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研究成果の概要（和文）： H5 亜型のトリインフルエンザウイルス(ＡIV)を比較的高感度で

検出する発光系免疫抗体法を作製した。この診断法はエジプトで 2007-2009 年に鳥類から

分離された 10 株の H5N1 ウイルスのうち９株に反応した。また、H5N1, H5N2, H5N3, 

H5N9 亜型それぞれ 1 株には反応を認めたが、Ｈ５亜型以外のトリ IV９亜型やヒト IV に

は反応せず、H5 亜型特異的に反応し、検出感度も市販の診断キットの感度と同等で臨床

応用可能な性能であった。 

 
 
研究成果の概要（英文）： 
  
 We have developed a rapid diagnosis test detecting specifically the H5 subtype of 
influenza virus (IV) at high sensitivity. This rapid test could be applied for clinical trial to 
detect the H5N1 virus. 
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１．研究開始当初の背景 

 Ｈ５（Ｈ７も含め）亜型高病原性トリイ

ンフルエンザウイルスに対する迅速診断法

の確立は、世界的にも焦眉の急である。国
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内では２００８年国立国際医療センターが

H5 亜型を診断するイミュノクロマト法を

開発したが、米国、中国、シンガポールで

は多額の国家予算により開発が進んでおり、

日本では国立感染症研究所に億単位の資金

が投入されたが、いまだ成功しておらず、

競争は激しい。私どもは２００７年すべて

の HA 亜型の鳥インフルエンザウイルスの

みを１０分で検出可能なイミュノクロマト

法（ヒトインフルエンザウイルスには反応

しない）を開発した（特許申請中）。本方法

の検出感度は、市販のヒトインフルエンザ

検出キットとほぼ同等の高感度を有してお

り、現在臨床試験を行うべく模索している。

しかし、新型インフルエンザウイルスの出

現機構には２種類あり、１）現在の H5 ウ

イルスが徐々にヒト型に変異し新型となる

（スペインかぜ） ２）ブタの体内でトリ

とヒトのインフルエンザウイルスが遺伝子

交雑を起こしハイブリッドウイルスとして

新型となる（香港かぜ、アジアかぜ）、双方

の機序による出現が危惧されている。本方

法では１）の場合、検出可能であるが、２）

には対応不可能である。 

 

２．研究の目的 

 ２００８年現在、Ｈ５Ｎ１亜型による高

病原性トリインフルエンザウイルスがアジ

アに定着し、散発的流行を起こし、時に人

に感染し依然として致死率は高い（2008

年は７７％）。ＷＨＯは、このウイルスがよ

り人での伝播性を獲得し、新型インフルエ

ンザとなり世界規模での大流行を起こす可

能性が高まっていると警告しており、各国

においてその対策は焦眉の急である。Ｈ５

亜型の新型インフルエンザが発生した場合、

危機管理対策上、感染伝播阻止のため迅速

にＨ５型を診断する必要がある。現在、ヒ

トインフルエンザの診断に用いられている

迅速診断法はＡ型かＢ型かを鑑別する方法

であり、新型か従来型かを現行の診断キッ

トで鑑別することは不可能である。現在

PCR 法による診断に要する時間は、検査施

設へ検体を搬入後、早くて半日（約６時間）

を要し、ウイルス分離法では２－３日を要

する。そこで、本研究では、より迅速に１

０分以内でＨ５亜型（さらに危惧されるＨ

７亜型を含める）を特異的に、かつ高感度

に型別診断することが可能なイミュノクロ

マト法を確立し、迅速な感染伝播防止対策

を可能にすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

 

１）抗H5亜型HAモノクローナル抗体（

MAb)を用いた迅速診断法の作製 

 

 現在作製し保持している複数のＨ５

特異的 MAb 抗体を用いて光発光免疫

抗体法を作製する。具体的にはガラス

ビーズ担体に１種類の MAb を結合さ

せ、抗原反応後異なる種類の酵素標識

した MAb を反応させ、酵素反応によ

り発光する基質を加え発光量を定量的

に測定する。カットオフ値は健常人の

鼻腔スワブを用いて定量し、平均値

+3SD をカットオフ値とした。 

 

２）本迅速診断法の特異性の評価 

 本診断法の特異性を評価するために、各

種H5亜型IV,  H5亜型以外のIVや他の呼

吸器ウイルス、細菌に対する反応性を確認

し特異性を検討する。また、健常人の正常

鼻腔スワブに対して疑陽性反応がないこと

を確認し、性能を評価する。 

 

３）H5N1 AIVに対する反応性の評価 

 H5N1 AIVに対する最小検出感度はＡ

/duck/Egypt/D1Br12/2007 (H5N1)を用い

て検討する。感度が期待以上に向上しない

場合は、発光系の増感法の改良を試み、ま

た、より高結合性の抗体を作製する。市販

のヒトインフルエンザウイルス検出キット

と同等かそれ以上の感度を得ることを目標

とする。 

 



 

 

  

 

 

４．研究成果 

 

１）抗H5亜型HAモノクローナル抗体を用

いた迅速診断法の作製 

 作製、保存していた複数の抗H5亜型HA 

モノクローナル抗体を用いて、サンドイッ

チ法による比較的高感度な光発光免疫抗体

検出法を作製した。その中で最も感度良く

H5N9型のトリインフルエンザウイルスに

反応する抗体の組み合わせを特定できた。 

さらに感度を向上させるため、抗H5亜型

HAモノクローナル抗体を検索したところ、

国立感染症研究所が所有する抗体を用いた

場合に、より検出感度が向上し、現在ヒト

インフルエンザに際して臨床に応用されて

いる検出法の検出感度よりもさらに１０倍

感度の高い検出法であることが判明した。  

 

２）本迅速診断法の特異性の評価 

 

 H5亜型についてはH5N1, H5N2, H5N3, 

H5N9亜型それぞれ 1株には反応を認めた。 

一方、ヒトインフルエンザウイルス２０株

（野生株およびワクチン株）には反応せず、

また、Ｈ５亜型以外の亜型のトリインフル

エンザウイルスにも反応を認めなかった。 

 しかし例外として、H7N2亜型 １株に

反応を認めた。 

 IV以外の呼吸器ウイルス10属20株と呼

吸器に感染する細菌類10種類には反応し

なかった。 

 

３）H5N1 AIVに対する反応性の評価 

 

エジプトで 2007-2009 年に鳥類から分離さ

れた 10 株の H5N1 ウイルスに対する反応性

を検討した。その結果、９株(4 種の亜系統

（A-D)を含む、下表参照）に反応したが、

2009年に鶏から分離された1株には反応し

なかった。反応しなかった株は４種の亜系

統 の う ち 亜 系 統 Ｃ に 属 す る 株

chicken/Eygpt/RIMD29-3/2009 (H5N1)（Ｃ

亜系統）  であった。エジプトにおいて

H5N1 ウイルスに感染した患者から高頻度

に分離されるＡ，Ｂ亜系統の２株には反応

した。 

表１． 

Ａ/chicken/Egypt/RIMD1-5/2008 (H5N1)

Ａ/chicken/Egypt/RIMD5-3/2008 (H5N1)

Ａ/chicken/Egypt/RIMD8-14/2008 

(H5N1) 

Ａ/duck/Egypt/D1Br12/2007 (H5N1) 

Ａ/chicken/Egypt/RIMD12-3/2008 

(H5N1) 

Ａ/Egypt/N02039/2009 (H5N1) 

Ａ/chicken/Eygpt/RIMD28-1/2009 

(H5N1) 

Ａ/chicken/Egypt/RIMD4-3/2008 (H5N1)

Ａ/chicken/Egypt/RIMD11-1/2008 

(H5N1) 

 

 本 診 断 法 の 検 出 感 度 の 評 価 は Ａ

/duck/Egypt/D1Br12/2007 (H5N1)を用い

て行った。その結果 1/8HAU が最小検出限

界であった。 

 

 

４）特許申請状況 

 

 本診断法に対して特許を申請した（下記

参照） 
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