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研究成果の概要（和文）：食物アレルギーを発症する患者は増加の一途をたどっており、広く食品素材として利用され
ている植物種子に対してアレルギー症状を示す患者も増加している。本研究では、アレルギーの主要な原因食品である
大豆について、アレルギー症状に重要なタンパク質の構造領域を同定するとともに、アレルギー症状に関わるエピトー
プの構造的特徴を見出した。

研究成果の概要（英文）：There has been an increase in patients who develop food allergies, as well as an 
increase in patients who exhibit allergy symptoms to plant seeds, which are widely used as food 
materials. In the present study, we identified structural regions of proteins that are important for 
allergy symptoms in soybean, a major cause of food allergies, and also found structural features of 
epitopes involved in allergy symptoms.

研究分野：食糧タンパク質化学
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１．研究開始当初の背景 
食物アレルギーを発症する患者は増加の一
途をたどっており、広く食品素材として利用
されている植物種子に対してアレルギー症
状を示す患者も増加している。アレルギー症
状を発症すると、原因となる食品を食べるこ
とができないため、食事に含有している成分
への厳密な注意が必要となり、患者の生活の
質を大きく低下させる。植物種子のタンパク
質の中には、ヒトの健康の維持、増進に役立
つ機能についても報告されているものもあ
るため、植物種子をより広く食素材として利
用するためにも、種子タンパク質のアレルゲ
ン性を詳細に解析する必要がある。 
食物アレルゲンの多くは安定な構造をと
るタンパク質であり、それらの高次構造がア
レルギー症状の発症に関与していると考え
られている。我々は、これまで主要なアレル
ゲンである種子貯蔵タンパク質について立
体構造を解析するとともに、アレルギー症状
に関わるエピトープと構造との関係を解析
してきた。しかし、アレルギー症状の発症に
関わるエピトープの構造的特徴については
明確になっていない。 
食物のアレルゲンについて、WHO/IUIS にお
いてデータベース化されており、現在、8 種
類の大豆タンパク質がアレルゲンとして登
録されている(表 1)。1980 年代にスペインの
バルセロナで起こった喘息症状に対する原
因抗原として、 Gly m 1 (Hydrophobic 
protein)、Gly m 2 (Defensin)が同定されて
いる。また、花粉によって感作されたのち、
果物・野菜などを摂取することにより口腔症
状を起こす Profilin と PR-10 が、Gly m 3 と
Gly m 4 と命名されている。種子に含まれる
貯蔵タンパク質は落花生などの多くの植物
において、食物アレルギーの主要なアレルゲ
ンとなっている。大豆においてもそれらの貯
蔵タンパク質がアレルゲンとして同定され
ている(Gly m 5, 7S グロブリン; Gly m 6, 11S 
グロブリン; Gly m 8, 2S アルブミン)。 
本研究では、これらのアレルゲンの中で即
時型アレルギー症状の主要原因タンパク質
である貯蔵タンパク質の中で、サブユニット
間で構造の多様性をもつ 7S グロブリンにつ
いて解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
本研究では、アレルギーの主要な原因食品で
ある大豆について、アレルギー症状に重要な
大豆タンパク質の構造領域を同定するとと
もに、アレルギー症状に関わるエピトープの
構造的特徴を見出すことを目的としている。
主要な大豆アレルゲンである 7S グロブリン
について、サブユニットレベルでの反応性の
違いを明確にするとともに、患者血清との反
応性に寄与する特徴的な領域についてエピ
トープの解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(１) 大豆タンパク質の調製 
脱脂した大豆種子からタンパク質を抽出し、
クロマトグラフィーにより 7S グロブリンを
精製した。また、大腸菌発現系を用いて 7S
グロブリンの3種類のサブユニットに対する
リコンビナントタンパク質を調製した。α’
サブユニットにおいてはN末端のエクステン
ション領域について、その領域に対する発現
系を構築した。発現タンパク質について、ア
フィニティーおよびゲルろ過クロマトグラ
フィーにより精製した。精製タンパク質につ
いて、N 末端シーケンス解析および質量分析
などにより確認した。 
 
(２) 大豆タンパク質のアレルゲン性の解析 
Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay 法によ
り、プレートにコーティングした精製タンパ
ク質と結合する大豆アレルギー患者血清中
に含まれる特異的 IgE 抗体を、標識２次抗体
を用いて定量した。測定にはマイクロプレー
トリーダーを用いた。 
 
(３) 大豆タンパク質のエピトープ解析 
エピトープを解析するために、α’サブユニ
ットのエクステンション領域の一次構造に
基づいてオーバーラップさせた合成ペプチ
ドを調製した。それらに対する患者血清中の
特異的IgE抗体の反応性を解析することによ
り、反応性の高い合成ペプチドに対応する一
次構造を同定した。 
 
４．研究成果 
(１)大豆 7S グロブリンのサブユニットレベ
ルでのアレルゲン性解析 
8 種類の大豆アレルゲンがデータベースに登
録されている。大豆 7S グロブリンは複数の
サブユニットを含んでおり、α、α’、βの 3
種類 (図 1)のサブユニットにより構成され
ている。種子より調製した大豆 7S グロブリ
ンは、それらのサブユニットがランダムに会
合した 3 量体を基本構造としている（図 2）。
そのため、種子から単一のサブユニットを調
製することは難しい。大腸菌発現系によって
調製した組換えタンパク質を用いることに
より大豆 7S グロブリンの単一サブユニット
のアレルゲン解析が可能となる。また、大豆
7Sグロブリンの3種類のサブユニットには糖

表1 大豆アレルゲン

Gly m 1 Hydrophobic protein

Gly m 2       Defensin

Gly m 3       Profilin

Gly m 4       Pathogenesis-related protein 10

Gly m 5 7S globulin

Gly m 6       11S globulin

Gly m 7       Seed biotinylated protein

Gly m 8 2S albumin

タンパク質 推定分子量

8k

6k

14k

17k

48-65k

52-61k

68k

16k

 



鎖が付加されている。アレルゲンの解析には
糖鎖による交差反応の影響がある場合もあ
るため、糖鎖の付加が起こらない大腸菌発現
系を用いることにより糖鎖の交差性を排除
して解析も可能である。そこで、大豆 7S グ
ロブリンの3種類のサブユニットについて組
換えタンパク質を用いて比較解析すると、α
およびα’サブユニットがβサブユニットよ
りも多くの患者血清において特異的IgE抗体
が検出されることが明確になった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
αおよびα’サブユニットにはβサブユニ
ットには存在していないN末端の親水性のエ
クステンション領域をもつことから、α’サ
ブユニットのエクステンション領域の反応
性について解析した。大腸菌発現系を用いて、
α’サブユニットのエクステンション領域の
組換えタンパク質を調製し、解析に使用した。
α’サブユニットの全長を用いた解析結果と
同様に非常に多くの患者血清において特異
的 IgE 抗体が検出された。このことから、エ
クステンション領域が 7S グロブリンのアレ
ルゲン性に寄与する重要なドメインである
ことが明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(２) α’サブユニットのエクステンション
領域のエピトープ構造 
安定同位体標識したα’サブユニットのエ
クステンション領域に対するNMR解析でのデ
ータでは、観測された多くのシグナルが重な
りあうため、ディスオーダー領域を構造中に
多く含むことが想定された。これまで、食品
タンパク質の安定な高次構造とアレルゲン
性との関係について報告されているが、エク
ステンション領域のようなディスオーダー
構造をとるタンパク質のアレルゲン性につ
いても検討する必要性があることが示唆さ

れた。 
エクステンション領域の一次構造に基づ
いてオーバーラップさせた合成ペプチドに
対する反応性を解析したところ、反応性の高
い複数のペプチドを同定した。これらの配列
を比較したところ共通性が示唆される構造
的特徴が見出された。これまでに種子タンパ
ク質のエピトープの構造的な共通性につい
ては明確になっていないため、本研究で見出
された構造的特徴に着目することにより、エ
ピトープとなりやすい食品タンパク質の構
造を明らかにできる可能性が示唆された。 
本研究で見出した点に着目して、今後、さ
らに解析を進める予定である。 
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