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 要 旨

 我 々 は, トマ ト特 異 的IgE抗 体(CAP-FEIA)が 少 な く と もclass 3以 上 の25例 の 患 者 血 清 (こ の う ち, 11例 は トマ ト

果 実 に よ る 口 腔 ア レル ギ ー 症 候 群)を 用 い てimmunoblot法 で トマ ト果 実 主 要 ア レル ゲ ン の 同 定 を試 み た. そ の 結

果, 46kDa, 25kDa, 22kDa, 18kDa, 14kDaの タ ン パ ク 質 バ ン ドが50%以 上 の 患 者 血 清 と反 応 した. こ れ ら の バ ン

ドのN末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 をEdman法 で 決 定 し, 相 同 性 検 索 を した と こ ろ, 46kDaは polygalacturonase 2A, 25と22kDa

は β-fructofuranosidase, 18kDaはsuperoxide dismutase, 14kDaはpectinesteraseで あ る こ と が 判 明 し た. ま た, こ

れ ら の タ ン パ ク 質 は superoxide dismutase を 除 い て トマ トの 成 熟 が 進 む に つ れ て 増 加 す る こ と も明 らか に な っ た. 

 は じめに

 近年, 果物 や野菜の経 口摂取によってお こるア レル

ギーについては, 口腔ア レルギー症候群 (oral allergy

syndrome: 以 下OASと 略 す) を呈 した り1,2), 花粉症

や3,4), ラテッ クスア レルギー5)を 合併 した り, これ

ら臨床的ユニークさから注 目されている. トマ トもリ

ンゴ, メ ロン, バ ナナやキウイなどと並んで果物 ・野

菜アレルギーの原因食品の1つ である. 

 1966年 にBleumink6,7)が トマ トア レルギーの症例 を

報告 している. そ の後, イ ネ科花粉症を合併 した トマ

トOAS患 者8), ラテッ クスア レルギーを合併 した トマ

トアレルギー患者の報告9,10)が な されている. 

 我 々 もスギ花粉症患者で トマ トによるOASを 示 した

症例を経験 している11). 

 トマ ト果実の主要アレルゲンの同定は, OASな ど ト

マ トア レル ギーの病態解明だけではな く, 花粉症や ラ

テックスア レル ギーと合併する機 序の解明にも役立っ

のではないか と考えられ る. 

 しか し, トマ トア レル ゲンに関す る報告は少な く

Petersenら8)が 分子量約16kDaのprofilinと β-fructofura-

nosidase (以下 β-FFと 略 す) が 重要であると述べてい

るが, これ ら以外の成分に関 しては言及 していない. 

 本稿 ではimmunoblot法 を用いて トマ ト主要ア レル

ゲンの同定 とその特性 について検討 した. 

 方 法

1. トマ ト果実抗原の抽出

 成熟過程の段階別の トマ ト (green, breaker, pinkと

red ripeningの4段 階) はWye Research and Education

Center of University of Maryland (Queenstown, MD, 

USA) か ら供与 されたものを使用 した. 抗原の抽出は

TUckerら の方法12)に 従 い, 各 成熟段階の トマ ト果皮を

4℃の 蒸留水で1g/mlの 濃 度に混合 し, ミキサーにて15

秒 間ホモジネー トしたものを, 4℃, 2,400xgで10分 間

遠心 し, 沈殿物 を1M NaC1(pH6.0)で 溶解 した. 4℃

にて数時間放置後, 再 び遠心(4℃, 2,400xg, 10分 間)

し, 上 清 を0.45μm MILLEX-HV unit (Millipore, 

Bedford, MA, USA) で濾過 し, 75%硫 安 で塩析を行っ

た. さらに4℃, 10,000xg, 20分 間遠心 し, 沈殿物を

0.15M NaCl (pH6.0)で 溶 解, 0.1M NaC1に て透析 し

た. トマ ト抗原は 使用時まで-20℃で 保存 した.

Abbreviation: 3-FF; 3-fructofuranosidase, CAPS; 

3-Cyclohexylamino-l-propanesulfonic acid, FEIA; 

fluoroenzymeimmunoassay, IgE; Immunoglobulin E, 

OAS; oral allergy syndrome, PE; pectinesterase, 

PG; polygalacturonase, PVDF; polyvinylidene 

difluoride, RAST; radioallergosorbent test
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2. Immunobbt 法

 抽 出 抗 原 は16%SDS-PAGEで 泳 動 後, polyvinylidene

dinuoride (以 下PVDFと 略 す) 膜 (Millipore, Bedford, 

MA, USA) に3-cyclohexylamino-1-propanesulfonic acid

(以 下CAPSと 略 す) (Sigma Diagnostics, St. Louis, MO,

USA) bufferに て200mA, 2時 間 転 写 した. 抽 出 抗 原 を

転 写 され たPVDF膜 は0.1%BRIJ-35 (Sigma Diagnostics,

St. Louis, MO, USA) を加 え たPBS buffer (以 下BRU-

PBS bufferと 略 す) で 溶 解 し た2%ヒ トア ル ブ ミ ン

(Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) 溶 液 に て

室 温. で1時 間 振 猛 しblockingを 行 っ た. そ の 後3mm幅 に

切 断 した ス トリ ップ を つ く り, BRIJ-PBS bufferで30倍

希 釈 した 患 者 血 清 と室 温 に て3時 間 振 猛 させ た. BRIJ-

PBS buffer で 洗 浄 し, そ の 後2000倍 希 釈 の フ ォ ス フ ァ

タ ー ゼ 標 識 抗 ヒ トIgE抗 体 (Kirkegaard and Perry

Laboratories, Gaithersburg, MD, USA) と3時 間, 室

温 で 反 応 させ, BRIJ-PBS bufferで1回, TRIS buffer (1M

TRIS 50mlに1M NaCl 50mlと1M MgCl2 2.5mlを 加 え 蒸

留 水 に て500mlま で 希 釈) で3回 洗 浄 後, 5-bromo-4-

chloro-indolyl-phosphatase and nitroblue tetrazolium

(BCIP/NBT; Kirkegaard and Perry Laboratories, 

Gaithersburg, MD, USA) で 発 色 させ た. 

 ま た, トマ ト成 熟 段 階 別 の 抗 原 量 の 検 討 で は, そ れ

ぞ れ の 抗 原 を 同 じタ ン パ ク 量 (3.5μg/well) で 泳 動 後,

PVDF膜 に 転 写 し た. そ の 後 は amido black (Sigma

Diagnostics, St. Louis, MO, USA)染 色 に よ る タ ン パ

ク 質 染 色 と (Fig 2A), pool 血 清 に よ る immunoblot を

行 っ た (Fig 2B). 

3. N末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 の 決 定

 転 写 後 のPVDF膜 の 一 部 を, amido black で 染 色 後, 

脱 色 液 (40%メ タ ノ ー ル, 10%酢 酸) で 脱 色 し, 乾 燥

させ た. 必 要 な バ ン ドを 切 り離 し, 470型 気 相 シ ー ク

エ ン サ ー (Applied Biosystems Co.) の 多 孔 性 テ フ ロ ン

シ ー ル の 上 に 乗 せ, Edman法 に よ るN末 端 ア ミ ノ 酸 配

列 の 決 定 を行 っ た. 

4. 相 同 性 検 索

 GenpeptとSWISS-PLOTデ ー タ ー ベ ー ス (Pearsonと

LipmanのFASTA protocolを 用 い たGen Bank) を 用 い て

を 相 同 性 検 索 を 行 っ た. 

5. 患 者 血 清

 Immunoblot 法 に は ト マ ト 特 異 的lgE抗 体 (CAP-

FEIA; Pharmacia CAP system) がclass 2以 上 の血清25

検 体を使用 した. Table 1に 示 すとお り, 25例 中11例 は

トマ ト果実経 口摂取でOASを 呈 し, 14例 は トマ ト特異

的IgE抗 体価 が陽性にもかかわ らずOASな どの臨床症

状は示 さなかった症例を対象とした. コン トロール と

しては健常人血清を使用 した. 血清は使用するまで-20

℃に て保存 した.

ま た, トマ ト成熟段階別の抗原量の検討にはその う

ちOAS陽 性者5例 (Table 1の患者No. 1, 2, 5, 7と12) の pool

血 清 を使用 した.

結 果

1. Immunoblot 法

 Fig 1とTable 2に トマ ト特異的IgE抗 体 陽性患者の25

血 清 を用いたimmunoblot法 に よる トマ ト果実 タンパ

ク質に対す るIgE結 合能 を示す. トマ ト果実タンパク質

は少な くとも18本PVDF膜 上 に転写 された. その うち

約15本 のタンパク質バ ン ドがIgE抗 体 と反応 した. こ

れ らのバ ン ドの うち34, 29, 27と9kDaは コン トロール

血清 とも反応 し, さ らに, トマ ト果実抗原をinhibitor

とす るinhibition immunoblot法 に よっても他 のバ ン ド

と異な りIgE結 合 能の減弱がみ られなかった. 以 上か

ら, IgEと の非特異的な結合であると判定 し検討対象か

ら除外 した. 

 50%以 上の患者IgE抗 体 と結合能 を示 した#1, #8, 

#10, #11, #13の バ ン ドの分子量(陽 性率)は, そ

れ ぞ れ 約46kDa(72%), 25kDa(52%), 22kDa(80%), 

18kDa(76%)と14kDa(68%)で あった. 

 OAS群 と非OAS群 との間では, これ らのバ ン ドの認

識パター ンには差はなかった. 

2. N末 端 ア ミノ酸配列の決定

 Table 3に 同 定した5つ の トマ ト果実抗原のN末 端ア

ミノ酸配列を上段 に示す. これ らを用いて相同性検索

を行ったところ, 46kDaは polygalacturonase (以下PGと

略 す)2A, 25 kDaと22kDaは β-FF, 18kDaは superoxide

dlsmutase, 14kDaは pectinesterase (以下PEと 略 す)で

あることが推定 された. ま た, 非特 異的にIgE結 合性を

呈 したバン ドの うち34kDa, 27kDa, 9kDaは それぞれ

PE-1, apoptotic protease, PE-Aと 高い相同性 を示 した. 

3. トマ ト成熟段階別の抗原量の検討

 Fig 2Aに 示 す よ うに, 成 熟 が 進 む に つ れ てPG
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Table 1. Background of patients subjected for immunoblotting analysis

*Pharmacia CAP System 

BA: bronchial asthma, AD: atopic dermatitis, AR: allergic rhinitis 
AC: allergic conjuctivitis, OAS: oral allergy syndrome 

ND: no data 

 Table 2. IgE-binding activity of tomato fruit proteins by immunoblotting

Mr.: molecular mass OAS: oral allergy syndrome
*: N末 端アミノ酸配列から推定 されたタンパク質
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2A (46kDa) と β-FF (25kDa) の 含 量 が 増 加 した. OAS陽 性

の5名 のpool血 清 に て 反 応 させ た と こ ろ, β-FF (22kDa)

とPE (14kDa) も 同 様 の 傾 向 が み られ た(Fig 2B). し か

し, superoxide dismutase (18kDa) は い ず れ. の 成 熟 段 階

に お い て も 大 き な 変 化 は み られ な か っ た, 

 考 察

 トマ ト果 実 抗 原 の 中 で 分 子 量46kDa, 25kDa, 22kDa, 

18kDa, 14kDaの タ ンパク質バン ドが50%以 匠の患者血

清 と反応 したことか ら, これ らがIgE結 合能か らみた†三

要ア レルゲンと考えられ た. N末 端 ア ミノ酸配列の結

果に基づ き相同性検索を行ったところ, それぞれ, PG

2A, β-FF, β-FF, superoxide dismutase とPEで あ る

ことが判明 した, 

 Petersen ら8)は トマ ト果実 タンパク質の中でア レル

ゲンと して分 子量約16kDaの profilin と β-FFが 霞要で

あると述べている, 我 々の検討ではβ-FFは 同様の結

Fig 1. Determination of IgE-binding activity to tomato fruit proteins by immunoblotting

Table 3. N-Terminal amido acid sequence of tomato fruit proteins, 46, 25, 18 and 14kDa, and homology search

X: 不明 Mr: molccular mass

#1, #8, #10, #11, #13: 患 者血 清 でIgE結 合能 を 示 した15本 の タ ンパ ク 質 バ ン ドの分 子 量 の大 き い順 につ けたNo. (Table 2)



トマ ト果実主要アレルゲン 495

果 で あったが, 16kDaタ ンパ ク質のIgE結 合能は陽性率

16%と 低 い結果であった. 16kDaの タ ンパ ク質が何か

は同定できていないのでprofilinと断 定できないが, そ

の前後の18kDa, 14kDaは50%以 上の患者 と反応 し, そ

れぞれ superoxide dismutase とPEで あ りprofilinではな

いタンパク質であった, 

 PG 2A, β-FFとPEは トマ ト果実を成熟 と軟化させ

る作用に関係するといわれている13,14,15,16). 実際我々

の研究でも成熟段階が進むにつて増加 していた, 一方,

superoxide dismutase は全 成熟段階において, そ の含有

量は大きな変化はみ られなかった. Bleuminkら6の は

完熟 した トマ ト果実 より非完熟のほ うがア レルゲン性

が低いと報告 している. 今 回の結果はその ことを裏付

けることになった. 

 OAS群 と非OAS群 との間で, トマ ト果実の主要ア レ

ルゲンに対す るIgE抗 体 が認識す る頻度のパ ター ンに

は大きな違 いはなかった (Table 2). 

 以 前, 筆 者 らは トマ ト特異的IgE抗 体 価が陽性の患者

49人 をOASの 有 無で2群 に分 けて両者 の違いを検討 し

た. そ の結果, OAS群 は非OAS群 よ りも トマ トに対す

る特異的IgE抗 体価が有意に高値であった. 以 上から, 

OAS発 症 には トマ ト果実タンパク質のどのタンパ ク質

を認識す るかよりも, トマ ト特異的IgE抗 体価が高値で

あることの方が 亟要であると示唆 された. 

 近 年, 遺伝 子組み替え商品の開発 も進み, 1994年 に

米国ではPGを 遺伝子操作で抑制す ることによって果

実の軟化を遅 らせた トマ トが食品と して販売が承認さ

れた17,18). しかし, 今 回 の検討ではPG以 外に もい くつ

もの主要ア レルゲンが存在 してお り, PGだ け少ない遺

伝 匠組み換え トマ トは低ア レルゲン化 トマ トとしては

不十分である と推測 された. 

 今 回 の immunoblot 法 に よる検討 では34, 29, 27と

9kDaの タンパ ク質バ ン ドは非特異的なIgE結 合性 を示

したため, 検 討か ら除外 された. しかし, これ らのバ

ン ドの中に もア レルゲン活性 をもったタンパク質が存

在する可能性がある. 今 後, immunoblot 以 外の方法で

の検討が必要性である. 

 また, 主 要ア レルゲン とした トマ ト果実 タンパク質

も immunoblotting に よ ってIgE結 合能 から検討 しただ

けである. 真 にアレルギー症状誘発性 をもったタンパ

ク質であることを証明する必要がある. そのためには, 

皮膚テス トや誘発テス トなど, 他 のア レルゲン活性測

定法で検討をせねばならない. 

 稿 を終えるにあたり, 御校閲 して頂きました藤 田保

健衛生大学医学部小児科, 浅野喜造教授に深謝いた し

ます. 

Fig 2. Relationship between ripening stages and allergen content of tomato fruit

<A>: Amido black染 色 に よ る 検 討

<B>: OAS陽 性 者5名 のpool血 清 を 用 い た immunoblot に よ る 検 討

Ripening stage; (G: green, B: breaker, P: pink, R: red ripending)

<A> <B>
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 IDENTIFICATION OF MAJOR ALLERGENS IN TOMATO FRUIT. 

 Reiko Tokuda, Yasuto Kondo, Hirosi Kawaguchi, Michiko Kakami, Atsuo Urisu. 

 Department of Pediatrics, Fujita Health University School of Medicine 

 There have been few reports on allergens in tomato fruit, one of foods causing oral allergy syndrome. We examined 

the major allergens by immunoblotting methods using 25 patients' sera with high IgE antibody titers for tomato fruit. 

Of these patients, 14 patients showed OAS after eating tomato. Approximately 15 protein bands were reactive to IgE 

antibodies from the patients. Five bands showed IgE-binding activity with more than 50% of the subjects. These 

proteins were deduced polygalacturonase 2A (46kDa), a-fructofuranosidase (25kDa and 22kDa), superoxide 
dismutase (18kDa), pectinesterase (14kDa) by homology search based on N-terminal amino acid sequences. These, 

except superoxide dismutase, may be proteins related with ripening because they were increased with maturation of 

tomato fruit. 


