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研究成果の概要（和文）：(1) 小麦グルテンの塩酸(0.1N HCl),100℃, 30分処理で、一部タンパク質の分子量の増加及
び脱アミド化が観察され、BALB/cマウスを用いた皮膚感作性試験での皮膚感作能の増加も観察された。(2)小麦グルテ
ンのトランスグルタミナーゼ処理により、加水分解小麦(HWP)患者血清中IgE抗体との反応性の上昇が観察された。(3) 
旧）茶のしずく石鹸に含有されていたHWP(グルパール19S)に特異的なエピトープ(QPEEPFPE)に対するマウス単クローン
抗体を用いてHWP特異的な測定系を開発した。

研究成果の概要（英文）：We newly obtained following three results in our studies: (1) Increase of IgE 
production from percutaneous sensitization of BALB/c mice, increase of deamidation of glutamine and 
increase of molecular weight of some component proteins of wheat gluten after 30-minutes of 0.1N 
hydrochlonic acid, (2) Increase of reactivity of acid-hydrolyzed wheat protein(HWP) Glupearl 
19S-sensitized patient’s IgE to tissue transglutaminase- treated wheat gluten, (3) Development of 
specific detection method of acid-HWP with monoclonal antibody to specific epitope(QPEEPFPE) of Glupeal 
19S.

研究分野：免疫生化学
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１．研究開始当初の背景 
 食物等の経口摂取による免疫応答におい
ては、腸管系に存在する粘膜免疫系に、外来
物質が捕えられ、ここで、感作の成立が決定
する。食物アレルギーの発症機作に関して、
経口による腸管粘膜免疫系を介する感作に加
えて、経皮による感作により免疫が成立する
場合のあることが報告されてきていた。経皮
による感作では、Th2型のリンパ球の活性化が
Th1型に比べ強く引き起こされることが報告
されており、成人の食物アレルギーを考える
上で重要となってきていた。申請者らは、食
物アレルギーの発症機構の経口感作モデルマ
ウスを用いての解析、並びにソバ等の食物ア
レルゲンの分子生物学的解析を、それまでに
手がけており、機能生化学的研究の基盤をも
とに、食物アレルゲンの酸加水分解等の物理
的処理に伴う抗原性の変化のプロテオーム手
法を用いた網羅的解析、培養細胞を用いた惹
起能に関する研究、マウスを用いた経皮感作
メカニズムを解析する準備は整っていた。 

 

２．研究の目的 
 平成 21 年より、日本において、酸加水
分解した小麦成分(HWP, グルパール 19S)
を含む石鹸（(旧)茶のしずく石鹸）を使
用したヒトにおいて、接触皮膚炎、並び
に小麦を食した時に呼吸困難などの全
身の症状を呈したという報告が多くな
され、その原因解明が急がれているとこ
ろであった。 しかし、加水分解を行っ
たことによる新しい抗原性が獲得され
たのか等、不明の点が多かった。本研究
では、以下の 3 点の研究を行うことを目
的とする。 すなわち、(1)食物タンパ
ク質の加水分解物の抗原性の変化につ
いてマウス経皮感作モデルを用いて in 
vivo で解析するとともに、培養細胞を
用いて、惹起能の違いについて in vitro
で解析を行う。(2)小麦グルテンのトラン
スグルタミナーゼ処理により、加水分解小麦
(HWP)患者血清中 IgE 抗体との反応性の解析
を行う。(3)小麦酸加水分解末に特異的に
存在するペプチドについて網羅的に検
討し、それらに対する抗体を用いて、特
定の加水分解処理を受けたグルテンの
検査法を検討する。の 3 点である。 
 
３．研究の方法 
 (1) 小麦グルテンの加水分解並びに感作
性、惹起能の解析  
①小麦グルテンの酸加水分解処理;グルテン
の酸加水分解には、0.1N 塩酸中にストック懸
濁液を 1 mg/ml となるよう加え、100℃のヒ

ートブロック上で 0.5、1、3、6、9、12、24
時間加熱した。所定の時間経過後、0.1N 水酸
化ナトリウム水溶液で中和し、加水分解反応
を 停 止 し た 。 加 水 分 解 の 程 度 は 、
SDS-PAGE(15-25%ゲル)でタンパク質を分離
後、CBB 染色にて確認した。旧茶のいずく石
鹸に含まれていたグルパール 19S (Glu19S) 
は、片山化学工業株式会社より入手した。  
② マウスを用いた経皮感作試験; BALB/c マ
ウスを用い、背面片側を剃毛し、翌日セロテ
ープにて皮膚表面を傷つけた後、3 日間 HWP
懸濁液を剃毛部に貼付して経皮感作を行っ
た。HWP 懸濁液の貼付には、パッチテスター
「トリイ」を 2 cm 角に切り取ったものを用
い、パッド部に 50 l の抗原溶液 (500 g of 
protein, 1%) を浸潤させ剃毛部に貼付した。
パッチテスターの上からサージカルテープ
を巻いてパッチを保護し、さらにマウスの首
にエリザベスカラーを装着してパッチの剥
脱を防いだ。3 日間の感作後にパッチを外し 
(Day 4)、その後 4 日間休ませるという操作
を 1 クールとし、4 クールの感作後、抗原特
異的 IgE/ IgG1/ IgG2a 抗体を ELISA 法で測
定した。アレルギー反応の惹起は Day 25 に、
感作抗原 1 mg/ 100 l を腹腔内投与 (i.p.)
して行った。i.p.後 30 分間のマウスの直腸
内体温変化およびアナフィラキシー症状を
観察し、基準に従ってスコアリングした。ま
た、惹起 30 分後に麻酔下で全血を採取し、
血清中のヒスタミン濃度等を、ELISA Kit に
て測定した。 ③ヒト化マスト細胞を用いた
in vitroアレルギー反応惹起試験; ヒト化マ
スト細胞として、ヒト FcεRI 遺伝子および
転写因子 NF-AT の制御下に Luciferase を発
現するレポーター遺伝子を安定的に導入し
たラット培養マスト細胞株 (RS-ATL8 細胞) 
を用いた(EXiLE 法)。同細胞を 96 ウェルプレ
ートに 5×104cells/50μl ずつ播種し、100
倍希釈したHWP感作または従来型の小麦アレ
ルギー患者血清を添加して終夜培養した。滅
菌 PBS によりウェルを洗浄後、10％の非働化
ウシ胎児血清を含む MEM 培地に懸濁した各
HWP (100 ng/ml)抗原溶液 で 3 h 細胞を刺激
し、One- GLO™ (Promega) を添加して発光量
を En- Vision（PerkinElmer）により測定し
た。細胞の活性化は、抗原未刺激時の発光量
を 1 とする相対値で表し、2 倍をカットオフ
とした。 
(2)小麦グルテンの消化酵素並びにトランス
グルタミナーゼ処理 
小麦グルテンは消化酵素(人工胃液および



 
 

人工腸液)により消化の場合は、0.2 mg/ml 
NaCl-HCl（pH1.2）溶液中でグルテンをブタペ
プシン（Sigma）により 37℃で 1時間処理し、
続いて pHを 8.0 に調整後、ブタパンクレアチ
ン（Sigma）により 37℃でさらに 1 時間処理
した。いずれもグルテン：酵素＝100：1とし
た。反応終了後、90℃、5 分間の加熱により
酵素を失活させた。トランスグルタミナーゼ
処理は、10 分の 1量のモルモット組織トラン
スグルタミナーゼ（tTG; Sigma）を加え、37℃
で一晩反応した。 
(3)小麦酸加水分解末に特異的に存在す
るペプチドの解析： 
 グルテン、グルパール 19S、及びグルパール
19S よりもさらに酸加水分解を進行させた自
家調製 HWP (HWP 24h) を用いた。タンパク質
40 g をトリプシン消化に供し、LC-MS によ
るショットガン解析後、多変量解析による、
グルパール19S特徴的なペプチドの探索を行
った。ペプチドピークの比較定量解析には、
取得した MS データをプロテオーム定量解析
ソフトウェア Progenesis LC-MS (Nonlinear 
Dynamycs) にアップロードし、Swiss-Prot 
(Taxonomy; Green plants) データベースに
よるタンパク質同定、MS/MS スペクトル相同
性に基づくピークマッチングと保持時間補
正を行い、各ペプチドピークのシグナル強度
を比較した。タンパク質同定には Proteome 
Discoverer ソ フ ト ウ ェ ア (Thermo 
Scientific)を使用した Mascot 検索(NCBI nr
データベース, Taxonomy; Green plants)を
行った。得られた Glu19S 特異的ペプチド 1
種を選び、このペプチドに対するポリクロー
ナル抗体を作成した。また、フランスの INRA
研究所より 1)、患者血清との網羅的イムノス
ポット法で検索した 19S 特異的ペプチド
(QPEEPFPE)に対する抗体を入手し、上記ペプ
チドに対する抗体と比較した。 
 
４．研究成果 
 (1)小麦グルテンの酸加水分解に伴う感作
性、惹起能の解析  
①感作性：グルテンを 0.1N 塩酸中で 100℃
加水分解したところ、0.5 hr 加水分解物はグ
ルパール 19Sと同様に SDS電気泳動で分離し
た際に<70 kDa に広くスメアなパターンを示
した。48 時間まで加水分解の時間を変化させ
たところ、時間の経過に伴い高分子量側のバ
ンドが消失し、主なバンドが低分子量側に移
行した。未分解グルテン (A0hr)、グルパー
ル 19Sと SDS 電気泳動パターンが似ている酸
加水分解グルテン (A0.5hr)、および<30kDa
にまで分解されているもの(A9hr) をマウス

に経皮感作した。その結果、A0hr 群と A0.5hr
群は V群と比較して抗原特異的 IgE抗体の産
生量が有意に高く、i.p.惹起 30 分後の血漿
中ヒスタミン濃度もV群と比較して増大して
いたが、A0.5hr 群のみ V群との差が有意であ
った。 
② 惹起性：ドットブロット等で確認された
酸加水分解グルテンと血清中IgEの結合がマ
スト細胞を活性化し、アレルギー反応を惹起
し得るのかについて、ヒト型マスト細胞 
(RS-ATL8 細胞) を用いた in vitro 惹起試験 
(EXiLE test) により検討した。HWP 型の血清
である Serum #1 および 2 では、分解前のグ
ルテンで刺激した時よりも酸加水分解グル
テンで刺激した際のルシフェラーゼ応答が
増大し、その後応答は減弱に転じたが、それ
ぞれ少なくとも 24h および 6h 酸加水分解し
たグルテンでもカットオフレベル以上のマ
スト細胞活性化を誘導した(Fig. 1)。一方、 
 

 
Fig.1 酸加水分解コムギによる HWP 患者血清結合
ヒト化マスト(RS-ATL8)細胞の in vitro 惹起試験 
 
従来型の小児小麦アレルギー患者血清
（#3,4）では、いずれの場合も未分解のグル
テン (0h) で細胞を刺激した際のルシフェ
ラーゼ活性が最も高く、酸加水分解の経時変
化に伴い活性は単調に減弱し、酸加水分解 6h
後にはカットオフレベルを下回った。 
(2) 小麦グルテンのトランスグルタミナーゼ
処理に伴う惹起能の増加について 
 EXiLE 法により、未処理グルテン、消化処
理グルテン、tTG 処理グルテン、および消化
後に tTG 処理を施したグルテンの IgE 架橋活
性を調べたところ、HWP 患者 IgE で感作した
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RS-ATL8 細胞はグルテンや消化処理グルテン
にはほとんど応答性を示さなかったのに対し、
tTG 処理グルテン（tTG-Glu）に対しては著し
い応答性を示した。tTG による処理時間は、
30 分間ですでに顕著な応答を示した。また、
消化したグルテンをその後 tTG 処理した場合
も、明瞭な応答が観察された。 
(3) 酸加水分解小麦グルテン特異的検出法
について 
グルパール19Sに特徴的に発現するペプチ
ドを多変量解析により探索した。観測された
32,749 本のピークのうち、グルテンと HWP 
24h のピーク強度がグルパール 19S のピーク
強度の1%未満である179本のピークを抽出し、
さらに保持時間が90分未満の消化物であり、
ペプチド由来と考えられる 10 本をグルパー
ル19Sに特徴的なペプチドとして絞り込んだ。 
Proteome Discoverer ソフトウェアを用い
た Mascot 検索 (データベース: NCBI nr, 
Taxonomy: Green plants) から、2 本のペプ
チドピーク (#1 及び #5: HMW glutenin 
subunit)の同定に至り、この#1 のペプチド
(REYEQEPVVC)に対する抗体を作成し、ELISA
法での測定系を構築した。また、#1 のペプチ
ドの対照として、ペプチド(RQYEQQPVVC)に対
する抗体も作成し、阻害 ELISA によりその特
異性・交差性を評価し、抗原性を示す加水分
解コムギをスクリーニングする際に両抗体
の併用が有用であることを明らかにした。 
さらに、酸加水分解コムギのγグリアジン
中のエピトープ(QPEEPFPE)に対する抗体を用
いるWestern blotによる検出法が酸加水分解
コムギを検出するうえで有用であることも示
すことができた。 
以上、小麦グルテンを加熱条件下、30分程
度の部分酸加水分解処理を行うと、グルテン
タンパク質は分解が進み低分子化が引き起こ
される一方で、一部のペプチドにおいて凝集
等で高分子化体が生成すること、一方、酸処
理により経時的に進むグルタミンの脱アミド
化も確認された。これらのことにより、この
部分酸加水分解された小麦グルテンは、脱ア
ミドによる、もとのグルテンとは異なる新し
いエピトープの出現、並びに凝集等による高
分子化体の存在により、感作性、惹起能とも
に上昇しているものと思われた。なお、アル
カリ及び酵素による加水分解では、部分加水
分解による凝集等による高分子化は観察され
なかった。 
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