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《原　著》

Sephadex結合抗体を使用するIgEの

　　　　radioimmunoassay法の検討

蒲 生 鉄 男＊

1、緒 言

　γEは1966年石坂ら1）2）により枯草熱患者血清中に

reagin活性のcarrierとして発見され仮に命名された

免疫グロブリンである．その後まもなくJohanssonら3）4）

はmyeloma蛋白IgNDを発見した．γEとIgND両者
は同一クラスの免疫グロブリンであることが確認され5），

IgEまたはγEは新しV’免疫グロブリンのクラスとして

世界的に承認されることになった6）．

　血清IgE値の測定は，すでに1967年Johansson7）

が彼の発見したIgNDを用いてsolid　phase　radioim，

munoassayにより行ってV・る．　radioimmunoassayに使

用した標識IgEのための精製IgEはIgE　myelomaか

ら得ているが，世界でもIgE　myeloma患者はなお数例

しか発見されておらず，ことに日本では入手できなかっ

たのでこの定量法は一般には行い得なかった．そのため，

抗IgEを使ってのManciniら8）の方法によるsingle

radial　immunodiffusionおよびその感度を上げるため

に改良された2～39）10）11）の方法が行われてV’るが，感度

が低いこと，感度を上げるには操作が煩雑すぎることの

ために小児期，特に乳幼児期の低い血清IgE値の検討

には満足し得ないものであった。

　著者はSephadex結合抗体12）を使用するIgE　radio・

immunoassay（Phadebas　IgE　test　Pharmacia社製）に

ついて検討する機会を得たので，その成績を報告する．

皿測定法

1gE抗体はSephadex粒子に結合12）されているために，

反応終了後は単なる遠心沈澱操作によって結合した標識

IgEを分離することができる（図1）．1kitは50検体用

でSephadex－anti　IgE　complex，　lgE　standard，1251標

識IgEおよびbufferはすべて使用時に蒸溜水に溶解

することにより調製できるようになってV・る．IgE　stan－

dard及び被検血清の稀釈には全てこのbufferを使用し

た．なお1kit中の1251標識IgEはIgE量ほぼ75単

位＊，1251量は製造日において3．7μCiである．

　1）標準IgE溶液または被検血清の適当な稀釈液

　　0．1　mlをdisposable　tube　（シオノギチューブ）

　　にとる．

÷「外

㎏十㌔

長十× washing

本法はimmunosorbentの担体としてSephadexを使

うsolid　phase　radioimmunoassayである．すなわち抗
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　　　　　　図1測定原理
　＊IgEの単位はWHOのReference　Standard　68－
341を基準にし，この血清中のIgE濃度を1，000　U／ml
とされている．IgE　1単位は約1ngと考えられていた1）

が，最近IgE　1単位は2．　42　ngに相当するという報告2）

もあり，IgE　1単位の重量単位はまだ確定されていない・

なおIgE（IgND）の分子量は196，　OOOとされている3）・

　1）　Ishizaka，　K．，　et　a1．：J．　lmmunol．，105．1459．1970．

　2）Bazaral，　M．　et　a1．：J．　Allergy　Clin．　Immunol・，

　　49．189，1972．

　3）　Johansson，　S．　G．　O，　et　al．：lmmunology，13．381．

　　1967．
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2）1251標識IgEを含む溶液0．1mlを各tubeに

　加える．

3）抗IgE抗体結合Sephadex溶液1mlを各tube
　に加える．

4）各tubeに栓をし，　Sephadex粒子が沈澱しな

　いようにrotatorで毎分約25回転させながらin－

　cubateする．このincubationの適当な温度および

　時間については検討を行った．

5）2，000rpm（約800　G）で2分間遠心沈澱する．

　栓をとって再び遠心沈澱する．

6）管底に沈澱したSephadex粒子を吸引しないよ

　うに注意しながらtubeの底から5mm以上の上

　清を吸引してすてる．

7）生理食塩水2・mlを加えて，再び遠心沈澱し6）

　と同様の方法で上清を除くことにより洗糠する．

8）操作7）をさらに2回くり返す．

g）well　type　scintillation　counter（Aloka製auto－

　well）で各tubeのradioactivityを測定する．

10）Osample時の結合した12511gEの計数率（Bo）

　またはtotal　12511gEの計数率（T）に対する標準

　IgEおよび被検］ln清の計数率（B）の比（B／Boま

　たはBIT）を計算する．

11）片対数グラフを用いて横軸にIgE濃度の対数を

　とり，縦軸に上記の計数率比をフ゜ロットして標準

　曲線を作成する．

12）標準曲線より各被検血清のIgE濃度を読みと

　る．

III．検討成績
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　1．incubationの条件

　37°C，室温（19°C～25°C）及び4°CにつV’て比較し

た（図2）．反応は検討した範囲では温度の高い場合ほ

ど早く，37°Cの場合が最大であった．37°Cと室温で

のincubationの場合のBo／Tはよく似た増加曲線を示

し，両者共4°Cの場合にくらべ21時間までは増加率

が大であるが2日以後の増加率は小さい．4°Cの場合は

反応は遅V’が，3日目には37°C及び室温の曲線に近づ

いてくる．したがって反応速度からだけ見れば37℃が

よいが，室温とのBo／Tの差は21時間で1．3％，45時

間で17％の差にすぎず，室温でのincubationで十

分である．又室温incubationの場合の標準曲線から，

incubation時間が長いほど曲線の傾斜が急になりstan－

dard　deviationが減少する傾向にあったが（図3），2日

間（44時間）以上でのBo／Tの増加率の減少から2日間

　0　　　　　　　1　　　　　　　2　　　　　　　3　　　　　　　4

　　　　　　　　1NCUBATION　TIME　　　　　DAYS

図2　12511gEと抗体との結合の時間的関係
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1　　　　　　　　　　　5　　　　　　　　　　25　　　　　　　　100　　　　　　　400

　　　1gE　CONCENTRATION　U／ml

反応時間による標準曲線の変化（室温）

　％
　100　　　　　　　　　　　　　　　　　・一・STANDARD　CURVE
　　　：　t　　　　　　　　　　　　　’PATIENT　SER［JM　　　　　＼‘

轟　＼
　50

1　　　2．5　　5　　　　　　25　　　　　100　200　400U／ml
　　　　　　1／2s　1／2τ　1／261／2sユ／2‘DILUTION　OF　SERUM

図4　標準曲線と稀釈高IgE濃度患者血清
　　　（室温24時間incubation）

以上のincubationでは時間の割には曲線の傾斜が増大

しない為に室温2日間のincubationが適当である．

　2．　被検血清の稀釈の影響

　図4は24時間室温incubationの場合の標準血清と

高IgE血清の稀釈系列とを同一グラフにプロットした

ものである．高IgE血清の稀釈系列による阻害曲線の

スロープは標準血清による曲線のそれによく一致した．

　図5は稀釈血清のIgE値を測定し，測定結果に対して

稀釈倍数を掛けることによって原血清中のIgE濃度を
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求め，縦軸にIgE濃度；横軸に稀釈倍数をとったもので

ある．ほぼ22倍稀釈以下の稀釈率の低い場合には血清

IgE値は高値を示した．原血清と11倍稀釈血清につい

て，反応系に終末濃度0．01MのEDTAを加えたもの

と加えないものとで測定したが，EDTA添加によって

原血清の異常高値は改善されなかった（表1）．

　3，single　radial　irnmunodiffusion法との比較

　同一血清について，ヘキスト社製パルチゲンγEによ

り，single　radial　immunodiffusion法8）で測定したIgE

値と本法で測定したlgE値を比較した．ただし，　single

radial　immunodiffusion法の感度の関係で被検血清の

IgE濃度は1，000　U／ml以上のものを使用した，両方法に

よる測定値はよく一致している（表2）．

　4．回収試験

　11倍稀釈被検血清に稀釈標準血清を等量添加してdu－

plicateで測定し回収率を調べた（表3）．結果は高濃度

でやや高くなる傾向があるが最低98％，最高116％，平

均104．4％であった．

　5．測定誤差及び再現性

　2日間（44時間）室温でincubateし，稀釈標準血清

をtriplicateで測定して標準曲線を作成し，その作成し

表1原血清及び稀釈血清のIgE測定値に及ぼすEDTA添加の影響（EDTA最終濃度0．01　M）

＼

＼　m・th・d
　　＼＼＼
　　　　’　，
patient　　＼
　　　　　　　＼、

M．　S．

K．　N．

S－5

T．　G．

without　EDTA

undiluted　serum
　　（U／ml）

385士5

＞400

360±20

＞400

diluted　serum
（×11）（U／ml）

86．9±0．8

3，795　　：ヒ165

242　±33

228　土　3

with　EDTA

undiluted　serum
　　（U／ml）

173±18

＞400

445土35

＞400

diluted　serum
（×11）（U／ml）

85．3土13、8

3，795　　±495

234　±　3

226　土22

表2radioimmunoassay法及びsingle　radial　immunodiffusion法での血清IgE測定値の比較

K．　0．

H．　T．

K．　K．

H．　M．

A．　Y．

radioimmunoassay　method

reciprocal　of　serum
　　　dilutions

×121

×121

×242

×121

×66

IgE　values（U／ml）

9，815：士235

3，515±305

3，510±120

3，510土　0

2，475士　35

　　　single　radial
immunodiffusion　method

IgE　values（U／ml）

9，750

3，880

3，900

3，700

2，450
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表3一定量の検体に各種濃度の標準IgE血清を添加した際の回収率

添加lgE量　U／ml

　0

　5

12．5

25

50

100

200

測定値　U／ml

32．0：と　2．0

37．3±2．7

43．8±　3．2

58．0：ヒ　2．0

84，5士　0．5

140．0±13．0

270．0：ヒ30．0

理論値　U／ml

37．0

44．5

57．0

82．0

132．0

232．0

回　収　率　　％

101

98

102

103

106

116

表4同一稀釈標準血清をtriplicateで測定した場合の測定誤差

IgE　concentration　of　mesured
　　standard　serum（U／ml）

　2．5

　5

10

25

100

200

400

obtained　IgE　values
　　　（U／ml）

　2．0

　4．4

　9．3

23．0

97

200

370

　2．5

　4．7

10．　5

24．0

100

200

380

　2．9

　5．5

11，0

25．5

105

205

410

mean土S．　D．（U／ml）

　2，47士　0．37

　4．87土　0．46

10．27土　0．71

24．17±　　1．03

100．7　±　3．30

202．5　±　2．50

386．7　土17．0

S．D．／mean（％）

15．　0

9．5

6．9

4．3

3．3

1．2

4．4

た標準曲線から逆にIgE値を読みとることによって測

定値のばらつきを見た（表4）．IgE値の高濃度と低濃

度において誤差が大きくなる傾向があった．これは標準

曲線がIgEの高濃度と低濃度の所で傾斜がゆるやかに

なるためであるが，最も誤差の大きかったのは検討した

最低濃度2．5U／mlの所で，誤差は15％であった．

　又，同一一ee体を11倍稀釈し，　duplicateで8回測定し

た場合の再現性は177．7±15．2U／ml（177．7　U／ml±8．5

％）であった．

Iv．考 案

　正常人血清中lgE濃度は非常に低いので，通常の

single　radial　imrnunodiffusi。n8）法では成人正常値を測

定することが出来ず，感度を上げるのに種々考案されて

いる9）10）11）が，それでも50～100　u／ml位までが限度でか

つ測定に日数を要する．ra　dioimmunoassayがIgE値

の測定によい方法である7）が，精製IgEが得にくいため

に，一般に行われなかった，

　Phadebas　IgE　testはSephadex粒子に抗体を結合

させたsolid　phase　radioimmunoassay12）であって，第

2抗体の必要がなく，簡便である点ですぐれている．

　incubationの条件の検討の結果，37℃incubationが

最も反応が早かったが，室温incubationとの差は小さ

く，実際上は室温でのincubationの方が便利でよい・

また反応時間は長いほどBo／Tが上った．しかし，室温

incubation　2日間以後は反応の速度が比較的遅くなるの

で室温2日間のincubationが適当である．

　普通第2反応の段階に原因があると考えられている

が，2抗体法においては血清原液での測定値は異常高値

を示すことが知られている13）．本法では第2反応が使わ

れていないにもかかわらず，血清原液では2抗体法の場

合とよく似た異常高値が見られた．2抗体法の場合には

EDTA添加によって，この現象を抑えられるi4）が，本法

ではEDTA　O．01　Mを加えても，この現象には全く影響

を与えなかった．又，Sephadex結合抗体を使用する

iusulinのsolid　phase　radioimmunoassayではこのよ

うな現象がみられない15）．さらに，著者等16）117）は被検

血清に人血清アルブミン結合bromoacetylcellul・seを加

え，4℃20時間incubateすることにより，血清原液で

も本法でのIgE測定の際に異常高値を与えない様にな

ることを報告している．すなわち，本法の血清原液での

異常高値はSephadex結合抗体を使用するsolid　phase

radioimmunoassayの一般的な性質ではなく，血清中の

何らかの成分による反応の阻害又は標識IgEのdama－

geに対する影響によると考えられる．健常成人血清の

IgEに関しては諸家の報告はほぼ一定しているが，低レ
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ベルのため血清原液での測定が必要となる新生児血清の

IgE値についてはいまだ一定しない．　Sephadex結合抗

体を使用するradioimmun・assayによって，健常新生児

贋帯血清IgE値をJoharlsson18）は36．3ng／ml（この

場合1ngはほぼ1U），著者等17）は2．45　U／ml，　bro－

moacetylcellulose結合抗体法でBazaral等19）は2．1U／

ml，2抗体法でStevens・n等2°）は39．3ng／ml（1　ngは

ほぼ1U）と報告している．これら報告値の一定しない

原因は人種の差によるとも考えられるが，異常高値を与

えるものが血清中に存在することがこの様な大きな相違

を与える主因ではないかと考えられる．いずれにして

も，single　radial　immunodiffusion法との比較成績か

ら，血清を十分に稀釈した場合には両方法での測定値は

よく一致した．また，稀釈血清の測定結果から，異常高

値を抑えるには23倍以上の稀釈血清で測定することが

必要であることが判った．

V，結 論

　Sephadex結合抗IgE抗体を使用するIgE　radioim－

munoassay　kitを検討し，次の結果を得た．

　1．incubationの条件は室温2日間が適当である．

　2．原血清では異常高値を与えるので，被検血清は8

倍以上の稀釈血清で測定する必要がある．

　3．　8倍稀釈血清を使用し，室温2日間incubation

した場合の検知限界は誤差15％以内で20U／mlであ
る．

　本法は再現性，回収率共に良好で，簡単な操作により

臨床的に問題となるIgE濃度範囲を測定できるすぐれ

た方法である．

　（Phadebas　IgE　testを提供いただいた塩野義製薬株

式会社に深謝します）
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Summary

Studies　on　radioimmumassay　for　IgE　by　the　use

　　　　　　　　　of　Sephadex・coupled　antibodies

Tetsuo　GAMO

DePartment　of　Pediatrics，ぷchool　o1’Medicine，05α肋ση舵rsi彦y

　　Determination　of　IgE　level　in　serum　by　radioim－

munoassay　have　not　been　carried　out　in　Japan　until

very　recently，　since　purified　preparation　of　IgE　for

radioiodination　has　not　been　available．

　　Recently，　the　author　had　opportunity　to　use　the

rodioimmulloassay　kit（Phadebas　IgE　test，　manufac－

tured　by　Pharmacia　AB）consisting　of　Sephadex－coupl

ed　anti－lgE　antibodies，1251－IgE　and　standard　serurn

containing　IgE　as　reference．

　　In　the　present　study，　some　optimal　conditions　in

the　reactions　using　the　radioimmunoassay　kit　were

investigated．

　　1）　The　optimal　conditions　for　incubation　were

found　to　be　at　room　temperature　for　2　days　in　prac－

tical　use．

　　2）　IgE　values　obtained　from　diluted　serum　sampl－

es　more　than　8－fold　by　the　radioimmunoassay　were

consistent　with　those　obtained　by　single　radial　immu．

nodiffusion　method．

　　Undiluted　serum　samples，　however，　yielded　higher

values　than　those　obtained　with　diluted　serum　sam・

ples．　These　higher　values　from　undiluted　serum　sam．

ples　were　not　influenced　by　the　addition　of　O．　Ol　M

EDTA．　Thus，　it　may　be　recommended　that　test　serum

samples　should　be　diluted　more　than　8－fold　prior　to

the　radioimmunoassay．

　　3）　The　IgE　concentration　as　low　as　20　U／ml　cou－

ld　be　measured　within　15％error　by　this　radioimmu－

110assay．　The　recovery　rate　was　104．4％　（98～116％）．
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