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要 旨

凍結乾燥卵白を用いた経 口負荷試験で即時型過敏反応 を認 め, 鶏卵及びovomucoid(OM)特 異lgE抗 体 価高値

症例16名 を対象 とし, これ らの症例を平均2. 6年 観 察後, 再度 経口負荷試験を行い非寛解群9例 と寛解群7例 とに分

け, 一 度 目の負荷試験の時に採血 した血清を用いてOM domain 3特 異IgE抗 体 価を測定 し, 鶏 卵即時型過敏反応

の予後予知における意義 について検討 した. third domain without carbohydrate chain (D3)とthird domain with

carbohydrate chain (D3CHO)に 対する特異IgE抗 体価の平均は, 非 寛解群が寛解群に比 し有意 に高値であった(p<

0.01). sensitivity, specificity, accuracy, positive predictive value, negative predictive valueは 良好な結果であっ

た. 以上か らOM特 異抗体価で予後が予知が出来ない症例でもOM domain 3特 異IgE抗 体 価で寛解予知の可能性が

示唆 された. 

は じめに

ア トピー素因をもつ小児において, 成 長するにつれ

て, 原 因抗原 と発症臓器 とを異に して, 次か ら次へ と

ア レルギー疾患 を発症 してい く現象は, ア レル ギー

マーチ と呼ばれている。アレルギーマーチにおいて興

味深いことは, 食物ア レル ギーや気管支喘息のような

アレルギー疾患が加齢 とともに軽快 してい く現象, つ

ま りアウ トグローがみ られ ることである. 鶏 卵, ミル

クな どの食物ア レルギーは乳児期に多 く, 幼 児期以降

次第に軽快す るため減少 して行 く2). しか し, その

寛解する時期は患者 によって大 きく異なっている. 

これまでに鶏卵ア レルギーにおいてovomucoid(以

下OM)に 対 する特異IgE抗 体価やペプシン処理OMに

対す るlgE結 合 能 を測定す る ことによってア ウ トグ

ローの しやす さを予知 できることが報告 され てい る

3, 4)

筆者 らは, ペ プ シン処理鶏卵 白OMペ プチ ドを検

討 し鶏卵即時型過敏反応に関与す るIgEエ ピ トープの

一部がOMのdomain 3に 存在 し5), OM domain 3に 対

す る特異IgE抗 体 価の測定が鶏卵即時型過敏反応の診

断に有用であること6)を 報告 した. 今 回, OM domain

3に 対 す る特異IgE抗 体 価を測定す る事 によって鶏卵

ア レルギーのア ウトグロ-の しやす さを予知できる可

Abbreviations: D3; third domains without carbohy-

drate, D3CHO; third domains with carbohydrate, 

HPLC; high- performance liquid chromatography, IHR; 

immediate hypersensitive reactions, OA; ovalbumin, 

OM; ovomucoid, PBS; phosphate buffered saline, 

RAST; radioallergosorbent test, SDS-PAGE; sodium

dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis
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能性がある と考え, OM domain 3特 異IgE抗 体 価測定

の鶏卵即時型過敏反応の予後予知における意義 につい

て検討 した.

対象ならびに方法

1. 凍結乾燥卵 白経 口負荷試験

森 田ら7)の 方法に従 って二重盲検法で実施 した.

2.対 象

凍結乾燥卵 白を用いた経 口負荷試験で即時型過敏反

応 を認 め, 卵 白な らびにOM特 異IgE抗 体 価高値の16

例 を対象 とした. これ らの症例を平均2.6年 後(1.1年

か ら6年)に 負荷試験を行なった. 特 異IgE抗 体 価高値

と判定す るカ ッ トオ フ値 としては0歳 から10歳 の鶏卵

ア レルギーは認 められないが何 らかのアレルギー疾患

を もった患児20人 の卵 白な らび にOM特 異IgE抗 体 価

の平均+2SDで あ る2.1%, 1.9%を 用 いた.

コン トロールには, 卵 白特異IgE抗 体価(Pharmacia

CAP-FEIA)ク ラス0で ア レル ギー疾患 を もたない

児8名(平 均年齢±SD=3.5±1.5歳, 男 児4例, 女 児

4例)を 用いた.

対 象の1回 目の経 口負荷試験 を行 った平均年齢 ±

SDは 非寛解群, 寛解群それぞれ3.1±2.6歳, 3.4±2.6

で行 い, 2回 目の経 口負荷試験はそれぞれ5.1±2.1歳

6.5±3.3歳 に実施 した. 1回 目 と2回 目の経 口負荷試

験の間隔はそれぞれ3.4±2.6年, 1.9±0.5年 と し, こ

れ らすべてにおいて両群間で有意差はなかった.

3. オ ボ ム コイ ドに対す る特異IgE抗 体 価 の測定8)

抗原は, 卵 白(キ ユー ピー株式会社研究所 から供与), 

OM(キ ユー ピー株式会社研究所か ら供与)を 用いた.

卵 白な らびにOMをcoupling buffer (0.1M NaHCO3, 

0.5MNaC1, pH8.3)で1mg/mlに 溶解 し, cyanogen bro-

mideで 活 性化 したpaper disk(直 径5mm東 洋濾紙No. 6)

100枚(paper disk 1枚 あた り100μgの タンパ ク量)と4

℃ で一晩反応 させた.反 応終了後, glycineで4時 間, 

室温 でブロック し, さらに, 遊 離 の抗原 をcoupling buff-

erと0.1Msodium acetate buffer (pH4.0)で 交 互 に洗

浄 し除去 し, radioallergosorbent test(以 下RAST) disc

と して用いた.

特 異的IgE抗 体 価の測定は, 作 製 したRAST diskに

患 児血清を50μ1添 加 し室温で一晩静置 した. そ の後

0.05%Tween20含 有pH7.2phosphatebufferedsaline

(以 下PBS-Tween)で4回 洗 浄 し, 1251一抗 ヒ トIgE抗

体(44.4KBq/ml)(Dainabot K.K.)を50μ1添 加, 室

温 で 一 晩 静 置 し反 応 さ せ た.そ の 後paperdiskをPBS

-Tweenで4回 洗 浄 し た 後, 結 合 し た1251を γ カ ウ ン

タ ー(Packard Co. Ltd)で 計 測 した.1251総 カ ウ ン ト

に 対 す る 各 検 体 のpaper(Hskに 結 合 して い る1251の カ ウ

ン ト数 の 割 合(%binding)を 求 め, 特 異IgE抗 体 価 と

し た. %bindingが コ ン ト ロー ル の 平 均 十2SD以 上 の 場

合 特 異IgE抗 体 価 高 値 と した.

4. OM domaln3の 精 製9)

OM (50mg)を2%炭 酸 ア ン モ ニ ウ ム(NH4HCO3)

(和 光 純 薬)1mlに 溶 解 し, Staphylococcus aureus V8

protease (SIGMA-ALDRICH Fine Chemicals) 0.5mg

を 加 え37QCで6時 間 反 応 さ せ た. 反 応 終 了 後 酵 素 分 解

OMを5%蟻 酸(HCOOH)で 平 衡 化 したBio Gel P-10

(2×90cm)(BIO-RADLaboratories)に 添 加 し, 同 蟻 酸

溶 液 で 溶 出 し て 分 画 し, さ らにC18カ ラ ム(0.5×15cm)

(Bio丘neRPC-PO, 日 本 分 光)を 装 着 したhigh-per-

formance liquid chromatography(以 下HPLC)装 置(880

-PUU高 圧 グ ラ ジ エ ン トシ ス テ ム, 日本 分 光)に よ る

逆 相HPLC法 を 用 い て 糖 鎖 が な いdomain 3(third do-

mains without carbohydrate)(以 下D3)と 糖 鎖 が 付 い

て い るdomain3(third domains with carbohydrate)(以

下D3CHO)と を 分 離 し た. D3とD3CHOはSDS-PAGE

でsinglebandで あ る こ と を 確 認 し た.

5.0Mdomain3に 対 す るlgE抗 体 価 の 測 定10)

0.1M sodium carbonate buffer(pH9.5)に タ ン パ ク濃

度5μ9/mlと な る よ うに 溶 解 したD3CHOとD3を そ れ ぞ

れ96穴 の 塩 化 ビ ニ ー ル プ レー ト(ELISA用 プ レー トE)

(Sumitomo Bakelite Co., Ltd)に50μ1/wellず つ 分 注 し,

4℃ で 一 晩 静 置 し反 応 させ た. PBS-Tween (1 well

当 た り100μ1)で4回 洗 浄 後, 0.1M sodium carbonate

buffer (pH9.5)に 溶 解 し た2%human serum albumin

(以 下HSA)(Sigma Chemical Co.) 100μlを 各wellに

添 加 し37℃ で1時 間blocking処 理 を 行 っ た. つ い でPBS

-Tweenで4回 洗 浄 した 後, 患 者 血 清 を50μywellず つ

加 え, 室 温 で12時 間 反 応 させ た.そ の 後PBS-Tween

で4回 洗 浄, 1251一抗 ヒ トIgE抗 体(44.4KBq/ml)

(Dainabot K.K.)を50μywellず つ 分 注 し, 室 温 で12時

間 静 置 し反 応 さ せ た. 最 後 にPBS-Tweenで4回 洗 浄

し, 各wellを 分 離 後, γ-counter (Packard Co. Ltd.)

で125Iの 放 射 線 量 を 測 定 した.実 測 値 をwellに 加 え た125I
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の総放射線量で割 り, この値 を百分率で表 して%bind-

lngと した. ま た%bindingが コン トロールの平均+2SD

以 上 の場合特異IgE抗 体価高値 とした. 

また測定サンプル としては1度 目の経 口負荷試験の

前後1ヵ 月以内に採血 され一20℃ で保存 された血清を

用いた. 

6. 統 計処理

統計処理は, μnpaired t test, z2検 定 で行いP<0.05

を有意差 あ りとした. また特異lgE抗 体価はすべて対

数変換 した後, 統計処理を行った. 

7. 予後 予知の検討

D3CHOとD3に 対 す る特異IgE抗 体価の鶏卵即時型

過敏反応おける予後予知における意義を検討するため

に鶏卵アレル ギーをもたないア レル ギー疾患児の特異

IgE抗 体 価 の平均+2SD(D3CHO: 0.08%, D3: 0.11

%)で 高 値群 と正常群 とに分け, 経 口負荷試験の結果

を基準と してsensitivity, specificity, accuracy, positive

predictive value, negative predictive value を求 めた.

結 果

2回 目の負荷試験の結果, 非寛解群9例, 寛 解群7

例 とに分けた. また, 卵 白及 びOMに 対 する特異IgE

抗 体価は非寛解群, 寛 解群 との間で有意差は認めなか

った(Table 1).

D3CHOに 対 する特異IgE抗 体価の平均は, 非 寛解群

で0. 28%, 寛 解 群で0.07%, D3に 対 す る特異lgE抗 価

の平均は非寛解群で0.34%, 寛解 群で, 0.08%で あっ

た(Table 1). 統計 処理の結果, D3CHOな らびにD3特

異IgE抗 体価は, 両方 とも非寛解群が寛解群に比し有

意に(p<0.01)高 値 を示 した(Fig 1). 

Sensitivity, specificity, accuracy, positivepredictive

value, negativepredictivevalueは, D3CHOで88. 9%, 

71.4%, 81.3%, 80.0%, 83.3%, D3で100%, 71.4%, 87.5

%, 81.8%, 100%, とい ずれ も良好であった(Table 2). 

考 察

鶏卵ア レル ギーの自然経過について馬場2)は, 生

後6ヵ 月の時点で鶏卵ア レルギーの症状のあった患児

が3歳, 6歳, 9歳 で どれ くらいアウ トグローするか

Table 1. 対象患児16名 の免疫学的背景

SD: 標 準 偏 差 、 P: 危 険 率

P<0.05: significant *: unpaired t test
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Fig 1. ovomucoid domah 3に 対す る特 異IgE抗 体 価(%binding)

 unpaired t test; p<0.05: significant

 D3CHO: thhld domain with carbohydrate chain、

 D3; third domain without carbohydrate chain

 ---非 ア トピ ー コン トロ ー ル のM+2SD

 error bar; 平 均 ±2SD

P<0.01

非寛解群 寛解群

 D3CHO

p<0.01

非寛解群 寛解群

 D3

Table 2. 鶏卵即時型過敏症の予後予知におけるナボム コイ ドドメイン3

 に対する特異lgE抗 体価の意義

D3CHO: third domain with carbohydrate chain

D3; third domain without carbohydrate chain

M+2SD: コン トロ ー ル の 特 異IgE抗 体 価 の 平 均+2x標 準 偏 差
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を検討 し, 3歳 で51.2%, 6歳 で72.2%, 9歳 で82.4%

が ア ウ トグロー していた と報告 している. これは, 鶏

卵 アレルギーが加齢 と伴に寛解することを示 している.

森 田ら(7は, 鶏 卵 ア レルギー患児の二重盲検法 に

よる経 口負荷試験の結果 とRAST法 のス コアとの関係

を検討 した. RAST法 で ス コア3以 上の症例では, 2

歳未 満では15例 中13例(86.7%)が 即 時型過敏反応陽

性であ り, 2歳 以上の症例では, 22例 中15例(68%)

が即 時型過敏反応が陽性 であったことか ら, 2歳 以 上

では特異的IgE抗 体 価 と経 口負荷試験の陽性 率の相関

が低 くなると報告 してい る. つ まり, 2歳 以 降では卵

白特異IgE抗 体 価が高値 の症例でも鶏卵過敏症が生 じ

ない症例が増加 して くることを意味 している.

Bernhisel-Broadbentら3)は 卵 白特異IgE抗 体 価高

値の乳幼児 を対象に して, 経 口負荷試験を経時的に行

って鶏卵ア レルギー症状が持続 してい る10名 と鶏卵

ア レル ギーがア ウ トグロー した11名 のovalbumin(以

下OA), OMに 対 する特異IgE抗 体 価を比較 した. そ の

結果, OA特 異IgE抗 体 価は, 両群 間で有意差はなかっ

たが, OM特 異lgE抗 体 価 は, ア ウ トグロー した症例

が しなかった症例に比 し有意に低値であった と述べて

いる. つ ま り, 卵 白特異IgE抗 体価 が高 くて も, OM

に対 する特異IgE抗 体価 を用いれば, 予 後を予測でき

ることになる. しか し, 彼 らのデータで も両群のOM

特 異IgE抗 体 価 をみる と, オ ーバーラ ップす る症例が

多いことが判る.

また山 田ら4)は, OM特 異IgE抗 体 価高値の症例 を

対象 と して, ペ プ シン処理卵 白OMに 対するIgE結 合

能をRASTinhibitionで 測 定 し, ア ウ トグロー した症例

は, しなか った症例に比 し有意にIgE結 合 能が低値で

あった と報告 してい る.

そ こで, 筆者 はOM domain3特 異lgE抗 体 価を測定

する事により鶏卵即時型過敏反応の予後を予知ができ

るのではないか と考 えOM特 異IgE抗 体 価高値の患者

血清を用い検討を行った.

D3CHOとD3に 対 す る特異lgE抗 体価 の平均 をみ る

と, 非寛解群は寛解群に比 し有意 に高値であった(p

<0.01).さ らに, sensitivity, specificity, accuracy, pos-

itive predictive value, negative predictive valueも 良

好な結果であった. 今 回検討 した対象はすべてOM特

異IgE抗 体価 高値 の症例 ばか りであった. OM特 異抗

体価 で寛解予知が出来なかった症例 もOM domain3

特異IgE抗 体価な らば予知が可能であると考えられた.

鶏卵に対す るアウ トグローを起こす機序11,12)し て, 

分泌 型IgAの 増加, T cellトレランス, 抗原特異suppressor

T cellの出現, 消化 酵素分泌の成熟などが示唆 されて

いる.

筆者 ら5,6)は す でに, OM domain 3は ペ プシン処

理後で も経 口負荷試験陽性患者 のIgE抗 体 との結合能

を保持 しているペプチ ドであることを報告 している.

成 長 と伴に胃粘膜か ら分泌 されるペプシンが増加 して

消化能力が向上 しても, このペプチ ド上のIgEエ ピ トー

プは壊 されにくいといえる. このよ うなペプシンに対

して安定なIgEエ ピ トープを認識するIgE抗 体 を持つ患

者は寛解 しにくいことが考え られた.

御 校閲 して頂いた藤田保健衛生大学医学部小児科学

教授浅野喜造先生に深謝致 します.

なお本論文の要 旨は, 第102回 日本小児科学会学術

集会(東 京)で 発表 した.
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 ROLE OF SPECIFIC IgE ANTIBODIES AGAINST OVOMUCOID DOMAIN 3 IN THE PEPTIDES IS 

 USEFUL FOR PREDICTION OF CLINICAL OUTCOME OF HEN'S EGG HYPERSENSITIVITY. 

 Hitoshi Ando 1, Reiko Tokuda 2, Eiko Wada 2, Yasuto Kondo 2, Yutaka Morita 3, Kazue Yamada 4 

 Fumiya Horiba 1, Susumu Masuda 1), Tsukasa Matsuda 5, Atsuo Urisu 2 

 Department of Pediatrics Toyokawa city hospital1>, Department of Pediatrics 

 Fujita Health University School of Medicine 2 ), Department of Pediatrics 

 Kariya General Hospital 3, Yamada Clinics 4 

 Department of Applied Molecular Biosciences Graduate School of Bioagricultural Sciences Nagoya University 5 

 Sixteen egg- hypersensitive subjects with high IgE antibody titers for egg white and ovomucoid (OM) were divided 

into two groups of outgrow (n=9) and persistence of egg hypersensitivity (n=7). Egg hypersensitivity was judged 

based on the results of double- blinded placebo- controlled food challenges with freeze- dried egg white antigens. We 

measured specific IgE antibodies for ovomucoid (OM) third domains with (D3 CHO) or without carbohydrate (D3) at 

the time of the first challenge, and compared the titers between the both groups. The subjects with positive results to 

the follow-up challenge showed significantly higher specific IgE antibodies for D3 and D3CHO than the subjects with 

negative challenges. The sensitivity, specificity and accuracy for a predictiton of outcome of egg hypersensitivity of spe-

cific IgE antibody titers to D3 and D3CHO were 100%, 71.4% and 87.5%, and 88.9%, 71.4% and 81.3%, respectively.

These results indicated that specific IgE antibodies for D3 with or without CHO gave a useful diagnostic tool for a 

predictition of outgrow of hen's egg hypersensitivity. 


