
岐阜大学・医学部附属病院・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３７０１

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

アレルギーワクチン開発を目的とした食物アレルゲンエピトープの網羅的解析手法の確立

Development of a comprehensive methods for analyzing food allergen epitopes with
 the aim of developing allergy vaccines.

５０３９７３３７研究者番号：

川本　典生（Kawamoto, Norio）

研究期間：

１９Ｋ０８２９６

年 月 日現在  ４   ６   ６

円     3,400,000

研究成果の概要（和文）：アレルギー疾患の抗原提示メカニズムを解明するために、抗原提示細胞から提示され
るアレルゲンペプチドを検出するリガンドーム解析を試みた。単球系白血病細胞株THP-1細胞より分化誘導した
樹状細胞、および、末梢血の単球由来樹状細胞をアレルゲンで刺激し、抗HLA-DR抗体を用いて共免疫沈降でMHC 
class II分子を取得し、抗原提示されてたペプチドをLC/MS解析で検出した。結果として、条件によりTHP-1より
誘導した樹状細胞や末梢血の単球由来樹状細胞から、複数のペプチドの配列が検出され、アレルゲン由来のペプ
チドである可能性が考えられた。今後、得られている配列の信頼性について更なる確認を行っていく。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of antigen presentation in allergic disease, we 
attempted ligandome analysis to detect allergen peptides presented on antigen-presenting cells. We 
differentiated monocyte cell line THP-1 cells into dendritic cells or antigen-presenting cells 
derived from peripheral blood mononuclear cells, stimulated them with allergens, and 
co-immunoprecipitated MHC class II molecules with the peptides using HLA-DR antibodies. Several 
peptides were detected in THP-1-derived or monocyte-derived dendritic cells depending on the 
conditions. These results suggest the possibility of allergen-derived peptides, though the 
reliability of the obtained peptide sequences needs further confirmation.

研究分野：小児アレルギー学・免疫学

キーワード： アレルゲン　ペプチド　抗原提示　エピトープ　食物アレルゲン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
この研究において、抗原提示細胞が抗原提示する場合に提示されるペプチドを直接検出する事を試みた。抗原提
示細胞をアレルゲンで刺激したところ、様々なペプチドが検出された。得られたデータの信頼性などにはまだ課
題があるものの、アレルギー疾患の中でLigandome解析を行う方法の基礎的な部分について様々な知見を得た。
今後さらに方法を改良して、微量のサンプルの中からアレルゲンペプチドを検出する方法を確立する事で、今後
抗原提示のメカニズムがさらに解明されるものと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
食物アレルギーの対応は、従来アレルゲンの除去が中心であったが、食物経口免疫療法により、
これは研究の一環ではあるが、積極的治療の選択肢ができてきている。しかし、経口免疫療法で
は、IgEを介して、アナフィラキシー等のアレルギー反応を引き起こすリスクがあり、安全な経
口免疫療法の開発が社会的に求められている。 
これまでに、IgEの反応性を低減させつつも、T細胞の反応性を残す条件で最適化した牛乳蛋
白質を加水分解した食品（抗原改変食品）を開発し、これによる経口免疫療法を実施してきた。
この方法では、IgE反応性が低減されていることにより、副作用は少なく、高い有効性を認める
ことが期待されている。この開発について、複数の論文をまとめて論文発表している。最終的に、
抗原改変カゼインを用いた経口免疫療法のパイロット研究では、13 人の参加者のうち 10 人が
抗原改変食品による免疫療法により症状誘発閾値が上昇した。この参加者のほとんどが牛乳の
アナフィラキシーを起こす症例であったが、今回の検討の中では漸増期に、すべての参加者でア
ナフィラキシーを起こさず、一定の安全性も示された。 

IgEは立体エピトープと連続エピトープとの両方を認識すると考えられるのに対して、T細胞
のMHC class II分子に提示されるのは連続エピトープのみであると考えられる。この認識機構
の違いがあるがために、適度に加水分解した食品は、立体構造を保った天然型の食品蛋白質と比
べて、IgEの反応による副作用が少ないものの、T細胞を刺激して免疫寛容を誘導するのではな
いかと考えられる。 
アレルギーワクチンの研究はさまざまなアレルゲンで行われてきており、吸入抗原などにおい
て、臨床応用に進みつつある一方、食物アレルゲンに関するアレルギーワクチンは研究段階であ
り、現時点ではほとんど実用化に至っていない。今後、さらに治療効率のよい、あるいは、有効
性の高いアレルギーワクチンの開発が求められており、その基盤となるメカニズムの研究が今
後のアレルギーワクチン開発にとって必要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
抗原提示細胞における抗原提示メカニズムの解析は、免疫・アレルギー領域の基礎的な知見と
して大変重要である。特に今後アレルギーを治すワクチンの開発などの分野で重要な意味を持
つと考えられる。組織適合抗原(HLA)上に提示された抗原ペプチドを LC/MSなどにより網羅的
に解析するMHC ligandome analysis（リガンドーム解析）は他の分野の研究として実際に行わ
れている。提示された抗原ペプチドを評価するリガンドーム解析の手法をアレルギー領域にも
導入し、抗原提示細胞により提示されるペプチドの情報を得る事で、抗原提示メカニズムに迫る
事を目的として今回の研究を行った。 
 
３．研究の方法 
１）ヒト単球系白血病細胞株 THP-1 を
PMAと IL-4存在下で4日間培養す
ることで樹状細胞様に分化させた
もの(THP-1 由来樹状細胞)を用い
た。LPS の刺激により成熟させた
上で、アレルゲン（牛乳カゼイン
など）を添加して培養した後、細
胞を回収してセルライセートを取
得した。また、MHC class II を発
現しない陰性コントロールとして
は HEK293 細胞を用いてアレルゲ
ンを添加する事で培養し、同様に
セルライセートを取得してその後の実験に供した。 
これらのセルライセートを抗 HLA-DR 抗体を結合した磁性ビーズで共免疫沈降を行い、さら
にペプチドの溶出を行った。溶出後のペプチドを文献上は遠心式限外濾過を行い、さらにレ
ジン充填ピペットチップを用いてペプチドの濃縮を行って LC/MS 解析に供しており、この
部分についても条件設定を試みた。 
得られたペプチドは、LC/MS 解析を行った。解析で得られた情報から、データベース検索を
行った上で、検出されたペプチドの同定を試みた。牛乳カゼインの解析には、「Database: 
uniplotbostaurus+bovine.fasta, Enzyme Name: No Enzyme」のデータベースを用いた。ま
た、共免疫沈降の確認のため、同じ条件で作成したサンプルの一部を抗 HLA-DR 抗体を用い
た Western Blot に供した。また、LC/MS 解析でも HLA-DR の検出を試みた。ヒト MHC class 
II(HLA-DR)の解析には「Database: 20200727_Uniprot_Human.fasta, Enzyme Name: Trypsin 
(full)」のデータベースを用いた。  

図１：実験手法の概要 



２）末梢血単核球分画(PBMCs)について、磁気ビーズを用いて CD14 陽性細胞（単球）と陰性細胞
に分離し、CD14 陽性細胞を IL-4 と GM-CSF で 5 日間刺激し、Monocyte-derived Dendritic 
Cells (mo-DCs)を得た。その後 LPS 存在下にカゼインにより刺激した。また CD14 陰性の細
胞分画には B 細胞など抗原提示能のある細胞が一部含まれていると考えられるため、CD14
陰性細胞をそのままカゼインで刺激して回収した。これらのサンプルを回収してセルライ
セートを採取し、MHC class II 抗体を結合した磁性ビーズで共免疫沈降を行い、さらにペ
プチドの溶出を行った上で、LC/MS により分析を行った。 

 
４．研究成果 
１）HEK293 細胞について(1)細胞破砕液の上
清、(2)ビーズと反応後の上清、(3)途中
の洗浄液 1、(4)途中の洗浄液 2、(5)溶出
液と、THP-1 由来樹状細胞について、(6)
細胞破砕液の上清、(7)ビーズと反応後
の上清、(8)途中の洗浄液 1、(9)途中の
洗浄液 2、(10)溶出液について、抗 HLA-
DR 抗体を用いて Western Blot を行った
（図２）。HEK293 細胞における溶出液で
ある(5)に抗 HLA-DR抗体と結合するバン
ドは見られなかったが、THP-1 由来樹状
細胞の溶出液である(10)においては、
HLA-DR 抗体が結合するバンドが検出さ
れた。一方で、抗原提示細胞に提示され
たペプチドに相当するバンドは、微量で
ある事が予想されており、この実験にお
いては確認できなかった。 
また、銀染色において同様の 10 種類の
サンプルについて検討を行うと、溶出後
のサンプルのうち HEK293 細胞からの溶
出液である(5)にはバンドがないが、
THP-1 由来樹状細胞においてはバンドが
確認され、HLA-DR が検出されていると考
えられた。（図３） 
また、この時の分析サンプルを、LC/MS で
の解析に供した所、THP-1 由来樹状細胞
からは、HLA-DR が検出された。一方で、
HEK293 細胞からは HLA-DR は LC/MS での
解析では検出されず、上記の結果が裏付
けられた。 
つづいて、このサンプルとその後の再検
分のサンプルをLC/MS分析に供したとこ
ろ、αS1カゼイン由来のペプチド X1が検
出されたが解析上 Confidence は Low で
あった。また、その時のクロマトグラム
を図４に示す。その後、天然型のカゼイ
ンやαカゼインで刺激をしたところ、天
然型のカゼインではペプチド X2が検出
され、αカゼインでは X2'や X3が検出さ
れた。その後も、条件を変えながら測定
を続けており、αS1カゼインやβカゼイ
ン由来のペプチドが複数検出されてい
るがいずれも Confidence が Low であるなどしており、再現性などの改良のため更なる条件
設定をすすめている。一方で、大腸菌で合成した 20 アミノ酸からなるペプチドを、同様の
LC/MS 解析に供したところ、そのペプチドの配列は検出されたが、Confidence は Low であっ
たため、その意味についてさらに検討を進めている。 
２）末梢血単核球分画(PBMCs)から、CD14 陽性細胞(陽性率 90%以上)を分取し、mo-DC の分化誘
導に供した。その後カゼインで刺激し、mo-DC のセルライセートについて HLA-DR 抗体を用
いて共免疫沈降を行い、LC/MS 解析に供した。αS1カゼイン由来のペプチド X4とβカゼイン
由来のペプチド X5が検出された。いずれも Confidence は Low であった。また、PBMCs の CD14
陰性分画についても HLA-DR 抗体を用いて共免疫沈降を行い、LC/MS 解析に供したところ、
αS1カゼイン由来のペプチド X6とβカゼイン由来のペプチド X7が検出された。いずれも
Confidence は Low であった。  

図２：HLA-DR 抗体を用いた Western Blot 

図３：銀染色 
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図４：ペプチド X1検出時のクロマトグラム 



今後これらの実験について、細胞種を変更したり試薬や検出の条件を変更したりすることで、今
得られている情報が真のペプチドを示しているものかどうかについて更なる検証をすすめてい
く。特に Ligandome 解析の元々の方法では、腫瘍細胞などを用いて比較的大きい規模の実験を行
っている。今回の研究では、得られるサンプル量が少ない事から、条件を変更して行っている点
があるため、それらの点ついてさらに条件を変えて安定した実験条件を得る事ができるように
調整をすすめていく。 
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