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　イネ科 に 属 す る 米 ， 小麦 ，
ヒ エ

，
ア ワ

， トウ モ ロ コ シ 間に 共通 ア レ ル ゲ ン 性が 存在す る か 否 か 検討 し

た．Pharmacia 製 米，小麦，トウ モ ロ コ シ の paper 　discを用 い た 吸収試験で は
， 米， 小 麦 ， ト ウモ ロ

コ シ 各 々 の 間 で，50％以上 の IgE 結合能 の 低下 が み られ
， 共通 ア レ ル ゲ ン 性 が 示唆 され た．米 ， 小麦 ，

トウ モ ロ コ シ ，ヒ エ ，ア ワ 粉末か ら抽出 した 抗原 を結合 させ た paper　discに よ る RAST 　assay で は，

ど の 穀物間 で も有意な 正 の 相関が認 め ら れ た が RP 　16KD に 関 し て は ， 米 ， ア ワ の み に有意な相関 が み

られ た．RAST 　inhibitionで は米，小麦，トウモ ロ コ シ
，

ヒ エ ，ア ワ い ず れ の 組 み 合 わ せ で も濃度依存

性 に 有意 な抑制 が み ら れ た 。

　以 上 の 結果は， こ れ ら穀物間 に は共通ア レ ル ゲ ン が 存在す る こ と を示 す．米 の 主要 ア レ ル ゲ ン の 1 っ

で あ る RP 　16KD と 5種類 の 穀物抗原 と の 間 で，有意 な RAST 　inhibitionが 得ら れ た こ と か ら，こ れ ら

5 種類 の 穀物 間 の 共通 ア レ ル ゲ ン 性 に RP 　16KD 上 の ア レ ル ゲ ン 活性部位 が 関与 し て い る こ とが 示 唆 さ

れ た．
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は じめ に

　米 ， 小麦 ，
ト ウ モ 卩 コ シ な どの 穀物 と喘息 や 湿疹 な

どの ア レ ル ギ ー疾患 の 関係が注 目 され て い る．
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Abbreyiations：　RAST 　radioallergosorbent 　 test；

RP 　16KD 　rice 　protein　16KD ；　SDS −PAGE

sodium 　dodecyl　sulfate −poly 　acrylamide 　gel　electro −

phoresis

　我 々 は
， 湿疹 を有す る 乳児で は 卵白 ， 牛乳 の RAST

陽性率は高い がn−3 ），年長児に な る と卵白，牛乳 よ り も

米 ， 小麦な ど の 穀物 RAST の 陽性率 が 高 く な る こ とか

ら，年長児 の 湿 疹 と穀物 との 間 に 関係 が あ る と報告 し

た
4 ）．ま た 宮川 らは 重症 ア ト ピ ー性皮膚炎に 米 ア レ ル

ギ
ー

が関与 し て い る 可能性 を示唆 して い る
5）6）．さ ら

に ，米
7 ｝，小麦恥こ よ る気管支喘息 の 報告 もあ る，

　日 本 で は こ れ ら 米 ， 小 麦 ア レ ル ギ ー患者 の 治療 の た

め に ヒ エ 〔Japanese　rnillet，　 Panicum 　 Crets−galli　L．

var ．　frztmentaceum　T γ腕．），ア ワ （ltalian　 millet ，
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Setaria　itatica　Beanv．搬 先 germanica 　8碗 η の カ：代

用食 と し て 用 い られ る こ とが あ る ．

　 Hoffman ら 9〕
に よ っ て 米，小麦，ト ウ モ ロ コ シ

，
オ ー

ト麦 な どイ ネ科植 物問 の 交 叉反応性が報告さ れ，我 々

も米 ， 小麦間で 同様の 結果
3＞
を得て い る，ヒ ユ ，ア ワ と

もに イ ネ科植物 に 属する の で
，

こ れ らの 穀物 と米，小

麦， ト ウ モ Pt コ シ と の 間 に，交 叉 反 応 性 の 存在 が 予測

さ れ る．

　本論文 で は 米，小麦 ア レ ル ギ
ー

の 代用 食 と して ヒ エ ，

ア ワ を 用 い る こ と の 妥 当性 を 共通 ア レ ル ゲ ソ 性 の 観 点

か ら検討し た．さ らに ，MatSuda ら
1°）

に よ っ て 米抗原

の 中 で 最 も強 い lgE 結合能を もつ 蛋 白と し て報告 さ

れ た rice 　protein　16KD 〔以
．
下 RP 　16KD ） の こ れ ら穀

物間 の 交 叉 反応性 へ の 関与 も調べ た ．

方法 と対象

　 1．吸 収試験 ；Phadebas　RAST キ ッ ト

　 〔Pharmacia 　AB 　Diagnostics）の 米， 小麦 ， ト ウ

モ 卩 コ シ paper　discを 用 い て 吸収試験を 行 っ た ，前処

理 と し て ，血 清 100μ 1の 中 へ paper 　discを 0 か ら 6枚

入 れ，4 ℃，18時間反応 させ ，そ の 血清を用 い て RAST

assay を RAST キ ッ ト の 指 示 書 に 従 っ て 行 っ た ．

paper 　 discに よ る 吸収 処理 ∫血／清 の count 値 が paper

discの 枚数と比 例 し て 低 下 し，未処 理 血 清の count 値

よ りも50％以 上 の 減少 が み られ た 場合 を陽性 と した ，

　2．穀物抗原 の 抽 出方法 ；米，小麦 ，
ト ウ モ P コ シ

，

ヒ エ ，ア ワ の 乾燥粉末 を エ ー
テ ル 脱脂後，Coca 液

（NaC1 ：　NaHCO3 ：　phenol ：蒸留オ（＝59 ：2．759 ：4

g ：ll） llあ た り に leOg加 え 室温 で 48時 間攪 拌 し，

10，00GXg30 分間遠心後，そ の 上 清を蒸留水 で 透析 し

て か ら凍結乾燥 し た ． ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 標準 と し

て BiQ　 Rad の 蛋白定量 キ ッ トで 測定 し た 抽 出物 の 蛋

白濃度 は，抽出抗原 1mg あ た り米 188μg，小麦145μg，

ト ウ モ P コ シ 146μg ，
ヒ エ 194μg ，

ア ワ 183μ g で あ っ た ．

　3．RP 　16KD の 精製 ；Matsuda ら
1°）

の 方法 で 行い ，

蛋 白濃度 は 118μ g／mg で あ っ た ．

　4．SDS −PAGE ；穀物抗原 と RP 　16KD は digestive

buffer （2 ％ SDS ， 2 ％ 2−mercaptoethanol ）と 同量

で 混 合 し，
4 分 間 煮 沸 し た あ と SDS −PADE （4 ％

stacking 　 and 　 14％　separating 　 gel） に 泳動 し た．

molecular 　weight 　standard は Bio−Rad 　Laboratories

を使用 し，泳動後 の gel は Coomassie　blue　R −250で 染

色 し た．

　5．RAST 　assay ；抽 出 し た 抗原 を ，
　 CNBr に よ っ て

活性化 し た paper 　disc（直径 5mm
， 東洋濾紙 No ．6）

に 結合 し RAST 　disc と した
ll ｝．　 disc　1枚 あ た り蛋 白

量 で 米 75μg，小菱58μg，ト ウ モ ロ コ シ 58μg，ヒエ78μ g，

ア ワ 73＃g ，RP 　16KD 　19μg，凍結 乾燥全 卵 80μg を 反

応 させ た ．RAST 　assay は RAST キ ッ ト の 指示 書 に

従 っ て 行 っ た ．な お，各 抗原 に 対 す る 正 常 血 清 の ％

bindingの 平均 十 2 標準偏 差を越 え た 場合，
　 RAST 陽

性 と し た．

　米，小麦，ト ウ モ ロ コ シ に 対す る RAST を 自家製抗

原 を結合 させ た paper 　discと Pharmacia社 の RAST

discとの 間 で 比較検討を行 っ た．米，小麦， ト ウ モ ロ

コ シ の い ずれ に お い て も両 disc間 に そ れぞれ相 関係

数 r＝O．73，0．90，   ，94 （い ずれ も p 〈 O．OO1）で有意

な 正 の 相関 を 示 し た．

　6．RAST 　inhibition；抗原溶 液 の 25μ 1（濃度 0 か ら

20mg ／ml （W ／V ））と血 清25μ1を混 合 して 4 ℃，18時

間静置し た後 に ，自家製 の paper 　discを用 い て RAST

assay を行 っ た．

　7．血 清 ；年齢 は 5 ヵ 月 か ら 17歳，男 ：女
’
＝ 27 ：14，

41例全例 ア トピ ー性皮膚炎があ り，そ の うち 20例 に 気

管支喘息の 合併がみ ら れ た ．

　吸収試験 に は 吸収 disc
，
　RAST 　discに 結合 し て い る

両方 の 抗原に対 し RAST 　score 　2以上 の 血清13例，自

家製穀物抗原 discを 用 い た RAST 　assay に は い ず れ

か の 抗原 RAST に 対 し陽性 で あ る 血 清 41例を用 い た，

RAST 　inhibitionで 使用 し た 1宜晴 は す べ て の 穀物抗原

に 対 し て ％ bindingが 17％以上 な ら び に RP 　16KD に

対す る％ bindingが 10％以上 で あ っ た ．

　8．統 計処 理 ；Pearson の 相 関係数 を 求 め p ＜ 0．05

を有意な相関 と し た ．

結　果

　1．吸収試験 ；縦軸に ％ absorption を ， 横軸に は 吸

収に 用 い た discの 枚数 （o 〜6枚）を 示 し て ある．吸

収用 と RAST 　assay 用 の discが 同 じ種 類 の 時 に は ，

全血 清で 吸収試験陽性で あ っ た。そ れ に 対 し，吸収用

と RAST 　 assay 用 の discが 異 な る 時 は ，ほ と ん ど の

血 清 で 吸収試験陽性 で あ っ た が，一部 の 血清で は陰性

で あ っ た ． し か し，陰性例 に お い て も 1 例 （吸 収 disc

小麦，RAsT 　disc米 の 破 線例）を 除 い て discの 枚 数 に
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Fig．1．　 Absoption 　test　between　rice，　wheat 　and 　corn 　using 　Phadebas　RAST 　discs．

比例 し て count 値 の 減少 が み られ た （Fig，1）．

　2．SDS・PAGE ；Coca 液で抽出 した 穀物抗原 と RP

16KD の SDS −PAGE （4％ stacking 　gel，14％ separat −

ing　gel，　 TEFCO ） を Fig2 に 示す．　 low　molecular

standard は B三〇・Rad 　Laboratoriesを使用．米 か ら抽

出 し た rice 　protein　l6KD の band は ，小麦 ，
ヒ エ ，ア

ワ ， ト ウ モ ロ コ シ に 含 ま れ て い た．

　3．穀 物 に 対す る RAST 値の 関係 ；Table　1は
， 穀

物抗 原 を 結合 さ せ た 自家 製 の paper 　discを 用 い て

行 っ た 米，小麦，ト ウ モ ロ コ シ
，

ヒ エ
，

ア ワ，RP 　16KD

に 対す る RAST の それ ぞ れ の 関係を 示 す，5 種類 の 穀

物 に 対す る RAST の い ず れ の 組 み 合 わ せ に お い て も，

p く 0．00ユで 有意 な正 の 相関 が 認 め られ た ，

　下 段 は こ の 5種 類 の 穀 物 と RP 　16KD の 検討で あ

N 工工
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Table 　l　Relationships　between　RAST 　results 　for　cereal 　grains　including　rice ，

　　　wheat ，　 corn ，　Japanese　millet ，　Italian　millet 　and 　rice 　protein　16KD

Rice Wheat CQrn Japanese　milletItalian 　 millet

Rice r＝0．74 r＝0．83 r＝D．79 r＝0．85
n ＝40 n＝34 n ＝41 n ＝41

ρ＜0．001 カ〈 0．001 ρ＜ 0，001 ρ＜ 0， 01

Wheat r ＝ 0，87 r ＝ O，65 r ＝ 0．71

n二34 n ＝40 n ヨ4 

カ＜ 0． 01 ρ〈 O．  01 ρく 0．001

Corn r＝0．94 r＝0．98
n ＝34 n ＝34

ρ＜ 0．001 ρく  ．O 1

Japanese r ； 0，93
miUet

n ＝41

ρく  ．001

RP 　l6KDr ＝O ．56 r＝0，26 r＝0，32 r＝0．35 r＝0，49
n ＝31 n ＝26 n＝21 n ＝27 n ＝27

0．01くρく 0、OO10 ，1＜ ρ〈 0・2 0．1〈 ρ＜ 0，20 ．05＜ ρ〈 Oユ 0．OO1＜ρ＜ D．Ol

M．w，
（KD）

92．5→

66．2 →

45．O→

→

　

　
→

　

→

脚

　
踊

“

a　 b　 c　 d　 e　 f9
　Fig．2．　 SDS −PAGE ，　 a ： low　 molecular 　 weight

standard ，　b ： rice ，　c ：rice 　protein 　16KD，　d ；wheat ，　e ：

Japanese　millet ，　f ；Italian　millet ，　g ：corn ．

る．RAST の 相関関係 は RP 　16KD と米 な らび に ア ワ

と の 間に 有意 な正 の 相関があ っ た が，小麦や ト ウ モ ロ

コ シ との 間に は 有意な相関 は み られず， ヒ エ と の 間 に

は相関の 傾向 （p ＜ 0．1） が あ っ た ．

　4，RAST 　inhibition； Fi9．3 に 穀物間 の RAST

inhibitionの 結果を示 す．縦 に inhibitorの 種 類を ， 横

に RAST 　discに 結合 させ た 抗原 の 種 類を 示 し，グ ラ

フ 内 の X 軸 は inhibitorの 濃 度 を，　 Y 軸 は ％ inhibi−

tion を 示す．　 inhibitorと RAST 　discの 抗原の 種類が

同 じ 場合 に は どの 抗原 の とぎ に も全例 に 有意 な抑制 が

認め られ た ．inhibitorと RAST 　discが異な る どの 組

み 合 わ せ で も，
ほ と ん どの 血 清 で 50％を 越す 抑 制 が み

ら れ た．Fig．4 は 5 種 類 の 穀 物 と RP 　16KD と の

RAST 　inhibitionの 結果 で あ る，　inhibitorを 各穀物 抗

原 と し ，
RAsT 　discを RP 　16KD と した 場合 は ど の 組

み 合わ せ で も，個人差 は あ る が ％ inhibitionが 50％を

越 す 有意 な反 応 で あ っ た ．inhibitorが RP 　16KD で

RAST 　discが 5種類 の 穀物 の 場合，50％ inhibitionに

達 しな い 例 も あ る が用 量 依存的 な 反 応 が 認 め られ た ．

　穀物間 の RAST 　inhibitionの 結果が，非特異的な 反

応 な の か 否 か を 検討 した （Fig ．5）．対 象の 4 例 は ，凍

結乾燥全卵 discに 対 し て ％ binding　25％以上 の 血 清

で あ る．inhibitorと し て 凍結乾燥全卵，米，小麦，ト

ウ モ Pt コ シ ，ヒ エ
，

ア ワ を用 い
，
　 RAST 　discは 凍結乾

燥全卵 を結合 し た discを 使用 し た．　 inhibitorが凍 結

乾燥 全 卵 の と ぎに は 4 例 と も90％以上 の 抑制を示 し た

の に 対 し，穀物を inhibitorと し て 用 い た場 合 に は 有意

な抑制 は 認 め ら れ な か っ た ， こ の こ とか ら，自家製

discと抗原を 用 い た RAST 　inhibitionは 特異的 な反

応 と考 え ら れ た ．
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Fig．3，　 RAST 　inhibition　between　cereal 　grain 　extracts ．

考 　察

　Block ら
8｝

に よ り，Barker’s　asthma の 4 症例で 小麦

の 吸 入 に よ る 喘息症状 が ラ イ麦や他種 の 麦 に よ っ て も

引き起 こ され る こ とか ら穀物 間 の 交叉性 が 示唆 され ，

Hoffman ら
9）
に よ っ て 麦間だ け で な く米， ト ウ モ ロ コ

シ と の 間 に も交 叉 抗原 性 の 存在 が 示 さ れ た ．

　我 々 は ，米，小麦， トウ モ P コ シ 以外の イ ネ 科 の 植

物 の うち，食用 と さ れ る ヒ エ ，ア ワ との 間 に も共通 ア

レ ル ゲ ン 性 が 存在す る こ とを証明 した．

　 わ が 国 で は ，小 麦あ る い は 米 RAST 陽 性 の ア レ ル

ギ ー
患者 に 対 し て ヒ ヱ や ア ワ が 代 用食と し て 用 い られ

る 傾向 が あ る． し か し，こ れ ら 5種 類 の 穀物間 に は 交

叉反応性 が存在す る こ とか ら， ヒ ＝，ア ワ を代用食と

し て 用 い る場合 に は 個 々 の 症例 に お け る ア レ ル ゲ ン 性

の 再確認 が 必要で ある．

　 RP 　 16KD は Matsuda ら
9）

に よ っ て ，米抗原中 で 最

大 の IgE 結合能を もつ 蛋白と し て 報告 さ れた ．さ ら に

我 々 は ，36例 の 血 清 を 用 い た RAST 　 assay や 米

RAST 陽性患者 白血 球 か らの histamine　release の 検
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イ ネ 科穀物間の 共通 ア レ ル ゲ ソ 性

RAST 　disc　 RiceWheat Corn

t　Italian　 millet

／
／

Japanese 　 millet 　ltalian　 millet

］
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Fig．4．　 RAST 　inhibition　between 　cereal 　grain　extracts 　and 　rice　protein 　16KD ．
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Fig，5．　 RAST 　inhibition　between　whole 　hen’s　egg 　and 　cereal 　grain　extracts ．

RAST 　disc；whole 　hen ’s　egg

Inhibitor；egg × ，rice ▲ ，　wheat 　O ，　com ★，　Japanese　millet ■，　Italian　millet 口

討 か ら，米 の major 　allergen の 1 つ で あ る こ とを報告

し た
12，．

　今回，RP 　16KD が 5 種類 の イ ネ 科穀物間の 共通 ア レ

ル ゲ ン 性 に 関与す る か 否 か を 検討 し た ．RAST 　inhibi一

tion の 結果 か ら RP 　16KD 上 の IgE結合部位 と類似 の

構造 が，小麦， ト ウ モ ロ コ シ
，

ヒ エ ， ア ワ 抗原中 の 成

分 に も含 ま れ て い る こ と が示 さ れ た ．し か し RP 　16KD

と他 の 穀物 に 対す る RAST の 比較の 結果で 小麦，ト ウ
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モ ロ コ シ と は 相関 し な か っ た こ とか ら， 小麦 ，
ト ウ モ

P コ シ の成分中に は RP 　 l6KD と類似構造を もっ た成

分以外 に ，こ れ よ り強い IgE結合能をも っ た 成 分が存

在す る と推測 され た ．RP 　l6KD 以外の 米蛋 白質抗原 に

もこ れ ら イ ネ科穀物間の 共通 ア レ ル ゲ ソ 性に 関与する

抗原 が 存在す る こ とを 示 し て い る ．い ずれ に し て も，

RP 　16KD 上 の IgE結合部位 と類似す る構 造が イ ネ 科

植物 の 間 に 広 く分布す る こ と が推測さ れ た ．今後は 類

似構造部位 の ア ミ ノ 酸配列や ア レ ル ギ ー
活性 ，

IgE結

合能の 検討が必 要で あ る．
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THE  INVOLVEMENT  OF  RICE  PROTEIN  16KD  IN CROSS-ALLERGENICITY  BETWEEN  ANTIGENS

            IN RICE, WHEAT,  CORN,  JAPANESE MILLET,  ITALIAN  MILLET

                         Kazue Yamada
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                         Shinpei Torii

Dopartment ofRediatrics Collage ofMladicat Tlechnolqgy, Nlagtrya U)iiversity Scheol ofMledicine

   Cross-reactivity between rice, wheat,  corn,Japanese  millet  and  Italian millet  in A)aceae farnily were  studied  by
absorption  test, radioallergosorbent  test (RAST), and  RAST  inhibition assay.  In absorption  test using  Phadebas
RAST  discs, more  than  50% absorption  of IgE antibodies  was  observed  between rice,  wheat  and  corn.  There  were

significant  correlations  of  RAST  values  for cereal  grains including rice,  wheat,  corn,  Japanese millet  and  Italian
millet. RAST  inhibition assay  between every  combinations  of these cereals  showed  dose-dependent decrease in
IgE-binding. These data indicated cross-reactivity  with  IgE antibodies  between the fiye cereals  in Ibaceae family,
RAST  values  for RP16KD  significantly  correlated  with  those for Italian millet  as  well  as rice  but not  with  those for

corn  and  wheat.  There  was  a  trend  of positive correlation  between  RAST  values  for RP16KD  and  Japanese millet,

In RAST  inhibition assay  using  sera  with  positive RAST  for these five cereal  grains and  RP16KD,  RP16KD
inhibited igE-binding to these all cereal  discs in dose-dependent manner.  Similarly, all of five cereal  grain extracts

showed  an  effective  diminution in IgE-binding to RP16KD  disc. These results  indicated possible participation of

IgE-binding structure  on  RP16KD  in cross-reactivity  between these cereal  grains in Pbaceae family,
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