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研究成果の概要（和文）：パルブアルブミン（魚類の主要アレルゲン）の IgE エピトープ（IgE

抗体と結合する部位でアレルギーの発症に関わる）を解析し、魚類アレルギーの免疫治療に有

望な改変パルブアルブミンを作製した。トロポミオシン（甲殻類・軟体動物の主要アレルゲン）

の IgE エピトープを明らかにし、さらに IgE エピトープを認識するモノクローナル抗体の確立

に成功した。また、甲殻類アレルゲンとして sarcoplasmic calcium-binding protein を、軟体

動物アレルゲンとしてパラミオシンを、それぞれ新たに同定した。 

 
研究成果の概要（英文）：IgE epitopes of parvalbumin (fish major allergen) were elucidated 
and a hypoallergenic parvalbumin mutant suitable for immunotherapy of fish allergy was 
produced by site-directed mutation. Following elucidation of IgE epitopes of tropomyosin 
(invertebrate major allergen), a monoclonal antibody specifically recognizing one of the 
IgE epitopes were successfully obtained. Furthermore, sarcoplasmic calcium-binding 
protein was newly identified as a crustacean allergen and paramyosin as a molluscan 
allergen. 
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１．研究開始当初の背景 
 食物アレルギーは患者数の増加から大
きな社会問題になっている。魚貝類の消費
量が多いわが国では魚貝類アレルギーは
無視できない。とくに成人における食物ア
レルギーでは魚貝類は重要で、原因食品の

約半分を魚貝類が占めている。 
 魚貝類のアレルゲンに関するこれまでの
研究は主として欧米で行われ、研究代表者
（塩見）が研究に着手した 10 数年前には、
魚類の主要アレルゲンはパルブアルブミン、
甲殻類の主要アレルゲンは共通してトロポ



ミオシンであるという結論に達していた。
研究代表者はまず、知見が得られていなか
った軟体動物の主要アレルゲンは甲殻類
同様にトロポミオシンであることを証明
するとともに、魚類の新しいアレルゲンと
してコラーゲンを同定した。次いで、わが
国では摂取する魚貝類の種類が非常に多
い、すなわち感作される魚貝類が多様であ
るので、魚貝類アレルギー問題は欧米より
もはるかに複雑であるという状況に有効
に対処するために、学際的研究組織を構築
して基盤研究 (A)（魚貝類アレルゲンに関
する分子生物学的研究および低減化への
応用、平成 14〜16 年度）、基盤研究（B）(魚
貝類アレルゲンに関する分子生物学的基
盤研究、平成 17〜18 年度)に取り組んでき
た。これら研究では魚貝類アレルゲンに対
して主として分子生物学的観点からアプ
ローチし、各種魚貝類のアレルゲンの特定
とcDNAクローニングによる一次構造解析、
モノクローナル抗体の作製とアレルゲン
分析法への応用などで成果を挙げてきた。
しかし、将来の減感作療法（IgE エピトー
プを欠落または変異させた改変アレルゲ
ンの利用、T 細胞エピトープの利用など）
の開発、魚貝類、特にその加工品の正確な
アレルゲン性評価、低アレルゲン食品の開
発などにとって必須であるエピトープ（ア
レルギーの発症に関わるIgEエピトープお
よびアレルギーの感作に関わるT細胞エピ
トープ）に関する知見は乏しいのが現状で
あった。 
 
２．研究の目的 
 上記の背景のもとに、本研究では申請者
らのこれまでの研究成果を継続発展させ、
魚貝類アレルギー問題の解決に資するこ
とを目的として、魚貝類アレルゲンのエピ
トープ、特に IgE エピトープを明らかにす
ることを 重点課題とした。その他、エピ
トープ解析にとって必須である各種魚貝
類アレルゲンの一次構造解析、IgE エピト
ープ解析に基づいて設計した改変アレル
ゲンタンパク質による減感作療法の試み、
IgE エピトープにターゲットを当てたアレ
ルゲンの分析法の開発、未知アレルゲンの
同定・性状解明・一次構造解析も目指した。 
 
３．研究の方法  
（1）一次構造解析：4種魚類（ウナギ、ニ
ジマス、マダイ、メバチ）のパルブアルブ
ミンおよびマサバコラーゲンの一次構造
は、データベースに登録されているパルブ
アルブミンまたはコラーゲンの配列をも
とに設計したプライマーを用いる cDNA ク
ローニング法により解析した。 
（2）一次構造 IgE エピトープ解析：マサ

バパルブアルブミン、ブラックタイガートロ
ポミオシン、スルメイカトロポミオシンのそ
れぞれについて、全長をカバーするオーバオ
ラップペプチドを合成し、各ぺプチドの IgE
反応性を蛍光 ELISA 法で評価した。ウナギ、
マイワシなど 7種魚類のパルブアルブミンに
ついても、マサバパルブアルブミンで推定さ
れたエピトープ領域に相当するぺプチドを
合成して IgE 反応性を調べた。 
（3）パルブアルブミンの高次構造IgEエピト
ープ解析：コイパルブアルブミンの場合、Ca2+

を除去するとIgE反応性は 30-90％も低下す
ることが報告されている。Ca2+除去によりパ
ルブアルブミンの高次構造は少し変化する
ので、 IgEエピトープは高次構造に大きく依
存することを示唆している。このことが多く
の魚類パルバアルブミンに当てはまるかど
うかを明らかにするために、マサバなど 8種
魚類から精製したパルブアルブミンのIgE反
応性をEDTAの非存在下（Ca2+は結合した状態）
および存在下（Ca2+は除去された状態）の
ELISAで調べた。次いで、マサバパルブアル
ブミンの 2箇所のCa2+結合領域のうち、Ca2+結
合にとくに重要と考えられているAsp-51 お
よびAsp-90 の一方のみ、あるいは両方をAla
で置換した改変タンパク質をsite-directed 
mutation 法により大腸菌で発現し、そのIgE
反応性を検討した。さらに、マサバパルブア
ルブミンの表面に露出している残基を中心
とした多くの残基を 1 残基ずつAla置換した
各種改変タンパク質を大腸菌で発現し、IgE
反応性を同様に調べた。 
（4）免疫寛容誘導効果の評価：D51/90A（マ
サバパルブアルブミンの Asp-51 および
Asp-90の両方をAlaで置換した改変タンパク
質）の免疫寛容誘導効果を BALB/c マウスを
用いて検討した（予備試験により、BALB/c マ
ウスは CBA/N マウスおよび C3H/HeJ マウスよ
り IgE抗体価の上昇が顕著であることを認め
ている）。まず、試験群のマウス（4 匹）に
50 µg の D51/90A（生理食塩水溶液）を 1日 1
回、5 日間連続で皮下に投与した。コントロ
ール群のマウス（4 匹）には、生理食塩水の
みを同様に 5 日間連続で皮下投与した。5 日
目に 50 µg のマサバパルブアルブミンを 1 mg
の alum とともに腹腔内投与して免疫を開始
し、さらに 15 日目および 25 日目に追加免疫
をした。実験開始から 0、5、15、25、35 日
目にマウス血清中の IgE 抗体価を ELISA 法で
測定した。 
（5）甲殻類の 20 kDa 新規アレルゲンの同
定・性状解明・一次構造解析：本研究の過程
でブラックタイガーに 20 kDa の新規アレル
ゲンを検出し、硫安塩析、陰イオン交換 HPLC
および逆相 HPLC により精製した。精製アレ
ルゲンのリシルエンドペプチダーゼ分解ぺ
プチドを逆相 HPLC で単離し、アミノ酸配列



をシークエンサーで解析した。精製アレル
ゲンの IgE 反応性は ELISA で、同様なアレ
ルゲンの各種甲殻類および軟体動物にお
ける分布はイムノブロッティングにより
調べた。さらに、 cDNA クローニング法に
より 20 kDa アレルゲンの一次構造を解析
した。 
（6）軟体動物の 100 kDa 新規アレルゲン
の同定・性状解明・一次構造解析：本研究
の過程でクロアワビに 100 kDa の新規アレ
ルゲンを検出し、硫安塩析、ハイドロキシ
アパタイ HPLC により精製した。精製アレ
ルゲンのリシルエンドペプチダーゼ分解
ぺプチドを逆相 HPLC で単離し、アミノ酸
配列をシークエンサーで解析した。精製ア
レルゲンの IgE 反応性は ELISA で、同様な
アレルゲンの各種甲殻類および軟体動物
における分布はイムノブロッティングに
より調べた。さらに、cDNA クローニング法
により 100 kDa アレルゲンの一次構造を解
析するとともに、得られた cDNA の塩基配
列情報をもとに大腸菌で発現し、組換えア
レルゲンのIgE反応性を天然品と比較した。 
（7）モノクローナル抗体の作製：トロポ
ミオシンの C末端領域の IgEエピトープ配
列に着目して数種類のぺプチドを合成し、
KLH（keyhole limpet hemocyanin）標識し
てマウスに免疫した。得られた脾細胞から
ハイブリドーマを調製し、スクリーニング
によってエピトープペプチドを認識する
クローンを確立した。 
 
４．研究成果  
（1）魚類パルブアルブミンの一次構造：4
種魚類（ウナギ、ニジマス、マダイ、メバ
チ）のパルブアルブミンの全一次構造を解
明した。マグロ類パルブアルブミンの一次
構造は、本研究で初めて明らかになった。 
（2）マサバコラーゲンの一次構造：アレ
ルギー表示制度で表示が推奨されている
マサバのコラーゲンの一次構造解析を試
み、α1鎖（またはα3鎖）およびα2鎖の
全一次構造を明らかにした。魚類コラーゲ
ンの一次構造はこれまでに4魚種でしか研
究例がなく、しかも食用対象魚はニジマス
のみである。本研究成果は、魚類コラーゲ
ンのエピトープ解析に向けての貴重な基
礎試料である。 
（3）マサバパルブアルブミンの一次構造
IgE エピトープ：パルブアルブミンの一次
構造IgEエピトープに関してはタラ類のパ
ルブアルブミン（Gad c1）で検討され、4
つの領域（33-44、49-64、65-74、88-96）
がエプトープとして提唱されている。しか
し、 49-64 と 88-96 の領域は各種魚類パ
ルブアルブミンで保存性が高いものの、残
りの2つのエピトープ領域は変異が著しい

ので、Gad c 1 での結果は魚類パルブアルブ
ミンに普遍的ではないと思われる。そこで本
研究では、マサバパルブアルブミンを取り上
げて一次構造 IgE エピトープを解析し、Gad c 
1 の IgE エピトープ領域を含むペプチドには
ほとんど IgE 結合能がみられず、主要なエピ
トープは領域 21-40に含まれることを示した。
さらに、ウナギ、マイワシなどその他の 7種
魚類のパルブアルブミンの場合、領域 21-40
に相当するペプチドの IgE 結合能は弱く、本
領域はマサバパルブアルブミン固有のエピ
トープであると判断された。この結果は、魚
類パルブアルブミンはそれぞれ固有の一次
構造 IgEエピトープを有することを強く示唆
しており、パルブアルブミンの魚種間の交差
性は一次構造 IgEエピトープでは理解できな
いと考えられた。  
（4）マサバパルブアルブミンの高次構造IgE
エピトープ：コイパルブアルブミンの場合、
Ca2+を除去するとIgE反応性は 30-90％も低下
することが報告されている。Ca2+除去により
パルブアルブミンの高次構造は少し変化す
るので、 IgEエピトープは高次構造に大きく
依存することを示唆している。本研究では、
マサバをはじめとした 8種魚類のパルブアル
ブミンにおいても、Ca2+除去に伴ってIgE反応
性は著しく低下することを確認した。また、
マサバパルブアルブミンのCa2+結合部位のう
ち、Ca2+との結合に特に重要と考えられる 2
つの残基を両方ともAlaに置換した改変タン
パク質（D51/90A）のIgE反応性は著しく低い
ことも確認した。さらに、1残基ずつAla置換
した各種改変タンパク質のIgE反応性評価に
より、マサバパルブアルブミンの主要な高次
構造IgEエピトープとして図 1 に示す 2 つの

図 1 マサバパルブア

領域を推定した。 

ルブミンの高次構造 IgE

 
（5）改変パルブアルブミンの減感作効果：
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上述のように、D51/90A は IgE 反応性をほと
んど示さないし、わずか 2残基の置換である
ので T細胞エピトープは保持していると考え
られ、減感作療法の抗原として有望であると
予想された。実際、本研究において、コント
ロールマウス群では IgE抗体価の顕著な上昇
がみられたが、D51/90A を事前投与した試験
マウス群では IgE抗体価はほとんど上昇しな
いことが確認された（図 2）。D51/90A の事前



投与によりマウスに免疫寛容が誘導され、
その後のパルブアルブミン投与に対して
免疫応答をしなくなったと推定された。
D51/90A の減感作療法への今後の応用のた
めには、感作後の投与でも効果を示すかど
うかを明らかにすることが望まれる。 

図 2 改変パルブアルブミン（D51/90A）を

事前投与した BALB/c マウスにパル

ブアルブミンで免疫したときの血

清 IgE 抗体価の変化 

 
（6）トロポミオシンの IgE エピトープ：

メイカトロポミオシンの場合、主要

の新規 20 kDaアレルゲン：ブ

100 kDa アレルゲン：

IgE エピトープを認

．主な発表論文等 
（ 担者及び連携研究者に

雑誌論文〕（計 21 件） 

合成ぺプチドと患者血清との反応性から、
ブラックタイガーの主要なIgEエピトープ
は 4つの領域（25-45、97-116、137-156 お
よび 265-284 残基）に含まれると判断され
た。ブラウンシュリンプトロポミオシン
（アミノ酸配列はブラックタイガートロ
ポミオシンと完全に一致している）で報告
されている 8 箇所の IgE エピトープ領域
（43-55、 87-101、 137-141、 144-151、 
187-197、  249-259、  266-273 および
273-281 残基）と比較すると、137-156 と
265-284 の領域は完全に重複しているが、
25-45と97-116の領域はそれほど重複して
いない。ブラウンシュリンプトロポミオシ
ンのIgEエピトープ解析では米国人患者の
血清が、本研究では日本人患者の血清が用
いられているので、結果が一致しないのは
人種の違いを反映しているのかもしれな
い。 
 スル
な IgE結合エピトープは 3領域（113-132、
185-204 および 265-284 残基）に存在する
と推定された。甲殻類トロポミオシンの
IgE エピトープと比べると C 末端領域は共
通している。実際、甲殻類および軟体動物
のトロポミオシンのアミノ酸配列はC末端
領域では非常によく保存されているので、
C 末端領域は普遍的な IgE エピトープで、
抗原交差性の分子的裏付けであると考え
られる。 
（7）甲殻類
ラックタイガーから20 kDaの新規アレルゲ
ンを精製し、部分アミノ酸配列解析により
無脊椎動物特有のCa2+結合性筋形質タンパ
ク 質 （ sarcoplasmic calcium-binding 
protein、以下SCPと略記）であると同定し

た。SCPは甲殻類アレルギー患者の約半数が
認識したので、主要アレルゲンの可能性があ
る。イムノブロッティングの結果から、IgE
反応性を示すSCPはエビ類（特にクルマエビ
類）に限られていることが示唆され、エビの
みにアレルギーを示す患者の存在はSCPで説
明できるかもしれない。ただし、本研究では
クルマエビSCPの他にズワイガニSCPの一次
構造をcDNAクローニング法で解析したが、ズ
ワイガニSCPのアミノ酸配列はエビ類SCPと
も 85-90％という高い配列相同性を示した。
エビ類SCPのIgEエピトープを詳細に解析す
ることが望まれる。 
（8）軟体動物の新規
クロアワビから 100 kDa の新規アレルゲンを
精製し、部分アミノ酸配列解析により無脊椎
動物特有の筋原繊維タンパク質の一種パラ
ミオシンであることを明らかにした。イムノ
ブロッティング分析により、IgE 反応性を示
す SCPは軟体動物に広く分布することが推定
された。阻害実験では、クロアワビのパラミ
オシンとトロポミオシンはお互いに抗原交
差性を示すという非常に興味深い結果が得
られた。さらに、クロアワビパラミオシンの
全一次構造を cDNA クローニングにより解明
するとともに、大腸菌で発現した組換えパラ
ミオシンの IgE反応性は天然品と同等である
ことを明らかにした。 
（9）トロポミオシンの
識するモノクローナル抗体の作製：無脊椎動
物トロポミオシンの IgEエピトープ解析結果
か ら 設 計 し た ペ プ チ ド 配 列
EKYKSISDELDQTFAEL と KSISDELDQTFAEL に対
して得られたモノクローナル抗体は、硬骨魚
類トロポミオシンも認識した。そこで、新た
な配列 SISDELDQTFAEL を設計して抗体作製
を試みたところ、無脊椎動物トロポミオシン
（ブラックタイガー、タラバガニ、イカ、タ
コ、アサリ、カキのトロポミオシン）を特異
的に認識するモノクローナル抗体を得るこ
とができた。本抗体は無脊椎動物トロポミオ
シンの IgEエピトープを認識する抗体であり、
患者血清の代替品として使用できる可能性
がある。 
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