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The purpose of this study was to improve the

conventional method we have been using used for

evaluation of serum IgG antibody titers.

In previous studies, patient sera were serially

diluted and absorbance at 410 nm was measured

with enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) .

The dilution and absorbance were plotted on X-and

Y-axes, respectively. The antibody titer was

defined as log, of the serum dilution at the intersec-

tion of 0.8 absorbance.

In this study, a standard serum was prepared from

blood (for transfusion) . The antibody titers of this

standard serum against four bacterial strains, 

Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 

Actinobacillus actinomycetemcomitans and

Fusobacterium nucleatum, were determined. Anti-

body titers of 24 patient's sera against these bacte-

rial strains were then measured ten times to ascer-

tain the reproducibility of data obtained by the

improved method.

The results were as follow:

1. This improved method is capable of analyz-

ing six times more samples than the conventional

method.

2. The reproducibility of results obtained by the

improved method was greater than that of the

conventional method.

3. Sera, in which titers were higher than nine

with the conventional method, had nearly the same

titer with the improved method. However, when

titers were less than nine with the conventional

method, the titers were higher with the improved

method.

These results indicate that the improved method

was effective in screening high-titer sera.
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要旨:著 者 らの教室で行ってきた血清IgG抗 体価測定法を迅速かつ検体処理能力の高いもの とす ることを目的

として測定法の改良 を試みた。標準血清を連続希釈 して標準血清曲線を描 き, すべ ての被験血清はこの標準曲線上

にのるものとして, 単一希釈 した被験血清か らその抗体価を算出した。24名 の患者血清についてPorphyromonas

gingivalis, Prevotella intermedia, Actinobacillus actinomycetemcomitansお よびFusobacterium nucleatum 4菌

種 に対する抗体価 を10回 ず つ測定 した結果, 改良 した測定法では測定時間は短縮 できなかったが単位時間当 りの

検体処理数が約6倍 に改善 された。しか し, 比 較 的抗体価が低い場合 は今 までの抗体価 より高 く算出されるため, 

本論文の要旨は, 第55回 口腔病学会学術大会 (1990年11月17日) において発表した。
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改良型血清抗体価測定法は比較的高い抗体価を示す血清をスクリーニングする際には有効であると考えられた。

索引用語: 血清抗体価, ELISA

緒 言

歯周ポケット内の細菌は歯周疾患の発病 と進行に深

く関与 している と考 えられてい る。その中で もPor-

phyromonas gingivalis, Actinobacillus

actinomycetemcomitansな ど数種 の細菌は種々の ビル

レンス (病 原 因子) を保 有 し, 発病 と進行に特に密接

に関連していると考えられている。現在, これ らの細

菌が保有するビルレンス因子 (P. gingivalisの 線 毛, 

トリプシン様酵素な ど, A. actinomycetemcomitansの

ロイコ トキシン, LPSな ど) につ いては数多 くの研究

者 により詳細 な研究が行われている。 また, これ らの

細菌あるいはビルレンス因子に対する宿主側の生体応

答 についても広 く研究 されている1) 。著 者 らの教室で

は7年 程前からELISA法 (酵 素標識免疫吸着測定法) 

に よって これ ら歯周病原細菌 に対す る患者血清IgG

抗体 価の測定 を行 ってきた。その結果, 歯 周 ポケ ット

内細菌の中でも, P. gingivalisに 対 する抗体価 は歯周

疾患の進行程度 と強 く相関していること2) , また歯周

治療後 にその抗体価が減少する こと3) な どが明 らかに

なった。

近年, 著 者 らの教室でも抗体価測定のために採取す

る検体数が年々増加 し, これ らの検体 を測定する上で, 

これ までの測定法では検体の処理能力に問題が生 じる

ようになってきた。そこで, 本研 究では従来 より行 っ

てきた血清IgG抗 体 価測定法の単位時間当 りの検体

処理数 を増加させることを目的 として測定法の改良を

試みた。 また, 改 良後の測定法について, 測 定値の再

現性および この測定法が従来 より行って きた測定法の

代用 となる可能性 についても検討 した。なお, 本研 究

では従来より行っている測定法 を従来型測定法, 改 良

した測定法 を改良型測定法 とした。

材料と方法

1.供 試 菌 と細 菌 抗 原 の調 製

現 在, 著 者 ら の 教 室 で 血 清 抗 体 価 測 定 の 際 に 用 い て

い る7種 の細 菌 の 中 か ら特 に, Porphyromonas gin-

givalis 381株 (Pg) , Prevotella intermedia ATCC

25611株 (Pi) , Actinobacillus actinomycetemcomitans

Y4株 (Aa) お よびFusobacteium nucleatum ATCC

25586株 (Fn) の4菌 種4菌 株 を選択 し, 供 試菌 とし

た。 これら供試菌か ら渡辺 ら3) の方 法に従い細菌抗原

を調製 した。つまり, 各菌種3g (湿 重量) を蒸留水15

mlに 懸濁 し, 氷冷 下150～200Wで20分 間 の超音波

処理 を行 った。菌体 の70%以 上 が破壊 したことを確認

後, 12, 000×gで15分 間遠心 した。遠心 して得た上清

を蒸留水に対 して十分に透析 した後, 凍 結乾燥 し細菌

抗原 として用いた。

2.被 験 血清

1) 標 準血清

A型 輸血用血液か ら遠心分離によって血清を分離 し

た後, ボ アサイズ0.45μmの フィルター (マ イ レクス

HA; 日本 ミリポアリミテ ッド, 東京) にて瀘過滅菌 を

行 った。 これ を2mlず つ ガ ラス製 バ イアル に分注

し, -20℃ で凍結保存 したものを標準血清 として用 い

た。

2) 患 者血清

患者血清 として, 過 去 に第2保 存科外来 を受診 した

患者の血清を用いた。患者血清は標準血清 と同様 に瀘

過滅菌 し, -20℃ で凍結保存 した。患者血清 について

はすべて事前に従来型測定法にて供試菌 に対する抗体

価 を測定 した。本研究ではこの中から, 歯周 炎に罹患

していない患者の血清8名 分 (血 清番号1-8) , 歯 周炎

患者の血清16名 分 の合計24名 分 の血清を選択 して用

いた。歯周炎患者血清16名 分 のうち, 8名 分 の患者血

清 はP. gingivalisに 対 して比較的高い抗体価 を示す

血 清 (血 清 番 号9-16) , 8名 分 の 患 者 血 清 はA.

actinomycetemcomitansに 対 して比較的高い抗体価 を

示す血清 (血 清 番号17-24) を選択 した (表1) 。

3.抗 体 価算出法

1) ELISA法 の測定手順

ELISA法 の測定手順は, 従来 型測定法の測定条件3) 

を改 変 して決定 した (表2) 。 つ まり, まず各細菌抗原

を10μg (乾 燥 重量) /mlの 濃 度 にな るように0.1M

炭酸緩衝液 (pH9.6) に懸濁 して抗原溶液を調製 した。

この抗原溶液をマイクロタイタープレー ト (EIA/RIA

プ レー ト3590; Costar Corporation, Cambridge

MA, USA) の各 ウェルに200μlず つ加え, 4℃ で12

時 間 反 応 させ た。その後, 抗 原 溶 液 を捨 て0.05%

Tween 20を 加 えた リン酸 緩衝 生 理食塩 水 (PBS
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-0 .05% Tween 20) に1%の 割合で牛血清アルブ ミン

を溶解 したブロッキ ング溶液 を各 ウェルに200μlず

つ加 え, 室温 で2時 間反応 させた。反応終了後, ブ ロ ッ

キング溶液 を捨 ててPBS-0.05% Tween 20で 各 プ

レー トを3回 洗浄 した。洗 浄後, 被 験 血 清 をPBS

-0 .05% Tween 20で 希 釈 (標準血清 は25倍 か ら215倍

まで, 患者血清は212倍 の み) し後 述のプレー トデザイ

表1従 来型測定法による患者血清の抗体価

ン (図2A) に従 って各ウェルに加え, 室 温 で2時 間反

応 させた。PBS-0.05% Tween 20に よって3回 洗浄

後, ア ル カ リホ ス フアターゼ 標 識 抗 ヒ トIgG (γ

-chain) 抗体 (Sigma Chemical Corporation, St . Louis

MO, USA) をPBS-0.05% Tween 20で1000倍 希釈

した二次抗体溶液を200μIず つ加 え, 室温 で1時 間反

応 させた。 さらにPBS-0.05% Tween 20に よって3

回洗浄後, 基質溶液 (p-ニ トロフェニルリン酸 を0.1%

の濃 度 になるように0.1M炭 酸緩衝液 に溶解 した も

の) を200μlず つ加 え, 室温 で30分 間反応 させた。30

分後, 1N NaOHを50μlず つ加 え発色反応 を停止 し

た。吸光 度 の測 定 は, マ イ ク ロ プ レー トリーダー

 (MR600: Dynatech Laboratories, Inc. Alexandria, 

VA, USA) に よ り2波 長 (測 定 フィルター: 410nm, 

対 象 フィルター: 630nm) で測 定 した。

標準血清の場合は, 横 軸 に希釈倍率の2を 底 とす る

対数, 縦軸 に測定 した吸光度 をとり値 をプロットした

後, 三 次多項式により回帰 した。なお, 三次 多項式は, 

ア ッ プ ルIIeコ ン ピ ュー タ 上 でImmunosoft

1.51 (Dynatech Laboratories, Inc. Alexandria, VA, 

USA) を使 って求めた。

2) プ レー トのデザインと抗体価算出法

 (1) 従 来型測定法

従来型測定法では, 図1Aの よ うなプレー トデザイ

ンに従って患者血清を加 え反応させた。つまり, 各 患

者血 清を25倍 希 釈か ら215倍 希 釈 まで2倍 連続希 釈

した後, 各希釈液 を2ウ ェル (Duplicate) ずつ加 えた。

1プ レー トについて4名 分の患者血清 を加 えた後, 残

りの8ウ ェルにはネガティブコントロールとして血清

の代わ りにPBSを 加 えた。

反応終了後, 横軸 に希釈倍率の2を 底 とする対数, 

縦軸 に測定 した吸光度を とり値をプロッ トした後, 三

表2改 良型測定法の測定手順
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A

B

図1従 来型測定法におけるプレートデザイン (A) 

と抗体価算出法 (B) 

Ep: 求める患者血清の抗体価

次多項式により回帰 した。従来型測定法では, 得 られ

た回帰曲線が吸光度0.8を とる時の横軸 の値, つ ま り

希釈倍率の2を 底 とする対象 を求め患者血清の抗体価

 (Ep) とした (図1B) 。

 (2) 改 良型測定法

改良型測定法では, 図2Aの よ うなプレー トデザイ

ンに従 って患者血清 を加 え反応 させた。つまり, 各 患

者血清 は212倍 希 釈して3つ のウェル (Triplicate) に

加 え, 標 準血清は25倍 か ら215倍 まで連続希釈 してそ

れぞれの希釈液 を2つ のウェル (Duplicate) に加 えた。

24名 分 の患者血清 と標準血清 を加 えた後, 残 りの2

ウ ェルについてはネガティブコン トロール として血清

の代わ りにPBSを 加 えた。なお, 患 者血清の示す吸光

度がすべて2以 下 となるような最小の希釈倍率を調べ

た予備実験 の結果か ら, 患者 血清の希釈倍率は212と

決 めた。

改良型測定法では, 患者血清の抗体価をあ らかじめ

従来型測定法により抗体価 を決定した標準血清 と比較

することによつて算出することにした。改良型測定法

A

B

図2改 良型測定法におけるプレー トデザイン (A) 

と抗体価算出法 (B) 

では, 従来型測定法で得られる抗体価と同様な抗体価

を得るため, (1) すべての患者血清曲線は標準血清曲

線と同じかたちの曲線をとること, (2) 外界の環境に

よつて発色の程度に影響を受けた場合, 血清曲線の形

そのものは変化せず曲線が横軸方向へ平行移動する, 

といつた仮定を立てこのような仮定の下に以下の算出

法を考えた。
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横軸に希釈倍率の2を 底とする対数, 縦軸に測定し

た吸光度をとり値をプロットした後, 三次回帰曲線を

描 く。ある測定時に得られた標準血清曲線 (曲線S') , 

曲線S'が 得られた時に得られると予想される (実際に

は患者血清は単一希釈であるため, 患者血清曲線は得

られない) 患者血清曲線 (曲線P') , 標準血清を数回測

定した結果得られる平均的な標準血清曲線 (曲線S) , 

患者血清を数回測定した結果得られる平均的な患者血

清曲線 (曲線P) の4本 の曲線を考える。212倍希釈し

た患者血清が示す吸光度をODp, 曲線S'がODpを と

る時の横軸の値をN, ある測定時における患者血清抗

体価をEp', ある測定時における標準血清の抗体価を

Es', 平均的な標準血清抗体価をEs, 求める患者血清の

抗体価をEpと すると, 以下の計算式が成立する。

よってEp=Es+ (12-N) 

つまり, 求める患者血清の抗体価 (Ep) は, 標準血

清の抗体価 (Es) と212倍希釈した患者血清が示した吸

幾度をとるときの標準血清曲線の希釈倍率の対数 (N) 

から求められることになる。よって, まず標準血清の

供試菌に対する抗体価を求め, それから患者血清の抗

体価を求めた。

結 果

1.供 試 菌に対する標準血清の抗体価

標準血清の平均的な抗体価を求めるために, 従 来型

測定法によって供試菌4菌 種 に対する抗体価 を20回

ず つ測定 した。横軸に測定回数, 縦軸 に測定 した抗体

価 をプロットした結果, 測定1回 目から20回 目 まで供

試菌4菌 種それぞれに対する抗体価がその時の条件 に

よ りかな り変動 してい ることが明 らか となった (図

3) 。また, 全体 的な傾向 として4菌 種それぞれに対す

る抗体価の変動 は, 同様 な変動の傾 向を示 しているこ

とも明らか となった。20回 測定 した結果, 地 に対する

抗体価の平均は8.70で, 変動 の幅 (最 大 値一最小値) 

は2.08で あ った。Piに 対 する抗体価 の平均 は7 .92

で, 変 動 の幅は2.70で あ った。.Aaに 対 する抗体価の

平均 は8.44で, 変動 の幅 は2.15で あった。Fnに 対 す

る抗体価の平均は7.17で, 変 動 の幅は2 .45で あ った。

これ らの結果か ら, 本 研究 に用いた標準血清の 地 に

対す る抗体価を8.70, Piに 対 する抗体価 を7.92, Aa

に対 する抗体価 を8.44, Fnに 対 する抗体価を7 .17と

図3供 試菌に対する標準血清の抗体価

図4 P. gingivalisに 対 する患者血清の抗体価

設定した。

2.供 試菌 に対する患者血清の抗体価

設定 した標準血清の抗体価か ら前述の計算式 によっ

て患者血清の抗体価 を算出した。 その後, 横軸 に患者

血清番号, 縦軸 に抗体価 をとった座標上 に24名 の患者

血清の抗体価を10回 測 定 した結果 をプロットした。

1) Pgに 対 する患者血清抗体価

10回 の測定 による各患者血清の抗体価の変動の幅

 (最 大値 一最小値) は0.33 (血 清 番号2) か ら1.29 (血

清番号20) まで さまざまであったが, 2つ の 患者血清

 [血清番号20 (1.29) お よび血清番号21 (1.02) ] 以 外

は1.00以 下 であった (図4) 。

2) Piに 対 する患者血清抗体価

10回 の測定 による各患者血清の抗体価 の変動の幅

は, 0.33 (血 清番号3) か ら1.55 (血 清番号7) まで

さまざまであったが, 3つ の 患者血 清 [血 清 番号7

 (1.55) , 血 清番号13 (1.09) お よ び血清番号16 (1 .22) ] 

以外 は1.00以 下 であった (図5) 。
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図5 P. intermediaに 対す る患者血清の抗体価

図6 A. actinomycetemcomitansに 対 す る 患 者 血

清 の抗 体 価

3) Aaに 対 する患者血清抗体価

10回 の測定 による各患者血清の抗体価の変動の幅

は, 0.26 (血 清番号10) か ら1.29 (血 清番号24) まで

さ まざ まで あったが, 3つ の 患 者 血 清 [血 清 番 号

20 (1.13) , 血 清 番 号22 (1.01) お よ び 血 清 番 号

24 (1.29) ] 以 外 は1.00以 下 であった (図6) 。

4) Fnに 対 す る患者血清抗体価

10回 の測定 による各患者血清 の抗体価の変動 の幅

は, 0.24 (血 清番号14) か ら0.87 (血 清 番号2) まで

さまざまで, す べ て1.00以 下 であった (図7) 。

以上の ように改良型測定法によって供試菌4菌 種に

対す る各患者血清の抗体価を, 10回 測 定した ところ, 

2, 3の 患 者血清以外 を除 けばその抗体価 の変動は1.00

以下 であった。また, す べ ての中で最 も変動が大 きか っ

た抗体価の変動の幅は1.55で あ った。

3.従 来 型測定法による抗体価 と改良型測定法によ

る抗体価の関係

従来型測定法 によって測定 した抗体価 と改良型測定

法によって測定 した抗体価 との間 に相関関係があるか

図7 F. nzacleatumに 対する患者血清の抗体価

どうかを調べるために, 横軸に従来型測定法によつて

あらかじめ測定した抗体価, 縦軸に改良型測定法に

よって10回 測定した抗体価の平均値をとってすべて

の患者血清の抗体価をプロットした。さらに, これら

二つの測定法によって測定した抗体価間でのスピアマ

ンの順位相関係数を求めた。

1) 地 に対する患者血清抗体価

従来型測定法により9以 上の抗体価を示す血清は

y=xの 直線の周囲に分布していることから, 改良型測

定法によっても従来型測定法と同じような抗体価を示

すと考えられた。従来型測定法により9未 満の抗体価

を示す血清はy=xの 直線より縦軸よりに分布してい

ることから, 改良型測定法によって測定した抗体価は, 

従来型測定法によって測定した抗体価よりも高い値を

示すことが明らかになった (図8A) 。また, 順位相関

係数を求めると0.511で あり, 従来型測定法による抗

体価と改良型測定法による抗体価は危険率5%で 統計

学的に相関していた。

2) Piに 対する患者血清抗体価

従来型測定法により7以 上の抗体価を示す血清は

y=xの 直線の周囲に分布していることから, 改良型測

定法によっても従来型測定法 と同じような抗体価を示

すと考えられた。従来型測定法により7未 満の抗体価

を示す血清はy=xの 直線より縦軸よりに分布してい

ることから, 改良型測定法によって測定した抗体価は, 

従来型測定法によって測定した抗体価よりも高い値を

示すことが明らかになった (図8B) 。また, 順位相関

係数を求めると0.487で あり, 従来型測定法による抗

体価 と改良型測定法による抗体価は危険率5%で 統計

学的に相関していた。

3) Aaに 対する患者血清抗体価

従来型測定法により8以 上の抗体価を示す血清は
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図8従 来型測定法による抗体価と改良型測定法による抗体価の関係

y=xの 直線の周囲に分布していることから, 改良型測

定法によっても従来型測定法 と同じような抗体価を示

すと考えられた。従来型測定法により8未 満の抗体価

を示す血清はy=xの 直線より縦軸よりに横軸とほぼ

平行に分布していることから, 改良型測定法によって

測定した抗体価は, 従来型測定法によって測定 した抗

体価よりも高い値を示すことが明らかになった (図8

C) 。また, 順位相関係数を求めると0.775で あり, 従

来型測定法による抗体価と改良型測定法による抗体価

は危険率1%で 統計学的に相関していた。

4) Fnに 対する患者血清抗体価

従来型測定法により8以 上の抗体価 を示す血清は

y=xの 直線の周囲に分布していることから, 改良型測

定法によっても従来型測定法と同じような抗体価を示

すと考えられた (図8D) 。従来型測定法により8未 満

の抗体価を示す血清はy=xの 直線より縦軸よりに横
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軸 とほぼ平行に分布していることから, 改良型測定法

によって測定した抗体価は, 従来型測定法によって測

定した抗体価よりも高い値を示すことが明らかになっ

た (図8D) 。また, 順位相関係数を求めると0.695で

あり, 従来型測定法による抗体価と改良型測定法によ

る抗体価は危険率1%で 統計学的に相関していた。

以上の結果から, 二つの測定法によって測定した抗

体価は統計学的に相関していると考えられた。また, 

従来型測定法により本研究で用いた供試菌に対して, 

9以 上の抗体価を示す血清は改良型測定法によっても

同様な抗体価を示すことが明らかになった。

考 察

1.抗 体価算出法について

1980年 代になって, 歯科の分野においてもELISA

法による患者血清中の歯周病原細菌に対する特異的な

抗体の量 (抗体価あるいはELISAUNIT) の測定が行

われるようになってきた。ELISA法 は, 少量でもその

活性が検出できる高感度の酵素 (ア ルカリホスフア

ターゼ, β-ガラクトシターゼなど) をマーカーとして

抗原あるいは抗体などと化学的に結合させ, 抗原ある

いは抗体などを測定する方法である。この測定法は, 

微生物学, 免疫学的基礎研究にも用いられているが, 

各種感染症において生体の保有する抗体を測定する場

合など臨床検査でよく用いられる大規模なスクリーニ

ングにも応用されている。現在まで, この測定法を用

いて歯周病原細菌に対する患者血清の抗体価を測定し

た報告は数多くある。これらの報告の中ではその測定

の手順はほぼ同様であるが, 抗体価の算出法は報告ご

とに異なっているようである。

Ebersoleら4) は, 次のような算出法で抗体価を求め

ている。100倍希釈の時, 吸光度1.697を 示す血清を標

準血清とし, 100倍 希釈した血清の抗体価 (EU) を100

と定める。この血清を未希釈から2倍 連続希釈し, 横

軸にlog10EUを 縦軸に吸光度 (OD) をプロットする。

回帰分析から, 標準血清の回帰直線 [OD=m (log10

EU) +b] を求める。

単一希釈した各被験者血清の吸光度を測定し, 前述

の式からEUを 求める。求めたEUを 測定した時の希

釈率によって換算し, 最終的なEUを 求める。

内藤 ら2) は, 次のような算出法で抗体価を求めてい

る。3名の患者血清を混ぜて標準血清とし, これを1: 

50か ら1: 12, 800ま で連続希釈したものを通法に準

じて測定する。得 られた吸光度をプロッ トして標準曲

線 を描 き, その 曲線に従って回帰直線 を求める。各被

験血清は標準血清のある希釈倍率で得 られた吸光度 を

100EUと し, この回帰直線上 に乗 るもの として計算 に

よ り求める。

Moutonら5) は, 次 の ような算出法で抗体価を求めて

いる。3つ の血清 をプール し, これ を標準血清 とする。

免疫グロブリンのサブクラスごとにそれぞれ吸光度 を

測定 して, 横軸 に希釈倍率の対数, 縦 軸 に吸光度をプ

ロッ トし標準曲線 を描 く。標準曲線の直線部分の測定

値 を用い, 回帰 直線 を求める。 また, 吸 光度が小 さい

場合にこの回帰直線か らの隔た りが認められるため, 

数 回 の実験の平均バ ックグラウンド値 (平 均) を求 め, 

平均+2SDを 吸光度の感度の閾値 としている。各被験

血清 を1/200 (IgG, IgA) に希釈 し (IgMで は1/100) , 

吸光 度を測定する。測定 した吸光度 と標準曲線の直線

部分か ら得た1/200 (IgMで は1/100) の時 の吸光度を

比較 して抗体価 を求める (ポ ジティブコン トロールの

抗体価をIgGで は100, IgA, IgMで は10と した) 。

神 山ら6) は, 次 の ような算出法で抗体価 を求 めてい

る。予備実験 にて比較的高い抗体価を示 した血清を標

準血清 として各特定細菌 ごとに選択する。標準血清 を

25倍 か ら215倍 まで連続希釈 して, 吸 光度 を測定す る。

吸光度 を縦軸, 希 釈倍率を横軸 にとって曲線を描 く。

この曲線を4変 数logistic曲 線 を用いて回帰標準曲線

を作製する。標準血清を512倍 に希釈 した時のEUを

100と して各被験血清の抗体価 を算出する。

永井 ら7) は, 次 の ような算出法で抗体価を求めてい

る。200倍 か ら12, 800倍 まで連続希釈 した標準血清に

ついて吸光度 を測定 し, 数値 をプロットして曲線 を描

く。log-logit変 換 して回帰直線 を得 る。変換法は, 標

準血清の希釈倍率dの 時 の吸光度をB (d) , 無 限 大濃

度の第二抗体 を反応させた場合の吸光度をM, 第一 抗

体濃度0す なわち血清 を生理食塩水に置 き換えた場合

の吸光度をNと してx=-log10d, y=10910 [B (d) -

N) / (M-B (d) ] このlog-10git変 換 式 を用 いて換算

し, 最 小2乗 法 を適用して, 回帰直線y=A+Bxを 得

る。 これをEU算 出のための標準曲線 とし, 供 試 菌の

すべ ての調製抗原 ごとに作製 した。標準曲線y=A+

Bxの 定 まってい るある抗原 に対 し3200倍 に希釈 し

た被験血清の吸光度Pを 示した場合, 上述 の式により

y (P) と変 換して, d (P) =10- (y (P) -AIB) この式か ら, こ

の被験血 清の抗体価 と等価 な標準血清の希釈倍率d

 (P) が 得 られる。EUの 計 算式はEU=3.2×105/d (P) 
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とした。

以上の研究では, いずれも標準血清を設定しこれを

希釈することによって標準曲線あるいは標準直線を求

め, これと被験血清を比較することによって求める抗

体価を相対的な抗体価 として求めている。しかし, い

ずれも基準となる標準血清および算出法が異なってい

るので各研究間での抗体価の比較はできない。今後, 

基準となるような標準的な抗体価算出法が考案されれ

ば研究間での比較も可能になり歯周病原細菌に対する

生体応答についての研究はさらに進むと考えられる。

2.改 良型測定法の検体処理能力

従来型測定法を改良した改良型測定法では, 反応時

間を同様にしたため一回の測定に要する時間は短縮で

きなかった。しかし, 従来型測定法では1プ レートに

つき4検 体の測定が可能であったが改良型測定法では

1プ レー トにつき24検 体の測定が可能になり単位時

間当りの検体処理数が約6倍 に改善された。改良型測

定法では検体をTriplicateで 測定しているが, これを

Duplicate, あるいはSingleで 測定することによりそ

れぞれ36, 72検 体まで測定可能である。しかし, 検体

の数が多 くなればなるほど検体をプレー ト内に入れる

操作に時間がかかり, 各検体間の反応時間の差が大き

くなると考えられる。このため, 改良型測定法におい

て測定する検体数は24検 体 くらいが適当であると考

えられた。

3.改 良型測定法による測定値の再現性

筆者らの教室では1984年 渡辺 ら3) の方法に準じ, 血

清の希釈系列を横軸に, 吸光度を縦軸にとった座標上

に得られた値をプロットし, 最小2乗 法により回帰直

線を求め, この直線上で吸光度としていた。しかし, 

現在は1986年 渡辺ら8) の方法に準じて, 血清の希釈系

列を横軸に, 吸光度を縦軸にとった座標上に得られた

値をプロットしそれに三次多項式による回帰を行い, 

得られた回帰曲線が吸光度0.8の 線と交わる時の希釈

倍率の対数をその抗体価 としている。

従来型測定法では, 被験血清を連続希釈して回帰曲

線を得るため被験血清中の各細菌抗原に対する抗体の

親和力 (アビディティ) の違いが明瞭になる。改良型

測定法および前述の多くの報告では被験血清を単一希

釈し, それを標準血清と比較することによって抗体価

を算出しているため特定の抗原に対する各血清抗体の

親和力の違いは考慮されていない。このような点にお

いては従来型測定法は優れていると考えられるが, 従

来型測定法ではこの曲線から吸光度0.8と いう絶対値

によって抗体価を算出するため, 測定環境の微妙な違

いから算出した抗体価の再現性については必ずしも安

定していないように思われた。渡辺 ら3) はすでに2例

の血清について従来型測定法の再現性を報告している

が, 本研究で従来型測定法により標準血清を20回 測定

した結果では測定値の変動の幅は最小で2.08 (地) , 

最大で2.70 (Pi) でありそれほど再現性が良いとは考

えられなかった。渡辺ら3) の報告では抗体価の再現性

について詳細な記述がないので不明であるが, おそら

く本研究で明らかになった測定誤差は従来型測定法に

固有のものではないかと考えられた。このような従来

型測定法の再現性を改善するために改良した改良型測

定法では, 最も変動が大きかった抗体価の変動の幅で

も1.55で あり測定値の再現性は改善されたと考えら

れた。

二つの測定法による測定値の再現性を厳密に比較す

るためには標準血清以外の同じ血清についてそれぞれ

の測定法で測定したその測定値を比較しなけれぼなら

ない。本研究では, 保存してある患者血清が少量であ

るためこのような測定ができなかった。今後, 改良型

測定法を使用する際には, この点について再度, 測定

値の再現性を比較してみる必要性があると考えられ

た。

4.従 来型測定法の代用としての改良型測定法

図8の 結果から供試菌すべてに共通して, 改良型測

定法では測定した抗体価はすべて7以 上の値を示して

いた。このような値を示す原因を探るため, 以下のよ

うな分析を試みた。求める患者血清抗体価 (Ep) は, 

標準血清の抗体価 (Es) と212倍希釈した患者血清が示

した吸光度をとるときの標準血清曲線の希釈倍率 (N) 

から求められる [Ep=Es+ (12-N) ] 。ここで, 212倍

希釈した患者血清が示した吸光度の最小値は0と 考え

られるから, この時の標準血清曲線の希釈倍率の対象

 (N) はこの曲線と横軸が交わる点となる。このような

点を標準血清を20回 測定した際 (図3) の三次回帰曲

線から求めるとNは13以 下 (Pg, Piお よびAa) あ

るいは12以 下 (Fn) となった (図9A-図9D) 。標準

血清の抗体価 (Es) は, 8.70 (Pg) , 7.92 (Pi) , 8.44 (Aa) , 

7.17 (Fn) と設定したのでそれぞれの抗体価は, 7.70

以上 (Pg) , 6.92以 上 (Pi) , 7.44以 上 (.40) , 7.17以

上 (Fn) となることが明らかになった。このような理

由により改良型測定法ではすべての血清が7以 上の抗

体価をとると考えられ, (2) 外界の環境によって発色の

程度に影響を受けた場合, 血清曲線の形そのものは変
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図9供 試菌に対する標準血清曲線

化せず曲線が横軸方向へ平行移動する, といった仮定

が現実には図9の ように20回 測定した際の各血清曲

線が横軸と交わる点はほとんど変化せず希釈倍率が小

さくなるに従って大きく変動するためこのような現象

が生じたと考えられる。よって, 本研究で考えた改良

型測定法の抗体価算定法には再検討する余地があるよ

うである。

供試菌4菌 種ごとにスピアマンの順位相関係数を求

めた結果, 改良型測定法によって測定した抗体価は, 

従来型測定法によって測定した抗体価と統計学的に相

関していることが明らかになった。統計学的に相関し

ていることは明らかになったが, 従来型測定法によっ

て7未 満の抗体価を示す血清を改良型測定法によって

測定するとすべて7以 上の抗体価を示すため, 改良型

測定法によって測定した抗体価をそのまま従来型測定

法によって測定した抗体価と同様に扱うことはできな

い。よって改良型測定法をそのまま従来型測定法の代

用にはできないと考えられる。しかし, 従来型測定法

によって9以 上の抗体価を示す血清は, 改良型測定法

によっても同様な抗体価を示すことが明らかになって

いるので, 従来型測定法により比較的高い抗体価を示

す血清 (9以 上の抗体価) では改良型測定法を使って

測定を行っても問題はないと考えられる。つまり, 改

良型測定法は多くの血清から比較的抗体価の高い血清

をスクリーニングする場合には有効であると考えられ

る。
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結 論

著者らの教室で行っている抗体価測定法を改良した

改良型測定法によって24の 患者血清を数回測定 した

結果, 以下のような結論が得られた。

1.改 良型測定法では, 従来型測定法と反応時間を

ほぼ同じ時間にしたため1回 の測定に要する時間は短

縮できなかった。

2.改 良型測定法では, 抗体価算出法を変えたため

単位時間当りの検体処理数が約6倍 に改善された。

3.改 良型測定法により測定した患者血清抗体価の

再現性は, 従来型測定法に比べて改善された。

4.改 良型測定法により測定 した患者血清抗体価

は, 従来型測定法で9以 上の抗体価を示す血清の場合

は同様な値を示すが, 9未満の場合は高い値を示した。

5.改 良型測定法は, 多 くの血清から比較的抗体価

の高い血清をスクリーニングする場合には有効である

と考えられた。
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