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北大水産嚢報
56(3). 55-59， 2∞5. 

シロサケ卵中に含まれる主要アレルゲンの探索

久 保友和1)・渡辺一彦2)・原 彰彦3)・清水 裕1)・佐伯宏樹4，5)

(2∞5年 8月29日受付， 2∞5年9月21日受理)

Identification of Major Allergen in Chum Salmon Roe 

Tomokazu KUBOl)， Kazuhiko WATANABE2)， Akihiko HARA31， 

Hiroshi S田MIZU4)and Hiroki SAE即州

Abstract 

Fish-roe-proteins were prepared from egg yolk of matured chum salmon (Oncorhynchus keta) and their 

reactivity against immunoglobulin E (IgE) in tish-roe-allergic patients' sera was investigated using immunoblotting 

and enzyme-linked immunosorbent assay. Ten patients' sera were markedly reacted with the salt-soluble fraction 

ofthe salmon roe protein. ParticularIy， a marked reaction was observed in a pair ofprotein subunits (18 kDa and 

20 kDa) with EVNA VK of the N-terminal sequence (1 -6)， which was coincided with a part of vitellogenin (the 

tish yolk precursor protein). These results indicate that the fragment of vitellogenin with oocyte growth would be 

one ofthe m勾orallergen of tish-roe-allergy 

Key words: Chum salmon， Roe， Vitellogenin， Allergy， Allergen 

背景・目的

現在日本では，食品アレルギーが大きな社会問題となっ

ている。平成 13-14年度の厚生労働省調査(海老津， 2∞4) 

によると，鶏卵や乳製品に次いで水産物に起因する食品ア

レルギーが多く報告されており，これは日本の食生活を反

映した特徴といえる。さらに近年，魚卵の摂食によるアレ

ルギー症例が多数確認されており(渡辺， 2∞12)，なかでも

シロサケの加工卵であるイクラは，アレルギー物質表示制

度における表示推奨品目に指定されている。しかしながら

これまで，魚卵中に含まれるアレルゲンタンパク質に関す

る情報はほとんどみあたらない。そこで本研究では，魚卵

を摂食してアレルギー症状を呈した患者血清を用いてシロ

サケ卵中に含まれる主要アレルゲンの探索を試みた。

材料および方法

魚卵

シロサケ (Oncorhynchuskeω)，ニジマス(Oncorhynchus 

1) 北海道大学水産学部実習工場
(Training Factory， Faculty 01 Fishe.府 's，Hokkaido University) 

2) 渡辺一彦小児科医院
(Watanabe Kazuhiko Pediatri，ヒClinic)

3) 北海道大学大学院水産科学研究院育種生物学講座

mykiss)，イトウ (Hucho戸rryi)，スケトウタゃラ(Theragra

cha/coramma )，アサパガレイ(Lepidopset.ωbilineaω)，ホッ

ケ (Pleorogrammusazonω)，カラフトシシャモ (MaUot凶

villosus)から卵黄形成途上の卵を採取し，冷却した O.l6M

NaClで洗浄後，直ちに-ω℃に貯蔵した。ニシン(Clu，戸 G

pallasu)とトビウオ(魚種不明)卵については，市場から

塩漬加工卵を購入した。なお本論文では，塩蔵したシロサ

ケ卵を「イクラ」と称し，生鮮卵と区別した。

試薬

後述するものを除いて和光純薬(株)あるいは関東化学

(株)製の特級を用いた。

ヒト血清

イクラの摂取によってさまざまなアレルギー症状を呈し

た IO名(1-26歳，男 7，女 3)とイクラを摂取しても過敏

症状をおこさない 4名の男性 (22-42歳)の血液から，遠心

分離によって血清画分を調製した (Table1)。同表には，

CAP-RAST (特異抗体検出法:ファルマシア社製)に

(Laboratory 01 Aquaculture Genetics and Genomics， Graduate School 01 Fishel加 Sciences，Hokkaido University) 
4) 北海道大学大学院水産科学研究院生物資源利用学講座
(Laboratory 01 Marine Products and Food Science， Graduate School 01 Fisheries Sciences， Hokkaido University) 

5) Corresponding author: saeki@tish.hokudai.ac.jp 
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Diagnostic information of human sera used in this study Table 1 
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*'， Determined by CAP-RAST(Pharmacia&U凶ohnInc.， Japan). 
ベAn:anaphylaxis; cUr: contact urticaria; OAS: oral allergy syndrome; Ur: 

urtlcana. 
ベDilutionrate of each samples in Western blotting and ELISA. 

上清を 0.5M NaCl (pH 8.0)に透析後， Sephadex G-75カ

ラム (φ30X7∞mm:Amersham-Bioscience)に供してホ

スビチン (PV)を精製した。ゲルろ過フラクションにおけ

るPVの検出は，無機リンの定量によっておこなった

(Gamst and Try， 1980)。

よって得た臨床的 RASTスコアを併記した。各血清は，

-ω℃以下で2ヶ月から 1年間貯蔵した後，解凍して直ち

に等容量の 0.2%アジ化ナトリウムを加えて 4Tで保管し，

実験に供した。

タンパク質組成の検討

タンパク質試料を 2%ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)，

2%2メルカプトエタノール， 8M尿素を含む 20mMTris-

HCl (pH 8β)に溶解し，沸騰水中で2分間加熱後， 12.5% 

分離ゲルを用いる SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動

(SDS-PAGE)分析 (Laemmli，1970)に供した。タンパク質

の染色には， 3.75%硝酸アルミニウムを含むコマシープリ

リアントブルーR250を用いたo

魚卵タンパク質の分画

魚、卵を解凍後， 5倍重量の 0.5M NaClを含む 20mM

Tris-HCl (pH 8.0)を加えてホモジナイズした後， 40，α)()g 

で30分間遠心分離し，この沈殿を不溶性画分 (1)として

回収した。次に遠心上清を 10倍量の蒸留水 (<SOC)に滴

下し，得られた沈殿を 15，側gで30分間遠心分離して塩溶

性画分 (S)とした。さらに，この遠心上清から浮上油層を

除去後，冷却蒸留水中で充分に透析処理し， 15，側gで30

分間の遠心分離によって得た上清を水溶性画分 (W)とし

た。
患者血清と各種タンパク質の反応

塩溶性タンパク質画分からのリポピテリン，s'-コン

ポーネン卜およびホスビチンの精製
ウエスタンプロッティングと ELISA(enzyme-linked 

immunosorbent assay)を併用して，イクラアレルギー患者

血清中に含まれる魚卵タンパク質に反応する特異抗体

(lmmunoglobulin E: IgE)を検出した。各患者血清は， 150 

mM NaClを含む 20mM  Tris-HCl (pH 7.5)で 5-4∞倍に

希釈してから実験に供した (Table1)。

ウエスタン・ブロッティング:SDS-PAGE後のゲル中

タンパク質成分を，セミドライブロッティング装置によっ

てPVDF(polyvinylidene difluoride)膜に転写し，続いて

3%カゼインと 150mMNaClを含む 20mM  Tris-HCl (pH 

7.5)で 10分間ブロッキングした後，膜に転写されたタン

- 56 

0.5 M NaClを含む 20mMTris-HCl (pH 8β)に溶解した

シロサケ卵の塩溶性画分 (S)に67%飽和硫安を添加し，

40，1側 gで30分間遠心分離して沈殿画分を得た。これを

0.5 M NaCl (pH 8.0)に透析して硫安を除去後， Sephacryl S 

3∞HRカラム(.t16X“ゆmm:Amersham-Bioscience)に

供してリポビテリン (Lv)，と Fーコンポーネント (β'-c)を

それぞれ精製した(Hiramatsuand Hara， 1996)。溶出成分は

280nmの紫外部吸収を用いて検知し， Lowry法によってタ

ンパク質を定量した。続いて上述の硫安分画における遠心
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パク質成分と ヒト血清 (Table1)を4
0

Cで 18時間反応さ

せた.次にこの膜を 0.05%Tw田 n20と150mM NaCI (pH 

7.5)で2回，さらに 150mMト，aCI(pH 7.5)で l回それぞ

れ洗浄後，ペルオキシダーゼ修飾ヤギ抗ウサギ IgG (Bio 

Rad製:5側 倍希釈)と室温で 3時間反応させた。最後に

転写膜を上記と同様の方法で洗浄後， ECLウエスタン ・プ

ロッティング検出システム (Amersham-Bioscience製)に

供して，血清中の IgEと反応したタンパク質成分を検出し

た。

ELlSA 試料タンパク質溶液をポリスチレン製 96穴マ

イクロプレート (イワキ社製，3801-096)の各ウェルに加

えた後， 4
0

Cで一晩保持して固相化した。続いて，1%牛血

清アルブミン (BSA)あるいは 3%カゼイン (Merck社製)

でプロッキングをおこなった後，ヒト血清を加えて 3TCで

l時間反応させた。この患者血清中の IgEと固相化したタ

ンパク質抗原との反応性を，標識抗体としてぺルオキシ

ダーゼ修飾ウサギ抗ヒト IgE(DAKO社製 25∞倍希釈)

を用いて検討した。反応の強さは，。ーフェニレンジアミン

0.015%過酸化水素反応系によ って各ウエルを発色させた

後，492 nmにおける吸光度を測定して検討した。

結 果

シロサケ成重綱Hに含まれるタンノfク質成分

シロサケ卵に含まれるタンパク質を S，W， 1の各画分に

分画し，これらの画分中に含まれるタンパク質を SDS-

PAGE分析に供したところ (Fig.1)， S画分の主成分とし

て Lv(重鎖と軽鎖)， β'-cおよび PVがそれぞれ観察でき

た。一方 W 函分には，S画分と同様に β'-cとLvの他，35 

kDaの成分とその他複数の成分が観察できた。また I画分

には，主成分として 45→ 50kDaの2種類の成分が見いださ

れた。

(kDa) 

LvHC 

94 

43 

30 

LvLC 
20.1 
s'-c 

ProteIn fractions Purified proteins 
from Fraction S 

S W I Lv s'-c向

Fig. 1. SDS-PAGE patterns of chum salmon roe proteins 
S: salt-soluble fraction; W : water-soluble fraction; 
J: insoluble fraction. LvHC: JypoviteJJin heavy 
chain; LvLC: lypoviteJlin Jight chain;β'ーc β
component; Pv: phosvitin 
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イクラアレルギー患者の血清と各タンパク質画分の反

応性

シロサケ卵の主要アレルゲンを明らかにするため， S，W， 

lの各タンパク質画分をウエスタンプロッティングに供

し，続いてヒト血清中の IgEとの反応性を検討した。まず，

イクラを摂取しでもアレルギ一反応を呈さない健康人血清

(5倍希釈)を各タンパク質画分と反応させても，シグナル

は全く観察されなかった(結果は図示しない)。一方 Fig.2

に示すように，イクラアレルギーと診断された 8名の患者

血清では，複数の魚卵タンパク質成分との反応を示すシグ

ナルが確認でき，特に S画分と W画分のこ成分 (18kDa 

と20kDa)の聞に明瞭な反応が観察された。これら二成分

は電気泳動上で精製標品の β'-cと同じ移動度を示してお

り，さらに N末端アミノ酸配列の 6残基分は EVNAVKで

あった。この配列は，サクラマスやニジマスの β'-cと同一

配列 (Hiramatsuet al.， 2∞2)であった。これらの結果から，

Fig.2において患者血清と強く反応した成分は β'-cと判

断した。さらに PIとP3では Lv重鎖に対する反応が，ま

た P4，P7， P8では W 画分の複数成分との反応が，さらに

P4では画分中の主要成分 (45kDa)に対する反応が観

察された。

Fig.2によると，患者血清は共通して S画分中の成分と

明瞭な反応を示していた。そこで 10名のイ クラアレルギー

患者の血清 (PトPIO)と4名の対照血清 (CI-C4)の S函

分に対する反応性を，ELlSAによって比較検討した。結果

を Fig.3に示すが，対照血清は全く反応性を示さなかった

のに対して，すべての患者血清が S画分と強く反応した。

そして血清希釈倍率を考慮して比較すると，RASTスコア

の高い PI，P3， P8， PIOは，S画分と強く反応していること

が確認できた。 Fig.2とFig.3の結果は，魚、卵アレルギー患

LvHC 

LvLC 

s'-c刷

LvHC 

LvLC 

s'-c 

Protein 
Fractions P1 P3 P4 P5 

SWI SWI SWI SWI SWI 
Protein 
Fractions P6 P7 P6 

SWI SWI SWI SWI SWI 

Fig. 2. Reactivity of egg yoJk proteins to saJmon-roe-
aJJergic patients' sera 
S: sa¥t-soluble fraction; W : water-soJubJe fraction; 
J: insoJuble fraction. LvHC: JypoviteJJin heavy 
chain; LvLC: Iypovitellin Iight chain;β'ーcβ

component; Pv: phosvitin 
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Fig.3. Immunoreactivity of salmon-roe-aliergic patients' 

sera to salt soluble yolk proteins by ELlSA 

o 

者の血清中には，s画分に含まれるタンパク質に対する特

異 IgEが共通して存在する可能性を示している。

イクラアレルギー患者の血清と塩溶性タンパク質函分

の反応性

血清 PIと反応させた Fig.5によると，PI血清中の特異

IgEは，シロサケだけでなくニジマス，イトウおよびスケト

ウ夕、ラの s'-cとの問でも強く反応した。さらに，極めてわ

ずかではあるが，カラフトシシャモとトビウオについても

反応するタンパク質成分が観察された。この結果は，魚類

β'-c間に免疫学的交差性が存在する可能性を示している。

肝臓で合成される卵黄タンパク質前駆物質ビテロジェ

ニン(血液中に存在するメス特異タンパク質)は，血流を

介して卵中に取り込まれた後，特異的に分解して卵黄タン

パク質 (Lv，β'-c， Pv)となることが知られている (Hi

ramatsu and Hara， (996)。本研究では，供試した 10名すべ

てのイクラアレルギー患者血清中に，β'-cと特異的に反応

する IgEの存在を確認した (Fig.4)。また一部の患者では，

Lv重鎖や卵膜タンパク質が含まれる I函分との反応性も

観察されたが，これらに比べて β'-cに対する反応性が著し

く高いことが確認できた。これらの結果と魚卵全タンパク

質に占める卵黄タンパク質の量比から判断すると，β'-cが

シロサケ卵の主要アレルゲンであるものと恩われる。

Makinen-Kilj叩 enraら (2∞3)は，ニジマス卵でアレル

ギーを発症した患者にニジマス筋肉抽出物を投与しても過

敏反応が現れないことを，プリックテストによって確認し

た。魚類アレルギーの主要アレルゲンはパルプアルブミン

とコラーゲンであるが，これらのタンパク質は β'-cと免疫

学的交差性がないと思われるので，魚、卵アレルギーは，基

本的に魚類アレルギーとは異なる症例として取り扱われる

べきである。しかし，β'-cの前駆物質であるビテロゲニン

要吏
Z ミ考

本来β'-cは卵中で Lvや PVとともに S画分に存在して

いる (原，(989)。そこでこれら三成分を精製後，Fig.3と

同様に ELlSAに供した。その結果，Fig. 4に示すように，す

べての患者血清において β'-cと特異的に反応する IgEの

存在が確認でき，その反応性は PIとP3で観察された Lv

との反応性よりも極めて強いものであった。一方，いずれ

の血清でも PVに対する特異 JgEの存在は明瞭に確認でき

なかった。 Fig.4および前述の Fig.2の結果は，s'-cがシロ

サケ成熟卵の主要アレルゲンであることを強く示唆してい

る。

魚卵アレルギーの免疫学的交差性に関する検討

9種の魚類から調製した魚、卵タンパク質 S画分を，患者

- 58ー
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Fig.4. Immunoreactivity of salmon-roe-aliergic patients' 

sera to proteins in salt soluble fraction by ELlSA 
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が魚類肝臓で合成され，血液中を経て卵黄に蓄積される事

実から，卵黄タンパク質に抗体を持つヒトは，魚肉の喫食

形態によっては血中ビテロジェニンを介したアレルギーを

発症する可能性が否定できない。これについては，ヲ|き続

いて検証が必要である。

本研究によると，イクラ患者血清中の β'-cに対する特異

IgEは，シロザケだけでなくイトウとニジマスなどのサケ

科魚類，さらにはスケトウダラの β'-cと明瞭な免疫学的反

応を示した。これらの結果は魚類聞における β'-cの免疫学

的交差性の存在を示すものであり，より多くのイクラアレ

ルギー患者血清を用いた検討が必要である。また本研究で

用いた 7魚種のタンパク質試料は未調理の魚卵から精製し

たものであるが，今後は，塩漬処理や脂質の酸化に伴う過

酸化物の影響や修飾反応の影響が魚卵タンパク質のアレル

ゲン性におよぽす影響を検討する必要がある。
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