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リポソームを用いる抗アシアロGM1抗体の免疫測定

へのフローインジェクション/接触分析法の応用

片岡正光Of,阿部浩久,梅津菖夫*,保田立二**

(1991年 7月 16日受理)

リポソームを用いた免疫測定にフローインジェクション/接触分析法を適用し,抗アシアロGMl

(GAl)抗体を定景する方法を開発した.リポソームは,糖脂質である GAl抗原,ジバ ルミトイルホ

スファチジルコリンとコレステロールを用い,内水層にマーカーイオンとしてモリブデン酸ナ トリウム

を封入して調製した.リポソーム表面で抗原/抗体/補体反応が起きるとリポソームが損傷を受けチャン
ネル状の穴が生 じ.モリブデン酸イオンが外液に洗出する.モリブデン酸イオンは過酸化水素/ヨウ化

物イオン酸化還元反応の触媒として働き,その反応速度はモリブデン酸イオン濃度に比例する.反応速

度はフローインジェクション法により一定時間後の反応混液中のヨウ化物イオン濃度減少に基づくイオ
ン選択性電極の電位ビ-クの高さとして求めた.本法により 103-104倍希釈の抗 GAl抗体を定量す

ることが可能である.

1 緒 ロ

リポソームは脂質二分子膜から成る小胞で.リン脂

質,コレステロール,糖脂質などが水溶液中で安定な集

合体となって形成され.細胞膜の物性械能を再構成的に

研究する手段として広く使われている.Kinskyらりに

よって脂溶性の抗原又はノ､ブテンを含むリポソームは,

活性化した補体によって生物細胞のように損傷を受ける

ことが報告された.膜抗原を含むリポソーム内胞にマー

カー物質を封入し.抗原/抗体/補体反応によってマー

カーの小胞外への流出を測定する方法が抗原抗体定量法

として研究されている.マーカー物質は次のような諸条

件を満足するものが理想的である2㌧ (1)リボソ-ム内

に安定に封入され漏出が少ないこと,(2)リポソーム

調製中に封入されなかったマーカー物質を除去しやすい

こと,(3)マーカー物質を嵩感度にしかも少量で検出

でき,その際血清や反応液の影響を受けないこと,(4)

容易に入手でき,危険性のないもの,(5)検出に特殊

な装置を要しないこと.これまでに封入マーカー物質と

して Rb+,Cd2十などの金属イオン3)~5㌧ テトラペンチ
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ルアンモニウムイオン (TPA+)b)7),フッ化物イオン8)9)

や,蛍光物質 であるカルボキ シフルオ レセ イ ン

(cF)n)lL)などの色素,グルコースやスクロースなどの

糖■'Z)L3),51crなどの同位体14)などがよく用いられてき

た.一般に金属イオンやハロゲン化物イオンは漏出が大

きく,同位体は放射性廃棄物の処理に問題がある.グル

コースは酵素反応と組み合わせることによって比較的よ

く前述の条件を満足するため,これらのマーカー物質の

中でよく用いられてきた.しかしこの方法を血清中の抗

体価測定に応用するときには,血清中のグルコースをあ

らかじめ除去しておかなければならず,実用的に問題が

ある.近年 CFがマーカー物質として注目されている.

cFは2個のカルボキシル基を有する二塩基酸で,比較

的分子量が大きくかさ高いためリポソーム内胞からの漏

れが少ない.又この物質は蛍光物質で.濃度が高いと自

己消光を起こし,バックグラウンドが低いリポソームが

調製でき,又蛍光光度計を用いて高感度な定量力河 能で

ある.

著者らは免疫反応などによってリポソームから外液に

流出したマーカーイオンをイオン選択性電極を用いた薄

層ポテンショメトリーで検出する新しい方法を提案 し

た6)~9). しかしこれらの方法で用いられたマーカー物

質はいずれも一価のイオンでバックグラウンド流出が無

視できないこと.外液中に含まれる高濃度のナ トリウム

イオンや塩化物イオンがしばしばマーカー物質濃度の測
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定を妨害することなどの解決しなければならない問題が

ある.

-j]',若者らは酸化-還元反応を触媒する触媒物質を

高感度に定量する接触分析法にイオン選択性電極を応鞘

し,モ リブデン(Vl)15)～20),バナジウム(V)2-')川,タン

グステン(VI)15)21),秩(III)11<Z),ジルコニウム(IV)1''Z)な

どの高感度分析を報告してきた.

過酸化水素とヨウ化物イオンの酸性溶液中での反応は

次式で示される.

H20.I+3｢+2H+- T3-+2H20 (1)

この反応の常温での反応速度は小さいが,モリブデン酸

イオンなどの均一触媒の存在によって反応速度は斉しく

増大する.式(1)の触媒モリブデン酸イオン存在下での

反応速度は次式によって与えられる23),

2×豊 -㌔ ---㌃

dLI~｣

-(kl十k2lMoO42-])[Hl,02~lrIl

+(k3+A.rMoO421)【H,02][IllH+]

(2)

ここで k､及び も は非接触反応の反応速度定数,A.Z及

び k.は接触反応の速度定数である.過酸化水素と水素

イオン濃度をヨウ化物イオン濃度に対して過剰に保つこ

とによって式(2)は次のように示される.

lllこ,l --(klMoO.2~]+k′)[ll (3)

こ こ で k-k･llH202】十k.lH202]lH+],上′-kllH2O2]

+A,lH202]【H']である.式(3)を積分すると,

)O汚し11 --(klMoO4-1 +k')t+log【Il* (1)

ここで Eは時間,Jogll~]書はヨウ化物イオンの初濃度

である.ところでヨウ化物イオン選択性電極のヨウ化物

イオンに対する起電力は次式で示される.

E-Eo･竿 logq- (5)

ここで E.は定数,ar はヨウ化物イオンの活量であ

る.本法ではヨウ化物イオン選択性電極によりlog[｢]

が電位となって現れるので,電位の時間変化の測定によ

ってモリブデン酸イオンの定量が可能である.

今回,モリブデン酸イオンが二価の陰イオンでありか

つかさ高いこと,又接触分析法によって高感度に定量可

能であることなど,荊述の(1)-(5)の条件を満足して

いることか ら, これをマーカ-イオンとして膜中に

GAl抗原 lGanglotetraosylceramide,GaL(pI-1)GaJNAc-

(p._4)Gal(p.-4)GIG-Cer)Fを含むリポソームに封入し,
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補体及び未知濃度の抗体を添加して免疫反応を行った.

又分析に当たっては,接触分析に FIA を組み合わせ

て,試料の必要量を少量とし,かつ短時間に多くの試料

の分析が可能となるようにした.

2 試薬及び装置

2･l 試 薬

ジバ)t'ミトイ)t'ホスファチジルコリン (DPPC)及び

コレステロール (Cわol)はシグマ社製の試薬をそのま

まクロロホルムに溶解し,-20℃,窒素雰脚気で保存 し

た.アシ7ロ GMI(GAl)糖脂質は既報'14)の手順に従

って,ウシの脳を精製 して得たGM.ガングリオシドを

ギ酸で処理 して調製した.抗 GAl抗体は既報25)に報告

したように 1.5mgの G∧1,5mgのウシ血清アルブミン

をフロイント完全アジュバントとのエマルジョンとし,

ウサギに免疫 して得た.5週間飼育の後に採血 し,分離

した血清は 56dcで 3(1分間加熱して非働化した.

補体は SPFモルモット (静岡ラボラ トリー動物セン

ター.浜松)か ら採取 し,-80oC で凍結 して保存 し

た.

HEf■ES緩衝溶液は和光純薬工業製 HEPES2.Sag

と,塩化ナ トリウム 0.4g,塩化カリウム 0.25g,リン酸

二ナ トリウム 2.38gを Ilの水に溶解し,0･]M 水酸化

ナ トリウム溶液を添加して pH7,45に調整 した･

ゼラチンベロナ-JL'緩衝生理食塩水 (GVtr )は既

報叫に従って調製した.この溶液に MgC12と CaC12を

それぞれ 3.5×10~2M 及び 1_5×1014M となるよう添

加 して GVB2+溶液とした.その他の試薬は和光純薬

_T.業製特級品を用いた.試薬調製には ミリQ水 (抵抗

17,5ME2以上)を糊いた.

2･2 装 置

リポソームの調製には東京理化器械製のロータリーエ

バポレータ- N型,scientific1ndustries製 vortcxミキ

サー, トミー精工冷却遠心分離装置 女B-18IVS及び

Eyelaソフ トインキュベーター,SLI-450を用いた17

ローインジュクション分析は,Eyela2チャンネルベリ

スタポンプ,MP3を用いて送液 し,試料はレオダイン

サンプルインジェクターを用いて注入した.使用した混

合コイル及び反応コイルのチューブは外径 2mm,内径

1mmであり,これらを直径 8mmのアルミニウム製の

棒に巻き付けて恒温槽中に浸した.検出器は確気化学計

器製フローセル,FCL-12に同社製ヨウ化物イオン選択

性電極 7061と参照電極 4401を取 り付け,両電棒間の

電位はオリオン社製デジタルイオナライザー,701A型



報 文 片岡,阿凱 梅滞,保m:リポソームを用いる抗アシアロGM1抗体の免疫測定 699

で測定し,同時にEl立 883データプロセッサーを用い

て記録した.

3 実 験

3･1 リポソームの調製

多重層リポソームは以下の手順で調製 した.DPPC,

コレステロール及びGAlのクロロホルム溶液をモル比

で 1:1:0.1(全量 1.25tLmOL)となるようにナシ型フ

ラスコに取り,回転式エバポレーターを用いてクロロホ

ルムを除去し,ガラス壁に均質な脂質フイルムを作る.

フラスコを真空デシケーターに入れ,シリカゲル存在 卜

で l時間真空ポンプで吸引する.次にフラスコ内部に

0.1M モリブデン酸ナ トリウム溶液を lml加え.Vol-

texミキサーで強くかき混ぜ.リポソームを調製する.

リボソ-ム内に封入されないモリブデン酸ナ トリウム

は,この懸濁液をooC15000rpmで20分間遠心分離し

て除去する.分離 したリボソ-ムを再び GVB2+ 溶液

に懸濁し,遠心分離する操作を 3lpl繰り返すことによ

り,未封入のモリブデン酸ナ トリウムを完全に除去す

る. リポソームは 500plの GVB2+溶液中に懸濁 し

4℃ で保存する.

3･2 襟準イムノアッセイ手順

25LALの抗 GAl抗体 をマイクロプレー トにとり,

GVB2十で 33倍希釈 した補体 25tAlと,3･Lの操作で調

製したリポソーム懸濁液 25plを加える･よく淀合した

後 37.5℃ の水蒸気で飽和した温置器中で 1時間反応さ

せ, lOmM EDTAを含む GVB~溶液を 25pl添;uuし

て反応を停止させる.

3･3 Fm/接触分析手順

本研究で使用したFIA/接触分析の系統図を Fig.1に

示 す.溶液 A,Bの組成 は,済液 A:過酸化水素

(9.4×10~3M)+塩酸 (0.2M)+塩化ナ トリウム (0.15

M),溶液 B.･ヨウ化カリウム (2.OmM)十塩化ナ トリウ

ム (0.15M)である.これらの溶液は 2チャンネ)L'の

Soln.A
H202
HCI
NaCI

Soln.a
Kl
NaCl

Fig･1 TheschematicdiagramortheFTAsystem

ペリスタ型ポンプで送液され,ミキシングコイルで等量

が混合される.3･2の操作による免疫反応を終えたリポ

ソーム懸濁液 20tLlはインジェクターのサンプル)L,-プ

からA,B混合溶液中へと送られる.抗原/抗体/補休反

応によってリポソーム中からGVB溶液に流出したモリ

ブデン酸イオンは,ヨウ化物イオンの過酸化水素による

酸化反応の触媒として働き,反応混液中のヨウ化物イオ

ン濃度が減少する.この溶液はサンプル注入から一定時

間後にフローセルを通過し,ヨウ化物イオン濃度の減少

はヨウ化物イオン選択性電極によって鶴位ピークとして

検出され,データプロセッサーで記録される.

4 結果と考察

4･l FIA/接触分析における最適･3度の検討

過酸化水素,ヨウ化ナ トリウム,塩酸から構成される

反応混液の最適組成について検討 した.すべての実験

は,反応混液中に 0.15M の塩化ナ トリウムを添加して

行った,最適組成の検討はrlA装置を利用し,過酸化

水素,ヨウ化ナ トリウム,塩酸のうち二成分の墳度を固

定し,一成分の濃度を変化させた反応混液中に 20LIJの

5×101'lM モリブデン酸ナ トリウム溶液を注入し,一

定時間後のヨウ化物イオン濃度の減少をイオン選択性電

極で測定した.

4･1･l pHの検討 反応況液中の過酸化水素及び

ヨウ化 カリウム濃度 をそれぞれ 4.7×10ー3M 及 び

1×10~3M とし,塩酸を用いて pH を4から0.5まで

変化させて,反応速度への影響について検討した蘇某を

Fig･2(a)に示す･反応混液の pHが 0.5から1の間で

は反応速度は最大でかつほとんど変化しなかったが,

pHl以上では,pHの増加とともに反応速度は減少し

た.このため塩酸濃度は0,1M (pHl)とした,

4･1･2 過を化水素濃度の検討 反応混液中のヨウ

化が ノウム濃度及び pH を,それぞれ 1×10ー:iM及び

Iに固定 し,過酸 化水素濃度 を 2×10-4M か ら

2XlO-L'M まで変化させて反応速度を測定 した結果を

Fig.2(b)に示す.過酸化水素イオン濃度 2×10~3M

以上ではほl増 大一･定の反応速度となったため,過酸化

水素濃度を4.7×10~:iM とL,た.

4･1･3 ヨウ化物イオン濃度の検討 反応混液中の

過酸化水素濃度及び pH をそれぞれ 4.7×10~3M 及び

1とし,ヨウ化物イオンの最適濃度について検討した結

果を Fig.2(C)に示す,ヨウ化カリウム濃度 3.2×10~tRI

M から3.2×LO~:iM の範囲で反応速度はほぼ最大一定

の値となったため, ヨウ化物 イオンの最適濃度を

JX10-3M とした.
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Fig･2 ELrectolpH and concentrationsofhy-

drogenperoxideandpotassiumiodidcontheheight

orpeakpotential

Twentymicrolitersor5×10~4M sodium molyb-
datesolution wasinjected to thereac(ion mix-

ture(temp-37,5℃).pH wasadjustedbyadding

hydrochloricacid. (a)pH=lH202l-4･7×10~3M;
lKI]-1.0×10I3M; LNaClj-0.15M_ (b) hy-

drogem peroxide二[KI]-1･0×10~3M; pH-1;

lNaCl]-0.15M, (C) potassium iodide:lfI2021

-4.7X10-3M;pH-I;lNaCl1-0･15M

4･1･4 温度の影響 反応速度の温度依存性につい

て検討した.反応混液の組成を上記の検討の結果得られ

た最適値に保ち,フローインジェクション系の混合コイ

ル及び反応コイルの温度を 15.2oCからげ Cと変化さ

せ,一定量の触媒を添加 して反応速度を測定 したとこ

ろ,反応温度がそれぞれ 25,35,4うoCのとき 】5.2℃ の

反応速度と比較 して 1.46,2.49,4.14倍となり,温度の

上昇とともに接触反応の速度は 卜に凸の曲線を描きなが

ら上昇した.温度が高いほど反応速度は上昇し,感度よ

く触媒モリブデン酸イオンを定量することが叫能である

が,本研究はリポソームを反応混液に直接導入するた

め,高い温度ではリポソームが壊れバックグラウンドが

上昇する危険性が高い.そこで免疫反応を行う37.5℃

をFIA/接触分析の反応温度とすることにした.

4･1･5 反応時間の検討 式(4)に示 したように,

接触反応によって log[Ⅰ~~]は反応時間 の̀経過とともに

減少する.本実験では反応時間はペリスタ型ポンプの送

液速度を変化させることによって任意に設定することが

できる.反応時間を 3から 13分と変化させて測定した

ところ反応時間とピーク高さとは,比例関係を示 した.

このことは反応時間を長くするとより高感度に触媒の定

vol.40(1991)
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lMoO421x10-4M

Fig･3 CalibrationcurveformolybdaLeion

Concentrationsorhydrochloricacid,hydrogenper-
oxide,Potassiumiodideandsodiumchlorideare0.1

M,4･7×10~~3M,.l･0×10-3M andO･15M,respec-

tively(temp.37･5oC)･

量ができることを示しているが,FIA/接触定量が 10分

以内に終わるように,反IL;時間を 8分とした.このと

きの反応混液の流量は 1.03ml/minである.試料中の抗

GAl抗体の濃度が高濃度の場合には反LL;時間を短くす

ることが可能である.又,試料注入後検出器からピーク

が出力されるのを待たず次々と衰科を注入すれば,時間

当たりの処甥数を増すことが可能である.

4･l･6 モリブデン簡イオンの検量線 反応混液中

の各試薬の濃度を最適値に保ち,10~3-10~5M の間の

種々のモリブデン酸ナ トリウム溶液をそれぞれ 20pJず

つ注入 (2×10~10から2×10~8molに相当)し,FIA/

接触分析によるモリブデン酸イオンの検量線を作成 した

結果を Fig.3に示す.モリブデン酸イオンを含まない

純水 20plを注入 したときのピーク (ブランク)の値は

0.54であるが,これは反応混液に少量の試料を注入し

たため,反応混液中のヨウ化物イオン濃度がわずかに希

釈 されたためである.モ リブデン酸イオン濃度が

7.5×10~4mol以上で直線から外れるが,これは反応混

液中のヨウ化物イオンが検出器を通過する以前にほとん

ど酸化されたためと思われる.本法によるモリブデン酸

イオンの定量範囲は 2×10~10から 1×10~8moIであ

る.又 5×10~+M のモリブデン酸ナ トリウム溶液を繰

り返 し20pJ注入 して再現性について検討 したところ

RSDは 0.32% (n-4)であり,十分な再現性が得られ

た.



報 文 片岡,阿執 梅滞,保田:リポソームを用いる抗アシアロGM-抗体の免疫測定 701

4･2 リポソーム席上での免疫反応

4･2･l マーカーイオンの/(ックグラウンド兼出

リポソームに封入されたモリブデン酸イオンはリポソー

ム中に安定に存存し.抗原/抗休/補体反応によってのみ

外液中に放出されることが望ましい.調製したリポソー

ム懸濁液を室温で 15日間放置し,モリブデン酸イオン

の流出量をFIA一接触分析法で測定 した.リボソ-ムに

封入されているモリブデン酸ナ トリウムの全量は, トリ

トンX-100を添加 してすべてのリポソームを破壊 して

測定 し,その債を 100% リリース値とした,測定の結

莱,15日間の放置でもわずか 2.45% のモリブデン酸イ

オンがリボソ-ムから外液に流出したにすぎrJ:かった.

このことから,調製したリポソームは GVBtZ+懸濁液

として 4℃ で保存 し,使用の都度遠心分離 した後新 し

い GVB2+溶液に懸濁 して使用することが可能であ

る.リポソームは同じ操作で調製しても同量のモリブデ

ン酸ナ トリウムを内包したリポソームを再現性よく得る

ことが極めて困難であるから,一度に適当量のリポソー

ム溶液を調製して保存し,これを用いれば,･-一連の実験

を同一条件で行うことができる.

4･2･2 リボソーム中の GAl抗原量の検討 DP-

PC:Chol.のモル比を 】=Jとし,これに種々のモJレ比

で GAl抗原を加えてリポソームを調製し抗原量の検討

を行った,DPPC又は Cholに対 しGAlをモル比で

0.02から0.2まで変化させて調製 したリボソー-ムの

マーカー封入量を トリトンX-】00を用いてリポソーム

を溶解して検討したところ,GAl比が O.02から0,1で

最大一定の値を示したが,GAl比が0.15のときには約

1/2に,0.2のときには約 1/3に減少した.

次にこれらのリポソームに抗体及び補体を作用させて

免疫反応を行い,F】A/接触分析 した結果,接触反応速

度はGAl比が 0.02から0.1で最大-11定の値を示した

が,GAl比が 0.15,0.2と大きくなるにつれて反応速度

は低 ドした.これらの結果からリポソームは脂質のモル

比 を DPPC:Chol:G九l-1:1:0.1とすることと し

た.

4･2･3 温缶時間の検討 抗原/抗体/補体反応によ

るリポソームからのマーカーイオンの流出における温置

時間の影響について検討 した結果を Fig.4に示す.温

置は水蒸気で飽和 した温置器中 37.5℃ で行った,リポ

ソームからのマーカーイオンの流出は温置時間に比例す

るが 1時間を超えるとその値は一･定になる.しかし1

時間を超えるとバックグラウンド流出が無視できなくな

る.このことより温置時間は 1時間とした.

4･2･4 補体溝度の検討 本実験で使用 した補体は
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Fig･5 Eqectorcomp一ementconcentrationonthe
releaseormarkerionthrough liposornemembranein

lhf,Presence(●)andabsence(○)orantibody

Theconcentrationsorhydrocllloricacid,hydrogen

peroxide,Potassium iodideandsodium Chloridearc
o.】M,4･7×TO~3M, l･0×LO-:1M and O･15M,

rcspecLively･ Incubationwasdoneat37･5oC f♭r]
h.

SPF-モルモットの血液から得たが,血清中に日然抗体

が存在するとリポソーム脂質腰に含まれる抗原と反応し

マーカ-イオンの流出を促すことがある.そこで GAJ
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抗原を含むリポソームに抗体と補体もしくは補体のみを

作用させて,補体濃度の検討を行った.結果を t:ig.5

に示す.抗体が存在すると補体の 512倍希釈より補体

濃度の_L掛 こ伴ってモリブデン酸イオンの流HJ.が増加す

るが,補体のみを添加した場合は補体濃度が 64倍希釈

以上でマ-カーイオンの流出が起こる.そこで補体濃度

は 100倍希釈 して用いることとした,

4･2･5 抗体濃度依存性 抗体濃度の定蔓について

検討した結果を Fig.6に示す,補体濃度を ]00 倍希釈

と-走に保ち,抗 GAl抗体を GVBL'+溶液として 102

から 10LEl倍に希釈 L,リポソーム懸濁液に添加 して 3･2

の操作手順に従って免疫反Et1-を行った.これらの溶液を

FT̂/接触分析し,マーカ-イオンの抗原/抗体/補体反

6㍍による流出を測定した.抗 GAl抗体希釈率 lO4倍で

免疫反応が始まり,希釈率 103倍以上で最大一定の定

常僻に達した.この図を検量線として抗 GAl抗体を走

塁することができる.本法における 】0-2倍希釈倍率で

の 4回の連続測定における RSD は l.75% であり,抗

原/抗体/補体反応によるリポソーム内胞からのモリブデ

ン酸イオンの流出とその接触定量の再現件は十分である

ことが分かった.なお本法を実試料中の抗 GAl抗体の

'定量に適用することは行えなかったが,生体試料巾には

接触分析やイオン選択性電極に妨害を与える物質はほと

んどなく,本法の実試料への適用の可能性は高いと思わ

れる.
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Fig･6 FJrrCCtOrant卜GAlantibodyconcentration
on thereleaseofmarkerionsLllrOugh liposome

membraneuponcomplementmediatedimmunoreac-
tiom.

TheconcentratiorLSOrhydrochloricacid,hydrogen

peroxide,Potassium iodideandsodium chlorideare
o｣M,4.7×lOJ3M, 1･0×10-llM and OIJ5M,

respectively.C:omplement,tootimesdilutionwith
GVIi2+,Incubationwasdoneat37.5ccfor1h.

vol.LID(1991)

以上,脂質二分子膜にGAl抗原を含むリポソームを

用いて.坑 GAl抗体をポテンショメ トリックに測定す

る方法を開発した.rJl包にマーカー物質としてモリブデ

ン酸ナ トリウムを封入したリポソームは,マーカーの漏

出が少ない (15[]間常温放置で 2.45%).抗原/抗体/捕

体反応によってリポソームから流出したモリブデン酸イ

オン濃度は FIA/接触分析法を用いて感度よく定量する

ことができる.本法の抗 GAl抗体の定量可能な希釈率.

は 101倍以下である.FIAを適用したため,試料量が

微晃 (3･2の操作に従って調製した試料 75Lll中 20tll

を使糊)で分析でき,しかも連続分析が可能であること

から.ルーチン分析に適応可能な方法である.

文 献

1)H.R.Six,W.W.Young,K･Uemura,S･C･

Kinsky:Biochemz'S妙,13,4050(1974)-
2)保田立二:化学の領域増刊,135,117(19H2),
3)paul上)'Orazio,G.A_Recnitz:Anal_C伽花.,49,

2083()977).

4)E.∫.Fogt:Ph.D.Dissertation,TheStateUni-
versityorNewYorkatBuEraLo(1976).

5)ド.A.D'Orazio:Ph.D.Dissertation,TheState

Universi【yofNewYorkatBuffalo(1979).
6)K.Shiba,Y.Umezawa,T.Watanabe,S,Ogawa,

S.Fujiwara:Anal.Chcm.,52,16]0(1980)･

7)Y.Umczawa,S,Sofile,Y.Takamoto:TLZLanLa,3),
375日984).

8)H.Abc,M,Kataoka,T.Yasuda,Y.Umezawa:
ATZLZl,Sci..2,523日986).

9)片岡JT_光,縄浪雅夫,阿部粁久,梅揮重夫:分析化

学,39,789(1990).

10)T,Yasuda,Y.Naito,T.Tsumi(a,T.Tadakura:

.I_ImmunoEMeEhodJ,44,153(1981).
ll)Y.lshimori,T,Yasuda,T.Tsumita,M.Notsuki,

M･Koyama,T.rradakuma,･J.ImmulZOL.MeLho血,
75,351(1984).

12)J-A.Haxby,C.B.Kinsky,S,C.Kinsky:P'oc_
NGLL./lead_Sci,,6l,300(1968).

13)r)･Papahadjopoulos,K.Jacob.W･n,S･Nip,T.Isac:
Bz-ochim.Bt'opJg,Y_̂ cLa,31I,330(J973).

14)J-H･KapLan:Biochim.Bz'uph}∫･AcLa,290,339
日972).

15)神原常民,片岡正光‥分析機器,10,793(1972).

J6)班.Kala()ka,T.Kambara:DenkiKagakzL,45,674
(1977).

17)M. Kataoka, K. Nishimura, T. Kambara=

TJ2lanEa,30,941(1983).

18)M.Kataoka,fi_Hcmmi,T.Kambara:Bull.

Chm.Sos.hn_,57,1083(1984).
19)M.Kataokn,S_Tahara,K.Ohzeki:FTeSe72izLf'Z.

Anal.Chem.,321,146(1985).

20)片岡正光,寓形 さゆり,神原富民:ロ化,1980,
1520.

21)片岡正光,高橋罵彦,神原富民:分析化学,28,169



報 文 片岡,阿部,梅滞,保出 :リポソームを用いる抗アシアロGM1抗体の免疫測定 ･703

(1979). Amstcrdam).

22)M.Kataoka,Y.Yoshi2:aWa,T.Kambara:BunsekzL 24)M.Kasai,M.Iwamori,Y.Nagai,K.Okumura,
Kagaku,31,E171(】982). T.Ta°e:Ear.J.ImmunoL_,10,175(1980),

23)C.H,Bamford,C,F_H.Tipper:"CompIVhensiue 25)S.Hakomori‥MethodsEnzynoL.,28,232(1972).
chem如LKineLics",Vol.6,p.406(1972),(Ji]sevier,

☆
LiposomeinmunoassayofaLnti-aSialO-GMlantibodydetectedbykineticmethod

ofat'alysisinf]ow .nJet=tioT)SyStem･ MasamitsuKA･.･AOK̂T,HirohisaABE,Yoshio

UM比AWA*andTatsujiYASl-DA* (*T)epartmentorChemistry,FacultyorScience,Hok-

kaido uliverslty,Kita 10)Nishi8,Kita-ku,Sapporo-shi,Hokkaido 060;fpresent
Address:Otam UniversltyOrCommerce,3-5-21,Midori,Olaru-sh呈,Hokkaido●047;

**DepartmeqtOfCellChemistry〉Inst)･tu(eorCellularandMolecularBiology'Okayama

UniversityMedicalSchool,2~5-I,Shikata-cho,Okayチma-shi,Okayama700)
Animmunoassayteclmiqueuslnganimmunoreact】onataLiposomemembraTleSurface

is describcd･ Multilamelhr liposomes comprised dipalmitoylphosphatidylcholine

(DPPC),cholesterol(Chol)andanti-asia]O-GMl(GAl)antigeninthemolarratio1:I:

O,L Molybdateionsentrapped-intheJiposomesasmarkerionswerereleasedfrom the

liposomesbyacomplement-mediatedimmunoreaction,andactedasacatalystforprO-

motlngthehydrogenperoxide-iodideionredoxreaction･Themostsuitab】epH or'the

kineticreactionandconcentrationsofhydrogenperoxideandsodiumiodideforthedeter-
minationormolybdateionwerefoundtobeI,4･7×1013andll0×10J3M,respcctively･

To minimizethesamplevolume,a flow-Injection method wasadopted･ Theim-

munorcactionwascarriedoutasfo)Joys..A mixedsolutionorsampleanti-GAlanti-
body〉liposomesandcomplementwereincubatedat37･5ccforIh･ Theresultingsolu-

tionwasInjectedintothekinetic-FIAsystem･ Thedecreaseinthenumberofiodideions

bythemolybdateion-cataly2:edreactionWasmOnitoredusinganiodideion-selective

e)ectrode･ ThemarkerionrcLcasewasspecificfortheanti-GAlantibody,anddepended

onthepresenceoracomplement･ Thepresentmethodcanbeusedtodetectaslowas
lO3t｡104dilutionofanti-GAl.

(ReceivedJuly16,1991)
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immunoassayoranti-asialo-GMlantibody;kineticmethodofanalysisinaflow-1nJeCtion

system;molybdateionloadedJiposome;ionselectiveeleclrode･




