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　近年，あ わ び に 似 た ラ パ ス 貝（gra 皿 d　keyhole　limpet）が ，大量 に 輸入 さ れ食用 に 供 さ れ て い る．我 々

は，こ の 貝 に よ る 即時型 ア レ ル ギー
反応を呈 した 11例 を経験 し，皮膚テ ス トお よ び 血清学的検討を 加 え ，

さ ら に GKL の 抗原性 に つ い て も検討 し た．症例は，9歳〜49歳 ， 平均17．1歳で ， 男性 8例 ， 女性 3 例の

計11例で あ り，調べ られ た範囲で は全例気管支喘息 な ど の ア レ ル ギ
ー

疾患 の 既往 を有 して い た．GKL 摂

取後の 症状は，蕁麻疹，喘鳴，呼吸困難，シ ョ ッ ク な ど で あ り， 1例 は 呼吸不全 の た め 挿管 し， 人 工 呼

吸 を 行 っ た．そ の 他 の 例 は 輸液，ス テ ロ イ ドホ ル モ ン 剤，抗 ヒ ス タ ミ ン 剤 などの 投与 で 症状 は軽快 した．

　ア レ ル ギー学的 に 検討 し え た症 例 に っ い て み る と ，
ほ と ん ど の 症例 が GK 血 に 対 し て プ リ ッ ク反応陽

性 で，GKL の RAST は 全症例が 陽性 で あ っ た．ま た ，
　 RAST 　inhibition　test で ，　 GKI ．は あわ び や

keyhole　limpet　hemocyanin に 対 して 共通抗原性 を 認 め た ．ま た
，
　GKL の 抗原 に つ い て

，
　immunoblot −

ting法 を 用 い て検討 した 結果 ， 主要抗原 は
， 主 に 分子量 38Kd と80Kd の 部位 に 存在す る こ とが 示唆 さ れ

た ．
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は じ め に

　あわ び に 似 た ラ パ ス 貝 は
， 南 米 チ リや ペ ル ー

の 太平

洋岸 に 生息 して お り ， 近年チ リあわび と し て 大量 に 輸

入 され ，食用 に 供 され て い る．一般名 は grand 　keyhole

Iimpet・（以 下 GKL ）で ，学 名は FissureilS　 rmima

Sewerby と い い
， あ わ び と 同 様 の 形 態 で ，腹 足 綱

（GastroPoda），前鰓亜綱 （Prosobranchia），原始腹足目

（ArchaeogastroPoda） 存こ 属 し，あわ び は ミ ミ ガ イ科

（Haliotidae），　GKL は ス カ シ ガ イ科 （Fissureltidae）と，

科は 異 な る が外見上 で の 区別は 困難で ある．

　 こ の 貝を大量 に 輸入 し て い る ハワ イ に お い て ，1986

年 に 57例 の GKL に よ る と 思 わ れ る中毒事件が報道 さ

れ た 1）．一方，我が国 に お い て は ， 我 々 が 1987年ま で に

GKL 摂取後 に 蕁麻疹，呼 吸困難 な ど の 即 時型 ア レ ル

ギ
ー
症 状を呈 し た 5 症例 に つ い て報告 し た が

2）
， そ の

後同様 の 報告が あ り（成富 由司 ：私 信）， ま た 血 清学的

に は 未確認 で あ る が死 亡 例 もあ っ た （西川　清 ：私信）

の で ，こ こ に 現在 まで に 把握 し得 た本邦 の 症例 11例 の

既 往歴 ， 現病 歴，皮膚反応 お よ び 血 清学 的検討結果 を

ま と め，さ らに GKL の 抗原性 に つ い で も検討 を．加 え

た の で 報告す る．　　　　　　　　　　　　　
．
，

方　法
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Abbreviations： GKL 　grand 　keyhole 　limpet ；

KLH 　keyhole 　hmpet 　hemocyhnin ；　PRIST

paper　 radioimmunosorbent 　test；　RAST 　radioal ・

豊e 「90sorbent 　test

　1．抗原作成

　市販 の GKL ，あわ び お よ び 鯉 を ブ レ ソ ダーで 破砕

し，そ の 湿重量 が 10％ に な る よ うに 蒸留 水 を 加 え，48

時間 ロ
ータ リ／一 ミ キ サ

ー
に て 撹拌 し，抗原 を抽 出 し た．
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抽出後，10000× g ， 30分遠 心 し，得 られ た 上清を濾過

し ， そ の 濾液に 分液 卩
一

トで 1／2量 の ジ エ チ ル エ ーテ ル

を加 k2 回 脱脂 処 理 を 行 っ た．次 に
， 分液 ロ ー トで ジ

エ チ ル エ ー
テ ル を除去 し ， 透析 した後，凍結乾燥 して

粗抗原 を得た． こ の 粗抗原 を随時溶解 し実験 に 使用 し

た．溶 解後 の 各 々 の 抗原液 の 蛋 白量 は ウ シ 血 清 ア ル ブ

ミ ン を標準と し た protein　assay 法 （BIO −RAD ） に て

測定 し た ．な お，鯉 に 関し て は，症例 1が ア ナ フ ィ ラ

キ シ ー発症時 に GKL と同時 に 鯉 を摂取 し て い た た

め
， 確認の た め 抗原 を作成 した ．

　 2．プ リ ッ ク テ ス ト

　 プ リ ッ ク テ ス トは
， 上記方法 に て え られ た 凍結乾燥

抗原 を5G％ グ リセ リ ン 加生理的 食塩水 に て 溶解 した も

の を 用 い て 行 っ た ．そ れ ぞれ の 蛋白濃度 は ，GKL が 490

μ g／ml ，あわ びが 1．6mg ／ml ，鯉 が 380μ gfml で あっ た ．

な お，プ リ ッ ク テ ス トは 3 名の 気管支喘息児 と 3 名 の

健康成人に つ い て も行 っ た ．

　 3．総 IgE抗体 及 び特異 IgE抗体の 測定

　 血清総 IgE は，　 Phadebas　 IgE　 PRIST　 kit（Phar−

macia 社）を用 い て 測定 した ．

　特異 lgE抗 体 は
， 上記方 法 に て 抽出作成 し た 抗原

を，宮本 ’“
’
　Ceskaの 方法

3）4》
に 従 い disc に 結合 させ

， そ

の discを用 い て RAST 法 に て 測定 し た．す な わ ち

cyanogen 　 bromide で 活性化 し た 直径 6mm の paper

disc（東洋濾紙 No ．6）に，各 々 の 抗原を）ll　k，　coupling

さ せ，次 に こ の discに 患 者 血 清 50μ 1を加 え 3 時 間

incubateした 後，洗浄 し，　 i251
　anti −lgE と 18時間 incu−

bate した．再 び 洗浄後，　 paper 　discに結合 した radio ・

activity を ガ ン マ
ーカ ウ ン タ

ー
（Aloka 社 製 ，

　 auto

well 　system ，　 JDC−755）で 測定 し た．判定は ，　 RAST

キ ッ ト付属 の 標準血 清お よ び標準 discを用 い た 場 合

の カ ウ ン ト数 か ら RAST 　score 　O，1，2，3，4で 表示

した （Phadebas　RAST 　kit，　 Pharmacia 社）．

　4．RAST 　inhibition　test

　 RAST 　inhibition　testは ，作成 した抗原を diiution

buffer（0．05M 　phosphate　buffer，0．9％ NaCl
， 0．3％

bovine　serum 　albumin ，0．05％ NaN3，0．1％Tween

20，pH 　7．4）に て 500μg よ り10倍 の 希釈系列 で 希釈 し
，

それぞれを同量 の 患者血清 と 混合 し37℃，3 時間 incu−

bate し，　 GKL の discに 上 記混 合液 50μ1を加 え ， 以後

RAST 法 と同様 の 操作 を行 っ た ，な お， コ ン ト ロ
ール

と し て は 抗原 液 の 代わ り に dilution　bufferの み を 使

用 し，その カ ウ ン ト を も と に 抑制率を計算 し，％で 表示

した ．ま た ，こ れ らの 実験 は 全 て duplicateで 行 い
， そ

1．SDS −PAGE

　　 　 sample 十 samp 】e　buffer （2ME ，　SDS ）

　　 　　　　 95℃，5min

　　　 8％ SDS ・PAGE 　 mini 　gel （TEFCO ）

　　 　　　　 eIectrophoresis 　18　mA

2．Transfer 　to　nitrocellulose　membrane

　 　 　 　 　 　 180mA ，1hr
3．Immunochemical 　staining

　 　 　 patient
’
s　serum （× 2）

　 　 　 　 　 　 incubation

　　 　　　　 24hr，　at 　rDom 　temperature

　 HRP 　conjugated 　goat 　anti ・human

　　 　　　　　　　　IgE　antibody （x1000 ）

　 　 　 　 　 　 incubation

　　 　　　　 6hr，　at　room 　temperature

　　 　 substrate ： 4・chloro −1−naphthole

　Fig．1．　 Flow 　 sheet 　 for　 sodium 　dodecyl　 sulfate

polyacrylamide 　 gel　 electrophoresis （SDS ・PAGE ）

and 　immunoblotting．

の 平均値 を求め た．

　 5．Immunoblotting

　GKL の 抗原活性 に つ い て は ，　 immunoblott三ng 法 に

て 検討 した （Fig．1）．す なわ ち，作成し た GKL の 抗

原 を，sample 　buffer（0，5M 　Tris／HCI ，
2　mercaptoeth ・

ano1 ， 0．05％ BPB ，
　 pH 　6．8）で希釈 し，95℃ ， 5分間

煮沸後，TEFCO 社製 8 ％ SDS ・PAGE 　mini を 用 い て

18mA に て 電気泳動 し た．つ づ い て 泳動 され た 蛋 白を，

ゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス 膜 に 180mA ，1時間 で 転 写

し ， blocking　buffer（3 ％ゼ ラ チ ン Tris　buffer）で プ

ロ ッ キ ソ グ 処理 した 後，抗体 buffer（1 ％ ゼ ラ チ ソ ，

Tris 　buffer） に て 2 倍に 希釈 した 患者 血 清を加 え ， 室

温 に て 24時間 incubateした．洗浄後，ペ ル オ キ シ ダ ー

ゼ 標識抗 ヒ ト IgE 抗体 （DAKO 社）を 加 え， 室温 に て

6時間 incubateし， 再び洗浄後，4chloro・1・naphthole

を substrate と した 発 色 液 に て 発 色 さ せ た （イ ミ ュン

プ ロ
ッ ト ア ッ セ イ キ ッ ト， BIO ・RAD ）．な お ，分子量

を求め る た め 低分子域 ス タ ソ ダード （LMW 　 kit　 E，

Pharmacia社製） を用 い た．

症　例

　症例 の 背景 は （Table　 1）の ご と くで あ る．症例 は 3

歳〜49歳，平均 17．1歳 で ，男性 8 例，女性 3例 の 計 11

例 で あ っ た．こ れ らの 症例 の な か に は ， 兄弟が 1組 ，

親子 が 2 組含 ま れ て い る．ま た調 べ られ た 範囲で は，
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Table　 l　 Background　of 　patients

Case（No） AgeSexPresent 　and 　past　history

1 1工 F BA ，　AD
2 9M AD
3 11M BA

4 27M BA ，　AR ，　AD
5 3M B へ AR ，　urticaria

6 18M AR ，　AD
7 49F AR

8 7M BA ，　AR

9 7M ワ

10 34M BA ，　 urticaria
11 12F BA ，　AR

BA ：bronchial　asthma 　AD ； atopic 　Clermatitis

AR ： allergic 　rhinitis

全例既往歴 として ア レ ル ギ
ー
疾 患を有 して お り， 気管

支喘息が 7 例，ア レ ル ギ ー
性鼻炎が 6例，ア ト ピ ー

性

皮膚炎が 4 例 ， 蕁麻疹が 2 例 に み られた（重複例あ り）．

症　状

　各症例 の GKL 摂取後 の 症状に つ い て は ，お もに 蕁

麻疹，喘鳴 ， 呼吸困難 な どが認 め られ た （Table　2）．

症状は ほ とん どが GKL 摂取後 5 分か ら30分 で 出現 し

て お り， 特 に 蕁麻疹 お よ び 血 管性浮腫は 11例 中 8例 に

．み ら れ て い る．また喘鳴ある い は 呼吸困難も 8 例 に み

られ ， 特 に 1例 目は 呼 吸 不 全 の た め 挿管 し
， 人 工 呼吸

を行い ，か ろ うじ て救命 し え た．ま た ， 6 例 目 も シ ョ ッ

ク 症状を認 め た が
， 輸 液 ， 抗 ヒ ス タ ミ ン 剤，ス テ Pt イ

ド剤等の 投与で 軽快 した ．そ の 他 の 症例 も輸液，抗 ヒ

ス タ ミ ソ 剤な どの 投与 に よ り症状 は 軽快 して い る．

結 　果

　1．ブ リ ッ ク テ ス ト （Table　 3）

　施行 し え た 9 例中 7 例に お い て，GKL に 対 し て ブ

リ ッ ク 反応陽性を示 し ， 1例 は 疑陽性 ，
1 例 は 陰性 で

あっ た ．な お ，気管支喘息児お よ び健康成人に お ける

ブ リ ッ ク テ ス トは 陰性 で あ っ た．

　2．血 清総 IgE

　測定 し え た 8 例 の 総 lgE値 は ，1311U／ml か ら1100

1U／ml
， 平均 553，61U／m1 で あ り，全例高値を 示 し た ．

Table　2　Signs　and 　symptomes

Case（No ） Symptomes

1shock ，　urticaria ，　respiratory 　failure

2urticaria

3urticaria ，　dyspnea
4urticaria ，　chi 日，　dizzirless，

　dyspnea

5wheezing ，　angioedema ，　eye　injection

6shock ，　dyspnea
7ur 亡icaria，　dyspnea
8dyspnea ，　general　fatigue

9vomiting

10urticaria ，　angioedema
11urticaria

，
　dy8pnea

Table　 3　Laboratory　findings

CasePrick 　skin
RAST

（No ） test（GKL ） 驚 瀞 GKLAbalone

1 十 1，100 4 十 2十

2 十 n．d
　　　厂
3十 2 十

3 十 272 2十 2十

4 一
n．d 3十 2十

5 十 131 2十 2十

6 十 900 3十 2十

7 n．d 239 1十 2＋

8 ± 776 2＋ 3十

9 n．d n．d 2十 2十

10 十 211 n．d n，d
1ユ 十 800 4十 弓十

　3．特異 IgE抗体

　測定 し え た 10例 の GKL に 対する特異 IgE 抗体 は 全

例 陽性 で ，特 に 症 状 の 強か っ た 症 例 1で は ，RAST

score は 4 で あ っ た．ま た 同時に 施行 した あわ び に対

す る特異 IgE抗体 も全例陽性 を示 した が
，
　 GKL に 比

較 し て あわ び の RAST 　score は 低い 傾向を 示 し た．

　4．RAST 　inhibition　test

　GKL の discを 用 い た RAST 　inhibition　test の 結果

（Fig，2）は ，症例 1 と 2 の プ ー
ル 血 清 に つ い て

，
　GKL

，

あわ び お よ び keyhole　 limpet　 hemocyanin （以 下

KLH ）は，容量依存的 に 抑制を認 め ，50％ inhibition

に 要 す る GKL の 抗 原 量 は 40μg で ，あわ び お よ び

KLH の 抗原量 は 140〜150μg で あ っ た ．しか し，同時

に 施行 した 鯉 に よ る RAST 　 inhibition　 testで ekま っ

た く抑制 は 認 め られ な か っ た．以上 よ り GKL とあわ

び お よ び KLH は 共 通 抗原 性 が あ る こ と が 確 認 さ れ

た ．

　5．Immunoblotting （Fig，3）
，
O
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　Fig．2．　 Inhibition　of 　GKL 　RAST 　with 　GKL
，
　KLH

，
　abalone 　and 　carp 　extracts ．

The 　sera 　were 　from 　2　patients　with 　positive　RAST 　to　GKL ．

MW 〔Kd ）

94Kd −←

67Kd 呻

43Kd 一レ

30Kd −
○

　　 Marker　 GKL 　　　 No．1　No．6　 No．フ　No．8　No．9

　 Fig．3．　Fractionation　 of 　GKL 　 extract 　by　SDS −

PAGE 　and 　identification　of　lgE−binding　compenents
of 　GKL 　extract 　by　immunoblotting．

　 No ．1〜9 ；patients　sera

　 MW 　 markers 　 94Kd ； phosphorylase 　 b，67Kd ；

bovine　 serum 　 albumin ，43Kd ；ovalbumin ，30Kd ；

carbonic 　anhydrase ．

　 immunoblotting 法を用 い た 抗原活性 の 検討で は，

電気泳動後 に お け る BCB （Briliant　Coomassi　Blue）

の 染色で は，GKL の 蛋 白は 12本の パ ン ド と し て 染ま

り，
IgE 抗体 は そ の 内の 1 本 〜6 本 の バ ソ ドに 結合 し

た ．特に 分子量38Kd 前後 の パ ソ ドは，施行 した 5例 の

．患老血 清全て に 陽性 とな り，
80Kd 前後 の バ ソ ドも陽

性 率が高か っ た ．ま た RAST 　score が高 い 患者ほ ど陽

性 の バ ン ド数が多く，染色 の 程度 も強 か っ た 。

考　案

　貝に よ る adverse 　reaction の 報告は 散見さ れ る が，

多 くの 場合は細菌や ウ イ ル ス ，ま た は サ キ シ トキ シ ン

の よ うな 貝毒
5）一ηに よ る も の で，胃腸障害が主要症状

で あ り，ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー

の 報告8）は 稀 で ある．あわ び

に よ る adverse 　reaction と し て は ，そ の 肝臓 を摂取後

光線過敏症 を示 し た 例 が報告
9〕
され て い るが

， 特 に あ

わ び に よ る ア レ ル ギ
ー

反応 と し て は ，わ ず か に Clarke

の 報告
1°）があ る の み で あ る，Clarke の 報告 に よ れ ば ，

患者は あわ びを採取 す る 漁師 と ， あわ び工 場の 労働者

の 親 で ，症状は と もに 枯草熱症状を呈 し て い た ．本邦

で は GKL やあわび に よ る 即時型 ア レ ル ギ
ー
反応 の 報

告 は み られなか っ た が ，我 々 が 第38回 ア レ ル ギ ー
学 会

で ラ パ ス 貝に よ る ア レ ル ギ ーの 4症例を報告し た後，

各地 よ り同様 の 症例 の 報 告 が み られ ， 今回 11例 目 と

な っ た．ま た ， 十字 ら が ， GKL に よ る食餌依存性運動

誘発 ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー

の 1 症例 を報告 111
し て お り，今

後も増加する 可能性 が考え ら れ る．1986年の ハ ワ イ に

お け る GKL の 中毒事件
1＞
で は ，中毒 と ア レ ル ギ ー

の 両

面 か ら検討 さ れ た が，そ の 原因 は 明 ら か に は な ら な

か っ た．ただ し ，
こ の 貝 に は ヒ ス タ ミ ン や グ ル タ ミ ン

ソ ーダ が含ま れ て い な か っ た こ と が確認さ れ た こ と か

ら，含有す る ヒ ス タ ミ ソ に よ る直接反応や グ ル タ ミ ソ

ソ ーダ に よ る adverse 　reaction で は な い こ と が明 ら

か とな っ た
12〕．今回 の 我 々 の 検討 で は，い ずれ の 症 例

も，
そ の 臨床症 状，摂取後 か ら発症 ま で の 時 間 ，

プ リ ッ

ク テ ス ト
，
RAST の 結 果 よ り即 時型 ア レ ル ギ ー

に よ る

もの と考 えられ た．ま た こ の 種 の 貝 は 免疫学 の 実験 に

用い る KLH の 原料 と し て も知 られ て お り
131

，
　 RAST

inhibition　 test の 結果 よ り GKL は KLH と共通 抗 原
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性があ る こ と が確認 され た ．ま た，immunoblotting か

ら，GKL の 抗原 性を有す る蛋白の 分子量 と して は，38

Kd 前後 が 主 で
， 次 に 80Kd 前 後が 陽性率が 高 く，

こ れ

らが主要抗原 で ある と考え ら れ た。し か し，患者 に よ

り IgE が結合す る 蛋 白が 異 な り
一一

様 で は な く，患者 に

よ る抗原認識 の 多様性 が示唆 された ．

　近年，流通 の 拡大 に よ り外 国 か ら様 々 な 食品 が 大量

に 輸入 され，また食品添加物 も多岐 に渡 り， 農薬 な ど，

食物に 関す る問題は山積み と な っ て い る．さらに 気管

支喘息な どの ア レ ル ギ ー疾患 も増加し て お り，今ま で

に 報告され て い なか っ た 食物 に よ る ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー

を含め た adverse 　reaction の
「
可能 性を考 慮す る 必要

性 が で て きた ．今回経験 し た ラ パ ス 貝 （GKL ）は ，あ

わ び と 同様原始的巻貝 で ，あ わ び に 比 べ 殻長 は 少 々 小

さい が
， 味 ・歯 ざわ りが あわび と似 て い て ，近年安い

あわ び と して 輸入 さ れ て お り， 寿 司食 などの 流行 に と

もな い ，年 々 そ の 量 は増加 しつ つ ある．今後は，特に

感作原性 の あ る KLH と共 通抗原性 を有 す る GKL に

つ い て は，ア レ ル ギ ー疾患の 既往 の ある患者 に は ，そ

の 摂 取 に つ い て 十分 な注意 が 必 要 で あ ろ う．
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11 CASES  OFANAPHYLAXISCAUSED  BYGRANDKEYHOLE  LIMPET  (ABALONE LIKESHELLFISH)

Shozo Maeda, Akihiro Morikawa,  Masahiko  Kato, Yoichi Motegi, Makoto Shigeta,

            Kenichi Tokuyama  and  Takayoshi  Kuroume

      Dapartment ofRediatrics, Gunma  University Schoot of dedicine

        Yuji Nari'tomi, Kazuhisa  Suehiro and  Kimihiro Kusaba

          Dapartment of dedicine, Mdenakata  lshikai Hbspilal

                    Muneo  Minoshima

         Dopartment ofRediatrics, Mketsumoto Klr,oritsu Hbspilal

                      Shun  Iwata

                 Khrmagaya ChiLdren's Hbspildl

   We  reported  11 cases  of patients who  developed moderate  to severe  anaphylactic  reactions  induced by the

ingestion of  grand  keyhole limpet (GKL) and  abalone.

   Specific IgE-mediated hypersensitivity to these shellfish was  demonstrated by history, skin  prick test, RAST
and  immunoblotting,  The  RAST  inhibition technique revealed  crossantigenecity  between GKL, abalone  and

keyhole limpet hemocyanin.  By immunoblotting analysis,  the major  antigens  of GKL  are  shown  in the MW  range  ef

about  38 Kd  and  8e Kd.


