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研究成果の概要（和文）：in vitroアレルギー試験法であるEXiLE法の最大の強みであるIgE間の架橋活性を検出
する特徴を残したまま細胞を使用しないEXiLE法の開発に成功した。具体的には、ルシフェラーゼ相補システム
を利用してFcεRIのα鎖に2種類の発光タグ(SmBiT及びLgBiT)を付加することで、セルフリー条件下でIgEと抗原
の結合により導かれるIgE-FcεRI同士の架橋をルシフェラーゼ活性により評価する新しい試験法である。今後は
さらなる条件検討を行い、実際のアレルギー患者血清について、既存のEXiLE法との応答性の違いについて比較
検討する。

研究成果の概要（英文）：We have successfully developed a novel cell-free allergy testing method 
utilizing the basic concept of IgE-Crosslinking-induced Luciferase Expression (EXiLE) method, i.e., 
detection of crosslinking activity between IgE molecules. Specifically, this cell-free EXiLE method 
utilizes a luciferase complementation system by adding two types of luminescent tags (SmBiT and 
LgBiT) to the α chain of FcεRI. In the assay, the binding of IgE and antigen under cell-free 
conditions induces the crosslinking between IgE-FcεRI molecules, which is evaluated through 
luciferase activity. Hereafter, we will further investigate optimal conditions and compare the 
responses of actual allergic patients’ sera with that of the original EXiLE method using 
genetically modified mast cells.

研究分野：アレルギー、生物系薬学、免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した「セルフリーEXiLE法」は、培養の手間が省け利便性が増すだけでなく、既存のEXiLE法唯一の
弱点である細胞毒性の問題を取り除くことができ、多くの抗原に対応可能なin vitroアレルギー試験法として非
常に有益だと考えられた。さらなる検討が必要であるが、既存のEXiLE法と同様に、抗原特異的IgEのセカンドス
クリーニングとして、生物学的に意義のあるIgEかどうかの評価や、IgEとFcεRIとの結合阻害物質探索など、セ
ルフリー系であることを活かしたハイスループットなドラッグスクリーニングにも応用出来る可能性があり、患
者・医療者にとって極めて有用な知見がもたらされると期待される。

※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 
我が国では、アレルギー疾患は増加の一途を辿っており、人口の約 2分の 1が何らかのアレル
ギー疾患を持つといわれる。現在臨床で一般的に用いられているアレルギー試験法は、in vivo、
ex vivo、in vitroの 3種に分類でき、それぞれに一長一短がある。患者負担が少なく最も頻繁に利
用されているアレルギー試験法 ImmunoCAP法(in vitro)は、患者の血清や血漿を用いて測定でき、
簡便で高感度ではあるが、偽陽性が多いという問題が知られている。このことから、患者負担が
少なく信頼性の高い試験法の開発が待ち望まれていた。 
 我々は新しい in vitro アレルギー試験法として IgE-Crosslinking-induced Luciferase 
Expression(EXiLE)法を開発している。本法は、ヒトの高親和性 IgE受容体(FcεRI)を発現させたラ
ットの培養マスト細胞株(RS-ATL8)を、アレルギー患者血清により受動的に感作し、抗原の添加
による細胞の活性化をルシフェラーゼアッセイにより高感度に検出する手法で、保存された患
者血清と培養細胞株により簡便かつ高感度に IgEの「架橋活性」を評価できる画期的な試験法で
ある。本法を用いてシラカバとリンゴなど、in vitro で感度良く交差反応性を解析する手法を開
発したほか、EXiLE法が各種加工食品のアレルゲン性評価（加工に伴う抗原性の変化解析）法と
して有用であることを明らかにしている。ただ、本法にも患者血清や抗原添加による RS-ATL8
細胞への細胞障害性という弱点がある。細胞培養の手間や抗原の種類を選ばずに検査すること
が出来れば、アレルギー試験法としてより有用性を増すと考えられた。そこで申請者は、EXiLE
法の最大の特徴である架橋活性を検出するという強みを活かしつつ、細胞を使用しない「セルフ
リーEXiLE法」の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、in vitro試験法 ImmunoCAP法よりも生理的な解析が可能で、かつ架橋活性を評価
可能な EXiLE 法の唯一の弱点である細胞障害性を克服した新しいアレルギー試験法の開発を目
指す。具体的には「ルシフェラーゼ相補システム」を利用して FcεRIの α鎖に 2種類の発光タグ
をつけ、セルフリー条件下で IgE と抗原の結合により導かれる FcεRI の架橋(タンパク質間相互
作用)をルシフェラーゼ活性により評価する。タンパク質相互作用解析は多くの手法が開発され
ているが、近年目覚ましい発展を遂げている発光レポーターアッセイに着目した。NanoLuc®ル
シフェラーゼの大きな断片である Large BiT(LgBiT)と、LgBiTに相補性を持つが親和性の低いペ
プチド断片 Small BiT(SmBiT)(Kd=190 μM)をそれぞれ FcεRI α鎖との融合体として発現させて使
用し、患者血清中 IgE及び抗原共存下で、「架橋」が起こると断片が補完され発光する、という
システムを構築する。 
 
３．研究の方法 
 Fragment Complementation Assayのレポーターとしては NanoBit®を、リコンビナント FcεRI α精
製用のタグとしては HaloTag(HT)を用いることとした。さらに最適な分子間相互作用実現のため、
レポーター(SmBiTまたは LgBiT)とタグ(HT)は N末端側・C末端側双方の挿入位置に設置するこ
ととし(計 4通り設計)-FcεRI α-レポーター配列を作製した(図 1)。T7プロモーターを有している
HT用ベクターの N末端側と C末端側に作製した配列(4通り)を挿入した遺伝子を作製した。作
製した遺伝子を、T7 RNA大腸菌プロテアーゼ等を含む大腸菌抽出液、アミノ酸、rNTP、tRNA
抽出液等を含む Premix液と 37℃、1時間の条件で反応させ、無細胞系によるタンパク質の誘導
を行い、Halo レジンを用いて精製を試みた。同様に PEI を用いた HEK293T 細胞へのトランス
フェクションを行った。HT用ベクターを用いて作製した FcεRI α-レポーター(NanoBit)配列の 5’
末端にプレプロトリプシンのリーダー配列を付加したベクターを新たに作製した。PEIを用いて
HEK293T細胞へのトランスフェクション後、培養上清を回収し、Haloレジンを用いて目的タン
パク質を精製した。10～20%ゲルを用いて CBB染色および抗 FcεRIα抗体を用いたウェスタンブ
ロッティングを行った。タンパク定量後、0.1-10,000 ng/mLの SmBit-FcεRI α (Sm-Fc)または LgBit-
FcεRI α (Lg-Fc)にリコンビナントヒト IgE (最終濃度 100 ng/mL) を加え 37℃で一晩感作した。
Sm-Fc-IgEと Lg-Fc-IgEを 1:1で混合し、そこに抗ヒト IgE(最終濃度 200 ng/mL)または陰性コン
トロールとして Haloバッファーを加え、37℃で 3時間刺激した。同様に陰性コントロールとし
て混合しない Sm-Fc-IgE 及び Lg-Fc-IgE も検討した。これらを 96 ウェル白色プレートに移し、
基質として Nano-glo® Luciferase Assay Systemを加えルミノメーターで化学発光を測定した。 
 
４．研究成果 
 まず-FcεRI α-NanoBit 配列を得るために、HT 用ベクターの N 末端側と C 末端側に FcεRI α-
NanoBit配列(4通り)を挿入した遺伝子を作製した(図 1)。無細胞系による発現後にタンパク精製
を行ったが、タグ標識 FcεRIα の収量は非常に少なかった。次に PEI を用いた HEK293T 細胞へ
のトランスフェクションを試みたが、目的タンパク質の収量は向上しなかった。そこで、目的タ
ンパク質の発現量を増加させるため、HT 用ベクターで作製した FcεRI α-NanoBit 配列の 5’末端
にプレプロトリプシンのリーダー配列を付加したベクターを新たに作製し、分泌型で目的タン
パク質を発現させた。PEIを用いて HEK293T細胞へのトランスフェクション後、培養上清を回



収し、Haloレジンを用いて目的タンパク質を精製した。なお、HEK293T細胞 60 mL培養で 105.1
～289.2μgの FcεRI α-NanoBitタンパク質が得られた。CBB染色したところ、分子量約 50 kDaに
Sm-Fc、50～60 kDaに Lg-Fcのバンドを検出した。また抗 FcεRIα抗体によるウエスタンブロッ
トにより特異的なバンドを検出した(図 2)。 
次に、精製した Sm-Fc 及び Lg-Fc を用いてルシフェラーゼアッセイの検討を行った。各種濃
度の Sm-Fcまたは Lg-Fcに最終濃度 100 ng/mLになるようにヒト IgEを加え、それぞれ 37℃で
一晩感作した。Sm-Fc-IgEと Lg-Fc-IgEを 1:1で混合し、抗ヒト IgE抗体を加え刺激後、Nano-glo® 
Luciferase Assay Systemを加え化学発光を測定した。その結果、Sm-Fc-IgEと Lg-Fc-IgEを等量加
えたもので(10,000 ng/mL)、高いルシフェラーゼ活性が認められた。Sm-Fc-IgEのみ、または Lg-
Fc-IgEのみでは、応答が認められなかった(図 3)。 
 以上のことから、EXiLE法の最大の特徴である架橋活性を検出するという強みを活かしつつ、
細胞を使用しないセルフリーEXiLE 法の開発に成功した。今後は、得られた Sm-Fc 及び Lg-Fc
の混合比率のほか、使用量の削減を目指してさらなる条件検討を行う。また、実際のアレルギー
患者血清について、通常 EXiLE法(RS-ATL8または HuRa-40細胞を使用)との応答性の違いにつ
いて比較検討する。 
 

 
 
図 1. 分子設計 
 
 
 
 
 

 
 
 
図 2. CBB染色及び抗 FcεRIα抗体を用いたウェスタンブロッティング 
 
 



 
 
図 3. Sm-Fc及び Lg-Fcを用いたルシフェラーゼアッセイ 
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