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ELISA法を用いたCox.A群ウイルスの同定（第 2報）

佐 藤宏康＊ 安部真理子＊ 森田盛大＊

I 緒 言

前報では哺乳マウス (SM)で分離されたコクサッキー

A群ウイルス (CAV)10型の同定は二抗体法によるEL

ISA法で可能であることを報告した 1).

本報では同様の方法がCAV-6型についても可能か

どうかを検討した．さらに，既知のウイルス量を糞便乳

剤中に添加し，糞便中のCAVを直接本ELISA法によっ

て検出できるかどうか検討した•最後にCAV- 6型と

CAV-10型を含む糞便から直接分離同定することを試

みたので，その成績について報告する．

Il 材料及び方法

A 材料

1. 使用ウイルス株

CAV-6型 (Gdula株）は予研，腸内ウイルス部よ

り分与を受けた．

2. 組織培養細胞

青森衛研より分与されたRD細胞を用いた， FCSを5

％に含むMEMハンクス液で培捉した．

3. 哺乳マウス (SM)

感傑価測定， ウイルスの分離同定に使川したSMは当

所で交配させたdd系マウスで，生後72時間以内に使用

した．

4. 被検ウイルス株

昭和61年度の定点観測調査で， SMを用いて分離同定

されたCAV-6型32株，その他の型 9株の合計41株を

使用した．

5. 糞便材料

ヘルパンギーナの患者より採取した災便材料のうち，

SMでCAV-6型と10型の存在が確認された材料，そ

れぞれ2及び 1検体を用いた．

B 方法

1. ウイルス分離同定，感染価測定法

分離はSMへの腹腔内接種法により，また感染価測定

及び同定の場合はSMへの皮下接種法により行なった・

2. SMによる免疫抗原の調整及び正常SM抗原の

調製法

図 1及び 2に示した方法で行なった．分画は10本に分

け採取した．

発症マウス20％乳剤

凍結・融解2回」.ooorpm,30分

二0:::ro心覧

四 G-EiOOO
NaCl 

4℃で 1夜撹拌

I 
ーい•OOOrpm, 20分

三：l：10分

10~50% (w/w)庶糖
29.000rpm, 120分

分画

図1. SMによる免疫抗原の調製
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図2. 正常SM抗原の調製

3. RD細胞による免疫抗原の調整法

ルー氏型培養ビンを用いてRD細胞を単層に培養した・

3日後PBSマイナスで 2回洗浄したのち， RD細胞に

3代訓化したGudula株 5叫を接種， 60分間吸着させた・

さらにPBSマイナスで 2回洗浄したのち，血清を含ま

ないイーグルのMEM45叫を入れCPEが十分出現するま

で37℃で静置培養した•以下は図 3 により免疫抗原を精

製した•分画は10本に分け採取した·
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図3. RD細胞による免疫抗原の謁製
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4. 免疫方法， lgGの調整法，蛋白の測定およびゲ

ル内沈降反応

すべて前報1)に準じて行なった．

5. 被検ウイルス株の処理及びELISA法

処理方法は前報 1) に準じて行なった •ELISA法は図

4 に示した•抗CAV-6 型ウサギIgGの吸光度 (0 • D) 

から抗正常マウスウサギIgG のO•Dを差し引いたO•

Dが0.1以上を陽性として判定した．

6. 糞便材料の濃縮処理

CAV-6型及び10型を含む糞便をPBSマイナスで10

％乳剤としたのち， 10,000rpm30分間遠心し，その上清

をダイフロン S3で2回処理した． PEG-6000とNaCl

にて濃縮した •CAV-10型を含む糞便材料については

限外炉過（アミコン社， PM-10)にて再度濃縮した．

7. 予備実験

SMで増殖させたCAV--6型を10汽 IO6.5, 105.5, 104.5 

ロ),o/0.05m£に希釈し，各々の 2miとCAVを含まない

10％奨便乳剤198m£と混合した（表 1).これらを濃縮

前10％乳剤とした•次に II-6 により各々を濃縮処理し

た•それぞれの感染価はSMを用い， またO•D はELIS

A法で測定した．

表 1 予備実験
ーし▲

CAVを畠ま CAV-6型
実験No. ない10% 便

L 2 mDf,添o/加0.05叫乳剤

1-1 198m£ 1 07.5 

2-1 198叫 106 5 

3-1 198m£ 1 05.5 

4-1 198rn£ 1 0 4.5 

・・: --' --. ・・----

lOOμ f:抗CoxA-6(SM）ウサギIgG]1μ g／叫
抗正常マウス ウサギlgG- J MS崎 596F/H

↓ 
4℃, 1夜

↓ 
PBS-Tweenで3回洗浄

↓ 
lOQμf:2％正常ウサギ血清加＿PBS-Tween

↓ 

37℃,120分
↓ 

洗浄5回
↓ 

5()μ.e :検体 (SM乳剤，奨便乳剤）
↓ 

37℃,60分
↓ 

洗浄5回
↓ 

100μ£ ：抗CoxA_6(RD)モルモットlgG
↓ 

37℃,60分
↓ 

洗浄5回
↓ 

10()μ t: HRPO結合抗モルモットlgGヤギ (CAPPL)
↓ 

37℃,60分
↓ 

洗浄5回
↓ 

100μ t ： 基質
↓ 

室温， 20分
↓ 

lOQμf: 5N-HCI 
↓ 

492nm 

図4. ELISA法

阜まれる 濃縮前10％乳剤

想D5ウ0/イ0 ）レスL.05m£ L Dso/0,05mf O•D 

105 5 1 0 5.5 0.150 

1 04,5 1 04.o 0.043 

IO'5 1 03.5 0.046 

1025 1 0 2.5 0.024 

.“し

浪縮後（PEG-6000, Na C 1) 
..~•9 

実験No. 沈 演 上 清

L D,,/0.05m£ O•D L Dso/0.05mf O•D 

1-2 106 5 0.404 1 03,6 0.073 

2-2 1 0 5.5 0.234 1020 0.036 

3-2 10'0 0.054 101 9 0.034 

4-2 10'° 0.023 1 01 0 0.016 

- 59 -



rn 成 績

A 免疫抗原免疫血清及びlgGの性状

1. 免疫抗原

図 1及び図 3により 10本に分画された免疫抗原はいず

れの場合も最大感染価は分画 3, 4に認められた．図 1

で精製された抗原はSMでl010LDso/0.05mR, 図 3で精

製された抗原はRD細胞でlO''TCIDso/0.lmRを示した・

2. 免疫血清

III-A-1の免疫抗原をウサギ及びモルモットに免疫

して得られた免疫1flli肖の抗体価はRD細胞で測定した場

合，抗CAV-6型ウサギ血消10,240倍，抗CAV-6型

モルモット血消160,000倍以上であった・

3. IgGの性状

抽出された各lgGの性状は図 5のとおりであった．す

なわち，抗CAV-6型ウサギIgGと抗CAV-6型モル

モットIgGはCAV-6型粗抗原と 1本のバンドを形成

し，正常SM抗原とは反応しなかった．

図 5 IgGの牲状
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B lgGコーテイング濃度の検討

イムノプレート (MS-3596F/H)を用いて抗CAV-

6型ウサギlgGのコーテイング濃度を検討した． 0.5μg 

／叫からlOμg/mi!の範囲では1.0μg/mPの場合が，抗

原濃度希釈とO•Dの間に直線性が認められた（図 6).
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特異性の検討

コーテイングするlgG浪痩をl.Oμg/mfとした場合の

特異性を検討した．すなわち， CAV-9型を除く CAV-

1から10型 (SM継代株）を反応させた．成績は図 7に

示したとおり，反応したのはCAV-6型のみで，他の

型はいずれも0• D0.1未満であった．
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D ELISA法によるCAV-6型の同定

CAV-6型32株，その他の型9株を 2倍階段希釈で

反応させた成績を図 8 に示した•CAV-6 型の場合は

16倍希釈まで特異的に反応した．その他の株はいずれも

0 • D0.1未満であり， CAV-6型と明瞭に判別できた．

E 感染量（価）とO•Dの関係

両者の関係をIgGコーテイング量1.0μg/mPと5.0μg

/mfについて検討した．いずれの場合も抗原希釈10~

103で直線性を示したが， O•Dが0.1以上を示すのは1055

LDso/0.05叫以上のときであった．すなわち，感染マウ

ス乳剤中のウイルス贔が10'0LDso/0.05叫以下では検出

できないことを示していた（図 9).

F 予備実験

CAVが痰便中にいかなる濃度で含まれるとき検出可

能かをさらに検討した•SMで増殖させたCAVをCAV
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を含まない奨便に添加して，感染価とO•Dを測定した

（表 1).浪縮前の10％奨便乳剤では10''LDso/0.05m£

のとき0• D0.150（実験No.1-1)であったが，濃縮後

では10''LDso/0.05m£,0 • D0.404（実験No.1-2) と

なりいずれも検出可能であった．一方濃縮前（実験No.2

1)では10'0LDso/0.05m£,0 • D0.043の場合は濃縮後

（実験No.2 ••• 2) lO''LDso/0.05m£, 0 • D0.234となり

濃縮後に検出可能であった．

G 糞便中のウイルス検出

浪縮前は破線，浪縮後のO•Dは実線で図10に示した．

CAV-6型の場合涙縮前10''LD,o/0.05mRから濃縮後

1053LD50/0.05m£となった場合は0• D0.1以上となり検

出可能であった．襟縮後も10'0LD,o/0.05mfの場合は検

出できなかった． CAV-10型の場合は狼縮後さらに限

外炉過を行ない10'・'LD'°/0.05mfまで濃縮した場合には

検出可能であった・
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0.6 CVA-6の場合 CAV-10の場合
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IV 考

感染量と O・Dの閃係

察

-5 -6 -7 

前報1)ではCAV-1O型を用い， ELISA法を二抗体法

とサンドイッチ法で比較検討し，二抗体法て良好な成績

が得られることを報告した．

本報では同様の方法を用いCAV-6型について検討

した結果， SMを用いて分離されるCAV1~4型 5 

~8型および10型には反応せずCAV 6型とのみ反応

し，特異性が高いごとが示された．また， CAV-6型

同定のためのELISA法も特異性の高いことが示され，

CAV 6型の同定に有用であると考えられた・

予備実験及び感染量とO•Dの関係から得られた成績

では， 0• D0.1以上で検出できる下限は105.5LD5o/0.05

mi程度であった•しかし，患者の糞便10％乳剤中のウイ

ルス最は1025~10⑬ LDso/0.05mf程度である場合が多く，

本ELISA法では検出不可能であると考えられたが， SM

に接種，発症後のSMlO％乳剤中には1060~1075LD50/0.

05ml程度のウイルスが存在する•このような場合には本
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図10.糞便中のウイルス検出

ELISA法で検出できるものと考えられた・

一方，奨便材料から直接ウイルスを検出する場合には

SMによるウイルス増殖過程の代りに，何らかの方法を

用いて検出可能なレベルまでウイルス濃度を上げる必要

がある•試みとしてPEG6000 と NaClによる浪縮法を用

いた•この方法は濃縮に多量の波便抽出液を処理する必

要があること，また， 10'・0LD,,/0.05m£以下のウイルス

濃腹ではさらに限外炉過法などで再‘濃縮する必要がある

など，実験室内診断法としては不利な点が多かった・

今後，痰便の少量処理で濃縮効果のよい方法をみい出

すと同時に，ウイルス検出限界を103.oLD50/0.05叫程度

にまで感疫と特楳性を改善する必要があると考えられた•

＞
 

ま と め

1. ニ抗体法によるELISA法を用いてCAV--6型の同

定が可能であった．

2. 本ELISA法でのウイルス検出の下限は感染価とし

てlO''LDso/0.05叫であった．

3. 糞便材料からウイルスを直接分離同定するためには

多量の材料処理が必要であり，実験室内診断法として

は改良の余地かある．

本論文の要旨は第36回日本感染症学会東日本地方部会

総会（東京都， 1987)において発表した．
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