
はじめに

スギ花粉症は大量のスギ花粉の飛散によって引き起

こされるアレルギー症状である1）．くしゃみ，鼻水，鼻

詰まり，目のかゆみ，頭痛などの症状を引き起こし，

労働生産性を低下させる原因として大きな社会問題と

なっている．患者血清を用い，スギ花粉中のアレルゲ

ンとしてCry j1 および Cry j2 の 2 種の主要スギ花粉

アレルゲン蛋白質が同定され2）－4），最近では新たな

スギ花粉アレルゲンも見いだされつつある．マウスモ

ノクローナル抗体や患者血清を用い，スギ花粉アレル

ゲン上の抗体結合部位（B細胞エピトープ）が解析さ

れ，またT細胞エピトープの解析も進んでいる5）－8）．

このような中で，スギ花粉に対するヒト抗体は，ヒ

トの花粉に対する免疫応答を解析するツールとして有

用と考えられるが，これまでスギ花粉に対するヒト抗

体を継続的に分泌する細胞株を作製した報告はない．

筆者らはこれまでに，食物アレルゲンに対するヒト

抗体分泌細胞の取得を試みてきた9）10）．その過程で，

健常人末梢血リンパ球をEpstein-Barr ウィルス

（EBV）で形質転換することにより，米，小麦，大豆，

乳蛋白質，卵白蛋白質など種々の食物アレルゲンに対

するヒト抗体分泌細胞を得られることが明らかになっ

た11）．また，豚ゼラチンに対する抗体を用いた競争酵

素免疫測定法によって低アレルゲン化ゼラチンの抗原

性を判定できることを報告した12）．

本研究ではスギ花粉アレルゲンの構造解析に利用で

きるヒト抗体分泌細胞を樹立することを目的とし，ヒ

ト末梢血リンパ球をEpstein-Barr ウィルス（EBV）で

形質転換することにより，多数の抗体分泌細胞を見い

だしたので報告する．
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Table 1　Transformation of human peripheral blood lymphocytes with Epstein-Barr virus

Wells with
anti-pollen
antibodies

Wells with
transformed
cells

Donor ＃
Wells with
anti-pollen
antibodies

Wells with
transformed
cells

Donor ＃

4540824381

5480956722

1557610102803

53841192884

172881232885

22881313326

102887

試料および方法

1．末梢血リンパ球の調製

スギ花粉症患者 6人を含む 13 人の健常人よりヘパ

リン採血し，密度勾配遠心法により末梢血リンパ球を

調製した．血液 10ml を等量のリン酸緩衝生理食塩水

（PBS）で希釈し，この 7ml をあらかじめ 15ml 遠心管

に分注しておいた 5ml のフィコールパック（アマシャ

ムバイオサイエンス）の上に重層し，1500×gで 30

分間遠心した．フィコールパックと血漿の界面に得ら

れた単球画分をERDF培地（極東製薬株式会社）で 3

回遠心洗浄し，末梢血リンパ球とした．なお，採血に

あたっては，血液提供者に本研究の趣旨を詳しく説明

し，同意を得た．

2．Epstein-Barr ウィルス（EBV）による形質転換

EBVはマーモセットB95-8 株の培養上清を用い

た13）．B95-8 株は 10％牛胎児血清（FCS）を含むRPMI

1640 培地（Sigma）で培養し，培養上清は 0.45µmの
フィルターを通した後，－80℃に保存した．ヒト末梢

血リンパ球を 10％FCSを含むERDF培地に 1×106�
ml の細胞密度になるようにけんだくし，ここに 1�10
容量の EBV保存液を添加した．さらにエタノールに

溶解したサイクロスポリンA（和光純薬）溶液を終濃

度 2µg�ml となるように加え，96 穴マイクロカル
チャープレートに 1穴あたり 1×105 細胞ずつ播種し

た．適宜 10％FCSを含むERDF培地を添加して 37℃，

5％炭酸ガス：95％空気の環境下で 2～3週間培養し

た．

3．酵素免疫測定法による抗スギ花粉抗体の検出

スギ花粉抽出物（LSL株式会社），精製スギ花粉アレ

ルゲンCry j1 および Cry j2（生化学工業株式会社）を

50m mol�L の炭酸水素ナトリウム溶液に 0.5～1.0µg�
ml となるように溶解し，96 穴 ELISAプレート（住友

ベークライト株式会社）に分注して 4℃で 16 時間，ア

レルゲンを吸着させた．アレルゲンを捨てた後，希釈

したブロックエース（大日本製薬株式会社）で 1時間

プレートをブロッキングし，0.05％Tween20 を含む

PBSでプレートを 3回洗浄した．形質転換ヒトリンパ

球の培養上清 50µl を各穴に加えて 1時間静置後，希釈
したペルオキシダーゼ標識抗ヒト IgA，IgG，IgM，

IgE 抗体（バイオソースインターナショナル）を加え

た．1時間静置後プレートを 6回洗浄し，基質溶液

（2，2’-azino-di-（3-ethylbenzthiazolin sulfonic acid），

ABTS，和光純薬株式会社）を加えて発色させた．なお，

試験の過程でアレルゲンをコートしないプレートと反

応する非特異的抗体がいくつか見られたが，これらは

結果から除外した．

結果および考察

EBVはヘルペスウィルスの一種である．通常，ウィ

ルスは感染した細胞を死に至らしめるが，EBVは抗体

を分泌するヒトB細胞に対しては，あたかも幼若化物

質のように働き，細胞を継続させて増殖させる働きが

ある．13 人のドナーから得た末梢血リンパ球をEBV

で形質転換したところ，播種した約 50 枚の培養プレー

トのすべての培養穴に塊状になって増殖する形質転換

細胞が得られた．

約 50 枚の EBV形質転換ヒトB細胞培養プレート

からの培養上清について，スギ花粉抽出物（粗アレル

ゲン）との反応を調べたところ，88 の培養上清にスギ
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Table 2　Detection of antibodies to cedar pollen allergens secreted by transformed human B-cells

Antigen（s）Ig classCell ＃Antigen（s）Ig classCell ＃Antigen（s）＊Ig classCell ＃

CM10―542CM7―1CM1―254

CM10―543C1M7―2412G1―328

2M10―547CM7―3012M2―117

2A10―564ACM7―37CM2―162

2M10―564MCM7―391M2―251

CM11―2611M7―93CA2―256

CM11―2651M7―1261M2―2203

CM11―287CM7―149CM3―6

CM11―292CM7―268CM3―48

CM11―29612M7―2761M3―52

CM12―25CM8―41CM3―153

CM12―262M8―2401M3―204

CM12―30CM8―395CM3―217

CM12―31CM8―413CM3―234

CM12―331M9―342M3―266

CM12―36CM9―57CM3―268

CM12―138CM9―208CM3―276

CM12―201CM9―210CM4―10

CM12―202CM9―303CM4―22

CM12―203CM10―74CM4―33

CM12―208CM10―1792M4―77

CM12―210CM10―184CM4―104

1M12―225CM10―185CM4―107

CM12―228CM10―1861G4―177

CM12―230CM10―188CM4―194

CM12―231CM10―2272M4―197

CM12―233CM10―228CM5―145

CM13―38CM10―231CM5―213

CM13―521M10―236CM5―217

CM10―540CM6―296

＊ C：crude pollen antigen，1：Cry j1，2：Cry j2．

花粉抽出物と結合する抗体が含まれていた（表 1）．

ドナーのうち，スギ花粉症の自覚症状のある患者は，

2，3，8，9，10，13 の 6 人であったが，これらの患者から

特にスギ花粉抽出物に対する抗体分泌細胞が多く得ら

れたわけではなかった．花粉症の既往がないドナーの

末梢血B細胞からも，スギ花粉抽出物に対する抗体分

泌細胞が得られた．特にドナー 4，7，12 からは多数の抗

体分泌細胞が得られた．これらの事は，スギ花粉症の

症状が出ていない健常人であっても，末梢血中にはス

ギ花粉抽出物に対する抗体分泌細胞が多数存在するこ

とを示している．本研究ではドナーの血清中の抗スギ

花粉アレルゲン抗体（特に IgE抗体）については検討

していないが，4，7，12 がスギ花粉症の自覚症状のない

高抗体価ドナーである可能性もある．今後，血中抗体

価についても検討を行いたい．

表 1に示したB細胞培養上清のうち，スギ花粉抽出

物と強く反応した抗体のクラスを調べたところ，IgA

クラス 2，IgG クラス 2，IgMクラス 85，IgE クラス 0

であった（表 2）．このうち，10―564 は IgMと IgA

の 2つのクラスの抗スギ花粉抗体を分泌していた．

IgMクラスの抗体がほとんどであったことは，EBV

が細胞表面に IgMを表現したB細胞に感染するため

と考えられる14）．

次にスギ花粉抽出物と反応する培養上清に含まれる

抗体について，精製スギ花粉アレルゲンCry j1 および

Cry j2 との反応を調べたところ，Cry j1 と反応する抗

体を含む上清は 14，Cry j2 と反応する抗体を含む上清

は 10（どちらの抗原とも反応する上清を含む）であっ
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たが，Cry j1，j2 のどちらとも反応せず，スギ花粉抽出

物とのみ反応する抗体が 69 あった（表 2中で Cと表

記）．これらのスギ花粉抽出物（粗アレルゲン）とのみ

反応する抗体が認識するアレルゲン（抗原）について，

詳しく解析する必要がある．

得られた不死化細胞は多数のクローンが混在した状

態で増殖している．EBVで不死化した細胞は，実際に

は有限増殖細胞である15）．テロメアーゼが活性化され

ておらず，長期にわたって安定的に培養することがで

きない．長期培養すると何らかの理由でテロメアーゼ

が活性化された細胞クローンのみが生き残り，当初の

細胞集団とは異なった細胞集団に変化する．このため，

抗体分泌が安定なうちに凍結保存し，必要最小限の継

代培養を行うにとどめるのがよい．今後，これらの抗

体分泌形質転換B細胞から安定な抗体分泌細胞をク

ローニングし，ヒトモノクローナル抗体を得る必要が

あると思われる．スギ花粉アレルゲンに対するヒトモ

ノクローナル抗体は，アレルゲンの検出，アレルゲン

蛋白質のエピトープ解析等に有用と考えられる．
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HUMAN ANTIBODIES TO CEDAR POLLEN SECRETED BY HUMAN PERIPHERAL
LYMPHOCYTES TRANSFORMED BY EPSTEIN-BARR VIRUS

Hiroshi Shinmoto1）, Toshihiro Takahashi2）and Michie Shinmoto3）
1）National Food Research Institute, 2）Miyazaki University,
3）The Tokyo Metropolitan Institute of Medical Science

To establish immortalized human B-cells secreting antibodies to cedar pollen allergens, peripheral blood
lymphocytes from 13 donors were transformed with Epstein-Barr virus. Of 5000 micro culture wells with
transformed cell growth, supernatants from 88 wells were found to contain antibodies to pollen allergens.
Fourteen supernatants reacted with a cedar allergen Cry j1 and 10 reacted with Cry j2. IgM class antibodies
were predominant.
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