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原　著

B10.Aマウスを用いた小麦依存性運動誘発
アナフィラキシーモデル系の作製

田中　守*1　山田作夫*2,3　長野隆男*2

要　　　約

　小麦依存性運動誘発アナフィラキシー（WDEIA，Wheat-Dependent Exercise-Induced 
Anaphylaxis）は，小麦製品を摂取したのみでは症状がみられず，運動が加わった場合に限り誘発さ
れる食物アレルギーの特殊病型である．本研究ではB10.Aマウスを用いたWDEIAモデル系の作製を
試みた．B10.Aマウスを3群に分け，マウスの腹腔内にグリアジン画分を含むアルミニウムアジュバ
ントを7日毎に4回，5回，6回免疫し，感作マウスを作製した．感作成立の判定は，血清中グリアジン
特異IgE値を指標とし，ELISA法により求めた．感作マウスにグリアジン画分（0.1 g/匹）を経口投
与後，30分間のトレッドミル運動（傾斜20%，速度15 m/分）を負荷し，その後，直腸温と自発運動
量をアナフィラキシーの指標として測定した．グリアジン特異IgE値は，5回以上の免疫群で有意な
上昇が観察された．体温と自発運動量は，6回免疫群で有意な低下が観察された．以上の結果から，
WDEIAモデル系は6回以上の免疫を行うことが必要であると考えられた．
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試験や小麦タンパク質と患者血清中IgEとの反応性
から，WDEIAの主要アレルゲンとして報告されて
いる11-13）．このように，WDEIAの検討については
長年の間，小麦に関する疾患を持つ患者の血清が用
いられてきた．
　アナフィラキシー症状の評価を行う上で，食物ア
レルギー動物モデルは必要不可欠のものとなってお
り，イヌ14,15），子豚16），マウス17-23），ラット24,25）

等で報告されている．特にマウスを用いた系により
行われており，モデルの具体例として，Balb/cマウ
ス18,21-23），C3H/HeJマウス17）のような近交系のマ
ウスやB10.Aマウス19,20）のようなコンジェニック系
のマウスを用いた幾つかの研究がある．これらのマ
ウスは，高いIgE反応性を示す種であることが知ら
れている．Yanoら19）は，卵白に含まれるアレルゲ
ンの1つであるリゾチームを用いたFDEIAのモデル
マウスを提示した．さらに，Kozaiら20）はFDEIA
のモデルマウスを用いて，溶解度の異なる3つの小
麦タンパク質（塩溶性タンパク質画分，グリアジン
画分，グルテニン画分）がWDEIAに与える影響に
ついて調べた．その結果，小麦タンパク質の中でグ

1 .  背景
　 食 物 依 存 性 運 動 誘 発 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー
（FDEIA，Food-Dependent Exercise-Induced 
Anaphylaxis）は原因食品を摂取したのみでは症
状がみられず，運動が加わった場合に限り症状が
誘発される食物アレルギーの特殊病型である1,2）．
FDEIAのアレルギー症状は，基本的にⅠ型アレル
ギーに基づく反応と考えられている3）．FDEIAの
原因食品は，小麦，海老，貝，ナッツ類，セロリ，
コーンなど多岐にわたって報告されている4-9）．中
でも小麦はFDEIAの症例中57%を占める最多原因
食品であり3），小麦が原因で発症するFDEIAを小
麦依存性運動誘発アナフィラキシー（WDEIA，
Wheat-Dependent Exercise-Induced Anaphylaxis）
という．
　小麦タンパク質は溶解性の違いによって，4つに
大別される．即ち，水/塩可溶性のアルブミンとグ
ロブリン，不溶性タンパク質のグリアジンとグルテ
ニンに分類される．グリアジンとグルテニンは，小
麦全タンパク質の80%とほぼ大部分を占めるグルテ
ンの主なタンパク質である10）．グリアジンは皮膚
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ml濃度に希釈し，等量のImject Alum（Pierece 
Chemical）を加え，ボルテックスで5分間攪拌し，
1匹あたり，初回は0.2 ml/匹（グリアジン量 100μ
g/匹），2回目以降は，初回の半分（グリアジン量 
50μg/0.2 ml/匹）を吸入麻酔剤であるイソフルラ
ン（アボットジャパン）で軽く麻酔をかけたB10.A
マウスの腹腔内に注射針×26G（Terumo）を用い
て，図1に示すスケジュールで各群7日毎に4回，5回
または6回投与した．腹腔内投与3日後に，軽いイソ
フルラン麻酔下で感作マウスの眼窩静脈から採血を
行い，血液を遠心分離（700×g，15分）し，血清を
得た．この血清に等量のグリセリン（特級；和光純
薬工業）を加え，以後の実験で使用するまで−30℃
で保存した．

2 . 3   Enzyme-linked immunosorbent assay（ELISA）
　マウス特異IgEの測定は，Engvallら26）の方法
に従った．グリアジン溶液を10μg/mlになるよう
に，3 M尿素（特級；和光純薬工業）を含む50 mM
の炭酸バッファー（pH 9.6）に溶かし，100μlず
つ96ウェルマイクロプレート（NUNC）の各ウェ
ルに入れ，4℃で1晩静置した．各ウェルを0.05%の
Tween20（和光純薬工業）を含むPBS（PBS-T）で
3回洗浄し，次に1%BSA/PBS-Tを100μlずつ加え，
37℃で1時間タンパク質末端結合部分をブロックし
た．PBS-Tで3回洗浄した後，1%BSA/PBS-Tを100
μlずつ入れ，一次抗体として各血清サンプルを，
濃度が50倍希釈になるように各ウェルに入れ，37℃
で1時間インキュベートした．PBS-Tで5回洗浄し
た後，二次抗体としてHRP-linked anti-mouse IgE
（Nordic Immunological）を1000倍希釈になるよう
に，1%BSA/PBS-Tに溶かし，各ウェルに100μlず
つ加え，37℃で1時間インキュベートし，PBS-Tで
5回洗浄した．合成基質であるο-phenylendiamine
（一級；和光純薬工業）2 mgを5 mlのクエン酸
バッファーに加え，さらにH2O2（特級；和光純薬
工業）を0.006%加えたものを，各ウェルに100μlず
つ入れ，約5分間発色させ，2.5 mol/L H2SO4溶液を
50μl添加して酵素反応を停止させた．MODEL 550 
MICROPLATE READER（Bio-Rad Laboratories） 

リアジンがマウスの実験系でもWDEIAを惹起する
最も強いアレルゲンであると報告している．しか
し，現在，動物実験として使用されている食物アレ
ルギー動物モデルは，抗原の種類，アジュバントの
種類によって免疫する回数が様々である16-22,24,25）こ
とから，免疫する回数の違いによって特異IgE値や
アナフィラキシー症状が異なると予想される．それ
ゆえ，さらなるWDEIA発症メカニズムの解明を行
うには，グリアジンに対する詳細な条件を検討し，
WDEIAモデル実験系を確立する必要がある． 
　そこで本研究では，マウスを用いたWDEIAモデ
ル実験系を確立することを目的として，グリアジン
画分を含むアルミニウムアジュバントをB10.Aマウ
スの腹腔内に免疫する回数が，WDEIAに与える影
響を検討した．

2 .  実験材料及び方法
2 . 1   グリアジン画分の調製
　50 gの薄力粉（フラワー；日清製粉）に500 ml 
の0.5 M塩化ナトリウム（特級；ナカライテクス）
溶液を加え，室温で2時間攪拌し，遠心分離（1,700
×g，15分）を行い，塩溶性タンパク質を除いた．
次に，残渣に500 mlの蒸留水を加え，室温で2時間
攪拌し，遠心分離（1,700×g，15分）を行った．こ
の作業を2回繰り返し，水溶性タンパク質及び塩類
を除いた．残渣に500 mlの70％エタノール（特級；
ナカライテクス）を加え，4℃で2時間撹拌し，遠心
分離（1,700×g，15分）してエタノール抽出液を得
た．エタノール抽出液を，透析膜（径21.4 mm：三
光純薬）に入れ，スターラーで撹拌しながら約30倍
の1％酢酸溶液中で4℃，60時間透析をおこなった．
透析外液は，1日目は2～3時間毎に，それ以降は1日
につき2～3回交換した．透析内液を凍結乾燥機にて
凍結乾燥し，グリアジン画分を得た．

2 . 2   感作マウスの作製
　5週齢のB10.A/SgSnSlc（日本エスエルシー）雌
マウス（体重15～20 g）を実験に用いた．実験期
間中の飼育期間はMF飼料（オリエンタル酵母工
業）と水を自由摂取させた．室温20±2℃，12/12h
（A.M.8：00-P.M.8：00）の明暗サイクルの条件で
飼育した．全ての実験は，動物実験ガイドラインに
従い，川崎医療福祉大学動物実験委員会の承認を得
て行った（承認番号：09-004）．マウスを無作為に
4回免疫群（n=8），5回免疫群（n=8），6回免疫群
（n=7）の3群に分けた．
　グリアジン画分に0.1 M酢酸を加え10 mg/ml濃度
のグリアジン溶液を作った．その後，PBSで1 mg/
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図1 グリアジン感作の免疫スケジュール．
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を用いて，492 nmの吸光度を測定した．

2 . 4   アナフィラキシー症状の判定
　グリアジン感作マウスにフォーレンで軽く麻
酔をかけ，フィーディングニードル専用シリン
ジ（Popper）を用いて，グリアジン画分（0.1 g/ 
PBS，0.5 ml /匹）をそれぞれ胃内投与，トレッド
ミル運動（傾斜角20％，速度15 m/分，時間30分）
を負荷した．その後，直腸温はデジタル体温計（佐
藤計量器）を用いて試料投与前と運動負荷後に測定
した．
　自発運動量はP.M.8 :00から1時間毎に，翌日
A.M.11:00まで15時間，回転ケージ（夏目製作所）
を用いて測定した．回転軸にケージの回転数を記録
するカウンター（夏目製作所）を設置した．

2 . 5   統計処理
　測定値は平均±標準誤差で示した．統計ソフトは
PASW Statistics 18を使用した．独立多群の差の検
定には一元配置の分散分析（ANOVA）を用い，そ
の後Post hoc検定としてTukey検定を用いた．危険
率は5%未満とした．

3 .  結果
3 . 1   血清中抗グリアジン特異IgE値
　マウスの血清中グリアジン特異IgE値はELISA法
を用いて評価した（図2）．血清中グリアジン特異
IgE値は，4回免疫群（0.34±0.02）で免疫前（0.29
±0.01）と比較して有意な上昇が認められなかっ
た．一方，5回免疫群（0.52±0.01）と6回免疫群
（0.53±0.05）は，免疫前と比較して有意な上昇が
認められた（p < 0.01）． 以上の結果から，5回以
上の免疫群で有意なIgE値の上昇が観察された．
3 . 2   アナフィラキシー症状の評価
　アナフィラキシーの指標として直腸温（図3）と
自発運動量（図4）を測定した．直腸温の結果で
は，4回免疫群（38.0±0.2℃）と5回免疫群（37.9±
0.2℃）で，グリアジン画分投与前（38.3±0.1℃）と
比較して直腸温の有意な低下が観察されなかった．
一方，6回免疫群（37.0±0.5℃）は，グリアジン画
分投与前と比較して直腸温の有意な低下が観察され
た（p < 0.01）．
　自発運動量の結果では，4回免疫群（131±16%）
と5回免疫群（73±16%）で，グリアジン投与前
（100±8%）と比較して自発運動量の有意な低下が
観察されなかった．一方， 6回免疫群（50±15%）
は，グリアジン画分投与前と比較して自発運動量の
有意な低下が観察された（p < 0.01）．

4 .  考察
　WDEIAモデル実験系の確立は，WDEIAのメカ
ニズムの理解とその解決のために重要である．本研
究では，グリアジン画分を含むアルミニウムアジュ
バントをB10.Aマウスの腹腔内に免疫する回数が，
WDEIAに与える影響を調べた．
　Ⅰ型アレルギーは，アレルゲン特異的なIgE抗
体の過剰産生を特徴とすることから，Ⅰ型アレル
ギーのモデル系の指標としてIgEがよく用いられて
いる17-25）．実際，グリアジンに対する特異IgEは，
WDEIA患者にも認められている27,28）．そのため，
WDEIAモデル系を確立するためにはグリアジンに
対するIgEを高めたマウスを作製する必要があると
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図2  グリアジン画分で感作したB10.Aマウスの血清中グ
リアジン特異IgE値．

グリアジン特異IgE値は吸光度（492nm）で表した．□：
免疫前（n=23），■：4回免疫群（n=8），○：5回免疫
群（n=8），●：6回免疫群（n=7）．**p < 0.01．

図3 グリアジン画分投与，運動負荷後の直腸温の比較．
感作マウスにグリアジン画分を投与，運動負荷前後の直
腸温を，デジタル体温計を用いて測定した．□：投与
前（n=23），■：4回免疫群（n=8），○：5回免疫群
（n=8），●：6回免疫群（n=7）．**p < 0.01
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ラキシー反応が存在することを報告している．従っ
て，グリアジン特異IgE値の高低から，WDEIAの
モデルマウスとしてグリアジン感作マウスを評価す
ることはできないといえる．そこで，感作マウスに
グリアジンを投与，運動負荷後のアナフィラキシー
症状の判定からWDEIAの評価をする必要があると
考えた．マウスを用いたアナフィラキシー症状の
判定方法としては，これまでに血圧の測定23,32），
呼吸数32），体温32），自発運動量の測定21）による
報告や，アナフィラキシー症状の肉眼観察による
判定方法17）などが報告されている．本研究では，
直腸温と自発運動量を採用した．直腸温について
は，Makabe-Kobayashiら32）が，感作マウスの体温
はマスト細胞から放出されるヒスタミンによって
低下すると報告している．自発運動量については，
Jooら21）が，長時間のアナフィラキシー症状の判定
に回転式運動量測定装置を用いた自発運動量の測定
が有用であると報告している．従って，直腸温と自
発運動量を併用することで，アレルゲン投与，運動
負荷後のアナフィラキシー症状に加え，長時間のア
ナフィラキシー症状を評価できると考えた．直腸温
測定の結果，感作マウスにグリアジン画分を投与，
運動負荷後の直腸温は，有意に6回免疫群で低下が
観察された．自発運動量測定の結果，感作マウスに
グリアジン画分を投与，運動負荷後の自発運動量で
も，有意に6回免疫群で低下が観察された．以上の
ことから，直腸温と自発運動量を指標としてみる
と，6回免疫群でWDEIAを惹起することが示され
た．
　結論として，B10.Aマウスを3群に分け，マウス
の腹腔内にグリアジン画分を含むアルミニウムア
ジュバントをそれぞれ7日毎に4回，5回，6回免疫
し，グリアジン感作マウスを作製した．血清中グリ
アジン特異IgE値は5回以上の免疫群で有意に高値
を示した．感作マウスにグリアジン画分を投与，運
動負荷後の体温と自発運動量は，有意に6回免疫群
で観察された．以上の結果から，WDEIAモデル系
は6回以上の免疫を行うことが必要であると考えら
れた．

　本研究は川崎医療福祉大学平成21年度医療福祉研究費に
より実施された．

考えた．現在，実験動物にIgEを産生させる方法と
してコレラ毒素16,17），フロイント完全アジュバン
ト14,18），アルミニウムアジュバント19-21,24,25）など
を用いて免疫する方法が一般的に行われている．ア
ルミニウムアジュバントは，抗原を吸着し沈殿物と
して存在する水酸化アルミニウムゲルから成り，抗
原・水酸化アルミニウムゲル複合体が投与部位に長
く留まりアジュバント効果を示す．このアルミニウ
ムアジュバントはコレラ毒素やフロイント完全ア
ジュバントなどで見られる副作用がなく，ヒトに用
いることができる唯一のアジュバントとして知られ
ている29）．従って，アルミニウムアジュバントを
用いることで投与動物に対する副作用を気にするこ
となくIgEの産生を促進させることができると考え
た．そのため，本実験では，マウスのIgEを高める
ためにアルミニウムアジュバントを使用した．実
験の結果，感作マウスの血清中グリアジン特異IgE
は，5回以上の免疫群で有意に高値を示した．この
結果から，5回以上の免疫でグリアジンによる感作
が成立したと考えられた．
　飯倉ら30）は，抗原特異IgE値の高低とアレルギー
症状の重症度は必ずしも一致しておらず完全な指標
にはならないことを，Finkelman31）は，IgE欠損マ
ウスにおいてIgEを必要としない抗原特異アナフィ
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図 4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図4 グリアジン画分投与，運動負荷後の自発運動量の比較．
感作マウスにグリアジン画分を投与，運動負荷後回転ケー
ジを用いてP.M.8:00～A.M.11:00までの計15時間の回転
数を測定した．投与前：投与前（n=23），4回免疫：4
回免疫群（n=8），5回免疫：5回免疫群（n=8），6回免
疫：6回免疫群（n=7）．**p < 0.01．
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Abstract

  Wheat-dependent exercise-induced anaphylaxis（WDEIA）is a distinct form of food allergy induced by physical 
exercise. In this study，for the purpose of making a mouse model of WDEIA，we divided B10.A mice into three 
groups．The mice were intraperitoneally injected with gliadin/Alum four，five or six times at an interval of 7 
days；i.e. a four injection group，five injection group，six injection group．The specific anti-gliadin IgE in serum 
was evaluated by ELISA．To assess anaphylaxis symptoms，rectal temperature and voluntary physical activity 
were examined．The sensitized mice were orally challenged with 0.1 g gliadin, and then treated with forced runs on 
a treadmill for 30 min（15 m/min and 20 % gradient）．After the exercise，rectal temperature was examined and 
then voluntary physical activity was also monitored．The amount of gliadin-specific IgE in the five injection group 
and six injection group was significantly higher than before sensitization．The mice showed a significant decrease 
in the rectal temperature and voluntary physical activity，especially in the six injection group．We concluded that 
the murine model of WDEIA，sensitized at more than six injections by gliadin with alum，is useful for research of 
WDEIA．
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