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要 旨

細菌感染症の迅速診断を目的 として,共 同凝集反応(CoA),ラ テ ックス凝集反応(LA)お よび向流

免疫電気泳動法(CIE)を 用 い,臨 床材料中の肺炎球菌およびH. influenzaeの 泰膜抗原の検出を試みた.

棊 膜抗原 に対す るCoA,LAお よびCIE法 の感度比較では,CoAがLAお よびCIEよ り4～32倍 高い

感度 として認められた.

髄 液:136件 中化膿性髄膜炎 と診断 された2例 の髄液 より,H. influenmtypebと 肺 炎球菌の爽膜抗

原がそれぞれ検 出された.肺 炎球菌性髄膜炎症例では,抗 生剤が投与 された後 も2日 間にわた り髄液中

にCoAお よびLAで 抗原が検出された.

喀 痰:棊 膜 抗原 の検 出はCoA,LAに よ り97検 体 中16件 に 認 め られた.と りわ けCoAで はE

influenzae type bを2件,H. influenzaetypea, c～f 7件 お よび肺炎球菌抗原を11件 検 出したが,一

方,LAで は9件 が陽性 となった.

CIEで はH. influenzae type bに よる化膿性髄膜炎症例の髄液 と,肺 炎球菌性肺炎の患者喀痰の合計

2例 のみ陽性となった.

CoAは 臨床材料中の肺炎球菌やH. influen2ae抗 原 の検出を目的 とする他のLAやCIEな どの血 清学

的テス トと比較 しても,こ のよ うな細菌感染症 に対す る迅速診断法 としての有用性が認め られた。

は じめに

臨床細菌検査の 目的は感染症の起因菌を迅速か

つ正確に検出し,適 切な治療方針をたてるための

情報を提供す ることである.し かし,従 来よ り行

われてきた検査法では,菌 の発育状況で成績が左

右 されるため,増 殖の遅い菌では同定まで長時間

必要であ り,治 療のための迅速な情報が提供出来

なかった り,検 査材料中の抗菌物質の混入も成績

を著 しくゆがめてしまう元凶となる.ま た,常 在

菌 の汚染 を うけた材料 の培養 では,同 時 に複数 の

菌が検 出 され るため,個 々の検 出菌の存在 意義を

適切 に把握 出来 ない場合 も多 い.こ の よ うな従来

の培養検査 が持つ欠点 を カパ ー し,感 染症 の治療

に,よ り役 に立 つ検査法 の導入 が望 まれ る ところ

であ る.

近 年,HBAgの 検 出 にCIE (Counter im-

munoelectropholesis)やPIH (Pasive immune

hemolysis)を 用 いた迅速 かつ簡 便 な検 査法 が ル

チ ン化 され,ま た,RIA法 やEIA法 に よる感染症

の迅速 診断 も試 み られ始 めてい る.一 方,欧 米 に

おいては ブ ドウ球 菌の プ ロテ インAを 利 用 した共
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同凝 集反応1)～8)(以 降CoA)や ラテ ックス凝 集反

応9)10)(LA)に よ る感染材料 中の感染要 素の検 出法

も検 討 され,ま だ応用範 囲が限定 されては いる も

のの,一 部 の菌 に よる感染 症の迅速 診断 に有用 で

あ るこ とが報告 され てい る.

今 回,わ れわれ は,肺 炎球 菌や イ ンフル エ ンザ

菌 の 同定 用試 薬 と して市 販 され て い るCoAや

LAに よ るス ライ ド凝 集反応 用 キ ッ トを用い て,

患 者材料 中の感染抗原 の検 出を試 み,若 干 の知 見

を えた ので報 告す る.

実 験方法

1.試 料

1980年11月 よ り1983年1月 まで,当 院 におい て

細菌検 査の 目的 で提 出 され た髄 液136件(67症 例),

喀 疾97件(78症 例)お よび尿2件(1症 例)を 検

討 の対象 とした.な お,検 査 まで の試料 保存 は-

20℃ に て行 った.

2.試 料 の処理

凍 結保存 した試料 は検査 直前 に室温 に放置 し融

解 後,試 料 中 の 非 特 異 反 応 物 質 を 除 くた め

Kalin12)ら の 方法で前処理 を施 した.す なわ ち髄 液

は 温 浴 中 で80℃5分 間 加 温 し た.喀 疾 は0.1%

Dithiothreitol (M/15phosphate Bufferに 溶 解)

を 等量加 え均 質化後3,000回 転10分 間 遠 心 し,そ の

上 清 を80℃5分 間 加 温 し た.尿 はMinicon

(Amicon社)を 用 いて8倍 に濃縮 した後80℃5分

間加温 し各 々以下 のテ ス トに使 用 した.

3.試 薬 お よび検査法

1)CoA, LA: CoA反 応 試薬 は フ ァルマ シア社

のPhadebact Haemophilus TestとPhade bact,

Pneumococcus Testを,LA反 応 はBio Meriux

社 のSlidex meningite KitのLatex H.

influenzae bとLatex S. pneumoniaeを 用 いた.

反 応 は紙 ス ライ ドまた はス ライ ドグ ラスに反応用

試 薬 と対象試 薬を各1滴 々下 し,前 述の方法 で調

整 した試料 の1白 金耳量 を混和 し,そ の後1分 以

内に対照 に比 べ明瞭 な凝集 が認 め られた ものを陽

性,1分 か ら2分 までに凝集 がお こった ものを凝

陽性,2分 以 上変化 のみ られ なか った ものを陰性

と判定 した.

2)CIE: CIEに 用 いた プ レー トは以 下 の処 方

で作製 し反応 に用いた.寒 天 とアガ ロースの等量

を ベ ロナール緩衝 液(pH 8.6,μ=0.05,バ ル ビ

タール6.2g,バ ル ビタールナ トリウ ム34.2g,乳 酸

カル シ ウム1.6g,蒸 留 水4.Ol)200mlに 最 終濃 度

0.75%と な るよ うに加 え,加 温溶解 後水平板 上 に

て5×20cmの ガ ラ ス板 上 に20ml注 加 し放 冷 し

た.そ の後固化 した プレー ト上 に3mm間 隔 で直

径3mmの 孔 を1対 あ け陰 極 とな る側 に抗 原 液

を,陽 性側 に抗血清 を(Difco社, H. influenzae

Antisera set polyとPneuncococcus Antisera set

polyを 用 いた)10μlず つ注入 した.そ の後,泳 動

槽 に移 しプ レー ト横 幅1cmあ た り10Vの 定 電圧

で室温 にて35分 間 泳動 した.

成 績

1.CoA, LAお よ びCIEの 感 度比較

LA反 応 用試薬 キ ッ トに陽性対 照 として添付 さ

れ たH. influenzae type b抗 原(以 降Hi-b Agと

略 す)お よびPneumococcus抗 原(以 降P Agと

略 す)液 を2n希 釈 し前述 した3種 の方法 で各 々

の感 度を測定 した.な お成績 の比較 は陽性 と判 断

した最高希釈倍 数で行 った.

結 果はTable 1に 示 した とお りであ るが,CoA

で はP Ag, Hi-b Agと も256倍 ま で陽性 と判定 さ

れた.LAで はP Agに64倍,Hi-b Agに32倍 ま

で陽性 と判定 された が,CoAと の差 は4～8倍 の

ひ らきが あ った.三 法の うちではCIEが 最 も低 い

感 度を示 し,P Agで4倍,Hi-b Agで8倍 まで

Table 1 Sensitivity of CoA, and CIE
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陽性 で あ り,CoAと は32～64倍 の ひ らきで あ っ

た.

2.臨 床 材料 の試 験成績

臨床材料 の試 験成績 をTable 2に 示 した.

1)髄 液:検 査 し得た136件(67症 例)中 培 養で

菌 が証 明された ものは15件(12症 例)で 検 出菌の

うちわ けは,H. ifluenzae typeb 1件,S.

pneumoniae 1件,P. aeiugiuosa 3件(1症 例),

P. cepaoia 1件,P. maltophilia 1件, Pseu-

domonos sp. 1件,S. auieus1件,S. epideimidis

3件(3症 例),C. boois 2件(1症 例)お よびP

acnes 1件 で あ った.培 養 で菌 陰性で あ った121件

を 含 めCoAま た はLAで 陽 性 となった もの は4

件(2症 例)で あ り,こ れ らはH. influenzae type

bに よ る化膿 性髄膜 炎例 とS. pneumoniaeに よ る

化膿 性髄膜炎 症例 か らの検体 であ った.こ の4件

以外で は菌検 出 の有 無 にか かわ らずCoAお よ び

LAで 陽 性 の反応 を示 した もの は認 め られ なか っ

た.Table 3,4に この2陽 性例 の検査成績 を示 し

た.培 養 でH. influenzae type bを 検 出 した症例

(Tabie.3)は2歳 女 児 でOtitis mediaの 既 往を も

ち,入 院3日 前 よ り下痢,嘔 吐,発 熱(40℃)が

発 現 し近 医にて投薬 を うける も諸 症状 の悪化 を き

た し,傾 眠状 態 となったため 当院 外来 を受診.受

診 時採 取 された髄液 よ りグラム陰 性短桿菌 が検 出

されたた め,前 述 したPhadebact Haemophilus

Table 2 Results of detection of infectious agents in clinical specimens by CoA and LA as compared

with conventional method

Table 3 Comparison of serological and conventional techniques for detection
of H. influenzae from a patient with meningitidis purulenta

note: NT is not tested
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Table 4 Comparison of serological and conven-

tional techniques for detection of S.pneumoniae

from a patient with meningitidis purulenta

note: NT is not tested

Testを 用い検査した結果H. influenzae typeb抗

原が陽性となった.従 って本菌による化膿性髄膜

炎 と診断され,同 日GM 2mg×1T, LMOX 500

mg×4Tの 投与が開始された.以 降髄液所見,諸

症状 とも軽快 し,約2ヵ 月後に退院 した.本 症例

は入院後,合 計4度 の髄液 と2度 尿を採取し細菌

と抗原の検索を行ったが,こ れ らよりはいずれも

陰性であった.一 方S. pneumoniaeが 検出された

症例(Table 4)は4ヵ 月男児で入院1ヵ 月前 より

風邪様の症状をきた し,入 院2日 前より38℃の発

熱 と嘔吐,そ の後傾眠状態 となったため当院外来

を受診.受 診時の髄液 より鏡検でグラム陽性球菌

が認め られ,そ の形態 より肺炎球菌を疑いIVDに

てABPCを1g,以 降4時 間毎 にABPCを500

mg投 与 した.そ の後諸症状は順調に回復 し入院

約2ヵ 月で軽快退院 した.本 症例は入院当 日(外

来受診 日)の髄液,血 液 より培養でS. pneumoniae

を検出したが,翌 日および2日 後の髄液からはも

はや菌は検出出来なかった.本 症例の髄液中抗原

検索は後 日まとめて行ったが,そ の成績はTable

4に 示 した とお り,CoAで は入院2日 目(17th

Apr.)の 髄液からも抗原が検出されたがLAで は

入院翌 日(16th Apr.)ま で,CIEで は入院当日

の培養陽性検体でさえ抗原を検 出出来なかった.

2)喀 疾:検 討し得た97検 体(78症 例)の 培養お

よび諸抗原の検査成績はTable 2に 示 した とお

りである.こ れらの中で培養で起炎菌 として有意

と判 断 され た 菌 が検 出 され た も の は61検 体

(62.9%)で あった が,そ の う ち わ け は,H.

influenzae 22件,S. pneumoniae 11件,H.

influenzaeとS, pneumoniae同 時検出例3件,B

Table 5 Comparison of CoA and LA for rapid detection of specific antigens

in clinical specimens
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Table 6 Infectious agents detected in sputum with a pneumonia

oataiikalisとS. pneumoniae同 時検 出例1件,P

aeiuginosa12件,B. catarrhalis 5件,E. cloacae

3件,そ の他K. pneumoniae, K. amgenes, E.

coliお よ びCne(功imans各1件 であ った.培 養

に よ り有意 な起炎菌 が決 定 出来 なか った36件 を 含

めた97検 体 の抗原検索 成績 は,合 計16検 体(13症

例)に,の べ19種 の 抗原が検 出 された.こ の抗 原

陽性例 はTable5に 示 した が,培 養成績 か ら抗原

の検 出状 況をみ る と,H.influenzaeを 検 出 した22

検 体 中CoAで は5検 体(4症 例)よ り,の べ7抗

原(P Agを2件,Hi-b Agを2件 お よびイ ンフ

ル エンザa,c～f型(以 降Hi-a,c～fAgと 略 す)

3件)を 検 出 した.一 方LAで は2検 体 が陽性 と

な りP Ag 1件,Hi-b Ag 1件 が 検 出 された.培

養 でS. pneumoniaeを 検 出 した11検 体 で は抗 原

陽性 は3検 体 で うち2件 はCoA, LAと もP Ag

が 検 出された が,他 の1検 体 よ りはCoAの み で

Hi-a, c～f Agの み が検 出された(症 例6-(3)で

本 症例 は これ 以前 に2度PAgと1度,Hi-a,c～f

Agを 検 出 して いる).培 養 でH. influenzaeとS.

pneumoniaeを 同 時に検 出 した3検 体(2症 例)と

B. cataiikalisとS. pneumoniaeを 同 時に検 出 し

た1検 体 の抗原検 索成績 は,CoA, LAで 全 検体 か

らPAgが 検 出されたほか,1検 体(症 例6-(1))

か らCoAでHi-a, c～fAgを 重 複 して検 出 した.

そ の他培 養 でP. aeiuginosa, K. pneumoniaeを

検 出 した 検体 か らもCoAお よ びLAでPAgの

み を検 出 し,培 養 で 有意 な起 炎菌 が 分離 され な

か った36検 体 中2検 体 よ りCoAでHi-a,c～fAg

を 検 出 した.

3)尿:H. influenzae type bに よ る化膿性髄 膜

炎症例 の菌検 出後1週 間 目お よび2ヵ 月後の尿 を

前述 の方法で濃縮 処理 し抗原 を検索 したが,す べ

て陰性 であ った.

4)CIE: CIEに よ る抗 原 検 査 は 培 養 でH.

iufluenzaeやS. pneumoniaeを 検 出 した 材 料 と

抗原 が検 出された ものに限 り行 った.検 索対象 と

な った合計34検 体 の成績 は,H.iufluenzae type b

を 検 出 した髄 液 とS. pneumoniaeを 検 出 した喀

疾 の合計2検 体 よ り各 々対 応す る抗原 が検 出 され

た だけで あった.

考 察

Lindbergら1i)に よ る細 菌抗原 の検 出感 度 の比

1較では,LA, CIEで50ng/ml, CoAで10ng/mlで

あ り,CoAはLA,CIEに 比 べ5倍 高 い感度 を持

つ ことにな る.中 村13)はH. influenzae type bの

polyribophosphateの 標 準 品 を 使 用 しCoAと

CIEの 感 度 比較 を行 った結果,CoAは16ng/mlで

あ った のに対 し,CIEは 使 用 した抗血清 の種類 に

よ り4～125ng/mlま で 大 きな ひ ら きが生 じた と

報 告 してい る.

わ れわ れが行 ったCoA, LAお よびCIEの 感 度

比較 テス トで は,力 価 の定 った抗原液 を用 い るこ

とが 出来 なか ったため定量値 が えられず,反 応を

認めた最 高希釈倍数 で比較 したにす ぎないが,そ

の結 果CoAが 最 も高 い感 度 を示 し,次 いでLA,

CIEの 順 で あ った.し か し,検 査法 の感度 は,中

村 の実験 成績 か らも明 らかな とお り,使 用 した抗

血清 の力価や純度 に よる影 響が大 き く,そ れ らを

厳密 に規定 して行われ ない限 り,単 純 に比較すべ

き もので はない.こ の ことはわれわ れの実験結果

に もあて はま るこ とであ るが,し か し単 にキ ッ ト



20 感染症学雑誌 第58巻 第1号

の比較 として意義を求めるのであれば,CoAを 利

用 した方法が抗原の検出にはよ り有用であった.

患者材料からの抗原の検索では,諸 家1)～14)の報

告 どおり,髄液や喀疾から検出することが出来た.

特に化膿性髄膜炎の2症 例では,鏡 検 と同じ時限

で抗原が検出出来,迅 速な診断 と適切な治療を行

うことが出来た.ま たS. pneumoniae検 出例 で

は,抗 生剤の投与が開始 された後 も2日 間にわた

り髄液中にP Agが 認め られたが,こ れは従来の

検査法が不可能であった抗生剤投与後の感染菌の

決定に福音をもたらす ものであ り,CoAを はじめ

とする迅速診断法の有用性を如実に示した例でも

あった.ま た,CoA, LAの 反応の特異性に関して

は,髄 液を検体 とした場合に限 り,対 応す る抗原

を検出し得た例は前述 した化膿性髄膜炎の2症 例

に由来す るものであ り,他 のいかなる菌が出され

たものからも抗原が検出されなかった点で,ほ ぼ

満足すべ きものであると思われた.

喀疾のテス トでは97検 体中16検 体に,の べ19抗

原が検出された.こ の16検 体中,培 養成績 とCoA

による成績が一致 したものは9検 体あったが,不

一致例 も7検 体に認め られた.こ の不一致の原因

については,培 養で有意な菌が認められず抗原の

みが検出された2例 を除くと次のような要素が推

測出来る.す なわち培養でS. pneumoniaeを 検出

しCoAでHi-a, c～fAgを 検出した例(Table5

の症例6-(3))はTable6に 示す如 く,以 前の2

回の培養(6-(1)は28th Oct.,6-(2)は29th

Oct.)でH. influenzaeとS. pneumoniaeを 検 出

し,同 時にCoAでP Ag+Hi-a, c～f Ag(6

-(1)) , P Ag, (6-(2))が 検出されていること

から,6-(3)で 検出されたHi-a, c～f Agは 本

来材料中に存在 していた ものであった と思われ

る.む しろ,そ れ までの2回 の検査で認められた

PAgが6-(3)の 材料か ら検 出されなかった点

について,抗 原 自身の変性か,ま たは無棊膜型へ

の変異等が疑われるが理解に苦しむ例であった.

培養でH. iufluenzaeが 分離 されながら対応す る

抗原を検 出出来なかった2検 体(Table 5の 症例

1と 症例2-(2))は 上述した症例6-(3)と は逆

にCoAでPAgが 検 出 され た.ま たP. aer-

uginosaとK. pneumoniaeが 分離 された検体 か

らもCoAでPAgが 検 出されたが,こ れ らは

David15)が 指適する共通抗原による交叉反応によ

るものであったのかも知れない.し か し,呼 吸器

感染症ではH. influenzaeやS. pneumoniaeが 同

時に他種の菌 と共存す る場合 も少 な くはな く,

従ってこれらの不一致例においてS. pneumoniae

の潜在的感染も否定出来ないように思われる.

今回,わ れわれが行った感染材料からの抗原検

出結果は,髄 液では極めて満足のゆく成績がえら

れたが,喀 疾では培養成績 との間に不一致例が多

く,決 して満足 し得る結果がえられなかった.こ

の成績の不一致の原因が主に菌側にあるのかある

いは使用 した試薬や前処理など方法に起因するも

のかについては今後の検討課題 となろ う.しかし,

このよ うな問題を もちなが らも,ま た,検 索対象

が限定 されたものであるとい う点を考慮に入れた

としても,CoAやLAで ある種の感染症を迅速に

診断出来,さ らに従来の培養法ではあきらめざる

を得なかった抗生剤投与例の病原菌検索も可能で

あった ことよ り,こ れ らの方法 とりわけCoAを

利用した抗原検 出方法は検査室への導入が有用で

あると思われた.今 後方法の確立 と精度の向上が

計られ,出 来れば細菌以外の微生物にまで応用範

囲が拡大されれば,感 染症の臨床検査を根底から

変革することになろ う.

稿を終るにあたり,この検討に御協力下さいました当院

赤石強司,岩 田猛邦両先生に深謝致します.
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Serological Techniques for Detection of Capsul Antigens on Clinical Specimens

Masanori AIHARA, Yoshikazu HASHIMOTO, Tamaki NAKAMURA, Masako MATSUMOTO,

Akihiko UEHARA,Masanari JHOKI,Midori ARAI,Michiko SAKAI,

Hisae NADA & Hiroshi TAKAHASHI

Department of Clinical Pathology,Tenri Hospital

As a rapid method of diagnosis of bacterial infections, co-agglutination (CoA), latex agglutination

(LA) and counter immunoelectrophoresis (CIE) were tested in order to detect the capsul antigens of
pneumococcus and H.influenzae in specimens from patients.

A comparative study with these three serological tests showed that CoA test was four to thirty-two
times sensitive as LA and CIE.

From 136 specimens of cerebrospinal fluid (CSF),two cases of meningitidis purulenta demonstrated
H.influenzae and pneumococcus respectively by both serological and conventional methods.In the case of

pneumococcal meningitidis,the antigen was detected by CoA and LA during two days after
chemotherapy commenced, although negative results were obtained by the conventional method.

From 97 sputum specimens,capsul antigens were detected by CoA and LA in 16 specimens;
especially CoA tests were positive for H.influenzae type b in two cases, for H. influenzae type a, cf in
seven cases and for pneumococcal antigens in 11 cases,whereas nine antigen were detected by LA test.

Positive CIE test was seen in only two clinical specimens;CSF from H. influenzae type b meningitis
and sputum from pneumococcal pneumoniae.

CoA test was found to be a useful tool for a rapid diagnosis of these bacterial infections as compared
with other serological tests such as LA and CIE for detection of pneumococcus and H.influenzae antigens
on clinical specimens.


