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　加熱脱 ovomucoid （以下 OM ）卵白の 低 ア レ ル ゲ ン 化を RAST 　inhibition，皮膚テ ス ト，卵白経 ロ 負

荷試験を用 い て検討 した，卵白凍結乾燥粉末 （以下凍乾末〉，OM ，　 ovalbumin （以 下 OA ）を disc抗 原

と し，卵白凍乾末，加熱卵白，加熱脱 OM 卵白を inhibitorと して RAST 　inhibitionを実施 した．卵白

凍乾末は全て の discに対 して有意な抑制が か か っ た が，加熱卵白 は OM −discに 対 して だ け有意な抑 制

をみ ， 加熱脱 OM 卵 白は全 て の disc に対 して抑制 はか か ら なか っ た．皮膚 テ ス トは 56例を対象に，経口

負荷試験は その うち の 27例 を対象 に 卵白凍乾末 ， 加熱卵白 ， 加熱脱 OM 卵 白を用 い て 実施 した．プ リッ

ク テ ス トで卵白凍乾末陽1生だ っ た 25例中，加熱卵白陽」生は 7例（陰 1生化率72％），さ ら に加熱脱 OM 卵白

陽性は 3例 （陰性化率 ：卵白凍乾末に対 して 88％，加熱卵白に対 して 57％）で あ っ た．20分間パ ッ チ テ

ス トで もほぼ同様の 結果が得 られた．経口 負荷試験では卵白凍乾末陽性 の 8例中加熱卵 白陽性は 4例（陰

性化率 50％〉，加熱脱 OM 卵 白では全例陰性だ っ た．以上 か ら加熱脱 OM 卵 白の 低 ア レ ル ゲ ン 化が証 明

さ れた．
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は じめ に

　鶏卵ア レ ル ギーは乳幼児期に最も頻度 の高い 食物ア

レ ル ギ
ー

の 1 つ で あ り
1），湿疹 を有す る乳児で は，卵 白

特異 的 lgE抗 体 の 陽性 率は 31％ と高値 を示 し て い

る
2）．また ，鶏卵は栄養価 も高 く安価で あ り， 消費量 は

増加 し て い る．従 っ て 鶏卵 の 低 ア レ ル ゲン 化 が 可能で

あ れ ば， 鶏卵ア レ ル ギーの 患者 に と っ て 有益 で あ る ば

か りで な く， 機能性食品 と して の商品価値 もあ る．

　卵 自の 主要ア レ ル ゲ ン の うち，ovomucoid （Gal　dl

以 下 OM ）は他の卵白成分 で あ る Qvalbumin （Gal　d2
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ova 】bumin ；　 ONl　 ovolnucoid ；　 RAST 　 radioal −

lergosorbent　 test；　SDS ・PAGE 　 sQdium 　 dodecyI

sulfate 　polyacrylamide　ge ［electr   phoresis

以下 OA ）， ovotransfferin ，　lysozyme に 比 べ て熱や消

化酵索 に 対 して 安定 で あ る
ヨ圃 ．すなわ ち 卵 白 を十分

に加熱 して も ， あ る い は腸管が 成熟 し十分 な 消化酵素

を分泌で き る年齢に な っ て も ， OM を抗原 と し て 強 く

認識 して い る 場合 は 経 凵 摂取 が 難 しい と予想 され る．

筆者 らは ， 卵白特異的 IgE抗体陽性 に もか か わ らず卵

白凍結乾燥粉末 （以 下凍乾末）経口負荷試験が陰性の

群 は，陽性群 に 比 し て OM に 対 す る特異的 IgE抗体価

が他の 卵 白成分 と は異な っ て 有意 に 低値 で あ っ た こ と

か らη
， 鶏卵ア レ ル ギーに お い て OM が最 も重要 で あ

る と推測 して い る．以上 か ら OM を 除 い た加熱卵白は

ア レ ル ゲ ン 活 「生が 減弱 して い る と期待 さ れ る．本稿 で

は加熱脱 OM 卵白の ア レ ル ゲ ン 活性を RAST 　 inhibi−

tion， 皮膚 テ ス ト （プ リ ッ ク テ ス ト， 2〔｝分聞パ ッ チ テ ス

の ．経 口 負荷試験 を 用 い て 検討 した ．
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方法 と対象

1．卵 白抗原な らび に 卵 白成分

低 ア レ ル ゲ ン 化卵白の 開発

　卵 白凍乾末 ， 加熱卵 白， 加熱脱 OM 卵白は キ ユ ー

ピー株式会社研究所 か ら供 与さ れ た．加熱卵 白は 液体

卵白を90℃ 60分加熱処理 し て作製し た．加熱脱 OM 卵

白は OM が 他の 成分 とは 異 な っ て ，加熱し て も凝固 し

な い こ と を利用 して ， 加熱後， 生食 と蒸留水 で洗浄 し

OM を除去した ．すなわ ち，5kg の 液体卵白を加熱後

（90℃ 60分間），
20L の 生食で洗浄 と圧縮脱水 を 3 回繰

り返 した ．さ ら に 同量 の 蒸留水 で 同様の 処理 を施し た

後，凍結乾燥 し ホ モ ジ ェ ナ イ ザ ーで 粉末 と した ．

　OM が 除去さ れ て い る こ と は加熱脱 OM 卵白， 卵白

凍 乾 末，加熱卵 白を2−mercaptoethano1 力冂digestive

bufferで 処理 した の ち 14％ sodium 　dodecyl　sulfate −

polyacrylamide 　gel　 electrophoresis （以 下 SDS −

PAGE ）で電気泳動を行 う こ と に よ っ て 確認 した．

　卵 白成分 と し て は OM （キユ
ーピー株式会社研究所

か ら供与），OA （名 古 屋 大学農学部 中村教授 か ら 供与）

を使用 した．

2．卵 白凍乾末，加熱卵 白，加熱脱 OM 卵 自を inhibitor

と し た RAST 　inhibition；

　卵 白凍乾未，加熱卵 白，加熱脱 OM 卵 白を 〔〕，1｛〕，

100， 1000μg ／ml の濃度に希釈 し ， それぞれを inhibitor

用抗原溶液 と し た．抗原溶液25μ1 と卵 白特異的 IgE抗

体高値血清 （4 検体）の pool 血清 25μ1を混和 し， 4 ℃

24時間静置後，CNBr 活性化 paper 　disc（直径5mm ，

東洋濾紙 5 号）に 結合 さ せ た卵白凍乾末，OM ，　 OA を

固相 と し た RAST 重nhibition を行 っ た．

　％ RAST 　inhibit．ionは以下 の 式で 求め た ；

　 irlhibitor非添加の場合の isotope　count （cpm ）／in−

hibitor添加 の 場合 の isotope　count （cpm ）／× 10 

　 こ の ％ RAST 　inhibitionを縦軸 と し，横軸 に は 抗原

inhibitorの 濃度を片対数表に と り， 抑制率50％ に対応

す る 抗原濃度 を求 め た ．

3．皮膚テ ス ト ；

　卵白凍乾未，加熱卵 白，加熱脱 OM 卵白を ， 50％グ

リセ リン ー生食で 160mgfml に溶解した もの を検査液

と して 用 い た．対照 に は 50％グ リ セ リ ン
．
生食を用 い

た．

　 プ リ ッ クテ ス トは，児 の 前腕内側 に検査液を20μ 1滴

下 し，プ リ ッ ク針 （プ ロ テ ク ト社製 PRICKER ）で皮

膚表層 に 傷を付け ， 15分後 に 判定 し，膨疹 が 直径 5mm

以上 の 場合 を陽性 と し た．

　20分 間 パ ッ チ テ ス ト
s）9 ）は，フ ィ ン チ ャ ン バ ー

（Epitest社製，フ ィ ン ラ ン ド）に検査液 20μ 1をしみ こ

ませ た濾紙 をの せ て ， 児の 前腕内側 に貼付 し ， 20分後

に判定し た．判定 は 膨疹 ， 水疱，サ テ ラ イ ト疹 な どが

出現 し た 場合 に 陽性 と し，紅斑 の み で は 陰性 と し た．

4．皮膚テ ス トの対象 ；

　問診等 で 鶏卵 ア レ ル ギ
ー

が 疑 わ れ た 56例 （男児 34例 ，

女 児22例 ， 平 均 月 齢± SD ＝ 33，4土 25．3ヵ 月 （範 囲

3〜124カ 月〉）を対象 と した．内訳 は，ア トピー
性 皮膚

炎41例 ， 気管支喘息 3例 ， じ ん麻疹 2例 ， ア ト ピー性

皮膚炎 と気管支瑞息 の 合併 9例 ， ア トピー
性皮膚 炎，

気管支喘 息 と じ ん 麻疹 の 合併 1 例 で あっ た．対 象者 の

Pharmacia 社製 Phadebas　RAST キ ッ ト に よ っ て 測

定さ れ た卵白 RAST ス コ ア の 内訳 は， ス コ ア 0 が 9

例 ，
ス コ ア 1が 5例 ，

ス コ ア 2が 工4例 ，
ス コ ア 3 が 22

例，ス コ ア 4 が 6例で あっ た．

　検査 の 前 ， 抗 ヒ ス タ ミ ン 剤， 抗ア レ ル ギー剤は 7 目

以 上 ， 気管支拡張剤は 24時間以 上 中止 し た．な お ， ス

テ ロ イ ド剤を内服 し て い る 患者 は い な か っ た ．

5．卵白経口負荷試験の方法と対象 ；

　皮膚テ ス トの 対象者 の 内27例 （男児15例，女児12例，

平均月齢 ± SD ＝44．6± 4 ．8カ 月 （範囲 11〜124カ 月））で

卵白経口負荷試験を実施 し た．

　卵白経 凵 負荷試験 の 少 な くと も 2 週間前 か ら鶏卵 な

ら び に そ の 加 工 品 の 除去 を実施 し， 7 日前 か ら抗 ヒ ス

タ ミ ン 剤，抗ア レ ル ギー剤な ど の 薬剤を中止 した状態

で 負荷試験 を実施 した．

　負荷試験 に は卵白凍乾末，加熱卵白 ， 加熱脱 OM 卵

白そ れ ぞ れ8g （鶏卵約 1 個分） を，日 頃 自宅 で 飲ん で

も即時型過敏症状を起 こ した こ とが な い ジ ュ
ース 50

m1 に 溶 か し た も の を 用 い た．卵 白0．016g （0．1rnl） か

ら負荷を開始 し， 30分毎 に 増量 した．即時型過敏症状

が 出現 し た時点で 負荷試験陽性 と し て 負荷 を中止 し

た．最終投与後， 2 時間以 内 に 症状 が 出現 し た 症例を

即時型過敏症状陽性 とした．翌 「］まで 観察 し，症状陰

性例 に 対 し て は 再負荷 を し ， 陰性 を確認 し た 症例 を卵

白負荷試験 陰性 と した．プ ラ セ ボ と し て 投 与 し た

ジ ュ
ー

ス で は 1例 も陽 性反 応 は 呈 さ な か っ た．

結　果

1．SDS −PAGE ：

　Fig．1 に 示 す よ う に ， 卵白凍乾末 ， 加 熱卵 白 と比 し
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　heated　and

て ，加熱脱 OM 卵 白 で OM に 相当するバ ン ドの 減少が

確認 で きた，

2．RAST 　inhibition；

　RAST 　inhibitlO11の 結果 （Fig．2） は，抑制率 50％

に 対応 す る 必要抗原 濃度 で 表現 し た．inhibitorを卵白

凍乾未 とす る と ， 必要抗原濃度 は卵 白凍乾 末
一discに

対 して は 10μg／ml ，　 OM ．discに 対 し て は8μ g／m1 ， 0A −

discに 対 して は7μ g／ml で あ っ た．次 に inhibitorを加

熱卵自とす る と，卵白凍乾沫
一discと OA ・discに対 し

て は 1000μ g〆ml の 抗 原濃度 で も50％ の 抑制 が 得 ら れ

ず，OM ・discに対 し て の み 75μ g／lnl で 抑制が か か っ

た．inhibitorを 加 熱脱 OM 卵 白 に す る と，す べ て の

discに対 し て 1000μg／ml の 抗 原濃度 で も50％の 抑 制

は 得られなか っ た （Tab 【e　 1）．

　以 Eか ら ， 卵白凍乾末 中 の OM ，
　OA は十分な lgE 結

合能 を有 して い る が，加熱卵 白中の OA は lgE結合能

を ほ とん ど残して お らず ，
OM の IgE結合能 も卵 白凍

乾末 に 比 べ る と低下 して い る こ とが 証 明 さ れ た．さ ら

に
， 加 熱脱 OM 卵 白 は lgE に 対 す る OM と の 問 の 競

合力が消失 して い る こ とが 明 らか とな っ た．

　（kd）
94．0　 →

67 ．0　 →

43．0　 →

30．0　 →

20．1　 ・→

14．2　 →

A　 　 B　 　 C

← 　　Ovotransfferin

← Ovalbumin
← Ovomucoid

← Lysozyme

　Fig．2．　 SDS −PAGE 　（14％ geD 　of 　freeze−dried

（A），heated　（9〔1℃ 6｛｝min ）　（B ） and 　 heated　 and

ovomucoid ・depleted　 egg 　wrhite 　antigens （C）．

3．皮膚 テ ス ト （Tablc　2）；

　プ リ ッ ク テ ス トを実施 した 56例中，卵 白凍乾末で 陽

性 に な っ た の は 25例 （陽性率44．6％） だ っ た．こ の 25

例中加熱卵白に よ る プ リ ッ ク テ ス トで 陰性 に な っ た の

は 18例で，陰性化率は 72％だ っ た ．加熱脱 OM 卵白で

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology
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は，こ の 7例 中 4 例で陰性に な り（陰性化率57％）， 卵

白凍乾末に対 し て は 25例中22例が 陰性 とな り，陰性化

Table 　 1C ⊂〕ncentration 　Df　inhibitors　needed 　for　50％
　 　 　 RAST 　inhibition

DisC

Freeze．dried
　 egg 　wh 至te

Ovomucoid

Ovalbtlmin

Inhibitor（micro 　gin ユ1）

HeaLed　and

Freeze・driedHeatedovomUCQid ・
egg 　whiteegg 　whitedepleted 　eg9white

lo 1000＜ lOOO＜

8 75 1UOO ＜

7 1000く 10 0く

　Freeze−dried　 egg 　 white ，⊂）s・ornucoid 　and 　Ol 厂albumin

were 　cqupled 　with 　CNB ・activated 　paper 　dlscs．

　Pooled　 scrum 　from　 egg −hypersensitive　 stlbjects 　 with

high　IgE 　 antibody 匸iters　for　 egg 　 white 　 was 　 used 〔or

RAST 　inhibition．

率は 88％ で あ っ た．

　
一

方，2〔｝分間 パ ッ チ テ ス トを 実施 し た 56例 中，卵 白

凍乾末で 陽性に な っ た の は 25例 （陽性率44 ．6％） と，

プ リ ッ ク ラ
ー
ス ト と 同値 で あ っ た ． こ の 25例中加熱卵 白

に よ る 20分間パ ッ チ テ ス トで 陰性 に な っ た の も18例

（陰性化率72％）で ，プ リッ ク テ ス ト と同値 で あ っ た．

加熱脱 OM 卵白 で は加熱卵白陽性 の 7例中 5 例で 陰

性 と な り， 陰性化率は 92％ だ っ た．

　以 上 か ら，プ リ ッ ク テ ス トお よ び 20分 間 パ ッ チ テ ス

トの い ずれ に よ っ て も ， 卵 白凍乾末よ り加熱卵白が
，

さ ら に 加熱En　OM 卵 白が 低 ア レ ル ゲ ン 化 さ れ て い る

こ と が 示 さ れ た ．

4．　垣「泊 経匚］負荷葦弍験 ；

　経 冂 負荷試験 を実施 し た 27例中，卵 白凍乾 未陽性 は

8例 で あ っ た．加熱卵白で は 4 例が 陽「生 とな り， 陰性

化率 は50％で あ っ た．こ の う ち加熱脱 OM 卵 白 で は 全

Tab ［e 　2Ce ］τユparison 　of 　allergenic 　activity 　of 　freeze−dried，　heated，　and 　heat．ed

　　 and 　 ovomucoid −depleted　egg 　white 　by　skin 　tests

1 Freeze．dried Heated Heated　 and 　 o ＞ umucoid ・
egg 　 white egg 　 white depleted　 egg 　 whi ［e

P！ick　tCSし P〔，siti、 e25 （4・1．6％ ） 7〔⊥2．5％） 3 （5，5％）

Ncga しive31 （55．4％ ） 49（87．5％） 53 （94．6％）

20．millutesPos 爾 ve25 （44．6％） 7（12．5％） 2 （3．6％｝

Patch 　testNegative31 （55，4％） 49（87．5％〉 54（96，4％）

「
1
、
able 　3

20・且ninutes
patch 　 test

Relationship　between　prick 　tests，20・minutes 　patch　tests　and 　oral 　cha ［lenge

　　　　　　　tests　using 　freeze−dried　egg 　w ｝lite

P 〔，siti丶
．

NcgaU

　 Oral　 challenge

Positive　　 Negative

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ％

Sensit〔ltitY　　　　　　　　　　　　　62．5
Speci負city 　　　　　　　　　　　84．2
Ef姦ciency 　　　　　　　　　　 77．7
Positive　predict　 value 　　　62，5
Negativc　predict　value 　　84．2

　　Pr1ck　　　PQsitive　　　　　2

±

ワ
「

ワ一1
98　

1

19 L7

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ％

Sensitivity　　　　　　　　　　　25． 
Specificjしy　　　　　　　　　　　63．2
E幵iciency　　　　　　　　　　 51，9
Positi、．e　predict　 vulue 　　 22．2
Negative　prcdict　 vaIue 　　66．7

「　　20・mi
レ ＿．．

Posit

Prickt
ゼstPositiveNegativC

358

「2。．mln 。 t，ip。t，h　t，、t

P 、）S ，ti。 ，　r颪。g 。tivじ

　　　　　　
…t．

6

　　　　　　．
13

　 　 　 　 　 　 　 19

9827

Sensitivity

Specificity

Efficiency

PDsitive　predict　value

Negative　predict　vaLue

％

37．568
．459
，333
．372

，2
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和 田映子 他 1011

例が 陰性 とい う結果で あ っ た．

5．卵 白経 1
．
1 負荷試験 と皮膚 テ ス ト と の 比較 （Table

3）；

　卵白凍乾末経 口 負荷試験 の 結果を基準 に して プ リッ

ク テ ス トと20分問パ ッ チ テ ス トを比較 し た．プ リ ッ ク

テ ス ト の sensitivity 　 25．0％，　 specificity 　 63．2％，

efEcacy 　51．9％，
　 positive　predict　value 　22．2％ ，

　 nega −

tive　predic 亡 value 　66．7％ で あ っ た の に対 し て ， 20分

間 パ ッ チ テ ス ト の 方 は そ れ ぞ れ 62．5％，84．2％，

77．7％，62．5％，84．2％ と ， プ リ ッ ク テ ス トよ り も優

れ て い た ．

考　察

　加熱脱 OM 卵 白が 低ア レ ル ゲ ン 化 さ れ て い る こ と

が RAST 　jnhibitionと1支膚 テ ス トに よ っ て 証明 さ れ

た．す で に ，筆者 ら は経冂 負荷試験 を用 い て，加熱脱

OM 卵白が加熱卵 白よ りも低 ア レ ル ゲ ン 化し て い る こ

と は報告 し た
1の ．皮膚テ ス トと経 u 負荷試験 との 両者

が実施で きた症例 で も， 経 口 負荷試験 に よ っ て加熱脱

OM 卵白の 低ア レ ル ゲ ン 性は証明 され ， 同様 の 結果 を

得た．し か し
， 加熱卵 白か ら加 熱脱 OM 卵白へ の 陰性

化率は，経口負荷試験 の 方が皮膚 テ ス トよ り も良い 結

果で あ っ た ．OM は卵 A 成分 の 中で 最も消化酵素 に対

し て安定な成分で あ る
3） 7）ln｝．その OM を除去 し た製

品 で あれ ば，酵素の 影響を受け る経口 負荷試験 の 方 が

成績が 良 い の は 当然の 結果 とい え る．

　皮膚 テ ス トと して 20分閭パ ッ チ テ ス トとプ リッ クテ

ス トを卵白凍乾末を基準 に して 比較検討 し た．20分間

パ ッ チ テ ス トの 方が プ リ ッ ク テ ス ト よ り も sensiliv −

ity，　speeifici 亡y ，　efflcacy ，　positive　predictive　value ，

negative 　positjve　value い ず れ に お い て も優れ て い

た．小児 に 痛 み や針 に 対す る恐怖心を与え る こ とな く，

か つ ，プ リ ッ ク テ ス トの ように 検 者 に よ る差異 を生ず

る可能性 も少 な い の で ，20分間パ ッ チ テ ス トの 方 が 幾

つ か の長所が あ る と い え る ．今後，年齢 ， 検査部位 な

ど20分間 パ ッ チ テ ス トに 影響す る要因 を検討 し，さ ら

に 有用性を検討 して い く必要 が あ る．

　本論 文 の 要 旨 は第 45回 凵本 ア レ ル ギー学会総会 （浦安）お

よび第 8 囘 日本ア レ ル ギー学会春季臨床大会 （横浜）に お い

て 発表 した．
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               ASSESSMENT  OF  ALLERGENIC  ACTIVITY  OF  HEATED  AND

                          OVOMUCOID-DEPLETED  EGG  WHITE

            Eiko Wada,  Atsuo Urisu, Yutaka  Morita, Hitoshi Ando, Takehiko  Yasaki,

                 Kazue  Yamadai)  and  Masahiro Goto2) and  Toshio "rakamatsu2)

              Dopartineng of P?diatrt'cs, 1;leijita IIbalth Unive)sitl, School of Medicine
                          

i)
 YZimado Clinic, QP  CoT¢)oration  R  &  D

   We  investigated allergenic  activity  of heated and  ovomucoid  (OM)-depleted eggwhite  by RAST

inhibition tests, skin  tests and  and  oral  challenge  tests. Freeze-dried eggwhite,  OM  and  ovalbumin  {OA)
were  coupled  with CNBr-activated paper  discs, Freeze-dried, heated, and  heated and  OM-dep]eted

eggwhite  antigens  were  used  as  inhibitors in RAST  inhibition tests. Freeze-dricd eggwhite  significantly

inhibited the IgE-binding to freeze-dried egg-white-,  OM-  and  OA-discs. Heated  eggwhite  showed  a

significant  inhibition against  only  OM-disc, but heated ancl  OM-depletecl eggwhite  clidn't effectively

suppress  IgE-binding to all discs. Fifty-six patients were  subjectecl  for skin  tests and  Z7 patients for oral

challenge  tests  with  freeze-dried eggwhite,  heated eggwhite  and  heated and  0M-depletecl eggwhite.

Eighteen of  25 subjects  with  positive prick t¢ st$ results  to freeze-dried eggwhite  showed  negative  results

to heated eggwhite.  Feur ef 7 cases  with  positive prick test results  tD heated  eggwhite  gave  negative

results  to heated and  OM-clepleted eggwhite.  20-minutes patch  tests showed  almost  similar  results  to prick

tests. Four  of  8 subjects  showing  positive oral  challenge  tests with  freeze-dried eggwhite  were  negative

to heatecl eggwhite.  AII of  4 with  positive oral  challenge  tests by heated eggwhite  were  negative  results

to heated and  OM-depleted eggwhite.  These evidence  indicated that heated  and  OM-depleted eggwhite

was  more  hypoal]ergenic than  heated  eggwhite.
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