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ヒトロタウイルス免疫抗体を用いたELISA法

によるロタウイルスの検出について

佐藤 宏 康 ＊ 原 田 誠 三 郎＊安部真理子＊

闘子隆信＊浅野善文＊森田盛大＊

I 緒 言

ヒトロタウイルスの検出法には電額法， R-PHA法，

Latex法，軍気泳動法， ELISA法などが用いられている．

現在市販されている ELISA法のキットはサルロタウイ

ルス SA-11の免疫抗体を使用しているため， ヒトロタ

ウイルスの検出率は屯顕法 1)や，電気泳動法， Latex法2)

より劣るといわれている．

われわれは， I::.トロタウイルス由来株から作製した免

疫抗体，ペルオキシダーゼ，イムノプレートを用いたEL

ISAの系をSandwich法で行ない， R-PHA法(Rota

cell)と比較検討したので，その成績について報告する．

n 材料及び方法

A 材料

1 糞便

昭和59,f4月から昭和60年3月末までの問に秋川県内

の定点観測病院で採取された下刷症患者梃便 138検体．

2. MA-104細胞

使用細胞は予研，腸内ウイルス部より分与されたMA

-104細胞で，培捉怯はSatoら3)の方はに準じて行なった．

3. ヒトロタウイルス株

諏 I:3月大館市内のド爾症患者（生後 2カ）］）の党便

から著者ら4)が分離した15191株，本ウイルスは抗NCDV血

消，抗SA--11血清との交差反応からロタウイルスであ

ることは確認されているか，血清型は不明である．

4 免疫抗原及び免疫血清

15491株の粕製法は図 1にホした．粕製抗原を Frend

の Completeadjuvantと共にウサギの筋肉内及び皮内

に汁射し， 1カ月後枡注 2叫を行ない， 1週間後に全採

血した．使月」時までー 20℃に保存した． R —•PHAI 抗

体価で免疫前l0倍未泌から免疫後は2,560倍であった．

MA-104細胞にて培養した15491株

Roller Bottleにて培挫

一凍結融解 1回

-8形 PEG, 0.5M NaCl 

4 C, overnight 

ロ

~,OOOrpm, 30mm. 

Sendiment 

[ract1，□。。20ーロi::;。0:(.,n謳 h]0n 

口］。）iロニ］
「 -7

Sediment 

|—-PBS(-) 2.5咸にsuspend

Immuno-Ag(> 108.0/ 0.]叫）

図1 免疫抗原の精製

5 抗ヒトロタウサギ lgG

％飽和（NH凸 SO虐析を 3回くり返したのち， D

EA E-Cellulose column chromatographyを行な

い，吸光度 280nmでのピーク部分を凍結乾燥にて涙縮し

た．得られた lgGはマイクロオクタロニー法で粕製抗原

とは一本の沈降線を形成するが，正常抗原 (MA-104

細胞）とは反応しない．
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6 イムノプレート とした．

N unc-Imm uno Plate II, Lim bro EIA Micro- 2 R-PHA法

titration plate,住友ベークライト H型， S型及びポリ

スチレンマイクロプレートを用いて予備試験を実施した．

本試験には上記のH型を使用した．

一日水のRotacellキットを用いた．糞便処理は上記に

よったが，希釈液，感作赤血球は処方に従い使用した．

3 蛋白の定縁

7 Autoreader及び Washer Lowry法6)により行なった．蛋白量はBovineSerum 

Albumin換算量として示した．大日本製薬K• K, Titertek Multiscan MC及び

Titertek Micro plate Washer 102を用いた． 4 ペルオキシダーゼ結合方法

B 方法

1 糞便抽出法

0.067 MのPhosphatebuffer (pH 7.1)にて葉便を

5彩に抽出， DifronS-3（ダイキン工業）にて 1回処

理後の上清をグルタールアルデヒドで固定の羊赤血球に

で吸収した辿心上清を R-PHA及びELISA用の検体

シグマ社のハウスラデイシュペルオキシダーゼVI型と

抗ヒトロタウサギIgGとの結合はNakane7)の方法によ

り行なった．

5 ペルオキシダーゼ結合抗ヒトロタウサギlgGの

の力価測定

住友ベークライト H型Plate
↓ 

Coating [Anti3だ°;a5Rより:IgG

Nomal Rabbit IgG 
100μ£/well 3 ~7.5 μg／叫

↓ 

4 ℃,overnight 
↓ 

Washing X 3 (PBS-Tween) 
↓ 

Rota Positive Pooled Stool 
Suspension 50μ£ / well 

↓ 

2 % Rabbit Serum-PBS--Tween 
25μ£/well 

↓ 
37℃,60min. 

↓ 

Washing X 3 
↓ 

HRP Conjugated Anti Human Rota 
(15491) Rabbit IgG lQQμf/well 
(1 : 50~1: 10,000) 

↓ 

37℃,60min. 
↓ 

Washing X 3 
↓ 

言訂り:ell(;li三 2゚予〖り言□言ょ:n~ufter)
↓ 

R • T, 20min. 
↓ 

2 N-HCl 
↓ 

492 nm 

図2 IgG結合ペルオキシダーゼの力価測定
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図2に示した．Coatingには炭酸ナトリウム緩衡液pH

9.6を用いた．ィムノプレートに Coatingする蛋白最

は抗ヒトロタウサギ IgGと正常ウサギ IgGと同じに調

整した．すなわち， 3 ~ 7. 5 μg／叫の範囲で予備実験を

行なった．抗原はヒトロタウイルス陽性の糞便抽出液を

プールして使用した．洗浄液は PBSにTween20を0.05

％に添加して用いた．波長は 492nmにて測定した．

6 Sandwich法によるヒトロタウイルスの検出法

図2に準じた．すなわち，イムノプレートに Coating

する蛋白撮は抗ヒトロタウサギIgG,正常ウサギIgGと

もに，予備実験より多いlOμg／叫とした．また，ペルオ

キシダーゼ結合抗ヒトロタウサギlgGは400倍希釈にて

使用した．各糞便抽出液は正常ウサギIgGと抗ヒトロタ

ウサギIgGをCoatingしたwellに各々 2穴， 50叫ずつ分

注した．吸光度は抗ヒトロタウサギIgGの平均吸光度か

ら，正常ウサギIgGの平均吸光度との差として表わした．

Ill 
成 績

1 ペルオキシダーゼ結合抗ヒトロタウサギ lgGの

力価測定成績

結果は図 3に示した．すなわち，吸光度1.0以上の酵素
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図3 IgG結合ペルオキシダーゼの吸光度曲線

活性を表現させるためには，イムノプレートにcoating

する蛋白量が多くなれば，ペルオキシダーゼ結合抗ヒト

ロタウサギIgGは高希釈で使用できることを示している．

6 μg／叫以上の蛋白量があれはよいと推定されたが，ほ

ぼ2倍量相当lOμg／咸の蛋白量を含む液の100μf，すな

わちl.Oμg/wellを本試験におけるcoating量とした．

ペルオキシダーゼ結合抗ヒトロタウサギIgGの吸光度が

1.0以上を示す濃度 1: 400を使用濃度と決定した．

2 Sandwich法と R-PHA法による測定成績

59年度に採取した奨便 138検体に対する測定成績を図

4に示した．陽性限界を吸光度0.1以上として判定する

表 l
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Sandwich法とR-PHA法の比較

と， 138検体中57検体 (41.3彩）がロタウイルス陽性で

あった．―方， R-PHAでの陽性限界を規定に従がい

8倍以上とすると， 48検体 (34.8形）が阻性であった．

（表 1).一致率は 89.1%であった．また，図 4中A,

Sandwich法とR-PHA法の比較

Sandwich法 計
R-PHA 

＋ （形）

＋ 45 3 48 (34. 8) 

12 78 90 (65. 2) 

計 57 81 138 (100) 
（％） (41. 3) (58. 7) 

Bとマークした検体について，アルカリホスファターゼ

を用いたELISAの系 (2抗体法）で測定したところ， A

は陽性， Bは陰性であった．すなわち R-PHAで高い

価を示すにもかかわらずELISA法で検出できない検体

が1例のみ認められた．また， R-PHA法で 2または

4倍を示した 5検体はすべてELISA法で陽性と判定さ
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れた．

IV 考 察

イムノプレートに coatingする蛋白量はプレートの種類

により異なるので予備実験が必要である．Nunc,Limbro,

住友ベークライトのH型， S型，ポリスチレン製の 5種

類についてウサギIgGの吸沿実験を行なった 8).その結

果IgGの吸着は中程度であるが，価格の面で入手しやす

いベークライトのH型を使用することとした．

H型プレートを使用した場合，ペルオキシダーゼ結合

抗ヒトロタウサギIgGの吸光度が1.0以上を示すのは，

蛋白量3~4,5μg／叫の coatingでは100倍，6~7.5μg／叫

のcoating凪では 500倍であった．そこで本試験での

coating量はlOμg／叫，またペルオキシダーゼ結合抗ヒト

ロタウサギIgGは400倍にて使用した．しかし，ペルオ

キシダーゼ結合IgGの使用希釈 400倍は高いものではな

かった． Nakane7)の方法では存在する IgGの99%がペ

ルオキ、ンダーゼに結合するといわれているので， IgG結

合が十分でなかった可能性が考えられた．

陽性限界をcutoff valueで示す方法もあり，この場

合陰性コントロールから吸光度 0.07と計算された．最近，

厚生省レフアレンスシステム研究班ウイルス性下痢症検

査法 9)によると吸光度0.1以上で，かつ対照との吸光度

が2倍以上を陽性としている．また， Yolkenら10)はア

ルカリホスファターゼを用いた Sandwich法では吸光度

0. 2以下では凝陽性反応の可能性があるとしている．ゎ

れわれは対照との吸光度の況が 0.07~0.1未満を凝陽性

反応領域 0.07未満を陰性領域 0.1以上を陽性領域と

した． ELISAの吸光度0.1以上， R-PHA8倍以上を

犀として判定すると，一致率89.1%で，勝島ら 1)のELISA

と電顕法の一致率81.2％より高い． ELISA法での検出

率41.396R-PHA法での検出率 34.8%と前者が6.5%

高かった．これはペルオキシダーゼを用いたELISA法

では特異性が高く，感度が優れていること， ヒト由来ロ

タウイルス株を使用したことによると思われる．しかし，

図4, A, Bに示したように R-PHA法で1湯性でもペ

）レオキシダーゼの系で陰性を示す検体が認められた． A

はアルカリホスファターゼを用いたELISAの系で陽性

を示すことから，糞便抽出液中に，測定中の洗浄操作では

除去されないような，ペルオキンダーゼ活性阻害物質の

存在が推定された．―方Bはアルカリホスファターゼの

ELISA糸でも陰性を示した． Bはウシロタウイルス NC

DVに極めて近似の抗原構造を有し，ヒトロタウイルスの

抗体とは反応困難なウイルスなのであろうか．ぁるいは，

ヒトロタウイルス 15491株とは反応しない血沿型の存在を

示唆しているのであろうか．それとも，ペルオキシダー

ゼ，アルカリホスファターゼのいずれの酵素活性をも失

活させるような物質が混在していたのであろうか．いず

れにしても Bについては十分な説明を与えるには至らな

かった．

サルロタウイルス SA-11の免疫抗体を用いたELISA

法ではウシロタウイルス NCDVを用いたLatex凝集法2)

や直接のウイルス分離法 2)より検出率は劣るといわれて

いるが， ヒト由来ロタウイルス免疫抗体を用いたELISA

法ではR-PHA法より検出率が高かった．いずれにし

ても検出に万全を期すとすればR-PHA法とELISA法，

Latex法とELISA法など 2法を併用することが望まし

いと考えられる．今後Latex法と併用し自家製ELISA

の有用性について検討していきたい．

v結論

県内で分離されたヒト由来ロタウイルスの免疫抗体を

用いたELISAをsandwich法で行ない， R-PHA法

と比較検討した．一致率は 89.1％，検出率はELISA法

が6.5％高かった．
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