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研究成果の概要（和文）：魚卵共通の主要アレルゲン，β'-c中のIgEエピトープと魚種間類似配列を認識するペプチド
抗体群を作製したところ，未変性のβ'-cにだけ結合する、あるいは酵素分解やSDS処理で構造崩壊させたβ’-cにだけ
結合するなど，さまざまな性質の抗体を得た。全魚種のβ'-cに同等の反応性を有するペプチド抗体は得られなかった
が，広範な魚種のβ'-cに対応した定性的検知系の構築が可能であった。また一連の抗体は，各IgEエピトープ周辺の構
造変化の検証に有効であると判断した。
本研究の成果は，IgEエピトープを認識するペプチド抗体群が，食物アレルゲンの構造変化を研究する際の新ツールと
なることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：To investigate ELISA system for detecting fish roe common major allergen, 
β’-component, a series of antibodies were prepared utilizing sequential IgE-epitopes and their analog 
sequences. Some of these antibodies reacted to only intact β’-component, and some of the others reacted 
to β’-component that was collapsed its tertiary structure by enzymatic degradation or SDS-treatment. 
Although peptide-antibody with the same reactivity to all β’-component was not obtained, the 
application of the series of antibody could contribute to development of qualitative ELISA system for 
detection of wide range of fish roe allergen and to detection of structural change around each 
IgE-epitope. The results of this research suggest that the use of peptide-antibodies that recognize IgE 
epitopes could be an effective tool for studying the structural changes in the food allergens.

研究分野：水産食品学
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１．研究開始当初の背景 
(1)全体構想 
	
 研究代表者等は、食物過敏症の一種である
「魚卵アレルギー」の全体像の解明を試みて
いる。これまでに、魚卵中のアレルゲンの探
索と IgEエピトープの特定、魚卵間での交差
性成立要因の解明、卵成熟とアレルギー発症
の関連、魚卵アレルゲンの消化吸収動態など
の研究を行なってきた。これらを踏まえて本
申請研究では、「さらなるエピトープ情報の
収集」と「食の安全に寄与するアレルゲン検
知系の開発」を目指した。 
 
(2)関連研究の動向 
	
 日本では過去 10 年間、食物アレルギーに
関する疫学研究が活発に行われ、魚卵アレル
ギーの存在が注目された（厚労省調査：海老
沢ら 2006、神奈川県衛生研：板垣ら 2004 な
ど）。現在、イクラ（シロザケ卵）は「アレ
ルゲン表示制度：食品表示法」における表示
推奨品目となり、魚卵アレルギーに対する関
心が払われている。 
	
 しかし、他の主要な食物アレルギーと比較
すると、魚卵アレルギーに関する報告は少な
い。研究代表者らの研究以外では、症例報告
を除けば、鶏卵と魚卵間のアレルゲン交差性
に関する知見（Kondoら 2005、市川ら 2007）
が報告されている程度であり、アレルゲンタ
ンパク質の構造や性質に関する研究は存在
しない。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究の目的は、食品等に含まれる魚卵の
主 要 ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質 で あ る
β’-component（β’-c）を対象とした定量検知系
の構築である。 
	
 シロザケ卵に限定した定量的検知系は既
に当研究グループによって開発されたが
(Food Chemistry, in press)、今回の系には新た
に以下の二つの性質を付与することを目指
した：第一は、対象とする魚種を限定せず、
より広範囲の魚種の β’-cに対する定量能力で
ある。これはイクラ、タラコ、シシャモ、カ
レイ卵のような喫食機会の多い各種魚卵間
で IgE交差性が存在する事実を踏まえたもの
である。食物への魚卵アレルゲンの混入を監
視するためには、各魚卵を対象とした検知系
が必要となるが、これらすべてを単一の検知
系で定量検出できれば、食の安全管理におけ
る負担の軽減が期待できる。第二は、アレル
ギー患者の血液を用いることなく、アレルゲ
ン性に関する議論を可能とすることである。
従来、タンパク質のアレルゲン性について議
論する際には、患者の血液中に存在する IgE
との反応性を調べることが多い。しかしこの
手法は、患者の血液が希少で、取得や使用に
制限があるため、使用可能な場は限られてい
る。それゆえ、ヒトの血液を用いずにアレル
ゲン性の議論を可能とする手法は、食物アレ
ルギー研究全般に大きく貢献する。 

 
３．研究の方法 
(1)抗体の作製 
	
 β’-c 上に存在する IgEエピトープ、または
魚種間で構造類似性が高い部位を模した合
成ペプチドを調製し、これを動物に免疫する
ことで、各部位を認識する抗体を作製した。
検知系構築の基本とするβ’-cには、構造と IgE
エピトープが判明しているシロザケ β’-cを選
択した。すなわち、シロザケ β’-cの 5カ所の
IgEエピトープ部位に結合する抗体（a-Ep1〜
5）と他魚種の β’-c と一次構造の類似性が高
い部位 4カ所に結合する抗体（a-Hp1〜4）の
計 9種類を作製した。 
 
(2)抗体の特性調査 
	
 作製した上記抗体群と各種魚卵の β’-cおよ
びそのペプシン・トリプシン消化物間の反応
性を、ELISAおよびイムノブロッティングに
よって調査し、各種抗体の反応特性を調べた。
供試抗原は、入手のし易さや喫食機会等を考
慮して選択した 3魚種（シロザケ、アサバカ
レイ、カペリン）の β’-cを用い、それらに対
する a-Ep群と a-Hp群の反応性について検討
した。また、各魚卵の β’-cをペプシンとトリ
プシンで消化し、抗原構造の変化に伴う各抗
体との反応性の変化を調査した。 
 
４．研究成果 
(1)シロザケ β’-cに対する供試抗体の反応性 
①ELISAによる検討 
	
 作製した抗体群をシロザケ β’-cとその消化
物を抗原とする ELISAに供試した。結果を図
1に示す。 

	
 まず、未消化の β’-cを対象とした場合、全
ての供試抗体が反応したが、その反応強度に
は抗体ごとに大きな差があった。特に a-Ep5、
a-Hp3、a-Hp4で強い反応が確認できたが、他
の抗体の反応性は大きく劣っていた。 
	
 次に、シロザケ β’-cのペプシン消化物、お
よびペプシン消化後さらにトリプシン消化
した同 β’-cの反応性は、各抗体が二つの群に
分けられた。第一群は、a-Ep2、a-Ep5、a-Hp2
のように抗原の酵素消化によって反応性が
低下する抗体である。これらの抗体はペプシ
ン消化からさらにトリプシン消化を経るこ
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とによって反応性が低下した。これに対して
第二群は、β’-c 酵素消化させても反応性が低
下しない抗体である。特に、a-Ep3、a-Ep4や
a-Hp3、a-Hp4はペプシン消化、またはその後
のトリプシン消化によって反応性が上昇し
た。 
 
②イムノブロッティングによる検討 
	
 ①と同様の抗原を用いたイムノブロッ
ティングの結果を図 2に示す。 

	
 まず、いずれの抗体においても未消化の
β’-c に対する明確な反応性が確認できた。ま
た、定量性の低いイムノブロッティングの知
見ではあるが、ELISAでの反応性が大きかっ
た a-Ep5の反応の強さが、他の抗体と大差な
かった。さらに ELISAにおいて強い反応強度
を示した a-Hp3は、イムノブロッティングで
は他の抗体よりも反応が弱かった。 
	
 上記の現象は、β’-c がイムノブロッティン
グ時に SDSと 2Me処理を受けたことよって、
その高次構造が大きく変化し、その結果、各
抗体の反応性に差が生じたものと判断した。
すなわち、イムノブロッティングでの反応性
が ELISAよりも強まった a-Ep1と a-Ep2が結
合する部位は、β’-c の構造変化によって立体
障害が消失するなどして、抗体と結合し易い
状態になり、逆に a-Hp3の結合部位は、他の
部位が干渉するなどして抗体が結合し難い
状態になったと推測される。 
	
 次に、β’-c の消化物に対する各抗体の反応
を見ると、わずかに残存する未消化物に対す
る反応性には変化が認められないものの、①
で第一群に分類された a-Ep2や a-Hp2では消
化断片に対する反応が見られず、第二群で
あった a-Ep3、a-Ep4、a-Hp3 および a-Hp4 で
は消化断片に対する明確な反応が見られた。
以上の結果は、a-Ep2と a-Hp2の結合部位が、
酵素消化によって消失したことを示してい
る。これに対して、a-Ep3、a-Ep4、a-Hp3 お
よび a-Hp4の結合部位は、酵素消化の栄養を
受けておらず、さらに断片化に伴う立体障害
の消失などに起因して、抗体の結合が容易な
状態に変化したと推測される。 

 
(2)アサバカレイおよびカペリン β’-c に対す
る反応性 
①未消化 β’-cへの反応性 
	
 各抗体をアサバカレイとカペリンの β’-cを
用いたイムノブロッティングに供試した結
果を図 3に示す。 

	
 まず、未消化のアサバカレイ β’-cに対して、
a-Ep2、a-Ep4、a-Ep5、a-Hp1、a-Hp2 および
a-Hp4 は明確な反応を示した。同様にカペリ
ン β’-cに対して a-Ep2、a-Ep5と a-Hp4が反応
した。次に、両魚種の β’-cと明確に反応した
a-Ep5 と a-Hp4 をシロザケ、アサバカレイ、
カペリンのβ’-cを抗原としたELISAに供試し
た。 

 結果を図 4に示すが、a-Ep5と a-Hp4は共に
供試した 3 魚種に対して反応性を示したが、
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その値は魚種ごとに異なっており、特にアサ
バカレイ β’-cに対する反応強度が他の 2魚種
の β’-cに対するよりも弱かった。この結果は、
ターゲットとした β’-c上の抗体結合部位の周
辺構造が異なっていることを示唆している。
すなわち、魚種間で構造類性の高い部位に結
合する抗体（a-Hp）を用いて ELISAを構築し
ても、さまざまな魚類の β’-cに対する反応性
が異なり、定量的同等性が得られないことが
明らかとなった。 
 
②β’-c消化物への反応性 
	
 図 3では、調製した全抗体の各 β’-c消化物
に対する反応性も合わせて検討した。これに
より、いずれの抗体においても消化断片に対
する反応性は確認できなかった。これは、
SDS-PAGEが示すように、アサバカレイとカ
ペリンの β’-cがシロザケ β’-cのような消化耐
性をもたず、その結果，ペプシン・トリプシ
ンによってペプチドレベルにまで低分子化
し，反応部位が消失（あるいは欠損）したこ
とが原因と思われる。そして、この消化耐性
の相違が、シロザケ β’-cで見られたような消
化に伴う a-Ep、群と a-Hp 群における反応性
の上昇を示さなかった理由と判断した。 
 
(3)まとめ 
	
 a-Ep 群と a-Hp 群のいずれにおいても、そ
の β’-cに対する反応性の強弱が魚種間で異な
るため、これらの抗体の使用では、本研究で
めざした「広範囲の魚種を対象とした β’-cの
定量的な検知系の構築」はできないと判断し
た。ただし、a-Ep5 と a-Hp4 のように、供試
した全ての魚種に対して反応する抗体が得
られたので、これらを用いると定性的な検知
系（ELISA）の構築が可能と判断した。 
	
 一方、シロザケ β’-cに関しては、SDS処理
に伴う構造変化や酵素消化による影響が、作
製した抗体ごとに異なることを見いだした。
この結果は、構造変化から受ける抗体結合能
への影響が、IgE エピトープごとに異なるこ
とを示すと共に、a-Ep や a-Hp の反応を調べ
るだけで、シロザケ β’-cの構造変化について
推測可能であることを示している。すなわち、
食品加工や貯蔵過程で、シロザケ β’-cに対す
る a-Ep5の反応性が上昇すれば、酵素消化に
類する一次構造の変化や周辺構造の崩壊が
示唆されるし、また、a-Hp3 の反応性が低下
していれば、比較的大きな高次構造変化が
IgE エピトープ近傍に起こった可能性が推測
できる。また、これらの知見を応用すれば、
アレルゲンタンパク質の構造変化が IgEエピ
トープの反応性に及ぼす影響について検証
可能な ELISA系の構築が可能となる。これら
は、ポリクローナル抗体である患者血液中の
IgE を用いた免疫学的手法では得られない情
報であり、a-Ep と a-Hp の特筆すべき長所で
ある。 
	
 a-Ep や a-Hp の使用によって得られるアレ
ルゲンタンパク質の特性に関する情報は、例

えば加工処理による食品の低アレルゲン化
を目指す場合に、効果的・効率的な IgEエピ
トープの処理（マスキング）法の確立に寄与
すると期待できる。 
	
 また、従来、実験動物に抗原タンパク質を
経口投与する手法を用いた消化吸収性の研
究がおこなわれてきた。しかし、それらは抗
原の吸収量に関する議論が主であり、吸収さ
れた抗原のアレルゲン性の変化に関する報
告はみあたらない。これは生体に取り込まれ
たタンパク質の単離や分析が困難であるこ
とが原因であると考えられる。しかし、a-Ep
や a-Hp を用いた免疫学的手法であれば、共
存成分の除去や目的タンパク質の濃縮など
の前処理の手間を大幅に軽減した上で、生体
内の抗原の状態をアレルゲンの部位ごとに
追跡することが可能となる。それゆえ、本研
究の成果は、抗原タンパク質の生体内挙動の
観察においても有益なツールを提供しうる
と判断した。 
	
 以上の成果は，IgE エピトープを認識する
ペプチド群の活用が，食物アレルゲンの構造
変化を研究する際の新しいツールとなり得
ることを示唆している。 
 
(4)今後の展望 
	
 今回用いた抗体作製の実験的戦略の汎用
性について検討するため、魚卵以外の食物ア
レルゲンにおいても a-Epや a-Hpを作製する。
また、動物を用いた抗原タンパク質の消化吸
収実験への適応など、a-Ep と a-Hp の活用法
も合わせて検討していく。 
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