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第 1 章 序論 
  

食物アレルギーは「食物によって引き起こされる抗原特異的な免疫学的機序を介して生

体にとって不利益な症状が惹起される現象」と定義されており（Boyce ら, 2011）、Ⅰ型ア

レルギーに分類される（Gell と Coombs, 1963）。日本における食物アレルギーの主要な原

因食品は、鶏卵、木の実類、牛乳、小麦、落花生、甲殻類（エビやカニなど）、およびそば

があげられる（杉崎ら, 2025）。その中で、鶏卵アレルギーは患者全体の中で最も多い 26.7%

を占め、特に乳幼児に多くみられる食物アレルギーである（杉崎ら, 2025）。 

 鶏卵の主要アレルゲンには、オボアルブミン（Ovalbumin、OVA）、リゾチーム（Lysozyme、

LY）、オボトランスフェリン（Ovotransferrin、OT）、およびオボムコイド（Ovomucoid、

OM）があげられ、そのほとんどが卵白に存在する（Hoffman, 1983; Langeland, 1983;  

Holen と Elsayed, 1990）。OVA は卵白タンパク質の約 54%を占め、385 個のアミノ酸から

構成される分子量 45000 のタンパク質であり、1 本の糖鎖を含んでいる。また、1 分子あた

り SS 結合 1 つと遊離 SH 基を 4 つ含んでおり、この遊離 SH 基は卵白タンパク質で唯一

OVA のみが持っている。SS 結合が 1 つであるため加熱による熱変性を受けやすいことに

加え、遊離 SH 基同士が結合するなどの要因によって凝集しやすい特性を持つ。LY は卵白

タンパク質の約 3.4%を占め、129 個のアミノ酸から構成される分子量 14300 のタンパク質

であり、OT は卵白タンパク質の約 12%を占め、686 個のアミノ酸から構成される分子量

77800 のタンパク質である。この LY と OT は、OVA と同様に加熱による熱変性を受けや

すい特性を持つ。そして OM は、卵白タンパク質の約 11%を占め、186 個のアミノ酸から

構成される分子量 28000 のタンパク質であり、4～5 本の糖鎖を含んでいる。さらに、遊離

SH 基は存在しないが 1 分子内に 9 つの SS 結合が存在し、分子は 3 つのドメインを形成し

ている。OM は前述のような独特な分子構造を持つため、OVA、LY、および OT と比較し

て、熱処理や化学処理に対する安定性が極めて高い。そのため、OM は他の鶏卵主要アレル

ゲンとは異なり、熱処理により凝集しない特性を持つ（大津ら, 2024）。さらに、OM は鶏

卵アレルゲンの中で、最もアレルゲン性が高いとされている（Bernhisel-Broadbent ら, 

1994; Urisu ら, 1997）。Urisu ら（1997）は、凍結乾燥卵白、加熱卵白、および OM 除去

加熱卵白を用いた経口負荷試験を行い、凍結乾燥卵白および加熱卵白に陽性反応を示した

被験者の約 95%が OM 除去加熱卵白に対して陰性反応を示し、OM のアレルゲン性が高い

ことを報告している。 



2 
 

OM は IgE 抗体が認識するエピトープ部位の解析も進んでおり、多くのエピトープが報

告されている（Cooke と Sampson, 1997; Holen ら, 2001; Mine と Zhang, 2002; Jarvinen

ら, 2007; Botas ら, 2013）。Cooke と Sampson（1997）は、10 残基重複する 12 残基のペ

プチドを用いたエピトープマッピングを行い、ドメインⅠ、ドメインⅡ、およびドメインⅢ

において IgE 抗体が結合したことを報告しており、OM は全体的に幅広く IgE エピトープ

部位が存在することが明らかとなっている。 

タンパク質は、熱変性によって官能基が露出した場合、そこに様々な化合物が結合する。

その中で、SH-SS 交換反応は、タンパク質間で SS 結合を形成し、タンパク質の凝集と不溶

化をもたらす。しかし、OM は先述の通り特有の構造を持ち、熱に耐性があるため、鶏卵を

加熱しても塩溶性を保持している（Jainxin ら, 1986; 小澤と加藤, 2002; Nowak-Wegrzyn

と Fiocchi, 2009; 大津ら , 2024）。小澤と加藤（ 2002）は、阻害 enzyme-linked 

immunosorbent assay（ELISA）を用いて加工卵製品中の塩溶性 OM 量を比較し、生卵と

加熱卵（オムレツやスクランブルエッグなど）では同程度の量が確認され、小麦粉を用いた

ベイクドエッグでは生卵や加熱卵より減少したことを報告している。また、このベイクドエ

ッグ中のタンパク質の溶解性と組成を sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 

electrophoresis（SDS-PAGE）およびイムノブロットで解析したところ、不溶性画分に OM

が検出されたことも報告されている（Kato ら, 2001; Shin ら, 2013）。このように、鶏卵単

体での加熱で不溶化しない OM も、小麦粉とともに混捏・焼成したベイクドエッグ中では

不溶化していることが示された。また、このベイクドエッグは、低アレルゲン化しているこ

とが報告されている（Lemon-Mulé ら, 2008; Lieberman ら, 2012）。Lieberman ら（2012）

は、生卵やゆで卵に対してアレルギー症状を呈し鶏卵アレルギーと診断された患者 100 名

を対象に、ベイクドエッグであるマフィンを用いた経口負荷試験を行い、約 70%の患者が

アレルギー症状を誘発せずに摂取可能であることを報告した。先行研究において、OM の性

状（立体構造や溶解性）が変化することで症状誘発に違いが生じることは報告されているが、

その機序については明らかにされておらず、低アレルゲン化製品の製造に役立てるには、こ

の機序を解明する必要がある。 

また、食物アレルギーの治療法の 1 つとして、経口免疫療法（Oral immunotherapy、

OIT）が用いられている。OIT は、「自然経過では早期に耐性獲得が期待できない症例に対

して、事前の食物経口負荷試験で症状誘発閾値を確認した後に原因食物を医師の指導のも

とで継続的に経口摂取させ、脱感作状態や持続的無反応の状態とした上で、究極的には耐性
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獲得を目指す治療」と定義されている（日本小児アレルギー学会, 2021）。この OIT は食物

アレルゲンの摂取を通じて耐性を獲得していく治療法であるが、アレルゲン摂取によるア

レルギー症状誘発のリスクが高いため、日本食物アレルギー診療ガイドラインでは一般的

な治療法として推奨されていない。実際に、乾燥卵白粉末、ゆで卵、およびスクランブルエ

ッグを用いた OIT が実施されており、鶏卵アレルギー患者の一部で耐性獲得が達成された

一方で、治療中にアレルギー症状が誘発され（アナフィラキシーを含む）、アドレナリン注

射が投与されたという報告もある（Sugimoto ら, 2016; Itoh-Nagato ら, 2018; Sasamoto ら, 

2022）。したがって、OIT は鶏卵アレルギー患者に対して治療効果を示しているが、アナフ

ィラキシーなどのアレルギー症状を誘発するリスクを伴う治療法である。しかし、OIT に

アレルゲン性が低下したベイクドエッグを用いることで、アレルギー症状誘発リスクを低

減した治療の実施が期待できる。 

本研究では、in vitro および in vivo 試験での性状が異なる OM の消化・吸収性の解析を

行い、アレルギー症状誘発との関連性を検討した。また、in vivo 試験におけるベイクドエ

ッグの OIT への有効性についても検討した。  
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第 2 章 性状変化オボムコイドの消化性解析（in vitro） 
 

2.1 目的 

鶏卵アレルギー患者は、一般的に生卵やゆで卵を摂取した際にアレルギー症状が誘発さ

れる。しかし、鶏卵アレルギー患者に対して、ベイクドエッグであるマフィンまたはワッフ

ルを用いた経口負荷試験（2 時間おきに連続摂取）を実施した結果、70%の患者がアレルギ

ー症状を誘発しなかったことが報告されている（Lemon-Mulé ら, 2008）。さらにこのベイ

クドエッグは、鶏卵の主要アレルゲンである OM が不溶化しており、生卵やゆで卵とアレ

ルゲンの性状が異なることが分かっている（Kato ら, 2001; Shin ら, 2013）。OM の性状の

変化によって、アレルギー症状の誘発に影響を与えている可能性が考えられるが、この機序

の詳細は明らかにされていない。この機序の仮説として、性状が変化した OM は消化・吸

収性も変化することで、その後のアレルギー症状誘発に影響を与えていると考えた。 

Jiménez-Saiz ら（2011）は、精製した OM と加熱した OM を消化処理し、その後の抗体

結合能を ELISA にて評価したが、精製した OM と加熱した OM の IgG 抗体の結合能は変

化しないことを報告している。また Takagi ら（2005）は、ペプシン消化後の OM のヒト

IgE 抗体結合能をイムノブロットにより評価したが、分解断片に反応を示し分解後も IgE

エピトープが残存していることを報告した。このように、精製した OM と加熱した OM は、

消化後も抗体が認識するエピトープが残存する。一方で、小麦タンパク質と相互作用し不溶

化した OM の消化性は明らかではない。本研究では、この不溶化した OM は小麦タンパク

質とともに大きな凝集体を形成しているために、消化酵素による影響を受けにくく、不溶化

した状態で排泄されると仮説を立てた。そのため、吸収量が少なくなり、アレルギー症状を

誘発しにくいと考えられる。 

そこで本章では、機序解明の第一段階として in vitro での消化性の解析（単一酵素による

消化および胃・小腸モデル消化）を行い、性状が異なる OM の消化性を明らかにすること

を目的とした。 
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2.2 方法 

2.2.1 材料 

OM は本研究室で精製したものを使用し（手順は方法の OM の分離精製に記載）、小麦粉

は市販の強力粉（日清製粉ウェルナ株式会社）を使用した。 

本研究に用いたペプシン（E.C.3.4.23.1、ブタ胃由来、2500 units/mg）、トリプシン

（E.C.3.4.21.4、ブタ膵臓由来、4907 units/mg）、α-キモトリプシン（E.C.3.4.21.1、ウシ

膵臓由来、1000 units/mg）、α-アミラーゼ（E.C.3.2.1.1、300 units/mg）、リパーゼ

（E.C.3.1.1.3）は富士フイルム和光純薬株式会社より購入した。 

未変性の OM の構造的エピトープを認識する anti-OM 5C mouse IgG monoclonal 

antibody（anti-OM 5C）、熱変性した OM の連続性エピトープを認識する anti-OM 6H 

mouse IgG monoclonal antibody（anti-OM 6H）、未変性の OM および熱変性した OM ど

ちらも認識する biotin-linked anti-OM 7D mouse IgG monoclonal antibody（biotin-linked 

anti-OM 7D）は、株式会社森永生科学研究所より供与していただいた（Hirose ら, 2004; 

Hirose ら, 2005）。Horseradish peroxidase（HRP）-linked anti-rabbit IgG (Goat) antibody

は Bethyl Laboratories（Montgomery、TX、USA）より購入した。Peroxidase（POD）-

conjugate streptavidin は Sigma-Aldrich（St. Louis、USA）より購入した。また、精製し

た OM を用いて anti-OM rabbit IgG polyclonal antibody（anti-OM IgG poly）の作製をコ

スモ・バイオ株式会社に外注した。 

 

2.2.2 OM の分離精製 

OM は Fredericq と Deutsch（1949）の方法を一部改良し、市販の鶏卵から分離精製し

た。市販の鶏卵を卵白と卵黄に分離した後、卵白を濾し器で 3 回濾した。その後、卵白 500 

mL に 1 N 硫酸を加え pH 3.5 に調整した。pH 3.5 に調整後、同量の 10% トリクロロ酢酸

を撹拌しながら滴下した。その後、遠心分離（9100×g、4℃、10 分）し、上清を回収した。

回収した上清は、6 N 水酸化ナトリウムで pH 6.0 に調整した。その後、2 倍量の 95% エ

タノールを撹拌しながら加え、2 時間以上静置した。静置後、上清は破棄し、残渣は純水 250 

mL に溶解した。溶解後のタンパク質溶液は 3 日以上純水で透析した。透析後、遠心分離

（9100×g、4℃、10 分）し上清を回収し、凍結乾燥させたものを精製 OM とした。 

 

2.2.3 性状の異なる OM 試料の作製 
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試料は Fig. 1 のように作製した。精製 OM を純水で 1 mg/mL に溶解後、沸騰水中で 60

分間加熱処理したものを加熱試料とした（加熱 OM）。OM の構造（変性状態）は、サンド

イッチ ELISA にて確認した。また、精製 OM、小麦粉、および純水を 1：2：1（w/w）の

割合で 20 分間混捏し、180℃で 7 分間オーブンにて焼成後、凍結乾燥させ粉末化したもの

を焼成試料とした（焼成 OM）。また、混捏まで行い焼成していないものを未焼成試料とし

た（未焼成 OM）。この未焼成および焼成試料中の OM の溶解性は、SDS-PAGE およびイ

ムノブロットにて確認し、焼成前後で比較した。 

消化実験にあたっては実験条件を揃えるため、精製 OM および加熱 OM にも焼成した小

麦粉を 1：2（w/w）の割合となるように加えた。焼成した小麦粉は、小麦粉と純水を 2：1

（w/w）の割合で 20 分間混捏し、180℃で 7 分間オーブンにて焼成後、凍結乾燥させ粉末

化することで作製した。 

  

Fig. 1. Preparation of digested samples.  
Baked wheat flour was prepared by kneading for 20 minutes and baking in oven (180℃, 

7min). Purified OM and heated OM were prepared by mixing each OM with baked wheat 
flour. Non-baked OM was prepared by kneading purified OM and wheat flour for 20 
minutes. Baked OM was prepared by kneading purified OM and wheat flour and baking 
in oven (180℃, 7min). 
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2.2.4 サンドイッチ ELISA 

先行研究（Hirose ら, 2004）を参考に、96 穴マイクロプレート（Nunc-Immuno Plate、

Thermo Fisher Scientific、Roskilde、Denmark）に anti-OM 5C または anti-OM 6H（そ

れぞれ phosphate-buffered saline（PBS）で 2 µg/mL に調整）を各ウェルに 100 µL 加え、

4℃で一晩固相化した。PBS に 0.05% Tween20 を含む溶液（PBST）にて 3 回洗浄後、1% 

bovine serum albumin（BSA）を含む PBST（1% BSA/PBST）を各ウェルに 200 µL 加え、

室温で 1 時間静置した。静置後、精製 OM または加熱 OM を各ウェルに 100 µL 加え、37℃

で 1 時間反応させた。PBST で 3 回洗浄後、biotin-linked anti-OM 7D（1% BSA/PBST で

0.4 µg/mL に調整）を各ウェルに 100 µL 加え、37℃で 1 時間反応させた。PBST で 3 回洗

浄後、POD-conjugate streptavidin（1% BSA/PBST で 5000 倍希釈）を各ウェルに 100 µL

加え、37℃で 1 時間反応させた。PBST で 2 回、次いで PBS で 2 回洗浄後、3,3',5,5'-

tetramethylbenzidine（TMB、SeraCare Life Sciences Inc.、Milford、USA）を各ウェル

に 100 µL 加え発色させた。発色後 1 N 塩酸を各ウェルに 100 µL 加え反応を停止した。そ

の後、Microplate reader MTP-650FA（コロナ電気株式会社）を用いて 450 nm の吸光度を

測定した。 

 

2.2.5 阻害 ELISA 

PBS で 1 mg/mL から 6 段階 10 倍希釈した精製 OM または加熱 OM に、anti-OM IgG 

poly（1% BSA/PBST で 50000 倍希釈）を同量加えて混合し、4℃で一晩反応させた。同時

に、96 穴マイクロプレートに、精製 OM（PBS で 10µg/mL に調整）を各ウェルに 100 µL

加え、4℃で一晩固相化した。プレートを PBST で 3 回洗浄後、1% BSA/PBST を各ウェル

に 200 µL 加え、室温で 1 時間静置した。その後、一晩精製 OM または加熱 OM と反応さ

せた anti-OM IgG poly を各ウェルに 100 µL 加え、37℃で 1 時間反応させた。PBST で 3

回洗浄後、HRP-linked anti-rabbit IgG (Goat) antibody（1% BSA/PBST で 50000 倍希釈）

を各ウェルに 100 µL 加え、37℃で 1 時間反応させた。PBST で 2 回、次いで PBS で 2 回

洗浄後、TMB を各ウェルに 100 µL 加え発色させた。発色後 1 N 塩酸を各ウェルに 100 µL

加え反応を停止した。その後、Microplate reader MTP-650FA を用いて 450 nm の吸光度

を測定した。 

 

2.2.6 タンパク質の抽出 
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タンパク質の抽出は、Naito ら（2020）の方法を一部変更して行った。理論値で OM 10 

mg に相当する試料を量り取り、PBS を 10 mL 加え 4℃で一晩振とうした。遠心分離（9100

×g、4℃、10 分）後上清を回収し、残渣に PBS を 10 mL 加え、1 時間振とうした。この

1 時間振とうの抽出は 2 回繰り返した。その後、残渣に 4% SDS および 6 mol/L 尿素を含

む tris (hydroxymethyl) aminomethane（Tris）-HCl（pH 6.8）溶液（SDS+urea 溶液）を

加え、PBS と同様に抽出を 3 回行った。その後、残渣に SDS+urea 溶液に 5% 2-

mercaptoethanol（2-ME）を含む溶液（2-ME 溶液）を加え、同様の操作を行った。 

PBS では塩溶性タンパク質を抽出し、SDS+urea 溶液および 2-ME 溶液では不溶性タン

パク質を抽出した。得られた上清は抽出液ごとに 10 mL に調整した。 

 

2.2.7 単一酵素による消化 

先行研究による消化実験の条件（Yamada ら, 2006; Martos ら, 2010; Wang ら, 2018）を

参考に、単一酵素による消化実験を行った。ペプシン消化は、以下のように行った。理論値

で OM 10 mg に相当する試料を量り取り、35 mmol/L 塩化ナトリウム水溶液（pH 1.2、12 

N 塩酸にて調整）を 7.5 mL 加え 37℃で 15 分振とうし、予備加温した。その後、35 mmol/L 

塩化ナトリウム水溶液（pH 1.2、12 N 塩酸にて調整）に溶解させたペプシン溶液を加え、

37℃で 0、10、30、60、および 120 分振とうした。ペプシン溶液は、ペプシンと試料中の

粗タンパク質が、1：20（w/w）となるように 0.5 mL 加えた。反応後、160 mmol/L 炭酸ナ

トリウム水溶液を 2 mL 加え反応を停止させた。この時点で OM の終濃度が 1 mg/mL とな

るようにした。その後遠心分離（9100×g、4℃、10 分）し、上清を回収した。これを上清

試料（supernatant、Sup.）とした。 

トリプシンおよびα-キモトリプシン消化は以下のように行った。理論値で OM 10 mg に

相当する試料を量り取り、50 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0）を 9.5 mL 加え 37℃で 15 分振と

うし、予備加温した。その後、50 mmol/L Tris-HCl（pH 8.0）に溶解させたトリプシンま

たはα-キモトリプシン溶液を加え、37℃で 0、10、30、60、および 120 分振とうした。ト

リプシンおよびα-キモトリプシン溶液は、トリプシンまたはα-キモトリプシンと粗タンパ

ク質が、それぞれ 1：400、1：100（w/w）となるように 0.5 mL 加えた。反応後、5 分間沸

騰水中で加熱し反応を停止させた。この時点で OM の終濃度が 1 mg/mL となるようにし

た。その後遠心分離（9100×g、4℃、10 分）し、上清を回収し Sup.とした。 

いずれの消化処理においても、Sup.回収後の残渣に 2-ME 溶液を 10 mL 加え不溶性タン
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パク質を抽出した。これを残渣試料（precipitate、Ppt.）とした。 

 

2.2.8 胃・小腸モデル消化 

先行研究による消化実験の条件（Moreno ら, 2005; Benedé ら, 2013; Martos ら, 2013）

を参考に、胃・小腸モデル消化実験を行った。胃消化は、以下のように行った。理論値で OM 

5 mg に相当する試料を量り取り、35 mmol/L 塩化ナトリウム水溶液（pH 2.0、12 N 塩酸

にて調整）を 0.75 mL 加え、37℃で 15 分間振とうし、予備加温した。その後、35 mmol/L 

塩化ナトリウム水溶液（pH 2.0、12 N 塩酸にて調整）に溶解させたペプシン溶液を加え、

37℃で 0、10、30、60、および 120 分振とうした。ペプシン溶液は、ペプシンと試料中の

粗タンパク質が 172 unit：1 mg となるように 0.05 mL 加えた。反応後、160 mmol/L 炭酸

ナトリウム水溶液を加え pH 8.0 に調整し反応を停止させた。その後、35 mmol/L 塩化ナト

リウム水溶液（pH 8.0、160 mmol/L 炭酸ナトリウム水溶液にて調整）で OM の終濃度が

5 mg/mL となるようにした。その後遠心分離（9100×g、4℃、10 分）し、上清を回収し

Sup.とした。 

小腸消化は、pH 8.0 に調整した 10 および 60 分間の胃消化物を用いた。10 分消化試料は

胃消化が不十分であり、60 分消化試料は十分な胃消化を受けていると判断し、胃消化の程

度が異なる小腸消化も比較した。胃消化物 0.2 mL に塩化カルシウム（終濃度：7.6 mmol/L）、

Bis-Tris（終濃度：20.3 mmol/L）、タウロコール酸ナトリウム（終濃度：6.15 mmol/L）、お

よびグリコデオキシコール酸（終濃度：6.15 mmol/L）が溶解した 35 mmol/L 塩化ナトリ

ウム水溶液（pH 8.0、160 mmol/L 炭酸ナトリウム水溶液にて調整）を 0.7 mL 加え、37℃

で 15 分間振とうし、予備加温した。その後、トリプシン、α-キモトリプシン、α-アミラ

ーゼ、およびリパーゼが溶解した 35 mmol/L 塩化ナトリウム水溶液（pH 8.0、160 mmol/L 

炭酸ナトリウム水溶液にて調整）を 0.1 mL 加え、37℃で 0、10、30、60、および 120 分振

とうした。各酵素は、酵素と粗タンパク質が以下の割合になるよう加えた；40 unit：1 mg

（トリプシン）、0.5 unit：1 mg（α-キモトリプシン）、10.2 unit：1 mg（α-アミラーゼ）、

1 mg：895 mg（リパーゼ）。反応後、沸騰水中で 3 分間加熱し反応を停止させた。この時

点で OM の終濃度が 1 mg/mL となるようにした。その後、遠心分離（9100×g、4℃、10

分）し、上清を回収し Sup.とした。 

いずれの消化処理においても、Sup.回収後の残渣に、2-ME 溶液を 1 mL 加え不溶性タン

パク質を抽出した。これを Ppt.とした。 
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2.2.9 Lowry 法 

Lowry 法は Lowry ら（1951）の方法に従い行った。希釈した Sup. 0.5 mL とアルカリ性

銅液（2% 炭酸ナトリウム/0.1 N 水酸化ナトリウム水溶液と 0.5% 硫酸銅（Ⅱ）五水和物

/1% 酒石酸ナトリウム水溶液を 50：1 の割合で混合）5 mL を加えて 30℃の恒温槽にて 10

分静置した。その後、希釈フェノールを 0.5 mL 加え、30℃の恒温槽にて 20 分以上静置後、

750 nm の吸光度を UV-VIS Spectrophotometer UV-1280（株式会社島津アクセス）で測定

した。検量線には BSA 溶液を用いた。 

 

2.2.10 SDS-PAGE 

試料は、単一酵素による消化物（原液）、胃消化物（5 倍希釈）、および胃・小腸消化物（原

液）20 µL に SDS-PAGE sample buffer（5% SDS、5% 2-ME、30% グリセロール、およ

び 0.06% bromophenol blue を含む Tris-HCl（pH 6.8））を 5 µL 加え、5 分間沸騰水中で

加熱したものを使用した。調整した試料を Laemmli（1970）の方法に従って、15% ポリア

クリルアミドゲルで解析した。胃および小腸消化試料は 5 µL/レーンずつ供し、単一酵素に

よる消化物は 10 µL/レーンずつ供した。分離したタンパク質は coomassie brilliant blue R-

250（CBB）にて染色した。ゲルの撮影はプリントグラフ（アトー株式会社）を使用した。 

 

2.2.11 イムノブロット 

分離したタンパク質が転写された polyvinylidene difluoride（PVDF）膜（アトー株式会

社）を用いて、Towbin ら（1979）の方法に従い標的タンパク質を検出した。膜を tris buffered 

saline（TBS）に 0.1% Tween20 を含む溶液（TBST）で 1 回洗浄後、0.3% スキムミルク

を含む TBST（0.3% スキムミルク/TBST）中で室温にて 1 時間振とうした。その後、anti-

OM IgG poly（0.3% スキムミルク/TBST で 50000 倍希釈）と室温で 1 時間反応させた。

TBST で 3 回洗浄後、HRP-linked anti-rabbit IgG (Goat) antibody（0.3% スキムミルク

/TBST で 50000 倍希釈）と室温で 1 時間振とうした。TBST で 2 回、次いで TBS で 2 回

洗浄後、TMB（EzWestBlue、アトー株式会社）を加えて発色させた。その後、純水ですす

いで発色を停止させた。撮影はプリントグラフを使用した。また、コントロールには精製

OM（5 µg/レーン）を用いた。 
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2.2.12 統計解析 

 統計解析は EZR version 1.54（Kanda, 2013）を用いて行い、測定値はすべて平均値±標

準誤差で示した。平均値の差の検定には一元配置分散分析を行い、その後の Post-hoc 検定

は Tukey 法を使用した。p < 0.05 を有意差ありとした。  
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2.3 結果 

2.3.1 作製 OM 試料の性状確認 

精製 OM および加熱 OM の性状は、サンドイッチ ELISA にて解析した。精製 OM は

anti-OM 5C に反応し、加熱 OM は anti-OM 6H に反応した（Fig. 2A, B）。したがって、

精製 OM および加熱 OM は、それぞれ未変性および変性の状態であると判断した。また、

作製した anti-OM IgG poly は、精製 OM および加熱 OM に反応したため（Fig. 2C）、anti-

OM IgG poly は、未変性および変性の状態の OM に反応すると判断した。以降の実験の OM

検出には、anti-OM IgG poly を使用した。 

焼成前後の試料の溶解性は、SDS-PAGE およびイムノブロットにて解析した。その結果、

未焼成 OM ではほとんどの OM が PBS 画分にて検出されたが、焼成 OM では OM が 2-

ME 溶液画分にて検出された（Fig. 3）。また、焼成 OM においては、高分子化合物も検出

された。このことから、焼成 OM 中の OM は、凝集・不溶化した状態であると判断した。 

 

  

Fig. 2. Property analysis of prepared 
samples by ELISA. 
The property of purified and heated 

OM samples were evaluated by 
sandwich ELISA using Anti-OM 5C (A) 
and Anti-OM 6H (B). The reaction of the 
produced polyclonal antibodies to 
purified and heated OM was evaluated 
by inhibition ELISA (C). 
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2.2.2 単一酵素消化後のタンパク質濃度 

Sup.のタンパク質濃度は、Lowry 法にて定量した。いずれの酵素を用いた消化において

も、消化 0 分では精製 OM、加熱 OM、および未焼成 OM より焼成 OM の方が有意に低値

を示した。 

 ペプシン消化において（Fig. 4A）、精製 OM では、消化 0 分（0.78 ± 0.05 mg/mL）から

消化 30 分（0.93 ± 0.08 mg/mL）で有意差がみられたが（p < 0.05）、増加率は 19.2%にと

どまり、その後 120 分まで変化しなかった。加熱 OM では、消化 0 分（0.80 ± 0.05 mg/mL）

から消化 120 分（0.81 ± 0.05 mg/mL）まで有意な差はみられなかった。未焼成 OM では、

消化 0 分（0.81 ± 0.01 mg/mL）と消化 60 分（0.89 ± 0.01 mg/mL）で有意差がみられたが

（p < 0.05）、増加率は 9.8%にとどまり、消化 120 分まで変化しなかった。一方で、焼成

OM では、消化 0 分（0.34 ± 0.01 mg/mL）から消化 30 分（0.85 ± 0.05 mg/mL）まで有意

に増加した（増加率 150.0%）。その後も僅かに増加したが、消化 30 分の時点で精製 OM、

加熱 OM、および未焼成 OM と同程度のタンパク質濃度まで達した。 

キモトリプシン消化において（Fig. 4B）、精製 OM、加熱 OM、および未焼成 OM のタン

パク質濃度は消化後ほとんど変化しなかったが、焼成 OM のタンパク質濃度は経時的に有

意に増加した。そして、消化 60 分の時点で、1.07 ± 0.03 mg/mL（精製 OM）、1.05 ± 0.04 

mg/mL（加熱 OM）、1.00 ± 0.01 mg/mL（未焼成 OM）、1.03 ± 0.04 mg/mL（焼成 OM）

と有意な差はみられなかった。 

Fig. 3. Property analysis of 
prepared samples by SDS-PAGE. 
The solubility of the baked OM 

samples was evaluated by SDS-
PAGE (15% polyacrylamide gel) 
and immunoblotting.  
Marker, molecular weight marker; 

OM, ovomucoid; WF, wheat flour 
total protein; N-OM, non-baked 
OM; B-OM, baked OM; 1, PBS 
extract fraction; 2, SDS+urea 
solution extract fraction; 3, 2-ME 
solution extract fraction. 
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トリプシン消化において（Fig. 4C）、精製 OM、加熱 OM、および未焼成 OM のタンパク

質濃度は、ペプシンおよびキモトリプシン消化と同様にほとんど変化しなかった。一方で、

焼成 OM のタンパク質濃度も、消化 0 分（0.58 ± 0.02 mg/mL）から消化 120 分（0.64 ± 

0.03 mg/mL）まで有意な変化はなかった。 

 

  

Fig. 4. Protein concentrations in Sup. after digestion. 
Protein concentrations in Sup. after pepsin digestion (A), chymotrypsin digestion (B), 

and trypsin digestion (C) were determined by the Lowry method. Data are presented as 
mean ± SE. Significant differences in protein concentrations were determined by the 
Tukey method of one-way ANOVA. Significant differences between samples (p < 0.05) are 
indicated by different capital letters (A, B, C and D), and significant differences within 
samples (p < 0.05) by different small letters (a, b, c and d). 
Sup., supernatant. 



15 
 

2.3.3 単一酵素消化後のタンパク質組成と分解断片 

 各消化酵素による消化性は、SDS-PAGE およびイムノブロットにて解析した。試料は、

未消化の消化 0 分、消化直後の消化 10 分、Sup.の塩溶性タンパク質濃度が同等となった消

化 60 分を用いた。ペプシン消化では（Fig. 5A）、全ての Sup.のタンパク質が消化 10 分で

分解され、20～30 kDa および低分子領域（20 kDa 以下）でバンドが検出された。その後

消化 60 分では、20～30 kDa のバンドはほとんど検出されず、低分子領域のバンドが検出

された。イムノブロットの結果を比較すると、精製 OM、加熱 OM、および未焼成 OM で

は、SDS-PAGE にて確認されたほとんどの分解断片が検出された。一方焼成 OM では、消

化 60 分でタンパク質濃度が他の試料と同程度となったが、イムノブロットにおけるバンド

は薄く検出された。特に、低分子領域の分解断片は、焼成 OM ではほとんど検出されなか

った。また、焼成 OM における Ppt.では、未分解物が検出されたが、Sup.と同様に経時的

に薄くなった（Fig. 5B）。 

 キモトリプシン消化では（Fig. 6A）、全ての Sup.のタンパク質がペプシン消化と同様に

消化 10 分で分解され始めたが、ペプシン消化と異なり未分解物が検出された。Sup.の結果

を比較すると、ペプシン消化と同様に、焼成 OM では低分子領域の分解断片がほとんど検

出されなかった。また焼成 OM は、ペプシン消化と同様に Ppt.で未分解物が検出されたが、

経時的に分解された（Fig. 6B）。  

 トリプシン消化では、全ての Sup.および Ppt.のバンドパターンは消化 0 分から変化がな

かった（Fig. 7A, B）。 
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Fig. 5. Digestibility of OM in samples after pepsin digestion. 
Digestibility by pepsin in Sup. (A) and Ppt. (B) of each sample was evaluated by SDS-

PAGE (15% polyacrylamide gel) and immunoblotting.  
Marker, molecular weight marker (CBB) or OM (blot); P-OM, purified OM; H-OM, 

heated OM; N-OM, non-baked OM; B-OM, baked OM; 0, 10, 60, digestion time (min); 
Sup., supernatant; Ppt., precipitate. 

Fig. 6. Digestibility of OM in samples after chymotrypsin digestion. 
Digestibility by chymotrypsin in Sup. (A) and Ppt. (B) of each sample was evaluated by 

SDS-PAGE (15% polyacrylamide gel) and immunoblotting.  
Marker, molecular weight marker (CBB) or OM (blot); P-OM, purified OM; H-OM, 

heated OM; N-OM, non-baked OM; B-OM, baked OM; 0, 10, 60, digestion time (min); 
Sup., supernatant; Ppt., precipitate. 
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2.3.4 胃・小腸モデル消化後のタンパク質濃度 

 Sup.のタンパク質濃度を Lowry 法にて定量した。胃消化において（Fig. 8A）、精製 OM

では、消化 0 分（4.51 ± 0.12 mg/mL）から消化 10 分（6.21 ± 0.06 mg/mL）で有意差がみ

られたが（p < 0.05）、増加率は 37.7%であり、その後消化 120 分まで変化しなかった。加

熱 OM および未焼成 OM においても、同様の傾向が確認された。一方で、焼成 OM では、

消化 0 分（0.89 ± 0.04 mg/mL）から消化 60 分（5.91 ± 0.10 mg/mL）にかけて有意に増加

し（p < 0.05）、増加率は 567%であった。その後も増加したが、消化 60 分の時点で他の試

料と同程度のタンパク質濃度まで達した。 

 胃 10 分消化物を用いた小腸消化において（Fig. 8B）、精製 OM、加熱 OM、および未焼

成 OM は、ほとんど経時的な変化はみられなかった。一方で、焼成 OM は消化 0 分（0.64 

± 0.01 mg/mL）から消化 120 分（0.74 ± 0.01 mg/mL）にかけて有意に増加した（増加率

15.6%、p < 0.05）。 

胃 60 分消化物を用いた小腸消化において（Fig. 8C）、精製 OM、加熱 OM、および未焼

Fig. 7. Digestibility of OM in samples after trypsin digestion. 
Digestibility by trypsin in Sup. (A) and Ppt. (B) of each sample was evaluated by SDS-

PAGE (15% polyacrylamide gel) and immunoblotting.  
Marker, molecular weight marker (CBB) or OM (blot); P-OM, purified OM; HOM, 

heated OM; N-OM, non-baked OM; B-OM, baked OM; 0, 10, 60, digestion time (min); 
Sup., supernatant; Ppt., precipitate. 
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成 OM は、ほとんど経時的な変化はみられなかった。一方で、焼成 OM は消化 0 分（0.94 

± 0.01 mg/mL）から消化 120 分（1.01 ± 0.01 mg/mL）にかけて有意に増加した（増加率

7.4%、p < 0.05）。 

 

  

Fig. 8. Protein concentrations in Sup. after gastric and duodenal digestion.  
Protein concentrations in the Sup after gastric digestion model and duodenal model were 

determined using the Lowry method. Results are presented as mean ± SE. Significant 
differences were analyzed using Tukey’s method of one-way ANOVA. Significant inter 
sample differences (p < 0.05) are indicated by different lowercase letters (a, b, c, and d).  
OM, ovomucoid; Sup., supernatant. 
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2.3.5 胃・小腸モデル消化後のタンパク質組成と分解断片 

 胃・小腸モデルによる消化性は、SDS-PAGE およびイムノブロットにて解析した。胃消

化では（Fig. 9A）、Sup.のタンパク質が消化 10 分の時点で分解され、20～30 kDa および

低分子領域（20 kDa 以下）でバンドが検出された。その後消化 60 分では、20～30 kDa の

バンドはほとんど検出されなかった。イムノブロットの結果を比較すると、精製 OM、加熱

OM、および未焼成 OM では、SDS-PAGE にて確認されたほとんどの分解断片が検出され

た。一方、焼成 OM では、20～30 kDa の分解断片は検出されたが、低分子領域の分解断片

は検出されなかった。また、焼成 OM においては、Ppt.に未分解物が検出されたが、Sup.

と同様に経時的に分解されていた。 

 胃 10 分消化物を用いた小腸消化では（Fig. 9B）、Sup.および Ppt.で小腸消化 120 分まで

胃消化 10 分の分解断片と同様のバンドパターンが検出された。しかし、焼成 OM において

は、Ppt.の未分解物が 120 分の時点では薄く検出された。また、イムノブロットの結果にお

いて、胃消化と同様に、焼成 OM では 20～30 kDa の分解断片は検出されたが、低分子領

域の分解断片がほとんど検出されなかった。 

 胃 60 分消化物を用いた腸消化では（Fig. 9C）、胃 10 分消化物と同様に、小腸消化 120

分まで胃消化 60 分の分解断片と同様のバンドパターンが検出された。イムノブロットの結

果において、精製 OM、加熱 OM、および未焼成 OM では分解断片が検出された。一方、

焼成 OM では分解断片がほとんど検出されなかった。  
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Fig. 9. Digestibility of OM in samples after gastric and duodenal digestion. 
Digestibility in gastric digestion (A) and duodenal digestion with 10 min (B) and 60 min 

(C) of gastric was evaluated by SDS-PAGE (15% polyacrylamide gel) and 
immunoblotting. SDS-PAGE and blotting at the top of each result indicate the Sup., and 
SDS-PAGE and blotting at the bottom indicate the Ppt..  
Marker, molecular weight marker (CBB) or OM (blot); P-OM, purified OM; H-OM, 

heated OM; N-OM, non-baked OM; B-OM, baked OM; 1, 0 min digestion; 2, 10 min 
digestion; 3, 30 min digestion; 4, 60 min digestion; 5, 120 min digestion; Sup., 
supernatant; Ppt., precipitate. 
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2.4 考察 

これまでの研究で、OM が不溶化しているベイクドエッグのアレルゲン性は、生卵やゆで

卵より低いことが明らかになっている（Lemon-Mulé ら, 2008; Lieberman ら, 2012）。この

機序として、不溶化した OM は小麦タンパク質とともに大きな凝集体を形成しているため

に、消化酵素による影響を受けにくく、不溶化した状態で排泄されると考え、本章では、性

状が変化した OM の消化性を単一酵素による消化および胃・小腸モデル消化実験で解析し

た。 

単一消化酵素による消化および胃・小腸モデル消化にて消化性を解析した結果、焼成 OM

における Sup.のタンパク質濃度が、その他の試料と同程度となり、不溶化した OM は経時

的に可溶化した。したがって、仮説とは反対に、不溶化した OM は消化酵素による影響を

受け、経時的に可溶化し吸収されている可能性が考えられた。一方で、Sup.のタンパク質濃

度が同程度であったが、焼成 OM 試料から検出された OM の分解断片は他の試料より少な

く、抗体結合能が低下することが明らかとなった。以上の結果から、小麦タンパク質と OM

間で SH-SS 交換反応を主とする相互作用をとることで精製 OM や加熱 OM と異なる立体

構造をとり、消化酵素の影響を受けやすく、より低分子化され可溶化したと考えられる。し

かし、消化後も未分解の OM が焼成 OM の Ppt.から一部検出された。これは、焼成 OM は

精製 OM および加熱 OM に比べ、最終的に低分子化するが、それまでの消化に時間を要す

る可能性がある。前述した小麦タンパク質と OM 間の相互作用により、焼成 OM は不溶化

の過程で OM が小麦タンパク質中に取り込まれている可能性があり、それにより周りの小

麦タンパク質が先に消化されることで、OM の消化が遅くなったと考えられる。したがっ

て、経時的に可溶化し吸収される可能性に加え、一部は不溶化した状態で吸収されずに、体

外に排出される可能性も考えられる。 

単一消化酵素消化において、60 分後の消化酵素による分解の程度に差がみられ、ペプシ

ン処理では未分解物が検出されず、キモトリプシン処理では消化されているが未分解物が

残存し、トリプシン処理では全く分解されないという特徴がみられた。トリプシン処理では、

OM が全く分解されなかったが、OM はトリプシンと結合して不活性複合体を形成し、トリ

プシンを阻害するトリプシンインヒビターとして作用することが報告されている（Zhou ら, 

1989）。その作用によってトリプシンが不活性化され、OM が消化されなかったと考えられ

る。また、マメ科植物のタンパク質にもトリプシンインヒビターの作用があることがわかっ

ているが、加熱処理によってトリプシンインヒビター活性部位が破壊され阻害活性が低下
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することが明らかとなっている（Kagam ら, 1987）。焼成 OM も加熱による性状変化によ

りトリプシンインヒビター活性部位が破壊され、阻害活性が低下することを期待したが同

様の効果は得られなかった。ペプシンは疎水性アミノ酸の N 末端側および芳香族アミノ酸

の C 末端側、キモトリプシンは芳香族アミノ酸の C 末端側を選択的に加水分解する特徴を

持つ。また、トリプシンインヒビター作用によって、キモトリプシンの活性が低下する可能

性も報告されている（池中と小出, 1970）。加水分解部位の違いやトリプシンインヒビター

作用の干渉によって、ペプシンとキモトリプシン処理による消化度合いの違いが起きたと

推察される。また、胃・小腸モデル消化でも似た結果が得られ、胃消化では経時的に消化さ

れていたが、小腸消化ではバンドパターンに変化がみられず消化されていなかった。これら

のことから、胃消化の段階で消化されなかった OM は小腸消化では消化されにくいことが

考えられ、胃での消化が不十分だった場合 OM のアレルゲン性が保持される可能性が考え

られる。 

本章の結果から、焼成することで不溶化した OM は、消化性が向上し（分解断片の低分

子化）抗体結合能が低下することが明らかとなった。また、分解断片は低分子化するが、消

化後も一部は不溶化した状態で残存することも明らかとなった。しかし、本章の結果のみで

は、吸収性の検討を行うことはできない。したがって次章では、動物実験により試料投与後

の経時的な血中 OM 量、消化管および糞中 OM、並びにアレルギー症状の解析を行い、消

化性の変化および吸収性の変化がアレルギー症状誘発に寄与しているか検討した。 
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第 3 章 性状変化オボムコイドの消化・吸収性とアレルギー症状 
誘発の解析（in vivo） 

 

3.1 目的 

OM が不溶化しているベイクドエッグはアレルゲン性が低下するが、このアレルゲン性

低下の機序に関しては明らかになっていない。第 2 章では性状の異なる OM の消化性に焦

点を当て解析を行った。その結果、焼成により不溶化した OM は、消化を受けることで経

時的に可溶化したことに加えて、消化性が向上し（分解断片の低分子化）、抗体結合能が低

下することが明らかとなった。また、焼成 OM は消化性が向上していたが、一部は不溶化

した状態で残存し、消化に時間を要することも明らかとなった。したがって、不溶化した

OM は経時的に可溶化し、不溶化していない OM よりも少しずつ体内へ吸収されることに

加え、吸収後の分解断片をアレルギー症状誘発に関与する抗体が認識しにくいことで、アレ

ルギー症状誘発が抑制される可能性がある。また、一部は不溶化したまま残存することで体

外に排泄され、症状誘発閾値まで達しないことで、アレルギー症状誘発が抑制される可能性

が考えられた。しかし現段階では、この消化性の変化が症状誘発に影響を与えているか、そ

の後の吸収性の違いが影響を与えているか不明である。 

そこで本章では、OM アレルギーモデルマウスを用いた in vivo 試験により、試料投与後

の経時的な血中 OM 量、消化管および糞中 OM の状態を解析し、焼成 OM の消化・吸収性

を明らかにすることを目的とした。 
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3.2 方法 

3.2.1 材料 

実験動物の飼料には、固形 CE-2（日本クレア株式会社）を使用した。感作のために使用

した水酸化アルミニウムゲル（Aluminium hydroxide gel、Alum）は、富士フイルム和光

純薬株式会社より購入した。 

HRP-linked anti-mouse IgE は Bethyl Laboratories（Montgomery、TX、USA）から購

入した。 

 

3.2.2 OM 試料 

第 2 章で作製したものを使用した。 

 

3.2.3 動物実験 

 本研究の動物実験は、名古屋学芸大学動物実験委員会により承認され（承認番号 140 お

よび 140-1）、名古屋学芸大学動物実験規定に従い行った。実験動物は、温度 23.0 ± 2.0℃で

湿度 50 ± 5%に保たれた部屋で、12 時間の明暗サイクル（8:00-20:00）にて飼育した。ま

た、水と CE-2 は自由摂取であった。 

本研究では、6 週齢の雌 BALB/c マウス（n = 38）を日本エスエルシー株式会社から購入

し、Fig. 10 のように実験を行った。アレルギー群のマウス（n = 30）は、5 mg OM/PBS 

100 µL と alum 100 µL を 2 週間おきに 3 回腹腔内投与することで OM に感作させた。ま

た、非アレルギー群（n = 8）には、PBS 100 µL と alum 100 µL を腹腔内投与した。OM

に対する感作は、間接 ELISA 法を用いて血清 OM 特異的 IgE（sIgE）抗体価を測定し評

価した（Fig. 11）。OM 試料の経口負荷試験前、マウスは 12 時間絶食（水は自由摂取）さ

せた。経口負荷試験として PBS、精製 OM、加熱 OM、および焼成 OM 試料（60 mg）を

経口投与し、アレルギー症状の評価と OM の消化・吸収性を解析した。 

アレルギー症状は、直腸温測定（0、30、60、90、および 120 分）およびアレルギー症

状スコア評価（0、30、60、90、および 120 分）にて評価した。直腸温は、PBS、精製 OM、

加熱 OM、および焼成 OM の経口投与前と投与後 30、60、90、および 120 分で測定し、

投与前後の直腸温の変化量で評価した。アレルギー症状スコアの詳細は、Table 1 に示し

た（Li ら, 2000）。また経口負荷試験時に、血液採取（0、30、60、90、および 120 分）、

糞便採取（120 分間）、腸管内容物採取（120 分）を行った。腸管内容物は、イソフルラン
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麻酔下で全血採取のための心臓穿刺（安楽死）後に、マウスから腸管を切除して採取した。

腸管は胃、小腸、盲腸、および大腸に区分し、小腸は 6 分割、大腸は 2 分割した。腸管内

容物は PBS で洗浄して回収し、遠心分離（10000×g、4℃、10 分）後上清を回収し Sup.

とした。さらに、残渣に 2-ME 溶液を加えて不溶性タンパク質を抽出し Ppt.とした。本研

究では、経口投与後 120 分以内に死亡したマウス（精製 OM 群 2 匹）は解析対象から除外

した。 

さらに同様のプロトコールで実験を行い（n = 40）、投与後 60 分の腸管内容物および糞便

も解析した。 

 

Fig. 10. Animal experiment protocol.  
Intraperitoneal administration (purified OM 5 mg) was performed at 0, 2, and 4 weeks 

(i.p.). Oral administration (purified, heated, and baked OM 60 mg) for allergy evaluation 
was performed at 5weeks (p.o.). Each OM sample was orally administered to the mice, 
followed by a measurement of rectal temperature (at 30, 60, 90, and 120 min), an 
assessment of allergic symptom scores (at 30, 60, 90, and 120 min), and the collection of 
blood (at 30, 60, 90, and 120 min), fecal (for 120 min), and intestinal contents (at 120 min).  
PBS, phosphate-buffered saline; i.p., intraperitoneal administration; p.o., oral 

administration; OM, ovomucoid. 

Fig. 11. OM-sIgE levels in the mouse 
model of OM allergy. 
Results are presented as mean ± SE. 

Significant differences were analyzed 
using the Kruskal-Wallis test. 
Significant differences (p < 0.05) are 
indicated by different lowercase 
letters (a, b). 
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3.2.4 間接 ELISA 

 96 穴マイクロプレートに、精製 OM（PBS で 10 µg/mL に調整）を各ウェルに 100 µL 加

え、4℃で一晩固相化した。PBST で 3 回洗浄後、1% BSA/PBST を各ウェルに 200 µL 加

え、室温で 1 時間静置した。静置後、マウス血清（PBS で 10 倍希釈）を各ウェルに 100 µL

加え、37℃で 1 時間反応させた。PBST で 3 回洗浄後、HRP-linked anti-mouse IgE （1% 

BSA/PBST で 1000 倍希釈）を各ウェルに 100 µL 加え、37℃で 1 時間反応させた。PBST

で 2 回、次いで PBS で 2 回洗浄後、TMB を各ウェルに 100 µL 加え発色させた。発色後 1 

N 塩酸を各ウェルに 100 µL 加え反応を停止させた。その後、450 nm の吸光度を測定した。 

 

3.2.5 SDS-PAGE 

 第 2 章と同様に行った。本章では、各抽出試料は希釈せずに使用した。試料は 5 µL/レー

ンずつ供した。 

 

3.2.6 イムノブロット 

第 2 章と同様に行った。 

 

3.2.7 サンドイッチ ELISA 

 第 2 章と同様に行った。本章では、PBS で 10 µg/mL に調整した anti-OM IgG poly を用

いて固相化した。試料には、検量線に収まる範囲で希釈したマウス血清を用いた。また検量

線には、精製 OM 溶液を用いた。その後の工程では、1% BSA/PBST で 0.1 µg/mL に調整

した biotin-linked anti-OM 7D および 1% BSA/PBS で 10000 倍希釈した POD-conjugate 

Table 1. Allergy symptoms

0
1

3
4
5

Score

2

wheezing, labored respiration and cyanosis around the mouth and the tail
no activity after prodding or tremor and convulsion
death

Symptoms

no symptoms
scratching and rubbing around the nose and head
puffiness around the eyes and mouth, diarrhea, pilar erecti,
reduced activity and decreased activity with increased respiratory rate
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streptavidin を使用した。 

 

3.2.8 統計解析 

統計解析は EZR version 1.54（Kanda, 2013）を用いて行い、測定値はすべて平均値

±標準誤差で示した。平均値の差の検定には Kruskal-Wallis を行い、その後の Post-hoc

検定は Steel-Dwass を使用した。p < 0.05 を有意差ありとした。 
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3.3 結果 

3.3.1 OM 試料のアレルゲン性解析 

 OM アレルギーモデルマウスに OM 試料を経口投与後、120 分まで直腸温の測定および

アレルギー症状の評価を行った。30 分後の直腸温の変化量は、精製 OM 群で—1.1 ± 0.2℃、

加熱 OM 群で—1.1 ± 0.1℃となり、非アレルギー群（0.0 ± 0.1℃）より有意に大きく低下し

た（Fig. 12A; p < 0.05）。また、60 分後においても、精製 OM 群で—1.3 ± 0.2℃、加熱 OM

群で—0.8 ± 0.1℃となり、非アレルギー群（0.0 ± 0.1℃）と比較して有意に大きく低下した

（Fig. 12A; p < 0.05）。一方、焼成 OM 群においても直腸温は低下したが（30 分：—0.3 ± 

0.1℃、60 分：—0.4 ± 0.1℃）、非アレルギー群と比較して有意な差はみられなかった（Fig. 

12A）。 

30 分後のアレルギー症状スコアは、精製 OM 群で 2.6 ± 0.4、加熱 OM 群で 2.3 ± 0.2 と

なり、非アレルギー群（0.0 ± 0.0）より有意に高値を示した（Fig. 12B; p < 0.05）。また、

60 分後は精製 OM 群で 2.4 ± 0.3、加熱 OM 群で 1.9 ± 0.1、90 分後は精製 OM 群で 1.9 ± 

0.6、加熱 OM 群で 0.8 ± 0.2 となり、90 分後まで非アレルギー群（60 分：0.0 ± 0.0、90

分：0.0 ± 0.0）より有意に高値を示した（Fig. 12B; p < 0.05）。一方、焼成 OM 群のアレル

ギー症状スコアも上昇したが（30 分：0.9 ± 0.3、60 分：0.9 ± 0.3、90 分：0.3 ± 0.2）、非

アレルギー群と比較して有意な差はみられなかった（Fig. 12B）。 

 

 

 

  

Fig. 12. Changes in rectal temperature and allergic symptom score.  
Rectal temperature change (A) and allergic symptom score (B) were evaluated for 120 

min. The allergic symptom scores were as follows: 0, no symptoms; 1, scratching around 
the nose and head; 2, diarrhea, pilar erecti, and reduced activity; 3, wheezing and cyanosis 
around the mouth and tail; 4, no activity after prodding; and 5, death. Results are 
presented as mean ± SE. Significant differences were analyzed using the Kruskal-Wallis 
test. Significant inter group differences (p < 0.05) are indicated by different lowercase 
letters (a, b, and c). The values in Fig.5 (0, 10, 30, 60, and 120) indicate the time after oral 
administration (min).  
PBS, phosphate-buffered saline; OM, ovomucoid. 
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3.3.2 In vivo における消化性解析 

 OM アレルギーモデルマウスに OM 試料を経口投与し、60 および 120 分時点の消化管内

容物、ならびに 120 分まで採取した糞を SDS-PAGE およびイムノブロットにて解析した。

60 分の消化管内容物を解析した結果、精製 OM および加熱 OM 群は、小腸の Sup.に OM

が分解断片として検出された（Fig. 13A, B）。一方、焼成 OM 群は、精製 OM および加熱

OM と同様に小腸の Sup.にわずかに分解断片が検出されたが、Ppt.から未分解の OM が検

出された（Fig. 13C）。120 分の消化管内容物を解析した結果、すべての群において Sup.お

よび Ppt.から OM は検出されなかった（Fig. 14）。 

また糞中の OM も消化管内容物と同様に解析したが、すべての群において Sup.および

Ppt.から OM は検出されなかった（Fig. 15）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13. In vivo digestibility of OM at 60 min.  
The digestibility of purified OM (A), heated OM (B), and baked OM (C) at 60 min was 

evaluated using SDS-PAGE (15% polyacrylamide gel) and immunoblotting. SDS-PAGE 
and blotting at the top of each result indicate the Sup, and SDS-PAGE and blotting at the 
bottom indicates the Ppt. The value of lanes (1-6) indicates the part of the intestine, lower 
values indicate the upper part of the intestine.  
Marker, molecular weight marker (CBB) or OM (blot); Sup., supernatant; Ppt., 

precipitate. 
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Fig. 14. In vivo digestibility of OM at 120 min.  
The digestibility of purified OM (A), heated OM (B), and baked OM (C) at 120 min was 

evaluated using SDS-PAGE (15% polyacrylamide gel) and immunoblotting. SDS-PAGE 
and blotting at the top of each result indicate the Sup, and SDS-PAGE and blotting at the 
bottom indicates the Ppt. The value of lanes (1-6) indicates the part of the intestine, lower 
values indicate the upper part of the intestine.  
Marker, molecular weight marker (CBB) or OM (blot); Sup., supernatant; Ppt., 

precipitate. 
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Fig. 15. Detection of OM in feces. 
Feces from the purified OM group (A), heated OM group (B), and baked OM group (C) 

were evaluated using SDS-PAGE (15% polyacrylamide gel) and immunoblotting. SDS-
PAGE and blotting at the top of each result indicate the Sup, and SDS-PAGE and 
blotting at the bottom indicate the Ppt. The value of lanes (1-8) indicates the different 
mice. 
Marker, molecular weight marker (CBB) or OM (blot); Sup, supernatant; Ppt, 

precipitate. 
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3.3.3 In vivo における吸収性解析 

 120 分まで採取した血清中の OM 濃度は、サンドイッチ ELISA にて定量した。血中 OM

濃度を定量した結果、OM を投与した精製 OM、加熱 OM、および焼成 OM 群において 30

分以降の血中 OM 濃度が増加した（Fig. 16）。その中で焼成 OM 群がほとんどの採血時点

で最も低値を示した。また、area under the curve（AUC）を比較した結果、精製 OM で

90.7 ± 36.3、加熱 OM で 52.4 ± 34.2、焼成 OM 群で 12.6 ± 8.6 となり、焼成 OM 群が最

も低値を示した。しかし、各群間で有意な差はみられなかった。 

 

 

 

  

Fig. 16. In vivo absorptivity of OM.  
The absorptivity of OM was evaluated by sandwich ELISA using the 

serum of mice with OM allergy. The values in Fig.16 (0, 10, 30, 60, and 
120) indicate the time after oral administration (min).  
PBS, phosphate-buffered saline; OM, ovomucoid. 
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3.4 考察 

第 2 章の結果より、不溶化した OM は経時的に可溶化することが明らかとなり、この時、

次の 2 つがアレルギー症状誘発の抑制に関与していると考えられた。1 つ目は、消化性が向

上し、抗体に認識されないほどの分子量にまで消化され吸収されること、2 つ目は消化に時

間を要し、少しずつ体内へ吸収され、一部は不溶化した状態で体外へ排泄されることである。

そこで本章では、in vivo 試験で性状が異なる OM の消化・吸収性を解析した。 

 OM アレルギーモデルマウスを用いて精製 OM、加熱 OM、および焼成 OM のアレルゲ

ン性を解析した結果、精製 OM および加熱 OM 群で有意な直腸温の低下およびアレルギー

症状スコアの上昇がみられた。一方、焼成 OM 群でも直腸温の低下およびアレルギー症状

スコアの上昇がみられたが、有意な差はみられなかった。これらのことから、焼成 OM は

アレルギー症状が抑制されており、これまでの臨床研究と同様の結果が得られた（Lemon-

Mulé ら, 2008; Lieberman ら, 2012）。 

In vivo 試験にて精製 OM、加熱 OM、および焼成 OM の消化性を解析した結果、消化 60

分の精製 OM および加熱 OM 群は、小腸の Sup.に OM が分解断片として検出された。一

方、焼成 OM 群も精製 OM および加熱 OM と同様に小腸の Sup.で分解断片が検出された

が、Ppt.から未分解の OM が検出された。また、消化 120 分では、全群で OM は消化管内

で検出されず、糞中からも OM は検出されなかった。これらのことより、焼成 OM は消化

に時間を要するが、精製 OM および加熱 OM と同様に消化されることが明らかとなった。 

吸収性を解析した結果、OM 投与群において 30 分以降の血中 OM 濃度が増加した。アレ

ルギー症状は 30 分でピークに達し、OM 吸収量は 90 分でピークを示した。しかし、30 分

時点でも血中から OM が検出されており、これによりピークは異なるがアレルギー症状が

誘発されたと考えられる。またこれらの結果は、アレルギー症状のピークと吸収のピークが

完全には一致しない可能性を示唆している。また、AUC を比較した結果、焼成 OM 群が最

も低値を示し、各 OM 試料は消化され吸収されていたが血中 OM 濃度に差がみられた。一

方で、全群で消化 120 分の消化管内および糞中から OM が検出されなかったことから、OM

は体内へ吸収されたと考えられる。しかし、抗体で認識できない分解断片の状態で、体外へ

排泄された可能性も考えられる。Matsuoka ら（2017）は、ラットにおける生卵とゆで卵の

正味タンパク質利用率（NPU）が 100%に近い数値であることを報告している。このことか

らも、精製 OM および加熱 OM より消化性が向上している焼成 OM が吸収されていない可

能性は低く、低分子化による抗体結合能の低下が血中 OM 濃度の見かけ上の低下を引き起
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こした可能性がある。したがって、焼成 OM は精製 OM および加熱 OM と異なる分解断片

となっており、吸収されたOMに IgE抗体が結合しにくくなっている可能性が考えられる。

また、焼成 OM も血中で検出されたことから、一部の焼成 OM は低分子化（抗体結合能が

低下）していない状態で吸収されている。しかし、消化・吸収に時間がかかることで、少し

ずつ体内に取り込まれ症状誘発の閾値まで達することがなく、アレルギー症状誘発には至

らない可能性が考えられる。 

本章の結果から、精製 OM および加熱 OM は、消化されるが一定の分解断片が残存した

状態で血中に吸収され、それらに IgE 抗体が結合することでアレルギー症状を誘発してい

る可能性が示唆された。一方、焼成 OM は、消化に時間を要するが低分子の分解断片（抗

体結合能が低下）まで消化された状態で吸収され、その分解断片に IgE 抗体が結合しにく

いことでアレルギー症状が抑制されている可能性が示唆された。 

本研究より、不溶化した OM は、消化性が変化し低分子化しやすくなることで、アレル

ギー症状誘発の抑制につながることが示唆された。 
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第 4 章 不溶化オボムコイドの経口免疫療法に対する有効性の解析 
 

4.1 目的 

 鶏卵アレルギーの OIT のほとんどは固ゆで卵白を用いているが、先に述べたようにアレ

ルギー症状誘発のリスクがある。しかし、アレルゲン性が低下しているベイクドエッグを

OIT に用いることで、リスクを低減した OIT を実施できる可能性がある。第 3 章より不溶

化した OM は、大部分が抗体に認識されない分解断片として、一部は抗体に認識される分

解断片として体内に吸収されており、OIT で重要な抗原刺激も起こることが考えられる。

また鶏卵アレルギー患者は、症状誘発の経験から鶏卵自体や鶏卵の臭いを拒絶し、治療を中

断してしまう患者も存在する。しかし、ベイクドエッグは鶏卵としての形状は無くなり、臭

いもマスキングされており、そのような患者も治療を継続できる可能性があり、アレルギー

症状誘発リスクの低減以外にも利点を有する。 

性状が異なるOMを用いたOITの比較に関する研究はほとんどない。Leonardら（2012）

は、OM アレルギーモデルマウスを用いた in vivo 試験において、精製 OM および加熱 OM

を用いた OIT を実施した。その結果、精製 OM および加熱 OM ともに直腸温が低下せず、

アレルギー症状が抑制されたことを報告している。しかしながら、全身性アナフィラキシー

や肥満細胞の脱顆粒を抑制する IgA 抗体（Strait ら, 2011）、Th2 応答を反映する IgG1 抗

体および Th1 応答を反映する IgG2a 抗体（Castan ら, 2020）の変動については解析され

ていない。また、それら T 細胞由来のサイトカインについても解析されておらず、精製 OM

および加熱 OM を用いた OIT は、症状の抑制はみられたが詳細は不明である。また、ベイ

クドエッグモデルのような OM が不溶している試料を用いた OIT の研究はなく、症状抑制

効果がみられるかどうかも不明である。 

そこで本章では、OM アレルギーモデルマウスに対して OM が不溶化している焼成 OM

を用いた OIT を行い、低アレルゲン化したベイクドエッグを用いた OIT が有効か検討し

た。また、各種抗体価およびサイトカインの解析も行い、免疫応答についても検討した。  
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4.2 方法 

4.2.1 材料 

HRP-linked anti-mouse IgA、IgG1、および IgG2a は Bethyl Laboratories（Montgomery、

TX、USA）より購入した。 

 

4.2.2 OM 試料作製 

第 2 章で作製したものを使用した。 

 

4.2.3 動物実験 

 本研究の動物実験は、名古屋学芸大学動物実験委員会により承認され（承認番号 156）、

名古屋学芸大学動物実験規定に従い実施した。実験動物の飼育環境は、第 3 章と同様であ

る。 

本研究では、6 週齢の雌 BALB/c マウス（n = 35）を日本エスエルシー株式会社から購入

し、Fig. 17 のように実験を行った。アレルギー群のマウス（n = 27）は、5 mg OM/PBS 

100 µL と alum100 µL を 2 週間おきに 3 回腹腔内投与することで OM に感作させた。ま

た、非アレルギー群（n = 8）には、PBS 100 µL と alum 100 µL を腹腔内投与した。OM

に対する感作は、間接 ELISA 法を用いて血清 OM-sIgE 抗体価を測定し評価した（Fig. 

18）。最終腹腔内投与の 1 週間後から、毎日 1 回の OIT を 4 週間行った。一般的に用いら

れている OIT が抗原投与量を漸増させる手法であるため、5 週から 9 週にかけて徐々に抗

原投与量を増加させた（1、2、および 5 mg）。経口投与量は、精製 OM を用いて事前に有

効性が確認された量に基づいて決定した。また OIT には、PBS、精製 OM、加熱 OM、お

よび焼成 OM を用いた。OIT の有効性は、アレルギー評価、抗体価の変動、および小腸細

胞の遺伝子発現量で評価した。 

アレルギー評価は、5 週、7 週、および 10 週時に精製 OM（20 mg）をマウスに経口投与

し、30 分後の直腸温およびアレルギー症状スコア（Table1、Li ら, 2000）にて評価した。

直腸温は、精製 OM の経口投与前と投与後 30 分の差で評価した。また 5 週、7 週、およ

び 10 週時に尾静脈から採血し、間接 ELISA にて OM-特異的 IgA（sIgA）、sIgE、特異的

IgG1（sIgG1）、特異的 IgG2a（sIgG2a）を測定した。10 週時の経口投与 30 分後のアレ

ルギー症状評価後に、回腸を採取しそこからパイエル板を採取した。また、小腸試料には

回腸を用いた。サンプリングは、イソフルラン麻酔下で全血採取のための心臓穿刺（安楽
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死）後に実施した。採取したパイエル板および回腸は、リアルタイム PCR に使用した。本

研究では、10 週まで生存したマウスを分析対象とした。 

 

  

Fig. 17. Animal experiment protocol (OIT).  
Intraperitoneal administration (purified OM 5 mg) was performed at 0, 2, and 4 weeks 

(i.p.). Oral administration (purified OM 20 mg) for allergy evaluation was performed at 
5, 7, and 10 weeks (p.o.), while oral administration (OM samples 1, 2, and 5 mg) for OIT 
was performed daily.  
PBS, phosphate-buffered saline; i.p., intraperitoneal administration; p.o., oral 

administration; P-OM, purified OM; H-OM, heated OM; B-OM, baked OM 

Fig. 18. OM-sIgE levels in the mouse model of OM allergy (OIT). 
Results are presented as mean ± SE. Significant differences were analyzed 

using the Kruskal-Wallis test. Significant differences (p < 0.05) are indicated by 
different lowercase letters (a, b). 
P-OM, purified OM; H-OM, heated OM; B-OM, baked OM 
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4.2.4 間接 ELISA 

 第 3 章と同様に行った。本章では、試料に PBS で希釈したマウス血清を用いた（IgE 解

析 1:10、IgA・IgG1・IgG2a 解析 1:100）。その後の工程では、1% BSA/PBST で希釈した

HRP-linked anti-mouse IgA、IgE、IgG1、および IgG2a を用いた（IgE 解析 1:1000、IgA・

IgG2a 解析 1:5000、IgG1 解析 1:20000）。本試験では、感作確認時に OM-sIgE 抗体価が

最も高かったマウス血清を、各測定のポジティブコントロールとして使用した。 

 

4.2.5 遺伝子発現の比較 

RNA は、BioMasher®Ⅱ（関東化学株式会社）にて組織を粉砕後、RNeasy® Mini Kit 

(Qiagen、Venlo、Netherlands) を使用してパイエル板および小腸組織から抽出した。RNA 

濃度は、Nano Drop 2000（Thermo Fisher Scientific、Roskilde、Denmark）を使用して

定量した。その後抽出した RNA は、High-Capacity RNA-to-cDNA Kit (Thermo Fisher 

Scientific、Roskilde、Denmark) を使用して逆転写した。リアルタイム PCR は、PowerUp 

SYBR Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific、Roskilde、Denmark) を用いて

Thermal Cycler Dice® Real-Time System Lite（タカラバイオ株式会社）にて行った。プ

ライマーは β-actin、IL-10、IL-13、MUC2、および Claudin-2 を使用し、配列は Table 2

に示した（Cardoso ら, 2009; Shigemura ら, 2014; Volynets ら, 2016; Liu ら, 2020; Pérez-

Rodríguez ら, 2020）。ハウスキーピング遺伝子には、β-actin を用いた。増幅サイクルプロ

トコールは、50℃で 2 分間、95℃で 10 分間保持した後、95℃で 15 秒、60℃で 1 分のサイ

クルを 50 サイクル繰り返した。相対的遺伝子発現量の比較は、ΔΔCt 法にて行った。 

 

4.2.6 統計解析 

統計解析は EZR version 1.54（Kanda, 2013）を用いて行った。結果は、平均値±標準誤

差で示した。動物実験の群間の平均値の差の検定には Kruskal-Wallis を行い、その後の

Post-hoc 検定は Steel-Dwass を使用した。また経時的な平均値の検定には Friedman を行

Table 2. Primers used for real-time PCR.

Volynets et al . (2016)

Reference
Cardoso et al . (2009)
Liu et al . (2020)
 Pérez-Rodríguez et al . (2020)
Shigemura et al . (2014)Muc2 GCTGACGAGTGGTTGGTGAATG AATGAGGTGGCAGACAGGAGAC

Claudin-2 GTCATCGCCCATCAGAAGAT ACTGTTGGACAGGGAACCAG

IL-10 CTGCTATGCTGCCTGCTCTTACTG ATGTGGCTCTGGCCGACTGG
IL-13 CATGGCCTCTGTAACCGCAA CCTCATTAGAAGGGGCCGTG

Gene Forward (5' to 3') Reverse (5' to 3')
β-actin AGCTGCGTTTTACACCCTTT AAGCCATGCCAATGTTGTCT



39 
 

い、その後の Post-hoc 検定は Bonferroni を使用した。p < 0.05 を有意差ありとした。 
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4.3 結果 

4.3.1 各 OM を用いた OIT の影響 

 精製 OM、加熱 OM、および焼成 OM 試料を 4 週間経口投与することで、アレルギー症

状が改善するか確認するために、5 週、7 週、および 10 週時に精製 OM を用いた経口負荷

試験を行った。5 週時のアレルギー群（非 OIT、精製 OM、加熱 OM、および焼成 OM 群）

のアレルギー症状スコアは、非アレルギー群と比較して有意なスコアの上昇がみられた

（Fig. 19A; p < 0.05）。また、直腸温は、非 OIT 群で—1.2 ± 0.2℃、精製 OM 群で—0.9 ± 

0.1℃、加熱 OM 群で—1.1 ± 0.1℃、焼成 OM 群で—0.9 ± 0.2℃となり、非アレルギー群（—

0.1 ± 0.1℃）と比較して有意に大きく低下した（Fig. 19A; p < 0.05）。しかし、アレルギー

群間では、有意な差はみられなかった。また、症状スコアは、7 週および 10 週時でも同様

の傾向を示した（Fig. 19B, C）。 

 10 週時における直腸温では、非 OIT 群で—1.0 ± 0.1℃、精製 OM 群で—0.2 ± 0.1℃、加熱

OM 群で—0.3 ± 0.1℃、焼成 OM 群で—0.1 ± 0.2℃となり、非 OIT 群は他のアレルギー群と

比較して有意に大きく低下した（Fig. 19C; p < 0.05）。また、精製 OM、加熱 OM、および

焼成 OM 群では、5 週目と比較して直腸温の変化幅が小さかったが、3 群間で有意な差はみ

られなかった。 
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Fig. 19. Evaluation of Allergic Symptoms. 
Allergic symptoms were evaluated by allergic symptom scores and rectal temperatures 

at 5 (A and D), 7 (B and E), and 10 weeks (C and F). Results are presented as mean ± 
SE. Significant differences were analyzed using the Kruskal-Wallis test, followed by the 
Steel–Dwass. Significant inter group differences (p < 0.05) are indicated by different 
lowercase letters (a and b). 
P-OM, purified OM; H-OM, heated OM; B-OM, baked OM. 
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4.3.2 各 OM を用いた OIT が抗体に与える影響 

OIT による抗体価の変動を間接 ELISA にて評価した。非 OIT 群の抗体価は、5 週、7 週、

および 10 週のすべてで有意な差はみられなかった。IgE は（Fig. 20A）、精製 OM 群にお

いて、7 週で有意に増加したが（p < 0.05）、他のアレルギー群では有意差は認められなかっ

た。IgA は（Fig. 20B）、OIT 群（精製 OM、加熱 OM、および焼成 OM 群）において、5

週から 10 週時にかけて有意に増加した（p < 0.05）。一方で、非 OIT 群では有意な差はみ

られなかった。IgG1 は（Fig. 20C）、精製 OM および加熱 OM 群で 7 週時に有意に減少し

（p < 0.05）、焼成 OM 群で減少傾向を示した（p = 0.094）。IgG2a は（Fig. 20D）、精製お

よび加熱 OM 群で 7 週時に有意に増加し（p < 0.05）、焼成 OM 群は増加傾向を示した（p 

= 0.090）。また、アレルギー群間で IgA、IgE、IgG1、および IgG2a 抗体価を比較したが、

OIT群の IgA抗体価は、7週目と 10週目で非OIT群より有意に高値を示したが（p < 0.05）、

それ以外では有意な差はみられなかった。 

Fig. 20. Changes in IgE, IgA, IgG1, and IgG2a. 
IgE (A), IgA (B), IgG1 (C), and IgG2a (D) levels were measured by indirect ELISA. 

Results are presented as mean ± SE. Significant differences were analyzed using the 
Kruskal–Wallis test to compare between groups, followed by the Steel–Dwass, and using 
the Friedman test to compare change over time, followed by the Bonferroni. Significant 
differences between groups (p < 0.05) are indicated by different lowercase letters (a, b, 
and c) and significant differences changes over time (p < 0.05) are indicated by different 
uppercase letters (A, B, and C). 
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4.3.3 パイエル板および小腸における遺伝子発現量 

 アレルギー症状誘発に関与する IL-10 および IL-13、腸管のバリア機能に関与する MUC2

および Claudin-2 の遺伝子発現量をリアルタイム PCR にて比較した。パイエル板の IL-10

および IL-13 の比較では、OIT 群で IL-10 および IL-13 ともに非 OIT 群よりも発現量が多

かったが、有意な差はみられなかった（Fig. 21A, B）。 

 小腸の MUC2 および Claudin-2 の比較では、OIT の有無により腸管のバリア機能に変化

がみられるか解析したが、群間で有意な差はみられず IL-10 および IL-13 のような特徴的

な変化も得られなかった（Fig. 21C, D）。 

 

Fig. 21. Comparison of gene expression levels. 
Gene expression levels of IL-10 (A) and IL-13 (B) in the Peyer's patches, and MUC2 (C) 

and Claudin-2 (D) in the small intestine were compared by real-time PCR. The gene 
expression levels of IL-10, IL-13, MUC2, and Claudin-2 were corrected with β-actin and 
then compared with the non-OIT group. Significant differences were analyzed using the 
Kruskal-Wallis test, followed by the Steel–Dwass. Results are presented as mean ± SE. 
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4.4 考察 

本章では、アレルゲン性が低下しているベイクドエッグを OIT に用いることで、アレル

ギー症状誘発リスクを低減した状態で治療することができると考え、OM アレルギーモデ

ルマウスに対して焼成 OM を用いた OIT を行い治療の有効性を検討した。 

 5 週（OIT 開始前）、7 週（OIT 中）、および 10 週（OIT 終了後）目に、精製 OM を経口

投与しアレルギー症状スコアおよび直腸温にてアレルギー状態を評価した。その結果、アレ

ルギー群のアレルギー症状スコアは、5 週、7 週、および 10 週時において非アレルギー群

より有意に高かった。5 週時のアレルギー群の直腸温は、非アレルギー群より低値を示した

が、アレルギー群間では有意な差はみられなかった。しかし 10 週時では、非 OIT 群の直腸

温が他のアレルギー群（精製 OM、加熱 OM、および焼成 OM 群）より有意に低値を示し

た。また、精製 OM、加熱 OM、および焼成 OM 群は 5 週時と比較して、直腸温変化量が

小さかった。これらのことから、精製 OM、加熱 OM、および焼成 OM 群はアレルギー症

状が抑制されており、OM が不溶化した焼成 OM を含めこれらの試料は、OIT に有効であ

ることが明らかとなった。したがって、アレルゲン性が低下したベイクドエッグ（OM が不

溶化している）を用いた OIT は、治療効果を発揮する可能性が示唆された。 

 先行研究で、血中 OVA-sIgA 抗体価や peanut-sIgA 抗体価が、非 OIT 群よりも OIT 群

の方が高くなることが報告されている（Kulis ら, 2012; Leonard ら, 2012）。また、血中 sIgA

抗体が IgE による全身性アナフィラキシーや肥満細胞の脱顆粒を抑制することも報告され

ている（Strait ら, 2011）。本研究においても、OIT 群（精製 OM、加熱 OM、および焼成

OM 群）の OM-sIgA 抗体価は、5 週から 10 週にかけて経時的に増加した。これらのこと

から、血中の OM-sIgA 抗体の増加によって、アレルギー症状が抑制された可能性がある。

また、Th2 応答を反映する IgG1 および Th1 応答を反映する IgG2a も解析した。しかし、

7 週時に有意な変化がみられたが、10 週時には変化がみられなかった。このことから、継

続的ではなかったが少なくとも OIT 期間中は抗原による免疫応答が起きていたと推察され

る。また、OIT 群間に有意な差はみられなかったことから、性状が異なる OM 試料を用い

ても同様の免疫応答を誘発する可能性が示唆された。 

 IL-10 は、制御性 T 細胞由来のサイトカインでありアレルギー症状の抑制に関与する抗

炎症性サイトカインである（Boonpiyathad ら, 2019; Neumann ら, 2019）。また、IL-13 は

Th2 由来のサイトカインであり、B 細胞、好酸球、および好塩基球に作用してアレルギー性

炎症を誘導する（Iwaszko ら, 2021）。これらを踏まえ、アレルギー症状の抑制に伴い IL-10
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が増加し、IL-13 が減少すると予測したが、本研究では OIT 群と非 OIT 群の間で IL-10 お

よび IL-13 の発現量に有意差はみられなかった。Maeta ら（2018）は、卵白を用いた固定

用量の OIT において、IL-10 が有意に増加したことを報告している。さらに Yang ら（2009）

は、酵素加水分解卵白を用いた固定用量の OIT において、IL-13 が有意に減少したことを

報告している。本研究の OIT 期間は前述の研究とほぼ同等であったが、抗原投与方法とし

て非酵素加水分解抗原を用いた漸増投与法を使用しており、抗原投与方法が先行研究と異

なっていた。この抗原投与方法の違いが免疫応答に影響を与えた可能性があり、漸増投与法

では、治療初期に十分な持続的抗原曝露が得られず、制御性 T 細胞や IL-10 分泌の強力な

誘導を妨げた可能性が考えられる。 

 タイトジャンクションとムチンは腸管バリア機能に関与するが、食物アレルギー患者の

小腸組織ではタイトジャンクションの発現が低下することが報告されている（Yu, 2012）。

また、Kim ら（2020）は、OIT によりムチン分泌が減少することを報告している。これら

は治療前のアレルゲン摂取による炎症によってタイトジャンクションは減少し、OIT によ

る腸管バリア機能の改善によってムチン分泌量は減少すると推察される。先行研究より、

OIT の実施によってムチンは減少し、タイトジャンクションは増加すると予測し、本研究

ではムチンである MUC2 とタイトジャンクションの Claudin-2 の発現量を比較した。しか

し、MUC2 と Claudin-2 の発現量に有意な差はみられず OIT による変化もみられなかっ

た。これは IL-10 や IL-13 と同様に、漸増投与法では十分な抗原曝露が得られなかった可

能性がある。さらに、本研究の実験モデルでは、腸管バリアが損傷を受けていなかった可能

性も考えられる。しかし、本研究では、腸管の損傷度合いを評価する実験を実施していない

ため、実際の損傷程度は不明であり、本研究の限界である。 
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第 5 章 総合考察 
 

本研究では、OM の焼成による性状の変化が消化・吸収性およびアレルギー症状誘発に与

える影響、さらにそれを応用した OIT の有効性について in vitro および in vivo 試験により

検討を行った。 

第 2 章の in vitro 解析では、焼成 OM は精製 OM や加熱 OM と比較して、抗体で認識さ

れる分解断片が少なく、抗体結合能が低下していることが明らかとなった。また第 3 章の

アレルギーモデルマウスを用いた in vivo 解析では、焼成 OM 群は、アレルギー症状が抑

制されており、投与後 120 分後には消化管および糞中から OM は検出されず血中から検出

されていた。これらの結果を基に、消化・吸収性とアレルギー誘発の関連性を Fig. 22 に示

した。精製 OM および加熱 OM は、消化により分解されるが一定の大きさの分解断片が残

存する。一方で、焼成 OM は小麦タンパク質が先に消化を受けることで OM の消化に時間

を要するが、小麦タンパク質との相互作用により消化酵素の影響を受けやすい状態になる

ことで消化性が向上し、精製 OM および加熱 OM よりも低分子の分解断片へ消化されるこ

とが示唆された。このような状態の分解断片が吸収されることで、一定の大きさの分解断片

が残存する精製 OM および加熱 OM は、IgE 抗体が結合しアレルギー症状を誘発した可能

性がある。しかし、焼成 OM は、より低分子化したことにより、IgE 抗体が分解断片を認識

できなくなりアレルギー症状を誘発しなかった可能性がある。このように、消化性の向上

（分解断片の低分子化）がベイクドエッグの低アレルゲン化に寄与していると考えられる。

卵白タンパク質と小麦タンパク質は、混合して加熱することで SH-SS 交換反応により SS

結合を形成し、タンパク質の構造が変化する（Luo ら, 2016）。本研究の焼成 OM も小麦タ

ンパク質と混捏・焼成しており、タンパク質間の SH-SS 交換反応により OM の構造が変化

し凝集・不溶化したと推察される。タンパク質構造の変化に伴い、精製 OM および加熱 OM

より消化酵素の分解部位が表面へ露出されることで、より低分子の分解断片まで分解され

たと考えられる。また、鶏卵ではなく牛乳を用いたベイクドミルクでも、牛乳アレルギー患

者は症状誘発なく摂取できることが報告されており（Kim ら, 2011）、このベイクドミルク

中のアレルゲンも不溶化している（Naito ら, 2020）。これらのことから、食品の低アレルゲ

ン化には、食物アレルゲンの不溶化が重要であると考えられる。しかし、本研究では不溶化

した OM の消化・吸収性しか解析できていないため、食物アレルゲン全体に当てはまるか

は不明であり、今後の検討課題である。 
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食物アレルギーの治療法として OIT が用いられているが、抗原を摂取するためアナフィ

ラキシーなどのアレルギー症状誘発リスクを伴う（Sugimoto ら, 2016; Itoh-Nagato ら, 

2018; Sasamoto ら, 2022）。そのため、近年は緩徐微量経口免疫療法（slow low dose oral 

immunotherapy、SLOIT）という方法が注目されている。この SLOIT は、従来の OIT よ

りも抗原の摂取量を少なくさせることで、アレルギー症状誘発のリスクを低減化させるた

めに行われている手法である。実際に Sugiura ら（2020）は、鶏卵、小麦、および牛乳ア

レルギー児を対象に SLOIT を 1 年間実施し、アレルギー症状誘発頻度を評価した。その結

果、抗原の総摂取回数が 48486 回であったが、アドレナリン注射を必要とする重症度の高

い症状は一度も確認されなかった。しかし、アレルギー症状は確認されており（有害事象

280 回/総摂取回数 48486 回）、全くアレルギー症状誘発がないというわけではなかった。こ

のことから、抗原の摂取量を少なくすることで重症度の高い症状は抑制できる可能性はあ

るが、ある程度のアレルギー症状誘発リスクが残る。したがって、同じ抗原量を摂取する場

合に、ベイクドエッグのような低アレルゲン化された食品を用いることで、より症状誘発の

リスクを低減した治療の実施が期待できる。また前述の通り、鶏卵アレルギー患者の中には、

鶏卵自体や鶏卵の臭いを拒絶し治療を中断してしまう患者も存在するが、ベイクドエッグ

は鶏卵としての形状は無くなり、臭いもマスキングされるため治療を継続できる可能性が

ある。このように、OIT にベイクドエッグを用いることは、治療で一番問題視されているア

レルギー症状誘発リスクの低減や患者の治療継続など利点が大きい。第 3 章より不溶化し

た OM は大部分が抗体の認識できない分解断片、また一部は抗体が認識できる分解断片と

して体内に吸収されており、免疫系統への抗原刺激が引き起こされている可能性がある。実

際に、第 4 章では OIT 終了後、焼成 OM 群の直腸温は低下せずアレルギー症状が抑制され、

治療中のアレルギー症状誘発リスクを低減した治療法として有効な選択肢となる可能性が

示唆された。また OIT により、抗体価、サイトカイン、および腸管バリア機能の変化が誘

導されることが報告されている（Yang ら, 2009; Kulis ら, 2012; Leonard ら, 2012; Maeta

ら, 2018）。本研究でも焼成 OM による免疫応答系や腸管バリア機能の変化を明らかにする

ために、抗体価、サイトカイン、および腸管バリア機能の解析を行ったが、IgA 抗体の有意

な変化がみられたのみで詳細な変化は不明であった。OIT における詳細な免疫応答の変化

や腸管バリア機能の変化を解明することは、治療法のエビデンスレベルの増強に繋がるた

め今後の課題である。 

総じて、本研究により、焼成処理によって不溶化した OM は消化性が変化し、抗体結合
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能が低下することが明らかとなり、これがベイクドエッグの低アレルゲン化に寄与してい

る可能性が示唆された。また、焼成 OM を用いた OIT は治療の有効性が確認でき、ベイク

ドエッグを用いた OIT は、症状誘発リスクを低減した治療法となる可能性を見出した。本

研究の成果は、低アレルゲン化食品の開発やより安全で効果的なアレルギー治療法の確立

のための一助となると考える。 

 

 

 

 

 

  

Fig. 22. Relationships of digestibility and absorptivity with the allergenicity of 
ovomucoids with different properties 
While purified (blue protein) and heated OM (orange protein) are degraded through 

digestion, large fragments remain. Moreover, OM is absorbed rather than removed from 
the body. It is possible that purified and heated OM are absorbed into the blood as 
fragments that bind to antibodies and thereby induce allergic symptoms. However, 
baked OM (green protein) takes longer to be digested but is digested into small 
fragments and absorbed. It is possible that baked OM is absorbed as small fragments 
that bind less to antibodies and thereby do not induce allergic symptoms. 
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