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我 々 は
， Sch  acher ら に よ 嫻 発 さ れ た filloTesceitce　immun 。blotting法 を，二 次抗体 に 酵 素標識

抗体 を用 い る こ と で 肉眼 また は 10× ル
ー

ペ で花粉 ア レ ル ゲ ン を判別 で き る方 法 に 改良 し た ．す な わ ち，
Burkard 捕集器 の 透明 な テ

ープ上 に 捕 集し た 大 気中 の 花粉 ア レ ル ゲ ン を ニ トロ セ ル ロ ー
ス 膜 に転写 し，

ア レ ル ゲ ン を抗 Cry 丿 1 ウ サ ギ血清 ま た は 抗 Loi ρ 1 ウサ ギ血清 と反 応 させ ，次 い で ア ル カ リホ ス フ ァ

タ
ー

ゼ 標 識 F （ab
’
）：抗 ウサギ IgG で処理 し た．最後 に

，
　BCIPINBT 基質 を加 え る こ と で弯紫色の ス ポッ

ト を得 た．こ の 方法 は
， 従来用 い ら れ て い る 形態観 察 に よ る計数法 の よ うな熟練 を必要 と し な い ，ま た ，

共 通抗原性 を有 す る 花粉全体を計数 L 得 る た め ，あ る 花粉症患者の 感作花粉 ア レ ル ゲ ン の 空中量 を把握

す る に は す ぐれ た 方法 と考え ら れ る．た だ し，ス ギ花 粉 の よ う に 大 量 に 飛散 す る花粉 で は，試料捕集面

積 の 0．16cm2当 た りに 400個以上 の 花粉 が み られ た場合に は，花粉数 が 多 （重 な っ て し ま い
，

ス ポ ッ ト数
と して 求 め る こ と が で きな か っ た ．こ の 場合 に は，染 色領 域 を 1 花粉 の 染色領 域 で 除 し て 算出 す る方式
を試 み た．し か し，花粉症患者 の 原 因物質量 の 把握と い う 意味 で は ス ポ ッ ト数 と して 計 数す る よ り は，
む し ろ デ ン シ ト メータ を用 い 比色定 量 しア レ ル ゲ ン 濃度 と して表示 す る方式 の ほ うが 良 い と思わ れ る 。

Key　words ：　airborne 　al］ergen − 一一immunoblotting −
pollen

は じめ に

　大気中を飛散 して い る花粉を 計数す る に は 試料 捕集

後 の ス ラ イ ドを カ ル ベ ラ 液 などの 染色液 で 染色 し た 後

に 鏡検 し計数す る方法 が一
般 に 行われ て きた．しか し，

こ の 方法 は 花粉 ア レ ル ギ
ー

症 の 原因物質量 を把握す る

方法 と し て は 必ず しも適 切な方法 で は な い t なぜ な ら

ぽ ，イ ネ科植物花粉 の よ うに ，花竕形態 が類似 し て い

て も，ア レ ル ゲ ソ の 種類や 含量 に 違 い が み ら れ る 」動

場合 に は ，花粉症 の 原 因 花 粉 と して は そ れ ぞれ区別 す
べ きで あ る し．逆 に ，ス ギ 花粉 の 卞要 ア レ ル ゲ ン の

一

つ で あ る C乃ゴ 1は ヒ ノ キ 花粉 の ア レ ル デ ソ と 交 差 す

る 琳 5｝
とい う よ うに，花 粉形態が違 っ て も共通抗原性

を 有す る ア レ ル ゲ ン を含む こ と が あ る． こ の よ うな場

合 に は ，花粉症 の 原 因花粉 と し て は
一

括 し て 計唄1…す べ
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Abbreviations： BSA 　 b。vine 　 serum 　 albumin ；

BCIP ！NBT 　5−bromo ・4・chloro ．3−indolyl −

ph   sphate ／nitroblue 　tetrazolium ；　　Cry 　　／　l
CrPPtom．erv；a ゴrψo ηゴα z　I；　FiTC　fluores（：ein 　五soth ．

iocyanate；　∠σ’　ρ　I　LoliUtn　♪e
’renne 　l；　TBS

Tris・buffered　saline
，
0．05M　Tris、2DOmM 　l

’
aC ］、　pH

76

きで あ ろ う．私 た ち は ．先 に ，サ ク ラ ン ボ． リ ソ ゴ な

ど果樹花粉症 の 命名 に 際 し て は，共通抗原性を 有す る

群別 （例 えば ．V ク ラ 属花粉 症 と か ナ シ 亜 科花粉症 な

ど）に 花粉症を命 名 ナ ベ き こ と を堤唱 し た 6）．花粉症患

者 に 有益 な情報 と して の 空中飛散花粉 量 は ， こ の よ う

な 共 通抗原性を有する群別 に 計数 し，大気中 の原因花

粉 ア レ ル ゲ ン 量 を ア レ ル ゲ ソ の 種 類 ご と に 命名す る

（例 え ば C リリ 1交差性 ア レ ル ゲ ン 量 な ど） こ とが妥当

と考 え る．そ の た め に は 原 因 とな る花 粉 の 主要 ア レ ル

ゲ ア を含む飛散粒子数を計数する こ とが 望 ま し い ．最

近，Schumacher，　 M ．」．らは 空中花粉 ア レ ル ゲ ン を 二

F ロ セ ル P 一ス 膜 に 移 し，抗 ギ ョ ウ ギ シ バ 花粉血清 で

処理後，二 次抗 体 と し て FITC 標識 ウ サ ギ lgG と反応

さ せ 蛍光顕微鏡下 で ア レ ル ゲ ン ス ポ ッ ト を計数す る 方

法を開発し た ：IFIuorescence　immunoblotting 法 ）
アJ，

し か し． こ の 方法 は 蛍光ス ボ ノ ト を計数す る の で 暗室

内で 蛍光顕 微鏡 を用 い て 計数 し な け れ ぽ ならな い た め

さほ ど省 力化 に は な らな い
s｝．そ こ で ，我 々 は こ の 方法

を酵素法 に 改 良 し て，肉 眼 で ア レ ル ゲ γ ス ポ ッ トを観

察 で きる よ うに し た ．さ ら に ，数多 くの ア レ ル ゲ ン ス

ポ ・ ト が み ら れ る 計数領 域 で は，肉 眼 あ る い は IOX

ル ー一
べ で 正確 に 計数す る こ とが容易 で な い こ と か ら．

ア レ ル ゲ ン 量 の 自動計数法 を検討し た．
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材料と方法

　 1，抗血清

　 抗 Cη fI ウ サ ギ 血 清 は 国立 公 衆 衛 生 皖 で 作製 し

た ．抗 Lo！pl ウ サ ギ 血 清 は 国立相模原病院 で 作製 し

た 抗血 清を用 い た ．抗 カ モ ガ ヤ 花粉 ウ サ ギ血 清拡 ト リ

イ薬品 社製 （東京） の カ モ ガ ヤ 花粉 ス ク ラ ソ チ エ キ ス

で ウ サ ギ を免疫 して得た
6 〕

．

　 2。花粉お よ び そ の 拍出液 の 作製法

　 ス ギ花粉は 開花期 の 枝 を暖か い 部屋 で 水栽培 し な が

ら採集 した． ヒ ノ キ 科 ，
イ チ イ科，イ チ ョ ウ， カ ラ マ

ツ，ア カ マ ツ ， ハ ン ノ キ，ク リ， コ ナ ラ，ギ シ ギ シ ，
ヘ ラ オ オ パ コ

，
ガ マ お よ び一部の イ ネ科植物 の 花粉は

開花期に 直接植物体 か ら採 集 した ．カ モ ガ ヤ ， ナ ガ バ

グ サ ， 」 イ チ ゴ ツ ナ ギ ，ホ ソ ム ギ，ウ シ ノ ケ グ サ ，セ

イ バ ン モ ロ コ シ ，ギ ョ ウ ギ シ バ ． コ ヌ カ グ サ ， グ ラ マ

グ ラ ス ，ブ タ ク サ
，

ヨ モ ギ ， ク ソ ニ γ ジ ソ の 各花粉は

International　Biological　INC．の 乾燥花粉 （輸 入 元，
フ ナ コ シ 薬 品，東京 ） を用 い た ．

　 3．イ ム ／ プ ロ
ッ ト法 （Fig．1）

　 Burkard 花粉捕集器用 の 専用 の ド ラ ム に，白色 ワ セ

リ ン を 薄 く塗 っ た 透 明な専用 テ ープ を セ y ト し， 1 週

間 で 1 回 転す る タ イ マ
ー

を用 い て ，  ．5m3！hr で 大 気試

料を 捕集 し た 9）．捕 集後 の テ ープ は 付属 の テ ソ ブ レ ー

ト を 用 い ， 1 日 ご とに 切断 し た ．あ らか じめ blotting
buffer（20％ メ タ ・

一
ル を 含む O．05M 　Tris，　 O．04M

glycine 液，　 pH 　 7．6） に 浸 し た 濾紙 （5枚） を ト ラ ア

X フ ァ
ーユ ニ

ッ ト上 に の せ ，そ の 上 に 同液 に 浸 し た

20 × 55cm の ニ ト ロ セ ル ロ
・・

ス 膜を重ね た．次 に ，切 断

ずみ の 捕集 テ
ープ を補集面 が ニ ト ロ セ ル 卩

一
ス 膜 と接

す る よ うに 端をそ ろ え て，気泡 が 入 らな い よ うに 慎重

に重ね，さ らに 雇液 に 浸 し た 濾紙を 5枚重 ね て 1 時間

室温 で 転写 した ．終了後 ，膜 を取 り出 し 4 ％ ウ シ 血 清

ア ル ブ ミ ソ （BSA ） を含む   ．05M 　Tris緩 衝生理 食塩

水，pH 　7．6（TBS ），で 37℃ で 1時 間 b沁 cking 処理 し

た．0．25％ Tween20 を 含む TBS （TBS 　Tween 冫で 洗

浄後，抗花粉 ア レ ／レ ゲ ン 血 清 （TBS で IOOO倍 に 希釈 し

た 抗 C73・ノ1 ウ サ ギ 血 清 あ る い は TBS で 1400 倍 に 希

釈 した 抗 L ρ〜pI ウ サ ギ rl匝清） を
・
次抗体 と し て 室温

で 1時 間反応 した ．約 80ml の TBS 　Tween で 30分ず

つ 2回 洗 浄し た後，TBS で 1600倍 に 希 釈 した ア ル カ リ

ホ ス 7 ア タ
ー

ゼ 標識 F （ab
ノ

）2抗 ウ サ ギ lgG　 ICat．　No ，

4620．Lot ：0401，　 Tag て，社，　 U ．S．A ．）を二 次 抗体と し

て 室温で 1時間反応 させ ．再 び約 80ml の
’
rBS 　Tween

　　　　　 SamP三ing　with 　Bu τkard　sampler

　　　　　　　　　　　l。。，t、。g　　　　　　　　　　　 卩

Put　 Samp ｛ed　tape　On 　 tOp　 Of　 ilitrOCellUlOSe 　 membrane 　fOT
transfer　of　the　poHen 　alleTgen

　　　　　　　　　　　 i五h・

　　　　　　　　　　　 三r・t・串

　　　　4％ bovine　se エum 　an ）umirl 　for　b…ocking

　　　　　　　Wash ・g 跳

躔 濃 鼈鯲
（anti 砺 至・abb ‘t　S… … an ・’加 ゆ

　　　　　　　 W ・・hi・gi と諺
Alkaline　phosphatase 　coniugated 　anti 　rabbit 　IgG （Tago ）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

　　　　　　　W ・蜘 ・9　if，，vl
　　　　

s
魁 搭ラ諸ヂ驪飜 鰍

a辷a  

　　　　／ 　　 ＼
　　 Densitometry　　　　　　　Counting （by　naked 　eye 、　or
〔by　BIO．RAD 　Mode162  　　　　　　　　　　 EXCEL 　I1（Avionix　cempany ）

　　　 F」9．1Procedure 　f。r　immunoblotting ．

　 　　
皐
r．t．＝r   om 　temperature

で 3e分ず つ 2 回洗浄後 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ーゼ 染色用

キ ッ トの BCIP 〆NBT 基質キ ッ ト（フ ナ コ シ 薬品）で 染

色 し，得 ら れ た 青紫色 の ス ポ ッ トを 肉眼 ある い は 1  X

ル ーペ で 計数 し た ．自動計数に は 日 本 ア ビ オ ニ ク ス 株

弐会社 （吏京）の 画像処理 装i （EXCEL 　II）を用 い た ．

まず測定領域 の ス ポ ッ ト を積分λ 力 し，二 値化処理後，
二値計測 を行 い ，目 的外 の ス ボ ン ト を除去 した 後 に 統

計処 理 を 行 っ た．ス ポ ゾ ト数は ，指定粒子除去操 作 に

よ り平 均 的 な 1 ス ポ ッ ト当 た りの 領域を求 め ， こ の 値

で 領 域内 の ス ポ ッ ト面積値 を割 り求め た ．ま た， LT内

変動を 求 め る に は BIO ・RAD 社 の 反 射型 デ ン シ ト メ L一

タ Model 　620を用 い た ．

結 　果

　 1． ス ポ ッ トの み ら れ る 花 粉 の 種 類

　各植物か ら採集 し た 成熟花粉 をで き る だ け重 な ら な

い よ う に 2  0〜300個 ほ ど Burkard 捕 集器 用 の 専 用

テ
ープ 面 に 撒 い て，イ ム ノ ブ ロ

ッ ト 法 を行 っ た ．抗 CtJ，

ノ1ウ サ ギ 血 清を用 い る と，ス ギ 花粉 の feに ヒ ノ キ 科 の

ヒ ノ キ や コ ノ テ ガ シ ワ の 花粉 で も ス ギ花粉同様 に 濃 い

ス ポ ゾ ト が み られ た．同 じ ヒ ノ キ 科 の ア ス ナ 卩 や ネ ズ
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Table　l　The　k2nd　of　pollen　which 　can 　form　a　bluish　purple　spot 　in　cases

　　 where 　anti 　C型 ノIrabbit　serum 　was 　used 　as　primary 　antibody

Family Genus Species Japan麓e spot
＊

Taxodiaceae
　　　　　」
C門ゆオo耀 η α 加 o 耽 α Sugi 廾

Cupressaceaec 海α脚 8吻 副 so 配螺 Hinoki 朴

β20如 o廰 π 彦碑 s Konotegashiwa 升

跣 卿 衂 5 40如加α瓰 Asunaro 十

ノ伽 珈 襴 ガ9 ガ吻 NeZU 十

Taxaceae 獗 御 s 吻 ）． Ichii 　

Toア γ β翅 翩 6  矯 Kaya 　

Ginkgoaceae α η確o み踟 加 Ichou 一

Pinaceae 五α蒐π 」吻 oゆ 齢 Karamatsu 一

Betulaceae 五 加 粥

． ■
フ¢ρoηκ π Hannoki 　

s
十トThe 　pollen　can 　form　a　rich　bluish　purple　spot ．

十 The 　pollen 　can 　form　a　light　bluish　purple 　spot ．
− The 　pollen　can 　not 　form 　a 　bluish　purple　spot ，

花粉で は ス ギ に 比 べ やや薄 い ス ポ ッ トが み られ た が ，

ス ギ花粉 と同じ時期 に 飛散する イ チ イ科 の イ チ イ ， イ

チ ョ ウ 科 の イ チ ョ ウ，カ バ ノ キ 科の ハ ソ ノ キ な どで は

ほ とん ど ス ポ ッ ト がみ られ な か っ た （Table 　1）．イ ネ

科花 粉 で は ，結果は か な り複雑 で あ っ た （Table　2），

抗 LolPI 血 清を用 い る と ，
　 Podideae 亜 科 に 属す る多

くの 植物 （例えば カ モ ガ ヤ
，

ホ ソ ム ギ ，ナ ガ バ グ サ な

ど）花粉で 濃 い ス ポ ・ ト が得 らt・k・し カ・し 亜 科が

異 な る 花 粉 で も薄 い ス ポ ッ トが認め られ ， 2 〜 3 の 種

で は 比較 的濃 い ス ポ ヅ ト を作る もの があ っ た ．な か に

は 科 が異 な っ て も薄 い ス ポ ッ トが み られ る 場合 が あ っ

た．抗 カ モ ガ ヤ 花粉 ウ サ ギ血清を用 い る と，
ト ウ モ ロ

コ シ
，

チ マ キ ザ サ な ど亜 科が異 な る イ ネ科花粉 で も濃

い ある い は 比較的濃 い ス ポ ッ ト がみ られ，抗 LolpI

血 清を 用 い た 時 と多少 異 な る結果が得 られ た ．

　 2．空 中花粉 と ス ポ ッ ト との 関係

　 ス ポ ッ ト に は 80〜120μ m の 大 き
r
さ の も の

， 30〜60

μ m の もの ，5〜15μ m ，さ らに 小 さい もの な ど種 々 の 大

ぎ さ の も の が存在す る こ と がわ か っ た （Fig．2）． こ の

うち 80〜120μm の 大 き ざ （100μ m ス ポ ッ ト） と5〜15

μ m （10μm ス ポ ッ ト）の 大 き さ の もの が多か っ た の で ，

1990年 春に 抗 Cη ノ1血清 を用 い て 得 られ た 1eoμ m 　x

ポ ヅ ト の 数と ス ギ ， ヒ ノ キ科 の 合計花 粉 の 数 と の 関係

をみ る と，ス ポ ッ トの 数が少 な くス ポ ッ ト同 士 が重な

ら な い 日 で は
，

100μm ス ポ ッ ト の 数は， ス ギ ・ヒ ノ キ

科花粉 の 数よ り30％ほ ど少な か っ た （Table　 3）．　 Bur −

kard 捕集器 で 7 日巻 きタ イ マ
ー

を用 い た 場合，1時間

当 りの 試料捕集面積 は o．32c皿 2
で あ るが，　 Fig．3 で は

捕集 テ
ープ を 二 等 分 し て あ る の で ，捕 集 面 積 は O．16
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　Fig．2．　 Light・microscopic 　image 　 of 　100μm −size

and 　10μm −size　spots 　in　cases 　where 　anti　Cη ブ I
rabbit 　serum 　was 　used 　as 　primary 　ant 三body．

cm2 （大気吸引量 O．25ms）とな る． こ の O．16cm2 当 りに

400個以上 の 花粉が み られ る よ うに な る と ス ポ ヅ ト の

多 くは 重 な っ て し ま い ，ス ポ ッ ト数は 花粉数に 比 し て

小さな値 に な っ た ，10μm ス ポ ッ トは 100μm ス ポ ッ ト

の 30〜40％ と少 な か っ た ． こ れ は ス ギ花粉 の 形 態を し

て い な い 微粒子 状 の 花粉 ア レ ル ゲ ン に よ る もの と 思 わ

れ る （別 に 報告予定）．ス ポ ッ ト の
一部 に 重な りの み ら

れ た 3 月18， 19日を除 い て そ れぞれ の 相関関係を 調 べ

た と こ ろ，花粉数 と 100μm ス ポ ッ ト の 数 とは 強 い 正 の

相 関が み られ た （r ＝ 0．937，n ＝15
，
　 p く O．01）．10μ m

ス ポ ッ ト と100μm ス ポ ッ ト は 有意 の 相関 が み られ た

（r ＝O．556，　n ＝15， 1）く 0．05）．

　抗 LolpI 血 清 を 用 い て 得 ら れ た ス ポ ッ ト は
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Table　2　The　kind　of　pol！en 　which 　can 　form　a　bluish　purple　spo 蓋 ln　cases 　where 　anti 五〇〜♪ Irabbit

　　 serum （1） or 　anti 　Daの 〜丞 glomerata　pol】en 　rabbit 　serum （2｝was 　used 　as 　primary 　antibody ．

Tr孟be Genus
1S 夢ot

°
Famny Subfamily Spe‘i曾 s 」apanes 已

1
（1） （2）

　　冂
Pooideae

　　　　　　　　　　　　I

P。 eae 　　 　 I　　　　　　　　　　　　ID

躍oち
・始 9加 麗 愬 依

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ
Kam 。

・gaya 廾 轟．1
1
勘 σ

　　　　　　．
カ7 罐 瓣 認 Nagaha ．gusa 廿 暫

εσ那 ρ覯 Ko −ich［gots闘 agi 升 骨

Lσ1ゴrρπ 卿 ぞ 7翫 Hoso−mugi 升 什

Gramineae 髭 s加 昭 8 嬪 foγ H 重roha ・no ・ushinok 巳 gusa 升 苔

Agrostideae1 一 かγ傭 π詔 Oh −awagaer 三 卦 二

．4侮）召α 6  齠 重獺 儒 Suz   eno ・teppou 昔 n ．t．

Ag70ε’な 認盈 Konuka −9 聡 a 汁 什

「
1α融 瑠 艪 ・ θρ嫁6溢 Yama ．awa 十 十

Brom 已 ae 　　　
．
門

ブρ襯 cθ〜勿 癬 ガα 捌 1nu−mugi 升
． 朴

Pha｝arideae 　 I ！肋 ！加 耀 豌 加 解【 θゴo 川 ’雄 η Haru ・gaya ← n ↓．
｝
跏 孀

　　　　：F
徽 細 書襯 c6α Kusa ・yoshi 廾 n．し．

Triticeae ．49物 γρ” 勲 肱 而 8   s8K3moji ・gusa 7 尋．．

ChlorldoideaeEragrosteaeE 毋 9 ア08 ’ゴs ．砲ア   ガ揮 ρ Ka 麗 ku ヨa 十 十

＆ 撫
・
緬

　「「■「
粥 η 4 露s Enok   ro −gusa ± 十

Panicoideae

C馘orideae

Zoisieae

Arundinelleae

Andropogonea

c盟 o ゴ硼

z硫 ゴα　　　　　 1　　　　　　　　　　　　　．
βo確 ’o螺 　　　i
滝朋 伽 曲 　 i
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ：

1卿 翩 離　　　i

露 砂 ’θη　 　 i
「 ．

μ 加 擢 昭

母功．
雇 漁

σ 軌 面 昭

ii黨濃＿ 、 ［‘
lToda、shiba
…
Chigaya

　　士

　　一

　　 十

i ±
1　　一

±

±

十

±

 

汚ゴ∫∫‘朋 伽 5 　 　
1　　r 鹽
r ∫脚 ρ 珊 5 Susuki 十 ÷

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ：

鋤 α〜紛 ≧1 i劼祕 噸 ガ Suzumgno．hie 一
士

Paniceae E ‘’励 ρ6’‘〜α z
：

ご照 曽識 Inu・bie 土 十

匿 鞠 諏 洳 ’fη 雄 膨 ∫寛 Mehishiba ± ÷

． ｝

… 80響 加 解 加 妙 彦  Seiban．morokQshi ÷
亠

：

≡ Maydeae
：

舞 £ η妝 1鷺　　’ To ・morokoshi 十 汁

OrVzoideae　　7 iOryzeae o   θ　　’
　　■
sσ’彦柵 Ine ÷ 十

BanbUSQIdeae
：

…
1

勲 躍

　　1
加 〜晋嗣 緬 Chimaki ・zasa ± 十

Typhaceae … ／抛 畑 鹹 の ’如 Gama 一 一

P  lygonaceae κ薩〃 i郡
1 層
μ 加 ’！〜α 絡 Gi曲 igishi 一 一

F聡 aceae 亅

…
9 鰓 π κ 5 ∫ 2 觚 敵 Konara ± ±

…
1

ト
1

伽 如   σ 即 ηα如 Kuri 一 一

Plantaginaceae

Compositae

：

：

震

：

…
…印

1
…
「

Fr
：

P忽π囎 口

ん 舶 o 解 加

ん 如 ηた彪

如c¢ o 彪訟

．ε面鳶07

塀 知 廊

Hera ．ohba 忙o

β・ t・ k・齦

．
iYGm。gi

一

一
一

±

±

一

Pin＆ceae

1
：

ヨ

：

…

… 倉
』
アニ躍

夊κ Pヨμ症

髭 π認

‘
伽 耀　　　．

iKus。ninjin
：

；AkamaL ミu
I

±

一
齟．
一

Taxodiaceae ：

し c弓 μo 摺 6 加
F ．

ノφ 9 刀 衄 …Sugi．
】　 　 ＿
旨

一

辱 ＋ ’ The 　pollen 　can 　form 　 a 　 rich 　bluish　purple 　 spot ．
十 The 　POIIen 　can 　form　a 　comparative 　r…ch 　bluish　purple 　spo し

± The　pollen　can 　form　a　hg｝1t　b】uish 　purple 　spot ．

　
− The 　pollen　can 　not 　form　a　bluish　purple　spot ．
n 、t．＝nDt 　test，

Gras5　classi 丘cat めn 　wa 呂 conformed 　to　Kovamaloi．

80〜120μ m の 大 きさ に 加 え 3  〜60μ m の も の も多 く

み られ た ．イ ネ 科花粉 は 花粉形態が い ずれ も類似 し て

い る もの の ，大 きい もの で は直径が想 μm 以 上 の もの

もあ る が ，小 さ い も の で は 20〜25μ m 程 度 の もの な ど

サ イ ズ は さ ま ざ ま で あ っ た．サ イ ズ の 大 ぎな 花粉

ぐ髭 ∫如 衄 磁 蜘 γ）に 由来 す る ス ポ ッ トは そ れ な りに 大

きく濃 い もの が多い が，中に は 50μm 前後 の もの もみ

ら れ た ．一
方，2‘ト 25μm サ イ ズ の 花粉（Poa　trititalis）
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Tab ］e　3　Relationship　between　the　C勢 の ”卿 勿 ゴlaPenica（（ij）and

　　　 C：tPress
’
aceae （αψ ）P。弖len　count 　and 　the　two 　types

　 　 　 　 　 of 　spot 　c〔｝unts 　obtained 　by　naked 　eyes 　or

　 　 　 　 　 　 　 　 the　 automated 　 counter 、

…
i

Cひ dspot 　count

Date　　 l　　　　　　　　」Po11en　count m 〔1μ msp   し

1 ・ ak ・d ・y・・ iEXCEUI
　　 1Dμ msp 。 t

：

… 〈9τain／6nf＞ （spot16m3 ：：　 i　 l：Spot‘ノ6mり
：

… （sp 。t／6m き

）

March1234511

王

11

28094347037912

診

1

　

　

　

　

　

　

　

　

　

599841646823211，

　

　

　

　

42

邑

54

驚
B

聾

　

　

　

　

　

1

3455

娼

6959

62

　

　

1

　1） PoHen 　count 　is　the　sum 　of　the 　polLens 　of　Japanese　red 　ccdar 　and ∫apanese

c｝
「
pres ／s　famiIy ．

　2） C ，y
’
ノispot　by　naked 　eyes 　durjng　the 　period　of　March 　2S　to　Aprl14could

not　be　ebtained 　due　to　evberlapPing 　of　the　bluiWh　purple 　coloured 　area ．

　
廓
　Spot　cDunt 　of 　Lhe　t【apPlng 　area 　was 　calcu 【ated 　as 　the　ratio 　of 　b】uish 　purple

colDvred 　area 　to　one 　polle【l　area ．

で は ，ス ポ ッ ト は ち ょ う ど 30〜60μm の 大 きさ で あ っ

た ．そ こ で 抗 LolpI 血 清 で は 30μ m か ら 120μm 以上

の ス ポ ッ ト を一括し て 計数し た．そ の 結果，日 ご と の

100μm ス ポ ッ トは イ ネ科花粉 数よ り 多少 多い 値 ｛約

1．3倍，0．7〜3．3）を示 した ．五〇！pI ス ボ 、・ トも CB ・

」

’
1 ス ・tl ッ ト と 同様 5〜15μ m の 大 きさの ス ポ ッ ト が 存

在 し た ．LolpI で は 10μm ス ポ ？トは 1 0μm ス ポ L．

F の 1．2倍 ほ どみ られ，数時間 に leo− 200maか た ま っ て

み られ た 日 が あ っ た （Table　 4 の 5 月24 日， 6 月 5H

な ど）．Lotpi で は こ れ らの ス ボ ッ トの 他 に 30〜1UO

μ m 程 度 の 薄 い ス ポ ッ ト が 濃 い 1  O
μ

m ス ポ ッ ト の 半

数弱 み ら れ た．こ れ ら 3 種 の ス ポ ッ ト の うち イ ネ 科花

粉 と強 い 相関 が み ら れ た の は 100Ptm ス ポ ッ ト の み で

あ っ た （r ＝0．915，n ＝27，♪＜ O．Ol）．

　 3．ス ボ ・y ト数 の 自動 計数 の 試 み

　捕集後の テ
ー

プ を 1 日 ご と に 切断 し，さらに 時間軸

に 平行 に 二 等分 し 、 一
方 は Carberla染色後．顕 微鏡下

で 形態 を み て 計 数 し た．他 方は，画 懐 処理 装 置 の

EXCEL 　IIを 用 い て 計 数 した ．　 EXCEL 　IIで は 1 日分

U8X 互6mm の 領域）の ス ポ ）
・F を 7 − 1U分ほ ど で読み
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Table　 4Relationship　between　the　grass　pollen　count 　and

　　 the　two 　types　of 　spo しcount

…
． 五ψ ∫ 王spot 　count

Date Pollen　counti 　　　 looμ mspot

lO
μ mspot

Rich轟 Ligh ド
零

  rain 〆6m2） （spot 〆6m り （spot ！6m9 〕1 （sp 。t〆5m り

May 　　　24 17 29 4 288膨

25 15 18
2

　　　　　　　s
：

ユ9
26 24 28 　　　　　　32

「
33

27 18 23 10 44
28 19 16 25 42

29 19 14 11 ユ4
30 3 10 11 9
31 19 35 14 39

June　 　　 1 19 27 4 35
2 　　　　　　　7

3
更4

1　　　　4 三2
31 　　　 19

1
24 i　　 5 工9

4 60 64 「　　　　 7 24

5 22 27 …　　 4 161電

6 25 　　　　　　18
F

9 27
7 37

「
　　　 34． 44 29

8 24 ：　　 　 28 25 36
9 9 i　 L。 11 27
10 12 1　　　 15 5 1尋

11 13 旨
　　　 1墨 14 26

1z 18 19 6 11
ユ3 21 22 4 7

王4 5 7 11 13

15 14 7 9 23
ユ6 1 呂 6 10
17 2 2 2 8
19 8 10 12 16
19 7 9 4 9

‘Lump 　spot 　was 　obE 　erve（1、
”R三ch・rich 　b三uish 　purp 】e　sp ［・ts．
Light−hght　b】u ：sh 　purple　spots ．

取 る こ と が可 能で あ っ た． ア レ ル ゲ ン を有する花粉数

が 著 し く多 く （捕集面 の O．16cm2当 りに 40 個 以上）に

な る と ス ポ ッ トの 多 くが 重 な っ て し ま い 正 確 に 計 数す

る こ と が で きな くな っ た の で，全捕集面積に 占め る青

紫 色 の 領域 を 求 め ， こ れ を 1個 の ス ポ ッ ト の 全面積 に

対 す る 割合で 割 る こ とで ス ポ ッ ト数を 求め る こ と を検

討 し た ．そ の 結果，ほ 蔭花粉数 と 相関す る ス ポ ッ ト数

が 得 られ た （r ＝0．957，n ＝ 9，　p く 〔｝．Gl）．

　ま た 多数飛 散 し た 日の 日内変動 を 求 め る に は デ ソ シ

ト メ ー
タ を用 い る こ とが 可能 で あ っ た．デ ソ シ ト メ ー

タ は ニ ト Pt セ ル 卩 一ス 膜が透明 で な い の で 透過光に よ

る測 定 は 不 可能 で あ ワ 反 射光 で 行 っ た ．典型 的 な

チ ャ
ー

トを Fig．4 に 示 し た ，

考　察

　Schumacherら に よ り開 発 され た Fluorescence三m −

munob ］otting 法
7）eは 　FITC の 蛍光 ス ポ ッ ト を 計 数す

る た め 蛍光顕 微鏡 を用 い て ，少な くと も10  × で 鏡検す

る 必要があ っ た が，今回開発 し た 二 次抗体に酵素標識

抗体 を用 い る 方 法 で は ，肉眼 で ア レ ル ゲ ソ ス ポ ッ ト を

観察で きた ． こ の 方法 に よ り，大気中 に 存在 す る花粉

ア レ ル ゲ ン の 量 を共遷 抗原 群別 に 定量す る こ と が可能
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で ある．加 え て 原因花粉粒子数 の 他 に 微粒子状の 花粉

ア レ ル ゲ γ の 量を も把握する こ とが で ぎる．しか し，

短 時間内 に 著 し く多 くの 花粉 が飛 散 し た 場 合 に は ス

ポ ッ トが重な っ て し ま う た め ス ポ ッ ト数 と し て求め る

こ と が 不 可 能 で あ っ た ．こ の よ うな 場合 に は 全捕集面

積 に 占め る 青紫色 の 領域 を求 め る こ とで
，

お よ そそ の

定量 は 可能 と思 わ れ る が，実 測値 と完全 に
一

致せ ず．

今後検討 し なけれ ばな らな い 問題 が残 され た． また ，

こ の よ うに 大量 に 飛散 し， 7 日 巻 き タ イ マ ーを 用 い た

場 合 に ス ポ ッ
ト が 重 な り合 う時間帯 の 調査 に お い て は

24時間 で 1 回 転す る タ イ マ
ー

を 併 用す る こ と で 対処 し

碍 る． こ の 方法 は 免疫 化学的 な処理 に 5時間 ほ ど要す

る が，そ の 処 理 に は ほ と ん ど 手間が か か ら な い た め ，

x ギ花粉速報 な ど急を要す る も の は 別 と し て，Bur−

kard 捕 集器 で の 花粉 ア レ ル ゲ ン 量 の 把握 に は 有 用 な

方法 で あ る．さらに ．青 紫色 の ス ポ ッ トを数え る こ と

で 計数可能 な た め ，形 態観察 に 不 可 欠 な 熟練 を 要 す る

こ と も な い ．特に ， 5 月
一 6 月 に か け て 数多 くの 種類

の 花粉 が 飛散 して い る 時期 に イ ネ 科花粉 ア レ ル ゲ ン の

数を求 め る 場合 に は 有 E で あ っ た ，

　抗 加 ∫♪1 血清で は，イ ネ科花粉数と lo μm ス ポ ッ

ト数 と は 正 の 相関が み ら れ た の で ，100μmx 　・llッ トの

多くは ，形態上 イ ネ 科植物花 粉 と 認識 て き る 花粉 に 由

来し て い る と思 わ れ る．し か し，花粉数 に 比 ベ ス ポ ッ

ト数 の 多い 巳が 大 部 分 で あ っ た の て ，IOOμ rn ス ポ ッ ト

の
一

部 は 花粉形態 をして い な い 粒 了また は 交差反 応性

を有す る他科の 花粉に 由来する と思わ れ る．
一

方，1 0

μrnC 乃ゴ 1 ス ポ ッ ト数 と ス ギ ・ヒ ノ キ 科花粉数を 比 べ

る と ，
ス ギ ・ヒ ノ キ 科 花 粉 の 方 が 多 か っ

・
た ．こ れ は ヒ

ノ キ 科花粉 の
一
部 が 濃 い ス ポ ッ トを つ くらな い こ と と

関係 し て い る と思 わ れ る が （Table　 1
’
）．．x ギ 花粉 は 破

れ な い と ア レ ル デ ン が溶出 し て こ な い た め
1Ll

ス ギ花粉

に 由来す る
一部 の 薄 い ス ポ ッ トを計数 し なか っ た 可能

性 もあ る．抗 LolpI 血 清 で は ，イ 烹 科植物花粉以外

に も薄 い ス ポ ッ トを つ く る 花粉 が あ る よ うで あ る．実

際， 5月初 旬 か ら中句 に か けて 数多 くの 種類 の 花粉 が

み ら れ る時期 に は イ ネ科花粉数 に 比 べ 著 し く多 くの 薄

い ス ポ ゾ トが み られ る こ と が あ っ た ．Table　 2 よ り薄

い ス ボ ッ トは イ ネ科植 物花粉鉱外 の 花粉 に 由来 し た も

の と考 えられ る．以 上 の こ と か ら，空中花粉 ア レ ル ゲ

ン 粒子 の 算定 に は 濃 く染ま っ た ス ポ ッ ト を用 い れ ば 良

い と 思 わ れ る が，花粉症患者 の 原 因物質量 の 把握 と い

う意味 で は ，検討 の 余地が残 さ れ て い る もの の ，デ γ

シ ト メ ータ を 用 い 青紫色を 比色定量する方法の ほ うが
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す ぐれ て い る と思 わ れ る． こ の 場合 に は
，

ア レ ル ゲ ン

の 濃度 を求 め る こ と に な る の で ，濃度概知 の ア レ ル ゲ

ノ 標準品 を準備 す る 必要があ る．今回 は ，ス ギ 花 粉 で

は ，試 料捕集面饋0．16CI112当 た り に 鱒 0個 以上 の 花粉が

み られ る よ うに な ると ス ポ ッ ト は 重 な っ て しま うもの

が多 くな り 正確 に 計数 で きな くな っ た の で ， 染色領域

を 1 花粉 の 染色領域 で 割 っ て 花粉 ア レ ル ゲ γ 粒 子数を

求 め た が ，こ の 場合 も前記 の 理 由 か らデ
’
／ ソ ト メ ー

タ

で 比色定量 した ほ うが良い と思 わ れ る ，ス ポ ッ トの み

ら れ る花粉の 種類 を抗 LoipI 血清 と抗 カ モ ガ ヤ 花粉

血 清の 2種類 の イ ネ科花粉 ア レ ル ゲ ン に 対する抗血清

を用 い 検討 した と こ ろ，使用する抗血 清の 牲状に よ り

多少結果が異 な っ て くる こ とが わ か っ た ｛Table 　 2），

花粉に は 何種 類 か の 主要 ア レ ル i」” ソ が あ り，どの ア レ

ル ゲ ン を 検 出 す る か は 調査 目的 や 調査地域 に ょ っ て も

異 な る こ とが予想 さ れ る が，当然の こ と で は ある が，

で き る だ け特異 性 の 高 い 抗体 を 用 い る こ と が 望 ま し

い ．し か し．現在 は 主 な花粉症 原因花粉 の 主要 ア レ ル

ゲ ソ に 対す る 抗 血 清 が 「打販 され て お らず，全国各 地 で

空 中花粉の 飛散数 の 調査を 各自の 自1乍抗血清で行 っ た

と す る と，相 互 の デ ータ の 比較 の 際 に 問題 が 生 じ る で

あ ろ う．そ の た め に も管理 され た 市販抗血 清 が 1E で

もは や く入 手 で き る よ うに な る こ と が 望 ま れ る ．

　今回 検討 し た 方法 は ．花粉 ア レ ル ゲ ン に 限 ら ず，ダ

ニ ア レ ル ゲ ン や 真菌 ア ン ル ゲ ン な ど の 挨出 に も応 用 で

き る．

　rt　LolpI ウ サ ギ 血 清 を 分与 い た だ い た 国 立相 摸 原 病 院

安枝　浩博士 お よ び EXCEL 　IIの 試 用 に 協 力 い た だ い た 日

本 ア ビ オ ニク ス 株式会社，新屋 明彦 氏 に 深 謝 す る．
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A  NEWCOUNTINGMETHOD  OF  AIRBORNE  JAPANESE RED  CEDAR  AND

ALLERGENS  BY  rMMUNOBLOTTING  TECHNIQUEGRASS

 POLLEN

    Yuichi Takahashi and  Susumu  Katagiri

71he Ylamagnta PreYbctural Institute of Pubiic Health

       Sakae Inouye and  Masahiro Sakaguchi

PEtPartment ofMicrobioiogy, Zlee lnstitute of Pubtic Hcalth

   We  devised a  new  ceunting  method  of pollen allergen  particles which  impreved the fluoTescence Smmunoblot-
ting technique  by Schumacher  et al (1988), And  by which  airborne  pollen alLergens  becarne visible  under  10×
rnagnifier  or  naked  eyes.  Airborne pollen allergens  collected  an  the Burkard's sampling  tape were  transfered onto

nitrocellulose  rnembrane  and  were  reacted  with  anti  Cne j I rabbit  serum  or anti  Lolp I rabbit  serum,  and  then

treated with  alka!ine  phosphatase  eenjugated  F<ab32 anti  rabbit  IgG. Finally, bluish purple spots  v.Tere  obtained  by
staining  -rith  BCIP/NBT  phosphatase substrate  system.  This technique do not  require  any  skilfull  morpholcgical

observation,  and  is more  suitable  to measure  the amounts  of airborne  pollen alleTgen  for giyen pollinosis patients
becau$e total pallen allergen  particles with  common  antigenicity  are  measured,  In Japanese red  cedar  pollen counts,
we  could  not  count  the spets  more  than  400  grains per e.16 cm2  of the  sample  trapping  area  due to many  overlapping

spots.  In this case,  we  rry to ca]culate  the vaiue  from the ratio  of buish purple coleured  area  to one  pollen area,

However, more  suitable  method  for estimate  the  content  of  pallinosis caused  airborne  allergens  rnay  be colerimetric

quantitation using  densitometry and  displaying the value  as  allergen  centent.
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