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２．遺伝子組換え蛋白質抗原と糖鎖抗原を応用した 

  新しいエキノコックス症血清診断法の開発 
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【 目 的 】 

 

 日本国内で問題となる難治性寄生虫感染症・エキノコックス症は主に 2つである。 

1つはEchinococcus multilocularis（Em）の感染が引き起こす多包虫症（AE症）で、北海道が主な流行

地となっている。1) 北海道立衛生研究所では、流行するAE症検出のために、enzyme-linked immunosorbent 

assay（ELISA）法 2-3) 及びその確認診断法としてウェスタン・ブロット（WB）法による検査法を確立し

実施している 4-5)。いずれの方法も、これまでに改良を加えながら行われ、住民検診システムの中で成果

をあげている。6-8) しかし、現在のAE症血清診断で用いられている抗原は、コトンラットに感染増殖さ

せた Emシストから調製した、いわゆる“粗抗原”であり、ロット間差や他種との交差反応など、改善

すべき課題が残っている。 

もう 1つは、E. granulosus（Eg）が感染することによって起こる単包虫症（CE症）である。9) 日本に

おけるCE症は、基本的に輸入症例であり発生例は少ない。とはいえ、これらへの対応も非常に重要で、

AE症との鑑別の意味においてもCE症血清診断の体制も整えておく必要がある。ただし、この場合、検

査に必要なEg由来の抗原入手に難がある。 

このように、血清診断を行うためには良い抗原の存在が欠かせない。粗抗原には大きく蛋白質系の抗

原と糖類関連抗原が含まれている。そのうち、蛋白質抗原については、近年、国内外のグループにより

感度・特異性に優れたリコンビナント抗原の探索・応用が試みられている。10-16) 一方の糖鎖抗原につい

ては、蛋白質抗原ほどには研究報告例が多くはないが、我々は、構造既知の Em由来糖鎖の幾つかを化

学合成し、17-18) 個々の抗原性を調べてきた。19-20) 

このような状況下、今回我々は、粗抗原が抱える課題を克服しつつ、AE 症血清診断の標準化を目指

し、合成抗原による ELISA法を検討した。また、併せて、CE症血清診断についても同様に応用する可

能性についても検討した。 

 

【 方 法 】 

 

1 使用血清 

 AE症（50名）及びCE症（35名）の確定患者と一般健常者（60名：NH）の血清を使用した。 
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2 抗原 

 今回、ELISA法検討用に使用した合成抗原は、ペプチド抗原 2種と糖鎖抗原 1種である（表 1）。ペプ

チド抗原については、AE症血清診断の主流である EmII/3及び CE症血清診断に使われ AE症患者も約

40%が反応すると言われる antigen Bに着目し、それらの部分アミノ酸配列（抗原A及びB）を用いた。

一方、糖鎖抗原については既に合成済みの化合物の中から、これまでの検討で最も感度・特異性が高か

ったもの（抗原 C）を使用した。AE症血清診断用としては、抗原 Aを主軸として考え、これによる検

出漏れを補完する目的で抗原B及び抗原Cについても検討を行った。 

 

表 1 検討に使用した合成抗原 

ペプチド 抗原A EmII/3内のアミノ酸 40残基 

ペプチド 抗原B antigen B内のアミノ酸 40残基 

糖鎖 抗原C Galβ1-6(Fucα1-3)Galβ1-6Gal-cer 

 

3 ELISA法の手順 

 抗原液は、コーティングバッファーを用いて 5 µg/mLの濃度に調製した。マイクロプレートの各ウェ

ルに 100 µLずつ分注し、4℃で一晩かけて抗原を吸着させた。翌日、洗浄バッファーを各ウェルに 300 µL

ずつ分注し、3 min撹拌することにより洗浄した。この操作を 3回繰り返した。0.05% Tween-PBSを用い

て 100倍希釈した血清を 100 µLずつ各ウェルに分注し、37℃で 1 hr静置した。先程と同様にウェルを 3

回洗浄後、1,000倍希釈した二次抗体（anti-human IgG / HRP）を 100 µLずつ各ウェルに分注し、37℃で

1 hr静置した。ウェルを 3回洗浄後、基質液（ABTS）を 100 µLずつ各ウェルに分注し、37℃で 15 min

発色させた。405 nmで各ウェルの吸光度（OD）を測定した。 

 健常者 60名の「平均OD値＋2SD」を基準値とし、この値以上のOD値を示した検体を陽性と判定し

た。 

 

【 結果及び考察 】 

 

 図 1 に抗原 A～C に対する

AE症・CE症患者及び健常者血

清の反応によって得られた OD

値の分布を示す。 

また、それらの結果から、感

度・特異度・診断効率を算出し

表 2にまとめた。 

 

図 1 各抗原に対するAE症・CE症患者及び健常者血清の反応 
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表 2 結果のまとめ 

   A E   C E  

  

Cut-off 

陽性数 感度 特異度 診断 

効率 

陽性数 感度 特異度 診断 

効率 

抗原A 0.085 45 / 50 90.0 96.8 94.5 0 /35 0.0 － － 

抗原B 0.116 35 / 50 70.0 － － 25 / 35 71.4 95.0 86.3 

抗原C 0.200 38 / 50 76.0 － － 1/ 35 2.9 － － 

 

 AE症検出のための検査用抗原として主軸に考える抗原Aでは、AE症患者 50名中 45名を陽性として

検出することができ（感度 90.0%）、特異度 96.8%・診断効率 94.5%という結果を得た。感度の点で、粗

抗原で見積もられている 96%よりも現状は下回っているものの、単独の抗原成分に対する反応としては、

ほぼ満足のいくものである。特に、この抗原はAE症に特異性が高いとされるEmII/3系の抗原であるこ

とから、CE症患者が 1名も陽性判定とならなかった（0 / 35）ことは、AE症診断用抗原としての有用性

を示す大きな要因といえる。実際の検査に応用するために検出効率を上げる工夫として、複数の抗原を

組み合わせることによって不足分を補完することを検討した。すなわち、抗原Aでは検出できなかった

5名について、抗原B及び抗原Cで検出できるか否かを調べた。その結果、表 3が示すように抗原Aで

は陰性判定だったAE症患者 5名のうち、抗原Bによって 3名、抗原Cによって 1件が検出されている

ことが判明した。従って、2～3種の抗原を組み合わせて使用することによって、数字の上では 50名中

48名の AE症患者を検出することができたことになり（患者検出率 96%）、粗抗原の感度に匹敵する結

果を得ることが可能である。 

 

表 3 補完成分の検討 

 抗原A 抗原B 抗原C 

1 － ＋ ＋ 
2 － ＋ － 
3 － ＋ － 
4 － － － 
5 － － － 

 

 一方、CE症検出用として最も期待する antigen B系の抗原Bでは、CE症患者 35名中 25名を検出し（感

度 71.4%）、特異度 95.0%・診断効率 86.3%という結果を得た。antigen Bの native抗原やリコンビナント

抗原を検査に用いた場合の感度は、文献的には約 80%とされているので、それと同等以上の結果が得ら

れるよう、選択するアミノ酸配列についてさらに検討する必要があると思われる。 

 これまで、粗抗原がもつ課題を克服するために、精製抗原 21) やリコンビナント抗原など、多くの研究

がなされてきたが、単一の抗原で粗抗原に匹敵する患者検出率を示すものはないと思われる。従って、

現状は、患者の見逃しを最小限に抑えるためには、複数の抗原に対する特異的な反応を検出し、複合的
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に判断する必要がある。8, 22) 

また、今回は個々の抗原に対する反応性をみる形で検討を行った。しかし、この場合、使用する抗原

の数だけプレートELISAを行うことになる。よって、今後は必要な抗原成分を混合し、いわゆるカクテ

ル抗原によって、1 度の検査で検出できるよう検討したい。合成抗原の使用により、各成分の濃度を常

に一定に保つことが可能であることから、ロット間差のない抗原を安定供給できる上、検査の標準化や

精度管理にも大いに役立つと考えられる。 
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【 経費使途明細 】 

 

フリーザー用貯蔵ボックス（30個入り） 

試薬合成（ペプチド 5 mg） 

ピペット用チップ（12.5 mL×50入り） 

ピペットコントローラー（充電式） 

電気泳動用試薬類 ・  プレミックスバッファー10×Tris/Gly、1L 

・ レディーゲルＪ 5-20%、2D、4枚入り 

・ Laemliサンプルバッファー、30 mL 

バッファー調製用試薬（PBS調製用タブレット、100錠入り） 

ELISAプレート用シール（100枚入り） 

発色用試薬（6本入り） 

ニトロセルロース膜（10枚入り） 

プリンターインクカートリッジ（黒） 

23,625円

336,000円

3,633円

44,520円

20,181円

12,862円

16,380円

25,221円

11,802円

5,776円

合  計 500,000円

 




