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蛍光 Enzyme −Linked　Immunosorbent　Assayに よ る

抗 ス ギ花粉 IgE抗体 の 測定

国立 公 衆衛生院 衛生微生物学 部
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　 東京大学医学部物療内科

　　　　鈴末修二

　わ れ わ れ は，抗 ス ギ花粉 lgE 抗体 を測定す る た め に
， 蛍光 enzyme ・linked　 immunosorbent 　 assay

（ELISA ）を確立 した．すなわち，マ イク P プ レー トに ス ギ花粉 か ら抽出 した粗蛋白分画 を吸着 させ ，固

相抗原 と Lた．血清 を反応後 ， 酵素標識抗体 と し て β・ガ ラ ク トシ ダーゼ 結合抗ヒ ト IgE 抗体 を用 い た ．

酵素基 質と して，4一メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リル ー
β・D ・ガ ラク ドシ ドを用 い ，生 じた 反応物質4・メ チ ル ウ ン ベ

リ フ ェ ロ ン の 蛍光を測定 し，血清 IgE 抗体値 と した．ス ギ花粉症 患者52名 の すべ て の 血清 は 陽性 に 反応

し，ス ギ花粉症 の な い イ ン ドネ シ ア 人 の 血 清 ttす べ て 反応陰性 で あっ た．ま た
，

ペ ーパ ーデ ィ ス ク を用
い た

‘’Phadezym 　RAsT ’

と も高 い 相関 を示 L た ．； の 蛍光 ELISA は ， 従来の RAST に 比べ ，簡便か つ

低費用 で お こ なえ る た め ， 多数 の 血消検体の IgE 抗体測定が可能に な っ た，

Key　words ： fluorometric　enzyme4inked 　immunosorbent 　assay − 一
β一galactosidase・conjugated

anti −lgE　antibody
− 4−methylumbellifery 】・β・D・galactoside− microplate − COiptomerib

iapanica（Japanese　cedar ）pollinosis

緒　言

　近年 ス ギ花粉症 の 患者数が増加 して お り
η

，公衆衛

生上 の 問題 ともな りつ つ ある．われわれ は
， 患者発生

の 実態を
一

般集団 に お け る ス ギ 花粉 ア レ ル ゲ ン に 対す

る血 清中 の 特異 IgE抗体 の保有状況の 面か ら捉 えよ

うと し た．

　そ の よ うな庇 清疫学調査を お こ うた め に は ，IgE抗

体を測定す る簡便で 低費用 の 方法 が まず必要 と さ れ

る．IgE抗体測定の 標準法 で あ る radioallergosorbent

test　（RAST ）は， こ の 目的 に か なわ ない ．そ こ で わ れ

われ は
、 酵 素免疫 吸着測定法 （enzyme ・linked　im−

munosorbent 　assay ；ELISA） を利用 し よ う と した ，

IgE抗体 の 濃度 IX　lgG抗体に 比 べ て は る か に 低 い の

で 、感度を上 げ るた め に
， 酵素と し て β一ガ ラ ク ド シ
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　　Abbreviations ： BSA 　 bo、・ine　 seruIn 　 albumin ；

　　EHSA 　enzyme ・linked　lmmunosDrbent　assay ；

　　FU 　轟uorescence 　unit ；　PBS 　phosphate　buffeτed
甓　　salinq 　RAST 　radioa ］lergosorbent　test

ダーゼ ，そ の 基質 と して 4一メ チ ル ウ ソ ベ リ
’
ナ ェ リル ーβ一

D一ガ ラ ク トシ ド， 反応産物 として蛍光物質4・メ チ ル ウ

ン ベ リ フ ェ ロ ン を用 い る系
2 ｝
を利用す る こ とに し た．

　本論文は，われ わ れ の 確立 した抗 ス ギ花粉 IgE抗体

測定 の た め の 蛍光 ELISA 法，お よ びそ れ を ス ギ花粉

症患者血清に応用し た成績に つ い て の報告で ある．

材料お よ び方法

　 1．被検血 清 ： ス ギ 花粉症患者 （20−65歳 ）52名 よ り

採取 した 血 清を用 い た．抗体陰性対照 として ，
ス ギ の

な い イ ン ドネ シ ア ・ジ v カ ル タ 市に 住む成人（20−60畿）

の 血 清215検体を用い た．

　2．抗原 ：ス ギ ア レ ル ゲ ソ の 抽出 は ，安枝 ら
1｝の 方法

に 準 じ て お こ な っ た．ス ギ花粉 に 20倍量 の 0．i25M

NaHOOs を潴え て抽出，その 上清に硫安を80％飽和 に

な る よ うに 加 えた ．3100Xg　lO分遠心後 ， 沈渣を0．01

M リ ン 酸緩衝食塩水 （PBS ，　pH 　7。4）に 溶解 しJ 低速

遠心 した 上清を ELISA 用抗原と した．

　蛋 白定量は，Bio・Rad 社の protein　assay 　kitを用

い
，

ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ソ （BSA ）を標準 と し た ．
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F］uorometrlc 　ELISA
Mjcrop［ate　coating （10　Pt9　protcin！mD

　　↓4℃ 一 …・h・

Washing　3X　with 　PBS−Tween
Serum（1 ：の

抗 ス ギ花za　lgE抗体の 蛍光EL至SA

　　↓R ・。… m 購 ・・e3h ・，・h・ki・g

Washing　3X
Anti・玉gE・β・galaα osidase （1 ：4の

　　IR・ 。・ 嘸 嘸 ・e … r・i，h・

Washi ほ93 ×

0，1mM 　4MU 一
β
・D・gaiactoside

　　i37℃ 2h・，− b・・h

St叩 per   ．1M 　glycine−NaOH ，　pH　IO，3）

Fluoroska艮

Fig．　L　Procedure　for　fiuorometric　ELISA ．

　3．ELISA 衝式 （Fig．1）：マ イ ク ロ ブ レ ート 〔lm・

mulon 　II，　Dynatech　Ei）の 各穴に
，
　 O．05M 炭酸緩衝液

（pH 　9．6）で ， 10pg 蛋白1mlの濃度にあわせた抗原液

を100μ】ずつ 加え， 4℃
一

夜静置し，抗原を固相に吸着

させ た．洗浄液 （PBS 十〇．05％ Tween　20）で 3 回洗

浄緩，血清希釈液 （PBS十 〇
，
05％ Tween　20，1％BSA ，

O．1％NaN3 ）で 1 ： 4 に希釈し た被検血清を10 μ1ず
つ 加え ，

プ レ ー
ト を マ イ ク ロ ミキ サ ー（MX ・4， 光和機

材）で 室温 3時間振盪させ た．ふ たたび洗浄後，β・ガ

ラ ク トシ ダーゼ 標識抗 ヒ F　lgE抗体 （Phadezym　kit，
Phamacia 社）を酵素希釈液 （0．elM 　Na一リ ソ酸，　 pH
7、0， ．1M 　 NaCl，1mM 　 MgCI

，
　 O．1％NaN3

，
0，1％

BSA ）で 1 ：40に希釈 し， 各穴に 100μ1ずつ 加えた．ブ

レ ー
トを テ

ー
プで シ ール し，室温で一夜静置した，ふ

た た び t 洗浄後， 上記希釈液で作成したO．lmM 　4一メ チ

ル ウ ソ ベ リ フ ェ リル ー
β
一D・ガ ラ ク ドシ ド液をleoμ1ず

つ 加え て ， プ レ ートをシ
ー

ル し恒温槽水中に沈め，37℃

2時間反応させ た．次に シ ール をは が して か ら0，1M

グ y シ ン ・NaOH （pff　le．3）をIOOμ1ずつ 加え ， 反応

を停止させ た．酵素反癒に よっ て 生 じた4・メ チ ル ウ ソ

ペ リフ ェ ロ ン の蛍光を， 自動蛍光光度湖定機（Fluoros・

kan
，
　Flow 社）で測定した．

　4．Phadezym　RAST ：ス ギ花粉抗原を結合させ た

べ 一パ ーデ ィ ス ク （塩野義製薬）を用 い ，Phadezym

RAST 　kit（Pharmacia社）で 測定 した ．
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　Fig，2，　 Fluorometric　ELISA　wi しh　various 　con ．

cer詫ratiQns 　of　antigen 　and 　various 　di1ロtions　of β・

ga｝actosidase −conjugated 　anti曹human 　IgE　antibody ，

　 ● 　　1 ：1  ；　 0 　　1 ：20；　 巳　　1 ：40　dilution　of

anti・lgE、　FU 　fluorescence　unit．

結　果

　 1，ELISA の条件の 検討

　まず， 至適な抗原濃度お よ び酵素標識抗体希報を決

定し た．条件決め に は
， 予備試験に よ っ て特異 lgE抗

体嬉 の 高い もの と判明した患者血清を用 い た ．こ の 血

清を 1 ： 4 希釈に固定し て
， 抗漂湲度・漂識抗体希釈

をそれぞれ変え て ELISA をお こな っ た結果は Flg．2

の よ うに な っ た．蛍光測定装置 恥oroskan の特性とし

て，O−3500蛍光単位 （fiuorescence　unit 　；　FU）の 範囲

tこお い て 4・メ チ ル ウ ン ペ リ フ ェ P ン の 濃度と FU とが

直線関係にある．そこ で IgE抗体濃度が最も高い 血 清

の FU 植が こ の 範囲内に くるよ うな抗原濃度 ・ 標識抗

体希釈の総み合せ を選ぶ こ とが望ましい．経済性も考

え て ， われ わ れは抗原を10μg 蛋 白／mi ，標識抗体 を

1 ：40希釈で 使うこ とに した．

　次に，IgE抗体と固相抗原との 反応に おい て プ レ
ー

トを振盪させる こ との効果を調ぺ た．IgE抗体は IgG

抗体に比較して濃度が低い の で，振盪 に よっ てその反

応螳 が増大する か もしれ な い と考えた の で あ る．

Table　1に示すよ うに，血清が高希釈に なるに つ れ て ，

N 工工
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Table　玉　Effect　of　m 重croplate −shaking

　　 on 　antigen ・antibody 　reaction

FIuorescence　unit
’Percent　ofSerumdilution

Shak ：ng

　　（A ）

No −shakl 轟9
　　　（B）

increase（％ ）

2
−i 3107 3009 3

2
−3 2143 1728 24

2　5 1440 Io5ユ 42

2−？
？25 486 49

2−9 263 170 55

． A − B
　 　 　 　 x100
　 　 B
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　 2・O　　　　　　　 se　　　　　　　 FU　toglS

Distribution　of　IgE　antibOdy 　concentra ・

tions　is　Japanese　patients　and 　Indonesian　non 一

patients ．

4希釈で も FU は 0 で あ っ た．し た が っ て 低濃度 IgE

抗体を検出するため に ， 以下 の ELISA に お い て は，血

清希釈 は 1 ： 4 の 1 希釈 の み と し，血清の 反応に は ブ

レ
ー

トを振盪する こ と に した．

　ま た，再現性 の 検討 と し て 同
一プ レ

ー
トの well 閥の

測定誤差を調べ た，抗体弱陽｛生血 清の FU 値を同一ブ

レ ー ト32穴を使 っ て 調ぺ た と こ ろ，平均値538，標準偏

差49．7で あ り，変動係数 （coe 缶cient 　of　variation ）が

9，2％ で あ っ た ．次 に 同
一

ロ
ッ トの 4 枚 の プ レ

ー
トに つ

い て，プ レ ート間に よ る違い を調ぺ た と こ ろ ，
プ レ ー

b の 平均値がそれぞれ，553，545，538，560FU とほ と

ん ど変わ らな か っ た ．

　2．ス ギ花粉症患者血清中 の lgE抗体 の 測定

　上記の 方法を使 っ て ， 患者血清52検体，お よ び抗体

陰性 対照と して イ ン ドネ シ ア 成人血清215検体 の ス ギ

抗原 に 対す る 【gE 抗体値を調ぺ た．イ γ ドネ シ ア 人血

清 で は， 3 例が40← 10i・s）− IOO（＝ ・　102・e）FU 間で あ っ

た が ， 残 り212検体す ぺ て 40← le」・‘
）FU 以下で あ っ

た．し か る に 患者血 清 iま214（； 102・s）− 3434（＝ ：10s・s）

FU の 間 に 分布し，両老の 血清は明瞭に 区別で きた．

Fig．4に ，抗体値別 の 頻度分布を示す．

　次 に ， 4人 の 患者の 抗体応答を調ぺ た．国立予防衛

生研究疎で は，ウ イ ル ス 関係 の部の 職員の 廁清が保存

し て ある．現在 ， 花粉症 に な っ て い る職員の 過去の 血

清に つ い て IgE抗体値を調ぺ た 結果は ，　 Fig．5の よ う

N 工工
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ー

パ
ー

デ ィ ス ク

抗原を用 い た
“ Phadezym　RAST ”

の 吸光度（OD ， ，。）と

の 比較で は ，Fig．6に 示 す よ うに 相 関係 数 r ＝ 0．836

（p く 0．0001） と高 い 柑関 が み られた ．
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考　察

　ス ギ 花粉 に 対す る IgE抗体 測定 に は ，徒来，　 RAST

が 使われ て きた が
，

こ れ に 代わ る もの として ， 固相に

ボ リス チ レ ソ ・ビ ーズ を用 い た ELISA が報告され て

い る
4 ←、

　本報 で は 酵素基質に 4一メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ リル ー
β．

D ．ガ ラ ク ト シ ドを用 い た蛍光 ELISA を お こ な っ た．

こ れ に よ り，IgE抗体検出の 感度を上げる こ とが で き

た ．また ，
’
Phadezym 　RAST

”
と高 い 相関を示 した．

さら に 大 量 の 血清検 体を扱 うた め に は，マ イ ク ロ プ

レ ー
トの 方が ビ ーズ よ りも洗浄が簡便で あり， また ，

自動蛍光光度計が使用 で きる 点 で 便利 で あ る．一
般住

民集団 に つ い て の 血清疫学デ ー
タ に つ い て は

， 別 に 発

表す る予定で あ る．

結　語

ao70 ．1 05

　 Fig．6．　CorTelation　bet− ’een 　the

ELISA 　and 　the　Phadezym　RAST ，

1．0　　 2．D
　　　OD420

fluoromet「ic

に な っ た．興味ある こ とに 患者 3 と 4 で は，同
一年の

ス ギ 花粉散布季節の 前後 で 抗体値 の 上昇があ り，花粉

抗原刺激 に よる ：gE 抗体 の ブー
ス タ

ー
現象が 観 察で

きた。抗体値は い っ た ん高値 に ま で 上昇する と，以後

変動 しない よ うに み え る．これ ら患者に お い て ， 抗体

陰性 で あ っ た時に は 花粉症 の 症状 が な く， 病状 の 出現

とともlc　lgE 抗体が上昇 して い る こ とが確か め られ

た．

　3．Phadezym　RAST との 比較

　われわれ は
， 抗 ス ギ花粉 IgE抗体 を測定す るた め に

蛍光 ELISA を確立 した．す なわち，マ イ ク P プ レ ート

に ス ギ花粉か ら抽出し た 粗蛋 白分画 を吸着させ ，固相

抗原 と し た．血清を反応後，酵素標識抗体 と し て β一ガ

ラ ク トシ ダーゼ 結合抗 ヒ トIgE 抗体を用 い た．酵素基

質 と し て，4・メ チ ル ウ ソ ベ リフ ェ リル ・β・D一ガ ラ ク ドシ

ドを用 い ，生 じた 反応物 質4・メ チ ル ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン

の 蛍光を測定し，血 清 IgE抗体値 と した．ス ギ 花粉症

患者52名の す ぺ て の 血清は陽性 に反応 し ，
ス ギ花粉症

の な い イ ソ ドネ シ ア 人 の 血 清 は す べ て 反 応陰性 で あ っ

た。ま た ，ペ ーパ ーデ ィ ス ク を 用 い た
“ Phadezy距

RAST ”
と も高い 相関を 示 し た，こ の 蛍光 ELISA は，

従来の RAST に 比 ぺ
， 簡便か つ 低費用で お こ なえ るた

め ，多数の 血清検体の IgE抗体測定 が 可能 に な っ た，

　本研究をお こ なう上 で 御協力 い た だ い た 次の 方 々 に 深謝

し ます．ス ギ 花粉 を採取 して い だ い た 富山県林業試験所
・派

田 隆 司氏 お よび栃 木県 衛 生 研究 所 の 方 々 ，患者血 清 を捷 供
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い ただい た 日光古河総合病 駐 長。小泉
一

弘博士、血 清を挺供

い た だい た 国立予防衛 生研 究所お よび国立公衆衛生院 の 職

員の 方 々 ．ス ギ花粉 RAST 用 デ ィ ス ク を提供 い た だ い た 塩

野羨製薬株式会社。大西成雄 氏，イ γ ドネ シ ア 人 血 清を提供

い た だい た 国立 予防衛 生 研 究 所 部 長 ・松橋直博士，

　本研究 は，第34回 日 本 ア レ ル ギー
学 会総 会 で 発表 した．
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FLUO 盈OMETRIC 　ENZYME ・LINKED 　IMMUNOSORBENT 　ASSAY 　FOR 　THE 　MEASUREMENT

　　　　　　　　 OF 　IgE　ANTIBODY 　TO 　CRYPTOMERIA ／APONICA 　 POLLEN

　　　　　　　　　　 Masahiro　Sakaguchi　and 　Sakae　Inouye

　　　　　　　LlePartment〔ゾルficrobiolOgy，　lnstituteげ 掫 う’iC　Henlth

　　　　　　　　　　　　　　　　 ShujiSu馴 ki

DqPartment【ゾMedin
’
ne 　and 　Physゴ〔nl 　TheraPy，　S‘加 o ’げMediCilte，　UniieiSt

’
ty　Of　Toあ「o

　　We 　ha・e　de・e1。ped　a 負u・r・metric ・en ・ym ・
一塁i・ked　imm ・n・s・・bent・・say 　f・・ measuring 　lgE　a・tib。dy　t・ Cryp

’o伽 iapaniαa　Uapanese　cedar ）pollen，Polystyrene　rnicroplates 　were 　coated 　with 　pToteins　extracted 　from　the　pellen．

lgE　antibody 　which 　attached 　to　the　so至id・pぬase　antigen 　was 　detected　by β
一galactosidase℃ onjugated 　aati

・lgE　antibedy ．

4・me 口】ylumbelliferyl−f3−D・galactoside 　was 　used 　asthe 　enzyme 　substrate 　and 　the 且uorescence 　intems1ty　o負 he　r〔raction

product　was 　measured ．　The　antibody 　levels　determined　by　this　method 　wei 亘correlated 　with 　those　determined　by　the

‘‘Phadezym　RAST ”．　This　me 伍 od 　is　simpler 　and 　less　expensive 　to　carry 　out　when 　deal玉ng 　with 　a 匙arge 　number 　of

serum 　specimens 　in　the　study 　ef　seroepidemiology 　of　the　pollinosis．
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