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は　じ　め　に

　近年，酵素結合抗体法（ELISA）が病原体の検出や

定量，あるいは病気の診断等に広く使われるようにな

り，種々のELISA用改良プレートが市販されるよう

になってきた。そこで，通常用いているダブルサンド

ウィッチ法でELISA検定を行う場合，プレートの種

類，基質用試薬，使用後のプレートの洗浄等がどの程

度発色に影響するかを調査し，ELISA値に及ぼす要因

について若干の検討を行なった。なお報告に当り，ジャ

ガイモ葉巻ウイルス（PLRV）抗血清を分譲下さった新

潟大学小島誠博士に厚くお礼申し上げる。

材料および方法

　1．供試ウイルスと植物

　ブドウファンリーフウィルス（GFV）を保毒したブ

ドウ品種ミッションおよびセントジョージ，PLRVに

罹病したジャガイモ品種メイクイーンの各新葉または

成葉を供試した。

　ブドウ葉に対しては2％polyvinylpyrrolidone

（PVP）を加えた2．5％ニコチン溶液，またジャガイモ

葉には0．85％NaCl，0．05％Tween－20，2％PVPを含

む0.02Mリン酸緩衝液，pH77.4を磨砕液として使用

し，すり鉢で磨砕後低速遠心（3000×g，10分）して，

各上清をELISA検定用試料とした。

　2．プレートおよび試薬

　供試プレートの種類は第1表に示した通りである。

Aプレートは通常の検査業務に使用されているもの

であり，その他は試供品を使用した。

　基質用試薬のP一ニトロフェニルリン酸二ナトリウ

ムはシグマ社のsigma104錠剤または和光純薬工業

KKの特級を用いた。

　3．ELISAの手順

　GFVおよびPLRV抗血清からのγ一グロブリンの

精製，アルカリフォスファターゼ（Sigma，type　VII－

S）との結合およびその後の手順はCLARK and ADAMS

（1977）の方法に準じて行なった。

　Aプレートにおけるコーテングγ一グロブリンおよ

びコンジュゲイトの最適濃度はそれぞれ2．5μg／ml，

400倍希釈（ただしPLRV；200倍）であった。

　検定に際しては，1検体当りプレートの2穴を用い，

最終反応液に2．5mlの蒸留水を加えて，405nmにお

ける吸光度を測定し，これをELISA値とした。

第1表　供試エライザプレート

プレート

の略号
商　　　品　　　名 生　　産　　国

A DYNATECH　MICROELISA 西ドイツ

B DYNATECH　IMMULON　TM アメリカ

C DYNATECH　IMMULON　TM2 アメリカ

D F 不　　明
（三光純薬KK取扱い）

E EFLABOY（カートリッヂ式） フインランド
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結果および考察

1．基質用試薬とELISA値

　2社のP一ニトロフェニルリン酸を用いて，GFVに

対するELISA値を比較した結果，和光試薬を用いた

方が常に10～20％高く，しかも非特異発色は逆にやゝ

低かった（第1図）。反復試験においても同じ傾向を示

した。従って，Sigma社の錠剤は非常に便利ではある

が，秤量する手間をいとわねば，和光試薬は価格も安

価であり，基質用試薬として優れているといえる。

2．プレートの種類とELISA値

　プレートAにおけるELISA値を基準として，5種

類のプレートの発色能を比較した。

　A，B，Cの材質はポリスチレソ“Immulon”である

が，Cは蛋白質等の吸着を良くするために特殊な処理

が施されている。

　GFV罹病葉を用いて，これら3種のプレートの

ELISA値をコーラングγ一グロブリンあるいは、コン
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第1図　P一ニトロフェニルリン酸の2社製品の発色

　　　能の比較
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3種エライザプレートの発色能の比較
プレートの種類：▲；A，●；B，○　；　C

コーテングγ一グロブリン濃度；-2．5
μg／ml，一一一1．25μg／nl

ジュゲイトの濃度を変えて比較した結果の1例を第2

図に示した。

　A，BプレートにおけるELISA値はこの条件下では

ほとんど変らなかった。しかしCのELISA値はAの

それより常に40～60％高い値を示し，Aにおける

コーテングγ一グロブリンまたはコンジュゲイト濃度

をさらに2倍希釈して使用したとき，CとAの
ELISA値はほ同じとなった。

　なお，いずれのプレートもコンジュゲイトを400倍

以上に希釈すれば健全葉のELISA値は0．04～0．06

となり，プレート間に非特異発色の差異は認められな

かった。

　GFVとPLRVの各罹病葉を用いて，同一条件下で

AとCとにおけるウイルス検出限界を比較した結果

の1例を第3図に示した。

　葉汁液の10倍希釈区においてはCのELISA値は

Aのそれより20～30％，場合によっては50％以上高

いこともあった。しかし葉汁液の希釈に伴なって，Cと

AとのELISA値の差は小さくなり，2種プレートのウ

イルス検出限界に有意な差は認められなかった。

　したがって，Cはコーテングγ一グロブリンの吸着が

良いために，検体中のウイルス濃度がある一定以上よ

り高い場合にその特性が発揮されると言える。

　D，Eについても同様な試験を行なった結果DはA

のELISA値の約50％程度，EはAとほぼ同じ発色能

を示した。

　5種類のプレートのELISA値の比較から，C＞A≒

㌧
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第3図2種エライザプレートのウイルス検出能の

　　　比較
　　　●，▲；Aプレート，○，△；Cプレート
　　　ー；GFV罹病葉，---；　PLRV罹病葉

B≒E＞Dの順にプレートの発色は良好であった。

3．プレートの洗浄とELISA値

　使用後のプレート，A，B，Cを同一のデポッシュ液

（30g／ｌ）に2日間浸漬し，通常の洗い方で洗浄した。こ

れらのプレートを用いて，GFVとPLRVをELISA
検定した結果，いずれも未使用プレートのELISA値

の10～20％に低下し，しかも非特異発色が高くなっ

た。また同液に新しいAを浸漬し，洗浄後PLRVを検

定したとき洗浄プレートのELISA値は未使用プレー

トの約1／3に低下した。

　一度発色の悪くなったこれらのプレートを新しく作

製したデポッシュ，シカクリーン等で再度洗浄したと

き，Aの発色能は80％程度回復したが，Cは全く変ら

なかった。

　Aのデポヅシュによる洗浄はむしろ未使用プレー

トより発色が良くなることが明らかにされており（長

尾・西尾，1983），今まではこの洗浄法で全く支障を生

じなかった。

　洗浄プレートの発色能低下の原因について種々検討

した結果，特殊加工されたCと関係があるように思わ

れた。未使用のCを新しいデポッシュ液で洗浄し，

ELISA検定に用いても発色能は低下しないので，

ELISA検定終了時に加える3M　NaOHが関与してい

るように思われるが，その原因については明らかにで

きなかった。

　いずれにしても同時に浸漬した他のプレートの発色

にも影響を及ぼすことがあるため，新しいタイプのプ

レートを使用する場合はプレートの特徴を十分把握し

た上で，検定業務に用いる注意が必要であろう。

　本調査において，プレートの種類や試薬を選ぶこと

によって，GFVやPLRVのELISA値を数十パーセ
ント高めることは出来たが，検出感度をさらに高める

ためには現在用いている吸光度法を螢光法などに変え

る必要がある。螢光法においては例えばアルカリホス

ファターゼに対する基質として4一メチルウンベル

フェル・リン酸を用い，分光螢光光度計で測定する。

ToRRANcE　and　JoNEs（1982）はこの方法を用いて，

apple　mosaic　virusとPLRVの検出を試み，基質に

r－リトロフェニルリン酸を用いる吸光度法に比べて，

2～16倍検出感度が高いことを報告している。

引　用　文献

CLARK，M.F．and　A．N．ADAMS（1977）Character－

　istics　of　the　microplate　method　of　enzyme－linked

　immunosorbent　assay　for　the　detection　of　Plant

　viruses．J．gen．Virol.　34：475 - 4 8 3．

長尾記明・西尾　健（1983）　検定後のELISA用ミク

　ロプレートの洗浄法について．植防研報　19：105－
　107.

TORRANCE，L．and　R．A．C．JONES（1982）　Increased

　sensitivity　of　detection　of　plant　viruses　obtained

　by　using　a　fluorogenic　substrat　in　enzyme-linked

　immunosolvent　assay．Ann，appl.　Biol.　1O1：
　501－509．


