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An 　allergen 　enolase 　is　ig．　olated 　from　camellia 　pollen
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　　 Among 　proteins　separated 　from　an　extract　of 　C αmellia ．ノaρonica 　pollen　by　2D−PAGE ，
three　proteins，　Cj　57，　Cj　53　and 　Cj　50　with 　molocular 　weights 　of　57，53　and 　50　kDa　respec −

tively，　were 　detected　as　a1】ergens 　by　Western　blotting　using 　serum 　from　a　patient　with 　ca −

mellia 　pollinos
’is．　Moreover

，
　the　protein　qi　50　was 　identified　as 　an 　enolase 　by　mass 　 spec −

trometry
，
　and 　the　amino 　acid 　sequence 　deduccd　by　cloning 　of　the　Cj　50　gene　confirmed 　that

the　protein　is　a冂 enolase ．　F順 hermore，　the　prote
’in　panially　purified　by　column 　chromatog −

1
’
aphy 　was 　f（）und 　to　have　enolase 　activity．

　　 An　antibody 　rised　against 　Cj　50　recognized 　Cj　53　as　well 　as　q　50．　q 　53　may 　be　an
isof（）rm 　of 　Cj　50　because　it　always 　 was 　detected　in　the　enolase 　f±action 　with 　qi　50．　These
proteins　were 　detected　in　the　extracts 　of　pollen　grain，　flower　and 　leaf　by　Western　blotting
using 　the　antibody ，　but　Cj　53　was 　detected　only 　in　the　pollen　grain．

　　 Immullo−electron 　microscopy 　detected　the　labels〔）f　the　antibody 　in　the　cytosol 　and

generative　ccll　nucleus 〔）f　pollen，　and 　in　the　cell　nucicus   f　leaf　cells．　The　immuno −labeling
in　the　nucleus 　suggests 　that　q　50　and ！or　Cj　53　have　anothcr 　physiological　fUnction　besides
enO 且ase 　actlvity ．
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緒 言

　花粉 ア レ ル ゲ ン が 同定 さ れ，そ れ らの 性質 が調 べ ら

れ て い る．ア レル ゲ ン 蛋白質は 花粉症 との 関連 で 注目

され るが それらは本来花粉 に おい て何 らかの 生理的

機能をもっ て い る と考え られ る，ス ギ花粉ア レル ゲ ン

の Cry　j　1 は ペ ク トリ ア
ーゼ 活性 をもち

i／1）
，花粉発芽

との 関 係 が 推 測 さ れ て い る
（2）
．オ リーブ の Ote　e　1 は

トマ ト花粉の 特異的蛋 A質で ある 1．AT 　52 と相同性が

み られ
M

，こ の 蛋白質 を欠 い た 花粉 は 正 常 に発芽せ

ず，Olccl も発芽 に 関わ る の で は ない か と考えられ

て い る
〔’o．また Ole　e　9 はβ一1，3一グ ル カ ナ ーゼ で あ

り
〔F°］

，ホ ソ ム ギ の LolpL と トウ モ ロ コ シ の Zeam1

は エ ク ス パ ン シ ン 様活性 を もち．雌ず い の 糸ll「胞壁 との

関係が 考えられ て い る
c6）
，ア ブ ラ ナ の Bra　r　l は Ca2

＋

結合蛋白質で ，花粉管伸長へ の 関与が推測さ れ て い

る
〔7／・
．オオ ア ワ ガ エ リの Ph［pVb

〔s
’
と カ バ ノ キの Bet

v1
〔9：3

は RNA 分解活性 をもち，花粉 の 抗菌性 に 関 わ っ

て い る こ とが 推測 され て い る．こ の よ うに幾つ かの 種

の 花粉 ア レ ル ゲ ン は，花粉 の発芽 ・管仲長，受精など

に関わっ て機能して い る こ とが 考え られ て い る，

　我 々 は前報
〔lo）

に おい て 3種類 の ツバ キ花粉ア レ ル

ゲ ン を同 定 した．本鯡 究 で は，そ れ らが ツ バ キ 花粉 に

お い て どの よ うな 生 理 的働きを もっ て い る の か を推測

す る た め
，
ア レ ル ゲ ン の ア ミ ノ酸配列 の 解析 と ク ロ ー

ニ ン グ を行 っ た．また さらにア レ ル ゲ ン に対する抗体

を作製し，免疫電子顕微鏡法 に よりア レ ル ゲ ン の 細胞

内分布を調べ たの で ，そ の 結果に つ い て 報告する，

※ E−mail ：nakaneri ＠cosmos ．ocn ．ne．jP
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材料と方法

1，材料と花粉の培養

　開花直前 の ツ バ キ （Camellia．ノaponica ）の 花 か ら葯

を集め ，30℃で 開葯させ た の ち，篩を通 して花粉の み

を集 め た，集 め た花粉は シ リカ ゲル と共に使用時 まで

一20℃ で保存した．葉と花は花粉を採取した木と同じ

個体から使用直前に採取した．

　ツ バ キ花粉を 0．1M シ ョ 糖
一1．5％寒天培地 に散布 し，

25℃ で 培養 した．

2 ．蛋白質の 抽出

　蛋 白質の 抽出 の操作は 4℃で 行 っ た．花粉 を pH　7．5

の 20u1M　Tris緩衝液に懸濁 し，ポ ッ ター型 ホ モ ジ ナ イ

ザー管 を用 い て 破砕 し，破砕した液を 10000 × g で 20

分間遠心分離 した．．L清をさ ら に 80000× g で 王時間

遠心分 1雄 した．得 られ た 上清に冷 ア セ トン を終濃度

が 75％ に なる ように加え，懸濁させ，2時問放置した．

蛋白質が析 出 して きた 液 を 1000D × g で 10分聞遠心分

離した． L清を捨 て たの ち，冷 ア セ トン を加 え，ペ ス

ル を用 い て沈殿 を破砕 し，再度 10000× g で 10分間遠

心分離 した．上清を捨 て，風乾 させ て 得 られた沈殿 を

成熟花粉 の 80000× g 上清蛋白質と した、

　葯 （45mm の 蕾か ら採取），花弁，葉 の 蛋 白質 に つ

い て は，こ れ ら組織を乳鉢に 人 れ，液体窒素中で乳棒

を用 い て破砕 した，粉状になっ た組織片 をエ ッ ペ ン ド

ル フ チ ュ
ー

ブに 移 し，O．07％ 2一メ ル カ プ トエ タ ノ
ー

ル と 10％ TCA を含む冷セ i・ン を加え て さ らに破砕 し

た．破砕液を遠心分離し，得られ た沈殿をア セ トン で

洗 っ た後 風乾させ た，各組織の沈殿 を 125mM 　Tris

緩衝 液 （pH　6．8） − 5％ 2一メ ル カプ トエ タ ノ
ー

ル
ー

2．5％ SDS − 10％ グ リ セ ロ ール液に懸濁 し，ペ ス ル

を用 い て さ らに 破砕 した．それ ぞれ の 組織破砕液を遠

心分離し，得られ た．ヒ清を電気泳動用試料と した．

3、蛋白質濃度の測定

蛋白質濃度は Bradford法
Lm

に より測定した．

4 ．花粉蛋白質の 二 次元電気泳動 （2D −PAGE ）

　2D−PAGE は O
’
Farrelの 方法

〔12）
に従 っ て行 っ た．精

製 し た 蛋白質 （80000× g 上 清蛋自） を 9，5M 尿 素
一2％　Triton　X −100− 2％　Biolyte　3！10− 5％　2一メ ル カ

プ トエ タノ
ー

ル
ー5％　PVP −40液 に懸濁 し，ペ ス ル で

す りつ ぶ した．蛋 白質液 を室温 で 1時間放置 した後．

10000× g で 10分間遠 心 分離 し，上浩を 使用 した．一

次元 目の 等電点電気泳動はチ ュ
ー

ブゲル 電気泳動装置

を使用 して行 っ た，両性担体 は Biolyte　3／10 と Biolyte

st8を使用 し，そ の 割合 は 1 ：2 と し た．また電極液

に は 1DOmM リ ン 酸と IOOrnM　NaoH を使用 した，二

次元 目の SDS−PAGE は Laemmliの 方法
“．a）

に 従 っ て 行

い ，ス ラ ブ電気泳動装置を使用し，10％ ア ク リル ァ ミ

ドゲ ル で 蛋白質を分離 した．泳動後，ゲ ル を 30％ メ

タ ノ ール ー10％ 酢酸液 に浸 して 蛋 白質を固定 した 後，

CBB 染色 を 行 っ た．蛋 白質 の 分 ’量 は 分 f’量 マ ー

カ
ー

（Bio−Rad社）を用 い て算出した．

5 ．花粉 ア レ ル ゲ ン Cj50と Cj53の 質量分析

　Hellman らの ln　gel　Digestion法
u4）

に従 っ て 質量 分

析 の 試料 を調製 した．操作 は全 て エ ッ ペ ン ドル フ

チ ュ
ーブ を使 っ て行っ た．CBB 染色 で十分染まっ た

Cj50と Cj53の ス 〉ドッ トを2D−PへGE ゲル か ら切 り出 し，

チ ュ
ーブ に 入 れ ，ゲ ル に 60％ ア セ トニ トリ ル を加え

て 洗浄 した，そ して 液 を 1DO％ ア セ トニ 1・リル に 置換

し，ゲ ル を十 分 乾燥 さ せ た．そ し て，ゲ ル に

12．5ng トリプ シ ン／μ1
− 100mM 　NH4HCO3 溶液あ る い

は lng リ ジ ル エ ン ドペ プチ ダ
ーゼ ／μ1

− 100mM 　Tris

緩衝液 （pH　9．0）を加え，4℃ で ゲ ル を膨潤 させ た．

その 後，ゲル に 吸収されなか っ た過剰 な酵素液 を取 り

除き，ト リプシ ンの 場合に は NH
ヰ
HCO3 溶液を，リ ジ

ル エ ン ドペ プチダ
ーゼ の 場合 には Trjs緩衝液を適量

加え，37℃ で
一
晩消化させた．ペ プチ ドの 溶出 した液

を c18 カ ラ ム で 脱塩 し，　 Q−ToF 　micro （Micromass 社）

で分析し た．得られ たデータ は Masslynx　ver 　4，0 を用

い て 解析 した．またデ
ータ ベ ー

ス の エ ノ ラ
ーゼ やク

ロ
ー

ニ ン グした Cj50 を トリプシ ン 処理 した場合 に 得

ら れ る ペ プチ ドの 質量 とア ミ ノ 酸配列は MS −digest

（http：11prespector．ucsf ．edu ！ucsthtml4 ，01msdigest．htm）　 を

用い て推測した．

6 ，Cj50遺伝子の クロ ーニ ン グ

　全 RNA 抽出は Shirzadeganらの 方法
〔15〕

に従 っ て 以

下 の ように行 っ た．液体窒素で 凍結させ た花粉を破砕

し，2 − 3 倍 量 の 全 RNA 拙 出 液 （pH 　8．O の ⊥00mM

Tris緩 衝 液 10mM 　EDTA ，100mM 　LiC！t，1％ SDS）

に 懸濁 した．この 懸濁液をフ ．・L ノール ーク ロ ロ ホ ル ム

処理 した後，113量 の leM　Lic］溶液を加え，− 20℃ で

1 時間 以 上 静置 した．こ れ を遠心分離 して 得 た 沈殿 を

2M 　Licl−50mM 　EDTA 液に懸濁し，再 度遠心分離して

RNA の 粗 沈殿 を得た．沈殿 を 1mM 　EDTA を含む

pH 　8．0 の 10mM 　Trls緩衝 液に溶 か し，溶解 し た 粗

RNA 溶液 をフ ェ ノ
ー

ル ーク ロ ロ ホ ル ム 処理 し，工 タ

ノ
ー

ル 沈殿後に得た沈殿物 を滅菌水に溶解 し，RNA

試料 と した．得 られ た RNA は 70℃ で 熱変性 させ た 後

RNase阻害剤存在下 で逆転写反応 を行 っ た，逆転写反

応 は 42℃ × 50分，70℃ x15 分 で 行 っ た．逆転写 して

得た cDNA か ら Cj50 の cDNA を得る た め，縮重プ ラ

N 工工
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イマ ーA （GGN 　AAY 　CCN 　ACV 　GTB 　GAG ）と縮重プ

ラ イマ
ーB （GGN 　GAr　GAY 　YTN 　TTR 　GTY 　Ac ）を用

い て PCR を行 っ た．　 PCR は 94℃ x30 秒，52℃ × 1分，

72℃ × 2分 で 35サ イクル 行 っ た．次 に Cj50遺伝子 に

特異的な塩基配列 （TAArGGTTCACAAAAGArCTCAG

G ）を用 い て 3’−RACE を行 っ た．　 PCR 産物は TA ク

ロ
ー

ニ ン グ キ ッ ト （lnvitrogen 社 〉を用 い て pCR 　H ベ

ク ターに組み 込 み，DNA シ ーケ ン サ ー （ABI 　PRISM

310　Genetic　Analyzer；　App］’ied　Biosysterns社）で塩基配

列 を読ん だ．塩 基配列は GENETYX ソ フ ト ウ ェ ア

（Software　Development　3土）を用い て解析 した．塩基配

列 か ら推測 さ れ たア ミ ノ酸配列 は BLAST ，　 FASTA を

使 っ た DDB 亅相 同性検索 シ ス テ ム （http：〃ww 、Mddbj ．

nlg ．ac ．jp1）を利用して解析した．

7 ．Cj50の精製

　Cj50 の 精製 は，ラ テ ッ ク ス ア レ ル ギ ー
の ア レ ル ゲ

ン の 精製方法
（16〕

に 準じて 行い ，全 て の 操作を 4℃ で

行っ た．

　花粉 LOgから 20mM 　Tris緩衝液 （pH　7．5）を用い て

抽 出液 〔10000× g で 20分間遠 心分離 ）を調 製 し，

（NH4 ）2SO4 （硫安）沈殿分画 を行 っ た．硫安飽和濃度

O− 45％，45 − 60％，60− 75％，75− 100％ の 沈殿画分

それ ぞ れ につ い て，ッ バ キ花粉症患者血清を用 い て

ウ ェ ス タン ブU ッ トを行 い ，またエ ノ ラ
ーゼ 活性の 測

定を行 っ た．次に，血清 と反応 した 45− 60％ の 硫安

画分 の 全量 を Sephadex　G −75カ ラ ム （φ1，6　x 　h　120cm ，

分画 3ml＞に か け，緩衝液で溶出 ，分画 した．それ ぞ

れσ）画分につ い て ，rflliE一
を用 い て ウェ ス タ ン ブ ロ ッ ト

を行い ，またエ ノ ラ
ー

ゼ活性の測定を行 っ た．さ らに，

ゲル ろ過 の 画分 の うち血 清と反応 し，また 最 もエ ノ

ラ
ーゼ 活性が高か っ た 画分の 活性の 半分以 ヒの 活性を

持つ 画分を集め て，そ の 液を DBAE 一セ ル ロ ース カ

ラ ム （φ1．2 × h 工Ocm，分 112ml）にか け た．溶出 は

0．3M　NaCl を含む緩衝液で行 っ た．そ して それぞれ の

画分 に つ い て ，血清を用 い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ トを行

い ．また エ ノ ラ
ーゼ 活性 の 測定を行 っ た．

8．酵素活性の 測定

　エ ノ ラーゼ活性は Westhead とMclain の 方V．　Ci7）に

準 じて 測定した ，蛋 自質1μg を含む 蛋 白質液を反応

液 （pH　7．5 の 67mM リ ン 酸 緩 衝 液，1mM 　MgSO4 ，

2mM 　 2一ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 ；総量 王mL ）に 加 え，

30℃ で 反応 さ せ．240nm の 吸光度変化に 基 づ き，生

成 した ホ ス ホ エ ノー
ル ピル ビ ン酸量 を測走した．酵素

活性 の 値は，1分間に 1μmol の 基質を生成物に変化 さ

せ る酵素 量：を 1 ユ ニ ッ トと して 測定 し，国 際単位系 の

カ ター
ル （kat）に変換 して 表示 した．

9，抗 Cj50抗体の 作製

　CBB 染色 し た 2D−PAGE ゲ ル か ら Cj50 の ス ポ ッ ト

を切 り出 し，ゲ ル か ら蛋 白質を 抽出 した．得 ら れ た

Cj50蛋 白質溶液を 4週令 の Balb〆c 雌 マ ウ ス に 腹腔注

射した．1 回目は蛋白質溶液を フ ロ イ ン ト完全 ア ジ ュ

バ ン トと混ぜ ，以後 は不完全 ア ジ ュ バ ン トと混ぜ，10
同お きに 計 4 回免疫 した，抗体価は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ

トで 確 か め，心 臓 よ り全 血 採取 し，そ の 血 清 を抗

Cj50抗体 と して使用 した．

10．ウ ェ ス タンブ囗 ッ ト

　ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ トを行うた め ，2D−PAGE あ る い

は SDS −PAGE に よ っ て 分離 した 蛋 白質 をプ ロ ッ テ ィ

ン グ装置を用い て，ゲ ル か ら NC 膜ある い は PVDF 膜

へ 転写 した．膜 を蒸留水 で 5分間洗浄 したの ち，pon−

ceau 　S で染色 し，蛋白質の ス ポ ッ トを確認した．膜を

0．1％ Tween−20 を 含 む PBS 液 （PBS −T）（8．1mM

Na2HPO4，1．5mM 　KH2PO4，140mM 　NaCl ，2，7mM

KCI ）に浸し3回洗浄 ・脱色 した後，1％ BSA を含む

PBS −T に 浸 して 4℃で
一

晩振 とうし，ブロ ッ キ ン グを

行っ た．

A ．ヒ ト血 清 を用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト

　0．1％ BSA を含む 0，9％ NaCl 液で 4倍に希釈した

ヒ 1・血 清に PBS −T で 洗浄 した 膜 をか ぶ せ ，25℃で 3
時問反応 させた．膜 を PBS −T で 3 回洗浄 した．　 PBS −T

で 2000倍に希釈し た ヤ ギ 由来ペ ル オ キ シ ダーゼ ー抗

ヒ トIgE 液 に膜 をかぶ せ，30℃ で 1時問反応 させ た．

膜を洗浄 した後，ECL 反応液 （Amersham 　Biosciences

社）に浸 して 発光 させ，X 線 フ イ ル ム （RX −U，フ ジ

フ イル ム 社）に感光させ抗体反応を検出 した．

B ．抗Cj50抗体を用 い た ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト

　10mM 　Tris緩　衝　液 （pH　8，0＞一　150mM 　NaCl −

0．1％ BSA 液で適宜希釈 した抗 Cj50抗体液に膜をか

ぶ せ ，室温 で 2時間反応 させ た．膜 を洗浄後 2000

倍に 希釈 した ビ オチ ン 化抗 マ ウ ス IgG 抗体 （ウ マ 由

来）と反応させ た，次に PBS −T で 洗浄し，5000 倍希

釈 した セ イ ヨ ウ ワサ ビ 由来ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ 結合 ア ビ

ジ ン と反応 させ た．検出は．ヒ記 の 通 りに行っ た．

11，抗 Cj50抗体を用い た免疫電子顕微鏡観察

　試料を 4％ パ ラ フ ォ ル ム ア ル デ ヒ ドーO．5％ グ ル タ

ル ア ル デ ヒ ド
ー50mM カ コ ジ ル 酸緩衝液 （pH　7．3） に

浸 し，マ イ ク ロ ウ ェ
ーブ 処理

〔18）と 脱気処理 を行 い ，

さ ら に
一

晩振とう固定し た．試料をカ コ ジ ル酸緩衝液

で 洗浄 し た 後，O，1％ OsO4 一ユ．5％　K4［Fe（CN ）51 液に

浸 し，1時間振 と う固定 した．固定 され た 試料 を緩衝

液 で
一

晩振 とう し た 後，エ タ ノ
ー

ル 系列 で 脱水 し，

LR −White 樹脂 （London　Resin社）に 包埋 し た．作製
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88 田中
・
中村

した超薄切片を Ni 製グ リ ッ ドに の せ ，一晩乾燥さ せ

た．

　免疫染色は次の よ うに行 っ た，試料切 片が載っ た グ

リ ッ ドを TBS （pH　7．2の 50mM 　Tエis緩 衝液　150mM

NaCの で 30倍 に 希釈 した正常ヤ ギ 血清液中に浸 し，

30分 間，室温 で ブ ロ ッ キ ン グ 処理 を した．そ の 後

TBS で 2000倍希釈 した抗 Cj50 抗体 と 4℃ で
一

晩反応

させ た．50mM 　Tris緩衝液 （pH 　7．2） − 150mM 　NaCl −

0．2％ BSA 液 で 洗浄 した後 100倍 に希釈 した 10nm

金 コ ロ イ ド標識ヤ ギ由来抗マ ウ ス lgG 液 （フ ナ コ シ

社）と室温 で 1時間反応 させ た．試料 を洗浄 し，電子

染色
（19）

を行 っ た．さ ら に
一一

晩乾燥させ た 試料を JEM

1200EX透過型電子顕微鏡 に よ っ て 観察 した．

〈略語〉

　上述 した略語 の他 に，以下 の 略語 を使用 した．

BSA ：牛血清ア ル ブ ミ ン ，　 CBB ：ク マ シーブ リ リ ア ン

トブ ル
ー
　R −250，EDTA ： エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四酢酸

NC ニ ニ トロ セ ル ロ ース，　 PCR ニ ポ リ メ ラーゼ 連鎖反

応，PVDF ： ポ リビニ リデ ン ジ フ ロ リド，　 PVP−40 ： ポ

リビ ニ ル ピロ リ ドン
ー40，SDS−PAGE ： ドデ シ ル 硫酸

ナ ト リ ウ ム ーポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気 泳動，
TCA ： トリク ロ ロ 酢酸，　 Tris ：2 一ア ミ ノ

ー2 一ヒ ドロ

キ シ メ チ ル ー1β一プ ロ パ ン ジオール，

結 果

1，ツ バ キ花粉ア レル ゲン Cj50の ア ミノ 酸配列解析

　 ッ バ キ花粉抽出液を 2D−PAGE で 分離 して 検出され

た 蛋白質 とツ バ キ花粉症患者血清を反応させた と こ ろ，

分子量 57，53，50kDa の 蛋白質ス ポ ッ トが 反応 を示

した （Fig，1），そ こ で，この 研究で は まず，50　kDa の

蛋 白質 （Cj50） に 注 目した．単離，抽出した Cj50を

トリ プシ ン消化し，質量分析を行っ た とこ ろ，Table　1

に示す質量 とア ミ ノ酸配列 を持つ ペ プチ ドが得 られた．

こ れ らの ペ プチ ドにつ い て EへSTA プ ロ グ ラ ム を用 い

た相同性検索を行 っ た と こ ろ ，複数 の ペ プ チ ドが植

物
・
動物

・
酵母な ど の エ ノ ラ

ーゼ と相同性 を示 し，と

くにパ ラ ゴ ム ノ キ や シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ の エ ノ ラーゼ に高

い 相同性を示し た．Cj50 の N 末端ア ミノ酸配列解析

も行っ た が，配列 を読 む こ と は で きなか っ た．

MW
｛kDa ）

9766

45

31

5．0
10Pa

7，0

Fig．1．2D−PAGE 　of 　the　extract 　from　camellia 　po［len．

　　　The　extract 　from　the　mature 　quiescent　pollen　grains
　　　of 　Camellia／aponica 　was 　subjected 　tQ　2D−PAGE ．

　　　The　spots 　of 　Cj　57，　Cj　53（a，　b）and 　Cj　50　proteins
　　　（arrows ）were エeacted　with　serum 　from　a　patient
　　　 with 　camellia 　pollinosis．　The　proteins　in　thc　inset
　　　（dashed　linc）were 　concentrated 　a皿 d　then　developed

　　　once 　more 　by　2D−PAGE （lower　figure）．

Tab 且e　1．　 Amlno 　acid 　sequ ¢ nces 　Qf　the　fragme1朮s　Qf　camel −

　　　　lia　pollelコ allergen 　Cj　50．

　　　　Mo 】ecular 　wejghts 　and 　amino 　acid 　sequences 　of

　　　　the　fragments　revealed 　by　mass 　spectrometry （up −

　　　　per　Ii囗 es ）were 　compared 　with 　those 　of 　Hev　b　g
　　　　which 　is　an 　enolase 　in　Hevea 　brα siliensis ，乏md 　its

　　　　sequence 　had　the　highest　homoLogy　to　that　of　Cj
　　　　50，and 　with 　that　of 　an 　enolase 　in　Arahidopsis

　　　　thaliana （asterisk ）．

No Mass Amino　aeid　sequence

1
1525．141509

．73
IQIVGDDLLVTI ．L山

VQIVGDDLLVTNPK

2
1572．901572

．84
vNQIGsVI ．VSIFAVK
VNQIGSVTESIEAVK

3
1679．862118

，38
　 　 PVPAFNVIDLLVNUR

NLVI．PVPAFNV ［NDGSHAGNK

2 ，Cj50遺伝子の クロ ーニ ン グ

　質量分析で得ら れた Cj50 の ア ミ ノ 酸配列 に 基づ い

て作製した プラ イマ ー
を用 い て，部分的な Cj50遺伝

子を ク ロ
ーニ ン グした．全長 の Cj50遺伝子を得る に

は至 らなか っ たが，428ア ミ ノ 酸を明ら か に した．そ

して Cj50塩基配列か ら推測さ れ る ア ミノ 酸配列 は質

4
1716．eo1681

．75
　 KLQVEVDISSLLLFI 」
“GNPT ▽EVDIHTSNG 皿ζ

5
2251 ．32225L13 RLFSDTEIAPLSVGLLFSRI

SGETEDTFIADLSVGLATGQIK

6
3015 ，61　　　 SFVSEYLI 」LALLELFFDSPFAYAFZT
2944 ．20　　　SFVAEYPIVSIEDPFDQDDWAHYAK
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Cj50ileveaArabldopslsGryzaHDneSaccharomyces

CJsoHeveaArabidoPslsOryzaHomoSaccharor

”yces

c」50Hevea

八rabldopsisOryza6

  oSacchar

  yces

Cj5DH
別 聞

ArabidOPSISOryza

日omoSaGoharomyG

巳s
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Fig．2．　Homology 　of 　amino 　acid 　sequcnces 　betwecn　Cj　50　ancl　enolases 　from　va エious　species ．

　　 Tho　a皿 ino　acid 　scquen じe　of 　Cj　50　was 　compared 　with 　those　of ∫Hevea　brasiliensis，　Arahidopsis　thaliana，　Oryza　sati −

　　 va ，　Ho ’no　sa ρiens　a皿d　Saccha广om ）
lces 　cerevih

’iae．　Cj　50　had血e　highest　homology（92％）to　H ．　brasiliensis　and 　con −

　　　served　all　the　a  ino　acids 　needed 　for　enolase　activity（arrowhcads ），　in　addition　tQ　possessing　two 　LXVXL 　motifs

　　　（Eifr〔，ws ）related 　t（，　transcriptional　repression ，

量分析 の 結果 と同 じよ うに，植物
・
動物 ・酵母 の エ ノ

ラ
ーゼ に 高い 相同性 を示 した （Fig．2）．最 も相同性 が

高か っ た の は パ ラ ゴ ム ノ キ の エ ノ ラ ーゼ Hev　b　9 で

92％で あ り，多くの 双子葉植物や単子葉植物の エ ノ

ラ
ーゼ に 対

’
して も80％ 以上，ヒ トとで は 69．5％，酵

母で は 60，7％ だ っ た．と くに Mg2
＋

との 結合部位 な ど

の エ ノ ラ
ーゼ 活性 を示すの に 必 要 な ア ミ ノ 酸 は 全 て 保

存さ れ て い る こ とか ら
（20・21／’

，Cj50 はエ ノ ラー一ビ活牲

をもつ と推測される，

3 ．ア レル ゲ ン の精製 とエ ノ ラーゼ 活性

　硫安分画，ゲル ろ 過分 iI，陰 イオ ン 交換 ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー （Flg，3） を行 い ，　 Cj50 を部分精製 した．

Cj50が含まれ る陰イオ ン 交換ク ロ マ 1・グ ラ フ ィ
ー

の

両分 14の エ ノ ラ
ーゼ 活性 は 80000× g 上清 1夜の それに

対 して 約 20倍 に精 製 さ れ た （Table　2），また各精製段

階に おい て患者血清 を用い た ウェ ス タ ン ブ ロ ッ トを 行

な っ て み る と，最も強 い 活性分画に Cj50 と 53kDaの

蛋白質 （Cj53）が 共に含ま れ て い る こ とが わ か っ た

（Fig．3）．またデ
ータ は 示 して な い が ，ッ バ キ花粉 エ

ノ ラ
ー

ゼ は 活性 を示す の に Mg21 が 必須 で あ り，そ の

活性 は NaF に よ っ て 阻害 され た ，また最適 pH は 7．5，

最適温度は 50℃ で あ っ た，

4 ，Cj53の ア ミノ 酸配列解析

　Cj50 の 精製 に 際 して ，　 qi53は Cj50 と同 じ分画 に含

まれ て い たため，Cj53に つ い て もトリプ シ ン 消化 し，

質量分析を行い ，Tab隻e　3 に示すよ うな質量 とア ミノ

酸配列 を持つ ペ プチ ドが得 られ た，Cj53 の ペ プチ ド

に つ い て，FASTA プ ロ グ ラ ム を用 い た相同性検索 を

行 っ た と こ ろ，6個 の ペ プチ ドが植物
・
動物

・
酵母 な

どの エ ノ ラ
ーゼ と相同性 を示 した．質量が 1983．82の

ペ プチ ドだけは シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ や パ ラ ゴ ム ノ キ に は相

同性 を示 さず，イ ネや トウ モ ロ コ シ の エ ノ ラ
ーゼ

ENO2 に だけ 相 同 性 を示 し た．また q50と Cj53 に つ

い て 質量 分析装 置 で網羅的 にペ プ チ ドの 検出 を試み た

と こ ろ，それぞれ 58個 の ペ プチ ドを検出 した （ほ ぼ

同じ質量の ペ プチ ドが数個あっ た場合に は 1個と数え

Table　2，　 Partia［pur丗 cation 　of　enolase 　incamelljapollen．

Purification　stepProtein
　 　 　 　 Enzyme　ac 量ivFty
oontent
　 　 　 　 ｛nkatimg 　protein｝
（mg 〕

Purificatfon

　 Cfotd）

Ext 旧   〔80000 × g

　 supernatant ）

Salting　out 　with

ammonium 　s囗 阡臼te

【45．60％ satu旧量ion）

GeE 喃謄rallon 　on
Sephadgx．G75
Anien 　exchange

chremetography 　by
DEAE 國Cell口 lose

17e．28

51．00

2．43

0．78

24

44

163

445

d．o

1．8

6．6

18．5
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Fraction　No．

SDS ・PAGE

Cj53 一レ

Cj50
曙レ

歪0　 12　 t4　 16　 1B　 20

齢内

一 …1爨 i繋覊騨 鑼靆　　　  串鬢龕話，、、

竃琳 懈照四照「磐 胃
哩糟肆

Tab且e　3．　 A 曲 o　acid 　sequences 　of 由e 唾 m 。nts　of　caniel一

　　　　胚aPo 且en 　allelgen 　Cj　53．

　　　　The　upper 　lines　sbow 　the   olecular 　weights 　and

　　　　amino 　acid　sequences 　of 　the　fragments　of 　Cj　53

　　　　0btained 　by　mass 　spectrometry ，　a 】1d 　the　lower

　　　　lines　show 　those　of　the　corresponding 　f止agments
　　　　of 　Hev　b　9，　having　high　homology　to　q 　53，　and

　　　　that　of 　the　correspondjng 　fragment　of 　the　enolase

　　　　（ENO2 ）fro’m 　Zea　mays （asterisk ）．

NDMass Amine 　acid 　sequence

11572
．821572
．84

VNQIGSVTESIEAVK
VNQIGSVTESIEAVK

21983
．821986
，18

　 GN ？TVEADVFACDDGTFAVG
脅 GNPTVEVDVF −CSDGTFAR

33105
．40　　YG 〔耳〕ATNVGDEGGFAPNIQH 」VPN 〔］・一一

2324．9，s　　YGqDATNvGDEGGFAPNIQENK

Western 　blotting 41826
．861856
．01

IEEELGSEAVYAGASFR

IEEELGSEAVYAGANFR

Cj53 一一レ
Cj50

一レ
52251

．102251
、13

SGETEDTF 五ADLSHLLFDLQ
SGETEDTFIADLSV 〔｝IATGQIK

Enolase　activity ｛nka 廿mg 　protein｝
6991

．98991
．53

ARQIFDSRARQIFDSR

0　　25　 445 　250　 90　　35

Fig．3．　Aniol〕 exchange 　chromatography 　of 　Cj　500n
　 　 　 DEAE −cellulose ．

　　　Tbe 　fractions　having　high　 enolase 　 activity 　on

　　　Sephadex　G −75　gel　filtration　were 　subjected 　to

　　　DEAE −cellulose 　column 　chrematography ．　The　ffac−

　　　tions　eluted 　with　the　buffer　containing 　NaCl 　were

　　　cQllected 　and 　 each 　fractiQn　was 　analyzed 　by
　　　Western　blotting　and 　its　enzyme 　 activity 　deter−

　 　 　 mined ．

た）．Cj50 と Cj53 で質量が同 じぺ

．
プチ ドが 11個得 ら

れた が，異なるペ プチ ドも 47個検出 され た，異な る

ペ プチ ドは Cj50 と Cj53 で 対応するペ プチ ドが 判明 し

たもの に 関 して それぞれ の ペ プチ ドの 質量 とア ミ ノ 酸

配列 を示 した （Table　4）．また q53 は 2D−PへGE で は

等電点の 異な る 2 つ の ス ポ ッ トa と b に分れ るの で

（Fig．1＞，それぞれ につ い て質量分析 を行 っ たが，異

なるペ プチ ドは得 られなか っ た．

Tbb且e　4．　 Comparison 　of 　mass 　and 　 amino 　acid　sequence

　　　　between　Cj　50　and 　Cj　53．

　　　　Cj　50　and 　Cj　53　were 　digested　wi 電h　trypsin　and

　　　　a囗alyzcd 　by　mass 　spectrometry ．　Common 　pep−

　　　　tides　in　Cj　50　and 　Cj　53　were 　examined ．　Nos．1−

　　　　11shown　in　tbe　table　indicate　the　common 　pep−

　　　　tides　in　Cj　50　and 　Cj　53　alld　in　Nos ．12−13，　the

　　　　upper 　lines　represent 　the　data　f6r（］j　50　and 　the

　　　　lower　I　ines　those　fbr　Cj　53．　The　data　of 　Nos．1，
　　　　／0，12（upper ）and 　12（叩 per）were 　obtained 　by

　　　　mass 　spectrome 重ry，　and 　the　others 　were 　deduced

　　　　from　the　data　obtailled 　by　MD −digest　analysis

　　　　（http：〃prospector．ucsf ．edu ／ucsthtm14 ．0〆msdigest ．

　　　　htm）of　the　ami11 （，　acid 　sequence 　of　the　clGned 　Cj
　 　 　 　 50．NI）：not　determ三ned 、

No Mass　　　　Amino　acid　sequence

1 1023．59　　　 L丁IKSVHAR

2 1045 ．64　　　N．D．
3 tl117．72 　　　LAKYNQLLR

4 1152 ．63　　　 N．D，
5 1281．67　　　 DGGSDYLGKGVSK

5 ．抗 Cj50抗体 を用 い たウ ェ ス タン ブロ ッ ト解析

　2D −PAGE で 分離 した Cj50をマ ウ ス に 免疫 し，抗

Cj50抗体 を作製した．作製 した抗体を 用 い て ウ ェ ．ス

タ ン ブ ロ ッ トを行 っ た と こ ろ，こ の 抗体は Cj50だけ

で な く，Cj53 も認識 した （Fig．4），そ こ で こ の 抗体

を用い て ，ツ バ キ の 各組織 にお け る エ ノ ラーゼ の 検 出

を試 み た と こ ろ，抗 q50 抗体 に よ っ て 検出 さ れ た 50

kDa の バ ン ドは 花粉以外に も葯，葯を除い た花，葉 に

6 1292．76　　　1SGEQLKDLYK

7 t492．67　　　SERLAKYNQLLR

8 t791．08　　　 AAVPSGASTGTYEALELR

9 1919 、10　　 VNQIGSVTESIEAVKMSK

te2251 ．19　　　 SGETEDTFIADLSVGLATGQIK

113055 ，66　　　　N．D，

t23017
．15　　 SFVSEYPIVSIEDPFDQDDWEHYAK

2999 ．45　 　 SFVAEYPrVSIEDPFDQDDW 巳HYAK

13
33489911GNPTVEVD 工C ］SNGVKAR

GNPTVEAPVFACDDGT 『AVG
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Ext　 DC 　 Western
　　　　　 blotting

郷 鞭

　 　 　 　 　 ｝

綿 　　　　／t 羹，
継

　　 輝 黼 …

　　　　　　　 Cj53

騨 轢 零
藝

e
”
　　　　　 Cj50

鞭
塾1、ξ
　「しミ

　　1奪匸

焦

Fig．4．　Detection　of 　Cj50　and 　Cj　53　by　Western　blotting　us −

　　　ing　anti −Cj　50　antibody ．

　　　The 　extract 　from　C．．ノaponica 　po　len（Ext）and 　the

　　　most 　active　enolase 　fraction（No ．14）obtained 　by

　　　DEAE −cellulose 　 column 　chromatography （DC ）

　　　were 　developed　by　SDS −PAGE ．　The　a ¢ tive　proteins

　　　in　the　enolase 　fraction（No ．14）developed　by　SDS −

　　　PAGE 　were 　detected　by　immunoblot．　Ab ： the　anti −

　　　body　against 　Cj　50　reactive 　with 　both　Cj　50　and 　Cj
　 　 　53，

も存在 した．こ れ に 対 して，53kDa の バ ン ドは花粉

にの み存在 して い た （Fig，5）．

6 ．｝ft　Cj50抗体を用い た免疫電子顕微鏡観察

　作製 した抗 Cj50 抗体は Cj5G と Cj53 を認識 した，

したが っ て t 免疫電子顕微鏡観察で Cj50とCj53 そ れ

ぞ れ の 分布を区別し て知る こ とは で きない が，エ ノ

ラ
ーゼ と して の 分布を知る こ と は で きる．そ こ で こ の

抗体を用い て，ッ バ キ花粉 における エ ノ ラーゼ の 分布

を凋べ た．成熟花粉及 び発芽花粉に おい て ，全コ ロ イ

ド粒 子の ラ ベ ル は 細胞質 と核 に広 く分布して お り，内

壁 に もわずか に 見 ら れ た が，外壁に は 見 られ なか っ た

（Fig．6A− B）．また と くに雄原細胞 の 核 （Fig．6B）に

多 くラベ ル が見ら れ，朱養核に もラ ベ ル が み られ た

（Fig，6C）．まt 葉に お い て も細胞質と核 に ラ ベ ル の 分

布が見 られた （Fig．6D），

考 察

　ッ バ キ花粉 ア レ ル ゲ ン は少な くとも3種類存在 し，

そ の 分 了
一
量 は 63kDa ，58　kDa，55　kDa で あ る こ とが

報 li
’（IO｝

さ れ て い る が．そ の 際 使 用 し た 分子 量 マ ー

SDS −PAGE

Western　blotting

　　　嬲 ⇒

P　 　A 　　F　 　L

璽

Fig．5．　Occurrence　of 　Cj　50　Ln　different　tissue　of 　C．ノaponi −

　 　 　 cα

　　　The　proteii〕s　extracted 　from　the　polLlen　grain（P），　an −

　　　ther　from　which 　pollen　grains　had　been　 removed

　　　（A），flower　from曲 ich　antbers　had　been　removed
　　　（F）and 　leaf（L）were 　subjected　to　SDS−PAGE 　alld

　　　the　separatod 　proteins　were 　examined 　with 　anti −Cj

　　　50antibody．　Cj　50　was 　detected　in　all　preparations

　　　and 　Cj　53　was 　detected　only 　ill　dle　pollen　grain．

カーに そ の後問題がある こ とが判明した，そ こ で こ の

研究で マ ーカー
を変えて再度分子量 の 検討を行 っ た と

こ ろ，3 つ の ア レル ゲ ン の 分子量はそれぞれ 57kDa，
531dDa，50kDaである こ とが 判 っ た （Fig．1），そして ，

質量分析に よ る ア ミ ノ 酸紀列解析 （Table　L　3，4），遺

伝子の ク ロ ーニ ン グ （Fig，2），酵素活性測定 （Fig．3，
4）か ら，Cj50 と Cj53は エ ノ ラ

ーゼ で あ る と考 えら

れる．エ ノ ラ
ーゼ はこ れまで に も酵母 の ア レ ル ギーや

ラ テ ッ ク ス ア レ ル ギ ー
の ア レ ル ゲ ン と して 同定され，

細胞質に局在す る蛋白質で 抗原性が高い と推測されて

お り，ツ バ キ花粉症 の場今 も同 じ ような ア レル ゲ ン で

あろ うと考えられ る
贓 221劉 、

　Cj50と Cj53につ い て は質量分析 に お い て 質量が同

じペ プチ ドも多く得られ た が．ア ミ ノ 酸配列が 異な る

ペ プチ ドもあ る こ とか ら，その 違 い は修飾な どの 影響

で は なく，こ れ らは 異なる遺伝 了
・
由来の ア イソ フ ォ

ー

ム で あ る と考え られ る （Table　4）．また，こ れ まで に

報告さ れ て い るエ ノ ラーゼ の 最適 pH は 6．8〜8．1で あ

り
嚠

，ツ バ キ花粉 の エ ノ ラ
ーゼ の 配適 pH もこの 範囲

内に含 まれて い た．多 くの エ ノ ラ
ーゼ は分子量 の 大 き

な 二 量体 で 働 くとさ れ て い る が
（24）
，Cj50 と Cj53 は

75kDa以 上 の 蛋白質 を含む ゲ ル ろ 過 分 画 の 際 の Vo 画

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Palynological Society of Japan

NII-Electronic Library Service

Palynologloal 　Soolety 　of 　Japan

92 田中 ・
中村

Fig。6．　Djstributjon　of 　enolases 　jnthc　germユnating 　pollen　and 　the　leaf　of ご．　japonica．

　　　Immunolocaliztttion　ofthe 　enolases ，　Cj　SO　andtor 　Cj　53，　in　the　germinating　po1】ell （A −C ）and 　the　leaf（D ），　was 　cxam −

　　　i皿ed　usmg 廿le　anti −Cj　50　antibody，
　　　The　enolase 　was 　also　detected　in　the　nucleus　as　well　as　the　cytosol，　Cy：cytosol，　In：intine，　GN ：generatlvc　nLLc］cus ．

　　　GCw ：　generative　cell　wall
，
　VN ： vegetative 　nucLeus ，　Nu ： nucleus ．　ArTowheads　show 　the　position　of 　the　nuclear 　mem −

　 　 　 bra皿 e，

分 の SDS −PAGE に は検出 さ れ な か っ た （デ ータ は 示

して い な い ）．エ ノ ラ
ーゼ の 二 量体形成 に は Mg2t が

必須 で あ る が，花粉 の 破砕やゲル ろ過に用 い た緩衝液

に MgSO4 などを加えて もVo 画分 に は Cj50とCj53は

検出されず，エ ノ ラ
ー

ゼ活陸も大変低 か っ た．ツ バ キ

花粉 エ ノ ラーゼ が単量体あ る い は 二 量体で働い て い る

の か に つ い て は さ ら に 検討が 必 要 で あ る が．Cj50 と

Cj53 は 単量体 と して 機能して い る こ と も考え られる．

　作製 した抗 Cj50 抗体 は ツ バ キ花粉の CJ50 だけで な

く cj53 も認 識 し た が （Fig．4），抗 Cj50抗体 を 用 い て

ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ トを行 っ た と こ ろ，ッ バ キ の 葉や花

の 組織 で は 50kDaの バ ン ドが検出 され，53kDaの バ

ン ドは花粉の み に 検出 さ れ た （Fig．5）．さ ら に デ
ー

タ

は 示 して い な い が テ ッ ポ ウユ リ の 花粉で も53kDa の

バ ン ドが検出 され た．Cj50 と Cj53 の 問 に は 酵素 の 性

質に お い て 違い があ り，花粉と葉や花な ど他の 組織と

そ れぞ れ独 白に関係 して い る の か もしれ ない ．性質が

異な るエ ノ ラーゼ が ，発育時期や組織に応 じで 25 漁

，
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そ れ ぞれ の 細胞が お かれ る環境に適した方の エ ノ ラ
ー

ゼ が 発現 して い る こ とが考えられ て い る
 

．

　エ ノ ラーゼ は解糖系の 酵素で あ る た め に細胞質に の

み分布す る と考えられ，それ以外 の 植物部位 に おける

分布に つ い て はあ まり調 べ られ て い ない ，そ こ で 抗

qj50抗体を用 い た免疫電子顕微鏡観察に よ っ て ，発

芽 した ツ バ キ花粉 に お ける エ ノ ラーゼ の 分布を調 べ た．

エ ノ ラ
ーゼ の 局在を示す ラ ベ ル は細胞質の 他に核に も

存在 し，と くに雄原細胞 の 核 の ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン に多

くラ ベ ル が 見ら れ た （Fig．6B）．エ ノ ラ
ーゼ は解糖系

酵素 で はあ る が，他 に も機能を持つ こ とが 報告 されて

い る
〔1ア
ー32〕

，原 が ん遺伝．lt・の 発現抑制に 関 わ る 蛋 白質

で ある myc 結 合蛋 白質 （MBP ） は α
一

エ ノ ラ
ーゼ 遺

伝予の 蛋白質に 翻訳され る DNA の 塩基配列中の メ チ

オ ニ ン か ら翻訳 され る が，核に 存在する こ とが報告さ

れ て い る
醐

，また MBP だけで な くα
一エ ノ ラーゼ に

も myc 遺伝予 の プ ロ モ ーター
領域との 結合能が あ る

こ とが報告され て い る
馴
，エ ノ ラ

ーゼ が他 の 遺伝子

の プ ロ モ ーター領域 と結合する現象は植物で もみ られ，

シ ロ イ．ヌ ナ ズ ナ の エ ノ ラ
ーゼ LOS2 は 低温応答遣伝子

の 転写 を抑制す る SIZIZATIO の 発現 を抑制する こ と

が報告 されて い る
〔31／／

．また MBP と LOS2 が結 合する

塩基配列 は 同 じで は ない が相同性があ り，そ の 配列と

の 結合に必要とさ れ る LXVXL モ チ ー
フ

偲
は Cj50 に

も存在 した．こ の こ と は，ツ バ キ 花粉 の 核 に検出され

た エ ノ ラーゼ も何らか の 遣伝予 の 転写 調 節に 関わ っ て

い るこ と を示唆 して い るの かもしれない ．
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