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研究成果の概要（和文）：近年、マイクロプラスチック(MP)は、世界各地の海域で大量に浮遊していることが確
認されている。MPにアレルゲンが吸着・結合することにより架橋活性の変化が起こるか解析することを目的とし
た。
細胞膜上での架橋を定量化するEXiLE法を用いて検討したところ、卵白アレルゲン単独と比べ、粒子径0.5μm以
上の2.5%(w/v)ポリスチレンビーズに吸着させた抗原では、非常に高いルシフェラーゼ活性が認められ、架橋活
性がビーズとの結合により増強されることが示された。また、反応を96ウェルプレートで行う固相EXiLEでは応
答強度のさらなる増強が見られ、表面積が強い応答の要因であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In recent years, many reports show that massive amount of microplastic (MP) 
floats on the surface of the global ocean. It was examined whether IgE crosslinking ability of 
allergens change by absorption and binding to MP.
The EXiLE method, which quantify IgE crosslinking on plasma membrane, was used in this study. Egg 
white allergen absorbed by 2.5 w/v% polystyrene beads whose diameter were 0.5μm or longer gave much
 higher luciferase activity than free allergen, demonstrating its IgE crosslinking ability was 
increased by binding to the beads. Further increase of those responses were observed when the 
reactions were carried out on a 96-well plate ("solid phase EXiLE"), indicating larger surface area 
bring increased response in the assay.

研究分野： アレルギー内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、マイクロプラスチックが各種アレルゲンの架橋活性を増強する可能性が示唆された。元来海洋に
流出したマイクロプラスチックは、残留性有機汚染物質の吸着や魚等の生物濃縮による生態系への影響が懸念さ
れていたが、食物アレルギー増悪化にも関与することが考えられた。本研究では、マイクロプラスチックの新た
な側面の検証を実施したという点で非常に有用な知見が得られており、社会的意義が大きいといえる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
海洋ごみの 7 割を占めるプラスチックごみが紫外線劣化や摩耗などによって 5mm 以下の粒

子径であるマイクロプラスチック（MP）となり、大量に浮遊している。特に日本の周辺海域は
ホットスポットと考えられている。これらの MP が魚類により誤飲されることがあり、東京湾
で採取したカタクチイワシの約 8 割からマイクロプラスチックを確認したとの報告もあり、MP
に吸着された化学物質が食物連鎖に取り込まれて濃縮後に食用魚からヒトに摂取される可能性
が懸念されている。魚は食物アレルギーを引き起こすことがあり、20 歳以上の食物アレルギー
患者の原因食物第 4 位（11.2%）であることが報告されている（食物アレルギー診療ガイドライ
ン 2012）。魚のアレルゲンとしてパルブアルブミンやコラーゲンが知られているが、これらの抗
原タンパク質の誤飲した MP への吸着やその影響は明らかになっていない。一方、我々は近年
全く新しいアレルギー試験法である「IgE Crosslinking-induced Luciferase Expression（EXiLE）
法」を開発している。ヒトの高親和性 IgE 受容体（FcεRI）を発現させたラットの培養マスト
細胞株を、アレルギー患者血清により受動的に感作し、抗原の添加による細胞の活性化をルシフ
ェラーゼアッセイにより高感度に検出する手法で、保存された患者血清と培養細胞により簡便
かつ高感度に IgE の「架橋活性」を評価できる画期的な試験法である。これまで EXiLE 法を用
いてシラカバとリンゴなどの交差反応性を解析する手法を開発したほか、EXiLE 法が各種加工
食品のアレルゲン性評価（加工に伴う抗原性の変化解析）法として有用であることを明らかにし
ている。 
 
２．研究の目的 
抗原刺激によるマスト細胞活性化に必須な「架橋活性」を考える上で、MP がアレルゲンタン

パク質を高度に吸着し、架橋活性を増強して抗原性を高める可能性に注目した。先行研究として、
ある種の食物抗原をプラスチック製のビーズに吸着させたところ、通常の EXiLE 法では応答性
のない抗原が応答するようになることも確認している。EXiLE 法は従来のアレルギー試験法に
はない多くの特長がある。そこで本研究では、MP が食物アレルゲンの架橋活性に及ぼす影響を
EXiLE 法を用いて明らかにし、アレルギー増悪化予防の一助になることを目指す。具体的には、
MP 及びアレルギー患者血清を用いて EXiLE 法を行うことで、アレルゲンの抗原性に変化が見
られるかどうかを検証する。 
 
３．研究の方法 
溶液中に存在するアレルゲン分子が、マイクロプラスチックビーズに結合した場合にどの程

度架橋活性が変化するかについて、ポリスチレンビーズ（ポリサイエンス社）を用いて検討した。
モデル抗原として OVA 及び卵白アレルゲンエキスを用い、卵アレルギー患者血清を使用して行
った。 

0.1M ホウ酸緩衝液(pH8.5)に 2.5%(w/v)ポリスチレンビーズ(粒径 0.1、0.2、0.5、1、2、4.5、
10、25、45、90μm)を懸濁させ、ここに抗原溶液を加えて 4℃、室温、または 37℃で吸着させ
た。抗原量が一定（1μg/mL）になるよう調製し、あらかじめ患者血清とインキュベートした RS-
ATL8 細胞を加え、EXiLE 法を行った。 
高感度な検出が可能な固相 EXiLE 法を 0.5μm ビーズを用いて行った。一定量の抗原 

(1μg/mL)を、2～200000 個のビーズに加えて 96 ウェルプレートに撒き、37℃で一晩インキュ
ベーションした。あらかじめ患者血清を加えて 37℃、CO2 下でインキュベーションした RS-
ATL8 細胞を加え、37℃で 3 時間置いた後にルシフェラーゼ基質を加えて発光強度を測定した。 
 
４．研究成果 
始めにポリスチレンビーズと抗原の吸着率を検討した。ホウ酸緩衝液中で 4℃、室温、または

37℃でビーズと抗原をインキュベーションしたところ、粒子径で吸着率は異なるものの、4℃よ
り室温または 37℃の方が吸着率は高かった。 
次に、抗原量を 1μg/mL一定とし、EXiLE 法に供した。その結果、抗原単独(4.3(fold change))

と比べ、粒子径 0.5μm 以上のビーズと吸着させた抗原では、非常に高いルシフェラーゼ活性が
認められた(8.6～10.9fold change）(図 1)。 
これまでの検討により、固相 EXiLE をすることで通常 EXiLE と比べ高感度に検出可能であ

ることが分かっている。そこで 0.5μmビーズを用い固相 EXiLE 法を行った。 
一定量の抗原を、ビーズ懸濁液に加えて 96 ウェルプレートに撒き、37℃で一晩インキュベー

ションすることにより固相化した。あらかじめ患者血清とインキュベーションした RS-ATL8 細
胞を加え、37℃で 3 時間刺激した後、基質を加えて発光強度を測定した。その結果、通常の EXiLE
法では応答が微弱なのに対し、固相 EXiLE 法では、より強い EXiLE 応答が認められ、粒子数
200 個/well から顕著に上昇した(図 2)。 
以上の結果より、卵白アレルゲンの架橋活性がプラスチックビーズとの吸着により増強され

ることが示された。EXiLE 応答の増強にはある程度以上の粒子径が必要であることが分かった。
また、固相 EXiLE 法でより強い応答が見られたことはプレートにも抗原タンパク質が吸着する
ことを示しており、ビーズが多いほど増強されたことと合わせ、表面積が応答の強さに影響する
ことが示された。 
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