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Immuno-double-diffusion testによる A型

インフルエンザの血清学的病原診断（第 1報）
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I はじめに

もマイクロタイター法で行なった6).

最近，インフルエンザの新しい血清学的検査手法とし

てSingleradial immunodiffusion (SRID)テスト

1)2)3)がルーチン化されようとしているが，我々は， A型

インフルエンザ罹患者のペア血清を用いて， Immuo-

double -diffusion (IDD)テストの有用性を検討し

たので，第 1報として，報告する．

II 材料と方法

A.被検血清

1980年2~4月のインフルエンザ流行時に， I DD, 

補体結合試験 (CF)，赤血球凝梨抑制試験 CHI)お

よびウイルス分離のいずれかの検査でH1N1型又は比 N2

型のA型インフルエンザ感染と診断された患者57名 CH1

N1型感染44名， H3応型感染13名）から採取したペア

血清を被検血清とした．

B.方法

1. I DD測定方法

プレートはHB抗原検出川の市販プレート（タテ46X

ョコ31X深サ 2mm)を利／fjした．ァガロース（半井化学）

は空化ソーダー添加マイナス PBS(pH 7.2)で 1%に

加熱溶解して用いた．穴（山径 3呵）は中心と六角頂点

の計 7ケ所にあけ，また，穴と穴の間隔はいずれも 4疇

とした．使用抗原として， A/福島／ 103/ 78 CH1凡）

株を接種した発育鶏卵の漿尿膜から調製した粗CF-s

抗原4)5)(CF抗原価64倍）を中心穴に約 8μ]注入した．

披検血清は予めマイクロタイター,~.で 2 段階希釈（通常

X 2~X 8.但し，抗休価の高い場合は X32まで再試験）

したものを外側の 6穴（急性期l[lli,IJll|3穴，回復期血清

川3穴として 1ペア分）にそれそれの希釈血清を約 8μ1

すつ注入した。注入後プレートを湿潤容器に入れて

37℃,16~20時間放置してから沈降帯の形成有無を測定し

た．

2. CFおよびHI測定方法

CFは上述のCF-s抗原， HIはA/USSR/92
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まず， IDD抗体価の病日推移をみると，図 1の如く，

病日の経過とともに概ね上昇していたが，最も高い抗体

価は32倍（16-19病日）であった． l病週以内の幾何平

均GM)抗体価は1.2倍にすぎないか， 2病週以降で

は約 3.8倍に上昇した 4.5倍の抗体価を示した．この I

DD抗体を比較するため，同じ抗原によって測定したCF

-. s抗体価の病日推移を測定してみると図 2の如<,最

高値は16病日の 512倍であり，また， 1病迎以内のGM
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図 l インフルエンザA型 IDD抗体価の病日推移

抗休価か 3.2倍であるのに対して， 2訥週以降では 11.3

倍高い 36.2倍に上昇し，ほは IDD抗体価の上昇傾向と

1・,iJ様の傾向を示した．この両者の抗体仙分布を図 3の如

くプロットしてみると，分布がCF-S抗体側に若干ず

れるが，ほぼ相関関係にあると考えられた．

次に， HIとウイルス分離を含めた 4法について，患

者がインフルエンザであるか否かの病原診断決定率を比
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図2 インフルエンザA型CF-s抗体価の病日推移 図3 インフルエンザA型 IDD抗体価と CF-S抗体

価の相関

表 1 診断方法別病原診断決定率

決 仁 9 率 ％ （ 決宇患者贄 ） 病 原 診 断 碁 準 病原診断圧 被検患者
・....  -

（翡）I D Dで X 2上昇 8 4.2 

憎）こ： X 4 7 7.2 

lこ f9.―l’ ^ 
~ヘC F (S) で

（隠）こ： X 2 9 1. 2 

H Iで2:X 4上昇 8 0.4 （翡）

ウ ィ ルス分離＊ 7 8.8 （蒻）
~•— 

2法ともに 1：昇 8 1. 8 （翡）
I D Dで2'X 2上昇

I D Dのみ
3 0. 0 (紅）し‘ ず れ か I 8. 2 :?: x 2 Iこ昇

----C F (S)でこ X 2上昇 1 法 0) み
（闘） CF  (S)の貪

7 0. 0 (to) 上 昇 2 X 2上

2法ともに上昇 7 1. 7 （欝）
I D Dでd::X 2上昇

I D Dの貪 6 0. 0 (翡）し‘ ず れ か 2 8. 3 ：：：：：： X 2上
l H Iでこ X 4 上昇 1 法 の み

（蒻） H I のみ
4 0. 0 (森）上 豆

2 X 4上昇ブ1-

2法ともに 1：昇 8 2. 7 （蒻）
C F (S)てこ X 2上昇 -

C F IS)のみ
8 8. 9 (魯）し‘ ず れ か 1 7. 3 2: X 2上昇

H I で:;;=::X 4上昇 1 法 の み

（嵐） H I の 貪 1 1. 1(½) 上 昇 ~X4 上

＊発育鶏卵， MDCK細胞， MK細胞使用
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較した結果，表 1の成績か得られた．すなわち，単純に

4法を比較すると， IDD, HI,分離， CFの順に診

断率が高かったが， CFの場合，当所で疑陽性の判定を

している 2倍上昇を加算すると， CFが 91. 2％で最も

高率であった．いずれにせよ， 4法はそれぞれ70-80%

以上の診断率を示したわけであるが，それでは，ルーチ

ンの血清検査として 2法実施する場合，いずれの組合わ

せの一致率がよいのかをみてみると， CF-HI系が最

もよかった．しかし， CFの2倍上昇の疑陽性例を除去

すると，最も低い 69. 2 % (52例中36例）となり，IDD

-H I系よりも低率となった．なお， IDD-CF系の

不一致欄でCFでのみ上昇した 7例中 5例，また， ID 

D-H I系の不一致欄でHIでのみ上昇した 6例中 4例

はいずれも H3地型罹患者であった．

VI 考 察

我々はインフルエンザ血清検査方法としてCFの有用

性を1973年のB型流行4)以米忽めてきたが，一般には本

法はあまり活用されていないむきかある．その大きな理

由は，やはり CF自体の複雑な操作（手法）が面倒で

ある一一我々は必らすしもそう思わないが4)ーーと考え

られているからであろう．ーか Schildたち1)によって

SRID法が開発されて以来，血清学的検査手法の方向

が急速に SRIDに向いつつあり，また一方では，微量

抗体検出法として， インフルエンンザウイルス感作血球

と補体と寒天に入れて測定する Singleradial hem-

olysis反応1)が開発され，検査手法がより簡便且つ鋭敏

な手法へと進みつつある．これに対して， IDDはこれ

由で主としてウイルス株の抗原分析や抗体分析に用いら

れ，血清学的検査手法としては，あくまで定性的なもの

として理解され，殆んと川いられてこなこなかった．

このようなことから，我々は，定星性のある検査方法

として， IDDの手法を検討することとしたのである．

その第 1 歩として， CF-S-—従って，型特異的であ

るが，株特異的でない＿の代用としての IDD法の活

用を検討してみたが，得られた成績はHIの診断率を上

廻わるものであった．しかも，血清希釈はマイクタイタ

ー上でするので，操作全体はCFよりかなり容易となり，

且つ，用いる粗CF-s抗原は，精製ウイルスを用いる

のと異なり，どこでも容易に調製し得るのである．又，

プレートを 1度に多数作成し， 4℃に保存すれば，かな

り長期間保存でき，使用に便利である．

我々は，この IDD法をB型診断にも一部適用してほ

ぽ同じ結果を得ているが，今回報告したCFとの不一致

や IDD抗体の産生されない例 (9例）の起因などを含

めて，使用抗原の種類と最適濃度，ゲルの種類と濃度，

緩衝液の種類， HI抗体やNI抗体の測定への活用など，

より鋭敏な，定量的に再現性のある IDD手法を今後検

討していく考えである．

v 結 論

A型インフルエンザの血清学的病原診断方法として，

Immuno -double -diffusion CT DD)試験を 44例

のH1比型罹患者と13例の H3応型罹患者のペア血清に

ついて実施した結果 84.2％の診断率を得た．
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