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　蒸留水中に 大気試料を捕集す る よ う に 改造 した 花粉捕集器 を 用 い て 空 中ス ギ花粉 を捕集 し，そ の 花粉

を ス ギ花粉 の 主要 ア レ ル ゲ ン （C的 1）に 特異的 な 蛍光標 識モ ノ ク ロ ーナ ル 抗 体 （KW ・SlO）で 染色 し，

フ ロ ーサイ トメ
ー

タ で 分析 した．こ の 抗体 で 処 理 した ス ギ花粉 の 蛍光強度 は
， 未処理 の ス ギ花粉 や こ の

抗体 で 処理 し た ヒ ノ キ花粉 よ り明 ら か に 大 きか っ た ．こ の 方法 を用 い れ ば，試料捕集後 20分以内 に ス ギ

花粉 の み を選択的に か つ 迅速 に 測定 す る こ と が で きる．

Key 　words ：　airborne 　aliergen

Impact  r

CrJl　 i　 I flOw　cytometry pollen Virtual

は じめ に

　ス ギ花粉症患者 の 急増 に 伴 い ，全国各 地 で ス ギ花粉

情報 の 提供が な さ れ る よ うに な っ た ．止確な ス ギ花粉

情報 （予報）を行 うた め に は 迅速 か つ 精度の 高い 空中

ス ギ花粉数の 測定が不 可欠 で あ る．

　今回，大気浮遊粒子捕集装置 （バ ー
チ ャ ル ・イ ン パ

ク タ ー一で 捕集され る空中花粉 試料 中 の ス ギ 花粉量 を，

選択的，且 つ 迅速 に 測定す る た め の ，蛍光抗体染色法

と フ ロ ーサ イ ト メ ト リ
ー

を組合 ぜ た 分析方法 を 開発 し

た の で 報告す る．

材料 と方法

1。空 中花粉 の 採集

　花粉を濾紙上 に 捕集す る 方式 の 市販大 気 浮遊粒子捕

集器 （バ ー・
チ ャ ル ・イ ソ パ ク タ

ーVS・20，東京 ダ イ レ ッ

ク 社）を ， 次 の 免疫 反応 に よ る 蛍光抗体染色 の 都合 で ，

10mlの 蒸留水 に 捕集する 方式に 改造
1）して 空 中花粉

の 採集 に 用 い た ．吸引速度 6m3／hr で
一一定時間吸 気 した
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後，得 られ る花粉懸濁液を O．3ml に遠 心 濃縮 した ．本装

置 の ，直径 7μm 以 上 の 粒子 に 対する浮遊粒子捕集効率

は 約 90％ で あ る．

2．ス ギ 花粉 の 蛍光抗体染色

　前 田 ら
2 ）

の 方法 に 従 っ て ，ス ギ 花粉 タ ソ パ ク 質 （Cry

ブ1） に 対 し て特異的で ， ヒ ノ キ花粉 タ ン パ ク に は 反応

し な い ，モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗体 （KW −S10）3 ）を，　 fluores−

cein 　isothiocyanate（FITC ）と反応 させ て 蛍光標識抗

体 （FITC ・KW −S10）を 作成 し， こ れ を 0．5M ト リ ん

HCI 緩衝液 （pH 　6．0）に 溶解 し た．使用時 に 所定 の 濃

度 に して ス ギ 花粉 に 特異的な蛍光抗体染色試薬と し て

用 い た ．す な わ ち，試料花粉 の 懸濁液 0．3m1 に こ の 染色

試薬0．02ml を 加 え，室温で 10分間震盪後 ， 遠心沈殿を

蒸 留水 に 再懸濁 し て 0．3m1 の 懸濁液 と し た．

3．蛍光 フ ロ ーサ イ トメ ト リー

　 FITC −KW −SIOに よ る蛍光染色処 理 を 行 っ た 花粉試

料 に つ い て ，蛍光検 出 フ Pt　一サ イ ト メ
ー

タ （CytoACE ・

150，JASCO ）を用い て，ス ギ花粉量 の 測定を行 っ た ．

励起 光源 は 空 冷 ア ル ゴ ソ イ オ ン レ
ーザ （488nm ，10

mw ，25× 80μm 楕円 ピ ーム ）で，測定蛍光波長は FL −

1が 530nm，　FL−2が 600nm で あ る．8× 102FITC 分子／粒

子以一Lが粒子 の 検出感 度で あ る．フ ロ
ー

セ ル は 200μm

角無蛍光合成石 英製で，サ ン プ ル etZIOO〜180Xt1量 を ，

流速 は 1〜300μ 1／min の 間 で 調整可能で ある．ス ギ花粉

は沈降速度が早 い の で ，
サ ン プ ル 量 100μ 1，流速 300μ1／
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　Fig，1．　Intensity　of 　fiuorescence　of 　Japanese
cedar 　 pollen （A ），　 Hinoki・cypress 　 pollen （B） and

airbome 　samples 　（C ）　 obtalned 　from 　月ow

Cytometer ．
　Abbrevlations　are 　as 　follows ： FL ・1 ；lntensity　of
fiUOreSCenCe　at　530nm．　FL −2；IntenSity　OfflUOreSCen −
ce 　at 　600nm ．　No ．；Numbers 　of　partides　counted 　at

each 　of　the　intensity．　Numbers 　I　and 　II　in　Fig，1A
are 　non −treated 　Japanese　cedar 　pollen　（D 　and

Japanese　cedar 　pollen 　treated　with 　10μg／ml 　FITC ・
antl ．C 刎 ブIMab 　for　lemin．　 Hinoki−cypress 　pollen
and 　airborne 　 samples 　 collected 　from 　13 ： 00　to　17 ：

00Apri14were 　treated　with 　the　same 　condition 　as

Japanese　cedar 　pollen ，

min の 条件 で 分析 し た 。

結　果

　Fig．1 に 標準 ス ギ 花粉 ， 標準 ヒ ノ キ花粉 お よ び 大気

試料を FITC −KW −SlOで 処 理 し フ Pt　一サ イ ト メ ト リ
ー

を 行 っ た 結果 を 示 す．図 で FL 　1は 530nm の 蛍光 強度

を，FL −2は 6001mlの 蛍 光強度 を示 し て い る．そ れぞ れ

最大値 は 256 で あ る．縦軸 は 各粒子 の 数 を 示 し て い る ．

標準ス ギ花粉を抗体処理す る （Fig．1A ピ
ー

ク II）と，

未処理 の ス ギ 花粉 （Fig ．　IA ピ
ー

ク 1）に 比 べ 明らか に

蛍光強度が増加 し た． ヒ ノ キ 花粉 を抗体処理 して も蛍

光強度 の 増加 は み られ な か っ た （Fig．1B）．ス ギ 花粉

飛散期の 大気試料 を抗体 で 処理す る と強度の 小 さ い 粒

子 か ら大 ぎな粒子 まで 幅 の 広 い 蛍光強度の 分布 が 得 ら

れ た 。花粉 飛 散 ピ ー
ク 時 の

一．一
例 を Fig、　lc に 示 し た。

　試料 の
一

部 を とっ て 光学顕微鏡を 用 い て 形態学的 に

計数 し た 値 と フ ロ
ー

サ イ ト メ ト リ
ー

で 得ら れ た 値を 比

較 し た と こ ろ 良 い
一

致 が み ら れ た （r＝〔）．978，p ＜

O．Ol，　 Table　1）．ま た こ れ ら の 値を，同
一一
時 間帯 に

Burkard　sampier で 捕集 し た試料 を抗 Cη jI モ ノ ク

P 一
ナ ル 抗体 （KW −S！O）を 用 い イ ム ノ ブ 卩

ッ ト法 で 分

析し得 られ た 値 と比較す る と ， 形態学的に 計数し た値

と の 間 に は r 二〇．870 ゆ く 0．01）， フ ロ
ー

サ イ ト メ ト

リー
で 得 ら れ た 値 との 間 に は r ＝  ，918（pく 〔｝．Ol）の 値

が 得 られ ， ともに 良い 一致が み られ た （Table　1）．

考　察

　 ヒ ノ キ 花粉 と交差反応 を 示 さず ス ギ 花粉 だ け に 特異

的 な 蛍光標識 モ ノ ク ・
一

ナ ル 抗体 （FITC −KW ・SIO）3 ）

を用 い て ス ギ花 粉 を処理 し た 後， フ 卩 一
サ イ ト メ ト

リーを お こ な っ た と こ ろ ，空中 ス ギ 花粉量 を特異的に

検 出 で ぎる こ とが わ か っ た ．こ の 方法 は，我 々 が 先 に

開発 し た酵素抗体を 用 い た イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法 と の 相 関

も良 か っ た （精度 に つ い て は 明 ら か で は な い ）、迅速 性

に お い て は す ぐれ て い る と考え ら れ る，ま た 捕集効率

は Burkard　sampler の よ うな膜上 に試料を 付着捕集

す る方式 に 比べ る と良 い よ うで ある （Table　1），

　大気試料で は蛍光強度 の 小 さい 粒 了 か ら 大 きな粒子

ま で 幅広 い 分布 を示 し た ，標準花粉で は み ら れな い 小

さな蛍光強度 を 示 す粒子が大気試料 に 存在 し た 理 由 は

現在 の と こ ろ 明 らか で は な い ． 1 つ の 可能性 と し て ，

我 々 は ，先に 空中 ス ギ 花粉飛散期 の 大気中 に ス ギ 花粉

形態を し て い ない 無定型 の Ci）・ノ 1粒子 が存在す る こ

とを報 告し た
4）が ，

こ の よ うな無定型 Cリヴ 1粒子 の 関

ゴも考え られ る ．ス ギ 花粉 は 溶液中 で は 容 易 に 外壁 が

破裂す る た め ，破裂 し に く い 条件 を 検討 し た と こ ろ ，

蒸留水あ る い は 0．01M ト リ ス 緩衝液 pH 　6 ，0を 用 い る

と そ の 99％ は 破裂 し な い こ とが わ か っ た ．佐分利 ら
5 ）

も蒸留水 が最も ス ギ 花粉 を破裂 さぜ に くい こ とを 報告
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Table 　 l　Comparison 　of 　the 　numbers 　of 　pollen　grains　counted 　by　microscope 　 or 　by

　　　　　fiow　cytometer 　and 　Virtual　Impactor ，　and 　by　inlmunoblotting

　　　　　　　　　　　　technique　and 　Burkard　sampler

VirtualImpactor Burkard 　sampler
No ． Sampling　per 三〇d Flow 　Cytometer

　　grains ／m3

Microscope

grains ／m3

Immunoblotting
　　grains／m

‘

18hr 　（3／27　9　：00−17　：00） 47 1  13

222 　　　　（3〆27　17　：　00
−3／28　13　：　00） 28 3  24

34 　　　　（3〆28　13　：　00　17　：　00） 77 133 47

4 ユ8　　　　（3／31　15　：　00−4／1　9　：　00） 62 22  63
54 　　　（4〆3　9　：00−］3　：D ） 113 63 88
64 　　　　（4／3　13　：　 0−17　：　00） 96 67 140
74 　　　（4／4　9　：0 一13　：00） 15 17 工9
84 　　　　（4／4　　13　：　 0−17　：　0 ） 522 1，363 257
9 ユ6　　　（4／4　工7　：00−4／5　9　

』
00） 17 8 32

108 　　　（4！5　9　：00−17　：00） 50 58 67
11 ユ6　　　　（4〆6　17　：　0D−4／7　9　：　00）． 33 41 63
128 　　　（4／8　9　：00−17　：00） 42 46 23

し て い る．ま た ，Cη ブ1抗原 は 蒸留水中 に 溶出 し な い

こ とがわ か っ て い る
6〕．

　Table　l の フ 卩
一

サ イ ト メ ト リ
ー

法 の 花粉 数は 単位

立方 メ
ー

トル 当 た りで 表示 し て あ る が，実測値 は そ の

6倍 の 値で ある （バ ーチ ャ ル ・イ ン パ ク タ
ー

の 1時間

当た りの 大気吸引量 が 6m3 な の で ）．こ の こ と か ら考 え

る と ， 今回 は ス ギ 花粉 の 飛散 ピ
ー

ク 時 に は 4 時間 ご と

に 試料 を 採集し た が， 1時間ご と に 採集 し 1時間ご と

の 値 を測定す る こ と も可能 と考 え られ る ．

　フ P 一
サ イ ト メ ー一

タ は 日本分光（株）林幹高氏の ご好意に

よ り借 用 し た 。心 か ら感謝 い た し ます．
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　　Airborne　pollens　collected　in　a　pollen　collector （Virtual　Impactor）was 　treated　with 　a　fluorescein　isothiocyanate−

labeled　monoclonal 　antibody （KW ・S10）which 　was 　strictly　specific　to　Japanese　cedar 　pollen　antigen （Cη ゴ1）．　Flow
cytometric 　analysis 　revealed 　that　the　intensity　of　fluorescence　of　the　pollen　samples 　treated　with 　the　antibody 　was

greater　than　that　of　non ・treated　reference 　pollen　or 　the　antibody 　treated 　Hinoki −cypress 　pollen．　By 　 use 　of 　this

method ，　it　may 　be　possible　to　display　the　airborne 　pollen　concentration 　within 　20　min 　after　sampling ．
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