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B細胞の ELISpot

抗原特異的B細胞の測定、抗体を分泌する
トータルの細胞数の測定

液性免疫機能の評価 (例：ワクチンの研究)

Total IgG

*ASC : antibody-secreting cell

抗原特異的 IgG

抗原

ASCより分泌
されたIgG

ビオチン化IgG

ストレプトアビジンー酵素



B細胞の由来

In vivo で活性化された
B細胞

 イムノグロブリンを分
泌する状態

 in vitro での活性化は
不要

記憶B細胞

 in vitro で予め活性化
が必要

 IgA / IgG / IgM 
プレアクチベーション： TLR アゴニスト
R848 + IL-2 (~ 48-72 時間)

 IgE 
プレアクチベーション：anti-CD40 + rhIL-
4 (~ 5 日間)

PBMC, リンパ系器官,粘膜部



B細胞 ELISpotB 細胞 ELISpot

ナイーブB細胞 B細胞の活性化 胚中心の形成

長寿命プラズマ細胞 (骨髄)

記憶B細胞

抗原 +
T細胞のヘルプ

例：ポリクローナ
ル活性剤: R848 
+ IL-2

例：ワクチン

形質細胞



抗原特異的B細胞の ELISpot

A. 従来のプロトコル

 二種類のアッセイ方法

抗原

ASCより分泌
されたIgG

ビオチン化IgG

ストレプトアビジンー酵素

A

B. 改変プロトコル

キャプチャー用Anti-IgG

ビオチン化抗原

B



抗原特異的 B細胞の ELISpot

抗原を検出に使用する利点

–スポットの質が改善

–高感度

–抗原の量が少なくてよい

–抗原の分解の可能性がない



インフルエンザA (H1N1) ワクチン
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抗原コート

ビオチン化抗原

Gun Kesa et al., Mabtech AB, Sweden, Poster

抗原コート ビオチン化抗原

ワクチン接種前

ワクチン接種後

インフルエンザA(H1N1)特異的 IgG のELIspot.

Pandemrix®.ワクチンを筋肉注射し、7日後にPBMC
を回収。抗原特異的IgGの産生は、 Pandemrixを10 
µg/ml の濃度でコートしたプレートまたは、0.3μg/ml
のビオチン化抗体を検出試薬として用いた。



2つの方法の比較データ

従来の方法
(抗原コート)

改変方法
(ビオチン化抗原)

Antigen: Ovalbumin (OVA)
Mouse immunized with OVA
250,000 spleen cells/well

マウス IgG マウス IgA ヒト IgG

Antigen: Human Ig
Mouse immunized with hIg
250,000 spleen cells/well

Antigen: Influenza particles
Human vaccinated against 
seasonal influensa with Vaxigrip
250,000 PBMC/well

25 μg/ml

1 μg/ml

1 μg/ml

0.3 μg/ml

5 μg/ml

0.5 μg/ml

155 spots 15 spots 54 spots

301 spots 25 spots 79 spots



B細胞 ELISpot キット

 トータルと 抗原特異的 イムノグロブリン検出
システム

ヒト
IgA
IgE
IgG
IgM

サル
IgA
IgG

マウス
IgA
IgG
IgM

キットには、トータルまたは抗原特異的イムノグロブリンのB細胞
ELIspot (従来/改変方法) 用の試薬が含まれています。
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