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Phadezym 　RAST   に よ る血清中 の 特異 IgE 抗体 の 検禺

杢鞍洋碁奄

＾
宇

1‘

’
ノ

黔

敞

　

、
11

学

害

医

四

学髪齷京

Key 　wo ・ds ： enzyme 一玉i・ikcd 　immunosnrbent　al　．say ．

　　　radioa 葦ヨergo 臼orbent 　【vst

Phad （
・zvm 　 RAST σ姫

　　　 ’

｛受 十｝
’
／…月 3 日．［981 冫

は L め に

　、Vi ｛］（
一
　ひ冫

L）
智二 よ り　r｝封発　さ：1！ ；

tt
こ　rad ｛oa ！lergns．　orben し　test

（R・4S
’
1
’
） は 抗原 に 玄、1す る 特 異 IgE 抗体 を

麕
r』定 ≒ts’iに

検出 L ナニリ， 抗原輯 互 闘 の 交又 筑 瞭鉦辷の 検劃
’
あ る い は 抗

京力価の 標 準∫ヒなど櫛 用途 に ・確立 した 了技 と し て 認め ら

れ て い る． Pharmacia 祉 よ り発売 され て い る RAST キ

ノ トは 日常 診療 の 1†1で 広 く悪 用 され て い る．こ の 手技 は

極め て容易 で 再現性 に 富 む が ，難点 と して は 高価で あ る

こ と， 特異 IgE 抗体 の 検 出 に、髣イ射性 同 位元 素 で 標 識 さ

．｝t た 2 次抗体 力二使用 され て い る ≠二め に 使用場 所 や使用期

開 が限定 さ れ る こ と，放 射性 同位元素で 標 識 した 抗体が

安定性 に 欠け る こ と な どが あ｛
−
r　p）れ る．E 聡 vaU と Per1・

rnttnrl
：1

は 放射性阿位 元 素 の 代 りに 酵素 をナiiい た 抗 体 の

標識法 enzyme ・H ・ホ ・d 弖mm ・・。・。・b・・1t　 assay （ELISA ）

を 開発 し た ．こ の 手｛支侭 そ の 後の 検討に よ り放 射 性同位

沈素 を 果 い た 場 合 と 同 等 の 鋭雛度が あ る こ とガ判囑 し，

こ の た び 1’ha ・macia 社 1こ よ ±J　 Phad ・ zym 　RASTop と い

う名称 で kit が 完 成 され た． 今園 ；よ，こ の Phadezym

R ・、ST ＃
と 従 来 の RAST と の 糧関性 や 使 珊 時 の 問 題 点

に つ い て 検討 を行 っ た，

方法 お よび 対象

　1． 原理

　RAST の 場合 と 同 じ 各種 の 統 腺 を 薪 合 さ せ た慮紙 デ で

ス ク を illい る． こ れ に 被検血清を か ぶ せ て 3 時 間室温 で

Abbreviations ： A 司荊
　 a’　bsorbance 乱t　42｛⊃nm ；

ALT 　ヨ価 ノ副 α； CM 　 ce  ゼ5　 m 三k3　 DP 　 Derm ごUn・

伽 geides ρ僭 ’り ∫5’η 145；　 凪HSA 　 enzyme −linkecl

immunoy ）rbent 　 ass・IY3 　EW 　egg 　 white5 　 RAST

radioalier ．gasorhent　 testヨ　STD 　＄ landa どd　s・・erum

イ ン ク ベ ー
ト した の ち ， Twecn 　20 を 含む 0．9％食塩水

で 3 側 洗浄す る．こ の 時抗原 デ ィ ス ク i二｝こは 抗原特異抗

体 が 結 含 して い る が， こ れ に β一fgalactosldase で標識 し

た 抗 igE 抗体 を 作 用 さ せ ，　 uvernlsrht の イ ン ク ベ ー
ト

の の ち 冉 度洗浄す る ．つ い で こ の 酵素 に 対応す る基質 で

あ る O −nitropheiiyl 一
β
一D−ttalactopyranosideを 加 え て 37℃，

2 時間 イ ン ク ベ ー ト し た の ち酵素反応 を停 止 し，生 し た

・ ¶ itr・phen ｝
・1 に よ る 発色 の 雛渡 を42  狙 n の 吸光度 に よ

り測定す る．

　 2， 測定方法

　測定 万 濠 の 実際 は 衷 】 に 示 す とお りで あ る．rcfercnce

デ ィ ス タ （従来 の RAST と 同
一一

の もの ） お よ ひ 被検血

清 に つ い て 調 べ た い 抗原の デ ィ ス ク を 1 枚ず つ ブ ラ ス チ

ッ ク チ ュ
ーブ に 入 れ る． 名 々 の 抗原 に っ い て duplica【e

で 彳］う．こ れ ら の チ ェ
ーブ に referenCC 群 に は reference

lfilFRの A ，
　 B ，

　 C ，
　 D 　VM　

t そ れ 以 外 の もの セこ は 被 検 血 清

を夫 々 50川 ず つ 入 れ る ．室温で 3 時間放置 し た の ち ，U

の O，9％食塩水 に Tween　2  を 20ml 溶解 し た 銑浄液 に

よ り， 1回 2．5ml ず つ 1吩 間隔 で 3 同洗瀞す る ．次 に 酵

素標識 し た 抗 IgE 抗体を 50μ1 ず つ 入れ， ア ル ミ 笛 で

覆 い 室温で overnlght 〔16−20時 間 ） イ γ ク ベ ー 1・す る．

再 び前回 と同様に 2 ．5ml の 洗浄液 に よ り10分間隔で 3 圓

洗浄す る， こ の 時 ， 最後 に 洗浄液 が 残 らな い よ うに 完全

に 吸引除玄す る こ とが 重要 で あ る．こ こ に 基質の 溶解液

2  Oltlを 加 え る．　 こ の 時 blank と し て 2 本 の 新 しい チ

ューゾに もこ の 液 を と っ て お く．37℃ に 調節 し た water

bath 内で 正確 に 2 時 間 イ ン
「
ク ベ ー F した の ち 反 応 停丘

液 1000μ1 を 加 え る．こ の 時 blank の チ ”一ブ に も加 貞．

る こ とを 忘れ て は な らな い ，　 こ の b弖a 嘘 を 対照 と L て

各 チ ュー
ブ の 発色 の 程度 を 420nm の 吸光度に よ り測定

す る．

　 3． 結果 の 判定

　各検体 に つ き duplicate で 測定 し た 2 つ の 値 の 平 均値
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表 1　 実 験 方 法

チ ュー
ブ

　 NQ ，

　 　 0

　 ユ
ー2

　 3−4

　 5−6

　 7−8

　 9一工011
一工213
−14　．

デ ny
．
ス ク．　 血 　清

　

　

ヒ
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ク

ン

ン

］
骨

イ

ベ

シ

b］ancRef

，

Ref．

Ref．

Ref．

DPEWALT

　 Ref、　A

「・・…

00000000005555555555室

温

　　　酵 素 標識

洗 浄　 抗 IgE
　　　 抗体μ1

洗

浄

液

舗

副

で

3

OOOOOOOOOO5555555555

鋤 暁・

嚇 院二陵鰭

15’161CM

17−18　…
．
　 i

19−・20

Ref．　CRef

．　D

　 患

者

血、

3

時

　降

室

温

述

−

2。

時

測　 定

清

洗

浄

液

あ

副

で

3

同

2

000000000000000000000022222222222

37℃

2

時

間

1000

ユ00010001000iOOOJ

．OOO10001GOOlOOOlOOOlGOO

420nm

　 で

　 吸

　 光

　 度

　 測

　 定

Ref．：
．reference ，　 DP ： Dermatof＞hagoidesメ》t彡ron 丿∬ inus，

EW ： egg 　white ．　 ALT ；Atternaria ．　 CM ：cow
，

s 副 k．

を とる．score は reference 　A の 示 す吸光度以上 の もの

を 4 ，A とB の 問 の もの を 3 ，　 B とC の 間の もの を
「2 ，

C とD の 間 の もの を 1
， 以

一
ドの もの を O とする．

　 4．対
．
象

　京都大学小児科ア レ ル ギ ー
外来に 通院中の 患児の うち

鳥居薬品 の 診断用 ア レ ル ゲ ン に よ る皮内反応結呆がハウ

ス ダ ス ト陽性者15例，陰性者15例，卵白陽性者10例，陰

性者10例，牛乳陽性者m 例，陰ビヒ者 10例，ア ル テル ナ リ

ア 陽性者10例，陰i生者IO例，合計90例を random に選択

し それ らの 血 清 に つ い て 検討 を 試み た．

　同
一

血清 に つ い て 同時 に RAST 　Idt を 用 い て RAST

．
SCQre を 判 定 し た．な お ハ ウ ス ダ ス トに 関 し て は Phade −

zym ．RAST  
お よび RAST で は ダ ニ 抗原の うち の De 「

−

mat ・Phag・ide∫ Pter・nsssinus （DP ）を 用い て検討 した，吸

光度の 測定は 島津ダ ブ ル ビ ー
ム 分光光度計 UV −190を用

い た．

結 果

　1， Phadezym に よる被検血 清 の score が 1以上 を 示

した もの を 陽性 と し て ，皮内反応 の 結果との
一

致性を検

討した （図 1）．zZ 検定の 結果，卵白で 有意 の 相関 （有

意水 準 5％）を示 した が養の ほ か の抗原で は 有意の 相関

を 認め なか っ た．

　2、 RAST と Phadezym に よ る 同
一lk清を 用 い て 夫

Phadezym 　RAST （DP ）

（
O
エ）

十 一

十 141

一 96

X2＝2．98

Phadezym 　RAST（CM ）

（

Σ
O）

十
一

十 46

一 010

X2＝2．81

Phadezym 　 RAST （EW ）

（
≧
凵）

十
一

十 55

一 0lo

X2＝4．27

Phadezym 　 RAST （ALT ）

ρ
」

s
十 一

十 010

一 o10

　図 1E 抗 原 別 皮 内反 応 の 結果 と Phadczym 　RAST

と の 相 関．

7t の 抗原 に 対す る score を判定 し た 結果 の 相関 に つ い て

検討 した （図 2 ）．DP につ い て 結果 の 極端に 異 な る例

が 1例認め られた （Phadezym に よ る score が 4である

の に RAST に よ る score が 0 で あっ た ）．こ れは 再検し．

た が同様の 結果で あ っ た の で原 因 に つ い て は 不 明で あ っ

た．全体の score の 相関は 極め て 高 く， 相関係数 r；

0 ．958 （p＜ 0．001） で あ っ た ．

　 3．酵素 と基質 の 反応 に 関わ る第 3段階 の イソ クベ ー

シ ョ ン 時聞 の 影響 を み るた め に，標準血清 A を RAST

バ
ッ

フ ァ
ーで 倍数希釈 し ，

refere 皿 ce デ ィ ス ク と反応 さ
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41 19

3 量 15

2 3

1 茎 1

0553

Ph8dezym
234

RASTo
書

　 　 　 　 　 　 　 　 r＝0．95B　｛ρ〈 O、001）

　翩 2 ．PhadezFrn　RAST 　と　RAST 　に ょ る 同　
・
［証

清 を 測定 し た ntf　tT） score の 報 関．

《 伽

2．

1，

血 清 希釈 Lo92

　 口 3 ．酵 素 と 基 質 の 反 恐 に オ」 よ ぼ ナ イ ン ゴ
’べ 一

・
・

9 ソ 時 間 の 影 響 ．

　 凛 準 蠱 清 A を 毎 数 希 釈 し， reference デ ィ ス ク と

反 応 さ せ ．第 3 段 踏 の 幣 素 と茲 質 と の イ ン タ ベ ー
シ

n ソ を 60分 ．90分 ．　 120分 と 変 化 さ せ た 磚 の 慄 準 曲

線 ○ 変 化 を 示 す． δ 倍 希釈 堪上 ・Z 希釈 C・W ．イ ン ゴ
フ ベ

ーシ
．

コ
ン 時 間 の 影 響 隷 み ら れ な か っ た が．特 異 抗 林

の 濃 変 び）高 い 都 分 で は イ ソ ・ク ベ
ー

シ 。
ン
’
典 閥 の 長 罵 ・

ほ ど婿 確 な 羔 が 得 らゑ た ．

せ た，D ち ｝こ ，　37℃ 閉）　wa 定er 　bath　rb て
’
6〔〕〃」

』
贋i，　90：｝卸闘 ，

120分闘 の イ ソ ク ベ ー
トを し た の ち に 反応を 停 LE．し，吸

光度を 測定 し比較 した （pa　3 ），血 消 希釈 がすす ん で 特

異 IgE 航体が 少 な くな っ た 段階 で は それ ほ ど で もな刀 ・

っ た が ， 1gE 濃度 の 高 い 部分 で は イ ソ ク ベ ー
シ z γ 蒔

間 の 影響が 大 き く出 た ，本法 の 基準 的 な 使 用 方法 で の

120分間 の イ ソ ク ベ ー
シ ョ ソ で は 標準血清 A の 原 1沚清 の

場合
al20n

」n で の 吸光度 は 平均値 士 1標準偏差 司 ，55 士

0，14で あ つ ナこ，

　4， 標準血清 A
，
DP に 対す る score が 4 の 血清 ， 卵

白 に 対す る score が 4 の もの を 選び 凡 へST バ
ッ フ ァ

ー

に よ り倍数希 釈 を 128倍 ま で 行 い Phade 乃m に て 測 定 し

た，gemp［ftl清お よ び 卵白 に 対す る血清 で は 16倍 ま で の 希

釈 で は ほ ぼ直纏 的 に 吸光度 は 下 降 し た が ，32倍以土 の 希

稀で は 変化 は な だ らか に な り ， 標準曲線は逆 S 字状と な

っ た （図 4 ），特異 IgE 抗体価 の 高 い 血清 （DP に 対す

る 廉 清）で は ， 16倍希釈ま で は 吸光度2．0以 Lを 示 し，

32倍 ， 64倍希釈 の 部分 で は じめ て 直線関係 が得られ た，

　 A 弓2り

3．

2．

1．

　 　 　 　 　 　 　 血 清 希 釈 　 　 　 　 　 Le9：i

　選
・1．血 満 耗 釈 試験 と 1 日 敖置後 の 吸 光嚢 の 変化 ．

　 標 準 血 清 A ，EW へ の scere 　4 の 血 清，　 DP へ の

score 　 4 の 血 濡 を 夫 ゐ 倍 数 希 釈 し て 吸 光 度 を 測 定 し

た ．●
一

● ，▲ 一▲ ，■
一

置 は 反 応 停 止 後 直 ち に 吸

先 度 を 測 定 し た ．O − O ，△
一

△ ，ロ
ー

囗 は 反 応停

止 後 24時 問 室 湿 に 赦 置 1−．t： の ち に 吸 〕1と度 を 測 定 し
’t．1．

　5， 本法で は ，手技の 最薩に 酵素の 基質 1’C 対す る 反応

を 序止 し て の ち 直 ち に 反応液 の 発色 の 程度を吸光度で 測

定す る こ とに な っ て い る．反 応停 IL液を 加 え た の ち検体

を 室温 に 放置 す る と吸 光度 に 変化 が 起 こ る か 否 か を 検討

L．プこ　（図 4 ）．　星「［t清希釈 の 際 1・こ 検拷二を　quadruplicate　セこ

準鋪し，最 切の 2 本 は 反応停止 後直ち に 吸 光度を 測定

し，残 りの 2 本 は ア ル ミ 箔で 覆 い 24時間室温 に 放置 した

の ち に 吸光度を測定 し，前者 の 値 と比較 した ．測定値 に

ほ 涯完全 に
一致 し， score 判 定 ｝こ影 響 を お よ ぼ す よ うな

吸光度 の 変化 は み られ なか っ た ．
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考　案

　 2 次 抗体 の 標 識 に 放射性同位元 素を 用 い た RAST で

は 放射能測定の た め の 高価な機械が必 要で あ り使用場所

に も制限があ る．そ の ほ か 便用期限 の 限定，放 射能に よ

る 蛋自質 の 変性 な ど の 問題 もあ る． こ の 点 β・galacto −

sidasc を用 い
・
た ELISA を応用 した Phadezym 　RAST   で

は 便用 す る 実験 器 具 も 特殊 な もの は 不 要で あ り，使∫冂

場所 の 制限か ら解放 され るば か りで なく， 保存期間もは

る か に 長 く安定性 が 保た れ る．最 も肝腎な点 で あ る測定

結果 に つ い て も sc 。 re 判定を 行 うか ぎ りで は RAST に

遜色な く， 両者の 相関性は極め て高か っ た．鳥居薬品 の

ア レ ル ゲ ン に よ る 皮内反応の 結果 と太 法 に よ る 特異 IgE

抗体の 判定の 間に は 卵白の 場合 を除 い て 有意の 相関を

認 め ず，前回 RAST に お い て 検討 した結果
v

と全 く
一

致

し た ．こ れは 皮内反応 に 用 い た 抗原 と RAST で 用 い る

濾紙デ ィ ス ク に 結合 された 抗原の 間 に 差異がある こ と，

あ る い は 濾紙上 に 結合 させ る こ とに よ っ て 抗原 の 抗原

性に なん らか の 変化 が 生 じた 可能性が あ る こ と ， 前回

の 検討 で は 皮内反応 よ りも PK 反応 の 結果 との
一

致性

が高か っ た こ と よ り， 皮内反応に 含ま れ る生体反応 と し

て の 瞹味 さ な どが原因 して い る もの と推測 さ れ た．こ の

点 に つ い て は RAST キ ッ トの 検討 の 際 に 詳 し く行 っ て

お り， 今囘 の Phadezym 　RAST  
は RAST と根本的 に

異 な る点 とい え ば，2 次抗体の 標識法の 部分の み で 使用

す る 抗原デ ィ ス ク，緩衝液，洗浄液な どは 同
一

で ある た

め 今回 は こ の 点 に関す る 検討 は割愛 した．本法 の 定量性

に 最も影響す る と考え られ る の は，抗 IgE 抗体 に 標識

した 酵素 に よる 人工 基質の 分解 の 程度に 関わ る第3 段

階で の イ ソ ク ベ ー
シ ョ ン で あ る．標準血清 A の 倍数希釈

を 用 い て 標準曲線を 描 く時 に
，

こ の 第 3 段階の イ ソ ク ベ

ー
シ ョ ソ で37℃ の 温度を一・定に して イ ソ ク ベ ーシ ョ ン 時

間を60分，90分，12e分 と 変化 させ て 慓準曲線を描 い て

み る と ， 8倍希釈以上 の 希釈で は 時間 の 影響がみ られな

か っ た が， 120分 の イ ソ ク ベ ー・7 ヨ ン 時間で は 特 異 IgE

抗体 の 濃度 に 応 じた 変化を 明確 に と らえ る標準曲線 が 得

られ た．なお，標準血清 A の 原血清を 用 い た37℃ ，120

分 間 の イ ン ク ペ ート 後 の 吸 光度 は m ± a ＝1・55止 0・14で

あっ た．標準血 清 A
， 卵自 に 対す る score が 4で あ っ

た 血 清，DP に 対す る score が 4で あっ た 血清 を 倍数希

釈 し て 標準血清を 描 くと，原血 清 の 吸光度 が 1．5な い し

2．0の 間 に くる標準血清A ，卵白に 対す る score が 4 の

血清で は 希釈と 共 に 16倍希釈 ま で は ほ ぼ 直線関係 が 得

られ た が ，
DP に 対す る score が 4 で あ っ た 血清で は 16

倍希釈まで 吸光度 は2．0以上 を 示 した．ま た 標準血清D

（標鞫 lr［清 A を 50倍希釈 し た もの ）の 吸光度の．卜 「で 判

定す る score 　 l あ る い は 0 の 定量性 に つ い て は ，吸光度

の 差が 有意差 があ る とは い えず scorc 　l は 特異 IgE 抗

休 が 有意に 存在す る とは 判定 しな い 方が よい ．また score

4 と判定 され る群 で も希釈を して みる と， 吸光度の 低 F

がみ られ に くい もの や 容易に 低
一
ドし て くる もの が あ る こ

とか ら， 本法で の 特異 IgE 抗体量 の 定量 性 は きわ め て

曖昧 で ある と考 え る．

　 本法で は 第 3段階 の 酵素 と某質の 反応 が 37℃ ，120分

間の イ ン ク ベ ーシ
ョ

ソ の の ち，反応停止液を加えて停止

された の ち直ち に 吸光度を 測定す る こ とに な らて い る。

こ の 検体 を 2・i時間室温で 放置 した 場合 に 吸光度 の 変化 が

起 こ る か 否 か の 検定 で は 全 く変化は 認 め られ なか っ た の

で ，分光光度計 の 都合で 測定が 遅れ て も結果 の 判定 に は

影響がな い．ま た デ ー
タ
ーは 示 して な い が ， 本 kitを 3

ヵ 月間冷蔵庫 に 保存 し た の ち 使用 し て み た と こ ろ判定は

全 く変化が な か っ た ．

　最後 に ， 本法は 酵素反応を 用 い て い る た め 実験 の途中

で 阻害因子の 関与 して くる 可 能性 が 考 え られ る が ， 緩

衝液，抗 IgE 抗体 の 凍結乾燥品，基質 お よび そ の 溶解

液，反応停 Lヒ液な どが全 て 準備 され て い て どこ の 施設で

用 い て も阻害物質の 混入す る 可能性 は きわ め て 少 な い ，

洗浄液 や 緩衝液 の 調整 に 用 い る 精製蒸留水 の 純度に 配

慮す れ ば充 分 で あ る．被検 血 清中に 含 まれ る もの で β一

galactosidaseと o −nitroPhenyl 　galactoside の 反応 に対 し

て 影響を お よ ぼ す可能性 の あ る もの と し て は ，Gatt4、 に

「
よれ ば sphing ・sine

，
　ratty　 acid

，
　 ceramide

， β
一galact・ n 。1−

actone ，　g．　alactose な どがあ るが，血清は 第 1段 階 の デ

ィ ス ク と の イ ソ ク ベ ー
トの の ち に は 0．9％食 塩 水 で 洗浄

除去 さ れ るの で 第 3 段階 の 酵素反応 の 段階 まで 影響を お

よ ぼす こ と は な い と考え て よい ．

ま とめ

　工．　EI・ISA を 応用 し た Phadezym　RAST  
は ，　特異

IgE 抗体 の 検 出に お い て RAST と極 め て 高 い 相関性を

示 した．

　2． 第 3段階 の イ ン ク ベ ー
トで あ る酵素 と基 質の 反 応

は，37℃， 2時問正 確 に 行 うの が よ い ，こ の 時の 標準」flL

清 A の 吸光度 は 1．55±0 ．14の あた りに な る．反応停止液
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DETECTION  OF  SPEC]FIC  IgE ANTJBODIES  BY  PHADEZYM

       A  New]y  DevegopeG Kit Using the  Method  of  Enzymc-Linked

                  lmmunosofbentAssay<ELISA)

RAS･i-v

         KelsukeShinomi)'a

DePartment  q.fPediatrics, K.voto U)i･iversity

    PhadeLym  RAS'I"Ci' is a newly  developed kit for an  in vitro  immunoassay  to detect clrculatlng  specific  IgE
antibodies  by an  enz)fme-}inked  immunosorbent  assay  (ELISA), The  werking  prlnciple ef  the  kit is identical
with

 that  of  Phadebas  RASTO  , The  reactions  take  place between the  speci  fic IgE  aniibodies  in thc  tcst sampie
and

 the coupled  antigen  on  thc  paper dLsc, After the  reaction,  the  specific  IgE antibodies  are  dctected  by a

specific  antibody  against  h"man  IgE  (DE2) label}ed svith  a  marker  enzyrne,  The  evaiuation  of  thi,s kit at this
time  is focus¢ d an  the  co[relation  between the results  with  this  kit and  with  Pharmacia  RASTe  and  the
reproducibilityeftheresults.

   Test sample  sera  were  collected  randomly  fTom asthma{ic  chiidrcn  en  the  basis of  the  results  of  skin  teGts.'1'he
 corre]ation  between the  resutts  of  skiR  tests and  Phadezym  RASTE'  was  net  su  good  us  with  Phadebas

RAS'I"g
 . However, the  results  with  this  kit and  Phadebas  RASTS  corielated  well  ([=e.g58, P<O.eOl). The

effect  of  the incubation  time  in the  third iRcubation where  the reaction  belween the  enz)[me  labelled en  the  anli

IgE an[ibody  and  the  sub.stTate  proyed that  two-heur  of  incubatioll at 370C is most  appropriate,  To  maintain
reproducibility  of  results,  lt is impurtant to keep  the incubation time  accurate}y  in the  third  incubatien, tt was
proved that  the  celer  change  induced  by the  enzymatic  reaction  svas  stable  oveTnight  at  ioom  temperatufe  after

the  addition  ef  the  siep  solution.


