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子宮頸癌患者と健常人血清中の単純ヘルペスウイルス

抗体のELISA法による抗体価測定、直接法

及び間接法の比較について

前田由紀子

長崎大学熱帯医学研究所ウイルス学部門

 Serum Antibodies against Herpes Simplex Virus Type-1 and Type-2 Early Antigens

 in Patients with Uterine Cervical Cancer and Healthy Women: Comparison of direct and

 indirect ELISA titers

 Yukiko MAEDA (Department of Virology, Institute of Tropical Medicine, Nagasaki

 University)

 Abstract: Sera from uterine cervical cancer patients (CaCx patients), healthy control
 and other cancer patients were examined for their IgG and IgM antibody titers against

 Herpes simplex virus type-1 (HSV-1) and type-2 (HSV-2) early antigens (EA) by

 using antibody capture direct enzyme-linked immunosorbent assay (direct-ELISA).

 IgM and IgG antibody titer distribution against HSV-2 EA were compared among

 CaCx patients, healthy control and other cancer patients. Significant difference in their

 IgM antibody titer distribution against HSV-2 EA at 2% significance level was observ-

 ed between CaCx patients and healthy control and also between CaCx patients and

 other cancer patients. Percentage of the specimens with IgM titers exceeding the upper
 limit of healthy controls (13ELISA titer) was 6% for CaCx patients but 0% for other

 cancer patients. In contrast, difference was not observed in IgM titers against HSV-1

 EA and in IgG titers against HSV-1 EA and -2 EA between CaCx patients and

 healthy control. However, percentage of the specimens with HSV-1 EA IgM titers ex-
 ceeding the upper limit of healthy controls (11 ELISA titer) was 6% for CaCx patients,

 1.9% for other cancer patients,

    IgM and IgG antibody titers against HSV-2 EA measured by direct and in-

 direct ELISA methods were compared among CaCx patients, healthy control and other

 cancer patients. Correlation between direct and indirect ELISA titers was not observed

 in those three groups. There were 29 (14.8%) CaCx patients with titer exceeding the

 upper limit of healthy control measured by either direct-or indirect-IgM ELISA. Five

 CaCx patients showed titers exceeding the upper limit of healthy control by both direct
 and indirect ELISA, and 4 of them were found in stage 0 of cervical cancer. However, even
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低い有意差であったiHSV－1に対するIgG抗休

価に関しては何れの組み合わせをみても差は無かっ

たi

直接　ELISA　抗体佃の幾何平均値と上限：

Table3はそれぞれのグループの抗体価の幾何平均

値（GMT）と上限，及び癌患者のうちで健常人の抗

体価上限を超える値を示す者の数と％を示してい

る．健常人のHSV＊1初期抗原に対するIgM抗

体価の上限は11であったが，子宮頸癌患者にはそれ

以上を示すものが12名（6％），その他の癌患者では，

1名（1i9％）存在した．IgG　抗体価では子宮頸癌

患者の2名（1％）が他のグループの上限以上を示

した．同様に，HSV－2　初期抗原に関しても健常

人のIgM抗体価の上限は13で子宮頸癌患者にはそ

れ以上を示すものが12名（6％）存在したが，その

他の癌患者には認められなかった．また癌患者の中

で，HSV－2初期抗原に対するIgG抗体価が健常

人の上限を越える者は認められなかった．

健常人の上隈以上を示す例での直接及び間接

ELISA抗体価の相関：HSV－2　の初期抗原に対

するIgM　抗体価は直接及び間接　ELISA　法共に

子宮頸癌患者と健常人の間に有意差を認めたの電

子官頸癌患者のうちどちらか一方健常人の上限以上

を示す者（29名／196名）について相関を調べ，Fig．

1に示した．直接　ELISA　法で13以上を示しかつ

間接ELISA法でも360以上を示す例が5例，直接

ELISA　法で13以上を示すが間接　ELISA　法では

360以下を示す例が7例，連に間接ELISA　法では

360以上を示すが直接ELISA法では13以下を示す

例が17例認められたi進行期別に見ると0期の癌患

者，6例中4例は直接及び間接　ELISA　抗体価共

に健常人の上限以上を示していた．

Table3iGeometricalmean titer（GMT）and upperlimit ofdirect ELISA fiters

Immuno

globulin

Assay

antlgen

ST）eCimens

Total
C且teJZOrV number

ELISA
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IgM

トEA
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12　　　　6

1　　　1．9
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5．15　　　13

12　　　　　6

0
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12i82　　160
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12．13　　　　60

0

0
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et al．，1976）を用いた．但し，COating buffer　と

してOiO5M炭酸重炭酸緩衝液を，抗原及び抗休の希

釈液としては　PBS疇T（OiO5％Tween　20　と0．02

％　NaN3　を含む　PBS）を用い，発色は0－5mg／ml

の0－Phenylenediamine　と0．02％のH202を含む

0．05　M　クエン酸リン酸緩衝液で行ったiELISA

抗体価は，階段希釈した陽性標準血清の発色と検休

の発色反応を比較し計算した（Igarashietal．，19sl；

Morita et al．，19s2）．

統計処理法：STAX　のプログラムを用いてマイク

ロコンピューター処理を行った．

結　　　果

直接　ELISA　と間接　ELISA　法による各抗体

佃間の相関性：HSV－2　初期抗原に対して2種類

のELISA法で測定されたIgGまたはIgM抗体

に於て，子宮頸癌患者，健常人，その他の癌患者に

ついて各人の抗体価間の相関係数「り　をもとめ

Tablelに示した．IgG抗体に於て，子宮頸癌患

者では0．295，健常人ではOil凡　その他の癌患者で

は0．172と低い値を示し，相関は認められなかった．

同様にIgM　抗体でも，子宮頸癌患者では0．267，

健常人では－0．031，その他の癌患者では－OiO62と

低い値を示し，直接ELISA　抗体価と間接　ELISA

抗体価問に相関は認められなかった．

直接　ELISA　抗体価での有意差検定：次いで

HSV－1及びHSV－2初期抗原に対するIgM及

びIgG　直接　ELISA　抗体価の有意差検定を各グ

ループ間の組み合わせについて行い　Table　2　にま

とめたi子宮頸癌患者と健常人の間には　HSVー2

初期抗原に対するIgM抗体価に危険率2％で有意

差をみとめ，子宮頸癌患者とその他の癌患者の問に

も同様にHSV－2初期抗原に対するIgM抗休価

に危険率2％で有意差をみとめたiそれに反してそ

の他の癌患者と健常人の間には全く差は認められな

かった．また，HSV－2初期抗原に対するIgG抗

体価でも有意差は認められなかったiHSV－1に

対する抗体価ではIgM抗体価に子宮頸癌患者と健

常人，子宮頸癌患者とその他の癌患者間に危険率10

％で有意差を認められたが　HSV－2　と比較すると

Tablel．Correlation Coefficient（r〕between direct andinditect ELISA

titers aBbinst HSV－2early antigens

Ⅹ－aXis

Immuno ELISA

globulin method

IgM direct

IgG direct

Y－aXis

Immuno ELISA

globulin method

IgM indirect

IgG indirect

γ－Value

healthy other

CaCx pti COntrOI ca・pt．

．267　　　－．031　　　－．062

．295　　　　．110　　　　．172

Table2．Statisticalsignificancelevelof direct ELISA［itersbetweenCaCxpatients，

othercancer patients and healthYCOntrOIs
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5－10％　　　　5－10％

70％　　　　　＞90％

1－2鬼′　　　　1－2％

10－20％　　　　20i30％

other ca．pti

and healthynnn・trd

70－80％

80－90％

80i90％

80－90％
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among those with high level of IgM ELISA titers, correlation between direct and in-

direct ELISA titers was not observed. These results suggested that antibodies

measured by direct and indirect ELISA were raised against different kinds of early an-
tigens. For the practical use, indirect ELISA method was superior to direct method

because of the level of the antibody titers, frequency of detecting positives among in

CaCx patients and more easy preparation of the antigens.

Key Words: Herpes simplex virus, ELISA, uterine cervical cancer

Trop. Med. 28(3), 157-163, September, 1986

緒　　　岩

単純ヘルペスウイルス2型（HSV－2）と子宮頸

癌との関連が注目されだしたのは1960年代後半にな

された血清疫学的調査（Naib et al．，1966；RawIs

etal．，1969；Nalmias etal．，1970；Adam etal．，

1972）に端を発するが，現在でも子宮頸癌と

HSV－2との関連について未だ明確な結論を得て

いない．HSV　遺伝子は細胞癌化のきっかけとはな

るがそれ以上の癌化過程には必要で無く，癌細胞が

癌細胞としての性質を維持するのに，ウイルス遺伝

子は働いていないとする，“ヒットエンドラン”方

式による細胞の癌化過程の仮説（Galloway and

McDougal1，19s3）が発表され，現在HSV　遺伝子

はこのような遺伝子ではないかと考えられている．

著者らは1型ヘルペスウイルス（HSV－1）及び

HSVd2感染HEp－2細胞核から調製した初期抗

原（EA）をベルオキシダーゼ（HRPO）で標識した

直接ELISA　法（Maeda et al．，1986），及びウエ

スタンプロット法解析により得られた子宮頸癌患者

に特徴的に反応するポリペプチドを含む初期抗原を

調製し，これを抗原とする間接　ELISA　法により

子宮頸癌患者，健常人，及びその他の癌患者の

IgM　とIgG抗体価の測定（Maeda，19s6）を行な

い，2型初期抗原に対するIgM抗休価に於て子宮

頸癌患者と健常人　及び子宮頸癌患者とその他の癌

患者との間に，危険率1％で有意差を認めたiしか

し，この両方法の比較を行っておらず，更に直接法

で得られた結果の統計処理が不十分であったので，

今回は直接ELISA法の統計学的処理と，HSV－2

初期抗原に対するIgM　抗体価について，直接

ELISA法及び間接ELISA法を比較し，若干の考

察を加えた．

材料と方法

ウイルス：HSV－1（HF株），HSV．2（Savage株）

を用い，感染価はプラーク法で測定した．

細胞：Vero細胞をウイルスの増殖と感染価測定に，

HEp岬2　細胞を初期抗原作製に用いた．両細胞と

も37℃で10％胎児ウシ血清（FCS）を含む　Eagle

液で培養した．

被輸血清：子宮頸癌患者は直接ELISA　法では200

名，間接ELISA　法では新たに4名を加えた204名，

健常人は直接　ELISA　法では165名，間接　ELISA

法では新たに2名を加えた167名，その他の癌患者は

両方法ともに54名からの血清を用いたi尚，子宮頸

癌進行期分類は国際臨床進行期分類（FIGO）に従

い行ったi

初期抗原の作製：直接　ELISA　法では，HEp－2

細胞に　HSV－1または　HSV－2　を感染多重度

（moi）5で感染させ，37℃，1時間吸着後

Ara－C（20μg／ml）を含む維持液（2％FCS　を含む

Eagle　液）を加え，感染後6－7時間の細胞を集

め，その按分画を超音波破砕後8，000×g，10分間

遠心し，50％飽和硫安で沈澱する分画を　PBS　で

透析後　HRPO　で標識した（Wilson　＆　Nakane，

1978）．間接　ELISA　法では，HEp－2　細胞に

HSV－2　を　moi20　で感染させ，37℃，1時間吸

着後Ara－C（20μg／ml）を含む同様の維持液を加え，

感染後12時間の細胞を集め，その核分画を超音波破

砕後100，000×g，1時間遠心した上清を採取し，

20％飽和硫安で不溶性のものを除いた後，30％飽和

硫安で沈澱する分画を初期抗原とした．

ELISA　法：直接　ELISA　法は，Van Loon　等

（1981，19s3）の抗体捕獲直接ELISA　法に準じて

行った．間接　ELISA　法は微量間接法（Voller
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Fig・1・Comparison of direct andindirectlgM－ELISA titers against HSV－2

EAin CaCx patients with exceeding the upperlimit of healthy control．

●；Stage O　　◎；StageI O；StageⅡ

考　　　察

直接及び間接　ELISA　法により得られた抗休価

間の相関を求めた結果　Tablelに示したように両

方法間には，子宮頸癌患者，健常人及びその他の癌

患者何れにも相関は認められなかった．又，Fig．

1に見られるように，何れか一方にのみ高い抗体価

を示す例が29名中24名（s2．75％）も認められるこ

とよ9，直接ELISA法及び間接ELISA法で用

いた抗原は，その抗原性に違いが有る事が示唆され

た．これは初期抗原を調製するに際して，感染細胞

を　harvest　した時間が直接法では感染後6時間な

のに対し，間接法では12時間と異なるため細胞内に

蓄積された蛋白が異なっている可能性があり，しか

も遠心及び飽和硫安濃度等の条件が両者では異るた

め得られた蛋白の性質を異にする事に起因すると考

えられる．更に，抗原を　HRPO　で標識する際に

蛋白の変性がおこった可能性も充分に考えられるi

直接ELISA法でも（Table2及びTable3l，

子宮頸癌患者の　HSV－2　初期抗原に対するIgM

抗体反応は，健常人及びその他の癌患者のそれと比

較すると危険率2％で有意の差を示した．しかし，

直接および間接法の有用性を　HSV－2　に対する

IgM－ELISA　抗体価で比較すると間接法がより高

感度であった．その理由は直接法では健常人の上限

が13で，上限値を越えた子宮頸癌患者数は12名（6

％）認められたのに対し，間接法では健常人の上限

が360で，上限値を越えた子宮頸癌患者は22名（10．8

％）と直接法の結果を上回る為である．また抗原作

製の難易度に関しても直接法では抗原を　HRPOで

標識する必要が有ゲ　実用面に於て間接法がより優

れていると考えられる．また，用いた方法及び抗原

が異なっても同じような結果を得た事によゲ
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HSV－2　は，子宮頸部細胞の癌化に何らか関与し

ている可能性が示唆される．ELISA　抗体価の高い

症例については，現在の遺伝子工学の技術を用いて

癌組織より　HSV　由来の遺伝子を検出する試みも

必要であると考えられる．尚，最近子宮頸癌組織に

パピローマウイルス（HPV）16型，18型の　DⅣA

が高頻度で検出されている（Jl一名，イ世1985）．単

に子宮頸癌組織にこれらのウイルスが感染しやすい

だけか，或は子宮頸癌の発生に直接関与しているの

か，未だ明確な報告はないiHPV　感染により子宮

頸部に良性腫瘍が形成される事が知られており，そ

の良性睦瘍は治療目的のⅩ線照射により悪性化する

事が報告されている（zur Hauzen，1982）．

HSV－2感染がⅩ線と同様にCOfactor　となり，良

性腫癌の悪性化を引き起こす可能性も考えられる．

HSV　による発癌の機構を考える際には，HSV　感

染時に細胞内で合成された蛋白質が細胞　DNA　や

RNA　合成に対して蛹ぼす影響，ウイルス　DNA

が細胞　DNA　に直接及ぼす影響，及びその他のウ

イルスとの相互作用など，様々な因子を考慮する事

が必要と考えられる．

結　　　論

直接　ELISA　法を用いて，HSV－1，HSV－2初

期抗原に対するIgG及びIgM抗体価を測定し，

子宮頸癌患紫　健常人蛹びその他の癌患者間に差が

有るか否かを検討した．HSV－2初期抗原に対す

るIgM抗体価では，子宮頸癌患者と健常人，子宮

頸癌患者とその他の癌患者との間に危険率2％で有

意差を認めた．健常人のIgM抗体価上限である13

以上の値を示した例が子宮頸癌患者で12名（6％）

存在したが，その他の癌患者には存在しなかった．

一方，HSV－1初期抗原に対するIgM　抗体凧

及び　HSV－1，HSV－2　初期抗原に対するIgG

抗休価には有意差は認め得なかった．但し，健常人

のHSVil初期抗原に対するIgM抗体価上限で

ある11以上を示した例が子宮頸癌患者で12名（6

％），その他の癌患者で1名（1．9％）存在した．

直接　ELISA　法と間接　ELISA　法で得た

HSV－2初期抗原に対するIgM及びIgG抗体価

の相関を検討したiIgM，IgG抗体価ともに直接

法及び間接法で得られた値の相関は子宮頸癌患者，

健常人，その他の癌患者いずれにも認められなかっ

た．子宮頸癌患老中，IgM　抗体価に於て直接また

は間接法いずれか一方で健常人の上限以上を示した

例が29名（14．8％）存在した．共に上限以上を示す

ものが5名存在しその4名は0期の癌患者で，一方

のみ上限以上を示す者は24名存在したi抗体価の高

い例においても直接法による抗体価と間接法による

抗体価の間に相関は認められなかった．これらの事

より直接法と間接法では異なる抗原に対する抗体を

測定していたと考えられるi血清中の抗体価，子宮

頸癌患者中の陽性検出頻度，及び抗原調製の容易さ

の点で考えると実用性に於て間接　ELISA　法が優

れているといえる．
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