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スギにおける花粉アレルゲンの遺伝的変異に関する研究
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要旨:現在日本におけるスキ花粉症の罷患率は 1 割を超えており，花粉症対策は本柱業における重要な課題のひと

つとなっている。これまでに雄花着花性の低い「花粉の少ないスギ品種」の選抜と利用が進められているが，ス

ギ花粉の主要アレノレゲ、ンで、ある Cryj 1 と Cryj 2 の花粉単位重量当たりの含量もまた，個体間で大きく異なるこ

とが報告されており，アレノレゲ、ン含量の少ないクローンを i割支して花粉対策に利用できる可能性がある。

スギは林業樹重であるため， -;(脳症対策品種に対しても林業において重要な成長特性明亘直性，材質が優れて

いることが求められる。従って，それらの特性に優れた精英樹の中からアレルゲ、ン含量の少ないクローンを選抜

することが望ましし L そこで東北，関東，関西，九州の 4 つの育種基本区の精英樹を調献す象として，すでに定

量法が確立されている Cry j1 含量の個体間変異を調査し乞その結果， Cryj1 含量はし、ずれの育種基本区の精

英樹においても 15--80 倍の顕著な個体間変異があることが明らかlこなった。また，同一採種圏内に植栽されてい

るクローンを用いて推定した Cηj 1 含量のクローン反復率は 0.796，複数の採種園に共通で植栽されているクロ

ーンを用いて推定したクローン反復率は 0.600 と高く， Cryj1 含量が強し、遺伝的支配下にあることを示した。従

って Cryj 1 含量の少なし、クローンを濁尺的 lこ利用することにより，花粉症を軽減できると考えられる。

一方，本研究で行っている Cryj 1 の定量法(モノクロナル抗体 J1BO l， J1B07 を用いたサンドウィッチ EUSA

制では Cry j1 が検出されないクローンが見出されたことから，これらのクローンはモノクローナル抗体との反

応性州島、Cryj 1 のアイソフォームを生産している可能性が示唆され九その場合，定量の精度に問題が生じる。

そこで定量法を改良するために，これらのアイソフォームのモノクローナル抗体との反応性およびアミノ酸配列

を調べ反応性に影響を与えているアミノ酸変異を明らかにした。さらに，これらのアミノ酸変異を特異的に検

出する CAPS(CleavedAmplifiedPolymorphicSequences) マーカーを開発して対立遺伝子頻度を推定し，各アイ

ソフォームの頻度を推定した。その結果に基づいて定量法を改良し， Cryj1 含量のクローン間変異を調べたとこ

ろ，約 13 倍のクローン間変異が見出された。改良前の方法で検出されたクローン間変異よりは小さかったものの，

十分に改良の効果が期待できる結果で、あった O また，もうひとつの主要アレルゲ、ンで、ある Cryj 2 についても定量

法の検討を進め，確立した方法 lこよって Cry j2 のクローン間変異を調べ九その結果，スギ在強中には Cryj1

と同程度の Cryj 2 が含まれており，約 12 倍のクローン間変異があることが明らかlこなった。従って Cryj 1 のみ

ならず Cryj 2 につしても改良を進めることにより，効果の高い才的症対策品種を育成できると考えられる。
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1.1 研究の背景

1.1.1 我が国におけるスギ花粉症問題と林木育種における花粉症対策

初めて花粉症に関する記述が公表されたのは， 1819 年のことである。イギリスの医師， Bostwick は枯草を集

める時期に端息や目の痔みといった症状が起きることから，この病気を枯草熱として報告した。この時点ではま

だ花粉が枯草熱の原因であることは分かっていなかったが，その後 1873 年に同じくイギリス人の医師， Blackley

がそれを実験的に証明した。現在でも欧米の牧草地の多い国々においてイネ科花粉症は深刻な問題となっており，

ヨーロッパにおいては花粉症の 20"'80% はイネ科の花粉によるものである。アメリカ合衆国においてもブタクサ

に次ぎイネ科花粉症の擢患率が高いことが報告されている。また，現在では様々な風媒花植物の花粉が花粉症を

引き起こすことが明らかになっており，ヨーロッパ北部ではカバノキ科やブナ科の林木による花粉症，また地中

海地方や南北アメリカでは栽培植物であるオリーブの花粉症が問題になっている。

現在，日本において最も深刻な花粉症はスギ花粉症である。スギ花粉症患者数は人口の 1 割以上にのぼり，都

市部における擢患率はそれ以上であるとも言われている。毎年 2 ， 3 月頃になるとニュースや天気予報で花粉飛

散情報が流れ，街のいたるところにマスクをした人が見られるのも，喜ばしくない風物詩のひとつになりつつあ

る。さらに患者数の増加だけではなく発症の低年齢化も懸念されており，スギ花粉症はまさに深刻な国民病と言

える。

スギ花粉症は， 1964 年に堀口と斎藤によって発見された。斎藤らはスギ並木で有名な日光市において 3 月か

ら 4 月にかけて，くしゃみ，水様性鼻漏過多，鼻閉などを主な症状とした季節性のアレルギー症状を呈する 21

症例を観察し，その原因がスギ花粉であることを明らかにした。草地の多い欧米においてイネ科花粉症が多いと

すれば，古くから最も多く造林樹種として用いられ，広い面積に植栽されてきたスギの花粉が花粉症を引き起こ

すことは理解に難くない。大部分の樹木が開花する 1'"'"'6 月に各地で飛散する花粉の数を調査したところ，北海

道，沖縄および日本海側の一部を除くほとんどの地域において，スギ花粉が半数以上を占めたことが報告されて

いる(長野ら， 1992) 。花粉飛散数は特に関東，東海地域で多く，この結果はスギ花粉症の擢患率における地域

特性と一致するものである(宇佐神ら， 1988 ，井上ら， 1988 ，中村ら， 1999)0

スギの利用の歴史は弥生時代にまで遡ると言われ，造林もまた長い歴史を持つが，現在のように森林面積の約

20% という広い面積を占めるようになったのは第二次世界大戦後のことであり，戦災地の復興需要もあって積極

的に造林が進められてきた結果である。スギの拡大造林は昭和 37 年 (1962 年)にピークを迎えるまで続き，そ

の後は造林対象地の減少や労働力の不足のために造林面積は減少した。現在，拡大造林期に植栽されたスギ林は

花を着け始める 20"'30 年生を過ぎて成熟し，ほとんどの個体が着花する樹齢に達している。従来のスギの伐期は

約 50 年であるため，伐期に達した木を伐採して苗木による再造林を行うというサイクルが順調に機能していれ

ば，花粉の生産量は一定レベルに留まり現在のように増加することはなかっただろう。しかし現在，安い外国産

木材の流入によるスギ材価格の低迷や山村の過疎化による労働力不足のため，伐期を迎えたスギ林においても伐

採が進まず放置されていることが多い。このような林業を取り巻く状況の悪化も，スギ花粉症患者の増加の一因

である。

スギ花粉症はスギ花粉飛散量の増加だけではなく，大気汚染の進行や食生活の欧米化など，様々な社会的背景



-6- 林木育種センター研究報告第 21 号

の変化の中で顕在化した文明病と言うことができる (Takenaka etal.1995 ，宮本昭正ら， 1998 ,Teradaetal.1999 ,

Fahyetal.1999 ，岡野， 2002) 。そのため医療のみならず食品産業，花粉を生活環境から排除することを目的と

した家庭用電化製品の開発や自動車の装備，あるいはリアルタイムに正確な花粉飛散情報を提供するための技術

開発など，多方面からその改善に向けた努力が進められている。しかしそれらはあくまでも対症療法であり，そ

の原因となる花粉を減らすという根本的な解決は林業においてしかなし得ず，それは時間を要するが最も効果的

な花粉症対策である。また，スギは長い間日本人に利用されてきた利用価値の高い樹種であり，施業や加工の技

術における蓄積も多いことから，すぐに他の樹種で代用できるものではない。また，昭和 31 年に発足した林木

育種事業で選抜されたスギ精英樹の成長や材質，病虫害抵抗性などの特性に関する情報が蓄積されつつあり，精

英樹を母材とする優良材の効率的な生産に向けて研究が進められている。林木の育種には長大な時聞がかかるた

め，スギの育種において蓄積されてきた技術，研究成果は非常に貴重なものである。これらを生かしてゆくため

にはスギ花粉症を軽減するための対策を講じることが必要であり，それは林業にとって現在最も重要な課題のひ

とつと言えるだろう。

これまでの研究において，年ごとの花粉飛散量と来院する患者数や花粉症患者の血清中のスギ花粉のアレルゲ

ン抽出液に対する IgE (ImmunoglobulinE) 量の聞に正の相関関係が認められており，空中花粉量が多いほど

花粉症が悪化することが明らかになっている (Okawa 2002 , Ozasa2002) 。したがって，スギによる花粉生産

量を減少させることによって花粉症を軽減できると考えられる。そこで花粉症対策の一環として，林野庁，林木

育種センター，都府県は連携して「花粉の少ないスギ品種」の選抜に取り組んできた。北海道育種基本区を除く

東北育種基本区，関東育種基本区，関西育種基本区，九州育種基本区の精英樹について雄花着花量を調査し，そ

の結果をもとにそれぞれ 11 ， 57 , 14 , 31 クローンを「花粉の少ないスギ品種J として公表し，現在それらの普

及を進めている。また，平らは雄性不稔のスギ個体を発見し，その遺伝性を調査するなど実用化に向けた研究を

行っている(平ら， 1993 , Tairaetal.1999)0 一方，林木は伐期に至るまでに長い年月がかかり，その間様々な

病虫害や環境の変化に耐えなくてはならないため，それぞれの林分が広い遺伝的多様性をもっていることが望ま

しい。また，地域によって適応する品種が異なるため品種の選択の可能性は大きい方が望ましく，多様な花粉症

対策品種が求められている。

1.1.2 スギ花粉アレルゲンに関する研究の現状

アレルギーの原因となる物質を総称してアレルゲン (allergen) と呼ぶ。スギ花粉の主要アレルゲンとしてこ

れまでに Cryj 1,Cryj2 の 2 種類のタンパク質が報告されており (Yasueda etal.1983 ,Sakaguchietal.1990) ,

それぞれの cDNA 塩基配列から全アミノ酸配列が決定されている (Taniai etal.1988 , Soneetal.1994 , Namba

etal. 1994) 。さらにそのアミノ酸配列からそれぞれの機能が pectate lyase , polygaracuturonase であること

が推定され，単離した Cry j1 , Cryj2 を用いた in vitro の実験により実際にその活性を持つことが確認されて

いる (Taniguchi etal.1995 , Ohtsukietal.1995) 。切断様式は異なるがし、ずれもペクチン分解酵素であること

から，花粉管が伸長する際に匪珠の細胞壁中のペクチンを分解し，伸長を助ける機能を持っと推定されている。

Yamadaetal. (2003) は Cry j1 のプロモーターを単離し，プロモーターとレポーター遺伝子を連結させたコン

ストラクトをタバコに導入して発現の時期や特異性を調べた結果，開蔚前の蔚や成熟花粉だけでなく，伸長する

花粉管においても発現が確認されたことを報告している。また， polygalacturonase は他の植物においても成熟
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花粉や発芽花粉および伸長中の花粉管に存在すること (Mascarenhas ， 1990 , Pressey, 1991) ，または mRNA の

発現が確認されているほか (Brown etal.1990 , Torkietal.1999)，種子の発芽や実生の伸長，あるいはさやの

伸長において発現していることが報告されており (Kristen etal.1998 , Turkietal.1999) ，細胞壁のペクチン

を分解することによって細胞の伸長を助ける役割があると考えられている。従って Cry j2 の場合は，花粉管の

伸長そのものに関わっている可能性もある。

Miki-Hirosigeetal. (1994) は， 9 月に採取した発達中の蔚を観察し， Cryj1 は主に蔚中のタベータムや外

壁 (sexine と nexine) 花粉表面のオーピクルスに局在することを明らかにしている タベータムはオーピクル

スの分泌を介して外壁の構成成分や栄養分を供給する働きを持つことから，花粉表面に局在する Cry j1 は主に

タベータムで合成されたものだと考えられる。 2 月に採取された成熟花粉においては，さらに細胞質のゴ、ルジ体

や粗面小胞体にも Cryj1 が観察されている。また， Fukuietal. (2001) は発達後期の花粉および成熟花粉から

Cryj1 をコードする mRNA を検出していることから，花粉の発達後期には花粉内部でも Cry j1 が合成されて

いると考えられる。 Cryj1 は N結合型の糖鎖を持つ分泌型の糖タンパク質 (Sone etal.1994 , Hinoetal.1995)

であることから，花粉内部で合成された Cry j1 は花粉管伸長の際には細胞外へ分泌され，月杢珠の細胞壁中のペ

クチンを分解する機能を果たすのだろう。一方， Cryj2 は成熟花粉のアミロプラスト中のデンプン粒に局在する

ことが明らかになっているが(中村， 2000) ，合成される時期や器官については不明である。主に花粉表面に局

在する Cryj1 と比較して，細胞内部に局在する Cryj2 は鼻粘膜上で溶出しにくいように思われるが，ほとんど

の花粉症患者が Cry j1 と同様 Cry j2 にも感作されている(津谷ら， 1993 , Hashimotoetal.1995) 。また，カ

バノキ属の主要アレルゲン Bet v1 や牧草(ホソムギ， rye-grass) の主要アレルゲン Lol p5 も同様にデンプン

粒に局在し，これらは花粉が雨により破裂し空気中に放出されることによって，アレルゲンとして作用すると考

えられている (El・ Ghazaly etal.1996 , Knoxetal.1996)0

スギ花粉には Cryj1 と Cryj2 以外にもアレルゲνが存在する可能性も示唆されており (Midoro-HoriutietaI ,

2000 , Kawamotoetal.2002 , Futamuraetal.2002) ，今後そのアレルゲンとしての重要性が明らかにされる

だろう。しかし，花粉症患者の 90% 以上が Cry j1 と Cry j2 に対する特異的 IgE 抗体を，すべての患者が少な

くともいずれか一方に対する特異的 IgE 抗体を保有していることが報告されており (Hashimoto etal.1995) ,

Cryj1 と Cry j2 が最も重要性の高いアレルゲンであることは確かな事実である。

1.1.3 スギ花粉中のアレルゲン含量の変異

スギ花粉症の原因はスギ花粉そのものというよりもむしろスギ花粉中に含まれるアレルゲンであることから，

花粉中のアレルゲン含量を減らすことは花粉生産量を減少させるのと同様，花粉症を軽減する効果があると考え

られる。オリーブによる花粉症は地中海地方や南北アメリカにおいて一般的なアレルギー疾患のひとつであるが，

Sanchezetal.(2002) は 6 つの品種から花粉を採取して主要アレルゲン Ole e1 の花粉中の含量と in vitro で

推定されたアレルゲ、ン性の高さを品種間で比較し， Olee1 含量とアレルゲン性との聞に相関性が認められたこと

を報告している。オリーブは近年，商業目的だけではなく緑化木としても利用されることが多いことから，

Sanchezetal.は公園や庭には花粉中のアレルゲ、ン含量が少ない品種を選択して植栽することが望ましいと述べ

ている。スギにおいても佐々木ら( 1996) の研究によって，花粉単位重量当たりのアレルゲン含量がクローンに

よって大きく異なることが明らかになったことから，花粉症対策品種として「アレルゲン含量の少ないスギ品種」
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を新たに利用できる可能性が示唆された。育種によって大きな効果を得るためには，変異が大きいだけではなく

遺伝率が高いことが重要である。しかし，アレルゲン合量がどの程度遺伝的要因によって支配されているのか明

らかにした研究はほとんどない。

また，アレルゲン含量は遺伝的要因だけではなく環境要因にも影響を受けると考えられる。 津谷ら (1993) は

花粉単位重量当たりのアレルゲン含量が採取年や採取地によっても異なることを報告している。 津谷らの研究で

はスギの品種やクローン，個体数などには考慮せずに採取した混合花粉を用いているため，その差異が環境の違

いによるものか花粉を採取したスギ個体の遺伝的な違いによるものか明らかではないが，アレルゲン含量が環境

の違いによって影響を受ける可能性を示唆するものである。また， Saitoetal.(2000) も標高の異なる場所に植栽

された同一クローンの 8 個体から採取した花粉中の Cry j1 含量の変異を調べ，標高の高い場所に植栽されてい

た個体から採取した花粉中の Cry j1 含量のほうが有意に低かったことを報告している。一方，高橋ら (2002)

が 2~3 年間にわたり同一個体から採取した花粉中の Cry j1 含量を調査した結果，年次間で大きな差が認められ

なかったことから，アレルゲン含量は環境の変化に対しである程度安定した形質であると考えられる。

「アレルゲンの少ないスギ品種」を実用化するためには，環境要因および遺伝的要因がアレルゲン含量にどの

ような影響を及ぼすか明らかにする必要がある。「アレルゲンの少ないスギ品種J の利用は，アレルゲン含量にお

いてクローンが選抜地と同様の傾向を示す地域に限定することが望ましいので，環境の変化に対する遺伝的特性

の安定性が高ければ広い範囲で利用が可能となる。逆にアレルゲン含量がわずかな環境の違いによって大きく影

響を受ける場合には， Iアレルゲンの少ないスギ品種J の実用化は困難になるだろう。一方，花粉症患者にとって

もアレルゲン含量に対する気象条件の影響は重要な問題である。これまでに雄花着花量と気象条件の関係および

花粉飛散量と花粉症の関係が明らかにされていて(横山ら， 1993，平ら， 1997) ，その結果を統合すると 7 月に

降水量が高く気温が高い，あるし、は日射量が多いと翌年は花粉症が悪化すると考えられる。さらに，アレルゲン

含量も気象条件に影響を受けるとすると，前年の気象条件が花粉症患者に与える影響はこれまで予想されている

以上に大きい可能性がある。

1.2 本研究の目的

1.1. 3 で述べてきたように，これまでに花粉単位重量当たりのアレルゲン含量には個体間および採取地，採取

年によって変異があることが明らかにされているものの，その変異がどのような要因によって生じるものである

かは明らかではない。また，佐々木ら (1996) が調査に用いたスギは 22 クローンであり，スギ全体でどの程度

の変異があるかは未知数である。将来「アレルゲンの少ないスギ品種j を選抜するにあたっては，アレルゲン含

量だけではなく成長や通直性など林業において重要な形質も考慮する必要がある。従って，それらの形質に優れ

ている精英樹から「アレルゲンの少ないスギ品種J を選抜することが望ましく，本研究では精英樹を対象にアレ

ルゲ、ン含量の変異を調査した。また，計画的に研究を進めるために目的の個体から確実に花粉を採取する必要が

あり，そのためにはジベレリン処理による着花促進が有効である。しかしジベレリン処理が花粉単位重量当たり

のアレルゲン含量に与える影響についてはまだ明らかにされていない。以上のことを踏まえ，アレルゲン含量に

おける遺伝的変異を明らかにするために，本研究ではまず以下の項目について検討を行った。なお本研究に着手

した当時， 2 つの主要アレルゲンのうち Cryj2 については定量法が確立されていなかったため，まず Cryj1 に

ついて研究を進めた。
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- 東北，関東，関西，九州育種基本区のスギ精英樹における Cry j1 含量のクローン間変異を明らかにする 0

・ ジベレリン処理が花粉単位重量当たりの Cry j1 含量に及ぼす影響を明らかにする。

・ 複数の場所に共通に植栽されているクローンを用い， Cryj1 含量に対する環境要因と遺伝的要因の影響に

ついて検討する。

また，佐々木ら (1996) は Cry j2 含量にも顕著なクローン間変異があることを報告しており， Cryj2 含量

にも考慮することにより，さらに効果の高い改良が可能となると考えられることから，並行して Cryj2 の定量

法を確立し，そのクローン間変異についても調査した。

さらに，当初は予期していなかったことであるが，スギ精英樹における Cryj1 含量のクローン間変異を研究

する中で，使用しているモノクローナル抗体との結合性が低いアイソフォーム(分子構造は異なるが同じ機能

をもっタンパク質)を生産するクローンが存在することが明らかになった。定量に使用しているモノクローナ

ル抗体との結合性が低いアイソフォームが存在すると， C1j1 の正確な定量が困難になる。本研究で使用して
いる定量法は日本アレルギー協会によって配布されている研究用のアレルゲン抽出液の標準化にも使用されて

おり(安枝ら， 1996) ，本法で検出できないアイソフォームがあることは重要な問題である。そこでそれらのア

イソフォームとそれぞれのモノクローナル抗体との結合性を調べ，アイソフォーム特異性を示すモノクローナ

ル抗体をポリクローナル抗体に置き換えることによって定量法の改良を試みた。また，モノクローナル抗体は

Cryj1 における B 細胞エピトープの研究にも用いられており (Taniai etal. 1993 , Suzukietal.1996

Sakaguchietal.1997)，モノクローナル抗体との結合性の異なるアイソフォームに特異的なアミノ酸変異を推

定することは B 細胞エピトープを推定する上で重要であると考えられる。そこでモノクローナル抗体との結合

性の異なるアイソフォームを生産するクローンの花粉から Cry j1 をコードする cDNA を合成して塩基配列を決

定し，推定されたアミノ酸配列を比較してモノクローナル抗体との結合性に影響を与えているアミノ酸変異を

明らかにした。次にこのアミノ酸変異を簡易に検出する CAPS (CleavedAmplifiedPolymorphicSequences)

マーカーを開発し，それを用いてスギ精英樹におけるアイソフォームの変異を明らかにするとともに，既報

(Kuramaotoetal.2000) のイワオスギの遺伝子連鎖地図上に Cry j1 をコードする遺伝子の位置を推定した。

2 スギ花粉中の Cry j1 含量のクローン間変異

2.1 緒言

林業におけるスギ花粉症対策として，これまでに「花粉の少ないスギ品種」が東北，関東，関西，九州育種基

本区において選抜され，利用が進められている。スギ花粉症の主要アレルゲンは Cry j1 , Cryj2 の 2 種類のタ

ンパク質であることが既に明らかにされていて (Yasueda etal.1983 , Sakaguchietal.1990) ，スギ花粉症患者

の 90% 以上がこれらのアレルゲンのいずれかまたは両方に対する特異的 IgE 抗体を保有していることが報告され

ている (Hashimoto eta l., 1995)。近年，佐々木らの研究 (1996) によって，花粉単位重量当たりのCry j1 お

よび Cry j2 含量には大きなクローン間変異があることが明らかになったことから，アレルゲンの少ないクロー

ンを選抜し，花粉症対策に有用な「アレルゲンの少ないスギ品種J として利用できる可能性が示唆された。佐々

木らの研究では，在来品種および精英樹合計 22 クローンにおいて Cryj1 では約 10 倍， Cryj2 では約 400 倍も
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の変異が見出されていることから スギ全体ではさらに大きな変呉が存在すると考えられる。

花粉症の軽減は林業において最も解決が望まれる問題のひとつであるが，スギは本来木材生産に利用される樹

種であるため， r アレノレゲンの少ないスギ品種j の選抜にあたって重要なことは，選抜されたクローンが成長や材

質など林業的に重要な特牲において優れていることである。林木育種事業の発足以来，成長や通直性に優れた精

英樹や気象筈抵抗牲品種，病虫害抵抗性品種が選抜され，種苗生産に利用されている。現在，精英樹を親として

された種苗(育種種苗)はスギの造林本数の約 70%を占め(平成 12 年林木育種事業統計による) ，種苗生産

において主たる役割を果たしている。従って， rアレルゲンの少ないスギ品積」は精英樹の中から選抜するのが

ましい。なお，詞様の理由で，既に花粉症対策品種として選抜されている f花粉の少ないスギ品種j も糟英樹の

中から選抜されている。また，精英樹などの優良品種の選抜や，これらを利用した品積改良および種苗や践は，

S つの育種族本区(北海道育種基本医，東北海種基本ぱ，関東育種慕本夜，関西育種基本区，九千1'1 育穏基本区，

院i 公1)をベースとして行われているため， rアレ/レゲンの少ないスギ品種j の選抜は育種基本区ごとに行う必要

がある。

九州育種基本匿

北海道育種某本監

東北育種基本区

関西育種基本区
林木育穐センター

ι/' (本所)

〆

国公1 育種基本区分と林本有種センターおよびそ子育種場
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そこで本章では，北海道を除く東北，関東，関西および九州の各育種基本区のスギ精英樹を対象に， Cryj1

含量のクローン間変異を検討した。これらの育種基本区ではそれぞれ 600--1300 のスギ精英樹が選抜されている

が，この中からランダムに選んだ 120--160 クローンについて Cryj1 含量を調査し，クローン間変異を明らかに

した。

さらに本章では関東育種基本区の精英樹を対象に，雄花着花性とアレルゲン含量との相関関係についても検討

した。単純に言えば，ある個体のアレルゲン性すなわち花粉症を起こしやすさは，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。したがって雄花着花性とアレルゲン含量はどちらも重

要な形質であることから，両方を満たすために「花粉の少ないスギ品種」の中から「アレルゲ、ンも少ないスギ品

種J が選抜できるとすれば，このような品種は花粉症対策において最も有用であると考えられる。選抜の際には

雄花着花性とアレルゲン含量を考慮し総合的に評価する必要があるため，その相関関係についても検討した。

また，佐々木ら (1996) ， Kondoetal. (1997) により三倍体の方が二倍体よりもアレルゲン含量が少ないと

いうことが報告され，花粉症対策における倍数性育種の重要性が提起されている。スギの三倍体は花粉や孔辺細

胞など一部の器官の細胞のサイズが二倍体と比較して大きいという特徴があるが(近藤， 1986 ，小田ら， 1988) ,

成長においては二倍体と同様にクローン間変異があり二倍体に対して特に優劣はない。従って，二倍体と比較し

て三倍体のアレルゲン含量が有意に少ないとすれば，成長や材質の優れた三倍体を優先的に利用することも花粉

症対策の一環として有効であると考えられる。しかし，三倍体は雌花や雄花を着生するものの種子の不稔性が高

いため，採種闘における種子生産には不向きであり，さらに交雑育種が行えないという大きな欠点がある。従っ

て，三倍体にこの欠点を踏まえた上でなお利用を進めるべき優位性があるかどうか，確認する必要がある。そこ

で本章では，関東育種基本区のスギ精英樹から発見された三倍体の Cry j1 含量を二倍体と比較し，花粉症対策

における三倍体の有用性について検討した。

2.2 材料と方法

2.2.1 材料

関東育種基本区のスギ精英樹については，平成 8 年と 11 年に林木育種センター交配園(茨城県十王町)にて

計 162 クローンより花粉を採取した。 162 クローンの中には，平成 9 年に林野庁によって公表された「花粉の少

ないスギ品種 J 15 クローンのうち 12 クローン(愛甲 1 号，愛甲 2 号，足柄下 6 号，伊豆 8 号，鰍沢 17 号，片

浦 5 号，北三原 3 号，群馬 4 号，群馬 5 号，多野 2 号，津久井 3 号，比企 13 号)および三倍体 5 クローン(新

治 1 号，久慈 30 号，秩父県 11 号，東加茂 1 号，大井 5 号)が含まれている。また，東北育種基本区，関西育

種基本区，九州育種基本区のスギ精英樹については，それぞれ平成 7 年，平成 12 年，平成 7 年に東北育種場(岩

手県滝沢村) ，関西育種場(岡山県勝央町) ，九州，育種場(熊本県西合志町)において 129 クローン， 99 クロー

ン， 132 クローンより花粉を採取した(図 2・ 1) 。採取する前年の 7 月上旬にジベレリン処理による着花促進を行

い， 2 月に雄花が着花している枝を採取してグラシン紙製の交配袋をかけて水挿しし，開花後直ちに花粉を採取

した。採取した花粉は 4°C でシリカゲルと共存させて乾燥させた後， -30°C で保存した。
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2.2.2 Cryj1 の抽出

津谷らの報告 (1993) を参考にして， 5ml の 0.125M 炭酸水素ナトリウム水溶液に花粉 100mg を懸濁し， 2°C

で 2 時間浸とう抽出を行った。その後 2000g で 15 分間遠心分離をおこない，上澄を採取した。

2.2.3 サンドウィッチ ELISA (EnzymeLinkedImmunosorbentAssay) 法による Cry j1 の定量

抽出液中の Cry j1 濃度の定量は J1B01 ， J1B07 の 2 種類のモノクローナル抗体 (Miki-Hiroshige etal.1994)

を用いて行った。 ELISA 用 96 穴マイクロプレート (Maxisorp ， NalgeNuncInternational , Rochester,NYUSA)

の各ウェルに， 0.lM 炭酸ナトリウム-炭酸水素ナトリウム緩衝溶液 (pH9.6) で 2ng/μl に希釈した J1B07 を 100

μl 加え 4°C で一晩吸着させた後， 1% のウシ血清アルブミン (BSA ， w/v) を含むリン酸緩衝溶液 (Phosphate

BufferedSaline , PBS) を加え， 37°C で 1 時間ブロッキングした。次に， 0.2%のTween 20 を含むリン酸緩衝溶

液 (PBS-T ， w/v) で 4 回洗浄後， 0.2%の BSA を含む PBS-T (PBS-T幽BSA， w/v) で希釈した精製 Cry j1 標準

溶液(日本アレルギー学会より供与)およびスギ花粉抽出液を 100μl 加えて 37°C で 2 時間反応させた。 PBS-T

で 4 回洗浄後， PBS-T-BSA で 1ng/μl に希釈したビオチン化した J1B01 を 100μl 加えて 37°C で 2 時間反応させ

た。 PBS-T で 4 同洗浄後， 1 ウェル当たり 0.03U の 0 ・ガラクトシダーゼ、標識ストレプトアビジン (Roche

Diagnostics , Mannheim , Germany) を加えて 37°C で 1 時間反応させた。 PBS-T で 4 回洗浄後， 0.02M リン酸

二水素ナトリウム水溶液で、調製した 5mM 0・ニトロブエニル- B ・D-ガラクトピラノシド 100μl を加えて 37°C で 1

時間酵素反応を行った。1.OM 炭酸ナトリウム溶液 100μl を加えて反応停止後，マイクロプレートリーダー (Model

550 , Bio-RadLab.Inc. , Hercules , CAUSA) で 415nm での吸光度を測定し，精製 Cry j1 標準溶液の吸光度か

ら求めた標準曲線に基づき，各スギ花粉抽出液中の Cryj1 濃度を算出した。 Cryj1 濃度の算出には Microplate

managerII(Bio-Rad) を用いた。

2.3 結果

2.3.1 関東育種基本区で選抜された精英樹における Cry j1 含量のクローン間変異

関東育種基本区で選抜された精英樹 162 クローンについて Cry j1 含量を調査した結果，このうち 4 クローン

において Cryj1 が検出されなかった。これらのクローンが Cryj1 を生産しない突然変異体であれば，花粉症対

策品種として有望である。しかし，定量法の問題で Cry j1 が検出されなかった可能性も考えられることから，

これらのクローンについては第 5 章にて詳細に検討することとし，本章においてはこれらのクローンを除く 158

クローンを対象に検討を進めることにした。 Cryj1 含量のクローン間変異について表 2-1 および図 2-2 に示した。

表 2・ 1 各育種基本区のスギ精英樹における Cry j1 含量のクローン間変異

Cryj1 含量 (μgig pollen)
育種基本区

平均値 最大値 最小値 Seheffe の多重比較

関東 539 1320 16 a
東北 441 1420 22 be
関西 518 1200 37 ab
九州 341 910 61 e

※Scheffeの多重比較において5%水準で有意差のなかったものを閉じアルファベットで示した。
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ン開変異び〉グロ各育種基本院における Cry j1図 2-2

その頻震は花粉約 80 倍の差があり，量の最大値は 1320μg，最小値は 16μg であり，花粉 Ig 当たりの Cryj1

三倍体ど二倍体の平均値を比較すると三倍また，Ig 王将たり 200-600μg を中心に山型の分布を示した(図 2-針。

も多いクローンは 632μg と約 10 倍のクも少ないクローンが 66μg ，体の方が少なかったが，三倍体における

設が少ないということではなかった(表 2-1，図 2姐 2) 0 r 花異が認められ，すべての三倍体の Cryj1ローン関

全体の平均値 535同よ最の平均値は 652μg であり，における花粉 Ig 、うたりの Cry j1粉の少ないスギ品

量の少ないクローンも見出されたことから，雄花着花性が低しかし中には 16μg と Cryj1りもおめであった。

も少ない品種が選抜できる可能性が示唆されくアレルゲ

のクローン潤九州、i 脊種基本区で選抜された特英樹における Cry j1爵東北，2.3.2

区において 9 クローン， Cryj1 が検出されないクローンが東北育種基本区において 7 クローン，九州

の変異について検討を行った。

めら区と同様顕著なクローン関変異が

ンおよび、 123 クローンを用いて Cryj1

いずれの育種慕本区の精英樹においても， Cryj1 含議には関東

あったため，これらを除く 122 クロ
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れた(図 2・ 2，表 2・ 1) 0 Cryj1 含量は育種基本区間で有意な差があり，その平均値は関東育種基本区，関西育種

基本区，東北育種基本区，九州育種基本区の順に高かった。 Scheffe の多重比較の結果，関東育種基本区の精英

樹における Cryj1 含量の平均値は東北育種基本区と九州育種基本区の精英樹における平均値よりも有意に高く，

関西育種基本区の精英樹における Cry j1 含量の平均値は九州育種基本区の精英樹における平均値よりも有意に

高かった (p<0.05 ， 表 2 ・ 1) 。

2.4 考察

いずれの育種基本区においても Cry j1 含量のクローン間変異は大きく，最大値と最小値を比較すると 15--80

倍の顕著な差があった。さらに Cry j1 含量の頻度を見ると，山型の幅広い分布を示していた。従って， Cryj1

含量が比較的少ないクローンを複数選抜できると考えられ，遺伝的変異を保ちつつ改良を進めることが可能であ

ることが示唆された。また，アレルゲ、ン含量の少ないクローンを利用すると同時にアレルゲン含量の多いクロー

ンを除くことによって，さらに花粉症の軽減をはかることができるだろう。

「花粉の少ないスギ品種」の 12 クローンにおける Cryj1 含量の平均値は全体の平均値より高かったもののク

ローン間変異が認められ，中には Cry j1 含量の少ないクローンも存在したことから，雄花着花性だけではなく

アレルゲン含量にも着目することにより，より効果の高い花粉症対策品種を選抜できると考えられる。「花粉の少

ないスギ品種J の選抜において既に多数のクローンについて雄花着花性に関するデータが蓄積されているので，

これらのデータを基に比較的雄花着花性の低いクローンを選んで Cry j1 含量を調査し，その中から「アレルゲ、

ンの少ないスギ品種J を選抜することが実行上望ましい。

二倍体と三倍体の Cry j1 含量の平均値を比較すると，二倍体よりも三倍体の方が小さかった。しかしすべて

の三倍体の Cryj1 含量が少ないわけではなく，三倍体においても二倍体と同様にクローン間変異が認められた。

また，三倍体において極端に Cry j1 含量の少ないクローンが見出されることもなかった。佐々木ら( 1996) は

三倍体よりも二倍体におけるクローン間変異の方が大きいことを認めているものの，アレルゲン含量が二倍体よ

りも三倍体の方が少ない傾向があることから三倍体の重要性を述べている。しかし，三倍体は全国の精英樹でも

40 クローン程度が報告されているのみであり，さらにそのすべてにおいて Cryj1 含量が少ないわけではないた

め，利用できるクローンは多くないだろう。また三倍体には，種子の不稔性が高いため採種園方式による種子生

産に馴染まず さらに交雑による改良が難しいという欠点がある。九州を除く地域ではさし木よりも実生による

百木生産が好まれる傾向にあるため，採種園での種子生産が不可能だと普及が進まない可能性が高い。また，ス

ギは林業樹種であるため，アレルゲ、ン含量が少ないというだけでは不十分であり，成長や材質においても優れて

いる必要がある。その点において二倍体は交雑による改良が可能であることから， Cryj1 含量が少なくかっその

他の特性においても優れたクローンを育成できる可能性がある。あるし 1 は Cry j1 含量の少ないクローン同士を

かけ合わせることにより， Cryj1 含量がさらに少ない品種を創出できるかも知れない。また，三倍体は種子の不

稔性は低いものの，雄花を発達させ花粉を生産するため，花粉症対策において二倍体に対する優越性はない。「ア

レルゲンの少ないスギ品種J の選抜において特に三倍体に注目する必要はなく，むしろ二倍体を利用して改良を

進める方が適切であると考えられる。

本研究に供試したスギ精英樹における花粉 19 当たりの Cryj1 含量の平均値は，東北育種基本区，関東育種基

本区，関西育種基本区，九州育種基本区においてそれぞれ 441μg ， 539μg ， 518μg ， 366μg であった。 津谷ら (1993)
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は複数年にわたり神奈川，福島，千葉，秋田，奈良の各県で採取した花粉中の Cry j1 および Cryj2 含量を調査

し， Cryj1 の平均値は 250--450μg 程度であったことを報告している。一方，主に九州|の精英樹を対象とした佐々

木らの研究 (1996) では Cry j1 含量の平均値は 18 1. 6μg であり，津谷らの結果と比較して低い傾向にあった。

本研究における Cry j1 含量の平均値は津谷ら，佐々木らの報告と比較して高いが，津谷らの研究では混合花粉

を用いているため供試した個体および個体数が明らかではなく，佐々木らの研究では供試クローン数が少ないこ

とから，単純に比較することは難しい。そして平均値は異なるものの，東北，関東，関西育種基本区では 200--600μg

の範囲の頻度が高く，九州育種基本区では 100--400μg の範囲の頻度が高いことから，大きく異なる結果ではな

いと考えられる。

各育種基本区の Cry j1 含量の平均値には有意差があり，特に関東育種基本区において高く九州育種基本区に

おいて低かった。東北，関東，関西で採取した花粉を用いた津谷らの報告と九州で採取した花粉を用いた佐々木

らの報告を比較すると，同様の傾向が認められ興味深い。材料に用いた精英樹は各育種基本区内で選抜されたも

のであり，現在では主に精英樹のさし木百や実生苗が一般造林地に供されている。従って，各育種基本区の精英

樹における Cry j1 含量の変異は，各地で飛散している花粉中の Cry j1 含量を反映しているものと考えられる。

これまでの報告によると(井上ら， 1988，宇佐神ら， 1988，中村ら， 1999) ，スギ花粉症擢患率およびスギ花粉

に対する抗体保有率は関東地方，東海地方，中部地方で高い。これらの地方でスギ・ヒノキ花粉の飛散量が多い

ことが第一の原因と考えられているが，これらの地方を含む関東育種基本区の精英樹における Cry j1 含量が高

かったことから，花粉飛散量だけではなく花粉中の Cryj1 含量が多いことも影響している可能性が示唆された。

2.5 結論

東北，関東，関西，九州のいずれの育種基本区の精英樹においても，花粉単位重量当たりの Cry j1 含量には

15--80 倍のクローン間変異が認められたことから， Cryj1 含量の少ないクローンを選抜して利用することにより，

花粉症を軽減できる可能性が示された。また，三倍体においても二倍体と同様 Cry j1 含量のクローン間変異が

認められ，二倍体と比較して顕著に Cry j1 含量が少ないという結果は得られなかった。

東北育種基本区，関東育種基本区，関西育種基本区，九州育種基本区における花粉 19 当たりの Cryj1 含量の

平均値は 441μg ， 539μg ， 518μg ， 366μg であり， Scheffe の多重検定の結果 5%水準で有意差が認められ，特に

花粉症の擢患率が高い関東育種基本区および関西育種基本区のスギ精英樹における Cry j1 含量が高いことが明

らかになった。

3 ジベレリン処理による雄花着花促進が Cry j1 含量に及ぼす影響

3.1 緒言

第 2 章において，花粉中の Cry j1 含量には大きなクローン間変異があり， Cryj1 含量の少ないクローンを選

抜して利用することにより花粉症の軽減に寄与できる可能性を示した。花粉症対策品種として最も望ましいのは

花粉(雄花)が少なく，かっアレルゲンも少ないクローンである。しかしこのようなクローンを選抜するために

は，雄花を着けにくいクローンからも花粉を採取し，花粉中のアレルゲン量を調査する必要がある。また，確実

にアレルゲン含量の少ないスギ品種を選抜するためには，複数年にわたりアレルゲ、ン含量を調査する必要がある。

しかしスギの雄花着花量には年次変動があり，林木育種センターの遺伝資源保存園(旧クローン集植所)におけ



-16- 林木育種センター研究報告 第 21 号

る調査では，凶作年(雄花着花量が少ない年)には約 69% の個体で着花が認められなかったと報告されている(千

田ら， 1998) 。従って，雄花着花性の個体およびクローン間差，年次変動に影響されずにアレルゲン含量の調査

を行うためには，人工的に雄花を誘導し花粉を採取することが望ましい。

人工的な着花促進は，採種園において効率的かっ持続的に種子生産を行うために不可欠な技術である。古くか

ら用いられてきた着花促進技術のひとつがジベレリン (GA3) 処理である。ジベレリンは成長や花芽分化に関与

する植物ホルモンとして知られるジテルペノイドであり，これまでに 100 以上のジベレリンが単離されている。

このうち GA3 はスギの花芽分化期に葉中濃度が急激に増大することが明らかにされていて(本間， 2003) , GA3

を与えることにより花芽の形成が促進される。スギの場合，雄花が分化する 6 月下旬から 7 月上旬に GA3 の水溶

液を葉面散布し，または GA3 を枝や幹に埋め込むことによって雄花着花が誘導され， 7 月中旬から 8 月に同様の

処理を行うと雌花着花が誘導される(加藤ら， 1958 ，橋詰， 1959) 。この方法により誘導した雄花を利用できれ

ば，効率よくアレルゲン含量の調査を行うことができる。そのためにはまず，ジベレリン処理により花粉中のア

レルゲン含量が影響を受けるかどうか明らかにしておく必要がある。そこで本章においては，精英樹 8 クローン

について，埋幹によるジベレリン処理を行った個体と行っていない個体，それぞれ 3~6 個体から花粉を採取し，

その Cry j1 含量を比較した。また，葉面処理によるジベレリン処理の影響を調べるために，同一個体内のジベ

レリン処理をした枝としていない枝から花粉を採取し， Cryj1 合量の差異を調べた。

「アレルゲンの少ないスギ品種J の選抜効果すなわち遺伝獲得量は，選抜差と遺伝率の積で示されるため，高

い選抜効果を得るためには変異が大きく遺伝率が高いことが必要である。遺伝率には狭義の遺伝率と広義の遺伝

率とがあり，表現担分散に対する相加的遺伝分散の寄与率で表されるのが狭義の遺伝率であり，表現型分散に対

する相加的遺伝分散と非相加的遺伝分散の和の寄与率で表されるのが広義の遺伝率である。

表現担分散 (Vp) は遺伝子型分散 (VG) と環境分散 (VE) の和として表すことができ，遺伝子型分散はさら

に相加的遺伝分散 (σ2A) ，非相加的遺伝分散( (J2D)，エビスタシス分散 (σ21 ) に分けることができる。従って，

広義の遺伝率および狭義の遺伝率は以下の式で表すことができる。

狭義の遺伝率 h2 =σ2A / (σ2A+σ2D +σ21 +σ2E )

広義の遺伝率 h2= (σ2A+ (J 2D 十 σ 2 1 ) / (σ2A+σ2D +σ21 十 σ 2 E )

狭義の遺伝率の算出には血縁関係の明らかな人工交配あるいは自然交配家系を用いる必要があるが，広義の遺

伝率についてはクローン聞の変異から算出することが可能であり，この場合求められる広義の遺伝率は反復率と

も呼ばれる。採種園で生産される種子からの実生苗の利用を想定した遺伝獲得量の推定には狭義の遺伝率が必要

であるが，クローン増殖を行う場合には遺伝子型はそのまま後代に伝わるため反復率を用いることができる。本

章では「アレルゲンの少ないスギ品種J の効果を推定する上で必要な基本情報のひとつとして，クローンにおけ

る反復率を求めた。

3.2 材料と方法

3.2.1 材料

2000 年 3 月，茨城県林業技術センター(茨城県那珂町)の 2 つの採種園 (No.1 ， No.6) に植栽されているス
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ギ精英樹 8 クローン(久慈 2 号，久慈 3 号，久慈、 18 号，久慈 20 号，久慈 37 号，多賀 4 号，筑波 2 号，那珂 3

号， )の計 71 個体から花粉を採取し，供試した。 No.1 と No.6 は同じ敷地内に隣接しており，それぞれ 1970

年と 1992 年に設定されたものである。 No.6 に植栽された個体はこれまでにジベレリン処理を行ったことがない

ため，これらをコントロール(無処理木)として用いた。 No.1 に植栽された個体に対して 1999 年 7 月に 1 個体

あたり 5mg のジベレリンを幹に埋め込み，ジベレリン処理(阿久沢， 1988) を行った。花粉採取は 2.2.1 の方法

で行った。各採種園における各クローンの供試個体数を表 3-1 に示した。
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葉面処理によるジベレリン処理のCryj1 含量に対する影響については，林木育種センター交配園(茨城県十

王町)に植栽されているスギ精英樹岩瀬 2 号 (1 個体) ，田村 2 号 (2 個体) ，田村 3 号 (3 個体)の計 6 個体を

用いて検討した。葉面処理はジベレリン水溶液に枝を浸す浸漬法によって行った。噴霧器を用いる葉面散布と異

なり，浸漬法では特定の枝を確実に処理できるため，多量の花粉を必要としないアレルゲン含量の調査に適して

いると考えられる。 1999 年 7 月， 100ppm のジベレリン水溶液を浸漬処理してジベレリン処理を行い， 2000 年

2 月に各個体のジベレリン処理した枝とジベレリン処理していない自然着花している枝から花粉を採取した。

3.2.2 Cryj1 の抽出および定量

2.2.2 の方法で行った。

3.2.3 統計解析

ジベレリン処理の Cry j1 含量に対する影響を検討するために， StatViewv.4.5(AbacusConcepts , Inc.

Berkeley, CAUSA)を用い，処理の有無，クローン，クローン×処理の交互作用を要因とした分散分析を行った。

クローン反復率は遺伝分散としてクローン間分散を，環境分散としてクローン×処理(採種園)の交互作用分散

と誤差分散を考慮し，以下の式により算出した。

R=VGJVp=σc2J(σe2+σct2+σc2)

Vp=表現型分散

VG=遺伝子型分散

σc- クローン間分散

σct =クローン×処理の交互作用分散

σe -誤差分散
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結果3幽 3

ジベレリン処理による雄花着花促進が Cry j1 含量に及3.3.1

クローン聞で有量の平均値は 130-687μg であり，分散分析のンの Cry j1各採種圏における各クロ

が認められなかジベレリン処理の有無においてL
ケ3-2a) 。関 3ゅ1，(p<O.01,が認められた

3-2a),(p>0.05 ,ジベレリン処理は Cry j1 含量に影響を与えないことが示唆されたもののったことカミら，

ンさと込みにした平均値はジベレリ全クロこの結果は，(p<0.0 I)。となったクローン×処理の交互作用が

量が大きく変化クローンによってはジベレリン処理によって Cry j1ン処理の有無により影響を受けないが，

そこでクローンごとにジベレリン処埋クローンの順位が入れ惨わっていることを示している。するものがあり，

て〉した個体と無処理の倒体の Cryj1 合最の平均値を比較してみると， 8 クローンのうち 7 クローンでは処理を

なる傾向3~予のみが大きく久処理の倍体における平均値とがほぼ間程疫であり，た個体における平均値と

が却
"し、ン閉ではグロンで分散分析さど行ったところ，な除いた 7 クロ3そ示した(包] 3-1) 。そこで久

有:作用も釘クローン×処理のは認められず，無によるジベレリン処理の(p<0.01),められたものの

8 クローンでの分散分析におけるクローン×処湾の交互作この結果から，表 3剛 2b) 。(p>0.05 ,意ではなかった

最安比較してみると，f4s:ごとの Cryj1の用は久慈 3 ぢーによるものであることが確認されたc また，久慈 3

3 個体のうちであったが，無処玉県のt母体の開でばらつきがあり，ジベレリン処癒した個体においてはほぼ向

であった(問あったもののイむの 2 偶体はそのの Cryj1HI閲体はジベレリン処埋した担体と伺
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3.3.2 花粉中の Cry j1 含量の反復率

8 クローンによる分散分析の結果から，クローン反復率を した。クローン間分散，クロ…ン×ジベレリン

15.9% , 4.5%であった。従って，クロ

処理の交互作用分散およ ぴ) はそれぞれ 0.164 ， 0.033 ， 0.009 であり，分散成分の寄与率は 79.6% ，

ン反復本は 0.796 と推定され

3.3.3 葉商処理によるジベレリン処理の Cry j1 合量に対する

各倒体のジベレリン処理枝から採取した花粉と自然者花枝から係取した花粉1/ 1 の Cry j1 合訟について図 3-3

に示した。いずれの個体もジベレリン処県枝，自然着花枝とも同様の Cry j1 合議会示した。 rei] ークローン内で、

比較すると，出村 2 号の 2 ~封体はほぼ同量の Cry j1 合量を示したが，図利 3 号ーでは 3 個体のうち 1 個体におけ

る Cry j1 合径が他の 3 個体と比較して小さく，約半分であった。
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3.4 考察

アレルゲンの変異を調査するに当たって確実に花粉を採取するためには，ジベレリン処理による着花促進を行

うことが望ましい。そこで本章では，埋幹および葉面散布によるジベレリン処理の Cry j1 含量に対する影響を

調べた。

幹への埋め込みによりジベレリン処理を行った場合，その影響がどの程度の期間持続するものであ，るか分から

ないため，ここではコントロールとして設定後 1 度もジベレリン処理を行っていない比較的新しい採種園に植栽

されている個体を使用した。ジベレリン処理を行った採種園 (No.1 ， 1970 年設定)と無処理の採種園 (No.6 ，

1992 年設定)は平坦地に隣接して設定されているため，採種園の環境には差がないと考えた。ジベレリン処理の

有無，クローン，クローン×処理の交互作用を要因とした分散分析において，ジベレリン処理の有無において有

意差は認められなかったが，クローン×処理の交互作用は有意となった。しかしこの交互作用は 8 クローンのう

ちの 1 クローン，久慈 3 号に起因するものであり，他の 7 クローンによる分散分析では交互作用は有意にならな

かった。また，久慈 3 号の個体間で Cry j1 含量を比較した結果，ジベレリン処理した個体としていない個体の

平均値の差異は，ジベレリン処理の影響によるものではなく個体聞のばらつきによるものであると考えられた。

Saitoetal. (2000) はジベレリン処理が花粉 1 粒当たりの Cry j1 含量に対して影響を与えないことを報告して

いるが，本章の結果もそれを支持するものであり，ジベレリン処理による着花促進を利用して花粉中の Cry j1

含量を評価することが可能であることが明らかになった。

久慈 3 号において個体問で Cry j1 含量に差異が認められた原因のひとつとして，増殖や植栽の際のクローン

の取り違えが考えられる。そこでクローンの取り違えを検出するために，既報(金山ら， 2002) でスギ精英樹の

個体識別に用いた Random AmplifiedPolymorphicDNA (PAPD) マーカーによる分析を行ったが， Cryj1 含

量の異なる個体の間でバンドパターンの違いは見出せなかった。従って，久慈 3 における個体間での Cry j1 含

量の差異は，ほかの原因によるものである可能性が高い。材料として用いた個体はすべて，平坦地に隣接して設

定された 2 つの採種園に植栽されているため，同ーの環境下に生育しているものと考えたが，土壌条件や水分条

件，気象に微小な違いがある可能性がある。クローンによって立地環境の変化に対する反応性が異なり，久慈 3

号は微小な環境の違いに特に敏感に反応したのかも知れない。一方，葉面処理によるジベレリン処理の影響を調

べた実験でも同様に，田村 3 号の 3 個体の中の 1 個体が他の 2 個体と比較して約半分と少ない Cry j1 含量を示

した。しかし，いずれの個体においても同一個体内のジベレリン処理した枝と無処理の枝との聞には Cry j1 合

量に差異がなかったため，個体問の差異はジベレリン処理によるものではないと考えられた。

本章の結果からジベレリン処理は Cry j1 含量に対して影響を与えないことが示され，ジベレリン処理による

着花促進を利用して効率的に Cry j1 含量の少ない品種の選抜を行うことができることが明らかになった。ただ

し，久慈 3 号のようにクローン内での個体間変異が大きいクローンが存在する可能性があることから，確実に

Cryj1 含量の少ないクローンを選抜するためには 2 段階で選抜を行う必要がある。まず，多くのクローンから効

率的にスクリーニングするために， 1 個体または少数の個体にジベレリン処理を行って花粉を採取し， Cryj1 含

量の少ない品種の候補クローンを選抜する。次に候補クローンの複数個体から複数年次にわたって花粉を採取し

て Cry j1 含量を調査し， Cryj1 含量が安定して少ないクローンを選抜する，といった手順である。また本章で

用いた 2 つの採種園は設定年度が異なり樹齢が約 22 年違うにも関わらず，久慈 3 号を除く 7 クローンでは，ク
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ローン×処理(採種園)の交互作用が有意ではなかったことから， rアレルゲンの少ないスギ品種」をクローン増

殖した場合，増殖した年次に関わらず同一クローンの個体は同様に Cry j1 含量が少ないことが期待できる。ま

た，苗木の段階でジベレリン処理による着花促進により花粉を採取し，アレルゲン含量を評価できる可能性も考

えられる。

本章で算出されたクローン反復率は 0.796 と高いものであり， Cryj1 含量は比較的安定したクローン特性を示

すことが明らかとなった。この結果は第 2 章で示された大きな個体間変異とともに，アレルゲン含量における改

良の高い有効性を示唆するものである。また，斎藤ら (2003) は母親が共通した 11 の Fl 家系を用いて花粉 1 粒

当たりの Cry j1 含量の遺伝率を推定した結果， 1 以上の高い遺伝率が得られたことを報告している。斎藤ら

(2003) によると花粉 1 粒当たりの重量はクローン間で大きな差がないことから，斎藤らの報告した遺伝率は花

粉単位重量当たりの Cry j1 含量における遺伝率と言い換えることができる。従って，アレルゲンの少ないスギ

品種から得られた実生苗もまたアレルゲン含量が少なく，さし木による増殖だけではなく採種園に「アレルゲン

の少ないスギ品種」を導入することによってもアレルゲンの少ないスギを生産することが可能であると考えられ

る。

一方，花粉症対策において最も重要な形質である雄花着花性においても，大きなクローン間変異があることが

明らかにされている(千田ら， 1998，戸田ら， 1996) 。特に豊作年には，雄花着花性の高いクローンは樹冠全体

に雄花が観察されるほど大量に雄花を着けるものの，雄花着花性の低いクローンはほとんど雄花を着けないこと

から，雄花着花性のクローン間変異はアレルゲン含量におけるクローン間変異よりも大きい可能性がある。しか

し増田ら (1993) によって報告されている雄花着花量におけるクローン反復率は 0.076 および 0.106 であり， Cry

j1 含量のクローン反復率と比較しでかなり低い。また，雄花着花性は定量的に評価することが難しく，同一クロ

ーンあるいは同一個体内でも日当たりなどの局所的な環境の違いによって影響を受けるという欠点がある(千田

ら， 1998)0 一方アレルゲン含量は定量的でより正確な評価が可能である。雄花着花性とアレルゲン含量は，と

もに花粉症対策において重要な形質であると同時に相互の欠点を補完し合う関係にあり，両方を考慮することに

よってより効果的に空中アレルゲン量を減少させることができると期待できる。

3.5 結論

幹への埋め込みおよび葉面処理によるジベレリン処理は，花粉単位重量当たりの Cry j1 含量に対して影響を

与えないことが明らかになり，ジベレリン処理による着花促進を利用して効率的に Cry j1 含量の調査を行うこ

とができることが示された。

Cryj1 含量のクローン反復率を推定した結果， 0.796 と高い値が得られた。また，設定年度が異なる採種園に

植栽されている同一クローンの個体間で Cry j1 含量に差がなかったことから，増殖した年次に関わらずクロー

ンであれば同様の Cry j1 含量を示すと考えられ， r アレルゲンの少ないスギ品種J をクローンで利用した場合，

高い効果が期待できることが明らかになった。しかし一方，個体間で Cry j1 含量が安定しないクローンも見出

されたことから， rアレルゲンの少ないスギ品種J の選抜においてはクローン内の変異にも注意を払う必要がある。

従って，まず多数のクローンについて Cry j1 含量を調査して候補クローンを絞り込み，さらに候補クローンに

ついて複数個体を用いて Cry j1 含量を調査した後に，最終的に「アレルゲンの少ないスギ品種J を決定するべ

きだと考えられる。
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4 植栽場所の違いが Cry j 1 含量の変異に及ぼす影響

第 3 章において Cryj1 含量が高いクローン反復率を示したことから， Cryj1 含量は遺伝的にコントロールさ

れていることが明らかになった。しかし，第 3 章ではほぼ同一の環境下に生育している個体を材料としていたた

め，ある一定の環境条件下ではクローンごとの Cry j1 含量は安定したものであると言えるが，それが環境の変

化に対してどの程度安定したものであるかは不明である。しかし実際に「アレルゲンの少ないスギ品種」の普及

を進める際には，アレルゲン含量が環境の変化によって受ける影響について明らかにし 選抜地と同様のクロー

ン特性が発現することを期待できる地域に配布を限定する必要がある。 Saito etal. (2000) は標高の異なる 2 ヶ

所に植栽された同一クローンの各 4 個体から採取した花粉中の Cry j1 含量を比較した結果， Cryj1 含量は標高

の低い植栽地の個体において有意に少なかったことを報告している。また， Ahlholmetal. (1998) はカバノキ

属花粉症の主要アレルゲンの 1 つである Bet vI について， 2 ヶ所に植栽されたケカンバ (Betula pubescensssp.

czerepanov がの半兄弟家系 8 家系を材料として同様の研究を行い，植栽地問で有意な差を見出している。しか

し Ahlholm etal.の研究では，家系×植栽地の交互作用が有意ではなかったことから， Betv1 含量は植栽地の環

境に影響されるものの，それぞれの植栽地における家系の順位には大きな変動がなかったと考えられる。「アレル

ゲンの少ないスギ品種」の配布区域を決定するときには，配布区域内で各クローンのアレルゲン含量そのものに

変動があるかどうかよりも，むしろクローンの順位が変わらず，選抜されたクローンのアレルゲン含量が相対的

に少ないことが重要である。関東育種基本区は気象や地形などの環境条件を考慮し，北関東育種区，関東平野育

種区，中部山岳育種区，東海育種区の 4 つの育種区に細分されている。本章では，このうち北関東育種区に属す

る福島県郡山市，栃木県今市市と関東平野育種基本区に属する千葉県木更津市，茨城県十王町に共通して植栽さ

れているクローンを用いて， Cryj1 含量の変異を調査した。

これまで Ahlholm etal. (1998) , Saitoetal.(2000) が指摘しているように，アレルゲン含量は植栽地の気象

条件に影響を受ける可能性がある。これまでの研究で，雄花が分化する 7 月の降水量，気温， 日射量が雄花着花

量に影響を与えることが明らかにされているが(横山ら， 1993 ，平ら， 1997) ，アレルゲン含量に対する気象要

因の影響について調査した例はない。春先の花粉飛散量と花粉症患者数や花粉症患者の血清中の IgE 抗体量との

聞に相関関係があることから (Ozasa etal.2002 , Okawaetal.2002) ，空中アレルゲン量が増加すれば花粉症

も悪化すると考えられる。従って，アレルゲン含量が雄花着花量と同様に気象条件に影響を受けるとすると，前

年の気象条件と花粉症の重症度との関係はこれまで予想されている以上に深いものである可能性がある。また長

期的に見れば，近年問題となっている地球温暖化によって花粉中のアレルゲン含量が増加するのではなし、かとい

う懸念もある (Ahlholm etal. 1998) 。そこで本章では，雄花が分化する 7 月から開花する 2 月までの気温，降

水量と Cry j1 含量の相関関係についても検討した。

4.2 材料と方法

4.2.1 材料

福島県林業研究センター採種園(郡山市) ，栃木県林業センター採種園(今市市) ，林木育種センター交配園(茨

城県十王町) ，千葉県森林研究センター採種園(木更津市)の合計 4 ヶ所のうち 2--3 ヶ所に共通して植栽されて
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いる精英樹 8 クローン(岩瀬ヌ 久慾 18 久怒 25 号，東白 )11 4 号， J紅白 )11 9 号，東白 )11 10iま，双葉 1 母，

西白河 3 号)を用いた(関 4剛1) 0 2000 年 7 月に幹への場め込み，または葉面処理によりジベレリン処理による

着花促進を行い， 2001 年 3 月に雄花がえ奇花している技を採取して水挿しし，花粉会採取した。調査に使用した

各クローンの{同体数を採種閤および交配掲ごとに表 4-1 に示した。

え
け
叶

人
つ

〆

E司令1 調査に用いた i裂の位霞(環 区をグレーで示した。)

表 4-1 供試した個体数

クローン
植栽t直

今市 木更津 郡山 十玉

岩瀬2 3 3
久慈18 3 3
久慈25 3 3 3
萌自j可3 2 3 3
東自Jl I4 3 3
東白Jl I9 3 3 2
東自Jl l10 3 2 3
双葉1 2 3

4.2.2 Cryj1 の抽出および定量

2.2.2.および 2.2.3 の方法じ付つ
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4.2.3 統計解析

欠測値があるため，手キクローンおよび値栽地の Cry j1 含量の平均値を最小舟乗法iとより推定した。また， Cry

j1 含量に対する遺伝的要問と環涜婆!AI の影響{!:~月らかにするために，クローン，嫡栽地，クローン×植栽地の交

友;作用安要需とした分散分析を行い，要因および誤差の分散成分の寄与本を制限付さ最尤法により推定した。

最小向乗平均の推定および分散分析には SAS (SASInstituteInc. , Japan) の GLM (GeneralLinearModel ,

‘般線Jf~モデル)プロシジャな，分散成分の寄与率の推定には REML(RestrictedMaximumLikelihoodVariance

ComponentsEstimation) プロシジャを使用した。

4.2.3 気象データ

今市，木監ミ津，郡山における気象デ…タとして，気象庁の提供しているアメダスのデータを用いた。 ト主につ

いては，林*育隠センタ一場内で記録している気象データを使用した。

4.3 結果

4.3.1 Cryj1 合最の変異

各植栽j也における各クローンの Cryj1 合誌の平均値を凶 4-2 に示した。各クローンの花輪 19 当たりの Cryj1

平均値は 296~841μg であり，分散分析の結果 1%水準で布意差が認められた(同 4-3，表 4-2) 。また，

植栽地における Cryj1 含最の平均値は木更津，郡山，十王では 600~650μg でほとんど変わらなかったが，今市

においては 446~ほと小さく，分散分析の結果 1%水準で有産差が認、められた(凶 4眉 4，表 4-2) 。しかしクローン

×植栽地の交瓦作用がら%水準で有志ではなかったことから，椋主主地問でクローンの JI頃位の大きな変動はないと

考えられた。また，クローン，植栽地，クローン×植栽地の交正作用および誤差の分散成分の寄与率はそれぞ、れ

54.5% , 9.2% , 6.0% , 30.3% と推定された。

1200

宕 1000
cl>

0

2800
、、

ol

~ 600
酬

翌 400
〉、

u 200

。

-今市
臨木更津

口郡山

陸十王

岩瀬 2 久慈 18 久慈 25 西白河 3 東白)11 4 東白 JI19 東白 Jl110 双葉 1

クローン

図 4-2 各クローンにおける楠栽地問での Cry j1 含最の (エラーパー を /Jミす。)



スギにおける花粉アレルゲンの遺伝的変興に関する研究

1000

800

n
u
n
uro

〈Cω
一一oam\

。ミ)

咽 ~

空 4 0 0
「
h
」U

200

。

岩瀬 2 久慈 18 久慈 25 西白河 3 策白 )114 東白 )119 東白 JII10 双葉 1

クローン

i刈 φ3 各クローンにおける Cry j1 含量の最小自乗推定値

4-2 Cryj1 量に i謁 る分散分析表

要国 自由度 平均平方 F 分散成分の寄与率(%)
クローン 7 0.30628 14.40** 54.5
植栽地 3 0.10490 4.93** 9 剥 2
クローン×植栽地 12 0.03397 1.60 6調。

誤差 38 0.02127 30.3
*安 1% 水準で有意
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と気象要剖との関係Cryj14.3.2

7量の平均値と 2000各植栽地における Cry j1植栽地時で Cry j1 含量に有意差が認められたことから，

降降水量との相関関係を調べた。各機栽地における平均気混と月から 2001 年月までの平均気温およ

降水量は今で最も低く 1 1. 4°C であった。A、
…74-3 に示した。平均気温は木更津で最も高く 15.S0C ，を

の平均値の聞には有意な桔平均気滋と Cry j1郡山で最も抵く S29mm であった。で最も高く 1226mm ，

な負の相関が認められた (r-=-0.976 ，量の時には 1%水降水量と Cryj1関が認められなかったが，

n 日IJ 蜂水量と Cryj1 含量との程関関係について調べたところ， 9表 4-4) 。さらに各月ごとの半均気温および

4-4) 。各様栽地における乃ごとの平均日別降水(r-=網0.997 ，な負の相潜在示したで月の降水量が 1%水

各調査地における気象条件

平均気温ce) 穣算陽水墾(mm)
11.4 1226
15.8 939
12.2 829
13.4 855

4-3

横栽地
今市
木更津
郡山
十玉

最を依 14-5 に示し

要肉と Cry j1 含量の相関関係の月変化

平均気温 平均釘別降水量
0.729 附0.868
。隈737 -0.859
0.595 時0.997 付

0.556 -0.322
0.438 0.369
0.519 0.556
0.486 0.376
0.4810.173
0.562 -0.976**

** 1% 水準で有意

各表 4網4

月
7Fl
8月
9Fl
10Fl
11 月
12 月
1Fl
2Fl
平均値

16

聞鵬今市
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各梢栽地における月ごとの平均日別降水量
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凶 4-5
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4.4 考察

本章では，異なる場所に植栽された 8 クローンにおける Cry j1 含量の変異を調べ， Cryj1 含量に対する環境

要因の効果について検討した。各植栽地における各クローンの Cryj1 含量の平均値を比較してみると，東白川19

号や双葉 1 号のように植栽地問で大きく異なるクローンもあったが，その他のクローンはほぼ同様の傾向を示し

た。特に岩瀬 2 号，久慈 25 号のようにいずれの植栽地においても小さい Cryj1 含量を示したクローンが存在し

たことから， Iアレルゲンの少ないスギ品種J はある程度環境の異なる地域にも配布可能であることが示唆された。

また，東白川 10 号，久慈 18 号，西白河 3 号のように Cry j1 含量の大きいクローンも植栽地問で安定した傾向

を示したことから， Iアレルゲンの少ないスギ品種」を利用すると同時にこのようなクローンを除くことによって，

より効果的に花粉症を軽減できると考えられる。植栽地問ではクローンの順位が大きく変動せず，クローン，植

栽地，クローン×植栽地の交互作用を要因とした分散分析の結果，クローン×植栽地の交互作用が有意ではなか

った。またクローン間の分散成分の寄与率がクローン×植栽地の交互作用および誤差の分散成分の寄与率より大

きく，分散全体の 50%以上に相当することから， Cryj1 含量は遺伝的要因に強く支配されていると考えられた。

本章の結果から，林木育種センタ一本所での調査結果に基づき「アレルゲンの少ないスギ品種」を選抜した場合，

今市，木更津，郡山と環境条件の類似した地域に配布可能であることが示唆された。また，これらの 4 ケ所での

調査では交互作用が見出されなかったことから，今後さらに広い地域，たとえば関東育種基本区全体を対象に調

査地問の交互作用の有無を明らかにし，配布区分を改めて検討する必要がある。様々な遺伝的特性が環境の変化

によってどのような影響を受けるか明らかにするために，共通したクローンで構成された地域差検定林が育種基

本区内全体にわたって設定されている。宮浦 (1994) は関東育種基本区内の 22 の地域差検定林における 10 年次

の生存率や樹高におけるクローン特性の類似性に基づき，関東育種基本区を 2 つの育種区に区分することを提案

している。本章での調査地はすべて 2 つの区分のうちの一方に含まれ，クローン×植栽地の交互作用が有志にな

らなかったことから，ある程度の地域においては，クローンはアレルゲン含量と成長特性のいずれにおいても類

似した傾向を示すと考えられる。そのような地域を選抜および配布の単位区分とすれば，林業的にも花粉症対策

の面からも有益なクローンを選抜し，利用することが可能となるだろう。

一方，分散分析の結果植栽地聞においても有意差が認められたことから， Cryj1 含量は環境条件の違い，例え

ば気象条件，土壌条件，水分条件などに影響を受ける可能性が示唆された。そこで本章では気象条件に着目し，

Cryj1 含量と花芽が分化，発達する 7 月から翌年 2 月の平均気温，積算降水量との相関関係を調べてみた。その

結果，平均気温は有意な相関を示さなかったが積算降水量との聞に有意な負の相関が認められた。そこで各月ご

との平均日別降水量と Cryj1 含量の問の相関関係を調べた結果， 9 月の平均日別降水量が有意な負の相関を示し

た。 9 月の平均日別降水量は Cryj1 含量の平均値が最も低かった今市において極端に高く，他の植栽地の約1.8

倍であったため，相関係数が高くなったと推定される。

橋詰ら (1970) ， Takahashietal. (1989) によると， 6 月下旬ごろに雄花が分化しはじめた後， 9 月中旬には

蔚の中に花粉母細胞が観察され， 9 月下旬から 10 月上旬には花粉四分子が認められる。四分子から分離した未

熟花粉は 10 月に急速に成長して 12 月にはほとんどが成熟花粉となり越冬する。また， Takahashietal.(1989)

は 9 月から 3 月までに採取した花粉中の Cry j1 含量を調べた結果， 9月には花粉 Ig あたりの Cryj1 含量は 0.04μg

とわずかであったが， 12 月および 3 月には 236 および 304μg まで増加したことを報告している。一方，

Miki-Hiroshigeetal. (1994) が蔚および花粉中の Cry j1 の局在を調べた研究では， 9 月に採取した蔚中の花粉
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の外壁，オーピクルスおよびタベータムに Cry j1 が存在することが明らかにされた。タベータムはオーピクル

スの分泌を介して発達中の花粉に栄養分や外壁 (sexine) の構成成分を供給する機能を持つことから， 9 月には

花粉中の Cryj1 含量がわずかなものであっても，タベータムにおける Cryj1 の生合成はすでに始まっていると

考えられる。従って，本章の結果は Cryj1 含量は Cryj1 が生合成される期間の気象条件に影響を受けることを

示唆するものと考えられた。本章の結果から詳細なメカニズムを明らかにすることはできないが， Cryj1 を含む

オーピクルスや seXlne は花粉を保護する役割があると考えられるため，乾燥や紫外線によるストレスによりオー

ピクルスの分泌が促進されて seXlne が肥厚し，それにともない Cry j1 含量が増加するのかも知れない。

また，本章では調査地の数が少ないため，ここで相関係数が有意とならなかった気象要因が Cry j1 含量に影

響を持たないと結論づけることはできない。例えば図 4・ 5 に示されたように， 10 月， 11 月の降水量は 4 ヶ所で

ほとんど変わらないため，有意な相関が認められなかったものと考えられる。従って 10 月， 11 月の降水量が Cry

j1 含量に与える影響を明らかにするためには，より降水量の差が大きい地域間，あるいは年次間で Cryj1 含量

の変異を調査する必要がある。その際，本章で有意な相関係数を示した木更津と今市における 9 月の降水量の差

はよい目安となるだろう。気温の影響についても同様であり，本章の結果から言えることは，本章における調査

地問の気温差であれば， Cryj1 含量におけるクローンの順位は影響を受けないということである。またこの結果

は， Cryj1 含量におけるクローン特性が気象条件，特に気温の変化に対して，これまでの報告から予想されて

いた以上に安定したものであることを示している。これまで気象条件がアレルゲン含量に及ぼす影響を調査した

研究においては気温が最も重視されており， Ahlholmetal.(1998) および Saito etal.(2000) は，それぞれ1. 1°C

および1. 5°C の気温の差が花粉中のアレルゲン含量に影響を与えている可能性を述べていた。しかし彼らの研究

では，個々の気象要因とアレルゲン含量の相関関係については検討していない。本章では植栽地問で平均 4.4°C

の気温差があるにも関わらず，気温と Cry j1 含量の聞に有意な相関は認められず，むしろ降水量の方が Cry j1

含量に大きく影響することが示唆された。スギの雄花着花量においても同様に， 7 月の気温よりも降水量の方が

高い相関を示すことが複数の研究で明らかにされている。 7 月が高温少雨であると雄花の分化が促進されて雄花

着花量，花粉飛散量が多くなると言われているが，さらに 7 月以降も降水量の少ない年は花粉中のアレルゲン含

量も増加し，翌年は花粉症が特に悪化するのかも知れない。また， Ahlholmetal. (1998) は将来，地球温暖化

によりカバノキ属の分布が拡大し花粉中のアレルゲ、ン含量が増加することによって，花粉症患者に深刻なダメー

ジを与える可能性があることを指摘している。気象条件の変化と花粉中のアレルゲ、ン含量の関係は，花粉症患者

にとって重要な問題であり，今後さらに調査を進める必要があるだろう。

4.5 結論

今市市(栃木県) ，木更津市(千葉県) ，郡山市(福島県) ，十王町(茨城県)に共通して植栽されたクローンを

用いて，異なる植栽地問での Cry j1 含量を調査した。各植栽地問の 7 月から 2 月までの平均気温および積算降

水量の差は 4.4°Cおよび 397mm であった。クローン，植栽地，クローン×植栽地の交互作用を要因とした分散分

析の結果，クローン×調査地の交互作用が有意ではなかったことから， Cryj1 含量における遺伝的特性は環境条

件の変化に対して安定したものであることが明らかになった。また，植栽地問で有意差が認められたことから植

栽地の気象条件と Cryj1 含量の相関を調べた結果，積算降水量および 9 月の降水量が有意な負の相関を示した。

従って，花粉が発達する期間の降水量が低いと Cry j1 含量が増加する可能性が示唆された。
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5 Cryj1 アイソフォームにおけるモノク口一ナル抗体との結合性の差異
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5.1 緒言

モノクローナル抗体はある物質に特異的に結合する性質を持っていることから，本研究で行っているような目

的物質の定量や in situ における検出などに広く利用されている。アレルギーに関しでも研究のみならず，臨床

的な場面でも利用されていて，例えば皮内テストや特異的減感作療法などの免疫治療に使用するアレルゲン抽出

液の標準化や濃度測定などはしばしばモノクローナル抗体を用いた ELISA 法によって行われている。モノクロ

ーナル抗体と同様，ポリクローナル抗体もアレルゲン抽出液の標準化に用いられるが，モノクローナル抗体はポ

リクローナル抗体に対して特異性の高さと均質性という利点を持っている。一方，ポリクローナル抗体は抗原を

免疫した動物の血清から直接精製するため，同じ抗原に対する多種多様な(ポリクローナルな)抗体により構成

されている。同じ種でも個体によって作られる抗体が異なり，また同じ個体でも免疫する時期が違えば抗体の構

成割合が異なってくる可能性があるため，常に均質な抗体を得ることが困難である。また，特異性の高いポリク

ローナル抗体を作製するためには抗体を作らせる動物を免疫するために用いる精製抗原の純度が重要であり， し

ばしば精製抗原中のわずかな混入物に対する抗体が同時に作られてしまい，ポリクローナル抗体が抗原と混入物

との交差反応を示す原因となる。それに対し，モノクローナル抗体はひとつの抗体産生細胞を骨髄腫細胞(ミエ

ローマ)と融合させて増殖させたハイブリドーマから生産，精製するため 1 種類の(モノクローナルな)抗体に

より構成されており均質である。また，ハイブリドーマは理論的には永久に増殖可能なので，いったん高い結合

性と特異性を持つモノクローナル抗体を作製することができれば，ほぼ永久的にその抗体を利用することが可能

となる。従って，モノクローナル抗体を用いた ELISA 法は，高い特異性と再現性を持つことが期待できる。し

かしその反面，モノクローナル抗体は特異性が高すぎるために，抗原特異的であるだけでなくアイソフォーム特

異的であることがある (van Ree , 1997) 。アイソフォームとは，同じ機能を持つが分子構造が異なるタンパク質

のことを指す。抗体と結合する部位(エピトーフ。)の構造に変異があるアイソフォームでは，その抗体との結合

性が低下する場合がある。様々なエピトープに対する抗体を含むポリクローナル抗体を用いる場合は，一部のエ

ピトープにおける変異は問題にならないが，モノクローナル抗体は特定のエピトープとしか結合しないため，そ

の部分に変異が生じると結合性が失われてしまうことがある。従って，モノクローナル抗体を使用した ELISA

法では，そのエピトープに変異のあるアイソフォームが存在すると正しく定量することができない。このような

問題を避けるためには，すべてのアイソフォームに対して同等の結合性を持つモノクローナル抗体を用いる必要

がある。

第 2 章において， Cryj1 が検出されないクローンが見出されたことを述べた。その原因として，定量に用い

ているモノクローナル抗体， J1B01 と J1B07 のいずれかとの結合性が極端に低いアイソフォームが存在するこ

とが考えられる。現在日本アレルギー学会によるアレルゲン抽出液の標準化も， J1B01 と J1B07 を用いたサン

ドウィッチ ELISA 法によって行われていることから(安枝ら， 1996) ，この方法で検出できないアイソフォーム

の存在は重大な問題である。そこで，第 1 章において Cry j1 が検出されなかった関東育種基本区の 4 クローン

(上伊那 4 号，北会津 1 号，双葉 3 号，西多摩 5 号)と Cry j1 含量が極端に少なかった 1 クローン(鰍沢 17

号)が生産する Cry j1 のアイソフォームに対して結合性の低いモノクローナル抗体を明らかにし，それをポリ

クローナル抗体で、置き換えることにより，モノクローナル抗体の利点を維持しつつすべてのアイソフォームを定

量できるようにサンドウィッチ ELISA 法を改良することを試みた。
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はじめに，前述の5 クローンの花粉が生産するアイソフォームと各モノクローナル抗体との結合性を調べるた

めに，各クローンから採取した花粉からCryj1 を抽出し，一次抗体として JIBOl または JIB07，二次抗体とし

てポリクローナル抗体を用いたサンドウィッチ ELISA 法により定量を行った。この場合，これらのアイソフォ

ームと結合性の高いモノクローナル抗体を用いた ELISA 法では Cryj1 の定量が可能であるが，結合性の低いモ

ノクローナル抗体を用いた場合は Cry j1 が検出されないと予想される。次に，モノクローナル抗体との結合性

の低下を引き起こしている Cry j1 中のアミノ酸変異を推定するために，これらのクローンと， JIBOl と JIB07

を用いたサンドウィッチ ELISA法で Cryj1 の定量が可能なクローンの花粉から Cryj1 をコードしている eDNA

を単離して塩基配列を決定し，それらから推定されるアミノ酸配列を比較した。スギにおけるアイソフォームの

クローン間変異は興味深い問題であるが， eDNA の塩基配列の決定には時間とコストがかかるため，簡易にこれ

らのアミノ酸変異を検出するために CAPS (CleavedAmplifiedPolymorphicSequences) マーカーを開発した。

CAPS マーカーとは， eDNA 配列をもとに設計したプライマーを用いて DNA 中の特定の配列を増幅し，その産

物を制限酵素処理することによって生じる DNA 断片長の違いを多型として検出する DNA マーカーである。つ

まり， PCR 増幅断片中の制限酵素認識配列の有無や位置の違いにより多型が検出できる。本章では開発した

CAPS マーカーを用いて関東育種基本区のスギ精英樹におけるそれらのアミノ酸変異の頻度を推定し，さらに

Kuramotoetal(2000) が作成したイワオスギの連鎖地図上の Cry} 1 遺伝子の位置を推定した。

5.2 材料と方法

5.2.1 材料

鰍沢 17 号，鬼 i目 7 号，西多摩 5 号から Cry j1 をコードする mRNA を抽出するため， 1999 年 3 月に花粉を

採取し，ただちに -80°C で保存した。 1999 年， 2002 年， 2003 年に採取した 15 クローンの精英樹(飯山 15 号，

飯山 17 号，鰍沢 17 号，上伊那 4 号，河津 29 号，北会津 1 号，鬼泊 7 号，久慈 29 号，群馬 2 号，下高井 23 号，

西多摩 5 号，西多摩 10 号，双葉 3 号，古川 4 号，南設楽 1 号)の花粉を用い， Cryj1 アイソフォームとモノク

ローナル抗体との結合性を調べた。これらの花粉は採取後， 4°C でシリカゲルと共存させて乾燥させた後， -30ーC

で保存した。

CAPS マーカーを開発する際， PCR の増幅断片長を推定するために， Cryj1 をコードする領域のゲノム DNA

の塩基配列を決定したが，その材料として西多摩 5 号の新葉から j慮過洗浄法(河原ら 1994) を一部改変した方

法によって抽出した全 DNA サンプルを用いた。

開発した CAPS マーカーの遺伝分析には，在来品種であるボカスギとイワオスギの交配家系 (67 個体)およ

びヤブクグリとクモトオシの交配家系 (38 個体)を用いた。さらにボカスギ×イワオスギの交配家系を用いて，

既存のイワオスギの遺伝子連鎖地図上の Cry}l 遺伝子の位置を推定した。 DNA サンプルは供試個体の新葉から

CTAB 法により抽出した (Murray andThompson , 1980) 。この CAPS マーカーを用いて関東育種基本区のスギ

精英樹 855 クローンから， JIBOl との結合性が低いアイソフォームを生産するクローンをスクリーニングした。

スクリーニングには既報(金山ら， 2002) において調製された全 DNA サンプルを用いた。

5.2.2 Cryj1 の抽出

2.2.2 の方法で行った。
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5.2.3 サンドウィッチ ELISA 法による Cry j1 の定量

モノクローナル抗体 J1B01 と J1B07，抗 Cryj1 ウサギ IgG 抗体(ポリクローナル抗体， pAb) を組み合わせ

た ELISA 法により， Cryj1 の定量を行った。それぞれの方法を，一次抗体一二次抗体と表記することにした。本

章では ， JB07-J1B01 , J1B01-pAb , J1B07-pAb の 3 種類のサンドウィッチ ELISA 法を使用した。 J1B07-J1B01，

J1B07-jフlAb は 2.2.3 の方法で行った。 J1B01-pAb は次に述べるように一部改変した方法によって行った。一次抗

体の J1B01 がマイクロプレートに吸着されにくいため，最初に 37°C で 1 時間 J1B01 をインキュベートしてから

4°Cで一晩静置した。また，二次抗体に pAb を使用する場合， pAb は各ウェルあたり 50ng ずつ加えた。鬼i目 7

号の花粉から抽出した Cry j1 抽出液を安枝らの方法 (1996) にしたがって濃度調製し，スタンダードとして用

いた。 J1B07-J1BOl および J1B07てpAb では，スタンダードは 0.39~12.5ng/ml の 2 倍希釈系列とし，花粉から

の抽出サンプルは 1:800 ， 1:1600 , 1:3200 , 1:6400(高希釈系列)の 2 倍希釈系列で定量を行った。 J1B01-pAb

はこれらの ELISA と比較して若干感度が低いため，その 2 倍の濃度で定量を行った。また，高希釈系列で Cry j

1 が検山されなかったサンプルについてはさらに， 1:40 , 1:80 , 1:160 , 1:320 の 2 倍希釈系列(低希釈系列)で

の定量を試みた。

5.2.4 Cryj1 をコードする cDNA およびゲノム DNA の合成

全 RNA の抽出は Sone etal.の方法( 1994) により行った。 Oligotex-dT30 (JSRCorp. , Japan) を用いて全 RNA

から mRNA を精製し，それをテンプレートとして既報 (Sone etal.1994) の Cry j1cDNA 配列をもとに設計

したプライマー (forward ， 5'-TCATAATCATAGCATAGC-3' , reverse , 5'-CAACATGCTAGAATATATGC-3') を

使用して RT-PCR を行った。 RT-PCR は TaKaRa RNALAPCR キット (TaKaRa ShuzoCo. , Ltd. , Japan) と遺

伝子増幅装置 9700 (AppliedBiosystemsInc. , USA) を用いた。逆転写反応は 50°C で 30 分間行い，続く PCR

の条件は， 94°C で 2 分間鋳型 DNA を変性させた後， 94°C で 30 秒間変性， 55°C で 1 分間アニーリング， 72°C で

3 分間伸長反応のサイクルを 40 回行い，最後に 72°C で再度 2 分間伸長反応を行うものとした。反応液はキット

に付属している使用書に従い調製した。ゲノム中の Cryj1 をコードする領域については， RT-PCR における PCR

と同一条件下で増幅を行った。 PCR 後の反応液を1.5%アガロースゲ、ルで電気泳動した後 目的の DNA 断片に

相当するバンドを切り出し， GENECLEANII(Qbiogene , Inc. , Montreal , Canada) を用いて精製した。

5.2.5 Cryj1 をコードする cDNA およびゲノム DNA のクローニングとシークエンス

Cryj1 をコードする DNA 断片を TOPO TA クローニングキット (Invitrogen Corp. , Carlsbad , CAUSA) を

用いて pCR 2.1 プラスミドベクターにライゲーションした後，キットに含まれるケミカルコンピテントセルを形

質転換し，クローニングを行った。培養後， GFXMicroPrasmidPrepKit(AmershamBiosciencesCorp.

Piscataway, NJUSA) を用いてプラスミドを抽出，精製した。得られたプラスミドを鋳型として ABI PrismDye

TerminatorCycleSequenceKit(AppliedBiosystems , FosterCity, CAUSA) を用いてシークエンス反応を行

った。塩基配列の決定には 373 シークエンサー (Applied Biosystems) を用い，塩基配列からのアミノ酸配列の

推定や塩基配列間の比較は DNASIS v3.7(HitachiSoftwareEngineeringCo. , Ltd. , Japan) を用いて行った。

5.2.6 CAPS マーカーの開発



-32- 林木育種センター研究報告 第 21 号

鰍沢 17 号，鬼氾 7 号，西多摩 5 号の Cry j1 アイソフォームのアミノ酸配列の比較から，モノクローナル抗体

との結合性に影響を与えていると考えられるアミノ酸変異を検出するための CAPS マーカーを開発した。はじめ

に Infobiogen ソフトウェア (http://www.infobiogen.fr.serviees/analyseq) を用いて，これらのアミノ酸変異を

認識する制限酵素を選び出した。得られた eDNA の塩基配列および既報の eDNA 塩基配列を基にその制限酵素

認識部位を含む領域を増幅するためのプライマーを設計した。プライマーの設計には OLIGO 5.1 (National

BioseieneesInc. , Plymouth ,MNUSA) を使用した。PCRではすべてのアイソフォームの遺伝子を増幅できるこ

とが望ましいので，既知のeDNAの塩基配列(Soneetal.1994 , Nambaetal.1994 , Wangetal.1998) およ

び本章で検出された塩基配列を比較して保存性の高い部分にプライマーを設計するよう留意した PCR は 5.2.4.

と同じ条件で行った。 PCR により増幅された DNA 断片を制限酵素で切断した後1. 5% アガロースゲルで電気泳

動を行い，多型を検出した。

5.2.7 イワオスギの遺伝子連鎖地図上における Cry} 1 遺伝子の位置の推定

5.2.6 で開発した CAPS マーカーを用いて， Kuramotoetal.(2000) が RAPD マーカーにより作成したイワ

オスギの遺伝子連鎖地図上の Cry} 1 遺伝子の位置を推定した。 MAPMAKER/EXP 3.0 プログラムを用いて，既

存の RAPD マーカーとの連鎖を検出した。

5.3 結果

5.3.1 3 種類のサンドウィッチ ELISA 法による Cry j1 の定量

鰍沢 17 号，上伊那 4 号，北会津 1 号，西多摩 5 号および双葉 3 号の花粉から抽出した Cry j1 について，

J1B01-pAb , J1B07-jフlAb， J1B07-J1BOl の 3 種類の ELISA 法による定量を行った。その結果を図 5-1 に示した。

比較のために，いずれのモノクローナル抗体とも結合性を持つ鬼泊 7 号の花粉から抽出した Cry j1 における吸

光度曲線を共に示した。 J1B01-pAb， J1B07-jフlAb および J1B07-J1BOl により推定した鬼泊 7 号の花粉 Ig 当た

りの Cry j1 合量はそれぞれ 443 ， 436 , 440μg であり，ほぼ同等の値であった(図 5・ 2a) 。その他の 5 クローン

のうち，鰍沢 17 号を除く 4 クローン(上伊那 4 号，北会津 1 号，西多摩 5 号，双葉 3 号)は同様の傾向を示し

た。これらのクローンの Cry j1 は J1B07-J1B01 ， J1B07-jフlAb で検出できず ， J1BOl てpAb でのみ濃度依存曲線

を示した。 J1B01-pAb で推定された Cryj1 含量は上伊那 4 号，北会津 1 号，西多摩 5 号，双葉 3 号の順に 284 ，

345 , 236 , 156μg であり， 2.3 に示された精英樹の Cry j1 含量の変異の範囲に収まるものであった(函 5・2a) 。

一方， JIBOI-JIB07 では低希釈系列での定量も行ったが，吸光度は検出限界(花粉 Ig 当たり Cryj1 含量 0.8μg

に相当)以下であった。以上の結果から，これらの個体が生産するアイソフォームは JIB07 との結合性が非常に

低いか，もしくは失われていると推定された。鰍沢 17 号は高希釈系列の J1B07-J1BOl では検出限界(花粉 Ig

当たりの Cryj1 含量 15.6μg に相当)以下であったが，低希釈系列では濃度依存曲線を示し， Cryj1 含量は 11μg

と推定された。また ， J1B01-pAb および J1B07-pAb のいずれにおいても濃度依存曲線を示し， Cryj1 含量はそ

れぞれ 98μg および 96μg と推定された。これらの結果を考え合わせると，鰍沢 17 号は JIBOl と結合性の低いア

イソフォーム， JIB07 と結合性の低いアイソフォームの 2 種類のアイソフォームを生産していると推定された。

そのため J1B01-pAb および J1B07-pAb ではいずれか一方のアイソフォームが検出されるものの ， J1B01-J1B07

ではいずれもほとんど検出されなかったのだと考えられる。
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選;JIB07-JIBOl と JIBOl-pAb により推定した 352a/b のクローンの Cry j1j対仔2b

Cryj1 の eDNA 塩基配列の比5.3.2

られた Cry j1eDNA の寝}，1;配列を決定した。鰍沢 17 号，鬼問?号，5 号より鰍沢 17 弘鬼1§ 7 サ，

もあったことから 3 ク共通したられ，2 種績のお短某配ダIjが1丙多摩 5 弓からそれぞれ 2

の土包基配列から f設定されるアミノw れらの 4が見出〈きれた( [火I 5-3) 。ローン全体では 4 種類

は Namba etaI.(1994)鬼礼 J 7 号から検出され(図 5-4) Q 4 つのうち 1 つ，なっていたダIJ はすべて

がおよび Wang etaI.(1998)されている劃列 (accession numberD343649)によってすでに GenBank に

NambaetaI. (1994) に以下，のものであっその他の 3 つはしてし、たが，報官している部分配列と一

ムな Cry j1b,ムな Cryjla，それ以外のアイソブオされている権某配列がコードするアイソフォよって

らは Cryj1bからは Cry j1b と Cryj1c，鰍沢 17Cryj1c , Cryj ほと記すことにする( IヌI 5-3) 。西多摩 5

ドする塩基配列が検出されと Cry j1d なコ
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仁 ry j1a -54T仁ATAAT 仁AT~~(~IA~((~IAIA~ 且AA~A f:!.ATT 仁TA 仁A仁T仁TGCTA 仁仁 AAAAAATGGATT 仁仁仁仁 TTG 仁TTAGTAG 仁ATTA 仁TGGTTTT 仁T仁TTTTGTAA

仁 ry j1b -54.....................000...00........................0...00..0....................0.......•000C.•
仁 ry j1e -54.............0...0...o'0...0........................0....0................00....00.....00.....To0

仁 ry j1d -54.0.................................0....00......................00............................T..

仁 ry j1a 47TTGGAT 仁TTGCTTTTCTGATAATC 仁仁 ATAGA 仁AG 仁TG 仁TGGAGAGGAGACT 仁AAACTGGG 仁A仁AAAA 仁AGAATGAAGCT 仁GCAGATTGTG 仁AGTGGGCTT

仁 ry j1b 47.............0.00...0..........T..............0...00...0........G........00....0..00....00T.......
仁 ry j1e 47..0....000..00.00..000....0....T.................00....0........A.......0.0...............C.........

仁 ry j1d 47...00..000..00.0...000.........T............00..000...........0.A.0...000...............0.仁..

Mva I

仁 ry j1a 147CGGAAGCT 仁仁 A仁仁 ATGGGAGGCAAGGGAGGAGAT 仁TTTATA 仁GGT 仁A仁GAACT 仁AGATGACGA 仁仁仁 TGTGAAT 仁仁 TGCA 園圏 AACT 仁TG 仁G仁TATGGA
仁 ry j1b 147..................0...000...000...........A.....A..00..00......T..T........0....仁..
仁rγj 1e 147.00....000...00...........................Ao...oA..............To.T.000......... 仁...... ....

仁 ry j1d 147.......000....0.....................0.....Go.•00G.0......0....0Co.A.............T...

仁 ry j1a 247 G仁AA 仁仁仁 GAGATAGG 仁仁仁仁 TGTGGATAATTTT 仁AGTGGGAATATGAATATAAAG 仁T仁AAAATG 仁仁 TATGTACATTG 仁TGGGTATAAGA 仁TTTTGATGGCA

仁 ry j1b 247

仁 ry j1e 247............0.

仁 ry j1d 247...

仁 ry j1a 347 GGGGAG 仁A仁AAGTTTATATTGG 仁AATGG 仁GGTCC 仁TGTGTGTTTAT 仁AAGAGAGTTAG 仁AATGTTAT 仁ATA 仁A仁GGTTTGTAT 仁TGTA 仁GG 仁TGTAGTA 仁

仁 ry j1b 347 000.....0.................0..0....0...0.A00....0.....0.Go.•.•.........00..000...仁....T..
仁 ry j1e 347 0......0000...00" 0...................0.A.....0........Go..0...............0.... 仁 0... T...........0"
Cryj1d 347 00...............0...0..0....00.......0.G..........0...T......0....000.....0....仁. 000G...

仁 ry j1a 447TAGTGTTTTGGGGAATGTTTTGATAAA 仁GAGAGTTTTGGGGTGGAG 仁仁 TGTT 仁AT 仁仁 T仁AGGATGG 仁 GAT~_<;:J 仁IIA<;:I 仁I~(G_' 仁A~ :r G 仁TA 仁AAATATT

仁 ry j1b 447.

仁 ry j1e 447 0

仁 ry j1d 447 .

仁 ry j1a 547TGGATTGAT 仁ATAATTCTTTCT 仁仁 AATT 仁TT 仁TGATGGT 仁TGGT 仁GATGT 仁A仁T仁TTA 仁TT 仁 GA 仁TGGAGTTA 仁TATTTCAAA 仁AAT 仁TTTTTTT 仁AA 仁仁

仁 ry j1b 547...0....0.0..............0...00...0..00..0.....00...0..00..0..00...000.........仁..T..o'

仁 ry j1e 547......0000...0...00.0.0......00...0...0..0....00..0.0..0..0...0.....0.....0..0.仁..To..

仁 ry j1d 547..0.000..........0....000.0.00...0..00..00...00..00..........0...00.0....0....oA.0 仁.

仁 ry j1a 647AT 仁ATAAAGTGATGTTGTTAGGG 仁ATGATGATG 仁ATATAGTGATGA 仁AAAT 仁仁 ATGAAGGTGA 仁AGTGG 仁 GTT 仁AAT 仁AATTTGGA 仁仁 TAA 仁TGTGGA 仁A

仁 ry j1b 647.

仁 ry j1e 647 0

仁 ry j1d 647.
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747AAGAATG 仁仁仁 AGGG 仁A仁 GATATGGA 仁TTGTACATGTTG 仁AAA 仁AATAATTATGA 仁仁仁 ATGGA 仁TATATATG 仁AATTGGTGGGAGTT 仁AAAT 仁仁 AA 仁仁 ATT

747

747

747

仁 ry j1a

仁 ry j1b

仁 ry j1e

仁 ry j1d

847 仁TAAGTGAAGGGAATAGTTT 仁A仁TG 仁A仁仁 AAATGAGAG 仁TA 仁AAGAAG 仁AAGTAA 仁仁 ATACGTATTGGATG 仁AAAA 仁AT 仁AT 仁AT 仁TTGTT 仁AAATTGGG

847

847

847

仁 ry j1a 947TGTGG 仁AAT 仁TA 仁A仁AAGATGTTTTTTATAATGGAG 仁TTATTTTGTAT 仁AT 仁AGGGAAATATGAAGGGGGTAATATATA 仁A仁AAAGAAAGAAG 仁TTT 仁AA

仁 ry j1b 947.

仁 ry j1e 947

仁 ry j1d 947

Psp1406I
Cryj1a1047TGTTGAGAATGGGAATGCAA 仁TαT 仁AATTGACAAAAAATGCTGGGGTTTTAACATGCT 仁T仁T仁T仁T~GTTGATGATGCATATATTCTAGCATG
仁 ry j1b1047 0.......0.................0...0...0..........仁.. 0.........0.....00.A..

仁 ry j1e1047 0......00..000.0000000...000.00..00000.....0..仁. o , 0.......000" 0....A.......

仁 ry j1d1047 000000.............0...0...0.0..00..0........To.......0..0...0.....Goo..

仁 ry j1a1147TTGTA 仁TAT 仁TAAATTAA 仁AT 仁AA 仁AAGAAATATAI£~I~AI~I~IAI~ 巳II~T
p仁仁 I-2-2
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函 5-3 鬼泊 7 号，鰍沢 17 号，西多摩 5 号の花粉から得られた Cryj1 をコードする eDNA の塩基配列。 CRYJ1 ・ 55

および CRYJ1 ・ 352 のプライマーの位置をそれぞれ太い点線および細い点線で，制限酵素の認識部位を白抜きで

示した。また， CRYJ1 ・ 352 のプライマーを設計するために使用した既報の eDNA 配列 (pCCI -2-2 , Soneetal.

1994) を下線で示した。



po
つ
d

林 木 育 種 セ ン タ ー 研 究 報 告 第2 1 号

5.3.3 Cryj1 アイソフォームとモノクローナル抗体の結合性

5.3.1 および 5.3.2 の結果から，それぞれのアイソフォームとモノクローナル抗体の結合性を推定した。西多摩

5 号から抽出された Cryj1 が J1B07-pAb で検出されず J1B01-pAb では検出されたことから， Cryjlb と Cryj

Ie はいずれも JIBOl とは反応するものの， JIB07 との結合性が低いと考えられた。さらに Cryjlb がそのよう

な特性を持っとすると，鰍沢 17 号の J1B07-pAb で検出されたのは Cry jld であり ， J1B01-pAb で検出された

のは Cryjlb だと推定できる。つまり， Cryjld は JIB07 とは反応するものの JIBOl との結合性が低いと考え

られる。他のアイソフォームと比較した場合， 21 残基からなるシグ、ナル配列を除く成熟 Cryj1 の 352 番目のア

ルギニンからヒスチジンへの置換が Cry jIb , CryjIe に共通して見出されたことから，このアミノ酸の置換が

JIB07 に対する結合性の低下の原因であると考えられた。一方， 55 番目のプロリンがロイシンに置換する変異

が Cryjld 特異的に見出されたことから，このアミノ酸変異が JIBOl との結合性に影響していると考えられた。

5.3.4 CAPS マーカーの開発

5.3.4.1 Cryj1 をコードするゲノム DNA の構造

352 番目のアミノ酸変異と JIB07 との結合性について明らかにするためには， JIB07 との結合性が低いアイ

ソフォームを生産する他のクローン，たとえば上伊那 4 号，北会津 1 号，双葉 3 号においても同様のアミノ酸置

換が起きているのか確認する必要がある。また， 55 番目のプロリンからロイシンへの置換と JIBOl との結合性

の低下の関係についても， 55 番目に変異のあるアイソフォームのみを生産するクローンを用いて確認する必要が

ある。そこでこれらのアミノ酸変異を容易に検出するために， CAPS マーカーを開発した。確実に目的の変異を

見出す CAPS マーカーを開発するためには，あらかじめ PCR による増幅断片長や制限酵素処理後の断片長を推

定する必要があるが， CAPS マーカーでは eDNA ではなくゲノム DNA を鋳型として PCR を行うため，増幅され

る領域にイントロンが含まれれば eDNA の塩基配列から推定される増幅断片長よりも長くなる。そこで西多摩 5

号を材料とし，ゲノム DNA 中の Cry j1 をコードする領域の塩基配列を決定した。その結果， Cryj1 の開始コ

ドンから終止コドンまでの長さは 2219bp であり， 2 つのイントロンによって分割される 3 つのエキソンにより

構成されることが明らかになった(図 5・ 5) 。イントロンのエキソンに隣接する配列は GT/AG ルールに従ってい

た。また， eDNA と同様， 2 種類の塩基配列が検出され，エキソンの配列は Cry jIb , CryjIe と一致した。

仁 ry j10 -21 MDSPCLVALLVFSFVIGS 仁 FSDNPIDSCWRGDSNWAQNRMKLAD 仁AVGFGSSTMGGKGGDLYTVTNSDDDPVNPAPGTLR
仁 ry j 1b -21 .5...............................V.............................P.

仁 ry j1c -21 .F...............................A.............................P.
仁 ry j1d -21 .F...............................A............................ 目.

仁 ry j 1α60 YGATRDRPLWIIFSGNMNIKLKMPMYIAGYKTFDGRGAQVYIGNGGP仁VFIKRVSNVIIHGLYLYG仁 STSVLGNVLINES

仁 ry j1b 60..............................................................H
仁 ry j1c 60..............................................................H..

仁 ry j1d 60..............................................................H..

仁 ry j10 140 FGVEPVHPQDGDALTLRTATNIWIDHNSFSNSSDGLVDVTLTSTGVTISNNLFFNHHKVMLLGHDDAYSDDKSMKVTVAF
仁 ry j1b 140

仁 ry j1c 140

仁 ry j1d 140

仁 ry j10 220 NQFGPNCGQRMPRARYGLVHVANNNYDPWTIYAIGGSSNPTILSEGNSFTAPNESYKKQVTIRIG 仁 KTSSS 仁 SNWVWQST
仁 ry j1b 220

仁 ry j1c 220

仁 ry j1d 220 .

仁 ry j10 300 QDVFYNGAYFVSSGKYEGGNIYTKKEAFNVENGNATPQLTKNAGVLT 仁 SLSKRC
仁 ry j1b 300.............国

仁ry j1c 300 国

仁 ry j1d 300 国

図 5 ・ 4 eDNA 配列から推定した Cry j1 アイソフォームのアミノ酸配列
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Cryj1b -54TCATAATCATAGCATAG 仁仁 GTATAGAAAGAAATT 仁TA 仁川仁 TGCTA 仁仁 AAAAA 四1f(1f.!.1I.阻聞田町田町四回・ lf:.l.l f(tI・ ..1.1.. 畑町制

仁 ry j1c -54..............................................................................................T.....

仁 ry j1b 47

仁 ry j1c 47.
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BBI仁A仁AAGTTTATATTGG仁AATGG仁«<iJj仁仁仁TGTGTATTTAT仁r.iJ.i1i1i1i1i1C1IIf.i.t~仁~~仁ATA仁A仁rtDI.UD仁~仁~仁Ktl仁-

仁ry j1b 447

仁 ry j1c 447

i，.Sri iriiiiiM Ci ij.!.iiriiiiiij.i ，."， .j 仁 rlfATlfATl'DT .(trtrtr flI trtm 仁仁 II_ 仁~仁 T仁~仁[«Hf]仁 T仁lIE仁 T仁TG 仁G 仁A仁TG 仁 .fil 仁AAATATT

仁 ry j1b 547

仁 ry j1c 547

1If[tf:.1Hff.tII仁~仁lUI仁 T仁仁~仁...仁~仁mDII仁r«t.mU仁 A仁T仁TTA 仁...仁 GA仁~仁 TATTT 仁仁~仁........仁r.:.J..!."1仁仁 l

654

仁 ry j1b 647 四阿舟1f .!.'.!.'.!.1GTAAG 仁AAATG 仁TTAAGTTTTGT 仁AATTG 仁ATATTGAGTTATTAATTGGTG 仁ATTTTTAATTATAATATAGGTGATGTTATTAGGGTATAGG

仁 ry j1c 647.

仁 ry j1b 747 GATATATATATTGTTTTGAAGAAAATTATTGATTTTTGTTTGATATTGAATAGGTGATATTGTTAGG 仁TAAAG 仁GATGCATATGTT 仁TTTTTTAAGAAGA

仁 ry j1c 747

仁 ry j1b 847 TGATTAAGAAAATTAGTAATTATAGTTGATATAGTTAGGGTATAGATA 仁A仁ATATTGTTTTTTAAGAGAATTAATGATTTTTGTTTGATATTGAATAGGT

仁 ry j1c 847

仁 ry j1b 947 GATGATGTTAGGGTATAGTGATGCATATA 仁T仁仁 TTTTTAAAGAGAATTAT 仁AATTATTGTTTGATATTGAATATGT 仁ATGTTAGGGATGGGTGATG 仁ATT
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655

仁 ry j1b 1347 仁ATAGGTGATGTATTTGTTTTTTAATTGTAATA 仁ATTGATGATTAATTAAATTTTAAAGAAAAATATTAATTTTGTTCAATATTGAATAG 畑町 A・m・Itll

仁 ry j1c1347

7

7

A
『

A
品7

A
『

A
『

4

i

4

i

b

C

4
よ

4

4

1
J
4
J

V

J

V

J

F

'

F

a

r
L
r
L

IIf:.lf(f(f(・掴IIf:.1II冊目・If(.::・1f.!.1I1f.!.l個IIf:.1I11f:.l・r:.':.'t・E・-四IIf:.'.!.lf(個IIf.!.l• .!.1!帽If(質置tI・1.:.':.11.:."土・・・lf(ff:.lC.If:.':.{)・E帽E賀町迂.:.':.'.!.lff:.'t・If(..市
闘
し仁 ry j1b1547AAAAA 仁AAGTT 仁ATT 仁TTTTAATAGAGTAAAATTTGAGTG 仁AATAGAAG 仁ATGATTTATGGAATGAAATATATTGTATA 仁GAA 仁AATTATTTTTAATGTT

仁 ry j1c1547 .

仁 ry j1b1647 T仁TATTGTAAT 仁仁 TATTAATTGTATATATT 仁TTTA 仁TAATTTACTATGT 仁TAATTTAAATAT 仁ATATATATG 仁T仁TAT 仁AATTTGGTTTTTTAAAGT 仁AA

仁 ry j1c1647 .

仁 ry j1b1747 ATATATTTATTTT 仁TATAGAAAAATAAATATATGGATTAAATTGTATGAAATTT 仁TTTTT 仁TTTTATTGAAATTTATGAAAA 仁AAGGAAATTGGAATTGT

仁 ry j1c1747

759

Cryj1b1847AG

仁 ry j1c1847

隔て A仁~f[If.lI~仁 MtOICllli.t.lJ..«-·，·.，·，·，.，·， Wα 仁~仁l.f.:If.M..M.tl仁 ~(tr flI trtrtrnlll 仁AAATα r.:.J..!."1 αATT 仁ii. J.S riiti· J.S ti

マ
r

7

r

A
斗

A
『

Q

J

Q

J

句

よ

4
よ

』
U

「
」

旬

よ
4

よ

・
可
E
J

・
可
，J

V

J

V

J

H

E

F

'

r
L
r
L

福山元r.....仁A仁 IItl仁A仁仁~1f.lI1f:.D仁TA仁~仁~~仁仁ATA仁GTATTGGATGCAAAACAT仁r4I«t..1I仁'.lflHlJMMTtrfRllj(fff'f('tfADj仁

ヲ
r

マ
r

A
『

A
『

a
u

巾
り

吋
L

、
ι

」
U

「
』

句
よ
噌
・

4

・
可
E
J

・
可
E
J

Y

V

J

H

E

H

E

r
L
r
L

~仁A仁AAGATGTTTTTTATAATGGAG仁TTATTTTGTAT仁 r:.1.仁~·Itrtrrr·J·J·'mT~C[CD[flcmmm~仁A仁rBlf~仁....仁r.«:.lOIII:~

ヲ
'
ヲ
'

4

4

4
上

4
上

司
L

『
ζ

h
u
e

-
4
1

ム

・
可
E
J

・
司
E
J

Y

V

J

F

'

H

E

r
L
r
L

田町田佐弘司直質.:.':.l・E・・E・i':.1.lff:.l.:.':.':.':.':.':.11f(・If(f(既個・1.1f:.'週.:.111健・E・E・E・E・r:.':.':.l.:.1.ltI.聞

1125

iR TGATG 仁ATATATT 仁TAGCATGTTG

図 5 ・ 5 西多摩 5 号のゲノム中の Cry j1 をコードする遺伝子領域の塩基配列(エキソンを白抜きで示した。それ

以外の部分はイントロン)



第 21 号

カーの開発

林本育種センター研究報告

55 番目のアミノ鞍変異合検出するための CAPS マ

制限鰐素 Mva I を使毘

38

5.3.4.2

こしている塩基の多塑を検出でき55 番目のアミノ酸変異を引きることによって，

む 600bp の領域を増幅するようなプライマーをそこで 55 番目のアミノ駿残基ることが明らかになった。

鰍沢 17(forward,; 5'-GCATAGCCGTATAGAAAGAAAT-3', reverse;5'-AGTGCGCAGAGTAAGAGC-3') ,言十し

ゲノム DNA の構造，鬼泊 7 号，樹多摩 6 号の全 DNA を鋳裂として PCR 後，反応液を電気泳動したところ，

を(CCA)MvaI はプロリンのコドンのバンドが検出された。およそ 600bから予想、される通り，

しない。む配列を(CTA)Cryj1d に主ぷけるロイシンのコドンるが，む CCAGG という配列

従って，制限酵素処理後の PCR 産物を電気泳動すると， Cryjla , CryjIb , CryjIefこ由来する増幡断片は Mva

Cryj1d に由来する PCR 断片長は切断されずI によって切断されてお80bp と 320bp のヌ本のバンドをと示すが，

西多摩 5 j予からの PCR 夜物を制鰍沢 17 号，鬼泊 7される。とのバンドをに 600bp ぴ〉

西多摩320bp および 600bp ，鰍沢 17 号は 280bp ，は 320bp と 280bp ，･fJ7泳動したところ，処課後，

ンとさ才しるノくンド、ノt タにバンドを示し，それぞれから得られた eDNA の上緑茶配列から5 号は 600bp

([文15-6) 。
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600bp のすべて320bp ,ヤブクグリは 280bp ，分析のを行っ自の 38 f測体を用いてシの Fl
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y.子751 を ab ， クモトオシのを b と表すとすると，ヤブググリのされるグ)

体と ab のを屈では ， aa のることができる。ヤブググリ×クモトオシの Fl塑を aa と

伝子明を示す個体が 1:1 の比で出現することが期待される。遺伝分析の結果， Fl 集出は aa:a b= 15:23 の分離比を

Cryj1 は前(χ 2= 1. 68 ， p>0.05)。従って.1:1 の分離比に適合することが明らかになったχ2 検定の示し，

であることが不さによる子の:l;\'i;基鋭ダIJ のb は Cryj1 をコードするa,ーの遺伝子照であり，

55b,それぞ、れの対立遺伝子を 55a，カλ ら CRYJl-55 と名イ寸け，

ことにした。

のイ古:

55b1b と

このマーカーなアミノ酸変

55a/b,については 55al弘

れ
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5.3.4.3 352 番目のアミノ酸変異を検出するための CAPS マーカーの開発

352 番目のアミノ酸変異を引き起こしている塩基置換を含む配列を認識する制限酵素を探索した結果 ， Psp

14061 が使用できる可能性が示唆された。そこで 352 番目のアミノ酸残基を示すコドンを含む領域を増幅するプ

ライマーを設計し (forward; 5'-ACGATATGGACTTGTAC-3' , reverse;5'-ACAACAATATACATCATGAT-3') ，鰍

沢 17 号，鬼泊 7 号，西多摩 5 号の全 DNA を鋳型として PCR を行い，その産物を電気泳動した結果， Cryj1

をコードするゲノム DNA の配列から期待される通り， 440bp の位置に単一のバンドが観察された。 Psp 14061

は Cry j1a , Cryj1d をコードする塩基配列に含まれる AACGTT という配列を認識して切断するが， CryjIb ,

CryjIe ではこの配列中の G が A に置換しているために認識されない。従って， Cryjla , Cryj1d をコードす

る遺伝子からの PCR 産物を制限酵素処理した後電気泳動すると， 360bp と 80bp の 2 本のバンドが示されるが，

CryjIb , CryjIe の場合は切断されず 440bp の単一のバンドが示されると予想される。鰍沢 17 号，鬼i目 7 号，

西多摩 5 号からの PCR産物を制限酵素処理し，電気泳動してバンドパターンを観察した結果，鰍沢 17 号は 80bp ，

360bp , 440bp の位置に 3 本のバンド，鬼泊 7 号は 360bp と 80bp の 2 本のバンド，西多摩 5 号は 440bp に単一

のバンドを示した(図 5・ 6) 。この結果は，各クローンから得られた eDNA の塩基配列と一致するものであった。

この CAPS マーカーについては，ボカスギ×イワオスギの Fl 集団を用いて遺伝分析を行った。ボカスギおよ

びイワオスギについて分析を行った結果，ボカスギは 80bp と 360bp の 2 本のバンドを示し，イワオスギは 80bp ，

360bp , 440bp のすべてのバンドを示した。 2 種類のバンドパターンが単一遺伝子座の対立遺伝子を表すものと

仮定し， 360bp と 80bp の 2 本のバンドで表現される対立遺伝子を a， 440bp の単一のバンドで表現される対立

遺伝子を b と表すとすると，ボカスギの遺伝子型は aa ， イワオスギの遺伝子型は ab と表すことができ， Fl にお

いては aa:ab=l:l の比で分離することが期待できる。遺伝分析の結果 ， aa の遺伝子型を持つ個体が 33 個体 ， ab

の遺伝子型を持つ個体が 32 個体出現し， χ2 検定の結果， 1:1 の分離比に適合することが明らかになった (χ

2=0.0154 , p>0.05) 。従って，これらのバンドパターンは単一遺伝子座の対立遺伝子を表すものである。そこで

このマーカーを CRYJl-352 と名付け，それぞれの対立遺伝子を 352a ， 352b， 遺伝子型を 352a/a ， 352a/b, 352b/b

と表記することにした。

5.3.4.4 352 番目のアミノ酸変異と J1B07 との結合性の関係

西多摩 5 号と同様， J1B07 との結合性の低いアイソフォームを生産する上伊那 4 号，北会津 1 号，双葉 3 号に

ついて CRYJl-352 による分析を行った。その結果， 3 クローンすべてが 352b/b であったことから，これらが生

産するアイソフォームにおいても， 352 番目のアミノ酸の置換によって J1B07 との結合性が低下していると考え

られた(図 5-6) 。また， 2.3.1 で用いた 163 クローンのうち 88 クローンについて CRYJ1 ・ 352 による分析を行っ

た結果 ， 352a/a のクローンが 62 クローン ， 352a/b のクローンが 26 クローン検出された。 352b のアイソフォー

ムと J1B07 との結合性が低いとすると ， 352a/b のヘテロ接合体クローンから採取した花粉中の Cry j1 含量を

J1B07-J1BOl および J1B07てpAb で定量した場合 ， J1B01-pAb で定量した場合よりも少なくなると推定される。

そこで 352a/b のクローンのうち 10 クローンから採取した花粉中の Cry j1 含量を J1B07-J1BOl と J1B01-pAb

によって推定した結果，いずれのクローンにおいても J1B07-J1BOl によって推定される Cry j1 含量は，

J1B01-pAb によって推定される Cryj1 含量のおよそ半分であった(図 5-2b) 。この結果から ， 352b のアイソフ

ォームと J1B07 の結合性が低いことが確認されるとともに ， 352a と 352b のアイソフォームがほぼ等量ずつ生
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5.3.4.5 55 番目のアミノ酸変異と JIBOl との結合性の関係

CRYJl ・ 55 を用いて，関東育種基本区のスギ精英樹 850 クローンを対象に遺伝子型を調査した結果 ， 55blb の

ホモ接合体クローンは検出できなかったものの ， 55alb のヘテロ接合体クローンが見出された。そこで 55alb の

18 クローンのうち，花粉が採取できた 9 クローン(古川 4 号，群馬 2 号，飯山 15 号，飯山 17 号，河津 29 号，

久慈 29 号，南設楽 1 号，西多摩 10 号，下高井 23 号)について 3 種類の ELISA による Cry j1 の定量を行い，

その結果からこれらのクローンが生産するアイソフォームの JIBOl との結合性について検討することにした。ま

た， CRYJl ・ 352 の遺伝子型を調べた結果，古川 4 号，久慈 29 号が 352alb その他の 7 クローンは 352ala であ

った(図 5 ・ 6) 。

ELISA の結果，古川14 号と久慈 29 号は鰍沢 17 号と同様 J1B07-J1BOl では吸光度が低く， Cryj1 が定量で

きなかったが ， J1B01-pAb , J1B07-jフlAb では Cryj1 含量の推定が可能であった。 J1B01-pAb および J1B07-jフlAb

から推定される花粉 Ig 当たりの Cryj1 含量は，古川 14 号がそれぞれ 145μg および 193μg，久慈 29 号では 139μg

および 141μg であり， 2 種類の ELISA から推定される Cry j1 含量はほぼ同等であった(岡 5-2a) 。また，

J1B07-J1BOl において低希釈系列で定量を行ったところ濃度依存曲線が得られ，花粉 Ig 当たりの Cry j1 含量

は古川 4 号が 27μg，久慈、 29 号では 20μg と推定された。 5.3.1 において ， 352b のアイソフォームは低希釈系列

でも検出できなかったことから，ここで定量されたのは 55b であると考えられる。従って 55b のアイソフォー

ムの JIBOl に対する結合性は他のアイソフォームの 10"'15%程度に低下していると考えられた。また，

J1B01-jフlAb と J1B07-jフlAb から推定される Cryj1 含量がほぼ同じ値であったことから ， 55a と 352a のアイソフ

ォームはほぼ等量ずつ生産されていると考えられた。また，この結果から 55b と 352b の両方のアミノ酸変異を

持つアイソフォームは関東育種基本区のスギ精英樹には存在しないと考えられた。

その他の 7 クローンでは ， J1B07-J1BOl および J1B01-pAb により推定された Cry j1 含量はほぼ同等であっ

たが ， J1B07-jフlAb によって推定された Cry j1 含量より大きく，およそ 2 倍であった(図 5-2a) 。この結果は以

下のように説明できる。 J1B07-J1BOl および J1B01-pAb では 55alb の遺伝子型のうち 55a のアイソフォームの

みが検出され ， 55b のアイソフォームは検出されない。一方 ， J1B07-pAb では 55a のアイソフォームと 55b の

アイソフォームのいずれもが検出されるため， トータルの Cry j1 含量を推定できる。これらのクローンにおい

ても J1B07-pAb により推定される Cryj1 含量が他の方法で推定される Cryj1 含量の約 2 倍であったことから，

Cryj1 含量の多少に関わらず 55a と 55b のアイソフォームがほぼ等量で生産され，両遺伝子聞に優劣がないこ

とから共優性 (codominant) であることが示唆された。

5.3.5 イワオスギの遺伝子連鎖地図における Cry} 1 遺伝子の位置の推定

ボカスギ×イワオスギの Fl 集団における CRYJl ・ 352 の遺伝分析の結果から， Kuramotoetal. (2000) によ

って作成されたイワオスギの遺伝子連鎖地図上の Cry} 1 遺伝子の位置を推定した。その結果， CRYJI-352 は

Kuramotoetal.が使用した RAPD (RandomAmplifiedPolymorphicDNA) マーカー， OPN13a と同じ分離パ

ターンを示し，同じ位置に推定された(図 5-7) 。
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5.4 考察

5.4.1 アイソフォームにおけるクローン間変異

本研究の目的のひとつは ， J1B07-J1BOl で検出されなかったアイソフォームがし、ずれのモノクローナル抗体と

の結合性が低いのかを明らかにし，そのモノクローナル抗体をポリクローナル抗体で、置き換えることにより，す

べてのアイソフォームを定量できるように ELISA 法を改良することであった。しかし J1B01 との結合性が低

いアイソフォームと J1B07 との結合性が低いアイソフォームのいずれもが検出されたため，すべてのアイソフォ

ームをひとつの ELISA 法で定量することは不可能であることが明らかになった そこでそれぞれのアイソフオ

ームの頻度を調べ，より頻度の高いアイソフォームを検出できるような ELISA 法を検討することにした。アイ

ソフォームにおける J1B01 および J1B07 との結合性の低下はいずれの場合も 1 残某のアミノ酸変異によって引

き起こされていることが明らかになったことから，これらのアミノ酸多型に基づいて CAPS マーカーを開発し，

スギ精英樹におけるそれぞれのアイソフォームの頻度を推定した。その結果， J1B01 との結合性が低いアイソフ

ォームの遺伝子頻度は1. 1% であり， J1B07 との結合性が低いアイソフォームの 18.6% と比較しでも極めて低か

った。従って ， J1B01-pAb の方が J1B07-j フlAb よりも頻度の高いアイソフォームを定量可能であり，広く利用で

きると考えられる。そこで「アレルゲンの少ないスギ品種」の選抜においてはまず J1B01-pAb によりアレルゲ

ン含量を評価するのが適切であろう。さらに候補となった Cry j1 含量の少ないクローンについては CRYJ1 ・ 55

の遺伝子型を明らかにし ， 55b を保有するクローンについては J1B07-pAb による定量も行うという手順を踏むこ

とにより，確実に「アレルゲンの少ないスギ品種」を選抜できる。

Cryj1 については，これまでに J1B01 および J1B07 以外にも多くのモノクローナル抗体が開発されているこ

とから，これらのモノクローナル抗体を代用することも可能であるかも知れない(渡辺ら 1992.Kawashimaet

al. 1992) 。しかしその一部は J1B01 と共通のエピトープを持っと推定されているものもあり，それらを代用す

ることはできない (Sakaguchi etal.1997) 。また，本章で明らかにされた以外にもアイソフォームが存在する可

能性があり，その他のモノクローナル抗体を代用するにあたっては，改めてアイソフォームとの反応特性を調べ

る必要がある。それは新たにモノクローナル抗体を開発する場合も同じである。従って現状では 他のモノクロ

ーナル抗体の代用を検討するよりは，反応特性が明らかな J1B01 および J1B07 を利用する方が実用的である。

本章では 1 クローン当たり 1 または 2 種類の cDNA の塩基配列が検出されたことから， Cryj1 のアイソフオ

ームは 1 つの遺伝子座に由来する対立遺伝子であることが示唆された。交配家系を用いた遺伝分析の結果，

CRYJ1 ・ 55 および CRYJ1 ・ 352 のいずれもがメンデルの法則に従う分離比を示し，さらに CRYJ1 ・ 352 は既存のマ

ーカーと同じ分離ノ《ターンを示し，イワオスギの遺伝子連鎖地図上の位置が推定されたことも それを支持する

ものである。従って，スギ全体では様々なアイソフォームが存在する一方で， 1 個体が生産するアイソフォーム

は 1 または 2 種類であると考えられる。また ， 55a/b および 352a/b のヘテロ接合体のクローンから採取した花粉

中の Cryj1 含量を抗体の組み合わせの異なる ELISA 法で推定し，比較したところ，いずれのクローンも 2 種類

のアイソフォームをほぼ等量ずつ生産しており，アイソフォーム間で発現量に差がないことが明らかになった。

従って， CAPS マーカーの遺伝子型はクローンが生産するアイソフォームの種類だけではなく，その比も示すと

考えられる。このことはアレルゲン抽出液中に含まれるアイソフォームは花粉を採取するクローンによって大き

く異なることを示しており，医療や臨床医学的な研究に用いるアレルゲン抽出液を調製する際，考慮すべき事実

である。例えば現在アレルギー学会が配布している Cryj1 の標準品のように ， J1B07-J1BOl により濃度を測定
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するものについては鬼泊 7 号のように ， 55a/a かつ 352a/a のクローンから採取した花粉から調製する必要がある。

また，アイソフォームによって免疫化学的な特性，例えば T 細胞の増殖や IgE との結合性が異なるとすれば，ア

レルゲン抽出液の調製にどのようなクローンから採取した花粉を使用するかということはさらに重要な問題とな

る。例えば IgE との結合性が低いアイソフォームは特異的減感作療法に用いることができる可能性がある反面，

花粉症の診断には用いることができない。

5.4.2 アイソフォームの臨床医学的意義

アレルゲンが体内に取り込まれると，抗原提示細胞によって提示されたアレルゲ、ンの断片(アミノ酸 20 残基

程度のペプチド)を認識して T 細胞が増殖し B 細胞が抗原レセプターを介してアレルゲンと結合するとともに

アレルゲンを取り込んで分解し，組織適合抗原とともにその断片(抗原ペプチド)を細胞表面に発現する。そし

て T 細胞が B 細胞表面の抗原ペプチドに反応し， T 細胞と B 細胞が接触することにより， B 細胞が活性化して同

じ抗原レセプターを持つ IgE を産生する。産生された IgE は肥満細胞やマスト細胞に結合し，その刺激によって

マスト細胞から放出されるケミカルメディエーターが鼻水，くしゃみなどの花粉症の症状を引き起こすのである。

これまでに Cry j1 のアイソフォームにおける免疫化学的な特性の違いについて明らかにした例はないが ， 55b

のアイソフォームのように J1B01 と結合性が低いアイソフォームは IgE との結合性が低く，アレルギーの症状

を起こしにくい特性を持つ可能性がある。 Suzuki etal. (1996) は J1B01 が Cry j1 に対する 17 人のスギ花粉

症患者からの血清中の IgE の結合を J1B07 よりも効果的に阻害したことを報告している。また，その他の研究

においても， J1B01 や J1B01 と共通のエピトープを認識するモノクローナル抗体 013 ， 046 , S214 が他のモノ

クローナル抗体と比較して， Cryj1 と IgE の結合をより強く阻害することが明らかにされている (Taniai etal.

1993 , Sakaguchietal.1997) 。これらの事実は J1B01 がスギ花粉症患者の IgE と同じ B 細胞エピトープに結

合することを示唆している。従って ， 55b はこの B 細胞エヒ。トープに変異があるために IgE との結合性が低下し

ている可能性があり，その場合，花粉症の症状を起こしにくい特性を持っと考えられる。また， Cryj1 の主要 T

細胞エピトープに関する報告はあるが， B 細胞エピトープについてはまだ明らかにされていない。 55b と他のア

イソフォームとの三次構造を比較することによって主要 B細胞エピトープのひとつを明らかにできるかも知れな

。

、
‘I
V

55bのアイソフォームが他のアイソフォームと比較してアレルゲ、ン性が低い場合，特異的減感作療法に利用で

きる可能性がある。特異的減感作療法は，アレルゲンを少量から投与し，徐々に増量することによってアレルゲ

ンに対する過敏性を低下させることを目的とした免疫療法のひとつである。特異的減感作療法は現在のところ最

も重要な根本療法と言えるが，副作用としてアナフィラキシーショックが起きる場合があるという問題点がある。

アナフィラキシーショックは体内における急激なIgE量の上昇により引き起こされる。前述したようにT 細胞の

刺激はアレルゲンが消化されて生じるペプチドを認識することによって起こり，IgE の産生はアレルゲンの立体

構造の一部を認識することによって促進される。従って，T 細胞エピトープが保存されているもののB 細胞エピ

トープに変異があるようなアレルゲンがあれば，アナフィラキシーショックの恐れのない特異的減感作療法が可

能となる。実際に，カバノキ属花粉のBetv 1 においては，そのようなアイソフォームの探索や合成が試みられ

ている (Ferreira etal.1996 , Ferreiraetal.1998 , Friedel-・ Hajek etal.1999 ，)。本研究で見い出された 55b

はこれまでに報告されている Cry j1 の T 細胞エピトープ部分のアミノ酸配列には変異がないため(橋口ら， 1996 ，
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Ishikawaetal.1997 , Sone1998) , B 細胞エピトープだけに変異があるとすれば特異的減感作療法に有用であ

ると考えられる。ただし，本章の結果だけでは実際に IgE との結合性に変異があるかは明らかではなく，また主

要 B 細胞エピトープは複数あると考えられるため，今後さらに検討する必要がある。

5.5 結論

Cryj1 含量の定量に使用していた 2 種類のモノクローナル抗体 J1B01 と J1B07 との結合性の異なる 4 種類

のアイソフォームを見い出し，その eDNA 塩基配列を決定した。し、ずれとも結合するアイソフォームを Cryjla ,

J1B01 と結合するが J1B07 との結合性が低いアイソフォームを Cry j1b および Cry jIe , J1B07 と結合するが

J1B01 との結合性の低いアイソフォームを Cryj1d とした。それぞれの eDNA 配列を比較したところ， Cryj1b

および Cry jIe においては 21 残基からなるシグナル配列を除く，成熟 Cryj1 の配列における 352 番目のアミノ

酸残基がアルギニンからヒスチジンに置換しており，この変異が J1B07 との結合性の低下の原因であると考えら

れた。また， Cryj1d においては 55 番目のアミノ酸残基がプロリンからロイシンに置換しているために， J1B01

との結合性が低下していると考えられた。そこでこれらの変異を簡易に検出するために CAPS マーカー，

CRYJ1 ・ 55 と CRYJl-352 を開発し，複数のクローンにおけるアミノ酸変異と生産する Cry j1 のモノクローナル

抗体との結合性を調べた。その結果，これらのアミノ酸変異がモノクローナル抗体との結合性の低下を引き起こ

していることが確認できた。

さらにこれらの CAPS マーカーを用いて，関東育種基本区のスギ精英樹における J1B01 との結合性の低いア

イソフォームを表す対立遺伝子 (55b) と J1B07 との結合性が低いアイソフォームを表す対立遺伝子( 352b) の

頻度を調べた結果 ， 55b の遺伝子頻度は1.1%であり 352b の遺伝子頻度 18.6% よりも著しく低かった。従って，

J1B01-pAb の方が頻度の高いアイソフォームを定量でき，広く利用可能であることが示唆された。さらに「アレ

ルゲンの少ないスギ品種」の選定に当たっては，候補クローンの CRYJ1 ・ 55 の遺伝子型を明らかにし ， 55b を保

有するクローンについては ， J1B07-pAb による定量を併用して Cry j1 含量を推定する必要がある。

また， CRYJ1 ・ 352 を用いて Kuramoto etal. (2000) により作成されたイワオスギの連鎖地図上に Cry j1 を

コードする遺伝子の位置を推定した。その結果， RAPD マーカーOPN13a と同じ分離パターンを示し，遺伝子連

鎖地図上の同じ位置に推定された。

6 改良された定量法によるアレルゲン含量のクローン間変異の検討

6.1 緒言

第 5 章において，第 4 章まで Cry j1 の定量に利用していた J1B07-J1BOl では定量できないアイソフォーム

が存在することが明らかになった。 2.3.1 で使用した 163 クローンのうち 94 クローンにおける各アイソフォーム

の頻度を調べた結果， 27 クローンが 352a/b， 6 クローンが 55a/b のヘテロ接合体であり ， J1B07-J1BOl では，

これらのクローンの花粉中に含まれる Cry j1 の約半分に相当する 352b または 55b のアイソフォームを定量で

きていないことが示唆された。また，最も Cry j1 含量が少ないと考えられた鰍沢 17 号は 352a/b かっ 55a/b の

遺伝子君主を示し ， J1BOl てpAb~ J1B07-pAb により推定した実際の Cryj1 含量は， 2.3.1 で推定した Cryj1 含量

の 10 倍以上であった。従って， 2.3.1 ではこれらのクローンの Cry j1 含量を過小評価していたと考えられる。

そこで本章では，第 5 章で提案した方法により改めて Cry j1 含量のクローン間変異について検討した。
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これまでの章において， Cryj1 含量はクローン間で顕著な変異がある遺伝的な特性であることを明らかにし，

花粉症対策における「アレルゲン含量の少ないスギ品種」の有用性を示した。従って今後はその実用化に向けて，

「アレルゲンの少ないスギ品種」の選抜を進める必要がある。より効果の高い「アレルゲンの少ないスギ品種」

を選抜するためには，既に 2.4 で述べたように雄花着花性の低いクローンの中から選抜することが望ましい。そ

こで本章では第 2 章と同じクローンを用いるのではなく，これまでに蓄積された雄花着花量のデータに基づき，

比較的雄花着花性が低いクローンを選び出し，これらのクローンにおける Cryj1 含量の変異を調べた。

また， Cryj1 と同様に重要なスギ花粉の主要アレルゲンとして， Cryj2 がある。 Hashimoto etal.(1995) は

145 人の花粉症患者のうち 92% が Cry j1, Cryj2 両方に対する IgE 抗体を保有していて，さらに 4.1%が Cryj

1 に対する IgE 抗体， 3.4%が Cryj2 抗体に対する IgE 抗体のみを保有していたことを報告している。従って Cry

j1 と同様に Cryj2 も重要なアレルゲンであると言える。また，佐々木ら( 1996) は，花粉重量当たりの Cryj2

含量は Cry j1 含量より小さく 3 分の 1 程度であるものの，大きなクローン間変異があったことを示している。

従って Cry j1 だけではなく Cry j2 も少ないクローンを選抜できれば，より高い効果が期待できる。

一方，野原ら( 1997) が高圧処理によって花粉を破砕してから溶媒に懸濁することにより， Cryj2 の抽出量

が約 6 倍に増加したことを報告しているほか，安枝 (2000) も予備実験的なものではあるが，抽出溶媒に塩を加

えることにより Cry j2 の抽出量が増加する可能性があることを示している。従って，これまでの方法では花粉

中の Cry j2 含量を正確に評価できていない可能性があり，まず最適な抽出法を検討する必要がある。そこで本

章では，特別な機材が不要な安枝の方法 (2000) を参考に Cry j2 の抽出法を検討し，最も適切と考えられた方

法で Cry j1 および Cry j2 含量におけるクローン間変異を調査した。

6.2 材料と方法

6.2.1 材料

花粉重量当たりの Cry j1 および Cryj2 含量の変異の調査には，関東育種基本区の精英樹のうち，比較的雄花

着花性の低い 143 クローンを用いた。これらのクローンは，関東育種基本区内の各都県(福島県，栃木県，群馬

県，茨城県，東京都，埼玉県，千葉県，神奈川県，岐阜県，静岡県，愛知県，長野県)および社団法人林木育種

協会，林木育種センターが行った精英樹クローンにおける雄花着花性のデータに基づいて選び出した。また， Cry

j2 の抽出法の検討には秩父県 3 号，那珂 5 号，足柄下 2 号の 3 クローンから採取した花粉を供試した。林木育

種センター交配園に植栽されているこれらのクローンに対し， 2001 年 7 月にジベレリン水溶液の浸漬処理によ

る着花促進を行い， 2002 年 2 月下旬から 3 月上旬にかけて花粉を採取した。花粉の採取および保存は 2.2.1 の方

法で行った。

6.2.2 Cryj1 の定量

5.3. 1.に示した J1B01 とボリクローナル抗体を用いたサンドウィッチ ELISA 法 (J1B01-pAb) を一部改変し

た方法により行った。ビオチン化二次抗体を反応させる過程で，ビオチン化二次抗体 (pAb) をウェルに加えて

37°C で 1 時間インキュベー卜した後， 4°C に一晩静置した。その後， 5.3.1 に述べた方法でストレプトアビジン幽

0 ・ガラクトシダーゼおよび 0・ニトロフェニル- {3・D-ガラクトシドとの反応を行い， Cryj1 を定量した。
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6.2.3 Cryj2 の定量

Cryj2 の定量は抗 Cry j2 モノクローナル抗体 (J2A01 ， J2A07) を用いたサンドウィッチ ELISA 法により

行った。 ELISA 用 96 穴マイクロプレート (Maxisorp ， NalgeNuncInternational , Rochester,NYUSA) の各ウ

エルに， O.lM 炭酸ナトリウムー炭酸水素ナトリウム緩衝溶液(pH9.6) で 2ng/μl に希釈した J2A07 を 100μ1

加えて 37°Cで 1"'1 時間 30 分インキュベートした後，4°Cで一晩吸着させた。 0.2%のTween 20 を含むリン酸緩

衝溶液 (PBS-T， w/v) で 4 回洗浄後， 1%のウシ血清アルブミン(BSA， w/v) を含むリン酸緩衝溶液(Phosphate

bufferedsaline , PBS) を加え， 37°C で 1 時間ブロッキングした。 PBS-T で 4 回洗浄後， 0.2%の BSA を含む PBS-T

(PBS-T-BSA, w/v) で希釈した精製 Cry j2 標準溶液 (Cosmo BioCo. , Ltd.Japan) およびスギ花粉抽出液を

100μl 加えて 37°C で 2 時間反応させた。標準溶液(スタンダード)の濃度は 160 ， 80 , 40 , 20ng/ml とし，花粉

抽出液は 1:100 ， 1:200 , 1:400 , 1:800 の 2 倍希釈系列とした。 PBS-T で 4 回洗浄後， PBS-T-BSA で 1ng/μl に

希釈したビオチン化した J2A01 を 100μl 加えて 37°C で 1 時間インキュベートした後 4°C に静置した。 PBS-T で

4 回洗浄後， 1 ウェル当たり 0.03U の 0 ・ガラクトシダーゼ標識ストレプトアビジン (Roche Diagnostics ,

Mannheim , Germany) を加えて 37°C で 1 時間反応させた。 PBS-T で 4 回洗浄後， 0.02M リン酸二水素ナトリ

ウム水溶液で調製した 5mMo・ニトロフェニル- B ・D-ガラクトピラノシド 100μ1 を加えて 37°C で約 1 時間酵素反

応を行った。1.0M の炭酸ナトリウム溶液 100μl を加えて反応停止後，マイクロプレートリーダー (Model 550 ,

Bio-RadLab.Inc. , Hercules , CAUSA) で 415nm での吸光度を測定し，精製 Cry j2 標準溶液の吸光度から求め

た標準曲線に基づき，各スギ花粉抽出液中の Cryj1 濃度を算出した。 Cryj1 濃度の算出には Microplate manager

II(Bio-Rad) を用いた。

6.2.4 Cryj2 の抽出方法の検討

安枝 (2000) は， Cryj2 は弱塩基性の抽出溶媒 (0.125M 炭酸水素ナトリウム水溶液)のみでは抽出されにく

かったが， 50%グリセリンに塩化ナトリウムを加えることによって抽出が促進されたことを報告している。そこ

で本章では弱塩基性抽出溶媒に塩化ナトリウムを加えることによって抽出効率の向上を試みた。まず， 1宰谷ら

(1993) の報告を参考にして， 0.125M 炭酸水素ナトリウム水溶液 (pH8.3) ， 0.125M 炭酸水素アンモニウム水

溶液 (pH7.9) ， 0.05M トリス一塩酸ノミッファー (pH7.8) の 3 種類の塩基性抽出溶媒により 24 時間，抽出を行

い， Cryj2 の抽出量を比較して最も抽出量が多い溶媒を選び出した。そしてこの溶媒に 0.25"' 1. 5M の塩化ナト

リウムを加えて抽出し，最適な塩化ナトリウム濃度を決定した。さらに最適と考えられた抽出溶媒による Cryj2

の抽出量を経時的に測定し (2 時間一 48 時間) ，抽出時間を決定した。さらに決定した方法による Cryj1 抽出量

と従来の方法による Cryj1 抽出量を比較した。いずれの抽出溶媒も，花粉 100mg に対して 5ml 加え (50 倍量，

w/w) , 2°C で振とう抽出した。抽出量は花粉 19 当たりの含量に換算して比較した。
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6.3 結果

6.3.1 Cryj2 の抽出方法の検討

0.125M 炭酸水素ナトリウム水溶液 0.125M 炭酸水素アンモニウム水溶液および 0.05M トリス一塩酸ノミッフ

ァー (pH7.8 および pH9.8) によって抽出した花粉単位重量当たりの Cry j2 量を図 6-1 に示した。各溶媒によ

る抽出量を比較した結果，いずれのクローンにおいても 0.125M 炭酸水素ナトリウム水溶液による抽出量が最も

高かった。そこで次に， 0.125M 炭酸水素ナトリウム水溶液に 0.25M ， 0.5M , loOM , L5M の塩化ナトリウムを

加えて抽出し，その抽出量を比較した。その結果， loOM 塩化ナトリウムおよび L5M 塩化ナトリウムを加えた場

合の抽出量と比較して 0.25M 塩化ナトリウムおよび 0.5M 塩化ナトリウムを加えた場合の抽出量の方が多かった

(図 6・ 2) 。また， 0.25M 塩化ナトリウムを加えた場合と 0.5M 塩化ナトリウムを加えた場合の抽出量の差異はク

ローンによって異なり，足柄下 2 号，秩父県 3 号では 0.5M 塩化ナトリウムを加えた場合に最も多く，那珂 5 号

では 0.25M の 0.5M 塩化ナトリウムを加えた場合に最も多かった。そこでさらに 2 クローン(東加茂 10 号，天

竜 4 号)を追加して 0.25M ， 0.5M の濃度における抽出量の比較を行うとともに再現性を調べた。抽出は那珂 5 号，

秩父県 3 号，足柄下 2 号において 4 反復，東加茂 10 号，天竜 4 号は 3 反復とし，関 6-2 に平均値と標準偏差を

示した。その結果，那珂 5 号，天竜 4 号では 0.25M の塩化ナトリウムを加えた抽出溶媒による抽出量の方が多く，

秩父県 3 号，足柄下 2 号，東加茂 10 号では 0.5M の塩化ナトリウムを加えた抽出溶媒による抽出量の方が多い

という傾向は見られたが，誤差の範囲内であり大きな差はないことが明らかになった。また，いずれの抽出溶媒

の場合も変動係数は 10--20%であり，十分な再現性が得られていると判断した。以上の結果から，本研究では

0.125M 炭酸水素ナトリウム+0.5M 塩化ナトリウムを Cryj2 の抽出に使用することにし，さらにこの抽出溶媒に

よる抽出時間について検討した。その結果，秩父県 3 号，足柄下 2 号では 2 時間でほぼ全量が抽出されていると

考えられたが，那珂 5 号では 24 時間まで抽出量の増加が認められた(図 6-3) 。この結果に基づき，抽出時間は

24 時間とした。

単位花粉重量当たりの Cryj1 含量および Cryj2 含量を調査するにあたって，同時に両方のアレルゲンを抽出

できれば効率がよい。そこで， Cryj1 についても，従来行ってきた抽出法 (0.125M 炭酸水素ナトリウム水溶液

で 2 時間)と 0.125M 炭酸水素ナトリウム水溶液+0.5M 塩化ナトリウムにより 24 時間抽出した場合の抽出量を

比較した(図 6・ 4) 。その結果，いずれのクローンにおいても従来の方法と同程度の Cry j1 が抽出されることが

明らかになった。従ってここで採用した方法により Cryj1 と Cryj2 を同時に抽出し，その抽出液からそれぞれ

の含量を推定することが可能だと考えられた。
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6.3.2 Cryj1 および Cry j2 含量におけるクローン出

した 143 クローンにおける花粉 19 当たりの Cryj1 含量および Cryj2 含量の平均値はそれぞれ 406μg と

431μg であり， Cryj1 のほうがやや高かった。また，段大(品最小値は Cryj1 では 81μg ， 1052μg であり， Cry

j2 では 92μg と 1145μg であり，いずれも 12~13 倍のクローン開変異が認められた。圏 6-5 に Cry j1 含量の頻

度分布を示した。
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ンを対の低いクロ関東育種基本氏のスギ精英樹の中までの結果を踏まえ，本章では 5

しをン間変量当たりの Cry j1 含量におけるクロ花粉象に，

イ肉体問およびよりも少なく，Cryj1については，アレルゲンである Cry j2 のもうひとつのまた，

々木‘ら， 1996，野原ら， 1997) ,ら， 1995 ，¥}されているが大きいことが採取地，採取年による

特別主きでは，そこで2000) 。1997 ,ら，抽出 )J法によって大きく変化することが指摘されている

村
山

4ま率の向上を試みに Cry j2 の抽出Tv仏(2000)な機材が不要な安枝の

トリス -1盆酸ノえッブァー0.125M 炭鮫;1<ぷアンモニウムれ溶液，ナトリウム水熔液，駿71<0.125M出溶媒，

による抽出階水素ナトリウム(pH7.8 および pH9.8) による Cry j2 の抽出量;を比較した結果， 0.125M

なる濃度のよ盆化ナトリウムを加えて抽出される Cry j酸水素ナトリウムにそこで 0.125Mも高かっ王立が

しさらに狛出量を経時的 iニ測定し，抽出時間喜子しを決2 の塁を比較し，最適な塩化ナトリウム

を採用した。野原抽出する酸水素ナトリウム +0.5M の塩化ナトリウムで 240.125Mから，その

であったナトリウム水溶液による花粉 19 当たりの Cry j2 の抽出量は 20問ら (1997) は 0.125M 炭際水

すなわち約 6 結に培加したことをど示している c 卒;により花粉きと破砕することによって 120問，ものの，

ナトリウムを加えた二とによる抽出最の培加率は 10%かナトリウム水溶液で示された 0.125M 炭酸水

iま詑粉 19 、うたりの Cry j2 の抽出しかし，と比較して低いものであった。野原らのら約 2 倍であり，

と比較して高いものであった1997)ら，1996 ,々木ら，1993 ,(津谷ら，265-561μg とこれまでの

が抽出されているものと考えこの抽出法で花粉ゅの Cry j2 のことから，

に{政いたそのための抽出溶媒にj容出しやすいという特徴があり，Cryj2 ともにCryj1,

Cryj1 おえられている。従って，アレルゲンとして作用するのだとで諮 r竹しやすく，粉疾患、者の

の抽出溶媒であればいj じように Cryj1 および Cryj2

出溶媒を用いて 3 クローンの4しかし本章では，

であり，弱

1993) 。

よび Cryj2 の抽出においては pH が

ら，が抽出できるとされていた



スギにおける花粉アレルゲンの遺伝的変異に関する研究 -51-

の花粉から Cry j2 を抽出し，その抽出量を比較した結果，抽出溶媒問で顕著な差異が認められた。 トリスー塩

酸バッファー (pH9.8) の方がトリスバッファー (pH7.8) よりも抽出効率が高く， 0.125M 炭酸水素アンモニウ

ム (pH7.8) と比較して 0.125M 炭酸水素ナトリウム (pH8.3) の方が抽出効率が高かったことから，弱塩基性で

あっても pH が異なると抽出効率が変化する可能性が示唆された。また， 0.125M 塩化ナトリウム水溶液に加え

る塩化ナトリウムの濃度によっても Cry j2 の抽出量が変化し，塩濃度が高すぎても抽出効率が低下することが

明らかになった。

野原ら( 1997) は，大部分が花粉外壁や外壁に付着するオーピクルスに存在する Cryj1 と異なり， Cryj2 は

細胞内部のアミロプラスト内のデンプン粒に局在するため，花粉の細胞質まで破壊が及ばない限り Cry j2 の溶

出は十分に起こり得ないとしているが，本研究の結果から抽出溶媒の組成によっては Cry j2 は十分に溶出し得

ることが示唆された。また， Cryj2 の多くは 2 時間以内に抽出されていることが明らかになった。 Cry j1 と同

様 Cry j2 にも感作されている花粉症患者は多い(津谷ら， 1993 , Hashimotoetal.1995)0 本章における結果

は，花粉症患者の鼻粘膜上で短時間に Cry j1 と同程度の量の Cry j2 が溶出される可能性を示唆するものであ

り，スギ花粉が花粉症患者の目や鼻粘膜に付着したときにどのような変化を起こし，アレルゲンが溶出されるの

か，その機構を考察する上で示唆を与えるものであるかも知れない。

本章では改良したアレルゲンの抽出法および定量法により， Cryj1 のクローン間変異について再検討した。ま

た， I アレルゲンの少ないスギ品種j の実用化を想定し，雄花着花性が比較的低いクローンを調査対象とした。そ

の結果，花粉 19 当たりの Cry j1 含量の平均値は 406μg，最大値および、最小値は 1052μg および 81μg でありそ

の差は約 13 倍であった。第 2 章では最大値と最小値の差は約 80 倍であったが，最小値を鰍沢 17 号の 16μg と

して過小評価したため，最大値との差が大きくなったと考えられる。しかし，本章で得られた約 13 倍というク

ローン間変異も，選抜による改良の効果を十分に期待できる大きさである。また，頻度分布は 300~400μg をピ

ークとする正規分布を示した。第 2 章の結果と同様，この結果も遺伝的変異を維持しつつ Cry j1 含量の改良を

進められることを示唆するものである。平均値も含め全体的に第 2 章で得られた結果と比較して Cry j1 含量が

少ない傾向が見られたが それは第 5 章の結果に基づき，新たにスタンダードを調製しなおしたことによるもの

だと考えられる。 J1B07-J1B01 により比較してみた結果，第 2 章で使用していたスタンダードの濃度は本章で用

いたスタンダードの濃度の約 75%であったことから，第 2 章で得られた Cryj1 含量に対して 0.75 を掛けて修正

すると本章とほぼ同様の値となった。

さらに，これらのクローンにおける花粉単位重量当たりの Cryj2 含量についても調査した結果， Cryj1 含量

と同様の傾向が認められた。花粉 19 当たりの Cry j2 含量の平均値は 431μg，最小値および最大値はそれぞれ

92μg および 1145μg で約 12 倍の変異があり，いずれも Cryj1 含量における結果とほぼ同じ値であった。この結

果から Cryj1 含量だけではなく Cryj2 含量にも着目することによって，より効果の高い品種を選抜できると考

えられる。

6.5 結論

0.125M 炭酸水素ナトリウム水溶液に 0.5M の塩化ナトリウムを加えた抽出溶媒を用いることにより， Cryj2

の抽出効率を大幅に向上できることが明らかになった。また，この抽出溶媒を用いた場合， Cryj1 の抽出量は従

来行っていた 0.125M 炭酸水素ナトリウムを用いる方法による抽出量とほぼ同程度であった。
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スギ精英樹 143 クローンから採取した花粉から， 0.125M 炭酸水素ナトリウム +0.5M 塩化ナトリウムを用いて

Cryj1 と Cry j2 を抽出し， Cryj1 含量および Cry j2 含量のクローン間変異を調査するとともに Cry j1 含量

と Cry j2 含量の相関関係を調べた。第 5 章の結果を踏まえ， Cryj1 の定量は J1B01-pAb により行った。その

結果， Cryj1 含量， Cryj2 含量ともに 80--1200μg のクローン間変異が認められた。

7 総合討論

7.1 緒言

スギ花粉症は年々深刻化し，林業においてもその対策が求められている。本研究では，花粉単位重量当たりの

アレルゲン含量がスギクローン間で大きく異なることに着目し，アレルゲン含量についての品種改良の有効性に

ついて検討した。ある形質の育種における改良効果の大きさを表す遺伝獲得量は選抜差と遺伝率の積によって求

められるため，変異が大きく遺伝率が高いほど遺伝獲得量は大きくなる。本研究では，第 2 章，第 3 章，第 4 章

においてスギ花粉の 2 種類の主要アレルゲンのうち，すでに定量方法が確立されている Cry j1 を中心にクロー

ン間変異や遺伝性を調査した。その結果， Cryj1 含量は遺伝的に支配されている形質であることが明らかになっ

たことから，第 6 章ではさらに Cry j2 含量の定量法を確立するとともにそのクローン間変異を明らかにした。

これまでの研究では，花粉単位重量当たりの Cry j2 含量は Cry j1 含量の 5 分の 1 から 2 分の 1 程度であると

されていたが(津谷ら， 1995，佐々木ら， 1996，野原ら， 1997) ，本研究ではスギ花粉には Cry j1 と同程度の

Cryj2 が含まれていることが明らかになった。従って，今後 Cry j2 についてもその変異における遺伝的要因の

重要性を明らかにし， Cryj1 と Cry j2 を総合的に評価した上で「アレルゲンの少ないスギ品種」を選抜し，実

用化を進める必要がある。また，第 4 章では 4 ヶ所に共通して植栽されたクローンにおける Cry j1 含量を比較

した結果，クローン×植栽地の交互作用が認められなかった。従って，ある程度環境条件の異なる地域でもアレ

ルゲン含量におけるクローンの順位の変動は小さいと考えられるが，より実用性を高めるためには，さらに広い

地域における交互作用を明らかにし， Iアレルゲンの少ないスギ品種」の育種区分について検討する必要がある。

また，年次変動や広い地域におけるアレルゲン含量の変異を調奄することによって，アレルゲン含量に対する気

象条件の与える影響も明らかにできるだろう。

第 5 章では， Cryj1 には量的変異のみならず，分子構造における変異，いわば質的変異も存在することを明ら

かにした。これまでに 3 種類の Cry j1 をコードする eDNA 塩基配列が報告されているが (Sone etal.1994 ,

Nambaetal.1994) ，本研究では新たに 3 種類のアイソフォームを見出した。これらのうちのひとつは， IgE 抗

体とエピトープを共有するモノクローナル抗体との結合性が低いことから，アレルゲン性が低い可能性がある。

アイソフォーム間での特性の違いは，モノクローナル抗体を用いた研究の結果に影響を与えるだけではなく，検

査や治療に用いるアレルゲン抽出液の質にも影響を与えるため，医療の場でも注意を払う必要がある。さらに，

アレルゲン性の低いアイソフォームを生産するスギクローンを新たに花粉症対策品種として利用できる可能性も

あり，今後これらのアイソフォームにおける免疫化学的な性質の差異を明らかにする必要がある。

本章では各章で得られた結果をもとに， Iアレルゲンの少ないスギ品種」をどのようにして林業における花粉症

対策に生かすべきか，また，アレルゲン含量およびアイソフォームレベルでのクローン間変異が臨床医学的な観

点においてどのような意味をもつかを論じるとともに，育種における花粉症対策の今後の展望について述べるこ

とにする。
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7.2 r アレルゲンの少ないスギ品種」の林業における重要性

これまでに花粉症対策品種として「花粉の少ないスギ品種J が選抜され，現在普及が進められている。不幸に

もスギ花粉症は林業において最も社会的に注目度の高い問題になっており，花粉症を起こしにくい(低アレルゲ

ン性の)スギに対する要求はさらに高まると考えられる。スギは木材生産を目的とする林業樹種であり，これま

での育種は成長特性や材質における改良を目標として進められてきた。しかし，今後は低アレルゲン性であると

いう必要条件を満たした上で，林業的に重要な特性にも優れた品種の育成を目指すことが求められる。林業にお

ける花粉症対策の手段として枝打ち，間伐などの施業も考えられるが，強度の間伐を行うと疎開によって樹冠へ

の日当たりがよくなり，林分当たりの雄花生産量は逆に増加してしまうことが指摘されている(清野， 2003) 。

しかしその一方で，清野らは間伐を行っても雄花を着生しない個体や間伐によって雄花の着花量が著しく増加す

る個体が存在することを観察しており，施業においてもスギ個体ごとの遺伝的特性に考慮することが重要である

と述べている。施業のみによる花粉症対策には限界があり，育種の効果も取り入れることによって施業の効果が

発揮されると考えられる。

林業における花粉症対策の高い重要性に対し，現在選抜されている「花粉の少ないスギ品種」のみでは育種母

材としても種苗生産の母集団としても不十分である。第 2 章において雄花着花性とアレルゲン含量は独立した形

質であることが明らかになったことから， r花粉の少ないスギ品種J とは別に，新たに「アレルゲンの少ないスギ

品種J を選抜することが可能であると考えられた。ただし，雄花着花性におけるクローン間変異はアレルゲン含

量におけるそれ以上に顕著なものであり，花粉を生産しないことが花粉症対策において最も重要な形質であると

考えられることから，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品種」を選抜するの

が望ましい。そこで第 6 章では，これまでに都県や社団法人林木育種協会，林木育種センターで行った精英樹の

雄花着花性の調査結果に基づき，雄花着花性が比較的低いクローンを選び出し， Cryj1 含量および Cry j2 含量

を調査した。その結果，いずれも正規分布を示し， 12--13 倍程度の顕著なクローン間変異が認められた。また，

Cryj1 含量と Cry j2 含量の聞には有意な相関関係、が認められたことから，雄花着花性が低く， Cryj1 含量，

Cryj2 含量ともに少ない品種を選抜できることが示唆された。

さらに Cryj1 含量については 0.796 と高いクローン反復率が得られ，今市市(栃木県) ，木更津市(千葉県) ,

郡山市(福島県)および十王町(茨城県)という環境条件の異なる場所に植栽された場合でもクローンごとに安

定した傾向を示し，分散分析においてクローン間の分散成分の寄与率が高かったことから， Cryj1 含量は遺伝的

要因に強く支配されていることが明らかになった。また増殖年次の異なる個体間で Cry j1 含量の差が認められ

なかったことから， rアレルゲンの少ないスギ品種」をクローンで利用することにより，確実に空中アレルゲン量

を減らすことができると考えられる。斉藤ら (2003) は母親が共通した 11 の Fl 家系を用いて遺伝率を推定した

結果， 1 以上の高い値が得られたことを報告していることから，採種園に「アレルゲンの少ないスギ品種J を導

入することによっても，アレルゲ、ン含量の少ない種苗を生産することができるだろう。

「アレルゲンの少ないスギ品種」は「花粉の少ないスギ品種J と比較して短期間で選抜が可能であるという利

点がある。アレルゲ、ン含量は雄花着花性と異なり，生育環境や樹齢に関わらずジベレリン処理による着花促進に

よって評価が可能であるため，選抜が容易であるからである。また，ジベレリン処理を利用した苗木段階での早

期検定が可能であるため，交配家系を用いた遺伝性の研究も比較的容易に進めることができる そして「アレル
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ゲンの少ないスギ品種J は単に花粉症対策品種の数を増やすというだけではなく， I花粉の少ないスギ品種J の欠

点を補う役割も持つO 第 2 章で述べたように，雄花着花性はクローン間変異が大きいものの遺伝率が低く，アレ

ルゲン含量は雄花着花性と比較してクローン間変異が小さいものの遺伝率が高いことから，育種効果を考える上

で相補的な関係にあり，双方を考慮することによって，より効果的に花粉症対策を進めることができると考えら

れる。

さらに採種園での種苗生産を考えた場合， I花粉の少ないスギ品種j とともに「アレルゲンの少ないスギ品種」

を併用することは，大変重要な意味を持つo I花粉の少ないスギ品種」は主に自然着花による雄花着花性に基づい

て選抜されているが，より確実を期すためにジベレリン処理による強制着花量の調査も行っている場合には，強

制着花量も少ないクローンを優先的に選抜している。従って「花粉の少ないスギ品種」のみで採種園を造成した

場合，ジベレリン処理を行っても雄花があまり着生せず， I花粉の少ないスギ品種」同士の交雑が起こりにくくな

り，外部花粉と交雑する確率が高くなってしまう可能性がある。森口 (2003) は DNA マーカーを用いて複数の

スギ採種園における交配の実態を調査し，外部花粉の流入が 30%以上の高い率で起きていたことを報告している

が， I花粉の少ないスギ品種」を導入した採種園においてはさらに外部花粉の流入率が高くなることが懸念される。

特に周囲の雄花を大量に着生する個体から飛散する花粉と交雑した場合には 「花粉の少ないスギ品種」の持つ遺

伝的特性が相殺され，雄花着花性における改良の効果が減少してしまう。ジベレリンによる着花促進に対する反

応性はクローンによって異なることから(戸田ら， 1996，西村ら， 1994) ，採種園で低アレルゲン性の種苗を生

産するために最も理想的なのは，自然着花では雄花が着かないがジベレリン処理をすると大量に着花するクロー

ンである。実際に九州育種基本区では， 8 年間に渡る調査で 1 度も着花しなかった 46 クローンにジベレリン処理

をして着花量を調査した結果， 13 クローンが雄花を着生しなかった，あるいは 5 段階評価で評価が 1 以下であっ

たが，その一方で評価が 3 以上と高かったクローンも 14 クローン見出されていて(戸田ら， 1996) ，これらの一

部は「花粉の少ないスギ品種」として選抜されている。しかし，そのようなクローンを選抜するためには長期間

に渡って自然着花量とジベレリン処理による強制着花量を調査する必要があり，花粉症対策の緊急性を考えると

それは困難である。将来的にはそのようなクローンを選抜するとしても，まず比較的短期間で選抜可能な「アレ

ルゲンの少ないスギ品種J を採種園に導入し， I花粉の少ないスギ品種」を母樹 「アレルゲンの少ないスギ品種」

を花粉親とした種子生産を行うことによって，速からず低アレルゲン性の苗木を生産することが可能になると考

えられる。

7.3 臨床医学におけるアレルゲンの量的および質的変異の重要性

一般的に花粉症の診断や特異的減感作療法には，花粉から抽出したアレルゲン抽出液が利用されている。従っ

て，アレルゲン抽出液の調製に使用する花粉によって，その質が変化する可能性がある。 Hjelmroose etal.(1995)

は，カバノキ属の Betula pθndula の複数個体の方角の異なる部位から花粉を採取してアレルゲ、ンを抽出して比

較したところ，抽出液中のアレルゲ、ンの種類や量が個体問および同一個体内の異なる部位間で異なっていたこと

を報告している。また， Sanchezetal. (2002) は，オリーブの品種間で含まれているアレルゲンの構成が異な

り，最も主要なアレルゲ、ン Ole e 1 の合量とアレルゲン性の聞に相関性が認められたことから，花粉症の診断に

用いるアレルゲン抽出液の均質化が必要であることを述べている。スギ花粉のアレルゲン抽出液については Cryj

1 濃度を指標とした標準化が基本方針として採用されているが(安枝ら， 1996) ，本研究において Cryj1 含量に



スギにおける花粉アレルゲンの遺伝的変異に関する研究 F
h
d

戸
川U

顕著なクローン間変異が認められたことから，Cryj1 含量の多いクローンから採取した花粉を用いることによっ

て効率的にアレルゲン抽出液が調製できると考えられる。さらに第 5 章においては Cry j1 に多数のアイソフォ

ームが存在し，クローンによって生産するアイソフォームが異なることが明らかになったことから，花粉を採取

するクローンによってアレルゲン抽出液に含まれるアイソフォームの構成も変化することが示された。

これまでにも様々なアレルグンにおいて複数のアイソフォームが存在し，中にはモノクローナル抗体や T 細胞，

B 細胞， IgE との反応性などの免疫化学的な特性が異なるものがあることが明らかにされている (Breiteneder et

al.1993 , Smithetal.2002 , Parketal.2002) 。樹木花粉ではカバノキ属花粉の主要アレルゲン Bet v 1 におい

て多数のアイソフォームが検出されており，その eDNA を発現ベクターに導入して大腸菌や酵母によって生産さ

せて精製し，得られたリコンビナントアレルゲンを用いてそれぞれのアイソフォームの免疫化学的な性質が研究

されている (Ferreira etal.1996 , Friedel-Hajeketal.1999) 。アイソフォームによって免疫化学的な性質が異

なるとすると，使用するアレルゲン抽出液に含まれるアイソフォームの種類によって花粉症の診断の結果が影響

を受ける可能性がある。体内で起きるアレルギ一反応にはボリクローナルな抗体が関与しており，アレルゲン中

のどのエピトープを認識するかには個人差があるため，診断には主要なエピトープを欠くことなく，アレルゲン

性が高いアイソフォームが適していると考えられる。

アイソフォーム間での特性の違いは，特異的減感作療法を行う上でも重要な問題である。特異的減感作療法は

現在のところ最も重要な根本療法であるが，アナフィラキシーショックを起こす可能性があるという問題点があ

る。アナフィラキシーショックは体内の IgE 濃度の急激な上昇によって起こるので， T 細胞のみを刺激し IgE の

生産を引き起こさないようなアイソフォームを使用すれば，安全に特異的減感作療法を行うことが可能になる。

また特異的減感作療法では，主に CD4+ T 細胞が産生するサイトカインのプロファイルが変化することによって

アレルギー症状が改善されると考えられていることから (Secrist etal.1993 , Juteletal.1995 , Ebneretal.

1997)，使用するアイソフォームには T 細胞エピトープが保存されていることが重要である。そこで様々なアレ

ルゲンにおいて T 細胞との反応性が高く， IgE との反応牲が低いアイソフォームの探索が行われている (Ferreira

etal.1996 , Gonzalezetal.2002)0 Betv1 ではさらに， IgE との結合性に関与する部位を推定し，人為的にそ

の部位に相当する配列に塩基置換を起こさせた eDNA を合成し，それをリコンビナントアレルゲンとして発現さ

せることによって， T 細胞との反応性は天然型 Bet v1 と同程度であるが IgE との反応性の低いアイソフォーム

を作り出している (Ferreira etal.1998) 。本研究において新たに検出された Cry j1 アイソフォームのうちのひ

とつ， Cryj1d は IgE との反応性が低い可能性があり，今後その特性を明らかにすることによって特異的減感作

療法に利用できる可能性がある。

本研究では既知のものを含め， 4 種類の Cryj1 のアイソフォームが検出され，それらの聞にはモノクローナル

抗体との結合性の差異が見出された。さらに，そのアミノ酸配列とモノクローナル抗体との結合性を統合的に比

較すると，いずれのモノクローナル抗体の場合も， 1 残基のアミノ酸変異によって結合性が低下していることが

示唆された。そこでさらに，それらのアミノ酸変異を引き起こしている DNA 塩基配列の変異を多型として検出

する CAPS マーカーを開発し，複数のクローンにおけるアイソフォームのアミノ酸変異とモノクローナル抗体と

の結合性を調べ，その関係を確認した。ここでは CAPS マーカーを使用することによって，スギのクローンごと

に生産する Cry j1 アイソフォームのタイプを容易に推定することが可能となった。

アイソフォーム問で免疫化学的な特性が異なり，個体によって生産するアイソフォームが異なるとすると，花
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粉を採取する個体によってアレルゲン抽出液に含まれるアイソフォームが変化する。しかしこれまでに， 1 個体

が何種類のアイソフォームを生産するのかという点について検討し，遺伝子型とアレルゲン含量との関係を解明

した例はない。本研究においては 4 クローンから花粉を採取し， Cryj1 をコードする eDNA のクローニングお

よび塩基配列の決定を行ったところ，各クローンから 1~2 種類の Cryj1 アイソフォームが検出された。さらに，

交配家系を用いて CAPS マーカーの遺伝分析を行った結果，メンデ、ル遺伝に従う分離比を示したことから， Cryj

1 アイソフォームは 1 遺伝子座に由来する対立遺伝子であると考えられた。従って， 1 個体が生産するアイソフ

ォームは 1 種類または 2 種類であり，アレルゲン抽出液中に含まれるアイソフォームは花粉を採取する個体に大

きく依存することが明らかになった。アレルゲン抽出液を調製する際には，使用目的に応じて花粉を採取する個

体を選択する必要があるかも知れない。また，これまでの研究では単一のアイソフォームの特性を明らかにする

ためにはリコンビナントアレルゲンの発現系を確立することが必要とされていたが，本研究の結果から，スギの

クローンごとに Cry j1 を抽出することによって単一のアイソフォームを単離し，特性を調べることが可能であ

ることが示された。

本研究ではさらに， CAPS マーカーを使用して関東育種基本区のスギ精英樹における特定のアミノ酸変異の頻

度を明らかにした。 Ferreira etal. (1996) および Park etal. (2002) はそれぞれ Bet v1 および Der p 1 にお

いて最も頻度が高いと考えられるアイソフォームが最も高い IgE との反応性を示したことを報告しており，この

結果は曝露量の多いアイソフォームに感作される可能性が高いことを示唆している。興味深いことに本研究にお

いても IgE 抗体との反応性が低い可能性のある Cryj1d の頻度が1.1% と顕著に低かった。また Friedel ・ Hajek et

al. (1999) は，アイソフォームの種類や頻度に地域特異性がある可能性を指摘しており，その場合地域によって

花粉症患者が強く感作されているアイソフォームや主要エピトープが異なる可能性も考えられる。しかし

Ferreiraetal.(1996) や Friedel ・ Hajek etal.(1999) は，少数の個体から採取した混合花粉や研究用に市販されて

いる花粉から得られた eDNA クローンの頻度からアイソフォームの頻度を推定しており，それらの花粉サンプル

が地域または種全体におけるアイソフォームの変異を表現していない可能性がある。本研究で示したように，ア

ミノ酸変異を多型として検出する DNA マーカーを使用することによって より正確にアイソフォームにおける

地域間変異を明らかにできると考えられる。

また，現在減感作療法に代わる花粉症の治療法として，ペプチド療法や DNA ワクチンの実用化に向けた研究

が進められている。いずれも T 細胞エピトープをターゲットにしたものであり ペプチド療法では主要 T 細胞エ

ピトープと推定されている部分配列のペプチド鎖，あるいは複数の主要 T 細胞エピトープを連結させたペプチド

鎖を合成して投与する方法， DNA ワクチンは T 細胞エピトープの塩基配列を組み込んだ発現ベクターを投与す

る方法である。ペプチド療法に関しては，合成されたペプチドを用いた in vitro の実験において， T 細胞の増殖

は起きるものの末梢血リンパ球の増殖は起きないことや， IgE とほとんど結合しないことが確認されていて，実

用化が期待されている (Sone etal.1998.Hiraharaetal.2001)0 DNA ワクチンについても，スギ花粉症のイヌ

に対して投与した結果，顕著な効果が認められたことが報告されている (Masuda etal. 2001) 。これまでの T

細胞エピトープに関する研究は Sone etal. (1994) により報告されたアイソフォームの eDNA 配列およびアミ

ノ酸配列に基づいて進められているが，今後さらにアイソフォームの探索を進めることによって新たな T 細胞エ

ピトープが同定されれば，その情報を基にさらに効果が高く汎用性の高い治療が可能になる。
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7.4 さらなるスギ花粉症対策品種の創出

本研究において，アレルゲン含量は遺伝的要因によって強く支配される形質であり，顕著なクローン間変異が

存在することが明らかになったことから，アレルゲン含量の少ないクローンを選抜して利用することによって花

粉症を軽減することが可能であることが示された。また，雄花着花性やアレルゲン含量のような量的な変異を利

用した花粉症対策品種の選抜が進められる一方，平らは雄性不稔を示す突然変異個体を発見しており(平ら，

1993)，今後はこれらについても実用化が進められると考えられる。あるいはダイズやライグラスで成功してい

るように (Herman etal.2003 , Bhallaetal.2001) 遺伝子組換えによってアレルゲンの生産や雄花着花が抑制

された品種が作り出され 利用が進められる可能性もある。これらの品種は花粉を全く飛散させないため，空中

アレルゲン量を減少させる効果が非常に高いと考えられるが，その反面これらを母材とした交雑により多様な種

苗を生産することは困難である。そのため，これらの品種を重点的に利用するとスギ林における遺伝的多様性が

失われる危険性があり 「花粉の少ないスギ品種」や「アレルゲンの少ないスギ品種」と並行して利用する必要が

ある。また，現在最も緊急性の高い問題のひとつが花粉症である一方で，スギに求められる特性は成長特性，材

質，病虫害抵抗性など多様であり，複数の優れた特性を持つ品種を創出するための基本的な手段は交雑育種であ

る。他の特性において優れたクローンと「花粉の少ないスギ品種」や「アレルゲンの少ないスギ品種」を交雑す

ることによって 花粉症対策に有効であると同時に林業的に重要な特性にも優れた品種の創出や種苗の生産を行

うことが可能になると考えられる。

スギにおいてはこれまでに RAPD (RandomAmplifiedPolymorphicDNA) , AFLP(AmplifiedFragment

LengthPolymorphism) , SSR(SimpleSequenceRepeat) に加えて， RFLP(RestrictedFragmentLength

Polymorphism) , STS (Sequence-Tagged-Sites) , CAPS など， cDNA ライブラリーを基盤として遺伝子領域に

関連する DNA マーカーが開発され，これらを利用してスギの高密度連鎖地図の作成が進められている (Mukai et

al.1995 , Tsumuraetal.1997 , Yoshimatuetal.1998 , Kuramotoetal.2000 , Nikaidoetal.2000 , Ujino-Ihara

etal.2000 , Iwataetal.2001 , Moriguchietal.2003) 。それと同時にこれらの遺伝子連鎖地図上に，初期成長

や発根性，着花性，材質などに関連する遺伝子座の位置の推定が推定されつつある (Yoshimaru etal. 1998 ,

Kuramotoetal.2000) 。花芽形成に関与する遺伝子も既にいくつか単離され，塩基配列が明らかになっているこ

とから (Fukui etal.2001)，今後はこれらの連鎖地図上の位置が推定されると共に，他の特性との連鎖関係が明

らかにされると考えられる。本研究において Cry j1 をコードする遺伝子領域については明らかになったが，そ

の生産量がどのように制御されているのか，遺伝子地図上のどの位置に生産量を支配する遺伝子座が存在するの

かはまだ明らかではない。将来，様々な有用特性に関与する遺伝子座の連鎖関係を解明することによって，効率

的に交雑育種を進めることが可能になるだろう。それは Cry j2 に関しでも同様である。また，アミノ酸変異に

よってアレルゲ、ン性が低下したアイソフォームが見出された場合，そのアミノ酸変異に関連する DNA マーカー

を開発し，アレルゲン性の低いアイソフォームを生産するクローンの選抜に利用することができるだろう。

本研究では，スギの育種における花粉症対策について論じてきた。しかし，スギ花粉症の原因はスギ花粉だけ

ではなく，ヒノキ花粉もまたスギ花粉症の原因となることが明らかにされている (Rohac etal.1994 , Taniaiet

al.1993 , Suzukietal.1996 , Yasuedaetal.2000) 。ヒノキはスギと並んで日本の林業において最も重要な樹

種であり，最近ではスギよりも材価が高いこともあり造林面積はスギを上回っている。従って，今後はスギにお

いて示された方向性を参考に，ヒノキにおいても花粉症対策を進める必要がある。
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摘要

現在，日本におけるスギ花粉症の擢患率は 1 割を超え，大きな社会問題となっている。スギ花粉症患者の増加

の主な原因はスギ人工林面積の増加に伴うスギ花粉生産量の増加にあるため，林業において花粉症対策は重要な

課題のひとつとなっている。その中のひとつとして育種による品種改良が挙げられ これまでに雄花着花性の低

い「花粉の少ないスギ品種」の選抜と利用が進められている。さらに，スギ花粉の主要アレルゲンである Cry j1

と Cryj2 の花粉単位重量当たりの含量がスギ個体間で大きく異なることが報告されていることから， Iアレルゲ

ン含量の少ないスギ品種」を選抜して花粉対策にさらに効果を上げることが期待されている。そこで育種効果を

検討するために不可欠な，アレルゲン含量における遺伝的支配の強さや環境要因の及ぼす影響について明らかに

することを本研究の目的とした。また，スギは林業樹種であるため，花粉症対策品種においても林業上重要とさ

れる成長特性や通直性，材質が優れていることが求められる。従って「アレルゲンの少ないスギ品種」はそれら

の特性に優れた精英樹の中から選抜することが望ましい。従って本研究では，精英樹を材料としてアレルゲン含

量の遺伝的変異について検討を行った。本研究で得られた成果は以下の通りである。

1. 花粉単位重量当たりの Cry j1 含量と Cry j2 含量には，いずれも 12-13 倍程度の顕著なクローン間変異が

あることが明らかになった。また，雄花着花性とアレルゲン含量は独立した形質であることが示唆された。

2. ジベレリン処理による着花促進は花粉単位重量当たりの Cry j1 含量に影響を与えないことが明らかになっ

たことから，ジベレリン処理を利用することによって雄花着花量の年次変動や雄花着花性におけるクローン

特性に影響されず， Cryj1 含量を調査することが可能となった。

3. 異なる環境条件下においても Cry j1 含量はクローンごとに類似した傾向を示し，一般的には安定した遺伝

的形質であることが明らかになったが，例外的に個体間で Cryj1 含量が安定しないクローンも見出された。

また， Cryj1 含量は花粉の発達期間中の気象条件に影響を受けることが示唆された。

4. Cryj1 の定量に使用していたモノクローナル抗体， J1B01 および J1B07 との結合性が低いアイソフォーム

が見い出された。いずれにおいても 1 残基のアミノ酸変異がモノクローナル抗体との結合性の低下を引き起

こしていることが明らかになったため，それぞれのアミノ酸変異を多型として検出する CAPS マーカーを開

発した。 CAPS マーカーの遺伝分析の結果から Cry j1 のアイソフォームは 1 遺伝子座に由来する対立遺伝

子であることが明らかになり ， Cryj1 をコードする遺伝子の位置が既報 (Kuramoto etal.2000) の遺伝子

連鎖地図上に推定された。また， CAPS マーカーによる分析の結果から，スギ精英樹におけるそれぞれのア

イソフォームの頻度には顕著な差があることが明らかになった。

以上の結果から「アレルゲンの少ないスギ品種」の選抜，利用によって花粉症の軽減を期待できることが明ら

かになった。さらに，本研究で得られた知見から， Iアレルゲンの少ないスギ品種 j の選抜方法における提言を行

った。

1. I花粉の少ないスギ品種 J の選抜のために蓄積された雄花着花性に関する調査結果に基づい

て比較的雄花着花性が低いクローンを選び出し，それらの中から「アレルゲンの少ないスギ品

種」を選抜する。
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2. 確実に花粉を採取するために，ジベレリン処理による着花促進を行う。まず，調査対象とす

るクローンについて 1 個体または少数個体を用いてアレルゲン含量を調査してスクリーニング

を行い，選んだ候補クローンについてはさらに多数の個体間でのアレルゲン含量の安定性を調

べる。もしくは複数年に渡って調査を行う。

3. J1B01 との結合性が低いアイソフォームの頻度は1. 1% と推定され， J1B07 との結合性が低

いアイソフォームと比較して顕著に低いと考えられたことから， J1B01 とポリクローナル抗体

を組み合わせたサンドウィッチ ELISA 法によって信頼性の高い Cry j1 の定量を行うことがで

きる。しかし「アレルゲ、ンの少ないスギ品種J の最終的な選抜においては，候補クローンに対

して CAPS マーカーによるチェックを行い， J1B01 との結合性が低いアイソフォームを生産す

るクローンについては J1B07 とポリクローナル抗体を用いた ELISA 法による Cry j1 の定量

も行い，総 Cry j1 含量を調べる必要がある。

以上の方法により「アレルゲン含量の少ないスギ品種J の選抜を進めるのと並行して，アレルゲン含量におけ

るクローンと植栽地における交互作用を調べ， Iアレルゲ、ンの少ないスギ品種」の利用区分について検討する必要

があると考えられる。

また，アイソフォームによってアレルゲン性が異なる可能性が考えられ，アレルゲン性が低いアイソフォーム

が明らかになれば そのアイソフォームを生産するクローンを新たな「アレルゲンの少ないスギ品種j に利用で

きるかも知れない。また， 1 個体が生産するアイソフォームのは 1"'2 種類と考えられることから，花粉症の診断

や治療に用いるアレルゲ、ン抽出液の質は花粉を採取する個体によって大きく変化する可能性がある。従って，ア

イソフォーム間での免疫化学的な特性の差異は臨床医学的にも重要な問題であり，今後検討する必要がある。
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