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Auto2D® による 2 次元ゲル電気泳動法の 
食物アレルギー研究への応用
多様なタンパク質源から迅速なアレルゲンタンパク質の分離・同定を可能にする 
自動 2 次元ゲル電気泳動

近年、世界中に大勢のアレルギー患者がみられ、その数は増え続
けており、特に食物由来のアレルゲンの検出と同定の重要性はま
すます高まってきています。2 次元ゲル電気泳動法（2D-E）は、ア
レルゲンコンポーネントの免疫検出法に必要な高度なタンパク質
分離に従来から使用されています。一方で、この伝統的な分離プ
ロセスには時間と技術的習熟が必要で手間がかかるのが課題でし
た。メルクの Auto2D® システムは、完全自動の 2 次元ゲル電気
泳動を 1 ～ 2 時間で実施し、迅速かつ信頼性のある結果を得るこ
とができます。Auto2D® システムが多様なアレルギーのアレルゲン
タンパク質の同定に適していることを、本稿に示します。

緒言
アレルギーは全世界共通の健康問題となっています。3 つの主要
なアレルゲン物質の起源として食物（世界人口の推定約 4% が罹
患）、医薬品（世界人口の推定約 10% が罹患）、および花粉（世
界人口の推定約 10 ～ 30% が罹患）1-3 が挙げられます。アレルギー
反応は IgE 介在性免疫反応によるもので、従来からプリックテスト
で検査されています。一方で、アレルゲン検査と診断は分子学的
手法によっても実施されます 1。放射性アレルゲン吸着試験（RAST）
および酵素結合免疫吸着測定（ELISA）の 2 法は、特定のアレル
ゲンに対する IgE を検出して定量するために使用する方法ですが、
RAST や ELISA にはタンパク質の分離ステップがないため、抗体
と食物試料成分間の交差反応により、偽陽性となる例もあります 1。

ゲル電気泳動法は、広く普及しているタンパク質の分離法です。
一般的な 1 次元ゲル電気泳動では分子量に基づいてタンパク質を
分離し、2 次元ゲル電気泳動では、さらに等電点（pI）に基づいた
分離を先に行うことで、より高度にタンパク質を分離します。分離

度が上がれば、研究者は、特に、異なるアレルギー源性を有する
可能性があるアイソフォームなど、分子量が近似するタンパク質を
区別できます。2 次元ゲル電気泳動法は技術的変動も少ないため、
アレルゲン同定など、ヒトの健康に関連する研究のための良い選
択肢となっています 4。

2 次元ゲル電気泳動を行ってから、それを免疫検出することで、多
様な起源由来のさまざまなアレルゲンタンパク質が同定されていま
す。花粉の研究では、この技法を使用して、レッドオークの花粉か
ら新規 IgE 結合タンパク質を同定するとともに、野草抽出物から、
1 種のアレルゲンに属する複数のアイソフォームなど、臨床的に重
要な知見が得られています 5,6。2 次元ゲル電気泳動法は、主要な
ピーナッツアレルゲンファミリーについて深く掘り下げた研究で、さ
まざまなピーナッツ品種を比較するために使用され、また、天然
および遺伝子組み換えのダイズ間でアレルゲンに差がないことを
確認する目的でも使用されています 7,8。

本稿では、4 種の食物（3 種の植物起源（ダイズ、クルミ、ソバ）
および 1 種の動物起源（イクラ））由来のアレルゲン検出において、
Auto2D® ゲル電気泳動システムの有用性を示します。患者血清を
用いた免疫検出により、Auto2D® システムを用いて、特異的アレ
ルゲンを特定することができました。ダイズおよびイクラサンプル
から、SDS-PAGE により得られた単一バンドを、Auto2D® システ
ムにより、主要な既知アレルゲンに対応する複数の個別タンパク
質スポットに分離することができました。以上の結果が示すのは、
Auto2D® システムはアレルゲン同定に使用でき、所要時間と必要
な専門的技能を低減しながら、高品質で信頼性のある結果を得る
ことができるということです。
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実験と結果
市販のダイズ 2.5 g を蒸留水 25 mL に一晩浸漬し、ミルで粉砕し
てガーゼを用いて絞り、ダイズ抽出液を得ました。タンパク質濃度
は、豆乳と同程度（約 30 µg/µL）でした。次に、サンプル 30 µg
を Auto2D® による分析に供し、15 µg を従来の SDS-PAGE に供
しました。Auto2D® システムを用いた 2D-E は、1 次元目に IEF 
Chip pH3-10NL、2 次元目に PAGE Chip 12.5% を選択し、サン
プルの分離は標準的なプログラム（pH3-10NL M）で行いました。
電気泳動後、1D SDS-PAGE および Auto2D® のゲル中のタンパク
質を Coomassie Brilliant Blue（CBB）で染色しました。それとは

別に同サンプルの 2D-E を Auto2D® で行い、セミドライブロッティ
ングにより Immobilon®-P ブロッティングメンブレン上に転写しま
した。免疫検出のために、ブロッティングメンブレンは 5% NFDM
含有 PBS-T でブロッキングしました。ブロッキング後、ダイズアレ
ルギー患者の血清（International Bioscience, Inc.）をブロッキン
グ溶液で 20 倍に希釈し、メンブレンに添加し、穏やかに撹拌しな
がらインキュベートしました。そのメンブレンを PBS-T で洗浄後、
ブロッキング溶液で希釈した HRP コンジュゲート二次抗体と反応
させ、標準的な化学発光検出を行いました。

他の各抗原は、以下の条件でそれぞれ調製しました。ソバ粉は、
ジエチルエーテルで脱脂して、coca buffer（85 mM NaCl、32.7 
mM NaHCO3、42.5 mMフェノール）で処理し、PBSで透析しました。
さらに、1 次元目の IEF プロセスに影響する可能性がある塩とイオ
ン不純物を除去するため、ProteoExtract®Protein Precipitation 
Kit を用いてソバ抽出物を処理しました。クルミは乳鉢ですりつぶ
して、Mammalian Cell Lysis Kit（MCL1、シグマ）を用いてタン
パク質の抽出を行いました。イクラ組織は 1M KCl-PBS を加えて
ホモジネートしました。クルミとイクラ抽出物はゲルろ過スピン
カラムにより脱塩しました。タンパク質サンプルは脱塩法により、
Rehydration Solution（8M 尿 素、2 M チ オ 尿 素、4% CHAPS、
50 mM DTT、0.02 % 両性電解質）に直接溶解もしくは交換しまし
た。

各調製サンプルのタンパク質を BCA または Bradford タンパク質
アッセイにより定量しました。プレインストールされた標準的な
Auto2D® プログラム（pH3-10NL M）、または通常の SDS-PAGE
によりタンパク質サンプルの分離を行いました。できるだけ広範
囲の分離領域をカバーできるように 1 次元目のゲルチップとして

IEF Chip pH3-10NL、2 次 元 目 の ゲルチップとして PAGE Chip 
12.5 % を選択しました。電気泳動後、Auto2D® ゲル内で分離さ
れたタンパク質を ReadyBlue® ゲル染色剤（Coomassie Brilliant 
Blue）または SYPRO™ Ruby ゲル染色剤で染色しました。免疫検
出用に別途調製した Auto2D® ゲルをチップから取り出し、ウェッ
ト転写装置（KS8452、オリエンタルインスツルメント）を用いて
Immobilon®-P ブロッティングメンブレンに転写しました。タンパク
質を転写した PVDF メンブレンのブロッキングを、SuperBlock™ ブ
ロッキングバッファーを含む PBS を用いて 1 時間行いました。患
者の血清を 0.1% BRIJ を含む PBS を用いて 30 倍に希釈し、4℃
で一晩振とうして、メンブレンと反応させました。上述の希釈バッ
ファーで洗浄後、2,000 倍希釈したアルカリホスファターゼ（AP）
コンジュゲート抗ヒト IgE 抗体（SeraCare）を二次抗体として添加
し、室温で 3 時間インキュベートしました。洗浄後、メンブレン
をＡＰ反応バッファー（100 mM NaCl および 5 mM MgCl2 を含む 
100 mM Tris- HCl バッファー（pH 9.5））で平衡化して、 標的タ
ンパク質を発色させて検出するために 1 コンポーネントタイプの
BCIP/NBT 基質（SeraCare）と反応させました。

図 1. ダイズ抽出物の 2D-E 分離と患者血清を用いた免疫検出
SDS-PAGE（A：15 µg）、および Auto2D® システム（IEF Chip：pH3-10NL、PAGE Chip：12.5%、Tris-Glycine Reagent Kit を使用）（B、C：30 µg）によりダイズタンパ
ク質抽出物を分離した。ゲル中の全タンパク質を CBB で染色した（A-1、B）。ダイズアレルギー患者の血清を用いて免疫検出を行った（A-2、C）。SDS-PAGE の主要バンド
に対応する Gly m 6（主要ダイズアレルゲン成分）と考えられるスポットは、約 18 kDa（赤色矢印）で検出された。
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https://www.sigmaaldrich.com/JP/ja/product/sigma/mcl1
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ウェスタンブロット画像を全タンパク質検出画像と比較し、アレル
ギーを示す血清中の IgE と反応するタンパク質スポットを特定しま
した。アレルギー誘発性成分を同定するため、重なったスポットは
通常ゲルから切り出し、ゲル内で酵素消化して、フラグメント化し、
そのペプチドフラグメントを質量分析装置により分析します。2D-E
は優れた分解能を示し、1D-E で単一バンドとして見えるものの中

に多種のタンパク質が存在することを示すことができました。これ
らのデータが示すとおり、アレルギー血清を用いた 2D 免疫検出に
よって、より少ないステップでアレルゲンコンポーネントを高度に
分離・特定し、その後のマススペクトル分析により、容易に同定で
きることが示唆されました。

図 2. クルミ抽出物の 2D-E 分離とアレルギー患者の血清を用いた免疫検出
クルミタンパク質抽出物をゲルろ過スピンカラムで脱塩して Rehydration Solution で平衡化し、SDS-PAGE（A）および Auto2D® システム（IEF Chip：pH3-10NL、PAGE 
Chip：12.5%、Tris-Glycine Reagent Kit を使用）（B、C、D：10 µg）により分離した。クルミ抽出物の全タンパク質を、メンブレン上ではアミドブラック（A）２D-E ゲルは
SYPRO™ Ruby ゲル染色剤（B）を用いて検出した。また、転写膜は患者の血清（C）とアレルギーのない血清（陰性対照、D）を用いて免疫検出した。

BA DC

図 3. ソバアレルギー患者の血清を用いた免疫検出
ProteoExtract® Protein Precipitatio Kit で処理したソバタンパク質サンプルを Rehydration Solution に溶解し、SDS-PAGE（A）および Auto2D® システム（IEF Chip：
pH3-10NL、PAGE Chip：12.5%、Tris-Glycine Reagent Kit を使用）（B、C、D：10 µg）により分離した。ソバ抽出物の全タンパク質をメンブレン上ではアミドブラックを用
いて（A-1）、ゲルは SYPRO™ Ruby（B）を用いて可視化した。また、免疫検出は患者の血清（A-2 および C）とアレルギーのない血清（陰性対照、A-3 および D）を用いて行った。
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図 4. イクラアレルギー患者の血清を用いたプロービングによるアレルギー成分の分離および免疫検出
イクラタンパク質 抽 出 物をゲルろ過スピンカラムで Rehydration Solution に溶 媒を交 換し、Auto2D® システム（IEF Chip：pH3-10NL、PAGE Chip：12.5%、Tris-
Glycine Reagent Kit を使用）（B、C、D）および SDS-PAGE（A）により分離した。イクラ抽出物の全タンパク質をメンブレン上ではアミドブラックを用い（A-1）、ゲルでは
ReadyBlue® ゲル染色試薬（B：35 µg）を用いて可視化した。患者の血清（A-2 および C：10 µg）とアレルギーのない血清（陰性対照、A-3 および D：10 µg）を用いた
免疫検出も示す。15 ～ 20 kDa 付近のスポット（赤色矢印）がイクラの主要アレルゲンのβ’-component（2 つのサブユニットで構成される 35 kDa-vitellogenin-fragment）
であると考えられる。
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考察
2 次元ゲル電気泳動法は、アレルゲンタンパク質を分離・同定す
るために使用される一般的なタンパク質分離法です。Auto2D® シ
ステムは、この技法により高品質な結果を得るために必要な時間
と専門的技能を低減できるように設計されています。本稿では、
4 種の食品由来のタンパク質サンプル中のアレルゲンコンポーネ
ントを 2D-E 免疫検出することにより、アレルギー研究における
Auto2D® システムの有用性を確認しています。さらに、私たちは、
ダイズとイクラサンプルそれぞれの既知の主要アレルゲンを、1 次
元 SDS- PAGE で検出される単一バンドから、Auto2D® システム
を用いて複数のスポットに分離することができました。ダイズサン
プルについては、Gly m 6（グリシニン：既知の主要アレルゲンタ
ンパク質）9 の塩基性サブユニットに対応する 18 kDa のバンドをさ
らに分離して、3 つのスポットを検出しました。イクラサンプルに
ついては、β’-Component（ビテロゲニン：これもまた既知の主
要アレルゲンタンパク質）10 の 2 つのサブユニットに一致する 16 ～
18 kDa のバンドを分離して、複数のスポットとして検出しました。
全体として、これらの結果から、Auto2D® システムは、従来の 2
次元ゲル電気泳動法に対して、アレルゲン免疫検出のための迅速
で信頼性のある代替法として有効であることが示唆されました。

その他の情報とリソースについては、Auto2D® 自動 2 次元電気泳
動装置技術情報ページ：SigmaAldrich.com/auto2d をご覧く
ださい。
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