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　 ス ギ花粉の 主要ア レ ル ゲ ン Cry　j　I，　 Cα 111を そ れ ぞ れ 特異的 に 定量す る ELISA 系を開発 した．　 Cry

llあ る い は αy ／IIに対す る ウサ ギポ リク ロ ーナ ル 抗体 （poly　Ab ）あ る い は マ ウス モ ノ ク ロ ーナ ル 抗

体 （mAb ）を吸着させ た マ イク ロ プ レートに
，

ア レ ル ゲ ン
，

ビ オ チ ン 化抗体 ，
　 horseradish　peroxidase

（HRPO ）標識 ス トレ プ トア ビシ ン を順次反応後，固相 に 結合 した 酵素活性 を比色 法 で 定量 L た，こ れ ら

の ELISA 系 （Cry　j　I　ELISA ，　 Cry　i
’
II　ELISA ）の 測定範囲 は，そ れ ぞれ 0．3〜20ng／ml ，0．6〜20ng／

ml で あ り，測定 内及 び測定間変動係数は 1．5〜10．3％，0．9〜12．9％で い ず れ も良好な 再現性 を有 して い

た ． ま た ，mAb を 用 い た も の で は，αyiI ，　 CrylII 問 に お い て 交差反応が無 い の み な らず，ヒ ノ キ

な ど代表的 な ス ギ近縁植物花粉 ア レ ル ゲ ン と の 交差反応 も極 め て 低 か っ た．今後 ，
こ の 両 EHSA 系 は ス

ギ花粉 症 の 診断，治療 に 欠 か す こ との で きな い ス ギ花粉主要 ア レ ル ゲ ン の 解析 や ，
ス ギア レ ル ゲ ン エ キ

ス の 標準化 な ど 多方面 で 活用 で きる で あ ろ う．

Keア words ：　Cη ノ1 − Cη ブII− ELISA

は じめ に

　 ス ギ花粉症は春季 ， 北海道 ， 沖縄 を除く 日本全土 に

お い て 見 られ る ア レ ル ギ ー疾患で ある．1964年堀 口
・

斎藤 らD に よ り発見 され て 以来 ， そ の 患者数 は 増加 の

一
途を た ど il　p 今や わ が国 で最も重要な ア レ ル ギ ー疾

患の ひ とつ に 数えられ て い る．

　 ス ギ花粉の 主要 ア レ ル ゲ ソ は 1983年に安枝 ら
2｝に よ

り分子量約 40kDa の 蛋 白 と し て 単離 精製され，ス ギ

塩基性蛋白，Sugi　Basic　Protein（SBP ） と命名 され

た ．そ の 後 WHO の 命名法に よ り Cη ノ1 と呼ば れ て

い る s｝．さ ら に ， 阪 口
， 谷合 ら

4）5｝に よ り， 分子量37kDa

の Cη iIIが分離さ れ た．　 C型 ノ1 と Cη ノIIは どち

らもX ギ花粉の 主要 ア レ ル f ン で あ りなが ら， 抗原性

もア レ ル ゲ ン 性 も異な る 5）6 ）．ス ギ花粉中に は C拶 ノII
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Abbreviations： BSA 　bovine　serum 　albumin ；

ELISA 　enzyme ・linked　 immunosorbent 　 assay ；

IIRPO 　horseradish　peroxidase ；　Ig　immuno −

globulin； mAb 　monoclonal 　antibody ； PBS

phosphate　buffered　saline ；　poly　Ab 　poiyclonal
antibody ；　SBP 　Sugi　Basic　Protein

よ り Cη ノ1の 含量 が 数倍多 く存在 し て い る こ とが 報

告 され て い る
e ），しか し，ほ とん どの ス ギ花粉症患者は

Cη jIの み な らず Cry／IIに 対 して も皮内反応陽性

を示 し，か つ 血清中 に は 両 ア レ ル ゲ ソ に対す る IgE 抗

体 が 存在す る 6〕．な か に は Cry ゴIIの み に 反応す る 思

者 血 清 も見 い 出され
5｝

，
ス ギ 花粉症 を惹起す る ア レ ル

ゲ ソ と し て は Cry ／IIも見 逃 ぜ な い ．

　 し た が っ て ス ギ花粉 ア V ル ゲ ン の 解析 お よ び 標 準

化，さ ら に ス ギ 花粉症発症 の メ カ ＝ ズ ム の 解明 に は ，

Crw
’
1，　 Cry　i　II両者 ともに 研究 の 対象 に す る必要が

ある，そ れ に は まず花粉中に 同時に 存在す る こ れ らを

それぞれ特異的 に 定量す る こ とが 重要 で あ る．そ こ で

Cη ノ1，Cη ブIIに 対す る ウ サ ギ ポ リク ロ ーナ ル 抗体

な ら び に マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を 用 い
，

こ の 2種

類の 主要 ア レ ル ゲ ン をそ れぞ れ特異的 に ， か つ 簡便に

定量す る ELISA 系を開発 した の で 報告する．

材料 お よ び 方法

1．Cry ／L　C ｝rvブII の 調製

　1989年秋田産 ス ギ花粉を O．125M 　NaHCO3 で 抽 出

し，安枝 ら
2｝

の 方法 に 準 じて 精 製 した ．Cry　ブ　1は
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CNBr ・activated 　Sepharose　4B （Pharmacia 社製） に

抗 Cη ブImAb 　O657）を固定化 した カ ラ ム を ，
　 C拶 ブII

は 抗 C，3，　i　II　mAb 　N267＞を 固定 化 し た カ ラ ム を 用 い て

精製 し た．溶出 bufferに は O．IM 　glycine−HCI ，
　pH 　3，0

を 使用 した ．C型 プ1，　 Cry／IIの 蛋白量 は Lowry 法

に て ， bovine　serum 　albumin （BSA ）を標準 とし て 測

定 した．

2．花粉 ア レ ル ゲ ソ の 調製

　本報告 に 使用 した 花粉 の 植物名 を Table　l に 示す．

ヒ ノ キ
，

ネ ズ ミ サ シ
，

セ コ イ ア
，

メ タ セ コ イ ア 花粉 は

岡山県玉 野市民病院薬剤部 の 岡鐵雄先生 よ り分与 され

た もの を用 い た ．ラ ク ウ シ ョ ウ，ア リ ゾ ナ サ イ プ レ ス ，

エ ン ピ ツ ビ ャ ク シ ン
，

マ ウ ン テ ン セ ダー，オ ニ ヒ バ
，

モ ン ト レ
ー

サ イ プ v ス 花粉 は International　 Biologi −

cals ，　 Inc．，　 Oklahoma ，
　 U．S．A ．か ら購入 し た．各花粉

ア レ ル ゲ ソ は
，

こ れ らの 花粉 に 重量 の 20倍量 の 0．125M

NaHCO3 を 加 えて 4 ℃ ， 3時間撹拌し抽 出し た．こ れ

らの 遠心上清を phosphate 　buffered　 saline （PBS ），

pH 　7、2に 透 析し，　MILLEX ・GV 　O．　22ptm（Millipore社

製）で 濾過 し た．粗抽出液中 の 蛋 白含量 et　Bensadoun

らの modi 丘ed 　Lowry 法
8〕
に よ り測定 した ．

3．モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 の 調製

　 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 は 既報 ηに従 っ て 調 製し た．抗

CrW
’
ImAb は 013，046，029，065，053（全 て IgG1）

を ， 抗 Cry／II　mAb は N26 （lgG1），
　 T27 （lgG3）を

用 い ，腹水 か ら Protein　A　Sepharose（Pharmacia 社

製）を用 い
．
て 精製 し た。

4．ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 の 調製

　Freund’s　Complete　Adjuvant （Difco社製）を用 い
，

Cry　i　lある い は （》7 ／II（100μg）を 2 週 お ぎに 2 〜4

回
，

ウ サ ギ の 皮下 に 免疫 した ．最終免疫後 7 日 目に 血

清を採取 し ， Protein　A 　Sepharoseに よ り，
　 IgG 画分

を得た ．

5．抗体の ビ オ チ ン 標識

　1mg の IgG 画分 （1ml ）をO．5M 　NaCl を 含 む O．IM

ホ ウme　buffer，　 pH 　8．5ea　4 ℃ で
一晩透析後，37．5mM

NHS 　Biotin（BIORAD 社製）を 20μ1添加 し， 氷冷下

一
時間反応さ せ た．10mg ／m1 の グ リ シ ン を100μ1添加

後， 5 分間放置 し PBS に
一

晩透析 し た．

6．サ ソ ドイ ッ チ ELISA 法

　固相抗体， ビ オ チ ン 化抗体の 組 み 合 わ せ 及 び それぞ

れ の 抗体濃度 を Table　 2 に 示す．　 PBS で 希釈 し た 固

相抗体を，ELISA 用 ポ リス チ レ ソ マ イ ク ロ プ レ ー
ト

Table 　l　The 　list　of 　plants　botanically　related 　to　C甥 ）’o   θ露α ノ曜＞onica

Faml 皇y Genus Species E 籠glish　 na 皿 e Japanese　 name

Taxodiaceaec 脚 ’o鷹 廊 脚 o競 σ Japanese　cederSugi
S6卿 o ガβ s 卿 ρ8漉 彫 η s Sequoia Sekoia

漉 儒 解 o 彪 8劬 ’o∫吻 う  ∫ Metasequoia Metasekoia

7歓 04 跏規 4癖 ゴ6舷 珊 Bald　cypress Rakuusho

Cupre8saceaeL ゴうo σ召伽 剛 s ゴ2偬 77醐 s Incense　 cedar Onihiba

c加   彦¢ゆα廊 0屍麗 α False　cypres9 Hinoki

ノ擁  ε燗 卿
’
4α Needle　juniperNezumisashi

ル  彡撚

　，
彿   zπ躍 π α Red　 cedar Enpitsu・byakushin

ノ觀 膨 觚 sαゐ腕 oガ4お Mountain　 cedar

cゆ 7gss鷹 脚 ‘即 α凋 ）α Moneterey　cypress

cゆ γ8sε％5 4 η

’
zo η加 Arizona　cypress

Table　 2Combination 　 of 　antibodies 　 and 　amounts 　 of 　the　antibodies

　using 　in　CryブIELISA 　and 　C 理 ノII　ELISA

Solid　phase・Ab Biotin・Ab

μ9／ml μ9／ml

C刎 ノIELISA

C型 ノII　ELISA

anti −Cη ノIpoly 　Ab

anti −Cη ゴIpoly　Ab

anti−Cη ゴII　poly　Ab
　　 　　 mAb 　T27

442510 anti −C η ブIpoly 　Ab

　 　　　 mAb 　O53

anti ・C刎 ノII　poly　Ab
anti −Cη ノII　poly　Ab

4155
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（Maxisorp，　 Nunc 社製）trclOOμ1加え37℃ で 3 時間吸

着 させ た ．1％BSA を 含む PBS （BSA ／PBS ）を 250μ1

加え，4 ℃ で
一

晩 ブ ロ
ッ キ ン グ した ．O．1％ BSA ／PBS

で希釈し た被検物質お よ び，C ？／r　iIある い は 0η ノII

標準溶液を 100μ1加え，37℃ で 2 時間反応 させ た ，次 に

250μ1の 0．1％ BSAfPBS で 3 回洗浄後，　Table　 2 に 示

す濃度 に 希釈 し た ビ オ チ ソ 化抗体 を100μ 1加 え ， 2 時

間 反応 させ た．0．1％ BSAIPBS で 3 回 洗浄 した後，

8000倍 希 釈 した HRPO 標 識 ス ト レ プ ト ァ ビ ジ ソ

（Zymed 社製） を IOOμ1加 え 2 時間 イ ン キ ュベ ー
ト し

た．0．1％ BSA ／PBS で 3 回 洗浄し ， 0．03％ H202 ， 0．5

mgfml 　o −phenylenediamine （和光純薬社製）を含む

O．1M ク エ ソ 酸
一

リン 酸緩衝液 ，
　 pH 　5．0を 100μ1加 え

て ，室温で 約 3 分間酵素反応を行 っ た．2N 　H2SO4 ，100

μ 1を加え て 反応 を停止後 ， 分光光度計 （Molecular

devices社製）で 490nm の 吸光度を測定 し た ．標準溶 液

で 作成 した 標準曲線 よ り被検物質 の 濃度 を 求め た．

結　果

1．Cη ノ1，　 Cry　i　IIを定量す る ELISA 系 の 作成

　抗 C刎 ノImAb 　5 種 ， 抗 C7ry　ti　II　mAb 　2種並 び に

抗 C，y　i　1　poly　Ab ，抗 Cη ノII　poly　Ab を用 い て ，サ

ン ドイ ッ チ ELISA を検討 した ．その 結果，　 Cry　i　l測
定用 と し て 固相 に poly　Ab ，二 次 抗体 に biotin−poly
Ab を用 い た 系 （poly −poly） と， 固相 に poly　Ab ，二

次抗体に biotin−mAb 　O53を用 い た 系 （poly −053）を使

用す る こ とと し た ．Cry／II測定用 と し て は 固相，二

次抗体に poly　Ab を用 い た系 （poly −poly）と，固相 に

mAb 　T27，二 次抗体 Vl　biotin−poly　 Ab を用 い た 系
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　 Fig．1．　 Standard 　curve 　for　C ηり IELISA 　and 　C ，ッ ノII　ELISA ．

　（A ）： Cry ブIELISA
，
　poly−poly　　 （B）： Cry ／IELISA ，　poly−053

　（C ）： Cay ブII　ELISA ，　poly −poly　　（D ）： Cry ゴII　ELISA ，　T27 ・poly

（D）

100loeo 　　　loooo
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　Fig．2．　 Reactivities　ofpo1 正en　extracts 　from　Texodiaceae　and 　Cupressaceae　families　in　CryブII

ELISA ．　Serially　diluted　pollen 　extracts 　prepared　from 　the　indicated　plants　were 　assayed 　by

αッ ノII　ELISA ．（a ）： po至y・poly　（b）：T27−poly．

10

（T27 −poly）を 選択し，それ ぞれ 2系列 の 測定系を 用 い

て 以下 の 実験を行 っ た 。Fig．1 に Cη ノ1測定系 （Cη

ブIELISA ），　 C矧 ブII測定系 （Cη ノII　ELISA ）の 標

準 曲線を示す．Cry ブIELISA の 測定範 囲 は 0．3〜20

ng ／ml ，　Cry　i　II　ELISA の 測定範囲 は 0．6〜20ng／ml で

あっ た ．

2．Cη ノIELISA ，　 Cry ／II　ELISA の ス ギ 近縁植物

花粉 との 反応性

　 ス ギ花粉 ア レ ル ゲ ソ は ヒ ノ キ そ の 他の 多くの 近縁植

物花粉 ア レ ル ゲ ン と共通抗原 性 が あ る こ とが 知 られ て

い る
9），そ こ で こ れ らの ELISA 系に つ い て ，ス ギ近縁

植物花粉抽 出液 に 対す る 交差反応性を調 べ た．C7S，　iI
ELISA で は，　 poly−polyの 系で は調べ た 10種類の 花粉

全て と交差反応性が み られ た が
， poly −053の 系で は 全

く交差反応 がみ られな か っ た （デ
ー

タ 略），Cry ／ II

EHSA の 方 は い ず れ の 系 も近縁植物花粉 と の 交差反

応 が 少な か らず認 め られ た （Fig．2）．　T27 −poly の 系の

ほ うが よ り交差反応 が 低 く ， ま た ，
ヒ ノ キ に 対す る 交

差 が 低 い の で 実際上有用 で あ る と考 え られ た．

3．C拶 ノIELISA ，　 Cη ブII　ELISA の 特異性 の 検討

　 Cry／IELISA で Cry／IIを，　 CryブII　ELISA で

C ，w 　V　Iを測定 し た ，　 Fig．1 に 示す よ うに ，
　 poly・053の

系 で は，10000ng／m1 の Cη ゴIIに 対 して も 交差 反応 は

全 く認 め られな か っ た．poly−poly の 系 で は，10000ng ／

ml の Cη ノII濃度 （検 出上 限 の 500倍濃度） を 測定 し

た 時，約 3．6ng／ml の C型 ブ1を測定 した 時と 同程度 の

反応が認 め られ た ．また Cry　j　II　ELISA で は
，

い ず

150

100

50

0

Cry　l　I　recoverd 　（％）
＊

0　　　　プ56 　　　313 　　　625 　　 1250　　2500 　　5000

　　　　　　 Cry 　l　II，　 ng ／mi

　Fig．3．　Effect　of　the　presence　of 　CryブII　on 　the

measurement 　of　Ciッ プIby 　Cry／IELISA ，

　Aconstant　concentratiori （10ng／ml ） of 　C 別 ブI

was 　mixed 　with 　an 　equal 　volume 　of 　various 　concen −

trations 　of 　Cη ブII，　then 　the 　amount 　 of 　Cη ブIin

mixture 　was 　quantified　by　C 理 ノIELISA ．

　 ＊ Resu ｝ts　were 　presented　as 　the　relative 　percent−

age 　of 　the　 amount 　of　Cry ／Imeasured 　to　that　of
Cリ

ノ ノIin 　the　absence 　of　C尹y ／II．

れ の 系も10000ng／ml の Cry ／1に 対 して も全 く反応

し な か っ た ．

　次 に
一

定濃度 の Cry　j　Iに ，　 Cry ブIIを 濃度 を変え

て 添加 し Cη ブJ が 正確 に 測定 で き る か ど うか を検討

した ．Fig．3 に 示す よ うに poly・053の 系 で は 5000ng／

ml の C拶 ノIIが存在 して も Cry　i　Iの 測 定値が影響 を

受け る こ とは ない ．しか し，
Fig．1 の 結 果 か ら推測 さ
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Table　3　Quantification　of 　Cry／Iand　C 門y ／II　in　Japanese　cedar 　pollen

　 extracts ，　partially　purified　allergen 　and 　commercial 　pollen　extracts

Sample Cη ブ1（ng ／ml ） Cη ノII（ng ／ml ）

Pollen　extracts 〔1 ：32）Lエ

Lot　a 760  1000

Lot　b 854   1140

Lot　c 8080 1660

Partially　purified　allergen

Lot　O1 2．27× 105 0、446 × 106

Lot　O2 2．07× 106 0，274XlO6
Lot　D3 2．06× 106 0．334× 106

Lot　D4 2．65x106 0．391× 105

Lot 　O5 2．45× 105 0 ，567x106

Commercial　pollen　extracts

C吻 07翻 oη A

Scratch　test　solution （1　 20）2， 22000 2760

Co吻 堀 だo π B

Scratch　test　solutiDn （ユ　 20）2） 10  2170

Intradermal　skin 　test　sQlution （1 ：1000）ヨ｝
 ，538 ＜ 0．63

Immun °the「apeutic
　
s°luti° nil

　i　l8讎・、

161
　　2．01

11117
，5

五） ：Pollen　extracts 　with 　O．125M　NaHCO ，
　solution （w ／v ）．

：） ：Pollen　extracts 　with 　50％ glycerDl・NaCl　solutiDn （w ／v ），
B♪ ：Pollen　was 　extracted 　with 　50％ glycerol・NaCl　solution ，　then　the　extract 　was 　dia亘yzed

　 againSt 　Saline （WIV ）．

れ る よ うに ， poly −poly 系 で は 5ng／ml の Cry／1に 対

し2500ng／ml 以 上 の C刎 ノII（Cη ブ1 の 500倍 量 以 上 ）

が存在す る場合 Cry ／ 1が 高 め に 測 られ る。従 っ て

Cry　i　IIが Cη ブ1の 500倍以上含 ま れ る よ うな標品，

例 えば C拶 ゴII標品中 の Cry／1の 混入を測 定す る よ

うな 場 合に は poly−053系を用 い た ほ うが適当で あ る．

αy ／II　ELISA に つ い て も同様 に
一

定濃度 の C刎 ノII

に Cη ブ1を濃度を変え て添加し Cη ノIIを測定した ，

い ずれ の 系に お い て も Cry　i　IIは 特異的 に 測定されて

お り， 極 め て 良好 な成績で あ っ た （デ
ー

タ 略）．

4．Cη ノIELISA ，　 C矧 ノII　ELISA の 再現性

　同
一

標品 の 同
一

測定時 に お け る 測定内変動お よ び 同

一
標品 に お け る 日差変動を 調 べ た ．1，3，8，18ng／ml

の サ ソ プ ル を調製 し， 6 重測定 を行 っ た と きの 同
一測

定時の 測定内に お け る変動係数 は ，CryブIELISA ，

C？y ／II　ELISA それぞれ 1．5〜7．8％，3．1〜10．3％で

あ っ た ．同
一

サ ン プ ル を 3重測定で 日 を変 えて 3 回測

定 し た と き の 測 定 間 に お け る 変 動 係 数 は，

O．9〜12．9％，3．3〜10．7％ で
， 両 ELISA ともに 測定領

域 の 全域 に わ た っ て 良好 な 再現性 を 示 し た．

5．CryブIELISA ，　 CryブII　ELISA に よ る ス ギ 花粉

抽出液，精製 ス ギ ァ レ ル ゲ ン お よ び市販 ス ギ花粉 ア レ

ル ゲ ソ 中 の Cry　i　l，　 Cη ブIIの 定 量

　Cη　ノ　IELISA （poly−053），　 Cη　ノ　II　 ELISA

（T27−poly）を用 い て
，

ス ギ 花粉 よ り ．125M 　NaHCOs

で 抽出 し て 調製 し た粗抽出液中の ，Cry　i　I，　 Cay ブII

濃度を測定 した．さらに 粗抽 出液 を80％飽和硫安 で 塩

析後，DEAE 　Sephadex，　 CM 　Sephadexに よ り部分精

製 し た 標 品 に つ い て も測定を行 っ た ．Table　3 に 結果

を示す．粗抽出液，部分精製標品い ずれも Cη ゴ1は

Cry　j　IIの 6 倍以上 の 濃度で 検出 され た ．次 に 現在市

販 さ れ て い る ス ギ花粉 ア レ ル ゲ ン エ キ ス 中の Cry ／1，

C 耀 ブII濃度を測定 し た ．製品中 に 添加物 と し て グ リ

セ リン を 含む もの は ，ELISA に お け る グ リセ リソ の 影

響を避 け る た め 製品原液を希釈 す る か あ る い は ，最終

濃度 が 0．1％に な る よ う BSA を 添 加 し 1000倍量 の

PBS に 4℃
一

晩透析 した．　 A 社製 ア レ ル ゲ ン は Cη ノ

1，C1ッノII濃度 とも我々 が NaHCO3 を用 い て 抽出 し た

値 と近 い もの で あ っ た．しか し
，
B 社 の 製品を同

一
希

釈度 で 比較 した 場合，い ず れ も Cry ブ1含量 が著 し く

低 か っ た ．一
方 Cη ブIIは 診断用皮 内 エ キ ス を除 い て

同 程 度含 ま れ て い た ．
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考 　察

　 ス ギ花粉主要 ア レ ル ゲ ン で あ る Cry　i　l
，
　 Cη ノIIを

そ れ ぞ れ 特異的 に 測定す る C ？y 　iI　ELISA 並 び に 0η

ブII　ELISA を開発し た．両 ELISA を用 い る こ とに よ

り， 2種類 の 主要 ア レ ル ゲ ソ 量 を正確か つ 簡便 に 測定

し，それ らの 組成比 に つ い て 情報 を得る こ とが で きる、

　 Cry／IIの ア レ ル ゲ ン と し て の 重要性 は ，皮内反応

の 成績
6｝よ り明 らか で あ る ．すなわ ち ，

ス ギ花粉粗抽 出

液 に 陽性 を示す25例 の 患者 の うち 19例 が Cη ノ1， Cry

ブ II両者 に 陽性を示 し た ．ま た ，
　 RAST6 ｝，あ る い は

ELISA5）で調べ る と，　 C型 ノ1陽性 か つ 0拶 ブII陰性 の

症例 も，Cry　j　I陰性 か つ Cη jII陽 性 の 症例 も認 め

られ る．こ れ は 両 ア レ ル ゲ ン が異 な っ た 抗原性 を持 つ

蛋白で あ る こ とを示 し て い る，こ れ ま で ス ギ 花 粉 主 要

ア レ ル ゲ ン に つ い て は主に 1成分，Cη ノ1に つ い て の

み 研究が進 め られ て ぎた が ，C拶 ブIELISA ，　 C7ッ ノII

ELISA の 開発に よ り，今後，もうひ とつ の 成分で ある

Cry ブIIも含 め た よ り詳 し い 解析が進め られ る と 思わ

れ る．

　 Cη ∫IELISA ，　 C？y 　i　II　ELISA の 測定感度は それ

ぞ れ 0．3ng／ml ，0．6ng／m1 で あ り，　 C7ッ ノII　ELISA に

つ い て も，安枝
10，，渡辺 ら

「1｝の 報告す る C，PU　」　1　ELISA

と同程度の 感度 （0．2ng／m1 ，0．16ng ／ml ）が 確保 さ れ

た．また
， 固相 に モ ノ ク Pt　・一ナ ル 抗体を用い た もの で

は C刎 ブ1，CryブII間で 全 く交差反応 が 認 め られず，

そ の 特異性 が 高 い こ とが 確認 さ れ た ．Cry ／IELISA

に お い て，　poly・polyの 系で C刎 ブIIとの 交差 が 認 め ら

れ た の は
， C，rv　」　1，

　 II闇の 共通抗原性 の 存在 とい うよ

り も，む し ろ，ポ リク ロ
ー

ナ ル 抗体 の 免疫原 と し て 用

い た Cηy　i　1の な か に 微量 の Cay ブIIが混 入 し て い た

た め と考え られ る．実際，ポ リク P 一
ナ ル 抗体 の ロ

ッ

F に よ り，交差反応 の 大小 に 差が み られ た．

　ま た，ス ギ花粉 ア レ ル ゲ ン と共通抗原性 が あ る ， も

し くは そ の 可能性 が あ る多 くの ス ギ近縁植物 （セ コ イ

ア
，

メ タ セ コ イ ア ，ラ ク ウ シ ョ ウ，オ ニ ヒ バ
，

ヒ ノ キ ，

ネ ズ ミサ シ ，エ ン ピ ツ ビ ャ ク シ ン ，マ ウ ソ テ ン セ ダー，

モ ソ ト レ ー
サ イ プ レ ス ，ア リ ゾナ サ イ プ レ ス ）花粉 に

対 す る 反応性 を調 べ た結果，Cノッ ノIELISA （poly・053）

は こ れ ら花粉抽 出液と全 く反応 し なか っ た ．C7Y ／ II

ELISA （T27 −poly）は 非常 に低 い もの の ， 若干 の 交差

反応 が 認 め られ る．し か し， ヒ ノ キ に 対す る交差 は 極

め て 低 い の で ， ヒ ノ キ 花粉 との 識別等 に は 有用 で あ る

と思われ る．

　 さら に ，今 回 確立 し た ELISA を 用 い て 市販 の ス ギ

花粉 ア レ ル ゲ ン ＝ キ ス 中 の C刎 ノ1， Cη ブII濃度を 測

定した ．A 社製 ア レ ル ゲ ン は C卿 ブ LC η ブII濃度

と も我 々 が NaHCO3 を用 い て 抽 出 した 値 と近 い もの

で あ っ た が
，
B 社 の 製 品 は い ずれ も CryjI 濃 度 が 著

し く低 い ，少 な く と も我 々 が 採取年度 ・産地 の 異 なる

花粉を用 い て検討 した か ぎり，C理 ノ1の 方 が Cη ブII

の 2 〜10倍多 い と い う成績を得 て い る 6＞．診断・治療等

に 使用す る場合，A 社製 ア レ ル ゲ ン の 方 が 実用的で あ

る と考え られ た．

　今回開発し た 0η ブIELISA ，　 Ciy　j　II　ELISA は，
ス ギ花粉主要 ア レ ル ゲ ン の 2種類 の 成分それぞれ に 関

す る 解析な ど基礎研 究関係 の 多 くの 方面に 利用で き

る．ま た 絶対量 の 評価を行え る よ うに な っ た こ と は ，

ス ギ 花粉 症 の ア レ ル ゲ ン の 標 準化
「°］12）を は じ め と し

て，臨床関係に お い て も非常 に 有用 で ある と考え られ

る，

　 ヒ ノ キ
，

ネ ズ ミ サ シ
，

セ コ イ ア ，メ タ セ コ イ ア 花粉 を提供

して い た だ い た 玉 野市民病 院 薬剤部 の 岡 鐵 雄 先 生 に 深謝致

し ます。

　本論 文 の 要 旨の 一部 は 第 3回 日 本 ア レ ル ギ
ー

学 会春季臨

床集会 （1991年，福 岡） に お い て 発表 した．
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ENZYME ・LINKED 　IMMUNOSORBENT 　ASSAY 　FOR 　THE 　QUANTIFICATION　OF αy ／Iand 　CryゴII

Manami 　Sawatani，
　Akiko 　Ono，　Keizo　Kohno ，　Tomoko 　Kawashima ，　Yosh 三fumi　Taniguchi

，

　　　　　　　　　　Hakuwo 　Ikegami
，
　Mitsuko　Usui　and 　Masashi　Kurimoto

　　　　　　　　　　　　　　　 Hayashibara　Bioche〃zical　LaうS．
，
乃tc．

　　Enzyme ・linked　immunosorbent　assays （ELISA）were 　developed　to　specifically　quantify　the　two　major 　allergens

from　Japanese　cedar 　pollen，α ッゴIand　CryゴII．　Polystyrene　microplates 　coated 　with 　antibod 孟es　specific　for　CηゴIor
Cry丿II　were 　incubated　with 　an 　allergen 　and 　then　with 　biotinylated　anti・Cry　d　I　or　Cη ノII　antibody ．　The　bound
allergen −biotin　Ab　complexes 　were 　detected　with 　HRPO ℃ onjugated 　streptavid 童n 　and 　an 　enzyme 　substrate ．　The
working 　ranges 　of　CrW

”
1　ELISA 　and 　Cη ゴII　EHSA 　were 　O．3−20　ng ／ml 　and 　O．6−20　ng ／ml ，　respectively ．　Intra・and

inter−assay 　coefficients　of　variation 　for　reproducibility 　were 　1．5−10．3％ and 　O．9−12．9％．　These　ELISA　systems

showed 　no 　cross ・reactivity 　between　Cη ゴIand　Cry／II　and 　showed 　little　cross ・reactivity 　with 　pollen　allergens 　of

plants　botanically　related 　to　the　Japanese　cedar ，　Using　the　Cis，　」　1　ELISA　and 　the　CηゴII　ELISA，　it　was 　possible　to

quantify αyゴIand　Cη ゴII　easily 　and 　accurately ．　These　ELISA　systems 　will 　be　useful 孟n 　various 　fields，　especially
for　the　analysis 　and 　standardization 　of　the　allergens 　necessary 　for　diagnosis　and 　treatment　of　Japanese　cedar

pollinosis．
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