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オ ボ ム コ イ ド のfragmentに つ い て の 検 討
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要 旨

ペプシン処理 オボムコイ ド(以 下OM)を ゲ ルろ過法な らびに逆相HPLC法 で 精製 し, IgE結 合 能 をもつfragment

を決 定 し, さ らにそのfragmentに 含 まれるペ プチ ドのN末 端ア ミノ酸配列 を決定 した. 対 象はOMの 特異的IgE抗 体

高値の患児15名. これ らの患児に二重盲検法による卵 白経 口負荷試験を行い即 時型過敏反応(以 下IHR)陽 性 群 と

陰性群に分けた. ゲルろ過法で精製 されたfragmentに 対 するIgE結 合 能は, IHR陽 性 群でfraction23, 38が 有 意に高

値であった. そ の中でfraction23を さ らに逆相HPLC法 で 精製 しIgE結 合 能 を検討 した. IgE結 合 能はfractioneに 見

られた. さ らにこのfractioneに 含 まれるペプチ ドのN末 端ア ミノ酸配列 を決定 した所, OMの134残 基 目(valine)か

ら始 まる ドメイン3と 同定 された. 以 上か らIHRに 関与す るIgEエ ピ トープの1つ はOMの ドメイン3に 存在す る

事が示唆された.

はじめに

鶏卵白は, 乳幼児期の食物アレルギーの最も頻度が

高い原因アレルゲンの1つ である1).オボムコイド(以

下OM)は 鶏卵白の10%を 占める主要アレルゲンであ

る2).筆者ら3)は卵白特異的IgE抗 体陽性患者を対象と

して凍結乾燥卵白経口負荷試験 と卵白成分別特異的

IgE抗体との関連を検討した結果, 即時型過敏反応(以

下IHR)陽 性群は陰性群に比しOM特 異的IgE抗体価が

有意に高値であったが, 他の成分に対するIgE値 には

有意な差はなかったと報告 した. しかし, OM特 異的

IgE抗 体価が高値でも, 負荷試験陽性群 と陰性群との

問にはIgE値 に重複する症例が多数存在していた.

さ らに, OM特 異 的IgE抗 体高値の患 者を対象 とし, 

消化酵素処理OMをinhibitorと したRAST inhibitionに

一よる検討で は, ペ プシ ン処理OMに 対するIgE抗 体 の

結合能はIHR陽 性 者が陰性者 よりも有意に高値であっ

た. こ の結果はペ プシン処理によって も残存 している

OMに 存在するエ ピ トープが卵 白過敏症 に大 きく関与

していることを意味 している.

筆 者 らは, 凍 結乾燥卵 白経口負荷試験 によるIHRに

関与す るエ ピ トープは, OM上 の ペプシ ンに対 して安

定 な部分ではないか と考 え, ペ プシ ン処理OMを ゲル

ろ過法な らびに逆相高速液体クロマ トグラフィー(以

下HPLC)法 で 精製 した後, IgE結 合 能 をもつfragment

を決 定 し, さ らにそのfragmentに 含 まれるペ プチ ド断

片のN末 端 アミノ酸配列を決定 した.

対 象な らびに方法

a. 対 象

OMに 対 す る特異的IgE抗 体高値の患児15名 を対象

とした(表1). カ ッ トオフ値 としては0歳 か ら10歳 の

Abbereviations: HPLC; high-performance liquid chro-

matography, HSA; human serum albumin, IHR; immedi-

ate hypersensitive reactions, Ig; immunoglobulin, OM;

ovomucoid, PBS; Phosphate buffered saline, RAST;

radioallergosorbent test, SD; standard deviation
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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OM特 異 的IgE値(%binding)

の平 均+2標 準 偏差(以 下SD)で あ る1.9%を 用 いた.

さ らに凍結乾燥卵白による経口負荷試験 を二重盲検法

で施行 し, IHR陽 性8名 と陰性7名 に分 けた. コ ン トロ

ールは, 卵 白特異的IgE抗 体(PharmaciaCAP-FEIA)ク

ラス0で ア レルギー疾患 をもたない児8名(年 齢の平

均 ±SD=3.5±1.5歳, 男 児4例, 女 児4例)と した.

対 象 の平均 年齢 ±SDは 陽性 群, 陰 性群 それ ぞれ

2.5±2.1歳, 4.7±2.0歳 で有意差 はなかった. また, 卵

白 およびOMに 対 するIgE値 は, 負 荷 試験陽性 群 と陰

性群 との問で有意差は認めなかった.

b. 凍結 乾燥卵 白経 口負荷試験

森田 ら4)の方法に従って二重盲検法にて実施 した.

c. OMの 精製

新鮮鶏卵(ホ ワイ トレグホン)よ り, 卵 白 を分離 し,

Waheed&Salahuddinら5)の 方 法に従い, トリクロロ酢

酸による分別沈殿法 とSP-SephadexC-50カ ラムを用い

たイオン交換 クロマ トグラフィ-に よりOMを 分離精

製 した.

d. IOMの ペ プシン処理

20mgのOMを 蒸 留水10mlに 溶 か したものを2.0Nの

HCIでpH2に 調 整 した. そ の後1mgの ペ プシン(ブ タ胃

粘膜由来, SigmaChemicalCo.)(3200-4500uniVmg)を

加 え25℃, 60分 処 理 した後, 0.2NのNaOHでpH7-8に

調 整 しペプシンを失活 させた6

e. OMの ペ プシン分解fragmentの 精 製

ペプ シン処理OM(20mg)を, Phosphatebuffered

saline(以 下PBS)で 平 衡化 したBio Gel P-30カ ラム(2

×90cm, Fine)(Bio Rad Co.)を 用 いたゲル濾過 クロマ

トグラフィーで精製 した. 各fragmentに つ いて280pm

にお ける吸光度を分光光度計(U-2001ス ペ ク トロフォ

トメー ター, 日立)で 測定 した. IgE結 合能が高値であ

ったfraction23を, さ らにC18カ ラム(0.5×15cm)を 装

着 したHPLC装 置(880-PUU2ポ ン プ高圧 グラジエ ン

トシステム, 日本分光)に よる逆相HPLC法 を用いて精

製 した. HPLCに お ける送液速度は1ml/minと して, 溶

媒 にはA液: 0.1%trifluoroacetic acid(ア ミノ酸配列分

析用)(和 光純薬)とB液: 0.1%TFA溶 液/60%ace-

tonitrile(CH3CN; 高速 液体 クロマ トグラフィー用)

(和光純薬)を 用 いた. な おこれらの溶媒の調製には無

蛍光水(同 仁化学)を 用いた. A液 で平衡化 した後サ ン

プル(fraction23)を0.45μmのfilterを 通 した後50μl

注入 し, 30分 か けてacetonitrileの 濃 度を, 0%か ら60%

Table1. 対 象

M: 平 均, SD: 標 準 偏 差, P: 危 険 率 *unpairedttest, **Fisherの 直 接 確 率 法P<0.05: signiant
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に 直 線 的 に 上 昇 させ た. さ ら にUVモ ニ タ ー(UVIDEC-

100V, 日本 分 光)を 用 い280nmで の 吸 光 度 測 定 して, タ

ンパ ク 質, ペ プ チ ドの 溶 出 を モ ニ タ ー し, そ の ピ ー ク

を 分 取 し た.

f.lgE結 合 能 の 測 定7)

0.1M sodium carbonate bufer(Ph9.5)に タ ンパ ク 質 濃

度100μg/mlと な る よ う に 溶 解 し た ゲ ル ろ 過 法 で 得 ら

れ たfractionを96-wellの 塩 化 ビ ニ ー ル プ レ ー ト(ELISA

用 プ レー トE)(Sumitomo Bakelite Co. Ltd)に50μl/well

ず つ 分 注 し, 4℃ で 一 晩 静 置 し た. 0.05%Tween20含 有

pH7.2PBS(以 下PBS-Tween)で1well当 た り100μl

加 え4回 洗 浄 後, 0.1Msodium carbonate bufr(pH9.5)

に 溶 解 し た2%human serum albumin(以 下HSA)

(Sigma Chemical Co.)100μl/wellでblocking処 理 を

37℃ で1時 間 行 っ た. つ い でPBS-Tweenで4回 洗 浄 し

た 後, 患 者 血 清 を50μl/well加 え, 室 温 で12時 間 反 応 さ

せ た. そ の 後PBS-Tweenで4回 洗 浄, 25I-抗 ヒ トIgE抗

体(44.4KBq/ml)(DainabotK.K.)を50μl/well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の 総 放 射 線 量 で 割 り, こ の 値 を

百 分 率 で 表 し て%bindingと し た. ま た%bindingが コ

ン トロ ー ル の 平 均+2SD以 上 の 場 合 特 異 的IgE抗 体 高

値 と し た. ゲ ル ろ 過 法 で 得 られ たfraction23を さ ら に

逆 相HPLC法 で 精 製 し た 後, そ のfractionを 同 様 にIgE

結合能 を検討 した.

g. 統 計処理

IgE値(%binding)は 対 数変換 してか ら統計処理 した.

統 計処理はunpaired t testあ るいはFisherの 直接確率法

で行い, p<0.05を 有 意差あ りとした.

結 果

a ゲ ル濾過fractionに 対 するlgE結 合能

Fig1は, BioGelP30カ ラムを用いたゲルろ過法で

精製 したペ プシン処理OMのfractionを 示 す. 縦軸 は吸

光度(280nm)で, 横 軸 はfraction numberを 示 す. この

fractionの 中 で, fraction10, 16, 19, 23, 26, 30, 32, 34, 38,

42の10個 のfractionに つ いてIgE結 合 能を検討 した.

Fig2に ペ プシン処理OMの ゲル濾過法によるfraction

に対 するIgE結 合 能を示す. 上段 の散布 図は, 凍結乾燥

卵 白経口負荷試」験にてIHR陽 性 群, 下 段 はIHR陰 性 群

を示す. グ ラフの縦軸 はIgE結 合 能(%binding)で, 横

軸 はfraction numberを 示 す. 横 線 はコン トロ-ル 群の

IgE結 合 能の平均+2SDの 値 を示す. fraction10, 16, 19,

23, 26, 30, 32, 34, 38, 42の そ れぞれの値は0.3, 0.37,

0.31, 0.44, 0.48, 0.61, 0.35, 0.23, 0.22, 0.26で あ った.こ

れ らの結果か ら, IHR陽 性群ではffaction19, 23, 26, 30,

38に 対 して他 のfractionに 比 してIgE結 合 能が高い血

清が認め られた. ま たIHR陽 性 群のfraction23と38に

対す るIgE結 合 能がコン トロ-ル 群に比較 して有意に

Fig. 1. ペ プ シ ン処 理 した 卵 白 オ ボ ム コ イ ドを ゲ ル 濾 過 法 で 精 製 したfragment

lmgの ペ プシンで処 理 した卵白 オボ ムコイ ドをBio Gel P30(2×90cm, Fine)でゲ ルろ過法用 い精 製 した

fraction number[5m/1本]
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Fig. 2. ゲ ル 濾 過 法 で 精 製 し たfragmehtに 対 す るIgE結 合 能

IgE結 合能は, 1251抗ヒ トIgE抗 体 を用 いて測定 した

即時型反応陽性群

即時型反応陰性群

卵 白経 口負荷 試

験陰性コントロール

群の平均+2SD

Fig. 3. ffaction23を 逆 相HPLC法 で 精 製 したfragment

fraction. 23をC18カ ラム(0.5×15cm)で 装着 したHPLC逆 相 クロマ トグラフ ィーを用いて精製 した

fraction number
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高値 であった. このことか ら, これ らのfractionに 含 ま

れるOMペ プチ ドにIHRに 関与するエ ピ トー プが存在

すると考 え, 最 も多数の患者が高値 を示 したfraction

23を 逆相HPLC法 で さらに精製 した.

b. fraction23の 逆相HPLC法 で精製 したfractionに 対

するlgE結 合 能

Fig3にfraction23を 逆 相HPLC法 で精製 したグラフ

を示す. fracti0na, b, c, dの ところで最初の大 きなピー

クが認め られ, fractioneで 最 後の1つ のピークが見 ら

れた. Fig4にfraction23に 対 してIgE結 合 能が高値 の

3症 例の血清を用いて各fractionに 対す るIgE結 合 能を

測定した結果を示す. 縦 軸がIgE結 合 能(%binding)で,

横軸はfraction numberを 示す. 3症 例 とも最後のヒ ーク

であるfractioneにIgE結 合能を示 した.

c. fractioneに 含 まれるペ プチ ド断片のN末 端ア ミノ

酸配列

fractioneに 含 まれるペプチ ド断片のN末 端ア ミノ酸

配列はVSVDXSEYPKの9残 基が決定で きた.

OMの1次 構造 と比較す るとOMの134残 基 目(valine)

か らは じまるペ プチ ド断片であ り, 第3ド メイ ンに由

来す ることが判明 した. (Fig. 5)

考 察

鶏卵 白中には20種 類以上の蛋 白が含 まれ, その中で

OM, オボ アルブ ミン, コ ンアルブ ミン, リゾチ-ム が

主要 ア レル ゲ ンと され てい る2).Bleuminkら8)や

Bernhisel-Broadbentら9)は ま, 卵 白の中でOMが 最 も主要

なアレルゲ ンであると報告 している. またUriSUら10)は

卵 白経 口負荷試験 を行 ってIHRが 陽 性であった38名

に対 し加熱卵 白経 口負荷試験 を行 い21名 がIHR陰 性

にな り, さ らに陽性であった17例 に対 して加熱脱OM

卵 白負荷 試験 を行い16例(94.1%)がIHR陰 性 であっ

たと報告 している. 和 田 ら11)は加 熱脱OMが 低 ア レル

ゲン化 されている事 を皮膚 テス ト(パ ッチテス ト, プ

リックテス ト)で 証明 している. 山 田ら3)は また卵 白経

口負荷試験 でIHRが 陽性であった症例ではOM特 異的

IgE抗 体価が高値であった と報告 している.

Fig. 4. 逆 相HPLC法 で精製 したfragmentのIgE結 合能

□ 症例1

□ 症例2

□ 症例3

卵 白経口負荷試
-験 陰性コントロー

ル群の平均+2SD
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Bernhisel-Broadbentら9)はOM特 異 的IgE抗 体 価が低

値ほど鶏卵 アレルギーのアウ トグローが早期であると

述べている. これ らの結果 は鶏卵 アレルギーにおいて

卵白成分の中でOMが 特 に重要であることを示 してい

る.

OMは, 熱 だ けではな く消化酵素 にも比較的安定 で

ある12).ま た186の ア ミノ酸か らな り3つ の ドメイ ン

か ら構成 される13).Matsudaら14)は ラ ットPCA反 応 を用

いた実験で ドメイン1と3に 同程度のIgE抗 体 がある

と報告 している. Konishiら15)は, ラ ッ トPCA反 応 を用

いた実験で ドメイン1+ド メイン2と ドメイン2+ド

メイ ン3が 同程度のIgE抗 体 があ り, そ の中で40%が

ドメイ ン2に あると報告 してい る.Cookeら16)は, OM

特 異 的IgE抗 体 高値の症例 の血清を用いた検討 でOM

のIgEエ ピ トープはOMの 中で5ケ 所ある と報告 し, 各

ドメインの特異的IgE抗 体 価は ドメイン2が40%と 最

も高 く, つ いで ドメイン3(26%), ドメ イン1(23%)

であ ったと報告 している.

今 回我々は, ペ プシン処理OMを ゲル濾過法で精製

しIgE結 合 能を測定 し, さ らにIHR陽 性 群8例 の中で

4例 が反応 したfraction23を, HPLC法 逆相 クロマ トグ

ラフィーで再度精製 し, fraction23に 反応 した患者血

清を用いIgE結 合 能を測定 した. そ の結果, fractioneに

対 して検討できた3例 中3例 ともIgE結 合 能が高値で

あった. fractioneのN末 端ア ミノ酸配列を決定 した結

果, OMの1次 構造の中で134残 基 目(valine)か らはじ

まる ドメイン3に 由来す るものであ った.し か も, こ

の エ ピ トープに対 して, 卵 白やOMに 対 す るIgE抗 体

価が高値 にもかかわらず卵 白負荷試験陰性の症例から

のIgE抗 体 は反応 しなかった.

以上か ら少なくとも8例 中3例(37.5)の 症例 におい

ては, ドメイン3にIHRに 関 与す るエ ピ トープが存在

すると考 えられた.

しか しなが ら, ゲ ル濾過法で精製 したfractionのIgE

結 合能 を症例別 に検討 してみると, 主 にfraction23の

み に反応する症例(3例), fraction38の み に反応する

症例(2例), 両者 に反応す る症例(1例), すべ てに反

応 しない症例(2例)が み られた. 今 回の検討ではfrac-

Fig. 5. fractioneのN末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 とオ ボ ム コ イ ドの1次 構 造(Katoet al., 197813))

斜線の所がractioneのN末 端 ア ミノ酸分析に より決定 され たア ミノ酸残基
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tion38に つ いては, 検 討 していないため このactionが

ドメイン3に 由来す るものか どうか判定はで きない.

ま たfraction23に 反応 しなかった症例につ いては1)

ドメイ ン1ま たは2に もIHRに 関与するエ ピ トープが

存在す る, 2) ドメ イン3の 中でペ プシンに より切断

される部分にエピ トープが存在するなどの可能性があ

ると考 えられた.

一 方IHR陰 性 群の患者は, ペ プシン処理卵 白オボム

コイ ドのfractionす べ てにおいてIgE結 合 能が認め られ

なかった事か らIHR陰 性 群の患者が認識 しているエピ

トープは, ペ プシンにより容易に切断される部位 を認

識 している可能性が考えられた.

また今 回の検討だけではOMの1次 構造にIgEが 反

応 してい るのか, 高 次構造を認識 しているのか明らか

ではない. さ らに ドメイン3に は1本 のN-結 合 型糖

鎖があ りこれ らが重要との報告17)もあ る. 今 後 の検討

課題である.

なおこの研究の要旨は第8回 日本アレルギー学会春

季臨床大 会(横 浜), 第46回 日本ア レルギー学 会総会

(宇都宮)で 発表 した.

研 究助成 して頂 きました生研機構 基礎研究推進事業

に感謝いた します.
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DETERMINATION OF OVOMUCOID FRACTION INCLUDING IgE-EPITOPES

WHICH ARE INVOLVED IN HEN EGG HYOERSENSITIVITY.

Hitoshi Ando, Atsuo Urisu, Reiko Tokuda, Eiko Wada,

Yasuto Kondo, Yutaka Morita, Takehiko Yasaki, Kazue Yamada2, Tsukasa Matsuda3

Department of Pediatrics, Fujita Health University School of Medicine

Department of Pediatrics, Kariya General Hospital
2Yamada Clinics

Department of Applied Molecular Graduate School of Bioagricultural Sciences

Nagoya University

After resolution of pepsin-treated ovomucoid (OM) with gel filtration and reverse phase HPLC, we determined the OM

fractions which showed IgE-binding activity by means of direct radioallergosorbent assay (RAST) using polyvinyl 96-well

plate. Fifteen subjects with high IgE antibody titers to OM were divided into two groups with positive (n=8) and negative

(n=7) results to double-blinded placebo-controlled food challenge with freeze-dried egg white antigens. The sera from posi

tive challenge group showed significantly high IgE-binding activity to fraction No.23 and No.38 from gel filtration (Bio Gel

P-30 column), however those from negative group showed significant binding to none of fractions. No.23 fraction which was

recognized most frequently by patients' sera was subjected to further analysis with reverse phase HPLC (C18 column). No.

18 fraction showed binding activity to IgE antibodies from patients with positive challenge results. N-terminal amino acid

sequence of the fraction No.18 corresponded to the peptide which began with No.134 of amino acid residues of OM. In con-

clusion this peptide was derived from the third domain of OM and may have an important role in egg-white hypersensitivity.
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