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を採取した。ウイルス抗原の可溶化は．採取した細胞を培養液の  

1／10量（5mL）に復元した後，界面活性剤のNP－」0を0．2％に添   

加し，水浴中で：iO分間ソニック処理を行って抽出した。抽出抗原   

を10，000rpm30分間遠心処理を行い，爽雑部分を取り除いた遠心   

上浦液をELISA陽性（ウイルス）抗原とした。作製した抗原は，   

小分けして一80℃に凍結保存した。  

ELISA陰性（対照）抗原は．ウイルス末接種の細胞を前述と   

同様の操作で調製した。  

2）被検血清  

被検血清は，旧千葉県血消研究所職員で乾燥細胞培養痘そうワ   

クチン「LC16・チバ」種痘前採血に協力の得られた16名と種痘   

後：iから1週目に51名から採血を行い，遠心分離後56℃：う0分非働   

化して使用した。また．種痘廃止以前の牛皮型痘瘡ワクチン（大   

連株．池田株．Lister株）による抗体保有状況調査のため，医学   

系専門学校生㈹名（年齢18から51歳）及び医院受診者師名（年齢   

0から90歳）の保存血清を使用した。  

3）ELISA法  

ELISA用の967Lく，平底イムノブレートを用い．マルチチャン   

ネルピペットを使用して，0．01M PBS（pH7．2）で希釈した陽性   

抗原を第1列と第2列に，陰性抗原を第：う列と第1列に夫々，50  

／上IJ／穴宛て加えた後，lOcl夜吸着させ，抗原の凶相化を行っ   

た。  

ウォッシャーを用いて，洗浄液（O．0う％Tween20加PI∋S）を各   

穴に満たし，：う回洗浄した。前述の保存被検血清（56℃：川分間非   

働化済み）を希釈液（0．O5％Tween20及び0．2％BSA加PBS）で5O   

倍に希釈して用いた。希釈した被検血清を抗原プレートの端から  

1列毎に50／JL／穴宛て加えた後＼370c（川分間反応させた。  

再び，ウォッシャーを用いて，洗浄液を各穴に満たし，：う国洗   

浄した。抗ヒトIgG（γ一鎖特異的）ペルオキシダーゼ標識抗体   

（MBL製）を希釈液で200（）倍に希釈し．反応プレートに50／上L／   

穴宛て加えた後，：げC（川分間反応させた。  

再度，ウォッシャーを用いて，洗浄液を各穴に満たし．鋸d洗   

浄した。基質液は，0．2hIリン酸水素ナトリウムと0．IMクエン酸   

を等量混和し．0∵フェニレンジアミンを0．15％になるように加え   

て溶汲をつくり，それに過酸化水素水を0．05％になるように加え   

て調製した（使用直前に調製）。某質権を反応プレートに100／tL   

／穴宛て加えた後，遮光下で室温，ニ用分間反応，発色させた。   

：うN硫酸を反応プレートに100／上L／穴宛て加lえて反応を停止さ   

せた後，吸光度計を川いて．1f）Onmにおける吸光度（OD．L．．）を   

測定した。  
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Ⅰ はじめに  

天然痘は1977年10月のソマリア事例を最後に地球上で新たな自  

然感染の発生はなく，1980年5月11THOにより，根絶宣言がなさ  

れている。我が国では1954年以後原発真性患者の発生はなく，天  

然痘の国内侵入の脅威がなくなったことから，1椚6年以降定期種  

痘が廃止されている。しかし，近年，バイオテロ等による天然痘  

の再興が懸念されたことから2）国家危機管理の一環として，2001  

年より痘瘡ワクチンの製造が再開されており，現在，ワクチンの  

国家備蓄対応がなされている。また，国内の緊急テロ対策として  

天然痘対応指針が厚生労働省より示されている。   

ワクシニアウイルスの抗体価測定法としては，lR来よりウイル  

ス中和反応，補体結合反瓜 寒天ゲル沈降反瓜 赤血球凝集阻止  

反応等々が知られている。バイオテロ発生時の緊急時対策の円滑  

をはかる上では，多数検体を簡便且つ迅速に測定処理する手法が  

望まれる。この目的のため，ELISA抗原を作出して，抗ヒトIgG  

ペルオキシターゼ標識抗体を用いたELISA間接法による痘瘡ウ  

イルス抗体の測定を行った。既報のRKl：3細胞を用いたブラック  

中和試験＝と同一被検血消を用い，中和抗体価と比較を加えて，  

ELISA法の導入を検討したので報告する。  

Ⅲ 材料と方法  

1）ELISA抗原の作製   

抗原作製用のウイルス培養細胞は，SPFファーム由来の什ウサ  

ギ腎臓をデスパーゼ消化し，凍結保存した細胞を用いた。細胞を  

増殖培養液（5％牛胎児血清，0．11％重曹加イーグルhIEM液）  

に浮遊し，225cmコプラスチック製カルチャーボトルを用い，：う7  

℃でこう日間静置培養を行った。100％コンフルエントの細胞表面を  

PBSで2回洗浄した後に使用した。   

使用ウイルスは，乾燥細胞培養痘そうワクチン「LCl（j・チバ」製  

造棟Lの親株であるLister（EIstree）株（通称l．0抹）をm．0．i．＝1  

に調製し，準備した細胞に接種した。培養ボトル当り50nlLのウ  

イルス培養液（0．11％重曹加イーグルMEhI根）を加えて：i70c潮  

時間ウイルス培養後．細胞変性の生じた感染細胞をセルスクレー  

パーでかきとり，1，500rpn120分間遠心処理を行って，感染細胞  
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被検血清のELISA抗体価は，l場性及び陰性抗原夫々2穴の吸  

光度平均値を求め，両者の吸光度の差の値を採用した。   

4）中和試験法   

RKl：う細胞を用いたブラック中和試験を行い，対照ウイルスに  

対するう0％ブラック抑制率を示す血清希釈倍数を算定し，披検血  

清の中和抗体価とした1）。   

なお，本調査．研究の公表等に関しては，千葉県衛牛研究所疫  

学倫理審査委員会の承認を得たものである。  

Ⅲ 成 績  

1）反応の特異性と抗原量   

図－1a，lbは，陽性及び陰性抗原を50から6100倍に希釈し，  

出棺化後，中和抗体価強陽性（61倍），弱陽性（1倍）．及び陰性  

（1倍以下）の：う種類の披検血清を用い，ELISA反応を行った成  

績である。陰性抗原に対する被検血清の反応は認められなかった。  

他方，陽性抗原に対する陽性血清の反応は，抗原希釈の低い部位  

で反応の抑制が認められたが，特異反応は明白であった。   

中和試験のかソトオフ値は1倍である。1例の中和抗体価⊥1倍  

の被検血清を用い，ELISA反応を行い，平均OD川＝値0．3を示す抗  

原希釈量：う60倍を算出した。以下の試験には，至適抗原量として  

抗原を：用0倍に希釈してELISA反応を行った。   

2）非特異反応値の除去   

ELISA反応における非特異反応値の排除法としては，同一検  

体（血清）の陽惟抗原の吸光度値から陰性抗原の吸光度値の差の  

値をElノISA抗体価として取り扱うことが多い。本反応系でこの手  

法の採用に関する妥当性の可否について検討した。図－2は，74  

例の中和抗体陰性血清について，陽性抗原（y軸）及び陰性抗原  

（Ⅹ軸）に対する反応についてプロットして相関を調べた結果，  

高い相関（r＝0．806）が得られた。また，陰性抗原に対する中和  

抗体陰惟血清（71伊J，平均OD佃値＝0．137±0．059）及び陽性血清  

（10il例，平均OD拍＝値＝0．‖7±0．056）の反応は図一3のとおりで  

あった。これらの両グループ間において統計学的に有意な差は認  

められなかった（p＞0．05）。以上の成績から，同一検体の陽性  

抗原の吸光度値から陰性抗原の吸光度値を差し引いた値を特異反  

応値（ELISA抗体価）として取り壊うことに問題がないことが  

判明した。   

3）カットオフ値の設定   

種痘廃止後世代の中和抗体陰性血清71例のELISA抗体価の頻  

度を図－4に示した。ELISA抗体価は0．135から－0．051の範囲でほ  

ぼ正規分布を示し，平均0．036±0朋4であった。カットオフ値は，  

標準偏差値の：う倍を平均値に加えて算出し，0．1：う8を得た。  
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図－1a 陽性抗原に対する反応  
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図－1b 陰性抗原に対する反応  
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図－3 陰性抗原に対する中和抗体陽性及び  

陰性血清の反応   
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図－2 中和抗体陰性血清の陽性（）7軸）及び  

陰性抗原（x軸）に対する反応  
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図－4 カットオフ値の設定  

4）中和試験法との比較   

中和試験成績は，既報のRK13細胞を用いたブラック中和試験  

結果を引用した。   

図－5は，50例の被検血清について，中和抗体価（Ⅹ軸）と  

ELISA抗体価（y軸）をプロットして相関を調べた結果である。  

相関係数ー＝0．876と高い相関が認められ 回帰式y＝0．41Ⅹ一0．23  

を得た。   

中和抗体既知血清120例における中和抗体価陰性 ＝倍以下）  

及び陽性数とELISA抗体価陰性（カットオフ値0．138以下）及び  

陽性数の対比による一致率は，義一1のとおり89．2％（107／120）  

であった。なお，中和抗体からの陽性及び陰性検体の一致率は，  

夫々，95．5％（6」／67），81．1％（43／5：う）であった。   

図一6は．種痘廃止後世代と種痘実施世代に分けて中和抗体価  

とELISA抗体価の一致状況を対比した成績である。種痘廃止後世  

代（1976年以降の出生）である28歳以下では，37例の全数が中和  

抗体価4倍未満，ELISA抗体価0．138以下を示し，陰性で一致した。  

一方，28歳以上の種痘実施世代における陰性例は中和法で19．3％  

（16／83），ELISA法で10．8％（9／83）であった。また，小児の初  

種痘で得られるとされる平均中和抗体価32倍以上の高陽性抗体保  

有例は．26．5％（22／83）であり，この中和抗体価に相当する（前  

出の回帰式より算出）ELISA価0．795以上は，28．9％（2ェ1／8：i）であっ  

た。双方の測定法において，高率に高い抗体が保有されているこ  

とが覗われた。  

表－1 中和抗体価とELISA抗体価の一致率  

一致率＝107／120（89．2％）  

Ⅳ 考 察  

ELISA法によるウイルス感染症の血清学的診断については，  

1970年代の半ば頃に実用化り）され 今日種々のウイルスにおいて  

一般化されて各種の診断用キットとして市販されている。しかし，  

ワクシニアウイルスの疫学解析等に関するELISA法の適用報告  

事例5）は非常に数少ない。これは，Ⅵ’HO天然痘根絶計画が1967年  

に開始され1977年10月を最後に自然感染患者が根絶されたこと  

が確認され 血清学的診断の意義がなくなった経緯とよく符合し  

ている。   

牛の生体皮膚を用いた，従前の牛皮型痘瘡ワクチン種痘におけ  

る有効性の簡便な判定には種痘部位の反応（善感）を指標として  

汎用されている。しかし，再（追加）種痘の場合には，種痘前の  

免疫状況に応じた局所反応を示し，一様ではないことが知られて  

いる：く）。緊急時に使用が予定されている備蓄ワクチンの乾燥細胞  

培養痘そうワクチン「LC16・チバ」＝は，1976年の予防接種法改  

正に際し，生後36から72ケ月の間に一回だけ接種する方式として  

採用されたが，製造承認の直後に定期種痘が中止となり，一般的  

な使用は行われていない。臨床試験における小児への初種痘の善  

感反応については牛皮型ワクチンに比べて接種後の反応は3から  

4日遅れて10日目にピークがあるとされている丁）。しかし．成人  

に使用する場合，特に抗体保有者への再（追加）種痘後の善感反  

応による有効性の判定には，不明な点が多い。備蓄ワクチン成人  

種痘による免疫獲得の有無は種痘後の局所反応の経目的観察と血  

中抗体価による血清学的な診断により，新たな判定基準と判定日  

の設定が必要と思われる。’’  
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図－5 中和抗体価とELISA抗体価の相関  
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ワクシニアウイルスの血中抗体価の測定法であるブラック中和  

試験法は，感度．再現性，特異性において優れた方法である。し  

かし，手技が煩雑であり，結果の判定までに8日間と長時間を必  

要とする欠点がある。バイオ（天然痘）テロ等，今後危倶される  

緊急時におけるワクチン使用時の効率的な対応に関して，抗体価  

測定法等の適切な選択が求められる。   

作出したELISA抗原は，細胞培養の225cmlプラスチック製カ  

ルチャーボトル当り，18，000検体分（1検体2穴使用として算定）  

処理可能な抗原量が容易に得られることから，抗原調製効率に優  

れたものである。反面，極めて簡単な処理により作出した粗精製  

なものであり，非特異反応が強く出現する可能性が危惧された。  

しかし，至適反応条件を選定し，陽性抗原の吸光度値から陰性抗  

原の吸光度値の差の値をELISA抗体価とすることで問題とはな  

らなかった。ELISA抗体価のカットオフ値は，中和抗体陰性血清  

を用いて検討を加えた結果，低いレベル（0．1：う8）に設定するこ  

とができた。ブラック中和抗体価との対比において，高い一致率  

（89．2％）と高い相関（r＝0．876）が認められた。また，ELISA法  

は，種痘廃止後世代（1976年以降の出生）の全数が陰性で中和試  

験成績と一致したこと，種痘世代の陰性率が中和試験法に比べ低  

い値を示したこと等々から勘案し，特異性に問題はなく，感度に  

おいて中和試験法よりも優れていると推察される成績が得られた。   

更に，既報のプラック中和試験成績において，種痘後60～70余  

年以上経過している80歳以上の高齢者に高い抗体の保有が認めら  

れ 予想外の成績に疑問を呈する意見も示されていた。同一血清  

を用いたELISA法との対比において，中和言式験成績の数値を確  

証，担保する成績が得られたことは天然痘の脅威に対する有効性  

を重視した旧予防接種法の適正さを改めて検証する結果となった。   

以上の成績から，今回作出した抗原を用いたELISA反応系は，  

種痘効果の判定，抗体保有状況等の大規模な疫学調査に簡便且つ  

迅速な作業効率の優れた検査方法として適用できることが示唆さ  

れた。  

《本研究の要旨は，第眉回千葉県公衆衛生学会（平成17年2月21  

日開催）で発表した。》  
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