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論 文 内 容 要 旨

大 谷 元

第 一 章 緒 論

牛乳 には種 々の タンパ ク質が含まれているが,そ の中の主要タンパク質の一 つであ るβ一

ラク トグロブ リン(ρ 一レ9)は 人 乳には含 まれて いない・ このた め・β一Lgは 牛乳 アレルギ

ー誘発の主因物質の一つ として注目 され,そ の抗原構造の解析が研究課題 として取 り上 げ ら

れてい る。 しか し,そ の抗原決定部位 はシーケンシャルな もので あるか コンポメーショナル

な ものであるか さえ明 らかでない。

一方 ,牛 乳および乳製品 は加工過程 において殺菌,あ るいは滅菌 を主 目的 として必ず加熱

され る。その場合,加 熱の条件 によ り牛乳タンパ ク質 は変性,凝 集,ア ミノ ・カルボニル反

応 な どの諸変化 を受ける。 したが って,牛 乳および乳製品中での β一Lgの 抗原性が,生 乳の

'そ れ とは異 なることは十分 に予測 されるところである
。 しか し,加 工処理 した牛乳および乳

製品申での β一Lgの 抗原性についてはほとん ど不明である。

以上のよ うな背景か ら,本 論文 は,牛 乳 β一Lgの 抗原性 を究 明す る目的で,天 然 β一Lg,

お よ び乳製品の製造工程で用 い られる加熱処理,あ るいはタンパ ク質分解酵素処理をしたβ

一Lgを 対象に,抗 原構造 を中心 にして検討 した結果 を記述 した ものである。

第 二 章 天 然 β一Lgの 抗 原性 に関 す る検討

本研究の遂行に当 り,本 実験を通して使用できるβ一Lgに 特異的な抗血清をうる嬢 があ

った。そこで,ま ず,ホ ルスタイン種牛新鮮乳よりβ一Lgを 精製し,家 兎に免疫 し,牛 乳タ

ンパク質の中でなβ一Lgに 対してのみ特異性を示す抗血清をえた。

っいで,そ の抗血清を用いて,市 販乳製品16種 中の抗原性 β一Lg量 を測定 した。その結

果,表 一1に 示すとお り,各 乳製品には天然 β一Lgの 抗原構造を保持するタンパク質の存在

が確認 され,各 乳製品中での天然β一Lgの 抗原構造の破壊度合いは,そ れらの製造過程で用

いられた加熱条件によ り,異 なることが予測 された。

このことより,β一Lgの 抗原性の加熱破壊 とそれにおよぼす各種乳成分の影響を検討 した。

その結果,表 一2に 示すとおり,加 熱過程における天然 β一Lgの 抗原性低下の促進物質 とし

てカゼインが,抑 制物質としてラクトースが関係していることが認められた。

一般に,カ ゼインとβ一Lgの 相亙作用はk一 カゼインとの間でS耳/SS交 換反応を介して
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起 こることが知られてい る。 この ことか ら・SH基 のアルキル化試薬であるN一 エチルマレ

イ ミドを添加 した脱 脂乳 を加熱 し・その時の β一Lgの 抗原性の変化を脱脂乳単独で加熱 した

場合 と比較 した。 その結果・天然 β一Lgの 抗原構造の加熱破壊はN一 エチルマレイ ミドの添

加 によ り抑制 され,抗 原性 の低下 とS耳/SS交 換 反応 に関連性の あることが予測 された。

っ ぎに,こ の抗原性 の低下の原因が,β 一Lgの 熱 変性 機構の初期段階に生 じる,SH/SS交

換 反応 それ自身 による ものか否か を知 る目的で ・β一Lgの 尿素処理 および化学処理 を行ない,

それ ら処理 β一Lgの 抗原性 を調べた。 その結果,表 一3お よび表一4に 示す とお り,S珂/SS

交換 反応 による重合では天然 β一Lgの 抗原構 造は影響 を受 けないが・SS結 合の解裂によ り

著 しく破壊 される傾向 にあることが認め られた。

このよ うにSS結 合 の解裂によ り抗原構 造が破壊 された事実 よ り,抗 原決定部位は コンポ

メー ショナルな ものであることが示唆 されたために,β 一Lgの 臭 化 シアンによる限定分解,

あ るいは基質特異性 の異な るタンパク質分解酵素 によ る分解 を行 ない,そ れら分解物 と抗 β

一Lg血 清 との反応性 を調べた。 その結果,そ れ ら分解物 には天然 β一Lgの 抗原決定部位を

含むペプチ ドは存在せず・ これによって,天 然 β一Lgの 抗原決定部位 は コンホメーシ ョナル

な ものが主体 をなす もの と考え られた。

第 三 章 加 熱 β一Lgの 抗 原 性 に 関 す る 検 討

第二章で述べたよ うに,ラ ク トースはβ一Lgの 天然抗原性の加熱低下を抑制す ることか ら,

天 然 β一Lgの 抗原構造の加熱破壊 に対す るラク トースの抑制 機構,お よびラク トースとめ加

熱 β一Lgの 抗原性 を検討 した6

種 々の濃度で ラク トー スを添加 した β一Lg溶 液 を加熱 し,そ の時の天然 β一Lgの 抗 原性

の変化 を測定 した。 その結 果。ラグ ト』 スは広 い加熱条件下 で天然β一Lgの 抗原性 の加熱破

壊 を抑制 し,そ の原因 として,加 熱 の初期段 階にラク トースはア ミノ ・カルボニル反応によ

りβ一Lgに 結合 し,β 一Lgの 熱 凝集 を遅延 させ ることが示唆 された(図 一1)。 、

一方 ・ラク トース とβ一Lgの 加熱物(Lac一 β一Lg)を 家 兎 に免疫 し,え られた抗血清 と

Lac一 β一Lgの 反 応性 を調べた。 その結果,抗Lac一 β一Lg血 清 には天然 β』Lgの 抗体に

加 えて・Lac一 β一Lgに 特異 的な抗体が生産 されてい ることが認 められた(図 一2)。

そ こで・ このLac一 β一Lgに 特 異的な抗原決定部位の性質 について検討 し,そ の抗原決定

部位はSS結 合の還元 および臭化 シアンによる分解後 も安定 なものであ り,か つ,そ の中の

い くつかは未加熱の β一Lgか らえたペ プチ ドにも共通 していることか ら(表 一5),加 熱過

程 にβ一Lg分 子 自身の熱変性 によ り形成 された ものであることが示 された。

また・各種還元糖 とβ一Lg,ラ ク トースと血清アルブ ミンや オボアルブ ミンのア ミノ ・カ
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ルポニル反応物 を調製 し,そ れ らと抗Lac一 β一Lg血 清 との反応性 よ り(表 一6,表 一7),

Lac一 β一Lgの 抗 原決定 部位 には,ア ミノ・カルボニル反応 によ り結合 した糖部分 の関係 し

た もの も存在 するこ とが示唆 された。

これ らの結果か ら,牛 乳 の殺菌や滅菌な どの加熱処理 において,β 一Lgは その天然抗原構

造に加 えて,よ り安定な二次的抗原決定部位 を容易 に形成 することが推察 された。

第 四章 タ ン パ ク質 分 解 酵素 処理 β一Lgの 抗 原 構 造 に 関 す る検 討

第二章において,タ ンパク質分解酵素処理β一Lgの 抗原性を検討する過程で,β一Lgに ト

リプシンを作用 させると,未 分解のβ一Lgよ.り も分子量の大 きい巨大分子の生成することが

認められた。

従来,牛 乳アレルギー患者用の低抗原価乳の製造には,タ ンパク質分解酵素による前処理

が最 も効果的 と考えられている。この ことから1本 巨大分子の性質の解明はきわめて重要 と

考えられ,そ の化学的 ・免疫化学的性質を検討 した。

生成した巨大分子の分子量は500万 以上であり,生 成のための至適pHは β一Lgの トリプ

シン分解のための至適pHと 一致していた。 また,巨 大分子の生成度はβ一Lgと トリプシン

濃度に依存 し,ト リプシン濃度・あるいは双方の濃度が高い場合は,不 溶性の巨大分子が形

成 された(図 一3)。

この不溶性の巨大分子(IM)と 可溶性の巨大分子(SM)は,表 一8に 示すとお り,未処理

β一Lgと 比べて,含 硫アミノ酸や水酸基を持つアミノ酸が多 く1,ヒスチジン,リ ジンなどが

少ない。また,こ れらSMお よびIMを 免疫してえられた抗血清とSMお よびIMは,お 互い

に強い交叉反応性を有 しているが,天 然 β一Lgと の反応性は認められず,百 大分子の抗原構

造は天然β一Lgの ものとは全く異質であることが示 された(図 一4)。

一方,こ のような巨大分子生成防止の立場から検討を行なった。その結果,表 一9お よび

表一10に 示す とお り,β 一Lgを 予じめキモ トリプシン処理 した り,キ モ トリプシン共存下

での トリプシン処理,あ るいはβ一LgのS一 カルボキシメチル化やニ トロ化によ り,巨 大分

子の生成は著 しく抑制 されることが認め られた。

いずれにしても,β 一Lgは,従 来分解 されるはずの トリプシンの作用によっても,天 然抗

原構造とは異質の抗原構造 を容易に形成することが証明された。

第 五 章 総 括

本論文では,'ま ず,牛 乳 アレルギーの主因物質の一つである天然 β一Lgの 抗原性について

検討 し,天 然 β一Lgの 抗原決定部位は コンボメーシ ョナルな ものが主体 をなす ことを示 した。
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っ いで,β 一Lgを ラク トース存在 下で加熱す ると,天 然 β一Lgの 抗原構造の 加熱破壊 が

抑制 され ることを見出 し,そ の加熱物 の抗原性 を検討 した。その結果,加 熱過程 にラク トー

スはア ミノ ・カルボニル反応によ りβ一Lgに 結合 し,そ のア ミノ ・カルボニル反応物には,

天 然 β一Lgの 抗原決定部位に加 えて,β 一Lg分 子 自身の熱変性によ り形成 された もの と,ア

ミノ ・カルボニル反応 によ り結合 した糖部分 の関係 した新たな抗原決定部位が存在す ること

を示 した。.}

あ

一方,低 抗原価乳の調製には,原 料乳のタンパク質分解酵素による前処理が最 も効果的と

考えられているが,β 一Lgに トリプシンを作用 させると,分 解物が重合し分子量500万 以

上の巨大分子が生成することを見出した。また,こ の巨大分子の生成条件および防止法につ

いて検討するとともに,こ の巨大分子は天然 β一Lgと は全く異質の抗原構造を持つタンパ ク

質であることを証明し,低 抗原価乳の調製におけるタシパク質分解酵素使用の危険性を示唆

した。

従来,β 一Lgが 高い抗原性を示す原因は,主 としてこのタンパク質が人乳中に存在しない

ことと関連づけて考えられてきた。 しかし,以 上示した実験結果から明 らかなようた,＼天然

β一Lgの 抗原構造は不安定であり,加 熱やタンパク質分解酵素処理により初めてよ り安定な

抗原決定部位が形成 される。 このことから,牛 乳β一Lgが 高い抗原性を示し,牛 乳アレルギ

ーの主因物質となっている原因は,単 にこのタンパ ク質が人乳中に存在しないことによるた

めだけではな く,β 一Lgの 持つ構造上の機能的性質に負 うところも大きいものと考えられる。
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Table1.Beta-lactoglobulincontentsinthemilkproducts.

.Samples
S一.Lactoglobulin

(ug/tOOugoftotalprotein)

Raw.冊ilk. コ
UHT典process啓ng

milk

UHT*processing8

asepticpackaging

朔ilk

Condensedmilk

sweetened

Evap。 ピ・亡・d巾 ηk.

Modifiedmilk

powder

Skimmilkpowder

A

B

∩し

B

C

A

B

C

A

D

A

B
.C

A

B

C

9.61

9.55

8.94

9.51

8.33

9.45

7.69

8.04

6.23

7.82

く2.18

16.96

12.79

7.b3

向979

2.84

2.97

嚢UHT=ultra-hightemperature

Table2.Effectsofmilkcomponentsandsaltsonantigenicvalueof

heattreatments.

.β一!actoglobulinupon

Componentsadded*
Concentration

(w/v,%)

Antigenicvalueafterheat
treatmentat96'Cfor:

Omin 3min 10mil1**

None

a-Lactalbumin

Casein

a-Lactalbumini-Casein

Lactose

CaClg

KCl

NaCI

MgCh

KH2PO`流

NaH2PO4

0.皇3

2.6

0.13-2.6

4.6

0.15

0.is

O.15

0.oi

o.is

o.is

2560

2560

2560

2560

2560

2560

2560

2560

2560

2560

2560

1280

1280

1280

1280

2560

izso

1280

1280

1280

1280

1280

690

640

320

320

1280

690

690

690

640

640

690

*EachcomウonentwasaddedinO .3%β 一1actoglobulinsolutiondissolvedin

pH6.6.**Antigenicvalueswereexhibitedasthereciprocaltiters.

Table3.Apparent
with8Murea.

1》lclLVAINE'sbuffer,

molecularweightSandantigenicactivity.ofβ 一1acto910bulinstreated

'T
reatments Molecularweights Antigenicactivity*

None(Native)

SA4Ureaalone

8MUreaaddedN-ethylmaleimide

36000

53000(II),35000(III)

isooo(N

一2560

2560

2560

*0 .3%(w/v)Nativeorurea・treatedβ 一1actoglobulinsolutionwasdilutedwithphysio-

logicalsalinesolution,.andtheantigenicactivitywasshownwithmaximumdegreeof

di}ut董onwhichfor町1edprecipitinr量ngwithantiβ 一!acto9Iobulinserum..
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Table4.AntigenicactivityofS-lactoglobulinstreatedwithchemicalreagents.

Reagents Antigenicactivity' Relativeactivity(%)

None(Native)

p-Chloromercuribenzoate

2-Mercaptcethanol十lodoaceticacid

2-hlercaptcethanol十lodoaceticacid

(inthepresenceof8Murea)

Iadoaceticacid

Hydrogenperoxide

zseo

2560

0re

640

zzao

zzao

oo

oo

25

2b

87.5

87.5

(
穐
"
)
冨

ε
置

。
」

E
ち
』
2
凶
9
竃

【喚

}。

ζ

り
霞
。
聾
岩
憾

一田

2

ioO

75

50

25

雰0 .3%(w/v)NativeDrchemicaUytreatedβ_lactoglobulinsolutionwasdilutedwith

physiologicalsalinesolution,andtheantigenicactivitywasshownwiththemaxi-

mumdegreeofdilutionwhichfor揃edprecipitinringwithantiβ 一!actoglobulingerum.

(1}lm而unoelect:rophoretiこpaに ヒe「ns
や高 奪 く 「ボ'!七.τ"ご 凸'や'う 、 ・'・

灘◇ 弛ゴ㌶ご{◇㌦1.∴:＼:ガ ー鐡

簸 鮒轄 惣,湊;㌔撫 ← ～

の

/.

/

/

./ρ(e)
//'

//'

/
(・〉ζ'∠ ω
護

o

(`1瑚

/'
rb)

Oozo
aosoeoioo

Amoun&ofβ ・la¢tO呂lobulinremained

insupernatant(%)

馨

嚢蕪豪認謎瀞

・叢警㌣ 『警ll

難1繋塘 到 写'苧'4冒 」
vや ㌧ ・ 甘 廿 、・rF,

♂唱触∴》旨診'こ 癬 ∵ ∴ご ＼∵'
、.㌔1,、,・.苧 し、.'"、b

"

,評 七 ザ,二F』"二 ・、 毛「 ト く ウ、r'

㌃㌻ ㍉窄 「 τ 曽 」 晶 く"㍉ 究,"℃ 吊 ・ 几 や 、 、r卍バ 曽'漏 ヘヒ、 甜'翫 榊 くヒ 血'騨 ℃

(2)Precipitintest

"

プ

・

ド

'
'

紳
簗
ご

、

、

'、

、

'
乎

此

七

"
,、 赫 蒔 ㍉ ウ'七"}

セ ヤ トト ゴ セぴ コ ゴ サうハ ハく

∵、認怨蘇 鹸:て㌧ジ

〆響 奪
ゼ(喫=1》 暫㌦軸㌦ 込懲 ・

詩

Fig・LCorrelati◎nbetweennamralant五genま ・

cityandcoagu】ationofβ 一lacto910bulinhe飢edfor

20hwithorwithouttheadditionoflactose .(a)

pH6.6,6U'C,(b)pH6.6,70ｰC,(c)pH6.6,96ｰC,

(d)pH8.0,60ｰC,(e)pH8.0,70ｰC,(f)pH8.0,

960C・Lactoseadded(%);一()一 〇
,一 ⊂)一5,

一 ● 一10
.

Antigens

a

b

Antibodyvalue

(Degreeofdilutionofantisera*)
ゴ

cd

4

4

だU

β0

64

izs

Table5・lnhibitorye仔ectofthe
コ ロ コ

Va「10USantlgen-ant1SerUmSyStemS

Fig。2.crossreactionsofβ 一】acto910bulinand

I♂aC一 β一LgagainStant萱serabβ 一1acto910buhnand

Lac一 β一Lgbymeanso臼mmunoelectrophoresisほ)

「
andprecipitintestl2}.*Antibodyvalueswere

exhibitedasthereciprocaltiters.a:β 一Lactoglo-

bulin,b:Lac一 β一Lg,c=Antiβ 一一1actoglobu!inserum,

d:AntiLac一 β一Lgserum.

cyanogenbromide-fragmentsonPCAtestsin

＼ ＼
＼Sy、t,m,A・tise・um、.

Antigen
. 層

Fragments幽 一＼ 、h¶「-、

AntiLac一 β一LgserumAntiβ 一Lgserum

SCMLac一 β一LgSCMβ 嬉 β一L9

L-3

L-4

N-3
1

N-4

十 十 一

十 十 一

'十 十 一
Fゴ

十 十 一

t:inhibited,一:notinhibited.
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Table6.lnhibitoryef{ectofsugar一 β一Lgproducts

onPCAtesヒinLac一 β一Lg-anti.Lac一 β一Lg8y8tem

Products
Available

lysine

index唯

305nm
一1nhibidonゆ 申
280nm

NaU.veβ 一Lg

Lac一 β一Lg

Glu一 β一Lg

Gaト β一Lg

Fru一 β一L写

ioo.a

73.1

70.2

6く.5

61.5

0.092

0.118

0.164

0.231

0.225

+

朴

+

+

+

AvailablelysinecontentoftheproductAvailablelysineindex
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審 査 結 果 の 要 旨

牛乳タ ンパク質の一種であるβ 一ラクトグロプリンは人乳に含まれていないため,牛 乳アレル

ギー誘発の主因物質とされてきたが,そ の抗原構造の解析はほとんど行なわれていない。

乳児栄養学上の牛乳アレルギーの重要性にかんがみ,本 論文は,こ の主因物質である牛乳β一

ラク トグロブリンを取上げて,そ の抗原構造を免疫化学的に明らかにするとともに,牛 乳の処理

.加 工中における抗原性の変化を詳細に検討 したものである。

まず,著 者 は各種SH試 薬,尿 素処理の結果か ら,SH/SS交 換反応による重合ではβ一ラク

トグロブリンの抗原構造 に変化を受けず,SS結 合の解裂によって抗原構造の破壊がおこること

を確かめた。そ して,さ らに臭化 シアンによる限定分解,基 質特異性の異なるタンパ ク質分解酵

素による分解にともなう抗原性の変化から,こ れ らの分解物 には天然β一ラク トグロブリンの抗

原決定部位を有するペプチ ドの存在 しないことを示 し,天 然β一ラクトグロブリンの抗原決定部

位はシーケンシャルなものではなく,コ ンホーメーショナルなものであることを証明した。

っいで,ラ クトースの存在下での加熱によって,β 一ラク トグロブリンの抗原構造の破壊が抑

制されることを認め,こ の現象は加熱過程にお こるアミノ ・カルボニル反応によって,ラ クトー

スのβ一ラクトグロブリンへ の結合がおこり,天 然β 一ラクトグロブ リンの抗原決定部位のほか,

β一ラク トグロブリン自体の熱変性により二次的に形成された抗原決定部位,さ らに結合糖質部

分の関与 した新たな抗原決定部位の存在によるものであることを明 らかに した。

そして最後に,低 抗原価乳の調製に利用 されるβ 一ラクトグロブリンの トリプシン処理過程で,

分子量500万 以上の巨大分子の生成す ることを見出し,β 一ラクトグロブリンと異質の抗原構造

を有する本物質の生成条件の検討結果か らこの生成の防止法を示唆するに至った。

以上,本 研究 は牛乳 β一ラクトグロブリンの抗原性について幾多の新知見を加えたものとして,

審査員一同は農学博士の称号を授与するに値すると判定した。

一32一


