
北海道放射線技術雑誌 (1990.03) 50号:35～39.

AbビーズIgEキットの基礎的検討

石川幸雄, 佐藤順一, 西部茂美



鋼

《ノート》

ＡｂビーズIgEキットの基礎的検討

石川幸雄粥：佐藤順一＊西部茂美聯

要旨ＩｇＥ（血中ヒト免疫グロブリンＥ）ｌｊ，他の免疫グロブリンに比べ微ntのためＲＩＡが適している。
現在，市販されているI宵Ｅ測定キットには，RIST法，二抗体法，PRIST法などがあるが，操作の簡便性や検出感度，

測定範囲に多少の問題を残していると思われる｡今回,高感度測定可能なＡｂビーズIgE(栄研)キットの基礎的検討を行っ
た。

本法は操作が簡便でかつ梢度，禰現`性，回収率，希釈試験などの基礎的検討は，ともに良好であり臨床的に応用可能葱
キットである。

北放技術誌５０：35-39,199(’

Ｌ緒三

楓姻または投体 ２０皿

［ｇＥは,1966年石坂nらによりブタクサ花粉症患者血

中に，免疫グロブリンとして微雌存在が発見された成

分である。その測定は，花:扮症，アレルギー性気管支

喘息，アトピー性皮膚炎などの診断や経過観察に極め

て有用な検査法となっている2L３１．

現在，市販されているＩｇＥ測定キットには，ＲＩＳＴ

法，２抗体法，PRIST法などがあるが,操作の簡便性

やJ険出感度，測定範囲に多少の１１１１題を強していると思

われる。

今回，我々は操作の簡便性や検出感度，測定範囲に

．優れたimmunoradiometricassay法（以下IＲＭＡ法

という）によるＡｂビーズIgE(栄研）を検討する機会

が得られ、本法の基礎的検討を行ったので報告する。

齪獅液１００型

［ｇＥｂｒ体ビーズ １個

ローテーターでⅢ枠しながら室温で１時間インキュベート

生理食塩水 Ｉ型

|… 
吸引除去

Ｉｚ５１闘勘ＩＩＹＥ抗体１００」皿

ローテーターで蝋伴しながら室温で２時IMIインキニベート
n．方法

Ⅱ－１測定原理

本法は1輻Ｉをトレーサとし，モノクローナル抗体を

用いたビーズ園相サンドイッチ法に基づいたＩＲＭＡ

法である。

１１－２測定操作手順

測定操･作手順の概要はFiR．’に示すとおりである。

生理食垣水 I型

Ⅲ 吸引除去

ウェル型シソチレーシロソカウソターを用いて

各アシセイチニープの放肘Ｍ１量をカウントする。

*旭川医科大学医学部附属病院放雛線部

（平成２年１月１８日受理） Fig.１測定操fF手順

阿串またはljt体２０JuZ

慨鋤波１００辿

ＩｇＥ仇体ビーズ１ｉ回
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標準曲線の回帰式はlogアロカカープ（Iog-logit3

次多項式）を使用し，IgE値を測定した。

測定器としてウェル型シンチレーションカウンタ

（アロカＡＲＣ－６００）を使用した。

m・対象

旭川医大病院を受診した外来および入院患者で，診

断の確定した総計164例を対象にした。その内訳は,健

常者80例，アレルギー性鼻炎33例，気管支喘息26例，

アトピー性皮膚炎25例である。
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FiR.３第１反応時間の検討

Ⅳ、結果

Ⅳ－１標準曲線と感度

標準液使用による12回測定の本キットの標準曲線を

Fig.２に示す。各漉度におけるカウントＣＭの平均

は，低澱腰側のＬ６ＩＵ/ｍｌで5.8％，以下順に８１Ｕ/ｍｌ

が4.0％,401Ｕ/ｍｌが4.1％,2001Ｕ/､１１が6.1％，1,000

1Ｕ/ｍｌが2.4％,５，０００１Ｕ/ｍｌが1.4％と,良好な曲線の

再現性が得られた。

最小検出感度測定には，キット添付のＬ６１Ｕ/ｍｌの

標準液をゼロ濃度標準液で希釈し，各渡度の平均IgE

値を上検定し，ゼロ濃度標準液と１％の危険率で有意

差検定する方法を用いた。その結果，本キットの検出

感度は，0.4ｍ/ｍｌであった。

Ⅳ－２第１反応（第１インキュベーション）時間

Fig.３に反応時間を室温(25°Ｃ)で，０．２５，０．５，１，

２，４，８，２０時間と７段階に変化させたときの標準

液と２種類の検体の経時的変化を示す。

ｑ5時間までは各濃度で結合率の上昇がみられるが，
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Fig.４第２反応時間の検討

0.5時間から20時間の間では結合率の変動は５％以下

で安定した結果が得られた。

Ⅳ－３第２反応（第２インキユベーシヨン）時間

Fig.４に第１反応を室温（25°Ｃ）で１時間終了後，

第２反応時間を室温（25°Ｃ）で，０．２５，０．５，１，２，

４，８，２０時間と変化させたときの標準液と２種類の

検体の経時的変化を示す。

２時ＩＩｊｌまでは結合率の不安定な変動を示すが，２時

間から20時間までは結合率の変動は9.6％以下と安定

した結果が得られた。

ＩＶ－４再現性

アッセイ内変動を観察するため５種類の血清を用い

て10回同時測定して再現性を検討した。

Ｔａｂｌｅｌに示すように変動係数０Ｖ・は2.98～

8.63％であった。

アッセイ間変動は５種類の血清を２重測定で５回，

異なるLot、で測定した｡Ｔａｂｌｅ２に示すように変動係

数ＧＶ．は2.13～8.10％であった。

いずれも良好な結果が得られた。
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Ⅳ－５添加回収試験

３種類の血清にキット添付の標準液を等砒添加して

回収試験を行った。

Ｔａｂｌｅ３に示すように，平均回収率は，96.2％，

106％，100.5％と良好であった。

Ⅳ－６希釈試験

Fig.５に示すが，実線部分は標準液ゼロ濃度を用い

て，３種類の異なる血清を，破線部分は緩衝液を用い

て２種類の異なる血清を猶のおの２～32倍まで順次希

釈した場合の希釈試験の結果である。

Ⅳ－７１也法との相関

本キットとIgEキット第一・ｓ（２抗体法，第一ラ

ジオアイソトープ）との相関を検討した。

Fig.６に示すように165例の測定値には回帰式ｙ＝

0884ｘ-5.908,相関係数ｒ＝0.950の相関があった。

Ⅳ－８健常者のIgE値と各種疾患のIgE値

健常者80例中２例が高値（861.3,760.2）を示した

ので除外した。７８例の測定値は，1.5～399.71Ｕ/ｍｌの

範囲に分布し，平均値は129.6±104.21Ｕ/ｍｌであっ

た。正常値は平均値十２標準偏差以下とし，3381Ｕ/ｍｌ

と決定した。

Fig.７に健常者と各種疾患のIgE値を示す。アレル

ギー性鼻炎33例で70.7～2,688.71Ｕ/ｍｌ(730±550.4)，

気管支喘息26例で125～4,3691Ｕ/ｍｌ（1,336.9±

1,282.1)，アトピー性皮膚炎25例で36.5～8,8811Ｕ/ｍｌ

Table３添加回収試験

（1,879.8±1,769.9）であった。

Ｖ・考察

今回，我々が検討したＡ１〕ビーズIgE（栄研）は

IＲＭＡ法でモノクローナル抗体を用いているのが特

徴である。

キットに関する一連の基礎的検討の結果，標準曲線

は安定してお')，測定感度は0.41Ｕ/ｍｌの最小検出感

度を得た。従って，従来法において問題とされていた

低濃度域は非特異的阻害因子の影響を受けにくく精度

が良いので鋤，検体赴20浬1で新生児及び乳児の正確な

測定が可能となった。

希釈試験では原点に収束する直線が得られた。しか

し，検体濃度が4,0001Ｕ/,､lを越える場合には直線性

が得られなかったので，特に高汲度検籔体(4,0001Ｕ/ｍ１

以上）の測定には希釈する必要があると思われる。

本キットとＩｇＥキット第一・ｓ（２抗体法，第一ラ

ジオアイソトープ)との相凹を検討したところ165例の

測定値には回帰式ｙ＝0.884ｘ-5.908,相関係数ｒ＝

0.950と良い相関を示した。

健常者による血中IgEの正常脆囲は過去の報告に

よると長田5)らは3301Ｕ/ｍ１以下、石原6)らは1831Ｕ/ｍｌ
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Fig.６他法との'11関

２例に本人の自覚症状がないアトピー性疾患が判明し

たので除外し，７８例を対象にして正常値上限を3381Ｕ／

ｍｌとした。この様にIgEの正常値の検討には,健常者

内にも無自覚なアトピー性疾忠を呈している者がいる

ことを考慮しなければいけないと考える。

以下，中島7)らは1601Ｕ/ｍ1以下，干莱8)らは4101Ｕ/ｍ１

以下,高橘,)らは2281Ｕ/ｍ1以下,栄１０)らは4161Ｕ/ｍ]以

下，竹内らは2511Ｕ/ｍ1以下など種々の報告がなされ

ており，其の正常値の設定には問題が多い。

今回,我々は健常者80例を対象にして測定した結果，
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Fｉｇ７健常者と各種疾患のIＲＥ値

Ⅵ、結 語

モノクローナル抗体を用いたビーズ圏相サンドイッ

チ法のＡｂビーズIgE（栄研）の基礎的検討を行った。

（１）最小検出感度は0.41Ｕ/ｍ］と高感度であり低濃度

域の測定精度が良い。

(2)希釈操作なしで広範囲(0.4～4,0001Ｕ/ｍＤの測定

ができる。

(3)アツセイ内変動は平均ＣＶ、5.7％，アツセイ間

変動は平均ＣＶ、4.5％と安定している。

(4)回収率試験は平均100.2％,希釈試験は原点に収束

する直線である。

(5)他法とｙ＝0.884ｘ-5.908,ｒ＝０９５０の相関を示し

た。

(6)正常値の上限は3381Ｕ/ｍｌとした。

以上の基礎的検討･の結果から本キットはIgE値を

精度良く測定でき，臨床的にも有用であると考える。

キットを提供していただいた栄研化学株式会社に深

謝致します。
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