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トキソプラズマIgM抗体検出用キット

TOXOSTATMの使用経験

亀井喜世子澁谷敏朗

(平成２年７月１６日掲載決定）

要旨

トキソプラズマ症のIgM抗体検出用としてアメリカ合衆国WhittakerBioproducts社によって開発
された酵素抗体法キットを用いて蛍光抗体IgM法と比較検討を行った。
その結果TOXOSTATMと蛍光抗体IgM法(IFA-IgM法）との間には被検血清50例中45例(90%）
に一致が見られた。また蛍光抗体IgG法で陽性の23例を用いて特異性を調べたところ22例（96％）
がIgM抗体陰性となり優れた特異性のあることが判った。
またTOXOSTATMとIFA-IgM抗体価の問には，相関性が認められた。
このことよりTOXOSTATMはトキソプラズマ症患者の感染初期の診断，胎児における移行抗

体の種類の決定あるいはスクリーニングの目的などに使用し得るものと考える。

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Toxoplasmosis，IgMantibody

トキソプラズマ感染初期抗体であるIgM抗体の測定に

は一般に蛍光抗体法(ＴＡ)')2)あるいは酵素抗体法

(ELISA)3)4)が行われている。現在わが国で行われている

IgM抗体測定法のひとつは市販の蛍光抗体一IgG測定用キ

ットを代用する方法で，これはProteinAでIgGを取り除

き，残りの抗体すなわちIgMを測定するものである。

今回，我々は,ELISAを応用する，新しく開発されたキ

ットTOXOSTATMを用いて，トキソプラズマIgM抗体

を測定し，蛍光抗体IgM法との比較検討を行ったので報

告する。

されている前処理液を150/αl加え,２０～２５℃で30分間放

置後1,00ＯＧで１０分間遠心し，その上情を被検体とした。

前処理の終わった基準血清１（陰性,OD550=0.09)，基準

血清２（陽性2,0,550=0.34),基準血清３（陽性3,0,550

=0.45)，リウマチ因子コントロール血清（OD550=0.07),お

よび`患者血清のそれぞれ5o裸ｌを希釈用プレートに入れ

る。ついで血清用希釈液Ｚ０ｑｕｌを加え，良く混合した後，

あらかじめトキソプラズマ抗原とコントロール抗原を交

互に吸着させてあるウエルに各100座ｌを分注する。この

プレートを温室で３０分間振鐙した後，洗浄液（PBS-

Tween)で２回洗い，さらに同液を加えて５分間浸した後

に，洗浄液を捨て，酵素標識抗体（抗ヒトIgM結合アル

カリフオスファターゼ)100/41を加えて，温室で30分間

振邉反応させる。これをPBS-Tweenで２回洗浄し，同液

に５分間浸した後,洗浄液を捨て，ついで酵素基質（フェ

ノールフタレン・モノフオスフェート，ＰＭＰ)を各ウエル

に100座lづつ加えて温室で30分間振撮反応させる。最,後

に停止液（リン酸三ナトリウム）200,ｃｄを全てのウエル

に加え良く混合して反応を停止させ，波長550,ｍ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，トキソプラズマ抗原ウエルと

コントロールウエルとの吸光度差から求めた。上記４種

コントロール血清のELISA値が，定められた価を示した

時はそのまま，価が一致しない時は基準血清1,2,3の０，

値から標準曲縁を描き，これより各被検血清のELISA値

を求めた。

材料と方法

1．被検血清

被検血清としては,蛍光抗体法でトキソプラズマに対す

るIgM抗体価が10倍以上を示した血清と研究室内感染あ

るいは食肉を摂取して感染し感染時期が明らかな患者血

清32検体を用いた。コントロールとして蛍光抗体法でIgG

のみ陽`性と判定されたものＺ3検体およびIgM,ＩｇＧのい

ずれも陰性の１８検体を用いた。

2．方法

米国,WhittakerBioproducts社で開発されたToxqp/αsma

8olzdjjELISAキット（商品名TOXOSTATM)を用い，

以下の術式に従って行った。まず最初に，反応の障害とな

るIgGを除去するために，被検血清１０座ｌにキットに添付
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結果の判定は，本キットマニュアルに従いELISA値≧

０．３６を陽,性,0.25～0.35を疑陽性，≦０２４を陰‘性とした。

3．蛍光抗体法

蛍光抗体法は間接法を用いた。トキソプラズマ感染３日

目のマウス腹水を採取し,生理食塩水で３回遠心洗浄して

上清を除き，トキソプラズマ虫体を含む沈澄を蛍光抗体用

スライドに塗抹して乾燥後,抗原スライドとして-80℃に

保存し随時使用に供した。抗原スライドは必要枚数だけ

-80℃から取り出して室温になじませた後，５，１０，２０，

４０，８０，１６０倍と２倍段階にＰＢＳで希釈した患者血清を

10座lづつ抗原スライド上に載せ,３７℃で１時間反応させ
た。ＰＢＳで1,3,11分づつ計３回振糧洗浄後,蛍光色素標

識抗ヒトIgM（Cappel社，使用濃度20倍)を１０浬l載せ，
37℃で１時間反応させ，再びPBSで，１，３，１１分間振鎧洗

浄した。グリセリン緩衝液を載せて，カバーグラスで覆い，

蛍光顕微鏡で観察して，血清希釈１０倍以上で蛍光を認め

たものを陽性とした。
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loTOXOSTATMとIFA-IgMの比較

TOXOSTATMとIFA-IgMの結果を比較すると，表１

にみられるように,定性的には50例中４５例に一致がみら

れた。不一致とされたIＦＡで陽`性,TOXOSTATMで陰性

の２例はそれぞれIＦＡ値20倍,４０倍TOXOSTATMによ

る値は0.21,0.11であった。また,IＦＡで陽性,TOXOSTAT

Mで疑陽性の３例のTOXOSTATMの値はそれぞれ0.26,

0.32,0.32であった。またELISA価とＩＰＡによる抗体価と

の間には図１に見られるように明らかな相関が認められ

た。

2．TOXOSTATMの特異'性

TOXOSTATMの特異'性を調べるためにｒＡ－ＩｇＧのみ

が陽性の患者23例の検査を行った結果,22例（95.6％)が

TOXOSTATMの値が陰`性で１例は偽陽性を示した。この

ことは本試験が非常に特異'性に優れていることを示して

いる。

3．感染時期が明らかな`患者におけるTOXOSTATMに

よるIgM抗体価の推移。

1978年５月３０日トキソプラズマ抗体陰性であった患者

が８月中旬に西独で生焼けのステーキを食し，トキソプラ

ズマの初感染を受けたと思われる症例から経時的に採血

した血清について抗体値の推移を色素試験（DT)，ラテッ

クス凝集試験（LA),正A-IgG,ELISA-IgGTOXOSTAT

Mで測定した結果を図２に示した。ＩｇＭ抗体は感染後約

4週間目にピークに達し，以後徐々に減少し約２ケ月後に

は完全に陰転している。ELISA-IgG，色素試験に比べる

とTOXOSTATMによる19Ｍ値のピークは約３週間前に

０°

０

Ｑ ｏｌＦＡ

リム

｢１

Ｊ

川

○
○

○

ｎ

Ｊ

ｒ=三二三
陰性ｌＯ２０４０８０１６０３２０６４０２５６０

１２８０５１２０

１ＦＡ価

図LTOXOSTATMとＴＡの比較



４１２

感染薬（ＳＰ錠）
EＬＩＳＡ

ＯＤ５５０

０，４０５

１．４

１１ ＴＯＸＯＳＴＡＴ

ＴｏｘｏｅｌｉｓａＧ

Ｍ

IＦＡ

ＬＡ

ＤＴ

1.24096 〆

湯Ⅲw“,ＩＩｎｌ
１．０

512

Ｉ
0.8

i、Ｉ 0.66４

岸 （（

)▲)▲ ０．４

１片
／ Ａ

Ｏ

Ｘ
漣 Ａ
Ｏ

Ｘ
漣急孟挺急孟挺

８

０．２

'7８’79

5/90％％％％光妬％リゼｉｆ％

ELISA-IgG：Toxoelisa(米MicrobiologicalAssociates）
で測定。OD405≧0.21陽性，0.19～0.20疑陽性

ＬＡ：栄研ＬＡ≧32倍陽性

図２．感染時期が明らかな`患者におけるトキソプラズマ抗体価の推移

に長時間を要するものが多い。認められ，その後抗体価の減少が見られた。

蛍光抗体法は抗体のクラス別測定ができ,検査者が感染

する危険’性がないため比較的一般的に行われている方法

であるが,結果判定の際に術者の主観が入る。蛍光顕微鏡

が必要である｡検体が多数である場合に－人の術者が１日

に行い得る検体数に限界があるなどの難点が指摘されて

いる。

今回われわれが検討したTOXOSTATMキットは感度，

術者に感染の危険がないこと,操作が簡単でキットに含ま

れている試薬,器具で試験ができるので施行する場所を選

ばないこと,結果が分光光度計による吸光度（ちなみに分

光光度計のない場所でも肉眼で判定できるほど結果は鮮

明である)で示されるため，判定の際に，術者の主観が入

らないこと,抗体のクラス別けが可能であること等の長所

考察

従来，トキソプラズマ症の免疫学的診断法として色素試

験が感度,特異性,再現J性などの面で優れているところか

ら,血清学的にトキソプラズマ症を診断せざるを得ない場

合の標準とされて来た。しかしこの方法は操作そのもの

は簡単であるが，試験のつど生きた虫体を必要とするし，

IgG,IgMなどのクラス別抗体の区別ができないなどの短

所がある。

この他に赤血球凝集試験，ラテックス凝集試験,補体結

合反応等も行われているが色素試験同様,抗体のクラス別

けができないし,試験に要する時間が長く，結果判定まで

汀-ｃ、
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た技術者を必要としない点も長所の一つと考えられる。

以上,TOXOSTATMは，感度，特異性が高く，手技が

簡単などの点からトキソプラズマ感染初期抗体であるIgM

抗体価測定に充分利用できると考えられる。

最後に本研究で使用したTOXOSTATMキットの提供

を得た旭化成工業株式会社に感謝の意を表します。

が多い。

本実験ではTOXOSTATMの有用性を検討するにあた

り，蛍光抗体IgM法との比較において検討した。現在わ

が国で市販されている蛍光抗体法のキットは全てIgG抗

体を測定するものであり，ＩｇＭ抗体を測定する場合は，

ProteinAでIgGをあらかじめ吸着して取り除き，残存抗

体を測定するものである。その他,抗原塗抹スライドを作

り間接蛍光抗体法を行う方法もあるが，この場合,生きた

トキソプラズマ虫体を常時保持している研究施設でない

と行い得ない。従って現在までのところわが国では血中

トキソプラズマIgM抗体を測定することは不可能であっ

た。TOXOSTATMを導入することにより，これが可能

になれば，感染初期抗体であるIgM抗体の有無をみるこ

とがトキソプラズマ症の初期診断に必要欠くべからざる

ものであることから，有意義と考える。

TOXOSTATMは最初のIgG吸収操作を入れて全行程約

2時間半で結果が得られる。IgGの吸収操作は前日に行っ

てその遠心上清を－４℃で保存が可能であるところから，

検体多数の場合には吸収操作を前日に行い,以後の操作を

翌日に行えば午前中に結果を得ることが可能である。更

に従来のELISAは反応温度が37℃で恒温器が必要であっ

たが,TOXOSTATMは全行程室温での操作であるのでキ

ットとマイクロピッペト,振糧器などがそろっていればど

のような所でも実施可能である。

更に,本試験を行うにあたり，要求されるテクニックは

マイクロピペットによる試料の分注のみで高度に熟練し

文献

1）Hermentin,Ｋ､,Hass1,Ａ.,Picher,OandAspock，
Ｈ・（1989)：Comparisonofdifferentserotestsfor

toxoplasmalgM-antibodies（ＩＳＡＧＡＳＰＩＨＡ，

ＩＦＡＴ)anddetectionofcirculatingantigenintwo

casesoflaboratoryacquiredtoxoplasmainfection・

ZbLBakt．Ｈy9.,Ａ270,534-541.

2）Filice，Ｇ､Ａ､，Yeager，Ａ､S・andRemington，ＪＳ．

（1980):DiagnosticsignificanceofImmunoglobulin

Mantibodiesto7bxop/“、ａｇｏ"｡/jdetectedafter

separationoflmmunoglobulinMfromlmmuno-

globulinGantibodies．』、ClinMicrobioL，１２(3)，
336-342.

3）Joynson，，.Ｈ､Ｍ､，Payne，Ｒ､Ａ､，Balfour，Ａ､Ｈ､，

Prestage，ＥＳ、andFleck，Ｄ・Ｇ（1989)：Five

commercialenzymelinkedimmunosorbentassaykits

fortoxoplasmaspecificIgMantibody．』・Clin

Patho1.,42,653-657.

4）Santo｢o,Ｆ,Afchain,Ｒ､,Pierce,Ｒ､,Cesbron,Ｙ､，

Ovlaque,oandCapron,Ａ・（1985):Serodiagnosis

oftoxoplasmainfectionusingapurifiedparasite

protein(P30).Ｃｌin・Exp・ImmunoL,62,262-269.



lJpn．Ｊ・ParasitOl.，ＶＯＬ３０，Ｎｏ．4,410-414,August，１９００］

●■■q●●｡■■■■■Ｏｏ０●■■●０●●￣●●●Ｏ●

lAbstracti
;.…＿….＿｡…一….-１

ＥＸＡＭＩＮＡＴＩＯＮＯＦＴＯＸＯＳＴＡＴＭＡＳＮＥＷＴＯＸＯＰＬＡＳＭＡＤＩＡＧＮＯＳＴＩＣＫＩＴ

ＫＩＳＥＫＯＫＡＭＥＩＡＮＤＴＯＳＨＩＲＯＳＨＩＢＵＹＡ

Ｔｅﾉﾉb'ｏＵｍ'elm〕′Ｓｃ/、oﾉｑ/ＭＣｄｊｃｊ"e,ＤｅＰａｒｒｍｅ"/ｑ/Pmnsjro/０９)ノ

IgMdetectionKitfbrtoxoplasmosisusingELISAmethoddevelopedbyWhittakerBioproductsUS.Ａ・

(ＴＯＸＯＳＴＡＴＭ)wascomparedforitsefficacywithimmunoHuorescentlgMtechnique、

g0Wbcoincidence(45/50)wasfbundbetweentheresultsobtainedbybothIgMtechniques、

Among23samplesknownaspositiveonlyforIgGbyimmunoHuorescenttechnique,２２(96070)were

negativeforlgMantibodybyTOXOSTATMsuggestingsuperiorspecificityofthismethod，

CorrelationwasfoundbetweentheｖａｌｕｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＴＯＸＯＳＴＡＴＭａｎｄＩＦA-IgMantibody・

ItcouldbeconcludedfromtheresultsthatTOXOSTATMisvaluablefordiagnosisoftoxoplasmosis

atinitialstageofinfection，forclassdetenninationofantibodyinfetustransferredthroughplacentaorfor

thescreeningoftoxoplasmosis．




