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研究成果の概要（和文）：樹脂（プラスチック）原料のヒト血清アルブミンへの付加体に対する

血清中特異的抗体の検出法を開発した。この検出法を用いて100名の女性の抗体の保有率を調べ

たところ、一部の化学物質に対する特異的IgGの陽性率は非常に高かった。また、アレルギー性

皮膚炎患者の症状と原因化学物質に対する抗体価の間に相関を認めた。以上の結果からアレルギ

ー発症に化学物質特異的抗体が関与している可能性が示唆された。 

  

研究成果の概要（英文）：This study aimed to verify a hypothesis that recent increase of 
allergy patients is partly explained by antibodies against plastic resin materials. A 
new method to detect serum antibodies against plastic resin materials were developed by 
using western-dot blotting. Among 100 women, the positive rates of IgG against phthalic 
anhydrate and glutaraldehyde were very high. That against toluene 2,4-diisocyanate was 
around 50%, and those against bisphenol A diglycidyl ether, p-phenylenediamine and 
formaldehyde were very low. The antibody titers against the causal chemical were related 
to the severity of allergies. From this study, it is suggested that antibodies against 
plastic resin materials related the onset of allergies.  
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１． 研究開始当初の背景 

 
近年、アレルギー疾患(気管支喘息、アレ

ルギー性鼻炎、アトピー性皮膚炎)の有病率

は厚生省が 1992～1996 年に行った「アレル
ギー疾患の疫学に関する研究」によると小中
学生で 32.6％、成人で 30.6％であり、その
後も増加の一途をたどっている。この原因と
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して、化学物質曝露、食事の西洋化、衛生仮
説（小児期に細菌感染を受けてない）などが
言われているが、いずれも近年の環境変化を
反映したものである。一方、我々の身の回り
は新規の化学物質で囲まれているといって
も過言ではない。特にプラスチック製品が非
常に多くなっている。具体的には建材、家具、
日用品、文房具、印刷・コピーのインク、洋
服など多岐に渡っており、プラスチックの普
及がアレルギーの増加と関連しているので
はないかと考えた。 
 樹脂（プラスチック）原料は重合するため
に一分子あたり 2つの反応基を有しているが、
反応性が非常に高いため体内に入れば生体
内蛋白質と共有結合し、蛋白質の３次構造も
容易に変える。そこで、われわれは、化学物
質と血清アルブミンの結合性を調べること
からその物質の感作性を予測できると考え、
化学物質の感作性のスクリーニング法を開
発した（特許出願公開番号：2006-220518）。
さらに、この 3次構造の変化した生体内蛋白
質がアレルギーの原因となっているならば、
この化学物質結合蛋白質を診断用抗原とし
て特異的抗体(IgE 及び IgG)を調べれば、環
境中化学物質によるアレルギー疾患の診断
と原因物質の同定が同時にできると考えた。 
 
２． 研究の目的 
 

本研究は、近年増加しているアレルギーの
原因の一つとして、「樹脂(プラスチック)原料
が生体内蛋白質と結合し抗原性を生じ、ヒト
の体の中でこれに対する特異的抗体（IgEおよ
びIgG）が産生されているためではないか」と
いう仮設を立て、それを検証することを目的
とする。まず、蛋白質－樹脂(プラスチック)
原料付加体に対する患者血清中の特異的抗体
を検出する方法を開発する。続いて、この検
出法を用いて、様々な集団（学生、職域、年
齢層など）における樹脂(プラスチック)原料
に対する特異的抗体の存在を調べ、樹脂によ
る感作の実態を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
 樹脂(プラスチック)原料とヒト血清アル
ブミン（HSA）を反応させた診断用抗原を作
製し、これを利用した血清中特異的抗体（IgE
および IgG）の検出法を確立する。続いて一
般の集団から採血を実施し、血清中の樹脂
(プラスチック)原料に対する特異的抗体の
保有率を明らかにする。 
 
(1) 化学物質に対する特異的抗体（IgE およ

び IgG）の検出法の確立 
 

ウレタン樹脂、エポキシ樹脂、アクリル樹

脂などの原料であるトルエン 2,4-ジイソシ
アネート（TDI）、ビスフェノール A ジグリシ
ジルエーテル（BADGE）、無水フタル酸（PA）、
ホルムアルデヒド（FA）、グルタルアルデヒ
ド（GA）、p-フェニレンジアミン（PEA）を対
象化学物質とした。 
上記対象化学物質と HSA を 37℃で 48 時間

インキュベートする。その際バッファーの pH
や、樹脂(プラスチック)原料と HSA の混合比
を変えて種々の付加体を作製した。 
続いて、作製した HSA-樹脂(プラスチック)

原料付加体反応液を診断用抗原としてニト
ロセルロース膜にスポットし、アレルギー患
者の血清と反応させ、さらに標識した抗ヒト
IgE 抗体あるいは抗ヒト IgG 抗体（2 次抗体）
を用いて、血清中の特異的抗体の有無を検出
する。 
さらに、ニトロセルロース膜に診断用抗原

と同時に種々の濃度の Human IgG をスポット
し、発光強度を比較することにより特異的抗
体を定量する方法を開発する。 
 

(2) 樹脂(プラスチック)原料への感作状況に
関する実態調査 

 

北九州市およびその近隣の市町村に在住す

る妊婦100名に対して、病院(診療所)にてイ

ンフォームド・コンセントを得たのちに質問

票調査および血液の収集を行った。調査時期

は妊娠初期から中期である。血清分離後に（

１）で確立した方法を用いて樹脂（プラスチ

ック）原料に対する抗体（IgG）の測定を行っ

た。 

 

(3) 抗体価とアレルギー症状の関係について 

 

エポキシ樹脂を取り扱う作業に従事する作

業者で作業によるアレルギー性皮膚炎を有す

る者10名と同じ化学物質を取扱いながらアレ

ルギー症状を有しない健常者9名を対象にイ

ンフォームド・コンセントを得たのちに採血

を行った。皮膚炎はその程度により(＋)～(

＋＋＋)の3段階に分けた。健常者は(－)とし

た。作業に用いている製剤（主剤）をHSAに加

え、診断用抗原を作製し、（１）で確立した

方法を用いて製剤に対する免疫グロブリン（

IgG）の測定を行った。 

 
４． 研究成果 
 
(1) 化学物質に対する特異的抗体（IgE およ

び IgG）の検出法の確立 
 

① ヒト血清アルブミン（HSA）の純度につい

て 
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診断用抗原が非特異的に抗ヒトIgG抗体（２

次抗体）と反応することがわかった。この理

由について検討したところ、診断用抗原作製

に用いたヒト血清アルブミン（HSA）の純度が

低く、免疫グロブリンが混入しているためと

判明した。そこでグロブリン・フリーのHSA

を用いることにより問題を解決した。 

 

② 色素による化学発光への影響 

ドット・ブロットにおいて作業能率向上と

取り違え防止のために添加していた色素（

BPB: Bromophenol blue）が化学物質付加HSA

の抗原性を修飾することがわかった。そこで

BPB濃度を最小限とすることにより、BPBによ

る抗原性修飾を無視できるレベルに下げた。 

 

③ 半定量化 

ウェスタンドットブロットのメンブラン

を用い、ドットの発光強度を半定量化するこ

とで、標準化システムを開発できないか検討

した。 

 

 (ⅰ) 標準曲線の作成 

最初に種々の濃度（25 μg/ml ～ 0.76 μ

g/ml）の Human IgG を標準物質としてメンブ

ランにスポットし（各スポットは 0.5 μl）、

抗 human IgG-HRP 抗体で処理した後、基質と

反応させ、それぞれのドットの発光強度を定

量した。図１に示すように、濃度依存的に発

光強度が測定できた。またスポットによる実

験誤差（縦に同じ濃度をトリプリケイトでス

ポットしている）も少ないことが示された。 

 

図１ Human IgG をスポットしたメンブラン

のキャプチャー像 

 

各スポットの発光強度の実測値の平均が

図２上のテーブルである。このテーブルをグ

ラフにプロットしたものが図２下である。こ

のグラフの近似曲線を解析すると 

y = 0.1805 × Exp (0.0002 × density) 

という式になった。Density は発光強度の実

測値で、yは抗原特異的なIgGの濃度である。

R2 乗は 0.98 であった。 

 

 

 

 

 

図２ Human IgG を用いた標準曲線の作成 

 

(ⅱ) メンブラン上のスポットの構成 

化学物質処理した抗原をメンブランにス

ポットし、ウェスタンドットブロットを行っ

た（図３）。化学物質に対する特異的抗体が

血清中に存在すると化学発光が認められる。

下部の Positive control には半定量用に

Human IgG をスポットしている。 

以上により、信頼性および再現性の高い樹

脂（プラスチック）原料曝露の評価方法が確

立できた。 

 

 
 

図３ ドットブロット法による化学物質に対

する特異的抗体の検出 

 

(2) 樹脂(プラスチック)原料への感作状況に
関する実態調査 

 

PAとGAに対する特異的IgGの陽性率は非常

に高かった。TDIに対する特異的IgGの陽性率

はおよそ50％であった。一方、BADGE、PEA、

FAに対する抗体の陽性率は低かった（図４）。 
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図４ 各樹脂（プラスチック）原料に対する

特異的抗体（IgG）の陽性率 

 

(3) 抗体価とアレルギー症状の関係について 

 

取り扱い製剤（主剤）を HSA に加えた診断

用抗原を用いてドットブロット法で得られ

た発光強度を、それぞれのメンブランの標準

曲線から換算し、抗原（化学物質）特異的 IgG

濃度を定量した。一方、アレルギーの程度を

皮膚所見により４段階に分けた。３人がアレ

ルギー +++、５人がアレルギー ++、３人が

アレルギー +、９人がアレルギー症状なし、

という結果であった。+ が多いほど、アレル

ギー症状が強いことを表している。図５の縦

線は平均±SD を表している。コントロール群

に対して t-test を行ったところ、アレルギ

ー +++群とは p = 0.0047、アレルギー ++群

とは p = 0.0065、アレルギー +群とは p = 0.13

と、アレルギー +++群とアレルギー ++群は

コントロール群に対して特異的抗体が有意

に高いことが認められた。 

 
 

図５ 皮膚所見と特異的 IgG 
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