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序章 本論文の背景及び論文の構成

第一節 アレルギー性疾患とアレルゲン蛋白質

近年、アトピ一性皮膚炎、日時息、アレルギー性鼻炎、春季

カタルといった様々なア レルギー性疾患の発症率が増加している。

とれらアレルギー性疾患を引き起こす原因物質、アレルゲンとして、

環境中に存在する蛋白質、 例えばスギやヒノキ、プタクサ等の花粉

由来の蛋白質、ハウスダスト中に存在しているダニ由来の蛋白質、

卵、牛乳、米など食品中に含まれる蛋白質などが次々と同定されて

いる。

アレルゲン蛋白質と結合してアレルギ一反応を引き起こし

ている免疫グロプリンはヒトの場合 IgEであり、 抗原特集的19Eを

介した情報は、その受容体を通して細胞内に伝達される。IgEの受

容体は、 IgE の Fc 宮f~位と結合する、細胞表面に発現している分子で、

高親和性 (FceRI)と低親和性 (FceRII)の2種類が知られている。

抗原特異的19Eを介したアレルギ一反応の発症に主に寄与すると考

えられている FCERIは、マス ト細胞.好塩基球に特異的に発現して

おり、 α、β、と 2分子の 7サブユニッ トよりなる四責主体の受容体

である け。

マウスでは19Eノックアウ トマウスにおいてもアナフィラ

キシ一反応が観祭されるという報告があり、 一部のIgGが19Eと同

様に抗原特異的なアレルギ一反応に関与していると推定されている

が2)、一方で、 FceR1のαサプユニッ トノックアウ トマウスではア

1 



ナフィラキシーショ ックが起こらないという報告があり 幻、IgEと

FcsRIを介した情報伝達機織がア レルギ一反応を引き起こしている

主要な経路とする見方が有力である。

IgEと直後結合する FcεRI部位は、免疫グロプリンスーパ

ーファミリー織の構造をもっα鎖の細胞外領域であり、細胞内への

情報伝達はβ鎖、 7鎖が細胞内領域に持っている lrnmunoreceptor

tyrosine-based activation rnotif (IT品![)によって行われている。 ITAM

中に存在しているチロシン銭基が しyn、Sykらチロシンリン酸化醇

素の活性化を起こすことからマスト細胞や好塩基球の活性化が始ま

ると考えられている川。 FCERIからの刺激で活性化されたマスト細

胞内では、カルシウム濃度の上昇に続いて細胞内に蓄えられていた

化学伝達物質、ヒスタミン、ロイコトリエン、プロスタグランジン

D2等の放出が起こる。これは即時型反応と呼ばれ、抗原刺激後速や

かに現れる反応である。一方、抗原刺激から数時間経過した時点で

再び即時型様の反応が現れる。これは、遅発反応と呼ばれている。

遅発反応の機械は、受容体から蛋白質リン駁化酵素を介した経路で

活性化された転写調節因子群が、 IL-4、TL-5、GM-CSF、TNF-α等

のサイ トカインの発現を促進し、その結果マスト細胞から放出され

たこれらのサイトカインが炎症反応に関わる細胞、好酸球を呼び寄

せ、浸潤させていることによると考えられている川。

FCERIのリガンドからの刺激は、 FceRIに結合した IgEが

抗原によって架橋され、受容体が凝集することによって引き起こさ

れる。従って、 IgEに認識され、アレルゲンとなる蛋白質は、その

分子内に19E結合領域を 2箇所以上もつ多価抗原であるし 4)。
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第二tti'i ダニアレルゲン蛋白質

アトピー性皮膚炎等のアレルギー性疾患の原因の一つにハ

ウスダスト中に存在するダこがあげられる。室内にいるダニの中で

もヒョウヒダニ属 (Dermatophagoides)の、コナヒョウヒダ二

(Del'matophagoides farinae) 、ヤケヒョウヒダニ

(Del'matophagoides pteronyssinl1s)が主にアレルギーの原因とな

るダ二であるト?1.アレルギー性疾感、の患者に対し、その原因物質

の特定を行う際に汎用されるテスト、 Radioallel'gosorbenttest-

cnzyme immunoassay (RAST-EIA)では、各アレルゲン蛋白震に

反応する患者血清中 19E量の測定を行うが、 RAST-EIA法でダニ抗

原として用いているのはD.faonaeとD.pteronyssinl1sの虫体摘出

物である。D.f81'山田、 D.ptel'Onyssinl1s虫体抽出物中にはアレルギ

ー患者血清中の 19Eと反応する蛋白質が多く存在しており、ここ 10

年ほどの聞に、ヒ 卜IgE結合を指標として D.farinaeや D.

pteronyssinl1s虫体からアレルゲン蛋白質が次々と同定されてきた

7-16)。このようにダニ虫体から発見されたアレルゲン謹白質は、

発見された順番に楼号がつけられており、例えば、 D.[al-inae由来

の最初に発見されたアレルゲン蛋白質はDel'f1と呼ばれている。D

farmae由来のアレルゲン蛋白質と、D.pteronyssilll1S由来の蛋白質

の問ではアミノ酸配列の相同性が高く、特性が類似しているものが

多く存在し、同じク令ループに分類される。例えば、グループ1に属

する Derf1とDerp1は約82%のアミノ酸配列の相同性を9.lO) 

グループ2に属する Derf2とDerp2は約88%の相向性を示して
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いる 11・!2)。現在まで、 Dermatophagoidesから IgE結合性を示す

蛋白質としてグループ7までが同定されているト I6)。同定された

蛋白質のヒト IgE結合活性を調べると、アレルギー性疾殿、患者のほ

とんどに反応するものと一部の患者と反応するものに分類される。

前者を主要アレルゲンと呼び、初期に発見されたグループ1アレル

ゲン、グループ2アレルゲンは約9劉のダニアレルゲン感受性アレ

ルギー患者が反応する IgEを持つことから主要アレルゲンと考えら

れている I7-21) 

これらのアレルゲン蛋白質の一部についてはcDNAカfクロ

ーニングされ、予惣されるアミノ酸配列も決定されている 7-)6)。

決定されたアミノ酸配列からグループ1アレルゲンは、パパインな

どと 30%程度の相同性を示し、活性中心となるアミノ酸残基が保存

されていたことからシステインプロテアーゼと考えられており 11.1

2)、実際、精製Derf 1宣言自質にはシステインプロテアーゼ活性が

検出されている。グループ3アレルゲン蛋白質もトリプシン様セリ

ンプロテアーゼ活性を持つ蛋白質であるは-25)。グループ 1、グル

ープ3に属するダニアレルゲン蛋白質は、 プロテアーゼ活性を有し

ていること、ダニの糞中から多く検出されることなどからダニの消

化酵素でzはないかと推定されている。グループ2に属する Derf 2 

とDerp 2は互いの相向性は88%と高いがけ‘ l川、それ以外に一

次配列上類似していると思われる蛋白質は確認されておらず、その

機能も未だ不明である。

天然に存在している様々な蛋白質の中で、特定の蛋白質が

アレルゲン性を保持する機織は明らかになっていない。システイン

プロテアーゼやセリンプロテアーゼなど生体内に存在している蛋白
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質と同じ様な立体精迭を持っていると予想されるダニ虫体由来の蛋

白質がアレルゲン|性を示していることは興味深い。

第三節 アレルゲン蛋白質一IgE一高親和性 IgE受容体の

蛋白質相互作用1::着目したアレルギー反応の制御

これまで述べてきたように、マス ト細胞活性化によって誘

導される即時型、遅発型アレルギ一反応の引き金となるのは、マス

ト細胞上に発現している FceRIに結合した IgEがアレルゲン蟹白質

によって架橋されることである。従って、この一連の蛋白質の結合

を阻害することによって、抗原特異的IgEを介したアレルギー反応

を抑制することが期待される。

19EとFCeRIの結合を阻害する試みは.19EのFc部位に注

目してその配列を基に作製した合成ペプチドや、 岡部イ立に対する抗

体を用いてFCERIや19Eの結合部位を覆ってしまうアブローチと2ι

27】、FCERIα鎖のアミノ駿配列を利用して、 FCERIα鎖の細胞外ド

メインより成る可溶化FCERTα鎖や目、29)、FCERIα鎖に対する抗

体を作製する方法などが報告されており、 19Eの Fc百11位に対する抗

体のヒ ト型化したものでは、実際にアレルギー性疾患患者への投与

で効果を上げている。

一方、 IgEに認識されるアレルゲン蛋白質は多価抗原であ

るが、IgEと結合しながら れERIの架橋を引き起こさないように 19E

エピトープを 1カ所のみ持つ一価のアレルゲン蛋白質改変体を作製

したり、エピトープに特異的1::結合する抗体を作製して、 IgEの抗
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原結合領域をふさごうとする試みも行われている 30・ 31)。

ダニアレルゲン蛋白質でも、主要アレルゲンDerf 1， Der p 

l、Derf2、Derp2について 1980年代後半から 1990年はじめに

かけて、決定されたアミノ酸配列を基に作製したペプチド断片を用

いて、 19EやIgGのエピトープ検索が試みられたれ-37)。しかし、

19E工ピトープの再構築は勿論、IgEの結合部位の特定も明らかな結

果が得られていない。これは、とれらダニアレルゲン蛋白質に対す

る抗体が結合している抗原上の領峨が、短いペプチド断片では再現

できない配タIJや精造を持っているためと考えられる。

第四節 本論文の内容と構成

本研究では以上のことから、ダニ主要アレルゲン Derf 2 

のIgE結合活性発現に重要な立体構造に関する情報を収集し、遺伝

子組み換え技術を用い蛋白質の高次構造変化を抑えた方法で Derf 

2 の IgE エピトープを特定するととを試みた。~に、グループ 3 ダ

ニアレルゲン蛋白質Derf 3についても cDNAクローニングと活性

発現を遺伝子組み換え技術を用いて行った。 以下に本研究の内容を

要約して述べる。

本研究は、結城らによる Del'f 2のcDNAクローニングに

端を発している。結城らは D.faTInae虫体より抽出した mRNAか

らcDNAライブラリーを作製し、 抗Derf 2抗体をプローブとして

用い、 Derf2のcDNAを3クローン得た 12)。その後、組み換え遺

伝子操作技術を用いてDerf 2を大腸菌体内に大量発現する系を確
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立し、解析を行うのに十分量の Derf2蛋白質を鋼製できるようにな

った38)。一方、機能.構造ともに不明であったDerf2を還元修飾

することにより IgE結合能が著しく低下するという結果が報告され、

Der f 2の持つ6つの Cys残基の幾つかがジスルフィド結合 (8-8

結合)を形成して、エピトープを含む立体精造安定化に寄与してい

ることが示唆された39)。そこで、まずDerf2をプロテアーゼ分解

した後ペプチドマップを行うことにより s-s結合位鐙の決定を行っ

た。その結果、 6つの Cys残基が Cys21-Cys27、Cys73・Cys78、

Cys8-Cys1l9という組み合わせで 3つの s-s結合を形成している

ととが判明した'10) また、 Derf2のcDNAとしてクローニングさ

れた3クローンの多型にアレルゲン性や蛋白質の構造安定性の相違

がある可能性を期待して比較検討を行った.最大4カ所の異なるア

ミノ殴配列をもっ 3クローン問でIgE結合活性に差異は認められな

かったものの、モノクローナル抗体との反応性、蛋白質安定性に有

為な差が認められた 41)。続いて、 Derf2のN末端側、 C末端側ア

ミノ酸を欠失した変異体を作製し、それらの IgE結合活性を調べた

ところ、 Cys8やCys1l9を含むアミノ酸残基を欠失した場合に Der

f2の精進安定性、 19E結合活性発現共に著しく低下することが判明

した。このことから S-8結合の紋駿を{半う変異体を用いては19E給

合領域の特定は困難であると考えられた。そとで高次構造変化を抑

えてエピトーフ。の検索を進めるためにアミノ酸残基を 1つずつ異な

るアミノ駿に置換した変異体を作製し、 19E結合能を澗べた。その

結果、 Cys8-Cys1l9及びCys73-Cys78近傍、更にC末端部位側に

存在するアミノ酸残基の笹換がIgE結合活性を低下させる傾向が見

られた42)。更に、 Derf2の総合に対してIgEと拾抗するマウスモ

7 



ノクローナル抗体のエピトープを検索した。モノクローナル抗体で

は.ポリクローナル抗体である IgEと比べて、抗原蛋白質の 1アミ

ノ自主残基の置換は明らかな抗原抗体親和性の低下をもたらした。そ

の結栄明らかになったIgE措抗性モノクローナル抗体のエピトープ

は、 Cys73周辺、 Cys8-Cys1l9に構造保持された領域、そして C

末端部位であった"3)。

一方、 遺伝子のクローニングがまだ行われていなかったグ

ループ3ダニアレルゲンDel'[3についても Derf2と同様の解析を

行うため、 cDNAクロ一二ングと蛋白質の活性発現を行った 1.')。

D. farinaeのcDNAライブラリーから、報告されている Derf 3の

N 末側アミノ酸配列を利用した PolymeraseChain Reaction 

(PCR)法で作製したプロープを用いてスクリーニングを行った。

得られたDerf3 0) cDNAをGlutathione-S-transferase(GST)の

遺{云子下流1::連絡した発現プラスミドを作製し、融合蛋白質として

大腸菌体内に発現させた。封入体として菌体内に蓄積されていた

GST-Der f 3は、変性、再生操作によって可溶化し.ヒト IgEとの

結合活性も認められた。しかし、 Derf3の機能であるセリンプロテ

アーゼ活性は検出されず、 Derf 3が前駆体蛋白質 (proDerf3)か

ら成熟型へ移行していないことが判明した。そこで、 Derf3のpro

領域の C末端アミノ厳銭基Thrを、 Derf 3を含めたトリ プシン様

セリンプロテアーゼが高い基質特異性を示す釘gに霞換した変異体

を作製したところ、 Derf3はpro配列が自己消化的に速やかに除去

され、プロテアーゼ活性も発現することが確認された。また、 PCR

法による cDNAクローニングの結果、 Derf 3に少なくとも 3穏類

の多型が存在することが硲認された。
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以上が本論文の内容であるが、本論文は、序論、本輩、総

括で=構成され、本章の織成は以下の通りである。

第一章ではDel'f2のS・S結合位置の決定について述べる。

第二車ではDel'f 2の多型が抗体との反応性や蛋白質の安

定性に及ぼす影響について述べる。

第三主主では部位特集的変異を用いて作製した Derf 2欠失

体やアミノ殴鐙換体のIgE結合能を調べて特定した、ヒト IgEエピ

トープ部位について述べる。

第四主主ではDerf 2との結合に際してIgEと信抗するモノ

クローナル抗体の特定と、そのエピトーブP部位の決定について述べ

る。

第五主主ではDel'f 3のcDNAクローニングと大腸菌を用い

たDerf3活性発現、更にセリ ンプロテアーゼ活性を有する Derf3 

置換体の作製について述べる。
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第一章 Derf2のジスルフィド (8-8)結合位緩

第一節 緒言

気管支11街息、アトピー性皮膚炎、アレルギー性鼻炎等のア

レルギー性疾患の原因の一つに家庫中に存在するダニへの高感受性

が考えられる。近年、ヒョウヒダ二、特にコナヒョウヒダ二、ヤケ

ヒョウヒダニ由来の蛋白質中にアレルギー性疾患患者血清中19Eと

反応する蛋白質の存在が指摘され、一部についてはその遺伝子クロ

ーニングも行われ、境基配列およびアミノ酸配列が明らかになって

いる。Derf2はコナヒョウヒダニ由来の分子量約 14.kの糖鎖を持た

ない蛋白質であり、約 9t;J]のダニ感受性アレルギー性疾患患者が

Der f2と反応するIgEを持つことから主要なダニアレルゲン蛋白質

と考えられている。 Derf2は、既に cDNAがクローニングされてお

り12)、そこから予想されるアミノ酸配列は、同じグループ2のダ

ニアレルゲンに分類されるヤケヒョウヒダニ由来の蛋白質Derp 2 

と88%の高い相同性を持つ 11)。しかし、 Derp2以外に Derf2と

類似した一次配列をもっ蛋白質は知られておらず、その立体構造も

不明である。 Derf2の立体構造、特にIgEエピトープ、 T細胞エピ

トープといったアレルゲン性を有する領域についての解析を行うこ

とは、アレルゲン蛋白質がアレルゲン性を取得する機構やアレルギ

ー性反応を引き起こす機構を解明し、アレルギー性疾態の治療に応

用する為に必要であると忠われる。

Der f 2は129アミノ駿よりなる蛋白質で、 6つの Cys残

10 



基を有している 12)0 Lρmbardel'oらの報告から、アレルギー性疾

患の患者血f背中に存在している抗Derf2-IgE抗体がDerf2を認識

する障害に、Derf2のS-S結合の保持が必須であることが示唆されて

いる 39勺 すなわち、 S-S結合の再形成を阻害するためにDerf2を

還元後Cys残基を修飾した場合、抗Derf2ヒト IgEによる Derf2 

の結合活性が著しく低下するというものである 39l。このことから、

Del' f 2中に存在する S-S結合が本蛋白質の立体構造安定化に寄与

している可能性が推定されるが、その存在も架僑位置も不明であっ

た。そこで、 Derf2の19Eエピトープ位置をを含めた高次構造に関

する情報を得るために、まず、 Derf2のS-S結合位置の決定を試み

た。

第二節 方法

1) Derf2の精製

5gの D.farinae虫体凍結乾燥物(鳥居薬品より供与)を

200mlのO.lMリン殴緩衝液 (pH7.4)に溶解後、 60%飽和硫酸を

添加した。 10，000x g、30分間遠心操作を行った後、得られた上清

画分を 0.05Mトリス塩酸緩衝液 (pH8.0)にて透析し、同緩衝液で

平衡化したDEAE-Sephacel(ファルマシア)カラム (3.5x 9.8 cm) 

に供し、0から 0.3MのNaClを含む同緩衝液で溶出操作を行った。

得られた各溶出函分中に含まれる Derf 2量はSaudwichenzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA)を用いて検出したぺ 4)。続

いてDerf2を含むDEAE-SephaceJ溶出函分を0.02M酢駁緩衝液

11 



(pH5.5)を用いて透析を行い、同緩衝液で平衡化した S-Sepharose

(ファルマシア)カラム(1.3x 3.3 cm)に供した。OMから O.2M

のNaClを含む同緩衝液を用いて溶出操作を行ったととろ、 0.08M

のNaClで溶出される薗分にDerf2が含まれていた。回収した Der

f2画分を 0.15MのNaClを含む0.02M リン酸緩衝液 (pH6.0)

に透析後、同緩衝液で平衡化した SephadexG-75 (ファルマシア)

カラム (2.7x 34.0 cm)に供した。とのゲル秘過操作の結果、 Derf 

2 は主要画分として溶出された 。 Sodi1llndodecyls叫fate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)および ELISA

を用いて確認した結果、得られたDerf2の精製度は95%以上であ

った。以上の操作から最終的に、 4.0mgのDerf2を得た。

2)基質特異性の高いプロテアーゼを用いたDerf2の切断化

200μgの精製Derf2を2mlの0_05Mトリス趨酸緩衝液

(pH8.0)中に溶解後、 1x10-2AUのリシルエンドペプチダーゼ(和

光純薬工業)を加え、 37度にて 36時間から 40時間インキュベー

トを行った。 Derf2を8M尿素で変性した場合は反応時間は8時

間から 10時間行った。1/2容量の酢酸(終濃度 33%)添加、もし

くはエパポレーターで乾燥させることにより酵素消化反応の停止を

行った。プロリン特異的エンドペプチダーゼ(生化学工業)を用い

る場合には0.05Mリン酸ナ トリ ウム (pH7.0)中で37度にて3時

間酵素反応を行った。

3)ペプチド断片の分離

12 



前述のようにして銅製したペプチド断片混合物はエパポレ

ーターにて乾燥後 0.1から1.0mlの 0.01%トリフルオロ酢酸

(TFA)に溶解し、溶媒 A (O.l%TFA/蒸留水)で平衡化した

C8・HPLCカラム (RP命300、100x2.1 mm、アプライドバイオシス

テムズ)に供した。溶媒B(0.1 % TFA/70 %アセトニトリル)に

よる濃度勾配によって総出操作を行ったが、その条件は、溶媒Bの

濃度がO分で 0%から、 45分で 65%に、更に 55分に 100%にな

るように二段階の直線的な濃度勾配とし、更に 5分間溶媒B100% 

条件下で保持した。この濃度勾配プログラムは 140Asolvent 

delivery system (アプライド ・バイオシステムズ)を用いて制御し

た。 215nmの吸光度で溶出液の検出を行い、各ペプチド断片はシ

リコンコートしたガラスチューブに回収した。

4)ペプチドの同定

上記の方法で回収した各断片は、溶媒を減圧除去した後 30

-50μlの0.1%TFAに溶解し、 473Aprotein.sequencing system 

(アプライド ・バイオシステムズ)に供してアミノ酸配列の決定を

行った。 pbenylthiohydantoinyl(PTH)アミノ酸は、 PTH・C18カ

ラム (2.1x 220 mm)を用いて同定した。

5) S-S結合によって架橋しているペプチド断片の S戸S結合切断

分隊したペプチド断片は、乾燥後釜素ガスで前処理し酸素
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除去した溶液 (7M 埴酸グアニジン、 0.01M EDTAを含む0.5M 

トリス塩酸緩衝液 (pH8.5))に溶解した。これらの溶液には0.1mM

ジチオスレイトールを加え、還元条件下で37度 1時間保持した。

第三筋 結果

1)リシルエンドペプチダーゼ消化により生成したDerf2ペプチド

断片の同定

図 1-1に示すようにリシルエンドペプチダーゼ消化を行っ

たDerf2のクロマトグラムは 10本の主だったピークより成ってい

る。ナンバ-10とラベルしたピークは未消化Derf2であることが、

未処理Derf2の溶出時間と比較した結果舷認された。ナンバ-9の

ピークは部分消化されたDerf 2であることが判明し、通常の4倍

から 20f音1;::相当する40時間という長い反応時間にも関わらずDer

f2は50%以上が未消化のまま存在している結果となった。

HPLCの各ピーク薗分から回収した全てのペプチド断片の

アミノ酸配列をプロテイン ・シークエンサーを用いて決定した。結

果は表 1-1に示すとおりである。これらのピーク函分の中で、ナ

ンバ-6とナンバー7は各々異なる 2本のペプチド断片を含んでい

ることが判明した。すなわち、ナンバー7の配列を決定した結果、

Cys78から Lys82までと、Ala56から Lys77までの 2通りのアミ

ノ酸配列が存在しているととがf確認された。ナンバ-6もまたAsp7

から Lys14までと、 LeullOから Lys126までの2本のペプチド断

14 
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表 1-1 Derf2由来ペプチド断片のアミノ酸配列

Fragment Amino acid sequence Residue nllrnber Cystein residue， n 

IEIK 52-55 。
2 GQQYDAK 83-89 。
3 SENVVVTVK 101-109 。
4 VMVDGCHGSDPCIIHRGK 16-33 2 

5 YTWNVPK 90-96 。
6 DCANNEIK 7-14 

LVGDNGVLACAJATHAK 110-126 

7 ASLDGLEIDVPGIDTNACHFMK 56-77 

CPLVK 78-82 

8 PFTLEALFDANQNTK 34-48 。

ペプチド断片のナンバーは、図 lー ]に記した数字と同一である。

アミノ酸残基は分子数が最も多く検出されたものを示した。
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片を含んでいた。ナンバー6、?とも含まれている 2本のペプチド断

片の分子数はほぼ等量であった。これらの 4本のペプチド、

Cys78-Lys82、Ala56・Lys77、Asp7-Lys14、LeullO-Lys126はい

ずれも 1つずつ Cys残基を含んでいる。すなわち、 Cys78、Cys73、

Cys8、そして Cys1l9である。これらのことから Cys78とCys73、

Cys8と Cys1l9の問に各々s-s結合が存在している可能性が示唆

される。

2) Cys残基を含む2本のペプチド断片の分自m切断

ピーク 6の函分と 7の画分は各々還元処I翠後即座に C8-

HPLCカラムに供し前述と同ーの条件で溶出操作を行った。ピーク

7函分の還元処理の結果、図1-2に示すように主に 3本のピークが

得られた。Aとマークされたピークには Cys78から Lys82までの

ペプチドが存在し、一方、ピーク Cには Ala56から Lys77までの

ペプチドが存在していた。ピーク Bは、その溶出時間が還元操作前

のピーク 7の溶出時間と同じであることから、 Cys73-Cys78間の

s-s結合で連結したままの Cys78-Lys82とAla56・Lys77の2本の

ペプチドであると思われる。ピーク 6については、図 1・3に示すよ

うに、還元操作によってピーク Dとその直後に溶出されるピーク E

の2本が得られた。ピーク Dはピーク 6と同一、すなわち Cys8-

Cys119で連絡した 2本のペプチドであることが確認された。ピー

クEはLeullOから Lys126までのペプチドのみより成ることがア

ミノ酸配列の決定の結果判明した。
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図 1-2

ピーク A:Cys78から Lys82までの5アミノ酸残基より

なるペプチド

ピーク B; Cys78から しys82までと、 AIa56からLys77

までの 2本のペプチドを含む

ピーク C:AIa56からLys77までの 22アミノ駿残基より

なるペプチド
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図 1-3

ピーク D;Asp7から しysl4までと LeullOから Lysl26

までの2本のペプチドを含む

ピーク E;LeullOから Lys126までの 17アミノ酸残基

よりなるペプチド
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3) Cys21とCys27間のs-s結合の決定

上述の通り、ぺプチダーゼ処理したDel'f2の還元、非還元

下における HPLCのクロマトグラムの比較から Derf2蛋白質中に

存在する 2つのs-s結合の存在が明らかとなった。しかし、リシル

エンドペフ.チダーゼによる切断では 6つの Cys残基のうち 2つ、

Cys21とCys27については、一次配列上その聞に Lys残基が存在

しないため切断、分餓することができない。これら 2つの Cys残基

は酵素消化後Va1l6から Lys33までの 1本のペプチド断片中に存

在している。この 2つの Cys残基間にs-s結合が形成されているか

どうかを権認するため、この Va1l6から Lys33までのペプチドを

ブ勺リン特異的エンドペプチダーゼ消化し、消化産物のアミノ酸配

列の決定を行った。プロリン特異的エンドペプチダーゼ処理でとの

ペプチドはVa1l6から Pro26までと Cys27から Lys33までのそれ

ぞれCys残基を1つずつ有する2本の断片に切断されると期待され

る。図 1-4はVa116から Lys33までのペプチドより成るピーク 4

をぺプチダーゼ処理した後のクロマトグラムを示している。 2本の

高いピークとぺプチダーゼ処理前に見られた位践と同じ溶出時間に

1本低いピークが存在している。ピーク Fとマークした鋭いピーク

函分にはVal16から Pro26までと Cys27から Lys33までの 2本の

ペプチドが含まれていた。ピーク GとH中にはN末供lからの非特

異的な分解を受けたペプチドが存在していた。すなわち、ピーク G

は、 Va118から Lys33までのペプチドを、ピーク Hは、 Va116あ

るいはMet17から Lys33までのペプチド断片の混合物であった。

ピーク G、日 ともぺプチダーゼによる Pro26とCys27問の特異的
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までのペプチド

ピーク 1;Cys27から しys33までのペプチド
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な切断は受けていなかった。ピーク Fの函分は還元処理後HPLCで

分離を行うと、図 1-4に示すようにピーク Fとほとんど同じ溶出時

間に現れるピーク Iが得られ、とれはCys27から Lys33までのペプ

チド 1本のみより成ることが判明した。

4) PTH-Cystineの検出

本実験で用いたアミノ酸配列決定法ではCys残基は検出す

ることができない。しかし、 2つの Cys残基が s-s結合により
Cystineを形成していた場合には、 PTH-Tyrと同じ溶出時間に di-

PTHとして検出することができる 45)。ピーク FはCys21とCys27

問のs-s結合で連結されていると予想される Va118から Pl'o26ま
でと、 Cys27から Lys33までの2本のペプチドを含んでいる。従っ

てこの函分のアミノ殴配列決定の過程において、 4回目のシークエ

ンスサイクル時に PTH-Tyrと閃じ溶出時間にピークが検出される

乙とが予想される。図 1-5に示すとおり 4回目のシークエンスサイ

クルでdi-PTH-cystineのピークが検出されている。また、図 1-4に

示すように、ピーク Fは2:<ドのペプチドを含んでいるにも関わらず、

図1-5において 1回目のシークエンスサイクルではPTH-Valのピ

ーク 1本しか検出されない。このことは、 Cys27が Cys21とs-s

結合で連結していることを示している。ピーク 6や 7中のペプチド

の場合も、各々10回目と 18回目のシークエンスサイクル時に図1・5

で現れたのと同じ溶出時間1;:小さなピークが検出されている。これ

らは各々Cys8・Cys119、Cys73・Cys78であると推定される。
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5)精製Derf2の全アミノ般配列の決定

リシルエンドペプチダーゼとエンドプロテイナーゼ Asp-

N処理で得られたペプチド断片の同定の結果、精製Derf 2の129

全アミノ酸配列が明らかとなった。結果は、図 1-6に示すとおりで

ある。今回決定されたアミノ酸配列は、報告されている Derf 2の

cDNA塩基配列より予想されるアミノ酸配列と一致していた。精製

Del' f2には、一部のアミノ酸残基に多型が見られており、図 1・6に

は、検出された分子数が鼠も多いアミノ酸残基を示している。アミ

ノ酸残基の多裂については次章で示す。 Derf2をリシルエンドペプ

チダーゼで処理した場合、 8本の主なピークが得られ、そのアミノ

懸配列を決定すると、 Derf 2の、 N末仰IJ6残基、 Lys15、Tlu:49-

Lys51、Ile97-Lys100、そして C末側 3残基を除く一次配列が明ら

かとなる。(図 1-1、表 1-1)リシルエンドペプチダーゼ処理断片で

未確認の領域については、エンドプロテイナーゼAsp-N処理産物‘

もしくはインタクトなDerf 2のアミノ酸配列をシークエンスする

ことによって決定した。

第四節 考察

Lombal'deroらは、 2・メルカブトエタノール処理したグル

ープ2のアレルゲンの立体構造安定性が低下し.IgEや IgG抗体に

よる認識も著しく低下していることを報告している 39)。このこと

から、 Del'f2やDerp2蛋白質中には、本蛋白質がアレルゲン性を

発障するために必要な立体構造を安定に維持するために s-s結合
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が重要な役割を果たしていると推定される。グループ2アレルゲン

がいかにして、IgEや IgG、あるいはMHCによって認識されるか

を明らかにする第一段階としてDerf 2の立体鱗造形成に寄与して

いるs-s結合位置の決定を行った。 二種類のペプチダーゼ(リシル

エンドペプチダーゼ、プロリン特異的エンドペプチダーゼ)を用い

て得られたDerf2ペプチド断片を同定した結果、Derf 2中には3

組のs-s結合、 Cys8-Cys119、Cys21-Cys27、Cys73-Cys78が脊

在することが明らかとなった。 Cys8とCys119は各々Derf2のN

末側、 C末仮IJに存在しており、 Cys8-Cys119聞のs-s結合は本蛋白

質の両末端を近傍に位置させる役割を担っていることが予想される。

第三章で述べるように、 Derf 2は N 末側や C末側を Cys8や

Cys119を含む領域にわたって欠失させた場合、アレルギー性患者

血清中に含まれる抗ダニア レルゲンIgE抗体との結合力が著しく低

下する。このことからも Cys8-Cysl19聞のs-s結合はDerf2のI副

総合領域を含む立体構造の安定化に寄与していると考えられる。
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第二章 Derf2の多製

第一節 緒言

Der f 2はコナヒョウヒダニ由来の主要ア レルゲン蛋白質の

一つであり、 抗ハウスダストマイト 19E抗体を持つアトピー性皮膚

炎や端息、アレルギー性鼻炎のダニ感受性アレルギー患者の約9劉

がDerf2に反応する IgEを持っている。 Derf2は、その cDNAが既

にクローニングされ、 6つの Cys残基を含む 129アミノ酸残基より

成ることが明らかになっている 12) 0 Der f 2中には3つの ふS結合

が存在し、 Fーシー トを多く含む二次構造であることが、ペプチドマ

ップ、及びCDスペクトルを用いた実験から明らかにされているが3

9‘川 、それ以上の高次構造に関する情報はない。我々がクローニ

ングした Derf 2のcDNAは3種類で、クローン l、Z、Ilと命名し

ているが、クローン2はクローン lとアミノ酸残基で lカ所、クロ

ーン IIはクローン !と4カ所のアミノ酸残基について!官換がおこっ

ていた 12)。そこでこれら 3種類のク ローンについてアレルゲン性

を含めた蛋白質特性を比較することによって、Derf 2のi高次構造に

関する情報や Derf2蛋白質をアレルゲンとするアレルギー反応の発

症機織に関する情報を得ることを期待して、各々の抗Dcrf2マウス

IgG抗体やヒ トIgE抗体との反応性を検討した。本章では、まず、

天然型 Derf2の精製を行い、そこに存在する Derf2多型を蛋白質と

して確認し、更に組み換え遺伝子操作技術を用いて作製し得られた

各クローン型の精製標ー品について抗体との反応性、蛋白質の構造安
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定性を調べた。

第二節 方法

1)ダニ虫体からの Derf2の精製

鳥居薬品株式会社より供与された凍結乾燥ダニ虫体摘出物

5gより、 DEAE-Sephacel、S-Sepharose、SephadexG-75を用いた第 ・

主主と同様の手法で41l1gのDerf2精製蛋白質を得た 40)。

2)組み換え大腸菌による Derf2蛋白質の発現及ぴ精製

T7プロモーター制御下に目的蛋白質を発現するプラスミ

ドベクタ-pGEIv伍XI (プロメガ)を用いた Derf 2の発現ベクター

を精築した38)。すなわち pGEMEXIのプロモーター直下に存在す

るマルチクローニングサイト内のNdel.Hindlll認識配列を利用して、

遺伝子クローニングしていたプラスミド pUCI812)から3種類のDer

f2、クローン l、2、11のcDNAを切り出し、挿入した。これらの発

現プラスミドで形質転換した大腸菌 BL21(DE3)を 50μg/mlのアンピ

シリンを含む5凶のしbroth(1リッター当たり、パク卜トリプトン

10 g、イーストエキストラクト 5g、NaCl5g)中で一晩30度で振と

う熔養を行い首ij培養液とした。続いて、 500mlの坂口フラスコに同

じ培養液(アンピシリンを含むしbroth)170 川 を用意し、前地養液

を 1%接種し更に 2時間半培養を行った。そこで Isopropyl-s-D-
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thiogalactopyranoside (1 PTG)を終濃度 1mMとなるように添加し、

竹プロモーターの誘導を行った。更に4時間培養を行った後、培養

液を 5∞Oxg、10分間遠心操作することにより大腸菌体の回収を行
った。回収した大腸菌体を 10x TE緩衝液 (100mMトリス塩酸、 10

mME町 A‘pH7.5)6 mJ r乙様濁後超音波紋砕を行った。Derf2蛋白

震は大腸菌体内に封入体として不溶化状態として蓄積されていたた

め、超音波破砕後、 7∞ox g、15分間の遠心で沈殿として回収され
た。次に、 6M尿素を含む 20I凶4トリス塩酸緩衝液 (pH8.5)50 I11J 

を沈殿画分に加え、可溶化後、 尿素を含まない同緩衝液中で 12時間

透析を行って尿素を除去し緩やかな再生操作を行った。再生したDer

f 2を含むこの平衡化後の溶液を同じ 20mMトリス緩衝液で平衡化

した DEAE-Toyopearl (3.5 x 9.8 cm、トーソー)に供し、 50111M NaCI 

を含む同緩衝液で溶出した。その結果得られた Derf 2蛋白質は、

SDS-PAGEで l本のバンドとして検出される高い精製度であること

が確認された。

3) D古川2のペプチドマップ

精製した里子生型及び各組み換え体のDerf2を第一主主で行っ

たのと同様にリシルエンドペプチダーゼ消化後、C8カラムを用いた

HPLCを行うことによりペプチドマップのカラムクロマトを得た。

分離されたペプチド断片は各々回収し、第一章と同様プロテインシ

ークエンシングシステム 473Aを用いてアミノ酸配列の決定を行っ

た。
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4) ヒト IgE抗体の Derf 2結合活性

Derf2のヒト IgE結合活性は Radioallergosorbenttest-enzyme 

旧 lnUlOoassay(RAST-日A)法を用いて測定した。用いたヒト IgE抗

体はアレルギー性皮j留炎及びI紛息のアレルギー患者血清(ハウスダ

ストマイト感受性)由来である。直径 6.0mmの円に打ち抜いた泌紙

(ワットマン)を BrCNで活性化したペーパーディスクを作製し、

テストチューブ(塩野義製薬)中で 1ng/mlから 0.1mg/mlまでの異

なる濃度に調製した Derf2溶液 (0.1M ホウ酸緩衝液、 pH8.0)50μl 

に浸し、室温で一晩静置してディスクへの抗原吸着反応を行った。

抗原吸着したペーパーディスクは、0.5rnlの0.1MN副 C03で一度洗

浄後、 0.1M モノエタノールアミン (pH9.0)0.25 ml中で時間室温

放置してプロッキングを行った。ブロッキング溶液を除いた後.0.5 

rnlの0.1MNaHC03で l回、 0.1MI酢酸緩衝液 (pH4.0)で3回洗浄

を行った。続くヒト IgE抗体の Derf2への結合、抗ヒト IgE二次抗

体 (o-nitrophenyl-s-D-gaJactosidas巴標識ウサギ IgG)の添加、 3基質の

発色は RAST-EIAキット(カビ ・ファルマシア)を用いて行った。

本法では Derf 2抗原蛋白質に結合する IgE抗体量は420n日1の吸光

度で測定する s-D-galactopyranosideの発色として検出される。

5)抗 Derf2マウスモノクローナル抗体 (mAb)のDerf2結合活性

我々が作製した3種類の抗Derf2マウス mAbについて"~1 ) 

Derf2との結合活性を以下に示す ELlSA法で測定した。 Derf2蛋白

質を 100μlのPBS溶液 (140mM NaCI、2.7mM KCI、卜5mMKH2間 七
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8.1 mM Na1HP04， pH7.4)に様々な濃度で溶解し、 ELlSAプレート、

イムロン 2(ダイナテック)の各ウェル中に加え、室温で2時間以

上放置して固相への吸着をおこなった。 Derf2溶液を除去して各ウ

ェルを PBSで 3回洗浄した後、 1% (w/v)のウシ血清アルブミン

(BSA)を含む PBSを添加して l時間室温放置することによりブロ

ッキングを行った。ブロッキング溶液を除去後、 0.05% (w/v)のト

ウィーン 20を含む PBS(PBS-Tween)で3回洗浄後、 100μlのマウ

スモノクローナル抗体をウェルに加えた。加えた抗体濃度は、抗体

の力価によって異なっており、15ELI抗体が 10μg/ll1l、13A4が5μglml、

18G8が2.5μglmlである。マウスモノクローナル抗体とDerf2の抗

原抗体反応は室温で2時間行った。モノクローナル抗体溶液を除去

した後、ウェルを PBS-Tweenで同様に洗浄し、二次抗体としてビオ

チン化抗マウス IgGヤギ IgG抗体(ベクターラボラトリー)を PBS

(0.02%NaN3， 1 mg/1l11 BSAを含む)に 10階 Imlの濃度となるよう

に調製した溶液を 100μlずつ加えて 2時間反応を行った。二次抗体

除去後、 PBS-Tweenで洗浄したウェルに l∞μlのアルカリフォスフ
ァターゼ標識アビジン(ベクターラボラトリー)溶液(ゆ0ユニッ

ト/卯 mlPBS-BSAとなるように誠製)を加え、室jlff，で30分反応させ

た後、酵素標識アピジン溶液を除去した。最後に、ウェルを PBS-

Tweenで洗浄した後p-nitrophenylphosphate disodi umを0.51l1g1mlとな

るようにジエタノールアミン思酸溶液 (pH9.8)に溶解した溶液 100

μlずつを基質として加え室温で酵素反応を行った。 10分後 5N 

NaOHを 100μlずつ添加して反応を停止し、 40511mの吸光度を測定

した。
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6) Der f 2の構造安定性

Derf2蛋白質の熱安定性は、Derf2を2∞μglI叫となるよう
に20mMトリス塩酸緩衝液 (pH8.5)に溶解し、 70度で 30分間加

熱した後の IgE結合活性を RAST-EIA法で調べることにより測定し

た。凍結融解に対する安定性は40μglmlの濃度1:::調製した Derf2の

PBS溶液 500μlを、 之0度で l時間凍結後 37度で融解、この操作を

3回おこなって、 IgE結合活性を測定した。酸性条件下における安定

性は0.3M酢酸緩衝液 (pト15.0)で平衡化した Derf 2溶液を 4度で

一晩酸性条件下に置き、その後の IgE結合活性を測定した。

7) トリ プシン酵素消化に対する耐性

プロテアーゼ感受性を調べるため、各 Derf2誕lみ換え体を

0.2 mg/mJとなるように 50mM NaCIを含む 14111Mトリス纏駿緩衝

液、 pH8.5に溶解後、 o.[陪のトリプシンを加え、 37度で反応を行

った。 3時間、 6時間、 9時間後に 10μlずつ反応液を採取し凍結保

存することにより反応を停止した。とれらのサンプルを SDS-PAGE

に供して未消化蛋白質として残存する Derf2蛋白質量を比較した。

第三節 結果

1 )コナヒョウニダニ虫体より精製した天然型 Derf2の多型
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図2-1に示すように、コナヒョウヒダニより Derf2のcDNA

としてクローニングした 3種類の cDNAクローンは l箇所から 4箇

所のアミノ酸置換を有している。とのような多型が実際に発現して

いるDerf 2宣言自質に存在することを確認するため、ダニ虫体より

Der f2を精製した。図 2-21こ示すとおり、 虫体由来 Derf2蛋由貿の

リシルエンドペプチダーゼ消化蛋白質のペプチドマッフ。を行った。

ペプチド断片のアミノ酸配列を調べた結果、ピーク 8の中に含まれ

るペプチドと、ピーク 6、7聞に配列の多様性が存在していた。ピー

ク8はAIa56から Lys82までのペプチド断片を含んでいるが、 76残

基自のアミノ酸として、 MetとValが、約4対3の比率で存在してい

ることが判明した。図 2-2に示すとおり、ピーク 6と7はいずれも

Cys8・Cysl19問のs-s結合で架補された 2本のペプチド断片、 Asp7

から Lysl4までと Leull0から Lysl26まで、を含んでいた。ピーク

6の画分に含まれていたのは 11J番目のアミノ酸残基と J2S番目の

アミノ酸残基が各々Valと刈aであるペプチドであった。一方、ピー

ク7薗分として回収されたペプチドでは JJJ番目と 125番目は lIe

とGlyであった。 JJI番目のアミノ厳残基の分子数比は lIe対 Valが

およそ7対 9の割合であった。 125番目については、 GlyとAlaの存

在比がほぼ l対 lの割合であった。ピーク 2はGJy83から しys89ま

でのペプチドを含んでいたが、その配ijlJを線認したところ 88番目の

アミノ酸残基として検出されたのは lIeのみで‘あった。しかし、V8

プロテアーゼ消化ペプチドのペプチドマッフ。を行った結果、 88番目

のアミノ酸残基が Alaのペプチドも存在していることが明らかとな

った (d咽 notshown)。乙れらの結果から、少なくとも 2種類の多

型がD.fari71ae虫体中に存在することが Derf2蛋白質においても確
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Clone 1 
Clone2 

Clone 11 

10 20 30 40 50 

DQVDVKDCANNEIKKVMVDGCHGSDPCIIHRGKPFTLEALFDANQNTKTA 

60 70 80 90 100 

KIElKASLDGLEIDVPGIDTNACHFVKCPLVKGQQYDIKYTWNVPKIAPK 
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ーーーーーーーーー-V-ーーーーーーーーーーー-A-ー一一

図2-1 Derf2の3クローン型 cDNA犠基配列より予想される

アミ ノ酸配列 12)。
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図2-2 天然型 Derf2のリ シルエンドペフqチダーゼ消化産物の

ペプチドマップ。

アミノ酸配列上に記した数字はクロマトグラム上の数字

と一致している。
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認された。

2) Derf2組み換え蛋白質のs-s結合位置決定

3種類の Derf 2クローンを1ウプロモーター制御下の発現

系で大腸菌体内で産生させ、前節で記したとおり精製標品を得た。

Derf 2は、還元アルキル化によって IgE結合活性が著しく低下する

事が報告されていることから 39)、組み換え蛋白質においてもその

特性を調べるに当たって、まず天然型と同じs-s結合の形成を確認

するととが必要であった。既に第二章で示したように天然型Derf2

はCys8-CysJ19、Cys21-Cys27、Cys73-Cys78という 3組のs-s結合

を形成している乙とを確認、しているが40)、組み換え大腸菌を用い

て作製した Derf 2蛋白質3種類についてもペプチドマップ、アミノ

駿配列決定という同織の方法で、 s-s結合の確認を行った。その結

果は、図2-3に示すとおりである。各クローン型 Derf2のリシルエ

ンドペプチダーゼ消化産物の HPLCクロマ トグラムは基本的に天然

型の場合と同じパターンを示している。これらの各ピークより回収

されたペプチド断片の同定を行った。天然型をリシルエンドペプチ

ダーゼ消化した場合には、 24分に Cys8-Cysl19のふS結合で架織さ

れた2本のペプチド断片が、27分にはCys73-Cys78問の架橋で連結

された2本のペプチドが溶出されていた。組み換え蛋白質について

も天然型とほぼ同じ時間に溶出されたこれらのペプチド薗分につい

てアミノ酸配列の決定を行い、 2つの ふS結合、 Cys8-Cys119、

Cys73-Cys78が形成されていることを確認した。Cys21-Cys27につい
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ては、リシルエンドペプチダーゼ消化の場合、 VaJ16から しys33

の l本のペプチドの中に存在している。そこでCys21 -Cys27聞のs-s

結合が形成されていることは、これらのアミノ酸残基を含むペプチ

ド断片の溶出時間によって判断した。すなわち、これらのs-s結合

が形成されていると Va116から Lys33のペプチドは 17分に溶出され

るが、還元化によって Cys残基がs-s架犠せずlこSH基がフリーの

状態にある場合にはこのペプチドは 16.5分に溶出される。組み換え

蛋白質由来の Cys21、Cys27を含むペプチド断片は、いずれも s-s

架橋状態の溶出時間に溶出されている。これらのことから、大腸菌

を用いて作製し、変性剤による可溶化、再生操作を行った Derf2蛋

白質はいずれも天然型と同じ3種類のs-s結合を形成していること

が確認された。

3)野生型および組み換え Derf 2蛋白質の抗 Derf 2ヒト IgE抗体

との結合活性

抗Derf 21gE抗体を持つア トピー性皮膚炎及び目指怠のアレ

ルギー性疾患患者血清をもちいてヒト IgEと各 Derf2蛋白質の結合

活性を調べた結果を図 2-4に示す。少なくとも 2種類の多型を持つ

天然型 Derf2と、各 Derf2クロ←ンの 19E結合隊式はほとんど一致

していた。更に異なる 13名のアレルギー患者血清を用いて同線の測

定を行ったが、蛋白質問の IgE結合性の差異は認められなかった。

4)抗Derf2マウス mAbと3クローン型 Derf2の結合活性
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Derf2の多型が抗 Derf2マウス mAb、15EII、13A4、18G8

.4)との結合に影響を及ぼす可能性について調べた。図 2-5に示した

のは、 EUSAプレートに添加したDerf2蛋白質濃度に対する、 4D5

nmの吸光度の値である。この吸光度は、 Derf2に結合している mAb

蛋白質量と比例するパーオキシダーゼ酵素活性を表している。

mAb15611はクローン l型の Derf2に対して最も高い特異性を示し、

次にクローン2型への結合力が高く、クローン 11型への特異性は最

も低くなっている。他の2つのmAb、13A4と、 18G8については 15611

の様な顕著な差は見られないが、 13A4ではわすかにクローン2型へ

の特異性が高い傾向が見られる。

5) Derf2蛋白質の安定性

加熱、凍結、酸性条件下においた Derf2蛋白質のヒト 19B

結合活性を測定した。図 2-6に示すとおり、とれらの処理を行った

後にも Derf2はヒト 19Bとの結合活性を有していた。とれら 3種類

のクローン型のうち、クローン2型が安定性が最も高いことが判明

した。次に、 トリプシン消化に対する耐性も、3クローンについて

検討した結果を図 2-7に示す。 9時間 トリプシン消化後、クローン

11型は約半分の蛋白質が分解ーされているのに対し、クローン2型は

ほとんどの蛋白質が残存している。デンシ トメーターを用いて図 2

-7に示した蛋白質量を測定した結果、 9時間 トリプシン処理後の

クローン I、2、11の残存 Derf2蛋白質量は、それぞれ、 71、
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組換え体3クローン型に対するヒト IgE結合活性。

A 加熱処理、 B;凍結融解、 C;酸処理

処理前の野生型 Derf2(+)、処理後野生型(・)、

クローン 1(0)、クローン 2(ム)、クローン IJ (口)
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図2-7 3クローン型Derf2のトリプシン消化に対する耐性。

レーン M;分子量マーカ、

レーン l、2、3 トリプシン消化前のクローン

l、2、11型、

レーン 4、5、6;トリプシン処理 3時間後のクローン

l、2、11.型、

レーン7、8、9;トリ プシン処理6時間後のクローン

l、2、11型、

レーン 10、11、12;トリ プシン処理9時間後のクローン

l、2、11型、

デンシトメーターを用いて測定した蛋白質量の相対値は、

レーン l、2、3、4、5、6、7、8、9、10、11、12が各々

I∞、100、100、99、102、55、82、9J、36、71、82、31%
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82、31%であった。

第四節 考察

Derf 2はヒト JgE抗体と結合する主要アレルゲン蛋白質の

ーっとしてハウスダストマイトより精製された蛋白質であるト 7)。

ダニ虫体より精製した Derf 2をSDS-PAGEに供すると第一章でも

述べたように D巴rf2は 1本のバンドとして検出される。しかし、等

電点電気泳動に供すると、検出されるバンドは2本となり、また、

HPLCにおいても、 2本の近接したピークとして溶出される (datanot 

shown)。これらのことから、ダニ虫体由来の Derf 2には少なくと

も2種類存在する可能性が示される。一方、我々がクローニングし

たDerf 2のcDNAには、 129アミノ酸のうち最大 4カ所でアミノ酸

の置換が見られる 3種類のクローン型が存在していた(図 2-1)。こ

の多型を確認するために、虫体より精製した Derf2の、リシルエン

ドペプチダーゼ及び V8プロテアーゼ消化産物を HPLCに供し、回

収したペプチド断片すべてについてアミノ酸配列の決定を行った。

その結果、 76番目、 88番目、 III番目、そして 1.25番目の4箇所の

アミノ駿残基にアミノ酸のバラエティーが存在する少なぐとも 2種

類の多型が認められた。 Derf 2のcDNA犠基配列より予想されるア

ミノ酸配列によると、クローン l型は、 76番目、 88番目、 111番目、

125番目のアミノ酸残基が各々Val、lIe、Ile、Glyとなっており、ク

ローン 2型では 1型と l箇所、 76番目のアミノ酸残基がMetとなっ

ている点が異なっている。クローン lL型ではこれら 4カ所のアミノ
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酸残基は、 Met、刈a、V剖、Alaとなっている。今回 Derf2蛋白質の

なかに発見された多型は3種類の cDNAクローン型の配列と矛盾し

ないものであった。

Der f 2には多型が存在しているが、これらのバリエーショ

ンが例えばDerf2のIgE反応性、ひいてはアレルギ一反応を引き起

こすアレルゲン性の程度、または蛋白質の安定性といった特性に影

響を及ぼしている可能性も考えられる。一方、我々は Derf2のcDNA

を3クローン取得していたことから、組み換え遺伝子操作技術を用

いて Derf2を大腸菌体内に発現させ、3種類の異なるクローン型Der

f2の特性を比較する乙とを試みた。組み換え大腸菌を用いて作製し

たDerf2は3クローン型とも Derf2の立体構造やアレルゲン性の保

持に重要である S-s結合を、天然型と同じ組み合わせで3っとも形

成していた。また、蛋白質の二次構造の指標となる CDスペクトル

についても 3クローン裂とも天然型と同じパターンを示していた

(data not shown)。これらのことから、組み換え大腸菌を用いて作

製した Derf2は、天然型 Derf2と同じ立体構造をとっていると判断

し、 Derf2の一次配列の多;際性がアレルゲンとしての活性に影響を

及ぼしている可能性を調べるため、ヒ ト19E抗体によるこれらの Der

f2蛋白質の結合力を RAST-ElA法を用いて測定した。その結果、図

2-4に示すとおり、各 Derf 2蛋白質のヒト IgE結合活性に差は認め

られなかった。更に.プリックテスト法で、これら 3クローン裂の

Derf2組み換え蛋白質と天然型 Derf2のアレルグン性を比較したが、

やはり同程度の反応性を示した (d拘 1101showl1)。これらのことか

ら.ヒ トIgE抗体は、 Derf 2蛋白質のアミノ酸配列に多様性の現れ

ている領域を直接認識していない、或いは、バリエーションの現れ
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ている領域を直接に、またはその近傍を認識しているが今回調べた

アミノ酸置換が 白川2のヒ トIgE抗体による結合に影響を及ぼす変

異ではない、といった可能性が考えられる。この仮説を検証するた

めに、次主主で述べるように Derf2に部位特異的変異法を用いてアミ

ノ酸置換を導入し、IgEエピトープ部位の検索をおこなった。

図 2-5の結合曲線が示すように、mAbl5EIIはDerf 2のア

ミノ酸の多型が存在している領域を認識していると予想される。既

に我々 は、 Derf2蛋白質の検出 ・定量を行うため、15EIJを園相吸

着させ、 13A4を二次抗体として用いた SandwichELlSA系を確立し

ている 44)。この ELISAでクローン l、2、11各Derf 2蛋白質の定

量を行うと、クローン2、11は、ク ローン lと比べて抗体との反応

性が各々約 112、1/5に低下していることが判明した (da回 notshown)。

13.A4については、各クローン裂との結合活性に大きな差が見られな

かったことから、この SandwichELlSAの結果は、 15El1抗体の結合

力の差によるものと考えられる a クローン l型と 2型では、 76謡自

のアミノ酸残基がそれぞれV刻、 Metとなっている以外は、同じアミ

ノ酸配列である。従って、クローン l型が 15EIIに巌も強く結合さ

れるのは、76番目のアミノ酸残基VaJがこの mAbの工ピトープ形成

に重要であることを示唆している。更に、 15E11はDerf2を特異的

に認識し、 Derf 2と88%の高い相同性を示す Derp 2とは結合しな

い蛋白質であるが、 Derp 2では76番目のアミノ酸残基は、クロー

ン2型や 11裂と同じ Metである 11) これらのことから 15El1は、

Der f 2蛋白質の 76番目のアミノ駿残基周辺を認識していると推定

される。 Derf 2欠失体と抗Derf2マウス mAbの結合活性をウエス

タンプロッティング法を用いて解析した結巣からも、 15E1Jは67番
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白から 90番目のアミノ酸残基をエピ卜ーブとしていることが示唆

されている刊に一方、図 2-5に示した 15E11の結合活性を見ると、

クローン 2型と 11型についてもわずかだが明らかに結合力に差が

見られる。クローン2型と 11型では67番目から 90番目のアミノ酸

残基の中では88番目のアミノ殴残基に置換が見られることから(ク

ローン2型ではAlaで、クローン 11型ではI1eとなっている).15EII 

がDerf2蛋白質の76番目と 88番目のアミノ酸残基を含む領域をエ

ピトープとしている可能性が考えられる。これら抗 Derf 2マウス

mAbのエピトープ領域についても第五章で部位特異的変異法を用い

た解析を試みた。

虫体由来天然型 Derf2をHPLCに供すると 36.5分と 37分

の近接した2本のピークとして溶出された (datanot shown)。天然

型Derf2をリシルエンドペプチダーゼ消化後再びHPLCに供すると、

36.5分に溶出されていた画分の分解が37分に溶出されていた Derf 

2の分解より速やかにおこっている傾向が見られた。このことは、

安定性の高い Derf 2蛋白質、クローン l裂と 2型が同じ条件下で

36.5分に溶出され、安定性の最も低いクローン 11型が37分に溶出

されることに矛盾しない。従って、天然型 Derf2としてダニ虫体よ

り精製された Derf2蛋白質の中にもクローン l型か2型、或いはそ

の混合物の安定型 Derf2と、プロテアーセ1こ高感受性のクローン 11

型が存在している可能性が支持される。 以上の結果から、129アミ

ノ酸中のわずか4アミノ酸の置換によって蛋白質の安定性が変化す

るととも明らかとなった。

その後、 我々のグループではD..fj由明砲の染色体 DNAを鋳

型とした PCR法により、 Derf2のゲノミツク DNAの解析を行って
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いる 471。その結果、PCRで得られた Derf2のゲノミック DNAは、

4クローン型存在していた。そのうち 3クローン型は cDNAで得ら

れていたクローン l、2、11~裂と同じアミノ酸配列を持っていた。更

に、新たに得られたゲノミッククローンは、76番目のアミノ酸残基

がV刻、88番目がAJa、111番目が V刻、125番目がAJaという、クロ

ーン l型とクローン 1I型のキメラ様の配列をもつものであり、多型

の見られるアミノ酸配列部位は cDNAの場合と同じ残基であった。

また、サザンブロティング解析の結果、 Derf2遺伝子はD.fa円叩E染

色体中ーカ所に存在していることが判明した。すなわち、 D.farinae 

が一個体中に Derf2の多裂を持っているのではなく、各個体問でア

ミノ酸配列の臭ーなる Derf2多型を持っていると推定される。
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第三章 昔日位特異的変異ーを用いた Derf2のヒト IgEエピ

トープ検索

第一節 緒言

アレルギー反応は，マスト細胞や好塩基球に上に発現して

いる高親和性 fgE受容体 (FcsRI)がIgE抗体を結合し，さらにその

IgE抗体が多価抗原によって架橋されることによって細胞の活性化

が起こり，細胞からのヒスタミン等の化学伝達物質の放出が引き起

こされことによって発症する 1)。したがって. IgE抗体によって認

議される抗原のエピトープは，アレルギー反応を制御するかぎとな

る領域である。

D. J'四1Ilae由来のアレルゲン蛋白質 Derf 2は.D. 

preronysslI!us由来の Derp 2と88%という高い相向性をもっ蛋白質で，

共にダニ感受性アレルギー患者血?背中 IgEと高頻度で反応する主要

アレルゲン蛋白質の一つグループ2アレルゲンに分類されている 11、

12)。グループ2アレルグンのうち. Der p 2については患者血清由

来のヒト IgE抗体が認識するエピ トープ領域について検索を行った

報告がある。 一つは.Der p 2のアミノ酸一次配列を基に作製した合

成ペプチドを用いて 19E結合領域を検索した報告であり.Der p 2の

一次配列上中間部分が IgE結合活性を持つ領域として同定されてい

るが、その IgE結合活性はインタクトな Derp2に比べてきわめて低

いものであった 32)。また、 Derp 2のcDNAを用いて IgEエピトー

プを検索した例もあるa そこでは、様々に欠失した Derp2のcDNA
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をグルタチオンーs-トランスフエラーゼ遺伝子下に挿入した発現プ

ラスミドベクターを用いて大腸菌体内に融合蛋白質として発現させ

た後、 IgE結合領域を検索しているが、明らかに IgEとの結合活性を

持つ蛋白質は得られていない33)。このようにペプチド断片を用い

てIgE結合領域を特定する試みで明らかな結果が得られない原因の

一つに はE抗体がDerf2の一次配列上離れた、高次構造上近傍に存

在している部位を認識している可能性が考えられる。第一章で示し

たとおり、天然型Derf 2 には、 Cys8-CysJ 19、Cys2J -Cys27、

Cys73-Cys78という組み合わせで3つのs-s結合が存在しているが、

第二章で示したとおり、組み換え大腸菌を用いて作製した Derf2蛋

白質は少なくとも天然型と同じ 3つのs-sを形成し、 IgE結合活性

も同等であるととが確認、されている。部位特異的変異法は、蛋白質

に大きな構造変化を引き起こさずに特定のアミノ酸を異なるアミノ

酸に置換しうることから、蛋白質の構造一機能相関を調べるのに適し

た方法であると考えられる。Derf2蛋白質にアミノ酸変異を導入す

ることによって、ペプチド断片で再構成しにくい Derp2のIgE認識

部位のような高次構造を含めたエピトープについての情報が得られ

ると期待される。本章では、Derf2のN末端側及びC末端側アミノ

酸の欠失体に加えて、部位特異的変異法を用いてアミノ酸置換を導

入した変異体についてヒト IgE結合活性を調べることにより、 IgE

エピトープ部位の構成に必要な領域の特定を行った。

第二節 方法
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1)印rf2欠失体発現プラスミドベクターの構築

Der f 2欠失体を作製するのに用いたオリゴヌクレオチド

(表3-1)は、アプライド ・バイオシステムズ381A DNAシンセ

サイザーを用いて合成した。 Derf2欠失体の作製は PCR法を用いて

行った。 PCRの鋳型として用いた野生型 Derf 2発現プラスミド

pFし:rll3 S)は図3-1に示すとおり、 1ウプロモーター制御下で野生

型Derf2を発現するように pGEMEXl(プロメガ)に Derf2のcDNA

を導入したプラスミドである。 PCRはサーマjレサイクラ-RC-7∞
を用いて、 何度 1'分、 37度2分、 72度3分の温度変化を25回繰り

返す条件で行った。オリゴヌクレオチド RIはpFLTl1のHindIlI部

位の下流域に相補的な配列となるように設計し、N末端倶IJの欠失体

作製に用いた。N末端側アミノ駿を各々3アミノ酸、 5アミノ酸、

10アミノ酸、 15アミノ酸、 20アミノ酸欠失した欠失体 N3，N5、

NIO、NI5、及び N20を作製する際もう一方のプライマーとして用

いた合成オリゴヌクレオチドは各々F-N3，N5， NIO、N15、及びN20

である(表3-1)。得られたPCR産物は制限酵素Nde!及び印刷日l

で切断後、 NdeI、HindIII切断した pGEMEXld.Ndel(pGEMEXIを

Ndelで部分消化切断後、 T4DNAポリメラーゼで平m末端化反応を
行うことによって、 2つある Ndel認識部位のうち、 Tワプロモーター

直下の部位のみ残存させたプラスミドベクター)に挿入した。この

ようにしてN末端側アミノ酸欠失体発現プラスミド pFLT問、5、10、

15、20を得た。 C末端側アミノ酸欠失体の作製には、 pFLTII上Der

f 2の開始コドンの上流約 130bpの位置と同じ配列の合成オリゴヌ

クレオチド FIとR-C5、C6、あるいはC7を組み合わせて PCRに
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表3-1 欠失体作製に用いた合成オリゴヌクレオチド。

Oligonucleotide Sequence 

NdeI 

F-N3 5'-CC.cA工A工GGATGTT AAAGA 1寸GTGCCAAC-3・

F-N5 5'-GG乙&工ATGAAAGA了rGTGCCAACAATGAA-3'

F-NIO 5'-CC.cA工企IGAATGAAA TCAAAAAAGT AATG-3' 

F-NI5 5'-GCCA工AIGGTAATGGTCGATGGTTGCCAC-3'

F-N20 5'-CGC企工A工GTGCCACGGTTCTGATCCATGC-3'

HindIII 

R-C5 5'-CGCAAGCTTAGTGGGT AGCAATAGCGCAAGCCAA-3' 

R-C6 5'-GCGAAGC工工AGGTAGCAAT AGCGCAAGCCAA-3' 

R-C7 5'-GCG企企.oc工TAAGCAATAGCGCAAGCCAAAAC-3' 

R 1 5'-ATCAAGCTGGGATITAGGTG-3' 

F 1 5' -CCGA TTCA TT AA TGCAGCCC-γ 

開始コドン、終止コドンへの変異は、それぞれ F-N3から F-N20、

R-C5からc7配手11中太字で記した。借り限酵素の認識配列はアンダー

ラインで示した。
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T7p冊目。tcr

T7 promuler 

pFLTll 

3.6kbp 

Dcr f2 gene 

Ndel 

(llNdeI) 

(llNdeI) 

図3-1 Der f 2 (クローン 11)のcDNAをコードする発現プラス

ミド pFLT11とN末端側欠失体 (N3-20)及びN末側ア

ミノ酸置換体 (DlA-D7A)の機式図。

円ウ、TT7はそれぞれ、1ウプロモーター、 Tワターミネー

ターを示す。プライマーFl、F2、F3、RIのアニーリン

グ位置は各々矢印で示した。
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用いた。 C末端側欠失体用の PCR産物を市1)限酵素 8g/l1とHindlIl

で切断後、向酵素処理した pFLTlIに連結して発現プラスミド

pFLTC5， C6、およびc7を作製した。他の2つの欠失体 N24(N末

端側4アミノ酸欠失体)と C9(C末端側 9アミノ酸欠失体)は工ク

ソヌクレアーゼ川 を用いて作製した46)。以上のように作製した欠

失体の模式図は図 3-2に示す。

2)部位特異的変異

アミノ駿置換体作製のための部位特異的変異に用いた合成

オリゴヌクレオチドの一覧を表 3-2に示す。N末端{即1)1番目から 7

番白のアミノ酸の刈aへの変異と、 C末端側アミノ酸 123番目から

129番目のアミノ酸の AJaへの変異は、前述の欠失体作製の場合と同

様の PCR法を用いて導入した。更に、 N末端側 9番目から 20君主自

のアミノ酸と、中間部分の 70番目から 81番目、 C末端側に位置す

る 114番目から 122番目までのアミノ酸残基 (Cys73、Cys78、Cysl19

を除く)の AlaあるいはLeuへの変異には以下に示す二段階の PCR

を用いた48)。例えば、 10番目のアミノ酸残基AsnをAlaに置換し

た変異体を作製する場合、プライマ-F3 と RI、プライマ一位と

R-NIOAという 2通りの組み合わせで、 pFLTl1を鋳型にした PCR

を行い、 2種類の PCR産物を得た。プライマ一円と RIを用いて増

幅された DNA断片は pFLTl1に本来存在していた Bglll部位に変異

が導入されており、 BgllIでの切断が行われないようになっている。
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Mutaut Amino acid residues 
contained 

wild-匂'pe 1-129 品

“ N3 4・129 " " 
N5 6-129 l' " 

。，
NI0 11-129 

" “ N15 16-129 " 
N20 21-129 。，
N24 25-129 lt " 
C5 1-124 " " 
C6 1-123 " " 
C7 1-122 。，

" 
。|

C9 1-120 |' " " 

図3-2 作製した Derf2のN末側及びC末側欠失体の模式図。

黒い楕円はCys残基を示す。 Derf2の3つのふS結合は、

直線で連結して示した。
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表3-2 変異体作製に用いた合成オリゴヌクレオチド。

Oligonuclcotide (Mutation) S叫山n田制

Ndel 

F-DIA (AsplAla) 5'-GG~GCTCAAGTCGATGTTAAAGAT-3 ' 

F-Q2A (Gln2Ala) 5'-CC~且TATßGATG CAGTCGATGTTAAAGAT-3'

F-V3A (Va13Ala) 5' -GC~且宜hXGGATCAAGC CGATGTTAAAGAT-3 '

F勾 D4A (ASp4Ala) 5 ・ -CG~GATCAAGCCGCTGTTAAAG且T- 3 ・

p-V5λ (Va15Ala) 5 可ーGG~GATCAAGTCGATGC TAAAGATTG-3'

F-K6A (Lys6Ala) 5 ・ -CC~GATCAAGTCGATGCTGCAGATTGTG-3 '

F-D7A (ASp7Ala) 5 ・ -GC~込TATßGATCAAGTCGATGCTAAAGC TTGTGC-3 ・

R-A9L (Ala9Leu) 5'-CATT唱TTGAGACAATCTTT-3'

R-NIOA(AsnlOAla) 5'-GATTTCATTGGCGGCACAATC-3・
R-NllA(AsnllAla) 5 '-TTTGATTTCAGCGTTGGCACA-3 ， 

R-EI2A(Glu12Ala) 5 '-TTTTTTGATTGCATTGTTGG-3 ， 
R-工13A(11eI3Ala) 5 '-TACTTTTTTGGCTTCATTGTT-3 ， 

R-K14A(LysI4Ala) 5・-CATTACTTTTGCGλTTTCATT-3' 

R-KI5A(LysI5Ala) 5'-GACCATT且CTGCTTTGATTTC-3' 

R-VI6A(ValI6Ala) 5'-ATCGACCATTGCTTTTTTGA-3・
R-MI7A(Metl7且la) 5'-ACCATCGACCGCTACTTTTTTG-3・
R-VI8A(ValI8Ala) 5・-GCAACCATCGGCCATTACTTT-3'

R-DI9A(Asp19Ala) 5'-GTGGCAACCAGCGACCATT且C-3'

R-G20A(Gly20Ala) 5・-ACCGTGGC及AGCATCGACCAT-3'
R-T70A(Thr70Ala) 5'ーCAAGCATTGGCATCGATAC-3'

R-N71A(Asn71Ala) 5・-TGGCAAGCAGCGGTATCGA-3・
R-A72L(Ala72Leu) 5' -AAATGGCAAAGATTGGT且TCG-3' 

R-H74A(Bis74Ala) 5'-TTCATAAAAGCGCAAGCAT-3' 

R-F75A(Phe75Ala) 5 '-CATTTCATAGCATGGCAAG-3 ， 
R-M76A(Met76Ala) 5'-GGACATTTCGCA五AATGGC-3'

R-K77A(Lys77Ala) 5'-AATGGAC且TGCCATAAAAT-3' 

R-P79A(Pro79Ala) 5'-TTAACCλATGC且CATTTCA-3'

R-LBOA(LeuBOAla) 5・-CCTTTAACCGCTGGACATT-3'
R-VBlA(ValBlAla) 5'-TGACCTTTAGCCAATGGAC-3・

R-NlI4A(AsnlI4Ala) 5'ーCAAAACACC且GCATCACCCAA-3 ' 

R-GI15A(Glyl15Ala) 5・-AGCCAAAACAGCATTATCACC-3'
R-VlI6A(Vall16Ala) 5'-GCAAGCCAAAGCACCATTATC-3' 

R-Ll17A(Leul17Ala) 5'-AGCGCAAGCCGCAACACCATTA-3・
R-AllBL(Alall7Leu) 5' -TAGCGCAAA GCAAAACACC-3' 

R-AI20L(AlaI20Leu) 5・-GGTAGCAATAAGGCAAGCCAA-3 ' 

R-工121A(IleI21Ala) 5 '-GTGGGTAGCAGCAGCGCAAGC-3 ， 

R-A122L(AlaI22Leu) 5・-GCGTGGGTAAGλATAGCGC-3' 

/1btdll1 

R-TI23A(ThrI23且la) 5 ' -CGCAAl&'rTAλTCACGGATTTTAGCGTGGGCAGC且A-3' 

R-HI24A( Bisl24Ala) 5' -GCGA話QiIAATCACGGATTTTAGCGGCGGTAGC-3'

R-KI26A(Lys126Ala) 5'-GCG.且A呈CTlAATCACGGATTGC及GCGTGGG-3'

R-工127A(工lel27Ala) 5'-GCG且且呈~AATCACGGG CTTTAG-3'

R-RI2BA(ArgI2BAla) 5'-CGCAa阜.CDAATCAGCGATTTT-3' 

R-DI29A(Asp129Ala) 5・-GCG主主皇CTlAAGCACGGAT-3'

Rl 5'ー且TCAAGCTGGGATTTAGGTG-3'

Fl 5'一CCGATTCATTAATGCAGCCC-3'
F2 5 '-CCCCGCGCGTTGGCCGATTC-3 ， 

1"3 5 ・ -GCCCGGGA且~CGATCCC-3 ' 

a8glll 

制アミノ政省換のため導入した境基配列の変呉は太字で、制限解奈の認識配列はアンダーライン

で示した.



もう一方のプライマ-F2と R-N10Aを用いて得られた DNA断片は

Der f2の10番目のアミノ酸残基AsnがAlaに置きかわるように変異

が導入されている。これら 2種類の PCR産物を混合後、 94度、 10

分間の加熱で DNAの変性を行い、 30分間で37度まで緩やかに冷却

することにより DNAのアニーリングを行った。更に 15分間 37度で

保持した後、 TaqDNAポリメラーゼを添加し、 60度で3分間インキ

ュベー 卜して伸長反応して相補的な DNAを形成した。このようにし

て得られた二本鎖 DNAを鋳型とし、プライマーRIと Flを用い、

PCR (94度0.5分、 55度2分、 72度 l分、の温度変化の 10回繰り

返し)を行った。この PCR産物を8glJlとHind川で切断後、pGEMEXl

に導入した。以上の二段階 PCR反応の結果得られる DNA断片では、

AsnlOのAlaへの変異が導入されている場合 Bglll認識配列が残って

いる一方、野生型の場合Bg/.U部位に変異が導入されているため、制

限酵素処理によってDerf2変異体が選択的にクロ一二ングされる。

すべての Derf2変異体の塩基配列は、サンガーらの方法に

従ってアプライド ・バイオシステムズDNAシークエンサー370Aを

用いて確認を行った刊)。

3)組み換えDerf2蛋白質の発現及び精製

野生型Derf2及びすべての変具体は、第二章で行ったよう

に大腸菌 B1.21(DE3)を用いて発現させたが、いずれも菌体内に封入

体として蓄積された。これらの不溶化蛋白質は、 6から 8Mの尿素

を加えて可溶化し、 20mMトリス堀酸緩衝液 (pH9.0)中で透析操

作を行った。再生後、野生型Derf 2、変異体とも第二章で行ったよ
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うにDEAE-Toyop町 I(トーソー)を用いた陰イオン交換カラムクロ

マトグラフィーで精製を行った。

4) IgE結合活性

以下の IgE結合活性測定に用いたヒト IgE抗体は、抗 Derf 

2-lgE抗体をもっアトピー性皮膚炎及び端息のアレルギー患者血清

由来である。Derf 2変異体とヒト IgE抗体の結合活性測定は、第二

章で用いたRAST-ELA法にて行った。

5)阻害活性測定

Der f 2のヒト IgE結合活性について、上述の RAST-EIA法

の変法である阻害活性測定法を用いての測定も行った。異なる波度

に調製した Derf 2変異体溶液と終濃度 25%となるように希釈した

患者血清の混合溶液 50μlを各々室温で 2時間反応させた後、 50

nglmlの野生型 Derf2溶液50μlを用いて Derf2抗原を固定化・洗浄

したペーパーディスクに添加し、 37度にて 3時間イ ンキュベーショ

ンを行った。ζの過程で液層中の変具体に結合した IgE抗体は、国

相に固定化した野生型 Derf2に結合するととなく除かれる。続く抗

ヒト IgE抗体添加以降の操作は通常の 丸暗T-EIAと同憾に行う。こ

の結果、最終的に検出される JgE量は、 Derf 2変異体に結合しなか

った抗体と考えられる。すなわち、固相に吸着しなかった IgE抗体

の、最初に添加した 19Bに対する量比を阻害活性(%)として表し

た。
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第三節 結果

l) Derf2変具体の精製

Der f 2欠失体及び変異体はTワプロモーター制御下の誘導

発現系を用いて大腸菌 BL21(DE3)株内に封入体として産生された。

これらの Derf2変異体は6から 8M尿素で可溶化後、続く透析操作

で再生し、陰イオン交換カラムクロマ トグラフィーを用いて精製を

行った。3組のs-s結合、 Cys8-Cys119、Cys21-Cys27、Cys73-Cys78

40)はDerf2蛋白質の構造安定化のみならず、アレルゲン性の発現

にも重要である 39) リシルエンドペプチダーゼ消化Derf2のペプ

チドマップの結果、全てのアミノ酸置換体と、欠失体のうち N3、

N5、C5，C6、及びC7については3つの正しいs-s結合を形成して

いることが確認されている。それ以外の Derf2欠失体のなかで NIO、

NI5、N20、N24は、 lつ、或いは2つの天然型 Derf2と同じs-s結

合を保持していた。欠失体 C9については、そのほとんどは正しい

架橋を形成していたが、 一部、 Cys8-Cys73という天然型 Derf2には

存在しないs-s結合を形成している蛋白質が含まれていた (datanOI 

shown)。

2) Der f2欠失体の I.gE結合活性

N末端側アミノ酸欠失体の IgE結合活性を RAST-EIAを用
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いて測定した結果を、図 3-3に示す。この測定系では、抗原に結合

した IgE抗体の量は、戸ーガラクトシダーゼ活性として検出される。

N末端側アミノ酸残基を欠失しているDerf2変具体、 N3

のIgE結合様式は、野生型Derf2とほとんど一致していた。 N末端

側アミノ酸5残基を欠失している N5の場合、 N3や野生型と比べて

わずかな、しかし明らかな活性の低下が見られた。一方、 N末端側

の欠失するアミノ駿残基数が、 10、15、20、24残基の欠失体の場合、

IgE結合活性は著しく低下していることが判明した。 N末端側アミ

ノ酸欠失体NLO、NI5、N20のIgE結合活性は、野生型の約 1ft∞、

N24の場合には、約υω∞にまで低下していた。

次に、 C末端側アミノ酸欠失体の IgE結合活性を測定した。

結果は図 3-4に示す通り、欠失するアミノ酸残基数が矯加するにつ

れて活性が低下していた例えば0.01mgfmJのC9欠失体をペーパー

ディスク!と結合した場合でも検出されるβガラクトシダーゼ活性は

わずかであった。

3) Derf2欠失体の阻害活性

野生型Derf2とIgEの結合に対するDerf2欠失体の阻害活

性を測定した結果を図3-5a、bに示す。N末端欠失体、 N5、NIO、

N15、N20、N24とC末端欠失体C9では、野生型と比べて阻害活性

の低下が見られた。 N末端側アミノ駿 5残基を欠失している N5に

おいても、 50%の結合阻害活性を示すのに野生型の約2倍の 50

ng/mJの蛋白質濃度を必要としていた。その他のN末端側アミノ酸
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RAST-ElA法を用いて測定した Derf2のN末側アミノ酸図 3-3

欠失体のヒト IgE結合活性。

野生型 Derf2 (0)、N3(0)、N5c.)、N10(6)、
N15 (.~)、 N20 (口)、 N24(・)
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図3-4 RAST-EIA法を用いて測定したDerf2のC末側アミノ酸

欠失体のヒト IgE結合活性。

野生型 Derf2(0)、C5(0)、C6(ム)、 C7(企)、

C9 (園)
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図3-Sb Der f 2のC末側アミノ駿欠失体のヒト 19E結合阻害

活性。

野生型 Derf2(0)、CS(0)、C6(ム)、c7(.A)、

C9 (・)
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欠失体は、 50%阻害活性を示すのに、更に高濃度の抗原蛋白質を必

要としており、その濃度は欠失アミノ酸残基数が培えるに従って高

くなることが確認された。C末端倣IJアミノ酸欠失体では C9で著しい

阻害活性の低下が見られた。限害活性狽IJ定は、園相に吸着させる野

生型 Derf2量を固定して行ったがその結果は、前述の RAST-EIA直

接法の場合と同様の傾向を示しているととが確認された。

4) 19E結合活性におけるDerf2のアミノ酸残基置換の効果:

欠失体を用いた解析の結果、Derf 2蛋白質の N、C両末端

部位が 19Eによる認識に必要な領域である可能性が示された。しか

し、ここで用いたような欠失を導入する方法では、 Derf2のIgE結

合活性に影響するような蛋白質立体構造の大きな変化を引き起こし

ている可能性が否定できない。特I~ Der f 2の場合 N末端と C末端

両領域は、 Cys8とCys119問の S-S結合で安定化されていると推定

される。実際、欠失体 N24の場合には Cys8-CysI 19問のS-s結合の

みならずCys21-Cys27のs-S総合まで欠失しており、大きな構造変

化が予想される。このような構造変化を小さく抑えて、 N末端C末

端領域に存在すると推定される IgEエピトープを形成しているアミ

ノ酸残基の特定を行うためにこれらの部位のアミノ酸残基を各々

Alaに(本来 Alaであった場合には、 Leu) に置換した変異体を作製

した。合成ペプチドを用いたエピトープ検索の実験から IgEエピト

ープの一つであると報告されている Derp2の中間部分Tつ0から V81

までの部伎についても 32)、Derf2との相向性が高いことから N、C

末端領域に加えて部位特異的変異によるアミノ酸置換を導入し IgE
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結合領域の検索に用いた。

全ての置換体の IgE結合活性は RAST-EIA直接法を用いて

測定した。欠失体の場合と同様に摘いた dose-responsecurveから、420

nmにおける吸光度が優大値の半分を示す蛋白質濃度を各変異体に

ついて調べ、その蛋白質濃度を各々野生型に対する比で示したのが、

図3-6a、b、cである。多くの渥換体でJgE総合活性の低下が見られ

たが、 N末端倶IJアミノ酸残基の置換で著しく活性が低下する傾向を

示した。特に、一次配亨Ij上 Cys8近傍に存在するアミノ酸残基の変異

(Asp7Ala、Ala9L刷、 AsnlO刈a) と、 Lys15Ala、Aspl9Alaの変異導

入で IgE結合活性が大きく低下していた。 N末端側アミノ酸残基の

置換に比べて、 C末端側及び中間部分の変異体では IgE結合活性の

低下は比較的緩やかであった。しかし、 S-S結合を形成している 2

つの CysCCys73、Cys78)近傍と Cysl19近傍に存在するアミノ酸残

基、更にC末側の末端となる4アミノ酸残基を置換した場合には19E

結合活性が低下する傾向が見られた。

第四節 考察

合成ペプチドを用いたエプトープ検索は、抗原蛋白質の一

次配列が認識されている場合には有効な手法である。Derf2と同じ

グループ2アレルゲン蛋白質に属するDerp2についても、合成ペプ

チドを用いたスクリーニングによりいくつかのペプチド断片がT細

胞エピトープとして同定されている 50-52)。同様にDerf 2由来の

ペプチド断片を指標として、 Der p 2のB細胞エピトープを調べた

報告もある 32.33)。しかし、 B細胞エピトープ検索に用いた場合、
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図3・6a Derf 2変異体の IgE結合活性。

アミノ酸置換導入残基番号 I之l

置換前のアミノ酸残基はグラフ中に一文字表記で示した。

Cys置換体はS-S結合を形成している Cysを対でSerに

置換した変具体を用いた。
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図3-6b Derf2変異体の IgE結合活性。

アミノ酸置換導入残基番号;70-81 

置換前のアミノ酸残基はグラフ中に一文字表記で示した。

Cys鐙換体はS-S結合を形成している Cysを対でSerに

置換した変異体を用いた。
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図3-6c Der f 2変異体の IgE結合活性。

アミノ酸置換導入残基番号;114-129 

置換前のアミノ酸残基はグラフ中に一文字表記で示した。

C拘置換体はs-s結合を形成している Cysを対でS巴rに

置換した変異体を用いた。

N. T.; nottested 
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Der p 2由来のペプチドのほとんどはインタク トなDerp 2に比べて

きわめて弱い IgE結合活性を示していた目、33)。例えば、 195名の

患者血清の内 3名の患者血清と反応し、 19E結合部位と同定された

65残基目から78残基自までの領域は、インタクトなDerp 2のお

から 30%程度の弱い 19E結合活性を示している 32)。これらのこと

から、グループ2アレルゲンでは一次配列上連続した一部の領域で

は再構築できない立体構造が IgE抗体によって認識していると示唆

される。そこで本研究ではホールの Derf 2蛋白質を使ってヒト IgE

抗体認識部位の検索を試みた。第二章で示したように組み換え大腸

菌を用いてDerf2蛋白質を生産する系を確立している。この系で大

腸菌体内1;::蓄積された不溶化 Derf2蛋白質を、変性、再生して得ら

れる精製 Derf 2蛋白質は、 D.farinaeより抽出した天然型Derf2と

同じ S-S結合を形成しており、ヒト IgE結合活性や蛋白質の二次構

造を反映する CDスペクトルのパターンも天然型と同等であること

を確認している 4 1)。この級み換え遺伝子操作技術を用いてまずは

じめに作製したのは、 N24とC9の2種類の E淀川2欠失体である。

乙の2つの欠失体は、ウエスタンプロティング法を用いた解析から、

調べたJO名のアレルギー患者血清全てについて19E抗体との結合反

応がほとんど失われていた46)。とのことは、Derf 2のIgE認識部

位の構造形成に N末端側室4アミノ酸、 C末端側 9アミノ酸が重要

な役割を担っていることを示唆している。そこでそのエピトープ形

成に寄与しているアミノ酸残基を特定するために、Derf2のN末端

側、及びC末端仮IJアミノ駿残基を段階的に欠失した変具体を数種類

作製し、それらの 19E結合活性を測定した。 RAST-EIA直接法を用い

て調べた結果、図 3-3に示すとおり、 N末端側アミノ酸では 6番目
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から 10番目のアミノ酸残基を欠失することにより大きく IgE結合活

性が低下することが判明した。このことは Cys8とCyslJ9との問の

s-s 結合がエピトープ形成l~重要であることを示唆している。 一方、

C末端側アミノ酸残基の欠失によっても図 3-4に示すように 19E結

合活性が低下している。このことからも、 s-s結合によってN末端

側近傍に保持されている C末端側領域が19E抗体のエピトープ部位

の形成に必要であると考えられる。しかし、C 末端領域欠失体の場

合、 IgE結合曲線は、野生型 Derf2や N末端部位欠失体とは異なる

様相を示している。おそらく、 C末端側アミノ厳残基の欠失によっ

て、 Derf2蛋白質の構造安定性が低下し、高濃度下で測定に用いた

際の構造変化や凝集を引き起こしているのではないかと推定してい

る。実際、欠失体 C9ではCys8とCys73という組み合わせで野生型

には存在しないs-s結合を形成している蛋白質も一部含まれている

ことを権認している。とれらのことから、 s-s結合している Cys8や

Cysll9の近傍を欠失した場合、蛋白質の構造変化を引き起こし、そ

の結果、 エピトープを形成していると予想される N末端と C末端領

域の詳細な検索が困難になる可能性が予想される。

このような蛋白質の立体構造の大きな変化を最小限に抑え

て、 IgEのエピトープ領域を形成しているアミノ酸残基の特定を進

めるために、部位特異的変異法を用いて Derf2のアミノ酸残基を置

換した変異体の作製を行った。 Derf2変具体の IgE結合活性を測定

した結果、 Asp7Ala、AIa9Leu、AsnlOAJa、Asn71Ala、Ala72l却、Met76AJa、

しys77AJa、刈al20Leuといったs-s結合を形成している Cys残基、

Cys8-Cys 1 19、Cys73-Cys78の近傍に位置するアミノ酸残基の置換に

より19B結合活性が大きく低下しているととが判明した。このとと
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からs-s結合が、あるいはその近傍も含む領域がDerf2蛋白質の表

面に存在して本蛋白質の IgE認識部位となっていると示唆される。

グループ 2アレルゲンを還元アルキル化することによってヒト IgE

抗体との結合力が著しく低下していることによっても39)Derf2に

おいてs-s結合が19Eエピトープ構造を形作るために重要であると

考えられる。更に、Derf 2のs-s結合を lつずつ破壊するように対

となっている Cys残基を Serに置換した変具体ではCys21/27Serの活

性低下が比較的小さく、 Cys8/119Ser、Cys73178SerのIgEとの結合力

が著しく低下していることからも(図 3-6a、b、c、投稿準備中)こ

の2つの S-S結合に形成される領域がエピトープとして IgEに認識

されている可能性が支持される。加えて、今回変異を導入したアミ

ノ駿残基の中では、 1羽 15や Aspl9といった電荷をもっアミノ酸残

基を置換することによって IgE結合力が低下することが判明した。

図 3-6において同程度に IgE結合活性に影響を及ぼしている負の電

荷をもっアミノ酸残基 Asp7、Aspl9を同じ負の電荷をもっアミノ酸

残基である Gluと、電荷を持たないアミノ酸残基Asnに置換した変

異体を各々作製した場合、その IgE結合活性の変化は呉なる傾向を

示した。即ち、Asp7はいずれのアミノ酸残基に置換した場合でも IgE

との結合力は野生型の 10から 20%程度に低下しているのに対し、

Aspl9では、同じ酸性アミノ駿である Gluに箇換した場合 I.gE結合

活性が野生型と同程度であった。このことから、 Aspl9はそのアミ

ノ酸残基のもつ電荷が 19Bとの結合あるいは結合部位の形成に寄与

しているのに対し、 Asp7では側鎖構造そのものが厳密に IgEエピト

ープ構造の形成に影響を及ぼしていると推定される。今回欠失体及

びアミノ酸置換体を用いた IgEエピトープ検索の結果、 Cys8-Cys1 19 
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近傍のアミノ酸残基、 Cys73-Cys78によって形成されるループ部分

に存在するアミノ酸残基、更に C末側の末端に位箇するアミノ酸残

基がエピトープを形成している領域であると示唆された。上記の結

果はポリクローナルな抗体であるヒト IgE抗体が、抗原蛋白質の特

定の部伎を認、識し、しかも JgEを介してその受容体の架橋を行う多

価抗原として機能する抗原蛋白質の fgEエピトープ領域が少なくと

も2カ所以上存在する可能性を示している。現在Derf2の立体構造

解析を進行中であるが、今回変異を導入したアミノ酸残基の位置や

側鎖の方向を含めたDerf2の詳細な立体構造が明らかにされること

によって、IgEエピトープ部位の構造が更に解明されていくものと

期待される。
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第四章 マウスモノクローナル抗体を用いた Derf2の

ヒト IgEエピトープ検索

第一節 緒言

Der f 2のヒト IgEエピトープ部位を明らかにすることは、

アレルギー性疾患の発症機構を明らかにし、アレルギ一反応を抑制

する治療法の開発にも有効な情報をもたらすと考えられる。前主主で

述べたようにグループ2アレルゲンの JgEエピトーブを決定する試

みは、抗原蛋白質の一部のペプチドを用いた報告があるが32.33)、

インタク トな蛋白質と比べてその IgE結合力はきわめて弱く、 IgE

が立体構造を含めて抗原蛋白質を認識していると考えられる Derf2、

Der p 2の場合、ペプチド断片を用いた方法は必ずしも適している方

法ではないと怠われる。そこで、第三章で述べたように部位特異的

変異法を用いた Derf 2変異体の作製を行い、 IgE結合活性に影響を

及ぼすアミノ酸残基の特定を行った。 その結果、ヒト IgEエピトー

プ形成に寄与していると思われる領減として、 Cys73-Cys78の ふS

結合近傍に存在するアミノ酸残墓、 Cys8、Cysl19のやはり s-s結合

を形成している 2つの Cys残基近傍のアミノ酸残基、そしてC末仮u

の末端のアミノ酸残基が挙げられた。しかし、多価抗原のアレルゲ

ン蛋白質を認識している 19E抗体はポリクローナルであり、 lアミ

ノ酸残基を Alaや Leuに置換した変異体では IgE結合活性が完全に

は失われない。そこで、本章では lアミノ駿残基の置換によりエピ

トープ位置がより鮮明に決定されるモノクローナル抗体を用い、ヒ
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トIgEエピトーフー領域の検索を行った。

第二節 方法

1)抗 Derf2マウス mAbとヒト l呂E抗体

用いた 5クローンの抗 Derf2マウスモノクローナル抗体は

いずれも IgGIサブクラスに属する。 mAb、15EII、J3M、18G8は

BaJbfcを、 IB2と7CI0はA/Jマウスを用いて作製した44)。

血清A、B、C、Dはいずれもハウスダストマイト感受性の

アレルギー性疾患患者血清ストックより用いたo A、B、C は各々 l

名の患者血清であり、 Dは少なくとも 10名のアレルギー患者の血清

を含むプール血清である。

2)野生型及びアミノ駁置換 Derf2変異体の作製

野生型及びアミノ酸置換 Derf2変異体の作製は、前章と同

様の方法で行った。

3) mAbによる Derf2とヒト IgEの結合臨筈 CRAST-EIA阻害法)

各mAbによる Derf2とヒ トIgEの結合阻害活性を以下に示

す方法で測定した。 RAST-ELA用に作製した BrCN活性化獄紙をテ

ストチュープ内に用意し、 50μgfmlの野生型 Derf 2溶液 (0.1Mホ
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ウ綾緩衝液、 pH8.0)50μlを添加後、室温で一晩放置して、総紙へ

のDerf2の吸着を行った。第二、第三主主で記した方法で抗原吸着漉

紙の洗浄及びプロッキングを行った後、 RAST-ElAキットに含まれ

ている洗浄液で四分のーに希釈した 50μlの患者血消を添加した。と

のとき、終濃度 0から 100μg/mJとなるように調製した各mAbを

IgらDerf 2結合阻害剤として同時に添加した。 37度で3時間放置し

て抗原抗体反応を行い、再び瀦紙を洗浄後、酵素標識した抗ヒト 19B

ラビット IgGを二次抗体として加えた。以下、第二、第三主主に記し

た方法と同様に行った。この結果 Derf 2に結合して検出される IgE

抗体は、抗Derf 2マウス mAbによって結合を阻害されなかった分

子である。従って、得られた吸光度からマウス mAbに結合した Derf 

2量を求め、はじめに添加した Derf2量で割った値を、阻害活性と

して表した。

4)ヒト 19Eによる抗 Derf2マウス mAbとDerf2の結合阻害活性

ELlSA法を用いて、ヒト IgEによる抗Derf 2マウス mAb

とDerf 2の結合阻害効果を調べた。500ng/mlとなるように PBS緩

衝液を用いて調製した野生型Derf2を 100μlずつイムロン2ELlS.A 

プレートに添加し2時間室温で閏相への吸着を行った。 PBSで3回

ウェルを洗浄した後、 I%Tween-PBS溶液でプロッキングを行った。

室温で 1時間プロッキングを行った後、0.05%Tween-PBSで3回洗

浄したウェルに 100μlの抗体溶液を添加した。この溶液中には、 一

定濃度の mAb(15EI Iは 10μg!ml、13A4、 IB2、7CI0は5μg!ml、1808

は2.5μg!mJ)と、希釈倍率の異なるヒト血清(抗Derf2ヒト JgO抗
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体を除くため 2mg/mlのIgGSORs (エンザイムセンター)で前処理

を行った。)を含んでいる。この抗体溶液を 37度で3時間抗原白r

f2と反応させた。ニ次抗体として、ピオチン化抗マウス IgGヤギJgG

抗体を用い、アルカリフォスファターゼ標識アピジンを介し、 p-ニ

トロフェニルホスフェート2ナトリウムを基質とした酵素反応で野

生型Derf 2に結合したマウス mAb室を測定した。詳細は第三章の

示した方法と同じである。阻害活性は、 IgE共存下に測定された吸

光度の、 IgE非存在下で測定された吸光度1::対する比で表した。

5) Derf2アミノ酸鐙換変異体を用いた mAbのエピ トープ検索

mAbに対するDerf 2のエピトープ部位を形成しているア

ミノ酸残基を以下に示す方法で検索した。 Ing/mlから 2μg/mlまで

の異なる濃度となるように PBS緩衝液を用いて調製した野生型Der

f2、及び変異体を 100μlずつイムロン2ELISAプレートに添加し 2

時間室温で固相への吸着を行った。続いて、ウェルの洗浄、プロッ

キングを前項で示したのと同様の操作で行い、各 mAb溶液を添加し

た。酵素溶液の濃度も前項の阻害活性d!ll定時に用いた条件と同じで

ある。ビオチン化した二次抗体、酵素標識アピジン、基質を前項と

問綴に用い、国相に吸着しているDerf 2に結合した mAbを検出し

た。

第三節 結果
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1) Derf2とヒ ト19E抗体の結合を限害する mAb

部位特異的変異法を用いてアミノ酸残基の置換を導入した

Der f 2蛋白質と IgEの結合を調べた結果、Derf 2蛋白質の場合 19E

抗体は抗原蛋白質の立体構造を含めて認識しているととが示唆され

た。そこで、Derf 2の19Eエピ 卜ープを検索する別なアブローチと

して、抗Derf2マウス mAbを用いた方法を試みた。すなわち、 Derf 

2とIgEの結合を阻害する mAbを選び出し、IgEとエピトープ領域

が拾抗すると恩われる mAbのエピトープを Derf 2変異体を用いて

検索を行った。

5種類の抗Derf2マウス mAb、15Ell、13A4、18G8、182、

7CI0について Derf2に対するヒ ト19Eの結合阻害活性を調べた。図

4-1に示すとおり、15Ellと 13A4は抗 Derf2ヒトIgEのDerf2への

結合を 30から 60%阻害していた。一方、残る 3つの mAb、18G8、

182、7CJOは19EのDerf2への結合に影響を及ぼさなかった。これ

らのことから、 15Ellと13A4はIgEの認識部位近傍をエピトープと

している可能性が示された。更に、この結果から、アレルギー性疾

患患者血清由来ヒト IgE抗体はポリクローナルでありながら、18G8、

182、7CI0の3種類の mAbの結合部位はエピトープとしておらず、

15日 1、13A4が結合する Derf2上の限られた部位をエピトープとし

て認識している乙とが示唆された。 15E11と 13A4による 19E阻害活

性は、図 4-1に示すとおり、用いたすべての血清について同様の傾

向を示した。

2)ヒ卜IgEによる抗Derf2マウス mAbとDerf2の結合阻害
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図4-1 抗 Derf2マウス mAbによる Derf2とヒ ト19E結合に対

する阻害活性。

ISE.1I (・)、 13A4(企)、 18G8(・)、 lB2(..-)、

7CIO (・)

A、B、Cはそれぞれ一名のアレルギー性疾患患者血清、

Dはプール血清
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前項で示したとおり、用いた5種類の抗 Oerf2マウス mAb

のうち、 2種類のみがIgEのDerf 2への結合を阻害した。このこと

を確認するため、次~::: 、各 mAb とDer f 2の結合に対するヒト IgE

抗体の阻害活性を 6LISA法を用いて調べた。結果は図 4-21:::示す。

ヒトJgE濃度が上昇するに伴って、 15EIIと 13A4のDerf 2への結

合阻害率が上昇した。 一方、 18G8、IB2、7CI0の3種類の mAbの

Derf2への結合は全く阻害を受けなかった。このことからも、 I.5EII

と13A4のエピトープはヒト IgE抗体と措抗していると考えられる。

3)抗 Oerf2マウス mAbのエピトープ

15EII、13A4、2つの mAbがDerf2への結合で=ヒト IgEと

拾抗していたことから、これら 2つの mAbがIgEのエピトープ部位

に結合していると考えられる。そこで、 15Ell、1.3A4のエピトープ

となっているアミノ酸残基を特定するととを試みた。 Derf 2のアミ

ノ酸残基を lつずつ本来とは異なるアミノ酸残基、AlaかLeuに置換

した変異体について、これら mAbとの結合活性を 6LISA法で測定

を行ったのである。各置換体に対する 1.5611、13A4、 18G8の結合力

を野生型 D巴rf2に対する結合力に対する相対値で表した結果が、図

4-3a、b、cである。 15EIIのDerf2への結合は、 JYI.、町、C8、019、

069、N71、C73、H74、P75、M76‘K77、C78、LII7、CI19、1121、

1127といったアミノ酸に変異を導入することにより低下した。特に、

Cys73、Cys78近傍に存在するアミノ酸残基、 69番目、 71番目、 74

番目のアミノ酸残基の置換が 15El1の結合に大きく影響していた。
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このことから l5EIIはDerf2の69番目のアミノ酸から 78番目のア

ミノ酸までの領域を認識していると推定される。13A4については、

各変異体との結合パターンは ISEIlの場合と似ているが、 69番目か

ら 78番目のアミノ駿残基の置換が結合活性に影響を及ぼさないと

とが明らかとなった。Argl28の置換が最も 13A4の結合活性の低下

を引き起こし、その近傍のアミノ酸残基であるAspL27、Aspl29の

置換も明らかに活性を低下させていた。これらのことから C末端側

領域が 13A4のエピトープとなっている可能性が考えられる。一方、

IgEとの措抗を示さなかった 18G8では、 s-s結合を形成している

Cys73、Cys78の近傍、 7S番目と 79番目のアミノ酸残基の置換によ

ってほとんど結合活性が失われていたことから、この領域が 18G8

のエピトープとなっていると推定された。 lB2、7CLOについても同

様の検索を行ったが、アミノ酸i置換を導入した領域内では 182、7CIO

結合に影響を及ぼすアミノ酸残基は存在しなかった (datanOI 

shown)。

第四節 考察

ペプチド断片を用いてエピトープ検索を行う報告は多く、

Der p1やDerp 2を含む多くのアレルゲン蛋白質の B細胞エピトー

プ検索にペプチド断片が用いられてきた30-371.そのうちいくつか

のケースでは、エピ トープ領域のペプチドやその領域に結合する

mAbがア レルゲン蛋白質とアレルゲン蛋白質特異的ヒト IgE抗体の

結合を閉塞し、好塩基球からのヒスタミンの遊隊や抗原特異的な抗
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体のE芝生といった、 InVIVOでのアレルギ一反応を軽減させることに

成功している 30-3 1)。しかし、このようにペプチド断片を用いた方

法では、エピトープが一次配列上いくつかの離れた領域で構成され

ている場合、このような断片を指標とした検索方法では特定が困難

となる。例えば、アレルグン蛋白質 Derf2や Derp2のIgE結合活性

は、還元修飾による 5・S結合の破壊によって著しく低下し39)、ま

た、合成ペプチドを用いたエピトープ検索では IgE結合活性を示す

として特定されたペプチドでも、結合活性はホールの Derf2と比べ

てわずかであった32.33)。そこでDerf 2の高次構造変化を最小限

に抑えて IgEエピトープ検索を行うためにDerf2にアミノ酸残基の

置換を導入した変具体を作製し、 IgE結合力の変化を調べた。前章

ではこれら変具体と IgEとの結合力を直接測定したが、本章では、

IgEとエピトープ部位が措抗する mAbを選び出し、それらのエピト

ープ部位を特定して IgEエピトープ部位と推定される領域との比較

を行った。

用いた 5種類の mAbのうち、 Derf2への 19Eの結合を阻害

したのは、 15Ellと 13A4の2種類でミあった。残る 3種類のmAbが

阻害活性を示さなかった理由のーっとして、 Derf2への結合力が影

響している可能性も考えられるが、用いた mAbの中で 18G8が最も

Derf2への結合力が強く、 IB2、7CJOも15EIJ、13A4より強い結合

力でDerf2に総合していることを確認しており (datanot shown)、

今回の結果は、結合力の差によるものではないと考えられる。この

ように、 15Ellと13A4のみが IgEと措抗したことは、ポリクローナ

ルな IgE抗体が、Derf 2の限定された領域を認識していることを示

している。また、用いたすべての患者血清由来 IgEについて 15EII、
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13A4のみが同じように阻害活性を示したことは、Derf2の特定の領

域をいずれのアレルギーJ患者血清中に存在する IgEも同様に認識し

ている可能性を示すものである。

ヒト IgEエピトープ領域を特定するため、Derf 2結合に際

して拾抗していたmAb、15EIIと 13A4についてエピトープ領域の

検索を行った。 15EIJは、D69G、N71A、H74A、2アミノ駿置換体

のC73178Sとはほとんど結合しなかった。一方、 13A4については.

C末側の 3アミノ酸残基がエピトープとなっている可能性が示され

た。第二章で示したように、 l5EIIが76番目のアミノ援にのみ置換

が見られる2つのクローン型 !と2の聞で、 (各々 76番目のアミノ

酸残基は、 ValとMetである)結合力が異なっていることは、このア

ミノ酸残基を含む領域が l5EIIのエピ卜ープであるという今回の結

果と矛盾しない。また、第三章で IgEヱピトープ部位と推定した領

減、 Cys8-Cysl19、Cys73-Cys78、の2つのふS結合近傍と、 C末端

側領域が 15EIl、 L3A4の認識部位と一致している。最近、 Derf2と

88%という高い棺同性を示すDerp 2のCys残基のアミノ酸残基の

置換を導入した結果が報告されたが、そこでは Cys73-Cys78のふS

結合が本蛋白質の IgE結合活性に必須であるという53) 0 更に、

Cys8-Cys 1 19問の S-S結合の破壊は 19E結合に影響を及ぼさないと

言う結果も得られており、我々の結果とは異なっている。これは、

Derf2とDerp 2のアミノ酸配列の違いや、用いた組み換え蛋白質の

調製法の違いが影響しているのかもしれない。 18G8は少なくとも

Derf2のPhe75、Pro79を結合部位としていることが判明したが、こ

れは 15Ellの一次配列上近接している領域である。 18G8は 15EII

とDerf2の結合に搭抗性を示すことと4叫、今回の結果は一致する。
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しかし、 ISEI1が19EのDerf2結合を阻害するのに、 18G8が 19Eに

全く影響を及ぼさないのは興味深い。

ISEI I、13A4のエピトープ部位として Derf 2結合活性に大

きく影響していたアミノ駿残基は異なっていたが、 4番目、 7番目、

19番目、 117番目、 127番目のアミノ酸残基の置換で同様に Derf 2 

への結合が少し低下している傾向が一致している。このことから、

これらのアミノ酸残基がDerf2の抗原性を示す領域の構造形成に寄

与している可能性が考えられる。興味深いことに、 4番目、 7番目、

19番目のアミノ酸残基はいずれも Aspである。これらのアミノ酸残

基のもつ負の電荷が抗原性を発揮するのに必須であるのかもしれな

い。 例えば、 19番目の AspをAsnに置換すると抗 Derf2ヒト19E

抗体の結合力は著しく低下するが、同じ負電荷をもっ Gluに置換し

でも IgEの結合は影響を受けない (dataoot shownl。

現在Derf2の立体構造決定が進められているが、 Derf2の

詳細な立体構造が決定されることによって、これら抗体の結合様式

が解明されるものと期待される。
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第五章 Der f 3のcDNAクローニング及び活性発現

第一節 緒言

Dermarophagoides属は、アトピー性皮膚炎、気管支1給息等の

アレルギー性疾患を引き起こす様々なアレルゲン蛋白質を産生する

ハウスダストマイトとして知られている。 2種類の Derm(l/ophagoid出

属、D.fari1刷、D.plerorザssmusから、ヒト IgE抗体と結合し、アレ

ルギ一反応を引き起こすアレルゲン蛋白質が数種類分離、同定され

ている。 Derf3はD.farinaeから単離されたアレルゲン蛋白質の一つ

で、グループ3アレルゲンに属するほ>， Derf3のタ市ニ生体中での

役割は明らかになっていないが、 トリプシン様のセリンプロテアー

ゼ活性を有することが知られている 22-25)。このプロテアーゼ活性

については、ヒ卜血策中におけるアレルギ一反応に関係するカリク

レインーキニン系を活性化するという報告もある 54・55~ この数年

間Derf3についてアレルゲン性についてのいくつかの研究がなされ

ているが、 Derf3に反応するアレルギー患者l血清の割合が、 16%と

するものから 100%とするものまで、 IgEに対する反応性について報

告されている結果はさまざまである 22-24)。このようにまちまちな

給果が得られている原因の一つに、用いられている Derf 3の精製度

が異なる可能性が考えられる。グループ3アレルゲンの IgE結合性

について正確なデータを得るために、 Derf 3を高い純度で得る生産

系の確立が必要である。また、 アレルゲン蛋白質の高産生系の確立

は IgEを介したアレルギー性疾患の治療や、アレルギー性反応の機
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構角平明にも有用であると考えられる。

以上のととから、 Derf 3のcDNAクローニングとその蛋白

質の生産を組み換え遺伝子操作技術を用いて行った。

第二節 方法

1) D.farinaeのcDNAライブラリーの作製

培養した D.fari即 e虫体よりmRNAを抽出、cDNAを作製後

1 2)、得られた cDNAをcompleterapid cloning sys也m (アマシャム)

を用いて λgtJ1ファージ DNAにク ローニングした。続くファージ

DNAのインピトロパッケージング及び大腸菌 YI090の形質転換は

Giga pack 11 packaging extract (ストラタジーン)を用いて行った。

2) cDNAライブラリーからの Derf3 cDNAの単離

以下に示す2本の合成 DNAをプライマーとして用い、前述

のcDNAライブラリーを鋳型にした PCRを行った。 即ち、報告され

ている天然型 Derf 3の N末端側アミノ酸配列をもとに23)、5'末端

に制限酵素 B酬 Hlの認識配}l)を含むように作製した合成オリゴヌ

クレオチド (5'-GGGGATCCA了TGTTGGTGGTGTTAAAGCA-3')と、

入gtllの配列をもとに作製 した合成オリゴヌクレオチド (5に

GGTGGCGACGACT'CCTGGAGCCCG-3')をプライマーとし、 94度 l

分、55度2分、72度 3分のサイクルを 25回繰り返す条件で、サー
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マルサイクラ-RC-700(アステック)を用いて PCRを行った。その

結果約 lα)()bpの DNA断片が特異的に増幅した。この断片を制限酵

素BamHIとEcoRIで消化切断後、同酵素で処理したプラスミドベク

タ-pBI uescri ptI 1に連絡し、大腸菌 DH5α の形質転換に用いた。得ら

れた大腸菌の形質転換体から目的のプラスミドを QIAGENplasmid 

midi kil (キアジェン)を用いて精製し、 BamHJとEcoRIで切断後、

アガロースゲル電気泳動を行い、約 1∞Obpの断片をゲルから抽出精
製した。このようにして得られた DNA断片を ECLdirect nucleic acid 

labeling system (アマシャム)を用いて標識しプラークハィブリダイ

ゼーション法のプロープとした。cDNAライブラリーはプラークが、

90 mmぺ卜 1)ディッシュ当たり 10，∞opfu となるようにまき、

Hybond-N+ membrane filter (アマシャム)にトランスファーした。ハ

イブリダーゼーションは.ECL detection systel1l (アマシャム)を用い

て行った。約50，000個のプラークから lつの陽性クローンを得、二

次スクリーニングに供して単離した。この陽性クローンのファージ

DNAは、QJAG日首Lamdamidi kit (キアジェン)を用いて精製した。

3) Der f 3 cDNAの塩基配列決定

前述の陽性ファージクローン DNAを制限酵素EcoRIとC1al

で切断することにより Derf3のcDNAを切り出し、プラスミドベク

タ-pBluescriptIIにサブクローニングした。この Derf3cDNAの塩基

配列はアプライドバイオシステムズ 370Aシークエンサー(パーキ

ンエルマー)を用いて決定した.9)。
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4)発現プラスミドベクターの構築

PCRを用いて、Derf3のプロ配列の上流にBamHJ認識部位

を、停止コドンの直下流に Hindlllgll位を導入した。即ち、 Derf 3 

のcDNAを鋳型とし、以下に示す2本の合成オリゴヌク レオチド、

プライマーA C5'-AGTGGATCCACACCGATTCTTCCATCA-3')とプラ

イマーB(タ匂CGAAGCTTACTGTGAACGTTγrGAT寸CAAT-3')を用い

て、前述と同じ反応条件下で PCRを行った。この PCR産物を制限

酵素 BamHIとHindIllで処理した後、 同制限酵素で切断した発現プ

ラスミド pGEX-4T-2(ファルマシア ・バイオテック)に連結した。

このようにして作製したプラスミド pGEX/proDerf 3によって、グル

タチオンーふトランスフエラーゼ (GST)とDerf3のプロ体がジペプ

チド (Gly-Ser)で連絡した融合蛋白質として生産される。もう一つ

の発現プラスミド、 pGEXIf(ー1)R-proDer f 3はpGEX/proDer f 3は、

プロ配列のC末端アミノ酸 Thrのコドン ACTをArgのコドン CGT

となるように変異させた以外は、 pGEX/proDerf 3と同じコンストラ

クションのプラスミドベクターである。部位特異的変異は PCR法で

行った。 PCRのプライマーとして、一方は変異導入のための合成オ

リゴヌク レオチド 5'-

GCGGATCCACACCGATTCTTCCATCATCACCAAATGCACGT-3'を、

もう一方は pGEX/proDer f 3を作製するのに用いたプライマーBを、

鋳型として、 pGEX/proDer f 3を用いた。このようにして得られた

PCR産物を BIDrlHIと HindllIで処理し、pGEX-4T-2へ導入して、

pGEX汀(ーl)R-proDerf 3を得た。
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5)組み換え融合蛋白質の生産及び精製

pG EX/proDer f 3で形質転換した大腸菌 8L21を50μg/mlの

アンピシリンを含む しbrothで一晩培養した倍養液を、同ーの渚養液

にJ%接種した後30度で2JI寺問培養を行った。続いて、イソプロピ

ルーβD-チオガラクトピラノシドを終濃度 100μMとなるように添加

し、 肱 プロモーターを誘導して、更に4時間培養を行った。次に培

養液を 5∞Oxgで 10分間遠心して大腸菌体を回収し、 10mMEDTA 
を含むloornMトリス塩酸 (pH9.0)溶液に懸濁後、超音波により菌

体の破砕を行った。GST-proDer f 3融合蛋白質は封入体として大腸

菌体内に生産されているため、続く 7∞Oxg、15分間の遠心操作で
沈殿物として回収された。この不溶化蛋白質は、 8M尿素を含む20

mMトリス塩酸 (pH9.0)溶液中で可溶化後、 20rnMト リス塩酸

(pH9.0)溶液で 4時間透析する事によって再生を行った。この

GST-pro Der f 3溶液を P8S緩衝液下で2時間透析を行った後、P8S

緩衝液で平衡化したグルタチオンーセフアロース 48カラムに供し、

10mM還元グルタテオンを含む50rnMト リス境酸緩衝液 (pト180)

を用いて融合蛋白質商分を溶出した。得られたGST-proDer f 3精製

蛋白質に蛋白質 1mg当たり IUのトロンビンを添加後、室温で 2

時間以上放置することによって消化反応を行い、最終的にN末端側

に2アミノ酸 (Gly-Ser)を付加した proDer f3とGSTに分離した。

この結果得られた GSTとproDerf 3蛋白質混合物を再びグルタチオ

ンーセフア ロース 48カラムに供することによって、精製 proDer f 3 

をその通過画分に得た。
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6)蛋白質の電気泳動とウエスタンプロッテイング

蛋白質標品を還元条件下で SDS-PAGEに供した後、ニトロ

セルロース膜(バイオ ・ラッド)にトランスファーしウエスタンプ

ロッティング解析に用いた。 005% (w/v) トウィーン20(Tween) 

を含む PBS緩衝液中で室温で l時間処理することによってブロッキ

ングを行った膜を.0.05 %Tween-PBSで四分のーに希釈したアレル

ギー患者血清中で4度で一晩インキュベー卜した。0.05%Tween-PBS 

で洗浄操作を三回行った膜に、 0.05%Tween-PBSで 11ω∞ に希釈し

たホースラディッシュパーオキシダーゼ標識抗ヒト IgEヤギ抗体

(カッペル)を二次抗体として添加した。膜を二次抗体存在下に室

温で5時間以上置くことによって抗原抗体反応を行った後、 PBSで

洗浄した。30mgの 1-クロロヰナフ トールを溶解した 10mlのメタ

ノールと 50mlの PBS緩衝液の混合液 (0.03%過酸化水素水を含

む)を基質として膜上に添加した。

7)プロテアーゼ活性の測定

Der f 3里子生型及び変異体の酵素活性は合成基質を用いて測

定を行った。合成基質、 Boc-Q-G-R-MCA、Boc-F-S-R-MCA、Boc-V-

L-K-MCA、Suc-ししーV-Y-MCAを終濃度40μMとなるように 50mM 

トリス塩酸緩衝液 (pH8.0)1 mlに加え、適当量の野生型及び変異体

のDerf3を添加後、 37度で酵素反応を行った。合成基質から遊隊す

る7-アミノ-4-メチルクマリン (AMC)量は、蛍光光時計(日立 S-20oo

フルオレッセンス スペクトロフォトメーター)を用い、励起波長
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380 nm、消光波長460nm条件下の吸光度を測定することにより決定

した。

8) PCRを用いたDerf3のcDNAクローニング

Der f 3の多型を検索するために再度D.farinaeのcDNAライ

ブラリーを鋳型にした PCRを行った。プライマーは野生型Derf 3 

の発現プラスミドベクタ一機築時に用いた前述のAとBを使用した。

前述と同一反応条件で得られた PCR産物を pBIuescri pt [[にサブクロ

ーニング後、各 Derf3cDNAクローンの塩基配列を決定した。

第三節 結果

1) Derf3のcDNAクローニングと筏基配列決定

既に報告されているDerf 3蛋白質の N末端側アミノ酸配

列の一部をもとに、オリゴヌクレオチドの合成を行った。 λgtllの配

列を持つように設計した合成オリゴヌクレオチドをもう一方のプラ

イマーとして用いた PCRの結果、約 1∞obpの大きさを持つ DNA
断片のみが特異的に増幅された。この DNA断片の騒基配列を決定し

たところ報告されているDerf 3のN末端側アミノ厳配列と一致す

る配列が含まれていた。そこで Derf3のcDNAクローンを得るため

のプロープにこの DNA断片を用いた。プラークハイブリダイゼーシ

ヨンを行った結果、D.farinaeライブラリー約50，000クローンから最
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終的に l個の陽性クローンを得ることができた。この陽性クローン

のDNA塩基配列とそこから予想されるアミノ酸配列を図5-1に示す。

得られたcDNAは全長 ゅの bpよりなり、 780bpのオープンリーデ

ィングフレーム (46塩基自の ATG開始コ ドンから始まり、 823塩基

自のTGA停止コドンで終了している)を含んでいた。停止コドンの

下流 170bpの位置には、 Derf 3のmRNAの3'末端にポリ Aシグナ

ルを付加するための配列と思われる、AATAAAが存在していた56)。

2) Der f 3組み換え蛋白質のヒト IgE結合活性

pro Der f 3の組み換え体に対するアレルギー患者血清由来

のヒ トIgEの結合活性をウエスタンプロッティング法を用いて調べ

た。その結果は図 5-2に示すとおりである。 proDer f 3をGSTとの

融合蛋白質として発現させた場合、用いたすべての患者血清中の IgE

によって認識されることが確認された。更に、 GST-proDer f 3融合

蛋白質を トロンピン処理してGSTとproDer f 3を切断した後に同様

の実験を行った場合にも、GSTがわずかにヒト IgEと反応している

のに対し、 proDer f 3が明らかにヒト IgE抗体と結合するととが判明

した。

3) Derf3総み換え体のプロテアーゼ活性

前述の通りDerf3はトリ プシン様セリンプロテアーゼ活性
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ATτ守>rCCAAATTAACAAATAAATCGTA'I'A.TT泡AAATCG 38 

-20 
MCCAAG ATG ATG A守-TTTA ACC ATT GTC GTG TTA T守'GGCT GCA AAC 11.'1守 87

Met Met 11e Leu 'J'hr r1e Val val Leu Lauλ1a Ala Asn 11e 

-10 -1 1 

TTG GCC ACA CCG ATT CTT CCA 'l'CA TCA CCA AAT GCA ACT A'τ'T GTT GGT 135 
Ulu Ala Thr I?ro I!e Leu pro Sec Se.r Pro Aan A1司 ThrUe  Val Gly 

10 
GGT GTG AAA GCA CAA GCC GGT GAT TGT CCA TAT CI¥A ATT TCA TTG CAA 183 
Gly Val Lys Ala Gln Ala Gly Asp Cys pro Tyr. G10 Ile Ser Leu Gln 

R H 
TCA AGC AGC CAT T'IT TGT GGT GGT AGT ATC CTG GAT GAA TAT TGG 'A千C 231 
Ser Se.t: Ser H.i.凶 pheCys Gly Gly Se.r Ile Leu Asp Glu Tyr Trp 11e 

40 50 
TTG ACC GCT GCA CAT TGT GTC AAT GGA CM TCA GCA AAA AAA CTT守CA 279 
Leu Thc Ala A!d H.is Cya Val Aan Gly Gln 5er Ala Lys Lys Leu Ser 

60 
ATT CGT TAC AAT ACT CTT AJ¥A CAT GCA TCT GGT GGT GAA AAG ATT CAA 32ヲ
Ileλr9 Tyr Asn Thr Leu Lys His Ala 5er Gly Gly Glu Lys 11e Gln 

70 80 
GTG GCG GAA ATT TAT CAA CAT GAAλAT TAT GAT AGC ATG ACT ATC GA守 375
Val Ala Glu 11e Tyr Gln H.is Glu Asn Tyr ASp Ser Met Thr 11e Asp 

90 
AAT GAT GTT GCA Tτ'G ATA AAA CTC A.AA ACA CCA ATG ACA T'I喝 GATCA1¥. 423 
Asn Aop Va1 Ala r.eu 11e Lys Leu Lys Thr pro Met Thr Leu Asp Gln 

100 110 
ACA AAT GCT AAA CCC GTλCCA TTA CC為 GCACAA GGA TCA GAT GTA AAA 471 
Thr Asn Ala Lys Pro vdl pro Leu ~ro Ala Gln Gly Ser Asp val LyS 

"0 lH 
GTT GGT GAT AAA ATT CGT GTT TCT GGT TGG GGT TAT CTT CAG GAT. GGA 519 
Val Gly A5p Lys ne  Arg Val Se，r Gly Trp Gly Tyr Ler Gln Glu Gly 

140 
AGT TAT TCA TTA CCA. TCG GAA TTA CAA CGT GTT GAT ATT GAT GTT GTA 567 
Ser Tyr Ser Leu P.ro. Se.r Glu Leu Gln Arg Va，l ASp l1e Asp Val Val 

150 160 
TCλCGT GAA CAA TGT GAC CAA TTA TAT TCA AAA GCA GGC GCC GAT GTT 615 
Ser Arg Glu Gln Cys Asp Gln Leu Tyr Ser t.ys Ala Gly Ala Asp Val 

170 
AGT CAA AAT A1'G ATT 'l'GC GGC GGT GAT G宝'<: GCT AAT GGT GGT GTT GAT 663 
Ser Glu Asn Met !le Cys Gly Gly Asp Val Ala Asn Gly Gly Yal Asp 

180 190 
TCA TGT CλA GGT GAT TCT GGC GGA CCA GTT G'τ守 Gλ.TGTT GCC ACT AAA 711 
Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly pro Val Val Asp Val Ala Ttu: Lys 

200 210 
CAA ATT GTT GGT ATT GTT TCA 'l'GG GGT TAT GGT TGT GCA CGT AAA GGT 759 
Gln rle val Gly lle Val Ser Trp Gly Tyr Gly Cys All1 Arg Lys Gly 

220 
TAT CCA GGT GTC TAT ACA CGT GTT GGT AAT守'I"1'Gτ'CGAT 'I也G ATT GAA 801 
Tyr PI:O Gly Yal Tyr Thr Arq Val Gly ASIl phe val Asp Trp Ile Glu 

230 
TCA AAA CGT TCA CAG TGA ATGA'セ.... ，匂GCAACAACGGTCACAATGGCACGA句rAA'l' 864. 
Ser Lys Arq Ser Gln Trm 

ACACCC'M'ACG'l'GCAATCATTATGTTTTTTATAATTTTCTTTTTTCTTCTATCTCTTTATTTT 921 
TTATCG.AAAGTAAAAAAACAGCAAAATCAATATτ'GACTTMGAGAATTGATTTTTGTTTCGAA 990 
AAATAAAATTGAATGGACAACCAAAAAAAλλA.AAAAAA.:AAAAA 1043 

図5-1 Derf3のcDNA嵐基配列及びそこから予想されるアミノ

酸配列。

DDBJ、EMBL、G剖lBankのaccessionnUlllberは0638580



KDa 

68~ 

43 

29 

18 

14 

1 2 3 4 5 6 7 8 

+-GST・proDc.f 3 

骨 -ProDcrf 3 

+-GST 

図5-2 ウエスタンプロッティング法を用いて調べた proD巴rf3

組み換え体のヒト 19B結合活性。

レーン l、3、5、7;トロンピン処理後のGST-proDerf3

レーン2、4、6、8;GST-proD巴rf3

レーン l、2 クマシーブリリアントブルー染色

レーン 3-8;アレルギー患者血清由来 IgEとの反応性

レーン3、4;患者血清A

レーン5、6;患者血清B

レーン7、8;プール血清
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を持っととが知られているは.22-25、54. 55) 。従って、組み換え

体のプロテアーゼ活性や基質特異性を調べることは、不活性裂のイ

ンクルージョンボディーとして産生されたDerf3の正しいリフォー

ルディングの指標になると考えられる。変性、再生した GST-proDer 

f 3融合蛋白質や融合蛋白質からトロンピン処理して得られた pro

Der f 3は、ウエスタンプロッティ ングで調べたとおりヒト IgEとの

結合活性は示したが、プロテアーゼ活性は検出されなかった。一般

にプロ配列はプロテアーゼ蛋白質の正しい構造形成に寄与すると同

時に、プロテアーゼが不活性状態を維持するための特異的なインヒ

ビターとしても機能するととが知られている。野生型の proDer f 3 

はプロ配列の除去が行われないためにプロテアーゼ活性が発現して

いないと考え、 Derf 3がプロ配列を自己消化的に切断しやすいよう

に、プロ配列のC末端アミノ酸をトリプシンや Derf3が基質特異性

を示す正に電荷したアミノ酸に置換した変異体を作製することを試

みた。その結果、プロ配列の C末端アミノ酸のThrをArgに置換し

た変異体T(ーI)Rは、表 5-1に示すとおり、報告されている天然型 Der

f3と同じ基質特異性のプロテアーゼ活性を持つことが確認された。

4) Der f 3の多型

前述の通り Derf3のcDNAとして得られたクローンは一つ

であった@その極基配列より推定される N末端側アミノ酸配列を、

報告されている天然型 Derf 3のアミノ酸配列と比較すると、Ando

らの報告している配列23)及びKohmotoらの報告している配列55)

99 



表 5-1. Derf3組み換え体と天然型のプロテアーゼ活性比較。

Relative pro包aseactivity (%) 

Synthetic substrates 

Recombinanl Der f 3 a) Native Derf 3 

T(ーI)R Aa) B3) Cb) 

B∞-Q-G-R-MCA 
∞
∞
閉
山
2

0

105 N. D. 100 

Boc-F-S-R-MCA 100 100 N. D. 

50 58 43 

30 0 0 

Boc-V -L-K-MCA 

Suc-L-L-V -Y -MCA 

Suc-A-A-P-F-MCA o 0 N.D 

天然型 Derf 3のプロテアーゼ活性A、B、Cは報告されている値を

転用23、24.54)。

プロテアーゼ活性は、

a); Der f 3変異体T(ー1)Rと天然型A、Bは合成ペプチド Boc-F-S-R

MCAに対する活性を 100%とし、

b);天然型 Cは合成ペプチド Boc-Q-G-R-MCAに対する債を 100%と

して表示した。

N. 0.; not determined. 
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とは一致していたが、図 5-1に示すとおり Heymannらの報告してい

る配列とは一部異なっていることが判明した 19)。乙のことから Der

f3についても他のグループ 157)やグループ212，47)のダニア レル

ゲンの場合と同織に多型が存在する可能性が考えられた。そとでDer

f3の多型の可能性を確認するために PCRを用いて Derf 3の異なる

型の cDNAクローンの取得を試みた。その結果、 Heymannらの報告

している N末端アミノ酸配列と一致する配列をもっDerf 3クロー

ンは得られなかったが、 3種類の異なる Derf3クローンの存在が確

認された。とれらの極基配列より予想されるアミノ駿配列を図 5-3

に示す。 7つの PCRクローンについて塩基配列を決定した結果、図

5-3でタイプ lと読んでいるクローン型が lつ、タイプ2と一致する

配列のものが5つ、そしてタイプ3が !つという内訳であった。

第四節 考察

Der f 3の既に報告されている N末端側 20アミノ酸の配5'11

は、オープンリーディングフレームの中の28番目から 47番目の予

想されるアミノ酸配列と一致していたことから、Derf3はN末端側

に 27アミノ酸を付加した前駆体として産生されることが示唆され

た。Derf3はトリ プシン様のセリンプロテアーゼ活性を持つことが

報告されているが、勝臓より分泌されるトリプシンは20個以上のア

ミノ酸より成る付加配列をN末端側に持つ前駆体と して産生される

5 a. 59)。トリプシンの場合、 N末端側付加配列のうち N末端側の

15アミノ援は分泌のためのシグナル配列として、 C末端側6から 9
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図5-3 Der f 3のアミノ酸配列の多型。

復基配列を決定したDerf 3のcDNAクローンのうちアミ

ノ酸配列に変異のあったものを示している。Derf3A o 5)、

B 19)、C23)は報告されている Derf3のN末端アミノ

酸配列。プライマーA、Bの配列は第二節、方法に記した。
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アミノ酸はプロ配亨11として機能していることが知られている。Derf 

3においては、 N末端側 Iから16番目のアミノ酸より成る領域が典

型的なシグナル配列の特徴である高度に疎水的なアミノ酸で構成さ

れている。従って、Derf 3のN末端側配列は分泌のためのプレ配列

(1番目から 16番目)と、おそらく蛋白質のリフォールディングの

ためのプロ配列 (17番目から 27番目)の 2つの機能領域に分けら

れると考えられる。 N末端側領械の機能を解明するためには更なる

検討が必要である。今回決定したDerf3のアミノ酸配列についてト

リプシンファミリーのアミノ酸配列と比較した結果、酵素活性を持

つために必須な活性中心となるアミノ殻は、 His40、Asp85、Ser185 

の3アミノ酸と推定された。

トリプシンやカリクレイ ンは ArgやLysといった正の電荷

を持つアミノ酸のC末側を特異的に切断するプロテアーゼ活性を持

っているが、そのプロ配JI1のC末端のアミノ酸は Argやし，ysになっ

ており、分子内、あるいは分子関の自己消化的な切断によりプロ配

列を除去して活性化すると考えられている60)。一方、野生型Derf3 

はArgやし，ysのC末側を特集的に切断する酵素活性を示すことが報

告されているが23.2.)、プロ領域の C 末端となるアミノ酸は TIu

である。プロテアーゼのプロ配列はその蛋白質の正しい立体構造形

成に寄与している。更に、プロ配列はプロテアーゼが好ましくない

条件下で活性化して細胞に損傷を与えることを防ぐために.プロテ

アーゼが不活性状態を維持するための特異的なインヒピターとして

機能するとも考えられている。従って、野生型の proDer f 3を組み

換え蛋白質として大腸菌体内に発現させ変性再生を行った場合、 プ

ロ配列の除去が行われずプロテアーゼ活性が検出されなかったのは、



Der f 3が成熟型蛋白質となる際に切断される部位の配列が、 Thr(ー

1)ーl1elというように Derf3にとって基質特異性の低い配列であった

ためと考えられる。そこでとの ThrをArgにl置換した変異体を作製

した。 Derf 3変具体T(ーI)Rは、 GSTとの融合蛋白質として大腸菌

体内に発現させた場合、野生型と同様に封入体中に蓄積された。封

入体を変性斉IJを用いて可溶化後、 トリス海酸緩衝液に透析して再生

させる過程においてN末側プロ配列を自己消化的に除去しているこ

とが判明した。これは野生型では見られなかった現象である。また、

p-アミノペンズアミジンやロイペプチンといったセリンプロテアー

ゼインヒピターとして知られる物質を添加することによりこの自己

消化的プロ配列の除去は阻害された。再生した GST-proDer f 3 T(-

I)R圏分を D臥 E-Toyopearlカラムに供し、主要ピークを回収したと

ころ、2種類の蛋白質より成ることがSDS-PAGEの結果確認された。

一方は、 GST蛋白質であり、もう一方はヒト IgE抗体と反応する蛋

白質であった。後者については SDS-PAGEで分離した蛋白質につい

てN末端アミノ酸配列を決定したところ成熟型 Derf 3と一致して

おり、 Derf3プロ配列の C末端アミノ酸の置換がDerf3の正しいプ

ロセッシングを引き起こしていることが判明した。乙のように成熟

裂 Derf3を含む GST-pro Der f 3 T(ーl)R標品の酵素活性は、表5-1に

示すとおり天然、型 Derf3と同織の基質特異性を示していた。 Derf 3 

は、蛋白質の再生段階において自己消化的切断と思われる分解を容

易に受けてしまうため、定量的な酵素活性のn(lj定に耐える純度の高

い精製物が得られていない。 SDS-PAGEのバンドのパターンから推

定されるDerf 3の単位質量当たりの酵素活性は報告されている天然

型Derf 3のそれとほぼ同程度であると恩われる。 (datanot shown) 



今回の実験では野生型 proDer f 3には前駆体から活性型に変換させ

る活性が確認されなかったことから、ダニ虫体中においてもDerf 3 

前駆体を活性型に変換するための異なるプロテアーゼが存在してい

る可能性が推測される。

Derf3の多型は、図 5-3に示すとおり今回少なくとも 3種

類の存在が確認された。 PCRクローンタイプlは、はじめに cDNA

ライブラリーより取得した Derf3 cDNAと同じ配列である。タイプ

2は、タイプ lとN末端側から 5番目のアミノ酸のみValから Glu

に置き換わっている。タイプ3はタイプ lと5箇所のアミノ酸配列

が異なっているが、これははじめに cDNAライブラリーのスクリー

ニング時にプロープとして用いた Derf3のcDNA断片の塩基配列か

ら予想されるアミノ酸配列と一致していた。 Derf3と同機に多型を

示す Derf 2は、遺伝子が一つであると推定されていたが47)、最近

Der p 1や Derp 3についても遺伝子が一つであることが報告されて

おり 61)、Derf3の多型もダニ個体問の差であると予想される。

今回得られたDerf3の多型はいずれもプロ配列のC末端ア

ミノ酸残基がThrであった.また、 Derf3とアミノ酸配列上高い相

向性を示す D.pleronyssinus由来アレルゲン蛋白質 Derp 3において

もプロ配列の C末端は Thrであった621. トリプシン様セリンプロ

テアーゼの一つ、トリプターゼも、プロ配列をもっ前駆蛋白質とし

て産生される。トリプターゼのフ。ロー成熟蛋白質問のアミノ酸配列は

Gly-I1eであるが、異なるプロテアーゼによってプロ配列を切断除去

されることにより活性化される 63). Der f 3についても、このよう

な異なるプロテアーゼによるプロ配列の除去、活性化が引き起とさ

れている可能性が考えられる。
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総括

本論文は、抗原特異的な IgEを介するアレルギ一反応の制

御を最終的な白的として、アレルギー性疾患の原因となるアレルゲ

ン蛋白質の一つ、ダニアレルゲン蛋白質の IgEエピトープ及び蛋由

貿の構造安定性等の特性について解析を行った研究である。

アレルギー性疾患は、ア トピー性皮膚炎、気管支端息、ア

レルギー性鼻炎、花粉症、春季カタルというように、皮膚、気管支、

鼻、限といった体の様々な部位で発症する疾患である。これらアレ

ルギー性疾患は近年その発症が増加していながら、発症機構は完全

に解明されておらず、発症を根絶する治療法は確立されていない。

抗原特異的なアレルギ一反応に携わるイムノグロプリ ンで

ある IgEは、アレルギー性疾患患者血清中に高濃度に存在する傾向

を示す。 B細胞から産生された IgEはマス ト細胞、好塩基球の細胞

膜表面に発現している FCERIに結合する。とのように受容体に結合

した IgEに多価抗原が結合し受容体の凝集を引き起こすと、それが

引き金となって細胞の活性化、)])1.頼粒が生じる。

主要ダニアレルゲン Derf2は、ダニアレルゲン感受性アレ

ルギー疾患患者の9割が反応するD角川nae由来のタンパク質であり、

同じグループ2アレルゲン、 Derp2以外にはアミノ般配列に相同性

を示す蛋白質が確認されておらず、 Derf2のダニ虫体中での機能や

立体構造については不明である。グループ2アレルゲンタンパク質

を還元アルキル化することにより、ヒト IgEやマウス IgGとの反応

性が著しく低下するという報告があり、 このことから、Derf2中に

106 



存在する 6つの Cys残基がs-s結合を形成して、 Derf2の19E総合

及び蛋白質の構造安定に寄与していると推定された。そこで D.

farinae虫体より精製した Derf2タンパク質のs-s結合位置の決定を

行った。その結果、 6つの Cys残基は、 Cys8-Cys1 19、Cys21-Cys27、

Cys73-Cys78という組み合わせで 3つのs-s結合を形成しているこ

とが明らかとなった。

また • S-S結合位置決定の際に行ったペプチドマップの結

果、少なくとも 2種類の多型の存在が Derf2タンパク質中に確認さ

れた。既に、結城らはDerf2のcDNAとして 129アミノ酸残基のう

ち、最大4カ所で置換の存在する 3種類の Derf2クローンを得てい

た。そとで、これらの多型が Derf2の抗原性やタンパク質の構造安

定性に影響を及ぽす可能性を調べた。組換え遺伝子操作技術により

大腸菌を用いて作製した Derf2は、天然型Derf2と同じs-s結合を

形成しており、 CDスペクトルの測定結果から ト シートを多く含む

天然型と同様の二次構造を形成していることを確認した。これら組

換え体は3クローンとも、抗 Derf2ヒトIgEとの結合活性は天然型

と同程度であったが、プロテアーゼ耐性等のタンパク質安定性がク

ローン間で異なっていた。

次に Derf2のヒト 19E結合部位の検索を行った。まず Derf

2タンパク質の N末端側およびC末端側アミノ駿残基を欠失した変

具体を作製し、ヒト JgE結合活性の変化を調べたところ両末端とも

IgE結合のみならずタンパク質の構造安定化に寄与していることが

示唆された。特に、s-s総合をしている Cys8、Cysl.J9を含む領域の

欠失は IgE結合活性を大きく低下させた。 Derf 2と88%の相向性

を示す Derp 2について、合成ペプチドや cDNA由来の DNA断片を
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用いて作製した組換えペプチド断片による IgEエピトープ検索の報

告がある。組換えペプチド断片を用いた方法では IgEと結合性を示

すペプチドは得られていない。合成ペプチドを用いた報告では

Cys73-Cys78を含む領域が 19B結合活性をもっペプチドとして同定

されているが、用いた 195名の態者血清の中でこのペプチドと反応

する 19Eを含んでいたのは 3名のみであった。これらのととから、

Derf2やDerp2に対するヒ トIgE抗体は一次配列上連続したペプチ

ド断片では再構成が困難な領域をエピトープとしている可能性が考

えられる。このことと欠失体を用いた結果から、エピトープを形成

するアミノ酸残基をより正確に特定するにはs-s結合を保持したま

ま検索を行うことが必要であると考え、 Derf 2のアミノ酸残基を l

つずつ異なるアミノ酸に置換した変異体を作製し、各 19B結合活性

を測定した。その結果、 Cys8近傍、 KI5、DI9等の電荷をもっアミ

ノ酸、 Cysl19近傍のアミノ酸への置換導入が IgE結合活性の著しい

低下を引き起こし、更に、 Cys73-Cys78周辺と C末端側に存在する

アミノ酸残基も 19B結合に寄与していることが示された。

抗Derf2マウスモノクローナル抗体についてもエピトープ

の検索を行った。モノクローナル抗体ではポリクローナル抗体の抗

Der f 2ヒト 19B抗体と比べてエピトープ部位を構成するアミノ酸残

基への変異導入の影響が明確に現れる。Derf2結合に関してヒ 卜19B

と括抗した2種類のマウスモノクローナル抗体 15611と 13A4のエ

ピトープは、各々Cys73を中心とした領域、 C末端側であるととが

降認され、先の Derf2変具体に対するヒ ト19B結合活性の測定結果

からエピ トープと推定された位置と一致する。また、用いたアレル

ギ一位疾患患者血清中 IgEのDerf2への結合は、いずれもモノクロ
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ーナル抗体 15EII、13A4でのみ阻筈され、 18G8、IB2、7CIOでは阻

害されなかったことから Derf2のIgEエピ卜ープは患者間で共通の

部位であり、 2カ所以上存在している可能性が示された。

Der f 2はダニ生体中での生理機能も立体構造も不明な蛋白

質である。本文中でも述べているように、Derf 2の立体構造に関す

る情報は、アミノ酸残基へ置換を導入したり、変異体から得られた

情報を解析するのに有益である。今回はDerf2の立体構造の情報が

ないととから、 s-s結合位置や欠失体の解析結果を基に、エピトー

プを形成するアミノ酸残基の特定を試み、その結果全 129残基のう

ち40残基を越えるアミノ酸への置換導入を行うこととなった。最近、

都臨床研との共同研究により NMRを用いた解析で、Derf 2の主鎖

構造についての立体構造が決定された。Derf2は、 CDスペクトルか

ら予想されていたとおりやシートの多い構造を示しており、ペプチ

ドマップを用いて決定した 3つのふS結合の存在も確認された。ま

だ、側鎖構造を含む詳細な構造決定には至っていないが、Derf 2の

立体構造に関する情報を基lzアレルゲン性を示す領域の解析が進む

ことが期待される。また、花粉由来のアレルゲン蛋白質 Amba 5， 

Ambt5、PhlP 2、プロフィリン等の立体構造も次々と明らかになっ

ているが、これらア レルゲン蛋白質の立体構造を比較することによ

って、アレルゲン性発現の機構が明らかにされることも期待される。

Der f 3についても、 IgEアレルゲン性解析を行う第一段階

として、 cDNAクローニング及び活性発現を試みた。 Derf 3はアレ

ルゲン性に関しては、Derf 2のように多くのアレルギー性疾患患者

に対して陽性反応を示すかどうか不明である。今回構築した活性発

現系を用いて精製度の高い Derf3蛋白質を作製し、抗原性について
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詳細に解析を行うことが望まれる。一方、Derf 3はセリンプロテア

ーゼとして興味深い蛋白質である。一般に 卜リプシン様のセリ ンプ

ロテアーゼでは前駆体蛋白質から成熟型へ構造変化をする際1:::除去

されるプロ配列の切断部位が、基質特異性の高い Arg-X、Lys-X と

いった配列であるのに対し、同線の基質特異性を示す トリプシン様

セリ ンプロテアーゼの Derf3は、切断部位の配列がThr-1I巴となって

いる。今回、プロ配列のC末端アミノ酸をThrから Argに置換した

変異体を GST融合蛋白質として大腸菌を用いて発現させることに

より、速やかに自己消化的にプロ配列を除去し活性型Derf3に変換

させることに成功した。ダニ虫体中における前駆体から成熟型への

変換には異なるプロテアーゼが関与している可能性もあり、生体内

での活性化機構、構造変化について、より詳細な研究が行われるこ

とが必要である。

ダニアレルゲンは、 IgE結合活性を指標に同定されてきた

蛋白質である。実際、これらダニアレルゲンと反応する IgEを持つ

アレルギー性疾患患者は多く、その場合、ダニアレルゲンとの接触

を減らすことで症状の改善が認められることもある。また、序章で

も述べたように、JgEとIgE受容体の結合阻害によってアレルギ一反

応を抑制するといった、 IgEを介したアレルギ一反応の制御に着目

した糠々な研究が報告されている。抗原ーIgE-IgE受容体の結合は、

多くのエフェクタ一分子、細胞が関わっているアレルギ一反応の中

で比較的制御が容易であると思われる。しかし、アレルギ一反応に

は、 思票結合型 IgEを発現し、IgE抗体を産生する B細胞や、アレル

ギー症状を促進するサイトカインIし4、11---5、lし6.1し10等を産生

する Th2型の T細胞、 MHCクラス 11を介してダニ抗原由来ペプチ

nv
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ドを提示し、 T細胞を活性化している抗原提示細胞など、様々な機

能細胞、分子が関わっている。従って、本研究では JgEを介した機

構に言及してダニアレルゲンのアレルゲン性解析を進めたが、アレ

ルギ一反応に関わるこれら細胞、分子について幅広く注意を払って

いくことが望まれる。
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