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研究成果の概要：食物アレルギーを誘発する成分は、食品を構成する多種多様な成分の中でもある

特定のタンパク質であると推定される。本研究では、わが国における食物アレルギーの発症率及び重

篤度の高いものの中で、主要抗原が塩不溶性のため、これまでに解析の研究が進んでいない小麦、

大麦、ライ麦等の穀物中の主要抗原について 2 次元 HPLC システムを利用したプロファイリング分析を

試みた。 
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１．研究開始当初の背景 

食物アレルギーを惹起する成分(食物アレ

ルゲン)は、食品を構成する多種多様な成分

の中でもある特定のタンパク質が関与してい

ると推定される。近年のわが国における食物

アレルギー有病率調査では、諸家の報告によ

り乳児が 5-10%、学童以降が 1.3%程度と考え

られ、全年齢を通して、わが国では推定 1-2%

程度の有病率であり、欧米では、フランスで

3-5%、アメリカで 3.5-4%、3 歳の 6%に既往が

あるとする報告がある(｢食物アレルギーの診

療の手引き 2005｣、厚労省研究班)。また、厚

生労働省は食品衛生法等の改正を行い、平

成 13 年 4 月からアレルギーを起こしやすい食

品原材料(卵、乳、小麦、えび、かに、そば、



落花生)を特定原材料とし、全ての加工食品

に表示することを義務化している(食安基発第

0603001 号、食安監発第 0603001 号)。また近

年、遺伝子やタンパク質のシークエンス情報

が様々なデータベースに蓄積される従い、2

次元電気泳動や質量分析といったプロテオミ

クス手法を用いて、研究対象となる全タンパク

質を系統的かつ網羅的に解析することが可能

となってきた。最近では、こうしたプロテオミク

スの手法を応用したタンパク質性アレルゲン

群の迅速かつ網羅的な解析をアレルゲノミク

スと称することが提案されている。アレルゲノミ

クスでは、単にアレルゲン候補タンパク質を一

斉に検出・同定するだけでなく、アレルギー反

応の誘発原因となる動植物等に含まれるタン

パク質抗原の状況や環境の変化に伴う質的・

量的変動についても追跡することが可能であ

ることから国際的にもアレルゲノミクスに関する

研究が盛んに行われつつあるが、わが国では

研究報告例が少ないのが現状である。 

本研究では、近年のわが国における食物ア

レルギーの発症率及び重篤度の高いものの

中で、これまでにその詳細な抗原性について

検討が行われていない食品群の主要食物ア

レルゲンについて、同食物アレルギー患者血

清中の IgE 抗体を探索プローブとして各種分

析機器を利用して分析化学的に考究する。さ

らに、食物アレルゲンの高次分子構造及びタ

ンパク質化学的性質を明らかにする研究を通

し、食物アレルギーの診断法開発及びその低

減化を目指すことを研究の主眼としている。 
 
２．研究の目的 

本研究では、わが国における食物アレルギ

ーの発症率及び重篤度の高いものの中で、こ

れまでにその詳細な抗原性について検討が

行われていない穀物類の主要抗原について

各種分析機器を利用した同定を試みる。具体

的には、アレルギー素因食品より抽出した粗

タンパク画分を多次元 HPLC システムに供し、

分離分画し、品種個別的なプロファイリング分

析を行う。他方、アレルギーの患者血清を用

いたウエスタンブロット解析により抗原特異的

抗体反応を行うことで主要画分を追跡し、食

物アレルゲンの同定を試みる。 

 
３．研究の方法 

（1）試料及び試薬 

穀物試料として、小麦(薄力粉・中力粉・強

力粉の各 1 検体)、大麦(A 及び B の 2 検体)、

ライ麦(1 検体)は、東京都内の小売店より入手

した。水は日本ミリポア製の Elix-UV5 で調製

した逆浸透水を更に Milli-Q により、18 

MΩ/cm まで精製して得られた超純水を用い

た。他の試薬は、全て試薬特級品を用いた。 

（2）装置 

2 次元HPLC装置はGILSON社製プロテオ

ーム 2DLC解析システム(1 次元LC; ポンプ: 

305+10WTi及び 306+10WTi, 紫外可視検出

器: 155, カラムオーブン: CTO-10ACVP(島津

製作所製), フラクションコレクター: 233XL, 2

次元LC; ポンプ: 305+10WTi及び 306+10WTi, 

紫外可視検出器: 155, オートサンプラー: 

233XL, フラクションコレクター: FC204)にイン

テグレータとしてEZChrom Eliteを接続したもの

を用いた。 

（3）タンパク質抽出 

各試料は、25 mg を精秤し、尿素抽出液(8 M 

urea, 40 mM Tris, 4% 3-[(3-cholamidopropyl) 

dimethylamino]-1-propanesulfonete(CHAPS)) 1 

mL を加え、低温下、超音波抽出(30 秒 x 6 回)

を行った。抽出液は遠心分離(10,000 x g, 20

分, 4℃)した上清を孔径 0.8 μm のフィルター

でろ過し、HPLC 用試料液とした。 

（4）HPLCによる穀類タンパク質の定量 

試料溶液の各 250 μL につき、以下に示す条

件でプロファイル分析を行った。 



①1 次元分析(イオン交換クロマトグラフィ

ー) 

カラム: Resource Q (6 mL, GE Healthcare)、流

速: 1.0 mL/min、移動相 A: 20 mM Tris-HCl (pH 

8.6)、移動相 B: 20 mM Tris-HCl (pH 8.6) + 1 M 

NaCl、溶出: 0-6 min, 0%B in A; 6-66 min, 

0-100% B in A; 66-72 min, 100%B in A、カラム

温度: RT、検出波長: 210 nm。 

②2 次元分析(逆相クロマトグラフィー) 

カラム: WP300 C8 (5 μm, 4.6 x 250 mm, GL 

Sciences)、流速: 1.0 mL/min、移動相 A: 0.5% 

TFA、移動相 B: MeCN + 0.5% TFA、溶出: 0-4 

min, 25%B in A; 4-44 min, 25-50% B in A; 

44-54 min, 50-65%B in A; 54-60 min, 65%B in 

A、カラム温度: 40℃、検出波長: 210 nm。 

（5）ウエスタンブロット解析 

試料溶液は、以下に示す条件でウエスタン

ブロット解析を行った。 

ゲル: NuPAGE 4-12% Bis-Tris Gels (Invitrogen

社)、1 次抗体: 小麦アレルギー患者(Class 3)

血清(x 1,000)、2 次抗体: HRP 標識-抗ヒト IgE

抗体(x 5,000)、基質: ECL plus (GE Healthcare

社)、検出: Chemiluminescence。 

 

４．研究成果 

（1）小麦プロファイル分析 

各穀物試料の SDS-PAGE を図 1 に、イオン

交換クロマトグラムを図 2 に、逆相クロマト

グラムを図 3 に示す。 

図 1 各種麦類タンパク質のSDS-PAGE 

 

図 2 イオン交換クロマトグラム 

 

図 3 逆相クロマトグラム 

小麦は薄力粉、中力粉、強力粉で異なるタ

ンパク質組成を有し、大麦、ライ麦もそれら

の品種によって異なるパターンが認められ

た。そこで、これらの 2 つの異なるクロマト

グラフィーによる 1 次元プロファイリング分

析結果を統合することにより、2 次元プロフ

ァイルの作成を試みた。 

（2）2 次元プロファイルの作成 

図 4-6 に薄力粉、中力粉、強力粉の 2 次元

プロファイルを示す。 

 

図 4 薄力粉の 2D-HPLCプロファイル 



 

図 5 中力粉の 2D-HPLCプロファイル 

 

図 6 強力粉の 2D-HPLCプロファイル

 

1 次元分析(イオン交換クロマトグラフィ

ー; y 軸)で 1 分毎に分画した各画分について、

2 次元分析(逆相クロマトグラフィー; x 軸)を

行うことによって得られたクロマトグラム

のピーク強度は 1/4 分毎に数値化し、コンピ

ュータの統計ソフトを用いて 3 次元に展開し

た(図 4-6 では、青色が濃くなるほどピーク強

度が高くなり、タンパク質濃度が高くなって

いることを示している)。この 2 次元プロファ

イルを応用することにより、様々な小麦に含

まれるタンパク質の種類、性質、含量等の詳

細な情報の可視化が可能となると考えられ

る。 

（3）ウエスタンブロット解析 

小麦アレルギー患者の血清を用いたウエ

スタンブロット解析を行ったところ、ω-5 

gliadin、α-, γ-gliadins、低分子 albumins と考え

られるタンパク質群と血清中 IgE との間に強

い結合が認められた(図 7)。 

 

 

図 7 各種麦類タンパク質のウエスタンブロ

ット解析

 

今後、2 次元 HPLC プロファイル上での主

要アレルゲンの同定を行うことで、品種特異

的及びアレルギー患者特異的な抗原解析が

可能になると考えられる。 

（4）まとめ 

2 次元 HPLC システムによるタンパク質の

分離は、プロテオーム解析のグローバルスタ

ンダードである 2 次元電気泳動と比較して、

分離能、再現性、操作性、迅速性及び経済性

の面で格段に優れており、その汎用性も極め

て高いと考えられることから、アレルゲノミ

クスにおける分析技術を新たに提案するも

のと期待される(表 1)。 

 

表 1 2 次元電気泳動と 2 次元HPLCの比較 
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