
日本小 児ア レル ギー 学会 誌 第5巻 第3号122～128,1991

抗ovomacroglobulin抗 体 に 関 す る研 究

― ア レ ル ギ ー お よ び イ ン フ ル エ ンザ

ワ クチ ン との 関 連

東京医科大学小児科

河 島 尚 志 岩 坪 秀 樹 武 隈 孝 治

星 加 明 徳 本 多煇 男

Key words:ovomacroglobulin, ELISA,IgG4,イ ン フルエンザワクチン,食 物抗原

要 旨

鶏卵を用いウイルスを精製する際に,超 遠心法では卵白成分が混入 し,そ の成分 としてovomacroglobulinが す

でに指摘 されていた.今 回の研究で,ovomacroglobulinと ア レルギーの関連 を知 るため,ovomacroglobulinに 対

す るIgG,IgE,IgG4抗 体 を測定 した.健 康人に比較 しIgE抗 体 は,ア レルギー患者では有意に高値 を示 した.こ

の値 は卵白RASTや 卵 白に対す る皮膚テス トと相関を示さなかった.IgG抗 体 は健康 人では,出 生時より生後6カ

月の検体 は全例陰性であったが,ア レルギー乳児ではこの年齢において高値 を示 し著明な差を認め た.IgG4レ ベ ル

でも同様 に差を認めたが,IgGに み る程の大 きな差ではなか った.

現在市販 されているインフルエンザワクチンとの関連を調べたところ,ワ クチン免疫ウサギで有意に,抗ovomacrog-

lobulin抗 体 の上昇が認め られた.さ らに,ワ クチ ンは抗ovomacroglobulin抗 体 と反応 した.

今 回の結果か らovomacroglobulinは 食物抗体 として,ま たインフルエ ンザワ クチンとの関連か ら重要 と考えら

れた.

緒 言

当教室の岡村1,2),河 島3,4)等は鶏卵で作製 した精製ウ

イルス抗原中に鶏卵由来抗原が含 まれてお り,こ れに

反応するる抗体が 日本人血清に多いことを指摘 し,こ

の物質がovomacroglobulinで あ ることを証明 した.

ovomacroglobulinは 鶏 卵卵 白中に0.5%し か含まれな

い微量な高分子グロブ リンである5).し か し,鶏 卵の他

の蛋 白質が分子量が9.5×104以 下であるのに比 し,分 子

量6.57×105(subunitで も3.3×105)の 高分子であるこ

と5),他 の鳥類のそれ と共通抗原性があること6),さ ら

に他の鶏卵卵白成分に比べ,酸 や熱処理 に対 し安定で

あること7)が知 られている.こ れ らの性質は,こ の物質

が食物アレルギーの原因蛋白としての可能性 を示唆す

る.に もかかわらず,微 量 であることや分子量が大 き

いことから卵アレルギーにおけるovomacroglobulinに

対 す る検討は行 なわれていない.今 回,ovomacrog-

lobulinに 対 す る抗体 を検索 し,ア レルギー において原

因蛋 白となっているかを検討 した.さ らに,現 在鶏卵

から唯一作製精製 されているインフルエ ンザワ クチ ン

との関連 を調べた.

実験方法

1)被 検血清

各年齢層の健康者 より採取 した血清 と臍帯 より採取

した血清 ならびにアレルギー患者血清は,す べて使用

まで-80℃ に保存 した.卵 白RASTは キ ット(第一製

薬)に よ り,皮 内テス トはMillerら の方法8)に よ り,卵

白抗原(Holister-Steiner社,米 国)を 用いて行なった.

イ ンフルエンザ ワクチ ン(北 里研究所製Lot.#159)に

対 するウサ ギ免疫血清は以下のように作製 した.ワ ク

チン2.0mlを1日 お きに3回 筋注後,1カ 月目に5.0ml

Abbreviation: RAST; ELISA; Enzyme-linked 

immunosorbent assay, HA; heamaglutinin, 

RAST; radioallergosorbent test
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を腹腔内接種 し7日 後に採血 した.ま た抗ovomacro-

grobulinウ サ ギ血清は上記と同様にovomacroglobulin

で免疫 し作製 した.

2)ovomacroglobulin作 製 法

精製法はDonovan等 の方法9)に準 じた.簡 単 に説明

するとPBSで3回 透析 した卵 白を30%硫 安 でアルブミ

ンなどを除 き,45%硫 安 でグロブ リンを沈殿 させた.

次いでSephadex S-200を 用 いてfront peakを 採 取す

ることを2回 繰 り返 し,再 び硫安沈殿 を2回 行 ない0.1

MKCIに て1晩 透析 し-20℃ に保存 した.作 製 した抗

原はSDS-PAGEで1バ ン ドであることを確認 し,抗体

測定ならびに抗体吸収 に用いた.

3)抗ovomacroglobulin抗 体 測定法

岡村等1,2)の報告 した酵素抗体法ELISAを 改 良 し測

定した.抗 原は作製 したovomacroglobulinの 蛋 白濃度

をLowry法 で測定 し,抗ovomacroglobulin IgG抗 体

及び抗ovomacroglobulin IgE抗 体 測定時には20μg/

ml,抗ovomacroglobulin IgG4抗 体 測定時には5μg/

mlの 抗原 を50μlず つマイクロプレー トに4℃1晩 固相

化した.固 相化の後,非 特異吸着を防 ぐため牛血清ア

ルブ ミンで室温1時 間postcoatingを 行 ない,つ いで抗

ovomacroglobulin抗 体 お よび抗ovomavroglobulin

IgG4抗 体 測定時には200倍,抗ovomacroglobulin IgE

抗体測定には50倍 に血清 を希釈 し,プ レー トに入れ室

温1時 間反応させた.洗 浄後,2000倍 に希釈 したペル

オキシダーゼで標識してある抗 ヒ トIgG(Fab)ま たは

500倍 に希釈 した抗 ヒ トIgE(ど ち らもシグマ社,米 国)

を用い抗体 をcolormetricに 反 応させ た.

抗 原を固相化せずpostcoatingの みで被検血清を測定

した際の抗ovomacroglobulin IgG,IgE抗 体 の吸光度

は,す べてBlank以 下 であった.

IgG4抗 体 は抗 ヒ トIgG4モ ノクローナル抗体(BRL

社,カ ナダ)と 標識 した抗マ ウスIgG抗 体 で付着 した

IgG4抗 体 を測定 した.反 応時間,洗 浄及び比色は,岡

村の論文1,2)に沿 って行なった.ま たウサギ血清中の抗

体測定にはペルオキシダーゼ標識抗ウサギIgG抗 体(シ

グマ社)を2,000倍 に希釈 し用いた.

反 応の特異性 を知るためには陽性血清を100倍 に希釈

したのち,等 量の1μg/mlに 調 節 したovalbumin,

ovotransferrin, ovomucoid, ferritinお よびovoma-

croglobulinと 室 温1時 間反応 させて,そ れぞれに対す

る抗体 を吸収 した後測定 し,未 吸収のそれ と比較 した.

またプール した高吸光度の血清 をプールし,2倍 段

階希釈 を行ない測定 した値か ら平均値 と標準偏差 を求

め,各 々 の プ レー トに 毎 回 入 れ 測 定 値 が は ず れ る場 合

再 検 した.

4)イ ン フ ル エ ンザ ワ クチ ン 中 の 成 分 と抗ovomacrog-

lubulinウ サ ギ 血 清 との 反 応

イ ン フ ル エ ンザHAワ クチ ン5mlを10か ら60%の 連

続 シ ョ糖 密 度 勾 配 に の せ,SW28ロ ー タ ー(Beckman)

で 超 遠 心(25,000rpm,90分)を 行 な い1mlず つfrac-

tionに 分 け た.各fractionのHA価 お よ び,こ れ ら を

ELISAプ レー トに50μl固 相 化 し抗ovomacroglobulin

ウサ ギ 血 清 に 対 す る反 応 を上 記 と同様 にELISAで 測 定

した.

結 果

1)ELISAの 特 異 性

抗IgG抗 体 を 用 い た 抗ovomacroglobulin ELISA

に お い て 高 吸 光 度 を示 し た8検 体(ヒ ト)を 用 い 反 応

の特 異 性 を調 べ た.表1に 示 した よ うに 各 検 体 をovoma-

croglobulinを 含 め 他 の 卵 白 抗 原 のovalbumin,

ovotransferrin, ovomucoid, 1ysozyme, avidinで 室

温 で1時 間 吸 収 し,未 吸 収 の そ れ と比 較 し吸 光 度 は 明

らか に 低 下 した.一 方,他 の 抗 原 で 吸 収 し た検 体 は,

未 吸 収 の も の とovomacroglobulinの 反 応 を調 べ た.

ovomacroglobulinで 吸収 した血清の吸光度は,未 吸収

の反応 と差 を認めなかった.こ のことから,ELISA反

応 は検索した他の蛋白による反応は認めず,ovomacrog-

lobulinに 特 異性が高い と考 えられた.

2)ア レルギー患者 と健康 人における抗ovomacrog-

lobulin IgE抗 体

表1.ヒ ト血清 を用 いた抗ovomacroglobulin IgG

ELISAの 特 異性 の検 索.ヒ ト血 清 中の各種

卵 白成分 に対 す る抗体 を吸 収 除 去 後 に 抗

ovomacroglobulin IgG抗 体 を測 定 した未

吸収 のそれ と比較 検討 した.

図1 に 示 す よ う に,ovomacroglobulinに 対 す るIgE
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図1.健 康 人 と卵 ア レ ル ギー 患 者 お よ び 卵 白

RAST・ 卵 白皮膚 テス ト陰性 のIgE1000U/

ml以 上 のア レルギー患者における抗ovoma-

croglobulin IgE ELISA

抗体 は,13例 の アレルギー患者において同年齢の卵 白

RAST陰 性 の非 ア レル ギー 対 照 者22例 お よ びIgE

RAST1,000U/ml以 上 で卵 白RASTお よび皮膚テス

ト陰性のアレルギー児13例 より明らかに高値(P<0.01)

を示 した.こ れ らの患者の卵 白RAST値 との相関係数

(R)は0.338で 表2に 示 したように相関 を認めなかっ

た.ま た皮膚テス トとの相関係数 も0.429で あ り,ovoma-

croglobulinに 対 す るIgE ELISA抗 体価 は卵白に対す

るRASTや 皮 膚テス トと相関を認め なか った.な お,

標準血清 とした吸光度高値の検体の吸光度は,50倍 か

ら400倍 段 階希釈 まで直線であ り,同一検体 の再現性 も

認め られた.

表2.検 索 した鶏卵 卵 白ア レル ギー 患者 の臨床象,

皮 膚 テス ト,卵 白RASTお よ び抗ovoma-

croglobulin IgE ELISA吸 光 度

*:1:provocation testing for hen's egg white( HEW)

*2:atopic dermatitis

*3:not tested

*4:bronchial asthma

3)健 康 人 に お け る抗ovomacroglobulin IgG抗 体

抗ovomacroglobulin IgG抗 体 のcut-off値 は,岡

村 等 の 方 法1)2)に よ り求 め た.す な わ ち 前 もっ て100検 体

に お い て 血 清 中 の 抗ovomachroglobulin抗 体 を吸 収 し

た 後,こ れ ら を 陰 性 血 清 と考 え,抗ovomacroglobulin

IgG抗 体 を測 定 し統 計 的 に0.13を 算 出 した.つ い で,健

図2.健 康 人 に お け る年 齢 別 の 抗ovomacrog-

lobulin IgG ELISA
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康人の抗ovomacroglobulin IgG ELISA抗 体 測定 し,

図2に 年齢別に平均偏差お よび陽性率 を示 した.臍 帯

血では60%が 陽性 を示 したが,そ の吸光度は低値 であ

った.生 後6カ 月までの乳児は全例cut-off値 以下で

あった.生 後7カ 月より陽性者が出現 し,以 降年齢が

上昇するに従い陽性率・吸光度は上昇 し2,3歳 で100

%に 達 し,以 降高い値は17歳 までは続いていた.成 人

では陽性率は22%と 低値 であった.

4)ア レルギー患者における抗ovomacroglobulin IgG

抗体

図3に22例 のアレルギー患者の抗ovomacroglobulin

 IgG ELISA抗 体 の吸光度を示 した.6カ 月以前の8例

の内5例(62%)が 陽性であ り,3例 は非常に高値 を

示 し健康乳児 と著明な差 を認めた.生 後9カ 月以降の

患者では,健 康対照群 と差を認めなかった.

図3.ア レ ル ギー 患 者 と健 康 人の抗ovomacrog-

lobulin IgG ELISA吸 光 度 の年齢別 比較

5)ア レルギー患者 と健康人におけ る抗ovomacrog-

lobulin IgG4抗 体

ついで,先 に示 したIgG抗 体 の差 を,IgG4抗 体 のレ

ベルで検討 した.図4に,ア レルギー患者 と健康人に

おける抗ovomacroglobulin IgG4 ELISA抗 体 を示 し

た.健康人におけ る抗ovomacroglobulin IgG4 ELISA

抗体 は臍帯血および生後0か ら2カ 月までは低値 なが

ら検出され,3カ 月から10カ 月までの乳児では検 出さ

れなかった.以 降総IgG抗 体 と同様に上昇 し,少 な く

とも17歳 まで高値が続いていたが,成 人では低値 を示

した.一 方アレルギー患者では生後3か ら6カ 月の乳

児期 に,健 康人では低値 の時期に,す でに検出例 を多

く認めた.し か し,吸 光度は幼児以降の吸光度に比較

し,低 値 であった.

図4.ア レ ル ギ ー患者 と健 康 人 の抗ovomacrog-

lobulin IgG4 ELISA吸 光 度 の年齢別 比較

6)ウ サギにおけ るインフルエンザワクチン接種前後

のovomacroglobulin IgG抗 体 の変動

表3に インフルエンザHAワ クチン接種前後のウサ

ギ血清中の抗ovomacroglobulin IgG抗 体 の変動を示

した.3検 体共明 らかに吸光度が上昇 してお り,イ ン

フルエ ンザ ワクチ ン中に,ovomacroglobulinが 含 まれ

ていることが示唆 された.

表3.ウ サ ギに おけ るインフルエンザ ワクチ ン免疫

前 後 に お け る抗ovomacroglobulin IgG

ELISA吸 光 度の変動

7)イ ン フ ル エ ンザ ワ クチ ン と抗ovomacroglobulin ウ

サ ギ 血 清 と の 反 応

図5に イ ン フ ル エ ン ザHAワ クチ ン をfractionに 分
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図5.市 販 インフルエ ンザ ワクチンと抗ovomacrog-

lobulinウ サ ギ血清 との反応

インフルエ ンザワクチンを連続 シ ョ糖 密度 勾

配法 に よ りfractionに わ け,こ れ ら とウサ

ギ免疫 血清 との反応お よびHA価 を示 した.

免 疫 前のウサ ギ血清 とのELISA反 応 はすべ

て0.1以 下 で あった.

け た 後,そ れ らのHA価 と抗ovomacroglobulinウ サ

ギ 血 清 の 反 応 をELISA吸 光 度 で 示 した.免 疫 前 の ウサ

ギ 血 清 と こ れ ら のfractionと の 反 応 は,す べ て 吸 光 度

0.1以 下 で あ っ た.図 か ら 明 ら か な よ う に,HA価 は

fraction12と24に2峰 性 を認 め,fraction12に 最 高 値 を

示 し た.抗ovomacroglobulinウ サ ギ 血 清 との 反 応 は

fraction13に ピー ク を も ち,fraction24と は 強 い 反 応 は

示 さ な か っ た.

考 察

鶏 卵 卵 白 は ア レ ル ギ ー 患 者 に お け る 皮 膚 テ ス トや

RASTで 陽 性 率 の 高 い ア レ ル ゲ ン の1つ で あ る.鶏 卵

卵 白 中 の ア レ ル ゲ ン に 関 す る研 究 は 多 数 報 告 され て い

る.Bleumink等10)は 卵 白 を カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィー

で分 け,そ れ ぞ れ の 皮 膚 テ ス トを 試 み,ovomucoidに

主 に 反 応 物 質 が あ り,他 のovalbumin・conalbumin・

ovoglobulinを 含 む 成 分 とは 弱 い 反 応 しか 認 め な い と報

告 し て い る.Virtue等11)もhuman lung tissueか ら の

ヒ ス タ ミン遊 離 に よ り,ovomucouidが 主 抗 原 で あ る と

同 様 の 報 告 を し て い る.Langland等12)のcrossed

radioimmunoelectrophoresisに よる研究に よれば,検

索 した69例 中全例がovalbuminと,46例 がovomucoid

と,36例 がovotransferrinが 反 応した と報告 している.

最 近のAnel等13)のWestern blottingに よる調査では,

lysozyme, ovalbumin, ovomucoid, conalbuminに 対

し反応があるが,患 者に より反応蛋白は異なり,微 量

物質のlysozymeの み全例が陽性であったと報告 してい

る.こ れらの報告をみて もovomacroglobulinに 関する

.も のは認められない.し か し,Bleumink及 びAnel等

の報告 を詳細に検討すると,高 分子の蛋 白に対 し,明

らかに強い反応を認めているが,彼 等は この物質の同

定 は行 なっていない.

卵 白内の蛋 白質 はovalbumin54%,conalbumin12

%,ovomucoidll%,ovomucinl.5%,lysozyme3.5%

が主 要なものである5).し か し,食 物抗原 として考 える

と酸や熱処理に対 し比較的安定であり,高 分子でしか

も共通抗原生の高いovomacroglobulinは きわめて重要

と考える.今 回の調査 でア レル ギー患者 に有 意に抗

ovomacroglobulin IgE抗 体 を認めたことは,こ の物質

が卵 白抗原の1つ であ り,ア レルギーに関与 している

ことを示唆するものであろう.し か も健康人におけ る

抗ovomacroglobulin IgG抗 体 は,3歳 以降ほぼ100%

陽性 になるこ とから,卵 日中では微量であるが,抗 原

として重要であることが分かる.ま た,抗ovomacrog-

lobulin IgE抗 体価 と卵 白に対する皮膚テス トやRAST

scoreと 相 関 しないことは,卵 白ア レルギー検索の際,

これらの検査 だけでは卵 白中の微量蛋 白に対す る反応

は把握 されないものと考 えられ る.

健 康人における抗ovomacroglobulin IgG抗 体 の年

齢別分布 では,生 後7カ 月以降陽性例が認められ,年

齢 をお って陽性率が増えている.こ れ らは,乳 児にお

け る離乳 食の開始時期に一致 してお り,食 事性に感作

されてで きた抗体 と考え られる.ま たインフルエンザ

ワクチン中にこの物質が含 まれていることを示唆す る

結果か ら,抗体に対 しboosterが かか り17歳 まで高値 を

維持 している可能性 も考えられる.イ ンフルエンザHA

ワ クチンは鶏卵卵 白よ りゾナール遠心法により精製作

製 されている.ワ クチンを超遠心でfractionに 分 けた

とき,HA価 は2つ のピー クに分かれ,virus粒 子 と遊

離 した少量のhemaglutininに わかれる.抗ovomacrog-

lobulin抗 体 は,virus粒 子 を含むfractionと 反応 して

いた.こ れ ら分子量の異 なる物質が同一fractionに 集

まるということか ら,通 常のゾナール遠心法によるイ

ンフルエ ンザワ クチンの精製法では,卵 白成分が完全
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に除去 されないことが察知 された.

6カ 月以下のアレルギー患者において抗ovomacrog-

lobulin IgG抗 体 は高値 を示 した.健 康人では生後6カ

月以下で全例検出抗体以下 であることから,こ の抗体

は移行抗体の可能性は低い と考 えられ る.食 物ア レル

ギー患児では,食 物抗原の消化管からの吸収が増加 し

ていること14)や,湿 疹のある患者において,比 較的高分

子の物質の吸収が行なわれていること15)が報告されてい

る.こ れらのことか ら,こ の抗体が胎生期にできた も

のか生後できたものかは不明であるが,出 生前後にお

いて感作 されて患児が産生 した抗体 と考えるのが妥当

と思われる.

抗ovomacroglobulin IgG抗 体 中のIgG4レ ベルでの

測定をおこない,ア レルギー乳児では,健 康人 と差 を

認めるものの,IgG抗 体 における差ほ ど大きなもので無

いことが確認された.IgG4抗 体 の生物学的意義につい

ては現在意見が分かれており,アレルギーを防ぐblocking

antibody16)17)とす る考えと,anaphylactic antibody18)19)

とす る考えである.対 象につ き除去 ・負荷試験 を行 な

っていないため,今 回の結果か らは断定 し難いが,対

照健康群において もほ とん どが陽性であることか ら,

この抗体がanaphylacticに 働 くことは考えられない.

健康人でもアレルギー児でも加齢 と共にIgG4レ ベ ルが

上昇 して きていることを考えると,食 物アレルギーが

一般に乳幼時期に多発す ることなどよ り
,IgG4は ア レ

ルギー を防 ぐblocking antibodyの 役 目をしているも

のと考 えたい.
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              STUDY OF ANTIOVOMACROGLOBULIN ANTIBODY 

Hisashi KAWASHIMA, Hideki IWATSUBO, Kouji TAKEKUMA, Akinori HOSHIKA, Teruo HONDA 

                     Tokyo Medical College, Department of Pediatrics

 It has been pointed out that when refining a virus prepared in allantoic fluid of hens' eggs via 

ultracentrifugation, the virus would be contained by a component, identified as ovomacroglobulin, In this 

study, ovomacroglobulin antibodies IgG, IgE, and IgG4 were measured to determine the relationship between 

ovomacroglobulin and allergies, IgE antibody level was significantly elevated in allergic patients compared 

to normal children, This value did not correlate with radioaller gosorbent test (BAST) or skin test values to 

hens' egg white, IgG antibody specimens taken from normal subjectes from birth to the age of 6 months were 

all negative ; comparable specimens from allergy-predisposed infants in the same age range showed high 

levels of the antibody, indicating a maked difference between the two groups. Similarly, a difference was 

noted in IgG4 level, but not as substantial as the one in IgG level. 

 When its relationship to commercially available influenza vaccines was studied, the anti-ovomacroglobulin 

antibody was found to increase significanted rabbits, In addition, the vaccine was found to react to the 

antiovomacroglobulin antibody. 

 These findings suggest that ovomacroglobulin is an improtant dietary element and relates to the influenza 

vaccine.
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