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　ス ギ花粉 ア レ ル ゲ ン C厂yjII の 皮内 反 応 に お け る ア レ ル ゲ ン 性 ，お よ び 物 理 化学的性質 に つ い て
，

主

要 ア レ ル ゲ ン で あ る Cry　l　Iの そ れ と比較検 討 した，　 C厂y ∫1 は 24／25例 に C厂y ∫IIは 19／25例 で皮内反応

陽性 を 示 し た ．採取年度 ， 採取地 の 異 な る 花粉 よ り 調製 し た 粗抽 出液 に 含 ま れ る C 厂y ／1 の 量 は
， 花粉100

g 当 た り35mg 前後 の ほ ぼ
一

定 の 値 を示 し た が，　 C 厂y　l　IIの 量 は 2．9〜14mg と 大 き く変動 して い た ．　 Cry

lH は CryiI と同様，酸，ア ル カ リ また は SDS 処理 に よ り特異的 ヒ トIgE 抗体 と の 結合性 は ほ と ん ど

失 わ れ る が ，抗 Cry／Il　mAb （N26，　 T27） との 結合性 は か な り保持 され て い た．すな わ ち，ヒ ト lgE
抗体の結合部位は conformational な構造を と っ て い る と推定 さ れ，　N26 ，　T27 は sequentia1 なア ミ ノ 酸

を認識 して い る と推定さ れ た．

Key 　words ： allergen
− ．− C7y ブ1 −一一 Cry ／II− sugi 　pollen

は じ め に

　 ス ギ 花粉症 は
， 春先 ほ ぼ 全国的 に 観察 され る ア レ ル

ギ ー疾患で ある が，そ の 患者数ば ，1970年以 降急速に

増加 の 途 をた どり，大 きな社会問題 とな っ て い る．

ス ギ 花粉 の 主要 ア レ ル ゲ ン は ，1983年安 枝 ら
1）に よ っ

て 単離精製 され ， Sugi　Basic　Pretein（SBP ） と命名

さ れ ，そ の 後 WIIO の 命 名 法 に 従 い CrJ， ゴ1 と呼 ば れ

て い る．さらに そ の 後，谷合 ら 2），阪 口 ら
3＞
に よ っ て C ｝tV

ブ 1 の 分離精製 の 過 程 で
， 条件 を僅 か 変 え る こ とに よ

り，分子量 45〜50kDa の Cry ブ1 と は 抗原性 の 異 な る

37kDa の Cry　f　IIが分離 され，　 N 末端 ア ミ ノ 酸配 列

も，そ れ ぞ れ 20残基，10残基が決定 さ れ て ，両者は 異

な る蛋 白で あろ うと推定 され た ．さ ら に ，河 島ら
4）5］

に

よ り，Cη ブ1，　 C理 ノIIに 対す る モ ノ ク P −．・『
ナ ル 抗体

（mAb ）も 作成 され ，両 者 に 共 通 す る 抗原決定基 は こ の

時点 で は 見 出され なか っ た ．

　 ほ とん どの ス ギ 花粉症 の 患者血 清は Cry ／1，　 Cη ヴ

IIの 両者 に 反応 す る が，　 Cη ゴ1の み あ る い は C，）
1
　i　II

の み と反応す る血 清 も見出され て い る
3｝．しか し，こ れ

ま で，C ηり IIの ア レ ル ゲ ン ｛生は ，患者 血 清 を 用 い る

ELISA で の み 検討 され て お り，αy ／IIが，果 して ヒ

ト生 体 内 で ど の 程度 ア レ ル ギ ー
症 状 に 関与 して い る か

は 検討 され て い な い ．今回 ，25例 の ア レ ル ギ
ー
患者で

の 皮 内反応 お よ び RAST で Cフ3り 1，　 Cη
・ jIIの ア レ

ル ゲ ン 性 を比較検討 した ．さらに ，CryjI工の 物理化

学的性質 も検討 し，Cr），ノ1の そ れ と比較 した ，　 C乃ワ

IIも，　 Cηヴ 1と 同程度 に ス ギ 花粉 症 に 関与 して い る こ

とが 明 らか に された ．
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Abbreviations ： BSA 　bovine　 serum 　 albumin ；

EI．ISA　enzyme ・linked　inlmunosorbent　 assay ；

HRPO 　horseradish　 peroxidase ； Ig　 immuno −

globulin； mAb 　monoclonal 　 antibody ； PBS

phosphate 　buffered　 saline ；　RAST 　radioaller −

gosorbent　 test；　SBP 　Sugi　 Basic　 Protein；　SDS

sodium 　dodecyl　 sulfate

材料 お よ び方 法

1．ス ギ花粉

　 1977年か ら 1991年 に か け て ，神奈川，福 島，千葉，

秋 田 お よ び 奈 良県 で 採取 し た ス ギ 花粉 を ， 使用 時 ま

で
一20℃ に 保存 し た ．

2．ス ギ 花 粉 ア レ ル ゲ ン の 抽出 お よ び精製

　Cη ノIIの 分離精製は，安枝 ら D
の 方法 に 若干 の 変更
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Table 　l　Anti・Crγ グ Iand −Cか ノ II　monoclonal

　　 　　 antibodies し1sed 　in　this　study

Speci負c　forGroupmAbsEpitope
　recognized

　　　　by　mAb

C別 ゴ 1 1Ol3 Conformational

2029 ，065ConformatiOnal

3026 Sequentia1

4027 Sequential

c7y ／II N26 ，　 T27Ulldetermined

を加 えて 行 い ，Cny），　i　1の 精製法
1）と比較 し た．さ ら に ，

抗 C理 ノlmAb 　O65，抗 Cry／Il　mAbN26 を CNBr ・

activated　Sepharose　4B （Pham ユacia 社）に 固定化 し
，

それぞれを ア フ ィ
ニテ ィ

ー
ク P マ ト グ ラ フ ノ ーで精製

し た．蛋 白量 は BSA を 標 準 と して ロ ーリ
ー
法 で 測定

した ．

3．抗体

　mAb 抗 Cry ／1，　 Cry　i　IIは 河島ら
4）5）

の 報告に 用 い

た もの と同
一 Pt

ッ ト の もの を使用 し た 〔Table　 1）．グ

ル ープ 1 ，グ ル ープ 2 に 属 す る mAbs は confor −

mationa1 な エ ピ ト
ープ を認識 し て い る と推定 され，グ

ル ープ 3 ，4 に 属す る mAbs は sequential な ア ミ ノ 酸

配列 を認識 し て い る こ とが 確 か め ら れ て い る．ウ サ ギ

ボ リ ク 卩
一

ナ ル 抗 Cnyy’　i　1，　 Ci：），　i　II抗体 は 当研究所 で

調製 し，Protein・A 　Sepharose （Pharmacia 社）に よ

り IgG 画分 に し て 用 い た
6｝．

4．皮 内反応

　 国立相模原病院内科，耳鼻科を受診 した ア レ ル ギ ー

患者 25例 （男 性 10例 ，女性 15例 ）を 対象 と し，C 智 ノ1，

Cη ブII　 100ngfml を20μ1　一 い て 石 崎
7」

の 方法 に 従 っ

て お こ な っ た ．対 照 と し て，Hollister・Stier社製 ス ギ 花

粉粗抗原 1000倍希釈液を用 い た ．

5．RAST

　Cry ブLCryjII あ る い は X ギ 花粉 ＝ キ ス を ペ ー

パ ーデ ィ ス ク に 結合 させ ，固相を調製 した ．RAST の

測定 に は Pharmacia 　RAST −RIA キ ヅ ト を 用 い た ．な

お ，リ フ ァ レ γ ス D 血 清 （O．35PRU ．／
’
ml ）を 正 常ウ マ

血 清 で 4 ： 7 （v ： v ） に 希釈 し た もの を リ フ ァ レ ン ス

E 血 清 （  ．20PRU ／m1 ）と し て ，試 料 中の 抗体価 は O．35

PRU ／ml 以上 を陽性 とみ な した ．正常 ヒ ト血 清 に よ る

非特異 的 な バ
ッ ク グ ラ ン ド カ ウ ン ト は リ フ ァ レ ン ス

デ イ ス ク ，ア レ ル ゲ ノ デ ィ ス ク の い ずれ を 用 い た 場合

で も リ フ ァ レ γ ス E 血 清 に よ る 結合 カ ウ ン ト の 1／2以

下で あ っ た．

6．Cηり 1，　 Cnyy， ブIIの 測定

　 v イ ク v プ レ
・一

ト （Nunc 社） に 生理食塩水 で 5μ g／

ml に 希釈 し た ウ サ ギ ポ リク ロ
ー

ナ ル 抗 cη ノ1ある い

は抗 Cry　j　II抗体 をIOOPt1加 え ， 37℃ に 3時間 お い て

吸着さ せ ， 1％ ウ シ 血清 ア ル ブ ミ ン （BSA ）で プ ロ
ヅ

キ ン グ を お こ な い 固相 を調製 し た．Cη ブ1の 検 出 に

は，0ユ ％ BSA ・PBS で 希釈し た 標準溶液 （0．3〜20ng／

m1 ）あ る い は サ ソ プ ル 100μ 1を抗 Cly ブ1固相 に 加 え，

37℃ で 2 時間イ ソ キ ュ ベ
ー

ト し た ．0．1％ BSA −PBS

で 3 回 洗浄後 1μ g〆ml に 希釈 し た ビ オ チ ン 標 識 ウ サ ギ

ポ リク 卩
一ナ ル 抗 C7：y　i　1を 100μ1加えた ．　 Cry　i　IIの

検出 に は 抗 Cぴ ノII固相 と ビ オ チ ン 標識 ウ サ ギ ポ リ ク

ロ ーナ ル 抗 Cry　ti　IIを 用 い て 同様に 行 っ た ．固相に結

合 し た 抗原 ・抗体複合物 は horseradish　peroxidase

（HRPO ）標識 ス ト レ プ トア ビ ジ ソ （Zymed 社 ）と基質

o −phenylenediamine （和光純薬社）で 検出 し，492nm

で の 吸光度を測定 し て 算出 し た ．

7．Cry ブ 1，　 C｝：v ／ IIの 熱，酸，ア ル カ リ，　 sodium

dodecyl　sulfate （SDS ）処理

　熱処 理 ：100μg／ml の C ｝y ／1，　 C型 ノIIを 100℃，

10分，37℃ ま た は 56℃ で 1 時間加温 し た ．

　酸 ， ア ル カ リ処 理 ：1eOPtg／ml の CIV’ jI，
　 C刎 jII

を pH 　2ま た は 4 の ク エ γ 酸緩衝液，　 pH 　7の リ ン 酸緩

衝液 ， pH 　9の ト リ ス 緩衝液 ，
　 pH 　12の グ リ シ ン 緩衝液

に
一晩透析し，そ の 後 PBS （pH 　7．2）に

一晩透析し た．

　SDS 処理 ：200μg／ml の Cry　i　l，　 Cηヴ IIに 等量 の

2 ％， 0．6％ ， ｛｝，2％ ， O，02％ の SDS 溶 液 を 加 え ，

一
晩

室温 に て 反応 さぜ た ，

　抗体 と の 結合能 の 測定 ：上記 の よ うに そ れぞれ処 理

し た Cr）1 ／1 ある い は Cry　i　IIを PBS で 5μ glm1 に 希

釈 し，50μlfwellず つ マ イ ク ロ プ レ
ー

ト に 分注 し て 固

相を調製 し た （抗原固相）．Table　 l に 示 す mAb （1〜5

μglml ）を50
μ
l！well ずつ 抗原固相 に 加 え，

37℃ で 2 時

間反応 させ ，結合し た mAb を 1000倍希釈し た HRPO

標識抗 マ ウ ス Igs で 検 出 し た ． ヒ ト IgE抗体 との 結 合

能の 測定は，Cry ／1，　 Cη ブIIに 陽性 を 示 す患者血 清

を PBS で 4 倍に 希釈 し て 50Pt1／well ずつ 各 固相 に 加

え，37℃ ，
2 時間反応 させ た ．抗原固相 に 結合 し た ヒ

ト IgE 抗体を ビ オ チ ン 標識抗 ヒ トε 鎖 （Kirkegaard

＆ Perry社 ，
1μg／m1 ）お よ び HRPO 標識 ス ト レ プ ト

ァ ピ ジ ン で 検出 した ．各抗体 と の 結合能 は
， 結合 百 分

率 ＝ 〔処 理 サ ン プ ル で の 吸 光度 ÷ 未処理 サ ソ プ ル で の

吸光度）× 100で あらわ し た．
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結　果

1．Cry ／IIの 抽 出，精製 の 条件

　 ス ギ 花粉 よ り C刎 ノIIを効率 よ く抽出す る条件を検

討し た．Table　2 に 示 す よ うに ，抽出 バ
ッ フ ァ

ー
の pH

が 6，5以
．．
トで は Cη ブ1 と 同様に ほ と ん ど抽出さ れ ず，

弱 ア ル カ リ性 で 抽出され た．バ ッ フ ァ
ー

に は ，ト リ ス ，

炭 酸水素 ナ ト リ ウ ム
， 炭酸水素 ア ン モ ニ ウ ム の い ずれ

を 用 い て も弱 ア ル カ リ性 で あれば同程度 の 収率 で あ っ

た ．Cry　i　IIの 抽出 に は
，
　 Cη ブ1 の 抽 出 に 用 い て い る

〔｝．125M 炭酸水素ナ ト リ ウ ム で よ い こ とが確か め られ

た ．

　O．125M 炭酸水 素ナ FV ウ ム に よ る Cry ／1，　 Cη ブ

IIの 抽 出量 を 経 時的 に 測定 し た 成績 を Fig．1 に 示 す．

60分で 抽出 は ほ ぼ終了 して い る．

　Cη ノ1の 精製 に は ，花粉抽 出液 を80％硫 酸ア ン モ ニ

ゥ ム で 塩 析後，DEAE ・ce11ulose お よ び CM ・cellulose

に よ る イ オ ソ 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

を用 い た が 凵

，

C7y ブIIの 精製に 際し て は，　 Table　3 に 示 す よ うに ，

C7」， ノ IIは 1）EAE −cellulose に は．・
部 吸着 され，1M

NaCl で 溶 出 し て も十 分 に 回収 され なか っ た ．すな わ

ち，Cゆヴ IIに 関 し て は，イ オ ン 交換 cellulose で は 十

分な ク 卩 マ ト グ ラ フ ィ
ーが 行 え な い こ とが判明 し た．

そ こ で DEAE −Sephadex を 用 い た と こ ろ
， 全 く吸着

・
さ

れず，さ らに CM ・Sephadexに 吸着 さ れ ， 0．3M 　NaCl

を含む 0，工MPB で 溶 出 さ れ た．　 C乃
1 ／ 1は DEAE −

Sephadex ，　 DEAE −cellulose の い ずれ に も吸着 され な

か っ た ．すなわち，DEAE ・cellulose ，　CM ・cellulose を

用 い る と，Cry プ 1が 単離 さ れ
，
　 DEAE −Sephadex ，

CM ・Sephadex を用 い る と C7／1 ／1 と共 に Cηゴ IIも

Table　 2Effects　of 　buffer−composition 　and 　its　pH 　on 　the 　extraction 　of　sugi 　pollen 　allergens

Amounts 　of 　allergens （μ g／mD 　 extracted 　byAllergens

　　　　　　　pH

20mM ・Tris・HC1
　十  ．15M 　NaCl

O．125MNaHCO30 ，125MNH4HCO3 10mM 　phosphate．b雌 ered

　　　　　　　　saline

9．o 8．5 8，2 7，9 8．07 ，57 ，06 ，56 ．05 ．5

cη ゴ Ic

η ノII

21，34
．34

21、94
．Ol

23．94
．20

23 ．04
．82

18．83
，8820

．41
．9815

，91
．35L48   ，071

．090
．041

，150
，09

One　gram 　pollen　was 　extracted 　with 　20　ml 　Df 　the　buffer　indicated　at　4℃ for　2　hours．
Cη ブ Iand 　Cry ／II　contents 　ill　each 　extract 　were 　determined　by　ELISA ．

　 卩9／ml
35

30

25

20

15

10

5

一』o 厂y ／1　
−F−・σ厂y ノ鑒1

00 一＿＿r−1＿− L ＿一 ＿一＿
50 　 　 100 　 　 　 　 　 　 150

Extraction　time （min ）

200 250

　Fig，1．　 Kinetics　of 　extract 三〇 n　of 　C刎 ノIand 　C刎 ブII　from 　Japanese　cedar
pollen．

　Japanese　 cedar 　pollen　 was 　 suspended 　 in　O．125M 　NaHCO3 　 and 　 stirred ．　After
incubation　at 　4℃ forthe　indicated　periods，　a 　part　of 　the　suspension 　was 　harvested．
The 　Cry ／Iand 　Cry ／II　contents 　in　each 　sample 　were 　determined　by　ELISA ．
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Table 　3　Comparison 　of 　recovery 　of 　Cry ゴ Iand

　　　Cty ／ II　between 　DEAE −Sephadex 　and

　　　　 DEAE ・cellulose 　chromatQgraphy

Recoverジ

FractionsDEAE −Sephadex DEAE −cellulose

c η ノ 1C η ノIIc η ノ 1c η ブII

LeakEluate 1DO

く D．1

94．6
く 0．1

98．Ol4

，2

27，421

．0

　
＊

： Percent 　 of　 recovered 　amounts 　 against 　 loaded

amounts ．

　Crude　extract 　of　sugi 　pollen　was 　precipitated　by　8U％

saturated （NH4 ）2SO ，，　The　precipitate　dissDlved　in　O． 5
MTris −HCI　 buffer，　 pH 　 7，8，　 was 　loaded　 on 　 a　 DEAE ・

Sephadex 　 or 　 a 　DEAE −cellulose 　 column ．　The 　leak　frac・

tions　and 　the　fractions　eluted　by 　l　M 　NaCl 　 were 　 col ．

1ected，　then 　the　 ameunts 　of 　C理 ノ Iand 　Cη ノII　 in　each

fraction　 were 　determined　by　ELISA ．

同 じ画分に 含ま れ て くる こ とが わ か っ た ．し た が っ て

こ の 画分 よ り Cη ノ1，Cη ノIIの 分離 に は ，抗 C弓ヴ 1，

抗 Cry ブ II　mAb に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ

フ ィ
ーか ある い は 谷 合ら

2）

， 阪 口 ら
3｝の よ うに Mono 　S

カ ラ ム に よ る HPLC が 必 要 で あ る，　 Cry　i　I，　 Cη ブII

の 精製法を Fig．2 に 示す．

II．　 Cη jIIの ア レ ル ゲ ン 性

　内科，耳鼻科 で の ア レ ル ギ ー
患者 25例 に つ い て お こ

な っ た ス ギ 花粉粗抽出液，C7PU／1お よ び C刎 iIIに

対す る 皮 内反応 の 成績を Table　4 に 示す．　 Cry ／ 1 に

対 して は 24例，Cry　i　IIに は 19例が陽性反応を 示 した ．

す な わ ち 25例中 19例 は Cη グ1，
C刎 ノIIの 両者 に 陽性

を示 し ， 5 例が Cη ブ1に の み 陽性 ， Cry ／IIに は 陰

性 で あ っ た．逆に Cry ブIIに の み 陽性 で Cη ブ1 に 陰

性を示 し た 例 は 1例 も見 られ な か っ た．

　同 じ患者の 血 清を もち い た RAST の 成績を Table

Table 　 4　Allergenicity　 of 　Cry／II　 compared 　 with 　that　 of 　 Cぴ ノ 1

Case Skin　test
事 RAST （PRU ／mD

No ． SexDiagnosisSugic
η ブ 1

　．
cη ノ IIM ．D、 Sugic 型 ブ 1 α ツ プ II

1FA ，U 摩 籵 升 升 101
“5 5．1 8．2 「

’
丁 罍f「．」」L−．．．一一．一．

2FR 籵 升 卦 1 
一512 ．3 ＞ 17．5 ＞ 17．5

3FA ，R 什 十レ 升 10−511 、2 ＞ 17．5 4，6
4FA ，R 升

「
’一『’”凵’”

1　　−
1　　　　　　　 ：　　　　 ．

「
凵’凵凵’一一幽‘’

1　　−
：　　　　　　　 ： 10−3 「

凵一
す1…∬

．

1［
．一
奪 歪

．一
「幽．幽．一．一．一

匚
丿

　ρ
0
　

7
　　
8

MFMM RA

，RAA

，R

十

十

昔

幵

升

十

升

．冊

：　　　　　　 ：　　一
：　　　　　　　 1
：　　 　　 　　　 1　　「．．．
：　　　　　　　 1
：　　 −　　 　 1
：　　　　　　　 1
：　　 一　　 　 ；

」−匿．匿．匿匿匿−匿−−匚

10一議

10
−31

 
一410
−6i

．艶
　 　 0．44
　 　 2．7

　　　 ．一一一
　 　  ．64

［鵬⊃
　 　 1．61 ；鑞し

9MA ，R ，C 昔 什 什 10
−5 6．5 8．7 8．7

10MA 十 廾 廾 10−5 ＞ 17．5 ＞ 17．5 ＞ 17．5
11MR ，C 十 升

「
一一．一．一『一一一

「　　一
：　　 　　 　　　 11  

一5 1．3 1．4 ［
．．
斑 含

．一
「「．罰rr．一．一一〒．冒 一

12MR ，C 十 什 升 1 
一

吏 1．1 0．75 1，7
13FA ，R，C 升 幵 “ 10

−4 7．3 10．4 12．7
14FA ，R 廾 什 什 10−3 0、65 0、52 0．91
15MA ，R 廾 什 廾 10四6 3，8 3．4 3、3
16FA ，R，C 十 幵 十 10

−615 ．D ＞ 17．5 ＞ 17．5
17FA ，AD 廾 什 十 10而 10．2 1L1 「

．r
百1葱

’
；

18MA 十 十 十 10
−31

…
す1含ぎ

幽
1「

．
≧百1…

．一．
1　　　−一．．

一
　 　 〇．51

19FA ，R ，　AD ，　C 幵 十 十 NT 2 ．1 1．6 2，9
2  FA 十 十 十 lo−617 ，4 13，7 9．6
21FR 暑 幵 升 10−6 ＞ 17．5 ＞ 17．5 3． 
22FA 廿 十 十 10−4 L8 0．51 2．4
23FA ．C 十 十 廾 10

−5lL4 10．7 7．9
24MA 十 十 十 NT 4 ．1 4．8 3．3
25Fu 廾 廾 十 10

−4 ＞ 17，5 ＞ 17．5 ＞ 17．5

　珍 0μlof　crude 　extract 　of 　sug 孟pollen （Hollister−Stier，10
−．3 ），　purified　Cη ブ Ior 　Cη ゴII（100　ng 〆mD 　were

injected　intradermaliy．

　＃A ：Asthma ，　R ； Rh 而 tis，　U ：Urticaria，　C ：Cenjunctivitis，　AD ：Atopic　dermatis孟s，
　＄M ．D．：Minimum 　dose　 of 　sugi 　 extract 　 showing 　positive　reaction ．
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Sugi　pollen十 （1．125　M 　NaHCO3

　 ↓　　 extract 　 at 　4℃ for　2　hours

Supernatant

　 ↓　　 80％ saturated 　 arnmonium 　sulfate

Precipitate

　 ．　 dissolved　with 　O、05　M 　Tris・HCI　buffer，　pH 　7 ．8

　 ↓　　　diaiyzed　agairlst 　the　same 　buffer

DEAE −Sephadex　chromatQgraphy （O，05　M 　Tris−HCI　buffer）
EMuent

　 ↓　 dialyzed　against 　O．01　M 　 acetate 　buffer，　pH 　5．O
CM ・Sephadex　chromatography （O．OI　M 　acetate 　buffer）
E］uted 　with 　O．1Mphosphate 　buffer十〇、3MNaCl
　 　 　 　 　 　 　 　 〆

A 餓nity 　chromatography

using 　anti −Cry　i 工 column

　 or 　anti −Cη メ1工column

　 　 　 ＼

HPLC 　 with 　 mono 　S　 column

　 　10mM 　acetate 　buffer，　pH 　5．O，
　 eluted 　with 　linear　gradient

　 O−1MNaCl ／10　 mM 　 acetate 　buffer

Fig，2．　Purification　procedure 　 of 　Cry／　I　and 　 C門y プII．

mg ／100　g　pollen
50

40

30

20

10

O

欝

篝

蠶．
搬、

類’

｛ρ

．

ー

ひ“C广

囓 Cry 　i　1　 贐 Cry ／1【

売．臣「瑤幅輝石ぞ」

「旧匿臼房
　ノβ証ざ．

ゑ
慙マ
諏

誌 

亨
F匹 彎

3諏、
ナ．毘磬
 冊．
慧触
滋だ
ミ闇
　r．．汀ぼ
鰲．耐
瓢

誌、
じ撤瀕旒

可．（．−鳬’
γ

内炉
．緜．
ジ戸
堕

爨

内箏、≡』“
汎゚
rf

仲

｝

5
慧．
曇ギ・

77K 　78K 　79K 　80K 　81K　81F 　82K 　83F 　86C 　87C 　87A 　88A 　89A 　91A　91N

　　　　　　　　　　　Sugi　pollen　Lots

　Fig．3．　C勿y ／　I　and 　Cη ノ　II　contents 　in　Japanese　cedar 　pollen 　extracts 　col −

lected　in　various 　regions 　frQrr11977　to　l991．

　Japanese　cedar 　pollen　collected 　in　Kanagawa （K ），　Fukushima （F），Chiba （C），
Akita （A ）and 　Nara （N ）・areas 　from 　l977　to　1991　 were 　extracted 　 with 　O．125M
NaHCO3 、　The 　 contents 　of 　C型 ノIand 　Cry ／II　in　each 　extract 　were 　detemlined
by　ELISA ．

4 に 示す．皮内反応 の 成績 と よ く
一

致 し て い る．Cη ノ

1に は 25例の うち21例が，Cry ／ IIに は 17例が陽性 で

あ っ た．大部分 の 患者血 清 は CrJ’ iI お よ び Cry／II
の 両方 に 同程度 の 強 さ の 反応 を示 す か ，ま た は ，Cη ノ

1 の 方 に 強 い 反 応 を 示 し た が，Case　No ，18の 例 は Cry

／IIの み が陽｛生を 示 し た．また ，他 の 5例 で Cη ノII

の 方 に や や 強 い 反応 が 観察 され た ，な お ，阪 口 ら
31

は

ELISA で Cη ノ IIの み と反応 し た花粉症患者 血 清を

2例報告し て い る ，

　以上 の 成績 は，Cη ブIIもス ギ花粉 ア レ ル ゲ ン と し

て Cry ／1 と 同程度 に 重要 で あ る こ と を示 し て い る．

III．ス ギ 花粉 抽 出 液 中 の Cry ／1
，
　 Cry ／IIの 含有量

　1977年 か ら1991年 に か けて ，神奈川 ，福島，千葉，

秋 田 お よ び 奈良県 で 採 取 した ス ギ 花 粉 よ り粗抽出液 を

N 工工
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　Fig．4、　 EfFect　of 　heat・treatment 　of 　Cry ／Ior 　C塑 グII　on 　binding　activities 　to

monoclDnal 　 antibodies 　 and 　human 　IgE　 antibodies ．

　α｝ワ Ior 　Crp，ノII，100μ g！m1 ，　was 　incubated　 at　37℃，56℃ for　l　hour　or 　100℃
for　 10min ，　 After　 cooling 　 in　 an 　 ice　bath，　 the　 treated　 allergens 　and 　 untreated

allergens 　 were 　diluted　with 　PBS 　to　5μ g！m1 ，　then　micrQplate 　wells 　were 　coated

with 　the 　allergens ．　Binding　to　mAbs 　and 　human 　IgE　antibodies 　was 　tested ．

調製 し ， C7），ノ1，
　 Cry／IIの 含有量を ELISA で 測定

し た．Fig、3 に 成績を 示す．　 Cr）1 ．i　lは，採取地 ，採取

年度 に か か わ らず ， 花粉 100g あ た り35mg 前後 と ほ ぼ

一
定 の 値 で あ っ た が

， C乃ゴ IIは 2．9mg か ら 141ngと，

大 ぎ く変動 した 、平均 して TCI

’
YjII は C 弓

， ノ1の 約

20％ で あ る が ，多い もの で は 約 50％近 くも含 まれ て お

り，無視で きな い 量 で ある．

IV．　 C7’y ／L　Cry　i　IIの 物理化学的性質 ：熱 ， 酸 ，
ア

ル カ リ，SDS 処 理 の Cη ノ1，　 Cl’）・ブIIの 抗原性 へ の

影響

　抗 Cη ノImAbs は Cr／yil へ の 結合部位 の 違 い に

よ り， 4 つ の グ ル ープ に 分類 さ れ て い る
4｝
（Table　 l）．

し か し，Cη ノIIに 対 す る mAbs に 関 し て は ま だ検討

さ れ て い な い ．そ こ で ，C リリ II分子 上 の エ ピ ト
ーブ

解析 の 準備 として ，物理的，化学的処理 に 対す る C乃ヴ

II　 Eの 抗原決定基安定性 を Cry／1 の そ れ と比較検討

し た 、

　a ）熱処理 ：熱処理 し た Cぴ ノ LCry ／ IIと各 グ

ル
ープ mAbs お よ び ス ギ 花粉 症患 者 血 清 IgE抗体 と

の 結 合 を ELISA で 検 討 し た 成 績 を Fig．4 に 示す．

C刎 グ1の 37℃，lhr 処琿 は 013，029，026，027お よ び

ヒ ト IgE抗体 と の 結合 に は ほ と ん ど変化 が 見 ら れ な

か っ た．し か し ， 56℃ 1時間処 理 する と ヒ ト IgE，〔｝13，

029と の 結合 は そ れ ぞれ22％，17％，12％ に まで 低
．
ドし

た が
，
026

，
027 と の 結合性 は む し ろ 上 昇 し た ，100℃ 10

分 の 処 理 で は Cη ノ1の  13，029， ヒ ト IgE へ の 結合

性 は ほ とん ど失 わ れ る が ，026
，

027 と の 結合性 は ま っ

た く失われ て い な い ．す なわち013，029お よ び ヒ ト IgE

抗体 の 結合す る部位 は ，温度 に 依存 し て 破壊 され る が ，

026，027の 認識す る エ ビ トープ は破壊 され る こ とがな

い ．ま た 37℃， 1 時間 の 処置を し た Cη ノ IIと ヒ ト

IgE ，　 N26 ，
　 T27 と の 結合 は

，
ほ と ん ど変化し な い が ，

56℃ 1時間 の 処 理 で は 0％，31％，34％，100℃ 10分 の

処理 で は 0 ％， 9 ％ ，
18％ と 温度 に 応 じて 結合 性 を 低

下 させ た ．

　b）酸，ア ル カ リ処理 ：酸，ア ル カ リ処理 し た C乃ゴ

LCOIjII と抗体 との 結合 性 を Fig．5 に 示 す．　 pH

2〜9で の Cry ／ 1処 理 で は 013，　 e29，026，027お よ び

ヒ 1・IgE と の 結 合 性 に は ほ と ん ど 変化 は 認 め ら れ な

い が，pH 　 12で の 処 理 は こ れ らの 抗体へ の 結合性 は 全

く失 わ れ 026，027に 対 し て も60％ に 低下 し た ．
一

方 ，

Crp，　i　IIで は pH 　2〜12で の 処理 は N26 ，
　 T27 へ の 結合

性 は 失 わ れ る こ と な く保持 さ れ て い る が，ヒ ト IgE抗

体 と の 結合 は pH 　2処理 で 60％，　 pH 　 9で 40％ ，
　 pH 　 l2
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α γ 11 Cry　l　ll

％ bindir19
140120
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6040
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oIgE013029026027lgEN26T27

［：：］pH 　2　　懸 pH　4　　■ pH 　7　　嬲 ｝pH　9　　匚：：コpH　12

　Fig．5．　Effect　of 　acid − Dr 　a 監kaH・treatment　of 　C，：｝
・
ノIor　C4，ノII　on 　binding

activities 　 against 　 mAbs 　 and 　human 　IgE　 antibodies ，

　Cry ブIor 　Cリ ブIL　10Dμ g／ml ，　was 　dialyzed　overnight 　against 　buffers　of 　various

pH 　 as 　indicated、　After　dialyzed　 against 　PBS 〔pll　72 ） overnight ，　binding　 activ −

ities　of 　the　treated 　 allergens 　to　mAbs 　and 　human 　IgE　were 　examined ．

Ory　fl Cry ／ll

％binding
175

「
一 一 一 一 一 一 圓rm一

：「
一一一 一 一 一

「
150125

100

7550

250lgEOl3029026027

［gEN26 丁27

■ 0 ％　鬮 0．Ol％　　口 0．1％　　嬲 O．3％　　匚 i歪％

　Fig．6．　 Effect　of　SDS −treatlnent 　of 　Cηヴ Ior 　Cf｝1

／II　on 　binding　to　mAbs 　and

human 　IgE　antibodies ．

　Cry　i　I　or 　Cη ノII，200μ g！ml ，　was 　mixed 　with 　an 　equal 　volume 　of 　SDS 　s〔，lution

of　indicated　concentrat 正on ．　After　ovemight 　incubation，　each 　mixture 　was 　diluted
to　5μg〆ml 　 with 　 PBS ，　 then 　 microplate 　 wells 　 were 　 coated 　 with 　 the　 allergens ．

Binding　to　mAbs 　and 　human 　IgE　antibodies 　was 　tested ，

で 20％ に 低下 し た ．

　c）SDS 処 理 ：SDS 処殫、　Cり▽ 1，　 Cりy　i　IIの 各種抗

体 と の 結合 を Fig．6 に 示 す 。　 SDS 濃度 に 依存 し て 結

合 性 の 低 下 が 認め ら れ た の は 013，029お よ び ヒ ト IgE

抗体 との 結 合 で あ っ て ，026，027，N26 ，　 T27 と の 結合

は 低 下 せ ず，026， 027へ の 結合 性 は SDS 濃度 に 依 存 し
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て E昇 して い る．

　以 上 の 成績 は
，

｛〕13
，

029 （グ ル
ープ 1

，
2 ） お よ び

特異的 ヒ ト IgE抗体 の 大部分の 結合する部位は，　 con −

formational な構造 で あ ろ うこ と，026，027（グ ル
ープ

3 ， 4 ）の 結合部位 の 構造は sequentiai な ア ミ ノ 酸配

列 で あ ろ うこ と を示唆 し て お り，河 島らの 報告
4 ）5）と 矛

盾し な い ．ま た ，α y ブIIE の 抗原決定基 は 熱 に は 弱

い が，pH ，　 SDS 処理 に は 耐性 で あ る．

考 　察

　今 回 の ア レ ル ギ ー患者 で の 皮内反応 の 成績 に よ り，

Cry／IIが C拶 ブ1 とな らん で ス ギ 花粉 の 重要 な ア レ

ル ゲ ン の ひ と つ で あ る こ とが in　 v 三vo で 確 か め られ

た ．含量的 に は Cry　i　lの ほ うが よ り メ ジ ャ
ーで あり，

Cη ゴ II含量 は C23， ノ1含 量 の 1／2か ら1／5程度 で あ る．

Cr），ブ1陽性率が Cry ブII陽 性 率を 上 回 っ た の は そ の

た め と 思わ れ る．し か し，Cη 」！1の 含量 は 無視 で き

な い 量 で あ り，ま た ，C別 ブ1同様，弱 ア ル カ リで 極 め

て 短時間 の うち に 花粉 か ら溶 出され て くる．鼻炎患者

の 鼻粘膜が 弱 ア ル カ リに な っ て い る
S）

こ とを考慮 す る

と， Cay　i　IIも花粉吸入直後 の 症状 に 深 く関 与 して い

る と 思 わ れ る，ア レ ル ゲ ン 含量 が 多 くて も， 鼻粘膜 の

pH で 容 易 に 抽 出 さ れ な い 場 合 は 症 状 が 出 に くい こ と

が ブ タ ク サ の 精 製 ア レ ル ゲ ン で 報 告 さ れ て い

る
9｝− 11 ）．

　なお ，
ス ギ花粉粗抽出液 に 対 し 皮内反応陽性 を示す

に もか か わ らず，Ci3，　」　1，0 ッ ブII両者に 陰性 を示 し

た例が 1例 （症例 4）観察 された．ス ギ 花粉 に は C型 ノ

1，C拶 ノII以外 の マ イ ナ
ーな ア レ ル ゲ ン の 存在す る こ

と も示唆 され る ．多 くの 市販 ア レ ル ゲ ソ 物質 の 標準化

の 必 要性が指摘さ れ
ll ），検討 され て い る が，ス ギ 花粉 ア

レ ル ゲ γ の 標準 品 と し て ，少 な く と も C乃ヴ 1，Cry／

IIが ・
定量以 ヒ含 まれ る 必要 が あ る と思 わ れ る．

　 ス ギ花粉抽 出液中の Cη ブ 1含量 は 採 集年度，採集

地 に 関係な くほ ぼ 一
定 で ある の に 対 し，C7YiII 含量

は変動が大 ぎく，最大
一

桁 の 差 が み られ た．理 由 は 不

明で あ る．多 くの ア レ ル ゲ ソ が ，あ る酵素活 性 を も つ

な ど，そ の 生理 作用 が徐 々 に 解明 され て い る が 12〕−14）

α∬ 1，C73，　」　IIに つ い て も花粉 に お け る生 理 的役割

が 明らか に されれ ば ，C拶 ノII含量 の 変動 の 要因が わ

か る か も し れ な い ．なお ，Cぴ ノ1に は ベ ク テ
ー

ト リ

ァ
ーゼ 活性 が あ る が ，C ，pu／II に は そ の 活性 が な い こ

とが証明 さ れ て い る （谷 口，未発表デ ー
タ ）．

　種 々 の 物理化学的処理 を施 し て 高次構造 を変化 させ

た C2：Y’iI ，
　 Cη

， ノIIと ，
ヒ ト IgE 抗体お よ び種 々 の

InAbs との 結合性 を検討し た が，　 C，y　i　Iに 関 し て は ，

河 島ら
4〕5｝の 報告 と　

・
致 し た 成 績 が得 ら れ ， グ ル

ー
プ

1 ， 2 の mAbs お よ び ヒ ト lgE 抗 体 は confor ・

mationa1 な エ ピ トープ に 結合す る と推定され た ．グ

ル
ー一プ 3，4 の mAbs に 対す る結合性 は い ずれ の 処置

で もほ ぼ保持さ れ て お り，026は Cirv　．i　l の N 末端を 含

む ペ プ チ ド断片 と 結合 し，027は，ペ プ チ ド NAGV −

LTCSLSK と反 応 す る と の 報告
5〕と矛盾 し な い ．ま た ，

026，027と の 結合性 が56℃ ，lhr処 理 で 上 昇 し た こ と

は ， こ れ ら の mAbs の 認 識 す る エ ピ ト
ー

プ は

cryptoantigen で あろ う と推定 した 河 島ら
4〕5｝

の 報告を

支持す る もの で あ る．0刎 iIIに 関 し て は，得 られ て

い る mAb 数が少な く，しか も N26 と T27 の 認識 エ ビ

ト
ープ は一

部重複 し て い る の で （未発表 デ ー
タ ）詳 し

い 解析 は ま だ な さ れ て い な い が ，今 回 の 成績 で は ，こ

の 二 つ の mAb の 結合す る 部位 は，56℃ 1 時間 の 加熱

で 変性 す る が，酸， ア ル カ リ処 理 に は 安定 で あ る の で

こ れ ら 2 種 の mAbs は sequentia1 な エ ピ ト
ープ を認

識 し て い る と推定 され る が，安定 した 結合 に は confor −

rnational な 因子 も必 要で あ る と お もわ れ る．　 Cry　j　II
の ヒ ト IgE 抗体結 合部位 は conformational な構造 を

と って い る と推 定 さ れ る が，こ の 結合 は N26 ，　T27 で 有

意 に 阻 止 さ れ る
4｝15 ）

こ とか ら，こ れ ら の mAbs の 認識

す る ＝ ピ ト
ープ を含 む立 体構 造 が ヒ ト IgE 抗体 の 結

合部位を構成 し て い る と推測 され る．安枝ら
’｝は Cη プ

1 の 熱 ， 酸 ア ル カ リ に 対 す る 安 定 性 を RAST −

inhibit三〇n 法 に よ り調 べ ，こ れ らの 処理 に よ りア レ ル

ゲ ン 性 が 低下 し た こ とを報告 して い る．また
， 谷合 ら

15）

は ，河 島 ら
「“）
の 報告 し た 027の 結 合 す る Cη ノ1由来ペ

プ チ ド NAGVLTCSLSKR に さ らに N 末側 に 13残 基

ア ミ ノ 酸がつ ぎ，し か も 1型糖鎖 の つ い た ペ プ チ ドが ，

ヒ ト IgE 抗体 と反応 し，同 じペ プ チ ドで も糖鎖を欠如

す る と反応 し ない こ とを見 出 し た ．Cry　f　I，
　 C型 ノII

の エ ピ ト ープ の 構造 の 解 明 は ，理 論的 に も実際面 か ら

も重要 な課題 で あ り，ス ギ 花粉症 の 感作 の 機序，発症

機序の 解明 へ 役立 ち，治 療法開発へ と つ な が る で あ ろ

う．

　 こ れ ま で，ス ギ 花粉症 の 研究 は Cry ／ 1 の み を 対象

に 進め ら れ て きた が，今回 の 皮内反応 に お い て ，C7）， プ

II　Oこ 陽性 の 例 が 患者 の 75％ に も及 ん だ こ と は，多 くの

患者 が Cry ／1 の み な らず Cay ／IIに も感作 さ れ て い
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る こ とを示 して い る．今 回，反 応閾値 の 決定ま で 実施

す る こ と は で ぎ な か っ た が
， 今後是非，行 っ て い きた

い と考 えて い る．こ れ ら精製 ア レ ル ゲ ン を 用 い た ヒ ス

タ ミ ソ 遊離試験，誘発試験 なども今後 の 課題で あろ う．

ス ギ は 日本 に の み 分布す る植物な の で，ス ギ花粉症は

日本に 限定さ れ る疾患で あ る が ，他 の ス ギ 科植物 ，
ヒ

ノ キ 科植 物 花 粉 と の 交 差 反 応 性 も 指 摘 さ れ て お

il　15 ）16 ），　 Cry ブL　CryブIIの 免疫化学 的，物理化 学的

性質を調 べ る こ とは， ス ギ 花粉 症 の み な らず こ れ と 交

差反応性 を 示 す他 の 花粉 に 対す る ア レ ル ギ ー
疾患 の 研

究 に も役立 つ もの で ある．今後 Cη ブIIの 解析 も進 め

られ る べ きで あ り， 有効 な治療法開発 へ の 手が か りと

な る こ と と期待さ れ る．

　本 論 文 の
一

部 は ，第 4 回 日本 ア レ ル ギ
ー

学 会 春季 臨床集

会 （1992年 ， 横 浜 ） に お い て 発表 し た ．
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IMMUNOLOGICAL  AND  PHYSICOCHEMICAL  PROPERTIES  OF  C,y j II, THE  SECOND  MAJOR

       ALLERGEN  OF  JAPANESE CEDAR  POLLEN  (CRYPTOMERIA  juIPOMCI,4)

Manami  Sawatanii), Hiroshi Yasueda2), Kazuo  Akiyama2), Takao  Shida2), Yoshifumi  Taniguchii),

      Mitsuko  Usui'i, Shunsaku Andoi], Masashi Kurimotoi) and  Tyoku Matuhashi3)

                 
i)Hdytzshihara

 Biochemicat Laborateries lnc,

   
2}Clinicat

 1?esearch CenterforAllengy and  1?heumalolcLgy, IVbtional Sagamihara Hbspilal

               3)Okinaha  Mbmoriat  institttte for 114bdical Research

   Cry J' II, the second  major  allergen of Japanese cedar  (sugi, Ctmptomeria ]'aPonica) pollen was  examined  for the
allergenicity  by intradermal test and  RAST.  Nineteen of the 25 allergic  patients examined,  showed  po$itive reaction

to the Cry ]' II, Contents of  Cryi II in the  extracts  of the pollen collected  in various  regions  from 1977 to 1991 showed

yearly variation  ranging  from 2.9 to 14 mgflOO  g pollen, whereas  the amount  ef Cty j I in the extract  was

comparatively  stable  at about  35 mgllOO  g pollen. Physicochemical treatments  of  Ci),jI and  Ct),j II suggested  that

$pecific human  IgE antibodies and  some  mAbs  bind to confermational  epitopes  which  are  denatured and  destroyed
by certain  treatments.


