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夫

　卵ア レ ル ギー患老 に と っ て 卵 の 極 め て 強 い 抗原性は 問題 と され て い る ．そ こ で 卵 の 抗原性 を 低 下 させ

る た め に ，先ず最初 に 乾燥全卵を 種 々 の pH の 緩衝液 に 溶解 し，120℃ で 10〜40分 間加熱処理 した．そ の

結 果 ，加熱 し た 乾燥全卵 は 無瀰熱 の もの よ り も抗 原 性 の 低 下 が み られ ，pH が 低 い ほ ど ま た 加熱 時 間 が 長

い ほ ど 著 し か っ た ． し か し期待 し た ほ ど の 低 下 は 認 め ら れ な か っ た の で ，次 に ，加熱処理 に サ クシ ニ ル

化 お よ び ア ル カ リ処 理 を併用 した と こ ろ，加熱処 理 単独 よ り も さ ら に 抗原性 の 低 下 が 認 め られ た ．そ こ

で
， dot　blotting，　 in込ibition　EHSA ，

　 RAST 　inhibitionお よ び PCA 試 験 を 用 い て 詳細 に 抗 原 性 の 測

定 を行 っ た ．測定方法 の 違 い に よ り抗原性 の 低 下 度 に 差 が み ら れ た が
，
ほ と ん ど の 方法 か ら抗原性 は 1000

分 の 1 以 下 ま で 低 下 し て い る こ と が わ か っ た．また，SDS ・PAGE と ゲ ル 濾過 を用 い て 卵 の タ ン パ ク 質 の

変化 を調 べ た と こ ろ，卵 の 主 な ア レ ル ゲ ン と い わ れ て い る オ ボ ア ル ブ ミ ン や オ ボ ム コ イ ドに 相当す る タ

ン パ ク 質の バ ン ドや ピーク は 認 め られ な か っ た．

Key　words ：　 allergenic 　activity eg9 IgE IgG inhib三tion　ELISA

緒　言

　近年世界的 に 気管 支喘息，ア レ ル ギ ー
性鼻炎な ど の

ア レ ル ギ ー性疾患 は 増加 の
一

途 をた ど っ て お り，小児

の 食物 ア レ ル ギ ー
に つ い て も同様に増加 の 報告

1）2）が

あ る．さ ら に 本症 は 成人す る ま で に は 軽快 す る こ とが

ほ と ん ど で あ っ た が，最近 で は 成人ま で継続す る 例 ，

あ る い は 成人 で 初 め て 発症す る 例 もあ り社会的な 問題

と な っ て ぎて い る
3 ）．

　 ア レ ル ギ ー学，免疫学 の 発展に 伴 っ て 食物 ア レ ル

ギ ーの メ カ ニ ズ ム は 次第 に 明 らか に さ れ て ぎた が，そ

の 治療法は 除去食物療法中心 で あ り ， そ の 他 に 抗 ア レ
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Abbreviations ： BSA 　bovine　 serum 　 albumin ；

CBB 　Coomassie　brilliant　blue；　 DES 　dried
whole 　egg 　solid ； MES 　 modified 　whole 　egg 　solid ；

HPI ．C　high　pressure　liquid　chromatography ；

IgG 　immunoglobulin 　G； IgE　immunoglobulin
E； EHSA 　enzyme ・linked　immunosorbent　assay ；

PBS 　phosphate 　buffered　saline ；　RAST 　radiQ −

allergosorbent 　test；　PCA 　passive　cutaneous 　ana ・

phylaxis ；　OA 　 ovalbumin ；　OM 　 ovomucQid ；

SDS ・PAGE 　　 sodium 　 dodecylsulfate−polyacry1 −

amide 　gei　 electrophoresis

ル ギ ー
剤 の 投与 が 行 わ れ て い る に す ぎな い ．除去食物

療法を 行 う場合，成長期の 乳幼児ア レ ル ギ ー患者に は

食物の 種類，量 と もに 大ぎな制限が加わ る こ と に な る，

患者 は も と よ り家族 に と っ て も大 変深 刻 な 間題 で あ

る．特に卵は食物ア レ ル ゲ ソ の な か で は RAST で 陽性

に な る こ と が多 く，食物 ア レ ル ゲ ソ と して 重要 で あ り，

食物か ら除去 され る 率 が 高 い ．卵 と並 ん で 栄養価 の 高

い 牛乳に つ い て は ア レ ル ギ ー
の 主た る原因 タ ソ パ ク質

で あ る β
・1actoglobulinな ど の 抗原 性 を 低下 さ せ る 目

的で 酵素処 理
4｝5）

， 加 熱 処理
4）− 6）

， あ る い は 化 学 的修

en7）−11 〕な どが試み られ て お り，既 に 商品 と し て 利用 さ

れ て い る もの もあ る。卵 に お け る抗原性成分 は 主 と し

て 卵 白 に あ り，そ の 中 で も ovalbumin （以下，　 OA ）お

よ び ovomucoid （以 下 ，　 OM ） が 特 に 抗原性 が 強 い と

い われ て い る．し か し，そ れ ぞれ の タ ン パ ク質の 抗原

性 に 関す る報告
12）
一

［4臆 あ る が，牛乳 ほ ど低抗原化 の 研

究 は 進 ん で い な い よ うで あ る．そ こ で
， 著者 らは 食品

と し て 許容 で き る範囲で 卵 を 加 工 処 理 し，低抗原化 を

試み た の で報告す る．

材料 お よ び方法

  低 抗 原 化卵 の 調製
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　卵 の 個 体差に よ る影響を防 ぐた め 市 販 の 乾燥 全卵

（キ ユ ーピ ー
（株）製，dried　whole 　egg 　solid ，以 下 DES ）

を供試 した ．0．1M 炭酸 緩衝液 （pH 　8．5）900ml に 10 g

の DES を溶解 し，2M 　NaOH で pH 　8．5に 調整 しな が

ら無水 コ ハ ク 酸 10gを徐 々 に 添加 し た．そ の 後，精製水

で 透析 し，凍結乾燥 した もの を 1900ml の 精製水 に 溶解

した ． こ れ に NaOH 　6．6g を 添 加 し，50℃ の 湯浴中 で

2時間撹拌 した 後 ，70℃ で 15分加熱 した ．さ らに 精製

水 で 透 析し た 後，凍結乾燥 した ．こ れ を 以 下 の 試験 に

供試 した （modi 丘ed 　whole 　egg 　sol三d，以下 MES ）．

　  卵 の 加熱処理

　乳製品 な ど の タ ン パ ク 質を 加熱変性 させ る と，そ の

抗原性 は 低下す ると言われ て い る 15｝．一方，卵 の 場合 は

100℃，45分の 加熱 処 理 で も抗原性 は 消失す る ま で に は

至 らな い とい う報 告夏2，があ る．卵 の OA は熱 に 対する

感受性 が 高 く ， OM は 低 い と い わ れ て い る こ とか ら，

100℃ ，45分の 加熱条件で も OM の 抗原性 が 残存 し て

い る の か もしれ ない ．そ こ で こ の 条件 よ り更に厳 し い

加熱条件，すな わ ち一般 に 低酸性食品 の 加熱殺菌処 理

で 常用 され て い る 温度条件 （120℃）で DES を 処理 し

た 時，加熱時間 お よ び pH が DES の 抗原 性 に どの よ う

に 影響す る か を 検討し た．0，2M リ ン 酸
一

〇．1M ク エ γ

酸緩衝液 （pH 　5．0，5．5，6．0，6．5，7．0，7，5，8，0）

に 1emg ／ml に な る よ うDES を溶解 し，硬質ガ ラ ス 試

験管 （外径 10mm ，内径8mm ，長 さ150mm ）に 1mlず

つ 分注し た ． 口 部 を溶封 し
，

オ イ ル バ ス で 120℃，10，

20，40分加熱処 理 し た ，冷却後 ， 1200× g10 分遠心 し
，

そ の 上清を用 い て 酵素抗体間接法 に よ り抗原性 の 確認

を行 っ た ．

　  Dot　blottingに よ る 酵素抗体間接法

　 Towbin ら
16）

の 方法 を 若干変更 し て行 っ た 、

　 （a ）96ウ エ ル blotting装置 （Milli　 BlotTM・D ，　 Mil−

1ipore製） に PBS で 段 階希釈 し た DES ま た は MES

を 100μ1ず つ 注 入 し ，
ト ラ ン ス フ ァ

ーメ ン ブ ラ ン

（IPVHR 　8510，　 Millipore社） に 吸着 させ た。

　（b）抗体 の 非 特 異 的 吸 着 を 防 止 す る た め D．4％

Triton　X ・100／PBS に 溶解 し た 1％ normal 　 goat

ser   で 処 理 し た後，　 rabbit 　anti 　whole 　egg 　serum で

2 時間反応 させ た ．次 に ，0．4％Trlton　X ・100／PBS で

3 回 洗 浄 し た 後， peroxidase標 識 anti 　rabbit 　IgG

（Cappel製） で 2 時間反応さ せ た ．

　 （c） O．4％Triton　X −100／PBS で 3 回洗浄 した 後，基

質（3−3−diaminobenzidine　2emg ，0．05M ト リ ス 塩 酸緩

衝液 pH 　7．6， 100ml， 30％ H20220 μ1） を 加 え反応さ

せ た．発色 し た ス ポ ッ ト の 濃 淡 は デ ソ シ ト メ ー
タ
ー

（TEFCO 製） で 比較 し た．

　  inhibition　ELISA に よ る 抗原性 の 比 較 （ウ サ ギ

抗 」価青）

　Heppell ら
17 ）の 方法を 若干変更し て 行 っ た 。

　（a） DES を O．1M 炭酸緩衝液 （pH 　9．5）に 100μg／ml

に な る よ う溶 解 し ，そ の 100μ1 を96穴 マ イ ク 卩 プ レ
ー

ト （lmmuno 　Plate　Maxi 　Sorp，
　 Nunc 製 ， 以下 プ レ ー

ト） に 注入， 4 ℃ で
一

晩放置 し た，

　（b）PBS で 段 階 希 釈 し た DES ま た は MES と

PBS で 104倍希釈 し た rabbit 　anti 　egg 　white 　serum を

同量ず つ 混合 し
，

4 ℃ で
一

晩放置 した ．

　（c ）DES を コ ート し た プ レ
ー

トの ウ エ ル を0． 5％

Tween 　20　PBS 溶液 で 3 回洗浄し た後，（b）の 混合溶液

を 各 ウ エ ル に 10 μ玉ず つ 注入 ， 室温 で 6 時間放置 した ．

　（d） 3 回 洗浄 し，PBS で 1000倍 希釈 し た alkaline

phosphatase 標識 anti 　rabbit 　IgG　AM （PA310 ，　 The

Binding　Site製） を100μ 1ず つ 注入， 4 ℃
一

晩放 置 し

た ．

　（e）再 び プ レ ー
トを 0．05％ Tween 　20　PBS 溶液 で

3 回 洗浄後，diethanolamine緩衝液 （pH 　9．5）に 溶解

した 0．1％ para−nitrO 　 phenyl　 phOSphate　 diSOdiUm

salt 溶液を 1GOμ1ず つ 注入，30分室温 に 放置 し た．

　（f）2M 　NaOH を 50μ1ず つ 各 ウ エ ル に 追加注 入 し

て 反応停 止後，マ イ ク Pt プ レ ート リーダ
ー

（MTP −32，

コ ロ ナ 電気 製） に て 405nm に お け る 吸光度を 測 定 し

た．パ
ッ ク グ ラ ソ ド の 吸収 は PBS を注入 し た ウ エ ル

よ り求 め た ．すべ て の 実験区 ei　duplicateで 行 っ た．

inhibitionは 下記 の 式 に 従 っ て 計算した ．

抗原無添加 の OD 一
抗原添加 の OD

　　　　　　抗原無添加 の OD

　  inhibition　ELISA に よ る 抗原性 の 比較 （ヒ ト抗

血 清）

　（a ）乾燥 卵白 を O．05M 炭酸緩衝液 （pH 　 9．6） に 10

μ9／m1 に な る よ う溶解 し，96穴プ レ ートに 100μ1ずつ

注 入後， 4 ℃ で
一

晩放 置 し た ．

　 （b） PBS で 段階希釈 し た OA （Sigma 製），
　 DES ま

たUX 　MES と 1 ％BSA ／PBS （バ ク ス タ ー製）で 50倍希

釈 した 強陽 性患者血清 （予備実験 で 卵特異 IgG 抗体 が

高 い もの と 判明 した 3名の 患者血 清） を等量ず つ 混合

し， 4 ℃ で
一
娩 放置 し た ．

　（c）抗原を コ
ー

ト し た プ レ ートを 0．05％ Tween 　20

を 含む 生理食塩 水 で 3 回洗 浄し た 後，（b）の 混合 液を

100μ 1ず つ 注 入 し ， 37℃ で 2 時 間 イ ソ キ ュ ベ ー
ト した ．
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　（d） 3 回 洗 浄 し ， PBS で 1000倍 希 釈 し た perox−

idase標識 anti 　human 　IgG （E．Y 　LABS ．製）を 100μ1

ず つ 各 ウ エ ル に 注入後 ，
37℃ で 2 時間 イ γ キ ＝ベ ー

ト

し た ．

　（e ） 3 回 洗浄 し
， 基質 （0．1M リ ン 酸

一
ク エ ン 酸緩衝

ta　pH 　5．O　100ml，
　 ortho −phenylenediamine 　40mg ， お

よ び 30％H20240 μ1）を 100μ1加 え，室温で 2 分放置 し

た ．

　（f）2．5MH2SO4 を 100μ1ず つ 追加注 入 し て 反応 を

停 止 さ せ ，490nm に お け る 吸光度 を 測定 し た．

　  RAST 　inhibition

　Gleichら
ls ）

の 方 法 を若干変更 し て 行 っ た ．

　（a） PBS で 段 階 希釈 し た OA ま た は MES 溶 液 と

強陽性患者血清 （卵特異 IgE抗体が高 い もの と判 明 し

た ． 5 名 の 血 清 を等量 混合 した もの ）を7Dμ1ず つ 混合

し， 4 ℃ で
一．・
晩放置 した．

　（b） 〔a）の 混 合 液50μ1 と卵白デ n ス ク （ア レ ル ゲ ン

デ ィ ス ク F1卵 白，　 Pharmacia 製）を試験管 に 入れ，室

温 で 6時 間 振盪 し た 後 ， D．05％ Tween 　20を 含 む 生 理

食塩水 で 3 回洗浄 した ．

　（c）
1251

で 標識 し た anti 　human 　IgE （RAST 　kit，

Pharmacia 製）50μ1を各試験管 に 添加 し ， 室温 で
一

晩

振盪 し た．

　（d） 0．05％ Tween 　20を含む生理食塩水 で 3 回洗浄

後，radioactivity を 計測 （CPM ：count 　per　minute ）

し た ．抗原 の 各濃度 に お け る inhibitionは 下 記 の 式 に

従 っ て 計算した ．

　　 抗原無添 加 の CPM 一
抗原添 加 の CPM

　　　　　　 抗原 無添加 の CPM

  SDS −PAGE お よ び Western　blotting

　SDS−PAGE （TEFCO 製の 4 〜12％ gradient 　gel を

使用）を 行 っ た後 ， トラ ン ス フ ァ
ーメ ソ ブ ラ ソ （Mil−

lipore製）に 150mA の 定電流 で 1時間電気転 写 した ．

転写 さ れ た タ γ バ ク 質 は rabbit 　 anti 　 whole 　egg

serum を
一

次抗体 と し て，酵素抗体間接法 で 抗原性 の

確認を行 っ た．ま た，同時 に SDS ・PAGE を 行 っ た ゲ ル

を CBB で染色 を行 っ た．

　  HPLC

　OA ，
　 OM ，

　 DES お よ び MES を2mg ／ml の 濃度に な

る よ う50mM 　 phosphate 　 buffer（pH 　 7．2），150mM

NaC1 の 溶 出液 に 溶 解 し，O．22μ m の メ ン ブ ラ ソ フ ィ ル

タ
ー

で 予 め 濾過 した 。カ ラ ム は Superose’ M6
（HR16 ／

50，
Pharmacia 製）を 用 い た ．上記 の 溶 出液 を用 い O．5

ml ／min の 流速 で 流 し，280nm に お け る 吸 光 度 を 測 定

し た ．

　  抗血 清の 調製

　IgG 抗体 （ウ サ ギ抗血清）の 調製に は 100mg ／ml の 濃

度 の 抗原溶液 （DES ま た は 乾燥卵白）と 同量 の com ・

plete　Freund
’
s　adjuvant （ヤ ト Pt ソ 製）を用 い

，
ウ サ

ギ の 腹部に皮下投与 し た． 1 ヵ 月後に 2 回 目 の 免疫を

行 い ，さ ら に 1 カ 月後 に 全採 血 し ，常法 に 従 い 抗 血 清

を得た ．IgE抗体 （マ ウ ス 抗．1血清）の 調製 に bXIO
μg／m1

の 抗原 （DES ）0．1ml と10mg ／ml の Al （OH ）30 ．lm1

を よ く混合 し，6週齢 の BALB ／c 雄 マ ウ ス に 0．2ml
，

腹腔内投与 し た ． 2週間 ご とに 計 3 回免疫 し，最後の

投与 よ り 1週 間後に 全 採 血 を 行 い 抗 血 清 を 得 た ．

　  PCA 試験

　 ウ サ ギ抗 血 清 （lgG 抗 体）を 用 い た PCA 試験 は

Ovary ら 19）
の 方法 に 準 じ て 行 っ た．約 300g の 雄 モ ル

モ ッ ト （n ＝5）の 背部 に，PBS で 2倍段階希釈 した抗

血清を そ れ ぞ れ 0，1ml皮内投与 した ．4 時間放置後，1

mg ／ml の 抗原溶液 （DES ま た は MES ）O．5ml と0，3％

Evans ’blue　PBS 溶液 0．5ml を 混合 し た もの を 静脈 か

ら投与し た．30分後 ， 直径5mm 以上 の 青色斑 を 呈 する

抗血清 の 最終希釈倍率の 逆数を も っ て PCA 抗体価 と

し た ．

　 マ ウ ス 抗血 清 （lgE 抗体）を 用 い た PCA 試験 は

Mota ら
2° ｝

の 方法に 準じ て 行 っ た．10週齢 の Sprague

Dawley 系雄 ラ ッ ト （n ＝ 5）を用 い
，

2 倍段階希釈 した

抗血 清 を 皮内 投 与 し て ， 1 日 放 置 後，抗 原 溶 液 と

Evans’　blue溶液 の 混合溶液を 静脈投与 した ．以 下 は 上

記 と同様 に 行 っ た．

結　果

　  DES の 抗原性 に 及 ぼす pH お よ び加熱 の 影響

　
一

般 に 低酸性 食品 の 加熱殺菌処理 で 常用 され て い る

温度条件 （120℃）で DES を処理 した と ぎ， 加熱時間

お よ び pH が DES の 抗原性 に どの よ うに 影響す る か

を検討 した （Fig．1）．い ず れ の 加熱時間 に お い て も pH

の 低下 に 伴 い 抗原性 は低下 す る 傾向 が 認 め られ ， 特 に

加熱時間 の 長 い もの ほ ど顕著 で あ っ た ．し か し，供試

し た pH 範囲内 に お い て 最 も抗原性 の 低下が み られ た

pH 　5． で 40分 の 加熱処理 の 時 で も無処理 の 乾燥全卵

（DES ） の 10分 の 1 も低 下 し て い な か っ た 、

　  in　vitro に お け る MES の 抗原性低下度 の 測定

　 （a ）酵素抗体間接法 に よ る 測定
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　Fig，1．　 Effect　 of　 pH 　 and 　 heat　 treatment 　 on

antigenicity 　of 　DES 　by　enzyme 　immunoassay （dot

blotting）． 100μ l　 of 　samples 　（5 μ g／ml ）　 were

applied ．▲ ；unheated ，△ ；120℃，10min ，0 ；120℃，
20min ，● ；120℃，4emin ．

　Fig．2 に 抗原濃度 と発色 し た ス ポ ッ トの densityと

の 関係を 示 し た．DES で は ほ ぼ 直線関係 （r 二〇．993）

に あ っ た ．すなわ ち，抗原濃度 と density間は 比例関係

に あ り，
DES を standard と し て ，　MES と抗原性を比

較す る こ と が可能で ある こ と が わ か っ た ．MES の 供

試 し た 最大濃度 で あ る 1000ptg／ml に お け る densityは

DES の 最低濃度で ある 1μg／m1 の densityの 値 よ り低

か っ た ，MES の 抗原性 を DES と正確 に 比較す る に は

MES の 濃度を更に 高 くす る 必 要が ある が，今回 用 い

た濃度が メ ン ブ ラ ン フ ィ ル タ
ー

に 対する タ ン パ ク 質吸

着能 は ほ ぼ 限界で あ り，
こ れ以上 の 濃度で は 試験 し な

か っ た． こ の 測 定法で の 結果 よ り ， MES の 抗原 性 は

DES の 1000分 の 1 以下 ま で 低下 し て い る こ と が 明 ら

か とな っ た ．

　（b）Inhibition　ELISA に よ る 測定

　酵 素 抗 体 間 接 法 よ り更 に 感 度 の 高 い inhibition

ELISA で 測定 した ，乾燥卵白に対する ウ サ ギ抗血清を

一
次 抗体，抗 ウ サ ギ 免疫 グ ロ ブ リ ン を 二 次抗体 と し て

，

抗原性 を測定 した 結果 を Fig，3 に 示 した ．50％ inhibi・

tion に お け る inhibitor濃 度 は DES が 3．4μg／ml ，

MES が64mg ／ml で あ り，お よ そ 19000分 の 1 に 抗原 性

が 低下 して い た．

　次 に ，卵白に 対 し IgG 抗体を 有し て い る ヒ ト 血 清 を

一一
次抗体，抗 ヒ ト lgG を二 次抗体として 抗原性を測 定

し tc．結果 を Fig ．4 に 示 し た ．50％ inhibitionに お け る

inhibitorの 濃度は DES が 7．4μg／ml ，　OA が7， μg／m1

お よ び MES が お よ そ 10mg／ml で あ っ た ．し た が っ て

MES は DES に 対 し て 1350分の 1
， ま た OA に対 し て

は 1400分の 1に低下 して い た ．

　 （c ） RAST 　lnhibitionに よ る 測定

　卵に 対 し て IgE　RAST ス コ ア
ー

の高か っ た ア レ ル

ギ ー患者血清を 用 い て ，MES の 抗原性 を 検討し た 結

to

5

》

＝
°り

＝

oO

1 10 100 IDOO

　　　　　　　　　　 Concentration 　of 　antigen （P9 ／hl ）

　Fig．2．　 The　correlation 　between　concentrat1on 　of 　antigen 　and 　density　of　spots

obtained 　from　enzyme 　immunoassay （dot　blotting）．● ；DES ，○ ；MES ．
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　Fig．3．　 Inhib三tiQn　ELISA 　for　DES （● ）and 　MES

（0 ）．Flat　bottomed 　microtiter 　plates　were 　coated

with 　IOOμ 10f 　 DES 　（100μg〆ml ），　 and 　inhibitor
antigens 　 diluted　 serially 　 were 　 mixed 　 with 　 same

vo 玉ume 　of 　rabbit 　antiserum （1 ： 10000）against 　egg

white
，
　 and 　 added 　 into　 each 　 well ．　 After　 reacting

with 　 second 　 antibDdy 　 conjugated 　 alkaline 　 phos−

phatase，　the　substrate 　was 　added 　and 　optical 　den−

sity 　at 　405nm 　was 　measured ．

果を Fig．5 に 示 し た ．50％ 　inhibitionに お け る in−

hibitorの 濃度は OA が 5μg／ml ，　MES が お よ そ 10mg ／

ml で あ っ た．した が っ て MES 　bX　DES に対 し て 2000

分 の 1 に 低 下 して い た ．

　  PCA 試験 に よ る測定

　 ウ サ ギ抗血 清 （lgG 抗体）を用 い て 測定 し た 結果 を

F三g．6 に 示 し た ．MES の PCA 抗 体 価 は 1．4± O．5，

DES は 7372．8± 1831．7で あっ た の で ，お よ そ5000分 の

認 器 、評課灘
E

益讐盟 11
穏濡綴 澁 瞥 黶控艦素庭
DE 串剛 して 少な くと も2・・分 の ・以下 に 低下 し て L・

た，
…

  SDS −PAGE お よ び Western　blotting

　抗原 性 の 低 下 が 認 め ら れ た MES に お け る OA お よ

び QM が ど の よ う に 変化 し た か を 確 認 す る た め

SD＄−PAGE を行 っ た （Fig，8），　 DES （Lane　B） お よ

び 乾燥卵 白 （Lane　C） に お け る バ ソ ドを標準の OA

（Lahe　D） お よ び OM （Lane　E）と比較す る と，それ

ら匠相 当す る 明瞭な バ ン ド が 認 め られ た ．MES （Lane

F ）で は 広 い 範囲 （24〜200kD ）に ブ ロ ー ドな CBB 染

色 さ れ た 部分 が 認 め られた が，OA お よ び OM に 相当

す る バ ソ ドは 確認 で きな か っ た ．SDS −PAGE の CBB

で 染色 さ れ た 部分に 抗原性 がある の か ど うか を確認す

る た め Western 　 b｝otting を 行 っ た （Fig．9），　 DES

（L抽 eB ），
　 OA （Lane　C）お よ び OM （Lane　D） に

は 抗原性 を有する OA ，　 OM な どの タ ン パ ク 質 の バ ン

ドrdl；認 め られ た が
，　 MES （Lane　A ）に つ い て は 抗原性

を 示 す発色が認 め られな か っ た．

lee
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〔

ま
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2
記
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二

芒
 

り』
o
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01
10 lO2 lO3 104

　　　　　　　　　　　・。・ c ・ n ・・ati 。 ・ 。f　i・ hilbit・ ・ （P9／ml 〕

　Fig．4．　 Inhibition　ELISA　for　DES （●），　OA （■） and 　MES （○）．　 First　anti −

se，um 。。d ，ec 。 nd 。。tib。dy　w ，，e　p。ti。nt
，
s　se ・Lm　（・・ 50），　ant 三一h・m ・・ lgG ・・n −

jugated　peroxidase （1 ： 100  ），　 respectively ．
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　Fig．5，　 Inhibition　 RAST 　 for　 OA 　（■ ） and 　 MES 　（○）．　 First　 ant 三serum

and 　 second 　 antibody 　 were 　patient
’
s　 serum ，　 anti・human 　 IgE　 rabelled 　 by　

1251
，

respectively ．

　  HPLC に よ る ゲ ル 濾過

　MES の 分子量分 布を明 らか に す る 目的 で ゲ ル 濾過

を行 っ た．Fig．10 の （A ）に は OA と OM を ， （B）に は

DES を ，（C）に は MES の 溶 出 バ タ ーン を 示 した ，DES

21

2

2

B2

δ2

」
O

濯
←

く

O
ユ

42

22

＜ 1

p く　O．OOt

DES

に は OA お よ び OM に 相 当す る ピ
ー

ク が認 め ら れ た

が，MES に は それ らの ピ ー
ク は 認 め られ な か っ た ．た

だ し， OA や OM を包含す る 大 きな ピ ー
ク とこ の カ ラ

ム の 担体 で 分 画 で き な い 分子 量 （5 × IO6以 上 ） を 示 す

void 　volUme に ピ ー
ク が認 め られ た． こ の よ うな高分

子 量 の タ ン パ ク 質 は DES （B ） に は み ら れ な か っ た ．

考　察

Antigen

　現在 ま で に 明 ら か に さ れ て い る 卵 ア レ ル ギ ー
の 主要

原 因物質 は タ ン パ ク 質 で あ り，
こ れま で そ の タ ソ パ ク

質 の 同定 は 種 々 研究 され て ぎた．例 えぽ，Hoffrnan

ら
13〕は 卵 ア レ ル ギ ー

患者 の 血 清を 用 い て 免疫学 的方法

に よ り血清中 の IgE抗体 と卵 白 タ ソ パ ク 質 の 反応 性

MES

　Fig．6．　 Antigenic　 reactivity 　of　MES 　to　specific

rabbit 　antiserum 　containing 　IgG 　antibody 　to　DES ．

The 　values 　of　column 　represent 　PCA 　titers，　Two −

fo｝d　serially　diluted　arltiserum 　were 　injected

intracutaneously　into　the　曲 aved 　back 　of 　丘ve

guinea　 pigs，　 Four 　hours　 later，1．Oml　 of 　 O．15％
Evans ’ blue　 solution 　 containing 　 10mg 　 of　 antigen

（DES 　 or 　 MES ） was 　 inlected　 intravenously　 into
each 　guinea 　pig．　These　guinea　pigs　were 　sacri丘ed 　30
min 　 later，　 Minimurn　 concentration 　 of 　 antiserum

detected　as　positive　spQts 　were 　considered 　as 　PCA

titers．
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　Fig，7．　 Antigenic　reactivity 　of　MES 　to　specific

BALB ／c　mice 　antiseruln 　containing 　IgE　antibody
against 　DES ．　BALB 〆c　mice 　were 　immunized　with 　1

μgof 　antigen （DES ） in　O．2ml 　 of 　 saline 　together

with 　alum 　intraperioneally．　Two ．fold　serially 　dilut・

ed 　 antiserum 　 were 　injected　 intracutaneously　 into、

the　 shaved 　 back　of 　 five　Sprague 　 Dawley 　rats ，

Twenty　 four　 hours　 later，1．  ml 　 of 　 O．15％ Evans

blue　solution 　conta 三ning 　10mg 　of 　DES 　or 　MES 　was

injected　 intravenously　 into　 each 　 rat ．　 These　 rats

were 　sacrificed 　30　 min 　later　and 　determined 　PCA

titers．

を測定 した．それ に よ る と OA と OM の 両者に最も高

い 抗原性 があっ た こ と ，
お よ び コ ソ ア ル ブ ミ ソ に も強

い 反応性 を示 した と報 告し て い る．さ ら に ， Langeland

ら
14 ｝や Anet ら

21 ｝も OA ，　OM お よ び コ ソ ア ル ブ ミ ン の

抗原性が高か っ た と報告し て い る．一
方，卵 白以外す

な わ ち 卵黄 の 中 の タ ン パ ク 質 に も抗原性を有 す る もの

が ある と Anet ら
21）や Langeland ら

22〕は 報 告 し て い

る．こ の よ うに ア レ ル ギ ーの原因 と な る タ ソ パ ク 質 は

卵白の み で は な く卵黄 に も存在す る こ と か ら，OA お

よ び OM な ど の 主要原 因物 質 の 個 々 の 抗 原性 を 低下

さ せ る こ と だ け で は 利用範囲 が 狭 くな る と思 わ れ る．

そ こ で 著者 らは 卵全体す な わ ち 全卵 の 抗原性を低下 さ

せ る こ とを試 み た．実験をす る前 に 卵 の 抗原性を どの

GF

糠晶
A　
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　 Fig．8．　 Estimation　of 　molecular 　weight 　of 　MES

by　SDS −PAGE 　stained 　 with 　CBB ．100μg　of 　DES

（Lane 　 B），　dried　 egg 　 weight （Lane 　C ），　 and 　 MES

（Lane 　F），and 　10μg 　of 　OA （Lane 　D ）and 　OM （Lane

E） were 　applied 　a 　we1L 　Lane　A 　 and 　Lane　G　were

used 　 standard 　 marker 　 of 　 BIO　RAD ．

A 　BC 　DE

← 47kd

　Fig．9，　 Detection　of 　antigenic 　activity 　of　MES
by　 Westem 　 blotting．　 First　 antibody 　 and 　 second

antibody 　were 　rabbit 　anti　egg 　white 　and 　goat　 anti

rabbit 　IgG　conjugated 　with 　perexidase，　respective −

ly．　Lane　A ；MES ，　Lane 　B ；DES ，　Lane 　C ；OA ，　Lane

D ；OM ，　Lane　E ；marker ．

程度 ま で 低下 させ れ ぽ ア レ ル ギ
ー
患者に とっ て 安全 で

あ る か とい う問題 があ る ．こ の 問題 に 対 して ，患者の

卵 に 対す る 感受性 が一．・
様 で な い た め 具体的 な 数値 を 伴

う定説 は な い が，本実験 の
一

応 の 目標 と し て ，抗原性

が 1000分 の 1以下 と な る よ う に し た ．

　 まず最初 の 食品 と し て の 安全性 を考慮 し
， 物理的 な
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　F三g．10，Gel　filtration　pattern　 of 　OA （A ），　OM

（A ），
DES （B ） and 　MES （C） on 　SuperoseTM6　col・

umn ，　Dotted 　1三nes 　in　figure　indicate　 retention 　time

Qf 　OA 　and 　OM ．

方法すなわ ち 高温加 熱処 理 （Fig．1）や 超高圧処理 （未

発表）な どを試み た．それ らの 中で わ ずか で ある が抗

原性 に 低 下が認め られ た もの もあ っ た が 十分 と い え る

もの は得 られな か っ た ．ま た，か な り抗原性が低下 し

た もの で あ っ て も，色調や味 の 面 で 食品 と し て 許容 で

き る もの で は な か っ た．食 品 の 加熱殺菌 処理 で は一
般

に 120℃ で 40分間 も加熱す る こ とは ほ と ん どな く，抗原

性 を消失 させ る だ け の 目的 で こ れ以上 に 厳 し い 条件 を

施 こ す こ とは 品質 を損 な うこ とに な る．し か も こ の 処

理 方法 で は 抗原 性 を完全 に 消失さ せ る こ と は 難 し い と

考 え られ た ．こ の よ うな こ と か ら，加熱処 理 な どの 物

理的な 方法だけ で は 抗原性 を低下 させ る の に 隈界 が あ

る と考えられ た の で，サ ク シ ニ ル 化や ア ル カ リ処理 な

どの 化学的修飾 も併用す る こ と に し た．サ ク シ ニ ル 化

は化学修飾の 中で も比較的穏和な条件 で反応 し ， しか

も食品 と し て 利用 し やす い もの で ある．卵を含め て 多

くの 食品 タ ン パ ク 質は 疎水的 で あ り，
サ ク シ ニ ル 化 に

よ りア ミ ノ 基 は 陰イ オ ン 性 の 残基 に 変化 し，そ の 結果

陰 イ オ ン の 同
一

荷電間 の 反発作用 に よ り分子表面 が増

加 され ， 水分散性 が よ くな る． こ の よ うな ア ミ ノ 基 の

分子表面 の 増加効果に よ りア ル カ リ処理 や加熱処理 な

どが 容易 に 進 み ，抗原基 で あ る エ ピ ト
ープ が変化 し，

抗原 性 が 低下す る こ とが 考 えられ る 。

　大谷 ら
111

は 牛乳 ア レ ル ギ ーの 原因 タ ソ パ ク 質 の
一

つ

で あ る β
一1actoglobuiinを サ ク シ ニ ル 化処理 だ け行

い ，抗原性 を大 き く低下 で ぎた と報告 して い る．全卵

（DES ）で 同様 の 処理 を し た 場合 ，
わ ず か に 抗原性 の 低

下 は 認 め られ た もの の 目標 で ある1000分の 1に は 及 ぼ

な か っ た ．ま た
，

ア ル カ リ 処理 は 食品 タ ソ パ ク 質を 可

溶化さ せ る 目的 で よ く使用 され る．DES を ア ル カ リ処

理 し た だ け で も，か な り抗原性 の 低下 が 認 め られ た が
，

サ ク シ ニ ル 化処理 と同様 に 1000分 の 1 ま で 低下す る に

は 至 ら な か っ た ．そ こ で サ ク シ ニ ル 化処理後，ア ル カ

リ処理 お よ び 加 熱処 理 を 併用 し た と こ ろ ， 急激 な 抗原

性 の 低下が み られ た．こ れ らの 処理が相乗的 に 作用 し，

抗 原性 を 低 下 さ せ た も の と考 え ら れ る．Table 　l は

Table　l　 Comparison　of　the　antigenicity 　between 　MES 　and 　DES

Method First　ant 玉serum Second　 antibodyMES ／DES 事 【

Dot　blQtting Rabblt　anti 　DES Anti 　rabbit 　IgG ＜1／ 1000寧 2

Inhibition　ELISARabbit 　anti 　egg 　whiteAnti 　rabbit 　I暮GAM 1／19000串 3

Inhibition　ELISAPatient
’
s　seru 皿 Anti　human 　IgG ユ／ 1350“ 3

RAST 　inh王bitionPatien ゼs　serum Anti　human 　IgE 1／2000哮3

PCA （IgG） Rabb 藍t　 anti 　DES 一 1〆5000麟

PCA （lgE ） Mouse 　anti 　DES ｝ く 1／　200“4

．lthe
　antigenic 　ratio 　of 　MES 　to　DES ．

廓2calcu
！ated 　from 　density，

暢
calculated 　from　concentration 　of　50％ inhibition．

桝 calculated 　from　PCA 　titer．
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MES の 抗原性 を 各種の 方法で 測定 し た 結果 を まとめ

た もの で ある．抗血 清の 種類や測定方法 で 抗原性 の 低

下度 に 差 が み られ た ．dot　blotting法 で は 測 定限界 の

1GO 分の 1以下 ま で 低 下 し て い る こ と が わ か っ た．ま

た PCA （lgE抗体）法で は MES を抗原 と し た 場合 に

は 全 く反 応 が 認 め られ な い た め DES に 対す る 比 較は

で ぎな い が，こ の 方法を 除 けば，い ずれ の 測定法 に お

い て も目標 の 1000分 の 1 以下 ま で低下 し て い た ．ウ サ

ギ の 抗血 清 と ヒ ト抗血清を 用 い た inhibition　ELISA

で MES の 抗原 性 の 低下度 に お よ そ 14倍 の 差 が み ら れ

た．両者 に 標識 した 酵素と基質 の 違 い は ある もの の 基

本的な原理 は 同 じで ある こ と か ら，抗 血 清 の 由来 に よ

る 差 か
， も し くは プ レ

ー
トに コ

ー
ト した 抗原 の 種類 の

差 に よ る もの と推察さ れ る，MES の 最終 目的は 食品

と し て の 利用 に あ る の で ，ヒ ト の 経 口 摂取 に お け る ア

レ ル ギ
ー
反応 を抑制 で ぎ る か どうか が最も大 きい 問題

で ある． こ の 点か ら ヒ ト抗．［貢1清を 使用 し た 実験結果，

す なわ ち ヒ ト抗 血 清を用 い た inhibition　ELISA お よ

び RAST 　inhibitionが よ リ ヒ トの 生体 に 近 く，信頼度

が高い もの と思 わ れ る，PCA 法 で は 動物 の 抗 血 清を使

用 して い る点 で ，こ の 結果 を直 ち に ヒ トに 琶 き換 え る

こ と は で ぎな い が，in　vivo の 実験系で ある こ と か ら 無

視す る こ と は で きな い ．い ずれ に して も PCA 法を除

くどの 測定方法 に お い て もほ ぼ測定 限界近 く ま で 抗原

性が低下 して い る こ と か ら，さらに 精度 の 高 い 測定方

法を用 い る 必要 が あ る．また ，1000分 の 1 以 下の 抗原

性 の 低 下 と臨床的 な ア レ ル ギ ー
反応 の 誘発能 の 低 下 と

の 相関 に つ い て も今後詳細 な検討が必要 で あ る．瀬川

ら
23）

は OA を化学修飾 し，抗原性を 1／16に 低下 で きた

と報告 して い る．本実験で は 抗原性 の 高い OA お よ び

OM をそれぞ れ単独 で 処理 し て い な い の で OA の 抗

原性 が どの 程度低 下 し て い た か に つ い て ， 単純 な 比較

は で きな い が，Fig．9 で 示 した ．　 Western　blottingの

結果 で OA に 相当す る バ ソ ド が 見 当 らな い こ とか ら，

OA の 抗原性は ほ ぼ消失 し て い る も の と推察 され る．

サ ク シ ニ ル 化処理 お よ び ア ル カ リ処理 に よ り各種 の タ

ン パ ク 質が ど の よ うに 変化 し た か を推測 す る た め
，

SDS −PAGE （Fig．8）と ゲ ル 濾過 （Fig．10）を 行 っ た．

し か し ， SDS −PAGE で は 特定 の バ ン ドが な く，
24〜200

kd の 範囲 に CBB で 染色 され た 部分が認 め られた ．ま

た ゲ ル 濾過 に お い て も同様 に 各 タ ン パ ク 質の 分子 量 に

相当す る ピ ー
ク は な く，

OA お よ び OM を含む大 きな

ピ
ー

ク が 認 め られ た． こ れらの こ とか ら化学的 な処理

に よ り，各 タ ン パ ク 質 が凝集 と 分解 を お こ した もの と

推察 され る．し か し な が ら，今回作成 した MES は 未知

物質で ある の で ，食品 と し て の 安全性 ・栄養素 の 栄 養

価お よ び MES 自身 の 免疫 原 性 を 今後詳細 に 検討 す

る．

　稿を 終 え る に あた り，本研究に 御指導 を 賜 っ た 群 馬 大 学

医 学 部 小 児 科 黒 梅 恭 芳 教 授 に 深謝致 し ま す．
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DEVELOPMENT 　OF　HEN ’S　EGG 　WITH 　LOW 　ANTIGENICITY 　FOR　ALLERGIC 　PATIENTS

Michie　Hisatomi，　Mamoru 　Kimura，　Susumu　Inukai　and 　Kazuo　Oshida

　　　　　　　　　　　Bα3ゴ01 〜esearch 　iσborat∂り！ Q、P、　Coψ、

　　　　　　　　　　　　　　Akihiro　Morikawa

1）  αア’解 θ窺 〔ゾPediatriCS，　Gunma 〔fniversity　SC加 0’〔ゾMedicine

　　　We 　tried　to　prepare　hen’s　egg 　with 　low　antigenicity 　for　allergy 　patlents．　First，　we 　examined 　the　effects 　of　pH ，

heating　temperature 　and 　time　on 　antigenicity 　of 　egg ．　Dried　whole 　egg 　solid （DES ）was 　dissolved　in　the　buffer

solution 　adjusted 　at　various 　pH 　and 　heated　at　120°C　for　10， 20　and 　40　min ．　As　a　result 　the　antigenicity 　didn
’
t

significantly 　d  rease ．　Next，　DES 　was 　treated　with 　succinic 　anhydride ，　sodium 　hydroxide　and 　was 　heated．　The

antigenicity 　of　the　resu 玉tant　modified 　whole 　egg 　solid （MES ）was 　much 　lower　than　that　of　heated　whole 　egg 　solid．

Antigenicity　was 　measured 　precisely　by　enzyme 　immunoassay，inhibition　ELISA ，　RAST 　inhibition　and 　PCA ．　It　was

found　that　the　antigenicity 　of 　MES 　was 　decreased　less　than　1／10000f 　that　of 　DES ．　Then　SDS ・polyacryl・amide 　gel

electrophoresis 　and 　gel　filtration　were 　performed 　to　clar圭fy　the　degree　of　the　change 　of 　egg 　proteins．　The　bands　and

peaks　which 　corresponded 　to　ovalbumin 　and 　ovomucoid 　known 　to　be　major 　allergenic 　proteins　responsible 　for　egg

allergy 　disappeared　and 　new 　bands 　and 　peaks　were 　detected．
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