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ア レ ル ゲ ン 低減化米 （AFT −R　1）の 有用性 と

塩不溶性米ア レル ゲ ン 分子 の 解析
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　精白米に ア ル カ リ溶液を作用さ せ て ア レル ゲ ンを低減化 させ た米 （Nlerge 皿一蝕ee 　TecLnology　Labo −

ratory 　gnc．　 Rice　l ：AFT −R　l）を作成 し
， その 有用性を臨床試験及び 血清学的に評価 した．米特異 19E

抗体陽性の患髫血満を用い たア レルゲン分子 の低減化評価の 結果 ， AFT −R　1 に含まれる IgE 抗体の結合

活性 は
， 原科米 に 比較 して 6400 分 の 1 に 低減化して い た．塩可溶性抽出画分に限れば蛋白質量 は 100

分 の 1， ア レル ゲン は 2 万 5 千分 の 1 以下 に低下 して い た．米ア レ ル ギー
の関与 を確認 したア トピー性皮

膚炎患者 15 例 を餐象に AFT −R　l の 臨床試験 を実施 した結果 ， 14 名 に有用性が 確認 さ れ た．　 AFT −R 　1

の負荷に より 1例で 症状の誘発が認め られ ， こ の症例の 患者血清は AFT −R 　l に残存する蛋白質に対 して

19E 抗体の結合活性 を示す と同時 に イム ノ ブロ ッ ト法 に よ り，
　AFT −R 　1 に残存す る 60　kd 分 子 と の 反 応

を検出 した．N 末端配列の解析の結果， この 60　kd 蛋白質分子 は
， 米の 澱粉合成酵素である ADP （UDP ）

グル コ
ースース タ

ー
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ー
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は じめ に

　米 の 摂取に よ りア 1・ピ ー
性皮膚炎 （atopicderinati −

tis：AD ＞の増悪が認め られ る 症例に おい て，米 に含ま

れる ア レ ル ゲ ン分チを除去あるい は低減化 した 米を用

い る こ とが臨床酌 に 有川 で あ る こ とが 知ら れ て い

る 1：旨．米 に含ま れ る ア レ ル ゲ ン 分子 と して 米 の グ ロ ブ

リ ン 分1由1に属する 16kd 蛋自質分ヂ 〕を は じ め，塩溶

液 に 可溶性 の 複数 σ）蛋自質 が 解析 さ れ て い る3〕．米 か

らア レ 丿レゲ ン を除去する 方法と して酵素処理法 が 「羯発

され 4），同処理米を用い た臨尿試験 で は 対象症例 の 1「o
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Abbrev 且ations ：　 AFT −R 　l　 Allergel／−free　Technol−

ogy 　Labor飢ory 　Inc，−Rice　1 ；　 AD 　aしopic　derll／aLi−

1is；　 BSA 　 bovine　 seru ロ｝ a］burnin；　 CA？
−RAST

CAP −radioallergosorbant 　test　；　　ELISA 　　cnzyme ・・

ltiiked　ilrlmunos（）rbeiit 　assay ；　 IgE　hnmunQglobu −

1in　E ；　 kd　ki［odalt 〔汀 1 ；　 PAGE 　polyacrylami〔lc　gcl
electrophoresis ；　 PBS 　phosphate−buffered　saltne ；

SDS 　soclium　dodecyl　su ］fate

％に有効性が認め られて い る ゼ．．また，高圧 Fで米を

処 理 す る こ と に よ りア レル ゲ ン 分子 の 除去 が 可能で あ

り， その 臨床的な有用性 も報告され て い る 5）．しか し

なが ら，酵素利用や高圧 の 使用は，製造 工程が複雑 で

製造 コ ス トへ の 影響も大 きい こ とか ら，よ り箇便な方

法で あ る とi司時に さ らに臨床的 に有効性 の 高い ア レ ル

ゲ ン 低滅化米の 開発が望 まれ て い る ．我々 は米粒を低

濃度の ア ル カ リ溶液に含浸す る こ とで 米に含まれるア

レ ル ゲ ン 分 r一を 除去で きる こ と を見 い だ し ， ア ル カ リ

処理 ア レ ル ゲ ン低減化米（AFT −R　1）を作成した．なお，

栄養学的 に AFT −R　l は原料米 で あ る コ シ ヒ カ リ と比

較 して蛋白質量 の低減化を認 め る が その 他，脂質 ・炭

水化物 の 含量 にほ とん ど差を認 めず m ネル ギ
ー

量 もほ

ぼ等しい ．本論文で は AFT −R　l の 有用性評価を日的に

実施 した 臨床試験成績，お よび 【斟青学的な解析 を実施

した結果に つ い て報告す る．
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凋備

対象 ・材料 v方法

1） 対象患 者及び患者 血清

　米の ア レ ル ゲ ン 性評価 の た め，米に対する CAP −

RAST 値が陽性の 20例 の 患 者111L清 をプ
ール して用 い

た．AFT −R　l の 臨床試験対象患者は米の 除去試験ない

し経口 負荷試験に よっ て米ア レ ル ギーの 関ケが確認 さ

れ ， 本試験 に 同意 した 15 症例 の 確定型 の 難治性 AD

患者（男 9例，女 6 例）で あ る，対象例 の 性別 ， 年齢 ，

全般的重症度，米特 異 CAP −RAST 値，米除去試験，負

荷試験の 結果 を Tablc　1 に示した．米の 除去試験 は，ま

ず米の み の 除去を実施 し，効果を認め ない 症例 に おい

て 米 ・小麦等 の 殻類を完全除去し実施した．完全 除去

に は代替食 として 低 ア レ ル ゲ ン 米 で ある フ ァ イ ン ラ イ

ス （資生堂社製） の みを 2週 間以 ヒの 期闘 で摂取させ

る こ とで 行っ た．負荷試験に は
一一・
般に市販 の 炊飯米を

用 い た．令例に お い て 米 ・小 麦 ・雑殻類等 の 完全除去

で 臨床症状 の 改 酋を認 め た ．負荷試験 の 結果，】2 例に

症状 の 悪化 を認 め た、

に 5 倍量の ⊥00mM 水酸化ナ トリ ウ ム 水溶液 （食品添

加物）を加 えて ，2 時間処 理 し llt和後 ， 流 水に て 24

時閥米を洗浄して ，pH 　6．8 の AFT −R ユを得た．処理米

を 50℃ に て 乾燥させ
， 細菌検査後に 500g ずつ 袋詰め

し， 患者へ 配布 した、

3） 米抽出画分の 調製

　処 理 米 に 含まれ る蛋 自質成分及 び 処 殫 米の ア レ ル ゲ

ン性 を評価す る ため ， 含 まれ る塩可溶性 blC［質及び塩

不溶性の 蛋 自質の 拙出を実施し た．米を粉砕後，5 倍量

の 500mM ・NaCL を含む PBS を加 え 1時 間攪拌抽出

後，遠心分離を行い ，上 清を塩可溶性抽出画分と した．

ま た，遠心分離 し た後の 沈殿 に 10倍量 の 8M 尿素と

1％ SDS を含む PBS を加え］時間攪拌抽出後，遠心分

離に て得た ヒ清を塩不溶性抽出画分と し た．また，米

の 粉砕物に 20倍量 の 8M 尿素と 1％ SDS を含む PBS

を直接加 え 1 時間攪拌抽出 し た もの を 全抽出画分 と し

た．調製に は 全 て特級試薬 （和光純薬工業祉製）を用

い た．

2〕 AFT ．R　l の 調製方法

　原料米として は市販 の コ シ ヒ カ リ （新潟産）を用 い

た．調製 は 既報6、

に従い 実施 した，す な わ ち，米 2．5kg

4）蛋白質量の 測定

4−1 ：全蛋白質量 ， 塩不溶性蛋 白質景 の 測定

　米 に 含まれ る 全蛋 白質鼠及び塩不溶性蛋白質量 は ケ
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42 ア レ ル ゲ ン 低減化米 〔AFT −R ］） の 有川
’
ド巨「価

ル ダ
ー

ル 法に て 令 τ
Jl を測定 し， ｝白質 1．に 変換す

る こ と で 求め た．窄享 一
士 白質変換儒数は，5．95 を用 い

た。なお，ケ ル ダール 値の 測定と同時に 。式料の 水分せ

を渕定 し，全蛋 自質 t／は ，北料を無水物 と して 比 1ズ した．

　全蛋 白負 量 の 測定で は 米 を粉砕 しそ の ま ま ，
　M

”
Pと し

たe 塩不溶粍 要自質量 の 測定 に は，」』 孟可溶件價日 質を

除去 し た 原料米 （以
一
】
・』
原判 米） と AFT −R 　l を 訣料 と し

て 用 い た．す なわち LO　f） 堅 の 5〔｝O　rnM
・NaCl を今む

PBS をカllえ 21iTi抽出を彳」  ・，紅い て 10 倍
L

〒三：の 蒸皆 水

を加え 2 回洗浄する こ とで 塩 可 溶性蛋白質を1毎去し た

後，凍糸占乾燥 して ケ ル ダ
ー

ル 測定用 の 1，式料 とした．

4−2　：ifiL卩亅tS
，i’i生蛋 匚亅質一壬圭（7）淇囗定

　米 に含 まれる塩 可 溶
・
［1蛋 LI典一＃：は Bradfordの 万

法 に よ り測定した．試 差はパ イオ ラ ッ ド
・プ ロ テ イ

ン ア ッ セ イ　（BIO−RADtl 製〉を使1†1した．原刑米と

AFT −R 　l を 粉砕 し，
5 倍 エ：の 50〔〕mM ・NaCl を 今 む

PBS を加え 1時聞攪拌抽出後，遠心 S丿 離を行 い ，　 L府

に含まれ る蛋自頁量を湖定 した．牛 ll略 ∫γグ ロ ブ リ ン

（BIO−RAD 社製） を 蛋白質測定の 標準液と して検 1 線

q430〜1ユ．2　pg／ml ）を作成 し測定 に 用 い た．なお ，蚕

白定
．7：と［］．・］　Hl亅に試料・の 水 tJJ　 I／を測定し，試籵を無水吻

に換算し た伍で 比 佼し た．

5 ）　SDS −pol5acry！amide 　gel　 clectrQphDr し sis　（SDS −

PAGE ） に よ る蛋「1分析

　米抽 出画分 の SDS −PAGE 解析は ，　Laemmli の 方法臼）

に 従っ て 行 っ た，ゲ ル は ア ク リ ル ア ミ ド濃度 10〜≧0

％ の グ ラ ジエ ン トミ ニ ゲ ル （第
一
化学梨品社製） を使

用 した ．分子量 マ ーカーと して第 ・マ ーカー （H　イ匕

学薬品社製〉を用 い た．泳動後 の ゲ ル は銀染色 キ ッ ト

ワ コ ー
〔和 光純梨 社製 ） に て 染色 し た eSDS −PAGE

用の サ ン プ ル は，抽出画分 を SDS 化試楽 （病
・
化

’
）某

品社蜘 と混合 して ， 沸騰させ た 湯 せ ん に て 2 分問加

熱後，ゲ ル に ア プ ラ イ した．染色さ れ た 蛋 白質バ ン ド

の 強 さ をデ ン シ トグ ラ フ AE −6900型 〔ア トー社製）で

測定 し比較 した、各バ ン ドの 分子量は分子 ？：マ
ーカー

の 移動度 よ り鼻出 した ．な お ，各バ ン ドの 分 了
’
1 は 添

付
’
資料．に瓸載の 数値を用 い た．

6）　IgE−e．nzyrne 　linke（l　tmmLmosorbent　assay 　〔IgE−

ELISA ）

　米抽出画分を抗原と し た lgE−ELISA は ， 既 服…舛 こ

従 っ て 実施 した．測定 はす べ て duplicateで行 い そ の

平均 を求 め た，なお，卵白 ・牛乳
・米 Z小麦 ・大豆特

パ lgE抗体1襾が 陰il｛．で 総 lg｝ζ値が 32001U／m1 の 患 6

．rllLl日 を対照 ［血清 として 用 い ，49011m で 1貝1定 した フ
  一

ル

患 者lllL清の O ．1）．値か ら対照 」血清 の そ れ を差 し 引 い た

値 を lgE−ELISA 値 とし，　 o．O
’
IO以 ヒを陽性 とした。

ア｝ lgE一イ ム ノ ブ ロ ッ ト法に よ る米ア レ ル ゲ ンラ」 f・の

検 IB

　AFT −R　lの 塩不溶性 IIllrう丿 を壬丿ヒ原 と し た IgE一イ ム ノ

ブ ロ ッ トは ，既 r艮1° に 従 っ て X 施 した．なお，分子 ⊥ ：

マ ・一カ ーと し て ビ オ チ ン化転 誠 SDS −PAGE ス タ ン

ダ
・一

ドL〔，w （BIO −RAD 子L製）を川 い たn 染色 さ れ た 蛋

自質バ ン ドの 移動度をデ ン シ 1・グ ラ フ AE −69〔〕0 型 1ア

ト
ー

社 ⊥襲） で 溯 疋 し，分 ∫爵：マ
ー

カv−一の 移劫反か ら分

子∵：を舜出 した．なお，各 バ ン ドの 分 ゴ1は添付資料

に
．’
己戎の 数値を用 い た．

8＞N 末端ア ミノ 配列の 扶定

　臨捧、1∫に1険に使用 した AFT −Rl の 上 不溶性蛋白賃を

SDS −PAGE で ラ」 雑後，シーケ ン ス 用 PVDF 膜 〔ミ リポ

ァ 社裂）に 転 tJ：し た．0．1％ の Coorrlassie　Brilliant　Blue

R250 を溶解 5せ た烝 ll 水を用 い て ｛パ 」
二脹 を朱色 し、

蛋 冂質バ ン ドを確認 して LJJり出 し，プ ロ テ イ ン シーケ

ン サ
ー ・Model　492 （パ

ー
キ ン エ ル マ

ーfi製）に ア プ ラ

イ し，N よ端 の ア ミ ノ酸配列 の 解析を 大
．
施し た．

9） AFT −R ⊥ の 臨床試験

　今回 の 臨床 。式験に 川 い ら れ た ’XFT −R　1の 乾燥米粒

は，成入の 場合は 1 食 100g と して 30 食分 （約 IO日間

分）の 3kg を 手振 し，个て摂取 して もら い 皮膚症状 を

今む全般的 な臨床症状 を靦察 したn 尚，皮疹 の 悪化 や

新生 が 見 られ ，臨床的 に 症 状 の 悪化 が 認 め ら れ た場合

は，そ の時点で 武験を中止した．

結 　果

1）原 判米 と AFT −R　1に 含 まれ る蛋 白質昂：の 測定圃占兇

　まず ， 米に含まれる全⊥諏量をケル ダ
ー

ル 法 にて 測

定し総蛋 日賢 鴫 と堀可浴性抽出画分を除去 した後に残

存す る ］
一
白tt　

U

， を算出 した．また ，
　 jtU口亅‘容性抽 出画分

に 含まれ る 蛋 白質呈 （塩 叮溶
’
囚一長白質写：）を Bradford

の 方法に て 測定 し， それ らの 結果 を あ わ せ て 試料 と し

た 米 lg に 含
r
まれ る 蛋 白質 藍 と し て Table　2 に 示 し

た．ケ ル ダ ール 法に よ る 原料 米の 総 蛋 自質 7’は 6α5
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Table　2　　PrOしeln 　 C〔｝lltent 　 1［1　 an 　alkzdL　Lユ・eated 　 rlCし，

　　　　NFT −Rl　alld　a　regul とTt
・
rice 、　K 〔＞shihikarl

「蕾，，hユ C。。、、。、 〔，跖 、、Cd 、
、

／

　　 AFT −RI　　　 KoshihLkar1

kd

97．4
「
上
’
otul　r）］

．
otじil］s　

き

Salts 〔｝hlbie　pr〔，【Pns

　　　　　 40

† ・・1・・

十
60．51

〔〕1
66

甦

M 　 　l　 2
騨 　　v 躑

緲響
　 　 　 　 　 　 蹴

醐
　　　

’
蕊韓

　　　融攤
「
　 灘

　　　．彭
〜鰯

嬲
　　　麟

S’些 ・・［・b［・ p ・。・・insl
−一」−

4D2 　 　 捌

鱒

3　　 4
褥
Ψ

Thet〔兀 虹Lprr）1e［nsandthes 歪

determined 　b｝ Kjeldnh ］met

厂
「he　9

「
ILt　s〔〕lUb1（　protlenS 砥 ℃ 1

’

TIコ et1ユ〔，（1、

tinsoLubie　protUILS　1
’
ere

1〔〕d．
・der〔 rmin 〔dby 　Bracilord「．g

mg 　g、　AFT −R　1の 総蛋 rI質 国

rl
齟
は ・10rng、

’
g で あ り，ア ル

カ リ処理 に よ っ て 米に含まれ る蛋日質の 34％ が 除去

され て い る こ とが わ か っ た．また塩i 溶性蛋白質 L は，

原 料 米 で ・18，1mg ，

厂
g，　AFT −R ユは 40，2　mg ／g で あ り，

AFT −Rla ）全蛋 111聟〜
1　”

と1舷イく1容‘i生」トξ1
’
［質 ξセカ『ま1ま　・

丿文す る 結果 で あ っ た．ま た，ア ル カ リ処 理 に よ っ て 塩

叮溶性 蛋白質 の み な らず」 小 溶
厂
「lj歯 目 質 の ／6．4％ が

低減化され て い る こ とが わか 　た．米に含まれ る 塩 r」」
』

溶性蛋 ll質 π は ， 原料 米で io．lm ぺg，AB
’−Ri は

0103　mg ，！g で あ り、AFT −R ］は 厚料米に含まれ る y
’
可

溶性王自質の 99％ が除去され て い る こ とが わ か っ た．

2）原料米と ／FT −1（　1 に 含まれ る蛋白質成分の 解析結

果

　次 に，AFT −R　l と 原料 米 か ら抽 出 し た 蛋 自質 を

SDS −PAGE に より分離し，デ ン シ トメ
ー

タ
ー

にて 分離

ノS
’
ター一

ン 0）角←わテ及 び
’
各蛋自ii｛”ノくン ド0）Jftさ を 狽彫‘ し，

．へFT −R ！ と原料米の 比 校を彳亅っ た．弖 障∫溶
’i4抽 lh画分

及 び’
齟
不溶伯抽出画分 に舎よれ る 蛋 白質成分の SDS −

PAGE の 結男
．を Fig，1a に示 した ．レ・一ン M は分子虻

』

マ
ー

カ
ー，レ

ー
ン 1 は 原料

・
米 の 塩 叮溶

‘
「些抽 i暇1噸ノ♪，レ

ー

ン 2 は AFT −R ⊥の 塩 可溶性1［M 仙 1／J　レーン 3 は 原料

米の 塩不溶性deliill1由1分，レ
ー

ン 4 は AFT ．R　1 の 塩不溶

牲抽出両分で ある，SDS−PAGE の 結果 ，
　 AFT −R　1 の 塩

岡
』
溶性拙出画分 〔ユ ：5 抽出物）で は蛋白質バ ン ドを个

く認め なか っ た 〔Flg，la の レ
ー

ン 2）．そ こ で ．jr1∫溶

性抽出画分を振月、r諱して 蛋 自質
’
〜1 度を謁圭．．し，原料米の

偏 rr∫溶性抽山 1由1分と比較 した．王白質呈 で 15μg を

SDS −PAGE した ．その 結木 を Fig，11） に 示 し た．レー
ン

M は 分 了量 マ ーカー，レーン 1は JH料米 の 塩 円溶
’
「ゴ抽

H 画分，レ
ー

ン 2 は AFT −R　1 の 塩 口∫溶性抽 rl 】画分 の濃

縮物 で あ る．AFT −R ／の 塩
．
1「f〜拝性抽】

Il
｝幽

’
分 の 濃縮物
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噛
　 　 　泣

　Fig．　L 　 SDS−PAGE 　nnalysis 　of 　the エ
・
［ce 　pro1〔ins　ex −

｛ra 〔1ed，

　a ）The　 sal1
「
soltible 　rice 　proielns“

・ere 　 CX τr副 ed

fr〔，nl　a　poH8hed　rice 　grain，　Koshihikari，　and 　an 　alkali

じuted 　 rlce　grain，　AFT −R　l　 using 　the　sa！t　solu 廴iorl

conta ［肛〕h匐gD 、5 ．VL　Na 〔ll　foran　extraction　of　the　salt　sol −

11｝っ［e　pro亡〔lns ，　arl⊂1　f〔〕ll（〕wc ’d　｝）y　LLsillg　亡he　so ［し11［on 　c：Oll−

tai［lh198 ｝〉工ured 　and 　1％ sDS　fDr　thc　sa ［亡　ins（；1しLbte

proteinS，

　 La［le　iX・工：Mr）［ecular 　weight 　markei
・
，　phu ＄phvLylase −

b 〔97、4kd ），　a ｝humin ‘66　k 〔】〕，　aldelas 〔　（42　k 〔D ，　ca1
・−

bonic　anhydrase （3｛〕kd 〕，　trypsill　mh ］bil〔｝r 〔20　kd ），

［ysozyme （14．・1　kd）．　 Lane　l ：The　salにsoklble　fracti。Il

fr〔｝m 　K〔〕shihikari 、　I　LIユe　2　：The　sah　sotLLb［e　fraction
frDm　AFT −R　 l，　 Lanc　 3　： The　 salt 　 insoluble　fraction
fmm 　Koshihikari，　Lane　4 ：The 　salt　insoluble　fracti〔）rユ

fr〔〕mAFT −R　 l．

　b）　The 　 sail．　 soluble 　proteins　f：
’
om 　 A 「T ．R　l　 w し r（

（：onccn ｛mted 　and 　applicd 　for　SDS −PAGE 　to　comi 〕are

i・v ［t／b　the　proteins　frOln　Kn 〜hlh［kari．

　Lと旦n 〔三1 ：The 　satt　s（〕luble　proteins　from　KQshi丘likari ，

Lune　2 ：The　salt　so！ub工e　proLeins　of　100　hold　concen −

tratedfrom　AFT −R　1．

｛・よ，　漏〔半
：1・堪tと上匕fズ して ErYy」了

・
u の 蛋戸1　ftt／i ン ドカ§申貪昌1

されな い 編果で あ っ た （Fig．　l　b の レー
ン 2）．塩不溶

’ll
抽出画分 に お い て も原料米 に 比較 して 検 出されるバ ン

ドが減少して い る こ とが判 っ た．Fig．1 の SDS −PAGE

の 糸  F・をデ ン シ トメ
ー

タ
ー

で 測定 し，そ の 尉果を Fig．

2 に 示 した．原料米 の 塩 可溶性抽 出画交｝ （Fig．1a の
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一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

44 ア レ ル ゲ ン低減化米 〔AFT −R　I）の 有用 性 評 価
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D）
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氤冲

laD

10r】靄

隅
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C ）

om

　 　　 　　　 　　 　　　 　　 　　　 　　 　　　 　　 　　　 　　 　IDff：

　　 98kd ＜ 噸囓トー一一一一一一一一一一
髫陣レ 14krf

　　　　　　　　 Range

98kd ← 一一一一→蓼〉 】L4kd

　　　　　　Range

100MS

　Fig．2．　 DensitQmetrtc　analysis 　cf　SI）S−PAGE 　pal／tern　 Df　th巳 rice　proLeins　in　ex−

traCLS．

　A）：Thc　salt　so ］uble 　fraction　cxtr εcted　frorn　a　rice　grain，　Koshihikari〔Figユ a，［ane

D ．B 〕：The　salL 　soiub ［e　fractiDn　extrac しed 　frorn［−ul　alka 】i　treated　rice 　grain ，　AFT −R

l （Fig．1　a，　lanc　2）．　 G 〕：Thc 　pr 〔｝†ei：ls　concentrate ｛l　of ・the 　 salt　so］uble 　frac．しi。n　rrom

AFT −R ユ（Fig．1　b，　Lanc　2）．　 D 〕：The 　satt　inselublcfraction　cxtracted 　from　a　rice 　grain，
K （）shihikari （Fig，l　a，　lane　3）．E）：The　sait　insoluble　fracUon　extractcd 　frorn　an 　alkali

treated　rice 　grain，　AFT ．R　1 （Fig、工a，　lane　4｝．

レ
ー

ン 1）の デ ン シ トメ
ーター

測 定結 果 を Fig．2A ．

AFT −R　lの 塩 卩∫溶性抽｝ll幽分 〔Fig．1a の レーン 2）を

Fig．2B ，　AFT −R　l の 塩
．
呵
．
溶性抽出面分 濃縮物 （Fig．i

b の レーン 2）を Fig．2C とし比較 し た．原料米は ， 分

子量 14〜98kd に わ た り29 の バ ン ドを 認 め る が

八 FT −R　1 で は蛋 白質 バ ン ドを認 め なか っ た （Fig．2A ，

B）。AFT −R　lの 塩 口∫溶性抽出画分濃縮物は，原料米の

それ と蛋 白質量を合 わ せ た に も関 わ らず，SD9．　−PAGE
パ ターン は大 きく異な り，30kd 以上 の 蛋白質バ ン ド

は検出されず，代 わ りに ⊥4〜15kd 付近 の バ ン ドが強
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十 Koshihikari
＋ AFT −Rl
＿＿．＿＿　　　　　　＿＿一＿閲亅

　Fig．3．　 Comparison　of　lgE　bindirlg　act ．vity 　between　thc　whole 　extracs 　frornしhe　aレ
kah　treated　rice　grain，　AFT −R　l　alld　its　orig 正na ［one ，　Koshihikari．

く検出され る結果で あっ た．次に 塩不溶性抽出画分の

SDS −PAGE の 結果をデ ン シ トメ
ーター

で 測定し，原料

米 （Fig．　l　a の レーン 3） の 測定結果を Fig．　2　D，　AFT −

R1 （Fig　i　a の レー
ン 4）の 測定結果を Fig．2E と した．

塩不溶性抽出画分で は，原料米に お い て 分 子量 14〜98

kd にわた り 14の バ ン ドを認 め る が （Fig．2D ），　 AFT −

R ⊥は そ の 中 で 8 成分 の み 検出 さ れ，そ の 中で も 3 成

分が強 く検出され る に す ぎなか っ た （Fig．　2　E）．

3）原料米と AFT −R 　1 を用い た IgE−EUSA の 結果

　全抽 出画 分及 び 塩可 溶性抽 出画 分 を抗 原 と し て

IgE−ELISA を実施し，49011m で測定 した C）．D、値を比

較 した．まず，10倍，100倍，1000倍 に PBS で希釈 し

全拙 11魑 分 を抗原 と して，IgE−ELISA を実施し た と こ

ろ，原料米で は，どの 抗原希釈 度 にお い て も同様 の

IgE−ELISA 値が得 られ た ．　 AFT −R　1 で は 10倍に希釈

し た全抽出画分に お い て lgE−EL【SA 値が最 も高値 を

示した こ とか ら， 原料米 は 10｛〕0 倍希釈物を AFT −R　1

は 10 倍希釈物を抗原 と し て 血清希釈 を 2．5倍〜2560

倍として IgE−ELISA を実施 し両者を比較 した．その 結

果を Fig．3 に示 した．原料米の 場合，プール 血清の 640

倍希釈度に お い て OD ．値 は 0．189，　AFT −R　l で は プ
ー

ル 血清 の 10倍希釈度 にお い て OD ．値 は 0．188 と　
一
致

した．従 っ て ，抗 原 希釈 に お い て 100倍，プ
ー

ル 患者

血清 の 希釈 に お い て 64 倍 の 差が 認 め ら れ，線料米と

AFT −R　1 の 間 に 工gE 抗体結合活性 と して 640G倍 の 差

が存在する と算出された ．次に塩可溶性抽出画分を抗

源として ， IgE−ELISA を実施 した とこ ろ ， 原料米で は

IOO倍希釈物に て ⊥．657 と高値を示 した．一・方，　 AFT ．

Rl の 塩可溶性柵 ll画分をそ の まま抗原 として も O．D．

値は O．oelと陰性を示 した．そ こで 次に濃縮 した AFT −

R ⊥の 塩可 溶性抽 出画分 を抗 原 と し て lgE−ELISA を

実施し た．Fig．3で 示 した 全抽出画分 の 場合と 同様に

プー−tル 血 清 を用 い た 希釈曲線 を作成 したと こ ろ，源 料

米で は ，
プー

ル 頗 青の 1280倍希釈度 にお い て ⊂〕．1）値

は O．048，AFT −R ユか ら得た濃縮物で は，プール 1卿青の

5 倍希釈 に お い て 0．D．値は 〔｝．052とほ ぼ同値 を示 し

た．従 っ て，米に含まれ る抗屡〔量 に お い て 100 倍，プー

ル 患者亅破清 の 希釈 に お い て 256倍 の 差が認め られ ， 原

料 米 と AFT −R ］の 間 に lgE 抗体 の 結 合活性 と し て

25600倍の 差 が存在する と算出した．

4）AFT −ld の 臨床試験成績と AFT −R　lに対する ］1皿清

学約評価 の 結果

　 （対象 ・材料 ・方法）の と こ ろ で 述 べ た ように 米 の 除

去試験な い し経 口 負荷試験 に て 米 ア レ ル ギ
ー

の 関与が

確認 され た AD 患者 上5 例 を対象と した AFT −R　1 の 臨

床試験の 成績を Table　3 に示した．臨床試験 の 結果 ， 15

例申 8例 は AFPP−R 　l の 3kg 投与に よ り皮膚症状の 著

明改 善を，4例 に お い て 改稗を認 め た．2 例は フ ァ イン

ラ イ ス の 投与に よ り皮膚症状の 改善が 認め られ ，こ の

皮疹 の軽快状態 は AFT −R ！の 臨床試験 中も引 き続 き

維持さ れ た．対象例中の 1例は，AFT −R　iの 臨床試験

開始4Ll 目よ り痒み を伴 っ て 皮疹 が 悪化 し た た め ，試
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　 Table　3　Evahla〔iol】〔｝f　AFT −R］hlけle　clhli〔
・
al　n

『ia［

No．I　CIhLical　 effec 亡by　AFT −R1
　 十．．・．　 ．一一　 ・　 一．

一ヨー 一．
imp 「°ve

吐
21 　　 imPエ

・
。＞ed

3　…　　　　　　i【nproved

4 ≧ユ〔卸tw 〔，lsene ⊂ド

5 ．　 　 　 i聖nproved

6　　…　　　　　　　u （）t　svorse 口 ed 　
“

　 1

　　　 1
・
eioarl｛ably 　h1ユpr〔｝VL

・d　　i　　　　　　▽ery 　useful

’−R1
一一．　　　　　　　　　　一．一一
Use丘Lhless 　of　AF 厂

r．R
　一
】
一

uSe 丘llluse

創
一一　　　　．．一．一
us 瞭 dusefLL

↓
　　　　．一一一一一
11sef／ll

騰 ellu ⊥
　　　　　　　　．一一

Tabie　4　Resu⊥t　of 【gE −ELISA 　tQ　ext 「ac 亡s

　　 from　AFT −RI　and 　regl 至lar　ri〔x 三

E

　 　 　 　 　 　 亅gE ・ELISA （0 ．D ，　vaiues 　at 　490nm ）

面 1∵ll｝◎臓纛；∴

8　　　　re ・tmarkab ！y 　lrTlprovt ／d

g　　　　r じnlarkably 　iエnproV じdLc

］

・d

／dcd

．cl

usefulusefL

と↓

usef ［1［

useruLuseflllLisc

／rul

し1sefU⊥

　　　　　　　　　　n 〔〕1　 Use 「ul

nol　wersene ：d　
ny

：1正Mpr σvenlent 　induced　by　utlエltillilti（｝n　diじt

or 　rk ：c 　was 　 mai 【1匠ained 　aftCr 　AFT −R1

験 を中止した．以上 から，AFT −R ］の 摂取 に よ り皮疹

の 改薄が認め られ た ／2例，フ ァ イ ン ラ イ ス投与．IJ寺と同

程 度に 症状 が 維持 さ れ た 2 例 の 含司 14例 に お い て

AFT −R　l は宥川 で あ り，残 り 1 例 は 明 ら かな悪化 が 認

め られ 有用 で は な い と判定 さ れ た．

5）AFT −R　l の 臨床試験対象患者血清を川 い た AFT −

R ！に対す る撫清学的評frlliの 結果

　今1旦iの 臨床試験対象 上5 例の 中で 採lfl
’
Lが許 された ！3

例 に つ い て lgE−ELISA を実施 し， そ の 結果 を Ta／：le

t に 示 し た．原料米の 全書離 臓 分お よ び AFT −R ｛の 塩

11∫溶
’1ゾli抽出 1由i分・と 全抽出 1由i分 に 玄∫す る lgE−ELI ＄A ・

値

を血清の 1〔〕倍希釈液を用 い て il［lj定し比較 した．13例

全 例で 原 料米 の 全抽 出 画分 に 対 す る lgE 値 を認 め

（0，057〜1．856），AFT −R　iか ら得た 塩 卩f溶性抽出画分

に対す る IgE−ELISA 値 は 陰性 （0．00．D を示 した ．　 AFT −

Rl よ り彳［亅！た全抽出画分に対す る IgE−ELISA の 結果，

AFT −R　1が有効で あ っ た 12例 の AD 患者 【1［1清 で は ， 7

例 で 陰性 で あ っ た．5 例にお い て lgE−ELISA値 と し
．
て

D．4⊥6・− 0．054を認めたが 原料米 の 全抽 出画分に比較す

ると低値 を示 した．AFT −R ユの 摂取 に よ り症状の 増悪

を認め た 1例 σ）血 清 で は，Tablc　4 に示 した よ うに

一．
　　［ O、224　　　 「　　　　一．

一

　　　　　　　　〔｝．OOユ 0．（10上

2lLotteSted
宕

110nested
【

ll⊂〕亡 tε sle ♂

3 O．118　　　　　　　　　｛ 0．DOI 0，001

4 o、075　　 1
．

0．0〔冂 0、00⊥

5

…
砦 O．545 ODO1 0．094

6 0、976　　　　　　　　　1
αOO1
　　　　．一．

0ρOl

7 … エ．201　 1
一
〇、OO1 0282

■

一
　 8 ． D，057 0．001　　　− ．一 0．001

9
、一一一一↓一一＿．一一

O、69⊥　　　 1

　　　　　　． −
　　　　　　　ODO1
一

一　一一
〇、054

一

　　　Ilo
o、ll3　　　 10 ．001 0．001

11 ； ］．856 0．001 O．416
　 　 　 112

0．021 0．〔10王 0．001

　　13
　 　 　 　 　 旨一一

0662
− ．

D．001 〔）．144

L4

一
　　 1／0 τ 1

・
ested

孝
nO τ tested

寧
m ＞tteSted

觚

15
− 一

L245 〔｝．〔［Ol 0．436

not 　tested　
1

：The 　test　coul 〔l　not 　be　perfDnned 　becallse　ot
’

not 　to　allc〕、v 〔｝f　usil ／g 　th 巳 bl（）od 、

AFT −R 工の 全 抽 出 画 分 に 対 す る lgE−ELISA 値 は

0、436 で あ り，原料米の 全抽 出画分 に比較す る と低値を

示 し た．

　 さらに AFT −R　l に残存す る 蛋 白質の 中 で 如何な る

蛋 自質バ ン ドが患者血清 と反応 して い る かを明 らかに

す る た め，AFT −R　l を抗原 と した lgE一イ ム ノ ブ ロ ッ

トを実施 した．臨床 試験 を実施 した 9症例 の 血清 にて

イ ム ノ ブ ロ ッ ト解析を 行 う こ とが で き，そ の 結呆 を

Fig．4 に示 した．　 AFT −R ユの 摂取に よっ て 増悪が認め

られ た 症例 に お い て 60kd の バ ン ドとの 反応 が検出さ

れた，

6） AFT −R　l に残存する 60　kd 分子の N 末端ア ミノ 酸

酉己歹叮o）〜夬定

　AFT −R　l に残存する 60　kd 分でを同定す る 目的 で

同分子 を単離 して N 末端ア ミ ノ 酸配列の 決定を行 っ

た．N 末端 の ユ7残基 を決 定 しそ の 結果 を Fig．5 に 示

し た．ホ モ ロ ジー検索の 結果，同定し た 17残基 の ア ミ
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　F玉9．4、　 1）ctection 〔｝f　thc　IgE　antibody 　bin（ih19　Pro一

ヒehl 　band　in　the　wh 〔〕le　frar　i（）n　from　AFT −R　l ［エslngT

sera 　from　the　paLlents．

　 IinrnしLnc）bLotl．tng　ana1｝
，sis　were 　Pcrfor ｛ned 　with 　g

sera　frOln　the　pa／ienしs　il！ t廴且is　ullnl〔a！trial．　The　line
number 　in　this　irTu皿 uno ｝，⊥ottlng 　 study 　correspond 　to

しhe　numl 〕er　of　the　sera 　Er〔｝1n 　 AD 　PatieロLs　in　tible　il，
Lane　i工　；mO ］eCular　、VGghL 　rnarker 　I）liuspholyiase−B

〔97，lkd），　album ［11　C66　kω ，　ova ！burnin　U5 　kd），　cとu
’・

boロ［c　anhyd 「asc （31　kd｝’　tt》psin　inLLibiしor 〔21．5　kd），

lysozy1ne　〔14．4　kd）．Tbe 　60　kd　pr （，tE・ill　b　uld 　cDu ！d　be

detected　as 　o上　ha丶
・ing　IgE　billdinE．　a〔tlvity，　and

正rla『kCd　th〔　piacξユwiLh 　al／ arrO “
，．

ノ酸配列は ， 日 本 DNA デ ータ バ ン ク （DDBJ ）の ア ミ

ノ酸配列データ ベ ー
ス に登 蛛 され て い る JQ　0703すな

わち米に含まれ る ADP （UDP ）グ ル コ
ー

ス
ー

ス タ
ー

チ

Vグ ル コ シル トラ ン ス フ ェ ラ
ーゼ の 配列 と

．一
致する こ

とがわか っ た．

4 　察

　楠自米 に 酵累溶液を含浸処 理 す る こ とは，米粒に合

まれ る ア レ ル ゲ ン 彡丿 子の 除去 に 有効 で あ り，米 に 合ま

れ る ア ル ブ ミ ン 分画の 蛋 广1質と共 に グロ ブ リ ン 分「由1の

蛋白質も 90％ 以上が除去で きる1｝．そ の 結果，酵素処

理米 の 総蛋 自質 t は 4．2％ にまで低減化 されて い る，

しか しながら，臨床試験 の 糾 果，有効性 は対象患首の

7 割 で あ り，酵 車処理 米に未だ ア レ ル ゲ ン 分子 が 残存

す る こ とが示唆 されて い るm 。我 々 は，酵索処理米 に

比 較して よ り有功性 が 高 く，しか も徇便な操作 で ア レ

TheN −tcrminal　aminu 　acid　sequence 　determincd

ATGAGMNVVFVGAIE 団AP

JQO703
　　↓
．．．・ATGAGMNVVFVGAEMAP ．

Theamino 　acicl 　sequence 　ofAI ，P（UDP ）−GLucose・stai・ch 　glycosyl
色ransferase 〔Waxy 　protein〕from　O ．蝋 i剛 EC 　2．4．1．21）
P 尾℃ curcer 　609　AA 　rcsidues ，111atUl

’
e　532　AA 江

’
esidues

　 F正．5，　 D 〔〕匙crmina 直bn 　oi
’N−terminal ；Vl／ino　add 　se．

quenccs 　of ［hc　6〔｝kd　prot〔 min †he　sa ［t　ins（）lub［e　frac’−

tiorl．

ル ゲ ン を低減化す る 力法の 同発を目的に米ア レ ル ゲ ン

の 低減化方法を検討した．その 糸
」

呆，米粒をア ル カ リ

浴液に 含浸する こ とで ア レ ル ゲ ン 分 fを除去 で きる こ

と を見 い だ し，ア ル カ リ 処 川1ア レ ル ゲ ン 低減化 米

（AFT −R　1）を作成 した．現在の と こ ろ
，

ア レ ル ゲ ン の

低減化 皮 の 測定 に 関 し て 規 疋 され た 力法 は な い ．そ こ

で 患 6 】Iltlliを 用 い た 1』E 抗体 の 結合能 を IgE−ELISA

他 として 測定 して MIIiiす る こ とを試み た．す なわち，

八FT −R　l に対す る lgE抗体 の 結合能 を原料米 の それ

と1nl清の 希釈 で 比 lkする こ と，さらに AFT −R　l と垢桝

米の 蛋 臼質の v ：的 な掌 の 両 1自1を併せ て ア レ ル ゲ ン 活性

の 低減化度とした、患 6岶1翫と反応す る 瀦蛋目質ク♪予

につ い て イ ム ノブ ロ ッ トに て 角耳析す る と，複 数の 分 r・

と昊 な る 強さで 反応 し ， 【IILI静 」に ア レ ル ゲ ン との 反応

’iノ｛が 異な っ て い た Lt・SI．そ こ で 20 例の 米特異 IgE 抗休

陽性 の 患石 1頗 l」を1昆合 し， プ
ー一

ル jilL清と して ，，1一価に 用

い た。そ の 結果，AFT −R　1 に今まれ る ア レ ル ゲ ン は 旗

料米 に 比 捷して 6400分 の 1 に （Fig．3＞，塩 ［1∫浴竹画 分

に 限れば AFT −R　1 に含まれ る の は 原料米の L％ あ度

で あ り （Table　2）．ア レ ル ゲ ン 活
’1娃は 2 万 5

−
「分 の 1

以
．
ドに低減化さ れ て い る とil

’ ⊥1さ れ た．また，　 AFT −

Rl に 残存す る 上 Ir∫溶性抽出 1坦「分は
， 濃縮物 を解析 し

た と こ ろ，原料米の それ とバ ン ド ・パ ター一
ン が 畦 な り

（Fig．2，　Fig．3），ア ル カ リ処理 に よ っ て 1
「
：
・質の 両面で

低減化が 実施出来て い る こ とカ N っ た．

　食 物 ア レ ル ギ
ー

の ）断 は，近 年，d｛｝ubte −b！ind

p！acebo −controlled　feod　challenge （DBPCFC ）に よ o て

客観的 に 診断 され る こ とが ノtま しい と さ れ る が，非即

時刑 の 米 ア レ ル ギ ーに つ い て は，そ の 実施が 困難な た

め ，今圓は オープ ン で 米 の除去と1匿口負仙試駄 に よ っ

て 観察され る ］、ll「，床効果 に其 つ い て 診断した．そ して ，
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48 ア レル ゲ ン 低汲化米 〔AFT −R　D の 有用
‘14｛細i

米 ア レ ル ギ
ー

の Ffi　tj・があ る と確認 さ れ た AD 患 言に

おけ る 臨1木試験に お い て ，AFT −R　l は，15例 中 14 例

に有効 で あ り，有効率 93％ との結果をイ，j’た。そ の
．一

万 ，

AFT −R ／の投与試験 の 箱果 と 対象患者 1i江清を用 い た

lgE −ELISA の 糸lll呆 は ，AF
’
r−R ［に lgE抗体 と 結合す る

分子が残存 して い る こ と も示 して い た．↓渓 ，」 不溶

性の 王自質分子 の 中 に ア レ ル ゲ ン と して 働 く分子が存

在する こ と は，酵素処 王甲米の 臨床 試験結堪か ら も示唆

され て お り，今［「｛1，我 々 は，そ の 1 つ と して 60kd 分
．
子をlrl！定 した CFig．4）。60　kd 分

「
r一の N 末 嵩ア ミ ノ 酸

配列を解析 し，AFT −R　l に残存す る 60　kd ア レル ゲ ン

分 ∫
・
の N 末 端 17残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 が ADP

〔UDP ） グ ル コ ー
ス
ー

ス ター
チ ・グ ル コ シ ル トラ ン ス

フ ェ ラ
ー

ゼ の ア ミノ 酸配列 と一
致 す るこ とを見 い だ し

た 12｝．同分子 は，澱粉合成酵素 の 1種で あ り，2 分予

の グ ル コ ース 分 ／
一
を脱水反 応 に よ り丿韮結する 反応 を触

媒する酵幸 で あるe 通常，秋 類に多單1に含まれ て お り

澱粉 の 合成 に 重 要 な役割 を 果 た して い る．酵素日身は

端溶液 に 凵∫溶性 で あ る が ，同酵素は合成された販粉 tt

中に 埋没し て お り，そ の 多くは澱粉 と粒含 し て存在 し，

きわめ て抽出され に くい 蛋 日質允 r一として 知 られ て い

る i3｝．従っ て ，ア ル カ リ処理 に よ っ て も米粒か ら外 へ

抽出 され ず，米粒中に 妓存する もの と推測する．AFT −

Rl の 臨床 1武験 で 増悪が認 め られ た息者 の 豆［L清に お の

て lgr 抗体 との 結 合能 で 60　kd 分子が検出 さ れ た が ．

こ の 症例にお い て 60kd 分子が 症状誘発 の
こ
任 ア レ Jレ

ゲ ン で あ る か 否か は現 時点 で は明 らか で ない ．しか し，

同分 予は，殺類聞に広 く分布して い る 酵素で あ り，渉

9・E一も近似 して お り，ア ミノ 酸配列 の 柑同性 も高 く，

穀類同の 父 左抗原性の
・
異 を担 っ て い る 冂∫能性か示唆

され る．例 えば， トウ モ ロ コ シ 1 ・ジ ャ ガ イモ L・ 」の 澱

粉合成酵素は 60kd ， 小麦は 67．7　kdユen，え ん どう t，，：1・よ

58kdi，’1，ア マ ラ ン ス は 68　kdiSで あ る と撒 占され て

い る．各戯類か ら単離精裂さ れ た 澱粉ム 成酵率の ア ミ

ノ 酸配列お よ び遺伝予配朔を比較す る と ， そ の 相 同 性

は氷 ・小麦 ・トウ モ ロ コ シ ・ジ ャ ガ イモ
・
キ ャ ッ サ バ

閲は 80％ 以 一Lm ）と い ず れ も高 い 値 で あ る こ と が 報 llr

されて い る。今回 の検討の 結果，澱粉合 成酵素 の 1 つ

で ある 60kd 分子が IgE抗体との 結合活性を保持 して

い る こ とを明らかにで きた （塩 ）lj
．
溶竹抽 出画分に L匕使

すれば弱 い ）。しか し なが ら こ の 60kd 分子か塩不溶性

の 米ア レ ル ゲ ン と して
， 塩可溶性の 米ア レ ル ゲ ン を除

去 した ア レ ル ゲ ン 低減化米 に無効 の AD 患者 にお い

て ど の 位 の 須度 で 関与 して い る か ， また単に AD 轡 皆

［瞬 1言中に どの 程度の 頻反 で 制 ，UgE 抗体が 検出 され

る か と い う「題 は，改 め て 評価 を ｝す る
「，果題 で あり，

四 在 ヒ ス タ ミ ン 遊離武験 あ る い は皮膚テ ス トを加 えて

検討 して い る．

文　献

　U 池澤 S・郎，池 凵」〜敏市，小 倉喪 郎，小 rHI「 冖？，馬 坂文

　　武 他 ： ア トピー
仕皮肋 炎 に メ・jす る 低 ア レ ル ゲ ン

　　米 〔IIRS　1）の ltE原 功 果，ア レ ル ギー 40，633−6d2，
　 　 19912

）Urisu，　A、，　Yalna⊂ta，　K 、Matsuda ，　S、，　Yasakj．　II．，
　　YIInada，：＞1．，　et 　al、：16．．　kilodalton　 rice 　prot （mis

　　 onc 　of 　L｝／e　 rnalor 　allcrgens 　in　rice 　grairl　 extract

　　 and 　responsibie 「or　cr〔｝ss−ullergen じtty　bct“ reen 　ce −

　　 rea ］grains 　ill　the　poaceae　familys．　Jnt．ノVch ，　A1−

　　1er
，gy／Lr？r　l　Jn”” unot ．96 ，244 −252，199⊥．

3＞嶋田預 祐，丿く野 こ郎 ：米 ア レ ル ゲ ン とその 低減化

　　研 究．
“
低 ア レ ル ギー

食品の 開発 と展望
／t
，シ・一エ ム

　　 シ
ー

出版，PP ．145一ユ51」995．

4， Watanabc ，　M ，、　Miyakawa ，　J．，　Ikezawa ，　Z．，　Suzuki，
　　Y．、Hirau，　T ，，　et　al．：Productk｝1｝〔｝f　hypoallergenic

　　ricc 　by　er〕zyrnatic 　decomPositi” n　of 　c（，11st員Lient

　　pruしeills．∫．1
−
ood 　5（ゴ．55，781−．783，　ig90．

5） Y
［tr 川秋彦 ：低 ア レ ル ゲ ン 無 菌化包振米飯 に つ い

　　て ， 虐 25回研 九会p己録集，覇濁 ア レル ギ
ー

研究会

　　百志　11 ，】1　⊥4，1994、

6） 瑜木 昭 ，嶋 田禎祐，椿　和文，菊池
・．・

憲 1 ア レル

　　ゲ ン 低 減 化 米の 製厄 方法．II本国府 1午庁　公 開特

　　F：1
乙
グ寿判乏　牛fj”lnl　I　7　1⊥5920，］995．

7） Brad’ford、　M 　M ．：Arapid 　and 　sensi しive　rncthod

　　for　the 　quan百Lati〔）n 　of　 micrograln 　quantities　 o 止

　　P
’
roLeill　utiLizing 　the　prindple 〔〕f　protein　dye　bind−

　　ing．　Aital．　Biocltorn，72，248−251．1976．
8｝Laemmli，　U ，K ．： Clc　ivage 　of　strL ］じtLlral　pr 〔｝teins

　　dロ riI】gthe 　assernbly 　ol　the　hea〔t〔〕f　bactcrioPha』e

　 　T4 ．　Natxtre　227．681685，⊥970．
9）池iv　rS 郎，椿 　和文洋昌1田俊

LF
：ア トピ ー

性皮膚炎

　　に お け る ア レル ゲ ン 低 減化小女朸 （IIAW −A 　1）の

　　有用 性 とそ の 臨 床効未 の ll旺旧 学的角1析．ア レ ル

　　ギー
　43，679．．688，1994．

10〕 椿　和 文，｝，，J橋 由利 ∫
・，相L、．雄幸，松 山秀介 ， 池 澤

　　e 郎，他 ： ア トピー
性皮膚炎患石 而tltを丿IJい た小

　　交の 1 不溶
’1生分画に対す る 工gE 抗 体 の 検出．ア レ

　 　 ノレギ
’一一44 ，134　t42，1995，

11）池洋占郎 ： FI本 に お け る 弔症 ア トピー
性皮膚炎の

　 発症 ・増 悲 図 ∫
」

に 関す る 研究．日 本 リ デ ィ ア オ リ

　　リー協会元 ｛i渡 ゴr報 ，Pl〕．4ユ 60．　19．　89．

］2） Okagaki、　R．J．： Nucleot．｛de　sequencc 　 of　a　long

　 cDNA 　fror／〕the　rice 　waxy 　gcne．　Plnnt　Mot，　Biol，

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

TheJapaneseSociety  of  Allergology

t"l-･l4fi1{tu 49

   19, 5 i:S -5 [6, L992.

13) Macdona]d, F.D.and Preiss, J, I Prtial puri[ieation
   and  charaet.erization  oi g,'ranule-bound starch  syn-

   thase  from nurmal  and  waxy  muize,  Plant I)hysiol.

   78,849 Sr)2, ]985.

14} Shure, M., Wcssler, S. and  Fedoroff, N, : ",lolecu-

   lur id:ntification and  isntatten of  Lhc waxv  locus in

   ]naize.  Cerl 35, 225 233, l983.

15) Vos-ScheperkeuLer, G.t[,, B()er, W' ,, Visser, RGF,,

   Feensta, XEF.j. and  Witl'ihult, B. 1 IdelltiEicatien of

   granule-bound starcl]  synthase  ill 1)otato tubors.

   Pinnf l'hysiol, 82, 411-416, 1986,

16) CLark, J,R,, Robertson, ivl, and  i'XlnsworLh,  C,C, 1

   Nuc:leoLi{le scquence  of xvlieat  (Triticuin aestivuin

   L, ) cDNA  clone eneodi･ng  rhe  way  protein. I)lanl

   Mol, Biol, g6, 1099 llOl, l991.

17) Dry,L SmiLh, A.]t4., Edwar[ls, E,, Btattacliarya, tvr.,

   DLinn, I]., et  aL, : Charucterization oi' cDN,OL  en-

   cerdillg  Lwo  isofomn of granLLLe-boLLnd starch syri-

   thase  which  show  dif'ferential expressien  in devel-

   oping  sterage  organs  of pea and  potato. I)lant J, 2,
   ]93-2e2, 1992,
18) Konisbi, Y,, Nojima, H,, Okuno, K,, Asaoka, M. and

   Fu",a, H. : C haracterization of  sa/.'n'ch granulcs

   [rom waxy,  noll  waxy  and  hybrid seeds  uE Ama-

   rnnthus  hypochondriacus L. Agric, Bilo, Chem. 49,

   1965 197i,1985.

19) Salchuzzaman, S., Jacnbesen, E. and  l･'isser R.G,

   [,', 1 Isolation and  characterlzation  o[ cDNA  ei]-

   coding  grimule-bound  starcb  synthase  in cassava

   CN4nnihoL escu[enta  craF)tz)  uiid  its antisense

   expression  in potalo, l'tant, Mot, Biot. 23, 947-962,

   199Il.

USEFULNII.
          'SS

 OF  IIYPOALLEI{GENIC  I<ICE CAFT-R 1) AND  ANALYSIS  OF

I"HE SALT  TNSOI.UBLE  RICE  ALLERGEN  rvlOI.ECULE

 Zenro  .Ikezawa", Kazu['umi Tsubaki  
"'
 
'i:,

 Hiroyuki Osuna", TciyuShimtLda",

       KazuyukiMoteki**,  HiromuSugiyaina**,  KazukoKatumata**,

                  liiroyuki Anzai"* and  Saburo Ainano* a`
"
 Derpartment qf Dermatorogy, Urcifline Hospital, YokoJmma  City University Scliool of medicine
                   

"
 
'Allergenzfree

 Technoio.ey Laboratory Jnc.

    iXu involvemeltt of rice  a]lergy  in developTnent and  exacerbation  of recalcitrant  atopie  dermatitis (AT))
has been suggcsted  in sotne  cascs, unCL it has been al:so ki]own that elimination  diet of rlce resuLts  in Lmprove-

menL  of AD  and  reductien  of the doses of steroid  ointmenl.  and  anti-allergic drugs used  t'or the treatment.  Wc

prepared  the hypoaLlergenic rice  grain, AFT-R  i (.ALLergen-free Technolog.xi Lab. Inc. -Rice I> , wlth  alkati

treatment  from  the rice  material,  Koshihikari, which  is popular in Japan. Its usefulness  was  evaluated  clini-

cally  and  serologically.  The serological  study  "rith  IgE-EI.[SA shewd  lhat  the majer  allergic  protein were  re-

markably  reduced  to les:s than 1f6400 ot' them  in the AFT-R  1. Then  it was  applied  to the ctinicaL trial, and

evatuated  as  useful  by the c!inieal et'feet in j4 <93%1) out of 15 patients, who  were  diagnosed to hai,Fe rice aL-

Iergy by the eltminution  (in l5 case)  tmd  ingestion Cin ]2 cases)  of the rcg. uLar  rice,  The  serLLm  t?iken from  the

patient, whom  the tXFT-R  1 was  evtual/ecl as  unusefu[  in the clinical triaL vLras shown  to have IgE antibodies  re-

act,ive to a'.he remainingprotein  in AFT-R  1 by IgE-ELISA, and  the 60 kd protein band was  detectecl as an  IgE-

binding component/  of AFT-R  1 by IgE-immunoblotting with  the sarne  serum,  This 60 kd rice protein was

identified as ADP  (UDI') ''glueose-starch gtycosyl transferase (EC : 2. 4, l. 21) by N-terminal amino  acid  analy-

sis, These results  indicated thal  AFT-R  .i is very  useful  as  a  substitute  of  rice  in many  AD  patients  with  rice

allergy,  althou.crh  IgE-binding eomponent  such  as the 60 kd protein is ren']aining  ln one.


