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研究成果の概要： 

ピーナッツ主要アレルゲンである Ara h 1、および、Ara h 3 について、cDNA のクローニング、

組換えタンパク質の発現と精製を行い、Ara h 1 については X 線結晶構造解析に供し得る単結

晶の調製に成功した。Spring-8 放射光施設において取得した 2.8Åまでの X 線回折データより、

Ara h 1 結晶の空間群を C2、a=165.899Å, b=89.263Å, c=160.036Å, =90°, =109.046°, 

=90°と決定し、ダイズ 7S グロブリン-サブユニットの立体構造をサーチモデルとした分子

置換法により初期位相を決定した。 
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１．研究開始当初の背景 

食品タンパク質が誘起するアレルギーの中
で、ピーナッツアレルギーは特に重篤な症状
を引き起こすことが知られている。ピーナッ
ツアレルギーの主要なアレルゲンとして、
Ara h 1、Ara h 2、Ara h 3 という３種のタ
ンパク質が同定されており、これら３種のア
レルゲンは各々、種子貯蔵タンパク質である
7Sグロブリン、2Sアルブミン、11S グロブリ
ンに分類される。Ara h 1 と Ara h 3 がアレ
ルゲンとなり重篤なアレルギー症状を誘起

するにもかかわらず、同じタンパク質ファミ
リーに属し、極めて類似した構造を有する他
のマメ科植物由来の 7S、11S グロブリンはア
レルギー反応に寄与しないか、或いは軽度の
アレルギー症状を誘起するのみである。この
ようなアレルギー反応の軽重は、アレルゲン
のアミノ酸配列及び立体構造に起因してい
ると考えられている。しかし、Ara h 1 と Ara 
h 3 のエピトープに関しては詳細な解析がな
され、エピトープ部位のアミノ酸配列数箇所
が明らかにされているものの、立体構造と抗
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原性の関係については全く未解明であり、両
アレルゲンの立体構造解析が望まれている。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、ピーナッツアレルゲン Ara h 1
と Ara h 3 の立体構造を明らかとし、非アレ
ルゲン性及び低アレルゲン性 7S グロブリン
及び11Sグロブリンの立体構造と詳細に比較
検討する。本申請研究において、重度のアレ
ルゲン性を規定するタンパク質の構造要因
が明らかになると考えられる。ここで得られ
る知見は低アレルゲン食品の開発或いは低
アレルゲン化を可能とする食品加工法の開
発に寄与すると期待できる。 
 

 

３．研究の方法 

(1)Ara h 1, Ara h 3 cDNA のクローニング 

Ara h 1, Ara h 3 はそれぞれ種子貯蔵タンパ
ク質 7S グロブリン、11S グロブリンファミ
リーに属しており、いずれも複数遺伝子から
なるファミリーを構成しているため、種子よ
り単一の Ara h 1、Ara h 3 を調製することは
困難であると考えられる。したがって、本研
究では組換え型 Ara h 1, Ara h 3 を調製し、
結晶化を試みた。すなわち、登熟期のピーナ
ッツ種子より RNA を抽出し、Ara h 1 と
Ara h 3 各々に特異的なプライマーを設計
し、RT-PCR 法により cDNA の単離を行っ
た。 
 
(2)組換え型 Ara h 1, Ara h 3 発現系の構
築 
①Ara h 1 発現系の調製 
 Ara h 1 の成熟領域をコードする cDNA
を大腸菌発現プラスミド pET21d の NcoI
サイト、BamHI サイト間にクローニング
した。塩基配列の確認後、本発現プラスミ
ドを発現用宿主 BL21(DE3)に導入し、LB
培地 37℃にて培養後 IPTG による発現誘
導を行った。発現誘導後、菌体を超音波破
砕し、発現タンパク質を SDS-PAGE によ
り確認した。 
また、Ara h 1 には、N-末端、C-末端領

域に立体構造形成、多量体形成に関与が薄
いと考えられるエクステンション領域が存
在する。結晶化を容易にするため、これら
の領域を欠失させた組換え型 Ara h 1 タン
パク質（以下 Ara h 1_core）の発現系も併
せて調製した。 
 
②Ara h 3 発現系の調製 
 Ara h 3 についても、Ara h 1 と同様、発
現プラスミド pET21dによる組換えタンパ
ク質発現系を調製した。更に、Ara h 3 に
関しては、発現条件の最適化を行うため、
以下の発現プラスミドにおいて、発現条件

の検討を行った。pCold（コールドショッ
ク発現系）、 pGEX（GST 融合タンパク質
発現系）, pMAL（マルトース結合タンパク
質との融合タンパク質発現系）。pCold, 
pGEX, pMALによるAra h 3発現プラスミ
ドは大腸菌株、BL21, HMS174, DH5a, 
Origami, Rosetta などに導入し、目的タン
パク質の発現と溶解性を確認した。 
 
(3)組換え型 Ara h 1, Ara h 3 の精製 
①組換え型 Ara h 1、Ara h 1_core の精製 
 発現プラスミド pET_Ara h 1 を導入し
た発現用宿主 BL21(DE3)を LB 培地にて、
OD600=0.6 付近まで 37℃にて培養し、氷上
にて 20 分間冷却後、IPTG を添加し、20℃
にて 24 時間培養した。菌体を超音波破砕
したのち、上清に 40%飽和となるよう硫酸
アンモニウムを添加し、遠心分離により沈
澱を取り除いたのち、上清をブチルトヨパ
ールによる疎水性カラムクロマトグラフィ
ーにより精製した。更に組換え型 Ara h 1
を含む画分を収集し、Q-セファロースカラ
ムによる陰イオン交換クロマトグラフィー
に よ り 精 製 し た 。 最 後 に Superdex 
-200pg カラムによるゲル濾過を行い、精製
と多量体形成能の確認を行った。Ara h 
1_core の発現と精製も同様の手順にて行
った。 
 
②組換え型 Ara h 3 の精製 
 発現プラスミド pMAL_Ara h 3 は発現
用宿主大腸菌 Rosetta に導入し、37℃での
前培養後、IPTG 誘導を行い、20℃で 24
時間培養後、発現タンパク質の溶解性を確
認した。本発現系は、目的タンパク質をマ
ルトース結合タンパク質との融合タンパク
質として発現させるため、タンパク質の精
製にはアミロースレジン（NEB）を用いた。
精製方法は添付のマニュアルに従った。 
 
(4)Ara h 1, Ara h 1_core の結晶化 
 Ara h 1, Ara h 1_core の精製試料を 15 
mg/ml に濃縮し、市販のスクリーニングキ
ット（’Crystal Screen’ Hampton research
社製、’Wizard’ B-Bridge 社製）を用いたス
パースマトリックス法による結晶化条件の
スクリーニングを行った。 
 
(5) X 線回折データ収集 

Ara h 1_core 結晶について、液体窒素低
温条件下におけるクライオプロテクタント
の検討は、M18XHF(MacScience) を Cu 
K X 線発生源とし、マルチワイアーエリ
アディテクター(Bruker)を検出器として行
った。更に、 Spring-8 放射光施設の
BL-38B1 にて高分解能のデータ収集を行
った。回折データのプロセスには解析ソフ



 

 

トウェア HKL2000 を用いた。Ara h 
1_coreの初期位相はCCP4インターフェイ
ス中の分子置換プログラム MOLREP を用
いた分子置換法により決定した。立体構造
の精密化は REFMAC5 プログラム、グラ
フィック上での分子モデル構築には、
Coot6.01 を用いた。 

 
 

４．研究成果 
(1)組換え型 Ara h 1, Ara h 3 の発現と精製 

 組換え型 Ara h 1、Ara h 1_core は、大腸
菌 BL21（DE3）株を発現用宿主とした pET シ
ステムにより調製した。Ara h 1、Ara h 1_core
とも疎水性カラムクロマトグラフィー、陰イ
オン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロ
マトグラフィーによりほぼ単一に精製し（図
１）、天然型 Ara h 1と同様に３量体構造を
形成していることが確認された。 
 組換え型 Ara h 3 について、pET システム
発現系においては発現用宿主大腸菌株の種
類によらず目的タンパク質の発現が認めら
れなかった。他のプロモータを用いた発現系
である、pCold, pGEX, pMAL での発現を試み
たところ、各々Rosetta 株を発現用宿主とし
た系において組換え型 Ara h 3 の発現が認め
られた。Ara h 3 の cDNA 内において、大腸菌
におけるレアコドンである AGA（アルギニン）
AGG（アルギニン）などが頻出することが、
通常の発現用宿主での発現が困難であった
原因であると考えられる。このうち、pCold, 
pGEX発現系を用いた場合はRosetta株を宿主
とした場合、発現が見られたものの、培養条
件によらず、大腸菌体内で封入体を形成し不
溶性となった。一方、マルトース結合タンパ
ク質との融合タンパク質として発現を試み
た場合のみ、目的タンパク質 Ara h 3 は可溶
性画分での発現が可能であったため、以後の
精製を試みた。本発現系（pMAL 発現系）にお
いて、Ara h 3 はマルトース結合タンパク質
との融合タンパク質調製されることから、マ
ルトース結合タンパク質との親和性をもつ
「アミロースレジン」により融合タンパク質
をほぼ単一に精製した。 

 
 
 
（図１） 

         精製後の Ara h 1_core          
         の SDS-PAGE 
 
 
 
 
 
 
 

(2)Ara h 1, Ara h 1_core の結晶化 
 Ara h 1全長に関しては、種々の結晶化条件
スクリーニング法を試みたものの、X線結晶
構造解析に供し得る単結晶を得ることがで
きなかった。一方、N-末端と C-末端領域に存
在するエクステンション領域を欠失させた
変異体 Ara h 1_coreについては、0.1 M ク
エン酸緩衝液 pH 5.6、0.1 M NaCl、15% PEG400
を母液とした条件において、良好な結晶が得
られた（図２）。また、0.1M Tris-HCl pH 8.5, 
0.1 M クエン酸三ナトリウム、12-15% 
PEG1000 を母液として用いた条件においても
単結晶の析出を得た。 
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(b) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ 組換え型 Ara h 1_core 結晶 
 
 
(3)X 線回折データの収集と空間群の決定
（Ara h 1_core 結晶） 
 Spring-8(BL38B1)における Ara h 1_core
結晶のデータ収集は、PEG400 を沈殿剤とした
図３(a)の結晶を用い、液体窒素低温下にお
いて、30%グリセロールを凍結保護剤として
行った。2.8Åまでのデータを収集し、空間
群 C2、格子定数 a=165.899Å, b=89.263Å, 
c=160.036Å, =90°, =109.046°, =90°
と決定した。データ収集に関する統計値を表
１に示す。この結晶の非対称単位中にはAra h 
1_core の三量体が二つ（6サブユニット）含
まれており、水分含量 Vsol=37.9%、Matthews
係数 VM=1.98 Å

3/Da であった。 
 
(4)Ara h 1_core の分子置換法による構造解
析 



 

 

 Ara h 1 と同様 7Sグロブリンファミリーに
属するダイズ-コングリシニンサブユニッ
トの立体構造をサーチモデルとした分子置
換を行い、Ara h 1_core 回折データの初期位
相を決定した。立体構造モデルの精密化途上
であり、現在の精密化統計値はR因子は0.244
（Rfree =0.364）となっている。 
 現在、詳細な立体構造解析を可能とするた
め、更なる高分解能データの取得を目指した
結晶の再調製と、現時点でのデータセットに
よる構造の精密化を進めている。 
 
Space group C2 
Lattice parameters 
(Å) 

a=165.899Å, 
b=89.263Å, 
c=160.036Å 

Wave length (Å) 0.9 
Resolution overall 
(ov) (Å) 

50-2.8 

Resolution highest 
shell (hs) (Å) 

2.9-2.8 

No. unique 
reflections 

50400 

Completeness 
(ov/hs) (%) 

94.7/72.2 

Data redundancy 
(ov/hs) 

3.7/3.4 

Rmerge (I) (ov/hs) 0.048/0.276 
<I/s (I)> 10.5 
 
（表１）Ara h 1_core のデータ収集に関する
統計値 
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