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研究成果の概要（和文）：猫ひっかき病（Cat Scratch Disease: CSD）の新たな血清学的方法

として Bartonella henselae IgG 抗体価測定用 Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
を確立した。本法の特徴は液体培地で培養した Bartonella henselaeATCC49882 株を N－ラウリ
ル－サルコシン液で処理し、その上清液を抗原とするものである。本法の感度は 0.952、特異
度は 0.987 であり、その臨床的有用性が期待される。 

 

研究成果の概要（英文）：We established a new serological diagnostic method of anti- 
Bartonella henselae IgG-ELISA for cat scratch disease(CSD). The remarkable 
characteristic of the ELISA is the use of N-lauroy-sarcosine-soluble proteins antigens 
from liquid medium-grown Bartonella hensea ATCC49882. The sensitivity and specificity 
of the ELISA relative to indirect fluorescence assay (IFA) were 0.952 and 0.982, 
respectively. This tool may be useful for the test for diagnosis of CSD. 
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１．研究開始当初の背景 

猫ひっかき病（CSD）は人獣共通感染症で
あり、局所リンパ節腫脹を主訴とする定型例
から不明熱、パリノ―眼腺症候群、肝脾肉芽
腫、急性脳症など全身性の非定型的な重症例
までその臨床像は多彩であり、わが国のペッ
トブームの中、確定診断の重要性が増してい
る。本症の原因菌は B. henselae であるが分
離培養が困難なため、本症の診断は主に間接
蛍 光 抗 体 (Indirect Fluorescence 
Antibody :IFA)法である血清学的診断法で行

われおり、特にリンパ節腫脹の認められない
非定型例では血清診断以外、本症確定診断は
困難である。しかし本法の特異性は高いもの
の、感度が低く、また多数検体処理が困難で
ある。この IFA法の欠点を補うべく新たな血
清学的診断法として ELISA法の開発が急務と
されている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は CSDの血清学的診断率の向

上をめざした高感度 ELISA 法の確立である。
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血清学的診断法は抗原の選択が極めて重要
である。本研究では B. henselaeの培養法（固
形培地と液体培地）や菌体成分による相違な
ど使用抗原に焦点を絞り検討し、ELISA 法を
確立する。また多数の CSD 患者血清の B. 
henselae IgG抗体価を測定し、従来の IFA法
の値と比較し、本法の有用性を検証する。 
 
３．研究の方法 

（1）使用抗原：B. henselaeATCC49882 株を
チョコレート寒天培地で培養後、その菌体浮
遊液を作成し①超音波処理したもの ②超
音波後の全菌を N-ラウリル-サルコシン（サ
ルコシン）処理後、超遠心した沈渣物 ③そ
の上清液 以上 3種類の抗原を作成した。次
いでそれぞれを抗原とした ELISA法を確立し、
以下のコントロール血清を測定して、最も有
用な抗原を選んだ。また同様に我々が“独自
に考案した液体培地”で培養した菌液につい
ても①～③について検討し、固形培地由来抗
原と液体培地由来抗原との比較をした。 
（2）至適抗原選択のための陽性・陰性コン
トロール血清（標準曲線） 
陽性コントロール血清（IFA 法で IgG 抗体

価≧1:256 の CSD 患者血清）6 検体および陰
性コントロール血清（IFA 法で IgG 抗体価 ≦
1:64の健常人血清）6検体について、各抗原
による ELISA法で測定した。 
（3）ELISA 法による IgG 抗体価測定 
炭酸緩衝液(pH9.2)で希釈した抗原液を 96

穴のマイクロプレートに分注し、4℃下で一
晩固相化を行った。 Phosphate buffered 
saline (PBS, pH7.4)で洗浄後、5％スキムミ
ルク PBS でブロッキング後、洗浄した。次い
で 100倍希釈血清を加えて 37℃1時間反応さ
せ、洗浄後、HRP 標識抗ヒト IgG 抗体を加え
て 37℃ 1 時間反応させた。洗浄後、
O-Phenyldiamine含有 50nMリン酸クエン酸緩
衝液(pH5.0)を加えて室温 30 分間発色させ
492nm で吸光度を測定した。 
（4）抗原精製における食塩添加サルコシン
液比重差の抗原性への影響 
菌体含有サルコシン液中に食塩濃度０～

8％になるように添加し、その処理・超遠心
後の上清中の抗原性を比較した。 
（5）大腸菌による吸収操作 
臨床材料由来大腸菌を普通寒天培地に接種

し、37℃、1 夜培養した。その菌体浮遊液を
超音波処理し、遠心した沈渣を吸収用菌液と
して用いた。この吸収用菌液含有 1％スキム
ミルクで血清を希釈後、室温にて 30 分間反
応させ、遠心後の上清を ELISA 法用の検体血
清とした。 
（6）至適抗原による ELISA 法の有用性 

3 種類の各抗原による ELISA 法で陽性・陰
性コントロールを測定して、最も有用である
抗原を選択する。次いで抗原の至適条件下で

の ELISA 法を確立するし、本法の臨床的有用
性を検証するため、健常人 80 例、CSD 疑い例
88 例（臨床的に CSDが疑われる例が IFA 法：
≦1:128 倍）および CSD患者 42 例（IFA法：
≧1:256 倍）について B. henselae IgG 抗体
価を測定した。 

 
４． 研究成果 

（1） 至適抗原の決定 
抗原として①超音波処理したもの（全菌） 
②サルコシン処理後、超遠心した沈渣物 ③
その上清液 の 3種類を使用した ELISA法を
確立しで、陽性および陰性コントロールの B. 
henselae IgG 抗体価を測定した。その結果、
図 1 のごとく、3 種類の抗原のうち、サルコ
シン処理上清液が、陽性コントロールと陰性
コントロールの間に明瞭な差が認められ、B. 
henselae IgG抗体価測定用の ELISA法の抗原
として最も適していることが見出された（図
1）。また B. henselae 抗原菌株の液体培地と
固形培地由来の違いでは液体培地由来菌株
で作製した抗原のほうが、吸光度が高く、感
度的に優れており、菌株由来による抗原性の
違いが認められた。 

 
 

 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

全菌：超音波処理液（サルコシン処理前）  

沈渣：サルコシン処理沈渣  

上清：サルコシン処理上清 

 

図 1 各抗原液における反応 

 
 
（2）サルコシン処理抗原の蛋白解析 

3 種類の抗原液について、SDS-PAGE蛋白電
気泳動およびウエスタンブロット法で蛋白
解析をした。その結果、抗原液として最も優
れた上清液では沈殿物よりも濃く反応し、複
数の蛋白バンドが認められた。また患者によ
り反応する蛋白がそれぞれ異なることもわ
かった（図 2）。 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

図 2 各抗原液の蛋白解析 

 
 
（3）抗原精製における食塩添加サルコシン
液比重差の抗原性への影響 
より精製度の高い抗原液を作製するため、

菌体含有サルコシン液中の比重を食塩添加
により変化させ、その精製効果について検討
した。その結果、食塩無添加液が最も優れ、
食塩添加の比重差による抗原精製効果は認
めなかった。 
（4）大腸菌による非特異物質の吸収効果 
血清中の B. henselae 以外の非特異物質を

吸収する目的で大腸菌による吸収操作を試
みた。健常人陰性検体では吸光度が減少した
が CSD陽性検体では吸光度の変化は見られず、
大腸菌による非特異物質の吸収効果が認め
られた。 
（5）サルコシン処理後上清液抗原による
ELISA 法の有用性 
液体培地で培養した菌株を用いたサルコ

シン処理上清液を抗原とした ELISA法を確立
し、本法の臨床的有用性を検証するため、CSD
患者 42例、CSD 疑患者 88例および健常人 80
例について B. henselaeIgG 抗体価を測定し
た（図 3）。カットオフ値を 0.48とした場合、
本法は感度 0.952 特異度 0.987 であり、ま
た ROC曲線 0.986と本法の臨床的有用性が示
唆された。IFA法との比較では IFA 法陽性 42
例中 2 例は ELISA 法陰性だったが、逆に IFA
法陰性だった CSD 疑い患者 11 例が ELISA 法
で陽性と判定された。この 11 例中 9 例は猫
や犬との濃厚接触歴があり、かつ局所リンパ
節腫大と発熱を有し臨床的に強く CSDの疑わ
れる症例であった（表 1）。 

 
 
 
 
 
     
 

 

 

 

 

図 3 CSD 患者、CSD 疑い患者および健常人に対

する B. henselae IgG 抗体価 

 
 表 1 IFA法と ELISA法との関係 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
従来の ELISA法による B. henselaeIgG抗

体価測定用の使用抗原は菌体を超音波処理
したものやサルコシン処理沈渣であったた
め、非特異反応が多く、感度も低かった。し
かし本研究では過去に報告例のない、液体培
地由来菌体のサルコシン処理上清液を抗原
に使用することにより、感度・特異性の優れ
た ELISA 法を確立することができた。この精
度は IFA 法以上と推定される。今後はさらに
抗原の精製や抗原成分の同定を行うことに
より、その精度は一層高まるものと思われる。
またこれら成分を抗原とした IgM抗体価測定
を併用することにより CSDの診断率は大きく
向上するものと期待される。 
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