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Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was developed for IgG antibody against 

purified protein derivative of tuberculin (PPD). PPD antibodies of 15 patients with active 

pulmonary tuberculosis and 19 patients with inactive patients were measured at admission 
to hospital. The control material consisted of 7 healthy blood donors and negative sera 

consisted of 7 healthy umbilical cord bloods. The mean antibody levels correlated to the 

tuberculosis infection. The mean antibody levels were significantly higher in the active 
tuberculosis patients than in the inactive patients. The mean antibody levels were higher 

in the active patients than in the controls. The mean antibody levels in the patients, with

in 6 months after stopping the discharge of bacilli, were still as high as in the active 

patients.
We thought that this assay was very simple and useful for diagnosis of the tuberculosis 

patients.
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は じ め に

1950年 以降結 核 患者 が激 減 した大 きな要 因 と して2

つ考 えられ る。 まず第 一 は,戦 後 の食糧事 情 の改善 に

よる国民 の栄養 状 態の 向上 で あ る。 しか し,現 在 で も

結核 患者 の栄養 状 態 を調べ る と,北尾 ら1)は90%以 上 の

患者 にmalnutritionが 認 め られ,結 核 治療 に際 して重

要 な因子 で あ る と強調 してい る。第 二 にツベ ル ク リン

反応(以 下 ツ反応 と略 す)に よる結核 の初 期 感染 の ス

ク リーニ ング と,BCG接 種 に よる早期 免疫 の確 立 で あ

る。現 在早 い ところでは生 後6ヵ 月の乳 児期 にBCG接

種 を行 な って お り,健 常 人の82.1%は ツ反陽性 とな っ

て い る2)。この こ とは逆 に ツ反 の 陽 性で ある こ とが結核

の診 断の 必要 条件 で はな くな って しまって い る。 現在

で も肺結核 の 診断 に は,胸 部 写 真 と喀 痰検 査 に よ る と

ころが 多いが,喀 痰陽 性 とな らな い場 合,治 療開 始 に

とま ど うこ とが 多 く,諸 家 の臨 床家 を悩 ませ て い る。

今 回著 者 らは,結 核 患者 の血 中 にツ反 応の 抗 原で あ

るpurified protein derivative(PPD)抗 原 に対 す る

特 異的IgG抗 体 を,マ イ クロプー トを使 用 したenzyme-

linked immunosorbent assey(ELISA)で 測 定 しよ う

と試 み,診 断お よび治療 の一つ の手 が か りとしての検

討 を行 な ったの で報告 す る。

対象および方法

1)　患者 血清

国立療 養所 金沢 若松 病 院入 院中 の結核 患者34名 で,

その 内訳 は検 査 時 排 菌 陽 性 患 者15名 を活 動 型(以 下

activeMTBと 略 す),排 菌 の 止 って いる患者19名 を非

1)

2)

図1　 マ イ クロプ レー トを使 用 したELISA法 による

PPD-IgG抗 体 の測定

活 動 型(以 下inactiveMTBと 略 す)と 仮 に分 類 し,

そ れ らの 患 者 か ら3ml採 血 して 血 清 分 離 し,使 用 ま

で-20.Cで 保 存 した 。

2)　 コ ン トロー ル 血 清

結 核 の 既 往 歴 の な い健 康 妊 婦 の 出産 した 健 常 児 の 膀

帯 血(以 下cord blood)を10ml採 取 し,血 清 分 離 して-

20℃ で 保 存 した 。

3) ELSA(enzyme-linked immunosorbent assey)

に よ るPPDに 対 す る特 異 的IgGの 測 定(図1)

(1)96個 のwel1を もつ マ イ ク ロ プ レ ー ト(Pinafech

Laboratories,lnc.Alexandria,UirginaU.S.A.)の

wellに0.1MNaHCO3液 に 溶 か し た50μg/mlのPPD

抗 原(日 本 ビー シー ジー 社 製N.M49-1)100μlを 入 れ,

37℃ で90分 間incubationし た 。ア ス ピ レー ター でPPD

液 を吸 い 取 っ た後,pH7.4のPBSに て3回 洗 浄 し,PBS

に 溶 か し た5%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミン(BSA)の200μlを

入 れ,4℃ で 一 晩 放 置 した 。

(2)ア ス ピ レー タ ー で 吸 い 取 っ た後,pH7.4のPBSに

て3回 洗 浄 し,患 者 血 清 を100倍 に希 釈 し,そ の100μl

をwellに 入 れ37℃ で45分 間incubationし た 。患 者 血 清

の 至 適 濃 度 は 種 々 の 希 釈 液 を 作 っ て 予 備 実 験 を行 な っ

て 決 定 し た 。

(3)ア ス ピ レー ター で 吸 い 取 っ た 後,pH7.4のPBSで

溶 か した0.5%BSA溶 液 で3回 洗 浄 し た 。ア ル カ リ フ

ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 抗IgG(TAGO社 製LOT901004)

を0.5%BSA入 りPBSに て1,000倍 に 希 釈 し,各well

に100μlず つ 加 え,37℃ で45分 間incubationし た 。

(4)(3)と 同 様 に0.5%BSA入 りPBSで3回 洗 浄 し た

後,使 用 直 前 に エ チ レ ン ジ ア ミ ン 液 で 溶 か し たPl

nitrophenyiphosphate(Sigma社 製)液100μlを 加 え,

20分 間 室 温 に放 置 した 。

(5)1N-NaOHを50μlず つ 加 え,反 応 を停 止 させ た 。

各wel1の 吸 光 度(OD405nm)を ダ イ ナ テ ッ ク 社 オ ー ト

リー ダ ーMRd580に て 測 定 し た 。

操 作 は す べ てduplicateで 行 な い,ま た マ イ ク ロフ.レ

ー ト間 の 性 質 の 違 い か ら生 ず る 誤 差 を 除 くた め に ,抗

体 の 測 定 は1枚 の プ レ ー トで 行 な っ た 。

有 意 差 検 定 は,Students' unpained t-testでp<0.05

を有 意、と し た 。

結 果

1.　患者 血清 の最適 希釈 度 の検討

図2は 排菌 患 者6例,非 排菌 患 者6例 よ り採 血 した

血 清 お よび健 常新 生 児6例 の 臍帯 血(cord blood)の

血清 を10倍,102倍,103倍,104倍 に希 釈 した希 釈系 列 に,

アル カ リフ ォスファターゼ標 識抗IgGの1,000倍 希釈 を

加 えた時 の結果 で あ る。 排菌 患者 血清 で は,10倍 希 釈

よ りも100倍 希釈 の方 が吸 光度 が 高い。非排菌 患 者血 清

もcord bloodの 血清 も10倍 希 釈 では吸光 度 がかな り高
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いが,cord bloodの 方 は102倍,103倍,104倍 希釈 の吸

光 度 がほ ぼ 同 じであ り,非 排菌 患者 の方 は103倍,104倍

で ほぼ 同 じ とな った。この こ とよ り100倍 希釈 の 血清 が

最適 と考 えた。

2.　抗PPD-lgG抗 体 の 測定

1に よ り被検 血 清 を100倍 に希 釈 し,ア ル カ リフォス

フ ァ ター ゼ標 識抗IgGと 反応 させ,P-ニ トロフ ェニー

ルで発 色 させ た 時の吸光 度 は図3の よ うに なっ た。排

菌患 者血 清 では,吸 光 度 の高 い もの が 多 く,15例 の平

均 は0.74±0.30(mean±IS.D.)で あ った。 非排 菌 患

者19例 の平均 は0.42±0.32で あ り,特 に排 菌 が止 って

か ら6ヵ 月 以内 の患者 血清(白 い 四角印)で は比 較的

高 い ものが 多い が,排 菌 が止 って6ヵ 月以上 の患 者血

清(白 丸)で は殆 ん ど吸 光度 が0.4以 下 で あった。 排菌

患者15例 と非 排菌 患者19例 の吸光 度 を比 較す る と,排

菌 患者 の方 がp<0.01で 有意 に高 か っ た。 また,cord

 bloodの 血清 の平均 値 は0.07±0.003と 非常 に低 く,排

菌 患者 お よび非 排菌 患 者 ともにcord bloodの それ よ り

も有 意 に高 か った.

考 察

結 核 患者 血清 中 に結核菌 に対 す る液性 因子の 存在 す

る こ とは古 くか らMiddle brookら3)に よ り知 られ てい

た。しか し,Mackaness4)に よ り結核 の 免疫機 構 の主役

は,T細 胞 とマ クロ フ ァー ジで あ る と報告 されて以来,

結核 の免 疫学 的検 討 は細胞性 免疫 の分 野 で活発 とな り,

結核 腫 の発 生機 序 が解明 され るよ うにな った。しか し,

慢性 感染 症 であ る肺結核 においても,血 清 中のIgG,IgA

図2　 血 清 希 釈 とPPD-IgG抗 体 の 吸 光 度

(OD405nm)

等が 増加 す る こ とが知 られ てお り`),結核 菌 に対 す る生

体 の 防御機 構 に よ る ものが考 え られ る。 そこで,PPD

抗 原 に対 す る特 異 的抗体 を検 出す る こ とは,そ の 感染

の有 無 の手掛 りとな る こ とが考 え られ る。著 者 らの研

究で は,マ イ クロプ レー トのwell壁 にPPD抗 原 を5

μg/wellく っつ けた。その後 非特 異的 免疫 グ ロブ リンが

くっつ くの を防 ぐた め に,各 々のwellを5%BSAに

てcoatingし,更 に患者 血清 を加 えて,血 清 中のPPD

に対 す る特 異的抗 体 と反 応 させ た。 その後 アル カ リフ

ォス フ ァターゼ標 識 抗 ヒ トIgGと 反 応 させ て,P-ニ ト

ロフ ェニー ル にて発 色 させ た。 図3で 示 した よ うに,

排 菌 患者 血 清(n=15)で は吸 光 度 は0.74±0.30と 抗

PPD-IgG抗 体 が 多い こ とが示 され た。また,排 菌 が止

り6ヵ 月以 内の 患者 血清(n=7)で は吸 光度 は0.73±

0.32と その 量が まだ 比較 的 多い例 もみ られ るが,排 菌

が止 り6ヵ 月以上 治療 して いる患 者(n=12)で は,吸

光度 は0.25±0.06と 抗PPD-IgG抗 体 の量は少 ない もの

と考 え られ,結 核 の 活動 の低下 とともに,特 異 的抗体

の産 生能 も低 下す るこ とが うかが われ る。

また,同 方法 で測 定 した結核 の 既往 歴 のな い健 常 人

の血清(n=7)で は,(未 公表 デー タ)吸 光 度 は0.18±

0.05で あっ た。 この こ とは,cord biood(n=6)の 吸

光 度 が0.07±0.003で あ るこ とを考 え る と,健常 人 で も

PPDに 抗 す る抗 体 産生 の成 立がBCG等 の機 会 にな さ

図3　 活動型 結核,非 活動 型結 核 お よび臍帯 血 の血

清 中 のPPD-IgG抗 体 の吸 光 度(OD405nm)



624 結 核　 第59巻　 第12号

れ て い るこ とが うか が われ る。

い ま健常 人 の吸 光度 の平均+2S.D.を 求め る と0.28と

な り,排 菌 者15例 の うち0.28以 下 の者 は1例 の みで,

他 の93.3%以 上 は0.28以 上 で あ る。 排菌 が 止 り6ヵ 月

以上 の 患者12例 で は0.28以 下 は9例75%が み られ る。

以上 の所 見 よ り著 者 は,抗PPD抗 体 の吸光 度 が0。3

以上 を陽性 と考 え,0.4以 上 は 強陽性 と して結 核 の治療

開始 して よい と考 える。 また,排 菌 が止 り6ヵ 月間 は

同様 な強化療 法 を続 け ることが望 ましい と考 えて いる。

また,結 核 の液 性免 疫 の成立 につ い て も検-討して い

きた い と考 えて い る。

ま と め

マ イ ク ロプ レー トを使 用 したenzeme-linkedim-

munosorbentassay(ELISA)法 に よ る抗PPD-lgGの

検 出法 を考 案 し,肺 結核 患 者血 清 中の抗PPD-lgG抗 体

を測 定 した。排 菌 患者 では吸 光度 が0.74±0.30と 高 く,

排 菌 が止 り6ヵ 月以 内の患 者で も0.73±0.32と 高 か っ

たが,排 菌 が 止 り6ヵ 月以 上の 患者 では0.25±0.06で

あ り,健 常 人 で は0.18±0.05で,結 核 感染 の な い と考

え られ る新 生 児のcord bloodで は0.07±0.003で あ っ

た。 これ らの結 果 よ り,少 量の血 清 で一度 に多数 の検

体 を簡便 に検査 で きるELISA法 に よ り特 異的抗PPD

抗体 を測定 す る こ とは,結 核 の治療 お よび 診断 に有 用

で あ る と考 え られ た。
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