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来る可能性を示唆した．また中尾ら（1981）は，ペルオ

キシダーゼ標識抗体用の三種基質を比較し，鋭敏性と安

定`性において，O-phenylenediamine（ＯＰＤ）基質が優

れていることを報告した．

本研究では，日本住血吸虫症の診断に関し，ＯＰＤ基

質を用いたELISAの有用性を検討したので報告する．

はじめに

住血吸虫症の免疫学的診断法として，古くから多くの

手法がとり入れられてきた．わが国および東南アジアに

分布する日本住血吸虫症に関しては，横川ら（1967）が

卵周沈降反応（COPＴ）を本症の診断に導入して以来，

多くの業績がみられ，鋭敏性，特異性共に優れた方法で

あることが認められ，診断的にあるいは疫学的調査に応

用されてきた（ＴａｎａｋａｅＺα/・'１９７５；NosefiaseZaL，

1975；Matsudaetα/､，１９７７；Ｙｏｇｏｒｅｃｔα/､，1979)．

本法は簡便でしかも信頼性の高い免疫診断法の１つと評

価されているが，判定に少くとも48時間を要し，１人が

多数の検体を処理するには限度があり，反応の定量化に

若干問題を残している．

そこで著者らは，VanWeemanandSchurs(1971)，

EngvallandPerlmann（1971）により考案された酵素

抗体法Enzyme-lmkedimmunosorbentassay（ELISA）

に注目し，本症の診断に５－アミノサリチル酸（5ＡS）を

基質としたELISA法を応用し，鋭敏で比較的特異性

も高い方法であることを報告し（ＴａｎａｋａｅｔａＪ.，１９７９；

松田ら，1981)，肉眼的判定も可能で疫学調査に応用出

材料と方法

抗原と反応手技：

実験に用いた抗原は，山梨系日本住血吸虫卵の炭酸緩

衝液（０．０５Ｍ，ｐＨ9.6）抽出粗抗原で，虫卵の消化分

離法，抗原の作成および反応の手技は，ＴａｎａｋａｅｔａＺ．

(1979)，松田ら（1981）の方法に従った．標識抗体とし

て，ペルオキシダーゼ標識抗ヒトＩｇＧ山羊血清(Miles‐

Yeda，Ｌ、Ｔ，，.，ＬｏｔｎｏｏＳ５８６）を用いた．基質は，

ＯＰＤ（EastmanKodakCo.）を使用した．ＯＰＤ１００

ｍｇを10ｍｌのメタノールに溶解し，褐色瓶で４Ｃに保

存し，１週間以内に使用した．使用直前に保存液１ｍｌ

に対し，９９ｍｌの蒸留水と３％Ｈ２０２液０．１ｍｌを加え

て遮光しながら基質液の調整を行った．

抗原感作は，３７Ｃ２時間湿潤箱中で行い，血清反

応，標識抗体は37Ｃ３０分，基質（発色）は恒温（25～

26C）暗所で30分間反応させた．全過程の液量は，基

質（0.3ｍl）を除き，プレート１穴当り0.1ｍ'で行った．

酸素反応は，８ＮＨ２ＳＯ４２５βlで停止させ，吸光度はマ

イクロプレート光度計（コロナＭＴＰ-12,日製産業）

により，500nｍの波長で測定した．

血清と標識抗体は，ＢＳＡ/Ｔ（１％Bovineserumalbu‐
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30分非働化後，-20Ｃに保存）で希釈した．なお，

BSA/Ｔおよびプレート洗浄液にアジ化ナトリウムの混

入をさけた．

血清：

ＭＩＦＣ法による虫卵検査で陽性と判定されたフィリ

ピン・レイテ島由来の177例の日本住血吸虫症患者血清

と，このうち約30例の血清を集めた陽性対照用のプール

血清および陰性対照としてレイテ（10例)，マニラ（２０

例)，東京（36例）の各地で得られた健康者血清を用い
た．

交叉反応の有無を調べるため，マンソン住血吸虫症７

例，ピルハルツ住血吸虫症13例，肝蛭症５例，ウエステ

ルマン肺吸虫症５例，宮崎肺吸虫症４例，肝吸虫症４

例，タイ肝吸虫症２例，鳥類住血吸虫セルカリアを起因

とする水田皮膚炎患者血清10例，多包虫症２例，有赫顎

口虫症１例，旋毛虫症４例，糞線虫症１例，三日熱およ

び熱帯熱マラリア症各１例の血清を用いた．

マイクロプレートの選択：

固相担体として，用いるプレートの材質や型につき，

３種類の基質一ＯＰＤ，O-tolidine(ＯＴ)，５－aminosalicylic

acid(5-ＡS)－を用いて検討した．平底Immulon,micro‐

ELISAピレート（Dynatech，Ｍ１２９Ａ)，組織培養用

ポリスチレン・プレート（Dynatech,２９ＡＲＴ)，２種類

のディスポーサブル丸底塩化ビニール・プレート（Ｄｙ､‐

ateCh，22024と三光純薬，220-24Ｋ）で，反応条件を同

一にして比較した結果，鋭敏な基質であるＯＰＤやＯＴ

では，２９ＡＲＴで陰性血清の非特異的反応が強くみら

れた．塩化ビニール・プレートでは，材質や型の影響

で，プレート直続式光度計による吸光度のばらつきがみ

られたが，肉眼判定では十分使用にたえるプレートであ

った．著者らは，血清や標識抗体の非特異的吸着による

基質の発色が殆んどみられないプレート，Ｍ１２９Ａを

使用した．
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Antigen：Ｓ､ｊ`Ｗ"ic"'，zeggextract（2.5/αg/ｍｌ）
Conjugate：１：3,200

Substrate：O-phenylenediamine
NP：PCCIednormalcontrolserumdilutedatl：

４０

ＥＰ：Endpointofreaction（2×ofODofpooled

normalcontrolserum）

値の２倍値以上の値が得られた血清希釈段階を反応の終

末点あるいは陽性限界とし，血清希釈１：４０以下を陰'性

とした．

抗原と標識抗体の力価測定：

抗原濃度を蛋白量として160肥/ｍｌから２倍希釈で，

0.15625βg/ｍｌまで希釈した．陽性プール血清を１：４０

から１：5,120に，陰性プール血清を１：４０に希釈し

た．陰性プール血清の非特異的反応は，抗原濃度に依存

し，Ｔａｂｌｅｌに示すように，特異的に最高抗体価（１：

2,560）を与える抗原濃度は1.25〃g/ｍｌ～20’g/ｍｌの範

囲であり，最少必要量の２倍の２．５βg/ｍｌを反応に用い

た．同様に標識抗体を１：200～１：12,800に希釈した

場合，至適濃度は１：3,200であった．

日本住血吸虫症患者血清と健康人血清のELISA抗体

価測定：

レイテ島の虫卵陽性者血清177例では，２例（1.1％）

成績

陽性限界および判定基準：

日本住血吸虫症患者血清40例と健康人血清36例を１：

40に希釈し反応後，吸光度（ＯＤ）を測定しＦｉｇ．１に

示した．陰性群のＯＤ値の99％棄却限界の上限(0.110）

は，全体の平均ＯＤ値を２倍にした値（0.124）以下で

あり，この値は,陰性プール血清の２倍の０，値(0.128）

に一致した．血清の抗体価測定には，プレート毎に陰性

プール血清（１：４０希釈）を数穴置き，この平均ＯＤ

（１４）
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Antigen：８．ｍPC"ic""zeggextract

Conjugate：Peroxidase-conjugatedanti-humaｎＩｇＧ（Miles-Yeda）ｄｉｌｕｔｅｄａｔｌ：3,20Ｏ
ＣＢ：Carbonatebuffer

BSA/Ｔ：１％bovineserumalbumininPBS/Ｔｗｅｅｎ
＊：Poolednormalcontrolserumdiluteｄａｔｌ：４０↑：Absorbanceat500nm

Table2DistributionofELISAtiterｓｉｎｓｅｒａｆｒｏｍＳ・ノ”o"icw"linfectionsandnegativesera

NegativecontrolsS・ノ〃o"icw"Zpatients＊ＥＬＩＳＡ

ｔｌｔｅｒ

ｌ： Ｍａｎｉｌａ TokyoＬｅｙｔｅ，Ｐｈｉｌｉｐｐｉｎｅｓ Ｌｅｙｔｅ
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＊：ＥｇｇｐｏｓｉｔｉｖｅｂｙＭＩＦＣ

が抗体価１：４０以下の陰性，175例（98.9％）が１：８０

以上の陽性を示し，反応陽性者のうち171例（97.7％）

が１：320以上の高い抗体価を示した（Table２）．対照

のレイテ島（10例)，マニラ（20例）および東京（36例）

の健康人血清では，全例が１：４０以下の陰性と判定され

た．

交叉反応性の検討：

虫卵抽出粗抗原に対する他の寄生虫症患者血清での交

叉反応をＦｉｇ．２に示した．同じ住血吸虫属のマンソン

住血吸虫症とピルハルツ住血吸虫症との交叉反応は強

く，前者は７例中最高１：5,120以上の抗体価を示した

が，このうち３例は１：４０以下の陰性であった．後者で

は13例中全例に交叉反応が認められ，最高１：３２０の抗

体価を示した．旋毛虫症では，４例中１例に１：１６０，

多包虫症２例と水田皮膚炎患者１０例中３例に最高１：

80,肝蛭症５例中３例に弱い交叉反応（１：４０）が認め

（１５）
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Fig.２Cross-reactivityofS./”o"ic"ｍｅｇｇａｎｔｉ‐
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0.2 ＥＰ

0.1

Ｆｉｇ．３Themethodtopreventcross-reactiｏｎｓｂｙ

ｄｉｌｕｔｉｎｇｓｅｒａａｔｌ：２００ｏｆｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＦｉｇ、２

showingcross-reactivity．

Ｓj：Ｓ・ノ⑫o"/C"、 Ｓｍ：Ｓ・加α"so"ｉ

Ｓｈ：Ｓ・ノzae"αro6i"加Ｆｈ：Ｆ・ん"αＺｉＣａ
Ｔｂ：Ｔ、６７ｅＵｉｓ Ｅｍ：Ｅ・〃zzJZZi/oC"/αｒｉｓ

Ｔｓ：Ｔ，ＳＰ/γαＺｉｓ Ｎ：Negativecontrol

EP：Endpointofreaction（2×ofODofpooled
normalcontrolserum(①)ｄｉｌｕｔｅｄａｔｌ：４０）

Antigen：Ｓ・ノ⑫o"zc"meggextract（2.5βg/ｍｌ）

Substrate8O-phenylenediamine
られ，ウェステルマン，宮崎両肺吸虫症，肝吸虫症，タ

イ肝吸虫症，有疎顎口虫症，糞線虫症，三日熱および熱

帯熱マラリアの各症例では１：４０以下の陰性で交叉反応

は認められなかった．

血清希釈による交叉反応消失法：

本実験では，Ｆｉｇ．２で１：４０以上の交叉反応が認め

られた各寄生虫疾患について，血清を１：２００に希釈す

ることにより交叉反応を除外しうるかを検討した．対照

として，健康人16例を同時に比較し，その０，値を示

した（Fig.３)．１：４０希釈の陰I性プール血清の２倍の

０，値を陽性限界（EP）とした場合，マンソン住血吸

虫症４例中２例，ピルハルツ住血吸虫症13例中２例が陽

性と判定され，他の寄生虫症全例が陰性と判定された．

日本住血吸虫症46例中45例(97.8％)が陽性と判定され，

健康人16例全例は陰性であった．

交叉反応を除くため，１：200以上を陽｣性と判定した

場合，Ｔａｂｌｅｌの177例の虫卵陽性者中171例（96.6％）

が反応陽性と判定され，鋭敏性も保たれている．

この結果，日本住血吸虫症の高度の流行地で，１：２００

以上の抗体価を反応陽性とすれば特異的で鋭敏な反応と

して利用価値が高いと判定された．

もし，日本のように他の寄生虫感染が少なく，'慢性

症，低感染者の多い所で患者のスクリーニングとして利

用する場合は，１：４０以上の反応を陽性に判定すること

で有効に利用出来るとみとめられた．

考察

本研究は，鋭敏で安定性の高いぺルオキシダーゼ標識

抗体用基質のＯＰＤを用いたELISAにより，ヒトの

日本住血吸虫症の診断に関する信頼性を検討することを

目的としたものである．

まず，固相担体としてのプレートの選択を行い，

micro-ELISAプレート(Dynatech，Ｍ１29Ａ）が血清や

標識抗体の非特異的吸着が少なく，鋭敏な基質を用いた

場合にも無反応発色値が低いため，本プレートを採用し

た．前報（松田ら，1981）では，基質に５－ＡＳを用いた

ため，反応が強く発現する組織培養用プレートで目的を

（１６）
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達したが，ＯＰＤ，ＯＴでは強い非特異的反応がみとめ

られた．

また反応系で安定した成績をうるために，抗原は所定

の陽性プール血清との間でblocktitrationを行ない，

最高抗体価を与える抗原濃度を決めることが出来た．こ

のプレートでは，日本住血吸虫卵抗原で蛋白量として

2.5/ug/ｍｌのものを１穴に０．１ｍｌを用いるという極め

て微量が至適濃度であり，安定した抗体価が得られた．

本法での陽性限界は，統計上陰性血清の99％棄却限界上

限０，値より常に高い値になり，住血吸虫非感染者を

100％陰性とみなすことができるため，偽陽性の反応が

起らない利点がある．

従来ELISAは，鋭敏な反応だけに毎回異なるＯＤ

値が得られ(SchinskietaZ､１９７６；YogoreefaZ､1981)，

安定した成績が得にくい傾向にあったが，本法の判定基

準，陰性プール血清１：４０希釈の２倍の０，値以上を

陽性と判定すれば，例え毎回０，値が異なる場合でも，

陰性プール血清の０，値も変わるため，ほぼ一定した

抗体価が得られ，再現性も高いことがみとめられた．

用いた抗原は乾燥虫卵100ｍｇを炭酸緩衝液で１：５００

に希釈抽出した場合,蛋白量は65qug/ｍｌであった.この

微量法では,２．５１９/ｍｌの抗原0.1ｍlで感作を行うので，

96穴のプレートが1,300枚感作可能で，１４，０００検体の力

価測定が出来，１患者１穴法を用いれば，約11万検体が

検査可能となる．また抗原を凍結乾燥すれば，熱帯の温

度条件でも失活は起らなかったので（松田ら，1981)，

熱帯の野外研究室でも反応が行える．

一般に，対照の陰性血清を熱帯地から求めると，偽陽

性反応が多く出現するといわれるが（HuldteraZ、

1975；SchinskieraJ，1976,Ｖｏｌｌｅｒｅｔα/、１９７７；Ｍｃ

ＬａｒｅｎｅｒａＺ、1978)，本判定基準によると熱帯の健康人

は全て陰性と判定された．

他属の寄生虫疾患との交叉反応に関しては，旋毛虫症

との反応が最も強く，４例中１例に１：１６０，水田皮膚

炎と多包虫症の患者血清に最高１：８０，肝蛭症に弱い

(１：４０）交叉反応が認められた８交叉反応はマンソン，

ピルハルツ両住血吸虫症において比較的強く出現した

が，前者では43％が陰性反応を示した．両種と日本住血

吸虫症との地理的分布は明らかに異なり，野外調査では

問題は起らない

マンソン住血吸虫症で強い交叉反応を示した２例は，

林ら（1980）が報告した比較的急性期で多数虫卵排泄者

を含む症例であり，日本住血吸虫卵を抗原として用いた

ELISAにおいても交叉反応は強く出現した．またピル

ハルツ住血吸虫症においては，最高１：３２０で全体に弱

い交叉反応を示したが，100％が陽性であった．

著者らが山梨県甲府市在住の慢性日本住血吸虫症69例

を対象にELISAで検討した結果では（松田・田中

1981)，１：４０以上の陽`性者は68％に認められ，そのう

ち94％が１：160以下であったことから，虫卵陽性者と

慢性症例では明らかに抗体価の差がみとめられた．しか

し，陽性反応を１：４０以上と設定することにより，慢性

症例，低濃度感染者，初期感染者などを含めたより多く

の症例が検出され得ることが推測される．

一方，マンソン住血吸虫症の診断にELISAを用い

た報告は多く，とりわけ虫卵抽出抗原で成果を収めては

いるが（ＨｕｌｄｔｅｔａＺ，１９７５；SchinskielaJ、１９７６；

Ｖｏｌｌｅｒｅｔα/､１９７７；McLarenetaZ、1978)，殆んどの

報告である程度の偽陰性の出現をみとめ，また交叉反応

もみられている．そのため特異抗原の精製が望まれ，

PellleyetaZ．（1977）によるmajorserologicalantigen

(ＭＳＡ)，Kelsoe＆Weller（1978）やDeelderetaZ．

(1980）による多糖類抗原であるcirculatinganodic

antigen（ＣＡＡ）およびMcLarenaaZ．（1981）によ

る（CEF6）などの精製抗原が提唱され，ある程度の成

果を収めてはいるが，収量が少ない難点がある．

本研究のmicro-ELISA法は，血清希釈を１：２００に

した場合，虫卵抽出粗抗原を用いても，McLarencZ

aZ．（1981）が報告した（CEF6)精製抗原と鋭敏性，特

異性，交叉反応性等に関し，ほぼ同じ成績が得られ，疫

学調査にも十分使用出来るため，優れた免疫診断法であ

ると思われる．

まとめ

フィリピン・レイテ島のSchistosomiasisControland

ResearchProject（SCRP）の外来患者で，ＭIFC法に

よる検便で日本住血吸虫卵の証明された患者血清ならび

にレイテ島，マニラ，東京の各地より得た一般健康人血

清を対象に，ペルオキシダーゼ標識抗ヒトＩｇＧ血清と

ＯＰＤ基質を用いたmicro-ELISA法により，本法の診

断に関する鋭敏性，特異性を検討した．

１）固相担体としてmicro-ELISAプレート（Dyna‐

tech，Ｍ１29Ａ）を用い，山梨系日本住血吸虫卵の炭酸緩

衝液（0.05Ｍ，ｐＨ9.6）抽出粗抗原（蛋白量2.519/ｍｌ）

０．１ｍｌで感作後，血清と標識抗体０．１ｍｌで反応させ，

最終的に0.3ｍｌの基質で発色させた．反応の陽性限界

は，健康人の血清から統計的に決定し，陰性プール血清

の繰り返した反応の０，値の２倍値以上の値が得られ

（１７）
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Abstract j

A STUDY OF ELISA FOR SCHISTOSOMIASIS JAPONICA USING

O-PHENYLENEDIAMINE, A SUBSTRATE OF

PEROXIDASE-LABELED ANTIBODY

Hajime MATSUDA, Hiroshi TANAKA, Minoru NAKAO

{Department of Parasitology, Institute of Medical Science,

The University of Tokyo, Minato-ku, Tokyo 108)

Bayani L. BLAS, Julian S. NOSENAS

AND

Alfredo T. SANTOS, Jr.

{Schistosomiasis Control and Research Project, Ministry of Health,

Palo, Leyte 7118, Republic of the Philippines)

In the present study, the technique of enzyme-linked immunosorbent assay (micro-ELISA)

for the detection of schistosomiasis japonica using sera collected from proven patients in

Leyte, Philippines was examined for its reliability.

1) The reactions of ELISA were performed in flat bottom wells of micro-ELISA plate

(Dynatech, M 129 A) with crude aS. japonicum egg antigen, peroxidase-labeled anti-human

IgG serum (Miles-Yeda) and O-phenylenediamine as a substrate, respectively. For the titra-

tion of antibody in sera from patients, the endpoint of reaction was derived from the optical

densities of 36 negative control sera diluted at 1 : 40. Sera showing an optical density of less

than twice the mean value of triplicated reactions of pooled negative control serum diluted

at 1 : 40 were considered to be negative based on statistical considerations.

2) According to this criterion, of 177 S. japonicum egg positives, 175 sera (98.9%) were

found positive by ELISA. Of 175 reaction positives, 171 sera (97.7% in sensitivity) had the

ELISA titers higher than 1 : 320, while 10 in Leyte, 20 in Manila, Philippines and 36 nega

tive controls in Tokyo were all lower than 1 : 40.

3) Relatively strong cross-reactivity (higher than 1 : 160) with crude S. japonicum egg

antigen was observed with sera from S. mansoni and S. haematobium, while sera from Tric-

hinella spiralis, Trichobilharzia brevis, Echinococcus multilocularis, Fasciola hepatica showed

weakly positive (reactions less than 1 : 160). No cross-reactivity was observed with sera

from Paragonimus westermani, P. miyazakii, Clonorchis sinensis, Opisthorchis viverrini, Gnat-

hosto?na spinigerum, Strongyloides stercoralis, Plasmodium vivax and P. falciparum.

4) Further study of cross-reaction of the egg antigen was made by diluting the sera at

1 : 200 to prevent cross-reactions among samples showing cross-reactivity. At this dilution of

sera, all the infections other than those with S. mansoni and S. haematobium became nega

tive. By this method, sensitivity of detecting patients with S. japonicum was 97.8%.

The results indicate that micro-ELISA technique developed in this study with crude S.

japonicum egg antigen can be used for immunodiagnosis of schistosomiasis japonica because

of its high sensitivity, specificity and quantification.
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