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緒　言

　ヤ ケ ヒ ・ ウ ヒ ダ ：！
　，　Dcrn7”7tot）hagoides　Pteron．vssinu ．r

（D．p、）ex　D 、ノ認 η認 と ならび 屋内塵中 の 主要 な ア レ ル

ゲ ソ の
一

つ で あ り
1），気管 支喘 息な どの 原因物質 と

な・
っ て い る，ダ ニ ア ノ ル ギ ー

の 研究 上精製 ア レ ル ゲ ン

の 有用性 は い うまで もな く，D．D．に 関 し て は 主要 ア レ

ル ゲ ン の 精製 が 報告さ れ て い る
2；St ．今回 わ れ わ れ は ヒ

ト血 清中 の ダ ニ特異 lgE抗体 との 結 合性 を指標 に し

て，D，P培 養培地か ら比較的簡単 な方法 で 主要 ア レ ル

ゲ ン を精製 し た．こ の 精製 ア レ ル ゲ ン と培地粗抽 出物

を使 っ て 喘息患者血清 中 の 特 異 lgE と IgG 抗体 を 酵

素抗体法 に よ り測定 し た．

材料 お よ び 方法

　 1，ダ ニ 抗原 の 抽出

　Miyamoto らの 方法
4♪に よ っ て 3 ヵ 月培 養し た D．p，

を 含む 粉 末培 地 10g を 100ml の phosphate 　 buffered

saline （PBS ，　pH7 ．O）で 5 分間抽出 し，  ，02M ト リ ス ，

塩酸緩衝液。pH7 ．2に 透析して 培地抽出液 （CME ）を

得た．培地 の み を同
一

条件下 に 3 ヵ 月放置し，CME と

同様 に して CME （
一

）を得 た 。

Abbreviaしi・ ns ： D ．P． 06   z！ψ  oゴ藤 Pt脚 邸
・

sinus ； EMSA 　 enzyme −］inked　 lmmunosorbent
assay ；　C1顕E　cu ［ture　rned 呈um 　extract 　wiLh 　D．p．；
CM £ （一）　culture 　medium 　extract 　without 　D ，p，；
Tw 　Tween 　2D；　PBS　phosphate　buffered　sahne

　 2．血 清

　喘息で 入 院 し た 患者 39名 cl　915 歳）の 血 清を初回 使

用 まて は
一2  ℃に 保存 し，融饌後 は O．05％に NaN3 を

加 え 4 ℃ に 保存 し 1週間以内 に 使用 した．上記39名 の

患者 と は 捌 に D．p．特異 玉gE 抗体価 の 高 い ア レ ル ギ ー

患者 8名 の 1血清を プ ー
ル し陽性 コ ン ト 卩

一一ル と した．

正常な健康成人 2e名 （22−37歳）の 1血L清を集め ，上 記 と

同様 に 保存 ， 使用 した．

　3．enzyme −linked　immun 〔〕sorbent 　assay （ELISA ）

　特 異 lgE抗体 の 測定 は マ イ ク ロ プ レ ー
ト を用 い た

ELISA 法 で 行 っ た．　 N　 unc 　 Immuno 　 Plate　 H　 96F

（Roskilde，　Denmark ）をe．IM 　NaHCO3 に 溶か し た

O．lml の 抗原液 〔CME ：20μg／ml ；Dpl ：10
μg！ml ） で

4 ℃　
・
晩 コ ー

ト した．プ レ
ー

トを 0．1％Tween 　2 一生理

食塩水 （Tw ・生食，0．25ml） で 3回洗浄 し，0．2ml の

Tw を 含 ま ない 10％正常 ウマ 血 清
一
生食で 室温，1時間

イ ン t−　・L ベ ーb し余分な wel1 表面を コ
ー

ト し た ，ウ マ

血 清を 除 い た後 プ レ ー
ト を洗 わず に ，10％ウ マ ∬1晴

一

Tw 一
生食 で 1 ：10に希釈し た ヒ ト血 清 （0．05mD を加

え た．室温 で 3 時間反応後，Tw 一
生食で 3 回 ， 10％ ウ

ー
孑 血清一Tw 一生食で 1 回洗浄した ．そ こ に ユ0％ ウ マ 血

清一TW 一生食で 1 ：20に 希釈 した ガ ラ ク ト シ ダーぜ標

識抗 ヒ ト 至gE 抗体（MBL 社，名古屋，　code 　258）をO．03

ml 加 え，25℃ で
一

晩反応 させ た．　Tw 一
生食 で 4回洗浄

し ， O．lml の   ．1％ o・nitrophenyl 一
β
．D ．galactoside

（Sigma ，　 U ．S．A ⊃− L5mM 　MgCl2 − O．7％ 2・mer ・

captoethanol 一  ，05M リ ン 酸緩衝液 （pH7 ．0） を加え p

37℃ で 1．5時間反応 させ た ．酵素反応をO．Im1 の   ，2M

NazCO3添加 で 止め．自動吸光度言l　Titertek　 Multis一
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kan （Flow　Lab．）で 414  の 吸光度を測定 した．試料

の 比較は 同
一プ レ

ー
トに て 行 い ， 2 穴の 平均値を求 め

た ．血清 を 含 まな い ブ ラ ア ク 値 の 2 倍以上 を陽性 とし

た．

　特異 IgG 抗体 の 測定 は 上 記 の
一

部 を変 え て 行 っ た．

Nunc プ レ ー
トを ！gE 測定の 場合 と同様 に 抗原 と ウ マ

血清で コ
ー

ト し た． プ レ ー トに 10％ ウ マ 血 清一Tw 一生

食で 1 ：50に 希釈 した O．05ml ヒ ト血 清を加 え．37℃ で

2 時間反応 さ せ た．Tw 一生食 で 3回，ウ マ 血 清
一Tw 一

生

食で 1 回洗浄後，10％ ウ v 血 清
一Tw 一生食で 1 ：SOO｝：

希釈 し た パ ー
オ キ シ ダ ーゼ 標 識 抗 ヒ ト lgG 抗 体

（Miles・Yeda，　Israel，　 code 　61−231）をO．05］nl 加 え．

37℃ で 2 時間反応 させ た ．Tw 一
生食 で ‘ 回洗浄 した プ

レ
ー

ト に O．lml の   ，04％2，2
’−azino ・di−（3・ethylbenith ・

iazolille　sulfonic 　acid ）（Sigma）−O．05％ H20 ， （3  ％）−

0．05M ク エ γ 酸
一

リ ソ 酸緩衝液，　pH5 ．0を加 fZ5）6 ］ 37℃

で 1時間反応 させ
，
Multiskanで 405nm の 吸光度 を測

定 した．2穴 の 平均埴を求め，IgE測定の 場合 と同様 に

陽性基準 を定 め た．

　 4．カ ラ ム ク ロ マ b グ ラ 7 イ
ー

　イ オ ン 交換 ク Pt マ ト グ ラ フ ィ
ーは DE52 　（What ・

man ，　England＞の カ ラ ム （φ1．6x24cm ）を0．02M ト

リ ス 壌酸 緩 衝 液 pH72 で 平衡化 し て 行 っ た ．0．5M

NaCl に 対する直線塩濃度勾配 〔計300ml）で 溶出し，

流速30ml／hr で 4．9ml ずつ の 分画 に 集め た ．ゲ ル 泝過

は Sephadex　 G・75 （Pha   acla ，　 Sweden ＞ の カ ラ ム

（φ16× 64cm）を使い ，　 PBS を溶出液と し て 行 っ た．

流速11ml／hr で 2．7ml ず つ の 分画 に 集 め た ．蛋白の濃

編 は UM −1G膜 （Amicon，　U．S．A ．〉 で 行 っ た．

　 5．電気泳動

　 SDS一電気泳 動 は Weber 　 and 　 Osbom の 方法
η
に よ

り，10％ polyacrylamide 　gelで 行 っ た ．試料は 2−mer ・

captoethano1 処理 し た．等電点電気泳動は Vesterberg

の 方 法
3｝に よ り，Ampheline ，　 pH3 ．5−10　（LKB ，

Sweden）を110mlの カ ラ ム に 満た し ， 試料約 1mg を添

加 し た．泳動は 1℃ で 46時間，3−IW で 行い ，泳動後2

ml ず つ の 分函を集 め た．各分画を透析 L ，
1gE 結合活

性を ELISA に よ り翻定 した，

　 抗原の lgE結合活 牲 を測 る時 は 試 料を プ レ
ー

ト に

コ
ー

ト し 1 ：20に 希釈 した陽性プ
ー

ル 血清 を使 い 上記

と同様 に 囂LISA を 行 っ た．

　 6．吸収試験

　 1  ％ ウ マ 血 清
一Tw 一生食で 1 ：10に 希釈 し た 喘息患

者血清 （O．13m1）に 精製 ア レ ル ゲ γ （1．2及 び O．3mg ／

m 】）ま た は PBS   ．13ml を加 え，37℃ で 1 時間 イ ノ

キ ュ ベ ー ト し た．こ の 混合液を検体 とし て CME 　（20

μg！ml ）で コ ー ト した プ レ
ー

ト で lgE−ELISA を 行 っ

た ．2 穴 の 平均値を求め，PBS コ ン ト ロ
ール に 対する

精製ア レ ル ゲ ソ の 値 の 百分率を求め た ．

結　果

　L 主 要 ア レ ル ゲ γ の 精製

　CME （約300mg ）を DE52 カ ラ ム に か けた溶出パ タ
ー

ン を Fig．1 に 示す．塩 濃度勾配に よ り溶出 され る最初

の ピー
ク とその 後 に 徐 々 に 溶出 さ れ る部分を図示 す る

よ うに 分け取 っ た ，炉績
一ELISA9 ｝

で 測定 した ヒ ト IgE

結合活性 は eg　2 と第 3 分画に 強 く， 第 4分画 に も認 め

ら れ た ．第 3分画を ゲ ル 瀕過す る と分子量 15，000か ら

60，000位に か けて 幅広 く IgE結合活性が分布 し ， 第 2

分画よ りも分子量的 に 不 均
．一

に み え た の で第 2 分画 に

つ い て の み 精製を進め た ，第 2 分画を Sephadex　G・75

カ ラ ム に か け て結果を Fig，2 に 示す．　IgE結合活性 は

分子量24．0 O付近に検出された．横捧で 示 した 分画を

集め，同
一

カ ラ ム で 再 ク P マ トす る と タ ソ パ ク の ピ ー

ク に
一

致して 単
一

な IgE結合活性の ピ ーク が得 られ

k ．それを Dpl と 呼ぶ ．

　Dp1（約40μg）を SDS 一電気泳動に か けた パ タ
ー

ン を

Fig、3 に 示す．　 Dp1 は ほ 庶 単
一

なバ ソ ドを示 し
， 標準

タ ン パ ク の 移動度 か ら求 め た 分子 量は 27．000で あ っ
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Sephadex　G・75　column ，　 Eluted　position 　of　bovine

serum 　albumin 　（BSA ），α
・chymotrypsinogen 　A

（α ChyA ） and 　p・diazobenzenesulfonic　acid （DBS ）

are 　shown ．

　一
：absorbance 　 at 　 280nm．　 o ．一．一一．o ：ELISA
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● ●

　Fig．3．　SDS ・polyacrylamide 　gel　electrophoresis

of 　the　purified　allergen 　Dp1．　 Standard　proteins，

bovine　serurn 　 album ・in （BSA ；67
，
000），

　ovalbumin

（OA ； 43，000），
α
・chymotrypsinogen 　 A （α ChyA ；

25，GOO）and 　cytochrome 　C （Cyt ；13，
000）are 　shown ．
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た ．Dp1 の 等電点電気泳動 で は pH 　4．0−4．7と5．9−7．0

に 2 つ の IgE 結合活性 の ピ ーク が検 出 された．また

Dp1 を90℃ で 1時間熱処理 する と 0 ℃ に 置 い た コ γ

ト ロ
ール の 40％ に IgE結合活性が失活 した，

　D ．p．を含まな い 培地抽出液 CME （
一
）は 陽性 プ ール

撫清に対す る IgE結合活性 を全 く検出で ぎなか っ た ．

　2．喘息患老血清中 の 特異 IgE と IgG 抗体

　喘息患者血清中の 特異 IgE 抗体を CME また は 精製

ア レ ル ゲ ン を
．
抗原 と し て測定 し た 結果を Fig．4 に 示

す．CME を抗原 と した時 は 44％（17／39），精製 ア レ ル

ゲ ソ を抗原 とした時は 64％ （25／39） が陽 性 で あ っ た ．

CME 又 は精製 ア レ ル ゲ ン の い ずれか に 陽性iの 者の 中

で は 96％ （25／26）が精製 ア レ ル ゲ ン に 陽性であ っ た ．

　 　 　 　 02　　　　0，4　　　　0、6 　　　　0β　　　　　1．0　　　　↑．2

　　　　　　　 IgO　binding 驚o σME ｛A405 ）

　Fig，5，　 Mite−speci 丘c 　IgG　 antibodies 　in　the　 sera

from　asthmatic 　patients．

　 ○ ：positive　contro1 ，一一一一・一：positive　limit，

い ずれか に 陽性の 血 清の ほ とん どが CME よ りも精製

ア レ ル ゲ ソ に 対 し て 高値 を示 し た．

　特異 IgG抗体 の 測 定結果 を Fig．5 に 示 す．　 CME に

よ る陽性老は 92％ （36139）で あ っ た が精製 ア レ ル ゲ ソ

に は わずか 18％ （7／39）が陽性で あ っ た ．全て の 血清

が精製 ア レ ル ゲ ソ よ り も CME に対 し て 高値を示 し ，

IgE の 結果 とは対照的で あ っ た，

　3．正常人 血 清 中 の 特 異 IgE と IgG 抗体価

　正常血清 の IgE 抗体価を CME を抗原 として 測定す

る と 陽 性 コ ソ ト ロ ール 吸 光 度 0，47 ± 0．01 （n ＝ 4，

N 工工
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Table　l　Absorpti（m 　of 　the　CME −specific 蛋gE

　　 antibody 　Wiしh　purified　allergen 　Dp 工

mean ± S．D．）に 対 して 0．OOS± G．026 （n ； 20）で あ り，

精製 ア tz ル ゲ ソ を抗原 と し た 時 は 陽性 コ ソ ト ロ
ー

ル

0．81± O．03 （n ＝ 4）に 対 し て 正 常 血 清 IZO．006±

  ．019（n ＝ 20）と な り，
い ずれ も正常血清中 に 特異　lgE

抗体を 検 出 で きな か っ た ，

　特異 lgG抗体 は Fig．6 に 示 す よ うに CME 抗原 で

は 6 ％ （12〆2  が陽性で あ っ た が，精製 ア レ ル ゲ ソ を

抗原 と した 時は 5 ％ （1120）が 陽性 で あ っ た ．CME に

陽性反応を 示 し た 正常 血 清 12検体 に つ い て CME （
．一
）

に 対 す る IgG抗体 を測定 し た と こ ろ ， 6検 体 が陽 性

（0．33± 0．17） で あ っ た．

　4．精 製 ア レ ル ゲ ソ に よ る CME 特異 lgE 抗体 の 吸

収

　精製 ア レ ル ゲ ソ に 対す る 特異 IgE抗体 価 の 異 な る

3 名 の 患者血 清 を 精製 ア v ル ゲ ソ で 吸収し た後，CME

に 対す る IgE抗体価 を測 定 し た 結果を Table　1に 示

す．い ずれ も精製 ア レ ル v
’

ン ecよ っ て CME に 対す る

抗体価は完全 に 吸収 され た．

し た ア レ ル ゲ ン Dp1 は SDS一
電気 泳動に よ る分子量

27000，等電点4．0−4，7と5．9−7．0，熱に よ り IgE結合活

性が失活す る な どの 性質か ら Chapman らの 報告 した

antigen 　P17，と同 じもの と思わ れ る、

　精製 ア レ ル ゲ ン Dp1 と CME を抗原 と して 喘息 患

者血清中の 特異 IgE と IgG抗体 を測定 した と こ ろ，明

ら か な違 い が み られ た．特異 IgE抗体 に 闘し て は 陽性

者 の うち 2検 体を除 き全 て の 血 清が CME よ りも精製

ア レ ル ゲ ン で 高値を 示 した の に 対し．特異 IgG抗休 で

は 逆 に 全 て の 血清が精製 ア レ ル ゲ ソ よ り も CME で 高

値を 示 し た．こ の こ とか ら CME 中 の IgG結合抗原 に

は精製 ア レ ル ゲ ン 以外の もの が 存在す る こ とが示唆さ

れ る．ま た 正 常血清を用 い た 実験結果 か ら示 され る よ

う に 培地 成分IL対す る IgG抗体 の 寄与 も考慮す る 必

要 が あ る で あ ろ う．い っ ぽ う特異 IgE抗体の 測定で は

ほ とん どの 血 清が精製 ア レ ル ゲ ソ の 方で 高値を示 し た

こ と は，CME 中 の IgE 結合活性 の ほ と ん どが精製 ア

レ ル ゲ γ に よ る こ と を示唆 し ， それ は 精製 ア レ ル ゲ ソ

に よ っ て 血清中 の CME 特異 IgE抗体が完全に 吸収さ

れ る こ とか らも確認 され た．した が っ て精製 ア レ ル ゲ

ソ は CME 中 の 主 要 ア レ ル ゲ ソ と言 え る，

　正常血清で は特異 IgE抗体 は 検 出 されな か っ た が ，

CME に lgG 抗 体 陽 性 反 応 を 示 し た 12検 体 の う ち

CME （
一
） に 陰性 で あ っ た 少な く とも 6検体，つ ま り

正常 血 清の 30％ （6／20）は ダ ＝ 　lgG 抗体陽性 と考 えら

れ る．Chapman ら
iOi

も非 ア レ ル ギ
ー
者 の 30％ に 特 異

IgG 抗体 を 検 出 し て い る．伊藤ら
LI｝は 皮内反応 陰性 の

正常者に は ELISA で 特異 【gG 抗体 は検 出さ れ な い

が
， 阻害反応 か ら正常 血 清中 に 特異　lgG 抗体が存在す

る こ とを指摘 した ．ダ ニ が普遍的に存在する こ とか ら

正 常 血 清 中 に も特異 lgG抗体 が 存在 す る の は 自然 な

事で あ り，正常血 清中 に 特異 lgE抗 体 が 検 出 され な

か っ た の は 正常者 の lgE 産生 に 特 異 的抑制機構が働

い て い るた め と考えられ る
12 ）．

　本実験 で は 用 い た 血清 と提供者 の 皮内反応 お よ び減

感作 との 関係は調ぺ なか っ た，精製 ア レ ル ゲ ソ と皮内

反応 お よ び減感作 に よ る IgG 抗体 の 変化 と の 関係 な

ど今後 さらに 検討が必要と思わ れ る．

考　察

D．p，培養培地 か ら ヒ ト IgE結合性 を指標に し て 精 製

　喘息患者血 清を提供 して 下 さ っ た 国立 療養所宮崎東病院

の 鬼塚黎子小児科医長 お よ び ダ ニ を 培養 して 下 さ っ た 八 谷

敏子氏に 深 謝 致 し ます，

　本研究の
一

部は 文部 省 科 学 研 究 費 （58480169） に よ っ て

行 っ た ．
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            APPLICATION  OF  A  PURIFIED  ALLERGEN  FROM  DERntATOPHAGOIDES

                                 P7ERonVSSrvas  FOR  ELISA

                          -Detection of Specific IgE and  IgG Antibodies-

                                         
'I'atsuyaAbe

                          Depa rtment of fla vasito  logy, bfiyaiaki ilfedicat  CoJfage

                                          Akira Ishii

                      Doprttnent ofl]nrasitogogy, Oka.yama b7iiLersity Mbdicat Scliont
                                        AkikoYoshihara

                           Depa  rtmenl of l]bdiatn'es, Mlyaeaki MedicaI College

   A  major  allergen  <Dpl} was  purified from  the culture  mediurn  extract  (CME) of Dermtophagoides Ptervtryssinus.
The IgE and  IgG aRtibodies  specific te Dpl and  CME  were  measured  in hurnan sera  by microplate-ELISA,  CME-
specific  IgE antibody  was  detected in 44%  and  Dpl-s.peclfic IgE antibody  was  detected in 64%  ef the sera  frem
asthTnatic patients. CME-specific IgG antibody  was  detected in 92%  of  the sera  from asthmatic  patients, while  Dpl-
specific  IgG  antibody  was  demenstrated in only  18%  of  the same  sera.  Neither CMEspeciflc nor  Dpl-specific IgE

antibody  was  deteeted in 20 normal  sera,  As  for IgG antibody  in normal  sera,  CME-specific  igG antibody  avas

clemonstrated in 6e%,  -'h"e  Dpl-specific IgG  antibody  was  detected in 5%  of  the same  sera,  Dpl  showed  greater IgE'
binding activity than  CME  in most  sera  from asthmatic  patients, indicating that most  IgE-binding activites  {n CME  is

due to Dpl. The possibil{ty was  also  confirmed  by the fact that ant{-CME  IgE antibecly  was  absorbed  wlth  Dp1, Thus,

Dpl shollld be cal]ed a major  alIergen in CME.


