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In our study, we try to develop new method for utilizing the essential oils extracted from cedar, cypress 

and todomatsu tree residues for control of human allergenicity of Japanese cedar pollinosis. Therefore, we 

evaluated dissociation constant (KD) of cedar pollen allergenic Cry j 1 by using the Biacore J system based on 

the surface plasmon resonance (SPR) principle before and after exposure to the different trees essential oils. 

We found that the KD value (2.20×10-10M) of Cry j 1 when it has been exposed to polluted air of NO2 and O3 

is lower than those of Cry j 1 (1.35~2.45×10-9M) exposed to both of pollutant air (NO2 and O3) and the 

essential oils. It is suggested that the trees essential oils are valuable for allergenicity inhibition of cedar pollen 

allergenic Cry j 1. 
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1. 研究背景 

 

我々の生活環境には多種類の環境汚染物質が存在して

おり、それらが原因で引き起こされる疾病が問題にな

っている。また、全国平均の有病率が約 26 %もあるス

ギ花粉症の原因となるスギ花粉中のアレルゲン物質

Cry j 1 も、都市部大気中で二酸化窒素などの大気汚染

物質と反応し、ニトロ化 Cry j 1 となることが報告され

ている 1)。一方、日本の森林では、スギ、ヒノキ、ト

ドマツなどの針葉樹の割合が高く、それらの樹木には

アロマ素材として注目されている精油が数%含有して

おり、特に、精油の有効利用について、進められてい

る。これまでに、香りの基となる精油は少量でも抗菌

性、防虫性、リラックス作用、悪臭・有害物質除去な

どの効果が報告されている。これらの物質の機能を最

大限発揮させるための実用的な空間への噴霧法も開発

されている。こうした精油成分とテルペン類はスギ葉

からも抽出することが可能である。また最近、二酸化

窒素などの環境汚染物質に対して強力な除去活性を示

す精油成分とテルペン類が樹木の葉や材から見出され

ている 2)。そのような背景から、我々はスギ、ヒノキ、

トドマツなどから抽出した精油成分の活用と研究展開

として、スギ花粉主要なアレルゲンである Cry j 1 のア

レルギー性の抑制効果、並びに Cry j 1 のニトロ化を防

ぐ可能性について着目した。そこで、本研究では、ま

ず、スギ花粉アレルゲン Cry j 1 へのスギ、ヒノキ、ト

ドマツ樹木より抽出した精油の暴露による Cry j 1のア

レルギー性の抑制効果について調査した。 

 

2. 実験および解析方法 

 

2.1 スギ花粉タンパク質抽出物の作成 

スギ花粉 1.0 g と Cry j 1 抽出液 40 mL を 50 mL 遠沈
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管に入れて 4 °C で一晩静置した。6,000 rpm, 10 min の

遠心分離後、上清を分取し、遠心式フィルターユニッ

ト（アミコンウルトラ-4; Millipore Co., Ltd.）（分画

10,000 Da）のフィルター濾過ユニットに入れた。14,800 

rpm, 15 min で遠心分離後、溶媒を除去した上清をマイ

クロチューブに移し、スギ花粉から溶出したタンパク

質を濃縮および回収した。すべての上清を回収し終え

たら、再度新しいアミコンウルトラ-4 に上清を入れ、

溶媒交換および濃縮操作を以下の方法で行った。上清

の入ったアミコンウルトラ-4を14,800 rpm, 15 minで遠

心分離した後、緩衝液（HBS-EP; GE Healthcare Co., 

Ltd.）を 3 mL 加え、さらに同条件で遠心分離した。こ

の操作を 2 回繰り返したのち、溶媒交換した濃縮スギ

花粉抽出タンパク質をフィルターユニットから吸い取

り、マイクロチューブに入れ、全量が 2.0 mL になるよ

うに HBS-EP を加えた。この試料を、スギ花粉タンパ

ク質抽出物とし、使用するまで-40 °C で保管した。 

 

2.2 スギ花粉タンパク質抽出物と樹木精油との接触に

よるアレルゲン活性変化の調査 

スギ花粉アレルゲンの樹木精油との接触による活性

変化について調査を行った。スギ花粉タンパク質抽出

物 2.5 μL、各樹木精油（スギ、ヒノキ、トドマツ）ま

たは HBS-EP 1 μL、HBS-EP を 100 μL マイクロチュー

ブに入れた。試料は、混合後すぐに溶媒交換を行った

ものと 4 °C, overnight で接触させたものを用意し、接触

時間による活性変化を調査した。溶媒交換は、HBS-EP

を 400 μL 入れてサンプルを希釈し、これらをアミコン

ウルトラ-0.5 で HBS-EP 緩衝液へ溶媒交換を行った。

これらのサンプル中のCry j 1濃度をBiacore Jにより測

定し、各模擬降水と接触した際の Cry j 1 活性の変化を

調査した。 

 

2.3 樹木精油揮発ガスのスギ花粉への暴露 

樹木精油 50 μL を、3 L のアナリティックバリアバッ

グ（近江小戸エアーサービス（株））に入れた。このア

ナリティックバリアバックへ 3 L のゼロガスを加えた

のち、50 °C の乾燥器内へ 10 分以上入れ、樹木精油を

揮発させた。スギ花粉への樹木精油揮発ガスの暴露に

は、デジケーター型固定層反応器を用いた（Fig. 1）。

この反応器内に、47 mmφの石英繊維フィルター上にス

ギ花粉 1.0 g を撒いたものを入れ、3 L の樹木精油揮発

ガスを通気した。樹木精油揮発ガスを通気後、反応容

器のガス導入部をコックで密閉し、スギ花粉と樹木精

油揮発ガスを 24 時間接触させた。 

樹木精油揮発ガスと接触させたスギ花粉は、フィル

ターおよび Cry j 1 抽出液 3 mL とともに遠沈管に入れ

て 4 °C で一晩静置した。6,000 rpm, 10 min の遠心分離

後、上清を 2 mL のマイクロチューブへ分取し、14,800 

rpm, 10 min で遠心分離を行った。その後、上清 500 μL

を遠心式フィルターユニット（アミコンウルトラ-0.5; 

Millipore Co., Ltd.）のフィルター濾過ユニットに入れた。

14,800 rpm, 15 min で遠心分離後、緩衝液（HBS-EP; GE 

Healthcare Co., Ltd.）を加え、再度 14,800 rpm, 15 min で

遠心分離した。これを 2 回行い、溶媒交換を行った。

次に、フィルター濾過ユニットをマイクロチューブに

逆に取り付け、4,000 rpm, 2 min で溶液をフィルター濾

過ユニットからマイクロチューブへ移した。溶液が、

元の溶液量になるよう HBS-EP を加え、これをスギ花

粉アレルゲンサンプルとした。 

 

2.4 各樹木精油吸着スギ花粉への大気汚染物質の暴露 

樹木精油を暴露したスギ花粉へ O3: 250 ppb, NO2: 250 

ppb に調製した流量 2 L/min のガスを約 6 h 暴露し、Cry 

j 1の大気汚染物質への暴露による変性影響を調査した。

樹木精油吸着スギ花粉は NO2・O3混合ガスへ暴露した

のちにマイクロチューブに移し、Cry j 1 抽出液 2 mL

を加えて 4 °C で一晩静置した。その後、14,800 rpm, 10 

Fig. 1. Reactor for essential oils. 
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min で遠心分離を行い、上清 500 μL を遠心式フィルタ

ーユニット（アミコンウルトラ-0.5; Millipore Co., Ltd.）

のフィルター濾過ユニットに入れた。14,800 rpm, 15 

min で遠心分離後、HBS-EP を加え、再度 14,800 rpm, 15 

min で遠心分離した。これを 2 回行い、溶媒交換を行

った。次に、フィルター濾過ユニットをマイクロチュ

ーブに逆に取り付け、4,000 rpm, 2 min で溶液をフィル

ター濾過ユニットからマイクロチューブへ移した。溶

液が、元の溶液量になるよう HBS-EP を加え、これを

サンプルとした。 

 

2.5 各種精油吸着のスギ花粉への大気汚染物質の暴露 

各種樹木精油を暴露したスギ花粉へO3: 250 ppb, NO2: 

250 ppbに調製した流量 2 L/minのガスを約 6 h暴露し、

Cry j 1 の大気汚染物質への暴露による変性影響を調査

した。樹木精油吸着スギ花粉は NO2・O3混合ガスへ暴

露したのちにマイクロチューブに移し、Cry j 1 抽出液

2 mL を加えて 4 °Cで一晩静置した。その後、14,800 rpm, 

10 min で遠心分離を行い、上清 500 μL を遠心式フィル

ターユニット（アミコンウルトラ-0.5; Millipore Co., 

Ltd.）のフィルター濾過ユニットに入れた。14,800 rpm, 

15 min で遠心分離後、HBS-EP を加え、再度 14,800 rpm, 

15 min で遠心分離した。これを 2 回行い、溶媒交換を

行った。次に、フィルター濾過ユニットをマイクロチ

ューブに逆に取り付け、4,000 rpm, 2 min で溶液をフィ

ルター濾過ユニットからマイクロチューブへ移した。

溶液が、元の溶液量になるよう HBS-EP を加え、これ

をサンプルとした。 

 

2.6 スギ花粉アレルゲンCry j 1の濃度定量および抗体

へのアフィニティの算出 

本研究で用いた抗原抗体反応における Cry j １濃度

および抗体へのアフィニティ変化を調査するため、表

面プラズモン共鳴（SPR）法を利用した装置である

Biacore J を用いた。SPR 法とはセンサーチップの金膜

表面上での生体物質相互作用などの特異的反応を観察

するのに用いられる分析装置で、様々な分野で利用さ

れており、スギ花粉アレルゲン Cry j 1 濃度の測定にも

用いられている装置である。リガンドには Cry j 1 Mab

（生化学バイオビジネス社製）を使用し、標準物質には

精製スギ花粉抗原 Cry j 1（生化学バイオビジネス社製）

を用いて検量線を作成した。センサーチップ表面の再

生には 10 mM グリシン-HCl（pH 2.0）を使用した。Cry 

j 1 と Cry j 1 Mab が結合していく様子を測定し、それら

のセンサグラムからCry j 1のCry j 1 Mabへのアフィニ

ティを調査した。 

 

3. 結果と考察 

 

3.1 スギ花粉への各樹木精油暴露によるスギ花粉アレ

ルゲンのアフィニティ変化 

Fig. 2 に、各樹木精油と接触した Cry j 1 の濃度変化を

示した。Cry j 1 濃度は、各樹木精油と一晩接触させた

が変化は見られなかった。したがって、樹木精油によ

るスギ花粉アレルゲンの失活は生じないと考えられる。

次に、各樹木精油と接触した Cry j 1 の Cry j 1 Mab との

アフィニティ変化を調査した。それぞれの樹木精油で

若干の変化は見られたが、大きなアフィニティ変化は

見られなかった。 

Biacore J にて試 Fig. 3 のようなセンサグラムとして

データが表示される。初めはベースラインの値を示し

ており、試料をフローセルへと流していくと、Cry j 1

と Cry j 1 Mab が徐々に結合していき、応答値も Cry j 

1-Cry j 1 Mab の結合量に応じて上昇する（Associate）。

試料を流し終えて、バッファだけを流し続けると、今

度は Cry j 1-Cry j 1 Mab が解離していき、徐々に応答値

も減少していく（Dissociate）。１つのサンプルを任意の

Fig. 2. Allergenic Cry j 1 of Japanese cedar 

pollen before and after exposure to the 

different trees essential oils. 
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5 段階に希釈して、それぞれを測定し、それらのセン

サグラムからCry j 1のCry j 1 Mabへのアフィニティを

測定できた。 

 

本結果は、Cry j 1 を加えた HBS-EP 溶液中へ樹木精油

を添加した実験であったため、樹木精油が HBS-EP 溶

媒と分離し、Cry j 1 とほとんど接触していない可能性

があった。そのため、次に樹木精油を揮発させたガス

をスギ花粉へ暴露させた実験系を用いて再度Cry j 1の

アフィニティを調査した。各樹木精油と接触した Cry j 

1 の Cry j 1 Mab とのアフィニティ変化を調査したとこ

ろ、それぞれの樹木精油で若干の変化は見られたが、

大きなアフィニティ変化は見られなかった。したがっ

て、樹木精油にはスギ花粉アレルゲンを変性させるこ

とはないものと考えられた。 

 

3.2 樹木精油付着スギ花粉への大気汚染物質暴露によ

るスギ花粉アレルゲンのアフィニティ変化 

Cry j 1 を加えた HBS-EP 溶液中へ樹木精油を添加し

た実験であったため、樹木精油が HBS-EP 溶媒と分離

し、Cry j 1 とほとんど接触していない可能性もあった。

そのため、次に樹木精油を揮発させたガスをスギ花粉

へ暴露させた実験系を用いて再度Cry j 1のアフィニテ

ィを調査した。その結果、各樹木精油と接触した Cry j 

1 の Cry j 1 Mab とのアフィニティ変化を確認すること

ができた。それぞれの樹木精油で処理した花粉 Cry j 1

の KD 値(1.01~1.74×10-9M)であり、若干の変化は見ら

れたが、大きなアフィニティ変化は見られなかったた

め、Cry j 1 への樹木精油の暴露による Cry j 1 の変性は

ないものと考えられた。 

さらに、各種樹木精油を暴露した後、NO2・O3 混合

ガスを暴露したスギ花粉Cry j 1のCry j 1 Mabへのアフ

ィニティ変化(ka、kd、KD値)を Table 1 に示す。樹木精

油未処理のスギ花粉 Cry j 1 の KD値(2.20×10-10M)がや

や低く、NO2・O3混合ガスを暴露したスギ花粉中 Cry j 

1 の Cry j 1 Mab へのアフィニティが少し変化され、分

子間相互作用がやや強くなったことと推測できた。一

方、精油と接触したスギ花粉アレルゲンへの NO2・O3

混合ガスを暴露したところ、それらの KD 値(1.35~2.45

×10-9M)が少し大きくなったため、樹木精油にはスギ

花粉アレルゲンを変性させることはないものの、アレ

ルギー性をやや抑制することができた。 

 

Table 1. Dissociation constant (KD) between Cry j 1 
antigens and anti-Cry j 1 monoclonal antibody when 
exposed to polluted air of NO2 and O3. 

 

 

 

 

 

 

 

4. まとめ 

 

本研究では、樹木精油によるスギ花粉アレルゲン

Cry j 1 のニトロ化抑制の効果を調査する前段階とし

て、関東都市部におけるニトロ化 Cry j 1 の存在確認

ならびに Cry j 1 への精油暴露による Cry j 1 への影

響についての基礎調査を行った。 

これまでに、我々は関東都市部においてニトロ化Cry 

j 1 の存在を確認しており、高い濃度の大気汚染物質に

暴露されたためにCry j 1のニトロ化が促進すると考え

られる。 

本研究では、その抑制対策として、樹木精油を活用

して、それらによるスギ花粉アレルゲン Cry j 1 のニト

ロ化抑制の効果を調査した。まず、樹木精油による Cry 

j 1 の影響について Cry j 1 Mab へのアフィニティ変化

Exposure to trees
essential oil

k a

(10
9
/Ms)

k d

(1/s)

K D

(10
-9
 M)

Without exposure 3.37 0.73 0.22

Cedar essential oil 1.86 2.52 1.35

Cypess essential oil 2.45 4.30 1.76

Todomatsu essential oil 1.37 3.37 2.45
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R
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KD = kd / ka

Fig. 3. Evaluated dissociation constant (KD) of 
cedar pollen allergenic Cry j 1 by using 
the Biacore J system. 
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から調査したところ、Cry j 1 は樹木精油を暴露された

前後、特に変化はなかったため、Cry j 1 への樹木精油

の暴露によるCry j 1の変性等の影響はないものと考え

られた。また、樹木精油で処理したところ、スギ花粉

Cry j 1 のアフィニティがやや大きくなる傾向が示唆さ

れたことから、スギ花粉のアレルギー性をやや抑えら

れたことが確認できた。 
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