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　そば ア レル ギーは ， そ ばの 摂食 ・吸入 に よ り蕁麻疹，喘鳴，呼吸困雄，ア ナ フ ィ ラ キ シーシ ョ ッ ク等

の 即時型症状を呈する疾患で ， 1型 ア レ ルギー
反応の 関与がその 発症機序 とされ る．今回 3 〜34歳の そば

ア レ ル ギ
ー
患者血清を用 い てそば蛋白に対する免疫応答性の 解析を試み た．そば IgE−RAST 値 の ス コ

ア が 2以上 の 陽性であ っ た被験者血清 の 比率は，患者で は 80％，症状は 認 め ず検査の み 陽性 の RAST 陽

性対照者で は66．6％，RAST 陰性対照者 では 0％であ っ た．そば粉よ り抽出した そば蛋白を抗 原 と し

肌 ISA 法で 測定 したそば塩可溶性，塩不溶性分画 に 対す る 1gG 抗体価 は，患者血清 ・RAST 陽性対照

血清で有意に高値で あ っ た．IgG・イム ノ ブ ロ ッ ト法 で は，塩可溶性分画 で は10本，塩不溶性分画 で は 6
本 の バ ン ドが検出され ，IgE ・イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 で は

，
バ ン ドパ ターン が検体ご と に異な っ た．以上か ら

そば ア レ ル ギー患者で は 亅gE 抗体の み な らず lgG 抗体 の 上昇を認 め ， そば蛋白に対する免疫応答全般
の 活性化が認 められた．しか し症状の発現に は そ の他 の 因子 の 関与 も考慮す る必要 の あ る こ と も 示唆さ

れ た．
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は じめ に

　わが国 に お い て そ ば は地 方を問わ ず食さ れ る H 常的

な食品 で あ るが ，こ の そ ば に 対 して ア レ ル ギー反 応を

呈す る
一
群 の患者が い る．症状の 多くは蕁麻疹．喘鳴，

呼 1及困難 な ど ア ナ フ ィ ラ キ シ ー型 で あ り， 食物ア レ ル

ギーと して の側面があ る
一

方 ， 経気道的に そ ば を 吸入

す る こ と に よ っ て も症状が 誘発 さ れ る
t
｝．

　そば に誘発 さ れ る こ れ ら の 症状は ， 主 と し て lgE抗

体 の 介在す る 1型 ア レ ル ギー
反応 に よ る

2〕が ，食物 ア

レ ル ギ
ー

の 成立 に お い て
， 特異 lgE 抗体 の み が 単独で

産生 さ れ る わ け で は な く，特定抗原に対す る免疫系全

体 の 反応 の 成 立 を基礎 と し て
，

aberrant な反応 へ の 移

行 ， も し くは抑制方向へ の 反応が破綻し て IgE産生 へ

向か う こ とが 推定 さ れ る．した が っ て そ ば ア レ ル ギー
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Abbreviations ： BSA 　 buvine　 serum 　 albumin ；

DAB 　dianユinobenzine 　 tetra ．hydr （｝chloride ；

ELISA 　enzyme −］inked 　 immunosorbent 　 assay ；

IgE 　imrrlulユog ］obulin 　 E；　IgG 　hnmun 〔〕gb ｝）ulin

G ；　KDa 　kiloda ］to 冂 ；　PAGE 　polyaCI
’
y［amid

egel 　 e ユectrophoresis ；　PBS 　phosphate ．buffered

saline ；　POD 　per
・
oxidase ；　RAST 　 radioaller ．

gosorbelユt　test；　 SDS　 sodiu1Tl 　d⊂）decyl　 su1 「ate

が 1 型 ア レ ル ギー反 応 で あ る と して も，そ の 基礎 に そ

ば抗原 に 対す る
．．
運 の 免疫 系 の 活性化が存在す る は ず

で あ る ．

　しか し そ ばア レ ル ギ
ー

を免疫応答 の 側 か ら検討し た

報告 は少な く， 抗原性の 解析
3）−7 ），少数の 疫学調査 B］”）　S3

よ び そ ば抗原 に 対 す る IgE−RAST 値 の 評 価
1°，11 〕が あ

る に す ぎず，包括 的な免疫応答性を検討し た 報告 は な

い ．今 回 そ ば塩 可 溶性分 画 お よ び 不溶性分画 を抽出し

こ れ を抗原 に 用 い て ，そば ア レ ル ギー患者血清 に つ い

て ELISA 法 お よ び イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 に よ り IgG
，
　IgE

応答性お よ び そ の 関連性 を検討 したの で報告す る．

対象 と方法

1．対象

　そ ば摂 取 に よ り即 時型 ア レ ル ギー
症状 の 既往を有す

る そ ば ア レ ル ギ
ー

患者 （患者血清＞15名を対象と した ．

性 別 は 男11名， 女 4 名，年 齢 は 3 〜34歳 で あ っ た

（Table）．即時型ア レ ル ギ
ー

症状 の 内訳 は ， ア ナ フ ィ ラ

キ シ
ー5 名，蕁麻疹 4名 ， 喘息発作 1一蕁麻疹 2 名，喘

息 発 作 1口 唇 腫 脹 1 名 ， 口 唇腫脹 の み 1 名 ， 悪 心 1 名 ，

咽頭掻痒感 ／名 で あ っ た ．支寸照 と して ， そ ば を食して

も症状 を認 め な い が 以 前 の検査 で そ ば IgE−RAST 検
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Table　Characteristics　of 　patients，　RAST ．positive　controls 　ar 〕d　RAST ．negative 　contro ！s
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査 陽 性 の た め そ ば除 去 を行 っ て い る 3 名 （RAST 陽性

対 照 血 清）， そ ば lgE−RAST 陰 性 の 健 康 小 児 ユ0名

（RAST 陰性 対 照 1血清）の 血清を用 い た．症状 を有す る

例 は発症時 か ら，検査 の み 陽性例 は 検査実施時 か ら，

全例 そばの 摂取 は 制限 して い た ．

2．方法

1） そ ば蛋 白の 調整

　実験 に 供 し た そ ば蛋 自 は市販 の そ ば粉 か ら 抽出 し

た．まず脱脂 の た め そば粉 を 5 倍 緊：の ア セ トン 中 で 2

時間撹拌 の 後 ， 室 温 に て 8500Xg ， 10分間遠心 した ，沈

渣 を風乾 した もの を，そ ば粗抗原 と した．粗抗原 を6M

尿素
一
リ ン 酸緩衝液 〔U −PBS ＞に溶解 し， 室温 に て 1時

間撹拌後遠心 し ， 上 清を蒸留水に 対 し て透析 し凍結乾

燥 した （そば全蛋白抗原）．つ ぎに ．そ ば粗抗原 を500

mM 　NaCl −PBS の 塩溶 液 に ，粗抗原 ：塩溶液 ＝1 ：10

の割合で溶解し ， 1時間撹拌後遠心 分離し て 上清 と沈

渣 と に 分 け た． ヒ清 は そ の 後透析 し凍結乾燥 し て 「塩

可溶性分画．1 と した．沈澄 は 同様の 操作を 2度繰 り返

した 後 ， 6M 　U −PBS に溶解，遠 心 後上 清 を透 析，そ し

て 凍 結乾燥 し 「塩不溶性分 画i と した．実験 の際に は ，

い ずれ も適切 な濃度 に 溶解 した後 ， 42〔〕0 × g ， 10分間遠

心 ，
つ い で 径 0．2μm の フ ィ ル タ

ー
で 濾過後使用 した．

ま た，塩不溶性分画 の 溶解 に は ， 6M 尿素 を含 む溶液 を

使 用 し た．

2） そば蛋 白の 蛋 白鼠の 検討

　 3種 の そ ば蛋 白分面 に つ い て ，蛋 白量 を検討 し た．

プ ロ テイ ン ア ッ セ イ試薬 （BioRad，　 CA ，　 USA ）を用

い マ イ ク ロ プ レ ー トに よ る ス タ ン ダード法 に よ っ た．

3）SDS ・polyacrylamide 　 gel　 electrophc ）resis （SDS −

PAGE ） に よ るそ ば 蛋 自の 分析

　抽 出 し た そ れ ぞ れ の そ ば蛋 自分画 に含 まれ る 蛋 白成

分の 検討を SDS ．PAGE 法に よ り行 っ た
12 ］． 3種 の 分
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画 を 最 終 濃 度 2％ と な る よ う に SDS 溶 液 （O．07M

SDS ，　2 ％ 2・mercapt 〔，ethanol ，0 ．OIMTris −HCI　pH

8． ，　15％ glycero1，　0．001％ 1〕remophenol 　blue）　（禾凵

光純薬 ， 東京）に溶解 し，100℃ に て 2分間加熱処 理 し

た 後，5μ1を試料 と し て 用 い た．ゲ ル は 10／20％ gradi−

ellt　gel （e9　一化 学），分 子 量 マ ーカーは prestained

SDS −PAGE 　standards ，　 low　range （BioRad ），　 SDS −

PAGE 　 molecular 　 weight 　 standards ，　 low 　 range

（Bio・Rad）， 泳動用緩衝液 は， 0．025M 　Tris−HCI ，　O．19

Mglycine ， 3．5x10
−3M

　SDS を用 い た ．電気泳動 は ，

40mA ／プ レ ー
トの定電流 で 6 分間行っ た．泳動後 の ゲ

ル は Coomassie　Brilliant　Blue　G −250で染色 し，脱色

液中で 数時間振盪し た．

4）血清総 IgE値 と抗原特異 IgE抗体 の 測定

　血 清総 IgE値 は キ ャ ッ プ IgE ・FEIA （Pharmacia ）に

て 測定 し，そ ば，米 に 対 す る 抗原 特異 lgE抗体 は

キ ャ ッ プ RAST −FEIA （Pharmacia ）に て 測定 した．

5） enzyme −linked　immunesorbent　assay （ELISA ）

に よる そば特異抗体測定

　ELISA 法に よ り血清中 IgG お よ び lgE量 を測 定 し

た．そ ば抗原 は，PBS に溶解し蛋 白量 と し て IgG 測定

で は可溶性分画 は20μg／ml ，不溶性分画は 10μg／ml ，

IgE測定で は両者 と も10μ g／ml の 溶液を用 い た．それ

ぞ れ 100μ 1ずっ 96穴 EHSA プ レ ート （Nunc ）に 入 れ ，

4℃ ，

一
昼夜放置し た．抗原液を廃棄後 ，

2％ bovine

serum 　albumin （BSA ＞を 200μ1／well 加 え ， 37℃ に て

／時 間ブ ロ ッ キ ン グ を行 っ た．PBS −O．05％ Tween

20 （Sigma ）液 （PBS −T ） に て 2回洗浄後 ， 希釈 した

血清 を100μ1ずっ 加 え，IgG測定で は 37℃ で 1時間 ，

IgE 測定で は 室温で
一

昼夜反応 させ た．血清 の 希釈 は，

IgG 抗体測定 で は 可溶性抗原 に つ い て は 100〜3200倍

希釈 ， 不溶性抗原 に つ い て は50〜1600倍希釈 ， IgE抗体

測定で は両者 と も16〜512倍希釈 と1／2希釈系列 を用 い

て 測定 し た．PBS ・T で 4Eu］洗浄後 ，
二 次抗体反 応 を

行 っ た．特異 IgG抗体 の 測定 の 場合は，2DOO倍希釈 し

たペ ル オ キ シ ダーゼ （POI））標識 ウサ ギ抗 ヒ ト lgG 抗

体 （和光）を100μ 1ず つ 加 え，37℃ で 1時間反応 さ せ た

後，PBS −T で 4回洗浄 し た．特 異 IgE抗体 の 測定 の 場

合は 感度 を．上 げ る た め ， 2000倍希釈 した ビ オ チ ン 化 ヤ

ギ抗 ヒ ト IgE抗体 （Vector）を100μ1ずつ 加 え37℃ で

2 時間 反 応 さ せ
，
PBS −T で 41・［洗浄，更 に 4〔〕00倍希釈

の POD 標識 ス トレ プ トア ビ ジ ン （Boehringer 　 Man ・

heim）を100μ1ず つ 加 え37℃ 1時間反応させ ，　 PBS −T

で洗浄 した．ま た IgE抗体測定 で は，血 清成分 に 対 す

る ス ト レ プ トア ビ ジ ン の 非特異的吸着を阻害 す る ため

に ， あ らか じめ抗原溶液 中に Avidin／Biotin　Blocking

Kit（Vector）の Avidin　s（）lutionと Biotin　solution を

添加 した後 ， 抗原吸着 に 使用 し た ．二 次抗体反応後 は
，

発色溶液 （0．012％過酸 化水素を加え た 0．026％OPD ）

を100μ1 ずつ 加 ft，
　37℃ で 遮光下 に 発色 させ た．発色 は

2NH2SO1 を40μ 1加 え て 反応停止 さ せ ，
マ イ ク ロ プ

レ ート リ
ーダー（Bio−Rad）で 吸光度 （測定波長49〔｝nm ）

を測定し た．測定は duplicateで 行 い
， 統計処理 に は 平

均値 を用 い た．

6） ELISA 抑制試験

　IgG−ELISA の反応 が そ ば抗原特異的 で あ る こ と を

確認す る た め
，
ELISA 抑制試験 を実施 し た．あ らか じ

め そ ば抗原 を0．0〔〕ユ〜1000μg／wel1 ずっ 200倍希釈被検

血 清 （10（〕μ1／wel 】）に 加え て 37℃ で 2 時間反応 させ ，抗

体を 吸収す る操作を行 っ た．吸収血清は 上記 の ELISA

と 同 じ方法で IgG抗体測定を行 っ た．

7） イ ム ノ ブ ロ ッ ト （IB）法 に よ る そ ば特異的抗体 の 検出

　SDS −PAGE に よ り分画さ れ た そ ば抗原 をゲ ル か ら

セ ミ ドラ イ エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ ター
（第

一
化学） を 用 い

て polyvinylidene 　difluoride（PVDF ）膜 （ミ リボア）

に 転写し た．転写は 80mA ／枚で約 1時間行 っ た．転写

終了後，分子量 マ
ーカ ー

の レ ー
ン の み切 り取 り，Colloi−

dal　Gold　Total　Protein　Stain（Bio・Rad）で 染色 した．

残 りの 転写膜 は2％BSA で 37℃ 90分間ブ ロ ッ キ ン グ し

た．以下 IgG抗体 と IgE抗体 で は感度 の 違 い に より若

干検出方法 が 異 な る．

a ） IgG一イ ム ノ プ ロ ッ ト （lgG・IB）法

　転写膜を各 レ ーン 毎 に 切断 し， 0．2％ BSA
，
　 O．05％

Tween 　2｛〕を含む PBS で 20倍希釈した 血清2ml と37℃

で 1 時間反応 さ せ た．PBS ・T で 洗浄後，二 次抗体 は 500

倍希釈 し た POD 標識 ウ サ ギ抗 ヒ 1・IgG 抗体 を用 い ，

37DCで 1時間反応させ た．発色は ， 3，3・diaminobenzine

亡etrahydrochloride （DAB ）（協和 メ デ ィ ッ ク ス ）／H ，O ，

を含む Tris　HCl 緩衝液に て 37L℃ で遮光 し て行 っ た．

発色終了後，転写膜 を蒸留水 で 洗浄 して 反応 を停止 さ

せ た．

b）lgE一イ ム ノ ブ ロ ッ ト （lgE−IB）法

　 ブ ロ ッ キ ン グ し た転写膜 を ミ ニ プ ロ ッ ター
（第一化

学）に装着 した．血清20 μ1に 0，2％BSA 溶液50μ1を加

え各 レ ー
ン に 注入 し ， 室温 に て

一
昼 夜反応 さ せ た ．反

応終了後，ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 ヒ ト IgE抗体 （50〔〕倍希

釈， 37℃ 2時間），
POD 標識 ス トレ プ トア ビ ジ ン （5｛｝0

倍希釈 ， 37℃ 1時間）で ELISA と 同様 に反 応 させ た。
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発色 は IgG−IB 法と同 じ くDAB を用 い ，蒸留水 で 洗浄

し て反応 を停止 さ せ た ．

8）統計処理

　t検定 （両側検定）と PearSQn の 相関係数を用 い 危険

率0．05以下 を有意差あ り と した．な お 血清総 IgE値 と

IgE−RAST 値 は 対数変換した後統計処 理 を行 っ た，

結　果

1）精製 そ ば蛋 白の 組成分析

　そ ば粉 か ら調整 した そ ば 悵白 を
，

全 蛋白 ， 塩 可溶性

蛋 白，塩不溶性蛋臼の 呂 分画に分け ， そ れ ぞれ の 蛋白

組成を SDS −PAGE 法 に よ り分析 し た （Fig．1）．全蛋

白で は多数 の バ ン ドが検出さ れ ， 他方 ， 塩 可1容性分画

は 分 子 量 14〜107KDa 間 に 13本 （1・a，16，19， 21， 28，

33，36，39，44， 48， 80， 9〔〕， 1〔｝7KDa ）， 塩不溶性分

画 は 14〜87KDa 間 に 8 本 （14，16，19， 28， 31， 39，

54， 87KDa ）の バ ン ドが 認 め ら れた ．また 全蛋 白の組

成 は，塩可溶性分画 と塩 不溶性分画 とを合わせ た もの

で あ っ た．

　っ ぎ に 精製 そ ば蛋白各分画 に含 まれ る蛋 白量 をプ ロ

テ イ ン ・ア ッ セ イ法 に て 検討した．塩可溶性分画乾燥

粉末101ng当た りの 蛋白濃度 は5mg ， 塩不溶性分画乾

燥粉末10mg 当た りの 蛋白濃度 は2．5mg で あっ た．し

KDa139

．9 一　　爨
86，8 −

47 、8

33．3 一

28．6 一

2α 7 一

ABCDE

KDa

一 97．4

一 66．2

一 45．0

一 31．0

一 21．5

一 14 ．4

　Fig，1，　SDS・PAGE 　 analysis 　 of 　buckwheat 　pro−

teins，

　Lane　 A ，　 E ： rnolecular 　 weight 　 rl／arker 　 polype．

ptides，　Lane 　B ：whole 　fractめ n．　Lanc　C ：sa 】t−soluble

fraction．　Lane　r）； salt ・insoluble　fracti〔｝n．

た が っ て精製そ ば蛋白に は蛋 白以外 の 成分 が 含 まれ る

こ と が 示唆 さ れ た．

2）検体血 清 の 総 lgE 値 と そ ぼ特異 lgE．RAST 値 の

測定

　患者血 清15検体 ，
RAST 陽 性 対 照 血 清 3 検 体，

RAST 陰性対照 血 清 10検体に つ い て ， 総 IgE値， そ ば

特異 IgE −RAST 値 を 同時測定 し た．Table に 示 し た よ

うに 総 IgE値 は ， 患者血清で は22．5〜3072U／ml （平均

288U！ml ），　 RAST 陽性対照血 清 で は578〜1545U／1nl

（平均1071U／ml ），
　 RAST 陰性対 照血 清 で は ID4〜969

U／m1 （平均 120U／mD に分布し ， 総 IgE値は 患者血清

お よ び RAST 陽性対照 「航清 で は RAST 陰性対照血清

に 対 し有意 に （p く0，0D 高値 で あっ た ．，そ ば lgE・

RAST 値 に つ い て は，ス コ ア
ー2以 上 は患者血清で 12

検体 （80％）， RAST 陽性対照血清 で 3 検体 中 2 検体

（66．6％）で あ っ た が ，RAST 陰性対照血清で は全検体

陰性 で あ っ た．

　米 IgE・RAST 値 に つ い て 同様に検討 し た と こ ろ ， 患

者血清 1検体 お よ び RAST 陽性対照 血清 2検体（そ ぼ

RAST 陽性の 2 名と 同
一・

） の み で RAST ス コ ア
ー2

以上 の 陽性 で あ っ た，

　今回患者15名中 3 名 で そ ば 特異 lgE−RAST 値 が 陰

性 で あ っ た ．こ の 3 名は そ ば摂取後に それ ぞれ蕁麻疹，

％

0
〔

0
　

1

75

50

＝

O
遵

ρ
‘

⊆

25

　 　0
　 　 　 　 α001　 0，01　　0．1　　　1　　　 10　　 紛 0　 1000

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ｛四 ’wel り

　　　 Added 　dosages 　oi　buckwheat　antigen

　Fig．2．　Inhibition　亡est 　of 　buckwheat　specific

ELISA 　systeln ．

　Buckwheat　 specific 　IgG−binding　was 　deterrnhled

by　ELISA　a自er 山 e　 addition 　 of 　buckwheat 　 aUhe

indicated　 concen しration ．
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喘息発作．＋口唇腫脹，悪心 と い っ た即時型 の 症状を呈

し て い た ．そ ば ア レ ル ギ
ーが 特異 lgE抗体 の み で な

く， そ の 他の 因子 が 関与 した 反応 も存在す る こ とが示

唆 さ れ た．

3） そ ば特異 IgG 抗体 の 検討

　次 に ELISA 法 を川 い て そ ば特異 IgG 抗体 の 検出を

試み た．

　今回用 い た IgG−ELiSA 法 の 抗原特異性 を吸収試験

に よ り検定 し た．抗体 陽性血清 に種々 の濃度の そ ば抗

原 を添加 しそ の 後 ELISA 法 に て 血 清 中 の 残遺そ ば特

異 IgG 抗体を測 定 し た．そ の 結果，血清 に 加 え る そ ば

抗原 の 濃度依存性 に 反応抑制 が 観察 され ， この測定系

が そ ば特異 IgG 抗体 を 検 出 し て い る こ と が確 認 さ れ

た （Fig．2）．

　検体血清中の そ ば特異 IgG抗体 の検出 に あた り， ま

ずそば塩可溶性分画 を抗原 と して 用 い た ．こ の 結果 ，

患 者血清 に お け る特異 IgG 抗体 価 は い ずれ の 血清希

釈 に お い て も RAST 陰 「生対 照 J！［t清 に 比 べ 高値で あ っ

た．血清200倍希釈に お け る吸光度 （測定波長 490Dm ）

は，患者 血 清 で 平均 0．973± O．440， RAST 陽性対照 r虹

清 で 平均 1．050±0．055，RAST 陰性対 照血 清 で 平均

0．354± 0．186で あ り， そ ば特異 IgG 抗体 は 患者 お よび

RAST 陽性対 照血清 で 有意 に （p ＜ 0．01）高値 で あ っ た

（Fig．3）．なお
， 低値 なが ら RAST 陰 1生対照血清中 に

も，そ ば lgG が 検 出 さ れ た．

　次 に 塩不 溶性蛋 白分 画 を抗原 と して 同様 に IgG 抗

体 の 検出 を行 っ た と こ ろ，患者血 清 は 平均O．440 ±

O．404， RAST 陽性 対 照 血 清 は 平 均 0．764±0．280，

RAST 陰性対照血清は平均〔｝．147＋ 0．053で あっ た （血

清2〔｝0倍希釈）．RAST 陰性対 H〈1．li1清 と比較 して
， 患者

血清（p＜ O．05）お よ び RAST 陽［生対照血清 （〆 0．01）

で 有意 に 高値 で あ っ た （Fig．4）．

　次 に そ ば特異 IgG 抗体価 と そ ば IgE−RAST 値 と の

関連を検討 し た．塩吋溶性分画 に 対す る IgG 値 と IgE・

RAST 値 と の問に相関係数 r＝0．623で ， ま た 塩不溶性

分画 で も r πo．535で 止 の 相関を認め た （Fig．5）．塩可

1容1生分画に 対す る lgG 値 と塩不溶性分画 に 対す る

IgG 値 で は r 二〇．690で 正 の 相関 を認 め た （Fig，6）．

4）ELISA 法に よ る そ ば特異 IgE 抗体 の 測定

　ELISA 法 を 用 い て そ ぼ特異 IgE抗体を 測 定す る た

め ，二 次抗体 に ビ オ チ ン 化抗 ヒ ト IgE 抗体 を用 い る ア

ビ ジ ン
ービオ チ ン 系を加 え る高感度測定系を確立 し た．

こ の 結果，可溶性 そ ば抗原 に 対 して IgE抗体 が 検 出 さ

れ た の は 3　！fl！清（血清番号 8 ， 9 ，
16）， ま た不溶性そ

ば 抗原 に 対 して IgE抗体 が 検 出 され た の も 3∬1晴 ，両

者は 同 じ血清で あ っ た ．そ ば lgE −RAST 値 と の 比較 を
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　Fig．5．　 Relationship　bt’tNveen　IgE・RAST 　and 工gG ・ELISA 　values ．エobuckwhea し

in　 sera 　frOlll　patiellts．

　A ：IgG．ELISA 　to　salt ．soluble 　fractlon．　B ；IgG ．ELISA 　tosalt −insoluble　fraction．

行 っ た と こ ろ ，
こ の 3 血清は い ず れ も IgE ・RAST 値が

16．8UA ！ml 以 ヒの 高値 血 清 で あ っ た．す な わ ち

ELISA 法 は ，高感度 な ア ビ ジ ン
ービ オ チ ン 系 を 導入 し

て も IgE−RAST 法 よ りは 感度が劣 っ て お り，今 回の 検

討 で は ， そ ぼ IgE−RAST 値が 高値で あ る 3名で の み そ

ば特異 IgE抗体が検出 され た に す ぎな か っ た．

5） IB 法 に よ る 抗体認識蛋 白 ・ペ プ チ ドの 検出

　そば塩可溶性分画 ， 塩不溶性分画 の い ず れ も多種の
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蛋白，ペ プチ ド を含有し て い る こ とが SDS −PAGE 法

に よ り明 らか に な っ た （Fig ．1）．そ こ で ，　 ELISA 法で

検出さ れ た IgG 抗体お よ び IgE 抗体が認識す る 蛋白 ，

ペ プチ ドを IB 法で 解析し た．

　患 者血清を用 い 塩 可溶性分画 を抗 原 と した IgG−IB
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　Fig．6．

to　buckwheat　salt・soluble 「rac 巨（m 　and 　IgG ・ELISA

values 　to　buckwheat　sal 亡．insoluble　fraction　in

patien｛s．

　　　　　 IgG・ELISA 　to
　 　 buckwhea畳salt−soluble　fraction

Relationshlp　between　IgG．ELISA 　values

法で は，分子量 14〜107KDa の 範囲内 に 10本 の バ ン ド

（14，　16
，　19

，　21
，　28

，　33
，　44 ，　48

，　80，　IO7KDa に亦目

当す る分画 と反応）が検出さ れ （Fig．7）， 塩不溶性分

画を抗原 と し た lgG−IB 法で は 分子 量 16〜87KDa の 範

囲内に 6 本の バ ン ド （16， 19， 28， 31， 54， 87KDa に

相当す る分画 と反応）が検出さ れ た （Fig．8）．そ れ ぞ

れ の 蛋 白分画 の SDS −PAGE の結果と比 較す る と，
い

ずれ の患者血 清で も SDS ・PAGE で 蛋 白の 存在す る位

置に バ ン ドが検出 さ れ たが
， 蛋白量 が微量 で あ る位置

に は 必ず し も 明瞭 な バ ン ド は認 め られず，螢 白量 の 多

い 部分 に 高濃度 の バ ン ドが 検出 され る傾 向 が あ っ た．

　RAST 陰性対照1〔［睛 を用 い た IgG−IB 法 に よ る 検索

で は，検体 ご と に 数本 の バ ン ドが 検出 さ れ た が ，
い ず

れ の パ ン ド も基本的に は 患者U1清で 認 め ら れ た 分子量

位置 に あ っ た．しか し それ ぞ れ の バ ン ドの 濃度は著 し

く低く ， 抗体量 は 少 な い こ と を示 唆し て い た．

　そ ば特異 IgE−RAST 高値で あっ た血清 を用 い ，　IgE一

工B 法 に よ り認識 抗原 の 検 出 を行 っ た．

　 IgG4B 法同様 ，
い ずれ も多数 の バ ン ドが検出され た

が ，その 中 で 濃 く染色 さ れ る バ ン ドの パ タ ーン は検体

ご と に 異 な っ て い た 〔Fig．9）．IgG・IB 法 で 検出 され た

以外 の 部位 に は，バ ン ドは検出されな か っ た．

6）そ ば特異 IgG ．
，
　 IgE 一抗体価 と臨床症状

　患者 は 全 て そ ば摂取 に よ りア ナ フ ィ ラ キ シ
ー

を含 む

即 時型症状 を呈 した．そ の 症状別 の 抗体価を検討 した

Patients
RAST ・positive　　 RAST・negative
　 oontrolS　　　　　　　　controlS

「
一 一 一

「一 「
一 一一 一 一一一

「
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　　 　　　　Fig．7，　Imrnullob】otti1ユg　 analysis 　of 五gG 　antibodies 　in　patients
’

sera 　against 　buckwheat

　 　 　 　 　 salt ・soluble 　fraction．
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　Fig，9．　 Immunoblotting 　 analysis 　 of 　 IgE　anti ．

bodies　in　patients
’

sera 　against 　buckwheat 　salt−

SDluble 　fractiOn．

　Lane　l，2，12 ： molecular 　weight 　 marker 　polype −

ptides，　Lane　3，5〜7 ： patients（serum 　No．8，9，12，

15）．Lane　 4 ： RAST −p〔〕sitive 　 controls （serum 　 N （レ．

16），Lane 　8，9 ： RAST −negative 　 controls ．　Lane　 10，

11　；serurn 　free．

と こ ろ ， そ ば特異 IgG 抗体 で は 可溶性 ・不溶性 と も，

症状 との 関連 に
一

定 の 傾 向は 認 め られ な か っ た （Fig．

10）．また ， そ ば特異 lgE −RAST 値 は ，ア ナ フ ィ ラ キ

シ
ー

症状 を呈 す る患者 は全て ス コ ア 2 以上 の 陽性 で

あ っ た （Fig．11）．

考　察

　そ ば蛋 白を抽出し塩可溶性分画 ， 塩不溶性分画に分

け ， そ れ ぞ れ を抗 原 と し て 患者 血清 中 の IgG お よ び

IgE そ ば特異的抗体を測定す る こ と に よ り， そ ぼア レ

ル ギー患者 の 抗体 レ ベ ル で の 免疫応答性を検討 し，さ

ら に ア レ ル ギー症状 との 関連性を検討 した．

　臨床症状 を有す る患者血清 で は い ずれ の 蛋 白分画 に

対 す る IgG 抗体 も RAST 陰性対照血清 に 比 べ て 著 し

く高値で あ っ た．また そば特 異 lgG 値 と IgE−RAST

値 と の 問 に 相関係 tWr−・O．623で 相関 が 認 め ら れ た こ

とか ら，そばア レ ル ギ
ーは 1型 ア レ ル ギー

反応が関与

し，そ の 基礎に そば抗原 に 対する
一・
連 の免疫応答 の 亢

進状 態が 存在する こ とが 示唆さ れ た．

　 と こ ろ で 患者の中に は ， そば摂食 に よ り即時型 の 症

状 が 出 現 す る に も拘 わ らず そ ば lgE −RAST 値 が 陰性

の 症例 が 3 名あ り，こ の 3名 で は そ ば IgG抗体価は，

他 の 患者 と同様に高値で あ っ た ．す な わ ち IgE −RAST

で 固柑化 され て い る抗原以外 の そ ば抗原 に 対す る IgE

抗体の 応答，ま た は 1型 ア レ ル ギーが関与しな い 免疫

応答が症状発現 に 関わ っ て い る可能性 が ある こ と を示

唆して い た．

　そ ば 蛋 白は ， 塩 可 溶 性 分 画 ， 塩 不 溶性分画 に 分 け ら

れそれ ぞれ の 蛋 白は 異 なるが，患者 血 清，RA9．　T 陽性

対 照 血清 と も に そ れ ぞ れ の 分 画 に つ い て IgG 抗体 は
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ASURBA 　　　others

100．0　　　　75、0　　　　66．7　　　　　667

（
・
）

66．7

Compari 　g．　orユ　between 　buckwheat ．

specific 　IgE−RAST 　scores 　and 　s｝
・
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高値 で あり，慰者血清 と RAST 陽性対照1血廴清と の問に

そ ば抗原分画 の 認識 に 差は な か っ た．す な わ ち 患者血

清 と RAST 陽性対照血清 との 相違は IgG，　IgE応答 か

ら は 区別が で きず，ま た 認識す る 抗原 の 差 異 も存在 し

な い の で ， 痒状発現 に関与す る別な要因 を想定す る必

要 が あ る．

　今［1・1の 検討 で は
，
Fig．10

，
11 に 示 し た よ う に そ ば特

異 IgG，　 IgE抗体価 と症 状 との 間 に
一
定 の 傾 向は認 め

ら れ な か っ た．症状 は 全 て 即時型 ア レ ル ギーの 症状 で

あ り， そ れが 激烈 な場合は ア ナ フ ィ ラ キ シ ーシ ョ ッ ク

と して 現 れ ， 軽度 の 場合は 凵 唇腫脹等の み を呈 す る と

考 えれ ば，症状 の 皇症度 の 違 い は免疫応答性 の 差 とい

う よ り，発症時 の 曝露抗原量 の 問題 が 関わ る 部分があ

る か も し れ な い ．

　今 回対象と し た い ずれの 患者 も即時型 の ア レ ル ギ
ー

反応 を 経験 して お り，そ の 年齢 は 3〜34歳に分布 し ，

ア レ ル ギー
反応 を経験後は そ ば除去 を行 っ て い た．す

な わ ち抗原感作後 に 増強感作は行 われ て い ない に も拘

わ ら ず 高年齢 に 至 る ま で
，
そ ば特 異 IgG お よ び IgE抗

体 は高値が 持続 して い た．そばア レ ル ギ〜は
一
渡 発症
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す る と年余 を経 て も消失し な い こ とが こ れ ま で も指摘

さ れ て い る
s）13 ）

が ，増強感作 が な い の に な ぜ 抗体 が 高

値維持さ れ る の か は 興味深 い 問題 で あ る．最近鳥居 ら

の グル
…プ は，そば そ の もの に よ る増強感作が な く と

も他 の 穀物 （米）に含 まれ る共通抗原 に よ り増強感作

が 絶 えず行 われて い る可能性 を 示 峻 し た
1° ）11 ）．し か し

米 と の 共 通 抗原 に 対 す る抗体 は 症状 の 誘発 に は 関 与し

ない との 報告 もあ り
11 〕，長期間 そ ば除去後 に そ ば摂取

で 症状 が 出現 す る 現 象の 説明 に は な らな い ．

　そ ば抗原 は SDS　−PAGE に よ り分画す る と，多数 の

蛋 白，ペ プ チ ドか ら構成 さ れ て い たが，免疫応答，症

状発 現 に 関与 す る抗 原 蛋 白 に 違 い が あ る か 否 か を

IgG−IB 法に よ り検討 した．そば ア レ ル ギ
ー

患者血清 で

は ， 塩可溶性分画 に つ い て は 10本 の バ ン ドが ， 塩 不 溶

性分画に つ い て は 6本の バ ン ドが 検出 され，複数 の そ

ば 蛋 自 が 抗原活性 を 有 し て い る こ と が 明 ら か に な っ

た．ま た RAST 陰性対照血清 で もバ ン ドが 検出 さ れ た

が，そ の 分子量的位置は 患者血清 に 認 め られた位置 に

含ま れ ， か っ 抗体量 は微 量 で あ っ た．以 ヒか らそ ば特

異 IgG 抗体 の 認識す る抗原は本質的 に は 患者血清 と

対照「血清で は柑違 は な く， 両者 の 相違 は 抗体 量 の 差 で

あ る と考 え られ た．す な わ ち 患者で は相対的 に 多量 の

抗原 に 免疫系 が 曝露 さ れ て い る か ，あ る い は微 量 の 抗

原 に 対 して 過剰の免疫応答が 惹起 され る か の い ずれ か

の 可能性 が 指摘 で き る ．患者は 症状発現 後，そ ば除去

を行 う こ と が通例で あ る こ と を考慮す る と，後者，す

な わ ち 患者 に お い て そ ば抗原 に 対す る免疫応答 「生の 亢

進が 示唆さ れ る．また IgE−IB 法 を 試 み た と こ ろ，興味

深 い こ と に 抗体 に よ り認識さ れ る抗原 は 血清に よ 1）異

な る こ と ， さ ら に そ の バ ン ド は JgG −IB 法 で 得 ら れ た

分 ．戸量 の バ ン ド に 限 ら れ る こ と な どの結果を得た ．す

な わ ち そ ば特異 IgE は，そ ば 【gG 産生 へ commit し た

免疫反応 系 の う ち特定 の も の の み が 選択 さ れ て IgE

産生 へ と転 換 す る こ と が 示唆 さ れ，そ ば ア レ ル ギ ー
の

うち IgE の 関与す る 1型 ア レ ル ギーの 克服 に は こ の

選択性 の 機構 の 解明 が 重要 で あ ろ う．ま た特異抗原に

対 す る抗体の応答性は特定の HLA 遺伝子 産 物 が 関．与

して い る との 報 告 も あ り助
， 免疫応答性お よ び ア レ ル

ギー
の 発 現 を 生体 反 応 の 側 か ら解析す る こ と も必 要で

あ ろ う．

　 そ ば ア レ ル ギーの 主要 ア レ ル ゲ ン を同定 す る こ と は

脱 ア レ ル ギ
ー

の 治療 に も 重 要 な 課題 で あ る．今 回

正gG ．，　 IgE−IB 法 の 両者 に 共通 し て 分子 量約28KDa の

バ ン ドを認め た が
， も と も と 蛋白量 と し て 多 い 部 分 で

あ る こ と， また対 照血清 で も同部位 に バ ン ド を認 め る

こ と よ り，現 時点 で は そ ば ア レ ル ギー
の 主要 ア レ ル ゲ

ン と は 断定 で き な い ．

　そ ばの 主要ア レ ル ゲ ン の検索は こ れまで も試み られ

て い る．柳原 ら は，そ ば蛋白 の 水溶性 分 画中か ら ， 主

要 ア レ ル ゲ ン 成分 は 分子量約 17KDa の 抗原 C に 存在

す る こ とを報告し て い る
S）．ま た中西ら は ， 抗原性 の あ

る そ ば蛋白は 分 子 罨：約 14〜73KDa に わ た り複 数存在

す るが ，主要 ア レ ル ゲ ン は 柳原 らの 同定 し た推定分子

量 17KDa の 抗原 C と お そ ら く「叶
・
の も の と 同定 し

た
4〕．また額［B ら は，Sephadex　G −50で そ ぼ蛋 白を分画

し推定分子量 ユ4KDa ，
　 HPLC で 20KDa 付近 に 抗原活

性 を認 め た
／，）．他 方 Yano 　et 　al ．は ， 脱脂 し た そ ば成分

か ら 3種 の 分画 を 得 た． 3 分画 と もそ ば ア レ ル ギー患

者1
−
in清中 の IgE抗体と反応 し熱に 安定で ， う ち 1種は

trypsin 　 inhibitor活 ｛生 を 有 し て い た と 報 告 し て い

る
6 ）．今同 の検討で は抗原活性蛋白は複数存在 し， と く

に IgE抗体 の 認識す る抗原 は 症例 に よ り異 な り共通

ア レ ル ゲン は見 い だ し難か っ た こ と は ，
こ れ らの報告

と異なる点 で あるが ，最近近藤 らは，IgE・IB 法 に よ り

約 11本 の バ ン ドを検出 し ， そ の 中 で そ ば蛋 白 を構成 す

る 種 々 の 蛋 白 に S −S 結 合 し て い る 基本 的 な 蛋 白で あ

る 24KI〕a 蛋 白 の 存在 を指摘 した
η ．ア レ ル ゲ ン と な る

ペ プ チ ドが ，分子量 の 異 な る何種類 か の 蛋 白と hetero・

dimer を形成 して い る との 考え方 は今後 の 検 索 の 方向

を示唆 し て い る と思われ る．

　 そ ばア レ ル ギ
ー

は，即時型症状 を呈 し，経 口 的 に も

経気道 的 に も感作さ れ ， そ ば除去 に もか か わ らず長年

に わた っ て 継続 す る とい う点 で ，ア レ ル ギ
ー

疾患 の 中

で も き わ め て 特異的 な位置 を占め る病態 で あ る．ま た

他の食物 ア レ ル ギ
ー

， 例 えぼ卵や牛乳ア レ ル ギ
ー

で は，

即時型 の 他 に ア ト ピー性皮膚炎等の 遅発型 の 症状を呈

す る が
1「’〕，そばア レ ル ギ

ー
はその 殆 ど が 即時型 で あ り

症状 の 点か ら も興味深 い 疾患 で あ る．今 回抗体産生 と

い う観点 か ら そ ば ア レ ル ギ ーを 検刮 し ， 抗体 量 の 増加

に 現 れ る免疫応答 の 増強 あ る い は 抑制 の 破綻 を認 め

た ，今後 そ の 免疫 応 答 の 変調 が どの よ う な機序 で 生 じ

て くる の か ，検討する こ とが 必要 で あ る．

結　語

　 そ ば ア レ ル ギ
ー

患者血清 で はそ ば 可溶性 お よ び 不溶

性 分 画 に 対 す る IgG ，
　IgE抗体 と も に RAST 陰 1生対照
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血清 に 比較し高値で ， そ ば蛋白に対す る免疫応答 系全

体の 活性化が 認 め られ た．しか し症状 の 発現 に は そ の

他 の 因子 の 関与 も考慮 す る 必要 の あ る こ と も示 唆 され

た ．ま た ， そ の抗体 は ある特定 の 蛋 白 ・ペ プ チ ドに 反

応す る もの で は な く， そ ば蛋白全体 に 対 し て産生亢進

を 呈 し た．こ の よ うな免疫反応亢進 の機序解析が そ ば

ア レ ル ギ
ー

の 病態解明 に 重要 な 意義を も つ も の と考え

ら れ た．

　 ご指導 ご校閲 い ただ き ま した 横浜市立大学小児科学教室

松山秀介教授 に 深 謝い た し ます．ま た 数 々 の ご指導 を い た

だ き ま し た 横 田俊平講師，相原雄 幸講 師に 心 よ り感 謝 い た

し ます．また有益 な助言 を戴 き ま した神奈川県立 こ ど も医

療 セ ン ター栗 原 和幸 先 生 ， 横 浜 市ア レ ル ギー
セ ン ター
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ANALYSIS  OF  IMMUNE  RESPONSES  IN  BUCKWHEAT  ALLERGY

                                    Yuriko Takahashi

             Department of Pigdiatrics, Ybkohama  City Universit.v School of Medicine

   Hypersensitivity resu!ting  from tbe ingestion or  inhalation of  buckwheat  allergen  causes  immediate

inanifestation  of  symptoms  including urticaria,  wheezing,  dyspnea, anaphylactic  shock,  which  is censid-

ered  to be IgE-mediated type  I hypersensMvity. Using sera  of  patients with  buckiNrheat allergy  the

jmrnuno-reactivity to I)urified buckwheat protein was  investigated by enzyme-]inked  immunosorbent

assay  (ELISA) and  inimunoblotting rnethud.  The  incidence of  positive RAST  value  te buckwheat  was

80%  in the  patients and  66.6%  in the  RAST-positive  controls,  whereas  the  RAST-negative  controls

showed  all negative,  1"he sera  of both patients and  RAST-positive controls  showed  signtficantly  higher

levels of specific  IgG aiitibodies  against  salt-soluble  and  salt-insoluble  fractions of buckwheat  protein
than  the RAST-negative  controls.  By  means  of  IgG-immunoblotting  analysis,  ten polypeptide  bands of

salt-soluble  fraction and  six  polypeptides  bands of  salt-insoluble  fraction were  detected in all  sera  of  the

patient$. In contrast,  the patterns of  IgE-immunoblots varied  depending on  the sera  used.  Taken  together,

thc iinmune  activation  to buckwheat  protein in patients with  buckwheat  allergy  is not  restricted  to IgE
antibody  fermation but extends  to other  immunoglobulin  class,  IgG, which  indicating that  the overall

immune  activation  to buckwheat protein may  be the basic characteristics  of  buckwheat  allergy.  Addition-

al]y,  other  factor is necessary  for the manifestation  of  symptoms.


