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世界保健機関と国際免疫学連合によってアレルゲンのデータベースが構築され

ている。大豆は食物アレルギーの主要な原因食品であり、そのアレルゲンとして

8 つのものが登録されている。Gly m 1 (hydrophobic protein)および Gly m 2 

(defensin)はスペインで起こったバルセロナ喘息に対する吸入性の原因抗原と

して同定されたアレルゲンである (1)。Gly m 1 は hydrophobic protein と呼ばれ

て い る が ,  一 次 構 造 か ら 多 く の 植 物 で ア レ ル ゲ ン と 報 告 さ れ て い る lipid 

transfer protein であると考えられる。種子に大量に含まれる貯蔵タンパク質は

多くの植物の種子において重要なアレルゲンであり、大豆においてもアレルゲン

として同定されている (Gly m 5, 7S グロブリン ;  Gly m 6, 11S グロブリン ;  Gly 

m 8, 2S アルブミン )(2, 3)。一方、 profilin と PR-10 はそれぞれ果物類および野

菜類の主要アレルゲンであり、大豆においても Gly m 3(profilin)と Gly m 4(PR-

10)として同定されている (4-6)。学童期以降は、花粉により感作されることが最

初の原因となり、その後、花粉タンパク質と類似のタンパク質を含む食物を摂取

することによりアレルギー反応を引き起こすことが増える。Profilin と PR-10 は

その代表的なアレルゲンである。学童期以降の大豆アレルギー患者は、カバノキ

科花粉の主要アレルゲンである Bet v 1(PR-10)が関与するとされ、Gly m 4 が重

要なアレルゲンとなっている。しかし、Gly m 4 以外のアレルゲンに対する感作

頻度に関して明確になっていない。本研究では、学童期以降の大豆アレルギー患

者を対象に、既知の大豆アレルゲンに対する感作頻度を明らかにするとともに、

新規な大豆アレルゲンを同定した。さらに、それらのアレルゲンを検出するため

の抗体を作製することを目的とした。  

 

実験方法  

１．ELISA 法による血清中のアレルゲン特異的 IgE 抗体価測定  

大豆アレルギー患者の血清は兵庫県立加古川医療センターより提供された。 96 

ウエルプレートの各ウエルにコーティング液を添加し、 4℃で一晩静置して抗原

をコーティングした。コーティング液を除去後、洗浄液で  3 回洗浄した (7)。そ

の後、1％BSA 溶液で 1 時間ブロッキングした。1％BSA 溶液を除去後、大豆ア

レルギー患者血清を加え、室温で 3 時間放置した。血清を回収し洗浄後、酵素標

識抗ヒト IgE 抗体を添加し、室温で 2 時間静置した。酵素標識抗ヒト IgE 抗体



を除去し、洗浄後、基質溶液を加え、37℃で 1 時間静置した。反応停止液を加え

て反応を停止し、マイクロプレートリーダーを用いて蛍光強度を測定した。少な

くとも 2 回の反復を行った。  

 

２．新規大豆アレルゲンの探索のためのタンパク質の分画  

ダイズ種子 5g に対し緩衝液を用いて室温下で 1 時間攪拌した。その後、 4℃で

15 分間、10,000rpm で遠心分離し、上清を回収した。次に、大豆抽出物を 0.2μ

m のフィルターで濾過し、ゲル濾過クロマトグラフィー（Cytiva, Superdex 75, 

16/60）を用いて分子量に基づき分離した。溶出液は約 100 分間について回収し

た。さらに逆相クロマトグラフィーによりアセトニトリルの 0～ 80％グラジエン

トを行った。  

 

３．組み換え型既知大豆アレルゲンの調製  

pColdGST を用いて Gly m 3 に対する大腸菌発現系を構築した。構築した発現

ベクターを、Rosseta-gami2 に形質転換した。Gly m 3 の発現を誘導するため、

イソプロピル -β -D(-)-チオガラクトピラノシドを添加し、 15 ̊C、150rpm で 16

時間培養した。遠心分離で回収した菌体を、PBS 溶液で再懸濁し、超音波処理し

た。遠心分離後の上清を GSTrap カラムに供し、標的タンパク質を 50mM Tris-

HCl, (pH 8.0) , 10mM グルタチオンで溶出した。溶出液を 4 ̊C で 16 時間、HRV 

3C プロテアーゼで切断し、グルタチオン S-トランスフェラーゼ (GST)タグを切

断した。その後、GST タグを HisTrap を用いて除去した。さらに、溶出した素

通り画分をゲルろ過クロマトグラフィーにかけ、Gly m 3 を精製した。  

 大豆 BBPI および大豆 KTI の発現ベクターを構築するために、合成した大豆

BBPI および大豆 KTI に対する遺伝子を PCR により増幅した。BBPI および KTI

についてはベクター pPICZα を用いてピキア酵母発現ベクターを構築した。

BMGY 培地で 28℃、 200rpm の条件下で培養した。菌体を BMMY 培地に移し、

吸光度が O.D.600=6.0 になるまで培養した。 0.5%(v/v)メタノールを 24 時間毎

に 2 日間添加した。その後、遠心分離により培養液を回収した。硫酸アンモニウ

ムで目的タンパク質を沈殿させ、遠心分離により沈殿物を回収した。その沈殿を

PBS 溶液に溶解し、透析した後、HisTrap カラムで精製した。  



 

４．大豆 PPIase の発現と精製  

Prolyl isomerase (PPIase) の発現ベクターを構築するために、大豆 PPIase の

遺伝しを合成し、 PCR で増幅後、制限酵素処理を行った。次に、制限酵素で消

化したベクター pColdGST を用いて、発現ベクターを構築した。構築した発現ベ

クターを SHuffle T7 に形質転換した。LB 培地により、37℃、 200rpm の条件

下で、O.D.600 の吸光度が 0.4〜0.6 になるまで培養した。イソプロピル -β -D(-)-

チオガラクトピラノシドを添加し、 15℃、 150rpm で 16 時間発現を誘導した。

遠心分離により回収した菌体を PBS 溶液で再懸濁し、超音波処理した。遠心分

離を行い、大腸菌破砕液の可溶性画分を回収した。遠心上清を GSTrap カラムに

アプライし、 50 mM Tris-HCl, (pH 8.0),  10 mM グルタチオンで目的タンパク質

を溶出した。この溶出液を HRV 3C プロテアーゼで 16 時間処理し、GST タグを

切断した。その後、HisTrap カラムにより、GST タグを除去し、大豆 PPIase を

回収した。  

 

５．大豆アレルゲンに対する抗体の作製  

Gly m 3 および大豆 PPIase をウサギに対し複数回の皮内投与による免疫を行い、

最初の投与から約 2 ヶ月後に採血を行なった。  

 

実験結果  

１．学童期以降の大豆アレルギー患者のアレルゲン感作プロファイル  

学童期以降の大豆アレルギー患者のプロファイルとして、Gly m 3、Gly m 4、

Gly m 5、Gly m 6、Gly m 8 のアレルゲンについて特異的 IgE 抗体価を測定し

た (図 1)。Gly m 4 に対して 28 名が陽性であり、感作頻度が約 78％と最も高く、

次いで Gly m 3 に対して 10 名が陽性を示し、約 28％の感作頻度であった。Gly 

m 3 と Gly m 4 の両方に陽性を示す患者は、 6 名であり、Gly m 3 と Gly m 4 の

いずれかに感作されている患者は約 89%であった。一方、貯蔵タンパク質である

Gly m 5、Gly m 6 に対しては、 2 名の患者が陽性であり、約 6%の感作頻度であ

った。Gly m 8 に対して陽性を示す患者はいなかった。以上のことから、 Gly m 

4 が学童期以降の主要なアレルゲンであるが、Gly m 3 も高い感作頻度を示すこ



と、貯蔵タンパク質に感作される患者は少ないことが示された。  

 

２．新規大豆アレルゲンの探索  

本研究での 36 名中 4 名の大豆アレルギー患者は、Gly m 3、Gly m 4、Gly m 5、

Gly m 6、Gly m 8 のいずれにも感作を示さなかった。それらの患者について、

大豆 BBPI および大豆 KTI についての感作を調べたところ、 1 人の患者が大豆

BBPI に感作を示した。さらに、残り 3 人の患者について、感作しているアレル

ゲンの探索を行った。まず、大豆抽出物をゲルろ過クロマトグラフィーにかけた。

そのフラクションについて患者 3 名の血清を別々に反応させ、1 名の患者の血清

について反応性を示すフラクションを検出できた。さらに、そのゲルろ過クロマ

トグラフィーのフラクションについて逆相クロマトグラフィーを用いてさらに

分離した。それらのフラクションと患者血清中との反応について ELISA を用い

て測定し、高い結合能を示すフラクションが存在することを確認した。このフラ

クションの構成タンパク質を、SDS -PAGE 後の質量分析により分析した。その

結果に基づいて、シクロフィリン・スーパーファミリーに属し、主にタンパク質

のフォールディングを促進する酵素として機能する PPIase を第一のアレルゲン

候補として推定した (8)。そこで、大腸菌により組み換え型 PPIase を作製し (図

2)、ELISA で血清を用いて検証したところ、組み換え型 PPIase が患者血清と高

い反応性を有することが明確となった。よって、PPIase が本患者の主要アレル

ゲンであると考えられた。  

 

３．大豆アレルゲンに対する抗血清を用いた検出  

大豆以外の植物の種子抽出液を陰イオン交換クロマトグラフィーを行い、そのフ

ラクションについて Gly m 3 に対する抗ウサギ血清を用いてウェスタンブロッ

トをしたところ、一般的な Profilin の分子量に近いサイズにバンドが検出され

た。このバンドが Profilin であることを確認中である。  

 

考察  

本研究により、学童期以降の大豆アレルギー患者の多くが、Gly m 4 および Gly 

m 3 に感作されていることが明らかとなった。よって学童期以降の大豆アレルギ



ーにはカバノキ科やイネ科の花粉が最初の感作源となっている可能性が高い。ま

た、本研究において PPIase が大豆の新規アレルゲンとして同定された。PPIase

はピーナッツにおいてもアレルゲンとして同定されているタンパク質であり、近

年、花粉感作との関係が指摘されている (8)。感作頻度は低いものの、今後、花粉

との関連についても明らかになることが期待される。また、作製した Gly m 3 の

抗ウサギ血清は、様々な植物の種子タンパク質とも反応性を示す可能性が高い。

現在作製中の大豆 PPIase の抗ウサギ血清を含めて、これらのアレルゲンの検出

に広く使用できる可能性が示唆された。  

 

要約  

学童期以降の大豆アレルギーは花粉による感作が原因となることが多い。これま

で、PR-10 である Gly m 4 に対する報告が主であり、それ以外のアレルゲンに

対する感作について十分な報告がない。本研究では、Gly m４に加え、Gly m 3

にも比較的多くの患者が感作されることを示した。Gly m 3 と Gly m 4 のいずれ

かに感作されている患者は全体の約 89%であり、両アレルゲンに感作されてい

る患者も約 17%存在していた。また、新たに PPIase が大豆アレルゲンとなるこ

とが示唆された。さらに、それらの抗体を作製し、アレルゲンの検出が可能であ

ることを示した。  
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図 1. 主要大豆アレルゲンに対する感作プロファイル  

 

図 2.組み換え型大豆 PPIase

の精製  


