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二抗体法RIAによるIgE測定法
Measurement　of　IgE　by　Double　Antibody　Radioimmunoassay
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1．はじめに

　免疫グロブリンE（IgE）の微量測定には，現在，

二抗体法1’v5），　PaPer　radioimmunosorbent　test

（PRIST）法6～1°），2－stage　method　l1・12），酵素免疫

測定法13・14），など15）が用いられているが，実際，

われわれがkitを入手でき，容易に測定できるの

はPRIST法のみである．

　近年，気管支喘息をはじめとするアトピー性疾

患における免疫学的立場からの贋帯血中のIgE量，

唾液，母乳，尿などの体液中のIgE量の測定，ヒ

トリンパ球を用いてのin　vitro法によるIgE産生

解析など，微量のIgEを正確に測定する必要が生

じてきた．しかしこれらのIgE量は，1U／m1以

下のこともあり，PRIST法で測定するには，濃

縮操作を必要とすることもある．実際，膀帯血や

母乳は1U／ml以下という報告9・12）もあり，また，

ヒトリンパ球を2×106ヶ培養した場合に産生さ

れるIgE量は，0．2　U／m1程度のこともあり，この

レベルの測定は容易でなかった．また，二抗体法

＊熊本大学医療技術短期大学部
＊＊　同　体質医学研究所小児体質学研究部
受付：56年11月30日

最終稿受付：57年9月6日
別刷請求先：熊本市九品寺4－24－1（⑰862）

　　　　　熊本大学医療技術短期大学部

　　　　　　　　　　　　　　　島村正道

を用いる場合には，1251－IgEを自らラベルしなけ

ればならず，困難な問題が多かった．

　そこで，われわれは，微量IgEを正確に測定す

るために，二抗体法による測定を全て市販の製品

を用いて行い，基礎的検討とPRIST法による成

績との比較をしたので報告する．

II．測定材料および方法

　1．標準IgEおよび検体

　Phadebas　IgE　Test　Kit（Pharmacia）または

PRIST　Kit（Pharmacia）の標準IgEをKitの操

作手順に従い溶解する．Fig．1の如く，　bufferを

用いて，各濃度に稀釈し，0．1m1各チューブにと

る．測定検体も0．l　mlずつとり，　duplicateもし

くはtriplicateで測定する．

　2．抗IgE血清
　Behringwerke社（Lot　1023　A）Anti－human　lgE

（Rabbit）をbufferを用いて，　Fig．1の如く感度に

応じて稀釈する．これを1のチューブに各0．1ml

加え，室温で24～48時間インキュベーションする．

　3．　1251gE

　Phadebas　IgE　Test　Kit（Pharmacia）1251－lgEを

kitの操作手順に従い溶解する（lgEとしての総量

約150ng）．　bufferを用いて，19Eとしての濃度
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3～5ng／m1となるように希釈する．これを1の

チューブに各0．1m1加え，室温で24～48時間イ

ンキュベーションする．

　4．抗ウサギr・globulin血清

　Behringwerke社（Lot　150106　A）Anti－rabbit

γ一globulin（Goat）を，　Fig．1の如く，　bufferを用

いて希釈し，1のチューブに各O．1　ml加える．さ

らに，未免疫のウサギ血清をbufferで200倍に

希釈し，各チューブに0．lm1加える．これを4°C

で，24～48時間インキュベーションする．

　5．遠沈・洗浄

　各チューブに，生食水2m1を加え，4°C，3500

rpmで30分間遠沈する．遠沈後，上清を，アスヒ゜

レーターを用いて，沈澱物を吸引しないように，

管底より5mmのところまで，吸引・除去する．

この操作を2回くり返す．

　6．測定・標準曲線の作成

　シンチレーション・オートガンマーを用いて，

各チューブ3～5分測定する．えられたカウント

数より，片対数グラフの対数目盛にIgE濃度，整i

数目盛に百分率をとり，標準曲線を作成する．

　7．PRIST法による測定

　Pharmarcia社PRIST　Kitの操作手順に従い実

施した．なお，二抗体法との比較の際の標準

IgEは，同一Lotを用い，インキュベーション時

間は，第1インキュベーション6時間，第2イン

キュベーション24時間とし，生食水による洗浄は

5回実施した．

III．成　　績

　1・抗IgE血清の希釈

　抗IgE血清の希釈が標準曲線におよぼす影響を

検討するために，稀釈率を，10，000倍，40，000

倍として実施した．Fig．2は，抗IgE血清添加後，

24時間インキュベーションした時の標準曲線であ

る．図から明らかなように，40，000倍希釈の方

が，低濃度域での直線域からの読取りが正確にで

き，10，000倍希釈の5～8倍の感度を示した．こ

れは，Merretらの報告と同様な結果であった4）．

　2．インキュベーション時間

Pipet　100μ／ofIgE　standard（200，100，50，25，12．5，，

6．2，3．1，1．6，0．8，0．4，0．2，0．1，0．05，0．025u／m1）and

sa叩ples

（1：40000）　　　　　　　　　　（1：10000）

　incubation　24～48　hr　　　　　　　　O～24　hr

Add　100μ10f　l251－lgE

incubation　24～48　hr

Add　100　pl　of　anti－rabbitγ一globulin（Goat）（1：20）

and　normal　rabbit　serum（1：200）

100

incubation　24～48　hr　at　4°C

75
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Fig．1　Assay　procedure、
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Fig．2　1gE　standard　curve　of　double　antibody　radio－

　　　1mmunoassay．
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二抗体法RIAによるIgE測定法

　　　O．1　　　　　0．5　　1．0　　　　　　5　　10　　　　　50　100

　　　　　　　1gE　concentration　U／ml

Fig．3　Effect　of　incubation　time　on　standard　curve　of

　　　double　antibody　radioimmunoassay．

　抗IgE血清希釈を40，000倍とし，抗lgE血清

添加後のインキュベーションを室温（10°C～25°C）

でt、o，24，48時間と変化させて実施した（Fig．3）．

24，48時間のインキュベーションでは，標準曲線

の直線域は，ほとんど変化なく，0．5u／m1以下で

の読取りが可能であった．インキュベーション時

間0の場合は，直線域が，4U／m1以上からになり，

2U／m1以下は読取り不可能であった．したがって

1581

24時間のインキュベーションが必要である．

　3．　1251－IgE

　Phadebas　IgE　Test　Kit（Pharmacia）の1251－IgE

の総放射能が約2．5mCiであり，　IgEとしての総

量が150ng程度である．本実験では，1検体あ

たりIgE濃度として，3～5　ng／m1（放射能0．05～

0．08mCi）を用いた．　Merret，　Gleichらは，　IgE

濃度として1ng／m1以下で実施しているが1・3），本

実験では，1ng／m1以下であれば，測定時間を10

分以上とらねば，測定精度は上がらず実用的でな

い．IgE濃度5ng／m1以上とすれば，測定時間は

3分で十分であり，安定した成績がえられた．

　4．再現性

　異なる5回の測定でえられた抗IgE血清，

40，000倍希釈の場合の標準IgEについて，再現

性を検討した．IgE濃度0のカウント数（Bo）で，

各IgE濃度のカウント数（Bi）を除した値（％）の

5回の平均値，標準偏差，変動係数をTable　1に

示した．変動係数（C．V）は0．5～13％と濃度依存

が認められた．

　5．PRIST法との比較

　本法による測定値とPRIST法による測定値を比

較するために，同一検体をPRIST法により測定

した．Phadebas　PRIST　Kitによる標準曲線を

Fig．4に示す．両者の測定値を1U／ml以下，1～

5U／m1，5U／m1以上と3段階に分けて，　Fig．5－1，

Fig．5－2に示した．40，000倍希釈の場合は，2u／

Table　l　Reproducibility　of　IgE　standard　curve

No　ofassay
IgE　level

1 2 3 4 5 Mean
SD CV

50U／ML
25

12．5

6．2

3．l

l．6

0．8

0．4

0．2

0．1

0．05

10．7

12．1

12．5

15．7

24．9

46．0

66．8

84．2

93．9

95．7

96．9

8．3

11．1

11．3

17．5

27．0

42．5

65．8

81．8

90．2

93．8

97．3

7．4

8．7

11．0

14．5

22．7

38．5

63．6

83．0

89．3

94．5

98．2

8．3

11．0

11．5

17．3

25．8

44．1

65．6

82．6

92．1

95．7

98．1

9．4

10．0

13．3

16．8

25．0

41．1

65．5

81．1

91．5

95．9

98．0

8．81％

10．58

11．92

16．35

25．08

42．46

65．46

82．54

91．40

95．12

97．70

1．12

1．15

0．85

1．11

1．40

2．57

1．04

1．06

1．58

0．83

0．51

12．8

10．8

7．2

6．8

5．6

6．0

1．6

1．3

1．7

0．8

0．5
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Fig．4　Standard　curve　of　Phadebas　PRIST　Kit．

mt前後で最もよく一致し，5U／m1以上では，

PRIST法による測定値が高くなる．1U／ml以下

になると，本法による測定値が急に高くなり，相

関も悪くなる．10，㎜倍希釈の場合は，10U／ml

前後で最もよく一致し，高濃度域になるにつれ，

PRIST法による測定値が高くなる傾向にあった．

これらはいずれの場合も，Merretらの高濃度域

までの安定した相関とは，やや異なる結果であっ
た3）．

IV．考　　案

　近年，各種アレルギー疾患におけるIgEの意

義を解明するために，血清IgE量の測定に加え，

各種体液中のIgE量の測定，ヒトリンパ球を用

いてのin　vitro法によるIgE産生解析が行われる

ようになり，これら相互の関連性を知ることは，

きわめて興味ある問題である．

　しかし，膳帯血，各種体液，ヒトリンパ球を用

いてのin　vitroによるIgE産生解析などにおけ

るIgE量は，きわめて微量であり，正確に測定

することは困難が多かった．実際，これらのIgE

量は，研究者，測定方法によりさまざまであり，
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　　　　　　doubte　antibody：U／ml

Fig．5－1　Relationship　between　values　measured　by

　　　　PRIST　Kit　and　double　antibody　radio－

　　　　immunoassay（1：40，000）．
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Relationship　between　values　measured　by

PRIST　Kit　and　double　antibody　radio－

immunoassay（1：10，000）．

聴帯血では，PRIST法で，　Johanssonらは0．4

U／m18），平松らは0．5　U／ml以下で測定不能9），

RIST法で，上田らは6U／m116），母乳では，
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PRIST法で，　Gleich，平松らはともに1U／ml以

下，RIST法で，120～690　U／mlと大きな違い

を示している9）．したがって，微量のIgE量の測

定法を確立することは，きわめて大切な問題であ

る．

　わが国においては，低濃度域のIgE量の測定

は，Phadebas　PRIST　Kitが主に用いられ，信頼

性も高く，すぐれた報告がなされている．しかし，

今回，われわれが目的としたような1U／m1以

下のデーターを解析する場合には，標準曲線の直

線域からの読取りが容易でない場合もあり，また，

濃縮操作を行えば，誤差を生じやすいこともある．

　今回，われわれが試みた二抗体法は，全て市販

の製品を用いているために，1251によるIgEのラ

ベルの問題も解消し容易に測定できる利点がある．

また，低濃度域での標準曲線の直線性も満足ゆく

ものがえられ，PRIST法との相関も，　Fig．5－1，

Fig．5－2の如く，狭い範囲に限ってみれば，良好

な結果が認められた．

　最後に，本法は，PRIST法に比べ，操作，イ

ンキュベーションともに，2回多く必要とするが，

1U／m1以下の微量IgEの測定にも十分利用でき，

月齊帯血，唾液，尿などの体液中のIgE量，小児に

おける微量血液からの血清レベルのIgE量，の測

定に，十分役立つものと思われる．

V．おわりに

　市販の製品を用いて，二抗体法によるIgE測定

法が確立できた．その測定範囲は，抗IgE血清の

希釈で自由に選択できる利点があり，とくに，低

濃度域での測定に役立つものと考えられた．
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