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1．はじめに

スギ花粉症は日本に特有の風土病であり，日本人に頻度
の高いHLA型を考慮した T細胞エピトープを選ぶことで
治療に用いることができるため，T細胞エピトープペプチ
ドを用いた治療が検討されている1)。またスギ花粉の舌下
免疫療法も，まもなく臨床に応用されることが期待されて
いる2)。一方，シラカンバは日本以外に世界に広く分布し，
患者の人種も多様であることから，T細胞エピトープの種
類も非常に多くなり，これらをすべて網羅した T細胞エピ
トープ連結ペプチドを作成するのはコストの面で困難であ
る。また以前より欧米では，シラカンバの粗抗原を用いた
舌下免疫療法がおこなわれているが，アレルゲンコンポー
ネント以外の不純物が含まれることを原因として，抗原活
性を高めることができないため，最近ではリコンビナント
抗原を用いた臨床試験が行われ良好な成績が報告されてい

る3)。また舌下免疫療法は非飛散期にも治療を継続しなけ
ればならないため，治療期間が長く患者のモチベーション
が保たれないことが懸念される。臨床の現場で免疫療法を
普及させるためには，アナフィラキシーショックなどの副
作用が起きるリスクを低下させ，なおかつ花粉飛散開始前
から短期間で治療が完結できる免疫療法が理想である。そ
のため，今回われわれは Bet v1a長鎖合成ペプチドを作成
し，現行の粗抗原よりも IgE結合能，好塩基球活性化能を
低下させうるか検討を行った。

2．対象と方法

患者同意を得たシラカンバ花粉症患者 8症例の末梢血を
用いて解析を行った。対象はすべて花粉飛散時期に症状を
発現し，鼻汁好酸球陽性かつシラカンバ花粉のイムノ
CAPスコア 2以上である。Bet v1aのアミノ酸配列の 1番か
ら 60番，51から 110番，101から 160番の 3種類のペプチ
ドをGenscript社に合成を依頼し，それぞれペプチドA，B，
Cとした。またシラカンバ花粉コンポーネント解析のた
め，Bet v1a，Bet v2のイムノCAP，または ISACを行った4)。
ペプチドの IgE結合能の評価は，固相 Bet v1aによるイ
ムノCAP特異的 IgE抑制試験をファディア社に依頼し行っ
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アレルギーのペプチド免疫療法においては，HLA型を考慮した T細胞エピトープを選ぶことが重要となるが，
全てのHLA型に対応することは困難である。今回我々は，シラカンバ花粉症患者の免疫療法を目的として，シ
ラカンバ花粉のメジャーアレルゲン Bet v1の全配列を 3分割し 10残基オーバーラップさせた長鎖合成ペプチド
を作成した。このペプチドは理論上ほぼすべての T細胞エピトープを含んでいるが，Bet v1の立体構造とは大き
く異なっていることから IgEエピトープはほぼ含まれないものと予想される。
そこでまず，3つのペプチドの好塩基球活性化能を評価するためにBATを行った。Bet v1に対しては患者全例
で陽性となったが，3つの合成ペプチドには全ての患者において反応を示さなかった。またイムノ CAP特異的
IgE抑制試験で，3つのペプチドの IgE結合活性が低下していることを確認した。さらにALSTでは，2つのペプ
チドで反応を示す患者がみられたため，それらペプチドは T細胞刺激能を有するものと推測された。
これらのことより，この 3つのペプチドの混合物をシラカンバ花粉症の免疫療法に用いることにより，安全で
有効な抗原となりうる可能性が示唆された。

キーワード：T細胞エピトープ，IgEエピトープ，合成ペプチド，Bet v1a，BAT
略語：BAT, basophil activation test; ALST, allergen-specifi c lymphocyte stimulation test
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た5)。その内容は，Bet v1aに対する抗体価が最も高値で
あった症例 1の検体を用いて，固相にイムノ CAP特異的
IgE t215 Bet v1aを，添加抗原溶液に Bet v1a，Bet v2（各
50 ng/mL），ペプチドA，B，C （各 50μg/mL） の原液および
これを 0.1 Mリン酸緩衝液で 10，102および 103倍希釈した
ものを用いて抑制試験を実施した。検体と各抗原溶液を混
合比 1：9容となるよう混合し，25°Cで 2時間振とうした。
振とう後，各試料をイムノ CAP特異的 IgE t215 Bet v1aで
測定した。得られた蛍光強度より抑制率を求めた。
ペプチドの安全性を評価する目的で BAT，またペプチ
ドのリンパ球刺激能を評価する目的でALSTをいずれも
BML社に依頼し行った6–8)。その内容について，BAT検査
はベックマンコールター社Allergenisity Kitを用いて，各
抗原 1μg/mlより 3段階の 10倍希釈系列で反応させ，FACS
で解析を行い，抗原無添加時を基準とした CD203c発現
量の変化を陽性率で表示した。またALST検査は各抗原
5μg/mlより 5段階の 3倍希釈系列で反応を行い，6日間培
養で，最終 24時間のトリチウムの取り込み能を，抗原無
添加培養をコントロールとした相対値 （stimulation index:
S.I.） で表示した。ALSTは症例 3を除く 7例で行った。リ
コンビナントBet v1a，Bet v2は biomay社より購入した。
統計解析はMann-Whitney U testを用い有意水準 0.05以

下で有意差ありとした。

3．結　　果

シラカンバ花粉症患者 8症例おいて，シラカンバ花粉
（Birch crude），Bet v1a，Bet v2に対する特異的 IgEをイムノ
CAPあるいは ISACにて測定した。表 1に示したように，
Bet v2に対しては ISACにて 1例のみでしか反応が認めら
れなかったが，シラカンバ花粉またはBet v1aにおいては，
全ての患者で陽性となった。BATにおいては，活性化率
のカットオフ値を 10%とすると，全症例でシラカンバ花
粉およびBet v1aに対して陽性，Bet v2に対して陰性となっ
た（表 1）。合成ペプチドを抗原とした BATでは，Bet v1a

は 53.0±4.8%に対しペプチドAは 2.5±0.8%，ペプチド B
は 2.4±0.7%，ペプチド Cは 2.2±0.4%でいずれも p<0.01
で有意差を持って反応が低下していた（図 1）。このこと
は，合成ペプチドは Bet v1a特異的 IgEに認識されないこ
とを意味する。その確認のためにイムノ CAP特異的 IgE抑
制試験を試みた。患者血清とイムノCAP （Bet v1a） との反
応時に Bet v1aそのものを添加することによって，特異的
IgEの結合抑制がみられるが，別抗原である Bet v2添加で
は抗原抗体反応の抑制は見られない（図 2）。その系で，3
種類の合成ペプチドではいずれもその抑制がなく（図 3），
Bet v1aと比較して特異的 IgEとの結合能が低下している
ことが確認された。各抗原の T細胞への認識の有無を確認
するためにALSTを行った。その結果，S.I.値は，Bet v1a
が 3.3±4.9，ペプチドAが 1.7±0.6，ペプチドBが 5.7 ±13.2，
ペプチド Cが 4.5 ±9.9，Bet v2が 1.7±0.3であった （図 4）。
S.I.値 2を cut offとすると Bet v1a，ペプチド B，およびペ
プチド Cで陽性を示し，ペプチド B，Cでリンパ球刺激能
を有していた。

4．考　　察

免疫療法に用いる抗原は，T細胞エピトープのみを用い
るのが最も安全性が高いと考えられる9)。T細胞エピトー
プは通常 12から 15アミノ酸残基程度の長さであり，抗原
提示細胞表面でMHCと結合した複合体として T細胞に認
識される。一方 IgEエピトープは，タンパク質の三次構造
を認識する場合が多く，タンパク質の変性，分解などによ
り失活しやすい。免疫療法はアナフィラキシー発症の危険
性から，治療に用いる抗原量が少ないところから始め，増
量には時間がかかるという欠点があるが，投与抗原を最初
から高濃度で投与できれば，治療期間の短縮が可能であ
る。しかし，そのためには現在臨床で使用されている抗原
から，可能な限り IgEエピトープを除去する必要がある。

図 1　Bet v1aと3種類の合成ペプチドのBAT試験。BAT検査は
各抗原1 μg/mlより10倍希釈系列で最大の反応となった値を用い
FACSにて好塩基球 CD203cの陽性率を%で表示した。

表 1　患者 8症例の CAP-RAST，ISAC，BAT検査の結果

Birch crude  Bet v1a Bet v2

BAT
（%） RAST BAT

（%）
RAST
（ISAC）

BAT
（%）

RAST
（ISAC）

症例 1 64.4 4 64.0 4 1.8 0
症例 2 84.9 3 43.8 3 3.4 0
症例 3 31.4 3 16.1 3 3.5 0
症例 4 49.3 2 49.1 （2） 2.4 （0）
症例 5 48.4 3 59.9 （2） 2.5 （0）
症例 6 65.8 5 74.3 3 4.0 2
症例 7 55.6 4 64.1 （3） 2.6 （0）
症例 8 71.0 2 73.7 （2） 1.3 （0）

（ ） スコアは ISACで測定。スコアは 0～3の 4段階
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そこで今回我々は，シラカンバ花粉のメジャーアレル
ゲン Bet v1aの全配列を 3分割し 10残基オーバーラップさ
せた長鎖合成ペプチドを作成した。これらの合成ペプチド

は，理論上ほぼすべての T細胞エピトープを含み，Bet 
v1aの立体構造とは大きく異なっていることから，IgEエ
ピトープも大幅に減少しているため，安全性が高いと推測

図 2　Bet v1a，Bet v2のイムノキャップ抑制試験。Bet v1aに対する抗体価が最も高値であった症例 1の検体を用いて，固相にイムノ CAP
特異的 IgE t215 Bet v1a，添加抗原溶液に Bet v1a，Bet v2 （各 50 ng/mL） の 10倍希釈系列で抑制試験を実施した。各試料をイムノ CAP特異
的 IgE t215 Bet v1aで測定した。得られた蛍光強度より抑制率を求めた。

図 3 各合成ペプチドのイムノキャップ抑制試験。添加抗原溶液をペプチド A，B，C （各 50μg/mL） の 10倍希釈系列で，図 2と同様にして，
抑制試験を実施した。
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される。結果に示したように，今回合成したペプチドはい
ずれも粗抗原より IgE結合能，好塩基球活性化能が低下し
ていた。

Normanらはネコの主要抗原である Feld1の 27残基のエ
ピトープペプチド （Allervax） の臨床試験 24名中 6名で副
作用が見られたと報告している10)。T細胞エピトープのな
かには，アミノ酸配列依存的な IgEエピトープが含まれる
可能性があることから，今回の長鎖合成ペプチドにおいて
も症例を増やして検討すると，同様の事例が起こる可能性
があると思われる。しかし，その危険性は今回行ったBAT
試験をペプチド投与前に行うことで回避できるのではない
かと考えている。BATは，現在行われているヒスタミン
遊離試験と同様，アレルギー反応の effector phaseを見るの
に適しており，食物アレルギーなどの分野で抗原同定を目
的として近年盛んに行われている検査である11)。また，任
意の抗原使用が可能で，短時間で測定できるため，スク
リーニング検査に有用である。免疫療法の抗原は，BAT
による in vitro検査で安全性を確認してから投与を始める
ことにより，治療全体の安全性が高まることが予想され
る。また，投与経路に関しても，鼻誘発反応で陰性であれ
ば，皮下注射または舌下ではなく実際のアレルギーが起
こっている部位である経鼻投与も可能と考えられる。ま
た，今回用いたペプチドのうち 2つがリンパ球活性化能を
有していることをALSTにて確認したことから，これらペ
プチドの混合物は免疫療法に有効である可能性が示唆され
た。しかし検体によって測定値にばらつきが大きく，花粉
症などの季節性アレルギーの場合直前の採血時の花粉飛散
数や採血の時期が結果に影響することも考えられ，さらに
症例を増やして検討をする必要があると思われた。
最近，高井らは，ハウスダストアレルゲンに Th2サイト

カインの産生を誘導するアジュバント活性があることを報
告している12)。今回われわれが用いた長鎖ペプチドでは，
このアジュバント活性が失われて粗抗原に比べて効果が劣
る可能性があることは否定できない。従って，ペプチド投
与の際にアジュバントを同時に投与するなどの工夫が必要
となるかもしれない。
今回の我々の検討により，Bet v1aの 3種の長鎖合成ペ

プチドの混合物は，シラカンバ花粉症の安全で有効な免疫
療法のツールになることが示唆された。今後，その有用性
についてさらなる検討を行っていきたい。

最後に御校閲頂きました株式会社 BML平井博之様，研
究に御協力頂きました株式会社 BML橋口明彦様，ファ
ディア株式会社有津崇様に深謝申し上げます。
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図 4 Bet v1a，Bet v2と 3種類の合成ペプチドの ALST試験。ALST
検査は各抗原 5 μg/mlより3倍希釈系列で最も反応の強い値を用
い，結果は抗原無添加に対する相対値を stimulation.indexで表示
した。
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Possibility for immunotherapy with long synthetic peptide of Bet v1
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ABSTRACT

In the peptide immunotherapy of allergy, although it is important to choose the T cell epitope on a consideration of the HLA type,
application to all the HLA types is diffi cult. In this study, we synthesized long-chain synthetic peptides by dividing the sequence of Bet 
v1, the major white birch pollen allergen, into three peptides that overlapped by 10 amino acid residues for the immnunotherapy of white
birch pollinosis. These peptides contain almost all the theoretically possible T cell epitopes and differ significantly from the three-
dimensional structure of Bet v1; thus, the IgE epitopes are probably not included.

First, we evaluated the activation for patient basophil of the three synthetic peptides using the basophil activation test (BAT). All 
patients tested positive for Bet v1. However, they did not react to any of their peptides. Secondly, the ImmunoCAP-specifi c IgE inhibition 
assay showed that the binding avidity of IgE was low in all three peptides. Lastly, their potential of T-cell stimulatory capacities of the
peptides were observed with the allergen-specifi c lymphocyte stimulation test (ALST). These results suggest that combinations of the 
three peptides may be used as antigenic epitopes, which could provide a safe and effective form of immunotherapy to treat white birch 
pollinosis.

Key words: T cell epitope, IgE epitope, synthetic peptide, Bet v1a, BAT


