
(57)【要約】

30kDaブタクサ完全花粉抽出物ジスルフィドタンパク質

アレルゲンをブタクサ花粉から精製した。ブタクサ感受

性患者の血清を用いたIgE免疫ブロットは、30kDaタンパ

ク質が主要アレルゲンであることを示した。30kDaタン

パク質はアレルギー試験および免疫療法計画において有

用である。完全ブタクサ花粉から単離された30kDaジス

ルフィドタンパク質に加えて、8～10kDaブタクサ完全花

粉抽出物ジスルフィドタンパク質および30kDaブタクサ

脱脂花粉抽出物ジスルフィドタンパク質、ならびにそれ

らの断片、誘導体および相同体を記載する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配
列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 ん で な る 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
請 求 項 1記 載 の タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ 】
請 求 項 1記 載 の タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る 、 花 粉 ア レ ル ギ ー を 検 出 す る た め の 診 断 用 組 成 物
。
【 請 求 項 ４ 】
前 記 花 粉 が ブ タ ク サ 花 粉 で あ る 、 請 求 項 3記 載 の 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ 】
哺 乳 動 物 に お け る 花 粉 ア レ ル ギ ー の 治 療 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 1記 載 の タ ン パ ク 質 を 医 薬
上 有 効 な 量 で 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
前 記 花 粉 が ブ タ ク サ 花 粉 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
前 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
花 粉 に 感 受 性 で あ る 哺 乳 動 物 に お け る 花 粉 過 敏 症 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 1記 載 の タ
ン パ ク 質 を 治 療 上 有 効 な 量 で 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
前 記 花 粉 が ブ タ ク サ 花 粉 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
前 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配
列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で な る 単 離 さ れ た 核 酸 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 11記 載 の 核 酸 を 含 ん で な る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
請 求 項 11記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 ん で な る 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
a） 花 粉 抽 出 物 中 に 含 有 さ れ て い る 、 b） 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 c） ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 含
有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 、 d） SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 測 定 で 約 30,00
0の 分 子 量 を 有 す る 、 お よ び e） ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 、 と い う 物 理 化 学 的 お よ び 生 物 学
的 特 性 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 他 の い ず れ の 花 粉 タ ン パ ク 質 を も 実 質 的 に 含 有 し な い 単 離
さ れ た 花 粉 ア レ ル ゲ ン 。
【 請 求 項 １ ５ 】
前 記 花 粉 が ブ タ ク サ 花 粉 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の ア レ ル ゲ ン 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 14記 載 の ア レ ル ゲ ン を 含 ん で な る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ７ 】
有 効 成 分 と し て の 請 求 項 14記 載 の ア レ ル ゲ ン を 診 断 上 有 効 な 量 で 含 ん で な る 、 ア レ ル ギ ー
疾 患 を 検 出 す る た め の 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ８ 】
前 記 ア レ ル ゲ ン が ブ タ ク サ 花 粉 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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哺 乳 動 物 に お け る 花 粉 ア レ ル ギ ー の 治 療 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 14記 載 の ア レ ル ゲ ン を 医 薬
上 有 効 な 量 で 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
前 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
前 記 花 粉 ア レ ル ギ ー が ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ギ ー で あ る 、 請 求 項 19記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン Ambt 7の 抗 原 断 片 と 製 薬 上 有 効 な 担 体 と を 含 ん で な る 治 療 用 組 成
物 で あ っ て 、 該 抗 原 断 片 が 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5
、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11よ り な る
群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 該 抗 原 断 片 が 該 花 粉 ア レ ル ゲ ン の エ ピ ト ー プ を 少 な
く と も 1つ 含 む こ と を 特 徴 と す る 治 療 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
前 記 エ ピ ト ー プ が T細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 治 療 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
前 記 エ ピ ト ー プ が B細 胞 エ ピ ト ー プ で あ る 、 請 求 項 22記 載 の 治 療 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
請 求 項 22記 載 の 治 療 用 組 成 物 を 治 療 上 有 効 な 量 で 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、
哺 乳 動 物 に お け る 花 粉 過 敏 症 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
前 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
前 記 花 粉 過 敏 症 が ブ タ ク サ 花 粉 過 敏 症 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
ブ タ ク サ Ambt7花 粉 ア レ ル ゲ ン の 多 形 変 異 体 で あ る Ambt7花 粉 ア レ ル ゲ ン と 製 薬 上 許 容 さ れ
る 担 体 と を 含 ん で な る 治 療 用 組 成 物 で あ っ て 、 該 多 形 変 異 体 が 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、
配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配
列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る
治 療 用 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
請 求 項 28記 載 の 治 療 用 組 成 物 を 治 療 上 有 効 な 量 で 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 ん で な る 、
哺 乳 動 物 に お け る 花 粉 過 敏 症 の 治 療 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
前 記 哺 乳 動 物 が ヒ ト で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
前 記 花 粉 過 敏 症 が ブ タ ク サ 花 粉 過 敏 症 で あ る 、 請 求 項 29記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
1以 上 の タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る 、 Ambt7花 粉 ア レ ル ゲ ン を 検 出 す る た め の キ ッ ト で あ っ て
、 前 記 の 1以 上 の タ ン パ ク 質 が 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番
号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11よ り
な る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む こ と を 特 徴 と す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
タ ン パ ク 質 検 出 成 分 を 更 に 含 む 、 請 求 項 32記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
前 記 タ ン パ ク 質 検 出 成 分 が 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 32記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
前 記 キ ッ ト の 使 用 に 関 す る 説 明 書 を 更 に 含 む 、 請 求 項 32記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
花 粉 ア レ ル ゲ ン の 精 製 方 法 で あ っ て 、
a） 該 花 粉 を 液 体 に 懸 濁 さ せ て 花 粉 溶 液 を 形 成 さ せ 、

10

20

30

40

50

(3) JP 2005-503113 A 2005.2.3



b） 該 花 粉 溶 液 を 遠 心 分 離 し て 花 粉 タ ン パ ク 質 上 清 を 得 、
c） 該 花 粉 タ ン パ ク 質 上 清 中 の タ ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ て タ ン パ ク 質 沈 殿 物 を 形 成 さ せ 、
d） 該 タ ン パ ク 質 沈 殿 物 を タ ン パ ク 質 沈 殿 バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 さ せ て 再 懸 濁 タ ン パ ク 質 混
合 物 を 形 成 さ せ 、
e） 該 再 懸 濁 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 有 機 溶 媒 中 で 抽 出 し て 水 相 お よ び 有 機 相 を 形 成 さ せ 、
f） 該 水 相 か ら 該 花 粉 ア レ ル ゲ ン を 精 製 す る 、
こ と を 含 ん で な る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
前 記 花 粉 溶 液 中 の タ ン パ ク 質 を (NH 4 ) 2 SO 4 で 沈 殿 さ せ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
前 記 有 機 溶 媒 が 石 油 エ ー テ ル で あ る 、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
前 記 花 粉 ア レ ル ゲ ン を ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ま た は 電 気 泳 動 法 に よ り 前 記 水 相 か ら 精 製 す る
、 請 求 項 36記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
前 記 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 法 が ゲ ル 濾 過 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で あ る 、
請 求 項 39記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配
列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 含 む タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
前 記 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
他 の い ず れ の 花 粉 タ ン パ ク 質 を も 実 質 的 に 含 有 し な い 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 に 結 合 す る
単 離 さ れ た 抗 体 で あ っ て 、 該 花 粉 ア レ ル ゲ ン が 、 a） 花 粉 抽 出 物 中 に 含 有 さ れ て い る 、 b）
糖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 c） ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 、 d） SDS-ポ リ ア
ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 測 定 で 約 30,000の 分 子 量 を 有 す る 、 お よ び e） ア レ ル ゲ
ン 活 性 を 有 す る 、 と い う 物 理 化 学 的 お よ び 生 物 学 的 特 性 に よ り 特 徴 づ け ら れ る こ と を 特 徴
と す る 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
前 記 抗 体 が ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 44記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
前 記 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 44記 載 の 抗 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
本 発 明 は 、 ブ タ ク サ の 花 粉 に 由 来 す る ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 な ら び に そ の 断 片 、 誘 導 体
お よ び 相 同 体 と 、 免 疫 学 的 に そ れ に 関 連 し た ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 と に 関 す る 。 よ り 詳
し く は 、 本 発 明 は 、 完 全 ブ タ ク サ 花 粉 か ら 単 離 さ れ た 主 要 ア レ ル ゲ ン 性 30kDaジ ス ル フ ィ
ド タ ン パ ク 質 、 8～ 10kDa完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 、 30kDa脱 脂 ブ
タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 な ら び に そ れ ら の 断 片 、 誘 導 体 お よ び 相 同 体 に
関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
全 人 口 の 少 な く と も 10％ を 占 め る 遺 伝 的 な 素 因 を 有 す る 個 体 は 、 曝 露 さ れ た 種 々 の 環 境 源
に 由 来 す る 抗 原 に 対 し て 過 剰 感 作 （ ア レ ル ギ ー ） 状 態 と な る 。 即 時 型 お よ び ／ ま た は 遅 延
型 過 敏 症 を 誘 発 し う る 抗 原 は ア レ ル ゲ ン と し て 周 知 で あ る 。 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー ま た は ア ト
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ピ ー は 、 枯 草 熱 、 喘 息 お よ び 蕁 麻 疹 の 症 状 を 含 み 、 即 時 型 ア レ ル ギ ー の １ つ の 形 態 で あ る
。 そ れ は 、 種 々 の ア ト ピ ー 性 ア レ ル ゲ ン 、 例 え ば 、 草 、 木 、 雑 草 、 動 物 の 鱗 屑 、 ダ ニ 、 昆
虫 、 食 物 、 薬 物 お よ び 化 学 物 質 に よ り 引 き 起 こ さ れ う る 。 多 数 の 個 体 は ブ タ ク サ の 花 粉 に
対 し て ア レ ル ギ ー 性 で あ る 。 実 際 、 ブ タ ク サ は 、 米 国 の 大 部 分 に お け る 花 粉 関 連 ア レ ル ギ
ー の 主 要 原 因 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
し か し 、 こ れ ら の ブ タ ク サ 罹 患 者 の 幾 人 か は 、 通 常 の 試 験 で は ア レ ル ギ ー 反 応 に 関 し て 陽
性 を 示 さ ず 、 こ の こ と は 、 未 だ 同 定 さ れ て い な い ブ タ ク サ ア レ ル ゲ ン が 存 在 し う る こ と を
示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
し た が っ て 、 更 な る ブ タ ク サ ア レ ル ゲ ン を 同 定 す る こ と が 緊 急 に 必 要 と さ れ て い る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
本 発 明 に お い て 、 い く つ か の ブ タ ク サ タ ン パ ク 質 は 、 従 来 技 術 の ブ タ ク サ タ ン パ ク 質 抽 出
プ ロ ト コ ー ル に よ っ て は 、 か ろ う じ て 抽 出 さ れ る に 過 ぎ な い こ と が 見 出 さ れ た 。 し か し 、
抽 出 溶 液 の 順 序 を 逆 に す る こ と に よ り 、 す な わ ち 、 ま ず 、 水 性 バ ッ フ ァ ー を 添 加 し 、 つ い
で こ の 画 分 を エ ー テ ル で 抽 出 し て 干 渉 性 脂 質 を 除 去 す る こ と に よ り 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質
は 容 易 に 抽 出 さ れ る 。 こ の 方 法 に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 い く つ か の 新 規 ブ タ ク サ 花 粉 タ ン
パ ク 質 を 検 出 し た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 に お い て は Ambt 7と も 称 さ れ る 30kDa
の 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド 糖 タ ン パ ク 質 、 8～ 10kDaの 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ
ン パ ク 質 お よ び 30kDaの 脱 脂 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 を 含 む 。 Ambt 7は 主 要 ア
レ ル ゲ ン で あ る ら し く 、 そ れ は 、 ブ タ ク サ 感 受 性 患 者 か ら の IgEに 対 し て 高 い 特 異 性 を 有
し 、 ブ タ ク サ に 対 し て 感 作 さ れ た イ ヌ に お い て 陽 性 の 皮 膚 試 験 結 果 を 示 す 。 本 発 明 は 、 本
発 明 に お い て 「 30 kDaブ タ ク サ 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 」 お よ び 「 Ambt 7」 と 称 さ れ る
こ の 糖 タ ン パ ク 質 の 単 離 、 精 製 お よ び 使 用 に 関 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 8～ 10kDa完 全 ブ タ ク
サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 お よ び 30kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド
タ ン パ ク 質 の 単 離 、 精 製 お よ び 使 用 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
本 発 明 は 、 少 な く と も 1つ の 精 製 さ れ た 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ
ク 質 、 少 な く と も 1つ の 8～ 10kDa完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 お よ び
少 な く と も 1つ の 30kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 、 ま た は 少 な く と
も 1つ の そ の 抗 原 断 片 も し く は 誘 導 体 も し く は 相 同 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 の も う 1つ の 態 様
は 、 ブ タ ク サ 花 粉 由 来 、 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ
ン 由 来 、 8～ 10kDa完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 由 来 ま た は 30kDa脱 脂
ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 由 来 の ア レ ル ゲ ン の 単 離 さ れ た 抗 原 断 片 を 提
供 す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
本 発 明 は 更 に 、 以 下 の ペ プ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た ペ プ チ ド に 関 す る ：
1. L/I L/I SGISNTVYANPK（ 配 列 番 号 1）
2. PTSFN L/I ATK（ 配 列 番 号 2）
3. L/I YGLVQFNR（ 配 列 番 号 3）
4. FY L/I FSTK（ 配 列 番 号 4）
5. FYATEV L/I D L/I D（ 配 列 番 号 5）
6. LLDNLHQQTPPDGFGR（ 配 列 番 号 6）
7. MYATEVLDLDGSK（ 配 列 番 号 7）
8. YSDGNFFGAGLDHQ（ 配 列 番 号 8）
9. LLNNMR（ 配 列 番 号 9）
10. VEASAELR（ 配 列 番 号 10）
11. LLSGLSDTV（ 配 列 番 号 11） 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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本 発 明 は 、 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 精 製 方 法
に 関 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 8～ 10kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 の 精
製 方 法 お よ び 30kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 の 精 製 方 法 に 関 す る
。
【 ０ ０ ０ ９ 】
1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 本 発 明 は 、 図 2Bに 記 載 の 精 製 ス キ ー ム に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
本 発 明 は 更 に 、 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 、 8～ 10
kDa完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 お よ び 30kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物
ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 少 な く と も 1つ の 抗 原 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 も し
く は 相 同 体 を コ ー ド す る 精 製 さ れ た 核 酸 配 列 、 あ る い は 該 核 酸 配 列 の 機 能 的 等 価 体 を 提 供
す る 。 特 に 、 本 発 明 は 更 に 、 配 列 番 号 1～ 11に 記 載 の ペ プ チ ド を コ ー ド す る 精 製 さ れ た 核
酸 配 列 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 、 少 な く と も 1つ の 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル
フ ィ ド タ ン パ ク 質 、 1つ の 8～ 10kDa完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 お よ
び 1つ の 30kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ま た は 少 な く と も 1つ の そ
の 抗 原 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 を コ ー ド す る 精 製 さ れ た 核 酸 配 列 あ る い は 該
核 酸 配 列 の 機 能 的 等 価 体 を 含 ん で な る 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 本 発 明 の
核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 発 現 す る よ う 形 質 転 換 さ れ た 宿
主 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 更 に も う 1つ の 態 様 は 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 感 受 性 の 個 体 に 投 与 す る と 、 ブ タ ク サ 花
粉 に 対 す る 該 個 体 の ア レ ル ギ ー 応 答 が 軽 減 さ れ る 、 修 飾 さ れ た ブ タ ク サ 花 粉 タ ン パ ク 質 ア
レ ル ゲ ン を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 該 ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン は 、 修 飾 さ れ た 30kDaブ タ
ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 、 修 飾 さ れ た 8～ 10kDa完 全 ブ タ ク
サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 も し く は 修 飾 さ れ た 30kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物
ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 、 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 で あ る 。 本 発 明 は ま た 、
ブ タ ク サ 花 粉 に 感 受 性 の 個 体 に 投 与 す る と 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 対 す る 該 個 体 の ア レ ル ギ ー 応
答 が 軽 減 さ れ る 、 ブ タ ク サ 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 修 飾 断 片 を 少 な く と も 1つ 提 供 す
る 。 好 ま し く は 、 該 ブ タ ク サ 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン は 、 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出
物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 、 8～ 10kDa完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ま
た は 30kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 タ ン パ ク 質 で あ り 、 あ る い は 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽
出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 、 8～ 10kDa完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド
タ ン パ ク 質 も し く は 30kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 断 片 も し く
は 誘 導 体 に 免 疫 学 的 に 関 連 し た 抗 原 断 片 も 、 本 発 明 に よ り 提 供 さ れ る 。 該 ブ タ ク サ 花 粉 タ
ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン は 、 一 般 に は 、 医 薬 組 成 物 の 形 態 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
本 発 明 の 更 に も う 1つ の 態 様 に お い て は 、 非 天 然 （ す な わ ち 、 組 換 え 又 は 化 学 合 成 ） 30kDa
ブ タ ク サ 花 粉 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た は そ れ ら の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 を 提 供
し 、 あ る い は 1以 上 の 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 、 1以 上 の 8～
10kDa完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 も し く は 1以 上 の 30kDa脱 脂 ブ タ ク
サ 花 粉 抽 出 物 タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た は そ れ ら の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 に 対 す
る 抗 体 と 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 性 の 非 天 然 ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま
た 、 精 製 さ れ た 天 然 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 、 精 製 さ
れ た 天 然 8～ 10kDa完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン も し く は 精
製 さ れ た 天 然 30kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ
れ ら の 少 な く と も 1つ の 断 片 も し く は 誘 導 体 も し く は 相 同 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
非 天 然 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 、 非 天 然 8～ 10kDa完 全 ブ タ
ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ま た は 非 天 然 30kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス
ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら に 由 来 す る 断 片 ま た は 一 部 分 （ ペ プ チ ド ） は 、 ブ タ ク サ
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花 粉 に 対 す る ア レ ル ギ ー 反 応 を 診 断 、 治 療 お よ び 予 防 す る 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で
き る 。 精 製 さ れ た 天 然 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 タ ン パ ク 質 、 精 製 さ れ た 天 然 8～ 10kD
a完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ま た は 精 製 さ れ た 天 然 30kDa脱 脂 ブ タ ク
サ 花 粉 抽 出 物 タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら の 断 片 、 相 同 体 ま た は 誘 導 体 も 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 対
す る ア レ ル ギ ー 反 応 を 診 断 、 治 療 お よ び 予 防 す る 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
本 発 明 の 更 に も う 1つ の 態 様 は 、 非 天 然 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ
ク 質 、 非 天 然 8～ 10kDa完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 も し く は 非 天 然 30
kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 に
対 す る 抗 体 、 お よ び 精 製 さ れ た 天 然 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク
質 、 精 製 さ れ た 天 然 8～ 10kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク も し く は 精 製
さ れ た 天 然 30kDa脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 タ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 も し く は 相 同
体 に 対 し て 誘 導 さ れ た 抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
本 発 明 は 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列
番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列
を 有 す る 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
本 発 明 は 更 に 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、
配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 含 む 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 該 医 薬 組 成 物 は 、 該 タ ン
パ ク 質 の 治 療 的 有 効 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と に よ る 哺 乳 動 物 に お け る 花 粉 ア レ ル ギ ー
の 治 療 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。 該 医 薬 組 成 物 は 、 該 タ ン パ ク 質 の 治 療 的 有 効
量 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と に よ る 哺 乳 動 物 に お け る 花 粉 過 敏 症 の 治 療 方 法 に お い て も 使
用 す る こ と が で き る 。 該 哺 乳 動 物 は ヒ ト で あ り う る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 は 更 に 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、
配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 含 ん で な る 、 花 粉 ア レ ル ギ ー を 検 出 す る た め の 診 断
用 組 成 物 に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
本 発 明 に お い て は 、 該 花 粉 は 任 意 の 起 源 の も の で あ り う る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、
該 花 粉 は 、 ク ル ミ 、 ラ イ グ ラ ス お よ び ブ タ ク サ の 花 粉 か ら 選 ば れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 は 更 に 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、
配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 単 離 さ れ た 核 酸 に 関 す る 。 本 発 明 の 核 酸 は 発
現 ベ ク タ ー 中 に 存 在 し う る 。 該 発 現 ベ ク タ ー は 宿 主 細 胞 中 に 存 在 し う る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
本 発 明 は 更 に 、 a） 花 粉 抽 出 物 中 に 含 有 さ れ て い る 、 b） 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 c） ス ル フ
ヒ ド リ ル 基 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 、 d） SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ
る 測 定 で 約 30,000の 分 子 量 を 有 す る 、 お よ び e） ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る と い う 物 理 化 学
的 お よ び 生 物 学 的 特 性 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 他 の い ず れ の 花 粉 タ ン パ ク 質 を も 実 質 的 に
含 有 し な い 単 離 さ れ た 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 関 す る 。 該 ア レ ル ゲ ン は 任 意 の 起 源 に 由 来 し う る
。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア レ ル ゲ ン は ク ル ミ 、 ラ イ グ ラ ス お よ び ブ タ ク サ の 花
粉 に 由 来 し う る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 は 更 に 、 a） 花 粉 抽 出 物 中 に 含 有 さ れ て い る 、 b） 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 c） ス ル フ
ヒ ド リ ル 基 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 、 d） SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ
る 測 定 で 約 30,000の 分 子 量 を 有 す る 、 お よ び e） ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る と い う 物 理 化 学
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的 お よ び 生 物 学 的 特 性 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 他 の い ず れ の 花 粉 タ ン パ ク 質 を も 実 質 的 に
含 有 し な い 花 粉 ア レ ル ゲ ン を 含 有 す る 医 薬 組 成 物 に 関 す る 。 該 ア レ ル ゲ ン は 任 意 の 起 源 に
由 来 し う る 。 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア レ ル ゲ ン は ク ル ミ 、 ラ イ グ ラ ス お よ び ブ
タ ク サ の 花 粉 か ら 選 択 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
本 発 明 は 更 に 、 a） 花 粉 抽 出 物 中 に 含 有 さ れ て い る 、 b） 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 c） ス ル フ
ヒ ド リ ル 基 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 、 d） SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ
る 測 定 で 約 30,000の 分 子 量 を 有 す る 、 お よ び e） ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る と い う 物 理 化 学
的 お よ び 生 物 学 的 特 性 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 他 の い ず れ の 花 粉 タ ン パ ク 質 を も 実 質 的 に
含 有 し な い 花 粉 ア レ ル ゲ ン の 診 断 的 に 有 効 な 量 を 有 効 成 分 と し て 含 む ア レ ル ギ ー 疾 患 を 検
出 す る た め の 診 断 用 組 成 物 に 関 す る 。 該 ア レ ル ゲ ン は 任 意 の 起 源 に 由 来 し う る 。 好 ま し い
実 施 形 態 に お い て は 、 該 ア レ ル ゲ ン は ク ル ミ 、 ラ イ グ ラ ス お よ び ブ タ ク サ の 花 粉 か ら 選 択
さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
本 発 明 は 更 に 、 a） 花 粉 抽 出 物 中 に 含 有 さ れ て い る 、 b） 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 c） ス ル フ
ヒ ド リ ル 基 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 、 d） SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ
る 測 定 で 約 30,000の 分 子 量 を 有 す る 、 お よ び e） ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る と い う 物 理 化 学
的 お よ び 生 物 学 的 特 性 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 、 他 の い ず れ の 花 粉 タ ン パ ク 質 を も 実 質 的 に
含 有 し な い 花 粉 ア レ ル ゲ ン の 医 薬 上 有 効 な 量 を 哺 乳 動 物 （ 好 ま し く は ヒ ト ） に 投 与 す る こ
と に よ る 、 哺 乳 動 物 に お け る 花 粉 ア レ ル ギ ー の 治 療 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
本 発 明 は 更 に 、 ラ イ グ ラ ス 花 粉 ア レ ル ゲ ン Ambt7の 単 離 さ れ た 抗 原 断 片 を 含 有 す る 治 療 用
組 成 物 に 関 す る 。 こ こ で 、 該 抗 原 断 片 は 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4
、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番
号 11か ら 選 ば れ る 1以 上 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 該 抗 原 断 片 は 該 花 粉 ア レ ル ゲ ン の エ ピ ト
ー プ を 少 な く と も 1つ 有 す る 。 該 治 療 用 組 成 物 は 、 一 般 に は 、 製 薬 上 有 効 な 担 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
前 記 エ ピ ト ー プ は T細 胞 エ ピ ト ー プ ま た は B細 胞 エ ピ ト ー プ で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
治 療 用 組 成 物 は 、 ラ イ グ ラ ス の 花 粉 に 対 す る 過 敏 症 を 治 療 す る た め に 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、
ヒ ト ） に 投 与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 は 更 に 、 ラ イ グ ラ ス Ambt7花 粉 ア レ ル ゲ ン の 多 形 変 異 体 で あ る Ambt7花 粉 ア レ ル ゲ ン
を 含 有 す る 治 療 用 組 成 物 に 関 す る 。 こ こ で 、 該 多 形 変 異 体 は 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配
列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、 配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列
番 号 10お よ び 配 列 番 号 11よ り な る 群 か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 。 該 治 療 用 組 成 物
は 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
該 治 療 用 組 成 物 は 、 ラ イ グ ラ ス の 花 粉 に 対 す る 過 敏 症 の 治 療 方 法 に お い て 、 哺 乳 動 物 に 投
与 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
本 発 明 は 更 に 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、
配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11か ら 選 ば れ る ア ミ ノ 酸
配 列 を 有 す る 1以 上 の 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 を 含 む 、 Ambt7花 粉 ア レ ル ゲ ン を 検 出 す る た め
の キ ッ ト に 関 す る 。 該 キ ッ ト は 更 に 、 抗 体 の よ う な タ ン パ ク 質 検 出 成 分 を 含 み う る 。 ま た
、 該 キ ッ ト は 更 に 、 該 キ ッ ト の 使 用 に 関 す る 説 明 書 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 発 明 は 更 に 、 a） 花 粉 を 液 体 に 懸 濁 さ せ て 花 粉 溶 液 を 形 成 さ せ 、 b） 該 花 粉 溶 液 を 遠 心 分
離 し て 花 粉 タ ン パ ク 質 上 清 を 得 、 c） 該 花 粉 タ ン パ ク 質 上 清 中 の タ ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ て
タ ン パ ク 質 沈 殿 物 を 形 成 さ せ 、 d） 該 タ ン パ ク 質 沈 殿 物 を タ ン パ ク 質 沈 殿 バ ッ フ ァ ー に 再
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懸 濁 さ せ て 再 懸 濁 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 形 成 さ せ 、 e） 該 再 懸 濁 タ ン パ ク 質 混 合 物 を 有 機 溶
媒 中 で 抽 出 し て 水 相 お よ び 有 機 相 を 形 成 さ せ 、 f） 該 水 相 か ら 該 花 粉 ア レ ル ゲ ン を 精 製 す
る こ と に よ る 花 粉 ア レ ル ゲ ン の 精 製 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
花 粉 ア レ ル ゲ ン の 精 製 方 法 の 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 花 粉 溶 液 中 の タ ン パ ク 質 を (NH

4 ) 2  SO 4 で 沈 殿 さ せ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
花 粉 ア レ ル ゲ ン の 精 製 方 法 の も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 有 機 溶 媒 は 石 油 エ ー テ ル
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
花 粉 ア レ ル ゲ ン の 精 製 方 法 の も う 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 花 粉 ア レ ル ゲ ン を ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー ま た は 電 気 泳 動 法 に よ り 該 水 相 か ら 精 製 す る 。 該 方 法 に お い て は 、 該 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 法 は ゲ ル 濾 過 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
本 発 明 は 更 に 、 配 列 番 号 1、 配 列 番 号 2、 配 列 番 号 3、 配 列 番 号 4、 配 列 番 号 5、 配 列 番 号 6、
配 列 番 号 7、 配 列 番 号 8、 配 列 番 号 9、 配 列 番 号 10お よ び 配 列 番 号 11よ り な る 群 か ら 選 ば れ
る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む タ ン パ ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 は 更 に 、 他 の い ず れ の 花 粉 タ ン パ ク 質 を も 実 質 的 に 含 有 し な い 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 特
異 的 に 結 合 す る 単 離 さ れ た 抗 体 で あ っ て 、 該 花 粉 ア レ ル ゲ ン が 、 a） 花 粉 抽 出 物 中 に 含 有
さ れ て い る 、 b） 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 、 c） ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る
、 d） SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る 測 定 で 約 30,000の 分 子 量 を 有 す る 、 お
よ び e） ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る と い う 物 理 化 学 的 お よ び 生 物 学 的 特 性 に よ り 特 徴 づ け ら
れ る こ と を 特 徴 と す る 抗 体 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 発 明 の 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ り う る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
本 発 明 の 更 な る 特 徴 は 、 以 下 の 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 の 詳 細 な 記 載 お よ び 添 付 図 面 か
ら 、 よ り 良 く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】

本 発 明 は 、 以 下 の 図 面 を 参 照 す る こ と に よ り 、 よ り 良 く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
図 1は 、 ブ タ ク サ 花 粉 の 壁 の 構 造 を 示 す ： （ 1） 内 壁 、 （ 2） 外 壁 、 （ 3） ネ ク シ ン 、 （ 4）
セ ク シ ン 、 （ 5） 脂 肪 層 、 （ 6） 微 小 孔 、 （ 7） と げ 、 （ 8） タ ン パ ク 質 、 （ 9） 内 腔 、 お よ
び （ 10） 原 形 質 体 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
図 2aは 、 臨 床 上 の 花 粉 調 製 物 を 製 造 す る た め の 従 来 方 法 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
図 2bは 、 30kDaタ ン パ ク 質 お よ び 他 の タ ン パ ク 質 を ブ タ ク サ 花 粉 か ら 抽 出 す る た め の 方 法
の 概 要 を 示 す 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
図 3は 、 完 全 お よ び 脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 か ら の 水 性 抽 出 物 の 全 タ ン パ ク 質 、 ス ル フ ヒ ド リ ル
タ ン パ ク 質 お よ び ア レ ル ゲ ン の プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 抽 出 物 は 、 Sephadex G50Fク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー に よ り 分 画 し 、 SDS-PAGE（ 10～ 20％ ） に よ り 分 離 し た 。 図 3Aは 、 全 タ ン パ ク 質
に 対 し て 染 色 さ れ た ゲ ル を 示 す 。 ゲ ル は 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し た 。 各 レ ー ン は 3～ 3
0μ gの タ ン パ ク 質 を 含 有 し て い た 。 図 3Bは 、 モ ノ ブ ロ モ ビ マ ン （ monobromobimane） で の
ス ル フ ヒ ド リ ル の 測 定 を 示 す 。 タ ン パ ク 質 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を モ ノ ブ ロ モ ビ マ ン で 標 識
し 、 UV光 で 分 析 し た 。 図 3Cは 、 IgE免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ る ア レ ル ゲ ン の 測 定 を 示 す 。 タ ン
パ ク 質 を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー に 移 行 さ せ 、 10人 の ブ タ ク サ 患 者 か ら 集 め た 血 清 の
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IgEで プ ロ ー ブ し た 。 図 3cに 示 す 記 号 は 以 下 の と お り で あ る ： （ ▼ ） 30kDaタ ン パ ク 質 、 （
＊ ） 8～ 10kDaタ ン パ ク 質 （ 完 全 花 粉 ） お よ び （ ◆ ） 第 2の 30kDaタ ン パ ク 質 （ 脱 脂 花 粉 ） 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
図 4は 、 30kDaタ ン パ ク 質 の 特 性 の い く つ か を 示 す 。 SDS-PAGE（ 10～ 20％ ） 。 図 4Aは 、 30kD
aタ ン パ ク 質 が グ リ コ シ ル 化 さ れ て い る こ と を 示 し て い る 。 図 4A中 の ゲ ル は 、 糖 タ ン パ ク
質 に 対 し て 染 色 し た 。 レ ー ン 1は ダ イ ズ ト リ プ シ ン イ ン ヒ ビ タ ー （ 陰 性 対 照 、 5μ g） を 含
有 し 、 レ ー ン 2は 30kDaタ ン パ ク 質 （ 10μ g） を 含 有 し 、 レ ー ン 3は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ （ 陽 性 対 照 、 5μ g） を 含 有 す る 。 図 4Bは 、 30kDaタ ン パ ク 質 が 少 な く と も 1つ
の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 含 有 す る こ と を 示 し て い る 。 ゲ ル を 、 モ ノ ブ ロ モ ビ マ ン （ mBBr） と
の 反 応 後 、 UV光 下 で 検 査 し た 。 10μ gの タ ン パ ク 質 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
図 5は 、 SDS/PAGE（ 10～ 20％ ） /IgE免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ る 、 花 粉 調 製 物 に 対 す る ク サ 感 受
性 患 者 由 来 の 血 清 の 応 答 を 示 す 。 図 5Aは 、 純 粋 な 30kDaタ ン パ ク 質 に 対 す る 35名 の 患 者 由
来 の 血 清 の 応 答 を 示 す 。 30kDaタ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 示 す 患 者 は 「 +」 で 示 さ れ て い る 。 陽
性 の ImmunoCAP試 験 結 果 を も 示 す 患 者 は 、 「 +」 を 囲 む 丸 で 示 さ れ て い る 。 ゲ ル 上 の 各 レ ー
ン は 1.6μ gの タ ン パ ク 質 を 含 有 し て い た 。 図 5Bは 、 市 販 ブ タ ク サ 抽 出 物 （ 左 パ ネ ル ） 、 完
全 花 粉 抽 出 物 （ 中 央 パ ネ ル ） お よ び 精 製 30kDaタ ン パ ク 質 （ 右 パ ネ ル ） に 対 す る 、 選 択 さ
れ た ク サ 陽 性 患 者 由 来 の 血 清 の 応 答 を 示 す 。 市 販 お よ び 完 全 抽 出 物 な ら び に 30kDaタ ン パ
ク 質 は 、 そ れ ぞ れ 25、 25お よ び 1.6μ gの タ ン パ ク 質 を 含 有 し て い た 。 対 照 （ C） 処 理 に お
い て は 、 血 清 お よ び 二 次 抗 体 が 省 か れ て お り 、 「 Ab2」 と 示 さ れ た レ ー ン に お い て は 、 二
次 抗 体 が 省 か れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
図 6は 、 ク ル ミ お よ び ラ イ グ ラ ス 花 粉 抽 出 物 に よ る 30kDaタ ン パ ク 質 の 免 疫 ブ ロ ッ ト 抑 制 、
な ら び に 交 差 反 応 性 の 実 例 を 示 す 。 図 6Aは 、 対 照 、 す な わ ち 、 イ ン ヒ ビ タ ー タ ン パ ク 質 が
無 添 加 の も の （ C） 、 イ ン ヒ ビ タ ー タ ン パ ク 質 と し て の オ ボ ア ル ブ ミ ン （ O、 陰 性 対 照 ） 、
ク ロ グ ル ミ （ Juglans nigra） 完 全 花 粉 抽 出 物 （ W） お よ び ラ イ グ ラ ス （ Lolium perenne）
完 全 花 粉 抽 出 物 （ R） （ 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ ン グ の 前 に 血 清 に 加 え ら れ た も の ） で あ る 。 図 6B
に は 、 30kDaタ ン パ ク 質 に 対 し て 陽 性 の 追 加 的 な 17名 の 患 者 由 来 の 血 清 を 用 い た 結 果 を 示
す 。 対 照 レ ー ン （ C） に お い て は 、 ア レ ル ゲ ン は 加 え ら れ て い な い 。 （ R） と 表 示 さ れ た レ
ー ン に お い て は 、 ラ イ グ ラ ス 完 全 花 粉 抽 出 物 が イ ン ヒ ビ タ ー タ ン パ ク 質 と し て 加 え ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
図 7は 、 既 知 ブ タ ク サ ア レ ル ゲ ン 対 30kDaタ ン パ ク 質 に 対 す る ヒ ト IgE結 合 の 割 合 （ ％ ） を
示 す 。 10名 の ブ タ ク サ 感 受 性 患 者 由 来 の 血 清 を 用 い て 、 ELISA測 定 を 行 っ た 。 各 ア レ ル ゲ
ン に つ い て 、 1μ g/mlの タ ン パ ク 質 を 試 験 し た 。 値 は 、 試 験 し た 各 ア レ ル ゲ ン が 結 合 し た
全 IgEの 割 合 （ ％ ） を 表 す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】

オ オ ブ タ ク サ (giant ragweed)ア レ ル ゲ ン 抽 出 物 を Bayer社 （ Spokane, WA） か ら 購 入 し た
。 完 全 お よ び 脱 脂 オ オ ブ タ ク サ （ Ambrosia trifida） 花 粉 粒 を Greer Laboratories（ Leno
ir, N. C.） か ら 購 入 し た 。 こ れ ら の 花 粉 源 は 、 便 利 な 花 粉 供 給 源 を 代 表 す る も の に 過 ぎ
ず 、 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。 本 発 明 は 、 任 意 の 地 域 ま た は 源 か ら の ブ タ ク
サ 花 粉 を 使 用 し て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
以 下 の 考 察 に お い て は 、 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ
ン が 記 載 さ れ て お り 、 「 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 」 お よ び 「 Ambt7」 と し て 示
さ れ て い る 。 こ の 考 察 は 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 限 定 さ れ る も の で は な く
、 8～ 10kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 、 30kDaブ タ ク サ 脱 脂 花 粉 抽
出 物 ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 ま た は 相 同 体 を 含 む 他 の ブ タ ク サ タ ン
パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 等 し く 適 用 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】

本 発 明 は 花 粉 タ ン パ ク 質 の 精 製 方 法 に 関 す る 。 該 方 法 は 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 特 に 有 用 で あ る
が 、 ブ タ ク サ 花 粉 に は 限 定 さ れ な い 。 該 方 法 の 概 要 を 図 2bに 示 す 。 花 粉 を 50mM Tris-HCl
（ pH7.4） の よ う な バ ッ フ ァ ー に 懸 濁 さ せ る 。 タ ン パ ク 質 の 分 解 を 減 少 さ せ る た め に 、 1以
上 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 例 え ば フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド お よ び EDTA
を 該 バ ッ フ ァ ー に 加 え て も よ い 。 花 粉 タ ン パ ク 質 を 遊 離 さ せ る の に 十 分 な 時 間 （ 典 型 的 に
は 30分 間 ） に わ た り 、 該 懸 濁 花 粉 を 室 温 で 穏 や か に 攪 拌 す る 。 つ い で 該 懸 濁 液 を 遠 心 分 離
し て 不 溶 性 花 粉 物 質 を 沈 殿 さ せ る 。 つ い で 上 清 を 濾 過 す る 。 上 清 中 の タ ン パ ク 質 を 硫 酸 ア
ン モ ニ ウ ム （ 例 え ば 、 95％ 飽 和 ） で 沈 殿 さ せ る 。 つ い で 浮 遊 ペ レ ッ ト を 遠 心 分 離 に よ り 回
収 し 、 塩 を 含 有 す る バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 さ せ る 。 1つ の 実 施 形 態 に お い て は 、 該 バ ッ フ ァ
ー は 20mM Tris-HCl（ pH7.5） で あ り 、 該 塩 は 200mM NaClで あ る 。 つ い で 、 再 懸 濁 タ ン パ ク
質 ペ レ ッ ト を 石 油 エ ー テ ル の よ う な 有 機 溶 媒 中 で 抽 出 す る こ と に よ り 、 脂 質 を 除 去 す る 。
つ い で 該 混 合 物 を 、 例 え ば 4℃ 、 48,000gで 10分 間 に わ た り 遠 心 分 離 し 、 有 機 相 を 捨 て る 。
得 ら れ た 清 澄 化 水 溶 液 を 、 例 え ば 0.2μ Mフ ィ ル タ ー で 濾 過 す る 。 濾 過 後 、 濾 液 を ゲ ル 濾 過
カ ラ ム 上 で 分 離 し て 種 々 の 花 粉 タ ン パ ク 質 を 分 離 す る 。 分 離 後 、 Ambt7の よ う な 花 粉 タ ン
パ ク 質 を 、 SDS-PAGE、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー な ど の よ う な 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ た 方 法 に
よ り 更 に 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
本 発 明 は 、 単 離 さ れ た 又 は 実 質 的 に 精 製 さ れ た 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 組 成 物 を 含 む 。 本 発
明 の 場 合 に は 、 「 単 離 （ さ れ た ） 」 も し く は 「 精 製 （ さ れ た ） 」 DNA分 子 ま た は 「 単 離 （
さ れ た ） 」 も し く は 「 精 製 （ さ れ た ） 」 ポ リ ペ プ チ ド は 、 人 間 の 手 に よ り そ の 天 然 環 境 か
ら 分 離 さ れ て 存 在 し 、 従 っ て 天 然 状 態 の 産 物 で は な い DNA分 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド で あ る
。 単 離 さ れ た DNA分 子 ま た は ポ リ ペ プ チ ド は 精 製 形 態 で 存 在 し た り 、 あ る い は 非 天 然 環 境
（ 例 え ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 宿 主 細 胞 ） 中 に 存 在 し う る 。 例 え ば 、 「 単 離 （ さ れ た ） 」
ま た は 「 精 製 （ さ れ た ） 」 核 酸 分 子 ま た は タ ン パ ク 質 あ る い は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分
は 、 他 の 細 胞 物 質 を 、 ま た は 組 換 え 技 術 に よ り 製 造 さ れ た 場 合 に は 培 地 を 実 質 的 に 含 有 せ
ず 、 あ る い は 化 学 合 成 さ れ た 場 合 に は 化 学 的 前 駆 体 ま た は 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 有 し
な い 。 好 ま し く は 、 「 単 離 （ さ れ た ） 」 核 酸 は 、 該 核 酸 が 由 来 す る 生 物 の ゲ ノ ム DNA中 の
核 酸 に 天 然 で 隣 接 す る 配 列 （ す な わ ち 、 該 核 酸 の 5’ お よ び 3’ 末 端 に 位 置 す る 配 列 ） （ 好
ま し く は 、 タ ン パ ク 質 コ ー ド 配 列 ） を 含 有 し な い 。 例 え ば 、 種 々 の 実 施 形 態 に お い て は 、
単 離 核 酸 分 子 は 、 該 核 酸 が 由 来 す る 細 胞 の ゲ ノ ム DNA中 の 核 酸 分 子 に 天 然 で 隣 接 す る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の 約 5kb、 4kb、 3kb、 2kb、 1kb、 0.5kbま た は 0.1kb未 満 を 含 有 し う る 。 細 胞
物 質 を 実 質 的 に 含 有 し な い タ ン パ ク 質 は 、 約 30％ 、 20％ 、 10％ 、 5％ （ 乾 燥 重 量 基 準 ） 未
満 の 混 入 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド の 調 製 物 を 包 含 す る 。 本 発
明 の タ ン パ ク 質 ま た は そ の 生 物 学 的 に 活 性 な 部 分 を 組 換 え 的 に 製 造 す る 場 合 に は 、 好 ま し
く は 、 培 地 は 、 関 心 の あ る 化 学 物 質 の 化 学 的 前 駆 体 ま た は 非 タ ン パ ク 質 の 約 30％ 、 20％ 、
10％ ま た は 5％ （ 乾 燥 重 量 基 準 ） 未 満 に 相 当 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

本 発 明 に お い て は 、 「 遺 伝 子 」 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 用 い ら れ 、 任 意 の 連 続 的 ヌ ク レ オ
チ ド 配 列 （ そ の 転 写 が タ ン パ ク 質 に 翻 訳 さ れ う る mRNA分 子 を も た ら す ） を 意 味 す る 。 30kD
aブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 該 タ ン パ ク
質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 、 あ る い は １ 個 ま た は 数 個 の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 ま た
は 付 加 を 含 有 し う る 該 タ ン パ ク 質 の 誘 導 体 ま た は 相 同 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を
意 味 す る 。 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 遺 伝 子 は 、 完 全 長 ま た は 部 分 長 の 30kDaタ
ン パ ク 質 に 対 応 す る mRNAに 相 補 的 な cDNAを も 意 味 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
各 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に お い
て は 配 列 多 形 が 存 在 す る と 予 想 さ れ 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ
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ン バ ー を コ ー ド す る 核 酸 配 列 中 の 1以 上 の ヌ ク レ オ チ ド は 、 自 然 対 立 遺 伝 子 変 異 の た め 、
個 々 の ブ タ ク サ 植 物 に よ っ て 様 々 で あ り う る こ と が 当 業 者 に は 理 解 さ れ る で あ ろ う 。 任 意
の 及 び す べ て の そ の よ う な ヌ ク レ オ チ ド 変 異 お よ び 生 じ る ア ミ ノ 酸 多 形 が 本 発 明 の 範 囲 内
で あ る 。 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン は 、 密 接 に 関 連 し た 遺 伝 子 （ そ の タ ン パ ク
質 が ブ タ ク サ 花 粉 中 に 存 在 す る ） の フ ァ ミ リ ー で あ る こ と が 当 業 者 に は 理 解 さ れ う る 。 30
kDaを 含 む 任 意 の 及 び す べ て の 関 連 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 お よ び 対 応 す
る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 が 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の 範 囲 内 に は 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー に 属
す る す べ て の タ ン パ ク 質 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 断
片 （ ペ プ チ ド ） の 少 な く と も 1つ 、 お よ び そ れ ら の ア ミ ノ 酸 誘 導 体 が 包 含 さ れ 、 30kDaブ タ
ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た は そ の 断 片 も し く は 誘 導 体 を コ ー ド す
る DNA、 cDNAお よ び mRNAな ら び に そ れ ら の 相 同 体 ま た は 縮 重 形 態 を 含 む ヌ ク レ オ チ ド 配 列
が 包 含 さ れ る 。 本 発 明 の 範 囲 内 に は ま た 、 精 製 さ れ た 天 然 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ
ル ゲ ン 、 少 な く と も 1つ の そ の 断 片 （ ペ プ チ ド ） 、 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 ま た は 相 同 体 が
包 含 さ れ る 。 本 発 明 に は 更 に 、 30kDaタ ン パ ク 質 、 ま た は 少 な く と も 1つ の そ の 断 片 、 ま た
は そ の 誘 導 体 に 融 合 し た ポ リ ペ プ チ ド 、 あ る い は そ の よ う な 断 片 お よ び ／ ま た は 誘 導 体 を
コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 隣 接 し た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の よ う な 分 子 が 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
例 え ば 、 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に つ い て は 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ
ミ リ ー メ ン バ ー ま た は 少 な く と も 1つ の そ の 断 片 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 と 別 の ペ プ チ ド ま
た は タ ン パ ク 質 か ら の ア ミ ノ 酸 配 列 と を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 （ 後 者 の 具 体 例 と し て は 、 β
ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 酵 素 が 挙 げ ら れ る ） 、 お よ び Hisタ グ な
ど の よ う な 精 製 用 部 分 を 含 む 融 合 タ ン パ ク 質 を 製 造 す る こ と が 望 ま し い 。 ほ と ん ど の 融 合
タ ン パ ク 質 は 、 2つ の コ ー ド 配 列 が そ れ ら の リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が イ ン フ ェ ー ズ と な る
よ う 連 結 さ れ た 組 換 え 遺 伝 子 の 発 現 に よ り 形 成 さ れ る 。 あ る い は タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ
ド は 化 学 的 手 段 に よ り in vitroで 連 結 さ れ う る 。 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の
す べ て の そ の よ う な 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は ハ イ ブ リ ッ ド 遺 伝 的 誘 導 体 ま た は そ の コ ー ド 化
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 本 発 明 に 含 ま れ る 。 さ ら に 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の
相 同 体 お よ び 誘 導 体 と は 、 そ れ ら の 合 成 誘 導 体 を 包 含 す る も の で あ る 。 30kDaブ タ ク サ タ
ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 使 用 し て 、 よ く 知 ら れ た 方 法 （ 例 え
ば 、 固 相 合 成 ） に よ り 、 該 全 タ ン パ ク 質 を 化 学 合 成 し た り 又 は 多 数 の 断 片 （ ペ プ チ ド ） を
化 学 合 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 す べ て の そ の よ う な 化 学 合 成 ペ プ チ ド が 本 発 明 に 含 ま れ
る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 組 換 え 手 段 ま た は 化 学 合 成 に よ り 製 造 さ れ た 単 離 さ れ た 30kD
aブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 、 そ の 断 片 お よ び そ れ ら の 誘 導 体 、
相 同 体 お よ び 免 疫 学 的 類 縁 体 に 及 ぶ 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
「 単 離 （ さ れ た ） 」 お よ び 「 精 製 （ さ れ た ） 」 な る 語 は 本 発 明 で は 互 換 的 に 用 い ら れ 、 細
胞 物 質 を 、 ま た は 組 換 え DNA技 術 に よ り 製 造 さ れ た 場 合 に は 培 地 を 、 ま た は 化 学 合 成 さ れ
た 場 合 に は 化 学 的 前 駆 体 も し く は 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 有 し な い ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク
質 、 タ ン パ ク 質 断 片 お よ び 核 酸 配 列 を 意 味 す る 。 本 発 明 で 用 い る 「 天 然 （ の ） 精 製 （ さ れ
た ） 」 な る 語 は 、 オ オ ブ タ ク サ （ Ambrosia trifida） 花 粉 ま た は 他 の 植 物 部 分 か ら 精 製 さ
れ た タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 意 味 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 全 体 的 に せ よ 部 分 的 に せ
よ 対 応 す る タ ン パ ク 質 ま た は 断 片 （ ペ プ チ ド ） に 及 ぶ 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
本 発 明 の 範 囲 内 の 核 酸 の 断 片 は 、 哺 乳 動 物 （ 好 ま し く は ヒ ト ） に お い て 免 疫 応 答 （ 例 え ば
、 最 少 量 の IgEの 刺 激 、 IgEの 結 合 ） を 惹 起 す る 又 は IgGお よ び IgM抗 体 の 産 生 を 惹 起 す る 又
は T細 胞 応 答 （ 例 え ば 、 増 殖 お よ び ／ ま た は リ ン ホ カ イ ン 分 泌 お よ び ／ ま た は T細 胞 ア ネ ル
ギ ー の 誘 導 ） を 惹 起 す る 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 部 分 を コ ー ド す る も の を
包 含 す る 。 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 前 記 断 片 は 、 本 発 明 で は 抗 原 断 片 と 称
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さ れ る 。 本 発 明 の 範 囲 内 の 断 片 は 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン と 交 差 反 応 性 で
あ る ア レ ル ゲ ン を 検 出 す る た め の ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル に お い て 使 用 さ れ る 、 他 の
植 物 種 に 由 来 す る 核 酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る も の を 含 む 。 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア
レ ル ゲ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の 断 片 は 、 本 発 明 で 用 い る 場 合 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク
質 ア レ ル ゲ ン お よ び ／ ま た は 成 熟 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ
ー の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り 少 な い 塩 基 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド
配 列 を 意 味 す る 。 一 般 に 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 断
片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 、 成 熟 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ
ー を コ ー ド す る 塩 基 か ら 選 択 さ れ る が 、 い く つ か の 場 合 に は 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の リ ー ダ
ー 配 列 部 分 か ら 断 片 の 全 部 ま た は 一 部 を 選 択 す る こ と が 望 ま し い か も し れ な い 。 本 発 明 の
核 酸 配 列 は ま た 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 断 片 の ク ロ ー ニ ン グ 、
発 現 ま た は 精 製 に 有 用 な リ ン カ ー 配 列 、 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 お よ び 他 の 配 列 を 含
有 し う る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

ブ タ ク サ 花 粉 由 来 の ア レ ル ゲ ン 、 好 ま し く は 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 抗 原
断 片 は 、 例 え ば 、 そ の よ う な ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸 配 列 の 対 応 断 片 か ら 組 換
え 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 又 は 当 技 術 分 野 で 公 知 の 技 術 を 用 い て 化 学 合 成 さ れ た ペ プ チ ド を
ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 あ る い は 精 製 ア レ ル ゲ ン の 分 解 に よ り 得 る こ と が で き る
。 該 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の ペ プ チ ド 断 片 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 方 法 （ 例 え ば 、
該 ア レ ル ゲ ン の 化 学 分 解 、 該 ペ プ チ ド の 重 複 を 有 し な い 所 望 の 長 さ の 断 片 へ の 該 ア レ ル ゲ
ン の 任 意 分 解 、 ま た は 好 ま し く は 、 所 望 の 長 さ の 重 複 断 片 へ の 該 ア レ ル ゲ ン の 分 解 ） に よ
り 得 る こ と が で き る 。 該 断 片 は 、 そ の 抗 原 性 お よ び ア レ ル ゲ ン 性 を 測 定 す る た め に 試 験 さ
れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
T細 胞 応 答 、 例 え ば 刺 激 （ す な わ ち 、 増 殖 ま た は リ ン ホ カ イ ン 分 泌 ） を 惹 起 し う る 及 び ／
又 は T細 胞 ア ネ ル ギ ー を 誘 導 し う る 、 組 換 え 的 も し く は 合 成 的 に 製 造 さ れ た 30kDaブ タ ク サ
タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 又 は 精 製 天 然 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 断 片 が 、 特
に 望 ま し い 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン E（ IgE） に 結 合 し な い 及 び ／ 又 は 最 小 の IgE刺 激 活 性 を 有 す
る 、 組 換 え 的 も し く は 合 成 的 に 製 造 さ れ た 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は 精
製 天 然 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 断 片 も 好 ま し い 。 組 換 え 的 も し く は 合 成 的
に 製 造 さ れ た 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た は 精 製 天 然 30k
Daブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 断 片 が IgEに 結 合 す る 場 合 に は 、 そ の よ う な 結 合 が ヒ
ス タ ミ ン 放 出 を 招 か な い こ と （ 例 え ば 、 そ の よ う な 結 合 が マ ス ト 細 胞 ま た は 好 塩 基 球 上 で
の IgEの 架 橋 を 引 き 起 こ さ な い こ と ） が 好 ま し い 。 最 小 の IgE刺 激 活 性 は 、 組 換 え 的 も し く
は 合 成 的 に 製 造 さ れ た 全 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は 全 精 製 天 然 30kDaブ タ
ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に よ り 刺 激 さ れ た IgE産 生 の 量 よ り 少 な い IgE刺 激 活 性 を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
好 ま し い 断 片 は ま た 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 感 受 性 の 個 体 ま た は ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン と 交 差
反 応 性 の ア レ ル ゲ ン に 対 し て ア レ ル ギ ー 性 の 個 体 に 投 与 し た と き 、 該 個 体 の ブ タ ク サ 花 粉
ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ ル ギ ー 応 答 を 改 変 し う る 抗 原 断 片 、 お よ び ブ タ ク サ 花 粉 に 感 受 性
の 個 体 に 投 与 し た と き 、 ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 該 個 体 の B細 胞 応 答 、 T細 胞 応 答
ま た は B細 胞 お よ び T細 胞 の 両 方 の 応 答 を 改 変 し う る 抗 原 断 片 を 含 む 。 ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル
ゲ ン に 感 受 性 の 個 体 の ア レ ル ギ ー 応 答 の 改 変 は 、 本 発 明 で 用 い る 場 合 に は 、 標 準 的 な 臨 床
的 方 法 （ 例 え ば 、 Varneyら , British Medical Journal, (1990), 302:265-269を 参 照 さ れ
た い ） に よ り 判 定 さ れ る 該 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 不 応 答 ま た は 症 状 の 減 弱 （ ク サ 花 粉 誘 発 性
喘 息 症 状 （ Suphiogluら  (1992) Lancet 339: 569-572） の 減 弱 を 含 む ） と し て 定 義 さ れ う
る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
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T細 胞 刺 激 活 性 を 有 し 少 な く と も 1つ の T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 本 発 明 の 抗 原 断 片 が 特 に 望
ま し い 。 T細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 ア レ ル ギ ー の 臨 床 症 状 を 引 き 起 こ す タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン
に 対 す る 免 疫 応 答 の 開 始 お よ び 維 持 に 関 与 す る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の T細 胞 エ ピ ト ー プ
は 、 抗 原 提 示 細 胞 の 表 面 上 の 適 当 な HLA分 子 に 結 合 し 関 連 T細 胞 亜 集 団 を 刺 激 す る こ と に よ
り Tヘ ル パ ー 細 胞 の レ ベ ル で 初 期 事 象 を 誘 発 す る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 事 象 は 、 T細 胞 の
増 殖 、 リ ン ホ カ イ ン の 分 泌 、 局 所 炎 症 反 応 、 該 部 位 へ の 追 加 的 免 疫 細 胞 の 動 員 、 お よ び 抗
体 産 生 に つ な が る B細 胞 カ ス ケ ー ド の 活 性 化 を 招 く 。 こ れ ら の 抗 体 の イ ソ タ イ プ の 1つ で あ
る IgEは ア レ ル ギ ー 症 状 の 発 生 に 基 本 的 に 重 要 で あ り 、 そ の 産 生 は 事 象 の カ ス ケ ー ド の 初
期 に お い て Tヘ ル パ ー 細 胞 の レ ベ ル で 分 泌 リ ン ホ カ イ ン の 性 質 に よ り 影 響 さ れ る 。 T細 胞 エ
ピ ト ー プ は 、 T細 胞 受 容 体 に よ る 認 識 の 基 本 要 素 ま た は 最 小 単 位 で あ り 、 該 エ ピ ト ー プ は
受 容 体 認 識 に 必 須 の ア ミ ノ 酸 を 含 む 。 T細 胞 エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 模 倣 し タ ン パ ク
質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ ル ギ ー 応 答 を 改 変 す る ア ミ ノ 酸 配 列 が 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
本 発 明 の 精 製 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン へ の 、 又 は 少 な く と も 1つ の T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 み タ
ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 由 来 す る 本 発 明 の 抗 原 断 片 へ の 患 者 の 曝 露 は 、 適 当 な T細 胞 亜 集 団
を 寛 容 化 ま た は ア ネ ル ギ ー 化 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ の 結 果 、 そ れ ら は 該 タ ン パ ク 質 ア
レ ル ゲ ン に 不 応 答 性 と な り 、 そ の よ う な 曝 露 の 際 の 免 疫 応 答 の 刺 激 に 関 与 し な く な り う る
。 ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は 少 な く と も 1つ の T細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 本
発 明 の 抗 原 断 片 の 投 与 は 、 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 一 部 に 対 す る
曝 露 と 比 較 し て リ ン ホ カ イ ン 分 泌 プ ロ フ ァ イ ル を 改 変 し う る （ 例 え ば 、 IL-4の 減 少 お よ び
／ ま た は IL-2の 増 加 を 引 き 起 こ し う る ） 。 さ ら に 、 そ の よ う な 抗 原 断 片 ま た は タ ン パ ク 質
ア レ ル ゲ ン に 対 す る 曝 露 は 、 該 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 応 答 に 正 常 に 関 与 す る T細 胞 亜 集 団 に
影 響 を 及 ぼ す こ と が 可 能 性 で あ り 、 そ の 結 果 、 こ れ ら の T細 胞 は 該 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 通
常 の 曝 露 の 部 位 （ 例 え ば 、 鼻 粘 膜 、 皮 膚 お よ び 肺 ） か ら 離 れ て 該 断 片 ま た は タ ン パ ク 質 ア
レ ル ゲ ン の 治 療 投 与 の 部 位 に 向 か い う る 。 T細 胞 亜 集 団 の こ の 再 分 布 は 、 該 ア レ ル ゲ ン に
対 す る 通 常 の 曝 露 の 部 位 に お け る 通 常 の 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 個 体 の 免 疫 系 の 能 力 を 改 善 ま
た は 減 弱 し て 、 ア レ ル ギ ー 症 状 の 軽 減 を も た ら し う る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
該 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 へ の IgEの 結 合 に 関 す る ス ク リ ー ニ ン グ は 、 実 験 動 物 ま た は
ヒ ト 志 願 者 に 対 す る 引 っ 掻 き 試 験 ま た は 皮 内 皮 膚 試 験 に よ り 、 あ る い は in vitro系 、 例 え
ば RAST（ 放 射 性 ア レ ル ゲ ン 吸 着 試 験 ） 、 RAST阻 害 、 ELISAア ッ セ イ ま た は ラ ジ オ イ ム ノ ア
ッ セ イ （ RIA） に お い て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

本 発 明 は 、 本 発 明 の ブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 発 現 す る よ う
に 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 お よ び そ の た め の 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク
タ ー は 、 少 な く と も 1つ の 30kDaブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン ま た は 少 な く と も 1つ の そ の 抗 原
断 片 ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 ま た は そ の よ う な 核 酸 配 列
の 機 能 的 等 価 体 を 含 む 。 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン を 含 む 30kDaブ タ ク サ タ ン パ
ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た は 少 な く と も 1つ の そ の 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配
列 は 、 原 核 ま た は 真 核 宿 主 細 胞 内 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 適 当 な 宿 主 細 胞 は 、 大 腸 菌
（ E. coli） の よ う な 細 菌 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 、 ま た は チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細
胞 （ CHO） の よ う な 哺 乳 類 細 胞 を 包 含 す る 。 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ
ン サ ー お よ び 他 の 発 現 制 御 要 素 は 、 Sambrookら , Molecular Cloning: A Laboratory Manu
al, second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New
 York, 1989に 記 載 さ れ て い る 。 酵 母 内 で の 発 現 の た め の 適 当 な ベ ク タ ー は 、 YepSecl（ Ba
ldariら  (1987) Embo J. 6: 229-234） 、 pMF（ Kurjanお よ び Herskowitz (1982) Cell 30:
 933-943） お よ び JRY88（ Schultzら  (1987) Gene 54: 113-123） を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
大 腸 菌 （ E. coli） 内 で の 発 現 の 場 合 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー は 、 pTRC（ Amannら  (1988) Ge
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ne 69: 301-315） 、 pET-11d（ Novagen, Madison, Wis.） 、 pGEX（ Amrad Corp., Melbourn
e, Australia） 、 pMAL（ N. E. Biolabs, Beverly, Mass.） 、 pRIT5（ Pharmacia Piscataw
ay, N. J.） 、 お よ び PSEM（ Knappら  (1990) BioTechniques 8: 280-281） を 包 含 す る 。 pT
RCお よ び pET-11dの 使 用 は 未 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 招 く 。 pGEX、 pMAL、 pRIT5お よ び pSEM
の 使 用 は 、 グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ pGEX） 、 マ ル ト ー ス E結 合 タ ン パ ク 質 （ p
MAL） 、 プ ロ テ イ ン A（ pRIT5） ま た は ト ラ ン ケ ー ト 化 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ PSEM） に 融 合
し た ア レ ル ゲ ン の 発 現 を 招 く 。 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー
ま た は そ の 断 片 が 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ る 場 合 に は 、 担 体 タ ン パ ク 質 と 30kDaタ
ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た は そ の 断 片 と の 間 の 融 合 部 位 に 酵 素 切 断 部 位 を 導 入 す る
こ と が 特 に 有 利 で あ る 。 つ い で 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー
ま た は そ の 断 片 を 、 該 酵 素 部 位 に お け る 酵 素 切 断 な ら び に タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド の 精
製 の た め の 通 常 の 技 術 を 用 い る 生 化 学 的 精 製 に よ り 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 か ら 回 収 す る こ と
が で き る 。 適 当 な 酵 素 切 断 部 位 は 、 血 液 凝 固 因 子 Xaま た は ト ロ ン ビ ン の た め の 切 断 部 位 を
包 含 し 、 そ の 切 断 の た め の 適 当 な 酵 素 お よ び プ ロ ト コ ー ル は 、 例 え ば 、 Sigma Chemical C
ompany (St. Louis, Mo.)お よ び N. E. Biolabs (Beverly, Mass.)か ら 商 業 的 に 入 手 可 能
で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
本 発 明 の 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 発 現 さ せ る た め に
、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム ま た は 塩 化 カ ル シ ウ ム 共 沈 法 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 媒 介 ト ラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン の よ う な 通 常 の 技 術 を 用 い て 、 宿 主 細 胞 を 形 質 転
換 す る こ と が で き る 。 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 す る た め の 適 当 な 方 法 は 、 Sambrookら （ 前 掲 ）
お よ び 他 の 実 験 用 参 考 書 に 記 載 さ れ て い る 。 ま た 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 は 、 標 準 的 な 技 術 を
用 い て 合 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

し た が っ て 、 本 発 明 の も う 1つ の 態 様 は 、 組 換 え 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た
は 少 な く と も 1つ の そ の 断 片 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 ま た は そ れ ら の 免 疫 学
的 類 縁 体 （ 前 記 で 定 義 さ れ て い る ） の 製 造 方 法 で あ っ て 、 複 製 可 能 な 組 換 え DNA分 子 を 含
有 す る 生 物 （ 該 分 子 は 、 該 生 物 内 で の 発 現 が 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 、 該 プ ロ モ ー タ ー の 下 流
に 位 置 し 該 プ ロ モ ー タ ー か ら 転 写 さ れ る 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ
ー メ ン バ ー 、 少 な く と も 1つ の そ の 断 片 ま た は そ れ ら の 相 同 体 も し く は 誘 導 体 ま た は そ れ
ら の 免 疫 学 的 類 縁 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 選 択 マ ー カ ー 、 お よ び 原 核 ま た は 真 核 生 物 複 製
起 点 を 含 有 す る DNAビ ヒ ク ル を 含 む ） を 、 該 組 換 え DNA分 子 が 安 定 に 維 持 さ れ 30kDaブ タ ク
サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 、 少 な く と も 1つ の そ の 断 片 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 、 相 同 体 も し
く は 免 疫 学 的 類 縁 体 の 合 成 を 導 く の に 十 分 な 条 件 下 お よ び 時 間 に わ た り 培 養 し 、 つ い で 所
望 に よ り そ れ を 単 離 す る こ と を 含 ん で な る 製 造 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン お よ び そ の 断 片 （ ペ プ チ ド ） は 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 性 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 限 外 濾 過 、 電
気 泳 動 お よ び 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 断 片 に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い
る 免 疫 精 製 を 含 め て 、 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 を 精 製 す る た め の 当 技 術 分 野 で 公 知 の 技
術 を 用 い て 、 細 胞 培 養 培 地 、 宿 主 細 胞 ま た は そ れ ら の 両 方 か ら 精 製 す る こ と が で き る 。 単
離 （ さ れ た ） お よ び 精 製 （ さ れ た ） な る 語 は 本 発 明 に お い て は 互 換 的 に 用 い ら れ 、 組 換 え
DNA技 術 に よ り 製 造 さ れ た 場 合 に は 細 胞 物 質 ま た は 培 地 を 、 化 学 合 成 さ れ た 場 合 に は 化 学
的 前 駆 体 ま た は 他 の 化 学 物 質 を 実 質 的 に 含 有 し な い ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 断
片 お よ び 核 酸 配 列 に 関 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
本 発 明 の も う 1つ の 態 様 は 、 単 離 さ れ た 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は 30kDa
ブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 断 片 の 少 な く と も 1つ を 含 ん で な る タ ン パ ク 質 調 製 物 を
提 供 す る 。 本 発 明 の こ の 態 様 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質
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ア レ ル ゲ ン ま た は 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 断 片 の 少 な く と も 1つ を 、 該 タ ン
パ ク 質 ま た は 断 片 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 内 で 産 生 さ せ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

十 分 な 量 で ブ タ ク サ 花 粉 感 受 性 個 体 に 投 与 す る と ブ タ ク サ 花 粉 に 対 す る 該 個 体 の ア レ ル ギ
ー 応 答 が 改 変 さ れ る 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 由 来 す る ペ プ チ ド を 設 計 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 構 造 を 調
べ 、 ブ タ ク サ 花 粉 感 受 性 個 体 に お け る B細 胞 お よ び ／ ま た は T細 胞 応 答 に 影 響 を 及 ぼ す 能 力
に 関 し て 調 べ よ う と す る ペ プ チ ド を （ 発 現 系 、 合 成 法 な ど に よ り ） 得 、 該 細 胞 に よ り 認 識
さ れ る 適 当 な エ ピ ト ー プ を 選 択 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 エ ピ ト ー プ に 言 及 す る
場 合 、 該 エ ピ ト ー プ は 、 受 容 体 、 特 に 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 組 織 適 合 性 抗 原 お よ び T細 胞 受 容
体 に よ る 認 識 の 基 本 要 素 ま た は 最 小 単 位 で あ り 、 こ の 場 合 、 受 容 体 認 識 に 必 須 の ア ミ ノ 酸
は 該 ア ミ ノ 酸 配 列 中 で 連 続 的 お よ び ／ ま た は 非 連 続 的 で あ り う る 。 該 エ ピ ト ー プ の ア ミ ノ
酸 配 列 を 模 倣 す る 及 び ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ ル ギ ー 応 答 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ
ー シ ョ ン す る ア ミ ノ 酸 配 列 も 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
そ し て 今 度 は 、 ブ タ ク サ 花 粉 感 受 性 個 体 に お い て ア レ ル ギ ー 反 応 を 誘 導 す る ブ タ ク サ 花 粉
ア レ ル ゲ ン の 能 力 を 遮 断 ま た は 抑 制 し う る 物 質 ま た は 薬 物 を 設 計 す る こ と も 可 能 で あ る 。
そ の よ う な 物 質 は 、 例 え ば 、 そ れ が 関 連 抗 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン IgEに 結 合
し て IgE-ア レ ル ゲ ン 結 合 お よ び そ れ に 続 く マ ス ト 細 胞 ま た は 好 塩 基 球 の 脱 顆 粒 を 妨 げ る よ
う 設 計 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。 あ る い は 、 そ の よ う な 物 質 は 免 疫 系 の 細 胞 成 分 に 結 合 し
て 、 オ オ ブ タ ク サ （ Ambrosia trifida） 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ ル ギ ー 応 答 の 抑 制 ま
た は 脱 感 作 を 引 き 起 こ し う る で あ ろ う 。 こ の 非 限 定 的 な 具 体 例 と し て は 、 ブ タ ク サ 花 粉 に
対 す る ア レ ル ギ ー 応 答 を 抑 制 す る た め の 、 本 発 明 の cDNA／ タ ン パ ク 質 構 造 体 に 基 づ く 適 当
な Bお よ び T細 胞 エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド ま た は そ の 修 飾 体 の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ は 、 ブ タ
ク サ 花 粉 感 受 性 個 体 由 来 の 血 液 成 分 を 用 い た in vitro研 究 に お い て Bお よ び T細 胞 機 能 に 影
響 を 及 ぼ す Bお よ び T細 胞 エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド の 構 造 を 規 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ １ 】

ま た 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド ま た は 抗 体 は 、 ブ タ ク サ 花 粉 症 を 検 出 し 診 断 す る た
め に 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ れ は 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 対 す る 感 受 性 を 評 価 す る 個
体 か ら 得 た 血 液 ま た は 血 液 製 剤 を 、 組 換 え 的 も し く は 合 成 的 に 製 造 し た 30kDaブ タ ク サ タ
ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は 天 然 精 製 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 単 離 抗 原 ペ プ
チ ド と 、 該 ペ プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 へ の 該 血 液 中 の 成 分 （ 例 え ば 、 抗 体 、 T細 胞 、 B細 胞
） の 結 合 に 適 し た 条 件 下 で 組 み 合 わ せ 、 そ の よ う な 結 合 が 生 じ る 度 合 を 測 定 す る こ と に よ
り 行 う こ と が 可 能 で あ ろ う 。 結 合 が 生 じ る 度 合 は 、 例 え ば 、 T細 胞 機 能 、 T細 胞 増 殖 、 B細
胞 機 能 あ る い は 該 血 液 ま た は そ の 組 合 せ 体 中 に 存 在 す る 抗 体 へ の 該 タ ン パ ク 質 も し く は そ
の 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 の 結 合 を 評 価 す る こ と に よ り 測 定 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
ま た 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 対 す る 哺 乳 動 物 の 感 受 性 は 、 30kDaブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン ま た は
少 な く と も 1つ の そ の 断 片 ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 の 十 分 な 量 を 哺 乳 動 物 に 投 与
し て 哺 乳 動 物 に お い て ア レ ル ギ ー 応 答 を 惹 起 し 、 ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 哺 乳 動
物 に お け る ア レ ル ギ ー 応 答 の 発 生 を 測 定 す る こ と に よ り 調 べ る こ と が で き る 。 本 発 明 の こ
の 態 様 に お い て 使 用 す る ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 ま た は 相 同 体 は
、 組 換 え 的 ま た は 合 成 的 に 製 造 す る こ と が で き る 。 精 製 天 然 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア
レ ル ゲ ン ま た は そ の 断 片 を 、 組 換 え 的 も し く は 合 成 的 に 製 造 し た 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク
質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 断 片 の 代 わ り に 使 用 し 、 ブ タ ク サ に 対 す る 哺 乳 動 物 の 感 受 性 を 測
定 す る た め に 前 記 方 法 に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ７ ３ 】
本 発 明 は 更 に 、 単 離 さ れ た ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 を 含 み 、 こ れ は 、 例 え
ば 抗 体 交 差 反 応 性 （ こ の 場 合 、 単 離 ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、 本 発 明 の
タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ ド に 特 異 的 な 抗 体 に 結 合 し う る ） ま た は T細 胞 交 差 反 応 性 （ こ の
場 合 、 単 離 ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 お よ び ペ プ チ
ド に 特 異 的 な T細 胞 を 刺 激 し う る ） に よ り 免 疫 学 的 に 関 連 し た 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア
レ ル ゲ ン （ そ の 断 片 ま た は 誘 導 体 ま た は 相 同 体 を 含 む ） で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
他 の 研 究 者 ら に よ る 研 究 は 、 高 用 量 の ア レ ル ゲ ン が 、 一 般 に は 、 最 良 の 結 果 （ す な わ ち 、
最 良 の 症 状 軽 減 ） を 与 え る こ と を 示 し て い る 。 し か し 、 多 く の 人 々 は 、 ア レ ル ゲ ン に 対 す
る ア レ ル ギ ー 反 応 の た め 、 大 量 の ア レ ル ゲ ン を 許 容 し 得 な い 。 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン
の 修 飾 は 、 対 応 す る 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン と 比 べ て 同 じ 又 は 増 強 し た 治 療 特 性 を 有 す
る が 、 減 少 し た 副 作 用 （ 特 に ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 ） を 有 す る 修 飾 ペ プ チ ド ま た は 修 飾 ア
レ ル ゲ ン が 得 ら れ う る よ う 設 計 す る こ と が で き る 。 こ れ ら は 、 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク
質 ま た は ペ プ チ ド （ 例 え ば 、 精 製 天 然 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン を 含 む 30kDaブ
タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 を 有 す る も の ） 、 あ る い は
修 飾 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 、 あ る い は 該 タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 類 似 体 で あ
り う る 。 溶 解 度 の 増 加 、 治 療 も し く は 予 防 効 力 ま た は 安 定 性 （ 例 え ば 、 ex vivo貯 蔵 寿 命
お よ び in vivoで の タ ン パ ク 質 分 解 に 対 す る 抵 抗 性 ） の よ う な 目 的 の た め に 、 本 発 明 の タ
ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 構 造 を 修 飾 す る こ と が 可 能 で あ る 。 免 疫 原 性 を 改 変 す る た め に
及 び ／ 又 は ア レ ル ゲ ン 性 を 減 少 さ せ る た め に 、 例 え ば ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 ま た は 付 加 に
よ り ア ミ ノ 酸 配 列 が 改 変 さ れ た 、 あ る い は 同 じ 目 的 の た め に 成 分 が 添 加 さ れ た 修 飾 タ ン パ
ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 製 造 す る こ と が で き る 。 修 飾 タ ン パ ク 質 は 更 に 、 米 国 特 許 第 6,114,
504号 に 記 載 の と お り 、 タ ン パ ク 質 の 分 子 内 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 減 少 さ せ る た め に チ オ ー
ル レ ド ッ ク ス タ ン パ ク 質 の 使 用 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 感 受 性 の 個 体 に 投 与 し た と き 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 対
す る 個 体 の ア レ ル ギ ー 応 答 を 軽 減 す る 修 飾 さ れ た ブ タ ク サ 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン を 提
供 す る 。 好 ま し い 修 飾 ブ タ ク サ 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン は 、 修 飾 さ れ た 30kDaブ タ ク サ
花 粉 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 を 包 含 す る 。 本 発 明 は ま た 、 ブ タ ク サ 花
粉 に 感 受 性 の 個 体 に 投 与 し た と き 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 対 す る 個 体 の ア レ ル ギ ー 応 答 を 軽 減 す
る ブ タ ク サ 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 少 な く と も 1つ の 修 飾 断 片 を 提 供 す る 。 好 ま し く
は 、 そ の よ う な 修 飾 断 片 は 、 30kDaブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相
同 体 の 少 な く と も 1つ の 修 飾 断 片 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド の 修 飾 の も う 1つ の 例 と し て 、 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ る 二 量 体
化 を 最 小 限 に 抑 え る た め の 、 ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 、 ト レ オ ニ ン 、 ロ イ シ ン ま た は グ ル タ ミ ン
酸 に よ る シ ス テ イ ン 残 基 の 置 換 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド の 修 飾 の も う 1つ の 例 と
し て 、 該 ペ プ チ ド の 環 化 ま た は ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 化 学 修 飾 に よ る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
ま た 、 安 定 性 お よ び ／ ま た は 反 応 性 を 増 強 す る た め に は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ
チ ド を 、 自 然 対 立 遺 伝 子 変 異 か ら 生 じ る 該 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 1以
上 の 多 形 を 含 む よ う 修 飾 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 の 修 飾 タ ン パ ク 質 ま た
は ペ プ チ ド を 得 る た め に 、 D-ア ミ ノ 酸 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 ま た は 非 ア ミ ノ 酸 類 似 体 を 代 用 ま
た は 付 加 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
天 然 30kDaブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン の 精 製 は 、 本 明 細 書 中 の 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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本 発 明 の 任 意 の 実 施 形 態 に お い て 使 用 す る DNAは 、 本 明 細 書 に 記 載 の と お り に 得 た cDNAで
あ り う る 。 あ る い は そ れ は 、 本 明 細 書 中 に 表 さ れ た 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 を 有 す る 任 意 の
オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま た は そ れ ら の 機 能 的 等 価 体 で あ り う る 。 そ の よ う な オ
リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 公 知 技 術 を 用 い て 化 学 的 ま た は 機 械 的 に 製 造 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
以 下 の 用 語 は 、 2以 上 の 核 酸 ま た は ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 間 の 配 列 関 係 を 説 明 す る た め に 用 い
ら れ る ： （ a） 「 参 照 配 列 」 、 （ ｂ ） 「 比 較 ウ ィ ン ド ウ 」 、 （ c） 「 配 列 同 一 性 」 、 （ d）
「 配 列 同 一 性 の 割 合 （ ％ ） 」 、 お よ び （ e） 「 実 質 的 同 一 性 」 。
【 ０ ０ ８ １ 】
（ a） 本 発 明 で 用 い る 「 参 照 配 列 」 は 、 配 列 比 較 の た め の 基 礎 と し て 用 い る 配 列 と 定 義 さ
れ る 。 参 照 配 列 は 、 例 え ば 完 全 長 cDNAま た は 遺 伝 子 配 列 の セ グ メ ン ト あ る い は 完 全 cDNAま
た は 遺 伝 子 配 列 と し て の 特 定 さ れ た 配 列 の 一 部 ま た は 全 部 で あ り う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
（ b） 本 発 明 で 用 い る 「 比 較 ウ ィ ン ド ウ 」 は 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 連 続 的 な 特 定 さ れ
た セ グ メ ン ト を 示 し 、 こ こ で 、 比 較 ウ ィ ン ド ウ 中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 2つ の 配 列
の 最 適 な ア ラ イ メ ン ト の た め に 、 参 照 配 列 （ こ れ は 付 加 も 欠 失 も 含 ま な い ） と 比 較 し て 付
加 ま た は 欠 失 （ す な わ ち 、 ギ ャ ッ プ ） を 含 み う る 。 一 般 に 、 比 較 ウ ィ ン ド ウ は 、 連 続 し た
少 な く と も 20ヌ ク レ オ チ ド 長 で あ り 、 所 望 に よ り 、 30、 40、 50、 100ヌ ク レ オ チ ド 長 ま た
は そ れ よ り 長 く な り う る 。 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 中 に ギ ャ ッ プ を 入 れ る こ と に よ る 参 照 配
列 に 対 す る 高 い 類 似 性 を 回 避 す る た め に 、 典 型 的 に は ギ ャ ッ プ ペ ナ ル テ ィ が 導 入 さ れ 、 マ
ッ チ 数 か ら 差 し 引 か れ る こ と が 当 業 者 に は 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
比 較 の た め の 配 列 ア ラ イ メ ン ト 方 法 は 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 任 意 の 2
つ の 配 列 間 の 同 一 性 （ ％ ） の 測 定 は 、 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 し て 達 成 す る こ と が で き
る 。 そ の よ う な 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム の 好 ま し い 非 限 定 的 な 具 体 例 と し て は 、 Myersお よ び M
iller, 1988の ア ル ゴ リ ズ ム 、 Smithら , 1981の ロ ー カ ル ホ モ ロ ジ ー ア ル ゴ リ ズ ム 、 Needle
manお よ び Wunsch 1970の ホ モ ロ ジ ー ア ラ イ メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム 、 Pearsonお よ び Lipman 19
88の 類 似 性 検 索 法 （ search-for-similarity-method） 、 Karlinお よ び Altschul, 1990の ア
ル ゴ リ ズ ム （ Karlinお よ び Altschul, 1993の と お り に 改 変 さ れ た も の ） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
配 列 同 一 性 を 測 定 す る た め の 配 列 の 比 較 の た め に 、 こ れ ら の 数 学 的 ア ル ゴ リ ズ ム を コ ン ピ
ュ ー タ ー で 実 行 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 実 行 は 、 PC/Geneプ ロ グ ラ ム （ Intelligene
tics, Mountain View, Californiaか ら 入 手 可 能 ） 中 の CLUSTAL、 Wisconsin Genetics Sof
tware Package, Version 8（ Genetics Computer Group (GCG), 575 Science Drive, Madi
son, Wisconsin, USAか ら 入 手 可 能 ） 中 の ALIGNプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ ン 2.0） お よ び GAP、
BESTFIT、 BLAST、 FASTAお よ び TFASTAを 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ れ
ら の プ ロ グ ラ ム を 使 用 す る ア ラ イ メ ン ト は 、 デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 し て 行 う こ と
が で き る 。 CLUSTALプ ロ グ ラ ム は 、 Higginsら  1988、 Higginsら  1989、 Corpetら  1988、 Hu
angら  1992お よ び Pearsonら  1994に よ り 十 分 に 記 載 さ れ て い る 。 ALIGNプ ロ グ ラ ム は Myers
お よ び Miller（ 前 掲 ） の ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ く 。 Altschulら , 1990の BLASTプ ロ グ ラ ム は K
arlinお よ び Altschul（ 前 掲 ） の ア ル ゴ リ ズ ム に 基 づ く 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
BLAST解 析 を 行 う た め の ソ フ ト ウ ェ ア は 、 ウ ェ ブ サ イ ト ncbi.nlm.nih.gov.に お い て Nation
al Center for Biotechnology Informationを 介 し て 公 に 入 手 可 能 で あ る 。 こ の ア ル ゴ リ
ズ ム は 、 ま ず 、 デ ー タ ベ ー ス 配 列 中 の 同 じ 長 さ の ワ ー ド と 整 列 さ れ た 場 合 に 幾 ら か の 正 の
値 の 閾 値 ス コ ア Tに 一 致 す る 又 は そ れ を 満 足 す る 問 合 せ 配 列 中 の 長 さ Wの 短 い ワ ー ド を 同 定
す る こ と に よ り HSP（ high scoring sequence pairs） を 同 定 す る こ と を 含 む 。 Tは 、 隣 接
ワ ー ド ス コ ア 閾 値 と 称 さ れ る （ Altschulら , 1990） 。 こ れ ら の 初 期 隣 接 ワ ー ド ヒ ッ ト は 、
そ れ ら を 含 有 す る 、 よ り 長 い HSPを 見 出 す た め に 検 索 を 開 始 す る た め の シ ー ド と し て 機 能
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す る 。 つ い で 、 累 積 ア ラ イ メ ン ト ス コ ア が 増 加 し う る 限 り 、 該 ワ ー ド ヒ ッ ト を 各 配 列 に 沿
っ て 両 方 向 に 伸 長 さ せ る 。 累 積 ス コ ア は 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 関 し て は パ ラ メ ー タ ー M（
マ ッ チ 残 基 の ペ ア に 関 す る リ ワ ー ド ス コ ア ； 常 に ＞ 0） お よ び N（ ミ ス マ ッ チ 残 基 に 関 す る
ペ ナ ル テ ィ ス コ ア ； 常 に ＜ 0） を 使 用 し て 計 算 す る 。 ア ミ ノ 酸 配 列 に 関 し て は 、 累 積 ス コ
ア を 計 算 す る た め に ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス を 使 用 す る 。 各 方 向 に お け る ワ ー ド ヒ ッ ト
の 伸 長 は 、 累 積 ア ラ イ メ ン ト ス コ ア が そ の 最 大 達 成 値 か ら 量 Xだ け 減 少 し た 場 合 、 1以 上 の
負 ス コ ア 残 基 ア ラ イ メ ン ト の た め に 累 積 ス コ ア が 0未 満 に な っ た 場 合 、 ま た は い ず れ か の
配 列 の 末 端 に 達 し た 場 合 に 停 止 す る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
BLASTア ル ゴ リ ズ ム は 、 配 列 同 一 性 （ ％ ） を 計 算 す る こ と に 加 え て 、 2つ の 配 列 間 の 類 似 性
の 統 計 解 析 を も 行 う （ 例 え ば 、 Karlin & Altschul (1993)を 参 照 さ れ た い ） 。 BLASTア ル
ゴ リ ズ ム に よ り 提 供 さ れ る 類 似 性 の 1つ の 尺 度 は 最 小 総 和 確 率 （ smallest sum probabilit
y） （ P(N)） で あ り 、 こ れ は 、 2つ の ヌ ク レ オ チ ド ま た は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の マ ッ チ が 偶 然 に
生 じ る 確 率 の 指 標 を 与 え る 。 例 え ば 、 参 照 核 酸 配 列 に 対 す る 試 験 核 酸 配 列 の 比 較 に お け る
最 小 総 和 確 率 が 約 0.1未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 0.01未 満 、 最 も 好 ま し く は 約 0.001未 満 の 場
合 に は 、 試 験 核 酸 配 列 は 参 照 配 列 に 類 似 し て い る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
比 較 目 的 の た め に ギ ャ ッ プ 入 り ア ラ イ メ ン ト を 得 る た め に 、 Gapped BLAST（ BLAST 2.0に
お け る も の ） を Altschulら  1997に 記 載 の と お り に 利 用 す る こ と が で き る 。 あ る い は 、 分
子 間 の 遠 縁 関 係 を 検 出 す る 反 復 検 索 を 行 う た め に 、 PSI-BLAST（ BLAST 2.0に お け る も の ）
を 使 用 す る こ と が で き る 。 Altschulら （ 前 掲 ） を 参 照 さ れ た い 。 BLAST、 Gapped BLAST、 P
SI-BLASTを 使 用 す る 場 合 に は 、 そ れ ぞ れ の プ ロ グ ラ ム （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 場 合 に は BLAS
TN、 タ ン パ ク 質 の 場 合 に は BLASTX） の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。
BLASTNプ ロ グ ラ ム （ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 場 合 ） は 、 デ フ ォ ル ト と し て 、 11の ワ ー ド 長 （ W
） 、 10の 期 待 値 （ E） 、 100の カ ッ ト オ フ 、 M=5、 N=-4お よ び 両 鎖 の 比 較 を 用 い る 。 ア ミ ノ
酸 配 列 の 場 合 に は 、 BLASTPプ ロ グ ラ ム は 、 デ フ ォ ル ト と し て 、 3の ワ ー ド 長 、 10の 期 待 値
（ E） お よ び BLOSUM62ス コ ア リ ン グ マ ト リ ッ ク ス を 用 い る （ Henikoff ＆  Henikoff, 1989
を 参 照 さ れ た い ） 。 ncbi. nlm. nih. gov.に あ る ウ ェ ブ サ イ ト を 参 照 さ れ た い 。 ま た 、 ア
ラ イ メ ン ト は 精 査 に よ り 手 動 で 行 う こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
本 発 明 の 目 的 に お い て は 、 本 明 細 書 に 開 示 す る プ ロ モ ー タ ー 配 列 に 対 す る 配 列 同 一 性 （ ％
） の 測 定 の た め の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 比 較 は 、 好 ま し く は 、 BlastNプ ロ グ ラ ム （ バ ー ジ ョ
ン 1.4.7.以 降 ） を そ の デ フ ォ ル ト パ ラ メ ー タ ー と 共 に 又 は 任 意 の 同 等 の プ ロ グ ラ ム を 使 用
し て 行 う 。 「 同 等 の プ ロ グ ラ ム 」 は 、 問 題 に さ れ て い る 任 意 の 2つ の 配 列 に 関 し て 、 好 ま
し い プ ロ グ ラ ム に よ り 作 成 さ れ た 対 応 す る ア ラ イ メ ン ト と 比 較 し て 同 じ ヌ ク レ オ チ ド ま た
は ア ミ ノ 酸 残 基 の マ ッ チ お よ び 同 じ 配 列 同 一 性 （ ％ ） を 有 す る ア ラ イ メ ン ト を も た ら す 任
意 の 配 列 比 較 プ ロ グ ラ ム を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
（ c） 2つ の 核 酸 ま た は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 の 場 合 に 本 発 明 で 用 い る 「 配 列 同 一 性 」 ま た は 「
同 一 性 」 は 、 一 定 の 比 較 ウ ィ ン ド ウ に わ た り 最 大 の 一 致 が 得 ら れ る よ う 整 列 さ せ た 場 合 に
同 一 で あ る そ れ ら の 2つ の 配 列 中 の 残 基 を 参 照 す る も の で あ る 。 配 列 同 一 性 の 割 合 （ ％ ）
を タ ン パ ク 質 に 関 し て 用 い る 場 合 に は 、 同 一 で な い 残 基 位 置 は 、 し ば し ば 、 同 類 ア ミ ノ 酸
置 換 ［ こ の 場 合 、 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 同 様 の 化 学 的 特 性 （ 例 え ば 、 電 荷 ま た は 疎 水 性 ） を 有
す る 他 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ り 置 換 さ れ て お り 、 し た が っ て 、 該 分 子 の 機 能 特 性 を 変 化 さ せ
な い ］ に よ り 異 な る と 認 識 さ れ る 。 配 列 が 同 類 置 換 に お い て 異 な る 場 合 に は 、 配 列 同 一 性
（ ％ ） は 、 該 置 換 の 同 類 的 性 質 に 関 し て 補 正 す る た め に 上 方 修 正 す る こ と が で き る 。 そ の
よ う な 同 類 置 換 に よ り 異 な る 配 列 は 「 配 列 類 似 性 」 ま た は 「 類 似 性 」 を 有 す る と 称 さ れ る
。 こ の 修 正 を 行 う た め の 手 段 は 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。 典 型 的 に は 、 こ れ は 、 同 類 置
換 を 、 完 全 ミ ス マ ッ チ で は な く 部 分 ミ ス マ ッ チ と 評 価 し 、 そ れ に よ り 配 列 同 一 性 （ ％ ） を
増 加 さ せ る こ と を 含 む 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 同 一 ア ミ ノ 酸 に ス コ ア 1が 与 え ら れ 非 同 類

10

20

30

40

50

(19) JP 2005-503113 A 2005.2.3



置 換 に は ス コ ア 0が 与 え ら れ る 場 合 に は 、 同 類 置 換 に は 0と 1と の 間 の ス コ ア が 与 え ら れ る
。 同 類 置 換 の 評 価 は 、 例 え ば 、 プ ロ グ ラ ム PC/GENE（ Intelligenetics, Mountain View, C
alifornia） で 実 行 さ れ る と お り に 計 算 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
（ d） 本 発 明 で 用 い る 「 配 列 同 一 性 の 割 合 （ ％ ） 」 は 、 2つ の 最 適 に 整 列 さ れ た 配 列 を 比 較
ウ ィ ン ド ウ に わ た り 比 較 す る こ と に よ り 測 定 さ れ た 値 を 意 味 し 、 こ こ で 、 比 較 ウ ィ ン ド ウ
中 の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 一 部 は 、 そ れ ら の 2つ の 配 列 の 最 適 ア ラ イ メ ン ト の た め に 、
参 照 配 列 （ こ れ は 付 加 も 欠 失 も 含 ま な い ） と 比 較 し て 付 加 ま た は 欠 失 （ す な わ ち 、 ギ ャ ッ
プ ） を 含 み う る 。 割 合 （ ％ ） は 、 同 一 核 酸 塩 基 ま た は ア ミ ノ 酸 残 基 が 両 配 列 中 に 存 在 す る
位 置 の 数 を 求 め て マ ッ チ 位 置 数 を 得 、 比 較 の た め の ウ ィ ン ド ウ 中 の 位 置 の 総 数 で マ ッ チ 位
置 数 を 割 り 算 し 、 そ の 結 果 に 100を 掛 け る こ と に よ り 算 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
（ e） （ i） ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 「 実 質 的 同 一 性 」 な る 語 は 、 標 準 的 な パ ラ メ ー タ ー を
使 用 す る 記 載 さ れ て い る ア ラ イ メ ン ト プ ロ グ ラ ム の 1つ を 使 用 し て 参 照 配 列 と 比 較 し て 、
ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 、 少 な く と も 70％ 、 71％ 、 72％ 、 73％ 、 74％ 、 75％ 、 76％ 、 77％ 、 78
％ ま た は 79％ 、 好 ま し く は 少 な く と も 80％ 、 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 86％ 、 87％
、 88％ ま た は 89％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 、 91％ 、 92％ 、 93％ ま た は 94％ 、 最 も
好 ま し く は 少 な く と も 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ ま た は 99％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含
む こ と を 意 味 す る 。 こ れ ら の 値 は 、 コ ド ン 縮 重 、 ア ミ ノ 酸 類 似 性 、 リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム
の 配 置 な ど を 考 慮 し て 、 2つ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 対 応 同 一 性
を 求 め る た め に 適 当 に 調 節 さ れ う る 、 と 当 業 者 は 認 識 す る で あ ろ う 。 こ れ ら の 目 的 に お け
る ア ミ ノ 酸 配 列 の 実 質 的 同 一 性 は 、 通 常 、 少 な く と も 70％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 80
％ 、 90％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 95％ の 配 列 同 一 性 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る と い う も う 1つ の 指 標 は 、 2つ の 分 子 が 、 ス ト リ ン
ジ ェ ン ト な 条 件 下 （ 後 記 を 参 照 さ れ た い ） で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る か 否 か と い う こ と
で あ る 。 一 般 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 一 定 の イ オ ン 強 度 お よ び pHに お い て 特 定 の
配 列 の 熱 融 解 温 度 （ Tm） よ り 約 5℃ 低 く な る よ う に 選 択 さ れ る 。 し か し 、 ス ト リ ン ジ ェ ン
ト な 条 件 は 、 そ の 他 の 点 で は 本 発 明 に 適 し た 所 望 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 度 合 に 応 じ て 約
1℃ ～ 約 20℃ の 範 囲 の 温 度 を 含 む 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し
な い 核 酸 は 、 そ れ ら が コ ー ド す る ポ リ ペ プ チ ド が 実 質 的 に 同 一 で あ る 場 合 に は 尚 も 実 質 的
に 同 一 で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 遺 伝 暗 号 に よ り 許 容 さ れ る 最 高 の コ ド ン 縮 重 を 用 い て 核
酸 の コ ピ ー が 作 製 さ れ る 場 合 に 生 じ う る 。 2つ の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る と い う 1つ
の 指 標 は 、 第 1核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド が 、 第 2核 酸 に コ ー ド さ れ る ポ リ ペ プ チ ド
と 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 す る 場 合 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
（ e） （ ii） ペ プ チ ド の 場 合 の 「 実 質 的 同 一 性 」 な る 語 は 、 ペ プ チ ド が 、 特 定 の 比 較 ウ ィ
ン ド ウ に わ た り 参 照 配 列 に 対 し て 、 少 な く と も 70％ 、 71％ 、 72％ 、 73％ 、 74％ 、 75％ 、 76
％ 、 77％ 、 78％ ま た は 79％ 、 好 ま し く は 80％ 、 81％ 、 82％ 、 83％ 、 84％ 、 85％ 、 86％ 、 87
％ 、 88％ ま た は 89％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 90％ 、 91％ 、 92％ 、 93％ ま た は 94％ 、 よ
り 一 層 好 ま し く は 95％ 、 96％ 、 97％ 、 98％ ま た は 99％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 含 む こ
と を 示 す 。 好 ま し く は 、 最 適 ア ラ イ メ ン ト は 、 Needlemanお よ び Wunsch（ 1970） の 相 同 性
（ ホ モ ロ ジ ー ） ア ラ イ メ ン ト ア ル ゴ リ ズ ム を 用 い て 行 う 。 2つ の ペ プ チ ド 配 列 が 実 質 的 に
同 一 で あ る と い う 指 標 は 、 一 方 の ペ プ チ ド が 、 も う 一 方 の ペ プ チ ド に 対 し て 産 生 さ れ た 抗
体 と 免 疫 学 的 に 反 応 性 で あ る と い う こ と で あ る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 2つ の ペ プ チ ド が
同 類 置 換 に よ り 異 な る に 過 ぎ な い 場 合 に は 、 一 方 の ペ プ チ ド は 、 も う 一 方 の ペ プ チ ド と 実
質 的 に 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
配 列 比 較 で は 、 典 型 的 に は 、 1つ の 配 列 が 、 試 験 配 列 を 比 較 す る た め の 参 照 配 列 と し て 作
用 す る 。 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る 場 合 に は 、 試 験 配 列 お よ び 参 照 配 列 が コ ン ピ ュ
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ー タ ー に 入 力 さ れ 、 必 要 に 応 じ て 配 列 座 標 が 示 さ れ 、 配 列 ア ル ゴ リ ズ ム パ ラ メ ー タ ー が 示
さ れ る 。 つ い で 配 列 比 較 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 示 さ れ た プ ロ グ ラ ム パ ラ メ ー タ ー に 基 づ き 、 参
照 配 列 に 対 す る 試 験 配 列 の 配 列 同 一 性 （ ％ ） を 計 算 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
前 記 の と お り 、 2つ の 核 酸 配 列 が 実 質 的 に 同 一 で あ る と い う も う 1つ の 指 標 は 、 そ れ ら の 2
つ の 分 子 が 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る と い う こ と で あ る 。
「 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 」 な る 表 現 は 、 分 子 が 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 、 複 雑
な 混 合 物 （ 例 え ば 、 全 細 胞 ） の DNAま た は RNA中 に 存 在 す る 特 定 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の み と
結 合 し 、 二 本 鎖 形 成 し 、 ま た は ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 意 味 す る 。 「 実 質 的 に 結 合 す る
」 は 、 プ ロ ー ブ 核 酸 と 標 的 核 酸 と の 相 補 的 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 意 味 し 、 標 的 核 酸
配 列 の 所 望 の 検 出 を 達 成 す る た め に ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 媒 体 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー を
減 少 さ せ る こ と に よ り 適 合 さ れ う る 若 干 の ミ ス マ ッ チ を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
サ ザ ン お よ び ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の よ う な 核 酸 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 実 験
の 場 合 に お け る 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 」 お よ び 「 ス ト リ ン ジ
ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 洗 浄 条 件 」 は 配 列 依 存 的 な も の で あ り 、 環 境 パ ラ メ ー タ
ー に よ っ て 異 な る 。 Tmは 、 完 全 に マ ッ チ す る プ ロ ー ブ に 標 的 配 列 の 50％ が ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 際 の （ 一 定 の イ オ ン 強 度 お よ び pH下 で の ） 温 度 で あ る 。 特 異 性 は 、 典 型 的 に は 、 ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 と 相 関 関 係 に あ り 、 決 定 的 に 重 要 な 因 子 は 最 終 洗 浄 溶 液 の イ
オ ン 強 度 お よ び 温 度 で あ る 。 DNA-DNAハ イ ブ リ ッ ド の 場 合 、 Tmは 、 Meinkothお よ び Wahlの
式 ： Tm 81.5℃  + 16.6(log M) + 0.41 (％  GC)- 0.61 (％  ホ ル ム )-500/L（ 式 中 、 Mは 一
価 陽 イ オ ン の モ ル 濃 度 で あ り 、 ％  GCは DNA中 の グ ア ノ シ ン お よ び シ ト シ ン ヌ ク レ オ チ ド の
割 合 （ ％ ） で あ り 、 ％  ホ ル ム は ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 中 の ホ ル ム ア ミ ド の 割 合 （
％ ） で あ り 、 Lは 、 塩 基 対 形 成 し た ハ イ ブ リ ッ ド の 長 さ で あ る ） か ら 概 算 す る こ と が で き
る 。 Tmは 、 1％ の ミ ス マ ッ チ に つ き 約 1℃ 減 少 す る 。 し た が っ て 、 所 望 の 同 一 性 の 配 列 に ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る よ う 、 Tm、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 条 件 を 調 節 す る
こ と が で き る 。 例 え ば 、 ＞ 90％ の 同 一 性 を 有 す る 配 列 を 探 す 場 合 に は 、 Tmは 10℃ 減 少 さ せ
る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 一 定 の イ オ ン 強 度 お よ び pHに
お け る 特 定 の 配 列 お よ び そ の 相 補 体 の 熱 融 解 温 度 Iよ り 約 5℃ 低 く な る よ う に 選 択 さ れ る 。
し か し 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 熱 融 解 温 度 Iよ り 1、 2、 3ま た は 4℃ 低 い 温 度
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 を 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 中 等 度 に ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 熱 融 解 温 度 Iよ り 6、 7、 8、 9ま た は 10℃ 低 い 温 度 の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 を 用 い る こ と が 可 能 で あ り 、 低 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 は 、 熱 融 解 温 度 Iよ り 11、 12、 13、 14、 15ま た は 20℃ 低 い 温 度 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 を 用 い る こ と が 可 能 で あ る 。 上 記 式 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ
び 洗 浄 組 成 な ら び に 所 望 の Tを 用 い て 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 溶 液
の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー に お け る 種 々 の 形 態 が 固 有 に 記 載 さ れ る こ と が 当 業 者 に は 理 解 さ れ
る で あ ろ う 。 所 望 の 度 合 の ミ ス マ ッ チ が 45℃ 未 満 （ 水 溶 液 ） ま た は 32℃ 未 満 （ ホ ル ム ア ミ
ド 溶 液 ） の Tを 与 え る 場 合 に は 、 よ り 高 い 温 度 が 用 い ら れ う る よ う 、 SSC濃 度 を 増 加 さ せ る
こ と が 好 ま し い 。 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 関 す る 詳 細 な 指 針 は 、 Tijssen, 1993
に 記 載 さ れ て い る 。 一 般 に 、 高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗
浄 条 件 は 、 一 定 の イ オ ン 強 度 お よ び pHに お け る 特 定 の 配 列 の 熱 融 解 温 度 Tmよ り 約 5℃ 低 く
な る よ う 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
高 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 の 一 例 と し て は 、 0.15M NaCl、 72℃ で 約 15分 間 が 挙 げ
ら れ る 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 洗 浄 条 件 の 一 例 と し て は 、 0.2× SSCで の 65℃ で 15分 間 の 洗 浄
が 挙 げ ら れ る （ SSCバ ッ フ ァ ー の 説 明 は 、 後 記 の Sambrookを 参 照 さ れ た い ） 。 し ば し ば 、
高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 の 前 に 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド プ ロ ー ブ シ グ ナ ル を 除 去 す る た
め に 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 を 行 う 。 例 え ば 100ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 二 本 鎖 に 対
す る 中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 の 一 例 と し て は 、 1× SSC、 45℃ で 15分 間 が 挙 げ ら
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れ る 。 例 え ば 100ヌ ク レ オ チ ド を 超 え る 二 本 鎖 に 対 す る 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 洗 浄 の
一 例 と し て は 、 4～ 6× SSC、 40℃ で 15分 間 が 挙 げ ら れ る 。 短 い プ ロ ー ブ （ 例 え ば 、 約 10～ 5
0ヌ ク レ オ チ ド ） の 場 合 に は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 典 型 的 に は 、 約 1.5M未 満 の 塩
濃 度 、 よ り 好 ま し く は 約 0.01～ 1.0Mの Naイ オ ン 濃 度 （ ま た は 他 の 塩 ） （ pH 7.0～ 8.3） を
含 み 、 温 度 は 、 典 型 的 に は 、 少 な く と も 約 30℃ 、 お よ び 長 い プ ロ ー ブ （ 例 え ば 、 ＞ 50の ヌ
ク レ オ チ ド ） の 場 合 に は 少 な く と も 約 60℃ で あ る 。 ま た 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 ホ
ル ム ア ミ ド の よ う な 不 安 定 化 剤 の 添 加 に よ っ て も 達 成 さ れ う る 。 一 般 に 、 特 定 の ハ イ ブ リ
ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ に お け る 無 関 係 な プ ロ ー ブ で 観 察 さ れ る も の の 2倍 （ ま た は そ れ
以 上 ） の SN比 （ シ グ ナ ル と ノ イ ズ と の 比 ） は 、 特 異 的 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 検 出 を 示
す 。 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 互 い に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し な い 核 酸 は 、 そ れ ら が コ ー ド す
る タ ン パ ク 質 が 実 質 的 に 同 一 で あ る 場 合 に は 、 尚 も 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 こ れ は 、 例 え ば
、 遺 伝 暗 号 に よ り 許 容 さ れ る 最 高 の コ ド ン 縮 重 を 用 い て 核 酸 の コ ピ ー が 作 製 さ れ る 場 合 に
生 じ う る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
非 常 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は 、 特 定 の プ ロ ー ブ の Tmと 等 し く な る よ う に 選 択 さ れ る 。
サ ザ ン ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト に お け る フ ィ ル タ ー 上 に 100以 上 の 相 補 的 残 基 を 有 す る 相
補 的 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 の 一 例 と し て は 、 50％  ホ
ル ム ア ミ ド 、 例 え ば 、 50％  ホ ル ム ア ミ ド 、 1M NaCl、 1％  SDS中 、 37℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 0.1× SSC中 、 60～ 65℃ で の 洗 浄 が 挙 げ ら れ る 。 典 型 的 な 低 い ス ト リ ン
ジ ェ ン シ ー の 条 件 は 、 30～ 35％  ホ ル ム ア ミ ド 、 1M NaCl、 1％  SDS（ ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ
ウ ム ） の バ ッ フ ァ ー 溶 液 で の 37℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 1× ～ 2× SSC（ 20
× SSC=3.0M NaCl/0.3M ク エ ン 酸 三 ナ ト リ ウ ム ） 中 、 50～ 55℃ で の 洗 浄 を 含 む 。 典 型 的 な
中 等 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 は 、 40～ 45％  ホ ル ム ア ミ ド 、 1.0M NaCl、 1％  SDS中
、 37℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 お よ び 0.5× ～ 1× SSC中 、 55～ 60℃ で の 洗 浄 を 含 む
。
【 ０ ０ ９ ９ 】
以 下 は 、 本 発 明 の 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 と 実 質 的 に 同 一 で あ る オ ル ソ ロ グ ヌ ク レ オ チ ド 配
列 を ク ロ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 し う る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ／ 洗 浄 条 件 の 組 合 せ の 具
体 例 で あ る 。 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 該 参 照 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 、 好 ま し く は 、 7％  ド
デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） 、 0.5M NaPO 4 、 1mM EDTA中 、 50℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 2×
SSC、 0.1％  SDS中 、 50℃ で の 洗 浄 に 付 さ れ 、 よ り 望 ま し く は 、 7％  ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ
ム （ SDS） 、 0.5M NaPO 4 、 1mM EDTA中 、 50℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 1× SSC、 0.1％  SDS中 、
50℃ で の 洗 浄 に 付 さ れ 、 よ り 一 層 望 ま し く は 、 7％  ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） 、 0.5
M NaPO 4 、 1mM EDTA中 、 50℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 0.5× SSC、 0.1％  SDS中 、 50℃ で の 洗 浄
に 付 さ れ 、 好 ま し く は 、 7％  ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） 、 0.5M NaPO 4 、 1mM EDTA中
、 50℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 1× SSC、 0.1％  SDS中 、 50℃ で の 洗 浄 に 付 さ れ 、 よ り 好 ま し
く は 、 7％  ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） 、 0.5M NaPO 4 、 1mM EDTA中 、 50℃ で ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し 、 0.1× SSC、 0.1％  SDS中 、 65℃ で の 洗 浄 に 付 さ れ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン cDNAま た は そ の 一 部 を 使 用 し て 、 任 意 の 種 々 の タ イ
プ の 植 物 に お け る 同 様 の 配 列 を 同 定 し 、 し た が っ て 、 低 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下 で
30kDa cDNAも し く は mRNAま た は そ の 一 部 （ 例 え ば 、 他 の 植 物 の ア レ ル ゲ ン か ら の DNA） に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る の に 十 分 な 相 同 性 を 有 す る 配 列 を 「 取 り 出 す 」 す る こ と が で き る 。 本
明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 用 い る 更 な る 評 価 の た め に は 、 十 分 な 相 同 性 （ 一 般 に は 40％ 以 上 ）
を 有 す る 配 列 が 選 択 さ れ う る 。 こ の よ う に し て 、 本 発 明 の DNAを 使 用 し て 、 他 の タ イ プ の
植 物 、 好 ま し く は 、 関 連 し た 科 、 属 ま た は 種 に お い て 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル
ゲ ン と 類 似 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 同 定 し 、 そ れ ゆ え
に 、 他 の 種 に お け る ア レ ル ゲ ン を 同 定 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 30kDa
ブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン だ け で な く 、 好 ま し く は 高 い ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 条 件 下
で 本 発 明 の DNAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る DNAに コ ー ド さ れ る 他 の ア レ ル ゲ ン を も 含 む 。
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【 ０ １ ０ １ 】
30kDaブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る cDNAの ク ロ ー ニ ン グ は 、 ク サ 花 粉 に 感 受 性 の
患 者 か ら の 特 異 的 血 清 IgEお よ び 特 異 的 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 を 使 用 す る 、 ラ ム ダ -gt
11フ ァ ー ジ で 形 質 転 換 さ れ た 大 腸 菌 （ Escherichia coli） に よ り 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の
認 識 に 基 づ く も の で あ り う る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
対 象 タ ン パ ク 質 の ア レ ル ゲ ン 性 は 、 1つ に は 、 ア レ ル ギ ー 患 者 の 血 清 中 に 高 レ ベ ル で 存 在
す る レ ア ギ ン IgE抗 体 の 、 該 タ ン パ ク 質 へ の 結 合 に よ り 特 徴 づ け ら れ る 。 ア レ ル ギ ー 性 タ
ン パ ク 質 上 の エ ピ ト ー プ へ の IgE結 合 は 、 固 体 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ た ア レ ル ゲ ン が （ 1）
ア レ ル ギ ー 患 者 の 血 清 、 （ 2） 酵 素 標 識 抗 IgE抗 体 中 で の 連 続 的 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り
可 視 化 さ れ う る 発 色 ア ッ セ イ に お い て 試 験 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 、 そ の 少 な く と も 1つ の 断 片 ま た は そ れ ら の 誘 導 体 の
製 造 の た め に は 、 種 々 の 発 現 ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の 更
な る 態 様 は 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 を コ
ー ド す る DNA配 列 を 含 む 組 換 え ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 は 、 真 核 生 物
ま た は 原 核 生 物 複 製 起 点 、 検 出 可 能 な マ ー カ ー 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ
ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 あ る い は 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア
レ ル ゲ ン ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 に 対 す る 抗 体 と 交 差 反 応 性 で あ る ア レ ル ゲ ン 性
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA配 列 、 お よ び 所 望 に よ り 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ
ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー の 転 写 を 指 令 し う る プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 ん で な る 組 換 え DNA分 子
に 関 す る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン プ ロ モ ー タ ー は 、 プ ロ モ ー タ ー プ ロ ー ブ ベ ク タ ー の
使 用 、 「 染 色 体 歩 行 」 お よ び S1ヌ ク レ ア ー ゼ マ ッ ピ ン グ お よ び 転 写 開 始 部 位 の 上 流 の DNA
と し て の 配 列 決 定 を 含 む 多 数 の 方 法 に よ り 、 ブ タ ク サ ゲ ノ ム DNAか ら 単 離 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ブ タ ク サ 花 粉 プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む 組 換 え DNA分 子 を 提 供 す る
。 特 に 、 組 換 え DNA分 子 は 、 該 分 子 上 に 位 置 す る 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ
ァ ミ リ ー メ ン バ ー を コ ー ド す る 遺 伝 子 ま た は そ の 相 同 体 も し く は 縮 重 形 態 の プ ロ モ ー タ ー
を 含 み 、 更 に 、 該 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 1以 上 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 有 し て い
て 、 こ れ ら の 1以 上 の 部 位 に 挿 入 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 正 し い リ ー デ ィ ン グ フ レ ー
ム で 転 写 可 能 と な り 、 発 生 的 に 調 節 さ れ る 花 粉 特 異 的 発 現 ベ ク タ ー で あ る 。 本 発 明 で 用 い
る 「 正 し い リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 」 は 「 イ ン フ ェ ー ズ (in phase)」 と 同 義 で あ る 。 前 記 の
DNA分 子 は 、 好 ま し く は 、 該 分 子 上 に 、 選 択 可 能 な マ ー カ ー 、 例 え ば 抗 生 物 質 ま た は 他 の
薬 剤 耐 性 遺 伝 子 、 例 え ば 、 ア ン ピ シ リ ン 、 カ ル ベ ニ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ス ト レ プ
ト マ イ シ ン な ど に 対 す る 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を も 有 す る 。 組 換 え 分 子 は 更 に 、 原 核 お
よ び ／ ま た は 真 核 細 胞 内 で の 安 定 な 遺 伝 の た め の 手 段 を 含 む 。 こ れ は 、 発 現 ベ ク タ ー に 関
し て 前 記 し た 真 核 生 物 お よ び ／ ま た は 原 核 生 物 複 製 起 点 を 保 持 す る 組 換 え 分 子 に よ り 達 成
さ れ う る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
あ る い は 、 組 換 え 分 子 は 、 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 内 に 組 込 ま れ て 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム の 複 製 と 同 時 に
組 換 え 分 子 が 複 製 さ れ る の を 可 能 に す る 手 段 を 保 持 す る 。 好 ま し い 原 核 生 物 宿 主 の 具 体 例
は 、 と り わ け 、 大 腸 菌 （ E. coli） 、 バ シ ラ ス （ Bacillus） お よ び シ ュ ー ド モ ナ ス （ Pseud
omonas） を 包 含 す る 。 好 ま し い 真 核 生 物 宿 主 は 、 酵 母 お よ び 真 菌 、 昆 虫 、 哺 乳 動 物 お よ び
植 物 に 由 来 す る 細 胞 を 包 含 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】

本 発 明 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 方 法 に 従 い 製 造 さ れ た 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ
ル ゲ ン ま た は 組 換 え 的 も し く は 合 成 的 に 製 造 さ れ た 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン
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の 断 片 の 少 な く と も 1つ ま た は 精 製 天 然 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 及 ぶ 。
【 ０ １ ０ ８ 】

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 種 々 の 関 連 種 の 花 粉 に 由 来 す る ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 と 交 差 反
応 す る 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ク ロ ー ン に 関 し て cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ
ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 以 下 の 考 察 に お け る 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク
質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 言 及 は 、 そ の 誘 導 体 、 相 同 体 な ら び に そ れ ら の 免 疫 学 的 類 縁 体 お よ
び 化 学 合 成 誘 導 体 を 含 む 。 以 下 の 考 察 は ま た 、 精 製 さ れ た 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ
ル ゲ ン な ら び に そ の 断 片 、 誘 導 体 お よ び 相 同 体 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む 。 そ の よ う な 抗 体 は
、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 関 す る 検 出 ア ッ セ イ （ イ ム ノ ア ッ セ イ ） （ 特 に
、 治 療 ま た は 診 断 計 画 の モ ニ タ リ ン グ に お け る も の ） の 開 発 に お い て 、 お よ び 組 換 え 的 も
し く は 合 成 的 に 製 造 さ れ た 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た
は 精 製 天 然 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 精 製 に お い て 有 用 で あ る と 予 想 さ れ る
。 該 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ り う る 。 ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に は
、 前 記 の 第 1（ 一 次 ） 抗 体 に 対 す る 任 意 の 第 2（ 二 次 ） 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク
ロ ー ナ ル ） が 含 ま れ る 。 本 発 明 は 更 に 、 検 出 ア ッ セ イ に お け る 、 お よ び 例 え ば 、 診 断 用 ま
た は 投 与 医 薬 製 剤 の 効 果 の モ ニ タ リ ン グ に お け る 、 こ れ ら の 第 1ま た は 第 2抗 体 の 使 用 を 含
む 。 さ ら に 、 本 発 明 の 範 囲 内 に は 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン と 複 合 体 形 成 し
た 任 意 の 分 子 に 対 す る 抗 体 が 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ
ン に 対 す る 抗 体 は 、 そ の よ う な ブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対
す る 及 び 任 意 の 関 連 分 子 （ 例 え ば 、 脂 質 領 域 、 担 体 分 子 、 融 合 タ ン パ ク 質 な ど ） に 対 す る
抗 体 を 含 む 。
【 ０ １ ０ ９ 】
本 発 明 で 考 慮 さ れ る 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た は そ の
断 片 は 精 製 さ れ 、 つ い で 抗 体 産 生 に お い て 使 用 さ れ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 方 が 、 組 換 え 、 合 成 ま た は 天 然 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ
ァ ミ リ ー メ ン バ ー で の 免 疫 に よ り 入 手 可 能 で あ り 、 い ず れ の タ イ プ の も の も イ ム ノ ア ッ セ
イ に 利 用 可 能 で あ る 。 両 方 の タ イ プ の 血 清 の 入 手 方 法 が 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ て い る 。
ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 は 、 そ れ ほ ど 好 ま し く は な い が 、 精 製 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ
ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た は そ の 抗 原 性 部 分 の 有 効 量 を 適 当 な 実 験 動 物 に 注 射 し 、 該
動 物 か ら 血 清 を 集 め 、 公 知 の 免 疫 吸 収 技 術 の い ず れ か に よ り 特 異 的 血 清 を 単 離 す る こ と に
よ り 、 比 較 的 容 易 に 製 造 さ れ る 。 こ の 方 法 に よ り 製 造 さ れ た 抗 体 は 、 実 質 的 に あ ら ゆ る タ
イ プ の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 利 用 可 能 で あ る が 、 そ れ ら は 、 一 般 に は 、 該 産 物 の 潜 在 的
不 均 一 性 の た め 、 そ れ ほ ど 好 ま し く は な い 。
【 ０ １ １ ０ 】
イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 は 、 そ れ が 大 量 に 製 造 可 能 で あ り 該 産
物 が 均 一 で あ る た め 、 特 に 好 ま し い 。 免 疫 原 性 調 製 物 に 対 し て 感 作 さ れ た リ ン パ 球 と 不 死
化 細 胞 系 と を 融 合 す る こ と に よ り 誘 導 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 製 造 用 の ハ イ ブ リ ド ー マ
細 胞 系 の 製 造 は 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ た 技 術 に よ り 行 う こ と が で き る （ 例 え ば 、 Kohlerお
よ び Milstein (1975) Nature 256: 495-499, な ら び に Kohlerお よ び Milstein (1986) Eur
. J. Immunol. 6: 511-519を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ １ １ 】
ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の 製 造 と は 異 な り 、 動 物 の 選 択 は 、 リ ン パ 球 と 融 合 し う る 適 当 な 不 死
化 系 の 入 手 可 能 性 に 左 右 さ れ る 。 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト は ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 に お い て 選 択
さ れ る 動 物 で あ り 、 好 ま し く 使 用 さ れ る 。 適 当 な 不 死 化 ヒ ト （ ま た は 非 ヒ ト ） 細 胞 系 が 入
手 可 能 で あ る 場 合 に は 、 ヒ ト も 感 作 リ ン パ 球 源 と し て 利 用 さ れ う る 。 本 発 明 の 目 的 に お い
て は 、 選 択 し た 動 物 に 、 約 0.1mg～ 約 20mgの 精 製 組 換 え ま た は 天 然 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク
質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 一 部 を 注 射 す る こ と が で き る 。 通 常 、 注 射 物 質 を フ ロ イ ン ト 完 全
ア ジ ュ バ ン ト 中 に 乳 化 す る 。 追 加 免 疫 注 射 も 必 要 か も し れ な い 。 抗 体 産 生 の 検 出 は 、 適 当
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に 標 識 さ れ た 抗 原 を 用 い て 抗 血 清 を 試 験 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 リ ン パ 球 は 、
無 菌 的 に 感 作 動 物 の 脾 臓 ま た は リ ン パ 節 を 取 り 出 し 融 合 を 行 う こ と に よ り 得 る こ と が で き
る 。 あ る い は 、 例 え ば 、 Reading (1982) J. Immunol. Methods 53: 261-291に 記 載 の と お
り に 、 in vitroで リ ン パ 球 を 刺 激 ま た は 免 疫 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
融 合 に 適 し た 多 数 の 細 胞 系 が 開 発 さ れ て お り 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ト コ ー ル の た
め の 任 意 の 特 定 の 細 胞 系 の 選 択 が 、 増 殖 特 性 の 均 一 性 、 速 度 、 増 殖 培 地 の 成 分 に 関 す る そ
の 代 謝 の 欠 損 お よ び 良 好 な 融 合 頻 度 の 可 能 性 の よ う な 多 数 の 基 準 の い ず れ か に よ り 導 か れ
る 。
【 ０ １ １ ３ 】
種 内 ハ イ ブ リ ッ ド （ 特 に 類 似 系 統 間 の も の ） は 種 間 融 合 体 よ り 良 好 に 機 能 す る 。 骨 髄 腫 免
疫 グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る 能 力 の 喪 失 に つ い て 選 択 さ れ た 突 然 変 異 体 を 含 め て 、 幾 つ か の 細
胞 系 が 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
細 胞 融 合 は 、 エ プ ス タ イ ン ・ バ ー ま た は セ ン ダ イ ウ イ ル ス の よ う な ウ イ ル ス あ る い は ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ り 誘 発 さ れ う る 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） は 、 哺 乳 類 体
細 胞 の 融 合 の た め の 最 も 効 果 的 な 物 質 で あ る 。 PEG自 体 は 細 胞 に 毒 性 で あ り う る た め 、 融
合 を 試 み る 前 に 、 生 存 性 に 対 す る 影 響 に 関 し て 種 々 の 濃 度 を 試 験 す べ き で あ る 。 PEGの 分
子 量 範 囲 は 1000～ 6000の 種 々 の 値 で あ り う る 。 そ れ は 、 塩 水 ま た は 無 血 清 培 地 中 で 約 20％
～ 約 70％ （ w/v） に 希 釈 さ れ た 場 合 に 最 良 の 結 果 を 与 え る 。 マ ウ ス 細 胞 を 使 用 す る 場 合 に
は 、 37℃ で 約 30秒 間 の PEGへ の 曝 露 が 好 ま し い 。 極 端 な 温 度 （ す な わ ち 、 約 45℃ ） は 避 け
、 融 合 前 の 37℃ で の 融 合 系 の 各 成 分 の プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン が 有 用 で あ り う る 。 リ ン パ
球 と 悪 性 細 胞 と の 比 は 、 脾 臓 細 胞 間 の 細 胞 融 合 を 避 け る よ う に 最 適 化 さ れ 、 通 常 、 約 1:1
～ 約 1:10の 範 囲 が 用 い ら れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
成 功 裏 に 融 合 さ れ た 細 胞 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 技 術 に よ り 骨 髄 腫 系 か ら 分 離 す る
こ と が で き る 。 最 も 一 般 的 で 好 ま し い 方 法 は 、 ハ イ ブ リ ッ ド だ け を 増 殖 さ せ る た め に 使 用
さ れ 、 一 般 に は ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 ア ミ ノ プ テ リ ン お よ び チ ミ ジ ン か ら 構 成 さ れ る ア ミ ノ プ
テ リ ン 含 有 培 地 （ 一 般 に は HAT培 地 と し て 公 知 で あ る ） 中 で は 増 殖 し な い ヒ ポ キ サ ン チ ン
グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ HGPRT） 欠 損 悪 性 細 胞 系 を 選 択 す る こ と で
あ る 。 融 合 の 直 後 ま た は 24時 間 後 、 融 合 混 合 物 を HAT含 有 培 地 中 で 増 殖 さ せ る こ と が 可 能
で あ る 。 供 給 計 画 は 、 通 常 、 2週 間 に わ た る HAT培 地 中 で の 維 持 、 お よ び そ れ に 続 く 通 常 の
培 地 ま た は ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 チ ミ ジ ン 含 有 培 地 の 供 給 を 伴 う 。
【 ０ １ １ ６ 】
つ い で 、 抗 原 調 製 物 を 認 識 す る 抗 体 の 存 在 に 関 し て 、 増 殖 中 の コ ロ ニ ー を 試 験 す る 。 ハ イ
ブ リ ド ー マ 抗 体 の 検 出 は 、 抗 原 を 固 相 支 持 体 に 結 合 さ せ 、 推 定 抗 体 含 有 ハ イ ブ リ ド ー マ 上
清 と 反 応 さ せ る ア ッ セ イ を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 抗 体 の 存 在 は 、 種 々 の 指 示 薬 を 使 用
す る 「 サ ン ド イ ッ チ 」 技 術 に よ り 検 出 す る こ と が で き る 。 一 般 的 な 方 法 の ほ と ん ど は 、 ハ
イ ブ リ ッ ド の 増 殖 中 に 分 泌 さ れ る 抗 体 濃 度 の 範 囲 で の 使 用 に 十 分 な 程 度 の 感 度 を 有 す る 。
【 ０ １ １ ７ 】
ハ イ ブ リ ッ ド の ク ロ ー ニ ン グ は 、 選 択 培 地 中 で の 細 胞 増 殖 の 21～ 23日 後 に 行 う こ と が で き
る 。 ク ロ ー ニ ン グ は 、 流 体 相 中 で の 細 胞 限 界 希 釈 に よ り 又 は 半 固 体 ア ガ ロ ー ス 中 の 単 細 胞
を 直 接 的 に 選 択 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 限 界 希 釈 の 場 合 に は 、 1ウ ェ ル 当 た り 1
個 の 細 胞 の み を 有 す る 統 計 的 確 率 を 得 る た め に 細 胞 懸 濁 液 を 系 列 希 釈 す る 。 ア ガ ロ ー ス 技
術 の 場 合 に は 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 を 含 有 す る 下 層 の 上 の 半 固 体 上 層 に ハ イ ブ リ ッ ド を 播 く 。
上 層 か ら の コ ロ ニ ー を 拾 い 上 げ 、 最 終 的 に は ウ ェ ル に 移 す こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ ８ 】
抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ッ ド を 種 々 の 組 織 培 養 フ ラ ス コ 中 で 増 殖 さ せ て 、 種 々 の 濃 度 の 抗
体 を 伴 う 上 清 を 得 る こ と が で き る 。 よ り 高 い 濃 度 を 得 る た め に 、 ハ イ ブ リ ッ ド を 動 物 に 移
し て 、 炎 症 性 腹 水 を 得 る こ と が で き る 。 腹 腔 内 注 射 の 8～ 12日 後 に 抗 体 含 有 腹 水 を 集 め る
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こ と が で き る 。 腹 水 は 、 よ り 高 い 濃 度 の 抗 体 を 含 有 す る が 、 炎 症 性 腹 水 か ら の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 お よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 両 方 を 含 む 。 つ い で 、 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に よ り 、 抗 体 の 精 製 を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ９ 】

患 者 の 血 清 、 植 物 も し く は 哺 乳 類 組 織 ま た は 組 織 抽 出 物 中 の 本 発 明 で 意 図 さ れ る 30kDaブ
タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ れ に 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は
ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ る 前 記 の と お り に 製 造 し た 抗 体 を 使 用 し て 実 質 的 に あ ら ゆ る タ イ プ の
イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 検 出 す る こ と が で き る 。 米 国 特 許 第 4,015,043号 、 第 4,424,279号
お よ び 第 4,018,653号 を 参 照 す る こ と に よ り 理 解 さ れ う る と お り 、 多 種 多 様 な イ ム ノ ア ッ
セ イ 技 術 が 利 用 可 能 で あ る 。 こ れ は 、 も ち ろ ん 、 伝 統 的 な 競 合 結 合 ア ッ セ イ な ら び に 非 競
合 型 の 一 部 位 （ single-site） お よ び 二 部 位 （ two-site） ア ッ セ イ ま た は 「 サ ン ド イ ッ チ
」 ア ッ セ イ の 両 方 を 含 む 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は 、 最 も 有 用 で 一 般 的 に 用 い ら れ る ア ッ
セ イ の 1つ で あ り 、 本 発 明 で の 使 用 に 好 ま し い 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 技 術 の 多 数 の 変 法
が 存 在 し 、 す べ て 、 本 発 明 に 含 ま れ る と 意 図 さ れ る 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 典 型 的 な フ ォ ワ
ー ド ア ッ セ イ に お い て は 、 未 標 識 抗 体 を 固 体 担 体 中 に 固 定 化 し 、 被 検 サ ン プ ル を 該 結 合 分
子 と 接 触 さ せ る 。 つ い で 、 抗 体 -抗 原 二 次 複 合 体 の 形 成 を 可 能 に す る の に 十 分 な 適 当 な イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 し う る レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 さ れ
た 二 次 抗 体 を 加 え 、 抗 体 -抗 原 -標 識 抗 体 （ 例 え ば 、 抗 体 -30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 -抗 体
） の 三 次 複 合 体 の 形 成 に 十 分 な 時 間 に わ た り イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 未 反 応 物 質 を 洗 い 落 と
し 、 該 レ ポ ー タ ー 分 子 に よ り 生 成 さ れ た シ グ ナ ル の 観 察 に よ り 該 抗 原 の 存 在 を 判 定 す る 。
結 果 は 、 可 視 シ グ ナ ル の 単 純 な 観 察 に よ る 定 性 的 な も の 、 あ る い は 既 知 量 の ハ プ テ ン を 含
有 す る 対 照 サ ン プ ル と の 比 較 に よ り 定 量 化 さ れ う る も の で あ る こ と が で き る 。 該 フ ォ ワ ー
ド ア ッ セ イ の 変 法 は 、 サ ン プ ル お よ び 標 識 抗 体 の 両 方 を 結 合 抗 体 に 同 時 に 加 え る 同 時 ア ッ
セ イ 、 ま た は 標 識 抗 体 お よ び 被 検 サ ン プ ル を ま ず 一 緒 に し て イ ン キ ュ ベ ー ト し 次 い で 結 合
抗 体 に 同 時 に 加 え る リ バ ー ス （ 逆 ） ア ッ セ イ を 包 含 す る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 容 易 に 理 解 さ
れ る 任 意 の マ イ ナ ー な 変 法 を 含 め て 、 当 業 者 に 良 く 知 ら れ て い る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
典 型 的 な フ ォ ワ ー ド サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お い て は 、 本 発 明 で 意 図 さ れ る 30kDaブ タ ク
サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 抗 原 性 部 分 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る １ 次 抗 体 は 、 共 有
的 ま た は 受 動 的 （ passively） に 固 体 表 面 に 結 合 し て い る 。 該 固 体 表 面 は 、 典 型 的 に は 、
ガ ラ ス ま た は 重 合 体 で あ り 、 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る 重 合 体 は 、 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル ま た は ポ リ プ ロ ピ レ ン で あ る 。 該 固
体 支 持 体 は 、 チ ュ ー ブ 、 ビ ー ズ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の デ ィ ス ク 、 ま た は イ ム ノ ア ッ セ イ を
行 う の に 適 し た 任 意 の 他 の 表 面 形 態 で あ り う る 。 結 合 方 法 は 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら れ て お
り 、 一 般 に は 架 橋 共 有 結 合 ま た は 物 理 的 吸 着 よ り な り 、 被 検 サ ン プ ル 調 製 時 に 重 合 体 -抗
体 複 合 体 を 洗 浄 す る 。 つ い で 被 検 サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を 固 相 複 合 体 に 加 え 、 抗 体 中 に 存
在 す る 任 意 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 結 合 を 可 能 に す る の に 十 分 な 時 間 に わ た り 25℃ で イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 様 々 で あ る が 、 一 般 に は 、 約 2～ 40分 間 の 範 囲 で あ
る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、 抗 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 固 相 を 洗 浄 し 、 乾 燥 さ せ 、 ハ プ テ ン
の 部 分 に 特 異 的 な 二 次 抗 体 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 二 次 抗 体 は 、 ハ プ テ ン へ の 二 次 抗
体 の 結 合 を 示 す た め に 使 用 す る レ ポ ー タ ー 分 子 に 連 結 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ １ 】
本 明 細 書 で 用 い る 「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 は 、 そ の 化 学 的 性 質 に よ り 抗 原 結 合 抗 体 の 検 出 を 可
能 に す る 分 析 的 に 同 定 可 能 な シ グ ナ ル を 与 え る 分 子 を 意 味 す る 。 検 出 は 定 性 的 ま た は 定 量
的 で あ り う る 。 こ の タ イ プ の ア ッ セ イ に お い て 最 も 一 般 的 に 使 用 さ れ る レ ポ ー タ ー 分 子 は
、 酵 素 、 発 蛍 光 団 ま た は 放 射 性 核 種 含 有 分 子 （ す な わ ち 、 放 射 性 同 位 体 ） で あ る 。 酵 素 イ
ム ノ ア ッ セ イ の 場 合 に は 、 一 般 に は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド ま た は 過 ヨ ウ 素 酸 塩 を 使 用 し て 、
酵 素 を 二 次 抗 体 に 結 合 さ せ る 。 し か し 、 容 易 に 認 識 さ れ る と お り 、 多 種 多 様 な 結 合 技 術 が
存 在 し 、 そ れ ら は 当 業 者 に 容 易 に 利 用 可 能 で あ る 。 一 般 的 に 使 用 さ れ る 酵 素 は 、 と り わ け
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、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 包 含 す る 。 特 異 的 酵 素 と 共 に 使 用 す る 基 質 は 、 一 般 に
は 、 対 応 酵 素 に よ る 加 水 分 解 に 際 し て 、 検 出 可 能 な 変 色 が 生 じ る よ う 選 択 さ れ る 。 例 え ば
、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 す る 場 合 に は R-ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ァ
ー ト が 適 し て お り 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト に は 、 1,2-フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 、 5-
ア ミ ノ サ リ チ ル 酸 ま た は ト ル イ ジ ン が 一 般 に 使 用 さ れ る 。 ま た 、 前 記 の 発 色 基 質 の 代 わ り
に 、 蛍 光 産 物 を 与 え る 発 蛍 光 性 基 質 を 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 い ず れ の 場 合 に お い て
も 、 一 次 抗 体 ハ プ テ ン 複 合 体 に 酵 素 標 識 抗 体 を 加 え 、 結 合 さ せ 、 つ い で 過 剰 の 試 薬 を 洗 い
落 と す 。 つ い で 、 適 当 な 基 質 を 含 有 す る 溶 液 を 抗 体 -抗 原 -抗 体 の 三 次 複 合 体 に 加 え る 。 基
質 は 、 二 次 抗 体 に 連 結 さ れ た 酵 素 と 反 応 し て 定 性 的 可 視 シ グ ナ ル を 与 え 、 こ れ を 更 に 、 通
常 は 分 光 光 度 的 に 定 量 し て 、 サ ン プ ル 中 に 存 在 し た ハ プ テ ン の 量 の 指 標 を 得 る こ と が で き
る 。 「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 は 、 赤 血 球 等 の 細 胞 の 凝 集 ま た は 凝 集 の 抑 制 ま た は ラ テ ッ ク ス ビ
ー ズ 等 へ の 使 用 な ど に も 拡 張 さ れ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
あ る い は 、 フ ル オ レ セ イ ン お よ び ロ ー ダ ミ ン の よ う な 蛍 光 性 化 合 物 を 抗 体 に 、 そ の 結 合 能
を 改 変 す る こ と な く 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 特 定 の 波 長 の 光 の 照 射 に よ り 活 性
化 さ れ る 場 合 に は 、 蛍 光 色 素 標 識 抗 体 は 光 エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し 、 該 分 子 の 励 起 状 態 を 誘 導
し 、 つ い で 、 光 学 顕 微 鏡 で 視 覚 的 に 検 出 さ れ う る 特 徴 的 な 色 の 光 を 放 出 す る 。 EIAの 場 合
の よ う に 、 蛍 光 標 識 抗 体 を 一 次 抗 体 -ハ プ テ ン 複 合 体 に 結 合 さ せ る 。 つ い で 、 未 結 合 試 薬
を 洗 い 落 と し た 後 、 残 存 三 次 複 合 体 を 適 当 な 波 長 の 光 に さ ら す 。 観 察 さ れ る フ ル オ レ セ イ
ン は 、 対 象 の ハ プ テ ン の 存 在 を 示 す 。 免 疫 蛍 光 お よ び EIA技 術 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 非
常 に よ く 確 立 さ れ て お り 、 か つ 、 本 方 法 に 特 に 好 ま し い 。 し か し 、 放 射 性 同 位 体 、 化 学 発
光 ま た は 生 物 発 光 分 子 の よ う な 他 の レ ポ ー タ ー 分 子 も 使 用 す る こ と が で き る 。 要 求 さ れ る
目 的 に 適 合 す る よ う 該 方 法 を ど の よ う に 改 変 す べ き か は 、 当 業 者 に 容 易 に 理 解 さ れ る で あ
ろ う 。 ま た 、 本 発 明 の 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン を 直 接 的 ま た は 間 接 的 （ す な
わ ち 、 抗 体 を 介 し て ） に 検 出 す る た め に 前 記 の も の を 使 用 し う る こ と が 明 ら か で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ３ 】
「 タ ン パ ク 質 チ ッ プ 」 な る 語 は 、 タ ン パ ク 質 を ア ッ セ イ す る た め の チ ッ プ を 意 味 す る 。 タ
ン パ ク 質 チ ッ プ の 具 体 例 は 、 生 物 学 研 究 用 の 汎 用 性 の 集 積 プ ラ ッ ト フ ォ ー ム を 科 学 者 に 提
供 し て い る Cipherphenか ら 入 手 可 能 な Ciphergen ProteinChip（ 登 録 商 標 ） Systemを 包 含
す る 。 種 々 の 入 手 起 源 に 由 来 す る 生 物 学 的 に 重 要 な 分 子 を 、 迅 速 な デ ー タ 解 析 の た め の Pr
oteinChip Readersお よ び ProteinChip Softwareを 使 用 す る ProteinChip Arrays上 に 捕 捉
し 解 析 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン は 、 タ ン パ ク 質
チ ッ プ を 使 用 し て 解 析 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 血 清 、 組 織 抽 出 物 、 植 物 抽 出 物 ま た は 他 の 生 物 学 的 流 体 中 に 存 在 す
る 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 あ る い は 30kDaブ
タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 と 免 疫 学 的 に 反 応 性 の ア レ
ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 の 検 出 方 法 で あ っ て 、 試 験 す る 血 清 、 抽 出 物 ま た は 流 体 を 30kDaブ タ
ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体 と 、 ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 -抗 体 複 合 体 の 形 成
に 十 分 な 時 間 に わ た り 及 び 条 件 下 で 接 触 さ せ 、 該 複 合 体 を 検 出 手 段 に 付 す 工 程 を 含 ん で な
る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】

本 発 明 は ま た 、 哺 乳 動 物 の 体 液 （ 例 え ば 、 血 清 、 組 織 抽 出 物 、 組 織 流 体 ） 、 in vitro細 胞
培 養 上 清 お よ び 細 胞 ラ イ セ ー ト 中 の 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 誘 導
体 、 相 同 体 も し く は 免 疫 学 的 類 縁 体 に 対 す る 抗 体 に つ い て の 迅 速 か つ 簡 便 な ア ッ セ イ の た
め の キ ッ ト に 関 す る 。 該 キ ッ ト は 、 そ の 抗 原 成 分 に 適 合 し た 第 1容 器 と 、 30kDaブ タ ク サ タ
ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体 を 含 有 す る よ う に 適 合 し た 第 2容 器 と を 収 容 す る よ う に
区 画 化 さ れ て お り 、 該 抗 体 は 、 前 記 の と お り の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 与 え う る レ ポ ー タ ー
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分 子 で 標 識 さ れ て い る 。 該 レ ポ ー タ ー 分 子 が 酵 素 で あ る 場 合 に は 、 該 酵 素 の 基 質 を 含 有 す
る よ う に 適 合 し た 第 3容 器 が 設 け ら れ る 。 本 キ ッ ト の 用 途 の 1つ に お い て は 、 被 検 サ ン プ ル
中 に 抗 体 が 存 在 す る 場 合 、 該 抗 体 が 該 第 1容 器 内 の 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に
結 合 す る た め の 時 間 に わ た り 、 ま た 該 条 件 下 で 、 該 被 検 サ ン プ ル を 該 第 1容 器 の 内 容 物 と
接 触 さ せ る 。 該 第 1容 器 の 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン が 試 験 流 体 中 の 抗 体 に 結 合
し て い れ ば 、 第 2容 器 の 抗 体 は 二 次 複 合 体 に 結 合 し て 三 次 複 合 体 を 形 成 す る 。 こ れ ら の 抗
体 は レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 さ れ て い る た め 、 検 出 手 段 に 付 さ れ る と 、 三 次 複 合 体 が 検 出 さ
れ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
し た が っ て 、 本 発 明 の 1つ の 態 様 は 、 ア レ ル ゲ ン 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 ブ タ ク サ の 花 粉
に 由 来 す る タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 検 出 の た め の キ ッ ト で あ り 、 該 キ ッ ト は 、 組 換 え 30
kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 抗 原 性 誘 導 体 も し く は 相 同 体 あ る い は 精 製
天 然 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 抗 原 性 誘 導 体 も し く は 相 同 体 を 含 有
す る よ う に 適 合 し た 第 1容 器 と 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 誘 導 体 も
し く は 相 同 体 に 対 す る 抗 体 を 含 有 す る よ う に 適 合 し た 第 2容 器 と を 収 容 す る よ う に 区 画 化
さ れ て お り 、 該 抗 体 は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 与 え う る レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 さ れ て い る
。 該 「 レ ポ ー タ ー 分 子 」 は 、 ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 上 の 赤 血 球 （ RBC） の 凝 集 に 関 連 し た も の
で あ り う る 。 こ の キ ッ ト に お い て は 、 該 レ ポ ー タ ー 分 子 は 、 放 射 性 同 位 体 、 酵 素 、 蛍 光 分
子 、 化 学 発 光 分 子 、 生 物 発 光 分 子 ま た は RBCで あ る 。 あ る い は 、 該 キ ッ ト は 、 検 出 可 能 な
シ グ ナ ル を 与 え う る レ ポ ー タ ー 分 子 で 標 識 さ れ た 組 換 え 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル
ゲ ン ま た は そ の 誘 導 体 も し く は 相 同 体 を 含 有 す る よ う に 適 合 し た 容 器 を 含 む 。
【 ０ １ ２ ７ 】

枯 草 熱 お よ び 季 節 性 喘 息 は 、 そ れ ら の 薬 理 学 お よ び 免 疫 学 に お け る 進 歩 に も か か わ ら ず 、
環 境 中 の ア レ ル ゲ ン の 存 在 の た め 、 有 意 な 罹 患 的 お よ び 社 会 経 済 的 な 影 響 を 西 洋 地 域 社 会
に 与 え 続 け て い る 。 抗 ヒ ス タ ミ ン 剤 お よ び ス テ ロ イ ド 剤 を 含 む 利 用 可 能 な 薬 物 の 範 囲 は ア
レ ル ギ ー 疾 患 の 治 療 に お け る 改 善 を も た ら し た が 、 そ れ ら は 、 長 期 使 用 に 関 連 し た 不 都 合
な 副 作 用 を 有 す る 。 こ れ ら の 問 題 の た め 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 の 免 疫 療 法 に お い て 、 新 た な 関
心 が 示 さ れ て い る 。 免 疫 療 法 は 、 ア レ ル ギ ー 反 応 に 対 し て 患 者 を 感 作 す る た め の 強 力 な ア
レ ル ゲ ン 抽 出 物 の 注 射 を 伴 う （ Bousquet, & Michel (1989) Allergy Clin. Immunol. New
s 1: 7-10） 。 残 念 な が ら 、 ア レ ル ゲ ン と し て 使 用 さ れ た 花 粉 調 製 物 は 多 価 で あ り 、 低 品
質 で あ る 。 そ の た め 、 IgG応 答 を 誘 導 す る た め に 用 い る 濃 度 は し ば し ば 高 く 、 ア ナ フ ィ ラ
キ シ ー を 含 む 全 身 反 応 の 誘 発 に よ り 致 死 的 と な り う る 。 ア レ ル ゲ ン の 配 列 に 基 づ く ク ロ ー
ン 化 遺 伝 子 産 物 ま た は 合 成 ペ プ チ ド は 、 品 質 管 理 、 特 徴 づ け 及 び 標 準 化 が な さ れ う る た め
、 治 療 の た め の 、 よ り 安 全 な 媒 体 を 与 え る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
症 候 軽 減 の 厳 密 な メ カ ニ ズ ム は 依 然 と し て 仮 説 に 過 ぎ な い 。 し か し 、 本 発 明 の 組 換 え 、 合
成 も し く は 精 製 天 然 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 少 な く と も 1つ の 抗 原
性 断 片 を 含 む 製 剤 の 、 ブ タ ク サ 感 受 性 個 体 へ の 投 与 は 、 例 え ば 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク
質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る B細 胞 応 答 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る T細 胞 応
答 ま た は 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る B細 胞 お よ び T細 胞 の 両 方 の 応 答 を
修 飾 す る こ と に よ り 、 ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る ブ タ ク サ 感 受 性 個 体 の ア レ ル ギ ー
応 答 を 修 飾 す る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
し た が っ て 、 本 発 明 は 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 対 し て ア レ ル ギ ー 性 の ヒ ト を 脱 感 作 す る た め の 方
法 で あ っ て 、 ク サ 花 粉 に 対 す る ヒ ト の 脱 感 作 を 引 き 起 こ す の に 十 分 な 時 間 に わ た り 、 ま た
該 条 件 下 で 、 脱 感 作 に 有 効 な 量 の 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ の 少 な く
と も 1つ の 断 片 も し く は 誘 導 体 、 相 同 体 も し く は 免 疫 学 的 類 縁 体 を 投 与 す る こ と を 含 む 方
法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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本 発 明 は ま た 、 ブ タ ク サ 花 粉 に 感 受 性 で あ る 哺 乳 動 物 に お け る ブ タ ク サ 花 粉 に 対 す る 過 敏
症 の 治 療 方 法 で あ っ て 、 治 療 的 に 有 効 な 量 の 本 発 明 の 治 療 用 組 成 物 を 該 哺 乳 動 物 に 投 与 す
る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 治 療 的 に 有 効 な 量 の 本 発 明 の タ ン パ ク 質 製
剤 を 哺 乳 動 物 に 投 与 す る こ と を 含 む 、 ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル ゲ ン ま た は ブ タ ク サ 花 粉 ア レ ル
ゲ ン と 免 疫 交 差 反 応 す る ア レ ル ゲ ン に 対 す る 過 敏 症 の 治 療 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
本 発 明 の ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 の 使 用 に よ り 、 一 貫 し た 十 分 に 特 徴 づ け ら れ た 組 成 お
よ び 生 物 活 性 の 製 剤 を 製 造 し 、 治 療 目 的 （ す な わ ち 、 ブ タ ク サ の 花 粉 に 対 す る ブ タ ク サ 花
粉 感 受 性 個 体 の ア レ ル ギ ー 応 答 を 修 飾 す る た め ） に 投 与 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な ペ
プ チ ド ま た は タ ン パ ク 質 の 投 与 は 、 例 え ば 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 対 す
る B細 胞 応 答 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る T細 胞 応 答 、 ま た は 両 方 の 応
答 を 修 飾 し う る 。 ま た 、 ブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ギ ー の 免 疫 療 法 の メ カ ニ ズ ム を 研 究 す
る た め 及 び 免 疫 療 法 に お い て 有 用 な 修 飾 誘 導 体 ま た は 類 似 体 を 設 計 す る た め に 、 精 製 ペ プ
チ ド を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ２ 】

し た が っ て 、 本 発 明 は 、 脱 感 作 ま た は 治 療 的 に 有 効 な 量 の 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ
ル ゲ ン ま た は そ の 誘 導 体 、 相 同 体 も し く は 免 疫 学 的 類 縁 体 と 、 1以 上 の 製 薬 上 許 容 さ れ る
担 体 お よ び ／ ま た は 希 釈 剤 を 含 む 医 薬 組 成 物 を 提 供 す る 。 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ
ル ゲ ン を 含 む 医 薬 組 成 物 の 有 効 成 分 は 、 個 々 の 場 合 に 応 じ た 量 で 投 与 さ れ る と 、 例 え ば 、
ブ タ ク サ 花 粉 に 対 し て ア レ ル ギ ー 性 の ヒ ト の 脱 感 作 に お い て 、 優 れ た 治 療 活 性 を 示 す と 考
え ら れ る 。 例 え ば 、 約 0.5μ g～ 約 20mg/kg体 重 /日 を 投 与 す る こ と が 可 能 で あ る 。 投 与 計 画
は 、 最 適 の 治 療 応 答 が 得 ら れ る よ う 調 節 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 数 回 の 分 割 量 を 毎 日
投 与 す る こ と が 可 能 で あ り 、 あ る い は 治 療 状 況 の 緊 急 性 に よ り 示 さ れ る と お り に 該 用 量 を
比 例 的 に 減 少 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 該 活 性 化 合 物 は 、 経 口 、 静 脈 内 （ 水 溶 性 の 場 合 ）
、 筋 肉 内 、 皮 下 、 鼻 腔 内 、 皮 内 も し く は 坐 剤 経 路 ま た は 移 植 （ 例 え ば 、 徐 放 性 分 子 を 使 用
す る 場 合 ） の よ う な 簡 便 な 方 法 で 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 経 路 に 応 じ て 、 本 発 明 の 医
薬 組 成 物 を 構 成 す る 有 効 成 分 は 、 酵 素 、 酸 お よ び 該 成 分 を 不 活 性 化 し う る 他 の 天 然 状 態 の
作 用 か ら 該 成 分 を 防 御 す る た め の 物 質 で コ ー テ ィ ン グ す る 必 要 が あ る か も し れ な い 。 例 え
ば 、 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン は 、 酵 素 阻 害 剤 と 共 に 投 与 さ れ る 佐 剤 （ ア ジ ュ
バ ン ト ） 中 ま た は リ ポ ソ ー ム 中 で 投 与 す る こ と が で き る 。 佐 剤 は 、 そ の 最 も 広 い 意 味 で 用
い ら れ 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン の よ う な 任 意 の 免 疫 刺 激 性 化 合 物 を 含 む 。 本 発 明 で 意 図 さ れ る
佐 剤 は 、 レ ゾ ル シ ノ ー ル 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば ポ リ オ キ シ エ チ レ ン オ レ イ ル エ
ー テ ル お よ び n-ヘ キ サ デ シ ル ポ リ エ チ レ ン エ ー テ ル を 含 む 。 酵 素 阻 害 剤 は 膵 ト リ プ シ ン を
含 む 。 リ ポ ソ ー ム は 、 水 中 油 中 水 CGFエ マ ル シ ョ ン お よ び 通 常 の リ ポ ソ ー ム を 含 む 。 T細 胞
ア ネ ル ギ ー を 誘 導 す る 目 的 に は 、 医 薬 組 成 物 は 、 好 ま し く は 、 非 免 疫 原 性 形 態 （ 例 え ば 、
そ れ は ア ジ ュ バ ン ト を 含 有 し な い ） で 投 与 す る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
ま た 、 該 活 性 化 合 物 は 、 非 経 口 的 ま た は 腹 腔 内 に 投 与 す る こ と が で き る 。 ま た 、 グ リ セ ロ
ー ル 、 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び そ れ ら の 混 合 物 中 な ら び に 油 中 で 分 散 液 を 調 製
す る こ と が で き る 。 保 存 お よ び 使 用 の 通 常 の 条 件 下 で は 、 こ れ ら の 製 剤 は 、 微 生 物 の 増 殖
を 妨 げ る た め の 保 存 剤 を 含 有 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
注 射 用 に 適 し た 医 薬 形 態 は 、 無 菌 水 溶 液 （ 水 溶 性 の 場 合 ） ま た は 分 散 液 お よ び 用 時 分 散 用
の 無 菌 粉 末 を 含 む 。 い ず れ の 場 合 も 、 該 形 態 は 無 菌 で な け れ ば な ら ず 、 容 易 な シ リ ン ジ 通
過 性 が 存 在 す る 程 度 に 流 動 性 で な け れ ば な ら な い 。 そ れ は 製 造 お よ び 保 存 の 条 件 下 で 安 定
で な け れ ば な ら ず 、 細 菌 お よ び 真 菌 の よ う な 微 生 物 の 汚 染 作 用 か ら 保 護 さ れ な け れ ば な ら
な い 。 該 担 体 は 、 例 え ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 プ ロ ピ レ ン
グ リ コ ー ル お よ び 液 体 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル な ど ） 、 そ れ ら の 適 当 な 混 合 物 お よ び 植 物
油 を 含 有 す る 溶 媒 ま た は 分 散 媒 で あ り う る 。 適 切 な 流 動 性 は 、 例 え ば 、 レ シ チ ン の よ う な
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コ ー テ ィ ン グ 剤 の 使 用 、 分 散 液 の 場 合 に は 要 求 さ れ る 粒 径 の 維 持 お よ び ス ー パ ー フ ァ ク タ
ン ト （ superfactant） の 使 用 に よ り 維 持 す る こ と が で き る 。 微 生 物 の 作 用 の 阻 止 は 、 種 々
の 抗 細 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 、 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ ン
酸 、 チ メ ロ サ ー ル な ど に よ り も た ら さ れ う る 。 多 く の 場 合 、 等 張 化 剤 、 例 え ば 糖 ま た は 塩
化 ナ ト リ ウ ム を 加 え る こ と が 好 ま し い で あ ろ う 。 注 射 用 組 成 物 の 持 続 的 吸 収 は 、 吸 収 遅 延
剤 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム お よ び ゼ ラ チ ン を 該 組 成 物 中 で 使 用 す る こ と に
よ り も た ら さ れ う る 。
【 ０ １ ３ ５ 】
無 菌 注 射 溶 液 は 、 必 要 量 の 活 性 化 合 物 を 、 必 要 に 応 じ て 前 記 の 種 々 の そ の 他 の 成 分 と 共 に
、 適 当 な 溶 媒 中 に 含 有 さ せ 、 つ い で 濾 過 滅 菌 す る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 一 般
に 、 分 散 液 は 、 前 記 で 列 挙 し た も の か ら 選 ば れ る 必 要 な 他 の 成 分 と 基 本 分 散 媒 と を 含 有 す
る 無 菌 ビ ヒ ク ル 中 に 種 々 の 無 菌 有 効 成 分 を 含 有 さ せ る こ と に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。
無 菌 注 射 溶 液 製 造 用 の 無 菌 粉 末 の 場 合 に は 、 好 ま し い 製 造 方 法 は 、 該 有 効 成 分 と 任 意 の 追
加 的 な 所 望 の 成 分 と の 粉 末 を 、 予 め 滅 菌 濾 過 さ れ た そ の 溶 液 か ら 与 え る 真 空 乾 燥 お よ び 凍
結 乾 燥 技 術 で あ る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
少 な く と も 1つ の 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ま た は 少 な く と
も 1つ の そ の 断 片 が 、 前 記 の と お り に 適 切 に 保 護 さ れ て い る 場 合 に は 、 該 活 性 化 合 物 を 、
例 え ば 不 活 性 希 釈 剤 ま た は 同 化 可 能 な 可 食 担 体 と 共 に 経 口 投 与 す る こ と が 可 能 で あ り 、 あ
る い は そ れ を 硬 ま た は 軟 殻 ゼ ラ チ ン カ プ セ ル 中 に 封 入 す る こ と が 可 能 で あ り 、 あ る い は そ
れ を 錠 剤 に 圧 縮 す る こ と が 可 能 で あ り 、 あ る い は そ れ を 食 事 の 食 物 中 に 直 接 加 え る こ と が
可 能 で あ る 。 経 口 的 な 治 療 用 投 与 に は 、 該 活 性 化 合 物 を 賦 形 剤 と 共 に 含 有 さ せ 、 摂 取 可 能
な 錠 剤 、 バ ッ カ ル 錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 エ リ キ シ ル 剤 、 懸 濁 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、
ウ エ ハ ー ス な ど の 形 態 で 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 組 成 物 お よ び 製 剤 は 、 少
な く と も 1重 量 ％ の 活 性 化 合 物 を 含 有 す べ き で あ る 。 該 組 成 物 お よ び 製 剤 に 対 す る 割 合 （
％ ） は 、 も ち ろ ん 、 様 々 で あ り う る が 、 簡 便 に は 、 該 単 位 の 重 量 の 約 5～ 80％ で あ り う る
。 そ の よ う な 治 療 的 に 有 用 な 組 成 物 中 の 活 性 化 合 物 の 量 は 、 適 当 な 投 与 量 が 得 ら れ る よ う
な 量 で あ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 組 成 物 ま た は 製 剤 は 、 経 口 投 与 単 位 形 態 が 約 10～ 2000mgの
活 性 化 合 物 を 含 有 す る よ う に 製 造 さ れ る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
該 錠 剤 、 ト ロ ー チ 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 剤 な ど は 以 下 の も の も 含 有 し う る 。 ト ラ ガ カ ン ト ゴ
ム 、 ア カ シ ア 、 ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン ま た は ゼ ラ チ ン の よ う な 結 合 剤 ； リ ン 酸 二 カ ル シ ウ
ム の よ う な 賦 形 剤 ； ト ウ モ ロ コ シ デ ン プ ン 、 バ レ イ シ ョ デ ン プ ン 、 ア ル ギ ン 酸 な ど の よ う
な 崩 壊 剤 ； ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム の よ う な 滑 沢 剤 ； お よ び ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス ま
た は サ ッ カ リ ン の よ う な 甘 味 剤 を 加 え る こ と が 可 能 で あ り 、 あ る い は ハ ッ カ 、 冬 緑 油 ま た
は サ ク ラ ン ボ 香 料 の よ う な 香 味 剤 を 加 え る こ と も 可 能 で あ る 。 投 与 単 位 形 態 が カ プ セ ル 剤
で あ る 場 合 に は 、 そ れ は 、 前 記 の タ イ プ の 物 質 に 加 え て 、 液 体 担 体 を 含 有 し う る 。 コ ー テ
ィ ン グ と し て 、 ま た は 該 投 与 単 位 の 物 理 的 形 態 を 修 飾 す る た め に 、 種 々 の 他 の 物 質 が 存 在
し う る 。 例 え ば 、 錠 剤 、 丸 剤 ま た は カ プ セ ル 剤 は 、 シ ェ ラ ッ ク 、 糖 ま た は そ れ ら の 両 方 で
コ ー テ ィ ン グ す る こ と が で き る 。 シ ロ ッ プ 剤 ま た は エ リ キ シ ル 剤 は 、 該 活 性 化 合 物 、 甘 味
剤 と し て の ス ク ロ ー ス 、 保 存 剤 と し て の メ チ ル お よ び プ ロ ピ ル パ ラ ベ ン 、 サ ク ラ ン ボ ま た
は オ レ ン ジ 香 料 の よ う な 着 色 剤 お よ び 香 味 剤 を 含 有 し う る 。 も ち ろ ん 、 い ず れ の 投 与 単 位
形 態 の 製 造 に 使 用 す る い ず れ の 物 質 も 、 製 薬 上 純 粋 で あ り 、 使 用 す る 量 に お い て 実 質 的 に
無 毒 性 で あ る べ き で あ る 。 ま た 、 該 活 性 化 合 物 を 徐 放 製 剤 お よ び 配 合 物 中 に 含 有 さ せ る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
本 発 明 で 用 い る 「 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 お よ び ／ ま た は 希 釈 剤 」 は 、 任 意 お よ び す べ て の
溶 媒 、 分 散 媒 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 細 菌 剤 お よ び 抗 真 菌 剤 、 等 張 化 剤 お よ び 吸 収 遅 延 剤 な ど
を 含 む 。 医 薬 活 性 物 質 に 対 す る そ の よ う な 媒 体 お よ び 物 質 の 使 用 は 当 技 術 分 野 で 良 く 知 ら
れ て い る 。 い ず れ か の 通 常 の 媒 体 ま た は 物 質 が 該 有 効 成 分 に 適 合 し な い 場 合 を 除 き 、 該 治
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療 用 組 成 物 中 で の そ れ ら の 使 用 が 意 図 さ れ る 。 補 足 的 な 有 効 成 分 も 、 該 組 成 物 中 に 含 有 さ
せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
投 与 の 容 易 さ 及 び 用 量 の 均 一 性 の た め に は 、 親 組 成 物 を 投 与 単 位 形 態 に 製 剤 化 す る こ と が
特 に 有 利 で あ る 。 本 発 明 で 用 い る 投 与 単 位 形 態 は 、 治 療 す る 哺 乳 動 物 対 象 に 対 す る 単 位 用
量 に 適 し た 物 理 的 に 分 離 し た 単 位 を 意 味 し 、 各 単 位 は 、 必 要 な 医 薬 担 体 と 共 に 、 所 望 の 治
療 効 果 を 与 え る よ う 計 算 さ れ た 所 定 量 の 活 性 物 質 を 含 有 す る 。 本 発 明 の 新 規 投 与 単 位 形 態
の 規 格 は 、 （ 1） 該 活 性 物 質 の 特 有 の 特 徴 お よ び 達 成 さ れ る 個 々 の 治 療 効 果 、 な ら び に （ b
） 本 明 細 書 中 に 詳 し く 開 示 さ れ て い る 身 体 の 健 康 が 損 な わ れ た 病 態 を 示 す 生 き た 対 象 に お
け る 疾 患 の 治 療 の た め に そ の よ う な 活 性 物 質 を 配 合 す る 技 術 に お け る 固 有 の 制 限 に よ っ て
決 ま り 、 そ れ ら に 直 接 的 に 左 右 さ れ る
簡 便 か つ 有 効 な 投 与 の た め に は 、 該 主 要 有 効 成 分 を 有 効 な 量 で 、 製 薬 上 許 容 さ れ る 適 当 な
担 体 と 共 に 、 前 記 で 開 示 し た 投 与 単 位 形 態 に 配 合 す る 。 単 位 投 与 形 態 は 、 例 え ば 、 主 要 活
性 化 合 物 を 、 約 10μ g～ 約 2000mgの 範 囲 の 量 で 含 有 し う る 。 比 率 で 表 す と 、 該 活 性 化 合 物
は 、 一 般 に は 、 担 体 1ml当 た り 約 10μ g～ 約 2000mgで 存 在 す る 。 補 足 的 活 性 成 分 を 含 有 す る
組 成 物 の 場 合 に は 、 投 与 量 は 、 該 成 分 の 通 常 の 用 量 お よ び 投 与 方 法 を 参 考 に し て 決 定 す る
。
【 ０ １ ４ ０ 】
以 下 に 、 非 限 定 的 な 実 施 例 に よ り 、 本 発 明 を 更 に 詳 し く 説 明 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ４ １ 】

完 全 お よ び 脱 脂 オ オ ブ タ ク サ （ Ambrosia trifida） 花 粉 粒 を Greer laboratories（ Lenoir
, NC） か ら 購 入 し た 。 オ オ ブ タ ク サ か ら の 対 照 花 粉 抽 出 物 を Bayer, Inc（ Spokane WA） か
ら 購 入 し 、 イ ヌ に お け る 皮 膚 試 験 に 使 用 し た 。 オ オ ブ タ ク サ 、 短 （ short） ブ タ ク サ お よ
び 西 洋 （ Western） ブ タ ク サ の 花 粉 抽 出 混 合 物 を 、 ヒ ト に お け る 臨 床 的 経 皮 皮 膚 試 験 の た
め に Bayer, Inc.か ら 購 入 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】

タ ン パ ク 質 は 、 標 準 と し て γ グ ロ ブ リ ン を 使 用 す る ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド ア ッ セ イ で 定 量 し た
（ Bradford, M. A. (1976) A rapid and sensitive method for the quantification of 
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. 
Analytical Biochemistry 72 : 248-254） 。 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 Protein Structure Labora
tory, University of California, Davisに よ り 、 質 量 分 析 に よ り ト リ プ テ ィ ッ ク ペ プ チ
ド で 決 定 さ れ た 。
【 ０ １ ４ ３ 】

タ ン パ ク 質 溶 液 を 1mM ジ チ オ ト レ イ ト ー ル で 100℃ で 5分 間 に わ た り 還 元 し た 。 該 サ ン プ ル
を 室 温 に 冷 却 し 、 室 温 で 20分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 0.2mM mBBrで 標 識 し た 。 該 反
応 を 、 10mM β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 加 え る こ と に よ り 停 止 さ せ 、 該 タ ン パ ク 質 を 、 ト
リ ク ロ ロ 酢 酸 を 12％ ま で 加 え る こ と に よ り 沈 殿 さ せ た 。 100％  ア セ ト ン で 洗 浄 し た 後 、 該
ペ レ ッ ト を SDS-PAGEに 付 し 、 Wongら （ Wong, J. H., Kobrehel, K.お よ び Buchanan, B. B.
 (1995) Thioredoxin and seed proteins. Methods in Enzymology 252: 228-240） に 記
載 の と お り に 、 タ ン パ ク 質 標 識 の 度 合 を 365nmで の 分 光 法 に よ り 可 視 化 し た 。
【 ０ １ ４ ４ 】

SDS-PAGEに よ る 分 離 の 後 、 Pierce（ Rockford, IL） か ら の ゲ ル GelCode Glycoprotein Sta
iningキ ッ ト で グ リ コ シ ル 化 に 関 し て タ ン パ ク 質 を 染 色 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
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タ ン パ ク 質 の 定 量 お よ び ア ミ ノ 酸 の 配 列 決 定

モ ノ ブ ロ モ ビ マ ン （ mBBr） で の タ ン パ ク 質 の 標 識

糖 タ ン パ ク 質 の 染 色



サ ン プ ル を 1mM ジ チ オ ト レ イ ト ー ル に よ り 100℃ で 5分 間 に わ た り 還 元 し 、 室 温 に 冷 却 し た
後 、 10～ 20％  SDS-PAGEに お い て 分 離 し た （ Laemmli, U. K. (1970) Cleaveage of struct
ural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4. Nature 227: 6
80-5） 。 泳 動 後 、 ゲ ル を 固 定 し 、 ク ー マ シ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー G-250で 染 色 し 、 10％  酢
酸 で 脱 染 し た 。 本 発 明 者 ら は 、 Amb t5の よ う な 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 が 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー
で 有 効 に 染 色 さ れ る た め に は ジ チ オ ト レ イ ト ー ル に よ る 還 元 を 要 す る こ と 、 お よ び 脱 染 の
た め の メ タ ノ ー ル の 使 用 が 該 タ ン パ ク 質 を 該 ゲ ル か ら 除 去 す る こ と を 観 察 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】

タ ン パ ク 質 を 、 半 乾 燥 条 件 下 、 20％  メ タ ノ ー ル 溶 液 （ 25mM Tris塩 基 、 192mM グ リ シ ン 、
0.1％  SDS） で 4℃ で 1時 間 に わ た り 、 10～ 20％  SDS-PAGEか ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン
に ト ラ ン ス フ ァ ー し た 。 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ン ブ レ ン を ポ ン ソ ー ・ レ ッ ド で 手 短 に 染 色 し
て ト ラ ン ス フ ァ ー の 度 合 を 確 認 し 、 つ い で 3％  牛 乳 溶 液 （ 20mM Tris-HCl, pH 7.5、 150mM
 NaClお よ び 0.2％  Triton X-100） と 共 に 室 温 で 30分 間 に わ た り 2回 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ
と に よ り ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 つ い で メ ン ブ レ ン を 、 同 じ 溶 液 中 の 1～ 10倍 希 釈 の 血 清 中 で 4
℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 後 に 、 メ ン ブ レ ン を 、 1000倍 希 釈 の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 二 次 抗 ヒ ト IgE（ Sigma） 中 、 室 温 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 反 応
性 タ ン パ ク 質 を 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 対 す る 3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB）
基 質 キ ッ ト （ Vector laboratories（ Burlingame, CA） ） で 同 定 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】

マ イ ク ロ プ レ ー ト を 、 10mM PBS（ pH 7.5） 中 、 100μ lの 1μ g/ml 各 精 製 ア レ ル ゲ ン （ 後 記
を 参 照 さ れ た い ） で 、 4℃ で 一 晩 放 置 す る こ と に よ り コ ー テ ィ ン グ し た 。 該 プ レ ー ト を 、 0
.05％  Triton X-100を 含 有 す る 10mM PBS（ pH 7.2） （ バ ッ フ ァ ー A） で 3回 洗 浄 し 、 バ ッ フ
ァ ー A中 の 1％  乳 で 37℃ で 2時 間 に わ た り も う 一 度 コ ー テ ィ ン グ し 、 前 記 の と お り に 洗 浄 し
た 。 10個 の 異 な る ヒ ト 血 清 の そ れ ぞ れ の 系 列 希 釈 （ 10～ 50倍 ） を バ ッ フ ァ ー Aに 加 え 、 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 37℃ で 更 に 2時 間 継 続 し た 。 プ レ ー ト を 前 記 の と お り に 洗 浄 し 、 1000
倍 希 釈 の ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 共 役 二 次 抗 ヒ ト IgE（ Sigma） と 共 に 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 該 共 役 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 測 定 す る た め の TMB基 質 を 、 該 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い
加 え 、 該 反 応 を 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 使 用 し て 650nmに お け る 線 形 性 に 関 し て 1時
間 に わ た り モ ニ タ ー し た 。 該 反 応 を 50μ lの 0.1N H 2 SO 4 で 停 止 さ せ 、 吸 光 度 を 450nmで 測 定
し た 。 該 実 験 を 3回 繰 返 し 、 試 験 し た 10個 の ヒ ト 血 清 の 場 合 の 各 ア レ ル ゲ ン に つ い て 平 均
を 計 算 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】

感 作 イ ヌ で の 皮 膚 試 験 に よ り I型 過 敏 症 反 応 を 測 定 す る た め の 方 法 は 文 献 に 記 載 さ れ て い
る （ Ermel, R. W., Kock, M., Griffey, S. M., Reinhart, G. A.お よ び Frick, O. L. (1
997) The atopic dog: a model for food allergy. Laboratory Animal Science 47: 40-
9） 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 皮 膚 試 験 の 5分 前 に 0.5％  エ バ ン ス ブ ル ー 色 素 （ 0.2ml/kg） を 静
脈 内 に 注 射 し た 。 半 対 数 希 釈 度 の 該 試 験 タ ン パ ク 質 溶 液 の 0.1mlの ア リ コ ー ト を 腹 側 腹 部
皮 膚 に 皮 内 注 射 し た 。 皮 膚 試 験 は 、 各 青 色 斑 点 の 直 交 す る 2つ の 直 径 を 評 価 す る 同 じ 熟 練
し た 盲 検 化 観 察 者 に よ り 判 定 さ れ た 。 各 試 験 動 物 に つ い て 、 適 当 な 陰 性 対 照 （ PBS中 で 希
釈 ） を 加 え た 。
【 ０ １ ４ ９ 】

オ オ ブ タ ク サ 、 短 （ short） ブ タ ク サ お よ び 西 洋 （ Western） ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 の 混 合 物
に 対 す る 陽 性 プ リ ッ ク 皮 膚 試 験 結 果 （ 陰 性 対 照 よ り 3mm大 き な 膨 疹 ） お よ び 秋 花 粉 症 を 有
す る 患 者 か ら の 7個 の 血 清 、 な ら び に オ オ ブ タ ク サ に 対 す る Pharmacia ImmunoCAP特 異 的 Ig
Eア ッ セ イ の 陽 性 結 果 （ IU/kl＞ 0.35） を 有 す る 患 者 か ら の 15個 の 血 清 を 使 用 し た 。 こ れ ら
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の 被 験 者 の 多 く は 、 カ リ フ ォ ル ニ ア に 居 住 す る 前 に 米 国 の 中 西 部 、 東 部 ま た は 南 東 部 に 居
住 し て い た こ と が 判 明 し た が 、 す べ て の 被 験 者 に 関 す る 完 全 な 地 理 的 履 歴 を 入 手 す る こ と
は で き な か っ た 。 ま た 、 ペ レ ニ ア ル ラ イ グ ラ ス （ Lolium perenne） に 対 し て は （ プ リ ッ ク
皮 膚 試 験 、 陽 性 ImmunoCAPお よ び 晩 春 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 に よ り ） 感 受 性 で あ る が オ オ ブ タ
ク サ に 対 し て は ImmunoCAPア ッ セ イ で 陰 性 で あ る こ と が 判 明 し て い る 患 者 か ら の 更 に 20個
の 血 清 を 加 え た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

精 製 さ れ た 又 は 花 粉 抽 出 物 中 の 等 量 の タ ン パ ク 質 を 注 射 し 、 膨 疹 を 与 え る 最 少 量 を 示 す 相
対 値 （ 330ngタ ン パ ク 質 = 1、 100ng= 2、 33ng= 3、 10ng= 4、 3.3ng= 5、 1ng= 6お よ び 0.33
ng= 7） を 割 り 当 て た 。 つ い で 、 試 験 し た イ ヌ の 2群 ［ 4匹 の 老 い た （ 7歳 ） イ ヌ お よ び 5匹
の 若 い （ 2歳 ） イ ヌ ］ に つ い て 、 各 精 製 タ ン パ ク 質 ま た は 抽 出 物 に 関 す る 値 を 合 計 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】

Marshら , 1981の 方 法 の 適 用 に 従 っ た （ Marsh, D. G., Belin, L., Bruce, A., Lichtenst
ein, L. M.お よ び Hussain, R. (1981) Rapidly released allergens from short ragweed
 pollen. I. Kinetics of release of known allergens in relation to biologic activ
ity. Journal of Allergy and Clinical Immunology 67 (3): 206-16. Hussain, R., Nor
man, P. S. お よ び Marsh, D. G. (1981) Rapidly released allergens from short ragwe
ed pollen. II. Identification and partial purification. Journal of Allergy and C
linical Immunology 67 (3): 217-22） 。 該 方 法 を 達 成 す る た め に 、 抽 出 物 を 10gの 花 粉 （
完 全 ま た は 脱 脂 ） か ら 調 製 し 、 種 々 の 研 究 処 理 に 付 し た 。 タ ン パ ク 質 の 精 製 の た め に は 、
100gの 完 全 花 粉 を 使 用 し た 。 簡 潔 に 説 明 す る と 、 該 花 粉 を 1gに て 10mlの 冷 バ ッ フ ァ ー ［ 1
μ M フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ ド （ PMSF） と 1mM EDTA-Naと を 含 有 す る 50mM Tris
-HCl pH 7.4］ に 懸 濁 さ せ 、 室 温 で 30分 間 、 穏 や か に 攪 拌 し た 。 該 混 合 物 を 25,900× g、 4
℃ で 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 該 花 粉 粒 を 含 有 す る ペ レ ッ ト を と っ て お き 、 該 上 清 画 分 を 再 び
遠 心 分 離 し 、 ワ ッ ト マ ン 定 量 フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 。 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 95％ 飽 和 ま で 加
え て 浮 遊 ペ レ ッ ト を 得 、 こ れ を 遠 心 分 離 （ 10分 間 、 25,900× g、 4℃ ） に よ り 回 収 し 、 200m
M NaClを 含 有 す る 20mM Tris-HCl pH 7.5の 最 小 容 量 に 再 懸 濁 さ せ た 。 完 全 お よ び 脱 脂 花 粉
で は 、 等 量 の 石 油 エ ー テ ル で の 抽 出 に よ り 大 量 の 脂 質 を 除 去 し た 。 該 混 合 物 を 遠 心 分 離 （
10分 間 、 48,400× g、 4℃ ） し 、 該 有 機 画 分 を 捨 て た 。 該 石 油 エ ー テ ル 工 程 を 少 な く と も 4
回 繰 返 し た 。 得 ら れ た 清 澄 化 水 溶 液 を 0.2μ Mフ ィ ル タ ー で 濾 過 し 、 100gの 花 粉 の 場 合 に は
、 サ ン プ ル を 溶 解 す る の に 使 用 し た の と 同 じ バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 お よ び 溶 出 さ れ る Sephad
ex G-50Fゲ ル 濾 過 カ ラ ム （ 2.1× 90cm） で 分 離 し た 。 該 画 分 を 10～ 20％  SDS-PAGEに よ り 分
析 し 、 タ ン パ ク 質 の サ イ ズ に 応 じ て 一 緒 に し 、 10mM リ ン 酸 Kバ ッ フ ァ ー （ pH 7.0） に 対 し
て 4℃ で 一 晩 透 析 し た 。 該 方 法 の 残 り の 部 分 は 、 出 発 物 質 と し て 100gの 花 粉 を 使 用 し た 場
合 に 関 し て 記 載 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】

完 全 花 粉 か ら の タ ン パ ク 質 の 一 緒 に し た Sephadex G-50F画 分 を 10mM リ ン 酸 K（ pH 7.0） に
対 し て 透 析 し 、 ま ず 、 6mlの Resource Sカ ラ ム に 、 つ い で 6mlの Resource Qカ ラ ム （ 共 に 20
mMリ ン 酸 K（ pH 7.0） で 平 衡 化 さ れ た も の ） に ア プ ラ イ し た 。 30kDaタ ン パ ク 質 （ 本 発 明 に
お い て は 30kDaブ タ ク サ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン お よ び 30kDaブ タ ク サ 完 全 花 粉 抽 出 物 ジ ス ル
フ ィ ド タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン と し て 知 ら れ る ） は い ず れ の 場 合 に も 保 持 さ れ ず 、 カ ラ ム 通
過 画 分 中 に 回 収 さ れ た 。 相 当 量 の 汚 染 物 質 が 該 カ ラ ム 上 に 保 持 さ れ 、 し た が っ て 30kDaタ
ン パ ク 質 か ら 除 去 さ れ た 。 30kDaタ ン パ ク 質 を 含 有 す る 画 分 を 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム （ 95％ 飽
和 ） で の 沈 殿 に 付 し 、 48,400× g、 4℃ で 10分 間 遠 心 分 離 し た 。 該 上 清 画 分 を 捨 て 、 該 ペ レ
ッ ト を 、 2.0M 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す る 2～ 3mlの 容 量 の 50mM リ ン 酸 K（ pH 7.0） に 再
懸 濁 さ せ た 。 該 画 分 を 、 同 じ バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 さ れ た 1mlの Resource Isopropylカ ラ ム
に ア プ ラ イ し た 。 2～ 0M の 勾 配 の 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 60mlを 用 い た と こ ろ 、 30kDaタ ン パ ク
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質 は 1.7Mで 溶 出 し た 。 30kDaタ ン パ ク 質 を 含 有 す る 画 分 を SDS-PAGE（ mBBr標 識 お よ び ク ー
マ シ ー ブ ル ー 染 色 を 使 用 ） に よ り 局 在 化 し 、 一 緒 に し 、 5mM リ ン 酸 K（ pH 7.0） に 対 し て
透 析 し た 。 つ い で 酢 酸 ナ ト リ ウ ム （ pH 4.75） を 30mMま で 加 え 、 該 サ ン プ ル を 、 同 じ バ ッ
フ ァ ー で 平 衡 化 さ れ た 6mlの Resource Sに ア プ ラ イ し た 。 30kDaタ ン パ ク 質 は 、 0～ 300mM 
の 勾 配 の NaCl120mlに お い て 100～ 200mM NaClで 溶 出 し た 。 該 画 分 を 、 50mM リ ン 酸 K（ pH 7
.0） の 添 加 に よ り 中 和 し 、 10mMの 同 じ バ ッ フ ァ ー に 対 し て 透 析 し 、 YM-10 Amicon膜 で の 限
外 濾 過 に よ り 濃 縮 し 、 -70℃ で 保 存 し た 。 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド ア ッ セ イ を 用 い て タ ン パ ク 質
を 定 量 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】

20mM Tris-HCl（ pH 7.5） 、 1mM MgCl2、 1mM CaCl2、 0.5M NaClを 加 え た 後 、 一 緒 に し た Se
phadex G-50F画 分 を 、 同 じ バ ッ フ ァ ー で 平 衡 化 さ れ た 18mlの コ ン カ ナ バ リ ン Aア フ ィ ニ テ
ィ ー カ ラ ム （ Sigma Chemical Co., St. Louis, MO） に ア プ ラ イ し た 。 30kDaタ ン パ ク 質 は
保 持 さ れ 、 20mM Tris-HCl（ pH 7.5） 、 0.5M NaClお よ び 0.5M メ チ ル -α -D-グ ル コ ピ ラ ノ
シ ド の 溶 液 で 溶 出 し た 。 30kDaタ ン パ ク 質 を 含 有 す る 画 分 を 一 緒 に し 、 分 子 量 25,000カ ッ
ト オ フ 孔 を 有 す る 膜 を 使 用 し て 5mM リ ン 酸 Kバ ッ フ ァ ー （ pH 7.0） に 対 し て 透 析 し た 。 最
後 に 、 該 タ ン パ ク 質 を 、 20mM 酢 酸 Na（ pH 6.0） で 平 衡 化 さ れ た 6mlの Resource Sカ ラ ム に
ア プ ラ イ し 、 通 過 画 分 中 に 回 収 し た 。
【 ０ １ ５ ４ 】

Amb t 5を 含 有 す る 完 全 花 粉 か ら の 低 分 子 量 Sephadex G-50F画 分 に 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 2.6
Mま で 加 え た 。 得 ら れ た 溶 液 を 、 200mM リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー （ pH 7.0） で 平 衡 化 さ れ 同 じ バ
ッ フ ァ ー 中 の 2.5～ 0Mの 勾 配 の 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 50mlで 溶 出 さ れ る 1mlの HiTrap Phenyl Se
pharoseカ ラ ム 上 で 分 画 し た 。 純 粋 な Amb t 5を 約 0.8M 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 単 一 の ピ ー ク
と し て 回 収 し 、 5mM リ ン 酸 Kバ ッ フ ァ ー （ pH 7.0） に 対 し て 透 析 し 、 更 な る 実 験 の た め に -
70℃ で 保 存 し た 。 278nmで 5800の モ ル 吸 光 係 数 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質 を 定 量 し た （ Gill, S
. C.お よ び von Hippel, P. H. (1989) Calculations of protein extinction coefficien
ts from amino acid sequence data. Analytical Biochemistry 182: 319-26） 。
【 ０ １ ５ ５ 】

Amb t 3の 最 大 収 量 を 完 全 花 粉 か ら 、 シ ト ク ロ ム cを 脱 脂 花 粉 か ら 得 た 。 そ れ ぞ れ の 花 粉 調
製 物 か ら の 約 10～ 20kDaタ ン パ ク 質 を 含 有 す る Sephadex G-50F画 分 を 一 緒 に し 、 20mM リ ン
酸 Kバ ッ フ ァ ー （ pH 7.0） で 平 衡 化 さ れ た 6mlの Resource Sカ ラ ム に ア プ ラ イ し た 。 Amb t 
3お よ び シ ト ク ロ ム cを 、 20mM リ ン 酸 Kバ ッ フ ァ ー （ pH 7.0） 中 の 0～ 500mM の 勾 配 の NaCl1
20mlで 分 離 し た 。 Amb t 3は 100～ 120mM NaClで 、 シ ト ク ロ ム cは 150～ 170mM NaClで 溶 出 し
た 。 Amb t 3の 銅 を 酸 化 す る た め に 該 画 分 に フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム の 結 晶 を 加 え て 該 溶
液 を 青 変 さ せ る こ と に よ り 、 Amb t 3の 存 在 を 確 認 し た 。 Amt t 3を 含 有 す る 画 分 を 一 緒 に
し 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 2Mに し た 。 200mM リ ン 酸 Kバ ッ フ ァ ー （ pH 7.0） で 平 衡 化 さ れ た 1
mlの HiTrap Phenyl Sepharoseカ ラ ム で の 分 離 に よ り 、 Amb t 3お よ び シ ト ク ロ ム cの 最 終
精 製 を 達 成 し た 。 該 カ ラ ム を 、 （ 1） Amb t 3に は 1.75～ 0M（ Amb t 3は 1.4Mで 溶 出 し た ）
、 お よ び （ 2） シ ト ク ロ ム cに は 2.0～ 0M（ シ ト ク ロ ム cは 1.2Mで 溶 出 し た ） の 勾 配 の 硫 酸 ア
ン モ ニ ウ ム 60mlで 溶 出 し た 。 つ い で 該 精 製 タ ン パ ク 質 を 10mM リ ン 酸 Kバ ッ フ ァ ー （ pH 7.0
） に 対 し て 透 析 し 、 ア リ コ ー ト 中 に -70℃ で 保 存 し た 。 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド ア ッ セ イ を 用 い
て 、 お よ び Amb t 3の 場 合 に は 278nmに お い て 26600の モ ル 吸 光 係 数 を 用 い て 、 タ ン パ ク 質
含 量 を 定 量 し た （ Gill, S. C. お よ び von Hippel, P. H. (1989) Calculations of prote
in extinction coefficients from amino acid sequence data. Analytical Biochemistr
y 182: 319-26） 。
【 ０ １ ５ ６ 】

脱 脂 花 粉 か ら 最 大 量 の Amb t 1-2を 得 た 。 35kDa以 上 の タ ン パ ク 質 を 含 有 す る Sephadex G-5
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30kDaタ ン パ ク 質 （ 別 法 ）

Amb t 5

Amb t 3お よ び シ ト ク ロ ム c

Amb t 1お よ び 2



0F画 分 を 、 14mM β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 含 有 す る 20mM Tris-HCl（ pH 7.9） に 対 し て
透 析 し た 。 後 続 の 工 程 は 、 Kingの グ ル ー プ の 方 法 か ら 修 飾 さ れ た も の で あ っ た （ King, T.
 P. (1972) Separation of proteins by ammonium sulfate gradient solubilization. B
iochemistry 11: 367-371. Ishizaka, K., Kishimoto, T. Delespesse, G.お よ び King, T
. P. (1974) Immunogenic properties of modified antigen E. I. Presence of specifi
c determinants of T cells in denaturated antigen and polypeptide chains. Journal
 of Immunology 113 : 70-7. King, T. P. Philip, S. N.お よ び Tao, N. (1874) Chemica
l modifications of the major allergen of ragweed pollen, antigen E. Immunochemis
try 11: 83-92. Ishizaka, K. Okudaira, H.お よ び King T. P. (1975) Immunogenic prop
erties of modified antigen E. II. Ability of urea-denatured antigen and alpha- p
olypeptide chain to prime cells specific for antigen E. Journal of Immunology 11
4:110-5. King, T. P., Kouchmian, L., Ishizaka, K., Lichtenstein, L.お よ び Norman,
 P. S. (1975) Immunochemical studies of dextran coupled ragweed pollen allergen,
 antigen E. Archives of Biochemistry and Biophysics 169: 464-473） 。 該 タ ン パ ク 質
溶 液 を 、 20mM Tris-HCl（ pH 7.9） で 平 衡 化 さ れ た 6mlの Resource Qカ ラ ム に ア プ ラ イ し 、
0～ 500mM の 範 囲 の NaCl 240mlの 勾 配 で 溶 出 し た 。 Kingの グ ル ー プ に よ り 既 に 記 載 さ れ て
い る と お り 、 該 タ ン パ ク 質 は 約 50mM NaClで 溶 出 し た 。 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 2.5Mま で 加 え
、 該 溶 液 を 、 2.5M 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム を 含 有 す る 100mM リ ン 酸 K（ pH 7.0） で 平 衡 化 さ れ た
1mlの Resource Isopropylカ ラ ム に ア プ ラ イ し た 。 Amb t 1お よ び Amb t 2は 、 2.5M～ 0Mの 1
00mlの 勾 配 に お け る 約 1.4M 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で 溶 出 し た 。 陽 性 画 分 を 前 記 の と お り に 同
定 し 、 一 緒 に し 、 YM-30 Amicon膜 に よ る 限 外 濾 過 に よ り 濃 縮 し 、 10mM リ ン 酸 K（ pH 7.0）
に 対 し て 透 析 し 、 ア リ コ ー ト 中 で -70℃ で 保 存 し た 。 該 陽 性 画 分 は SDS-PAGEに よ り 正 し い
分 子 量 を 有 す る こ と が 示 さ れ た 。 ブ タ ク サ 感 受 性 イ ヌ で の 皮 膚 試 験 に よ り 、 ア レ ル ゲ ン 性
を 確 認 し た 。 ブ ラ ッ ド フ ォ ー ド ア ッ セ イ で タ ン パ ク 質 を 定 量 し た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
30kDaタ ン パ ク 質 と 他 の 花 粉 と の 考 え ら れ う る 交 差 反 応 性 を 調 べ る た め に 、 カ リ フ ォ ル ニ
ア に 転 居 す る 前 に ブ タ ク サ 繁 茂 地 域 に 住 ん で い た 患 者 か ら の 4個 の 患 者 血 清 に 対 し て 、 免
疫 ブ ロ ッ ト 抑 制 を 行 っ た 。 ペ レ ニ ア ル ラ イ グ ラ ス （ Lolium perenne） お よ び ク ロ グ ル ミ （
Juglans nigra） の 完 全 花 粉 を Hollister-Stier（ Spokane, WA） か ら 購 入 し た 。 簡 潔 に 説
明 す る と 、 5gの 花 粉 を PBS（ 1:20 w:v） 中 で 4℃ で 一 晩 抽 出 し 、 前 記 の と お り の 遠 心 分 離 に
よ り ペ レ ッ ト 化 し た 。 そ の 後 、 上 清 を エ ー テ ル で 脱 脂 し 、 有 機 相 を 捨 て た 。 250μ g/ml の
ペ レ ニ ア ル ラ イ グ ラ ス （ Lolium perenne） 花 粉 抽 出 物 、 ク ロ グ ル ミ （ Juglans nigra） 花
粉 抽 出 物 、 ま た は オ ボ ア ル ブ ミ ン （ Sigma） （ 陰 性 対 照 ） の 存 在 下 、 血 清 の プ レ イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 、 4℃ で 一 晩 行 っ た 。 つ い で 該 血 清 を 前 記 の と お り に ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 片 と
共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 1 2 5 I標 識 抗 IgE（ Hycor Biomedical, Inc., Garden Grov
e, CA） を 、 Teuberら , 1999に 記 載 の と お り 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 の た め の 二 次 抗 体 と し て 使 用
し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】

比 較 ア レ ル ゲ ン 研 究 に お い て 、 Marshら （ Marshら  (1981)） 、 Hussainら  (1981)は 、 完 全
ブ タ ク サ 花 粉 と 脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 と の 間 に 有 意 な 相 違 を 見 出 さ な か っ た 。 こ れ に 対 し て 、
ア ト ピ ー 性 の イ ヌ の 過 敏 性 応 答 に 関 す る 本 発 明 者 ら の 予 備 研 究 は 、 完 全 花 粉 お よ び 脱 脂 花
粉 で の ア レ ル ゲ ン プ ロ フ ィ ー ル に お け る 相 違 を 示 唆 し た （ Ermelら  (1997)お よ び G. del V
alら , J. Allergy Clin. Immunol. 103,690 (1999)） 。 該 結 果 は 、 花 粉 に 対 す る ア レ ル ゲ
ン 性 応 答 に 関 連 し て い る 可 能 性 が あ る た め 、 興 味 深 く 思 わ れ た 。 Bridgerお よ び Protcor, 
Ann. Otol. Rhinol. Laryngol. 80,445 (1971)に 示 さ れ て い る と お り 、 花 粉 粒 サ イ ズ の ア
ル ブ ミ ン ビ ー ズ は 、 飲 み 込 ま れ る 前 に 鼻 お よ び 喉 頭 に 約 30分 間 留 ま る 。 し た が っ て 、 そ の
時 間 中 に 大 量 の 花 粉 タ ン パ ク 質 が 放 出 さ れ る （ Howlettら , J. Cellsci, 13,603 (1973)）
。 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 抽 出 の 最 初 の 20分 以 内 に 放 出 さ れ る タ ン パ ク 質 に 焦 点 を 合
わ せ た 。 な ぜ な ら 、 こ の 画 分 中 に 新 規 ア レ ル ゲ ン （ 「 第 1放 出 タ ン パ ク 質 」 ） が 存 在 し う
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る と 考 え ら れ る か ら で あ る 。 こ の 画 分 は い く つ か の ア レ ル ゲ ン （ Amb t 5、 Amb t 3お よ び
シ ト ク ロ ム c） を 含 有 す る こ と が 公 知 で あ る （ Marshら , (1981), Hussainら , (1981)） 。
し か し 、 主 要 ア レ ル ゲ ン （ Amb t 1） は 、 最 大 放 出 に 数 時 間 を 要 す る （ King (1972), Ishi
zakaら  (1974), Kingら  (1974)お よ び Ishizakaら  (1974)） 。 本 発 明 者 ら の 初 期 の 結 果 は
、 脱 脂 花 粉 が 、 該 第 1放 出 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 欠 損 の 点 で 、 そ の 完 全 対 応 物 と 異 な る
こ と を 示 唆 し た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。
【 ０ １ ５ ９ 】

こ の 知 見 に 促 さ れ て 、 本 発 明 者 ら は 、 完 全 お よ び 脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 の 第 1放 出 タ ン パ ク 質
中 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 分 析 を 行 う こ と と な っ た （ Bradford (1976)） 。 完 全 花 粉 粒 の
水 性 抽 出 物 中 に 回 収 さ れ た 大 量 の 脂 質 の た め 、 本 発 明 者 ら は 、 大 量 の 「 第 1放 出 タ ン パ ク
質 」 を 得 る た め の 方 法 を 案 出 し た 。 本 比 較 研 究 に お い て は 、 石 油 エ ー テ ル 抽 出 お よ び 濾 過
の 工 程 の 後 に 得 ら れ た 水 溶 液 を Sephadex G-50Fゲ ル 濾 過 カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 該 画 分 を 、
ブ タ ク サ 感 受 性 患 者 か ら の 血 清 で プ ロ ー ブ し た 。 つ い で 、 そ れ ら の 2つ の タ イ プ の 花 粉 調
製 物 か ら の 画 分 を 、 （ a） ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 を 用 い て 全 タ ン パ ク 質 に 関 し て （ 図 3A）
、 （ b） ジ チ オ ト レ イ ト ー ル （ 9、 24-27） で の 還 元 後 に 適 用 さ れ る 蛍 光 プ ロ ー ブ で あ る モ
ノ ブ ロ モ ビ マ ン （ mBBr） を 使 用 し て ス ル フ ヒ ド リ ル 基 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 に 関 し て （ 図
3B） 、 お よ び （ c） オ オ ブ タ ク サ に 対 す る 特 異 的 IgEを 有 す る 10名 の 患 者 か ら の プ ー ル 化 血
清 を 使 用 し て ア レ ル ゲ ン に 関 し て （ 図 3C） 調 べ た （ S. S. Teuberm, K. C. Jarvis, A. M.
 Dandekar, W. R. Peterson, A. A. Ansari, J. Allergy Clin. Immunol. 104,1311 (199
9)） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
完 全 お よ び 脱 脂 花 粉 間 で 有 意 な 相 違 が 認 め ら れ た 。 際 立 っ て い た の は 、 ス ル フ ヒ ド リ ル 成
分 を 含 有 し 該 ゲ ル 濾 過 カ ラ ム か ら の 溶 出 が 遅 く 低 分 子 量 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 Amb t 5）
と 共 に 回 収 さ れ た 30kDaタ ン パ ク 質 （ く さ び 形 で 示 さ れ て い る ） で あ っ た （ 図 3Aお よ び 3B
） 。 30kDaタ ン パ ク 質 は 、 使 用 し た ヒ ト 血 清 の プ ー ル に お い て IgEに よ り 認 識 さ れ た （ 図 3C
） 。 ゲ ル 濾 過 画 分 を 個 々 の 血 清 に さ ら す こ と に よ り 、 30kDaタ ン パ ク 質 は 、 試 験 し た 全 10
名 の 患 者 の 血 清 に よ り 認 識 さ れ る が 、 そ の 他 の ア レ ル ゲ ン は 認 識 さ れ な い こ と を 、 本 発 明
者 ら は 見 出 し た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 こ の 知 見 は 、 30kDaタ ン パ ク 質 が 主 要 ア レ ル
ゲ ン で あ る こ と を 示 唆 し た （ 後 記 図 5Aお よ び 5Bを 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ １ ６ １ 】
30kDaタ ン パ ク 質 に 加 え て 、 こ れ ま で に 記 載 さ れ て い な い 幾 つ か の タ ン パ ク 質 が ヒ ト IgEに
結 合 す る こ と が 判 明 し た 。 こ れ ら は 、 （ i） Amb t 3の 直 下 の 完 全 花 粉 抽 出 物 中 の 8～ 10kDa
ジ ス ル フ ィ ド タ ン パ ク 質 （ G-50F画 分 #36） （ 図 3Cに お い て 、 該 8～ 10kDaタ ン パ ク 質 は 星 印
で 示 さ れ て い る ） 、 お よ び （ ii） 該 ゲ ル 濾 過 で 遅 れ な か っ た 脱 脂 抽 出 物 中 の 第 2の 30kDaタ
ン パ ク 質 （ 図 3Cに お い て 菱 形 で 示 さ れ て い る G-50F画 分 #16） を 含 む 。 最 後 に 、 Marshら が
報 告 し て い る と お り 、 本 発 明 者 ら は 、 Amb t 3お よ び Amb t 5と は 異 な り 、 主 要 ア レ ル ゲ ン
Amb t 1-2の レ ベ ル が 、 完 全 花 粉 か ら の タ ン パ ク 質 画 分 に お い て は 低 い こ と を 見 出 し た 。
一 方 、 脱 脂 花 粉 か ら の 対 応 画 分 中 に は 、 有 意 に 高 い 量 の Amb t 1-2が 見 出 さ れ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】

そ の 明 ら か な ア レ ル ゲ ン 性 の た め 、 本 発 明 者 ら は 、 前 記 で 詳 し く 説 明 し た と お り 、 30kDa
タ ン パ ク 質 を 、 均 一 に な る ま で 完 全 花 粉 か ら 精 製 し た 。 該 タ ン パ ク 質 の 特 徴 づ け に お い て
、 本 発 明 者 ら は 、 そ れ が 多 数 の 公 知 ア レ ル ゲ ン の 特 性 を 有 す る こ と を 見 出 し た （ R. D. J.
 Huby, R. J. Dearman, I. Kimber, Toxicol. Sci. 55, 235 (2000). S. B. Lehrer, W. 
E. Horner, G. Reese, Crit. Rev. Food Sci. Nutr.. 553-64 (1996). D. D. Metcalfeら
, Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 36, S165 (1996). J. D. Astwood, J. N. Leach, R. L. 
Fuchs, Nat. Biotechnol. 14,1269 (1996)） 。 す な わ ち 、 そ れ は 、 （ i） 糖 タ ン パ ク 質 で
あ り （ 図 4A） 、 （ ii） 少 な く と も 1つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 し （ 図 4B） 、 お よ び （ iii）
約 8.0の pIを 有 し て い た （ 等 電 点 電 気 泳 動 に よ る 測 定 、 デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 該 タ ン
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パ ク 質 中 の 糖 部 分 の 知 見 は 、 も う 1つ の 興 味 深 い 特 性 に 導 い た 。 該 ゲ ル 濾 過 分 離 の 後 、 30k
Daタ ン パ ク 質 は 糖 タ ン パ ク 質 ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム （ コ ン カ ナ バ リ ン A） 上 で 強 力 に 保 持
さ れ た （ ＞ 90％ ） 。 こ の 特 性 は 、 該 タ ン パ ク 質 の 精 製 を 数 工 程 に 単 純 化 す る 。 ま た 、 更 な
る 実 験 は 、 30kDaタ ン パ ク 質 が 、 レ ク チ ン ア フ ィ ニ テ ィ ー カ ラ ム に よ り 、 よ り 低 い レ ベ ル
で 保 持 さ れ る こ と を 示 し た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。 該 ア フ ィ ニ テ ィ ー デ ー タ は 、 糖 部
分 が 主 に α -D-マ ン ノ ー ス お よ び α -D-グ ル コ ー ス か ら 構 成 さ れ る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ １ ６ ３ 】

次 の 課 題 は 、 ブ タ ク サ 感 受 性 患 者 で の 30kDaタ ン パ ク 質 の ア レ ル ゲ ン と し て の 重 要 性 を 評
価 す る こ と で あ っ た 。 ア レ ル ゲ ン は 、 少 な く と も 15名 の 感 受 性 患 者 の 少 な く と も 50％ に よ
り 免 疫 学 的 に 認 識 さ れ れ ば 主 要 で あ る と み な さ れ る （ S. B. Lehrerら , (1966)） 。 本 発 明
者 ら の 場 合 、 ブ タ ク サ 花 粉 症 （ ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 ） の 病 歴 、 オ オ ブ タ ク サ 、 短 ブ タ ク サ お
よ び 西 洋 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 の 混 合 物 に 対 す る 陽 性 プ リ ッ ク 皮 膚 試 験 結 果 を 有 し 、 IgEに
関 す る オ オ ブ タ ク サ に 対 す る 承 認 さ れ た in vitro（ Pharmacia ImmunoCAP FEIA） 試 験 に お
い て 陽 性 （ kU/l＞ 0.35） で あ っ た 7個 体 か ら の 血 清 を 、 最 初 に ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 全 7個
の 血 清 は 、 30kDaタ ン パ ク 質 へ の IgE結 合 を 示 し た 。 本 発 明 者 ら の 研 究 を 遂 行 す る た め に 、
本 発 明 者 ら は 、 ク サ お よ び 恐 ら く は ブ タ ク サ に 対 し て ア レ ル ギ ー 性 で あ る と 同 定 さ れ た 患
者 か ら の 35個 の 更 な る 血 清 を 盲 検 的 に 分 析 し た 。 そ の う ち 、 31名 の 患 者 の 血 清 が 30kDaタ
ン パ ク 質 へ の 結 合 を 示 し た （ 図 5Aに お い て 、 「 +」 で 示 さ れ て い る ） 。 こ れ ら の 患 者 血 清
の う ち の 15個 は 、 ブ タ ク サ に 対 す る 陽 性 ImmunoCAP（ kU/l＞ 0.35） を 有 し 、 ま た 、 30kDaタ
ン パ ク 質 に 対 す る IgE結 合 を 示 し た （ 図 5Aに お い て 、 丸 付 き の 「 ＋ 」 で 示 さ れ て い る ） 。
し た が っ て 、 皮 膚 試 験 お よ び ／ ま た は ImmunoCAPに よ り ブ タ ク サ に 対 し て 陽 性 で あ る 22個
の 患 者 血 清 （ 第 1群 か ら の 7個 、 ク サ 群 か ら の 15個 ） が 30kDaタ ン パ ク 質 へ の IgE結 合 を 示 し
、 そ れ が 主 要 ア レ ル ゲ ン で あ る と み な さ れ た （ 図 5A） 。 残 り の 20個 の ク サ ア レ ル ギ ー 性 対
照 血 清 の う ち 、 図 3Aに お い て 「 +」 で 示 さ れ た 16個 は 、 そ の い く つ か は 非 常 に 僅 か で は あ
っ た も の の 、 30kDaタ ン パ ク 質 へ の IgE結 合 を 示 し た が 、 ブ タ ク サ に 対 す る ImmunoCAPで は
陰 性 で あ っ た 。 こ の 点 を 更 に 研 究 す る た め に 、 30kDaタ ン パ ク 質 を 含 有 す る 完 全 花 粉 か ら
の 第 1放 出 タ ン パ ク 質 画 分 に 対 し て 及 び 市 販 の 対 応 物 に 対 し て 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 を 行 っ た
。 該 完 全 花 粉 抽 出 物 に お い て は 22個 の 血 清 が 幾 つ か の タ ン パ ク 質 に 対 し て 強 く 陽 性 で あ っ
た が 、 市 販 の ブ タ ク サ 調 製 物 に 対 し て は 18個 が 陽 性 で あ る に 過 ぎ な か っ た （ ImmunoCAP試
験 で 陽 性 ） 。 完 全 花 粉 抽 出 物 に 対 し て 陽 性 で あ る 群 か ら 選 ば れ た 6名 の 患 者 か ら の 血 清 を
示 す 免 疫 ブ ロ ッ ト を 、 図 5Bに 示 す 。 興 味 深 い こ と に 、 オ オ ブ タ ク サ に 対 す る ImmunoCAPア
ッ セ イ で 陰 性 で あ る 22個 の 患 者 血 清 の う ち の 4個 （ 患 者 番 号 7、 9、 18お よ び 26） は 、 該 完
全 花 粉 抽 出 物 お よ び 30kDaア レ ル ゲ ン に 対 し て は IgE結 合 を 示 し た が 、 該 市 販 対 応 物 （ 図 5B
に お い て は 番 号 7が 示 さ れ て い る ） に 対 し て は 示 さ な か っ た 。 ImmunoCAPで か ろ う じ て 陽 性
（ 0.37kU/l） ま た は 陰 性 で あ っ た 2個 の 患 者 血 清 （ 番 号 4お よ び 7） は 、 該 市 販 抽 出 物 で 試
験 し た 場 合 に は 陰 性 で あ っ た が 、 完 全 花 粉 の 第 1放 出 タ ン パ ク 質 お よ び 30kDaア レ ル ゲ ン で
は 陽 性 で あ っ た （ 図 5B） 。
【 ０ １ ６ ４ 】
簡 潔 に 説 明 す る と 、 本 発 明 者 ら は 、 試 験 し た 42個 の 患 者 血 清 の う ち 、 22個 が Pharmacia Im
munoCAPア ッ セ イ ま た は 皮 膚 試 験 に よ り 陽 性 で あ り 、 29個 が 完 全 ブ タ ク サ 花 粉 抽 出 物 の 第 1
放 出 タ ン パ ク 質 に 対 し て 陽 性 で あ り 、 39個 が 該 精 製 30kDaタ ン パ ク 質 に 対 し て 陽 性 で あ る
こ と を 見 出 し た 。
【 ０ １ ６ ５ 】
要 約 す る と 、 ブ タ ク サ に 対 し て 陽 性 ImmunoCAPま た は 陽 性 皮 膚 試 験 結 果 を 有 す る 患 者 か ら
の 血 清 を 使 用 す る IgE免 疫 ブ ロ ッ ト は 、 30kDaタ ン パ ク 質 が 主 要 ア レ ル ゲ ン で あ る こ と を 示
し て い る 。 さ ら に 、 本 発 明 者 ら の 研 究 は 、 市 販 の 脱 脂 抽 出 物 の 使 用 が 偽 陰 性 を 与 え う る こ
と を 示 唆 し て い る 。 す な わ ち 、 本 発 明 者 ら は 、 血 清 が 完 全 花 粉 抽 出 物 に 対 し て は 陽 性 で あ
る が ImmunoCAPア ッ セ イ で は 陰 性 で あ る 患 者 を 同 定 し た 。 例 え ば 、 ImmunoCapス ク リ ー ニ ン
グ と は 反 応 し な い （ 番 号 7に 関 し て は 図 5B、 他 の デ ー タ は 示 し て い な い ） 、 完 全 花 粉 抽 出
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物 に 対 す る 少 な く と も 4個 の 強 力 な 反 応 体 （ 患 者 血 清 番 号 7、 9、 18お よ び 26） が 存 在 し た
。 こ の 知 見 に 基 づ け ば 、 ImmunoCapア ッ セ イ は ブ タ ク サ 感 受 性 患 者 の 約 18％ （ 該 完 全 花 粉
抽 出 物 中 の タ ン パ ク 質 に 結 合 し た 血 清 IgEを 有 す る 22名 中 4名 の 患 者 ） を 見 落 と し て い る 可
能 性 が あ る 。 し か し 、 こ の 点 は 、 ImmunoCAPで は 陰 性 （ 脱 脂 花 粉 が そ の 調 製 物 中 で 使 用 さ
れ る ） で あ る が 完 全 花 粉 に 対 し て は 陽 性 で あ る 患 者 に お け る 攻 撃 試 験 に よ り 、 臨 床 的 に 相
互 に 関 連 づ け ら れ る 必 要 が あ ろ う 。 ま た 、 本 発 明 者 ら は 、 20個 の ク サ ア レ ル ギ ー 性 血 清 の
う ち 、 30kDaタ ン パ ク 質 と は 反 応 性 で あ る が そ の 他 の 試 験 で は 検 出 さ れ な い 16個 （ 患 者 番
号 1、 6、 7、 8、 9、 12、 17、 18、 22、 23、 24、 25、 26、 30、 31お よ び 34か ら の 血 清 ） を 同
定 し た 。 こ れ ら の 患 者 の ブ タ ク サ 感 受 性 に 関 す る 臨 床 的 履 歴 は 知 ら れ て い な か っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
ク サ ア レ ル ギ ー 性 患 者 の 血 清 （ ImmunoCAPに よ り ブ タ ク サ に 陰 性 ） の 80％ （ 20個 中 16個 ）
が 30kDaタ ン パ ク 質 へ の 結 合 を 示 し た と い う 知 見 は 、 こ の タ ン パ ク 質 が 他 の ア レ ル ゲ ン 源
中 の 対 応 タ ン パ ク 質 と 交 差 反 応 す る と い う 可 能 性 を 提 示 し た 。 こ の 可 能 性 を 調 べ る た め に
、 臨 床 的 お よ び 地 理 的 履 歴 に よ り ブ タ ク サ 花 粉 症 の 診 断 が 裏 付 け ら れ た 35名 の ク サ ア レ ル
ギ ー 性 患 者 群 の 患 者 か ら の 30kDaタ ン パ ク 質 に 強 力 に 結 合 す る 2個 の 血 清 （ 番 号 2、 20） お
よ び 弱 く 結 合 す る 2個 の 血 清 （ 番 号 33、 35） を 使 用 し て 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 抑 制 を 行 っ た 。 図 6
A（ 左 パ ネ ル ） は 、 対 照 タ ン パ ク 質 オ ボ ア ル ブ ミ ン （ O） が 不 活 性 で あ り 、 添 加 イ ン ヒ ビ タ
ー 無 し の 対 照 処 理 （ C） に 類 似 し て い る こ と を 示 し て い る 。 こ れ に 対 し て 、 ク ロ グ ル ミ （ W
） お よ び ペ レ ニ ア ル ラ イ グ ラ ス （ R） の 完 全 花 粉 か ら の 抽 出 物 で の 血 清 の 処 理 は 、 部 分 的
ま た は 完 全 に 、 30kDaタ ン パ ク 質 へ の IgE結 合 を 抑 制 し た 。 更 な る 17個 の 患 者 血 清 を 、 30kD
aタ ン パ ク 質 と ラ イ グ ラ ス 花 粉 抽 出 物 と の 間 の 交 差 反 応 性 に 関 し て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
そ れ ぞ れ の 場 合 に お い て 、 ラ イ グ ラ ス 抽 出 物 は 、 部 分 的 ま た は 完 全 に 、 30kDaタ ン パ ク 質
に 対 す る IgEを 吸 収 し た （ 図 6B右 パ ネ ル ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ブ タ ク サ 花 粉 由 来 の 30kDaタ
ン パ ク 質 が 他 の 花 粉 （ ク ル ミ お よ び ラ イ グ ラ ス ） 中 の 対 応 物 と 交 差 反 応 す る こ と を 示 唆 し
て い る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
10名 の ブ タ ク サ 感 受 性 患 者 か ら の 血 清 （ 図 3Cの 場 合 と 同 じ も の ） に 関 す る ELISAプ ロ ト コ
ー ル （ 38） を 用 い る ア レ ル ゲ ン 性 の 比 較 評 価 は 、 該 免 疫 ブ ロ ッ ト が 30kDaタ ン パ ク 質 を ア
レ ル ゲ ン と し て 同 定 す る も の で あ る こ と を 証 明 し た （ 図 7） 。 さ ら に 、 該 デ ー タ は 、 30kDa
タ ン パ ク 質 が 、 ブ タ ク サ に お い て 最 強 で あ る と 提 示 さ れ た ア レ ル ゲ ン で あ る Amb t 1を 含
む 試 験 し た い ず れ の 公 知 ア レ ル ゲ ン （ 39、 40） よ り 高 い 割 合 の こ れ ら の 患 者 か ら の ヒ ト Ig
Eに 結 合 す る こ と を 示 し た （ t検 定 、 p=0.02） 。 該 結 果 は 、 30kDaタ ン パ ク 質 が ブ タ ク サ 花
粉 中 の 主 要 ア レ ル ゲ ン で あ る と い う 更 な る 証 拠 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
も う 1つ の 疑 問 は 、 30kDaタ ン パ ク 質 の ア レ ル ゲ ン 性 が in vivoで 検 出 さ れ う る か 否 か と い
う こ と で あ る 。 こ の 目 的 の た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 Ermelら  (1997)が オ オ ブ タ ク サ 花 粉 に
対 し て 感 作 し た ア ト ピ ー 性 イ ヌ 群 で 該 精 製 タ ン パ ク 質 を 試 験 し 、 過 敏 性 応 答 を 観 察 し た （
41） 。 本 発 明 者 ら は 、 試 験 し た 動 物 19匹 中 16匹 で 陽 性 結 果 を 得 た （ 表 1） 。 老 い た イ ヌ は
、 30kDaタ ン パ ク 質 に 対 し て 、 そ れ ら の 若 い 対 応 体 よ り （ 10倍 ） 感 受 性 で あ っ た 。 ま た 、
老 い た イ ヌ は 該 新 規 ア レ ル ゲ ン に 対 し て 一 様 に 感 受 性 で あ っ た が 、 若 い イ ヌ の 20％ は そ う
で は な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 市 販 の 調 製 物 中 に 存 在 す る 低 レ ベ ル の 30kDaタ ン パ ク 質
が 、 長 期 に わ た り 反 復 し て 注 射 さ れ れ ば 、 イ ヌ を 感 作 す る の に 十 分 で あ る こ と を 示 し て い
る 。 ま た 、 こ の 知 見 は 、 該 脱 脂 市 販 抽 出 物 が 主 要 ア レ ル ゲ ン を 欠 く と い う 結 論 を 支 持 し て
い る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
表 1： 膨 疹 を 形 成 す る 完 全 ブ タ ク サ 花 粉 か ら の 30kDaタ ン パ ク 質 の 最 少 量 の 平 均
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【 ０ １ ７ ０ 】
次 の 課 題 は 、 30kDaタ ン パ ク 質 が 既 に 記 載 さ れ て い る か 否 か を 判 定 す る こ と で あ っ た 。 し
た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 マ ス ス ペ ク ト ロ メ ト リ ー に よ り 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 得 た 。 そ の
結 果 は 、 エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 に 対 す る 僅 か な 類 似 性 を 除 き 、 花 粉 ま た は 他 の 起 源 に
由 来 す る 30kDaタ ン パ ク 質 が 未 だ 記 載 さ れ て い な い こ と を 示 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
ト リ プ テ ィ ッ ク ペ プ チ ダ ー ゼ の ア ミ ノ 酸 配 列
1. L/I L/I SGISNTVYANPK（ 配 列 番 号 1）
2. PTSFN L/I ATK（ 配 列 番 号 2）
3. L/I YGLVQFNR（ 配 列 番 号 3）
4. FY L/I FSTK（ 配 列 番 号 4）
5. FYATEV L/I D L/I D*（ 配 列 番 号 5）
6. LLDNLHQQTPPDGFGR（ 配 列 番 号 6）
7. MYATEVLDLDGSK（ 配 列 番 号 7）
8. YSDGNFFGAGLDHQ（ 配 列 番 号 8）
9. LLNNMR（ 配 列 番 号 9）
10. VEASAELR（ 配 列 番 号 10）
11. LLSGLSDTV（ 配 列 番 号 11）
* 　 エ ン ベ ロ ー プ 糖 タ ン パ ク 質 に 対 す る 相 同 性
【 ０ １ ７ ２ 】
本 発 明 者 ら は 、 花 粉 の 細 胞 外 脂 質 層 に 関 連 す る ア レ ル ゲ ン を 抽 出 す る た め の 簡 便 な 方 法 を
開 発 し た 。 こ の 方 法 に よ り 、 数 分 以 内 に 完 全 ブ タ ク サ 花 粉 か ら 放 出 さ れ る 30kDaタ ン パ ク
質 で あ る 主 要 新 規 ア レ ル ゲ ン が 得 ら れ た （ そ れ は 商 業 的 脱 脂 方 法 に お い て は 捨 て ら れ る ）
。 該 タ ン パ ク 質 は グ リ コ シ ル 化 さ れ て お り 、 30kDaの 分 子 量 を 有 し 、 水 溶 性 で あ り 、 少 な
く と も 1つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 有 す る 。 配 列 デ ー タ は 間 も な く 入 手 さ れ る 。 30kDaタ ン パ
ク 質 、 お よ び ブ タ ク サ 花 粉 粒 か ら 数 分 以 内 に 放 出 さ れ る タ ン パ ク 質 の う ち の 特 徴 づ け ら れ
て い な い 他 の ア レ ル ゲ ン に つ い て の 知 見 は 、 こ れ ら の ア レ ル ゲ ン が 花 粉 に 対 す る 最 初 の ア
レ ル ギ ー 症 状 の 出 現 と 密 接 に 関 連 し て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 本 発 明 者 ら は 、 新 規 ア レ
ル ゲ ン を Amb t 7と 命 名 す る こ と を 提 案 し て い る （ WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-
Committeeに 提 出 さ れ て い る ） 。
【 ０ １ ７ ３ 】
手 元 の デ ー タ は 、 IgE免 疫 ブ ロ ッ ト 法 で ブ タ ク サ 花 粉 に 感 受 性 で あ る 患 者 の 18％ ま で が 、
皮 膚 試 験 お よ び in vitro特 異 的 IgEア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 現 在 の 臨 床 用 調 製 物 中 の Amb t 7
タ ン パ ク 質 お よ び 恐 ら く は 他 の ア レ ル ゲ ン の 欠 如 の た め 、 診 断 さ れ な い こ と を 示 し て い る
。 ア レ ル ギ ー 専 門 医 は 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 症 状 に お け る 典 型 的 な 季 節 的 変 化 を 示 す が 通 常
の ア レ ル ゲ ン パ ネ ル に 対 す る プ リ ッ ク 皮 膚 試 験 で は 陰 性 で あ る 患 者 に 時 々 遭 遇 す る 。 完 全
花 粉 か ら の 水 性 抽 出 物 が 30kDaタ ン パ ク 質 の よ う な ア レ ル ゲ ン を 含 有 す る と い う 認 識 は 、
こ れ ら の 患 者 の 診 断 お よ び 免 疫 療 法 の た め の 改 良 さ れ た 製 剤 を 得 る の に 有 用 で あ り う る 。
Amb t 7の 反 応 性 を 古 典 的 な ブ タ ク サ ア レ ル ギ ー 症 候 群 と 相 関 づ け る た め に 、 既 知 の ブ タ
ク サ ア レ ル ギ ー を 有 す る 患 者 を 免 疫 寛 容 対 応 体 と 比 較 す る た め に は 、 皮 膚 試 験 研 究 を 利 用
す る こ と が で き る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ １ ７ ４ 】
【 図 １ 】 ブ タ ク サ の 花 粉 の 壁 の 構 造 を 示 す 。
【 図 ２ ａ 】 臨 床 上 の 花 粉 調 製 物 を 製 造 す る た め の 従 来 方 法 を 示 す 。
【 図 ２ ｂ 】 30kDaタ ン パ ク 質 お よ び 他 の タ ン パ ク 質 を ブ タ ク サ 花 粉 か ら 抽 出 す る た め の 方
法 の 概 要 を 示 す 。
【 図 ３ 】 完 全 お よ び 脱 脂 ブ タ ク サ 花 粉 か ら の 水 性 抽 出 物 の 全 タ ン パ ク 質 、 ス ル フ ヒ ド リ ル
タ ン パ ク 質 お よ び ア レ ル ゲ ン の プ ロ フ ァ イ ル を 示 す 。 図 3Aは 、 全 タ ン パ ク 質 に 対 し て 染 色
さ れ た ゲ ル を 示 す 。 図 3Bは 、 モ ノ ブ ロ モ ビ マ ン （ monobromobimane） で の ス ル フ ヒ ド リ ル
の 測 定 を 示 す 。 図 3Cは 、 IgE免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ る 免 疫 ア レ ル ゲ ン の 測 定 を 示 す 。
【 図 ４ 】 30kDaタ ン パ ク 質 の 特 性 の い く つ か を 示 す 。 図 4Aは 、 30kDaタ ン パ ク 質 が グ リ コ シ
ル 化 さ れ て い る こ と を 示 す 。 図 4Bは 、 30kDaタ ン パ ク 質 が 少 な く と も 1つ の ジ ス ル フ ィ ド 結
合 を 含 有 す る こ と を 示 す 。
【 図 ５ 】 SDS/PAGE（ 10～ 20％ ） /IgE免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ る 、 花 粉 調 製 物 に 対 す る ク サ 感 受
性 患 者 由 来 の 血 清 の 応 答 を 示 す 。 図 5Aは 、 純 粋 な 30kDaタ ン パ ク 質 に 対 す る 、 35名 の 患 者
か ら の 血 清 の 応 答 を 示 す 。 図 5Bは 、 市 販 ブ タ ク サ 抽 出 物 （ 左 パ ネ ル ） 、 完 全 花 粉 抽 出 物 （
中 央 パ ネ ル ） お よ び 精 製 30kDaタ ン パ ク 質 （ 右 パ ネ ル ） に 対 す る 、 選 択 さ れ た ク サ 陽 性 患
者 か ら の 血 清 の 応 答 を 示 す 。
【 図 ６ 】 ク ル ミ お よ び ラ イ グ ラ ス 花 粉 抽 出 物 で の 30kDaタ ン パ ク 質 の 免 疫 ブ ロ ッ ト 抑 制 、
な ら び に 交 差 反 応 性 の 実 例 を 示 す 。
【 図 ７ 】 既 知 ブ タ ク サ ア レ ル ゲ ン に 結 合 す る ヒ ト IgEの 割 合 （ ％ ） と 30kDaタ ン パ ク 質 に 結
合 す る ヒ ト IgEの 割 合 （ ％ ） と の 比 較 を 示 す 。
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【 図 ２ ａ 】

【 図 ２ ｂ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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