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1．　ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ

　 1964年 オ ラ ン ダ の Voorhorst ら は 室内塵 （house

dust）の 中 に 数多 くの ダ ニ を発見 し
，

こ れ が ア レ ル ゲ γ

と し て重要な の で は な い か と提唱 し た O ．引き続 い て

1967年に 彼 らは ダ ニ 発生 の 季節消長 と喘息発症の 頻度

が よ く合致す る こ とを見 い だ した
2）．1968年 日本 で も

宮本 が コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ を用 い ，気管支喘息 に つ い て

研究を 行 い ，室内塵抽出抗原 と ダ ニ 抗原 の 皮内反応成

績に 高 い 相関がある こ と を報告 し た S｝．こ れ ら に 引ぎ

続 い て 同様の 成績 が
，

イ ギ リ ス ， フ ラ ン ス ， ドイ ツ
，

イ タ リ ア
，

ス ペ イ γ ，ポ ー
ラ ン ド，北欧，タ イ な どか

ら続 出 し た．こ れ らの ダ ニ は ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ 属 ［）enmto −

Phagoidesの ダ ニ で ある．肉眼 で は 見 え る か 見えな い

か 程度 （0．3〜O．4皿 m ）の 小さ い ダ ニ で
， 公団住宅に大

量発生 し て 入 居者を悩 ま せ た りす る ケ ナ ガ コ ナ ダ ニや

イ エ ダ ニ な ど とは また 別 の もの で あ る、

　 ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ は寝具，カ
ーペ

ッ ト
，

ソ フ ァ
ー

な どの

家具 に 生息し， ヒ トの フ ケ を 常食と し， ヒ トの 生活 に

依存 し て い る．わ が国 で は 生活様式，気候な どが，ダ

ニ の 繁殖 に 適 して お り，ア メ リカ， ヨ
ー

ロ
ッ

パ よ り家

屋中 の ダ ニ 数は，か な り多 い と考えられ て い る．

　 ヒ ョ ウ ヒ ダ ニの 名 は室内塵中 に 存在す る 人 の 皮膚 ・

表皮を主要な食物 とす る との 考 え か ら命名 さ れ た もの

で あ る． ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ は ア レ ル ゲ ン に は な る が， 口 の

構造上，人を咬む こ と は な い ．

　ダ ニ の ア レ ル ゲ ン と し て の 役割 に つ い て は 気管支喘

息の み な らず，鼻 ア レ ル ギ
ー

に つ い て も報告され て い

る 。日本で は 佐 々 木らが，コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ と室内塵

の 抗原 を用 い て 鼻 ア レ ル ギー患者の 反応性 を調 べ
， 室

内塵に 対 して皮内反応陽性 の 者 は すべ て ダ ニ に 対 し て

陽性 で あ っ た と報告 して い る、ま た ア ト ピ ー
性皮膚炎

の 患者 の 生活環境 中の ダ ニ の ，病因 と し て の 重要性 に

つ い て の 報告 も出 さ れ て い る，1970年 Alaniの 報告 に

よ る と，ア トピ ー
性皮膚炎患者の 寝具 など生活環境 に

殺虫剤を 用 い て ダ ニを駆除する と，一
部 に 皮膚症状の

改善を み る とい う
4｝．

2．ア レ ル ゲ ン 分析

　 1970年佐 々 木 らは ，それ ま で の ダ ニ 類 の 実験室内培

養の 経験 に 基 づ い て コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ の 培養 を試み，

動物飼料粉末に 15％の 水分を含 ま せ た も の が一
番成績

良 く培 養で き る こ とを報告し た 5〕． こ の 培養液 に飽和

量 の 食塩 を加え る と生 ダ ニ が浮 き上 が り，純粋 に 取 り

出す こ とが可能 で あ る ，以後 ダ ニ ア レ ル ゲ ン の精製が

試み られ た が
， 非常に 困難 で あ り 「ダ ＝ ア レ ル ゲ ン の

精製 は 不 可能だ 」 と考 え る 研究 も増加 し て きた ．し か

し，1980年 ， ア メ リ カ の Platts−Millsらの グ ル ープ に よ

り group 　Iア レ ル ゲ ン （Der　p　I） が 6｝
， そ して 1985年

に は group 　II ア レ ル ゲ ン （Deny　f　II）が
7 ）著者 らの グ

ル ープ に よ り発見 され た．group　IIア レ ル ゲ ソ は 主 と

し て ダ ニ 虫体 か ら抽出 され る が ， group 　I ア レ ル ゲ ン

は ダ ニ の 糞中 に 多 く存在する．最近，著者 ら は Der　f
Iア レ ル ゲ ソ が一種 の 蛋 白質分解酵素で あ る こ とを確

定 し（後述），お そ ら くダ ニ 腸管 の 消化酵素 の
一

種 で あ

ろ うと推定 して い る．

　1983年 筆 者 ら は
， radioimrnunoelectrophoresis

（RIEP ）を用 い ，ア ト ピー
性疾患患者の IgE 抗体 と反

応する ダ ニ ア レ ル ゲ ン が，多様で あ る こ とを み い だ し

た 8）．1985年に は，ダ ニ ア レ ル ゲ ン が少な くと も 4 種類

以 上 存在す る こ とを確認 し，Me1
，
　 Me2 ，

　 Me3 ，　 Me4

と命名 し た
7）．その 中で の major 　allergen は Me1 で あ

り，second 　major 　allergen 　et　Me2で あ っ た．　 Me1 ，

Me2 ，
　1986年の WHO の 勧告 に よ りそ れ ぞ2t　Derf 　II，

DerfI と呼ばれ て い る
9 レ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japanese Society of Allergology

NII-Electronic Library Service

The 　Japanese 　Sooiety 　of 　Allergology

436 ダ ニ 抗 原 の 分 子 生 物 学 的 解 析

3．組み 換え DNA 技術

　1970年代初頭 ま で は ，DNA は 生化学者に と っ て 細

胞内の 化合物中 で 最 も分析 し に くい 物質 で あ っ た ．非

常 に 長 い 間，化学的 に は単純な物質 の ヌ ク レ オ チ ド配

列 は ，間接的な方法 で し か 知 りえな か っ た ．し か し
，

今日で は 状況は 一変し た ．DNA は最 も分析の難 し い

巨大分子か ら， 最 も容易なもの に な っ た の で あ る ．今

や DNA の 特 定 の 領域を切 り出す こ と，大量 に調整す

る こ と，ヌ ク レ オ チ ド配列 を i 日 に 数 百 ヌ ク レ オ チ ド

とい う速 さで 決 め る こ とが で き る よ うに な っ て い る．

　組み 換え DNA 技術 （recombinant 　DNA 　 technol・

ogy ）は
， 真核生物 の 遺伝子発現を抑制す る複雑 な機構

を 理 解する方法 と して 有用 なだけ で な く，タ γ バ ク 質

の ア ミ ノ酸配列を決 め る 効率的な方法を提供す る こ と

に もな っ た ．更に，現在で は多大な労力 と費用 の か か

る ホ ル モ ソ や ワ ク チ ソ の 生産を ， 容 易 に し か も安価 に

す る可能性 も うか が わ せ て い る．

1）group 　l （De γ プ 1） ア レ ル ゲ ソ

　最近，急速に 進歩し た 分子生物学 の 成果が ダ ニ ア レ

ル ゲ ン の 研究 に も導入 されつ つ あ る．1988年 オ
ー

ス ト

ラ リ ア の Chua らは Der　p　Iの DNA 塩基配列 を決定

し，recombinant 　Der　p　Iを作製 した le）．しか し，こ

の rl）er　p　Iは ヒ トの 抗 ダ ＝ IgE抗体 と の 反応性を欠

如し て い た，そ の 原因 と し て rDerPI が 糖鎖を欠如し

て い る こ と，水 へ の 溶解 性 が悪い こ と な どが 考 え られ

て い る が，詳細 は 不 明で あ る。

　Chua ら は 同時に Der　p　lの cDNA 塩基配列 は 種 々

の cystein 　protease と約 20％ の homology が あ る こ と

を指摘 し た．こ れ に 基 づ ぎ筆者 らは コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ

（DermatoPhago　ides　farinae）の 抽 出液中 の タ ソ パ ク 質

分解酵素 の 精製と characterization を 行 っ た．そ の 結

果，ダ ニ 抽出液中の cystein 　protease 活性 は Der　f 工

の 存在す る 画分 と一致する こ とが判明 し た．更に，ダ

ニ 抽出液中の cystein 　 protease 活性 は Der　f　 I と et

HPLC の retention 　time が完全 に
一

致す る こ と が 認

め られ た ，ま た ， cystein 　protease の ア ミ ノ 酸構成 は

1）erfI の ア ミ ノ酸構成 に 非常に 類似し て い る こ と が

確認 され ，ま た cystein 　protease と Derfl の N 末端

の ア ミ ノ 酸配列は 完全に一致する と い う結果を得た ．

double　immunodiffusion　assay で 検討 した と こ ろ，こ

の cystein 　proteaseは 抗 Der 　f　I 過免疫 抗 血 清 （ラ

ビ ッ ト） と 1本 の 沈降線を 生 じ，そ の 沈降線は 1）er 　f
Iと 抗 Der　f　l の 反応 で 生 じた 沈降線と完全 に fuseし

た．以 ；r．に よ り，DeP プ 1 とダ ニ 抽 出液中 の cystei 【l

proteaseは 同
一

の 分子 で あ る こ とが 証明 され た 11），初

期 に は ，Der　f　I の 検出 に enzyme 　linked　immuno −

sorbent 　assay （ELISA ）を 用 い て お り， 2 日 ほ ど の 時

間 が 必 要 で あ っ た ．し か し，1）er　 f　 Iが cystein

protease で あ る こ と が 確定 した 後 は ，　 Der　f　Iの 検 出

に cystein 　protease 活性が指標 とされ る よ うに な り，

15〜30分 の 簡単 な操作 で ，assay が完了す る よ う に

な っ た ．こ れ に よ り，DerfI の 精製法が格段 に進歩

し ， 現在 で は わず か 2step で 大量 の 精 SU　Der　f　Iが 得

られ る よ うに な っ た ．

　DerfI ア レ ル ゲ γ は ，ダ ニ 虫体 か ら精製 した 標品

中に 糖が検出 され て お り，事実そ の 配列中に は N 一グ リ

コ シ ル 化 され る配列 （Asn・X・SerfThr）が 存在 して い

る．どの よ うな糖鎖が結 合 して い る か は今の と こ ろ 明

らか に な っ て い な い ．成熟型 DerfI は 222ア ミ ノ 酸残

基 か ら構成 さ れ て い る （DerpI で は 223残基）．本 ア

レ ル ゲ ン は 虫体 中で プ レ プ ロ 配列を持 っ た 形 で 発現 さ

れ プ レ 配列，プ ロ 配列が はずれ て 成熟型 に な る もの と

推定され て い る．1）erfI 遺伝子 が 分離 され た こ とか

ら，遺伝子組み 換え技術に よ っ て 大量調整が試み られ

て い る．筆者 らの 研究室 で 大腸菌を用 い た 生産を試 み

て い る．こ れ ま で の と こ ろ ダ ニ ア レ ル ギ ー患者血清

IgE と結合活 性を持つ 標品 は 得られ て い な い が
， 患者

末梢血 か ら分離し た T 細胞 と は応答性を 示す．一方，

真核生物 を 用 い た 発現系 か ら得 られ た Der 　f　Iは IgE

との 結合活性 を 持 っ て お り，糖鎖が IgE結合活性 に 必

須 で あ る の か あ る い は 蛋 白の フ ォ
ー

ル デ ィ ン グ が大 ぎ

く関与 し て い る の か 興味が持た れ る と こ ろ で ある．

2）group 　ll （Der プ II） ア レ ル ゲ ン

　 1990年，筆者 らは DNA 組み換え技術を用 い て，　Der

f　IIの cDNA の 全塩 基配 列 を決 定 し，
　 recombinant

Der 　f　IIを作製す る こ と に 成 功 した
11 ）．以 下 ，そ の 方

法 の 概略 を示す。

　まず，コ ナ ヒ ・ ウ ヒ ダ ニ （1）ermatoPhagoides 　 far−

inae）の 虫体 か ら，全　RNA を抽出後，　 poly （A ）
＋RNA

を精製し，常法に 従 っ て cDNA ラ イ ブ ラ リーを構築し

た （Fig．1）．抗 1）erfll 抗体 （ラ ビ
ッ ト）に よ る コ P

ニ ーイ ム ノ ア ッ セ イ で ス ク リーニ ン グ の 結果， 3個 の

陽性 ク ロ
ー

ン が 得 られ た の で ，そ れ ぞ れ の cDNA の 塩

基列 を決定し た （Fig．2，3）．そ の 結果 ，
1）erfII は 129

ア ミ ノ 酸 か ら成 る タ ソ パ ク 質で ，そ の 分子 量 は 約 14000

で あ る こ とが 判 明 した （Fig．4），

　 ク ロ
ーニ ソ グ した Der　f　II遺伝子 は 大腸菌中 で β一

N 工工
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DermatoPhagoides　fa7inne　culture

　　　　　　！
　 　 　　 　　 　saturated 　NaC1

　 　 　　 　　 　且ltration

　 　 　　 live　 mitesfrozen

　with 　liquid　N2

disruption　in　guanidinium 　thiocyanate

purification　with 　LiCl

phenQl　and 　chloroform 　extraction

ethanol 　precipitation

　total　RNA

↓・1・g… T… el・・1・・ec ・1…

　poly （A ）RNA 　fraction

↓
・DNA ・y ・・h・・… ith・lig・ （d・・・・・…

　double −strand 　 cDNA

Fig．1．　 Construction　 of 　cDNA 　library，

ガ ラ ク トシ ダ ーゼ と の 融合蛋白質と して 大量 に 発現 し

て い る． こ の 融合 タ ン パ ク 質を摘出 ， 精製 し ，
ア レ ル

ギ ー活性 に つ い て 検討 した。こ の rDer 　f　II　｝t，　 West −

ern 　blotting で ア ト ピ ー
患者血 清中 の 抗 ダ ＝ IgE 抗体

と反応 し ， ダ ； ア レ ル ギ ー患者で 皮膚反応を惹起する

1．　filter　preparat 正on

　　　plasmid 　cDNA 　expression 　library

　　　　 plating　out

　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　grow 　at　30℃
　　 　　 　　 　　 　 transfer　colonies 　on 　filte「s

　 　 　 　 exp 「eSSlon

　　　　　　　　↓…
w ・ n 趾 ・ ・ a ・42℃

　　　　 lySing　COIOnieS

　　　　　　　　↓
・・ p ・・ei ・ ・hl・・・… mvap …

　　　　 blocking　in　BSA

2．immunoscreening

　　　　 binding　Primary 　antibody

　　　　　　　　i　　　　　　　　　treat　with 　anti −Der　f　II　antibody

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔from　rabbit ）

　　 　　 　　 　　 　 wash

　　　　 binding　of 　peroxidase 　linked　second 　antibody

　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　treat　with 　anti −ral）bit　IgG　antibody
　　 　　 　　 　　 　 wash

　　　　 substrate 　colour 　developrnent

　　　　　　　　↓
・・ea ・ ・ i・h 　DAB ・ nd 脇 ・・1・・i・ n

　　　　 iso圭ation 　of 　positive　clones

　　 　　 　　 　　 ↓

　　　　 etene 　 1，　 etone 　2，　 clone 　 ll

　Fig．2．　 Colony　immunoassay 　using 　anti ・Der／II
antibody （rabbit ）．

　　　　　　　　　 adaptor

　BamHI 　　　　　　　　　　　　　　　NcoI
GATCC 　 CGC 　AAG 　 GAA 　GGT 　 ACC 　 ATG 　G
　　　 GCCG 　TTG 　 CTT 　 CCA 　TGG 　 TAC 　C

cDNA vector

一碧…

1＝ 洗 ＿ 1
一

↓・5
・
C

・｝・．1w ．1旧ttン「C．きE層−’」f・
’…’：1．1：・：’ll”：’・融5 一

　　　　　　　　　　　t　　　　　　　　　　　　　　　 T4　polynucleotide　kinase

　　　　　　　　　　　　 周 一一 T4　DNA 　ilgase

　 　　 　　 　　 transform 　MCIO61

Fig．3．　 cDNA 　sequence 　determinatlon　 of 　3　positive　clones ，
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魁
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36］　 GTC　AAA　CIT
皇2監　Vat　Lys　Leu

3g匸　 GCT 　TGC 　G〔：T
i31 　 Ala 　Cys 　A ・la
42i　 CGT 　GAT 　 TAA
141 　Arg 　 Asp ＊＊＊

451 　 TTC 　ACC 　AAC

481　 AAA 　ATT 　TGA
51且　 ACC 　ATG 　G

−
　　　　　　　adaptor

AAA 　ACCLys
　ThrCTC
　GATLeu

　AspATC

　GATlle
　AspTGT

　〔：CACys

　ProATC

　AAA
目 e 　Lys

GCA 　CCAAIa

　 Pro

GCTA
匸aGGTGlyACCThrTTG

［。euTATTyrAAALys

AAA 　AIT 　GAA 　ATC 　AAA
Lys 　IleGtLl 　 IEe　 Lys

C
’
m
’
GAA 　AIT 　GAT 　GIT

Leu　 Giu 【leAsp 　 Vai

AAT 　GCT 　TGC 　CAT 　 Trr
Asn 　Ala 　Cys 　His 　Phe

GTT 　AAA 　GGT 　CAA 　CAA
Val 　Lys　 Gly 　 G1 ：1　 Gln

ACA 　TGG 　AAT　GTG 　CCG
Thr 　Trp 　Asn 　Val 　Pro

TCT 　GAA 　AAC 　GIvr 　GTC
Ser 　Giu 　Asn 　Val 　VaI

ATClleATT

凵 eAAA

GGT 　 GAT 　 AAT 　 GGT 　G1》r　 TTG 　 390

GlyAsp 　Asn 　 G 宦yVai 　 Leu 　 130

GCT 　ACC 　CAT　GGT 　AAA 　ATC 　 420

A 聖讒 Thr 　 HisGly 　Lys 　Ile 　14D

AAA 　ATA 　AAT 　AAG 　AAA 　ATr　 450

ATC 　GAA 　CAA 　AAT 　TCA 　ATA 　ACC 　 480

ATC 　 CAA 　 AAA 　 AAA 　 AAA 　 AAA 　 AAA 　 510

Fig．4．　 Aminoacid 　sequence 　of 　Der　f　II．

こ と が可能で あ っ た ．また ，こ の rDer 　f　IIは，ダ ニ

ア レ ル ギ ー
患者 の 好塩基球 を 刺激 し て ， ヒ ス タ ミ ン を

遊離する 活性 も有 して い た．

　　1990年 ， 筆 者 らは 1）erfII に 対す る 6種 の モ ノ ク

P 一ナ ル 抗体産生 ハ イ ブ リ ドーマ を確立 した ．こ の抗

体を 用 い て ，1）er　 f　II定量 の た め の サ ン ドイ ッ チ

ELISA を確立 し た。

i

DerfII

1

Der ρ 11

　　　Fig．5．　 Comparison　of　secondary 　structures 　of 　l）er 　f　II　and 　Der ρ II．

The 　method 　of　CHOu 　and 　FAsMAN 　was 　used 　for　structure 　 assumption ．入从 and

  indicateα ・helix　and β
一shect 　structures 　respectively ．
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　Derfll は
，
　 Derfl グ ル

ープ と同様 に ，　 Dp，　 Df に

対応す る ア レ ル ゲ ン の 間 に は 強 い 交差反応性があ り ，

構造上 の 類似が推定 され て い た．ア ミ ノ 酸配列を比較

す る と両者 に 129ア ミ ノ 酸残基か ら構成 され て い て 相

互 に 高 い 相 同性を持 っ て い る こ と が明 らか と な っ た ．

本 ア レ ル ゲ ン 蛋白は こ れ ま で 報告され て い る い か な る

蛋 白ともア ミ ノ 酸配列 の 相 同性が認め られずダ ニ に お

け る機能も解明 され て い な い ．本 ア レ ル ゲ ン 遺伝子 は

N 末端側 に シ グ ナ ル 配列 と考え ら れ る配列を持 っ て

お り産生細胞 か ら分泌 さ れ て い る可 能性があ る が その

存在部位 の 特定 は まだ明 らか と な っ て い な い ．

　Der　f　II遺伝子は
，
　 Df 虫体 か ら 3種類得 られ て い

る，本遺伝子 が なぜ多型を示す か は っ きりし て い な い

が，虫体 か ら精製 した Der ／ IIに も複数存在 し て い

る．筆者 ら の 研究 に よれ ば ， 図 3 に 示す よ うに 染 色体

上 の 本遺伝子 は 真核生物 に 特徴的な エ ク ソ γ ／イ ン ト

ロ ン 構造を取 っ て お り約 90塩基 の イ ソ ト ロ ソ が 1 ヵ 所

存在 し て い る．ま た
， 本遺伝子 は多型を 示 し て い る が

，

染色体上 の 1ヵ 所 に位置 し て い る こ とか ら，ダ ニ の 個

体 に 複数の 遺伝子が存在す る の で は な い と考え て い

る．お そ らく， 長期間 の 継体培養の 間 に 遺伝子 に異変

が 生 じ 遺伝子 の 組 み 換え に よ っ て複数存在す る よ うに

な っ た もの と推定 して い る．

　 ア レ ル ゲ ン 活 性 と Der 　f　IIの コ ソ フ ォ メ
ー

シ ョ ソ

が密接な関係 に ある こ とは，す で に 明 らか に な っ た．

そ こ で 我々 は ，Der　f　IIの 立体構造解析 に 着手 した ．

まず
ワ

分子内 に 存在す る シ ス テ イ ソ 残基が ジ ス ル フ ィ

ド結合し て い る か どうか，また 形成 して い る とすれば

どの 残基間 で 結合 し て い るか を解析 した ．　Df 虫体か ら

精製し た Der　f　IIを エ ン ドペ プ チ ダーゼ で 消化し そ

の 断 片 を ブ Pt テ イ γ シ
ー

ケ ソ サ
ー

で そ の ア ミ ノ 酸配列

を調 べ 位置を決定 し た，Der　f　IIの 分子内に は
， 3 カ

所 に ジ ス ル フ ィ ド結合 が存在 して お りこ の 分子内架橋

が本ア レ ル ゲ γ の 安定性及 び ア レ ル ゲ ン 活性に大きく

寄与し て い る．実際，ジ チ オ ス レ イ ト
ー

ル 等 の 還元剤

で ジ ス ル フ ィ ド結合 を 切 断 す る と，酵素分解 に 対す る

抵抗性が低下 し ダ ＝ア レ ル ギ ー患者 lgE抗体 と の 結

合活性 も消失す る．同 様 に し て，大腸菌を用 い て 作製

し た組み 換 え 1）erf 　II　VCつ い て も調べ た と こ ろ ， ま っ

た く同じ位置で ジ ス ル フ ィ ド結合 し て い る こ とが明 ら

か とな っ て い る．Der 　f　II分子 に お い て は
，
　 N 末端 と

C 末端 が ジ ス ル フ ィ ド結合に よ っ て 互 い に 近 い 位置 に

存在 し て お りそ の 両者 に よ っ て 構成 さ れ て い る 高次構

造を lgE 抗体が認識し て い る もの と推定 し て い る．こ

れ は，欠失実験 の N 及び C 末端側 の 欠失 で 結合能を

失 うこ と と よ い
一

致を示 して い る．

　Fig．5 に 示すよ うに ，ア ミ ノ 酸配列 か ら 1）er　f　II分

子 の 二 次構 造 が コ ソ ピ ュー
タ 解 析 に よ っ て 明 ら か と

な っ て い る が構造解明 に は 更に 多 くの 研究 が必要 で あ

る．立 体構造 を明 らか に す る こ と は，IgE抗体 との 結合

領域の 解明，
ア レ ル ギ

ー
の 発症機構 ， 更に は 治療 に 有

効 な薬剤開発 に 必要な こ とで ある．筆者ら は，大量 に

調整 で ぎ る組 み Ptえ　Der　f　IIの 構造が虫体 由来 の も

の と同 じで ある こ とを利用 し立体構造解明に 取 り組ん

で い る．近い 将来 ， そ の 全貌を明らか に で きる で あ ろ

う．
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