
Palynological Society of Japan

NII-Electronic Library Service

Palynologioal 　Sooiety 　of 　Japan

日本花粉学会会誌 （Jpn．，　J、　Pa！ynoL）56 （1） 23−30 （2010）　　　　　　　　　　　　　　　　　　 23

（原著論文）

ス ギ花粉ア レル ゲン （Cry　j　1，
　 Cry　j　2）の共通抗原性

中村　澄夫
脚 ・曽屋　貴男

2）・川上 　理愛
2）・大越　　匠

2）・中村　紀雄
2）

　　　　　　
1）
神奈川歯科大学生物学教室　〒 238−8580　横須賀市稲岡町 82

　　
2）
横浜市立大学大学院綜合理学研究科　〒 236−0027　横浜市金沢区瀬戸 22−2

　　　　　　　　　 （2009年 IO　n ／4 日 受付，2009年 12月 22 日 受理）

Cross−allergenicity 　of　the　allergens 　Cry　j　l　and 　Cry　j　2
from　Japa皿ese 　cedar （Cryptomeriaノ〔4｝o 漉 cα）pollen

Sumio　NAKAMURAil ，TakaQ　SOYA2
〕
，Rie　KAWAKAM12

）
，Takumi　OHKOSHI2

）

　　　　　　　　　　　　　　and　Norio　NAKAMURA2 ／L

i’iBiotogicat
　Laborator｝’，　Kanagawa　Dental　College，82 加 aoka −c 加，｝

ioJcosuka
，　Kan

’
agawa 　238−8580，ノapan

　　　　　　　　
21’
　Graduate　SchoolげJntegFated　Scien‘｝e，　rokohama　Cily　University，

　　　　　　　　 22−2Seto，　Kanazawa 一たu，｝bkohα ma ，　Kanagawa 　236−002　7，ノapan

　　 Patients　with 　p〔｝llinosis　caused 　by　Japanese　cedar （Crypto〃 leria ．ノaponica ）pollen〔〕ften
havc　additional 　allcrgy 　to　the　pollen　of 　Hinoki（Chamaecyparis　obtusa ）．　This　phenomenon
is　due　to　cross −allergellicity　between　Cry　j　l，the　a11ergen 廿om 　C．ノaponica 　pellen，　and 　Cha
ol ，　the　allergen 　of 　C．　obtusa 　pollcn．　in　this　study 　we 　have　surveyed 　pollen　of　various 　spe −

cies 　for　signs 　of 　cross −allergenicity 　with 　thc　allorge 四 s　Cry　j　l　 and 　Cry　j　2　from　C・japonica・

Mature　pollen　grains　f±om 　a　range 　of　woody 　dicotylcdonous　species 　were 　examined 　by　the

enzyrne 　linked　immunosorbent　assay （ELISA ）using 　the　anti−monoclonal 　antibody （anti−

mAb ）Ol3　against 　the　allergen　Cry　j　l，
and 　anti一皿 Ab　T27　against 　the　al．lergen　Cry　j　2．　Anti−

mAb 　Ol3　reactcd 　with 　M ∂rus 　bomh）Jcis　pollen　twice　as　strongly 　as　with 　C．　obtusa 　pollen；lt

aユso　reacted 　wcakly 　with 　pollen　from　Samhucus　siehogdiana ，　Betuta　ptat）’phytla，物 〃o觚

ノaponictts 　and 　Myrica　ruhra ．　However，　Anti−mAb 　T270nly　reacted 　with 　B．　ptαtyphytla　pel−

len．

　　 Moreover，　i　mmunocytochemical 　Iocalization　of　Cry　j　l− and　Cry　j　2−like　proteins　was
exa 血 ned 　in　the　pollen　of 　these　species ，　and 　showed 　 cross −rcactivity 　in　ELISA ．　Anti−mAb

O13　showed 　marked 　reactivity 　with 　the　orbicules
，
　exine

，
　cytoso 】

，
　and 　starch 　granules　in　the

pollen　of 　C．　ohtttsa 　and 　B ，platyph），Ua　but　only 　weak 　reactivlty 　with 　the　ponen　of　the　other

species ，　Anti−mAb 　T270nly 　reactcd 　with 　the　pollen　of 　B．　plaりyph．ylla　amd 　C．　obtusa ．　These
results 　suggcst 　that　as　well 　as 　C．　obtetsa 　pdlen，　B．　plαり，phylla　polien　may 　have　cross −aller−

genicity　with 　C．．ノapenica 　poll．en ．

Key 　Words： Betula卿 り助 ：
’Ua，　Chαmaeeyparis （，伽 、∫α，　cross −ailergenicity ，　Cr）

’
ptome磁

　　　　　　 ノaponica ，　Japanese　cedar 　pollinosis

緒 言

　ある 種 の 花粉症患者が 他種の 花粉 に よ りア レ ル ギー

症状を呈する こ とが知られ て い る，こ れ は，患者 ユ婚青

中 に含 まれ る あ る種 の 花粉 の 抗原 を 認識す る抗体が，

他種の 花粉な ど，他 の 抗原 を同様 に認識す る こ とが 原

※ E−mail ：nukasumi ＠ kdcnetac．jP

因で あ る と考 えられて い る．この 現象 は 共通抗原性 と

呼ばれ て お り，類似性 の 高 い ア ミノ 酸配列を持 つ 蛋白

質が，異な る種の 花粉 や 食物に共通 して 存在 して い る

こ と を示唆 して い る．ヨ
ーロ ッ パ ，北海

．
道 な どで み ら

れ る シ ラ カ バ （カ バ ノ キ科）花粉症 で は，Bet　v 　1，

Bet　v　2等 の ア レル ゲ ン が同定されて い る が
u）
・
，こ れ ら
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の ア レ ル ゲ ン は ブ ナ 目の 花粉や リン ゴ，モ モ ，キ ウ イ

果実等と共通抗原性 を示すこ とが報告され て い る
〔Z31i．

一方，R本で 最 も罹患率が 高 く，国民 の 関心 の 高 い ス

ギ 花粉症 に 関し て は，そ の 主 な ア レ ル ゲ ン と し て

Cryj1 と Cryj2 が報告されて い る
（4，5、．しか し，ス ギ

花粉症に関し て は，Cryjl とヒ ノ キ花粉ア レ ル ゲ ン

Cha 【） 1 との 共通抗原性 が 指摘 さ れ て い る もの の
c6，
，

そ の 他 の 花粉や食品 との 共通抗原性 に つ い て は 明 らか

に さ れ て い な い ．Cryjl は広 く植物に存在する ペ ク

テ
ー

トリア
ーゼ で あ り

〔T）
，花粉粒外壁 とオ

ービ クル に

存在する こ とが明らか に さ れ て い る
ils）．また，　 Cry　j　2

はポ リ ガ ラ ク ツ ロ ナ
ーゼ で あ り，Cry　j　1 同様 ペ ク

チ ン の 分解に 関与する こ とが 知られて おり
19〕
，デ ン プ

ン 粒 に 局在する こ とが明らか に され て い る
！lじ
’
．ペ ク

チ ン は花粉 の
一

般的成分 で あ り，その 分解酵素も花粉

に 存在す る と考え られ る．そ して そ の 中 に は Cry　j　1

や Cry　j　2 と共通抗原性 を示す もの があ る こ とが考 え

られ る，

　 この 研究 で は ス ギ 花粉 ア レ ル ゲ ン Cry　j　1 と Cry　j　2

に 注 目 し，こ れ ら に対す るモ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体と種 々

の 花粉 の 反応 を ELISA （酵素免疫定量法） と免疫電

子顕微鏡法に よ り調 べ ，ス ギ花粉 ア レル ゲ ン とス ギ 以

外 の花粉 との 共通抗原性 の可能性 を検討 した．

Table　L　Cross−reaetivity 　of　different　pollen　against　al−

　　　 lergens　from　Japanese　cedar （Cr｝
，
ptomeria

　　　 ．ノaponica ）po】】en 　by　ELISA ．

　　　 The　relative 　activities 　of 　poller［ exudates 　and

　　　 extracts 　from　diffcrent　species 　of 　pollen　against

　　　 those　from　C．　jap侃 ica　were 　exa 而 ned ，　mAb ：

　　　 monoclonal 　antib ｛〕dy．　The　vaSues 　are 　me 劭ns

　　　 and 　standard　errors　for　three　experiments ．

An［ibody　against 　Japanese　cedarpollen

Po］len
CryjlmAbCryj2mAb

材料と方法

Activity（9■
・Control）

Exudate　　　Extract　　　 Extract

1，材　 料

　Table　1 に示 した 29種類 の 植物か ら，花粉 または未

開 の 葯を採取し た．葯 は室温 また は 30℃ で 開葯させ，

花粉 の 大 きさ購 じた篩 〔網 目 0．1〜O．35  ）樋 し

て花粉の み を集め た．花粉は シ リ カゲ ル と共 に容器 に

人 れ使用まで
一20℃で 冷凍保存 した．

2 ，蛋白質の 抽出と定量

　試料か ら の蛋白質の拙出 は以 卜
．
の よ うに行っ た．花

粉 0．lgに pH　7．4 の 10mM 　HEPES 緩衝液 を力凵えて，5

分間震盟し，遠心分離 （4000rpm，4℃，5 分間）して

得 た 上 清を花粉浸出液 と した，さ らに，沈澱 に再度緩

衝液を加えて ポ ッ ター型ホ モ ジ ナ イザ
ー管で 磨砕し た

後，遠心分離 （IOOOOrpm，4℃，10分 間）して 得 た E

清を花粉抽出液 と した．

　浸出液と抽 出液 の 蛋白質量 の 測定は．Bio−Rad 社の

Pr〔〕tein　Assay　Kitの プ ロ トコ
ー

ル に 従 っ て 行 っ た．

Cり
，ptomeriaノα1冫onica

cんamaecyparis 　t丿伽 ∫α

α脈 go わピ’oわα

Podocarptss　ma ぴ OI」h｝，llus

Cedr”s　deodartt

Pin“s　i加 nberg 〃

Pinu、s’　denSil／10rα

M θ 厂 usi 丿θ 現 わycガ∫

H ．vdr α n8ea 　macrophy 〃α

Samhucus 　sieb〔冫ldiana

ezae厂eus 　glauea

guerc’us 　a（
’
配’∬ 砌 （君

Quercus　se厂厂ata

Betula　pl‘ityph ）
’〃α

Castanop．gis　euspidata

MalrOtus．ノaporticus

Myrica　nuhra

P 厂u’lus × yedoen．s’is

C αη副 伽 ノaponiea

B 厂α∬ ica　napus

Rttmex／aponic
』
us

RCttnexα（／etosa

Eri．geron　phitadelpんicus
Anthro．sia 　t厂疚面

PlantαsJo　lanceolata

Lotium〃mutttYloi’unt

ムotium 　perenne

Dactytis　glonteraia

Traehycarptfs，fo厂t” nei

100 土 020
± 710
± 1

　1 ± 1
　 0
　2 ± ユ

　 3 ± 042

± ⊥

4 ± 210

± 23

± 07
± 05
± 51
± 02

± 012
± 19

± 14

± Ol

± 11

± 05

± 1

　 03
± 〔）

2 ± 01
± 12

± 12
± 2

　01
± o

100 ± 8 　 100 ± 20

22 ± 4　 　 5 ± 1

　 0　 　 　 　 0

4 ± 5　 　 9 ± 7

6 ± 4　　 1 ± 1

2 ± 4　　 2 ± 3

　 0　　 　 　 0

5 ± 6　 　 　 0

13 ± 6　　　19± 7
　 0　　 　 　 0
7 ± 4　　 1 ± l
l ± O　 　 l ± 1

5 ± 1　 　 　 0

　 0　 　 　 　 0

0

0

0

o

0

0

3 ．ELISA 法

　 マ イ ク ロ タイ タープ レ
ー

ト （Nunc 製） に 生理食塩

水含有 リ ン 酸緩衝液 （PBS ）で 10Pt9！rn1 とな る よう希

釈 した抗 Cryjl モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 （013） また は抗

Cryj2 モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 （T27）を 100μ1ずつ 加え，

室温で 2．5 時間静置 した．抗体液を除去 し，ブ ロ ッ キ

ン グ す る た め 1．5％牛血清 ア ル ブ ミ ン （BSA ）−PBS 溶

液を 250p］ずつ 加え て 4℃ で
一

晩静置 した．ブ ロ ッ キ

ン グ溶液 を除去 し．PBS で 250μg！ml に希釈 した コ ン

トロ
ー

ル お よび試料液をそれぞれ lOOPS1ずつ 加え，室

温 で 1．5 時間静置 し た．試料液を除去 し，洗浄液

（0．5％ Tween20−PBS ） で 3 回洗 っ た 後，0．1％ BSA 一

N 工工
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PBS で 1000倍に希釈 したペ ル オキ シ ダ
ーゼ 結合抗

Cryjl モ ノ ク ロ ーナ ル抗体 （053）ま た は ベ ル オ キ シ

ダーゼ 結合抗 Cry　j　2 ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗体 を LOOPtLず

つ 加えて室温で 2 時間静置した，洗浄後，pH 　5，0 の 基

質溶液 （O．IM 　Na：HPO4一ク エ ン 酸緩衝 液 10ml，　 o
一

フ ェ ニ レ ン ジア ミ ン 5mg，30％ H20210 μ1）を 100μ1

ずつ 加 えた．反応 5分後に 2NH2SO ，t を 100μ1ずつ 加

えて反応 を止め，マ イクロ ブ レー
トリ

ー
ダ
ー

で 吸光度

（492nm）を測定 した．

4 ．免疫電子顕微鏡観察

　 未 吸 水 の 成熟 花 粉 は 3％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド

ー0．05M カ コ ジ ル酸緩衝液 （pH 　7，3）に，ま た 0，3M
シ ョ 糖液で 5 分吸水 させた花粉は 4％ パ ラ ホ ル ム ア ル

デ ヒ ドー0．5 ％ グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドー0，05M カ コ ジ ル

酸緩衝 液 に浸 し，マ イ ク ロ ウ ェ
ーブ 処理 を した 後，

4℃ で
一

晩振籥 して前岡定 を行 っ た，固定液を取 り除

き，カ コ ジル酸緩衝液で 3 岡洗 っ た後，0．1％ オ ス ミ

ウ ム 酸一
〇．05％ カ コ ジ ル 酸緩衝液を加え，室温 で 2 時

間静置して後固定した，その 後エ タ ノー
ル Ii昇系列 で

脱水 を行 い ，Spurr法「1⊥）
に従 い エ ポキ シ樹脂 に試料 を

包埋 した．

　超薄切片の 免疫染色 は室温で 以 下 の よ うに行 っ た．

pH 　7，6 の TBS 液 （50皿 M ト リ ス 緩 衝 液，150mM

NaCl，）で 30倍に希釈し た 正常ヤ ギ 亅価青に 切片を 10

分聞浸 した．次 に 切片 を TBS で 50 倍 に希釈 した抗

Cry　j　1抗体 （Ol3）また は抗Cry　j　2抗体 （T27）液に

浸 し，2 時間反応 さ せ た．反応 後 切 片を洗浄 し，

TBS で 20倍に希釈 した金コ ロ イ ド標識ヤギ抗 マ ウス

IgG抗 体液 （British　Biocell　International社） と 1時間

反応させ た．反応後，切片を洗浄液で 洗 い ，次に蒸留

水 で 洗 っ た．乾燥後 切片を酢酸 ウ ラ ン 水溶液 に 10

分間浸 した 後，蒸留水で 洗浄 した．その 後 硝酸鉛水

溶液に 5 分間浸 した後，蒸留水で洗浄し，乾燥させ た．

　観察は JEM200CX また は JEMI200EX 透過型電子顕

微鏡 q」本電子 ）を用 い て，加速電圧 80kV で行 っ た．

の 花粉 に 存在す る かどうかを多くの花粉 を用 い て 検討

した．また こ れ ら蛋白質 は，花粉が 吸水す る と直ちに

液中 に浸出 し易い もの と浸出 しに くい もの が存在する

と考え，花粉浸出液 と花粉を破砕 した抽 出液 と に分画

して ELISA 反応を調べ た （Table　1）．

　抗Cry　j　1 モ ノ ク ロ ー
ナル 抗休の 反応 は どの 花粉に

お い て も大 変 低 か っ た が，ヤ マ グ ワ （Morus

bombycis）浸出液は共通抗原性が知 られて い る ヒ ノ キ

（Chamaec ）
，paris　obtu ．va） よ りも高い 値 を示 した．イ

チ ョ ウ 〔Ginkgo　biloba）， ニ ワ ト コ （Sambucus

sieboldian α），ア カ メ ガ シ ワ （Maltotus　japonictfs），ヤ

マ モ モ （Mvrica　rubra ）浸 出液 は ス ギ の 反 応 の 10％程

度 の 仙を示 した，また，これ らは抽 出液よりも浸出液

が高い 反応を示 したが，シ ラ カバ （Betula　platyph）？lta）

は浸出液 に反応がみ られず，抽出液が高い 反応を示 し

た．

　抗 Cry　j　2抗体 の 反応 につ い て は抽出液 に つ い て の

み 調 べ た，ほ とん どの 花粉に お い て 反応 が み られ な

か っ た が シ ラ カ バ だけが 20％程度 の 反 応 を示 した，

　EuSA 反応 にお い てス ギの 反応値の 10％以上 の 値

を示した花粉に つ い て，抗 Cry　j　1 と抗 Cry　j　2 モ ノ ク

ロ ー
ナ ル 抗体 を用 い て 免疫電子顕微鏡観察 を行 っ た

（Fig．1− 3）．　 Cry　j　1抗休の 反応 に お い て は，ヒ ノ キ と

シ ラ カ バ に強 い 反応がみ られ た （Fig，　D．ヒ ノ キで は

オービク ル，外壁，デ ン プ ン粒に多くの 金 コ ロ イ ド粒

了
・
の ラ ベ ル がみ られ，シ ラ カバ で も外壁 とデ ン プン 粒

に ラ ベ ル が み られ た （Fig．1）．イチ ョ ウ，ニ ワ トコ ，

ヤ マ グ ワ，ア カ メ ガ シ ワ，ヤ マ モ モ は花粉壁 や細胞質

に僅か な ラ ベ ル がみ られたが．ELISA 反応がみ られ

なか っ た シ ュ ロ （Trach）
’
carpus ．fbrtunei）とラベ ル の程

度は 同様で あ っ た （Fig．2）．

　Cry　j　2抗 体の 反 応 は ヒ ノ キ と シ ラ カバ に つ い て 調

べ た （Fig．3）．ヒ ノ キの BLISA 反応 は非常 に 低か っ

たが ，オービ クル と外壁 （セ キ シ ン とネキ シ ン ）に ラ

ベ ル がみ られた．シ ラ カバ で ぱ，外壁 とデ ン プ ン粒 に

ラベ ル が み られ た．

5 ，試　 薬

　抗 Cry　j　1モ ノ ク ロ
ー

ナル 抗体 （Ul　3），抗 Cry　j　2 モ

ノ ク ロ ーナ ル 抗 体 （T27），ペ ル オ キ シ ダーゼ 結合

Cry　j　1 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗体 （053），ペ ル オ キ シ ダー

ゼ結合 Cry　j　2 ポ リ ク ロ
ー

ナ ル 抗体は林原生物化学研

究所製を用 い た．

結 果

　ス ギ （c ’塑 o 焜 副 α ノαρo 航 α ）花粉 ア レ ル ゲ ン で あ る

Cry　j　1 とCry　j　2 と共通抗原性示す蛋白質が ス ギ 以外

考 察

　ス ギ花粉症患者の ∬IL清は，ス ギ花粉の 主要ア レ ル ゲ

ン で ある Cry　j　1 と C エy　j　2 の 両方また は ど ち らか
一

方

に 反応 す る こ とが 報 告 さ れ て い る
L12〕
，　 Cry　j　1 と

Cryj2 は ア ミノ酸配列 が 異 な る蛋臼質で あ る か ら，ス

ギ花粉症患者の 血清中には Cry　j　1 と Cry　j　2をそれぞ

れ 認 識す る抗体が 存在す る と考え られ る．そ こ で，モ

ノ ク ロ ー
ナ ル Cry　j　1 抗体 を用 い て Cry　j　1 との 共通抗

原性を調べ た．今回用 い た モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 013は ，
ス ギ花粉症患者血清が Cry　j　1 を認識する エ ピ トープ
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Fig．1Jmm しmotocaltzation 　of　Cry」1−1丑（e　protcins　Ill　Chamaecypams 　obt ”，ya　and 　Betula　plat．vphytla 　po］lcn　gram呂．

　　　The　reactivities 　of 　Cry」藍antibody 　w 【th　the　cyt 〔｝so 【（cyt），　starch 　granule（s）and 　ceLl　wa ］1（exillc ：Ettnd　Lntllle・1）｛）f

　　　（］hamaecyparis　obtus ‘’ （a，　b）and 　Betula　p ’α ら，phylla （c，　d）pollcn　grains　were 　examincd ．　Ne ： nexine ，　Sc： scxine ，0 ：

　 　 　 orbicle ，　V ； vacuole ．

の うち L つ の エ ピ トープ を認識す る こ とが ltttt一され て

い る
／’13

、した が っ て，調べ た花粉に お い て，こ れ ら

抗体 に対す る 強い 反応がみられれば，ヒ ノ キ花粉 の 場

合 と同様に，ス ギ 花粉症患者が そ れ ら花粉 に よ りア レ

ル ギー
症状か引 き起 こ され る 可能性が あ る と 考えられ

る．

　今回調べ た 裸子植物の 花粉 は ス ギ と同 じ く風媒花粉

で あ り，ス ギ花粉 の 飛散時期 とほぼ 同時期 に大量 に飛

散 させ る こ とが知 られ，ヒ ノ キ，イチ ョ ウ，ヒ マ ラ ヤ

ス ギ，ク ロ マ ツ，ア カマ ツ 花粉に つ い て は そ れ ぞ れ花

粉 ア レ ル ギ ーを 引 き起 こ す報告が あ る
LL415〕

Table　1

に示 した よ うに ．ヒ ノ キ 以外は抗体との 反応 も非常に

弱 か っ た．したが っ て，ヒ ノ キ 以 外 の 今iiriSSべ た花粉

に よ り，ス ギ花粉症患者が Cry　j　1と の 共通抗 原性 に

よる ア レ ル ギ
ー
症状を引 き起 こ す 口∫能性は非常 に低 い

と 考
1
え られ る，

　被子植物 の 花粉 に つ い て は，職業 1ゾ［花粉症の こ とを

考えて風媒花粉に 限る こ とな く，既に花粉ア レ ル ギー

の 報告 の ある花粉
1〕

を主 に，多量 に 得 られ る 花粉 を

採取した．そ の 結果は花粉症 の 報告が あ る植物の ほ と

ん どが，浸出液 と抽出液 の 結果 と もに 高い 値 は示 さな

か っ た 　
一
方，花粉症の 報告が な い ヤ マ グ ワ は ヒ ノ キ

の 反応 よ りも高い 値を示 した，ニ ワ トコ ，ア カ メ ガ シ

ワ　ヤ マ モ モ に も弱 い 反応が み られ，他の 花粉 で はほ

とん ど反応が み られなか っ た．また シ ラ カバ は，浸出

液で は な く，抽畠液に モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体との 反応が

み ら れ，Cry 　j　2 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 と の 反応 も抽 i
「li

液 に み られ た，そ こ で さ ら に ヒ ノ キ と こ れ ら ELISA

反 応 の み ら れ た 花粉に つ い て ，Cryjl ま た は Cryj2

様蛋白質が花粉内に存在するかどうか，また細胞内 に

どの ように分布 して い る の か を免疫電 子顕微鏡法に よ

り調べ た，
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Fig　21mmiunolocali7ation　of 　Cry　J　1　1ike　prolcln〜 ln 酣 cr。nt　pollcll　grdms
　　　　The　reactlvltles 〔｝f　Cry μ d皿tlbody　wlth 　the　p〔）11en　gldln』 of　Ginkgo　bitoわa （d）Sam わucug 　yieholdtana （b）1し40rug

　　　　bombyas（c），漁 〃otus 　lapomcus （d），　Myflca　rubra （e）and 　Trach♪carpuyfor 翩 el （f）wcre 　exdmHled
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Fig 3 Iinmunolocahzdtion oi  Cry j 2 1ike protemyn  Chamaecvpans  ohtuba  and  Betula plamphYla pollen grams

     The reaLtavitieg  ot Cry J 2 antibody  with the pollen grains of  C ohtuya  (a) dnd  B  plac}ph}lla (b) whiLh  werc  hy

     drdted for 5min were  studied
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　ス ギで は，Cry　j　1 は成熟花粉の 外壁，オ
ービ クル ，

ゴ ル ジ体，粗面小 胞体付 近 に分布 し，内壁 や デ ン プ ン

粒内部 に は 存在 しない こ とが
鮒
，また Cry　j　2 は 成熟

花粉の デ ンプ ン粒に の み 分布す る こ とが示め されて い

る
QD；

．今回吸水 させた ヒ ノ キ花粉 を固定 して観察 し

た とこ ろ，Cry　j　1様蛋 白質が オ ービ ク ル ，外壁，そ

して デ ン プ ン 粒に も存在 し，Cry　j　2様蛋白質は オ ー

ビ クル と外壁 に分布 して い た．こ れらの 結果から，ス

ギ花粉の デ ン プ ン 粒に も CryjI が検出さ れ る かも知

れない こ と，ヒ ノ キ花粉 で は 花粉が吸水すれば而蛋白

質は直 ちに放出 さ れ 易 い こ とが 考え られ る．ELISA

で 最 も強 い 反応がみ られたヤ マ グ ワ で は，Cry　j　1様
蛋白質が細胞質に僅か に検出され た にす ぎな い ．こ れ

は花粉 を吸水 させ て 鬧定して 観察 しため，その 過程 で

蛋白質が細胞外へ 浸出 した た め と も考 え られ る．今後，

花粉試料 の 固定法 の 工 夫を行 い ，ヤ マ グ ワ に Cryjl

様蛋自質が存在す る か どうかを検討する必要があろ う．

　吸水シラ カ バ 花粉 を用い た電顕観察で は，Cryjl 様，

Cry　j　2 様蛋白質は ともに 外壁 とデ ン プ ン 粒に 分布 し

て い た．外壁に存在する こ とか ら、両蛋白質は吸水後

直ち に放出される と推測され るが，それ は浸出液 にそ

れ らが検出され ない との ELISA の結果とは
一．・

致 しな

い ．Cryjl．様蛋 自質 は 容易 に は溶液中へ 浸出 しに く

い 外壁 成分 な の か も知 れ な い ．た だ，シ ラ カ バ は，

ELISA に お い て 反応 の 強さが同程度 で あ っ た花粉 の

竜顕像 と比 べ て み る と，明 ら か に よ り多 い 量 の

Cryjl 様，　 Cryj2 様蛋 白質を含有 して お り，それ ら

は抽 出液 に検出 で きる の で 水溶性 で あ る と考 え ら れ，

細胞外へ 放出 され る 叮能性が考えられ る．シ ラ カ バ 花

粉が ア レ ル ギ
ー

症状を引き起こ す可能性につ い て 検討

して み る必要が あろ う．
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