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Enzyme ・Linked　lmmunosorbent　Assay に よ る ス ギ 花粉 ，
ヒ ョ ウ ヒ

ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 定量 と ア レ ル ゲ ン エ キ ス 標準化 へ の 応用

　　　　　　　　 国立 相模原病院臨床研究部

安枝　浩　　秋山
一

男　　前 田裕二 　　早 川哲夫

　　　 金子富志人　長谷 川眞紀　信 太隆夫

　in　vitro に お け る ア レ ル ゲ ン エ キ ス の 標 準化 を実用化 す る こ と を目的 と し て，　 enzyme −linked　i皿 一

munosorbent 　assay （ELISA ）に よ る ス ギ花粉，ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ の major 　allergen ，　 Cry　j　I， お よ び Der

1 （Der ρ 1／Der　f　l），
　Der　II（Der　p　IIIDer　f　II）の 簡便 な 定量法 を開発 した ．抗血清 の IgG 分画 を吸着

させ た マ イク ロ プ レ
ー

トの ウ エ ル に ，ア レ ル ゲ ン エ キ ス ，ビ オチ ン 化 した IgG 分 画，市販 の ス トレ プ ト

ア ビ ジ ン
ー酵素結合物を順次反応 させ た 後，固相 に 結合 した酵素活性を比色法で検出し た．本法は高い

検出感度 （〜0．2皿g／ml ）と満 足 す べ き再 現 性 （CV ％＝L9 〜13．8％）を有 し て お り，本法 で の 測定値 は

従来 の radioimmunoassay で の 測定値 と 良好 な相関関係（r ＝ O．967−−O．990）を示 した．更 に
， 本法 で 測

定 した 3種類 の ロ ッ トの ス ギ花粉 ， 室内塵 エ キ ス 中の major 　a且lergen の 濃度 は ，皮内 テ ス トの 閾値 か ら

求め た各エ キ ス の 相対 的 な 力価 と よ く一致 し た．以 上 の 結果 か ら，こ の ELISA に よ る ア レ ル ゲ ン 定量法

は ア レ ル ゲ ン エ キ ス の 標 準化 に 有用 で あ る と考 え ら れ た ，
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of 　major 　allergen standardization 　of 　aUergen

緒　言

　ア レ ル ゲ ソ エ キ ス は ア ト ピ ー性疾患に お け る 皮膚 テ

ス トや 各種 の 誘発テ ス トに よ る 診断，な らび に 特異的

減感 作療法 に よ る 治療 の 両方 に 欠 く こ との で きな い も

の で ある．し か しな が ら ，
ア レ ル ゲ ン エ キ ス は 原 材料

中の 種 々 雑 多な成分を 含む粗抽 出液 に す ぎず ，し か も

活性成分 （ア レ ル ゲ ソ ） は 多 くの 場 合 不 安定 な 蛋白質

で あ る とい うこ とか ら，そ の 製 品 の 質や安定性 は さ ま

ざ ま な 条件 に よ っ て 大きく影響を受け る とい う問題点

を有 して い る．こ の た め に，ア レ ル ゲ ソ エ キ ス の 標準

化 を 行 う必要 挫 は 古 くか ら指摘され て い る が
1）−3）

， 我

が国 で は い ま だ に 実用化 さ れ て い な い の が 現 状 で あ

る．ア レ ル ゲ ソ エ キ ス の 標準化 を実用 に 供するた め に
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Abbreviations ： BSA 　bovine　 serum 　 albumin ；

Df 　DermatoPhagoides　廊 ガ 翩 θ； Dp 　Dermato ・

phagoides　pterony∬ inus； EI．ISA 　enzyme −1inked

immunosorbent　 assay ； PBS 　phosphate　buffered

saline ；　RAST 　radioallergosorbent 　test；　RIA

radioimrnunoassay

は ，エ キ ス の 力価を 信頼性が高く しか も簡便 に 評価 で

きる方 法 を 確立す る 必要 が あ る．

　 ア レ ル ゲ ソ エ キ ス の力価を評価す る 方法 に は ，患者

の 皮膚を利 用す る 方 法 以 外 に ，radioallergosorbent

test （RAST ）inhibition法 4）
−7〕

，
ヒ ス タ ミ ン 遊 離 試

験
7）
“9），マ ウ ス の IgE 抗体を用 い る passive　cutaneous

anaphylaxis 反応 の 抑制法
1°｝な ど がある が，エ キ ス 中

の major 　allergen を免疫化学的 に 定量す る方法 も信

頼性 の 高 い 方法 で あ る Bm 〕− 14 ）．我 々 は す で に ，ス ギ 花粉

と ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ の major 　 allergen に つ い て は

radioi   unoassay （RIA ）tlこ よ る 高驃 魑 法擁 立

し て い る が 15）16），こ の 免疫化学的定量法 を用 い て ア レ

ル ゲ ン エ キ ス の 標準化を行 お うとす る 場合，実用性，

簡 便 性 とい う面 か ら考 え れ ぽ RIA よ りも enzyme −

linked　immunosorbent 　assay （ELISA ）の ほ うが望 ま

し い ．

　本稿で は ，ELISA に よ る ス ギ花粉 と ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ の

major 　allergen の 定量法，な らび に こ の ELISA で 測

定 し た エ キ ス 中の ア レ ル ゲ ソ 濃度 と皮膚 テ ス トか ら求

め た エ キ ス の 力価 との 関係 に つ い て 検討を行 っ た ．
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材料 と方法

　 1．精製 ア レ ル ゲ ン
1η

　 ス ギ花粉 の Cη ブ 1 （SBP ）， コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ
，

1）ermatoPhagoides 　fan
’
nae （Df） の 1）er 　f　I （DF1 ），

Der　f　II（DF2 ），お よ び ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ ，D ．　Pteronys−

sinus （Dp ）の Der 　p　I （DPI ），　 Der　p　II （DP2 ）は

以前に報告 し た方法 に よ り得た
1S）−2の．

　 2．ウ サ ギ 抗 血 清 と そ の IgG 分画

　 各 ア レ ル ゲ ン に 対す る 特異抗 血清は既報に し た が っ

て 作製 し た
18 ）
−2 り）．抗 血 清 の

一
部か ら 硫安 塩 析 と Se・

phadex 　G−150に よ る ク ロ マ ト グ ラ フ ィ で lgG 分画 を

得た．更 に ，抗 Der 　f　l，抗 Der　p　l　IgG の
一部 は ，

Der 　p　l−Sepharose，1）er 　f　l−Sepharoseを用 い て，互

い の 交差反応 性 が な くな る まで 十 分に 吸収 した ゆ ．

　 3。IgG の ビ オ チ ソ 標識
2D

　抗血清の IgG 分画 （1mg 　in　O．1M 　NaHCOs ，1ml）
に ，dimethylformamide に 溶 解 し た 1mg ／ml の N ・

hydroxysuccinimidobiotin （Sigma ）の 溶液 ， 100μ1を

加え，室温で 静置 し た．4 時間後，反応混合物を borate

buffered　saline ，
　 pH 　8．0で 平衡化 した Sephadex　G −50

の カ ラ ム （10m1） に 添加 し
，
　 void 　volume に 溶出する

ビ オ チ ソ 化 IgG を 得 た ．

　 4．ELISA の
一一般的手法

　 ELISA 用 96穴 ポ リ ス チ レ ン マ イ ク ロ プ レ ー
ト

（Maxisorp ，　 Nunc ）の 各 ウ ニ ル に ，　 O．IM 　carbonate −

bicarbonate　buffer，　pH 　9，6で 10μ g／ml の 濃度に 希釈

し た 抗血 清の IgG 分画 100μ1（1μg／well ）を加 え， 1 晩

静置し て IgG を ウ エ ル に 吸着 させ た ，0．2％ の Tween

20を含む phosphate　buffered　saline （PBS ・T ） で 3 回

洗浄後， 1 ％ bovine　serum 　albumin （BSA ） を含 む

PBS 　IOOμ1を加 え ， 37℃ ， 30分間 イ ソ キ ュ ベ ー
ト し，

再度 PBS −T で 3 回洗浄 した ．次 に ，0．2％BSA を含む

PBS −T （PBS ・T −BSA ）で 希釈 した精製 ア レ ル ゲ ン の 標

準溶液 （10〜O，1ng ／m1 ）， ある い は ア レ ル ゲ ソ エ キ ス

100μ1を加え，37℃ で イ ン キ ュベ ー
ト し た ．2 時間後 ，

ウ エ ル を PBS −T で 5 回 洗浄，次 い で ビ オ チ ソ 化 し た

抗血清 の IgG 分画 （1μ g／ml 　in　PBS −T −BSA ），100μ1

（ユ00ng ／wel1 ）を加 え，37℃ で 2 時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト

し，再び 5 回洗浄 した ．そ の 後，ウ ニ ル に PBS −T −BSA

で 1 ：400  に 希釈 し た ス ト レ プ ト ア ビ ジ ソ
ー
β
一ガ ラ ク

ト シ ダ ーゼ 結合物（BRL ），
100μ 1を 加 え

，
37℃ で L5 時

間 イ ン キ ＝ベ ー
ト

， 次 い で 5 回 洗 浄後 ， 基質 （5mM

o−nitrophenyl 一β一D−galactopyranoside ，東京化成）溶

液，100μ 1を 加 え て 37℃
，
60分間酵素反応 を行 っ た ．最

後 に ，IM 　Na2　CO3 ， 100μ1を 加 えて 反応 を停止後，分

光光度計 （ETY −96，東洋測器）に て 415nm の 吸 光度 を

測定 した ．なお
， 基質 は G．1M 　NaCl ，1mM 　MgCL 　O．2％

BSA ，　 O．05％ NaN3 を含む 20mM 　phosphate 　buffer，

pH 　7．2に 溶 解 した ，標準溶液に よ る 吸光度 か ら標準 曲

線を描 ぎ，そ の 標準曲線か ら 各 エ キ ス 中 の ア レ ル ゲ ソ

濃度 を 求 め た ．

　 5．ア レ ル ゲ ソ エ キ ス

　鳥居薬品製の 診断用 ス ギ花粉 エ キ ス ，室内塵 r キ ス

の それぞれ 3種類 の P
ッ トの エ キ ス を使用 した ．皮内

テ ス トの 閾値 の 測定 に は， 1 ：1000 （W ／V ）か ら ス ギ

花粉 エ キ ス は 4 倍希釈系列 ， 室内塵 エ キ ス は 2 倍希釈

系列 の エ キ ス を作製 し て 使用 し た が， 3種類 の ロ
ヅ ト

間 の 力価 に あ る 程度 の 差 を つ け る た め に
， あらか じ め

一部 の ロ
ッ ト は 1 ：1000よ り も更に 2 倍，あ る い は 4

倍希釈 し た も の を 1 ： 1000と み な し て テ ス ト に 用 い

た．希釈 液 に は エ キ ス の 力価 の 低下が少な い O．03％
human 　 serum 　 albumin とO．5％ phenolを含む saline

を使用 し た
22 ｝−25 ）．

　6，皮内 テ ス トに よ る エキ ス の 力価測定

　皮内テ ス ト は
， 国立相模原病院 ア レ ル ギ ー

外来を受

診 し た 気管支喘息，ある い は ア レ ル ギ
ー

性鼻炎 の 患者

を 対象と し て ，石 崎 の 方法
26》で 行 い ，1 ＋ 以 上 の 反応を

示 し た 最大希釈度を そ の エ キ ス に よ る閾値 とみ な し ，

全 対象 の 闘値 の 幾何平均 値をそ の エ キ ス の 力価 と し

た。

結　果

　1．ELISA に よ る ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ ，ス ギ 花 粉 major

allergen の 測 定

　 ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ に は Dp ，　 Df そ れぞ れ に 2 つ の グ ル ー

プ の majOr 　allergen ，
　 Der　I　（Deγ PI／l）er　f　I） と

Der 　II （Der　P　II／1）er　f　II）があ る が，す で に 報告 し

た RIA の 場合 と 同様 に
，
　 Der　lは 互 い に十分に 吸収 し

た 抗血 清を用 い て DerpI と ヱ）erfI を別 々 に 測定 し

て ，そ の 合 計量 を 室内塵 エ キ ス 中 の 1）er ・1量 とみ な し ，

一
方，Der 　IIは 1）er 　p　II， 1）er　f　IIの 両方に 等 し く反

応 す る 抗 血 清 を用 い て 両者を Der　IIと し て ま と め て

測定 し た
16 ｝．Fig．1・A ，　 B，　 C に 各精製 ア レ ル ゲ ン に よ

る標準曲線を 示 し た ．図 に は 示 し て い ない が
， 種 々 の

ダ ニ ，お よ び室内塵の ＝ キ ス の 希釈 曲線 は す で に 報告

N 工工
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　Fig．1．　Typical　 standard 　 curves 　 for　 Der 　p　I

（●
一● ），Der／1（o

− o ），　Der　P　II（▲一
▲ ），　Der プII

（△
一△ 〉，and 　 Cry ブ（◆

一◆ ｝in　the　Der ヵ 1・ELISA

（A ），1）er　f　I−ELISA （B），　Der　II−ELISA （C）and αy ゾ

IELISA （D），

した RIA の 場合 と同様に ， い ずれ も標準曲線と良好な

平行性 を 示 した
16 ）．

　 Fig．1−D に ス ギ花粉の Cry ブ1に よ る標準曲線を 示

した ．Cη ブ1は ヒ ノ キ を は じ め とす る ヒ ノ キ 科 の 花粉

中 の 対応す る 成分 と交差反 応性 が あ る た め
ユB｝2 ’）2S）

，
こ

の 測定系 に は ヒ ノ キ科花粉抗原も反応す る が，ス ギ花

粉 エ キ ス の 標準化 と い う目的 に は なん ら問題 に な らな

い の で ， あえて 抗血清の 吸収は行わな か っ た．

　測定感度 は RIA の 場合 と同様 に ，測定条件 に よ り変

動 し た が
， 今回 の 条件 で は い ずれ の ア レ ル ゲ ン も0．2

ng ／ml 程度ま で は検出可 能で あ り，ア レ ル ゲ ン エ キ ス

の 力価測定 とい う目的 に は 十分 で あ る と考 え られ た ．

　2，RIA で の 測定値 との 相関

　相模原周辺 の 住 居 か ら集 め た 室内塵47検体中 の ヒ ョ

ウ ヒ ダ ニア レ ル ゲ ソ 量 に つ い て ，従来 の RIA で の 測定

値
16）と今回 の ELISA で の 測定値 の 比較 を行 っ た ．両

方法 で の 測定値の 対数変換後 の 相関係数 は 1）erpI が

r ＝ 0．990，DerfI カミr ＝ 0、967，1）er　llカ：r ＝ O．974と ，

い ずれ も良好で あ っ た ．
一一

例 と して Fig．2t！：∠ber　f　1

の 相関図 を示 し た．

　 3。測定値 の 再現性

　 3 種類 の ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ ア レ ル ゲ ン の ELISA に お い

て，実測値 が 0．2， 0．5， 1．5， 5．Ong／ml 付近 の 値を示

す よ うに そ れ ぞ れ 4種 類 の 希釈度 の 室内 塵 エ キ ス を 調

製 し，そ の エ キ ス を用 い て 測定内 に お け る 再現性 ，
お

よ び 測定間 に お け る 再現性を調べ た． 6 重測定を行 っ

た と ぎ の 測定 内に お け る 再 現性 の 変動係 数 （intra−

assay 　coefHcient 　of 　variat 三〇 n ）　は，　1）er　P　I，　Der 〆1，
Der 　 IIが そ れ ぞ れ 3．5〜10 ．8％，5．9〜9．3％，

1．7〜8、7％で あ t）　t 一方 ， 2 重測 定 で 日を 変えて 3 回

測定 し た と き の 測 定 間 に お け る 再 現 性 の 変動 係数

（interassay　coefilcient 　 of　variatiQn ）　は ，　1司 じ　く

1．9〜10．0％，3．0〜7．7％，4．5〜13．8％で あ っ た ．す

なわ ち
，

3 種類 の ELISA は い ず れ も測定領域 の 全域

に わ た っ て 良好な 再現性を 示し た ．

　4．皮膚 テ ス トで 求 め た 力価 と の 比較

　室 内塵 エ キ ス
，

ス ギ花粉 エ キ ス それ ぞ れ 3 種 類の

ロ ッ トに つ い て ，
一

方 で そ れ ぞ れ 1 例 の 患者 に 行 っ た

皮内 テ ス ト の 閾値 か ら力価を求 め （Table　 1
，
2），他方

で EuSA に よ り各 ア レ ル ゲ γ の 濃 度を 測 定 し た

（Table　3）．　Table　4 に 示 し た よ うに ，3 種類 の ロ ッ ト

の 室内塵 エ キ ス 中 の Der　I，　 Der　II，お よ び ス ギ 花粉

エ キ ス 中 の Cη ゴ1の 相対的 な 濃 度 の 割合 は ，皮内 テ

ス トの 閾値 か ら求 め た 各 エ キ ス の 相対的 な力価 と よ く

一
致し た 。
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Table　 l　Determination　of 　the　potency 　of 　three

　house　dust　extracts 　by　intradermal　skin 　test

Endpoint 　dilution× 10
−3

PatientLot
　A 廓 Lot 　B 黙 Lot α

T ．S ， 23 24 25

Y ．Y ， 24 24 25

K ．M ． 24 25 26

S ．S． 25 25 27

T、A。 26 28 29
T ，N ， 27 2a 2B

Y ．Ik． 29 23 29

Y ．It． 29 2LO 2H

T ．1． 2足o 2LO 2且2

K ．O． 21° 212 2】3

Geometric
　 Mean 25・7 27・5 2B・5

　
＊Three　house　dust　 extracts ，　 lots　A ，　 B　 and 　 C　 were

intraderrnal　skin 　test　solutions 　obtained 　from　Torii ＆

Co．，　Ltd，，　Tokyo ．

Table 　2　Determination 　Df　the　potency　of 　three

　sugi 　pollen　extracts 　by　intradermal　skin 　test

Endpoint 　dilutionxlO−3
PatientLot

　A 東 Lot　B ネ Lot　C ＊

Y ．H ． 42 4正 40

M ．T ． 43 42 43

S．M ． 43 42 42

A ．K ． 48 42 42

1．T ． 44 4言 42

E ，K ． 44 43 43

H ．Y． 44 4診 43

C ．H ． 45 44 43

T ，K ． 45 4ら 43

Y ，S ， 45 44 44

Geometric
　 Mean 43・8 42・8 42・4

　
壌Three　sug 董pollen　 extracts ，　lots　A ，　B 　 and 　C　 were

intradermal　skin 　test　 solutbns 　obtained 　from 　Torii＆

Co，，　Ltd，，　Tokyo ．

考 察

　 ア レ ル ゲ ン エ キ ス 中 の major 　allergen を免疫化学

的 に 定量す る方法 が ア レ ル ゲ ン エ キ ス の 標準化 の た め

の 力価測定法 として 有用 で あ る こ と は多 くの 種類の エ

キ ス で 確 か め られ て い る
2）4）S）12）14）29）．今回 の 検 討 に お

い て も，ス ギ花粉 エ キ ス
， 室内塵 エ キ ス の 皮膚 テ ス ト

Table 　 3　Concentration　of　major 　allergens 　in

　　 house 　dust　and 　sugi　pollen　extracts

　　　　　　measured 　by　ELISA

Concentrationin　1 ：1000extract，　ng ／ml

Extract車
P 邸 ρ1 加 ア ∫ 11 ）ε71

輔 D θ711c η ゴ1

HQuse　dustLot
　 A 0．191 ．041 ，23o ．38 一

B 0，633 ．033 ，661 ．15 一

C 2．225 ．387 ．602 ．16 』

Sugi　pollenLot

　A ｝ 　 一 一 186

B 一 一 一 一 44．G
C 『   一 一

ユ8、5
准See　footnotes 　to　Tables 　l　and 　2，
＊ネSurnmed　values 　for　Deゆ Iand 　Deげ Iwas 　considered

　 as 　the　total　Der　I　levels．

Table　 4　Comparison　of　the　relative 　potency

　　　 determined 　by　intradermal　skin

　　　　　　 test　and 　by　ELISA

Potency　relative 　to　LQt
　　　　　　　　　（％）

B

Extractホ ELISA
Sk 正n　test

ヱ）召71
耡 D8711C η ノ1

HQuse 　dust

Lot 　A 57 34 33 一

B 1DO 1DO 100 一

C 200 2D8 188 『

Sugi　PQllen
Lot　A 400 一 一 423

B 100 一 ｝ 100

C 58 一 一 42

’See　fDotnotes　to　Tables　l　 and 　2．
” See　fDotnote　to　Table　3．

の 閾値 か ら 求 め た 力 価 と major 　allergen の 濃度 と の

間 に は 良 い
一

致 が み られ た （Table　4）．こ の 方法 の 利

点 の 第 1 は ，in　vitro の テ ス トで あ り，しか も RAST

inhibition法や ヒ ス タ ミ ン 遊離試験の よ うに 患者 の 血

清や白血 球 も必要 としな い の で
， 患者 に 対 して 全 く負

担 を か けな い と い う点 に ある．第 2 は ，ア レ ル ゲ ン エ

キ ス の 力価 を major 　allergen の 重量濃度 と い う絶対

量 で 表す こ とが で きる と い う点 に あ る．RAST 　inhibト

tion法や皮 膚 テ ス ト な ど で は エ キ ス の 力価 は あ くま

で も相対的 な値 で し か 表 せ な い の で ，異 な っ た 施設問

で の データ を直接比較す る こ と は 困難 で あ る が ，ng ／

m1 ，ある い は μg／vial と い うよ うな形 で あれ ぽ，全世

界的 に 同 じ単位 で 力価を 表 す こ とが で き ， 例 え ば ， 皮
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膚 テ ス トに お け る 患者 の 感受性 や ，減感作療法 に お け

る ア レ ル ゲ ン の 投与量 とい っ た もの を施設 問で 直接比

較 す る こ とが で き る，

　
一方，こ の major 　allergen 定量法 の 問題点 は，数限

りな くあ る ア レ ル ゲ ン の 中 で major 　allergen が 精 製

さ れ て い る もの は 限 られ て お t）　r す べ て の ア レ ル ゲ ソ

に 応用 で き る わ け で は な い とい う点 に あ る。し か し，

臨床的 に 重要 な 吸 入 性 の ア レ ル ゲ ン に 関し て は，真菌

類を 除 い て 大部分 の もの は そ の major 　 allergen の 同

定 が な され，精製方法 が 確 立 され て い る
1η ．した が っ て

将来は ，ス ギ花粉，室内塵中 の ダ ニ だ け で は な く，ブ

タ ク サ や イ ネ 科花粉，ネ コ 表皮な どの エ キ ス に つ い て

も こ の 標準化の 方法を適用す る こ と が可能 で ある と考

えられ る．

　major 　allergen の 免疫化学的定量法 に よ る ア レ ル ゲ

ン エ キ ス の 標準化を実際 に 実用 に 供す るた め に は，測

定操作 を で ぎ る だ け 簡便化す る 必 要 が あ る． こ の た め

に は まず，放 射性同位元素を 使 う こ と の な い ELISA

の ほ うが RIA よ りも明 らか に 有利 で あ る．更 に ，同じ

ELISA で あ っ て も測定原理 ，固相 ， 使用する試薬な ど

の 選択 も重要 で あ る． こ こ で は で き る だ け簡便化を は

か る と い う 目的 で
，

マ イ ク ロ プ レ
ー

ト を用 い る sand −

wich 　ELISA で ，固相化抗体 に は 抗血清 の IgG 分画

を ， 第 2 抗体 に は ビ オ チ ソ 化 IgG 分画を使用 し，市販

の ス ト レ プ ト ア ビ ジ 拓 酵素結合物 に よ る 比色法 で 検

出す る と い う方法 を 用 い た．こ の 方法 で は，室内塵 エ

キ ス 中の ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ ア レ ル ゲ ン の よ うに ア レ ル ゲ ン

間 で の 交差反応性が問題 と な る 場合 を 除い て，ア レ ル

ゲ ン に 対す る monospecific な抗 血 清 さえ得 られれば，

あと は lgG 分画 の 調製 と そ の
一

部を ビ オ チ ソ 化す る

とい う操作 だ けで 簡単 に 測定系を 組 み 立 て る こ と がで

き る．今回 は 酵素に β
一

ガ ラ ク ト シ ダ ーゼ を用 い た が
，

ペ ル オ キ ダ ーゼ や ア ル カ リホ ス フ ァ タ ーゼ な どを 用 い

て も同様に 測定す る こ と は 可能 で あ る．

　 し か し，室内塵中の ヒ ョ ウ ヒ ダ ＝ ア レ ル ゲ ソ の 場合

は 少 し複雑 で あ る．我が国 に は 2種類 の ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ ，

Dp と Df が生息し ， 両者の 分布の 割合に は 住居 ご とに

著 し い パ ラ ツ キ がみ られ る
16 ）30 ）．し か も，そ れ ぞ れ に 2

つ の グ ル ープ の malor 　allergen が 存在 し
，
　Dp と Df の

対応す る ア レ ル ゲ ン 間に は 強 い 交差反応性 が あ る
2°〕．

Dp と Df に は 臨床的 重 要 性 に 差 があ る わ け で は な く ，

また Der 　 I と 1）er 　 IIもア レ ル ゲ ン と し て は ほ ぼ 同程

度 に 重要 で あ る と考 え られ て い る
2°）鋤 ，し た が っ て ，こ

れ らの ア レ ル ゲ ン の 複雑な 混合物 で あ る 室内塵 エ キ ス

の 標準化 を 行 うた め に は
，
Dp と Df 由来 の ア レ ル ゲ ン

の
一

方だ けを過大評価す る こ とな く両者を 同等に評価

で き，な お か っ Der　 I と Der 　 IIの 両方 の 測定 が で ぎ

る ， とい う条件を満たす必要 が あ る．Dp と Dfの ア レ

ル ゲ ソ を同等に 評価する た め に は ，種特異的な 決定基

を認識す る 抗体 を用 い て
， 両者 を完全 に 別 の もの と し

て 測定 し た 後 に 合計す る か ，あ る い は 逆 に，両方 に 同

等 に 反応 す る 抗体を 用 い て ，全 く同 じ もの と し て ま と

め て 測定 する か の どちらか で，中途半端 に 交差反応す

る 抗体 を 用 い て 測定す れ ば，
一一一

方 だ け を 過大評価す る

こ と に な り望 ま し い と は 言 えな い ，今 回 は 従 来 の

RIAI6）
と同様 に

， ウ サ ギ の 抗血清 が 認識す る決定基 の

交差反応性 の 程度 の 違 い を考慮 に 入れ て ，Der 　Iは

1）erpI と DerfI を別 々 に
，
　 Der　IIeUt　DerpII と

Der　f　IIを ま とめ て 測定 し た．

　Der　I と Der　IIは，　 Der　Iが主 に 排泄 物由来，　 Der

IIが 主 に 虫体 由来 とい うこ と か ら，ダ ニ の エ キ ス の 場

合 に は 原材料 の 種類 に よ っ て 両者 の 割合が大 きく異 な

る こ と が 知 られ て い る
16）s2｝，室内塵 中の 両者 の 割合 は，

各住居 か ら集 め た 試料で は
， ほ ぼ 1 ： 2 か ら 2 ： 1 の

間 に 分布 し て い た が
16 ），今回 の エ キ ス の 場合 に は い ず

れ の Pt
ッ ト も 1：IIは 約 3 ： 1 で あ っ た ．こ の 違 い を

生 じ た 理 由は 不 明で ある が ，
こ の よ うに ， 単に エ キ ス

全体の 見か け上 の 活性 だ け で な く エ キ ス 中の Der 　I と

1）er 　II の 割合 ， あ る い は Der 　p　I と Der 　f　I
， す な わ

ち Dp と Df の 割合 と い うよ うに，活性 を担 っ て い る

個 々 の 成 分 の 組成 ま で 知 る こ と が で き る と い うこ と

は ， 室内塵 エ キ ス の 標準化 とい う目的 に とっ て 非常 に

有用 で あ る と考え られ る．

　今回 の ELISA に よる各 ア レ ル ゲ ン の 検 出感 度 は

0．1か らO．2ng／ml で あ り，通常 の 1 ：1000の エ キ ス 中

の ア レ ル デ ン を 検 出 す る 目 的 に は 十 分な 感 度 で あ る

が，以前 に 報告 し た RIA に お け る 感度
15）

に 比 べ て 10倍

程度悪 か っ た．こ の 理 由 は，RIA と ELISA の 違 い に よ

る もの で は な く，測定 の 簡便化 を は か る た め に 第 2 抗

体 に ア フ ィ ニ テ ィ
ー
精 製 抗体 で は な く抗 血 清 の IgG

分画 を用 い た こ と に よ る．精製抗体 を 用 い れ ぽ
，

ELISA に よ っ て も RIA と同程度 の 感度を達成する こ

と は 可 能 で あ っ た．ま た ，同 じ測定条件 で あれ ば，感

度 は 用 い る 抗血 清の 質 に 大 ぎ く影響を受け，同じ方法

で 免疫 し て 作製 し た 抗 血 清 で あ っ て も抗体価 の 低 い 抗

血 清を用 い れ ば
，
0．2ng／m1 と い う検 出 感 度 を 達 成 す

る こ と は 困難で あ っ た ．

　ELISA に 使用 す る 抗体 は
， そ の 均質性，特異性 と い
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う面か ら は現在用 い て い る ウ サ ギ の ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗

体 よ りもマ ウ ス の モ ノ ク P ナ
ー

ル 抗体 の ほ うが は る か

に 優れ て い る．モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体で あれ ば，特異性，

親 和性 の 高 い ク ロ
ー

ン が ひ と た び 樹 立 さ れ る と
， 長期

間 に わ た っ て 均
一．・・

な抗体 を ELISA に 供 給す る こ と が

可能 に な り，交 差 反応性 に 考慮を 払 う必要 も な くな る 。

す で に ， ダ ； の 1）er　p　1／DerfI ， ネ コ 表皮 の Fel　d　l

に つ い て は モ ノ ク P 一
ナ ル 抗体を用 い た ELISA に よ

る 定量法
13鬪 が 報 告 されて い る が

， 我 々 も Der　f　Iに

対する何種類 か の モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体を 作製 し，そ の

中 の 種特異的 な エ ピ ト
ープ を 認識す る 2 種類 の 抗体 を

用 い て，Der 　fI を DerpI と全 く交差反応す る こ と

な し に 測 定 で き る こ と を 確 認 し て い る （未発表 デ ー

タ ）．今後，ELISA に よ る ア レ ル ゲ ソ の 定量法 を普遍

化，一般化する と い うこ と を考えれば，ポ リ ク ロ
ー

ナ

ル 抗体 か らモ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗体 へ の き りか えとい う こ

と も考慮する 必要がある と 思わ れ る．

　現在 ， 我 が 国で 市販 さ れ て い る ア レ ル ゲ ン エ キ ス の

中 で も，室内塵 とス ギ花粉 の エ キ ス は
， 対象 とな る 患

者 の 数が非常 に 多 く，そ の 重要性，使用頻度は 他 の エ

キ ス に 比 べ る とは る か に 高 い ．少 な くとも こ の 2 品 目

に 関し て は
一

刻 も早い 標 準化 の 実施 が 望 ま れ る，
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AN  ENZYME-LINKED  IMMUNOSORBENT  ASSAY  (ELISA) FOR  THE  QUANTITATION OF
     SUGI  POLLEN  AND  DERIV4ATORHAGOll)ES  MITE  ALLERGENS  AND  ITS
        APPLICATION  FOR  STANDARDIZATION  OF  ALLERGEN  EXTRACTS

 Hiroshi Yasueda, Kazuo Akiyama, Yuji Maeda, Tetsuo Hayakawa, Fujito Kaneko,

                 Maki  Hasegawa and  Takao  Shida

Clinical Research CenterforAtletgy and  Rhe"matotqgy, IVdetienal Stugamihara Hbspimt

   A sirnple  enzyme-linkecl  immunosorbent assay  ELISA) has been deve16ped for the quantitation of the maior
allergens  of sugi  pollen, Cf3, j I and  of Dermatophtrgeides mites,  Der I (DerP UDerf  I) and  Der II (DerP IIIDerfll) for
use  in the in vitro  standardization  of  allergen  extracts.  Polystyrene microplates  coated  with  a  IgG fraction of  rabbit

antiserum  were  incubated first with  allergen  extracts  and  then  with  biotinylated antiserum  igG. The  bouncl
allergen-biotinylated  antibody  complex  wa$  detected with  commercially  available  streptavidin-enzyme  conj  ugate

followed by the addition  of  celorimetric  substrate.  The  assay  was  very  sensitive  (-O.2 nglml)  and  reproducible

(CV%=1,9-13.8%). The  ELISA  was  compared  with  the radioimmunoassay  previously described, and  the results

showed  a  very  good  correlation  between the assays  (r=O.967-O.990). The  allergen  content  in three $ugi  pollen and
three house dust extracts  measured  by the ELISA  also  demonstrated a good  agreement  with  the relative  potency of

these extracts  as  determined by the intradermal skin  test. These results  indicate that the ELISA could  be usoful  in

the standardization  of  allergen  extracts.
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