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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）オオアワガエリ花粉アレルゲンＰｈｌ　ｐ　２を３つのペプチド、すなわち、天
然に存在するＰｈｌ　ｐ　２のアミノ酸配列のアミノ酸１～３３を有するペプチド１、ア
ミノ酸３４～６４を有するペプチド２およびアミノ酸６５～９６を有するペプチド３に分
解し、各部分のＩｇＥ活性を測定する第１工程および
　（ｂ）検出可能なＩｇＥ反応を示さないオオアワガエリ花粉アレルゲンＰｈｌ　ｐ　２
の上記各部分をペプチド１、ペプチド３及びペプチド２の順序で結合してモザイク抗原と
する第２工程
とからなることを特徴とする、オオアワガエリ花粉アレルゲンＰｈｌ　ｐ　２由来の低ア
レルゲン性モザイク抗原の製造方法。
【請求項２】
　さらに、
　（ｃ）第２工程で得られるモザイク抗原が、オオアワガエリ花粉アレルゲンＰｈｌ　ｐ
　２を認識するＩｇＧ抗体を誘導し、該ＩｇＧ抗体がオオアワガエリ花粉アレルギー患者
の血清中に含まれるＩｇＥ抗体のオオアワガエリ花粉アレルゲンＰｈｌ　ｐ　２への結合
を阻害することを確認する第３工程
を有することを特徴とする請求項１に記載の製造方法。
【請求項３】
　配列番号：１のアミノ酸配列を有するモザイクアレルゲン。
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【請求項４】
　請求項３に記載のモザイクアレルゲンをコードする配列番号：２のＤＮＡ配列またはそ
の相補的配列からなるＤＮＡ。
【請求項５】
　オオアワガエリ花粉アレルギー反応の治療用医薬の製造のための、請求項１または２に
記載の方法により製造され得るモザイクアレルゲンの使用。
【請求項６】
　請求項１または２に記載の方法により製造され得るモザイクアレルゲンあるいは請求項
３に記載のモザイクアレルゲンを含むことを特徴とする、オオアワガエリ花粉アレルギー
患者の治療用ワクチン。
【請求項７】
　請求項１または２に記載の方法により製造され得るモザイクアレルゲンをコードするＤ
ＮＡ、または請求項４に記載のＤＮＡから成ることを特徴とする、オオアワガエリ花粉ア
レルギー患者の治療用ワクチン。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、天然に存在するアレルゲン、特にオオアワガエリ草の花粉アレルゲンＰｈｌ
　ｐ　２に由来するモザイク抗原に関する。このモザイク抗原は、弱められたアレルゲン
活性を示し、感作アレルギー患者の治療用あるいは予防接種用のアレルギーワクチンとし
て有用である。
【背景技術】
【０００２】
　多くの人々がＩｇＥを媒介としたアレルギーに苦しんでいる。こうした患者はいくつか
の抗原に対するアレルギー反応に悩まされている。アレルギー反応は、高い割合で植物花
粉により引き起こされる。アレルギー性鼻結膜炎、喘息、皮膚炎およびアナフィラキシー
ショックなどのようなアレルギー諸症状は、ＩｇＥのアレルゲン認識に基づく。ＩｇＥ分
子は、花粉症、喘息および蕁麻疹のようなアレルギー反応の諸症状の主たる原因である。
【０００３】
　ＩｇＥ分子は、例えば植物花粉のようなアレルゲンと結合する。ＩｇＥ分子の末端領域
、すなわちＦｃ領域は、組織中のマスト細胞あるいは血液中の好塩基球の表面に存在して
いるＦｃ受容体に結合する。抗原が結合すると、マスト細胞あるいは好塩基球を誘発して
、様々なサイトカイン類および生物活性化合物、特にヒスタミンを分泌させる。これらの
分子は血管を拡張し、漏出して、今度は白血球、抗体および補体成分が反応部位に参加す
るのを促進する。これらの分子は、一方では、アレルギー反応の症状の主な原因となる。
眼の軽い痒みおよび軽い風邪の症状から、激しい痛みや例えばハチに刺された後に起こる
アナフィラキシーショックのような死亡する恐れがある症状まで、様々な程度のアレルギ
ー反応がある。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　こうしたアレルギー反応を回避するために、少量の低アレルゲン化合物の適用に基づく
アレルギー用ワクチンが開発されてきている。低アレルゲンワクチンの適用により、個体
がアレルゲンと接触した直後には、アレルゲンと反応するＩｇＧ抗体が産生すると言われ
ている。こうしたいわゆる遮断抗体によって、アレルゲンと患者の身体の中にあるＩｇＥ
分子の間の接触が大部分、回避される。したがって、アレルゲンとＩｇＥ分子が介在する
マスト細胞との大部分の反応が避けられる。　
【０００５】
　アレルギー反応の治療分野では、種々のワクチンが使用されてきている。以前は少量の
アレルゲンが患者に適用されてきた。遺伝子工学の発展と共に、組み換えアレルゲンがワ
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クチン予防接種のために使用することができる。そのようなアレルゲン含有ワクチンの主
な欠点は、そのワクチンを適用すると、患者に望ましくない副作用をもたらすことである
。例えば、患者がそれに対してアレルギーであるアレルゲンを皮下的に投与した場合、痒
みからアナフィラキシーショックまでの望ましくない副作用が起きる。それというのも、
患者の身体の中にあるＩｇＥ抗体が、アレルゲンと反応してアレルギー反応を引き起こす
からである。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　望ましくない副作用を解決するために、アレルゲンに由来する低アレルゲン性モザイク
抗原の製造方法、すなわち
（ａ）アレルゲンを少なくとも２つの部分に分解し、各部分のＩｇＥ活性を測定する第１
工程および
（ｂ）検出可能なＩｇＥ反応を示さないアレルゲンの上記部分を結合して、アレルゲンの
アミノ酸から成り、且つそのアミノ酸順序は天然に存在するアレルゲンのそれとは異なる
モザイク抗原とする第２工程
とから成る方法が開示される。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００７】
　本発明方法で使われている用語「低アレルゲン性モザイク抗原」は、該抗原が天然に存
在するアレルゲンの実質的に全てのアミノ酸を含むことを意味する。しかしながら、天然
に存在する抗原と比較しての違いは、該アレルゲンが第１工程で異なる部分に分解される
ということである。
　アレルゲンのアミノ酸配列が知られている場合、抗原から長さを変えたペプチドを製造
することは、当業者には一般に常識である。ペプチドは、当該分野でよく知られた化学合
成によっても製造することができる。別法として、配列が分かっている場合、適切なプラ
イマーは簡単に合成することができるので、そのようなペプチドはポリメラーゼ連鎖反応
（ＰＣＲ）によって容易に製造することができる。
【０００８】
　ペプチドあるいはポリペプチドとして存在するアレルゲンの各部分の反応性を測定する
必要がある。この測定は、ペプチドを天然に存在するアレルゲンに対するアレルギー患者
からの血清と反応させることにより実施することができる。そのような血清中のＩｇＥ抗
体は、ＩｇＥエピトープがそのペプチド上に存在する場合にはペプチドと反応する。しか
しながら、直線状のＩｇＥエピトープが存在しないか、あるいは全長の天然に存在するア
レルゲンを分離することにより、その立体的なＩｇＥエピトープ構造が破壊されると、Ｉ
ｇＥとペプチドとの結合は起こらないであろう。ＩｇＥ抗体はＩｇＥ抗体と結合する特異
的抗抗体との反応によって、その後、容易に検出することができる。これらの抗抗体は、
通常、検出のために標識される。
【０００９】
　本発明の重要な一側面は、アレルゲンをＩｇＥ抗体と反応しない部分に分割することに
ある。アレルゲンの一部がまだ実質的な量のＩｇＥ抗体と反応する場合、アレルゲンのそ
のような各部分はモザイク抗原の製造のために使用するべきではない。各血清における特
異性とＩｇＥ濃度は変わるかもしれないので、モザイク抗原で使用される天然抗原の各部
分は異なるアレルギー患者からの血清により試験することが勧められる。
【００１０】
　アレルゲンを検出可能ないかなるＩｇＥ反応性も持たない幾つかの部分へ分解する場合
、それらの各部分はモザイク抗原を提供するために新たに配列される。アレルゲンの分解
部分が実質的なＩｇＥ反応性を持たないということは、天然に存在する全長アレルゲン、
およびその各部分についてのＩｇＥ反応性が、アレルギー患者からの好ましくは少なくと
も５つの血清で試験されることを意味する。アレルゲンおよびその各部分へのＩｇＥ分子
の結合は定量的に測定され、その部分のＩｇＥ反応性は天然アレルゲンに対して得られる
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値の１０％未満、好ましくは５％未満に減らさなければならない。
【００１１】
　最も単純な場合、モザイク抗原に対する天然アレルゲンの各部分の再配列は、アレルゲ
ンを２つの部分、すなわちＮ－末端を含み、開裂部位で終わる部分Ａ、および開裂部位か
ら始まり、ポリペプチドのＣ－末端で終わるペプチドＢを意味する。開裂部位は、１つの
部分が終わり、他の部分が始まる、ポリペプチド中の位置を意味する。天然抗原の両方の
部分が実質的なＩｇＥ反応性を持たない場合、部分ＢがそのＮ－末端を表し、部分ＡがＣ
－末端を表すように、２つの部分は再配列される。
【００１２】
　天然アレルゲンを天然に存在するＡ、Ｂ、Ｃの順序で３つの部分に分解させる場合、幾
つかのモザイク抗原が可能であり、例えば、Ｃ、Ｂ、Ａ；あるいはＡ、Ｃ、Ｂがそうであ
る。より多くの分解部分が形成されればされる程、モザイク抗原を提供するためのより多
くの選択肢が生じる。　
　本発明の好ましい態様では、天然アレルゲン中の隣接した位置に存在する部分の結合、
例えばＣ、Ａ、Ｂの順序の結合は回避される。その理由は、エピトープへのＩｇＥの結合
がモザイク抗原上で再び形成されるかもしれないからである。しかしながら、それにはモ
ザイク抗原が実質的に天然抗原のすべてのアミノ酸を含んでいることが必須である。確か
に、明らかに何らの機能も持たない幾つかのアミノ酸は欠失させることができるし、ある
いは幾つかのアミノ酸は製造上の理由から欠失させることができるが、できるだけ多くの
アミノ酸は維持されるべきである。さらに、モザイク抗原は、製造目的で利用される幾つ
かのアミノ酸を含んでいてもよい。モザイク抗原で再編成される天然アレルゲンの部分は
、できるだけ大きいのが好ましい。開裂部位は、できるだけ長く続くＩｇＥエピトープを
破壊するように選択されるのが好ましい。
【００１３】
　本発明方法の好ましい態様では、グループ２アレルゲンが使用される。好ましいグルー
プ２アレルゲンは、次の出版物に記載されている：Ｆｒｅｉｄｈｏｆｆ　ＬＲ，　Ｅｈｒ
ｌｉｃｈ－Ｋａｕｔｚｋｙ　Ｅ，　Ｇｒａｎｔ　ＪＨ，　Ｍｅｙｅｒｓ　ＤＡ，　Ｍａｒ
ｓｈ　ＤＧ．　Ａ　ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｉｍｍｕｎｅ　ｒｅｓｐｏ
ｎｓｅ　ｔｏ　Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ　（ｒｙｅ）　ｐｏｌｌｅｎ　ａｎｄ　ｉ
ｔｓ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，　Ｌｏｌ　ｐ　Ｉ　ａｎｄ　Ｌｏｌ　ｐ　ＩＩ　（ｒｙｅ
　Ｉ　ａｎｄ　ｒｙｅ　ＩＩ）．　Ｉ．　Ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ　ｏｆ　ｒｅａｃｔｉｖ
ｉｔｙ　ｔｏ　ｔｈｅ　ａｌｌｅｒｇｅｎｓ　ａｎｄ　ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ　ａｍ
ｏｎｇ　ｓｋｉｎ　ｔｅｓｔ，　ＩｇＥ　ａｎｔｉｂｏｄｙ，　ａｎｄ　ＩｇＧ　ａｎｔ
ｉｂｏｄｙ　ｄａｔａ．　Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ[ホソムギ（ライ麦）花粉およ
びその成分Ｌｏｌ　ｐ　ＩおよびＬｏｌ　ｐ　ＩＩ（ライ麦Ｉおよびライ麦ＩＩ）に対す
るヒト免疫応答に関する研究。Ｉ．アレルゲンの反応性の優劣および皮膚試験、ＩｇＥ抗
体およびＩｇＧ抗体データ間の相関性。ホソムギ]、Ｊ　Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ　１９８６，　７８，　１１９０－１２０１。
　Ｆｒｅｉｄｈｏｆｆ　ＬＲ，　Ｅｈｒｌｉｃｈ－Ｋａｕｔｚｋｙ　Ｅ，　Ｍｅｙｅｒｓ
　ＤＡ，　Ｍａｒｓｈ　ＤＧ．　Ａ　ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｈｕｍａｎ　ｉｍｍｕ
ｎｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ　ｔｏ　Ｌｏｌｉｕｍ　ｐｅｒｅｎｎｅ　（ｒｙｅ）　ｐｏｌｌ
ｅｎ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ，　Ｌｏｌ　ｐＩ　ａｎｄ　Ｌｏｌ　ｐＩ
Ｉ　（Ｒｙｅ　Ｉ　ａｎｄ　Ｒｙｅ　ＩＩ）．　ＩＩ．　Ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ　ｖ
ａｒｉａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　ｒｅｌａｔｉｏｎ　
ｔｏ　ｓｙｍｐｔｏｍａｔｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　ｐｏｌｌｅｎ　ｅｘｐｏｓｕｒｅ　ａｎ
ｄ　ｃｏｒｒｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｅａｓｏｎａｌｌｙ　ｅｌｅｖａｔｅｄ　ａｎｔｉ
ｂｏｄｙ　ｌｅｖｅｌｓ　ｔｏ　ｂａｓａｌ　ｖａｌｕｅｓ．[（ライ麦）花粉およびそ
の成分、Ｌｏｌ　ｐ　ＩおよびＬｏｌ　ｐ　ＩＩ（ライ麦Ｉおよびライ麦ＩＩ）へのヒト
免疫反応に関する研究。ＩＩ。症候学と花粉接触とに関する抗体レベルの縦方向への変化
および基礎値に対する季節的な高濃度抗体の補正]、Ｊ　Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ　Ｉ



(5) JP 4756864 B2 2011.8.24

10

20

30

40

50

ｍｍｕｎｏｌ　１９８７，　８０，　６４６－６５５。
　Ａｎｓａｒｉ　ＡＡ，　Ｓｈｅｎｂａｇａｍｕｒｔｈｉ　Ｐ，　Ｍａｒｓｈ　ＤＧ．　
Ｃｏｍｐｌｅｔｅ　ａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ　ｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ａ　Ｌｏｌｉｕｍ
　ｐｅｒｅｎｎｅ　（ｐｅｒｅｎｎｉａｌ　ｒｙｅ　ｇｒａｓｓ）　ｐｏｌｌｅｎ　ａｌ
ｌｅｒｇｅｎ，　Ｌｏｌ　ｐ　ＩＩ。[ペレニアルライグラス（ホソムギ）花粉アレルゲ
ンＬｏｌ　ｐ　ＩＩの完全アミノ酸配列]、Ｊ　Ｂｉｏｌ　Ｃｈｅｍ　１９８９，　２６
４，　１１１８１－１１１８５。
　Ｄｏｌｅｃｅｋ　Ｃ，　Ｖｒｔａｌａ　Ｓ，　Ｌａｆｆｅｒ　Ｓ，　Ｓｔｅｉｎｂｅｒ
ｇｅｒ　Ｐ，　Ｋｒａｆｔ　Ｄ，　Ｓｃｈｅｉｎｅｒ　Ｏ，　Ｖａｌｅｎｔａ　Ｒ．　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｈｌ　ｐ　ＩＩ，　ａ
　ｍａｊｏｒ　ｔｉｍｏｔｈｙ　ｇｒａｓｓ　（Ｐｈｌｅｕｍ　ｐｒａｔｅｎｓｅ）　ｐ
ｏｌｌｅｎ　ａｌｌｅｒｇｅｎ。[主要オオアワガエリ（Ｐｈｌｅｕｍ　ｐｒａｔｅｎｓ
ｅ）花粉アレルゲン、Ｐｈｌ　ｐ　ＩＩの分子特性」ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ　１９９３，　
３３５，　２９９－３０４。
【００１４】
　特に好ましい態様として、モザイク抗原に使用されるアレルゲンは、オオアワガエリ花
粉アレルゲンＰｈｌ　ｐ　２である。この草木花粉アレルゲンＰｈｌ　ｐ　２の配列はＷ
Ｏ９４／２３０３５に開示されている。オオアワガエリ花粉からのＰｈｌ　ｐ　２のより
詳細な記述は、文献（Ｄｅ　Ｍａｒｉｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　（１
９９９）　Ｖｏｌ．　７，　Ｎｏ．　８，　ｐ．　９４３－９５２）に報告されている。
このＰｈｌ　ｐ　２抗原は、草木花粉アレルギー患者の血清ＩｇＥの約７０％と反応し、
感作患者の好塩基球からのヒスタミン遊離を誘発するので、好ましい抗原である。
【００１５】
　本発明の研究の間に、Ｐｈｌ　ｐ　２アレルゲンは、３つのペプチド、すなわちアミノ
酸１－３３のペプチド１、アミノ酸３４－６４のペプチド２、およびアミノ酸６５－９６
のペプチド３へと好ましく分解されることが分かった。配列順序をペプチド１、ペプチド
３およびペプチド２に再配列することにより、低アレルゲン性ワクチン予防接種に使用で
きるモザイク抗原が提供される。このモザイク抗原は、十分な量のＩｇＥ阻害抗体を産生
するが、ワクチン接種による望ましくない副作用は殆ど完全に回避されている、といった
利点を有している。
【００１６】
　好ましいモザイクアレルゲンのアミノ酸配列は、配列番号１に示される。この好ましい
モザイクアレルゲンをコードするＤＮＡは、配列番号２に示される。
【００１７】
　本発明の開示によって提供されるモザイクアレルゲンは、アレルギー反応の治療用医薬
の製造のために好ましく使用することができる。好ましいＰｈｌ　ｐ　２モザイク抗原は
、草木花粉アレルギーの治療用医薬の製造のために使用することができる。このＰｈｌ　
ｐ　２は、アレルギー患者の大多数がＩｇＥ抗体を形成する抗原であるので、そのモザイ
ク抗原は花粉症に苦しむ患者の治療に非常に有用である。
【００１８】
　上記の方法により製造されるモザイク抗原は、アレルギー反応の治療用医薬として製剤
化することができる。その主要成分は、アジュバントと共に好ましく投与されるモザイク
抗原である。ヒトへの適用に適切な幾つかのアジュバントがあり、例えば水酸化アルミニ
ウムゲルがそうである。本発明の別の態様では、モザイク抗原を身体免疫反応を一般に増
強する別の成分に、共有結合で直接、結合させることも可能である。
【００１９】
　さらに、モザイク抗原をコードするＤＮＡあるいはその相補的なＤＮＡ配列をＤＮＡワ
クチンとして使用することもできる。核酸ワクチンとしては、適切なポリヌクレオチド配
列が標的細胞に挿入される。モザイク抗原をコードする配列の他に、そのようなＤＮＡワ
クチンは、プロモーター、リボゾーム結合サイトあるいは終結配列のような調節要素を含
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んでいてもよい。これらのＤＮＡ配列は、適当な運び屋に組み込まれ、それによりＤＮＡ
が細胞のタンパク質合成工場に到達できる。
【００２０】
　ここに詳細に記載されているモザイク抗原は、好ましくはヒトへの適用を目的としてい
る。しかしながら、モザイク抗原はペット（例えば、犬または猫）あるいは馬のような有
益な動物に対しても使用することができる。
【００２１】
　図面および表は、本発明の好ましい態様を記載している。
【００２２】
　表１はＰｈｌ　ｐ　２由来合成ペプチドの特性を示す。Ｐｈｌ　ｐ　２アレルゲンの配
列、アミノ酸の数、位置、ペプチドの分子量および等電点が示されている。ペプチド１は
配列番号：３に、ペプチド３は配列番号：４に、そしてペプチド２は配列番号：５に対応
する。
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【表１】

【００２３】
　表２は、完全鎖ｒＰｈｌ　ｐ　２およびＰｈｌ　ｐ　２モザイク（Ｐ２Ｍ）に対する即
時型皮膚反応を示す。２人のオオアワガエリ花粉アレルギー患者（患者１、２）が、Ｐ２
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とＰ２Ｍに対する皮膚反応性について試験された。平均腫れ直径（ｍｍ）が、ｒＰｈｌ　
ｐ　２およびＰｈｌ　ｐ　２モザイクに対する５種類の濃度に対してのみならず、オオア
ワガエリ花粉エキスおよびヒスタミンに対しても表示されている。
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【表２】

【００２４】
　表３は、ウサギαＰ２Ｍ抗体およびウサギαＰ２抗体による、草木花粉アレルギー患者
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のｒＰｈｌ　ｐ　２へのＩｇＥ結合阻害を示している。ＩｇＥ結合の阻害％は、５人の患
者に対するものである。
【表３】

【実施例】
【００２５】
　本発明をさらに、以下の実施例で説明する。
【００２６】
（実施例１）
　アレルゲン活性を有しない合成Ｐｈｌ　ｐ　２由来ペプチド
　アレルゲン活性を有しないＰｈｌ　ｐ　２断片を同定するために、Ｐｈｌ　ｐ　２タン
パク質の約１／３から成る複数のペプチドを化学的に合成した（表１参照）。各ペプチド
は、約３．７　ｋＤａの分子量を有する３２から３４のアミノ酸鎖長を持ち、共同して完
全鎖Ｐｈｌ　ｐ　２アミノ酸配列をカバーする。
【００２７】
　３種類のペプチドが、ＨＢＴＵ（２－（１Ｈ－ベンゾトリアゾール－１－イル）－１，
１，３，３－テトラメチルウロニウム　ヘキサフルオロホスフェートの活性化法）（０．
１ｍｍｏｌの小規模サイクル）を用いたＦｍｏｃ（９－フルオレニルメトキシカルボニル
）法によりＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　社（ホスター、カリフォルニア州）
のペプチド合成機モデル４３３Ａ上で合成された。予め充填したＰＥＧ－ＰＳ（ポリエチ
レングリコール／ポリスチレン）樹脂（０．１５－０．２　ｍｍｏｌ／ｇ充填量）（Ｓｅ
ｐｔｉｖｅ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社、Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ、英国）が、ペプチドを構
築するための固相として用いられた。試薬はＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社か
ら購入した。アミノ酸のカップリンは、フィードバック制御系での伝導度モニタリングに
よって確認した。担体へのペプチドのカップリングを容易にするために、１個のシステイ
ン残基をＮ－末端あるいはＣ－末端に付加した。ペプチドは、２５０μｌの蒸留水、２５
０のμｌトリイソプロピルシラン（Ｆｌｕｋａｎ社、Ｂｕｃｈｓ、スイス）および９．５
ｍｌのトリフルオロ酢酸の混合物で２時間処理して樹脂から解裂させ、ｔｅｒｔ－ブチル
メチルエーテル（Ｆｌｕｋａｎ社、Ｂｕｃｈｓ、スイス）中に沈殿させた。ペプチドの同
定は、質量分析によってチェックし、定量的ＨＰＬＣ（ＰｉＣｈｅｍ社、Ｇｒａｚ、オー
ストリア）［参照：Ｆｏｃｋｅ　Ｍ，　Ｍａｈｌｅｒ　Ｖ，　Ｂａｌｌ　Ｔ，　Ｓｐｅｒ
ｒ　ＷＲ，　Ｍａｊｌｅｓｉ　Ｙ，　Ｖａｌｅｎｔ　Ｐ，　Ｋｒａｆｔ　Ｄ，　Ｖａｌｅ
ｎｔａ　Ｒ．，　Ｎｏｎａｎａｐｈｙｌａｃｔｉｃ　ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　ｐｅｐｔｉｄ
ｅｓ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　Ｂ　ｃｅｌｌ　ｅｐｉｔｏｐｅｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍ
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ａｊｏｒ　ｇｒａｓｓ　ｐｏｌｌｅｎ　ａｌｌｅｒｇｅｎ，　Ｐｈｌ　ｐ　１，　ｆｏｒ
　ａｌｌｅｒｇｙ　ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ（主要な草木花粉アレルゲンＰｈｌ　ｐ　１
のＢ細胞エピトープ由来アレルギー予防接種用の非アナフィラキシー性合成ペプチド）、
ＦＡＳＥＢ　Ｊ．２００１　１５：　２０４２－２０４４］によって、＞９０％の純度に
精製された。
【００２８】
　Ｐｈｌ　ｐ　２由来ペプチドのアレルゲン活性は、完全長ｒＰｈｌ　ｐ　２のＩｇＥ反
応性をドットブロット分析法（図１参照）によりペプチドと比較することにより評価され
た。
　ニトロセルロース上にドットされたＰｈｌ　ｐ　２由来ペプチド（Ｐ１－Ｐ３）、免疫
学的に無関係な主要な草木花粉アレルゲンであるｒＰｈｌ　ｐ　５［参照：Ｖｒｔａｌａ
　Ｓ，　Ｓｐｅｒｒ　ＷＲ，　Ｒｅｉｍｉｔｚｅｒ　Ｉ，　ｖａｎ　Ｒｅｅ　Ｒ，　Ｌａ
ｆｆｅｒ　Ｓ，　Ｍｕｌｌｅｒ　ＷＤ，　Ｖａｌｅｎｔ　Ｐ，　Ｌｅｃｈｎｅｒ　Ｋ，　
Ｒｕｍｐｏｌｄ　Ｈ，　Ｋｒａｆｔ　Ｄ，　Ｓｃｈｅｉｎｅｒ　Ｏ，　Ｖａｌｅｎｔａ　
Ｒ．　ｃＤＮＡ　ｃｌｏｎｉｎｇ　ｏｆ　ａ　ｍａｊｏｒ　ａｌｌｅｒｇｅｎ　ｆｒｏｍ
　ｔｉｍｏｔｈｙ　ｇｒａｓｓ　（Ｐｈｌｅｕｍ　ｐｒａｔｅｎｓｅ）　ｐｏｌｌｅｎ；
　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎｉａｎｔ　Ｐｈ
ｌ　ｐ　Ｖ　ａｌｌｅｒｇｅｎ（オオアワガエリ草（Ｐｈｌｅｕｍ　ｐｒａｔｅｎｓｅ）
花粉からの主要アレルゲンのｃＤＮＡクローニング；組み換えＰｈｌ　ｐ　Ｖアレルゲン
の特徴）、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１９９３，　１５１：　４７７３－４７８１］および
コントロールとしてヒト血清アルブミン、同様にコントロールペプチドを、草木花粉アレ
ルギー患者からの血清および非アレルギー性の個人の血清にそれぞれ暴露した。
【００２９】
　結合ＩｇＥ抗体は、先に文献（Ｖａｌｅｎｔａ　Ｒ，　Ｄｕｃｈｅｎｅ　Ｍ，　Ｅｂｎ
ｅｒ　Ｃ，　Ｖａｌｅｎｔ　Ｐ，　Ｓｉｌｌａｂｅｒ　Ｃ，　Ｄｅｖｉｌｌｅｒ　Ｐ，　
Ｆｅｒｒｅｉｒａ　Ｆ，　Ｔｅｊｋｌ　Ｍ，　Ｅｄｅｌｍａｎｎ　Ｈ，　Ｋｒａｆｔ　Ｄ
，　Ｓｃｈｅｉｎｅｒ　Ｏ．　Ｐｒｏｆｉｌｉｎｓ　ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｅ　ａ　ｎｏｖ
ｅｌ　ｆａｍｉｌｙ　ｏｆ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｐｌａｎｔ　ｐａｎ－ａｌｌｅｒｇ
ｅｎｓ［プロフィリンは、機能性植物パンアレルゲンの新しいファミリーを構成する］、
Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．　１９９２，　１７５：　３７７－３８５）に記載されている方法
で検出した。３５人全ての草木花粉アレルギー患者の血清は、ニトロセルロース上にドッ
トされたｒＰｈｌ　ｐ　２に対してはＩｇＥ反応性を示したが、３種類のＰｈｌ　ｐ　２
由来ペプチドのどれに対しても反応しなかった（図１参照）。非アレルギーの個人からの
血清は、ペプチドまたはタンパク質のいずれに対してもＩｇＥ反応性を示さなかった。
【００３０】
（実施例２）
　組み換えＰｈｌ　ｐ　２モザイクタンパク質の特定
　組み換えＰｈｌ　ｐ　２モザイクタンパク質は、３種類のＰｈｌ　ｐ　２由来ペプチド
の配列を変える組み換えによって得られた。このモザイクタンパク質は、３種類の非アレ
ルゲン性Ｐｈｌ　ｐ　２断片の配列順序を変えて組み換えることにより、破壊された３次
元構造を有するモザイクタンパク質をもたらし、その結果アレルゲン活性を減じる、との
仮定の下に創製されたものである。さらに、モザイクタンパク質は、個々のより小さいペ
プチドユニットと比較して、よりよい免疫原性を示し、Ｐｈｌ　ｐ　２の関連Ｔ細胞エピ
トープを含むＰｈｌ　ｐ　２の完全鎖の主要アミノ酸配列を保存するであろうことが期待
された。
【００３１】
　図２は、Ｐｈｌ　ｐ　２モザイクタンパク質と比較した、天然Ｐｈｌ　ｐ　２アレルゲ
ンにおける３種類のペプチドのアセンブリを示す。２つのタンパク質を比較するために、
Ｃ－末端ヘキサヒスチジンテイルと組み換えモザイクタンパク質とを含む組み換えＰｈｌ
　ｐ　２が生産された。これはまたＣ－末端ヘキサヒスチジンテイル（図２参照）を含ん
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でおり、ニッケルアフィニティークロマトグラフィー（Ｑｕｉａｇｅｎ社、Ｈｉｌｄｅｎ
、ドイツ）による両タンパク質の精製を可能とした。
【００３２】
　図３に示されたプライマーおよびＰｈｌ　ｐ　２をコードするｃＤＮＡ［Ｄｏｌｅｃｅ
ｋ　Ｃ，　Ｖｒｔａｌａ　Ｓ，　Ｌａｆｆｅｒ　Ｓ，　Ｓｔｅｉｎｂｅｒｇｅｒ　Ｐ，　
Ｋｒａｆｔ　Ｄ，　Ｓｃｈｅｉｎｅｒ　Ｏ，　Ｖａｌｅｎｔａ　Ｒ．　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｈｌ　ｐ　ＩＩ，　ａ　ｍａｊｏｒ　
ｔｉｍｏｔｈｙ　ｇｒａｓｓ　（Ｐｈｌｅｕｍ　ｐｒａｔｅｎｓｅ）　ｐｏｌｌｅｎ　ａ
ｌｌｅｒｇｅｎ（ＰＨｌ　ｐ　ＩＩ、主要オオアワガエリ（Ｐｈｌｅｕｍ　ｐｒａｔｅｎ
ｓｅ）草木花粉アレルゲンの分子特性）、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．１９９３，３３５：２９
９－３０４］を鋳型として用いる方法［Ｌｉｎｈａｒｔ　Ｂ，　Ｊａｈｎ－Ｓｃｈｍｉｄ
　Ｂ，　Ｖｅｒｄｉｎｏ　Ｐ，　Ｋｅｌｌｅｒ　Ｗ，　Ｅｂｎｅｒ　Ｃ，　Ｋｒａｆｔ　
Ｄ，　Ｖａｌｅｎｔａ　Ｒ．　Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ　ｖａｃｃｉｎｅｓ　ｆｏｒ　ｔ
ｈｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｏｆ　ｇｒａｓｓ　ｐｏｌｌｅｎ　ａｌｌｅｒｇｙ　ｃｏｎ
ｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ　ｇｅｎｅｔｉｃａｌｌｙ　ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ｈｙｂｒｉｄ
　ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　ｗｉｔｈ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ
（遺伝子工学による、増大した免疫原性を有するハイブリッド分子から成る草木花粉アレ
ルギー治療用混合ワクチン）、ＦＡＳＥＢ　Ｊ．２００２，１６：１３０１－１３０３］
で、組み換えＰｈｌ　ｐ　２モザイクを、図２に示された順序で３種類のペプチドをコー
ドするｃＤＮＡのＰＣＲ遺伝子増幅法により構築した。
【００３３】
　図４は、組み換えＰｈｌ　ｐ　２モザイクタンパク質のＤＮＡおよび推定アミノ酸配列
を示す。ヒスチジンタグモザイクタンパク質は、計算上１１７６９Ｄａの分子量のタンパ
ク質、これはヒスチジンタグ組み換えＰｈｌ　ｐ　２アレルゲン（１１７８４Ｄａ）と殆
ど同じであるが、をコードする３０９塩基対のＤＮＡによってコードされる。
【００３４】
　ヒスチジンタグｒＰｈｌ　ｐ　２アレルゲンをコードするｃＤＮＡは、５’－プライマ
ーＰ２／１（配列番号：６）と３’－プライマーＰ２／７：ＣＧＣ　ＧＡＡ　ＴＴＣ　Ｔ
ＣＡ　ＧＴＧ　ＧＴＧ　ＧＴＧ　ＧＴＧ　ＧＴＧ　ＧＴＧ　ＣＴＣ　ＴＴＣ　ＴＧＧ　Ｃ
ＧＣ　ＧＴＡ　ＧＧＴ　ＧＧＣ（配列番号：１２）を組み合わせ、Ｐｈｌ　ｐ　２をコー
ドする鋳型ｃＤＮＡを用いたＰＣＲによって得た：
【００３５】
　ヒスチジンタグＰｈｌ　ｐ　２モザイクをコードするｃＤＮＡおよびヒスチジンタグＰ
ｈｌ　ｐ　２アレルゲンを、別々にＮｄｅ　Ｉ／Ｅｃｏ　ＲＩ切断プラスミドｐＥＴ１７
ｂ（Ｎｏｖａｇｅｎ社）に結合させた。２つのプラスミド構築物のＤＮＡ配列が、配列解
析により確認され、組み換えタンパク質を、６００ｎｍにおける光学密度０．４の液体培
地（ＬＢ、１００ｍｇ／Ｌアンピシリンを含む培地）中、０．５ｍＭイソプロピル－β－
チオガラクトピラノシドで３７℃、４時間、誘導させることにより大腸菌ＢＬ２１（ＤＥ
３）（Ｎｏｖａｇｅｎ社）に発現させた。５００ｍＬ培養液から大腸菌細胞を遠心分離に
より回収し、生産者（Ｑｕｉａｇｅｎ社，　Ｈｉｌｄｅｎ，ドイツ）の指示に従い、天然
条件下（ｒＰｈｌ　ｐ　２）あるいは変性条件下（ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク）での精製
の準備をした。タンパク質サンプルは、ドデシル硫酸ナトリウム―ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）、およびタンパク質染色（Ｆｌｉｎｇ　ＳＰ，　Ｇｒｅ
ｇｅｒｓｏｎ　ＤＳ．　Ｐｅｐｔｉｄｅ　ａｎｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　ｗｅｉｇｈｔ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ
　ｕｓｉｎｇ　ａ　ｈｉｇｈ－ｍｏｌａｒｉｔｙ　Ｔｒｉｓ　ｂｕｆｆｅｒ　ｓｙｓｔｅ
ｍ　ｗｉｔｈｏｕｔ　ｕｒｅａ（尿素非存在下、高濃度モルのトリス緩衝液系を用いる電
気泳動によるペプチドおよびタンパク質分子量の測定）、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１
９８６，１５５：８３－８８）により純度が測定された（図４参照）。　
【００３６】
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　図５は、ヒスチジンタグ組み換えタンパク質（ｒＰｈｌ　ｐ　２：Ｐ２；　ｒＰｈｌ　
ｐ　２モザイク：　Ｐ２Ｍ）の純度を示す。２つのタンパク質は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥでは
、完全に同じ挙動を示さなかったが、文献［Ｎｉｅｄｅｒｂｅｒｇｅｒ　Ｖ，　Ｈａｙｅ
ｋ　Ｂ，　Ｖｒｔａｌａ　Ｓ，　Ｌａｆｆｅｒ　Ｓ，　Ｔｗａｒｄｏｓｚ　Ａ，　Ｖａｎ
ｇｅｌｉｓｔａ　Ｌ，　Ｓｐｅｒｒ　ＷＲ，　Ｖａｌｅｎｔ　Ｐ，　Ｒｕｍｐｏｌｄ　Ｈ
，　Ｋｒａｆｔ　Ｄ，　Ｅｈｒｅｎｂｅｒｇｅｒ　Ｋ，　Ｖａｌｅｎｔａ　Ｒ，　Ｓｐｉ
ｔｚａｕｅｒ　Ｓ．　Ｃａｌｃｉｕｍ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ　ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌ
ｉｎ　Ｅ　ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ａｐｏ－　ａｎｄ　ｃａｌｃｉｕｍ
－ｂｏｕｎｄ　ｆｏｒｍ　ｏｆ　ａ　ｃｒｏｓｓ－ｒｅａｃｔｉｖｅ，　ｔｗｏ　ＥＦ－
ｈａｎｄ　ｔｉｍｏｔｈｙ　ｇｒａｓｓ　ｐｏｌｌｅｎ　ａｌｌｅｒｇｅｎ　Ｐｈｌ　ｐ
　７（カルシウム依存性免疫グロブリンＥの、交差反応性を示す２つのＥＦ－ハンドのオ
オアワガエリ花粉アレルゲンＰｈｌ　ｐ　７のアポ体およびカルシウム結合体の認識）、
ＦＡＳＥＢ　Ｊ．１９９９，１３：８４３－８５６］に記載された質量分析では、２つの
タンパク質（ｒＰｈｌ　ｐ　２：　１１７７５　Ｄａ；　ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク：　
１１７７０　Ｄａ）は、Ｎ－末端にメチオニンを含む推定分子量とよく一致した（図６参
照）。
【００３７】
（実施例３）
　ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイクのＩｇＥ反応性とアレルゲン性の欠如
　精製Ｐｈｌ　ｐ　２モザイク（Ｐ２Ｍ）のＩｇＥ結合能が、ペプチド類に対して報告さ
れているドットブロット実験に従って、１２人のオオアワガエリ草木花粉アレルギー患者
からの血清を用い、Ｐｈｌ　ｐ　２野生型のそれと比較された（図７参照）。１２人の草
木花粉アレルギー患者からの血清は全てｒＰｈｌ　ｐ　２に対するＩｇＥ抗体を含んでい
たが、ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイクあるいは陰性コントロールすなわちヒト血清アルブミン
に対してはＩｇＥ反応性を示さなかった（図７参照）。ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイクの非常
に低減されたアレルゲン活性は、好塩基球のヒスタミン遊離および皮膚試験の実験によっ
てさらに実証された。草木花粉アレルギー患者からの好塩基球は、デキストラン沈降法に
よって濃縮され、文献［Ｖａｌｅｎｔ　Ｐ，　Ｂｅｓｅｍｅｒ　Ｊ，　Ｍｕｈｍ　Ｍ，　
Ｍａｊｄｉｃ　Ｏ；　Ｌｅｃｈｎｅｒ　Ｋ，　Ｂｅｔｔｅｌｈｅｉ　Ｐ．　Ｉｎｔｅｒｌ
ｅｕｋｉｎ　３　ａｃｔｉｖａｔｅｓ　ｈｕｍａｎ　ｂｌｏｏｄ　ｂａｓｏｐｈｉｌｓ　
ｖｉａ　ｈｉｇｈ－ａｆｆｉｎｉｔｙ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｓｉｔｅｓ（インターロイキン
３は、高アフィニティー結合サイトを介してヒト血液好塩基球を活性化する），Ｐｒｏｃ
．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　１９８９，　８６：　５５４２－５５４６］
に記載されている方法に従って、順に増大する濃度の精製ｒＰｈｌ　ｐ　２あるいはｒＰ
ｈｌ　ｐ　２モザイクに暴露した。
【００３８】
　無細胞上澄み液中に遊離されたヒスタミンは、放射免疫測定法により３通り測定され、
Ｖａｌｅｎｔらによって報告されているように、細胞内のヒスタミン全含量の平均百分率
として表示されている。
【００３９】
　図８は、ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク（最大遊離値：１～１０　μｇ／ｍｌ）が、ｒＰｈ
ｌ　ｐ　２アレルゲン（最大遊離値：１０-3　μｇ／ｍｌ）に比べて、１０００倍以上に
低減されたアレルゲン活性を示すことを証明している。
【００４０】
　ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイクの強く低減されたアレルゲン活性は、草木花粉アレルギー患
者の皮膚試験により確認された（表２参照）。ＳＰＴ（皮膚プリックテスト）は、患者の
前腕上で実施された。５種類濃度のｒＰｈｌ　ｐ　２およびＰｈｌ　ｐ　２－由来モザイ
クＰ２Ｍ（１　μｇ／ｍｌ、２　μｇ／ｍｌ、４　μｇ／ｍｌ、８　μｇ／ｍｌ、１６　
μｇ／ｍｌ）の２０μｌの一定分量が適用された。さらに、標準化された皮膚プリック溶
液（オオアワガエリ草木花粉エキスおよびヒスタミン）（Ａｌｌｅｒｇｏｐｈａｒｍａ社
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、Ｒｅｉｎｂｅｃｋ、ドイツ）が試験された。反応は、ＳＰＴ試験の２０分後、写真に記
録され、ボールペンで囲まれた腫れ面積をスコッチテープで紙に転送した。平均の腫れ直
径（Ｄｍ）は、縦の最大の長さと横断直径とを測定し、　Ｆｏｃｋｅ、２００１年らの方
法により、その合計値を２で割って計算した。
【００４１】
　ｒＰｈｌ　ｐ　２は、最も低い試験濃度、つまり１μｇ／ｍｌで、強い腫れの反応を引
き起こしたのに対して、ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイクでは最大試験濃度（すなわち８～１６
μｇ／ｍｌ）でも緩和な腫れ反応のみを引き起こした。従って、このことはモザイクタン
パク質のアレルゲン活性が低減化されたことを確証するものである。
【００４２】
（実施例４）
　ｒＰｈｌ　ｐ　２野生型を認識し、アレルギー患者のＩｇＥがＰｈｌ　ｐ　２と結合す
るのを阻害するＩｇＧ抗体のｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク免疫による誘発
　Ｐｈｌ　ｐ　２モザイクによる免疫およびＰｈｌ　ｐ　２モザイクが、天然Ｐｈｌ　ｐ
　２と反応するＩｇＧ抗体を産生するかどうかを試験するために、ウサギｒＰｈｌ　ｐ　
２モザイク、ＫＬＨ結合ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイクあるいはｒＰｈｌ　ｐ　２で、Ｆｏｃ
ｋｅらによって報告されているようにフロイントアジュバントを使用してウサギを免疫し
た。
【００４３】
　ウサギＩｇＧ抗体のｒＰｈｌ　ｐ　２に対する反応性は、ドットブロット試験（図９参
照）により検討された。Ｐｈｌ　ｐ　２野生型（Ｐ２）のみならず、対応する免疫原Ｐｈ
ｌ　ｐ　２モザイク（Ｐ２Ｍ）が、ニトロセルロースのストリップ上にドットされた（１
μｇ／ドット）。ニトロセルロースをウサギの免疫前血清または免疫血清（１：５００）
に暴露し、結合ウサギ抗体を１０００倍希釈した125Ｉで標識したロバ抗ウサギ抗血清（
Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社）を使用し、Ｖａｌｅｎｔａ
らの報告（１９９２年）に従って検出した。
【００４４】
　ウサギ抗ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク抗血清は、免疫原（ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク）の
みならず、ｒＰｈｌ　ｐ　２アレルゲンと強く反応した（図９参照）。この抗体の反応性
は、ＫＬＨ結合モザイクで免疫して産生される抗血清で得られる反応性と比較しうる強度
であり、ｒＰｈｌ　ｐ　２アレルゲン（図９）による免疫でもたらされる反応性よりも強
かった。
【００４５】
（実施例６）
　阻害抗体の測定
　ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイクによる免疫で誘発されたＩｇＧ抗体は、アレルギー性患者血
清ＩｇＥの完全長ｒＰｈｌ　ｐ　２との結合を、５人の草木花粉アレルギー患者血清を用
いるＥＬＩＳＡ競合法により、阻害するかどうかを検討した（表３参照）。ＥＬＩＳＡプ
レート（Ｎｕｎｃ　Ｍａｘｉｓｏｒｐ社、Ｒｏｋｓｌｉｄｅ、デンマーク）は、ｒＰｈｌ
　ｐ　２（１μｇ／ｍｌ）でコーティングし、１００倍希釈の抗Ｐｈｌ　ｐ　２モザイク
抗血清あるいは抗Ｐｈｌ　ｐ　２抗血清、およびコントロール用として対応する免疫前血
清と共にプレインキュベーションした。洗浄後、プレートは５人のＰｈｌ　ｐ　２感作草
木花粉アレルギー患者からの３倍希釈血清と共にインキュベーションし、結合したＩｇＥ
抗体は、１０００倍希釈したリン酸アルカリコンジュゲートのモノクローナルラット抗ヒ
トＩｇＥ抗体（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ社，　Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，　カリフォルニア州）
で検出された。抗Ｐｈｌ　ｐ　２モザイクおよびＰｈｌ　ｐ　２とのプレインキュベーシ
ョンで達成されたＩｇＥ結合の阻害％は、以下の式で計算した。
　ＩｇＥ結合の阻害％　＝　１００－ＯＤ1／ＯＤp×１００
　ＯＤ１およびＯＤｐは、Ｆｏｃｋｅ（２００１年）らが報告した方法により、ウサギ免
疫血清および免疫前血清でプレインキュベーションした後の吸光度をそれぞれ表す。
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【００４６】
　この抗Ｐｈｌ　ｐ　２モザイク抗体は、ｒＰｈｌ　ｐ　２アレルゲンでの免疫により産
生される抗体と共にプレインキュベーションして達成される場合（５４．７３％の平均阻
害）と同じく低い程度ではあるが、Ｐｈｌ　ｐ　２に対する草木花粉アレルギー患者のＩ
ｇＥ結合の結合阻害（２０．９３％の平均阻害）を示した。
【００４７】
　免疫研究の結果によれば、ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイクに対する抗体は、Ｐｈｌ　ｐ　２
野生型アレルゲンを認識し、アレルギー患者のＩｇＥがＰｈｌ　ｐ　２を認識するのを阻
害することを証明している。
【図面の簡単な説明】
【００４８】
【図１】図１は、合成Ｐｈｌ　ｐ　２由来ペプチドと完全鎖ｒＰｈｌ　ｐ　２（組み換え
で製造された野生型アレルゲン）とのＩｇＥ反応性の比較を示す。ドットされた（Ａ）Ｐ
ｈｌ　ｐ　２ペプチド（Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３）、ヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）、コントロ
ールペプチド（Ｐ）および交差反応しないオオアワガエリ花粉アレルゲン（ｒＰｈｌ　ｐ
　５）、および（Ｂ）ｒＰｈｌ　ｐ　５およびＰｈｌ　ｐ　２（ｒＰｈｌ　ｐ　２）を含
んでいるニトロセルロースを、３５人の草木花粉アレルギー患者（１－３５）の血清およ
び非アレルギーの個人（Ｎ）の血清に暴露した。
【図２】図２は、組み換えヒスチジンタグＰｈｌ　ｐ　２野生型および組み換えヒスチジ
ンタグＰｈｌ　ｐ　２モザイクの概略図を示す。３種類のペプチドの位置が示されている
。
【図３】図３は、Ｐｈｌ　ｐ　２モザイクの構築のために使用されるＤＮＡ配列およびｒ
Ｐｈｌ　ｐ　２モザイクをコードするｃＤＮＡのアセンブリーに使用されるＰＣＲアプロ
ーチの概略図を示す。Ｎｄｅ　ＩおよびＥｃｏ　Ｒ　Ｉの制限酵素部位が、プライマーＰ
２／１およびＰ２／６にそれぞれ強調されている。プライマーは、配列番号：６～１１に
対応する。
【図４】図４は、ヒスチジンタグＰｈｌ　ｐ　２モザイクのｃＤＮＡ（配列番号：２）お
よび推定アミノ酸配列（配列番号：１）を示す。アミノ酸は、単一の文字コードで示され
、塩基対およびアミノ酸数は、右側の余白に表示されている
【図５】図５は、ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイクおよびｒＰｈｌ　ｐ　２の純度を示す。Ｐｈ
ｌ　ｐ　２（レーン：Ｐ２）、Ｐｈｌ　ｐ　２モザイク（レーン：Ｐ２Ｍ）および分子量
マーカー（レーン：Ｍ）を含むクーマシー染色ゲルによる。
【図６】図６は、精製ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク（Ａ）およびｒＰｈｌ　ｐ　２（Ｂ）の
質量分光分析を示す。質量電荷比はｘ軸に示され、シグナル強度は、調べた質量範囲の中
で得られた最も強いシグナルに対する％として表示されている。
【図７】図７は、ｒＰｈｌ　ｐ　２（Ｐ２）およびｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク（Ｐ２Ｍ）
のＩｇＥ結合能の比較を示す。ｒＰｈｌ　ｐ　２（Ｐ２）およびｒＰｈｌ　ｐ　２モザイ
ク（Ｐ２Ｍ）、さらにヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）がそれぞれドットされたニトロセル
ロースを、１２人のＰｈｌ　ｐ　２反応性草木花粉アレルギー患者（１－１２）の血清で
調べた。結合ＩｇＥ抗体を、125Ｉで標識した抗ヒトＩｇＥ抗体で検出し、オートラジオ
グラフィーで視覚化した。
【図８】図８は、好塩基球のヒスタミン遊離により測定されたｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク
の低アレルゲン活性を示す。草木花粉アレルギー患者からの好塩基球を、順に増大する濃
度のｒＰｈｌ　ｐ　２およびｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク（ｘ－軸）に暴露した。ヒスタミ
ン遊離は、ｙ－軸上で全ヒスタミン遊離に対する％として表記されている。
【図９】図９は、ウサギ抗ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク抗体による、ｒＰｈｌ　ｐ　２野生
型アレルゲンの認識を示している。ｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク（αＰ２Ｍ）、ＫＬＨ結合
モザイク（αＰ２Ｍ－ＫＬＨ）およびｒＰｈｌ　ｐ　２（αＰｈｌ　ｐ　２）のみならず
、緩衝液（Ｃ）に対して採取されたウサギ抗血清を、ドットブロットされたＫＬＨ、ヒト
血清アルブミン（ＨＳＡ）、ｒＰｈｌ　ｐ　２（Ｐ２）およびｒＰｈｌ　ｐ　２モザイク
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（Ｐ２Ｍ）に暴露した。結合ウサギ抗体は、125Ｉで標識したロバ抗ウサギＩｇＧで検出
し、オートラジオグラフィーで視覚化した。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】

【図６】 【図７】
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【図８】 【図９】
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