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1　緒 言

　ホ ル ム ア ル デ ヒ ドは，自動車排気ガス ，た ば こ の 煙，燃

焼器具類 な どの 燃焼排 ガ ス 中に 高濃度 に 存在す る 普遍的 な

空気汚染物質 で ある
1〕．近年，ホ ル ム ア ル デ ヒ ド等の 揮発

性化学物質を放散する 新建材，家具，生活用品の 使用や 住

宅 構造 の 気密化 に よ り，室内空気汚染問題 が 顕在化 して い

る
U）．特 に ， 新築 ・改築 の 住宅 や ビ ル にお い て ， 居住者 や

そ こ で 働 く人々 に頭痛，目や の どの 痛み ，め まい などの 多

様 な症 状 が 出 現 す る シ ッ クハ ウス 症 候 群 や，極 微 量 の 化 学

物質暴 露 に よ り非特異的 で多彩な 症状が 出現 す る化学物質

過敏症 が 社会問題 と な っ て い る
3〕．また ，職業的ホ ル ム ア

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 いうこう

ル デ ヒ ド暴 露 環境 に あ る人 の 鼻 咽 腔 が ん及 び 白血 病 の 発 生

率増加 が 確認 され た た め，国際 が ん研究機関 は 2004年 7

月 に ホ ル ム ア ル デ ヒ ドの 発 が ん性危険度 を そ れ ま で の

Group 　2A （ヒ トに 対 して お そ ら く発 が ん 性 が ある 〉か ら

Group　l （人 に 対 して 発が ん 性 が あ る） に 変更 して い る
4〕．

一
方，ホ ル ム ア ル デ ヒ ド放出プ ロ ドラ ッ グ で あ る 酪酸 ア シ

ル オ キ シ エ ス テ ル 類 は
，

ヒ ト前骨髄性 白血 病 HL −60 細胞

の 増殖を濃度依存的に 阻害す る こ とか ら，抗 が ん 剤 として

利 用 さ れ る 可 能性 が 広が っ て い る
5）．

　ホ ル ム ア ル デ ヒ ドは
， 呼吸 器官 及 び 胃腸器官 に よ り容易

に 吸収 さ れ，血 中 に入 っ た ホ ル ム ア ル デ ヒ ドは ギ酸 に酸化

さ れ た 後，二 酸化 炭 素 と水 に な る
6）．一

方，生 体内 に取 り

込 まれ た ホ ル ム ア ル デ ヒ ドの 大部 分 は ， タ ン パ ク質の ア ミ

ノ基 等 と共 有 結 合す る こ とが 報告 さ れ て い る
7＞．シ ッ クハ

ウ ス 症 候 群 患 者 で は，グ ル タ チ オ ン ーS 転 移 酵 素 な どの 代

謝酵素 の 活性 に 問題が あり，日常的 に酸化 ス トレス 状態 に

あ る こ とが 指摘 され て い る
S〕，し た が っ て，こ うした 患 者

の 体 内 で は，代謝 され ず に 蓄積 さ れ た化 学物 質の 濃度が 高
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くな る 可 能性 も考え られ る た め，そ れ ら の 生 体内濃度 を測

定す る こ とが 疾患発症 との 関連 を調べ る た め に必 要 と考 え

られ る．

　 こ れ まで ，ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに 対す る 暴露評価 に 関 して
　 　 ぜ ん

は，喘息，透析患者等の 血 中ホ ル ム ア ル デ ヒ ド特異免疫グ

ロ ブ リン E （lgE ）抗体価
91
及 び ホル ム ア ル デ ヒ ド

ー
血清 ア

ル ブ ミ ン 結合体 に対す る 免疫 グ ロ ブ リ ン G （lgG ）抗体価

を指標 とし た試 み
1°）

が 報告 され て い る が ，
い ず れ も抗体価

と症状 との 間に相関は認め られ て い ない ．また，喫煙者の

血 中 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
ー
血 清 ア ル ブ ミ ン に 対 す る 抗 体 価

が ， 非喫煙者 と比 べ て有意 に高 い こ とが報告 さ れ て い る
1］）．

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ぼ うこ う

更 に，ヘ ッ ドス ペ ー
ス 質量分析法を用 い て ，膀胱が ん 及び

　 　 せ ん
前 立 腺 が ん 患 者 と健 康 人 の 尿 中 ホ ル ム ァ ル デ ヒ ド濃 度 が 測

定さ れ，が ん 患 者 の ほ うが 健康 人 よ りも高濃度で ある こ と

が 報告 さ れ て い る
12｝．

　 イ ム ノ ァ ッ セ イ を 用 い た 分析法は，臨床化学分野 に お け

る 微量成分の 分析 に 重要な役割 を 果た して い る．酵素免疫

吸着測定 （enzyme −linked　immunosorbent 　assay ，　 ELISA ＞

法は ，測定対象物質 を特異的に 検出で き， また ，迅速 か つ

簡便 に多検体を
一

度に 測定す る こ とが 可能 で ある ，こ うし

た 利点を生 か し て ，ELISA 法 は 様 々 な 分 野 に 応用 さ れ て

い る が ， 生体試料 中 の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド濃度 の 測定法 に 関

す る報告 は なさ れ て い ない ．本研究で は，シ ッ クハ ウ ス 症

候 群患者等の ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに対 す る暴 露 評 価，及 び 実

験 動物 に暴 露 させ た ホ ル ム ア ル デ ヒ ドの 体 内動態の 検討 に

用 い る た め の ，血 中 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド濃度測定法の 開発 を

試 み た．具 体 的 に は ， ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
ー
ウ サ ギ血 清 ア ル

ブ ミ ン 結合体 に対 す る抗体 を 作製 し，こ の 抗体 を用 い た

ELISA 法 に よ る血 中ホ ル ム ア ル デ ヒ ドー血 清 ア ル ブ ミ ン 結

合 体 測 定 法 に つ い て 検 討 を行 っ た．

2 実 験

　 2・1 試　薬

　 ホ ル ム ァ ル デ ヒ ド液，ア セ トァ ル デ ヒ ド，ア セ トン は 関

東化学製試薬特級，ウサ ギ （rabbit 　serum 　albumin ，　 RSA ），

ヒ ト （human 　serum 　albu 皿 in，　 HSA ），ウ シ （boVine　serum

N 工工
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albumin ，　 BSA ） 及 び ラ ッ 1・血 清 ア ル ブ ミ ン （rat 　serum

albumin ，
　 RatSA ）は シ グ マ 製 ， 炭 酸 ナ ト リ ウ ム ，炭酸水

素 ナ ト リ ウ ム ，塩化 ナ トリ ウ ム，ア ジ化 ナ トリ ウム ，ポ リ

（オ キ シ エ チ レ ン ）ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ ラ
ート （Tween 　20），

過 酸化水素水，硫酸 ， ・
一フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン （OPD ）錠 は

和光純薬製 freund’s　complete 　a 〔ljuvantは DIFCO 　LABO −

RATORIES 製 ，ペ ル オ キ シ ダーゼ 標 識 抗 ウ サ ギ IgG ヤ ギ

抗体は ダ コ サ イ トメ
ーシ ョ ン 製 を使用 した．

　 2・2　 免 疫 用 抗 原 の 作 製

　免疫用抗原 の 作製 は，既報
IS）に 従 っ て 行 っ た．まず，ホ

ル ム ア ル デ ヒ ド液 （36〜38 ％） 0，25mL を リ ン 酸緩衝化

生 理 食 塩 水 （PBS ；8．O　g／L 塩 化 ナ トリ ウ ム ，0，2　g／L リ ン

酸 二 水 素ナ トリウ ム ，0．2g ／L 塩化 カ リ ウ ム ，0，5g ／L

Tween 　20，0．2　g／L ア ジ化ナ トリ ウ ム ，　 pH 　7．4 ）19．75　mL

に 溶解後，ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン 20　mg を添加 し た ．本

溶液を 37℃ で 30分間イ ン キ ュ ベ ー ト後 ， PBS で 3 回 透

析 を行 い ，最後 に 0．2 μm の フ ィ ル ター
で 炉過 して ホ ル ム

ァ ル デ ヒ ド
ー
ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン 結 合 体 （formalde −

hyde−rabbit 　serum 　albumin ，　 F−RSA ）を得 た．

　2・3　動 物 へ の 免疫 及び抗体価 の 測定

　2・2 で 調 製 し た F−RSA 　l　mL に RSA 　20　mg を 添加 後，

Freund ’
s　Complete 　A （加 vant 　l　mL を 加 え て よ く混合 し エ

マ ル ジ ョ ン 溶液 を作製 した．こ の エ マ ル ジ ョ ン 溶液をウ サ

ギ の 背中数箇所 に皮内注射 した ．そ の 後，2 週間間隔 で 4

回 追 加免疫 を 行 っ た．最終免疫 の 1 週 間 後 に 全採血を行

い ，採取 した 抗血清 は 一80℃ で 保存 した．抗体価の 上 昇

は，各回 の 免疫 2 週間後 に 採取 した 血 液を用 い て 以下 の

方法 で 調べ た ．F−RSA をコ ーテ ィ ン グ 用 緩 衝 液 （1，59　g／L

炭酸 ナ トリ ウ ム
， 2，93g ／L 炭酸水素 ナ ト リ ウ ム

，　 O．2g／L

ア ジ化 ナ トリ ウ ム ，pH 　9，6） で IPg ／mL （RSA 濃度 と し

て ） に 希釈後，96 ウ ェ ル プ レ
ート （Nunc 製 ） に 1 ウ ェ ル

当 た り 2 0 μL 注入 し ， 4℃ で 15 時間静置 して 固相化 させ

た．ウ ェ ル を O．05％ Tween 含有 PBS で 5 回 洗浄後，2％

BSA ．PBS 溶 液 150 μL を注 入 し，4℃ で 15 時間静置す る こ

と に よ りブ ロ ッ キ ン グ を行 っ た．ウ ェ ル を 0．05％ Tween

含有 PBS で 5 回 洗浄後，　 PBS で ユ000 倍希釈 し た 抗 血 清

100 μL を ウ ェ ル に 注入 し，37 ℃ で 1 時 間 イ ン キ ュ ベ ート

した ．ウ ェ ル を O．05％ Tween 含有 PBS で 5 回 洗浄後，

PBS で 10000 倍 に 希釈 した ペ ル オ キ シ ダーゼ 標 識 抗 ウ サ

ギ IgG ヤ ギ抗体溶液 100μL を注 入 し ， 37℃ で 1 時 間イ ン

キ ュ ベ ート した．ウ ェ ル を 0．05％ Tween 含有 PBS で 5 回

洗 浄 後 ，発 色基 質 溶 液 （2mg ／mL 　OPD ，0，02％ 過 酸 化水

素含有）100 μL を 注入 し，室 温 で 反応 させ た ．15 分後，

2N 硫酸 50 μL を注 入 して 発色 を 停止 し，492　 n 皿 の 吸光

度 を測 定 し た．

　 2・4　 抗 血 清 の 反 応 性

　抗血 清 の RSA ，　 HSA ，　 RatSA ，　 BSA 及 び そ れ ら の ホ ル ム

ア ル デ ヒ ド結合体 に 対す る 反 応 性 に つ い て，次 の 2 つ の

方 法 を用 い て 検 討 した．まず，各血 清 ア ル ブ ミ ン 及 び そ れ

ら の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド結合体 を ユμg／mL （各．血清 ア ル ブ

ミ ン 濃度 と して ）に希釈後，96 ウ ェ ル プ レート （Nunc 製）

に 1 ウ ェ ル 当 た り 200 μL 注入 し，4℃ で 15 時 間 静 置 して

固相化 させ た．ウ ェ ル を 0．05％ Tween 含有 PBS で 5 回洗

浄後，2％ BSA −PBS 溶液 150 μL を注入 し，4℃ で 15 時間

静置す る こ と に よ りブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た ．ウ ェ ル を

O．05％ Tween 含有 PBS で 5 回洗浄後，　 PBS で 1 
s〜27×

10
’a
倍 に 段階希釈 した 抗 血 清 100 μL を ウ ェ ル に 注入 し，

37℃ で 1 時間 イ ン キ ュ ベ ー
トし た ．以 後 の 操作 は 2・3 と

同様 に行 っ た．

　次 に，間接競合法を用 い て 検討を行 っ た．抗血清 50 μL

（最終希 釈 1000 倍） と 血 清 ア ル ブ ミ ン （HSA ，
　 RatSA

，

BSA ）及 び そ れ ら の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド結合体 50μL （血清

ア ル ブ ミ ン 濃度 と して 0．005 〜5000ng ／well ） を混合 し，

37℃ で 1 時間 イ ン キ ュ ベ ートした ，こ の 反 応 液 を あ らか

じめ各結合体で 固相化 した ウ ェ ル に注入 し，37℃ で 1 時

間 イ ン キ ュ ベ ート した．以 後 の 操作 は 2・3 と 同様に行 っ

た．

　 2・5　 ヒ ト血 中 F−HSA 測定時 の HSA ，ア セ ト ア ル デ ヒ

ド及 び ア セ トン の 影響

　試料 中 の HSA 濃度 の 影響 を調べ る た め ，反応 液中の

HSA 濃度を 0 ，ユ0，25，50 　mg ／mL と し，間接競合 ELISA

法 に よ り F−HSA の 測定 を行 っ た．また，試料中 の ア セ ト

ア ル デ ヒ ド，ア セ トン の 影響 を調べ る ため，試料中濃度 と

して ホ ル ム ア ル デ ヒ ドは 10 及 び 25 μg／mL ，ア セ トア ル

デ ヒ ド及 び ア セ トン は 25 ， 100 及 び 500　ug／mL と な る よ

う添 加 し，間接競合 ELISA 法 に よ り F−HSA の 測 定を行っ

た．

3 結果及び考察

　3・1 抗血 清 の 作製及び その 評価

　本研究 で は，ハ プテ ン 化 の 担体 と して RSA を選択 し，

更 に ホ ル ム ア ル デ ヒ ドが 生体内で タ ン パ ク 質 （主 に ア ル ブ

ミ ン ） と 結合す る事実
7）ls）

を背景 と し て
， ホ ル ム ア ル デ ヒ

ド
ー
タ ン パ ク質結合体 の モ デ ル として F−RSA を免疫原 に使

用 した．抗 血 清 の F−RSA に 対 す る 抗 体 価 の 変 化 を Fig．1

に 示 した ．最初 の 追加免疫 （14 日 目）後 か ら顕 著 な 上 昇

が 認 め られ ，4 回 目 の 追 加 免疫 （56 日 目）後 に は ほ ぼ プ

ラ トーに 達 し た．こ れ に対 して ，抗 血 清 の RSA に 対 す る

反応性 は 認め ら れ なか っ た．

　作製 した 抗血 清 の 反応 性 を検討す る た め，各種 血 清 ア ル

ブ ミ ン 及 び そ れ らの ホ ル ム ア ル デ ヒ ド結合体 を 固相 化 後，

N 工工
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段階希釈 した 抗 血 清 との 反 応性 を測定 し た （Fig ．2）．抗

血 清 は ， 免疫用抗原 の F−RSA と は 27× los倍希釈 で も反

応性が 認め られ，また，F−RSA と同 じ方法 で 作製 し た他 の

ホ ル ム ア ル デ ヒ ドー血 清 ア ル ブ ミ ン 結合体 と も反 応 した ．

F−RSA に 対 す る抗体価 を 1 と し た場合 ，
　 F−HSA ，

　 F−RatSA

及 び F−BSA に 対す る抗体価 は そ れ ぞ れ 0．35，0，35，0．18

で あ っ た．一
方，RSA に対 して は，非特異 的 な 反応 に よ

る もの と考 え ら れ る一
定 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ドが 認 め ら れ

た．ま た，HSA に 対 し て は ，抗 血 清 の 希釈倍率 が 低 い 場

合 に わ ずか に 反応性が認 め られ た が，RatSA 及 び BSA に

対す る 反応性 は認 め られ なか っ た．抗体 は，抗原 全 体 を 認

識 す る わ け で は な く，抗原 の 比較的小 さ な一
部分 （エ ピ ト

ープ） の み を認識 して 結合す る．また，抗体 は エ ピ ト
ープ

の 高次構造な ど も厳密 に認識 して 結合す る ．今回用 い た 4

種 の 血 清 ア ル ブ ミ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 は ，い ず れ の 組 み合 わ

せ も 69．9 〜76．S％ と比 較的高 い 相同性 を示 した （GENE ．　 ，

TYX
  一MAC ，　GENE 照 GORPORATION 製を用 い て 検索）．

しか し，ホ ル ム ア ル デ ヒ ドとの 主 な結 合 部 位で あ る リ ジ ン

周 辺 の ア ミ ノ酸配 列 は ， 各血 清 アル ブ ミ ン 間 で 異 な る部分

も多く存在 し，抗体の 反 応性 の 違 い とな っ て 現 れ た と考え

られ た．更 に ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと各血 清 ア ル ブ ミ ン との 結

合 量 の 違 い も要因の 1つ と し て考え られ た．

　次 に 抗 血 清 の 反 応性 を 間 接競合法 に よ り検討 し た．F−

HSA ，　 F−RatSA 及 び F−BSA を 固 相 化 した プ レートに，抗 血

清 と各結合体 を加 えて 競合的 に反 応 させ た．そ の 結果 ， 各

結 合体 と も に 0．5〜500ng ／well （血 清 ア ル ブ ミ ン 濃度 と し

て ）の 範囲 で 良好な標準山線 を得 る こ とが で きた （Fig．3）．
一

方，RatSA 及び BSA は反応性 が 認め られ ず ，　 HSA は わ

ず か に 反 応性 が 認 め られ た が ， F−HSA の 測 定に 影響 を 及

ぼ す ほ どで は な い と考え ら れ た （Fig．3）．した が っ て ，

本抗血 清 は ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
ー
血 清 ア ル ブ ミ ン 結合体 を 特

異 的 に 認識 して い る と考 え られ た．

　3・2　間接競合 EHSA 法 を 用い た ヒ ト血 中 ホ ル ム ア ル デ

ヒ ド測定系の 構築

　ヒ ト血 清 に F−HSA を 添加 し て 間接競合 ELISA 法 に よ り

標準曲線 を作成 し た と こ ろ，ヒ ト血 清 を含まな い 場合 と比

べ て 吸光度が減少す る 傾向が認め られた．こ の 要因の
一

つ

と して ，血 清中の タ ン パ ク の 影響が考えられた．ヒ ト血 清

中総 タ ンパ ク 濃度 の 正 常値 は 65 〜80mg ／mL で ，そ の う

ちア ル ブ ミ ン が 約 60％ （40〜48　mg ／mL ） と 最 も多 い 成

分 で あ る
ユ4）．そ こ で ，HSA 濃度の 影響 を検 討 した 結果，

HSA 濃度が 高 く な る に 従 っ て 感度 も低 下 す る 傾 向が 認 め

ら れ た （Fig．4）．した が っ て ， 血 清試料 を 測定す る場合

に は，標準試料 に HSA を添加 して 標準 曲線 を補正す る必

要 が あ る と 考 え ら れ た ．測 定濃度 範 囲 は ， 0．5 〜500

ng ／wel1 （HSA 濃度と して ） で あ っ た．ま た，他 の ホ ル ム

ア ル デ ヒ ド
ー
血清 ア ル ブ ミ ン 結合体 につ い て も測定濃度範

囲 は 同 じで あ っ た．な お，血 清 中 の ア ル ブ ミ ン 以 外 の タ ン

パ ク との ホ ル ム ア ル デ ヒ ド結 合体 の 存在 も想定 さ れ る た

め，今後 よ り詳細 な検討 が 必 要 と考え られ る．
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　次 に ，ホ ル ム ァ ル デ ヒ ドと と もに 室内空気中か ら高頻度

に検出され，我 々 が 日常的 に暴露 して い る と考えられ る ア

セ トア ル デ ヒ ド及 び ア セ トン の 影響を検討した．ヒ 1・血清

に 各物質 を一
定量 添加 し，間接競合 ELISA 測 定 を行 っ た．

そ の 結果，ホ ル ム ア ル デ ヒ ドで は 添加濃 度 （O．5〜1．25

μg／well ） の 増加 と と もに 吸光度が 減少 し，量
一
反応 関係

が 認 め ら れ た ．一
方 ，

ア セ トア ル デ ヒ ド及 び ア セ ト ン を

O．5〜5 μg／well 添加 した 場合，添加濃度の 増加 と と もに最

終 的 に 2 割 程 度 吸 光 度 が 上 昇 した （Fig．5）．こ の 原因 に

つ い て は不 明 で あ るが ， ア セ トア ル デ ヒ ド及 び ア セ ト ン が

高濃度 に存在した 場合 の 影響 も含め，今後 の 検討課題 と考

え て い る．

　今回，間接競合 ELISA 法 を用 い た 血 中 の ホ ル ム ア ル デ

ヒ ド
ー血 清 ア ル ブ ミ ン 結合体 の 測定法 を 開発 した．本 法 は，

血 中 の ホ ル ム ア ル デ ヒ ドー血 清 ア ル ブ ミ ン 結合 体 を O．5 〜

500ng／wel1 （血 清 ア ル ブ ミ ン 濃度 と して ） の 範囲で 測定

す る こ とが 可能で あ っ た．こ れまで ，血 中ホ ル ム ア ル デ ヒ

ド又 は結合体濃度 の 報告例 は な く，本法 が 要求 され る 測定

範 囲 を満 た して い る か どうかは 不明 で ある ．今後，シ ッ ク

ハ ウ ス 症候群患者や ホ ル ム ア ル デ ヒ ドを吸入 させ た 実験動

物 の 血 中濃度測定 へ の 適用 性 に つ い て 検 討 す る 予 定 で あ

る．も し検出 感度 が 不足 す る ようで あれ ば ， 蛍光あ る い は

生 物発光検出法の 導入 ，抗体 の F（ab1 ）2 化 に よ る非特異結

合 の 低減化な ど に よ り，更 に 高感度 な測定法の 開発 も検討

す る 予定 で あ る．

　本研 究 の 一部 は，厚生 労働 科学研 究 費 に よ る助 成 を 受け て 実 施

された．
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　Sick−building 　syndromc 　sアmptoms 　associated 　with 　indoor 　air 　volatile 　organic 　compounds ，
including 　fbrmaldehyde 　in　new 　or 　newly 　remodeled 　houses ，　have　been　increasingly　highlighted，
and 　are 　known 　as

“
sick　house 　syndrome

”inJapan ・ we 　dcvelopcd　a　competidon 　enzyme −linked
immunosorbent 　assay 　for　measuring 　formaldehyde 　in　scrum ．　 The 　specificity 　of　thc 　antiserum

gencrated　with 　fbrmaldchydc−rabbit 　serum 　alburnin 　conjugates 　and 　thc 　application 　to　the 　detec−

tion　 of 　fbrmaldchyde 　in　scrum 　werc 　cvaluatcd ．　 The 　 antiserum 　 selective1 ア reactcd 　with

f（）rmaldehyde 　conjugated 　to　rabbit ，　human ，　rat　and 　bovinc−scrum 　albumins ，　but　notwith 　uncon −

jugated　albumins ．　 The 　quantitative　working 　range 　of 　fbrmaldehyde−hulnan　scrum 　albumin

co ゆ gates　was 肋 m 　O．5　to　500　ng ／weU ．

K のω oπ 95： formaldehyde；sick 　house　sy皿 drome ；ELISA ；scrum ．
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