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緒　言

　石坂 らD
の IgEの 発見以来，ア ト ピ ー気管支喘息，

ア

レ ル ギ
ー

性鼻炎 に お い て lgE抗体 が発症 に 主要 な役

割 を果 た して い る こ と が確立 さ れ て い る，

　した が っ て ，現在で li　lgE抗体の 測定 は ア レ ル ギ ー

の 臨床上広 くお こ なわれ て い る．他 の 免疫グ P ブ y ン

の 中で は ，IgG 抗体 が 減感作療法 と の 関連か ら多 くの

研究室 で 測定 され て い る．すな わ ち，減感作療法 の 結

果 IgG　blocking　antib（Xiy　hz上昇し ， そ の 抗体 価 は 例

外も少な くな い が臨床症状 の 改善 とよく相関する と さ

れ て い る か ら で ある
2）

，気管支喘息 の 患者で ダ ニ に 対

す る血清 IgA抗体 をもつ 患者 も散見さ れ る が，そ の 意

義 は わ か っ て い ない
3 ｝．

　一方，気道分泌液中に は IgGよ りも IgA の 力が濃度

が高い と さ れ て い る の で
， 気道分泌液中 で は IgG 抗体

の み ならず，IgA 抗体 の 測定も意義がある か もしれ な

い ．

　従来，1gG，　IgA，　IgM 抗体 は 二 重抗体法で測定され

て ぎた が
， 煩雑 で あ る の で ，簡便で 感度の 高 い 方法 が

望 まれる，特異的 IgE 抗体の 測定 は 簡便 で 感度 の 高い

IgE　RAST が広 く用い ら れて い る．

　最近，坂 本 ら
41

は ポ リ ス チ レ ン 管を 使用 し た lgG

RAST で 抗 ダ ニ IgG 抗体 を 測 定 し 得 る こ と を報告 し

た．ま た，阿南ら
Sl

は lgG、お よ び lgGサ ブ ク ラ ス の 抗

ダ ニ 抗体を enzynle ・linke｛】 i  unosorbent 　 assay

（ELISA）で 測定 し得 る こ とを報告 した，我 々 は 抗 グ ニ

IgG 抗体 の み な らず，抗ダ ＝ IgA，　IgM 抗体 をも，　 IgE

RAST と同 じ原理を もち t ア イ ソ ト
ープ を使わ な い と

Abbreyiations： BSA 　bovine　serum 　a！bumin；

EHSA 　enzyme ・llnked　董mmunosorbent 　assay ；

RAST 　radioallergosorbent 　assay

い う点 で 簡便な ELISA で 測 定す る こ と を試 み た．今

回 は 初報 と し て 血清抗体 測定 の 結果 を報 告す る．

研究材料 と方法

　1．患者血 清

　当科喘息外来 に 通院 中 の 患者 に 種 々 の ア レ ル ゲ ソ を

含む30種 の ア レ ル ゲ ン で プ リ ッ ク テ ス トをお こ な い ，

ダ ニ に 陽性，陰性患者 の 血 液を腕 の 静脈 よ り採取し，

2 − 3時間室温 に 放置後 血 清を分離し，使用 まで 一20℃

に 保存 した．

　2．正常人 血 清

　ア レ ル ギー症状の な い 成人鯉康人 よ り上 記と同様に

血清を得て保存 した ．

　3．特異的 IgE抗体 の 測定

　特異 的 lgE抗体 の 測定 は Phamacla 社 （ス エ ーデ

ソ ）製 の Ph　adezym 　RAST キ ッ ト （塩野義製薬販売）

を 用い て 測定 した ．キ ッ トの 使用方法 は キ ッ トの 説明

書 お よび 四宮fi，
の 報告に従 っ た．

　まず，Ceskaら
7，の 方法に 従 い 直径 6mm の 濾紙デ ィ

ス ク を CNBr で 活性化 した．こ の 濾紙デ ィ ス ク に宮本

ら
S〕の 方法 に ょ リダ ニ （DermatoPhtrgoides　fan

’
nae ｝の

糧抗原 （鳥居薬品）を結合 させ た．被検 瘟 清の 50μiを

シ ナ ノ ギ製薬製 の ポ リ ス チ レ ソ 管 に 入 れ，次に 上記ダ

ニ 抗原結合濾紙 デ ィ ス ク を 1枚ずつ 入れた．室温 で 3

時 間 放 置 し た の ち，洗浄 液 （11 の O．9％食 塩 水 に

Tw   n　20の 20ml を溶解 した もの ） の 2、5m1 で 3 回洗

浄 し，次に 酵素 （β
・galaetosidase） で標識し た 抗 IgE

抗体 を50μ1ず つ 入れ，室温で 16−20時間反応 させ た．再

び 洗浄液 で 3 回 洗浄 し た 後，展開液 （酵素遊離剤の

glutathionと基 質 の o ・nitropheny1 ・β・galactosideの

N 工工
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混合液）200μ 1を加 え，37℃，120分間静置 した．それ

に反応停止液ユ OOμ 1を加え，た だ ちに ブ ラ ソ ク を対照

と し て 各試験管 の 発色度を420nm の 吸 光度で 測定 し

た．ブ ラ ソ ク に は 基質液200μ1と反応停止液 の みを上

記と同様 に incubateし た もの を用 い た．

　標 準血 清と し て 当科で 一20℃ に 保存 し て あ る ダ ニ

董gE 抗体価 の 高 い 血清を 用 い た．そ の 血清の IgE 抗体

価を IOOO％。 とし正常人血清の 示 し た抗体価の 平均の 2

倍以上，すなわ ち 8臨 以上を陽腔 と した ．

　4，EL 王SA （enzyme ・linked　immunosorbent　assay ）

t［1　」［る IgG
，
　IgA

，
　IgM 抗体 の 測定

　 1） ペ ル オ キ シ ダーゼ標識抗血 清

　 ヘ キ ス ト社 よ り購 入 した べ ーリン ガ ーベ ル ケ 社 （西

ドイ ツ ）製 の ウ サ ギ抗 ヒ F　 lgG−Fc，抗 IgA お よ び抗

IgM 抗 血 清 よ り そ れ ぞ れ硫 安 の 40％飽 和 法 に て γ
・

globul1n を集め ，　 Nakane9 ）
の 方 法 で 原法 どお り に ペ

ル オ キ シ ダ ー・ゼ を 標識 した ．

　Lowry 法
Le ）に て蛋 白量 を 測定 し，そ の 5mg に ペ ル

オ キ シ ダー
ゼ 5mg を標識 し，25× 100cm の Sephadex

G・200ec　apply した． フ ラ ク シ ョ γ コ レ ク タ
ー

に て 10

ml ず つ 集め て ，OD280 に て 検 出され た 最初 の 蛋白ピ ー

クを プール し てts　10m ］に 濃縮 した ．

　2） ELISA の 手順

　上記 の よ うに 標識した抗体を用 い て 以下番号の 順 に

操作を お こ な い ，抗体測定 を お こ な っ た （Fig．1）．

　（1） 96個 の well を も つ マ イ ク 卩 プ レ
ー

ト

（Dinatech　Laboratories，　Inc．　Alexandria，　Virginia

USA ）の well に 0，3M 　NaHCO3 液 に 溶 か し た 10μ g／

ml の ダ ニ （1）ermatePhagoides 　farinae） の 粗抗原 （鳥

居薬晶）10 μ1を入れ，37℃ 2時間，又 は 4 ℃，一
晩 静

　Enzyrne 　linked　immunosorbent 　assay 　ol　igq 　@lgA　 o
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1捨dWhh　 pe 憮 Fig ．1 ，　Meth（》

@for 　 ELISA ．
置 し た， ア ス ピ レ ーターで

ニ液を吸 い取った後，pH7 、2のphosphate　buffered 　sa

ine （PBS ）に て 3 回 洗 浄 し ， PBS に とかした1

ウ シ血清アルブミン（ BSA ） の 10 転 量を入 れ同様

静置し た．この際 ， 対 照用 と し て BSA 液を未使 用の w

に 入れた ． そ のwell の数 はダ ニ

原 液のwell の
数

と
同

じ で あ る ． 　 （2）アスビ レータ

で吸い取っ た後，O ． 1％Tween 20 を含む PB

ﾉ て 3 回洗浄し，患老血清をlgG 抗 体 の場 合1000 倍． Ig

C 　 IgM抗体 の 場合10e 倍 に希 釈 し， その75 μi

weli に 入 れ 同 様 に静置し た ． 患 者 底清の 最

希 釈 度は鍾 々 の希

液 を作っ て予備実験を お こ なっ て決 定 し た． 　 （3 ）

2 ）と同 様 に Tween を 加え
た PBS にて3回洗 浄

，それ ぞ れ ペ ルオキ シ ダーゼ標 識抗lgG − Fc ， 抗 IgA

又 はlgM の 希釈液 を75 μ 1入れ ， 同様に 静置 した ． 　

4 ） Tween を加え た PBS で 10 回 洗 浄 し た 援，使用 直前にVl

oO 量の30％ H202 を加え た0 ． 04％ortho ・ phenylene

diamine （

EPDA）液を75μ1 加 え，30分間 室 温 に放 置し た ．

@ （5 ） 6N・H ，SO 、を5G
μiず つ 加えて反応を停止させ た．各 w

lの吸光 度 （OD5 ， 。）を Corona

Electric 社 （東京）の自動光電比 色計にて測定した

　 （6 ）デ ー タ 処 理：（1 ）一（
5
）の操作 に平 行 して ，BS

のみ でcoat したwell に（ 2 ） 一 （ 5 ） の 操 作

行 い，そ の 結 果 得 られたOD5 ， 。は非特 異 的 反 応

よるものと み な し ，この値
を

ダ ニ で coat したwe
1で得られた OD ，， o よ り 差

いて最終 デー タ とした，有意差検定 は student の t

定 を
用

いた ． 　 操作 は すべて duplicat

ﾅ おこ
な

い， ま たマ イ ク ロ ブレー ト間の 性 質 の違

から生 ず る 誤
差 を除 く ため

に，同

種類の免 疫 グ 卩 ブ リ ン
抗 体の測 定はそれぞ れ 1 枚

プレート を用

た ． 結　 果 　ユ，ベ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 抗 体

び患者血清の 最適 希 釈度の検討 　 ダ ニ 抗 原にて

期減感作 をお こな って い る 患者 血 清 2 例
， 健康人

痰ﾌ血清を10倍希釈し，そ れ より更に 2倍連続した系列を 作っ た．ペル

キシダー ゼ 標 識 抗 IgG ， 　 I

，　IgMを10 皓 ， 100 倍
， 1000 倍に 希 釈し，それ

ｼ れ患
者
血清 の 希 釈 系 列 に 加え た． 　 Fig ．2 は ペ ル オキ シ
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用 い た 時 の 結果 で あ る．健康人 に お い て も血 清希釈度

の低い 場合に は か な りの吸光度 （DO ）を示 して い る．

患者血 清と健康人血清と の 間 に 明瞭 な差 の み られ る の

は 100−1000倍の 希釈で ある．

　抗 lgG の 100倍，1000借 を 用 い る と患者 血 清 の 示す

OD は 低 く，
不 適当 と判断 し た．

　Fig．3は 同 じ く1G倍希釈抗 lgA を用 い た 場合 で あ

る，患者血清 と正常人 との 差が明瞭で ある の は，そ れ

らの 血 清希釈 が 100倍前後で あ る こ と が示 さ れ た ，し た

が っ て 以後100倍希釈を 用 い る こ と に した ．抗 lgA の

100倍 ， 1000倍希釈 を 用 い て 同様 に お こ な っ た が，OD

は 低 く不適当 と思 わ れ た．

　Fig，4は 10倍希釈 の 抗 至gM を 用 い た 場合 で あ る．患

者血清と正 常人 と の 間に 差 は 認め 得な か っ た．100倍，

OD

1．0

o．5

O，籌　　　　　 1　　　　　　 iO　　　　　 lOO％ o

　 　 　 　 　 　 　 　 　 P ∂tient　serum

　Fig．4．　Effecヒ  f　semm 　d正lution　to　igM 　antib ｛｝dy

levei　in　ELISA ．

　 ● ＆ ■　；sera 　from　 mite ・aUergic 　pat…ents．

　 O ＆ 囗 　：normal 　 sera ．

　　

　　
O1

．

o

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Patient　 serum

　Fig．2，　Effect　of 　serum 　di！ution　to　IgG　an 曲 ody

level孟n 　ELISA ，

　 ● ＆ ロ ：sera 　from 　mlte −allergiC 　pat｛ents ．

　 O ＆ ロ ：normal 　sera ．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Patient　 serum

　Fig．3，　Effect　of 　ser 山 n 　dilut沁n　to　IgA　antlbody

level　 in　ELISA ，

　● ＆ ■ 　：sera　from　m ［te・allergic　patients．

　 0 ＆ 0 　：norlnal 　sera ．

100 倍希釈 の 抗 lgM を用 い て患老血清を調べ た が，正

常人 との 間 に 差 は なか っ た。

　患者 と 正常人 と の 間 て 明瞭 な差 が あ り，BSA で

coat した well で の OD5，，
が患者，正常人 ともに 0．05

以下 に な る条件 は，lgG 抗体 の 場合患者血 清が 1000F． ，

IgA 抗体 と IgM 抗体の 場合は 100倍希釈，抗 IgG，　IgA，

IgM 抗体は と もに 10倍希釈で ある．以下 こ の 希釈を使

用 した ．

　 2．coat す る ダ ニ 抗原量 の 検 討

　マ イ ク ロ タ イ タ
ー

の well を 1 e，50，　 IO，5 ，1μg！
’

ml の 抗原IOOμ1で coat し IgG 抗体 の 高い 血 清を 1例

選 ん で ELISA を お こ な っ た 結果，　IOOμg／ml よ りも50

OD

1．O

o．5

0　　　　　　 1　　　　　　 10　　　　　 1eo μ9／ml
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Mite

　Fig．5．　Effect　of　mite −antlgen 　con 〈：entration 　fo「

coatlng 　weHs 　of　a ：皿icroplate　to　ELISA 　 of 　IgG

antibOdy ←

　Out　of 　1，5，　IO　and 　100μ91rnl　concentration 　of

mite 　antigen ，50＃ 91ml　was 　best　for　detecting　IgG

anibodies 　in　O．1m ！　of 　1000　fold　di｝uted 　patient

serum ，

N 工工
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μg／ml の 方が高 い 値を示 し，10μg／ml で は 少し低 い が

ほ ぼ 同 じ値 を示 し，5μg／mi ，　 iμ g／mi で は 低 下 した

（Fig．5），

　10μ9！m1 で e±50μg！ml よ りや や 低 い が ほ ぼ近 い 値

が得 られ た の で抗原節約 の た め す べ て の ア ッ セ イ で 10

μ9！m ｝を使用 した．

　3．ダ ニに よ る 反応抑制試験

　こ の 反応系が ダ ニ に 特 異的 か 否 か を調 べ るた め に，

ダ ＝ 抗原を反応系 に 加 え て 抑制 され る か ど うか を調べ

た．

Oo

．

0，

　 　 D噛
　　　

　　　 ＿ 葬

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Mite

　　　　F主9・6・Inh…bition　test　of 　ELISA 　of 　IgG　antibody

　　　to　m1te 　by　mite 　antigen ．

　　　 ELISA 　 was 　done　 w 虻h　75μi　 of 　1000　fold−diiuted

l　　　patient 　 serum 　 added 　 priorly　 with 　 IOμ10f　 mite

　　　antlgen 　of　different　concentrations ．

　　　　● ：sera 　from　 mite ・allergic 　patienし o ：no τmal

　 　 　 sera ．

ODo
．3

e．2

o、1

o 　 o・ool　 o．  l　 o」 　 l　 IO　 loo  ／ml

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Mi セe

　F差g ，7．1nhibition　test　ELISA 　to ！gA 　antibody 　to
mite 　by　mite 　ant 嬉en ．

　EUSA 　was 　done 　with 　70μ l　of 　IOO　fold・diluted
patient 　 seru 叫 added 　 pri・ rly 　 with 　 10μ量 ・f　 mite

antigen 　of 　different　concentrat 垂ons ．
● ：serum 　from　a 　mite ・a11ergic　patient，　 O ：nor ・

ma 】serum ，

161

　まず ダ ニ 抗原 の leOμg，
10μg，1μg，

0．1μg ， 0．01μg ま

た は 0．001μg が 10μ1の BSA 液 に 入 る よ うに 調整 し

た ．そ れ ぞれ ，あ ら か じ あ ダ ニ 10μ g／ml で コ
ー

トし て

お い た マ イ ク ロ タ イ タ
ー

の we ｝1に 入 れ，た だ ち に ユ000
倍希釈の 患者血 清75μ iを入れ軽 く振と うした．あ と は

既述の 方法 で ELISA を お こ な っ た ．そ の 結果 を Fig．
6，7 に 示 す．

　IgG抗体，　 lgA 抗 体 と も に ダ ニ 抗原 に よ りdose．

dependent に 抑制され た．　 IgG 抗体 の 場合正常人で も

高濃度抗原 で 抑制さ れ て い る． こ の こ とは 正常人が低

濃度 の 抗 ダ ニ lgG抗体 を有 して い る こ と を示 して い

る の か もしれな い ．

　5．抗 ダ ニ IgG，　IgA，1gM 抗体 の 測定

　Phadezym 　IgE　RAST で 抗 ダ ニ IgE 抗体を測定 し

て IgE 抗体陽性 の 喘息患者20例 ， 同陰性 の 喘息患者20
例，正 常入20例を選び，抗ダ ニ IgG，　lgA お よ び lgM 抗

体を ELISA で 測定 した ．まず IgG抗体を測定 した結

果 を Fig．8に 示 す．正 常人 の 示す値 の ＋ 20以上を陽性
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　 Fig、＆ lgG　antitoxiies 　to　mite 、

　IgE　Ab （十 ）：asthma 　patients，　IgE　aη tibody　po§i♂
tive　in　lgE　RAST 。　IgE　Ab （

一
）；asthma 　patie就 ＆

1gE　antibedy 　negative 　in　lgE　RAST ．　NORMAL ；

norma 量individuals．

　
O ：Skin 　teSt　POSitiVe　t。　mite 　antigen ．● ：Skin

test　negative 　t。　mite 　antigert．

　There　were 　significant 　differerices　among 　the
three　grOUPS．
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とす る と，IgG 抗体陽性者 は IgE抗体陽性喘息の 20例

中 14例 （14／20，70％），陰性喘息患者 の 4120 （20％），

正常人の 2120 （10％）で あ り
，

三 者閤 に そ れ ぞれ有意

差 が あ っ た，Fig．9の 中央 カ ラ ム の 白丸は lgE　RAST

陰性 で あ っ て も，
ブ リ ッ ク 用 の ダ ニ 抽 出液（鳥居薬品）

に よ る皮膚 テ ス トで 陽性を示 し た患者 で あ る．1gE 抗

体陽性群は すべ て 皮膚反応 （ブ リ ッ ク ），Phadezym

IgE　RAST ともに 陽性 で ある （Fig．8，左 カ ラ ム ）．

　IgA抗体 tt　lgE抗体陽性喘息の 10．119（53％）， 陰性

喘息の 4／20 （20％）に 陽性で，正常者 は す べ て 陰性 で

あ っ た （Fig，9），　 IgM 抗体 は IgE 抗体陽性喘 息 の 2／

19（10％）に 陽性 で あ っ た が，IgE抗体陰性喘息お よ び

正常人 との 間 に 有意 の 差は なか っ た （Fig．10）．

　5．各抗体間 の 相関関係

　IgE抗体陽性喘息患者 の 血清 IgG，　IgA，　IgM，　IgE抗

体価の 間の 相関を調べ た ，OD をそ の まま プ ロ
ッ ト し

た もの で は 何ら相関関係は 得 ら れ な か っ た，そ こ で
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　Fig．9，　IgA　antibodies 　to　mite ．

　IgE　Ab （十 ）：as山 rna 　patients，｝gE　antibody 　posi−

tive　in　IgE　RAST ．1gE　Ab （
一
）：asthma 　patients，

IgE　antibody 　negative …n　IgE　RAST ，　NORMAL ：

norma 里individua匪s「NS ：ロot　signi丘cant ．

　 O 　：skin 　test　poSitive　tO　n豆te　且ntigen ，●　：skin

teSt　negatiVe 　tO　mite 　antigen ．

　Significantly　higher　lgA　antjbodies 　一
’
ere 　detected

in　the　group　of 　IgE（十 ）しhan　in　the　group 　of　lgE（十 ）

and 　the　gr◎up 　of 　NORMAL ，
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　Fig、10．　 IgM 　antibodies 　to　mite ．

　IgE　Ab （→ ）： asthma 　patients、　 IgE　antibody

posiしive　 in　 IgE　 RAST ，　 IgE　Ab （
一
）： astkma

patients，　 IgE　 antibody 　negative 　in　王gE 　RAST ．

NORMAL ： norma 【　 indivlduals．　 N ．S　l　not

significant ．

　O ：Skin 　teSt　pOSitiVe　tO　mite 　antigen ，● ： Skin

test　negative 　tQ　m …te　 antigeR ，

　There　 was 　ne 　 signlficant 　difference　among 　the

three　group6 、

OD を対数グ ラ フ に プ ロ ッ b して み た ．至gG，　IgA抗体

で は 減感作 群 を含め る と相関関係は 認め られ なか っ た

が，未減感作群 で は 相関関係 が み られ た （r ＝0．824

p く O．Ol，　Fig、11）．また ，同 じ く未減感作群 で lgE−

IgM 抗体 間 に Fig，12の ご と く相関関係が み ら れ た

（r ＝＝O．653，pくe．05）．以上 の 2組以外に 相関関係 の

み られ た 組合 せ は 存在 し な か っ た 。

　6，未減感作群 お よ び減感作群 に お け る 各抗 体間 の

比較

　 HD が10000賠以上，ダ ＝ 1000 OO倍以上 よ り濃度の

高い エ キ ス で 減感作を して い る群 を減感作群，全 く減

感作を お こ な っ て い ない 群を未減感作群 と して ，IgG ，

IgA，　IgM ，　lgEの 抗体緬を比較し た が，有意の 差 は な

か っ た　（F量g．13）。

　 7．ELISA の 再現性

　duphcateで お こ な っ た抗体測定 の 結果 （ODso。）を

そ れぞれ A ，B で 表 し，誤差を 〔A − B／A とB の 平均

値〕xIOO ％ で 示す と，そ の 平均値Ft　lgG 抗体 7．4％（範
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antibodies 　to　mi 塾e 　in　lgE−a面 body　pos三tive　patients．

　 o 　：asthma 　patients 　treated　with 　house　dust　 or

mite ．● ：non ・treated 　patients．

　 In　the　group 　of　non ・treated　patients ，　 a 　good

corTelation 　was 　found 　between 　IgA ・and 　IgG

antibodies ．（ODseD　was 　 demonstごated 　wlth 　loga・

rithmic 　scale ⊃

調

く

回
切

）
）

！9MAb 　OD 弸

　Fig．12．　Corre！ation 　between　1gE−　 and 　lgM

antibodies 　to　mite 、

　 ○ ：a 就 hma 　patients　treated　 with 　house　dust　or
mite ．　●　：nen ・treated　pat三ents

　In　the　group 　of　non ・treated 　patien稔 ，
　 a 　good

cerrelation 　 was 　 found　between 　 lgE・ an ｛主 IgM

antibodies ．（OPseo　was 　demonstrated　with 　loga・

riヒhimc　scale ．）

囲 2．3−12．9％）， IgA（範囲0．1−8．7％），！gM 抗体 5．9％
（範囲 3．8−15％） で あ っ た．

考　察

血 清中の IgG
， 嬉A

，
　IgM 抗体 の 測定は 石坂ら

L塾｝が

ブ タ ク サ 花粉症 に お い て 二 重抗体 法 で 測定 して 以来，

§
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　Fig．13．　Comparison　of　 anti・mite 　IgG・，　 IgA−，
IgM ・and 豆gE 　antibodies 　betwee酒 pat三ents　treaしed

with 　house　dust　or 　mite 　antigen ，

　（十 ）：treated 　　patients．　（
一

）：non ・treated

padents噛

　Both　groups 　were 　IgE・antib （x］y　positive　in　lgE
RAST ．　There　was 　no 　significant 　difference　between
the　two 　groups　in　the ゴou τ dass　of 　antibodies ．

同法 で 測 定 さ れ て きた ，そ の 後 protein　A を Sepha・

rose に 結 合 させ （ lge抗体 を測定す る方法
12）．更 に

； 15
！漂 識 の protein 　A を 用 い た solid 　phase

radioimmunoassay13 ユが開発 され た ．　 IgE抗体が操作

簡便で 感度の 高い RAST ，あ るい は 酵素抗体法に よ る

RAST 変法 （Phadezym　RAST な ど）で お こ なわ れ て

い る が ，こ れ まで の IgG　RAST や 【gA 　RAST は非特

異的反応が強 くて よ い 結果が得られ な か っ た，教室 の

坂本 らの は ボ リ ス レ チ ソ 管 の 内壁をダ ニ で coat し，こ

れ を ダ ニ 抗原結合 paper　 dlscの 代 りに 用 い て lgG

RAST を お こ な い 良好な結果を得た ．また Mahoney
ら

t4 ｝は polyviny1製 の マ イ ク P プ レ ー
トの well を ダ

ニ 抗原 で coat し て，　 lgA抗 体 の radio 三rnmunoassay

を お こ な っ た．Sepulveda ら
：Sj

は ．4sPergiltus

ル嘱 即 僞 に 対す る IgG お よ び IgE抗体 を ELISA で

測定 し，更 1＝　Bamadi5 ｝
　；t　farrner’

s　hmg の 患者血 清

中 の Microspora　faeniに 対 す る 【gG 抗体を ELISA

で 測定した．

　 こ れ ら を 総 合する とダ ニ に瑚する IgG
，
　IgA

，
　lgM 抗

体を ポ リス チ レ ン 管又は ボ リ ビ ニ ール 製の マ イ ク ロ タ

イ タ ーを用 い て radloimmunoassay
， また は酵素抗体

N 工工
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法に よ る immunoassay は 可能で あ る と考え られ た．

我 々 は ダ ニ に 対する IgG
，
　 IgA，

　 IgM 抗体の すぺ て を

ELISA で 測定 した．こ れは こ れ ま で 報告を み な い 試 み

で ある．ア イ ソ ト
ープ標識抗体を使わ な か っ た 理由は

ア イ ソ ト
ー

プ を使用 す る煩雑 さ を 回避す る た め で あ

る，ELISA は 二 重抗体法 と同様再現性 が 高 い h，

ELISA は 二 重抗体法 に 比 し きわ め て 操作 が簡便 で あ

る，両者間 の 感度 の 違 い や ，デ ー
タ の 相関関係 は 調 べ

て い な い ．教室 の 坂本 ら
4） は ボ リ ス チ レ ア 管 を使用 し

た solid 　phase　radioi ！nniunoassay と 二 重抗体法の 間

で，lgG 抗体 の デ ータ は よ く相 関 し，感度は 少な く と も

同程度 か ，もし くは 前者が高い と報告 して い る．我 々

の お こ な っ た ELISA で は 減感 f乍，未減感 f乍例を含 む

20例中70％に 陽 性 で ，坂本 らの solid 　phase 　radio ・

immunoassay （SPRIA ） で は ダ ニ 減 感 作 群 17／

20（68％），室内塵減感作群 （10！16 （63％）， 未減感作

群 9！24 （38％）に 陽魅 で，少な くと も ELISA の 感度 は

SPRIA と 同程度 で あ ろ うと思 わ れ る．ダ ニ に 対す る

lgG 抗体が ダ ニ に 対す る IgE 抗体陰 性 の 喘 息患者 て

も検出 され，皮膚反応 の 陽性，陰性 と も関係が な く，

また 正常人 との 間に有意差 が 認 め られ る理 由は 不明 で

あ る．

　IgA 抗体 に つ い て は，我 々 が二 重抗体法 で 以 前測定

した 結果 で は，健康人 の 示 す カ ウ ソ トの 1．5倍以上を陽

性 とす る とダ ニ 喘息10例 中 6 例 が陽性 で あ り3｝

， 宮地

ら
‘η

の 成績で は 9 例 中 3 例 が陽 性 で あ っ た．今回，

我 々 の ELISA の 成績 で は 減感作，未減感作 の 19例中

10例 （53％）に陽｛生で あ っ た．い ずれ も症例数が 少な

い の で 比較 は 困難 だ が，ELISA の 感度 は 少 なくと も二

重抗体法と同程度で ある と思 わ れ る。

　IgM 抗体 は 正 常 人 と患者 で は 差 が な か っ た が ブ タ

ク サ 花 粉 症 で は lgM 抗体 の 検 出 され る こ とが Yagi

らに よ っ て 報告 され て い る
le）
，ダ ； に よ る 喘息 で は 全

く検出され な い か 否 か は 更 に 症例 を増や して検討する

必 要があ ろ う．今回 ダ ニ に よ る inhibltiOfi　testで IgG，

IgA抗体 とも に inhibitされ た 点 よ り，
ダ ニに よ る

ELISA は ダ ニ に 特異的 で あ る と い え る．正常人 で IgG

抗体が高濃度の ダ ニ で inhibitされ る こ と は正常人で

も低力価 の IgG抗 体 を 有 し て い る こ と を示 し て い る

の か も しれ ない ．

　減感作群 と未減感作群 との 間 で IgG，　 IgE抗体 に 有

意差がなか っ た，こ の こ とは 坂 本ら“ の 成績 と
一

致す

る．我 々 の 成績で は lgA 抗体も差がなか っ た ．例数も

少な く，ま た個 々 の 例 で 経過 を追 っ て 調べ て い ない の

で 確定的 な こ と は い え な い の で 更に 検討した い ．

　血清中 IgG 抗体と IgA 抗体 と が未減感作群 で 相閥

し，滅感作群 を 加 え る と相関 し な い 原 因 は 不 明 で あ る

が，お そ らく抗原の 侵入 が吸 入 に よ る 場合と注射 に ょ

る場台 で は抗体 の 産生状況 が 違 うの で あ ろ う．

　以上 の成績に も とづ き喀痰中の抗体を測定 し血 清中

の 抗体 と の 比較を お こ な い つ つ あ り，次報 で 報告 した

い ，

　今回 は 血 清 の み の 成積を報告 した が、ELISA に よ る

IgG，　IgA，　IgM 抗体の 測定は ア イ ソ トープ を使わ ない

た め 人体障害も な く，ア イ ソ ト
ープ 研究室を使用 す る

煩雑 さもなく，放射能減衰 に 伴 う標識抗体 の 活性低下

もな く，最終操作の OD 測定 は 瞬時 で ，放射能 測定 よ

りは る か に 短時間で すむ点な ど便利 な点が多い ．した

が っ て ，血清の み な ら ず喀痰 な ど種 々 の 組織液 に も応

用 で きる と思われ，ア レ ル ギ
ー

の 臨 床研究 に 資す る と

こ ろ が あ る と思 わ れ る．

結　語

　 ア レ ル ギー
患者の 旒 清中抗 ダ ニ IgG，　IgA，　IgM 抗体

を簡便 に 測定す る た め に マ イ ク P プ レ ー
トを使用 した

enzyme ・linked　immunosorbent　assay （EL ！SA ） を 実

施 し
， 以下 の 結論を得た ．

　  血 ta　lgE抗体陽性喘息患老 の 内，　 lgG 抗体陽性

者 は 70％，IgA 抗体陽 性 者は 53％，　 IgM 抗体陽牲 者 は

10％の み で あっ た．

　  血 清 lgG 抗体 と lgA 抗体 との 間 に は 未減感 作の

喘息患者群で 相関関係が認め られ た が，減感作群を 加

え る と認 め られ な か っ た ．

　  マ イ ク ・ プ レ
ーF を用 い た ELISA に よる lgG，

IgA
，
　IgM 抗体測定 は ，ア イ ソ ｝

一プ を 使用 し な い た

め，操作が簡便で臨床研究に有用と思わ れ る．

　本 研 究 は 財 団 法 人 公 害 鴬 策餡会財 団 の 研 究援助 に よ っ

た ．

　本研究を手伝 っ て い た だい た 掘康子 さん ．伊藤智子 さん

に 感謝する．
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l66 ELISA  t: i 6E  pt =  tt]la op it tit

DETECTION  OF  SERUM  IgG･, IgA- AND  IgM  ANTIBODIES  Te  MITE

   (DERMATOPIiAGOLDES  E4RINAE)  THROUGH  THE  USE  OF

     ENZYME-LINKED  IMMUNOSORBENT  ASSAY  (ELISA)

     Koji Ito, Seiichi Kitanl, Yoshio Sakamoto and  Te rumasa  Miyamoto

Department ofMledia'ne and  l'Vi.ysieal TheraPy, Flafitgty ofMledfa'ne, Universily of 7lok.vo

  For the simple  estimation  of  IgG-, IgA- and  IgM antibodies  to mite,  enzyme-liked  immunosorbent  assay  {ELISA}
was  carried  out  u$ing  rnicroplates.  Our findings are as follows.

  1) IgG and  IgA antibodies  were  positive in 70%  anci  53%  respectively  ef  asthmatic  patients with  positive  IgE

antib(xlies to mite.  IgM  antibodies  were  positive in only  1e%  of  the same  group  of  patients.

  2> A  signifieant correlation  was  found between  the IgG antibody  levets and  the IgA antibody  levels in asthmatic

patients treated with  heuse dust- or mite  ex{racts.  However,  no  cerrelation  was  feund when  the  treated  group  was

mixed  with  a group of  untreated  patients,

  3) Measure;nent of IgG-, IgA- and  IgM  antibodies  by ELISA  using  microplates  seenis  to be simpie  and  usefu] for

clinical studies  because such  measurement  does not  requ  1, re  ;adioactive  isotopes,

t


