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ラテックス凝集反応による抗トキソプラズマ

抗体検出における非特異反応に関する研究
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吉
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：HBvirus，Latexagglutin

anti-TojrOPms/"αantibody

agglutinationtest，falsepostive，serumalbumin，

３）ProteinAによるＩｇＧの吸収

亀井（1978）の方法に従い，proteinAを多量に含む

黄色ブドウ球菌の菌体で血清中のＩｇＧを吸収した．

４）薦糖密度勾配遠心法による血清の分画

VesikariandVaheri（1968）の方法に従い，１０％か

ら40％（w/v）のsucrosegradient45mlに，２倍に

希釈した血清0.1ｍｌを重層し100,000×ｇで16時間遠心

した．

５）ＨＢＳ抗原の検出

ＨＢＳ抗原の検出には，逆受身赤血球凝集反応（Ｒｅ‐

versed-PassiveHemagglutinationｔｅｓｔ以下ＲＰＨＡ

と略す）を使用した（VyasandShulman，1970)．

６）ゲル濾過

UltragelAcA44（カラムサイズ：６×100ｃｍ）を用

い，トキソ抗原をゲル濾過した．溶出はＰＢＳ（ｐＨ7.2）

で行った．

７）各種動物血清アルブミン

ラット，ウサギ，ヤギ，ヒトおよびマウスの血清よ

り，ＩｗａｔａｅＺａＺ．（1968）の方法によりアルブミンを分

画し使用した．またウシ血清アルブミン－BSA－（和光

純薬）および卵白アルブミン（東京化成）を購入使用し

た．ラテックスへの感作はトキソ抗原と同様に行った．

８）会合ヒト血清アルブミンによるＨＢＳ抗原の吸収

会合ヒト血清アルブミン（以下会合ＨＳＡと略す）の

調整は次の如く行った．４０ｍｇ/ｍｌのヒト血清アルブミ

ン10ｍlに１％グルタルアルデヒドを等量加え，３７Ｃ１

時間反応させた後，ＰＢＳで透析し，未反応のグルタル

アルデヒドを除去した．ＨＢＳ抗原の吸収は，血清に２０

ｍｇ/ｍｌの会合ＨＳＡを等量加えた．

９）ゲル内拡散法

緒言

近年，血清トキソプラズマ（以下トキソ）抗体の検出

には，従来の間接赤血球凝集反応に代って，非特異反応

が少なく，再現性が高い等の理由から，ラテックスを担

体とする凝集反応（ＬＡ法）が広く応用されている．

しかしながら我々は，抗トキソ抗体の抗体価測定の過

程で，ＬＡ法を利用した抗トキソＩｇＭ抗体の検出中に

非特異反応が起こることを見出し，これを追求したとこ

ろ，Ｂ型肝炎ウイルスとの関連が想定されるにいたっ

た．

そこで我々は，Ｂ型肝炎ウイルス抗原陽`性血清につ

き，トキソラテックス感作抗原と非特異的に反応する成

分について詳細に検討した．その結果をここに報告す

る．

材料および方法

１）トキソ抗原

トキソ虫体膜をTritonX-100の存在下でフレンチプ

レスにて破砕後遠心し，得られた上清（粗抗原，以下

Ｃ－Ａｇと略す）およびゲル濾過して得た精製抗原（ＵＰ‐

１）（有滝ら，1981）を坪田,小沢（1977）の方法に従っ

てラテックス粒子に感作して使用した．また市販のラテ

ックス感作抗原（栄研化学，東京）も併用した．

２）試験血清

都臨床研肝炎グループより提供を受けたＢ型肝炎ウイ

ルス抗原陽性血清（ＨＢｅ抗原陽性血清およびＨＢｅ抗

体陽性血清)，対照として正常人血清および抗トキソ抗

体陽性血清（Ｂ型肝炎ウイルス抗原陰性）を使用した．

東京都臨床医学総合研究所（生体防衛）

（７９）
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表１ＬＡ抗原と各種血清との反応

ＬＡ反応

吸収ＨＡ反応試験血清

市販抗原Ｃ－Ａｇ ＵＰ－１

ＨＢｅ抗原陽性

＋
＋

＋
＋

＋
＋

ｐｒｏｔｅｉｎＡ

会合ＨＳＡ

ＨＢｅ抗体陽性

抗トキソ抗体陽性

正常

＋ ＋ ＋ ＋

オクタロニー法はOuchterlony（1958）の方法に従

い，免疫電気泳動法はScheidgger（1955）の方法に従

い行った．

結果

１）ＨＢｅ抗原陽性血清と，種々のトキソラテックス

感作抗原との反応．

表１に示す如く，ＨＢｅ抗原陽性血清は，抗トキソ抗

体陰性にもかかわらず，すべてのトキソラテックス感作

抗原（以下，ＬＡ抗原）と反応し，proteinAで吸収後

もその活性は残存した．一方，会合ＨＳＡでＨＢｅ抗

原陽性血清中のＨＢＳ抗原を吸収した場合には，これら

の非特異反応は全て消失した．

２）ＨＢｅ抗原陽性血清中の非特異反応成分について

の検討．

ＨＢｅ抗原陽性血清のＬＡ抗原に対する非特異反応と

ＨＢＳ抗原のＲ－ＰＨＡ力価との関係を調べた結果は以下

の通りである．ＨＢｅ抗原陽`性血清ではＲＰＨＡ力価が

212以上のものはその全てに非特異反応が見られたが，

力価が低くなるに従い非特異反応を起こす血清数は減少

した（表２－a)．また，ＨＢｅ抗体陽性血清（表２－b，血

表２－ａＨＢｅ抗原陽性血清の非特異反応と

Ｒ－ＰＨＡ力価との関係

表２－ｂＨＢｅ抗原陽性血清とＨＢｅ抗体陽

性血清における非特異反応

ＬＡ反応

血清Ｎｏ． Ｒ－ＰＨＡＩｌ

獺ＯＡｇＵｐ，
HBsAg(＋)＊

HBeAg(＋)↑
〃

〃

〃

〃

〃

１ 1２＋＋＋

ｏ
】
①
○
４
玉
Ｐ
Ｃ
（
０

２
２
８
０
１

１
１

１
１

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋
＋
＋
＋

＋
＋

＋

７HBsAg(＋)＊

HBeAb(＋):ｔ

８〃

９〃

1２

11

10

HBsAg(－)§

〃

〃

1０

１１

１２

０
０
０

＊ＨＢＳ抗原陽性血清ＴＨＢｅ抗原陽性血清

:ｔＨＢｅ抗体陽性血清§ＨＢＳ抗原陰性血清

Ⅱ凝集を示した最終管の希釈倍数を指数対数（log２）
で示した．

清Ｎｏ．７，８，９）ではＲ－ＰＨＡ力価が212以上のもの

でも非特異反応は起らなかった（表２－b)．

一方，簾糖密度勾配遠心法により，ＨＢｅ抗原陽性血

清を分画し，各画分についてＬＡ抗原に対する非特異

反応およびＨＢＳ抗原のＲ－ＰＨＡ活性を測定したとこ

ろ，ＬＡ抗原に対する非特異反応は19ｓ画分より重い位

置に出現し，Ｒ－ＰＨＡ活性の出現した位置と一致した

(図１）．

３）トキソＬＡ抗原中のＨＢｅ抗原陽性血清に対す

る非特異反応成分について．

ＬＡ反応

Ｒ－ＰＨＡ力価＊ ｎ↑

市販抗原Ｃ－ＡｇＵＰ－１

12以上

11

10以下

２
４
４

１ ２
４
２

１ ２
４
４

１ ２
３
０

１

＊凝集を示した最終管の希釈倍数を指数対数(log2）
で示した

↑サンプル数

各ＬＡ抗原で非特異反応を起こしたサンプル数を

表示した

（８０）
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制試験を行った．表３に示すように，ＨＢｅ抗原陽性血

清における非特異反応は，Ｃ－Ａｇでのみ抑制され，ＵＰ‐

１では抑制されなかった．従ってＵＰ－１にはこの非特異

反応成分が含まれていないものと考えられる．

ＨＢｅ抗原陽性血清が会合ＨＳＡと反応するという報

告（ＩｍａｉｅＺａＬ１９７９）がある．ところでラテックス凝

集反応には非特異反応を防ぐためＢＳＡが使用されてお

り，上述の非特異反応に，虫体成分以外にもラテックス

粒子飽和蛋白であるＢＳＡも関与している可能性があ

る．そこでＢＳＡをはじめ，各種動物の血清アルブミン

をトキソ抗原と同様にラテックスに感作させ，ＨＢｅ抗

原陽性血清との反応`性について検討した．その結果，ヒ

ト，ウサギ，ウシ，ヤギ，モルモット，マウス，ラット

の各血清アルブミンで感作したラテックスは，ＨＢｅ抗

原陽性血清と反応を起こした．しかし卵白アルブミン感

作ラテックスとＨＢｅ抗原陽性血清との間には反応がみ

られなかった（表４）．

そこでＢＳＡの代りに，抗原感作後の飽和剤として卵

白アルブミンを使用したところ，表５に示す如く，ＵＰ‐

１では非特異反応は起こらなかったが，Ｃ－Ａｇではやは

り非特異反応がみとめられた．

４）Ｃ－ＡｇのＨＢｅ抗原陽性血清に対する非特異反応

成分の分析．

Ｃ－ＡｇをUltragel-AcA44で分画し，ＨＢｅ抗原陽性

血清との非特異反応に対する各分画の抑制活'性を調べ

た．抑制活性は第１ピーク（フラクション番号40-50）

のＵＰ－１部分にも認められたが，むしろ遅れて溶出され

る70-115番のフラクションに主な活'性部分が蛋白の第２

ピークと一致して認められた（図２)．

５）トキソ虫体成分に混入したマウス血清成分の同

定．

Ｃ－Ａｇ中のマウス血清成分の混入の有無を調べるため

に，オクタロニーおよび免疫電気泳動を行った．写真１

に示す如く，抗マウス全血清に対して数本の沈降線が観

察され，マウス血清アルブミン（ＭＳＡ）に対応する沈

１０１．０

（
Ｅ
Ｓ
舌
）
遡
謂
雪

ご
宮
（
増
）

0.5 ５

０５１０１５２０２５

画分

図１密度勾配遠心法によるＨＢｅ抗原陽性血

清の分画

遠心条件：sucrosegradientlO～40％（ｗ/v）

4.5ｍ１．１００，０００×ｇ４Ｃ１６時間

.…280nｍによる吸収，●－●Ｒ－ＰＨＡ活性，

○一○ＬＡ活性

表３トキソ抗原Ｃ－ＡｇおよびＵｐ－１

による抑制試験

抗原成分
試験血清 対照

Ｃ－Ａｇ ＵＰ－１

ＨＢｅ抗原陽』性

抗トキソ抗体陽性

＋
＋

＋

抑制試験は試験血清に抗原成分を加え３７°Ｃ３０分加

温した後遠心した上清にＬＡ抗原を加え，凝集阻

止の有無をみた．対照として抗原の代りにＰＢＳを

加えた．

上述の非特異反応がトキソ虫体に由来するものかどう

か調べるために，トキソプラズマ粗抗原であるＣ－Ａｇお

よび精製抗原であるＵＰ－１による非特異反応に対する抑

表４各種動物血清アルブミン感作ラテックスとＨＢｅ抗原陽性血清との反応

アルブミン

試験血清

ヒトウシウサギヤギモルモットマウスラット卵白

ＨＢｅ抗原陽`性

(Ｒ－ＰＨＡ２１２）

正常

８
０

７
０

７
０

６
０

６
０

６
０

６
０

０
０

結果は凝集を示した最終管の希釈倍数を指数対数(ｌｏｇ２)で示した

（８１）
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表５抗原感作後ラテックス粒子飽和

に用いる蛋白の検討

卵白アルブミン＊ＢＳＡ＊

試験血清

Ｃ－Ａｇ＊ＵＰ－１ＴＣ－Ａｇ＊ＵＰ－１Ｔ

抗トキソ抗体陰性

ＨＢｅ抗原陽性十十十

ＨＢｅ抗体陽,性一

抗トキソ抗体陽性十十十十

正常

＊飽和に用いた蛋白

↑感作抗原

降線も出現した．

考察

抗トキソ抗体検出法として間接ラテックス凝集反応試

験法は，間接赤血球凝集試験法に比べ，特異性，再現性

においてすぐれていると言われている（小林，1977)．ま

た本法を利用した抗トキソＩｇＭ抗体の検出法は他法に

比べ簡易かつ迅速で日常検査として有用である（亀井，

1978；伊勢ら，1981)．しかしながら，今回の我々の

検索で，ＨＢｅ抗原陽性血清が，抗トキソ抗体陰性にも

かかわらず，ラテックス感作抗原と反応し，しかもpro‐

teinAを利用したIgM抗体検出法(亀井，1978)の上で

写真１Ｃ－Ａｇ中に混入したマウス血清成分の同定

１－オクタロニー法Ａ：抗マウス全血清，Ｂ：Ｃ

Ａｇ，Ｃ：マウス血清アルブミン

２－免疫電気泳動法Ｄ：マウス血清，Ｅ：Ｃ－Ａｇ，

Ｆ：マウス血清アルブミン，Ｇ，Ｈ，Ｉ：抗マウス全

血清

0.8

６
４

０
０

（
Ｅ
巨
皀
【
）
遡
謂
盲

一二一琴一一副一群｛口。）
皿
８
６
４

0.2

２

０４０５０６０７０８０９０１００１１０１２０１３０１４０

画分

図２Ｃ－ＡｇのUltragelAcA44によるゲル濾過像

溶出条件：カラムサイズ６×100ｃｍ溶出ｂｕＨｅｒ１/200ＭＰＢＳ

･…280nｍによる吸収，●－●トキソプラズマ抗原活`性，

○一○非特異反応抑制活性

（８２）
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ＩｇＭ抗体と類似した反応性を示すことが認められた．

そこで我々はまず，ＬＡ抗原と反応するＢ型肝炎ウィ

ルス抗原陽性血清中の成分について検討した．ＬＡ抗原

との非特異反応は，ＨＢＳ抗原陽性でしかもＨＢｅ抗原

陽性血清のみにかぎられると言う結果を得た．さらに会

合ＨＳＡでこの反応は抑制された．ＩｍａｉｅＺａＺ.(1979)は

会合ＨＳＡはＨＢｅ抗原陽性血清中のHBS抗原と反応

すると報告していることから，この非特異反応はＨＢｅ

抗原陽性血清中のＨＢＳ抗原が関与していると考えられ

た．簾精密度勾配遠心法での分析で，この非特異反応成

分が，ＨＢｅ抗原陽性血清中の１９ｓ画分より重い画分中

に出現し，Ｒ－ＰＨＡ活性の出現位置とも一致したこと

は，上述の考えを支持するものである．

一方，ＨＢｅ抗原陽性血清と反応するＬＡ抗原の成分

には，トキソ虫体成分およびラテックス粒子飽和に用い

るＢＳＡなどが想定された．まずＢＳＡについて言え

ば，ＢＳＡをトキソ抗原と同様ラテックスに感作すると，

ＨＢｅ抗原陽性血清と反応することから，ラテックスに

感作されたＢＳＡは会合ＨＳＡと同様，ＨＢｅ抗原陽性

血清中のHBS抗原と反応することが認められた．Ｉｍａｉ

ｅＺａＺ．（1979）は，会合させたヒトおよびチンパンジー

以外のアルブミンとはＨＢｅ抗原陽性血清は反応しなか

ったと報告しているが，今回の我々の検索では，ラテッ

クスに感作したＢＳＡをはじめ各種アルブミン（ヒト，

ラット，ウサギ，ヤギ，マウス）ともＨＢｅ抗原陽性血

清は反応した．いずれもラテックスに感作したことによ

りＨＢｅ抗原陽性血清との反応が鋭敏となったためと思

われる．

一方，トキソ抗原による上記非特異反応に対する抑制

試験で，粗抗原であるＣ－Ａｇでは抑制が起こり，精製

されたＵＰ－１抗原では抑制されなかった．このことは，

Ｃ－Ａｇ中に，ＨＢｅ抗原陽性血清と非特異反応を起こす

成分が混入していることを示している．

Ｃ－Ａｇ中にはＭＳＡの混入が認められ，しかもＭＳＡ

もＢＳＡと同様，ＨＢｅ抗原陽性血清と反応することか

ら，Ｃ－Ａｇ中の非特異反応成分は，この混入したＭＳＡ

ではないかと考えられた．会合していないＢＳＡおよび

ＭＳＡは，このＨＢｅ抗原陽性血清との非特異反応を抑

制せず，Ｃ－Ａｇでは抑制することから，Ｃ－Ａｇ中のＭＳＡ

は会合した状態にあることが推定される．さらにトキソ

抗原に混入したＭＳＡはラテックスに感作されること

によりＨＢｅ抗原陽性血清との非特異反応をより強める

ものと考える．

まとめ

ＨＢｅ抗原陽性血清は，トキソラテックス感作抗原と

非特異的に反応するが，その反応成分はＨＢｅ抗原陽性

血清中のＨＢＳ抗原と,思われる．またトキソ粗抗原中の

ＨＢｅ抗原陽性血清と反応する成分は，これに混入した

ＭＳＡであることが示唆された．

一方，ラテックス粒子を飽和させるＢＳＡも会合ＨＳＡ

と同様，ＨＢｅ抗原陽性血清と反応する．

従ってラテックス凝集法による抗トキソ抗体の検出に

はＢ型肝炎ウィルス抗原との非特異反応に留意すべきで

ある．
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\ Abstract j

STUDIES ON NON-SPECIFIC REACTIONS IN TOXOPLASMA

LATEX AGGLUTINATION TEST

Yayoi ISE, Takashi IIDA, Kohei SATO, Takakazu SUZUKI

and Kohkichi SHIMADA

{Division of Body Defence, Tokyo Metropolitan Institute of

Medical Sciences, Tokyo, Japari)

Sera which contained hepatitis B and e antigens reacted non-specifically with latex

sensitized with Toxoplasma antigens. The analysis with ultracentrifugation and inhibition

test revealed that the factor which reacted with the antigens coated latex particles was

hepatitis B virus involved in the sera. On the other hand, the substance in Toxoplasma

antigens which reacted with hepatitis B virus was attributed to mouse serum albumin con

tained in the antigens.

Bovine serum albumin used in the test also reacted with sera containing hepatitis

antigens as polymerized human serum albumin did. Thus, in the Toxoplasma latex aggluti

nation test, possible occurrence of non-specific reaction due to hepatitis B virus antigens

must be noticed.
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