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１ 研究の背景と目的 

スギ花粉症は1964年に日本で初めて報告され、スギ花粉症の罹患人口は1980年代から年々増加傾向に

あり、国内で最も罹患人口の多い疾患の1つとなっている。2008年、26 %以上の国民がスギ花粉症を発症

しており、特に関東地方においてはスギ花粉症の有病率が39.6 %と全国平均を遥かに上回るため 1)、大気

汚染物質の影響が懸念される。 

スギ花粉は一般的に山間部から飛散し移流中にスギ花粉から、スギ花粉症の原因物質であるCry j 1の局

在するユービッシュ小体が剥離し大気中に放出される。さらに、剥離したユービッシュ小体は都市部へと

移流し、ユービッシュ小体中のCry j 1は都市部の大気汚染物質と反応し化学的変性を起こす可能性がある。

Cry j 1はアミノ酸であるチロシン残基を16個有しており、チロシン残基はベンゼン環を有している。ベン

ゼン環を有するチロシンは大気中の NO3ラジカルや OHラジカルとの反応により 3-ニトロチロシンを生

成するため、同ラジカルとの反応によるCry j 1中のチロシン残基のニトロ化の可能性が考えられる。3-ニ

トロチロシン残基を含むペプチドやタンパク質は IFN- の産生を高め、免疫原性を増大させる報告がある。

さらに、3-ニトロチロシンは細胞の細胞死を誘導するため、3-ニトロチロシン含有タンパク質は元のタン

パク質よりも人体に高い毒性を示し、アレルギー反応を促進させる可能性がある。したがって、都市部に

おいて生成した3-ニトロチロシン含有Cry j 1 (ニトロ化Cry j 1)を吸引することで、アレルギー反応が促進

され、都市部におけるスギ花粉症の有病率が増加したと推測できる。そこで、本研究では大気中に存在す

るニトロ化タンパク質を測定し、さらに3-ニトロチロシンの上皮様細胞への毒性を評価した。 

 

２ 実験方法 

2.1 都市部大気中粒子状スギ花粉アレルゲンの捕集 

都市部大気中に存在する可能性のある3-ニトロチロシン含有タンパク質を捕集するため、2010年3月14

日 ~ 16日にアンダーセンハイボリウムエアサンプラー (AHV)を用い、埼玉大学廃液処理センター横にて

大気捕集を行った。捕集流速は566 L/minとし、71時間捕集を行った。その後、大気捕集を行ったフィル

ターからタンパク質成分を抽出し片側ELISA法のサンプルとした。 

2.2 片側ELISA法によるニトロチロシン残基の検出 

片側ELISA法により大気中タンパク質に含まれる3-ニトロチロシン残基の検出を試みた。 

～実験方法～ 

96穴ELISA用マイクロプレートに 2.1で調製したタンパク質含有サンプルを添加し、その後、3-ニトロ

チロシンモノクローナル抗体をウェルに添加した。さらに、ペルオキシダーゼ標識 IgG抗体、発色基質で

あるo-フェニレンジアミンをウェルに添加し、プレートリーダー (定波長492 nm、対照波長630 nm)で吸

光度を測定した。 

2.3 ニトロチロシンのHeLa細胞への毒性評価とFITC-Annexin VによるHeLa死細胞の識別 

本研究では、3-ニトロチロシン含有Cry j 1の細胞に対する毒性を評価することを目的としている。今回

はその基礎実験として、上皮様細胞であるHeLa細胞に対する3-ニトロチロシンの細胞死誘導能を評価し、

3-ニトロチロシンがアポトーシス (細胞の自殺)を引き起こすのか、それともネクローシス (細胞の他殺)を

引き起こすのかを判別した。 
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Fig. 1. Fluorescence micrographs of HeLa dead cells treated by FITC-Annexin V. 
Upper stage : HeLa cells treated by 500 M 3-nitrotyrosine, Lower 
stage : HeLa cells treated by Camptothecin. Left fluorescence 
micrographs : pre-irradiation of excitation light, Light fluorescence 
micrographs : post-irradiation of excitation light. (Shutter speed : 1.2 s).  

～実験方法～ 

培養した HeLa 細胞に 3-ニトロチロシンを添加し HeLa 細胞死を誘導した。その後、HeLa 死細胞に

FITC-Annexin Vを添加し、蛍光顕微鏡でHeLa死細胞の観察を行った。 

 

３ 研究の成果 

3.1 都市部大気中3-ニトロチロシン含有タンパク質の検出(大気汚染物質によるCry j 1の変性の基礎研究) 
本研究で用いた AHV すべての段のタンパク質溶液においてブランクよりも高い吸光度が観測されたた

め、2010年3月14日 ~ 16日の大気中タンパク質には3-ニトロチロシン残基が含まれていることが明らか

となった。さらに、Cry j 1が主に存在する5段目、すなわち粒径範囲1.1 m以下のタンパク質含有溶液中

においても3-ニトロチロシン残基が検出されたため、大気中における3-ニトロチロシン含有Cry j 1の存在

が示唆された。 

3.2 ニトロチロシンのHeLa細胞への毒性評価とFITC-Annexin VによるHeLa死細胞の識別結果 

HeLa細胞に500 M 3-ニトロチロシンを添加したところ、HeLa細胞の細胞死が観測された (Fig. 1)。し

たがって、3-ニトロチロシンはHeLa細胞死を誘導したため、3-ニトロチロシン含有Cry j 1も同様にHeLa

細胞死を誘導すると考えられる。また、FITC-Annexin VによるHeLa死細胞の識別の結果、僅かではある

が 3-ニトロチロシンがHeLa細胞のアポトーシ

スを誘導することが判明した。3-ニトロチロシ

ンは上皮様細胞である HeLa 細胞のアポトーシ

スを誘導したため、ニトロ化 Cry j 1も同様に

HeLa 細胞のアポトーシスを誘導する可能性が

高い。さらに、3-ニトロチロシン含有ペプチド

で感作したマウスのリンパ節細胞を同3-ニトロ

チロシン含有ペプチドで刺激した際、通常の 2

倍程度の IFN- の放出が観測されているため、

元のペプチド・タンパク質よりも3-ニトロチロ

シン含有ペプチド・タンパク質の方が高い免疫

反応誘発能を有すると言える 2)。したがって、

ニトロ化Cry j 1による上皮様細胞のアポトーシ

スの誘導により、IFN- が大量に放出され、その

後マクロファージが活性化され、ニトロ化Cry j 1が抗原として認識されやすくなり、スギ花粉症アレルギ

ー反応が悪化・誘発される可能性がある。今後、大気中 Cry j 1 に含まれる 3-ニトロチロシンの検出を

Sandwich-ELISA法により行い、スギ花粉アレルゲン種の変性 3) を評価し、さらに、NO2/O3ガス曝露によ

り調製した3-ニトロチロシン含有Cry j 1のHeLa細胞への毒性評価を行う予定。 
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