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研究成果の概要（和文）： 高親和性 IgE受容体をヒト化したラット培養マスト細胞株に、さら
にルシフェラーゼのレポーター遺伝子を安定的に組み込んだ RS-ATL8 細胞を用い、加水分解
小麦由来アレルゲンの検出を試みて、アトグラムレベルのタンパク質の検出に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Using a rat mast cell line that has been stably integrated with 
human high-affinity IgE receptor cDNAs and also with NF-AT-driven luciferase reporter 
gene, attogram-level of hydrolyzed wheat protein-derived allergenic protein was detected. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) タンパク質の微量分析は、承認済みおよ
び国内未承認の遺伝子組換え作物の混入試
験や牛肉中のプリオンタンパク質の検出な
ど、国民の食の安心・安全確保に大きく貢献
している。通常、このような分析法にはウェ
スタンブロットが広く用いられており、理想
的な条件下ではアトグラム（10-18g）オーダ
ーという超高感度の検出が可能とされてい
る。しかし、よく知られているようにウェス
タンブロットには用いる抗体と検出する抗
原との「相性」の問題があり、どのような抗
原・抗体の組み合わせでも超高感度測定が可
能なわけではない。このことは、一般に、ウ
ェスタンブロットの原理上不可避なタンパ

ク質の変性過程により抗体の高次構造やエ
ピトープに質的な変化が起きるためである
と広く理解されていた。 
(2) 申請者はこれまで、培養細胞を用いた新
規アレルギー試験法の開発に取り組んでき
た。ごく最近、ラットの培養マスト細胞株に
ヒトの高親和性 IgE受容体（FcεRI）遺伝子
および転写因子 NF-AT 依存的にホタルルシ
フェラーゼの発現が誘導されるレポーター
遺伝子をそれぞれ安定的に組み込んだ細胞
株 RS-ATL8 細胞を樹立した（特願 2009- 
168530）。この細胞を用いると、培地など液
相に添加した非変性の抗原を感度よく検出
することができることから、タンパク質の微
量検出システムへの応用が期待された。 

機関番号：８２６０１ 

研究種目：挑戦的萌芽研究 

研究期間：2010～2012 

課題番号：２２６５９０２７ 

研究課題名（和文） 培養細胞とキメラ分子を用いたタンパク質のアトグラム検出システムの

開発に関する研究                     

研究課題名（英文） Development of the attogram protein detection system using cultured 

cell lines and chimeric molecules 

研究代表者 

中村 亮介 （NAKAMURA RYOSUKE） 

  国立医薬品食品衛生研究所・代謝生化学部・主任研究官 

 研究者番号：５０３３３３５７ 

 



２．研究の目的 
申請者の開発した、培養細胞とルシフェラー
ゼアッセイを用いるアレルゲンの微量検出
技術（IgE crosslinking-induced luciferase 
expression；EXiLE法）を転用し、タンパク
質のアトグラムレベルの検出技術として改
良し、未承認 GM作物や食品・医薬品の微量
アレルゲンの混入試験、さらに、加水分解小
麦（HWP）を含む石鹸の使用者が経皮・経
粘膜的に感作され、小麦による食物アレルギ
ーを発症するようになったという近年関心
の高まっている原因抗原の検出などへの
様々な応用を通じ、もって国民の食の安心・
安全確保に貢献することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) HWPを含む石鹸「（旧）茶のしずく石鹸」
によって感作された患者血清は、書面による
インフォームド・コンセントの後、国立病院
機構相模原病院において採取され、匿名化の
後、国立医薬品食品衛生研究所に送付された。
患者血清は、使用直前まで-80℃で冷凍保存さ
れた。 
(2) 酸加水分解小麦（HWP）グルパール 19S®

（Glp19S）は、片山化学工業より供与された。
実験には、これを粉末乾燥重量ベースで 100 
mg/ml (w/v) となるよう 1M Tris (pH11.4) 
に加えて懸濁し、終夜室温に静置してストッ
ク懸濁液を作製したものを用いた。 
(3) Glp19Sのサイズ分画には、限外ろ過（ミ
リポア社Ultracel 10kおよび 3k）を用いた。
すなわち、未分画の Glp19S（上記ストック
溶液を PBSにて 0.5mg/mlに希釈したもの）
をまず分画分子量 10kDaの限外ろ過で分画
し、高分子量側と低分子量側（ろ液）とに分
け、ろ液をさらに分画分子量 3kDaの限外ろ
過で分画した。各画分は、分画後に分画前と
同量にまでメスアップした。すなわち、各画
分の分画後の濃度は、分画前の総タンパク量
の濃度に換算した値である。これを、FCSを
10％含むMEM培地（Gibco）により 96ウェ
ル中で段階希釈し、抗原検体とした。 
(4) ヒト化ラットマスト細胞株（RS-ATL8）
の培養は、既報（Nakamura et al. Allergy 
65:1266-73, 2010）の条件をやや変更して行
なった。すなわち、細胞を 1.0x106cells/ml
に懸濁し、ここに患者血清を 1/100量加え、
5.0x104cells/50μl/wellでクリアボトム白色
96ウェルプレート（パーキンエルマー社
ViewPlate）に播種し、一晩感作した。これ
を Tecan Hydrospeedを用いて PBSにより 3
回洗浄し、各種濃度の抗原溶液を加え、37℃、
5％CO2存在下で 3時間刺激を行なった。測
定は、基質液として Promega社の ONE-Glo
を用い、パーキンエルマー社の EnVisionル
ミノメータにより発光を測定した（n=2）。デ
ータは、刺激前のバックグラウンドレベルの

発光量に対する相対値として表した。 
 
４．研究成果 
(1) 「（旧）茶のしずく石鹸」によって感作さ
れた症例は、本品が美容石鹸であるという事
情から、成人女性が大半を占めている。以下
に示す症例は典型例の一つである。 
年齢／性別：42歳／女性 

 総 IgE：4050 IU/ml 
 小麦 IgE：23.4 UA/ml 
 グルテン IgE：31.4 UA/ml 
 ω5グリアジン IgE：2.06 UA/ml 
以下に示す実験では、この患者血清を用いた。 
(2) RS-ATL8細胞を 100倍に希釈した上記患
者血清で一晩感作し、翌日 PBS で洗浄後、
種々の濃度の Glp19Sで 3時間刺激した。す
ると、図 1の青線に示した応答が観察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ここで、本研究とは別に申請者らが遂行して
いる研究課題（厚生労働科研費）において、
約 140 例の「（旧）茶のしずく石鹸」感作患
者および健常人の血清を用いた実験を行な
い、Glp19S の皮膚プリック試験による確定
診断結果とよく一致するためのルシフェラ
ーゼ発現増加レベルの至適カットオフ値を
ROC 曲線解析により算出したところ、刺激
前に対して 1.311倍をカットオフとしたとき
試験法のパフォーマンスが最大になること
が分かったため、本研究でもその値を用いた
（data not shown）。 
図 1 の場合、Glp19S 添加時にこのカットオ
フ値（黄色の破線）を初めて超えた濃度は、
1x10-14g/ml（10fg/ml）であった。刺激時、

 
図１．サイズ分画した Glp19S を、種々の
濃度で培地に懸濁または溶解し、感作済み
の RS-ATL8 細胞に添加して 3 時間刺激し
た。青：分画前、赤：10kDa以上、緑：3 – 
10kDa、紫：3kDa未満、黄色の破線：カッ
トオフ値（1.311）。抗原濃度ゼロ時のルシ
フェラーゼ発現を1とする相対値で表した。 
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マイクロウェルには 1 ウェルあたり 50μl の
溶液を添加しているので、抗原の絶対量とし
ては 500ag/50μl /wellに相当する。 
次に、Glp19Sの 10kDa以上（赤）、3 – 10kDa
（緑）、および 3kDa 未満（紫）の各画分に
ついて応答性を調べたところ、3kDa 未満に
ついては本実験の濃度範囲ではすべての点
で陰性となり、3 – 10kDa では 1x10-8g/ml
（10ng/ml）以上で陽性となった。そして、
10kDa 以上については、少なくとも
1x10-15g/ml（1fg/ml）で陽性となった。これ
は、50ag/50μl/wellに相当する。 
これらの結果は、本研究の目的であった、溶
液中のネイティブな状態におけるタンパク
質のアトグラムレベルでの検出が達成され
たことを意味している。また、研究の方法(3)
でも述べた通り、分画後の各フラクションは、
分画前の容量にまでメスアップをしている
ため、ここで示した「濃度」は、分画前の総
タンパク質濃度に換算した値であることに
注意を要する。すなわち、実際にウェル中に
添加された Glp19S由来タンパク質の量は、
50 アトグラムを確実に下回ることが予想さ
れる。さらに、本試験系は 10%の FCS とい
う大量の非特異的タンパク質の存在下で行
なっており、非常に頑健性が高いといえる。
これは、多種多様なマトリクスが抱負に存在
する食品中に含まれる微量の目的タンパク
質を検出するための試験法に求められる非
常に重要な特徴であろう。 
図 1は、生物学的・臨床的にも興味深い事実
を示唆している。すなわち、本患者の IgEが
応答する Glp19S中の成分は、10kDa以上の
ものが大半であるが、3 – 10kDaの画分中に
も量は少ないが確かに存在し、3kDa 未満に
はほとんど含まれない、ということである。
このような知見は、今後の HWPに起因する
食物アレルギー危害を防止する上でも有用
であろうと思われる。 
(3) 本研究により得られた成果が国内外に与
えたインパクトは小さくない。まず、申請者
は、本研究の遂行期間中に 2つの国内学会よ
り表彰を受けた。すなわち、2010年 11月に
東京で行われた第 60 回日本アレルギー学会
秋季学術大会において発表した「培養細胞を
用いた新規アレルギー試験法の開発」は、同
学会より第 7回日本アレルギー学会学術大会
賞を受賞した。さらに、日本免疫毒性学会か
らは第 1 回奨励賞を受賞し、2011 年 9 月に
千場で行われた第 18 回日本免疫毒性学会学
術大会において奨励賞受賞講演「子どもと免
疫: 小児食物アレルギー試験の観点から」を
行なった。その他、2011 年 3 月の日本薬学
会ではハイライト講演にも選出された。海外
からも大いに注目され、2012 年 3 月に米国
サンフランシスコで行なわれた The 51st 
meeting of Society of Toxicologyにおいては、

Immunotoxicology Speciality Section が開
催した国際ワークショップ「The allergen- 
icity and immunomodulatory effect of food 
substances」に招待演者として参加し、講演
「In vitro provocation study」を行なった。
(4) このように、本研究課題は当初の期待以
上の進展を遂げたが、動物由来の IgGを用い
る検出法としては、融合遺伝子の発現等に課
題を残した。しかし、ネイティブな状態の溶
液中のタンパク質をアトグラムレベルで検
出するための基礎技術としての価値は十分
確認することができたものと思われる。 
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