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1 研究の背景

スギ(Cryptomeria japonica D. DON)は，日本固有の

針葉樹で，鹿児島県･屋久島から青森県南部まで天然に

分布する．スギはわが国の重要な林業樹種であり，通直

性，材質に優れ，造林が容易で成長が早いため，日本各

地に広く植栽されている．スギ造林の歴史は古く，奈良

県の吉野林業，京都府の北山林業，静岡県の天竜林業な

ど，いわゆる有名林業地の大半は藩政時代からスギが植

栽されてきた．また，戦後の増大する木材需要にこたえ

るため，1957年から1960年代後半にかけて天然木を伐

採した跡地や原野において，スギを主とした人工造林を

積極的に推進する，いわゆる拡大造林政策が実施された．

しかし，1960年代に入って外国産輸入材が激増の一途

をたどり1960年代後半には石油に次ぐ輸入品目となっ

たため，国内産材の利用は減少し，植栽されたスギの長

伐期化が進み，多くの山林が放置されるようになった．

一方，1964年にスギ花粉症が「アレルギー」誌で報

告 1)され，その主原因はスギ花粉であることが確かめら

れた．また，二次的原因として，大気汚染物質の増加，

食生活の欧米化等が発症を促進すると考えられている 2)．

スギは20～30年生で雄花が着き始めると言われ，スギ

人工林の約6割が26年生以上に達した現在，毎年大量

の花粉が日本中を飛散している．1998年および2001年

に実施された全国疫学調査では，スギ花粉症の罹患率は

各々16.2%，13.1%であり，東京都においては都民の5
人に1人がスギ花粉症患者であるとも言われる状況とな

った 2)．さらに，伐期に達したスギが放置されているた

め，今後，伐採面積が現在の水準にとどまるならば，花

粉を飛散するスギは増加し続け，今後20年以上にわた

ってスギ花粉飛散数は増加すると予想されている 3)．

上述のような状況にあるものの，スギは長い造林の歴

史から育林の施行体系や木材加工技術がほぼ確立され

た樹木であるため，花粉症問題のみを理由として他の樹

種による代替的な造林を進めることは極めて困難であ

る．このような背景から，着花や花粉量を抑制するため

の方策として枝打ち・間伐，薬剤散布及び育種等による

雄花着花抑制が取り組まれてきた 4)．育種的な施策とし

ては，少花粉スギ・低アレルゲンスギ・無花粉スギの選

抜が実施された 5)．少花粉スギについては，林野庁の精

英樹選抜事業において選抜されたスギの中から（独）森

林総合研究所林木育種センターと各都府県が連携して

少花粉スギが選抜された．その結果，平成20年度末時

点で少花粉スギとして135品種が公表された 5)．この成

果を受けて，都府県では造林用苗木の花粉生産量を減ら

すため，少花粉スギ精英樹で構成されるミニチュア採種

園の造成が実施され始めている 6)．花粉症の起こしやす

さは，花粉生産量とアレルゲン含量の積によって求めら

れるアレルゲンの総生産量で決まる 7)．低アレルゲンス

ギとしては，雄花着生量が少ない精英樹146クローンの

うち，静岡県で選抜された精英樹の天竜17号が最もア

レルゲンが少ない品種として平成18年度に公表されて

いる 5)．無花粉スギは，1992年に富山県内における社寺

林において初めて発見された 8)．その後，他県において

も発見され，2005年の時点では合計18本が見つかって

いる 9)．

しかし，上記の如く選抜された品種や候補木には幾つ

かの課題が存在することも明らかになっている．無花粉

スギは，苗木の量的な確保を考えた場合，人工交配家系

等の中から無花粉のものを植栽前に選別しなければな

らないことから，現段階では十分な量の苗木を確保する

ことが難しい状況にある．また，育種を効率的に進める

にあたり育種期間を短縮する必要があるが，品種作出に

戻し交配が必要な場合もあり，短期間で品種を確立する

のは困難であると考えられる．一方，少花粉スギは，ア

レルゲン量の個体間変異が15～80倍であることから7)，

単純に花粉生産量のみを評価するだけでは，個体が生産

するアレルゲンの総量を正確に評価することができな

い．また，スギ花粉アレルゲンにはアミノ酸配列の一部

が異なる分子種が存在するため 10)，特定の分子種のアレ

ルゲンを標的として評価するだけでは，花粉の持つアレ

ルゲンの総量を厳密に見積もることはできない．これら

のことから，多様な分子種のアレルゲンに対して正確な

定量を行うことが，少花粉スギを選抜する際には重要で

あると思われる．

2 スギ花粉アレルゲンに関する既往の研究

スギ花粉症の原因となる主要なアレルゲンタンパク

質として，Cry j 1とCry j 2が知られている 11-13)．これ

までに，上記のタンパク質が引き起こすアレルギー反応

やアレルギー症状に関して精力的な研究が行われ，花粉

症のメカニズムと予防・治療方法が報告されている 1,2,14)．

Yasuedaら 11)はスギ花粉からCry j 1を精製することに

成功し，これが約40 kDa，pI 8.9-9.2の糖タンパク質で

あることを明らかにした．また，SoneらはRT-PCRを

序 章
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用いて Cry j 1 の 2 つの異なる分子種をコードする

cDNA を単離することに成功している 15)．単離した

cDNA の塩基配列から推定されるCry j 1のアミノ酸配

列と組換えCry j 1の酵素化学的な解析により，Cry j 1
はペクトリアーゼファミリーに属することが明らかに

された 15,16)．さらに，Cry j 1の発現について調べられた

結果，花粉において盛んに行われ，他の組織（葉，茎，

根，雌花）においては検出されなかった 17)．Fukuiらと

Futamuraらは雄花においてCry j 1 の転写を検出して

いる 18,19)．さらに，Cry j 1はセキシン，ネキシン，オー

ビクルス，生殖細胞壁などに局在することが明らかにな

っている 20)．Cry j 1 の発現と同様に，花粉におけるペ

クトリアーゼ様タンパク質の遺伝子の特異的または優

先的な発現が，他の植物種においても報告されている

21-27)．一方，ペクチン代謝酵素に関係する，Cry j 2のよ

うなポリガラクツロナーゼ様タンパク質の遺伝子と，ペ

クチンメチルエステラーゼの遺伝子も花粉において発

現する 28-31)．スギでは珠心上部の細胞壁を崩壊させなが

ら花粉管を伸長させていることからも 32)，Cry j 1 およ

びCry j 2 による産物を含むこれらのペクチン代謝酵素

は，細胞間に存在するペクチンの代謝を要求する花粉管

の伸長に重要な役割をすると考えられる 23)．

大気中に浮遊するスギ花粉アレルゲンの測定や，アレ

ルゲン含量の少ない花粉を生産するスギを効率的に選

抜するため，これまでに免疫学的な方法によりCry j 1
やCry j 2を定量する方法が提案されてきた．Cry j 1や

Cry j 2に対するモノクローナル抗体は，マウスやウサギ

を用いて調製されており 33-37) ， enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)によるアレルゲンの定

量 36,38,39)が行われてきた．また，これら定量法を基に，

異なるスギのクローンの間でのアレルゲン量の違いや

39-42)，気象条件 43)，標高 44)が花粉中のアレルゲン量に及

ぼす影響なども評価されてきたが，これらの方法に供試

された抗体は大変高価なものであり，実験の作業工程も

煩雑なため，免疫学的な評価は一部の育種研究において

試行されているのみである．

3 本研究の目的

花粉症対策において，前述のとおり，雄花着生量が少

ないクローンの中から低アレルゲンスギを選抜するこ

とが有効とされ，平成18年度に林木育種センターが精

英樹の天竜17号を低アレルゲンスギとして公表してい

る．現在，少花粉スギで構成されるミニチュア採種園の

造成が各県で行われているところであるが，今後，さら

に低アレルゲンスギの選抜が進めば，それらで構成され

る採種園へ移行することも予想される．DNAマーカー

を用いた複数のスギ採種園における交配実態の調査で

は，採種園外から流入した花粉による交配率が35%～

66%であることを報告している 45)．従って，低アレルゲ

ンスギは，少花粉スギの中から選抜されることから生産

する花粉量も少ないため，従来の採種園と比べて採種園

外から流入する花粉の影響がさらに大きくなることが

予想される．また，低アレルゲンスギを用いた採種園に

おいては，花粉の発芽や花粉管の伸長に関与すると考え

られるCry j 1とCry j 2の量が低下する．これらをコー

ドする cDNA の塩基配列や酵素としての機能は明らか

にされたが，その発現時期や様式について詳細な解析が

されていないため，交配にどのような影響を与えるかは

明らかではない．

低アレルゲンスギを選抜するためにはアレルゲン定

量が必須である．現在，一般的な定量方法としてELISA
があげられるが，本法に使用するCry j 1やCry j 2に対

する抗体は開発されているものの，育種現場においてア

レルゲンを定量する試薬としては大変高価であるため，

選抜を進めにくい要因の一つとなっている．

そこで本研究では，低アレルゲンスギを用いた交雑育

種を実施するのに必要な知見を得るため，以下の2つの

項目について検討を行った．

・低アレルゲンスギを用いて交配をした場合，どのよう

な問題が生じるのか基礎的知見を得るために，スギ花粉

アレルゲン遺伝子のプロモーター解析を行うことでア

レルゲンの器官・時期特異的発現を確認した．

・低アレルゲンスギの選抜を安価に且つ容易に行うこと

を可能とする低価格で高品質な抗体を提供するため，組

換え法を用いて抗体の作製を行った．

プロモーター解析は，近年，植物形質転換技術を利用

し，レポーター遺伝子を用いて遺伝子発現を簡便に解析

することが，多くの研究において試みられている 46)．こ

れは，解析しようとする遺伝子のプロモーター配列の下

流に，レポーター遺伝子のコード領域を接続したキメラ

遺伝子を用い，レポーター遺伝子による遺伝子産物を定

量的にまたは組織化学的に測定することにより，プロモ

ーターの機能解析を行うものである．本研究では，レポ

ーター遺伝子として，近年，多くの植物の研究において

用いられている 23,47-51) ，大腸菌由来のβ - Ｄ

-glucuronidase gene(uidA)を用いた．この手法を用いて，

Cry j 1の器官・時期特異的発現，プロモーター上に存在

していると思われるシス配列等の有無による転写量の

解析を行った．

抗体は，近年，ファージディスプレイ法と呼ばれる遺

伝子工学的手法を用いて作製することが可能になった

52)．この方法は，1985年にSmith G.が繊維状ファージ
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の表面にランダムにペプチドの提示が可能であること

をScience誌に報告した 53)のを発端に，現在は進化工学

研究等に使用される手法である．本法を用いれば，大腸

菌に産生させる組換えタンパク質として，抗体と同様の

機能を持つ分子の作製が従来の方法と比べて簡単にで

きる．また，得られた抗体の遺伝子情報も獲得できるた

め，抗体の機能を改変することもできる 54)．そこで本研

究では，ファージディスプレイ法を利用し，抗スギ花粉

アレルゲン抗体を作製し，その抗体の評価を行った．

本論文の構成は以下のとおりである．第1章では，ス

ギ花粉アレルゲン遺伝子のプロモーター領域の単離と

解析，第2章では，ファージディスプレイ法を用いた抗

スギ花粉アレルゲン scFv抗体の単離と分子特性，終章

では，本研究を総括し，今後の展望について述べる．
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1 緒言

スギの採種園が各地に整備され，育種種子の生産が行

われるに伴い，採種園の管理に関する研究が進歩した．

しかし，種子生産や交雑育種を目的とした交配技術を進

歩させるために不可欠な受粉や受精に関する基礎的な

研究が進められるようになったのは比較的最近である．

スギの受精のメカニズムは，早春に開花した雌花の珠

孔から，開花後しばらくすると珠孔液(受粉液)の分泌が

始まり，飛来した花粉は受粉液に補足されて胚珠内へと

運ばれ発芽する．胚珠内で発芽した花粉は，珠心上部へ

接合し，細胞壁を崩壊させながら花粉管を伸長させ，約

12週後に卵細胞へ到達する 32)．受粉液に補足され，胚

珠内へ花粉が取り込まれる段階では，ポリエチレン粒子，

熱処理をしたスギ花粉，他樹種の花粉でも胚珠内へ運ば

れることが観察されている 55)．

花粉管の伸長時には，種間交雑の可否の決定や自家受

粉と他家受粉の競争など交雑育種をおこなう上で重要

な生理現象がおこるといわれているが，詳細な解析は行

われていない．スギでは，マトリックス多糖で構成され

ている珠心細胞の細胞壁を崩壊しながら花粉管が伸長

することから，そこでは細胞壁分解酵素が働いているこ

とが予想される．スギ花粉アレルゲンのCry j 1とCry j
2は，それぞれペクトリアーゼとポリガラクツロナーゼ

の活性があることから，花粉管伸長，花粉発芽，種の識

別に何らかの機能を果たしていることも予想される．

本章では，スギの交雑育種に関する基礎的知見を得る

ことを目的として，Cry j 1およびCry j 2のプロモータ

ー領域（プロモーターとして機能すると推定される5’
非翻訳領域）の単離と，単離したCry j 1のプロモータ

ー領域の解析を行うことで器官・時期特異的発現を確認

した．

近年，植物形質転換技術を利用し，簡便にプロモータ

ーを解析することが，多くの研究において試みられてい

る 46)．これは，解析をする遺伝子のプロモーター配列の

下流に，レポーター遺伝子のコード領域を接続したキメ

ラ遺伝子を作製し，レポーター遺伝子の遺伝子産物を定

量的にまたは組織化学的に測定することで，プロモータ

ーの解析を行うものである．本章では，レポーター遺伝

子として，近年多くの植物の研究において用いられてい

る，大腸菌由来のβ-D-glucuronidase（GUS）をコード

するuidAを用いた．GUSが触媒する酵素反応の基質と

して， 5-bromo-4-chloro-3-indolyl- β -D-glucuronide

(X-Gluc.)を用い，この基質がGUSによる加水分解を受

けた後，酸化により二量体化し，インジゴ系の青色の色

素を生成する．この結果，GUSを発現する細胞は青色

に呈色するため，プロモーターの転写活性を検出するこ

とができる．この手法を用いて，Cry j 1プロモーター領

域によるGUSの器官・時期特異的発現の確認，プロモ

ーター上に存在すると思われるシスエレメントの有無

による転写量について解析を行った．植物を形質転換さ

せるにあたり，スギを用いることが望ましいが，実験を

行う段階では安定した形質転換系が構築されていなか

った．そのため，形質転換技術が確立され，裸子植物の

Pinus radiataや被子植物のBrassica napusのプロモー

ターが植物体内において組織特異性を持って機能する

ことが確認されている 50,51)N.tabacumを用いた．

2 プロモーター領域の単離

2-1 実験材料

2-1-1 供試植物

スギは(独)森林総合研究所内に生育しているイバラキ

１号であり，その未成熟葉を用いた．

2-1-2 使用菌株

大腸菌: DH5α（遺伝子型: F－, Φ80d lacZΔM15, Δ
(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rK－

mK+), phoA, supE44, λ－, thi-1, gyrA96, relA1）

2-1-3 ベクター

クローニング用及び塩基配列決定用ベクターとして，

pT7Blue Tベクター(Novagen)を用いた．

2-1-4 培地とその組成

(A) Luria-Bertani(LB)培地

1% Bacto-tryptone，0.5% Bacto-Yeast extract，0.5%
sodium chloride(1.5% agar)

(B) Terrific Broth(TB)培地

1.2% Bacto-tryptone，2.4% Bacto-Yeast extract，8%
glycerol
抗生物質は必要に応じてampicillin を100 μg/mlの

濃度で添加した．

2-1-5 プライマー

以下のプライマーの作製は Amersham Pharmacia

第1章 スギ花粉アレルゲン遺伝子のプロモーター領域の単離と解析
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Biotech に委託した．設計は既報の Cry j 1 mRNA
(Accession No. D34639) Cry j 2 mRNA (Accession
No. D29772，D37765)を参考にした．

(A)Cry j 1プロモーター領域単離用プライマー

Cryj1F1,5’-TGGGCACAAAACAGAATGAAGCTCGC-3’
Cryj1R1, 5’-TTGGTAGCAGAGTAGAATGTC-3’
Cryj1F2, 5’-CAGATTGTGCAGTGGGCTTCGGA-3’
Cryj1R2, 5’-ATACGGCTATGCTATGATTATGA-3’
Cryj1PF1,5’-GATCTAAACTTTAAATGTGAAAAATGATCT-3’
Cryj1PR1,5’-TTTTTGGTAGCAGAGTGTAGAATTTCTTTC-3’
(B)Cry j 2プロモーター領域単離用プライマー

Cryj2F1, 5’-CAATGTGGAAAAATATAGGCGC-3’
Cryj2R1,5’-TCACTGTCCAACATAATTTGGGCAGA-3’
Cryj2F2, 5’-CATTTTCAACAGCATGGCAAGC-3’
Cryj2R2, 5’-GATCTTCTGCTGCCGCCATTA-3’
Cryj2PF1,5’-CCATGGATGACACTAATGTTGACA-3’
Cryj2PR1,5’-TTTAATAAAAGAAAATTCTTTCTATAGTTG-3’

2-2 方法

2-2-1 total DNAの単離

イバラキ１号からの total DNAの単離はCTAB法 56)

を基に以下の改良を加えて行った．スギでは多糖類含量

が多く従来の方法では良質の total DNA を得ることが

困難であるため，試料調製が容易な未成熟葉を液体窒素

下で乳鉢と乳棒を用いて微細化し，HEPES bufferで多

糖類などを予備抽出した．抽出bufferの組成及び方法を

下に記す．

(A)抽出bufferの組成

○HEPES buffer
0.1 M HEPES（NaOHでpH8.0に調整）

0.5% 2-メルカプトエタノール

0.5% スペルミジン

0.5% スペルミン

20 mM EDTA
○Lysis buffer

0.35 M sorbitol
0.1 M Tris-HCl (pH8.0)
0.5% 2-メルカプトエタノール

0.5% スペルミジン

0.5% スペルミン

○2×CTAB solution
2% cetyl trimethyl ammonium bromide
0.1 M Tris-HCl (pH9.5)
20 mM EDTA
0.5% 2-メルカプトエタノール

1.4 M NaCl

(B)方法

1) HEPES buffer 5 mlの中に試料0.5ｇを入れて混合し

た．

2) 10,000 rpm，10分間，遠心，上清を取り除いた．

3) 除去した上清が粘らなくなるまで，この操作を約3
回繰り返した．得られた沈殿に，Lysis buffer 2.5 ml，
１%ザルコシン，20 mM EDTAを添加し，10分間室

温で静置した．

4) 2×CTAB solution 4 ml を添加し，10 分間室温で静

置した．

5) 6 mlクロロホルム液（クロロホルム：イソアミルア

ルコール=24：1）を添加し，2時間穏やかに攪拌した．

6) 2,800 rpmで10分間遠心し，上清を回収し，この操

作を2回行った．

7) イソプロパノール沈殿によってDNAを回収した．

8) 風乾後，3 mlのTEに溶解し，フェノール抽出，イ

ソプロパノール沈殿によってDNAを回収した．

9) 風乾後，150 μlのTEに溶解した．

10) 調製した totalDNAは，アガロース電気泳動と分光

光度計によりDNAのサイズと溶液の濃度を確認した．

2-2-2 制限酵素等の使用方法

すべてタカラバイオの製品を購入し，供給者の説明書

に従って使用した．

2-2-3 プロモーター領域の増幅（IPCR:Inverse

polymelase chain reaction法）

1) 100 μlスケールで，Cry j 1プロモーター領域の増幅

実験の total DNAは制限酵素Bgl Ⅱで6時間，Cry j
2 プロモーター領域の増幅実験の total DNAはHinc
IIで3.5時間，各 5々 μgずつ処理した．

2) phenol/chloroform/isoamyl alcohol (24:24:1) 処理を

行い，エタノール沈殿，乾燥し，10 μlのTE に溶解

した．TaKaRa Ligation Kit Ver.2（タカラバイオ）を

用いてセルフライゲーションを行った(16℃/30 min.)．
3) エタノール沈殿，乾燥を行い，10 μlのTEに溶解し，

これをIPCRの鋳型に用いた．

4) 既 報 の Cry j 1 mRNA の 配 列 か ら 1st
primer(Cryj1F1, Cryj1R1)と 2nd primer(Cryj1F2,
Cryj1R2)を，既報のCry j 2 mRNA の配列から 1st
primer(Cryj2F1, Cryj2R1)と 2nd primer(Cryj2F2,
Cryj2R2)を作成し，以下の条件にてIPCRを行った．

（A）Cry j 1プロモーター領域

○反応液量
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TaKaRa Ex-TaqTM 1 μ l （ 5 unit ）， TaKaRa
Ex-TaqTMBuffer 10 μ l，dNTP Mixture(2.5 mM
each) 8 μl，template DNA10 μl，Cryj1F1 1.0 μ
M(final conc.)，Cryj1R1 1.0 μM(final conc.)，dH2O
up to 100 μl．
○反応条件

94℃/5 min.→(94℃/1 min. ･ 56℃/1 min. ･ 72℃/5
min.)×30 cycles→72℃/5 min.→4℃/∞．

（B）Cry j 2プロモーター領域

○反応液量

TaKaRa Ex-TaqTM 1 μ l （ 5 unit ）， TaKaRa
Ex-TaqTMBuffer 10 μ l，dNTP Mixture(2.5 mM
each) 8 μl，template DNA10 μl，Cryj2F1 1.0 μ
M(final conc.)，Cryj2R1 1.0 μM(final conc.)，dH2O
up to 100 μl．
○反応条件

94℃/5 min.→(94℃/1 min. ･ 57.9℃/1 min. ･ 72℃
/5 min.)×30 cycles→72℃/5 min.→4℃/∞．

5) 増幅したPCR 産物を鋳型として5 μl使用し，2nd
プライマー(Cryj1F2, Cryj1R2) ，(Cryj2F2, Cryj2R2)
を用いて2回目のPCR反応をおこなった．条件はプ

ライマーの種類を除き，それぞれ１回目と同様にした．

6) 反応後，反応液を用いてアガロースゲル電気泳動を行

ったところ，Cry j 1 プロモーター領域の増幅実験の

PCR産物が約1,800 bp，Cry j 2が約1,500 bpにバン

ドが確認でき，この増幅産物をpT7Blue T ベクター

にクローニングし，大腸菌の形質転換に用いた．

2-2-4 大腸菌の形質転換

2-2-4-1 大腸菌のコンピテントセルの調製

遺伝子工学実験ノート・上 57)に従い，以下のように改

良して行った．

1) 大腸菌DH5α株を培養したLB固体培地からコロニ

ーを2 mlのLB 培地に接種し，Overnight で振盪培

養した．

2) 1)の培養液を40 mlのLB培地 に400 μl加え，2～4
時間振盪培養し，600 nmの吸光度が0.5～0.8となっ

たところで，氷上で冷やしておいた50 mlチューブに

培養液を移し，氷上で30分冷却した．

3) 3,000 rpm，0℃，15 min. 遠心，上清を捨て，10%
グリセロールを30 ml/Tube加え，氷中にて静かに攪

拌し，ペレットを溶解した．

4) 再度3,000 rpm， 0℃， 15 min. 遠心．上清を捨て，

10%グリセロールを10 ml/Tube加え，氷中にて静か

に攪拌し，ペレットを溶解した．

5) 5,000 rpm， 0℃， 15 min. 遠心，上清を捨て滅菌冷

10%グリセロールを300 μl加え，氷中で静かに攪拌

して菌を均一にした．

6)あらかじめ冷やしておいた1.5 ml チューブに菌体を

50 μlずつ分注し，使用するまで-80℃で保存した．

2-2-4-2 エレクトロポレーション法

エレクトロポレーション法により大腸菌を形質転換

した．方法は遺伝子工学実験ノート・上 57)に従い行なっ

た．ライゲーション産物は，エタノール沈殿によりライ

ゲーションバッファーを，5 μlの滅菌水に置換して用い

た．エレクトロポレーションには，ジーンパルサーⅡ(バ
イオラッド)を用いた．

2-2-5 コロニーダイレクトPCRによるインサート

チェック

プライマーにM13-21U(5’-TGTAAAACGACGGC
CAGT-3’)とM13-Reverse (5’-TTTCACAGGAAACA
GCTA-3’)を用い，20 μlスケールでPCR 反応を行っ

た．方法は遺伝子工学実験ノート・上 57)に従った．

2-2-6 プスミドベクターの回収

2-2-5記載の方法によりインサートが挿入されている

と確認されたベクターを含む菌体を2 ml TB 培地中に

て増幅させQIAprep® Spin Miniprep Kit(キアゲン)に
よりプラスミドベクターを回収した．

2-2-7 塩基配列の決定

シーケンス用プライマーM13-21U，M13-Reverseと
BigDye Terminator Cycle Sequencing FS Ready
Reaction Kit(PE Biosystems)を用い，シーケンス反応を

行 い ， ABI PRISM® 310 Genetic Analyzer(PE
Biosystems)を使用し，使用説明書に記載されている条

件に従って実験を行った．さらにシーケンスデータを

GENETYX-WIN Version 3.2.1 (ゼネティクス)にて配列

の解析を行った．

2-2-8 プロモーター領域の単離

2-2-7 から得られた配列からプライマー(Cryj1PF1,
Cryj1PR1およびCryj2PF1, Cryj2PR1)を作成し，以下

の条件でPCRを行い予想されるCry j 1プロモーター領

域，Cry j 2プロモーター領域を増幅した．増幅条件は以

下のとおりである．

(A)Cry j 1プロモーター領域

○反応液量

TaKaRa Ex-TaqTM 1 μl（5 unit），TaKaRa Ex-TaqTM

Buffer 10 μl，dNTPMixture(2.5 mM each) 8 μl，
template DNA 10 μ l，Cryj1PF1 1.0 μM(final
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conc.)， Cryj1PR1 1.0 μM(final conc.)，dH2O up to
100 μl．

○反応条件

94℃/5 min.→(94℃/1 min.･59℃/1 min.･72℃/1.5
min.)×30 cycles→72℃/5 min.→4℃/∞．

(B)Cry j 2プロモーター領域

○反応液量

TaKaRa Ex-TaqTM 1 μl（5 unit），TaKaRa Ex-TaqTM

Buffer 10 μl，dNTPMixture(2.5 mM each) 8 μl，
template DNA 10 μ l，Cryj2PF1 1.0 μM(final
conc.)，Cryj2PR1 1.0 μM(final conc.)，dH2O up to
100 μl．

○反応条件

94℃/5 min.→(94℃/1 min.･57.9℃/1 min.･72℃/1.5
min.)×30 cycles→72℃/5 min.→4℃/∞．

得られたフラグメントはそれぞれpT7Blue T ベクター

に挿入し，塩基配列を決定した．

3 結果および考察

2-2-8の実験で得られたDNA断片の3’末端と，The
National Center for Biotechnology Information
(NCBI)の DNA データベース（http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/）に登録されている Cry j 1（Accession No.
D34639）およびCry j 2（Accession No. D37765）の

mRNAの5’末端をそれぞれ比較したところ，連続して

一致する配列がそれぞれ70bpと60bp存在し，Cry j 1
およびCry j 2の5’非翻訳領域，すなわちプロモーター

として機能すると考えられる領域の 1,511bp および

1,032bpをそれぞれ単離することができた．Okadaら 50)

やMoyleら51)の報告ではおよそ500～1,500bpのプロモ

ーター領域をレポーター遺伝子につなぎ，異種植物体に

導入し形質転換植物を作成して発現解析を実施してい

ることから，本研究で単離したCry j 1およびCry j 2の

プロモーター領域も同様の解析が可能であることが考

えられた．

独立に増幅させた9つのCry j 1プロモーター領域の

塩基配列を比較した結果，7箇所の塩基置換を持つ2つ

のグループに分類することができた(Accession No.
AB080241, AB080242)．既往の研究において，Wang
ら 17)はスギの2 倍体ゲノムには5～8 コピーのCry j 1
が存在していることを報告している．また，安枝ら 11)

は，Cry j 1には4種類の構造があることを明らかにして

いる．これらの知見は今回の結果を裏づけするものであ

り，少なくとも2つの異なるCry j 1がスギのゲノム上

でペクトリアーゼをコードすることを示している．Cry j
2プロモーター領域では2つの1,032bpの5’末端配列

を得ることができた (Accession No. AB084068,
AB084069)．

Cry j 1とCry j 2のプロモーター領域の比較により，

初期転写に関係すると予想される 11 bp の共通配列

（TATAGAAAGAA）が，Cry j 1 では-34 から-23（翻

訳開始点を+1とする），Cry j 2では-26から-16に有す

ることが明らかになった（Fig. 1,2）．さらに，Cry j 1プ

ロモーター領域では，タバコやトマトの花粉において優

先的に発現する遺伝子のプロモーター領域で確認され

ている 25,48,58,59)56/59box（GAAMTTGTGA，MはAま

たはC）に類似したシスエレメント（GAACATGTGT）
を有することが明らかになった（Fig. 1）．トマトの花粉

において成熟後期に発現するLAT52の塩基配列に発見

されたGAAAモチーフ(AGAAATAAT)の11コピーのコ

ア配列(GAAA)も，Cry j 1プロモーター領域において発

見された．さらに，-131から-120と-398から-387に位

置するCCACCACAACACとCCACCAAAACGTのエ

レメントは，タバコのLIM-様タンパク質（Ntlim1）の

共通配列と同一または 11/12 箇所（CCACMANM
NYMN，MはAまたはC; NはACGT；YはCまた

はT）が同一であった（Fig. 1）．このタンパク質はPAL
box結合タンパク質の転写要因として同定されている60)．

また，植物のLIMタンパク質（PLIM-1）の遺伝子はヒ

マワリの花粉において特異的に発現することが明らか

にされている 61)．

Cry j 1，Cry j 2プロモーター領域はPCR法を用いて

スギゲノムから単離したため，dNTP の取り込みエラー

の可能性もある．そこで，独立して増幅させた9 つの

Cry j 1プロモーター領域の塩基配列を比較し，1つのク

ローンのみの塩基置換の変異は，DNA polymerase の

dNTP の 取り込みエラーと考えて検討したところ，

AB080242 の配列には取り込みエラーの確率が低いと

考えられたため，Cry j 1プロモーター領域の解析に用い

ることとした．



8 静岡県農林技術研究所 特別報告：第 3 号
__________________________________________________________________________________________________________

4 プロモーター領域の解析

4-1 実験材料

4-1-1 供試植物

N. tabacum SR-1株を形質転換に用いた．

4-1-2 使用菌株

(A)大腸菌

遺伝子のサブクローニング等の一般操作にはDH5
α株及びJM110株を用いた．

DH5α (遺伝子型: F－, Φ80d lacZΔM15, Δ

(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1,
hsdR17(rK－ mK+), phoA, supE44, λ－,
thi-1, gyrA96, relA1)

JM110 ( 遺伝子型: dam, dcm, supE44, hsdR17,
thi, leu, rpsL1, lacY, galK, galT, ara,
tonA, thr, tsx, Δ(lac-proAB)/F'[traD36,
proAB+, lac Iq, lacZΔM15])

(B)アグロバクテリウム

植物の形質転換を行うために A. tumefaciens
LBA4404(pAL4404)株を用いた．

4-1-3 培地とその組成

(A)大腸菌用培地

LB培地及びTB培地(2-1-4参照)を用いた．

抗生物質は必要に応じて下記の濃度で添加した．

ampicillin 100 μg/ml またはkanamycin 25 μg/ml
(B)アグロバクテリウム用培地

YEB培地 0.5% Beef Extract, 0.1% Yeast Extract,
0.1% Bacto Pepton, 0.5% Sucrose, 0.0012 M
MgSO4 (1.2% agar)
抗生物質は必要に応じて下記の濃度で添加した．

rifampicinはver helper Ti plasmidを持つ菌体を選抜

するために添加した．

kanamycin 50 mg/l
rifampicin 50 mg/l

(C)植物組織培養培地

植 物 用 培 地 に は Murasige-Skoog Complete
Medium-50×(MS 培地)を用いた(Gibco BRL)．固化

剤として0.5%ジェランガム(和光純薬)を用いた．シュ

ート分化培地には植物ホルモンを添加したMS培地を

用いた．

シュート分化培地へ添加した植物ホルモンは下記

のとおり．

6-ベンジルアミノプリン 200 mg/L
α-ナフタレン酢酸 200 mg/L

抗生物質は必要に応じて下記の濃度で添加した．

claforan® 250 μg/ml

-1511 GATCTAAACTTTAAATGTGAAAAATGATCTACATAAAAATTGGCATAGAGAACCCACTCGTCTTGATGTC 

-1441 TTTATATTAGATTTTTAAAGATGTGGAGCCAAAGGATATTTTTGAGGAGCATTCAATCTAGATTCATTCT 

-1371 CATTTGGTTAACTCTAACCGGCGTACCTATATTTTGAAAAATCTATGTAAAAGGCCTCGAGAGATATCAT 

-1301 CTTTCAAAGGATGTAATGCTTACTATAACTGAATCTAAACTTTTAAATACCTAATAAAAACTAAAGAAAC 

-1231 ATATAATGTAATAGATAGACATATATATCATACATACGGATTGAATTATTTTGCACTAATAATACAAATG 

-1161 TTTCTTCTTCTTACTCTGATTACTTATAGCTTATAATTCTCGCTTCAATTTTCTCATCCTCTATAGCTTA 

-1091 TAGTTCTCACTTCAGTTTTCTTATCTTCTATAGCTTCAACTAAACAACAATTGCTATAACATGAAATATT 

-1021 TACTTTATTTGCTTTAGATATCTCTTTATGTGTACTATTGATCTAGATCGCTTCACCAACTATGGGAAAA 

-951  GGGCCTAATTCTCATTTGTGCAACACGCTAAGTATACTTAGAAAAATAGAAATTATATTATAAATCACAA 

-881  TGAAAAATAAAAATTGAGAAATCAATGCCAAAACATGACAAGGTCATCTTCAAAAGGTAATCACCAACAA 

-811  CAAAGAAGACAAATCGATAATCAAAATCAAATTTATTCACTATAATCTATTTCATAAATTAATTATTTCC 

-741  TTAAATTATAAAAAAGCTATTAAATTTAATTCTTACATTCTTTGATTTATACTCTCCAATATATTATTTA 

-671  ACATATATTTTACTATAGATATAACCTTTAAACCTCCTTTTAATAATCTAACATGTTTTTCAGTCACTGA 

-601  GATTATTACTTGTATACACTTTTATTGCTCTAAAATGGTTGCCCAATTTTCACCATTATAGAGTTATAAA 

-531  TTAGAAACTTATTAAACTGGCGTATCTAGTGACGTGAAGAAAAGAAACTGATCACACGATCTTAACTGCA 

-461  AGAAACTTAGTAAATGGAAGCGCATTTTCTTGCGCAAACACAAACTTAAATCCTTCTCAATAACCACCAA 

-391  AACGTTTCCTAACGAACATGTGTTCCAGTTACATCGCCAAAAGCATTCAAATTTTCATCACAGATTCAAC 

-321  AGCATTTTATTTCCTACGATCTCATGTCATTCTAATCAAAATCACAGTCGACCCACTTGTCATATCTGCA 

-251  ATCCAGATCATACACACACGTCGCCATTGTTATACACTAAATCATCTTCAACGCTCACATATAACTTTGA 

-181  AATGTGTTCTTCCCTGAGAAATAATAGGCAACAAACAAAGACATATAATCCCACCACAACACTCCAATTG 

-111  GGTCTCTATAAAACCTCACAAAGATCATCTCACAACTCAACAACGCAGTCAATCTGCTCATAATCATAGC 

-41   ATAGCCGTATAGAAAGAAATTCTACACTCTGCTACCAAAAAATG 

Fig. 1. Cry j 1 のプロモーター領域の塩基配列

予想される翻訳開始コドン（太字）の1塩基前を-１として塩基数を左端に

示す．アンダーライン，囲み枠，囲み枠に太字は，タバコのLIM様タンパク

質の共通配列，56/59box，TATAboxにそれぞれ予想される塩基配列を示す．

グレーの背景はCry j 2のプロモーター領域との共通配列を示す．

-1032 CCATGGATGACACTAATGTTGACATTATATCAATTGCTTAATTATATATTTTTATGTTTATAAATTGAAC 

-962  TCGATCCCACTAGAATTCATGAACTTACCCTTCTACTAGCCTAATTTTTTTCAATACATATATATTATAT 

-892  TTTTTTCATTTTAATACAAAATAAAGTAAGAATATTCTTTAAAATATGAATGACTACTTAAAATTCTTTT 

-822  AAAAAACTTAAATTTAAAATTAAAATCCACTTGTGGGAATGAGCTAAGTAAAACATTTATATTATGTTTT 

-752  TCTCTAAAACATTCCATACAAAAACTAAGGCTCAACCCACACGAAGACAAAAAGTCAAAGTTTGCATTGG 

-682  AACTTGTAAATCCTAATTGACGAAATTATACCAAAGAGGTAACCGTCGTTAACTAGAACTAAAACCAGTT 

-612  TAAAATCGTATAGATATTCTTGGAGCCTTTCAAGCAAAAAACTAAAAGAAGTATAATCCTCCTCGATACG 

-542  TGTTATTATCATTCGACCCTGGGATTCCTGCTACTTCACAAGTTCTAAACGGTTCCAACAAGTTTAAATC 

-472  GATGAAATATCGTGTCCATCGAAAACTAATGCTTTAAAAGTTCTATGACGGCTGGTCGCCTGGACTGTAG 

-402  ATGACTGCAGAACTTCTCCGAAAAATACTCTAAAATAAAGTGTCCTTGATACTATCCATCACCTCATACT 

-332  GAAAAAACAATCACGGCATATCAATTCATCTATTCATTACCCTATGATATTCATGTATCTTATAAGCATT 

-262  AAACGAGATTGTAACGTGTAATTCCAGAGTTGGATTTGCAAGAGGAACTGTCACAGAATCTTCCTGATAT 

-192  GGTGCTAAGAAAAAGCATTCGTGGAATTCAAGATCCTGCACGTACCATTTTTTTCTGGATTGCCTCTCTA 

-122  TCGAAATGGAAATACCCATAGGCGACATGTATAAAATGAACAGTGATTTCCCACTCACAAACATGTTTTC 

-52   TTCTCTATAGTTGAGTTCGAGACAACTATAGAAAGAATTTTCTTTTATTAAAATG 

Fig. 2. Cry j 2 のプロモーター領域の塩基配列

予想される翻訳開始コドン（太字）の1塩基前を-１として塩基数を左端に

示す．太字に囲み枠は予想されるTATAboxを示す．グレーの背景はCry j １

のプロモーター領域との共通配列を示す．
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kanamycin 100 μg/ml

4-1-4 ベクター

(A)pT7CjIP
Cry j 1 プロモーター領域(Accession No. AB080242)

が挿入されているpT7Blue Tベクター．

(B)pBI101.1
プロモーター解析用のバイナリーベクターとして

pBI101.1(CLONTECH)を用いた．pBI101.1 には，グ

ルクロン酸と種々のアグリゴンとの縮合体であるβ

-D-glucuronideを加水分解する酵素をコードする，大腸

菌由来のuidAが挿入されている．選択マーカー遺伝子

としてNPTⅡ耐性遺伝子を用いた．

(C)pBI121
pBI121 ベクターをコントロールとして用いた．

pBI121は上に記したpBI101.1 のHind ⅢとBam HI
サイトに 800 bp のカリフラワーモザイクウイルス

(CaMV)35s プロモーター の断片が組み込まれたベク

ターである．CaMV35sプロモーターは，タバコ植物細

胞へTi-mediate transformationを行った場合，高レベ

ルで転写を行う．

4-2 方法

4-2-1 DNA実験操作に関する技術，大腸菌の形

質転換，プラスミドベクターの回収，塩基配列の

決定

2-2に記した方法と同様にして行った．

4-2-2 DNA断片のアガロースゲルからの回収法

適当な制限酵素にて消化したDNAはアガロースゲル

電気泳動により分離し，エチジウムブロミド染色した後

に，366 nmの紫外線照射下において目的のバンドをナ

イフで切り出し，以下に示す2種の方法の，どちらか一

方でゲルから回収した．

(1)EasyTrapTM(タカラバイオ)を使用して，NaI により

アガロースゲルを溶解し，ガラス・パウダーにDNA
を吸着させることにより回収した．

(2)ウルトラフリーUFC30HV100(ポリミア)を用い，遠

心分離によりDNAを回収した．

4-2-3 uidA発現バイナリ－ベクターの構築

2-2で単離した5つのプロモーターの全配列を両鎖か

ら決定し，グループ分けをした．その結果AB080242
の配列が最も変異の少ないプロモーターであったため，

このクローンについてプロモーター解析を行うことを

決定した．また，プロモーター領域の制御因子等の解析

のため，デリーションをかけた様々な長さのプロモータ

ーを用いたuidA発現バイナリーベクターを構築した．

以下にその概要を示し，Fig. 3にプラスミドマップを示

す．

(A)プロモーター領域が1,511 bpのベクター

Ti プラスミドベクターpBI101.1 のHind ⅢとBam
HI のサイトに pT7CjIP の Cry j I プロモーター領域

1,511 bp のHind ⅢサイトとBam HI サイトで消化し

たものをつなげpBICj1と命名した．

(B)プロモーター領域が932 bpのベクター

pBICj1をマスターベクターとし1,511 bpのプロモー

ター領域内にあるXba IとpBICj1のマルチクローニン

グサイトXba IでデリージョンをかけpBICj3を構築し

た．なお，プロモーター領域内のXba Iサイトはdam
メチル化されているため，JM110株を用いて回収した

pBICj1ベクターを用いて構築し，pBICj3と命名した．

(C)プロモーター領域が499 bpのベクター

適当な制限酵素サイトが存在しなかったのでCry j 1
プロモーターの上流 499 bp を PCR により増幅，

pT7Blue Tベクターに挿入し配列決定をし，このコンス

トラクトをpT7B500CryjIと命名した．pT7B500CryjI
のCry j 1プロモーター領域がpBICj1のプロモーター領

域と相違がないことを確認した上で，pT7B500CryjI を

Hind ⅢとBam HI サイトで消化したフラグメントを

pBI101.1のHind ⅢとBam HIサイトへつなげベクタ

ーを構築し，pBICjI4と命名した．

(D)Cry j 1プロモーター領域が223 bpのベクター

適当な制限酵素サイトが存在しなかったのでCry j 1
プロモーターの上流 223bp を PCR により増幅，

pT7Blue Tベクターに挿入し配列決定をし，このコンス

トラクトをpT7B250CryjIと命名した．pT7B250CryjI
のCry j 1プロモーター領域がpBICj1のプロモーター領

域と相違がないことを確認した上で，pT7B250CryjI を

Hind ⅢとBam HI サイトで消化したフラグメントを

pBI101.1のHind ⅢとBam HIサイトへつなげ，ベク

ターを構築しpBICj6と命名した．

Fig. 3. 形質転換に用いたCry j 1プロモーター::uidAコンストラクト

Cry j 1の5’非翻訳領域とGUSコード領域はラインとバーでそれぞれ示し，予想さ

れるシスエレメントの部分を示した．
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pBI121 (CaMV 35S)
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Putative LIM-binding sequence

Putative TATA box

Cry j 1/ Cry j 2 consensus sequence
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uidA 

uidA 
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4-2-4 A.tumefaciensへのベクター導入

4-2-4-1A.tumefaciens コンピテントセルの調製

1) 使用する菌（A.tumefaciens LBA4404株）のグリセ

ロールストックを解凍した．

2) 白金耳などでグリセロールストックを YEB 培地

（rifampicin 50 mg/l）に播種，暗黒下にて培養した

（28℃，2～3日）．

3) 形成されるシングルコロニーを白金耳などで拾い上

げ，3 mlの液体培地に接種し，振盪培養した(200 rpm，

1～2日)．
4) 菌の培養液2 mlを採り，40 mlの液体培地に加え，

600nmの吸光度が0.8になるまで150 rpmで振盪培

養した．(4～8時間)．
5) 培養液を氷上で冷却．50 mlの遠心管に移し，遠心機

にて菌体を沈殿させた(4,000 rpm，4℃，10 min.)．
6) 上清を捨て，遠心機で再度集菌した(4,000 rpm，4℃，

10 min.)．
7) 沈殿物を氷冷した1 mlの50 mM-phosphate buffer

(pH7.0)に懸濁した．

8) 1.5 mlチューブに200 μlずつ分注した．

9) 液体窒素で急冷させ，-80℃で使用するまで保存した．

4-2-4-2 A.tumefaciensの形質転換

1) 4-2-4-1のストック液を氷上で融解し，1 μlのDNA
を加えて緩やかに懸濁して，30秒以上氷上に静置し

た．

2) 懸濁液をキュベットに移し，蓋をして中身が底に沈む

ようにした．

3) キュベット内の泡を抜き，チャンバーの水分をよく拭

き取り，キュベットを装置に装着した．

4) ジーンパルサーⅡ(バイオラッド)を以下の条件に合

わせて通電した．

電圧 2.5 kV，capacitance 25 μF，抵抗200 Ω

5) キュベット内に，YEB 培地を1 ml加えて，先細チ

ップで懸濁した．

6) 懸濁液を1.5 mlの遠心管に移し，28℃で2～4 時間

静置培養した．

7) 30秒，10,000 rpmで遠心分離した．

8) 沈殿物を100～200 μl残し，上清をデカンテーショ

ンで取り除いた．

9) 残った菌体を緩やかに懸濁し，形質転換体を選択する

ために固体培地(28℃，YEB + kanamycin 50 ㎎/l)で
培養した．

4-2-5 N.tabacumの形質転換

1) 目的 の バイ ナリ ーベ クタ ーを 保持 した

A.tumefaciens LBA4404 を培地からかきとり，

kanamycin 50 mg/L rifampicin 50 mg/L を含む 10
mlのYEB培地で28℃，1晩培養し前培養液とした．

2) 前培養液から 1 ml 取り kanamycin 50 mg/L
rifampicin 50 mg/L を含む10 ml のYEB 培地28℃
で培養し，600nm の吸光度が 0.8～1.3 になるよう

に調製した．

3) 5 min.，3,000 rpmで遠心をし，A.tumefaciensを集

菌した．

4) 培地を捨て同様量のYEB培地を加え撹拌し，感染に

使用した．

5) 無菌状態で生育したタバコの葉からリーフディスク

を作成し，菌体培養液を入れたシャーレに気孔を上に

して浮かべ，15分間静置して感染を行った．

4-2-6 N.tabacumの再生

1) 感染処理の終了したリーフディスクより，滅菌濾紙で

水分を除去後，シュート分化培地上に気孔を上にして

移植した．

2) 25℃，暗所で3日間培養した．

3) シュート分化培地で3日間培養したリーフディスク

を，claforan® 250 mg/L，kanamycin 100 mg/L を含

むシュート分化培地に移植し，25℃，2,000ルクス，

16時間日長の条件下で培養し，2～3週間おきに新し

いシュート分化培地に植えかえた．

4) 分化した不定芽は，3～4㎝に成長した時点で，カル

スから切り取り，MS固体培地に移植し，培養を続け

た．

5) total DNAをそれぞれの個体から回収し，目的の遺伝

子が導入されている個体をPCRをかけて確認し，選

抜した．

4-2-7 花粉の発芽実験

花粉管におけるGUS活性を観察するため，花粉をシ

ョ糖寒天培地（10%ショ糖，1.5%粉末寒天）を用いて培

養した．ナス科の花粉の寿命は5日程度といわれている

ため，開花後間もない花粉を使用した．以下にその方法

を示す．

1) 容器の中に滅菌水で湿らせたキムタオルを敷き，その

上にショ糖-寒天培地を重層したスライドガラスを乗

せた．

2) スライドグラス上へ花粉を薄く捲き28℃で2時間程

度，もしくは24時間培養した．

3) 光学顕微鏡もしくは実体顕微鏡を用いて観察を行っ
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た．

4-2-8 GUS活性の組織化学的・蛍光定量的検出

○GUS活性の組織化学的検出

Twellら 49)の方法に準じて以下のとおり検出をした．

(A)花粉，花全体の場合

1) 組織を数 ml の固定液(0.3 %ホルマリン，10 mM
MES(pH5.6)，0.3 Mマンニトール)にて室温で45分

浸した．

2) 50 mM NaH2PO4(pH6.9)，1 % Triton X-100の溶液

に37℃で1時間浸した．

3) 50 mM NaH2PO4(pH6.8)で2回洗浄．サンプルを適

量の1 mM X-Gluc. (50 mM NaH2PO4(pH6.8):メタノ

ール(99 %)＝4:1の溶液に溶解)に浸した．

4) 真空装置を用いて，10分間吸引して試料内部までよ

く染み込むようにした．

5) 37℃，1時間インキュベート．

6) スライドグラスにのせ，顕微鏡で観察した．

(B)発芽花粉の場合4-2-7 の方法に従いスライドグラス

上で発芽させた．

1) 50 mM NaH2PO4(pH6.9)，1 % Triton X-100の溶液

をスライドグラスに重層し，乾燥しないように37℃で

1時間インキュベートした．

2) スライドグラスを斜めにし 50 mM NaH2PO4

(pH6.8)で2回すすいだ．

3) スライドグラスに適量の 1 mM X-Gluc.(50 mM
NaH2PO4(pH6.8):メタノール(99 %)＝4:1の溶液に溶

解)を重層した．

4) 真空装置を用いて10分間吸引して試料内部までよく

染み込むようにした．

5) 37℃，1時間，乾燥しないようにインキュベートし，

光学顕微鏡を用いて観察した．

○GUS活性の蛍光定量的検出

Morikawaら 62)の方法に従って実施した．

5 結果および考察

単離した Cry j 1 プロモーター領域(Accession No.
AB080242)は，器官・時期特異的発現を与えるか，推定

したシスエレメントは遺伝子発現を制御しているかを

確認するため，異なる長さのCry j 1プロモーター領域

にuidA を融合したコンストラクト[pBICj1(1,511 bp),
pBICj3(932 bp), pBICj4(499 bp), pBICj6(223 bp)]を構

築し，これらをアグロバクテリウム法によるタバコの形

質転換に使用した．また，ポジティブコントロールとし

てCaMV35sプロモーターに制御されているuidAが組

み込まれたpBI121を導入した形質転換タバコを作製し

た．

Cry j 1 プロモーター::uidA コンストラクトによる

GUS発現量の評価のため，Twellら 49)の方法に従って，

形質転換タバコの幾つかの器官と組織（花弁，がく片，

雄ずい，花粉，花粉管，葉，茎）においてGUS活性の

組織化学的検出を実施した．pBICj1で形質転換したタ

バコの花，葉，茎における検出の結果，Fig. 4Aに示す

とおり，花粉が含まれる葯全体においてGUS活性を検

出した．この葯特異的活性は花粉粒の飛散後には消えて

いた（Fig. 4B）．また，葉や茎において活性は検出され

ず(Fig. 4C)，形質転換植物におけるGUS発現は花粉と

タペータムに限定されていると考えられた．本研究では

形質転換植物のタペータムにおけるGUS活性を確認す

ることはできなかったが，長いプロモーター領域

（1,511bp）に加え，全ての長さのプロモーター領域に

おいて葯から放出された花粉粒で優先して直接的発現

をすることを明らかにした．花の異なる成熟段階におい

て花粉を採取し，組織化学的検出を行った結果，花粉に

おけるGUS発現は花の成熟段階に依存することを示し

た．未成熟の花から採取した花粉（A，B）と成熟した

花から採取した花粉（C）のGUS活性を比較すると，A
と比較してBの花粉は若干の活性を示し，Cの花粉は高

い活性を示した(Fig. 5)．さらに，in vitroで発芽させた

後の花粉管においても活性を検出した(Fig. 5)．Fukui
らは，スギにジベレリン処理後の16～25週の間，スギ

の雄花においてCry j 1が発現することを確認している

18)．また，Miki-Hirosigeら 20)は，Cry j 1は成熟の早い

段階の花粉の細胞壁，タペータム由来の花粉外壁のセキ

シンやオービクルスに局在していると示している．本研

究結果と上述の既往の研究結果は，Cry j 1は花粉成熟と

受精に重要な働きをすることを示唆した．Cry j 1は，ペ

クトリアーゼ活性を示し，さらに本研究において花粉管

伸長時にGUS活性があることを確認したことからも，

花粉成熟の細胞壁変化と花粉管伸長に重要な働きをす

ることが考えられた．また，裸子植物であるスギのCry
j 1プロモーターが被子植物であるN. tabacumにおいて

種を越えて組織特異的に機能することからCry j 1の生

理的機能は植物の生殖において基本的かつ重要な役割

を担っている可能性がある．スギの場合，花粉管の伸長

する期間が約12週であり 32)，花粉管の伸長能力は受粉

時の花粉間の競争などに影響を与える．従って，アレル

ゲンが少ないスギ花粉は，アレルゲンの多い花粉と比較

してペクトリアーゼ活性が低いことが考えられ，花粉管

伸長能力の低下が予想され，交配時の競争で劣勢になる

ことが考えられる．

前述の組織化学的検出に加え，蛍光定量的検出 62)を用



12 静岡県農林技術研究所 特別報告：第 3 号
__________________________________________________________________________________________________________

いて，T0 形質転換植物の成熟花粉粒とT1 植物の葉と茎

のGUS活性を確認した．Table１に示すとおり，pBICj1
形質転換植物の花粉における GUS 活性はその他の

uidA 融合コンストラクトで形質転換した植物由来の花

粉よりも有意に高かった．同様に，pBICj3 の形質転換

植物の花粉はpBICj4，pBICj6，pBI121よりも有意に

高かった．これらの結果は，少なくとも2つの独立した

シスエレメントがCry j 1プロモーター領域の-1,511か

ら-935と-932から-499の間の場所にあることを示して

いる．成熟花粉の高いGUS活性とは対照的に，pBICj1
形質転換植物における葉や茎における活性は野生株と

同様に低い値であった．これらの結果は，GUS活性の

組織化学的検出のデータと一致した．

pBICj4(-499 から-1)とpBICj6(-223 から-1)のコンス

トラクトの結果から，質的および量的な違いは示されず，

本研究で予想されたスギの 56/59-like box(-378 から

-371)はN. tabacumにおいては機能しない，または機能

を持たない可能性がある．組織化学的，蛍光定量的検出

の結果は，シスエレメントによる一時的，局所的な遺伝

子の発現が223 bp の5’非翻訳領域によって制御され

ていることを示している．さらに，Cry j 1およびCry j 2
の両方に存在する11 bpの5’非翻訳領域の保存配列と，

LIM結合エレメントに類似した配列（-131から-120）
は，花粉特異的に発現を制御するシスエレメントの候補

であると考えられる．本結果のみでは，予想したシスエ

レメントが定性的，局所的に花粉における発現をコント

ロールしているか判断できないため，Cry j 1プロモータ

ーにおけるシスエレメントの更なる研究により，裸子植

物シスエレメントの被子植物における活性や，花粉に関

連した発現において裸子植物と被子植物間で同じ役割

をするシスエレメントの塩基配列の違いを明らかにす

る必要がある．さらに，形質転換タバコのタペータムに

おけるGUS発現の確認には更なる解析が必要なため，

単離したプロモーター領域とcDNA配列を用いて，Cry
j 1発現抑制のコンストラクトを作製し，形質転換スギの

作出をし，形質の変化を観察する必要がある．

B

A

C

Fig. 4. pBICj1による形質転換植物における花の

花粉飛散前（A）と後（B）および葉（C）のGUS組

織化学的検出

組織は5-bromo-4-chloro-3 indolyl-β-D-glucuronide(X-Gluc.)

で染色し，エタノールで脱色（クロロフィルの抽出）を行った．花

粉飛散前の雄花（A 矢印）は前述の方法で染色された．一方，花粉

飛散後の雄花では検出されなかった．Bのかすかな青色の染色は残

っている花粉によるものであった．Bars＝1 cm

Table １. 異なる長さの Cry j 1 プロモータ

ー::uidAコンストラクトにより形質転換されたタ

バコの組織別のGUS活性の蛍光定量的検出

1)活性は4-methylumbelliferone(4-MU)産物の量の時間（pmole/min/mg

protein）によって示された（±標準誤差；n=3）

2)非形質転換タバコ

3-9)有意に異なる結果を異なる数字で示した

ND：データなし

pBI121

pBICj1

pBICj3

pBICj4

pBICj6

Wild type 2)

Mature pollen Leaf Stem 

80 ± 43 3)

4493 ± 2019 4)

1476 ± 84 5)

346 ± 82 6)

340 ± 8 6)

ND

690 ± 61 7) 835 ± 41 9)

51 ± 6 8) 52 ± 8 8)

NDND

NDND

NDND

61 ± 8 8) 51 ± 1 8)

GUS activity {4-MU pmole min-1(mg protein)-1} 1)

pBI121

pBICj1

pBICj3

pBICj4

pBICj6

Wild type 2)

Mature pollen Leaf Stem 

80 ± 43 3)

4493 ± 2019 4)

1476 ± 84 5)

346 ± 82 6)

340 ± 8 6)

ND

690 ± 61 7) 835 ± 41 9)

51 ± 6 8) 52 ± 8 8)

NDND

NDND

NDND

61 ± 8 8) 51 ± 1 8)

GUS activity {4-MU pmole min-1(mg protein)-1} 1)
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pBICj1 (1,511 bp)

pBICj4 (499 bp)

A B C

pBICj6 (223 bp)

pBI121

Pollen tube

pBICj3 (932 bp)

A B CA B C
Flower stage

Vector

Fig. 5. 形質転換植物における花粉粒と花粉管のGUS組織化学的検出

Cry j 1プロモーター::uidAコンストラクト（pBICj1，pBICj3，pBICj4，pBICj6）およびポジティブコントロール（pBI121）が組込まれた形質転換タバ

コの花粉と花粉管をX-Gluc.で染色した．上段の赤い背景の写真に示す3つの異なる花の成熟過程（A，B，C）の葯より花粉を採取した．花粉管はin vitro

で発芽させてから染色した．Bars＝50μm
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1 緒言

Cry j 1，Cry j 2にコードされる2つのスギメジャー

アレルゲンは，花粉症を引き起こすことで日本において

重大な問題とされている 11-13)．これらアレルゲンによる

症状は精力的に研究され，花粉症のメカニズムと予防や

治療の方法について報告されている 1, 2,14)．

Cry j 1やCry j 2に対するモノクローナル抗体はマウ

スやウサギから単離されている 33-37)．また，これら抗体

を用いたELISA によるCry j 1 およびCry j 2 の定量

36,38,39)などが報告され研究が推進されてきた．一方，林

木育種分野では，これら定量法を基にスギクローン間

39-42)，気象条件 43)，標高 44)の影響による，花粉中のアレ

ルゲン量の比較などを行っている．しかし，Cry j 1には

アミノ酸配列の一部に異なる分子種が存在するため 10)

抗体の種類によっては幾つかの精英樹のアレルゲンに

対する結合力が弱く，定量に使用できる抗体は上述のも

のでは限界があること，方法によって抽出されるアレル

ゲン量が異なることより品種間のアレルゲンの正確な

定量ができない課題もある．また，林木育種の現場にお

いて，アレルゲンの定量を普及させるためには，検査方

法をより安価にする必要がある．アレルゲン定量におい

て，市販されている抗体を使用した場合，費用の9割以

上が抗体の価格となる．2009年時点の市販抗体の価格

で，斉藤ら 39)の方法でかかる費用を試算すると100検体

当り約1万5千～2万5千円となる．

モノクローナル抗体の作製方法は1975 年にKöhler
G. と Milstein C.によって細胞融合法を用いて確立さ

れたことにより，上述の抗体以外にも様々な抗体が作製

されるようになった．現在では，医学，生物学，農学，

食品学などにおける基礎研究から応用研究に至るまで，

モノクローナル抗体は物質の同定，分析，定量，精製な

どに利用されている．しかし，抗体を産生する動物細胞

を培養するためにはコストがかかることから，診断・研

究用の試薬として利用することが多く，用途に限りがあ

る．近年，様々な生物を利用した抗体の生産方法が考案

され，抗体が産業製品にも利用されるようになった．フ

ァージディスプレイ法と呼ばれる遺伝子工学的手法を

用いた組換え抗体の作製方法 52)は，1985年にSmith G.

が繊維状ファージの表面にランダムにペプチドの提示

が可能であることをScience誌に報告53)したのを発端に，

現在は主に進化工学研究などに使用される手法である．

本法を用いれば，大腸菌に産生させる組換えタンパク質

として，抗体と同様の機能を持つ分子が，動物の飼育器

や動物細胞の培養器といった大掛りな設備を必要とせ

ずに作製できる．また，得られた抗体の遺伝子情報が分

かるため，抗体性状の改変 54)や，得られた抗体を遺伝学

的に分類することも可能である．

組換え抗体は様々な分子が設計されており，scFv，
Fab，Fv型等，IgGよりも小さい分子でありながら抗原

認識機能を有するものである．小型化分子の設計目的と

して，scFv型の抗体は細胞内へ浸透することが確認され

ていることから，ドラッグデリバリーシステムや腫瘍マ

ーカーへの応用が考えられる．また，大腸菌などにおけ

る異種タンパク質発現系において，天然由来の抗体と比

較して小型である scFv 型の方が発現し易い理由等も考

えられる．

上述のとおり分子設計による抗体様機能を有した

様々な分子が作製されているが，抗スギ花粉アレルゲン

抗体の報告はない．そこで本研究では，ファージディス

プレイ法を用いて抗スギ花粉アレルゲン scFv抗体を作

製し，その評価を行った．

2 実験材料

2-1 供試動物

マウス BALB/cBy 7週齢 ♀

2-2 使用菌株

（A）大腸菌

遺伝子のクローニング等の一般操作には

XL1-Blueを用いた．scFv抗体の産生はHB2151お

よびBL21（DE3）を用いた．

XL1-Blue （遺伝子型：hsdR17, supE44, recA1,
endA1, gyrA46, thi, relA1, lac/F'
〔 proAB+, lac Iq, lacZ Δ M15::
Tn10(tetr)〕（ストラタジーン）

HB2151 （遺伝子型：K12, ara, Δ(lac-pro), thi,
F’proA+B+, lacIqZΔM15（ストラタ

ジーン）

第２章 ファージディスプレイ法を用いた抗スギ花粉アレルゲンscFv

抗体の単離と分子特性
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BL21 (DE3) (遺伝子型：E. coli B, F－, ompT,
hsdSB(rB－ mB－), gal, dcm(DE3)（メ

ルク）

(B)ファージ ヘルパーファージ M13KO7（インビ

トロジェン）

2-3 ベクター

（A）ファージミドベクターとしてpCANTAB5E（アマ

シャム）を用いた．

（B）タンパク質発現用ベクターとしてpET20b(+) (メ
ルク)を用いた．

2-4 培地とその組成

(A) LB培地（1.0%トリプトン，0.5% 酵母エキス，

1.0% NaCl ）

(B) 2×YT培地（1.7%トリプトン，1.0% 酵母エキ

ス，0.5% NaCl）
抗生物質は必要に応じて下記の濃度で添加した．

ampicillin 100 μg/ml またはkanamycin 25 μg/ml

2-5 プライマー

以下のプライマーの作製はインビトロジェンに委託

した．プライマーの設計はPopeら 63）を参考にした．混

合塩基はIUBコードで示した．

VH1FOR:5 ’
-TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCC-
3’
VH1BACK:5’-AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG-3’
MJK1mixFONX:5’-CCGTTTBATTTCCARCTTKGTSCC-3’
VK2BACK:5’-GACATTGAGCTCACCCAGTCTCCA-3’
VH1BACKSfi:5 ’
-GTCCTCGCAACTGCGGCCCAGC
CGGCCATGGCCCAGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG-3 ’
JK1NOT10:5 ’
-GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTGATTTCCA
GCTTGGTGCC-3’
JK2NOT10:5 ’
-GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTTATTTCCAG
CTTGGTCCC-3’
JK4NOT10:5 ’
-GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTTATTTCCAA
CTTTGTCCC-3’
JK5NOT10:5 ’
-GAGTCATTCTGCGGCCGCCCGTTTCAGCTCCA
GCTTGGTCCC-3’
linker:5 ’

-GGCACCACGGTCACCGTCTCCTCAGGTGGAG
GCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGG
CGGATCGGACATCGAGCTCACTCAGTCTCCA-3’

pCANTAB5-R1:5’-CCATGATTACGCCAAGCTTTGGAGCC-3’
pCANTAB5-R2:5’-CGATCTAAAGTTTTGTCGTCTTTCC-3’
pCANTAB5-S3:5’-GGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGG-3’
pCANTAB5-S4:5’-CCAGAGCCACCTCCGCCTGAACC-3’

3 方法

3-1 scFv抗体遺伝子の作製

マウスにスギ花粉アレルゲンの免疫をつけさせるた

めに，スギ花粉から抽出・精製した糖タンパク質で，Cry
j 1 および Cry j 2 が含まれる Purified Sugi Basic
Protein (林原生物化学研究所)を 0.025 mg/匹の量で約

14日毎に腹腔内に4回注射することで感作させた．抗

原と混合するアジュバンドは 1 回目は Imject®

Freund’s アジュバンド（PIERCE），2～4回目におい

てはRibiアジュバンド（Ribi ImmunoChem Reserch）
を使用した．

初回感作日と感作後38日目に部分採血を行い，力価

測定を行った．方法は，①固相化反応，②洗浄，③ブロ

ック反応，④一次反応，⑤洗浄，⑥二次反応，⑦洗浄，

⑧発色反応の合計 8 工程で行い，各工程の詳細は①

Purified Sugi Basic Proteinを5 μg/ml濃度で，マイク

ロプレートへ50 μl/well投入し，自然吸着により固相化

した．②PBS にて3 回洗浄，③BlockerTM Casein in
PBS (PIERCE) 200 μl/wellを投入し，20℃，1時間反

応した．④抗血清（0日，38日）をBlockerTM Casein
in PBSにて102～105 希釈し，50 μl/well投入し，20℃，

1時間反応した．⑤PBSにて洗浄，⑥POD標識抗マウ

ス IgG 抗体（ZYMED）をBlockerTM Casein in PBS
で1000倍希釈したものを50 μl/well投入し，20℃，1
時間反応した．⑦PBS にて 4 回洗浄，⑧基質 ABTS
（PIERCE）を50 μl/well投入し，室温，15分反応後，

150 mＭシュウ酸50 μl/wellの添加により発色を停止し，

405 nmの吸光度を測定した．

4回目の注射の3日後にマウスより脾臓を摘出し，組

織より ISOGEN（日本ジーン）を用いて totalRNA を

抽出した．

cDNA の 合 成 は SuperScriptTM First-Strand
Synthesis System for RT-PCR（インビトロジェン）を

使用して以下の条件にてRT-PCRを行った．TotalRNA
2 μl（2 μg），randomhexamers primer 5 μl (50 ng/μl)，
10mMdNTPmix 1 μl，DEPC-water 2 μlを混合後，

65℃/5 min.．次に10×RTbuffer 2 μl，25 mM MgCl2 4
μl，0.1MDTT2 μl，RNaseHOUT1 μlを混合後，25℃
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/10min.→42℃/50 min.→70℃/15 min.→4℃保存．次に，

RNaseHを1 μl加え，37℃/20 min.→4℃保存した．

scFv抗体遺伝子の合成方法はPope ら63)の方法を改良

して以下のように行った．合成したcDNAを鋳型として，

VHおよびVLの遺伝子を3回のPCRを組み合わせて合

成した．VHおよびVL の cDNAは25 pmolのVH1FOR
とVH1BACK およびMJK1mixFONX と VK2BACK
プライマーと各 cDNA10 μl，10×PCR buffer 5 μl，
2.5mMdNTP8 μl，25 mM MgCl2 5 μl，TaKaRa LA
Taq 5 μl，H2O15 μlを混合し，以下の反応条件でPCR
を実施した．反応条件：96℃ 3min.→（96℃ 30sec. 55℃
45sec. 72℃ 60sec.）×25cycles，→72℃ 7min.．PCR
産物はアガロースゲル電気泳動後に目的サイズのDNA
を切り出してQIAquick® Gel Extraction Kit（キアゲン）

により精製をした．1回目のPCR後に，VH（50 ng），
VL(50 ng) および linkerを混合し，94℃ 60 sec.→63℃
4 min.を 7 サイクル実施し，VH および VL 遺伝子を

linker で連結した．3段階目のPCR で制限酵素サイト

SfiI および NotI サイトを付加するために，

VH1BACKSfi，JK1NOT10，JK2NOT10，JK4NOT10，
JK5NOT10プライマーを2.5 pmolになるように調整し，

PCR 条件のアニーリング温度を65℃に変更した他は1
段階目のPCRと同様に実施した．

3-2 発現ベクターへのscFv抗体遺伝子の導入

PCRで増幅したscFv抗体遺伝子とpCANTAB5Eベ

クターを制限酵素NotIおよびSfiIで処理をし，アガロ

ースゲル電気泳動で目的のDNAを分離してQIAquick®

Gel Extraction Kit により精製をした．それらは T4
DNA リガーゼ（タカラバイオ）で16℃，16 時間反応

させることにより連結をした．次にそれらを大腸菌宿主

XL1-BlueにジーンパルサーⅡ（バイオラッド）を用い

て導入し，ライブラリーとした．ライブラリーは2×YT
培地（ampicillin100 μl/ml，グルコース20 g /l添加）

30℃で培養した．

3-3 Cry j 1およびCry j 2に特異的なscFv抗

体のスクリーニング

ライブラリーよりファージ抗体（コートタンパク質

のg3p の一部に scFv 抗体を提示したM13ファージ）

のスクリーニングを行った．ライブラリーを対数増殖期

まで増殖させ，ヘルパーファージを感染させることで，

ファージ抗体を大腸菌で産生させた．産生されたファー

ジ抗体は PBS と 20% polyethylene glycol と 2.5 M
NaCl で沈殿させた．次にそれらを2%スキムミルクと

混合し1時間室温で放置することで，非特異的なファー

ジ抗体を除いた．マイクロプレートに5 μg /mlの精製

されたCry j 1（生化学工業）またはCry j 2（生化学工

業）を50 μl/wellで添加し，4℃で一昼夜放置した後，

内容物を除いて2%スキムミルクを添加し1時間放置し

た．アレルゲンがコートされたマイクロプレートにライ

ブラリーを添加し，1時間放置した．放置後，マイクロ

プレートをPBS-T（PBSに0.05% Tween 20を加えた

もの）で10回洗浄した．結合したファージ抗体を0.1 M
Glycine buffer (pH 2.2)を 100 μl/well加えることで溶

出し，それらを中和するために１M Tris-HCl(pH 6.8)を
加えた．溶出したファージ抗体を大腸菌宿主XL1-Blue
に37℃，250 rpmの培養条件で感染させた．次のスク

リーニングのために，10 mlのファージ抗体が感染した

大腸菌を200 mlの2×YT培地（ampicillin100 μg/ml，
グルコース20 g/l）へ添加し，対数増殖期まで培養した．

次に，ヘルパーファージを添加し，ファージ抗体を大腸

菌に産生させることで，目的のscFv抗体を有するファ

ージ抗体をスクリーニングした．

3-4 ELISAを用いたscFv抗体のスクリーニング

ファージ抗体のスクリーニング後，それぞれのファー

ジ抗体を産生する大腸菌クローンを，2×YT（200 μ
l/well）を入れたマイクロプレートで培養し，ヘルパー

ファージを添加してファージ抗体を回収した．回収した

ファージ抗体は2%スキムミルクと混合後，1時間放置

し，Cry j 1，Cry j 2，BSAが塗布されているマイクロ

プレート上に添加した．1時間放置後，マイクロプレー

トは3回PBS-Tで洗浄，HRP標識抗M13ファージモ

ノクローナル抗体（アマシャム）を添加し1時間放置し

た ． PBS で 洗 浄 後 ， 2 ’ ,2 ’ -azino-bis
(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium
(ABTS)を加え，405 nmの吸光度を測定した．

ファージELISA（ファージ抗体をモノクローナル抗

体やポリクローナル抗体の代わりに使用したELISA）
後，それぞれ陽性の大腸菌クローンからプラスミドベク

ターを抽出し，大腸菌宿主HB2151に導入した．この大

腸菌を用いて抗体分子を産生させるとファージ部分が

除かれた scFv 抗体の状態で産生される．大腸菌の形質

転換後，それぞれのクローンはマイクロプレート（2×
YT 400 μl/well，１M IPTG および ampicillin 50
mg/l）30℃で培養した．形質転換された大腸菌のペリプ

ラズム画分よりscFv抗体を抽出し，2%スキムミルクと

混合し1時間放置後，Cry j 1，Cry j 2，BSAが塗布さ

れているマイクロプレートに添加した．1時間の放置後，

マイクロプレートはPBS-T で洗浄し，HRP 標識抗E
Tagモノクローナル抗体（アマシャム）を添加し1時間



遺伝子工学を用いたスギ花粉アレルゲンに関する研究 17
__________________________________________________________________________________________________________

放置後，3回PBSで洗浄，ABTS溶液を添加し，405 nm
の吸光度を測定した．

3-5 scFv抗体産生クローンの塩基配列の決定

それぞれのクローンの塩基配列の決定はダイターミ

ネーター法に基づき行い，ABI PRISM® 310 Genetic
Analyzer (アプライドバイオシステムズ) を用いて，

pCANTAB5-R1，pCANTAB5-R2，pCANTAB5-S3，
pCANTAB5-Sプライマー（アマシャム）を使用して決

定した．シークエンス反応試薬はBigDye Terminator
Cycle Sequencing Kit v3.1（アプライドバイオシステム

ズ）を使用した．塩基配列およびアミノ酸配列の解析に

は，遺伝子情報処理ソフトウェアGENETYX Ver. 10(ゼ
ネ テ ィ ッ ク ス ) と IMGT デ ー タ ベ ー ス

(http://imgt.cines.fr/)を用いて行った．

3-6 scFv抗体の発現ベクターの構築

Cry j 1 およびCry j 2にそれぞれ特異的な scFv 抗体

の遺伝子と，6 × His Tag 配列が連結した発現ベクタ

ーを作製するために，Cry j 1およびCry j 2特異的scFv
抗体遺伝子(Cj1-56, -65, -67, -69, -73, and -84; および

Cj2-54, -80, -90, and -103) がそれぞれ組み込まれてい

る pCANTAB5E ベクターを鋳型DNA として，6 ×

His Tagの配列を含んだプライマーを用いてPCR 増幅

した．使用した上流のプライマー配列は 5’

-CAACGTGAAAAAATTATTATTCGC-3’ であり，下

流のプライマーは，

5’-AgcggccgcttaGTGGTGGTGGTGGTGGTGCCGT
TTTATTTCCAGCTTGGTCCCCCC-3’Cj1-56, Cj2-90
およびCj2-103用，

5’ - AgcggccgcttaGTGGTGGTGGTGGTGGTGCCG
TTTGATTTCCAGCTTGGTGCCTCC-3 ’ Cj1-65,
Cj1-73 および Cj2-54用，

5’-AgcggccgcttaGTGGTGGTGGTGGTGGTGCCGT
TTCAGCTCCAGCTTGGTCCCAGC-3’Cj1-67 およ

び Cj1-84用，

5’-AgcggccgcttaGTGGTGGTGGTGGTGGTGCCGT
TTTATTTCCAACTTTGTCCCCCC -3’ Cj1-69 およ

び Cj2-80用を用いてPCRを行った． ここで，下線大

文字，下線小文字，小文字はそれぞれ ヒスチジン残基，

終止コドン，NotIサイトをそれぞれ示す．DNAポリメ

ラーゼは Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(Finezymes)を使用した．PCR 産物と発現ベクター

pET20b(+)は制限酵素サイト NcoI と NotIで切断し，

pET20b(+)のマルチクローニングサイト をPCR産物に

置き換えた．抗Cry j 1 scFv::His6 または 抗Cry j 2

scFv::His6 領域の NcoI と NotI サイト を用いて

pET20b(+)へサブクローニングした10個のベクターは，

pET20Cj1-56, -65, -67, -69, -73, -84, お よ び

pET20Cj2-54, -80, -90, -103とそれぞれ命名した．これ

ら発現ベクターは，抗体産生のため大腸菌宿主BL21
(DE3) へ導入した．

3-7 scFv抗体の産生・精製

大スケールの scFv 抗体の産生と精製のため，形質転

換した大腸菌を 500 ml の 2×YT 培地（ampicilin 50
mg/l）で30℃ で12 ～ 16 時間，好気的に培養した．

培養後，遠心を行うことで菌体をペレット状にした後，

12 ml の PBSで懸濁した．大腸菌のペリプラズム画分

からの抽出は Skerra and Plückthun64)の方法を改良し

て実施した．遠心後，各上清はNi2+-NTAopen column
に添加し，洗浄バッファー (20 mM Tris-HCl, 0.5 M
NaCl, 20 mM imidazole, pH 7.4)で洗浄し，溶出バッフ

ァ ー (20 mM Tris-HCl, 0.5 M NaCl, 500 mM
imidazole, pH 7.4)で溶出し，size-exclusion クロマトグ

ラフィーを Superdex 200 HR 10/30 カラム (GE
Healthcare Bio-sciences) HEPES buffer (10 mM
HEPES, 150 mM NaCl, 3.4 mM EDTA, 0.005%
surfactant P20, pH 7.4), 0.5 ml min-1 流速の条件で実

施して精製した． 各scFv抗体の分子量の決定は，マー

カープロテイン(Sigma)を使用した．

3-8 SDS‐PAGEによる確認

精製したそれぞれのscFv抗体は15 μl の Tris-SDS
buffer (第一化学)で溶解した後，5分間 95℃ で熱変性

させた後， SDS-PAGEを行った．タンパク質の定量は

ローリー法を用いた．タンパク質濃度は，ウシ血清アル

ブミンを標準物質として作成した検量線を用いて算出

した．ゲル中における抗体の移動の確認はPrestained
broad-range SDS-PAGE standards (バイオラッド) と

Protein markers (New England Biolabs)をマーカーと

して使用することで確認した．

3-9 ELISAを用いたscFv抗体の評価

Cry j 1およびCry j 2に特異的な scFv 抗体の特徴づ

けのために，その他の抗原に対する親和性を試験した．

また，コントロールとして市販されている抗Cry j 1モ

ノクローナル抗体(Cj1mAb13, Cj1mAb26) と 抗Cry j
2モノクローナル抗体 (Cj2mAb27) (生化学工業)を使用

した．モノクローナル抗体の価数はscFv抗体の2倍で

あるため，抗体の使用濃度を，scFv抗体は33.3nM，モ

ノクローナル抗体は16.7nMで使用した．マイクロプレ
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ートの各ウェルに，1 μg の マウスの免疫に使用した

Purified Sugi Basic Protein (Cry)，Cry j 1，Cry j 2，ヒ

ノキ花粉抽出物(コスモバイオ)，マツ花粉抽出物(Greer
Laboratories) をそれぞれ塗布し，4℃で 一昼夜静置し

た．1% スキムミルクで 1 時間のブロッキングの後，

精製を行った各 scFv 抗体を各ウェルに添加した．1時

間の室温における静置の後，抗6 × His Tagモノクロ

ーナル抗体 をscFv抗体のウェルに添加し， PBS-Tで

洗浄後，100 ng/mlのHRP標識抗マウスIgGモノクロ

ーナル抗体を添加しマイクロプレートを1時間室温でイ

ンキュベートした．各ウェルを洗浄後，ABTS溶液を添

加し405 nmの吸光度を測定した．

3-10 表面プラズモン共鳴(SPR)を用いたscFv抗

体の評価

抗体のカイネティクス解析のために，BIAcore X (ビア

コア) を用いて，25℃の条件下， HEPES-buffered
saline (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3.4 mM EDTA,
0.005% surfactant P20, pH 7.4)を緩衝液として測定を

実施した．CM-5 センサーチップ(ビアコア)を標準的な

スタンダードアミンカップリング法で活性化させ，7分

間 0.05 M N-hydroxysuccinimide (NHS) と 0.2 M
N-ethyl-N’-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimideの
混合液でチップ上を活性化し，10 μgのCry j 1 または

Cry j 2 タンパク質を10 mM acetate buffer (pH 4.0)に
それぞれ溶解させて，センサーチップ上へ固定化した．

過 剰 な 活 性 化 NHS は 1 M ethanolamine
hydrochloride で不活性化をした．固定化の結果，約

1,000 resonance units (RU) の固定化にそれぞれ成功

した．scFv抗体の結合後のチップ再生は，10 μlの100
mM glycine-HCl buffer を用いて20～30回行った．結

合速度および解離速度の算出は BIAevaluation 2.1
software (Biosensor)を用いて行った．また，解離定数

(Kd)は次のように算出した； Kd = 解離速度定数(koff) /
結合速度定数 (kon).
抗Cry j 1 scFv抗体および抗Cry j 2 scFv抗体のエピ

トープ認識特性を定性的に比較するために，BIAcore X
を用いて実施した．実験方法は，各抗体のペアを作り，

一方の抗体を約１μM，もう一方の抗体を約１μM，両方

を混合した抗体をそれぞれインジェクションする 65)こ

とで，センサーチップ上のCry j 1またはCry j 2に結合

する量（RU）を測定した．

4 結果

4-1 ライブラリーの構築

3 回目のPurified Sugi Basic Protein の注射後の 38

日目にマウスより部分採血し，抗体価の上昇を確認した

ところ，免疫した3匹のマウスすべてにおいて初回感作

日と比較して103倍以上の抗体価の上昇が確認できたた

め，4回目の注射の3日後に脾臓を摘出し totalRNAを

抽出した．totalRNA より cDNA を合成した後，PCR
によってVH と VL をコードしている遺伝子を増幅し

た．増幅した遺伝子はフレキシブルリンカーで連結した

後に，pCANTAB5E へクローニングした．作製したプ

ラスミドベクターを用いた大腸菌の形質転換の結果，

108 以上のライブラリーを作成することができた．90%
以上のクローンは適正のサイズ（約750 bp）のscFv抗

体遺伝子を保有していることがPCRスクリーニングに

よって示された（データ示さず）．

4-2 ファージ抗体の選抜と特徴づけ

Cry j 1およびCry j 2に結合するファージ抗体（コー

トタンパク質のg3p に scFv 抗体を提示したM13ファ

ージ）をライブラリーより単離するため，形質転換した

大腸菌よりファージ抗体を産生させ，精製されたCry j 1
またはCry j 2を固相化したマイクロプレート上で選抜

した．最初に，4.0×1012 plaque-forming units (pfu) の

ファージ抗体からそれぞれの抗原に結合するクローン

を選抜した．最初の選抜の結果，Cry j 1およびCry j 2
に結合するファージ抗体を893および1,103 pfuそれぞ

れ選抜した．1回目に選抜したファージ抗体を増幅し2
回目の選抜を行ったところ，Cry j 1およびCry j 2 に特

異的なファージ抗体が80万および60万倍にそれぞれ濃

縮された．最終のスクリーニングでは，さらに濃縮され，

合計3回のスクリーニングによってCry j 1およびCry j
2に特異的なファージ抗体は１回目のスクリーニング後

と比較して190万および90万倍にそれぞれ濃縮された．

“over-selection” 66)を避けるため，96クローンをそれ

ぞれのスクリーニングの回数ごとにでランダムに選抜

し，ファージELISA（ファージ抗体をモノクローナル

抗体やポリクローナル抗体の代わりに使用したELISA）
で確認した．選抜の結果，Cry j 1およびCry j 2に結合

する86および105のファージ抗体のクローンをそれぞ

れ得ることができた．対照として，スクリーニングをか

けていないライブラリーを用いてファージELISAを実

施した結果，Cry j 1およびCry j 2に対する反応は見ら

れなかった．本結果はCry j 1およびCry j 2に対する親

和性をもつファージ抗体を，作製したライブラリーより

アフィニティースクリーニングによって選抜したこと

を示した．

4-3 scFv抗体産生クローンの塩基配列

選抜したクローン（Cry j 1およびCry j 2に対する86
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および105クローン）の塩基配列を基にした特徴づけの

ために，それぞれのクローンの scFvコード領域の塩基

配列を決定した．その結果，Cry j 1およびCry j 2に特

異的クローンは37および39に集約され，それらはVH，

VL，リンカーの配列を有し，全てのクローンは可変領域

の塩基配列が固有で，VH の超可変領域3（CDR3-H）

の特徴で分類することができた．Table 1およびTable 2
はCDR3-Hの配列を基にした分類を示し，CDR3-Hの

決 定 は IMGT/V-QUEST program at the IMGT
database (http://imgt.cines.fr/)を利用して行った．抗

Cry j 1 scFv抗体はCDR3-Hのアミノ酸の長さに基づく

グループ分けの結果，大きく分けて4つのグループに分

類された．CDR3-H のアミノ酸の数が 15 個(Group1)
の抗Cry j 1 scFv抗体は配列を基にさらに9のサブグル

ープに分類された．同様に，CDR3-Hのアミノ酸の数が

13個(Group2)および9個(Group3)のグループは，アミ

ノ酸配列を基にそれぞれ2つおよび4つのサブグループ

に分類された(Table 1)．抗Cry j 1 scFv抗体と同様に抗

Cry j 2 scFv抗体はCDR3-Hのアミノ酸の長さに基づく

グループ分けの結果，大きく分けて4つのグループに分

類された．大部分の抗 Cry j 2 scFv 抗体クローンは

CDR3-Hのアミノ酸の数が14個(Group1)および12個

(Group3)のグループに分類された．配列の種類は前者が

3に対して後者は12であった(Table 2)．

4-4 scFv抗体を用いたELISA

ファージELISA によって選抜したクローンの scFv
抗体の親和性を確認するため，ファージ本体から scFv
抗体を切り離した状態でELISAを行った．Table 1，2
で示したクローンからプラスミドベクターを抽出し，大

腸菌宿主HB2151に導入しファージ部分が無いscFv抗
体を産生させた．それぞれの scFv抗体を準備し，マイ

クロプレートにCry j 1 およびCry j 2 を固相化させて

ELISAを行った．Table1，2に示すとおり，scFv 抗体

を用いたELISAによる親和性は，それぞれのクローン

によって異なり，ファージELISAの結果とも異なった．

Table 2. 抗Cry j 2 scFv抗体のCDR3-Hのアミノ酸

配列による特徴づけ

39クローンはCDR3-H領域のアミノ酸配列とその長さによって，4

つのグループと17のサブグループにそれぞれ分類された．同じアミ

ノ酸配列はダッシュ（―）で示した．ファージが提示しているscFv

抗体とscFv抗体単独の精製Cry j 2に対する親和性は＋から+++++

の記号で弱いものから強いものを示した．更なる解析はアスタリス

ク（＊）で示したクローンで実施した．

37クローンはCDR3-H領域のアミノ酸配列とその長さによって，4つのグルー

プと16のサブグループにそれぞれ分類された．同じアミノ酸配列はダッシュ

（―）で示した．ファージが提示しているscFv抗体とscFv抗体単独の精製

Cry j 1に対する親和性は＋から+++++の記号で弱いものから強いものを示し

た．更なる解析はアスタリスク（＊）で示したクローンで実施した．

Table 1. 抗Cry j 1 scFv抗体のCDR3-Hのアミノ酸

配列による特徴づけ

 
Cj1-2    +++ ++++
Cj1-3    + +
Cj1-4    ++ +
Cj1-6   ++++ ++
Cj1-63   + ++++
Cj1-67*  ++ +++++

1-2 Cj1-27   T-------------- + +
Cj1-10  ++ ++++
Cj1-51   ++++ ++++
Cj1-68  ++ ++++

1-4 Cj1-31  -------S------- + ++++
Cj1-17  + +++
Cj1-47  + +++
Cj1-49  + ++++

1-6 Cj1-70  -----N-----G--- ++++ ++++
1-7 Cj1-5    -------K---GL-- + ++

Cj1-29  + +
Cj1-30  + +
Cj1-69* + ++++

1-9 Cj1-65*  --GYGSRYGD----F + ++++
2-1 Cj1-84* ARRDMIATDAMDY ++ ++++
2-2 Cj1-50  ------------F ++ ++++

Cj1-19  + +++
Cj1-22  +++ ++++
Cj1-25  + +
Cj1-46  ++ ++++
Cj1-52  + +++
Cj1-53   +++ ++++
Cj1-54  + ++
Cj1-55  +++ ++++
Cj1-56*  + ++++
Cj1-79  ++ ++++

3-2 Cj1-83  -----A-T- ++ ++++
3-3 Cj1-13  ----S---- + +
3-4 Cj1-78  ----Y---- + ++++

Cj1-16  + +
Cj1-73*  + ++++4

Group

1

2

3

Clone

ARDGNFAY

--GGLRLQTG----- 

CDR3 seqence

ARPLYGSRYYYAMDY

-----------G---

NAGGNSFAY 

ELISAPhage
ELISA

T----------G--- 

Subgroup

1-1

1-3

1-5

1-8

3-1

4-1

 
Cj2-24 + ++
Cj2-42  ++ ++++
Cj2-46 + +
Cj2-47  + +++
Cj2-59 ++++ ++++
Cj2-61 +++++ ++++
Cj2-48      + ++++
Cj2-75  + +++
Cj2-76 ++ +++
Cj2-77 +++ ++++
Cj2-80* + ++++
Cj2-92 + ++++

1-3 Cj2-40  --DY-STYGWYF-V + +
2 2-1 Cj2-33  ARNHGYDGTWFAY + +

Cj2-64                  ARSGGHDYFFDY     +++++ ++++
Cj2-88 + +

3-2 Cj2-85  -----R--Y---  + +++
Cj2-43  ++ ++++
Cj2-44  +++ ++++
Cj2-63                                          +++++ ++++
Cj2-65 +++++ ++++
Cj2-66 +++++ ++++
Cj2-101  +++ ++++
Cj2-103*    ++ +++++

3-4 Cj2-87  ----D---YL-- +++ ++++
3-5 Cj2-30                 ----A---Y--- + ++++

Cj2-10  ++++ ++++
Cj2-50 + ++++
Cj2-67   ++++++ ++++

3-7 Cj2-68 -K------Y--- + +++
Cj2-9       ++++ ++++
Cj2-84  +++ ++++
Cj2-54*   +++++ ++++
Cj2-71  ++ ++++
Cj2-52   +++++ +
Cj2-74  + +++

3-11 Cj2-105  ---NNR--V--- + ++++
3-12 Cj2-90*  ---NYK-S--E- + ++++

4 4-1 Cj2-51  AGGAY   + +

3-6

3-8

3-9

3-10

1-1

1-2

3-1

3-3

Subgroup

---N-Y-TW-A-

---N-Y-TR-A-

ARHEGNMVTDAMDY  

-----------L--  

Phage
ELISA

----D---Y--- 

----A---Y-E- 

-K---R--Y---

CDR3 seqenceClone ELISAGroup

1

3
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scFv抗体を用いたELISAの場合，ファージ抗体を用い

た場合と比較して49クローンの吸光度は高くなり，17
クローンは同じ，10クローンは低くなった．

4-5 scFv抗体の精製と特徴づけ

6 つの抗Cry j 1 scFv 抗体(Cj1-56, -65, -67, -69, -73 ,
-84)と4つの抗Cry j 2 scFv抗体(Cj2-54, -80, -90, -103)
を任意に選抜した．それらはファージELISA，ELISA
による評価で高い親和性を示し，CDR3-Hのアミノ酸配

列が異なるクローンである．効率的にscFv 抗体を産生

するために，発現ベクターを pCANTAB5E から

pET20b(+)へ変換し，6 × His Tagを付加させた．6 ×

His Tag を付加した scFv 抗体はそれぞれのプラスミド

ベクターで形質転換した大腸菌BL21(DE3)株で産生さ

せ，抗体はアフィニティークロマトグラフィーと

size-exclusion クロマトグラフィーで精製した．Fig. 1
に示すように，精製した抗体のサイズを確認し，塩基配

列から推定した分子量と矛盾がないことを確認した．

精製したscFv 抗体の親和性を比較するため，マウス

の免疫に使用したCry j 1とCry j 2を含むスギ花粉アレ

ルゲン（Cry）と精製されたCry j 1，Cry j 2，ヒノキ花

粉抽出物，マツ花粉抽出物，BSA，対照の抗体として

Cry j 1およびCry j 2に対する市販のモノクローナル抗

体（Cj1mAb13,Cj1mAb26,Cj2mAb27）を用いたELISA
を行った．抗Cry j 1 scFv抗体の場合，すべてのクロー

ンはCry j 1とCryに結合した(Fig. 2A)．モノクローナ

ル抗体とscFv抗体の価数をそろえ，精製されたCry j 1

およびCry j 2に対する親和性（吸光度）を比較した結

果，5つの抗Cry j 1 scFv抗体(Cj1-65, -67, -69, -73 , -84)
の親和性は，Cj1mAb26 よりも高く，Cj1mAb13 と同

等の値を示した．一方，抗Cry j 1 scFv 抗体のCry j 2
に対する交差反応はCj1mAb13, 26よりも有意に低かっ

た．抗Cry j 2 scFv抗体の場合，すべての精製した抗体

はCry j 2と結合し，Cj2mAb27と同等の値を示した．

抗Cry j 2 scFv 抗体の Cry j 1 に対する交差反応は，

Cj2-80，-90，-103がCj2mAb27と比べて有意に低かっ

た(Fig. 2B)．上記に示した抗原に対する親和性に加え，

全 scFv 抗体の BSA に対する非特異的な結合は

Cj1mAb13，Cj1mAb26，Cj2mAb27と比較して有意に

低かった．これらの結果は，得られたscFv 抗体が購入

した抗体よりも目的の抗原以外のタンパク質に対する

交差反応が低いことを示した．

4-6 SPRを用いたscFv抗体のCry j 1およびCry

j 2に対する親和性等の測定

SPRを用いてCry j 1およびCry j 2に対するscFv抗
体の親和性を評価した．結合速度定数(kon)および解離速

度定数(koff)を決定し，解離定数(Kd)をそれぞれの抗体に

ついて算出した．kon は１Mの溶液の存在下で1秒間に

形成される複合体の数を表す．koff は1秒間に解離する

複合体の割合を示す．Kdは結合の強さを示す．抗Cry j
1 scFv抗体に関して，kon と koff の範囲はそれぞれ3.35
×104 ～ 2.03×105 (M-1s-1) と 7.08×10-4 ～ 8.37×
10-3 (s-1)の範囲であり，Kd に関しては 4.84×10-9 ～

1.62×10-7 M であった(Table 3)．抗Cry j 1scFv抗体の

kon の値はCjmAb13と比較して102 ～103 倍低い値を

示した．Cj1-84は単離した抗Cry j 1 scFv抗体の間で最

も高いKdを示した．

抗Cry j 2 scFv抗体の場合，kon と koffは5.67×103 ～

6.74×104 (M-1s-1) と1.13×10-3 ～ 1.72×10-2 (s-1)をそ

れぞれ示し，Kd は1.11×10-7 ～ 4.21×10-7 M を示し

た(Table 3)．Cry j 2に対する抗Cry j 2 scFv抗体のkon

は0.82 ～ 10倍Cj2mAb27よりも高い値を示した．抗

Cry j 2 scFv抗体のkoff はCj2mAb27と比較して10 ～

102 倍低い値を示した．

Table 3. 精製したscFv抗体の結合特性

1    2    3   4   5
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27.0
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42.7

20.0

55.6

kDa

27.0
34.6
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55.6

1  2   3  4   5   6   7 1    2    3   4   5
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42.7

20.0

55.6

kDa

27.0
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55.6

1  2   3  4   5   6   7

A B
Fig. 1. 精製scFv抗体のSDS-PAGE

A: 抗Cry j 1 scFv抗体のSDS-PAGE． レーン 1: 分子量マーカー; レ

ーン2 ～ 7: Cj1-56，Cj1-65，Cj1-67，Cj1-69，Cj1-73，Cj1-84． B:

抗Cry j 2 scFv抗体のSDS-PAGE． レーン 1: 分子量マーカー; レー

ン 2 ～ 5: Cj2-54，Cj2-80，Cj2-90，Cj2-103．

Antibody k on (M
-1s-1) k off (s

-1) K d (M)
Cj1-56 1.12 × 105 1.67 × 10-3 1.49 × 10-8

Cj1-65 6.72 × 104 1.39 × 10-3 2.07 × 10-8

Cj1-67 2.03 × 105 1.31 × 10-3 6.46 × 10-9

Cj1-69 3.35 × 104 9.01 × 10-4 2.69 × 10-8

Cj1-84 1.46 × 105 7.08 × 10-4 4.84 × 10-9

Cj1-73 5.16 × 104 8.37 × 10-3 1.62 × 10-7

Cj1mAb13 4.06 × 107 2.04 × 10-1 5.02 × 10-9

Cj1mAb26 4.51 × 105 1.41 × 10-1 3.12 × 10-7

Cj2-54 6.74 × 104 1.72 × 10-2 2.55 × 10-7

Cj2-80 5.67 × 103 1.13 × 10-3 1.99 × 10-7

Cj2-90 9.86 × 103 4.15 × 10-3 4.21 × 10-7

Cj2-103 3.94 × 104 4.39 × 10-3 1.11 × 10-7

Cj2mAbT27 6.93 × 103 2.19 × 10-4 3.16 × 10-8
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4-7 SPRを用いたscFv抗体のエピトープ認識に

よる分類

Cry j 1 およびCry j 2に特異的なscFv 抗体のエピト

ープ認識による分類を2つのscFv抗体をチップ上で飽

和させる方法で実施した．scFv抗体の混合物のインジェ

クションにより増加したRUの値は，ペアのそれぞれの

RUの値と比較して，増加をした場合は，ペアの抗体は

異なるエピトープを認識すると仮定した（Fig．3）．す

なわち，RUの値が増加しない場合は，ペアの抗体は同

じエピトープを認識する，または，近くのエピトープを

認識すると仮定した（Fig. 4）．
Table 4はSPRによるペアワイズインタラクションの

解析結果を示す．抗Cry j 1 scFv抗体の場合，互いに阻

害をしているペアはCj1-65，Cj1-67 と Cj1-73，Cj1-84
(Tableの灰色の背景で示したペア)で観察された．他の

ペアの結果は，それぞれの値の合計値とほぼ一致してい

ることから，これらの抗体は抗原に対して互いに阻害し

ないことを示している．一方，抗Cry j 2 scFv抗体のエ

ピトープ認識は1つのエピトープを認識する，または，

近辺のエピトープを認識すると考えられ，Fig. 5に示す

とおり，6つの抗Cry j 1 scFv抗体は異なるエピトープ

を認識する4つの独立したグループに分類された．一方，

4つの抗Cry j 2 scFv抗体は1つのグループになった．

結合速度定数 (kon) と 解離速度定数 (koff) は BIAevaluation 2.1

softwareを用いて決定した．解離定数(Kd) は以下の方程式で算出し

た: Kd = koff / kon．

Fig. 3. SPRを用いたscFv抗体のエピトープ認識

による分類

ペアのscFv抗体が異なるエピトープを認識する場合を示す．Cj1-56

を約１Mインジェクション（①）し，飽和状態であることを確認する

ために2倍量のCj1-56をインジェクション（②）した．次にCj1-65

を約１Mインジェクション（③）し，飽和状態であることを確認する

ために2倍量のCj1-65をインジェクション（④）した．次にCj1-56

とCj1-65を各約１Mずつ混合しインジェクション（⑤）した．⑤の

インジェクションによるRU値は，Cj1-56とCj1-65のそれぞれのRU

値（①，③）よりも高い値を示すことから，Cj1-56とCj1-65は異な

るエピトープを認識すると仮定した．

Fig. 2. 精製scFv抗体のELISA

マイクロプレートは1 μgのスギ花粉抽出物（Cry），Cry j 1，Cry j 2，ヒノキ花粉抽出物(Cha)，マツ花粉抽出物，BSAでそれぞれ固相化した．精製scFv

抗体を各ウェルに投入・インキュベーション後，材料・方法に示したとおりに親和性を測定した．A：精製抗Cry j 1 scFv抗体の結果． B：精製抗Cry j

2 scFv抗体の結果． X軸の左側はCry j 1(A)またはCry j 2（B）と対応し，右軸はその他のものと対応する．*はCj1mAb13 (A) またはCj2mAbT27 (B)

とStudent’s t-testでp<0.05の有意差があるものを示す．

A

0

0.5

1

1.5

2

Cj1mAb13 Cj1mAb26 Cj1-56 Cj1-65 Cj1-67 Cj1-69 Cj1-73 Cj1-84

A
bs

or
ba

nc
e 

(4
05

 n
m

)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

Cry
Cryj1
Cryj2
Cha
Pine
BSA

B

0

0.5

1

1.5

2

Cj2mAbT27 Cj2-54 Cj2-80 Cj2-90 Cj2-103

A
bs

or
ba

nc
e 

(4
05

 n
m

)

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

Cry
Cryj2
Cryj1
Cha
Pine
BSA

＊ ＊
＊ ＊

＊
＊

＊

＊ ＊ ＊
＊

＊

＊

＊

＊ ＊ ＊ ＊ ＊

 

-50

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

-100 -40 20 80 140 200 260 320 380 440 500 560 620 680 740 800

① 

③ 

⑤ 

② 

④ 

時間(s) 

RU 



22 静岡県農林技術研究所 特別報告：第 3 号
__________________________________________________________________________________________________________

5 考察

抗体は微生物や他の外来物質の接種による反応であ

る免疫システムによって産生される．モノクローナル抗

体の作製技術においては，無限増殖が可能な腫瘍細胞が

抗体を産生する動物細胞と融合される．この融合の結果

はハイブリドーマとよばれ，抗体を継続的に産生する．

ハイブリドーマにより生産された抗体は高価なため応

用先に限りがある．ファージディスプレイ法はハイブリ

ドーマを使用しない安価な抗体の生産方法である．動物

細胞の培養は不要であり，scFvやFabといった抗体を

大腸菌によって産生する．

スギ花粉アレルゲンに対する市販の抗体はハイブリ

ドーマによって生産されている．これら抗体は研究用試

薬として利用されるが，比較的高価（200円以上/μg）な

ことからその応用先に限りがある．スギ花粉アレルゲン

に対する抗体が安価・大量に作製することが可能ならば，

多くの他の方法に利用が可能になる．例えば，林木育種

分野において，アレルゲンの少ないスギ精英樹を選抜す

る際に，安い抗体を利用したスクリーニング法は効果的

であろう．

本研究において，2つの主要スギ花粉アレルゲン（Cry

Table 4. SPRを用いたscFv 抗体のエピトープ認識に

よる分類

結果は抗Cry j 1および抗Cry j 2 scFv抗体の対応する抗原の相互

作用によるペアワイズインタラクション解析によるresonance

units (RU)の値で示した．Cry j 1またはCry j 2がコートされて

いる表面へ結合するscFv抗体の値をマトリクス上部の行に示す．競

合させたscFv抗体の値をマトリクスに示した．阻害，非阻害の相互

作用は灰色と白色の背景でそれぞれ示した．

Fig. 4. SPRを用いたscFv抗体のエピトープ認識による

分類

ペアのscFv抗体が同じエピトープを認識または重複して認識する場合を

示す．Cj1-54を約１Mインジェクション（①）し，飽和状態であることを

確認するために2倍量のCj1-54をインジェクション（②）した．次にCj1-80

を約１Mインジェクション（③）し，飽和状態であることを確認するため

に2倍量のCj1-80をインジェクション（④）した．次にCj1-54とCj1-80

を混合しインジェクション（⑤）した．⑤のインジェクションによるRU

値は，Cj1-80のRU値（③）よりも低い値を示すことから，Cj1-54とCj1-80

は同じエピトープまたは近くのエピトープを認識すると仮定した．

Fig. 5. SPRを用いたscFv抗体のエピトープ認識

による分類結果の模式図

Cry j 1(A)およびCry j 2(B)のエピトープの違いの模式図．円

の重複している部分はscFv抗体の競合している部分を示す．
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j 1およびCry j 2）に対するscFv抗体をファージディス

プレイ法で作製したことを初めて報告した．作製したラ

イブラリーは108 以上の独立したクローンを含み，他の

報告のライブラリーサイズと同程度であった．ライブラ

リーよりCry j 1またはCry j 2に結合するクローンのス

クリーニングとファージELISA，ELISA，塩基配列の

比較による選抜によって，抗Cry j 1 scFv抗体と抗Cry
j 2 scFv抗体を，それぞれ37クローンおよび39クロー

ンを選抜することができた．Table 1, 2に示したとおり，

ファージELISA とELISA の親和性は異なる結果とな

った．理由として，各抗体の立体構造の違いにより大腸

菌における産生効率が異なり，抗体の濃度が異なってい

たこと，2次抗体の親和性が異なること，ファージ部分

の有無による立体構造の違いによる親和性の変化など

が考えられた．最終的に6つと4つのCry j 1およびCry
j 2にそれぞれ特異的なscFv抗体を任意に選抜した．選

抜した抗Cry j 1 scFv抗体と抗Cry j 2 scFv抗体は，ス

ギ花粉抽出物およびCry j 1またはCry j 2に対して，市

販の抗体（Cj1mAb13, Cj1mAb26, Cj2mAb27）と同様

の特異性を示した．一方，市販の抗体と比較して ，抗

Cry j 1 scFv 抗体はCry j 2 およびBSA に対して，抗

Cry j 2 scFv抗体はCry j 1およびBSAに対して交差反

応が有意に低い結果であった．ただし，選抜をした10
のscFv抗体のうちCj2-54のみCry j 1に対する交差反

応が市販の抗Cry j 2モノクローナル抗体と比較して有

意差が認められなかった（Fig. 2A, 2B）．本結果は，選

抜した10の抗体がCry j 1およびCry j 2にそれぞれ特

異性を示し，さらに9つの抗体は市販の抗体と比較して，

交差反応が有意に低かったことから，花粉アレルゲンに

対する特異性の高い抗体を生産する方法としての有用

性を示した．

大きな結合速度定数 (kon) と小さな解離速度定数

(koff) は抗体の抗原に対する早い結合と遅い解離をそれ

ぞれ示す．解離定数 (Kd) はkon とkoff で計算すること

ができ，これは抗体が抗原に対する親和性の強さを示す

値として有用である．小さなKd は抗体が抗原に対して

強く結合することを示す．Table 3に示すように，抗Cry
j 1 scFv抗体のkonとkoffの値は購入した抗体よりも小さ

な値であった．加えて，Cj1-67 と Cj1-84 の Kd は

Cj1mAb13 と同程度であり，Cj1mAb26 よりも低い値

であった（Table 3）．この結果は，これらの2つのscFv
抗体は少なくともELISAを実施するにあたり，購入し

た抗体と同様に利用することが可能であるが，

Cj1mAb13とCj1mAb26よりもCry j 1に対して結合は

遅く，解離も遅いことを考慮した条件検討が必要である．

抗Cry j 2 scFv 抗体のkon は，Cj2mAb27より約10倍

高いクローンが存在しが，Cj2mAb27 よりも低いkoff

を有する抗体は無かった（Table 3）．抗Cry j 2 scFv抗

体はCj2mAb27と比較して，ELISAを実施するにあた

り，Cry j 2に対して結合は早く解離は遅いことを考慮し

た条件検討などが必要であることが示された．片倉らは

スクリーニングコンディションの違いは選抜される抗

体の結合・解離速度定数に対して大きな影響を持つと報

告 67)している．スクリーニング条件の変更により，本研

究で作製したライブラリーから異なる種類の抗体を単

離できる可能性がある．

抗体は 6 つの超可変領域を持っており，CDR1-H，

CDR2-H，CDR3-H，CDR1-L，CDR2-L，CDR3-Lと

命名されている 68-70)．これらの領域の活性構造は，

CDR3-Hの場合を除いて，カノニカル構造特異的に制限

されている．CDR3-HはV，D，Jドメインのリンカー

の役割をはたし，抗原認識に重要な役割をはたしている

という報告がある 71)．Table 1と2に示すように，獲得

したscFv抗体におけるCDR3-Hのアミノ酸配列の長さ

は合計8種類であり，長さによってエピトープ認識が異

なることが予想された．しかしながら，SPR を用いた

scFv抗体のエピトープ認識の結果は，Cry j 1およびCry
j 2のそれぞれ4つおよび1つのエピトープを認識して

いると示された（Table 4, Fig. 5）．本結果はCDR3-H
におけるアミノ酸配列の長さの違いによる分類は，必ず

しも認識するエピトープが異なることを示すものでは

ないことを示唆した．また，エピトープが重なっている

または近くと判断されたものについては，合成ペプチド

を用いた解析をすることで，詳細なエピトープ認識部位

を特定することが可能であると考えられた．

本研究において得られた抗体はCry j 1およびCry j 2
に対して特異性の高いものであり，これらの抗体は大腸

菌で産生させるためハイブリドーマ由来の抗体と比較

して簡便に調製できる．さらに，遺伝子情報が分かるた

め，変異を加えれば抗体の特性を改良することが可能で

あり，育種現場において安価な低アレルゲンスギ精英樹

の選抜システムを構築できる可能性が示唆された．
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1 要約

スギは通直性，材質に優れ，造林が容易で成長が早い

ため，造林の対象樹種として古くから植栽されてきた．

近年，その花粉に含まれるアレルゲンによってスギ花粉

症を引き起こすことが分かり，育種目標に生長，材質，

病害抵抗性などの有用形質に加え，花粉やアレルゲンの

少ない形質を併せ持つスギが加わるようになった．

花粉症対策においては，“花粉の少ないスギ品種”の

中から“アレルゲンも少ない品種”を選抜することが有

効 7)とされているが，今後，低アレルゲンスギを活用し

た育種を進める場合，それらで構成される採種園の造成

が想定されるため，低アレルゲンであることが交雑育種

による種子生産にどのような影響を与えるのか明らか

にする必要がある．5ヶ所のスギ採種園の外部花粉混入

率についてDNAマーカーを用いて調査した結果，35％
～66％とされている 45)ことから，花粉生産量の少ない低

アレルゲンスギの採種園では，外部花粉の影響はさらに

大きくなることが予想される．また，前述のとおり，交

配時に重要な役割を担うことが予想されるスギ花粉ア

レルゲンであるCry j 1とCry j 2については，これらを

コードする cDNA の塩基配列や酵素としての機能は明

らかにされてきたものの，その発現時期や様式について

詳細な解析がされていないことから，交雑時にどの場所

でアレルゲンが酵素として働き，どのような役割を担っ

ているのか不明である．また，アレルゲン定量に必要な

Cry j 1やCry j 2に対する抗体は開発されているものの，

育種現場においてアレルゲンを定量する試薬としては

大変高価であり，一部の育種研究で利用されているのみ

である．

そこで，本研究ではスギの交雑育種に関する基礎的知

見を得ることを目的として，Cry j 1およびCry j 2のプ

ロモーター領域の単離と，単離したCry j 1のプロモー

ター領域の解析を行うことで器官・時期特異的発現を確

認した．次に，育種現場で安価に使用できる汎用性の高

い抗体を得るため，ファージディスプレイ法を用いて

Cry j 1およびCry j 2に対する抗体の作製を実施すると

共に，得られた多数の抗体の性質を調べた．

即ち，第2 章に記載のとおり，スギ花粉で発現する

Cry j 1のプロモーター領域を，inverse-PCR 法により

totalDNAを鋳型にして単離した．単離したCry j 1プロ

モーター領域とレポーター遺伝子を連結したコンスト

ラクトを構築し，これを用いてタバコを形質転換するこ

とで，花粉の発達段階ごとに特徴的なβ - Ｄ

-glucuronidase(GUS)の発現特性を確認した．このプロ

モーター領域の 4 つのデリーション変異体を用いた

GUS 発現の組織化学的解析では，花粉粒の成熟段階に

よる発現の違いと223bp の5’非翻訳領域が，花粉管や

花粉における一時的・部分的な遺伝子発現に十分な領域

であることを示した．本章の結果は，スギのプロモータ

ー配列はタバコにおいて花粉に関連して発現すること

を示し，種を越えて組織特異的に機能することからCry
j 1 の生理的機能は植物の生殖において基本的かつ重要

な役割を担っていると推察された．GUS発現の器官特

異性の評価では，花粉飛散前の葯，花粉，花粉管におい

て発現が確認できたことより，Cry j 1は花粉成熟中に花

粉に蓄えられ，雌花における花粉管伸長時にも発現また

は機能していることが考えられた．このことによって，

低アレルゲンスギで構成される採種園では，低アレルゲ

ン花粉の花粉管の伸長能力がアレルゲンの多い花粉と

比較して弱くなることが予想され，外部花粉との競争で

劣勢になることが考えられた．

第3章に記載のとおり，抗体のスクリーニングの結果，

Cry j 1およびCry j 2にそれぞれ親和性を示す86 およ

び105のクローンを得ることができた．そのうち抗原に

対する親和性が高く，塩基配列が異なる抗体を任意に6
および4クローンそれぞれ選抜した．市販の抗体を比較

対照とし，産生・精製したscFv 抗体を用いて抗原特異

性を調べたところ，抗Cry j 1 scFv 抗体はCry j 2 に対

して交差反応が有意に低かった．一方，抗Cry j 2 scFv
抗体もCry j 1に対して交差反応が有意に低かった．表

面プラズモン共鳴を用いて抗Cry j 1 scFv抗体のkon お

よびkoff を測定したところ，市販の抗体と比べてkon は

約100倍，koff は約1000倍低い値を示した．すなわち，

市販の抗体と比較すると結合速度および解離速度が遅

いことを示した．一方，抗Cry j 2 scFv抗体は市販の抗

体と比べてkon は約10倍，koff は約10倍高い値を示し

た．すなわち，市販の抗体と比較すると結合速度および

解離速度が速いことを示した．例えば，アッセイの迅速

性が要求される凝集法にはkon が大きい抗体が，洗浄プ

ロセスがあるELISA にはkoff が小さい抗体が適してい

ることから，市販の抗体と比べて，単離したCry j 1に

対する抗体はELISA，Cry j 2に対する抗体は凝集法に

適していることが考えられた．

終 章
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本研究において得られた抗体はCry j 1およびCry j 2
に対して特異性の高いものであり，これらの抗体は大腸

菌で産生させるためハイブリドーマ由来の抗体と比較

して簡便に調製できる．さらに，遺伝子情報が分かるた

め，変異を加えれば抗体の特性を改良することが可能で

あり，育種現場において安価な低アレルゲンスギ精英樹

の選抜システムを構築できる可能性が示唆された．

2 今後の展望

花粉症対策として有効なスギの選抜方法は，雄花着花

性が比較的低いクローンの中からアレルゲンの少ない

スギを選抜することである．本研究によって解決された

ことも含め，アレルゲンの少ないスギの選抜における課

題・原因・対策について以下に示す．

①アレルゲン定量方法の標準化

・方法による抽出効率の違い

アレルゲン定量をする場合，雄花より花粉を収集し

抽出液中で攪拌することでアレルゲンを抽出させるが，

既往の研究は各々で抽出方法が異なる．これら方法に

は，抽出効率の差異，抽出時間の差異による活性の低

下など，不確定な要素があるため，抽出方法の標準化

をして一定条件におけるアレルゲン抽出物による相対

評価を進めることが効率的である．

・試薬による測定値の違い

一般的な定量方法として，モノクローナル抗体を用

いたELISA が考えられる．しかし，アレルゲンには

アミノ酸配列の一部が異なる分子種が存在し，使用す

る抗体によって各々のアレルゲンに対する反応性が異

なる理由から，反応性の悪いアレルゲンを多く有する

対象木では正確な定量を行うことができない．従って，

多様なアレルゲンに対して安定的に結合する抗体の開

発が必要である．そのためには，アレルゲンのエピト

ープの中で保存性の高い部分の特定と，それに対する

抗体の開発が必要である．本研究において単離した

scFv抗体の遺伝子情報を把握できるため，抗体の選別

や反応性等の機能改変を行うことが可能である．また，

幾つかの scFv 抗体を組み合わせて人工的にポリクロ

ーナル抗体を作製することも考えられる．特定のscFv
抗体を大量に産生させ，それらを混合しポリクローナ

ル抗体としてサンドイッチELISA の系を構築し，多

様なアレルゲンに対しても定量ができるようにするこ

とも可能である．

抗体毎に解離速度や結合速度は異なるので，実験条

件によって測定値が変動する．既往の研究で使用され

ている抗体は様々であるため，多くのスギで比較をす

るならば測定に使用する抗体および実験条件を統一

する必要がある．また，コントロールとして使用する

アレルゲンは，使用する抗体によって反応性が異なる

ことから検量線の作成に注意が必要である．測定ミス

の防止のために，定量試験で少ない値を示したものは

DNA解析による推定アミノ酸配列の比較も有効であ

る．

・アレルゲン量の比較基準の違い

少花粉系統の選抜に利用されてきた基準は着花指数

である．着花指数とは，雄花の着生状態を目視により

評価し指数評価するものである 72)．一方，アレルゲン

量の評価に基準の設定はなく，花粉重量や花粉一粒あ

たりなど様々である．花粉重量はクローン間に約1.9
倍の差異があることから，一定花粉重量よりも花粉1
個のアレルゲン量を評価することがより精度の高いア

レルゲン量とされている 4)．しかし，花粉一粒あたり

の評価は，雄花一つあたりに含まれる花粉粒数が異な

る可能性があり，着花指数と合わせて評価する場合に

は検討の余地が残されていると思われる．さらに，花

粉表面に散在する小粒体のオービクルスに含まれるア

レルゲンについては，花粉の採取過程で剥がれてしま

い失われている可能性も考えられる．本研究のCry j 1
プロモーターの解析では，葯内の花粉においてGUS
活性が検出され，花粉飛散後の葯では検出されなかっ

た．このことはスギにおいても花粉飛散後の雄花には

アレルゲンが残っていないことが考えられるため，花

粉飛散直前の雄花1つあたりのアレルゲン量を評価し，

アレルゲン量を着花指数と同様に指数評価（アレルゲ

ン指数）を行い，着花指数×アレルゲン指数で各クロ

ーンの総アレルゲン量を評価することがより精度の高

い方法と考えられる．アレルゲン指数は，着花指数と

同様，経年観察した上で決定する必要がある．

②アレルゲン定量方法の低コスト・簡略化

前述のとおり，定量方法はELISAが主流であり，

本法は抗体を用いた方法である．抗体は，ハイブリド

ーマ由来であるため，試薬として大変高価であり定量

実験の実施にはコストがかかる．一方，本研究におい

て作製したscFv抗体は組換えタンパク質として大腸

菌を用いて産生することができるので，ハイブリドー

マ由来の抗体と比較して安価である．

近年，ELISA と比較して簡便に評価できるイムノ

クロマト法が開発されている．イムノクロマト法は，

ニトロセルロースなどのメンブレンフィルター上で

抗原抗体反応を行うもので，反応時間は10～30分程

度である 73)．また，scFv 抗体を用いたイムノクロマ

ト法も開発されている 74)ことから，本研究で作製した

抗体を用いれば，より低コスト・簡便化を図ることが
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可能である．

③少アレルゲンスギで構成される採種園管理法

少アレルゲンスギの選抜は，雄花着花性が比較的

低いクローンの中からアレルゲンの少ないスギを選

抜することになるため，花粉生産量は通常のスギよ

り少ない．精英樹で構成される採種園において，外

部花粉の流入率が3割以上であった報告がある．し

たがって，少花粉系統で構成される採種園ではさら

に外部花粉の影響は大きくなると考えられる．本研

究のプロモーター解析により，花粉管伸長時にCry j
1が働くことが示唆されたことから，アレルゲン量が

少ないことにより，花粉管の伸長能力が低下するこ

とが考えられ，交配時の競争で劣勢になることも考

えられる．従って，交配袋や閉鎖系の採種園など外

部花粉の影響を少なくする対策が必要である．

その他，スギ花粉症対策として遺伝子組換えスギを用

いる方法がある．林木は永年性であり，生殖活動を開始

するまでの期間が極めて長く，従来の育種技術により人

間が望む新たな品種を作出することは非常に困難であ

るため，スギの有用形質を保持させたまま，単一の形質

を選択的に改変できる遺伝子組換え技術が注目されて

いる 75)．その手段の一つとしてRNAi 法があげられる

76)．本方法は目的形質の構造遺伝子断片の逆鎖RNAを

発現させることで，目的形質のRNAは翻訳が阻害され

個体の形質を変えることができる．Cry j 1を抑制するた

めに上述の方法を用いた場合，使用するプロモーターの

候補として，本研究で単離・解析したCry j 1プロモー

ターがCry j 1の発現時期，発現場所で転写を行うこと

ができると予測されるため，Cry j 1プロモーターを使用

することが効率的であると推察される．

ファージディスプレイ法は，培養細胞の継代や動物の

飼育をすることなく試験管内で大腸菌に抗体を産生さ

せることが可能であり，従来のハイブリドーマ法と比べ

て生産コストを抑えることがきる．抗体や酵素といった

バイオ素材をフィルターに応用する試みは，以前から研

究開発が行われてきたが，バイオテクノロジーの急速な

進歩によって，近年，実用化のレベルまで到達できるよ

うになり，抗体を工業製品に応用することも可能になっ

てきた 77)．例えば，ダイキン工業㈱では抗体を用いたバ

イオフィルターを搭載した空気清浄機を実用化販売し

ている．現在上市されている抗スギアレルゲン抗体の多

くは，他の多くの抗体と同様にハイブリドーマ法によっ

て生産されている．これらの抗体は主に診断・研究用試

薬として使用されているが，高価であることから他の用

途への応用に限界があるのが現状である．仮にスギアレ

ルゲン抗体を安価で大量生産することができれば，工業

製品の用途展開が期待できる．例えば，フィルターに抗

体を担持させれば，スギ花粉粒本体の捕捉だけではなく，

多くのマスクを通過することができる約430nmのオー

ビクルスに含まれるCry j 120)を捕捉・不活化することが

可能になるかもしれない．

本研究において，スギ花粉アレルゲン遺伝子のプロモ

ーター領域の単離と解析，スギ花粉アレルゲンに対する

組換え抗体の作製を行うことができた．これら試みはこ

れまでにないものであり，今後，単離されたプロモータ

ーや抗体が活用され，スギ花粉症の克服へ向けた対策が

進み，さらには林業の発展につながることを信じる．
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