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研究成果 の概要(和 文):花 粉症 に関連す るクラス2食 物 ア レル ゲン として、Betv1ホ モ ログ、

プロフィ リン、 ソーマチ ンライ クプロテイ ンをク ロー ニング し、発現 タンパ ク質 か ら汎用性 の

高い抗体 を作成 した。これ らを用いて、大豆や 野菜 、果物 な どの主要 な農作物 にお け る品種 間、

栽培方法 、加工法 、調理法 な どの違 いによるア レル ゲン性 の変化 ・変動 を解析 した。 これ らの

条件 によってア レル ゲン レベル は大 き く変動す るこ とが明 らか となった。 また、農作物 による

食物 ア レル ギー の原 因抗原 の探索 も行 った。

f F 5,-  0-)  A  v (  ) : The major pan-allergens,  Betv1 homolog,  profilin,and 
thaumatin-like protein, were cloned and expressed in bacteria. Obtained recombinant 
allergen proteins were used for antibody production. Produced antibodies were used for the 
analysis of changes of these pollenosis-related class 2 allergen levels in major agricultural 

products. These allergen levels were drastically changed for the variation of species, 
methods of culture, processing methods, cooking methods. In addition, causative allergens 
were determined in the various agricultual products.
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1.研 究 開始 当初 の背景

近年 、花粉症 との交差反応 に 由来す る食 物

ア レル ギー(ク ラス2食 物ア レル ギー)が 増

加 し、社会問題 とな ってい る。 このア レルギ

ー は花粉 ア レル ゲン と構造 が似 てい る野

菜 ・果物 ・穀類な どの農作物 中のア レルゲ ン

分子 の摂 取に よって引き起 こされ る。 これ は

従 来の古典 的な食物 ア レル ギー(ク ラス1食

物 ア レル ギー)と は発症機構や症状 、原 因食

品な どが大き く異なる。 た とえば、クラス1

食物 ア レル ギーでは、乳幼児 で多発 し、成長

とともに治癒 して ゆ くこ とが多 い。 しか し、



クラス2食 物ア レル ギー では、基本的には治

癒 は困難 とされ る。 また、 この クラス2食 物

ア レル ギー は花粉症 を発症 した ヒ トに発症

しうるものであるため、花粉症が国民病 と言

われ るほ ど増加 してい る現代 では、今 後ます

ます増加す るこ とが容易 に想像 され る。 この

クラス2食 物 ア レル ギー は、症状 としては主

に 口腔 内ア レル ギー症候群(OralAllergy

Syndrome:OAS)と 呼ばれ るものが 中心であ

り、 口腔 内が痒 くな った り、なかには気道狭

窄や顔面浮腫 な どの重篤 な症状 も引き起 こ

す こ ともある。 この よ うな新たな食 物ア レル

ギー は、その存在 その ものが未 だ十分に認 知

され てい ない。 また、原因 とな る花粉症 と発

症す る野菜果物 との対応や原 因 となるア レ

ル ゲンに関 して も十分 に理解 されて いる と

は言い難 い状況 である。更 には品種、栽培 方

法 、加 工等が この クラス2の 食 物ア レルゲ ン

タンパ ク質 の変動 に与 える影響等 につい て

はほ とん ど不 明である。

これ までに申請者 らは、これ らの クラス2

食物 ア レル ゲンを中心 に、多様 な農 作物ア レ

ル ゲンの探索 を行 ってきた。その結果、多 く

の農作物 ア レル ゲンが感染特異的 タンパ ク

質(PR-proteins)と 呼ばれ る一群 のタンパ

ク質 グルー プに分類 され るこ とが明 らかに

なってきてお り、植 物が感染や 虫害、環境 ス

トレスな どに晒 され る と発現 を増大 させ る

こ とが明 らか となってきた。 この よ うに、農

作物 ア レル ゲンはそ の環境 によって大 き く

変動す るこ とが示唆 され る。またい くつかの

代表 的なア レル ゲン、特に汎ア レル ゲ ンと呼

ばれ る種 間で共通性 の高い ア レル ゲンに関

して、ダイズ を中心 に抗体作製 を行 いっっあ

り、得 られた抗体を用いた検 出定量系に よっ

て、これ らのア レルゲ ンレベルは栽培 方法や

品種 間で大 き く変動す るこ とが予備 的な検

討結果 か ら示唆 され た。

2.研 究 の 目的

そ こで本研究 では、これまでの研 究 を発 展

させ 、我が国で消費 され る主要な農 作物につ

いて、汎ア レルゲ ンであ る主要ア レル ゲ ン候

補分子(プ ロフ ィリン、Betv1ホ モ ログ、lipid

transferprotein¢TP)、 ソーマチ ンライ クプ

ロテイ ン)を 網羅的 にクロー ニング、発現 さ

せ特 異抗 体を得 る。それ らの特異抗体 を得た

後 、検 出 ・定 量系 を構築 し、品種 間差異 、栽

培環境(病 虫害被害 の有無)に よる変動 、加

工法 に よ る変 動 な どの種 々の変 動解 析 を行

う。 また、これ らの主要 な農作物 による食物

ア レル ギーに関 して、そ の原 因 となるア レル

ゲ ンにつ いて、抗原提供やイ ムノブロ ッテ ィ

ン グな どに よって明 らかにす る。

3.研 究 の方 法

(1)主 要農作物 のク ローニ ング ・発現 ・

精製

主要農 作物 の汎 ア レル ゲ ン(Betv1ホ モ ロ

グ、プロフィ リン、ソーマチ ンライ クプ ロテ

イ ン)の 遺伝子情報 をパ ブ リックデー タベー

スか ら入 手 し、オー プン リーデ ィングフ レー

ム(ORF)を 含 む領域 を増 幅 し うるプ ライマ
ーを設計 し、各種農作物 由来 のcDNAを テ ン

プ レー トとして これ らの主要 ア レル ゲ ン分

子 のcDNA断 片 をPCRに て増 幅 し、T/Aク ロー

ニ ングす る。T/Aク ローニ ング したのち、His

タ グ融合 タ ンパ ク質 として発 現でき る発 現

用ベ クター(pET30系)に サ ブクロー ニング

し、 目的ア レル ゲ ン分子 を大腸菌 において

Hisタ グ融合 タンパ ク質 として発現 させた。

またシャペ ロンを共発現 させ た コンピテン

トセル な どを用 いて コンフォメーシ ョンを

正 しく形成 させ ることに よって可溶性状態

での発現 を促進 させ る工夫 を行 った。

発 現を前提 に したPCRに よるT/Aク ローニ

ン グでは、正確 な塩基配列の増幅 が重要 なた

め、校正活性(Proofreading活 ・性)に 優れ

たDNAポ リメ ラーゼ を使用 した。(TAKARABio

社製PrimeStarTMな ど)

発 現 したHisタ グ融合 ア レル ゲ ン分子 は、

キ レー トカ ラムを用 いてアフ ィニテ ィー精

製 した。 また混入 タンパ ク質 が多い場合 は、

イオン交換 カラムや ゲル ろ過HPLCカ ラムな

どを用 いて最 終精製 を行 った。 なお、パ タチ

ンやLTPな どの農作物 中に含有量 が多いア レ

ル ゲン分子 の場合 は、原料の農作物 中か ら抽

出後 、硫安分画や数種のカ ラム等 を用いて精

製 を行 った。

(2)主 要農作物汎 ア レルゲ ンに対す る抗体
の作成

発 現 ・精製 させた ア レルゲ ン候補分子 につ
いて、マ ウス、モルモ ッ ト、ウサ ギな どの動

物 に免 疫す る ことによ り特異抗血 清 を得 た。

作製す る抗体 はモ ノク ローナル抗 体ではな

く、ポ リクローナル抗体 とす る。そ の理 由は、

モ ノク ローナル抗体 では手間や経 費がかか

る ことの他 、モ ノクローナル抗体 の場合 は品

種 問での分子 多様性 に対 して反応性 を失 う

可能性 があ る点 と、ポ リクローナル抗体 の場

合 は類縁 作物 間で広 く使用 でき る可能性 が



あるか らである。あ えて多 くの農作物にて使

用 でき るよ うに、汎用性 の高い抗体 を得 た。

得 られ た抗」血清 の力価 を抗原 を固相化 し

たELISAプ レー トを用い て評価 し、十分 に力

価 が上 がった抗血清 を採取 した。得 られた抗

」血清 はイ ムノブ ロ ッテ ィング法 によっても

反応性 ・特異性 を確認 した。 また、得 られた

抗血清 の一部 はプロテイ ンGカ ラムを用い

たアフィニテ ィーカ ラムによってIgG精 製 し

た。

(3)主 要ア レルゲ ンの検 出 ・定量系の構 築

得 られ た抗体 を用いて 、イム ノブ ロッテ ィ

ングの手法 によ り実際 の農作物 中で の該 当

ア レル ゲンを検 出す る条件 を検討 した。検出

には感度 の高 い化 学発光 法を用い た。 また、

よ り定量性 に優れ た検 出系 として知 られ て

い る近赤外蛍光 ラベル抗体 を用いた近赤外

蛍光検 出法 に関 しても検討 を行 った。

定量 に関 して は、IgG精 製 した抗 体をペル

オ キシダーゼ または ビオチ ン標識 し、これ を

用い てサ ン ドイ ッチELISA系 を構築 した。

基本 的にはすべ ての解析 ア レル ゲンに対 し

て、ELISA系 の構 築がで きることが好ま しい

が、得 られ た抗体 の特性 な どか ら、ELISA系

の構築 が困難 な場合 がある。その際 は、イム

ノブロ ッテ ィングや抗原 固相化ELISA(直 接

ELISA)の 手法 で半定量す る系 を用 いた。

(4)ア レルゲ ンの変動解析

構築 され たア レル ゲンの検 出定量系 を用

い て、種々の状態の農 作物のア レル ゲ ンレベ

ル の変動解析 を行 った。以下 に示す よ うな条

件 での変動解析 を検討 した。

(病虫害被害)

農家から、病虫害の被害を受けた農作物を
入手 し、それらの作物中のアレルゲンレベル

を先述 した方法により測定 し、被害の程度と

アレルゲンの変動について半定量的に解析

した。

(品種間差異)

市販品または農家や農業試験場などから
提供 された様々な品種の農作物に関して、そ
のアレルゲンレベルを比較 した。

(成熟過程)

農作物の登熟過程における各種アレルゲ
ンレベルの変動を解析するために、未成熟で
の作物、および完熟作物、さらに過完熟作物

についてア レルゲンレベルの解析を行った。

(保存 ・加工調理方法)

保存温度や各種保存条件の違いによるア
レルゲンの変動を解析 した。また、殺菌や発

酵、破砕 ・粉砕、加熱などさまざまな加工形

態によるアレルゲンレベルの変動を解析 し

た。また、味噌などの発酵食品でのアレルゲ
ンの変化や、クラス2食 物ア レルゲンでは、

口腔内での消化性が発症 リスクに反映 され

ることから、可溶性サンプルにおけるアレル

ゲ ンの変動 を中心に解析 した。 また酢 を用い

た処理 に よ りア レル ゲ ン性 が変動す るか ど

うか も検討 した。

(5)主 要農作物 による食物ア レル ギーの

原 因抗原 の解析

これ らの主要な農作物 に よる食物 ア レル

ギーに関 して、その原因 となるア レルゲ ンに

ついて、発現 させた リコン ビナ ン ト抗原 の提

供や原 因食 品に よるイム ノブ ロッテ ィング

やELISAな どによって明 らか に した。

4.研 究成果

(1)主 要農作物の汎ア レル ゲン検 出用 の抗

体の作成

発 現 させ た汎 ア レル ゲ ンの リコン ビナ ン

トを抗原 として ウサギや モル モ ッ ト、マ ウス

な どに免疫す る ことに よ り、大豆や野菜 、果

物 な どの主要 な農 作物 にお ける汎 ア レル ゲ

ン として、Betv1ホ モ ログや プロフィ リン、

ソー マチ ンライ クプ ロテイ ンな どを検 出 し

うる抗体 を作成す ることができた。

(2)変 動解析

ダイズのBetv1ホ モ ログを検 出す る抗体 を

用 いて、サヤエン ドウや三度 マメ、イ ンゲン

豆、シカ クマ メな どの各種サヤ豆 にお けるホ

モ ログ分子 の検 出、変動解析 を行 った。そ の

結果 、これ らのサヤ豆 にもダイズ のGlym4類

似 のBetv1ホ モ ログが存在 し、そ の存在 はサ

ヤに多い こと、また、虫害被害や 日陰で育て

た ものな どで増加す る ことが判 明 した。 また 、

トマ トにおい て プ ロフ ィ リンは成熟 よ りも

未熟 の方 が多い ことも判 明 した。反対 に ソー
マチン ライ クプ ロテイ ンでは、未熟 に対 して

完 熟 に な るこ とに よって劇 的 にア レル ゲ ン

が増加す ることが判 明 した。

大 豆の虫害被 害に関 しては、感染特異的 タ

ンパ ク質 フ ァミ リー(PR-10)に 属す るBetv1

ホモ ログであるGlym4は 、虫害被害 で劇的 に

増加す ることが明 らか となった。 しか しなが

ら、プ ロフィ リンに関 して は変化 が無いか あ

るい はむ しろ少 し減 少 す る可能性 が示唆 さ

れ た。 この よ うに病 害 虫ス トレス によって、

著 しく増加す るア レル ゲン もあれ ば、ほ とん

ど変化 が無い もの、む しろ微減す るもの な ど、

ア レル ゲ ンの種 類 ご とに変 動す る様 式 が異

な ることが明 らか となった。

品種 に関 しては、大豆や トマ ト、な どに関

して汎 ア レルゲ ンの品種 間差 異 を検討 した。

その結果 、品種 問で2倍 以上 の差異 があるこ

とが示唆 され た。極低 品種の探索 に関 して は

現在 も引き続 き検討 してい る。

加 工法 に よる変動 では、 とくに発酵食 品で

あ る味噌 の種 類 に よる各種 ア レル ゲ ンの変

化 を検討 した。 その結果 、発酵熟成期間 の短
い味 噌で は比 較 的ア レルゲ ンが残存 す る傾

向が見 られ たが、発酵熟成期 間の長い色の濃

い味 噌で はい ずれ の ア レル ゲ ン も極 めて少



ない こ とが判 明 した。特に豆味噌では少なか

った。そ の他、大豆加 工食 品では クラス2食

物 ア レル ゲン リスクが、破砕 後遠 心上清にお

けるクラス2ア レルゲ ンレベル を検 出す るこ

とによ り検証で きるこ とが示唆 され た。 この

結果 、豆乳や一部の柔 らかい豆腐 な どに クラ
ス2ア レル ゲ ン分子 が 可溶性 の状 態 で存在

し、 リスクが高 いこ とが明 らか となった。

調理法 では とくに、酢に よって加 工す るこ

とで可 溶性 の ク ラス2ア レル ゲ ンが 不溶化

したこ とか ら、ア レルゲ ン性 は低下す ること

が示唆 され た。

(3)主 要農作物に よる食 物ア レル ギーの原

因抗原 の解析
ゴボ ウのア レル ゲン候補 として、SODや ペ

ルオ キシダーゼ を同定 した。 また、 と うふや

もや しによるOASで は、豆乳の場合 と同様 に

Glym4が 関与す ることを示唆 した。 また、一

部 の大豆 ア レル ギー では、Glym4が 関与す る

クラス2食 物 ア レル ギー と、7Sグ ロブ リン

な どが関与 す る ク ラス1食 物 ア レル ギー の

両 方 が関係 す る例 が存在 す る こ とが 明 らか

となった。 また 、大豆 のOAS例 では、Glym4

のみ な らずGlym3も 原 因抗原 とな り得 ること

が明 らか となった。
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