
Ⅰ. 緒言

イムノクロマト法をはじめとする免疫学的測
定における偽陽性の発生率は特異度として評価
される1)。本法における特異度はその対象となる
検査キットなどを信頼性のある検査法（ゴール
ドスタンダード）で評価し、双方の結果の陰性
一致率より算出される。イムノクロマト法を評
価する上で、比較対象として使用される検査法

には主として分離培養法、PCR法、または厚生
労働省より承認を受けた既承認品などがあげら
れる。一般に特異度が高いほどその一致率が高
い値が得られるが、この特異度は比較対象の検
査性能により左右される。したがって、比較対
象に検出感度の低いものを採用した場合はその
データの信憑性が懸念される。そのため、同一
原理に基づく検査結果を比較する場合は各検査
キットの性能を十分に理解しておかなければな
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らない。この検出感度の差異はその検査キット
の検出原理や対象抗原の抽出方法に起因すると
される2)。
小児領域におけるインフルエンザウイルス感
染症例では解熱時においても半数以上がウイル
ス分離培養陽性であり、一定の割合で薬剤耐性
が生じている報告3)もある。抗ウイルス薬の乱用
による薬剤耐性の発生率を抑える上で偽陽性判
定には注視する必要がある。また、新型インフ
ルエンザウイルスや鳥インフルエンザウイルス
などの感染が確認された場合には感染者の隔離
が必要となるが、設備状況の限界から、感染患
者を同室に集め感染予防を計るコホート隔離が
採用される場合4)もある。このような事態におけ
る偽陽性判定は健常な患者を不必要に感染の危
険にさらすこととなり、正確な陰性判定を導く
ことが検査キット開発メーカーに求められる。
イムノクロマト法を原理とする免疫学的測定
においてはtwo site immunoassay（サンドイッチ
法）が用いられている。ニトロセルロース膜上
に固相化された抗体とその膜上を毛細管現象に
より展開する標識抗体に検査対象の抗原が挟み
こまれる形でテストラインが発色する原理5)を応
用したものであるが、近年、様々な偽陽性の原
因物質が同定されている。中でも代表的なもの
の一つとして、Human Anti-Animal Antibodyによ
る影響があげられる。その一例としてHAMA
（Human Anti-Mouse Antibody）では本法で一般
的に使用されているマウスモノクローナル抗体
に結合能を示す異好性抗体がある。HAMAはサ
ンドイッチ法を主原理とする検査キットにおい
て、ニトロセルロース膜上に固相化された抗体
と標識抗体の双方に結合し、偽陽性として反応
する6)。このような背景から米国FDA（The Food
and Drug Administration）では、偽陽性の可能性
を検査キットの使用者へ注意勧告することを義
務付けている7), 8)。さらに、免疫学的測定では交
差反応による偽陽性の可能性も注意しなければ
ならない。ポリクローナル抗体を使用した検査
法ではしばしば偽陽性が報告9)されている。イム
ノクロマト法ではウサギポリクローナル抗体を
用いたA群ベータ溶血連鎖球菌（Strep A）を検
査対象とする検査キットに偽陽性の報告例10), 11)

が多い。
これまでのイムノクロマト法はテストライン

の発色の有無を視認し、陽性か陰性かの判定を
行うものが主流であるが、イムノクロマト法を
原理とするデンシトメトリー分析装置（BDベリ
ターシステムリーダー）は、専用試薬と組み合
わせることにより判定と同時に偽陽性の可能性
を検証し判定結果に反映させるアダプティブリ
ードテクノロジーが搭載されている。本技術で
は発色したテストラインの信憑性を独自に開発
された判定ロジックによりテストライン、およ
び、そのバックグラウンドを分析し、判定結果
に算出する方法がとられている。本稿では、こ
のアダプティブリードテクノロジーの有用性の
検討結果について述べる。検査対象の微生物に
はイムノクロマト法ウイルス検査キットで主流
となるインフルエンザウイルスを使用し、細菌
検査キットではA群ベータ溶血連鎖球菌を使用
した。

Ⅱ. 対象と方法

1. インフルエンザウイルス抗原キットの検証
1) 臨床評価試験
2010年から2012年に、日本の医療機関で採取
された914検体（鼻腔ぬぐい液、鼻腔吸引液及
び咽頭拭い液）を使用した。BDベリターTMシス
テムリーダー及びその専用試薬（Table 1）とな
るBDベリターTMシステム Fluの性能評価をウイ
ルス分離培養法の結果と比較した。BDベリターTM

システムリーダーでは従来のイムノクロマト法
に基づくテストラインでの発色がバックグラウ
ンドを認識する判定部[N]で再検証される。判定
部[N]では、従来のイムノクロマト法で懸念され
る様々な偽陽性の原因因子が認識され判定結果
へ反映される。本法を弊社ではアダプティブリ
ードテクノロジーと呼び、その有用性の臨床評
価を行った。BDベリターTMシステムリーダーで
インフルエンザウイルスA型及びB型の両陽性が
得られた検体に関しては、さらに核酸増幅法に
よる追加試験を行った。なお、本臨床評価は弊
社研究倫理委員会にて承認後、医療機関に依頼
され、「臨床研究に関する倫理指針」に準じて
実施されたものである。

2) HAMAの影響評価
検体中の偽陽性因子の一つとなるHAMAのブ
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ロック剤にはTRU BlockTM（Meridian Life Science,
Inc. USA）を使用し、TRU BlockTMの添加の有無
によるイムノクロマト法の反発色変化をBDベリ
ターTMシステムリーダー、および、その専用試
薬となるBDベリターTMシステムFluを使用し評価
した。ブロック剤のポジティブコントロールに
は市販のHAMA-PUR（フナコシ）、ネガティブ
コントロールにはインフルエンザウイルスA型
（臨床分離株）を使用した。テストラインの発
色値（arb.u.）は再現性試験（N=3）を実施し、
その平均値を求めた。

2. A群ベータ溶血連鎖球菌抗原キットの検証
1) 交差反応性の評価
BDベリターTMシステム Strep Aの交差反応性

試験の対象とした60種の微生物より、そのテス
トラインに使用したウサギポリクローナル抗体
に反応性を示したStaphylococcus aureusをコント
ロールとして試験を行った。菌量は生理食塩水
で種々の濃度に希釈し検討を行った。テストラ
インの発色値（arb.u.）は再現性試験（N=3）を
実施し、その平均値を求めた。また、使用した
検体中におけるStrep Aの有無は核酸増幅法で確
認を行った。

2) 試料の調整及びテスト環境による検査キット
への影響
BDベリターTMシステム Strep Aに同梱されて

いるGAS試薬１（酢酸含有）の添加量の違いに
よる交差反応性への影響を評価した。添加不十
分のサンプルとしてGAS試薬１を60μL、生理
食塩水を30μL混合したものを試験に用いた。
一方、通常使用のコントロールとしてGAS試薬

１を90μL（本品の仕様では90～100μL使用す
る）加えたものを使用した。これによりpHの変
化による非特異反応の可能性について検証を行
った。また、イムノクロマト法における抗原抗
体反応の判定時間以降における反応性の評価も
継時的に行った。交差反応のコントロールには
Staphylococcus aureusを使用した。菌量は生理食
塩水で希釈しマクファーランド比濁法で2.4×109

CFU/mLに調整した菌液を100μL使用した。テ
ストラインの発色値（arb.u.）は再現性試験
（N=3）を実施し、その平均値を求めた。

Ⅲ. 結果
1. インフルエンザウイルス抗原キットの検証
1) 臨床評価試験
ウイルス分離培養法で陰性結果が得られたも
ののうち、テストラインの光度が陽性値を示す
レベルであるが、BD ベリター システム特有の
判定部[N]の機能により陰性結果を示したものは
914検体中11件あった（Table 2）。検体種では咽
頭拭い液に多く認められ、また、インフルエン
ザウイルスA型において判定部[N]の効果が示さ
れた。一方、BDベリターTMシステムリーダーで
インフルエンザウイルスA型及びB型の両陽性の
結果が得られたものは４例あった。その内、１
例が核酸増幅法においても両陽性の結果が得ら
れた。他３例は核酸増幅法でインフルエンザウ
イルスA型は陰性であったが、インフルエンザ
ウイルスB型が陽性であることがウイルス分離
培養法により示された。この両陽性を示した４
例では核酸増幅法、および、ウイルス分離培養
法共に陰性結果を示すものはなかった。
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Table 1 Veritor System Flu and Strep

To evaluate the specificity of immunochromatography, two kinds of kit are compared. The differences between Flu and
Strep kits are extraction of antigen and reaction of antibody. These factors mainly contribute to their detection capability.



2) HAMAの影響評価
臨床検体より、BDベリターTMシステム Fluの

判定部[A]、[B]及び[N]に発色シグナルが確認さ
れたものの成分分析を行った。この分析対象の
検体は全てBDベリターTMシステムリーダーで陰
性結果が得られた。回収された検体の中で、３
検体がTRU BlockTMの添加により、マウスモノク
ローナル抗体の非特異反応が低下するものが確
認された（Fig 1）。回収された検体は全て核酸
増幅法によりインフルエンザウイルスは陰性と
して結果が得られた。

2. A群ベータ溶血連鎖球菌抗原キットの検証
1) 交差反応性の評価
BDベリターTMシステム Strep Aのテストライ

ンで使用されたウサギポリクローナル抗体に反
応性を示すStaphylococcus aureusは1×108 CFU/mL

の濃度よりその反応性が確認された（Fig 2）が
BDベリターTMシステムリーダーでの判定では判
定部[N]の機能によりテストラインの発色反応を
陰性とする結果が得られた。使用した
Staphylococcus aureusの検体はStrep Aの核酸増幅
法では陰性結果が得られた。

2) 試料の調整及びテスト環境による検査キット
への影響
検体中のpHによる影響としてはGAS試薬１

（酢酸含有）を本来の2/3量に相当する60μL添加
したコンディション（弱酸性のコンディショ
ン：pH 6.2～pH 6.8）でStaphylococcus aureusに
よる交差反応が促進された。また、判定時間が
超過するほど交差反応による発色反応が促進さ
れた（Fig 3）。BDベリターTMシステムリーダー
での判定ではいずれの場合においても陽性結果
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Fig. 1 Non-specific reaction of mouse monoclonal antibody
The reaction of mouse monoclonal antibody on immunochromatography was evaluated by reflectance-based 
measurement. The non-specific reaction with clinical samples was not observed at the presence of TB* in 5 and 10
min of detection time.
TB* indicates TRU blockTM which prevents false positive caused by HAMA.

Fig. 2 Non-specific reaction of rabbit polyclonal antibody
The reaction of rabbit polyclonal antibody on immunochromatography was evaluated by reflectance-based 
measurement. The non-specific reaction began to be observed at the presence of Staphylococcus aureus with the
concentration of 1 X 108 CFU/mL.



を示すことはなかった。

Ⅳ. 考察

今回の検討により、イムノクロマト法のテス
トラインで使用される抗体の非特異的に反応す
る因子が複数確認された。このような因子は標
識抗体がテストラインで発色する可能性を持つ
ため、従来のテストラインの有無を目視により
判定する方法には限界が示唆された。BDベリターTM

システムではテストラインの有無のみならず、
発色したテストラインの信憑性も評価される。
これは判定部[N]におけるバックグラウンドとテ
ストラインの発色光度を比較し判定結果へ反映
する原理に基づいている。また、インフルエン
ザウイルスをはじめとする感染症では発症後間
もない患者の検体では対象となる抗原の量が不
十分となり、目視での判定を危険視する報告12)

がある。デンシトメトリー分析装置をはじめと
する機器判定による検査結果の一般化が求めら
れる。
インフルエンザウイルス抗原キットによる臨
床評価試験ではウイルス分離培養で陰性結果が
得られた臨床検体のうち、テストラインに陽性
値を示す発色反応があった11検体すべてにおい

てBDベリターTMシステムリーダーで陰性結果が
得られた。914検体中、その頻度は1.2％であっ
た。成分分析の結果からはHAMAをブロックす
るTRU BlockTMの添加の有無により反応性が異な
ることが認められたことから、偽発色の原因の
一つとしてHAMAの可能性が考えられた。Two
site immunoassayにおける異好性抗体の干渉作用
については血中に確認されたHAMAの影響が示
唆され、その頻度は１～２％とする13), 14)報告と今
回の結果は近い値となった。人体内での異好性
抗体産生要因としては直接的な外来動物との接
触に加え、外来動物細胞を使用した生物製剤の
服用または食品添加物の摂取などがあげられる6)。
HAMAに関する報告例としてはまずマウス脳由
来の日本脳炎ワクチンがあげられる。1960年代
に1000人以上認められた日本脳炎患者数が本ワ
クチンの接種により1990年代には10人以下とな
った15)背景からも、その日本での使用数は広範
囲に及ぶことが伺える。また、癌治療で活躍す
る分子標的薬では1980年頃からマウス由来のモ
ノクローナル抗体が使用され16)HAMA発生の一
因とされる。特に分子標的薬の活躍する大腸癌
（colon cancer）や皮膚癌（melanoma）の治療で
は幅広く使用されている。
臨床評価では咽頭拭い液におけるインフルエ

生物試料分析　Vol. 36, No 5 (2013)

－ 389 －

Fig. 3 Cross reaction environmental enhance factors
Cross reaction was evaluated by pH condition and reaction time.  ■ indicates lower volume of GAS1 reagent was
added to samples.  ▲ indicates proper volume of GAS1 reagent  was added to samples.
Visible line indicates test line signal acceptable for visually reading.



ンザウイルスA型の判定で非特異反応におけるテ
ストラインの発色の頻度が多かった（Table 2）。
この一部の判定結果に関してはBDベリターTMシ
ステム Fluの持つ判定部[N]の機能により改善の
見られるものもあるが、依然としてウイルス分離
培養法と不一致となる結果もあった（Table 3）。
この不一致の割合は他検体種に比べても多いこ
とから、咽頭拭い液に特有の原因物質がある可
能性が考えられた。この点に関しては今後の改
善が求められる。インフルエンザウイルスキッ
トに推奨される検体として咽頭拭い液は検出感
度が低いことから鼻腔ぬぐい液及び鼻腔吸引液
が推奨されている17)。BDベリターTMシステムFlu
では特異度の観点から見ても咽頭拭い液より鼻
腔ぬぐい液および鼻腔吸引液が推奨される。一

方、臨床試験で得られたインフルエンザウイル
スA型及びB型の両陽性の症例は４件あった。こ
の内、１件は核酸増幅法により真の両陽性であ
ることが確認された。他３例はインフルエンザ
ウイルスB型がウイルス分離培養法で同定され
たが、インフルエンザウイルスA型は陰性であ
った。このことから、BDベリターTMシステム
Fluで得られたインフルエンザウイルスA型及び
B型の両陽性の結果に関してはいずれかのイン
フルエンザウイルスに感染している可能性が示
唆される一方で、今回の症例のようにインフル
エンザウイルスA型で非特異反応を起こしてい
る可能性も否定できない。このようなケースに
関しては他検査法や臨床症状と比較の上、慎重
な診断が求められる。
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Table 2 Discrepancy between visual test line and culture result

Table 3 Negative results agreement between Veritor System Reader and Culture assay

The specificity of Veritor System Reader was compared with Culture assay. Throat swab showed lower specificity than
other specimen, especially against Flu A antigen.

The proportion of visual test line with positive signal from  culture negative results.  Veritor System Reader showed negative
results with the specimen of discrepancy, which agrees with culture result. The total number was 11.



抗原抗体反応に基づく検査キットでは交差反
応による偽陽性の一因も考慮しなければならな
い。異好性抗体では検査キットで使用される抗
体が異好性抗体の抗原として認識されることが
非特異反応の原因となったが、交差反応の場合
は検査キットで使用される抗体が抗体として働
く。すなわち、本来の検査対象の抗原とは異な
るが似た構造を持つ抗原と反応してしまうもの
である。特にポリクローナル抗体では複数種の
抗体が混在するため、予期せぬ抗原と反応し交
差反応を起こす確率がモノクローナル抗体に比
べ高くなる。また、ポリクローナル抗体の作製
にはその由来動物の個体差に影響されることも
あり、生産プロセスの違う他社製検査キットで
は同じ動物由来のポリクローナル抗体を使用し
たものでも、異なる交差反応試験の結果が得ら
れる可能性もあり注意が必要である。
このような背景の中、今回A群ベータ溶血連

鎖球菌抗原キットの評価試験を行った。本キッ
トでは主としてウサギポリクローナル抗体が検
査キットに用いられるが、本キットによる偽陽
性の報告は多く、施設によってはイムノクロマ
ト法より培養法で同定検査を行うことを主流と
するところもある。BDベリターTMシステム Strep
Aの交差反応試験によれば本キットに使用した
ウサギポリクローナル抗体ではStaphylococcus
aureusに対し交差反応が確認された。この時の
菌量は1×108 CFU/mLであった。一方、テスト
ラインでは発色反応は確認されるものの、BD
ベリターTMシステムリーダーでは陰性結果が表
示された。これはBDベリターTMシステム Strep
Aの持つ判定部[N]の機能によりテストラインの
発色反応を偽発色としてリーダーが認識したこ
とに起因する。一方、Staphylococcus aureusを初
めとするテストラインの偽発色に影響を及ぼす
因子が過剰に加えられた検体に対してはBDベリ
ターTMシステムリーダーではエラー表示（コン
トロール エラー#02）される。これは検体が過
剰に抽出試薬へ加えられたことを意味するため、
検体の取り直し、または希釈を行い再検査する
必要があった。
今回確認されたStaphylococcus aureusによるウ
サギポリクローナル抗体の交差反応はGAS試薬
１の添加不十分のコンディション（弱酸性）で
は促進が見られた。A群ベータ溶血連鎖球菌抗

原キットでは検体を抽出試薬へ添加する直前に
亜硝酸ナトリウムと酢酸を混合し、生じた亜硝
酸によってA群ベータ溶血連鎖球菌のC多糖体を
抽出する。これは主としてテストラインにおけ
る抗原抗体反応に貢献されるが、今回の検討で
は特異性向上にも寄与することが示唆された。
また、BDベリターTMシステム Strep Aでは試料
をテストプレートへ添加後５分で判定を行うが、
この所定の時間を超過するほど交差反応が顕著
に促進され、経時的に非特異反応が起こりやす
くなることも同時に示唆された。Staphylococcus
aureusをはじめとする交差反応には抗原抽出過
程が影響されるとする報告18)もあることから、
今回の結果もふまえ、今後さらなる検討が必要
である。
現在市販のtwo site immunoassay法を主原理と
する検査キットでは非特異反応を抑える様々な
工夫がされている。例えば、ELISA法では
HAMAに結合能を示す物質を予め試薬に添加す
ること19)で、非特異反応を防止するTRU BlockTM

をはじめとするブロッキング試薬がいくつか販
売されている。イムノクロマト法による検査キ
ットでは早期診断を必要とする医療現場で幅広
く活用されている背景から高感度な検査キット
が求められているが、高感度を追求する一方で、
いかに特異性を維持できるかが今後の課題とな
る。
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