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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　インフルエンザＡ型またはＢ型ウイルスの核蛋白を抗原とし、該抗原に対する抗体を不
溶性担体粒子に担持させ、抗原抗体反応によって生じた不溶性担体粒子の凝集度合いを測
定することによって、インフルエンザウイルスを定量する方法であって、前記抗原を、Ｎ
－Ｄ－グルコ－Ｎ－メチルアルカンアミド類を用いて抽出し、抽出した前記抗原と、前記
抗体を担持させた前記不溶性担体粒子との抗原抗体反応によって生じた前記不溶性担体粒
子の凝集度合いを、前記Ｎ－Ｄ－グルコ－Ｎ－メチルアルカンアミド類の存在下で吸光度
を測定することによって、インフルエンザウイルスを定量することを特徴とするインフル
エンザウイルスの免疫学的測定方法。
【請求項２】
　前記抗原の抽出処理および吸光度の測定に用いる前記Ｎ－Ｄ－グルコ－Ｎ－メチルアル
カンアミド類として、ｎ－Ｏｃｔａｎｏｙｌ－Ｎ－ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｃａｍｉｄｅを用
いることを特徴とする請求項１に記載のインフルエンザウイルスの免疫学的測定方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫学的測定方法を用いたインフルエンザＡ型およびＢ型ウイルスの定量的
な検出方法であり、インフルエンザＡ型およびＢ型ウイルスの鑑別診断に利用可能となる
技術に関するものである。
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【背景技術】
【０００２】
　インフルエンザは、主にＡ型およびＢ型インフルエンザウイルスの感染によって引き起
こされる。特に小児では肺炎や脳炎・脳症といった重篤な合併症をきたすこともあり、早
期の鑑別診断が必要とされている。
【０００３】
　インフルエンザウイルスの分離同定には従来からＭＤＣＫ（Ｍａｄｉｎ－Ｄａｒｂｙ　
ｃａｎｉｎｅ　ｋｉｄｎｅｙ）細胞を用いたウイルス培養法と、赤血球凝集抑制試験（Ｈ
Ｉ試験）とで行われてきた。しかし、培養だけで数日を要することや、臨床現場で簡易に
できる方法ではないため、主に流行株の把握など衛生学的な用途に限定使用されている。
【０００４】
　一方、最近の臨床においてインフルエンザウイルスの検出には、抗原抗体反応を利用し
た簡易酵素免疫測定法（以下簡易ＥＩＡ法、例えば特許文献１を参照）や、イムノクロマ
ト法を原理とする迅速診断方法およびキット（例えば非特許文献１など）が普及してきた
。簡易ＥＩＡ法は、抗体を固定化したメンブランフィルターなどの固相に抗原を含む検体
を反応させたあと酵素標識抗体を反応させ、固相に結合した酵素量を、発色基質を用いて
、視覚化して検出するものである。イムノクロマト法は、抗体を固定化した金属コロイド
や着色ラテックス粒子と抗原を含む検体を同時に展開することにより、展開メンブランの
抗体固定化部位に抗原と着色粒子が結合することにより発色、視覚化し、検出するもので
ある。これらの方法は、特殊な技能を必要とせず、臨床現場で簡単に検出方法として用い
ることができる上、１５分程度の短時間にウイルスの有無を判定することができる。
【０００５】
　これらの方法では、インフルエンザウイルスのＡ型またはＢ型に特異的な抗体を用いる
ことにより、１回の測定でＡ型かＢ型かの鑑別も可能になった。そして、治療において最
適な抗インフルエンザウイルス剤を選択することができるようになった。
【０００６】
　そして、自動分析装置による定量的な自動測定に適する方法としてラテックス免疫比濁
法が知られている（例えば、特許文献２など）。
【０００７】
　ラテックス免疫比濁法は、抗体（または抗原）を固定化したラテックスと検体中の抗原
（または抗体）を混合した時に生じる凝集度合いを光学的に測定する方法である。この方
法は検体、反応用緩衝液と抗体感作ラテックス試薬（または反応用緩衝液と抗体感作ラテ
ックス試薬を同一にした試薬）を自動分析装置にセットして自動的に測定することができ
、ホモジニアスイムノアッセイであるためにＥＩＡ法とは違ってＢ／Ｆ分離の必要がない
。よって簡易な分注機構と分光光度計の性能を備えた装置での測定が可能となり、検体中
の抗原（または抗体）量に比例した吸光度シグナルが得られることから迅速、定量的に測
定することに適している。臨床検査ではＣ反応性蛋白などの血清中成分の定量時に一般的
に用いられている方法である。
【０００８】
【特許文献１】特開２００１－１２４７７５号公報
【特許文献２】特公平６－０９２９６９号公報
【非特許文献１】感染症学雑誌（社団法人　日本感染症学会）　第７５巻第９号７９２－
７９９（２００１年）「イムノクロマトグラフィー法によるＡ，Ｂ型インフルエンザウイ
ルス迅速診断キットの検討」
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　しかしながら、簡易ＥＩＡ法やイムノクロマト法は簡便、迅速性に優れているものの定
量性はなく、その測定法での最低検出感度を境にして陽性か陰性かだけを判定する所謂定
性的な測定法である。このため、その判定結果から検体中のウイルス量が多いか少ないか
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まで判断することはできない。
　ウイルス量を定量的に測定することができれば、臨床症状と合わせて判断することによ
って、検体中のウイルス量が多い場合はその患者の感染力が高いことが予想されるし、ウ
イルス量が少ない場合は感染の末期であることも予想しやすくなり、治療方針に役立てる
ことができる。また、臨床症状と乖離してウイルス量が少ない場合には、検体採取の手技
的な問題を疑うこともできる。
【００１０】
　さらに、簡易ＥＩＡ法やイムノクロマト法は少数の検体を処理するには適しているが、
多数の検体を同時にスクリーニング処理しようとした場合は、操作にかかる手間が非常に
多くかかってしまう。また、測定者の目でシグナルを判定する必要があるため、陽性か陰
性かの境界付近では測定者によって判定基準が異なることが原因で違う結果を出してしま
うことが問題となる。
【００１１】
　ＥＩＡ法には９６穴マイクロプレートとマイクロプレートリーダーを用いることで、多
数の検体を自動的に定量的で処理可能な方法もあるが、標識抗体や酵素基質液など複数試
薬を添加する必要がある上に、プレートの洗浄も加わって、いくつもの工程が必要になる
。このため、測定には数時間を要することになり、臨床現場で求められる簡易で迅速な測
定には向いていない。
【００１２】
　このような問題を踏まえた上で、簡便性、迅速性に優れ、定量も可能なインフルエンザ
ウイルスの測定方法が期待されていた。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　そこで本発明は、インフルエンザＡ型またはＢ型ウイルスに対する抗体を不溶性担体粒
子に担持させ、インフルエンザウイルスと抗体との抗原抗体反応によって生じた不溶性担
体粒子の凝集度合いを測定することによって、インフルエンザウイルスを定量するもので
ある。抗原としては、インフルエンザＡ型またはＢ型ウイルスの核蛋白を用いることが好
ましい。
【００１４】
　また、本発明のもうひとつの主題は、インフルエンザＡ型またはＢ型ウイルスの核蛋白
を抗原とし、該抗原に対する抗体を不溶性担体粒子に担持させ、抗原抗体反応によって生
じた不溶性担体粒子の凝集度合いを測定することによって、インフルエンザウイルスを検
出または定量するものであり、抗原の抽出処理にＮ－Ｄ－グルコ－Ｎ－メチルアルカンア
ミド類を用いるものである。
【００１５】
　自動分析装置による定量的な自動測定に適する方法としてラテックス免疫比濁法をもち
いることができる。ラテックス免疫比濁法は、検体中の抗原濃度に比例して抗体感作ラテ
ックスが抗原抗体反応し、ラテックスが架橋して生じる凝集の程度を吸光度（濁度）変化
として測定する方法である。よって、ラテックス免疫比濁法による反応の測定は一般的な
分光光度計でも測定することができる。特に、多数の検体を自動的に測定するためには、
自動分析装置｛日立計測器社製「日立７０７０」（商品名）、日本電子社製「ＢｉｏＭａ
ｊｅｓｔｙ」（商品名）など｝を用いるのが好ましい。また、アークレイ社製の「スポッ
トケム－ＩＭ」（商品名）のように、小型で安価な自動分析装置でも測定できるため、開
業医などの小規模施設でも測定可能である。
【００１６】
　一例として、「スポットケム－ＩＭ」（商品名）は、３つの光学セルと６つの試薬ウェ
ルを備える専用カートリッジに試薬をあらかじめ入れておいて、測定時そのカートリッジ
に検体を入れて装置にセットしスタートするだけで、自動的に測定結果を出力する自動分
析装置である。
　インフルエンザＡ型およびＢ型ウイルス測定試薬をあらかじめ一つのカートリッジの中
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に入れておいたものを提供することにより、測定者は試薬をあらかじめ準備する必要もな
く、検体を入れた一つのカートリッジを装置にセットするだけで簡便にＡ型とＢ型ウイル
スの測定を同時に行うことが可能になる。
【００１７】
　インフルエンザウイルスを検出する方法としてラテックス免疫比濁法に代表されるよう
な不溶性担体粒子を用いた免疫法を適用することによって、簡易ＥＩＡ法やイムノクロマ
ト法と同等の簡便性に加え、マイクロプレートを用いたＥＩＡ法のような定量性も兼ね備
えた方法を提供することが可能になる。得られた判定結果から検体中のウイルス量を定量
的に測定することができ、臨床症状と合わせて判断することによって、例えば、検体中の
ウイルス量が多い場合はその患者の感染力が高いことの予想要因として利用される。逆に
ウイルス量が少ない場合は、感染の末期であることが予想されて治療方針に役立てられる
他に、検体採取の手技的な問題を疑うこともできる。
【００１８】
　インフルエンザウイルスのＡ型とＢ型の鑑別は核蛋白に対して特異的な抗体を用いるこ
とによって行う。ウイルス表面蛋白のヘマグルチニンなどは抗原性が次々と変異するため
に、一定の抗ヘマグルチニン抗体を用いた場合では、流行したウイルスの亜型によって反
応性が異なってしまい、場合によっては反応しなくなる可能性がある。しかし核蛋白に対
する抗体を用いれば、核蛋白はＡ型やＢ型を分類する際の基本となる抗原性を維持してお
り亜型の種類に関わらず一定の反応性を示すため、Ａ型とＢ型の鑑別に適している。
【００１９】
　しかし、核蛋白はウイルス粒子の脂質二層膜からなるエンベロープの内部に局在し、ウ
イルス表面には存在しないため、何らかの方法で核蛋白を抽出する必要がある。その方法
には超音波処理や凍結融解を繰り返すことによる物理的なウイルス粒子の破壊と、界面活
性剤などによる化学的な処理方法がある。物理的な破壊方法は特殊な器材が必要なことに
加えて手間がかかることから臨床での使用には適していない。一方、化学的な方法では一
般的に「Ｔｗｅｅｎ２０」（商品名）のような非イオン性界面活性剤などの抽出剤で抽出
する必要がある。ＥＩＡ法やイムノクロマト法など従来の方法では、抗原の抽出に界面活
性剤の「Ｔｗｅｅｎ２０（一般名称：Ｐｏｌｙｏｘｙｅｔｈｙｌｅｎｅ　Ｓｏｒｂｉｔａ
ｎ　Ｍｏｎｏｌａｕｒａｔｅ）」を用いているが、「Ｔｗｅｅｎ２０」をそのままラテッ
クス免疫比濁法に適用した場合、抗原に対する反応性が著しく低下してしまうことがわか
った。そのため、ラテックス免疫比濁反応に影響しない抽出剤が望まれていた。
【００２０】
　そこで本発明者らは各種の界面活性剤を調べたところ、Ｎ－Ｄ－グルコ－Ｎ－メチルア
ルカンアミド類が好ましく、特にｎ－Ｏｃｔａｎｏｙｌ－Ｎ－ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｃａｍ
ｉｄｅ（商品名：ＭＥＧＡ－８）が、ラテックス免疫比濁反応の反応性に及ぼす影響が少
なく、かつ抽出効果もあることを発見した。
【００２１】
　これらの抽出剤はラテックス免疫比濁法に適用することができるが、核蛋白を抗原とす
る他の免疫学的測定方法であれば用いることができる。例えばＥＩＡ法やイムノクロマト
法の既存のインフルエンザウイルス検出法にも適用することが可能である。
【発明の効果】
【００２２】
　インフルエンザＡ型およびＢ型ウイルスの鑑別測定にラテックス免疫比濁法を適用する
ことによって、簡便な装置で迅速に定量的な測定結果を得ることができる。
【００２３】
［実施形態］
　本発明に用いる不溶性担体粒子としてはポリスチレン製のラテックス粒子が一般的であ
るが、ポリスチレンに限らずポリプロピレン、ポリエチレン、ゼラチン粒子、金属コロイ
ドなど抗体を感作できる粒子であれば良い。
【００２４】
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　本発明に用いる抗インフルエンザＡ型ウイルス抗体および抗インフルエンザＢ型ウイル
ス抗体は特異的な凝集反応が得られるものであればモノクローナル抗体に限らず、ポリク
ローナル抗体でも良く、由来動物種はマウス、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、ウシ、ニワトリな
どどれでも良い。
【実施例１】
【００２５】
　（１）抗インフルエンザＡ型抗体感作ラテックスの調製
　抗インフルエンザＡ型モノクローナル抗体（Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ社製）を１ｍｇ／ｍ
Ｌになるように調製したＰＢＳ（０．９％ＮａＣｌを含む５０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ７．
４）０．５ｍＬと、１％（ｗ／ｖ）ポリスチレンラテックス粒子（積水化学社製、平均粒
子径０．４μｍ）０．５ｍＬを混合し、３７℃で１時間インキュベートすることによって
抗体をラテックスに感作した。そこにＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ社製、ウシ血清アルブミン）を
１％となるように添加して３７℃で１時間インキュベートしてブロッキングを行った。ブ
ロッキングされた抗体感作ラテックスをリン酸緩衝液で洗浄したあと、０．１％（ｗ／ｖ
）になるようラテックス分散緩衝液（５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ８．４、０．１
％ＢＳＡ、０．１％ＮａＮ３）に分散させて、ラテックス試液とした。
【００２６】
　（２）抗インフルエンザＢ型抗体感作ラテックスの調製
　抗体として、抗インフルエンザＢ型モノクローナル抗体（Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ社製）
を用いること以外は、先記の抗インフルエンザＡ型抗体感作ラテックスの調製と同様に実
施した。
【００２７】
　（３）インフルエンザＡ型ウイルスの測定
　抗原となるインフルエンザＡ型ウイルスはＦｉｔｚｇｅｒａｌｄ社製の精製ウイルスを
用いて、検体希釈液（１％ＢＳＡと０．１％ＮａＮ３を含むＰＢＳ　ｐＨ７．４）でウイ
ルス濃度が１０μｇ／ｍＬと５０μｇ／ｍＬになるよう希釈調製した。さらに測定の直前
に各濃度のウイルス検体を検体抽出液（１％ＭＥＧＡ－８、０．５％ＢＳＡ、０．９％Ｎ
ａＣｌ、０．１％ＥＤＴＡ２Ｎａを含む５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ８．４の緩衝
液）で１０倍希釈してから測定に用いた。ウイルス濃度０の検体としては検体希釈液を検
体抽出液で１０倍希釈したものを用いた。
　反応用緩衝液としては、１．６％ポリエチレングリコール２００００（ナカライ社製）
、１％ＢＳＡ、０．９％ＮａＣｌ、０．１％ＥＤＴＡ２Ｎａ、０．１％ＮａＮ３を含む２
００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．４）緩衝液を用いた。吸光度の測定には自動分析
装置ＢｉｏＭａｊｅｓｔｙ－８（日本電子社製）を用いて、以下の様に試薬と検体とを混
合し、５分間の吸光度（測定波長５９６ｎｍ）変化量を測定した。
　Ｓ（検体）　　　　　　　：　１８μＬ
　Ｒ１（反応用緩衝液）　　：　３６μＬ
　Ｒ２（ラテックス試液）　：　３６μＬ
　結果を表１に示す。
【００２８】
【表１】
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  以上のように、ウイルス濃度に比例して反応していることから、定量的にウイルス量を
測定できることが確認できた。
【００３０】
　（４）抽出剤の比較
　前項インフルエンザＡ型ウイルスの測定における検体抽出液の１％ＭＥＧＡ－８を０．
１％ＭＥＧＡ－８、　０．１％ＭＥＧＡ－９（ｎ－Ｎｏｎａｎｏｉｌ－Ｎ－ｍｅｔｈｙｌ
ｇｌｕｃａｍｉｄｅ）、０．１％ＭＥＧＡ－１０（ｎ－Ｄｅｃａｎｏｙｌ－Ｎ－ｍｅｔｈ
ｙｌｇｌｕｃａｍｉｄｅ）、１％Ｔｗｅｅｎ２０、０．１％Ｔｗｅｅｎ２０、１％Ｔｒｉ
ｔｏｎＸ－１００、０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ－１００に代えて、それ以外は全く同様の方
法でウイルス濃度１０μｇ／ｍＬを測定した。結果は１％ＭＥＧＡ－８で得られた吸光度
差を１００としたときの各抽出剤での吸光度差を表した。
　結果を表２に示す。
【００３１】

【表２】

【００３２】
　以上のように、Ｔｗｅｅｎ２０やＴｒｉｔｏｎＸ－１００では０．１％でも反応に影響
があるため、ＭＥＧＡ－８の場合の１／４程度しかシグナルが得られていない。一方、Ｍ
ＥＧＡ－９、ＭＥＧＡ－１０は０．１％ではＭＥＧＡ－８とほとんど同等のシグナルが得
られているが、０．５％以上では半分以下のシグナルになった。
【００３３】
　なお、データには示していないが、ニワトリ卵でウイルス培養した漿尿を検体として、
これらの抽出剤を含まない緩衝液（０．５％ＢＳＡ、０．９％ＮａＣｌ、０．１％ＥＤＴ
Ａ２Ｎａを含む５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ　ｐＨ８．４）で処理した場合、ウイルスが
検出されなかったのに対して、０．１～１％のＭＥＧＡ－８、ＭＥＧＡ－９、ＭＥＧＡ－
１０ではウイルスが検出できたことから、これらの抽出液ではウイルスの抽出ができてい
ると考えられた。
【００３４】
　（５）インフルエンザＢ型ウイルスの測定
　反応用緩衝液として２００ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．４）、　１．５％ポリエ
チレングリコール２００００、　１％ＢＳＡ、　０．９％ＮａＣｌ、　０．１％ＥＤＴＡ
２Ｎａ、　０．１％ＮａＮ３を用いた。またインフルエンザＢ型ウイルスはＣａｐｒｉｃ
ｏｒｎ社製の精製ウイルスを用いて、検体希釈液（１％ＢＳＡと０．１％ＮａＮ３を含む
ＰＢＳ　ｐＨ７．４）で必要な濃度に希釈した。吸光度の測定はＡ型の測定と同様に行っ
た。
　結果を表３に示す。
【００３５】
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【表３】

【００３６】
以上のように、ウイルス濃度に比例して反応していることから、定量的にウイルス量を測
定できることが確認できた。
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