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研究成果の概要（和文）：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結合
体に対する化学物質特異的抗体（IgG）の半定量法を開発した。本半定量法の再現性は90％以上であり、信頼性
および再現性の高い測定法と考えた。化学物質特異的抗体以外の既存のアレルギーのマーカーはエポキシ樹脂に
よる皮膚炎の有無との間に関係が認められなかった。化学物質アレルギー患者の化学物質特異的抗体は、いずれ
の化学物質-ヒト血清アルブミン結合体とも反応していた。

研究成果の概要（英文）：研究成果の概要（英文）：A new method to semi-quantitatively measure serum 
antibodies against plastic resin materials were developed by using western-dot blotting. The method 
was highly reproducible and reliable.  Existing allergy markers other than the serum antibodies 
against plastic resin materials were not related to the dermatitis caused by epoxy resins. The 
antibodies from chemical allergy patient reacted with all chemico-human serum albumin complexes. 
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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)の増加に
化学物質が関与していると指摘されている
が、申請者はその原因として「化学物質（特
に樹脂(プラスチック)原料）が生体内蛋白質
と結合して抗原性を生じ、体内でこれに対す
る特異的抗体（IgGおよびIgE）が産生されて
いるためではないか」という仮設を立てた。
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
容易に変化させる。そこで、研究代表者はこ
の3次構造の変化した化学物質-HSA結合体を
診断用抗原として化学物質特異的抗体(IgG 
及びIgE)の検出法を考案した。 
 
２． 研究の目的 
本研究では化学物質特異的抗体の健康影

響マーカーとしての意義とそのエピトープ
を明らかにするため、以下の 3つの検討を行
う。 
(1) 化学物質特異的抗体（IgG）測定の半定
量化と再現性の検討 
ニトロセルロース膜に診断用抗原と同時

に種々の標準濃度の Human IgG（スタンダー
ド）をスポットし、HSA-樹脂(プラスチック)
原料結合体反応液と調査対象者の血清との
反応による発光強度とスタンダードの発光
強度とを比較することにより特異的抗体量
を半定量する方法を開発する。 
さらに、独立した 3日間に同じ測定を繰り

返して再現性の検討を行う。 
 

(2）化学物質特異的抗体とアレルギー症状に
ついての検討 
化学物質に対してアレルギー症状を有す

る者と有しない者を対象として、血清中特異
的抗体、およびその他のアレルギーに関する
マーカーを調べる。また、一般集団を対象に
化学物質特異的抗体の保有状況を調べる 
 

(3）化学物質特異的抗体が認識するエピトー
プについての検討 
化学物質がHSAと結合することによりでき

る化学物質-HSA 結合体の中に化学物質特異
的抗体が認識する結合体あるいは結合部が
あるかどうか検討する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 化学物質特異的抗体（IgG）測定の半定
量化と再現性の検討 
 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）の検出法の半定量化を行う。 
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（P-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
を変えて種々の結合体を作製した。 
続いて、作製した HSA-樹脂(プラスチック)

原料結合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
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。 
次に、ニトロセルロース膜に診断用抗原と

スタンダードである 4濃度（0, 1, 10, 100 
ug/ml）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半定
量する方法を開発した。 
3 人分の血清を用いて、①判定者間の個人

差に関する検討、②日間差（同じ測定を 3日
間独立して行い、結果の一致度）を検討した。 
 

(2) 化学物質特異的抗体とアレルギー症状
についての検討 
 エポキシ樹脂によるアレルギー性皮膚炎
を有する 11 名とその対照者 9名を対象とし
て、血清中の食物・吸入抗原 26 種に対する
特異的 IgE 抗体および総 IgE 量, 総 IgG 両、
cortisol, IFN-gamma, IL-1beta, IL-2, IL-5, 
IL-4, IL-6, and the CD4/CD8 比を測定した。 
北九州市およびその近隣の住む住民に対し

て、インフォームド・コンセントを得たのち
血液の収集を行った。血清分離後に(1)で検討
した方法を用いて種々の樹脂（プラスチック
）原料に対する抗体（IgG）の測定を行った。 
 
(3) 化学物質特異的抗体が認識するエピト
ープについての検討 
上記6種類の化学物質と反応させたHSA（化

学物質-HSA結合体）をSDS-PAGEにより分離し、
クマシー・ブルー染色により、HSAの三次構造
の変化を調べる。さらに、化学物質に対して
のアレルギーを有する患者の血清を用いてウ
ェスタン・ブロットを行い、化学物質特異的
抗体が結合する化学物質-HSA結合体を検討し
た。 
 
４． 研究成果 
(1) 化学物質特異的抗体（IgG）測定の半定
量化と再現性の検討 
図１にヒト血清を用いたウェスタン・ドッ

トブロットの結果を示した。血清中の化学物
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質特異的 IgGの発光強度を HSA溶液のスタン
ダード・スポットの発光強度と比較して、発
光のないものを（－）、0～1.0μg/ml の発光
強度を（±）、1.0～10.0μg/ml を（＋）、10.0
～100μg/ml を（２＋）、100μg/ml 以上を（３
＋）と半定量を行った。 
 

 
図１ 血清中の化学物質特異的IgG測定と

標準 IgG（スタンダード）の発光強度 
  

表１ 化学物質特異的抗体（IgG）測定の再
現性試験結果 

 
この半定量の一致率を表１に示した。判定

者間、あるいは 3 回（3 日間）の繰り返し測
定間で、（－）、（±）、（＋）、（２＋）、（３＋）
が完全に一致していたものを完全一致
（Complete concordance）とした。一方、（±）
が、（－）あるいは（＋）に判定された場合
は 許 容可能 と 考え、 許 容可能 な 一 致
（Acceptable concordance）とした。表 1か

らもわかるようにかなり高い一致率となっ
た。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）原料特異的抗体測定法
が確立できたと考えた。 
 
(2）化学物質特異的抗体とアレルギー症状に
ついての検討 
樹脂(プラスチック)原料を取り扱う作業者

について、作業内容とアレルギー症状の有無
についての調査を行った。末梢血中の白血球
数、白血球分画、血清中の非特異的IgE、吸入
および食事アレルゲンに対する特異的IgE、サ
イトカイン（IL-1β, Il-2, IL-4, Il-5, IL-6）、
コルチゾール、総カルチニン、遊離カルチニ
ン、アシルカルチニン、リンパ球サブセット
（CD4, CD8, CD4/CD8比）を調べた。さらに上
記と同じ方法で種々の化学物質に対する特異
的IgEおよびIgGも調べた。樹脂(プラスチッ
ク)原料を取り扱う作業者の血清から種々の
化学物質に対する特異的IgEは検出されなか
った（検出感度以下）が、IgGは検出された。
エポキシ樹脂によるアレルギー皮膚炎と化学
物質特異的IgGとの関係が認められたが、皮膚
炎症状の有無と、白血球数、白血球分画、非
特異的IgE、吸入および食事アレルゲンに対す
る特異的IgE、リンパ球サブセット（CD4, CD8, 
CD4/CD8比）との間には関係は認められなかっ
た。 
 
表２ 吸入および食事アレルゲンに対する特
異的IgEについての比較 

 
 
特異的抗体保有率を調査したプラスチック

樹脂モノマーは、ビスフェノールAジグリシジ
ルエーテル、無水フタル酸、トルエン-2,4-ジ
イソシアネート、p-フェニレンジアミン、ホ
ルムアルデヒド、グルタルアルデヒドの6物質
であった。その結果、化学物質物質特異的IgG
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の保有率は、無水フタル酸＞グルタルアルデ
ヒド＞トルエン-2,4-ジイソシアネート＞ビ
スフェノールAジグリシジルエーテル≒ホル
ムアルデヒド＞p-フェニレンジアミンの順で
あった。 
 
 (3) 化学物質特異的抗体が認識するエピト
ープについての検討 
化学物質と反応させ化学物質-HSA結合体を

SDS-PAGEにより分離したところ、HSA（コント
ロール）は分子量55,000付近にブロードなバ
ンドとして認められたが、化学物質- HSA結合
体は見かけの分子量が55,000よりも低いとこ
ろに移動しているものや、二量体、三量体を
形成していると考えられるものを認めた。さ
らに化学物質アレルギー患者の血清を用いた
ウェスタン・ブロット解析では、患者の化学
物質特異的抗体は、いずれの見かけの分子量
の化学物質-HSAとも反応した。 
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