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間接赤血球凝集反応の再検討
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北海道の９地区18市町，すなわち利札地区（利尻島，

礼文島)，東天北地区(浜頓別町，枝幸町)，西天北地区

(豊富町，幌延町，天塩町)，網走地区(常呂町，美幌町，

津別町，清里町，ノト清水町)，別海地区(別海町)，道央

地区(上富良野町)，日高地区（門別町)，道南地区(松前

町，木古内町)，札幌市在住の一般住民2,347名を対象と

してＡ"ｉｓα肋幼虫ヘモグロビンを用いた皮内反応を行

ない陽性率を調べると共に,その中の1,471名を無作為に

選んで採血し，上記抗原を用いての間接赤血球凝集反応

によって抗体保有率を調べた．更に，それらの血清中よ

り136例を選んでradioimmunosorbenttest（RISＴ）

によって血清中のＩｇＥ量を測定すると共に，radioal‐

lergosorbent（ＲＡＳＴ）によってＡ"isα肋幼虫ヘモグ

ロビンに反応するspecificIgEおよびＩｇＧ抗体をも測

定した．

Ⅱ検査方法

１．皮内反応：既報（鈴木ら，1969）のごとくＡ"/‐

sα跡幼虫Ｉ型(Berland，1961）より抽出精製したヘモ

グロビン溶液（蛋白窒素量20βg/ｍｌ）の0.02ｍｌを前腕屈

側の皮内に注射し，１５分後の膨疹ならびに発赤の最大，

最ﾉI､径を測定して，先の判定規準（鈴木，1970）に従い

膨疹径の平均値が９ｍｍ以上のものを陽J性とした．更

にまた，石崎（1963）の判定規準を参考として膨疹径の

平均値が９ｍｍ以下の群を発赤径の平均値20ｍｍ以上

と以下とに分けて検討した．

２．間接赤血球凝集反応：既報（佐藤ら，1974）の如

く，上述の幼虫ヘモグロビンで感作した３％ヒツジ赤血

球浮遊液5Ｍを16倍より256倍まで希釈した血清0.5ml

に加えて反応を調べた．

アニサキス症急性期の症状発現には，Ａ"isα肋幼虫

の侵襲を受けた消化管局所でのアレルギー反応が主要な

役割をはたしていると理解されるから，症状を示してき

た例では発症の直接の起因となった幼虫の侵襲に先行し

て，既往にも同様の侵襲を受けていて幼虫に対するある

種の過敏状態が作られていたと考えられる。

著者（鈴木ら，1970,1975）らは，そうした過敏状態

を現在各種の感染症の診断に利用されているような免疫

反応によって検出されうるか否かを知る目的で検討を続

けており，本研究の第３報ならびに第５報では，Ａ"んα‐

肋幼虫より分離,精製したヘモグロビンを抗原として用

いた皮内反応ならびに間接赤血球凝集反応をそうした目

的に利用することができるということを明らかにし，反

応の実施条件ならびに判定基準などについて報告した．

つづいて著者らは，これらの反応を用いたアニサキス

症の疫学調査を計画し，1974年１月より10月までの問に

本症の多発地帯である北海道の各地において，主として

一般住民を対象に抗体保有率の調査を行った．その成績

の詳細については別報（浅石ら，１９７４；西野ら，1974,

1975）にゆずるが，その中で皮内反応が陰`性であるのに

間接赤血球凝集反応が陽性という例が10.3％にも認めら

れたということから，その解釈をめぐっての検討が必要

であると思われたのである。

そこで今回は，’251を用いたradioimmunoassayに

よって検討してみたところ，免疫反応自体の持つある程

度の非特異性にもよるが，反応の判定基準との関連がよ

り強いと思われる結果が得られた．

検査対象ならびに方法

Ｉ、検査対象
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３）反応後，洗浄用緩衝液（0.15ＭＮａＣｌ，０．００５Ｍ

燐酸緩衝液ｐＨ7.4,0.1％Tween20）を３ｍl加えて

２，０００rpm３分間遠心して，沈澱物が浮き上がらないよ

うに管底から５ｍｍの高さに液を残して上清を吸収除

去した．

４）上記の洗浄を更に３回繰り返した．

５）標識anti-IgG抗体は上記反応用緩衝液で６×

l05cpm/0.1ｍlになるように調整し，0.1ｍｌを加えて室

温で６時間反応させた．なお，その際５本の空の試験管

にも同量取り全カウント測定用とした．

６）反応終了後，洗浄用緩衝液を用いて上記同様に４

回洗浄した．

７）ゲルに結合した放射能はScintillationGamma

Counter（Aloka）を用いて１分間測定した．

ＲＡＳＴでは結合した抗体，つまり血清中の特異抗体

を絶対値で示すことは現在のところ困難であるため，下

記の計算によって求めた値を同様にして求めた対照地区

住民の値の平均値と標準偏差の範囲を超えるか否かを比

較することで相対的に表現した．

被検血清の計測値（Cs）

３．血清TotalIgEの測定：WideandPorath

(1966）によって開発されたradioimmunosorbenttest

(RISＴ）をキットとしたPhadebasIgETestKit

(Pharmacia）を用いて測定した．これは－定量のSe

phadexに結合したanti-IgE抗体に対して検体中の

IgEと同時に加えた－定量の１２５１標識ＩｇＥとを競合

させ，Sephadex-anti-IgE抗体に結合した標識ＩｇＥの

放射活性を測定して検体中に含まれるＩｇＥ量を算出す

るものであるなお，測定は同キットに添付されている

説明書に従って行なった．

４．SpecificlgEおよびIgGの測定：ＷｉｄｅｅＺａＺ．

(1967）によって開発されたradioallergosorbent(ＲＡ‐

ST）によって測定した．Ａ"ｉｓａＡｉｓ幼虫へモグロピンを

化学的に結合させた固形相に被検血清を加えると血清中

の特異的な抗体のみがヘモグロビンと反応する．非特異

的な抗体を含む反応にあずからない血清蛋白を充分洗浄

除去したのち，１２５１で標識したanti-IgEまたはanti‐

IgG抗体を加えると，抗原-抗体-抗体に対する抗体（標

識）という複合物を生成するので，この放射活性を測定

してＩｇＥないしはＩｇＧ量を算定するものである．

ＩｇＥ測定には固形相として，宮本ら（1973）に従って

ＣＮＢｒで活`性化した直径４ｍｍの東洋濾紙Ｎｏ．６に抗

原を結合したｄｉｓｃを用い，標識anti-IgE抗体として

は第１ラジオアイソトープ研究所より供与を受けた

PhadebasRASTKit（Pharmacia）を使用した．測定

は同キットに添付されている説明書に従って行なった．

ＩｇＧ測定の固形相としては尾上（1975）に従って

CNBrで活』性化したChromagelA-2に抗原を結合した

ものを用いた．標識anti-IgG抗体としてはヒトＩｇＧ

をウサギに免疫して作製した抗血清のＩｇＧを精製して，

ＷｉｄｅｅＺａＺ．（1967）に従って１２５１を標識したものを用

いた．それ故，この標識抗体中にはヒトＩｇＧとは反応

しない不活性抗体も含まれている．

測定は次の順序で行なった．すなわち，

１）Assay用プラスチック試験管に反応用緩衝液

(O15MNaCl，０．００５Ｍ燐酸緩衝液ｐＨ7.4,0.2％ウ

シ血清アルブミン，０．０５％ＮａＮ3,0.1％Ｔｗｅｅｎ２０）

で100倍に希釈した被検血清0.1ｍｌを入れる．

２）抗原を結合したChromagelを上記緩衝液で５％

に懸濁して0.1ｍl加え，軽く振撮して混和した後，室温

で２時間反応させた．なお被検血清を入れていない５本

の試験管に同量の懸濁液を入れ，ゼロサンプルの対照と

した．

対照ゼロサンプルの計測値

－５本の平均値一(ＣＯ）

標識抗体0.1ｍｌの計測値

－５本の平均値一(Ct）

とすると，

Ｃｓ－Ｃｏ×,00＝(％）
Ｃｔ

によって結合した特異抗体の量を示した．

なお,対照としては秋田市内在住の成人20名をあてた．

検査成績

１．皮内反応および間接赤血球凝集反応成績からの

分類

両反応の結果の組合せより４群に分け，更に皮内反応

による膨疹径９ｍｍ以下のⅢ，Ⅳ群では発赤径の平均値

で20ｍｍ以上のものをａ，それ以下のものをｂとして細

分した（Tableｌ)．

この成績より明らかなように，北海道に在住する成人

の62.7％以上が皮内反応または間接赤血球凝集反応の一

方ないしは両方が陽‘性である．また，皮内反応による膨

疹径９ｍｍ以下の群の中でも発赤径20ｍｍ以上の例が

700例中335例（47.9％）にも認められた．

ⅡTotalＩｇＥ値

上記の各群から任意に選んだ血清についてＲＩＳＴに

（１８）
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た．またⅢ'Ⅳ群ではａ，ｂについて比較してみるとａ

では高値を示すものがｂより明らかに多い．

Ⅲ、SpecificlgE値

幼虫ヘモグロビンと反応するspecificlgE値の分布

を群別に示したのがＦｉｇ．３である．図中斜線で示した

部分は秋田市内在住の成人18名（20名中著しい高値を示

1００
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Ｆｉｇ．１DistributionoftotalIgEvaluesin

eachgroup

よってｔｏｔａｌｌｇＥを測定した成績をＦｉｇ．２に示した．

皮内反応陽性１，Ⅱ群でのＩｇＥは陰性のⅢ'Ⅳ群のそ

れに比べて明らかに高値を示す例が多いことが分る．各

群における比較を容易にするため300U/ｍｌを仮に正常

人における平均値として，それを超える値を示す例の割

合をみると１－→Ⅱ→Ⅲ→Ⅳ群と低下することが知られ

（１９）
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cificIgEvaluesintheintraderma］

ｔｅｓｔｐｏｓｉｔｉｖｅｇｒｏｕｐｓ

した２名は除外した）について測定したspecificIgE

の平均値と標準偏差0.7±0.6％の範囲を表わしてい

る．そこで1.3％までを正常値の上限とみなして，この

範囲を超える値を示す例の割合をみると皮内反応陽性の

Ｉ，Ⅱ群と陰性のⅢ'Ⅳ群との間には歴然たる差がみら

れたが，Ⅲ，Ⅳ群では高値を示す例が少なかったことも

あり，ａとｂとの間の差を比較することは不可能であっ

た．

Ⅳ、TotalＩｇＥとSpecificlgEとの相関

皮内反応陽性の１，Ⅱ群66例についてtotalおよび

specificlgE値をプロットしたのがＦｉｇ．４であり，１

％以下の危険率で両者は有意の相関関係があることが知

られた（t＝4.389＞t64(０．０１)＝2.660)．

しかしながら，本報にはデータを示していないが，皮

内反応の膨疹径ないしは発赤径とtotalないしはspe‐

cificlgE値との間にはいずれも明らかな相関を認めな

かった．

Ｖ、SpecificlgG値

今回の実験に使用した標識杭ヒトＩｇＧ抗体中には不

活｣性のＩｇＧも含まれているため，結合した抗体は加え

たＩｇＧ量に比べてかなＭ､さくなっている．

各群におけるspecificIgGの測定値の分布をＦｉｇ．

５に示した．図中斜線で示した部分は対照の秋田市内在

住の20名の成人について測定した値の平均値と標準偏

差10.4±３．８％。を表わしている．そこで１５肱を仮に正

５

Ｎｏ．ｅｘａｍｅｄ３６３０１９９２１２１
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（%）（88.9）（36.7）（36.8）（23.8)(4.8〉

Fig4DistributionofspecificIgGvalues

ineachgroup・Shadedareaindicates

the6896confidenceintenval（ｍｅａｎ

±ＳＤ）ofcontrolgroup

常値の上限とみなしてこれを超える例の割合をみてみる

とＩ→Ⅱ→m-→Ⅳの順序で低下していることが分る．更

に興味あることは，皮内反応陰性のⅢ’Ⅳ群のａとｂと

を比較してみると，ｂではほとんどの例が正常範囲にあ

るのに対してａではそれを超える例がかなり多くなって

いることである．特に間接赤血球凝集反応陽性のⅢ群で

はその差が著しい．

Ⅳ、SpecificIgGと間接赤血球凝集反応との相関

間接赤血球凝集反応陽性のＩおよびⅢ群の64例につい

て両測定値の関係をプロットしたのがＦｉｇ．６である．

図中黒丸で示したのがＩ群およびⅢａ群で，白丸がｍｂ

群である．両測定値間の相関についてみるとｒ＝0.243

で，ｔ検定では危険率を５％としてもなお有意の相関が

あるとすることはできない（t＝1.971＜t６２(0.05)＝

2,000)．ところが，抗体価16倍を示す22例を除いた42例

について同様の検定を行なってみると，ｒ＝0.531で１９６

以下の危険率で有意の相関関係がみとめられた（t＝

3.963＞t4o(0.01)＝2.705)．

Ⅶ各群における３種の測定値

（２０）
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るような普偏的な判定基準を設けるということは不可能

と思われる．それ故，その基準に従がって判定した際に

実情と合致しない偏りがどの程度にみられるかという点

を調べて補正ないしは修正してゆくのがより実際的な解

決法であると考えられる．先に行なった検討では（鈴木

ら，1975)，免疫反応を既往にＡ"加肋幼虫による感

作があったか否かを知る指標として用いる場合には前述

の判定基準によっても充分目的が達せられると述べた．

ところが最近実施した北海道での疫学調査成績をこの基

準に従って分類してみたところ，皮内反応が陰`性で間接

赤血球凝集反応陽'性という例が10.3％にもみられたこと

で，用いた判定基準がはたして適切なものであったのか

否かを再検討してみる必要を感じたのである．すなわ

ち，他の蠕虫感染症などで従来より知られている皮内反

応と，他の血清反応の抗体検出可能な期間や感度につい

ての関係などからすると，この成績の説明はかなり困難

である．それ故，今回は著者らの判定基準には境界不明

瞭なことが多いという理由から取り入れていない発赤径

についても，石崎（1973）の記載に準じて20ｍｍを境

界値とし，膨疹径９ｍｍ以下のⅢ，Ⅳ群をそれぞれａ，

ｂに２分して検討してみた．境界値を膨疹径９ｍｍとし

た場合にｔｏｔａｌｌｇＥならびにspecificIgE値には明ら

かな差が認められたが，９ｍｍ以上の群の中にも低値を

示す例がかなり含まれており，また膨疹径といずれの

IgE値との間にも有意の相関関係は認められなかった。

このことは皮膚固着ＩｇＥは皮層中の肥胖細胞の分布に

おける個人差にも関係するため流血中のＩｇＥとは必ず

しも一致するものではないことを示していると理解され

た．更にまた，膨疹径９ｍｍ以下の群を発赤径20ｍｍ

で分けた際のＩｇＥ値の差は比較的少なくspecificlgE

値でも有意差を認めなかった．

以上の如く膨疹径９ｍｍ以下の例についても発赤径と

血中ＩｇＥ値とは予想したほどの関連が認められなかっ

たのに対し，血中specificIgG値とはかなりの相関が

成立するような一見矛盾した成績が得られた．その関係

はⅢ群で特に明らかで，発赤径20ｍｍ以上の例（Ⅲa）

の36.8％もがＩ9Ｇ値で正常範囲を超えているのに，２０

ｍｍ以下の例（Ⅲb）のすべてが正常範囲内にあるとい

う明瞭な差がみられたことである．このことはⅢａ群を

構成するかなりの例でＡ"ｉｓα肺幼虫による感作を受け

ているとみられるが，ｍｂ群の大部分の例では感作を受

けておらず，この群での間接赤血球凝集反応の抗体価は

Fig.６の白丸で示したように16倍ないしは32倍のもの
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ReciprocallHA-titer

Fig5CorrelationbetweenIHAtitersand

specifiｃＩｇＧｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅＩＨＡｐｏ‐

sitivegroups．●’三９ｍｍ(wheaD

or二20ｍｍ（erythema兆○，＜９ｍｍ

（wheal）and＜２０ｍｍ(erythema）in
intradermaltest

皮内反応の膨疹径平均値９ｍｍ以上の’'Ⅱ群の計６６

例中すべての測定値が正常範囲を超える値を示したのが

32例（48.5％）あり，特にＩ群では365例中27例（750

％）にもみられた．それに対して，９ｍｍ以下のⅢ’Ⅳ

群の合計70例では皆無であった．他方，すべての測定値

が正常範囲を示した例は１，Ⅱ群中に５例（7.9％）あ

り，Ⅲ，Ⅳ群では45例（643％）あった．特にⅢ，Ⅳ群

中発赤径20ｍｍ以下であった30例中25例（83.3％）が低

値を示していた．

考察

アニサキス症のための皮内反応ならびに間接赤血球凝

集反応の判定基準は，他の蠕虫感染症に採用されている

判定基準を参考として，アニサキス症の確定症例や数地

区の住民を対象として行なった検査成績などの限られた

資料を基に決めたものであるから（鈴木，1970,浅石，

1974)，当然のことながらあらゆる場合に満足がゆくと

は考えられないわけである．しかも，免疫反応自体にも

ある程度の非特異性が含まれ，また個人による反応性の

差など不特定要素が加わるため，どの場合にもあてはま

（２１）
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が多く，これはＡ"ｉｓα肺抗原に対する真の反応とはみ

られず，非特異的反応と理解された．

以上に述べた点を考慮しながらtotallgE，specific

lgE,specificlgGより皮内反応ならびに間接赤血球凝

集反応の判定基準を検討すると，前述の如く，皮内反応

で膨疹径平均９ｍｍ以上の群ですべての測定値が正常範

囲を超える値を示したものが485％あったが，９ｍｍ以

下の群では皆無であった．他方すべての測定値が正常範

囲にあった例は皮内反応９ｍｍ以上の群にも7.9％あり，

これは非特異的な皮内反応である可能性が強いと思われ

た．それに対して９ｍｍ以下の群では64.3％もが全測定

値で低い値を示し，特にその群の中の発赤径20ｍｍ以下

の例の838％もが低い値を示していたという結果から判

断して，皮内反応では膨疹径の平均値９ｍｍを限界値と

したことは若干の非特異反応が含まれるものの，充分目

的に合致していると評価されると思われる．しかしなが

ら膨疹径９ｍｍ以下でも発赤径20ｍｍ以上を陽`性とす

る石崎（1973）の基準に従がうと’非特異反応が著明に

増加するため，これを取り入れる意義は少ないと思われ

た．

間接赤血球凝集反応では抗体価16倍以上を陽性とする

と，’'Ⅲ群を合せた64例の中の少なくとも９例（14.7

％）が非特異反応である可能性が濃いと思われた．それ

故，抗体価32倍以上とするか，１６倍でも皮内反応の膨疹

径９ｍｍ以上か少なくとも発赤径20ｍｍ以上のものに

ついて陽性と判定すれば，非特異反応の数もかなり少な

くなってくると考えられる．

結語

Ａ"ｉｓα肋幼虫より分離・精製したヘモグロビンを抗

原とした皮内反応ならびに間接赤血球凝集反応によって

北海道各地の住民の抗体保有率を調査し，その成績を分

析した結果，用いた反応の判定基準を再検討してみる必

要があると思われた．そこで今回は，その調査の折採取

して保存してあった血清の中から，任意に抽出した標本

についてradioimmunoassayによってｔｏｔａｌｌｇＥ，spe‐

cificlgE，specificlgGを測定し，秋田市内在住の成人

について測定した値を基準値とし，それと比較すること

で検討を行なった．

皮内反応による膨疹径の平均値９ｍｍを境界値として

分けた際，radioimmunoassayによるtotalおよび

specifielgE抗体測定値にも明瞭な差がみられたから，

実用的には充分満足できるもので，発赤径を判定基準に

加える意義は少ないと判断された．

間接赤血球凝集反応による抗体価16倍以上を陽性とす

ると，かなりの非特異反応も含まれてくる可能性があ

る．そのため抗体価を32倍以上とするか，１６倍以上とし

た場合でも皮内反応で膨疹径９ｍｍ以上か，または少な

くとも発赤径が20ｍｍ以上のものについて陽性と判定す

べきであると思われた．
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STUDIES ON THE IMMUNODIAGNOSIS OF ANISAKIASIS.

6. ANALYSIS OF CRITERIA ON INTRADERMAL AND

INDIRECT HEMAGGLUTINATION TESTS BY

MEANS OF RADIOIMMUNOASSAY

Toshio SUZUKI, Kazuto ISHIDA

(Department of Parasitology, Akita University

School of Medicine, Akita, Japan)

Kazuaki ASAISHI and Chisato NISHINO

[1st Department of Surgery, Sapporo Medical

College, Sapporo, Japan)

The present study was conducted to analyze the criteria of intradermal and indirect

hemagglutination tests with Anisakis larval hemoglobin by means of radioimmunoassay.

When a wheal diameter of 9 mm was adopted as a boundary of positive and negative

reactions in intradermal test, the significant differneces in the total and specific IgE values

were observed between the two groups. Therefore, it is thought that a previously determined

criterion, by which a wheal diameter of 9 mm or more was determined as the positive reaction

can be practically used without any inconvenience.

When a titer of 1 : 16 or more was determined as the positive reaction in hemagglutina

tion test, it was estimated in connection with specific IgG values that a considerable number

of non-specific reactions might be involved in the positives. Therefore, it is thought to be

more reliable to adopt a titer of 1 : 32 as a boundary value of positive reaction.

( 23 )




