
世界に存在するエキノコックス属寄生虫のうち，ヒトへ
の感染が問題となる主な病原種は，南極以外の全大陸で見
られる Echinococcus granulosusと北半球でのみ見られる
Echinococcus multilocularis（以下 Em）の２種である１，２）．
北海道で流行を引き起こしているのは後者であり，多包性
エキノコックス症（alveolar echinococcosis，以下 AE）３）の
原因となっている．ヒトの AE患者は，媒介動物であるキ
タキツネへの感染が全道に拡大したことに伴い，北海道全
域から報告されている３）．このような状況下，北海道では，
AE対策のひとつとして血清診断を主とした住民健診シス
テムを構築し運用している４）．はじめに，一次検診（マス
スクリーニング）として，マイクロプレートを用いた酵素
免疫測定法（ELISA 法）５）で抗体価の測定を北海道臨床衛
生検査技師会立衛生検査所で行う．その結果，疑陽性及び
陽性判定となった受検者に対しては，改めて二次検診を実
施する．この二次検診では，当所において ELISA 法によ
る抗体価の再測定に加え，確認検査としてウェスタンブロッ
ト法による血清診断を実施するとともに，医療機関による
画像診断が併用実施される４）．当所で行う ELISA 法はこれ
まで，検査精度の向上と作業の効率化を目指して発色法６）

や抗原－抗体反応の条件変更７）など種々の検討を重ね，作
業工程を短縮した迅速法の確立という形で検診システムに
還元してきた．今回，さらなる改良として，あらかじめ抗
原を固相化させた ELISA 用マイクロプレート（以下，プ
レート）を保存・適時使用することで，これまで検査ごと
に要していた４時間の抗原固相化の工程を省くことができ
るかについて検討した．

方 法

１．使用血清

医療機関においてエキノコックス症血清検査の目的で採

血する際に，当該血液の調査研究への使用について了承し
た患者及び健常者（計１０名）の血清を使用した．
２．検査用抗原

実験的にコトンラットに感染，増殖させた Emの幼虫組
織から抽出・調製した粗抗原をコーティング緩衝液（０．０５
M NaHCO３／Na２CO３，pH９．６）で希釈して抗原液とした８）．
粗抗原の希釈倍率は，AE患者と健常者の血清を用いて，
Vollerの方法９）に従いボックスタイトレーションを行い，
４０，０００倍に設定した．
３．操作手順

検査用プレートを準備する工程において，検査ごとにプ
レートに抗原を固相化して直ちに使用する従来法５，６）とあ
らかじめ抗原を固相化したプレートを一定期間保存の後に
使用する新法の２つを比較検討した．操作は以下のとおり
である．
プレートは Corning社製の E.I.A./R.I.A.８well stripを専

用ホルダーに組み込んだものを使用した．各ウェルに抗原
液１００μL を分注し，３７℃で４時間静置して抗原を固相化
させた．０．０５％ Tween２０を含むリン酸緩衝生理食塩水
（０．０５％ Tween２０−PBS，pH７．４）で３回洗浄した．ここ
で，抗原固相化プレートを保存日数０日で直ちに使用する
分と一定期間保存の後に使用する分とに分けた．後者のプ
レートは乾燥後さらに２つに分け，それぞれ室温と－３０℃
で保存した．プレートの保存期間は３日，１０日，３０日
（約１カ月），９０日（約３カ月）とした．続く抗原－抗体
反応のために，カゼインバッファー（Casein１０．０g−Tris

２．４２g−NaCl８．８g in DDW３L，pH７．６）で２５０倍希釈し
た血清を１００μL ずつ分注し，４℃で１晩反応させた．プ
レートを３回洗浄後，二次抗体として１，０００倍希釈したペ
ルオキシダーゼ標識プロテイン A/G（Prozyme社製）を
１００μL添加し，３７℃で１時間反応させた．その後，プレー
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トを３回洗浄し，基質となる２,２’―アジノ―ジ―（３―エチル―
ベンズチアゾリン硫酸）（ABTS）液（KPL社製，１―Component

タイプ）を１００μL 添加して３７℃で約８分間反応させた．
反応の停止には，各ウェルに１％ SDSを２５μL 添加した．
マイクロプレートリーダー（BIORAD社製Model６８０）を
用いて，４１５nmで吸光度（OD値）を測定した．なお，ELISA

値は陽性コントロールの OD値に対する各検体の OD値
の相対値と定義し，“ELISA 値＝検体の OD値／陽性コン
トロールの OD値”の計算式によって算出する５）．

結果及び考察

Fig．１に検査工程を示す．既報において検査の迅速化を
検討した７）際，プレートへの抗原の固相化に必要な時間
（３７℃で４時間）の短縮を試み，１時間，２時間，３時間の
条件を試したが，測定データのばらつきが大きく，従来法
（４時間）との相関も思わしくなかったため，この部分の
時間を短縮できなかった．そこで今回は，あらかじめまと
めて抗原固相化プレートを作成・保存しておく方法を検討
した．それが可能ならば，日常の検査は血清の希釈液を各
ウェルに分注することで抗原－抗体反応から開始すること
ができ，大幅に検査時間を短縮することができる．

Fig．２はあらかじめ抗原を固相化し，乾燥の後に室温で
保存しておいたプレートを用いて１０検体各々についてプ
レート保存日数ごとの ELISA 値の変化をグラフにしたも

のである．いずれの検体も従来法（プレート保存日数０日）
で測定した値と比べて，保存日数が長くなるにつれてELISA

値は下降する傾向にあった．Fig．３は抗原固相化済みプレー
トを－３０℃で保存した場合のものである．この場合も従
来法で測定した値と比べて，保存日数が長くなるにつれて
ELISA 値は下降する傾向にはあったが，室温保存時より
は下降の度合いが小さかった．
保存日数が長くなるにつれて ELISA 値が下降する現象

を数値化して評価するため，使用した１０検体各々につい
て，従来法のELISA値を１００として，それに対する３日，１０
日，３０日，９０日の相対値を求め，その平均値を表１にま
とめた．その値を抗原劣化の指標とすると，室温保存では
３０日（約１カ月）で抗原の力価が約８割に落ちてしまう
ことがわかった．一方，－３０℃で保存したプレートは９０
日経過後においても抗原の力価を９割程度維持していたこ
とから，十分に使用可能と考えられた．
そこで，検体全１０件について従来法のELISA値と－３０℃・

９０日保存プレートの ELISA 値について相関性を調べた

Fig．２ 室温保存したプレートのELISA 値の変遷

Fig．１ ELISA 法の検査工程 Fig．３ －３０℃保存したプレートのELISA 値の変遷

表１ 従来法の値（１００）に対する相対値の平均
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（Fig．４）．２つの方法は非常に高い相関（r２＝０．９９５７）を示
した．ただし，９０日保存の方で高値域ほど抗原劣化の影
響を若干受けるため，値の低下を招き直線の傾きを０．８７
程度に下げてしまう．けれども，カットオフ値である０．５
近辺の中間域を示す検体（患者ではない）は，どちらの手
法で測定しても同程度の値を示したことから，ウェスタン
ブロット法の結果も参考にしながら慎重に判定すれば，診
断上，カットオフ値近辺の偽陽性・偽陰性の影響は最小限
に抑えることができると考えられた．
本検討により，１年のうち検体の多い時期には，抗原を

あらかじめまとめて固相化したプレートを３カ月以内であ

れば－３０℃で保存しておくことができ，日常の ELISA 法
の工程を短時間で処理できることがわかった．
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