 
Lys-C Mix, Mass Spec Gradeを用いた。また、酵素消

化及び溶解液として用いた緩衝液は、重炭酸トリエ

チルアンモニウムバッファー（TEABC）（Sigma社製）

を希釈し用いた。その他LC-MS等に用いた試薬は、

質量分析グレードのものを用いた。

３ 前処理

前処理操作には、タンパク質低吸着のマイクロチュ

ーブ（住友ベークライト社製）、フィルターチップ

（Thermo Scientific社製）及びLC-MSバイアル及び

キャップ（AMR株式会社）を用いた。

前処理法を、図2に示す。組換タンパク質添加

VTMまたは鼻咽頭ぬぐい液検体を50 μL分取し、

氷冷したアセトン450 μLを添加混合し、ウイルスの

不活化及びタンパク質を沈殿し、遠心分離（0℃、

16,000 g、10分）した。得られた沈殿タンパク質に再

度アセトン450 μLを加え同様の操作を行った。40
℃乾燥でアセトンを蒸発させた後、500 mMに調製し

図1 LC-MSによるSARS-CoV-2検出系概要

図2  前処理フロー

・ Low-biding microtube 2 mL

←450 μL Cold acetone

・Vortex

・Discard acetone

←450 μL Cold acetone

・Vortex

・Discard acetone and dry

←Desolved in 40 μL 500mM TEABC soln.

←10 μL Trypsin/Lys.C soln. (100 ng/μL)

←5 μL 1% HCOOH in 50% Acetnirile soln.
・Vortex

・Tranfer to Low-binding LC Vial

Sample
50 μL

Centrifugation
( 16,000 g, 10 min., 0℃）

Centrifugation
( 16,000 g, 10 min., 0℃）

Incubation 4h 40℃

LC-MS sample
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たTEABC溶液40 μLに溶解し、0.1μg/μLに500 
mM TEABC溶液に調製したTrypsin/Lys-C Mixを10 
μL添加し、穏やかピペッティングした後、ヒーティン

グブロック（HF200、アズワン社製）40℃で4時間酵素

処理を行い、1％ギ酸含有50％アセトニトリル溶液5 
μLを添加し反応を停止し、遠心分離後上清をLC
バイアルに移し、これを各LC-MS装置に供した。

４ LC-QqQ-MS及びLC-QTOF-MS分析

高速液体クロマトグラフ三連四重極タンデム質量

分析計（LC-QqQ-MS）は，アジレント・テクノロジー

（株）製1290 Infinity LC/6460を使用した。また、超高

速液体クロマトグラフ四重極-飛行時間型タンデム質

量分析計（LC-QTOF-MS）は、ウォーターズ（株）製

Waters ACQUITY UPLC I-Class/Xevo G2-XS QTof
を使用した。ペプチド分析カラムは、ウォーターズ

（ 株 ） 製 の ACQUITY Premier Peptide BEH C18 
Column（300Å, 1.7 μm, 2.1 x 50 mm）に同社製

ACQUITY Column In-Line Filterを連結し用いた。

移動相Aとして0.1%ギ酸、移動相Bとして0.1%ギ酸

含有アセトニトリルとし、流量0.6 mL/分でグラジエン

ト分析した。その他の条件を含め表１に示す。

５ 鼻咽頭ぬぐい液検体

行政検査のために搬入された患者鼻咽頭ぬぐい

液を用いた。検体は、定量リアルタイムPCR（RT-
qPCR）のCt値をもとに、『Ct 10-20』：11検体、『Ct 20-
30』：15検体、『Ct 30-40』：5検体及び『陰性試料』：9
検体の計40検体とした（表2）。また、表2の検体番号

に下線を引いた検体は、鼻咽頭ぬぐい液がPBSもし

くは生理食塩水により懸濁・保存されていた。RT-
qPCRは、新 型 コ ロ ナ ウ イ ル ス 感 染 症

病 原 体 検 出 マ ニ ュ ア ル 」

(https://www.niid.go.jp/niid/images/lab-manual/
2019-nCoV20200319.pdf）に準じて実施した。

なお、本研究は、「インシリコ解析/LC-MS検出法に

基づく新型コロナウイルス検査の実用性評価（環保

研倫10‒1）」として当センターの倫理審査委員会に

おいて承認された。

６ RT-qPCRとの比較
鼻咽頭ぬぐい液検体のLC-QqQ-MSデータは、

Skylineに取り込み解析し、得られた各ペプチドの
各トランジッションのピークの面積和を用い、各

Ct値グループの傾向を検討した。各検体のペプチ
ドピーク面積合計値をシグナル（S）、同溶出時
間の『陰性試料』の面積合計値をノイズ（N）と
し、S/N比3以上のペプチドについて検出とし、検
出された各ペプチドピーク面積の合計値のLog2
値（log2_SumAreas）とRT-qPCRのCt値の相関性を
検証した。また、検体溶解液について、VTM以外
のPBSもしくは生理食塩水の検体があったため、
それぞれ鼻咽頭ぬぐい保存液ごとに相関性を検

証した。

７ LC-MS分析の変異株検出の可能性検討
モニタリングメソッド搭載のペプチド配列に

ついて、SARS-CoV-2変異株のアミノ酸情報のあ
るWebデータベースで探索し、実検体での検出可
能性について検討した。データベースとして、ス

タ ン フ ォ ー ド 大 学 の CORONAVIRUS 
ANTIVIRAL & RESISTANCE DATABASE 
(https://covdb.stanford.edu /page /mutation-viewer/)
の“SARS-CoV-2 Variants”を参照した。

表1 LC-QｑQ-MS及びLC-QTOF-MS析条件

表2  鼻咽頭ぬぐい液検体リスト及び各検体の

RT-qPCRのCt値
Group No. Strain Ct Value Group No. Strain Ct Value

Ct 10-20 1 Delta 14.83 Ct 30-40 27 Delta 30.56
(11) 2 Omicron 16.43 (5) 28 Estimated Delta 33.85

3 Delta 16.72 29 Not Determinable 38.03
4 Omicron 17.26 30 Not Determinable 38.62

5 R1 18.32 31 Not Determinable 39.96
6 Alpha 18.35 Negative Sample 32 - Undetermined
7 Omicron 18.61 (9) 33 - Undetermined
8 Omicron 18.73 34 - Undetermined
9 Omicron 18.97 35 - Undetermined
10 Alpha 19.13 36 - Undetermined
11 Omicron 19.36 37 - Undetermined

Ct 20-30 12 Omicron 20.06 38 - Undetermined
(15) 13 Omicron 20.34 39 - Undetermined

14 Omicron 20.55 40 - Undetermined
15 Delta 20.56 Underline: PBS or Saline, Others : VTM
16 Alpha 21.14
17 Omicron 21.53

18 R1 21.56
19 Omicron 21.63
20 Omicron 21.73
21 Omicron 21.75
22 Delta 22.81
23 Omicron 23.10
24 Omicron 23.54
25 Alpha 26.13
26 Delta 26.31
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結 果

１ インシリコ解析によるトリプシン消化ペプチド選定

Skylineを用いたNCAP（419アミノ酸）及びSPIKE
（1273アミノ酸）タンパク質のインシリコトリプシン消化

のフロースキームを図3に示す。酵素消化ミス、生成

ペプチド長さ、イオン価、イオンタイプ及びバックグラ

ウンド減算を条件とした。その後、既知のWEBデー

タベースと比較し、その結果、SPIKEとして36ペプチ

ド、879トランジッションが、NCAPとして39ペプチド、

904トランジッションが候補として挙がった。

２ 組換タンパク質による検証

インシリコ消化で選定されたペプチドについて、図

4のフロースキームでLC-QTOF-MS及びLC-QqQ-
MSそれぞれで組換タンパク質による検証を行った。

LC-QTOF-MS については、2 段階の分析及び

SARS-CoV-2検出ペプチドマーカー選択を行った。

1段階目は、データ非依存型のデータ取得法である

MSeモードで分析を実施し、各ペプチドのトランジッ

ションのピーク強度をもとに選択した。2段階目は、

選択されたペプチドのトランジッションに対し、MSe
モード測定より、選択性と感度が良いTOF-MRM
（Multiple Reaction Monitoring）モード分析を実施し、

同 じ く ピ ー ク 強 度 を も と に LC-QTOF-MS に よ る

SARS-CoV-2検出マーカーを選定した（図4A）。一

方、LC-QqQ-MSについては、条件最適化のために

3段階の分析を行い、SARS-CoV-2検出に有効なペ

プチドマーカーを選択した（図4B）。1段階目は、イン

シリコで選択されたペプチドのトランジッションすべて

についてMRM条件を暫定的に設定し、LC-QTOF-
MS同様に各ペプチド及びそのトランジッションを選

択した。2段階目は、暫定的に設定していたMRM条

件の最適化、3段階目にその確認分析を実施し、

LC-QqQ-MSによるSARS-CoV-2検出マーカーを選

定した。

それぞれの機器で選択されたSARS-CoV-2検出候

補マーカーについて、組換タンパク質添加VTMを

用いて、更なるマーカー候補選定を実施した。その

結果、NCAPとして、8ペプチド、8プレカーサー、１７

トランジッション、SPIKEとして、3ペプチド、3プレカ

ーサー、6トランジッションを選択した。また、感度や

機器の安定性等を考慮し、患者鼻咽頭ぬぐい液検

体分析機器として、LC-QｑQ-MSを選択した。この分

析における各ペプチドのTransition、溶出時間、

Fragmentor（V）及びCollision Energy(eV)も表3に示

す。また、今回選択されたペプチドのそれぞれのタ

ンパク質上の位置について図5に青字で示す。

   

A

B

図3  インシリコ解析によるSARS-CoV-2 特異

ペプチドマーカー選択フロースキーム

図4 LC-QTOF-MS(A)分析及びLC-QqQ-MS
（B）によるSARS-CoV-2 特異的ペプチド

マーカー選択フロースキーム
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３ 鼻咽頭ぬぐい液検体のLC-QｑQ-MS分析及び

RT-qPCR結果との比較

(1) 鼻咽頭ぬぐい液検体のLC-QｑQ-MS分析

表1及び3の条件により、鼻咽頭ぬぐい液40検

体の分析を実施した。今回、LC-QｑQ-MSによる

SARS-CoV-2検出の判断として、少なくとも3種の

ペプチドの検出とし、また各ピーク検出の基準を

ネガティブコントロール検体の各ペプチドのトラン

ジッションにおける面積を用い、平均値を算出

（N）し、その値に対してS/N＞3以上であればそ

のペプチドのトランジッションは検出と判断した。

その結果、40検体中22検体はLC-QqQ-MSによ

り、SARS-CoV-2検出と判断された。その内、RT-
ｑPCRの結果と照らし合わせると『Ct 10-20』：11検

体全て、また『Ct 20-30』：15検体の内11検体であ

り、それらの検体のCt値は、23.54以下であった。

そ れ 以 上 の Ct 値 で は LC-QqQ-MS 分 析 で は

SARS-CoV-2検出と判断できなかった。各検体

図5 SARS-CoV-2特異的ペプチドマーカーの

の各タンパク質上の位置

表3  特異的ペプチドマーカー及び分析条件情報

表4 SARS-CoV-2検出検体及びその特異的ペプチド一覧



長崎県環境保健研究センター所報 68，(2022) 報文

-56-

において検出されたペプチド一覧を表4に示す。

また、図6にNCAP組換えタンパク質を添加した

VTMサンプル、RT-qPCR で陰性検体 (Ct値：

>40). 及び陽性判断された検体7 (Ct値=18.61)
のMRMクロマトグラムを示す。

(2) LC-QqQ-MS分析データとRT-qPCRとの比較

LC-QqQ-MS分析で検出された22検体（Ct値：

14.83-23.54）について、検出された各ペプチドピ

ーク面積の合計値のLog2値（log2_SumAreas）と

RT-qPCRのCt値の相関性を検証した（図7 A）。

その時の相関係数(r)は、r=-0.636と相関性があ

ることが確認された。更に、本研究における患者

鼻咽頭ぬぐい液の保存液は、VTM以外にPBSも

しくは生理食塩水（検体1, 4, 8, 11, 13, 14, 17, 20, 
21, 24）が確認され、予備試験で組換えタンパク

質を用いたLC-QqQ-MS分析においてバックグラ

ウンドノイズも異なることから、保存液別に相関性

についても検証した（図7 B）。その結果、保存液

としてVTMを用いた検体グループ（Ct値：16.43-
22.81）での相関係数は、r=-0.821、PBSもしくは

生理食塩水を用いた検体グループ（Ct値：14.83-
23.54）では、r=-0.863と非常に高い相関性が確

認された。

B

図7  NCAPにおけるLC-QqQ-MSとRT-qPCRと

の相関

（A：22検体の相関、B：保存液別相関）

図6  代表的なSARS-CoV-2特異的ペプチドマーカーにおけるMRMクロマトグラム

A
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４ SARS-CoV-2変異への適用可能性

本研究で選択されたSARS-CoV-2検出ペプチドマ

ーカー11種について、現在確認されている変異株

におけるアミノ酸置換について探索した。その結果、

NCAP由来の3ペプチドマーカーについて変異株検

出の可能性がみいだされた（表5）。

LC-QｑQ-MS分析でSARS-CoV-2検出と判断され

た22検体のうち、表5に該当する変異株検体は

Sample 1、3及び15のDelta株であった。

そこで、NCAPの377位のアミノ酸をD（アスパラギン

酸）からY（チロシン）に置換されたDelta株変異ペプ

チドである『AYETQALPQR』のLC-QqQ-MS分析条

件をSkylineで再計算し、Sample 1、3について再度

LC-QｑQ-MS分析し、SARS-CoV-2変異への適用可

能性を検証した。その結果、Sample 1、3においては、

従来株由来の組換えNCAPとSample 13（Omicron株）

で確認される『ADETQALPQR』ペプチドピークは検

出されず、Delta株変異特有の『AYETQALPQR』の

ペプチドピークが検出された（図8）。

考 察

重症急性呼吸器症候群コロナウイルス2（SARS-
CoV-2）は、重症呼吸器疾患であるコロナウイルス病

2019（COVID-19）の原因物質であり、その検出手法

のゴールデンスタンダードは、RT-qPCRである。しか

しながら、それを補完する検出技術の開発も必要で

あり、そのひとつが、プロテオミクス手法による質量

分析（MS）である。

我々は、地方衛生研究所で残留農薬分析、違法

薬物分析及び健康危機管理における原因物質特

定等の理化学分野で汎用的に使用されている2種

のLC-MS（LC-QTOF-MS、LC-QｑQ-MS）を用い、患

者鼻咽頭ぬぐい液中のSARS-CoV-2を構成する

NCAP及びSPIKEタンパク質をRT-ｑPCRにおける遺

伝子増幅や特殊な試薬を用いることなく、それらタン

パク質中のSARS-CoV-2特異的ペプチドのマーカ

ー11種をインシリコ解析と実分析を組み合わせ選別

及び検証した。最終検証として、陰性検体を含む鼻

咽頭ぬぐい液40検体を用いた。

その結果、RT-qPCR相当でCt値23.54以下の鼻

咽頭ぬぐい液22検体からSARS-CoV-2特異ペプチ

ドが複数確認され、ウイルス検出陽性と判断できた。

また、変異株の適用性検証の結果、ペプチドマーカ

ーの一種『ADETQALPQR』がDelta株変異の検出

が可能であった。

現状、陰性判断としてはRT-ｑPCRでCt値が40以

上であり、感染能力の目安としての様々な報告10)-14)

では、Ct値30～35付近で考察がされている。例えば、

Obaらの報告15)では、社会活動範囲の目安としてCt
値30未満で他者への感染リスクが極めて高いと考え、

速やかに隔離及び接触者追跡を開始し、検査を受

けた人には医療機関を受診し、必要な治療を受ける

よう指導すると提唱している。現状、これらの点にお

いても感度面で課題があると思われるが、Hoberらは、

検体保存液にPBSを用い、SARS-CoV-2 NCAP特

異的抗体を用い、NCAPタンパク質を精製、濃縮し、

LC-QｑQ-MS分析を実施することでCt値21～34の範

囲で定量的に検出できるとしている5)。今後、試料量

の増加や前処理法の改良、濃縮などの高感度化へ

の更なる検討が必要と思われるとともに感染拡大防

止と社会経済活動を両立させるための実質的なCt
値の調査等も必要であると考える。しかしながら、ウ

イルスタンパク質を増幅や蛍光色素などを用いず、

表5 ペプチドマーカーとSARS-CoV-2変異株   

およびNCAPにおける変異部位

図8 Delta株 NCAP中変異ペプチドのLC-
QqQ-MSクロマトグラム
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直接イオン化し検出できるターゲットプロテオミクス

LC-MS法は、RT-qPCRを補完する技術の一つとし

て期待でき、公衆衛生学分野だけでなく、その他の

分野でも応用可能であると思われた。
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Evaluation of a novel SARS-CoV-2 detection method based on in silico
prediction and LC–MS analysis

Kazunari TSUJIMURA, Fumiaki MATSUMOTO, Akira YOSHIKAWA and Toshitsugu TAGURI

Targeted proteomics, which involves the detection of specific peptides using in silico prediction and LC–MS 
analysis, has recently been proposed as a complementary method to RT-qPCR for SARS-CoV-2 detection. To 
assess the feasibility of this method, we tested 40 nasopharyngeal swab samples, including those from 
positive patients for SARS-CoV-2 infection, using RT-qPCR for viral RNA and high-performance liquid 
chromatography-mass spectrometer (LC–MS) , which is commonly used at Public Health Institutes of Japan, 
for viral protein-derived peptides. The nucleocapsid protein (NCAP) and Spike protein were selected as the 
viral proteins of interest for targeted proteomic analysis. SARS-CoV-2-specific peptides were detected in 22 
specimens with Ct values of 23.54 or less, which is consistent with the RT-qPCR results. The correlation 
study between “log 2_SumAreas” values obtained from LC–MS analysis of clinical specimens stored in 
different solutions and Ct values obtained from RT-qPCR revealed a strong negative correlation for 
specimens stored in virus transport solution (r = −0.821) and for those in saline or Phosphate-Buffered Saline 
(PBS, r = −0.863). LC–MS analysis also detected the D377Y mutation of NCAP in the Delta strain. Although 
the sensitivity of the technique needs to be improved for future applications in negativity testing, it is 
expected to be one of the complementary techniques to RT-qPCR for directly targeting viral proteins. The 
technique may also be applicable to other viruses besides SARS-CoV-2.

Key words: in silico analysis, Targeted proteomics, LC-MS, SARS-CoV-2, RT-qPCR , COVID-19


