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研究成果の概要（和文）：甲殻類による食物アレルギーの発症機序はIgE介在性アレルギーだけでは説明できな
いと考え，甲殻類アレルギーは，いわゆる「食べ合わせ」のように，甲殻類ヘモシアニンがヒト免疫担当細胞を
著しく活性化し，感作を誘発するという仮説を立てた．まず，甲殻類ヘモシアニンおよびその分解物がヒトおよ
びマウス樹状細胞等の炎症応答に及ぼす影響を明らかにした．甲殻類トロポミオシン経皮免疫誘導食物アレルギ
ーマウスを用いてヘモシアニンがアナフィラキシーなどのアレルギー反応を増悪することを確認した．樹状細胞
等に結合するペプチド配列を網羅的に探索し，食品成分中に見出される炎症誘導ペプチド配列を決定した．

研究成果の概要（英文）：This study tests the hypothesis that crustacean food allergy should involve 
an IgE-mediated allergy and other mechanisms. Crustacean hemocyanin (CHM) induced inflammatory 
responses human THP-1 monocyte and macrophage cells. Dermal patch with CHM and allergen tropomyosin 
aggravated allergic responses of allergy model mouse. Phage display and bio-panning using THP-1 
cells found that inflammatory peptide sequences would be included in many kinds of foods. 

研究分野：水産化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在のように動物タンパク質源が確保できる状況では，「甲殻類を食べない」という選択が可能であるが，FAO 
が提唱するように将来的な動物タンパク質供給手段として昆虫食が重要となる可能性も高い．甲殻類アレルギー
患者が非常に高い確率で同じ節足動物門に属する昆虫類にも強いアレルギー反応を示す事実から考えると，本研
究で想定している甲殻類アレルギー患者は，昆虫の摂取ができない可能性が非常に高い．本研究の成果は，甲殻
類の処理方時あるいは調理時に経皮感作をできるだけ予防する方策が有効であることを示している．これらは，
昆虫食で支えるかもしれない将来的な食料対策の一助となる．

※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 
エビやカニなどの甲殻類は世界的にも動物タンパク質源として非常に重要である．一方で，エ
ビカニ類は食物アレルギーを引き起こすことが知られている．エビカニ類を代表とする甲殻類
に対する食物アレルギーが一般の食物アレルギーと異なる特徴は以下のとおりである． 
1)成長してからアレルギーを発症する． 
2)寛解しにくい（鶏卵などとは異なって成長に伴う症状の緩和が起こりにくい）． 
3)アナフィラキシーなど重篤な症状を引き起こしやすい． 
4)食物アレルギーだけでなく，接触性のアレルギーや炎症なども起こす． 
一般に食物アレルギーは抗体の一種である IgE を介するⅠ型アレルギーに分類され，甲殻類
アレルギーも筋肉タンパク質のトロポミオシンなどがアレルゲンとなる IgE 介在性アレルギー
と考えられている．しかしながら，上述のように大きな差異があることから，本研究で注目する
甲殻類アレルギーの発症機序は IgE 介在性アレルギーだけでは説明できないと考え，「甲殻類ア
レルギーは，いわゆる「食べ合わせ」のように，異なる生物反応を示す異なる成分が共存するこ
とによって成立するのではないかという仮説」を設定し，準備的研究で甲殻類ヘモシアニンがヒ
ト免疫担当細胞を著しく活性化することを明らかにした（Yasuda and Ushio, Excli J, 2016）． 
これまで応募者は，H17-18 年度科研費基盤 B「魚貝類アレルゲンに関する分子生物学的基盤
研究（研究分担者）H19-21 年度基盤 A「魚貝類アレルゲンのエピトープ解析およびその応用に
関する研究」（研究分担者）に始まり，魚介類アレルギーを引き起こす原因となる IgE 抗原エピ
トープ配列を明らかにするとともに，そのアミノ酸配列に特異的なマウスモノクローナル抗体
を作製し，その微量検出法の確立を行ってきた（Kawase et al., Fish Sci, 2001; Lu et 
al.,Hybridoma Hybridomics, 2005; Suma et al., Comp Biochem Biophysiol, 2007; Motoyama 
et al.,Marine Biotechnol, 2008; Lu et al., J Food Sci, 2011; Zhang et al., Food Chem, 2014）．
この間応募者は，甲殻類の IgE エピトープ配列構造にマウスマクロファージの炎症応答を増強
させる配列を見出すなど，甲殻類のアレルゲンそのものの特殊性に着目した．さらに，最近甲殻
類の血リンパ内で酸素運搬を担うヘモシアニンに，免疫応答に重要なマクロファージや樹状細
胞の前駆細胞であるヒト単球が強い炎症応答を示すことを明らかにした（Yasuda, Ushio, Excli 
J, 2016）．このような背景から，特殊な症状を示す甲殻類アレルギーは，いわゆる「食べ合わせ」
のように，異なる生物反応を示す異なる成分が共存することによって成立するのではないかと
いう仮説に到達し，本研究の立案につながった． 
 
２．研究の目的 
我が国に限らず，エビやカニなどの甲殻類は動物タンパク質源として非常に重要である．天然
および養殖を合わせてエビでは年間 800 万トン以上，カニでは 250 万トン以上が漁獲されてい
る．一方で，エビカニ類は食物アレルギーを引き起こす可能性から，消費者庁による食品表示制
度でアレルギー物質を含む「特定原材料等」としての表示が義務付けられている．エビカニ類を
代表とする甲殻類に対する食物アレルギーは表１に示すように，成長に伴って甲殻類アレルギ
ーの罹患率が高くなるなど，他の食物アレルギーとは大きく異なる． 

 
一般の食物アレルギーと異なる甲殻類アレルギーの特徴 

1)成長してからアレルギーを発症する． 
2)寛解しにくい（鶏卵などとは異なり成長に伴って症状が緩和しにくい）． 
3)アナフィラキシーなど重篤な症状を引き起こしやすい． 
4)食物アレルギーだけでなく，接触性のアレルギーや炎症なども起こす． 
 
一般に食物アレルギーは抗体の一種である IgE を介するⅠ型アレルギーに分類され，甲殻類
アレルギーも筋肉タンパク質のトロポミオシンがアレルゲンとなる IgE 介在性アレルギーと考
えられている．しかしながら，上述のように大きな差異があることから，本研究で注目する甲殻
類アレルギーの発症機序は IgE 介在性アレルギーだけでは説明できないと考え，以下のような
仮説を設定し，研究を遂行した． 

 
a)甲殻類そのものに強い炎症誘導反応を示す物質がある．（←特徴 4）） 
b)炎症誘導物質とトロポミオシンなどのアレルゲンとが共存することによって，アレルゲンに 
反応する免疫担当細胞の誘導が起こりやすくなる（強い感作が成立しやすい）．（←1），2），3）） 
c)感作が強く，炎症も併発するため，アレルゲン暴露によるアレルギー反応も強く出やすくなる． 
（←2），3）） 
 
これまでのアレルギーに対する主な治療方法は， b)の感作成立後の免疫応答を別の免疫応答
で弱くする脱感作療法と c）のアレルゲン暴露によるアレルギー反応に対する対処療法であった．
もし，本仮説が正しければ，a)および b）の炎症誘発の段階を緩和し，アレルゲンによる感作の
成立を予防する方法論につながる可能性が高い．そこで，a)の可能性を判断するために，予備的
な検討で甲殻類全種に普遍的かつ大量に分布する酸素運搬血リンパタンパク質のヘモシアニン
がヒトの免疫担当細胞に及ぼす影響について調べたところ，ヘモシアニンおよびその分解物が
ヒト単球を強く活性化することを明らかにするとともに，その活性化の程度が病原細菌の細胞



膜成分リポポリサッカリドによるレベルに匹敵するものであることを明らかにした(Yasuda 
and Ushio, ExcliJournal, 2016)．そこで，本研究では，本仮説の検証をさらに推し進めるとと
もに，甲殻類アレルギーの新たな予防法につなげるための基礎知見を集約することとした． 
 
３．研究の方法 
準備的研究でヒト単球での検討を行ったが，腸管や皮膚でアレルゲン感作に重要とされる樹
状細胞（DC）やマクロファージ，マウス tsDC などの抗原提示細胞に対するクルマエビヘモシア
ニンの影響について検討を加えることとした．まず，ヒト急性単球性白血病由来細胞（THP-1）
あるいは NF-κB の活性化をモニターできる THP-1-Lucia NF-κB 細胞から常法で分化させた DC
およびマクロファージならびにマウス tsDC 細胞を用いて，既報(Yasuda and Ushio, Excli 
Journal, 2016)と同様に DC 等への影響を明らかにした．ジアジリン環を有し、UV 照射に応じて
光架橋するアミノ酸、L-photo-Leucine と L-photo-Methionine をロイシンとメチオニンを含ま
ない DMEM に添加した。さらに、非働化 FBS (10%)を加え、UV 反応性の DMEM 培地として使用し
た． 
5.0×105 cell/ml に調整した THP-1 Lucia™細胞を 12 ウェルプレート (Corning) に播種し，
RPMI 1640 で濃度を調整し、50 nM PMA になるよう各ウェルに投与し，分化誘導を行った．UV反
応性の DMEM 培地を投与し、5% CO2、37°C で 24 時間培養した．次いで、KLH と Tdp2-KLH で細
胞を刺激し，刺激から 20、40、60 および 120 分後に培地を取り除き，ULTRAVIOLET POLYMERIZER
を使用して 15 分間 UV 照射を行い，アミノ酸の光架橋を誘導した．細胞を回収し，SDS-PAGE お
よびウェスタンブロッティングに供した． 
また，食物アレルギーモデルとして確立されている経皮免疫誘導食物アレルギーマウスを用
いた甲殻類アレルギー感作成立の測定手法を構築した（マウスでは経口投与は逆の応答である
免疫寛容を起こす）．  
さらに，上述の検討では甲殻類の炎症誘
発成分としてヘモシアニンに着目している
が，その他の成分についても検討を加える
必要がある．そこで，応募者の研究室にお
いてすでにルーチン化しているランダムペ
プチドライブラリー/ファージディスプレ
イ法（アミノ酸 7残基を提示）を用いて，
ヒト THP-1 由来 DC やマクロファージの細
胞表面に結合するペプチドを網羅的に探索
した．結合を確認した配列を固相合成にて
中規模合成し，その DC およびマクロファ
ージ活性化能を評価した．節足動物全般の
既存アミノ酸配列および塩基配列データベ
ース中で，得られた炎症誘発ペプチドの配
列データをデータベースで検索し，その母
体タンパク質を同定した． 
 
 
４．研究成果 
 
 図１に示すように KLH はマクロファージ細胞の NF-kB を活性化した．クルマエビヘモシアニ
ンでも同様に NF-kB を活性化し，Nos2 の遺伝子発現を誘導した（図２）． 
 
 

 

図１．KLHによるヒトマクロ

ファージ活性化． 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



図２．クルマエビヘモシアニンによるマ
ウスマクロファージ活性化． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

本研究で開発した経皮免疫誘導食物アレルギーマウスを用いて，KLH による経皮感作誘導現象
を確認することができた（図３）． 

図３．経皮免疫誘導食物アレル
ギーマウスのアナフィラキシー
反応観察．*Dunnett 検定，P<0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 次いで，光架橋アミノ酸を含有する培地で培養した THP-1 細胞にトロポミオシンペプチドと
KLH 刺激を行った後，UV 照射したところ，14-3-3 と NLRC4 が相互作用することが明らかとなっ
た（図４）． 
 

 
 
 
図４．光架橋アミノ酸による
14-3-3 と NLRC4 との相互作用． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
以上のことをまとめると，ヘモシアニンとトロポミオシンは NLRC4 インフラマソームを活性化
することによって，マクロファージなどの炎症誘導を引き起こすものと考えられた（図５）． 
 
 
 



 
 
 
図５．ヘモシアニンとトロポ
ミオシンの炎症誘導機構イメ
ージ． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
次いで，THP-1 細胞と相互作用しうるペプチドの網羅的探索を行うために，ファージディスプ
レイバイオパニングを行った．その結果，29 のペプチド配列が THP-1 と相互作用することが明
らかとなった．これらの配列のペプチドを固相合成し，THP-1 細胞に投与したところ，２つのペ
プチドが THP-1 の炎症反応を誘導した（図６）． 
 

 
 
図６．ペプチドによる THP-1 炎症応答． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これらの配列を Blast 検索すると，マガキの DNA 結合タンパク質に６回繰り返し配列として
見つかるなど，食品中に含まれる配列であることが明らかとなった．今回のバイオパニングでは，
得られたファージ 49 株のうち，1 株だけの解析であったことから，同様に自然免疫系を活性化
するペプチド配列はさらに多数見出されることが予想され，食品由来のペプチドによる炎症誘
導がアレルギー感作に関わる可能性を示唆している． 
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