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要 旨

蛍光標識モ ノクローナル抗体(mAb)を 使用 した水痘 ・帯状疱疹 ウイルス(Varicella-zostervirus,

VZV)抗 原検 出用診断キッ トの有用性を検討 した.本 キ ットは本邦で分離 されたVZV14株 の感染細胞す

べてを明瞭に染色し,15株 の単純ヘルペスウイルス1型(HSV-1)お よび14株 の同2型(HSV-2)の 感

染細胞では交差反応はみ られなかった.
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ヘルペスウイルス感染症の疑いのある患者の病変部 より採取 した検体について検討をおこない,臨 床

診断で水痘 と診断された もの105例 中92例(87.6%),帯 状 疱疹 と診断された190例 中176例(92.6%)で

VZV抗 原陽性であった.一 方,単 純ヘルペスと診断 された96例 中VZV陽 性 と判定された ものが5例 あ

り,こ れ らの5例 はすべて蛍光抗体法でHSV抗 原陰性であることが確認 された.更 に,臨 床的に帯状疱

疹,単 純ヘルペスいずれ とも診断のつかなか った24例 中9例 がVZV抗 原 陽性であった.ま た ウイルス分

離培養を実施 した258例 中VZVが 分 離された109例 す べてについて本キ ットで陽性判定が得 られ,HSV

が分 離された69例 はすべてについて陰性であった ことか らも本キ ットの感度 が高 く,HSVと の 交差反

応性のない ことが確認 された.ま た水痘または帯状疱疹 と臨床診断されたもので,ウ イルス分離でVZV,

HSVと もに分離 されなかった60例 中53例(88.3%)が 本 キ ットでVZV抗 原 陽性 と判定された.以 上よ

り,本 キ ヅトは特異性がきわめて高 く,臨 床診断を補い,か つ ウイルス分離培養法 に比較 し検出率 も高

く,操 作が簡便で迅速であ り,水 痘および帯状疱疹の臨床検査用の診断薬 として極めて有用であると結

論 された.

序 文

水 痘 ・帯 状 疱 疹 ウ イ ル ス(Varicella-zoster

virus,VZV)は,主 に 小児期で の初感 染で水痘 を

発症 させ る.そ の後,脊 髄 後根 な どの知覚神経 節

に潜 伏感染 し,中 高年期 にか けて,あ るいは種 々

の重 篤疾患 に よる宿主 の免 疫状態 の低 下 な どに伴

い,ウ イル ス が再 活性 化 され帯 状 疱疹 を発 症 す

る1)～3).水 痘 お よび帯 状疱疹 は ときに単純 ヘル ペ

ス ウイル ス(Herpes simplex virus,HSV)感 染

症 と鑑別 が困難 で,臨 床診 断が容易 でない こ とも

あ る.ま た,最 近 では選択毒 性のあ る抗 ウイル ス

剤の開発 が進む につれ,治 療 において も両者 を鑑

別 す る必要 を生 じる よ うにな った.し た が って,

す で に 市 販 され て い るHSV用 蛍 光 抗 体 診 断

i薬4)～6)に加 え,HSV感 染 とVZV感 染 とを厳 密 に,

しか も迅速 に診 断す るVZV診 断 薬 の開発 の必要

性 が高 まって きた.今 回我 々はHuoresceinisoth-

iocyanate(FITC)を 標 識 した抗VZVマ ウ スモ ノ

ク ローナル抗体(mAb)7)を 用 いて,病 変部 よ り採

取 した材料 お よび既 に分離 されて いる ウイル スの

感染細胞 か らVZV抗 原 を特異 的に,し か も迅 速,

簡 便 に検 出す る ことがで きたので報告す る.

材 料 と方法

(1)FITC標 識mAb

山 西 らが確立 したハ イブ リドーマの ク ローン8

お よ び ク ロー ン17が 産 生 す るmAb7)にFITCを

標 識 し,両 者 を混合 し蛍光抗体診 断用 キ ッ トとし

て使用 した(東 燃株 式会社 よ り提供 を受 けた) .ク

ロ ーン8はVZVの 糖 タンパ ク質gp3を
,ク ロー

ン17はVZV感 染細胞の核タンパ ク質を認識する

mAbで あるが,後 者の具体的な対応抗原は同定さ

れていない なお用いた標識抗体のF/P(色 素と

抗体の結合比)は3.6で,mAbの 濃度は0.2mgタ

ンパク質/m1で あった.

(2)対 象材料

対象患者のサンプルは16の 病院および研究施設

で集められた431症 例である.本試験は昭和63年2

月よ り同年10月 にかけておこなわれた.水 痘ある

いは帯状疱疹患者を対象 とし,対 照 として単純ヘ

ルペスその他の水疱性疾患の水疱蓋,水 疱内容,

水疱底および歴欄面から材料を採取 した.患 者の

病巣か ら,細胞を綿棒 などで採取 し,4穴 のスポッ

トスライ ドグラスに塗抹し,自 然乾燥後,ア セ ト

ンで10分 間固定 し直ちに染色を行 うか,-20℃ 以

下に保存 し,後 日染色 した.ま た同時に,病 変部

からのウイル スの分離培養 を後述の方法で行っ

た.

(3)抗 原検出

染色は次の手順に従った.上 記固定スライ ドグ

ラス試料にFITC標 識 した抗VZV抗 体(本 キ ッ

ト),抗HSV-1抗 体 あるいは抗HSV-2抗 体をそ

れぞれ30μ1重 層 し,37℃30～45分 間,あ るいは室

温45～60分 間湿潤箱にて反応 させた.HSV-1と

HSV-2の 鑑別診断用にはマイクロ トラック・ダイ

レク ト用キ ット4)を使用 した.次 に,リ ン酸緩衝液

と蒸留水あるいは水道水にて洗浄後,緩 衝 グリセ

リン液(pH9.4)で マウン トし,蛍 光顕微鏡にて

観察した.明 瞭な核を持ち,細 胞形態のはっきり
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した ものにつ いてのみ判定 し,細 胞質 と核 に穎粒

状の特異蛍 光を認 めた ものを陽性 とした.陽 性お

よび陰性 の標 準試料 として,VZV感 染 お よび非感

染 のHEL細 胞 を塗抹 した ス ライ ドグ ラスを 同時

に観 察 した.通 常 は200倍 お よび400倍 で 鏡検 した.

(4)VZVとHSV間 の 交差反応性

VZVキ ッ トのHSV-1あ る いはHSV-2と の 交

差反応 性を検 討す るため,合 計43株 のHSVお よ

びVZV新 鮮 分離株 を選 び,7つ の 各研究機 関で,

そ れぞれ6株 つつ につい て,内 容を知 らせ ずに ウ

イル ス株 の同定 を行 った.

(5)ウ イ ル ス分離培 養

ウイル スの分離培養 は,水 疱 内容 を,VZVで は

HEL細 胞 に,HSVで はVero細 胞 あるいはHEL

細 胞 に接種 して行 った.ウ イル スの同定 はFITC

標 識 したVZV,HSV-1お よ びHSV-2のmAbを

使 用 し,あ るいは中和法 な どで行 った.

写真1水 痘検体塗抹標本

写真2水 痘検体塗抹標本

成 績

(1)キ ットによる染色所見

染色は一般に鮮明であった.陽 性細胞の特徴は,

細胞質全体が染 まることと,核 に特異的な顆粒状

の染色のあることである.写 真1は 水痘例の水疱

蓋塗抹標本で検出されたVZV抗 原を示 し,核 内

および細胞質に広汎に特異蛍光がみられる(原 倍

率 ×66).写 真2も 水痘例のVZV抗 原の染色を示

し,核 内と細胞質に明瞭な特異蛍光がみ られる.

矢印(←)は 多核巨細胞を示す(原 倍率×132).

陰性細胞はエバソスブルーを添加す ることにより

暗赤色に染色され,黄 緑色の特異蛍光を示す陽性

細胞から鮮明に区別できた.た だ し,膿 疱 より得

られる試料の中には時に白血球の細胞質中に非特

異的な淡いdullgreenの 染 色像がみ られ ること

があった.し かし,核 の特異的な顆粒状の蛍光染

色所見を 目安にす ることによ り,判 定することが

でぎた.

(2)患 者検体での抗原検出

対象症例数は431例,そ の内258例 についてはウ

イルス分離を行った.臨 床診断では,水 痘105例,

帯状疱疹190例,単 純ヘルペス96例,帯 状疱疹,単

純ヘルペスの区別のつかなかった もの24例,そ の

他の水疱7例 であった.角 膜ヘルペスおよび眼科

関連の症例 として帯状疱疹が4例,単 純ヘルペス

Table 1 Detection of VZV antigens in clinical

materials using monoclonal antibody by

immunofluorescence

(): Percentage of positive cases

平成2年2月20日
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が5例 あった.水 疱,そ の他から作製した全症例

の塗抹標本について,本 キットを用いて抗原を検

出した.Table 1に は,臨 床診断 と本キ ットによる

蛍光抗体法の結果を示 した.臨 床的に水痘 と診断

された もの105例 中VZV抗 原陽性92例(87.6%),

陰性8例,塗 抹標本に細胞が存在 しないなどの理

由による判定不能は5例 であった.帯 状疱疹 と診

断された もの190例 中,抗 原陽性176例(92.6%),

陰性14例 であった.こ れ ら陰性例で,VZVが 分離

されたもの,あ るいは蛍光抗体法でHSVと 判定

されたものはなかった.単 純ヘルペスと臨床診断

された96例 中,蛍 光抗体法で90例 はVZV陰 性 と

判定 されたが,5例 はVZV陽 性であ り,1例 は判

定不能であった.臨 床診断で帯状疱疹 と単純ヘル

ペスの区別がはっきりしなかった24例 では,9例

が蛍光抗体法でVZV陽 性であ り,そ の内2例 で

ウイルスが分離 された.上 記の9例 はいずれも蛍

光抗体でHSV抗 原陰性であった(Table 2).ま

た,蛍 光抗体法でVZV陰 性であった残 りの15例

についてみると,ウ イルス分離でVZVが 検出さ

れた ものはな く,6例 につ いてはHSV-1/2が 分

離 され,そ の うち4例 と分離できなかった1例 で

HSV抗 原が検 出された.Table 1お よび2か ら

明らかなよ うに,臨 床的に確定診断できなかった

24例 中9例 ではVZVと 判定でき,ま た,HSV用

のキ ットを用いることで5例 についてHSV-1/2

と判定することができた.こ の点で も,蛍 光抗体

法は臨床診断を補 うことができるといえる.な お

角膜ヘルペスなど眼科関連のヘルペス疾患では,

臨床で4例 が帯状疱疹と診断されそのうち蛍光抗

体法で2例 がVZV陽 性,2例 が陰性であった.単

Table 2 Virological diagnosis by immuno-

fluorescence and virus isolation in clinically

undetermined cases

純ヘルペスと診断された5例 ではいずれ もVZV

陰性であった.

(3)分 離株でのHSVの 交差反応性

内容を知 らされていない(盲 検)ウ イルス試料

を培養細胞(HELお よびVero細 胞)に 感染させ,

細胞変性効果(cyotopathic effect, CPE)を 観察

Table 3 Comparison between virus isolation and immunofluorescence
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Table 4 The detailed analysis of the 80 cases which were negative both

in VZV and HSV isolation

した後,塗 抹標本を作 り,本 キ ットとマイクロ ト

ラックを用いて判定 し,全 例HSVはHSV (29

例), VZVはVZV (14例)と 確認 され, HSVと

の交差反応は認められなかった.

(4)患 者検体でのウイルス分離培養

上記症例中,VZVあ るいはHSV-1/HSV-2の

ウイルス分離培養を試みた症例は合計258例 であ

る(Table 3).こ の うち水痘および帯状疱疹 と臨

床診断されたものの陽性率はそれぞれ59.7%お よ

び67.6%で あった.

VZVが 分離 された109例 はすべて,蛍 光抗体法

でも陽性であった.HSVの 分離 された69例 はす

べてキ ットでVZV抗 原陰性であった.一 方,ウ イ

ルス分離でVZV,HSVと もに陰性の80例 の うち

(Table 4),臨 床的に水痘 と診断 された27例 中23

例,帯 状疱疹 と診断された33例 中30例 がキットで

VZV陽 性であった.ま た,単 純ヘルペスと診断さ

れた11例 中1例 および帯状疱疹,単 純ヘルペスい

ずれ とも診断のつかなかった6例 中3例 が陽性で

あった.こ の様に蛍光抗体法と臨床診断は良 く対

応す る.ウ イルス分離培養法と蛍光抗体法の結果

は材料採取の方法によっても左右され るが,試 料

採取病変によってどのよ うに変わるか検討した.

蛍光抗体法陽性例に対するウイルス分離率 は水疱

蓋では高かった(79.7%)が,水 疱内容,水 疱底,

あ るいは靡爛 面の順 に低下 した(水 疱 内容,

54.2%;水 疱底,37.0%:靡 燗面,25.0%).一 方,

蛍光抗体法では採取病変にかかわらず高い陽性率

が得 られた.ウ イルス分離法の判定所要時間は,

109例 中3日 以内が23例(21.1%),4～7日 が67

例(61.5%),8日 以上が19例(17.4%)で,平 均

日数は5.4日 であるのに対して,蛍光抗体法はほぼ

一時間半で終了することができる.

考 察

VZVは 水痘や帯状疱疹の原因 となるぼか りで

なく,重 篤疾患下で全身感染を引き起 こし,し ば

しば致命的 となることがある.近 年,抗 ヘルペス

剤の進歩8)9)がみられているが,適 切な治療をで き

るだけ早 く開始するためには,迅 速に診断を下す

必要性が生じてきた.HSVの 分離は早い場合1

～2日 で可能であるが,VZVで は数 日以上を要す

る.VZV感 染症では,皮 膚粘膜部に水疱を形成す

る特徴があ り,そ の病巣材料を用いての診断が可

能である.今 回は,抗VZVマ ウスモノクローナル

抗体を用い,臨 床材料での診断への有用性 と,

HSVと の交差反応性などを検討した.

今回用いたmAbに よる染色ではクローン8は

感染細胞の細胞質に,ク ローン17は感染細胞の核

に陽性所見が認められた.本 キットは,HSV-1お

よびHSV-2と 交差反応すること無 く,VZV感 染

細胞を特異的に染色することが示 された.例 外的

にまぎらわしい試料が極 く少数存在したが,核 の

特異染色に注 目すればそれも回避できると思われ

る.市 販の単純ヘルペスウイルス検出用キットを

併用すれば,確 実な診断が可能であるのは言 うま

でもない.本 キットによる染色が鮮明であるとい

う点 で一致を見ているが,と りわ けク ローン17

mAbに よる核の染色は明瞭であるため,将来 この

mAbの みを使用 したキ ットを作製す ることも可

能である.
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ヘルペス性の疾患で帯状疱疹か単純ヘルペスか

臨床診断が困難であった症例が,5.6%(431例 中

24例)存 在 したが,蛍 光抗体法により,そ の うち

9例 がVZV,5例 がHSV-1/2抗 原陽性 と判定さ

れた(Table1,2).ま た,臨 床上単純ヘルペスと

された96例 中,蛍 光抗体法でVZV陽 性の ものが

5例 みられており,本 キットが臨床診断を補 う役

目を十分果す と考えられた.従 来か らVZV感 染

の確実な診断方法は,ウ イルスを分離培養す るこ

とである.ウイルス分離培養で陽性の109例 は蛍光

抗体法でもすべて陽性であった.こ の ことは,蛍

光抗体法に偽陰性の無いことを示す.ウ イルス分

離培養 でVZV感 染を判定す るには数 日を要 す

る.ま た,臨 床診断で水痘ないし帯状疱疹 とされ,

蛍光抗体法でVZV陽 性と判定されたにもかかわ

らず,ウ イルス分離でVZV陰 性のものが53例 も

存在した.こ のよ うにHSVに 比べ,ウ イルス分離

培養の困難 なVZVで は,蛍 光抗体法による迅速

診断の必要性がより高いとい うこともできる.ま

た,検 体の取 り扱いにあたっては,膿 痕になる前

のできるだけ早い時間の水疱蓋を蛍光抗体法用お

よびウイルス分離用にもってい くことが診断の効

率を高めることに結びつ くと思われる.以 上の結

果からつぎのことが言える.(1)臨 床材料できわめ

て明瞭にVZV抗 原を検出できた,(2)本 キ ットの

判定ではHSVと の交差反応はなかった.(3)臨 床

的に確定診断で きない症例を,本 キットで診断す

ることがで きた,(4)VZVの ウイルス分離率が水

痘で59.7%,帯 状疱疹で67.6%と 低いのに対 して,

本法 で は陽性 率が水 痘 で94.0%,帯 状 疱疹 で

97.1%と 高い.こ れらの点に加えるに,本 キ ット

は操作が迅速かつ簡便であるとい う利点があ り,

感染の ごく初期に外来での迅速診断が可能 であ

り,治 療薬の選択あるいは院内感染予防などに威

力を発揮することが期待される.
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Diagnosis of Varicella-Zoster Virus (VZV) Infection by using
FITC-labeled Monoclonal Antibodies
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Anti-varicella zoster virus (VZV) mouse monoclonal antibodies conjugated with fluorescein
isothiocyanate were evaluated for their usefulness as a practical diagnostic tool in the clinical field by
examining cells infected with isolated herpes viruses and 431 clinical samples. The kit stained clearly
the cells infected with 14 isolated VZV strains without cross reaction to 15 isolated herpes simplex
virus type-1 strains (HSV-1) and 14 type-2 (HSV-2) strains.

In clinical specimens, viral antigens of VZV were detected in 92/105 (87.6%) cases of varicella and
in 176/190 (92.6%) cases of herpes zoster. Specific fluorescence of VZV was also observed in 5 out of 96
cases diagnosed as HSV infections, although these samples had no specific reaction to HSV when
tested by the commercially available diagnostic kit. In 24 cases which could not be clinically diagnosed
as herpes zoster or herpes simplex, the VZV antigen was demonstrated in 9 cases. All 109 VZV-positive
cases in virus isolation by culture were also judged VZV-antigen positive by the kit, while all 69
HSV-positive cases in virus isolation were VZV-antigen negative. Furthermore, the VZV antigen was
detected by the kit in 53/60 clinical diagnoses of varicella or herpes zoster without successful virus
isolation.

These results clearly indicate the usefulness of the kit as a practical VZV diagnostic reagent,
especially in terms of specific sensitivity and easy techical manipulation.
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