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概 要 <研究目的> 食物アレルギーを発症する患者は増加の一途をたどっている。植物種子は広く食品として利用さ

れているが、種子に含まれるタンパク質（種子タンパク質）はアレルギーの原因物質（アレルゲン）となるものが多い。大豆

は日常の食生活に欠かせない食品素材であり、食物アレルギーの主要な原因物質の一つとなっている。本研究では、食

塩を含む緩衝液に可溶であるグロブリンなどの大豆種子タンパク質に対する患者血清中の特異的 IgE 抗体（アレルギー

に関与する抗体）との反応性を解析することにより、グロブリンのアレルゲン性を明確にするとともに、他の成分についても

アレルゲン性を明らかにすることを目的とする。 

<研究方法> 大豆種子より 7S および 11S グロブリンを調製した。また、防御タンパク質およびトリプシンインヒビターなどに

ついて大腸菌発現系を構築し、クロマトグラフィーにより組換えタンパク質を調製した。調製した大豆タンパク質について

ELISA 法により大豆に対してアレルギー症状を示す患者の血清に含まれる特異的 IgE 抗体量を測定した。 

<結果の概要> 解析したすべての患者において 7S および 11S グロブリンに対して高い特異的 IgE 抗体値を示した。両グ

ロブリンに対する平均値は大豆抽出液に対する特異的 IgE 抗体値と良く相関しており、食塩を含む緩衝液に可溶である

グロブリンが主要なアレルゲンであることが示唆された。一方、防御タンパク質やトリプシンインヒビターに対して特異的

IgE 抗体値を示す検体はグロブリンと比較すると少ないが、ある程度の比率で両タンパク質に感作されている患者が存在

することが明らかになった。 

<今後の方向> 本研究により食塩を含む緩衝液に可溶であるグロブリンがアレルギー症状を引き起こす主要な原因物質

であることを示した。グロブリンのサブユニット構成は複雑であり、今後、組換えタンパク質などを利用してサブユニットレベ

ルでのアレルゲン性について解明することが望まれる。また、食品の安全性の面から食素材に含まれる量の少ない成分

についてもアレルゲン性について明確にする必要性が示唆された。 

 

１．研究目的 

食物アレルギーを発症する患者は増加の一途をたどっ

ている。植物種子は広く食品として利用されているが、種

子に含まれるタンパク質（種子タンパク質）はアレルギーの

原因物質（アレルゲン）となるものが多い。場合によっては

死に至るような重篤な症状となることが多いためその要因

の解明が急務とされている。大豆は日常の食生活に欠か

せない食素材であり、食物アレルギーの主要な原因物質

の一つとなっている。大豆にはグロブリンと呼ばれる食塩

を含む緩衝液に可溶であるタンパク質が多く含まれており、

アレルゲンと報告されている 1,2)。また、水に可溶性のタン

パク質の中には防御タンパク質など多くの植物種におい

てアレルゲンとして報告されているものがある。一方、種子

の油脂を蓄積する構造体（オイルボディー）の構成タンパ

ク質であるオレオシンは水に溶けにくいタンパク質であり、

大豆などの油糧種子では比較的多く含まれている。このよ

うに大豆には多様な溶解性をもつ種子タンパク質が存在

しているが、これらのタンパク質についてどのようなタンパ

ク質がアレルゲンであるかについては明確ではない。本

研究では、食塩を含む緩衝液に可溶であるタンパク質で

あるグロブリンのアレルゲン性について明確にするととも

に、水可溶性および不溶性タンパク質についても大豆に
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対してアレルギー症状を示す患者の血清に含まれる特異

的 IgE 抗体量（アレルギー症状を引き起こす抗体）を解析

することにより、大豆に含まれるアレルゲンを明らかにする

ことを目的とする。 

 

２．研究方法 

２．１ 材 料 

大豆に対してアレルギー症状を示すことが臨床的に確

定診断された患者血清について国立相模原病院より分与

していただいた。主に、小児の患者血清を用いて本実験

を行った。 

２．２ 大豆種子からの食塩を含む緩衝液に可溶である

グロブリンの調製 

大豆種子をヘキサンで脱脂した後、トリス緩衝液（pH 

8.0）でタンパク質を抽出した。抽出液の pH とイオン強度

を調製することにより 7S および 11S グロブリンを調製した

3)。調製した7Sおよび11Sグロブリンについて SDS-PAGE

によって純度を確認した。 

２．３ 防御タンパク質およびインヒビターに対する組換え

タンパク質の調製 

植物種間で広くアレルゲンとなっている防御タンパク質

について大腸菌発現系により組換えタンパク質を調製し

た。また、植物種子の中にはインヒビター類がアレルゲン

として報告されているため、大豆種子に多く含まれるトリプ

シンインヒビターについても組換えタンパク質を調製した。 

ダイズ登熟期種子より調製した RNA を用いて逆転写ポ

リメラーゼ連鎖反応により防御タンパク質およびトリプシン

インヒビターに対する cDNA を取得し 4)、ヒスチジンタグを

付加して大腸菌発現用プラスミドを構築した。発現用の大

腸菌ホストに形質転換し、培養後、発現誘導を行ったとこ

ろ高レベルでの発現に成功した。超音波破砕後、アフィニ

ティーカラムで部分精製したのちゲル濾過クロマトグラフィ

ーで精製することにより組換えタンパク質を調製した。防

御タンパク質については発現レベルおよび可溶化率も高

く、最終的にはニッケルセファロースカラムによる精製過

程は省いて精製条件を確立した。 

２．４ オレオシンに対する組み換えタンパク質の調製 

落花生やゴマなどにおいてアレルゲンとして報告され

ているオレオシンは種子中でオイルボディーの表層に存

在している疎水性の高い膜結合性タンパク質である。こ

のような場合に大腸菌発現系を適用できない可能性が高

いため、昆虫細胞を用いた発現系により大豆オレオシン

の組換えタンパク質を調製した。まず、昆虫細胞を用いて

オレオシンを高レベルで発現する組換えウィルスを作製し

た。ウィルスを感染させることにより昆虫細胞にオレオシン

を発現させた後、膜結合性であるオレオシンを可溶化す

るために最適な界面活性剤について検討した。C 末端部

に 6 残基のヒスチジン残基（ヒスチジンタグ）を導入し、培

養後の細胞に界面活性剤を加えた緩衝液中で破砕し、遠

心分離した上清に対してニッケルセファロースカラムを用

いて精製した。 

２．５ 特異的 IgE 抗体量の測定 

調製したアレルゲンタンパク質を ELISA プレートに吸

着させた。ウェルをリン酸緩衝液により洗浄後、患者血清

と反応させた。数時間インキュベートしたのち、リン酸緩衝

液で洗浄し、酵素標識した抗ヒト IgE 抗体を用いて各画

分に結合したヒト IgE 抗体量をマイクロプレートリーダーに

より測定した。それぞれのタンパク質に対して結合した特

異的 IgE 量を定量した。測定値は臨床に用いられている

大豆に対するイムノキャップ値に基づく検量線に対して

補正し、特異的 IgE 抗体値を求めた。 

 

３．研究結果 

３．１ グロブリンのアレルゲン性について 

大豆アレルギーと診断された患者血清 28 検体につい

て 7S グロブリンおよび 11S グロブリンに対する特異的 IgE

抗体量を測定した。まず、大豆の抽出液を用いて測定し、

臨床に用いられているイムノキャップ値と比較した。両デ

ータは非常に良い相関を示し、ELISA 法での測定値とし

て 1.8～86.9（平均値 31.2）を示した。イムノキャップにおけ

る特異的 IgE 抗体価は 0.7 以上で陽性と判定されるため、

その値を本研究における ELISA 法に適用するとすべて患

者において陽性を示す値であることを確認した（Table 1）。

このことから本研究に用いた ELISA 法において特異的

IgE 抗体量を感度良く測定できることを示している。次に、

大豆種子より調製し 7S グロブリンについて同様の測定を

行った。特異的 IgE 抗体値は 0.9-55.5 を示し、平均値は

22.2 であった。大豆抽出液に対する測定値と 7S グロブリ

ンに対する測定値では非常に高い相関がみられた（相関

定数 0.91; Figure 1）。一方、11S グロブリンに対する特異 
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Table 1. Specific IgE values for salt-soluble seed proteins 

 

的 IgE 抗体値は 1.0-65.9 であり、平均値は 22.6 であった。

11S グロブリンの場合にも 7S グロブリンと同様に大豆抽出

液に対する特異的 IgE 値と高い相関がみられた（相関定

数 0.90; Figure 2）。7S グロブリンと 11S グロブリンに対す

る特異的 IgE 値を比較すると、約半数が 11S グロブリンの

方が高い値を示した。大豆種子中には両グロブリンともに

同程度多く含まれている。そこで、7S グロブリンと 11S グロ

ブリンの平均値に対して大豆抽出液に対する特異的 IgE

抗体値と比較したところ、各グロブリン単独との比較よりも

より高い相関を示した（相関定数 0.95; Figure 3）。このこと

は大豆抽出液に対する特異的 IgE 抗体値は、7S および

11S グロブリンの両方に対する特異的 IgE 量を強く反映し

ていることを示唆している。また、今回測定したすべての

患者血清において 7S グロブリンおよび 11S グロブリンに対

して高い特異的 IgE 抗体値を示した。このことは食塩を含

む緩衝液に可溶であるタンパク質であるグロブリンが大豆

アレルギーの主要な原因タンパク質であることを示唆して

いる。 

３．２ 防御タンパク質およびインヒビターのアレルゲン性

について 

防御タンパク質およびトリプシンインヒビターに対する特

異的 IgE 抗体値を測定した。防御タンパク質に対する特

異的 IgE 抗体値は 0.05-32.27 であり、平均値は 1.5 であっ

た。28 名中 5 名（17.8%）の患者血清において陽性を示 

 

 

Figure 1. Correlation of specific IgE values between 

soybean extract and native 7S globulin 

 

 

Figure 2. Correlation of specific IgE values between 

soybean extract and native 11S globulin 
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Figure 3. Correlation of specific IgE values between native 

7S globulin and native 11S globulin 

 

Table 2. Specific IgE values for water-soluble seed proteins 

 

す値を示した（Cut off 0.7）。その中の 1 名（Table 2, 検体

P28）において非常に高い抗体値を示した。防御タンパク

質は成人の大豆アレルギー患者において特異的 IgE 抗

体が検出されることが報告されている 5)。また、防御タンパ

ク質は花粉に含まれる主要なアレルゲンにもなっている。

そのため、本研究において防御タンパク質に対して高い

特異的 IgE 抗体値を示した検体については、花粉に対し

て感作された可能性が考えられる。一方、トリプシンインヒ

ビターに対する特異的 IgE 抗体の測定では 6 名の患者に

おいて陽性を示す抗体量が検出されたが、その値はいず

れも低かった。これらの結果は、防御タンパク質およびトリ

プシンインヒビターともに特異的 IgE が検出される患者は

20%程度含まれるが、塩可溶性タンパク質と比較すると比

率は低いことが明らかとなった。 

３．３ オレオシンのアレルゲン性について 

オレオシンはこれまでゴマや落花生においてアレルゲ

ンとして報告されている 6,7)。しかし、大豆においてオレオ

シンがアレルゲンであるという報告はない。また、オレオシ

ンはタンパク質の中央部に脂質膜に陥入するドメインをも

つために組換えタンパク質の調製が難しい。我々は落花

生のオレオシンについて昆虫細胞の発現系が適している

ことを報告している 8)。そこで、本研究において昆虫細胞

の発現系を用いて大豆オレオシンを調製し、特異的 IgE

抗体量の測定に用いた。28 名の患者血清の解析におい

て、0.09-9.01 の特異的 IgE 抗体値を示し、平均値は 1.07

であった。8 名（28.5%）の患者血清において陽性を示す

値を示した。3 名の患者血清においては 5-10 程度の高い

特異的 IgE 値を示した。これまで組換えタンパク質の調製

が難しいことからオレオシンのアレルゲン性については十

分に解析されていなかったが、本研究により大豆アレルギ

ー患者においてオレオシンはアレルゲンとなる可能性が

比較的高い大豆タンパク質であることが示唆された。 

 

４．考 察 

大豆アレルギーであることが正確に診断されている患

者血清を用いることによって食塩を含む緩衝液に可溶で

あるタンパク質であるグロブリンが大豆アレルギーに対す

る主要な原因タンパク質であることを示した。一方、防御タ

ンパク質、トリプシンインヒビターやオレオシンに対して特

異的 IgE 抗体をもつ患者はグロブリンと比較すると少ない
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が、ある程度の比率で感作されている患者が存在すること

が明らかになった。今後、食品の安全性の面から食素材

に含まれる多くの成分についてアレルゲン性について明

確にする必要性が示唆された。 

 

５．今後の課題 

本研究により食塩を含む緩衝液に可溶であるグロブリン

がアレルギー症状を引き起こす主要な原因物質であるこ

とを示した。グロブリンは多種類のサブユニットから構成さ

れている。今後、組換えタンパク質などを利用してサブユ

ニットレベルでのアレルゲン性について解明することが望

まれる。また、大豆に含まれる多くの成分についてもアレ

ルゲンとなる可能性が示されたため、大豆タンパク質につ

いてより広範にアレルゲン性を解析する必要がある。 
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Summary 

Soybean is an important food in many countries.  However, it is one of major foods causing food allergy in 

childhood.  Soybean seeds contain a lot of salt-soluble proteins, which named as globulin.  In this study, we 

evaluated the allergenicity of soybean globulin.  We purified two types of globulins, 7S and 11S globulins, from 

soybean seeds.  In addition to salt-soluble proteins, we purified recombinant proteins of soybean defense-related 

protein, trypsin inhibitor, and oleosin (a structural protein for a storage lipid droplet).  Sera of 28 patients who 

were confirmed clinically as soybean allergy were used.  IgE antibody values specific for these proteins were 

measured by ELISA methods.  Sera from all patients exhibited relatively high values for both 7S and 11S 

globulins.  The average specific IgE values calculated from 7S and 11S globulins is highly correlated to that for 

soybean extracts.  This means that IgE antibody value specific for soybean extract in patient sera account for 

those for globulin.  On the other hand, IgE antibody specific for defense-related protein, trypsin inhibitor and 

oleosin were detected in sera of several patients.  These results suggest that globulins are a major allergen in 

soybean allergy and many kinds of soybean proteins are potential to be an allergen.  In the future, the analysis of 

an allergenicity of globulins at subunit level is expected, because a subunit composition of soybean globulins is 

complicated. 


