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紹介
　セリアック病は，最も良く起こる可能性があ
る永遠の食物不耐性で，小麦，ライ麦，大麦，オー
ト麦中の含有タンパク質（グルテン）の摂取で
引き起こされる病気である。最近のセリアック
病の不可欠な療法は，グルテンフリー食と強い
関係性があり，毎日の食品からグルテンの排除
を意味する。小腸の炎症は粘膜の損傷と栄養素
の吸収不良に関してそれを抑えるのが一般的な
治療の目的である。グルテンの摂取がセリアッ
ク病をもつ患者にとって，全食事から 20mg 以
上であってはいけない。セリアック病患者に加
えて，他の多くの人でグルテンタンパク質に対
して IgE-仲介アレルギー反応のため耐えられ
ない人；グルテン含量食品を避けなければなら
ない。グルテン感受性の人は，2つの異なった
カテゴリーからグルテンフリー食品を食べる。
まず、肉，魚，ミルク，果物，野菜のような一
般的食品の範囲のものを消費する。
　しかし，加工食品の場合，グルテンフリーな
のかそうでないのか見極める事は困難である。
大きな助けになるのが，過敏症を引き起こす成
分として食品のリスト中に含まれるグルテンを
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　本論文「グルテンフリ-穀物 食品と飲料，グルテンの検知-１」は，“Gluten-Free Cereal Foods and 

Beverages” （Editted by E. K.Arendt and F.D.Bello） 2008 by Academic Press （ELSEVIER），の第 3章 Detection of 

gluten by Herbert Wieserの一部を翻訳し紹介するものである。

必ず加工食品のラベル（Codex Standard for the 

Labelling of Prepacked Foods, 2001）にはっきり
記入することになっていることである。しかし，
それだけではなくグルテン感受性の人は，非常
に多くの食品に注意せねばならず，そこには隠
れたグルテン源，たとえば濃いソース，スー
プ，プッデング，さらにはソーセージのような
ものもある。患者はそこから “Codex Standard 

for Gluten-free Foods” による規定食，グルテン
フリー食品を消費する。この規格は 1981 に作
られ 1983 に修正された。しかし，グルテンの
測定法はなかった（Codex Sten 118-1981， 修正
1983）。唯一の選択方法のポイントは窒素含量
である。窒素含量はグルテンフリー食品の調製
に用いる穀物デンプンの分析に制限されてお
り，窒素含量は乾物含量として 0.05%以下で
ねばならない。ケルダール方法または最近では
Duma Combusion 法が窒素含量の定量に用いら
れる。
　Codex Stan 118-1981 の 改 正 は 今 や Codex 

procedure （Codex document CL2006/5-NFSDU, 

2006） の step 6 である。最も顕著な違いは，提
案された新スタンダードと古いものとで，古い
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スタンダードではデンプンのような 2-3の成
分にのみに制限されていたが，新しいスタン
ダードでは全ての食品にグルテンフリーとして
ラベルされた。グルテンフリー食品の 3つの
はっきりした点が “Draft Revised Codex Standard 

for Gluten-free Foods （2006）” に述べられた；
グルテンフリー食品とは食料品で a） 小麦あ
るいは全ての Triticumm 種，たとえば spelt，
kamut，あるいは durum 小麦，ライ麦，大麦，
[オート麦 ] のどんなプロラミンも含まないも
のからなる，あるいはそれら成分を含まないも
ので作られるもの［注，角括弧は最終結論に至
るまで情報不十分を示す］，あるいはグルテン
レベルが [20]mg/kg を超えない雑種交配品種か
らなる。あるいは b） 小麦，ライ麦，大麦，[オー
ト麦 ]，spelt あるいはそれらの雑種品種で，そ
のものが “グルテンフリー ”とよばれグルテン
レベルが [200]mg/kg を超えてないもの ;あるい
は c） a）と b）中のもので [200]mg/kg のグルテ
ンレベルが超えないもの 2種の混合からなる。
　このスタンダードの目的のため，グルテンと
は小麦，ライ麦，大麦，[オート麦 ]，あるい
はそれらの雑種品種，さらにその誘導体のタン
パク質と定義され，さらに，ある人は不耐性で
あり，水および 0.5mol/LNaCl に不溶性である。
　プロラミンは，40-70%エタノールで抽出さ
れるグルテンタンパク質である。プロラミンは
グルテン含量が一般に 50%とされる。固形食
品のグルテン含量は mg/kg 乾物重量であらわ
されるが，液状食品ではオリジナル食品 1kg あ
たりの mgで表される。20mgグルテン /kg 乾
燥食品の限界が用いられるならば，この方法は
たとえば検査限界の約 5mg/kg の閾値より十分
に下の，限界値周辺のグルテン濃度測定でも十
分な信頼性を確保する必要があろう。グルテン
フリー食品の定義は，最近 Codex Committeeの
28 session で修正された。それに応じグルテン
レベル 200mg/kg のグルテンフリー食品が出さ
れていたが，[100]mg/kg に減らしグルテンレベ
ルはすぐに消費できるように述べられており，
これは乾物基本重量当たりではない。

　グルテンの検査，定量測定の信頼おける方法
は，グルテン感受性の消費者，食品産業，食
品取り締まり者にとって必要である。そこで，
唯一の分析法の一般的アウトラインは Draft 

Revised Codex Standard によって与えられ，即
ちプロラミンは 60%エタノールで食品から抽
出され，免疫学的方法で定量される。現在まで
詳細にこの方法を設定することができず，感受
性，選択性，再生可能性の精度，再現性，参照
グルテン /プロラミンの可能性の点でも最小の
要求性に答える事もなく，そしてそれらが重層
試験（ring test）ではない事，市販の試験キッ
トが利用できないことがある。
　さらに，パンのような加熱したもので問題が
生じ，さらに一部分，加水分解したモルツ加工
食品やビールなどで問題が生じる。多くの研究
者が過去 25 年間，正確なグルテン検査，定量
の解決にあたってきた。このチャプターでは，
異なった技術，プロラミンあるいはグルテンの
食品中における定量の進歩をまとめ，特にセリ
アック病をもつ患者の食事のために作られたも
のについて行なった。タンパク質の沈殿抽出方
法，参照タンパク質，免疫，非免疫化学法につ
いても分類分けして述べた。

誘発因子
　分析方法は食品品質の査定と管理に重要な役
割を担い，いずれも産業界でも言えることだが，
国内国際レベルでその権威を高めるために行な
う。特に食品成分とその添加物の至上の分析が
消費者の健康のために不可欠である。最も重要
な要求性の高い分析のためには原理の理解と十
分な設備の利用，注意深い実施が必要である。
　最も毒性の強い食品成分とは，アクリルアミ
ドのような 1成分かあるいはマイコトキシンの
ような一連の物質のグループであり，それらの
検索の方法と定量は，特別の構造に合わせて進
める。しかしながら，グルテン不耐性の場合，
誘発因子はタンパク質の複合混合体であり，そ
れは植物の起源（たとえば穀物種類，品種）に
もとづいて異なるし，それらが生産された農業
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条件（天候，肥料等），食品加工（加熱，酵素
分解等）で異なるが，これらの毒性の構造に関
する知識も不完全である。そこで，グルテン化
学とそのグルテン毒性に関係ある深い理解が，
グルテンを決める方法の進歩と判断には必要で
ある。

グルテンタンパク質の化学
　多くの成分からなる穀物の貯蔵タンパク質
は，穀粒の胚乳中に殆ど含まれている。その唯
一の生化学的な機能は，発芽の際の窒素とアミ
ノ酸を有する実生植物を与えるものである。こ
の機能により，唯一のアミノ酸組成（高含量の
グルタミン，プロリン）とさらに配列（何度も
繰り返しがある）をもつ。伝統的に，穀物貯蔵
タンパク質は，2つの区分に分けられ，それは
アルコールー水溶媒における可溶性にもとずく
ものである；可溶のプロラミンと不溶のグルテ
リン（Osborne1907）である。プロラミン区分

は単一および数種のタンパク質を含み，グルテ
リン区分は多くのタンパク質を含む。セリアッ
クー毒性穀物の貯蔵タンパク質は，いろいろな
分析技術によって多く研究されてきた（たと
えば SDS-PAGE， DEAE，SE-HPLC， RP-HPLC，
キャピラリー電気泳動），およびアミノ酸組成
の決定，分子量，部分あるいは全アミノ酸組成
（Wrigley らのレビュー 2004）。結果は，小麦，
ライ麦，大麦，オート麦は一部均一な貯蔵タン
パク質を有し，それはこれらの穀物の植物的関
係を非常にうまく反映している。一般の構造に
より，それらは 3つのグループに分けられる ;

（1）高分子量（HMW）グループ（2）中間分
子量（MMW）グループ（3）低分子量（LMW）
グループであり，後者の主要グループは 4つ
すべての穀物に存在する（Shewry と Tatham, 

1990;Wieser, 1994）。構造データーの表示は各グ
ループ，各タイプ表 3.1 に示した。
　HMW グループは，HMW グルテニンサブユ

Group/Type Codea Residues Stateb Repetitive unitc Q P F+Y G C
HMW group
HMW-GS x Q6R2V1 815 a QQPGQG(72x) 36 13 5.8 20 0.5
HMW-GSy Q52JL3 637 a QQPGQG(50x) 32 11 5.5 18 1.1
HMW-secalin x Q941KG6 760 a QQPGQG(66x) 34 15 6.7 20 0.5
HMW-secalin y Q941L4 716 a QQPGQG(60x) 34 12 5.0 18 1.1
D-hordein Q40054 686 a QQPGQG(26x) 26 11 5.5 16 1.5
MMW group
ω5-gliadin Q40215 420 m (Q)QQQFP(65x) 53 20 10 0.7 0.0
ω1,2-gliadin Q6DLC7 373 m (QP)QQPFP(42x) 42 29 9.9 0.8 0.0
ω-secalin O04365 338 m (Q)QPQQPFP(32x) 40 29 8.6 0.6 0.0
C-hordein Q40055 327 m (Q)QPQQPFP(36x) 37 29 9.4 0.6 0.0
LMW group
α/β-gliadin Q9M4M5 273 m QPQPFPPQQPYP(5x) 36 15 7.4 2.6 2.2
γ-gliadin Q94G91 308 m (Q)QPQQPFP(15x) 36 18 5.2 2.9 2.6
LMW-GS Q52NZ4 282 a (Q)QQPPFS(11x) 32 13 5.7 3.2 2.8
γ-40k-secalind Q41320 - m QPQQPFP - - - - -
γ-75k-secalin Q9FR41 436 a QQPQQPFP(32x) 38 22 6.1 1.6 2.1
γ-hordein P17990 286 m QPQQPFP(15x) 28 17 7.7 3.1 3.5
B-hordein P06470 274 a QQPFPQ(13x) 30 19 7.3 2.9 2.9
Avenin Q09072 203 m PFVQQQQ(3x) 33 11 8.4 2.0 3.9

表 3.1　小麦，ライ麦，大麦，オート麦の貯蔵タンパク質タイプの特徴

aDatabank Unit Prot KB/TREMBL (http://pir.georgetown.edu).
ba=aggregated, m=monomeric.
cBasic unit frequently modified by substitution, insertion and deletion of single amino acid residues.
d Fragment.
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ニット（HMW-GS）（小麦），HMWセカリン（ラ
イ麦）と D-ホールデン（大麦），HMW-GS と 

HMW セカリンは x-と y-タイプにさらに分離
される。これらのタンパク質の分子量は約 70-

90KDaである。アミノ酸組成は高グルタミン，
グリシン，プロラミンで特徴づけられて全残基
の約 70%である。それらは，3つの構造ドメ
インをもち，1つの非繰り返し，N-末端のド
メインの約 100 残基，非繰り返しの C 末端ド
メインで約 40 残基からなるもの，そして繰り
返しの中心ドメイン 400-700 残基長のものであ
る。中心ドメインには YYPTSP のようなヘキ
サペプチドを差し込んだ主鎖としての繰り返し
の 6ペプチド，たとえば QQPGQG2 であり，さ
らにトリペプチド QQP あるいは QPG のような
トリペプチドを含む。非繰り返し N-末端およ
び，C-末端ドメインはずっと少ないグルタミ
ン，グリシン，プロリン含量であり，アミノ酸
残基の多いのはチャージした側鎖と特にシステ
インがあり，それはジスルフィド結合で相互結
合している。天然の状態では，HMW グループ
のタンパク質は会合し，水アルコールでは抽出
されにくい。
　MMW グループは相同性のある ω1,2-グリア
ジン（小麦），ω-セカリン（ライ麦），C-ホー
ルデン（大麦），ユニークな ω5-グリアジン
（小麦）からなる。それらの分子量範囲は 40-

50KDa である。それらは，アミノ酸組成がア
ンバランスであり，高グルタミン，プロリン，
フェニルアラニンが高含量でそれらは全残基の
約 80% に達する。アミノ酸配列の殆どの域は
（Q）QPQQPFP あるいは（Q）QQQFP のような
繰り返しユニットからなる。システインが普通
欠けているので，MMW グループのタンパク質
はモノマーであり完全に水アルコールで抽出さ
れる。
　LMW グループのメンバーは，単一のタン
パク質に分けられ，そこでは α/β-, γ-グリアジ
ン（小麦），γ-40K-セカリン（ライ麦），γ-ホー
ルデン（大麦），アベニン（オート麦），LMW 

グルテニンサブユニット（LMW-GS）（小麦），

γ-75K-セカリン（ライ麦），β-ホールデン（大麦）
を含む会合タンパク質である。それらの分子量
は 30-40KDa の範囲で，γ-75kDa-セカリン （分
子量約 50kDa）， とアベニン（分子量約 22kDa）
が例外である。全てのこれらのタンパク質は N 

末端ドメインはグルタミン，プロリン，芳香族
アミノ酸（フェニルアラニン，チロシン）が富
んでおり，C 末端ドメインはよりアミノ酸バラ
ンスがとれていて，システイン残基の殆どはこ
こにある。両ドメインの長さは，種類によって
異なっている。γ-グリアジン，γ-40K-セカリン，
γ-ホールデンは相同性があり，QPQQPFP のよ
うな繰り返しが多く，さらに C-末端ドメイン
内に SS 結合で 4個結合している。α/β-グリア
ジンは小麦のみである；その N-末端ドメイン
は QPQPFPPQQPYP のような繰り返しで特徴的
であり，C 末端ドメインには 3個の SS 結合が
ある。殆どの α/βおよび γ-タイプタンパク質
はモノマーであり，水アルコールで抽出できる。
これらのタンパク質の少数はシステイン残基が
奇数で，遺伝子の突然変異によるためであり，
エタノールー可溶オリゴ分子プロラミン区分ま
たはエタノール不溶性多分子グルテリン区分で
ある。
　アベニンは，LMW グループ内の最も小さな
タンパク質であり，それは短い N-末端ドメイ
ンで唯一 3つの繰り返し単位（PFVQQQQ）を
もつ。C 末端ドメインは，一部 α/β-，γ-タイプ
に相同性があり，一部グルタミンリッチの繰
り返し配列，QPQLQQQVF のようなものを有
する。LMW-GS， γ-75K-セカリン，β-ホールデ
ンは会合タンパク質であり，少なくとも他の
タンパク質と 1個の SS 結合を形成している。
LMW-GS の N-末端ドメインは，QQPPFS のよ
うな繰り返しユニットが特徴的であり，C 末端
ドメインは 3個の SS 結合の相互結合を含む。
N 末端中の 1個のシステイン残基と C 末端中
ドメイン中のシステインは相互鎖間に結合す
る。
　γ-75K セカリンは γ-40K セカリンに相同性が
あるが，N-末端ドメインがずっと長く，分子
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内結合するシステイン残基を有している。β-

ホールデンは γ-ホールデンに相同性があり，
しかし，両分子間と分子内 SS 結合を形成する。

毒性試験
　生体試験は，一般にセリアック病のタンパク
質，ペプチドの毒性検査にとり “Good standard”
と考えられている。初期の研究では，食事試験
による毒性を決めるのは，油脂あるいはキシ
ロースで下痢あるいは吸収不良のような兆候が
現れることにもとづいて行なっていた。しかし
ながらグルテンの最大量で患者が疑われている
人が用いる量は不確かであった。ある場合には，
10-100gが各患者に必要であった。さらにこの
ような多量で，精製されたタンパク質あるいは
ペプチドで食事テストするとき最も決定的な
限界要因であった。直接小腸に入れ，続いて数
時間後に生体組織検査をすると，必要量がグル
テンの 1g当量にまで減らす事ができた。絨毛
の高さの組織学的測定と，陰窩の深さに対する
絨毛の高さの比率は，免疫的測定による上皮内
リンパ球測定同様，毒性検査の信頼おけるパラ
メーターであると示された（Fraser et al, 2003, 

Dewar ら 2006）。
　生体内試験は，比較的大量のモノが必要で，
僅かの限られた数の試験患者でやるために一連
の in vitroが発達した。人間の小腸組織の組織
培養は，僅かグルテンの mg当量のみ必要だが，
in vitroでの最も信頼おける接近方法と提案さ
れている。酵素活性，あるいは形態学的測定に
よって，平らになった絨毛組織は医学的にのみ
改良を示すが，しかしセリアック病毒素の存在
のみではない。もっと最近になって，セリアッ
ク病をもつ患者から T-cell ライン（細胞系）と
細胞クローンがセリアック病の刺激効果の試験
に用いられた。
　たとえば，ある T 細胞変換アッセイは推定
の抗原（約 10-200μg/mL）抗原存在細胞，T 細
胞，トリチウム化したチミジンのインキュベー
ションで行なわれた（Ellis et al 2003）。最大 2 

days のあとチミジンの T cell 中への取り込みが

シンチレーション測定で定量的に進んだ。さら
にインターフェロン -γ，あるいはインターロイ
キン 4の生産が，セリアック病特異的刺激効果
用パラメーターとして決定できた。さらに，試
験管テストで，胎児ラットあるいはニワトリ腸
を用いた組織培養試験をすすめ，白血球移動阻
害因子，マクロファージ凝固促進活性，白血球
K562 細胞の会合が多少の特異的にスクリーニ
ング試験された。

グルテンタンパク質およびペプチドの毒性
　Dicke（1950）は，最初に小麦のセリアック
毒性を報告した。すぐ後で，ライ麦，大麦は又
毒性があり，一方，トウモロコシ，米，ソバは
そうではないと述べた（Kasarda のレビュー，
1994）。今日までオート麦の毒性はまさに物議
をかもしている。小麦粉の分画と食事テストの
トライアルはグルテンが有毒であるという結論
であり，一方，デンプン，小麦性アルブミンは
そうではない。それ以来，“グルテンフリー食
事がセリアック病の慣習的治療となった。それ
によるとグルテンはタンパク質で，普通小麦，
トリテケール，ライ麦，大麦，オート麦にあ
り，オート麦については，人によっては不耐性
である（Codex stan 118-1981）。続いての研究で
はタンパク質の毒性は小麦（Wieser のレビュー
1995）についてのみ行なわれた。
　グルテンは，水エタノールでアルコール可溶
プロラミン（gliadins）とアルコール不溶グル
テン（glutenin）に分けられた時，毒性試験は，
gliadin 区分は最も毒性ファクターが大きかっ
た。in vivo，in vitroをさらにすすめ，全てのグ
リアジンタイプ（α/β-, γ-, ω-グリアジン）が毒
性効果を示した。小麦グリアジン区分に相当す
るものとしてプロラミン区分，1個の相同タイ
プのライ麦タンパク質（セカリン），大麦（ホー
ルデン）は，重大な試験なしでセリアック毒性
と結びつけた。オート麦プロラミン（アベニン）
の毒性は今日まで議論の多いものと考えられて
きた。小麦グルテニンの毒性は非毒性，弱毒性，
あるいはグリアジンの毒性というように述べら
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れてきたが，しかし非常に不十分な試験結果に
よるためだ。小麦グルテニン，HMW-GS，お
よび LMW-GS は何れも最近までテストされな
かった。in vivo，in vitroでは，HMW-GS はま
さに Gliadins のようにセリアック病を悪化させ
る事を示した。（Molberg et al 2003; Dewar et al 

2006）。T cell 刺激試験で LMW-GS からのペプ
チドで試験すると，このタンパク質のタイプも
また，大きくセリアック特異的免疫反応を示め
した（Vader et al 2002）。
　サマリーとして，すべての貯蔵タンパク質（プ
ロラミン +グルテリン），小麦，ライ麦，大麦，
可能ならばオート麦はグルテンタンパク質に
Codex Standard 118-1981，および Draft Revised 

Codex Standard 中で定義されるグルテンのよう
である。消化されるグルテンタンパク質から得
られたペプチドまたは合成・精製されたペプチ
ド，両方のパネルは毒性試験を行い，セリアッ

ク病のエピトープであるかどうか見つけるため
行なった（レビューは Sterm ら 2001, Anderson 

とWieser2006）。殆どの研究は，小麦グリアジ
ンとグルテンのペプチドに集中した（限られた
毒性ペプチドは表 3.2 にその例として示した）。
　in vivo，in vitroのサマリーとして，貯蔵タン
パク質とのグルタミン，プロリンリッチのエピ
トープは，主なる沈降因子である。プロリン，
グルタミン残基の入れ方は，残基以下に活性ペ
プチドを短くする事も有り得てセリアック病活
性を阻害する（Sollid, 2002）。熱心に集められ
た結果はグルテン測定のための方向性として小
麦，ライ麦，大麦，可能ならオート麦中の貯蔵
タンパク質を全てを含むべきであり，さらに試
験の特異性はグルタミン，プロリンリッチ -エ
ピトープに焦点が合わされるべきだということ
を明示する。

Type Sequencea Testb Reference
α/β LGQQQPFPPQQPYPQPQPF IN Sturgess et al.(1994)
α/β PQPQPFPSQQPY IN Marsh et al. (1995)
α/β LQLQPFPQPQLPYPQPQLPY IN Fraser et al. (2003)
α/β VPVPQLQPQNPSQQQPQEQVPL OC Wieser et al. (1986)
γ LQPQQPFPQQPQQPYPQQPQ TC/TG Arentz-Hansen et al. (2002)
γ FSQPQQQFPQP TC/TG Arentz-Hansen et al. (2002)
γ PQQPFPQPQQQFPQPQQPQQ TC/TG Arentz-Hansen et al. (2002)
HMW GQQGYYPTSPQQS TC Van de Wal et al. (1999)
HMW QGYYPTSPQQSG TC Van de Wal et al. (1999)
LMW QQQQPPFSQQQQSPFSQQQQ TC/TG Vander et al. (2002)
LMW QQPPFSQQQQQPLPQ TC/TG Vander et al. (2002)

表 3.2　小麦グルテンから選択されたセリアック病有毒ペプチドの元，アミノ酸配列

aOne-letter-code for amino acids.
bIN, instillation test（点滴試験）；OC, organ culture test（有機培養試験）；
 TC, T cell test（Tcell　試験）；TG, treated with tissue transglutaminase（グルタミナーゼ試験）．
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