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研究成果の概要（和文）：本研究ではアレルギー症状の誘発を極力抑えた免疫療法剤を開発する上で必要な動物
モデル・蛋白質・ペプチド実験を構築することを主眼に置いて実施した。その結果、人の発症機序を模倣した動
物モデルを構築し、魚アレルギー抑制試験の指標となる各種試験をほぼ確立した。ペプチド合成については本研
究では実施できなかったが、9種の魚リコンビナント蛋白質の作製に成功し、マウスIgEに対する反応性を評価で
きた。以上より、アレルギー抑制試験を実施するための試験系の確立に成功し、今後、特定された抗原由来のペ
プチドを合成し最適な免疫療法剤を創製する。

研究成果の概要（英文）：In this study, it was carried out mainly by constructing animal model, 
protein and peptide experiment which was necessary for the development of the immunotherapeutic 
agent which suppresses allergic symptoms as much as possible.  As the result, the animal model which
 is similar to the pathophysiologic mechanism of the human was constructed, and various tests which 
became an index of the inhibition research for fish allergy were almost established. Although 
peptide synthesis could not be performed in this study, nine fish recombinant proteins were 
successfully generated and their reactivity to mouse IgE was confirmed. Thus, we succeeded in 
establishing a test system for conducting an allergy suppression test, and in the future, we will 
synthesize peptides derived from identified antigens and create an optimal immunotherapeutic agent.

研究分野： 食物アレルギー

キーワード： アレルゲン免疫療法　低アレルゲン化　魚アレルギー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
アレルギー症状の誘発を極力抑え、かつ効率的な寛容状態へ誘導させる免疫療法を確立させることにより、患者
のリスク低減や患者QOL向上につながる。また、免疫療法を実施する医療従事者への医療現場での負担軽減にも
寄与すると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
1) 魚アレルギーと治療の現状 
魚は、成人食物アレルギーにおける新規発症例で上位を占める食物であり[1]、IgE 関連アレ

ルギーを引き起こす。一般的な症状は経口摂取による全身蕁麻疹で、時にアナフィラキシーな
どの重篤な症状に陥る。また近年、寿司職人など鮮魚を扱った特殊な環境下での職業性アレル
ギーが複数例報告され、これらは経皮感作によって発症したものと考えられ、感作経路の複雑
さがうかがえる[2]。 
魚アレルギーの主要アレルゲンはパルブアルブミンやコラーゲンであり、様々な魚種間で広

く保存されている[3]。そのため、ある魚種にて感作が成立した場合、アレルギー患者の約半数
が他魚種と交差するため、発症後は全ての魚種を避ける必要がある[4]。重症患者に対する現在
の治療・対策は、エピネフリン投与と食物摂取の回避指導のみであり、アレルギーを根治する
新規治療法の誕生が望まれている。 
 
2) アレルギー免疫療法の研究 
以上の背景より、生体内の免疫反応を修飾するアレルギー免疫療法研究が精力的に行われて

いる。当手法のポイントは、生物・食品の粗抽出物や精製アレルゲンを生体内に投与して免疫
寛容を誘導させることであり、今までに様々なアレルゲンにて効果が実証されている[5]。しか
し、天然物、もしくは天然に近い成分を用いた場合、それらに IgE 結合部位（IgE エピトープ）
が存在するため、アナフィラキシーを誘発するリスクを伴う。 
 
3) ペプチド免疫療法 
近年、アレルゲンを貪食した抗原提示細胞と T細胞間のシグナリングに着目した画期的な治

療研究が行われている。つまり、抗原提示細胞上の MHC クラス IIに提示されたペプチドを免疫
寛容誘導剤として利用する手法である。最大の特徴は、提示されたペプチドの中に潜む IgE エ
ピトープペプチドを排除でき、理論上、アナフィラキシーを誘発しない免疫寛容剤が開発でき
る点にある。その高い安全性・有効性ゆえに多くの期待が寄せられているが、食物アレルギー
においては鶏卵[6]、牛乳[7]、ヘーゼルナッツ[8]、ピーナッツ[9]などの食材についてのみ報
告例がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では世界中で食されている魚類のアレルギーに主眼を置き、アナフィラキシーを誘発

しない免疫療法剤の創製を目的とする。なお、本研究ではペプチドを用いた研究を実施予定で
あったが、実験の進捗具合を鑑みて到達できないと判断し、魚アレルゲンコンポーネントの作
製法の確立と IgE 反応性評価を本研究内で実施しその旨記載する。具体的な実験項目として、
①動物モデル構築（粗抽出物の最適化、感作経路、試験項目、試験条件）、②蛋白質発現系の構
築、③マウス血清を用いたアレルゲンの特定、を遂行し、魚アレルギーの根治を目指した基盤
的研究を展開する。 
 
３．研究の方法 
1) 魚粗抽出物の検討・作製 
今回、魚アレルギーモデルマウスを作製するために、銀鮭（Oncorhynchus kisutch）を選択

し た 。 銀 鮭 は 魚 ア レ ル ギ ー の 中 で 発 症 の 割 合 が 高 く 、 か つ 、 NCBI
（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）や Uniprot（https://www.uniprot.org/）における遺伝子
登録数が多いことが特徴的な魚種である。粗抽出物については、生魚身、加熱魚身、コラーゲ
ン画分の 3種とし、それぞれ以下のように作製した。生魚身：生魚 100 g に対し氷冷した超純
水 500mL を添加し、ホモジェナイザーにて 15 分間氷上で破砕した。次に、破砕した溶液をガー
ゼでろ過して水溶液を回収した。その後、1,000×g、4℃、10 分間遠心し、得られた上清溶液
を凍結乾燥した。加熱魚身：生魚 100 g に対し 95 度 30 分加熱処理した。その後、氷冷した超
純水 500mL を添加し、ホモジェナイザーにて 15分間氷上で破砕した。次に、破砕した溶液をガ
ーゼでろ過して水溶液を回収した。その後、1,000×g、4℃、10 分間遠心し、得られた上清溶
液を凍結乾燥した。コラーゲン画分：Hamada らの文献を参照してコラーゲンを抽出した[10]。
加熱魚身と同手法により水溶性部分を回収した。その後、15,000×g、4℃、15 分間遠心し、得
られた上清溶液を凍結乾燥した。 
 
2) 質量分析装置による蛋白質の特定 
電気泳動で分離した蛋白質を PVDF 膜へ転写した。DB71（SIGMA）により蛋白質を染色し、該

当バンドを切り出し、消化酵素溶液（Lys-C、WAKO）を添加して 37 度１時間消化した。その後、
溶液をスピードバックで乾燥させ、0.1%ギ酸溶液を添加し、TripleTOF®6600（ABSCIEX）で測定、
ProteinPilotTMソフトで解析（ABSCIEX）し、蛋白質を特定した。 
 
3) 感作試験の検討 
 本感作試験を実施する前に、粗抽出物と感作経路の最適な組み合わせの検討を先に実施した。
感作経路については、全身感作モデルとして古くから用いられている腹腔内感作と、摂取食物



からの感作および生魚との接触による感作を鑑みた経皮感作を採用した。これら感作経路に対
し、「魚粗抽出物の作製」の項にて作製した 3種の粗抽出物を用いて感作試験を実施した。その
結果、腹腔内感作においては加熱魚身とコラーゲン画分に対して効率的な感作が認められた。
一方で、経皮感作においては生魚身とコラーゲン画分に対して効率的な感作が認められた。以
上より、当試験では 3種の粗抽出物の中から、効率的にそれぞれの感作が成立した 2種を用い
て以下の試験を実施した。 
腹腔内感作モデル：加熱魚身、およびコラーゲン画分を抗原として用いた。50 μg/0.5 mL/

匹となるように水酸化アルミニウムゲルと共に PBS に懸濁させた。これらの粗抽出物溶液を 0
日目および 12日目に BALB/c マウスの腹腔内に投与し、22日目にマウスを屠殺し血液と脾臓細
胞を採取した。 
経皮感作モデル：抗原として、コラーゲン画分および生魚身粗抽出物溶液を用いて 100 μ

g/20 μL/匹となるように PBS に溶解させた。これらの粗抽出物溶液をフィンチャンバーに滴下
し、マウス背部皮膚に貼付する操作を、週 1回計 4回繰り返し実施した。フィンチャンバーの
最終貼付 1週間後にウスを屠殺し血液と脾臓細胞を採取した。 
 
4) 血清中総 IgE 値・脾臓細胞を用いた IL-13 産生量の測定 
感作前および感作後に血清を回収し、血清中総 IgE 値を ELISA にて測定した。 
脾臓を採取した後、96穴プレートに脾細胞を播種し、粗抽出物溶液および concanavalin A (以

下、Con A) で脾細胞を刺激した。粗抽出物溶液の添加濃度については終濃度が 100 μg/mL と
なるように、また、Con A は終濃度が 5 μg/mL となるようにそれぞれ添加した。粗抽出物溶液
添加 72時間後に脾細胞培養上清を回収し、IL-13 産生量を ELISA にて測定した。 
 
5) 大腸菌を用いた蛋白質作製 
各種抗原遺伝子は人工遺伝子作製サービス、GeneArtTM（Thermo Fisher Scientific）により

作製した。抗原の C末端側にヒスチジンタグが融合された抗原遺伝子をシームレスクローニン
グ法により大腸菌発現用ベクター（pET-21a(+),Merck Millipore-Novagen）に挿入した。 
作製したプラスミドベクターを大腸菌に加え形質転換し、抗生物質を含む LB寒天培地にて培

養した。翌日、抗生物質を含む LB培地へ植菌し 37℃で培養し、濁度（OD600）が 0.6 を超えた
ら isopropyl β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)（FUJIFILM）を加え発現誘導を行い、さら
に室温で一晩培養した。培養した菌体は遠心操作により回収した。次に、菌体を超音波破砕し、
遠心した上清を菌体抽出液とした。回収した菌体抽出液より、Ni-NTA agarose（FUJIFILM）を
用いて目的蛋白質を精製し回収した。 
 
6) マウス血清を用いた各種蛋白質の ELISA 
炭酸bufferで希釈された2 μg/mL蛋白質をELISAプレートへ一晩4℃で静置し固相化した。

翌日、洗浄後、Pierce Protein Free (Thermo Fisher Scientific)で 1時間室温ブロッキング
を行った。血清は各群６匹のマウス血清を混和させたプール血清を用いた。洗浄後、Can Get 
Signal 1（TOYOBO）で希釈した 5％マウス血清を添加して 1 時間室温で振とうして反応した。
洗浄後、Can Get Signal 2（TOYOBO）で希釈したビオチン化ヤギ抗マウス IgE 抗体（1:4,000、
Bio-Rad）を添加して 1 時間室温で振とうして反応した。洗浄後、PBS-T（0.05%）で希釈した
HRP 標識ストレプトアビジン（1:2,500、Dako）を添加して 1 時間室温で振とうして反応した。
洗浄後、TMB 試薬（Thermo Fisher Scientific）を添加して 15 分間室温で振とうして発色後、
2Nの H2SO4溶液で反応停止し、EnSpireTM（Bio-Rad）にて 450nm で測定した。 
 
４．研究成果 
1) 魚粗抽出物の作製 
銀鮭の生魚身、加熱魚身、コラーゲン画分の

3 抽出物を電気泳動し質量分析装置により特定
した結果を図 1に示す。銀鮭の生魚身、加熱魚
身両抽出物の低分子量域から約 110kDa までの
蛋 白 質 は parvalbumin 、 GAPDH 、
fructose-bisphosphate aldolase A、enolase、
αactinin-3 が同定された。一方で、110kDa 以
上の領域において、生魚身では myosin heavy 
chain が、また加熱魚身では collagen がそれぞ
れ同定された。これら調製した生魚身、加熱魚
身の粗抽出物は実際の生魚身や加熱魚身に含ま
れる蛋白質の含有数や量と比べて非常に近似し
た組成であった。アレルギー症例の中には複数
のコンポーネントに感作されて発症する症例が
いるため[11]、このように実際に含まれる蛋白
質組成の粗抽出物を用いたモデル動物作製は極
めて重要である。 



加熱魚身の中でも特に、コラーゲン感作による魚アレルギー発症が近年報告されており、コ
ラーゲン分子の重要性が再認識されている。そこで、Hamada らが確立した魚身からのコラーゲ
ン単離方法[10]を参考とし、加熱魚身から得られるコラーゲン画分を 3つ目の粗抽出物として
作製した。その結果、若干のパルブアルブミンの混入は確認されたものの、精製度の高いコラ
ーゲンを抽出することに成功した。 
 
2) 魚粗抽出物を用いた感作性試験・総 IgE・IL-13 の結果 
腹腔内感作においてコラーゲン画分

と加熱魚身の粗抽出物溶液を用いた結
果、両抽出物において血清中総 IgE 値が
上昇し、特にコラーゲン感作群が最も高
値であった（図 2）。一方、経皮感作にお
いてコラーゲン画分と生魚身の粗抽出
物を用いた結果、生魚身感作群の総 IgE
値が上昇した結果となった。脾細胞によ
る IL-13 産生量を測定した結果、感作に
用いた粗抽出物溶液でそれぞれ脾細胞
を再刺激した際に増加傾向を示したが、
有意な差は得られなかった(図 3)。 
以上の結果をまとめると、腹腔内感作

と経皮感作の違いにより反応抗原の種
類が異なる可能性が示唆された。IL-13
については、感作試験の際に採用した粗
抽出物で脾細胞を再刺激することで応
答が確認され、試験系が機能しているこ
とが示唆された。今回の実験結果の中で、
生魚身で経皮感作させたマウスの作成
に成功しているが、これは、寿司職人な
ど鮮魚を扱う業務に従事している中で、
生魚身を素手で接触することで繰り返
し抗原に暴露されて発症する感作機序
に近似したモデルを作成できたことが
示唆され、機序解明や治療薬創製に役立
つモデルである。 
 
3) 原核生物を用いた蛋白質発現系の構築 
原核生物発現系により銀鮭由来リコンビナン

ト の parvalbumin 、 fructose-bisphosphate 
aldolase A、β-enolase、GAPDH、αactinin-3、
α-1,4glucan phosphorylase、ATP synthase、
Lactate dehydrogenase（LDH）の 8種を調製し
た結果、精製度の高い蛋白質が単離された（図
4）（コラーゲンについては方法の項で記載の通
り、銀鮭より抽出した試料を採用）。 
 
4) マウス血清を用いた抗原の ELISA 
マウスのプール血清（n=6）を用いてリコンビ

ナント蛋白質 8種と抽出コラーゲンの ELISA を
実施した。感作前の O.D.450nm 値で感作後の
O.D.450nm 値を除した相対値を図 5 に示す。その結果、加熱魚身で腹腔内感作させた群におい
て、parvalbumin に対する IgE 結合が認められた。コラーゲン画分で腹腔内感作させた群にお
いては全蛋白質に対し感作前と同等の値であった。次に、生魚身で経皮感作させた群において、
parvalbumin に対する IgE 反応性が最も高値であり、微弱ながらβ-enolase も反応を示した。
コラーゲン画分で経皮感作させた群においては、parvalbumin に対して微弱ながら IgE の反応
を示した。 
以上の結果よりまず特筆すべき点として、加熱魚身による腹腔内感作、ならびに生魚身によ

る経皮感作において、parvalbumin に対する IgE 反応が認められた。parvalbumin は魚アレルゲ
ンとして複数報告されており、抗原性の高い蛋白質であったことが本試験結果からも示唆され
た。さらに、生魚身で経皮感作させた群の中でβ-enolase に対しても反応性が認められた。魚
アレルゲンの中で parvalbumin や collagen は広く知られているが、β-enolase に関する報告
は数例のみである[12]。β-enolase についてはまだ抗原の特徴やエピトープも報告されていな
いため詳細な解析を実施したい。 



一方で、コラーゲン画分による腹
腔内感作、ならびに経皮感作された
群の血清を用いて、collagen に対す
る反応性を確認したが非感作群と
比較して顕著な差は認められなか
った。これについては、コラーゲン
画分による感作は図２の総IgE値の
結果より成立しているものの、
ELISA 実施時に固相化させたコラー
ゲンについてはなんらかしらの影
響によりIgEの反応性が低下した可
能性が示唆された。これについては
コラーゲンの反応性を免疫ブロッ
トなどで反応性を確認予定である。 
また当感作試験系においては、魚

アレルギーマウスを作製する際に感作のみでは生体内の免疫応答が十分でない可能性があり、
経口惹起試験など IgE の反応性を増強させる試験系が必要である。 
 
以上より、動物を用いた魚アレルギー免疫療法の基礎研究を実施した結果、実際の魚アレル

ギー症例を模倣した動物モデルの作製に成功し、当モデルマウスを用いたアレルギー免疫療法
の創薬研究の基盤が一部構築できた。今後は、T 細胞エピトープや低アレルゲン化蛋白質を用
いたアレルギー抑制試験を実施予定であり、そのためには制御性 T細胞の動向を見据えた細胞
増殖試験やフローサイトメーターの実験系を構築し、本研究に応用する予定である。 
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