
The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

ア レ ル ギ ー 34（3 ）、
162−172、1985（昭60）

Enzyme ・Linked　Immunosorbent　Assay に よ る抗 ア ス ペ ル ギ ル ス

（AsPergillees　fum　ggatus）IgG抗体 の 検出

一
抗 ヒ ト IgG マ ウ ス モ ノ ク ロ

ー
ナ ル 抗体 の 応 用を中心 に

一

高 知 医科 大学第 三 内科

　　小林　誠

Key　words ： ABPA − AspergiUoma 　　　mouse 　mon   lonal　antibody 　to　human 　IgG

　　 ELISA − IgG　antibody 　to ．4斗）ergiU ；ts　feeMzllMttC5’

r受付 ： 1 ．月 7 日，　1985）

鰭　言

　 AsPergilJus　fumigattrs（A ．．filml浮atlls）は 肺 ア ス ベ

ル ギ ル ス 症 の 原因 と し て 重要 な真舊 で ある．そ の 診断

に は 喀癈か ら の 菌体 の 証明 が 重要で ある が
， 検出率は

必ず し も高 くは な い
1｝．そ g で 補助診 断 と し て 本症特

に 肺 ア ス ペ ル ギ ・ 一マ や ア レ ル ギ ー
性気管支肺 ア ス ベ

ル ギ ル ス 症 （ABPA ）の 診断 に 際 して A ．jumlgafttsに

対す る 沈降抗体の 証 明が 最も普遍的 な手段 と考え られ

て い る
2，．沈降抗体 は 主 に IgG 抗体 と さ れ，近年二 重免

疫拡散 法 （double　 immuno −diffusion）や counterim ・

munoelectrophoresis 法を初 め 種 々 の 方法 が そ の 検出

に 用 い られ て い る が 5♪，沈降抗体陰性例 も存在す る
1，
．

そ こ で 最近 で は 検 出感度をあげるた め，さ らに 鋭敏な

齪 法 と し て radioimmunoassay （RIA）
4）−B）や en ・

zyme ・11n膕 i  un 。 sorbent 　assay （ELISA）
9 〕−11）が

開発 され検討段階 に あ る．

　本研究 で は ア フ ィ ニ テ ィ
ー精製抗 ヒ FIgG ヤ ギ 血

清 な ら び に 抗 ヒ ト 1gG マ ウ ス モ ノ ク 卩 一ナ ル 抗体を

標識抗体 と し て 用 い， マ イ ク ロ ブ レ
ー

ト を利用 した

ELISA に よ る抗 ア ス ペ ル ギ ル ス （A ．　fumigattts）IgG

抗体 の 検出 を試 み 良好 な結果を得た の で報告する．さ

Abbreviations ：　ABPA 　aHergic 　bronch◎pu1−

mona 巧
「
　 aspergillosis ；　 CIE　 counterimmuno ．

elect τoph ・ resis ； DD 　 d ・ ubie 　 lmmun ・ diffusi・n；

ELISA 　enzyme ・1inked　immunosorbent 　assay ；

FCS 　 letal　 ca 】f 託   ； NRS 　 normal 　 rabbit

serum ；　PBS ・Tween 　phosphate　bu 自「erd 　saline

containlng 　O．05％　Tw 巳en 　20；　PIE　pulrn  nary

infiltrati。n　 with 　 e 。 sinophilia ； RIA 　 radioim ．

muno 丑ssay

ら に 二 重 箙 贓 灘 よ び counterimmunoelectro ．

phoresis 法 と の 比 較検討を行 っ た ．

対象 お よ び方法

　1．対象 は 診断の 確定 し た 肺 ア ス ペ ル ギ ロ
ー

マ 患老

9 例， ア レ ル ギ ー
性 気 管 支 肺 ア ス ペ ル ギ ル ス 症

（ABPA ）4 倒，　 A ．fumigatttSに 対 す る皮内反応が陽性

か RAST 　score が 2 ＋ 以上 の 気管支喘息患者 7 例 で

ある．対照 と して は 本学職員で ア レ ル ギ ー
性疾患 の な

い 健康人15名 （23歳一45歳 ま で の 男 9 名，女 6名）を 選

ん だ．血液は肘静脈よ り採血 し，2− 3時間室温に放置

後，血清を分離 し，測定ま で
一20℃ に 保存 し た ．

　2．EL】SA に よ る抗ア ス ペ ル ギ ル ス （月 ．々 而 解 妬 ）

IgG 抗体の 測定

　抗 ア ス ベ ル ギ ル ス lgG 抗 体 の 測 定 は Sepu主v甜 a

ら
9｝

の 方法 に 準じて行 っ た ．以下標識抗体と し て ア ノレ

カ リ ・フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ で ラベ ル し た ア ブ a ニ テ ィ
ー

精 製抗 ヒ ト lgG ヤ ギ 血 清 を用 い た 場 合 を ELISA

（goat），同じ く抗 ヒ ト IgG マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体

を 用 い た 場合を ELISA （mono ） と した （Flg．1）．

　（1）ELISA （goat）

　  抗原の 吸着

　、4．f＃migat ” s 凍結乾燥末 （鳥居）を 予備実験 の 結果 ，

20μg／ml の 濃度 に 0．05M 　carbonate 　buffer（pH 　9．6）

に 溶解して ボ リ ス チ レ γ ・
マ イ ク Pt タ イ タ

ーブ レ ート

（Nunc）の 各 well あ た り100μ 1分注し，一晩室温に 静

置 し た．
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L　　Ant ．igefi　adso 厂bed ヒo 伊 icroplate
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2，

1CO11／well 　of 　AspergiLiり5　fomigetus　ant ・gen（2Elg ／m り added

l　Ove ・night ・ t・。 ・ m 　t・ m ρ・ ・己 t・ ・e

Wash 　3X 　 wi しh　PBS ．Tween

3．

Test 　 5erum 　 Incuba しed

計OOメ／rveTF 　o 炉20αX　d・1凵 エed 　serum 　wlth 　PBS −Tween ／10％FCS

　 l2h ・ at ・。 。 献 ・ mp ・ ・δ t・・e

Wash ］X 　 w 卩th　 PBS ．Tween

Add 　elkaline 　phosphataset 　Iabeled 　antibOdy

1°Ofl！w ・ll。「9。皇t ・ ・ ti・h・ man 　lgG’。 ・

　 　 　 mouse 順 onOGIonal 　aat 卜human 　lgG辱

亅　 　 3hr　at 厂ocm 　ter叩 er ∂ ture

Wash 　3X　 with 　PBS ．Tween

4．　 Add 　enzyme 　substrate

　　 1。0丿ノw ・ ｝bf 　p ・ ・a −・ ・t ・・ph・ nyl 　phe ・ph・t・ （1mg’！ml ＞

　　 」　 30mln　at ・。。m もe叩 e ・ atu ・e

　　 10°〆 w ・ II・ f　3N 　N ・OH ・dd・d

5．　 櫓 e∂svrement 　 oチOD 己 t　4G5nm

　　　　　 Flg．1「　Method　for　ELISA ．

　  披験血清の 添加

　0，05％　Tween 　20を 含む pH 　7．2の PBS 　（PBS・

Tween＞ で 3 回洗 浄後，10％仔 ウ シ 胎児血清 （FCS ♪

を含む PBS ・Tween で 20（暗 に 希 釈 し た 被験 i動i清 を

100μ 1注 入 し，室温で 2 時間静置 した．

　  標識抗体の 添加

　PBS ・Tween で 3 回 洗浄 後，　 PBS −Tween で 3 00倍

に 希釈 し た ア ル カ リ 。フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ 標識 抗 ヒ ト

IgG ヤ ギ 血 清 （γ
一chain 　specific ，　Tago 　Lab．　L 〔，t　No ．

90−10−02）を 100μ 1分注 し、室温 3 時間 静置し た．

　  基質液 の 添加

　PBS −Tween で 3 回 洗 浄酸，基質液 と し て dieth−

anolam 弖ne 　 buffer （pH 　 9．8） で 1mg！m1 に 調整した

para −nitrophenyl 　phosphate （Sigma）を IOOi，1添加 し

て 室温 30分間静置し た．

　  反応 の 停止

　3M 　 NaOH 　 IOOμ1を各 svell に 添加 し て 反応 を停止

した．

　  吸光度の 測定

　 コ 卩 ナ 社製 マ イ タ ロ ブ ’v 一
ト。フ ォ ト メ

ー一
タ
・一　MTP

l2を用 い て 405nm に お ける吸光度 の 測定を行 っ た。な

お
， 測定 は す べ て duplicateで行 っ た．

　  デ ー
タ 処理

　有意差の 検定に は Student の t 検定を用 い た．

　（2） ELISA （mono ）

　被験 血 清 の 希釈 に は io％正常 ウサ ギ血清 （NRS ）を

含 む PBS ・Tween を用 い ，標識抗体 と して 後述 の 方法

で 作製 し た ア ル カ リ ・フ ォ ス フ ァ ターゼ 標識抗 ヒ ト
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IgG マ ウ ス モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体 （Lot　No，580208） を

8eo倍に 希釈 し て 使用 し た ．それ 以 外の 点 は ELISA

（geat ） と同様 に 行 っ た．

　3，ア ル カ リ ・フ ォ ス 7 ア タ
ー

ゼ 標識抗 ヒ ト IgG マ

ウ ス モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗体 の 作製

　 Avrameas12）
の 方法 に よ りマ ウ ス 抗 ヒ ト IgG （Fc）

モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体 （和光 冫 を ア ル カ リ ・フ t．ス フ ァ

タ ー．ゼ （Sigma 　Type 　VII　S ） で 標識 した．

　弓、二 重免疫擁散法 〔DD 冫

　 1 ％の 湲度に agarose 　A 　37（半井）を veronal 　buffer

（pH 　8．6．μ
； O．05）｝こ 溶解 し ゲ ル 化させ，　 Ouchterlony

法 に よ り行 っ た
ls）
．なお 被験並1清は lymphogel（Gel・

man 　science ）で 3倍 に 濃縮 し て 用 い 、抗原 は 20mg ！ml

に 溶解 し た 鳥居 製 A ．．tit
−
m ！L，al ：rs 凍乾 末 あ る い は

Ho 】1ister−S6er製 の ．4．ftxmigatltS抗原液を用 い た．結

果 の 判定 1対 8時間後に 沈降線 の 有無 で 肉眼的 に 行 っ

た ．

　tt．　counterimmunoelectrophoresis （CIE）　法

　池本
3｝
の 方法に 準 じた．8cmx8cm の ガ ラ ス 板上 に

L5mm の 厚 さ に な る よ うに 1％ agarose 　 A37 （ver ．

onal 　buffer　pH 　8、6，μ ； O．05に 溶解） を拡げ，次 に 抗

原 と血清を入れ る wei ！の 2対 の 列を作 り ， 陰極側に 二

重免疫拡散法 に 用 い た と同 じ A ，fumigatus抗原液，陽

極側 に 被験 血 清を各 well あた り5μ1注入 し，2−3mA 〆

Cm で 30分間 通 電 した．最終判定は 0．9％ NaCl 中 に 2

日間浸 し ， 乾燥後 5分間 ア ミ ドブ ラ ッ ク染色を施 こ し，

さ らに 2 ％酢酸 で 洗浄 し て 沈降線 の 有無を判定 した ．

結　果

　 1．血 清の 希釈度 の 吸光度 の 関係

　陽 性 血清 （■ ） と陰性 血 清 （Q ） で 倍数希釈 し，そ

れ ぞれ ELISA （mono ） と ELISA （goat ）両方で吸光

度を測定し，ブ P
ッ liし た 結 果を Fig．2に 示す．陰 性

血清の 吸光度は ELISA （mono ） で ELISA （goat ） よ

り低 い の に 対 し，陽性 血 清 の 吸光度 は ELISA （mono ）

の 場 合 ， ELISA （g  at） よ り高値を示 した ．こ の 結果

よ り陽性血清 と陰牲 血 清の 吸光度 の 差が最も大 きくか

つ 陰性 血 濤の 吸光度 が0．2を越 えな い 血 清希釈 度 とし

て 200倍 を選び，以後200倍を被験 血 清の 希釈倍数と し

た ．ま た ff　一の 陽性 血 清 を用 い て プ レ
ー

ト ご と の

dose・response 　curve を描 い て プ レ
ー

ト間 の 比 較 を

行 っ た ．
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　Fig．2、　 Effect　of 　serurn 　dilution　and 　comparison

  fELISA （mono ）with 　EL］SA （goat ），

　 ●
冖

● positive　Serum ，　 O − O　 negative 　 serum ：

ELISA （mono ），●
．
　・ 　P  sitive 　se 「u 「n’o ”‘

（）　nega 』

t孟ve 　serum ；ELISA （呂oat）・，

　
寧PS ：positive　serumj 　NS ： negative 　serum ，

　2．A ，．fumigatzas抗原 に よ る抑制 試験

　 こ の反応系b：　A ．fumigair・（s に特異的 か 否 か を調 べ

る た め ，｛尹藤 ら
14）に 準 じて ，A ．fttt“iigatus 抗原 を 反応

系に 加 えて ，抑制 され るか どうか を調 べ た．まず莇述

の A ．！々｛η7恕α飽s 抗原 を 200μglml，20μg！m ］、2μg！ml ，

0，2μg！ml ，0．02μ g／ml の 各 濃 度に な る よ う に 10％

FCS ・PBS ・Tween ある い は 10％ NRS −PBS ．Tween で

調整 した．それぞ れ50μ1をあ らか じめ A ．furnigatzas
抗原 （20μg／ml ）で coat し た マ イ ク Pt タ イ タ ーブ レ ー

トの well に 入為，直 ち に 100倍希釈 した 陽性血清50μ 1

を 入 れ 軽 く振 と うした ．あ と は 既述の 方法 で ELISA

を行 っ た ．その結果は Fig．3 に 示すご と くで あり，抗

原 の 添加 に よ り抑制 され る こ と が判明 した ．

　3。ELISA （goat）（Fig．4）

　肺 ア ス ベ ル ギ ・ 一
マ 患老 血 清 の 吸光度 （平均 ± SD ）

は 0．571± O．099，ABPA 患者で は 0，600±0．121，気管

支喘息患者 で ｝to ．184 ± O．079，正常対照者 で は 0．1D8±

O．077で あっ た．肺 ア ス ベ ル ギ ロ ーマ 患者群 と ABPA

患者群 の 吸光度 は 正 常対 照 者群 の 吸 光度＃C 　btべ 有意に

高値を示 した （pく O．GOユ），こ れ に 対 し気管支喘息患者

06
　 0．D1 。．1　 110 　 　 100

Ab50rbt ゆ n　co ∩ centfati 。〔 。f　antlgen （μ9ノ副

　 Flg　 3．至nhibi 巨on 　test　ofELISA 　of　lgG　antibody

to　 AsPerg’illtis／hrmigattrs　 by　 AsψttrgゴlittS．fumigatttS
a瓶 igen

　ELISA　was 　done　with 　5 μ l　 Df 　1OUfold−diluted

patient　 serum 　 added 　prioriy　 with 　50μI　 of ．4s≠）ergt
’
〜・

tlイ．s　．肋 噌α 撚 antigeli 　of 　different　conccntrations ．

　 ● 一■　P  s正tive　seruln ，　Q − O 　nega 置ive　serum ：

ELISA （mollo ），● ．．．● pQsitive　serum ，
（）
．．−onega ・

tive　serum ： ELISA （goat）．

　
曝PS　I　positive　serum ，　NS ：normal 　serum ，

群 の 吸光度は 正 常対照者群 の 吸光度 と有意 の 差を認め

なか っ た．

　4．ELISA （mono ）〔Fig．5）

　肺 ア 入 ベ ル ギ コ ー
マ 患者血 清の 吸光度 （平均± SD）

は   ．926± O．477，ABPA 患 者 の 吸 光 度 ttl．271 ±

O．497， 気管支喘息患老で は 0．133± O、064，正常対照者

で は 0． 94± 0． 49で あ っ た．ELISA （goat） の 場合 と

同様，肺 ア ス ベ ル ギ P 一
マ 患者群 ならびに ABPA 患

老群 の 吸光度は 正 常対照老群 の 吸光度 に 比 し 有意 に 高

値 で あ っ た （p 〈 0．00D ．一方気管支喘息患者群と正常

対照者群 の 吸光度 の 間 に は 有意 の 差 は 認 め られ な か っ

た ．

　5．ELISA （goat） と ELISA （mono ）と の 比較

　Fig．6に 示 す ご と く，肺 ア ス ペ ル ギ ロ
ー

マ 患者 と

ABPA 患者群で tt　ELISA （mono ）の 吸光度 は ELISA

（goat）に 比 し高値 を と る傾向に あり，幅広 く分布す る

傾向が窺わ れ た．一
方気管支喘息思者 と 正常対照者群

の 吸 光度＋：　ELISA （mono ）の 吸光度 が ELISA （goat）

に 比 し よ り低値 を示す傾向が認め られ た ．

　肺 ア ス ベ ル ギ ロ
ー一

マ ，ABPA な ら び に 気管支喘息患

名 に つ ぎELISA （mono ） と ELISA （goat） の 吸光度

■
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監
量
ー
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　 Fig．5．　Specif…c　王gG 　antibody 　to　AsPerg　
’
Utts

fumigatus　antigen 　by　ELISA　using 　alkaline 　phos・

phatase ｝abelled 　 mouse 　 monoclonal 　 antibody ヒo

human 　IgG ： ELISA （mono ）．

　 Horizontal　bars　represent 　mean ± SD 　values ．

　
・

ns ； not 　significant ，

の 相関を み る と，Fig．7に 示 す ご と く，　 r ＝ e．8793で

♪く 0、OOIと有意な正 の 相関 が認 め られ た （Y ； 2、412

X − 0．346）．

　6．DD と ELISA 　IgG 値と の 比較 （F｛g．8 ）

　肺 ア ス ペ ル ギ ロ
ー

マ と ABPA 患者 を DD 陽 性 群

（n ＝ 7） と DD 陰性群 （n ＝ 6）に 分け て検討 した．

　（1） ELISA （goat ）で は DD 陽性群 の 吸光度（平均±

SD ） は O．616± 0． 85，　 DD 陰性群 で は 0、538 ± O，IU で

両者間 の 吸光度 に 有意の 差 は認め られな か っ た （p〈

O．2），

　（2） ELISA （mono ） で は DD 陽娃群 の 吸光 度 （平

均 ± SD ）は L276 ± 0．449
，
　 DD 陰 性 群 の 吸 光 度 は

O．747± O．394で，陽性群 の 吸光度は陰性群に 比 し有意

に 高値 で あ っ た （p く O．05）．

　7．CIE と ELISA　IgG値 との 比較 （Fig．9）

　同 様 に 肺 ア ス ベ ル ギ ロ
ー

マ 患者 と ABPA 患 者 と

CIE 陽性群 （n ・・9）と CIE 陰性群 （n ＝4） と に 分け て

検討し た．

　（1）ELISA （goat ） で は α E 陽 性 群 の 吸光 度 は

e．623± 0．080，　CIE陰性群の 吸光度は 0．482± 0．078で，

CIE 陽性群の 吸光度 は 陰性群 に 比 し 有意に 高値 を 示 し

ナニ　（pく0．05），

　（2）ELISA （mono ） で は CIE陽 性群 の 吸 光度 は

1．231± 0．431，CIE陰性群 の 吸光度は 0．584± 0280 で，

同様 に 陽性群の 吸光度 は 陰性群 に 比 し 有意 に 高値を示

した （P〈   ，05）．

　8．ELISA と DD な らび lt　CIE 各法 の 陽性 率 の 比

較

　ELISA に つ い て は 吸光度が0．3以上を陽性 と判定 し
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て 結果 を検討 した （Tab ］e　 D ．

　陽性率は 肺 ア ス ペ ル ギ ロ
ー

マ 患者 9例中 DD 　5 例，

CIE　6 例、　 ELISA （goat） と ELISA （mono ）は い ず

れ も 9 例全例 で 陽 性 で あ っ た ，次 に ABPA 患者 4 例

中 DD 　2 例 ，
　 CIE　3 例，　 ELISA （goat）と ELISA

（mono ）で は い ずれ も 4 例全例 で 陽性 で あ っ た ．こ れ

に 対 し気管支喘息患者 7例中 ELISA （goat ）で 1 例 の

み 陽性 で あ っ た 以外，DD ，　CIE，　ELISA （mono ）に つ

い て は 全例陰性 で あ っ た，以上 の 結果 ELISA は DD ，

CIE に 比 し感度 の 点 で 秀れ て お り，な か で も ELISA

（mono ） が特異性 に 秀れて い る こ と が窺わ れ た．

　9．ABPA 患 者 に お け る 抗 ア ス ペ ル ギル ス IgG抗体

価の 推移 と臨床経過 （Fig．10）

　当科で 経験し た ABPA の 1例 （patlent　N   ．1  に

つ き検討 した ．

　症例 は 54歳の 女性 で 数年前 よ り毎年肺炎を くり返 し

た 既往が あ る．昭和57年 6 月 よ り胸部異常陰影 と高熱

をきた し某院 へ 入院，抗結核剤，抗生薊 の 投与に 反応

ぜ ず，当科 へ 精査 の た め 入院 し た ，Rosenberg　 and

Pattersonの 診 断 基準
！5〕

で ABPA と診断 し，ス テ 卩 イ

ド投与 を 行い 軽快 した．昭 和 58年 7 月に 至 り左舌区 の

肺炎饑を呈 して 再入 浣 と な る．再 度 ス テ ロ イ ド治療 に

よ り陰影 は 消失 し た ．全経過 を通 じ て 次第 に 総 lgE値

は 低下傾向が認 め られた ．第 2回入院以降，経時的 に

採血 した 血清 に っ ぎ，ELISA で 抗 ア ス ベ ル ギ ル ス IgG

抗体 を測定 した が，陰影 の 消退 に 併行 し て ELISA　IgG

値も低下する こ と が判明 した．

考　察

　A ．．fumigatzagに 対 す る 血中抗体 の 検 出に は 古 く

よ り種 々 の 方法 が試 み ら れ て きた
3｝．二 重免疫拡敵

法 （Ouchterlony　ik）？〕
t 補 体 結 合 反 応

16｝，　 counter
−

irnmunoelectrophoresis法 17 ｝，間接赤血球凝集反応
i8 ），

問接蛍光抗体法
191．さらに最近で は R玉A，ELISA な ど

の 方法が開発さ れ臨床．と有用 で あ る こ とが報告され て

い る．特に ELISA に つ い て は 放射線被爆 の 恐れ も な

1
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　Fig．8、　 Compar 重son 　of　sped 盛c　IgG　antibody 　to　A 碑）ergitttts

fumigatus　 antigen 　 by　 ELISA 　 with 　 precipiUns　to ！气sl）彦rgr
』
llus

ル migatu ∫ by　double　lmrnunodiffusion（DD ）．

　 Goat ：ELISA （goat）．　Mono ：EL 玉SA （mono ＞．

　Horizontal　bars　fepresent 　mean ± SD 　va 】ues ，

く， 従 っ て 特殊 な設備を要 せ ず ， 試薬 は 比較的安価 で，

標識抗体 の 保存性 も よ い な ど の 長所を有 し，し か も感

度の 点で も劣る こ とが な い と され て い る
9）．

　 今回 ELISA を 用 い て 肺 ア ス ペ ル ギ 卩
一

マ ，　 ABPA ，

気管支喘息 の 3患者群 に つ い て 抗 ア ス ペ ル ギ ル ス （A ，

fumigatecs）】gG 抗体の 検出 を行 っ た綜果，　 ELISA 両

法 で肺 ア ス ペ ル ギ ロ ーマ ，ABPA の両患老群 の 吸光度

は い ず れ も正 常 対 照 者 群 に 比 し 有 意 に 高値 （p く

0．001）を示 した の に 対 し，気管支喘息患者群で は 正 常

対照者群 と吸光度に 有意の 差 は認め な か っ た．以上 は

従来の 諸家の報告に一致 し た 結果 で あ っ た卿 〕．さ ら

に ELISA （mono ） と ELISA （goat ） を比較す る と，

前者 が backgmund が 低 く，しか も EL 【SA 陽性 を 示

す肺 ア ス ベ ル ギ ロ
ー

マ ，ABPA 患者 の 吸光度 は 幅広 く

分布す る 傾向が認め ら れ た ．以上 の 結果は 用 い た抗体

の 種類 あ る い は 標識方法 に よ り抗体あた りに 結台 し て

い る 活性酵素 の 量 の 違 い を反映 し て い る 可 能性 も否定

で きな い が，む し ろ モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 と ボ V ク ロ

ナ
ー

ル 抗体 の 認識する抗原の 違 い ，即 ち，ボ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 は ア フ ィ ニ テ ィ
ー精製を行 っ て もア ス ペ ル ギ

ル ス 抗原 に 結合す る若干の 非 特異的 IgG を含 め 認識

する の に 対 し，モ ノ ク P 一ナ ル 抗体 で は 特異的 IgG を

よ り選択的 に 認識して い る結果で は な い か と考え ら れ

た．しか し概 して ELISA （mGno ） と ELISA （goat）

の 結果は 艮 好な 相関を示 した （r ・・O．S793 ，
　p 〈 0．OOI）．

　次 に 沈降抗体陽性群と陰性群で 吸光度 を比較す ると

1
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Fig，9．　 Comparis。n 　of 　specific　lgG　an しibody　t。　AspergiUus　fumigattts　antigen

by　EHSA 　with 　antibod ［es 　agaillst 　AspergillztLg／blmigattts　 antigen 　by　counterim −

muno ・electrophoresis （CIE ），

　Goat ： ELISA （geat），　Mono ：ELISA （mono ）．

　Horizontal　bars　represen ヒmean ± SD 　values ．

二 重 免疫拡 散法 と coullte τlmmunoelectrophoresls法

の 両者 とも陽性群 で 吸光度が高値 を示す傾 向 が 認め ら

れ た．しか し，以前 よ り沈降抗体 の 結果 と ELISA 　lgG

値 の 間 に解離 が認め られ る こ と が報告 さ れ て い る，

Kauffman ら
2° ，

は そ の 原 因 に つ い て 2 つ の 可 能性を示

唆 して い る，すなわ ち，ELISA の 測定 して い る抗体 は

沈降線 を形成 しな い が ポ リ ス チ レ ア に は 吸着し うる抗

原 に 対す る抗体 で あ る 可 能性 と， 抗原の 吸着 の メ カ ＝一

ズ ム に よ る制約 の た め か あ る い は よ り強い 結合力を も

つ 抗原 との 競合の 結果，沈降線を形成 し うる抗原成分

の
一

部 しか ポ リス チ レ ソ の 表面 に 結合 して い な い 可能

性 で あ る，Sepulveda ら
9）は ELISA を用 い た 抗 A ，

fumigattts　IgG抗体の 測定 の 際，　 A ．　fumigatttS　eq白抗

原 と 同様 に 多糖体抗原 に つ い て も通常の 吸着法 に よ り

良好 な結果 を得，肺 ア ス ベ ル k
’
　 Pt 一マ 患者 で は 蛋 白抗

原 に 対す る 抗体価 が 高 い の に対 し ， ABPA で は む し ろ

多糖体抗原 に 対する抗体価が 高い と述 べ て い る．一方

坂 本 ら
8〕は 多糖体抗原 に つ い て tt　poly・L・lysineを 介

し た Gray2Dの 吸着法 を 勧 め て い る．今回 の 研究 で は症

例数が少な く，こ の 解雛 の 原因 に つ い て は検討し得な

か っ た．

　各検 出法 の 感度に つ い て検討 し て み る と、ELISA

（mono ）≧ ELISA （goat ）＞ CIE＞ DD の 願 に 感度が 良

好で あ っ た，ま た background が 低 い 点 よ り ELISA

（mono ） が 特異性 が 最 も高 い こ とが窺わ れ た ．

　Greenbergerらio）や Kauffmanら
2°1は ELISA の 検

出感度を上げる 目的で double　antibody 法 を 用 い て い

る が
， 操作時間が 長 くな り，操作自体 も繁雑化 し，そ

1
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の 上非特異的反応が顔 わ る可能性も予想され る．こ れ

に 対 し本研 究で は Sepulveda ら s，
の 方法を改変し， ア

フ ィ ニ テ ィ
ー
精製抗 ヒ ト IgG ヤ ギ 血 清ある い は 抗 ヒ

ト lgG マ ウ ス モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 を標識抗 体 と し て

用 い ，single 　antib 〔》dy 法 に よ 1，検 出感度を上げ，良好

な結果 を得た．

　 ABPA は PIE症候群 を呈 し，免 疫 学的 に は Coonlbs・

Geliの 1型 とIII型 の ア レ ル ギ
ー
反応 の 関与 す る 翼味

深 い 疾患 で あ り，本 邦 で も症例 報告 は 増 加 し て い

る
： 2）Z3 ｝

．発作性 気道 閉 塞，末 梢 血 好酸 球 増 多，　 A ，

戸捌 紐 燃 K 対 す る 沈降抗 体 陽 性 ．肺 浸 潤 影 の 既 往 ，中

枢 性気 管支拡張 症 が 特徴と さ れ て い る．既 に 総 lgE

値，特異的 lgE蠖 と と もに 沈鋒抗 体価 が ABPA の 病

勢 に
一致す る と い う報告 が み られ る が 2仆 跚 ，R ｛〕sen −

berg ら
凶

，秋 山 ら
29 ，

は RIA を 用 い て 総 lgE値，特異的

IgE及び特異的 IgG値が病 勢に 　致 し て 増減す る と

報告 して い る ．本研究 に 示 し た ご と く ELISA 　IgG 値

は ABPA の 病勢 を反映す る こ とが 窺 わ れL，前記 の 報

告 とほ ぼ 一．．一
致す る結 果 を え た．

　沈降抗体 が 証明で きな い 肺 ア ス ペ ル ギ ロ
ー

マ 症例 ，

ABPA 症例 の 存 在が 知 られ て い る が，こ れ ら の 症例 に

つ い て もELISA に よ り抗 ア ス ベ ル ギ ル ス IgG 抗体 を

検 出で ぎる 可能性が示唆 され た．特 に ABPA は 放 置

すれば再燃 をく り返 し，気管支拡張症が増強 し，つ い

に は 肺線維症 に 至 る こ と が 指摘 され て お り
3，’i，そ の 早

期診 断 は 重要 で あ る．また ア ス ベ ル ギ ル ス に 起因す る

喘息との 鑑 別 診 断 に 有用 で あ る こ とが 判明 し た．今後

ともさらに 症 例 数 を増 し て検討す る こ と が 必 要 と考え

られ た，

結 　語

　標識抗体と し て ア フ ィ
ニ テ ィ

ー精製抗 ヒ ト IgG ヤ

ギ 血 清 と 抗 ヒ ト lgG マ ウ ス モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗 体 を 利

用 し，マ イ ク ロ ブ レ ー
ト を用 い た ELISA に よ る 抗 ア

ス ペ ル ギ ル ス （A ，fumigatttS）IgG 抗体 の 検出法を検

討 し た．肺ア ス ペ ル ギ ロ ーマ ，ABPA 患者で は 有意に

高値を，気 管支喘息患老 で は 止 常対 照 者 と 同 様 に 低値

を示 し た．検出法 に よ る 感度 は
，
ELISA （mono ），

ELISA （goat），　CIE，　DD の 順 で 高 か っ た．　 ABPA 患

者に つ い て は ELISA 　IgG 値が病勢を 示す マ ーカ
ー

と

して 重要で あ る ば か りで な く，早期診断 に も有用 で あ

る こ とが 判明 し，ABPA の 管理 に 役立 つ こ と が 示唆さ

れ．た．

　稿 を繋 え る に 臨 み 御 指 導 ・後 校 閲 を賜 っ た 三 好 勇 夫 教 授，

標 識 モ ／ ク ロ
．一

ナ ル 抗 体 を 分 与 して 頂 い た 田 口 博 国 助教

授，な ら びに 技 術的 な助 言 を貭 い た 新 菩憲 治 講師，当 院 小 児

科 小倉 英 郎 講 助 に 深 謝 致 します．さ らに 責重 な 血 清 を 分 ワ

して 頂 い た，高知 日赤病 院 呼 駁 器 科 橋本 ij樹 先生，高知 市民

病院 呼 吸器 科 中 山 ：卜：先 生，府 中 総 合病 院 内 科 佐 藤 俊雄 先 生，

公 立 学 校共 済 紐 合 中 田 中 央 病 院 内 科宮 田 明先 生 に 謝 意 を表

し ます．

　本論 文の 要 旨 は 第 24回 日本 胸 部疾 患学 会 総 会 ｛東 京 ）に お

い て 発 表 し た，
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ENZYME-LiNKED  IMMUNOSORBENT  ASSAY  OF  SERUM  Igt; ANTI-

    BODIES  TO  ASRERGILLUS  F(.J'MJGAT(fS ANTIGEN  IJ･SING

       MOUSE  MONOCLONAL  ANTIBODY  TO  HUMAN  IgG

          MakotoKobavashi                     J
Department ofMedicine, Ko('hi Arkidi`nl School

   IgG anlibedies  to AsPergiiltts.t?tmigattts antigen  were  examined  by enzyme-linked  imrnunosurbent assay  {ELISA},
Two  alkaline  phosphatase  labelled antibedies  were  used.  One ",as  affinity  purified goat anti-hllrnan lgG serum,  and  the

other,  mouse  nionoclonal  amibody  to human IgG. The assays  "'ith  these antisera  svere  designaled ELISA  (goat} and

ELISA  (mono}, respectively.  Double immuno-diffusion and  counter-immunoelectrophoresis  for the  detection of

precipitating antibodies  to Aspetgt?hisf'umigetus antigen  were  performed in parallel. The  results  are  as  foUows.

   1) ELISA  IgG antibody  titers to Aspargigius slt,nigetus im patients with  aspergMorna  and  aMergic  broncho-

pulmonary  aspergl,liosis  were  signifieantly  higher than those in nornial controls, btrt those in patients with  aspergMus

asthma  were  in the normal  range.

   2) Patients who  had precipitating antibodies  in double immuno-diffusion or counterimmunoelectrophoresis

showed  relatively  hlgher ELISA  IgG values  than  those  who  did not  ,

   3) The sensitivity for detection of the specLfic IgG antibodiett was  ELISA  {mono>>ELISA {goat)>counterifnmuno-
electrDpheres{s>doubleimmuno-difiusion.

   4) ELISA  IgG :.alues  appears  to be a  useful  marker  for ea[1}' detection and  disease actix,it}, of  allergic broncho-

pulmonarynspergiTlosis.
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