
w報文



秋田県衛生科学研究所報， 33, 55~60 (1989) 

ELISA法を用いた Cox.A群ウイルスの同定（第 3報）

佐藤宏康＊安部真理子＊森田盛大＊

I 緒

第 1報では CoxsackieA群ウイルス (CAV)10型を

用い，サンドイッチ ELISA法と二抗体を用いた ELISA

法を比較検討したらまた，第 2報では CAV6型を用い

て党便中の CAVを直接検出てきるか否かを検討した2).

本報では哺乳マウス（SM)を用いて多数分離される

CAV 2, 4, 5, 6, 10型について口抗体ELISA法に

よる同定システムを作成し， SMを用いた中和同定法と

比較したので，その成績について報告する．

II 材料と方法

A.材 料

1 使用ウイルス株

予研，腸内ウイルス部より分与された CAV標準株

l型（Tompkins), 2型（Fleetwood), 3型

(Olson), 4打り (High Point), 5'-¥1 (Swartz), 6叩

(Gdula), 7型 (Parker), 8型 (Donovan), 10型

(Kowalik)を用いた．

2 組織焙養細胞及び哺乳マウス

既報町こ準じて行なった．

3 被検ウイルス株

1984~1987年の間に秋田県内において SMで初代分

離された 90株を用いた．

B.方法

1 免疫抗原の精製法と免疫方法

既報町こ準じて行なった．すなわち，一種類のウイル

スについて RD細胞由来と SM由来の二種類の精製抗

原を調製し，前者はモルモット，後者はウサギヘ免疫し

た．

2 lgGの抽出及び蛋白量の定量法

既報1)に準じて行なった．

3 二抗体を用いた ELISA法

＊秋田県衛生科学研究所

既報2)に準じて行なった．概略は図 lに示した．

4 SMによる中和同定法

分離株のマウス 10％乳剤を 1/ 1000に希釈し等量の

抗 CAV各型ウサギ血清の 50~100単位と 37℃ 60分

間反応後， SMの皮下に接種し 7日間発症の有無を観察

した．中和同定法で使用した抗CAV各型ウサギ血清しま

ELISAに使用した抗血清ではなく，各型ウイルス感染

マウス 10％乳剤をダイフロンで 2回処理した遠心上清

を免疫抗原として作製した．

III 成績

A. 免疫抗原と免疫血清の性状

表 lに示した．すなわち， SM由来， RD由来いすれ

の場合も最大感染価はフラクション番号3, 4 (F 3, F 

4)を中心に分画された． SM由来での感染価は 108.6

LDso/ 0.05 ml以上であり， RD由来抗原では 106.6TCID50

/ 0.1 ml以上であった．し＼ずれも F3, F4, をプー）レ

後，免疫抗原として使用した．免疫血清の抗体価はすべ

てRD約胞を用いて測定したが， SM由来では抗 CAV

10型が 1280倍と低く， 他の型は 4万倍以Jーであった．

一方， RD細胞由来抗原で得られた抗 CAVモルモット

血‘(hはし＼すれも 2万倍以上であった．

B. 反応条件の検討

1 コーティング量と反応時間の検討

図21：：：示した．左図は CAV6型1ごついて検討した成

紬で1.0μ g /mlの 100μ 1すなわち O.lμ g /wellが適

当なコーティング量と考えられた．また，右図は一次抗

体と抗原の反応時間を検討した成績で 37℃,60分より

37℃,60分， 4℃overnightの条件でより高い吸光度が

得られた．

2 基質濃度とプロッキング剤の検討

図31：：：宗した．すなわち， 0.2Mリン酸， O.lM クエン

酸ベッファー(pH4.8) 100 mlに含まれるオ）レソフェニ
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表 1 免疫血清の性状

SM由来

分画 No. 

感染価 loglO 

LDso/0.05ml 

抗 体 価

（ウサギ）

RD細胞由来

分画 No.

感染価 loglO 

T CDso/0.lml 

抗 体 価

（モルモット）

Anti cox.A (SM) rabbit IgG 

Anti normal (SM) rabbit IgG 
1 μg/ml] MS-3596F/H 

↓ °vernight at 4°C 
Washing 3times with PBS-Tween 

2 % normal rabbit serum PBS-Tween 

↓ 37°C, 120min. 
Washing 5times 

Sample (1 : 4 SM suspension) 

↓ 37°C, 60min. Washing 5times 

Anti cox.A (TC) guinea pig lgG 

N]rmal3言ぷ悶lgnlgG
1 μg/ml] 

Washing 5times 

HRPO conjugated IgG fraction rabbit 

anti guinea pig IgG (ZYMED) 
↓ 37°C,60min. 

Washing 5times 

s]bstrate ［冨2D ] 

R•T 20min. 
5N-HCI 

↓ 
492nm 

図1. ELISAの方法

CAV 血消型
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3 4 3 4 3 4 
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表2 特異性の検討

ウイルス
抗CAV

2 4 5 

CAV 1 0.000* 0.037 0.016 

(SM) 2 1.627 0.027 0.015 

3 0.021 〇.050 0.000 

4 0.012 1.071 〇.000

5 0.034 0.038 1.465 

6 0.022 0.039 0.000 

7 0.001 0.036 0.000 

8 0.009 0.038 0.000 

10 〇.000 0.062 0.031 

CAV 2 0.950 0.059 0.011 

(RD) 4 0.002 1.071 0.071 

5 0.000 0.048 1.465 

6 0.040 0.050 0.027 

10 0.064 〇.064 〇.055

*492nmでの吸光度

レンジアミン (OPD)とH2Qの濃度を検討したところ，

OPD 200 mg, H,O, 100 μ lで高い吸光度が得られた．

OPD濃度を上げると溶解難であり， H2Q添加量を増加

させると呈色する． 一方， ブロッキング剖を 2％正常

ウサギl/ll清， 2%牛Ifni責アルプミンフラクション V

(BSA), および市販（大日本製薬 KK)のブロックエー

スを用いて検討した．いずれも大きな差はなく使用可能

であった．

C. 特異性の検討

CAV各型を ELISA法で測定した成績を表 2に示し

た．

上段は SM継代の CAV1~10型 (9邸除く），下段

はRD細胞継代株である．いずれも該当する株に対して

のみ高い吸光度を示した．

D. ELISAと中和試験による同定法の比較

図4に示した．すなわち， たて軸は ELISAによる）［リ

別，横軸は中和試験による型別の成納を示した． ■は5

検体， ●は 1検体， ＊は ELISAと中和の成積が不一致

の例， 0は二種類のウイルスが混在し中和で同定不能で

あった例を示した． 90株のうち中和で 5型 ELISAで4

型が 1例認められた．また，中和で同虻不能であった 3

株のうち， 2株は ELISAで5型 1株 (2/J143)は5邸

と10型に反応した．

E. 二つの血清型が分離された例

24143株について表 3にポした三つの系により確認試

lgG 感染価 loglO

6 10 LDso/0.05JIII 

0.037 0.014 

0.000 0.085 7.0 

0.060 0.098 

0.015 0.082 6.5 

0.009 0.037 6.5 

1.374 0.084 7.0 

0.016 0.057 

0.024 〇.053

0.000 1.289 7.0 

0.000 0.000 

0.001 0.015 

0.000 0.001 

1.537 〇.000

0.011 1.431 

験を行なった．すなわち， 24143株を 1/ 1000に希釈

後， PBS, 抗CAV5型ウサギ血清（10倍希釈， 1000単

位），抗 CAV10型ウサギ血清（10倍希釈， 1000単位）

の各々と等昂混合し， 37゚C60分問反応後， SMの皮下に

0.05 ml当り接種，発症した SMの 10％乳剤を ELISAで

同定した．（PBS+24143) は初代分離株と同様 CAV5

と10に反応した．（抗 CAV5型＋ 24143) はCAV10 

型のみ，また，（抗 CAV101(リ＋ 24143)はCAV5型と

のみ反応し， 24143株は CAV5型と 10型の二杯類のウ

イルスを含んでいたことが確認された．

IV 考察

近年 RD-18S細胞が CAVの分離に使用されている

が，分離率は SMに及ばない3). SMはCAVに高い感受

性を示すが，飼育のための労力と費用が多大であること

から敬遠されがちである．著者ら4)は1976年から秋田県

において SMを用いて CAVの分離を始め，分離株の多

くは CAV 2, 4, 5, 6, 10型 5種類の血泊刑で占めら

れることを報告した叫分離株の同定は SMによる中和

試験を用いてきた．

しかし，一般にはマウス免疫腹水を用いた補体結合試

験 (CF)などが汎用されてきた． CFは迅速性はあるが，

初代分離株では同定できない株が存在することが知られ

ており継代 2目株を用いる6）．そこで著者らは特異性と

迅速性を重点に上記 5種類の CAVについて ELISAを

用いた同定法を検討した．

既報1)のように特異性か高く，市販の試槃か利用でき
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図2

Antigen dilution 

コーテイング旦と反応時間の検討
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0.2Mリン酸

O.lMクエン酸

100ml 

100 

20 

戸、

｀ 

100 

50 

＼
 

手、‘に

o---0 37℃,60min. 

•一・ 37℃,60mm.

overnight at 4℃ 

•- -▲  

200 

—―0 正常ウサギ血清（ 1)
•--―•正常ウサギ血清(2)

BSA 

■---—•Block Ace 

5
 

10 20 40 80 5
 

10 20 40 80 5
 

10 20 40 80 
+
5
 

上

10

I 

20 40 80 

ペ；レオキシターゼ結合モルモ、）卜 lgG希釈 (X10り

図3 基質‘泣度とブロノキンク済llの検討
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表3 二つの血清型が分離された例

S M への継代

2
 

4
 

抗CAV

5 

• 

lgG 

6
 

10 

前（初代分離）

後

PBS+24143 

抗CAV-5 (1: 10) +24143 

抗CAV-10(1:10)+24143

0.000 * 

0.000 

0.000 

0.001 

0.039 

0.041 

0.033 

0.054 

1.489 

1.425 

0.007 

1.551 

0.000 

0,016 

0,000 

0,000 

1.265 

0.754 

1.096 

0.000 

*492nmでの吸光度
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図4. ELISA法と中和試験法の比較
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ることから二抗体を用いた ELISA法を採用した．一種

類のウイルスについて 2種類の免疫血清を作製した．得

られた免疫血清は SM由米の抗 CAV10型ウサギ血内

を除き高単位であった．抗 CAV10型ウサギ血清は 2

度作製したか他のウイルスに比蚊し低い抗体価であっ

た．これらの免疫血清から抽出された IgGはマイクロ

オクタロニーでみるかぎり，いずれも『常マウス抗原と

は反応せず該当するウイルス粒抗原とのみ反応した．し

かし，免疫抗原に用いた F3, F4を電気泳動を用いて

解析するとウイルスバンド以外に細氾あるい 1まSM由

来のミオシン，アルブミンが含まれていることが判明し

た． SMて分離される CAV1~10型 (9型徐く）に対

しては特異性が高いことが示されたが，今後 RD18-S, 

RDなど培義細胞で分離される CAVを同定するために

はCAV9, 16型 エンデロウイルス 71型， コクサッ

キー B群ウイルス 1こ対して非特異性の有無を検討する

ことが必要と考えられる．

次に反応条件を検討した．コーティング量は well当

り0.1μ g' また， 反応時間に 37℃60分， 4 ℃over-

nightの条件でより高い反応結果が得られたか， 迅速性

の危から 37℃60分を用いた．賦質の談度をI::_げること

により吸光度を上昇させることができた．また，一次抗

体にウサキ lgGを用いたのでフロッキングに用いる蛋

白は 2％正常ウサギ血清を用いた．

中和試験て 5型 ELISAで4剛の不一致例について検

討した．中和試験に用いた抗 CAV5型血清は 160単位

以上ては CAV4型と交升することが刊明した．一叶期

200単位を用いたので， この時同定された株と推定され

た．以降 64単位を｛吏用している．また，中和試験て未

同定， ELISAで5型の 2株は感染価が高く 50~100単

位の抗血清ては中和不十分であったことが解明された．

一方， 一分離株の中に 2種類の CAVが含まれている場

合には ELISAによる同定1ま有用であった．同様な例を

CAV2型と 10型1ごついて自験している．

CAVの流行は夏期に集中し， 数種類の血清型が短期

間内に侵襲すること，かつ， 2オ以下の小児を中心に多

発することを考慮すれは，同一分離材料から 2種類の

CAV料分離されることは十分に考えられる．

著者らが検討した CAV同定用 ELISA法は迅速，特

異ヤ1か高く鼻同一分離株中1こ含まれる沢なる団肩型をも

型別が可能であった．また，多数の分離株を同定できる

なと多くの利点を有していた．しかし， 1株ても 1枚の
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イムノプレートが必要であるなど欠点も有していた．

今後，細胞で分離される CAV16型，ェンテロウイル

ス71型についても検討し，同定の一層の迅速化と簡便

化を実現したい．

V まとめ

SMを用いて分離された CAVを迅速， 特異的に同定

するため二抗体を用いた ELISA法を検討した．本法の

特異性は中和試験法と同等と推定された．また，同一検

体中に含まれる二種類の CAVを同時に同定でき， CAV

の迅速同定法に有用と考られた．

本論文の要旨は第 36回日本ウイルス学会総会（東京，

1988)及び第 10回衛生微生物技術協議会（秋田市，

1989)において発表した．
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