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は じめ に

　1973年 Heffman ：］
Jtl ア ル カ リホ ス フ ァ fi 一ゼ を標識

酵素 と し た競合反応 固相法を 用 い る酵 粟免疫測 定法

（enzyme 　immunoassay ：以後 EIA）を開発 し て 以来，

特異的 IgE抗体 の 検出の 分野に お い て も，β
一D ・ガ ラ ク

トシ ダーゼ や ペ ル オ キ シ ダー
ゼ な どを豫識酵素と し て

謂 い る EIA が応用 さ れ て お ウ，その 成績 が radioailer ・

gesorbent 　test（RAST ）の 成績 とほ ぼ
一

致す る 上 ，そ

の 操作 が 比 較的簡便 で あ り、ラ ジ オ 7 イ ソ ト
ー

プ に ょ

る放射能汚染の 危険が無い こ と などの 利点 の た め ，そ

の 臨床的有用性が高ま っ て い る．

　特 に 担体 と して，polystyrene 　bead を 用 い る方法

は，paper　dlscを 用 い る 場合 に 比 べ ，　 CNBr に よ る 活

性化 も必要 と し な い し，固相化 も物理的吸着に よ る た

め ，その 操作 が よ り安全 か つ 簡単 で あ る と さ れ て い る、

　わ れ わ れも
2）
す で に mite 　（Dern2tttoPhagoides．fal’・

inae） に 対す る 特異的 1gE 抗体 や こ ん に ゃ く舞粉抗原

に 対す る特異的 IgE 抗体 の 検 出 に pdystyrene 　bal1を

用 い る EIA を応用 し，そ の 有用性 を報告し て きた が、

今回 は ス ギ花粉症の 診断 に EIA を利用す る こ と と，担

体 と して polystyrene　bead を応 用 し paper　discの 代

Abbreviations ：　cpm 　　counts 　per　minute ；　EIA
enZyme 　 immUnOaSSay ； Ig　 immunOglubulin ；

PRU 　Phadebas　RAST 　unit ； RAST 　radioa11 巳rgo ・

sorbent 　test；　RIA 　rad 三〇immunoassay

り に な ワ うる か 否 か の 検討を 目的 と し て ，ス ギ 花粉症

患者前1清中の 特異的 IgE 抗体の 検出、RAST との 比較

などの 基獎的検 討を行 っ た．

　ま た．EiA が 種 々 の 利点 の た め に ，将来的 に RAST

と 共 に か な り広 く用い ら れ る だ ろ う と考え，こ れを用

い た 抗原分析 へ の 応用を も試み そ の 結果と 皮膚反応と

の 関連性 も検討 した の で あわ せ て 報告す る、

対象 ・材料 ・方法

　1．対象

　実験対象は ス ギ 花粉症 と臨床的に 診断 さ れ た 12症例

で あ り，男 2 名，女 玉0名 で
， 年齢 は i8歳 よ り56歳 まで ，

平均29．3歳で ，被検血清は 季節中 に 採 血 さ れた 血 済を

用い た ．ほ か に ス ギ 花粉 に 対 して 症状 を 示 さ な い 健康

人 12名 か ら採 血 した血清を鰐照 と した ．こ れ ら 血清は

使 用 時 ま で
一80℃ に 保存 した．

　2，材料

　担体 と し て Pierce　Chemica］Co．製 の 直径6．35mm

の 洗浄ずみ polystyrene　bead を用 い た。

　ス ギ 花粉， ヒ ノ キ 花粉 ，サ ワ ラ 花粉，イ ブ キ 花粉，

コ ウ ヤ マ キ 花粉 は 昭和 57−58年 の 飛散 期 に 採集し た も

の を用 い た．なお 使用時 ま で 乾燥条件下 5 ℃ で 保存し

た，

　抗 ヒ ト igE抗体 は ，β一D 一ガ ラ ク F シ ダー一一一ビ標識抗 ヒ
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卜 lgE特異抗血清 〔ヤ ギ，　MBL 社製）を 用 い た．こ の

場合 に 酵素は 抗 体 の Fab 部 に 標識されて い る．

　酵素基質は．t　2・・L ト ロ フ ェ ニ ル ・
β
・D一ガ ラ r ト ピ ラ ノ

シ ド （和光純薬製）を   ，05M リ ソ 酸緩衝液 （pH 　7・2）

に 0．1跖に な る よ うに 溶解 した も の を用 い た．

　緩衝液は ，緩衝液 （ D と緩衝液 （ID を 用 い た．

す な わ ち 緩衡液（1）は，015Tv：1　 V ン 酸緩衝液（pH 　7．2＞

1容に 生理的食塩 水 4 容 を加 え た液 に 0．1％Tween 　2 

とO． 5％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を添駕 し た もの で あ ワ，緩

函液 〔ID は 緩衝液 〔1）に 03 ％ ウ 沼 鯖 ア ・げ ミ ソ

を添加 し た もの で あ る．

　 3．力
．
法
．

　EIA の 測 定 原 理 は 某本的 に は RAST の そ れ と同
一

の サ γ ドイ ッチ 法 で あ る ，す な わ ち 抗原を結合 した 担

体 と被検血清 と をイ γ キ ュベ ー．・トす る 〔
一

次反応〕．こ

れを洗浄 した の ち，酵素標識抗 lgE 抗体を拠 え 再 び イ

ソ キ ュヘ
ー一

トす る こ
一
．次反応〕．十 分に 洗浄 し た の ち ，

酵素反応を必 要十分な だ け お こ させ る よ うに 酵 素 基質

中で イ γ キ ュ ベ
ー

ト し，最後 に 反応停止薬 を加 えて 反

応 を停止させ ， 比色計 に て 吸 光度 を測り酵素活性 を 測

定す る もの で あ る （図 1 ）．

　1）抗原 の po］ystyrene 　bead に よ る 固椙化

　 ス ギ 粗抗原を 0．05M 炭酸緩 衝液 （pH 　9，6）で 適 当な

濃度 （400，200，100，5 μ gprotein ！mD に 調整 し た．

1ml の 抗原溶液 に あ ら か じ め 0．OSM 炭酸緩衝液 （pH

9．6） で 洗浄 し た pDlystyrene　beads　 6 個 の 割 合 で 加

え，45℃ で 3 時間 イ ソ キ ＝ベ ー
ト し，次 い で 4 ℃ で

20−24時間放 置 し た．更 に 緩衡液 （1＞ で 充分洗浄 し．

使用 時ま で 緩衝液 （1 ）中で 保存 した．

　 2）特異的 IgE 抗体の 測定

　 試験管 （栄研 チ ュ
ーブ 2号） に 、緩衝液 （II）で 4

倍 に 希 釈 し た 被 検 血 清 160μ1を と り，抗原 固 相 化

beads を各 1 個ず っ 加 え，37℃ で 2 時間 静置 し て イ ソ

キ ュ ベ ー ト した〔
一

次反応〕．イ ソ キ ュベ ーシ ョ ン 終了

後，緩衝液 （1） を 加 えて 3回洗浄し，最後 に 緩衝液

（ID で 洗浄 した ．次 に テ 4 シ ュ ペ ーパ ー
に て 作製 し た

紙 こ よ りを用 い て 水分を充分吸収 し，160mlの β
・D 一ガ

ラ ク トシ ダ ーゼ 標識抗 ヒ ト IgE 特 異抗血 清 を加 え，

37℃で 3 時間静置 し て イ ソ キ ュ ベ ー
ト し た 〔二 次 反

応〕。反応終了後 は緩衝液（1）に て 3回 よ く洗浄し た ．

　 基質 2 −＝ ト ・ フ ・ ニ ル ・
β
・D一ガ ラ ク v ビ ラ ノ シ ドを

O、05M リソ 酸緩衝液 （pH 　7．2） で 0．1％ に な る よ うに

溶解 し，試験管 に 600μ1ずつ 注 入 した ．こ れ に 二 次反応

終了 ずみ の beadを加 え．パ ラ フ ィ ル ム で 栓 を し て

被検 血清 十 ス キ抗 原固 相化 bead

　 　 　 　 　 ↓

一
次 反応 　　37C 　 2 時 間　瞿nC しba：口on

　 　 　 　 　 ↓ 洗浄

β
一D −gaLactOSIdase標eSl亢ヒ ト19E 特 異 抗血清

　 　 　 　 　 ↓

二 次 反 応 　 　31C 　 3時 間　incubalion

　 　 　 　 　 ↓ 洗浄

酵 素基 質 2 ・nltrephemy ；一β・o
−
gatactopyra− 05Fde

　 　 　 　 　 ↓

酵素反 応 　　31
’
c 　ヨ1時 問 　■ncubetio ∩

　 　 　 　 　 ↓

酵 素 贋応　　停止 　005M 　 Na ：COl

　 　 　 　 　 ↓

吸 光度 測 定　412nrv・

　　　 　 図 1，EIA 法 の 原 理．

37℃ で 17時間 イ ソ キ ュベ ー
｝
・した 〔酵素反応〕．

卩
’

　最後 に 60〔｝μ1の O． 5M 炭酸ナ ト V ウ ム 溶液を加 え て

反応を停止 させ た 後，黄 色 に 発色 し た 反応液の 吸 光度

を 分光光騨 セ ミ シ 。
バ バ テ ム （島津製作所） を用

い 412nm で 測定 した ，

　 3） RAST

　RAST は ，　 Ceska 　J
）
　
3，
の 方 法 に 準 じ Pharmacia

Diagnostics　Co．製 の Phadebas　RAST キ ッ トを 用 い

て 型 どお り行 っ た ．た だ し paper 　discは キ ッ トの
一
部

と 自家製 の もの と の 2 種を用 い た ．自家抽 出 し た ス ギ

粗抗原 の 自家製 paper 　discへ の カ ッ ブ リ ア グ は，粗抗

原を ホ ウ 酸緩衝液 （pH 　8．  ）に 溶 か し，抗原液！m ｝に

disc　20trの 割合 で 加 えて行 っ た ．抗原 の 蛋 白濃度は 、

100，50．25μg！m1 に 調整 した が，濃度に よ る 測定値 の

大 きな変動は み ら れな か っ た ．

　 な お ，蛋白量 の 測定は，Bio・Rad　protein　assay の

キ ッ トを用 い て 行 い ，対照 と した ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン

に よ る 検量線か ら蛋白量を算出 した．

　 4） ス ギ 花粉 抗原お よ び 抗原 分析

　原則 と して 安枝 ら
4）

の 方法 に 準じ て 行 っ た．す な わ

ち図 2 の よ うに ス ギ 花粉 を ア セ トγ
， 次 い で ク ロ Pt ホ

ル ム
ー

メ タ ノ ール （2 ： 1）に て 脱脂 した の ち ， O．125

MNH 、
　HCO ，中 に

…一
夜浮遊 させ た ．上 清 を蒸留水 に 対

し て 2B 間透析 し， 更 に 80％飽和硫安に て 塩析 した も

の を凍結乾燥 して 粗抗原 （糧抽出物， 分画 1） を得，

ま た 抽出液残渣よ り swollen 　pollen を得た ．

　 分画 1を 50mM 　Na ・PB 　（pH 　 7．2） で 平衡 化し た

DEAE 一セ ル ロ
ーズ カ ラ ム に か け ， 溶 出液 の 塩濃度を

  ．2M 　NaCl，1，0M 　NaCl と高め て 段階的溶出 を 行 い ，

それ ぞれ分画 2 ，分画 3を得 た．
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8 担 体 と して Pol｝
『
s｛｝
’rene 　Bead を 駕 い た EIAの 応 燭

Alr　drled　PollenAceton

，　CHCI ヨ
ーCH30H （2／1＞extraction

Defatted 　Polten

Suspend　 in　O．T25M　 NH4HCO3

Djalyse　 vs 　 H20

Lygphylize（N卜私）｝SO‘80拿ぢSatr

　 　 　 　 Crude　extract

　 　 　 　 　 　 Fr．1

　　　　　　　｝
　 　 　 DEAE 　 cellulose 　 column

　　　 ln　 50mM 　Na ・PB 　pH7 ．2

− L −

Effu［uent 　O．2M　Naa　 1．OM　NaCI
　 　 　 　 　 　 elute 　　　　　e ｝ute

　　I　 　 　 　 　 　 FFr．2 　 　 　 Fr．3

CM 　Geiiulose 　 Co 「umn

in　 50mM 　 Citrate−PO4 　 pH4

　 　 　 　5thVt　NaHiPO ‘　G，2M　NaCl
　 　 　 　 e「ute 　　　　　　 eluteFr．4
　　　　 Fr．5　　　　　 Fr．6　　　　　　　　　　一

　 　 　 　 　 　 　 図 2 ．

Swollen　 pollen

Ef｛ul 凵 e 「tt

D 臼 eren ヒlalceqtrif

Extruded　ceils　　　ExFneifie

　 i

lntine　i　　 ｝ntine 　Il　　　Ceils

　　　　 （mucou55 。ln）

　　　　　l
DEAE 　ce 目ulose 　 column

in　50mM 　Na −P8 　pH ア．2

　　　　　1
　 0，2M 　 NaCl 　 elute

　 　 　 　 Ff．7

ス ギ 花粉 ア レ ル ゲ ア の 分画

　次 に ，こ の 非 吸着部 分 を CM ・セ ル Pt 一ズ カ ラ ム に か

け て ，溶出液の組成を 50mM 　citrate ・PO4 （pH 　4．e）
か ら，50mM 　NaH2 　PO

， ，0．2M 　NaC1 と変 化 させ て 段

階的溶出を行い ，非吸着画分 か ら分画 4 を，張着溶出

画 分 か ら そ れ ぞ れ 分画 5，分画 6 を得 た，

　swollen 　pollen部分か らは ，遠心法 に よ っ て 花粉外

壁を 取 り除 い て 紹胞 を 純化 した の ち，短時間 ホ モ ジ ナ

イ ズ し て 透明な内壁を破壊 した ．こ の 遠 心 上清 に存在

す る 多糖体成分を 50mM 　 Na −PB （pH 　7．2）で 平衡化

した DEAE セ ル ロ
ーズ カ ラ ム に か け て，0．2M 　NaCl

で 溶出 され る部分を分画 7 と し た ．

　 ヒ ノ キ 花粉，サ ワ ラ 花粉，イ ブ キ花粉， フ ウ ヤ マ キ

花粉 で も，ス ギ 花粉 の 場 合 と 「司様の 操作 に て 抽出を行

い
， それ ぞれの 粗抗 原を得た．

　5）各分画を用 い た抗原競合阻止試験

　図 3 の 方法 の よ うに ， 試験管に緩衝液 （II） で 4 倍

に 希釈し た症例 2 の 破椥 血清 ユ60μ1を と り、阻 止 抗 原

と して 図 2 の 各分画 と ヒ ノ t ，サ ワ ラ，イ プ キ， コ ウ

ヤ マ キ な どの 裸子植物 花粉粗抗原を蛋白量 と し て 各 h

　 　 　 　 息 者血 清

　 　 　 　 十 阻止 抗 原

　　　　　 （003 μ 90f 　Protein）

　 　 　 　 　 ↓

　 　 　 　 ス ギ粗抗原固 帽 化 bead

　 　 　 　 　 i

　 　 　 　
一

次 反塔

　 　 　 　 　 4

　 　 　 　 酵素 揉皺 抗体液

　 　 　 　 　 ↓

　 　 　 　 二 次 反 応

　　　　　 ：

　 　 　 　 以 下 図 ｝に 同 じ

図 3 ，各 分画 を用 い た 抗 原 競台 阻 止試験．

0．03μg 加 えて 37℃
， 30分間 イ ン キ ュベ ー

ト し，その 後，
ス ギ粗抗原を コ ーテ ィ γ グ した bead を加 え，以

．
F同

様操作 に て EIA を 行 い ，吸 光度を 測定 した．対照 と し

て は 抗原液 の 代 りに 緩衝液を用 い て．そ の 吸光度 との

比較で ，抗原活性を吸光度 の 低下 に よ り測定 し た，

　 6） プ リ ッ ク テ ス ト

　生体へ の テ ス ト と して プ リ ッ ク テ ス ト を 施行 し た ．
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すなわ ち，前述の ス ギ花粉抗線の 各分画 と類縁裸子植

物花粉抗原 を 生理 食蘊 水 で 希釈 し．そ れ らの 希釈液 を

用い て ，対象者 の 前腕馗側部で プ リ ッ ク テ ス トを 行 っ

た，15分後 に 出現 して くる膨疹の 直径が 対照 に 比 し，

3mm 以 ヒの 場合を 陽性と判定 し た，

結　果

　L 特異的 lgE抗体の 諏定

　表 1 の よ う に ス ギ 花粉 症 患者血 清 で は 吸 光 度

0．546−0．097で あり，健常人廠清の 場合 の   ． 47−O．〔）25

に 比 し著 明 に 高 い こ と か ら，poiystyrene　bead を 用 い

る EIA で も患 者と健常入 の 両者を識 別す る こ とが 可

能 で あ り，更 に 患者血 清中 の 特異的 EgE抗体を半定量

す る こ と も可能 で あ る こ とが推測 さわた ．

　 2．　Mi］定 条件 の 基礎 自气］検言寸

　1）抗原濃度の 影響

　表 2 の よ うに 抗原濃 度 を，40  ， 200， 1  0． 50μg

protein／ml に 変化させ ，そ の お の お の に つ い て 抗原液

lml あ た り 6 個 の 割合 で bead を 加 え 闔相化 を 行 一っ た

が，そ の 吸光度 に 著明な差は 認め ら取な か っ た の で ，

少な く と も抗原濃度が400−50μgprotein ／ml の 範囲 で

は，抗原過剰 に よ る反応抑制 もな く，抗原不 足 に よ る

反応低 下 もな い と思 わ れた ．

　 2）被 検血 清 の 濃度 の 影響

　表 3 の よ う に 裟検 血 清 の 濃度を 変 え て EIA を行 っ

て み る と．希釈す る に 従い ，そ の 吸光度 の 低 下が み ら

れ た ，した が っ て ， 従来 か らの 他 の ア レ ル ゲ ソ に お け

る 報告
2、

と同様 に 並 清希釈濃度 は 4 倍 が最良の 条俘 と

考 え られ た ．

　更に表に 呈示 し て ある よ うに ，RAST の 場合 に も希

釈 に 応 じて ．そ の 測定値 の 低下 が み ら れ た．

　 な お 患者 血 清 は 症例 1の 血清を，対照 と して の 健常

人血 清 は 症例 17の 血 清 を 用 い ，抗原 は ス ギ 粗抗原 〔分

画 1）を用 い た．

　3）抗原 コ
ー

テ ィ ソ グ に お け る個 々 の bead の 差 異

　 図 4 の よ う に 10個 の beads に つ い て ， 同
一

の 抗原

量 ，同
一

の 血清 を 用 い て 吸光度を測定 し た が．症例 5

の 血 清を用 い た 場合 に は
， 0。292−0．422 平 均   ．383±

O、 36で あ り，症 例 1 の 」lil　9 を 用 い た 場 合 に は ，

O．175−0．223 平均O．202± 0．017とな り，bead間 の 抗原

結合量 の 差異 は ほ と ん ど認 め られ なか っ た．

表 l　 E雪A に よ る特 異 的 lgE 抗 体 の 測 定

9

患　者
・

　　　　　　．i牢飴 性 吸 光度
；

　　　　一毳
i　 鍵 常 老 年齢 性 吸 光 度

　 　 　 　 　 　 　 ：

1．」．G ．24F0 ．546ll3 ・c ・A ・ 18FO ．047

2．M ．K ．i　　　　　　　．18F0 ．486ii4 ．K ．o18Fo ．047

3．M ．S ．　　　　　　　．laF0 ．460h5 ．　 C 、A ． 18FO ．045

4．K ．S ．i　　　　　　　．28F0 ．335h6 、　MJ ．
｝

18Fo ．043

5，A 、M ，
　 　　 　 　 　　：

32M0 ．309a7 ．　 M ．K ． 18FO ．035

6．」．Y ．i18F （L285i8 ．　 Y ．A ． 18FO ．035
　 　　 　 　 　　 1
7　 M ．H ．18F0 ，24019 ．H ．H ， 20FO ．03／

8．u ．1 ．56F02192G ．　 Y ．0 、 18F0 、031

9　 K 　S 、26F1   、200
…

21．S ．0 ． 2LFo ，030

10．H ．H ．40F ；   15322 、S ．A54M0 ．029

11．Y ．A ．
　　 　 　 　　 　 ；

35F913723 　 Y ．M20Fo ．  28

12、T ．T 」138M9 ．09724 　 F 、H ．43FO ．025

表 2　 bead との 結 合 に お け る 抗 原 濃度 の 影 響

吸 　光　 度

抗猿 濃度

　 〔μ 9〆皿 1〕
患 　者 讎常者

症例 5 症例 lo 症例 22

40020010050　 　o ．443

　 　0、380

1　 　D．556
　 　0．338
；

O、1700
．1630
．15呂

O，156

O．Ol800360

．0240
，029

表 3　 薮検 血 清の 濃度の 影響

E】A RAST RAST
希釈倍数 〔0 ．D．4Σ2） 〔Pharmacia 製 ） （臼家 製）

〔cpm 〕 〔ス コア 〕 〔PRu 〆mB 〔cpm 〕

1 ． 81831H 7 ．4 12807

2 一 6051Ill 4 ．7 11766

4O ．5呂25108Ill 3、7 7881

8O ．3356762ul 5，5 5608

160 ．201230911 L2 3432

32O ．1101365 1 G．35 2052

6ξ o．073 一

1280 ．059 一

2560 ．0ξ3 一

対照， o、04451  
「

1　 516，
・

レ フ ア レ ン ス

　 A12339cpm

　B489 アcpm

　 C　　1744cpm

　D 　 718cpm

　3．RAST と の 比較 （fi　4 ）

　beadを 用 い た EIA の 吸 光度 と Pharmacia 製 の

paper　discを用 い た RAST の cpm との 比較 で は ，図

5 に 示 す よ うに ， R 二 〇．874．　Y ＝ 964．6＋ 9374X と な
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表 4　 EIA と RAST との 成績比 較

症
　　　…
例

　 EIA
（0 ．D．412＞

　　　RA
（Pharm

患 者 〔cpmj 〔ス フ

1．」．G ．i　　　　彈  ．546 ｝5321 …　 m

KSS

顳

YHISH

MMKAj

垣

UKH

2
　

3
　
4
　
5
　
6
　

7
　
8
　
9
　
軌

　

　

　

　

　

　

　

1

　 　 RAST
（Pharmacia

0　496　　　 5762

0　461ユ　　　　5024
0　335　　　　4543

0　309　　　　3326

0285 　　3880 …
o．24。　 41833

0．219　　　　3986

0．2eo　　 3804　1

e．153 　 22071

且．Y ．A 　； O，137
12．T ．T ．… 0．。97ll96843

健常者

17　 M ．K ．1・．
脱 510

22、S ．A ．　 O．e29ll7

m

盈
Hm

講
m

晝
−

OO

　

　

〔

　

　 7．6　　　　14325

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

表 5　抗原 競 合限 止 試験

　 　 　 　 　 　 　 　 　 症 倒 5　 　　 　 症例 10

　図 4．抗原 コ
ー

テ a γ グに お け る個 々 の beadの 差

異．

阻 止挨原 （分画） 吸光 度

り，有意 の 棉関 が 得 られ た．

　更に ，自家製の paper 　d三sc を用 い た RAST の cpm

との 比 較 で も，図 6 に 示 す よ うに，R ＝O．868，Y ＝

3920十 19962X とな り， EIA に よ る成績 と RAST に よ

る成績 と の 間 に は 有意 の 相関 が 認 め ら れ た．特 に 表 4

の よ う に RAST の 単位 を cpm か ら PRU ／m1 とす る

と，R ＝0．90e，Y ； G．1589十 13．04X と な り，よ り高い

相関が得られ た．

　ま た 念の た め 行っ た Pharmacia 製 と 自家製 の 2 種

の paper　discを用 い た RAST 間 の 比較で は 両者 間 に

は R ； 0．84e，　 Y ＝ 3072＋ 1．801X と 有意 に 相 関 が 認 め

られ た ，

　4、各分画を用 い た 抗原競合阻止試験 に よ る 抗原活

性 の 測定 （表 5 ）

　各分 画 と も患者 血 清の 吸光度 0．697よ り有 意 に 吸光

度 が 低下 し た の で ， 全て の 分画 に 抗原 活性 が 存在す る

と思 わ れ た ．特 に 分画 2 ，分画 3，分 画 5 に は ス ギ 粗

抗原 の 分 画 1 と等 しい か，又 は それ 以 上 に 強 い 吸光度

の 低下 が 認 め られ た が，分画 7 で は ほ と ん ど吸光度 の

低下が認 め ら れ な か っ た．更に 類縁裸子植物 の ヒ ノ キ，

分画 1

分 画 2

分画 3

分画 4

分画 5

0， 780
 6701040

．49100SS

分両 6

分函 7

04300

、521

　（ヒ ノ キ ）

　 （サ ワ ラ ）

　（イ ブキ 〉

（コ ウ ヤ マキ）

0．4700
．4980

，4940
．545

（
一
） 0．030 健常者

（一） O．697 症倒 2

　ス ギ花粉抗原 各分画 と類 縁 裸 子植 物花粉巒抗 原を用 い た

抗原残合阻 止試験 に よ る抗原活性の 測定．

サ ワ ラ，イ ブ キ． コ ウ ヤ マ キ の 花粉粗抗原 に は 吸光度

低下 が余 ウ認め ら れず，阻 止 試験陰性 と考 えられ た．

　5．プ リ ッ ク テ ス トに よ る 抗原活性 の 測定 （表 6 ）．

　生体 へ の テ ス ト と し て ス ギ 花粉抗原の 各分画 と前述

の 類縁裸子植物 の 花粉抗原を用 い て ブ リ ッ ク テ ス F を

行 っ た．ス ギ 花粉抗原 に 対す る特異的 IgE抗体 の 高 い

症例 5 ，症例 8 、症例 1 の 3例 に つ い て は，陽性の 結

果が得 られ た が，そ の 強度 に つ い て は 必ず し も E【A に

よ る 抗原競 合阻止試験 とは
．．．一
致 しな か っ た 、類縁裸子

幽

1
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　 図 5，EIA と Pharmacia製 discを蕎§い た RAST との 相関．

カ

　　鋼 6，EIA と自 家製 discを用 い た RAST との 相関，
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表 6　 プ
．
丿ソク テ ス トに よ る抗 原活 性 の 翻 定

一
十
一一

　 ス ギ 花粉抗 原各分鹵 と 類縁裸 子植物花雛粗抗 原を 舅 い た

プ リ ン ク テ ス ／t，

（
一
）．膨疹は な く，多 少の 発 赤 を汁 うこ と が ある が 掻腿傷

痕の み が み られ た も の ，

（｝ ）：碧T斑 と弓・墅彭疹 を認占うtこ もq）昌
（升 ）．膨疹が 〔＋ 〕の 約 3 焙を示 し、紅斑 を伴一・た もの ，
研 i）：G ＋

馳
1の 膨 疹に 鯰 退を伴 n た り，あ る い は 〔ザ ｝よ り以

上 の 大 きさ を示 し、紅 斑 を伴った もの ．
註 ） 対 照 が （＋

一
：を 示 した場 合 は 1 こ れ を 陰性 と考 え て 陽性

度を きめ る．　 　 　 　 　 　 　 ．

植物 の 花粉粗抗原 の 場合 は ，抗原競合阻住試験 で は ほ

と ん ど吸光度の 低下 が認め ら れなか っ た に もか か わ ら

ず， プ V ッ ク テ ス トで は 多 くの 陽 性 例 が 認 め ら れ た．

考　察

　 EIA に よ る特 異的 IgE抗体 の 漫1定 に は ，橋本 ら
5 ，

の

paper　disc（Pharmacia 製），　 Erikssonら
6 ，

の plastic

tube，更 に Sepulvedaら7｝
の polystyrene　microplates

を担体 と し て 用 い た 場 合 の 報告が あ り．い ずれ も良好

な結果 が 得 られ て い る．

　 また 特異抗原 と して ，ダ ＝ ，卵白 ア ル ブ ミ γ ， ハ ウ

ス ダ ス ト
，

ア ス ベ ル ギ ル ス
， 花粉 などの 系 に 用 い られ，

や は り良好 な結果が得 られて い る ．

　 しか し，Weltman ら
s）

の ガ ラ ク ト シ ダ ーゼ を 用 い た

immunosorbent　testは ，　CN　Br活性化 セ ル ロ
ー

ス デ ィ

ス ク を用 い る こ とに 伴 う危険 の あ る こ とや，三 次反応

まで 必要 とす る 複雑 性な ど，い くつ か の 難点がある ．

　今 回 わ れ わ れ の 行 っ た EIA は ，担体 と し て paper

discを使用す るか わ りに polystyrene 　beadを用 い た

た め ，抗原 を物理的吸着 に よ り比較的簡単 に コ ー
テ ィ

ン グ し うる こ と，また 二 次反応まで で 直ちに 酵素反応

に 入 れ る と い う利点 を も っ て い る．

　polystyrene　bead は．抗原と錬水樽結合 ／：ア ル カ リ

性） に よ る物理的吸着で 結合す る と鬲わ れ て い る の で

CNBr に よ る 活性化が不 要で あ り，ラ シ オ ア イ ソ ：
h 一

ブ を使わ な い た め 操作や 保存が簡単 か つ 便利 で あ る．

更に discに 比 し表面積が大 ぎい の で 抗原が多 く付 き

や す い ．以 hの 特性 の た め，主要な ア レ ル ゲ ン が蛋白

質で も多糖体 で も十分 な 結台 が 得 ら れ る もの と 考 え ら

れ， ヒ記の よ うな種 々 の ア レ ’レ ゲ ア に も応用 されて い

る，

　佐藤 ｛
）

　
9Ut

，蛋 白質の 多い フ ィ ラ ［）ア 抗 原 に polys・

tyrene 　bead を用 い て お り，わ れ わ れ も
2】

ま た ，ダ ニ 抗

凍や 多糖体 の 多 い 舞粉抗原な どに も応用 し て 良好 な結

果を得，そ の 有用 性 を 確認し て い る．

　ま た 星
IOJ

も，今回 わ れ わ れ が 用 い た po｝ystyrene

beadに 類似 して い る と 思 わ れ る bead を使 用 し て そ

の 有用性を報告 して い る，

　今 回 お そ ら く は 糠 蛋 白 で あ ろ う ス ギ 抗原 に つ い て

polystyrene　bead を用 い て EIA を行 っ た結果，結論的

に は こ れ が 十分 RIA に 代 り得 る と思われ る の で，こ れ

まで RAST が応 用 しづ らか っ た 真菌 など の 糖 蛋白 7

レ ル ゲ ン に つ い て も，簡便 で 正 確か つ 再現性 の 良い 測

定法 と して 本法 は 有用 と思われ る．

　 しか し な が ら bead を用 い る 場合，他 の 抗原 に つ い

て は 基礎的な点で ，それぞ れ の ア レ ル ゲ γ に 応 じた 条

件設定な どの 検討 が 必要な こ とも事実 で あ る の で ，今

回 もい くつ か の 基礎 的 な検 討を試 み て み た わ け で あ

る．

　まず抗原 と bead との 結合条件 に つ い て は，ス ギ 抗

原 の 場合，抗原濃度50μ g／mi 以 Eで あれ．ぼ十分 bead

と結 合 し うる こ とが 観察 され，また 400μ g！ml まで の

濃度で あれ ぽ抗原過剰に よ る 抑制現象も起 こ らない と

考え ら れ る 成績 で あっ た ．稲沢 ら
2 ＞は ダ ；一抗原 の 場 合

100μg！ml 以，t’あれ ば 十 分 だ が，舞粉 抗原 の 場合 1GO

μg／m1 で は 反応が 弱 く400μg／m 】は 必要 で あ る との 報

告を し た が，佐藤 ら
野，

は フ ィ ラ リア 抗原 と bead との 結

合で は 100μg／ml の 抗 原濃度 で 十分 との 報告 を し て い

る．また polystyrene　mtcroplate と ア ス ペ ル ギ ル ス 抗

原と の 結合 に お い て も100μg！mi の 抗原濃度が必要 で

ある との 報告
7レ
もあ り、beadと結 合 させ る 抗原濃度

は ，抗原 の 組 成 に よ っ て 多少 の 差 異 は み られ る が，蛋

白濃度と して 100μg／ml 前後を 目安に考 えれぽ，ほ ぼ

良好 な結果 が 得 られ る と思わ れ ，
ス ギ 抗原 の 場合もほ

ぼ同様と考えて よ い 成績で あ っ た ，

1
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　抗原 の 種 類 に よ っ て 至適抗原濃度 に 変動 が あ る の

は ，ア レ ル ゲ ン と し て の 強度の 違 い ，例 えぱ 市皈 の ア

レ ル ゲ ソ を用 い る場 合の C
ッ ト 差や ，今回 の ス ギ で は

採取地域 や 採取時期の 差な ど と 共に ，抗原の 主要 ア レ

ル ゲ ソ の 組 成 つ ま り蛋 白質や 多糖 体 な ど の 比 率 が

bead と の 疎 水性結合 に 影 響 を 及 ぼす た め で は な い か

と も考えられ る．

　次 に 被検血清 の 濃度は ，EIA で も RAST で も希釈

に よ っ て 活 性 が低
．
ド し，EIA で は 4倍 希釈 で 十分 に 測

定 可 能 と の 結 果 が得 ら れ た，paper 　 discを用 い る

RAST で は 原 血清を用 い る が，　polystyrene 　bead を用

い る EIA の 場合，4 倍 希 釈 血 清で 測 定 で きる た め ，血

清中 の 反応抑制閃子 の 関与な ど の 可能性 も少な い し，

使 用 す る 血清が少 量 で 済 む な ど の 利 点 が あ る と思われ

る．

　最後 に ，同 時再 現性 に つ い て は ，同
一・

検 体で か つ 同

一
条件下 で 実施 し，その 存在を確認 し得 た ，稲 沢 ら

2」
の

用 い た ball（MBL 社製）で は，約 10燗 に 1 個 の 割 合 で

全 く再現性 の 得 られな い 場合が存在し た、 こ の 場合 の

再現性 不 良 の 原 因 は，吸光度が ほ と ん ど 0 に 近 い こ と

か ら，お そ らくは ball自体の 不 均一性に 起因す る もの

と考 え られ た．そ の 点 で は 今回 わ れ わ れ の 用 い た

Pierce　Chemica1　Co．製 の polystyrene　bead で は，良

い 再現性 が 得 ら れ た こ とか ら，類 似製 品 に 比 し，そ の

均一性に お い て ，よ り優れ て い る と思われ た ，更に．

星 も
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わ れ わ れ の 用 い た polystyrene 　bead　lこ 類 似 し

て い る と思われ る bead で 再現件を確認 し て お り、や

は り全体 と し て は ，bead や ballを 用 い た 場 合 に も，

paper 　discを用 い た場合 とほ ぼ同様 の 再現性 が 得られ

る もの と推測 され た ．

　以上 よ り，　polystyrene 　beadを用 い る EIA が ，ダ ニ，

舞粉， フ ィ ラ リ 7 な ど の 諸抗原 の 場合 と 同様 に ，多糖

類 の 多い ス ギ花粉に つ い て も，上 記条件 下 で は 特異的

IgE抗体の 測定 に 十 分利用 で き る こ と が 確 か め ら れ

た．

　次 に
，
bead を 用 い る EIA と RAST と の 成 績 比 較 で

あ る が，ダ ニ 抗原系に つ い て は 、前回 の稲沢ら
2）
の 報告

で も有意の 相関が あ b． こ ん に ゃ く喘息 の 舞粉抗原系

で も比 較的 良い 損関を認め て い る．

　今回 ，わ れ わ れ は ス ギ抗原系に も 良 い 相関 を 認 め 得

た ．従 っ て こ の polystyrene　beadを用 い る EIA が，感

度，安定度 ， 再 現度に お い て も信頼 に 足 る し，安全性，

経済性，簡便性 に お い て も利用 しやす い こ と な どか ら，

上記 以 外 の 抗原 系 の 場 合 で も、RAST に 代 っ て 十分使

用 さ れ得る こ と を 確認 し た．

　史に ，po】ystyrene 　bead を 用 い た EIA に よ っ て 抗原

分析 の 解析 も可能 で あ る と考 え られ る．そ こ で ，図 2

の よ う に 花粉浸出物 （粗抗原 冫 と細胞質 Cswollen　pol・

len）を出発物質 として 得 た 分画 を隧止抗原 と して 抗原

競台阻止試験 を行 っ て み た が，表 5に 示 した よ うに 粗

抗原を出発物質 とする分画 2，分画 3 ，分画 5 に 強い

抗原活性が認め られ，swollen 　pollen か ら得 られた分

画 7 に は 抗原活性が ほ と ん ど認 め られな か っ た． こ れ

らの 結果 は 安枝 ら
司
の 報告 とほ ぼ同様 で あ る が ，分 画

了の 蛋 白含量 が 粗抗原 に 比 べ 少量 で あ る た め な の か．

swoiien 　pollen 自伽 こ 抗原性が低 い た め な の か を判断

す る に は ，今後 の 検討を待 つ 必 要 が あ る．

　 い ずれ に し て も本法 に よ る結果 が ，プ リ ッ ク テ ス ト

の 結 果 と定性的 に ほ ぼ ．・
致す る上 に ，プ リ ッ ク テ ス ト

に 比 べ ill　vitro で 行え，結果 の 判定が わ か りや す い こ

と な ど か ら，こ の polystyrene 　bead を 用 い る EIA は ，

ス ギ 花粉 の み な らず，他 の 種 々 の 抗原 分析に 際 し，解

析 の
一

手段 と して 非常 に有用 で ある と考 えられ る．

ま と め

　担 体 と し て polystyrene　 bead を，酵 素系 と し て β一

D ．ガ ラ ク トシ ダー
ゼ を用 い る EIA （酵素免疫側定法）

に て ，抗 ス ギ 花粉 IgE抗 体を検 出 し
、 そ の 際 の 種 々 の

条件 に つ い て 基礎的検討を行い ，臨床へ の 応用並び に

抗原分析 な ど研究手段 へ の 適用 を 試 み，以 下 の 結 果 を

得た．

　Dpolystyrene　bead に Oよス ギ 花粉抗 原 が 良 く結合

す る，こ の際 の 抗原量は，50μgprotein ／ml 以上 が 必

要 で あ る．

　2） bead を 用 い た EIA に よ る特異 的 lgE 抗体測定

に お い て 同 時 再 現性 の 存在 が 確認 され．
， 本法の精度は

高 い もの と考 え られ た．

　 3） bead を 用 い る EIA と paper　 discを 用 い る

RAST との 成績は 良く相関 した ．

　 4）bead を用 い る EIA は
， 抗原競合阻止試験を 用 い

る こ とに よ り，抗原分析 の 際 の 抗原活性 の 測定 に も非

常 に 有用 で あ る．

　 以上 の こ と か ら，beadを用 い る EIA は，ア レ ル ギ ー

疾患に お い て
， 臨床 へ の 応用 と して特異的 lgE 抗体の

測定，基礎的駅究 と して 抗原 分析 の 際 の 抗原 活性 の 測

定 の 面 で ，RAST と 共 に 有 用 性 の 高 い 検 査 法 で あ る こ
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と が推察さ れ た ．

　本論文の 要旨 は，1983年．10月，第33回 日本 ア レ ル ギ
ー
学会

総会 に お い て 発表 し た．

　な お RAST の 実験 に ご 榛 力 下 さ っ た 纛il橋 赤 ｝
．
字病 院 検

査部 早 川清也 氏 他 の 皆様 に 探 く感 謝 い た しま す．
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ENZYME 　 1MMUNOASSAY 　 USING 　 POLYSTYRENE 　 B £ ADS 　 IN　 THE

　　　　　DIAGNOSIS 　OF 　JAPANESE 　 CEDAR 　 POLHNOS 璽S

　　　　 Shlgen」 Ma 【sロi，Tsugb 　NaHazawa ，Masahit（卸Inazawa ，

　　　　　　　　 Yoshio　Umegae 　and 　SetsuoKoba ｝
・ashi

FirstDepartmentげ∬，ttenraiルfeゴicine、　sごんα〕〜OfMFd！
’
cr
’
ne，　G 照 膃 〔ノ癜 ；鋸 妙

　 　　 　 　　 　 　　 　　 　 　 Naohisa　K ｛｝chibe

　　　Departme・n ’OfBio／0幻・，　Fa ‘utt．y　qf　Educa　tion，　Giintna伽 漉 据 珈

　 　　 　 　　 　 　　 　　 　 　　 KumikoSato

　　　　Co’嬢 （ゾ4fedica’Care　and 　TechnolOgy．　Gun ，na びni ！ersit ）
・

　　We 　bave　developed　an 　enzyme 　immunoassay （E1A）using 　polys ヒyrerle　beads 農s　an　antigen 　caπ ler　and β
．D．

暮alactosidase 　 as　the　enzyme 　marker 　for　measuring 　specific　IgE　antibodies 　se 癇 qua面 tatively　in　Japanese　cedar

pollinosLs、

　　ユ｝ Polystyrene　beads　can 　be　well 　coated 　wlth 　the　allergen 　extrac しfrom　Japanese　cedar 　pQllen．500r　more μg

proteinlml　ofaUergen 　is　needed 　for　thecoa 忙ing．

　　2） Reproducibility　of　this　method 　was 　accepted 　becausethere　was 　Iittle　di琶erence 　in亡he　results 　from　each 　bead．

　　3） Specif｛c　lgE　antibodylevelsmeasured 　bythis　method 　correlated 　well 　with ヒhose　by　RAST 　using 　paper　discs，

　　4） 互曲 ibltion　tests　using 　arltlgen　coated 　beads　and 　absorbed 　sera　with 　varbus 　kinds　of 　antigens 　showed 　that　this

methOd 　is　also　useful 　in　the　detectien　of　activitles　ef　fractionated　antlgens ，

　　These　results 　suggesL 　thal　EIA　 using 　polys吐yrene　beads　is　of　 value
，
　in　p｝ace 　of 　RAST ，　ln　isolation　studies 　of

aliergen 　as　well 　as　inthe　diagnesis　of　Japanes巳 cedar 　polHnosis，
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