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は じめ に 述 べ る こ と とした い ．

　ア レ ル ゲ ン は ，ハ ウ ス ダ ス トに 代 表 さ れ る通 年性，

ス ギ花粉の様な 季節性 ， お よ び卵 白ア ル ブ ミ ン の 様な

食物性 に 大別 され る
U．ア レ ル ゲ ン は ，

こ れ まで 多 くの

物質 の 集 合体 と し て 扱 わ れ 本質 が 何 か 不明 で あ っ た ．

198 年代 に な っ て 多くの 研 究者の 努力 に よ りい くつ も

の ア レ ル ゲ ン が 単離 さ れ物質と し て 同定さ れ た ．今 凵

で は，ほ とん どの ア レ ル ゲ ン 遺伝子 が単離 され その 塩

基 配列 並 び に ア ミ ノ 酸
一

次 配列 が 明 ら か に さ れ て い

る
2 ’“S ）

。判明 した 各 ア レ ル ゲ ン の ア ミ ノ酸配列 を比 較

し共 通 な部分構造 が あ る の で は な い か と 期待 さ れ た が

共通 配列は 見 い だ さ れ な か っ た ．ア レ ル ゲ ン と し て作

用 す る 部位，す な わ ち igE 抗体が 認 識 し結合す る 部位

は ， 連 続 した ア ミノ 酸配列 で は な く立体構造 の
一

部 と

考 え ら れ る．ア レ ル ゲ ン を 真 に 理 解 す る た め に は そ の

立体構造の解明 が 必 要 と な っ て い る ，

　本稿 で は ， ダ ニ 主要 ア レ ル ゲ ン Derf2 を 例 と し て

1gE 抗体 の 結 合部位 が Derf2の 立体 構造 上 の ど こ に 位

置 す る か解析 し た 結果 を概説 す る と 共 に 得 られ た 知 見

か ら何が治療現場 ヘ フ ィ
ー ドバ ッ ク で き る か に つ い て

1．遺伝 子 の 単離 と組換 え体の 作製

　 タ ン パ ク質の 立体構造を解析す る に は X 線結晶解

析か 高分解能 NMR を用 い なけれ ばならな い ．い ずれ

の 方法 を 用 い る に し て も 大 量 の 純度 の 高い タ ン パ ク質

が 必要で あ る．ア レ ル ゲ ン の場合 ， そ の 含有量 の 少な

さ お よ び共存す る 不 純物の 多さ故 に 天 然 か ら大量 に か

つ 純度 の 高 い 標 品 を調製す る こ と は 難 し い ．こ の 問題

を解決 す る に は 大量 に タ ン パ ク質 を調製で き る 遺伝子

組換え技術が適 し て い る．本法 は優れた方法 で あ る が ，

満た さ な けれ ば な ら な い 条 件 が あ る．そ れ は，ア ミノ

酸
一次配列は も ち ろ ん分 了内ジス ル フ ィ ド結合位置 ，

立 体構造 さ ら に は ア レ ル ゲ ン 活性 が 天 然 由来 の ア レ ル

ゲ ン と全 く同
一

の タ ン パ ク 質 として 調 製 しな ければな

ら な い ．

　 Derf2の 場 合 ， 筆者 ら の グ ル ープ に よ っ て 大 腸菌 を

用 い る 製 造法 が 既 に 確立 し て い る
9）．Derf2は ，分子 内

に 3 ヵ 所 の ジ ス ル フ ィ ド結合 を持 っ て い る が （図

1）
iOJ

、 組換え Derf2で も そ の 位置は保持 さ れ て い る．

ま た ， ダ ニ ア レ ル ギー患 者 lgE抗 体 に 対 す る 結 合性
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　 　 　 　 　 図 1．　 ダ ニ ア レ ル ゲ ン Derf2の 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド結 合 位 置．

　線 で 結 ん だ シ ス テ ィ ン 残 某 間 で ジ ス ル フ ィ ド結合 して い る．ア ミノ 酸 は全 て 1 文 字

表示 し た ．
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　図 2 ．
IgE 抗体結合活 性 の 比 較．

　〔：）： ダ ニ 虫体 fll　k 　De 　rf2，● ：組換 え Derf2．

o　
’

　 　 　 　 le 　　　　 IDO 　　　 loo｛〕　　 ］oooo

　 　 　 　 　 航 原 濃匿 〔ngJml ）

ダ ニ 虫 体 由 来 Derf2と 組 換 え Derf2と の

は ， 図 2 に 示す ように ダ ニ 虫体か ら 精製 した Derf2 と

同 じで あ っ た． こ れ らの こ と か ら ， 大腸菌 を 用 い て 作

製 した Derf2は ダニ 虫体 か ら精製 した Derf2と 立体搆

造 も含 め て 同等で あ る こ と が 明 ら か で あ る．　 ・

　次 に，筆者 らは Derf2遺伝予 に部位特異 的変異 を導

入 し て種々 の 改 変体 を作製 し どの ア ミ ノ 酸残基 が IgE

抗体結合部位か を検索 した．そ の 結果 ， lgE抗体の結合

す る部位 は分子 内で ジ ス ル フ ィ ド結合 して い る 領域 と

考 えられた．結果 を図 3 に 示 す
n ）．次 に こ の IgE 結合

領域が ダニ ア レ ル ゲ ン Derf2 の 立体構 造 の 上 で ど の 様

に 分布 し て い る か を検討 する こ と と した ．

2．Derf2の 立体構造解析 と IgE抗体結合部 位

　立体構造解析 の 手法 は，X 線結 晶解析ま た は 高分解

能 NMR に限 られ る．筆者らは，東京都立臨床医学総

合研 究所生理 活性 部門 （稲垣冬彦先生）と共 同で NMR
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　　　　 図 3． Derfの ア ミノ 酸置換体 の ヒ ト IgE に 対 す る 結合活性．

　活性 は ，野性型 に 対 す る相対値 で 示 した．ア ミノ 酸置換 の 位置 ：囚は N 末端 1〜21番
目を，圍 は70〜8ユ番 目 を示 す．［聾は ， 114〜ユ29番目の 椙対活性 を示 す．ア ラニ ン 残 基

に 変更 した が ， 兀 が ア ラ ニ ン で あ る位置 の 置換 は ロ イ シ ン を用 い ，シ ス テ イ ン は セ リ

ン に 置換 した．N 、T ．は 試験 して い な い こ と を示 す．元 の ア ミノ 酸は カ ラ ム 内 に 示 した．
（文献 llよ リ引用 ）

1ひ9

1
■

「
1

1 i
［ ト 1膕． 1

　 …こ ［ 11E
1　　　
；　　　　　　　　
ー
−　
ー

1
旨

1　　　　 115q

ヌ

1

． 山、
F

ー し」 ．　　 1

　 　 1
　 　 ヒ

　 臨

1　 囚 c 　 日 Flll

　 ・
Ixl

　　IPLr

［
ト

「 冒τ
G

！
LI λ 1II

」

　1

　 21
腕 「iA

則

　
つ

0

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

奥村　康 1231

9

図 4． Derf2の 立 休 構 造 ．（文 献 12よ り引用 ）

に よ る解析を試み た ．

　 まず ， 完全合成培地 に
1
℃ 一グ ル コ ース お よ び

1‘N 一塩

化 ア ン モ ニ ウ ム を炭素源 ， 窒素 源 と して 加 え Derf2を

発現す る大 腸菌 を培 養 し Derf2を
13C

お よび
ISN

で ∴

重標識 し た ．種 々 の ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

に よ り高純度

の 二 重 標識 Derf2を調 製 し600MHz の NMR で 解析

し た ，結果得 られ た 立体構造を図 4 に 示 す
12 〕．先に述 べ

た IgE 抗体結合部位 を明 ら か に な っ た Derf2立体構造

上 に マ ッ ピ ン グ し た 結果 を図 5 に 示 す ．こ の 結果 か ら ，

Derf2の IgE 抗体 結合部位 は少 な くと も 2 カ所 あ りそ

れ ぞ れ が 互 い に 干渉 し な い 位置 関係 に あ る こ と が 明 ら

か と な っ た．

3．今後 の展開に つ い て

　 こ れ まで 示 し て きた よう に ，多 くの ア レ ル ゲ ン 遺伝

子 が 単離され エ ピ ト
ープ解析が 進ん で い る．得 ら れ た

結果 を 治療現場 ヘ フ ィ
ードバ ッ ク す る こ とが 今後の課

題 で あ ろ う．可能性の
一

つ と して 合成ペ プチ ド， 組換

えア レ ル ゲ ン 等 を用 い た 抗原特 異的免疫療法 が あげら

れ る．本法 は，完治す る可能性 の ある治療法 と し て近

年再評価 さ れ て い る．

　筆者 ら・は ， ダ ニ ア レ ル ゲ ン Derf2の エ ピ トープ 解析

の 過程 で シ ス テ ィ ン を セ リ ン に 置 換 し た 置換体 を得

た ．本置換体 は IgE と の結合性が 大 き く低下 し て い る

　図 5 ． IgE エ ピ トープ の Derf2上 へ の マ ッ ピ ン グ．

　赤で 示 し た部位 は ， ア ミ ノ 酸置換 に よ っ て lgE 結合

能 が 低下 し た 部位．青 で 示 した 部位 は ， ア ミノ 酸置換

で 結合活性 に 影響 し な か っ た 部位．そ れ ぞ れ 表 と 裏 か

ら 見 た 位置 で あ る．（文献 12よ り引用 ）
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一
方，T 細胞に は認識さ れ る と い う免疫療法剤の 候補

と し て好 ま し い 性質 を持 っ て い る こ と が 明 ら か と な

り ， ダ ニ ア レ ル ギー動物 モ デル を作成 して 置換 体の 免

疫療法 剤 と して の 口∫能性．を検討 した．そ の 結果 ， 筆者

らが 得た置換体は有効で ある こ とが 示 され た軌
 

マ ウ

ス ， モ ル モ ッ ト， 最近で は 霊長類 を用 い た 試験 に お い

て も良 い 成績を収め て お り将来の ダ ニ ア レ ル ギ ー免疫

療法剤 と し て十分 に 期待で き る もの で あ る．

4．終わ りに

　本 稿で は，筆者 ら が 行 っ て き た ダ ニ ア レ ル ゲ ン

Derf2を中心 に ア レ ル ゲ ン の 構造 と ア レ ル ゲ ン 性 に つ

い て概観 した ，遺伝子 が ク ロ
ー

ニ ン グ さ れ遺伝子組換

え技術に よ っ て 天 然由来の ア レ ル ゲ ン と同等の 純粋 な

ダニ ア レ ル ゲ ン が大量 に 得 られ るよ うに な っ た こ と に

よ っ て ，こ れ ま で 不可能 と思 わ れ た 多 くの 試験 が 実施

で き る こ と に な っ た．特に，立体構造が 明 ら か に な っ

た こ と は大 き な意味を持 っ ．今後は ， 明 ら か に な っ た

情報 を医療現場 へ 早 く適切 に フ d 一
ドバ ッ ク す る こ と

が 大 き な 課 題 で あ る．本分野 の 研究が 大 き く進 展 し ダ

ニ ア レ ル ギーを は じ め と す る種々 の ア レ ル ギー疾患が

完治 す る こ と を期待 した い ．
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