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表面 プ ラ ズ モ ン 共鳴 （SPR）を利用 した空中花粉

ア レル ゲ ン の リ ア ル タ イ ム 測定

山形 県衛 生 研 究 所

　高橋裕
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　空中花粉 ア レ ル ゲ ン の 濃度をリア ル タイム に近 い 短時間に測定する シ ス テ ム を確立する こ とを目的と

して ス ギ花粉の 主要 ア レル ゲン の 一つ で ある Cryj　1 に つ い てその可 能性 を検討 した．空 中花粉ア レル

ゲ ン は サイ ク ロ ン サ ン プラ
ー

を用 い て採集 し た．大気試料か らの Cryj 　1 の 抽出 は O．125 　M 　NH4HCO3

を含 む 10mM 　HEPBS 緩衝 液で 行 っ た．　 Cry　j　1 の リ ア ル タ イ ム 測 定 に は Biacore  3000 お よ び

Biacore   Q を用 い た．こ の シ ス テムの測定感度は Cry　j　1 では 5ng ／m 互であっ た．抽出試料は O．1・ml 必

要で あ っ たの で 500pg まで測定できたこ とに なる．大気中の Cryj1 濃度は試料を採集 して 40 分後 に

は得られた．つ まり抽出操作 に 15 分間 ， 花粉 と抽出液 の 分離に 10分 間 ， そし て測定に 10 分間を要 した．
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は じめに

　現在実施 され て い る花粉 情報 の もとにな っ て い る空

中花粉の 測定は ダ
ー

ラム型花粉捕集器と呼ばれ る落下

花粉の 数を数える装置で な され て い る．ご く最 近 に

な っ て，空中花粉 の 数を自動で計数する花粉モ ニ ター

が 開発さ れ 1＞普及 しつ つ あ る．しか し，
い ずれ も花粉の

数を計数 し，花粉症 の 発症に 関係する花粉ア レ ル ゲ ン

の 量を測定す る もの で は ない ．

　患者 の 発症 と の 関係をみ る の で あれ ば花粉ア レ ル ゲ

ン の 量 を情報化す る こ とが望 まれ る．花粉ア レ ル ゲ ン

の 量を情報化する試み は 1998年の 春か ら フ ィ ン ラ ン

ドの ツ ル ク 大学 の 研究 グ ル
ープ が行っ て い る 2）．彼女

らは花粉数の 情報と 同時に花粉ア レ ル ゲ ン の 量 を情報

化 して い る．空中花粉 ア レ ル ゲ ン の 量を測定する ため

の 方 法 は種 々 開発 さ れ て い る が 3）
−7）

，

一
般 に ELISA

（enzyme −linked　immunosorbeht　assay ）法s）
−lo）に よ る

定量 が 行わ れ て きた．こ の 方法 の 感度は良好 で は あ る

が測定に長 時間を要す る．高感度の 方法を用い た場合 ，
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’
ELISA 　 enzyme −linked　immuno −

sorbent 　a．ssay ；RU 　 Resonance　un1匸

試料を採集し て か ら結果を得る まで 11 時間を要する．

そ の ため先の フ ィ ン ラ ン ドの 情報は 1 日遅 れの 情報と

なっ て お り重症患者か らリア ル タ イ ム に近 い 情報提供

や明 日の 予報につ い ての 要望が出され て い る．

　我 々 は 表面 プ ラ ズ モ ン 共鳴現 象 ll｝12〕を利用 した リ

ア ル タイ ム に近 い 花粉 ア レ ル ゲ ン 測定の 可能性を検討

し た 13）．そ の 結果，Biacore  3000また は Biacore  Q

を用 い れば空中 の 試料 を採集 して約 40 分後に は Cryj

1 量 を求め る こ とが で きる こ とがわか っ た．

材料 と方法

1．空中花粉 ア レ ル ゲ ン の 採集お よ び花粉 ア レ ル ゲ ン

の抽出

　空中 の 花粉 ア レ ル ゲ ン は サ イ ク ロ ン サ ン プ ラ ー

（バ ーカードC90M ，
バ ー

カ
ー

ド社，英国）を用 い て採

集 し た 14）．試料 は 1．5ml 一
エ ッ ペ ン ドル フ チ ュ

ー
ブ に

乾燥状態 で 採集 さ れ る．吸引容 量 は 1　m3 ／h で あ り，

1pm 直径 の 粒子 が 90％ の 効率 で 採集 され る．抽出は

200　plの 150　mM 　NaCl ，　 O．125　M 　NH4HCO ：i ， 3mM

EDTA ， 0．005％ Surfactant　P20 を含む 10　mM 　HEPES

緩衝液 （pH7 ，4）で 15分 間行 い
， 4000　rpm で 5 分間遠
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　Fig．1，　 Immobilization　of　Cry　j　1　Mab　on　the　surface 　of　the　sensor 　chip ．
’Arnounts　of　Cry　j　1　immobilized　on 　the　surface 　oi 　the　chip ，1000　RU　is　defined　as　O．1

°

of　SPR 　angle 　change 　and 　equivalent 　Qf　protein 　concentration 　on 　the　surface 　of　l　 ng ／

mm
’

　of　the　sensor 　chip ．

心 し， 花粉とア レ ル ゲ ン を分離 した，両者の 分離はろ

過法で も可能で あ っ た。ろ 過 に は蛋白 に対す る結合が

極度に低 い 再生 セ ル ロ ース フ ィ ル ター （ク ロ マ コ
ー

ル
・シ リ ン ジ フ ィ ル タ ，φ4mm ， 0，2μm ，

　 Chromacol

Ltd．〉を使用 した．

2．セ ンサ ー表面の 作成

　 ス ギ花粉ア レ ル ゲ ン 定量用 に は 抗 Cryj1 モ ノ ク

ロ ー
ナ ル抗体 （KOWA ；KW −S131）を專用 の セ ン サー

チ ッ プ CM5 （Biacore　AB ，　 Uppsala，　 Sweden ）表面 に

固定化 して 用 い た．こ の セ ン サ
ー

チ ッ プはガ ラ ス の 支

持体 に 50nm の 厚 さ の 金膜が 貼 っ て あ り，その 表面 に

は カ ル ボ キ シ ル化デ キ ス トラ ン 層 を 100nm の 厚 さに

コ ー
トして あ る．す べ て の 処 理 は HBS 緩衝液 （150

mM 　NaCl，　3　mM 　EDTA ，0．Ol％ Surfactant　P20 を含む

10mM 　HEPES ，　pH 　7．4）で 25℃，流速 10μ1／min の 条

件 で 行 っ た．

　 まず，カ ル ボキシ ル 化 したデ キス トラ ン層を 50mM

の N 一
ハ イ ド ロ オ キ シ サ ク シニ ミ ド （NHS ）と 200　mM

N一エ チ ル
ーN

’一
（3一ジメ チ ル プ ロ ピ ル ）カ ル ボ ジ イ ミ ド

ハ イ ドロ ク ロ リ ド（EDC ）で 15 分聞活性化 し，酢酸ナ

トリウ ム （pH 　4．7）に溶 解 した 50 μg／ml の 抗 Cry　j　1
モ ノ クロ ーナ ル 抗体 （抗 CryjIMab ）を反応させ ，そ

の後，活性残基を 1M エ タ ノ
ー

ル ア ミ ン
ー

ハ イ ドロ ク

ロ リ ド
ーNaOH （pH 　8．5）で ユ5 分処理 した ．ブ ロ ッ キ ン

グ 処理 の 後 に 50mM 　NaOH を 1 分 間通 し セ ン サ ー

チ ッ プ の 表面 を洗浄 した．

3．Cryjl 濃度 の 測定

　標準 Cryj1 は 口本 ア レ ル ギ
ー

学 会 よ り提 供 され た

もの を用 い た．標 準 Cryj1 は濃度が 3．9　ng ／ml か ら

500ng／ml に な る よ うに HBS 緩衝液 で 希釈 した，　 Cry

jlの 測定は
， 各希釈液 の 50 μ1を 5　Pt／min の 流速で注

入する こ とで行 っ た．また標ee　Cry　j　1 につ い て は，再

現性 を み る た め に 2 回ず つ 繰 り返 し行 っ た．Cryjユ

は 10mM グ リ シ ンーHCi （pH 　2．0）の 25μ1を 50μ1／min
の 流速で 注入する こ と で セ ン サーチ ッ プの 表面か ら完

全 に取 り除くこ とが で きた （再生操作〉．

結　果

1．セ ンサ ーチ ッ プ表面 へ の CryjIMab の固定化

　セ ン サーチ ッ プ表面 へ の Cry　j　l　Mab の 固定 化 の 過

程を Fig，1 に示した．横軸は時間を表す．縦軸は SPR

シ グ ナ ル を Resonance　Unit（RU 値）で 示 した．カ ル ボ

キ シ ル 化 した デ キ ス トラ ン 層 の 活性 化 ， リ ガ ン ドで あ

る抗 CryjlMab の カ ッ プ リ ン グ，エ タ ノー
ル ア ミ ン

に よ る活性化残基の 除去 の 順 で 行 っ た．そ の結果，SPR

シ グ ナ ル は 1mm2 当た り1ng の 物質が結合 した場合

1000RU と定義して い る の で 約 14700　RU ，
つ まり 14．7

ng ／mm2 の Cryjl が セ ン サ ーチ ッ プ表面 に固定化 さ

れ た （Fig．1 の ＊ 〉こ と に な る．

2．抽出液 と抽出時間

　 ラ ン ニ ン グ緩衝液と して は HBS 緩衝 液 を用 い た．

バ ッ フ ァ
ー

の み では抽 出効 率が 良 くなか っ た の で ，

0．125MNH4HCO3 液 を加 えた HEPES 緩衝液 を用 い

て 抽出 した．通常，花粉ア レ ル ゲ ン の 抽出 に は 0．125

MNH4HCO3 液 を用 い 24 時間抽 出する ．しか し，通常

の 方法で は 長 時間を要する た め 本 目的 に は 適 さない ．
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Fig．3．　 Comparison 　of　the　amount 　of　Cry　j　l （solid 　line） and 　the 　number 　of 　pollen

（dottedline）in　samples 　in　Yamagata 　City　in　2001．

そ こ で 最小抽出時間を求め る ため に 抽出時間 と抽出効

率 と の 関 係 を 調 べ た ．0，125MNH4HCO3 を 含 む

HEPES 緩衝液で 15分 間抽 出 した 場合 （76　RU ）と 2 時

間抽出 した場合 （99RU）で は抽出効率に 大 きな違 い が

み られ なか っ た．こ の こ とか ら抽出時間を 15分 と し

た．

3．Biacore  シ ス テ ム に よ る Cry　j　l の 定量

　標準 Cry　j　l（3．9−−500　ng ／ml ）の 検量線を Fig、2 に示

した．Cry　j　1濃度が 62．5　ng ／ml まで は RU 値 との 間に

直線関係 が み られた．こ の 系の 測定感度は 5ng ／ml で ，

試料 は 0．1m1 必要な の で Cryj1 の 検 出 限界 は 500　pg

で あ っ た．セ ン サ
ー

チ ッ プ は 10mM グ リ シ ン
ーHCl

（pH 　2．0＞を添加す る こ と で再生 で きた．標準 Cryjl

の 再現性は良好 で あ っ た。

4．野外実 験

　Fig．3 は 2001年に得 ら れ た 試料中の Cry　jユ濃度 を

ス ギ花粉数 と対比 して 示 した．同
一試料 の 上 清で Cry

j1を定量 し，ペ レ ッ トで ス ギ花粉数を測定 した 結果 で

あ る．Cryjl と花粉と の 比 の 値は
一
定 し て お らず，ス

ギ花粉数 と Cryjl 量 と は
一

致 しなか っ た．2000 年 と

2001年 の 2 年間 に つ い て 比 の値をみ る と， 2001年 の 方

が 花粉当 りの Cryj1 の 値が大 きか っ た ，2001 年は寒
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Table　 l　 Procedure　for　the　measurement 　of

　　 airborne 　ant 量gerl（Cry　j　l）by　SPR

高橋裕
一一・

他

Extraction　of　pollen　antigen （Cry　j　1）
　 　 　 　 　 　 　 　 ↓

Separati  n　from　pollen　grains
　 　 　 　 　 　 　 　 i
Quantification　with 　SPR

　　 　　　 　　 　 ↓

Removal　of 　Cry　j　l　from　the　sensor 　chip

　 　 　 　 　 　 　 　 ↓

Regeneration　of　sensor 　chip 　with 　the　ru 皿 ing
buffer

15　min

10

⊥o

1

1

の もど りが あ り，花粉がほ とん どみ られな い 時期が 1

週間ほ どあ り，そ の後，急 に温か くなっ て新鮮 なス ギ

花粉が 大量 に 飛散 した 時期 に は両 ピ ーク は
一

致 し た

が ， そ の 後は
一
致 しなか っ た．大気試料 の 場合は非特

異的に吸着する物質があ りチ ッ プ表面 の 再生 は 不 充分

で あ っ た．非特異的な吸着物質等を取 り除 くため ， 9

回 に 1 回 の 割合 で 25mM 　NaOH を添加す る こ と で，

完全 に初期状態 に復帰で きた．25mM 　NaOH で 洗 浄 し

た後 に 125ng／ml の標準 Cryj1 を添加 し， 固定化抗体

の 活性を調 べ たと こ ろ ，
レ ス ポ ン ス は常に 250RU 前後

の値が得 られ抗体の失活は なか っ た と考 えられる，空

中試料中 の Cryjl を測定す る 際 の 処理行程 と必 要 時

間を Table　1 に示 した ．表に は 最小必 ：要な時間が示 し

て ある．Biacore   シ ス テ ム に よ る 測定 で は 全行程 が 約

40 分 で 終了した．

考 　察

　試料と接触 して ない 側 の 表面に光 を当て，光を反射

させ る こ と で 表面 プ ラ ズ モ ン 波の 共鳴に よ る特 定波長

の 特定角度の反射光強度が低 下する現象が み ら れ る．

こ の 現象を用 い れば リア ル タ イム に ア レル ゲ ン の 量を

測定 で きる．方法の利点は，従来 の イ ム ノ ア ッ セ イの

よ うに ア レル ゲ ン を標識す る こ とな く測定で きる点 に

あ る．反応が平衡に な る まで イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン する

時間 を 要 しな い の も特徴 で あ る．Biacore  シ ス テム で

は こ の 原理を測定系に 応用 す る こ と で ご く短時間に結

果 を得る こ とが で きる よ うにな っ た．とこ ろ が ， 今回

の大気試料 の ようにさまざまな物質を含む場合に は非

特異的 に 吸着す る物質があ りグ リ シ ン
・
塩酸 （pH 　2．0）

の み で は セ ン サ ーチ ッ プ表面 の 再 生が不充分で あ っ

27

た．こ の よ うな非特異 的 な吸着物 は 25mM 　NaOH 液

で除去する こ とが で きた．空 中の Cryj1 測定で は 測定

部の セ ン サ ーチ ッ プ 表面にあ らか じめ Cryj1 抗体を

固定化 させ て お き，そ こ に大気試料を流 し Cryj1濃度

を求 め る こ とが で きた ，必要 な試薬は Cryjl に対する

抗体と濃 度が既知 の Cryj1 標準品で ある．

　現在 まで の 検討で リ ア ル タ イム に 近 い 短時間 に Cry

jlの 値を得 る こ とが で きる よ うに なっ た．リァ ル タ イ

ム 測定を 目的と した もの で は あ る が，我 々 は 最近普及

し つ つ あ る リア ル タ イ ム 花粉 モ ニ ターと こ こ で検討 し

た シス テ ム は役割が異なる と考えて い る．こ の シス テ

ム は 全 自動 と い う よ りは検査機関に持ち込まれ た種々

の 環境 ア レ ル ゲ ン を測定し情報化する シ ス テ ム と位置

づ け て い る．将来は Biacore   シ ス テ ム 等か ら得 られ た

花粉ア レ ル ゲ ン を は じめ と し た 環境 ア レ ル ゲ ン に関す

る情報が イ ン ターネ ッ ト，携帯電話 や デ ジ タ ル 放送等

か ら入手 で きる よ うになる で あろ う．こ の ような将来

構想は描ける もの の ，前途にはさまざまな難関が待ち

受 けて い る，まずは市販の装置が高価であ るため現在

普及 しつ つ ある リア ル タ イ ム 花粉 モ ニ ター
の ように ，

即座に情報提供 に応用 さ れ る こ と は な い で あ ろ う．ま

た ， 恒温室 で の 使用 を前提と して い るため大気試料を

サ ン プ リ ン グする 装置 の 脇 に 設置で き な い ，低 コ ス ト

の SPR 装置の 販売も開始されたが，装置 に セ ッ トさ れ

る抗体や 各種試薬 の 交換 ・定期 的な メ ン テ ナ ン ス な ど

諸 々 の 事情を考える と，屋外で の 設置 に は適 して い な

い と思 わ れ る．こ の 点 につ い て は，Biacore  シ ス テ ム

に 限 らず ， 酵素免疫 定量 に 基 づ く ELISA 法の ような

プ レート リ
ー

ダ
ー

方式 の 装置 も同様で ある．しか し，

Biacore   シ ス テ ム を中心 と し た 生 物 学的親和性 に 基

づ く測定法は ，前述 した ような従来の測定法に は 無 い

高度な情報提供が可能になる の で ，む しろ 従来法 との

併用に よ り効果 を発揮す る と考える．Biacore  シ ス テ

ム は 高感度な精密機器な の で ，管理 された検査機 関 に

設置 さ れ る方が 現実的 で あ る．フ ィ
ール ドか らサ ン プ

リ ン グ され た試料溶液を セ ン トラ ル の 検査 機 関 に集

め ，
ハ イ ス ル ープ ッ トで 試料を測定する．さ ら に ユつ

の セ ン サ
ー

チ ッ プ上 に最大 4種顛 まで の 抗体 を セ ッ ト

で きる の で 各シーズ ン に 対処 で きるもの と考え る，例

え ば tree　season で あ れ ば ，
　 Cry　j　1，Cry　j　2，　Cha　o　1

等に対す る抗体を，grass　season で あれば イネ科の 持

つ 主要抗 原 （Dac　g ，　 Phl　p 等〉に対する抗体を，　 weed

season で あれば Amb 　a　l，Art　v 等に 対す る抗体 を固

定化 した セ ン サ ーチ ッ プ を 作成すれば ア レ ル ゲ ン ご と
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28 SPR を用い た 空中花粉 ア レ ル ゲ ン 測定

の デ
ー

タを取得す る こ と が で き高精度な空中ア レ ル ゲ

ン に 関 する情報 を診断治療 な ど の 現場に提供可能 とな

る，

　今回 ス ギ花粉 は Cry　j　1 に つ い て ，イネ科花粉 は粗抗

原に対する抗体 （Dac　g 抗体）を用い て検討 した．イネ

科や ブタクサ花粉では多 くの 抗原があ る の で 単に 1抗

原 と花粉粒子 との 比較はで きない 場合が ある の か もし

れない が ， 以下 の 理由 で 提供す る情報は花粉の 数よ り

は ア レ ル ゲ ン の 量 が 望 ま し い と考 え る．  空中花粉の

数 と空中花粉 ア レ ル ゲ ン の 量 と は 必ずし も
一

致 しな い

こ とが ス ギ 花粉 ，イネ科 花粉，カ バ ノ キ花粉などで わ

か っ て きた こ と．  ス ギ花粉につ い て は 主要ア レ ル ゲ

ン の
一つ で ある Cry　j　1量 は ス ギ の 木 ご とに大 きく異

なる14）−16〕こ と．  花粉 ア レ ル ゲ ン は花粉以外の 浮遊粒

子に存在する こ とな どで あ る ］7）−20）．実 際 の 空中 ア レ

ル ゲ ン 情報と して は
， 各 々 の 抗原 が 持つ 特徴 （出現傾

向な ど）を加味し情報化する の が望 ま しい ．具体的な

例をあげれ ば
，

グ ル
ープ 5 ア レ ル ゲ ン は微粒子状 で 存

在し，イネ科花粉が ほ とんど検出 されない 降雨後に急

増する こ とがあ る19）．ブ タ ク サ花粉抗原 は花粉 が出現

する 2週間ほ ど前か ら空 中に出現す る21＞．こ の ア レ ル

ゲ ン は微毛に由来する こ とがわか っ て い る．こ の 辺 の

と こ ろ を リ ァ ル タ イ ム に 情報化 で きれ ば イ ネ科花粉喘

息の 患者 や ヨ モ ギ ・ブ タ ク サ 花粉症患者 に は有益 な情

報となろ う．

　過去 の デ
ータや経験則を もとに今日 ， 翌 日の 予測が

行え る よ うに なれば ， 患者 は 自分の 原因ア レ ル ゲ ン を

回避で きるし，臨床医に とっ て は治療方針を決める の

に役立 つ ，こ の 方 法は特 に花粉が検出さ れ な い 花粉

シ
ーズ ン の 前後な ど，季節外 の 抗原量測 定 に 有用 で あ

ろ う．また ， 花粉 ア レ ル ゲ ン に 限 らず，空 中に存在す

るあ らゆ る ア レ ル ゲ ン
， 例えば ，

カ ビ抗 原，昆 虫抗原，

ダニ 抗原 ，
ペ ッ ト抗原 （イ ヌ ，ネコ など）な どの 現在

量 の 測定，特に ダ ニ 抗原 の ように 生体外に も抗原 が 見

出 される場合 の 抗原測定に有用 と考えられ る．将来は

こ の よ うな手法で種 々 の環境 ア レ ル ゲ ン に関する情報

が得られるようになる もの と思 わ れ る．

　本研 究 は 平 成 12年度山形県企 画調整課の 産学官連 携 研

究 プ ロ ジ ェ ク ト推進 事業 「花 粉 ア レ ル ギー情報提供 シ ス テ

ム の 開発」と して 行われた．標準 Cryj1 は 日本 ア レル ギー

学会 よ り提 供 い た だ い た．抗 CryjlMab は 興和総 合 科学

研究所 の 名古屋隆生 先生 の ご 好 意 で
， また 標準 Cryj1 は 日

本 ア レ ル ギー学会 の ご 好意 で 提供 い た だ い た．論文作成 は

結城留美氏 の
’
協力 を得 た．
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REAL −TIME 　MEASUREMENT 　OF 　AIRBORNE 　POLLEN 　ALLERGEN 　APPLIED

　　　　　　　　THE 　SURFACE 　PLASMON 　RESONANCE （SPR ）

Yuichi　Takahashii 〕and 　Takeshi 　Ohashi2）

1）The 　Yamagata 　Prefectural　lnstitu彦e　of 　Public　Health

　　　　　　　　　 2）Bi母CO アeK ．K ，

　　 To 　examine 　the　possibility　of 　real −time　 measurement 　system 　for　the　concentration 　of 　airborne 　pollen　a レ

lergens，　Cry　j　l　was 　chosen 　as　an　example 　to　establish 　the　system ．　Airborne　pollen　allergens 　were 　collected

using 　Cyclone　sampler 　from　Burkard　Co．　Ltd．　England，　Cry　j　l　was 　extracted 　from　airborne 　samples 　with 　10

mM 　HEPES 　buffer　containing 　O．125’　M 　NH ・iHCO3 　and 　measured 　with 　Biacore  3000　and 　BiacQre  Q，　The　sen −

sitivity　of　the 　system 　was 　5　ng ／ml ，　and 　O．　lml 　sample 　volume 　and 　at　least　500　pg 　of　Cry　j　l　was 　required 　for
each 　measurement ．　Amounts 　of 　Cry　j　l　can 　be　obtained 　ca ．40　min 　after 　collection ，　that　is，15　min 　for　extrac −

tion，10　min 　for　separation 　and 　10　min 　for　measurement ．
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