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研究成果の概要（和文）：本研究では、我々が近年開発したIgE crosslinking-induced luciferase expression（EXiL
E）法に基づき、新しいアレルゲンエピトープの網羅的解析技術を開発することを目指した。卵白アルブミン（OVA）を
モデル抗原とし、OVAが液相と固相にある時である種のIgEの架橋活性が異なることを示すとともに、ペプチドをキャリ
アタンパク質に結合させることにより、極めて微量（数十pM）のエピトープペプチドをEXiLE法で検出できることを示
した。今後、本エピトープ解析技術は、低アレルゲン化食品の開発や、より安全なバイオロジクス医薬品の開発等への
貢献が期待される。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we aimed to develop a new allergenic epitope exploring 
method by means of the EXiLE (IgE crosslinking-induced luciferase expression) testing method. The EXiLE 
test is based on the luciferase assay using humanized rat basophilic leukemia cells (RS-ATL8) that 
express human high-affinity IgE receptor (FcεRI). E-C1 and E-G5 are murine monoclonal IgE antibodies 
against ovalbumin (OVA), with and without degranulation activity, respectively. RS-ATL8 cells sensitized 
with E-C1 were reactive to OVA in the liquid phase, but not in the case of E-G5. However, immobilized OVA 
reacted to both E-C1 and E-G5. We next tried to detect EXiLE responses to epitope peptide of E-C1. It was 
impossible to detect directly-immobilized epitope peptide with ELISA or EXiLE assay. However, when the 
peptide was conjugated to a carrier protein, the IgE response was observed, particularly with EXiLE 
assay.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
食物アレルギーや薬物アレルギーなどのア
ナフィラキシーショックは、時に患者を死に
至らしめる深刻なアレルギー反応である。ア
レルギー反応の惹起は、アレルゲン特異的
IgE が患者のマスト細胞や好塩基球が発現す
る高親和性 IgE 受容体（FcεRI）に Fc 部を
介して強固（解離定数 10-10M）に捕捉される
「感作」から始まる。続いて、アレルゲンが
体内に侵入すると、マスト細胞上で IgE とア
レルゲンとの「結合」がおきる。このとき、
アレルゲン分子上に多価の IgEエピトープが
存在すると、この結合は FcεRI の「架橋」を
誘導し、これがヒスタミン放出等の引き金と
なる。我々は最近（研究開始時の 2 年前）、
ヒト FcεRI 遺伝子とルシフェラーゼレポー
ター遺伝子とを安定的に導入した培養マス
ト細胞株（RS-ATL8 細胞）を用い、抗原依
存的な IgE/FcεRIの架橋を検出する新しいア
レルギー試験法「EXiLE（IgE Crosslinking- 
induced Luciferase Expression）法」を開発
した。EXiLE 法の検出感度は極めて高く、溶
液中のアレルゲンタンパク質をアトグラム
オーダー（50 ag/50 μl/well）で検出すること
ができる。一方、IgE のエピトープ解析技術
としては、短い合成ペプチドを少しずつずら
しながらアレルゲンの全長配列をカバーし、
各ペプチドへの IgE結合性をドットブロット
の要領で検出する、という手法（SPOTs 法）
が主に用いられていた。しかし、この手法は
ペプチドの合成コストが高いことなどから、
あまり長い配列の解析には適用しづらく、
IgE エピトープの網羅的解析技術としては不
向きであった。 
 
２．研究の目的 
我々の独自技術である EXiLE 法の特長の一
つである超高感度を活かし、IgE エピトープ
の網羅的解析技術を開発することを目的と
した。すなわち、限定分解と質量分析によっ
て容易に得られるペプチド配列の情報と、極
微量のペプチドへの IgE の EXiLE 応答性と
を組み合わせることにより、全く新しいエピ
トープ同定技術の開発を実現できるのでは
ないかと考えた。通常の液体クロマトグラフ
ィーで得られるペプチドはナノグラムレベ
ル程度であり、感度に劣る ELISA 等では検
出が非常に難しい。さらに、患者血清中には
中和抗体である IgG 等が豊富に含まれてお
り、これが測定を妨害することも予想された。
EXiLE 法を用いることにより、これらの問題
が一気に解決できると期待された。このとき、
ペプチド断片が小さくなりすぎると、1 つの
ペプチドあたりのエピトープの数が 1つにな
ってしまい、IgE の架橋が誘導できなくなる
おそれがある。そのため、本研究では、ペプ
チド 1つあたりのエピトープの数によらずに
IgE の架橋刺激を誘導できる系の開発にも取
り組み、その評価を行なう。 
 

３．研究の方法 
(1) 抗原・抗体 
モデル抗原として卵白アルブミン（OVA）を、
その特異的 IgE として、OVA との反応性が
異なることが知られている 2種類のマウスモ
ノクローナル抗体（E-C1、E-G5）を用いた。
抗体は、Chondrex 社より購入した。E-C1 抗
体は、マスト細胞を感作すると OVA の添加
により架橋を介してマスト細胞の脱顆粒を
誘導するが、E-G5 抗体は、OVA と結合はす
るものの脱顆粒は誘導できないことがメー
カーの情報として知られていた。 
(2) 細胞 
EXiLE 法に用いる RS-ATL8 細胞は、過去の
報告の通りに培養した。すなわち、10％のウ
シ胎児血清を含む MEM 培地に、ペニシリ
ン・ストレプトマイシン、ジェネティシン、
ハイグロマイシンを添加した培地を用い、セ
ルスクレイパーにより週に 1回継代を行なっ
た。 
(3) EXiLE 法 
EXiLE 法のプロトコルは、既報の条件を基に
して行なった。すなわち、1x106cells/ml に懸
濁したRS-ATL8細胞を 10 ng/mlの IgEモノ
クローナル抗体で一晩感作し、PBS で 3 回洗
浄後、培地に溶解した OVA または 100 ng/ml
の抗マウス IgE 抗体により 37℃で 3 時間刺
激した。刺激後、ONE-Glo 基質液を添加し
て発光強度を測定し、刺激前に対する Fold 
Change により架橋活性を評価した。 
(4) 固相 EXiLE 法 
種々の濃度の抗原を炭酸バッファーに溶解
し、ELISA の要領でプレートにコートした。
別の容器で一晩 IgE で感作した RS-ATL8 細
胞を抗原コートプレートに播種し、37℃で 3
時間刺激した。その後、ONE-Glo で細胞を
溶解後、別プレートに移し、発光を測定した。 
(5) エピトープペプチド 
Chondrex が開示する E-C1 および E-G5 の
エピトープペプチドはそれぞれ下記の通り。 
E-C1：61DKLPGFGD68 
E-G5：363HPFLFCIKHIAT374 
これらのペプチドを MBL に委託して合成し
た。また、Peptide Immobilizing Kit（Beacle）
を用いてウシ血清アルブミン（BSA）に共有
結合させた。検出は、E-C1 および E-G5 抗
体を用いたELISAまたはEXiLEで行なった。 
 
４．研究成果 
(1) EXiLE法による２種の抗OVA IgEの架橋
活性の評価 
RS-ATL8細胞をE-C1抗体およびE-G5抗体
で一晩感作し、MEM 培地に溶解した OVA
で３時間刺激を行なった。すると、図１に示
すように、E-C1 では明瞭な応答が観察され
たが、E-G5 では全く応答が誘導されなかっ
た。データは示さないが、いずれの抗体も、
固相化したOVAに対する結合性はELISAに
よって確認している。これらの結果は、メー
カー等が示す両抗体の性質に矛盾しない。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 固相 EXiLE 法による両抗体の応答性評
価 
次に、ELISA の要領で OVA をプレートに固
相化し、これらの抗原に対する感作 RS-ATL8
細胞の応答性を調べた（図２）。すると、抗
原が液相中にあった場合と異なり、E-G5 抗
体による OVA 依存的な FcεRI の架橋が認め
られた。このことは、たとえ抗原が１価であ
っても、固相化された場合は FcεRI を架橋す
ることができ、ひいてはアレルギー試験の偽
陽性結果を引き起こしうることを示唆して
いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) ペプチド固定化 BSA の結合性を指標と
するエピトープ解析 
E-C1 および E-G5 については、近年、メー
カーからエピトープ情報が公開された。そこ
で、両抗体のエピトープペプチドを合成し、
プラスチックプレートに固相化し、ELISA に
より結合性を調べたが、いずれの抗体も結合
を検出することはできなかった（非開示）。

これは、ペプチドの固相化効率が低すぎたか、
あるいはプラスチック表面への吸着により
エピトープがマスキングされた、などの可能
性が考えられた。 
そこで、これらの問題を回避するため、ペプ
チドをまず可溶性タンパク質である BSA に
共有結合させ、これをプラスチックプレート
に固相化し、ELISA を行なった（図３）。す
ると、E-C1 のエピトープペプチドは E-C1
抗体と特異的に結合したが（図３Ａ）、E-G5
ペプチドはいずれにも結合しなかった（図３
Ｂ）。このことは、メーカーが提供するエピ
トープ情報のうち、E-C1 については正しい
配列が示されていると思われるが、E-G5 に
ついては誤っている可能性があることを示
唆している。また、E-C1 の用量依存性曲線
をシグモイド曲線にフィッティングし、50%
効果濃度（EC50）を求めたところ、696 nM
となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) ペプチド固定化 BSA の架橋活性を指標
とするエピトープ解析 
ELISAの場合と同様に調製したE-C1のエピ
トープペプチド化 BSA を、E-C1 抗体で感作
した RS-ATL8 細胞に液相で添加し、その応
答性を調べた（図４）。すると、E-C1 ペプチ
ドは特異的な応答を誘導することができた。
このとき、同様に EC50 を求めると 58.5 pM
で、ELISA の場合の１万分の１以下であった。
EXiLE 法が 50 ag/50 μl/well（1 fg/ml）の抗

図１．EXiLE 法による E-C1 および E-G5

抗体の応答性の評価 

◆，E-C1；◆，E-G5。 

図２．固相 EXiLE 法による E-C1 および

E-G5 抗体の応答性の評価 

◆，E-C1；◆，E-G5。 
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図３．ELISA によるペプチド化 BSA に対する

E-C1 および E-G5 の結合性の解析 

Ａ，E-C1；Ｂ，E-G5 



原濃度で十分な応答を検出することができ
ることを考えると、今回用いたペプチドは約
4 pg/50 μl/well（83 pg/ml）に相当するため、
検出できたのは当然といえるであろう。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今後、タンパク質の未知エピトープを検出す
るため、限定分解により解析対象タンパク質
を 10 残基程度のペプチドに断片化し、
LC-MS/MS により配列を決定すると同時に、
これをBSAに結合させてEXiLE法で応答性
を解析することにより、網羅的なエピトープ
探索技術としての応用が可能であると期待
できる。 
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