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　空気中ス ギ花粉をハイ ボ リュー
ム エア

ー
サ ン プ ラ

ー
を用 い て，グ ラ ス フ 7 イ バ ー

フ ィ ル タ
ー上 に 採亀

し た．次 に ス ギ 主 要 ア レ ル ゲ ン （SBP）を フ ィ ル タ
ー

か ら抽 出 し，凍結乾燥 に よ b濃縮緩，蛍光 サ ン ド

イ ソ チ ELISA 法 で 定 量 し，空気中 1m3の ス ギ 花粉数を ttl　thた．1987年 3 蓐後半 の 2週間を昼 と夜 に 分け

て 測定を行 っ た とこ ろ ， 空気中花粉数 は 1．7−12C個 1m3の 間 を変動 し た．こ の 方法 は ス ラ イ ド落下法 に 比

べ 測定感度が よ く．天候 の 影響を受けずに 測定す る こ と がで ぎた． こ の 方法を尉 い る こ とに よ り ，

一
定

量空気 中 の ス ギ 花粉数を知る こ と がで き，異 な る場所 で の 正確 な ス ギ 花紛数 の 比較 も行 う こ とが で きる，

Kev　words ：　airbome 　po丑en 　　　 C7｝ptomeria　］
’
aPonica 〔Japanese　cedar ）

一
日uorQnletric 　sand ・
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．
　 sugi 　baslc　protein

緒 　言

　従来 1 空気中 の ス ギ 花粉量 の 測定に は ，屯 に ス ラ イ

ド落下法が 用 い ら れ て きた が
， 気象条件に 影響 され や

す く， また，空気単位体積中 の 花粉数 を認べ る こ と が

で ぎな か っ た
1），

　Agarwa ｝ら鞨 ま，エア
ー

サ ン プ ラ ーを用 い て 花粉を

フ ィ ル タ ーに 強擬採取 し，ア レ ’レゲ ン を抽 出後．RAST

（radioallergoserbent 　test）iithibition法を用い て ，ア

レ ル ゲ ノ を 定量す る こ とに よ り，一定量 の 空気中 の 花

粉 数を算出した ．

　 し か し，RAST 　inhibition法 は，ア レ ル ゲ ン ェ キ ス

の 力価測定法 と して よ く用 い られ て きた が，測定条 件

に よ り値が大 ぎく変動 し
3 ｝

，測定感度 も高 い と は 言 え

な い ．

　今回 ，我 々 は ．ス ギ 花 粉 の 主要 ア レ ル ゲ ア で あ る

sugi 　bas三c　protein（SBP ）
4：
を よ り直接 的 に 高感度で測
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定す る蛍光 す ソ ド イ ッ チ 酵 素免疫吸 着法 Cenzyme ．

linked　inmiunosorbent　asLgay 　；　ELISA）を開発し，こ

れ を用 い て フ ィ ル ダ ーか ら 抽 出 し た SBP を定量す る

こ とに よ っ て，lm3の ス ギ花粉数を算出す る こ とが で

ぎた ，さ ら に ，こ の 方法 と従来 の Durham 型 ス ラ イ ド

落下法 と比較し た．

材料と方法

　SBP の 精製 と SBP 抗 血清 ：SBP の 精製 は，安枝 ら

の 万法
喝 1

に 従 っ た ．SBP 技血清 は ，精製 SBPIOOμ g を

Frei皿 d完全 ア ジ ヱ バ ン ドと と もに ウ サ ギ に 4 回 免疫

し て 作成 した ．

　 ス ギ花驗採集と ア レ 几 ゲ ン の 抽 出 ：東京都港区 の 国

立 公衆衛生碇屋上 （6 階建て ）に て 1987年 3 月23日
一4

月 3 日 （t’，H 曜 日は 除 く） ま で の 期間中 に ハ イ ボ

リ ュー
ム ＝ 一ア ー

サ ン プ ラ
ー

（毎 分 約1．2m3吸 引 ；

MODEL −120F，紀 本電了工 業）を用 い て ，ス ギ 花粉 を

グ ラ ス フ ァ イ パ ー
フ ィ 、・レ タ

ー
｛
「
2GX25cm ，　 TX4GH12  

Ww ．　 Pallflex　a ）Eに 採集 した．次 に そ の フ ・ ル タ
ー

を緇 か く切 り，  ．01％ フ シ 血 清 ア ル ブ ミ ア （BSA ）を

含む 0ユ 25M 　NH4HCO3 の抽出液 に 4℃一
夜騨置後，さ

ら に 室温 1時 間振 と う器 で 振 と う した ．こ の 抽 出液を
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凍結乾燥後，緩衝液 （D ｛10ヲ6ウ シ 胎 児血清，0，05％

Tween2｛1を含む  ．OIM リ ン 酸緩衡食塩水（．PBS ）1．4m1

で 溶解 し た． こ の 溶液 を 低 速遠心 し た 上清を試粍 と し

た．ま た，比較 の た め Durham 型ス ラ イ ド落 下 法 を 実

施 した ．

　 SBP の 定量 ：試料中 の SBP は ，蛍 光 サ γ ド イ ッ チ

ELISA 法 に よ り 演定 し た．マ イ ク P プ レ ー
ト （lm・

mulon 　H ，　 Dynatech 社） の 各穴に O，  5擁 炭酸緩衝液

fJpH9 ，6冫で 希釈 し た 10μg／ml の 抗 SBP ウ サ ギ IgG を

10 μ 1ず つ 加 え 似 下 加 え る 液 量 は す べ て 100μi），
37℃ ，恒 温槽 中 に 2 時間静置 し、抗 体を固相 に 吸着さ

せ た ．次 に 1％BSA を含む PBS で postcoating を行 っ

た 後，0． 5％Tween 　20を含む PBS を洗浄 し，試料原

液 を 4穴 に 加 え，室温 で
一

夜静置 した ．ふ た た び洗浄

後 ，
ビ オ チ ン

「
を標識 し た

5｝抗 SBP ウ サ ギ ！gG を緩蜀液

（IJiで 1 ：200に 希釈 し た もの を加 え，プ レ
ー

ト を マ イ

ク Pt ミ キ サ
ー

で 室温 1時聞振と うさせ た，

　次 に 同緩衝液で β一ガ ラ ク ト シ ダーゼ 標識 ス ト レ ブ

ト ア ビ ジ ア （Zvmed 社）を 1 ：400に 希 釈して 同様 に 振

と うさせ た．洗浄後 ， 基質希釈液 （◎，01MNa 一リ ン 酸．

pH7 ．0，　n．1M 　NaCl ，1mM 　MgClz ，　Q．1％ NaN3 ，0，1％

BSA ） で 作 っ t：O．lmM4 一メ チ ル ウ γ べ ：o フ ェ ソル ー
β
・

D一ガ ラ ク ドゾ ド液 を加 えた．37℃，2時間反 応俵，O．1

M グ ｝D ・
ア ーKaOH （pl

・llO．3）を 加 え ，反応を 停止 さ

せ た ．次 に 反応 生 産 物 4 一メ チ ル ウ γ ベ リ フ ェ ロ ン の 蛍

光を，自勤蛍光光度測定機 （Fiuoroskan，　 Fめ w 社）で

蛍光単位 （FU ） と し て 測定 し た，

FU2000

15GO

lGOO

500

BG

887

結　果

　 SBP の 定 暈 と花 粭 数 の 算 出 ：蛍 光 サ ン ド イ t・ チ

ELISA 法 に よ っ て 0，4−100nglm ｝精 製 SBP の FU を

求 め ，標 準曲線を作成 し た （Fig，1）．こ れを基 に して

試料中 の SBP 濃変を求 め た ．な お
，
　 blank　well の

background 　no 三se の FU 値 の 2倍に相当する SBP 濃

度を検出最小濃度 （0．4119！ml ） と した ．また ， こ の 精

製 SBP の 標 準 曲線 と実際 の 試料 の 涕釈 曲線を 比 較 し

た と こ ろ，両曲線は 乎行 に な っ た （デ ータ は 示 さ ず ）．

　次 に ，ス ギ 花騎が 飛散 し な い 季 節 に 粉 塵 を フ a ル

タ ーに 7 時間捕集 し た あ と
，
0．5ml の エ

ー
テ ル に 懸濁

した O．5mg の ス ギ花粉 （3万個 の ス ギ 花粉数に 相当）

を さ ら に フ ィ ル タ ー
に 採集 した ．な お ，単位重量あ た

りの花粉数の 測定 は ，既知 量 の ス ギ 花 粉を ア セ ト ソ に

　 　 　 D、1　 　 0．4　 1　 　 　 　 　 　 10　 　 　 　 　 100

　　　　　 Concentration　 of 　SBP （ngiml ）

　Fig．1，　Standard　culve 　for　the　quantitation　of

SBP ．　FU ：fiuorescence　unit ，　BG ：background　noise ．

よ く混ぜ た 後，血 球計 算盤 で お こ な っ た． こ の フ ノ ル

タ
ーか ら ア レ ル ゲ ン を推 出後，SBP 量を測定 し た と こ

ろ，抽出液4m 沖 の 濃度は 15ng・

’

m まと な り，花rc　1個

あた りの 抽 出 SBP 濃度 は O、5pg！ml とな っ た．した

が っ て ．lm 協 た り の ス ギ 花粉数は ，試料中の SBP 濃

度 （pg ，

iml
）を こ の 花粉 1個 の SBP 濃度 （O．5pg，fml）

と吸引 した 総空気量 （M3
・
）とで 割 っ た商 として 求 め る

こ と が で き る．な お ．空気 中 花粉 の 検 出可能 限界濃度

は 次 の よ うに な る． 7時間捕集の 場合 に は ，総吸引空

気量 ば ，504 （＝L2 × 60x7 ）M3 で あ り，　
・・
方 ， 蛍光

ELISA の SBP 検 出 最 小 濃度 が400pg／ml で あ る の

で
，

1、6（＝ 4 010．5！504）個！m3 と な る、17時間捕集 で

は 0．65 （4Cl ！  ．5！1224）1固，im3 と な る．

　空 気中 の ス ギ花粉数 ： 3 月23日
一4 月 3 日 （土 ， H 曜

日 を除 く） まで の 期 間 の 1 日を昼 （午前 10時一午後 5

時 ： 7時聞） と夜 （午後 5 時一午前ユ0時 ：17時問）に 分

げ．エ ア
ー

サ ソ プ ラ
ー

を用 い た 方法 と Durham 型 ス ラ

イ ド落下法 と で 比較 を行 っ た （Fig．2），な お，落下法

で は 1時間あた りの 花粉数を 算出した ，

　 エ ア ーサ ン プ ラ ー法で は ，3 月25 日 の 昼 に 120個 〆m3

と最 高 に な っ た． こ の ピ ー
ク に 関 し て は 落下 法の 測定

結果 と一致した が， 3 月 30日 以降 の ピ ーク は 一致 し な

か っ た ， 3 月27日昼 を は じめ 4 回 の 測定 に お い て 落下

法 で は 花粉数 O （延 べ 時間 に お い て も 0）で あ っ た が，

エ ア
ー

サ ソ プ ラ
ー法は 2．6−11．6僊ノM3 と 測定可 能 で

あ っ た．ま た ，落下法 に お い て 測定開 始時 ま た は 測定

途中 に 雨 の た め 測定 が 4 回 で きな か っ た が（Fig、2，
　 X
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888 空気中 ス ギ 花粉量 の ELISA 法 に よ る測 定
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　Fig．2．　 Comparison　of　the　air　sampler 　methGd

and 　Durham
’
s　 slide 　technique．　D 　 and 　N ； pDllen

c 。ilecti・ n 　duエ
．ing　daytime〔10 ；00．17 ：00）and 　night −

time 〔17：00−IO ：00），　 reSpeCtiVely ．　 X 　1　nOt 　meaSUr −

able 　according 　to　the　wea しher　cond …tion．

印），エ ア ーサ ン ブ ラ ー
法 で は，1、7・−29，呂濔／m3 と測定

で きた．

くい ．（2） 吸引空気の 総体積を知る こ とが で き る．（3）

ポ ン プ と フ x ル タ ーが全天候性 の シ ェル タ
ー

内 に あ る

た め ，雨 の 影響を受けに くい ，今回 も雨 の た め ，落下

法 で は 弖回測定不能 とな っ た が （測定開始か ら終了 ま

で 雨が降 り続 い た の は 1 回 だけ），エ ア
ー

サ ン プ ラ
ー

法

は すべ て潤足 で きた ．また，1987年 は 空気中 ス ギ花粉

が 少 なく，落下法 に お い て 郷定値が 0 の 時が 4 回 あ っ

た が ，い ずれ の 場合 もエ ア
ーサ ソ ブ ラ

ー
法 で は 損淀 す

る こ とが で き，感度 に お い て も優れ て い る よ うに 思 わ

れ る．

　徳 撃式 エ ァ
ー

サ ソ ブ ラ
ー法 （カ ス tr　一 ド イ ン パ ク

タ ー
） と今回 の エ ア ーサ ソ プ ラ ー

法 を比較す ると，前

者 は 形態学的 に 花粉粒子数 を測定 し，後者は 免疫化学

的方法 で ア レ ル ゲ ン 量を測 定す る．ブ タ ク サ 花扮は，

花 粉麺 子以外 に 1μm 以 下 の 微粒子 が ア レ ル ゲ γ に

な っ て い る ： とが知 られ て お り
S ，， こ の よ うな鐓 粒子

状 の ア レ ル ゲ ソ の 測定 は
， 今回 の 研究 で 用 い た よ うな

免疫化学的方法 で の み 定量 が 可能 とな る．

　Agarwai ら
2，は，　 RAST 　 inhibition法 で 抽出液 の ア

レ ル ゲ ン の 定量 を行 っ て い た が，今研究に 用
1．・た 蛍光

サ ン ドイ ッ チ ELISA 註 は 、　 RAST 　inhib童tion法 よ り

も測定感度が よ く，9 た，患者 血 清 を便用 しな い で ，

直接 ア レ ル ゲ ン 量 を定量 で きる こ の 方法は ，測定系 と

して も安定 して い る と考え られ る、

　 こ の 方法 は 落下 法に 比べ ，花粉検 出感度 が よ く，ま

た
， 雨 ， 風 などの 気象条件 に 左右 されずに 花粉数 の 測

定が可能に な っ た ．さらに，単位体積あた りの 花粉数

と し て 表せ る た め ，異な る地点 で の 花粉量 の 正確な比

較 も可能に な っ た ，

考　察

　従来 よ り空気中 の ス ギ花粉 の 測定 に は、主 と し て 落

下法が用 い ら れ て ぎた が，以下 の 欠点があ っ た ．（1＞花

粉数 とそ の 花粉 の 由来する総空気量と の 関係が わ か ら

な い ．（2） ス ラ イ ド面 に あた る空気 量 は，風速や風向

に よ っ て は 影響を受け る た め ，空気中の 花粉数が同 じ

で も異 な る 数値 を灘定 し て し ま う．今回． エ ア
ー

サ ン

プ ラ
ー

法 と 落下法 との 結果を比較 し て
， 花粉数 の ピ

ー

ク のずれがあ っ t の は こ の よ うな影響を受け た もの と

思われ る，（3）測定開始時 ， ま た は 途 中で 雨 が 隆 る と

ス ラ イ ドが濡れ て 測定 が困難 に なる．

　 エ ア
ーサ ン プ ラ

ー
に よ る花粉採集 は こ れ ら の 欠点 を

補 っ て い る，すなわち，（1）強制 的 に ポ ン プ で 大量 の

空気 を吸引 し て い る た め
， 風速 ・風 向 の 影響を受げ に

　稿 を終 え る に あた り，エ ア
ー

サ ソ ブ ラ ーに よ る花粉採集

に 御 協力 い た だ い た 国 立公衆衛生 院 地 域 環箋衛生学 部 の

方 々 ，研 究 に ご協 力 下 さ っ た 国立 公 衆衛生院衛生微生物 学

部佐藤竣江 嬢 に 惑 謝 します．な お ，本 研 究 は 厚 生科学 硬究 費

に よ っ て 行 わ れ た ．
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　　　Alrbom　sugi σapanese 　cedar ）poilens　were 　col ｝ected 　on　fiber　glass　fii芝ers　by　use 　of　a　high−volume 　air　sampler ．
The　major 　sugi 　a睦ergen （sugi 　baslc　protein；SBP）wasextracted 　from　the　filters，concentrated 　by　lyophilization，and
then　measured 　by　a　fluorometric　sandwich 　ELISA ，　whlch 　is　sensitive 　enGugh 　to　detect ．4　ng ／ml 　Qf　SBP ，　Po】1en
number 　per　cublc 　meter 　of　air　were 　calculated 　fTom　the 　SBP　concentration 　and 由 e　total　air　volume ，　We 　compared

the　resultsobtained 　by　this　method 　with 　those　obtained 　by　a　conventiona ｝meth （》d
，
　Durham ’

s　slide 　technlque ．　We
found　that　this　neu ・　methocl 　is　more 　sensitive 　and 　accurate 　in　assessing 　the　airborne 　pollen　concentration ，lt　is　also
unaffected 　by　wea 芝her　condit …ons ．This　method 　would 　be　useful 　f｛｝r　the　comparison 　Gf　pollen　numbers 壺n 　the　air 　at

different　p！aces ．
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