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研究成果の概要（和文）：モモ重症アレルゲンであるGibberellin-regulated protein (GRP) は植物間で保存性
が高く、モモ以外の果物・野菜においてもGRPを原因物質としたアレルギーが報告されている。さらにヒノキ科
花粉にもGRPが存在することが報告されアレルギーとの関係が重要視されている。本研究では抗モモGRPモノクロ
ーナル抗体の交差反応性を利用して、様々な果物、野菜、花粉からGRPを純化すると共に果物・野菜中のGRP含有
量を測定し、アレルゲン性を検証した。またスギ花粉GRPに対するモノクローナル抗体を作製した。

研究成果の概要（英文）：Gibberellin-regulated protein (GRP), a severe allergen of peach, is highly 
conserved among plants, and allergic reactions to GRP as a causative agent have been reported in 
fruits and vegetables other than peach. Furthermore, GRP has been reported to be present in cypress 
pollen, and its relationship to allergy has been emphasized. In this study, we purified GRP from 
various fruits, vegetables, and pollens and measured the GRP content in fruits and vegetables using 
the cross-reactivity of anti-peach GRP monoclonal antibodies, and verified their allergenicity. 
Furthermore, monoclonal antibodies against cedar pollen GRPs were generated.

研究分野： 食品科学

キーワード： 食物アレルギー　重症果物アレルゲン　GRP　モノクローナル抗体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
果物アレルギーは、若年以降に発症することが多く完治しにくい。また１割程度は重篤な症状を示す。モモ重症
アレルゲンであるGibberellin-regulated protein (GRP)は植物間で保存されていることから、他の果物・野菜
における存在量を明らかにすることで、アレルギー患者のQOLの向上に寄与することができる。また純化したGRP
は患者のアレルゲンの責任抗原の特定に役立てられる。さらに得られた抗体を用いて花粉症との関連について研
究を進める予定である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年増加傾向にある果物アレルギーは、若年以降に発症することが多く完治しにくい。果物
アレルギーは一般に口腔の痒みなど局所的で軽症なケースが多いが、１割程度は重篤な症状(ア
ナフィラキシーショック)を示す。また花粉-食物アレルギー症候群に見られるように相同性の
高いタンパク質が種を超えて交差反応することが知られている。そこで「アレルギー食品」で
はなく、アレルゲンとしての原因タンパク質から考えるコンポーネント解析(Component-
resolved diagnostics)の概念が重要となっている。当研究室でモモ重症アレルゲンとして見出さ
れた Gibberellin-regulated protein (GRP)は植物間での相同性が非常に高く、モモ以外にも、ウ
メ(Allergol. Int. 68, 524-526, 2019)、トマト(小児科臨床. 72, 1667-1670, 2019)など複数の果物
で GRP が責任抗原と考えられる症例が報告されている。またトウガラシの GRP が重症アレル
ゲンであることが示唆されており(消費者庁平成 30 年度食物アレルギーに関連する食品表示に
関する調査報告書)、GRP を原因とする食物アレルギーは従来考えられてきたよりもはるかに
多い可能性がある。しかし、抗菌ペプチド snakin1 として知られているジャガイモ GRP は、
抗モモ GRP 抗体と交差反応し、リンゴやトマトより多く含まれるにも関わらず、重症アレル
ギーは知られておらず、その理由は明らかになっていない。 

また近年イトスギ花粉のコンポーネントである BP14 だけでなく、ヒノキ科花粉にも GRP
が存在することなど報告され、花粉症との関連からも世界的にも重要なアレルゲンとして認識
されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では GRP のアレルゲンとしての特性を明らかにし、患者の QOL の向上に寄与するた
め、以下の実験を行う。これまでに当研究室で取得している抗モモ GRP に対する複数のモノ
クローナル抗体を用いて、（１）果物・野菜より GRP を精製し、アレルゲン性を測定する。
（２）果物・野菜に存在する GRP 量を測定する。さらに加熱調理の影響をみるため、果物・
野菜を加熱し GRP の検出される GRP 量を測定する。（３）アレルゲン性の解析に資するため
に組換え GRP の発現系を構築し、組換え GRP を精製する。（４）RT-qPCR により mRNA の
発現量を測定する。（５）スギ花粉から抗モモ GRP モノクローナル抗体を用いて GRP を精製
し、花粉 GRP に対するモノクローナル抗体を作製し、存在量の測定やエピトープ解析に用い
る。 
 
３．研究の方法 
（１）果物・野菜抽出液は等重量の抽出液（2 mM エチレンジアミン四酢酸ナトリウム, 10 

mM ジエチルジチオカルバミン酸ナトリウム、3 mM ナトリウムアザイド, 1M NaCl）とミキ

サーで懸濁した後、遠心により上清を得た。ｐH が低い場合はｐH５以上に調整した。サンド
イッチ ELISA は２種の抗モモ GRP モノクローナル抗体を用い、２次抗体は HRP ラベルした

ものを用いた。精製したモモ GRP を用いて検量線を作成し、モモ当量として GRP 量を求め

た。ジャガイモは茹で、電子レンジ、オートクレーブ加熱により食べられる状態にまで加熱

し、モモは 170 度のオーブンで３０分間加熱し、同様に抽出液を調整し GRP を検出した。 

（２）果物・野菜抽出液は（１）と同様に調整した。CM トヨパールに吸着、NaCl で溶出し

た溶液を抗モモ GRP モノクローナル抗体を用いて作成した抗体カラムにかけ、ｐH を下げて



溶出した後中和した。精製したタンパク質は 12.5% SDS-PAGE で純度を確認した。精製度が
低い場合は再度 CM トヨパール、抗体カラムによる精製を繰り返した。 
（３）モモ、ナシ、ブドウよりアイソスピンプラント RNA (ニッポンジーン)を用いて mRNA

を調整し、RevertraAce qPCR RT Master Mix with gDNA Remover(TOYOBO)により cDNA

を調整した。これを鋳型とし、酵母発現用ベクターpPICZαの挿入部位の配列を N 末及び C 末

側に付加しそれぞれの遺伝子を PCR で調整した。精製に抗体カラムを用いるため、タグはつ

けず、シグナルペプチド配列のすぐ後ろに GRP 配列を挿入した。この PCR 産物を In fusion

法により発現ベクターに挿入し、酵母を形質転換した。酵母を培養し、メタノールにより発現

分泌させた。培地を CM トヨパール及び抗体カラムにより精製した。 

（４）モモ GRP の内部配列に対して 110bp を増幅する２つのプライマーを合成し、モモの皮

および実より（３）と同様に cDNA を調整し、アクチンを対象として RT-qPCR によりｍRNA

発現量を測定した。季節による発現量の変化を測定した。またサンドイッチ ELISA により

GRP 量を測定した。 

（５）スギ花粉はヤミゾ花粉研究会より購入し、（１）と同様に抽出液を調整し、CM トヨパー

ル及び抗体カラムによりスギ花粉 GRP を精製した。得られたスギ花粉 GRP でマウスを免疫

し、常法によりモノクローナル抗体を作成した。 

 

４．研究成果 
（１）果物・野菜 GRP 量の測定 

 モモと同じバラ科のウメではモモと同様にμg/g レベルで多くの GRP が存在していた。ウメ

は砂糖を加えて 1００℃以上に加熱しジャムにしても GRP は 50％残存していた。またサクラ

ンボ、イチゴにも数百 ng/g の GRP が検出された。同じバラ科のリンゴ、ナシでは検出量はや

や低かった。ブドウは品種によって含有量の違いが大きく、一般に紫色のブドウよりも緑色の

ブドウの方が多くの GRP を含有していた。すでにアレルゲンとしての報告のあるオレンジ以

外にもグレープフルーツやみかんでも多くの GRP が検出された。またトマトよりもミニトマ

トに GRP が多く含まれていた。さらにトマトと同じナス科のナスでは GRP はほとんど検出さ

れなかったが、成熟した黄色ピーマンや、赤トウガラシにはμg/g オーダーの GRP が含まれて

いた。ジャガイモを加熱調理すると、GRP の検出量は茹で、電子レンジ、オートクレーブ加熱

で約 15％、7％、0.1％にまで減少したが、モモではやや増加が見られた。 

（２）果物・野菜からの GRP の精製 

 ブドウで GRP がアレルゲンと疑われる症例があったため、ブドウから GRP を精製した。ブ

ドウ由来 GRP は患者血清との反応を示し、またモモ GRP との間で競合が見られた。またジャ

ガイモ、ウメ、ピーマン、ニンジンから GRP を精製した。 
（３）組換え GRP の発現精製 
 これまで組換え GRP は C 末に His-tag を付けて発現精製していたが、そのために反応性が
低くなる可能性がある。そこで当研究室では抗モモ GRP モノクローナル抗体カラムで精製で
きることから、アミノ酸の付加のない形で発現させるため In fusion 法による組換えを行い発現
ベクターを作成した。モモ GRP、ナシ GRP、ブドウ GRP を酵母で発現精製し、抗体との反応
性解析や CD 測定による構造解析を行ったところ、天然の GRP と同等の反応性を示した。今
後エピトープ解析や患者血清との反応に用いることができると考えている。 
（４）モモ GRP の発現量は 5 月、6 月の未熟期には少なかったが、成熟に伴って増加した。

また皮よりも実に多く発現していた。モモ GRP の mRNA 発現量とタンパク質量は相関性が見



られた。 

（５）スギ花粉由来の GRP とモモ GRP の相同性は 70％である。抗モモ GRP モノクローナ
ル抗体カラムを用いて精製することができた。これはモモ GRP と共通するエピトープを持つ
ことを示している。精製したスギ花粉 GRP は、N 末端分析の結果予想配列と一致し、すでに
報告されている通り SDS-PAGE では分子量は約 14KDa となった。精製スギ花粉 GRP でマウ
スを免疫し、６つのモノクローナル抗体を取得した。 
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