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要 旨

イムノクロマ トグラフィー法 と酵素免疫法 を組み合わせ た原理 により,A型 お よびB型 インフルエ ン

ザウイルスを鑑別 して検出する迅速検査試薬の改良試作品:エ スプラインインフルエ ンザA&B-N(富

士 レビオ)に ついて検討 した.基 礎的検討では種々のインフルエ ンザ ウイルスに対する反応 は問題な く,

ウイルス液の最小検出濃度は5.8×102～5.8×103pfu/assayで,検 出感度 は従来製品より2～10倍 上昇 し

ていた.臨 床的検討は,2002/2003年 の インフルエ ンザシーズンにインフルエ ンザ様疾患 の患者か ら採取

した715検 体(小 児79.4%,成 人18.5%,不 明2.1%,ウ イ ルス分離陽性率68.3%)に つ いて,ウ イルス

分離お よびnested RT-PCRを 対 照検査 として感度 と特異度 を評価 した.A型 で の感度は鼻腔吸引液で

95.4%,鼻 腔 ぬ ぐい液96.8%,咽 頭 ぬ ぐい液85.1%で あ った.B型 での感度 は鼻腔吸引液で91.2%,鼻 腔

ぬ ぐい液88.1%,咽 頭 ぬ ぐい液71.6%とA型 よりやや低かった.従 来製品と比べ ると,特 に咽頭ぬ ぐい

液のA型 に対する感度の上昇が顕著であった.検 体別の感度では,鼻 腔吸引液と鼻腔ぬ ぐい液の感度は

咽頭ぬ ぐい液よ りも有意に高 く,小 児では鼻腔検体の信頼性が高いことが改めて確認 された.偽 陽性 は

223検 体 中2検 体のみで,特 異度は鼻腔吸引液で100%,鼻 腔ぬ ぐい液97.6%,咽 頭 ぬ ぐい液100%と 検

体 による差 はな く,全 体 で99.1%で あ った.
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序 文

インフルエンザはその感染性 と病原性の特性か

ら,医 療のあらゆる現場で適切な対応が必要とな

る重要な呼吸器感染症の一つである.近 年わが国

のインフルエ ンザ対策では,ワ クチンによる予防

と,早 期診断に基づ く抗インフルエンザ薬による

治療 という明確 な診療方針が認め られる までに

なった1)2).このような状況で,イ ンフルエ ンザの

診断はより早 く的確であることが求められ,そ の

補助検査 としてインフルエ ンザ迅速検査キッ トが

使用されている.迅 速検査の導入によって他の検

査や抗菌薬の使用が減 り,抗 インフルエ ンザ薬の

適切な使用につながっていることが報告 されてい

る3).

2001/2002イ ンフルエ ンザ シーズ ンに我々は,
別刷請求先:(〒210-0017)川 崎市川崎区新川通12-1

川崎市立川崎病院小児科 三田村敬子

平成16年7月20日



598 三田村敬子 他

イ ム ノク ロマ トグ ラ フ ィー 法 と酵 素免 疫 法(en-

zyme immunoassay:EIA)を 組 み合 わせ た測 定

原理 に よる,A型 ・B型 イ ンフルエ ンザ鑑 別迅速

検 査 キ ッ ト:エ ス プ ライ ン イ ンフルエ ンザA&

B(富 士 レビオ,以 下Espline)の 評 価 を行 い報告

した4)5).今 回 はEsplineの 改 良試作 品:エ ス プ ラ

イ ン イ ンフルエ ンザA&B-N(富 士 レビオ,以 下

N-Espline)に つ い て,基 礎 的検 討 と臨床検 体 にお

け る評価 を行 った.

材 料 と方法

1.　基 礎 的検 討

N-Esplineの イ ンフ ルエ ンザ ウ イル ス に対す る

反応性 につ いて,2002/2003シ ー ズ ンの ワクチ ン

株3株{A/New Caledonia/20/99(H1N1),A/

Panama/2007/99(H3N2),B/Shangdong/7/97)},

臨床 検体 か ら分離 され たA(H1N2)型1株(A/

Yokohama/22/2002)6),お よ び,以 前 報 告 し た

Esplineの 検 討 で 使 用 し たNational Institute for

Biological Standards and Control(NIBSC)よ り入

手 した ヒ ト由 来 の イ ンフ ルエ ンザ ウ イル ス抗 原

31種(AH1N1が8種,AH3N2が14種,Bが10

種)4)を 用 いて,反 応性 を確 認 した.ま た交差 反応

性 の有無 につ いて,横 浜 市衛生研 究所 で分離 ・同

定 した イ ン フルエ ンザ ウ イ ルス 以外 の ウ イ ルス

30株(Adenovirus type 1,2,3,4,5,6,7,

Coxsackievirus type A16,B1,B2,B3,B4,

B5,B6,Echovirus type 3,4,7,22,30,En-

terovirus type 71,Herpes simplex virus type

1,Mumps virus,Parainfluenza virus type 1,

2,3,Poliovirus type 1,2,3,Respiratory syn-

cytial virus subgroup A,B)に 対 す る反応 を調べ

た.

さ らに,ワ クチ ン株 とH1N2株 の プ ラー ク定量

を行 い,そ の段 階希釈 列 を調 製 し,1テ ス トあた り

100μlを 用 い て新 旧 キ ッ トの検 出 限 界 を比 較 し

た.

2.　臨 床 検体 での検討

2003年1月 か ら3月 の イ ンフ ルエ ンザ シー ズ

ンに,神 奈 川県 内の4施 設(川 崎市立 川崎病 院,

神 奈 川県警 友会 けいゆ う病 院,伊 勢原協 同病 院,

座 間小 児科診療 所)を イ ンフルエ ンザ様症 状 で受

診 した小児および成人患者を対象として,初 診時

に上気道か らの検体 を採取 し,N-Esplineの 臨床

検体での成績を検討 した.

検体の種類は,鼻 腔吸引液(nasal aspirate以 下

NA),鼻 腔拭い液(nasal swab以 下NS),咽 頭拭

い液(throat swab以 下TS)の3種 類 を採取 した.

ウイルス分離を対照検査 としてN-Esplineお よび

Esplineの 結 果 を比較 し,ウ イルス分離 陰性で

キ ッ ト陽性 であった検体 につ いてはnested RT-

PCRに よる確認試験を行った.

ウイルス分離およびnested RT-PCR用 検体は,

ウイルス輸送培地2mlに 調製 して-80℃ に保存

し,解 凍 した後3,000rpm15分 間遠心 しその上清

を用 いた.検 体100μlをMDCK細 胞 お よびCaCo-2

細胞 に接種し,細 胞変性効果を確認後,赤 血球凝

集抑制試験 により同定 した.nested RT-PCR(以 下

PCR)は 以前報告 したプライマー7)を用いて行 っ

た.

臨床検体の成績に関 してはカイ二乗検定にて有

意差検定を行い,P<0.05を 有意 とした.

3.　N-Esplineの 測定原理 と操作法

本キ ットはイムノクロマ トグラフィー法 と酵素

免疫法(EIA)を 組み合わせた原理により,A型 お

よびB型 インフルエ ンザウイルスを鑑別 して検

出する試薬である.N-Esplineに 使用 されている

インフルエ ンザ ウイルスA型 とB型 それぞれの

核蛋 白抗 原 に対 す るモ ノク ローナル抗体 は,

Esplineと 異 なる新たに作成 された抗体で,反 応

性の改良が行われている.操 作法はEsplineと 同

様であ り,綿棒に採取 した検体 を抽出液で調製後,

反応 カセ ットに滴下した後基質パ ッドを押 し,15

分後に目視で判定 した.EsplineとN-Esplineは 同

じ抽出液で調製 した検体を両キ ットに分けて検査

した.

成 績

1.　基礎的検討

N-Esplineは,ワ ク チ ン 株3株,H1N2株,

NIBSCよ り入手 したインフルエ ンザ ウイルス抗

原31種 すべてに対 して,A型 あるいはB型 の一

致 した陽性反応 を示 した.交 差反応性の確認試験

では,検 査材料として用いたインフルエンザウイ

感染症学雑誌 第78巻 第7号
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Table 1 Detection limits of diluted samples with Espline Influenza A & B-N and Espline

Influenza A & B

Table 2 Positive ratio of cell culture in clinical specimens

ルス以外の ウイルスに対 して,N-Esplineは 全て

陰性の反応を示 した.

ワクチ ン株希釈列による検出限界の検討では,

N-EsplineはEsplineに 比べて2倍 か ら10倍 の検

出感度であった(Table 1).

2.　臨床検体での検討

1)　臨床検体の内訳 とウイルス分離陽性率

採取 した検体数の合計は715検 体で,検 体種類

別の内訳は,鼻 腔吸引液(NA)276検 体,鼻 腔拭

い液(NS)245検 体,咽 頭拭い液(TS)194検 体

であった.年 齢別では,小 児(15歳 以下)が79.4%

(568検 体),成 人(16歳 以上)が18.5%(132検 体),

不明2.1%(15検 体)で あった.全715検 体のウイ

ルス分離陽性率は,A型 インフルエ ンザ ウイルス

が41.7%(298検 体),B型 が26.4%(189検 体)で

あり,A型 とB型 の重複感染が0.1%(1検 体)認

め られた.A型 とB型 あわせたウイルス分離陽性

率は68.3%(488検 体)で あった(Table 2).分 離

されたA型 の亜型 はすべてAH3型 でAH1型 の

陽性例はなかった.

2)　ウイルス分離お よびPCRとN-Esplineの 相

関

全715検 体 をウイルス分離の結果でA型 のみ

陽性,B型 のみ陽性,A型 とB型 の両方が陽性,

A型 とB型 とも陰性 に分けて検討を行った(Ta-

ble 3).ウ イルス分 離でA型 陽性 の298検 体 中

278検 体(93.3%)はN-Esplineで もAの み陽性反

応(以 下A+),ウ イルス分離でB型 陽性の189

検体 中157検 体(83.1%)はN-Esplineで もBの み

陽性反応(以 下B+)で あった.ウ イルス分離で

A型 とB型 の 両 方 が 分 離 さ れ た1検 体 は,

N-Esplineも 同様 にAとBが 陽性反応(以 下A+

B+)を 示 し,PCRで もA型 とB型 のインフルエ

ンザウイルスが確認 され,重 複感染 と考 えられた.

この1検 体を除きN-Esplineで(A+B+)の 検体

は認められなかった.

ウイルス分離陰性 は227検 体で,そ のうち221

検体(97.4%)はN-Esplineで も陰性反応(以 下-)

で一致 した.不 一致6検 体(2.6%)のPCRの 結果

は,2検 体はAH3型 が陽性,2検 体はB型 が陽性

でN-Esplineの 結 果 と一 致 し,偽 陽性 は2検 体

(0.9%)の みであった.

平成16年7月20日
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Table 3 Correlations between cell culture and Espline Infuenza A & B-N

Table 4 Comparison of Espline Influenza A & B-N and Espline Influenza A & B with cell culture and

nested RT-PCR

3)　検 体採 取部 位別 の ウ イルス分 離 お よびPCR

とN-Esplineの 相 関

全715検 体 を検 体採取 部位 別 に分類 し,ウ イル

ス分離 にPCRを 加 えた結 果 と比較 し,N-Espline

の(A+),(B+),(A+B+),(-)の 一 致率 を集計

した(Table4).

感 度 は,A型 のNAで95.4%,NS96.8%,TS

85.1%で,B型 のNAで は91.2%,NS88.1%,TS

71.6%で あ っ た.A型 とB型 の どち ら にお い て

も,NAとNSの 感 度 に差 を認 め なか ったが,NA

お よびNSで の 感度が,TSで の 感度 よ り有 意に高

か った.ま た,同 じ種類 の検体 の なかで は,B型 は

A型 に比 して 感度 が低 い傾 向で,NSで は有 意 差

を認めた.

特 異度 につい ては,検 体 による差 を認 め なかっ

た.

4) EsplineとN-Esplineの 比 較

従来 の製品 で あるEsplineと そ の改 良品 であ る

N-Esplineに つ いて,PCRの 結 果 を加 えた ウ イル

ス分離 を対 照 として感 度 と特異 度の比較 を行 った

(Table4).感 度 は,い ず れ の 種 類 の 検 体 で も

Esplineに 比 べN-Esplineに お いて 高 い値 で あ っ

た.特 にTSのA型 ではEsplineが62.2%で あ っ

た の に 比 べN-Esplineで は85.1%と 最 も顕 著 で

あった.特 異 度 は,同 等 の成績 であ り全検体種 の

合計 で は どち ら も99.1%で あ った.

5)　発 病 か らの 日数 と感度

N-Esplineの 感 度 を,発 病 日を第1病 日 と して

病 日毎 に集 計 した(Table5).A型 のNAとNS

で は 第1病 日か ら第3病 日までの差 は認め られな

感染症学雑誌 第78巻 第7号
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Table 5 Sensitivities of Espline Influenza A & B-N compared with cell culture and

nested RT-PCR in specimens based on disease day

Table 6 Sensitivities of Espline Influenza A & B-N compared with cell culture and nested RT-PCR in specimens of

age groups

かったが,A型 のTSで は,第1か ら第2病 日にか

けて75.0%か ら91.9%に 感度が上昇 していた.特

異度には病 日ごとの差は認め られなかった.

6)　年齢群 による感度の比較

対象患者を年齢別のグループに分け,感 度 を計

算 した(Table 6).3種 類の検体 とも5歳 以下の年

齢群で感度が高い傾向であったが,小 児 と成人で

の感度の差は認められなかった.特 異度には年齢

群での差 を認めなかった.

考 察

2001/2002イ ンフルエンザ シーズ ンに検討をし

たEsplineは,イ ムノクロマ トグラフィー法の簡

便 さに加 えてEIAの 原理 を用 いて感度 と特異性

を高めたインフルエ ンザウイルス抗原検 出用の迅

速検査キッ トであ り,評 価の結果では感度 ・特異

性 に良好 な結果が得 られていた.今 回評価 を行っ

た改良試作品N-Esplineは,新 しいモ ノクローナ

ル抗体8)を使 うことによって さらに検出感度 を上

昇させ,ま た特異性の改善も行われたキッ トであ

る.

N-Esplineの 基礎検討では,種 々のインフルエ

ンザ抗原およびインフルエ ンザウイルス株に対す

る反応は問題な く,他 のウイルスに対する非特異

反応 も認め られなかった.ま た,検 出限界の測定

ではEsplineの2～10倍 の感度を示 したが,特 に

A/Panama/2007/99(H3N2)で の感度の上昇が今

回の臨床検体での結果に反映 していたと考えられ

た.
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N-Esplineと ウイルス分離 お よびPCRと の比

較 では,B型 よ りA型 に対 して高い感度 を示 し

た.EsplineとN-Esplinの 比 較 で は,A型 とB

型,検 体種類別の感度はどれ も,N-Esplineの ほう

がEsplineよ り高い値であった.従 来でも検 出率

の高い鼻腔検体では有意差 を認めなかったが,A

型の咽頭ぬ ぐい液で は62.2%か ら85.1%に 有意

な上昇 を認めた(P<0.01).し かしそれでも,TS

よりNAやNSで の感度がなお高い値であること

はこれまでの検討 と同様で9)10),小児 にお ける鼻

腔検体の信頼性が高いことが改めて確認された.

特異度に関 しては,PCR結 果 を合めると偽陽性

検体は223検 体中2検 体のみであ り,新 旧両キッ

トとも特異度99.1%と 非常 に特異性 の高いキ ッ

トであった.Esplineの 治験時には(A+B+)の

非特異反応を4.4%に 認めたが,本 研究では(A+

B+)は 混合感染が証明された1検 体のみで,非 特

異反応は極めて少なく,しか もA型B型 の混合感

染 も正確 に判定可能であることが示唆された.

迅速検査試薬の検出感度および特異性に影響を

与 える要素11)12)のなかで,発 病か ら検体採取 までの

病 日お よび患者年齢に関する分析を行った.お の

おののグループの検体数が十分でないため確定的

とはいえないが,TSに ついては,A型 で第1病 日

から第2病 日に,B型 で第1,第2,第3病 日と感度

が上昇する傾向を認めた.こ の傾向は,我 々の行っ

たインフルエ ンザ症例での経時的なウイルス排泄

量の計測で,病 初期はウイルス量が増加傾向を示

す症 例が ある こ とと相 関 してい る と推測 され

た13).年齢 による分析での小児 と成人の間では,

感度 と特異度 とも差はな く,成 人の鼻腔検体での

検出率に問題はない と思われた.小 児のなかでは,

6歳 以上15歳 以下の年齢群 では5歳 以下の年齢

群に比 して感度が低い傾向を認め,特 にTSのB

型で差が大 きかった.そ の原因としてはウイルス

排泄量の差や検体採取の問題などが考えられるが

特定 はで きなかった.

インフルエンザ迅速検査 キットは,短 期間に急

速に普及 しさまざまな医療機関で使用 されるよう

になったが,偽 陽性 ・偽陰性が問題 とな り2002/

2003シ ーズンには一斉に再評価が行われた.キ ッ

トの評価 に際 しては,試 薬の性能 だ けで な く,患

者 や検体 の条件 な どの要 素が 関係 す るため,再 評

価 で も一 定 した数 値 は得 られず14),ま た,キ ッ ト

の評価論 文 をま とめ たUyekiの レ ポー トで も15),

感 度 や特 異 度 の数 値 は広 い範 囲 に ば らつ い て い

る.今 回の検討 では,AH1型 の 症例 での検討 はで

きなかった が,715検 体 とい う多数 の検体 で新 旧

の キ ッ トを同時 に比較 す るこ とがで きた.そ の結

果,N-Esplinは 特 異性が 高 く,ま た,臨 床 的イ ン

パ ク トの強 いAH3型 に対 して比較 的 良好 な感 度

を有 してお り,よ り有用で あ ると思 われ た.
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Evaluation of an Immunochromatography Test Using Enzyme Immunoassay

for Rapid Detection of Influenza A and B Viruses
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Weevaluated the performance of an improved version of Espline Influenza A & B-N (Fujirebio

Inc., Japan), an immunochromatography test using enzyme immunoassay for rapid diagnosis of influ-

enza A and B. The test produced positive results for four strains of influenza viruses and thirty-one

influenza viral antigens and negative results for all of thirty strains of other respiratory viruses that

were tested. The detection limit of this test was 5.8×102 to 5.8×103 pfu/assay, which is more sensi-

tive than the old version of Espline. Furthermore, 715 respiratory specimens collected from the pa-
tients (children, 79.4%; adults, 18.5%; unknown, 2.1%) with influenza-like illnesses during the 2002/
2003 influenza season in Japan were tested as part of a clinical evaluation of this test. The relative

performance of this test compared to cell culture and nested RT-PCR results were examined. In the
cell cultures, influenza viruses were detected in 488 of the 715 specimens (overall, 68.3%; AH3,
41.7%; B, 26.4%; AH3 and B, 0.1%). For influenza A, the sensitivity of this test was 95.4% (125/
131) for nasal aspirates, 96.8% (92/95) for nasal swabs, and 85.1% (63/74) for throat swabs. For in-
fluenza B, the sensitivity of this test was 91.2% (52/57) for nasal aspirates, 88.1% (59/67) for nasal
swabs, and 71.6% (48/67) for throat swabs. The new test exhibited a remarkably higher sensitivity
to influenza A in throat swabs than the old version of Espline. Only two false positive results were ob-
tained out of a total of 223 virus negative specimens; the specificity of the test was 100% (88/88) for
nasal aspirates, 97.6% (81/83) for nasal swabs, and 100% (52/52) for throat swabs. We conclude that
the new Espline Influenza A & B-N rapid diagnostic test is easy to use and has a high sensitivity and
specificity, especially for influenza A.
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