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要 旨

アレルギー疾患の既往の無い86名 について,卵 白,牛 乳,大 豆,米,小 麦,コ ナヒョウダニに対する,

特異的IgG抗 体を測定 した.方 法はELISA法 を用いた.抗体価の年齢による変動について各抗原別に分

析すると,卵 白,牛 乳については1才 でピークを示し,そ の後漸減する.大 豆については全年齢で低値

を示す.米 については0～1才 でピークを示 しその後漸減する.ま た,小 麦については小児期ではあま

り変動がなく,比 較的高値であるが,成 人では低値 となる.コ ナヒョウダニについては2～3才 まで漸

増 し,成 人に至るまで抗体価は低下 しないという傾向を認めた.ア レルギー疾患の既往が無い児におい

ても,抗 原特異的IgGの 産生はある程度行われており,し かも抗原により年齢による変動パ ターンが異

なることが示唆された.

はじめに

近年,抗 原特異的IgGが ア トピー性疾患の発症,病

態に何 らかの役割を果たしている可能性があるとの報

告がみられるようになってきた,最 近はとくにIgGサ

プ クラスについて もその役割が検討されつつある,し

か しアレルギー疾患の既往の無い対象についての報告

は意外 に少ない.し かし,こ の分野の研究をすすめて

ゆくうえで,こ の点についての検討は基礎的なデー タ

という意叫ミからも必要性が高いと思われる.今回 は口

常診療で問題 となりやすい食物抗原 とコナヒョウダニ

について抗原特異的IgG抗 体 を測定 し,86名 の アレル

ギー疾患の既往の無い児(9名 の成人を含む)に つい

ての検討を行 った.

対 象と方法

対 象は紳奈川県立こども医療センターにおいて小手

術のために入院となった小児77名(5ヶ 月～10才),お

よび20才 代の健康成人9名 で,問 診で,ア レルギー疾

患(気 管支喘息,ア レルギー性鼻炎,ア トピー性皮膚

炎,韓 麻疹)の 既往の無いことを確認した.

なお,採 血にあたっては保護者の同意を得て行って

いる.

測定方法はELISA法 を用いた.測 定に用いた抗原は

原則 として鳥居薬品より提供を受 けた凍結乾燥粉末 を

用いた.な お米については,柴 崎 ら1)の方法により米グ

ロブ リン分画を抽出 し,こ れを抗原 として用いた.ペ

ルオキシダーゼ標識抗 ヒ トIgGは,KPL社(Kirke-

gaard&Perry Laboratories Inc.)の ア フイニティ精

製抗体(免 疫動物ヤギ)(メ ーカーコー ド04-10-02)を

用いた.以 下,測 定方法について述べ るが,紙 面の都

合上,各 バ ッファー,液 等の組成 については図1を 参

照 されたい.ま ず,コ ーティングバ ッファーに各抗原

を溶解した液で96穴 マイクロプ レー トにコーティング

を行い,4℃ 一晩以上おいて洗浄液で3回 洗浄後,BSA

-PBSを 各ウェルに注入 し室温で1時 間放置してブロッ

キングを行った.次 に全ウェルよ り排液後,希 釈液で

Abreviations: BSA bovine serum albumin; CV 

coefficient of variation; BLISA enzyme-linked im-

munosorbent assay; IgG immunoglobulin G; PBS 

phosphate buffered saline
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図1 EHSAに よる抗原特異的IgG抗 体 測定法

註 ■ コー テ ィ ンバ ッ クフ ァー

Na2CO3 1.59g

NaHCO3 2.93g

上 記 に蒸 留 水 を加 えて,1,000mlと した もの

■ 反 応基 質 液

1) ABTS(2,2'-Azino-bis-3-ethyl-benzothiazoline-

6-sulfonic acid)15mg/ml.

2) クエ ン酸1水 物 1,050mg/dl(NaOHでpHを4.0に

調 整 した もの)

3) 35%H202水 溶 液

1) 0.5ml 2)10.5ml 3)0.33mlを 混 合 した もの

■ 反 応停 止 液

1) 46%フ ッ化水 蒸 0.347ml

3NNaOH 0.2ml

蒸 留 水 を加 え て100mlと した もの

2) EDTA-Na 0.29g

NaOH 0.16g

蒸 留 水 10ml

1) 10.5mg 2)0.1mlを 混合 した もの

規定の濃度に希釈(抗 原によりことな り,卵白2、457倍,

牛乳1,092倍,そ の他273倍)し た被験血清を各 ウェル

に注入 した.37℃2時 間または4℃ 一晩インキュベー

トしたあと,洗 浄液で3回 洗浄し,希 釈液を各ウェル

に200μl注 入 し5分 間室温にて静置 し,排 液後,希 釈液

で1,050倍 に希釈したペルオキシダーセ標 識抗ヒトIgG

抗体 を各ウェルに100μlず つ注入し,37℃2時 間または

4℃ 一晩インキュベー トし,洗 浄液で4回 洗浄 した.

反 応基質液 として,ABTS-ク エ ン酸-H202を 各 ウェル

に100μlず つ注入して,15分 室温にて静置 したあ と,反

応停止液 として,フ ッ化水素-EDTA-NaOHを 各ウェ

ルに注入 し,直 ちに,405nm,492nmに おける吸光度

を測定し,OD405nｍ よ りOD492nmを 差 し引きさらにバッ

クグラウン ド値 を差し引いた値 を算出 し,2ウ ェルで

同一検体 を測定しているので,そ の平均値をもって,

その検体のOD値 とした.

それぞれの抗原について抗体価の比較的高い血清を

陽性対照として選び,こ の抗体価 を16Uと した.こ の

血清について希釈段階を,16,8,4,2,1Uと し

て作成し各プ レー トごとにOD値 を測定 し,検 量線を

ひき,被 験血清の抗体価 を算出した.16U以 上,1U

以下 の検体については検量線 をそのまま延長 し,便 宜

上の抗体価を算出した.従 って,例 えば測定時に得ら

れたOD値 が0で あっても抗体価は0に はならない(OD

値 が0の 場合,抗 体価は0.5～0.7と なることが多い).

なお測定はduplicateで 行 った.こ の測定系については

予備実験として以下の検討を行 った.

①至適抗血清濃度の検討

②至適抗原濃度の検討

③被験血清の至適希釈倍率の検討

④抗原特異性の検討(抑 制試験)

⑤再現性の検討(イ ン トラアッセイ ・インターアッ

セイ)

以上の検討において良好な結果が得 られた測定系を川

いて被験血清を測定 した.

結 果

1. 予備 実験について

①至適抗血清濃度の検討

コナヒョウダニを10μg/ml各100μlず つコーティング

したプ レー トでプール血清と抗血清の希釈倍率を変化

させて検討した.結 果は図2に 示した.適 当な抗原濃

度を設定すれば,抗 血清の希釈倍率は1,050倍 で充分で

あると考えられたため,以 後の実験では1,050倍 で行 っ

ている.



96 ア レルギー疾患の既往が無い児の抗原特異的IgG

② 至適抗原濃度の検討

同一検体の種 々の抗原濃度でコーティングしたプ レ

ー ト(各 ウェル100μlず つ分注)で 測定 した
.な お米グ

ロブ リンの抗原濃度については調整して得 られた原液

に対す る希釈倍率で示すこととした.原 液の蛋白濃度

はキングスベ リ ・クラーク法(三 菱油化 メディカルサ

イエンス)で33.7mg/dlで あ った.図3に 一例として

卵白の場合の結果を示す.こ の結果 より,抗 原節約,

及 びある程度充分 なOD値 を行 ることを考 え,米 グロ

プリン以外の抗原についてはいずれ も10μg/ml,米 グロ

ブリンについては原液を50倍 希釈 して用いることとし

た.

図2 至適抗血清希釈濃度の検討

3種 類の抗 血清希釈濃度を設定してプール血

清の希釈系列のコナヒョウダニ特異的IgGを

測定した.

図4 被験 血清の至適希釈倍率の検討(卵 白)

希釈系列を複数の症例(A,B,C)に ついて

作成 し,卵 白特異的IgGを 測定した.

③被験血清の至適希釈倍率の検討

複数の検体について希釈段階をつくり測定した.高

図3 至適抗原濃度の検討(卵 白)

コーティングに用いる抗原液の濃度を変化さ

せ同 一検体の卵白特異的IgGを 測定した.

図5 抑制 試験(卵 白)

卵白特異的IgG抗 体測定系において各ウェル

に種々の量の抗原とあらかじめ37℃2時 間プ

レインキュベーションを行った一定の被験血

清の卵白特異的IgGを 測定した.添 加する抗

原は卵自抗原の他,牛 乳抗原,ス ギ抗原も用

いた.卵 白抗原では抑制されるが,牛 乳抗原,

スギ抗原では抑制されない.
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い抗体価の血清 と低 い抗体価の血清のOD値 に充分 に

差がでる希釈倍率 を設定することとした。 この結果,

希 釈の際の手技の簡略化 も考 え,卵 白2,457倍,牛 乳

1,092倍,そ の他273倍 が 適当と思われ,以 後の実験で

はこの希釈倍率 を採用した.図4に 一例 して卵白の場

合の結果 を示 した.

④ 抗 原特異性の検討

各抗原について抑制試験 をおこなった.卵 白での結

果 を図5に 示す.他 の抗原についても同様の結果 を得

た.こ のことより,測 定する抗体に抗原特異性が充分

あることを証明 した.

⑤ 再 現性の検討

各抗原別に抗体価が1～16Uに は いる検体について

イン トラアッセイ,イ ンターアッセイを行った.結 果

を表1に 示す.再 現性は比較的良好であると思われた.

2. ア レルギー疾患の既往の無い児についての測定

表1 再 現性の検討

① イントラアッセイ

同一プ レー トで同一検体を3箇 所(duplicate×3)で 測

定し,CV値 を算出

註:CV値(変 動率)=
標準偏差/

平均値
×100(%)

表2 アレルギー疾患の既往が無い児における抗原特異的IgG抗 体 の年齢による変動

註) 以下の各群間で有意差検定を行っている
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図6 アレルギー疾患の既往が無い児における抗原特異的IgG抗 体の年齢による変動(平 均値±標準偏差)

(年齢群別対象数は表2参 照)

抗源特異的IgGの 年 齢による変動 を検討 した.対 象

となった86名 を年齢によって,0才,1才,2～3才,

4～5才,6～7才,8～10才,成 人 と分け,各 抗原

別に抗体価の変動 を検討 した(表2,図6参 照).卵 白,

牛乳では0才 か ら1才 にかけて抗体価 は上昇 し,以 後

成人に至 るまで漸減する傾 向があった.大 豆ではほぼ

全年 齢にわた り,抗 体価は低値であった.ま た,米 で

は0才 もかな り高値 を示すが,1才 以後は漸減する傾

向がある.小 麦では小 児期ではあま り有意な変動はな

い ようである.8～10才 で はむ しろ他の年齢群 よりも

比較的高植 を示 してお り,卵 白,牛 乳,米 でみ られた

ような1才 以後漸減 してゆ く傾向は少な くとも無い.

た だし,成 人では低値 を示 した.コ ナ ヒョウダニにつ

いて同様 に検討す ると,2～3才 までは抗体価が上昇

し,成 人に至るまで,低 下傾向 を認めなかった.

考 案

抗原特 異的IgGあ るいはIgG4な どの測定は,最 近

ELISA法 が 普及 し,よ く行われ るようになった.し か

し健康人における検討は充分 になされているとはいえ

ない.我 々も今後,ア レルギー疾 患の患者を主たる対

象 としな くてはならないが,そ れ以前に健康人につい

て,特 に小 児の場合には年齢を考慮 しなが ら,検 討 し

てゆ く必要がある と考えて今 回の検討 を行 った。

測定法については,Engvallら2)の 方 法,阿 南 ら3)の方

法,阿 部 ら4)の方法,田 澤 ら5)の方 法,向 山 ら6)の方法等

を参考 として,検 討 した.な お,米 ア レルゲンについ

ては凍結乾燥粉末 を用いて測定 を行 うと十分 なOD値

を得 られ なかったため,柴 崎 ら1)の方法 に従 って,米 の

グロプ リン分画 を抽出 し,こ れをコーティングするこ

ととした.こ の他,前 述の予備実験 を参考 として再現

性の比較的良好な測定系を作 ることができた.

ア レル ギー疾患の既往の無い児を対象 とした今回の

ような報告 は比較的少ないが,森 川 ら7)は1～12才 の正

常小児を対 象にして α ラク トアルブ ミン,β ラクトグ

ロプ リン,オ ボアルブ ミン特 異的IgGを 測 定 してお り,

年 齢が長ずるにしたが って抗体価が減少することを報

告 している.こ の報告では0才 は対象 としていないが,

それ以外は我々の卵 白,牛 乳特異的IgGの 結 果 と同様

な傾向である.ま た田澤ら5)はコナヒョウダニ特異的IgG

を健 康 児について測定 してお り,幼 児期に上昇 し,成

人になって も抗体価は高い と報告 した.こ の報告に比

べ,今 回の我々の報告 では,2～3才 でほぼ成人と同

程度の抗体価 となってお り,や や抗体価の上昇す る時

期が早 いようであるが,基 本的 には一致すると考えら

れる.大 豆特異的IgGに つ いては,ほ ぼ全年齢で抗体

価が低値 であったが,こ の意味は不明である.た だ,

この測定系 に用いた陽性対象の持つ大豆特異的IgG抗

体 の量が多す ぎるために算出された抗体価が軒並み低

くなって しまったとい うことではないと思 われる.ア

トピー児についても同様 に測定 しているが,そ の場合

は正常人に比べて比較的高値 を示す症例が多 く(未 発

表データ),陽 性対照の設定は適当であると考えられた.

ア レルギー疾患の既往の無い児において も,抗 原特

異的IgG抗 体 が作 られ るこ とは今回の測定で確認され
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た.さ らに,そ の抗体価 が年齢によって変動す るのは

興味深い事実である.こ のひとつの理 由としては消化

管における抗原透過性が年齢によって変化する可能性

がある と思われ,ま た,免 疫応答の年齢 による変化が

影響 している可能性 もある と考 えられる.さ らに,食

物によって変動パター ンも異なっていたが,そ の理由

を追及す るためには,食 生活の年齢による変化,抗 原

力の違 いなどを検討す る必要があると思われる.

また,コ ナ ヒョウダニについては吸 入性アレルゲン

を代表す るもの として測定 してみた.今 回測定 した5

種の食物ア レルゲン特異的IgGは 全 て,成 人では低値

であるのに対 して,コ ナ ヒョウダニのそれは成人にな

っても低下傾向を認めなかった.こ の違いの原因を明

らかにするには,ア レルゲンの侵入経路 とその量の違

いなどを検討 しな くてはならないと思われる.

以上の ように抗原特異的IgGは 年 齢による変動を考

慮 しな くてはな らない.と くに1才 前後で,卵 白,牛

乳などに対す る特 異IgGの 動 きを患者血清などで評価

する場合には特に,健 康 児 との比較が重要であると思

われる.

特 異的IgGの 役 割について,今 回の検討から何か を

導 くこ とは難 しいが,ア レルギー疾患の既往の無い児

においても年齢によってはか なり産生されていること

から,何 らかの防御的 な役割 を少 なくとも一部ではに

なっていることもひとつの可能性 として,考 え られる.

さ らに,IgGサ ブ クラスについても同様の検討を行 う

ことが,今 後必要である と考えている.

稿 を終えるにあたり,ELISA法 について御指導いただき

ました帝京大学付属溝口病院小児科の新保敏和先生,高橋比

路美先生に深謝いたします.

本稿の要旨は第90回 日本小児科学会総会(東 京1987年)に

おいて発表 した。
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                  ANTIGEN SPECIFIC IgG ANTIBODIES IN CHILDREN 

                WHO HAD NO PAST HISTORY OF ALLERGIC DISEASES 

                      Atsushi Yamamoto, Keisuke Fukuoka, Masami Sugiuchi, 

                          Toshihiko Nemoto and Akiyoshi Teramichi 
                    Department of Pediatrics, Kanagawa Children's Medical Center 

 Using the ELISA method, we measured specific IgG antibodies in egg-white, cow's milk, soybean, rice, wheat, and 
dermatophagoides f arinae for 86 persons who had no past history of allergic diseases. 

 The variations in the antibody titer of each antigen by ages are as follows 
 Egg-white and Cow's milk 

   The peaks both appeared at the age of one and then gradually decreased. 
 Soybean 
   Low titer at all ages.



100 ア レルギー疾患の既往が無い児の抗原特異的IgG

 Rice 

   The peak appeared from birth to the age of one and then gradually decreased. 
 Wheat 
   Rather high titer, without remarkable changes during childhood, and then low in adults. 

 Dermatophagoides farinae 
   The results showed a tendency for antibody titer to increase up to the age of two or three and go down until 

  adulthood. 
 The results suggest that the antigen specific IgG antibody was produced even in children who had no past history 

of allergic diseases and that each antigen showed different variations of antigen specific IgG antibodies depending of 

the ages of subjects.


