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　ス ギ花粉 よ り主要 ア ヒル ゲ ン で あ る Cry　J　I蛋白 を精製 し ，
こ れ をマ ウ ス に 免疫 し て 抗 Cry　i　Iモ ノ ク

ロ ーナ ル 抗体 を作製 した ．得 られ た抗体 は，KW ・S10を代表と した ス ギ花粉 に の み 特異的 に 反応す る抗体

と KW −S91を代表 とした ス ギ花粉 と 共通抗原性を有す る多 くの 裸子植物 花粉 と反応 す る 抗 体 に 分 け ら

れ た．二 れ らの 抗体 の 酵素標識体 を 用 い て，空 中 に 飛散 して い る ス ギ花粉及 び共通抗原性を有す る花粉

ア レ ル ゲ ン 粒 子数 を膜上 の ス ポ ッ トと して 検 出す る イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 を確立 した．す な わ ち ， ワ セ リ ン

塗布 ス ラ イ ドグ ラ ス 上 に 飛散花粉 を捕集 し，PVDF 膜 に 花粉蛋 白を転写後，酵素標識抗体 を反応 させ ，

基質溶液 に よ り発 色 し た ス ポ ッ ト を カ ウ ン トす る もの で あ る ．標 識抗体 と し て KW ・SIOを 用 い る とス ギ

花粉 の み
，
KW ・S91 を用 い る と ス ギ と共通抗原 性 を有す る 全 て の 花粉 を検出す る こ と が で きる．二 の イム

ノ ブ ロ ッ ト法 に よ り，ス ギ花粉数 だ け で な く空 中 に 飛散す る ス ギ花粉 の ア レ ル ゲ ン 量 を 測 定 す る こ と が

可能 と な っ た．

Key 　words ：

− pollenC

ηψtomerin　J
’
aponica

− C η ブ1 − immunoblotting − monoclonal 　antibody

は じめ に

　ス ギ花粉症は，空 中 に 飛散す る ス ギ花粉 に よ り引き

起こ され る ア レ ル ギ
ー

性疾患 で あ り，年 々 患者数が 増

加傾向に ある．ス ギ花粉の 飛散予測情報 は
， 患者 に と っ

て 有用な情報 で あ り， そ の 情報 を基 に して マ ス ク の 着

用や外出を控 え る と い っ た予防の た め の 自衛手段を取

る こ と が で きる．また ， 治療面 で もよ り効果的な薬の

投与に 利用 で きる．現在 ス ギ花粉の 飛散数の 測定は ，

ワ セ リ ソ 塗布 ス ラ イ ドグ ラ ス 上 で 捕集 した 花粉を ゲ ン

チ ア ナ・バ イ オ レ ッ ト染色法 E）
な どで 染色し ， 顕微鏡下
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Abbre ▼iations：　A且p　alkaline 　phosphatase ；

BCIP 　5−bromo ・4・chloro ・3−indolylphosphate；

EHSA 　enzyme ・1inked　immunosorbent　assay ；

HAT 　hypoxanthine ・aminopterin −thymidine ；

NBT 　nitroblue 　tetrazolium ； PBS 　phosphate
buffered　saline ；　PBS −T 　phosphate 　buffered

saline 　containing 　O．05％　 Tween ・20；　PVDF

polyv置nylidene 　difiuoride

で ス ギ花粉を形態識別 しな が ら計数 して い る．こ の 方

法 で は
， 花粉 の 形 態的類似性 か ら識別 が困難で ，労力

を要する た め標本の 処理数に 限界があ っ た．また ， 花

粉症発症の 面か らみ る と， 単 な る ス ギ 花粉数よ りは む

し ろ，ア レ ル ギ ーを 引き起 こ す ス ギ花粉抗原を持つ 粒

子 （ス ギ 花粉 ア レ ル ゲ ン 粒子） の 量を測定し た 方が有

用 で あろ う．そ こ で，空中に飛散す る花粉ア レ ル ゲ ン

粒子数の 薪 し い 測 定法 として ， 我 々 は ，先 に 花粉 ア レ

ル ゲ ソ 粒子を膜上 の ス ポ ッ トと し て検出する イ ム ノ ブ

ロ ッ ト法を報告 し た
2i
．今回，新 た に ス ギ花粉 の 主要 ア

レ ル ゲ ソ で あ る Cry ／1蛋 白
3｝

に 対す る モ ノ ク ロ
ーナ

ル 抗体を作製 し，酵素標識 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 を用 い

た ス ギ花粉 ア レ ル ゲ ソ 粒子数を 測定す る イ ム ノ ブ ロ ッ

ト法を確立 し た の で報告す る．

材料 と方法

L 花粉

　ス ギ 花粉 は
，

つ くば市内 の 植林地 よ り採取 した 開花
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期の 枝を 25℃ ，湿度60％ の 部屋 で 開花さ せ 採取 し た も

の を用 い た ．メ タ セ コ イ ア，セ コ イ ア ， ネズ の 各 花粉

は 岡鐓雄氏 （玉野市民病院）よ り分与 され た もの を 用

い た． ヒ ノ キ，サ ワ ラ， コ ノ テ ガ シ ワ， ヒ ノ キ ア ス ナ

ロ ，イ ヌ ガ ヤ
，

ガ マ
，

カ サ ス ゲ の 花粉 は 開花期に 直接

採取 した もの を用 い た ．そ の 他 の 花粉 は International

Biological　INC ．の 乾燥花粉 （輸入 元， フ ナ コ シ 薬品）

を用い た．

2． ス ギ 花粉 ア レ ル ゲ ン （Cry ブ1） の 精製

　Cη ノ1の 精製 は Yasueda ら の 方法
4｝

に 従 っ て 行 い ，

電気泳動 に よ っ て 純度を確認 し た Cry ／1を免疫抗原

に 用 い た．

3．抗 C η ブ1 モ ノ ク P 一ナ ル 抗体 の 作製

　精 ge　Cry　j　I　O．2mg を Freund の ア ジ ュ バ ン ト と エ

マ ル ジ ョ ソ 化 し，8週齢の 雄性 BALB ／c 系 マ ウ ス の 皮

下 に 2週間間隔 で 3 回免疫 を行 っ た．な お ア ジ ュ パ ン

ト は初回 免疫 に は 完全 ア ジ ュパ ン ドを ， それ以後 の 免

疫 に は 不 完全 ア ジ ュ バ ン ト を用 い た ．さ らに 2週 間後，

Cry　fIO．2mg を尾静脈 よ り投与 した ．最終投 与 の 3

日後 に マ ウ ス よ り脾細胞 を調製 し， ミ エ ロ
ー

マ 細胞

（P3−Ag8 一
γ）と電気細 胞融合装置 （島津製作所，　 SSH ・

1）を用 い て 融合させ た．融合後，96ウ ェ ル プ u 一 トに

分注し，HAT 含有培地 で ハ イ ブ リ ドーマ を選択 し た．

抗 CryJI モ ノ ク ロ
ーナ ル 抗体 を産生 して い る ハ イ ブ

リ ドー
マ の ス ク リー＝ ソ グ は 以 下 の enzyme4inked

immunosorbent 　assay （ELISA ） で 行 っ た ．

　 コ
ー

テ ィ ソ グ緩衝液 （0。05M 炭酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝

液，pH 　9．6） で 調製し た C2γ ノ1溶液 （3μg／ml ）を 96

ウ ェ ル ELISA プ レ ー ト（Nunc ）の 各 ウ ェ ル に 100μ1ず

つ 加 え，25℃ で 2時間静置し ， Cη ノ1を ウ ＝ル に コ ー

テ ィ ン グ し た．0．05％ の Tween ・20を含む phosphate

buffered　saline （PBS ・T ）で 洗浄後，25％の ブ ロ ッ ク

x 一ス （大 日本製薬） を200μ 1／ウ ェ ル ず っ 加 え， 4 ℃

で一晩静置 して プ ロ
ッ キ ソ グ処理 を行 っ た．プ レ ート

を PBS −T で 洗浄後 ，
・・イ ブ リ ドーマ の 培 養上 清液

（100μ1／ウ ェ ル ）を加 え，25℃ で 2 時間反 応 さ せ た．

PBS ・T で洗浄後，　 PBS ・T で 3000倍に希釈 した ア ル カ

リ フ ォ ス フ ァ タ
ーゼ （Alp）標識 ヤ ギ抗 マ ウ ス IgG 抗体

（Tago ）を 100μ1／ウ ェル ずつ 加 え，25℃で 2 時間反応

させ た ，PBS −T で 洗浄後 ， 50mM 　NaHCO3 −10mM

MgC12 （pH 　9．8）で 調製 し た基質溶液（1mg ／ml ，　Sigma

104，Sigma ）を ，
　 IOOμ 1／ウ ェ ル ずつ 加え て 反応 させ た ．

5N の NaOH を 50μ1／ウ ェ ル ずつ 加 え て反応 を 止 め た

後，4工5nm の 吸光度を測定し た．

　ELISA に よ り，0η ノ1と反応し た ハ ィ ブ リ ド＿
マ

は 限界希釈法 で 単 ク ロ
ーソ 化 を行 っ た．

4．抗体 の Alp 標識

　BALB ／c マ ウ ス に プ リ ス タ ン （Aldrich ）を腹腔内投

与し ， 1週 間後 に ハイ ブ リ ト  マ を腹腔内 に 接種 し た．

接種後約 2 週間 で腹水 を採取 した ．腹水 か らの モ ノ ク

ロ
ーナ ル 抗体 の精製 は Protein　 G −Sepharose　 4　 Fast

Flow （Pharmacia ）を使 っ た ア フ ィ ニ テ ィ
ー

ク ロ マ ト

グ ラ フ ィ
ー法で 行 っ た．

　抗 体 の Alp 標識 は 以下 の よ うに 行 っ た．抗 体 0．85

mg と Alp（Boehringer）3．Omg を混合 し，　 PBS で 1rnl

と し た 後 ，
25％グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド8μ 1を 加 え，室温 で

2時間反応 した ，そ の 後 ， PBS に
一

晩透析 し MgC12
，

ZnCI2 （終濃度各 1mM ）及 び NaN3 （終濃 度0．02％）

を添加 し て 4 ℃ で 保存し た．

5．ELISA に よ る 各種花粉 との 反応性 の 検討

　得られ た 抗 Cη ブ1 モ ノ ク P 一ナ ル 抗体の 各種花粉

との 反応性を調べ る た め に ， 以下 の ELISA を行 っ た．

96ウ ェ ル プ レ
ー

ト の 各 ウ ェ ル に コ
ー

テ ィ ン グ 緩衝 液 で

調製 し た 各種花 粉 の 懸濁液 5mg ／ml 溶 液を100μ 1ず つ

加 え て 4 ℃ で
一晩静置し，花粉蛋白を プ レ

ー
ト に コ

ー

テ ィ ン グ し た．以下 ， 3．と同様 の 操作で ELISA を行 っ

た ．な お ，一
次抗体 の 抗 Cη ノ1 モ ノ ク Pt 一ナ ル 抗体

の 濃度 は 0．5μg／m1 で 行 っ た ．また
， 抗 Cη ノ1 マ ウ ス

血清は モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体作製時の 免疫 マ ウ ス よ り採

血 して 得た もの を用 い た ．

6．イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法 （Fig．1）

　空 中 に 飛散 す る花粉 の 捕 集 は 白色 ワ セ リ ソ を薄 く

塗 っ た ス ラ イ ドグ ラ ス を屋外 に 置 くか ，ある い は パ ー

カ ード型花粉捕集 器 （Burkard）を用 い て 12m3／日 の 割

合で 大気 を吸引 して ワ セ リ ソ 塗布テ ープ 上 に 花粉 を捕

集し て
2）イ ム ノ ブ Pt ッ ト法 に 用 い た．ま た ，実験室内 で

は花粉 を直接 PVDF 膜（1．5xL5cm ，
ア ト

ー
）上 に 散

布 し た．なお PVDF 膜は あらか じめ メ タ ノ
ール に 20秒

間浸し た後 ， 転写用緩衝液（20％ メ タ ノ ール を含む 0．05

MTris ，
0．04M 　glycine液 ，

　 pH 　7．6） に 浸 した もの

を使用 し た．花粉が 捕集 さ れ た ス ラ イ ドグ ラ ス （テ
ー

プ また は PVDF 膜）に 同じ大 きさの PVDF 膜を膜間

に 気泡 の 入 らない よ うに 重ね，そ の 上 に 同 じ大 き さ の

ろ 紙 を 3枚重ね た．室温で 1時間静置 して花粉蛋白 を

膜に 転写し た ．転写 後，PVDF 膜 を PBS ・T で 2 回（各

5 分）洗浄 し た 後 ，
PBS ・T で 500倍 に 希釈 し た Alp標

識 抗 Cη ノ1 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 と室温で 30分間反応

し た ．PBS −T で 3 回 （各 5分）膜を洗浄 した後 ， 0．1M
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Sampling　with
vaseline−coated
slide 　glass

　　↓

Sampling　with
Burkard　sampler

　　i　　 　 cutting 　the
　　 　 sampling 　tape

put　PVDF 　membrane 　on 　the　glass　or 　the　tape

for　transfer　of 　the　polleu 　allergen

　　　　1・h・ at・R．T ．

Washing 　with 　PBS−T　for　5　min ，　twice

　　　　t
Treatment　with 　anti ・Cry ／Imonoclonal

antibody 　conlugated 　AIP

（x500 ，　KW −S100r 　KW ・S91）

　　　　1・・m ・na ・R ．T ．

Washing 　with 　PBS −T 　for　5　min ，
山 ree 　times

　　　　亅
Treatment　with 　substrate 　for　Alp

（BCIP ／NBT ）

　　　　↓3Gm・… RT ．

Counting　the　spots 　on 　the　membrane

（by 　magnifier 　Or　image　proCessor）

　　 Fig，1．　 Pocedure 　for　immunoblotting ，

　　 　　　 R 、T ．　 ；room 　temPe 「atu 「e

　　 　　　 PBS −T ；PBS 　containing

　 　 　 　 　 　 　 　 O，05％ Tween ・20

　 　 　 　 　 Alp　　；alkaline 　phosphatase

渡辺雅尚他

ト リ ス 緩衝液 （0．1M 　NaCl ，5mM 　MgCl2 を含む，　 pH

9，5）で調製 し た NBT （0．33mg ／ml ）−BCIP （O．165mg ／

m1 ）基質溶液で 室温で 30分間発色 させ た．水洗後，風

乾 し ， 実体顕微鏡下 で膜上 の ス ポ ッ ト数を計数 した ．

7．花粉実数値 とス ポ ッ ト数 の 相関

　PVDF 膜に 現れ た ス ポ ッ ト数 と実際に 膜上 に 存在

した ス ギ花粉 数 との 関係 は 以下 の よ うに して 検討 し

た．転写用緩衝液 で 浸 した PVDF 膜 （3× 3mm の 枠を

書 い た もの）に ス ギ花粉を散布し ， 直ちに 顕微鏡下で

枠内に 存在する ス ギ花粉を計数 し た後，PVDF 膜及 び

ろ 紙を重ね て花粉蛋白を 転写 し ， イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法を

行 い 枠内に 現れ た ス ポ ッ ト数を計数し，両者を比較 し

た ，

実験結果

1．抗 Cry ／1モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 と各種花粉 の 反応

性

639

　 精製 Cη jI を免疫 し た マ ウ ス 脾細胞 と ミ ＝ ロ
ー

マ

細胞の 融合 に よ り，ELISA で Cry　i　Iと反応する 137株

の ハ イ ブ リ ドー
マ が得 られ た ．さらに そ の 中 か ら， Cη

ノ 1 との 反 応 性 の 強 い 10種 類 の モ ノ ク 卩
一

ナ ル 抗体

（IgG）を 産生す るハイ ブ リ ドー
マ の ク ロ ーン を選び 出

し， こ れ らの 抗体が ス ギ花粉に特異 的 に 反応 する抗体

で あ る か 調 ぺ る た め
， 種 々 の 花粉 と の 反応性 を ELISA

に よ り検討 した ．

　そ の 結果，Table　l に 示 し た よ う に KW ・SIO
，
　 KW −

S14，　 KW −S32，　 KW ・S81の 4種 の 抗体は ス ギ花粉に の

み反応 し，他 の 花粉 と は 全 く反応 し な か っ た ．こ れ ら

の 抗体は 抗 Cry／1血清が反応し た花粉に 対 し て も反

応が認め られな い こ とか ら，ス ギ 花粉 に 対 し極 め て 特

異性の 高い 抗体 と い え る．ま た，KW −Sl18と KW ・S131
は ス ギ 花粉 以外 に 僅 か に反応性 を 示 す 花粉がある もの

の ス ギ花粉に 比較的特異性 の 高 い 抗体 と考え られ る．
一

方，KW ・S84，
　 KW ・S91，　 KW ・92，　 KW ・S95の 4 種の

抗体は 種 々 の 花粉 と広範 囲 に 反応 した ．特に KW −S91

は ア メ リ カ ブ ナ と カ モ ガ ヤ を除 き，抗 Cry ／1血 清 と

の 反応性 の 認め ら れ る花粉全 て に 反応 した ．以上 の よ

うに Cη ノ1に 対 す る モ ノ ク P 一ナ ル 抗体は ス ギ花粉

に 特異的 に 反応す る もの とス ギ 以外の 花粉に も広 く反

応する もの に 分け られ た ．そ こ で ，それぞれ の 抗体 の

中 で ス ギ 花 粉 に 対 し て 最 も反 応性 の 強か っ た KW −

S10 と KW −S91を選 び，以下 の イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法に 用

い る こ と に した ，な お，KW ・SIO と KW −S91の サ ブ ク ラ

ス et　lgGiで あ っ た ．

2．イ ム ノ プ ロ ッ ト法 に よ る ス ギ花粉 の 検出

　イ ム ノ ブ ロ
ヅ ト法 は

， 花粉 蛋白を PVDF 膜に 転写

し，膜上 で 酵素標識抗体 と反応 させ 花粉 ア レ ル ゲ ン を

検出す る もの で あ る ．

　 2種の 抗 Cry　 i　 I モ ノ ク ・
一ナ ル 抗体 KW −S10と

KW −S91に つ い て Alp標識抗体を作製 し， ス ギ花粉 と

ヒ ノ キ 花粉 に つ い て Fig，1 に 示 した プ 卩 ト コ ール で

イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法 を行 っ た ．そ の 結果 ，

Fig．2 に 示 し

た よ うに ，KW ・S10抗体 は ス ギ花粉 で ス ポ ッ トが み ら

れ た が ，
ヒ ノ キ 花粉で は ス ポ ヅ トが全 くみ られなか っ

た．一方，KW ・S91抗体 で は ス ギ と ヒ ノ キ の 両方 の 花粉

で ス ポ ッ トが認め られ た ．次に ， こ の よ うに膜上 に 現

れた ス ポ ッ トが実際 の 花粉 を反映し た もの で ある か 否

か を調 べ る た め ， PVDF 膜上 に 散布 した 花 粉 数 と ス

ポ ッ ト数 の 比較を 行 っ た と こ ろ，Fig，3 に 示 した よ う

に 両 者 の 間 に 良 い 相関 が 認 め られ ， 膜上 に 現れ た ス

ポ ッ トは 実際 の 花粉を 反映 した もの と考 え られ た ．
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Table　l　Cross　 reactivities 　of 　anti −Cη ノImonoclonal　antibodies 　to　various 　pollens　by　ELISA

Mon   lo皿 al　antibodies
Polyclonal

Family Species JapaneseKW ，
SlOKW

・
S14KW

．
S32KW

．
S81KW

−
S118KW

．
S131KW

・
S84KW

−
S91KW

．
S92KW

−
S95anti

．
cη ゴ1

Taxodiaceaec 乃鈎 耀 廟 伽 癬 4 Sugi 十 升 升 十 十 荘 朴 什 十 什 廾

7  4伽 纏 4齢齔 加 〃 z Rakuushou 一 一 一 一 十 ± 十 十 十 十 十

＆ σ吻 毎 SPP ． Sekoia・zoku 一 冖 一 一 ｝ 一
十一 十 廾 十 十

．
←

馳 4即 伽 5翩 ρθ勉 陀 π5 SeRoia 一 一 一 一 一 一 ± 十 ± ± 十

漉 觚 89 即 如 8劬 の 5’励 o廊 Metasekoia 　 ｝ 一 一 一
± 十 廾 十 十 十

CupressaceaeC 襯 啝 趣 o う鯉 Hinoki 一 一 一 一 一 ± 十 廾 什 十 十

7ゐ吻 s醇 の 血δ解 毎 Hinokiasu呱 aro
一 一 一 一 一

± 十 廾 十 十 十

Cゆ 猶鰍 s α 漉 oπ加
｝ 一 一 一 一 一

十 十 十 ± 十

Cゆ 鳩 sμs   σ尠 α脚
一 一 一 一 一 一 ± 十 十 ± 十

ノ細 脚 朋 叩 P． Byakusin・zoku 一 一 ｝ 　 一 一
十 十 十 十 十

加 伽 川 s 匪卿 擁血 獺 Enpitubyakusin 一 一 一 ｝ 一 一 十 十 十 十 十

〃 π 膨 撚 oc融   毎傭
一 　 一 一 一 一

十 十 十 ± 十

加 伽 鍬 ss σ配 薙 o毎 お
一 一 ｝ 一 一 ± 十 十 十 十 十

∫嬬 膨 燗 ”脚 Nezu 一 一 一 一 一 一
± 十 ± ± 十

P血aceae 翫 紹 餌 彫 燗 Touhi 一 一 一 一 一
土 十 十 一 十 ±

Salicaceae ハ魄 傭 SPP ． Popura・zoku 　 冖 一 一 一 一 一
±

一 一
±

J  ！andaceae   伽 s 紹 8毎 Onjgurumi ｝ 冖 一 一 一 ｝ 一 ± 一 一 ±

Betulaceae α η妬 翻 8勲 τ躍4 Hasibami 一 一 一 ｝ 一 一 皿
土

一 一 ｝

β6館融 SPP ． Kabanoki−zoku 一 一 一 一 皿 一 十 十 一 ± ±

4’躍照 SPP ， Hannoki −zoku 一 一 一 冖 　 一 十 十
一 ｝

±

Fagace訊 eE 蠏 s8 掴 π4砌 如 Amerika  na ｝ 一 一 一 一 一 一 一 一 一
±

Q娚 燃 SPP ， KOhara −zoku 一 一 一 一 一 一 一 ± 一 一
±

CompositaeA 漉 携 醜 微 ゆ 治 Yomogi 一 ｝ 一 一 一 一 一
±

皿 一
±

A 解 加 摺 毎 σ 吻 厩 9ゴ加 諏 Butakusa 一 一 　 一 一   一 ± 『 一 士

Gramlneae 伽 む臨 9伽 η餬 蝕 Kamogaya 一 一 一 一 一 一 一 一 一 　
±

廾 ： strong （A “ s＞ 1．0），
十 ； weak （1．O≧A 価 ≧0．1），士 ： very 　weak （A “ s 〈 O．1），一： negative ，

KW −SIO KW − S91

Japanese　cedar
．
（C／yρごoノηθ〃

「a ∫∂ρonic ∂）

Cupressaceae

（Cham ∂ec 　yp∂ris　ohtus ∂）

　Fig．2．　 Reactivity　of 　two　monoclonal 　ant 三bodies （KW ・S10　and 　KW −S91）to

pollens　of 　Japanese　cedar 　（CりiPtomen
’
a 　ゴlaponica）　a 【1d 　Cupressaceae

（Chatnaeの勿 廊 o∂’畑 ）by 　immunoblotting ，
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　Fig．3．　 Correlation　between 　Japanese　cedar

（C勿 ’o” 昭血 　］
’
aPonica ）　Pollen　count 　and 　Cり

’ ノ　I

spot 　count ．

　 さらに ，KW ・SIOと KW ・S91抗体を用 い た イ ム ノ ブ

P ッ ト法 の 特異性を検討する た め に ，25種類 の 花粉 に

よ る イ ム ノ ブ 卩 ッ ト法 を行 っ た ．

　 そ の 結果 ，
Table　2 に 示 し た よ うに

，
　KW ・S10抗体 を

用い た イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法は ス ギ花粉の み に ス ポ ッ トが

み られ ， 他 の 花粉 で は ス ポ ッ トが 全 く現れな か っ た．
一方，KW −S91抗体を用 い た 場合で は，抗 Cη ノ1血 清

と同様 の 反応性 を 示 し ，
ス ギ が 属 す る裸子植物 の 花粉

に 広 く反応 した ．し か し，被子植 物花粉 に 苅 して は
，

ヤ ナ ギ科の ボ ブ ラ や ヤ ナ ギ，カ バ ノ キ科の カ バ ノ キ に

対 して 弱 い 反 応 が み られ る もの の ，他 の 被子植物花粉

に は ほ とん ど反応 し な か っ た．な お，キ ク 科の ヨ モ ギ

な ど一部の 被 子植物花粉 で
，
KW ・S91抗体や抗 Cη ノ1

血清と弱い 反応がみ られた が，これらの 花粉は 正常血

清 に お い て も弱い 反応が み られる こ とか ら非特異的な

反応 と考え られ た．

　以上 の結果 よ り， イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法 に お い て ， KW ・

SlO抗体を用 い る とス ギ花粉 の みを特異的 に 検 出する

こ とが で き ， ま た ，
　KW ・S91抗体を 用 い る と ス ギ 花粉 と

共通抗原性 の ある花粉を検 出で きる こ とがわ か っ た．

　3，イ ム ノ プ ロ ッ ト法 に よ る空中飛散花粉 の 測定

　パ ー
カ
ー

ド型花粉捕集器 を用 い て ， 空中に 飛散す る

花粉 を経時的 に テ ープ 上 に 捕集し，イ ム ノ ブ ロ ッ ト法

を行 っ た 1例 を Fig．4 に 示 し た ．24時間分に相当す る

テ ープ を Alp標 識 KW ・S91抗 体 を 用 い て イ ム ノ ブ

ロ
ッ ト法 を 行 っ た もの で ， 14 ：00頃 よ り多 くの ス ボ ッ

トが 観察され た ．

　 さ らに ， 1991年 3 〜4 月 に 空中飛散する ス ギ 及 び ヒ

ノ キ花粉 に つ い て ，花粉数 の 計数 （Fig．5A ，
　 B）と 同

時に イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 （Fig，5c）を行 っ た ．　 KW ・S91

抗体を用 い て イ ム ノ ブ 卩
ッ ト法を行 っ た とこ ろ，先の

抗 Cη ブ1血清を用 い た イ ム ノ ブ 卩
ッ ト法

2）
で報告 し

た よ うに 大 きさ の 異な る ス ポ ッ トが観察 された．大部

分の ス ポ ッ ト は 直径 60〜90μm の ス ポ ッ トで あ り，そ

れ よ り も小 さ い 直径 10〜15μm 程度 の ス ポ ッ ト も認 め

られた．さ らに ， 極 め て 小 さな ス ポ ッ ト （直径 2 〜4

μm ）も顕微鏡で 観察 さ れ た が
， 計数の 際 に は

，
こ の 顕

微鏡で 観察され る微小 な ス ポ ッ トを除 い て 計 数 した

（Fig．5C ）．そ の 結果 ， 3月 に お い て は，ス ポ ッ ト数の

変動は ス ギ花粉数の 実数値 の 変動 とよ く
一

致 し た ． 4

月 9 日頃よ り，ス ギ花粉の他 に ヒ ノ キ 花粉 も飛散 し始

め た の で （Fig．5B），こ の 時期 よ り， KW −S91抗体 と平

行 し て，KW ・S10抗体を用 い た イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法 も開

始 し
， 両者 の 比較 を行 っ た．そ の結果 ， KW ・S91抗体 に

よ る ス ポ ッ ト数は，KW −SIO抗体 に よ る ス ポ ッ ト数を

常 に 上 回 っ て い た （Fig、5C）．こ の 結果 は
，
　 KW ・S10抗

体が ス ギ花粉 の み を検 出し て い る の に 対 し，KW ・S91

抗体で は ス ギ花粉と一緒に ヒ ノ キ花粉 とも反応 し ，
ス

ポ ヅ ト として 検 出して い る た め と考 えられ た ．

考　察

　先 に ，我 々 は，空中 に 飛散す る ス ギ 科 及 び イ ネ科植

物 の 花粉 ア レ ル ゲ ン 粒子数を測定する新た な方法と し

て イ ム ノ ブ ロ ッ ト法を報告 した 2）．こ の 時 は 花粉 ア レ

ル ゲ ソ に対す る ウサ ギ抗血清を用い ，二 次抗体 として

Alp 標識抗 ウ サ ギ IgGを用 い た間接法 に よ る イ ム ノ

ブ ロ
ッ ト法で あっ た ．しか し ， ウサ ギ抗血清は

， そ の

卩
ッ ト間 で 抗体価や特異性に 差が生 じ る な どの 問題が

あ っ た ．全国各地 の 研究者 に よ り実施 された デ ータ を

相互比較する場合や 空 中飛散花粉 の 年次変動を長年 に

渡 り比 較す る場 合な ど
，

一
定 の 品質 の 抗体を安定に 供

給す る 必要がある．こ の よ うな点を考え る と，抗血 清

に 比ベ モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 は 同
一

の 抗体を供給 で きる

こ とか ら イ ム ノ ブ 卩
ッ ト法に 適し て い る と考え られ

る．そ こ で 今回，我 々 は ス ギ 花粉 ア レ ル ゲ ソ （Cry／1）
に 対 し て 特 異性 の 高 い モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体を作製 し，

こ の抗体を用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ ト法を報告した．さら

に
， 得 られ た 抗体 に 直接酵素を標識す る こ と で 二 次抗
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Table　2　Cross　reactivities 　of 　ant 三・Cη ノImonoclonal　antibodies 　to　various 　pollens

　　　　　　　　　　　　 by　immunoblotting　techniqueMonoclona1antibodiesPolyclonalNon

．
Family Species Japanese anti ・

・ ，
1mmunlzed

KW ．SIOKW ・S91c ワ ∫1mouse 　serum

LGymnospermae
TaxodiaceaeC 糎 ’o耀 洳 洳 o 癬 σ Sugi 廾 什 廾

一

7孤 o〃 π剏 認厩 o勧 辮 Rakuushou 一
朴 十 一

5勿 房o勿 SPP ． Sekoia・zoku 　
十 十 一

＆ 9κ o毎 鋤 ψ67w
’
7鰯 Sekoia 一

十 十
一

伽 鶴 θ興 吻 8ゆ の5如 δo漉 3Metasekoia 一 什 十 一

Cupressaceae 伽   のφ画 ε oう嫐 HinQki 一
升 十 』

c加 鷹 （撫 腐 ρゴs卿π z Sawara 一
什 十 一

βfo薦 o 漉 η 忽’ご5 Konotegashiwa 一 廾 十
一一

勁 切 ρ廊 の 励 擢 如 Hinokiasunaro 一
十 十 ｝

Cゆ 紹 s5螂 o γたoπ加 一
十 十 一

Cゆ 紹 ∬ 粥   ‘70偲 膨
一

十 十
一

丿禽吻 2欄 SPP ， Byakusin−20ku ｝
什 十 一

ノ励 膨 π 偲 麗卿
’
η伽 α Enpitubyakusin 一

什 升 一

ル πψθη 偲 oc ご劾 η駕 齢
一

十 十 一

ノ癬 珈 鱗 詔 伽 o 漉 s
一

十 十
一

ノ幽 ψθ剛 s   f跏 Nezu 一 十 十 一

Pinaceae 翫 澀 卿   鯲 Touhi 一
十 十 一

CephalotaxaceaeC ¢ρ1昭 Jo敏 麗 s　4嶼 ‘θα 1匸1ugaya 一
十 十 一

Taxaceae 肱 忽 s ｛凋 ρ泌 故 Ichli 一
± ± 一

2．A 織giospermae
Salicaceae R 似 8πSSPP ． Popura ・zoku 　

十 十 一

馳 故 SPP ． Yanagi・z。ku 一
± ±

一

Betulaceae Coη 嬬 σ〃 z瞬 α z呶 Hasibami 一 一 一 一

B 吻 血 SPP ． Kabanoki −zoku 皿
±

一 一

・4伽 鱒 SPP ． Hannoki −zoku 一 一 一 一

Fagaceae E郷 8瓶 η4加 吻 Amerikabuna 一 ｝ 　 一

α 2 厂α 郎 SPP ． Konara ・zoku 一 一
± ±

Moraceae H 鰡 躍 粥 加 砌 ∫薦 Kanamugura 一 一 　 一

Juglandaceae ノ  伽 s γ卿 Onigurumi 一 一 一 一

Rosa◎eae P抱 η 粥 紹 聯 頑 f Ooyamazakura 一 ｝
十 十

Compositae 且 瘤 解 嫐 槻 伽 腐 Yomogi 一
± 十 十

・4鋭 δo 鰓 勿 β吻 擁 s薄b伽 Butakusa 一 一
十 十

Gramineae 加 o  傭 9’o膨 π 吻 Kamogaya 一 一 皿
±

Typhaceae 乃φ肋 o卿   傭 Gama 一 一 一 冖

Cyperaceae 磁 鰥 4醜 如毎 Kasasuge 一 　 　 一

体を省略 し，イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法 に 要す る 時間 を短縮 し

て簡便化す る こ とが で きた ．

　 Cび ブ1に 対す る抗血 清 で み る か ぎり，
ス ギ花粉は ，

多くの 裸子植物の 花粉 と共通抗原性が あり，被子 植物

花粉 とは
， わずか な例外 （ヤ ナ ギ科 の ボ ブ ラ や ヤ ナ ギ ，

カ バ ノ キ科の カ バ ノ キ）を除 き，ほ とん ど共通抗原 性

は み られな か っ た．イ ム ノ ブ 卩
ッ ト法 で 使用す る抗体

と して ，ス ギ 花粉 に 対 して 特異性 の 異な る 2種類 の 抗

体 （KW ・S10と KW ・S91）を選 ん だ．両方 の 抗体 を 使 い

分ける こ と に よ り， ス ギ花粉 の み を測定す る か ，ま た

は
，

ス ギ花粉と共通抗原性の ある 花粉を
一

緒 に 測定す

る か の 選択が可能 と な っ た ．本来 ， 花粉症 に対する空

中飛散花粉 の 情報 の 提供 と い う点か ら考 え る と， 単に

ス ギ花粉数だけで は な く，KW ・S91抗体 を用 い る イ ム

ノ ブ ロ
ッ ト法 の よ うに ， 花粉症 を 引き起 こ す共通抗原

性を有す る全て の 花粉を ス ギ 花粉 ア レ ル ゲ ン 粒子 と し

て一括 し て 計測する こ と も有意義 と考 え られ る．

　イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 は
， 膜 上 に 転写 した 花粉抗原を酵
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素標識抗体 と反応させ ，ス ポ ッ ト と して 検出する もの

で ある が，先の 抗 C刎 ノ1血 清を 用 い た イ ム ノ ブ ロ ッ

ト法
2｝の 場合 と同様に，現れ て くる ス ポ ッ トに は 種 々
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　Fig．4．　 ImmunobLotting　of 　 sampling 　 tape　 of

Burkard　sampler 　 using 　KW ・S91　 monoclonal 　 anti −

body．

　CryゴIspots　were 　obtained 　on 　Apri15
，
1991．

の 大 きさの もの が存在する．一番多 く認め られ る の は ，

直径 が 60〜90μm の ス ポ ッ トで ある．し か し
， 直径 が

2〜4μm の 非常 に 小 さ い ス ポ ッ ト も観 察 され る，現在，

我 々 は ， こ の 小 さ い ス ポ ッ トの 由来 と な る ス ギ 花粉 ア

レ ル ゲ γ 微粒子が何 で あ る の か解析 し て い る が，Cryブ

1が ス ギ 花粉 の 外壁や ユ ービ ッ シ ュ 小体 に局在 し
5 ｝，ま

た
， 葯 の 最内層 の タ ペ ータ ム 組織に も局在 し て い る こ

と か ら
6），こ の ア レ ル ゲ ン 微粒子 は ス ギ 花粉 の 外壁表

面 に付着 し て い る ユ ービ
ッ

シ ュ小体が花粉 か ら遊離 し

た もの で は な い か と考 え て い る．

　 イ ム ノ ブ ロ
ッ ト法 は

， 膜上 の ス ポ ッ トを カ ウ ン トし

て 測定す る が，そ の 際 に 画像解析装置な どを使 っ て ，

膜上 に 現れ た ス ポ ッ トを定量化する t と が で きる
2）

の

で ，花粉測定 の 自動化も可能 で あ る．さらに
， 花粉 の

捕集 の 際 に は
， 通常使用 さ れ て い る ワ セ リ ソ 塗布 ス ラ
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　Fig．5．　 Daily　fiuctuations　in　numbers 　 of 　Japanese　cedar 　pollen　 count （A ），
Cupressaceae　pollen　count （B）and 　Cか ノIspot （C），

　α γ ノIspots　were 　obtained 　by　KW ・S91　monocional 　antibody （
一

）and 　partly　by
KW −S10　monoclonal 　antibody （…）in　March　10　to　Apri121，

1991．
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644 イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 に よ る ス ギ 花粉 ア レ ル ゲ γ 粒子 数測定

イ ドグ ラ ス に よ る重力法 （落下法）に 比 べ ，一
定量 の

体積の 大気を 連続的に 吸引 し て そ の 中に 存在する花粉

を捕集す る バ ー
カ
ード型花粉捕集器 の 方が，大気中 の

正 確な花粉量を調べ る の に 適し て お り， さ らに，経時

的 に 花粉 を捕集す る こ とが 可能 で あ る．しか し，ス ギ

花粉 の よ うに 大量 に 飛散す る花粉 の 場合，バ ー
カ
ード

型花粉捕集器 で は時 と し て ，捕集 され る花粉量が多す

ぎて
，

こ れま で の 形態観察に よ る カ ウ ン ト法 で は 測定

する こ と が で きな い 場合があ っ た．しか し，イ ム ノ ブ

ロ
ッ ト法 と画縁解析装置な どを組み 合わ せ る こ とに

よ っ て，パ ーカ ード型花粉捕集器 に よ る花粉捕集に も

対応 で きる 測定 シ ス テ ム と な っ た ．こ の 測定 系 に よ り，

空中飛散花粉 の 経時的測定 も行 うこ とが で き，よ り精

度の 高 い 花粉情報 の 提供が 可 能 と な る もの と期待さ れ

る．
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ANEW 　COUNTING 　METHOD 　OF　AIRBORNE 　JAPANESE　CEDAR （CR ｝7）TOMERI4 　IAPONICA）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　POLLEN 　ALLERGENS 　 BY 　IMMUNOBLOTTING 　USING

　　　　　　　　　　　　　ANTI −Cη ゴIMONOCLONAL 　ANTIBODY

Masanao　Watanabe
，
　Masahiro　Tamura 　and 　Takao　Nagoya

　　　　 K砌 u 　Researcゐ動 5’伽 亀 Koua （》．
，
〃 d．

　　 Yuichi　Takahashi　and 　Susumu　Katagiri

The 】ramagt吻 」tbefect 撒 冨’乃zsti’罐 げP励 漉 肋 砺

　　We 　prOduced 　monoclonal 　antibOdies 　against 　the皿 ajor 　allergen 　ofJapanese 　cedar （Cりyptomeriaiapanica）pollen，

Cry ／LKW ・S10　antibody 　reacted 　only 　with 　Japanese　cedar 　pollen　and 　KW ・S91　antibody 　reacted 　to　most

angiespermae 　pOllens　as　well 　as　Japanese　cedar 　pOllen．　Using　these　antibodies ，　we 　devised　a　new 　oounting 　meth （虹

of　Japanese　cedar 　po1置en 　allergen 　particies　by　an 　immunoblotti  t  hnique．　Airborne　po服en 　allergens 　w 〔re

collected 　on 　vaseline 　ceated 　glass　slides　or　Burkard’

s　sampling 　tape　and 　were 　transferred　onto 　pOlyvinylidene
dif1uoride（PVDF ）membranes ．　The　membranes 　were 　treated　with 　anti・Cぴ ∫Imon   lonal　antibody 　conjugated

with 　alka 且ine　phosphatase．　Po！len　allergens 　were 　det  ted　as　spOts 　on 　the　membranes 　after　staini   with

phosphatase　substrate （BCIP／NBT ）．　This　methOd 　using 　KW ・SIO　antibody 　measured 　only 　the　amounts 　of　allergen

fromJapanese　cedar 　pollen，　while 　with 　KW ・S91　antibody ，　the　methOd 　measured 　the　amounts 　of　pOllens　which 　have
antigenicity 　in　common 　with 　Japanese　cedar 　pollen．
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