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Serological diagnosis plays an important role in the diagnosis of pulmonary 

aspergillosis,however,precipitation—in—gel test is neither sensitive nor quantitative. 

Recently,several investigators have used the ELISA technique for the detection of 

antibodies against Aspergillus fumigatus and reported the usefulness of this method.
In this report,we measured IgG-,IgM-,and IgA-antibody titers against Aspergillus 

fumigatus by means of ELISA in sera from patients with several different lung diseases 
including pulmonary aspergillosis.

The results obtained were as follows:

1)Measurement of IgG-antibody titers was most useful for the diagnosis of 

pulmonary aspergillosis.
2)Measurement of IgG-antibody titers was more sensitive than precipitation—in—gel 

test.
3)IgG-antibody titer was quantitative and reflected the clinical course of pulmonary 

aspergillosis.

*From the National Ohmuta Hospital Tachibana 1044-1,Ohmuta,Fukuoka 837 Japan.
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抗 休

は じ め に

Aspergillus fumigatus (A.fumigatus)は,肺 ア

ス ペ ル ギ ロ ー マ,ア レ ル ギ ー性 気 管 支 肺 ア スペ ル ギ ル

ス 症(allergic bronchopulmonary aspergillosis ,

ABPA)な ど の 発 症 の原 因 とな る真 菌 で あ る。肺 ア ス ペ

ル ギ ル ス症 の診 断 に は ア ス ペ ル ギ ル ス を検 出す る こ とが

必 要 で あ る が,そ の検 出率 は低 率1)で あ る。 しか も菌 検

出例 は重 症 例 が 主 体 で あ る。 したが って 血 清 中 の 抗 ア ス

ペ ル ギ ル ス抗 体 の検 出 が,本 症 の診 断 上 重 要 な 役 割 を 占

め る。 こ れ ま でA.fumigatusに 対 す る 沈 降 抗 体 の 測

定 が 行 わ れ て きた が,陰 性 例 も存 在 し,定 量 性 に も乏 し

い と思 わ れ る。 近 年radioimmunoassay(RIA)2)～6)

やenzyme-linked immunosorbent assay (ELI

 SA)7)～11)に よ り抗A.fumvgatus抗 体 を検 出 す る試 み

が な されて い るが,臨 床 実 用 の一 般 化 に は至 って お らず,

さ らに 検 討 が 必 要 と思 わ れ る。 わ れ わ れ は,ELISAに

よ りA.fumigatusに 対 す る特 異 抗 体 を,IgG ,IgM,

IgAの 各 免 疫 グ ロ ブ リ ン ク ラ ス別 に 測 定 し,そ の診 断

的有 用 性 につ い て検 討 した ので 報 告 す る。

対 象 と方 法

1.対 象

肺 ア ス ペ ル ギ ロ ー マ28例,ABPA2例,肺 結 核 症29

例,非 定 型 抗 酸 菌 症7例,慢 性 気 管 支 炎14例,気 管 支

喘息5例,健 常 者28例 の計113例 を対 象 と した。

2.ELISAに よ るIgG抗 ア ス ペ ルギ ル ス抗 体 の 測 定

(1)抗 原:A.fumigatus凍 結 乾 燥 末(鳥 居 薬 品)を

使 用 した。

(2)酵 素 標 識 抗 体 お よび 基 質:酵 素 標識 抗 体 は,抗 ヒ

ト-IgGア ル カ リフ ォ ス フ ァ ター ゼ 標識 ヤ ギ抗 体(SIG

MA Lot.#114F-8836),抗 ヒ ト-IgMア ル カ リ フォ ス

フ ァターゼ標 識 ヤギ抗体(ZYMED Lab .Lot.#61110),

抗 ヒ ト-IgAア ル カ リフ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 ヤ ギ抗 体

(ZYMED Lab. Lot.#61015)を 使 用 し た。 基 質 はp―

ニ トロ フ ェニ ル リン酸 ニ ナ トリウ ム(和 光 純 薬 ,Lot.#

LAG9732)を 使 用 した。

(3)抗 原 のCoating:A.fumigatus抗 原 を0 .1M

Bicarbonate Buffer(pH9.7)に 溶 解 し50μg/mlの

濃 度 に 調 整 し た。96穴 マ イ ク ロ プ レー トの 半 分 のwell

に こ の 抗 原 溶 液 を,残 り の 半 分 のwellに 対 照 と して

0.1M Bicarbonate Bufferを0.1mlず つ 分 注 し た。

37℃ 恒温 槽 内で90分 間,そ の後 室 温 で一 晩静 置 した後,

washing solutionで 洗 浄 した 。 次 に,非 特 異 的IgG,

IgA,IgMの 吸 着 を 防 ぐた め,0.1%ゼ ラチ ン液(0.1N

Tris-HCl Buffer〔pH8.1〕 に 溶 解)を 分 注12)し,

37℃ 恒 温槽 内 で90分 間静 置 した後,洗 浄 し使 用 した。

(4)抗 体 価 の 測 定:被 験 血 清 は,予 備 実 験 の結 果,

IgG抗 ア ス ペ ル ギ ル ス抗 体 価 測 定 の際 に は,0.1 NTris

-HCI Buffer(pH8.1)に て100倍 か ら6,400倍 ま で

Fig.1.Method for Calculating Antibody Titer
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Fig.2.Specific IgG Antibody against Aspergillus 

fumigatus by ELISA
 Horizontal bars represent mean +-SD values.

4段 階4倍 希 釈 を 行 い,IgM,IgA抗 アス ペ ル ギ ル ス抗

体 価 測 定 の 際 に は,10倍 か ら640倍 ま で希 釈 を行 った。

この4段 階 に希 釈 した 被験 血 清 を,coating済 み のwell

と対 照 のwellに 各 々0.1mlず つ 注入 し,37℃ 恒 温 槽

内 に90分 間 静 置 後 洗 浄 した 。 次 に,5%BSA加0.1

NTris-HCI Buffer(pH8.1)に て500倍 に希 釈 した

標 識 抗 人 グ ロ ブ リ ン抗 体 溶 液 を0.1mlず つ 注 入 し,

37℃ 恒 温 槽 内 に60分 間静 置 した後 洗 浄 した。 そ の後,

0.1M Bicarbonate Buffer(pH9.7)に て 溶 解 し た

0.0066M/lの 濃 度 のp-ニ トロ フェ ニ ル リ ン酸 ニ ナ トリ

ウ ム基 質 溶 液 を0.1mlず つ 加 え,室 温 で20分 間 反 応

させ た後,2N NaOH 0.1mlを 各wellに 添 加 して 反

応 を停 止 さ せ,ベ ー リ ングELISAプ ロ セ ッサ ーIIに て

492nmの 吸光 度 を測 定 した。 非 特 異 的IgG,IgA,IgM

の吸着 の影響をなくすため,抗 原をcoatingし たwell

と対照のwellの 吸光度の差を取 り,各 希釈段階での特

異的吸光度 とした。抗体価の算出には,山 本 ら13)の方

法を参考に してFig.1の ご とく,x軸 に希釈倍数の対

数,y軸 に吸光度をプロットし曲線を作成 した。その直

線部分 より,吸 光度=A+B×log(血 清希釈倍率)の 式

を作 り,吸 光度0.1の 時 の血清希釈倍率の対数を,そ の

被験血清の抗体価とした。最小希釈倍率においても,吸

光度が0.1以 下であった症例の抗体価は,そ の最小希釈

倍率の対数,す なわちIgG,IgM,IgA抗 アスペルギル

ス抗体価 は各々2,1,1と して統計処理を行 った。ま

た抗体価測定の際には,各 プレー トごとに抗体価陽性 と

陰性の対照血清を置き,プ レー トによるバラッキが10

%以 下であることを確認した。

―9―



266 結 核 第65巻 第4号

Fig.3.Specific IgM Antibody against Aspergillus 

fumigatus by ELISA
 Horizontal bars represent mean +- SD values.

3.抗 ア ス ペ ル ギ ル ス ゲ ル内 沈 降 反 応

鳥 居 薬 品 製A.fumigatus凍 結 乾 燥 末10mg/mlを

抗 原 と して,Ouchterlony法 に てA.fumigatusに 対

す る沈 降抗 体 を 測定 した。

4.統 計処 理

各群 間 の抗体 価 の差 の検定 は,studentのt検 定 に よ っ

た。

結 果

1.IgG抗 ア ス ペ ル ギ ル ス抗 体 価

肺 ア ス ペ ル ギ ロ ー マ 患 者 群 のIgG抗 ア ス ペ ル ギ ル ス

抗 体 価(平 均 ±標 準 偏 差)は3.98±0.80で,肺 結 核 患

者 群(2.24±0.37),非 定 型 抗 酸 菌 症 患 者 群(2.20±

0.30),慢 性 気 管 支 炎 患 者 群(2.12±0.25),正 常 対 照 者

群(2.02±0.18)に 比 較 して 有 意 に高 く(P<0.005),

ABPA2例 で も高 値 で あ っ た(Fig.2)。 抗 体 価 が3.0

以 上 を陽 性 とす る と,陽 性 率 は肺 ア ス ペ ル ギ ロ ー マ患 者

群,ABPA患 者 群 で は100%で,肺 結 核 で29例 中1例

の み 陽 性,他 の 群 で は0%で あ った。sensitivityは100

%,specificityは98.7%で あ った。 ま た,IgG抗 ア ス

ペ ル ギ ル ス抗 体 価 と非 特 異 的IgG値 の 間 に 相 関 はみ ら

れ な か った。

2.IgM抗 ア ス ペ ル ギ ル ス抗 体 価

Fig.3に 示 した よ う に,肺 ア ス ペ ル ギ ロ ー マ患 者 群

のIgM抗 ア ス ペ ル ギ ル ス抗 体 価 は2.42±0.64で,正 常

対 照 者 群(1.45±0.46)よ り有 意 に高 く,ABPA2例

で も高 値 で あ った 。 しか し肺 ア ス ペ ル ギ ル ス症 と正 常 対

照 者 群 間 の 抗 体 価 のoverlapが 大 きか った。

3.IgA抗 ア ス ペ ル ギル ス抗 体 価

肺 ア ス ペ ル ギ ロ ー マ患 者 群 のlgA抗 ア スペ ル ギ ル ス

抗 体 価 は2.29±0.51で,正 常 対 照 者 群(1.27±0.37)

よ り有 意 に 高 く,ABPA2例 で も高 値 で あ っ た。 しか

し,肺 ア ス ペ ル ギ ル ス 症 と正 常 対 照 者 群 問 の抗 体 価 の

overlapが 大 きか った(Fig.4)。

4.IgG抗 ア ス ペ ル ギ ル ス抗 体 価(ELISA)と 抗 ア

ス ペル ギル ス沈 降 抗 体 の 比 較
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Fig.4.Specific IgA Antibody against Aspergillus 

fumigatus by ELISA
 Horizontal bars represent mean +- SD values.

　抗アスペルギルス沈降抗体の陽性率は,肺 アスペルギ

ローマ患者群60 .7%(28例 中17例 陽性),ABPA患

者群50%(2例 中1例 陽性),正 常対照群0%(28例 全

例陰性)で あった。

　specificityは100%で あ ったが,sensitivityは60

%と 低 か った。Fig.5で は,肺 アスペルギローマと

ABPA患 者 群 を,沈 降抗体陽性群(18例)と 陰性群

(12例)に 分けて,IgG抗 アスペルギルス抗体価を比較

した。沈降抗体陽性群 と陰性群は,IgG抗 アスペルギ

ルス抗体価で相互 にoverlapす る症例が見られたが,

陽性群は陰性群より高値に集まり,陽 性群のlgG抗 ア

スペルギルス抗体価の平均±標準偏差は4.53±1.35で,

陰性群3.49±0.24よ り有意に高値を示 した。

　 5.IgG抗 ア スペルギルス抗体価 とlgMお よびlgA

抗 アスペルギルス抗体価の相関

　Fig.6にlgG抗 アスペルギルス抗体価 とIgM抗 ア

スペルギルス抗体価の相関,Fig.7にIgG抗 アスペル

ギルス抗体価 とIgA抗 ア スペルギルス抗体価の相関を

示 したが,ど ちらも明らかな相関は見 られなかった。

6.肺 アスペルギローマ患者におけるlgG抗 アスペ

ルギルス抗体価の推移 と臨床経過

Fig.8は 肺 アスペルギローマ患者の臨床経過とIgG

抗 アスペルギルス抗体価の関係である。左上葉のアスペ

ルギローマ病変 の改善 とともにIgG抗 アスペルギルス

抗体価 は5.38か ら徐々に減少 し,病 変消失時には3.76

とな った。治療中止後,右 上葉のブラ壁が肥厚 し再発す

ると,再 び5.60と 上昇 し,そ の後,右 上葉にもfungus

ballを 形成 していった。一方,抗 アスペルギルス沈降

抗体は,経 過中常に陽性であった。

7.ABPA患 者 におけるIgG抗 アスペルギルス抗体

価の推移と臨床経過

Fig.9はABPA患 者 の臨床経過 とIgG抗 アスペル

ギルス抗体価 の関係である。1987年9月 に咳,喀 痰な

どの自覚症状と,胸 部 レントゲ ン写真にて浸潤影が出現

増悪 したが,そ の後,喀 痰炎症細胞診,内 視鏡下バイオ

プシー組織診,ア レルゲン皮内反応(dual reaction)
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Fig.5.Comparison of IgG Antibody Titers against A.fumigatus 

between Precipitationin-gel Test Positive Cases and Negative Cases 

in Pulmonary Aspergillosis.

Horizontal bars represent mean +- SD values.

等にてABPAと 診断 し,12月 より副腎皮質 スロイ ドに

て治療 したところ,著 明な改善が見られた。IgG抗 ア

スペルギルス抗体価は,治 療前3.87と 高値であったが,

治療による改善 とともに,病 勢 と一致 して,1988年2

月2.68,3月2以 下 と低下 し陰性 化 した。総IgE

(RIST)は 治 療 とともに低下 したが,抗 アスペルギル

スIgE抗 体(RAST score)は,治 療前後 ともに2で

変化は見 られなかった。また抗アスペルギルス沈降抗体

は経過中常に陰性であった。

考 察

Hommelら11)がELISAに よる抗アスペルギルス抗

体 の測定について報告 して以来,ELISAに よる抗アス

ペルギルス抗体の検出が検討され,そ の診断的有用性が

報告されている。ELISA法 には,sensitivityが 優 れて

いる,操 作が複雑ではない,試 薬が比較的安価である,

放射線被曝がない,な どの長所がある。 しかし,再 現性

やspecificityに 難 点があ り,各 研究室間で手技や結果

判定の方法も異なっているため,一 般的に実用化には至っ

ていない。

肺アスペルギルス症の診断において,血 清中の抗アス

ペルギルス抗体の検出は重要な役割を占め,ELISA法

の実用化が望 まれる。そこで,ELISA法 によりIgG,

IgM,IgAの 各免疫グロブリンクラス別に抗アスペルギ

ルス抗体価を測定 し,そ の有用性,実 用化の可能性等に

ついて検討した。ELISA法 の難点である再現性を高め,

他の施設の成績と比較できるような絶対的な値を求める

方法として,山 本 らは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ー処理

して血清の抗体価を求める方法10)13)を報告 している。

われわれも,こ の方法を参考にして4段 階希釈系列を用

い抗体価を算出した。測定結果の再現性を検討するため,

各 プレートごとに標準血清をおいて抗体価を比較 したと

ころ,バ ラッキは10%以 内で高い再現性が得られた。

M.Huizingaら.4)は,慢 性気管支炎など肺アスペル

ギルス症以外の疾患でIgG抗 アスペルギルス抗体価が
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Fig.6.Mutual Relation between IgG Antibody Titers 

and IgM Antibody Titers against A.fumigatus

Fig.7.Mutual Relation between IgG Antibody Titers 

and IgA Antibody Titers against A.fumigatus

上昇 していることを報告 している。 しかし,IgG抗 ア

スペルギルス抗体価測定の診断的有用性を検討したこれ

までの報告では,他 疾患での測定が不十分であり,抗 ア

スペルギルス抗体陽性の判定に際して,他 疾患における

抗体価を十分に検討する必要があると思われる。そこで,

肺 アスペルギルス症以外の慢性肺疾患についても検討 し

た。抗 アスペルギルスlgG抗 体価が2以 上を陽性 とす

ると,肺 結核症29例 中9例(31%),非 定型抗酸菌症

7例 中3例(43%),」 慢性気管支炎14例 中3例(21%),

気 管 支喘息5例 中1例(20%)と 健 常者28例 中2例

(7%)に 比 べ高 い傾向がみ られた。 これらの陽性症例

における抗アスペルギルス抗体の意義については,今 後

さらに検討の必要があると思われる。

本稿では抗体陽性の判定を3.0以 上 とやや高めに設定

することにより,肺 アスペルギルス症として発症 したも

のと他疾患で抗体価の上昇 しているものをはっきりと区

別することができ,sensitivityは100%の ままspecifi-

cityも98.7%と 高 くな った。以上 の結果か らELISA

法 によるIgG抗 アスペルギルス抗体価の測定は,sen-

sitivity,specificityと もに優れており,診 断的有用性

が極めて高いと考えられた。

一般 に感染症の血清学的診断における抗体の測定では
,

IgG抗 体 よりIgM抗 体 の方が早期に上昇することが多

い。そこでlgM抗 ア スペルギルス抗体についても検討

したが,今 回の測定では肺アスペルギルス症 と健常者で

の抗体価のoverlapが 大 きく,診 断的有用性は低いと

考えられた。坂本らは,RIAに よ る測定で,IgM抗 ア

スペルギルス抗体が,健 常人血清中にもある程度上昇 し

ている可能性があることを報告6)し ているが,わ れわれ

の結果 もそれに一致す るものであった。M.Huizinga
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Fig.8.Mutual Relation between the Clinical Course of Pulmonary 
Aspergilloma and IgG Antibody Titer against A.fumigatus

Fig.9.Mutual Relation between the Clinical Course of ABPA and IgG 

Antibody Titer against A.fumigatus
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ら14)は,ELISA法 にて測定 したlgA抗 アスペルギル

ス抗体価が,肺 アスペルギローマ,ABPAで 健常者よ

りむしろ低値であったと報告 しているが,わ れわれの測

定では肺アスペルギローマ,ABPAで,健 常者より有

意に高値であった。 しか し,IgA抗 ア スペルギルス抗

体価 は肺アスペルギルス症 と健常者間にoverlapが 見

られ,IgG抗 アスペルギルス抗体に比べ診断的有用性

は劣 ると考え られた。以上のように,IgG,IgM,IgA

抗 アスペルギルス抗体の中では,IgG抗 体が最も優れ

ていた。

ELISA法 によ るIgG抗 アスペ ル ギ ル ス抗 体 の測 定 は,

抗 ア ス ペ ル ギ ル ス沈 降 抗 体 と比 べ て 高sensitivityで,

specificityの 点 で も劣 ら な い 検 査 法 と考 え られ た。 沈

降 抗 体 は 主 にIgG抗 体15)と され て い る が,HenkF.

Kauffmanら16)は,IgG抗 ア ス ペ ル ギ ル ス 抗 体 価

(ELISA)と 抗 ア ス ペ ル ギ ル ス沈 降 抗 体 との 間 に解 離

が 認 め られ る こ と を 報 告 して い る 。Alternaria17)や

Thermophilicactinomycetes18)に お い て も,同 様 の

成 績 が 報 告 され て い る。 わ れ わ れ の 成 績 で は,沈 降抗 体

陽 性 群 のlgG抗 ア ス ペ ル ギ ル ス抗 体 価 は,陰 性 群 に比

べ て 有 意 に高 く,両 検 査 の結 果 は良 く相 関 した。

肺アスペルギルス症の臨床経過 とIgG抗 アスペルギ

ルス抗体価との関係についても,Rosenbergら19)お よ

び秋山ら20)は,RIAに よ り総lgE,特 異 的lgE抗 体

価とともに,特 異的IgG抗 体価がABPAの 病勢に一

致すると報告している。本稿のABPAの 症例でも,IgG

抗アスペルギルス抗体価は良 く臨床経過 と相関 し,RIA

によ る報告 と一致 していた。また肺アスペルギローマの

症例でも,IgG抗 アスペルギルス抗体価と臨床経過と

の関係を調べたところ,IgG抗 アスペルギルス抗体価

は,そ の病勢に一致 して増減 し,し かもブラ壁の肥厚程

度 しか見 られない初期か ら上昇 した。このように,IgG

抗 アスペルギルス抗体価には定量性が有 り,ABPAの

みならず肺アスペルギローマで も病勢を反映 し,治 療効

果の判定,臨 床経過の観察に有用であった。

また胸部 レン トゲ ン所見でfungusballの 形成はな

く,ブ ラまたは空洞壁の肥厚のみを認め,沈 降抗体は陰

性であるがlgG抗 アスペルギルス抗体価の上昇がみら

れた,肺 アスペルギローマ初期と思われる症例で,抗 真

菌剤 の治療により胸部 レントゲン所見の改善,IgG抗

アスペルギルス抗体価の陰性化が見られた症例を経験 し

ている。 このようにELISA法 に よるIgG抗 ア スペル

ギルス抗体の測定は,fungusballの 形成以前の早期に,

肺 アスペルギルス症を診断できる可能性を示唆するもの

と考えられる。

アスペルギルスは,人 に多彩な肺疾患をきたす真菌で

ある。アスペルギルス胞子が抗原 として作用すると気管

支喘息,過 敏性肺臓炎が起 こることは良 く知 られている。

い わ ゆ るABPAは,IgE抗 体 とIgG抗 体 を 産 生 す る

免 疫 反 応 性 疾 患 と され て い るが,組 織 診 で粘 膜表 層 に若

干 の 菌 糸 形 成 が 認 め られsurfaceinfectionの 様 相 も認

め られ る。こ の場 合ELISA法 に よ るIgG抗 体 の消 長 が

病 勢 と一 致 し,そ の 有 用 性 が 認 め られ た。 ア ス ペ ル ギ ル

スが生体 内 で増殖 す る真 の 感 染 は肺 局 所性 のmycetoma

(aspergilloma)と,肺 の み な らず 全 身 に も進 展 し う

るinvasiveaspergillosisの 両 型 が あ る。chronic

infectionで あ るaspergillomaに お け る抗 体 測 定 の有

用性 は前 述 の よ うに極 め て 高 い。 一方,invasivearper-

gillosisは 骨 髄抑 制 の強 い重篤 な疾 患 に お け るterminal

infectionと して 出 現 し,そ の生 前 診 断 は ほ と ん ど 出来

て いな い現 在 で あ る21)。 この よ うなinvasiveaspergiL

losisで 抗 体診 断 が 出来 るか ど うか今 後 検 討 を続 け た い。

結 語

ELISA法 による抗アスペルギルス抗体価の測定によっ

て以下の成績が得 られた。

1)IgG,IgM,IgA抗 体 の 中で は,sensitivity,spe

cificityと もにIgG抗 体 が最 も優 れ て い た。

2)IgG抗 ア ス ペ ル ギ ル ス 抗 体 価 の測 定 は,沈 降 抗

体 よ り もsensitivityが 高 く,specificityの 点 で も劣 ら

な い優 れ た検 査 法 と考 え られ た。

3)IgG抗 ア スペルギルス抗体価 は,臨 床経過を反

映 し,定 量性があると考えられた。

この論文 の要 旨は第63回 結核病学会総会にて報告 し

た。
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