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研究成果の概要： 
 
 ダニアレルゲン Der f 2 は、立体構造が類似している先天性免疫分子 MD-2 と同様に、リポ
多糖を結合することが、核磁気共鳴法やゲルろ過、蛍光測定などによって示された。化学シフ
ト摂動法などの結果から、Der f 2 は 2 枚の大きなβシートの間でリポ多糖の疎水部位（ヒッポ）
を捉え、MD-2-リポ多糖複合体に似た構造を作ることが示唆された。これらの結果は、Der f 2
が MD-2の代わりに先天性免疫系を活性化することでアレルゲン性を獲得したとする考えと合
致する。  
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１．研究開始当初の背景 

ヒッポ仮説とは、有名な危険モデル（免

疫系は非自己に反応するというより、む

しろ宿主の損傷に関連する事物に反応し

ているとする説）に続いてMatzinger博士

らが2004年に提唱した仮説であり、その

危険シグナルの進化的由来は露出したヒ

ッポ（HYdroPhobic POrtion＝疎水部）で

ある、とする説である。このヒッポ仮説

は医学的に重要ないくつかの示唆を含ん

でいるが、論文中で最初に言及されたも

のがアレルギーの原因に関する示唆であ

った。 

アレルギーを引き起こす蛋白質をアレ

ルゲン蛋白質、または単にアレルゲンと

呼ぶ。花粉やハウスダスト、食物などは、

それぞれ多種多様な蛋白質が含んでいる

が、なぜ一部の蛋白質だけが強いアレル
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ゲン性を示すのかは、今も不明である。

このため、例えば遺伝子組換え作物のア

レルゲン性は長期予測が難しく、問題と

なっている。 

研究開始以前から研究代表者らは、こ

の「なぜアレルゲンがアレルゲンになる

のか？」という古くからの問題について

２点を検討していた。まずアレルゲンに

は生体防御、つまりそれぞれの生物が微

生物などから体を守るしくみに関わる蛋

白質が多い。次に、動植物のアレルゲン

の大多数は、脂質結合性蛋白質またはそ

の類縁蛋白質である（図）。 

ヒッポ仮説はまさにこれと同じ点を指

摘している。しかしヒッポ仮説も研究代

表者らも、この３者関係の背後にある具

体的な因果関係、特にヒト体内で各種の

アレルゲンがどのような分子と相互作用

をしているのかについてはほとんど迫れ

ていなかった。またこれらの説で前提と

されている緩いながらも十分な特異性は

理学的に大きな関心がもたれるが、これ

もどのように実現されているのか全くわ

かっていなかった。 

研究代表者らは世界に先駆けて明らか

にしたダニアレルゲンDer f 2の立体構造

をきっかけに、Der f 2が細菌表面に結合

することを見出していた。その後様々な

知見が現れ、Der f 2は新しい分類群、ML

蛋白質スーパーファミリーにまとめられ

た。この分類群は先天性免疫に関わる脂

質結合蛋白質として提案されており、分

類群を代表するのが、哺乳動物において

細菌に特徴的なリポ多糖のリピドＡ部分

を認識して免疫の発動を強力に左右する

MD-2である。つまりDer f 2は、上図の３

者関係を象徴する存在になりつつあった。 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究は、ダニアレルゲン Der f 2 と

先天性免疫に関わるリピドＡ認識分子

MD-2蛋白質に関する総合的な知見を得る

ことで、生体分子におけるアレルゲン

性・生体防御との関連性・脂質結合性の

３者の因果関係を探り、アレルゲン性の

構造生物化学的基盤を構築することを目

的とした。具体的には、Der f 2 と脂質

リガンド（未知）の複合体構造と、MD-2

とリピドＡの複合体構造の２つを、詳細

に比較することで、Der f 2 がどのよう

な脂質群を結合するのか、また２つの ML

蛋白質が脂質群をどのように結合するの

かを明らかにしたいと考えていた。 
 
 
３．研究の方法 

核磁気共鳴法（ＮＭＲ）については、

九州大学の共通施設である Bruker 社の

600MHz・700MHz（クライオプローブ装備）

ＮＭＲ装置を利用し、1H-13C HSQC や
1H-15N HSQC などの２次元スペクトルや

HNCO などの蛋白質用標準３次元スペク

トルを測定し、精製タグ付き Der f 2

に結合した 13C, 15N 標識リガンド、特に

アミノ糖誘導体の化学構造を解析する

とともに、化学シフト摂動法によりリガ

ンド結合部位を解析した。 

Ｘ線結晶解析については、やはり九州

大学の共通施設である Robbins 社の結

晶化微量スクリーニング装置 Hydra を

用いて結晶化を行った後、Bruker 社 CCD

搭載型Ｘ線回折装置や、放射光施設であ

る SPring-8 を利用して回折データを収

集した。 

ゲルろ過による解析では GE 

Healthcare 社の superdex75 を用い、リ

ポ多糖の有無による Der f 2 の流出位置

の変化を調べた。蛍光測定では、

Molecular Devices の Spectra MAX 

GEMINI EM を用い、励起光波長 290nm、

発光波長 324nm で、リポ多糖の濃度に伴

う蛍光強度の減少を調べた。 

 

 

４．研究成果 

ダニアレルゲンDer f 2の脂質リガン

ドの同定については、ＮＭＲを中心にし

た各種の方法によって進められた。まず

、大腸菌破砕物中から脂質リガンドを同

定する試みについては、炭素13と窒素15

アレルゲン性

生体防御
に関与

脂質結合性

？？

？
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で標識した破砕物を精製タグ付きDer f 

2と混合した後にタグ精製された試料を

用いて各種三重共鳴ＮＭＲを測定した

ところ、Der f 2に結合した大腸菌由来

のシグナルの多くが（→4 GlcNAc 1→3 

Fuc4NAc 1→4 ManNAcA 1→）という三

糖の繰り返し構造に合致することがわ

かった。しかしこれは環状型の腸内細菌

共通抗原にあたり、一般にNMR試料でよ

く見られる混入物として近年報告があ

ったものであった。この成分は複合体の

精製を進めることで除去され、再びＮＭ

Ｒスペクトルを測定することで、大腸菌

破砕物中のリガンドはリポ多糖と共通

の特徴を持つ糖脂質であることがわか

った。 

そこで市販のリポ多糖がDer f 2と結

合するかどうかを、種々の方法で共同研

究により検討した。まずリポ多糖をDer f 

2と混合するとゲルろ過クロマトグラフ

ィーの流出パターンが変化することが

わかった。またDer f 2の唯一のトリプ

トファン残基Trp-92の蛍光強度もリポ

多糖の添加により変化することがわか

った。この解析を進め、数十nMの解離定

数を持つ十分強い結合であること、１対

１の結合であることがわかった。 

それに加え、海外からDer p 2はリポ

多糖だけでなく先天性免疫レセプター

Toll-like receptor 4 (TLR4)と結合し

MD-2の代わりにリポ多糖のシグナルを

伝達しうることが報告され、Der f 2 に

関して本研究で提唱した仮説、つまり

Der f 2が脂質を結合して先天性免疫に

影響すること、それがアレルゲン性の由

来になりうることが実証された。 

リポ多糖との結合がわかったので、

Der f 2の脂質との相互作用様式を知る

目的で、Der f 2とリピドＡの混合物の

結晶化を行ったところ、Der f 2単体試

料では結晶化しない多数の溶液条件で

結晶が得られた。1.5オングストローム

を超える分解能を持つ結晶が得られて

おり、分子置換法によって解析を試みた

が、回折データの質がまだ不十分である

ため、現在結晶化条件の最適化を進めた

。しかし、結晶の質は改善できたが、実

験的な位相情報は得られず、最終構造を

得ることができなかった。 

その代わりにＮＭＲの化学シフト摂

動法を進め、リポ多糖の結合様式を詳細

に調べた。その結果、Der f 2は２枚の

βシートの間の疎水的なポケットを開

き、リポ多糖のリピドＡの脂肪酸部分を

取り込んで結合することが明らかにな

った。つまりDer f 2はリポ多糖のヒッ

ポを認識することがわかった。 

MD-2のリピドＡ複合体については、大

量発現と精製を進めていたが、海外のグ

ループでTLR4・MD-2・リポ多糖の三者複

合体の二量体の結晶構造が得られ、リポ

多糖のリピドＡ部分の脂肪酸はMD-2の

構造を変えることなく６本ともタンパ

ク質内部の疎水的空間に納まっていた。

上記の化学シフト摂動法などの結果か

ら考えて、Der f 2・リポ多糖複合体は

MD-2・リポ多糖複合体と同様のTLR4結合

部位を形成できると考えられ、三者複合

体の二量体をよく似た形に作ること（つ

まり構造的な分子擬態）でリポ多糖のシ

グナルを伝達しうると考えられる。 

今後は他のアレルゲンに関しても同

様の仮説を裏付ける生化学的・構造生物

学的知見の有無を検討していく必要が

ある。 
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