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緒 言

オゾ ンは 自然 界に0.1ppm程 度存在 し,強 力 な酸

化 作 用 を有 す るこ とが古 くか ら知 られ てい る.

一 方大 気 汚染 物質 と しての オ ゾンは
,オ キシダ

ン トの重要 な位 置に あ る物質 であ り,二 酸化 窒

素 と炭水化物 が光 化 学反応 に よって生 成す る と

言 われて い る1).オゾンの生体 への影 響 について

は 多 くの報告 が み られ る.そ の 中で オゾ ンに よ

って もた らされ る呼 吸器へ の影響 は,上 気道刺

激 と ともに,上 皮細 胞障害 と,物 理 化 学的刺 激

に対 す る感受 性 の亢進 が,気 管支 喘息 の発作 と

の関係2)に おいて討 議 されて い る.一 方,オ ゾ ン

に よる免疫機 能へ の影響 につい ては,細 胞膜 の

脂 質 に対す る過 酸化 反応 と,そ れに続 く様 々な

機 能 障害に関す る研究 は数 多 くの報告があるが3),

オ ゾンに よ る蛋 白へ の修 飾 を抗 原性 の 変化 と関

連 付 けた研 究 は多 くはな い.そ の中に は,マ ウ

ス をオ ゾンに暴 露 した際にIgG1, IgG2, IgAが 肺

の浸 出液 中に出現す ることを示 したOsebold等4)

の研 究 が ある.ま た松村 等5)はモル モ ッ トをオゾ

ンに暴 露 させ た後,卵 白ア ルブ ミンや 午血清 ア

ルブ ミンの エ ロゾル を吸入 させ る と,ア ル ブ ミ

ンに よって経 気道 的感作 が諾起 され るこ とを報

告 してい る.更 にStokinger等6)に よ って,オ ゾ

ン暴 露 の家兎 に 自己免疫 の生 ず るこ とが報告 さ

れ て いる.本 研 究 で はオ ゾン暴露 に よる タンパ

クの変性,特 に その構造 変化 に もとづ くと思 わ

れ る抗原 性の変 化 に注 目して,卵 白ア ルブ ミン

をオ ゾンに暴 露 させ,紫 外部 吸収 の変化,定 量

的免 疫沈 降反 応,免 疫 二 重拡散 法,免 疫 電気泳

動法 な どの 免疫化 学的 手法 を用 いて,オ ゾ ン暴

露 に特 異的 と考 え られ る抗 原性の 出現 を検 討 し

た成 績 を報告 す る.

材 料 と 方 法

1) オ ゾン暴露

オゾ ン暴 露は オ ゾン発生装 置(0-1-2型 日本 オ

ゾン株 式会社 製)か ら2.65即 の オ ゾンを発生 さ

せ るように調製 した.試 料2mlを 入れ た小型 イ

ン ビンジャー 中に オゾ ンを含 む空 気 を導 入 し,

 bubblingさ せ るこ とに よリオゾン暴 露 を行 った.

オゾ ン暴 露は室 温 で1時 間行 った。

2) 紫外部 吸収 スペ ク トル

1mg/ml卵 白アル ブ ミン溶液(結 晶卵 白ア ルブ

ミンSigma製 よ り調製) (NEa)を 試料 と して,

前項 の条件 で オゾ ン暴 露 した もの をオゾ ン暴 露

ア ルブ ミン(O3Ea)溶 液 とした.一 方 オ ゾン暴

露 を行 わない卵 白アル ブ ミン溶液 を対照 と し,

両者 につ いて紫 外領域 での吸光度 を分光 光 度計

(Model 100-60 Spectrophotometer日 立製)を

用 いて測定 した.

3) 免疫化 学的分 析7)

(1) 抗 原 と抗体 の作成: NEa, O3Eaに 加 えて

1㎎/ml卵 白アルブ ミンを100℃, 5分 加熱 して

得 られ る熱変性 ア ルブ ミン(HEa)の3種 類 の

蛋 白を抗 原 として家 兎 に免疫 した.免 疫 は これ

らの3種 類 の 抗 原 の 生 理 食塩 水 溶 液2mlと

Freuind complete adjuvant 2mlを 混和 した も

の を1回 量 として,家 兎 の皮 下に1週 間お きに

3～4回 注射す るこ とに よった.最 終免 疫 の1

～2週 間後 に全 採 血 し
,遠 心 に て分 離 した血 清
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を,そ れ ぞれ抗 未 変性 アルブ ミン抗体(anti-N),

抗 熱変性 アル ブ ミン抗体(anti-H),抗 オゾ ン変

性 アルブ ミン抗体(anti-O3)と して使用 した.

(2) 定 量的免 疫沈降 反応7)

3種 類 の抗 原(NEa, O3Ea, HEa)の 蛋 白濃

度 を各々0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0及 び2.0mg/ml

に調 整 し,こ れ らの0.2mlに 対 して,そ れ ぞれの

抗 原に対 応す るウサ ギ血 清抗体(anti-N, anti-

O3, anti-H)を0.2mlを 加 えた. 37℃ で1時 間反

応 させ た後, 4℃ の冷室 に16時 間放 置 した後,

 4000rpmで20分 間 遠沈 して沈 降物 を回収 した。

沈 降物 は冷 生食水 に て2回 洗浄 し, 30%NaOH

を添加 して溶解 後蛋 白量 を測定 した.蛋 白量の

定 量 は, Itzhaki及 びGil1の ミクロビュレッ ト法8)

に よ り,未 変性 卵 白アル ブ ミンを標 準液 として

行 った.沈 降抗体 量 は,総 沈降物 量か ら各抗 原

の添加 量 を差 し引 いた値 とした,

(3) 免 疫二 重拡散 法7)

ベ ロナ ー ル緩衝液(イ オ ン強度0.05, pH 8.4)

に溶解 した1%寒 天3mlを スラ イ ドグ ラス(2.6

cm×7.5cm)に のせ作 成 した.寒 天板 に径5mmの

抗体 穴 か ら4mm間 隔の周 囲に2mmの 抗 原穴 をあ

けた。 次 でそれ ぞれの抗 原穴 に オゾ ン暴露,熱

変 性及 び対照 の卵 白ア ルブ ミン溶液(1mg/ml)

 1μlを 添加 し,抗 体 穴 には6～7μlの 家兎 抗血

清 を注 入 し,室 温 で24時 間反 応 させ た後 沈降線

を観察 した.

(4) 免疫 電気泳 動7)

電気 泳動 用緩衝 液 は,イ オ ン強度0.05の べ ロ

ナール緩衝 液pH 8.4を 使 用 し寒 天板 は免 疫二 重

拡 散法 の もの と同様 に作成 した.寒 天板 上 に径

2mmの 抗体 穴 とそ こか ら3mmの 位 置 に幅2mmの

抗原溝 をあけ た.抗 原穴 に先 に述べ た処 理 を行

った卵 白アル ブ ミン溶液(0.5mg/ml)を1μl注

入後, 100Vで1時 間泳動 した.泳 動 したの ち,

抗体溝 に抗体 を注入 し,室 温 で24時 間反応 させ

て沈 降線 を観察 した.

Wave length (nm)

Fig. 1 Ultraviolet absorption of egg albumin 
and egg albumin denatured by ozone.

Antigen added per ml of serum

Fig. 2-A Quantitative precipitin reaction of egg 
albumin, egg albumin denatured by 
ozone, and egg albumin denatured by 
heat with anti egg albumin rabbit 
serum (anti-N).

結 果

1) 紫 外 部吸 入 スペ ク トル

(図1)に 示 す よ うに オ ゾン暴露 に よって卵

白アルブ ミンの250～280nm付 近の吸 光度が増大

した.こ の現 象は,熱 変 性に よって も観察 され

る もの であ り9),オゾン暴露 に よ って卵 白アルブ

ミンに なん らか の構 造上 の変化 が惹 起 され た こ

とが示唆 され た.も し も構 造上 の変 化が 惹起 さ

れたの であれ ば,免 疫化 学的 に検 出 され る抗 原

性 に も変化 がお きて い る可能 性 があ る と考 え ら

れた.

2) 定 量的 免疫沈 降反 応に よる抗原性 の検 討

① 抗未 変性卵 白アル ブ ミン抗体(anti-N)

に対 す る各 処理 後抗 原の沈 降反 応 曲線 を, (図2

-A)に 示 す
.各 々の抗 原 に対す る抗 原至適 濃度

と,そ の時 に得 られ る最 大沈 降量 は, NEaで は
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0.4mg/mlに お いて1.1mg/mlで あったがO3Eaで

は, 1.0mg/mlで 至適 とな り, 0.85mg/mlの 最大 沈

降量 が得 られ,オ ゾン暴露 に よって抗 原性 が低

下 す る こ とが認 め られた.ま た, HEaで は 反応

性が著 しく低 下 した.

Antigen added per ml of serum

Fig. 2-B Quantitative precipitin reaction of egg 
albumin, denatured by ozone and egg 
albumin denatured by heat with anti 
egg albumin denatured by ozone rab
bit serum (anti-O3).

Antigen added per ml of serum

Fig. 2-C Quantitative precipitin reaction of egg 

albumin, denatured by ozone and egg 

albumin denatured by heat with anti 

heat denatured rabbit serum (anti-H).

② (図2-B)は 抗 オゾ ン変 性抗体(anti-O3)

に対す る反応 を示 す. HEaと の 間に は明解 な反

応は認 め られ なか ったが, NEa, O3Ea共 に, 0.4

㎎/mlで 至適 濃度 とな り,最 大沈 降量 は各々1.0

mg/ml及 び1.3mg/mlで あ った.

③ 抗 熱変 性卵 白アル ブ ミン抗体(anti-H)

に対す る反応 を(図2-C)に 示す. NEaは 無反

応 であ ったが, O3Eaは, HEaに 対 す る とほ ぼ

同等 な, 0.4mg/ml付 近 に至 適濃度 が認 め られ た.

両 者の 沈降量 を比較 す る と, O3EaはHEaの 約

1/2で あ った。

以上 の結果 か ら,オ ゾン変性 に よ る抗 原性 の

変 化は,未 変 性卵 白アル ブ ミン とは 一部 異な る

抗 原性 を持 ちなが ら共通部分 を残 し,か つ 熱変

性 卵 白アル ブ ミン と共通 す る抗 原性 を獲得 した

可 能性 を示 して い る.

3) オ ゾン変 性 に よ り出現す る抗 原 の,免 疫 二

重拡散 法 と免 疫電 気泳動 法に よ る検 討

①) 定量 的免疫 沈降法 で,オ ゾ ン変性 アル ブ

ミンは,未 変 性 アルブ ミンや 熱変性 アル ブ ミン

とは 異な る抗 原性 が獲得 され てい る可能性 が示

唆 され たの で,次 に免疫 二重拡 散法 で これ を確

認す る試み を行 った,抗 未変性 ア ルブ ミン抗体

(anti-N),抗 熱変 性 アルブ ミン抗体(anti-H),

抗 オゾ ン変性 ア ルブ ミン抗体(anti-O3)を それ

ぞれ 中央 の抗体穴 に注 入 して,そ れぞれ の抗 原

との 間 に形 成 され る沈 降線 を観察 した.そ の 結

果 を(図3)に 示 す.

①-1)抗 未変性 ア ルブ ミン抗体(anti-N)と

の間ではO3Eaと の沈 降線 と未 変性アルブ ミンと

の沈 降線 は融合 す るが わず か なが ら1部 に スパ

ー を形成 した
. (図3-A)

①-2) 抗熱 変性 アル ブ ミン抗体(anti-H)は

NEaと は反応 なか ったがO3Eaに よる沈降線 は

HEaに よ る沈 降線 とほぼ融 合 し,極 一部 にスパ

ー を形成 した
. (図3-B)

①-3) 抗 オゾン変 性アルブ ミン抗体(anti-O3)

に対 してO3EaとNEaと の沈 降線 の間 では4癒

合す るが一部 に スパ ー を形成 した.ま た, HEa

に対 して も,ほ ぼ癒合 す るが ご く一部 に スパー

を形成 す る沈 降線 を認め た.以 上 の結果 か ら,

オ ゾン変性 アル ブ ミンは,未 変性 アル ブ ミン と

一部 分 に共通 の抗 原 を有 し
,熱 変性 ア ルブ ミン

とは大 部分 に共通 の抗 原性 を有 してい る可能 性

が示唆 され た. (図3-C)

②) 免疫 電気泳 動法 に よる検討 結果 を(図4)

に示 す.こ の方法 に よ って も免疫 二重拡 散 法 で

得 られた結 果 と同様に,抗 オ ゾン変性 ア ルブ ミ

ン抗体(anti-O3)に 対 して, O3EaとNEaと は

共通の沈 降線 を形 成す る とともにO3Eaに 特 異的
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な別の沈降線が認められた.こ の沈降線は共通

する沈降線よりはわずかに遅い易動度を有する

沈降線として観察された.

A

B

C

Fig. 3 Immunodiffusion pattern of native and 

denatured egg albumin by ozone and by 

heat with anti sera.

Fig. 4 Immunoelectrophoretic pattern of 
native egg albumin (NEa), egg albumin 
denatured by ozone (O3Ea) and egg 
albumin denatured by heat (HEa) with 
anti egg albumin rabbit serum (anti-N), 
anti egg albumin denatured by ozone 
rabbit serum (anti-O3) and anti egg 
albumin denatured by heat rabbit serum 
(anti-H).

考 察

本 研究 で は,オ ゾ ンの暴露 に よ り抗 原性が 変

化す るこ とを,免 疫 化学 的手法 で検 討 して きた

が,オ ゾ ン暴 露に よ って,卵 白ア ルブ ミンに ど

の よ うな タンパ ク構 造上 の変化 が もた らされ た

か は,明 らか には で きなか った.紫 外部 での 吸

収 を調べた限 りでは250μm付 近 の吸収 が増加 し

て いた こ とや, Stokinger5)の 報 告か ら考 える と,

アル ブ ミンの抗 原性 に関与 す るチ ロ ジンの水酸

基 の解 離が起 こった可 能性 が高 い.ま た免 疫 電

気泳 動 で新 た な沈 降線 が認 め られ た結 果 は,ア

ル ブ ミンの解 離 とと もに,オ ゾ ンによ る酸 化的

修飾 が起 こった可 能性 もあ る.ま た,抗 熱 変性

卵 白ア ルブ ミン抗体 に 対 して オゾ ン変 性卵 白ア

ル ブ ミンは,免 疫 電気 泳動 法で は, (図4)に 示

したO3Eaとanti-O3に おけ るよ うな明 確な沈降

線 は認め られ なか った が,沈 降線 の形 成の傾 向

が認 め られ た.こ の反 応につ い ては,今 後検 討

され る必要 が あ る.本 研 究 で示 され たオ ゾ ンに

よるアル ブ ミンの構造 変化 魁 新 た な抗 原性 の
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獲得 と関連す る抗 原 エ ピ トー プ を生 じさせ た可

能 性は否定 で きない.一 方 オ ゾンの酸化作 用 は,

 R-SH残 基 こ とに シス テイ ン,メ チオニンな どの

ア ミノ残基の 酸化 を促 す と考 え られ ることか ら,

複 数 のR-SH残 基 が抗原 エ ピ トープ に近 い場所

に存在 すれ ば, R-S-S-R結 合 が増加 し,新 たな抗

原性発 現 に関与 してい るこ と も否定 で きない.

オ ゾン暴 露に よ り獲 得 された と思わ れ る新 たな

抗 原 エ ピ トー プの,物 理化 学 的な究 明が望 まれ

る とこ ろで あ る.ま た,熱 変性 と共通 して認め

られた,オ ゾン変性 に よ り発現 す る抗 原性 の変

化 は,酸 化的修 飾 の可能性 が 強いの で,暴 露条

件(濃 度,時 間)に 依存 して い るか 否か は,今

後検 討 を要す る とこ ろであ る.

本 実 験 で は,オ ゾ ン暴 露 の 対 象 に, model

 compoundと して卵 白アル ブ ミンを用い たが,

大 気汚染 物質 としての オ ゾンの生体影 響 を考 え

る とき,オ ゾ ンが 生体 の構成 成分 であ る タンパ

クに,抗 原性 の変 化 を ともな う構造上 の変 化の

可 能性 が示 され た.生 体 構成 成分 タ ンパ クの構

造 変化 は,修 飾 され た 自己抗 原の 出現 と もな り

うるの で ある.一 方 では,オ ゾ ンに よる気 道上

皮細 胞 のdamageと と もに化 学物 質及 び機 械刺

激 に対す る感 受性 が増大 し,吸 入 され た異物に

対 す るア レル ギー 反応 を増強 す るこ とが知 られ

てい る.こ れ らの ことを考 え ると,オ ゾンに よ

る蛋 白質 の変性 と新 たな抗 原性 の獲得 について,

抗 原性決 定基 の修飾 と関 連 させ て,今 後検 討 を

加 え る必 要が あ る.

結 論

大 気 汚染物質 の1つ であ るオ ゾンの蛋 白質変

性 に ともな う抗 原性 の変化 につ いて,卵 白ア ル

ブ ミンをmodel compoundと して,免 疫化 学 的

方 法 を用い て検 討 し,以 下の結 論 を得 た.

1. オゾ ン暴 露に よ り,卵 白アル ブ ミンの紫外

部 吸収 は, 250nmを 中心 に増強 され る.こ の こ

とは,オ ゾンに よって構 造上 の変化 ・変性 が生

じるこ とが示 され た.

2. 定 量的免疫 沈 降反応 及び免疫 二重 拡散 法 に

よ り,オ ゾン変 性卵 白アルブ ミンは未 変性 の も

の とは共通す る抗 原性が残 存 し,熱 変 性 アル ブ

ミン とも共通 す る抗原 性 を持 つこ とが示 され た.

3. 免疫 電気 泳動 に よる検 討 か ら,オ ゾン変性

卵 白アルブ ミンは,こ れに よって免疫 作成 した

ウサ ギ抗オ ゾ ン変性 卵 白アル ブ ミン との 間で反

応 し,未 変性 卵 白アル ブ ミンで作成 したその抗

体 に は反応 しな い,新 たな沈 降線が 出現 し,熱

変性 とは異 な る抗 原性 が獲得 され た可能性 が示

され た.

以上 の こ とか ら,オ ゾ ンは蛋 白質 に作用 し,

抗原性 を変化 させ る働 きがあ ることが示 された.
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Effect of ozone on denaturation and antigenicity of egg albumin
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 Crystalline egg albumin denatured by exposure to ozone was analyzed by ultraviolet spectro

photometry. Rabbits were injected with denatured egg albumin to induce specific antibody. 

Native egg albumin(NEa) and ozone denatured egg albumin(OEa) cross-reacted with anti

native egg albumin antibody(anti-N) and anti-ozone denatured egg albimin antibody(anti-O3), 

respectively. Heat denatured egg albumin(HEa) and O3Ea cross-reacted with anti-heat 

denatured antibody(anti-H). The precipitin lines in immuno-double diffusion tests between 

NEa and anti-N and between O3Ea and anti-N were fused with spur formation. The precipitin 

lines of O3Ea with anti-O3 and HEa with anti-O3 were fused with slight spur formation. Two 

precipitin lines of O3Ea with anti-O3 were observed by immunoelectrophoresis. The faster line 
had similar majority to the line of NEa and anti-N. The other line had a slightly slower 

mobility than the former line, indicating that this slower line was due to ozone specific 

antigen.


