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研究成果の概要：① ファージディスプレイ法で同定したソバ主要アレルゲンで 2S アルブミン

である 16-kDa タンパク質(BWp16)の、エピトープの候補領域を確認した。②くるみ及びダイズ

の主要アレルゲン，2S アルブミン及び GlymBd30k の単離を行い，エピトープ解析に供した．③ 

バイオインフォマティクス手法による既知のアレルゲンに特徴的なアレルゲンユニーク断片

(AUF)のインデックスを用いたアレルゲンエピトープ予測法に関して、タンパク質立体構造の揺

らぎ(配列の動的構造)B 因子，並びに抗体との結合部の確率を併用することで、アレルゲンエ

ピトープ予測の精度の上昇が確認された。  
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
平成 18 年度 7,500,000 0 7,500,000 

平成 19 年度 4,100,000 0 4,100,000 

平成 20 年度 3,300,000 0 3,300,000 

年度  

  年度  

総 計 14,900,000 0 14,900,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・環境系薬学 
キーワード：環境ｱﾚﾙｹﾞﾝ, ﾊﾞｲｵﾃｸﾉﾛｼﾞｰ, ﾊﾞｲｵｲﾝﾌｫﾏﾃｨｸｽ, ｴﾋﾟﾄｰﾌﾟ, 免疫学 
 
１．研究開始当初の背景 

研究開始当時において，アレルゲンとして
同定されているタンパク質は、800 種程度あ
ったが、この内、エピトープの解析の進んで
いるものは、30 種程度で、まだまだ、十分な
解析の進んでいないのが現状であった。また、
バイオテクノロジーの発展により、今まで、
人類が食した経験のない新規産生タンパク
質も、食品等に導入されてくることが可能と
なり、環境中タンパク質の、アレルゲン性の

予測を行なうに際し、エピトープ予想の行な
えるシステムを作ることが、重要な課題であ
った。 
 
２．研究の目的 

本研究は, 環境中アレルゲンの一次構造
並びに高次構造を認識する高感度エピトー
プ解析手法の開発を行うことにより，アレル
ゲン性の低減化を行なうこと、及び新規タン
パク質のアレルゲン性の予測を行なうこと
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を目的に，以下の 3 点の研究を主に行った． 
すなわち， (i) 立体構造エピトープ

(conformational epitope)を含むアレルゲン
のミモトープ等のファージディスプレイ法
を用いて網羅的に解析する実験方法の開発、
(ii)(i)のミモトープ法等で得られた中で、
IgE 抗体の結合する一次構造エピトープ
(linear epitope)をペプチドチップに固定し、
高感度に多数の患者血清との反応性を調べ
る解析法の開発、 (iii)バイオインフォマテ
ィクス手法を利用してエピトープモチーフ
を抽出し、局所配列、立体構造などから、エ
ピトープを予測するための方法の開発，であ
る． 
 
３．研究の方法 
 (1)ファージディスプレイ法を用いる立体
構造を含むエピトープを解析する手法の開発
--そば主要アレルゲンであるペプシン耐性を
有する16-kDaタンパク質のｃDNAを大腸菌に
組込み、組換えタンパクの発現、精製を行う。
ランダムなアミノ酸配列を有するペプチドを
提示しているM13ファージライブラリーを用
いて、16kDaタンパクのエピトープ様の配列
(ミモトープ)を同定する。ファージディスプ
レイ法により得られたエピトープ配列をペプ
チドの段階的重複鎖(overlapping peptide)を
固定した (spot)膜を用いて同定した一次構
造エピトープ配列と比較し、立体並びに直鎖
型のエピトープを同定する。 
(2)野生型組換えアレルゲンタンパク質及

びその変異体の大腸菌での作製を行い、IgE結
合能、好塩基球ヒスタミン遊離能の野生型と
の比較によるアレルゲン性をもつための分子
レベルでの性質の解析---上記で得られたエ
ピトープの、IgE結合性を確認するため、得ら
れたエピトープ配列等に変異を導入した組換
え16-kDaタンパク質を作製し、そばアレルギ
ー患者IgEとの反応性を検討し、エピトープを
確定する。 
(3)本研究で得られたエピトープ情報並び 

に既存のアレルゲンのエピトープ情報から、
アレルゲンのエピトープ付近に特徴的なア
ミノ酸配列の物理化学的因子の特徴を解明 
し、任意のアミノ酸配列の中にエピトープが
あるかどうかを推定する方法の開発---立体
構造の分かっているタンパク質のアミノ酸
配列から、立体構造と相関を持つアミノ酸配
列の特徴をまず解析し、その条件下でのアレ
ルゲンのモチーフを探索する。 
(4)そば以外のアレルゲンの主要アレルゲ 

ンの解析---これから、遺伝子改変植物等の開
発が予想される、魚，コメ、ダイズの主要ア
レルゲンの解析を行なう。また，アレルゲン
性物質の表示対象になることが予想されるク
ルミについてもその主要アレルゲンを解析し
た．手法としては、主に二次元電気泳動の手

法にて試料中のタンパク質の分離を行い、ア
レルギー患者血清中のIgE抗体が認識するタ
ンパク質をウェスタンブロット法で解析した。 
 
４．研究成果 
(1)ファージディスプレイ法を用いる立体構
造を含むエピトープを解析する手法の開発
---そば主要アレルゲンであるペプシン耐性
を有する16-kDaタンパク質のｃDNAを大腸菌
に組込み、組換えタンパクの発現、精製を行
った。12個のランダムなアミノ酸配列を有す
るペプチドを提示しているM13ファージライ
ブラリーを用いて、16kDaタンパクのエピト
ープ様の配列（ミモトープ）を同定し、ペプ
チドの段階的重複鎖(overlapping peptide)
を固定した(spot)膜を用いて得られた一次
構造エピトープ配列との比較を行った。ミモ
トープで同定したソバ主要アレルゲンであ
る16-kDaタンパク質(BWp16)の、エピトープ
の候補領域のアミノ酸をアラニンに置換し
た変異体を作成し，一部の変異体でIgE抗体
との結合活性の減少を確認した。 
その結果，BWp16の10個のシステイン残基のう
ち，中心近くに存在する65及び66のシステイ
ンをセリン残基に替えた変異体において，
BWp16と血清との反応性の低下，消化に対する
抵抗性の低下が確認された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 野生型組換えアレルゲンタンパク質及
びその変異体の大腸菌での作製---アレルゲ
ンの立体エピトープの形成に関与すると思わ
れるシステイン残基の変異体を作成し、そば
アレルギー患者IgE抗体との反応性を検討し、
システイン残基の立体エピトープへの関与の
有無を検討し、特定の位置のシステイン残基
による分子内ジスルフィド結合が、IgE抗体と

図1 2S アルブミンファミリーのジスフルィド結合．
太字は予想されるBWp16のシステイン残基の番号を示す．

Pantoja-Uceda et al., Biochemistry 42(47):13839, 2003より引用改変

：ジスルフィド結合

......C……C……/……CC……CXC……C……C……

C16 C30 C111 C118C65 C66 C76 C78

Pantoja-Uceda et al., Biochemistry 42(47):13839, 2003より引用改変

：ジスルフィド結合：ジスルフィド結合

......C……C……/……CC……CXC……C……C……......C……C……/……CC……CXC……C……C……

C16 C30 C111 C118C65 C66 C76 C78

図2 システイン残基に変異導入した組換えBWp16と
マウス抗BWp16抗体との反応性．

(n=3)

**:p<0.05
（p: BWp16 WTに対する
変異導入したBWp16のp値）

(n=3)

**:p<0.05
（p: BWp16 WTに対する
変異導入したBWp16のp値）



 

 

の結合活性、ペプシン分解性に大きく影響を
与えることが判明した。立体エピトープの形
成に関与すると思われるシステイン残基のシ
ングル及びダブル変異体を作成し、そばアレ
ルギー患者IgE抗体との反応性を検討し、特定
の位置のシステイン残基による分子内ジスル
フィド結合の、IgE抗体との結合活性を検討し
た。また、リニアエピトープの候補領域(K98
～E106)のアミノ酸の変異体(アラニンへの変
異体)について,IgE抗体との結合活性を検討
し，E99A, D103AでIgE結合活性の低下が観察
された． 

BWp16 の構造解析を行うために，N 末端部
のアミノ酸を切断したΔN-rBWp16 を大腸菌
に発現させ，精製後，結晶を形成させてから
X線による構造解析を行い，2S アルブミンに
特徴的なα―へリックス構造を有すること
が判明した．また，精製した rBWp16 に対す
る単クローン抗体を用いて抗原抗体複合体
の構造解析に着手した。 
(3)アレルゲンのエピトープ付近に特徴的
なアミノ酸配列の物理化学的因子の特徴の
解明 ---バイオインフォマティクス手法に
よる既知のアレルゲンに特徴的なアレルゲ
ンユニーク断片(AUF)のインデックスを用い
たアレルゲンエピトープ予測法の検討を開
始した。AUF インデックスのプロットのピー
クは、二次構造の端に近いところに存在して
いることが確認された。 バイオインフォマ
ティクス手法による既知のアレルゲンに特
徴的なアレルゲンユニーク断片(AUF)のイン
デックスを用いたアレルゲンエピトープ予
測法に関して、タンパク質立体構造の揺らぎ
(配列の動的構造)B 因子，並びに抗体との結
合部の確率を併用することで、アレルゲンエ
ピトープ予測の精度の上昇が確認された。 
(4)そば以外のアレルゲンの主要アレルゲ
ンの解析---これから、遺伝子改変体の開発
が予想されるさけ，コメ，ダイズの主要アレ
ルゲンの解析を行った。手法としては、二次
元電気泳動にて試料中のタンパク質の分離
を行い、それぞれの食品に対するアレルギー
患者血清中のIgE抗体が認識するタンパク質
をウェスタンブロット法で解析した。さけで
は，コラーゲン、パルブアルブミンに加え、
アルドラーゼもアレルゲンの候補として考
えられた。コメでは，アミラーゼインヒビタ
ー、グリオキサレースに加え、50-60kDaタン
パク質もアレルゲンの候補として考えられ
た。アレルゲンとして報告のない50-60kDa 
IgE結合タンパク質については，トリプシン
消化後，LC/MS/ MSでタンパク質の同定を行
った．ダイズでは，主要アレルゲンGlymBd30k
の単離を行い，性質を調べると共に，タンパ
ク質に対する抗体を作成し性質の解析を行
った．また，アレルゲン性物質の表示対象に
なることが予想されるクルミについては，主

要アレルゲンである2Sアルブミンの単離を
行い，性質を調べると共に，タンパク質に対
する抗体を作成し性質し，ELISAによる測定
系を開発した。 
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