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抗ダ ニ IgE な らび に lgG抗体検出に お け る

Dot　Immunobinding の 応用

高知医科大学第三 内科

　　小 林　誠

　酵素抗体法 に よ る dot　immunebindlngを応用 して，気管支喘息患者血清 に つ い て抗 ダ ニ （Dermato・

phagoides　ierinae）IgE，　 IgG 抗体 の検出 を 行 っ た．抗 ダニ IgB 抗 体 の 検 出 に お い て RAST と の
一

致率

は 90．0％，ELISA との
一

致率 は 91．3％で，い ず れ も高 い 一
致 率 を示 し た．ダ ニ ，　Asρergilius　iumig ∂tus

，

ウ エ ス テ ル マ ン 肺吸 虫 の 各抗原 に 対す る 特異的 IgE 抗体 の 同時検出が 可能で あ っ た．こ の 結果，高 IgE

血症 を伴 う肺疾患 の 補助診断 と して有 用 で あ る 可能 性 が 示唆 され た．しか し抗 ダニ IgG 抗体 の 検出 に 関

して は signal −to−no 圭se　ratio が 低 く，　 ELISA に 有用性 の 点 で 及 ば なか っ た，

　dot　immunobinding　assay は操作 の 簡便性 と cost 面 で 有利 で あ る 反面，定量法 に 工 夫 が 必要 と思 わ

れた．
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緒　言 対象 と方法

　特異 ts　lgE抗体 の検出 は 1型 ア レ ル ギ
ー

の 代表的

疾患で あ る 気管支喘息 の 診断ならび に 管理 に 重要で あ

る．検出法と して は 現在 RAST （radioallergosorbent

test） が主 に 用 い られ，
一

部 ELISA （enzyme 　linked

immunosorbent　assay ） も試 み られ て い る，な か で も

RAST は皮内反応，　 P・K 反応，吸入誘発反応 との 相関

も良好である反面
n
，RI を使用 した り，抗原の 吸着に

CNBr を必要 とす るた め 操作 は 簡単 で は ない ．そ こ で

本研 究 で は dot　 immunobinding を応 用 し た 抗 ダ ニ

IgE抗体 の 検出 を試み ，　 RAST ，　ELISA と の 比較 を

行 っ た ．ま た 同法 に よ る抗 ダ ニ 王gG 抗体の 検 出を行

い ，ELISA と比較 した ．
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Abbreviatiens：　dot　lgE （lgG）　 dot　immunobind・

ing　 assay 　 for　 mite −speci 且c　 lgE αgG）； ELISA

enzyme 　linked　immunosorbent 　assay … ELISA 　IgE

（lgG）　ELISA 　for　mite ・specific　IgE （lgG）；　FCS
fetal　calf　serum ；　HRP 　horserad正sh　 peroxidase ；

PAP 　peroxidase 　 anti ・peroxidase ；　 PBS ・Tween
20phosphate ・buffered　 salirve （pH 　7．4）containing

O．G5％　Tween 　20；　RAST 　radioallergosorbent

test；　TBS 　Tris−buffered　sa 】ine （pH 　7．6）

　 対象 は 当科外来 に 通皖中 の 気管支喘息患者32例 （16

歳
一60歳，男21例 ， 女11例）を選び ， 総 lgE値，　 RAST

検査時に 同時採血 し，血清を分離後一20℃ に 保存 した、

　〔1）dot　immunobinding　Fこ よ る抗 ダ ニ IgE 航体の

測定 （dot　IgE）

　方法et　Derer ら
2｝

に 準じて 行 っ た （Table　l）．ニ ト ロ

セ ル 卩
一ズ 膜 （S ＆ S，メ ン ブ ラ ソ フ ィ ル タ

ーBA85 ，

G．45μm ）に 5mm 　X 　5mm の グ リ ッ ドを描き，　 Derinato・

Phagoidesn　fan
’
nae 　es乾末 （鳥居）を0．1％ BSA を含む

O．OIM 　 Tris・buffered　 saiine ： O，15M 　 NaCl ，
　 O．01M

Tris・HCI，　 pH7 ．6（TBS ）で lmg ／m1 の 濃度 に 調製し 1

こ れ を ダ ニ 抗原原液 （× 1） と した ． ニ ト ロ セ ル V 一

ズ膜 に 抗 原液 を × 1，x5 ，× 25と階段希釈 し，　 Drum・

mond の micrOdispenser （5μD を用 い て 1μ1ず つ 滴下

し， 乾燥させ た．そ の 後10％ FCS を含む TBS で 37℃

blockingを行 っ た．次 に 2 倍 に希釈し た被験血清1ml

と24時間室温 で incubateし，　 TBS で 3回洗浄後1000

培 に 希釈 した ペ ル オ キ シ ダーゼ 標識抗 ヒ ト lgE ヤ ギ

血 清 （Miles，　Lot　No．61−133，　S269）1ml と室温 2時

rM　incubate し た ．洗 浄 後 4−chloro −1−naphthol

（Sigma ）と H ，O ， を加えて ，室温 で 15−30分間発色 させ

た ．さ ら に発色後蒸留水 で 1回 洗浄し乾燥させ た．

　（2） RAST に よ る 抗 ダ ニlgE抗体 の 測定

鑑
N 工工
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1
　Fig．1．　 The 　dot　immunobinding 　assay 　for　mite −

specific 　IgE．　dotted　DL ノ物ガ麗 oθ antigen 　solution （1

mg ／m1 ）was 　diluted　1：1（left），1 ：5 （m 孟ddle），1 ；25

（right ）．

小林　誠

　 RAST は Pha  acia 　RAST 　kitに よ り測定 し， 結

果 は半定量的 に 0，1＋，2＋，3＋，4＋ と 5段階で表示

した．

　 （3）ELISA に よ る 抗 ダ ニ IgE抗体 の 測定 （ELISA

IgE）

　 ELISA は Aliら3｝の 方法 に 準 じ て Table　2に 示 す ご

とく， （1） に 用 い た と同 じ lotの ペ ル オ キ シ ダーゼ 標

識抗 ヒ トlgEヤ ギ 血 清を 使用 し て single 　antibody 法

に よ り行 っ た． マ イ ク ロ タ イ タ
ープ レ ー

ト （Nunc ）に

ダ ニ 抗原 液 （50μg／m1 ）100μ1を注入 し，抗原の 吸着を

行 っ た （室温一晩）．block三ng は 10％ FCS を含む PBS −

Tween 　20 （pH 　7．4）を用 い 室温 2 時間行い ，洗浄は

す べ て PBS −Tween 　20を用 い て行 っ た ．被験血清 は

biocking　solution に よ り 2 倍に 希釈 し， 標識抗体は

lOOO倍に希釈 した．　 incubationは 各 100μ 1室温で各 々

24時間 ， 2時間 とした，発色基質に は orthophenilene −

、diamjne（Sigma）と H ，O ， を用い て ， 室温 8分間反応 さ

せ ，2MH2SO4 を加え て 反応を停止 さ せ た．吸光度 の

測定は ，
　duplicateで 492  に お い て MTP12 （コ け ）

を用 い て 行 っ た ，

　 （4）dot　immunobindingに よ る抗 ダ ＝ IgG 抗体 の

測定 （dot　IgG）

　 方法は Pappas ら
4）の dot　ELISA に準 じて 行 っ た．
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　Fig．2　Densitemetry　 of 　 a　 nitr   ellulose 　 strip

（No ，5 三n 　 Fig．1） scanned 　 by　refiectance 　den−

S且tometer 、

す な わ ち，5mm × 5mm の あ らか じめ ダ ニ 抗原液 （1

mg ／ml ）1μ1を dotした ニ ト ロ セ ル P 一ズ 膜片を，24穴

の マ イ ク ロ プ レ ー
ト （マ ル チ プ レ ート）の well 内に 入

れた．被験血 清は 20倍よ り 4 倍ごとに 10％ FCS を含む

TBS に て階段希釈 し， そ の 各500μ1を各 well に 注入

し， 室温 2時間静置 した．次に O．05％ Tween 　20を含

む TBS に て 3 回洗浄後，ペ ル オ キ シ ダ
ーゼ標識 抗 ヒ

ト IgG ヤ ギ 血清 （γ chain 　specific，　Miles，　lot　No ，61．

−130
，
EO85 ）を10％ FCS を含む TBS に て 1000倍 に 希

釈して 500μ1注入 し
， 同 じく室温 2 時間静置 した．再度

洗浄後 ， 発色 は （1） に 用 い た と同 じ 4・chloro −1−na ・

phtho1と H202に て行 っ た．結果は 鮮明 な青色の dot

を呈 す る最大希釈度を抗 ダ ニ IgG 抗 体価 と し て r  i−

procal　titerで表示 した （Table　3）．

　（5）ELISA に よ る抗 ダ ニ IgG 抗体の 測定 （ELISA

IgG）

　既報
5｝
の 抗 ASPergi71us　fumigatus　IgG 抗体の 測定に

｝
N 工工
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Dot　lmmunobind｛ng の 応用

Tabie　l　M α hod　of 　dot　immunobind 玉ng 　assay

　　　　 for　speci 丘c 】gE　antibod ｝
・to

　　　　 l）emta 緲 hagoides　fa崩 ae

十Df　（24hr　 at 　R了｝

弱も 4hr

No 　 serum
　 　 　 　 ご

　F三g．3．Specificiしy　 of 　 the　 dot　 imn田 nobinding

assay 　f。 r　 mjte ・specific 　lgE．1 ； apatjent 　serum

without 　treatment ，2 ；apatient 　serum 　after 　24　hr

incubation　with 　D．　fan
’
llae　antigen 　at 　room 　ter叩 er ・

ature ，3 ；a　patient 　serum 　after　heat　treatment　for

4hr 　at 　56℃、4 ；blocking　solutiefi 　only ．

準じた ．即 ち （3） と同様 に coat した マ イ ク 卩 プ レ
ー

Fの wel1 に 10％ FCS を含む PBS −Tween 　 20で IOO倍

に 希釈し た被験血 清100μ1を注入 し，室温 2 時間静置

し，PBS・Tween　2eで 4 回洗浄後，1000倍 に 希釈した

ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー

ゼ 標識抗 ヒ ト王gG マ ウ ス モ

ノ ク n 一
ナ 〆レ抗体 （tot　No ．580208）を100μ1注入 し，

室温 2 時間静置した．発色は para・nitrophenyl 　phos−

phate （lmg／ml ） 100μ1を加えて 室温 30分反応 させ た

後 ， 3M 　NaOH を加 えて反応を停1トし， 型 の ご とく405

nm に お け る 吸光度を dupiicateで 測定し た．

結　果

　（1）dot　IgE

　Dererら：）
の 原 法 に よ る  ．5μ1の dotで は 被 験 血 清

の 希釈倍数と し て 5倍 が 用 い られて い る が，本研究 に

用 い た 1μ1の dot で は 5倍希釈 で は 発色に 乏 し く，被

験血 清 の 希釈倍数 は 少 なくとも 2倍 以下を必要 とし た

た め ，被験血清は 2倍に 希釈し て測定し た，標識抗体

の 希釈倍数に つ い て は × 500，X　IODO，× 2000の 3段階

で 検討 し た 結果，background の ぞ ま りに くい 1000倍

を 至 適希釈倍数と考え選択し た．さ らに dot に 用 い た

抗原濃度は lmg ／ml ，  ．2mg ／ml ，0．e4mg ／ml の 3段階

で 比較 した．Fig，1 に 示す ご とく RAST 　2＋ 以上 で 青

紫色の 発色を認め た が，RAST 　1＋，　 O＋ と正常対照者

で は発色を認 め なか っ た ．ま た RAST 　2十 の 患者血清

（No，7） で は 抗原希釈 1 ： 1で ，
1 ： 5 ，

1 ：25に 比

し て発色が乏 し い 傾向が認め られた 。発色の 程度は 再

1）　　betting　：　1μ葦　of　seriaiiy　@diluted〔　X　l，　 X5，　X25

　 Dermatophtrgoitiag 　farinae　antigen　solution（ 玉mg！
　dotted　to 　NC 　paper （ 5mm 　x　 5mm 　gri

j2 ）　8如‘々 ing ：Dotted 　NC　strips　incubated 　with　 10 ％F

、 　TBS
　
for 　2hr 　a鬘

℃
3
） 1 ｝ 肋留ワincuhation ：Inc 曲ate 　with 　lml 　of　test Σ

a 　d亘uted　 1： 2in 　 b；  king　soiut ｛on　for 　24hr 　at

RT 　 　　 　 　〈3washes　for 　15m 晝 n　in　

S） 4）Secendac ソ　incuhation：（ncubate 　with　lm｝of　H

RP − 　labelad　goat 　a 槭 i ・ human 　IgE　di塾uted 　1：1｛KK ）孟n 　b

ck − 　ing　sOlution　for　2hr 　

　 RT 　　　 　　（3washes 　for　 15min 　in
TBS ） 5）Co’or　deve’ epnfent ：D∈velop 　with　4・chbro・1− n

h 七〇l 　and　HzO2 　
ior

　 l5− 30min

at 　 RT 　 　　　　　（ wash 　in 　distMed

water ） 6＞ Den5itometric 　assay 　if　

sslb 且 e 検に よっても同 程 度 で再 現 性 が ある

とが窺われた． 　（2）　densitornet

c 　assay 　densitDmetric 　assay をFig ．1No ．

ﾌstrip にっ いて試み た結果 をFig ． 2 に
示 す

2 波 長 クPマt／ス キャナーCS − 930 （島津製 作 所

を 用い て紫外吸 収 スベ クト ルを反射法で ，260nm
波長を固 定し測定した． 　（ 3 ） d

　IgE の特異 性 の検討 　特異 性検 討のため 被験血清

niに 対し， ダニ抗原
液 （1mg！m1 ）50 μ1と室 温24 時 間 inc

ate した．ま た igE を 不 活化するため 56 ℃4

間 の加 熱処理を行っ た．そ の 結果 Fig ． 3 に 示 す

とく い ず れの処理に よっ

も 発色はほぼ 抑 制さ れ た． 　（ 4） 各 種抗原に

する特異的IgE 抗 体の同時 検出 　Fig．4はダニ抗原，　 ASPergilltes　
f

migattes 　blti ，ウ エステルマン肺 吸虫抗原（各1

g ／rnl ）を各k 　 1 μ1 ずつ dot し ，各患者 血 清 とi

ubate した 後，同 様 に して 航 原特異 的 IgE

体 を み
た

ものである が ， ダ ニ 喘息 ア レルギー性気管支

ア ス ペ ル ギ ル ス症（ABPA ） ， ウエ ス テ ルマソ

吸虫 症 でそ れぞ

の抗原に対応して発色 が認めら れた． 　（ 5 ）

t 　lgEとRAST （ lgE ）との相関 　 dot 　lgE の結

とRAST　 score を
比 較したところ， Fig ．5 に 示

ごと く
，　RAST 　 1 ＋以上 を陽性とすると 両法の一致率 は3

癇  5 例（ 83 ．3％），RAST 　2＋以上 を 陽性

す ると30 例中27例（ 90 ．0％）となった ． 　

6 ） dot 　lgE と ELISA 　 IgE と の相関

　抗ダ
ニlgE 抗 体 の 測 定 を両 法で比較 し た 結 果を N 工 工一
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Tab至e　 2　Method　of　ELISA 　for　specific　IgE

　 antlbody 　to　1）ennatoPh ‘rlo∫des　fan
’
觚 8

161

Mite　 asthma

ABPA

Paragonimiasis

Normal　 con も「ol

　Flg．4，　 Sim磁 aneous 　detection　f。r　sped 丘c　 lgE

antibodies 　against 　∠）L 力百麗 8　（垂eft），　〆1鐸）ergt
“
llttS

71tmigatus（middle ），　and 」Daragon 舫 as 　 westenuani

（right ）． 1； apatient 　 with 　 mite 　 asthma ，2； a

patient 画 th　 al1ergic 　bronchopulmonary　 aspergil −

bsis（ABPA ），3 ；且 patlent　with 　paragonimiasis，

ll；anormal 　sublect ，

1）　Coating：　100μl　of 　D ．ノa7ぜ溜 　antigen 　so垂ution　（50μ9／
　 m1）adsorbed 　to　microplate 　ovemight 　at　RT

2） 劭 ‘嫐 g ： 200μ！of　PBS ・Tween 　con 糺aini   10％ FCS

　 incubated　for　2hr　at　RT

　 　 　 　 　 　 〔3washes 盈n 　PBS・Tween＞

3）　P7カnary 　fnCtthロtien二 100μ10f　test　se τa 　of ！ ：2di…ution

　 in　b】  king　solution 　incubated　for　24hr　at　RT
　 　 　 　 　 　 （4washes 　in　P8S ・Twe   ）

4） ＆condory 　incuhation： 100μ1　0f　HRP −labeled　goat
　 anti −human 　IgE　of　1 ：1000　dilution　in　blocking　so 地一

　 tion 藍ncubat εd　foτ 2hr　 at 　RT

　 　 　 　 　 　 （4washes 　in　PBS ．Tween ）

5） C面 7devet 伽 π f ： 100μl　 of　 substrate 　 solution

　 （OPD 十 H20 コ）added 　for　8πnin 　at　RT

　　　　　　 （100μlof　2M 　H2SO
‘
added ）

6） Reading ： OD 　at　492nm 　by　microplatephotometer

RASTscore

4十

3十

2十

1十

0

n二16

　 　 ●

n ＝ ：4

●o 夢 ● ●

●● ● ●● ●

　 　 ■

鰯 ●

o

一 十

　　　　　　　　　　　 Dot　lgE

　 Fig．5，　 Compar三so卩 between　RAST 　and 　dot　im・

munobind 孟ng 　assay 　正or　specific　IgE　antibody 　to

berntattiphageides　fan
’
nae ．

Fig．6 に 示す．正常対照者 （n ＝ 16）の 吸光度の 平均 ＋

2SD を こ えた 場合 （OD 、9t ＞ O．256）を陽性とする と，

ELISA 　IgE と dot　lgE の
一致率は 気管支鳴 息患者23

例中 21例 （91．3％）とな り，dot　lgEは ELISA 　lgE の

結果と もよ く
一
致す る こ とが 示唆された ，

　（7）dot　IgGに よ る抗ダ ニ IgG 抗体の 測定

　ダ ニ 喘息患者（MA ）、 非 ア F ピ ー
性喘息患老（NA ），

正常対照者 （NC ）各 8名に つ い て抗ダ ニ ！gG 抗体価を

み た 結果 は Fig，7 の ご とくで ，ダ ニ 喘息患者で抗ダ ニ

IgG抗体緬は高い 傾向が認め られ た が
， 正常対照者で

EuSA 　lgE

詈冒
OO

1．5

1．e

0．5

G

●

o

●

●

oo

■

o

●

●

●

●

■

● 3
●

（n ＝9）

　 十

（n ・ ・14）

　　　　　　　　　　　　　 DoUgE

　Fig．6．　Cornparison　between 　ELISA 　a 旦d　dot
immunobinding 　assay 　 for　spe ρi丘c　IgE　antibody 　to

z〕ilnuatophagoides　fan
’
砌 e．

　
− represents 　mean 　十 2SD 　of 　absorbance 　va1 ・

UeS 　fOr　nOrmal 　COntrO 蓋S，

は く2  か ら ×80まで の問に分布 して い た．

　（8）ELISA 　IgG に よ る抗ダ ニ IgG抗体 の 測定

　ダ ； 喘息患者 （n ；17）の 吸光度は 0．479±O．446， 非
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Table　3　Me しhod 　of 　dot　immunobinding

　 assay 　for　specific　lgC・　antibod ｝
・
　to

　　　 l）ematePJZirgeides カrinae

EuSA ±gG

1） Antigen　d。tted　NC 　squares （5  x5   ）plac顧 n　24

　 weH 　fiat　bottom　miCT 叩 late

2）　Ph
’
ma リノ 鈎αめσ戯）” ： 500μl　of 電est　sera　ser 言aliy 　4−fo！d

　 di勧ted　in ユD％ FCS ・TBS 　added 　to　 each 　 well 　and 　in・

　 cubate く至fDr　2hr　 at 　RT

　　　　 （3washes 　in　D，05％ Tween 　2G・TBS ）

3） Seeondary　ineahation　
1500

μ1　0f 　HRP ・labeled　goat

　 antihuman 　IgG　diluted　l ：1000　iτ110 ％ FCS −TBS 　added

　 and 　incubated 　for　2hr　 at 　RT

　 　 　 　 （3washes 　in　O、05％ Tween 　20−TBS ）

4）Co’oア ゴ覦   耀 η’： DevelDp　 with 　4・chl 。 r。 ・1・napht 。1

　 and 　H20： for　30min　at　l〜T
　　　　　　 （wash 　in　d孟s之iHed　water ）

5） 1〜nding ： Maximum 　seru撮 dilution　caus ［ng 　the　devet・

　 epment 　of　well 　de龕ned 　blue　dots　o Ω antigen 　squa τes

　 considered 　specific　lgG　antjbody 　titer　to　D ．裁再彫

ゆ

。

δ
O

1．5

1．o

o．s

Dot　lgG5120

1280
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」
 

ピ
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冨
匡
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o ● ●
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MA 　　 NA 　　 NC

（n ＝8）　（「｝瞿・8）　（「｝＝8）

MA ：Mlte 　 a5 しhma

掴A 　：Non −atopiG 　 asthma

NC ： Normal　 control

o 　　Under 　hyposensitization

　Fig．7．　 Resu1しs　of　dot　immunobinding　assay 　for
speei 丘c　IgG　antibody 　to　Dtnnatophagoidesノ

’
arinae

amo   patient　groups ．　 MA ；mite 　 asthma ，　NA ；

non ・atopic 　aSthma
，
　NC ；n 。rmal 　control ，　o ｝patient

under 　hyposensitizati（）n ．

ア ト ビ ー性喘息患者 （n ＝ 9 ＞で は 0．213±  ．492， 正常

薄照者 （n ＝ 9）で O，071± 0．088で，ダ ニ 喘息患者の 吸

光度は 正常対照者 に 比 し有意に高値 を 示 した が （p＜

0．GS），非 ア ト ピ ー徃喘息患老と正常対照者 の 間 に は 吸

　 　 　 o
　 　 　 　 　 　 　 MA 　　　 　 NA 　　 　　 NC
　 　 　 　 　 　 　 《n＝1ア〕　　　　（n＝9｝　　　　（n ＝9）

　　　　　　　　ヒ 浸，語±
　 　 　 　 　 　 　 　 D 　Jnder　hyPO 〜enSrtization

　Fig．8．　 Results　of　ELISA 　for　specific　IgG
antibody 　to　 iler？mitoPhtrgoides 卿  澀 ¢ among

patient　 groロps，　 MA ； mite 　 asthma ，　 NA ； non ・

atoplc 　 asthma ，　 NC ；nGrmal 　 contro 呈，　 o
； patient

under 　hyposensitizadon，　ns ；not 　s1gnま曇cant ，

　
− represents 　mean ÷ 2SD　of 　absorbance 　va ！・

ues 　for　no π nal　contr   ls．

光度に 有意の 差 を認めな か っ た （Fig．8）．減感作を う

け て い な い ダ ニ 喘息患老 で も抗 ダ ニ IgG 抗体 が 高値

を とる 例 が み られ た．

　（9） dot　IgG と ELISA 　IgG の 相関

　両法で検討し えた 23例に つ き成績を凭較 した 結果を

Fig．9 に 示す．　ELISA　lgG で は 正常対照老 の 吸光度の

平均＋ 2SD を越え た 場合を陽性 とし，
　 dot　 IgGで は

reciprocal 　titer　80倍を 越 えた 場 合を仮 に 陽性 と判定

す ると，一
致率 は 23例中20例 （87．8％）で あっ た．

　（10）ELISA 　IgE と ELISA 　IgG と の相関 （Fig．　10）

　気管支瑞息患者25名 に つ い て ELISA で 測定し た抗

ダ ニ IgE抗 体 と抗 ダ ニ IgG 抗体の 間 に は 相関 は 認め

な か っ た．

1

期
鷹

黒

驚
藁
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　Fig．9，　Comparison　between　ELISA 　and 　dot

immunobinding　assay 　 for　specific　fgG 　 an ヒibody　te
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’
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−

represents 　mean 十2SD 　of 　 absorbance 　va ］・

ues 　for　non 　lal　controls ．
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 匸i」SA顋臼E

　　　 　 ● MA （n扁14），　x　NA 〔n冒9｝

　 Fig．10．　 Cor了e】ation 　between　 ELISA 　 for　mi 之e・

specific 　lgE　and 　ELISA 　for　mite −speci 行c　IgG．　 ● ；

mite 　asヒhma，× ；non
・atopic 　asthma ，

考　察

特異的 lgE 抗体 の 検 出 は 気管 支喘息の 診断 と治療

に 重要 で あ る，現在 Wide ら
6｝が 開発 し．　 Ceskaら

7｝
が

改良 した RAST が最 も一般的な検出法 で あ る が，　 RI

使用 に よ る種 々 の 制約 ， CNBr に よ る抗原吸着に偉 う

繁雑 さな どの 問題 があ る．こ の た め ELISA に よ る特

異的 lgE の 検出が試 み ら2zて い る．Aliら31は 抗 プ タ ク

サ IgE 抗体検 出 に マ イ ク 卩 タ イ タ
ーブ レ ー

トを用 い

た indirect　ELISA を開発 して，比較的良好な 成績を報

告 し て い る が，sigtlai −to−noise 　ratio カ〜低 い こ と か ら

種 々 の 感度 を上 げ る 試 み が な され て い る
Sle］．　 double

antibody 法 は 非特異的反応 の 関与 が 予想 され る 上 に ，

background の 上昇に もつ な が る こ とか ら，必ず し も

良好な signa しto・noise 　 r、ltio が達成 さ れ る と は 限 ら な

い
L°｝．さらに Huoroimmunoassay の 導入 も試み ら れ て

お り．抗 ヒ ト lgE モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗 体 と fiuoroLm−

munoassay を くみ あわ せ た IgE　FASTTM が 検討 され

て い る
H ）．

　最近 Dererら2｝は Hankes ら
’Zj

　h〜考案 した dot　 im−

munoblnding 　assay が モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を用 い な

くて も抗体特異的 IgE抗体 の 検出に 有用で ある と報

告 し て お り ， 今 回 ダ ニ 喘 息患 者 に つ ぎ De” uato −

Phagoides　fan
’
ntte に 対す る IgE抗体 の 検出 に 同法 を

応用 し，有用性 の 有無を検討 した．抗原 の 吸着は既述

の ご と く簡単で ある が，後 で densitometric　assay を

行 うた め に は ク ロ マ トス キ ャ ナ
ーが直線的に走査する

場合 正確 な位 置 づ け が 必 須 で あ る
27．検出感度 は dQt

の 大きさに 依存する．すなわち本醗究 で 行 っ た抗 ダ ニ

】gE 抗体 の 検出に 関し て は被験血清は 2 借希釈が検 出

に適当で あっ た が，  ．5μ1の dottingで は 5 倍希釈 で

検出 が 可能 で あ う た ．

　Hankes ら は dotの 抗 体 濃 度 は 0．1mg ／ml
−1．Omg ／

m ｝の 問が至 適で ある と述ぺ て い る が鋤 ，抗原過剰 の 場

合 Fig．1No ，7の strip に み られ る ご と く反応 を譲 る

場合 が 予想され る た め ，抗原濃度の 選択 に 関し て は慎

重 な対応が必要 と考 えられた．

　ま た基質 と し て は 発癌性 の 点 で 問題 が な く， back・

ground がそ ま り に くい 4・chloro ・1・naphthol カ：最 もよ

い と思われる が
， 発色後退色 しやす い 欠点があり，さ

らに 安定な基質 の 開発と早急な定量法 の 確立が期待さ

れ る．し か し Ali ら
iS ；

の ELISA に つ い て の 報告 に み

られ る の と同様，本法に お い て も陽牲血 清と陰性血 清

は 画然 と区別 しうる よ うで あ り，操作の簡便性，cost

が安衝な こ とを考慮に 入れた場 合，抗 ダ ニ lgE抗体 を

all　or 　none で判定す る方法と し て は ，今回 の 検討で も

十 分 に 有用 で ある こ と が 窺わ れた ．ま た RAST で
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score 　 1÷ は臨床的 に あ まり意義が な い と さ れ て お

　り
1’｝，RAST 　 2＋ 以上 を陽性 とす る と dot　 IgE と

RAST の
一

致率 は 90．O％で あ り，　dot 蓋gE と ELISA
igE で は 91．3％で ， い ずれ も高い

一致率を示 した ．

　 Walshら
LS ⊃は 小麦粉 など 4 抗原 に つ い て ニ ト ロ セ

ル ロ
ーズ ・ポ リデ ィ ス ク を用 い た特異的 lgE抗体の 検

出を PAP 法 に よ る amplification 　ltよ り行 っ て 良好
な成績を 報告 し て い る が

， 操作がそ の 分だ け繁雑 とな

る た め 本研究 で は採用し な か っ た．しか し今後検討を

加 え る べ き問題 と考え られ．る。結果 に 示 し た 如 く，
PAP 斟 こ よ らな くて もダ ＝ ，　 A ・p・rgr

‘
tl　es　f・ migattes ．

ウ エ ス テ ル マ ン 肺吸虫に 対す る特異抗体を同時 に 検出

し k ， 高 lgE血症を伴 う肺疾患 の 補助診断 に 有用 で あ

る可能性 が示唆され た ．

　
一
方抗ダ ニ IgG抗体検出 の 面 で は，必 ず し も dot

immunobinding　assay の 有用牲 が示 さ れ た とは い え

な い ．こ れ は抗体価を reciprocal 　titerで 表示 した こ

と，抗 ヒ ト IgG 抗体が ポ リク ロ ー
ナ ル 抗体で あ っ た こ

とが影響 して い る と思わ れ る，ま た 抗 ダ ニ IgE抗体に

関 し て は 正常者 で は lgE産 生 に抑制機構 が 働 い て い

る反 面
16，，抗 ダ ニ IgG抗体に 関 し て は 卸制機搆を欠

き，さらに 日常的に 環境の中で 暴露 され て い るた め 正

常者で も抗 ダ ニ IgG 抗体 を一一部 の 人 に 検出で きる こ

とと関連し て い る の か もし れな い
17 ｝ls ］．しか し抗 ヒ ト

IgG マ ウ ス モ ノ ク P 一
ナ ル 抗体を用 い た ELISA 　IgG

で は 良好な signal ．to．noise 　ratio がえられ た こ とを考
え る と，寄生虫疾患

4〕，ウ イ ル ス 疾，eei2）
の 診断に お け る

の に 比 して，抗 ダ ニ IgG抗体検出 に関し て は 本法 の 有

用性 は 乏 し い と考えざ る を え ず，今後の 検討課題 と思
わ れ る．

結　論

　（1）抗ダ ニ lgE抗体 の 検出gcお い て ，　 d・t　 lgE は

RAST （IgE），　ELISA 　lgEと ほ ぼ同等の感度を有し，
ス ク リーニ ン グな どに は 臨床的に 有用 である こ とが 示

唆され た．長所 と して は操作が簡便で あるこ と，同時
に 各種 の抗原 に 対す る抗体を検出で きる点 が挙げられ

る が
， 定量法に関して は工 夫が必要と思われ た．

　（2）抗 Pt　＝ IgG 抗体の 検出 に お い て ei　dot　 IgG は

ELISA 韮gG に 比 べ 有用性を認め 難 く， む しろ ELISA
lgGが signal・t・・n ・ise　 rati ・ が高 く，定量 tt　tC秀れ て

い た．

稿を織 る 臨 み 澗 指導 鰍 蹴 賜 た 三 好勇嫡
授’　 t’ ら び に 鰤 的耡 言を頂 い た 鰯 昭 起魁 嵌 融
します，

　本 論文の 要旨は第25回 目本胸 部疾患学会 総会 （名古屋）に

お い て 発表 した．

珊 究 の
一

部は 昭欄 鞭 文esace“学 研贈 （一一鞭 究
C ） の 援助 を うけ た，
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THE 　 DOT 　 IMMUNOBIN ［）ING 　ASSAY 　FOR 　 SPECIFIC 　 IgE　 AND 　 IgG

　　　　 ANTIBODIES 　TO 　 DERMATOPHAGOIi ）ES 　FARINAE

　　　　　　 潺 akoto 　Kobayashi

Depart嫐 ’げ 福 記 絵 鯉β，　KechiMedicat　Schoe〜

　　The　dot　immunobinding　assay 　foτ s那 cific　IgE　and 　IgG　antlbodies 　to　1λ似   was 　l）erforrned 　on 　serum 　samples

from　patients　with 　bronchia】asthma 　with 磁e　use 　of　peroxidase　labeled　ant圭一hurna矼 IgE　and 　IgG　goat　sera ，

　　The　do巨 mmunobinding 　assay 　for　mjte −speclfic　IgE　showed 　a　go（雇 correlation 　With　both　RAST （90．0％ con ・

cordance ＞and 　ELISA （91，3％ concordance ）and 　appeared £o　have　sensitivity　comparable 　to　RAST 　and 　ELISA ．

Simulしaneous 　detection　for　specific　IgE　against 　O ，　farinae．　Aspa ，rgitlusノ
‘
umigattLs ，　and 　Pa　ragon ゴmws 　ttwstemtani 　an

・

tigens　in　a　single　nit了  e】lulose　stdp 　was 　possible　and 　this　may 　be　helpful　for　the　diagnosls　of　pUlmonary 　diseases　with

e蓋evated 　serurn 　lgE 　levels．

　　The 　doL　enzyme −linked　imInunosorbent　assay 　was 　applied 　for　the　detection　of　mite
−specific 　IgG．　The　reciprocal

titer　of 　mite 　asthma 　patients　seemed 　to　be　greater亡han　that　of　norma1 　controls 　which 　ranged 　frorn≦20　to　80．　However，
ELISA 　for　mite −specific　IgG　using 　mon   10nal　anU ・human　igG　was 　more 　sensi しlve　and 　gave　a　higher　signal−tQ・neise

ratio 　than 　dot．ELISA ，

　　亙nconclusion ，　the　dot　lmrnunobinding　assay 　is　technically　simple ，of　low　cos ヒ，　and 　useful 　for　screening 　allergen −

specific ！gE 　posltive　sera．　However、　the　technique　is　ra 亡her　qualltative　and 　 needs 　improvement　to　make 　it　more

quantitative．
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