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Determination of specific antibodies to mycobacterial antigen has been in practice with 

relative simplicity by the introduction of enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA).

The prerequisites to ELISA are the specificity of the reaction and reproducibility and 

stability of the results,but,in addition to such technical problems,one of the most 

important problem is how to evaluate and explain the results.As for the determination of 

anti-ycobacteria antibodies in patients sera,many reports have already been published 
from various laboratories.In these reports,most authors evaluated their results depending 

on optical density or on the ratio of optical density of the test serum to that of the 

standard serum(Table 1).But such values are rather arbitrary ones under the specified.

assay conditions determined arbitrarily by each laboratory.By our preliminary examina 

tions,these values varied remarkably by the minor changes in assay conditions and showed 

very poor reproducibility.The method of Kusano et al.12),who calculated antibody-iter 

of a test serum according to the standard curve prepared from the standard serum,

appeared to give more objective values than any other methods.However,in addition 
to a difficulty to keep the standard serum of high antibody-iter to be available any time,

their method is only valid where the slope of the optical density—dilution curve of a test 

serum is identical with that of the standard serum,but it is not a case and the optical 

density—dilution curve of each serum is quite different each other.If the slope of a test 

serum is not identical with that of the standard serum,different dilution of the same test 

serum will give different values as the titer of that test serum.

Considering these problems, we proposed a new method in this paper.The principle of 

our method is:

1)Use six two-fold serial dilutions from 10 to 320 times for each test serum.

2)Determine ƒ¢ OD according to the procedures summarized in Fig.1 and obtain ƒ¢ OD vs 

log(dilution)curve.
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3)Compute a theoretical formula for the linear portion of the curve as Y=A0+A1(log X)
,

where Y=ƒ¢OD and X=dilution, after the appropriate correction if necessary .

4)Determine the antibody-iter of the test serum as X-alue at Y=0 .

Antibody-iter obtained by this method was not influenced by the amount and/or 

potency of either the antigen or the secondary antibody as shown in Fig.4 and Fig.5 .This 

method was very stable and reproducible,and gave an objective value which could be 

statistically manipulated and be compared with the data obtained in different laboratories 

under more or less different assay conditions.

By this method,we determined the anti-PPD-IgG and-IgM titers of healthy adults 

and compared with those of patients of tuberculosis and other mycobacteriosis .Anti-PD

-IgG and-IgM titers of healthy control showed logarithmic normal distributions
,and 

normal mean value and normal range were calculated as 190 and 34•`1050 for IgG
,and 308 

and 92•`1032 for IgM,respectively.Anti-PD-IgG titers of active tuberculosis patients 

and other mycobacteriosis patients,most of the latter have been suffering from the disease 

due to Mycobacterium avium—intracellulare complex ,were significantly high as shown in 

Fig.6,7 and Table 2.No difference was observed between these two patient groups .More 

specific antigen than PPD should be used to differentiate these diseases .There was no 

significant difference in IgM titers between patient groups and healthy control .

Key words: ELISA, Anti-PD Antibody,

Tuberculosis,Atipical Mycobacteriosis

キー ワー ズ:ELISA,抗PPD抗 体,結 核症,非

定型抗酸菌症

序 論

Enzyme-LinkedImmuno-SorbentAssay(EH

SA)の 導入 に よ って,患 者血清中の結核菌菌体成分 に

対する抗体価の測定が,比 較的容易 に行え るよ うにな り,

既 に い くつ かの成 績 が報告 されている1)～12)。Table1

に示す ように,こ れ らの報告の大半 で は,結 果 の判定 に

吸光 度(OD)そ のまま,ま た は標準血清 のODと の比

が用い られてい るが,こ れ らの値 は各研究室 で設定 した

測定条件下 での,い わば任意 の値 に過 ぎず,抗 原 の力価

や量,酵 素結合二次抗体 の力価 や量,反 応時間,反 応温

度 など数 々の測定条件 によ って大 き く影響 され,再 現性

に乏 しく,統 計処理 に耐 える性質 の値で はな く,各 研究

室間相互 の成績 を比較す ることはで きない。我々 も最初

1段 階 または2段 階希釈血清を用 いたOD,標 準血清の

ODと の比 な どに よる判定を検討 したが,信 頼性のあ る

結果 を得 ることがで きなか った。

これらの理由か ら,測 定条件の変動に左右 されに くい,

統計処理可能な,研 究室問のデー タの比 較がで きる,絶

対値的な値を求め る方式 を検討 し,各 被験血清 の2倍 希

釈6段 階系列を用い,反 応終末点 の血清希釈度 の逆数 を

抗体価 とす るのが,最 も妥 当である との結論 を得 た。更

に,こ の方式 を用 いて正常健康者 のIgG,IgM抗 体価

を測定 し,正 常平均値及 び正常範囲 を設定 して,結 核症

及 び非 定 型 抗 酸 菌 症 患者 との比 較 を検 討 した の で報 告 す

る。

材 料 及 び方 法

[試 薬]

抗 原:日 本BCG製 造 株 式 会 社 製CIP(試 験 管 内 検 査

用PPD抗 原)

酵 素標 識2次 抗体:Kirkegaard&Perry社 製Goat

-anti-humanlgG(γ)-及 びlgM(μ)-alkaline

 phosphatase標 識 抗 体

基 質:Research Organics社 製p-Nitrophenyl

 phosphate(P-NPP)

ウ シ血 清 アル ブ ミン:Armour社 製Bovine serum

 albumin Fraction V(BSA)

Carbonate buffer,pH10:NaCO32.332g,NaH

CO32.352g,NaN30.2g,/l,4℃ 保 存

Tween-PBS buffer:KH2PO413.6g,NaCl86 .5

g,NaN32.Og,Tween205.Oml/l,5N-NaOHに て

pH7.0に 調 整,室 温 保 存,使 用 に際 して10倍 希 釈

BSA-PBS buffer:KH2PO413.6g,NaCl86.5g,

NaN32.Og,BSA10.Og/l,5N-NaOHに てpH7.0

に調 整,室 温 保 存,使 用 に際 して10倍 希 釈

DEAbuffer:Diethanolamine9.6ml,MgCl2

6H200.203g/l,5N-HClに てpH9.8に 調 整,4℃
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Table 1.Determination of Anti-ycobacterial Antibodies

保 存

[機 器]

Microplate:住 友 ベ ー クラ イ ト社 製ELISA用 プ レー

トMS-7196F,96Wells

ELISA Reader:Dynatech社 製Microplate

 Reader MR-600

Computer:Apple社 製EpsonTF-20,Dynatech

社 製Immunosoft System Disk

[測 定 方 法]

測 定 法 の 概 要 をFig.1に 示 した。Fig.2の よ う に被

験 血 清 の各 希 釈 段 階 ご とにPPDを 加 え な い ブ ラ ンク を

お き,1検 体 のIgG抗 体 ま た はIgM抗 体 の測 定 に それ

ぞ れ12wellsを 用 い た。

成 績

1.デ ー タの分 析,補 正 と抗 体 価 の計 算

被 験 血 清 の 各 希 釈 段 階 ご と に,PPD(+)のODか ら

PPD(-)のODを 差 し ひ い た △ODを 縦(Y)軸 に,

血 清 希 釈 度 の対 数 を横(X)軸 に と って,△OD一 希 釈

度(対 数)曲 線 を描 か せ,こ の 曲線 の 直線 部 分 の理 論 式

Y=A0+A1(10gX)(Y:△OD,X:希 釈 度)を 求

め,Y=0の と きのXの 値 よ り血 清 の抗 体 価 を計 算 し

た 。 この と き直線 関係 を外 れ た 測定 値 が あ れ ば,そ れ を

除 外 して 補 正操 作 を行 った。 我 々 は この デ ー タ処 理 を コ

ン ピュー タを用 いて行 ったが,実 例 の一つ をFig.3に

示す。 この実例 では320倍 希釈 の測定値 が直線関係 を外

れてい るので,こ れを除外 する ことによ って,実 測値 と

理論値 との問の決定係数 は0.979か ら0.997へ,相 関係

数 は0.989か ら0.998へ,標 準誤差 は0.011か ら0.004

へ と著 しく改善 された。

コンピュータを用いずに片対数 グラフに曲線 を描 き,

直線部分を外挿 して横 軸 との交点 か ら,抗 体価 を計算す

ることによって も十分満足な値 を求 め ることができる。

2.PPD量 の影響

一次 抗原 で あ るPPD量 の影響 を検討 した。PPD量

を変えることにより,OD値 及び△OD-希 釈度(対 数)

曲線 は大 きく変化 したが,Fig.4に しめすよ うに△OD

-希釈度(対 数)曲 線の直線 部分 を外挿 した直線 は,横

軸上 の同一点 に集 まり,我 々の方式 によ って もとめた抗

体価 はほぼ一定であ った。

3.酵 素標識二次抗体量の影響

Fig.5に 示 す よ うに酵 素標 識二 次抗体量 を変 え るこ

とに よ り,OD値 及 び△OD-希 釈度(対 数)曲 線 は大

き く変化 したが,△OD-希 釈度(対 数)曲 線 の直線部

分を外挿 した直線 はX軸 上の ほぼ同一点 に集 ま り,デ ー

タ処理で計算 した値 もよい一致を示 した。

4.正 常健康者の抗PPD-lgG及 び-IgM抗 体価

二 つ の グルー プよ りな る正常 健康者(そ れぞれ59例
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Fig.1.Procedures for PPD—E LISA

と200例)に つ い て上記 の方法で,抗PPD-IgG及 び

-IgM抗 体価 を測 定 した
。二 つ の グル ープの測定結果

はよ く一 致 した ので,一 括 して扱 うこととした。Fig.

6に 示す ようにIgG及 びIgM抗 体 価 はいずれ も対数正

規分布を示すので,得 られた抗体価 を対 数変換 し,平 均

値 と標準偏差を求め,平 均値 ±2× 標準 偏差を計 算 し,

それぞれ 自然数に戻 して正常値 と正常範 囲 とした。正常

平 均 値 は抗PPD-lgGで190,-IgMで308,正 常範

囲 はそれぞれ34～1050,92～1032で あ った(Table2,

Fig.6,Fig.7)。

5.結 核 症患 者及 び非 定型抗酸菌症患者 の抗PPD-

IgG及 び-IgM抗 体価

測定結 果 をTable2,Fig.6,Fig.7に 示 す。結核症

Fig.2.Dilution of serum

患者 は治療前,治 療 中及 び治療終了1年 以内の ものを活

動性,治 療終了1年 以上 の ものを不活動性 と した。 非定

型 抗酸 菌症 患者 は,大 部分 がMyCObacterium auium

-mかacellulare complexに よ るもので,M.kansa-

siiに よる例 が少数 含 まれており,大 部分が排菌中の も

のである。

活動性肺結核症群及 び非定型抗酸菌症群で,高 い抗体

価,特 に高 いlgG抗 体価 がみ られ,そ れ ぞれ94例 中

54例(57.4%),48例 中27例(56.3%)で 上記 で設定

した正常範囲を超 えて いた。 しか し両群の間で は,PPD

を抗原 とした今回の測定において有意の差 はみ られなか っ

た。

考 察

ELISAの 導 入 に よ って結核菌菌体 成分 に対 する抗体

を,抗 体 クラス別 に特異的 に測定す ることは比較 的容易

となり,既 に結核症患者や非定型抗酸 菌症患者 について

抗体を測定 し,こ の方法の臨床的有用性 を論 じた成績 が

数多 く報告 されてい る1)～12)。

これ らの報告の大部分の ものは,測 定結果 の評価 にお

いてOD値 その もの,ま た は標 準血清 のOD値 との比

を使 ってい るが,既 に序 論でのべたよ うに,こ れ らの値

は各研究室で任意に設定 した測定条件下 での相対的 な値

であ って,測 定条件 の変動 によ って大 き く変動 して再現

性に乏 しく,本 来統計 的に扱 える性質 の数字 ではな く,

研究 室問の成績 の比較 には利用 で きない値で ある。

草 野 ら12)の,1段 階希釈血清 を用 い,そ のOD値 を

標準血清 で作 った検量線 にあてはめて抗体価 を求 める方

法 は,確 かに客観 的な数値 を与 える方法で あるが,こ の

方法 は一定 の抗体価 を もった標準血清 を準備 してお くこ

とが難 しく,更 にすべ て の血清 の △OD-希 釈度曲線

の直線部分 が,標 準血清 と同一勾配を もつ ことを理論的

前 提 としてい る。 しか しFig.8に 示 したように,実 際

にはこの勾配 は血清 ごとに大 き く異な ってい る。

この よ うに,血 清 ごとに △OD-希 釈 度(対 数)曲

線が,さ まざまなタイプを示す理由 として は,一 つには
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Fig.3.Correction of Data

抗原 として用いたPPDが 単一分子 ではな く,heteroge-

nousで あ る こと に もよるであろ うが,仮 に単一分子標

品 を抗原 に用 いたと して も,同 一分子上 に複数 の抗原決

定基 が存在す る ことがむ しろ一般的 であ り,ま た単一 の

抗 原決 定基 に対 して もaffinityやavidityを 異 にす る

複数 の種類 の抗体 が産生 され,個 体 ごとにこれ らの割合

が同 じではない ことがよ り根本 的な理 由であろ う。

また小西 ら5)の数段階 の血清希釈系列 を作 り,終 末点

と して定 めたODに 達 した最 大希 釈度 を抗体価 とす る

方法 は,我 々の方式 に近 い ものであるが,高 希釈度域で

のOD値 の下 が りかた は血清 ごと に異 な り,か な りの

幅で裾 を引いて低下 してい く例 も多 く,反 応終末点 の判

定 に明確 さを欠 くおそれがある。

これ らの理 由によって,我 々 は,測 定条件の変 化に影

響 されない,統 計処理 に耐え る性格を もち,各 研 究室間

の比較が可能 な,絶 対値的な値を求め る方法を検討 した。

その結果,血 清 の10倍 か ら320倍 までの2倍 希釈6

段 階系列 を用 い,各 希釈度 ごとに抗原(一)のブランクを

お き,抗 原(+)のODか ら抗原(一)の ブランクODを 差

しひいた△ODと 血清希釈度(対 数)の 間で △OD-希

釈度(対 数)曲 線 を描 き,そ の 直線部 分の関係式Y=

A0+A1(logX)を 求め,Y=0の ときのXを 抗体価

とする方法 は,6段 階希釈の点で簡便 さに難点 は残 るが,

最 も妥当 な方法で あると結論で きた。

ELISAの 測定手 技 に は,測 定に影響 を及 ぼす多 くの

因子が あるが,そ の うち最 も重要であ りなが らロッ トご
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Sample:I.T.

Sample:PS683

Fig.4.Effects of PPD Concentration

Sample I.T. Sample:S.Y.

Fig.5.Effects of the Amount of the Secondary Antibody
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Table 2.Anti-PD Titer in Mycobdcteriosis

Fig.6.Anti PPD—IgG Titer
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Fig.7.Anti PPD—IgM Titer

Fig.8.Various Patterns of OD—Dilution Curve

との力価の変動な どのために,最 もコン トロール しに く

い因子は,抗 原量(力 価)と 酵素標識二次抗体量(力 価)

とで ある。「成績 」の項 で示 したよ うに この二 つの因子

の変 動 は,OD値 その ものや △OD-希 釈度(対 数)曲

線 には大 き く影響す るにもかかわ らず,我 々の方式 で求

めた抗体価 には殆 ど影響せず,実 験誤 差範囲内でよ く一

致 した結 果 が得 られ た。 これ ら二つのmajorな 因子以

外 の反応 温 度,反 応時間な どのminorな 変動因子 も殆

ど影響 を与 えなか った。例外的 に高 い抗体価の血清で は

10倍 ～320倍 の範囲で は直線関係が成立せず,そ の場合

にはよ り高 い希釈度で測定 をや り直す必要があ るが,こ

のよ うな例 は ごく少数で あった。我 々の方法 によって測

定 した正常 健康 者 の抗PPD-lgG及 び-lgMは,い ず

れ も対数正規分布 を示 し,正 常平均値 と正常範囲 はIgG

で190(34～1050),IgMで308(92～1032)で あった。

これ らの正常健康者 は,埼 玉県西部及 び東京都三多摩地

区の勤労者(医 療機 関勤務者 ではない)男 女で あって,

BCG接 種 歴や ツベル ク リン皮 内反応 を確 かめる ことは

できなか ったが,日 本 の現状 か ら考 えて,大 部分 はBCG

接種歴を もち,ツ ベル ク リン皮 内反応 は陽性 であろ うと

推定 され る。従 って,ミ コバ クテ リア抗原 と未 だかつ て

接触 した ことがない真の意 味での正常健康者 ではない。

しか し,結 核症 にお ける血 清学 的検査 の目標 は,治 療 を

要す る活動性結核患者を既感染健康者 あ るいは胸部 レン
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トゲ ン写真有所見者 のなかか ら選 び出す ことにあ るので,
"真"の 正常 者 であ る未感染者 との比較 よりも

,既 感染

健康者 との比較の ほうが より実際的であ ると思われ る。

この報告で は,抗 原 として市販のPPDを 用いた。 今

回 の研究の主要な 目的が方法論的な考察にあ るために,

入手 しやす く,力 価検定がな されてい る抗 原 としてPPD

を選んだが,結 核症 にお ける抗体 価測定 のための抗原 と

してPPDが 適切な ものであ るか どうか は,別 に検討 し

な ければな らない問題であ る。 しか し,ど の抗原 が良 い

かを比較す るよ うな実験で は,OD値 や標準血清OD値

との比な どのよ うな任意的な値 に頼 ることはで きず,こ

の ような 目的のために も,我 々の方法 が優 れてい ると考

え る。

また結 核症 患者及 び非定型抗酸菌症患者 について も測

定を行 ったが,活 動性結核症患者及 び非定型抗酸菌症患

者 で高 い抗 体価,特 に高 いIgG抗 体価 を示す者 がみ ら

れた。 これ らの病気 の診 断,治 療要否 の判断,治 療終了

時期の判 断などにおけ る抗体価測定 の臨床 的有用性 につ

いては別 に報告 する。 また活動性結核症患者 と非定型抗

酸 菌症 患者 との問では,PPDを 抗原 と して用 いた限 り

では差 はみ られなか ったが,よ り特異性 の高 い標品 を抗

原 として用 いれば,こ の両者 を鑑別 できる可能性 は残 さ

れてお り,今 後 の課題 として検討 を続 けたい。

結 論

1.血 清 中 の結 核 菌菌体 成分 に対す る抗体価(lgG,

IgM)のELISAに よ る測定 法 を検討 した。10倍 か ら

320倍 まで の2倍 希釈 による6段 階希釈血清を用 い,縦

軸にELISAで の吸光度,横 軸に希釈度倍数を とって作 っ

た吸光度 一希釈度曲線の図形か ら,そ の直線部分を外挿

して求 めた反応終末点の希釈度の逆数を,そ の血清の抗

体価 と した。

この我々の方法 は,6段 階希釈血清を準備す る点で簡

便性 に問題があ るが,安 定性,再 現性及び測定結果 の判

定の客観性 において,最 も妥当な方法であ ると考 え る。

2.こ の方法で測定 した正常 健康者の抗PPD抗 体価

の 正常 平均 値 はIgGで190,IgMで308,正 常範 囲 は

それぞれ34～1050と92～1032で あ った。

3.結 核 症患者及 び非定型抗酸 菌症患者 の抗体価 につ

いて も検討 した。活動性結核症患者 と非定型抗酸菌症患

者 は有 意 に高 いIgG抗 体 価 を示 したが,両 者 の問 に有

意 の差 はみ られなか った。両者 の鑑別 のためには,よ り

特異性 の高 い抗原 の選択 が必要 と思 われる。
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