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要 旨

HBs抗 原 の測 定 法 として 最 近 開 発 さ れ たImmunochromatography Assayを 利 用 したDAI-

NASCREEN・HBsAg(Dainabot社)と 従来のRPHA法(リ バースセル,目 黒研)と を実際の臨床材

料を用いて比較検討した.一 部 についてはRIAお よびIMx(Abbott社)を 測定 し比較検討 した.

一 般住民692例 のHBs抗 原 は本法およびRPHAと もに24例(3 .5%)に 検 出され,B型 慢 性肝疾患患

者29例 で は全例が両法 ともに陽性であった.自 己免疫疾患患者30例 お よびHBV感 染 事故者8例 では両

法 ともに全例が陰性であった.

数年 にわた り経過 を観察中にHBs抗 原 が消失した.HBs抗 原 陽性例6例 では,本 法で陽性,RPHA

法 で陰性例が4検 体 に認め られ,5検 体 は両法で陰性化 した1年 後 もRIAお よびIMxで は陽性 であっ

た.

合計809検 体 の両法の一致率は99.5%,両 法 ともに陽性が9.9%,本 法 のみ陽性が0.5%,両 法 ともに陰

性が89.6%,RPHAの み陽性例 はなかった.

両 法によるHBs抗 原価の相関は回帰直線10g2Y=0.6761092X+1.7,r=0.87(p<0.001)と 良好な相

関が認められた.

本 法は測定時間が15分 と従来のRPHAに 比 べて短時間で,操 作 も簡単であった.

以 上の結果 により,本 法はRPHAよ りも感度が よく,操 作 も簡便で測定時間 も短 く有用な検査方法 と

考えられた.

序 文

HBs抗 原 の測定法 として は,す で に種々 の検 査

法が 開発 され て い るが,逆 受 身赤 血 球凝 集 反 応

(reversed passive hemagglutination,RPHA),

Radioimmunoassay(RIA),Enzyme immunoas-

say(EIA)な どが一般 に用 い られてい る1)～3).ま

た,最 近で は 自動免疫測定装 置(IMx)を 利 用 し

たMicro Particle Immunoassay(MEIA)も 普

及 してきている4).

これ らの検査法のうち,簡 便迅速 な方法 として

RPHAが 広 く用 い られてい る.こ のRPHAは

RIAあ るいはEIAに 比 べて感 度 はや や落 ちる

が5),手技が簡単で,特 殊 な設備あるいは機械 など

が必要ない こと,ま た測定時間も他の方法に比べ

て短いことなどから手軽に利用されている.し か

し,RPHAで も測定には2～3時 間を要すること

から,院 内におけるHBV感 染事故の際や病院内
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輸血の前検査には,よ り簡便迅速な検査方法が望

まれる.

このような観点か ら,こ のRPHAよ りも簡便

で迅速 な方法 として,最 近開発 されたHBs抗 原

の検査方法 としては初めてのImmunochromato-

graphy Assayに ついて,実 際の臨床材料を用い

て従来のRPHAと 比較検討 し良好な結果 を得た

ので報告する.

材料 と方法

1.対 象

1)一 般住民

1993年 に採血 された長崎県壱岐郡 の一般住民

692例(1歳 か ら93歳,男 性287例,女 性405例)

2)九 大病院総合診療部受診者

・B型 慢性肝疾患患者:29例

・針刺 し事故の医療従事者:8例

・自己免疫疾患患者:30例

3)HBs抗 原キャリアでHBs抗 原陰性化例

沖縄県八重山地 区のHBs抗 原陽性例で1980年

か ら1989年 までの10年 間 の経過観 察中6)にHBs

抗原が消失した6例(50検 体)に ついて経過を追 っ

て検討 した.こ れら50検体については,RIAお よ

びIMxに より測定 し,比 較検討 した.以 上合計

765例,の べ809検 体 を対象 とした.

II.検 査方法

Immunochromatography Assayは ダイナスク

リーン・HBsAg(R)(Dainabot社 製,以 下DAINA

と略),RPHAは リバースセル(R)(目黒研製),RIA

はAusriaII-125(R),IMxはIMxHBsAg・ ダイナ

パ ック(R)(いずれもAbbott社 製)を 用いた.検 査

に当たって判定 は各々のキットに添付 されている

指示書に従った.

DAINAの 測定方法はマイクロピペ ットあるい

はダイ リューター使用の2法 があるが,今 回はダ

イリューター使用法を用いた.ま た判定について

は,反 応後の発色 を-,W+,+,2+の4段 階 に

分けW+以 上 を陽性 とした.反 応時間について指

示書では15分 であるが,反 応時間を40分,1時 間,

2時 間,overnightと 延長し検討 した.ま た,延 長

による陽性例 も陽性 として取 り扱った.

対象 は全例DAINAお よびRPHAで スク リー

ニングを行い陽性例について各キット附属の確認

誠薬 を用いて中和試験を行 った.壱 岐の一般住民

のHBs抗 原陽性例(24例)お よびB型 慢性肝疾患

患者(29例)合 計53例 については両方による定量

試験を行った.

RIAは,一 夜放置法 を用い,本 邦ではcutoff以

上でかつcut offの5倍 未満の検体 については判

定保留 としているが,今 回の検査ではcut off値 以

上を陽性 と判定 した.し か し,従 来判定保留域 と

される例 については,複 数回の測定および確認試

験を行った.

血清 は採血後-20℃ で保存 した.

III.DAINAの 原理

今 回使 用 したDAINASCREEN HBsAgは サ

ンドイッチイムノア ッセイ法を用いたlmmuno-

chromatography Assayに よりHBs抗 原を測定

するものである.Fig.1に 示す ように,ウ エル内

でセレニウムコロイ ド標識抗HBsマ ウスモノク

Fig. 1 Principle of Immunochromatography Assay
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ローナル抗体 と検体 中のHBs抗 原 を反応 させ

る.そ の後,抗HBsマ ウスモノクローナル抗体が

固相 された櫛の歯型のシー トをウエル内に浸す.

シー ト上に固相抗体 ・HBs抗 原 ・セレニウムコロ

イ ド標識抗体の結合物を形成させ,セ レニウムコ

ロイ ド由来の赤色の ラインを目視 により判定す

る.

成 績

1) 一般住民,B型 慢性肝疾患患者他のHBs抗

原検出率

本法およびRPHA法 による壱岐の一般住民の

HBs抗 原検出率は,両 者 とも692例 中24例(3.5%)

であった.B型 慢性肝疾患患者では29例 全例が両

者 ともにHBs抗 原陽性であった.ま た,自 己免疫

Table 1 Follow up studies for presence of HBsAg by 4 method tests

N. D.: HBsAg subtype was not detected. Cut of values were 2.0 in IMx and 2.1 in RIA.
* Incubation time were 40 minutes.
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疾患患者30例 およびHBV感 染事故者の8例 は両

者 ともに全例陰性であった.こ のように一般住民,

B型 慢性肝疾患患者,自 己免疫疾患患者お よび

HBV感 染事故者では両者間に不一致例 はなかっ

た.

2) 経過観察例

1980年 か ら1989年 の10年 間 にHBs抗 原 キャリ

アー として経過観 察中 にHBs抗 原消失例6例

(男性4例,女 性2例)の べ50検 体 について検査方

法別 に比較 し,Table 1に 示 した.本 法陽性 で

RPHA法 陰性の例が4検 体(case 1, 3, 5, 6)に

認められた.5検 体で両方法 とも陰性にもかかわ

らず,RIAお よびIMxで 陽性であった.こ のう

ち,Case 6の1検 体 は本法の反応時間を40分 と延

長することにより陽性 となった.

3) 検出感度の比較

以上の結果か ら,DAINAとRPHA法 との比

較 を考えると総計809検 体の両者 による一致率は

99.5%で あり,両 者 ともに陽性が9.9%,DAINA

のみ陽性が0.5%,両 者 ともに陰性が89.6%で あ

り,RPHAの み陽性はなかった(Table 2).す な

わち,両 者の不一致例はDAINAの み陽性 の4検

体であ り,い ずれ も八重 山地区の経過観察者で

あった.こ れ らはHBs抗 原消失例の男性3例 お

よび女性1例 でいずれ もRIAお よびIMxで は陽

性であった.ま た,ス クリーニングでは陽性であっ

たが,確 認試験で陰性 と判定された例 はいずれも

壱岐の一般住民であり,DAINA 2例(52歳 および

59歳女性),RPHA 2例 の(60歳 男性,20歳 女性)

であった(Table 3).こ のように本法では2例 の

非特異反応がみ られたが,再 検査および中和試験

で排除された.

4) HBs抗 原価一(本 法 とRPHA法 との相関)

HBs抗 原陽性53例(一 般住民の陽性者24例 およ

びB型 肝疾 患 患者29例)に つ いて両 法 に よる

HBs抗 原価の相関 をFig.2に 示 した.回 帰直線

log2 Y=0.6761092 X+1.7, r=0.87 (p<0.001))

で,両 法間に良好な相関が認められた.

5) 日差および日間再現性

HBs抗 原陽性検体 について,本 法の日差および

日間の再現性 を検討 した(Table 4).使 用 した

Table 2 Detection of the presence of HBsAg by

DAINA and RPHA

Table 3 Results of confirmation by two methods

Fig. 2 Correlation of HBsAg levels between

DAINA and RPHA

log2 Y=0.676 log2X+ 1.7 (r=0.87, P<0.001)

Table 4 Reproducibility test of DAINA using

diluted serum
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Table 5 Effect of incubation time

ID: It was difficult to read the red signal bar with opacity

after 2 hours.

HBs抗 原陽性検体 はメーカーよ り供与 された高

濃度のHBs抗 原陽性パネル検体(A～G)で あ り,

抗原量 は不明であるが,Aが 最 も高濃度,Gは 本

法で陰性例 と考 えられた.そ の結果は,パ ネルF

すなわち,最 も抗原価が低い場合にはばらつきが

み られたが,他 のパネルでは良好な成績であった.

6) 反応時間の検討

本法 は,固 相 シー ト上の発色により結果判定を

行 うことか ら,反 応時間が結果に与える影響をみ

るために検体を選んで反応時間を15分,40分,1

時間,2時 間およびovernightと 延長して発色を

検討 した(Table 5).そ の結果 はHBs抗 原 (+)

例およびHBs抗 原陰性例で は,反 応時間を延長

しても結果に影響 はなかったが,15分 後の判定に

おいて(w+)の 例では40分 および1時 間後に(+)

へ とな る例 が あった.ま た,DAINAお よ び

RPHA法 陰性で,RIAお よびIMx陽 性例では反

応時間を延長することにより3例 中1例 が(+)

となった.こ の様 に,本 法の反応時間を延長する

ことにより検出率が0.1%上 昇 した.ま た,発 色が

薄 く結果判定が困難な例では時間を延長すると発

色が濃 くなり判定が容易 になった.こ れ らは低 タ

イター例であ り,確 認試験および定量について も

反応時間を延長することにより発色が濃 くなる傾

向がみ られた.し かし,反応後1時 間で発色がピー

ク となり2時 間後には全体が不透明になり,結 果

がよみにくい例があった.こ れ らはむしろover-

nightの 方が判定 しやすかった.

考 察

B型 肝 炎ウイルス研究の急速な進展 に伴い,

HBs抗 原の測定法 も感度,特 異性 に優れたものが

開発されている1)～4)が,一般にRPHA法 が広 く用

いられている.こ のRPHA法 はRIAお よびEIA

に比べて感度はやや低率であるが,簡 便で迅速で

あるという利点がある5).また,大 量に処理 も出来

るがむしろ少量,た とえば1検 体あるいは2検 体

な どの緊急の検査に向いている.こ れ らの測定法

に加 えさらに,簡 便で感受性の高 いHBs抗 原検

出 の た め のImmunochromatography Assayに

よるHBs抗 原の新 しい測定方法が開発 された.

本法 は,櫛 型のシー トに抗HBsマ ウスモ ノク

ローナル抗体 をコー トし,櫛 の歯型上にコー トし

たラインの発色により結果を判定する.こ の反応

時間は15分 と短時間であり,ま た各櫛の歯型は切

り取 ることで1検 体か らの測定が可能 となってい

る.す なわち,本 法の測定時間は全行程で も25分

であ り簡便迅速 というRPHAの 利点をより発展

させた方法 と考 えられる.実 際に,本 試験 中に

HBV感 染事故者の前検査を行 ったが,結 果判定

に素早 く迅速に対処できた.

検出感度については,対象 とした一般住民,B型

慢性肝疾患患者,自 己免疫疾患患者HBV感 染事

故の際の前検査者および沖縄県八重山地区の経過

観 察 例 を含 む809例 のHBs抗 原 の 検 出 率 は

DAINA 10.4%, RPHA 9.9%で あり,感 度 とし

てはDAINAの ほうがやや良好であ ると考 えら

れた.こ れ らの差であるが,2法 の最小検出感度

はDAINAが5ng/ml, PRHAが50ng/mlと され

てお り,今 回の実際の臨床材料を用いた成績 と一

致 していると考 えられた.

両 者 に よ る不 一 致 例 は,RPHA陰 性 か つ

感染症学雑誌 第68巻 第7号
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DAINA陽 性の4例 であったが,い ずれ もRIAお

よびIMxと もに陽性であ り経過観察 中 にHBs

抗原が消失 したと考えられ る例であった.2例 は

本法でもバ ン ドがW+と 薄 く陽性 の判定が困難

であった.ま た,1例 は反応時間を40分 に延長す

ることにより陽性 となった.し か し,4例 ともに

中和試験で2管 以上の差がみられた.ま た,数 時

間にわた りあ きらか にHBs抗 原陽性で あ り,

RIAお よびIMxで も陽性であることなどか ら本

法での陽性が支持された.す でに使用されている

各種の検査方法の最小検出濃度は,サ ブタイプに

より差が認められ るといわれる7).本 法 について

これらの検討 はなされていないが,今 回の差につ

いて もサブタイプを考慮 にいれる必要があると思

われた.し か し,こ の4例 のうち,1例 はadw,

1例 はadr,他 の2例 はサブタイプ検 出不能な例

であ り,こ の差 はサブタイプが原因で はな く,

HBs抗 原が消失 しつつある低 タイター例 を検出

出来なかった感度の差であると考 えられた.

先にわれわれは,IMxに よるHBs抗 原の検討

において,経 過観察例 のRPHAでHBs抗 原が陰

性化後 もRIAもIMxで 陽性 の例が あるこ とか

ら,HBs抗 原消失の判定は慎重 にするべきである

こと,ま た加齢 とともに低タイター化する例がみ

られ る ことに留意 す るべ きで あ る と報 告 し

た2)4).今回の検討では本法でも同様な成績が得 ら

れた.す なわち,同 報告 と同じ八重山地区の経過

観察例6例 につ いて比 較 したが,本 法 お よび

RPHAで 陰性化後 もなお数年間RIA及 びIMx

で陽性であるという成績であった.こ のことは,

一般住民における使用は本法で十分 と考えられる

が,経 過観察中にHBs抗 原が消失 した と考 えら

れる例では,よ り感度の高いRIAお よびIMxな

どによる詳 しい検査が必要であるといえる.

このように低 タイター例 において本法では検出

不可能な例があること,あ るいは発色が薄 く結果

判定が困難な ことがあるが,反 応時間を延長する

ことにより,検出率が0.1%上 昇あるいは発色が濃

くなり判定が容易になる成績が得 られた.こ の場

合の延長時間は約40分 か ら1時 間でよく,特 に低

タイター例での確認試験および定量試験には反応

時間延長がすすめられる.こ の反応時間延長 によ

り非特異反応が起 こることが懸念 され るが,RIA

お よびIMxで 確認 されたHBs抗 原陰性例 およ

び陽性例 において,本 法の反応時間を延長 して も

その判定結果に影響がなかった.ま たRIAお よび

IMxに よりHBs抗 原価の低いことが確認された

陽性例において,本 法の反応時間を延長すること

で陽性 と認 められたことなどから,反 応時間延長

による非特異反応 はないと考 えられた.

次 に定量性については,本 法 とRPHAに 有意

な相関が認められた.

また特異性については,本 法のスクリーニング

で陽性 と判定 された一般住民2例 が再検査および

確認後陰性 と判定され,容 易 に排除出来た.ま た,

非特異反応が懸念 されるHBs抗 原陰性 の自己免

疫疾患患者についても全例陰性 と判定された.

以上の成績から,本 法はRPHAよ り感度が よ

く,RIAお よびIMxに 比べてやや感度は落 ちる

ものの,そ れ以上に操作 も簡便で,測 定時間も短

く有用な方法 と考えられた.ま た,使 用器具が少

ない ことは医療設備が完備していない場所での検

査に重宝すると考えられる.さ らに,本 法の迅速

性 を考 えるとHBs抗 原のみならず,他 のウイル

スマーカーへの今後の発展が期待 される.
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Evaluation of Immunochromatography Assay Technique for Detection of
Hepatitis B Surface Antigen

Seizaburo KASHIWAGI, Jun HAYASHI, Akinori NOGUCHI,
Koya NAKASHIMA & Yasuhiro KISHIHARA

Department of General Medicine, Kyushu University Hospital

A new immunochromatography assay technique (DAINASCREEN HBsAg, Dainabot) has been
recently introduced for the detection of the presence of hepatitis B surface antigen (HBsAg). To
evaluate the feasibility of using the DAINASCREEN HBsAg, we carried out comparison tests with this
method and RPHA.

Results obtained were as follows:
In a test of 692 sera from inhabitants in Iki island, Nagasaki Prefecture, 24 (3.5%) were positive for

HBsAg by both DAINA and RPHA. Twenty-four patients with hepatitis B were all positive in both
methods. Thirty patients with autoimune diseases and eight who had accidental needle exposurse to
the blood of patients with HBV infection were negative by both methods.

Six individuals were followed over a period of 10 years and all eventually climinated HBsAg from
their sera. In four patients, HBsAg remained positive by DAINA at one yearly check after it had
become negative by RPHA. In five patients, HBsAg remained positive by RIA and IMs after DAINA and
RPHA had become negative.

A good correlation was observed between DAINA and RPHA with a concordance rate of 99.5%. A

good correlation of HBsAg titer between the two methods was observed and found to be significant
(r=0.87, p<0.001).

HBsAg assay was able to be completed within 15 minutes by DAINA and the procedure was
simple.

These results indicate that the sensitivity of DAINA is superior to RPHA and it is easy to use.

感染症学雑誌 第68巻 第7号


