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研究成果の概要（和文）：これまでの研究から、食物アレルギーの症状誘発に食物抗原の消化管吸収量が関与し
ていることが示唆されている。しかしながら、食物抗原の消化管透過性を評価する方法は確立されていない。本
研究では、LC-MS/MSを用いた食物抗原の血中濃度定量法の確立を試みた。その結果、血液中のオボアルブミンを
免疫沈降により濃縮後、GGLEPINFTAADQARペプチドを測定対象として MRM法により測定することで、卵白アレル
ゲンの血中濃度が定量可能であることを明らかにした。この方法を利用して、抗原吸収量を評価することで、消
化管抗原透過性と食物アレルギー発症との関連性を明らかにすることができると期待される。

研究成果の概要（英文）：Our previous studies have suggested that the amount of food allergen 
absorbed from intestinal tract is involved in the induction of allergic symptoms in patients with 
food allergy. However, the evaluation method of intestinal permeability of food allergens has not 
been fully established. In this study, we attempted to develop the method for measuring the blood 
concentration of an egg white allergen (ovalbumin) by LC-MS/MS. As a result, GGLEPINFTAADQAR 
sequence in ovalbumin was identified as a target peptide for determination of blood ovalbumin level 
by multiple reaction monitoring. We also found that concentration by immunoprecipitation with 
anti-ovalbumin antibody is needed for detection of plasma ovalbumin. Evaluation of the amount of 
absorbed food allergens by the measuring of the blood concentration enables us to elucidate the 
relationship between gut permeability and development of food allergy.

研究分野：アレルギー学、医療薬学
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１．研究開始当初の背景 
食物アレルギー患者は、近年増加傾向にあ
る。また、学校給食における誤食によりアナ
フィラキシーを発症し、食物アレルギー患児
が死に至ったケースが報道されるなど、社会
問題となっている。急速減感作療法などの抗
原特異免疫療法による治療が試みられ、一定
の治癒効果が得られているが、食物アレルギ
ーの根治療法として確立されていない。した
がって、食物アレルギーの発症や耐性獲得メ
カニズムを解明し、新たな対策を講じる必要
がある。 
重篤な症状を引き起こす原因食物は、鶏卵、
乳製品、小麦の順に多いことが明らかにされ
ている。我々はこれまでに、小麦アレルギー
の中で、小麦摂取後の運動負荷や非ステロイ
ド性抗炎症薬（NSAIDs）の服用によりアナ
フィラキシーが誘発される食物依存性運動
誘発アナフィラキシー（FDEIA）の病態解明
を目的に抗原解析を実施した。その結果、小
麦による FDEIA の主要抗原がω5-グリアジ
ン、γ-グリアジンおよび高分子量グルテニン
であることを明らかにした。さらに、それら
の抗原コンポーネントに対する特異 IgE抗体
の測定が小麦 FDEIA の診断に有用であるこ
とを示した。  
また、小麦 FDEIA におけるアレルギー症
状が、運動やNSAIDsの服用によって誘発さ
れるメカニズムを解析し、小麦摂取後の運動
負荷や NSAIDs の服用が血中の小麦抗原濃
度を上昇させることを明らかにした。つまり、
FDEIA のアレルギー症状の誘発に消化管か
ら吸収された抗原量が密接に関与している
ことを示唆する。 
これらの背景から、「通常の即時型食物ア
レルギー患者は、運動負荷なしで症状誘発に
十分な抗原量が消化管から吸収されるのだ
ろうか？」という疑問が生じた。この疑問を
解決する目的で、小麦、鶏卵および乳製品に
ついて ELISA 法による血中抗原量の測定を
試みた。小麦グリアジンは血清から 70%エタ
ノールによる抽出操作を実施することで、
ELISAで測定できたが、多量の血清が必要で
あるため、小児の即時型小麦アレルギー患者
の血中抗原の測定は困難であった。また、鶏
卵や牛乳の血中抗原の測定についても、
ELISA による血中抗原濃度測定は困難であ
った。 
近年、質量分析技術の進歩により、生体試
料中のタンパク質を 10-18 M～10-15 Mレベル
で検出できるようになった。そこで、抗原を
含む血中タンパク質すべてをプロテアーゼ
消化後、残存する抗原由来ペプチドを質量分
析器（LC-MS/MS）で測定することで、ELISA
法より高感度、且つ、効率的に血中抗原の定
量が可能であると考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、食物アレルギーの感作相およ
び誘発相に、食物抗原の消化管透過性の違い

がどの程度影響しているのかを明らかにす
ることを最終目的として、LC-MS/MSを用い
た血中食物抗原定量法の開発を試みた。 
  
３．研究の方法 
(1) プロダクトイオンスキャン法 (MRM 法) 
による抗原定量に用いるトランジションの
探索 
抗原タンパク質を 8 M 尿素を含有する 50 
mM トリス塩酸バッファーに溶解後、20 mM ジ
チオスレイトールーを添加し 60℃で 60 分間
インキュベートした。40 mM ヨードアセトア
ミドを加え室温で 30 分間インキュベートす
ることによりアルキル化処理を行った。次に
トリプシンまたはキモトリプシンを加えて
37℃で 20 時間消化した後、溶液を凍結乾燥
した。1% ギ酸溶液にて再溶解し、C18 column 
(Pierce® or MonoSpin™) を用いて脱塩処理
した。得られたペプチド断片を 50% アセトニ
トリル/5% ギ酸バッファーに溶解させた。こ
の試料を nanoLC-MS/MS システム  (LC: 
Eksigent nanoLC 425、MS: TripleTOF5600+ 、
AB Sciex) にて分析した。得られたフラグメ
ントペプチドイオンデータを Skyline 
Software (version 3.5, MacCoss Lab 
Software) にて解析し、最適 collision 
energy を予測した。 
(2) MRM 法による卵白 OVA の定量 
ラット血漿 20 μL に OVA 10 ng を添加し
た試料を前述と同様の方法でトリプシン処
理した後、LC-MS/MS 装置を用いて選択したプ
レカーサーイオンをターゲットとしてMRM法
により測定した。 
定量するためにカルボキシ末端に存在す
るアルギニンを安定同位体（13C および 15N）
標識したペプチド (GGLEPINFQTAADQAR)合成
し、100 pg を OVA 測定試料に内部標準として
添加した。この試料を同様の方法で前処理し
た後に MRM 法により解析し、目的プレカーサ
ーイオンのピーク面積を求めた。OVA 由来の
ペプチドと内部標準ペプチドのピーク面積
比から、試料中の OVA 濃度を算出した。 
(3)免疫沈降を用いた血症中 OVA の濃縮 
ラット血漿に特定の濃度となるように OVA
を添加し、超純水を加え 2倍希釈した。抗 OVA
抗体 (GeneTex) を共有結合させた磁性ビー
ズ(Dynabeads M-280 Tosylactivated)をこの
溶液に加え、4℃にて 18 時間インキュベート
した。ビーズを洗浄後、グリシン塩酸バッフ
ァー (pH 2.5) を加え、抗 OVA 抗体に結合し
た OVA を抽出した。抽出液を中和後、前述し
た方法でアルキル化およびトリプシン消化
した。得られたペプチドを脱塩後、MRM 法に
て目的のプロダクトイオンのピーク面積を
測定した。 
(4)ラット血漿中 OVA 濃度の定量 
雄性 SD ラット (175 g) に 100 mg の OVA
を経口投与した後、1 時間後に腹部下大静脈
から採血し血漿を得た。得られた血漿から
OVA を免疫沈降により濃縮後、MRM 法により



OVA 濃度を求めた。 
 
４．研究成果 
(1) MRM 法による抗原定量に用いるトランジ
ションの探索 
卵白抗原である OVA、小麦抗原であるω5-
グリアジンおよびγ-グリアジンについて測
定対象となるトランジションの探索を行っ
た。OVA に特異的で定量性の認められるトラ
ンジションを探索するため、50, 100, 500 μ
g/mlの濃度のOVAをトリプシン消化したペプ
チドについてスキャン測定を行い、ピーク面
積の直線性とピーク形状を評価した。それら
の結果と論文報告データを考慮し、6 種
[DILNQITKPNDVYSFSLASR(3+),  GG 
LEPINFQTAADQAR(2+),ISQAVHAAHAEINEAGR(3+, 
4+), ELINSWVESQTNGIIR(2+), LTEWTSSNVMEER 
(2+), GGLEPINFQTAADQAR (2+), ISQAVHAAHAEI 
NEAGR (4+)]のプレカーサーイオン を選出し
た。さらに Skyline Software を用いて最適
collision energy を予測した。 
次に、各プレカーサーイオンに対して最適
collision energy を設定し MRM法にてプロダ
クトイオンを測定した。6 つのプレカーサー
イオンのうち GGLEPINFTAADQAR(2+)が、最も
再現性良くOVA濃度とピーク面積が相関した。
また、この配列には卵アレルギー患者で同定
されている IgE エピトープ配列 YRGGLEPINF
の一部を含んでいることから、ヒト血清中に
存在する可能性が高いと考え、血中 OVA 測定
のターゲットとして本ペプチドを選出した。 
次に、超純水に溶解した OVA  を MRM 測定
法で測定した結果、10 ng/mL の OVA 濃度に
おいても GGLEPINFTAADQAR (2+) 由来のプロ
ダクトイオンのピークが検出できることが
示された。卵白 2 mL/kg をヒトに経口負荷し
た後の血清中 OVA濃度を ELISA 法で解析した
報告によると、血中 OVA 濃度は 5-100 ng/mL
である。したがって、本方法では 1 mL の血
液があれば、OVA 濃度を測定できると推測さ
れた。 
一方、小麦ω5-グリアジンおよびγ-グリ
アジンも同様の方法で解析を実施した。トリ
プシンを用いた時にはプレカーサーイオン
ピークが得られなかったため、キモトリプシ
ンに変更してさらに解析を実施した。その結
果、γ-グリアジンについては、3つのトラン
ジション候補ペプチドを選出した。ω5-グリ
アジンについては、解析中である。 
 
(2)免疫沈降法による血中 OVA の濃縮方法の
検討 
 血中 OVAの定量はラット血漿を利用して検
討した。はじめに、超純水で 2倍希釈したラ
ット血漿に OVA を 1000 ng/mL になるように
添加した試料を測定した。その結果、OVA 由
来のペプチドピークは全く検出されなかっ
た。本実験で使用した OVA 濃度（1000 ng/mL）
は、ヒト血中で報告されている 5-100 ng/mL
よりも高濃度であるにもかかわらず検出さ

れなかったことから、試料中に含まれる血漿
由来の夾雑物を除去する必要があると考え
られた。 
そこで OVA を濃縮・精製するために、抗 OVA
抗体を利用した免疫沈降法を試みた。トシル
基活性化磁性ビーズに抗OVA抗体を固定した
ものを作製した。また、50%ラット血漿 1 mL
に OVAを 0-100 ng 添加した試料を準備した。
これは、文献で報告されているヒト血清中
OVA 濃度 (0-200 ng/mL) に相当する。この試
料に抗 OVA 抗体磁性ビーズを添加し、免疫沈
降処理を行い、MRM 測定した結果、夾雑物由
来のペプチドピークが低下しOVAに特異的な
プレカーサーイオンピークが検出された。こ
の結果から、免疫沈降法で血漿中 OVA を濃縮
できることが明らかとなった。 
 
(3)OVA経口投与ラット血漿中OVA濃度の測定 
 卵アレルギー患者に対する食物経口負荷
試験では、卵 1～2 個が負荷される。この負
荷量を参考にラットに対するOVAの経口負荷
量を 100 mg/body と設定した。OVA を経口負
荷した後 1時間後に採血し、調製した血漿か
ら抗 OVA 抗体を利用した免疫沈降により OVA
を濃縮した。この試料中の OVA を MRM 測定法
により解析した結果、OVA を投与していない
コントロールラット血漿よりも明らかに高
いOVA特異的プレカーサーイオンピークが検
出された。このことから、前処理に免疫沈降
を加えることにより、経口投与後のラット血
漿中OVA濃度を測定できることが明らかにな
った。 
次に、LC-MS/MS への試料注入誤差を補正す
るため、C-末端のアルギニン残基を安定同位
体標識したペプチド GGLEPINFQTAADQAR を合
成した。これを内部標準物質としてトリプシ
ン消化後の試料に 100 pg 添加し、イオンピ
ーク面積の測定を行った。プロダクトイオン
ピークの面積比より濃度を算出した結果、
0-150 ng/mL の範囲で良好な直線性を示すこ
とが明らかとなった。この検量線を用いて、
経口投与後の血漿中 OVA 濃度を求めた結果、
その濃度は 213 ng/mL であった。 
 
 本研究では、血漿から免疫沈降法による濃
縮した OVA を MRM 法により測定することで、
血中OVAを定量することが可能であることを
明らかにした。今後ヒト血清中の OVA を測定
できることを示すとともに、消化管の抗原透
過性の評価系を確立することができれば、抗
原吸収と食物アレルギー発症の関連性の詳
細な解析が実施できると期待される。 
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