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　カ モ ガヤ 花粉抽 出液 の ア レ ル ゲ ン 芬 析 をカ モ ガ ヤ RAST ス コ ア ー 3 以 上 の 気管支喘息，ア レ ル ギー性

鼻 炎 患者 21人 か ら の 血 清 を用 い SDS ・PAGE な ら び に ifnmunoblotting法 に よ っ て 行 っ た ．　 SDS ・

PAGEa ：2ME 処理 ）で は 16本 の 蛋 自 バ ン ドが検出さ れ，そ の うち の 13本が IgE 抗体 と 結合 した ．中で も

OG6 （MW38K ）は21例 中 17例 （81％），　 OG1 （R萱W14K ＞は 13例 （62％），　 OG15 （MW78K ）は 12例 （57％），
OG4 （MWIgK ） は 11例 （52％）の 患者血 清 と 反 応 し，主 要 ア レ ル ゲ ン と 考 え ら れ た ．し か し患者 の う

ち 2組 が 同 じバ ン ドと反応 し た 以 外．他の 患者 の 1組 も同 じ結合 パ タ ーン を 示 さ ず，患者 の ア レ ル ゲ ン

と の 反応 パ ターン に は 多様性 が あ る こ とが わ か っ た．最 も ア レ ル ゲ ン 活性 の 強 い OG6 は 糖蛋 白 で あ っ

た ，
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緒　言

　 ア レ ル ギ
ー

疾患 の 診断 と 治療 の た め に 使用 さ れ る ア

レ ル ゲ ン 抽 出液 は ，臨床的 に 重要 な成 分 を十分量含有

す る こ と と 同時に ，刺激物質，毒性物質が除去 さ れ て

い る 必要 が あ る
；｝

．こ の よ うな ， 安全で 有効 な ア ン ル

ゲ ン 抽 出液を製造 し，さら に 品 質管理 を行 っ て い くた

め に は ，ア レ ル ゲ ン 抽 出液 の 標準化 は 大切 な作業 で あ

る
1）．

　 カ モ ガ ヤ 花粉 は ， ア レ ル ギ
ー
性鼻炎 や ア V ル ギ

ー
性

結膜炎だ け で は な く気管支喘息 の 原 因 ア レ ル ゲ ン とな

り， 7 レ ル ギ ー疾患 の 原因 ア レ ル ゲ ソ と して 重要な位

置を 占め て い る
2｝3］．そ し て ，こ の 花粉 抽出液中 に は，

種 々 の ア レ ル ゲ ン 活性 をも っ た 物質が 含 まれ て い る と

報告 され て い る ab：“ト G ），い ま だ お の お の の 成分は 精製
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AbbreViation：　BSA 　bDvine 　serum 　albumin ；

CR 耋E 　crossed 　radioimmuno −e｝ectrophoresjs ；

2ME 　 2・mereaptoethanol ；　 NC 　 nitrocellulose ；

SDS ・PAGE 　SDS ・poiyacτy】amide 　gel　electrophor ・

esis；　 TBS 　Tris　buffered　saline

され て お らず ， そ れ ら の 性状 もす 分に は 解明 さ れ て は

い な い ，

　 ア レ ル ゲ ソ 分析の 方法 に は，皮膚試験，RAST 　inhi−

bition　test、　crossed 　radi   immune 　electrophoresis （以
．
トCR 璽E）．　 ioelectric　focusing　tgど種 々 の 方法 が 報告

さ れ て い る が，最近 SDS −polyacrylamide 　gel　electro −

phoresis （以 下，　 SDS ・PAGE ）で ア レ ル ゲ ソ 抽出液を

分画 した後 ， 電 気的 に nitrocell 磁ose （以下 ，
　 NC ）膜

上 に 転写 し，そ の NC 膜上 で ，患者血清中の 特異 lgE

抗体 と 結合 す る バ ソ ド を 検 出す る，い わ ゆ る im−

mu ：）oblotting 法 が ，ア レ ル ゲ ノ 分析 に も応用 され る よ

うに な っ た η 8〕．こ の 方法 は 、ア レ ル ゲ ン 抽 出液中 の 各

成分 を 精製す る こ と な く，主要 ア レ ル ゲ ソ の 同定や，

各成 分 の 物理化 学的性状 の 解析が行 い 得 え，し か も

CRIE と異 な っ て ア レ ル ゲ ン 抽 出液 に 対 す る 抗 血清を

必要と し な い と い う利点 があ る．今回 ，
カ モ ガ ヤ 花粉

抽出液 の ア レ ル ゲ ン 分析を ，こ の 　immunoblotting 法

を 用 い て 行 い
， 主要 ア レ ル ゲ ア の 同定，な ら び に 各戚

分の 物理 化学的性状 の 解析を行 っ た、
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材料な ら び に方法

　1．カ モ ガ ヤ 花粉抽出抗原 ： 鳥居薬品 KK か ら供与

された カ モ ガ ヤ 花粉凍乾末 （Lot　No．　K　oo3）を用 い

た．

　2．血清 ：藤田学園保健衛生大学 医学部小児科 ア レ

ル ギ ー外来 に 通院中で
， Pharmacia 製 RAST キ ッ ト

に よ っ て ，カ モ ガ ヤ 花粉 に 対する RAST ス コ ア
ーが 3

ある い は 4 の 気管支喘息あ る い は，ア レ ル ギ ー
性鼻炎

患者 の 血清を採取し，使用まで
一20℃ に凍結保存し た．

な お
， 患 者 の 血 清総 lgE値 は ユ001U／ml か ら15001U ／

ml の 範囲に あ り，症例 1， 5，6 ，9 ，13に は カ モ ガ

ヤ 花粉抽出液に よ る減感作療法が行わ れ て い た ． コ ン

ト ロ
ー

ル と して ，カ モ ガ ヤ 花粉 に 対す る RAST ス コ

ア
ーが 0 の 健常者血 清を用 い た．

　 3．SDS −PAGE ： カ モ ガ ヤ 花 粉 凍 乾 末 を 2−

mercaptoethano1 （以下 ，
2ME ）を含む digestive　buffer

ある い は含 ま な い digestive　bufferに 混 ぜ， 4 分間

boiling処理 し た 後 ，
14％ gel （テ フ コ 株式会社） を 用

い ，　Laemmli の 方法
9）

に 従 っ て 電気泳動を行 っ た．分子

量 を 求 め る た め ，低分子域 ス タ ン ダ ード（Pharmacia）

を用 い た．

　4．NC 膜 へ の 電気的転写 ：Towbin らの 方法1°）に

準拠し て ，12V，25mA （定電流）で 16時間室温で 通電

す る こ とに よ り，前述 の ゲ ル か ら NC 膜 へ 電気的に 転

写 した．

　5．特異的 IgE 抗体結合バ ン ドの 検出 ：転写後，　 NC

を5  幅 の ス ト リ ッ プ に 切 断 し ， そ れ ぞ れ を 2 ％

bovine　serum 　albumin （以下，　 BSA ）（Sigma ）
」50％

glycerol， 1％Tween 　20を 加 え た pH 　7．4　Tris

buffered　saline （20mM ，　 Tris，500mM 　NaC1）（以下，

TBS ）で ， 非特異的結合 を防ぐた め ， 室温 2時間反応

さ せ る こ と に よ っ て blocking処理 を し た．そ の 後，

1 ％Tween 　20を加 え た TBS で 患者血 清を 2 倍希釈

した 後，室温で
一夜，撹拌し な が ら反 応 させ

，
0．05％

Tween 　20含 TBS で 4 回 洗 浄 後， 2 ％HSA −1％

Tween　20−TBS で 1000倍希釈 した peroxidase 結合 ヤ

ギ抗 ヒ ト IgE 血 清 （Cappel）を室温 で 7 時間反応後 ，

再び0．5％Tween 　 20・TBS で洗浄，次に coloring 　 re ・

agents （10mg 　3，3
’−diaminobenzidin（同仁化学）15μ1

30％H202 ， 40ml ， 0．1M 　Tris・HCI　buffer　pH 　7．6）を

加え，発色 させ
，
1 ％NaN3 で 洗浄す る こ と に よ り反応

を停止 した ．

　 6．染色 ：ゲ ル は ，Coomassie　 Brilliant　 Blue　 R

250 （Bio　Rad）に よ っ て蛋自，　 Zachariusらの 方法
11 ）

に 従 っ た PAS 染 色 に よ っ て 糖 を染 色 し た ．　 NC は

amido 　black　10B （和光純薬） ｝
’
こ よ っ て 蛋白を染色し

た ．

　7．デ ソ シ ト メ b り
一

に よ る ス キ ャ ニ ン グ ：lm・

munornedica 　Co，　LTD 　Image 　Analizer（model ：TIF −

64）を 用 い て ，ゲ ル ならび に NC 上 の ・ミン ドを ス キ ャ

ン した．

結　果

　1．SDS −PAGE な ら び に NC 膜 へ の 転写 ： カ モ ガ

ヤ 抽 出液 を 14％ gel で 電 気 泳 動 し た 結 果，16本 の

Coomassie 染 色 で そま る バ ン ドが 検 出 され た （Fig．

1）．そ の分子量の 範囲 は，14K　daltonか ら78K 　dalton

で あっ た ．また 4 ％か ら2G％の gradient　gel を用い た
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　Fig．1．　Fractionation　of　 orchard 　grass　pollen
extract 　by　SDS−PAGE ．

　a ；orchard 　grass　pollen　extract ，

　b ；molecular 　weight 　 markers ： phosphorylase 　B

（92500），bovine　serum 　albumin （6620の，　ovalbumin

（45000），　carbonic 　anhydrase 　（31000），　soybean

trypsin　inhibitor（21500），　lysozyme（14400）．
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Fig．2．　 Identi丘cation 　 of　 IgE−binding　 components 　 of　 orchard 　 grass　 pollen

extracts 　by　immunoblotting ，

　a
−f；allergic 　patients

’
sera ．　g ；non ・allergic 　control 　se   ．

Table　 1IgE ・binding　activity 　and 　PAS −staining 　of 　bands　obtained 　by　transfer

of 　SDS −PAGE 　separated 　orchard 　grass 　pollen 　components

Orchard　grassMWPAS Patients’sera IgEPercentage
　 pollenCOInponents（× lo3） staining1

　 2345 　 67891   1112131415161718192021bindingof
　positive

　 （％ ）

OG 　15 78 十 000000 ○ ○ ）
∩ 〔

　 ） ○ ○ 十 57

14 75 十
1

○ ○ 十 10

13 72 十 ○ 十 5

12 64 十 ○ ○ ○ ○ ○ 十 24

11 61 ○ 十 5

10 58 一 0

9 52 ○ 十 5

8 50 十 ○ ○ ○ ○ ○ 十 24
7b 44 十

一 D

7a 43 十   0

6 38 ↓ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ 十 81

5 35 ○ ○ 十 10

4 19 十 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ 0 十 52

3 18 ○ ○ 十 10

2 16 0 ○ ○ ○ ○ 十 24

1 14 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ 0 ○ ○ ○ 十 62
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場合 は，9本 の パ ン ドが染 色 され ，
バ ン ドの 分難 ば 14％

gelの 方が優れ て い た．　 NC 膜へ 転 写 した 後 の arnido

biackに よ る染色 に よ っ て も，16本 の バ ン ドが 検 出 さ

れた．

　2．カ モ ガ ヤ RAST 陽性血 清 に よ る IgE 抗 体結 台

バ ン ドの 検 出 ：Fig．2 と Table　1 は カ モ ガ ヤ 花 粉 ア

レ ル ゲ ン に 対 す る 特 異 lgE 抗 体が 結合する バ ソ ドを

示 し て い る．amido 　b］ack で 染色 され る ユ6本 の ・》 ド

の う ち，ユ3本 が IgE 抗 体 と結 台 し た．分 子 量 38K

daltonの OG6は ，81％の 患者血 清と反 応 し 最 も陽性率

が 高 か っ た．次 い で OG1 （分 了
．
量14K　 dalton），

OG15 （分子量 78Kdalton ），　 OG4 （分 子 量 19K　dalton）

ボ そ れ ぞれ62％．57％，52％ の 陽性 率で あ り，以上 4

つ の 成 分が 主要 ア レ ル ゲ ン と 考 え られ た ．そ の 他，

OG2 （24％），　 OG3 （1 ％
．
），　 OG5 〔．10ヲ6），　 OG8 （24％），

OG9 （5 ％），　OGli（5 ％），　OGI2 （24％），　OG13（5 ％）．

OG 工4 （10％）も，
　 IgE 抗体結合能を示 した．今回調 べ

た 21人 の 患者の 反応す る バ ソ ドの 組 み 合 わ せ の パ タ
ー

ン が 同
一

なの は ，症例 12と症例 13（OG4 と OG6 と反厂赫

な ら び に 症 例 16と症例 20 （OGI と反応） の み で，他は

6

C
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6

21

6

MW 　 1　 2　 3 4 5 6　　MW 　 1　 2　 3 4 5 6

　Fig．3．　 Densltometrlc 　 scans 　 of 　 IgE−binding　 bands （A ・E ） and 　 amido 　 black

stained 　bands （F）on 　nitrocellulose 　membrane 、　A 　to　E　represents 　patient
口
s　sera

類 Q 、1　to　NO．5，　 respectively ．　bIW 　主　to　6　sho 轡 s　the　inobility 　pesition　of 　Io、v
m 。 lecuiar　weigh ゆ rotein 　standards 　c。nsisting 。f　ph卿 hory孟ase 　B （925  ），bQv王ロ e

semm ・albumin （662 e），  valb 田 洫 （45。DO）．carb ・ nic 　anhydrase （3100   ）．　s・ybean
tryps王n　inhibitor　（21500），　and 　Iysozyme　（1440〔1），　respectively ，
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　Fig．4．　 Coomasie−staining （a）and 　PAS ・staining

（b）　 of 　orchard 　pollen　extract 　components

fractionated　by　SDS −PAGE ．

全員異な っ て お り，IgE抗体の 認識は ，患者 に よ る パ ラ

ェ テ ィ
ーが 大 きい こ と が わ か っ た ．な お， ＝ ン ト ロ

ー

ル と し て 使用し た カ モ ガ ヤ RAST 陰性血清で brk， ／“
’
ソ

ドは 検出 さ れ な か っ た ．

　3．デ ソ シ ト メ ト リー
に よ る ス キ ギ ニ ン グ ：Fig．3

は amido 　black染色 の バ ン ドと，患者 の IgE 抗体結合

バ ン ドの ス キ ャ ニ γ グ を示す。各 ピ
ー

ク の 面積 は
， 成

分 に 結合 し て い る IgE抗体量を示す と考え られ る．最

も多数の 患者に認識 さ れた OG6 が，結合する抗体 の 量

も最大 で あ っ た ．

　4．PAS 染色 ：IgE抗体結合能を も っ た バ ン ド の

PAS 染 色を み て み る と（Fig．4），
　OG 　4， 6， 8，12， 13，

14，15が陽性 で あ り，一方，IgE抗体結合能を もた ない

パ ン ドで は，OG7a，　 OG7b が陽性 で あ っ た ，

　 5．2ME 処 理 と2ME 未処理 の カ モ ガ ヤ 花粉 抽 出液

の SDS・PAGE の 比較 ：2ME 処理 と未処 理 の サ ン プ

ル の sDs −PAGE を Fig．5 に 示す．ア レ ル ゲ ン 活性 の

『黛
14丶
13〜

IZ〜

影
4一

3〜

2＿
1／

　

ぐ

〈

〈
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　　　　　　　　　　 a　 b

　Fig．5．　 Fractionation　of　orchard 　grass　pollen

extracts 　by　SDS・PAGE 　after　2ME ・treatment （a）or

2ME ・untreatment （b）．　 Solid　 arrowheads ； bands
stained 　 only 　by　2ME ・treatment ： open 　 arrowhead ；

band　stained 　only 　by　2ME ・untreatment ．

最も強い OG6は両者 と も同じ移動度を 示 し た ．2ME

処理 で は 観察され た OG4 と OG12 が 2ME 未処理 で は

消失，か わ りに MW100K 　daltonの 新た な バ ン ドが観

察 された．

考 　察

　SDS ・PAGE で 分画す る と 16本 の 蛋白・ミ ソ ドが検 出

され ， さらに NC 膜 へ 転写後 ， 患者血清を用 い て IgE

抗体と結合す る バ ソ ドを検討し て み た と こ ろ，16本中

13本が IgE抗体 と結合 し，特に OG6 ， 0GI
・
，
　OG15 ， 0G4

は それぞれ 81％，62％，57％，52％の 結合率を示 し，

こ れ らが主要 ア レ ル ゲ ン と考え られ た ．し か し，今回，

検索 した 21人 の 患者 の IgE抗体結合 バ ン ドをみ て み

る と同
一

の パ タ
ーン を示 し た の は 2 組だ け で，他の 患

者は す べ て異な っ た パ タ
ー

ソ を示 し，患者に よ る ア レ

ル ゲ ン の 認識 に は 大 きな差異 が あ る こ と が わ か っ た．

Topping ら
5）は ，　isoelectric　focusingと skin 　testを用

，

い て P14 ．5と P16 ．0の 2 つ の 分画 が ア レ ル ゲ ン 活性 を
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2 2 カ モ ガ ヤ 花粉抽出液の ア レ ル ゲ ン 分析

もっ て い る と報 告し て い る，Calam ら
6 】

は 高速液体 ク

ロ マ ト グ ラ フ ィ
ーと RAST 　 inhibition　 testに よ っ て

分子 量30K と 15K　daltonの 2 つ の 成分が 主要 ア レ ル

ゲ ン で あ る と報 告 し て い る．し か し，我 々 と 同様，

SDS −PAGE と inununobletting法 で 分 析 し て い る

Ford ら
s｝
に よ れぽ，19本 の 蛋白バ ン ドの うち ， 13本 が

IgE 抗体と結合 し，分子量 14K．24K ，26K ，28K，30

K ，32K ，36K ，43K 　 dalton　D 　8 本 の バ ン ドが 陽牲率

S9％以上を示 し，特 に 30K ．32K，36K 　daltonの 3 つ

の バ γ ドは 85％ 以上 の 陽 性率で あ っ た． こ れ．ら の うち

36K　daltonの バ ン ドは，38K の OG6 と
一

致す る の か

も し れ ない ．我 々 の 結果で は ， 35K　daltonの バ ン ドが

21人 中 2人 （10％）と反 応す る の み で あり，Ford ら に

よ っ て 示 され た．85％以上 の 陽 性率を示す30K，32K

daltonに 相 当す る バ ノ ドは 検 出 さ れ な か っ た．ま た，

38K　da］ton の バ ソ ドは 4 −20％の gradient　ge】や他 の

濃度 （10％）の gelを 用 い て も， 1本 の バ ソ ボ し か 検出

で きな か っ た ，Ford らと我 一k の 結果 の 差異 の 原因 と し

て ，1）使用 し た 抗 ヒ ト IgE 血 清 の 特異 性，2）対象と

した 患老 ， 3）使用 した カ モ ガ ヤ花粉抽出液な どに 違 い

が あ る た め と考 え られ る が， 3番 目 の 違 い に よ る 可能

性 が高い と考 え られ た ．い ずれ に しろ，今ま で の 報告

と 比 べ て 1 ア レ ル ゲ ン 活性を も っ た 成分は 多数存在す

る こ とが判 明 した．患者 の ア シ ル ゲ ソ 認識 の 多様 性 と，

多 数の ア レ ル ゲ ン 成 分が存在 す る と い う結果 か ら，診

断 ・治療に 用 い る カ モ ガ ヤ 抽出液は．主要 ア レ ル ゲ ン

だけ を精製 した もの よ り も，少 な く と も 4 つ の 主要 ア

レ ル ゲ ン を含み さ らに 他の 成分 も含 ん だ粗 抗原 の 方 が

都 合が よ い と い え る，

　 デ ン シ ト メ ト リ
ー

に よ る ス キ ャ
ニ ン グ に よ っ て 描か

れ る ビ
’一ク の 面積は

， それ ぞ れ の 成 分 に 結合 し た IgE

抗 体量 を示 し て い る．最多数の 患者 が反応 した OG6

は，最も多量 の IgE 抗 体 と結 合 し て お り こ の 意味で も

OG6 が， カ モ ガ ヤ 花粉 の 中で 最 も重要な ア レ ル ゲ γ で

ある とわ か っ た．最 高頻度 に 認識 され る ア レ ル デ ン は

多 量 の lgE 抗 体 と 結 合 す る と い う 現 象 は P ．

Judaica12｝や Bermuda 　grassi3
｝
の 花粉で も報告さ れ て

い る．

　 次 に PAS 染 色 の 結 果 を み る と， ア レ ル デ ノ 活性 を

も っ た パ ン ドの 中で s
，t　OG4 ，

　OG6 ， 0G8，0G12，0G ユ3，

OG14 ，0G15 の 7 本 が 陽性 で あ り，こ れ らは糖を 含有

して い る と考 え られ た．OG6 は 2ME 処理 あ る い は 未処

理 で も同 じ移動度 の 位置に検出 され ， S・S 縞合 の よ う

な易還元性 の 結台に よ る重合体 に は な っ て い な い と推

論 され た．

　以上 の ご と く，immunobbtting 法 は ，粗抗原 の まま

で 各 ア レ・ル デ ン 活性成分 を分析 で き，しか も物理化学

的性状を決定 で きる とい う点 で ，他 の 分析方 薮 に は み

られ な い 長所 を持 っ て い ると考 え られた ．
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IDENTIFICAT!ONOF  eRCHARD

 ALLERGENSGRASS

 {IMCT}iLiS GLOMER,4  Ztl)

BY  IMMVNOBLOTTING

POLLEN

Atsue Urisu, Hiroshi Kodafna, Shunsuke KanarRori, Toru Kozawa, Susumu  Masuda,

              YDko  Ichikawa, Kiyoshi Imai  andi  Takehiko Yazaki

   Department of Pediatn-cs, Fleij'ita-Gak#en Heaith Universily, Scheol of ?:4bdicine

                             Shimpei Terii

               Cojlage of Medieal 7ljcknolagy. iVtigeya Universily

   Orchard gtass (Dactyiis glomerata) pollen proteins were  electrophoretical!y  separated  on  polyacrylamide  gels

and  transferred to nitrocellulose  strips  where  IgE･binding co!nponents  were  detected by reaction  with  allergic

patients' sera  and  peroxidase-labeled anti-human  igE. The  subjects  were  21 patients with  brenchial asthma  or

alleTgie  rhinitis. Of 16 bands (in the  molecular  weight  (MW) range  of  14,OOO to 78,eOO daltons> separated  by $odiu;n

dodecyl sulfate  poiyacrylamide  gel electrephoresis.  9 bands bound to IgE. Four  of  the bands bound te IgE from more

than  5e% of the serum  samples,  A component  of MW  38,eOO daitons (OG 6) bound to igE frorn 81% of  the aHergic

sera  tested and  also bound to the  greatest quantity  of IgE, This compenent  may  be clinicaily  most  important. Only

two  couples  of  sera  tested demonstrated identicai IgE-bindi-g spectra,  indicating a marked  diversity ln respofise  to

the allergens  by different patients,


