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　　 Cj57　protein　is　a　pollen　allergen 　from　Camettiaプaponica 　with 　a　meleeular 　weight 　of

57kDa　and 　an　isoelectric　point　of　pl　5．4．　TD　study 　the　function　of　Cj57　during　pollen　germi−
nation ，　the　properties　of　q57　were 　examil ユed 　using 　a　speci 丘c　antibody 　directed　against 　it．

qj57　was 　detected．in　diffbrent　pollcn　grains，　but　was 　not 　present　in　the　peta正s　and 　sepals ．

The　level　Qf　q57　in　thc　cytoplasm 　was 　very 　low　in　mature 　quiescent　pollen　gra幡 ，
　but　it　in−

creascd 　rapidly 　after　pollen　hydration：the　Ievel　also 　decreased　a士tef　incubation　of 　the　pollen
grains　for　I　Omin．　During　further　expansion ，

　germination　and 　subsequent 　tube　growth，
　Cj57

was 　scarcely 　detected．　Immunoelectron　microg．　copy　conlirmed　these　characteristic 　changes

in　the　level　of　Cj57　during　po］len　growth．　Cj57　was 　also　analyzed 　by　mass 　spectrometry 　and

a　g．equence 　homology 　search 　indicated　that　it　is　related 　to　heat　shock 　protcins．　These 　results

suggest 　tbat　q57　may 　be　involved　in　the　early 　stage 　of 　pollen　germination，　for　example ，　the
regulation 　of 　water 　stress　aftor　pollen　hydエation ．

K．ey　Words： CameUiα ノaponica ，　Cj57　protein，　Pollen　allergen，　pollen　ge”nination ，　pollen
hydration

緒 言 材料 と方法

　花粉 ア レ ル ゲ ン は 花粉症の 原因 と して 沖 目されるが，

花粉の発芽 ・管伸長過程で何らかの 機能を果 た して い

る と考えられ，その 細胞内局在性 とともに，多くの 研

究が な さ れ て きて い る
（1−S／’，前報

飢 ゜
1

に お い て ツ バ キ

花粉 の ア レ ル ゲ ン と して 3種 の 蛋 白質，q57，　 Cj53．

Cj50 を報告し，こ れ らの うち Cj53と Cj50 は エ ノ ラ
ー

ゼ で あ る こ と を示 した
〔1°｝

．こ の論文で は，q57の性

質に つ い て調べ ，そ の 機能につ い て考察 した，

※ E ・mail ：n庶 anori ＠cosmos ．ocn ．ne．jP

1．花粉 の 採取と花粉の 培養

　 ッ バ キ （CameUia．faρonica ＞
・
サ ザ ン カ （CameUia

sasanqua ）・ チ ャ （Camellia　sinensis ）・ ボ ケ

（Chaenonteles　speeiosa）’
ア メ リ カ デ イ ゴ （E

’
rythrina

crα∫∫o．8α砌 ・サ ル ス ベ リ　（Lagerstroemic　indica）・
ハ

ナ タバ コ （Nicotiana　sanderae ）・チ ュ
ーリ ッ プ 伍ゆ α

gesnerianα）
・テ ッ ポ ウ ユ リ （Litium　long（florum）・ク

ロ マ ツ （P伽 ・ 伽 伽   の ・ ス ギ （Cryptomeric

juponic！a ）花粉の 採取 は前報
1°）

に 準 じて 行 っ た．花粉

の 培養 も前報
〔li｝

に 準 じて 行 い ，　Ca（NO3）2 を含むシ ョ

糖寒天培地を用 い た，
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2 ．花粉抽出液の 調製，蛋白質の抽出， 蛋自質量の 測

　　定

　前報 に 準 じて 行 っ た
／10）

，蛋 白質量 の 測 定 は

BradR ｝rd 法
〔L21

を用い て 彳ro た，

3．ドデシル 硫酸ナ トリウムーポ リア クリル ア ミドゲ

　　ド 電気泳動 （SDS −PAGE ） と二 次元 電気 泳 動

　　（2D−PAGE ）

　前 報
L1°｝

の よ う に SDS −PAGE は Lacmmii の 方

法
IL 号

’

に，また 2D−PAGE は O’Farrelll4’

の 方法に従 っ

て 行っ た、泳動後の ゲ ル は ク マ シ
ープ リ リ ア ン トブ

ルー （CBB ）染色，あ る い は銀染色 を行 っ た，

4 ，抗 Cj57抗体の作成

　硫安分 「山iで 得られ た 0％一一　45％飽和画分 の 蛋白質を

2D−PAGE に か け，　 Cj57 ス ポ ッ トを 回収 した 　回収 し

たゲ ル を破砕 し，
一

晩 4℃ で振盪 した後，遠心分離し，

得 られた上清 を凍結乾燥 して粉末標品を得 蒸留水に

粉よ標品 を溶解 して 抗原液 と した．抗原液に等量 の フ

ロ イ ン トア ジ ュ バ ン ド （1回 目不完全，以後は完全ア

ジュ バ ン ドを使H ）を混ぜ た液を ラ ッ i・（Wister，雌，

4 週令）に 2週聞 ご と注射 し た　最終免疫 の 100 後

に ラ ッ トの 心臓 か ら採血 し．抗 血 清 を得 た，得 られ た

抗血清 を Mab 　Trap　Kit （Amersharn　Biosciences）を用

い て lgG ア フ ィ ニ テ ィ
ー

カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ イ
ー

に か け，抗体を精製 して 抗 Cj57抗体として 使用 した，

また，同様に マ ウ ス を用 い て も抗体を作製 した．

5 ．ウ ェ ス タンブロ ッ ト法

　前 服
u ° ll｝

の よ うに 行 っ た SDS −PAGE ま た は

2D−PAGE を行っ た後．ゲ ル 中の 蛋白質をポ リ ビ ニ リ

デ ン ジフ ル オ リ ド （PVDF ）膜 （BIO −RAD ）へ 転写 し

た．蛋白質 が 転写 され た膜を洗浄 した後 ブ ロ ッ キ ン

グ 処 理 を 行 な っ た，抗体 希釈液 で 適 宜 希釈 し た 抗

Cj57抗体と室温で膜上 の 蛋白質と 2時間反応 させ た．

膜を洗浄 した後，ビ オチ ン 化 ウサギ由来抗 ラ ッ トIgG

CVector） を希釈し，膜上 の 蛋白質と 1時問反応させ た．

膜を洗浄した後，曲洋ワ 号 ビペ ル オ キ シ ダーゼ ーア ビ

ジ ン D （Vector） を希釈し，膜一Eの 蛋白質と 1時間反

応 させ た．膜 を洗浄 した後 化学発光検出した．

6 ．電子顕微鏡 （電顕）観察

　前報
／11）

に 準 じて 行 っ た．微細構造観察用切片 の 作

成お い て は，花粉をグ ル タール ア ル デ ヒ ドで前固定 しt

オ ス ミ ウ ム酸を用 い て 後固定した，エ タ ノール ヒ昇系

列 とア セ トン を用い て脱水 し，Spurr樹脂 に 包埋 した．

免疫染色用 切 片 の 作成 の 場合は，花粉 をパ ラ フ ォ ル ム

ア ル デ ヒ ド
ー

グル タ
ー

ル ア ル デ ヒ ドで 前固定 し，後固

定操作 を 行 な わ ず，エ タ ノ
ー

ル ．ヒ昇系列 で 脱水 し，

LR −White 樹脂 （rnedium 　grade；London 　rcsin ｝ に包埋 し

た，樹脂の 貢合は，Spurr樹脂は 70℃ で 10時間，　 LR −

Whitc 樹l！旨は 60℃で 24時間行な っ た．免疫電顕観察

に際して は，切片を希釈した一次抗体 （マ ウ ス を用 い

て作製した抗 Cj57抗体）で 処理 し，二次抗休 （金 コ

ロ イ ド標識抗 マ ウ ス IgG ，Amcrsham ） と反応させ た．

酢酸 ウ ラ ン と ク エ ン 酸鉛 に よ る 電 了
・
染色 を 行 い ，

jEMl200EX 透過犁電子顕微鏡 （日本電∫
・
）を用い て，

加速電圧 80kV で観察した，

7 ．質量分析

　2D−PAGE で分離 した Cj57 を分解し，そ の 分解産物

を LC −MS にかけて 分析 した後 MASCOT で 解析 （相

同性検索）した．

結 果

1，Cj57の 分布

　ッ バ キ花粉ア レ ル ゲ ン で ある CJ57，　 Cj53，　 C」50蛋

自質の うち Cj57の 単離を試み た．花粉抽出液を 0 −

45％，45− 60％ 硫 安 飽 和 分 画 し，そ れ ぞ れ を

2D−PAGE に か け，　 CBB 染色 して 蛋白質 を検出 した と

こ ろ，Cj57 は 0 − 45％硫安画 分に （Fig．1），　 Cj53と

C」50 は 45− 60％ 硫安 画分 に 含 まれ て い る こ とが分

か っ た．この こ とを利用 して Cj57 を集め ，抗Cj57 抗

（

Fig．　L　Two−dimensional　clectrophorctic 　identiftcation〔）f

　　　Cj57　extractcd 　from　Camellia ／aponica 　pollen

　 　 　 9「alns ・

　　　
「
「he　po［len　extrac 〔fr疋〕m 　C．　japontca　was 　fractionat−

　　　ed 　with　ammonium 　gulfate
，
　and 　CS57　was 　contained

　　　mthe 　O−45％　saturatcd 　fraction　Ad
’
ter　d三alysi 〜，　qi57

　　　was 　c 〔＞nccntrated 　alld 　subjected 　to　2D −PAGE 、
　 　 　 Prote輌 swere 　st 細 1ed 　 with 　CBB ．
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体 を作成した．

　ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト法に て q57蛋白質の 種 々 の 花

粉に おけ る分布を司・1べ た （Fig．2）．サザ ン カ ・チ ャ
・

ボケ
・
ア メ リカ デイ ゴ ・

サ ル ス ベ リ ・ハ ナ タバ コ ・

チ ュ
ーリ ッ プ ・テ ッ ポ ウユ リの他に．裸子植物の ク ロ

マ ツ
・

ス ギ花粉 に も分子量 の 違 い はみ られたが Cj57

様蛋白貞の 存在がみ られ た．また，ツ バ キ の 蕾 （全長

2．5，3．5，4．5cm）か ら取 り出した葯に も抗体反応が み

られ，花弁や ガ ク片に は抗体反応はみ られなか っ た．

2．花粉の発芽における Cj57量の変化

　花粉の発旁
・管仲長に伴うCj57の量的変化を ウエ

ス タン ブ ロ ッ 1・法 で 調べ た 〔Fig．　3）．吸水後 5− 10分

の 時 に 花 粉内 の Cj57量 は 急増 し，そ の 後汲♪ した，

培養 40− 60分で花粉の発芽が み ら れ た が ，こ の 時は

抗体 の 反応は非常に僅か で あ っ た．

　 こ の こ と をさらに確 かめ るために 免疫電顕 で 細胞内

の Cj57 の 分布を調 べ た．花粉を オ ス ミ ウ ム 酸で 後固

定を行なうと抗体との反応性が落ちる の で後固定を行

なわず，内部微細構造 の 観察に は適 して しない が，免

疫反応が阻害され に くい LR−White樹脂 に 包坦 し，観

察を行な っ た．並行 して Spurrド1脂に包埋 した試料 で

微細構造を観察した，

　成熟休止花粉に おい て は Cj57の ラ ベ ル が細胞質内

に少呈分布 して い る の がみ られ た （Fig．4a），培ts　5
分後の 花粉 で は 吸水 して ない 花勒 に 比べ ，急激 に ラ ベ

ル の i毳が増し （Fjg．　4b）．10分 後に は さらに そ の 量が

増す こ とが確認 され た （Fig，4c）．しか し，40分後に

は ラ ベ ル は ほ とん ど見られなか っ た （Fig．4d）．培養

5分，10分後 の 花粉に おい て，ラ ベ ル は ゴ ル ジ体や核

に は存在せず，細胞質に広く分布 し，主 に脂質体の 周

りを取 り囲む小胞体上 に存在して い た．また，外壁 と

そ の周辺 に も看在した，花粉内谷物が細胞外に 出る場

合，それが放出され る 部位が発芽孔で あるの か どうか

を確認するために発芽孔周辺を観察した が，ラ ベ ル は

細胞質と外亜に見られ，孔牙孔部位 （内塊）や発芽孔

付近 に集中する などの 特別な変化は観察 されなかっ た．

3．Cj57の質量分析

　2D−PAGE で 単離 し た Cj57 は CBB 染色で 1 つ の ス

ポ ッ トと して 見えたが，抗体反応 で は 2 つ の ア イ ソ

フ ォ
ー

ム を含 ん で い た．そ こ で それぞれを質量分析し，

ア ミ ノ酸配列 の 相同性検索を彳1 っ た とこ ろ，共に熱

シ ョ ッ ク蛋白質 （HSP ）と類似性が み られた．相同性

は い ろ い ろ な種 の HSP70 に み ら れ，最も相同性の 咼

か っ た蛋 白質部分 はホ ウ レ ン ソ ウの HSP と 32％ の相

Hydration　　　Ge「mination

SD ＄−
PAGE

Cj　Cs　丁s　Ch　Ec　Li　 Ns　丁g　LI　 Pt　Cr

Westernblotting

　 Cj57M

Fig．2。　Distribution　of 　Cj57　i皿 different　pollen　spccies ．

　　　Pollen　extracts 　from　Camellia．ノaponi ｛／a （Cj），　C ．

　　　ぎα ．sctnqua （Cs），　C ．　 sinensis （Ts），　Chaenome／es
　　　speaosa （Ch ）、　 Eワ 腕 厂魏 α erista −galti （Ec ），
　　　Lagerstroemia　indica（Li），　NiCOtiana　sanderae （Ns），

　　　跏 吻 α gesneriana （Tg），　Lilium　ton8rYlorum（L1），
　　　Pinus　thunhergii （Pt），　 and 　Cr）

’ptomerta／aponica
　　　（Cr）were 　fractionated　by　SDS −PAGE 　and 　analyzed

　　　by　Western　blotting．　Proteins　were 　stained 　wi 仕1　sil−

　 　 　 ver 　reagenL

（・D・） 0 ▼510

97

66

45

31

12

57

40▼60180 （・ i・＞

　 SDS −

　 GAGE

Western
blotting

Fig・3・Changes　in　thc　cytosolic　level　of 　Cj57　during　Pollen
　　　growth．

　　　Extracts　prepared　from 　poilcn　incubated　for
　　　O−180min，　thell　the　proteins　contained 　ill　each 　ex −

　　　tract　were 　separated 　by　SDS −PAGE ，　and 　q57　was

　　　detected　by　Wester皿 blohing．

N 工工
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Fig・4．　Djstribution　ofCj57 　protein　inthe　cyto 』o】of 　Came 〃ia／aponic ：a 　pollell　grains，

　　　Slight　immunolabeling　was 　detected　in　quiescent　pollen（a）and 血ell　increased　rapid ］y　in　the　grai皿 incubated　for
　　　5min （b）or 　f（〕r　10min （c），　followcd　by　a　rupjd 　decrease　in　grains　incubated　for　40min （d）．　L ：liprd　body．　Bar ＝

　 　 　 500nm ．

同性が み られ た （Fig．5）．

考 察

　Cj57は広 く花粉 に存在す る 蛋 白質と考えられ，花

粉独自の 機能に 関与 して い る こ とを 予測 し，Cj57 の

細胞内分布に つ い て花粉 の吸水後から発芽 ・管伸長過

程を経時的 に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト法と免疫電顕を用 い

て 調べ た，ql57は成熟休止花粉 の 細胞質 に 既 に 少量

存在して お り，吸水後 5分
一10分にかけ て そ の 量 が

急激 に増 え，培養 40分後 の 発芽直前 に は細胞内 に は

ほ とん ど存在しな い と い う独 自な変化 を示 した，Cj57

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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351 胛99LLO）FF　NGKELCKsxwa聡 讎 毳器鑰 顎懸 蘯L鋳斑 醸 飄 轡廴LL廴
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　蛋白質の 質量分析に つ い て は，田辺三菱製薬の 田中

恒平氏 に大変お世話に な りま した．こ こ に厚 くお 礼，

感謝申し上げます．

4皿 騨 讐蕊 綿撚 甑導膿 1盤 亙脚 TT工PT興鑾 睡

451　蕚鷺鼠TRTRD瓦N　LLGXFELS〔｝工　PPAFRGVPOI　NVCED工D刪 弓　工L胛 SAEDKT

5皿 丁帚qKHK聡鷺 瀞 鄰 R認 ｝慧蟹 Σ撚 皿IOEAEff　YKSEDEEHur　KサE5K撥正圓H

SS1　懣飆 脚匿　｝ER［GAKL5E　ADKKK工EEA工　DAS工QWLDGN　QLAEADEFDD
601KMKSLES工刪 P工IASCffVQGA　GGDNGGGffED匡GPTSGGGAG　PKIEEVD

Fig・5・ATmLno　acid 　sequcnce 　of 　Cj57　protein．

　　　Ullderlining　indicates　s孟milarity 　between　the　amino

　　　acid 　seque 皿 ce 　of 　Cj57　and 　that　of 　the　heat　shock

　　　pr〔⊃tein　from　Spina〔ゴα oleracea ．

は主に細胞質に 広 く分布 し．吸水後に は外壁 に もみ ら

れ た が，ゴ ル ジ体 ・核 ・
脂質体内には存在しなか っ た，

細胞質内微細構造の 観察から，脂質体の周辺 に 小胞体

が取 り囲んで い る構造が み られ，免疫染色像 と比較す

る と，こ の 小胞体上 に Cj57が存在する こ とが明 らか

に な っ た．吸水後 の Cj57 の 急激な 増加は，吸水 を

き っ かけ に Cj57が小胞体で多量 に 生産され る た め と

考 えられ る，そ の 後 の Cj57の 速やか な減少は，花粉

細胞内で の 分解あるい は細胞外へ の 分泌 に よ る と考 え

られ る．培養液 に は Cj57 が検出 さ れ た が ，そ の 量 は

わずかで，発芽 ・管伸長に伴うその 量的変化はみ られ

ず，ツ バ キ花粉で は 吸水 に よ る破裂や原形質吐出は観

察されなか っ た．したが っ て ，細胞質内の Cj57 の
一

部は 糺［胞外に浸出ある い は分泌され，残 りの 多くは，

細胞質内で 分解され ると考 えられる．絹胞外へ の 浸

出 ・分泌が 花粉粒の内壁 ・外壁を通して行わ れるの か，

発芽孔 （ほ と ん ど内壁）を通 して行わ れ る の か
〔15〕

を

検討 した が ，発芽孔付近 に Cj57が多 く局在 して い る

よ うな特別な分布は観察されなか っ た．Cj57が どの

ように 細胞外 へ 移動する の か，また細胞内で どの よう

に分解される の か につ い て は今後 の 課題 で あ る．Cj57

の 質量 分析結果 は HSP と 相 同性 を示 した．と くに

様 々 な種 の Hsp70と高 い 相同性が み られ た．　 HSP は

ス トレ ス 1耐性蛋自質
静

と して 知 られて お り，花粉の

吸水後 の 水代謝 と密接 な 関係 が あ る の か も しれ ない ．

花粉は 葯か ら出た 時 は非常 に 乾燥 して お り，ツ バ キ花

粉で は 吸水 に よ り花粉形態は楕円体状か ら球状 に変 わ

る．水分量 も劇的に変化 し，浸透圧 も大きく変化す る，

Cj57は吸水 をきっ かけに，細胞質で 急速 に 生 廉され，

ス トレ ス 緩和 と して 機能す る の か も知れない ．こ れ ら

につ い て もさらに詳し く検剖する必 要 が あ ろ う．
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