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An enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA)was used for detection of IgG 

antibodies to purified protein derivative(PPD)and specific substance of mycobacterium

(SSM)in sera of patients with pulmonary tuberculosis.The antibody levels were 
determined by ELISA on 36 specimens from patients with pulmonary tuberculosis and 24 

specimens from healthy tuberuclin—positive individuals.The antibody levels were obtained 

by the use of serial dilution of given reference positive serum to prepare a calibration scale 

of general validity.The mean IgG antibody levels were significantly higher in the patients 

than in the control subjects.The covariation of the ELISA results with the two antigens

(PPD,SSM)was highly interdependent.
SSM was used for passive hemagglutination assay to test sera from patients and from 

contorol subjects.The serologic discrimination between patients and healthy skin test—

positive subjects was better in ELISA than in passive hemagglutination assay.
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は じ め に

近 年,酵 素 抗 体 法(ELISA:enzyme-linked im-

munosorbent assay)を 肺 結 核 患者 に おけ る液性抗

体 の 検 出 に活 用 し,血 清学 的診 断 を試 み た報 告1)～4)

が見 られ るようにな った。R.C.Randinら5)は 精製 ツ

ベル ク リン(PPD:purified protein derivative)を

抗原 として用い,ツ ベル ク リン皮膚反応(ツ 反)陽 性及

び陰 性健 康者並 びに,活 動 性肺 結核患者 のIgG,IgA,

IgM,IgE抗 体 を酵素抗体 法によ り比較検討 し,IgG抗

体 レベルが結核症 と最 も密接 な関連 を呈示 した と報告 し

てい る。 また,J.M.Grangeら6)7)はBCG可 溶性抗

原を用いた同法 によ って肺結核症,サ ル コイ ドー シス症,

Crohn's病 患者血清 のIgG,IgM,IgA抗 体価 を,健 康

者 血 清 と対 比 して調 べ た ところ,肺 結核症 ではIgG抗

体 が有 意 に高 い ことを報告 して いる。T.M.Daniel

ら8)～10)も各 種抗 酸菌 か ら種 々の抗原 を分離精製 し,酵

素抗体法 における肺結核患者血清 中の抗体検 出抗原 につ

いて,そ れ らの抗原活性 を比較検討 し,人 型結核菌 由来

の精製 細胞 質蛋 白で あ るAntigen5の 有用性 を見 出 し

報告 してい る。 しか し大多数 の報告 は従来 の酵素抗体法

をそのまま実験 に導入 してお り,結 核抗体測定 における

本法 の実験条件 については,十 分 な基礎 的検討 は行 われ

ていない。従 って,そ の実験方法及 び判定方法 は各研究

者 によ り一様 でない ことか ら,そ れぞれの実験成績 を同

レベルで判断 する ことは難 しく,そ のため実験条件 に検

討 すべ き余地 があると思 われた。

今 回 は上記 の観 点 よ り,ま ず結核患者血清 のIgG抗

体価測定 を目的と した酵素抗体法 の適切かっ一定 の実験

条 件 を設定 す るために,PPD及 び結核菌体抽 出物質で

あ るSSM11)を 抗原 と して検討 した。次 いで,肺 結核患

者 及 び ツ反 陽性 健康 者 のIgG抗 体 を調べ,そ の臨床的

有用性をいくらかでも明 らか にす るために,従 来か ら結核

患 者血 清 の液性 抗体 価測 定法 と して利用 されて きた,

Middlebrook-Dubos赤 血球 凝集 及 び溶血反応(MD

反応)12)の結果 と比較 した。 その成績 をここに報告す る。

材料及 び方法

1)被 検血清

活動性肺結核患者36例(埼 玉県立小原療養所20例,

他16例)及 び結核既往歴 のないツ反陽性健康者24例 の

血清 を,56℃30分 によ り非働化 して用 いた。

なお,活 動性 肺結 核患者20例(小 原療養所)の 血清

を混合 し標準血清 と して用 いた。

2)抗 原

PPD:試 験 管 内検 査 用抗原CIP(日 本 ビーシージー

製造株式会社製)

SSM:人 型 結核 菌体 抽 出物(ゼ リア新薬工業株式会

社製)

を使用 した。

3)標 識抗体

アル カ リフォス フ ァターゼ標識 ヒトIgG精 製ヤギ抗

体(γ-chain specific:Sigma)をPBS-Tween

(0.05% Tween 20添 加 リン酸緩衝液)で 希釈 して用い

た。

4)基 質

p-nitrophenyl phosphate(Sigma104)を1mg/

ml(基 質用緩衝液)と して用 いた。

5)赤 血 球

市販 の緬羊保存血(日 本バ イオテス ト研究所製:ヒ ツ

ジ血球 に対 して等量 のAlserver液 を加えた もの)

6)補 体

市 販 の乾 燥補 体(デ ンカ生研社製)をPBSで8倍 に

希釈 し用 いた。

7)ELISAに よるPPD及 びSSMに 対す る特異IgG

抗体 の測定

96wellマ イクロタイタープ レー ト(Nunc-lmmuno

 Plate II)にPPDま た はSSMのcoating buffer溶

液 を200μlず つ分 注 し,氷 室(4℃)内 に一夜静 置す

る。 次 いで,各 抗 原溶液をPBS-Tweenに て3回 洗浄

後,PBS-Tweenに よる被検血清の希釈 液を200μl加

え,室 温 に一 定 の 時 間 放 置 して 反応 させ る。更 に,

PBS-Tweenで3回 洗 浄後,標 識 抗体 を200μlず つ加

え、 室温 で一定 時間放置す る。再 びPBS-Tweenで3

回洗浄後,基 質を加え37℃ で30分 間incubateす る。

5M-NaOH100μlを 添 加 して反応 を停止 し,405nm

の吸光度を測定(東 洋測器ELISA Analayzer ETY-

96)す る。

8)MD反 応

詳細 は三 浦 ら13)の方 法 に従 い実 施 した。SSM 1mg

(ア ラ ビノ ース換算 糖含 量)/ml PBS溶 液 の6mlに,

洗 浄 した緬 羊 赤 血 球0.1mlを 加え37℃2時 間incu-

bate後 洗浄 し,PBSに て0.5%感 作赤血球を調製 した。

その後,被 検血 清 を10倍 か ら倍数希釈 を行 い,等 量 の

0.5%感 作赤血球 と混合 し37℃2時 間incubateを 行 っ

た。次 いで氷室(4℃)に て一夜静 置後,凝 集 の有無 を

肉 眼で判 定 した。溶 血 の判 定 は,補 体 を加 え振盪 し,

37℃1時 間incubateし て行 った。抗体価 は凝集 あるい

は溶血の確認 された希釈倍数 を対数変換(抗 体価=log2

(希釈倍数/5))し た もので示 した。

結 果

1)ELISA法 実験 条件の検討

(1)抗 原濃度(図1)

1,000倍 及 び64,000倍 の標準血清希釈 液を用 い,well

に吸着 させ る抗原 濃度 を検 討 した。PPDま たはSSM
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図1抗 原濃度による標準血清の吸光度

図2標 準血清の反応時間による吸光度

の5,50及 び500μg/mlの3濃 度 の うち,標 準血清2

濃度 間 の吸光度差 を最 も大 きく示 した抗原濃度 はPPD

で は50μg/mlで あ り,SSMで はそれが5及 び50μg/

mlの 両 濃度 に同程度 に見 られた。500μg/mlの 抗原濃

度 で はPPDもSSMも と もに,標 準血清 の1,000倍 希

釈液の吸光度 が低 くなる ことが分 か った。以上 のことよ

りそ の後 の実 験 で はPPD,SSMと もに50μg/mlを

用いた。

(2)被 検血清 の反応時間(図2)

50μg/mlのPPDま たはSSMを 吸着 させ たwellに,

(1)と同様 の標準血清 を加 え室温で1,3,5及 び20時 間作

用 させた。 これ らの中か ら最良の反応時間を選んだ とこ

ろ,血 清添加後5時 間 の吸光度が ピークを示 し,そ こが

最適 である ことが観察 され た。

(3)標 識抗体 の反応量(表)

標識抗 体 を200倍,2,000倍,20,000倍 の3段 階 に希

釈 し標識抗体 の反応量 を比較 した。標識抗体の反応 は室

温で3時 間行 った。PPD,SSMと もに2,000倍 の もの

が,(1)と 同様 の標準血清 の2濃 度間 にお ける吸光度差を

最 も大 きく示 してお り,実 験条件 と して は2,000倍 希釈

濃度 液を選 んだ。

上 述 の検 討結 果 よ り決 定 したELISA法 を,図3に

示 した。 この方法 によ り標準血清 を100倍 より10倍 希

釈 を行 い,100,000倍 まで の標準曲線を作成 した結 果,

1,000倍 希釈 よ り高濃度 において は吸光度の上昇が頭打

ちとなり,検 量線 として使用可能 な標準血清濃度 は1,000

倍以上 の希釈 を行 った範囲で あった。その後 は,試 験毎

に標準 血清(1,00064,000倍)に て検量線(回 帰式:
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図3ELISAに よる抗結核IgG抗 体 測定法

表 標識抗体量による標準血清の吸光度

logY=blogX+a)を 作成 し,被 検血清 の吸光度(OD)

を抗 体価=10{(log OD-a)/b}× 希 釈倍 数 ×10の 計算式 に

あて はめその抗体価 を算 出 した。操作 はす べて4回 の繰

り返 しで行い,正 規分布 に関す る棄却検定法 によ り測定

値を検定 した。

2)一 定条件下の ヒ ト血清IgG抗 体価 の測定

(1)ヒ ト血清IgG抗 体価(図4)

液性抗体 の検 出にPPDを 用 いた場合,そ の抗体価 は,

活 動 性 肺結 核患 者群 で は8.2±17.2(mean±S.D.)

で あ り,ツ 反 陽性 健康者群で は0.6±0.5で あった。統

計学 的処理 による有意差検定で は両者間 に有意の差が認

あ られた(p<0.05)℃ この際SSMに 対す る抗体価 は,

患者 群で は13.1±19.0で あ り,健 康者群 では1.5±1.4

で あった。同様 に統計処 理 した ところ,こ の場合 に も有

意差が認 め られた(p<0.01)。

(2)PPD及 びSSMの 抗原性比較(図5)

ELISA用 抗 原 と してのPPDとSSMの 相 関性 を検

討 した。 その結果,回 帰係数 と切片の区間推定 より,同

じ抗原であ るとい う的確 な判定 はで きないが,相 関係数

は0.71(p<0.001)で あ り高度 な相関が認 め られ た。

また,抗 結核IgG抗 体 を測定す るうえで,ELISA用 抗

原 と しての有用性 の点 で も,両 者 の間 には大 きな差のな

いことが分か った。

3)MD反 応 によ る凝 集及 び溶血 抗体 価 の測定(図

6)

SSM感 作羊赤血球 によるMD反 応凝集価 は,患 者群

では3.1±1.2で あ り,健 康者群で は2.2±0.7で あ った。

その値 は健康者群に比 べて患者群 の方が高 く,統 計学的
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図4肺 結核患者及びツ反陽性健常者における液性抗体価

処理 によ って両者 間に有意差が認 め られ た(P<0.05)。

しか し溶血 価 で は患者群4.2±1.8,健 康者群3.7±1.4

の値 を示 し統計学的 な有意差 は認 め られなか った。

考 察

抗体量の測定に極 めて鋭敏 な検出方法 として,ELISA

法 の有 用性 を提 唱 したE.Engvallら14)は,同 法の実

施 に先 だって実験条件の設定が重要であ ることを強調 し

ている。今回 の著者 らの実験 において も,そ の点 に留意

して抗原量,抗 血清の反応時間,標 識抗体 量の設定 に,

2濃 度(1:1,000,1:64,000)の 標準血清 を用 いて

ELISA法 を検討 した。その結果,そ れぞれの実験条件

により測定値 にかな りの相違 を生 ず ることか ら,液 性抗

体量の検出感度を高め るために は,ま ず実験条件 の設定

が重要であ ることが分 か った。

実験を始め るに際 して は,数 社 のプ レー トを使用 し予

備実験を行 ったが,プ レー トによ っては全 く反応 の認 あ

られない もの もあ り,使 用 する抗原 によ り,そ のプ レー

トとの適 合性 に違 いのある もの と思 われた。 また,使 用

可能 と判 断 したプ レー トで も,プ レー ト内 のwell毎 に

プ レー トに起 因する と思 われるバ ラッキが認 め られ たた

あ,1つ の抗 体価 の測定 に4つ のwellを 使用 し,正 規

分布 に関 する棄却検定 を行 い異常 と思われ る値を除外 し

た。

図5PPD及 びSSMを 抗原 と したELISA

抗体価にお ける相関性
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図6肺 結核患者及びツ反陽性健常者のMD反 応における力価

被検血清 中の抗体価 測定 は,標 準血清 を希釈 し作成 し

た検量線 を用い,相 対 的な抗対価 として算 出 した。検量

線を作 成す るに際 し,標 準 血清の各希釈 液におけ る実 測

値で,濃 度 と分散の相関性を検討 した ところ,対 数変換

す ることで相関性が否定 されたため,本 実験で は対数 変

換の値を用 いることと した。検 量 線 を 用 い る方 法 は,

antitoxoplasma IgGを 用 いたELISA法 にお いてR.

Malvanoら15)が 指摘 して いるように,実 験間の値を同

レベルで比較す ることがで きるなど,本 法 の普遍性を増

す うえに も重要 なことと考 える。

今回測定 した活動性肺結核患者 の血 中抗体価 は,PPD,

SSMい ず れの抗 原 を用 いた場合 で も健康者群 に比べ明

らかに高 い値 を示 した。 なお,こ れ らの成績 を対照健康

者 群 のmean+2SDの 値 を患者 と して の識別 点 と考 え

る16)ならば,抗 原がPPDの 場 合75%(36例 中27例),

SSMの 場 合72%(36例 中26例)の 確率 で ツ反 陽性健

康 者 と肺結 核患 者 を識別 す る こ とが できた。 その時 に

falsepositiveを 示 した対 照健 康者 は,PPDの 場合 は

24例 中2例(8%)で あ り,SSMの 場 合 には24例 中

1例(4%)で あ った。 また患者群にお ける抗体価 の分

散が対照健康者群 に比べて大 きい ことは,個 々の患者の

結核感染 に対す る罹患度 の相違,化 学療法 による治癒状

況 など生体側 の応答条件が異 なって いることを示唆 して

い ると思 われる。

抗 酸菌 関連 分野 において,ELISA法 による血中抗体

価 が診 断上 の確立 した検査法 と して報告17)18)されて い

る もの に,牛 の ヨー ネ病(M.paratuberoulosお に起

因)が ある。 この場合 にELISA法 が重視 され た背景の

一 つには,MD反 応 よ りも優れ た感度,特 異性 を示 し,

陽性反応 を示 した後 は陰性化 しないことで ある。 この安

定 した血 中抗体 の検 出は,腸 管壁 の菌が定着 し消失す る

ことなく存在す ることに起因す ると考え られ る。 しか し,

結核 では化学療法 その他で治癒化がみ られ る場合 には血

中抗体 は低 い ことが多 く,血 中抗体価が これ らの変化の

診 断 に役立 っ ものか につ いて検討 した報告19)も 出 され

てお り,患 者群 の抗体価 の分散が大 きいことと結核菌の

消長 との関連性 を調べ ることも,今 後の臨床 にお ける研

究課題 と考 える。

ヨーネ病抗体 を測定す るELISA用 抗原 と して,横 溝

は18)PPD,多 糖,脂 質,全 菌体の いずれで も抗体の検

出が可能 であると述べて いるが,本 実験 には人型結核菌

由来 の2種 の抗原 を用 い検討 した。細胞性免疫反応用抗

原 として種 々の実験 に使用 されて いるPPDは,ELISA

用抗原 として抗結核抗体 の検出 にも利用 されてお り,そ

の主成 分 は蛋 白で あることが知 られて いる。SSMは 人

型 結核 菌 由来 の,多 糖 を主成分 とす る物質11)で あ り,

MD反 応抗 原 として 使用 す る と,旧 ッベル ク リン液を

抗原 とした場合 と類似 した反応性 を示す ことが,モ ル モ ッ
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ト及 び家兎 の結 核菌 体感 作血 清 を用 いた実験 で既 に認

め られて い る20)。そ こで今 回,SSMを 抗結核抗体 を検

出す るELISA用 抗 原 と して利用 した ところ,PPDと

ほ ぼ同程度 の能力 を持 っ ことが認 め られ,ELISA法 の

抗原 として も使用 で きることが分 か った。

更 に,SSMを 用 いELISA法 とMD反 応 にお ける結

核患者 の液性抗体価検 出能 を比較 したが,感 度 の鋭敏 性

で はELISA法 の方 が優れた方 法であ ることは確かであ

ると言 えよ う。

結 論

1.結 核患者 の液性 抗体価 をELISA法 で測定す る場

合に は,そ の検出感度 を高め る上 で抗 原濃度,反 応時間

等の実験手技 を確立 す ることが重要 であ る。

2.ツ 反 陽性健康 者を対 照 として肺結 核患者の液性抗

体価 をELISA法 で測定 した ところ,抗PPD抗 体価で

は75%,抗SSM抗 体価で は72%の 確率で患者を識別

す ることがで きた。

3.人 型結 核菌 体抽 出物 質 であ るSSMは,ELISA

用 の抗原 と してPPDと ほぼ同程度の抗結核抗体を検出

す る能力の あることが分か った。

本論文 の要 旨は,第111回 日本結核病学会関東支部学

会 において発表 した。
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