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通電処理による牛乳アレルゲン活性低減化に関連する

蛋白高次構造の研究　　　　　　　　　　　　　　　

1.　は じ め に

牛乳は乳幼児にとって基本となる栄養源である

が，そのアレルゲン活性は高く，わが国の食物

アレルギーの原因食品としては２番目に多く報告

される。また食物蛋白誘発性小腸結腸炎や好酸球

性胃腸炎の原因にもなっている。これら患者には

従来から加水分解ミルクが供与されているが，用

いるブタ膵臓ないし微生物由来蛋白分解酵素の

混入は避けられず，乳児への長期飲用は好ましく

ない。さらには食品としての風味もなくなってい

る。そこで申請者らは酵素などの異物を添加して

化学的反応を行うのではなく，物理的方法によっ

て乳成分の免疫原性低減化を得るための広範な研

究を行ってきた。その結果，牛乳蛋白の中でも最

もアレルゲン活性が強いβ－ラクトグロブリンに

通電処理を行うと，その陰極側においてアレルゲ

ン活性が著しく減弱化することを発見した（特願

2005-020909,PCT/JP2006/301291）。ここでの研

究目的は，このアレルゲン活性減弱化の機序を生

化学的に解析することにある。この研究は電気エ

ネルギーを用いた食品加工という画期的着想に基

づいており，発展させることで，医療に限らず，

わが国に新規産業を形成する可能性を与えると考

える。

2.　実 験 方 法

2. 1　β－ラクトグロブリン蛋白への通電

β－ラクトグロブリン蛋白への通電は，次の
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ようにして行った。長さ300mm，口径30mmのガ

ラス管を２本用意し，中央部を長さ40mm，口径

25mmのガラス管で連結してＨ型とし，台座に設

置した。左右二本の管口の下方は各々白金電極

板および液体採取用ガラスコックを装着したゴム

で栓をした。この装置に１％β－ラクトグロブリ

ン蛋白溶解液250m を満たし，１％になるように

食塩を加えた。二本の白金電極を直列に接続した

回路にして通電した。１％β－ラクトグロブリン

蛋白溶解液に電圧80V前後で通電した場合の至適

電流値は0.6A，電気抵抗は約130オームであった。

この条件で10分間，全電気エネルギー約28.8キロ

ジュールまで通電した。通電中はペーパータオ

ルでガラス管を包み，冷水を常時浸して溶解液を

55℃以下に保った。試料は管口下方にある液体採

取用ガラスコックをひねり50m 採取し蛋白分析

に用いた。なおアレルゲン活性評価には，さらに

20分間通電し，全電気エネルギー90キロジュール

まで印加して用いた。写真１にβ－ラクトグロブ

リン蛋白へ通電中の装置の全体写真を示す。

2. 2　皮膚プリックテスト

β－ラクトグロブリン蛋白のアレルゲン活性

の評価は牛乳アレルギー患者に対する皮膚アレ

ルギー反応で行った。この検査実施に当たって

は，熊本大学倫理委員会の臨床研究に関する審査

を受けている。熊本大学附属病院発達小児科ア

レルギー外来を受診した牛乳アレルギー患者の中

から，患者本人ないし患者両親に研究内容等につ

いてよく説明し，同意を得て検査を施行した。β
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－ラクトグロブリン蛋白溶解液，それに通電して

陽極側，陰極側で採取された溶液，さらには陰性

反応対照として生理食塩液，陽性反応対照として

ヒスタミン1,000倍液を用いた。各々を前腕内側

皮膚に20μ 滴下して，小児用プリック針（米国

リンコリン社製）で穿刺し，20分後に表面に出現

する膨疹の最大直径を測定した。写真２に，牛乳

アレルギー患者の前腕内側皮膚面で生じたアレル

ギー反応の典型例を示す。（－）と皮膚に描記し

た陰極側採取液に対する反応が，（βLG）と皮膚

に描記した処理を加える前の液，あるいは（＋）

と描記した陽極側採取液に対する反応に比べ，著

しく減弱していることが分かる。

2. 3　SDS-PAGE，ゲル濾過クロマトグラ

フィー，ペプチドマッピング

β－ラクトグロブリンに生じる分子量の変化を

SDS-PAGEによって調べた。各溶液に還元作用を

もつ緩衝液（１％2ME，１％SDS，10％グリセ

ロール，BPB，100mM Tris-HCl　pH6.8）を加え，

蛋白濃度をそろえてSDS-PAGEに供した。泳動

後の染色はクマシーブリリアントブルー（CBB）

により行った。また陰極側採取液での分子量の変

化を非変性状態で観察するため，ゲル濾過クロマ

トグラフィーを行った。ゲル濾過クロマトグラ

フィーは，GEヘルスケア社のSuperdex200を用

い，カラムを150mM NaClを含む20mM Tris-HCl

（pH8.0）で平衡化した。

通電前のβ－ラクトグロブリンおよび陰極側採

取液からゲル濾過クロマトグラフィーによって

得られた画分のペプチドマッピングを行った。高

純度の蛋白を得るため陰イオン交換クロマトグラ

フィーで精製した。精製条件は，50mM　NaCl

を含む20mM　Tris-HCl（pH8.0）で平衡化した

ResouceQ（GEヘルスケア）に試料を添加した後，

20分間かけてNaCl濃度を500mMまで直線的に上

昇させた。変性剤および還元剤非存在下で蛋白に

リジルエンドペプチターゼを反応させ，反応液中

の蛋白をペプチドに分解した。反応液中のペプチ

ドを逆相クロマトグラフィー（YMC　AP-202　

C8）に吸着させ，アセトニトリルの直線濃度勾

配（0.1％　TFAを含むアセトニトリルを60分間

かけて０％から60％まで上昇）により疎水性の低

いペプチドから順にカラムから遊離させることに

よってペプチドを単離し，クロマトグラム（ペプ

チドマップ）を得た。

2. 4　二次元電気泳動

β－ラクトグロブリンに生じる分子量の変化を

二次元電気泳動法でも調べた。各々のβ－ラク

トグロブリン溶液を脱塩し，還元作用をもたない

写真１　電気分解装置

写真２　皮膚プリックテスト結果
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溶媒（７M 尿素，２M チオ尿素，２％ CHAPS）

を加えて２mg/m  の蛋白濃度にした。その

200m を等電点電気泳動ゲル pI３－10に添加し，

35,000Vhになるまで等電点電気泳動を行った。そ

の後引き続いてポリアクリルアミドゲル電気泳動

法を定電圧200V，60分間行った。染色はクマシー

ブリリアントブルーを用いた。

一方，各々のβ－ラクトグロブリン溶液に緩

衝液（７M 尿素，２M チオ尿素，２％ CHAPS，

40mM Tris）を加え，５mM TBPおよび10mM 

アクリルアミドを用いて室温で90分間還元/アル

キル化も行った。その後，９倍量（容量）のアセ

トンを加え室温で１時間蛋白を沈殿させ，アセト

ンを除去後溶媒（７M 尿素，２M チオ尿素，２％ 

CHAPS）を加えて2mg/m  の蛋白濃度にし，同

様に施行した。

2. 5　マトリックス支援レーザー脱離イオン化

飛行時間質量分析

各々のβ－ラクトグロブリン溶液の還元/アル

キル化実施後の二次元電気泳動像から単量体およ

び多量体のスポットを切り出し，そこにトリプシ

ン溶液を直接添加してゲル内での酵素消化を37℃

で一晩行った。ゲルから消化されたペプチドを

抽出し，マトリックス支援レーザー脱離イオン化

飛行時間質量分析法を用いて，ペプチドの解析を

行った。マトリックスはCHCAを用い，レーザー

は波長337nmの窒素レーザーを使用して正イオン

モードで測定を行った。

3.　結果と考察

3. 1　SDS-PASGE

通電前のβ̶ラクトグロブリン溶液に，還元作

用をもつ緩衝液（１％２ME，１％SDS，10％ グ

リセロール，BPB，100mM Tris-HCl　pH6.8）を

加えてSDS-PAGE行うと18Kの単一蛋白として検

出された。10分間通電処理を行い，陽極側で採取

図１　通電によるβ－ラクトグロブリン蛋白分子量の変化
（１：分子量マーカー，２：通電前のβ－ラクトグロブリン，
３：通電10分後の陰極側採取液，４：同10分後の陽極側採取液）

した溶液にも通電前と同様な18K蛋白のみが検出

された。しかしながら陰極側採取液を用いた分析

では35K蛋白と16K蛋白の２つが観察された。陰

極側の蛋白質組成は特徴的であることが分かった

（図１）。

3. 2　ゲル濾過クロマトグラフィー

分子量の変化を非変性状態で観察するため，

ゲル濾過クロマトグラフィーを行った。ゲル濾

過クロマトグラフィーは，GEヘルスケア社の

Superdex200を用い，カラムを150mM NaClを含

む20mM Tris-HCl（pH8.0）で平衡化した。

通電前のβ－ラクトグロブリン溶液を分析する

と34Kの単一蛋白として検出された。還元状態下

のSDS-PAGEでは18Kの蛋白として検出されたこ

とから，天然状態においては，β̶ラクトグロブ

リンはジスルフィド結合を介した２量体として存

在していることが明らかとなった（図２a）。

陰性側採取液に対しても，同様に変性処理を行

わずゲル濾過クロマトグラフィーを行ったとこ

ろ，70Kおよび34Kと思われる蛋白が溶出された。

ここで得られた画分を各々SDS-PAGEに供したと

ころ，各々35Kと16Kの蛋白から形成されている

ことが分かった（図２b）。つまり陰性側採取液




