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競合 ELISA 法の検出限界を B/B0 曲線の傾きから求める方法

林 譲，,a 松田りえ子，a 伊藤克敏，b 今井一洋，c 前田昌子b

Estimation of Detection Limit from Slope of B/B0 in Competitive ELISA

Yuzuru HAYASHI,,a Rieko MATSUDA,a Katsutoshi ITO,b

Kazuhiro IMAI,c and Masako MAEDAb

National Institute of Health Sciences,a 1181 Kami-Yoga, Setagaya, Tokyo, 1588501, Japan,
School of Pharmaceutical Sciences, Showa University,b 158 Hatanodai, Shinagawa, Tokyo,
1428555, Japan, and Research Institute of Pharmaceutical Sciences, Musashino University,c

1120 Shinmachi, Nishitokyoshi, Tokyo, 2028585, Japan

(Received November 1, 2004; Accepted December 16, 2004)

A method has been proposed for determining the detection limit (LD) from the slope of a semilogarithmic plot of a
B/B0 curve in competitive enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). As an application, this paper describes a
graphic determination of LD from analogue data in the literature. The LD obtained corresponds to the concentration at
which the relative standard deviation of concentration estimates is 30％.
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緒 言

検出限界の概念は定量分析においては重要であ

り，いくつかの国際機関で，その定義が与えられて

いる．1) ISO 及び IUPAC の定義に基づく ICH の検

出限界 LD の定義を示す．2,3)

LD＝3.3
s
a

(Eq. 1)

ただし，s はブランク試料の測定値の SD, a は検出

限界付近の検量線の傾きである．

残念ながら，上記の国際的な定義は，検量線が直

線である場合（非競合 ELISA 法）に限られている．

そのため，検量線が逆シグモイドである競合 ELI-

SA 法には，この定義を用いることができない．そ

こで，非競合・競合 ELISA 法に統一的に適用でき

る検出限界の定義が提案された．4)

LD＝3.3sC (Eq. 2)

ここで sC はブランク試料の濃度推定値の SD であ

る．Equation 2 を sC/LD＝1/3.3＝30％と変形する

と分かるように，Eq. 2 は「検出限界は，濃度推定

値の RSD が 30％となる濃度である」を意味する．4)

Equation 1 と Eq. 2 は，sC＝s/a とすれば，同じ

であるが，主張は大きく異なる．Equation 1 は測

定値の SD を基準にし，Eq. 2 は濃度推定値の SD

を基準にしている．そのため，Eq. 2 では，検量線

を参照する必要がないので，検量線が線形・非線型

に関わらず，検出限界を求められる．しかし，30％

RSD に対応する検出限界を見つけるためには，濃

度推定値の RSD が連続曲線として与えられなけれ

ばならない．この RSD vs 濃度のプロットを精度プ

ロファイルと呼ぶ．もちろん，このようなケースは

少なくはないが，5)すべての競合 ELISA 法に当ては

まる訳ではない．

本研究では，連続な精度プロファイルが得られな

い場合の方法論として，B/B0 曲線の片対数プロッ

トから，作図により検出限界を求める方法を示す．

この方法で求めた検出限界は，Eq. 2 の定義通り

に，濃度推定値の RSD は 30％となる．また，この

方法は，広い濃度範囲での精度プロファイルは必要

ではないため簡便である．本論文では，過去の文献

にあるアナログデータから検出限界を推定する作図

法を提案する．
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Fig. 1. B/B0 Curve in Bioluminescent Enzyme Immunoassay for Pituitary Adenylate Cyclase Activating Polypeptide 38 (PACAP38)
Procedures 1―4 are explained in the text.
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理 論

競合 ELISA 法では，検量線は 4 係数ロジスティ

ック関数

Y＝
C0－C3

1＋(X
C2)

C1
＋C3 (Eq. 3)

で表されることもあり，これを標準化した B/B0 曲

線

B/B0＝
1

1＋(X
C2)

C1
(Eq. 4)

もよく用いられる．B/B0 曲線の片対数プロット

は，検出限界で，次の傾きを持つことが既に導かれ

ている．6)

B/B0 曲線の片対数

プロットの傾き
＝

ブランク測定値の RSD(％)
13

(Eq. 5)

以下，Eq. 5 の応用を示す．

結 果 と 考 察

冒頭で述べたように，30％RSD に当たる検出限

界濃度を見つけるためには，連続曲線として与えら

れている濃度推定値の RSD が必要である．濃度推

定値の精度プロファイルは，測定値の精度プロファ

イルから，次のように求まる．4,5)

濃度推定値の SD＝(測定値の SD)÷(検量線の傾き)

そこで，連続な濃度推定値の精度プロファイルを得

るためには，

A. 連続な測定値の SD；

B. 実際に微分が可能な検量線；

が必要である．条件 A は，合理的に推定4,5)又は

SD を一定と仮定（等分散の仮定）すれば満たされ

る．条件 B は，検量線がデジタルデータとして与

えられていないと満たすことはできない．本研究で

は，条件 B が満たされない例として，文献のアナ

ログデータを扱う．

ここに例として挙げる文献7)は，特徴のある生物

活性を有する脳下垂体ペプチドホルモンである pi-

tuitary adenylate cyclase activating polypeptide 38

(PACAP38）を定量分析するための競合 ELISA 法

を扱っている．分析系は，第 2抗体固相化法であり，

luciferin-luciferase の生物発光反応を検出手段とし

ている．文献には，B/B0 曲線の片対数プロット
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（Fig. 1）と低濃度サンプルの測定値の RSD が記載

されている．Figure 1 は，原著論文のデータから新

たに作成したものであり，原著論文の図（Fig. 3)7)

と同等である．

Equation 5 によれば，検出限界濃度における B/

B0 曲線の片対数プロットの傾きは，ブランク測定

値の RSD（％）を 13 で割った値である．文献 7 に

は，最も低濃度サンプルの測定値の RSD は 1.9％

と記載されている．これをブランク測定値の RSD

とみなすと，Eq. 5 より，B/B0 曲線の片対数プロ

ットの傾きは 0.15 (＝1.9÷13）となる．

この計算値に基づいて検出限界を求める方法を以

下に記す（Fig. 1 参照）．

操作 1 B/B0 の図の左下のスケールを利用して，

Eq. 5 の傾きを持つ直線を引く．

操作 2 操作 1 の直線と平行で，B/B0 曲線に接す

る直線を求める．

操作 3 操作 2 の直線と B/B0 曲線との接点から X

軸に垂線を下ろす．

操作 4 操作 3 の垂線が X 軸と交わった点を求め

る．

操作 4 で求めた交点が検出限界である．操作 1 はか

ならずしも必要ではないが，図のスケールを使うと

目的の傾きを持つ直線を引くのが容易である．

Figure 1 より，検出限界濃度は 24 pmol/l となる

ことが分かる．この推定値は，文献の値（＝21

pmol/l＝3.1 pg/assay）と大変よい一致を示す．

上記の方法は，B/B0 曲線の片対数プロットの傾

きを利用するため，微分法と呼ばれている．6)微分

法では，B/B0 曲線と低濃度での RSD 値が 1 つあれ

ば，国際基準に一致する検出限界を図形的に求めら

れることを本論文では示した．従来の方法では，B

/B0＝90％などとなる濃度を検出限界とすることも

あるが，検出限界に特有な統計量との理論的関係は

導かれない．微分法は，世界に共通な基準に基づい

て分析法を評価できる．また，微分法は，広い濃度

範囲での精度プロファイルは必要ではないため簡便

であり，本論文で述べたように，過去の文献にある

アナログデータから検出限界を推定することも可能

であるため，適用範囲は広いと考えられる．
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