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要 旨

一般に食品 タンパク質のアレルゲン性 は
,熱 安定性 と消化酵素に対する抵抗性 に深 く関係 している.加 熱殺菌

方法の異なる市販牛乳(低 温殺菌牛乳(LTLT),高 温 短時間殺菌牛乳(HTST),お よび超高温殺菌牛乳(UTH))

に含 まれるβ-ラ ク トグロブ リン(β-LG)の ペ プシンとパ ンクレアチンによる消化性 と消化後の抗原性の変化

を競争 阻害ELISA試 験 とイムノブロッ ト法で検討 した. LTLTとHTST中 の β-LGは,ペ プシンお よびパ ンク レ

アチ ンに対 して強い抵抗性 を示 したが,UTH中 の β-LGは,こ れ らの消化酵素に対 して抵抗性 を示さなかった.

牛 乳を沸騰水浴中に15分 間加温 した場合,LTLT中 の β-LGは,こ れ らの消化酵素に対する抵抗性 を著 しく消失

した.こ れ らの結果は,β-LGの 消 化性か ら市販加熱殺菌牛乳 を選択す る場合, LTLTやHTSTよ り もUHTが 優

れている可能性 を示唆す るとともに,加 熱調理によって牛乳中の β-LGの 胃腸管での消化性が改善 されることが

推察された.

は じ め に

 食 物アレルギーは,成 人よりも消化機能の未熟な小

児に多 く発症 し,患 者数の増加や食物 アレルゲ ンの特

定の困難 さに加えて,治 療 に伴う栄養学的問題を抱 え

ている1).食 物 アレルギーの治療の基本は,除 去食療

法 とされているが,小 児期は成長 ・発達過程の重要な

時期であるので,実 施に際 しては十分な栄養補給 とア

レルギー反応の出現 を抑えるための調理方法の工夫 も

必要である.し かし,現 状 では,食 品加工や加熱調理

による食品のア レルゲン性の変化 に関する情報は乏 し

く,ア レルギー症状 の程度に応 じた食生活指導 も十分

に体系化されていない.

 牛乳は,卵 や大豆 と並び我が国では食物アレルギー

の主要な原因食品 となっている2)3).一 般 に,入 手 ・

利用可能な牛乳は乳等省令が規定する方法により加熱

殺菌 された市販のものである.具 体的には,低 温殺菌

牛乳(LTLT)(62～65℃,30分 間),高 温 短時間殺菌牛

乳(HTST)(72℃ 以上,15秒 間以上)お よび超高温殺

菌牛乳(UHT)(120～150℃,1～5秒 間)の3種 類が

普及 している.

 と ころで,牛 乳 アレルギーで問題になる主要なアレ

ルゲ ンタンパ ク質 は,β-ラ ク トグ ロブ リン(β-

LG)と αsl-カ ゼ イ ンで ある.中 で もβ-LGは,

熱安定性 と消化酵素 に対する抵抗性か ら,最 もアレル

ゲ ン活性が高 いとされている3).β-LGの 消 化酵素

に よる消化性 については,こ れ まで主に β-LGの 精

製 タンパク質標品 または牛乳から分離 された乳清 タン

パ ク質の成分 として検討 されて きた4)5).し か し,牛

乳ア レルギー患者が実際に除去の対象としている市販

加熱殺菌牛乳 または牛乳を用いた加熱調理品に含 まれ

るβ-LGの 消化性 に関する検討はほとん どない.わ

Abbreviation:EDTA;ethylene diamine tetra acetate,

ELISA;enzyme-linked immunosorbent assay, HTST;

high temperature short time-treated milk, a-LG;β-

lactoglobulin, LTLT;low temperature long time-treated

milk, T-PBS;tween20-phosphate buffered saline,

SDS-PAGE;sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis, UHT;ultra-high temperature-treated

milk
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ずかに,市 販加熱殺菌牛乳中の β-LGの ペ プシ ン消

化を検討 した我 々の報告がある程度である6).

 そこで本研究では,我 々が これ まで行って きた研究

をさらに進め,胃 腸管が連続 した消化器官であること

を考慮 して,加 熱殺菌方法の異なる市販牛乳中の β-

LGを ペ プシンとパ ンクレアチ ンにより連続消化させ,

その消化性 と消化後の抗原性 の変化 を検討 した.ま た,

市販牛乳 に対する加熱調理への影響をみるため,沸 騰

水浴中で加温 した牛乳中の β-LGの 消 化性 と消化後

の抗原性の変化について も検討 したので報告す る.

実 験 方 法

1. 実 験材料

 実験には一般に市販 されている牛乳の うち,LTLT

2銘 柄(LTLT-1(65℃,30分 間)お よびLTLT-2

(65℃,30分 間)),HTST 2銘 柄(HTST-1(72℃,

15秒 間)お よびHTST-2(85℃,20秒 間))お よび

UHT 4 銘 柄(UHT-1(140℃,3秒 間), UHT-2

(140℃,2秒 間),UHT-3(130℃,2秒 間)お よび

UHT-4(130℃,2秒 間)),計8銘 柄を用いた.な お,

これらはすべて成分無調整の製品で,購 入後,4℃ に

保存し,製 造 日より5日 以内に実験に供 した.

2. ペ プ シンおよびパ ンクレアチ ンによる牛乳 タンパ

ク質の消化試験

 1mlの 牛乳に4mlの 蒸留水および5mlの0.1Mク エ

ン酸を加 え,濃 塩酸でpHを 正確に2.0に 調 整 した.こ

の混液に豚ペ プシン(Sigma Chemical Company)水 溶液

を終濃度で4μg/mlに な るように加 え,37℃ の恒温水

槽中に120分 間保温 した.反 応終了後,1M Trisを 加

え,pHを 正 確に8.5に 調 整 した後,豚 パンクレアチ ン

(Sigma)を 終濃 度で150μg/mlに な るように加 え,

37℃ の恒温水槽 中に120分 間保温 した.パ ンクレアチ

ンによる消化反応 は,試 料の1/4量 の ウマ正常血清

(Sigma)を 加 えて停止 した.な お,試 料のpHを8.5に

調整 した後にペプシンを加え,更 にウマ正常血清 を加

えた後にパ ンクレアチ ンを加えたものを消化時間0分

の試料とした.ま た,ペ プシンまたはパ ンクレアチン

の代わ りに蒸留水 を用いたものを対照試料 とした.

 市販加熱殺菌牛乳 の加温 による影響 は,1mlの 牛

乳を沸騰水浴中に15分 間放置 し,室 温 に30分 間放置

後,上 記方法 により消化酵素で処理 した.

3.イ ム ノブロッ ト法

 消 化酵素で処理 した試料の うち100μlを 分取 し,

400μlの 蒸留水 を加 え,さ らに500μlのSDS-PAGE

試 料緩衝液(20%グ リセ リン,4.6%ド デ シル硫酸ナ

トリウムお よび0.002%プ ロ モフェノー ルを含む125

mM Tris-HCI緩 衝 液, pH 6.8)を 加 えた後,終 濃度

が10%に な るように2-メ ルカプ トエ タノールを加

え,沸 騰水浴中で5分 間加熱 した.そ のうち10μlを

Laemmliの 方法7)に 従 い,16%平 板 アクリルア ミドゲ

ル(1mm厚,10×10 cm)に15 mAの 定 電流で電気泳

動 を行い,ゲ ルに泳動 されたタ ンパ ク質は,Towbin

らの 方法8)に よ りニ トロセルロース膜に転写 した.転

写膜は0.05%Tween20を 含 む リン酸緩衝液(T-PBS)

で振 とう洗浄 し,3%ゼ ラチ ンを含むT-PBSで 一 晩

振 とうした.一 次抗体 として1%ゼ ラチ ンを含むT-

PBSで 希 釈 した抗牛 β-LGウ サ ギ抗血清(2,000倍 希

釈)(Bethyl Lab.Inc.)を1時 間反応 させ, T-PBSで 洗

浄後,T-PBSで2,000倍 希 釈 したアルカ リフォスフ

ァターゼ結合抗 ウサギIgGヤ ギIgG(Sigma)で1時 間反

応させた.さ らにT-PBSで 洗 浄後,ア ルカリフォス

ファターゼ基質溶液(Sigma)で 発 色反応 させた.転

写 膜 上 の 各 バ ン ドは イ メー ジ ス キ ャナ(GT-

9000ART,セ イ コーエ プソン株式会社)を 用 いて600

dpiの 解 像度で画像取得 した.

4.競 争 阻害ELISA試 験

 ELISA用96穴 マ イ ク ロ プ レー ト(Greiner

Labortechnik)の 各 穴に,0.1 M炭 酸 緩衝液(pH 8.5)

に溶 解 したβ-LG(5μg/ml)(Sigma)を100μl加

え,室 温で30分 間緩やかに浸透 した後,4℃ で一晩

放置 した.T-PBSで 各穴 を5回 洗浄 した後,ブ ロッ

ク操作 として,リ ン酸緩衝液に0.4%の 濃 度になるよ

うに希釈 したヤギ正常血清(Vector Lab. Inc.)を 各穴に

200μl加 え,90分 間放置 した.T-PBSで 洗 浄後,試

料溶液の1/3希 釈 列 をT-PBSで 作 成 し,そ れぞれ

の50μlを 各穴に加え,さ らにリン酸緩衝液で10,000

倍希 釈 した抗牛 β-LGウ サ ギ抗血清 を50μl加 え,

90分 間放置 した.T-PBSで 洗 浄後, T-PBSで2,000

倍希 釈 したアルカリホスフォターゼ結合抗 ウサギIgG

ヤ ギIgGを100μl各 穴に加え,90分 間放置 した. T-

PBSで 洗 浄後,100μlの アル カリホスフォターゼ基

質溶液(Kirkegaard&Perry Lab., Inc.)を 加 え,室 温で

20分 間発色 させた.50μlの150mMEDTA溶 液 を加え

て反応 を停止 した後,マ イ クロプ レー トリーダーで

415nmの 吸 光度を測 定 した.得 られた阻害曲線 か ら

50%阻 害 に必要 な試料希釈率を求めた.
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Fig.1 INHIBITIoN ELISA FOR β-LG IN HEAT PASTEURIZED COMMERCIAL COW'S MILKS AGAINST

    RABBIT ANTI-β-LG ANTISERUM
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FIG.2 WESTERN BLOTS OFβ-LG IN DIFFERENT HEAT PASTEURIZED COW S MILKS DIGESTED BY

     PEPSIN FOLLOWED BY PANCREATIN

        実 験 結 果

 加 熱殺菌方法の異なる市販のLTLT 2銘 柄(LTLT-

1お よび-2),HTST 2 銘 柄(HTST-1お よび-2)

お よびUHT 4銘 柄(UHT-1,-2,-3お よび-4)

に ついて,抗 牛 β-LGウ サ ギ抗血清 を用いた競争阻

害ELISA試 験 により,牛 乳中のβ-LGの 抗 原性 を比

較検討 した(FIG.1).実 験 に用いた個 々の牛乳の阻

害 曲線か ら求めた50%阻 害 に必要 な試料希釈率 は,

1/2,200～1/3,300の 範 囲内で,β-LGの 抗 原性 は

牛乳の加熱殺菌処理および製品間に顕著な違いは認め

られなかった.

 次 に,上 記牛乳に含まれるタンパ ク質成分 をペプシ

ンとパ ンクレアチンで消化 し,β-LGの 消化性の変

化 を牛 β-LGに 対 する特異抗体 を用いたイムノブロ

ッ ト法で検討 した(FIG.2). LTLTお よびHTST中 の

β-LGは,製 品間の違いに拘わ らず,ペ プシンある

いはパ ンクレアチンの単独消化,お よびこれ らの酵素

による連続消化 において も未分解の濃 いバ ンド(18.5

kD)が 検 出され,胃 腸管 の消化酵素 に対 して強い抵

抗性を示 した.一 方,UHT中 の β-LGは,使 用 した

4銘 柄共にこれらの消化酵素 に対 して抵抗性が認め ら

れず,消 化酵素処理後 の未分解の β-LGは 薄 いバ ン

ドとして検出 された.ま た,UHTの ペ プシン単独消

化 において,消 化 に よ り低 分子化 した と思 われ る

15kD前 後 の抗 原性 を保持 したブロー ドなペプチ ドバ
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FIG.3WESTERN BLOTS OFβ-LG IN BOILED LTLT AND UHT DIGESTED BY PEPSIN FOLLOWED BY

    PANCREATIN

ン ドが認 められた.さ らに,UHTの ペ プシ ンとパ ン

クレアチ ンによる連続消化では,未 分解のβ-LGの

バ ンドは,ペ プシンまたはパ ンクレアチ ン単独の消化

に比べてそれほど減少 していなかった.し か し,ペ プ

シンにより低分子化 したと思われる15kD前 後 の抗原

性を保持 したペプチ ドバ ン ドは,両 酵素による連続消

化でほぼ完全に消失 していた.

 Fig.3は, LTLTお よびUHTを 沸 騰水浴中に15分 間

加温 した際のペプシ ンとパ ンクレアチ ンに よる β-

LGの 消 化性の変化 をイムノブ ロッ ト法で調べた結果

である.牛 乳の加温によるβ-LGの バ ン ドの減少は

両牛乳 とも認められなかった.一 方,加 温処理を行っ

たLTLT中 の β-LGは,ペ プシンとパ ンクレアチ ンに

よる消化性 に著 しい変化を認めた.つ ま り,ペ プシン

また はパ ンク レアチ ンに よる単独消 化 にお いて,

LTLT中 の β-LGは,こ れらの消化酵素 に対する抵抗

性 を大 きく失い,消 化酵素処理後の未分解の β-LG

のバ ンドは,加 温処理を行わないものと比較 して著 し

く減少 した.さ らに,ペ プシンとパ ンクレアチンによ

るLTLTの 連続消化では,未 分解 のバ ン ドがほ とんど

検 出で きない程度 に消化 された.UHTに お けるペプ

シンとパ ンクレアチンによる連続消化では,牛 乳を加

温処理することによって,β-LGの 消化後の未分解

のバ ンドがほとんど検出で きない程度に分解されてい

た.

 次 に市販加熱殺菌牛乳 をペプシンとパ ンクレアチン

で連続消化 した試料 を用いて,抗 牛 β-LGウ サ ギ抗

血清に対する競争阻害ELISA試 験 を行った. Table 1

は,得 られた阻害 曲線か ら50%阻 害 に必要な試料希

釈率を求め,消 化酵素無処理の試料を100%と した場
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TABLE 1. ANTIGENICITY OFβｰLG IN HEAr PASTEURIZED COW'SMILKS DIGESTED BY PEPSIN FOL-

       LOWED BY PANCREATIN

 *THE SAME EXPERIMENT WAS DONE THREE OR FOUR TIMES IN DIFFERENT DAYS USING DIFFERENT
   LOTS OF MILK.

**THE ANTIGENICITY OFβ-LG IN EACH DIGESTED COW'S MILK IS EXPRESSED AS THE PERCENTAGES

  OF THAT IN UNBOILED AND UNDIGESTED COW'S MILK. THE DATA REPRESENT MEAN ± SD.

合の β-LGの 抗 原性の残存率を示 したものであ る.

ペ プシンとパ ンク レアチ ンによる連続消化後の β-

LGの 抗 原性の変化は, LTLTで 約30%前 後, UHTで7

～10%と 算 出され
,UHTはLTLTに 比 べ消化後の抗原

性の残存率で約1/2.5～1/5.1程 度 低かった.沸 騰

水浴中で加温 した牛乳 中の β-LGの ペ プシンとパ ン

クレアチ ンによる連続消化後の抗 原性 は,LTLTに お

いて著 しい低下が認め られ,加 温を行わない試料で消

化酵素無処理の場合に対 して12%と 算 出された.こ

の値は沸騰水浴中に加温 したUHT中 の β-LGの 消 化

後の抗原性(10%)と ほぼ同程度であった.

考 察

 通 常,食 物 は食品素材その もの を食することは少な

く,食 事 として加熱調理 した もの を摂取 している.牛

乳については,乳 等省令 により規定された方法で加熱

殺菌された市販の ものが通常利用され,一 般 に生乳を

飲用する機 会はほとん どない.牛 乳は,卵 と並び我 が

国では主要 な食物アレルギーの原因食品 となっている1).

β-LGは 熱 と消化酵素 に対する安定性か ら牛乳 タン

パク質の中で最 もアレルゲン活性が高いとされている3).

 本研 究で使用 した市販牛乳中の β-LGの 抗 原性は,

生乳 との比較 は行っていないが,牛 乳の加熱殺菌方法

の違いに拘わ らず,そ れぞれの銘柄間に顕著な差は認

め られなかった.一 方,食 品 タンパク質のア レルゲ ン

性 は,熱 による安定性に加えて消化酵素に対す る抵抗

性 にも密接に関係 している.小 児期 は,消 化機能が未

熟であるため,食 物 アレルゲ ンが未消化または抗原性

を保持 した高分子の状態で腸管 に到達 し,血 液中へ移

行するのを増大 させ ると考え られている.

 本研究 は,市 販牛乳中のβ-LGの ペ プシ ンとパ ン

クレアチ ンによる単独および連続消化 による消化性 と

消化後の抗原性が牛乳の加熱殺菌方法の違いにより差

があることを明 らかに した ものである.LTLTとHTST

中の β-LGは,ペ プ シンあるいはパンクレアチ ン単

独消化のみならず,両 酵素による連続消化においても

強い抵抗性 を示 した.一 方,UHT中 の β-LGは,こ

れ らの消 化酵 素 に対 して抵 抗性 を示 さな か った.

UHTは1～5秒 間の極 めて短 時間で あるが,120～
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150℃ の高温で殺菌 される.こ の超高温処理のため牛

乳中の β-LGの 高次構造が弛み,こ れ らの消化酵素

に対 して抵抗性を失った と思われる.

 と ころで,UHTの ペ プシン消化で は,消 化によ り

生成 した と思われる抗原性 を保持 した15kD前 後 のペ

プチ ドバ ン ドが イムノブッロ ト法によ り検出された.

この抗原性を保持 したペプチ ドバン ドは,ペ プシンと

パ ンクレアチ ンによる連続消化でほぼ完全 に消失 し

た.こ の ことは,UHT中 の β-LGが 胃腸管で効率 よ

く消化 されるためには,小 腸での消化の前に胃におけ

るペプシン消化が十分に行われることが必要 と思われ

た.ま た,牛 乳中の β-LGの 消 化性 から市販加熱殺

菌牛乳 を選択す る場合,LTLTやHTSTよ りも加熱殺

菌温度の高いUHTの ほ うが優 れてい る可能性 を示唆

している.

 最 近,我 々は,ラ ッ トにLTLTま た はUHTを 強制的

に経 口投与 し,胃 内での β-LGの 消 化性 を調べ たと

ころ,UHT投 与 ラッ トの消化度は, LTLT投 与 ラ ット

に比べて高いことを報告 した6).ま た,Heppellら は,

脱脂乳をモルモ ットに2週 間投与 した後,加 熱または

非加熱の乳清 タンパク質を静脈注射 し,ア ナフイラキ

シー反応を調べた ところ,100℃ または115℃ で30分

間加熱 した乳清 タンパク質にはアナフィラキシー感受

性がなかったことを報告 している9)).実 際 に牛乳ア レ

ルギー患者に対 して,こ れ らの市販加熱殺菌牛乳によ

るア レルギー症状 の出現 と程度に差があるか どうかを

検討する必要があろう.

 加工食品に も牛乳が含まれるものがあるが,そ の多

くは,食 品製造過程で加熱操作が加え られている.ま

た,家 庭での調理に牛乳 を材料 とす る場合 も加熱操作

を施す ものが多 く,焼 く・煮 る・蒸すなどの操作が比較

的長時間行われる.食 物 アレルギー患者の中には,加

工食品または加熱調理品に対 してアレルギー症状 を出

現 しないことも少な くない ようである.し か し,現 在

のところ,加 工食品や加熱調理 による食品のアレルゲ

ン性の変化やア レルゲンタンパク質の消化性 に関する

情報は乏 しい.本 研究 において,15分 間沸騰水浴 中

で加温 した市販加熱殺菌牛乳中の β-LGの ペ プ シン

とパンクレアチ ンによる連続消化 と消化後の抗原性 を

調べ たところ,LTLT中 の β-LGは,加 温処理を行わ

ない ものに比べて,こ れらの消化酵素に対す る抵抗性

を失うとともに消化後の抗原性 も大 きく低下 した.市

販牛乳の加熱殺菌方法の違いのみならず,牛 乳を含む

加工食品の製造過程で行われる加熱処理の程度や牛乳

を用いた加熱調理の方法を選択 または把握することに

よ りβ-LGの 胃腸管での消化性が改善 され,ア レル

ギー症状の出現 を抑 えることがで きるか もしれない.

 食物 アレルギーは,成 長 ・発達の重要な時期である

小児期 に発症頻度が高いが,患 者の多 くは発育 と共に

徐 々に改善され,食 物 に対す るアレルギー も耐性 とな

って くる10).こ の ことは,個 々の食物 アレルギー患者

に対 して症状の程度 と耐性獲得の状況に応 じて,厳 し

い食事制限が必要な場合 と制限が緩 くてよい場合があ

る もの と思われ る.八 木 らは,過 去に卵 白特異的IgE

抗 体 陽性 と診断 されたアレルギー疾患児に対 して,卵

白凍結乾燥粉末負荷試験 を実施 したところ,陽 性患者

14例 中11例 は 固ゆで卵 白負荷試験で陰性であること

を認めた.つ まり,こ の固ゆで卵白陰性患者11例 は加

熱卵 白までは耐性 を獲得 していたと報告 している1目.

個 々の食物ア レルギー患者の症状 と耐性獲得の程度に

応 じて摂取可能 な食品形態や加熱調理方法 を考慮 した

柔軟 な食生活指導が必要 とされるであろ う.市 販加熱

殺菌牛乳中の β-LGの 消 化性の検討 と加熱調理の影

響 として沸騰水浴中で加温処理 した市販牛乳中のβ一

LGの 消化酵素に対す る消化性 の変化 を明 らか にした

本研究成果がその一助になることを期待す る.

 本 論文の要旨は,第34回 日本小児ア レルギー学会

(東京)お よび第47回 日本ア レルギー学会総会(東 京)

において発表 した.
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DIGESTIBILITY AND ANTIGENICITY OF β-LACTOGLOBULIN IN DIFFERENT HEAT PASTEURIZED COM-

MERCIAL COW'S MILKS DIGESTED BY PEPSIN AND PANCREATIN

 Kentaro Sakai, Tomonori Nakao, Sachinobu Manabe*)

 Department of Nutrition, School of Medicine, The University of Tokushiama

 *1 Department of Domestic Science, Kobe Women's University, Seto Junior College, Okayama

 Allergenicity of food proteins is generally dependent on their heat-stability and resistance to digestive enzymes. Using the

methods of ELISA inhibition assay and immunoblots, we assessed peptic-and pancreatic-digestibility of β-lactoglobulin

(β-LG) and its antigenecity after the treatment with digestive enzymes in three types of commercially available heat pasteur-

ized cow's milks(low temperature long time-treated milk(LTLT), high temperature short time-treated milk(HTST)and ultra-

high temperature-treated milk(UHT)). Digestibility ofβ-LG was resistant to both single and sequential peptic-and pancreat-

ic-digestions in the LTLT and HTST, but not in the UHT. In the LTLT, boiling of the milk for 15 min leadβ-LG to lost of the

digestive resistance. These results suggested that the UHT may be superior than the LTLT and HTST in the point of gastroin-

testinal digestibility ofβ-LG, and that consideration of cooking for menus composed of the cow's milks may improve

digestibility ofβ-LG in the stomach and intestines.
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