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総 説

結核症早期診断のための抗結核菌抗体 の検出 ・測定,

特 にELISAに つ いて
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DETERMINATION OF ANTI-MYCOBACTERIA ANTIBODY TITERS BY ELISA

FOR THE EARLY DIAGNOSIS OF TUBERCULOSIS

Ichiro TOIDA*and Setsuko YAMAMOTO

(Received for publication January 24,1990)

Determination of anti-mycobacteria antibody titers by ELISA for the early diagnosis 

of tuberculosis was critically reviewed from methodological point of view.

Especially,the method of data—handling to calculate the antibody titers from optical 

density values obtained by ELISA and also the method to evaluate the clinical usefulness of 

this test were reassessed.

Determination of anti-mycobacteria antibody titer by ELISA is highly sensitive and

 satisfactorily specific,and far more useful than,or at least as useful as,various on—going 

methods for the early diagnosis of pulmonary as well as extra—pulmonary tuberculosis.

This test should be included in a routine examination system for the diagnosis of 

tuberculosis in the clinical laboratories.
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測定法

1.は じめ に

結核症においては,感 染防御免疫や遅延型過敏性反応

のような主要な免疫現象は,Tリ ンパ球とマクロファー

ジを中心とする細胞性免疫によることが明 らかにされて

いる。 しか し,こ のことは結核症においてBリ ンパ球

系列による抗体産生が行われないことを意味するのでは

なく,結 核菌の感染を受けた生体では,結 核菌の種々の

菌体成分に対する種々の抗体が産生される。このような

抗 体 の検 出 ・測定 を結 核 症 の早 期 診 断 に利 用 しよ う と い

う試 み は早 くか ら行 わ れ て お り,結 核 症 の血 清 診 断 の歴

史 ・い ろい ろな方 法 の紹 介 と比 較 に つ い て は,Grange1),

LindとRidell2),LeelarasameeとBovornkitti3)

の 総 説 に詳 しい。

最 近,ELISAの 導 入 ・普 及 に よ って各 ク ラス ごと の

特 異 的 な 抗 体 の 測 定 が 容 易 に実 施 で き るよ うに な り,結

核 症 の 診 断 に応 用 した 報 告 も表 に 示 す よ うに数 多 く発 表

さ れ て お り4)～63),DanielとDebanne64)は こ れ らの
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報告を総括しELISAの 有用性について考察 している。

しか し,こ れらの報告や総説にはいくつかの問題点があ

り,こ の総説では,わ れわれ自身の経験をふまえて,理

論的な見地から結核症診断へのELISAの 応用に関連 し

た諸問題について検討する。

2.原 理と手技

ELISAの 原 理および基本的な手技についてはEng-

vallとPerlmann65)の 最 初の報告以来多数の報告があ

り,石 川 ら66),Tijssen67)に よる単行本やVollerら68)

の総 説が有益である。抗体の測定は,普 通,最 も簡単な

間接法で行 われる。その原理を模式的にFig.1に 示 し

た。すなわち,固 相(マ イクロタイター ・プレー トが最

も便利であり,最 も広 く使用されている)を 抗原でコー

トし,抗 体の非特異的な吸着を防止するためのブロッキ

ングを行い,テ ス トしたい試料(例 えば,血 清,浸 出液,

脳脊髄液など)を 加えて試料中の抗体を固相に固着 して

いる抗原に結合 させ,次 いで酵素で標識 した二次抗体

(例 えば,ヒ トのIgG抗 体 を測定 したいときは酵素標識

抗 ヒトlgG抗 体)を 加えて固相の抗原に結合 している

抗体にさらに結合 させ,最 後に酵素の基質を加えて酵素

活性を測定する。酵素活性の測定のためには,マ イクロ

タイター ・プレー ト用の光電光度計や蛍光光度計が市販

Fig.1.Determination of Antibody by ELISA

されている。テス トの各段階ごとに十分に洗浄を行う。

このような原理に基づいたテス トが結核菌に対する抗体

の測定にどのように応用されているかを表にまとめた。

1)抗 原:抗 結核菌抗体の測定にあたっては,結 核菌

の音波破砕やプレスによる粗抽出液,PPDの ような部

分精製抗原,antigen5,ア ルファ抗原,38kDタ ンパ

クのような精製タンパク抗原,糖 脂質抗原などが使われ

ている。精製抗原を用いた研究者は,一 般的に,精 製抗

原の利点を強調 しているが,ど の抗原が最も適切である

かは目的によって異なる。臨床診断が目的の場合には,

必ずしも精製抗原が粗標品よりも優れているとはいえず,

む しろ,種 々の抗原を含み種々の抗体をできるだけ広 く

検出しうる粗標品のほうが感度の点では当然優れている。

逆に,感 度を多少犠牲にしても特異性を高めたい場合,

例 えば結核症と非定型抗酸菌症との鑑別が要求される場

合などでは,特 異性の高い精製抗原を用いる必要がある。

現実には,感 度と特異性の両方をすべての場合に満足さ

せるような抗原はなく,目 的に応 じた抗原を,入 手の便

宜さをも考慮 して,選 ばざるをえない。

2)ブ ロッキング:最 も広 く使われているのはウシ血

清 アルブミン(BSA)で ある。草野43)は ゼラチンの使

用を推賞 しており,ほ かに脱脂 ミルクや胎児ウシ血清も

比較 的よ く使 われているが,最 近,Mohammadと

Esen69)は,希 釈や洗浄にTween20-PBSを 用 いれば

ブロッキングを行 う必要がないと主張 している。

3)酵 素標識二次抗体:そ れぞれのクラスの ヒト免疫

グロブリンに対する抗体を酵素で標識 したものが市販さ

れていて,容 易に入手できる。標識に用いられる酵素と

してはアルカ リ・フォスファターゼ(AP)ま たはペル

オキ シダーゼ(PO)が 一般的に用いられている。どち

らを選ぶかはほとんど好みの問題であるが,価 格的には

POの ほうがかなり安価である。ベータ ・ガラクトシダー

ゼ標識二次抗体と蛍光基質を用いれば,酵 素反応の感度

(検査の感度ではない)を 数倍以上にあげることができ

るが,結 核症でのELISAで はあまり使われていない。

酵素反応の基質としては,APに は専 らp-nitrophenyl

 phosphateが,POに はo-phenylenediamineま

た は2,2'-azino-di-(3-ethyl)-benzoline-6-su1-

fonicacidと 過酸化水素との組合 わせがよく用いられ

ている。IgG測 定 のためには,酵 素標識抗 ヒトIgG抗

体のかわりに酵素標識 タンパクAを 用いてもよい38)62)。

4)抗 原 ・テス ト試料 ・二次抗体 などの量的関係:

ELISAは 固相に固着させた抗原が抗原―抗体反応やそ

の他の操作によって固相から遊離 しないということを大

前提にして成立 している。この前提の上で,抗 原および

二次抗体は,テ ス ト試料中に存在すると考え られる抗体

と比較 して過剰でなければならない。酵素の基質もまた,

基質阻害の起 こらぬ範囲で過剰でなければならない。テ
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スト試料の希釈の問題については,次 の項で述べる。

3.測 定値から抗体価を求める方式

ELISAに よる測定の結果は,直 接的には吸光度(OD)

と して得られる。直接の測定値であるOD,よ り正確に

は実験系列 のODか らブランク系列のODを 差引いた

値(△OD)か ら試料中の抗体価を算定するのであるが,

そ れにはい くっかの方式がある70),す なわち,(a)特 定

希釈度の試料の△OD値 をそのまま抗体価 として扱 う。

(b)特 定 希釈度のテス ト試料の△ODと 同じ希釈度の標

準試料の△ODと の比を用いる。(c)抗 体価の高い標準

試料の希釈系列を常に準備 しておき,こ れで△OD一 抗

体価標準線を作 り,特 定希釈度のテス ト試料の△ODを

この標準線にあてはめてテス ト試料の抗体価を求める。

(d)テ ス ト試料の希釈系列 を作 り,予 め定 めておいた

△OD値 に達 した最小希釈度の逆数をテスト試料の抗体

価 とす る。(e)テ ス ト試料の希釈系列を用いてテスト試

料の△OD-10g(希 釈度)曲 線を作 り,そ の直線勾配

部分の理論式Y=b-a・log(X),(Y-△OD,X

=希 釈度の逆数)を 求め,こ の式からY-0の ときの

Xの 値をテスト試料の抗体価 とする。

E)LISAで は,同 一試料で同一の操作で測定を繰返 し

た ときの測定値(OD)の バ ラツキは通常の酵素反応の

場合よりもかなり大 きく,10%程 度 の変動は避けがた

い。マイクロタイター ・プレー トでは反応条件の精密な

制御が困難なこと,抗 原や二次抗体のロットの違いや保

Fig.2.Various Patterns of OD—Dilution Curve

存条件による力価の変動などがその理由の一部と考えら

れる。さらに,血 清を試料にして△OD― 希釈度曲線を

作 ってみると,Fig.2に 示 すように,ど の試料も逆S

字型の曲線を描 くが,そ の形や両軸に対する位置関係,

例 えば,直 線勾配部分の傾斜 ・最初の水平部分が直線部

分に移行する部位 ・直線部分が終わりの水平部分に移行

する部位などは試料ごとに大きく違っている。

Fig.3は,多 数の血清について同一血清の2つ の違 っ

た希釈度での△ODを プロットしたものであるが,理 論

分布線か ら高い希釈度側への偏りが認められ,こ の偏 り

は抗体価の高い試料ほど著しい。 どの希釈度の組合わせ

でも同様の傾向がみられる。これらのことは,特 定の一

点希釈度の試料の△ODに よってその試料の抗体価を代

表させる方式(a)は 理論的に正当でないことを示 してい

る。 もちろん,こ の方法は非常に簡便で,1つ の検査室

単位で陽性 ・陰性の判定をするには十分有用であって,

後に簡便法 として改めてふれる。

方式(b)と(c)で は,標 準試料との比較によって測定

変動の問題はある程度補正できるが,標 準試料とテスト

試料 とで△OD― 希釈度曲線の形や相対位置が違ってい

ることから由来する問題点の解決にはならない。さらに,

抗体価の高い標準試料を力価の変化が起こらない条件で

常に準備 しておかねばならないという困難さもある。

方式(d)に は,さ らに2つ の タイプがあり,方 式

(d-1)は,抗 体価の高い標準試料の特定希釈での△OD

と用 じ△ODを 示すテスト試料の最大希釈度の逆数をそ

のテスト試料の抗体価とするものであり,方 式(d-2)

は予 め比較的低いレベルで設定したカット・オフ値に達

した最大希釈度の逆数をテスト試料の抗体価 とするもの

である。方式(d-1)に ついては,方 式(c)と 同様の問

題点があり,ま た,こ の方式で得 られた値は,選 ばれた

標準試料に左右される相対的なもので,テ ス ト試料に固

有の値ではない。方式(d-2)は 基本的な考え方は方式

(e)と 同 じであるが,反 応の終点(カ ット・オフ値に達

した試料の希釈度)が 明確でなく,主 観的になる恐れが

ある。△OD― 希釈度曲線の高い希釈度部分で直線部分

から水平部分へなだらかに移行するような試料の場合に

は特にこのような困難が起 こる。また,カ ット・オフ値

をどこにおくかの理論的根拠が明確でない。

われわれは,方 式(e)が 理論的には最も優れた方式で

あると考える。この方式の原理はどこまで試料を希釈し

たときに反応ゼロ(=抗 体ゼロ)に なるかという希釈度

を求めるものであって,血 清学的検査で伝統的に常用さ

れてきた力価の求め方と同 じ考えに基づくものである。

さらに,こ の方式によれば,わ れわれがすでにPPDと

結核患者の血清について報告したように45),抗 体 の量,

二次抗体の量,基 質の量,反 応時間などを変えた場合の

影響を全く受けず,テ ス トにかかわる変数に影響されな
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Fig.3.Relation of •¢ODs Obtained at Different Dilutions

い試料の固有の値 として求めることができる。 したがっ

て,こ の方式で求めた値 はある程度違 ったテス ト条件で

行った別の検査室問のデータの比較にも,経 過を追 って

の経時的なデータの比較にも,さ らにはいろいろな抗原

の適否の検討などにも応用することができる。また,標

準血清を常時準備しておく必要もない。統計処理にも耐

える値である。一一方,こ の方式の欠点は操作性 と経済性

の点で,試 料の希釈系列をつ くらねばならないことと,

それぞれの希釈についてブランクを置くためにマイクロ

タイター ・プレートやそれぞれの試薬の消費量が大きく

なることである。

われわれは6段 階2倍 希釈系列を作り,し たがって1

試 料あた り12ウ エルを使っている。われわれは上述 し

た理論式を求め,直 線関係か らずれた測定値を除去 して

理論式を補正 し,式 からY=0の ときのXを 計算する

のに,コ ンピュータを利用 しているが,こ れらの操作は

片対数 グラフ用紙に△OD―log(希 釈度)曲 線を描き,

そ の直線部分を外挿 してX軸 と交わる点を求めること

で,用 手的にも容易に実施できる。

試料 ごとの△OD― 希釈度曲線が,両 軸に対する相対

位置のみでなく形まで違 っているのは,抗 原 として単一

分子でない標品を用いたためではなく,分 子 として均一

な精製抗原を用いたとしてもその分子上に複数のエピトー

プが存在 し,ま た,単 一エピト-プ に対 しても同一 クラ

スではあるがavidityやaffinityの 異 なる複数種類の

抗体が形成されるため,単 一エピトープの抗原を用いた

としてもこのような現象は避けられないであろう。

4.抗 体価測定の診断的有用性

上述のようにしてELISAの 測定値から抗体価を求め

たとして,抗 体価の測定が結核症の診断に臨床的に有用

であるかどうかの判断をするためには,ま ず結核症患者

群の抗体価と適切に選ばれた対照群の抗体価とのあいだ

に有意の差がみられるかどうかを検討し,次 いで,患 者

群 と対照群との抗体価の分布を比較 し両群の間に適切な

境界線が引けるかどうか,こ のような境界値を設定した

場合の患者群での陽性率(感 度)と 対照群での陰性率

(特異性)を 計算することが必要である。いままでに発

表された報告においても当然 このような考察が行われて

いるが,こ こにもいくつかの問題点を指摘することがで

きる。

少数の例外23)40)43)45)を除いて,患 者群と対照群との

問の有意差検定にあたってそれぞれの群の抗体価の算術

平均 とそれにもとつく標準偏差(SD)が 用 いられてい

るが,Fig.4に 示すように,ELISAで 得 られた対照群

の△OD値 は正規分布ではなく対数正規分布を示す。方

式(e)で 求 めた抗体価も同様に対数正規分布を示す。 し

たがって,△OD値 に しろ抗体価にしろそのままの値で

はなく,い ったん対数変換をしてから平均値やSDを 計

算すべきである。これによって,患 者群と対照群 との問

の境界値を対照群の平均値+SDま た は+2SDな どとす

る場合の値はかなり大きく変わって くる。当然,感 度や

特異性の数字 も変わって くる。

さらに,対 照群 としてどのような集団を選ぶかの問題
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Fig.4.Distribution of DOD in Control Group

がある。理論的には,ミ コバクテリアの抗原とまったく

接触のなかったヒト,す なわちいままでヒト型結核菌お

よびその他の抗酸菌の感染をうけたことがなくBCGの

接種も受けたことのないヒト,と いうことになるであろ

うが,今 の日本ではこのような対象は初回BCG接 種前

の乳幼児に限られ,入 手 しにくさは別 としても,年 齢差

などの問題が新たに生じてくる。臍帯血では,わ れわれ

の経験では(山 本節子:未 発表データ),母 親からの移

行と考えられ るIgG抗 体 がかなりの例で検出された。

肺結核症の診断を目標にしたほとんどの報告で健康成人

集団を対照群 として選んでいるのは妥当であると考えら

れるが,そ の場合,結 核の蔓延度,い わゆる非定型抗酸

菌感染の頻度,BCG普 及率などの違いによって,健 康

成人集団といっても国 ・地域 ・調査時点などによって質

的に違いがあることを考慮するべきである。対照群の性

格は,当 然,検 査の感度や特異性の値に影響するので,

検査の有用性をこれ らの数字の比較によって論ずるにあ

たっては慎重さが要求されよう。

今の日本の臨床の場では胸部X線 写真が一次スクリー

ニングとしての役割をになっていて,こ れで疑いが持た

れた対象についてか くたん検査,血 清学的検査などの確

定診断的検査が行われるのが一般的であり,胸 部X線

検査で疑いが持たれたが結核症ではなかったような症例

を対照群にとるのが臨床的には実際的といえるだろう。

このような対象を対照群に選べば検査の感度や特異性の

値が違ってくるのは当然である。逆に,結 核患者群 とし

ては結核菌陽性を基準にせざるをえないが,通 常の検査

で菌がっかまらない結核症例は多数あり,こ れらが菌陰

性の理由で対照群にはいりこめば特異性を低める原因に

なる。

5.ELISAに よる抗体測定の有用性

上述 したいろいろな問題点はあるにしても,今 までに

発表された多 くの報告から,ELISAに よる抗結核菌抗

体測定の結核症診断における有用性について一定の結論

をだすことができる。

大多数の報告は血清を試料にしタンパク抗原を用いて

の肺結核症についてのものであるが,ほ ぼすべての報告

がIgG抗 体 で患者群 と対照群とのあいだに明らかな有

意差を認めている。IgM抗 体では両群の問に差がない。

糖 タンパクを抗原 にしたときは,逆 に,IgM抗 体で差

を認 め,IgGで 差 を認めないとの報告もある48)。抗 タ

ンパク―IgG抗 体 については,表 に示 したように,報

告によってかなりの幅はあるにしてもいずれも高い感度

と特異性を認めている。肺外結核については,腸 結核症,

骨関節結核症,リ ンパ節結核症などについて,血 清を試

料とした抗 タンパ ク-IgG抗 体 によって優れた結果が

報告されている4)14)34)37)38)40)47)。

血 清以外の試料では,結 核性髄膜炎の診断のために

cerebrospinal fluid(CSF)を 用いて抗タンパク―lgG

抗 体 測定で良い結果が報告されている17)24)57)。結核性

胸膜炎の胸膜浸出液では,わ れわれの経験では(未 発表

データ)IgG,IgMと もにがん性浸出液との間に有意の

差が認められなかった。

Hernandezら24)は,CSF中 の抗体 は血清か ら移行

したものではなく局所で産生されるのであろうと考えて

いる。

結核症における抗体測定の臨床的有用性を考える場合,

他 の診断法との優劣が問題となる。いうまでもなく,結

核症の確定診断には臨床材料からの結核菌の検出が最も

確定的な証拠になるが,塗 抹標本の染色鏡検法の感度 は

非常 に低 く,た かだか30%程 度 とされており,ま た,

結核菌以外の抗酸菌との鑑別は不可能である。培養によ

る菌の検出は,特 異性の点では申し分ないにしても,何

週かの時間を必要として早期診断の役にはたたず,ま た,

臨床所見,胸 部X線 所見,抗 結核薬剤の効果などから
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結核症としか考え られない症例で臨床材料から結核菌が

検出できない例はしば しばみられ,感 度の点では十分と

はいえない。胸部X線 写真を始めとする画像診断は,

感度の点では良いとしても,そ れ自体には特異性は全く

なく読影者の熟練に頼ってのみある程度の特異性が保証

されている。ツベルクリン皮膚反応は,結 核菌やその他

の ミコバクテリアの感染頻度が低 くBCG接 種が一般に

行われていない地域では診断的意義があるが,わ が国の

現状では陽性結果には余 り大きい意味を持たすことはで

きず,陰 性結果に一定の意味があるにすぎない。

このように,現 行の結核症の診断法はいずれも不満足

な点が多いだけに,表 に示 したEHSAに よる抗体測定

の感度 と特異性の数字は,上 述 したようにそのまま受け

取るには問題があるにしても,現 行の診断法のいずれよ

りも優れていることはあっても劣 ることはない。画像診

断や塗抹鏡検菌検査のように,医 師や検査技師の高度の

経験に頼るところが大きく,あ る程度の主観的判断が避

けがたい診断法と比べて,そ れほど高度の訓練を必要 と

せずに客観的な一定の結果がえられることもELISAに

よる抗体測定の長所である。特に,粟 粒結核や結核性髄

膜炎では画像診断があまり頼りにな らず,剖 検と対比 し

たときの臨床診断の正診率は21%程 度 にすぎない(1984

年 度)と の報告71)72)も あ り,こ れ らの診断には緊急性

が要求されることをも考えあわせると,抗 体測定を結核

診断のために必ず実施すべきルーチンの手順のなかに組

み込むべきではないかと考える。

6.臨 床的簡便法

ELISAの 直接 の測定値であるODか ら試料の抗体価

を求める方式としては,わ れわれは上述 した方式(e)が

最 も優れており,多 少 とも理論的,研 究的な関心が持た

れる場合にはこの方式が採用されるべきであると考える

が,こ の方式の欠点 は,試 料の希釈に手間がかかり,1

検体あたりの試料やマイクロタイター・プレートの消費

量が多くなるということにある。この点を配慮し,ま た,

ELISA用 の光度計やコンピュータがなくても実施でき

る方法として,次 のような簡便法が考えられる。一点希

釈の試料(血 清ならば100倍)で,抗 原なしのブランク

も置かず,Tween20を 含有する希釈液 ・洗浄液を用い

ることによってブロッキング操作 も省略 し,陽 性 ・陰性

の判定 は予 め設定 しておいたODを 示す標準色度液 と

比較 して肉眼的に行 う。標準色度液は,APを 用 いたと

きはp-nitrophenolの アルカ リ性溶液で容易に作るこ

とができる。標準色度液は,そ の施設の予備実験でえら

れた対照群の平均ODとSDか ら,例 えば平均OD+

2SDに あたるODの ものを調製すればよく,標 準色度

液を2な いし3段 階おけば強陽性 ・陽性 ・疑陽性などい

くつかの段階の区別も可能となる。

ELISAリ ー ダでえられるODの 値は,少 数点以下3

桁で得られて非常に精密な値 と錯覚 しがちであるが,そ

れ自体は本来半定量的なものと扱 ったほうがよい性質の

ものであり,簡 便性や経済性を犠牲にしても厳密な操作

を行 って定量的な値に変換するか(方 式e),簡 便性 ・

経済性を最優先にしてこのような簡便法を採用するか,

の両極端がかえって妥当な取扱いと思われる。なお,フ ィ

ール ド試験への応用 として,新 鮮全血31)や ろ紙にしみ

こませた血液73)を 利 用 した試みもあり,別 の角度から

の簡便法として今後の検討に値するであろう。

7.ま とめと展望

ELISAに よる抗体測定の方法はすでに確立されたも

のであって,こ れを結核症の早期診断に応用するにあたっ

ても技術的な困難はない。ただ,今 までに発表された報

告にはデータの処理 と解釈にいくつかの問題点があり,

これらの点について批判的に総括 した。

ELISAに よ る抗体測定は結核症の早期診断に非常に

有用であり,菌 検査,画 像診断,ツ ベルクリン検査など

と比較して優るとも劣らぬ診断的価値を持つと結論でき

よう。

今後に残された最も大きい課題は,使 用する抗原の問

題である。 ミコバクテリア感染を全般的に検出するため

ならば,入 手 しやすいPPDで 十分役にたっが,結 核菌

感染 とBCG接 種 との区別,Mycobacterium tuber-

culosisと そ の他 のミコバクテリアとの感染の鑑別など

のためには菌種特異的な抗原の調製が先決問題となる。

この問題は最近のバイオテクノロジーの進歩によって間

もな く解決 され,ELISAの 応用範囲 もますます広 くな

ると期待できるだろう。ELISAに よる抗体測定が結核

症の早期診断のための臨床検査 として広 く一般化される

ことが望まれる。
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