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ヒ トサイトメ ガ ロ ウイ ル ス特異 I g M 抗体 の酵素結合免疫

吸着剤検定法くe n z y m e －1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y ，

E L I S Al に よる検出とその 臨床的検査 へ の適用性

金沢大学がん研究所 ウイ ル ス 部 く主任 こ 波 田野 基
一 鍬 酎

朝 本 明 弘

く昭和6 0 年 6 月 3 日受付I

妊婦 に お け る ヒ トサ イ トメ ガ ロ ウイ ル ス 抽u m a n c yt o m e g a l o vi r u s ， H C M V l 感染の 問題 を研究す

る た め に ， マ イ ク ロ プ レ
ー ト を用 い た 酵素結合免疫吸着剤検定法くe n z y m e －1i n k e d i m m u n o s o rb e n t a s s a y ，

E L IS A l の 適用性 に つ い て検討 した ．
E LI S A 法 は， 被検血 清， H C M V 感染細胞よ り調整し た核抗凰 ア

ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー

ゼ標識抗 ヒ トイ ム ノ ブロ ブ リ ン G くi m m u n o gl o b uli n G ， I g Gl ま た はI g M ヤギ血 清，

そ して 基質 を順次反応さ せ た． 最初に ， 1 ニ10 0 希釈で の
一

点測定に お け る E u S A 値 の検討， 反応温度お

よび 時間， H C M V 抗原 お よび 酵素標識抗血清の 濃度な どの至 適条件 を検討 した ． 次 に ， 薦糖密度勾配超遠

心法 に よ る分画血清 お よぴ プ ロ テ ェ イ ン A 処理 血清 を用 い た成績 か ら， H C M V 特異I g G
お よ びI g M 抗

体測定 に お け る E u S A の 特 異性が 証明され た．
リ ュ ウ マ チ 因子 くrh e u m a t o id f a c t o r ， R Fl に よ る非特異

反応 に つ い て は， 赤血球凝集試験 に よ り妊婦血清の R F の 有無 をチ ェ ッ ク し， 陰性 を確認 した ．
こ れら の基

礎的検討 の 乳 妊婦 226 名 の シ リ
ー ズ血 清

，
お よ び非妊婦 38 名の 対照血清く合計725 検附 に つ い て，

一

点希釈血 清で の E LI S A －I g G ， － I g M 抗体 を測定 し， さ ら に補体結合試験 くc o m pl e m e n t fi x a ti o n t e st ， C F

t e stl あ るい は螢光抗体法 くi m m u n o fl u o r e s c e n c e t e st ， I F t e stl と比 較検討 し た．
C F 抗体陰性 の 75 検体

中5 ． 3 ％に E L I S A －1 g G 抗体 陽性が み ら れ たが ，
E L I S A －I g G 抗体陰性検体 はす べ て C F 抗体 も陰性であ っ

た ．
これ は C F 法よ り も E LI S A の 方が 感度 の高い こ と を示 して い る． また ， E LI S A －I g M 抗体陽性率は，

非妊婦38 名中の 29 ． 0 ％に 対 し， 妊 婦で は 226 名 中45 ． 1 ％ に 達 し た ．
こ の 妊 婦 に お け る予 想 以上 に 高い

I g M 抗体陽性率は， 成人で は通乳 休止状掛 こある H C M V 感染の 妊娠中に お け る再活性化 の頻度
の 増加

を示 す も の と 考え られ る ． 今回 の 研究中に ， 妊娠初期の H C M V 単核症の 症例 に遭遇 した ．
こ の症例では，

H C M V ．I g M 抗体 は妊娠 6 過 で ピ
ー ク に 達 し， E L I S A で は妊 娠 25 過 ま で I g M 抗体が検出 で き たが ， 螢光

抗体間接法で は妊娠 1 0 過で検出不能に な っ た ．
この 母親 か ら生れ た 児に は， 臨床的に B C M V 感染症 の徴

候 は み られ て い な い が ， 少な く とも 学童期ま で は中枢神経系障害に つ い て の 経過観察が必要と 思 われる．

以上 の結果よ り， 今回用 い た E LI S A に よ る H C M V
－I g M 抗体測定は， 妊娠中の H C M V 感染の ス ク リ

ー ニ

ン グ の
一 方法と して 十分利用 で き る と考 え られ る．

K e y w o r d s h u m a n c y t o m e g alo v ir u s ， E L IS A ， I g M a n tib o d y ， r e a Cti v ati o n ，

p r e g n a n C y ．

先天 性 ヒ トサイ ト メ ガ ロ ウイ ル ス くh u m a n c y t o
． 中枢神経系障害 の 重要 な原因の

一

つ と考 え ら れて い

m e g al o v i r u s ， H C M V l 感染症 は， こ こ 10 数年来の研 る． 本邦の 妊娠可能年齢婦人 に お け る H C M V 抗体保

究に よれ ば， 全出生児の 0 ．2 句 2 ． 2 ％
1一に発 生し， 先天性 有率 は， 欧米の 30

旬 4 0 ％ に 対し， 札幌で 94％
2I
，
仙台

A b b r e vi ati o n s こ A C I F
，
a n ti － C O m p l e m e n t i m m u n ofl u o r e s c e n c e ニ B S A ， b o vi n e

s e r u m

alb um in I C B B ， C a rb o n a t e bi c a rb o n at e b uff e r i C F ， C O m p
l e m e n t fix a ti o n 3 C I D ， C y t O m e g a

lic

i n cl u si o n dis e a s e i C P E ， C y t O p a t hi c eff e c t i E LI S A ， e n Z y m e
－1i n k e d i m m u n o s o rb e nt a ss a y こ

F I T C
，
fl u o r e s c e n t i s o t hi o c y a n a t e ニ H C M V ， h u m a n c y t o m e g al o vir u s 3 H E L ， h u m a

n e m b ry o
．



E L I S A に よ る サ イ トメ ガ ロ ウ イ ル ス 抗体測定

で95 ％
釘 と明らか に 高 い ． その た め， 妊娠中に H C M V

研感染の お こ る頻度は
一

般 に 低い と考 え られ， E C M V

の子宮内胎児感染に 関す る検索 は， 少数の 研究機関に

限られて い た ．
し か し

，
H C M V は生体内 に お い て 一 般

に潜伏持続感染様式を と り， 生 体例の 状況くた と えば ，

妊娠， 免疫抑制剤や副腎皮質ホ ル モ ン の 便f別 に よ り

再活性化 さ れ る と 近年考 え ら れ て い る
刷

．

一

方 ，

E C M V 抗体保有者 に お い て も上 述の 再活性化 に よ る

子宮内感染惹起 の 可能性が あ り隼 本邦 に お い て も に

わか に 注目さ れる と こ ろと な っ た ．

従丸 E C M V 感染症 の 診断は， ウイ ル ス 分離 お よ び

その抗体の 血 清学的検査に よ っ て な され て き た．
こ の

H C M V 抗体 の ス ク リ ー ニ ン グ と し て は通常， 補体 結

合試験 くc o m pl e m e n t fi x a ti o n t e st ， C F t e stl が 頻用

されてい る ． さ ら に ， H C M V 特異イ ム ノ グ ロ ブ リ ン G

くi m m u n o gl o b ul in G ， I g G l お よ びイ ム ノ ブ ロ ブリ

ン M けg M J の 検索に は， 螢光抗体法， ラ ジオイ ム ノ

アッ セイ くr a d i oi m m u n o a s s a y ， R I A I ， 薦糖密度勾配

局遠心法に よ る分画血清の C F 活性 を測定 す る方法，

あるい は免疫グ ロ ブ リ ン の 分離に プ ロ テ ェ イ ン A や

2 －メ ルカ プ トエ タ ノ
ー ル を用 い る方法な どが 用 い ら れ

る
7I

． しか し， こ れ らの 方法 は， 大量の 検体 を処理 す る

日常の 臨床的検査 に 用 い る に は 繁雑過 ぎ る難点が あ

，ナ

一 九 酵素抗体染色法 と RエA の 原 理 を応用 し た酵素

結合免疫吸着剤検定法 くe n z y m e －1i n k e d i m m u n o －

S O rb e n t a s s a y ， E L I S A ，は， V oll e r ら 8I に よ っ て
，
様々

な感染症の 病原 体の 抗体 レ ベ ル を評価分析す る方法と

して 開発され た．
こ の E L I S A は ， 諸抗体検索で高感度

と特異性とい う利点 に 加え て， 操作が 簡便 で マ ス ． ス

クリ ー ニ ン グに 用 い う る と い う特徴が あ る．
そ の ため

，

近年各種ウイ ル ス 感染症 の ス ク リ ー ニ ン グ の 手段と し

て
，
ウイ ル ス 特異 王g G 抗体 の 検出に さ か ん に 利用 さ れ

つ つ ある
．
しか し

，
王g M 特異抗体の 検出に は， リ ュ ウ

マ チ因子 くrh e u m a t o id f a c t o r
，
R F l の 影響 な ど非特

異反応が起き 易い とい う 問題が あ り
， 現在 ， 種々 の 段

階で検討 が加えら れて い る
．

著者らは
，
こ こ数年来

，
妊 娠 中の H C M V 潜伏持続感

染の再活性化 を H C M V 特異抗体検索の 面よ り 追究し

てきた． その 中で
，
本研究 は， H C M V 特異 Ig M 抗体

検出法とし て E L I S A の 基 礎的検討 をお こ な い
，
さ ら

に妊娠中の H C M V 特異I g G お よ びIg M 抗体 の 変動

を本法に よ り観察 して
，
H C M V 潜伏持続感染の 妊 娠

nic l u n g i I g G ， i m m u n o g l ob ulin G ニ工I F ，
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中に お ける再活性化の有無を み た．
その 間， た また ま

妊 娠初期 に 肝炎 を伴 っ た H C M V 単核症 の 症 例 に 遭遇

した．
これ は

，
母 児の 分娩出産前後の 経過と E L工S A に

よ る H C M V 抗体価 の 推移 を関連させ つ つ 長期に わ た

り追跡 しえ た稀な 1 例 で ，E LI S A に よ る ウイ ル ス 抗体

価測定が実用的に 有用 で あ る こ と を実証 し えた例で あ

り， それ ら に つ い て 以 下述 べ て み た い ．

対象お よび方法

工
． 対 象

19 飢 年3 月 か ら19 8 2 年3 月ま で の 間に 石 川 県立中

央病院産婦人科で分娩 した 妊婦の う ち， 2 2 6 名 を 無差

別に 選び ， 妊 娠初軌 中期
，
後期 の 各三 半期 に 採血 し

た678 検体 を シ リ ー ズ血 清と して 実験に 供 した． 妊婦

に対 する非妊婦対照血清は
，
石 川 県立総合着筆専門学

校の 学生 38 名よ り採血 した 38 検体 を使用 した． さ ら

に
， H C M V － C F 抗体陰性妊婦血清9 検体も加 えて総計

725 検体が 検討 され た．
H C M V 抗体陰性血清は， C F 抗

体陰性妊婦血清 を
，
ま た陽性血 清は， 妊娠 初期 に 肝炎

を合併 し た H C M V 単核症症例 の 急性期の血 清を標準

血清と し て 用 い た．

工工
． 方 法

1 ． 血 清 E C M V 抗体価の 測定

上記の 対象に つ き
，
H C M V －C F 抗体， E L I S A に よ る

H C M V 持異Ig G 及 びI g M 抗 体 を下 記の 方法 で 検討

した ．

い E L I S A く間j妾法I

i l E L I S A く間接法1 の 原理 く図 い

E LI S A 間接法 は， 2 つ の 反応系よ り な り た っ て い

る ． 1 う第
一 次反 応 は

， 抗原抗体反応 であ り， 担体くマ

イ ク ロ プ レ
ー り に 固相化さ れた 抗原 に

，
21 被検血

清を加 え， 測定 しよう と する血 清中の 抗体 を抗原抗体

反応で捕捉 して お く． 3 う 次に こ の 抗原抗体結合物に

酵素 を標識さ せ た抗体く酵素標識抗 ヒ ト工g G ま た は抗

ヒ トIg M 抗体1 を結合させ る． 4う 第二次反 応は， 酵

素基 質反 応 で あ り， こ の 結合した 酵素標識抗体に 基 質

を加 え
， 酵素活性 を発色 に よ り比 色計で 吸光度と して

測定す る．
こ の 吸光度は， 上述反 応経過 か ら判る様 に ，

被検血 清中の 抗体量 に依存 した値と なる ．

iil H C M V 核抗原の 調整引 く表 い

H C M V 感染細胞質内に 誘導さ れ る血清抗体 の F c

レ セ プタ
ー

に よ る非特異反 応を防 ぐた め， ウイ ル ス 抗

原は， 核 を分 離 して 核抗原と し て用 い た．
ル ー 瓶 に 培

i n dir e c t i m m u n ofl u o r e s c e n c e ニ M A ， m e m b r a n e

a ntig e n ニ M E M ，
m in i m u m e s s e n ti al m e di u 町 m Oi ， m u ltip licit y o f inf e cti o n i O D ， O p ti c al

d e n sit y ニ P E N A ， p r e e a rly n u cl e a r a n tig e n ニ P B S ， p h o s p h a t e b uff e r e d s ali n e i P G G ，



且 且

凸 a n ti g e n

肉 a n ti b o d y くt e s t e d s e r u m l

a n ti b o d y c o n j u g a t e d w it h e n z y m e

O S u b s t r a t e

． r e a c t e d p r o d u c t くr e a di n g a t 4 0 5 n m l

Fi g ． 1 ． P ri n ci pl e o f i n d i r e c t m i c r o pl a t e E LI S A －

11 T h e pl a t e i s c o a t e d w ith an ti g e n ．

21 A n tib o d y in t e st e d s e r u m i s b o u n d t o a n ti g e n o n th e pl a t e ．

31 A n ti －I g G o r －I g M c o nj u g a t ed w ith e n z y m e i s b o u n d t o th e a n ti g e n
－

a n tib o d y c o m pl e x ．

41 E n z y m e a c ti v it y i s m e a s u r e d b y th e o pti c al d e n sit y く0 ．D －l o f r e a c ti o n

p r o d u c t s o b t ai n e d th r o u gh e n z y m a ti c r e a cti o n o f s u b st r a t e ． T h e

v al u e s of O ． D ． a r e d e p e n d o n th e q u a n titi e s o f a n tib o d y c o n t a i n e d i n

t e st ed s e r u m ．

善 した胎児肺細胞 くh u m a n e m b r y o n i c l u n g c ell
，

H E u に rn Oi くm ul ti pli cit y o f i n f e c ti o n l こ 1 以 上 で

H C M V くT o w n e 株l を感 染さ せ， 5 日 間培養 した ． ト

リ プ シ ン 処理 に て 細胞 を採集 し， リ ン 酸横衝食塩水

くp h o s p h a t e b uff e r e d s ali n e ， p H 7 ．2
，
P B S l に て 洗浄

後， 毎分 1 ，
5 0 0 回転 5 分 間遠心 した ． 沈査 は， 2 m l の

0 ．2 ％N o n id et － P 4 0 くシ ェ ル 化学， 英 国1 を加 え た トリ

ス塩酸緩衝液 く0 ．0 1 M N a C l ， 0 ．00 1 5 M M g C1 2 ， 0 ．0 1 M

T ri s － H Cl ， p H 7 ．4 ， r e ti c ul o c yt e st a n d a r d b u ff e r ，

R S Bl に 浮遊 して， 0 句 4
0

C で 5 分間軽 く撹拝 した．

次 に ダウ ン ス 型 ホ モ ジナ イ ザ
ー で 1 0 ス トロ ー ク

，
ホ モ

ジ ナイ ズ した． 毎分2 ，
0 0 0 回転 10 分間遠心 した 沈査 を

核分画と し， 2 m l の RS B に 再浮遊 して，
一 部 をギ ム ザ

染色に て 鏡検 し， 必要に 応 じて 再度 ホモ ジナイ ズ した．

さ ら に ， 毎分 2 ，0 0 0 回転 10 分間で再 び遠心 洗浄 した 沈

査 を R S B に 浮遊 させ ， 超音波処理 くT O M Y S EI K O ，

未 見 m o d el U R －2 0 P
， p O W e r C O n t r O 1 1 0 で 30 秒間l

し たも の を ウイ ル ス 核抗原 と して－70
0

C で凍結保存 し

た
． 対照抗原 は， 同じ ロ ッ トの 非感染 H E L 細胞 よ り同

T a b l e l ． P r e p a r a ti o n of H C M V n u cl e a r a n tig e n s

H C M V －i nf e c t ed o r n o n －i n f e c t e d H E L c e11 s

く2 x l O 71 R o u x b o ttl el
J
t r y p sl ni z a ti o n a n d w a shi n g wi th P B S

I
c e n t rif u g a ti o n く1 5 00 r p m f o r 5 m i nJ

J
s u s p e n si o n i n 2 m l of O ．2 ％ N o ni d e t －P 4 0 － R S B

くRS B ニ 0 ．0 1 M N a Cl ， 0 ．0 01 5 M M g C 1 2 ， 0 ．01 M

T ri s － H C l
， p H 7 ．41

i n c u b a ti o n i n i c e b a th f o r 5 m in

J
h o rn O g e n i z a ti o n i n a D o u n c e h o m o g e ni z e

r w ith lO

S t r O k e s

J
c e n t rif u g a ti o n く20 0 0 r p m f o r l O m i nJ

上
s e d i m e n t くn u cl e a r c o m p o n e n tl

上
r e

－

S u S p e n Si o n i n 2 m l of R S B

I
c e n t rif u g a ti o n く2 0 00 r p m f o r l O mi n l

上
n u cl e a r p e11 e ts s u s p e n si o n

l
S O n i c a ti o n b y s o n i c a t o r

上
n u cl e a r a n ti g e n s

p ol y m e ri z e d g a m m a gl o b u li n i R A H A ， rh e um a t Oid a r th ritis h e m a g g
l uti n a ti o n ニ R F ， rh e u m a

－

t oid f a ct o r ニ R I A ， r a di oi m m u n o a s s a y i R S B ， r eti c ul o c y t e s t a n d a r d b u
ff e r i S RI D ， Sin gl

e

r a di al i m m u n o diff u si o n ．



E L I S A に よ る サイ トメ ガ ロ ウイ ル ス 抗体測定

様の操作で作成 し
た

■ 両抗原の蛋白量 は， L o w r y 法
川

ぉよび トネイ ン T P 法く大塚 ア ッ セ イ研究所， 徳 尉
川

により測定 した． 固相化抗原濃度は， 対照 陽性血清を

用い て E L I S A
の ボ ッ ク ス カ価測定 を行 い ， 陽性 を示

す最高濃度 を1 単位と して ，
4 単位く1 ニ50 0 希釈1 の

ものを使用 ウイ ル ス 抗原濃度と決定 した． 対照 抗原は
，

ウィル ス抗原 と同濃度蛋白量 に調整 して 用 い た ．

iiil E L I S A の手順 く表 2 1

操作手順 は， V o11 e r ら
糾お よび 南鳴ら1 2 切 方法 に 準

じた．

抗原の 固相化 こ96 穴， 平底 の マ イ ク ロ プ レ
ー

ト

u ．i n b r o EI A m i c r o tit r a ti o n pl at e ， F l o w 社 ， 米 副

各穴に， 炭酸重 炭酸緩衝液 くc a rb o n a t e bi c a rb o n a t e

b uff e r ，0 ．05 M ， p H 9 ．6 ， C B B l で 1 ニ50 0 希釈 した ウイ

ル ス抗原， あ るい は対照抗原 を各々0 ． 2 m l 加 えた． す

なわち， 横2 列を ペ ア に し， 上段 に ウイ ル ス 抗原， 下

段に対照抗原 を入 れ， 4
9

C で
一

夜吸 着させ た後， 仇05 ％

T w e e n 2 0 ．P B S を各穴に 満た し3 回洗浄 した ． 以後の

洗浄はす べ て同様 の 方法 で お こ な っ た ．
つ い で

， 各穴

に0 ．2 m l の 10 ％ホ ル マ リ ン P B S を加 え
，
4
0

C lO 分

間で固定した． さ らに ， 3 回洗浄 した後水滴 を除い て

－

70 でに 保存し た．

被検血 清こ血 清の 希釈は， 0 ． 1 ％牛血清 ア ル ブ ミ ン

Cb o vi n e s e r u m alb u m i n
，
B S A l 加0 ． 0 5 ％T w e e n 20 －

P B SくB S A く0 ．1 ％1 ． T w e e n 2 0く0 ．05 ％1 －P B S l で お こ な っ

た．

一 次抗体と して， 被検血清を 1 二50 よ り 2 倍 階段

希釈したも の， ある い は 1 二 10 0 一 点希釈 し た も の を

用いた．
プレ ー

ト を3 回洗浄後
， 各希釈血清 をウイ ル

ス抗原 と 対照 抗原 の 各 穴 に 0 ． 2 m l ず つ 加 え
，
室 温

ほ0 句 25
0

C う で 2 時間反 応さ せ た．

酵素標識抗体こ 酵素標識抗体 は， ア ル カ リホ ス フ ァ

タ
ー

ゼ標識抗 ヒ トIg G くy 鎖特異睨 また はI g M くJL 鎖

特異軌 ヤギ血 清くSi g m a 社， 米国l を使用 した．
上

T a bl e 2
． P r o c e d u r e s of E L I S A
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記の 一 次抗原抗体反応後， 洗浄して か ら， 二 次抗体 と

し て酵素標識抗体 を B S A － T w e e n 2 0 － P B S で 1 こ8 0 0

に 希釈 し， 各穴 に 0 ．2 m l 加 え室温 で 3 時間反応さ せ

た．

基質 二 基質 は
， p ニ ト ロ フ ュ エ ル リ ン酸くp a r a ． n it r o －

ph e n yl p h o s ph a t e ， 5 m gl t a bl e t ， S i g m a 社 ， 米国l を

使 用 し
，
1 m gl m l の 濃 度 で 10 ％ di eth a n ol a m i n e

b u ff e r くp H 9 ．81 に 溶解 した．
上 記の 二 次抗原抗体反応

後洗浄 し， 基質溶液を各穴 に 0 ． 2 m l 加 え
， 室温で 正 確

に 45 分間反応 させ た． 反応 の停止 は， 3 モ ル水酸化ナ

トリ ウム 0 ． 0 5 皿l を各穴に 加 えた
．

吸光度の測定 二 基質 と酵素の反応停止後， すみ や か

に 発色 に よ る吸光度 くo p ti c al d e n si ty ， O Dl の測定を

お こ な っ た ． 判定は
，
ウイ ル ス 抗原穴と対照抗原穴 の

発色差 に よ る肉眼 的判定お よ び， 比 色計 に よ る吸光度

測定に よ りお こ な っ た
．
比 色計 は， D y n a t e ch 社 く米

国1 ， M R 58 0 M i c r o eli s a A u t o R e a d e r く40 5 n m と

4 90 n m の 二 波長方式う を用 い ， 波長 4 05 n m に お け る

ウイ ル ス 抗原穴の 吸光度と対照抗原穴の 吸光度の差 を

E LI S A 懐 くE LI S A v al u eナ と した ．

2 1 補体結合試験ぐC FI I K ol m e r 法1 3 厄 準拠 し， マ

イ ク ロ プ レ
ー

トを用 い た微量法に より お こ な っ た ． C F

価 1 ニ 4 以 上 を陽性 と した．

3 I 螢光抗体間接法くin di r e ct i m m u n o fl u o r e s c e n c e

t e st
，
I I Fうこ カ バ ー

ス リ ヅ プ に培養 した H C M V 感染

H E L 細胞 を － 2 0
0

C アセ トン で 10 分間固定した． 階段

希釈 した 一 次く被検ン血清を 37
0

C
，
3 0 分間作用 後， 1 こ

4 0 希 釈 の 螢 光 色 素 くfl u o r e s c e n t i s o th i o c y a n a t e ，

F I T C l 標識抗 ヒ トI g G あ るい はI g M ヤ ギ血清くC P L

社， 米国1 を 37
0

C
，
3 0 分間反 応さ せ た． なお ， H C M V

膜抗原 くm e m b r a n e a n ti g e n ， M Aン叫 に対す る抗体の

検出に は未固定細胞 を用 い た．

4 1 螢光抗体補体法 くa n ti － C O m pl e m e n t i m m u n o 一

l呈ごa霊霊
1

琵完票霊器言芸喜冒誓。P宝器慧芸誓三ご
f m i c r o pl a t e

21 A d diti o n of O －2 m l o f t e s te d s e r a dil u t e d wi th B S A く0 ．1 ％ト T w e e n 2 0 く0 ．0 5 ％ト P B S
i n c u b a ti o n f o r 2 h r a t r o o m t e m p e r a t u r e く2 0 山25

O

CI
3J A d diti o n of O ．2 mi of e n z y m e l a b ell e d a n tib o d y i n B S A － T w e e n 2 0 ．P B S

in c u b a ti o n f o r 3 h r a t r o o m t e m p e r a t u r e

4I E n z y m e r e a c ti o n

a d di ti o n o f O ．2 mi of ph o s ph a t a s e s u b st r a t e くp a r a － nit r o－ph e n yl ph o s ph at eJ

二二 三 ニ
ー

て三三二二
51 R e a d in g of O ． D ． b y D y n a t e c h ， M R 58 0 M i c r o eli s a A u t o R e a d e r

E L I S A v al u e ニく0 ． D ． o f vi r u s a n ti g e n トtO ．D ． of c o n t r ol a n ti g e nJ
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fl u o r e s c e n c e t e st ， A C I F l こ H C M V 特異的前初期核抗

原 くp r e － e a rl y n u cl e a r a n ti g e n ， P E N A l
用 に 対す る 抗

体 の 測定 に 用 い た ．
カ バ ー ス リ ッ プ に 培養 し た H E L

細胞 に H C M V を感染さ せ， 3 時間後に メ タ ノ
ー ル と

ア セ ト ン く1 二 1 コ 混 合液 で 5 分間固定 した ． 被検血

清， ヒ ト補体くH C M V － C F 価 く 1 ニ4 の 妊婦血 清l ， FI T C

標識抗 ヒ ト C 3 ヤ ギ血清 くC P L 社， 米 国う の 順 に 各々

37
0

C
，
4 5 分間反応させ た後， 鏡検 した ．

2 ． 血清中の工g G ， I g M 分画分離と定量

1一 斉精密度勾配超遠心 法 に よ る分離こS W 5 0 ． 1

ロ
ー タ ー を用 い 蕉糖 55 旬 1 2 ％くW ノVI の 密度勾配で毎

分 35
，
0 0 0 回 転16 時間遠心 に よ り各分画に 分離 した．

19 S お よ び 7 S の マ
ー カ ー と し て は

， 市 販 溶血 素

く1 こ101 をの せ たチ ュ
ー

ブ を同時 に 遠心 して決定 し

た ．

2 1 血清の プ ロ テ ェ イ ン A に よる処理 ニ プ ロ チ ェ イ

ン A く商品名ア ブ ソ ー プ G
，
化学及 血清療法研究所， 熊

本フの 10 ％浮遊液 に P B S を加 え毎分 3 ，0 0 0 回転30 分

間遠心 し上 溝 を捨て た ． 1 0 倍希釈被検血清0 ． 3 m l を

プ ロ チ ェ イ ン A 沈査 に加 え混 合 し， 室温く15 旬 3 0
0

C l

で 振塗 しなが ら 1 時間放置 した． 毎 分3
，
0 00 回転 30 分

間遠心 し た の ち の 上 清 を1 g G 吸 収後の 被検血 清と し

て用 い た．

3 ン 血清I g G ， 工g M の 定量 ニ パ ル チ ゲ ン ト キ ス ト

ジ ャ パ ン， 東 河 を 用 い た
一 次 元 放 射免疫拡散法

くsi n gl e r a d i al i m m u n o d iff u si o n ， S R I D l に よ りお こ

な っ た ．

3 ． H C M V 分離

流産胎児く3 ケ月うホ モ ジ ネ ー トお よ び ミ リポ ア フ ィ

ル タ ー く45 0 メJ m う に て 濾過 した患者被検尿 を H E L 細

胞 に 37
0

C l 時間吸 着 さ せ ，
5 ％牛胎仔 血清加 E a gl e

M E M くm i ni m u m e s s e n ti al m ed i u m l に て 培養 した．

そ の 後， 約 2 週間間隔で継代 しな が ら細胞変性効果

くcy t o p a th i c eff e ct ， C P El の 出現 を5
へ 6 週間に わ

た り観察 した ．
C P E の 出現 した細胞 を既知 H C M V 抗

体陽性血清 を用 い た螢光抗体法に て 確認 を計 っ た ．

4 ． リ ュ ウ マ チ因子 くR Fl の 測定

本研究 に 用 い た 全妊婦 血 清の R F の 有無 を市販 の

R A 赤 血 球 凝 集 試 験 くrh e u m a t o i d a r t h ri ti s

h e m a g gl u ti n a ti o n t e st ， R A H A ， 寓士 レ ビオ ， 東京1

に よ り測定 した ．

5 ． 推計学的検索は ， 回帰分析， S tu d e n t の t テ ス ト

を用い
， 危険率5 ％以 下を有意差と して判定 した．

成 績

王 ． E LI S A く間接法つ 至 適条件 の 基礎的検討

1 ． H C M V 抗原 およ び 標識抗体至適濃度

抗原 至 適濃度 と し て は， 抗原 ま た は 抗体各希釈の

ボ ッ ク ス カ価試験 を E LI S A で 行 っ て
， 陽性限界の最

高希釈 を 1 単位と して ， その 4 単 位く1 ニ500 希釈さを

用 い る こ と と し た． こ の 4 単位の B C M V 抗原至適濃

度に 対 し， ア ル カ リホ ス フ ァ タ ー ゼ標識抗体濃度は
，

1 二2 0 0 か ら 1 ニ3
，
2 0 0 ま で の 2 倍階段希釈の 各濃度

で検討 をお こ な い ． 1 こ8 0 0 希釈が 至 過渡度と決定さ

れ た
．

2 ． 反 応温 度と反 応時間

各抗原抗体反応 を 37
Q

C ， 1 時間， 室温 く20 へ 25
0

C 1

2 時間お よ び 3 日引乳 4
0

C
一

夜の 各条件で 検討した．

その 結果， 3 7て二 ，
1 時間で は， 全般に反応が強く， 反応む

らや 穴 に よ る バ ラ ツ キが み られ
，
4
0

C 一 夜で は全般に

反 応が 弱く低 い値 を示 した ．
しか しな が ら

， 室温では

安定 した反 応が 得られ たの で ， 一 次抗体 は室温 2 時乱

二 次抗体は室温 3 時間 を至 適反 応時間と した． また
，

基質の 反応時間は余り短い と反 応に バ ラ ツ キが み られ

たた め
，
4 5 分間正確 に 測 っ た ．

3 ． E LI S A 値 の 陽性終末点の 検討 く図2 1

H C M V －1 g M 抗体陽性血清 49 検体 に つ い て， 2 倍階

段希釈 で の E L I S A の 肉日艮的判定 に よる 抗体価 く希釈

濃度l と そ の 各陽性終末点の 吸光度くE LI S A 値l をプ

ロ ッ ト した も の が 図2 で ある ． 各被検血清の最終希釈

濃度 と関係 なく ， 陽性終末点希釈の E LI S A 値は 一 定

の 範 囲 に 分布 し て い た． 即 ち ， 陽性終末点希釈の

E LIS A 値 は， 平均値く又1 0 ．1 8 7
，
標準偏差くS D1 0 ． O38

を示 し た． 以 上 よ り， 本研究の 実験 条件下 で は偽陽性

の 混 乱 を さ け る た め
，
E L I S A 値 0 ． 3 は お よ そ又十

3S Dl 以 上 を E L I S A 陽性く＋l と すれ ば陽性の 判定に

E L IS A －1 9 M v ■l u e o f d il u t ll d 鷺■r ■

p o s it i v e E L I S A －1 g M t jt 即 b y 2
－ f o l d d il u t－O n 爪 e t h o d

F i g ． 2 ． E L I S A
－I g M v a l u e s of s e r u m s a m pl e s d

il ut l

e d t o p o siti v e e n d p o i n t s f o r H C M V
－E L IS A －

H i gh e r E L I S A－Ig M v al u e s th a n t h e m e a n v a
lu e

く又 こ 0 ．1 8 7， pl u s th r e e ti m ee － V a l u e
s o f st a n d a rd

d e vi a ti o n s く3 S D ニ 0 ．1 1 4
，
X ＋3 S D

二 0 ．3 0 11 a r e

c o n sid e r e d t o b e si g n ifi c a n tl y p o siti v e
b y th e

p r e s e n t 2
－f old dil u ti o n m eth o d ．
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大きな誤りは な
い と考 えら れ た

．
ま た

，
E L I S A 値の 程

度を表わ すた め に， E L IS A 値0 ． 2 5くお お よ そ 又＋2S D

ラ以下を陰性 卜1 ， 0 ． 2 5 へ 0 ．3 を弱陽性 く士う
，
0 ．5 以

上を強陽性 いり と設 定し た． H C M V －I g G 抗体の 判定

基準も同様に 設定した ．

4 ． E L I S A の 特異性

1 I 蕉精密度勾配超遠心法 に よ る検討 く図 3 ン

妊娠初期の H C M V 単核症症例 の 急性期血清 を薦糖

密度勾配超遠心法 に よ っ て 19 分画に 分離 した ． 各分画

血清に つ い て， H C M V
－ C F 抗体く図3 ， 上 段l ， E LI S A

による H C M V 特異 Ig G 抗体 お よ びI g M 抗体 仁図3 ，

中段コ， S R I D 法に よ る I g G ，
I g M ， I g A の 定量 く図3 ，

1 5 1 0 1 5

f r a c ti o n N O ．

F ig ． 3 － E x a m i n a ti o n of H C M V－a n tib o d y p o siti v e
S e r u m b y tr e a t m e n t wi th s u c r o s e g r a di e n t u lt r a ．

C e nt rif u g a ti o n ．

u p p e r ， C F tit e r s くロ ー 叫 i n f r a cti o n a t e d s e r a i
m id dl e

，
H C M V －I g G く． 一砂1 a n d H C M V －I g M くA

－ A ナtit e r s b y E L I S A in th e s a m e f r a c ti o n a t e d

l o w e r
， C O n C e n t r a ti o n o f s e r u m I g G く0 －O J ， I g M

仏
－

A J a n d I g A くX q X H っy S R I D i n th e s a m e
f r a cti o n a t e d s e r a ．

6 3 9

下段 沌 測定し た． E L I S A に よ る H C M V 特異Ig G 抗

体 ほLI S A －I g G l お よ び H C M V 特 異I g M 抗 体

ほLIS A －I g M l は それ ぞ れ， 7S ， 1 9 S に ほ ぼ 一

致 して

ピ ー ク を示 し， こ れ ら は 短G ， 工g M の 定量曲線 とも お

お む ね
一

致 した ． C F 活性 は， 主 に 工g G 分画に ピ ー

ク を

示 した が
，
1 g M 分画 に も それ相当の 分布を して い た．

21 プ ロ チ ェ イ ン A 処理 に よ る検討 く図4 1

ヒ ト1 g G 吸 収 試薬 で あ る プ ロ チ ェ イ ン A を 用 い

て， 吸収操作前後の E LI S A －I g M 抗体価の 変動 を検討

した． 即 ち， H C M V 単核症症例の経過中， 経時的に 得

た血 清の H C M V － C F 抗体価お よ び プ ロ チ ェ イ ン A 無

処理 お よ び処理 後 の E LIS A －1 g G ，
－I g M 抗体価 の 変化

をみ た．

図 4 に 示 す ごと く， E LI S A－Ig G 抗体価は， プロ チ ェ

イ ン A 処理 に よ り す べ て 陰 性 と な っ た
． し か し，

E L I S A －1 g M 抗体価は， プ ロ チ ェ イ ン A 処理 に よ っ て

抗体価 の 2 へ 4 倍 の 低 下 を み た が
， 無処理 E LI S A ．

工g M 抗体価 と ほぼ 平行 した推移 を示 した
．

5 －

一 点測定法 に よ る E L工S A 値 く図5う

E LI S A ．I g M 法 で陽 性 を示 す 各血 清 の 最高希釈度

ほLIS A －I g M 抗体価っと各血清の 1 ニ10 0 単
一

希釈 で

の E L I S A －I g M 値との 間の 回 帰分 析に よ る関係を検討

した． 即 ち， 5 8 の 血 清を選び
，
それ ぞれ 1 こ50 よ り 2

倍 階段希釈液 を調整 し， それ ら に つ き E u S A －I g M 抗

体価の 測定 をお こ な っ た ． こ の 測定で ， E L IS A 債 主0 ．3

を示 した それ ぞ れ の 血清の 最高希釈度を求め ， それ を

H C M V － E u S A －I g M 抗体価と した ．
こ の よう に して 求

めら れ た抗体価の 常用 対数くX l ， くX ニ l o g．0く抗体価肌

と各血 清 を 1 こ10 0 に 希 釈 し て 一 点 測 定 を 行 っ た

E L工S A 値 くYl と の 間に は， Y ニ 0 ． 6 0 13 X － 0 ． 76 2 7
，

相関係数 r ニ 0 ． 9 4 5 くp く0 ．01 ， n ニ 師 の 直線関係が成立

して い た ．
こ の こ とは

， 本実験条件の 正 当性 を物語 っ

て い る と思 わ れ る．

I工
． E I J工S A に よ る 妊 娠 中の H C M V 抗体測 定 の 臨

床的意義

上記の H C M V － E L I S A の 基礎的検討成績 に 基 づ き，

次 に 妊婦 22 6 名の 妊娠三 半期の シ リ ー

ズ血 清， 非妊婦

対照血 清 38 検体， C F 陰性妊婦血 清9 検体， 計 72 5 検

体の 検索 を行 っ た ．
こ れら

，
H C M V ．C F 抗体， お よ び

1 二 10 0 一 点希 釈 血 清測定 に よ る H C M V －E u S A －

1 g G ，
一王g M 値 に つ き， 以 下の 結果を得た．

1 ． 妊婦 22 6 名 の R F は， 日常臨床検査 で用 い られ

て い る R A 壬1 A 法に よ り検査 した結果， 全1札 陰性くく

1 ニ40ン であ っ た
．

2 ■ E L I S A －I g G 値陰性検体 は， す べ て C F 抗体も 陰

性 で あ っ た
． 全検体中

，
C F 抗体陰性くく 1 こ 4うの 75

検体を検索 した と こ ろ
，
4 検体く5 ．3 ％J が E u S A －I g G
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x － X
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0
－ 0

，
E L IS A －I g G tit e r s くP r o t ei n A u n t r e a t e

d，ニ 0
－

－0 ， E L I S A
－I g G tit e r s

くP r o t ei n A t r e a t e dl i A
－ A

，
E L I S A －I g M tit e r s くP r o t ei n A u n t r e

a t e dl ニ A －
－ A

，
E u S A ．I g M tit e r s

くP r o t ei n A t r e a t e dl

E L IS A v a 山 e o f く1
ニ1 0 0 1 s e r a

p o s
iti v e E L －S A tit e r b y 2
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Fi g ． 5 ． R el a
ti o n sh i p b et w e e n E L I S A v a
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－f ol d d il u ti o n m e th o d f o r
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s e r a w ith a n E L I S A tit e r o f
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it e r o f l ニ2 5 ． E a ch
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i ti v e tit e r く1 二25

r
v l こ 3 2 0 0， r e p r e s e n t s th e m e a n 土 S t a n d a
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d e vi a ti o n o f E L I S A v a l u e s a t l こ1 0 0 dil u
ti o n o f r e s p e cti v e s e r a ■
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T a b l e 3 ． F r e q u e n c y o f p o siti v e a n tib o d i e s o f H C M V
－I g G ，

．I g M b y E u S A a n d th o s e b y C F

in p r e g n a n t a n d n o n
－

p r e g n a n t W O m e n

n o n p r e g n a n t く38 d o n o r sy

C F a n tib o d y E LI S A 一工g G E L I S A －I g M

n e g a ti v e 6 く15 ． 8 ％1 5 く13 ． 0 ％コ 27 く71 ． 0 ％I

p o siti v e
．

3 2 く84 ． 2 ％I 33 く87 ． 0 ％コ 11 く29 ． 0 ％1

p r e g n a n t く22 6 d o n o r sI

C F a n tib o d y E LI S A －I g G E L I S A －I g M

n e g a ti v e 2 2 く9 ． 7 ％1 1 9 く8 ． 4 ％コ 1 2 4 く54 ．9 ％1

p o siti v e d u ri n g p r e g n a n c y
＋

2 0 4 拍0 ． 3 ％う 207 く91 ． 6 ％コ 102 く45 ． 1 ％I
坤

禅

p o siti v e i C F tite r 羞 1 こ 4 ， E L I S A v al u e 之0 ．3
榊
P く0 ．1 v s n o n p r e g n an t p O Siti v e

値陽性であ っ た ．
C F 抗体価 と E LI S A －工g G 値 の間に は

相関はみ られ なか っ た ．

3 ． H C M V 抗体保有率 く表 31

非妊婦38 名の C F 抗体陽性率は， 8 4 ． 2 ％く32ノ381 ，

E L I S A ．I g G 値陽性率は ， 8 7 ． 0 ％く331 381 で あ っ た
．
こ

れに対し， 妊 婦226 名 の 抗体保有率は， C F 抗体で は，

90 ．3 ％く20 412 2 6l ， E L I S A －I g G 値で は， 9 1 ． 6 ％く207 J
I

2 26 け あり， C F 抗体お よ び E LIS A －I g G 値 と もに 妊婦

にやや高い 値を示 した が有意で は なか っ た ．
こ れ に 対

して， E LI S A－I g M 値陽性率 は， 非妊 婦29 ． 0 ％く11J
，

3 81

である のに
， 妊婦 では 45 ． 1 ％く10 2ノ226つと妊 婦の 陽性

率が約1 ．5 倍高値くp く0 ，い を示 した が有意差 はな か っ

た ． また，妊 婦の 妊娠 三 半期の 各期別の E LI S A －I g M 値

陽性率を み る と
，
妊 娠 初期35 ． 8 ％ く81ノ22 6う， 中期

35 ．4 ％く80ノ22郎 ， 後期4 2 ． 0 ％く95ノ22 6う と後期に やや

高い陽性率 を示 し たが有意で は なか っ た ．

4 ． 妊娠中の 初感染例 く表4 1

妊婦226 名の う ち
，
H C M V 初感染例 は， 後 に 症例 と

して紹介する妊娠初期の 肝炎を伴 っ た単核症 の 1 例 と

症例 N o ．52 の計 2 例で あ っ た ． 今回 の 検索 に お け る初

感染の 頻度は， 0 ． 9 ％く2ノ2 261 で あ り， C F 抗体か ら み

た陽転率は9 ． 1 ％ く2ノ22 くC F 抗体陰性 22 例う1 で あ っ

た
．

N o ．52 の 症 例は， 妊娠後期に C F 抗 体価， E L I S A －

I gG 値， E L I S A －I g M 憎が す べ て 陽転 を示 し た例 で あ

る
． しか し， 臨床的に は無症候 で 娩出時， お よ び生 後

1 ケ月検診時の 児 に は
， 特に 先天 性 H C M V 感染症の

所見は認め られ なか っ た ． た だ
，
そ の 後の こ の児 の予

後につし1 て は追跡で き なか っ た ．

5 ． 妊娠中の C F 抗体 と E LI S A －I g M 値 の 関係

妊娠中の H C M V の 再活性化 を検討す るた め
，
C F 抗

641

T a b l e 4 ． S i g nifi c a n t ri s e o f H C M V s p e ci負c a n ti
．

b o d y tit e r s d u ri n g p r e g n a n c y i n a c a s e

N o ． 5 2

1 s t 2 n d 3 rd
t ri m e s t e r t ri m e st e r t ri m e st e r

F tit e r

E L I S A
V al u e

工g G

く1 こ4 く1こ4 1 こ1 2 8

0
．
0 22 ト1 0 ． 0 1 9 ト1 0 ． 3 9 9く＋I

1 g M 0 ．1 56 ト1 0 ． 1 5 2く
－

1 0 ． 6 9 0 ぃり

T a b l e 5 ． P a tt e r n of c h a n g e s o f H C M V
． E L IS A －I g M

V al u e s i n r el a ti o n t o C F tit e r ch a n g e s

d u ri n g p r e g n a n c y

P a tt e r n of E LI S A －I g M v al u e s
N o ． of s a m pl e s

r el a t e d t o C F tit e r c h a n g e s

ト1 －
－
一 斗1 田

ト1 一 一 事く士l o r く十1 2

l 十I －．．．．．．．．一一 く＋l o r く什ナ 6

T w o of 1 7 c a s e s i n w h ic h C F tit e r w a s el e v a t e d

f o u r ti m e s d u ri n g p r e g n a n c y b e c a m e p o siti v e al s o

O n E L I S A －I g M v al u e ．

体価の 動き と それ に 対応す る E LI S A －I g M 債の変化 を

み た く表5 I ． 初感染例以外に C F 抗体価が 8 倍以 上 上

昇し た例 は な か っ た が
，
C F 抗体価 4 倍上 昇例 は 22 6

例中 1 7 例く7 ． 5 ％l あ り， こ れ ら はい ずれ も E LI S A qI g G

値 陽 性 で あ っ た ．
17 例 の C F 抗 体価 上 昇 に 対 す る

E LI S A －I g M 値 の 動き をみ ると， E LI S A －I g M 億が 陰性

不変例 H －トバ ー H 9 例
，
陽転し たも のくトン1 く士I

あ るい は く十 H 2 例， 上 昇をみ た もの くく十J 一 く十つ
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あ る い は 川 H 6 例 であ っ た ．

次に ， 前項目 と逆の 関係即 ち， E L IS A ．I g M 値 の 動き

に 対す る C F 抗体価の変化 を検討 したく表 61 ． 妊娠 中

に
，
E LI S A －王g M 値が 陽転くト トく＋ H し たの は 31 例

く13 ．7 ％l で， い ずれ も E LI S A －I g G 値 陽性 で あ っ た ．

T a bl e 6 ． C h a n g e s o f H C M V
－ C F a n tib o d y tit e r i n

r el a ti o n t o c h a n g e s o f E LI S A
－I g M v al u e s

d u ri n g p r e g n a n c y くt o t a1 3 1 c a s e sl

C a s e s wi th p o siti v e c h a n g e N o ． of c h a n g e of C F

O f E L I S A －I g M v al u e tit e r

3 1ノ22 6 く13 ．7 ％1

i n c r e a s e d
ホ

9

n ot c h a n g e d 1 7

d e c r e a s e d
キ

5

．
N o c a s e s r e v e al e d th e c h a n g e o f C F tit e r m o r e

th a n f o u r ti m e s ．

こ の 3 1 例 に 対 する C F 抗体価の 動 き をみ る と
，
4 倍以

上 の 変化せ 示 し たも の は なく ， 2 倍上 昇 したもの が9

例， 2 倍下降 し たも の が 5 例 あ っ たが い ず れも有意の

Fi g ． 6 ． A t y pi c al l y m p h o c y t e o b s e r v e d i n th e

p e ri p h e r a l bl o o d o f th e p a ti e n t w ith H C M V

m o n o n u cl e o si s i n p r e g n a n c y くX 4 0 0I ．
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動きで はなか っ た ． 残 り の 1 7 例 は， C F 抗体価 の 変動

を示さなか
っ た

．

III ． H C M V 初 感染と 思 わ れ る 妊 娠 初 期 の H C M V

単核症 症例 に つ い て

本研究中， 2 例の H C M V 初感染が み られ た．
その う

ち1 例は， 妊 娠初期 に H C M V 単核症 を起 こ し た症 例

で
，恐らく H C M V 初感染と思 わ れ る が ， 分娩 をは さ ん

で母児の E C M V 抗体価 の 推移を追跡 し， 長 期 に わ た

モフ経過が観察で きた． こ の よ う な報告 は ば とん どなく
，

妊娠中の H C M V 再活性化お よ び胎児感染 を考察 する

上で非常に 貴重 な 例 で あ る と と も に ， E LI S A ．I g G ，
一

王g M 抗体の 陽性標準血清と し て も賓重 で あ っ た ．

1 ． 臨床像と経過

患者ニ26 歳， 初妊 婦， 保健婦．

初診こ 昭和55 年 11 月 29 日 ．

主訴二 無月経， 発熱， 心裔部痛お よ び咳軌

既往歴， 家族歴とも に 特記す べ き こ と はな い ．

現病歴二 昭和5 5 年 10 月 1 3 日 よ り 7 日間 を最終 月

経として無月経 で あ っ た が， 1 1 月 20 日頃よ り感冒様
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症状 に は じ ま り
，
3 8

D

C 前後の 発 熱
， 咳蠍と心裔部痛 を

訴え た．
11 月 29 日来院 し， 即 日 入院と な っ た ．

現 症 こ iF 均的体格 で眼 瞼結膜に 貧血 や貴痘 は認め ら

れ なか っ た ． 鎖骨上 簡リ ン パ 節は軽度に 腫脹 して い た

が
，
心肺 に 異常は な く， 肝脾 は触知さ れ なか っ た

． 内

診で は， 子宮 は軽度 に 腰 大し軟で， 付属器 は触知さ れ

ず， 子 宮腹部 はリ ビ ド色を呈 し
，
黄色の 帯下が 認め ら

れ た． 妊娠 6 過 と診断 した．

入 院時検査成績 く表 り こ肝機能異常くG O T ， 1 2 8 U ニ

G P T
，
11 5 U ニ L D H ， 47 4 I U l ， 末梢血 中異型 リ ン パ 球

出現 く図 6 1
，
血 清I g M 上 昇 く370 r n gJ dり， 寒冷凝集

反応陽性く1 ニ5 121 の 異常を認め
，
ウイ ル ス 抗体価は ，

H C M V － C F 抗体価が 1 二256 と異常高値で あ っ た ． 胸

部 X 線写真お よ び心 電図に は異常を認 めな か っ た ．

経過 こ 入院後， 3 8
0

C 前後の 弛張熱が持続 したが
，
入

院1 0 日日頃 よ り咳噺，発 熱な どの 自他覚所見の 軽減と

と も に検査 デ ー

タ の 改善を認め ， 約 2 週間 に て 退院 し

た． 以後， 外来通院 に て経過観察した が妊娠経過は順

調で ， 昭和 56 年 7 月 9 日
，
妊 娠38 過で 自然陣痛発来
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F i g ． 7 ． C li ni c al c o u r s e a n d s e r ol o gi c al d a t a o f th e p a ti e n t w ith H C M V m o n o n u cl e o si s
i n p r e g n a n c y ．

u p p e r ニ 砂
州

砂
，
G P T i O h O ， G O T ニ X h X ， L D H ニ

m id d l e 二 啓一可 砂 ， H C M V s p e c ifi c I g G a n tib o d y tit e r s b y E L I S A i O N O ， H C M V
S P e Cifi c I g M a n tib o d y tit e r s b y E L IS A i
l o w e r こ 砂 一 命 ， H C M V s p e c ifi c a n tib o d y tit e r s b y C F t e st i O －

0
， H C M V s p e cifi c

I g M a n tib o d y ti t e r s b y in d i r e c t i m m u n ofl u o r e s c e n c e t e st く工I FJ ．
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し ， 同 日26 8 0 g の女児 を正 常分娩 した． 児 はア プ ガ ー

ル ス コ ア 9 点， 外表奇形は な く頭部 X 線写真に も異常

は認め な か っ た ．

2 ． ウイ ル ス 学的検索と母児の 予後

い H C M V 抗体 の推移 く図7 う

II C M V ． C F 抗体 は， 入 院時 く妊娠 6 週l に 1 ニ

256 と最高値 を呈 し， 以 後漸次低下 した．
E L I S A －I g M

抗体 の 存在は ， 蕉糖密度勾配超遠心法に よ る分画血清

く図 3フ お よび プ ロ チ ェ イ ン A 処 理血 清 く図 4ン で確

認 した．
そ の 抗体価 の 推移 をみ る と， E L I S A －I g M 抗体

価は 入院時す で に 1 こ80 0 と ピ ー ク に 達し て お り以後

急速 に減少 し， 妊娠 25 週ま で は検出可能で あ っ た
．

一

方 ， E L I S A l g G 抗体価 も 入 院時す で に 高値 で あ っ た

が
，
さ ら に 上 昇 を続 け分 娩時に は最高 く1 こ1

，
60 0うに

達 し
，
そ の 後

一

年 以上 に わた っ て その 値を持続した
．

螢光抗体法 に よる H C M V －I g M 抗体 は， 妊 娠10 過頃

まで 観察 され たが 以後減弱消失 した
．
こ の 螢光抗体間

接法く工IFl に よ る H C M V －I g M 抗体の 特徴
1 6，は

， 核内

に 顆粒状 の螢光と して み ら れ く図 8 ，

a l H C M V －I gG

抗体
1 711 8 1
く図 8 ，

b う に よ るも の と は明 らか に 鑑別され

Fi g ． 8 a ． P o siti v e H C M V
－I g M i m m u n ofl u o r e s c e n c e i n H C M V

．i n f e ct e d H E L c ell s b y II F くX 2 0 0J －

8b ． H C M V －I g G i m m u n o fl－u O r e S C e n C e i n H C M V i n f e c t e d H E L c ell b y II F くX 20 01 ．

F i g ． 9 a ． H C M V
－I g M i m m u n o fl u o r e s c e n c e a g a i n s t m e m b r

a n e a n ti g e n s くM Al o f H C M V
－i n f e c t e d H E L

C ell s b y II F くX 20 01 ．

9 b ． H C M V l g G i m m u n o fl u o r e s c e n c e a g ai n st p r e e a rl y n u cl e a r a n ti g e n s tP E N A l o f H C
M V ，

i n f e c t e d H E L c ell s b y A C I F くX 2 0 0J ．



E LI S A に よ るサ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス抗体測 定

た．
さら に， 発病初期の 入院時 く発 病後3 週 ま でJ の

血清中に は， H C M V 特 異 的膜抗原 に 対す るI g M 抗体

個 9 ，

a J お よ び A C I F に よ る H C M V 特異 的前初期

核抗原 に 対す る抗体 く図 9 ，
b う も検 出可能 で あ っ た ．

なお， H C M V 抗体以 外で は， ム ン プ ス ウイ ル ス 抗体

が低値 く1 こ 8 う に 認 めら れ たが ， そ の 他の 検 索ウ イ

ル ス に対して はす べ て陰性で あ っ た く表 り ．

2 さ H C M V 分離の 試み と母児の 予後

児の 予後二 臍帯血検査 で は， I g G ， 91 O m gノdl 芸I g M ，

16 m gld lこ G O T ， 4 0 U ニ G P T ， 8 U を呈 し生 後 1 週の

新生児期尿よ りの H C M V 分離は 陰性 で あ っ た ． しか

し， 生後8 ケ月 の 検査 で は， H C M V の C F 抗体価 1 二

32
，
E L I S A－Ig G 抗体価 1 二1 ， 6 0 0 ， I g M 抗体価 1 こ100

となり， G O T ，
3 8 U こ G P T ， 13 U を呈 し， 尿 中よ りの

H C M V が分離さ れた． さ らに ， 1 歳時の 尿 で も ウ イ ル

スが分離さ れた が， 昭和 5 9 年7 月 く3 歳コ現 在 で ， 精

神運動発達遅滞， 中枢神経系障害は認 め られ て し1 ない ．

母の 予 後こ 分 娩時お よ び産 裾 8 ケ 月 後 の 尿 か ら は

日C M V は分離され な か っ た ． な お
，
妊娠 末期の 子 宮頸

管粘液か らの 日C M V 分 離 は， 細菌汚染 の た め不 成功

善
に終わ っ た ． 昭 和 57 年 7 月， 2 度 目の 妊 娠 は， 子 宮内

胎芽死亡 の た め妊娠 3 ケ 月 で 流産 と な っ た
．
こ の とき

の尿， 子 宮頸管粘液お よ び流産 胎 芽か ら の 臼C M V 分

離も陰性で あ っ た ．

考 察

1 ． E L王S A 至適条件の 基礎的検討 に つ い て

ウイ ル ス 感染症 の 診断は ， 通 常， ウイ ル ス 分離と異

なる時期に 採血 した ペ ア患者血 清の 抗体測定に よ っ て

い る
．
し か し， 生 体 内 で 潜伏持続感染様式 を と る

R C M V は
， 再活性化の 問題 も含 め感染動態が複雑で

単
血

の 測定方法で は感染状態 を十分 に 把握 で き なし1 こ

とが多い
． 現 在， H C M V 抗体の ス ク リー ニ ン グ に 用 い

られて い る C F 法 は， 特異性の 高 い 検査 法 で そ の 活性

はほとん どIg G ク ラ ス に属 する と い われ て い る
． し か

し
，
h e r p e s si m pl e x v i ru S

1 9，お よ び H C M V
酢
手 はI g M

分画に もC F 活性が ある と の 報告が あ り ， 図 3 に 示 し

た H C M V 単核症 の 分 画 血 清 に お け る 著 者の 成績 で

は
，
ピ ー ク は 1 g G 分画 に ある が

，
I g M 分画 に もC F 樹生

がみられ た． した が っ て ， C F 抗体の 存在 は， 感染の 証
明にはなるが

， 初感染 や潜伏持続感染の 再 活 性化な ど
の最も近 い 過 去に お け る感染を検討す る目的 に は ， 意

寿が相当低く なら ざ る を得な い
．
そ こ で

， 最近 の 感染
キ知る必 要が ある場 合に は ，1 g M 抗体の 証明 が 求め ら
れる

． 現在， H C M V ，I g M 抗体の 測 定に は
， 薦糖密度勾

配超遠心法 に よ る分 画血 清， あ るい は プ ロ テ ェ イ ン A
でIg G を ， 2－メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル で I g M をそ れ ぞ
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れ吸 収ま た は不満化 した血 清 を用 い て C F 活性 を測る

方法が ある71 ． こ れ ら の 方法に は， 血 清の 前処理 が 必 要

で
， 臨床検査室 で の 大量 の 検体処 理 に は不 向き で ある

．

また 現在の と こ ろ
， 特異性 感度の 面 で 最も す ぐれ て

い る螢光抗体法 と R工A も操作技了軌 設鳳 安全性な ど

の 点 で 大 量 の 検体 を測定す る に は問題が多い
．
そ の 点，

E L I S A は
， 酵素標識法 を利用 した 免疫測定法で

， 特異

性， 感度は 前述螢光抗体法や RI A に 匹敵 し， さ ら に 操

作が 簡便 で 大量の 検体処理が 可能であ る と い う利点 を

も つ 新し い 測定法で ある． しか し
， 現 在の と こ ろ

， 操

作手順 や判定基準が統 一

さ れ て い な い
．
そ こ で

， 本研

究で は， 妊 娠 中の H C M V 抗体の 推移と潜伏持続感染

B C M V の 再活性化 の 関係 を研究 す る 目的 で， 特 に

H C M V 特異Ig M 抗体の 測定方法と して E LI S A 間接

法の 至適条件の 基礎的検討か ら 出発 した．

最初 に ， 標識酵素の 選 択 の 問題が あ る． E LI S A 用 の

標識酵素と し て は， 叫 般 に べ ル オ キシ ダ ー ゼ
， ア ル カ

リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ
， 伊 ガ ラ ク トシ ダ

ー

ゼ
，
グ ル コ ー ス

オ キ シ ダ
ー

ゼな どが 用しユ られ て い る ．
こ れ ら市販 され

て い る も の の 中， ペ ル オ キシ ダ ー ゼ は
，
ア ル カ リ ホ ス

フ ァ タ
ー

ゼ に 比 べ 安価 で ， 4 9 2 n l m に お け る発色 は速

か に 進行 し， 1 種類の 抗 グ ロ ブ リ ン 標識抗体 を E LI S A

の 他に 光顕 的お よ び竃 顕的免疫ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ法に

も用 い 得る 利点が あ る． し か し
，
反 応に 遮光を必 要と

．

し， 酵素 はア ジ化 ナ トリ ウ ム な どの 防腐剤に 弱く ， 変

異 原性が あ る と され て い る
．
こ れ に 対し， ア ル カ リ ホ

ス フ ァ タ ー ゼ は
， 発 色が緩か に 進行し， 酵象 基 質，

反応産物と も に 安定で ， ア ジ化 ナ トリ ウム に も 抵抗 し

遮光の 必要も ない 2 0J ． こ れ らの 条件 か ら本研究で は
， 高

価で は あ る が 反 応面で の 安定性 を考慮し た 選択 に よ

り， ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を用 い た
．

つ い で
， 反 応条件の 中， 反 応温 度と 反応時間に つ い

て は種々 の 報告が あ る21 ト 23，
． 著者の 種 々 の 条件検討結

果で は
， 室温 でハ■－．L一 次抗体 く被検血 瀞 2 時乱 二 次抗

体 く酵素標識抗僻 3 時間が最も安定 した反 応を示 し

た
0
ま た

， 結果 の 分散度を少く す る ため に は
， 基 質の

反 応時間は 4 5 分間正 確に 測る 必 要 もあ っ た ．

抗原の 精製 に 関 して は
， 粗ウイ ル ス抗原 を用し 1 る と

，

H C M V一感染細胞 の 細胞質内 に 誘 導さ れ る F c レ セ プ

タ ー に起 因 する 非特異 反応 が生 じ 結果 を混 乱さ せ る ．

こ の た め 本研 究 で は
，
E L I S A 周 抗原 は H C M V 感 染

8 E L 細胞よ り核 を 分画し核抗原 と した． さ ら に 対照 抗

原 と の 蛋 白含量 に 善 が あ り す ぎる と誤差が 大きく な る

可 能性 があ り1 2，， 両抗原 の 蛋 白畳 も同程度に 調整 した
．

S c h mi t z ら
2 11 は

， 市販 の H C M V 抗原 と作成 し た核抗

原 を用 い て E u S A ．I g M 抗体価 を測定比較 し た と こ

ろ
， 核抗原 を使周 した場合に 螢光 抗体間接法 に よる 結
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果と 良い 相関を得た．
彼ら は， 非特異反応 を生 じる要

因と して リ ュ ウ マ チ 国子くR Fう， 抗核I g M 抗体， 細菌

の 混 入 を あげ ， 抗核工g M 抗体は対照抗原 を と る こ と に

よ り， ま た細菌の 混 入 に 対 して は反 応液 く緩衝液I に

ア ジ化ナ トリ ウ ム を入 れ る と 予 防 で き る と の べ て い

る
． さ ら に ， 抗原固相表面の 空白面 に 1g M 抗体が 非特

異的 に 吸着す る の を防 ぐた め， 牛血 清で 園相面を前処

理 す る必 要が あり， ま た被検血 清の I g M 濃度が 高す ぎ

る と非特異反応が生じや す く な る との べ て い る ． 本研

究 で は， こ れ らの 点を考慮 して， 綬衝液 に 0 ． 0 2 ％ア ジ

化ナ トリ ウム お よ び 0 ． 1 ％牛血 清 を加 え， 被 検血 清は

1 ニ50 以 上 の 希釈漉度 で 使用 して 非特異反応 を防 ぐ

こ とが で きた ．

つ ぎに ， 変性Ig G に 対す る 抗工g M 抗体 と い わ れ て

い る R F に よ る偽陽性反応は ， 間接法 に共通 の解決す

べ き 問題点であり， E L工S A の み な ら ず螢光抗体法や

R工A に お い て も見 られ て い る．
これ へ の対策 と して，

全被検血清
2 21 ある い は H C M V －I g M 抗体 陽性検体 の

R F
川
を簡易 の リ ュ ウ マ チ国子 検査法 で チ ェ ッ ク す る

方法が あ る．
K ri sh n a ら

231
は
，
全血清 をプ ロ チ ェ イ ン A

あ るい は グ ル タ
ー ル ア ル デ ヒ ド で 重合処理 した ガ ン マ

グロ ブリ ン くp o l y m e ri z ed g a m m a gl o b u li n ， P G G l で

吸収 し R F を除去 して い る ． しか し， 全血 清の 吸収操作

を行うの で は， E L I S A の 簡便性 の特徴が薄れ て しまう

た め， S c h m it z ら は H C M V
－I g M 抗体陽性検体の み を

選 んで R F 吸収操作 を行い ， 再検査再確認 を行 っ て い

る． 今回 は， 妊婦症例全部の R F を R A H A 法 で チ ェ ッ

ク し， 全例の 陰性 を確認 して の 結果 で ある ．

判定基準 に つ い て ， 井上
細 は

， 固相抗原 を使 っ た場合

の判定基準 に 次の 三 つ の 方法 を検討 して い る． り ウ

イ ル ス 抗原固定穴の 吸光度 を対照抗原固定穴の 吸光度

で割っ た商が 1 ．5 句 2 ． 0 以 上 あ れ ば抗体陽性 と す る ．

ii l ウイ ル ス 抗原穴と対照抗原穴の 吸光度の差 が ある

値以 上 を陽性と す る．
iiり ウイ ル ス抗原穴 に い れ た陰

性血清 の吸光度の平均値 と標準偏差 を求 め， くく平均

値汁く3 X 標準偏差け の 値 を抗体陽性 の 基 準値 とす

る
．
こ の や り方で は， 対照抗原穴 を省略す る．

以 上 の

う ち
， 井上 は， iil が 最も 良い 方法 と し， その 理 由と

して次の ごとく 述べ てい る ．

バ ッ ク グラ ウン ド値が あ

る RI A の場合に は， 商 を と る意味も ある が ，
E L IS A で

は分母が 0 に な る場合が 出て く る の で i l は実際的 で

ない ． 比 色計で 測定す るの は透過率くTうで ， 吸光度くAl

は －l o g l O T と して 変換さ れ る．
A の 相対誤差 は， A が 大

き くな るか また は 0 に近 づ く ほ ど増大す る くA が 0 ． 3

付近の と き誤差が最も小さ い1 ． また ， iiiうの 対照抗原

穴を欠く方法も免疫 グ ロ ブ リ ン の 非特異的吸着 とい う

問題が残さ れて い る．
そ こ で

， 本研究で はiり に 従い ，

E u S A 値 は， ウイ ル ス 抗原穴と対照抗原穴 の 吸光度の

差 か ら， そ の 陽性基 準を 設定 した ■ 図 2 の E u S A －I g M

憶測定 に 示 し たよ う に ， 階段希釈 に よる 陽性終末点で

表わ さ れ た工g M 抗体価が 様々 の い ず れ の 血清でも
，陽

性終末点で の 吸光度差 くE LI S A 値1．は 一 定の 範囲内に

集 ま っ た ．
す な わ ち

， 平均値く又川 ． 18 7
， 棲準偏差くSDJ

O ．0 3 8 を得た ． 以上 よ り， 本研究で は陽性限 界の 基準を

E L工S A 値0 ．3 以 上 は お よ そ， 又＋3S Dl と し， E u S A ．

工g G 抗体の 判定基準も こ れ に 準 じた．

次 に ， 特異性の 検討 は， 薦精密度勾配超遠心法によ

る 血清中の 工g G 吸 収法く図4 1 をお こ な っ た ． 分画血

清に よ る分析 では ，E L I S A －I g G ， E L I S A
．I g M 抗体の活

性は 各々 ， 7 S ， 1 9 S 分画に ピ ー ク を示 し， これ らは同

時 に 血 清I g G ，I g M 濃度値 の ピ
ー

ク に
一 致 した

．
C F 活

性 は， I g G 分画 に 主な ピ
ー

ク が み ら れ たが ， S c h mi tz

ら
1 鋸の 成績同様， 工g M 分画 に も 括性が分布してい た．

次 に
， 同 じ H C M V 単核症患者よ り経時的 に得た血清

の プ ロ チ ェ イ ン A 処理 に よる影響 をみ た． その 結果
，

E LI S A 一工g G 抗体価 は陰性化 し， E L I S A
．I g M 抗体価

は
，
処理 後 2 句 4 倍程低く な っ た が ， 処理 前とほぼ平

行 し た抗体価 を示 し た．
こ れ は

，
プ ロ チ ェ イ ン A が

I g G と と も に 工g M を も 20 ％位吸収 す る こ と による
25I

と 思わ れ る． した が っ て ， 被検血清中に Ig M が微量し

か な い 場合 に は， プ ロ チ ェ イ ン．
A 処 理 に よ っ て1g M

も 吸収さ れ て偽陰性を生 じる お そ れが あ る．
こ のため

K ri s h n a ら
2 封
は， R F に よ る 非特 異 反 応 を除外するた

め に 血 清 を プ ロ チ ェ イ ン A 処 理 す る よ り は， P G G で

吸 収 し た方が よ い と の べ て い る ． 本研究で は， 使用妊

婦全血清の R F 陰性が 確認 され た の で ， R F 除去の た

め の プ ロ チ ェ イ ン A 前処理 な ど を行 な わ ずに 測定し

て 得 ら れ た成績 を示 して あ る．

E L I S A の 感度の 問題 と して ， C F 法 と E L I S A
－Ig G

法と の 比 較 で は， E L I S A －I g G 抗体陰性検体は すべ て

C F 抗体 も陰性で あ っ た が ，
C F 抗体陰性検体の 5 ．3％

に E L I S A －I g G 抗 体陽性 が認 め ら れ た．
C F 抗体価と

E LI S A －I g G 抗体価と の 間 に 強い 相関 を認 める 報告ほ

多 い が
2 212 3I 吋

， 相関の な い 報告も あ る
121

． 今回の 検討で

は
， 両者間の 相関 は認め ら れ なか っ た ． E L I S A －Ig G 抗

体価 が C F 抗体価 と 相関 しな い こ と に 対 し て南幌
皿

は， E L I S A 検出抗体 と C F 検 出抗体で は ， 抗原 へ の結

合 様式 お よ び 感染後 の消長 が異 な る か ， ま た は，

H C M V 株間の 抗 原性 の 差異 に よ る の で あろう との
ぺ

て い る
．
そ の 他 に C F 括性が 工g M 分画に も存在する場

合 に は， E L I S A －I g G 抗体価 と相関 しな く なる可能性
も

生 じる ． 他 方， E L I S A －I g M 抗体価 と 螢光抗体間接泣

くI工Fうに よ るIg M 抗体価 との 間に は， 良い 相関が得
ら

れ て い る
2 脚

． 図 7 に み られ る よう に ， H C M V 単核症



E L王S A に よ る サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス 抗体測定

患者の E LI S A
一工g M 抗 体価 とII F に よ るI g M 抗体価

は， ほぼ平行して 推移 した －
しか し， 工1 トI g M 抗体は，

妊娠10 過以 降検出不能 に な っ た の に 対 し， E L I S A
－

1g M 抗体は 妊娠25 遇 まで検出 で き， 抗体価 は E LI S A
－

1g M 法が 約20 倍 高く 得 られ た． 今 回 の成績 で は，

E L IS A －I g G 法 は C F 法 よ り， ま た E L I S A
－I g M 法 は

肝 一工g M 法よ り良 い 感度が得 られ た．

さら に， E L工S A を検査室 レ ベ ル で 周 い る場合， 大量

の検体の 階段希釈 に よ る検討が省略で きれ ば， か なり

の時間的節約が可能と な る． そ こ で， E u S A 一工g M 法の

2 倍階段希釈に よる 抗体価と 1 こ 10 0
血 点希釈血 清で

の E LI S A 値の 間の 相関 を調 べ た ． そ の 結果図5 に み

られるよう に ， 両者間 に ， 回帰直線 二Y 二 0 ． 60 1 3 X
－

0 ．762 7 ， 相関係数 こr ニ O j 4 5 くp く0 ．0い と い う 高い 相

関が得られ た． し たが っ て
，
1 二 10 0

一

点希釈血清で 測

定された．E LI S A 値で お お よ その 抗体価 が推 量 で き る

と考え ら れ た．
そ れ で 今 回 の 臨床的検討 に お け る

E LI S A 債の 判定は， す べ て 1 こ 10 0
山

点希釈血 清に お

ける値を用 い た．

工I
． 臨床的 応用 お よ び症例検 索 に つ L l て

上記の E L I S A の 基 礎的検討 に 基 づ き ， 妊 娠 中の

H C M V の 再活性化 の 動 き を 把 える の に E L I S A －I g M

抗体測定が その指標 に なる か 否か を検討 した ．

妊婦の 95 ％以 上 が H C M V 抗体 を 保有 し て い る 本

邦で は， H C M V 初感染 は稀で
，
H C M V に よ る胎児感

熱ま従来あま り問題 に さ れ な か っ た ． しか し， 近年の

研究で は
，
H C M V 先天 性感染 は母体の 抗体保有の 有

無に関係な く， 0 ． 2 一 － 2 ．2 ％り の 高頻 度 に お こ っ て い

るとされ て い る
．
これ ら の 事実か ら考 える と

，
妊 婦の

初感染によ り胎児感染， 先天 性感染の 生 ず る場 合よ り

もむしろ
， 潜伏持続感染 B C M V の 再活性化に 起因す

る先天 性感染 の 場合 が 多 い と 思 わ れ る6j ． か か る

H C M V 先天感染児の 大部 分 は無症 候性 に 経過 し
，
症

候性の もの は 12 ． 4 ％程度 とい われ て い る27，
．
P a s s ら

2 8，

は
，
症候性児の 長期予後 を観察 し， 小 頭症

，
知能低下 ，

脳性麻痺
， 難聴， 視力障害な どの 後遺症 を高率に 認 め

てい る
． さ らに

， 新生児乳児期 に は 無症 候の 児を数年

間追跡した H a n sh a w らの 報告2 9，で は， 学童期 で の 軽

度の 知能障害， 情緒障害
， 聴力障害を対照群よ り高率

に認めて い る ． 彼ら は， こ の よう な sil e n t c o n g e ni t al

C yt o m e g al o vi r u s i nf e c ti o n が 先天 性の 中枢神経系障

害の 大き な原因に な る と主 張 し
，
H C M V の 先天 性感

染はに わか に注目 され る に い た っ た ．

妊娠時の 児へ の 感染経路 は， 緩胎盤感染の 他 に 経母
乳およ び産道感染 が 考え られ

，
な か で も産 道感染に よ

る頻度が最も高い 30 ト 般 に， 妊娠 末期の 子宮頸 管よ り
の H C M V 分離率 は 高 く ， 1 2 へ 2 7 ． 8 ％ に お よ ん で い
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る
封3 り3 2l

．
こ の 間題 に つ き， R e y n old s ら

3 31
は
，
H C M V

非排泄妊婦 か ら生れ た児の 新生児期尿の ウイ ル ス 分離

率は 4 ％に す ぎな い が ， 妊娠末期な い し産裾期に ウイ

ル ス が 分離さ れ た妊婦か らの 児で は， さ ら に 高い 57 ％

に ウイ ル ス 尿 を認め て い る
． また ， N u m a z a k i ら

31
は
，

生後 9 ケ月 ま で に 60 ％の健常児 に ウイ ル ス 尿 が み ら

れ
，
1 才 まで に は 81 ％が H C M V 抗体をも つ との べ，

出生児の 約 60 ％は産道感染 をう ける と推定 して い る ．

この よ う な高率に 周産期 日C M V 感染が お こ る に は
，

妊娠中の 初感染 に よる と い う よ り は
， 潜伏持続感染 し

てい る H C M V の 高頻度の 再括性化が予 想され る
．

しか し， 妊娠中の H C M V 再活性化とI g M 抗体 に 関

する報告は ほ と ん どな い ． S c h mi t z ら瑚 の螢光抗体法

を用 い た 成績 で は， 妊娠中 H C M V －1 g M 抗体陰性 の 母

親か ら生 れ た児 の 1 ．9 ％ く1ノ54J に臍帯 血 で H C M V ．

I g M 抗体が 検出さ れ た． こ れ に 対 し， H C M V 一工g M 抗

体 陽性 の 母親 か ら 生 れ た 児 で は
，
2 9 ％ く5 ハ71 に

H C M V ．I g M 抗体が検出され た．
こ の 成蹟 は

，
H C M V －

I g M 抗体の 測定 が H C M V の 再活 性化の指標 に な り

う る こ と を 示 唆 す る． ま た
，
腎 移植患者 に お け る

C a p p el らの 報告
2 2I で は

，
H C M V 抗体陽性 12 例 中4 例

に
， 移植後， H C M V －1 g G 抗体価が変化 しない の に も拘

ら ず
，
E L I S A に よ る H C M V －I g M 抗 体 の 出 現 と

H C M V 尿 を認 め て い る． す な わ ち， E L I S A に よ る

H C M V －I g M 抗体は， 初感染の み な らず再活性化 に お

い て も検出さ れ， しか も免疫抑制状態 に ある腎移植患

者 で は
，
長期 に わ た っ て I g M 抗体の 検 出と H C M V 尿

が 知られ て い る ． 同様の こと は， 妊娠 とい う 一 種 の免

疫寛容状態で も お こ りう ると 考えら れる が
， 今ま で の

報告で は
，
妊 娠 中の H C M V －I g M 抗体陽性率は

一

般 に

低い とさ れ て い る ．

し か しな が ら
，
S ch m it z ら

叫
の 螢光抗体間接法 を用

い た 成績 で は
， 非妊 婦の H C M V －I g M 抗体陽性率 は

2 ．2 ％に 対し， 妊 婦で は 6 ． 7 ％で 全体 に 低い 傾向に あ る

が
，
妊 婦の 陽性率は非妊婦に 比 し約 3 倍高 い ． 著者の

E u S A に よ る H C M V －I g M 抗 体 陽性率 は， 非 妊 婦

29 ． 0 ％に 対 し て 妊 婦 で は 4 5 ． 1 ％と 約1 ． 5 倍 の 高 率

くp く0 ．りで あ り， 今ま で の 螢光抗体法に よる報告 に 比

べ 予 想以上 に 高 い 値が 得られ た ． しか し， 周産期 に お

ける 出生 児 へ の H C M V 産 道感染の 高頻度 の 事実， お

よ び免疫抑制状態で の 工g M 抗体消退 ま で の 長さ な ど

とい う上 述の こ と を考慮 す ると， こ の 値 は単 に 螢光抗

体法 と い う 検査 法の 差異 に よ る結果の み で は ない と考

えら れ る
． 再活性化 の 頻度 に つ い て の 結論を出す に は，

今後 さ ら に 症例 を 重 ね な く て は な ら な い が
，
こ の

E LI S A －I g M 抗体の 高い 陽性率は ， 先 に 述 べ た新生児

よ りの H C M V 分離率や産道感染頻度 に近 い 値で ある
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こ と は注目 す べ き で ある ． 従来 ，
B C M V の 再活性化あ

る い は再感染は， C F 抗体価 の 4 倍 以上 の 有意 の 上 昇

をも っ て把握さ れ て い た． 今回 ， C F 抗体価の 動き と

E LI S A －I g M 抗体の 変化の 関係 を検討 し得 た症例 は，

い ずれ も E LI S A －I g G 抗体陽性 であ っ た が， C F 4 借上

昇例 17 例中， E L I S A －I g M 抗体 が 陽転 した の は 2 例の

み で あ っ た ．

一 方， E L IS A －I g M 抗体 が妊娠中に 陽転 し

たの は 31 例あ っ たが ， こ れ らに 対 し， C F 抗体価が 4

倍以上 上昇 した も の はな く， 2 借上 昇例が 9 例 あ っ た

が有意の 上 昇 で は なか っ た ．
この こ と か ら

，
4 倍程度

の C F 抗体価の 変化で は ，
H C M V の 再感染， 再活性化

を把握す る指標 に な らな い と考 え られ る．

E L I S A は ， 螢光抗体法 に む し ろ ま さ る 有用 な 方法

で，
一 点希釈血清測定 に よ り大量 の 検体処理 も 可能と

な り
， 妊娠中の H C M V 再活性化 と それ に続 く 周産期

感染 に対す る ス ク リ ー ニ ン グに 十分利用 で き る こ と が

本研究で証明さ れた ．

一 方
， 高感度 で ある た め に 生 じ

る非特異反応の除去， な か で も R F に よ る非特異反応

を根本的 に 解決す る必要 が の こ さ れ て い る． 最近，

S ch m it z ら
3 51は

， 抗工g M 抗体 を固相化 し， 被検血清，

酵素標識 ウイ ル ス 抗原， 基質 を順次反応さ せ る E L A

くe n zy m e －l a b ell e d a n ti g e 再
－I g M 法を報告 して い る．

一

方 ， Y ol k e n ら抽 は， 同 じく抗I g M 抗体 を圃相化 し，

被検血音乱 ウイ ル ス 抗原， 酵素標識 ウイ ル ス 特異抗胤

基質 を加 え るサ ン ドイ ッ チ法を用 い てい る．

こ れ らの 方

法は， い ずれ もI g M 抗体 を閻相化 し， 工g G の 結合 する

場を なく す る こ と に よ っ て， R F の 影響 を ほ と ん ど除

去で き ると し てい る． 著者ら も ，
風疹特異王g M 抗体の

検出に マ ウ ス の モ ノ ク ロ ナ
ー ル 抗I g M 抗体 を固有化

した サ ン ド イ ッ チ 法 を用 い R F の 除去 に 成功 し て い

る ．
こ の よ う な改良を加 える こ と に よ っ て 非特異的因

子 の影響 を除外 でき れ ば， E L I S A は特異性， 高感度，

安全性に 加 え， 安価で 大量の 検体処理 が 可能 と い う点

で螢光抗体法や R工A を し の ぐ検査 法 に な る と思 わ れ

る
．
さ ら に 操 作が 簡便 であ る と い う 利点 か ら も，

H C M V の みな ら ず多く の感染症 の 診断法 と し て検査

室 レ ベ ル に 広く 普及 しう る と期待さ れ る．

H C M V 抗 体 保有 率 の 高 い 本 邦 で の 妊 娠 中 の

E C M V 初感染率と抗体陽転率 そ れ ぞ れ を千葉 ら
371

は
，
0 ． 7 7 ％ く7ノ9081 と 12 ． 7 ％ く7ノ55 H 広田 ら

3 引は
，

0 ． 2 7 ％く4ノ1
，
4 5射 と 4 ． 9 ％く4ノ81っと し， 著者 は， 0 ．9 ％

く2ノ226う と 9 ． 1 ％ く2ノ22フ と初感染率 は
一 般 に い ずれ

も低い 値 を観察 して い るが ， 抗体陰性妊婦の 陽転率は

高い ．

一 方， H C M V 抗体陰性妊婦 に お け る胎内感染率

を新生児の H C M V 尿 を指標 に し てみ る と， 千葉 ら
3 71
，

0 ％くO1 5 51 ， S t e r n ら
3 91
，
0 ． 4 8 ％く5J

I
l
，
0 4 0l ， G ol d ら 頼 ，

0 ．2 7 ％く813 ，0 001 と な り， S t a g n o ら
61の 抗体陽性妊婦

本

か ら の 胎内感染率 3 ． 3 7 ％く7ノ208フと比 較 して い ずれも

よ り低 い 値 で あ っ た ． しか し
， 初感染妊 婦で の 胎内感

染 で は
，
抗体 陽性妊婦に 比 べ ， 症候性児の 出現頻度が

は る か に 高 く
2 刀
，
こ の こ と は妊娠中の H C M V 初感染

の 重 要性 を物語る も の で あ る ． 古典的 E C M V 症で あ

る 巨細胞封入体症 くc yt o m e g a li c i n cl u si o n di s e a s e
，

C I D l は ， 全 H C M V 感染児の 約 1 0 ％に み られるが
， 著

者例で は幸 い に も C工D は否定さ れ た． しか し B C M V

単核症妊婦よ り生 れ た児 は， 生 下時の 臍帯血1g M 定量

お よ び H C M V 尿 は陰性で あ っ た が， 産道感染が成立

し
，
生 後 8 ケ月 で ウ イ ル ス 尿 と E LI S A で H C M V ．

工g M 抗体 が 証明 さ れ た．
こ れ ら の 例 に お い て も

，

H a n s h a w ら
291
の 主 張 す る sil e n t c o n g e nit al c yt o －

m e g al o v i r u s i n f e c ti o n に よ る先天 性中枢神経系障害

の 出現 に は注意を は ら い 経過を み まも る必 要が ある．

最後 に ， 輸血後 あ る い は 臓器移植後 の H C M V 感染

症 を例外と すれ ば ， ほ とん どの H C M V 感染は不顕性

経過 をと る た め， 妊娠 中の H C M V 自然初感染と思わ

れ る例 に 遭遇 し， その 経過の 観察で き た例は他に報告

を み な い ． 母児の 予 後 を含 め その 経過 を詳細に 研究し

え た本研究 は， そ の 点， 極 め て貴重 な経験例で あると

思 わ れ る
．

結 論

酵素標識免疫抗体法 で あ る E LI S A 間接法 による

H C M V 特異Ig M 抗体検出 の 基 礎的 至適条件を検討

し， そ の 方法 を用 い て の 測定 に よ り， 妊 娠中の B C M ヤ

潜伏持続感染の 再活性化 に つ い て 臨床的検討を行っ

た ．

1 ． H C M V 感 染細胞 の 細胞質 に 誘導さ れ てくる

F c レ セ プ タ
ー に よ る非特異 反 応 を防 ぐた め， H C M V

抗 原は核抗原 を調整 し て用 い ， 好結果 を得た．

2 ． 標識酵素は ， 反応の 安定性の 面よ りアル カリホ

ス フ ァ タ
ー ゼ を選 ん だ．

反 応条件 は， 常温く20
旬 25

0

Cl

で
，

一

次抗体 は 2 矧 敬 二 次抗体 は 3 時間， 基質は正

確 に 45 分 間それ ぞ れ 反応 させ た．

3 ． ア ッ セ イ は マ イ ク ロ プ レ
ー

ト を用 い ， H C れ．11
r

，

抗原穴と 対照抗原穴の 吸 光度の 差を E LI S A 値とし，

E LI S A 値 0 ．3 以 上 を陽性 と設定し た．

4 ． 薦糖密度勾配超遠心法に よ る 分画血清， およぴ

プ ロ テ ェ イ ン A で工g G を 吸収処理 した血 清を用
いた

成績か ら， E L I S A －I g G ， E L I S AuI g M 各抗体の 特異性
が

証明さ れ た．
C F 活性 は

，
工g M 分画 に も

一 部認められ

た．

5 ． 2 倍 階段希釈に よ る抗体価くX ニ l o g l Oく抗体酢

と 1 ニ10 0
一 点希釈血清で の E LI S A 傾くY l の 間

には，

回 帰直線こ Y ニ 0 ，6 1 3 X － 0 ， 7 6 27 の 直線的関係が縛ら



E LI S A に よ るサ イ ト メ ガ ロ ウイ ル ス 抗体測 定

れ
，
E L I S A 値 に よ っ て お お よ そ の 抗体価 を推 量 で き

た．
したが っ て ， 臨床的検討で は， 1 こ1 0 0 一 点希釈血

清による E LI S A 値 を用 い て陰， 陽性の 判定を行 っ た ．

6 ． 今回の 研究で は， R F は R A H A 法 に よ っ て 陰性

を確認し たが， R F 陽性検体 は その 吸収処理 が 必 要で

あり， 大量の 検体処理 をお こ なう場合 に は， さ ら に R F

を除外で き る シ ス テム に 改良す る必 要が あ る．

7 ． E L IS A －I g G 抗体陰性検体 は， す べ て C F 抗体 も

陰性で あ っ たが， C F 抗体陰性検体中5 ． 3 ％ に E L I S A ．

I g G 抗体陽性がみ られ た． C F 抗体価と E LI S A －I g G 抗

体価の 間に は， 相関は み られ なか っ た ．

8 ． H C M V 抗体保有率 は
，
C F 抗体， E L I S A －I g G 抗

体陽性率で み る と， 非妊婦， 妊婦 と も に ほ ぼ 同率で

90％前後で あ っ た ． し か し
，
E L IS A ．I g M 抗体 陽性率

は
，
妊婦が 45 ■ 1 ％と非妊 婦の 約 1 ．5 倍高値 くp く0 ，1J

を示したが有意差 は なか っ た ．
こ の 値 は従来の 報告よ

りか なり高い 率で ある が ， 周産期の 高 H C M V 感染率

を考慮すると， 妊 娠 中の E C M V 再活性化の 頻度と し

ては起りうる値と考 えら れ た
．

9 ． C F 抗体価の 変化と E LI S A －I g M 抗体価 の 変化

との間に は， 相関が認 め られ ず， C F 抗体価 の 変化で は

H C M V の 再活 性化 を 把握 す る こ と は 困難と 思わ れ

ナ，

ln ． 妊娠 中に H C M V 単核症 を示 した 患 者よ り の 出

生児は， 3 歳時点で は無症候 で あ るが
，
H C M V 持続感

染状態に あると考 えら れ， 将来に わ た っ て 中枢神経系

障害に つ い て の 長期観察が 必 要と思 わ れ る
．

以上 の 成績 よ り， E L I S A に よ る H C M V ．工g M 抗体

測定法は， 特異性， 高感度
，
安全性に 加 え， 大量 の 検

体処理が可能で あ り， R F な どの 非特異反応 を解決 す

ること によ っ て ， 螢光抗体法や RI A を し の ぐ方法 に な

ると期待さ れる． 加え て ， E LI S A－I g M 抗体測 定が ， 妊

娠中の H C M V 再活性化と それ に 続く 児 の 周産 期感染

の ス クリ ー ニ ン グの
一 方法と な りう る と思 わ れ る．
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