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　そ ば過敏症は，そ ば の 摂取 に よ っ て，シ ョ ッ ク，喘鳴，呼吸困難，喉頭 浮腫，蕁麻疹，腹痛，嘔吐等

の 即時型 ア レ ル ギー症状 を呈 し，そ の 機 序と し て 1型 ア レ ル ギーの 関与 が 言 わ れ て い る ．筆者ら は そ ば特

異的 IgE抗体陽性者 の 血清 を用 い ，　 immunob 且otting 法，　 radioallergosorbent 　test（以 下 RAST ）法，
RAST 　inhibition法 を行 い ，そ ば 主要 ア レ ル ゲ ン の 同定 を試 み た．　 immunoblotting 法 で 50％以上 の 患

者の IgE 抗体 と結合能を示 した バ ン ドの 分 子 量 は，67〜70kD，26kD ，24kD で あ り，24kD の バ ン ド（以

下 BW24KD ）が 最 も陽性率 が 高 か っ た．　 RAST 法 で は ，そ ば特異的 IgE 抗体 陽性 患者 41名中35名 （約

85％〉が BW24KD に 対 して も陽性 を 示 し， そ ば抗 原 と BW24KD に 対す る ％binding の 間 に は正 の 相関

（LogY ＝ O．929LogX − O．689，
　 r ＝ G．92， ρ ＜ G．001）が み ら れ た ．また

，
　 RAST 　inhibition 法 で は，そ ば

と BW24KD 間 で 50％以上 の 抑制 が み ら れ た ．以上 か ら BW24KD は そ ば の 主要 ア レ ル ゲ ン の 1 っ で あ

る と考 え ら れ た ．

　 また BW24KD は，分子量 の 異な る 何種類 か の 蛋 白質 と heterodimer を形成 して い る と示唆 され た．
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は じ め に

　そ ば 過 敏 瘠 は Sm 三th1〕
に よ っ て ， 1909年 初 め て

‘‘buckwheat・poisoning
”

とい う表現 で 報 告 され た．わ

が 国 で は，1942年田 中
2｝が，そ ば過敏症 の 患者 に 皮膚反

応，経 口 負荷試験 を行 い ，そ の 結果，本症 は 抗原抗体

反応 に 起因す る ア レ ル ギ
ー・一

疾患 で あ る と報 告 し て い

る．

　そ ば過敏症 は
， そ ば 抗原を吸入あ る い は 摂取す る こ
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Abbreviations ： BW24KD 　 buckwheat 　24kD 　pro −

tein ；　 HSA 　 human 　 serum 　 a ヱbumin ；　 Ig　 im−

munoglobulin ；　2−ME 　　2．lnercaptoethanol ；　NC
nitrocellulose ；　PBS ・Tween 　Phosphate　buffered
saline 　 containing 　 ．05％　 Tween 　20；　RAST
radioallergosorbent 　 test；　2SD 　2　 standard 　 devia−

tion；　TBS 　Tris　buffered　saline

と に よ ・
） て ，喘息発作，鼻炎，蕁麻疹，胃腸症状，結

膜充 血 な ど の 多様 な症状 と，時 に シ ョ ヅ ク 死 を もぎた

す疾患 で あ り
：1）4），ま た ，そば抗原 の 摂取 が 微量 で あ っ

て も症状 が引 き起 こ され る と報 告され て い る
5）．こ の

機序と し て ，IgE 抗体が 関 与 し て い る と い う考 え が 有

力 で あ る 3）”）s）．

　柳 原
6｝
は

， そ ば過敏症 を 惹起す る 主 要 な抗原成 分 と

し て ，推定分子量 100kD 以上 ，約50kD ，約 17kD の 3

種 の 抗原活性 成分を示 し，こ の う ちの 約 17kD の 抗原

が最も強い 皮膚反応を 惹起す る と報告 して い る ＝ 方，

Yano ら
η は 分子量 8 〜9kD の 成 分 が 最 も IgE結合 能

が 強 か っ た と報告 して い る．以 上 の ご と く，そ ば の 主

要 ア レ ル ゲ ソ に 関す る報告は 少 な く，末 だ一
定 の 結論

が 得 られ て い な い ．

　我 々 は そ ば 特異的 IgE 抗体陽件者 の 血 清を 用 い ，

immunoblotting法，　 radioa 】lergosorbent　 test 〔以 下

RAST ）法，　 RAST 　inhibition法 を 行 い
， そ ば の 主 要
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ア レ ル ゲ ン の 「1此 を試 み た，そ の 糸f
『
果，分子量 24kD の

蛋 白質が 主 要 ア レ ル ゲ ノ の 1 つ で あ る と判明 し，そ の

集味あ る構造 こ つ い て も報告 を加え る．

対象な ら びに方沙

L そば粗抗原

　 そ ば 粉 を エ
ー

テ ル 脱 脂 後，CQca 液 〔NraC1 ：

NaHCO3 ： phenol ：蒸留水 二5g ：2．75g ：4g ：19） 11

あ た りに 100g 加 え，室温 で 48時間攪拌 し，　 IOOOO× g，

30分間遠心後，そ の 上清を蒸留水 で 透析 し，凍結乾燥

した ．Bradford8｝の 方法 に 従 い ，ウ シ 血清 ア ル ブ ミ γ を

標 準 として ，Bio　Rad の 蛋白質定量 キ ヅ トで 抽出物 の

蛋白質濃 度 を測定 した と こ ろ，抽 出抗原 1mg あた り

175μ g で あ っ た ．

2．そ ば 24kD 蛋 白質 （以下 BW24KD ）の 抽 出

　そ ば 凍乾末 を 2・mercaptoethanol ¢ 訊下 2・ME ）含有

digesti〔〕n 　buffer 〔0．1M 　Tris，10％ SDS，　 sucrose ，

O．ユ％brom 　pheno1 　blue） で 処理 し，　 SDS −PAGE 　mini

（90mm × 82mm 　x　1．5mm ，
14％ gel，　 TEF 　Co，） を 用

い て 電気泳勤 を行 っ た．そ の後 ， Coomassie 染色 し ，

分 子 W』24kD の パ ン ド を 切 り出 し，　 Maxyield −NP

（AE6580型 ，
　 Atto　K ，K ，） を 用 い て 黽気的 に 抽出 し た．

抽 出 し た 蛋 白質 は ，Desalyzer −1（AE −6590型，　 Atto　K ．

K ．）を用 い ，烝留水 で 2晩透析し ， そ の 後 4 倍量 の
．．−

20℃の ア セ ト ン を加 え， ．一晩一20℃ に 静置 した ．次 に

1000× g，3〔｝分遠心 し，上清を捨 て
，

ペ レ ッ トに 2ml の

上 記 ア セ ト ン を加 え，同条件 で 遠心 後，再 び 上清 を捨

て 乾噪 し た，最終的 に 抽出 された 蛋 白質は SDS ．PAGE

（14％ geD で ，単
．．．ツミ γ ドで あ る こ と を確認 した 〔Fig．

1）．

3．分子量約72kD ，68kD ，
58kD に 相 当す る 蛋 白質 の 抽

出

　 そば凍乾末を 2・ME を含な い digestion　bufferで 処

理 した 後 ， SDS・PAGE （8 ％gel）で 電気泳動を行 っ た ．

そ の 後 CQomassie 染色 し，相 当す る バ ン ドを 切 り 出

し，以下，上 記 2 と 同様 の 方法 で 各蛋 白質を抽出 した ．

近接す る 蛋 白質間 の 混 入 を減少 させ る た め ，抽出 し た

各蛋白質を 蒸留水 で 溶解 し ，
SDS ．PAGE に よ る 電気泳

動 か ら ア
．
セ ト ン 処 理 ま で を 2 度me　b返 した ．最終 的 に

抽 ｝1 さ れ た 各蛋 日 質 を 2・ME 未 処 理 と2・ME 処 埋 と に

わ け ， 電気 1永動を行 い ，BW24KD を 含む そ ば蛋 白質の

構造に つ い て 検廿 し た ．

A B
　Fig．1，　SDS ・PAGE 　（4％　stacking 　 gel，14％　of

separating 　gel）of 　buckwheat 　125μg （A ）and 　BW24

KD 　5μ g 〔B）．

　Samples　were 　reduced 　 with 　 2・rnercaptoethan 〔〕1．

The　gel　 was 　stained 　with 　Coomassie　blue　R ・250．

4．immunoblotting 法
的

　そ ば 抗 原 を SDS −PAGE 〔14％gel） で 分 画 し，

nitrocellulose 〔以 下 NC ）膜 〔Schleicher＆ Schuell）

へ 電気的 に 転写 し た、転 写後 NC 膜を5mm 幅 に 切 断

し，そ れ ぞれ を 2 ％　bovine　 serum 　albumin ，50％

glycerol，　 1％　Tween 　20を 加 え た pH 　7．4　Tris

buffered　saline 〔以下 TBS ） て block｛ng 処理 を行 っ

た ．洗浄後，そば特異 的 IgE 抗体陽性血 清 と丕 温 で
．一

晩反 応 さ せ て，再 度 洗 浄 し， 1251・抗 ヒ ト lgE 抗 体

（Dainabot　K ．K ）を室温で 8時 間 反 応 さ ぜ た ．洗浄後，

X −OMAT 　AR （Kodak 　Co，）を用 い て autoradiogra −

phy を行 っ た ． コ ン ト ロ
ー一

ル と し て 臍帯 ［血清 と仔 ウ シ

血 清を用 い た．

5．RAST

　｛〕．1M 　sodiu 皿 carbonate 　buffer（pH 　9．8） に 溶解

し た そば抗原液 （250μg／Inl ），　BW24KD 抗原液（25μg／

m ］），卵 白抗 原液（250μg，fml）を，96−well の 塩 化 ビ ニ ー

ル プ レ
ー

ト （ELIS　A 用 プ レ
ー

ト E．　 Sumitomo 　Ba−

ke］ite　Co．，　 Ltd．） に 50μ 1〆well ず つ 分注 し， 4 ℃で
一一
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晩静置 した ．O．05％Tween 　2Gを含む pH 　7．2の Phos・

phate　buffered　saline （以下 PBS −Tween ）で 3 回 洗浄

（100μ1f
’
well ）後，　 O　．　IM 　sodium 　carbonate 　buffer　（pH

9．8） に 溶解 した 2 ％ human 　 serum 　 albumin 　 L：以 1・
’

HSA ，　 Sigma 　Co．）100μ 1／well で blocking処 埋 を 3 時

間行 っ た．つ い で PBS −Tween に よ り 3 回 洗浄 し た

後，PBS −Tween で 2倍 に 希釈 し た患者1血清r）Oμ1／well

を 加 え，室 温 で 12時 間 反 応 さ せ た ．そ の 後，PBS ・

Tween で 4 回洗浄 し，　 msl ・抗 ヒ ト IgE 抗体（Daillabot

K ．K ．）を 50μ1〆well ず つ 分注 し，室温 に 12時間 静置 し て

反 応 させ た ．
’
最後 に PBS −Tween で 4 同 洗浄 し，各

wel1 を 分離後，γ
一counter （Packard　Co．　Ltd．） で

1251

の 放射線量を測定 した ．実測値を well に 加 え た
lzsl

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 正 常 コ ソ ト ロ
ー

ル lfl［清群 の

平均値 の 2　standard 　deviation（以下2SD ） よ り も大き

い 場合，す な わ ち，そ ば ＞ 0．e46，　 BW24KD ＞ O．027，

卵 自 ＞ O．090を RAST 陽性 と判定 し た ．

6．RAST 　inhibition　test

　前 述 の RAST 法 で 血 清を 反応 さ せ る 際 に
，
　 PBS −

Tween で 溶解 し た 2．5，25，250，2500μ g／ml の 濃度の

そば抗原液，同 じ濃度の 卵 白抗原液，そ し て 0．25，
2．5，

25，25eptg／ml の 濃度 の BW24KD 抗原液を ，　inhibitor

と し て 25μ1／we ］1ず つ 注 入 し，さら に 患者 血 清25μ1！

well を加 え，以 ドRAST 法 と 同様 の 手技に よ り実施

し た ．RAST 抑制率 は ，抗 原 を添加 し な か っ た 場 合

の ％ binding と，抗原 を添加 した場合 の ％ bindingの

差を前者 で 徐 し，百 分率 に 換算し て求め た 。ま た，得

ら れ た 数値 を 片対数 グ ラ フ に プ Pt ッ ト し，50％抑制 に

必要 な抗原量を求め た．

7．血清

　immuIIQblotting法 で は，そ ば 特異 的 lgE抗 体陽性

患者15例 の r
’fl’L清 を 用 い た ．

　RAST 法 で 使 用 し た そ ば特 異 的 lgE 抗体陽 性 患者

の 1血清 〔41例）の 内訳 は （Table　 1），男 27例，女 14例

か ら な り，年 齢 は 3歳 か ら36歳 （平 均 年 齢 13．3歳） で

あ っ た． こ れ．らの 患者 の そ ば に よ る即時型反応 に つ い

て は，症状陽性群 17例，症状陰性群 15例，不 明群 9例

で あ っ た．対照 として ， そ ぼ特異 的 IgE抗体陰性患者

で ，喘息，ア ト ピ ー
性皮膚炎，ア レ ル ギ ー

性 鼻炎ま た

は ア レ ル ギ ー性結膜 炎 の うち い ずれ か 1 つ を持 つ もの

を 疾患 コ ア ト 卩
一ル 群 〔13例，男 5例，女 8 例 ，平均

年齢 17．3歳），
ア レ ル ギ ー

性疾患 の 既往歴 の な い もの を

正 常 コ ソ ト 卩
一

ル 群 （9例，男 5 例 ， 女 4 例 ， 平均年

齢 19．6歳） と して 用 い た． こ れ らコ ソ ト ロ
ー

ル 群 とそ

ぽ特異的 IgE 抗体陽性患者群 の 年齢差 ， 性差 に つ い て

は，統計上 有意差 は 認 め られ な か っ た．

　 RAST 　inh三bition　test で 用 い た 血 清 は ，そ ば 特異的

IgE 抗体陽性血清 5例 と，卵白特 異的 IgE 抗体陽性 血

清 3例 で あ り，
こ の うち 1 例 （KI ．）は そ ば，卵 白の 両

者に 陽性で あ っ た ．

8．統計処理

　STAX 　98を用 い て t検定 （両側検定），
　 x2 検定 ， ま

た は Fisherの 直接確率計算に よ っ て 行い ，　 p ＜ O．05を

有意差あ り と 判定 し た ．

結　果

1．immunoblotting法 〔Fig．2，
　 Table　2）

Table 　 l　 Background 〔レf　subjects 　and 　IgE−RAST 　values 　to　b し1ckwheat ，　BW24KD 　and 　egg 　white

IgE ．RAST

Sublects IHR 寧 LND ． SexM
〆FAge

（year ）

Mean ± SDBuckwheat
Positive（％）

　BW24KD
Posit王ve 〔％）

Egg 　White
Positive（％）

Patients 梍 PositiveNegative

Unknown

1715

　9

13／411

！43

／6

17（100）

15（100）

9（loo）

16（94，1）
13（86．7）
6（66．7）

5（29．4）

8（53，3）

2（22，2）

Tota14127 ／1413 ．3± 8，74 亅（10  35（85．4） 15（36，6）

Disease 　controls
ホ3Negative135

／817 ．3± 10．9 0（0．0）   （o、o） 4（30．8）

NOnatOpic　cOntrolsNegative95 μ ユ9．6± 9．9 D（0．0） 0（0、O） o（o．  ）

＊ 11mmediate 　hypersensitlve 　reactiQns 　to　bu⊂kwheat　ingest三｛〕n．
・2Allergic　subjects 　with 　positive　IgE ・RAST 　values し  buckwheat ．
＊3Allergic　subjects 　with 　negative 　IgE−RAST 　values 　to　buckwhcaL
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Tabk 　2IgE −bind洫g　activity 　of 　buckwheat　proteins　transferred
on 　 IlitR 〕c已11ubse　 Inembrane 　 from 　 SDS −PAGE

」 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　i
Patients｝sera ユ … c呶 ・

Buckwheat

　　protein
　　　（kD） 12 　i34 　　 5678 　 19lo ］11213

　　「
1415

・
° f
爍

量ve

　　　I
100 ○ 1● ○ つ 26．7

67−7 
ド亀、、一ノ

n
（．） 「』’

） e1
−
） r

．
こ． Io （．II

＿十IJc ． ○　 　 （二）　　　「 e 86，7

58 ○． 1つ i 13，3

485 〔｝ ○ r1’．、　’ 13．3

4044 ○ ○ ○ Go 33．3

38 0．0

34

．

i 1　　　0・0

31
i

0．0

26 o ○ つ Q ○ ○ c） し
○

　　　　　一
53．3

24 ．
つ ○

r丶、　ノ 〔：1 ．つ c ． ○ ○ 〔⊃ ○
．

○ ○ ⊂⊃ ○． 「．、
3

　　　　　　．
lDO．0

20 ○ 6．7

15．16 （二） ．oo 20．0

14 ○ ○ 1
　　　1
州

13．3

13、5 1 ⊂） i 1i 7．7

　 　 鱒

123456 了89101112131415161了18

　Fig．2．　 Immun め 10tting　 analysis 　 of 　buckwheat

proteins 　with 　IgE−binding　activity ．1− 15＝patients
’

sera 　wlth 　positive 　RAST 　for　buckwheat ；16＝cord

blood　serum ； 17’＝ fetal　 calf　 serun1 ； 18＝ amido

black　 stain．

　約 11本 の パ ソ ドが そ ぼ 特異的 lgE 抗体陽性患者 （15

例 ）血 清 中 の lgE抗体 と反応 した．乙 れ ら の 中 で ，50％

以上 の 患者 IgE抗体 と結合能を 示 した パ ン ドは ，そ れ

ぞれ分子量 67〜70kD （86．7％ ），26kD （53．3％ ），24kD

（10〔｝％）で あ り
，
24kD の バ ン ドは 最 も陽性率 が 高 か っ

た ．67kD か ら7DkD の 間 の パ ア ドに 関 し て は ，パ ン ド

間 が 近接 し て い る た め ， どの バ ン ドが反応 し て い る の

か 判定困難 で あ っ た． コ ン ト 卩
一

ル で あ る 臍帯 血 清 と

仔 ウ シ 血 清 で は 反応 は み られ な か っ た ．

2．RAST 法

　そ ば 特異的 IgE 抗体陽性患者 41名中35名 （約 85％）

が BW24KD に 対 し て も陽性を示 し た 〔Table ］）．ま

た そ ば特異的 IgE 抗体陽性患者群 に お い て ，そば抗原

と BW24KD に 対す る ％　 bindingの 間 に は 正 の 相関

（LogY − 0．929LogX −
〔｝．689，　 r ＝（｝．92，　 pく O． 01）が

み ら れ た．一一方 ，そ ば 抗原 と卵 白抗原 ，あ る い は BW24

KD と卵 白抗原 との 間 に ぽ 有意な 相 関は み ら れ な か っ

た　（Fig．3），

3．RAST 　inhibition　test

　Table　3 に 各抗原 間 で の 50％ inhibitionに 必要な抗

原量を示す．同
一一

抗原間 〔そ ば とそ ば ， BW24KD と

BW24KD ，卵 白 と卵白），そ ば抗原と BW24KD 抗原 間

で 用 量 依 存 性 に 反応 し， し か も 50％以上 の 抑制 が み ら

れ た．そ ば 抗原 と卵 白抗原間，BW24KD 抗原と卵白抗

原 間 で は 50％ 以 Lの 抑 制 は み られ な か っ た ．

4．SDS −PAGE

　そ ば 蛋 白質を，2−ME を
・
含 ま ない digestion　bufferで

処理 し た 場 合 （Fig ．4−B ） と ，
2−ME を 含む digestion
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　　　　Fig，3，　Relationship　between　IgE・RAST 　value 　for　bucl｛wheat ，　 BW24KD ，　 and 　egg 　white

　　　 using 　sera 　from　subjects 　with 　positive　IgE・RAST 　values 　to　buckwheat．

　　　　 ▲ ：Subjects　with 　immediate 　hypersensitiv．e　reactions （IHR ）to　buckwheat　ingestion．○ ：

　　　 Subjects　without 　IHR 　to　buckwheat 　ingestion．■ ：Subjecし＄ with 　unknown 　symptoms 　of　IHR 、

　　　 NS ；Not 　signilicant ，

Table 　3　Concentration　of 　inhibitor　needed

　　 to　produce　50％ RAST 　inhibition

エnhibitor 　
Il
μ9！ml ）

PlateSerumBuckwheat
旨 BW2 哩KDE 暮gwhite

BuckwheatM ，E 44、oo　 ．
　　　　　　　． 19D．OO ＞ 2500

Y ，T 1、75　　　　　　「 6．40 ＞ 2500

H ，K 1．50　 ．… 0．62 ＞ 2500

S，M 1．55　 …
三．40 ＞ 2500

K ，1 12．oo　 i ＞ 250 ＞ 2500

BW24KDM ，E 11．oo ！ 7．50 ＞ 2500

Y ，T 1・5・ 11 ．40 ＞2500

H ．K 1、35 1．60 ．＞ 2500

S ，M 1．30 1．40 ＞ 2500

Egg　whiteK ，1 ＞ 2500 ＞ 250 2．5D
S ．T ＞ 2500 ＞ 250 1、50
K ，H ＞ 250  ＞250 6．20

bufferで 処 理 を 行 っ た 場 合 （Fig．4−F） と で ，　 SDS −

PAGE の バ ソ ドの パ タ ーソ が 異 な っ て い た 。2・ME 未

処理 の そば の 電気泳動 の パ タ
ーγ は，分子 量約50kD

か ら75kD に バ ソ ドが 集中 し て お り，24kD の バ ソ ドは

．見あ た らな か っ た．そ こ で ，24kD が い ずれ の 蛋白質 か

ら由来す る か を調べ る た め に ，2・ME 未処理 の ぞぽ の ，

分 子量 約50kD よ り　75kD に 分布す る 比較 的太 い バ ン

ド 3 本 を 電気的 に 抽 出 し，そ れ ぞ れ の 分
．．f・量 を 測定す

る と，約 72kD 〔Fig．4−c），68kD （Fig．4−D），58kD

（Fig．4−E）で あ っ た。 こ の うち58kD 付近 の もの は ，
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　　Fig，4，　SDS・PAGE 　（4％　stacking 　 gel，14％　of

　separating 　ge】）using 　digestion　buffer　 with 　 or 　with ・

　out 　2−mercaptoethanol ．

　　low　molecular 　standard （A），　buckwheat （B，　F），

　72kD （C，　G），68kD （D ，　H）and 　approximately 　58kD

　（E，D ．

や や 幅広 い パ ソ ドと して 認め ら れ た． こ れ ら の 蛋 白質

を2・ME 処理 し て 電気泳動を行 うと
， 約72kD の 蛋 白質

か ら は 24kD と48kD （Fig，4−G ）が，約 68kD の 蛋白質

か ら は 24kD と44kD （Fig ．4−H ）が
， 約 58kD 付近 の 蛋

自質か らは 24kD と 主 に 34kD （Fig．4−．1）が得られ，い

ずれ の 蛋 白質か ら も BW24KD が得 られ た ．
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考 　察

　そば 粉 か ら Coca 抽 出 し た そば抗原 を 出発材料 と し

て，そぼ抗原中の IgE結合 能を持 っ た 抗原を検討 した

結果 ，
immunoblotting法 で は，分子 量 約 67〜7GkD，

26kD ， 24kD の パ ソ ドが50％以上 の 患者血清 と反応 し ，

こ の 中 で BW24KD は 全例 の 患者血清 と結合 した ．ま

た RAST 法 で ， そ ば抗原 に 対す る IgE−RAST 陽性者

の 約 85％が BW24KD に も陽性 で あ り，さ ら に ，正 の 相

関 関係を示 し て い た ．RAST 　inhibitionの 結果，そば

抗原 と BW24KD と の 間に は 50％以上 の 抑制 が か か

り，
コ ソ ト ロ t．−tル とし て 用 い た卵白 との 間 に は 有意 な

抑制 は か か らな か っ た ，以上 か ら ， BW24KD は ， そば

抗 原 の 主要 ア レ ル ゲ ン の 1 つ と 判 明 し た ，

　そぼ の 主要 ア レ ル ゲ ン に 関す る報告 は
， Yano ら

7）

が ，8〜9kD の 蛋 白質が lgE抗体と最 も強 く結合す る

と報告 して い る．我 々 は
， そ ば 粉 か らそ ば 抗原を Coca

抽 出 した 後，蒸留水 で透析を行 っ て い る の で ，8〜9kD

の 蛋白質は 透析外液 へ 消失 し て い る．低 分子 の IgE結

合能を有する物質に関 して は ， さ ら に検討が 必 要 で あ

る，

　柳原 ら
6）は 各種 の カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
を用 い

て ，そば抗原を分画 し た 結果，そば に は 3 種の ア レ ル

ゲ ソ 活性成分があり，そ れぞれ の 推定分子量 は 100kD

以上，約 50kD，約 17kD で ，こ の うち の 約17kD の そ ば

蛋 白質が 最も強 い 皮膚反応 を惹起 す る と報 告 し て い

る．

　BW24KD が，柳原 の 報告 し た 3 つ の ア レ ル ゲ ン 活

性成分の 中 に 入 っ て な い 理 由 と して ， 筆者 らは 電 気泳

動 をす る 際 に 2−ME を含む digestion　bufferを 用 い て

処 理 を して お り ，
BW24KD は

，
　 S・S 結合 で 他 の 蛋 白質

と結合 し て い る 可能性が示唆され た．そ こ で 筆者 らは

そ ば抗原を2・ME を含 まな い digestion　bufferで 処 理

を行 い SDS ・PAGE で 電気泳動を 行 っ て み た と こ ろ ，

24kD の バ ン ド は 消失 し，代 わ りに 約 50kD か ら75kD

の パ ソ ドが
ー
1農厚 と な っ た ．以上 か ら　BW24KD は ポ リ

・一
“
一

の
．．一部 と考え ら れ た ．

　次 に ， 2・ME 未処理 の 約50kD か ら75kD の 主 な バ ソ

ド 3 本を抽 出 し，そ れ ぞれ を 2・ME 処理 し て 電気 泳動

を行 っ た 結果 ，
い ずれ の パ ン ドか ら も BW24KD が 得

られ た． こ れ ら 3 パ ソ ドに は BW24KD 以外 に 分子量

の 異 な る成 分が含 まれ て お り，
BW24KD と こ れ らの

蛋 白質 の 分子量 の 和 が ち ょ う ど50kD か ら75kD に な

る こ とか ら，
BW24KD は 分子量 の 異な る蛋白質 と結

合 し， 2量体を形成 して い る こ とが示唆され た，分了
・

量 50kD か ら75kD の 中 の 50kD 付近 の 蛋 白質 が，柳原

の 報告 した 分 i・量 約50kD の 蛋 白質 に 相当す る も の と

考 えられ る．なお
，
Table　2 よ り

，
　 BW24KD と heter・

odimer を 形成す る 各蛋 白質 の IgE結含能を み る と，

34kD は 0％，44kD は 33，3％ ，
48kD は 13 ，3％ で ，

BW24KD よ りも陽性率 は 低 か っ た，こ の こ と か ら，こ

れ らの heterodimerの 主 な lgE結 合 能 は ，　 BW24KD

に 存在す る と判明 した ，

　そば過敏症状 と BW24KD の 関係 に つ い て は，そ ば

経 口 摂取に よ る 即時型症状 の有無 で分けた場 合，症状

陽 性 群 は BW24KD に 対 す る ％bindingの 値 が 高 く

（Fig．3），
こ れ ら の こ と か ら ，

　BW24KD は そ ば の即時

型反応を 惹起す る 蛋白質で あ る 可能性が示唆さ れ た．

し か し ， 確 定的な結論を得 る た め に は
， さらに こ れ ら

の 生物学的 活性 を み て い く必 要があ る．

　 稿 を終 え るに あ た り，本 研 究 の 御 指 導，御 校 閲 を賜 りま し

た 藤 田 保健衛 生 大 学総 合 医 科学研究 所分子生 物学研 究 部 門

葛谷 博 磁 教 授 に 深謝 い た し ます．
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ALLERGENANALYSIS  OFBUCKWHEAT  BYTHEIMMUNOBLOTTING  METHOD
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   Inhalation or  ingestion of  very  small  amounts  of buckwheat allergen  can  initiate severe  symptoms  including
wheezing,  rhinorrea,  urticaria, vomiting  and  anaphylactic  shock  in patients with  hypersensitivity against

buckwheat. However, few studies  of the immunological properties of buckwheat allergen  have been made,  The aim

of the present investigation was  to analyze  the allergen  in buckwheat antigen  using  the  immunoblotting  method,

radioallergosorbent  test (RAST) and  RAST  inhibition assay.  Buckwheat 24 kilodalton protein (BW24KD) was
shown  by irnmunoblotting analysis  to be the most  frequently recognized  allergenic  component,  binding to IgE

antibodies  from 100%  of the patients' sera.  There was  a significant  positive correlation  (p<O.OOI) between %
bindings for BW24KD  and  buckwheat, In the RAST  inhibition assay  using  patients' sera  which  showed  positive
igE antibodies  to buckwheat and  BW24KD,  there was  effective  inhibition in a  dose-dependent manner  between
inhibition in a  dose-dependent manner  between BW24KD  and  buckwheat. These data indicated that BW24KD  was

a major  allergen  in buckwheat antigens.  The  experirnents  of SDS-PAGE using  digestion bufSer with  or without

2-mercaptoethanol suggested  that  BW24KD  was  a  component  of  heterodimer and  the paired components  had
different molecular  weights,
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