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研究成果の概要（和文）：我々は消化管からのアレルゲンの吸収増加が、小麦依存性運動誘発アナフィラキシーにおけ
る症状誘発原因の一つであることを明らかにしている。本研究では、アレルゲン特異IgE抗体で感作したラット好塩基
球細胞（RBL-2H3）からのβ-ヘキソサミニダーゼ遊離を指標にした血中小麦アレルゲンの生物学的活性定量法の構築を
試みた。アレルゲン特異IgEを有するラットの血清IgEで感作したRBL-2H3細胞を用いることで、血中アレルゲンの生物
学的活性が測定できると示唆された。さらに、加水分解小麦含有石鹸の使用により発症したWDEIAの主要抗原がγ-グリ
アジンであることを明らかにし、そのIgE結合エピトープを同定した。

研究成果の概要（英文）：We have reported that increase of allergen absorption is one of factors which enha
nce the allergic symptoms in patients with wheat-dependent exercise-induced anaphylaxis. In this study, we
 investigate the method to evaluate the allergenicity of peripheral blood food allergen by beta-hexosamini
dase assay in rat basophil leukemia cells (RBL-2H3). Degranulation of RBL-2H3 cells sensitized with the se
ra from Brown Norway rat having allergen specific-IgE was observed, suggesting that the biological activit
y of allergen in the blood could be estimated by using the method. In addition, we identified gamma-gliadi
n as a major allergen and its IgE-binding epitope in WDEIA induced by a soap containing hydrolyzed wheat.
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１． 研究開始当初の背景 
食物依存性運動誘発アナフィラキシー
（FDEIA）は、特定の食物を摂取後に運動す
ることによりアナフィラキシーなどの重篤
な症状が誘発される食物アレルギー疾患で
ある。FDEIA は運動負荷のみならず、アス
ピリンなどの非ステロイド性抗炎症薬
(NSAIDs)の服用によっても症状が誘発され
ることが知られている。本邦においては小麦
依存性運動誘発アナフィラキシー（WDEIA）
が最も多く報告されている。WDEIA の根治
療法は確立されておらず、治療の原則は小麦
除去食療法である。小麦粉あるいはその成分
であるグルテンを使用した食品は多岐にわ
たるため、除去食療法は患者にとって負担が
大きい。そのため、正確な診断が求められて
いる。WDEIA の検査として、抗原特異 IgE
抗体価の測定や皮膚テスト等があるが、検査
感度や特異性は悪い。したがって、確定診断
には小麦製品と運動を組み合わせた負荷誘
発試験が必要である。しかし、WDEIA の場
合、負荷試験を行っても症状が再現できない
ことがあり、確定診断に苦慮するケースが多
いことが問題となっている。 
申請者はこれまでに、検査精度を上げるこ
とを目的として原因抗原を行い、WDEIA の
主要原因抗原はω5-グリアジンおよび高分子
量グルテニンであること、および、それらの
リコンビナントタンパク質やエピトープペ
プチドに対する特異 IgE検査がWDEIAの血
清学的診断に有用性が高いことを明らかに
した。さらに、運動負荷やアスピリンの服用
により消化管障害が起こり、高分子のアレル
ゲンの吸収が促進されることが、症状誘発機
序の一つであることを明らかにした。健常者
においてもアスピリンやその他の NSAIDs
の服用がグリアジンの吸収を促進した。以上
のことから、WDEIA のアレルギー症状誘発
には、アレルゲンの吸収が深く関与している
と推測される。しかしながら、これまでの研
究における血中グリアジン濃度測定に用い
た抗体は、抗グリアジン抗体であるため、主
要アレルゲンであるω5-グリアジン以外のグ
リアジン類（α/β, γ-グリアジンなど）も同
時に検出される。さらに、経口摂取した小麦
蛋白質は胃酸や消化酵素により変性・分解を
受けることから、ELISA等の免疫学的手法で
検出した血液中のグリアジンが、真にマスト
細胞や好塩基球を活性化できる生物学的活
性を有しているかどうかはよく分かってい
ない。 
 
２．研究の目的 
消化管からのアレルゲンの吸収増加が、

WDEIA における症状誘発原因の一つである
ことが明らかにされている。しかし、経口摂
取後に、消化管から吸収され血中に存在して
いる小麦アレルゲンが、マスト細胞や好塩基
球を活性化できるアレルゲン活性を有して
いるかどうか不明である。本研究では、アレ

ルゲン特異 IgE抗体で感作したラット好塩基
球細胞（RBL-2H3）の脱顆粒を指標にした血
中小麦アレルゲンの生物学的活性定量法を
構築する。また、ω5-グリアジンを特異的に
検出するための抗体作製を目的として、リコ
ンビナントタンパク質の大量取得を試みた。 
加水分解小麦含有石鹸の使用によっても

WDEIA が発症し、その原因抗原がω5-グリ
アジンとは異なることが報告されたため、加
水分解小麦によるWDEIAの原因抗原解析も
実施した。 
 
３．研究の方法 
(1)リコンビナントω5-グリアジンの大量精
製：ω5-グリアジン遺伝子を pET-21(a)ベク
ターおよび pColdIIIベクターに組み込み、宿
主大腸菌として E. coli Rosetta 株および
JM109株を使用して発現させた。目的タンパ
ク質の発現は抗グリアジン抗体を用いたウ
エスタンブロット法により確認した。発現し
たω5-グリアジンは、逆相カラムクロマトグ
ラフィー（C8）を用いて、アセトニトリルに
よるグラジエント溶出し分取した。 
 
(2)IgE感作ラットの作成：卵アレルギーの原
因抗原であるオボアルブミン（OVA）50 mg
を Alum(10 mg)と共に Brown Norway(BN)
ラットの腹腔内に投与した。投与は毎週１回
7週行い、2週毎に頸静脈より採血した。OVA
特異 IgE抗体は ELISA法により測定した。
OVA を Phosphate buffered saline(PBS)に
10 μg/mL になるように溶解し、96 穴プレ
ート (MaxiSorp)に入れ固相化した。ブロッ
クエースにてブロッキングを行い、10%ラッ
ト血清を入れて 2 時間インキュベートした。
結合した IgE は、Horse radish peroxidase 
(HRP)標識した抗ラット IgE抗体（MARE-1）
および TMB基質を用いて検出した。 
 
(3)OVA 感作ラット血清を用いた RBL-2H3
細胞の活性化試験：OVAを腹腔内投与するこ
とにより 8週間感作したラットの血液を採取
し、血清を分離した。RBL-2H3を 96穴プレ
ートに培養し、OVA感作ラット血清を添加し
一晩培養することにより抗 OVA-IgE で感作
した。細胞を洗浄後、OVA 抗原を添加し 15
分間インキュベートした。脱顆粒反応により
遊離したβ-ヘキソサミニダーゼの活性は
4-Methylumbelliferyl N-acetyl-β- D –gluco- 
saminideを基質として用い、ex 360nm, em 
450 nmの蛍光を測定することにより求めた。 
 
(4)加水分解小麦含有石鹸により発症した
WDEIA の原因抗原解析：加水分解小麦含有
石鹸により発症したWDEIAと確定診断され
た 32 名の患者血清を用いた。小麦粉（農林
61号）よりグリアジンおよびグルテニン画分
を調製し、10%患者血清を用いたウエスタン
ブロットにより IgE結合タンパク質を検出し
た。小麦グルテン構成タンパク質である 



α/β-，γ-，ω1,2-，ω5-グリアジンおよび
低分子量，高分子量グルテニンのリコンビナ
ントタンパク質を発現・精製した。これらの
リコンビナントタンパク質のアレルゲン活
性を、ドットブロット法による IgE の結合、
および、患者好塩基球を用いたヒスタミン遊
離試験により解析した。 
 γ-グリアジンのオーバーラップペプチド
を合成し、3名の患者血清を用いて IgEの結
合領域を調べた。また、加水分解小麦との交
叉反応性を合成ペプチドを利用して解析し
た。 
  
４．研究成果 
(1)リコンビナントω 5-グリアジンを
pET-21(a)ベクターと Rosetta 株の組み合わ
せで発現させると、分解産物が生じることが
分かった。そこで、pCold IIIベクターを発現
ベクターとして宿主大腸菌に JM109 株を使
用して発現させた。この方法では分解は起こ
らなかったものの、収量が培養液１Lあたり
数十μgと少ないことが分かった。 
 
(2) ELISA 法によるラット血漿中の OVA 特
異 IgE抗体価測定法を構築した。次に、OVA
をBNラットの腹腔内に投与Alumと共に毎
週 1 回投与し、2 週毎に採血し血中の OVA
特異 IgE 抗体を調べた。その結果、OVA 特
異 IgE抗体は、4週目から上昇し 8週目まで
維持された。したがって、IgE抗体を含む血
清を得るためには、4 週以上の腹腔内投与を
行えばよいことが分かった。同様の方法で、
小麦グリアジンで感作できることが確認さ
れた。 
 
(3)OVAで 8週間感作した BNラットから採
血し、分離した血漿により RBL-2H3細胞を
感作した。培地に 1～10％ラット血清を添加
して一晩培養することにより感作した
RBL-2H3細胞を、10μg/mLの OVA抗原で
刺激した場合、脱顆粒反応を惹起するために
はOVA感作血清を5%以上加えることが必要
であることが分かった。また、ラットにアス
ピリンと OVA を同時投与した場合、ELISA
法で測定した血中 OVA濃度は、～1.8 ng/mL
であることから、血中抗原の生物学的活性測
定を行うためには感度不足であると示唆さ
れた。今後脱顆粒反応の感度を上昇させるた
めの条件検討が必要である。 
 
(4)加水分解小麦含有石鹸の使用により発症
した WDEIAと確定診断された 32名の患者
血清を用いて解析を行った。小麦粉（農林 61
号）より調製したグリアジンおよびグルテニ
ン画分を SDS-PAGE にて分離し、IgE ウエ
スタンブロットを行った。グリアジンおよび
グルテニン画分共に IgEの結合が認められた
ことから、小麦不溶性タンパク質中に抗原が
存在すると示唆された。そこで、リコンビナ
ント小麦グルテン構成タンパク質（α/β-，

γ-，ω1,2-，ω5-グリアジンおよび低分子量，
高分子量グルテニン）を作製し、IgEの反応
性を調べた。その結果、加水分解小麦WDEIA
では、α/β-，γ-，ω1,2-グリアジン特異 IgE
を保有する患者が多いことが分かった。各リ
コンビナントタンパク質で患者好塩基球を
刺激し、遊離したヒスタミンを測定した結果、
11 名中 8 名の患者においてγ-グリアジンに
よるヒスタミン遊離が認められた。これらの
結果から、加水分解小麦含有石鹸で経皮的に
感作され発症した患者は、小麦を経口摂取し
た場合γ-グリアジンが主要な抗原となり発
症していると考えられた。WDEIA の発症に
関わる抗原としてω5-グリアジンに加えγ-
グリアジンの血中濃度測定も必要であるこ
とが分かった。 
 次に、小麦γ-グリアジン配列中の IgE 結
合エピトープを解析し、QPQQPFPQ配列が
コアエピトープであることを明らかにした。
さらに、加水分解小麦ではグルタミン（Q）
がグルタミン酸（E）へ加水分解されている
ため、エピトープの Q を E に置換したペプ
チドを合成し、IgE の反応を調べた結果、
PEEPFP に IgE が強く結合した。このこと
から、加水分解小麦中の PEEPFP 配列特異
IgE が QPQQPFPQ に交叉反応するために、
加水分解されていない通常小麦を経口摂取
した時に症状が誘発されると考えられた。 
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