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ll材料及び方法  l はじめに  

マイクロプレートを用いた酵素抗体測定法（以下マイ  

クロELISA法と略）は，測定感度が優れていると共に，  

操作が簡単で特別な設備を必要としないため，臨床医学，  

基礎医学の分野で広く用いられている。感染症の診断に  

おいては，下痢患者便中に存荏するウイルスや細菌毒素  

の検出及び血中抗体価の測定等に応用されている。ELI  

SA法による抗体測定において，検体中の抗体濃度は吸  

光度値で表現される場合が多い。1・2）従ってこの測定値は，  

抗体陰性か陽性かといった定性的な値であり，他の測定  

～去で得られた抗体価との比較はできない。   

近年，細菌毒素に対する抗体価の定量を行なう場合，  

既知力値の抗体を標準品として相体力価を求める方法が  

試みられている。しかし、測定で得られた吸光度値の取  

扱いは研究者によってさまざまである。吸光度値そのま  

まで標準品と比較する方法3），吸光度値そのままを用い  

て作成した用量反応曲線の下側の面積の対数値を比較す  

る方法4），吸光度値を対数変換して比較する方法5）など  

の手法がとられている。   

著者らは，マイクロELISA法に関する基礎的な検討  

を行なっており，既報で，測定により得られる吸光度値  

は対数正規分布を示し，用量の対数値に対する吸光度の  

対数値は直線性を示すことを明らかにした6）。さらに今  

回は検体中の蛋白濃度及び標識抗体が測定値に及ぼす影  

響について検討を行った。  
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1）マイクロELISA法：マイクロプレートはイ ミュ  

ロンⅠ平ぞこプレート（ダイナテク社）を用いた。抗原  

は，S型百日咳菌培養上浦から佐藤らの方法7）で精製し  

たLPFHAを用いた。マイクロプレートの感作は，500  

倍に希釈した抗原100〟βで行ない，40cで1晩放置し  

た。標識抗体は市販アルカリフォスファクーゼ結合抗ヒ  

ト1gGヤギIgGを用いた。被検血清は50〃ゼ，標識抗体  

は100JJゼを用いそれぞれ室温で30分間振とうした。基  

質はp－ニトロフェニルリン酸2ナトリウムを用い，  

1mg／mg溶液の200〟ゼを30～120分間25Dc以上の室温で  

反応させた。吸光度は，マイクロELiSAオートリーダー  

MR580（ダイナテク杜）で測定した。それぞれの操作  

に拝なうプレートの洗源ほ，4回ずつ行った。   

2）反応用緩衡液の調整：抗原感作緩衝液は，炭西安ナ  

トリウム緩衝液（Na2CO31．599，Na2HCO32．93g．  

NaN。0．29，蒸留水1，㈹mf）を開いた。血清の希釈及一ヽ  

びプレートの洗源は PBST（NaC18．Og，Na2HPO4・  

12H202．929，KH2PO。0．2g，KClO．2g，NaN30．2  

9，Tween200．5m2，蒸留水1，000mE）を用いて行なっ  

た。基質希釈液はジュタ／－ルアミン緩衝液（Dlethan－  

01amlne97mA．HaN30．29，MgCl・6H200．1g  

を約700mβの蒸留水に溶解後，1～2NHClでpHを9．8  

に修正し，蒸留水を加えて1，000mゼに調整）を用いた。   

3）被検血清：WStlは，抗LPFAHA抗体価の高い  

数名の健康児血清をプールし，PBSTで3倍希釈後，  

10，000rpmで30分間遠心分離し沈逼を除去した。抗LP  

F－HA抗体陰性血清及び5704，5723血清は，健康児血  

清を特別の処理は行なわずに使用した。   

4）被検血清の測定：被検血清は1希釈用量につき4  

ウエルずつ測定を行い，吸光度値は対数変換して用い   
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た。分散の検定ほF検定を，また平均値の検定はt検定  

を用いて行った。   

5）蛋白濃度の異なるⅥ7Stl血清希釈液の調整二LPF－  

HA抗体陰性血清を希釈して蛋白量16mg／mゼとし，さら  

にそれを倍々希釈して0．5mg／mゼまで6段階の血清希釈  

液を作成した。それぞれの溶液及びPBSTのみを用い，  

wstl（蛋白量30mg／mC）を100倍に希釈した。   

6）相対力価の測定：5704及び5723血清の10倍，50倍，  

250倍希釈液の吸光度を測定し，WStllOO倍希釈液に対  

する相対力価を求めた。相対力価は次式により算出した。  

：Relative titer＝antllog（予sampleラwstl）  

3枚のプレートを用いて3回のくり返し実験を行い，相  

対力価の平均値を求めた。（ラ：吸光度の平均値）   

7）蛋白質の定量：蛋白量はLo＼Vryらの方法自）で測  

定した。  

川 結果  

1）血清蛋白濃度の影響：WStlのPBST希釈  

（蛋白量0．3mg／mβ）は吸光度値0．5を示したが．検体中  

の蛋白濃度の増加に伴ない吸光度値の減少が認められた。  

検体中の蛋白含量が2mg／mβをこえると，蛋白量0．3mg  

／mゼの場合に比へ吸光度の差が明らかとなった。（Fig 
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2）標識抗体の影響：被検血清5704の相対力価は，A  

標識抗体を用いて測定した時に比べB標識抗体を用いた  

時に低い値が得られた。10倍及び250倍希釈血清におい  

て，A標識抗体を用いた場合，実験回毎に得られる相対  

力価のばらつきは大きかった。（Fig．2a）  
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被検血清5723において，10・50・250倍希釈したいず  

れの検体においても，A・B標識抗体による相対力価の  

ばらつきに差は認められなかった。10倍希釈血清の相対  

力価はAを用いた場全に高かった。（Fig．2b）  

lV 考察  

簡便な抗原・抗体検出系であるマイクロELISA法は，  

すでにさまざまな分野で応用されているにもかかわらず．  

その測定値の解析方法は一様ではない。この原因として，  

ELISA法制定に基本的に含まれるプレート問の誤差・  

ウエル間の誤差等の変動因子及びそれに影響を与える検  

体の蛋白量・標識抗体の品質等に関する研究があまり行  

なわれていないことが掲げられるc マイクロELISA法  

で抗体測定を行なうと，各ウエルの吸光度問に2．6×  

103程度のばらつきが生じる。さらに吸光度値が  

0．05以下となるような測定ではこのばらつきがさらに大  

きくなることば，すでに報告した6）。   

ELISA法に影響を与える因子の一つとして，標識抗  

体のロット差が掲げられる。今回比較を行なった標識抗  

体のうち，どちらがより正確な抗体価を表わすかについ  

ては，LPFHAの生物活性に対する中和抗体価と  

ELISA法による相対力価を同一検体について比べなけ  

れば解明できない。しかし，百日咳体を保有しないと思  

われる0～1才児の抗体価を測定した結果からは．A標  

識抗体には非特異的反応をおこす物質が含まれている可  

能性が示唆されている。   

最近，細菌学の分野において，平行線定量法をマイク  

ロELISA法に適用する試みがなされている5g）。Smith  

らは，破傷風毒素に対する抗体の測定について検討を行  

なっている。5）それによると，100倍以上に希釈して測定  

した抗体価の高い血清は，用量反応線が直線性を示し標  

準品に対し平行性を示すが，希釈倍数1倍から16倍で測  

定した力価の低い血清は直線性のない傾きの小さな曲線  

を示すと報告している。本稿では，検体中の血清蛋白濃  

度が高い場合に，吸光度は真の値より低くなることと明  

らかにした。この結果から，力価の低い血清の用量反応  

直線の傾きがゆるやかになり，直線性が得られない原因  

は，検体中の蛋白濃度が高いためであることが示唆され  

る。   

正常な血清中には特異抗体であるIgGのみならず，生  

体反応に関与している種々の活性物質が存在している。  

それらの活性物質の一種であるハブトグロビン及びセル  

ロプラスミンは，LPFHAと親和性を有することが知  

られている10‖J。血清濃度の高い検体を用いると，血清  

中に微量に存在しているこれらの物質が抗原と結合をお  

こし，その結果立体障害等の二次的な作間で，抗原抗体  

反応に影響を与えることが十分考えられる。従って，マ  

イクロELISA法で抗体測定を行なう場合，信頼性の高  

い測定結果を得るためには，検体の希釈倍率が50～100  

倍以上で実施する必要がある。  

∨ まとめ  

LPFHAを抗原としてマイクロELISA法で測定し  

た抗血清の吸光安値は，検体中の血清蛋白量が増大する  

に従い減少する傾向を示した。   

市販標識抗体は品質が一様でなく，用いる標識抗体に  

より測定値に変動が見られた。  
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