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1.は　じ　め　に

近年,食物アレルギー患者が急増し深刻な社会問題となっている。食物アレルギーは食物抗原

に対する免疫系の過剰応答であり,アトピー性皮膚炎,嘱息,下痢など多様な症状を呈する。こ

れまで行われてきた食物アレルギー対策は大きく分けて2つに分類される。 1つは薬剤による対

症療法,もう1つはアレルゲン除去食療法である。しかし,対症療法で使用される抗ヒスタミン

剤やステロイド剤は,副作用が懸念される場合が多い。また,除去食療法では,栄養上問題が生

じる。特にアレルギー原因食品には卵や牛乳など高栄養価な物が多く,これらは食物アレルギー

患者の集中する年齢層である乳幼児にとって不可欠な食品である。そのため食物アレルギー患者

のための食生活設計はかなり難しいものとなっている。このような背景から,アレルギーを起こ

さない低アレルゲン化食品の開発が行われてきたO食物アレルギーの原因となる物質は通常,特

有のタンパク質性の成分(アレルゲン)である。低アレルゲン化食品の基本は,アレルゲンの性

質を明らかにした上でそれらを特異的に分解あるいは除去し,アレルゲンを低減化することであ

る。具体的には,妊婦・授乳中の母親向けに開発された乳活加水分解ミルクや乳の主要なアレル

ゲンを除去したβ-ラクトグロブリン除去ミルクなど,また,米のアレルゲン画分を酵素処理によ

り分解・除去した低アレルゲン化米などが開発されている.

2.低アレルゲン化小麦粉のアレルギー治療・予防効果

著者らのグループは,米および小麦アレルゲンを酵素処理により低減化した低アレルゲン化莱

および小麦粉を開発した1) 2)これらの臨床評価の過程で,摂取によりアレルギーが寛解し,莱

あるいは小麦粉が食べられるようになる患者が多く見られた。小麦アレルギーは錐治性であるこ

とから自然寛解以外に,低アレルゲン化小麦粉にはアレルギー治療・予防効果があると予測でき

た。そこで著者らは低アレルゲン化小麦粉のアレルギー治療・予防効果について検討を行った。

アレルギーの発症枝序は,端的には(》食物アレルゲンの腸管吸収-(参アレルゲンのT細胞による

認識-③アレルゲンに対するIgE抗体の産生-④IgE抗体のマスト細胞上レセブタ-への結合-⑤

IgE抗体へのアレルゲンの結合-⑥マスト細胞の脱叛桂一⑦発症にまとめられる(図1 )。我々は

これまでにBl1のステップ(釘に対する阻害として低アレルゲン化小麦粉のハブテン様作用(低ア

レルゲン化小麦粉中のIgE結合性の低分子ペプチドが患者IgE抗体をブロックすること)について,

3)またステップ②および③の抑制作用として,低アレルゲン化小麦粉による免疫寛容の誘導につ

いて報告してきたl).今回新たにアレルギー治療効果の1つとして, ①に対する阻害,つまりア
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レルギ-発症の第一段階であるアレルゲ

ンの腸管透過に対する抑制効果に着目し

た。食物アレルギーは腸管から吸収され

たアレルゲンに対する過剰な免疫応答だ

と考えられている。腸管上皮細胞は高分

子化合物の吸収に対するバリア的役割を

果たしている。しかし,実際には,健常

人であっても食事中のタンパク質の10~

-10-4は未分解のまま腸管を透過する

と報告されている5)。さらにアレルギー

患者においては腸管での高分子化合物の

透過性が上昇しているとの報告がある6)

7)。そこで食物アレルギー発症の第一段

階である腸管からのアレルゲン吸収を抑

制することができれば,アレルギーの治

②アレルゲンのT招胞による認諾

ir肥古田・-T,古)'脱穎粒

⑦発症

図1　食物アレルギー発症のメカニズム

療・予防に繋がることが期待された。著者らはアレルゲン腸管透過抑制活性を測定する新たな評

価系を確立し,数種の活性成分を決定し新知見を得たのでここに報告する。

3.アレルゲンの腸管透過

腸管上皮細胞は,栄養素の吸収機能と同時に,食物や細菌由来の外来性抗原の体内侵入を防ぐ

バリアとして機能している。食物として摂取したほとんどのタンパク質はアミノ酸やオリゴペプ

チドに分解されて吸収されるが,一部は抗原性を残したまま体内に侵入する。体内に侵入したア

レルゲンは経口免疫寛容を主とした腸管の過敏免疫反応を抑えるための仕組みが働き,通常アレ

ルギー発症は抑えられるが,これらの機能が働かない場合で,かつ生体のアレルギーを起こしや

すい遺伝的な要因が重なった場合,食物アレルギーが発症すると考えられている。さらに炎症性

腸疾患時において腸管関連リンパ組織に由来するインターフェロンγが小腸粘膜バリアに作用し,

食物抗原の腸管吸収を増大させ炎症反応を助長すると報告されている8)。また,腸管上皮細胞は

ある特定の食品成分や細菌性毒素の存在下によって細胞間隙がゆるみ,高分子化合物の透過が促

進されることが報告されている9)10)食物アレルゲンの腸管からの侵入経路は,細胞間隙経路

(パラセルラールート)と細胞内経路(トランスセルラールート)に分けられる。パラセルラール

ートによる透過は腸管の細胞間(タイトジャンクション)の状態に左右される。 Caillardら11)は

ヒト結腸癌由来細胞株Cac0-2細胞を用いてβ・ラクトグロブリンの腸管透過機作の検討を行い,

β-ラクトグロブリンのトランスセルラールートを明らかにした。腸管上皮細胞に取り込まれた

β-ラクトグロブリンは,そのほとんどがリソソームによる細胞内消化によって分解され基底膜側

へと輸送されるが,少量はトランスサイト-シスを介してインタクトのまま基底膜側-と輸送さ

れる。同様なトランスセルラールートはラットやウサギの腸管切片を用いた系においてホースラ

ディッシュベルオキシダーゼやβ-ラクトアルブミン等他のタンパク質でも観察された10)ll)12)。

また,代謝阻害剤であるアジ化ナトリウムと2・デオキシグルコースの存在下で阻害されたことか

らエネルギー依存性の透過機構であることが示唆された13)このように,アレルゲンの腸管透過

とアレルギー疾患には密接な関係があり,それに伴いアレルゲンの腸管透過機序に関する研究が



NewFoodlndustry 2003Vol. 45 No. 9　35

竿撃しふケン

Steffi

◎ cac0-2細胞
I I TranswelI

(多孔性の培養支持体)

図2　Cac0-2細胞を用いた透過試験の
模式図

報告されているが,腸管からのアレルゲン透過抑制

活性に関する研究例はほとんど存在しなかった。

4.アレルゲン腸管透過抑制活性の評価系

腸管におけるアレルゲン透過抑制活性を測定する

ため,著者らはCac0-2細胞を用いた評価系を確立

した。ヒト結腸癌由来細胞株であるCac0-2は,分

化が進むと細胞表面に微繊毛を形成し,栄養素の輸

送担体やタイトジャンクションなどを発現すること

から小腸の上皮細胞のモデルとして広く用いられて

いる14)15)活性測定の手順は図2の通りである。

Cac0-2細胞をトランズウェル内のメンブレンフイ

ルター上で2週間培養し,単層膜を形成させた。単

層膜が形成されたか否かは経上皮電気抵抗(TEER)を測定することにより判定した。即ち

Millicell-ESRを用いてTEERを測定し, TEERがsoon・cm2以上となり単層が完成しているものを

透過試験に用いた。透過試験では被験化合物の影響をより強く見る目的で,透過試験前日から化

合物を細胞培養用培地に添加し前培養を行った。前培養の後,透過試験用緩衝液で2回洗浄して

から管腔側および基底膜側の両方に化合物を添加した状態で,管腔側にアレルゲンを添加し, 30

分間に基底膜側へ透過する量を測定した。食物アレルゲンの代表として卵白アルブミン(OVA)

を用いた。また, OVAの透過量を迅速に測定するため,あらかじめ蛍光標識(FITC)化したOVA

を用いた。 FITC-OVAを用いることにより透過液の蛍光強度を測定するだけで迅速にOVAの透過

量を測定することができた。抑制活性は化合物を添加していない群をネガティブコントロールと

し, (ネガティブコントロールの透過量-サンプル添加時の透過量) /ネガティブコントロールの

透過×1∝)で表した。基底膜側透過液の電気泳動を行った結果,通過したOVAのほとんどがインタ

クトなOVAとして検出された16)ので,この手法により腸管におけるアレルゲン透過を的確に評価

できる系が構築できたと考えられた。

5.低アレルゲン化小麦粉に含まれるアレ

ルゲン腸管透過抑制活性成分'7)

確立した評価系によって活性測定を行った結

莱,低アレルゲン化小麦粉の50%メタノール抽出

物にOVAJS過抑制活性が認められた(図3)。一

方,無処理の原料小麦粉には本活性が認められな

かった。このことから,低アレルゲン化小麦粉の

製造に使われた酵素製剤自体あるいは酵素処理を

受けた小麦粉にOVA透過抑制活性が存在するこ

とが推察された。小麦粉の低アレルゲン化には,

タンパク質性のアレルゲン分解酵素としてのアク

ナナ-ゼ,および非タンパク性アレルゲン18)分

解酵素としてのセルラーゼが使われているoそれ
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図3　低アレルゲン化小麦粉、無処理小麦粉,
アクチナ-ゼおよびセルラーゼの, 50%メタ

ノール抽出物のOVA透過抑制活性
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ぞれの酵素50%メタノール抽出物の活性測定を行った結果,セルラーゼ製剤抽出物に活性が認め

られたのでセルラーゼ製剤から活性成分の精製を行った.セルラーゼ製剤を50%メタノールで拍

出した後　ODSカラムを用いた逆相HPLCで繰り返し精製することにより活性成分を単語した。

H, 13Cぉよび2次元NMR測定の結果,活性成分はTip, Phe, Lys, Val, Ser, Asnを含むペプチ

ドであることが示唆された。さらにアミノ酸配列を解析した結果,活性化合物はTrp-Ser-Asn-Ser-

Gly-Asn-Phe-Val-Gly-Glyであることが明らかとなったOこのペプチドはTricoderma end0- 1 ,4 - ,ヲー

xylanase (EC 3.2.1.8)の39-48番目のアミノ酸配列と一致した。また, NMRの結果からC末端

のアミノ酸はLysであると決定したO以上の結果から活性成分をTrp-Ser-Asn-Ser-Gly-Asn-Phe-Val-

Gly-Gly-Lys (P ll)と決定した。

さらにPllの濃度活性相関の検討を行った(図4)。 Pllはウンデカペプチドと比較的分子量が

大きかったことから,実際の腸管では透過した後

に活性を発現するとは考えにくいため,透過試験

に際してはCac0-2細胞の管腔側のみに添加した

群でも活性測定を行った。その結果,管腔側のみ

に添加した群でも管腔側,基底膜側両方に添加し

た群と同様にP llはl(T5M-l(r7Mで活性を示

した。また活性の強さは10~6M>10"7M>10"5

Mであったことから濃度依存的ではなく,最適濃

度があることが推察された。さらにPllの活性発

現に重要な構造を明らかにするため,部分ペプチ

ドであるTrp-Ser-Asn-Ser-Gly , Trp-Ser-Asnおよび

Trp-Serを合成し活性測定を行った(図5)。その

結果,どのペプチドにおいても1(T7Mの添加で

活性を示したことからN末端にあるTrpが重要で

あることが推察された　Trp-Glyでも10~7Mの添

加で活性を示したことからもこの推察は支持され

た。さらに, Trpの最小活性発現濃度は10"2Mで

あるのに対し, TrpをN末端に持つペプチドおよ

びTrpエチルエステルは10~7Mの添加で活性を

示したことから,活性発現にはTrp残基が寄与し,

遊離のカルポキシル基の存在は活性を低下させる

ことが示唆された。

6.エダムチーズに含まれるアレルゲン

腸管透過抑制活性成分16)

低アレルゲン化小麦粉のアレルゲン透過抑制活

性成分はTrichodermaの産生するセルラーゼ製剤

に含まれるペプチドであったことから,微生物発

酵食品にも活性成分が存在することが期待され

た。また,消化管が未発達な乳幼児であっても,

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

O
 
O
I
 
C
O
 
h
 
f
f
l
 
i
n
 
t
 
C
O
 
C
M
 
r
-

(
%
)
練
紬
畠

¥0　　　　10"　　　10"

ウンデカペプチド濃度(M)

図4　セルラーゼ由来ウンデカペプチド(Pll)
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アレルゲンが微量に残っている育児用調整牛乳を飲んでもアレルギーにならないことから,乳お

よび乳製品にはアレルゲン腸管透過抑制活性成分が存在する可能性が考えられた。以上の様な観

点から乳の微生物発酵食品であるチーズに着目し活性成分の単離を行った。

数種のチーズをメタノールで抽出し活性試験を行った結果,エダムチーズに活性が認められた。

エダムチーズメタノール抽出物をODSカラムを用いた逆相HPLCで繰り返し精製することにより

活性成分を単離した。 lHおよび2次元NMRおよびMS測定の結果,活性成分はHe, Pro, Lys,

Phe, His, Aspを含むペプチドであることが示唆された。さらにアミノ酸配列を解析した結果,

活性成分はAsp-Lys-Ile-His-Pro-Pheであることが明らかとなった。活性ヘキサペプチドのホモロジ

ー検索の結果, β-カゼインの47-52番目のアミノ酸配列と一致したため, Asp-Lys-Ile-His-Pro-Phe

はチーズの製造過程でβ-カゼインが分解され生成されたと考えられた。活性ペプチドの濃度活性

相関の測定を行った結果,セルラーゼから得られたペプチド同様,濃度依存的ではなく10"5Mよ

りも10~7Mを添加した場合のほうが活性が高く,最適濃度が存在すると考えられた(図6)。さ

らに　OVA以外のタンパク質性食物アレルゲンの代表例として,乳の主要なアレルゲンであるβ-

ラクトグロブリンを選び,透過抑制活性の検討を行った。図7に示すように活性成分はOVAだけ

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

 

o

o

 

o

 

c

o

 

r

-

　

t

o

 

i

n

　

^

f

 

o

 

c

M

一

l

(
%
)
　
蜂
他
国

10-5M 1 O~7日

図6　エダムチーズ由来ヘキサペプチドの
017A透過抑制効果
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図7　エダムチーズ由来ヘキサペプチドの

β-ラクトグロブリン透過抑制効果

ではなく,ヲーラクトグロブリンの透過も10~7Mの添加で抑制したことから,卵アレルギーだけでな

く牛乳アレルギー,ひいては食物アレルギー全般の治療・予防効果が期待された。加えてこの研

究結果によって,新しい重要な捕乳の意義が見出されたと考えられた。即ち,消化管機能の未発

達な乳児期に陥りやすい高分子化合物の侵入を抑制する成分を乳から供給する働きである.人乳

,3-カゼインのアミノ酸配列を検索した結果,牛乳カゼインと同じ位置に高いホモロジーを有する

ペプチドが存在することが明らかとなった。このようなペプチドが乳児の体内で生じ,アレルゲ

ン侵入を阻止する役割を担っている可能性が考えられる。

7.お　わ　り　に

アレルゲンの腸管透過を抑制することによりアレルギーを治療・予防するという戦略,および,

培養詔胞を用いて直接通過したアレルゲン量を測定することによってアレルゲン透過抑制活性を

評伝する手法は今までに報告がなく,全く新しい提案である。今回明らかとなった活性成分を
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図8に示した。セルラーゼから得られたペプチド(P

ll)およmrpを含むペプチド群が活性を示したこと

から,アレルゲン腸管透過抑制活性にはN末端にある

Trpが重要であることが示唆された。セルラーゼから

得られたPllとエダムチーズから得られたヘキサペプ

チドの構造的類似性については現在検討を行ってい

る。また, OVAやβ-ラクトグロブリンに代表される

食物アレルゲンはパラセルラールートおよびトラン

スセルラールートの両方で腸管上皮細胞を通過する

と報告されているが,今後はこれらの活性成分がど

セルラーゼ由来

Trp-Ser-Asn-Ser-G ly-Asn-Ph e-＼'al-Gly-Gly-L>・s ( P l l )

Pll訂分ペプチドおよびその琵詩体
Trp-SeFAsn-Se r-Gly

Trp-Se r-Asn

Trp-Se r

TrihGly

Trp-ethyl e ste r

エダムチーズ由来
Asp-Lys-Il e-Hi s-Pro-Ph e

図8　アレルゲン腸管透過抑制ペプ
チドおよびその類縁体

のような機構で食物抗原の透過を抑制するのかを明

らかにしていく予定である。今後さらにアレルゲン腸管透過抑制の検討を行うことにより,透過

抑制という新たな食物アレルギー抑制に対する戦略を提唱していきたいと考えている。
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