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魚卵アレルゲンタンノヾク質の構造解析および検知法の開発

学 位論文内容の要旨

  いくら，たらこ，かずのこ等さまざまな魚卵の喫食習慣がある日本では，1980年代初頭より魚卵アレ

ルギーの症例が報告されている。また，食物アレルゲン表示制度において「いくら」が表示推奨品目に

指定されているように，魚卵アレルギーは留意すべき症例のひとっとして認識されている。しかしなが

ら，魚卵のアレルゲンタンパク質やその構造に関する報告はほとんど存在しない。また，アレルギー物

質の検知法に関しては，食品への表示が義務化されている7品目（鶏卵，牛乳，小麦，エビ，カニ，そ

ば，落花生）を対象とした検知法がすでに開発されており，製品チェック等に用いられ，混入事故の防

止に役立てられている。しかし，いくらに関しては食品中の微量検出法が確立されていないため，アレ

ルギー物質制度の実効的運用が困難であり，食の安全を確保する上での不安要因となっている。一方，

諸外国では，魚卵アレルギーに関する症例報告は少ないものの，ロシアや欧米で広く喫食されるキャビ

アを始めとしてイタリアのボッタルガ，台湾の烏魚子など，多くの国に魚卵を食する文化が存在するた

め，潜在的な魚卵アレルギー患者が存在すると推測される。以上の状況を踏まえると，魚卵アレルギー

の速やかな実態解明を行う必要があることは疑いがない。

  食物アレルギーの全貌を理解するためには，まず，アレルゲンタンパク質の確定と食物交差抗原とな

る可能性を明らかにする必要がある。また，アレルゲンの諸性質（アレルゲンの安定性や抗原交差性の

成立範囲など）を理解するためには，IgE結合領域（エピトープ）の確定が必要である。そこで本研究

では，魚卵，特にいくらの原材料であるシロザケ卵に注目し，そのアレルゲンタンパク質に関する包括

的な検討と，シロザケ卵を対象とした高感度微量検知法の開発を行った。

  まず第一章では，シロザケ卵に含まれるアレルゲンタンパク質を同定し，これを介した魚種間交差性

について検討した。その結果，シロザケ卵の主要アレルゲンタンパク質が卵黄タンパク質の一種

p’-component（p’-c)であることを確認した。また，いくらアレルギー患者血清を用いた阻害ELISAに

より，シロザケ卵と他のサケ科魚卵間に，p’＿cを介した強い魚種問交差性が存在することを明らかにし

た。さらに，種々の魚種卵のp’-cに対してIgE反応性を持ついくらアレルギー患者血清が相当数見いだ

された事実から，p’－cを介した抗原交差性が広範囲の魚種間に成立することが示された。以上の結果は，

各種魚卵の主要アレルゲンタンパク質がD’―cであることを示唆している。

  次に第二章では，p’．cの前駆タンパク質であるビテロジェニン(Vg)の遺伝子を用いたcDNAクロー

ニングによってシロザケp’－cの一次構造を調べた。シロザケVgの構造は不明であるため，Vgの一次

構造が報告されている魚種の中から，シロザケの近縁種であるニジマスの遺伝子を参考にしてプライマ

を作製し，これを用いた。また，限定消化したp’ーcの消化ペプチドをN末端アミノ酸配列分析に供し，

その結果をcDNAクローニングによる演繹アミノ酸配列と比較した。その結果，B’‐cをコードする3種

類の塩基配列とそこから演繹した各170残基のアミノ酸配列を決定した。これらはアイソフオームの関

係にあり，わずかに1～5アミノ酸残基のみが異なっていた。そして，消化ペプチドを用いた検討によ

り，シロザケp’‐cを構成する2種類のサブユニット（分子量18kおよび16k)の内部アミノ酸配列がほ

ぼ等しいことが確認された。また，両サブユニットのアミノ酸配列は，先に述べた3種類の演繹アミノ

酸配列に極めて良く一致していた。さらに，決定した演繹アミノ酸配歹I亅のーっを基に作製した組換えp’-c

のIgE結合能は，Native9’－cのそれと大きな差が見られなかった。以上の結果より，シロザケB’－cは同
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等のIgE結合能を持ったアイソフオームによって構成されていると推測した。加えて，cDNAクローニ

ングにより3種類の演繹アミノ酸配列が見いだされたことから，同定された2種類のサブュニット毎に，

より多くのアイソフオームが存在すると思われた。

  続いて第三章では，消化ペプチドと合成ペプチドを用いて，シロザケD’‐cのIgEエピトープ解析を行っ

た。まず，消化ペプチドを用いた検討によって，IgE反応性を持つ4種のペプチドを見いだした。そこ

で，これらのアミノ酸配列を基にオーバーラップペプチドを合成してIgE反応性を調べたところ，5種

類のIgEエピトープ配列を見いだすことができた。これらのIgEエピトープのアミノ酸配列を他魚種p’‐c

のアミノ酸配列と比較したところ，2種類のIgEエピ卜ープはサケ科魚種間の抗原交差性に関与してい

る と 推 測 さ れ ， 残 り 3種 類 は 広 範 囲 の 魚 種 間 交 差 性 に 関 与 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。

  そして第四章では，第一章から第三章で明らかにしたアレルゲンタンパク質に関する知見を活用しつ

つ，加工食品中に微量に混入したシロザケ卵タンパク質のみを検出可能なアッセイ系の構築を目指し

た。その際，抗B’‾c抗体の抗原に対する特性が，抗体の由来動物種によって異なることを見いだした。

そこで，異種動物由来の抗B’‐c抗体を併用することで，高い魚種特異性と十分な検出感度を持ったシロ

ザケ卵検知法を開発した。本研究で開発した検知法は，シロザケ卵と他の魚卵を区別可能であり，その

検出限界は0.78 yg/gであった。また，添加回収試験でも良好な結果を得ており，実用的な性能を持つ

ていることが確認された。

  最後に第五章では，異種動物に由来した抗スケトウダラB’―c抗体の併用による，食品含有スケトウダ

ラ卵検知法の開発を試みた。その結果，抗原の抽出に用いたsodium dodecylsulfate（SDS）と

2ーmercaptoethanol (2Me)が検知法の魚種特異性に大きな影響を及ばし，さらにスケトウダラ卵検知法

の検出感度を大きく低下させることを見いだした。そこで本章では，SDSおよび2Meを含まない抗原

抽出試薬を新たに採用することによって，シロザケ卵検知法と同等の検出感度を持つスケトウダラ卵検

知法の開発を可能とした。以上の結果より，異種動物由来抗体の併用が，シロザケ以外の魚種卵検知法

においても有効であると判断した。

  本研究で得られた知見を列挙する。（1）各種魚卵の主要アレルゲンタンパク質が8’‐cであることを示

した。(2)シロザケp’－cのアミノ酸配列を決定し，複数のアイソフオームが存在することを見いだした。

（3）シロザケB’‐cのアミノ酸配列中に存在する5種類のIgEエピトープを決定した。(4)広範囲の魚

類の間にp’－cを介した抗原交差性が存在することを明らかとした。(5)異なる動物種に由来する抗6’‐c

抗 体 の 併用 が ， 高い 抗 原 特 異性 を も つ魚 卵 検 知法 の 開 発に 有 効 であ る こ とを 示 し た 。
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学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

魚卵アレルゲンタンパク質の構造解析および検知法の開発

  魚卵 の喫食習 慣をもつ 日本社 会では， 1980年代より魚卵アレルギーの存在が報告されて

きた。 また， 食物アレ ルゲン 表示制度 におい て「いくら」が表示推奨品目に指定されてお

り，魚 卵アレ ルギーは 留意す べき症例 のひと っとして認識されている。しかし，他の食物

アレルギーと比較すると，魚卵アレルギーに関する学術的情報の蓄積は充分とはいえない。

本論文 はこれ らの背景 を踏ま えたもの で，魚 卵アレルギーに対する科学的探究を目的とし

ている。

  食物 アレルギ ーの全貌 を理解 するには ，まず アレルゲンを確定して構造解析をおこなう

ととも に，食 物問にお けるア レルゲン 交差性 の範囲を明らかにする必要がある。そこで本

論文で は，魚 卵，特に いくら の原材料 である シロザケ卵に注目し，そのアレルゲンに関す

る 包 括 的 な 調 査 と ， シ ロ ザ ケ 卵 を 対 象 と し た高 感 度 微量 検 知 法の 開 発 が行 わ れ た。

  本論 文は5章より構 成され ている。 まず第 一章では ，シロザ ケ卵に 含まれるアレルゲン

タンパ ク質を 同定し， これを 介した魚 種間交 差性について検討した。その結果，シロザケ

卵の主要アレルゲンタンパク質が卵黄タンパク質の一種p’-component（p’-c)であることを，

複数の 免疫化 学的手法 を用い て確認し た。ま た，いくらアレルギー患者血清を用いた阻害

ELISAにより， シロザケ 卵と他のサケ科魚卵間に，p’‐cを介した強い魚種間交差性が存在

することを明らかにした。

  第二 章では， p’。 cの 前駆タン パク質で あるビ テロジェニン(Vg)の遺伝子を用いたcDNA

クローニングによって，シロザケp’－cの一次構造を調べた。また，精製B’‐cのペプチドマツ

ピング による アミノ酸 配列調 査も同時 におこ なった。その結果，p’-cをコードする3種類

の 塩基 配 列 とそ こ か ら 演繹 し た 各170残基 のア ミノ酸 配列を決 定した。 これら はアイソ

フオー ムの関 係にあり ，わず かに1～5ア ミノ酸 残基のみが異なっていた。そして，消化ベ

プチド を用い た検討に より， シロザケ p’‐ cを 構成する2種類のサブュニット（分子量18k

お よぴ 16k)の 内 部アミノ 酸配列が ほば等 しいこと を確認 した。ま た，決 定した演 繹アミ
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/酸配列 のーっを 基に作 製した組 換えp’-cのIgE結合能が，Nativep’‐cのそれと大きな差

異 がないこ とも示 した。以 上の結果 より， シロザケp’一cは同等のIgE結合能を持ったアイ

ソフオームによって構成されていると推測した。

  第 三章では ，消化 ペプチド と合成 ペプチド を用いて，シロザケ p゚ ‐cのIgEエピトープ解

析 を 行 った 。 ま ず， 消 化 ペプ チ ド を用い た検討 によって ，IgE反応性を 持つ4種のペ プチ

ド を見いだ した。 そこで， これらの アミノ 酸配列を 基にオ ーバーラ ップペプチドを合成し

て IgE反 応 性 を調 べ た とこ ろ ， 5種 類 の IgEエ ピ トー プ 配 列を 見 いだす ことが できた。 こ

れ らのIgEエピト ープのア ミノ酸配 列を他 魚種p’‐cのアミ ノ酸配列 と比較したところ，2

種 類 の IgEエ ピト ー プ がサ ケ 科 魚類 間の 抗原交 差性に， また残 り3種 類は広範 囲の魚 種問

交差性にそれぞれ関与していると推測した。

  第 四章では ，第一 章から第 三章で 明らかに したアレ ルゲン タンパク 質に関する知見を活

用 しっつ， 加工食 品中に微 量に混入 したシ ロザケ卵 タンパ ク質のみ を検出可能なアッセイ

系 の構築を 試みた 。その際，抗p’‐c抗体の抗原に対する特性が，抗体の由来動物種によっ

て 異なるこ とを見 いだした。そこでこの知見を活用し，ウサギとラット由来の抗D’．c抗体

を 併用する ことで ，高い魚 種特異性 と十分 な検出感 度を持 ったシロ ザケ卵検知法を開発し

た 。本研究 で開発 した検知 法は，シ ロザケ 卵と他の 魚卵を 判別可能 であり，その検出限界

は 0.78 pg/gで あった。 また，添 加回収 試験でも良好ぬ結果が得られ，実用的な性能を持っ

ていることが確認された。

  第 五章では ，異種 動物に由来した抗スケトウダラB’－c抗体を併用して，食品含有スケト

ウダラ卵検知法の開発を試みた。その結果，抗原の抽出に用いたsodiumdodeりlsmfate（SDS）

と 2‐mercaptoemanol（2Me）が検知法の魚種特異性に大きな影響をおよぼし，さらにスケト

ウ ダ ラ 卵検 知法の検 出感度 を大きく 低下さ せること を見いだ した。 そこで本 章では ，SDS

お よ び 2Meを含まな い抗原 抽出試薬 を新た に採用す ることに よって ，シロザ ケ卵検 知法と

同 等の検出 感度を 持つスケ トウダラ 卵検知 法の開発 を可能 とした。 以上の結果より，異種

動 物由来抗 体の併 用が，シ ロザケ以 外の魚 種卵検知 法にお いても有 効であると判断した。

  こ れら一連 の成果 は、いく らアレ ルギーに 関する基 本的な 情報を網 羅的に解明したもの

で ，学術的 に極め て高く評 価するこ とがで きる。さ らに， 魚卵アレ ルギーにおける発症機

構 の解明， 食品衛 生学的安 全性の向 上，ア レルギー 患者に 対する食 事指導など多方面に貢

献 できる内 容であ る。よっ て審査員 一同は ，申請者 が博士 （水産科 学）の学位を授与され

る資格のあるものと判定した。
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