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457　　　 合成抗原を用 い た 2種の 抗ヒ トパ ル ボ ウ

イ ル ス BI9 抗体検査法 の 成 績

458　　　　 Nested 　 PCR を用 い た ヒ トパ ル ポ ゥ ィ

ル ス B19 感 染 の DNA 診 断法 に つ い て
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［目的 ］ヒ トペ ル ボ ウ イ ル ス Bl9（以下 Bl9 と略 ）の

胎内感染 は非免疫性胎児 水腫 の 病因 と して 広 く知

られ る よ うに な っ た た め
，

血清を 用 い た 抗 BI9 抗体

検査に よ る母体 BI9感染の確定診断が重要 とな っ て

き た 。 我 々 は ， 天然抗原を用 い た ELISA 法 （以下 na −

tive　ELISA と略 ）に て 抗Bl9 抗体検査 を行 っ て きた

が，Bl9には適切な培養実験系が な い ため こ の抗原

の 安定供給が 不可能で ある。 しか し ， 近年 の遺伝

子工 学 の 進歩 に よ り， 合成 抗原を用 い た Western・blot

法 （以 下 recombinant 　Westem　blotと略 ）， 並 び に合成

抗原用い た ELISA 法 （以下 recombinant 　ELISA と略 ）

によ る抗 Bl9 抗体検査が臨床で 可能 とな っ て きた 。

今回我々 は ， 上記 3法を比較検討 した 。 ［方法 ］native

ELISA に て抗 BI91gG 抗体の有無が判明 して い る成

人血清 54検体 と， 抗 B191gM 抗体の 有無が 判明 し

て い る成人血 清 28検体で ，recombinant 　Western　blot

及 び recombinant 　ELISA 　｝C よ るrt　B19　lgG
， 並 び に

IgM 抗体検査を行 っ た 。 ［成績 ］抗 Big 　lgG 抗体検査

に お い て は，3法す べ て で の
一

致率が 81％ で あ っ た。

ま た
，

Tecombinant 　Western　biotは ，
　 native　ELISA に 比

較する と，敏感度 86％
， 特異度 正00％，recombinant

ELISA は ， 敏感度 86％，特異度 78％ であ っ た 。 抗 Bl9

1gM抗体検査 に お い て は ，
3 法すべ て で の一致率が

64％ で あ っ た 。 また ，recombinant 　Western 　blotは ，

native　ELISA に比較する と ， 敏感 度 100％，特異度

91％ で あ っ た が ，
recombinant 　ELISA は ， 敏感度 50％ ，

特異度77％ に すぎなか っ た 。 ［結論 Inative　ELISA に

比較 して ，
recombinant ・Westem・blotは，ほ ぼ同様 の 成

績が 得 られた が，recombinant 　ELISA は ，
　 IgM 抗体検

査に お い て ，特 に 敏 感度 に改良 の 余地 が あ る と考

え られ た 。

〔目的 〕簡便 か つ 迅 速 な 高感 度 の DNA 診断法 で

ある nested 　 PCR を 用 い て ， ヒ ト パ ル ボ ウ イ ル ス

B19 （以 下 B19 と 略 ） に よ る 胎 内感 染 を 早 期に

診断す る 方 法 を 確 立 す る こ と を 目的と し た．

〔方法 〕B19 構造 蛋 白 で あ る V ？ 1 お よ び VP2

を コ
ー

ドし て い る 領域 よ り2 組 の プ ラ イ マ
ーを 選

択 し，2 段階 に 増幅を 行 う nested 　 PCR 法 を 用 い

た．増幅 さ れ た DNA の 検 出 は 電 気 泳動法 に よ っ て

行 っ た ．  pGEM − 1　B19 よ り EcoRI で 切 り出 し

た B19 　DNA を TE 　 buffer に よ っ て 10 倍ずつ 段 階

希釈 し ，nested 　 PCR の 感 度 を測定 し た ．   ln

situ 　 hybridizati ・ n 法 に よ っ て B19 胎内 感染 が

確認 さ れ た 胎児水腫 2 例の 胎児 腹水 ，胎児 血 液，

胎児肝臓 ，胎盤 ，お よ び 既存 の あ ら ゆ る検 査 に て

B19 胎 内 感 染 が 否定 され た 原 因 不明 の 胎児水腫 2

例の 羊水 ，胎 児腹 水 ，胎 児血 清，さ ら に 乳 び 胸 に

よ る 胎 児水腫 1 例 の 羊水 ， 胎 児胸 水 よ り DNA を 抽

出 し nested 　 PCR を 行 っ た ． 〔成 績 〕  First

PCR ，　 Nested ？ CR と もに 予 想 さ れ る増幅産 物が

得 ら れ ，前者で は 1．8fg の B19 　DNA （約 650 ゲノム

相当 ）ま で 検 出可 能 で あ り，後 者 で は さ ら に 106倍

の 高感 度 が 得 ら れ ， 1 ゲ ノ ム で も検出可能 な感度

に 高 め る こ とが で きた ．  B19 胎内感 染 に よ る 胎児

水腫 例 で は 腹水 ， 血 液 t 肝 臓 ， 胎盤 な ど す べ て の

検体 か ら B19DNA が 検 出 さ れ た ． 一
方 ，

　 B19 胎

内感 染が 否定 され た い ず れ の 検体 か ら も B19DNA

は 検 出 され な か っ た． 〔結論 〕今回 われ わ れ が 開

発 し た ， ヒ トパ ル ボ ウ イ ル ス B19 感 染 を 診 断す る

た め の 高感 度 の nested 　 PCR 法 は ，簡便 か つ 迅 速

に 行 う こ と が で き，羊 水 ， 胎 児 血液 な ど を 用 い て

B19 胎 内 感 染を早 期 に 診 断す る こ とが 可能 で あ る

と 考 え ら れ た．
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