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研究成果の概要（和文）： 
 アレルギーの唯一の根治療法は特異的免疫療法であるが、現行法には副作用等の問題点があ
る。本研究では組換えダニアレルゲンライブラリーを構築すると共に、これを分子診断および
免疫療法に応用するための基盤技術を開発することを目的とした。その結果、23 種に及ぶ組換
えダニ主要抗原を網羅的に生産させることに成功した。更に本組換えアレルゲン分子種を用い
て、感作ダニアレルゲンを患者ごとに特定する分子診断システムを開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     Allergen-specific immunotherapy (SIT) is the only promising treatment of allergic 
disorders, but current SIT has problems such as the risk of side effects. Objective of 
this study is to construct a recombinant house dust mite allergen library, and to apply 
those allergen molecules for the development of molecular diagnostics and 
immunotherapeutics. Here, we showed a successful and comprehensive production of 23 major 
house dust mite allergens as a functional recombinant proteins. By using those recombinant 
allergen molecules, we also developed a molecular diagnostic system that enabled us to 
determine sensitized allergens among mite-allergic individuals. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 アレルギー性疾患罹患率の著しい増加は、
若年化傾向を伴い大きな社会問題の一つと

なっている。我が国の 3人に 1人は何らかの
アレルギー症状で悩まされており、そのうち
6 割以上の人がダニ特異的な IgE を保持して
いることから、ダニアレルギーはスギ花粉症
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と並んでアレルギー性疾患の双璧となって
いる。アレルギー性疾患の社会問題化に伴い
抜本的対策の確立が急務となっているが、現
行のアレルギー治療は薬物（対症）療法が主
流であることから、多くの患者はその効果に
不満をもち、ときとして重篤な副作用・リバ
ウンドに悩まされている。 
 アレルギーの唯一の根治療法は特異的免
疫療法（減感作療法）であり、欧米ではアレ
ルギー性鼻炎や、結膜炎、および喘息におい
て特異的免疫療法が治療法の一つの選択肢
として普及している。しかしながら、従来の
免疫療法では必ずしも効果が一定ではない
こと、また、アナフィラキシーショック等の
重篤な副作用のリスクもあることから我が
国では殆ど普及していないのが現状である。
その主たる要因は現行の免疫療法が粗抗原
エキスを用いて行われていることにあり、本
法では患者ごとに異なるアレルゲン感作状
況に合わせたワクチン処方が不可能である
ばかりでなく、粗抗原中の未感作アレルゲン
により新たなアレルゲン感作をも引き起こ
してしまう危険性がある。これらの問題を克
服し、我が国においても特異的免疫療法を普
及させるためには、患者ごとのアレルゲン感
作状況を抗原分子種レベルで精密に把握す
ると共に、当該分子診断結果に基づいた感作
アレルゲンのテーラーメイドなワクチン処
方を行うことが必要である。 
 我々はこれまでにダニアレルゲン分子種
構成の全容解明に向けた取り組みを進めて
きた。遺伝子工学的アプローチにより
chymotrypsin (Der f 6)，tropomyosin (Der 
f 10), apolipophorin (Der f 14), 
villin/gelsolin (Der f 16), 
calcium-binding EF protein (Der f 17), 
hsp70 などを新規の主要あるいは重要アレル
ゲンとして同定・報告してきた。更にプロテ
オミクスを基調とした網羅的アレルゲノー
ム解析により、新規主要ダニアレルゲン分子
種 と し て group 2 family homolog, 
peroxiredoxin, UK114/YER057c/YjgF family 
proteinなどをコードするcDNAをクローニン
グしてアレルゲン遺伝子ライブラリーの充
実を図りつつ、患者ごとに異なる感作アレル
ゲン分子種を確定するための基盤整備を継
続している。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、高頻度 IgE 反応性アレルゲン
を組換えタンパク質として網羅的にライブ
ラリー化すると共に、これを用いて患者ごと
に異なる原因アレルゲンを特定する分子診
断（component-resolved diagnosis, CRD）
ならびに当該診断結果に基づくテーラーメ
イド型免疫治療に資する基盤を整備するこ

とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 組換えダニ主要抗原分子種の網羅的発

現生産によるアレルゲンライブラリーの
構築 

 20 種のダニ主要抗原（Der f 1, 2, 3, 4, 5, 
6, 7, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 
20, 21, 22）、ならびに研究代表者らが新た
に同定した 3種のダニ主要アレルゲン（Der f  
2 family homolog, peroxiredoxin, 
UK114/YER057c/YjgF family protein）の計
23 種類のダニアレルゲン cDNA を大腸菌コー
ルドショック発現ベクターpCold-TF に挿入
し、分子シャペロン（TF）融合タンパク質と
して発現させた。Der f 14（高分子アレルゲ
ン/apolipophorin）については天然型分子が
分解物として存在していることにも鑑み、N
末端領域、中間領域、および C末端領域の 3
つのアレルゲン断片に分けて発現させるこ
ととした。対照としてアレルゲンを含まない
TF タグのみからなる組換えタンパク質も作
製した。得られた組換えアレルゲンは全て
His-tag 配列をターゲットとした固定化金属
アフィニティークロマトグラフィーにより
精製された。 
 
(2) 組換えアレルゲンライブラリーを用い

たダニアレルギー分子診断システムの開
発 

 ベンチレベルでの分子診断プロトタイプ
として、上記の精製組換えダニアレルゲンラ
イブラリーを還元 SDS-PAGE にて展開した後
に polyvinylidene difluoride 膜に転写し、
ダニアレルギー患者ごとの個別血清 IgEをプ
ローブとした Western blot 解析に供して検
体ごとの感作アレルゲン分子種の特定（プロ
トタイプ CRD）を行った。 
 
(3) 非アトピー型喘息症例におけるダニア

レルギー分子診断システムの有用性検証 
 従来のアレルギー診断にてダニに対して
陰性（RAST score=0）と判断された喘息患者
においても本分子診断システムにより感作
アレルゲンの特定が可能であるか否かを、上
述の IgE Western blot 解析を基調とするプ
ロトタイプ CRD により検証した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 組換えダニ主要抗原分子種の網羅的発

現生産によるアレルゲンライブラリーの
構築 

 23 種のダニ主要アレルゲン分子種をコー
ドする cDNA を大腸菌コールドショック発現
システムに供したところ、全てのアレルゲン



を可溶性タンパク質として良好に発現およ
び精製することに成功した。また、これらの
組換えアレルゲン分子種はダニアレルギー
患者血清 IgEとの結合活性も保持しているこ
とが判明した。以上の検討から、ダニアレル
ギーの分子診断システム開発への基盤シー
ズとして、国内外でも類を見ない規模のダニ
アレルゲンライブラリーが整備された。 
 
(2) 組換えアレルゲンを用いたダニアレル

ギー分子診断システムの開発 
 続いて、上記の組換えダニアレルゲン分子
種を用いたプロトタイプ CRDによる感作アレ
ルゲン分子種の特定を試みた。その結果、
個々のダニアレルギー患者によってアレル
ゲン分子種に対する IgE反応プロファイルが
全く異なっていることが明らかとなった。こ
の結果より、我々のアレルゲンライブラリー
を基調とする本分子診断システムにより、患
者ごとに異なるアレルゲン感作状況を分子
種レベルで個別診断できることが示された。
今後は本システムの有用性を確証すべく、症
例数を更に増やしての精査検討を継続する
ことが必要である。 
 また本解析によって、従来主要アレルゲン
と認識されている Der f 1, Der f 2 には反
応しない一方で、他のアレルゲン分子種に対
して IgE反応性を示す症例が存在しているこ
とも浮き彫りとなった。このような症例にお
いて従来の Der f 1/Der f 2 に富んだダニ粗
抗原エキスがワクチン投与された場合、当該
分子種に対して新たなアレルゲン感作が引
き起こされることとなってしまう。つまり、
同患者に対してはむしろ未感作アレルゲン
を避け、感作アレルゲン分子種のみをワクチ
ン処方されることが望ましい。我々の分子診
断システムは、この「患者ごとに感作アレル
ゲンを個別処方するテーラーメイド型の免
疫療法」を支援する次世代型のアレルギー診
断技術として極めて有用であるといえる。 
 また、今回の解析からは感作ダニアレルゲ
ン分子種とダニに対する RAST score（特異
IgE 抗体価）との間には必ずしも相関が認め
られないことも明らかとなった。RAST score
と臨床症状スコアとの相関に関しては議論
が分かれるところであり、ダニアレルギーの
新たな治療用マーカーの登場も望まれてい
る。それゆえ今後は、本 CRD システムによっ
てもたらされる分子診断情報が有用なバイ
オマーカーとなりうるのか否かを検証すべ
く、感作アレルゲンと症状あるいは薬剤感受
性など臨床パラメーターとの相関を解析す
ることも重要である。 
 
(3) ダニアレルギー分子診断システムを用

いた非アトピー型喘息症例における感作
アレルゲン検出への試み 

 喘息患者には現行診断法にてダニアレル
ギーと判定されない「非アトピー型」と分類
される症例が存在している。他方、重症喘息
患者における抗 IgE抗体療法の有用性が近年
示されているが、本法の適用はダニアレルギ
ー患者に限られており、非アトピー型の患者
に対しては抗 IgE抗体療法が治療の選択肢と
して開放されていない現状にある。そこで、
これら非アトピー型症例を我々のダニアレ
ルギー分子診断システムに供して感作ダニ
アレルゲン分子種が特定できるか否かを検
証した。その結果、驚くべきことに調べた全
ての当該症例において感作アレルゲンの検
出が可能であることが判明した。この結果か
ら、従来の診断法にてダニ陰性と見落とされ
ていた喘息患者を本システムに供すること
によって、抗 IgE 抗体療法の適用可能なアト
ピー型の症例へと新たに精密診断できる可
能性が示唆された。 
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