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《原　著》

モノクローナル抗体を用いた高感度IgEイムノラジオ
　　　　　　　　　　メトリックアッセイの開発
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　要旨　われわれは，mouse　monoclonal　antibody（McAb）を用い，高感度で，従来にない広い測定範囲を

もつヒト血中IgE測定用immunoradiometricassay（IRMA）を開発した．本IgE　IRMAは，　IgEのFc部

を認識するMcAbをポリスチレンビーズ固相化抗体に，また1・’51標識抗IgE　McAbには，　Fab部を認識

するMcAbを使用した，いわゆるTwo－site－sandwich　methodによるIRMAである．この測定系は，ヒト

IflL清lgM，　lgG，アルブミンとの交差反応率がそれぞれ，6．2・10－6，　L9×10　6，6．2×10－7％と特異性が極

めて高く，かつ測定感度が6〆10－41U／tube，測定範囲がO．01～201U／tubeと高感度で，広測定範囲を持つ

ことが特徴である．測定再現性も変動係数（CV％）で2．2～4．3と良く，　Phadebas　lgE　PRIST，　Pharmacia

lgE　RIAとの比較では，　y－1．12x－0．19（r－0．96），およびy＝0．97x－5．9（r－0．97）とそれぞれ良好な相関

を示すことを認めた．

1．はじめに

　lgEクラスの抗体は，アレルギー疾患において

主要な役割をはたしている1）．したがって，血中

lgEを測定することは，アトピー性アレ’レギー疾

患の診断に重要となっている2・3）．…方，寄生虫

感染のような場合にも，血中IgEのE昇が認めら

れ4），IgE測定の有用性が指摘されている．さら

に近年，小児科領域においても新生児のアレル

ギー疾患の将来的予知が可能との知見も報告され，

血中IgE測定の重要性が認識されつつある5・6）．

　これまで，血中IgEの測定には，　radioim－

munoassay，　enzyme　linked　immunosolbentassay

など，種々のIgE測定法が報告されている7・8）．

ところが，polyclonal　antibodyを使用した方法で

は，他lgクラスのみならず，イディオタイプで
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の交差反応性から，その測定値の評価が問題とな

る場合があるとの報告もある9）．最近McAbを用

いた測定系も，Sanchoら8）により報告されてい

るが，特異性，測定感度，測定範囲さらに，測定

法としての簡便さなどの点からみると，まだ充分

満足出来る測定系の開発は成されてはいないと言

える．

　今回，われわれは，認識エピトープの異なる2

種McAbを使用した，高感度で，かつ広測定範

囲を有するIRMAを開発したので，ニニに報告

する．

H．材　　料

　ヒトミエローマlgE（my－lgE）は，　lnternational

ENZYMES　Inc．（USA）から入手した．　Freund’s

complete　adjuvant（FCA）は，ヤトロン社（JaPan）

のものを，ヒトIgG，　IgM，アルブミン，ウシ血

清アルブミン（BSA）はそれぞれ，　MILES社

（USA）のものを，仔牛血清は，日本バイオテスト

研究所のものを使用した．そして，Nal251溶液

は，アマーシャム社（England）のものを使用し

た，
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III．方　　法
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　感作方法および細胞融合

　ヒトmy－1gE　40μ9相当を，　FCAと混和エマル

ジョン化したものを，IgE抗体作製用抗原とした．

3匹のbalb／cマウスの皮内に，10日間隔で2回

1gE感作抗原を投与した．2回目の感作後37日目

に腹腔内投与（ブース9）を行った．プースタ後

3日目に，脾臓細胞を取り次し，P3UIミエロー

マ細胞と35％（w／v）ポリエチレングリコールを用

い細胞融合を行った．HAT培地による選別のの

ち，融合細胞を96wellのプレートへ移し培養を

開始した．

　スクリーニング

　ハイブリドーマ培養上清と，1251標識my・lgE，

熱処理1251標識my－lgEとの結合反応性を指標に，

スクリーニングを行った．さらに陽性を示した培

養上清につき，ヒトIgG，　IgM，アルブミンとの

交差反応性を検討しIgEと，または，熱処理1gE

と特異的に反応する種々ハイブリドーマのみをさ

らに培養した．

　McAb調製と1251標識方法

　各種抗1gE　McAbは，40％飽和硫安沈殿画分

として，培養上清から調製した．調製McAbは，

クロラミンT法により1251の標識を行った．

1251標識McAbの分離精製には，　Sephadex　G－200

によるゲル濾過法を用いた．1251標識McAbは，

最終的には，0．37MBq（10　／tCi）／／t9の比放射活性

をもつ製品が得られた．

　抗体吸着ビーズの調製

　抗IgE　McAb吸着ポリスチレンビーズの調製

は，Ziolaら10）の方法にしたがった．1／4”ポリス

チレンビーズ1個当り，3　ltgの抗IgE　McAbを

吸着反応に用いた．室温でovernight吸着反応後，

生理食塩水で充分洗浄し，減圧乾燥から使用した．

　IgE　IRMA操作法

　本法は，Two－site－IRMA法に基礎をおくもの

とした．すなわち，標準IgEもしくは検体を20μ1，

50％仔牛血清を含むホウ酸緩衝液200ノ’∫，さらに

抗1gE　McAb固材化ポリスチレンビーズ1個を，

反応用トレイにて混合反応させた．室温2時間反

応ののち，精製水1mlにて洗浄を行い，各反応

ウェル中に1251標識抗IgE　McAb　200　ltlを添加

した．室温で2時間振とう反応させたのち，精製

水lm／にて3回洗浄を行い，洗浄後反応ビーズ

をカウンティングチューブに移したのち，ウェル

型ガンマーカウンターにて放射活性を測定した
（Fig．　D．

IV．結　　果

　抗lgE　McAbの作製とその性質

　IgE分子の特性として，56°Cの熱処理により

Fc部の立体構造が変化し本来持つ抗原性に変化

をきたすことが，これまで報告されている11）．わ

れわれは，上記1gE分子の特性を利用し，また得

られたMcAbの組み合せ試験（dual－binding　test）

から7グループ計25種の抗IgE　McAbを選別作

製することができた（Table　D．これド）は，　Fab

部（もしくは熱安定Fc部，糖鎖部）を認識する

A，B，　C，　Dの4グループ，熱不安定Fc部を認

識するE，Fの2グループと，イディオタイプを

認識するグループGの計7グループ（各エビ

standard　o「sampl●

buft●r

antl－lgE　McAb　coat●d　b●ad

20pt

200pl

lP．C．

lncubation　at　R．T．　tor　2hs（shaking）

Wash‘ng　vvith　D．W．1ml（x3）

。川HEM。Ab－『
200　1

lncubation　at　R．T．　for　2hs　（shaking）

Washlng　with　D．W．1ml（x3）

Count

　Fig．1 Assay　procedure　for　IgE　IRMA，
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Table　l　Classification　of　anti　lgE　monoclonal　anti・

　　　　bodies

Table　3　Specificity　of　lgE　IRMA
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Fig．2Typical　standard　curve　of　lgE　IRMA．

Table　4　1ntra－assay　reproducibility　of　IgE　IRMA

Contro‘●●「um

A B C D E

蘭●●n“U！m‘⊃　　　1．27　　　　　78．1　　　　128

SO｛旬！m‘）　　　　　0．03　　　　　1．72　　　　4．86

CV⊂r蔦）　　　　　　　　2．7　　　　　2．2　　　　　3．8

35●　　　　639

12．1　　　　26．8

3．4　　　　4．2

《ntlO）

トープ相当）であった．またdual－binding成立の

可能性は，Table　2に示す結果であった．これに

タン白質化学的な純度，免疫化学的な活性の点か

ら選択を加え，ビーズ固相化用McAbにF3　H29

を，1251標識抗IgE　McAbにF3　H22をそれぞれ

選び，Two・site－IRMAの系を開発した．

　測定系抗体の特性

　F3　H29，　F3　H22の各McAbについて，1251標

識IgEを用い，池田らの方法12）に準じafhnity

constant　Kを求めた．　F3　H2g　McAbは，　K＝

5．66×109　l／mole，　F3　H22　McAbは，　K＝6．51×109

〃moleであった．また本測定系の特異性は，ヒト

血清IgG，　IgM，アルブミンとの交差反応率でそ

れぞれ，1．9×10　6％以下，6．2×10－6％以下，

6．2×10－7％以下であった（Table　3）．

　測定系の基礎的検肘

　簡便かつ短時間で行える本IgE　IRMAの標準

曲線をFig．2に示した．このIgE　IRMAの感度

は，6×10－41U／tubeであり，測定範囲は0．Ol～

201U／tubeであった．測定結果の再現性は，同一

測定内で変動係数（CV％）が2．2～4．2％，日差間

で2．2～4．3％であった（Table　4，5）．さらに，5
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Table　s　lnter－assay　reproducibility　of　lgE　IRMA

27巻8号（1990）
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種類の血清検体を用いての添加回収試験では，回

収率は100：〔5．0％であった（Table　6）．5種類の

血清検体による，生理食塩水を希釈液に用いて行

った希釈試験では，良好な直線性がえられる結果

であった（Fig．3）．

　他測定法との測定結果の比較

　種々のIgE濃度を有する血清検体71種類を用

い，Phadebas　IgE　PRISTと，また同じく64種類

を用いPharmacia　IgE　RIAとの相関につき検討

した．その結果，PRISTとはy＝1．12x－0．19，

r－0．96Pharmacia　IgE　RIAとはy＝O．97x－－5．8，

r－0．97との成績がえられた（Fig．4，5）．

V．考　　察

　われわれは，McAbを用い使用検体量が20／’／

と比較的少量で，0．Ol～201U／tubeと広い測定範

囲を持ち，かつ最少検出感度が6y　10－41U／tube

と，特異的に血中IgEを測定できる高感度RIMA

系を開発した．まず，抗lgE　McAbとしてTable

lに示したように，7グループ計25種類のMcAb

を得る二とができた．これらMcAbの分析から，

IgE分子上で熱不安定なFc部には，2種類以上

のエピトープが存在すること，熱安定Fc部，　Fab

部もしくは糖鎖部には，4種以上のエピトープが

存在することがそれぞれ想定された．さらに，

Table　2に示した結果から，空間的な，これら各

エピトープの配列として，H3N－G・epitope－A・

epitope－B・epitope－C・epitope－D・epitope－E（F）・

epitope－F（E）・epitope－COOHの可能性が示唆さ

れた．IgE分子のエピトープについては，Francisco

ら13）やIchimoriら14）が報告している結果とほ

ぼ一致するものであった．

　われわれは，得られたMcAbのうちエピトー

プEを認識するMcAbと，エピトープAを認識

するMcAbを組み合せて利用することで，つま

り，ビーズ固相化McAbにF3　H29を，1251標識

McAbにF3　H22を用い，　IgEを特異的にかつ高感

度で測定するTwo・site　immunoradiometric　assay

系を確立することが可能であった．

　本IgE　IRMAは，検体のIgE濃度として0．5～

819

1031U／mtまで直接に測定でき，かつ反応時間も

4時間と比較的短時間に測定結果をうることがで

きた．この点でも，従来，高感度用，通常測定用

と2種別個の測定方法にたよっていたことが大き

く改善されるものと期待できる．再現性について

も測定可能な全領域で，cv％が2．2～4．3％と満

足出来る成績がえられ，希釈直線性や添加回収率

でも，良好な成績がえられたことから，日常臨床

上の検体測定に充分対応できると考えられた．こ

のような特性をもつ本IgE　IRMAは，アトピー

性疾患の診断や減感作治療時の経過観察に応用可

能である．一方小児科領域で，アレルギー疾患の

予知が可能との報告もあり，1gE値で1～21U／m1

濃度域での再現性にすぐれた測定法が期待されて

いる．最近，Sancho8），　Kemeny15），　Poulsoni6）ら

により血中IgEの高感度測定法が報告されている

が，いずれもその測定範囲，測定感度，簡便さの

点から臨床診断上充分満足できる方法とは言えな

いものであった．その点では，本IgE　IRMAは，

充分な適応能を有する測定系と言える．臨床的に

は勿論，さらに，細胞培養上清中のIgE値測定な

ど，微量濃度検体を対象とする研究分野での使用

も可能と考えられる．また，われわれが開発した

血中IgE測定用IRMAの特性に加え，本IgE
IRMAの特異性を利用することで，　IgE結合因子，

抗IgE自己抗体を測定することや，アレルギー発

症機序，IgE生体の防御における働きを解明する

ことにも寄与できるものと期待される．
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Summary

The　Development　of　High　Sensitive　lgE　lmmumoradiometricassay

　　　　　　　　　　　　　　　　　Using　Monoclona1　AntibOdy

Haruki　SAKAMoTo，　Junko　IMAI，　Kazushige　IINuMA，　Susumu　HAYAKAwA，

　　　　　　　Yoshinobu　YANAGAwA，　Isao　IKEDA　and　Kunio　KuRATA

Dainabot（】o．，　Ltd．（Research　and　Development　1）epertment）

　　We　have　developed　two－site　immunoradiometric

assay（IRMA）for　quantitation　of　human　serum

IgE，　using　two　different　anti－IgE　monoclonal

antibodies　which　recognize　different　epitopes　on

IgE　molecule．　We　obtained　25　different　monoclonal

antibodies　classified　seven　groups，　and　then　two

different　monoclonal　antibodies　were　selected　for

bead　coater　and　tracer　after　checking　the　titer　and

specificity　of　each　antibody．　IgE　IRMA　we　deve1－

oped　here　showed　good　perf（）rmance　in　terms　of

specificity，　sensitivity　and　reproducibility．　No

cross－reactivity　to　IgG，　IgM　and　albumin　in　the

level　of　normal　range　was　observed．　The　sensitivity

fbr　IgE　assay　was　O．6×10－31U／tube　and　meas－

urable　range　was　O．01－20．O　IU／tube（0．5－1031U／

mの．Coe伍cient　of　variations　of　Intra　assay　were

2．2－4．3％and　average　recovery　yield　was　92．5－

108％．Good　correlations　with　Phadebas　IgE

PRIST　and　Pharmacia　IgE　RIA　were　obtained
i．e．，　y＝1．12x－0．19　（r＝0．96）　and　y＝0．97x－5．9

（r＝－9．7），respectively．　These　results　indicate　that

the　assay　system　will　contribute　much　to　the

routine　diagnosis　for　atopic　allergy　desease　and

parasitic　infections．

　　Key　words：monoclonal　antibody，　IgE，　im－

munoradiometric　assay．
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