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Summaヮ Anew solid enzyme幽linkedimmunosorbent assay (ELISA) for human αγ 

antip1asmain (αγAP) antigen was developed using two kinds of anti-humanα2・APanti-

serum. The procedure of α2・APantigen assay is as follows: Step 1; a microtiter p1ate 

is coated with an anti-humanα2・APguineapig antIserum for 24 hrs at 40C. Step 2; seria1-

1y diluted plasma is added to the plate and incubated for 24 hrs at 40C. Step 3; 

after washing with a phosphate buffered sa1ine， an anti-human的問APrabbit antiserum 
is added to the p1ate and incubated for 3 hrs at 370C. Then， a peroxidase conjugated anti困

rabbit IgG goat antiserum is added and incubated for 1 hr at 3TC. After the 3rd step， 
the microtiter plate is washed extensively. Finally， the αz幽APantigen is determined by 
ELISA method using 0同phenylendiaminas the substrate. 

The 10wer 1imit of 的同APantigen in this assay was 0.1 U (dl. In 25 healthy adult 

ma1es and 25 adult fema1es， the mean values of a2-AP were 96.8土12.2U(d1 and 95.2土
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10.7 Ujdl， respectively. A good correlation w田 foundbetween the的凶APlevel deter圃

mined by this ELISA method and by Laurell's method. There was also a good correlation 

between 的同APactivity by an amidolytic method and antigen level by the ELISA. 

lndex Terms 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)，α2-antiplasmin (的司AP)，α2・APantigen， 

lX2-AP activity， amidolytic assay 
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百2ーアンチプラスミソ (α2-antiplasmin，日2-AP)あるい

はα2'フ。ラスミンインヒピター (α2・plasmininhibitor，α2-

PI)と呼ばれる抗プラスミン作用物質は的グロプリン領

域に存在する分子量67.000のl本鎖の糖蛋白である1). 

均四AP は肝で産生され2)，ヒト血竣中 50~70μgJml存在

するが，その作用はプラスミンに対して即効的にプラス

ミンを阻害するのみならず，プラスミノゲンのフィプリ

ンへの結合を阻害，又ブィプリンへ架橋結合することに

よりブィプリン溶解を阻害することが明らかにされ，生

理的に重要な線溶阻止物質として認識されている 3).

百2・AP抗原量を測定する方法としては，これまで町2-

AP抗血清を使用して l次元免疫拡散法的や Electro

Immuno Assay (EIA)法的で測定が行われてきたが，

これらの方法では正常血塁走 1uJmlの1/3量以下の抗原量

を測定するのが困難である.また新生児では採血が困難

でしかも極小量しか採取できないという特殊性が有る.

今回，著者等は新生児期の血中旬開AP抗原量を微量資

料で，且つ比較的簡単に測定しうることを目的として，

家兎及びモルモットに対する抗ヒト lX2-AP血清を作成

し，これら 2種の抗 α2-AP血清を用いサンドイツチ

EnzymトLinkedImmunosorbent Assay (ELISA)法に

よる日2凶AP微量抗原測定法を確立したので、報告する.

検体及び方法

I)正常血竣:20-40歳の健康成人50検体(男25，女

25)の肘関節部静脈より 23G注射針で採取した血液を

直ちに3.3%グエン酸ナトリウムが1/10量になるように

混和し， 3.000rpm 15分間遠心分離し血援を得た.各

測定のコントローノレとしては健常成人10検体を等量混和

したプール血援を用いた.

ll)α2・APの純化:高瀬らの方法6)に準じ，ヒト新鮮

凍結 ACD血媛 300mlを出発材料として， リジンセフ

アロースアフィニテイクロマト法，硫安沈澱， DEAE岨セ

フアロース CL開6Bカラムグロマト法，プラスミノゲン

セフアロースアフィニテイグロマト法およびコンカナパ

リンAセフアロースアブィニテイクロマト法を順次行っ

て， 1. 500倍の純化物を得た.用に臨むまでー700Cで保

存した.

皿)抗ヒト α2-AP血清の作成 lX2-AP純化物 170μ

gJmlとFreundComplete AdjuvantをImlずつ白潟す

るまで混合し，家兎の皮下に数カ所に分けて注射し，そ

の後前量の純化物と FreundIncomplete Adjuvantを

等量混合し2週間毎に3回同様の皮下注射を追加した.

また，モルモットには日2・AP純化物170μgJmlとFreund

Complete Adjuvantを 0.3mlずつを混合し 2週間毎に

計8回皮下注射した.最終免疫より 1週間後に静脈採血

し370C3時間清置後 3.000rpm15分間遠心分離し 2種
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Fig. 1. A schema of enzyme-linked 

immunosorbent assay. 
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の異なるヒト α2・AP血清を得た.これらの抗血清は560C

30分間の加熱により非動化した後， BaS04 (100mg/ml) 

で吸着し 3.000rpm15分間遠心分離後，更にその上清を

プラスミノゲン -Sepharoseカラム及び Concanavalin

A聞Sepharos巴カラムの素通り分画で吸収した.

VI) ELISA法:下記の順で行った.

1， 一次抗体モルモット抗 α2-AP血清 2mlの50%

飽和硫安沈澱分画を同量の 0.15M食塩加リン酸緩衝液

(pH 7.4)で溶解し，粗製の IgG分画を得た.この IgG

分画を炭酸緩衝液 (pH9.6)で125倍に希釈し， Nu出社

のポリプロピレン製の96穴マイグロプレイトの各ウェル

に200μlづっ分注し40Cにl昼夜置いた.次いでTween

20を含んだ 0.15M食塩加リン酸緩衝液 (pH7.2) (以

下 PBStweenにて 3回洗浄後 4%BSAを含む炭酸緩

衝液で370C3時間清置してプロックした.

3の反応物を PBStw閃 nで3回洗浄後， 4% BSA加

PBStweenで4.000倍に希釈したペルオキシダーゼ標識

抗家兎IgGヤギ血清を370C1時間反応させ PBStween 

で4回洗浄した.

5， 発色終反応物を O綱ブェニレンジアミンで発色さ

せ OD492nmで吸光度を測定した (Fig.1). 

V) EIA法:自家製抗ヒト a2-AP家兎血清を用いロ

ケット免疫電気泳動法 (Laurell法7))を行った.アガロ

ースゲル平板上に抗血清は3%，被検血媛は 8μlを添

加し，0.8mA/cm， 16時間泳動した.泳動後， 0.5%グ

マシーブリリアント青で染色，脱色乾燥して形成された

被検血媛及び希釈正常血竣のロケット高より希釈直線を

作成し被検血撲の{直を求めた.

VI)α2・AP活性の測定:市販の発色性合性ペプチド基

質のふ2251(第一化学薬品社製)を用いた発色基質法に

2，被検血竣の添加 4%BSA加 PBStweenで て測定したB).

1.000倍希釈した被検血媛を 100μlつeつ各ウェノレに入れ

40Cで1昼夜放置した.
成 績

3， 二次抗体の添加 上記反応物を PBStweenで3 1， 抗ヒト α2-AP家兎血清および抗ヒト α2・APモル

回洗浄後， 4% BSA加 PBStweenで250情希釈した家 モット血清の免疫学的性状:ヒト ACD血竣より高瀬ら

兎抗α2・AP血清を 100μlづっ加え370C3時間反応させ の法6)で1.500倍に純化した αg-AP因子を家兎およびモ

た. ノレモットに免疫して得られた2種の抗α2・AP抗血清は

4， ベルオキシダーゼ標識抗家兎IgGヤギ血清添加 1%アガロース平板上での Ouchter1oney法で正常血媛

Fig. 2. Ouchter1oney's immuno-diffusion in 1 % agarose. 
1: Rabbit anti-human αg-AP serum 

2: Guinea pig anti-humanα2・APserum 

3: The plasma of a patient with congenitalα2・APde侃ciency
4: Normal plasma 
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とそれぞれ l本の沈降線を形成して互いに f1:附した.

一方，両抗血清は先天性的酬AP欠乏患者血竣10)とは全

く沈降線を形成しなかった (Fig.2). また家兎抗血i青を

3%含むアガロース平板上に正常血竣および先天性的“

AP欠乏患者血援を添加し， Laurell法を行ったところ，

ロッケット像は正常血媛にのみ形成された.

2， 二種の抗 αz-AP抗血清を用いた ELISA法の条

件の検討:まず次抗体としてモノレモットの抗血清

を， 2次抗体として家兎抗血清を用いたサンドイッチ

ELISAで各抗血清の至適濃度を検討した.

125倍希釈モノレモット抗血清を 200μIずつ 5つのウ

エノレに分注し l昼夜放置后正常血殺の10，100， 1. 000， 

10.000， 100.000倍希釈液を 100μlずつ各ウェルに添加

し， 4"C 1昼夜反応せしめた.次いで， 2次抗体の家兎

抗血清の250，500， 1.000， 2.000および4.000倍釈希液

側
、
ミミ

¥三一一
一一一一一一

1.0 

(C) 

0.5ト竺ナート一一一ι
企二aーごー?一二三:こ:---・
?.---.にごP三三寺ミミ
10-1 10-2 10-3 10-4 10-5 

Normal Plasma dilution 

Fig. 3. Determination for optimal concentration of the 

first antibody (guinea pig) and second antibody 

(rabbit) for ELISA a回ay.

First antibody ofanti-human az・APguinea pig 

serum was diluted in 1: 125 (A)， 1: 1000 (B) 
and 1 : 4000 (C) with bicarbonate bu町er.

S巴condantibody of anti問human日z-APrabbit 

serum was diluted in 1 : 250 (←・)， 1: 500 ( 0-0)， 

1: 1000 (...-..)， 1: 2000 (ム-，，)and 1: 4000 (x-x) 

with PBS containing tween 20 and 4% BSA. 

を各 100μI添加し， 3時間反応、後，ベノレオキシダーゼ標

識抗家兎 IgGヤギ血清を反応せじめ，最後に0・ブェニ

レンジアミンで、発色させた.

OD492nmでの吸光度は Fig.3 (A)の加くで，正常

血媛1O-2~ 1O-5希釈列の間で OD 差を判定しやすい 2 次

抗体の濃度は250-500倍希釈液であった.

1次抗体のモルモット抗血清を1.000倍希釈にした場

合と 4.000倍希釈にした場合の 2つの条件で，上記と同

様の検索をしたところ Fig.3 (B)および(C)の如く，

正常血竣希釈曲線の OD差は Fig.3 (A)に比し漸次狭

小となった.従って次抗体はモルモットの抗血清を

125倍に希釈し， 2次抗体は家兎抗血清を250倍に希釈し

て測定するのが最適条件と考えられた.

この条件で正常人血授と先天性的帽AP欠乏患者血竣

の ELISA法による希釈曲線を観察したところ， Fig.4 

の如く，片対数グラフで1.000倍~100.000倍の聞で良好

な直線関係が得られ，先天性的国AP欠乏患者血援は域

値以下の結果であった.

次に， 3次抗体に使用するベノレオキシダーゼ標識抗家

兎 IgGヤギ血清の2.000倍希釈と4.000倍希釈について

検討したが 2.000倍希釈では吸光度が全体に高くなるだ

けで、あった.

反応時聞について， 37"C 3時間と 4"C1昼夜と比較検

討したがほぼ同程度の結果で余り差がなかった.

ELISA法の再現性を見る目的で，正常人血授と α2・

AP欠乏患者血撲をそれぞれ混和し，人工的にα2-AP濃

度が 5uJdl， 25 uJdl， 50 uJdl， 100 uJdl， 130 uJdIの異

なる 5種の検体を作成し週間に渡って繰り返し測定

した coeffici巴ntvariation (C. V.) は4.9%~7.5%で良

好であった (Table1). 

3， 健康成人の αz-AP抗原量と αz-AP活性:男子25

例，女子25例の血衆サンフ。ノレについて， αz-AP抗原量を

ELISA法および EIA法で測定し，又， α2司AP活性は

S-2251を用いた発色基質法で測定した.

ELISA法による α2胴AP抗原量の平均値土SDは，男

子 96.8土12.2ufdl，女子 95.2土10.7ufdlで，男女合

計では 96.0土11.4 uJdlであった. EIA法での日z-AP

抗原量{直は男子 99.6土9.2uJdl，女子 97.5土6.9uJdl， 

男女合計で 98.6土8.1uJdlであった.両測定法で，相

関計数は r=0.75と高い相関を示した (Fig.5). 

また発色基質法による αz-AP活性量は，男子 98.9土

9.2 uJdl，女子 98.0士10.3uJdl，男女合計で 98.4土9.8

ufdlであった.ELISA法による日2・AP抗原量と αz-AP

活性量は相関計数r=0.76で高い相関を示した (Fig.6). 
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Plasma dilution 

Fig.4. Calibration curves forα2-AP antigen assayed by enzyme-linked immunosorbent assay. 

Table 1. Reproducibility ofα2-AP antigen assay(nニ 7)

Sample Mean:t S.D. (u/dl) C.V圃(%)
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考 案

諸井及び青木1)， Mullertzlll， Collcn 12)らによりヒト

血殺中の即効性の抗プラスミン物質， α2-APが純化さ

れ，抗血清が作成されるようになった当初，血竣中のα2

-AP抗原量は一次元免疫拡散法，次いで Laurell法で測

定が行われるようになった.

これらの方法では，正常血撲の8倍希釈以上の低濃度
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の測定は不能で『あった.青木ら13)は，抗ヒト α2・APモ

ノクロール抗体を用い，高瀬ら14)は，抗ヒト α2・AP家

兎ポリクロ}ナノレ抗体を用いそれぞれサ γ ドイッチ

ELISA法による α2-AP抗原測定法を開発した.

いずれも 2次抗体である抗 α2・AP血清に直接酵素を

標識しており，この標識操作が比較的困難で，又，抗体

標識する毎に結合する酵素量が異なるため，標準曲線の

作成が難しい等の欠点があった.著者らは異なる 2種の

抗血清で抗原をサンドイツチし，更に2次抗体に対応す

る抗血清を酵素標識した第3次抗体と反応せしめること

により，従来の欠点をなくする方法を考案じた.

即ち，第 1次抗体として抗的-APモノレモッド血清

IgG，第2次抗体として抗的・AP家兎血清 IgGを，第

3次抗体としては市販の抗家兎 IgGヤギ血清を使用し

た.モルモット抗血清および家兎抗血清はヒト ACD血

媛より高瀬らの方法的により得られたα2・AP純化物をそ

れぞれモルモットおよび家兎に免疫して作成じた.両抗

血清は正常血殺と 1本の沈降線を形成し互いに fuseし

たが先天性的-AP欠乏症患者血援とは沈線降を形成し

ないことを確かめた.

両抗血清 IgGを用いたサγ ドイツチ ELISAによる

日2-AP抗原測定系を確立するため次抗体，2次抗

体， 3次抗体および加える検体の希釈濃度をそれぞれ変

えて最適の条件を検討した.

1次抗体のモルモット抗血清を 125倍に希釈し，これ

に対応して 2次抗体の家兎抗血清を250-4.000倍に希釈

して，正常血援の10-1_10-5希釈曲線を作成したところ，

2次抗体の希釈度が増すに連れて，正常血柴希釈曲線の

ODの傾斜は低くなり，この系では1.000倍以上の希釈

での測定は無理があると判定した.

1次抗体として1.000倍及び4.000倍希釈液を用い上記

問様の検討を行ったが正常血援希釈曲線の ODの傾斜

はより平低下した.従って 1次抗体をモルモット抗血清

の125倍希釈液， 2次抗体を250倍希釈家兎抗血清を用い

論上旬・AP抗原量の浪IJ定が可能であり，正常血媛 lml

中の α2~AP 抗原量を lti とした場合，その測定感度は

0.1 uJdlであった.この測定感度は従来の EIA法より

数段良心また測定系の確立も既報の ELISA法占り容

易であった.

この測定法を用い検索した健常成人50例血撲中の α2・

AP抗原量は， 96.0土11.4uJdlでこれは青木，高瀬らの

報告ともほぼ一致した.又， :EIA法で測定Lだ IXa・Ap

抗原量との相関は r=0.75，S・2251を舟いで測定した

的幽AP活性との相関も r=0.76といずれも良好でこの

測定法の有効性が確かめられた.

結 論

モノレモ γ トおよび家兎に作成せしめた抗ヒト匂刷AP

抗血清を用L、，サンドイッチ ELlsAによる IX2-AP抗

原量測定法を開発したー

1，次抗体として抗ヒト α2・APモノレモッド血清， 2 

次抗体として抗ヒト α2・AP家兎血清を用い検体をサγ

ドイヲチせじめ， 3次抗体としてベルオキシダーゼ標識

抗家兎IgGヤギ血清を用い，終反応物を0・フェユレン

ジアミンで発色し吸光度を測定した.

抗α2・APモルモット血清および抗的・AP家兎血清の

至適濃度はそれぞれ125倍希釈液， 250倍希釈液であっ

た.

2， 本測定法の測定感度は 0.1uJdlであった.

3， 本測定法による健康成人50例(男子25例，女子

25例)の α2・AP抗原量は男子 96.8土12.2uJdl，女子

95.2土10.7uJdlであった.

4， 本測定法による α2・AP抗原量と EIA法による測

定値との相関は r=0.75で，又，本法による IX2-AP抗

原量とll'2-AP活性の相関は r=0.76といずれも良く相

関した.

本論文要旨は第13回産婦人科・新生児血液研究会で発

た場合，正常血援の1.000倍-100.000倍希釈列まで急傾 表した.

斜の直線を示した.なお次抗体， 2次抗体をそれぞ

れ，前記以上の高濃度で行うと消費する抗血清量は多く
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