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PCR を用い る高感度免疫測定法

創価大学 工学 部生物工 学科　関　篤志

　免疫測定法は ， 抗原あ る い は 抗体 の どち ら か
一

方 を，ラ ジ オ ア イ ソ トープ （RI），蛍 光 色 素，酵素 な どで 標識

し，こ れ らを 抗原一抗体反応 の 指標 と し て 抗原あ るい は 抗体 を定量す る も の で あ る．き わ め て 微量 の 抗原あ る い

は 抗体を測定す る手法 と して 臨床検査に お い て 広 く用 い られ て い る，なか で も ， 酵素を標識 に 用 い る ELISA

（enzyme
−linked　immunos 。 rbent 　assay ）は ，　 RI の よ うな半減期 の 心配が い らな い ，面 倒な 設備 や 装置が不 要 で あ る

な どの 利点 を 有 して い るた め ，臨 床 検 査 に お い て 広 く用 い られ て い る ．こ の 検出感度 は ，標識 と して 用 い る酵素

の 検出 感度 に 左 右 され る ．標 識 と し て 用 い ら れ て い る 酵素の 活性 測定法 と し て は ，比 色 定 量 法 が 用 い られ て い る

が，さ ら に 測定感度 を 上げ るた め に 蛍光基質 や 発光反 応 が 用 い られ る こ と もあ る．また ，酵 素 的 サ イ ク リ ン グ，
カ ス ヶ

一ド反応 と い っ た増幅反応を組 み 合わ せ て 高感度化す る試 み もな され て い る ．

　最近，増幅反応 と して PCR （Polymerase　Chain　Reacti。 n ）を 用 い て高感度化を お こ な っ た 免疫測定法の 報告 が

Sano らに よ っ て な さ れ た．　i）　PCR とは ，特定 の 塩基配列を鋏む 2 種類 の プ ラ イ マ ーを 用 い て，　 DNA ポ リメ ラ
ー

ゼ に よ る鋳型特 異 的 な DNA 合 成 反応 を繰 り返す こ とに よ り微量な DNA 断片を 数十万 倍に 増幅させ る反応で あ

る．PCR を増幅反応に 用 い る免疫測定法 （イ ム ノ PCR ）で は ，マ ー
カ
ー

と して DNA を 用 い て い る．抗 原抗体

結合反応後に マ ーカ ーを PCR に よ り増幅 して 検出す る こ とに よ り，高感度な 測定 を行 うこ とに 特徴が あ る．ま

た ，抗体 を DNA で 標識す る た め に ，ス ト レ ブ ト ア ビ ジ ソ ープ ロ テ イ ソ A キ メ ラ を 用 い て い る ，こ の キ メ ラ タ ン

パ ク 質 の ス ト レ プ トア ビ ジ ン 部分は ビ オ チ ソ と結 合 し，プ ロ テ イ ソ A 部分 は 抗体 の Fc 部分 と結合す る，こ れ を

用い て ビ オ チ ン 化 DNA を抗体に 特異的に 結合 させ て い る．また，こ の キ メ ラ タ ソ パ ク 質を 用 い る こ とに よ り，
抗体を 化 学 的 に 標識 す る こ とな し に 免疫測定 を 行 え る と い う利 点 も有 して い る ，測 定 法 は ELISA と 同様 で あ る ．
ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （BSA ）を 抗原 と し，固相 に 結合 して い る BSA に ，抗 BSA モ ノ ク Pt　一ナ ル 抗体 を 結合 さ せ

る．次 に ，キ メ ラ タ ン パ ク質を介 し て ビオ チ ン 化直鎖 プ ラ ス ミ ドを 抗体 に 特異的に 結合 さぜ る ，こ の 直鎖 プ ラ ス

ミ ドの
一

断片を PCR に よ り増幅す る．　 PCR 産物を f ル 電気泳動 で 分離 し，エ チ ジ ウ ム ブ 卩 ミ ドで 染色 し た後 に

デ ン シ トメ ータ ー
で 定量 す る．こ の 方法 に よ り，580分子 （9．6x 　IOr22　mo 】）の BSA 分子 を 検出 して い る ．ま た，

ア ル カ リホ ス フ
ァ タ

ーゼ で 標識 した ス ト レ プ トア ビ ジ ン ープ ロ テ イ ソ A キ メ ラ タ ン パ ク質を用 い て 免疫測定 を行

い 。そ の 検出感度を イ ム ノ PCR と比 較す る と，イ ム ノ PCR は IO5倍も高感度で あ っ た．

　
一

方，Ruzicka らは ，　 Sano らの 方法 を 改良 して ス ト レ プ ト ア ビ ジ ソ ープ 卩 テ イ ン A キ メ ラ を用 い ずに 市販 さ れ

て い る 試薬を 用 い る イ ム ノ PCR を 報告 して い る．z）す な わ ち，固 相 に 結 合 し て い る 抗 原 に 対 し て ビ オ チ ン 化抗

体，次 い で ア ビ ジ ン ービ オ チ ン 化 DNA 結 合 体 を 結 合 さ せ，固 相 に 固 定 化 され た DNA を PCR に よ り増幅 し て 検
出 して い る ．こ れ に よ り，10　fgfmユの 抗原を 検 出 して い る．

　 こ の ように ，PCR の 増幅能を利用す る イ ム ノ PCR は 非常に 高感度な 測定 が 可能で あ り，臨床検査 な ど に お い

て 大きな期待がもた れ る．
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