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1．はじめに  

マイクロプレートを用いた酵素免疫測定法（以下，マイ   

クロELISA法と略す）は，迅速，簡便，高感度な測定  

法としてウイルス学的血清診断に広く実用化されている。  

しかし，測定で得られた吸光度は，抗原のロット，血清  

の前処理，反応条件（温度，Wellの位置），マイクロプ  

レートの種類，オートリーダーの性能等によって容易に  

変動する。そのため，既に各種感染症への適用にあたっ  

て術式の標準化が確立しているにも拘らず，測定された  

吸光度によって抗原量及び抗体価を表示する方法は，未  

だ統一化されていない。  

我々は，生物定量法の中心的な分析方法である平行線   

定量法（Parallelline assay method）をムンプス  

の抗体測定に応用し，マイクロELISA法における抗体  

′■価表示の標準化を試みた。その結果，補体添加中和試験  
法に匹敵する良好な成績が得られたのでここに報告する。  

2．材料及び方法  

1）材料  

（1）抗原  

抗原は，ムンブスウイルスEnders株感染ふ化鶏卵尿  

膜腔液を連続庶精密度勾配処理後，遠心沈澱して精製さ  

れた抗原を国立予防衛生研究所（以下，予研と略す）か  

ら分与を受けた1）。  

（2）標準血清   

模準血清は，ELISAで高い吸光度を示す免疫グロブ  

リン製剤をプールし，ELISAで極めて低い吸光度を示  

したサルの血清で希釈したもののうち，ELISA単位が  

1，600単位（B血清）と800単位（C血清）の血清を予研  

から分与を受けた1）。  

（3）披検血清   

披検血清は，（1）1986年7月～9月に採取された，生後  

9ケ月～10歳の小児血清28検体，及び（2）1985年度麻疹，  

風疹，ムンプス混合（MRM）ワクチン被接種者（1歳  

～2歳未満の小児血清）の接種前後の63ペア血清を用い  

た。  

（4）マイクロプレート及び計測器   

マイクロプレートは，ImmulonI平底プレート（Dyn－  

atech社），ELISA計測器はMR580（Dynatech社）を  

それぞれ用いた。   

2）方法  

（1）マイクロELISA法   

表1に示したように，坂田ら1）の方法に準拠して行っ  

た。洗浄液は，0．01Mリン較緩衡液rO．05％Tween20  

（pH7．4），PBS／T）を用いた。希釈液は，0．1％ウシ  

血清アルブミンPBS／T（0，1％BSA－PBS／T）を用  

いた。尚，ヒト血清中に卵しょう尿液由来抗原（CAF  

抗原）に対する抗体が存在し，ムンプスELISA抗体測  

定に影響を及ぼすという報告が幾つかある。2）▼ユ）そこで，  

CAF抗原に対する抗体を取り除くため，0．01Mリン酸  

緩衡液で秀折したCAF抗原を25％，0．1％BSA－PBS  

／Tに添加し，これを用いて血清を100倍に希釈し，37  

0cl時間吸収を行った。  
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表1 ムンプスELISA術式   

抗原吸着 精製抗原を炭酸緩衝液（pH9．6）で希釈  

3．結果  

表2は，1枚のマイクロプレピトニ被検血清3例を配  

表2 本手法における相対力価の変動  
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血清反応  CAF抗原で吸収した標準血清，披検血  

清を0．1％BSA－PBS／Tで二倍階段希  

釈100〝ゼ／well室温2時間  

洗 浄  PBS／T 4回  

酵素標識抗体 ペルオヰシダーゼ標識抗ヒトIgGヤギ血  

清（Cappel製）を0．1％BSA－PBS／T  

で4，000倍に希釈  

100〃ゼ／well室温1時間  注．1）C血渦（800単位）を標準血清として使用した。   

2）3破損体を6枚のマイクロプレートに一定に割り付けして測定し■■ヽ   

置し，異なるマイクロプレート6枚を用いて繰り返し測  

定した結果である。対数相対力価の変動係数（C．Ⅴ）が  

最も大きい被検血清（436）でも，C．Ⅴ％＝9．1であり再  

現性の良好な成績が得られた。   

図1は，補体添加中和試験法と本手法を適用したマイ  

クロELISA法により，ムンブスワクチン接種前と接種  

6－10過後の63ペア血清の抗体価測定を行い，中和抗体  

価と相対力価の相関を求めた散布図である。分散分析に  

よって直線性の検定を行ったところ，FL＝1．29（P＞  

0．05）で直線性が棄却されず，相関係数（r）は，r＝  

0．57を示した。通常，中和抗体価22以上が抗体陽性と  

見なされているので，用量反応回帰直線Y＝0．337＋  

0．129Ⅹに，Ⅹ＝2を代入して得られた相対力価は，Y＝  

0．595であった。一方，ムンブスワクチン接種前の71被  

検血清は，補体添加中和試験法では何れも陰性と見なさ  

れていた。これらの相対力価の平均＋3×標準偏差から一ヽ  

求めた抗体陰性の上限の相対力価（Cut off値）は，  

RP＝0．23であった。   

図2は，ムンブスワクチン接種前と接種6週後の38ペ  

ア血清について抗体価測定を行い，中和抗体価と相対力  

価の相関を求めた散布図である。そのうち，ムンプスワ  

クチン接種後の38血清について分散分析によって直線性  

の検定を行ったところ，FL＝1．01（P＞0．05）で直線性  

が棄却されず．相関係数（r）は，ー＝0．609を示した。  

この用量反応回帰直線Y＝0．331＋0．117Ⅹに，Ⅹ＝2を  

代入すると，Y（相対力価）＝0．595が得られた。中和  

抗体陽性を基準として相対力価の抗体陽性の下限（Cut  

o付値）を定めるならば，この値以上がワクチン接種6  

週後の抗休陽性の下限と見なされる。また，ワクチン接  

種前38血清の相対力価の平均＋3×標準偏差から求めた  

洗 浄  PBS／T 4回  

酵素反応  0－フェニレンジアミン基質溶液  

100〟ゼ／vell暗所30分  

反応低止  4N硫酸 25／上ゼ／well  

吸光度測定 OD492nm Dynatech MR580  

（2）補体添加中和抗体試験法   

菱山らの方法に準拠して行った。なお，本試験は，武  

田薬品工業㈱で行われ，その検査成績を参照した。  

（3）データ処理   

平行線定量法による相対力価（Relative potency：  

RP）の算出法S）。   

① 血清反応   

プレート毎に模準血清を配置する。標準血清と披検血  

清は，1：100から1：800まで2倍階段希釈を行い，1  

希釈3回繰り返し試験を行う。   

② 計算の手順   

以上の計算手順が自動的に実行されるように，マイク  

ロコンピュータ（M343SX SORD㈱）を用いて独自の  

プログラムを開発した。   

A）標準血清と被検血清の希釈倍数と吸光度を対数変  

換する。   

B）標準血清の直線性の検定をする。   

C）被検血清の直線性の検定をする。   

D）2本の回帰直線の平行性の検定をする。   

E）同一の吸光度における2本の回帰直線の距離（M）  

を計算する。   

F）距離のantilog，即ち相対力価を計算する。   

G）相対力価の信頼区間を計算する。  
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O  1  2  3  4  5  

補体添加中和抗体価（Log2）  

＊○はワクチン接種前血清．●はワクチン接種後血清  

図1相対力価と中和抗体価の相関図  

d  7  8   

′■  

9  

＊○はワクチン接種前血滑，・はワクチン接種後血清  

図2 相対力価と中和抗体価の相関図  

■■  

（1982）8）等は，吸光度から抗体価を読み取る方法につい  

て検討している。特に，Malvanoは，主な抗体表示法  

について比較検討している。特に，Malvanoは，主な  

抗体表示法について比較検討し，標準血清に対する相対  

的な力価によって表す方法が最も再現性がよいことを報  

告している。しかし，吸光度を真数で取り扱う等基本的  

な検討が十分なされていない。Melvi11e Smith（1983）g）  

は，平行線定量法を用いて破傷風の抗体測定を試みてい  

るが，その推計学的取り扱いの基礎となる正規性．等分  

敵性等について具体的に記載していない。我々は，既に  

推計学的理論と手法に基づいて，マイクロELISA法に  

おける変動因子の定量的評価を試みるとともに，平行線．  

定量法を応用することによって，これらの因子がコント  

抗体陰性の上限の相対力価は，RP＝0．25であった。   

なお，本手法で疑陽性にも拘らず，中和抗体価22以  

下の血清が63検体のうち1検体あったが，その理由につ  

いては明かでない。  

4．考察  

マイクロELISA法は，感度がよいだけに反応条件を  

コントロールするための配慮と対策が必要となる。既に，  

各種感染症で模準的な術式が確立されつらある。しかし，  

測定された吸光度によって，抗原量や抗体価を表示する  

方法は必ずしも充分に論議が尽されていない。De Savi－  

gnyとV011er（1980）6〉，Heck（1980）7），Malvano  
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ロールされることを明らかにしている10）。   

本研究は，その基礎的研究に基づき，特に，マイクロ  

ELISA法におけるムンブスの抗体価表示の標準化を目  

的に行ったものである。   

表2は，相対力価の比較的低い被検血清について再現  

性の検討を行った結果を示している。これら3例につい  

ては，いずれもワクチン接種歴や自然感染の有無につい  

ての情報がなく，その影響については明らかではないが，  

本法は，特に相対力価の比較的低い血清について再現性  

に優れていることが示唆された。   

次に，本手法を用いてムンプスマイクロELISA法に  

よる抗体測定を行い，妥当性について検討を加えた。図  

1及び図2のように，本手法によって得られた相対力価  

は補体添加中和抗体価と直線性が認められる比較的高い  

相関を示した。抗体陽性の下限については，ワクチン接  

種後から採血までの経過退散に拘らず，相対力価の値が  

RP＝0．595であった。一方，抗体陰性の上限については，  

検体の違いによって若干の相違が見られたものの，誤差  

範囲内に収まる値が得られた。そこで，RP＜0．25を抗  

体陰性，0．25＜RP＜0．595を疑腸性，0．595＜RPを抗体  

陽性と見なした。   

本研究においては，ウイルス粒子の各成分を抗原とし  

ているため．ELISA法によって測定される抗体価はム  

ンブスウイルス粒子に含まれる各種抗原（エピトープ）  

に対する抗体の複合と考えられる。一方，ムンブス補体  

添加中和抗体は，ウイルス粒子の感染防御抗体とされて  

いる。それ故，両試験法によって測定された抗体価に相  

応の違いが生じると考えられるが，両抗体価の相関が高  

い値を示したことによって，本手法が補体添加中和試験  

法に匹敵し得る方法であることが示唆された。本手法は，  

相対力価が求められるためELSA単位に換算することが  

容易である。即ち，ELISA単位に変換することにより，  

同一術式における測定条件の違い（異なる施設，術者）  

による測定結果の比較が可能であるという利点がある。  

5．まとめ  

我々は，マイクロELISA法において平行線定量法を  

応用し，ムンブスの抗体価表示法の模準化について検討  

した。その結果．本法は，マイクロELISA法に由来す  

る変動因子をコントロールし．補体添加中和試験法に匹  

敵する方法であることが示唆された。   

稿を終えるにあたり，御指導御校閲を賜った千葉大学  

看護学部病態学講座橋爪壮教授，ムンブス精製抗原及び  

模準血清の供与につき御協力頂いた国立予防衛生研究所  

杉浦昭部長，坂田宏子先生，資料を提供して頂いた武田  

薬品工業㈱光工場常久芳直部長に深謝いたします。  
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