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ニワトリ検体が測定可能な
鳥インフルエンザウイルス抗原迅速検出キット
「ポクテム　トリインフルエンザ」の基本性能
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ニワトリ検体を測定対象とした動物用体外診断用医薬品「ポクテム　トリインフルエンザ」 (以下，本キット；
シスメックス社 ) は，ヒト用のインフルエンザ迅速診断キットでのニワトリ検体測定時に発生した不具合を試薬
組成変更により改善したキットである。高病原性鳥インフルエンザウイルス ( H5N1 )，または低病原性鳥インフ
ルエンザウイルス ( H9N2 ) を感染させたニワトリから経日的に採取した検体を本キットとウイルス分離検査で
測定した結果，どちらのウイルスにおいても，ウイルス分離検査で陽性と判定された時期と同じ時期から本キッ
トでも陽性と判定できた。健常ニワトリ 301羽から採取した気管拭い液と総排泄腔拭い液を測定した結果は，ウ
イルス分離検査および本キットで全検体陰性であった。本キットの最小検出感度は，3.3 log10TCID50/mLであった。
本キットは，鳥インフルエンザに類似した疾病の原因病原体 11株には反応せず，H1～ H15亜型 A型インフル
エンザウイルス 20株に反応性を示し，インフルエンザウイルスに特異的であった。以上より，本キットは，操
作の簡便性や迅速性という特徴を有した，ニワトリ検体中のインフルエンザウイルス抗原検出が可能な試薬であ
り，鳥インフルエンザの感染拡大防止などの防疫措置に迅速に対応するうえで有用なキットであると考える。
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■は じ め に
インフルエンザウイルスには，A型，B型，C型の

3種があり，中でも A型はヒトをはじめブタ，ウマ，
アヒル，カモ，ニワトリなど多岐に亘る動物から分離
され，人畜共通感染症として認識されている。
ニワトリに感染するインフルエンザウイルスは A型
インフルエンザウイルスのみであり，全身でウイルス
の増殖を引起し短期間で死に至らしめることがある高
病原性鳥インフルエンザウイルスと，産卵率の低下や
下痢，神経症状および腫れなどの症状を引き起こす低
病原性鳥インフルエンザウイルスが存在する。
�
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特に，高病原性鳥インフルエンザウイルスである
H5型インフルエンザウイルスは，1997年の香港で
の集団発生をはじめ，2003年以降にベトナム，タ
イ，インドネシアなどのアジア諸国から中東，ヨー
ロッパにかけて世界各地で集団発生を引き起こして
いる。本邦においても 2004年に山口，京都，2007

年に宮崎で発生しており，特に 2004年の集団発生
では養鶏業者に大きな被害をもたらし，社会問題に
もなった。
ニワトリのインフルエンザウイルスの検査方法に
は，現在，気管あるいは総排泄腔 (クロアカ ) 拭い
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液をサンプルとする発育鶏卵を用いたウイルス分離
検査法や核酸増幅法が一般的であり，特にウイルス
分離検査法は「高病原性鳥インフルエンザに関する
特定家畜伝染病防疫指針」では確定診断のための検
査方法とされている１）。これらの検査方法は感度の
高い検査方法であるが，検査を行うために特別な設
備が必要であり，また，時間もかかる。高病原性鳥
インフルエンザウイルスによる平飼い養鶏場での感
染例では，発生確認後 4～ 5日の間に 100％の致死
率を示すこと２）が報告されており，被害を最小限に
抑えるためにも，現場で迅速に鳥インフルエンザウ
イルス感染を検査できる簡易キットは有用と考えら
れる。「高病原性鳥インフルエンザに関する特定家畜
伝染病防疫指針」にはヒト用として販売されている
簡易キットを補助的検査として使用すること１）が記
載されており，また，各地方自治体で作成されてい
る高病原性鳥インフルエンザ対策指針において，簡
易キットでの検査を診断フローに入れている自治体
もある３）。実際に 2004年の京都，2007年の宮崎で
の発生例において，死亡鶏を簡易キットで検査して
陽性となったこと４，５）から鳥インフルエンザの疑いが
あるとして鶏肉，鶏卵などの移動自粛による感染拡
大防止策がとられた。このように鳥インフルエンザ
ウイルスの検出において，簡易キットの有用性が実
�

図１．ポクテム　トリインフ
証されようとしている。その反面ニワトリ検体に対
する性能が保証された簡易キットが国内には未だな
く，現場ではヒト検体を測定するためのインフルエ
ンザ迅速診断キットを代用している。一部のヒト用
のインフルエンザ迅速診断キットについてニワトリ
検体を測定したときの性能は報告されているが６，７），
キットとしてニワトリ検体に対する性能は保証され
ていない。
今回，我々はヒト用インフルエンザ迅速診断キット
ポクテム　インフルエンザ A/B」 (以下，ヒト用キッ
ト；シスメックス社 ) で培ってきた技術をベースに，
ニワトリ検体が測定できるように改良し，動物用体
外診断用医薬品としての製造販売承認を取得した
ポクテム　トリインフルエンザ」 (以下，本キット；
シスメックス社 ) を開発した。本稿ではその特徴と
性能を報告する。

■材料と方法
 １ ．本キットの測定方法
本キットの標準操作法に従って測定した ( 図１)。
ニワトリから気管拭い液，または総排泄腔拭い液を
採取した滅菌綿棒を，直接検体抽出試薬に入れて綿
球についた検体を絞り出し抽出試料とした。抽出試
ルエンザの標準操作法
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料をキット付属の試料ろ過フィルターでろ過しなが
らアッセイストリップに 5滴 (約 200μL ) 滴下し，
抽出試料滴下 15分後に判定を行った。判定は判定
位置に青色のラインとコントロール位置に赤色の
ラインが出れば陽性，判定位置にラインが出ずコ
ントロール位置に赤色のラインが出れば陰性とし
た。
培養したウイルスや細菌類の測定では，それら溶
液 150μLを検体抽出試薬に入れて混合した混合液
200μLをアッセイストリップに滴下し，混合液滴
下 15分後に判定を行った。

 ２ ．ヒト用キットの測定方法
シスメックス社で製造販売しているキット (承認
番号：21400AMZ00639000 ) を使用した。ニワトリ
の総排泄腔拭い液の測定では，付属の滅菌綿棒で検
体を採取し，その後の操作は添付文書に記載されて
いる鼻腔拭い液の測定方法に従って行った。

 ３ ．培養細胞を用いたウイルス分離検査
滅菌綿棒で採取した検体をMEM輸送培地 1mLに
抽出し，その 0.2mLをMDCK細胞に接種し，4日間
の培養にて細胞変性の有無を確認した。培養後の確
認試験は HA試験を実施した。また，ウイルス数の
算出はMDCK細胞に対する TCID50で算出した。

 ４ ．発育鶏卵を用いたウイルス分離検査
滅菌綿棒で採取した気管拭い液，または総排泄腔
拭い液を滅菌生理食塩水 1mLに希釈し，これを検体
とした。37℃，9日間前培養した発育鶏卵に検体
200μLを接種した。48時間 35℃で培養し，4℃で
一昼夜冷却した後，しょう尿膜液を採取した。採取
したしょう尿膜液は再度 9日間前培養した発育鶏卵
に接種した。48時間 35℃で培養し，4℃で一昼夜冷
却した後，しょう尿膜液を採取した。このしょう尿
膜液にインフルエンザウイルスが存在するかどうか
を HA試験で調べた。本法は「高病原性鳥インフル
エンザに関する特定家畜伝染病防疫指針」に記載さ
れているウイルス分離検査１）と同じ方法である。本
検査はシスメックス株式会社研究開発センターで実
施した。
�

 ５ ．HA試験
国立感染症研究所から発行されている「病原体検
出マニュアル」に記載されている方法８）に従って試
験を実施した。

 ６ ．ヒト用キットでのニワトリ検体の測定
ヒト用キットでニワトリ検体の測定が可能かどう
かを検討するため，4週齢 SPF白色レグホン種に低
病原性鳥インフルエンザウイルス A/Chicken/Y-55/01 

( H9N2 ) 108.8EID50/羽を経鼻接種し，ウイルス接種後
から毎日総排泄腔拭い液を採取し，ヒト用キットで
測定を行った。本実験は北海道大学大学院獣医学研
究科 BSL-3動物実験施設にて実施した。また，総排
泄腔拭い液を測定したときのコントロールラインの
発色について確認するため，50日齢レイヤーから総
排泄腔拭い液検体をキット付属の滅菌綿棒で採取し
て測定を行った。

 ７ ． 本キットでの鳥インフルエンザウイルス感染
ニワトリ検体の測定

4週齢 SPF白色レグホン種に高病原性鳥インフルエンザ
ウイルスA/Chicken/Yamaguchi/7/04 ( H5N1 ) 104.0EID50/羽
を経鼻接種した。ウイルス接種後 6日間まで毎日，死
亡または安楽殺したニワトリから気管拭い液と総排泄
腔拭い液を採取し，本キットでの測定およびウイルス
分離検査に使用した。また，別群にて低病原性鳥イン
フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス A/Chicken/Y-55/01 ( H9N2 ) 

108.8EID50/羽を経鼻接種し，ウイルス接種後 8日間ま
で毎日，安楽殺したニワトリから気管拭い液と総排泄
腔拭い液を採取し，本キットでの測定および発育鶏卵
を用いたウイルス分離検査に使用した。本実験は北海
道大学大学院獣医学研究科 BSL-3動物実験施設にて実
施した。

 ８ ．鳥類から分離された各種亜型A型インフルエン
ザウイルス株との反応性

表１に示す鳥類から分離された H1～ H15亜型の
A型インフルエンザウイルス株 (北海道大学大学院
獣医学研究科ウイルス病態部門保有株 ) 20株につい
て，本キットで測定した。
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 ９ ． 鳥インフルエンザに類似した疾病の原因病原体
との交差反応性

表２に示す鳥インフルエンザ類似疾病の原因病原
体 6種 11株を本キットで測定した。ニューカッス
ル病ウイルス ( Newcastle disease virus ) B1株と鶏伝染
性気管支炎ウイルス ( I n f e c t i o u s  b r o n c h i t i s  

v i r u s ) KU株は株式会社微生物研究所製の生ワク
�

表１．H1 ～ H15 亜型 A 型インフル

表２．鳥インフルエンザ類似疾病
チン溶液を使用し，他の病原体は北海道大学大学院
獣医学研究科ウイルス病態部門保有株を使用した。

 １0 ．ウイルス分離検査との最小検出感度の比較
A/Kitakyusyu/159/93の 2倍希釈系列を検体として本
キットでの測定とウイルス分離検査を行った。参考とし
てヒト用キットでも同じ 2倍希釈系列の測定を行った。
エンザウイルスとの反応性

病原体との交差反応性
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 １1 ． 農場で健常ニワトリから採取した検体を用いて
の特異性評価
本キットの特異性を検討するため，国内の 2ヶ所
の農場で計 301羽の 50日齢レイヤーから気管拭い
液と総排泄腔拭い液を採取し，本キットでの測定お
よびウイルス分離検査を行った。

■結　果
 １ ．ヒト用キットでのニワトリ検体の測定
低病原性鳥インフルエンザウイルス A/Chicken/

Y-55/01 ( H9N2 ) を感染させたニワトリから経日的に
採取した総排泄腔拭い液をヒト用キットで測定した
結果を表３に示す。ウイルス分離検査は全検体陰性
であったが，ヒト用キットでは個体 No.3-2で感染後
1日目と 3日目の検体が陽性となった。これらの検
体には緑色の下痢便が含まれていた。また，健常ニ
ワトリから採取した総排泄腔拭い液をヒト用キット
で測定した結果を表４に示す。総排泄腔拭い液 6検
体中 3検体でコントロールラインが発色しなかった。
�

表３． ヒト用キットでの低病原性鳥インフルエンザウイルス感染
ニワトリの総排泄腔拭い液の測定

表４． 総排泄腔拭い液で見られたコントロールライン発色阻害
 ２ ． 本キットでの鳥インフルエンザウイルス感染
ニワトリ検体の測定
高病原性鳥インフルエンザウイルス A/Chicken/

Yamaguchi/7/04 ( H5N1 ) を感染させたニワトリ検体
の測定結果を表５に示す。ウイルス分離検査で陰性
となった気管拭い液 4例および総排泄腔拭い液 4例
とも，本キットでは陰性となり，非特異的な反応は
確認されなかった。また，陽性と判定される時期に
ついては，ウイルス分離検査では感染後 2日目から
陽性となり，本キットでも同じく感染後 2日目から
陽性となった。総排泄腔拭い液の 1検体を除いて，
本キットとウイルス分離検査の結果は一致した。本
キットとウイルス分離検査の結果が不一致であった
総排泄腔拭い液は，感染後 5日目のニワトリ 15-3か
ら採取された検体であり，ウイルス分離検査で陽性，
本キットでは陰性であった。この検体のウイルス量
を測定した結果，2.9log10TCID50/mLであった。この
検体以外のウイルス分離検査陽性検体のウイルス量
は 6.1～ 7.9 log10TCID50/mLであった。
低病原性鳥インフルエンザウイルス A/Chicken/

Y-55/01 ( H9N2 ) を感染させたニワトリ検体の測定
結果を表６に示す。ウイルス分離検査および本キッ
トとも気管拭い液からのみウイルスを検出でき，総
排泄腔拭い液からはウイルスを検出できなかった。
ウイルス分離検査で陰性となった気管拭い液 8例お
よび総排泄腔拭い液 16例のすべてで本キットは陰
性と判定され，非特異的な反応は確認されなかっ
た。また，陽性と判定される時期については，ウイ
ルス分離検査では感染後 1日目から気管拭い液で
ウイルスを検出することができ，その後 4日目ま
でウイルスを検出することができたが，5日目以降
はウイルスを検出できなかった。本キットでの測定
結果はウイルス分離検査とすべて一致し，ウイルス
分離検査で陽性であった気管拭い液 8例はすべて本
キットでも陽性と判定された。ウイルス分離検査お
よび本キットで陽性となった検体中のウイルス量は
3.4～ 3.8 log10TCID50/mLであった。
なお，コントロールラインの発色については，気
管拭い液および総排泄腔拭い液とも全検体正常に発
色が認められた。
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表５． 高病原性鳥インフルエンザウイルス感染ニワトリの 
本キットとウイルス分離検査での測定結果

表６． 低病原性鳥インフルエンザウイルス感染ニワトリの 
本キットとウイルス分離検査での測定結果
 ３ ． A型インフルエンザウイルス各種亜型との反応性
H1～ H15亜型の鳥類から分離された A型インフ
ルエンザウイルスに対する反応性を検討した結果を
表１に示す。本キットでは，試験した H1～ H15亜
型 20株すべてで陽性と判定された。

 ４ ． 鳥インフルエンザに類似した疾病の原因病原体
との交差反応性
本キットの交差反応性について，鳥インフルエン
ザと類似した症状を示す疾病の原因病原体 11株を用
いて検討を行った結果を表２に示す。今回測定した
原因病原体 11株について，本キットではすべて陰性
であり，交差反応性は認められなかった。

 ５ ．ウイルス分離検査との最小検出感度の比較
本キットの最小検出感度について，発育鶏卵を用
いたウイルス分離検査と比較した結果を表７に示す。
A/Kitakyusyu/159/93を被検ウイルスとしたとき，本
�

キットの最小検出感度は 3.3log10TCID50/mLであった。
一方，発育鶏卵を用いたウイルス分離検査の最小検
出感度は 0.2log10TCID50/mLであり，その差は約 1,300

倍であった ｡参考として，同じ被検ウイルスの希釈
系列を用いてヒト用キットの最小検出感度を検討し
た結果，本キットと同じ 3.3log10TCID50/mLであった。

 ６ ． 農場で健常ニワトリから採取した検体を用いて
の特異性評価
国内 2ヶ所の農場で，臨床的に健常と判断された
白色レイヤー計 301羽から採取した気管拭い液と総
排泄腔拭い液を本キットとウイルス分離検査で測定
を行った結果を表８に示す。気管拭い液および総排
泄腔拭い液とも全検体ウイルス分離検査で陰性であ
り，本キットでも全検体陰性であった。
なお，コントロールラインの発色は気管拭い液および
総排泄腔拭い液とも全検体正常に発色が認められた。
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表７．本キットとウイルス分離検査との最小検出感度の比較

表８．健常ニワトリ検体の測定
■考　察
今回，ニワトリ検体に適用できるインフルエンザ
ウイルス抗原迅速検出キットの開発にあたり，まず
ヒト用キットでのニワトリ検体測定の可能性を検討
した。その結果，ヒト用キットで総排泄腔拭い液を測
定した場合には，非特異反応やコントロールライン
�

の発色不良が発生することが確認された。ヒト用キッ
トは，ヒトの鼻咽頭検体を測定するうえで最適な試
薬組成になっているため，物性や成分が異なるニワ
トリ検体での性能は全く保証されていない。ニワト
リ検体で発生した非特異反応の一因としては，判定
ライン上に非特異的に吸着する検体成分の存在が考
えられた。この非特異反応を回避するため本キット



Sysmex Journal Web Vol.9 No.3 2008
では判定ラインに検体成分が吸着しないように試薬
組成を改良した。その結果，表５，６および８に示す
ように，本キットではニワトリの総排泄腔拭い液お
よび気管拭い液を測定した際の非特異反応を回避す
ることができた。また，表４に示すように，ヒト用
キットでのニワトリの総排泄腔拭い液の測定におい
ては，コントロールラインの発色不良も発生した。
これはヒト用キットのコントロールライン反応系が
アビジン－ビオチン反応であることに起因する。ヒ
トの鼻咽頭検体と異なりニワトリの総排泄腔拭い液
には腸内細菌や卵成分が含まれる。腸内細菌はビオ
チンを産生し，卵成分にはアビジンが大量に含まれ
ている。これらの成分によってアビジン－ビオチン
反応は阻害され，コントロールラインの発色阻害が
起こると考えられる。本キットではこのような阻害
が起こらないようにするため，反応系を抗原－抗体
反応に変更し，抗原にはニワトリ検体中に存在しな
いと考えられる物質ジニトロフェノールを用いた。
この改良によって本キットでは，ニワトリ検体を測
定したときもコントロールラインが正常に発色する
ことが確認できた ( 表５，６，８)。図２にニワトリ検
体に適用可能な本キットの改良点を示す。
�

図２．ポクテム　トリイン
ヒト用のインフルエンザ迅速診断キットは操作の
簡便性や迅速性に優れたキットであり，その有用性
から現在外来診療で広く使用されている。本キット
も，その有用性を継承しており，測定に特別な技術
や装置は必要なく操作ステップ数が少ないという簡
便性や，測定開始から 15分で結果判定ができるとい
う迅速性を有している ( 図１)。ニワトリでのインフ
ルエンザウイルス感染実験において，表５と６に示
すように，高病原性鳥インフルエンザウイルス感染
群と，低病原性鳥インフルエンザウイルス感染群両
方において，ウイルス分離検査で検出できた同じ時
期から本キットでもインフルエンザウイルスを検出
することができた。この結果から，ウイルス分離検
査と本キットを併せて検査することで，ウイルス分
離検査の結果を待たずとも，本キットの検査結果に
基づき，より早期に感染拡大防止措置をとることが
できると考える。

表５に示す高病原性鳥インフルエンザウイルスで
の感染実験で，ウイルス分離検査では陽性であった
が，本キットでは陰性となった例が総排泄腔拭い液
において 1例あり，この検体のウイルス量を調べる
と 2.9log10TCID50/mLであった。本キットの最小検出
フルエンザの改良点
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感度は，表７に示すように，A/Kitakyusyu/159/93で
は 3.3log10TCID50/mLであった。このことから，偽陰
性の原因は検体中のウイルス量が本キットの最小検
出感度以下であったためと考えられた。本キットの
最小検出感度はヒト用のインフルエンザ迅速診断
キットと同等であるが，鳥インフルエンザウイルス
を検出するうえで標準法になっている発育鶏卵を用
いたウイルス分離検査と比べると約 1,300倍低い。
ウイルス分離検査は検体中のウイルスを増殖させる
ことにより検出するのに対して，本キットは検体中
のウイルス抗原を直接検出することから，最小検出
感度に差が生じる。よって，本キットを使用すると
きはこの点をよく理解したうえで，検体中のウイル
ス量が検出感度以下の場合は陰性と判定されること
に留意する必要がある。
今回，検体として気管拭い液と総排泄腔拭い液を
使用した。高病原性鳥インフルエンザウイルス感染
ニワトリでは，表５に示すように，気管拭い液およ
び総排泄腔拭い液の両検体種からウイルスを検出す
ることができた。しかし，低病原性鳥インフルエン
ザウイルス感染ニワトリからは，表６に示すように，
ウイルス分離検査および本キットとも気管拭い液か
らしかウイルスは検出できなかった。この差は両ウ
イルスでの感染様式の差によるものであり，高病原
性鳥インフルエンザウイルスはウイルス感染が全身
に広がるのに対して，低病原性鳥インフルエンザウ
イルスの感染は気管局所的であることに起因してい
るものと考えられる９）。
本キットは，鳥インフルエンザに類似した疾病の
原因病原体には反応せず ( 表２)，インフルエンザウ
イルスについては H1～ H15亜型の株に反応する 

( 表１) ことから，インフルエンザウイルスに特異的
に反応するものである。ただし，本キットで陽性と
なった場合，そのニワトリがインフルエンザウイル
スに感染していることが示唆されるが，その亜型ま
では特定できないことに留意する必要がある。よっ
て，本キットを使用した後には，必ず臨床所見やウ
イルス分離検査などの高感度かつ亜型を特定できる
検査を実施することが必要である。
近年，鳥インフルエンザウイルスに関する研究
�

においても，ヒト用のインフルエンザ迅速診断
キットを使用するケースが散見され，鳥インフ
ルエンザの補助検査としてその実績も報告され
ている４，５）。今回，我々がニワトリ用として開発し
た「ポクテム　トリインフルエンザ」は，操作の簡
便性や迅速性という面で非常に有用であり，ニワト
リ検体中のインフルエンザウイルス抗原検出が可能
な試薬であることが確認できた。本キットは，日本
で初めてニワトリ用のインフルエンザウイルス抗原
迅速検出キットとして農林水産省から動物用体外診
断用医薬品としての承認を受けたことから，鳥イン
フルエンザの感染拡大防止などの防疫措置に迅速に
対応するうえで有用なキットであると考える。
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We report the ability of a veterinary in vitro diagnosis kit "POCTEM Avian Influenza" which is intended for the detection 

of influenza A virus antigen in tracheal swab and cloaca swab of chickens. Some problems arose when chicken specimens 

were tested by the rapid detection kit for human influenza. "POCTEM Avian Influenza" solved these problems by altering the 

composition of the kit. Specimens were collected daily from the chicken infected with highly pathogenic avian influenza 

viruses (H5N1) or low pathogenic avian influenza viruses (H9N2) and were tested using both the kit and virus isolation. Viral 

antigens in chicken specimens were positive with the kit, which were shown around the same time as viral isolation. All the 

301 tracheal and cloacal samples taken from apparently healthy chickens were negative using the kit, as well as viral 

isolation. The detection limit of the kit was 3.3 log10TCID50/mL. Evaluation of the specificity of the kit showed that there was 

no cross reactivity with 11-strain of other microorganisms for avian influenza-like disease and there was a reactivity with 

20-strain of H1-H15 subtypes influenza A viruses. This means the kit was reacted specifically with influenza A viruses. The 

kit can perform rapid and easy detection to check for influenza virus antigens from chickens and is useful to prevent the 

spread of avian influenza quickly.
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