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　小麦 ア レ ル ギー患者はグル テ ン 感受性 と水溶性画分感受性に 分け られ た．こ の うち，水溶性画分感受
性 の 患者 の み，パ イナ ッ プ ル 由来酵素 bromelain を IgE・binding　 epitope と し て 交叉認 識 し た．
bromelain は papain な ど他の SH 酵素 と の 相同性が高 い こ とか ら，小麦 ア レ ル ギー患者は さ まざまな

SH 酵素を epitope と して認識す る 可能性が示唆された．
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緒 　 言 報告す る．

　食物ア レ ル ギー患者数 は 年 々 増加 して お り， 近 年，

卵，牛乳，大豆 の 3 大 ア レ ル ゲ ン だ け で な く，米や 小

麦な ど の 穀物 に 起因す る ア ト ピー
性皮膚炎 に 難治例が

多 く， そ の増加が 注 目さ れ て い る
1）．食物 ア レ ル ギー

の

治療 に は 除去食が 効果 的で あ る が ， 患者 は そ の 食品を

摂取で き な い こ と に な る．こ の 問題 の 解決 の た め ， 著

者ら は，低 ア レ ル ゲ ン 米
2）
−5 ）tl3よ び 低 ア レ ル ゲ ン 小麦

粉
“♪を開発 して き た．

　小麦ア レ ル ギ
ー

患 者の 多 くは グ ル テ ン に 感受性を 示

した εに と に 着目し ， 著者 らη s，は，グ ル テ ン か ら主要な

ア レ ル ゲ ン
」
「生フ ラ グ メ ン トを申離 し， （S−Q−Q−Q．（Q）．

P．P−F −）， と構造決定 し た． こ の構造 は パ イ ナ ッ プ ル 山

来酵素で あ る bromelain に よ り容易 に 分解 された．小

麦グル テ ン 感 受性 の 患者血清 を 用 い る IgE−ELISA 　lこ

よ り
9 ｝

， bromelain処理 粉の ア レ ル ゲ ン 性 は 検出限界

以 下 に まで低 ドし て い る こ と が 確認 さ れ た．さ ら に ，

低 ア レ ル ゲ ン 化小麦粉作製の 実用的工 程 を確立 し，そ

れ を 用 い た製パ ン 条件 を明 らか に しだ η．

　本研 究 で は ， bmrnclaiη 処 理 に よ る低ア レ ル ゲ ン 化

小 麦粉を ， グル テ ン 感受性 患者以外 に 水溶性画分感受

性患者 に も適用可能 か 否 か を 工gE −ELISA に よ り 判定

した ．そ の結果 ， 水溶性画分感受性 患者 は bromelain

を も抗原 と して 認識 す る可能性 が 示唆 さ れ た の で ， 小

麦水溶性 抗原 と bromelain と の 交 叉反 応性 に つ い て

Received ：　JUne　6，1997
Accepted ：　October　2〔〕，1997

方　法

小麦粉 の 分画

　小麦粉10g に 水 100m1 を力口え，30分間撹拌後 ， 5000x

g で 20分間遠心分離 した．上清 を凍結乾燥 し，得 られ た

粉末を水溶性画分 と し た．グル テ ン は グル テ ン ボー
ル

と し て 調製 し た．

患者 ifLL清

　小麦ア レ ル ギー
に よ る ア トピー

性皮膚炎 と診断さ れ

た 患者
L° ）6 名 （Table 　IA

，
　ISで は 患 者 A 〜F と表記 し

，

同じア ル フ ァ ベ ッ トの もの は 同
一

患者 を示す） の 」1［［清
を ア ッ セ イ に 供 した．全員 の 患者 か ら，口 頭 に よ り，

イン フ 1．一ム ド・コ ン セ ン トを得た．

bromelaill処理 粉

　薄力粉 （ク レ オ パ ト ラ
， 昭 和産 業 ） に 対粉 1％ の

1〕rumelain （製品名 bromelin，1〔ユ30Tyr 　units ／mg ， 和

光純薬）を作用 さ せ ，既法
9 ）

に 従 っ て 低 ア レ ル ゲ ン 化 小

麦粉 を作製 し た．

bromelainの精製

　 H 述 の bromelain を Murachi ’ 1）
の 方 法 に 準 じ て

SH 基 ア フ ィ ＝ 一テ ィ ク ロ マ トお よ び逆相 HPLC に よ

り 精 製 し た ．bromelain 　500mg を Thiopropyl −

Sepharose　6B　（Pharmacia ＞カ ラ ム　（1× 30cm ） に 供

した，非吸着画分 を lmM 　EDTA ・0．ユMNaC1 を含 む

Tris−HCI 緩衝液 （pH 　7 ．5）135ml で 溶 出 さ せ た後 ， 吸

着 画分 を1mM 　EDTA ・20mM ⊂lithiothreitolを 含む
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0．1M 　Tris−HCI 緩衝液 （pH 　7．5＞180mlで溶出した．

ク ロ マ ト時 の 流速 は54rnl／時 ， 温度は 4
’
℃ と し た，溶出

画分 を透析 後，凍結乾 燥 し，ODS カ ラ ム （Polymer

Cl8 ，　 YMC ）を 接続 した HPLC で さ らに精製した．条

件 は ，移勤相，e．1％TFA ・メ タ ノール の グ ラ ジ エ ン ト

（3〔〕〜80％）；流速，
1mV 分 ；温度，22℃ ；検 出，　 UV

225nm と した．メ イ ン ピーク を 分取 し，リ ク ロ マ トを

行 い
， 精製 bromelainと した

t
こ れ を Laemmli の 方法

（1970）に 従 っ て ，10〜LIO％濃度勾醍の ポ リア ク リル ア

ミ ドゲル （第
一

化学） を用 い て 電気泳動 を行っ た．泳

動後 ， クーマ シ ーブ リ 1丿ア ン トブ ル ー
（R −250，Sigma）

で染色し た．

IgE・ELISA

　被験試量 を4M 　urea ・O．IMTris 　HCI 緩衝液 （UTH

緩衝液，pH 　7）に 1〔10μgprotein 〆lnl 濃度 と な る よ うに

溶解 し，抗原 と し て 96穴 プ レ・一ト （Corning ）に コ ー ト

し た．患者血清 を PBS で 5〜25倍に希釈し，1 次抗体

と した 、対 照 と し て健常人 の 血 清 を 用 い た、 2 次抗体

と して ビ オ チ ン イL一ヤ ギ抗 ヒ ト IgE抗体 （Kirkegaard

＆ Perry　 Lab．），標 識 抗 体 と し て streptavidin −

peroxidase 　conjugate （Boehringer 　Mannheim ）， 発

色試薬と し て o ・phenylenediamine （和光純薬）を用 い

た．そ の 他は常？ki3］に 従 っ て 行 っ た．感受性 は back ・

　 　 　 　 　 　 　 　 ］
’
able 　l

〔A ）　S．　ensitivities 　uf　paしicrlts　for　water ・soluble 　and 　glu−

　 tc1ユ　h・uctiol1S
　 　 　 　 　 　 　

−
「
．『‘　　一　．一一

　　　　　　　 1 、〜 ・tell

　　　　　C 　 1　 ．L［6
　　　　　　　 「

　　　　　婁 1　 ：1：l
　　　　　F 　〔　 ，、、
　 　 一＿＿＿　⊥ ．　　 ＿＿一

（B 〕SensiLivity〔，f　 patients 　f〔〕r　ll〕t．nct 　 whe とユt 「1Du1・，　 the

　 brolnelain・tr 巳 ated 　flour、　 and 　l〕 1
’
〔｝ulelain

PaUe1 ユts

ABCDEF

ground （健常人の 血清に お け る 値 〔常 に く 0 ．Olで あ っ

た ）） を 差 し引 い た 490 ］
’
ini の 吸光値で 示 し た （Table

I）．測定 は duplicateで 行 っ た．

IgE．ELISA 　inhibition法 に よ る交 叉 反応性 の 検討

　小麦粉水溶性抗原 あ る い は bromelainを UTH 緩

衝液 に ］mglml 濃度 とな る よ うに 溶解 し，抗原 と し て

96穴 プ レ ー一トに コ
ー

トした．患者 C ， D ，　 E，　 F の プ ー

ル 血清 に inhibitor（終濃度 ：0， 1， 1〔〕， 1〔｝0，1000μg〆

ml ）を加 え， 25℃ 1時間 preincubate した ．小麦粉水

溶性抗原 を コ ートし た も の に 対 し て は inhibitorと し

て brQmclainを添加した もの を，　broine［a｛n を コ ート

し た もの に 対 し て は inhibitorと し て 小 麦 粉水 溶性 抗

原を添加 した もの を 1 次抗体 と し ， 残存 し た lgE抗体

価 を前述 と同様の ELISA 法 に よ り測定 した．結果 は ，

inhibltor無添加 の と き の 吸光値 を 1 と し て 表 わ した ，

ホ モ ロ ジー
検索

　Fast　 Homology 　 Search　 CDS プロ グ ラ ム （Gen −

Bank）を用 い て行 っ た．

Ol）sifollm

結果 お よ び考
’
察

　 IgE−ELISA に よ り， 被験 患 者 を i） グ ル テ ン に 感受

性 を示 す ， ii）水溶性画分 に 感受性 を示す ，
　 ilD 両者

と も に 感受性 を 示す の 3 群 に 分 け た．そ の 結 果 ，
Table

lA に 示す よ うに
，
　 i）が 2名（A ，

　 B），
　 ii）が 3名 （C，

D ，E），
　 iii）が 1名 （F）と判定 さ れ た．次 に，各患者

の 血清 を 用 い て bromelain処 理 粉 の ア レ ル ゲ ン 性 を

測定し た．そ の 結果，Tab 玉eIB に 示す よ うに ， グ ル テ

ン 感受性 の 2名 （A ，B）で は ELISA 値が検出限界以

下 で あっ た が
， 水溶性画分感受性 の 2 名 （D ， E）お よ

び両者感受性の 1名 （F）で は 高値 を 示 し，しか も，原

料小麦粉よ り もア レ ル ゲ ン 性 が 高 い と判定 さ れ た．本

邦 で パ イナ ッ プ ル ア レ ル ギーの 症例 は報告さ れ て い な

い ．しか し，安全性 の 見地 か ら bromelain処 理粉を水

溶性画分抗原 に感 受 1生を 示 す 患 者 に 適 月
「1す るの は 好 ま

し く な い と 結 論 し，bromelain処 理粉 に 含 まれ る

brOmelainそ の もの が ア レ ル ゲ ン 性 を有 す る111［∫能性 に

つ い て 検証 し た．

　bromelainを ア フ ェ ニ テ ィ ク ロ マ ト お よ び 逆相

IIPLC に ．よ り精 製 し ，
　 SDS −PAGE で 精製度 の 確認 を

行 っ た （Fig．玉A
，
　 bronielain に特徴的な 2本0）バ ン ド

が 得 ら れ た
9 〕）．精製 bromelainの ア レ ル ゲ ン 性を 測定

し た と こ ろ ， 小 麦 粉 水 溶 性画 分 に 感受性 を示 す、懸者
．
で

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

1172

（A）

（B）

kDa97

レ

67 レ 　 ．．

43レ　 i．

31レ 蟻1

22レ 鬢
f4レ 議

小 麦 ア レ ル ゲ ン と プ ロ メ ラ イ ン の交 叉 反 応 性
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　Fig．1．　〔A） SDS −PAGE 　analysis 　of 　the　purified
brome 【ai 丁〕，　A　 m1xture 　 oE 　rabbi1 ．　 muscle 　phospho −

ry ［ase 　b （八厘VV　97k），bovine　serLllT］ aU 〕ull／in　e＞1“J　67
k），ovalbumin 　（MW

’
43k ），bovine　carbonic 　anhy ・

drase 〔MW 　3ユk），soybea1 「
1　trypsin［1ユhibitor（MW 　22

k＞and 　hen’s　egg 　iysuzylne（MW 　14k）was 　used 　as

the 　mo ！ecular ．weight 　【narkers ．　（B ）IgE・EI，ISA
inhibition　analysis 　 Qf　bromelain　and 　sQklble 　frac．

t．ion　 of 　 wheat 　 fiour　 to　 connrrn 　 the　 crossreaction

betwcen 　these　tw （］ al／tigens．

水溶性抗原 に よ D阻害 さ れた．一一
方 ， 血清 IgE抗体 と

br⊂，mclain と の 結 合 は グ ル テ ン に よ っ て 阻害 さ れ な

か っ た．さ ら に ， 健常人 の 血清 で は 阻害が か か ら ない

こ と も確 認 さ れ た．従 っ て ，小変粉水 溶性 抗 原 と

bromelainの 交乂 反 応 性 が 証明 さ れ た．

　 次 に ， 既 知 の 小 麦 水 溶 性 ア レ ル ゲ ン で あ る α
一

amytase 　 inhibitor と bromelain と の 問に相「司性 が あ

る か 否 か を ホ モ ロ ジー
検 索 プ ロ グ ラ ム で 調 べ た．そ の

結果，α
・amylase 　inhibit（＞r と bro1Me】ain と の 間 に 相

同性 は 認 め ら れ な か っ た．従 っ て ， これ ま で に 報告 さ

れ て い な い ア ミ ノ 酸 配 列 が lgE・binding　epitope と

な っ て い る も の と考 え られ た ．また
，

パ イ ナ ッ プ ル ァ

レ ル ギーの 症例 が な い こ と か ら，こ の lgE−binding

epitope は 消化酵素 に よ り容易 に 分解 さ れ る と も
．
考え

られ る．しか し ， 全身状態 が悪 く消化機能が 低下 して

い る場合な どで は，brOmelainが ア レ ル ゲ ン と な る 可

能 性 が あ る．さ ら に ， bromclainは papaln な ど 他 の

SH 酵素 と の相 同性 が 高 い こ と を考え る と，小麦 ア レ

ル ギー
患者 が bromelain を 抗 原 と し て 交 叉 認識す る

と い う知見 は 重要な 意味 をもっ ．

　broinelainα）糖鎖構造 が ア レ ル ゲ ン 性 を 示 す可能性

も考 えられ る．最近 ， オ リーブ 花粉 ア レ ル ギー
愚 者に

お い て，brumelain をは じめ と す る タ ン パ ク 質 Li，iの

digomalmose 型糖鎖構造 が ア レ ル ゲ ン と な り得 る こ

とが報告さ れ た
1’1〕．小麦粉 に お い て も，水溶性 ア レ ル ゲ

ン は α
一
；．tlny 】ase 　inhibitOrな ど の タ ン パ ク 質 に 限定さ

れな い と予想 さ れ る こ とか ら，brOlnelaln中の 糖鎖構

造 に っ い て の さ ら に 詳細 な検 討 が 必 要 と考 え ら れ る．

結　論

　小麦 ア レ ル ギー
患者 をグル テ ン 感 受 性 と水溶性画分

感受性 に 分 けた と き， 水溶性画分感受性 の 患者の み ，

bromeluinを IgE−bindii】g　cpitope と し て 交 叉 認識 し

た．

の み，ア レ ル ゲ ン 性が認 め られ た （Table　1　B ）．さ ら

に ， 小麦粉水溶性抗原 と brOmelain の 交 叉 反 応性を 明

らか に するため に ， 両者の IgE−ELISAil ／hibitioll試験

を小麦粉水溶性画 分 に 感受性 を示 す患者血清 を用 い て

行 っ た．Fig．1B に 示 した よ うに ，血清 IgE抗体 と小麦

粉水溶性抗原 と の 結合 は bromelainに よ り阻害さ れ ，

同様 に
， 血清 IgE 抗体 と bromelain と の 結合 は 小麦粉
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               CROSS-REACTIVITY  BETWEEN  BROMELAIN  AND  SOLUBLE

                           FRACTION  FROM  WHEAI'  FLOUR

                     Soichi Tanabe, Shoko  Tesaki  and  rvfichiko NVatanabe

             Fbod  Science LaboTuto7y lkcztlt.'y of Education, tit)dyo Gafeiagei eJTiii.'ersit.i,

                                  Yuki}Joshi Yanagihara

               Clinical Research Cev7ter for Atleilgy, Alatiovaag 5inggamihaTu Hbspikig

   lt is revealed  that patients allergic  tu a water-solttble  fraction from  wheat  f]our were  sensitive  to

pineapple  cnzyme,  t)roinel}iin. Since bromelaip has  a high  similnrity  to  other  ST'I-p]'oteases such  as  papain,

it may  imply that the  patients may  recognize  varieties  of  other  SH-proteases as  the epitope.


