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Ａ. 研究目的 

近年、加水分解小麦(HWP)を含有する医薬部外

品・化粧品の長期使用において、小麦含有食品を摂

取後に運動して全身性のアレルギーである「アナフィ

ラキシーショック」を発症した事例が数多く報告され、

大きな社会問題となっている。現在、本課題研究に

研究要旨： 

医薬部外品・化粧品には米や小麦などの食品を原材料とするものがあるが、これらのうち特定の食

品にアレルギーを持つ患者が当該食品を原材料とする医薬部外品・化粧品等を使用した場合に、ア

レルギー症状等を引き起こす可能性が指摘されている。近年、加水分解小麦 (HWP) を含有する洗

顔石鹸の長期使用により小麦アレルギーを発症する事例が数多く報告され、社会的に大きな問題と

なった。本研究では、HWP に特徴的に発現するタンパク質の物性に関する研究を行うことを目的と

し、(i)加水分解条件が異なる HWP(酸加水分解及びアルカリ加水分解小麦グルテン)を調製し、処理

方法の違いがタンパク質の物性に及ぼす影響を分析化学的に評価を行い、(ii)茶のしずく石鹸に使

われていた酸加水分解小麦(HWP, グルパール19S) と139例の茶のしずく(HWP)患者血清で感作さ

れたヒト化マスト (RS-ATL8) 細胞を用いて、EXiLE 法にて細胞の活性化を促すかどうかの検討を行

い、診断に使用できるかどうかの評価を行った。 
(i)では、HWP の医薬部外品・化粧品の原材料の規格基準策定も指向し、HWP のサイズ排除クロ

マトグラフィー(SEC)分析による分子量測定、及び定量的プロテオーム解析を用いた脱アミド化分析を

行った。その結果、分子量に関しては、酸及びアルカリともに加水分解の進行に伴って低分子化が認

められ。脱アミド化に関しては、酸及びアルカリともに加水分解の進行に伴って脱アミド化が進行した

が、酸加水分解と比較してアルカリ加水分解は脱アミド化の変化が緩やかであった。 (ii)では、

19S-EXiLE 法と 19S-ELISA 法の比較を ROC 曲線を用いて行ったところ、EXiLE 法は、感度は、

ELISA 法より低いが、特異度は高く、確定診断に用いることのできる試験であることが示された。 
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参画する医療機関・研究機関が中心となって原因究

明が進められているが、HWP の重篤なアレルギー反

応機構の詳細については未だ不明な部分も多く、医

薬部外品・化粧品の原材料としての HWP の規格基

準を策定し、その品質及び安全性を確保することが

望まれている。 

本研究では、小麦グルテンの加水分解物である

HWP に特徴的に発現するタンパク質の物性に関す

る研究を行うことを目的とし、(i)加水分解条件が異な

る HWP(酸加水分解及びアルカリ加水分解小麦グル

テン)を調製し、処理方法の違いがタンパク質の物性

に及ぼす影響を分子量分布、脱アミド化を指標に評

価を行い、(ii)茶のしずく石鹸に使われていた酸加水

分解小麦(HWP, グルパール 19S) と 139 例の茶のし

ず く (HWP) 患 者 血 清 で 感 作 さ れ た ヒ ト 化 マ ス ト 

(RS-ATL8) 細胞を用いて、EXiLEI (IgE Crosslink-

ing-induced Luciferase Expression) 法にて細胞の活

性化を促すかどうかの検討を行い、診断に使用でき

るかどうかの評価を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

1. 加水分解条件が異なる HWP の物性に及ぼす影

響の分析化学的解析 

(1) 試料 

グルパール 19S は株式会社片山化学工業研究所

より入手した。グルテン(Sigma G5004)及びグルパー

ル 19S 粉末を 100 mg/mL となるよう 1M Tris (pH 

11.4)に加えて懸濁し、終夜室温に静置してストック懸

濁液を作製した。酸加水分解については、グルテン

のストック懸濁液に、pH1となるように1N塩酸を加え、

100℃のヒートブロック上で加熱した。他方、アルカリ

加水分解については、グルテンのストック懸濁液に、

pH12 となるように 1M 水酸化ナトリウムを加え、100℃

のヒートブロック上で加熱した。酸加水分解及びアル

カリ加水分解は、0.5, 1, 3, 6, 9, 12, 24 時間加熱した

後、中和し加水分解を停止させ、グルテン終濃度 10 

mg/mL となるように PBS で希釈した。分解 0 時間のサ

ンプルは、予め中和した溶液中にグルテンストック懸

濁液を加え、加熱を行わずに調製した。 

 

(2) 分子量の測定 

  ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電

気泳動(SDS-PAGE)分析 

SDS-PAGE は､4-12%Bis-Tris ゲル、MES SDS バッ

ファーを用い各試料 20g を電気泳動した後、コロイ

ダルブルーでタンパク質を染色した。 

サイズ排除クロマトグラフィー(SEC)分析 

グルテン、グルパール 19S、酸加水分解グルテン

(0h / 0.5h / 1h / 3h / 6h / 9h / 12h / 24h)、アルカ

リ加水分解グルテン(0h / 0.5h / 1h / 3h / 6h / 9h / 

12h / 24h)について、各試料を下記測定条件で分析

し、加水分解による経時的な分子量変化を測定し

た。 

[測定条件] 

カ ラ ム : GE Superdex 200 10/300 GL (GE 

Healthcare) 

移動相: Tris-HCl (pH7.4), 0.2M NaCl  

流速: 0.75 mL/min 

カラム温度: RT 

検出波長: UV 210 nm 

 

(3) タンパク質の脱アミド化の分析 

定量的プロテオーム解析法を用いた脱アミド化分析 

酸及びアルカリ加水分解物の 0h, 0.5h, 1h, 9h, 

12h 試料の SDS-PAGE ゲルレーンを 10 分割し、各切

片をゲル内酵素消化装置(Proprep, Genomic Solu-

tions)で洗浄・ジチオトレイトール(DTT)による還元・ヨ

ードアセトアミドによるアルキル化・トリプシンによる消

化を行った。得られたペプチド溶出液を減圧乾燥機

で乾燥した。乾燥させた試料をサンプル溶解液(0.1%

ギ酸, 2% アセトニトリル, 98%水) 20 L に溶かし、1 分

間以上振とう後、1 時間以上静置し測定用試料とし

た。 

[測定条件] 

・HPLC 

オートサンプラー：HTC PAL (CTC Analytics)  

高速液体クロマトグラフ： Paradigm MS4 (Michrom 
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BioResources) 

インターフェース：ADVANCE Nano Spray Source 

(Michrom BioResources) 

・MS 

質量分析計：イオントラップ型質量分析計 LTQ XL 

(Thermo Fisher Scientific) 

・LC/MS/MS 測定は、濃縮・脱塩用カラムによりペ

プチドの濃縮及び脱塩を行い、逆相 C18 カラムにより

分離し、ナノエレクトロスプレーイオン化(nanoESI)法

により溶出したペプチド断片をイオン化し、質量分析

計へ導入し、MS 及び MS/MS スペクトルデータを取

得した。各サンプルは繰り返し 4 回測定を行った。

LC/MS/MS測定の結果は、タンパク質同定ソフトウエ

ア MASCOT(Matrix Science)を用い、下記のデータ

ベースに対して検索を行った。公共データベース

UniProt から“wheat” and (“gliadin” or “glutenin”)を

キーワードに抽出された配列をデータベースとした。

設定修飾は加水分解処理で想定される脱アミド化反

応、グルタミンからグルタミン酸への変換(Q→E)と、ア

スパラギンからアスパラギン酸への変換(N→D)を追

加した。酵素消化条件は、消化酵素を指定しない

(None)条件とした。MASCOT 検索結果のうち、Ions 

score が 35 以上で rank top であるペプチドを有効と

した。脱アミド化率の算出のため、定量的プロテオー

ム解析を実施した。解析方法は、量が多いものほど

検出できる確率が高いという統計的概念を利用した

非標識定量法を用い、修飾部位及び種類別のペプ

チドイオン検出回数を指標とした。脱アミド化には Q

→E と N→D の 2 種が存在するが、グルテンはグルタ

ミンの方がアスパラギンよりはるかに多く含まれている

ため、Q→E をもって脱アミド化とした。 

蛍光プレラベル化 HPLC 法を用いた脱アミド化分析 

グルテン総タンパク質の脱アミド化分析に関しては、

前年度の検討条件より簡便、迅速、高感度化を試み

た。タンパク質中に含まれるグルタミン及びアスパラ

ギン残基について、ビス(1,1-トリフルオロアセトキシ)

ヨードベンゼン(BTI)試薬を用いたホフマン転位により

脱炭酸反応を行い、塩酸加水分解後に生成したアミ

ノ酸を AccQ-Tag 法で蛍光ラベル化し、下記の測定

条件において HPLC を用いて分析を行った。 

[ホフマン転位反応] 

タンパク質 1 mg に対して 40 mg の BTI 試薬をアセ

トニトリルに溶解し、ピリジン塩存在下 50℃、4 時間加

熱してグルタミン及びアスパラギン残基の脱炭酸反

応を行った。反応後、溶媒を真空乾燥し、BTI 試薬を

クロロホルムで抽出除去した試料を水に再溶解し、等

量の 6N 塩酸を加え 100℃で終夜加水分解反応を行

った。加水分解したアミノ酸は、ホウ酸緩衝液中

AccQ-Tag 法 

(AQC, 6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl car-

bamate)で誘導体化した。 

[HPLC 測定条件] 

カラム: AccQ・Tag(粒径 4.0 m、内径 3.9 mm×長さ

150 mm) 

移動相 A: 12.5 mM リン酸緩衝液(pH 6.3)-アセトニト

リル(100：1, v/v) 

移動相 B: 12.5 mM リン酸緩衝液（pH 6.3）-アセトニト

リル(70:30, v/v) 

グラジエント溶出: 0→2%B (0→0.5 min), 2→4%B 

(0.5→7 min), 4 → 12%B (7→18 min), 12→31%B 

(18→26 min), 31 → 37%B (26→35 min), 37%B 

(35→55 min), 37→100%B (55→56 min), 100%B 

(56→65 min) 

流速: 1.0 mL/min 

カラム温度: 37℃ 

蛍光検出: 励起 250 nm / 蛍光 395 nm 

 

2. グルパール 19S-EXiLE 法の臨床診断への応用

に関する検討 

患者血清 

藤田保健衛生大学より供与されたのべ 139 検体の

患 者 血 清 に つ い て 解 析 を 行 な っ た 。  検 体 は

19S-ELISA による抗体価 1)、skin prick test (SPT)、お

よび小麦製品摂取時の症状により 15 群に群分けさ

れている。さらに、経時的に採血と ELISA による評価

ができている症例が 8 例あり、これらについては 19S
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の抗体価が 10 unit 以上減少した群（5 例）と変わらな

かった群（3 例）とに分けた。血清は使用直前まで

-80℃のディープフリーザーに保存した。 

細胞 

RS-ATL8 細胞は、10%の非働化ウシ胎児血清

（FCS; ニッスイ）と 500μg/mL geneticin、200μg/mL 

hygromycin B、penicillin/streptomycin を添加した

MEM 培地（Gibco）を用い、一週間に一度 1：20 で継

代しつつ、37℃の 5% CO2 インキュベーター中で維持

した 2-5)。 

EXiLE 法 

サブコンフルエントのRS-ATL8細胞をセルスクレイ

パーで採取し、培地で 1.0×106 cells/mL に調整した。

ここに患者血清を 1/100 量加え、クリアボトム 96 well

白色プレート（PerkinElmer ViewPlate）に 5×104 

cells/50 μL/well 播種し、37℃の 5% CO2 インキュベ

ー タ ー 中 で 一 晩 （ 20 時 間 ） 感 作 し た 。 翌 日 、

HydroSpeed（Tecan）を用いて PBS により細胞を穏や

かに 3 回洗浄し、ただちに培地に希釈した抗原溶液

を 50 μL/well 添加して 37℃で 3 時間インキュベート

した。プレートを常温に戻し、基質液 ONE-Glo

（Promega）を 50 μL/well 添加した後、ルミノメータ

EnVision （ PerkinElmer ） に よ り 発 光 を 測 定 し た 。

EXiLE の応答性は、各ウェルからブランクを差し引い

た後、duplicate の平均値について、感作のみ行ない

刺激を行なわない条件を 1.0 とした場合の相対値とし

て表した 2-5)。 

抗原溶液 

EXiLE 法で用いた抗原溶液は、グルパール 19S

（片山化学工業より供与）および小麦グルテン（以後

『Glu』; Sigma）を用いた。無菌 PBS により 1 mg/mL の

ストック懸濁液を作製し、細胞培養に用いるものと同

様の培地で順次希釈して、100 pg/mL～10 μg/mL

とした 2,5)。また、陽性対照として、100 ng/mL のヤギ

抗ヒト IgE 抗体（Bethyl）を用いた。 

ROC 曲線解析 

上記の濃度範囲で刺激した際の最大の EXiLE 応

答を用い、GraphPad Prism により ROC 曲線解析を行

なった。症例の陰陽性の判定は、①19S による SPT、

②19S-ELISA（カットオフ値 3 unit）、③小麦製品摂取

時のアナフィラキシーの有無、④同じく呼吸困難の有

無、によって分類した。また、19S-ELISA の unit およ

び Glu 特異的 IgE（ImmunoCAP）の濃度（UA/mL）に

ついても、同様に ROC 曲線解析を行なった。19S の

EXiLE 応答と ELISA については、ROC 曲線上の対

角線から最も遠い点より至適カットオフ値を求め、2×

2 分割表を作成し、感度・特異度・陽性一致率・陰性

一致率を求めた。 

統計処理 

19S および Glu による EXiLE 応答、19S-ELISA、

Glu特異的IgEについては、スピアマンの順位相関係

数を求め、相関を調べた。 

 

Ｃ. 研究結果 

1.  加水分解条件が異なる HWP の物性に及ぼす影

響の分析化学的解析 

(1) 分子量の測定 

ドデシル硫酸ナトリウム－ポリアクリルアミドゲル電気

泳動(SDS-PAGE)分析 

酸加水分解グルテン及びアルカリ加水分解グルテ

ンの SDS-PAGE を図 1 に示す。酸加水分解物の分

子量は、経時的に低分子化し、0.5h 加水分解物がグ

ルパール 19S と最も類似した泳動パターンを示した。

他方、アルカリ加水分解物においても、酸分解物と

同様に経時的に低分子化し、0.5h 加水分解物がグ

ルパール 19S と最も類似したパターンを示したが、酸

加 水 分 解 物 と 比 較 し て 12h 以 降 に お い て も

20-10kDa のスメアなバンドを認めた。 

サイズ排除クロマトグラフィー(SEC)分析 

酸加水分解グルテン及びアルカリ加水分解グルテ

ンのサイズ排除クロマトグラムを図 2 に示す。グルパ

ール 19S の SEC 分析の結果より、分子量マーカー

669,000 以上を頂点とする鋭いピークをフラクション A、

分子量マーカー6,500～669,000 を範囲とする幅広い

ピークをフラクション B とした。グルパール 19S はフラ

クションAが顕著に認められ、フラクションBは分布領
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域 5,000～700,000 で中心分子量は 200,000 であっ

た。酸加水分解グルテンでは、フラクション A は 0.5～

3h まで顕著に認められ、6～24h ではほとんど見られ

なくなった。フラクション B は 0.5h で分布領域 5,000

～700,000(頂点 200,000)から 24h の分布領域 3,000

～10,000(頂点 7,000)まで、領域と頂点位置ともに反

応時間とともに低分子側へシフトした。他方、アルカリ

加水分解では、フラクションAはすべての試料におい

てほとんど認められなかった。フラクション B はアルカ

リ 加 水 分 解 開 始 後 す ぐ に 、 分 布 領 域 2,000 ～

40,000(頂点 10,000)の低分子まで分解され、0.5～3h

までは継時的な低分子化が見られるが、それ以降は

ほとんど変化が認められなかった。 

(2) タンパク質の脱アミド化の分析 

定量的プロテオーム解析法を用いた脱アミド化分析 

検出されたペプチド全体のグルタミンのイオン検出

数に占める脱アミド化されたグルタミンのイオン検出

数の割合を脱アミド化率として図 3 に示す。酸加水分

解グルテンに関しては加水分解時間が長くなるに伴

って脱アミド化が進行し、分解時間 9h を経過すると

脱アミド化率が80%程度のプラトーに達することが示さ

れた。分解時間 1h において脱アミド化率が 45%であり、

グルパール 19S の脱アミド化率(48%)とほぼ同等であ

った。また、アルカリ加水分解物については、加水分

解時間が長くなるに従って脱アミド化の進行が認めら

れたものの、酸加水分解物と比較して変化は緩やか

であり、分解時間 12h における脱アミド化率は 45%で

あった。 

蛍光プレラベル化 HPLC 法を用いた脱アミド化分析 

AccQ-Tag 法で誘導体化したアミノ酸標準品を

HPLC で分析し、システム適合性(性能及び再現性)

を確認した。ホフマン転位によって脱炭酸されたグル

タミン残基のジアミノ酪酸誘導体への変換効率、及び

気相による簡易加水分解の条件を検討し、次年度の

研究において、酸及びアルカリ加水分解グルテンの

脱アミド化の定量的評価を行う予定である。 

2.  グルパール 19S-EXiLE 法の臨床診断への応用

に関する検討 

代表的な EXiLE 応答 

各検体とも、抗ヒト IgE 抗体による刺激では、2 倍以

上のルシフェラーゼ発現を示した。図 5 に代表的な

EXiLE 応答を示す。なお、カットオフ値は、後に述べ

る ROC 曲線解析の結果より、1.311 とした。抗原とし

て 19S と Glu を用いたが、139 例中、（A）両抗原に応

答するものが 15 例、（B）19S にのみ応答するものが

60 例、（C）Glu にのみ応答するものが 7 例、および

（D）いずれにも応答しないものが 57 例となった。（B）

で示すように、EXiLE 応答はしばしば逆 U 字型の応

答曲線を示すため、これらの濃度範囲における最大

の応答を以降の解析に用いた。 

ROC 曲線解析 

19S または Glu で刺激した際の EXiLE 応答、19S

の ELISA、および Glu の ImmunoCAP の各数値が 19S

による SPT 結果（+/–）を正しく予測できるかどうかに

ついて、ROC 曲線解析を行なった（図 6）。その結果、

19S-EXiLE の 曲 線 下 面 積 （ AUC ） は 0.8328 、

P<0.0001 と、優れた診断的有用性を示した。しかし、

最もパフォーマンスが高かったのは 19S による ELISA

で あ っ た （ AUC=0.9280 ） 。 ま た 、 SPT 以 外 に 、

19S-ELISAの有無（カットオフ値3 unit）、小麦製品摂

取時アナフィラキシーの有無、および小麦製品摂取

時呼吸困難の有無について、前掲 4 種の試験の

ROC 曲線解析を行なった結果を、Table 1 にまとめた。

19S 特異的 IgE の有無については、当然ながら

19S-ELISA との相関は AUC=1 となるが、次に相関が

高かったのは 19S-EXiLE であった（AUC=0.9015）。

ア ナ フ ィ ラ キ シ ー の 発 現 に つ い て は 、

Glu-ImmunoCAP （ AUC= 0.672 ） と 、 Glu-EXiLE

（ AUC=0.6451 ） 、 19S-ELISA （ AUC=0.6186 ） が

P<0.05 のやや強い相関を示したが、呼吸困難の発

現についてはいずれのパラメータも有意な相関はな

く、診断的有用性は認められなかった。Glu-EXiLE

はいずれのクライテリオンとも相関せず、HWP への感

作の診断としては適用できないことが示された。 

感度・特異度・陽性一致率（PPV）・陰性一致率

（NPV） 
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図 6A の 19S-EXiLE の SPT に対する ROC 曲線

において、対角線から最も遠い曲線上の点から診断

パフォーマンスが最大となる至適カットオフ値を求め

たところ、1.311（fold）であった。同様に、19S-ELISA

（図 6B）について求めると、11.0（unit）であった。これ

らを至適カットオフとして 19S に関する EXiLE 法およ

びELISA法の結果を 2×2 分割表にまとめると、Table 

2 のようになる。なお、ELISA の結果に空欄があるた

め、両試験の総数は一致しない。この結果から、19S

による SPT の陽性／陰性結果を予測するにあたって、

EXiLE 法は ELISA 法に比べて特異度はやや高いが

（0.9444＞0.9118）、感度は劣っている（0.7087＜

0.8911）ことが示唆された。 

EXiLE 応答の強度と血清中 IgE レベルの相関 

EXiLE や ELISA、ImmunoCAP のパラメータ間の相

関についてスピアマンの順位相関係数を求めると、

19S-EXiLE と 19S-ELISA は 非 常 に 高 い 相 関

（R=0.8767）を示すことがわかった（Table 3）。一方、

Glu に関しては、ROC 曲線解析の結果からも予想さ

れる通り、Glu-ImmunoCAP と Glu-EXiLE の相関は低

かった（R=0.2026）。 

経時的に採血した血清 IgE による EXiLE 法 

EXiLE 法は、好塩基球活性化試験と同様に、IgE

の架橋を調べることができるという特徴を持つが、前

者は保存血清を用いた後方視的研究に適用すること

ができるが、後者はできないという違いがある。そこで、

経時的な採血と ELISA による 19S 特異的 IgE 抗体価

測定ができた 8 例について、EXiLE 法による解析を

行なった。8 例はすべて女性で、年齢は 25 歳から 68

歳であった。このうち、追跡中に 19S 特異的抗体が

ELISA で 10 unit 以上減少したものが 5 名、大きな変

化がなかったものが 3 名であった（data not shown）。

19S-EXiLE のカットオフ値を Table 2 の時と同様に

1.311 とすると、抗体価が減少した 5 例のうち、最終的

に 19S-ELISA が 10 unit 以下にまで減少した 3 例

（subject No.1, 3, 5）については、EXiLE 試験の結果

も陰性となった。一方、抗体価が減少しなかった 3 例

については、3 例とも EXiLE 試験も陽性のまま変化が

な か っ た 。 図 7A-B に 大 き く 抗 体 価 が 減 少 し

19S-ELISA が 10 unit 以下になった例として subject 

No.1 を、図 7C-D に減少はしたが 10 unit 以下には

ならなかった例として subject No.2 を、そして抗体価

に変化がなかった例として subject No.6 を Fig. 3E-F

に示した。Subject No.1 の変化は非常に顕著で、19S

および Glu ともに反応が陰性化した（図 7A-B）。

Subject No.2 では、IgE 減少後も 19S-EXiLE の最大

応答は 1.414（＞1.311）であり、陰性化していない（図

7C）。これは、19S 特異的 IgE が 10 unit 以上の検体

に限ればEXiLE試験の判定とSPT結果がよく対応す

るようになるという結果と矛盾しない。一方、半年間で

3 回の採血を行なった subject No.7 では、19S の抗体

価にはほとんど変化がなかったにもかかわらず、

EXiLE 応答は時間とともに減弱していた（図 7E）。た

だし、カットオフ値を下回ったわけではなかった。 

 

Ｄ. 考察   

1.  加水分解条件が異なる HWP の物性に及ぼす影

響の分析化学的解析 

(1) 分子量の測定 

一般的なアレルゲンタンパク質の抗原性を考慮す

る際に、抗体産生を誘導する抗原の分子量は 10,000

以上であることが知られている。そこで、10,000 に近

い分子量マーカー12,400 である Cytochrome C の溶

出時間(23.5min)を基点とし、「分子量の大きい領域

(Cytochrome C より早く出現するピークエリアの合

計)」と「分子量の小さい領域(Cytochrome C より遅く

出現するピークエリアの合計)」の面積比を算出した

(図 4)。酸加水分解物、アルカリ加水分解物ともに、

加水分解の進行に伴い「分子量の小さい領域」が占

める割合が高くなり、反応終了時(24 時間)に酸加水

分解物は 81.1%、アルカリ加水分解物は 67.6%となっ

た。マウスを用いた経皮感作性試験の結果と併せて

勘案し、経皮感作性を示さない加水分解コムギの規

格基準を策定する際に、SEC のデータは有用である

と考えられた。 

(2)タンパク質の脱アミド化の分析 
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グルパール 19S 及び感作性を示す酸加水分解グ

ルテン(0.5h 分解)の脱アミド化率は 50%程度であった。

アルカリ加水分解では、分解時間が長くなるに従って

脱アミド化の進行が認められたものの、脱アミド化の

割合の変化は酸加水分解と比較して緩やかであった。

酸及びアルカリ加水分解グルテンの抗原性に関する

知見を集約し、「分子量」と「脱アミド化率」の 2 つ異な

る物性を評価することで、抗原性を評価することが可

能であると考えられた。 

アミノ酸分析ではプレカラム誘導体化 HPLC 法が

多 く 用 い ら れ 、 誘 導 体 化 試 薬 と し て は 、 AQC 、

OPA(o-phthaldehyde) 、 ダ ン シ ル ク ロ ダ イ ド 、

PITC(phenylisothiocyanate)などが汎用されている。こ

れらの中でも、AQC を用いる誘導体化法は、ワンポッ

ト、数秒間の反応で誘導体化反応が完了し、極めて

安定性の高い蛍光誘導体化物を生成することが可

能である。また、他の方法に比べ副反応も起こりにく

く、高感度で簡便、迅速なアミノ酸分析を行うことがで

きることから、AQC 誘導体化を用いたグルテン総タン

パク質の脱アミド化分析法の構築を目指す。 

2.  グルパール 19S-EXiLE 法の臨床診断への応用

に関する検討 

  本研究では、新しい in vitro アレルギー試験法

である「EXiLE 法」が、19S への感作を証明するため

の手法としてどの程度有用性があるかについて、従

来法の ELISA 法と比較しつつ解析した。 

ROC 曲線解析によると、19S-EXiLE のパフォーマ

ンスは AUC=0.8328 で、至適カットオフ値（1.311）に

おける感度は 0.7087、特異度は 0.9444 であった。そ

れぞれ 0.8911 と 0.9118 であった ELISA 法と比較す

ると、EXiLE 法は高特異度試験であり、陽性結果をも

って確定診断することは可能であるが、陰性結果に

ついては偽陰性の可能性を排除できなかったため、

除外診断に用いることは難しいと思われる。特に 19S

特異的 IgE が低値の血清において EXiLE 法の成績

がよくなかったが、EXiLE 法の標準的なプロトコルで

は、補体による細胞傷害性を避けるため、ヒト血清を

100 倍に希釈して用いる必用があり、このために抗体

価の低い血清の応答を調べるにはやや感度が不足

するのであろうと推察された。実際、19S-ELISA により

測定した 19S 特異的 IgE が 10 unit 以上の検体に限

れば、EXiLE 法の感度は 0.8046（70/87）に増加し、

40 unit 以上では 0.9792（47/48）に達することからも

それが伺える（data not shown）。 

EXiLE 応答の強度と血清中 IgE レベルについては、

19S については高い相関（R=0.8767）が認められたが、

Glu に関しては相関は非常に低いことがわかった

（R=0.2026）。むしろ 19S-EXiLE との相関の方が高く

（R=0.659）、この事実は、ImmunoCAP で測定される

「Glu 特異的 IgE」の大半は、Glu そのものではほとん

ど架橋されず、19S をより強く認識している可能性を

示唆するものと思われる。 

最近、横大路ら 6)により、茶のしずく石鹸患者 IgE

は脱アミド化されたγグリアジンに強く結合し、脱アミ

ド化前のγグリアジンにも弱く交差反応できることが

示されたが、このことは本研究結果の知見とよく合致

する。 

  

Ｅ. 結論 

1.  加水分解条件が異なる HWP の物性に及ぼす影

響の分析化学的解析 

  加水分解条件が異なる HWP として、酸加水分

解グルテン及びアルカリ加水分解グルテンを調製し、

処理方法の違いがタンパク質の物性に及ぼす影響

を分析化学的に評価した。分子量に関しては、酸及

びアルカリともに加水分解の進行に伴って低分子化

が認められた。脱アミド化に関しては、酸及びアルカ

リともに加水分解の進行に伴って脱アミド化が進行し

たが、酸加水分解と比較してアルカリ加水分解は脱

アミド化の変化が緩やかであった。 

2.  グルパール 19S-EXiLE 法の臨床診断への応用

に関する検討 

19S-EXiLE 法は 19S-ELISA 法に対して特異度で

はやや優るものの感度では劣っており、簡便さやコス

トの面からも、スクリーニング法としては ELISA を用い

る方が適切であろうと思われた。しかし、19S-EXiLE
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法の特徴を考えれば、抗体の濃度検査だけではなく、

抗体の機能の測定も行えることに特徴があり、ヒト好

塩基球活性化試験(BAT)と同様に用いることも可能

であると思われ、BAT と本試験の比較を行なうことも

重要と思われる。 
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