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ELISAを 用 いたA型 インフルエ ンザウイルス迅速診断キ ッ トの検討
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要 旨

A型 イ ン フル エ ンザ ウイル スの迅 速診 断法 で あ る抗原 検 出 キ ッ トDirectigen Flu Aに つ い ての評 価

を 目的 として,各 種 検討 を行 なった.

現在 まで に ヒ トで流行 したA(H1N1,H2N2,H3N2)型17株 お よび1997年 に香 港 で ヒ トか ら分離 さ

れ たH5N1(Hongkong/156/97)す べ て に反 応 し,抗 原 の変異,亜 型間 で の差 は認 め られ なか った.ま

た,A型 イ ン フル エ ンザ ウイル ス以外 の呼吸器 系 ウイ ルス との交差 反応 はみ られ なか った.

プ ラー ク定 量 した ウ イル ス液 を用い た検 出限 界 の測 定 で は,2.4×103pfu/assayの ウイ ルス量 で陽性

と判 定 す る こ とが可能 で あ った.

呼 吸器 系疾 患が 認 め られ る小 児か ら採取 した臨床 検体 を用 い,細 胞培 養 によ るウイル ス分離 との比 較

を行 な った.咽 頭 ぬ ぐい液 を検体 とした場 合,感 度 は77.9%,特 異性 は98.4%で あ った.鼻 汁 吸引液 で

は感度 は92.1%,特 異性 は100%で,高 い感 度 お よび特異 性 が証 明 された.

この検査 キ ッ トは他 のイ ンフルエ ンザ診 断法 に比 べ て簡 便 かつ迅 速 な検 出が可 能 であ り,約10～15分

で結果 が得 られ る ことか ら,様 々 な医療 現場 にお いて有用 で あ る と考 え る.

序 文

1997年5月 に香港において,今 まで トリのイン

フルエンザウイルス とされていたA(H5N1)が ヒ

トから分離 され1),新 型インフルエ ンザウイルス

として世界的に注 目された.過 去にも1918年(H1

N1),1957年(H2N2),1968年(H3N2)にA型

インフルエンザウイルスの不連続変異が引 き起 こ

す汎流行によって多数の死者,罹 患者が発生 して

おり,今 回出現 したA(H5N1)に ついて も世界的

な流行が危惧されている.

国立感染症研究所 と地方衛生研究所によるイン

フルエ ンザウイルスの分離調査報告2)によると,A

型インフルエンザウイルスは,毎 年必ずA(H1

N1)あ るいはA(H3N2)が 冬期に数多 く分離 さ

れ,年 間でのウイルス分離数は他の呼吸器系ウイ

ルスに比べて圧倒的に多い.最 近では,イ ンフル

エンザウイルスの感染による重篤な症例の報告が

増加 してお り,新 型ウイルスの出現の有無にかか

わらず,イ ンフルエンザウイルス感染による社会

的影響 は大きい.特 に,乳 幼児,高 齢者および呼

吸器 ・循環器等基礎疾患を持つハイ リスクグルー

プは重症化 しやす く3),死亡例 も多い と考えられ,

早期診断が求められている.

インフルエンザウイルスの検査法 として,培 養

細胞 によるウイルスの分離や感染初期 と回復期の

ペア血清を用いた血清診断が一般的な検査 として

用いられている.し か し,結 果 を得るまでに長期

別 刷 請 求 先:(〒210-0834)川 崎 市 川 崎 区 大 島5
-13-10

川崎市衛生研究所 清水 英明

平成10年8月20日



828 　清水 英明 他

問 か か り,診 断 ・治 療 に結 び つ け る こ と は難 しい.

そ の た め,迅 速 診 断 法 と し てreverse trans-

cription-polymerase chain reaction(RT-PCR)

法 が イ ン フル エ ンザ ウイ ル ス の診 断 に応 用 され て

い る4)5).RT-PCR法 は 高感 度 で,特 異 性 の 高 い検

査 法 で あ るが,遺 伝 子 等 を 扱 う施 設 が 必 要 な た

め,研 究 室 レベ ル の検 査 法 に と ど ま り,一 般 的 な

医 療 機 関 に導 入 す る こ と は現 段 階 で は困 難 と思 わ

れ る.

今 回,Enzyme-linked Immunosorbent Assay

(ELISA)を 用 い た イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 抗 原

検 出 キ ッ トで あ るDirectigen Flu A(Becton

Dickinson,USA)に つ い て各 種 試 験 を行 な い,イ

ン フ ル エ ン ザ の 診 断 へ の 有 用 性 の 検 討 を行 な っ

た.

材 料 と方 法

1.使 用 ウイ ル ス

ヒ ト由 来 のA型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス で あ

るHIN1(PR/8/34,FM/1/47,NJ/8/76,

Kumamoto/37/79,Yamagata/120/86,

Yamagata/32/89,Beijing/262/95),H2N2(Sin-

gapore/1/57),H3N2(Aichi/2/68,Bangkok/1/

79,Philippines/2/82,Yamagata/96/85,Si-

chuan/2/87,Guizhou/54/89,Shiga/2/91,Kita-

kyusyu/159/93,Wuhan/359/95),H5N1(Hong-

kong/156/97),ト リ由来 のH4N6(Duck/CZ/1/

56),H7N3(Turkey/England/1/63)お よ び ブ タ

由来 のH1N1(SW/lowa/15/30)を 用 いた.ま た,

A型 イ ン フル エ ン ザ ウ イ ル ス 以 外 の ウ イ ル ス と

して,B型 イ ン フル エ ン ザ ウ イ ル ス(Mie/1/93,

Guangdong/05/94),1997年 に神 奈 川 県 内 で 分 離

され たパ ラ イ ン フ ル エ ンザ ウ イ ル ス1～3型,RS

ウ イル ス,ア デ ノ ウ イ ル ス1～7型,エ コ ー ウイ

ル ス3・9・11・25・30型,エ ンテ ロ71型,ム ン

プ ス ウ イ ル ス お よ び ラ イ ノ ウ イ ル ス1Aの 標 準 株

を用 い た.

2.臨 床 検 体

1997年11月 か ら1998年3月 にか け て神 奈 川 県 内

で発 生 した 集 団 か ぜ 児 童 か ら採 取 した うが い 液98

件 お よび 医 療 機 関 にイ ン フ ル エ ンザ 様 の 呼 吸 器 症

状 で来 院 した 患 者 の 咽 頭 ぬ ぐい 液175件,鼻 汁 吸 引

液45件 を採取 した.な お,検 体採取液には0.5%ゼ

ラチン加PBS(-)を 使用した.検 体の採取法 と

して,う がい液 は,5mlの 採取液で約1分 間 うがい

をさせて,滅 菌した容器 に採取 した.咽 頭ぬぐい

液 は,滅菌 した綿棒で咽頭部分を擦過 し,1.5mlの

採取液の入った試験管に綿棒 を入れ撹拌後,綿 棒

を除いた.鼻 汁吸引液は,デ ィスポーサブルシリ

ンジに装着 した滅菌カテーテルを鼻咽頭まで挿入

し,鼻 汁 を採取した.1ml～2mlの 鼻汁を4mlの 採

取液の入った試験管に加 え,撹 拌 した.全 ての検

体に終濃度100U/mlの ペニシリン,1mg/mlの ス

トレプ トマイシンを加 え,3,000rpmで20分 間遠

心 し,そ の上清を検査に使用 した.

3.Directigen Flu Aを 用いたインフルエンザ

ウイルスの抗原検出

Directigen Flu AはA型 インフルエ ンザウイ

ルス抗原 をナイロン膜上に吸着させ,ELISAに

よって発色の有無を確認するキットである.

検査法 についてはキッ トに添付 されたプロ ト

コールに従って行なった.す なわち,フ ィルター

の付 いた分注チューブに125μlの 検体 を入 れ,

Tween20加 溶解液 を8滴(約200μl)加 えて混合

する.そ の処理検体をキット本体のナイロン膜上

に全量滴下し,膜 に吸着させて,洗 浄液で洗浄す

る.そ の後,ア ルカリフォスファターゼ標識抗A

型インフルエンザウイルスモノクローナル抗体を

含む反応液 を加え,2分 間反応 させる.膜 を洗浄

後,基 質(3-indoxyl phosphate)を 含んだ発色液

を加えて5分 後に判定する.判 定 は膜上に紫色の

三角形が可視 された場合 をA型 インフルエンザ

ウイルス陽性 とし,三 角形が認められず,膜 の中

心 にコン トロール として吸着 したA型 インフル

エンザウイルス抗原の紫色の ドットのみ観察され

た場合 は陰性 とする(Fig.1).

4.細 胞培養によるウイルス分離

インフルエンザウイルスの分離にはMDCK細

胞および一部の検体についてCaCo-2細 胞 を使用

した.24穴 のマイクロプレー トに単層の細胞 を作

製し,PBS(-)で 洗浄後,150μlの 検体を接種 し

37℃で30分 吸着後,ト リプシン加イーグルMEM

を加 え,34℃ でインキュベー トした.2代 まで継
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Fig. 1 Directigen Flu A device showing, positive and negative results

Positive Negative

代 して 細 胞 変 性 効 果 の 認 め られ た もの につ い て,

0.5%モ ル モ ッ ト血 球 を用 い て 血 球 凝 集 能 を 測 定

後,血 球 凝 集 抑 制(HI)試 験 を行 な い 同 定 した.

5.ウ イ ル ス の 定 量

ブ ラ ー ク定 量 法 を 用 い て ウ イル ス量 を測 定 した

A/Yalnagata/32/89(H1N1),A/Kitakyusyu/

159/93(H3N2)に つ い て10-2～10-5ま で の 希 釈 列

を作 製 し,そ の 希 釈 ウ イル スを 用 い て検 査 キ ッ ト

の 検 出 限 界 につ い て 調 査 した.

成 績

1.特 異 性 の 検 討

ヒ ト由 来 のA型 イ ン フ ル エ ンザ ウ イ ル ス18株

に つ い てDirectigen Flu Aの 反 応 性 を 調 査 した

と こ ろ,す べ て の 株 で発 色 を呈 し,陽 性 の 反 応 が

認 め られ た.ま た,ブ タA型(SW/Iowa/15/30),

ト リA型(Duck/CZ/1/56,Turkey/England/1/

63)イ ン フ ル エ ンザ ウ イル ス に つ い て も同 様 に反

応 が 認 め られ,今 回使 用 したA型 イ ン フ ルエ ンザ

ウ イル スの全 て の 株 が検 出 可 能 で あ った.し か し,

B型 イ ン フ ル エ ンザ ウ イ ル ス,そ の 他 の ウ イル ス

で は発 色 は 認 め られ ず,交 差 反 応 は み られ な か っ

た(Table 1).

2.検 出 限 界 の検 討

プ ラ ー ク定 最法 の結 果,A/Yamagata/32/89は

1.8×108pfu/ml,A/Kitakyusyu/159/93は2.0×

108pfu/mlの ウ イル ス 量 で あ っ た.そ の 希 釈 ウ イ

ル スを 用 い たDirectigen Flu Aの 検 出 限 界 の 測

定 で はA/Yamagata/32/89,A/Kitakyusyu/

159/93の 両 株 と も原 液 の10-4希 釈 まで 反 応 が 認 め

ら れ た.こ れ ら の ウ イ ル ス 希 釈 液 中 に はA/

Yamagata/32/89で1.8×104pfu/ml,A/Kita-

kyusyu/159/93で2.0×104pfu/mlの ウ イ ル ス粒

子が 存 在 し,キ ッ トに使 用 す る125μl中 に そ れ ぞ

れ2.3×103pfu,2.5×103pfuま で 発 色 を判 別 で き

た.

3.臨 床 検 体 を 用 い た 細 胞 培 養 との 比 較

臨 床 検 体 に つ い てDirectigen Flu Aで イ ン フ

ル エ ン ザ ウ イル ス の抗 原 検 出 を行 な い,細 胞 培 養

に よ る ウ イル ス分 離 との 比 較 を行 な った.な お,

感 度 お よび 特 異 性 は細 胞 培 養 を基 準 と して測 定 し

た.

鼻 汁 吸 引 液 を 検 体 と し た 場 合 の 検 出 結 果 を

Table 2に 示 し た.45件 中A型 イ ン フル エ ンザ ウ

イ ル ス が 分 離 さ れ た の は38例(84.4%),Dir-

ectigen Flu Aで は35例(77.8%)が 陽 性 で,感 度

は92,1%,特 異 性 は100%で あ っ た.咽 頭 ぬ ぐい 液

で の検 出 結 果(Table 3)で は175件 中A型 イ ン フ

ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 分 離 さ れ た の は113例

(64.5%),Directigen Flu A陽 性 は89例(50.9%)

で感 度 は77.9%,特 異性 は98.4%で あ っ た.う が

い液 の 検 出 結 果 をTable 4に 示 し た.98件 中 ウ イ

ル ス分 離 で は47例(48.0%)が イ ン フル エ ンザA

型 陽性 に対 し,Directigen Flu A陽 性 は わ ず か6

例(6.1%)で,感 度 は12.8%,特 異性 は100%で
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Table 1 Reactivity of Directigen Flu A with isolated virus

Table 2 Sensitivity and specificity of the Directigen Flu A with nasopharyngeal

aspirate specimens(n=45)

Table 3 Sensitivity and specificity of the Directigen Flu A with throat swab

specimens(n=175)

Table 4 Sensitivity and specificity of the Directigen Flu A with gargle specimens
(n=98)
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あ った.

考 察

イ ン フル エ ンザ ウイ ル ス の迅 速 診 断 法 と して,

蛍 光 抗 体 法(IF)6)7)やELISA8)9)を 使 用 した抗 原 検

出 の 報 告 が み られ る が,こ れ らの 方 法 は本 邦 で は

実 用 化 さ れ て お らず,RT-PCR法 が 主 流 とな っ て

い る.

今 回,迅 速 診 断 法 と してELISAを 用 い た イ ン

フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス 抗 原 検 出 キ ッ トで あ るDir-

ectigen Flu Aの 検 討 を行 った.こ の キ ッ トはA

型 イ ン フ ル エ ンザ ウ イ ル ス 核 蛋 白(NP)を 抗 原 と

した モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を使 用 して い るた め,亜

型 の 区 別 な くA型 イ ン フ ル エ ンザ ウ イ ル ス を検

出 す る こ とが で き,検 査 に使 用 した ヒ ト,ト リ,

ブ タ の す べ て のA型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス に

反 応 が 認 め ら れ た.こ の こ と か ら,連 続 変 異

(drift)に よ っ て抗 原 性 が 違 うA型 イ ン フル エ ン

ザ ウイ ル ス や 不 連 続 変 異(shift)に よ っ て,い わ

ゆ る新 型 イ ン フル エ ン ザ ウ イ ル スが 出現 した 場 合

で も迅 速 に検 査 をす る こ とが 可 能 で あ る.ま た,

ト リや ブ タ のA型 イ ン フル エ ンザ ウ イ ル ス 抗 原

に対 して も発 色 を呈 した こ とか ら,こ の キ ッ トは

ヒ トに お け る検 査 目 的 だ けで な く,ト リや ブ タ の

イ ン フル エ ンザ ウ イ ル ス の ス ク リー ニ ン グ検 査 に

も使 用 す る こ とが で き,ヒ ト以 外 の イ ン フル エ ン

ザ ウ イ ル ス検 査 試 薬 と して も有 効 で あ る こ とが 示

唆 さ れ た.

臨 床 検 体 別 の検 出 率 で は,使 用 した 検 体 に よ っ

て 明 確 な差 が 認 め られ た.MDCK細 胞 を用 い た 細

胞 培 養 に よ る ウ イル ス分 離 との比 較 の 結 果,う が

い 液 を検 体 と した 場 合,Directigen Flu Aの 感 度

は12.8%と 低 か った.し か し,咽 頭 ぬ ぐい 液 お よ

び鼻 汁 吸 引 液 で は感 度 は77.9%,92.1%と 高 く,

特 異 性 にお い て は,100%に 近 い値 で あ った.イ ン

フ ル エ ン ザ感 染 者 は,う が い 液 中 に3×102～5×

103pfu/ml,咽 頭 ぬ ぐ い 液 中 に5×10～1.5×104

pfu/mlの ウ イ ル ス 粒 子 が 存 在 す る と さ れ て い

る10)11).今 回,Directigen Flu Aの 検 出 限 界 は約

2.4×103pfu/assayと の 結 果 が 得 られ た.う が い

液 は 咽 頭 ぬ ぐい 液 に比 べ て,使 用 す る採 取 液 量 が

多 く,ま た,小 児 にお い て は確 実 に採 取 す る こ と

が難 しい.本 邦ではインフルエンザウイルスの検

査に鼻汁吸引液等鼻腔から採取 した検体 を使用す

ることが少ない.し かし,諸 外国ではインフルエ

ンザの検査に鼻汁吸引液や鼻腔洗浄液を使用して

いる ところが多 く6)9)12)13),今回の結果 で もDir-

ectigen Flu Aお よびウイルスの分離の両法にお

いて鼻汁吸引液が最 も高い検出率であった.こ の

ことか ら,Directigen Flu Aの 検体には,あ る程

度のウイルス量 を確保できる鼻汁吸引液あるいは

咽頭ぬ ぐい液が良い と思われる.これらの検体は,

医療従事者が比較的容易かつ直接,患 者から採取

で きるものである.

インフルエンザウイルスの一般的な検査法 とし

て,現 在のところ細胞培養 によるウイルス分離以

外 に血清検査による診断が用いられている.今 回

検体の提供を受 けた患者のうち,う がい液 を採取

した集団かぜ児童からはペア血清 を採取すること

ができ,HI試 験の結果,Directigen Flu Aお よび

ウイルス分離陽性 の患者すべてにおいてA型 イ

ンフルエンザウイルス(H3N2)に 対する抗体 の上

昇 を確認することができた.し か し,医 療機関で

咽頭ぬ ぐい液,鼻 汁吸引液を採取した患者 はお も

に外来患者であったため回復期血清の採取はでき

なかった.今 後,検 査の再確認のために,ペ ア血

清 も同時 に採取 を行 ない,血 清学的診断 とDir-

ectigen Flu Aと の比較検討を行なっていきたい.

イ ンフルエ ンザの症状 は一般的 に発熱,呼 吸

器 ・消化器症状 を主体 とする急性感染症である.

しかし,肺 炎,心 筋炎等の合併症によって重症化

することもある14)15).特に最近ではインフルエン

ザ流行時に脳炎 ・脳症が多発 し,患 者の髄液等か

らウイルスが分離 また,RT-PCR法 によってウ

イルス遺伝子が検出される例が数多 くみられ,冬

期の脳炎 ・脳症にインフルエンザウイルスが関与

していると言う裏付けがなされている16)17).また,

高齢者や乳幼児および基礎疾患を持つ患者等につ

いては合併症の頻度も高 く,重 症化する可能性が

高い.こ れ らハイリスクグループについてはイン

フルエンザウイルスに対する予防および早期治療

が不可欠である.予 防としてワクチンの接種が有

効であるが,任 意接種 とな り接種率は低 くなって
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いる.近 年ではA型 インフルエ ンザの治療薬 とし

てアマンタジン,リ マンタジンの医療現場での効

果 も報告 され18)19),さらに新 しく抗 ノイ ラ ミニ

ダーゼ薬の開発 もなされてお り20),イ ンフルエ ン

ザの治療の面か らも迅速診断の重要性が高 まるも

の と考えられる.

なお,本 邦において,冬 期にはA型 だけでな く

B型 インフルエンザウイルス も流行 し,近 年では

両型の混合流行が多 く認められる.ま た,A型 と

同様 に脳炎 ・脳症や心筋炎等の重症例からB型 の

分離が報告 されている2).現 在の ところB型 イン

フルエ ンザウイルスを特異的に検出する市販キッ

トはなく,今 後,B型 インフルエ ンザウイルスに

ついて も簡便かつ迅速に検出できるキットの開発

が望まれ る.
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A rapid enzyme immunoassay membrane test, Directigen Flu A (Becton Dickinson , USA),

was evaluated by using virus isolates and clinical specimens . The reference laboratory diagnosis

was based on the results of virus isolation.

Directigen Flu A was reactive for all subtypes of human influenza A viruses , including

reference strains of H1N1, H2N2 and H3N2. Moreover, H5N1 (Hongkong/156/97) was also

detected by this kit. No cross reactivity was detected with other respiratory viruses.

Directigen Flu A showed positive reaction with the solution containing influenza A virus of

2.4•~103 pfu/assay.

The rapid test demonstrated 77.9% sensitivity and 98.4% specificity for testing of throat

swabs from children with respiratory symptoms. It showed higher sensitivity and specificity

(92.1% and 100%) for testing of nasopharyngeal aspirates.

Directigen Flu A should be useful for the rapid diagnosis of influenza A virus infection.
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