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　ス ギ花粉 の 主要 ア レ ル ゲ ン で あ る Cry／1蛋 白の 高感度 な定量法 と して ，　 Cry／1 に 対 す る モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い た en 剛 me ・1inked　immunosorbent 　assay （ELISA ）を確立 し た．す な わ ち，マ イ ク ロ

プ レ
ー

トの ウ ェ ル に モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 （KW ・S131）を固相化 し，精製 Cry／1又 は試料，続 い て ア ル

カ リ フ ォ ス フ ァ タ ーゼ （Alp＞標 識 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 体 （KW ・SIO）を順 に 反 応 させ た 後 ， 基質溶液 を加

え て 発色 させ 415nm の 吸光度 を測定 す る も の で あ る ．本 ELISA で の αy ／ 1 の 測定範囲 は 0．16〜2．5

ng ／m1 で あ り， 測定感度 は 0 ，16ng ／ml と 非常 に 高 い もの で あ っ た．また
， 共通抗 原性 を も つ ヒ ノ キ花粉

の 抗原 と は 反応 せ ず ス ギ 花粉 の Cry　j　Iの み を測定 す る 高 い 特異性 を示 した．こ の ELISA は ス ギ 花粉 エ

キ ス に 含 ま れ る Cry／1 の 定量 が で き，ス ギ花粉 エ キ ス の 標準化 に 応用 で きる も の と思 わ れ る．
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緒　言 る．

　ス ギ花粉症は 空中飛散する ス ギ花粉 に よ り引ぎ起 こ

され る が，ス ギ 花粉 の 主 要 ア レ ル ゲ ン は分予量 40000の

塩基 性 蛋 白 （Cif｝1　i　D で あ る こ と が わ か っ て い る
五）．

　我 々 は，先 に こ の Cη ノ1蛋 白に 対す る モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗体 を 作製 し
， 空 中飛散す る ス ギ 花粉 ア レ ル ゲ ソ

粒子 を イ ム ノ ブ Pt ッ ト 法で 測定す る 方法 を 開発 し

た
2）．さらに 今回 ， 抗 Cη ブ1 モ ノ ク ロ

ー
ナ ル 抗体を用

い た enzyme −linked　immunosorbent 　assay （ELISA ）

m よ る C弓り 1の 高感度測定法を確立 した の で 報告す
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Abbreviations ：　A 亜p　 alkaline 　phosphatase ；

BSA 　bovine　 serum 　albumin ； ELISA 　 enzyme −

linked　immunosorbent 　assay ； HSA 　human 　serum

albumin ；　 PBS 　 phosphate 　buffered 　 saline ；

PBS −T　phosphate 　 buffered　 saline 　containing

O．05％ Tween −20； RIA 　radioimmunoassay

材料及 び方法

1．ス ギ花粉抗原 （C刎 ノD
　Cry　i　I は Yasueda らの 方法

1）
に 従 っ て ス ギ 花粉 よ

り精製し，電気 泳動に よ っ て 純度を 確認 し て ELISA

用 の 抗 原 と し た ，蛋 白定 量 は ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン

（BSA ，　 Fraction　V ，　 Sigma ）を標準品 と し て Lowry

ta3｝で 行 っ た．

2．抗 C弓
・ ブ1モ ノ ク 卩 一ナ ル 抗体

　抗 Cry ブ1 モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗体 は 先 に 報告 し た 2＞と

お り， 精製 Cη iI を マ ウ ス に 免疫 し て 得 た ．　 ELISA

に 用 い る抗 Cry ブ1 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 の KW −S10 と

KW −S131は と もに IgG1で あ り，　 KW −SIOの ア ル カ リ

フ ォ ス フ ァ タ ーゼ （Alp）標識体 は 先の 報告
2）に 従 っ て

調製 し た もの を用 い た．
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3．ス ギ 花粉 エ キ ス

　 ス ク ラ ッ チ テ ス ト用 エ キ ス （1
幽
20），治療用 エ キ ス

（1 ：100）及 び 診断 〔皮内 テ ス ト）用 エ キ ス （1 ：1000）

は 市販品 （鳥屠薬品）を 入手し， 4 ℃ に 保存 した もの

を 使用 した ．さ らに
， 以 ドの 方法 で ス ギ 花粉 エ キ ス

（1 ：20）を 調製 した
4）5 ）．ジ エ チ ル エ ーテ ル で脱脂 した

ス ギ 花粉 5g に 対 し， ト ル エ ン lm1 ，グ リセ リ γ 50ml ，

緩衝食塩液100ml を加え，滅菌蒸留水 で 全量 を 250ml

と し，4℃ で 3 日間振 とうし なが ら抽 出を行 っ た ．抽 出

液は 100m1 に 濃縮，濾過滅菌し て使用 し た．ま た ，本

ELISA の ヒ ノ キ 花粉 との 交差反応 性 を調 べ る た め に

ス ギ ま た は ヒ ノ キ の 乾燥 花粉 を 0．125M 　NH
，
HCO3 で

4 ℃， 2 時間抽 出 した 抽出液を使用 した ．

4．ELISA

　 96ウ ェル ELISA 用 プ レ ー一
ト （NUNC ） の 各 ウ ＝ル

に ， コ
ー

テ ィ ン グ 緩衝液 （0．05M 炭酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝

液，pH 　9．6） で 10μ g／ml の 濃度 に 調製 し た 抗 C ，rv　j　I

モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗体 KW −S131溶 液を 100μ 1ず つ 加 え，

25℃ で 2 時間静置 して 抗体を プ レ ー
ト に 吸着 させ た ．

  ．05％ の Tween −20を含 む PBS （PBS ．T ）で プ レ ー
ト

を 3 回 洗浄後，25％ ブ ロ
ッ ク エ

ー
ス （大 日 本 製薬 ） を

100μ 1ず つ 各 ウ ェル に 加 え，25℃ で 2 時間又 は 4℃ で

1晩静置 し て ブ 卩
ッ キ ン グ 処理 を し た ．PBS ・T で 洗浄

後，PBS −T で 調製 した 精製 Cry ／1の 標準溶液 （Cr）’

バ 濃度 ：O，0．156，0．313，0．625，1．25，2．5nglml）

及 び PBS ・T で 希釈調製 し た 試料 豚 ギ 花粉 エ キ ス ）の

希釈系列 の 溶液 を ウ ェ ル 当た り100μ 1ず つ 加 え，25℃

で 2 時間静置 した ．PBS ・T で プ レ
ー

トを 洗浄 した 後，

PBS −T で IOOO倍希釈 し た Alp 標識 抗 C｝V ブ 1抗 体

KW ・S10を 各 ウ ェ ル に 100μ 1ず つ 加 え て 25℃ で 2時 間

反 応 さ ぜ た ．さ ら に PBS ・T で 洗 浄 後 ，50mM

NaHCO3 −10mM 　MgCl2 （pH 　9．8）の 溶液 で 1mg／ml の

濃度 に 調製 した 基質溶液 （Sigma 　IO4，　 Sigma ）を 100

μ 1ず つ 各 ウ ェ ル に 加 え3 分 間 反 応 さ せ た．5N の

NaOH を 5Gμ1ずつ 加 え て 反応 を 止 め た 後，415nm の

吸光度を 測定 し ， meee　C，3， ノ1標準溶液 で 作製 し た 標

準 曲線 よ り試料 の Cη jI濃度を求め た ，

結 　果

1。ELISA に よ る ス ギ 花 粉 ア レ ル ゲ ソ （Cη ノ1）の 測 定

　本 ELISA で 測定 し た Cfy　i　Iの 標準 曲線を Fig．1

に 示 した 。
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　Fig．1．

c7：Y ／1．

O．5 　　　1．0　　　1，5　　　2．0　　　2、5

　　　 Cry ／ 1　 （ng ／ml ）

3，0

Standard　curve 　for　the　quantitati｛｝n 　Df

　C7y ブ1濃度 0〜2．5ng／ml の 範 囲で 直線関係 が 得 ら

れ ，background 値 は 吸 光度 0．03前後で あ り，0．16ng／

ml ま で 十分検 出可能 で あ っ た ．再現性 の 検討 と し て ，

5 種類 の Cη ∫1濃 度 （〔L156 ，〔］．313， 0．625，1．25，

2．5ng／mD で プ レ ー
ト内に お け る 同時再現性，及 び ブ

レ
ー

ト間 に お け る 再現性を検 討 した とこ ろ，測定内変

動 係 数 （intra・assay 　 coe 伍 cient 　 of 　 variati σ n ） は

1．1〜3．5％ （11二6） で あ り， 測定 間変動 係数 〔inter−

assay 　coefficient 　of 　variation ）　は 0．9〜4．6％　（n ＝ 4）

と本 ELISA は 測定範囲 に お い て 非常 に 再現性 の 高 い

系 で あ る こ とが わ か っ た ，

　さ らに 希釈時 の Cη jI の 容器 へ の 吸着 に よ る 影

響
61−s｝を調 べ る た め に ，希釈液 の PBS −T に 吸着防止剤

と して ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ソ （HSA ，0，05％）を 添 加 し，

PBS −T と測 定値 の 比較 を行 っ た ．そ の 結果 ， 両群 の

ELISA の 吸 光度 に 有 意な 差 が み ら れ な か っ た ．そ こ

で ，
Tween −20 の 添加 に よ り Cηげ 1 の 容器 へ の 吸着 は

防 止 で ぎ て い る と考 え ら れ ，以 後 の 試 料 の 希釈 は

PBS −T で 行 っ た．

2．ス ギ花粉 エ キ ス 中 に 含 まれ る Cr）i

／1量 の 測定

　 さ ら に ，今 回 確 立 した ELISA に よ り市販 の ス ギ 花

粉 エ キ ス 及 び 我 々 の 調製 し た ス ギ 花粉 エ キ ス に 含 ま れ

る C乃
，
ノ1 量 を 測定 し た ．Table ユに そ の 結 果 を 示 し

た．市販 の ス ギ 花粉 エ キ ス の Cry ／1量 の うち，ス ク

ラ ッ チ テ ス ト用 エ キ ス （1 ：20）及 び 治療 用 エ キ ス

N 工工
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Table　 1Concentration　of　C ，｝
，
ノIin　Japanese　cedar 　pollen

　 　 extracts 　measured 　by　ELISA

Ponen 　extract
α型 ブ正

（ng ／mDC
〔mverted 　into　 c〔，ncentration 　 of 　1 ：

　　　　　　　　（n9 ／ml ）

　　　　　　　　　　　　　　　20
〔ratio

＊宰串
）

Pollen　extract ＊ （120 ）
描 15200 15200 （47．9）

Commercial　pollen　ex ｛racts

Scratch 　test　SDIu しion （120 ）
柳 317 317 （ユ．00）

Immunotherapeutic　 solution （1100 ）
牌 15．9 80 （0，25．）

（11000 ）
褓 0．4 20 （O．  6）

Intradermal　skin 　tesl
　　　　　solution

（11000 ）
掌ホ 26．5 1325 （4、18）

　
喚The 　pollen 　extract 　was 　prepared 　in　our 　laboratory．　See　Material　and 　methods ，

’＊The 　rat 正o　shows 　dry　weight 　of 　the　poUen　to　a　vo ［ume 　of 　the　extraction 　solution ．
＊t ＊The 　ratk ）to　the　collcentration 　of　C冗ソグIin　the　pollen　extract 　for　scratch 　test　solution ．

（1 ：IOO）は，先 に 藤野ら が radioimmunoassay （RIA ）

で 測定 した Cび グ1含量（そ れぞれ 305．0，26．9ng 〆m1 ）6）

と ほ ぼ同 じ値で あ っ た．しか し，診断 （皮内テ ス ト）

用 エ キ ス （1 ：1000）は RIA の 測定値 〔97．7ng／エnl ）
5 ，

に 比 べ 低 い 値 （26．5ng！ml ）で あ t・た ．ま た
， 治療用 エ

キ ス 〔1 ：1000） の Cr）’　i　I含量 は 0．4ng／m1 で あ り，

同 じ 治 療 用 エ キ ス （1 ：100） と 同
一

の 希釈度 〔1 ：20

換算値）で 比較 した 場合 ，Cry　i　I含量 は
一

致し て い な

か っ た．（そ れ ぞれ，20，80ng／ml ）．　
一方，我 々 の 調製

した ス ギ 花粉 エ キ ス の Cry ゴ1含量 は 152  Ong／ml と，

市販の エ キ ス に 比 べ 著 し く高 か っ た．

考 　察

　従来，ス ギ 花粉 の 主 要ア レ ル ゲ ソ CayjI の 免疫化

学的測定 に は RIA が 便われ て きた 9〕1°｝．一方，　 ELISA

は 放射性同位元素を扱 う特別 な 施設を 必 要 とせ ず，測

定者に よ り簡便 なた め ELISA に よ る C2）， ノ 1の 測定

が試 み ら れ て い る
lo
．　ELISA に 使用す る 抗体 は ポ リ ク

ロ
ー

ナ ル 抗体 に 比 べ モ ノ ク P 一
ナ ル 抗体 の 方 が一

定 の

品質 の 抗体を供給で きる点や そ の 特異性 に お い て 有利

で ある m ．我 々 は
， 先に Cη ノ1に 対す る モ ノ ク 卩

一
ナ

ル 抗体 を 作製 し た が
21
，今回，こ れ ら の モ ノ ク 卩

一
ナ ル

抗体 を用 い て Cry ／1を 測定 で き る ELISA を 確立 し

た ．測定感度は O．16ng！ml で あ り， 先 の 安枝 らに よ る

ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を 用 い た ELISA の 測定感度 （O．2

ng ／ml ）
1 ］）と 同程度 の 感 度 が 確保 され た ，ま た，　 C 型 ノ1

ば ス ギ花粉の 他，ヒ ノ キ 花粉 を含む多 くの 裸子植物花

粉 と の 間 に 交 差 反 応 性 の あ る こ と が 知 ら れ て い

る
1 〕2）12）13｝．した が っ て ， ス ギ花粉の CrPI／ 1に 対する

抗由L清 （ポ リク 卩
一

ナ ル 抗体） は 他 の 多 くの 裸 子植物

花粉 と交差反応す る
2 〕．今回確 、ン：した ELISA の 酵素標

識抗体 に 用 い た モ 7a 卩
一

ナ ル 抗体 KW −S10は ス ギ

花粉 の み に 特異的 に 反応 し 他 の 花粉 と は 反 応 し な

い
2 ）．実際 ， 本 ELISA で ヒ ノ キ 花粉抽 出液 を測定 し た

と こ ろ，50μglml に お い て も反応 は 認め ら れ ず，本

ELISA は ス ギ 以 外 の 花粉抗原 と は 交差反 応 し な い と

考え ら れ た ，

　今回確立 し た ELISA に よ り市販 品 を 含む ス ギ 花粉

エ キ ス に つ い て Cr）’iI含量 を測 定 し た 結果 ，
ス ク

ラ ッ チ テ ス ト 用 エ キ ス （1 ：20）及 び 治 療用 エ キ ス

（1 ：100） に つ い て は ，先 の RIA の 結果
6 ｝と ほ ぼ 同 じ

値 で あ っ た もの の ，診断 （皮内 テ ス ト）用 エ キ ス 〔1 ：

1000） は ，RIA で の 測定値 〔97．7ng ／mD に 比 べ 低 い

値 （26．5ng／ml ）で あ っ た （Table　1）．し か し安枝 ら

の 報告
m

で は
， 市販 の 皮内 テ ス ト用 エ キ ス （1 ：1000）

3 ロ
ッ トの Cη ブ1濃度は 18．5〜186ng／ml で あ り，今

回 の 測定値 も こ の 濃度範 囲内 に あ る こ とか ら，皮 内 テ

ス ト 用 エ キ ス に お げ る Cη ブ 1濃度 の 差 は RIA と

ELISA の 測定法 の 違 い と い う よ り 卩
ッ ト間 の 差 に よ

る た め と 考 え られ る．ま た ，各 ス ギ 花粉 エ キ ス 中 の Cry

／1濃度を同 じ希釈度 （1 ：20換算値）に 直 し て 比較 し

た と こ ろ，市販 の ス ギ 花粉 エ キ ス は CryiI 含量 が
一

致 して い な か っ た。特 に 治療用 エキ ス は Cry ブ1含量

が低 く， 1 ：1000表示 の エ キ ス は ス ク ラ ッ チ テ ス ト用

エ キ ス の 1彑 5以 ドで あ り，ま た 同 じ 治療 用 エ キ ス の

1 ：1GO表示 の も の と比 べ て も Cry ゴ1含量 は か な り

低 い もの で あ っ た．以 との よ うに 有販 の ス ギ 花粉 エ キ

ス で は，含量 と表示希釈度 との 間 に 人きな 差が み ら れ

た ．　 ・
方，我 々 の 調製 し た ス ギ 花粉 エ キ ス に 含 ま れ る

C塑 ブ1 量 は 市販 の ス ク ラ ッ チ テ ス ト 用 エ キ ス の 48倍

N 工工
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と著 し く高 い 値 で あ っ た．しか し，こ の 値 は 先 の 藤 野

らの 報 告
帥
の 中 で 彼 らの 調製 した ス ギ 花粉 エキ ス が最

も効 率良 く抽出 し た 場合 に 1 ： 1000換算値 で 400〜500

ngfml の 0理 ノ1を 含 む こ と と ほ ぼ 一
致 し て い た

（我 々 の ス ギ 花粉 エ キ ス は ， 1 ： 1000換算値 で 304ng／

m1 の ○ ッ ノ1を 含 む）．以上 の 結果 よ り，
モ ノ ク P 一

ナ

ル 抗体を 用 い た 本 ELISA は ス ギ 花粉 エ キ ス に 含 まれ

る Cη ブ1の 定量 に 使用 で き る もの と思 わ れ る ．

　 ス ギ花粉 ニ キ ス は花粉症 の 診断 や 治療に 用 い られ て

い る が
， 近年 ， そ の 品質 の 標準化 の 必要 が 言 わ れ て い

る
5 ）9，−m ．本 ELISA に よ り測定し た ス ギ花粉 エ キ ス の

0η ブ1含量 の 結果 か ら も，従来よ り指摘され て い る
6 ｝η

市販 の ス ギ花粉 エ キ ス の表示希釈度 と実際 の Cry ブ1

含量 と の 相違 や 治療用 エ キ ス の Cry ブ1含量 の 少な さ

が確認され た ．以上 の ス ギ花粉 エ キ ス の 問題点は 診断

や 減 感作療法 の 治癒効果 に も影響 し て い る 可能性が考

えられ，標準化の 必要を改 め て 感じ る もの で あ る，今

回確 立 した ELISA に よ りこ れ ま で の
“ 1 ：20

”
と い っ

た 希釈度に よ る ア レ ル ゲ ソ 量 の 表示 で は な く，ス ギ 花

粉 エ キ ス 中 te含 ま れ る Cry ／1量 を 絶対濃度で 表示 す

る こ と が 可 能 と な る こ と か ら，本 ELISA が ス ギ花粉

エ キ ス の 標準化 に 応用で きる もの と 思 わ れ る．
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AN  ENZYME-LINKED  IMMUNOSORBENT  ASSAY  FOR  THE  QUANTITATION  OF  THE  MAIOR

      ALLERGEN  FROM  JAPANESE CEDAR  (CRYPTOMERL4  juIPOIVICA) POLLEN,

                  Cry i I, USING  MONOCLONAL  ANTIBODIES

Masanao Watanabe, Masahiro Tamura  and  Takao Nagoya

      Kbwa  Research Institute} Kbwa  Co., Lld.

      Yuichi Takahashi and  Susumu  Katagiri

  71ite Ylamtagata P,efectural institute of Rtblic Health

               Tetsuo Oka

        llharmaay, 7lrmano City Hbspimt

   We  have developed an  enzyme-linked  immunosorbent assay  (ELISA) using  two  anti-Cty  i I monoclonal
antibodies  (KW-SIO and  KW-S131) for the quantitation of the major  allergen  frorn Japanese cedar  (Cmptomeria
ldPonica) pollen, Cio, i I. Polystyrene microplates  coated  with  KW-S131  were  ineubated with  pollen allergen
extracts.  Ctotj I, which  bound to the antibQdy,  was  detected with  alkaline  phosphatase-conjugated  KW-SrO  using

chromogenic  enzyme  substrate.  Cry ]' I could  be measured  in concentration  of between O.16 and  2.5 ngfml  by  this
assay.  Intra- and  inter-assay coefficients  of  variation  were  1.l-3.5% and  O.9-4.6%, respectively,  This assay  was

considered  that it was  specific  for Ci), j I of  Japanese cedar  pollen because it didn't react  with  allergens  of hinoki
(Chamaeopairs obtusa)  pollen which  have antigenicity  in common  to Japanese cedar  pollen. This assay  would  be
useful  for the  standardization  of Japanese cedar  pollen allerzgen extracts.


