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要 旨

母乳中の卵 白抗原を検 出するために蛍光酵素抗体法による測定系を検討 し,母 乳中オバルブ ミンが0.1ng/mlま

で測定可能であった.こ の測定系 を用いて単 回搾乳 と鶏卵負荷に よる経時的搾乳による母乳 中オバルブ ミンの定量

を行 った.卵 制限をしている母親の母乳か らは1例 を除 き,オ バルブ ミンが検 出されなかった.鶏 卵2個 を負荷 し

て経時的搾乳 を行 った結果では,20名 中14名 の母乳中にオバルブ ミンが最高170ng/ml検 出 された.検 出された例

での負荷時の ピー クは30分 から8時 間で(平 均±標準誤差:156.6±36.3分),24時 間後には完全に消失 した.

鶏卵負荷に よる卵 白抗原母乳中最高濃度およびその出現時間 と,患 児の血清IgE,特 異IgE,特 異IgGお よびIgA

とは関連が認められなかった.

はじめに

気管支喘息,ア トピー性皮膚炎を主とするアレルギ
ー疾患は母親の妊娠中

,乳 幼児早期からの発症予防が

重要であると考えられている.妊 娠中に摂取した食物

が胎児の抗体産生に影響を与え,ア レルギー体質の強

い母子ではその傾向が特に強いことを筆者らは報告し

てきた1,2).離乳食開始前の乳児の血清からしばしば胎

盤非通過性の食物特異IgE抗 体が検出されることがあ

り,こ れは母親の妊娠中の摂取による経胎盤感作,お

よび経母乳感作が考えられる.今 回我々は,卵 白の主

要抗原であるオバルブ ミン(OVA)の 母乳による感作

を確認するために,蛍光酵素抗体法による母乳中0VA

の測定系を確立 し,鶏 卵負荷による経時的な母乳中

OVAの 測定等を行ったので報告する.

対象および方法

1)母 乳中OVA測 定系の検討

放射性物質を使用 しない方法で,ラ ジオイムノアッ

セイ法 に匹敵する感度 で測定できるような測定系の確

立 を計った.す なわち,井 上 らの方法3)に改変 を加えた

蛍光酵素抗体法で,96穴 ポ リスチレンプレー ト(Nunc)

にア フィニティー精製抗OVA抗 体 を固着 させ,10%

FCSで ブ ロックした後,脱 脂 した母乳および コン トロ

ール系列 を反応させ
,ビ オチン化アフィニティー精製

抗OVA抗 体,ス トレプ トア ビ ジ ンβガ ラ ク シ ド

(Zymed),0.1Mの4-Mu-β-Gal(Sigma)を 順次反

応 させ,0.1Mグ リシン緩衝液(pH10.5)で 反 応 を停

止 し,フ ルオロスキャン(大 日本製薬 ラボラ トリプロ

ダクツ)で 蛍光強度を測定 した.

測定系の確立のために,以 下に示す操作,検 討 を行

った.

① 市販抗体の精製

検出感度 を上げるために,市 販のヒツジ抗OVA血 清

IgG分 画(Cappel)に 対 してアフィニティー クロマ ト

グラフィー精製を行 った.以 下に今 回行 った精製方法

を示す.

リガン ドとして精製OVA(Grade Ⅶ,Sigma)を 用

い,セ ファロース4B(Pharmacia)と カ ップ リング

Abbreviations: FCS Fetal Calf Serum, 4-Mu-β-

Gal 4-Methylumbelliferyl-β-D-Galactoside, OVA

Ovalbumin, PBS Phoshate Buffer Saline
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させ た.カ ラムに充填 したOVA結 合 セファロース4B

に ヒツジ抗OVA血 清IgG分 画 を流 して抗原抗体結合

をさせ た後,pH勾 配 でアフィニティー精製抗オバルブ

ミン抗体の解離を行 った4).アフ ィニティー精製抗OVA

抗体 は,解 離後速やかに中性化 を行い,そ の後PBS中

で3日 間透析 を行 った.得 られた精製抗体の半量は固

相抗体 とするために-40℃ で凍結保存 し,残 りの半量

は直ちに ビオチンとの結合 を行わせ た.固 相抗体 は測

定時炭酸緩衝液 に溶解 し,96穴 マ イクロタイタープ レ

ー トに分注した
.

② 精 製抗体のビオチン化

測定感度 をさらに良 くす るために,測 定系 にアビジ

ン ・ビオチン系を取 り入れた.

得 られた精製抗体 を炭酸緩衝液 で再透析 し,N-N-

Dimethylformide(Sigma)に 溶解 したN-Hydroxysuc-

cinimidobiotin(Pierce Chemical)を 用 いてビオチン

化 した.得 られたビオチン化抗OVA精 製 抗体 は再度

PBSで3日 間の透析を行 い,測 定 まで4℃ で保存 した.

③ 検体 の処理

検体である母乳は15,000G,30分 遠心分離 し脱脂 を行

った後,測 定 まで-40℃ で凍結保存 した.

④ 母 乳中抗原の定量

測定はデュプ リケー トで行 い,検 量線は各測定毎に

引いた.固 相に非精製抗体 を用いた り,検 体 として脱

脂の十分 でない母乳 を用 いると検 出感度が落 ちること

も同時に確かめた.

マ イクロプレー トの洗浄にはTween20加PBSを 用

い,イ ンキュベーシ ョンはシェイカーインキュベータ

ー(Dynatech)を 用 いた
.

また,マ イクロタイタプ レー ト独特 のエ ッジ効果を

防 ぐために中央の60穴 のみ を使用 した.

2)測 定対象

① 単 回搾乳による母乳 中OVAの 測定

国立小児病院アレルギー科,都 立荒川産院で得 られ

た母乳48検 体 を用いた.こ の うち40名 の母親が卵の摂

取制 限をしていた.

② 鶏 卵負荷 による経時的な搾乳

同上の施設で,断 乳直前の母親に24時 間以上製品を

含めた卵の摂取 を一切中止 して もらい,検 査当 日の朝

鶏卵 を2個 摂取 し,前,30分,1時 間,2時 間,3時

間,6時 間,12時 間,24時 間 と経時的に搾乳 して検体

を得 た.得 られた20名 の母乳につ いて測定を行 った.

搾 乳時の乳児の月齢は5～15月,平 均10.2±1.0ヶ 月

であった.搾 乳の時点で同時に採血のなされた乳児は

11例 で,全 員ア トピー性皮膚炎 を持ってお り,血 液学

的検査所見は表1に 示す通 りである.

表1.採 血のなされた乳児の検査所見,臨 床所見と母

乳中オバルブミン最高濃度,出 現時間

結 果

1)測 定系 ならびに測定感度

各反応ステ ップの抗体 ならびに試薬 の適正濃度 を検

討 した結果,経 済性 も考慮 し,固 相の精製抗OVA抗 体

は10μg/ml,ビ オ チ ン化 精 製 抗OVA抗 体 は1:

10,000,ス トレプ トアビジン βガラクシ ドは1:4,000

の希 釈 とした.反 応時間はそれぞれ,固 相抗体 は4℃ ・

オーバーナイ ト,10%FCSに よ るブロッキングは37℃ ・

2時 間,コ ン トロールならびに検体は4℃ ・オーバー

ナ イ ト,ビ オチン化精製OVA抗 体 は37℃ ・3時 間,ス

図1.母 乳 中オバルブ ミン測定系
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トレプ トアビジン βガラクシ ドは37℃ ・1時 間,4-Mu

-β-Galは37℃ ・2時 間
,グ リシン緩衝液 による反応停

止まで3時 間 とした.

測 定系の大略を図1に 示す.ま た,本 測定法では最

小2乗 法による検討で0.1ng/mlま で標準直線の直線性

が証明できたので,こ の濃度を検 出限界感度 とした.

2)検 体 の測定

① 単 回搾乳による結果

卵を特に制限していない母乳8検 体 中4検 体から最

高4.1ng/mlのOVAが 検 出された.卵 を制限している

母親の母乳40検 体 中1例 にのみ1.0ng/mlのOVAが 検

出された.

② 鶏 卵負荷

鶏卵2個 を負荷 して経時的に追跡 したところ,20名

中14名 の母乳中にOVAが 最 高170ng/ml検 出された.

検 出された例 での負荷時の ピー クは30分 から8時 間で

(平均±標準誤差:156.6±36.3分),検 出幅は0.4ng/

mlか ら170.0ng/ml(35.9±15.1),24時 間後には完全

に消失 した(図2).

表2に 鶏卵負荷 を行ったケースの母乳中OVA最 高値

とその出現時間ならびに患児の月齢を示す.ま た,表

1に 示 した乳児の検査所見 と表2を 対比検討 したとこ

ろ,鶏 卵負荷における母乳 中OVA最 高値および出現時

間 と患児臨床症状,月 齢,血 清 トー タルIgE,卵 白IgE

RAST,卵 白特異IgG抗 体,血 清IgAと はいずれ も相

関に乏 しかった.

図2.鶏 卵負荷 による母乳 中オバルブ ミンの推移

考 察

母乳はアレルギー素 因のある子 どものアレルギー症

状 を抑えるのによいといわれている5-8)が,実 際の統計

調査では逆 に母乳栄養児の方がア レルギー発症率が高

い結果に出ることさえある9,10).こ れ は,母 親が子 ども

の食物 アレルギーに気 を配ることな く抗原 となる食物

を大量に摂取 し,経 母乳的に感作された結果 と考えら

れる.こ うした事実 をみると,ア レルギー疾患予防の

ためにア レルギー素 因のある人は乳幼児期から原因と

なる抗原の制限を行 うことが必要であり,経 母乳的な

アレルゲンの移行は大 きな問題 と言える.

表2.鶏 卵負荷を行った全症例の母乳中オバルブミン

最高濃度と出現時間

母乳 中抗原の検出は免疫拡散法に よる定性法11,12)を

始 まりとして,ラ ジオイムノア ッセイ法による定量法

で13-18)ng/mlか ら μg/mlの 単 位で母親の摂取 した食物

抗原が母乳かち検 出されることが明らかになっている.

しか しなが ら,検 出された抗原の濃度や出現する時間

が臨床的に どの ような意義を持つかについては,重 要

な問題であ りながらほ とん ど検討 されていない.こ れ

は,放 射性物質 を使用す る方法だと母乳中抗原を測定

で きる施設が限 られて しまう,従 来の報告にある方法
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だ と一度に処理できる検体数が少な く臨床施設 とのタ

イアップが うまくいかない,な どの理由が考 えられる.

そ こで,放 射性物質 を使用 しない酵素抗体法での測定

が検討された19)が,検 出感度の点でラジオイムノアッセ

イ法に劣 り,母 乳中の微量な抗原 を測定す る新 たな方

法の検討が必要 とされて きた.

通 常の酵素抗体法ではラジオイムノア ッセイに匹敵

するような検出感度が得 られないことか ら,今 回我々

は βガラク トシ ドに4メ チルウンベ リフェラル βガラ

ク トシダーゼ を作用 させ酵素作用によ り生ず る発蛍光

性のウンベ リフェロンDを 測定する蛍光酵素抗体法20)を

用 いた.こ の系にアフィニティー クロマ トグラフィー

精製抗体 と現在では 日常的に使用 され るアビジン ・ビ

オチ ン系 を組み合わせてさらに測定感度の上昇 を計 っ

た.こ れ らの系を96穴 マイクロプ レー ト上で行 うこ と

により,一 度に大量の検体 を処理できるようになった.

実 際にこの方法だと,最 終反応停止時間を数時間から

十数時間の長期 に取って もバ ックグラン ドの上昇が非

常 に軽微であった.

実 際の測定結果 をみると,単 回搾乳による検討では

従来の報告 と同 じようにng/ml単 位 のオバルブ ミンが

母乳中に検 出された.ま た,卵 の制 限食を行 った場合

にはほ とんどOVAが 検 出されないことが明 らかとなっ

た.

食物抗原の経 口負荷 を行 った従来の報告ではピー ク

が母乳 中で4～8時 間後14-18),血 中で2～3時 間後21)

とい う報告が大勢であったが,今 回の我々の検討 では,

平 均は約2時 間で母乳 中OVAの ピー クが得 られた.

Paganelliら が β ラクトグロブリンの血液 中の消退時間

を検討 した報告では15～45分 と早期 にピー クが検 出さ

れてお り22),今回の我々の結果 もそれを支持す るもので

あった.

また,Kilshawら14)は4例 の母親 に生の鶏卵1個 を

負荷 し,血 中濃度 と母乳中濃度 を検討 し,血 液 中に卵

抗原が出現してか ら60～120分 で母乳への移行が見られ

た と報告 しているが,今 回我々の検討で得 られた60分

以内にピー クが出現す る例 ではこれに合致 しなかった.

さ らに従来のピー クが4～8時 間とす る報告では摂取

後50分 以内に搾乳 を行 った例がな く,我 々の結杲 を否

定す るものでない と考 えられた.

早期 に母乳 中に出現す る食物抗原はピノサイ トー シ

スの機序で母親の血液 中,母 乳 中,そ して乳児の体 内

に至 ると考えられるが,ど の ような時間経過で移行す

るかはほ とんど未解決 である.さ らに,患 児の月齢,

母親の授乳態度,母 親自身の消化管における種々の感

染の有無など多くの因子が影響を与えることが考えら

れる.し かしながら,実 際の臨床の場でアレルゲンと

して強い作用のある卵を敢えて授乳中の母親に負荷す

ることは倫理面から多くの困難があり,今 回の我々の

検討では断乳が間近なボランティアにのみ鶏卵負荷試

験を行った.

今後放射性物質を使用しない方法でより多くの測定

が行われることにより,母 乳中抗原の臨床アレルギー

的意義が一層明らかになると考えられる.

結 語

今回我々の検討 した測定法により,今 後母乳中への

抗原移行に影響を与える諸因子についてさらなる研究

が進んで行 くものと考えられる.

稿 を終えるにあたり,御 助言をいただいた東京慈恵会

医科大学小児科前川喜平教授に深謝いたします.また,

母乳の採取に協力をいただいた都立荒川産院天野和彦

院長,吉 野伸医長(現 ・昭島保健相談所長)な らびに

国立小児病院アレルギー科の諸兄に深謝いたします.

本稿の要旨は第25回 日本小児アレルギー学会ならび

に第92回 日本小児科学会総会で発表した.
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THE DETECTION OF OVALBUMIN IN MOTHER'S MILK USING FLUOROENZYME IMMUNOASSEY. 

      Ken-ichi Akimoto 

     Depertment of Pediatrics, The Jikei University School of Medicine, 

       Yoji Iikura 

        Depertment of Allergy and Immunology, National Children's Medical Reseach Center. 

 We measured ovalbumin in mother's milk using new method of fluoroenzyme immunoassey. Using this 

system, we can detecta ovalbumin in mother's milk. 

 In the milk samples of 40 mother's who had not eaten any egg, no ovalbumin could be detectd except in one 

sample. In the milk samples of 20 mother's who had eaten two eggs, ovalbumin was detected in 14 samples 

and the maximum concentration of ovalbumin was 1.8-170.0ng/ml. The concentration reached its maximum 

between 30-480minutes after the mother had eaten the 2 eggs. There was no correlation between either the
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maximum concentraion or the period taken for the maximum ovalbumin concentration to be reached and 

infant's antibodies in the serum which include total IgE, specific IgE, specific IgG and IgA .
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