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Enzyme −Linked　Immunosorbent　Assay
，
　Immunoblotting を 用 い た

喘息小児に お け る ヒ ノ キ科ネ ズ花粉 ア レ ル ギ ー の 検討

岡 lll大学医学部小児科

　　堀 内照美

　喘息小児49例 の 血清 を用 い て ，ヒ ノ キ科ネ ズ 花粉抽出液 の 抗原分析を enzyme ・linked　immunosor ・

bent　assay （ELISA ），　 immunoblotting 法 に よ り行 っ た．　 SDS ・PAGE で は Coomassie　brilliant　blue

R （CBB ） に よ り染色 され る バ ン ドが 3本 認め ら れ た．　 ELISA に よ り対象 と した喘息小 児49例中27例

（55．1％） に ネ ズ 陽性 が み ら れ た．ELISA に よ る ネ ズ 陽性例 で は，　 immunoblottingに よ り分子量約 70

Kdalton の バ ン ドが 認 め ら れ た．こ の バ ン ドは lectin染色 で は concanavalin 　 A に よ り染色 さ れ た ．

SDS −PAGE に よ り得 ら れ た こ の 70K 　dalton の バ ン ドを切 り 出 し electroelution 法 に よ り精製 し た ネ

ズ 抗原 を得 た 。ネ ズ の 主要抗原 は成分 中最 も 多 い 糖蛋 白 質 で ，分 子 量 約70K 　dalton と考 え ら れ た．　 sugi

basic　protein（SBP ），抗 SBP 抗体 を用 い た サ ン ドイ ッ チ ELISA 法 で は ネ ズ 花粉抗原 で は 反 応 は 認 め

ら れ ず，ネ ズ 花粉抗原 は SBP と は 明 ら か な抗原交叉性が な く ， 新 し い 抗原 と 考え ら れ た ．

Key 　words ： bronchial　asthma − ELISA − immunoblotting − Japanese　juniper（funiper−

us　rigida ）　
一一

pollen　allergy

緒　言

　花粉 ア レ ル ギ ーは ，地 方 に よ り飛 散 花 粉 の 種 類 ，量 ，

お よ び時期 が 異な る た め ，症状発 現時期 も異 な っ て い

る．ア メ リカ で の 花 粉 ア レ ル ギ
ー

の 有病率 は 全 人 口 の

5 〜10％ で ，原因 と な る花粉 は 75％ボ ブ タ ク サ 花粉，

40％ が イ ネ花粉， 9％ が 樹木花粉 とされ て い る．日本

で は 小泉 の 日光地方 の 調査で は 昭和52年 の 有病率は 全

人 口 の 約 5％，昭和 56年 の 小学生を対 象 と した 調査 で

は ス ギ 花粉 の 皮内反応 陽性率 は 27％，有病率 は 9，4％ と
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Abbreviations ：　BSA 　bovine　 serum 　 albumin ；

CBB 　Coomassie　brilliant　blue　R ；　Cry　j
CriPtomeria　／aPonica ；　 DAB 　 3，3

’・diamino ・

benzidin； EHSA 　 enzyme ・linked　ilnmunosorbent

assay ；　19　immunoglobulin ；　PBS 　phosphate
buffered　 saline ；　P ・K 　Pratlsrlitz・KUstner 　（reac ・

t孟on ）；　RAST 　I
・
adioallergosorbent 　test；　RIST

radioimmunosorbent 　 test； SBP 　sugi 　 basic　 pro．

tein ；　SDS −PAGE 　 sodium 　dodecyl 　 sulfate −

polyacrylamide 　gel　 electrophoresis ； TBS 　Tris
buffered　 saline ；　TCA 　Trichloroacetic 　 acid ；

TPBS 　Tween 　20−phQsphate 　buffered　 saline ；

TTBS 　 Tween 　20−Tris　buffered　 saline

さ れ て い る
’〉．石崎 らの li光今市 地方の 調査で は有病

率 は 9．6％ と され て い る 2］．近年 小児 ア レ ル ギ ー
疾患 に

お い て も花 粉 ア レ ル ギ ーの 増 加 が 報告 さ れ
3｝

， 花粉症

が注 目さ れ て い る．我 々 は 昭和63年か ら岡山県南に お

い て 空中飛散 ス ギ 花粉 の 測定 を 行 っ て きた が ，飛 散花

粉 中 に ス ギ 以外 の ス ギ科花粉及 び 岡 山県南 に 特徴的な

植生 分布を示す ヒ ノ キ 科 の ネ ズ 花粉 が含まれ る と考 え

ら れ た
4〕．喘息小児を対象と して ス ク ラ ッ チ テ ス ト を

行 い ，ネ ズ （Japanese　juniper，　 f“ niPents ゼ冨4α ） で

は ス ギ に 次 ぐ 高 い 陽 性 率が認 め ら れ た こ と は 既 に 報告

した s）．そ こ で 今回，喘息小児を対象 ec　enzyme ・linked

immunosorbent 　assay 〔ELISA ），
　 immu ・

noblotting 法

を 用 い て ネ ズ 花粉 の 抗原分析を行 い ネ ズ の 花粉 ア レ ル

ギ
ー

を検討 し，さらに sugi 　basic　protein （SBP ），マ

ゥ ス 抗 SBP 抗体を用 い た サ ン ドイ ッ チ ELISA 法を

行 い ，ネ ズ 花粉 抗原 と SBP との 抗原交叉性 を検討 し

た の で 報告す る．

文寸象お よ び方法

1，対 象

　1990年 5 月か ら 7 月に 岡 山県南 に 位置す る 玉 野市民

病院小児科喘息外来を受診 した 喘息小児49例 ，男児34
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Table　l　Subjects

49asthrnatic　 children

　 34　 male ，15　 female

Age

　6yrs　lmo ヨ 8yrs　lmo （mean 　 llyrs 　5mo ＋ 2yrs　llrno）
Severity　of　asthma

　mild 　26　 cases （53．1％），　 moderate 　20　 cases （40．8％），
　severe 　3　cases （6．1％ ）

Acce   panied 　with 　allergic 　rhinitis

　 73．5％
Accompanied 　with 　allergic 　conjunctivitis

　26．5％
RIST

　 13〜69901U／ml （mean 　1180± 13791U〆mD

RAST

　Positive　rate 　of 　Japarlese　cedar 　26．8％

　positive　rate 　omP 　89．8％

Microplate　coating 　with 　antigen

　　 ↓　 4 ℃ overnight

Washin 鍔 3X　with 　TTBS

BIocking 　with   ．1％ BSA ．PBS

　　 ↓　 Room 　temperature　2hr
Washing 　3X　with 　TTBS

Serum （1 ：2ω

　　 ↓　 Room 　temperature 　3hr，　shaking
Washing 　4X 　with 　TTBS

Anti・IgE−peroxidase （1 ：400）

　　 壷　 Room 　temperature 　lhr，　shaking
Washing 　4X 　 with 　TTBS

OPD

　　 ↓　 Room 　temperature 　lhr

Stopper （1N　H2SO ，）

EL 匸SA　reader 〔OD 　492nm ，　Bio−Rad ）

Fig．1．　 Procedure 　for　ELISA ，

例 ， 女児 15例，年齢 6歳 1 ヵ 月 〜18歳 1 ヵ 月，平均11

歳 5 ヵ 月 ± 2 歳 11 ヵ 月児 を 対象 と し た ．［血清 は 使用 ま

で
一70℃で 凍結保存 し た．な お ，小児ア レ ル ギ ー

学会

の 基準
6）

に 従 っ た 喘息 の 重症度 は ，軽症 26例（53 ．1％），

中等症 20例 （40、8％）， 重症 3例 （6，1％） で あ っ た．

花粉症症 状 に つ い て は 通年性 を 除 き 2 月 か ら ア レ ル

ギ ー
性 鼻炎 が 認 め られ るもの が 73．5％，同様 に ア レ ル

ギ
ー

性結膜炎 が 認 め ら れ る もの が26、5％ で ，こ れ ら の

うち ア レ ル ギ ー性 鼻炎単独 ま た は ア レ ル ギ ー
性 鼻炎 と

ア レ ル ギ ー
性結膜炎 の 合併 の み られ る もの を花粉症症

状 の 認 め ら れ る 例 と し て 検 討 し た ．radio −

immunosorbent 　test（RIST ）は 13〜699GIU／m1 ， 平均

1180± 13791U ／ml で ，　 radioallergo −sorbent 　test

（RAST ）で は ス ギ陽性率 が 26．8％ ，
ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ

（1）erm αtoPhagoide∫　Pteronpussinzas）陽性率が89．8％で

あ っ た 〔Table　 1）．

2．花粉抽出抗原

　 1990年 3 月 の 花粉飛散 直前 に 岡山 県南 の 森林，公園

の 樹木 か ら花粉 を採集 した．花粉 5g に 対 し トル エ ソ 1

ml ，グ リ セ リ ン 50m1，　 phosphate 　 buffered　 saline

（PBS ，　 pH 　8）100mi，滅菌蒸留水を加 え全量250ml と

し， 4 ℃ で 3 日間抽出を行 っ た ，濾過 し た 後， 4 ℃ で

24／32イ ソ チ の 透 析 チ ューブ に て 100ml ま で 風乾濃 縮

を行 っ た，0．45μm フ ィ ル タ
ー

（Terumo ）で除菌濾過

した
4）．調 整 し た ネ ズ 抗原液中 の 蛋 白質濃度 は 6．4mg ／

dlで あ っ た．

3．ELISA

　 マ イ ク Pt プ レ ー ト（96穴平底，　Nunnc 　Immunoplate ）

の 各穴 に coating 　buffer（0．05M 炭 酸緩衝液，　 pH 　9，6）
で 10倍 希釈 し た 抗原液を 加 え 4 ℃ で

一
夜静置 し た．

  ，1％Tween 　20・Tris　buffered　saline 〔TTBS ，　pH 　7，5）
で 3 回 洗 浄 し た 後 ， 0．1％b（》vine 　 serum 　 albumin −

phosphate 　buffered　saline （BSA −PBS ）を加 え 2 時間

静置 し た ．TTBS で 3 回 洗浄後，0，1％ BSA −TTBS で

20倍 に希釈し た 血清を加え 3 時間振盪 し なが ら反応 さ

せ た．TTBS で 4 回洗浄後，　 TTBS で 400倍 希釈 した

biotin化 perDxidase 結合 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgE （Vector）を

加 え 1 時間振 盪 し た．TTBS で 6 回 洗浄後，　 biotin−

avidin 液 （Vecta−stain 　ABC 　Kit
，
　 Vector） と30分反

応 させ た ．TTBS で 4 回 洗浄後，　 Ortho　 phenylene

diamine （OPD ） に よ り発 色 さ せ ，　 ELISA 　 reader

（Bio−Rad）に よ り492nm に よ る 吸光 度を測定 し た ．

ELISA の 判 定 は ア レ ル ギ ー
症状 の 現病歴，既往 歴 ，3

親等以内 の 家族歴 の な い 10例 を 正 常対照 と し，正常対

照 の 吸 光度 の 平均値 ＋2SD 以 上 を 陽性 と し た （Fig．

1）．

4．SDS −PAGE

　ネ ズ 抗 原 液を 2・mercaptoethanol を 含 む digestive

bufferに 混ぜ ， 1分間 boiling処 理 した 後，10％gel を

用 い て Laemmli の 方法
7）

に 従 っ て 電気泳動 を行 っ た ．

分子量測定 の た め
， 低分子域 ス タ ソ ダ ー ド （Bio−Rad ，

Amersham ）を 用 い た ．

5．＝　 1・ロ セ ル ロ
・一

ス 膜 へ の 電気的転写

　Towbin ら の 方法
7 ）
を用 い て 200mA ， 15分通電 に よ

り，ゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル ロ ース 膜へ 電気的 に 転写 し た．
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SDS −PAGE 　with 　lO％ gel
　 　 ↓

Transfer　 with 　200mA 　 constant 　 current 　l5min

　 　 ↓

Blocking　with 　3％ BSA ．TTBS

　 　 ↓

Washing　with 　TTBS
Serum （1 ：5）

　　 ↓　 Room 　temperature 　3hr，　shaking

Anti−lgE−peroxidase （1 ：2DO）

　 　 ↓　 RDom 　temperature 　30mil1，　 shaking
Washing 　3X　with 　TTBS

DAB

Fig，2．　 Procedure 　for　lmmunoblotting 、

Microplate 　coating 　with 　anti ・SBP （1 ：500）

　 　 ↓　 Room 　temperature 　2hr

Washing 　3X 　with 　TTBS

1％ BSA −PBS

　　 ↓　 Room 　temperature 　2hr

Washing 　3X　w 辻h　TTBS

Antigen （SBP 　or 　extract 　from　japanese　juniper）

　　 ↓　 Room 　temperature 　2hr

Washing 　3X　with 　TTBS

Anti．SBP −alkaline 　phosphatase （1 ： 1000）

　 　 ↓　 Room 　temperature 　2hr

Washing 　3X　with 　TTBS

alkaline 　buffer（0．05M 　NaHCO ，，　PH9 ．8）

　　 ↓　 Room 　temperature 　30min

Stopper （0ユ N 　NaOH ）

ELISA 　reader （OD 　405nm ，　Bio・Rad ）

6．immunoblotting

　非特異的反応を防 ぐた め
， 転写後 ニ ト ロ セ ル ロ

ー
ス

膜を 3 ％ BSA −O．1％ TTBS で ，室温 で 2 時 間 反 応 さ ぜ

る こ とに よ っ て blocking処理 した ．　 TTBS で 洗浄後

TTBS で 5倍 あ る い は 10倍 に 希釈 し た 患者血 清と室

温 で 攪拌 し な が ら
一

夜 反応 させ た．次 に ，TTBS で

5000倍 に 希釈 し た biotin化 perox 三dase結合 ヤ ギ抗 ヒ

ト IgE と室温 で 30分反応 させ た 後，　TTBS で 5000倍 に

希釈 し た biotin−avidin 液 と室温 で 30分反応 させ た．基

質液（8mg 　3β
’−diarninobenzidin，30μ呈3 ％ H ，02，0．l

M 　Tris−HCI，　 pH 　7．2）を加 え て 発色 させ た （Fig．　 2）．

7． Coomassie　brilliant　blue　R （CBB ）染 色

　 ゲ ル 染 色 は 0．25％ Coomassie　 brilliant　 blue　 R

（CBB ，　 Sigma） に よ り蛋 白質を染色 した．

8．　electroelution 法

　CBB に よ り染色 さ れ た バ ン ドを 切断 し8／32イ γ チ

の 透析 チ ＝一ブ に 入 れ20mA で 1時間泳動 し た ，泳動

後，20mM ト リス 塩酸緩衝液 （pH 　7．6）で 1時間透析

し た ，透 析 チ ュ
ーブ 内 の 溶 液 に 20％ trichloroacetic

acid （TCA ）溶液を加え20分放 置後 ， 冷却 し なが ら遠

沈した ．採取 した 沈渣に 200μ 1の ア セ ト ン を加え て 遠

沈 し，沈渣を収集 した。

9．lectin染色

　転 写 後 の ニ ト ロ セ ル ロ
ース 膜 を 3％ BSA −0．1％

TTBS に よ りblecking処理 した 。　 TTBS で 洗浄後 7

種類 の biotin化 lectin（concanavalin 　 A ，　 dolichos−

ag91utinin ，
　 peanut 　 agglutinin ，

　 ricinus 　 communis

ag91utinin 　I，　soybean 　agglutinin ，　ulex 　enropaens

agglutinin　I，　 wheat 　germ 　agglutinin ，　 vector ） と 1

時間 反応 させ た．biotin−avidin 液 と30分反 応 さ ぜ た

後，基質液 と反応 させ た ．

Fig．3．　 Procedure　of 　sandwich 　E1』ISA ，

IO．サ ソ ドイ ッ チ ELISA

　興和株式会 社 よ り提 供 さ れ た マ ウ ス 抗 SBP （Cry　j
I）抗体 ， SBP 標準溶液 ，

　 alkaline 　phosphatase 結合 マ

ゥ ス 抗 SBP 抗体を用 い た．マ イ ク 卩 プ 1− ・一 トの 各穴

Ic　coating　buffer〔0．05M 炭 酸緩衝液，　 pH 　9，6） に よ

り500倍希釈し た抗 SBP （Cry　j　I）抗体を 加 え 2 時間

静置 し た．TTBS で 3 回 洗浄後 ，
1％ BSA −PBS を加

え 2時間静置 し た．TTBS で 3 回 洗浄後．　TTBS で 希

釈 し た SBP 標 準溶 液 （4．0，2．0，　1．0，0，5，0．25，
0 ．125

，

0 ．0625ng／m1 ）を加 え 2 時間静置 した ．　 TTBS で 3 回

洗 浄 後，TTBS で 1000倍 希 釈 し た alkaline 　phos ・

phatase 結合 マ ウ ス 抗 SBP 抗体 を加 え 2 時間静置 し

た．TTBS で 3 回 洗浄後，　 alkaline 　 buffer〔0．05M

NaHCO3 ，　pH 　9．8）を加 え30分静置 し た ，0，1N 　NaOH

に よ り反応を停止 させ ELISA 　reader （Bio−Rad）に ょ

り405nm に お け る 吸 光度 を 測定 し た （Fig．3）．

結　果

　 1．対象 と し た 49例中 27例 （55．1％）で
，

ネ ズ ELISA

陽性 が認 め られ た．花粉症症状の み ら れた 36例 中24例

（66．7％）で 陽性 が 認 め られ た ．花粉症症状 の み ら れ な

か っ た 例 で は 13例 中 3例 （23．1％）で 陽性が認め ら れ

た （Table　 2）．

　 2．ネ ズ 花 粉 を SDS−PAGE に よ り泳 動 し ゲ ル の

CBB 染 色を行 うこ と に よ り 3本 の パ ン ド が 認 め ら れ

た （Fig ．4）．
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Table 　2　Relationship　between　pollinosis　and

　　 　　 ELISA 　 of 　Japanese　juniPer

Pollinosis

．（一） （
一

） TQta1

ELISA
〔＋ ） 24 3 27

（一） 12 工o 22

Total 36 ／3 49

レ

123 　 4　　5　　6

97．Ok

12

霾蘿覊鑑讖灘
二：羅襯、距漣

繍 鰾

〆
1鰾 蹴

　　昆震　記冊轍
200．OK

　　　　　　　　　
一

　97．4K
レ 攀講黨 灘 韆

レ

　　　　 嚢窪遣ぎ

　 　 ヒマけヨ
「e　

　
tttt’

．t 擁 識 舞毒軈i
　 呼 ・羸 霞照 船 潭 留

　．．：舗 羃籌羅 驚

　 　 tt　 遣’昌、．t／1韓

67 ．9K

46 ．OK

66．2k

42．7k

レ

30．OK

31．Ok21
．5k

　Fig．4．　SDS ．PAGE 　stained 　CBB ．

　Pollen　extract 　 was 旦oaded 　as 　follows；Lane　1 ：

5．12μg，Lane 　2 ：2．56μg，　Lane　3 ：128
μg，　Lane 　4 ：

0．64μg，Lane 　5 ：0．32μg，　Lane 　6 ：〔｝．16μ g

　 3．ELISA 陽性 で あ っ た 症例 の 血 清 を
一

次抗体 と し

た immunoblotting に よ り，分子量約70K　daltonの バ

ン ドが検 出 され た （Fig．5）．こ の バ ン ドは Iectin染色

で concanavalin 　A に よ り染色 さ れ た ．

　 4．SBP ，抗 SBP 抗 体 を 用 い た サ ン ド イ ッ チ

ELISA 法 に よ りネ ズ 抗原 で は 反応 は 認 め ら れ な か っ

た ．

　 5． electroelution 法 に よ り精 製 し た ネ ズ 抗原 を得

た ．得 られ た精製ネ ズ 抗原は immunoblotting に よ り

分子量 約 70K 　daltonの バ ソ ドが 検 出 さ れ ， 精製 され た

ネ ズ 抗原 で あ る こ と を確認 し た．

考　察

　著者 ら は 昭和63年か ら 岡 山県南 に お い て 空中飛散 ス

ギ 花 粉 の 測定 を 行 っ て き た ．飛 散花粉中 に ス ギ 以外 の

ス ギ 科花粉及 び 岡山県南 に 特徴的 な植生分布を示す ヒ

ノ キ 科 の ネ ズ 花粉 が 含 ま れ る と考 え られ た
4〕．ス ギ 科

21　．OK

　Fig．5．　 Imlnunoblotting．

　Lane　1 ：pollen　 extract 　was 　stained 　 with 　the　se−

rum 　of 　ELISA 　positive 　case ，　Lane 　2 ：pQllen　extract

was 　stained 　with 　the　serum 　ofELISA 　negative 　case ．

の ス ギ，セ コ イ ヤ ，メ タ セ コ イ ヤ ， ヒ ノ キ 科 の ネ ズ 花

粉 に つ い て の ス ク ラ ッ チ テ ス ト に よ る検 討 で は ，喘息

小児 160例 を 対象と し た ネ ズ 陽性率は 18．8％ と ス ギ 陽

性率の 25．0％ に 次 ぐ高値 が み られ ， 吸 入 抗原 と し て 重

要な位 置を 占め る もの と考 え られ
5），今回 ネ ズ 花粉 の

抗原 分析 を行 っ た．

　今回 の 検討で は ，対 象 と し た 喘息 小児 の 55，1％ に

ELISA に よ り ネ ズ 陽性 が み られ た ．　 SDS −PAGE に よ

り 3本 の バ ン ドが み られ ， ELISA に よ る ネ ズ 陽性例 の

tln清を
一

次抗体と し た immunoblottingに よ り特異的

な バ ン ドが 検出 され た ．ネ ズ の 主要 ア レ ル ゲ ン は 成分

中最も多 い 糖蛋白質で ，分子量約 70K 　daltonと考 え ら

れ た。

　1983年安枝ら
9 ）は ス ギ 花粉 の 主要抗原 を硫酸 ア ソ モ

ニ ウ ム 沈殿法，イ オ ン 交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー，SDS −

PAGE に よ り抽出 し ，分 子 量約 40K　daltonの 糖蛋 白質

（sugi 　basic　protein，　 SBP ） で 分子量 41〜46K 　dalton
の subfraction を持 つ と 述 べ て い る，ま た 谷 合 ら

1°〕は

精製 し た SBP は 非還元 状態 で SDS −PAGE に よ り 5

つ の subfraction を 持 つ 45　一　50K 　daltonの パ ン ド と37

Kdalton の ・ミソ ドの 2 本 が 認 め られ る と述 べ て い る ．
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また ， 阪 口 ら
五1）

は 非還元状態で SDS −PAGE を行 い
，

SBP は分子量45〜50K 　daltonで あ り，ス ギ花粉 の 2

番 目に 主要 な抗原 と し て 分子量 37K　daltonの Cry　j　II

を抽出 し，ELISA 　inhibitionに よ り Cry　j　I と Cry　j　II

は 抗原性 が 異 な る と報告 し て い る ．

　 1977年花粉学研究の 立場か ら 上野
’2｝が ネ ズ 花粉症 の

．
11∫能徃 に つ い て 述べ

，
1990年高橋 ら

13）が immunoblot −

ting 法を 用 い て空中花粉粒子数を 測定す る際 に ス ギ

花粉 ，
ヒ ノ キ 科 の ヒ ノ キ や コ ノ テ ガ シ ワ 花粉 で は 濃 い

ス ポ ッ ト が み られ た が， ヒ ノ キ科の ア ス ナ ロ や ネ ズ 花

粉 で は ス ギ に 比 べ や や 薄 い ス ポ ッ トが み られ た と報告

して い る．ネ ズ 花粉の 抗原性 に つ い て の 検討は 1991年

に 井手
14〕15｝が抗 Cry　j　I抗体 （ウ サ ギ ），抗 hinoki　major

allergen （HMA ）抗体（ウ サ ギ），ス ギ花粉症患者血 清，

HRP ・標識抗 ウサ ギ IgG（ヤ ギ ），　 HRP 一標識抗 ヒ ト IgE

（ヤ ギ ）を 用 い た enhanced 　chemiluminescence 法 を用

い た imrnunodetectionに よ り行 っ て い る．こ の 報 告で

井 手 は CryjL 　 HMA が 類似構造 を 有 し ，ス ギ 科，ヒ

ノ キ 科花粉 に わ た り広 く共 通抗原性 を もつ 蛋 白が存在

し，ま た，患者 i缶清中 の IgE抗体 と親和 性をも っ た 蛋白

成分が存在する と述べ て い る。今回 の 検討と の 差異は

抗 原抽 出法 の 問題 ，ま た 今 回用 い た マ ウ ス 抗 CryjI

monoclonal 抗 体 と 井 手 の 用 い た ウ サ ギ 抗 Cry　j　I

polyclonal 抗体 の 認 識す る 部位 の 違 い な ど が考 え ら

れ る．少 な く と も SBP の 主要 な 抗原部位 と ネ ズ の 主

要 な抗原部位 とは抗原交叉 性が な い と考え ら れ た ，

　 ネ ズ 以外 の ヒ ノ キ 科植物 に よ る花粉症 は，1945年 に

OrdmanL ‘〉
に よ り報告さ れ，日本で は 1971年宮本 ら

’7，

が Prausnitz−KUstner（P −K ）反応 中和試験 に よ り x ギ

花 粉 と ヒ ノ キ 科花 粉 の 問 に 共 通 抗 原 性 が存 在 す る こ と

を最初 に 報告 し て い る．清水 ら
181
，井手 ら

19｝2°）
も P −K

反 応 中和試験，RAST 　inhibition試験，抗 ウ サ ギ 血 清

を用 い た ゲ ル 内沈降反応 を 用 い て 検討 し，ス ギ 花粉，

ヒ ノ キ 科花粉間 に 共通抗原性を証明 し，major 　 aller −

gen は ス ギ 花粉に あ り ヒ ノ キ 科花粉 は m 三nor な 点で

ス ギ 花粉 と同
一

の 抗原成分を
一

部 共 有 して い る と 述べ

て い る．ま た，谷合 ら
1 °）は SBP の ア ミ ノ 酸配列 の N 末

端 の 5 残基ei　Gross ら
21 ｝

の 報告 し た mountain 　cedar

花 粉 の 抗原蛋 白の ア ミ ノ 酸配 列 の N 末端 の 5残 基 と

同
一

で あ り，こ の た め ヒ ノ キ 花粉抗原 は SBP と抗原

交 叉性 が あ る 可能性 が あ る と述 べ て い る ．

　著者 らは 既に 報告 した ス ク ラ ッ チ テ ス トの 結果 ，
ネ

ズ 花粉抗原 と SBP と は抗原性 が異な る と考え ， 今回

の 検討 を行 っ た ．今回 著者 の SBP ，抗 SBP 抗体を 用 い

た サ ソ ドイ ッ チ ELISA 法で は ，　 SBP 標準液を 段階希

釈 し た も の と 非還 元 ま た 還元状態 の ネ ズ 花粉抗 原 液，

ま た ス ク ラ ッ チ テ ス トで 用 い た ス ギ 花粉抗原液 とを 比

較し た．ス ギ花粉抗原液で は SBP 　4．（）ng ／ml の 値以 ヒ

の 反応 が 得 られ た が
， ネ ズ 抗原液 で は 非還 元 ，還：元状

態い ずれ に お い て も感度以下 の 反応 で あ っ た ．ま た

immunoblotting 法 に よ りネ ズ 花粉抗原は 分子量約 70

Kdalton と考 え られ，　 SBP （Cry　j　D の 分 子量約40K

dalton とは 分 予 量 が 異 な り，ネ ズ 花 粉抗 原 は SBP と

は抗原交叉性がな く新 し い 抗原 と考 え られ た ．

　岡 山県南 で は ス ギ 花粉 の 飛散 は 2 月 中旬 か ら 3 月

末，ヒ ノ キ花粉の 飛散は 3 月末か ら 4 月末 で ，飛散 ピ ー

ク は 4月初旬，ネ ズ 花粉 の 飛散 は 4 月初旬 か ら 4 月末

に か け て 認め られ る
4，．岡山県南で ス ギ花粉飛散終了

後 に み られ る花粉 ア レ ル ギ ー
症状 で は ネ ズ 花粉 の 関与

に も注意す る必 要 が あ る と 考 え ら れ た ．

結　語

　喘息小児を対象 と し て ヒ ノ キ 科ネ ズ 花 粉 の ア レ ル

ギ ー
を検討 した ．ネ ズ 花粉抗原 は SBP とは 明 らか な

抗 原 交 叉 性 は み られ な か っ た ．岡 山 県 南 に み ら れ る 花

粉 ア レ ル ギ ー
で は ，ス ギ 花粉 以外 に も ネ ズ 花粉 に 注意

す る 必 要 が あ る と考 え られ た ．

　本論文 の 要 旨は 第41回 日 本 ア レ ル ギ ー学 会総会 （於 ， 京

都），第95回 日 本小児科学会学術集会 （於．松山）に お い て

発表 した，

　稿 を 終 え る に 当た り御校 閲 を 賜 りま し た 岡 山 大 学 医学 部

小 児 科 学 教 室 清 野佳 紀 教 授 ，な ら び に 小 田 　慈 講 師，直 接 御

指導頂 きま した 玉 野市 民 病院 小 児 科濃 野 　信 医 長，な らび

に 岡山 大学 医学 部 小児科学教室田 中弘 之先生，さ ら に 貴重

な御助言 を頂 きま し た 国立 予 防 衛 生研 究 所 石 井 　明 部 長 に

深謝致 し ま す．ま た ，ネ ズ 花粉抗原液 を 頂 き ま し た 玉 野 市 民

病 院 薬 剤 部 岡　鐵 雄 部 長 ，
マ ウ ス 抗 SBP （Cry　j　D 抗原，

SBP 標準溶液，　 alkaline 　phosphatase 結合 マ ウ ス 抗 SBP

抗体 を提供 し て 頂 きま し た 興和株式会社名古屋 隆夫先生 に

深 謝 致 しま す．
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EVALUATION  OF  ALLERGENICITY  OF

               REACTING  TO  SERA

     -By  the  Methods  of  Enzyme-linked

THE  EXTRACT  OF  JAPANESE  JUNIPER  POLLEN

FROM  ASTHMATIC  CHILDREN
Immunosorbent  Assay  and  Immunoblotting-

              Terumi  Midoro-Horiuti

Department ofPediatries, Okayama  University Mbdical Schoot

   We  investigated the allergenicity  of pollen extract  of Japanesejuniper Uuniperus rigida,  Cupressaceae family)
to sera  of 49 asthmatic  children  by the methods  of enzyme-linked  immunosorbent assay  (ELISA) and

immunoblotting.  Three  bands  stained  with  Coomassie Brilliant Blue  R  were  detected on  SDS-PAGE.  Sera from  27

(55.1%) out  of  the 49 children  showed  positive reaction  to the pollen extract  in ELISA. The  sarne  sera  dirom the 27
children  were  used  as  the first an  tibody in immunoblotting, which  confirmed  the presence  of a band of protein with

70 K  dalton molecular  weight  (M,W) common  to the all sera, This band was  bound with  concanava!in  A in lectins,
We  successfully  purified the antigenic  substance  af Japanese juniper pollen from this band by the electroelution

method,

   The  major  allergen  of Japanese juniper pollen is glycoprotein with  70 K  M.W.  On  sandwich-ELISA,  there was

no  reaction  of Sugi Basic Protein (SBP) and  anti-SBP  to Japanese juniper is an  allergen  that has  no  cross-reactivity

with  SBP.


