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■　緒　言
日本の消費者庁が 2011 年に実施した「即時型食物アレルギーに関する全国調査」によると、食物ア

レルギーの原因食物の 1 位は鶏卵で、その割合は 39.0％であった。食物アレルギーの発症は 0〜1 歳
児が多くを占めているが、0 歳児の 57.6％、1 歳児の 39.1％は鶏卵によるものであり 1）、多くの人に
影響を与えている。また、鶏卵の特徴として、料理への汎用性が高いことが挙げられる。経済的かつ
完全栄養食といわれるほど栄養価が高く、便利な食材と言える。さらに、パン、菓子類、ハムなどの
加工肉、マヨネーズなどの調味料などにも広く含まれている。現在、鶏卵アレルギーの治療法は、食
事において一部または完全なアレルゲン除去が一般的だが、鶏卵を除去することは日常生活における
大きな制限となってしまう。さらに、気づかずに暴露する可能性も高く、アナフィラキシー反応の発
生にもつながりかねない。これまでに鶏卵アレルギー性の低減化に関する研究はいくつかなされてい
る。主要な鶏卵アレルゲンは卵白中に含まれているオボムコイドとオボアルブミンであり、卵白たん
ぱく質の約 11％、54％を占めている 2）。オボアルブミンは加熱によりタンパク質が変性し、アレル
ゲン性が低下かつ分解されやすいことが明らかにされている 3）。一方で、オボムコイドは熱安定性が
あり、アレルゲン活性が失われない 4）。以上のように、鶏卵アレルギーは多くの人に、多大な影響を
与えており、鶏卵のアレルゲン性の低減化は重要かつ喫緊な課題である。それに関する研究は行わ
れているものの、現在、鶏卵アレルギーを避ける主な方法は除去食療法である 5）。しかし、これは患
者本人や家族等の周囲への負担が大きい。本研究では、鶏卵アレルギーの新たな低アレルゲン化の方
法を開発することを目指した。我々は、以前から食品加工時に廃棄される栗の皮（chestnut inner skin, 
CIS）6）や、柿栽培時の摘果工程や規格外品として廃棄される柿の幼果（young persimmon fruit, YPF）7）、
ヤマモモ葉（bayberry leaf, BBL）8）に関する研究を行ってきた。その中で、これらには多量の縮合型タ
ンニンが含まれていることを確認している。タンニンはタンパク質との結合性が高く 9）、抗酸化作用
が高いことで知られている。これまでの研究において、我々はタンニンが有するタンパク質の結合
作用を活用して、小麦にタンニンを添加することで、小麦加工品のアレルゲン性を低下できる技術
を開発した（特願 2022⊖129816）。また、CIS、YPF、BBL に含まれるタンニンの性質を利用して、卵
白のアレルゲンタンパク質を低減化できることについても明らかにできた 10）。さらに、タンニン素
材の添加は、卵白ゲルの硬さを向上させる効果があることも報告した 10）。本研究では、ELISA で明ら
かにできていなかった卵白タンパク質への影響を明らかにするため SDS⊖PAGE による解析を行った。
また、タンニンとタンパク質の結合を検証するため FT⊖IR（フーリエ変換赤外分光法）での解析も行っ
た。さらに、我々はこれまでにタンニン添加が卵白ゲルを硬くすることを明らかにしているが 10）、
その微細構造に及ぼす影響について SEM（走査電子顕微鏡）を用いて観察した。

■　方　法
1）供試材料

卵は乾燥卵白 W タイプ（キユーピータマゴ株式会社製、52870）を使用した。購入したものを 100g
ずつに小分けにし、試料調製まで冷凍庫（⊖25℃）で保管した。タンニンエキス製造には、栗渋皮、渋
柿幼果、ヤマモモ葉を用いた。これらの素材を凍結乾燥後に粉末にして熱水抽出し、タンニンエキス
とした。熱水抽出の方法は、蒸留水 300 ml に乾燥粉末 45 g を添加し、オートクレーブ（株式会社ト
ミー精工、LSX⊖300）で 120℃・20 分処理し抽出した。その後、遠心機（株式会社トミー精工、LCX⊖
100）に 3 分かけ、上澄みをエキスとした。
2）卵白ゲル製造方法

卵白粉末 5.5 g を蒸留水 94.5 g に混和、溶解後 15 分間静置し、卵白液をステンレスシャーレ（40×
15 mm）に、気泡が入らないよう注意しながらピペットで 15 g ずつ分注した。次にスチームオーブン
レンジ（パナソニック株式会社、NE⊖BS1600⊖K）に入れ、90℃・15 分間の加熱処理後、余熱 3 分間でゲ
ル化させた。これを冷蔵庫で 1 時間冷却して分析試料とした。この方法によって得られた卵白ゲルを
Control 区（タンニンエキス添加無し）とした。また、タンニンエキス添加区については、乾燥卵白粉末
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に加える蒸留水 94.5 g のうち、10 g もしくは 50 g 分をタンニンエキスに置換した処理区を設定した。
それぞれをタンニンエキス 10％、50％置換区とした。
3）電気泳動（SDS⊖PAGE）

タンニン⊖卵白タンパク質複合体の結合様式を調べるために、尿素の有無による 2 種類のサンプル
バッファーを使用した。タンニンとタンパク質複合体は、水素結合と疎水結合によって結合すること
が報告されている 11）。そこで、水素結合を切断する効果のある尿素を添加した場合と、添加しない場
合の違いを調べた。尿素を含まないサンプルバッファーはドデシル硫酸ナトリウム（SDS）⊖PAGE は、
Laemmli（1970）12）の方法に若干の修正を加えて、どちらの場合も行った。尿素を含むサンプルバッ
ファーの組成は、8M 尿素、60％グリセロール、3％SDS、50mM ジチオスレイトール、0.01％ブロモ
フェノールブルーを含む 60.6mM Tris⊖HCl（HCl）（pH6.8）で、タンパク質溶液の半分と混合し、20℃で
24 時間放置した 13）。尿素添加なしのサンプルバッファーは 2x Laemmli Sample Buffer（BIO RAD# 161⊖
0737）に 2⊖メルカプトエタノールを加えて、これをタンパク質溶液に等量加え、95℃で 5 分間加熱し
た。電気泳動は、分子量マーカー（アプロサイエンス株式会社、XL⊖lader broad）と 10⊖20％ e⊖PAGEL

（ATTO 株式会社）を用いて行った。ゲル染色には One⊖step Coomassie Brilliant Blue（CBB）（アプロサイ
エンス株式会社）を用いた。
4）フーリエ変換赤外分光法（FT⊖IR）

FT⊖IR 測定には、水分の影響を排除するために凍結乾燥した卵白ゲル粉末を利用した。FT⊖IR スペ
クトルは、A⊖Cary 630 FT⊖IR spectrometer（Agilent Technologies）を用い、波数範囲は 4000⊖400 cm⊖1、
分解能精度は 2cm⊖1 で記録した。試料のスペクトル測定には、水平減衰全反射装置（ATR）を使用した。
5）SEM

SEM 顕微鏡を用いて、卵白ゲルの表面の構造を観察した。試料は、卵白ゲルを立方体（5×5×5 mm）
に切断し、2.5％（v/v）グルタルアルデヒド水溶液（0.1 M、pH7.2 のリン酸緩衝液で調製）で 24 時間固
定した。その後、リン酸緩衝液で 3 回洗浄し、凍結乾燥した。凍結乾燥後、試料を SEM 用試料台（日
新 EM 株式会社、Type⊖HM）に両面カーボンテープ（日新 EM 株式会社、8 mm×20 m）で固定した。蒸
着を行い、SEM（日本電子株式会社、JSM⊖IT800SHL）で加速電圧 10kV、倍率 600 倍で観察した。

■　結　果
1）電気泳動

卵白タンパク質とタンニンの相互作用を評価するために、還元 SDS⊖PAGE 分析を行った。卵白溶液
はオボトランスフェリン（OVT）、オボアルブミン（OVA）、オボムコイド（OVM）、リゾチーム（LYZ）、
および分子量 80〜250 kDa の凝集体のバンドを示した（Figure1AB）。タンニン抽出物の有無にかかわ
らず、卵白タンパク質のバンドパターンに明らかな違いは観察されなかった。また、8M 尿素の添加
の有無による違いも観察されなかった。

卵白ゲルのバンドパターンは、タンニン抽出物の濃度と種類によって変化した（Figure2AB）。OVT
のバンド強度は、タンニンエキス 10％置換区の卵白ゲルでは、Control 区よりもはるかに低かった。
50％置換区の卵白ゲルでは、OVT のバンドはほとんど観察されなかった（Figure2AB）。OVA、OVM、
LYZ のバンド強度は、CIS50％置換区および BBL50％置換区では、Control 区、または YPF50％置換区
よりも低下した。尿素添加（Figure2A）と尿素なし（Figure2B）では、OVA で若干の違いが見られた。尿
素添加では CIS50％置換区と BBL50％置換区において単量体のバンドが見られたが（Figure2A）、尿素
無しではそのバンドは著しく薄くなっていた（Figure2B）。
2）SEM

卵白ゲルの外観を Figure3 に、SEM による微細構造を Figure4 に示した。Control 区では、約 20
〜40μm の緻密で規則的な網目構造が観察され、薄い膜で区切られていた（Figure4）。10％置換区
と Control 区を比較すると、CIS では Control 区よりも網目構造が大きく、大きさも様々であったが、
YPF と BBL では Control 区と同様の網目構造が観察された。一方、50％置換区は、Control 区や 10％
置換区と比較して顕著な違いが見られた。ネットワークを形成する膜状部分は、CIS、YPF、BBL と
もに 50％置換区の方が、Control 区や 10％置換区よりも厚かった。

■　考　察
1）電気泳動

本実験の SDS⊖PAGE の条件では、非共有結合とジスルフィド結合のほとんどがサンプルバッファー
に含まれる試薬によって切断される。つまり、バンドの減衰は、ジスルフィド結合以外の別の共有結
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合を介した凝集に起因すると考えられる 13, 14）。タンパク質とタンニンの間に共有結合が形成されるこ
とを報告した研究もある 15, 16）。一般的に、この反応は、アルカリまたはポリフェノールオキシダーゼ
処理によってタンニンのフェノール性水酸基がキノンに変換され、次いでタンパク質のアミノ酸残
基に付加されることによって起こる 15）。Pizzi（2021）16）によれば、タンニンとタンパク質加水分解物は
中性溶液中で 80℃、60 分間加熱することにより共有結合する。FT⊖IR の解析により、フェノールが
キノン⊖フェノラート構造へ転移する際に観察されるスペクトル 17）と非常に類似したデータが得られ
ていることからも（データ省略）、タンニンと卵白タンパク質の結合が、共有結合に起因している可
能性があると推察できる。特に、BBL は OVA を含むほとんどの卵白タンパク質を効果的に凝集させ
る架橋剤の役割を果たした（Figure2AB）。サンプルバッファーの 8M 尿素添加（Figure2A）と尿素なし

（Figure2B）では、OVA で若干の違いが見られた。これは、尿素によってタンニンと卵白タンパク質と
の水素結合が切断したと考えられた。
２）SEM

SEM 観察より、添加するタンニン抽出物によって卵白ゲルの微細構造が異なることが示された。
また密な微細構造を持つゲルは硬くなるため、本実験においても卵白ゲルの微細構造の緻密さがゲル
硬度に影響を与えた可能性が考えられた。

■　要　約
我々は、これまでに栗の渋皮や、柿栽培時の摘果工程や規格外品として廃棄される柿の幼果、剪

定時に廃棄されるヤマモモ葉から得られるエキスが、卵白アレルゲンである OVA 含量を低減するこ
とを明らかにしてきた。本研究では、SDS⊖PAGE により、タンニン抽出物が、OVA やその他の卵白
タンパク質に及ぼす影響を検討した。タンニンエキス 50％置換区では OVT バンドは観察されなかっ
た。さらに、OVA、OVM、LYZ のバンド強度は、CIS50％置換区および BBL50％置換区で特に低いこ
とを明らかにした。また、タンニンエキスを添加すると卵白ゲルが硬くなることもこれまでに明らか
にしていたが、SEM を用いて微細構造を観察し、その要因を考察した。
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Figure 1．SDS-PAGE patterns of tannin-treated egg white solution proteins．M，Molec-ular mass 
standards．1，control；2，10％ CIS；3，50％ CIS；4，10％ YPF；5，50％ YPF；6，10％ BBL；
7，50％ BBL．EW，egg white；EWS，egg white solution；EWG；egg white gel；CIS，chest-
nut inner skin；YPF，young persimmon fruit；BBL，bayberry leaf．OVT，ovotransferrin；OVA，
Ovalbumin；OVM，ovomucoid；LYZ，lysozyme

Figure 2．SDS-PAGE patterns of tannin-treated egg white gels proteins．M，Molec-ular mass 
standards．1，control；2，10％ CIS；3，50％ CIS；4，10％ YPF；5，50 ％ YPF；6，10％ BBL；
7，50％ BBL．EW，egg white；EWS，egg white solution；EWG；egg white gel；CIS，chest-
nut inner skin；YPF，young persimmon fruit；BBL，bayberry leaf．OVT，ovotransferrin；OVA，
Ovalbumin；OVM，ovomucoid；LYZ，lysozyme
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Figure 3．Images of tannin-treated EWS and EWG．EWS，egg white solution；EWG，egg white 
gel；CIS，chestnut inner skin；YPF，young persimmon fruit；BBL，bayberry leaf.

Figure 4．SEM image of tannin-treated EWG．SEM，scanning electron microscopy．EWG；egg 
white gel；CIS，chestnut inner skin；YPF，young persimmon fruit；BBL，bayberry leaf.
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