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Ⅰ はじめに  

百日咳ワクチンの免疫効果は，百日咳菌感染の防御抗  

原でありワクチンの主成分である百日咳毒素（PT）及  

′■び繊維性血球凝集素（FHA）に対する血中抗体の有無  

で判定する。我々は，厚生省（及び千葉県衛生部）の伝  

染病流行予測調査事業の一環として，百日咳抗体保有状  

況訝査を行っており，1983年から従来の百日咳菌抗凝集  

素価抗休の測定に加えて，抗PT及び抗FHA抗体価の  

測定を開始した。抗PT及び抗FHA抗体価の測定法と  

しては，酵素抗体測定法（ELISA法）が有用な方法  

として利用されている1）。この測定法では，固層として  

マイクロプレートを使用し，測定に先立って精製抗原で  

マイクロプレートの各ウニルを感作する方法がとられて  

いる。  

従来ELISA法は，実験室あるいは実験者間での測  

定値にばらつきがあるなど，問題点が指摘されている。  

我々はこれまでの研究で，抗体価の算出に平行線定量法  

を応用することによって，これらの問題がある程度改善  

される事を明らかにしてきた2）。しかしマイクロプレー  

■■トを用いて抗休測定を行う限り，測定値には一定のばら  

つきが生じる3）。この原因として，ウエルの抗原感作が  

不均一であること，ウエルの洗浄が不十分であることな  

どが一般に考えられている。  

最近，すでに抗原感作がなされているポリスチレンビー  

ズを用いたELISA法（ビーズ法）が開発され，抗体  

測定用キットとして市販された4）。このELISA法キッ  

トは，洗浄操作を充分に行えるよう配慮されていると共  

に，すでに抗原感作がなされているポリスチレンビーズ  

を用いることから，抗原感作段階での実験室間，実験間  

の誤差が生じにくいと考えられている。  

我々は今後の流行予測事業に伴う百日咳抗体調査方法  

を，従来のマイクロプレート法からど－ズ法キ ットに代  

えるための基礎的な検討を行う目的で，マイクロプレー  

ト法及びど－ズ法を用いて同じ血清の抗体価を測定し，  

得られた結果を比較検討した。  

Ⅲ 材料及び方法  

1）ELISA法   

ポール法は，使用説明書の指示に従い，吸光度は，ク  

オンタムⅡ（ダイナポット社）で測定した。マイクロプ  

レート法は，佐藤らの方法に準拠して行った1）。炭酸ナ  

トリウム緩衝液（0．156％Na2CO3，0．239％NaHCO，）  

で1LLg／mA（PT）および0．4LLg／m2（FHA）に調  

整した精製抗原を各々100／」ゼずつ平底イミュロン1マ  

イクロプレート（ダイナテク社）の各ウエルに分注し，  

40cで一夜感作した。血清希釈およびマイクロプレート  

の洗浄には，0．05％Tween20混合リン酸緩衝生理食塩  

液（0．8％NaCl，0．02％KH2PO．，0．29％ Na之HP0．・  

12H20，0．02％ KCl，0．05％Tween20）を用いた。  

プレートの洗浄は各行程ごとに3回ずつ行った。標準血  

清及び被検血清の2倍段階希釈液は50〟β／ウエル，標  

識抗体（アルカリフォスファターゼ結合抗ヒトIgGヤ  

ギIgG，5000倍希釈液）（タゴ社）は，100〟ゼ／ウエ  

ルを用い，反応はそれぞれ30分間行った。p－ニトロフユ  

ニルリン酸ニナトリウムを基質溶解用緩衝液（9．7％ジ  

エタノールアミン，0．01％MgC12・6H20，PH9．8）  

で1ァ花9／mgに調整した基質溶液を，200〃β／ウエル分  

注し，室温で40分間反応後，マルチスキャンMCC／  

340（タイターテク杜）で405nmにおける吸光度値を測  

定した。反応はすべて室温で行った。   

2）披検血清   

0才から9才の健康児血清70検体を用いた。   

3）被検血清の抗体価の算出   

プレート法は，国立予防衛生研究所から分与された標  

準血清JNIHlOおよび被検血清を2倍段階希釈し，そ  
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れぞれの希釈について2～4ウエルを用いて測定を行い，  

得られた吸光度値から平行線定量法により，標準血清に  

対する相対力価を算出した2）。ビーズ法は，使用説明書  

の指示に従って行った。  

Ⅲ 結果  

1）プレート法およびど－ズ法で測定した標準血清の  

用量反応直線の比較   

プレート法は標準血清200倍から2倍段階希釈し，そ  

の5段階について各希釈ごと4ウエルを用いて測定した。  

ビーズ法は，121倍から2倍段階希釈し，その10段階に  

ついて各希釈ごと2個のビーズを用いて測定した。それ  

ぞれの測定値から，用量反応直線の直線性の検定及び回  

帰係数の算出を行った。PTを抗原とした場合，プレー  

ト法では400倍から3200倍（0．D．0．8以下）で用量反  

応繚の直線性が成立し，直線の傾きは0．55であった。ビー  

ズ法では，121倍から15500倍（0．D．1．1－0．02）で直  

線性が成立し，直線の傾きは0．出であった（図1a）。   

FHAを抗原とした場合，プレート法では200倍から  

3200倍（0．D．1．0以下）で直線性が成立し，直線の  

傾きは0．51であった。ビーズ法では，121倍から15500  

倍（q．D．1．5～約0．02）で直線性が成立し，直線の  

傾きは0．89であった（図1b）。   

2）プレート法とど－ズ法による測定値の比較   

マイクロプレート法及びど－ズ法による測定で得られ  

た70検体の抗体価について，測定法間の相関性を検討し  

た。PTを抗原とした場合，70検体中の42検体がど－ズ  

法・プレート法共に1u／mg以上を示し，14検体が1u  

／mg以下を示した。ビーズ法で1u／mg以下であるがプ  

レート法で1u／mg以上を示した検体，ビーズ法で1u  

／mg以上であるがプレート法で1u／mβ以下を示した検  

休は共に7検体であった。これらの結果を散布図で示す  

と図2のごとく，両測定法による抗体価が2－3u／mg  

以上の検体では，ビーズ法による測定値がプレート法に  

よる測定値に比べて高い値を示し，ビーズ法で1u／mβ  

以下の検体では反対にプレート法による測定値が高い値  

を示す傾向が認められた。FHAを抗原とした場合も  

PTとはぼ同様であった。   

3）ビーズ法とプレート法で測定した年齢別抗体保有  

状況の比較   

健康児血清70検体のビーズ法及びプレート法での測定  

結果を年齢別抗体保有率にまとめた（図3a，3b）。  

ビーズ法及びプレート法のいずれの結果も，抗PT抗体  

保有率は0～2歳群で低く，3～5歳群で高くなり6～  

9歳群で下がる傾向を示し，抗FHA抗体は年齢の増加  

に伴い，抗体凪 抗体保有率共に高くなる傾向を示した。  

しかし，ビーズ法はプレート法に比べて，PT及びFHA  

のいずれの抗原に対しても，0～2歳年齢群で1u／舶  

以下の抗体価を示す検体の割合が多い結果を示した。  

Ⅳ 考察  

抗百日咳PT及びFHA抗体測定のためのど－ズ法と  

70レート法は共に，バイオアッセ一法の平行線定量法に  

準じて，被検血清の抗体価を棟準抗体に対する相対力価  

で表している。ELISA法は，検体中に含まれる抗体  

量を発色を伴う酵素基質反応の強さで表す方法で，実際  

には特定波長における吸光度値として測定される。吸光  

度分析法において，“吸光度値は溶液の濃度に比例する”  
一ヽ  

というランバート・ベールの法則を応用すると，検体希  

釈濃度（対数値）における吸光度値（対数値）から算出  

される用量反応直線の傾きは1になる。ELISA法に  

おいても，理論的にはこの法則が当てはまるはずである  

が，実際の測定では，測定に用いるオートリーダーある  

いは分光光度計の性能，またマイクロプレートを用いた  

場合は各ウエル間の測定値のばらつき，及び抗原感作か  

ら吸光度測定に至る操作に含まれる種々の因子等の影響  

を受け，用量反応直線の傾きは1より小さくなる傾向に  

ある。従って用量反応直線の傾きを知ることは，測定系  

の評価の一つとして重要である。今回の測定で，ビーズ  

法で測定した標準血清の用量反応直線の傾きはPTでは  

0．85，FHAでは0．89とプレート法に比べて値が大きく，  

理論値により近いことがわかった。用量反応直線の傾き  

が小さくなるのは，抗体濃度が薄い検休での吸光度値が  

真の値より高く，抗体濃度が濃い検休での吸光度値が真一ヽ  

の値に比べ低くなるからである。その原因として，1）  

披検血清が固層へ非特異的に吸着するか又は固層の洗浄  

が不十分なため，低い抗体価の検体で見かけ上高い吸光  

度値を示す，2）オートリーダーの性能上吸光度値の読  

みとりに限度があり．高い抗体価の検体で見かけ上低い  

吸光度値を示す等の理由が考えられる。ビーズ法は，24  

ウエルプレートあるいは試験管にポリスチレンビーズを  

入れ抗原抗体反応及び洗浄を行い，酵素基質反応は別の  

試験管に移して行うことから，同じウエル内で抗原抗体  

反応及び酵素基質反応を行うマイクロプレート法に比べ，  

非特異的な発色が少ないと思われる。また，試験管をセ  

ルとして用いるクオンタムⅡによる測定は，マイクロプ  

レートオートリダー（マルチスキャンMMC／340）に  

よる測定に比べ高い吸光度値まで正確に測定できた。  
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感染症に関わる抗体検査法でもっとも重要なことは，  

感染初期の抗体の動きを正確にとらえること，つまり低  

い抗体価を正確に測定できる事である。ビーズ法で得ら  

れた測定値はマイクロプレート法による測定値に比べて，  

ワクチン接種開始前の年齢である0～2歳の抗体価の多  

くが0．5u／舶以下で，抗体価陰性であった。ビーズ法  

で測定することにより抗体陰性と陽性を明確に知ること  

ができ，正確な百日咳抗PT及び抗FHA抗体価調査が  

可能となった。  
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Fig．1a 標匠血清JNIHlOの用量反応白線（PT）  
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Fig．1b 標準血清JNIHlOの用量反応直線（FHA）  
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Flg．2 ビーズ法とプレート法で測定した抗体価の比較   

ビーズ法（PT）  

抗体保有葦（％）  
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Fig．3b ビーズ法及び70レート法による測定からみ  

た年齢群別抗FHA抗体保有状況  

Fig．3a ビーズ法及びプレート法による測定からみ  

た年齢群別PT抗体保有状況  
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