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　Cry　j　2の N 末端 1D残基の ペ プチ ドを化学合成 し，　 hapten・carrier の 形で ウサ ギ に免疫し抗体 （N −10

抗体）を得た．こ の 抗体は，ク ロ ス プ ロ ッ トに よ り，hapten 部分 を認識して い る こ とが示 された，そ こ

で ，こ の 抗体に対する 反応性 を指標に Cry　j　 2の精製を試み た．　 N −10抗体反応物は ， 50mM 　 Tris・HCI

buffer（pH 　7．8）の 条件下 ，1）EAE −Sephadex の 非吸着分画 に 存在 した．そ こ で 非吸着分画 を集め，10

mM 　acetate 　buffer （pH　5．0＞の 条件下 ，
　 CM ・Sephadex 処理 を行 っ た．以前の 報告 とは異な り，　 CM ・

Sephadex 吸着分画に は N −10抗体反応物は存在せ ず ， 非吸着分画に存在 した．非吸着分画 を80％飽和硫

安で濃縮 し，
こ れ をSuperdex 　pg 　200ゲ ル ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
に か けた ．主要 ピー

クを final　prepara−

tionと し，
　 SDS ・PAGE を実施 した．還元条件下 では40kDa の ，非還元条件下では37kDa の 明瞭なバ ン

ドが認め られ た．さらに ス ギ花粉症患者血清中の IgE と の 反応性を検討 し た と こ ろ ， 強 い ア レ ル ゲ ン活

性 が認め られ た．以上 の 成績は，Cry　j　2の報告 と一致 し た．こ の こ とか ら ，
　 final　preparation は Cry

j2であ る可能 1生が示唆された．　 fina1　preparationをマ ウ ス に免疫 し， モ ノ ク ロ ーナ ル抗体を作製した．

final　preparation と反応する11ク ロ
ーン が得 られた．本ク ローン が産生する抗体は，　 Cry　j　1とは反応

しなか っ た．抗体の 特異性を確認する 目的で ウエ ス タ ン ブ ロ ッ トを実施 した．その 結果 ， 本抗体および

N ・10抗体 はい ずれ も同 じ蛋白を認識 し，その 分子量 は40kDa で あ っ た．以上 の こ とか ら，
　 Cry　j　2に 対

す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体が得 られ た 可能性が強 く示唆さ れ た．また，ア ミ ノ 酸配列が明 らか に な っ

て い る主要 ア レル ゲ ン の精製に は ，
N ・末端 ペ プチ ド認識抗体 を用 い る方法が大変有用 で あ るこ とが示 さ

れた．
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は じ め に

　各研究施設 で 独 自に 主 要 ア レ ル ゲ ン を 単離 し よ う と

す る 場合，

一
般的 に ア レ ル ゲ ン 活 1生分子量 や 等電点な
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Abbreviations ：　 BSA 　bovine　 serurn 　alb 田 niTl ；

BSA −PBS 　phosphate 　 btlffered　 saline 　 cQntaining

l％ bovine　 serum 　 albumin ；　HRPO 　h〔〕rse 　 radish

peroxidase；　KLH 　key ｝xole 　 lympet 　 hemocyanin；

N ・10　the　peptide　possessing　N −terminal　lO　arrliTlo

acid 　 seque1 ユce （うf　 Cry 　 j　 2；　T −PBS 　phosphale

buffered　saline 　co 匸ltaiTlillg 　O．05％ Tween 　20

ど の 物 理 化学 的性質 を も と に 精製 を 行 う，し か し ， 粗

抽出エ キ ス中に は 主要 ア レ ル ゲ ン 以外に も多 くの 蛋 白

質 が 存在 し，またそれ らの 多くは多少な り と もア レ ル

ゲ ン 活性を示 す た め ， そ の 操作に は か な りの 困難 を伴

う．

　我 々 は 以 前に コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ の 主要ア レ ル ゲ ン で

あ る Der　f　1お よ び Der　f　3が 蛋 白分解酵素 で あ る こ と

を報告 した
1］−4 〕．こ の こ と に よ り， 以後は そ の酵素活性

を指標 に カ ラ ム 操作 を 行 え ば よ く，Der　f　1お よ び Der

f3の 精 製 が 比較的容易 に 行 え る よ うに な っ た ．こ の よ

う に ，室要ア レ ル ゲ ン を精製す る場合 ， 簡易 に 測定 で

き る な ん ら か の 特異 的マ
ー

カ
ーが 有れ ば，そ の 精製操
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作が 大変容易 に な る，

　主要ア レ ル ゲ ン の な か に は ， N 末端ア ミ ノ 酸配列 が

明 らか に な っ て い る もの が ある
m −ln ）．こ の よ うな 主要

ア レ ル ゲ ン の 場合 ，
N 末端 ペ プ チ ドを 化学合成 し ，

haptcn・carrier の 形 で 動物 に 免疫し ， 得 られ た 抗体 と

の 反応性 を指標 に 各種 カ ラ ム 操．作 を行 え ば 容易 に 目的

物質 が 得 ら れ る も の と考え られ た．そ こ で ， 今回 ， 我々

は ス ギ花粉 中 の 主要 ア レ ル ゲ ン Cry　j　2の N 末端 10残

基 ペ プ チ ドに 対す る抗体 を作製 し ，
こ の 抗体の 反応性

を指標 として Cry　j　2を精 製 し，さ らに Cry　j　2に 対す

るマ ウ ス モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体を作製 し た の で 報告す

る．

材料 お よ び方法

1．N 末端 10残基 ペ プ チ ドに 対す る抗体 の 作製

　Fmoc 法 を用 い る ペ プ チ ド固相合成法で Fmoc −Gly・

樹脂 か ら逐次 Fmoc ア ミ ノ 酸誘導体 を縮合 させ ， 得 ら

れ た保護ペ プ チ ド樹脂 を ト リ フ ル オ ロ 酢 酸1フ ェ ノ ー

ル ！エ タ ン ジ オ
ー

ル で 処理 し， Cryj2 （HID ・Cys・Oll

（N −10） を得た．Lerner ら
11 ）

の 報 告 に 準 じ，　 keyhole

lympet　hemocyanin （KLID あ る い は ウ シ 「虹清ア ル ブ

ミ ン （BSA ） に m −maleimidobenzoyl −N ・hydroxy ・

succinimide 　ester を架橋試薬と し て N ・10ペ プ チ ドを

結合 した．ア ミ ノ 酸分析計 （Waters 社 Pico　TAG ア

ミノ 酸分析計）を用 い て ペ プ チ ドの 結 合量 を算出 した

と こ ろ，KLH の 場合，蛋 白 1分子 に 対 し て ペ プ チ ド

350分 子 ，
BSA の 場 合ペ プ

．
チ ド30分 子 で あ っ た ．　KLH

に結合 した N 末端 ペ プ チ ド （KLH 　N −10）11ngを CFA

と と もに ウ サ ギ （日本 エ ス エ ル シ
ー

社 ） に 4r凵［免疫 し

抗血 清 似 ドN ・10抗体 と略す）を得た．

2．N ．10抗体 を用 い た direct　ELiSA 法

　 96穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト （lnimulon 　II  ）の 各 well に

検体 50μ 1を入 れ，室温 で
一一夜放置 し た．0，05％Twecn

20含有 の リ ン 酸緩衝液 （T ・PBS ＞で 洗浄 し た の ち 3 ％

ゼ ラ チ ン 含有 リ ン 酸緩衝液を各 wel ］あ た り300μ1入

れ ，室温 で 1時間放置 した．well を洗浄後 1％BSA 含

有 リン 酸緩衝液 （BSA −PBS ）で 500倍 に 希釈し た N ・10

抗体を各 we 目 あた り5 μ 1入れ，室温 で 2 時間放置 し

た．we ］1を 洗 浄 後 ，
　 BSA −PBS で 10，000倍 希 釈 し た

horse　radish 　peroxidase （HRPO ）標識抗ウ サ ギ IgG

ヤ ギ血清 （Cappel社 ）を50μ 1入 れ，室温 で 2 時問放置

し た．各 well を 洗 浄 後 ，
　 e ．006％過 酸 化 水 素 ，

　 o ．

phenylen ｝endiamine 　O．41ng〆ml 含有 の ク エ ン 酸緩衝

液 （pH 　5．0）100μ ユを入 れ ， 窒温で 30分放 置した ．2N

硫酸1〔｝0μ 1を加 え酵素反応を停 止 さ せ，49〔｝nm に お け

る 吸光度 を測定 し た．

3．電気泳動

　LaemmliL2）
の 方法 に 準 じ， 4 〜2  ％gradient　ge1 厚

さ1．5mm を用 い SDS −PAGE を実施 し た．　 Lowry 法

で 定量 し た 蛋自量〔）．7μg の 検体を各 レ ー
ン に 入 れ，特

に 断 ら な い 限 り還 元 条件 fで 27mA で 90分 間泳動 し

た．還元剤と して は2−mcrcaptoethanol を 用 い た．泳動

後 Coomassie　brilliant　blueで 染色 した．ウ エ ス タ ン

ブ ロ ッ トの場合， SDS −PAGE で 蛋 白を 分離し た後 ， 18U

mA ，12〔1分間 ニ トロ セ ル ロ ース膜 へ 転写 した ．転写 さ

れ た ニ トロ セ ル ロ ース膜 を 3％ゼ ラ チ ン 含有 Tris−

HC1 緩衝液 （pH 　7．4）中に て 2 時間放置し た後， 2 度

洗浄し た．
一
次抗体 を加 え 室温 で

一
夜反応 さ せ た後 ，

洗浄 し，酵素標識二 次抗体を加えた．酵素標識二 次抗

体 と して は ，
IIRPO 標識抗ウ サ ギ IgG （Cappel社）あ

る い は HRPO 標識抗 マ ウ ス IgG （Cappel 社） を 用 い

た．TBS に て 洗 浄 し た 後， コ ニ カ イム ノ ス テ イ ン

IIRP．1 ｛〕0  を 胴 しliて発色 させ た．

4．Cry　j　2の 精製

　 199，　O〜1993年， 千葉 県 ドに お い て 採 取 さ れ た

Cひ伽 〃躍 漁 ノ妙 o η ガ6α D ，DQn．の 花粉を用 い た．花粉

は ， 採取後凍結乾燥 を行 い
， 使用時 ま で

一80℃ で 凍結

保存 し た．花粉乾燥重量 1〔｝Og あ た り2〔）OOml の 125mM

炭酸水素 ナ ト リ ウ ム 液 を加え，ス タ
ー

ラ
ー撹拌下 4 ℃

で
一

夜抽出を行っ た．遠心分離（1000  × g ， 30分 ， 4℃ ）

後， ヒ清 を分取 し ス ギ花粉粗抽出物 と し た．粗抽出物

か ら の Cry　j　2の 精製は阪口 ら の 報告
fi）お よ び澤谷 らの

報告
］3 ）

に 準 じ て行 っ た．

5．モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 の 作製

　 BALB ／c マ ウ ス （日本エ ス エ ル シー仕）の腹腔内に

Cry　j　234 μg と FCA の 混液を 2 週間 に 1 回，計 6 回

投与 し免疫し た．最終免疫10口後 ， 脾臓を摘出 し た，

脾細胞 と マ ウ ス 骨髄腫細胞 （sp2／o・Ag14株）と を poly−

ethylene 　gl｝，col （40（｝〔〕）を用 い 融合 さ せ た ．　 HAT 培地

を用 い ，非融合細胞を除去した 後ス ク リー
ニ ン グお よ

び限界希釈を行 っ た．ス ク リーニ ン グ は ， 抗原 と して

精製 Cry　j　1お よ び Cry　j　2を ， 2 次抗体と し て HRPO

標識抗 マ ウ ス IgG （Cappel 社）を用 い ，実験方法 2 に

従 い direct　 ELISA 法 に よ り行 っ た．得 ら れ た モ ノ ク

ロ
ーナ ル 抗体 の サ ブ ク ラ ス は ， Mouse 　 A・lonoAB 　 ID

Kit   （Zymed 社） を 用 い て 確認 し た．
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1．N ．10抗体 の 特異性

結　果

　N ・10抗体の 特異性 を ク ロ ス プ ロ ッ テ ィ ン グ法 に よ

り検討 した （Fig．1）．段階希釈 し た ス ギ花粉粗抽出物

（crude 　extract ）， 精製 Cry　j　1，
　 KLH 　N・1  ，

　 BSA 　N ・

10
，

BSA の 各々 をニ トロ セ ル ロ ース 膜 上 に 結 合 さ せ

た．次 に ，こ れ と は直角方向の レ ー
ン に段階希釈 した

N ・1〔航 体 （anti 　N −10）を反応 させ た．　 N −10抗体 は，免

疫原 で ある KLH 　N −10と反応し ， carrier 蛋白を変え た

BSA 　N −10と も 反 応 し た が ，
　 BSA と は 反 応 し な か っ

た．また，こ の 抗体 は Cryjl と反応 せ ず ， ス ギ花粉粗

抽出物 と反応 し た．さ らに ， 使用 した抗原液 の 濃度 お

よ び抗体液 の 濃度 の 両者 に 依存 し て 発色 した．

12340F12

旧
芒
く

CrudeExtraet

t234

Cryj　l

1234

KLH 　　 BSA 　　BSA
N・10　 N．10

123 　123 　123

　Fig．1．　Cr史）ss　blot　E　nalysis ｛）f　rabbit 　antibod ｝
．
　to

KLII　N ・10　peptide 　conjuga 吐e （anti　N ・1ω．Serially

dilute〔］　（1〜4）antigens 　were 　firstly　immubilizedり n

nitr 〔〕 cellulose 　membra 】le．　After　blocking　and 　Ns
・ash ．

ing，　 the　 membrane 　 was 　 incubated　 with 　 seriaUy

diluted　（ユ〜4）　anti 　N −10．

2，Cry　j　2の精製

　以前 の 報 P，
　
6〕1：1）

か ら Cry　j　2は Fr．　E に 存在 する こ と

が 推測 さ れ た （Fig．2）．そ こ で ， ス ギ花粉粗抽 出エ キ

ス を80％飽和硫安処理 を行 い 沈殿分画 を得た．次 に ，

50mM 　 Tris−HC1 緩衝液 （pH 　 7，8） に て 平 衡 化 し た

DEAE −Sephadex 樹脂 を用 い
，

バ ッ チ法 に て こ の 沈殿

分画 の 陰 イ オ ン 交換分 離 を 行 っ た．N −1〔｝抗体反応物質

は DEAE ．Sephadex 非吸着分 画 （Fr．　B ）に存在 した ．

こ れを101nM 酢酸緩衝液 （pH 　5．〔D に て 透析し，同緩

衝液に て 平衡化 した CM −Seplladex陽イ オ ン交換 ク ロ

マ トグ ラ フ ィ
ー

を行 っ た．0〜〔［．5M の NaCl リニ ア グ

ラ ジ ェ ン トに て 吸 着画分 を溶出さ せ た 〔Fig．3）．NaCl

O．3M で 溶 出 され る位 置 に OD 　 28〔｝の ピー
ク と一致 し

て Cr｝
’j1の ピ ーク が 認 め られ た．しか し ，

　 N −10抗体 と

反応 す る物質 は認 め られな か っ た．そ こ で Fr．　 A，　 C，

D に つ い て N −10抗体 に 対す る反 応性を検討し た （Fig．

§
OO

1

O．5

・・…　Anti　Cry　j　1　　　ダ丶 ，／
＿ − A 。、 N −1  　 ゆイ

　　　　　　　／ ダ　 1
　 　 　 　 　 　 ／ 　’　　　 ち　　　　　　ノ　　　　　サ　　　　　　　　　　L　　　　　 り

／ ／　 ・

　　ぱ
．．．一・一

一L ＿ ＿ さ

O，50

．4

　 Σ
0．3 」

　 窯
　 zo
．20

、1

2

ま
寸

〔【
O、
＜
qう

コ
国

　
　
　
　

1

Crude　EXtraCt

　　　l80
％ saturated 　ammonium 　su ほate 　precipitate

DEAE −Sephadex
｛Tris−HCI　pH ア．8》

（Fr．A）

0，05M ＋ 1　．OM 　NaCI

050 　 100 　 150 　 20δ
’゚0 　 0

　 　 　 　 　 　 　 　 Fraction　No．

　Fig．3．　Elution　 profile　し）f　CM −Sephadex　ads ‘，r −

bed　protein・

O．05M

Fr．B

CM 冒Sephadex
（acetate 　pH5．0）

Fr．C

0．OIM O．01M
＋α ℃．5M 　NaCI

Fr．　A

Fr．　C

FrD Fr、E

Fig．2．　Isolation　procedure 　 uf 　Cry　j　2．

FT．　D

0　　　　20　　　40　　　60　　　80　　　100

　　　　　 Recovery ％

Fg．4．　 Reactivity　of 　various 　fractiエ〕ns 　t〔l　anti 　N 一

10antibody ．　Thc　pr 〔｝tein　colltcrlts 〔〕f　 various 　frac．

ti〔ms 　were 　adjusted 　to　lmg 〆1nl．　 Serially　diluted

each 　fractioll　was 　added 　t〔レ rnicrop 】ate ．　 Reactivity

to　N ．1け antibodv 　 was 　measured 　bv　direct　EI」SA ．

Recovery ％ was 　calculated 　by　the　following　equa −

tiQn．　 Recovery ％
− A × BA ： fraction　 volume 、　 B ：

recipr ⊂）cal 　 of　dilutien　 ratio 　uf 　each 　fractir，n　which

shows 　the 　absorbance 　1．〔l　by　direct　ELISA ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

464 Cry　j　2に 対す る モ ノ ク ロ ーナ ル 抗 体 の 作製

Z

8
ず

OOn

く
切

コ
凵

V函d　　　　 67kDa　　46kDa 　 12kD8

100

一
E
＼

睾

 

冨」
O
あ
‘

◎

曾
鳴

0

50

（kDa561

533

AB AB
O 　　 　　 　　 　 　　 　　 　　 　 　　 　　 　　 　　 　 　　 　 o
10 　　　　　　　20 　　　　　　　30 　　　　　　　40 　　　　　　　50

　 　 　 　 　 　 　 Fraction　nロ mber

　 Fig，5，　 Superdex　pg 　200　gel　chrom 且tDgraphy　o 「

the　CM −Sephadex　unadsorbed 　fraction．　Arlti．Cry 　j　1
（
−o ），anti−NIO　 antibody 　（△ ），

　 carbohydrate

（
一

凵
一
）．

kDa｝
躍
》

　瀬
01

5
　

33

reduced non 「educed
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　Fig，6．　SDS −PAGE 　analysis ．　SDS・PAGE （4−20％
gradient 　gel） was 　performed 　under 　 reducing 　 and

non ．reducing 　conditions ，　respectively ．

4）．精製の第
一

段階で あ る，8D％飽和硫安沈殿 分画 （Fr，

A ）中 に 含まれ る N ・10抗体反応物 量を 100％ とす る と，

こ の物質の 93％ は CM ・Sephadex 非吸着分画 （Fr．　D ）

に 存在 した．そ こ で Fr．　D を さ ら に 80％飽和硫安処理

し， 沈 殿 を 分取 し ， Superdex　 pg　200ゲ ル ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

を行 っ た（Fig、5）．　 N −1〔航 体 と反 応 す る物質

は 分子 量約30kDa の 位置 に 単
一

ピー
ク を示 し た ．ま

た，Cryjl の ピーク は 認 め られ な か っ た ．ア ン ス ロ ン

硫酸法 に て 測定し た 還元糖 は ，void 分画 に 存在 し，　 N −

10抗体反応物の．単
一一

ピ ーク部分 に は ， 認め られ なか っ

た．ピーク部分 を集め，濃縮 し，final　preparation と

した．こ れ を 4 〜20％ gradient　ge1 で 電気泳動 した結

果 を Fig．6 に 示 した．丘nal 　 preparation 中の 蛋白質

（N ・10抗体 反 応物）は 還 元 条件
一
ドで は40kDa の ，非 還元

条件下 で は37kDa の 位置 に 単
一．一バ ン ドが認 め ら れ た．

3．モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 の 作製

　 final　preparation （Cry　j　2） をマ ウ ス に 免疫 し ，
マ

ウ ス モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 を作製 した （Table　 l）．　 Cryj

2を認識す るク ロ
ー

ン が 11ク ロ
ー

ン 得 られ た ．こ れ ら ク

ロ ーン が産生 す る抗体 の サ ブ ク ラ ス は 8 ク ロ
ー

ン は

IgG1
，
3ク ロ ーン は IgG2b で あ P ，

い ず れ の抗体 も Cry

jlと は反応 し な か っ た．次 に，ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ トに

よ り
，

こ れ ら の マ ウ ス モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体が認識す る

物質 と N −10抗体が
．
認識す る物質 と の 同

一
性 を検討 し

た （Fig．7）．マ ウ ス モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 も N −10抗体 も

分子 量40kDa の同
一バ ン ドに 反応 した ．

Table 　 l　 List　o「menoclonal 　 antibodies

　　　　 to　Cry　j　2　fraction

N 叱，， CloneSubdassPuri 動edCry
　j　 1Cry

　j　2fractb
顎ユ

1 B2 G1 十

2 Bl2 G1 一
十

3 ClO G1 一
十

4 D6 Gl 一
十

5 D7 Gl 　 1

6 FI2 G1 一 1
7 Gl2 G1 一

十

8 H5 Gl 一
十

9 Alo G21） 一
†

1〔｝ G2 G2b 一 ↑
ll Gll G2b 一

十

考　察

　最 近 Masferrer ら
14）

は ，
　 Cyclooxygenase　 I と

Cycluoxygenase　IIの そ れ ぞ れ に 特徴 的 な ア ミ ノ 酸配

列を選び，そ の ペ プ チ ドを化学合成 し ， これ に 対す る

抗体を 用 い て各々 の 酵素 を測定 して い た．しか し ， こ

の よ うな手法 を主要 ア レ ル ゲ ン の精製に応用 し た 例 は

ない ．Cry　j　1及 び Cry　j　2の N 末端 ア ミ ノ 酸配列 は 全

く異な る こ とが ， 報告さ れ て い る
G）．そ こ で 今回我 々

は ， Cryj2 の N 末端ア ミ ノ 酸 1  残基 （N −10ペ プ チ ド）

を化学合成 し，KLH 蛋白 に 結合さ せ
，

こ れ を ウ サ ギ に

免疫 し抗体 を得た ．こ の抗体は，ク ロ ス プ ロ ッ トの 結

果 か ら hapten 部分 を認 識 し て い る こ と が 確認 さ れ
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　Fig、7．　〜Vesterll　 blot　analysis ，　 Crude 　extract

was 　subjected 　to　SDS −PAGE （4−20％ gradient　ge1）

under 　reducing 　condition ．　After　that，　proteins　were

transfered　to　 nitrocellulose 　 membrane ．

た．し か し，hapten部分 に 対 す る抗体力価は 弱 く ，
こ

の抗体を用 い て 直接 Cry　j　2を affmity 　nc製す る こ と は

不可能で あ っ

1
た ．そ こ で ，Fig．2 に 示 す精製 ス テ ッ プ

を 設定し ， 各ス テ ッ プ で の Cryj2 の 確認 に ， 同抗体を

用 い る こ と と した ．そ の 結果，N −IO抗体反応物は従来

の 報告 ど お り DEAE −Sephadex 非吸着分画 に 存在 し

た．しか し，CM −Sephadex の 場合 は 報告 と は 異 な り，

非吸着分画に存在し た．同分画を8 ％飽和硫安処 理 し ，

分子量分画を行 い ，N −1〔航 体 と反応す る ピーク部分 を

集め ，
　final　preparation と し た．こ の final　preparation

中 の 還元糖 は，検出限界以下 で あ っ た．また ，N −10抗

体反応物は，SDS −PAGE に お い て ， 還 元 条件下で は 4〔｝

kDa ， また非還 元条件 下 で は37kDa の 分子量 を示 し

た． こ の 結果 は，Cry　j　2の 報告
6 〕と完全 に

一
致 した ．

さ ら に ， 本結果で は示 して い な い が ， final　preparation

は ア レ ル ゲ ン 活性 を有す る こ とが，確認さ れ て い る．

以 上 の こ と か ら ，
final　preparation は Cry　j　2で あ る 可

能性 が 強 く示唆 され た ．従来の 報告 と は 異 な り，本実

験で は Cry　l　2は CM ・Sephadex 非吸着分画 に 存 在 し

た．ア レ ル ゲ ン を抽出す る 場合 ， 抽出方法 （静置抽出，

転倒抽出 ， 撹拌抽 出等） に よ り そ の 抽出液 の 組成 は 大

き く異 なる．今回 の 実、験で は ， ス ターラー撹拌で抽出

を行 っ た．そ の た め ，
ス ギ花粉 よ り ア ミ ノ 糖 が よ り多

く抽 出 さ れ，CM ・Sephadex 樹脂 へ の Cry　j　2の結合を

阻害 し た 可能性が
一

因 と して 考 えられた．

　一
般的 に ，主要 ア レ ル ゲ ン を精製す る 場 含，

モ ノ ク

ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い た，aMnity 精製 を 行 う こ と が 多

い ．そ こ で こ の final　preparation を用 い Cry　j　2に対

するマ ウ ス モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体 の 作製を試み る と同時

に ，得 ら れ た モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体 の 確認 に N ・1e抗体 を

使用 した．そ の 結果 Cry　j　2を認識す る と考 え られ る ク

ロ
ー

ン が 11ク ロ
ー

ン 得 られ た．ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ トに

よ り，
こ れ らク ロ ーン が産生 す る抗体 と N −1 抗体は同

一
の 蛋 白バ ン ド と反応 した ．ま た 結果 で は 示 し て い な

い が ， N −10抗体 と こ れ ら ク ロ ーン が 産生 す る抗体 との

間で サ ン ド イ ッ チ ELISA 系 が 組 め た ．以上 の 結果 は，

本 モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体が Cry　l　 2を 認識 し て い る こ と

を示 し て い る ． こ れ ら の 結果 か ら，ア ミ ノ酸 配列 が 明

らか に な っ て い る ア レ ル ゲ ン の 確
．
認お よ び そ の 同定 に

お い て ，本法 の ような hapten−carrier 認識抗体 を用 い

る こ との有用性が 示唆さ れ た．

　本論 文 の 要 旨 は ， 第44L1旧 本 ア レ ル ギー
学会総会 （東京）

で 発 表 した．
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            PRODUCTION  OF  A  MONOCLONAL  ANTIBODY  AGAINST  Cry j 2

     Reiko Homma,  Naofumi  Uesato, Atsushi Miyahara. H{romi Kimura, Yoshitsugu Hantani,

                  Goro  Ito, Megumi  Hayashibe,  Thoru  Anclo, Yoshitaka  Ino,

                        Hiroshi  Yamakawa  and  Masateru Kurumi

       Sectivn of Atieigology, Research Laboiaton'es, 7brii Rl/MR,4fACEUTICAL  CO., LZD,

   The  peptide possessing  N-terminal  10 amino  acid  sequence  of  Cry  j 2 was  chemical]y  synthesized  and

conjugated  to KLH-carrier  protein. Rabbits were  immunized  with  this haptenized protein and  the

antibody  (N-10 antibedy)  was  obtained,  Cross-blot anaTysis  revealed  that N-10 antibody  recognized  the

hapten moiety.  I'urification of  Cry j ?. was  carried  out  with  monitoring  its reactivity  with  N-10  antibody.

The  substance  reactive  to N-10 antibody  existed  in the DEAE-Sephadex  unadsorbed  fraction. The

substance  reactive  to N-10 antibody  was  subjected  to Crv{-Sephadex equi]ibrated  with  10 mM  acetate

buffer (pll 5.0. In contrast  te the previous  report  on  Cry j 2, the substance  reactive  to N-IO antibody

existecl  in the CM-Sephadex unadsorbed  fraction. The  CM-Sephadex unadsorbed  fraction was  coneen-

trated with  80%  saturated  ammonium  su]fate,  and  applied  to a  Superdex pg  200 celumn.  The  major  peak

of  protein was  regarded  as  the final preparation and  was  subjected  to SDS-PAGE.  The  substance  reactive

to N-IO antibody  had a  MW  of  40 kDa  under  reducing  and  37 kDa  under  non-reducing  conditicns,

respectively.

   Furthermore, the substance  reactive  to N-10 antibocly  showed  potent  allergenic  activity.  These  data

completely  agreed  with  the previous  data on  Cry  j 2 and  strongly  suggested  that the  final preparation

contained  a  large amount  of  Cry j 2. BALBIc  mice  were  immunized  intraperitoneally with  the final

preparation  to produce  a  monoclonal  antibody  against  Cry j 2. Eleven c]ones  reacting  to the final

preparation  were  obtained,  and  the antibodies  produced frem these clones  did not  react  with  purified Cry

j 1 . Western blot analysis  was  performed to confirm  whether  these clones  recognized  Cry j 2 or  not.  Both

the monoclonal  antibody  and  N-10 antibody  reacted  with  the protein band of  40 kDa.  These  data suggest
that the menoclonal  antibodies  obtained  possess  antigen  specificity  to Cry j 2. In conclusion,  the antibody

recognizing  N-termina] peptide is a  beneficical tool for the purifieation of major  allergens  whose

N-teminal amino  acid  sequences  are  already  determined.


