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トキソプラズマ酵素標識抗体法（ToxoEIA）の検討
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近年トキソプラズマ症（ＴＰ症）に対する免疫血清学

的診断法の１つとして，酵素標識抗体法（ELISA）が

応用されるようになり，その有用性が論議されている

(ＶｏｌｌｅｒｅｒａＺ.，１９７６；KnapenandPanggabean，

1977；ＷａｌｌｓｅｔａＪ.，１９７７；ＣａｍａｒｇｏｅｒａＪ.，１９７８；

ＭｉｎｅｏｅｒａＪ.，1980)．

今回著者らは，新しく導入されたELISAＫｉｔを用

い，Ｔｐ症に対する抗体価を測定し，色素試験（Dye

test，ＤＴ）および間接赤血球凝集反応（Hemaggluti

nationtest，ＨＡ）による結果との比較検討を行ったの

で報告する．

付属の陽性コントロール（高力価，低力価）と陰性コン

トロールの三種血清を別々にウエルに添加し，２２～23Ｃ

で２時間静置する．ついでリン酸緩衝液（PBS-Tween）

でウエルを洗浄したのち，酵素標識抗体（杭ヒトＩｇＧ

結合アルカリフオスファターゼ）液0.25ｍｌを各ウエル

に分注し，２２～23Ｃに２時間静置する．再びPBS‐

Ｔｗｅｅｎで洗浄し，酵素基質（P-ニトロフェニルリン

酸）液0.25ｍｌずつを各ウエルに分注する．上記温度に

約45分間静置したのち，各ウエルに３Ｎ・ＮａＯＨ液

0.05ｍｌを加えて反応を停止させ，波長405nｍにおけ

る吸光度を分光光度計で測定する．

被検血清のELISA値は，Ｔｐ抗原ウエルとコントロ

ール抗原ウエルとの吸光度差により求める．ただし，そ

の場合，上記三種コントロール血清によるELISA値

が，定められた許容範囲内になければならない．

陽性および陰性の判定は，本ｋｉｔの用法に定められ

ているELISA値0.21以上を陽性，0.19～０．２０を疑陽

性とし，0.18以下を陰性とするという基準を適用した．

３．色素試験（ＤＴ）および間接赤血球凝集反応

（ＨＡ）

ＤＴは，FrenkelandJacobs（1958）の変法（小林

ら，１９６８；KobayashieraJ.，1968）により行った．ま

たＨＡは，JacobsandLunde（1957）の変法（ＫＯ‐

bayashieZaL，1971）により行った．

ＤＴあるいはＨＡとELISAの比較は，二重盲検法

に準拠して行った．すなわち，まず慈恵医大寄生虫学教

室においてＤＴおよびＨＡを実施し，ついで同一血

清につき国立予防衛生研究所の研究室でELISAを実施
した．

材料と方法

1．被検血清

被検血清としては，慈恵医大一般外来患者血清を用い

た．同血清のうち，ELISAとＤＴとの比較には４６例

を，またELISAとＨＡとの比較には100例を使用し

た．

この外,東京都内一般人血清38例についても，本ｋｉｔ

によるELISAを実施した．

２．ELISAの術式

ELISAは，米国MicrobiologicalAssociatesによ

り開発されたＴＯ工妙ｍＳｍａｇｏ"CＪｉｊＥＩＡＫｉｔ（商品名

Toxoelisa）で，旭メディカル株式会社より提供された

ものを用い,以下の術式にしたがって行った．すなわち，

稀釈液0.25ｍｌを，Ｔｐ抗原とコントロール抗原を交互

に吸着させてあるキュベットストリップのウエルに分注

し，これに被検血清0.05ｍlずつをＴｐ抗原ウエルとコ

ントロール抗原ウエルとに加える．また，同様に本ｋｉｔ
結果

1．ELISA値の頻度分布について

＊国立予防衛生研究所寄生虫部

↑東京慈恵会医科大学寄生虫学教室

（８１）
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現在までに本Toxoelisakitにより試験された１８４

例の血清について，そのELISA値の発現頻度分布を

みるとFig、１のようになる．図にみられるように，

ELISA値の分布は，明らかに二峰性を示し，両峰問の

谷は0.20を中心として，0.16～０．２５の位置にあると推

定される．無作為に抽出されたヒト集団の血清では，

ＤＴ，ＨＡおよびラテックス凝集反応の抗体価分布が，

やはり二峰性を示す（小林ら，1977）ものであるが，本

kitによるELISA値も同様に，陰性グループ陽性グ

ループの二峰にわかれるものと考え，本ｋｉｔで定めて

いる前記陽性判定基準はほぼ妥当なものであると思われ

る．

２．ELISAとＤＴとの比較

ELISAとＤＴとの結果を比較すると，Ｔａｂｌｅｌに

みられるように，定性的には46例中44例に完全な一致が

みられ，不一致とされた２例は，いずれもＤＴ陽性，

ELISA疑陽性という結果であった．かりに，疑陽`性以

上をすべて陽性とみなせば，定性的一致率は100％とな

る．
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Table2Anti-toxoplasmaDTtitersanｄＥＬＩＳＡｖａｌｕｅｓｉｎ４６ｓｅｒａ
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４０９６

Total

(９６Ｐｏｓｉ
ｂｙＤＴ）
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Table3QualitativeagreementbetweｅｎＨＡａｎｄＥＬＩＳＡｗｉｔｈｌＯＯｓｅｒａ
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（％）（％）（％）

８０８

（8.0）（Ｏ）（8.0）

Ｇｒａｎｄ

Total

（％）

ＨＡ＋

ＥＬＩＳＡ－

（％）

Total

(％）

９２

(92.0）

１

０
０く

１００

（100）

Table4Anti-toxoplasmaHAtitersaｎｄＥＬＩＳＡｖａｌｕｅｓｉｎｌＯＯｓｅｒａ
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１
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４６

(o）

３８１２８１０

(66.7）（62.5）（75.0）（100）（90.0）

その感度，特異`性，結果の再現性などに優れることか

ら，承認された国際基準が存することと相俟って，各国

でreferencetestとして用いられてきた．しかし，こ

れを実施する上の問題として，生きたＴ、ｇｏ,ｚａｉＺ虫体

を必要とすること，accessoryfactorとして適する特定

のヒト血清を要すること，およびＩｇＧ，ＩｇＭなどのク

ラス別抗体を識別出来ないことなどの難点を有してい

る．

これについで，広く用いられている方法に，手技も比

較的簡単で，短時間に結果を得ることの出来るＨＡが

ある．この方法もＤＴと同様，クラス別の抗体識別が

出来ないこと，特異性に幾分欠けること，また正常血清

中にも存するPaulBunnel異種凝集素を除くための吸

収操作を要することなどの難点がある．

その他，螢光抗体法，補体結合反応，ラテックス凝集

反応なども行われているが，それぞれ，多量の検体を扱

うためには，多くの労力と時間とを要することなどが指

摘されている（DenmarkandChessum，1978)．

近年，ELISAがその高い感度，施行場所を選ばぬこ

と，危険がないこと，比較的安価であること，クラス別

抗体識別が可能であるなどの理由から，従来寄生虫症を

また，ELISA値とりＴによる抗体価との間には，

推計学的に明らかに有意の相関（P＜0.02）がみられた

(Table２)．

３．ELISAとＨＡとの比較

ELISAとＨＡとの結果を，陽性，陰性について比

較してみると，Ｔａｂｌｅ３のようになる．両方法による結

果が定性的に完全に一致したものは，100例中92例であ

った．しかし，一致をみなかった８例についても，それ

らはいずれもＨＡ疑陽性（１：６４）という例であり，

したがって疑陽性を陽性の範囑に含めるとすれば，両反

応の結果は100％一致したことになる．

ELISA値とＨＡによる抗体価を比較すると，Ｔａ‐

ｂｌｅ４のようになる．両方法で得た各値を推計学的にみ

ると，その両者間には，明らかに有意の相関関係が認め

られた（P＜0.0011

以上のように，ELISAとＤＴあるいはＨＡの反応

結果との間には，定性的にも定量的にも，極めて高い一

致がみとめられた．

論議

従来よりＴＰ症の免疫学的診断法としては，ＤＴが

（８３）
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含む感染症における抗体価測定のみでなく，自己抗体検

出にまで，その感度の点などから最も信頼しうる方法と

されていたRadioimmunoassavに代わり行われるよ

うになってきた．今回，我々の得たELISAによるＴｐ

に対する抗体価測定の結果は，それらの特性を充分反映

し，従来のＤＴおよびＨＡによる結果と，定性的に

も定量的にも極めてよく相関したといえる．

我が国で，トキソプラズマ抗体の検出にELISAを

用い，ＩＨＡと比較した例に石郷岡ら（1979）の報告が

あり，ELISA値とＩＨＡ抗体価の間には相関があると

している．しかし，同氏らの得られた吸光値は，ＩＨＡ

抗体価１：8,192という高い群においても，いずれも０．３０

以下という低い値になっている．統計的には，ＩＨＡ抗

体価とELISA吸光値との間に相関がみられるとして

も，そこで得られる吸光値の変動幅が非常に低い点に問

題なしとはいえない．ELISAにおける方法術式それ自

体の基準化，陽性判定基準などに考慮の余地を残してい

ると考えられる．

前述のように，著者らの本報告における例では，ＨＡ

抗体価１：4,096群におけるELISA値は0.5～０．９に達

する高い値を示している．また，本試験中にＨＡおよ

びＤＴにおいて高い抗体価を示す被検血清について，そ

の各種段階血清稀釈におけるELISAを試み，いずれ

の例も１：1,600あるいは１：3,200以上に達する抗体価

を示すことが確認された．

以上のことにより，本Toxoelisakitを用いて行う

ELISAは，感度が高く，再現性もあり，Ｔ､ｇｏ"〃感

染に対する抗体価測定に充分利用しうるものであると考

えてよい．

以上より，ELISA（Toxo-EIA）は，Ｔｐ症患者のス

クリーニングおよび診断の目的に，充分応用し得るもの

と考えられる．

稿を終るにあたり，本研究で使用したToxoelisakit

を提供していただいた旭メディカル株式会社に感謝の意

を表します．
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! Abstract

EVALUATION OF THE ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY

(Toxo-EIA) FOR THE DIAGNOSIS OF TOXOPLASMOSIS

Takatoshi KOBAYAKAWA, Yukio HOSAKA, Masato KAWABATA,

Mitsuyoshi KUMADA, Shigeo HAYASHI,

{Department of Parasitology, National Institute of Health, Tokyo 141)

Ken KATAKURA, Yasuhiro SUZUKI and Akio KOBAYASHI

(Department of Parasitology, Jikei University School of Medicine, Tokyo 105, Japan)

A commercial ELISA-kit (Toxoelisa) newly developed for the diagnosis of toxoplasmosis

was evaluated by comparing with dye test (DT) and indirect hemagglutination test (HA).

ELISA values were determined on 46 and 100 serum samples of which DT and HA

titers had respectively been previously determined. A qualitative agreement rate of 95.6%

(44/46) was observed between DT and ELISA, in the remaining 2 samples DT showed positive

but ELISA values were in equivocal range. An agreement rate of 92.0% (92/100) was observed

between ELISA and HA, and 8 samples of disagreement showed ELISA positive but HA

equivocal.

Highly significant correlations were found int he titers between ELISA and DT (P<0.02),

or HA (P<0.001).

The results obtained suggest that ELISA can be used as an additional serological tool

for the diagnosis of toxoplasmosis.

( 86)


