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Pulmonary aspergillosis usually develops on the basis of systemic immunosuppression 

and/or local impairments of respiratory system.Diagnosis of pulmonary aspergillosis has 

many difficulties. Chest X-ray findings of most cases are complicated with pre—existing 

changes due to the underlying diseases,and the detection rate of the pathogenic fungi from 

clinical specimens is unsatisfactorily low.Therefore,immunological or serological 

diagnosis is urgently required and precipitation—in—gel method has been widely applied.

In this report,we compared clinical usefulness of the determination of anti-aspergillus 

antibodies by ELISA with that of precipitation—in—gel method.ELISA was carried out 

according to the method previously reported by us(Yamamoto S.et al.: Kekkaku 62:549,

1987).

About two-thirds of 45 healthy adults(control)did not show any detectable IgG 

anti-aspergillus antibody and mean of IgG anti-aspergillus antibody titer of the control 

group was 28.97.
Patients,who had shown positive culture of fungus or was clinically diagnosed or 

strongly suspected as pulmonary aspergillosis,showed significantly high anti-aspergillus 
IgG antibody titer in comparison with the control group.Further,patients who were 

positive in precipitation—in—gel tests showed significantly higher IgG antibody titers than 
those who were negative in that test.

IgG antibody titer determined by ELISA corresponded with clinical diagnosis much more 

exactly than the results of precipitation—in—gel test.Further,the results obtained by 

ELISA were objective and quantitative in comparison with the latter test.

We concluded that ELISA was much superior to precipitation—in—gel test and that 

ELISA IgG antibody titers 2500 or more were confirmative and those between 570 and 2500
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were strongly suggestive for the diagnosis of aspergillosis .

IgM anti-aspergillus antibody titers were not different among healthy control group 

and patient groups,and could not be used for the diagnosis.

Key words:Pulmonary aspergillosis,Anti-

aspergillus antibody,Precipitation—in—gel 

test,ELISA
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序 論

肺 アスペルギルス症 は,Aspergillus属 の真菌 によ っ

て引 き起 こされる肺-気 管支系 の疾患 で,臨 床的 には気

管 支 や肺 内 に菌 球(fungus-ball)を 作 る菌球型 アス

ペルギルス症,組 織侵襲型 のアスペルギルス肺炎,ア ス

ペルギルス抗原 に対す るア レルギー反応の結果 と して起

こるア レルギー性気管支 一肺 アスペルギル ス症の三つの

型 に分類 されて いる。 この うちア レルギ ー性気管支 一肺

アス ペルギル ス症を除 く他の二つの型 は,Aspergillus

属真菌 による肺の感染症に ほかな らないが,健 康 な生体

の健 康 な肺 一気管支 に一次 的に.Aspergillus属 真菌感

染が起 こることはほ とん どな く,大 部分 の症例 では全身

的な免疫機構 の欠 陥があるか,肺 一気管支 に局所 的な傷

害があるか,ま たはその両方 の場合 に二次感染 と して発

生 する。

.Aspergillus感 染 の土台 とな る基礎 疾 患 と して は,

先天性 および後天性免疫不全,白 血病,悪 性腫瘍末期,

臓器移植後 の免疫抑制剤使用時,血 液透析中な どの全身

的 な免疫能の低下を引 き起 こす ものや,結 核症や肺化膿

症 の遺残病変,特 に空洞の残存,肺 癌や肺結核症のため

の胸部手術後,気 管支拡張症,膿 胸な ど肺 一気管支 に局

所的な傷害を残す ものがあげ られ る。 化学療 法や外科療

法な どによって肺 結核や肺癌 な ども,多 かれ少 なかれ局

所的な傷害を残 した状態 で治癒 に もち こむ ことがで きる

よ うにな り,こ のよ うな局所 の傷害 を土 台に した二次 的

肺 アスペルギルス症 の例 は,今 後 ますます増加す ると考

え られ る。 したが って,こ れ らの基礎疾患 を持っ患者 に

対 しては,肺 アスペルギルス症発生 の可能性 を常 に考慮

して早期発見 に努 めねばな らない。

しか し肺 アスペルギルス症 の診断 には,多 くの困難が

っ きま とっている1)。一般的 に肺感染症 の診断 には,胸

部 エ ックス線写真 を始 めとす る画像診断 と,喀 痰 ・肺気

管支洗浄液 ・生検材料 などの検査材料か らの病原体検出

とが最 も有力 な手段であ って,多 くの病気で はこの両方

法 によって確定診断 に到達で きるが,肺 アスペルギル ス

症の場合 には,こ の二つの方法 によって確定診断が得 ら

れ る可能性 はかな り少な い。肺 アスペルギル ス症 を疑 わ

せるエ ックス線所見 と して は,菌 球の存在 と肋膜肥厚が

あげ られて いる。 しか し,菌 球 は典型的な もの は別 とし

て他 の類似所見 との区別 は容易で はな く,肋 膜肥 厚 は他

の原因 によるもの との鑑別 は不可能であ り,特 に肺 アス

ペルギルス症の大部分の症例 は他の基礎疾患 の土 台の上

に発生す るため に,胸 部エ ックス線写真 で既存 の病 的所

見か ら肺 アスペルギルス症 によ る所見 をよ りわける こと

は非常に困難 であ る。 喀痰 を始 め とする検査材料 か ら真

菌が検 出 されれば診 断の有力 な根拠 となるが,喀 痰や洗

浄 液のよ うな比較 的容易 に採取 できる検査材料か らの真

菌 の検 出率 は非 常 に低 い。 またAspergillus属 の真菌

は比較 的広 く自然界 に常在 しているので,外 界か らの混

入 の可能性 も十分考慮 しなけれ ばならな い。

このよ うな理 由で,免 疫学 一血清学的検査が重要 な地

位 を 占め る ことに な る2)～4)。従 来か ら もアスペルギル

ス症 の診断 にはゲル内沈降反応 によ る抗 アスペルギルス

抗体 の検出が広 く用 いられて きたが,感 度 の点 では満足

で きると して も,特 異性や定量性 の点 で不満足 な点が多

か った。

わ れわれ は,ELISAに よる抗 アスペルギルス抗体 の

測定を試み,そ の臨床 的有用性 を検討 したので報告す る。

材料と方法

1)検 査対象:結 核予防会結核研究所付属病院で,種 々

の肺疾 患 で治療 中 の入 院 ま たは通 院患者の うち,1987

年5月16旧 か ら10月29日 までの間 に,抗 ア スペルギ

ルス沈降反応検査の ために提出 された血清について,沈

降反 応 と平行 してELISAに よる抗 アスペルギルス抗体

価(IgG301症 例 計439検 体,IgM242症 例 計319

検体)を 測定 した。

抗 アスペル スギル ス沈 降反応検査 は,当 時 当病院 では

新患 に対 し必ず全員実施 す る日常検査 メニューに含 まれ

て いなか ったので,こ の検査 を行 った対象患者 は担 当医

が検 査の必要 を認 めた ものであ り,そ の意味で任意集団

でな く選択 のかか った集団 である。

別 に正常対照群 として,埼 玉県西南部某事業所(医 療

および醸造 関係 の職種 ではない)の 正常勤務者 の定期検

診 時の血清45検 体 について も測定 した。
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図1ProceduresforELISA

2)ELISAに よ る 測 定 法:先 に報 告 した抗PPD抗

体 の 測 定 法5)に よ っ た 。 す な わ ち10倍 か ら320倍 ま で

の6段 階2倍 希 釈 血 清 を 用 い,12wellsを1検 体 用 と

し,6wellsに 抗 原 と して 鳥 居 薬 品 株 式 会 社 製 ア レル ゲ

ンス ク ラ ッチ エ キ ス ・ ト リイ ア スペ ル ギ ル スの2,000倍

希 釈液 を0.25μg/well加 え,6wellsに は抗 原 を 加 え な

い ブ ランクを各 被験 希釈 血清 ごとに置 い た。 二 次 抗 体 と し

て はKirkegaard&Perry社 製Goat-anti-human

IgG(γ)一 あ る い はIgM(μ)―alkalinephospha-

tase標 識 抗 体 を0.025μg/well用 い,酵 素 の基 質 に は

p-nitrophenylphosphateを 用 い た。 図1に 示 した手

順 に よ っ てOD410をELISAReader(Dynatech社

製MR-600)で 測 定 し た後 コ ン ピュ ー タに て,被 験 血

清 の 各 希 釈 段 階 ご と の抗 原(+)のODか ら抗 原(―)

のODを 差 し引 い た △OD値 を縦(Y)軸 に,血 清 希 釈

度 の 対 数 を 横(X)軸 に と り,△OD-希 釈 度(対 数)曲

線 を描 かせ,そ の曲線 の直線部分を はずれた測定値を除

外 す る補正 を行 った後,こ の曲線 の 直線部分の理論式

Y=A0+A1(10gX)(Y:△OD,X:希 釈度)を 求め,

Y=0の と きのXの 値 よ り被験 血清 のELISAに よ る

IgGお よびIgM抗 体価 を計算 した。

今回の正常対照群 は例数 が少 ないので実際 の検討 はで

きなか った が,PPD抗 体 測定 の経験 か ら正常対照群 の

抗体価の分布 は対数正規分布 と考 え られ るので,平 均値

および標準偏差 は,抗 体価をい ったん対数変換 して計算

し常 数 に もど して求めた。計算の便宜上10倍 希釈血清

での△OD<0.1の 場合 には抗体価を10と した。

3)沈 降反応 の方法4):抗 アスペルギル ス沈降反応 は,

ZapeckDox培 地 にア スペル ギル ス症患 者か らの分離

株 の胞 子 を表面培養 し,6ヵ 月後濾紙濾過 した濾液を約

1/200に 限外 濾過濃縮 して調製 した 自家製抗原数種およ

びELISAの 測定に用いたもの と同 じ市販の抗原を用い,
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表1ELISAに よ るIgG抗 体価

ス ライ ドガ ラス上 の寒 天薄層 によるouchterlony6)の

ミクロ法 によって行 った。

判 定 は沈 降線 の無 い もの を(-),沈 降線が有 るか無

いか確定 し難 い もの を(±),薄 い1本 の沈降線 を示 す

もの を(+),薄 い2本 また は濃 い1本 の沈 降線 の もの

を(升),沈 降線が3本 以上 の ものを(卅)と した。

4)臨 床的判定:患 者群にっいては病歴簿 および胸部

エ ックス線写真を調査 し,担 当医の診 断に従 って以下 の

4群 に分 けた。

(廾):喀 痰,手 術材料 な どの臨床検査検体 か ら.4sper-

gillusfumigatus,A.niger,Aflavusな ど

の.Aspergillus属 真菌 が検 出され た もの。

(+):真 菌 は検 出されていないが,主 と して胸部 エ ッ

クス線写真で の菌球,肋 膜肥厚 などの所見 に基

づき,沈 降反応 の結果 を参考 に して,担 当医が

肺 アスペルギルス症 と診断 して いるもの。

(±):担 当医が一応 の疑 いをお いて沈降反応や喀痰真

菌検査 を行 って いるが,そ れ ほど積極的 に肺ア

スペルギルス症を疑 って いな いもの。

(一):念 のため沈降反応を調べて いるが,担 当医 は他

の疾患 と診断 して いるもの。

成 績

1)正 常 対照 群 のELISAに よ る抗 ア スペ ルギ ルス

IgG抗 体価'

今回の定期検診で胸部 エックス線検査,血 清生化学検

査,血 液学的検査,検 尿,血 圧 測定 で異常 を示 さず,正

常勤 務 に従事 してい る成人男女 の血清45例 の うち,10

倍希 釈検 体で もELISAに おけ る△ODが0.1未 満 で抗

アスペ ルギ ル ス抗体 陰性 と認 め られた例 は29例(64.4

%)で あ った。 計算 の便宜上 これ らの検体 のELISA抗

体価 を10と した とき,正 常対照群 のIgG抗 体価 の平均

値28.97,平 均 値+2× 標 準偏差 は566.5,平 均値+3×

標準偏差 は2504.96で あった(表1,図2)。

2)患 者群 のELISAに よ る抗 アスペ ルギ ル スIgG

抗体価 と臨床判定 との関連

臨床材料 か らの真菌の検出 と担当医の診断を基準 とし

て患者 を4群 に分 け,各 群のELISAに よ る抗 アスペル

ギル スIgG抗 体価 を比 較 した。結果を表1お よび図2

に示 した。

臨床 判定(-)群 で は正常対照群 と有意 の差 はな く,

臨床 判定(±),(+),(升)群 はいずれ も正常対照群 に

対 して有意 に高いIgG抗 体価 を示 した。

臨床 判定(升)群 すなわち検査材料 で.Aspergillus属

真菌 が検 出 され たに もかか わ らず,抗 アスペルギルス

IgG抗 体価10の 例 が4検 体(3症 例)あ った。 これ ら

はそれ ぞれ71歳,50歳,お よび70歳 の いずれ も男性

で,こ の うち2例 は担 当医が肺結核症 と して治療中数回

の喀痰真菌検査 を行 い,両 例 と もそれ ぞれ1回A.fumi-

gatus1コ ロニー,.4.niger2コ ロニーの培養陽性を

みた もので,胸 部 エ ックス線所見で も肺 アスペルギルス

症 を積極 的に疑 わせ る所見 はな く,検 査材料への コンタ

ミネー シ ョンまたは単 なるcolonizationで あ る可能 性

のほ うが強 い。残 りの1例 は喀血 と中葉症候群を示 して

入 院 した時 点で.4.fumigatus3コ ロニ ーの培養陽性

が1回 あ り,ア ンチコルによる抗真菌治療が行 われた症

例 で,検 査時点で は真菌感染が治癒 また は安定化 してい

るた めの陰性 と考え られ る。なお,3例 はともにアスペ

ルギルス沈降反応 も陰性であ った。

他 に臨床 判定(升)で あ って今回のELISAに よる抗

体 価が正 常対 照群 の平 均値+2× 標準偏差 にあたる570

以下 の例 が16検 体(7症 例)あ ったが,こ れ らの うち

5例 はAspergillus属 の検 出後肺 切 除手術,1例 はア

ンチ コル治療 を行 ってお り,い ずれ も1～4年 を経 て経
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図2ELISAに よるIgG抗 体価 と臨床判 定 ・沈降反応 との関連(全 検体)
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過順調 なもので,真 菌症治癒 による抗体価 の低下 と考え

られ る。残 り1例 につ いて は コンタ ミネー ション(A.

fumigatus)の 疑 いがかな り強か った。

臨床判 定(+)の うちには抗体価570以 下の ものが24

検 体(10症 例)あ り,こ の うち繰 り返 しの検査で も常

に570以 下 で あったのは12検 体(4症 例)で あ るが,2

例 は抗 真菌 治療 を行 い病状が安定 して いる例で あり,2

例 は主 として胸部 エ ックス線所見 にもとつ く担当医の診

断で,今 回のエ ックス線写真 の見直 しで は診断 に疑問の

余地 の残 る例 であ った。

3)患 者群 のELISAに よる抗 ア スペル ギル スIgG

抗体価 と沈 降反応 との関連

沈 降 反応 の成績 によ って患者 を(-),(±),(+),

(廾),(卅)の5群 にわ け,各 群 のELISAに よる抗 ア

スペル ギル スIgG抗 体価 を比較 した結果 を表1お よび

図3に 示 した。

沈降反応が(廾)お よび(卅)の 群 は,正 常対照群 と比

較 して明 らかな有意差を もって高 いELISA抗 体価 を示

し,ま た 正常 対照 群 の平 均値+2× 標準 偏差 にあた る

570以 下 の例 は1例 もなか った。 なお,こ れ ら両群 では

臨床判定 はすべて(廾)お よび(+)で あ った。沈 降反応

(+)の 群 も正常 対照 群 に比 して有意 に高いELISA抗

体価 を示 した。沈降 反応(+)の 群でELISAに よる抗

体価10の 例 が9検 体(8症 例)に み られたが,こ の う

ち7例 は臨床 判定(-)で あり,残 りの1例 は臨床判定

(+)で 抗真 菌剤 治療 を行 ってお り,病 状が安定 ない し

治 癒 した と考 え られ る例であ った。ELISA抗 体 価570

以 下 の ものが24検 体(18症 例)あ り,そ の うち臨床判

定(升)の もの は5検 体(1症 例)で,こ の症例 は真菌

検 出後手術 を行 って2年 以上順調 に経過 した症例であ っ

た。 また臨床 判定(+)の ものは4検 体(3症 例)で,

1例 は抗真菌剤治療 を終了 して経過順調な もの,1例 は

診 断 に疑 問の余地 のある もの,1例 は二度 目の測定で高

いELISA抗 体 価 を示 した。残 りは臨床判定(±)の も

のが5検 体(5症 例),臨 床判定(-)の ものが10検 体

(9症 例)で あ った。

4)各 症例 に おけ るELISAに よるIgG抗 体価 と沈

降反応,臨 床判定 の関連

図4に 各 症例 にっ いて のELISAに よるIgG抗 体価

と沈降反応,臨 床判 定の関連を総合 的に示 した。繰 り返

し測定を行 った症例で は,最 も高い測定値 をその症例 の

抗体価 と した。

この結果か ら沈降反応(-)ま た は(±)の 群 に も臨床

判定(廾)ま たは(+)の 例が無視で きぬ数存在 してお り,

逆 に沈 降反応(+)の 群 にも臨床判定(-)ま た は(±)

の例 がか な りの数で存在 して いる。一方,ELISAに よ

る抗体 価 で は正 常対照群 の平均値+3× 標準偏差 にあた

る2,500以 上 の もの は,48例 中42例 は臨床判定(升)

ま たは(+)で 残 り6例 が(±)で あり,平 均値+2× 標

準偏差 にあたる570以 上2,500以 下の もの につ いて は,

沈 降反 応(+)以 上 の もの は17例 中15例 が 臨床判 定

(升)ま た は(+)で あ り,沈 降反応(±),(-)の もの

で は臨床判定(±)の ものが多 く 研),(+),(-)の も

の も混在 していた。

5)正 常対 照群 および患者群 のELISAに よる抗 アス

ペルギルスIgM抗 体価 と臨床診断 との関連

正常 対照 群 のELISAに よるIgM抗 体価 の平均値 は

395.55,患 者群で は臨床判定別 の各群 で316.01～494.79,

沈降 反応 判定 別 の各群 で206.78～406.16で あって,い

ずれの群で も正常対 照群 と差 がなか った(表2,図5)。

考 察

ELISAの 導 入 に よって適切 な抗原 が調製 または入手

で きる場合 には,血 清中の特異抗体 の測定 は比較 的簡便

に行え るようにな った。 しか し,測 定技術 その ものにか

か わる問題 は別 と して も,測 定結果 の判定 にはいろいろ

の問題が残 されて いる。感染症の診 断のための血清抗体

価 の測定 にELISAを 応用 した多 くの報 告では,吸 光度

そのまま,ま たは検体の吸光度 と標準 血清 の吸光度 との

比 を結果 の判定 に用 いて いるが,こ れ らの値 はあ る特定

の測定条件下で のみ あて はまるいわば任意に設定 した値

であ り,測 定条件 の変動 に影響 されやす く,再 現性 に乏

しく,他 の施設 の成績 と比較す ることがで きない。 この

よ うな欠点 を克服 し,測 定条件の変動 に影響 されず,客

観 的で,統 計処理 を行 うことがで き,他 の施設の成績 と

比較 できるよ うな絶対値的 な値 と して,先 に山本 ら5)は

6段 階希釈血清系列 を用 い,吸 光度 一希釈度曲線の直線

部分 を外挿 し,コ ンピュータ処理 して血清の抗体価を求

め る方法 を発表 している。

今回 この方法 を応用 して,肺 アスペルギルス症を疑わ

せ る胸部疾患 患者 の血清 中の抗 アスペルギルス抗体の測

定を行 った。

序論で述べたよ うに肺 アスペルギルス症 は全身的 な免

疫低下 また は局所的な欠 陥を もつ個体 に二次的 におこる

ことが多 く,胸 部エ ックス線写真,臨 床検体 か らの真菌

検 出お よび臨床症状か ら確 定的な診 断を下 す ことは非常

に困難で ある。 このため従来か ら沈 降反応 などの血清学

的 な方法 による検査が重視 されて きた。 しか し,沈 降反

応 は定量性が な く,判 定 に多少 とも主観 が はい り,ま た

偽陽性 の率 も高 いために,必 ず しも十分に信頼 されてい

なか った。

今 回ELISAに よる抗体価 を担当医の臨床判定および

沈 降反 応 の結果 と比較検討 した結果,ELISAに よる抗

ア スペ ルギル スIgG抗 体 価 は,肺 アスペ ルギル ス症の

診 断に非常 に有用 である ことが明 らかになった。 あ らか

じめELISA用 マイ クロタイ タープ レー トに抗原 を固着
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図3ELISAに よるIgG抗 体価 と沈 降反応 ・臨床判定 との 関連(全 検体)
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図4各 症例 にお けるELISAに よるIgG抗 体価 と沈降反応 ・臨床判定 との関連
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表2ELISAに よ るIgM抗 体価

図5ELISAに よるIgM抗 体価 と沈降反 応 ・臨床反応 との関連(全 検体)
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