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抗HTLV-1抗体検査（ウエスタンブロット法）判定保留例の解析

相良 康子１） 後藤 信代１） 井上由紀子１） 守田麻衣子１） 倉光 球２）

大隈 和２） 浜口 功２） 入田 和男１） 清川 博之１）

本邦における HTLV-1 感染者は 108 万人と推計されており，HTLV-1 は成人 T 細胞性白血病（ATL）や HTLV-
1 関連脊髄症（HAM�TSP）といった重篤な疾患の原因として知られている．日本赤十字社血液センターでの抗 HTLV-
1 抗体の確認検査としては，2012 年 9 月よりウエスタンブロット（WB）法が採用され，検査結果の通知を希望され
る献血者への通知に際しての判定基準となっている．しかしながら，WB 法では判定保留例が多く確定に至らない事
例が蓄積されている．今回，我々は WB 法における判定保留事例を対象として，複数の方法による抗体検出ならび
に HTLV-1 プロウイルス（PV）検出を試み，性状解析を行った．その結果，WB 法判定保留事例 239 例中 89 例（37.2％）
で HTLV-1 PV が検出されたが，そのうち 4 例は化学発光酵素免疫測定（CLEIA）法で，また 2 例は化学発光免疫測
定（CLIA）法で陰性を示した．また，PV 陰性 150 例中 19 例（12.7％）では複数の抗体検出系で特異抗体が認めら
れたことから，末梢血中の PV が検出限界以下を示すキャリアの存在が示唆され，精確なキャリア確定判定のための
抗原同定と検査系確立を要すると考える．
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緒 言
1977 年，高月らは成人 T 細胞性白血病（ATL）を新

しい病態として報告し１）２），1980年にはPoieszらがATL
患者から初めてのヒトレトロウイルスを発見しヒト T
細胞性白血病ウイルス I 型（HTLV-1）と命名した３）．
HTLV-1は母乳による垂直感染とパートナー間の水平感
染を主な感染ルートとして伝播する４）が，感染者からの
新鮮凍結血漿では感染は成立せず５），凍結融解した母乳
では感染率が低下する６）とされ，感染成立には感染生細
胞の存在を要する．また，日沼らは ATL 患者血清中に
抗 HTLV-1 抗体を見出した７）．これらの結果を受け，感
染の有無を判断する検査法として抗体検出系が広く用
いられている８）．

日本赤十字社血液センターでの抗 HTLV-1 抗体検査
は，化学発光酵素免疫測定法による一次検査の後，献
血者への通知の判定基準としてウエスタンブロット

（WB）法を採用している．WHO 基準では HTLV-1
感染者はEnv gp46またはgp62�68に対する抗体とGag
p19，p24，p53 のいずれかに対する抗体の双方を有する
ものとされているが，HTLV European Research Net-

work の基準はより厳密で，Gag p19，p24 と Env gp21，
gp46 に対する抗体の検出を条件とする９）．一方，血液セ
ンターでのWB法判定基準はEnv gp46のバンドおよび
Gag p19，p24，p53 のうち一つ以上のバンドが陽性の場
合を陽性，gp46，p19，p24，p53 のバンドが全く認め
られない場合を陰性とし，これらの判定基準に一致し
ない場合は判定保留としている．

今回，我々は，固相化抗原種の異なる複数の方法に
よる抗体検出ならびにプロウイルス（PV）の検出を試
み，WB 判定保留事例を対象として HTLV-1 感染を確
実に検出することを目的にキャリアが産生する抗体の
エピトープを同定するための性状解析を行った．

対象と方法
対象
九州ブロック管内にて 2011 年 5 月 25 日～2012 年 4

月 15日に献血され，抗HTLV-1抗体確認検査対象となっ
た事例，1,355 検体のうちの WB 判定保留 239 例を対象
とした．

1）日本赤十字社九州ブロック血液センター
2）国立感染症研究所血液・安全性研究部
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Table　1　Indeterminate pattern and provirus prevalence in WB-de-
ferred cases

Env Gag
n

PCR (＋)

gp46 p19 p24 p53 n % PV (%)

Gag (＋): 208 samples

－ ＋ ＋ ＋ 113 45  39.8 0.508±1.298
－ ＋ ＋ －   6  0   0.0 ―
－ ＋ － ＋  10  2  20.0 0.033±0.047
－ － ＋ ＋   2  0   0.0 ―
－ ＋ － －  37  9  24.3 0.049±0.069
－ － ＋ －  35  4  11.4 0.040±0.052
－ － － ＋   5  0   0.0 ―

Env (＋): 1 sample

＋ － － －   1  1 100.0 0.202

Env (＋), Gag (＋),: 30samples

＋/± ＋/± ＋/± ＋/±  21 20  95.2 0.516±0.794
＋/± ＋/± ＋/± －   2  2 100.0 0.001±0.001
＋/± ＋/± － ＋/±   3  3 100.0 0.006±0.011
＋/± ＋/± － －   4  3  75.0 0.043±0.042
＋/± － ＋/± －   0  0   0.0 ―
＋/± － － ＋/±   0  0   0.0 ―

＋ , protein band of equal or greater intensity than that with weak-positive 
control serum
± , protein band of less intensity than that with weak-positive control serum

方法
1．抗体検出系
抗体検出系としてはスクリーニング法として下記の

1）～3）の 3 法，確認試験として 4）～7）の 4 法を用い
た．

1）凝集（particle agglutination；PA）法；セロディ
ア HTLV-IⓇ（富士レビオ）を使用した．

2）化学発光酵素免疫測定（chemiluminescence en-
zyme immunoassay；CLEIA）法；CL4800（富士レビ
オ）を使用した．

3）化学発光免疫測定（chemiluminescence immunoas-
say；CLIA）法；ArchitectⓇ（Abbott）を使用した．

4）間接蛍光抗体（indirect immunofluorescence；IF）
法；HTLV-1 感染細胞株 MT-2 と非感染細胞株 Molt-4
を 1：4 の細胞比で混合し，固定したプレートを使用し
た．

5）WB 法；プロブロット HTLV-IⓇ（富士レビオ）を
使用した．

6）Line immunoassay（LIA）法；INNO-LIA HTLV-
1�2TM（INNOGENETICS）を使用した．

7）ELISA法；HTLV-1構造蛋白質上のimmunodomi-
nant region［Gag p19 100-130A.A．（p19-100），Env gp46
175-199A.A．（gp46-175），Env gp46 288-312A.A．（gp46-
288）］に相当する合成ペプチドを固相化したマイクロプ
レートを用いた．

2．HTLV-1 PV 検出系

末梢血よりQIAamp DNA Blood midi キット
（QIAGEN）のプロトコルに従ってゲノム DNA を抽出
した．ゲノム DNA 1μg に対して HTLV-1 pX 領域と内
部標準遺伝子のRNasePをTaqManPCRによりApplied
Biosystems 7500 fast システムを用いてそれぞれ検出，
HTLV-1 PV 量を定量し，有核細胞に対する PV 検出率

（％）を算出した．HTLV-1 pX 領域の定量PCRのPrimer
および Probe 配列は，Watanabe らの方法１０）に従った．
内部標準遺伝子の定量 PCR は RNaseP 検出キット

（Taqman RNaseP Control kit（VIC dye），Applied Bio-
systems）を使用した．本法での検出限界は HTLV-1
感染細胞 TL-Om1 株 DNA を標品とした標準曲線より
0.0005％ と算出された．

結 果
1．WB保留事例の抗体反応性と PV検出
WB 保留 239 例について，その WB 反応性と PV 検

出率と PV 量を Table 1 に示す．PV 検出事例は，89
例（37.2％）であった．WB では，抗 Gag 抗体のみ検出
された事例が 208 例で，そのうち PV 検出例は 60 例で
あった．p19，p24，p53 のすべてに反応した事例が 113
例と最も多く，その PV 陽性率は 39.8％，PV 量は平均
0.508％ を示した．一方，Env gp46 に対する抗体のみ陽
性の事例は 1 例で PV 陽性（PV 量 0.202）であった．抗
Env，抗 Gag 抗体とも認められるが，一部のバンドが，
弱陽性対照より弱い反応（±）を示し判定保留となっ
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Fig.　1　Comparison of provirus detection ratios among 
the WB-deferred cases based on antibody reactivity to 
each immunodominant region on HTLV-1 proteins. A 
total of 239 WB-deferred cases were examined for anti-
body reactivity using ELISA with an immobilized syn-
thetic peptide derived from immunodominant regions 
on HTLV-1 structural proteins, p19-100, gp46-175, and 
gp46-288. Provirus detection was conducted using PCR, 
and the provirus prevalence in samples with or without 
immunoreactivity to each peptide was compared.

た事例は 30 例で，そのうち 28 例（93.3％）で PV が検
出された．Fig. 1 に ELISA 法での抗体検出と PV 検出
率を示す．p19-100 に対する抗体陽性例では PV 検出率
が 42.8％ であったのに対し，陰性例では 18.2％ と著減
した．さらに，抗 gp46-175 抗体陽性例での PV 検出率
は 73.9％，抗 gp46-288 抗体陽性例では 88.6％ と，Env
領域に対する抗体保有とPV検出は非常に強く相関して
いた．

2．WB保留プロウイルス陽性 89例の性状
1）スクリーニング法における反応性
WB保留PCR陽性89例についてCL4800，ArchitectⓇ

（以下，Arch），PA の 3 法における反応性の比較を行っ
た（Table 2，Fig. 2）．対象検体中 83 例（93.3％）は 3
法陽性を呈したが，CL4800 陰性が 4 例（4.5％），Arch
陰性が 2 例（2.2％）認められた（Table 2）．CL4800，
Arch 両法における測定値（COI，S�Co）は弱い相関を
示した（Fig. 2A，r^2＝0.428）．また，PA 法では 47
例（52.8％）が x2^6 以上の高力価を示したが，x2^3～
4 の低力価例も 9 例（10.1％）あり，2 例（2.2％）は陰
性であった（Fig. 2B）．

2）スクリーニング法における固相化抗原と反応性の
連関

今回の検討に用いたスクリーニング 3 法の固相化抗
原は以下のとおりである．CL4800 と PA は WB と同様
に日本人 ATL 由来細胞 TCL-Kan 株１１）の細胞溶解液が

用いられ，Gag 主体である．CL4800 では同株由来 gp46
を精製添加している．Arch の抗原は白人 ATL 由来 PV
塩基配列に基づく組換型 gp21 と，同 PV gp46 アミノ酸
配列に相当する合成ペプチドからなる１２）．これらの抗原
の特性とそれに対する反応性を基に，WB 保留 PCR
陽性 89 例の有する抗体を推定した結果を Table 2 に示
す．3 法陽性の事例は Gag，Env の両方に反応する抗体
を有すると考えられるが，CL4800，PA とも陰性の 1
例（1.1％）は抗 Gag 抗体陰性，Arch 陰性 2 例（2.2％）
は抗 Env 抗体陰性と推測された．CL 陽性 PA 陰性の
1 例（1.1％）は抗 Gag 抗体が弱陽性で検出感度の相違
に起因する乖離と考えられる．さらに，PA と Arch
で検出され，抗 Gag，抗 Env 抗体のいずれも有すると
考えられるがCL4800では陰性を呈した事例が3例（3.4％）
認められた．

3）スクリーニング法で陰性を呈した事例の解析
WB 保留 PCR 陽性 89 例中，各スクリーニング試薬に

て陰性を呈した事例について IF，WB，LIA を用いて
その反応性を解析した結果を Table 3 にまとめた．A）
には CL4800 陰性事例 4 例，B）には Arch 陰性事例 2
例を示している．6 例とも WB 法で gp46 バンド陰性を
呈し判定保留とされたが，A），B）とも IF 弱陽性例が
1 例ずつ認められた．また，LIA（INNO-LIA）では抗
gp21 抗体，抗 Gag 抗体とも検出され，全例が HTLV-
1 陽性判定となった１３）．LIA の抗原には，HTLV-1�2
分別判定のためにHTLV-1由来p19（p19-I），gp46（gp46-
I）と HTLV-2 由来 gp46（gp46-II）の 3 抗原も固相化
されている１３）．これらの LIA 抗原に対する反応性から
みると，CL4800 陰性検体は 4 例とも抗 gp46，抗 gp21
抗体のいずれも有しているが，抗 Gag p19 抗体は弱陽
性，抗 p24 抗体は陰性であった．一方，Arch 陰性事例
は 2 例とも WB，LIA 両法において抗 p19 抗体が認め
られた．抗 Env 抗体としては，LIA において，1 例で
は gp46＋＋，gp21±，他の 1 例では gp21 に対しての
み＋＋で，抗 Env 抗体を保有するものの Arch 固相化
Env 抗原に対する反応は検出限界以下であると推測さ
れた．

3．WB保留 PV陰性 150例の性状
今回解析に用いた WB 判定保留 239 例中 PV 陰性と

なった事例は 150 例であった．これらの抗体検出系に
おける反応性は，74 例（49.3％）が CL4800 陽性，Arch
陽性事例は34例（22.7％），LIA陽性事例は21例（14.0％）
であった．CL4800，Arch，LIA の 3 法での反応性とし
ては，3 法陽性が 15 例（10.0％），スクリーニング法と
LIA の 2 法陽性を示した事例が 4 例（2.67％）であった

（Table 4）．
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Fig.　2　Results of antibody screening for 89 WB-deferred cases that showed provirus-positive results. A to-
tal of 89 WB-deferred and provirus-positive cases were examined using 3 methods of antibody screening. 
A) CL4800 and Architect: Vertical axis shows CL4800 COI, and horizontal axis Architect S/Co. ■ , 
CL4800 negative cases; ● , Architect negative cases. B) PA: Vertical axis shows numbers of cases and 
horizontal axis the antibody titer.

Table　2　Antibodies in provirus-positive samples deduced from the re-
activity to the immobilized antigens in each screening reagent

CL4800 PA Architect n %
Deduced antibodies

anti-Gag Ab anti-Env Ab

＋ ＋ ＋ 83 93.3 ＋ ＋
＋ ＋ －  1 1.1 ＋ －
＋ － ＋  0 0
＋ － －  1 1.1 ＋w －
－ ＋ ＋  3 3.4 ＋ ＋
－ ＋ －  0 0
－ － ＋  1 1.1 － ＋
－ － －  0 0

total 89 100

考 察
今回，九州 8 県において献血された約 70 万人の献血

者のうち，確認試験対象となった 1,355 検体に認められ
た WB 判定保留例 239 例を解析対象とした．このうち
89 例（37.2％）において HTLV-1 PV が検出されたこと
は，現行の確認試験において感染確定に至らないキャ
リアが献血者全体の約0.013％程度存在することを意味
し，弱陽性対照に基づく WB 判定基準の再検討を要す
る．また，HTLV-1 PV は T リンパ球のゲノム上に組み
込まれた形で潜伏感染するが，末梢血中に検出されな
い感染状態も存在し，その生体内での reservoir は未だ
判明していない．そのため最も有効な感染の有無の判
定は特異抗体の検出によるものとされる．本検討でも
PV 陰性抗体陽性の事例が 83 例認められ，これらは末
梢血中では感染因子が検出限界以下であるキャリアで
ある可能性を示しており，高感度抗体検出系の確立が
喫緊の課題である．また，今回の解析においては，PV
陽性であるにも関わらずスクリーニング検査において

陰性を示す事例が CL4800 で 4 例，PA 法で 2 例，Arch
では 2 例見出された．さらに，PA 陽性 Arch 陽性で抗
Gag，抗 Env 抗体の両方を有すると推測されるものの
CL4800 陰性となった事例も 3 例（3.4％）認められ，使
用されている抗原蛋白質の由来が同一である試薬間で
も反応性の差が認められた．PV 陽性 CL4800 陰性事例
では抗 Gag 抗体の反応性が弱いため CL4800 での検出
閾値に達さず，さらに CL4800 での固相化 gp46 抗原で
は検出できないものと推測された．以上の結果は，抗
体検出感度は担体に固相化された抗原の由来および構
造蛋白質上の領域，固相量，固相化法，固相化抗原の
様態ならびに検出原理に依存する１４）ことを示唆しており，
同一感染細胞株由来抗原を用いた CL4800 と WB の 2
法のみの適応ではPV陽性にもかかわらず確定判定が得
られない事例が集積していることが判明した．また，
PV 陽性率は抗 Env 抗体陽性率と相関が認められ，Env
抗原はキャリアにおける易抗体産生抗原であり１５）１６），キャ
リア判定に Env 抗原が有用であることが示唆された．
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Table　4　Characterization of the 150 
provirus-negative cases on the basis 
of antibody reactivity

CL4800 Architect LIA (INNO-LIA)

＋ 74 ＋ 27 ＋ 15
－  0

deferred 10
NT  2

－ 47 ＋  3
－ 16

deferred 28

－ 76 ＋  7 ＋  1
－  5

deferred  1

－ 69 ＋  2
－ 54

deferred 13

NT, not tested

しかしながら，本検討対象において，スクリーニング
3 法のすべてで陰性を呈した事例はなく，複数の抗体検
出系を併用することで補完的な抗体検出が可能となり
偽陰性発生が防止できると推察される．

これまでにも，WB において indeterminate pattern
を呈し HTLV-1 感染確定に至らない事例に関する解析
に関しては多数の報告がある．中央アフリカにおいて
は WB 保留事例からピグミー族等の少数民族にHTLV-
1 類似の新規ウイルス HTLV-3，HTLV-4 感染者が見出
されている１７）１８）．一方，マラリア感染者血清が WB 上の
HTLV-1 Gag蛋白質との交差反応性を示すことによって
Indeterminate pattern が生じることも判明しており１９），
他種の感染因子の共存により WB 判定に影響が生じる
可能性も考えられる．

結 語
今回の検討により確定試験判定保留例中にも 37.2％

の PV 陽性事例が含まれることが明らかになった．また，
PV 陰性事例中 12.7％ に HTLV-1 特異抗体が認められ，
現行の HTLV-1 感染判定基準に改良の必要性があるこ
とを意味する．また，PV 検出例を捉えるには Env 抗原
を加えた確定検査系の採用が有用であることが示唆さ
れた．HTLV-1 感染を確実に捕捉することは献血血液の
有効利用ならびに献血者への的確な情報提供と健康増
進のための利益還元を行うと共に，本邦におけるHTLV-
1 キャリアの実態を把握することが，HTLV-1 感染なら
びに関連疾患発症予防に有用であると考える．
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HUMAN T-CELL LEUKEMIA VIRUS TYPE I (HTLV-1)-INDETERMINATE

WESTERN BLOT PATTERNS IN VOLUNTARY DONATED BLOOD SAMPLES

IN JAPAN

Yasuko Sagara１）, Nobuyo Gotoh１）, Yukiko Inoue１）, Maiko Morita１）, Madoka Kuramitsu２）, Kazu Okuma２）,

Isao Hamaguchi２）, Kazuo Irita１）and Hiroyuki Kiyokawa１）

１）Japanese Red Cross Kyushu Block Blood Center
２）Department of Safety Research on Blood and Biological Products, National Institute of Infectious Diseases

Abstract:

Human T-cell leukemia virus type I (HTLV-1) is estimated to have infected 15-20 million worldwide, and over 1
million in Japan. HTLV-1 is well-known as the cause of several severe diseases, such as adult T-cell leukemia and
HTLV-1-associatedmyelopathy�tropical spastic paraparesis. A screening test for the antibody to HTLV-1 was imple-
mented to test all donated blood samples in the Japanese Red Cross Blood Center in 1986. The examination is carried
out using chemiluminescence enzyme immunoassay (CLEIA). Western blotting (WB), instead of indirect immunofluo-
rescence assay (IF), has been adopted as a confirmatory process following CLEIA since September 2012. However,
numerous cases have been deferred in which serum samples, positive on CLEIA, displayed indeterminate patterns
on subsequent WB. To clarify the specificity of these WB indeterminate patterns, 239 serum samples deferred on
WB were examined using particle agglutination assay, chemiluminescence immunoassay (CLIA), IF, line immunoas-
say, and PCR for HTLV-1 provirus detection, with findings for the differences in reactivity for antibody tests com-
pared on the basis of the kinds and origins of immobilized antigens in each examination. Results from PCR showed
that 89 (37.2％) of the 239 deferred samples in WB were positive for HTLV-1 provirus. In contrast, specific antibodies
were detected in 19 (12.7％) of 150 PCR-negative cases. While 83 (93.3％) were positive for all antibody tests, anti-Gag
antibody was predominantly observed in only 2 (2.2％) of 89. Only anti-Env antibody was detected in 1 (1.1％) case,
which was positive only on CLIA. These findings indicate that genuine HTLV-1 carriers are included among individu-
als with indeterminate patterns onWB and suggest the existence of occult HTLV-1 carriers, indicating amuch higher
incidence of HTLV-1 in Japan than previously reported.

Keywords:

HTLV-1, antibody detection, indeterminate pattern, epitope, immunodominant region
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