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１ は じ め に

日本の食物アレルギー患者の約10％が小麦アレルギー

である。小麦のアレルゲンタンパク質には、グリアジン

やグルテニン、α-アミラーゼインヒビター(AI)や脂質

輸送タンパク質（LTP）などが報告されている。発芽小

麦種子のプロテアーゼがグリアジンやグルテニンを分解

することは知られているが1)、AIやLTPはほとんど分解し

なかった2)。また、微生物由来プロテアーゼもグリアジ

ンやグルテニンを分解するが、AIやLTPの分解は未だ報

告されていない。そこで、食品加工用の微生物由来プロ

テアーゼによるAIやLTPの分解性を明らかにした。

２ 試 験 方 法

（1）小麦アレルゲンタンパク質の調製

小麦AIの一種であるCM16の精製は、Sanchez-Mongeら

の方法3)を参考に、小麦種子の0.5 mol/L食塩水抽出物の

50％硫安塩析画分を、ゲルろ過カラムクロマトグラフィ

ーおよび逆相高速液体クロマトグラフィー（HPLC）にか

けて行った。小麦LTPの精製は、老田と横田の方法によ

り4)、小麦種子の水抽出物をイオン交換カラムクロマト

グラフィーにかけた後、HPLCにより行った。グリアジン

・低分子量（LMW）グルテニン混合物は、Sandifordらの

方法5)により、小麦種子の食塩水抽出残渣を70％エタノ

ールで抽出して調製した。

（2）プロテアーゼ活性測定

3％アゾカゼイン（Sigma）50 μL、プロテアーゼ（0.

2～2 mg/mL）2 μL、0.1 mol/L トリス塩酸緩衝液（pH

7.5） 但しP2143の場合はクエン酸緩衝液（pH 4.0）を1

00 μL含む液（200 μL）を37℃で1時間反応させた後、

20％トリクロロ酢酸50 μLを添加・混合して、その遠心

（12,000 rpm、5分）上清の吸光度（波長：366 nm）を

測定し、酵素タンパク質1 μgあたりの相対活性で表示

した。タンパク質の定量は、DCプロテインアッセイ（Lo

wry法、バイオラッド）を用い、牛血清アルブミン（Sig

ma）を標準タンパク質として行った。

（3）アレルゲンタンパク質の酵素分解

CM16とLTPは0.1 mg/mL、グリアジン・LMWグルテニン

混合物は1 mg/mLを4 μLずつ、プロテアーゼ（0.1また

は0.5 mg/mL）4 μL、前出の緩衝液10 μLを含む液20

μLを37℃で16時間反応させた後、半量をポリアクリル

アミド電気泳動（PAGE）に供し、銀染色キット（コスモ

バイオ）により判定した。微生物プロテアーゼは、すべ

てSigma製市販品を用いた（表）。

表 供試した微生物プロテアーゼ

３ 試 験 結 果 及 び 考 察

（1）微生物プロテアーゼによる小麦AIの分解

小麦AIには、約13 kDaサブユニットの単量体、2量体、

4量体があり、4量体にもCM1～3、16、17の5種類が報告

されている。アレルゲンとしての報告例が多いCM16の精

製品は、等量のプロテアーゼ反応により、P4860やP5985、

P2143でほとんど分解され、P6110やP5147でもかなり分

解されたが、P1236ではあまり分解されなかった（図１）。

図１．微生物プロテアーゼによるCM16の分解

※CM16とプロテアーゼの量はいずれも0.2μg

Sigma 起源 アゾカゼイン

Cat. # 分解活性(%)

P5147  Streptomyces griseus 100
P4860  Bacillus licheniformis 27
P5985  Bacillus sp. 18
P1236 Bacillus amyloliquefasiens 16
P6110  Aspergillus oryzae 15

P2143  Aspergillus saitoi 1
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①マーカー、②酵素無、③P1236、④P4860、

⑤P5985、⑥P6110、⑦P5147、⑧P2143

CM16



次に、小麦種子タンパク質混合物に微生物プロテアー

ゼを作用させた結果、CM16はP4860とP5147でによって良

好に分解されたが、P1236やP6110ではあまり分解されな

かった（図２）。

図２．プロテアーゼ処理した小麦タンパク質の

ウエスタンブロッテイング ※抗CM16抗体使用

（２）微生物プロテアーゼによる小麦LTPの分解

小麦アレルゲンとして報告されているLTP（約9kDa）

は、等量のプロテアーゼ反応により、P4860やP5147で少

し分解されたが、他のプロテアーゼではほとんど分解し

なかったため、プロテアーゼ量を5倍にした結果、P4860

やP5985、P5147でほとんど分解された（図３）。

小麦アレルギー患者が反応する小麦アレルゲンタン

パク質は患者により異なり、グリアジンやグルテニンに

は反応しないが、AIやLTPに反応する患者の場合は、AI

やLTPを選択的に分解した小麦食品を提供することで、

① ② ③ ④ ⑤

①P1236、②P4860、③P6110、④P5147
⑤酵素無、①～③1 μg、④0.1 μg

小麦アレルギーの発症回避が可能である。また、AIやLT

Pとパン・麺特性の関係はこれまで報告がないことから、

AIやLTPが分解されても、グリアジンやグルテニンが分

解されていなければ、パン・麺の品質に悪影響は及ぼさ

ないと考えられる。今回の各種微生物プロテアーゼによ

る反応では、AIやLTPの分解は認められたが、グリアジ

ンやグルテニンも同等以上分解されるため、微生物由来

プロテアーゼ処理により、パン・麺の品質に影響を与え

ずに、AIやLTPを分解するのは難しいと思われる。

４ ま と め

微生物Bacillus licheniformis やStreptomyces

griseus、Aspergillus oryzae 由来のプロテアーゼは、

小麦アレルゲンタンパク質であるグリアジンや低分子量

グルテニンだけでなく、α-アミラーゼインヒビターや

脂質輸送タンパク質も分解した。
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図３．微生物プロテアーゼによるLTPの分解 ※LTPはいずれも0.2μg
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