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一ヽ  
ドゥ球菌（Cowanl株）の産生するProteinAにより血  

清中のIgGを吸収後，抗体を測定する516），などの組み合  

せが一般に行なわれてきた。   

われわれは，対血清において風疹流行を赤血球凝集抑  

制試験のみでは確認できなかった経験を機会に，最近臨  

味検査技術の一つとして注目されている酵素免疫測定法  

（enzymelinkedimmunosorbent assay二ELISAと  

略）7），引 を行なしゝ，二，三の知見が得られたので報告する。  

ⅠⅠ実験方法  

1）披検血清：健康者及び風疹患者の対血清で，全て  

20qC以下に凍結保存されていたもの。   

2）風疹の赤血球凝集抑制試験（以■FHAI）：診断用抗  

悦は東芝化学K．K．（HA用）製，術式は微生物検査必携9）  

に従った。   

3）黄色ブドウ球菌によるIgG吸収処理：市販試薬  

（化血研製）のCoⅥ7a111株を吉川ら6）の方法に準じて行  

なった。   

4）風疹の補体結合反応（以下CF）：診断用抗原は東  

芝化学K．K．（CF用）製，術式は微生物検査必携に従しゝ  

マイクロタイタ一法9）によった。   

5）酵素免疫測定法（以．f：ELISA法）：旭メディカル  

K．K．の提供によるM．A．Bioproducts製の風疹1gG抗  

体測定EIAキットにより，単一希釈によるワンポイント  

測定で，分光光度計（波長405nm）によって吸光度を測っ  

た＝   

被検血清対照抗原反応の吸光度を対応する被検血清風  

疹抗収反応のq及光度から差引いたものをルベライザ1吸光  

度差（以下ルベライザ値）と記した。   

今回はCuVette式とplate式の容器を異にする   

Ⅰ はじめに  

千葉県での風疹の流行は，1966年～68年にかけて，県  

下全域にわたり感染が広まり1），その後約10年の間隔を  

もって，全国各地に発生，大きな流行をもたらし，千葉  

県でも，1975年～76年に東京都に隣接した人口密集地域  

を中心に県内へ流行が波及していったが2），今L日」，約5年  

という前回流行時より半分短い間隔で流行を経験するに  

う：． ♪二   

風疹感染において最大の問題は，妊婦の感染によって  

おこる胎児感染，し、わゆる先天性風疹症候群児出産の危険  

で，国でも予防対策として風疹ワクチンが1977年秋より  

接種を開始しているが，最初の年次の対象年令層はまだ  

20オに達し得ずワクチンの効果にまでは至っていない3）。   

このような時に，各地域での散発，流行状況の把握を  

的確に行ない，患者との濃厚な接触を避け，不明な発疹  

症を確実に診断することが強く求められている。   

しかし，適切な時期に採血し得た対血清（急性期，回  

復期）については検査成績の解釈に問題は生じないが，  

単一血清の場合，時には対血清においても得られた成績  

の解釈に苫慮することが多い。   

この解釈には新しし、感染によるか否かの証拠として，  

風疹の特異的IgⅣ1抗体を証明する必要があり，蕉糖寓度  

勾配遠心法か最も優れた方法といわれるが4），超遠心機で  

36，000r．p皿．16時間遠心操作後（1台4件が限度）各  

分軌二ついて検査するので多くの血清を流行時に検査す  

るには手軽な方法とはいえない。   

そこで，赤血球凝集抑制試験に補体結合反応2），黄色ブ  

一ヽ   

1）千葉県衛生研究所  

2）杏林大学保健学部   

（1981年10月6日受理）  
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ELISAキットについても比較検討を力‖えた。  

Ill実験成績  

実験1：   

船橋市内某小学校の風疹小流石（第2学年の1クラス）  

におし、て急性期（第3～川病臼）と回復期（第24－32病  

R）の前後2回採血し得た12組の対血清について，HAI，  

その他の風疹血清学的検査を行なった。   

最初にカオリン処理による標準HAIを行なった結  

果，急性期に既に全員抗体を保有し，有意の抗体上昇を  

示すものは皆無という意外な成績で風疹の流行であると  

の証明は不能であった。   

引続いてCFを行なった結果は，有意の抗体上昇を確  

認し得たもの3／12（25％）と8倍以上の抗体価を示すも  

の11／12（91．7％）で，風疹の流行を経過したものである  

と辛じて確認できた。   

さらに実施した草色ブドウ球牒＝二よる被検血清の1gG  

吸収処理の結果は，有効なHAI抗体価の変動と見徹せ  

るものが7／11（63．9％）に認められ，風疹の確認ができ  

た。   

以上のような検査の経過を辿った対血清について  

ELISA法の2方式の比較を実施した結果．cuvette式も  

plate式も共に11／12（91．7％）に有効な抗体上昇を認め  

た。   

ただし，本法において単独血清についての，風疹抗体  

の有無を判断する陽性血清のルベライザ値の下限は  

0．170であるのに，今回の凹復期血清（第24～32病臼）で  

は．わずかにplate式1例（8．3％）．cuvette式4例  

（33．3％）が陽性の下限値を越えたのみであった。   

実験2：   

医療機関で2～4回採血し待た風疹患者の血清13組  

（No．2＝不顕性感慄症†軋No，7，8＝発病前採血分保存例）  

についてHAIとELISA（plate式）を行なった結果，全  

例が両検査法共に有意の抗体上界を認めた。   

HAlでは第4～5病口で既に32～64倍の抗体価に達  

し，第10～15病臼では32－512倍と幅広し、抗体価の分布を  

示した。   

ELISA法では第4－5病「jでO．005－0．033のルベラ  

イザ値，第川ト19病L】では0．063～0．171のルベライザ恨  

まで上昇したが，陽性血清の下限他0．170に到達したもの  

はNo．3（第16病H）の僅か1手札 第40柄Eiを越えてもNし）．  

8，12の2例を加えるのみであった。   

実験3：   

健康者の披検血清201検体についてHAl佃とELISA  

法のルベライザ値を比較した結果，ELISA法の定屋二性は  

′■  

Tablel ComparisonofHAI，CFandELISAantibodiesinpatientswithrubellainfection  

Days after 
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Table2 ComparisonofseroconversionmeasuredbyHAlandRUBELISA  

Patient  Daysafter  ＝AI RUBELISA  Patient  Daysafter HAI RUBELISA   
and  onset of and  onset of 

serum  illness  titer  value  serum  illness  titer  Yalue  
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平均ノしベライザ他とHAI抗体佃に関する直線回帰分析  

によって実証され，平均／レベライザ他とHAI抗体仙川  

には高度の相関が認められる。   

しかし佃々の被検血清についてみると，平均仰のまわ  

りに分散L，HAI抗体価64偶のものは弱陽性から強陽性  

までが含まれる。128倍以上ではIi】等度から強陽悼までか  

含まれる。またHAI抗体陰性の8倍以下群では0．050を  

越えるものはなく，0．000～0．045の幅に収まっていた。  

Table3 ComparisonofHAIand RUBELISA  

流行調査時の当面している問題ノたであろう。   

さらに，今回のクラス内風疹流行のごとく，風疹HAI  

のみの検査に依存していては，急性期血清中にすでに抗  

体が保有されており，感染時期が不「1月という成績しか得  

られず，風疹流石の確認も不確かで，心許無いことをホ  

唆してし、る。   

そこで，われわれは，風略の流行，感染確．認の手技と  

して，補体結合反応を併用してみたが，被検血清の前処  

理もなく，観めて簡傾であり，風疹流行を推測する結果  

が得られたと考える。   

黄色7’、ドゥ球菌吸収法では，非常によくIgGを吸収す  

るが，IgA，Ig九′1も共に吸収槌夫する危険があり，簡易な  

ノノ法であるが，No，1，3，5，8のような症例について  

の成績の解釈は他の検査法に委ねぎるを得なし㌔   

ELISA法の二法（容器の差）は，多数を同時に検査を  

する場合plate式の方が抹作が容易であるが，振蓬が不  

十分になりやすいので注意が必要である。一回に20－30  

件の検在ではcuvette式が経済的で操作ミスも起き難  

いように思われる。   

実施LたELISA法二法は共に抗体の上昇を極めてよ  

く捕捉し，両者の差はcuvette式が吸光度差において若  

十高い傾向（振盈操作による影響ではないかと推測され  

る）を示す程度である。  

一ヽ   

RUBELISA  HAI  
titer n   S．D．  Range  

＜8  46   ．012   ±．013  ．000～．045   

8  14   ．131   ±．032  ．083～．185  

16  37   ．188   ±．052  ．102～．330   

32  35   ．249   ±．0（i3  ．146－．334   

64  38   ．286   ±．060  ．186～．458  

128  18   ．336   ±．069  ．239～．44（i  

25（i  13   ．353   ±．053  ．262－．445  

ⅠⅤ 考察  

実験lの経験は，ELISA法に取組む切っお卜けとなった  

のであるが，幼稚胤 学校といった施設内での流行の場  

合に検査を実施する際，最適病日に検体を採取すること  

は，椎々の条件がからんで，きわめて「叶雉なことであり，  

42－  
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なお，今回のように風疹患者の対血清について，「司時  

にELISA法による検査を行なって，回復期血清のルベ  

ライザ値が下限値0．170に到達していない場合は，ルベラ  

イザ値を急性期と比較して回復期血清が1．5倍以上の時  

に「有効な特異抗体の変動と考えてよい」と考える。   

実験1のグループ0では回復期の血清が第24～31病‖ま  

でのもので，陽性血清の下限値0．170を上回ったものが，  

plate式で1例，CuVette式で4例（33．3％）と低率であっ  

たが，実験2のグループでは第40～60柄臼まで血清が得  

られた結果，HAI抗体が平衡状態に達してからも，  

ELISA法では若干の個体差が認められ，第40病Ejを越え  

ても測定値の継続的上昇を観察することができた。   

この理由として考えられることは，補体結合反応も  

HAlも共にIgGあるいはIgG＋IgMを抗体として，抗  

稿を終るにあたり，貴重な患者血清を提供していただ  

いた，兵庫県立尼崎塚＝柄院早川泰博士，国立京都病院  

沢田茂夫技官，さらに小学校風疹流行時の学童才采血に尽  

力いただいた船橋保健所関係各イ勘二深謝いたします。  
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／－  

原を結合した状態をそのまま測定しているのに，ELISA  

法は酵素標識杭ヒトIgG抗体を使用したキットで，被検  

血清と抗原を20－25℃／2時間作用させた後，リン根緩衝  

液（PBS－Tween液）で3恒1洗うという操作が入ること  

に注目したい。  

ニの洗う操作によって，被検血清は病目が経過して，  

初期出現のIgMに代ってIgGが大部分を■1める1か  

月後になっても，初期のIgGは完成されたものでないた  

め，affinityが弱く，一旦結合したものも脱落するため，  

ルベライザ値，即ち測定値が低くなるのではないかと推  

察される。  

このlowaffinityの現象は，今回の風疹罷患者から得  

られた被検血清にのみ認められており，単一血清サン7G  

ルで最も判断に苦しむHAI抗体価32－64倍の場合に  

ELISA法を行なって，JL／ベライザ値が0．100～0．160程度  

を新しい感染を受けた者と推定し，超遠心などによる精  

J－査をすれば，件数の抑制に役立つと考えられる。  

Ⅴまとめ  

風疹のHAIは大変に優れた検査法であるが，万能で  

はなく，検査の目的に適した各種の検査法を組み合わせ  

ることが必要であり，今後望まれるところであろう。わ  

れわれは，組み合わせの一つとしてELISA法を紹介し  

た。  

一石－   




