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Summaryτ'he purpose of th】sstudy was to examine differences m仕 yjl， which is one of the main allergens of 

Sugi (GηI]Jto開 riajaponica)戸出国民 in46 clones of Sugi plus t四回 Thecont印 tof the plus t間 svaried from 

2.55 to 27.38μg/mL， "¥vith皿 averageof 10.9μg/mL. There was no relationsrup between the number of male flowers 

or the male flowering pBriod and the Cry jl content. The content of three plus c1回目 coll回tedat diff erent tim田

tended to be large initially田ldto decrease with time. These results sugg田七 thepossibility of individual selection for 

a Iower amount of Cry j1. Therefore， it is thought that both the number of male f10wers and the allergen content 

pIay a ro18担 pollenallergy. 

要旨 スギ花粉アレルギーの主要アレノレゲンはCryj1と仕yj2とされている。ここでは白yjlの定量分析を

46スギ精英樹クローンを対象におこなった。この結果、精芙樹クローン聞の Cryjl には差が見られた。各ク

ローンの雄花量、雄花飛散期間と Cryjlとの相関は認められなかった。また時弼別に採取した 3クローン白

分析測定結果では、花粉飛散始めに多量の Cryjlの含有がみられ漸次減少傾向にあった。アレノレゲン含量に

変異がみられることは選抜育種による個体選抜の可能性を示唆するものであり、花粉量の少ない品種の選抜白

ゆでなく、アレJレゲン含量を加味し選抜育成すべきと考える。

I 

I はじめに

我が国における花粉アレノレギーの研究は、 1930年代

から見られたものの、本格的には戦後アメリカからの情

報が多くなるにつれ、特に花粉アレノレギーの原因が明ら

かにされている外来草が繁殖するようになってから急速

に進みはじめている(岩波，1980)。我が国の花粉アレ

ノレギーはブタクサ、スギ、カモガヤ、カナムグラ、イネ、

コナラ等 53積が報告され、草本、木本の割合はほぼ半

分である〔宇佐神， 1994)。中でも日本固有種の花粉症

第 I号はスギ花粉症〔堀口斎藤， 1964)であり、スギ

の花粉症が明らかにされて以来患者数が増加の一途をた

どっている。北海道・沖縄を除く地域において患者数の

多い慢性疾患の一つで、 20~30 代の人たちのスギ花粉

特異 IgE抗体の陽性率は 30%前後に達し〔井上ほか，

1986， 1988)、発病率も 10%程度と推定されている(中

村，1990)。このスギ花粉症の予防対策の一環として空

中に飛散しているスギ花粉量を情報として提供する、い

わゆるスギ花粉情報の提供が全国で行われている。一方、

空中に飛散しているスギ花粉測定法の改善努力も試みら

れている (Takahashi，et al.， 1993)。
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スギ花粉中の主要なアレノレゲンである Cryjlは 1983

年に Yasuedaら (1983)によって、。yj2は 1990年に

Sakaguchiら (1990)によってそれぞれ分離されている

が、スギ花粉中のアレノレゲン含有量についての詳細は明

らかにされていない。

スギ花粉中に含有されているCryjlとCryj2の量の

割合は Cryjlが約 3/4と多く含有していることから

(佐々 木ほか， 1996)、本研究ではCryjlの量を測定す

ることとし、 αyjlの測定方法、スギ精英樹の系統別の

量の違い、ならびに飛散時期の異なるスギ花粉中の

Cry jl量を検討したので、その結果を報告する。
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E 材料および方法

花粉の採集

スギ花粉は 1997年 2月下旬から 3月下旬にかけて、

山梨県スギ採種園の構成精英樹クローンの内 46系統の

スギからそれぞれ採取した。またの 3精英樹のスギから

時系的に樹冠の上部・下部に分けてスギ花粉を採取した。

なお、薗齢は 29年生である。スギ花粉の採集は、市販

の家庭用掃除機で各調査個体から吸引採集し、これらの

スギ花粉は使用時まで-80
0
C下に保存した。

スギ花粉からの Cryj1の分離

スギ花粉からの Cryjlの分離は Yasuedaらの方法

(1983)に準じて行った。スキ花粉100gに対して1，000ml

のジエチノレエーテノレを加えて脱脂後、0.125M重炭酸ア

ンモニウム溶液 (pH8.0)1，000mlを加えて 4"C下で48時

間可溶性成分の抽出を行い、高速遠心 (10，060Xg、20分〕

によって上清を得た。この上清を Osborneの硫酸アンモ

ニウム固体添加法(松岡， 1971)で 80%飽和とし、得

られた塩析沈殿の可溶性成分を 0.05MTr貯HCl緩衝液

(pH7.8)に再溶解した。このスギ花粉の可溶性成分を

Fast Protein Liquid Chromatography System (FPlβ ， 

Pharmacia Bio恒ch，Uppsala， Sweden) を用い、 HiLoad 

Q Sepharose column (Pharmacia Biotech) による陰イオ

ン交換タロマトグラブィーで 0.05MTris-HCI緩衝液

(pH7.8)によって溶出をされた未吸着分画を得た。次

に、この分薗を腸イオン交換体である H印i1勾ρ品adS町P 

B旬e叩ph加a町r。雌S田ecolumn (帥F目Pha町r口ma現a出c白1盟aBi旧O叫teol叫I

衝液(匂pH5ι.0の)で吸着させたのち、 O.01M食塩加リン酸

(pH7.2， phospha匝 bufferedsaline ; PBS) によって吸着

分商を解離させて採取した。さらに、これを Superdex

G75 column (Pharmacia Biotech)を用いてゲル濃過を行

い第二峰にCryjlを得た。この。yjlをウサギへの免

疫原およびEI1SA用の標準タンパクとしてそれぞれ用

いた。

抗 Cryj1血清の調製

精製したCryjlをPBSで 0.5昭 /mlとし、これに等量

のフロインドの完全アジュパンド (Difcolaborato 口es，

Detroit， Ml， USA)を混じたエマノレジョンを調製した。

その 1mlをウサギの指踏の皮内あるいは皮下に 1週間隔

で 9回免疫を行い Cryjlに対する抗血清を調製した。

最終免疫の白日後に全採血を行い、得られた抗血清には

0.1%の割にアジ化ナトリウムを加え、使用時まで 80
0

C

に保存した。このウサギ抗 Cryjl血清から ProteinG 

column CPharmacia Biotech)を用いて分離した IgG抗体

をELISAおよび Westernblotに用いた。

タンパタの定量i去

IgG抗体の濃度はBio-RadProtein Assay kit 1 (Bio-R 

ad lahoratories， Hercules， CA， USA)を、 Cryjlの濃度

はCoomasieBrilliant Blue G-250を用いた Bradfordの方

法(1976)よってそれぞれ測定を実施した。ウサギ抗

。yjl抗体の特異性は Towbinらの方法 (1979) に準じ

たWesternBlotによって確認した。Sodiumdodecyl sulfa 

te-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) Iこは

12%ゲノレの分離ゲノレを用い、1.2m叫nAげ/c田dロufで 3時間適電を

行つfこ占。電気泳動終了後入ニトロセJルレロ一スE漠草 (σPh出1旧ar口rma国ac目】a

B団1旧O叫te町ch的)への転写には Mu叫Itip拘hc町工 IINova Blot E到le即c廿。小
一

phor児e田sIsTrar田 f加e但rUnit CσPha町r口ma出c口]国aB司10担chゆ)を用い、 0.8

mA/cufで 1時間通電した。 1次抗体には 3%牛血清アノレ

プミン (BSA)を含む PBSで 2.3μg/mlに調製したウサ

ギ抗Cryjl IgG抗体を、 2次抗体には 1μg/mlに調製し

たベノレオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギIgG抗体 (Organ

on匝knikacoηWestα1ester， PA， USA)をそれぞれ用い

た。基質IこはPBSで0.05%に調製した3，3'-Diaminobenzidine， 

tetrahydrochloride (和光化薬株式会社、大阪)を、分子

量マーカーには L1仰 electrophores詰 calibrationkit 

CPharmacia Biotech)を用いた。

スギ花粉からの可溶性成分の抽出

Cry jl量の測定に用いるすべてのスギ花粉は、 37
0

Cの

塀卵器中に 24時間静置して花粉中の水分含有量を一定

にしたのちこれらを Igずつ秤量した。これらの花粉各

Igに各々20mlの0.125M重炭殻アンモニウム溶液 (pH

8.0)を加えて40C下で 24時間撹持後、遠心 (900Xg、

20分)して採取したそれぞれの上清をCryjlの定量に

用いた。 1gの花粉を 20mlの上記緩衝液に加えたときは、

1 g約 16mlの可溶性抽出液が得られた。 Cryjl量は 1

検体当たり 1gづっ秤量して調製した3サンプJレについ

て定量を実施した。 EロSAはYamamotoらの方法 (1992)

に準じてサンドイツチ法で実施した。固相には 0.05M

炭酸重炭酸緩衝液 (pH9.6)で 0.77μg/mlに調製したウ

サギ抗Cryjl IgG抗体を 100μJ/well加え、 37"Cで 1時

間吸着させた。 Nakaneand Kawaoriの方法 (1974) に

よって調製したペノレオキシダーゼ (SJGMAChemical Co .. 

St Louis， MO， USA)標識ウサギ抗CryjllgG抗体はPBS

で1.3μg/mlに調製し、100μI/well用いた。基質には 2，2

amino-di (3-ethyl-benzthiazoline sulphonic acid;ABTS) 

CZyrned Laboratories， South San Francisco， CA， USA)を
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成分および精製した Cryj1の SDS-PAGEでFPIβ によ

るCryj1の精製造程の成分は、複数のバンドを形成し

たが、精製したCryj1は分子量 40-45kDa付近に二本

のパンドを形成した。ウサギ抗 Cryj1 IgG抗体は、ス

ギ花粉から抽出した可搭性成分ならびに免疫に用いた

Cry j1との聞でいずれも分子量 40-45kDaの部位に 2

本のパンドを形成した。スギ花粉に含まれる Cryj1量

の測定に用いる ELISAの検量線を既知濃度の Cryj1抗

原を用いて作成した結果、図 2に示したとおり良好な

検量線が得られた。

スギ精英樹花粉中の Cryjl量

採種園で採取した系統の異なる 46橋英樹のスギの花

粉抽出液中のCryj1量を 3回測定した。その各精英樹

の平均値の結果は表ー 1のとおりである。 27.38-2.54

μg/ml (平均 10.9士7.33μg/ml)で、分散分析の結果、

精英樹聞に 1%で有意な差が認められた。各精芙樹の

Cry j1霊と雄花開花期間、雄花量との関係を図-3、

用い、波長 415nmでO.D.健を測定した。 PBSで倍数希

釈した既知濃度の精製Cryj1抗原から ELISAの検量線

を作成し、これを用いてスギ花粉拍出液中のCryjl量

を算出した。スギ花粉の αγj1章はスギ花粉 1gを20ml

の0.125M重炭酸アンモニウム溶液 (pH8.0)で抽出し

て得られた可溶性成分中の濃度として表した。

果

スギ花粉からの Cryjlの分離と同定

FP回を用いたHiLoad Q Sepharose columnによる陰

イオン交換クロマトタラフィーでスギ花粉から Cryj1 

を溶出し、陰イオン交換クロマトグラフィーによって得

られた未吸着分画を陽イオン交換体である日LoadSP 

Sepharose columnを用いて溶出した。これで得られた吸

着分函を Su戸rdex075 columnを用いてゲノレ議過するこ

とによりCryjlを得た。図-1に示す。

スギ花粉から抽出した可擦性成分、 Cryj1精製過程の
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図-4に示す。 いずれにおいても有意な相関関係は認

められなかった。時期別に採集したスギ花粉のCryj1 

量の変化を図-5 Iこ示す。樹冠内の上下のスギ花粉中

のαyj1含有量の差は鰍沢 2号の採集初期時に差が認

められたものの、他は羨が認められずほぼ一定している

ことがわかる。しかし採集開始の 2月下旬に採取した花

粉は Cryj1含有量が最も多く含有されており、その後

時間的な経過とともに漸次減少した。
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W 考 察

花粉症の原因となる植物は主要なものだけで二十種類

存在するといわれている(山村， 1982)。その中でもわ

が国の国民的疾患となっているスギ花粉症を惹起するス

ギは、日本の固有種ともいえる樹種で Cryptomeria

]apo町四のー属一種だけである。しかし、その系統は

多数あり、スギ花粉の飛散量は系統および地域により異
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なる(橋詰， 1990、山崎， 1979， 1994)。また、精英樹で

は花粉量が少ないことから、花粉量の少ない精芙樹の利

用が提案されている(近藤， 1997)。本県においても精

英樹の中から花粉を生産しない稽英樹・少ない精英樹

(清藤，1996)の選抜を行なっている。毎年、初春にはス

ギ花粉症の予防対策として花粉の飛散情報が提供されて

いる (Takahashi，et al， 1993)。しかし、現在提供されて

いるスギ花粉情報は空中花粉量の測定、気象データおよ

びスギ林の分布状況をもとにしたシミュレーションであ

り、飛散している花粉中のアレノレゲン量は加味されてい

ない(高橋，1996)0 E日SAによってスギ花粉に含有さ

れる。yjl量を測定した結果、精英樹系統によってそ

の含有量に差があることが確認された。加えて、同一精

英樹個体内においてもスギ花粉の飛散時期により Cryjl 

の含有量に著しい差があることが確認された。 Cryjlと

花粉に係わる形質との相関が見出せれば簡易にアレノレゲ

ンを評価出来る。今回は雄花量、雄花開花期間との関係

をみたが、相関は認められなかった。今後はCryjlを

多量に含むスギ花粉生産のスギ花粉飛散時期ならびに前

年度の天候、樹齢の関係など各種の要因を加味したアレ

ノレゲン生産の現象を的確に把援し、スギ花粉とアレJレゲ

ン量の関係をさらに詳細に解明する必要がある。

アレノレゲンの分析は必ずしも容易ではない現在、さら

に簡便なスギ花粉アレノレゲンの測定方法を開発すること

が必要である。

花粉情報の提供については、飛散しているスギ花粉中

のアレノレゲy量も考虚した情報の提供が検討されなけれ

ばならない。

スギ花粉症対策として育種的には単に花粉量の少ない

系統を選抜するのではなく、可能な限り花粉中のアレノレ

ゲン生産量を加味して評価し選抜すべきであろう。
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