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ニッポンハム食の未来財団 2019 年度個人研究助成 研究完了報告書 

 

 

研究結果要約 

本研究グループでは、水産甲殻類（カニ・エビ）の主要アレルゲンであるトロポミオシン（TM）

のアレルゲン性に及ぼすメイラード反応（タンパク質と還元糖との縮合反応、調理加工中に頻繁に

起こる）の影響について、消化・吸収性の観点から検証を進めている。本研究では、メイラード反

応が TMの吸収性に及ぼす影響について、マウスを用いた動物実験によって検証した。 

まず、精製した TM からグルコースとのメイラード反応物（TM-G）を調製した。次に、TM と

TM-G をマウスへ経口投与した後、尾部静脈から継時的に採血し、TM と TM-G の血漿中濃度を定

量することで、メイラード反応が TM の吸収性に与える影響について検討した。その結果、TM 投

与後 15 分で 74.8±61.5 ng/ml、30分で 36.0±20.2 ng/ml（n=6）の TMが検出された。同様に TM-G

でも、15 分で 11.1±14.8 ng/ml、30 分で 4.26±2.77 ng/ml（n=6）が検出された。両者間の有意差

は確認できなかったが、TM の吸収量が TM-G よりも多くなる傾向が見られた。また、同じ血清を
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イムノブロットに供したところ、TM 投与個体では未消化の TM が確認されたが、TM-G 投与個体

からは未消化の TM-G は確認できなかった。以上の結果から、TM は未消化状態で吸収されるが、

その吸収はメイラード反応によって阻害される事が示唆された。 

 

研究目的 

エビ・カニは我が国における、アレルゲン表示制度において表示義務食品に指定されており、食

物アレルギーを論じる上で重要なアレルギー原因食品と見なされている。その主要アレルゲンタン

パク質は、筋肉タンパク質の一種である TM である。TM は非常に耐熱性が高く、反応性リジン残

基が分子表面に多く露出していることから、タンパク質と還元糖の縮合反応であるメイラード反応

を起こしやすい。 

メイラード反応は、煮熟やレトルト加熱などの調理工程で起きるが、それによって食物アレルゲ

ンの IgE 反応性が増減することが、ピーナッツやホタテ、リンゴなどで報告されている 1、2、3）。そ

して、エビ・カニは筋肉部分が利用されるだけでなく、筋肉の煮熟によって得られるエキス成分が

産業的に重要な加工原料として活用されている。この煮熟エキスには高濃度の TM が抽出・濃縮さ

れており、メイラード反応物として喫食される頻度が高いと考えらえる。しかし、水産甲殻類 TM

のアレルゲン性とメイラード反応との関係についての報告は少ない。 

他方、食物のアレルゲン性を論じる上で、IgE との反応性だけでなく、消化器官内での消化や吸

収性もまた重要視されており、牛乳、大豆、鶏卵などで、アレルゲンの消化性や吸収性やそれを増

減させる要素に関する研究が行われている 4、5、6）。 

このような状況を踏まえて申請者らは、水産物由来 TM のアレルゲン性（IgE 反応性）にメイラ

ード反応が与える影響について、消化性と吸収性の変化に注目して検討を進めてきた 7、8）。そして、

本研究申請時点で、カニ TMをペプシン・トリプシン消化した際に生じる IgE 反応性の低下が、メ

イラード反応によって抑制されることを明らかにした（2019 年、日本栄養食糧学会大会）。この知

見は、メイラード反応により、カニ TMが IgEエピトープを維持した状態で生体内へ吸収され易く

なり、アレルゲン性が増強される可能性を示唆している。しかしながら、これは in vitro 試験での
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酵素消化に基づく知見であり、生体への吸収性については検証されていない。そこで本研究では、

マウスを用いた in vivo試験によって、メイラード反応が TMの消化・吸収性へ与える影響を検証し

た。 

 

研究計画及び研究手法 

（１） 精製 TMの調製： 

検討対象の甲殻類には北海道で入手が容易なズワイガニを選択し、北海道噴火湾沖にて漁獲さ

れたものを用いた。まず、摘出した足肉をミンチにした後、アセトンで洗浄する事で脂質成分を

除去した後、乾燥させた。次に、乾燥物に抽出バッファー（1 M KCl、10 mM 2-メルカプトエタ

ノール、20 mM Tris-HCl(pH 8.0)）を加えて抽出した水溶性画分を、20 分間煮沸した後、遠心分

離によって上清を回収した。以降、この煮沸上清を粗精製溶液、その溶質を粗精製 TM（以下、

CTM）と呼称する。そしてこの CTM を、等電点沈殿および硫安分画に供して共存物を除去した

後、ハイドロキシアパタイトを担体としたカラムクロマトグフィーによって精製 TMを得た。 

 

（２）メイラード反応物の調製： 

まず、精製 TM溶液または CTM溶液（終濃度 1 mg/ml）に 0.1 Mグルコースを溶解した後、

凍結乾燥させた。次に乾燥物を 60ºC、相対湿度 35%で 24時間反応させた後、0.15 M NaCl、20 mM 

Tris-HCl（pH 7.5）（以下、TBS）を加えて反応を止め、使用時まで-60ºCで保管した。以降、こ

の条件で反応させた精製 TMを TM-G、同じく粗精製物を CTM-Gと呼称する。 

 

（３）TM-G検知・定量系の構築： 

本研究では、マウス血中へ移行した TMおよび TM-Gの検知・定量系として抗 TM抗体を使用

した ELISA 系を構築した。また、用途を鑑み、「十分な検出感度」、「マウス血漿成分共存下でも

使用可能」、「TM と TM-G を同程度の感度で検出可能」の 3 条件を満たすよう構築した。具体的

な目標感度は、大豆アレルゲンや鶏卵アレルゲンの吸収性に関する報告 5、6）および当研究室で行
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なった、いくら 8）、魚肉（2019年、第 73 回日本栄養食糧学会大会、3F-03p）の吸収性試験を考

慮し、「定量下限が 1 ng/ml 以下」と設定した。 

本研究では、次に述べる 2 種類の検知・定量系を用いて検証した。まず、先行研究（平成 28年

度、日本水産学会大会、941 番）で確立した TM を対象とした検知・定量系（以下、ELISA-1）

に TM-Gと CTM-Gを供し、メイラード反応した TMへの適用の可否を検証した。また、検証の

結果に基づいて抗体の組み合わせなどを変更した ELISA-2 を構築した。これら二つの ELISA 系

の抗体構成を Table 1 に示す。また、系の検出限界および定量下限は、ブランクの平均値にブラ

ンクの標準偏差の 3 倍（検出限界）または 10 倍（定量下限）を加算した値を基準に算出した。 

 

Table 1．本研究で用いたTM検知・定量系の概要 

 ELISA-1 ELISA-2 

一次抗体 抗TM-IgG 

（ラット由来ポリクロ、自作） 
抗TM-IgG 

（ウサギ由来ポリクロ、自作） 

二次抗体 抗TM-IgG 

（ウサギ由来ポリクロ、自作） 
抗TM-IgG 

（ラット由来ポリクロ、自作） 

三次抗体 抗TM-ウサギIgG-HRP標識 
（Bio-Rad社） 

抗TM-ラットIgG-HRP標識 
（BioLegend社） 

発色基質 KPL社、SureBlue KPL社、SureBlue 

ブッロク剤 1%BSAを含むTBS 1%BSAを含むTBS 

 

（４）TM試料のマウスへの経口投与による消化・吸収性の調査： 

TMまたは TM-Gをマウス（ICR、7週齢、オス）に、体重 1 kgあたり 50 mgとなるよう経口

投与し、投与後 0、15、30、60分経過後に尾部静脈より採血した。また経口投与では、胃までゾ

ンデを通して直接注入した。そして得られた血液をリン酸バッファーで pH 7.5 に調整した生理食

塩水で 10 倍に希釈した上で遠心分離に供し、その上清を 10 倍希釈血漿として回収した。その血

漿の一部を、抗 TM 抗体を用いたイムノブロッティング（以下、IB）に供した。さらに残りの血

漿を、ELISAのアッセイバッファーで 2 倍に希釈した後、前述の ELISA系に供した。 

また、同様に経口投与した後、15分経過時に開腹して消化器官を摘出した。その後、消化器官
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を胃、空調、回腸に分け、各々から消化物を採取した後、抗 TM抗体を用いた IBによって、TM

の消化状態を観察した。 

 

（５）マウスを用いた TMの吸収経路の調査： 

研究当初、麻酔下のマウスを開腹し、腸管の上下を結紮した腸管ループへの TM 試料投与、そ

して、試料投与後のマウスから摘出した胃や腸管の免疫色による吸収部位や吸収経路の調査も予

定していた。しかし、（３）の検証に想定以上の時間と労力を取られたため、これらの検証を行う

ことができなかった。 
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結果と考察 

（１）TM-Gおよび CTM-Gの調製： 

メイラード反応前後の TM および CTM の SDS-PAGE および IB を Fig.1（レーン：粗および

精、上段が未反応物、下段が反応物）に示す。TM、CTM共に、メイラード反応に伴う明確な TM

バンドの移動度の低下が確認できた。加えて、両 TM の移動度の変化に大きな差は見られなかっ

たことから、TM-Gおよび CTM-Gが、メイラード反応が十分に進行した試料であると判断した。 

 

 
 

（２）TM-G検知・定量系の検証： 

先行研究にて構築した ELISA-1 に、1 ng/ml の TM と CTM および両者のメイラード反応物

（TM-G，CTM-G）を ELISA-1 に供して，それぞれの反応性を比較した。結果を Fig.2（左）に

示す。 

まず、TMのメイラード反応物である TM-Gの反応吸光度（以下、シグナル）は TMの約 50 %

と低値であった。この結果から、ELISA-1は TM-Gの定量にも使用可能ではあるものの、シグナ

ル低下に伴う検出感度の低下があると判断した。さらに、CTMと CTM-Gのシグナルを比較する
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と、CTM-G は CTM の約 17%となり、精製 TM の場合よりもメイラード反応によるシグナル低

下が顕著であった。この理由については、CTMに共存する各種のタンパク質（SDS-PAGE から、

アクチンやトロポニンと推測される）がグルコースとメイラード反応を起こす際に、TM と抗体

の結合を阻害する物質を生成する可能性や、TM と各種タンパク質が同時にグルコースと反応し

た際にタンパク質凝集物を形成し、その構造が TM と抗体間の反応を阻害した可能性が考えられ

る。 

本研究では、試料調製の容易さから CTM と CTM-G を動物投与試料とし、また TM と TM-G

を検量線用標準物質として用いる計画であった。しかし、Fig.2 で示したように、ELISA-1 では

メイラード反応に伴うシグナル低下の度合いが、TMと CTMで大きく異なるので、CTM-G定量

時の標準物質として TM-G を用いる事ができないと判断した。そこで当初の計画を変更し、TM

を大量精製した上で、TMおよび TM-Gを動物投与試料として用いることにした。 
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（３）ELISA系の感度の改善： 

ELISA-1 で確認された TM-G測定時の感度低下を改善するため、使用抗体の変更と使用濃度の

最適化を行ない、抗体構成を変更した ELISA-2 を構築した（Table 1を参照）。この系に TMおよ

び TM-Gを供した結果を Fig.2に示す。これによると、TM-Gのシグナルは TMの約 75%となり、

ELISA-1 よりもメイラード反応に伴うシグナルの低下を抑制できたものの、TMと TM-Gのシグ

ナルの差を無くすことはできなかった。そこで、対応策として、TM定量時には TM、TM-G定量

時には TM-Gを用いて、検量線を各々作成することにした。さらに、同一濃度での TMと TM-G

のシグナルがほぼ等しくなるように、TM-G測定時の二次抗体濃度を TM測定時の 2 倍にした。 

以上の条件で TM、および TM-G を用いて作製した検量線を Fig.3 に示す。また、TM 投与を

行なっていないマウスから得られた血漿に各 TM を標準添加することで作製した検量線も同時に

示す。TM、TM-Gいずれにおいても、マウス血漿成分共存時に約 20%のシグナルの低下が見られ

たものの、どちらも、定量下限が 1 ng/ml を下回っていた。以上の結果から、ELISA-2 が必要な

感度を持ち、なおかつマウス血漿成分共存下においても、使用可能であることが確認できた。 

 

 



9 
 

 

（４）TMおよび TM-Gの吸収性： 

マウスへの経口投与した TM および TM-G の血液中への移行量を Fig.4 に示す。まず、TM 投

与群に注目すると、投与後 15分の時点で、血中から TMが検出された。１個体のみ 1300 ng/ml

を超える個体が見られたが、それを除いても平均 74.8±61.5 ng/mlが検出された。そして、投与

後 30 分でも 1 個体み飛び抜けて値が大きな個体が見られたが、それを除けば 36.0±20.2 ng/ml

の TMが検出された。以上の結果から、少なくとも投与後 15 分で、TMの血液中への移行が始ま

り、それが少なくとも 60分間継続することが判った。続いて TM-G投与群に注目すると、TMと

同様に投与後 15 分から血液中への移行が確認され、それが 60 分まで継続していた。 

その一方で移行量を見ると、飛び抜けて大きな 1個体を除けば、投与後 15分で 11.1±14.8 ng/ml、

30 分で 4.3±2.77 ng/mlであった。TMと TM-Gの結果を比較すると、有意差は確認できないが、

TM-G 投与群の方がその吸収量が小さくなる傾向が見られたことから、TM の吸収がグルコース

とのメイラード反応によって阻害される可能性が示唆された。 

 

 
 

（５）血液中へ移行した TMの消化状態の観察： 

（４）において、比較的大きな値を示した TM投与群のNo.1（30 min）と No.5（15 min）、
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そして TM-G投与群の No.2（15 min）とNo.4（15 min）の血漿を、抗 TM抗体を用いたイムノ

ブロッティングに供した。結果を Fig.1（レーン：血 1、2）に示す。まず TM 投与郡の 2 個体を

見ると、いずれもインタクトの分子量に近い TMのバンドが確認できたため、喫食された TMの

少なくとも一部は、未消化の状態で血中へと移行すると考えられる。 

一方で TM-G 投与群の結果を見ると、１個体で TM 投与群と同様の、インタクトの未反応 TM

に近い分子量のバンドだけが見られた。しかし、その像は薄く、TM-G投与群の血漿中 TM量が、

TM投与群のそれよりも少ないことを示していた。これは、前述の定量結果（TM投与群の 2 個体

は各々1300や 700 ng/ml程度、TM-G投与群は 40や 180 ng/ml 程度）と一致している。さらに、

同図に示した IB上の TM-Gのレーンに注目すると、主たるバンドが二本確認できる。これを TM

のレーンと比較すると、低分子側がメイラード反応が進んでいない未反応 TM で、高分子側が

TM-Gだと判断できる。そして、IB 上では未反応 TMのバンドが明確に確認できるが、SDS-PAGE

上では未反応 TMのバンドは極めて薄い。その一方で、TM-Gのバンドは SDS-PAGE上でも明確

に確認できるため、投与試料において TM-Gの方が TMよりも圧倒的に多量であると判断できる。

しかし、前述のように、マウス血清中から確認されたバンドは未反応 TM だけであり、TM-G に

相当するバンドは確認できなかった。以上の結果は、グルコースによるメイラード反応を受けた

TMの吸収性は、TMと比較して大きく低下する事を示唆しており、これは（４）の結果と一致し

ている。 

 

（６）腸管内容物の確認： 

マウスに TMおよび TM-Gを経口投与し、15分経過後、開腹して胃腸を取り出し、内容物の存

在が確認された部位（胃および腸から 4 カ所）を切り出した上で、その内容物から抽出物を調製

し、抗 TM 抗体を用いた IB に供した。結果を Fig.1（レーン：胃〜腸 4）に示す。これによると

インタクトに近い分子量の TMと TM-Gが胃内で確認できたが、腸管からは TMの存在は確認で

きなかった。以上の結果から、血液中で確認された未消化 TM の吸収が腸管全体で起きているの

ではなく、胃の幽門部直下で起きたものと推測される。さらに、鶏卵アレルゲンのオボアルブミ
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ンでは、胃からの吸収が報告されている 6）ため、TM についても同様の吸収が起きている可能性

がある。 

 

（７）総括： 

本研究により、「１．喫食された甲殻類 TMの一部は、未消化状態で血液中に取り込まれる」お

よび「２．グルコースとのメイラード反応は甲殻類 TMの血液中への移行を妨げる」、そして「３．

TM の吸収は主に胃で起こる」の三つの可能性が示された。以上の結果を総括すると、メイラー

ド反応は TMの吸収性を阻害し、そのアレルゲン性を低下させる可能性が高いと結論づけられる。

ただし、前述のように、in vitroの消化試験において、メイラード反応によって TMの消化性が低

下し、IgE 反応性が維持され易くなることが、先行研究で確認されている。この結果のみを見れ

ば、メイラード反応は TM のアレルゲン性を増強するとの結論になる。しかし、今回の実験では

経口投与後 15分と言う短時間で血液中への移行が確認されており、十分な消化を受けているとは

言い難い。実際に本研究では、血液中から未消化に近い状態の TM が検出されている。これはマ

ウスを用いた実験結果ではあるが、人間に置き換えた場合でも、即時型食物アレルギーの多くが

喫食後２時間以内で発症する 9）ことを考慮すれば、十分な消化を受けずに血液中へと吸収されて

いる可能性が高い。それ故、メイラード反応に伴う吸収性の低下がアレルゲン性に与える影響は

極めて大きいと考えられるため、「メイラード反応は TMのアレルゲン性を低下させる」と結論づ

けた。 

 

 

今後の研究活動について 

本研究では、TM および TM-G のマウスへの経口投与実験において、TM-G の吸収量が TM より

も少なくなる傾向が見られたが、個体間差が大きく、有意差は確認できなかった。それ故、追試に

よる再現性の確認と n数の増加を、第一に行なう。 

次に、メイラード反応が TM の吸収を阻害する機序の解明が必要である。ただし、まずはメイラ
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ード反応していない TM が未消化の状態で吸収される経路や機序に関する知見の充実が必要である。

これについては、以下に述べる二つの検討を行う。 

まず、第一に消化管ループ法を用いた吸収部位および経路の確認である。すなわち、マウスを深

麻酔下で開腹して胃または腸管の上下端を結紮してループとし、TM 試料を注入する。その後、血

液中の TM濃度の変化を調査する事で、TMの吸収部位を特定する。 

そして、第二の実験は免疫染色による、吸収経路の調査である。具体的には、第一の実験におい

て TMの吸収が確認できた消化管上皮を摘出し、抗 TM抗体を用いた免疫染色に供し、吸収経路（タ

イトジャンクションあるいは細胞質経由）を特定する。その後、同様の実験を TM-Gで行い TMと

比較する事で、TM の吸収性におよぼすメイラード反応の影響について、吸収部位や経路の視点か

ら議論したい。 
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