
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
実質的に精製された形態であり、分子量が３４／３５ｋＤａおよび３６／３７ｋＤａの二
つのポリペプチド連鎖で構成されており、ｐＩが約９．６であり、内部ペプチドフラグメ
ントとしてアミノ酸配列：ＦＤＥＮＮＸＱＰＥＶＥ及びＲＮＩＨＤＡＩＲＳＡＧＬＱを有
することを特徴とする Hev ｂ  II と命名されたヘベア・ブラジリエンシスのラテックスま
たは組織由来のアレルゲン性蛋白。
【請求項２】
請求項１に記載のアレルゲン性蛋白に対して生成するモノクローナル抗体。
【請求項３】
アレルゲン性蛋白  Hev　ｂ  II に対して生成しＵＳＭ／ＲＢ４と命名された請求項２記載
のモノクローナル抗体。
【請求項４】
高速遠心分離に付した天然ゴムラテックスのＢセラムおよび／またはＣセラムの画分から
抽出し回収することを含んでなる請求項１に記載のアレルゲン性蛋白の製造方法。
【請求項５】
請求項１記載のアレルゲン性蛋白および請求項２または３のモノクローナル抗体を使用す
ることを含んでなることを特徴とする、濃縮ラテックス、製造されたラテックス製品また
は乾燥ゴムで製造した製品のなかに存在する天然ゴムラテックスのアレルゲンのレベルを
定性測定および／または定量測定する分析法。
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【請求項６】
請求項１記載のアレルゲン性蛋白および請求項２または３記載のモノクローナル抗体を使
用することを含んでなることを特徴とする、血液、血清または血液製品のなかに存在する
天然ゴムラテックスのアレルゲン性蛋白に対する抗体（ＩｇＥ）のレベルを定性測定およ
び／または定量測定する分析法。
【請求項７】
天然ゴムラテックスに対するＩ型過敏症に対する生体外の診断試験の形態である請求項６
記載の分析法。
【請求項８】
アレルゲン性蛋白および／またはモノクローナル抗体にビオチンで標識を付ける請求項５
～７のいずれか一つに記載の分析法。
【請求項９】
ラテックス蛋白アレルギーの治療における脱感作剤として使用するための、請求項１記載
のアレルゲン性蛋白。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
この発明は、実質的に精製された形態の、天然ゴムラテックスのアレルゲン性蛋白；その
製造法；および天然ゴムラテックス中またはラテックスで製造された製品中のアレルゲン
性蛋白のレベルを定性測定および定量測定するための分析法で、これらアレルゲン性蛋白
に対して発生するモノクローナル抗体とともに用いる該蛋白の使用に関する。天然ゴムラ
テックスによって誘発されるアレルギー反応の発生を仲介する血液中または血液製品中の
抗体を同定および／または定量する分析法、ならびに天然ゴムラテックスに対する過敏症
を検出し、前記アレルゲン性蛋白を使用する生体内および生体外の診断試験法も提供する
。またこの発明は、ラテックス蛋白アレルギーを治療する際の脱感作剤としての前記アレ
ルゲンの使用を提供するものである。さらにこの発明はラテックス製品からアレルゲン性
蛋白を除去する方法を提供するものである。
【０００２】
なお以後この明細書で使用するいくつかの用語を定義する用語集を以下に示す。
【０００３】
全蛋白：試料中に存在するすべての蛋白とそのフラグメント。
【０００４】
抗原蛋白：全蛋白中の一つの群。これらの蛋白は動物とヒトの身体内に抗体の産生を起こ
させる。誘発される抗体には、アレルギー反応を誘発できるＩｇＥクラスの抗体およびア
レルギーを誘発しないＩｇＥクラスの抗体も含まれている。また用語“抗原蛋白”は抗体
によって認識される（抗原と反応する）蛋白も意味する。
【０００５】
アレルゲン性蛋白：抗原蛋白中の一群（したがって全蛋白中のサブグループである）。こ
れらの蛋白は動物またはヒトの身体中にＩｇＥクラスの抗体の産生を起こさせる。これら
の蛋白は、それらに対して特異的なＩｇＥが存在している場合、アレルギー反応を誘発で
きる。用語“アレルゲン性蛋白”はＩｇＥによって認識される（ＩｇＥと反応する）蛋白
も意味する。
【０００６】
アレルゲン：ＩｇＥクラスの抗体の産生を動物またはヒトの身体内で起こさせる物質（蛋
白など）。アレルゲンは、それに対して特異的なＩｇＥが存在している場合、アレルギー
反応を誘発することができる。用語“アレルゲン”は、ＩｇＥによって認識される（Ｉｇ
Ｅと反応する）物質も意味する。
【０００７】
ラテックス蛋白アレルギーについては、知られている唯一のアレルゲンは事実上、蛋白質
性である。したがって、この明細書では、用語のラテックスアレルゲン、アレルゲン、ア
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レルゲン性蛋白および蛋白アレルゲンは同義語である。
【０００８】
抗体：動物の血清中に存在し、抗原に応答して形質細胞によって合成される免疫グロブリ
ン。
ＩｇＥ：抗体の中の一群。アレルゲンに対して特異的なＩｇＥは、動物または／ヒトの身
体をアレルゲンに暴露すると該身体中に誘発される。続いてアレルゲンに暴露するとアレ
ルギー反応を誘発する。
【０００９】
ポリクローナル抗体：特定の抗原に対する抗体のコレクションである。ほとんどの抗原は
多数のエピトープをもっているので、与えられた一つの抗原に対して多数の異なる抗体が
ある。
【００１０】
モノクローナル抗体：リンパ球の単個クローンによって産生される免疫グロブリン（抗体
）。モノクローナル抗体は、抗原の単一のエピトープしか認識しない。
【００１１】
エピトープ：抗体の結合部位またはＴ細胞の抗原受容体によって特異的に認識される分子
の抗原決定基。
【００１２】
ハイブリドーマ：培養で無限に増殖できる骨髄腫細胞系と、正常な抗体分泌性Ｂ細胞とを
融合することによって得られる細胞系。得られる細胞系は、両パートナーの特性を有し、
正常なＢ細胞の抗体産物を分泌し続ける。それ自体の免疫グロブリン産物を作ることを停
止しているが、その機能を実行する機構を保持している骨髄腫を選択することによって、
ハリブリドーマは正常なＢ細胞抗体のみを分泌する。この細胞系はクローン化されるので
その抗体はモノクローナル抗体である。
【００１３】
【従来の技術および発明が解決しようとする課題】
アレルゲン性蛋白（アレルゲン）は感作されたヒトにアレルギー反応を誘発することがあ
り、重症の場合、死に至ることがあるアナフラキシー・ショックを起こす場合がある。ラ
テックス手袋のようなラテックス製品中に存在する蛋白は、このような製品を使用するヒ
トの少数に“Ｉ型過敏症”として知られている一種のアレルギーを誘発することがある。
したがって、ゴム製品特に浸漬ラテックスの製品（  dipped　 latex　 product ）を使用す
ることは、健康管理の観点から注意されかつ心配されている。
【００１４】
商業用のゴムノキのヘベア・ブラジリエンシス（  Hevea　 brasiliensis　）由来の天然ゴ
ムは、アジアおよびアフリカの多くの国の経済の重要な商品である。天然ゴムは、ベール
、シートの形態および濃縮ラテックス（  latex　 concentrate ）として取引されている。
天然ゴムの濃縮ラテックスは、試験、外科および家庭で用いる手袋のような“浸漬ラテッ
クス”製品を製造するのに大きな需要がある。１９９３年にマレーシアだけでラテックス
浸漬商品を、合計８億８千万ＵＳドル輸出した。特にラテックスの試験用手袋に対する全
世界の需要が近年、ＨＩＶの感染による後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）の発生が増大
しているため、著しく増大している。
【００１５】
天然ゴムラテックス製の手袋などの外科用補助用具は接触じんま疹を起こすことがあり、
少数の症例で、以前に感作されたヒトにアナフラキシー反応をもたらしているという近年
の報告がある（  Nutter の１９７９年の報告、 Turjanmaa らの１９８４年の報告、  Axels
sonらの１９８７年の報告、 Leynadier らの１９８９年の報告）。アナフラキシーは生命
にかかわることがあるので、手袋の製造に用いられる各種の化学化合物によって起こる一
般にゆるやかな皮膚の感受性よりはるかに重大である。化学薬剤によっておこる接触皮膚
炎は長年にわたって認められているが、手袋およびカテーテルのようなラテックス製品中
の蛋白に対するアレルギー応答はユーザーに対して重大な脅威になる可能性がある。この
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危険に最もさらされているのは、その就業日を通じて多かれ少なかれ連続してラテックス
手袋を着用している健康管理職員とその患者である。この危険に実際にさらされているヒ
トの比率がたとえ非常に小さくても、これらの製品のメーカーとラテックス産業界全体は
結局、脅威が認識されたことによる影響を受けるであろう。米国食品医薬品局（ＦＤＡ）
のような取締り当局はすでに、近い将来に、すべての天然ラテックス商品に上記のことを
確認するよう要求するであろうとすでに表明している。また米国ＦＤＡは、ラテックス製
品中の全蛋白の許容レベルの基準もまもなく定めるであろう。この問題が、それにふさわ
しく緊急に、かつ“安全な製品”と“安全でない製品”を区別するために確立された手段
で扱われないと、その後の法制によってすべてのラテックス製品の医療における使用が広
範囲にわたって禁止される可能性さえある。
【００１６】
したがって、ラテックス蛋白アレルギーについて、特にラテックス製品のメーカーと健康
管理に関与している人の関心が近年高まり注目されている。ラテックス中の水で抽出可能
な蛋白が、感作されヒトにおいて、アレルゲン性ラテックス蛋白と一群の抗体（ＩｇＥ）
との相互作用で仲介されるラテックス誘発アナフラキシー反応の原因である証拠が示され
ている。蛋白画分のＩｇＥ特異的検定法によって、二つ以上の特異的蛋白が関与している
ことが示唆されている（  Turjanmaaらの１９８８年の報告；  Slater の１９９１年の報告
）。
【００１７】
ラテックス蛋白アレルギーの問題が健康管理上の観点およびラテックス製品メーカーの観
点の両者からみて重要であることから、これに関連する活発な研究が世界中で各種の研究
所にて行われている。これらの研究の主目的は次のとおりである。
【００１８】
（ａ）アレルゲンのレベルが低い濃縮ラテックスを製造することである。濃縮ラテックス
の供給者は、ラテックス製品を製造するのに用いられる原料中のアレルゲンを減らすよう
努力している。
【００１９】
（ｂ）低アレルゲンのラテックス製品を製造することである。ラテックス製品メーカーは
その完成品中のアレルゲンを減らすよう努力している。
【００２０】
（ｃ）濃縮ラテックス中またはラテックス製品中に存在しているアレルゲンの定量分析法
を開発することである。ラテックス供給者とラテックス製品メーカーの両者は、（ａ）と
（ｂ）を補足するための基準化と品質管理を目的とする分析法を要望している。
【００２１】
濃縮ラテックスの従来の製造方法では、原ラテックス（  field　 latex ）をアンモニアで
安定化し（ゴムのフロキュレーションまたは凝結を防止するため）、次に遠心分離によっ
て濃縮してゴム含量を約３３％から約６０％まで増大させる。現在、低蛋白の濃縮ラテッ
クスを製造するのに二つの主な方法がある（  Subramaniam　の１９９２年の報告）。まず
第一に、多重遠心分離が行われ、遠心分離の各サイクル毎に新鮮なアンモニア水を添加し
て希釈し、ラテックスの水性層中に可溶性蛋白を溶出させることができる。第二にラテッ
クスは蛋白分解酵素（プロティナーゼ）で処理することができる。
【００２２】
可溶性蛋白を減少させたラテックス浸漬製品を製造するのに、最も簡単な方法は水中で洗
浄する方法である。蛋白はラテックスフィルムが乾燥するにつれて該フィルムの表面に移
行するので（  Shamsul　 Bahri らの１９９３年の報告）、フィルムを完全に乾燥させてか
ら洗浄すると最も有効に除去される。
【００２３】
上記の処置は、濃縮ラテックス中または完成ラテックス製品中のアレルゲンの量を減らす
ことを目的としているが、このようなアレルゲンのレベルを評価するための信頼できる方
法が現時点では存在していない。特定のラテックスアレルゲン検定法がないので、現在は
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、試料の全蛋白を測定して全蛋白のレベルが低ければアレルゲンのレベルが低いことを示
しているであろうと推定している。このことは極端な蛋白レベルを比較する場合には一般
に当てはまる（すなわち非常に高い蛋白レベルは高いアレルゲン性（  allergenicity　）
に関連しそして非常に低い蛋白レベルは低いアレルゲン性に関連している）。しかし、全
蛋白のレベルは、蛋白がすべてアレルゲン性である（すなわちアレルギーを誘発できる）
わけではなく、多くの蛋白は無害であるので、製品がどの程度に有害である可能性がある
のかについて誤解をまねく状況を提供することがある。より優れた分析法は、ラテックス
アレルゲンのレベルを特異的に測定する方法である。
【００２４】
ラテックスアレルゲンの分析法は市販されており多数の変形があるが、すべて、一つ以上
の免疫反応の免疫分析法に基づいている。免疫分析法は、抗体と、これら抗体が結合する
特異的なタンパク抗原との相互作用に基づいている。したがって、ラテックスアレルゲン
の免疫分析法の場合、その主反応は、ラテックスアレルゲンと、このアレルゲンを認識す
る抗体とが結合する反応である。
【００２５】
ラテックスアレルギーの問題に関連する免疫反応に基づいた分析法には二つの範疇がある
。第一の範疇の分析法は、アレルギー反応の発生を仲介する、血液試料中の抗体（ＩｇＥ
）を定量する。特に、このような分析法は、健康管理と医療に用いられ、ラテックスアレ
ルギーの診断試験として役に立つ。第二の範疇の分析法は、ラテックス製品から抽出可能
なラテックスアレルゲンを定量する方法である。特にこの分析法は、濃縮ラテックス中お
よび製造されたラテックス製品中のラテックスアレルゲンのレベルを監視し調節するため
、ラテックス工業界で使用されている。現在、上記両方の範疇の試験に用いる分析法が少
数市販されている。
【００２６】
ラスト法（ＲＡＳＴ：  radioallergosorbent　 test　）およびＥＬＩＳＡ法（  Enzyme - 
linked　 immunosorbent　 assay）の形態の市販分析法は、ラテックス蛋白に対して特異的
なＩｇＥが存在しているか否かを決定するために用いられこれに基づいて患者のラテック
スアレルギーの試験が行われる。またこのような試験は、ラテックス試料中またはラテッ
クス製品中のアレルゲンの量を定量するための競合分析法（ＲＡＳＴ阻害法、競合ＥＬＩ
ＳＡ法）として実施できる。
【００２７】
これらの免疫分析法はすべて、免疫反応に特定のラテックスアレルゲンを使用する必要が
ある。ラテックスアレルゲンは、今までのところ単離されておらずかつ最終的に同定され
ていないので、現在入手できる市販の分析法では、粗製（未精製）ラテックスセラム（  l
atex　 serum ）または市販用に製造されたラテックス手袋から溶出させた蛋白がそのアレ
ルゲンの起源として使用される。
【００２８】
しかし、粗製のラテックスセラムは、アレルゲン自体以外にたくさんの蛋白類（および他
の物質）を含有しているので、アレルゲンの起源として信頼できない。これらの不純物は
分析法の精密さを阻害することがある。また、異なる起源や一年の異なる時季から得たラ
テックス、または異なる条件下で保存もしくは貯蔵されたラテックス中のアレルゲンのレ
ベルまたはコンシステンシーについては全く情報がない。異なるバッチのラテックス中の
アレルゲン性蛋白のレベルの変動は研究されていないが、一般にラテックス蛋白および特
にラテックス酵素（１群の蛋白類）が、クローン（品種）の起源、季節、ゴムノキの生理
状態、樹液採取（ラテックス収穫）のインテンシティー（  intensity　）、およびラテッ
クスの収量を増大するための化学的刺激剤の使用によって変化することが分かっている。
例えば、異なる市販クローンを起源とするラテックス蛋白に差があることは、電気泳動に
よる分離を行った結果明らかになった（  Walujono および  Suseno の１９７３年の報告；
 Yeang　らの１９７７年の報告；  Prematillake と  Yapa の１９８５年の報告）。このこ
とは、タンパクの組成がクローン間で変化することを示している。これらの差のいくつか
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がラテックスのＢセラム蛋白（Ｂ－  serum　 protein ）が原因であることを突き止めるこ
とができたということは（  Yeangらの１９７７年の報告）、この発明の発明者が発見した
ように、主なラテックスアレルゲンのいくつかはＢセラムが起源であるということからみ
て重要である。またラテックス蛋白の組成はゴムノキの生理的状態にも影響される。 Prem
atillakaら（１９８５年の報告）は、ブラウンバストとして知られている生理病にかかっ
ているゴムノキから収集したラテックス蛋白のいくつかが消失また減少したことを報告し
た。
【００２９】
各種の市販のヘベアのクローン類から得られるラテックスの酵素のイソ型（  iso - form 
）の差も実証されている（  Chevallier の１９８８年の報告）。ある種のラテックス酵素
の活性は季節によって著しく変化する（  Yeang　および　 Paranjothy　の１９８２年の報
告）。さらにラテックス酵素の活性が、ラテックスの収穫のインテンシティー（  Yeang　
および  Paranjothy の１９８２年ａの報告）および化学薬剤エセフォンによる収量の促進
（  Tupy の１９６９年の報告；  Chrestin らの１９８５年の報告）に応答して著しく変化
することが知られている。ミクロヘリックス（  microhelix ）として知られているラテッ
クス蛋白の複合体のレベルは、エセフォンによって刺激した結果、Ｂセラムが増大するこ
とが報告されている（  Gomez　と  Moir の１９７９年の報告）。またこのミクロヘリック
スは非常に変動し易く、Ｂセラム中に検出されない場合がある。この変動は、クローン間
および同じグループのゴムノキから異なる時季に採取した試料間にも起こる（  Gomez　お
よび  Moir の１９７９年の報告；  Gomez　および  Tata の１９７７年の報告）。上記の最
後に述べたことは、同定されたラテックスアレルゲンの一つが上記ミクロヘリックス複合
体の成分であるという以下に述べる発見からみて重要である。
【００３０】
上記のように、市販のラテックス手袋から溶出させた蛋白も、ラテックスアレルギーの診
断またはラテックスアレルゲンの定量を行う免疫分析法の蛋白抗原成分として使用されて
いる。この方法の重大な欠点は、異なるブランドの手袋（または同じブランドの異なるバ
ッチの手袋でさえも）がアレルゲン組成に、定性的および定量的な差を示すということで
ある。したがって、ラテックス手袋の蛋白を抗原として利用する分析法から得られる試験
結果は、抗原の起源であった。ラテックス手袋の選択によって著しく変化する。
【００３１】
予想外のことではないが、市販のラテックスアレルゲン分析法は、感度と特異性を欠いて
いるので、アレルゲン性を検出するのに、不完全にしか成功していない。
【００３２】
市販のラテックス抗原の製剤（  Stallergenes 社が供給）で試験した結果、その製剤は感
受性患者の１００％に陽性の結果を与え、かつ非感受性の対照の患者には陰性の結果を与
えたと  Levy は報告した（１９９３年の報告）。しかし他の試験（  Lagier らの１９９２
年の報告）では、ラテックスに対してアレルギー性であることが分かっていた被検患者（
看護婦）の８０％が市販の  Stallergenes 社のキットで陰性の試験結果を示した。４０名
のアレルギー患者（皮刺テストによって診断）の試験から、 Leynadier 、  Autegard およ
び  Levy （１９９３年の報告）は、 Stallergenes社のラテックスアレルゲンならびに  All
erbio 社と  Bencard社が供給する他の二つの市販アレルゲンによって５～１６％の偽陰性
の試験結果がみられたと報告した。したがって偽陰性の試験結果が、現在入手できる市販
のラテックスアレルゲンによって起こっている。最も広く使用されているＲＡＳＴキット
は多分、 Pharmacia　 Diagnostics社製のラテックスＲＡＳＴ　Ｋ８２とそのＥＬＩＳＡ分
析法（  Pharmacia　 CAP　 system ）である。  Levy （１９９３年の報告）は、これら分析
法によって、皮刺試験法で陽性のラテックスアレルギー患者の４０～９０％の血清中にＩ
ｇＥ抗体を検出できると報告した。
【００３３】
ラテックスアレルゲンのその外の市販免疫分析法は、 Guthrie　 Research　 Institute　，
U.S.A.　社が製造した“  Latex　 ELISA　 for　 Antigenic　 Proteins ”（ＬＥＡＰ）であ
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る（  Beezehold　の１９９３年の報告）。この分析法は、ラテックス蛋白に対するポリク
ローナル抗体を使用する間接的なＥＬＩＳＡ法（  enzyme - linked　 immunosorbent　 ass
ay　）に基づいている。このような分析法は、ラテックスアレルゲン（すなわち、ＩｇＥ
に特異的に結合する蛋白類）から、一般にラテックス蛋白抗原（すなわちアレルギー誘発
抗体（ＩｇＥ）と非アレルギー誘発抗体の両者に結合する蛋白類）を区別するのに充分に
有効ではない。またこの分析法を使用する場合は、測定すべき抗原／アレルゲンを含有す
る試験試料を、一組の条件を使用してエンドユーザーがＥＬＩＳＡプレートに結合させる
必要があるから、抗原とアレルゲンがすべてＥＬＩＳＡプレートに充分等しく結合すると
仮定されている。この仮定は誤っているので、利用される条件下で充分プレートに結合で
きない抗原とアレルゲンは検出できないか、またはせいぜい次善的に検出できるにすぎな
い。
【００３４】
したがって、ラテックスアレルゲンの改良分析法が要望されている。このような分析法を
つくるためには、個々のラテックスアレルゲンに対する抗体を発生させて入手できるよう
にしなければならない。これを実行するにはまず第一に特定のラテックスアレルゲンを同
定しなければならない。
【００３５】
各種のラテックスアレルゲン蛋白の発生について報告する多数の刊行物がある。ラテック
スアレルゲンに関するすべての引用文献は実際に、ラテックスアレルゲン蛋白を、分子量
および／または時にはその等電点で特徴づけている。分子量または等電点だけで特徴づけ
られたラテックスアレルゲンが、以下の理由から、同定されているとは考えられない。
【００３６】
（ａ）蛋白類はラテックス製品を製造中に分解し、これに基づいて単一のアレルゲン性蛋
白が、分子量または等電点を測定するためのゲル濾過法、ＨＰＬＣ、等電点電気泳動法ま
たは電気泳動法のような蛋白分離手順中に低分子量のいくつもの蛋白類として出現する。
【００３７】
（ｂ）蛋白は凝集して、凝集していない蛋白とは異なる見掛けの分子量と等電点を有する
蛋白複合体を生成する。そして
【００３８】
（ｃ）いくつもの異なる蛋白類は類似の特性（例えば分子量）をもっているので、互いに
区別することは容易にはできない。
【００３９】
【課題を解決するための手段】
この発明の発明者らの発見によって、上記の困難は、
(i) 天然ゴムラテックスから特定のラテックスアレルゲン性蛋白を単離し、
(ii)これらの特定のアレルゲン性蛋白に対するモノクローナル抗体を発生させ、その抗体
類に標識を付けてそれらの分解蛋白フラグメントとサブユニットを
同定する
ことによって克服される。
【００４０】
この発明によって、三つの特定のラテックスアレルゲンが同定された。これらのアレルゲ
ン類は、 International　 Union　 of　 Immunological　 Societiesによって承認されかつ  B
ulletin　 of　 the　 World　 Health　 Organisation （  Marshらの１９８６年の報告；  Mar
sh　の１９８７年の報告）で刊行されたアレルゲン命名法にしたがって、 Hev ｂ  IV 、 He
v ｂ  II および  Hev　ｂ  IIIと命名されている。蛋白の  Hev　ｂ  IV は当初、この発明の
発明者らによって  Hevｂ  Iと命名されたが、 Hev ｂ  I　はゴム粒子の表面に発見されたゴ
ム伸びファクター（  Rubber　 Elongation　 Factor ）として知られているラテックス蛋白
に他の研究者らがすでに与えていたので（  Czuppon　らの報告）、 Hev ｂ  IV と命名しな
おしたのである。
【００４１】
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これら３種のアレルゲンすべてに対してモノクローナル抗体が生成し、またこれらのモノ
クローナル抗体のいくらかはアレルゲンの分解産物またはサブユニットを認識する。また
この発明によって分析法も提供され、この分析法は、天然ゴムラテックスから単離された
前記の特定のアレルゲン性蛋白類と、これら蛋白類に対して生成したモノクローナル抗体
との間の相互作用に基づいている。
【００４２】
さらにこの発明は、実質的に精製された形態であり、そして分子量が３４／３５ｋＤａお
よび３６／３７ｋＤａの二つのポリペプチド連鎖で構成されていることを特徴とする天然
ゴムラテックスの第二のアレルゲン性蛋白（ Hev ｂ  II と命名されている）；ならびにそ
のアレルゲン性のサブユニットまたは凝集体を提供するものである。
【００４３】
別の態様で、この発明は前記アレルゲン類の Hev ｂ  II に対して生成するモノクローナル
抗体を提供するものである。
【００４４】
さらにこの発明は、前記アレルゲン性蛋白類の Hev ｂ  II の製造方法を提供するものであ
る。
【００４５】
さらに別の態様でこの発明は、天然ゴムラテックスまたはゴムノキのヘベア・ブラジリエ
ンシスの他の組織から単離した特定の蛋白アレルゲン類と、これらアレルゲン類に対して
生成するモノクローナル抗体との相互作用に基づいた、天然ゴムラテックスのアレルゲン
類のレベルの定性測定と定量測定を行う分析法を提供するものである。分析されるアレル
ゲン類は、ラテックス製品を製造する際に使用されるラテックス中に存在しているかまた
は製造されたラテックス製品中に存在している。またこれらの分析法は、乾燥ゴムで製造
した製品中のアレルゲン性ラテックス蛋白類を定量するのにも使用できる。
【００４６】
この発明はさらに、天然ゴムラテックスによって誘発されるアレルギー反応の発生を仲介
する抗体を同定および／または定量するための上記抗体－アレルゲン相互作用のいくつか
またはすべての使用を提供するものである。ＩｇＥとして知られている抗体のクラスに属
しているこのような抗体は通常、血液または血液製品中に見られる。
【００４７】
この発明のさらに他の態様で、ラテックスアレルゲン性蛋白類および／またはこのような
蛋白類に対するモノクローナル抗体および／またはその混合物は、それらが分析法に用い
られる場合それらの存在が検出できるように例えばビオチンで標識を付ける。
【００４８】
またこの発明は、天然ゴムラテックスに対するＩ型過敏症を決定する生体内もしくは生体
外の診断試験（例えば皮刺試験またはヒスタミン放出試験）での前記アレルゲン類の  Hev
 ｂ  II の使用を提供するものである。
【００４９】
またこの発明は、ラテックス蛋白アレルギーを治療する際の脱感作剤としての前記アレル
ゲン類の  Hev ｂ  II の使用を提供するものである。
【００５０】
この発明の他の実施態様で、ラテックス製品を、イオン強度が水より大きい塩（例えば塩
化ナトリウム）の溶液中または他の溶液中で浸出もしくは洗浄して、イオン強度が水より
高い溶液に可溶性であることが知られているラテックスアレルゲン類を選択的に除去する
方法が提供される。
【００５１】
この発明の発明者らは、我々が、上記三つのラテックス蛋白類の独自性と特性を最初に明
確に確認し、新鮮なラテックスから該ラテックス蛋白類を大量に精製する再現性がある方
法を初めて報告し、そしてこれら蛋白類のアレルゲン性を実証してそれら蛋白類を分析法
に使用することを初めて提案したと信ずるものである。またこの発明の発明者らは、これ
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ら蛋白類に対するモノクローナル抗体も生成させた。 Hev ｂ  II はこの発明以前には完全
に未知であったと信ずるものである。 Hev ｂ  IIIと  Hev　ｂ  IV が存在することはすでに
示唆されていたとはいえ、これらはそれらの分子量または等電点のレベルしか確認されて
いなかった。これらの蛋白類が、ラテックスのどの成分を起源にしているかを知らなくて
もおよび他の情報がなくても、それらの分子量に基づいて、理論的には、蛋白類はラテッ
クスから抽出できる。しかし、実際には、所望のアレルゲン性蛋白類と共精製（  co - pu
rify　）される類似の特性（すなわち分子量）を有する蛋白類による汚染がないという合
理的な保証付きで、分子量だけに基づいて特定の蛋白類を抽出および精製することは容易
でない。このことから分かるように、定量免疫分析法に必要な純アレルゲン類の正確な量
を分取することが困難になる。
【００５２】
実施した試験の結果は、 Hev ｂ  IV 、 Hev ｂ  II および Hev ｂ  IIIと命名され、この発明
の発明者らによって同定された三つの特定のアレルゲン性蛋白類；ならびにその分解生成
物もしくはサブユニットが、すでに報告されているラテックス蛋白アレルゲン類の非常に
大きな部分を占めていることを示唆している。
【００５３】
モノクローナル抗体は、特定のアレルゲン類、および該抗体が認識する抗原部位（エピト
ープ）に対して非常に特異的である。親アレルゲンの分解フラグメントとサブユニット中
に存在するエピトープ部位を認識する適正なモノクローナル抗体を用いて、このようなフ
ラグメントとサブユニットの独自性を解明することができる。
【００５４】
モノクローナル抗体は、蛋白アレルゲン類、およびその分解フラグメントとサブユニット
を同定するのに重要であることに加えて、矛盾しない形態でかつ商業上必要な規模でそれ
自体産生を持続する（ポリクローナル抗体と比べて）という点で、商業的アレルゲンを生
成させるのにも重要である。
【００５５】
モノクローナル抗体のさらに別の利点は、これらの抗体は、“アフィニティー・クロマト
グラフィー”として知られている蛋白精製系に組込むことができるということである。こ
のような系を用いると、モノクローナル抗体が認識するアレルゲンを比較的大量に単離・
精製することができ、その量は、抗体と抗原の両者が必要である“競合結合検定法”とし
て公知のアレルゲン分析法の一変形に使用するのに充分な量である。また純品のアレルゲ
ンは、血液試料中のラテックス誘発抗体（ＩｇＥ）を定量する免疫分析法または診断を目
的とする皮刺試験にも用いることができる。
【００５６】
この発明によって、アレルゲン類の Hev ｂ  II に対して生成したモノクローナル抗体を選
択して用いて、アレルゲン類の定量またはラテックス特異的ＩｇＥの定量を行う免疫分析
法が開発される。ラテックスアレルゲン類： Hev ｂ  II を認識するモノクローナル抗体は
ＵＳＭ／ＲＢ４である。
【００５７】
特異的アレルゲン類の使用を取り入れる免疫分析法は、アレルゲン類が未分画のラテック
スセラム中に含有されている免疫分析法より優れている。後者の場合、ラテックスセラム
中のアレルゲンの正確なレベルは未知であり、また異なる起源由来のラテックスセラム中
のアレルゲンのコンシステンシーも不明確である。
【００５８】
さらに、アレルゲン類に対して特異的なモノクローナル抗体の使用を取り入れる免疫分析
法は、全ラテックスセラム、アレルゲン富化または半精製の抗原製剤を精製された特定の
アレルゲン類の代わりに用いる免疫分析法にポリクローナル抗体を用いる免疫分析法より
優れている。
【００５９】
この発明の一部を形成する免疫分析法の例は次のとおりである。
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（ａ）標識特異的アレルゲン類が、単一もしくは複数のモノクローナル抗体、またはポリ
クローナル抗血清もしくはポリクローナル抗体類を保持する固相に結合するのを阻害する
のに使用される競合結合分析法。
【００６０】
（ｂ）固相に結合させたポリクローナル抗体を用いて特定のアレルゲンを“捕捉し”、次
にその捕捉されたアレルゲンの存在を、標識を直接つけてもつけなくてもよいモノクロー
ナル抗体で検出する２サイト分析法（ two　 site - assay ）。
【００６１】
（ｃ）固相に結合させたモノクローナル抗体を用いて特定のアレルゲンを“捕捉し”、次
にその捕捉されたアレルゲンの存在を、標識を直接つけてもつけなくてもよいポリクロー
ナル抗体で検出する２サイト分析法。
【００６２】
（ｄ）固相に結合させたモノクローナル抗体を用いて特定のアレルゲンを“捕捉し”、次
にその捕捉されたアレルゲンの存在を、標識を直接つけてもつけなくてもよい他のモノク
ローナル抗体によって検出する２サイト分析法。
【００６３】
（ｅ）特定のアレルゲン類の Hev ｂ  II を、結合させるか溶液で、比濁分析法、ラスト分
析法（ＲＡＳＴ法）またはラスト阻害法で用いるあらゆる形態の免疫分析法。
【００６４】
【発明の実施の形態】
この発明の種々の態様を以下の添付図面を参照してより詳細に説明する。
【００６５】
Ｂセラムに対するマウス抗血清は、Ｂａｌｂ／ｃ系マウスに、０．５ｍｌのＢセラムを腹
腔内投与し次いで３週間後に第二投与を行って免疫化することによって産生させた。これ
らのマウスは、第二投与を行ってから２週間後に心臓穿刺によって採血し、分離した血清
を区分し、凍結して貯蔵した。この血清は、ウェスタンブロット分析によって、蛋白 Hev 
ｂ  IV に対して同型であることが発見された。
【００６６】
次にラテックス蛋白類に対するモノクローナル抗体を生成させた。ゴムノキのヘベア・ブ
ラジリエンシス由来のラテックス蛋白類で免疫化させたＢａｌｂ／ｃマウスから得た脾細
胞を、  Kohler と  Milstein がすでに報告している（１９７５年と１９７６年の報告）プ
ロトコルにしたがってマウス骨髄腫細胞と融合させた。得られたハイブリドーマ細胞を、
いくつもの免疫・分析法を用いて、ラテックス蛋白類に対して特異的な抗体について選別
した。選択されたハイブリドーマを２回再クローン化し、次に、分泌されたモノクローナ
ル抗体を、ハイブリドーマ細胞の上澄み液中の未精製の形態、またはアフィニティークロ
マトグラフィーで精製した製剤として使用した。ラテックスアレルゲン類の Hev ｂ  II 、
Hev ｂ  IIIおよび Hev ｂ  IV それぞれを認識するモノクローナル抗体のＵＳＭ／ＲＢ４、
ＵＳＭ／ＲＣ２およびＵＳＭ／ＲＢ３を分泌するハイブリドーマ細胞系の試料は、  Inter
national　 Depository　 Authority としての資格がある、英国、ウィルトシャー州、ソー
ルズベリー所在の  European　 Collection　 of　 Animal　 Cell　 Cultures ， Centre　 for
　 Applied　 Microbiology　 &　 Research に寄託されている。ＵＳＭ／ＲＢ４の細胞系は
１９９４年１２月７日に寄託され受託番号９４１２０７２７号が与えられている。ＵＳＭ
／ＲＢ３とＵＳＭ／ＲＣ２の細胞系は下記の仮の受託番号を与えられている。
【００６７】
　
　
　
　
　
【００６８】
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次にゴムノキ：ヘベア・ブラジリエンシスのラテックスから蛋白類を抽出し、特定のアレ
ルゲンを同定した。これらの蛋白類に対するモノクローナル抗体と同型抗体を用いて特定
の蛋白類を同定し、その分子量を測定した。アレルゲン性蛋白類は、ラテックスに対して
アレルギー性であることが分かっている患者から得た血漿中のＩｇＥ抗体によって認識さ
れる蛋白類を測定することによって同定した。この方法で同定されたアレルゲンは、モノ
クローナル抗体と同型抗体で同定された蛋白とクロスマッチさせた（  cross　 match ）。
【００６９】
同定されたアレルゲンをいくつもの通常の方法によって精製し、精製された蛋白類の独自
性を、モノクローナル抗体と同型抗体で標識をつけることによって確認した。精製された
アレルゲンの等電点（ｐＩ）は、ｐＨ範囲が３．５～９．５のプレキャスト  Ampholine　
ＰＡＧプレートを備えたＬＫＢ　 Multiphor　 Model２１１７等電点電気泳動装置を用い、
メーカーの指示（  Pharmacia　ＬＫＢ社、スエーデン）にしたがって測定した。１％グリ
シン中の濃縮試験試料約１５μｌをポリアクリルアミドゲルに塗布した。 Hev ｂ  IV 、 He
v ｂ  II および Hev ｂ  IIIと命名された３種のラテックスアレルゲンの分画と精製につい
て説明する。
【００７０】
高速遠心分離機にかけると、ラテックスは三つの主な画分すなわち頂部のゴムクリーム、
“低部画分”、そして中間に位置するＣセラムに分離する。 Hev ｂ  IIIは小さなゴム粒子
（平均の大きさ：約１００ｎｍの直径）の表面に位置している。これらの粒子の多くは、
特に平均の大きさより小さい粒子は、遠心分離中にゴムクリームとともに分離しないので
Ｃセラム中に残る。
【００７１】
Ｃセラムは、ラテックスを遠心分離にかけたときに得られるラテックスの水性相であるか
ら、Ｃセラムの蛋白類は一般に水溶性である。それにもかかわらず、Ｃセラムは決して均
一な流体ではなく、ラテックスの遠心分離工程では分離されない主として微細な不溶性物
質を少量含有している、これらの不溶性物質の大部分を形成しているのは非常に小さいゴ
ム粒子であり、その存在は電子顕微鏡法で確認されている。 Hev ｂ  IIIは、Ｃセラム中に
懸濁しているこれらの小ゴム粒子の表面にみとめられるので、技術的にＣセラム蛋白であ
る。しかし Hev ｂ  IIIは、通常Ｃセラムに関連している可溶性蛋白類のうちの一つではな
い。 Hev ｂ  IIIは界面活性剤によって可溶化され、そしてアンモニアによって部分的に可
溶化される。
【００７２】
Hev ｂ  IIIを抽出するため、ラテックスを、刻み目をつけたゴムノキから冷却容器に集め
た。そのラテックスを、 Sorvall ＲＣ高速遠心分離機で１９０００ｒｐｍ（４３０００ｇ
）にて２時間遠心分離して、遠心分離されたラテックスの“領域２（  Znoe ２）”（  Moi
r の１９５９年の報告）に位置している小さなゴム粒子を遠心分離管から回収した。領域
２のゴムクリームを３０％スクロース溶液中に再懸濁させて汚染Ｃセラムを洗浄除去し、
次にその懸濁液を再び遠心分離に付した。そのゴムクリームを０．０１％  Triton Ｘ－１
００と１％ドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）の混合物で処理して膜蛋白類（ membrane　
protein ）を抽出した。
【００７３】
領域２のゴム抽出物をＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（ＳＤＳ　ＰＡＧＥ）に
付してその分子量を測定した。領域２のゴム抽出物の電気泳動図中には、クーマシーブル
ーによる染色によって検出可能な二つの主要蛋白類がある。すなわち約１４ｋＤａの少量
の蛋白および Hev ｂ  IIIである２４ｋＤａの大量の蛋白である。ＳＤＳ－ポリアクリルア
ミドゲル電気泳動の基準分子量マーカーで測定したとき、 Hev ｂ  IIIの見掛けの分子量は
２４ｋＤａであったが、この蛋白の質量分析の結果は各種の種の分子量２２．２５８，２
２．５３３，２２．７９０および２３．０５８ｋＤａを示す。それでもやはり、２４ｋＤ
ａの値を、この明細書で Hev ｂ  IIIの分子量を今後引用する場合に使用する。 Hev ｂ  III
をトリプシンで消化したところ下記の内部アミノ酸配列を示した。
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【００７４】
ＶＳＳＹＬＰＬＬＰＴＥＫ
ＧＤＬＳＴＶＳＲＬＫ
ＩＶＬＤＶＡＳＳＶＦＮＴＲ（Ｋ／Ｑ）Ｅ（Ｋ／Ｑ）Ｋ
ＶＴＰＶＹＹＬＧＴＰＴＶ
上記の配列中の、アミノ酸に対する一アルファベット文字記号は、  Cohn の１９８４年の
報告にしたがっている。
【００７５】
Hev ｂ  IIIおよび Hev ｂ  IIIを分解して誘導したポリペプチドフラグメントを認識する（
Hev ｂ  IIIと該フラグメントと特異的に反応する）モノクローナル抗体のＵＳＭ／ＲＣ２
を生成させた。
【００７６】
あるいは、 Hev ｂ  IIIは、Ｃセラムを、セファデックスＧ－１５０クロマトグラフィーカ
ラム（２．６ｃｍ×８１ｃｍ）を通過させ、０．２５Ｍトリス－ＨＣｌ（ｐＨ８．０）を
溶離緩衝液として用いて、調製することができる。Ｃセラムの分画は溶出画分を２８０ｎ
ｍの波長光の吸光度を監視しながら行った。溶出される第一の主要ピークは、カラムの空
隙容量を示しかなりな量の小ゴム粒子を含有している（ピークＡ、図１）。この画分は透
析し、凍結乾燥して濃縮し、次に０．０１％の  Triton Ｘ－１００と１％のドデシル硫酸
ナトリウム（ＳＤＳ）の混合物で抽出した。
【００７７】
免疫金標識法（ immuno - gold　 labelling　 technique ）を用いて、ＵＳＭ／ＲＣ２が認
識する蛋白が、Ｃセラム中に懸濁している小ゴム粒子の表面に存在していることを実証し
た。ゲル濾過を行ったＣセラムの空隙容量から得た小ゴム粒子（直径が約４５ｎｍ）を四
酸化オスミウム内で簡単に固定し、ホルムバール（ Formvar ）－カーボンでコートしたニ
ッケルグリッド上に堆積させた。そのグリッドをまず１％ウシ血清アルブミンを含有する
リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ－ＢＳＡ）（ｐＨ７．２）で３０分間ブロックし、次いでＵＳ
Ｍ／ＲＣ２とともに１５分間インキュベートした。すすいだ後、５ｎｍのヤギ抗マウス免
疫グロブリン（ＩｇＧ）金複合体とともにさらに１５分間インキュベートし、２％リンタ
ングステン酸（ｐＨ６．８）を用いネガティブ染色法でコントラストをつけた。電子顕微
鏡で検査したところ、金の粒子が小ゴム粒子の表面上に観察された（図２）。これはＵＳ
Ｍ／ＲＣ２が認識するポリペプチド（ Hev ｂ  III）が、Ｃセラム中に懸濁されている小ゴ
ム粒子の表面上にあることを示している。
【００７８】
親アレルゲンの Hev ｂ  IIIは分解されて小さいポリペプチドフラグメントになり易い。こ
の分解反応は、低部画分から抽出された液相である“Ｂセラム”の存在によって促進され
る（Ｂセラムの製造法の下記説明参照）。
【００７９】
ＣセラムとＢセラムを５：２の比率で混合すると、モノクローナル抗体ＵＳＭ／ＲＣ２と
ともにインキュベートされたもののウェスタンブロット由来の蛋白バンドは、それらはＣ
セラムなしのＵＳＭ／ＲＣ２によってピックアップされないのでＢセラムから誘導されな
い。その上に、Ｃセラムをセファデックスカラムで濾過すると（上記事項参照）、初期に
溶出する画分（ゴム粒子を含有する空隙容量）はＵＳＭ／ＲＣ２と強く反応する（ピーク
Ａ、図１）。一方、中期および後期に溶出される画分（これらの画分には可溶性蛋白類が
見られると予想される）は、モノクローナルＵＳＭ／ＲＣ２との反応性がはるかに低い。
このことはこれらの画分中には Hev ｂ  IIIがはるかに少ないことを示している（ピークＢ
とＣ、図１）。これらの観察結果は、 Hev ｂ  IIIが初期に溶出される画分にみられる小ゴ
ム粒子に会合しているという説と一致している。
【００８０】
ポリペプチド成分を含有するフラクションが回収される分取ＳＤＳ　ＰＡＧＥを用いて、
Ｂセラムで処理したＣセラム蛋白類を分離した後、 Hev ｂ  IIIから誘導されるポリペプチ
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ドのアレイを明確に見ることができる。逐次画分をＳＤＳ　ＰＡＧＥに付し、次にこれら
蛋白類をニトロセルロース膜に移した（ウェスタンブロット法）。次にこの膜をモノクロ
ーナル抗体ＵＳＭ／ＲＣ２とともにインキュベートし、そして４－クロロ－１－ナフトー
ルの存在下でその基質と反応すると着色産物を生成する酵素（西洋ワサビペルオキシダー
ゼ）と複合した二次抗体を用いて、上記の結合を検出した。
【００８１】
モノクローナル抗体または同型抗体に結合する蛋白バンドの有無について試験する上記手
順の変形では、ニトロセルロース膜を、ラテックスに対してアレルギー性の患者の血清ま
たは血漿を含有する溶液中でインキュベートした。該膜に固定化された蛋白類に捕捉され
る患者のＩｇＥは、ヒトＩｇＥのε－重鎖に対して特異性を有する、酵素複合二次抗体を
用いて検出することができる。捕捉された抗体は上記のように着色性基質（  colorigenic
　 substrate ）を用いて可視化することができる。これらのウェスタンブロットは、分子
量が約５ｋＤａ～約２４ｋＤａの範囲内にある、 Hev ｂ  IIIの多数の分解生成物が、モノ
クローナル抗体ＵＳＭ／ＲＣ２によって認識されることを示している（図３（Ａ）、パネ
ルＡとＢ）。分子量が２４ｋＤａより大きい蛋白類も認められるが、このことは、蛋白の
凝集が起る可能性があることを示唆している。ＵＳＭ／ＲＣ２がこれら各種のポリペプチ
ドに結合するということは、これらのポリペプチドは Hev ｂ  IIIが共通の起源であること
を明確に示している。 Hev ｂ  IIIから誘導される蛋白類のうちの少なくとも一つの分子量
が１２ｋＤａの蛋白は、ラテックスアレルギーの患者由来のＩｇＥと結合することからア
レルゲン性である（図３（Ａ）、パネルＣ）。遠心分離にかけた新鮮なヘベアラテックス
のゴムクリームから調製した Hev ｂ  IIIのウェスタンブロットを、ラテックスＩｇＥ陽性
の二分脊椎の患者から集めた血清とともにインキュベートした。ＩｇＥが Hev ｂ  IIIと結
合することは、二分脊椎の患者がこの蛋白に対して特にアレルギー性であったことを示し
ている（図３（Ｂ））。
【００８２】
Hev ｂ  IIIに対するモノクローナル抗体についてさらに、ＢセラムとＣセラムを２：５の
比率で混合した混合物の二次元（２Ｄ）ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって特性決
定を行った。等電点電気泳動を一次元に用い次いでＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気
泳動を二次元に用いた。銀で染色すると、等電点（ｐＩ）と分子量が異なるいくつかの蛋
白類が現われる。整合している（  matching ）２Ｄゲルをニトロセルロース膜上に電気ブ
ロットさせ（ウェスタンブロット）、次に Hev ｂ  IIIに対するモノクローナル抗体ととも
にインキュベートした。上記抗体に結合するラテックス蛋白類は、二次酵素複合抗体を用
いる酵素反応によって出現する。 Hev ｂ  IIIに特異的に結合するポリペプチドは主として
、分子量が１４～２４ｋＤの範囲内でかつｐＩが約４．４～４．４６の範囲内のものであ
ることが見出されている（図４）。これらポリペプチド類のウェスタンブロットにおける
空間分布（ spacial　 distribution ）は、二分脊椎がみられる患者がアレルギー性である
ラテックス蛋白類と非常に類似している（ Alenius の１９９４年の報告）。
【００８３】
Hev ｂ  IV と Hev ｂ  II を抽出するため、上記のように収集して遠心分離に付した。低部
画分を遠心分離に付したラテックスから回収し次いで凍結と融解を交互に繰り返して低部
画分の主成分であるルトイド（  lutoid ）を破裂させた（  Hsia の１９５８年の報告）。
破裂させたルトイドから放出されるセラム（Ｂセラム）をさらに遠心分離にかけて回収し
た。１０ｍｌずつのＢセラムを、約５℃にて２ｌの蒸留水中に透析した。得られた沈澱を
、２００００ｇで３０分間、遠心分離にかけて回収し、１０ｍｌの０．３５Ｍ塩化ナトリ
ウム溶液に再溶解し、得られた溶液はこの操作を通じて氷水浴中に保持した。
【００８４】
Hev ｂ  IV と Hev ｂ  II を抽出する別の方法は、ＢセラムとＣセラムを２：５の比率で混
合し次いで１５分間～一夜、室温でアレルゲンを沈澱させる方法である。得られた沈澱を
遠心分離によって集め次いで０．３５Ｍ塩化ナトリウム溶液またはリン酸緩衝食塩水に再
溶解する。
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【００８５】
Hev ｂ  IV と Hev ｂ  II の粗抽出液を、０．３５Ｍ塩化ナトリウム溶液で平衡化させたセ
ファクリルＳ－２００のカラム（７０×１．６ｃｍ）のカラムクロマトグラフィーに付し
、同じ溶媒で溶出させた。５ｍｌずつの画分を集め、各画分の２８０ｎｍでの光学濃度を
測定した。このようなカラムクロマトグラフィーの操作をいくつか行って、カラムから溶
出された成分の実質的な量を回収する。
【００８６】
六つのピークＡ～Ｆ由来の画分は上記のカラムクロマトグラフィーによって回収した（図
５）。これらの画分は酵素免疫分析法によって試験して、モノクローナル抗体のパネルに
よって認識される蛋白類の存在の有無およびラテックスアレルギー性患者由来のＩｇＥを
捕捉する性能について測定した。これらのデータを表Ｉに示す。ピークＡとＢの単一もし
くは複数の成分は、ラテックスアレルギー患者１３名中１１名（８４．６％）によって認
識され、一方、該患者１３名中４名（３０．８％）がピークＥとＦの単一もしくは複数の
成分を認識する。
【００８７】
【表１】
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【００８８】
蛋白と抗体の正の結合は、ヒトＩｇＥに対する酵素複合抗体（上記の患者血漿試料の場合
）およびマウス免疫グロブリンに対する二次抗体（上記モノクローナル抗体類の場合）に
よって仲介される酵素（ペルオキシダーゼ）の反応によって検出した。
【００８９】
モノクローナル抗体ＵＳＭ／ＲＢ３とＵＳＭ／ＲＢ４はピークＡとＢおよびピークＥとＦ
の成分を識別する（表Ｉ）。
【００９０】
ピークＡ～Ｆ中の蛋白は、試料にメルカプトエタノールを添加して還元し加熱して、ＳＤ
Ｓ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動で分離した。クーマシーブルーで染色した後に観察
された主な蛋白バンドは、ピークＡとＢ由来の大きなバンド：５０～５７ｋＤａならびに
小さなバンド６５，２２および１８ｋＤａと、ピークＥとＦ由来のバンド：３６／３７，
３４／３５ｋＤａである（図６、パネルＡ）。ピークＦにおいて、３４／３５ｋＤａの蛋
白は３６／３７ｋＤａ蛋白より顕著であったが、両者の蛋白はピークＥでは一般に同様の
量で見出された。マッチングゲル（ matching　 gel ）をエレクトロブロットさせ、次いで
ラテックス特異的ＩｇＥを含有することが分かっている血漿とともにインキュベートした
。アレルゲン性であると観察される蛋白類は、ピークＡとＢ由来の分子量が４８～５８ｋ
Ｄａ，２２ｋＤａおよび６５ｋＤａの蛋白、ならびにピークＥとＦ由来の３４／３５ｋＤ
ａと３６／３７ｋＤａの蛋白である（図６、パネルＢ）。
【００９１】
ピークＡとＢは、非還元条件下で処理すると高分子量の蛋白を含有し（図７、パネルａ）
、その蛋白は、見掛けの分子量が５０，５５および５７ｋＤａのポリペプチド連鎖の三つ
の主要な種で構成されている、分子量が４８～５８ｋＤａの範囲内のジスルフィド結合モ
ノマーで形成されている。これらのサブユニットはすべて、 Hev ｂ  IV に対する同型抗体
によって容易に認識される（図７、パネルｂ）。しかし非還元条件下で処置したアクリル
アミドゲルを電気泳動によってニトロセルロースに移すと、 Hev ｂ  IV に対するこの同じ
同型抗体は、分子量が約２９ｋＤａ，３２ｋＤａ，４０ｋＤａ，５０ｋＤａおよび７５～
８０ｋＤａの範囲の小さいポリペプチドを認識するのを見ることができる。またこれらの
ポリペプチドは、異なるハイブリドーマクローン由来の１０個の他のモノクローナル抗体
（その一例はＵＳＭ／ＲＢ３である）によって認識され、その一例を図８に示す。
【００９２】
１，３－β－グルカナーゼ活性を、比色法でピークＥとＦ中に検出した。ピークＥとＦ由
来の試料をラミナリン（５０ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液ｐＨ５．２中１ｍｇ／ｍｌ）とと
もにインキュベートした。還元糖が放出され１，３－β－グルカナーゼ活性が存在してい
ることを示した。ピークＥとＦは分子量が３４／３５ｋＤａと３６／３７Ｋａである二つ
のポリペプチド連鎖として存在するアレルゲン Hev ｂ  II を含有し、そしてこれらポリペ
プチド連鎖は連鎖間のジスルフィド結合によって結合されていないので、ゲル濾過カラム
からはわずかに異なる時間に放出される。これら両方のポリペプチドは二つのモノクロー
ナル抗体で認識され、その抗体の一つはＵＳＭ／ＲＢ４である（図９）。
【００９３】
アレルゲン性蛋白類の特性決定をさらに行うため、Ｂセラムを分取ゲル電気泳動に付した
。そのとき、試料は還元も加熱も行わず、該蛋白類を、７．５％ポリアクリルアミドゲル
を通じて泳動させて逐次画分を集めた。これら画分の内容物を、上記のモノクローナル抗
体および同型抗体を用いて同定したが Hev ｂ  IV と Hev ｂ  II はこの方法で回収可能であ
る。 Hev ｂ  IV はこれらの条件下、高分子量の蛋白として回収可能であり、そして見掛け
の分子量がそれぞれ１００，１１０および１１５ｋＤａの三つの主要種に明確に分離され
、これらは図１０のパネルａのレーン２，５および９に見ることができる。これらの画分
を還元・変性条件下でＳＤＳ　ＰＡＧＥに付し次いでニトロセルロースに移し、得られた
ウェスタンブロットを Hev ｂ  IV に対する同型抗血清でプローブしたところ、先に述べた
ような分子量範囲が４８～５８ｋＤａの広いバンド（図７参照）を示すので、上記条件下
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で分取ゲル電気泳動によって分離した単バンド（  single　 band ）は、ゲル濾過で回収可
能なピークＡとＢの蛋白を示すことが証明された。この蛋白もヒトアレルゲンであるとい
うことは図１０のパネルｂに示されている。このパネルｂにおいて、上方のパネルは分取
ゲル電気泳動で回収された Hev ｂ  IV の三つの画分のウェスタンブロットを示し、下方の
パネルは前記三つのバンドに結合する、ラテックスアレルギー患者由来のＩｇＥを示す。
このアレルゲン Hev ｂ  IV が３個の主要な種を含有している別の証拠は、三つのピークを
示すこれら試料のキャピラリー電気泳動（  Beckman　 Instruments 社）によって示される
。この分析の結果は、これらの試料中に他のピークが全く認められないことを示し、この
発明の発明者らが Hev ｂ  IV をその三つの主要形態に精製しそしてこれらの形態がすべて
ラテックスアレルギー患者由来のＩｇＥによって認識されるという決定的な証拠を提供し
ている。
【００９４】
透析によって沈澱し塩化ナトリウム溶液に再溶解可能な Hev ｂ  IV と Hev ｂ  II は、ミク
ロヘリックス（複数のミクロヘリックス）として知られているラテックスＢセラム蛋白複
合体と同様に挙動する。このミクロヘリックスは、電子顕微鏡で観察されすでにいくらか
詳細に特性が決定されている繊維状らせん構造の糖蛋白複合体である（  Archer らの１９
６３年の報告； Gomez および Yip の１９７５年の報告； Gomez および  Tata の１９７７年
の報告；  Tata および Gomez の１９８０年の報告）。 Gomez と  Moir の１９７９年の報告
にまとめられているように、透析されたＢセラムから調製したミクロヘリックスは、長さ
が１μｍ以上、直径が２０ｎｍ、繊維幅が約５ｎｍおよびらせんのピッチはオープンアン
ドホロー形（ open　 and　 hollow ）で約３０ｎｍである。個々のミクロヘリックスは会合
して束になることが多い（図１１）。電子顕微鏡により高分解能で見ると、ミクロヘリッ
クスが、１回転当り３～４個の粒子でらせん形に配列された、直径が３～３．５ｎｍの球
状粒子で構成されている数珠つなぎ構造をもっていることが分かる。
【００９５】
免疫金標識法を用いて、蛋白の Hev ｂ  IV と Hev ｂ  II の一方または両方がミクロヘリッ
クス複合体の成分であるかを決定した。ミクロヘリックスは、Ｂセラムを透析した調製し
、次にホルムバール－炭素でコートしたニッケルグリッド上に堆積させた。このグリッド
をまず、１％のウシ血清アルブミンを含有するリン酸緩衝食塩水ｐＨ７．２（ＰＢＳ－Ｂ
ＳＡ）で３０分間ブロックした。１５分間のインキュベーションを、モノクローナル抗体
ＵＳＭ／ＲＢ３（ Hev ｂ  IV と特異的に結合する）およびＵＳＭ／ＲＢ４（ Hev ｂ  II と
特異的に結合する）とともにそれぞれ別個に実施した。これらのモノクローナル抗体は、
この免疫反応において一次抗体として働く。すすいだ後、ミクロヘリックスとの結合に成
功したモノクローナル抗体を、１０ｎｍのヤギ抗マウス免疫グロブリン（ＩｇＧ）金複合
体（二次抗体）とともに１５分間インキュベートし、２％のリンタングステン酸（ｐＨ６
．８）を用いてネガティブ染色を行ってコントラストをつけて電子顕微鏡で検査すること
によって検出した。図１１に示すように、金の粒子がＵＳＭ／ＲＢ３とともにインキュベ
ートされたミクロヘリックス上に濃縮されており、このことは、ＵＳＭ／ＲＢ３が認識す
るポリペプチド（ Hev ｂ  IV ）がミクロヘリックス複合体の成分であることを示している
。一方、ＵＳＭ／ＲＢ４とともにインキュベートしたミクロヘリックスと、金粒子との会
合は全く起こらなかった。このことは、 Hev ｂ  II が恐らくミクロヘリックス複合体の成
分ではないことを示唆している。
【００９６】
ミクロヘリックスがアレルゲンであることをさらに実証するため、上記の免疫金標識法を
繰返した。但し Hev ｂ  IV に対して感受性であるが一次抗体源として用いた Hev ｂ  II に
対して感受性でないアレルギー患者由来の血漿を用いた。インキュベーションのｐＨは８
．０であった。ＩｇＥに対するモノクローナル抗体は免疫反応の二次抗体として作用した
が、ヤギ抗マウス免疫グロブリン（ＩｇＧ）金複合体は三次抗体として働いた。図１２に
示すように、金の粒子（５ｎｍ）がミクロヘリックスと会合することが観察されたが、こ
れはミクロヘリックスがアレルゲン性蛋白であることを示している。
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【００９７】
ミクロヘリックスまたはそのポリペプチド誘導体がラテックス手袋から抽出可能な蛋白類
中に見出されることを確認するため、ラテックス手袋をリン酸緩衝食塩水中に入れてラテ
ックス手袋の水性溶出液を調製し、これをウサギの皮下に注射して、手袋蛋白の混合物に
対するポリクローナル抗体を生成させた（  Sunderasan と Yeang の１９９４年の報告）。
ミクロヘリックスの免疫金標識付けを、これらのポリクローナル抗体を使って実施したと
ころ、ヤギ抗ウサギＩｇＧに複合した１０ｎｍの金の粒子は、ミクロヘリックスと会合し
ていることが明らかに認められた（図１３）。このことは、ミクロヘリックス蛋白複合体
のポリペプチド成分がラテックス手袋の溶出液中に生成していることを示す。
【００９８】
Hev ｂ  IV は分子量が約５５ｋＤａ（５０，５５，５７ｋＤａ）のモノマーポリペプチド
で構成されているオリゴマーとして存在し、このモノマーポリペプチドはジスルフィドで
連結され、分子量が上記のように約１０５ｋＤａ（１００，１１０，１１５ｋＤａ）の二
量体になっている。等電点電気泳動法によって、 Hev ｂ  IV は、ｐＨ４．５の領域にｐＩ
を有する酸性蛋白であることが明らかになった。そのＮ末端アミノ酸配列はＥＬＤＥＹＬ
ＦＳＦＧＤＧＬＹＤＡＧＮＡと決定した（これらアミノ酸に対する一アルファベット文字
の記号は  Cohn の１９８４年の報告にしたがっている）。図１４はレーン１～４にＢセラ
ムが負荷されたＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルをクーマシーブルーで染色したものを示す。Ｂセラ
ムの試料は、負荷する前に、還元するかもしくは還元せず、および９５℃で３分間加熱す
るかもしくは加熱しなかった。対応するゲルをニトロセルロース膜にエレクトロトランス
ファー（ electro - transfer）させ、得られたウェスタンブロットを、 Hev ｂ  IV に対す
るポリクローナル同型抗体でプローブした。試料を還元し加熱したとき（レーン１）、 He
v ｂ  IV は約５０～５７ｋＤａの間の広いバンドとして存在することを試験結果は示して
いる。しかし試料を加熱したが還元しなかった場合（レーン３）、 Hev ｂ  IV は約１０５
ｋＤａの高分子量のバンドとして見出され、これは Hev ｂ  IV のモノマー（分子量５０～
５７ｋＤａ）がジスルフィドで連結されて１０５ｋＤａの二量体を形成していることを示
している。さらに試料を加熱も還元もしなかったとき（レーン４）、その蛋白はゲル中に
入らず１０５ｋＤａにごく弱い反応性のバンドしか与えなかった。これは１０５ｋＤａの
二量体が、加熱されると解離するより大きなオリゴマーを形成していることを示唆してい
る。
【００９９】
上記のゲル濾過処理由来の画分ＡとＢ中に回収された蛋白も、図１５に示すように１００
～１１５ｋＤａの二量体として存在する５０～５７ｋＤａの広いバンドを含有しており、
図１５において上方のゲルは還元条件下で処理され、一方下方のゲルは非還元条件下で処
理され、５０～５７ｋＤａのバンドと１００～１１５ｋＤａのバンドとの関係を実証して
いる。
【０１００】
ミクロヘリックスは、先に述べたようにすでに報告されているが、この明細書に示す試験
結果は、ミクロヘリックスが免疫原性でかつアレルゲン性であることを述べた最初の報告
である。蛋白の変性もしくは分解によって生じる Hev ｂ  IV のポリペプチドフラグメント
についてこの明細書で詳細に説明する。
【０１０１】
蛋白 Hev ｂ  II を異なる画分中に回収し、そしてその分子量が Hev ｂ  IV よりはるかに小
さい（３４／３５ｋＤａおよび３６／３７ｋＤａ）ので、両方のポリペプチド連鎖は同じ
画分中に回収され、そのクーマシーブルー染色ＳＤＳ　ＰＡＧＥゲルは他の可視バンドを
全く示さなかった。この画分を、非還元条件下で処理したＳＤＳ－ＰＡＧＥゲルからエレ
クトロトランスファーした後ウェスタンブロット分析に付したとき、モノクローナル抗体
ＵＳＭ／ＲＢ４に認識される蛋白はラテックスアレルギー患者由来のＩｇＥにも認識され
ることが明確に示された。このような反応の一例を図１０のパネルｃに示す。図１０のパ
ネルｃで、上部パネルは画分１５（中央トラック）中の少なくとも四つのバンドおよびＢ
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セラムの対照（左トラック）中の二つのバンドに結合するＩｇＥを示す。
【０１０２】
Hev ｂ  II の等電点電気泳動を行ったところ、約９．６のｐＩの位置に単バンドが出現し
た。
【０１０３】
Hev ｂ  II は陰極性自然（  cathodic　 native ）ＰＡＧＥ系で電気泳動を行うことができ
た。この蛋白は、  Reisfeld らの１９６２年の報告の方法にしたがって、酸性ｐＨ下で電
気泳動を行った後、クーマシーブルー染色を行うことによって、単バンドとして現われた
。同様のゲルを、５０ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液ｐＨ５．２中でラミナリン（１．５ｍｇ
／ｍｌ）とともに３７℃で３時間インキュベートした。次にそのゲルを、０．０５％アニ
リンブルーを含有する１５０ｍＭＫ２  ＨＰＯ４  、ｐＨ８．６の溶液中に１時間入れた（
 Cote らの１９８２年の報告）。クーマシーブルーで染色した後に見られるバンドに対応
する染色バンドが観察され、このことは１，３－β－グルカナーゼ活性を示す。 Hev ｂ  I
I の内部ペプチドフラグメントはアミノ酸配列：ＦＤＥＮＮＸＱＰＥＶＥを示し、そして
もう一つのペプチドフラグメントは配列：ＲＮＩＨＤＡＩＲＳＡＧＬＱを示した。なおア
ミノ酸に対する一アルファベット文字記号は  Cohn の１９８４年の報告にしたがっている
。前者の配列は、タバコの草本およびトマトの草本中に存在するエンド－１，３－β－グ
ルカナーゼのアミノ酸配列と８５．２％の相同性を示した。
【０１０４】
ルトイド膜を界面活性剤で抽出することによって、両方の分子の大きさの Hev ｂ  II が大
量に得られる。このことは、 Hev ｂ  II がルトイド膜と会合していることを示唆している
。
【０１０５】
ヒトアレルゲンとしてＵＳＭ／ＲＢ４によって認識される蛋白類の重要なことをさらに測
定するため、ラテックスアレルギー性の患者由来のＩｇＥとの反応に、 Hev ｂ  II 蛋白を
含有するニトロセルロースストリップを用いてウェスタンブロットを行ったところ、１３
名のヒトの血漿試料中８名（６１．５％）の試料が Hev ｂ  II を認識することを示してい
る（図１６）。この試験では精製 Hev ｂ  II を使用したので、 Hev ｂ  II の患者ＩｇＥに
対する感受性はこの場合、表Ｉに示した試験の場合より大きかった。
【０１０６】
多量の Hev ｂ  IV 、 Hev ｂ  II または Hev ｂ  IIIが必要な場合は（例えば免疫分析法の市
販製剤用）、これらは上記の方法で製造できる。あるいは、モノクローナル抗体のＵＳＭ
／ＲＣ２、ＵＳＭ／ＲＢ３およびＵＳＭ／ＲＢ４またはそれらの均等な抗体は“アフィニ
ティークロマトグラフィー”のカラムまたは他の固相マトリックスに取り入れることがで
きる。ラテックスのＣセラム、Ｂセラムまたは他のラテックス由来製剤を上記のような固
相マトリックスと反応させ次いで適応な緩衝液で溶離させることによって、それぞれのア
レルゲンを高度に精製された形態で回収することができる。
【０１０７】
Hev ｂ  IV と Hev ｂ  II が塩化ナトリウムに可溶性であるということは、ラテックス製品
を浸出または洗浄してアレルゲン性蛋白類を除去する操作に利用できる。 Hev ｂ  IV と He
v ｂ  II （およびこれらのサブユニットおよび分解生成物）は、水よりイオン強度が高い
塩（例えば塩化ナトリウム）の溶液または他の溶液を浸出または洗浄に用いると、一層有
効に除去される。その効果の一例を表 IIに示す。表 IIは、天然ゴムラテックスのフィルム
から、水および０．３５Ｍ塩化ナトリウム溶液によって、全蛋白、全抗原（すなわちアレ
ルゲン類と非アレルゲン類）、およびＵＳＭ／ＲＢ４に結合するアレルゲン性蛋白を抽出
した結果を示す。塩化ナトリウム溶液は、全蛋白と全抗原を水より有効に除去するが、塩
化ナトリウムの一層大きな効率はＵＳＭ／ＲＢ４に結合するラテックスアレルゲンの場合
に極めて顕著であることは明らかである。すなわち、水で抽出可能な全蛋白と全抗原の量
はそれぞれ０．３５Ｍ塩化ナトリウム溶液で抽出可能な全蛋白と全抗原の量の５９．５％
と７７．７％であるのと比べて、水で抽出可能なアレルゲンの量は０．３５Ｍ塩化ナトリ
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ウム溶液で抽出可能な量の４．５％に過ぎない。したがって、０．３５Ｍの塩化ナトリウ
ム溶液を使用すると、この特別のラテックスアレルゲンを抽出する場合の効率が選択的に
増大する。
【０１０８】
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１０９】
抗原とアレルゲンは、競合ＥＬＩＳＡ法で分析した。ラテックス手袋に対してウサギ中に
生成したポリクローナル抗体を、全抗原の分析に使用した。百分率は、塩化ナトリウムで
溶離させて得た値を１００％として算出する。
【０１１０】
【実施例】
これは、特定のアレルゲン性蛋白類に対して生成するモノクローナル抗体を用いて、ラテ
ックスで製造された製品（手袋）中のアレルゲンのレベルを測定するこの発明の分析法の
一実施例である。
【０１１１】
さきに述べたように、市販のラテックス手袋から溶出させた蛋白類は、ラテックスアレル
ギーの診断またはラテックスアレルゲンの定量を行うための免疫分析法の蛋白抗原成分と
してすでに使用されている。この方法の重大な欠点は、図１７と下記表 III に示す知見か
ら分かるように、異なるブランドの手袋はそのアレルゲンの組成が定性的および定量的な
差を示すということである。ＵＳＭ／ＲＢ３とＵＳＭ／ＲＢ４はこの発明によるモノクロ
ーナル抗体である。
【０１１２】
【表３】
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【０１１３】
【表４】
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【０１１４】
【表５】
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【０１１５】
【表６】
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【０１１６】
【表７】
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【０１１７】
【表８】

10

20

30

40

(24) JP 3725872 B2 2005.12.14



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【０１１８】
【表９】
　
　
　
　
　
　
　
　

【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、セファデックスＧ－１５０でＣセラム（Ｃ－ serum ）のゲル濾過を行っ
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て得た逐次画分を示す。主ピークＡ，ＢおよびＣが示されている。ピークＡは主として小
ゴム粒子（直径が約４５ｎｍ）および分子量が３０００００ｋＤａより大きい大きな蛋白
類が入っている空隙容量を示す。
【図２】図２は、Ｃセラムから分画した、小ゴム粒子の表面上の Hev ｂ  IIIの免疫金検出
（ immuno－ gold　 detection ）の結果を示す。ヤギ抗マウスＩｇＧに複合した金粒子は、
Hev ｂ  IIIに特異的に結合するモノクローナル抗体ＵＳＭ／ＲＣ２が存在することを示す
。
【図３】図３（Ａ）は Hev ｂ  IIIの分取ゲル電気泳動法による分析結果を示す。分取電気
泳動セルからのＢセラムとＣセラムの混合物の逐次画分のウエスタンブロットである。こ
れらのタンパク質画分はＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（１５％ゲル）に付し
次いでクーマシーブルーで染色し（パネルＡ）、モノクローナル抗体ＵＳＭ／ＲＣ２とと
もにインキュベートし（パネルＢ）、次いで患者の血漿とともにインキュベートして捕捉
されたＩｇＥの存在について試験した（ＣＳ＝Ｃセラム）。
又図３（Ｂ）は、遠心分離したラテックスのゴムクリームから抽出し、次にラテックスア
レルギー性の成人患者由来の血清とともにインキュベートした蛋白（左側）、およびラテ
ックスアレルギー性の二分脊椎患者由来の血清とともにインキュベートした蛋白（右側）
のウェスタンブロットを示す〔ＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１５％ゲル）〕。 Hev ｂ  IIIのバンド
を矢印で示す。
【図４】図４は、ＢセラムとＣセラムの２：５の比率の混合物の二次元ポリアクリルアミ
ドゲル電気泳動の結果を示す。等電点電気泳動法を第一次元で用い次にＳＤＳ－ポリアク
リルアミドゲル電気泳動法を第二次元で用いた。得られたゲルを、ニトロセルロース膜上
に電気ブロットを行い、次にモノクローナル抗体ＵＳＭ／ＲＣ２とともにインキュベート
した。ある範囲のラテックス蛋白類（主に、推定ｐＩが４．４～４．４６で分子量が約１
４～２４ｋＤａの範囲のもの）がＵＳＭ／ＲＣ２と結合する。
【図５】図５は、透析されたＢセラムから得た沈澱をセファクリルＳ２００によるゲル濾
過に付して得られた逐次蛋白画分を示す。上記沈澱は、０．３５Ｍ塩化ナトリウム溶液に
再溶解してからゲル濾過した。主画分Ａ～Ｆが示されている。
【図６】図６は、セファクリルＳ２００によるゲル濾過で得た蛋白類を電気泳動（１５％
ゲル）によって分離した結果を示す。レーン１：ピークＥとＦが合体している；レーン２
：ピークＡとＢが合体している；レーン３：分子量マーカー。パネルＡ：クーマーシーブ
ルーで染色したゲル。パネルＢ：ラテックスに対してアレルギー性の患者の血漿とともに
インキュベートしたゲルのウェスタンブロット。
【図７】図７は、ゲル濾過クロマトグラフィーによる Hev ｂ  IV の精製結果を示す。種々
のピークの蛋白類がＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動（１５％ゲル）によって分
離された。得られたゲルをクーマシーブルーで染色した（ａ）。マッチングウェスタンブ
ロット（ matching　 western　 blot ）を Hev ｂ  IV に対する同型抗血清（ homotypic　 ant
iserum）でプローブした（ｂとｃ）。試験試料は還元し加熱するか（ｂ）または還元せず
かつ加熱しなかった（ｃ）（Ｍ＝分子量マーカー、ＢＳ＝Ｂセラム）。
【図８】図８は、アレルゲン Hev ｂ  IV に対する同型抗血清（Ａ）および Hev ｂ  IV に対
するモノクローナル抗体（ＵＳＭ／ＲＢ３）（Ｂ）でプローブされたラテックス蛋白類の
ウェスタンブロットである。レーン１：Ｂセラム；レーン２：Ｂセラム＋Ｃセラム；レー
ン３：Ｃセラム。試料はすべて非還元条件下加熱なしで試験した。
【図９】図９は、ゲル濾過クロマトグラフィーによる Hev ｂ  II の精製結果を示す。各種
のピークの蛋白類をＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動法（１５％ゲル）で分離し
た。そのゲルをクーマシーブルーで染色した（ａ）。マッチングウェスタンブロットをモ
ノクローナル抗体ＵＳＭ／ＲＢ４でプローブした（ｂ）。（Ｍ＝分子量マーカー、ＢＳ＝
Ｂセラム）。
【図１０】図１０は各種アレルゲンの分取ゲル電気泳動による分析結果を示す。
パネルａ：アレルゲン Hev ｂ  IV の分取ゲル電気泳動分析結果。Ｂセラムを非還元性でか
つ非変性の条件下、７．５％のゲルを用いて分離した。モノクローナル抗体ＵＳＭ／ＲＢ
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３とともにインキュベートした。
パネルｂ：精製 Hev ｂ  IV のウェスタンブロット。モノクローナル抗体ＵＳＭ／ＲＢ３（
上図）およびラテックスに対してアレルギー性の患者の血漿（下図）とともにインキュベ
ートした。ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動は１２％のゲル上で行った。
パネルｃ：精製 Hev ｂ  II のウェスタンブロット。ラテックスに対してアレルギー性の患
者の血清（上図）およびモノクローナル抗体ＵＳＭ／ＲＢ４（下図）とともにインキュベ
ートした。ＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動は１２％のゲル上で行った。
【図１１】図１１はＢセラムから調製したミクロヘリックス上の Hev ｂ  IV の免疫金検出
を行った結果を示す（束状に存在していることを示す）。ヤギ抗マウスＩｇＧに接合した
金粒子は、 Hev ｂ  IV に特異的に結合するモノクローナル抗体ＵＳＭ／ＲＢ３の存在を示
す。
【図１２】図１２は、天然ゴムラテックス由来の Hev ｂ  IV に対してアレルギー性である
（しかし Hev ｂ  II に対してはアレルギー性でない）患者の血漿から得たＩｇＥによる、
ミクロヘリックスの認識を示す。ミクロヘリックスを血漿とともにインキュベートし次い
でモノクローナル抗ヒトＩｇＥ抗体とともにインキュベートした。次いで、１０ｎｍのコ
ロイド金に複合させたヤギ抗マウス抗体で標識付けを行った。
【図１３】図１３はラテックス手袋の蛋白類に対するポリクローナル抗体の免疫金検出を
行った結果を示す。これらの抗体はウサギ中に生成させた。ヤギ抗ウサギＩｇＧに複合さ
れた金粒子は、Ｂセラムから調製したミクロヘリックス（束状に存在しているを示す）上
に免疫原性ポリペプチド類が存在することを示す。
【図１４】図１４は異なる処置を受けたＢセラムのＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１５％ゲル）によ
る分離の結果を示す。対応するウェスタンブロットを、 Hev ｂ  IV に対するポリクローナ
ル同型抗体でプローブした（Ｂ）。電気泳動による分離を行う前に、Ｂセラムの試料を、
還元して加熱し（レーン１）、還元して加熱せず（レーン２）、還元せずに加熱し（レー
ン３）、および還元も加熱もしなかった（レーン４）。ゲルはクーマシーブルーで染色し
た。Ｍ＝分子量マーカー
【図１５】図１５は透析によってＢセラムを沈降させて得た分画蛋白類（本明細書に記載
されている画分Ａ～Ｆ）のＳＤＳ－ＰＡＧＥ（１０％ゲル）分離の結果を示す。電気泳動
による分離を行う前に、試料は還元して加熱し（上のパネル）および還元せずに加熱した
（下のパネル）。これらのゲルはクーマシーブルーで染色した。Ｍ＝分子量マーカー；Ｂ
Ｓ＝Ｂセラム
【図１６】図１６は、モノクローナル抗体のＵＳＭ／ＲＢ３（レーン１４）、ＵＳＭ／Ｒ
Ｂ４（レーン１５）およびアレルギー患者由来のＩｇＥ（レーン１～１３）でプローブし
た Hev ｂ  II のウェスタンブロットストリップである。
【図１７】図１７は、６種のブランドの手袋（４～９と表示した）からの蛋白溶出物の電
気泳動分離（１５％ゲル）のウェスタンブロットを示す。ポリアクリルアミド電気泳動は
還元および変性の条件下で行った。ブロットされたニトロセルロース膜は、アレルゲン He
v ｂ  IV に対する同型抗血清（ブロットＡ）、およびアレルゲン Hev ｂ  II に対して特異
的なモノクローナル抗体ＵＳＭ／ＲＢ４（ブロットＢ）とともにインキュベートした。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】

【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】

(30) JP 3725872 B2 2005.12.14



【 図 １ ７ 】
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摘要(译)

本发明涉及基本上纯化形式的天然橡胶胶乳的致敏蛋白，它们的产生和用途，以及针对那些致敏蛋白开发的单克隆抗体，用于定性
和定量测定天然橡胶胶乳中过敏原蛋白水平的测定法。或者用乳胶制成的产品。还提供了用于鉴定和/或定量血液或血液产品中的抗
体的测定法，其用于介导由天然橡胶胶乳诱导的过敏反应的发生，以及用于检测对天然橡胶胶乳的超敏性的体内和体外诊断测试并
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涉及使用上述过敏原蛋白质。本发明还提供了上述过敏原作为去敏剂用
于治疗乳胶蛋白过敏的用途。还提供了一种从乳胶产品中除去过敏原蛋
白的方法。


