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(54)【発明の名称】 家畜血清アルブミンの免疫学的反応性を有するエピトープ

(57)【要約】
【課題】  ウシ血清アルブミン又はヒツジ血清アルブミ
ンのヒト又はペット動物に対する免疫学的反応性を有す
るエピトープ（ペプチド）及び家畜血清アルブミンの免
疫学的反応性を有するエピトープの決定方法を提供す
る。
【解決手段】  本発明の方法は、ヒト血清アルブミンと
家畜血清アルブミンのアミノ酸配列を比較し、アミノ酸
配列の異なる個所のペプチドを調製し、それらを免疫学
的検査に付して、免疫学的反応性を有するペプチドを見
出すことにより免疫学的反応性を有するエピトープを決
定することよりなり、また係る方法により決定されたウ
シ血清アルブミン及びヒツジ血清アルブミンの免疫学的
反応性を有するエピトープである。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】      下記のアミノ酸配列又はそのＮ末端
及び／又はＣ末端に１～５個のアミノ酸が付加したアミ
ノ酸配列を有するウシ血清アルブミンの免疫学的反応性
を有するエピトープ。
Ser-Pro-Asp-Leu-Pro-Lys-Leu-Lys-Pro-Asp-Pro-Asn-Th
r-Leu-
Tyr-Ala-Asn-Lys-Tyr-Asn-Gly-Val-Phe-Gln-
Glu-Tyr-Ala-Val-Ser-Val-
Ala-Cys-Tyr-Thr-Ser-Val-Phe-Asp-Lys-Leu-Lys-His-Le
u-Val-Asp-
Leu-Ile-Leu-Asn-Arg-
Glu-Ser-Lys-
Ala-Phe-Asp-Glu-Lys-Leu-
Pro-Asp-Thr-Glu-Lys-
Glu-Asn-Phe-Val-
【請求項２】      下記のアミノ酸配列又はそのＮ末端
及び／又はＣ末端に１～５個のアミノ酸が付加したアミ
ノ酸配列を有するヒツジ血清アルブミンの免疫学的反応
性を有するエピトープ。
Tyr-Ala-Asn-Lys-Tyr-Asn-Gly-Val-Phe-Gln-
Glu-Tyr-Ala-Val-Ser-Val-
Leu-Ile-Leu-Asn-Arg-
Pro-Asp-Thr-Glu-Lys-
Glu-Asn-Phe-Val-
【請求項３】      家畜の血清アルブミンのアミノ酸配
列と、ヒト又はペット動物の血清アルブミンのアミノ酸
配列を対比し、アミノ酸配列の異なる個所のアミノ酸配
列のペプチドを免疫学的検査に付して免疫学的反応性を
試験し、免疫学的反応性を有するペプチドを免疫学的反
応性を有するエピトープと決定する家畜血清アルブミン
の免疫学的反応性を有するエピトープの決定方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明はウシ血清アルブミン
（以下、ＢＳＡという）又はヒツジ血清アルブミン（以
下、ＳＳＡという）のヒト又はペット動物に対する免疫
学的反応性を有するエピトープ（ペプチド）及び家畜血
清アルブミンの免疫学的反応性を有するエピトープの決
定方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】近年、食物アレルギー患者が増加してお
り、所謂、５大アレルゲン（牛乳、卵、小麦、そば、落
花生）が知られている。また、５大アレルゲンほどメジ
ャーなアレルゲンではないが、食肉もアレルギーを起こ
す場合がある。例えば、牛肉はアレルゲン性を示す。そ
して、牛肉アレルギーの研究から、牛肉の主要なアレル
ゲンはＢＳＡであることが知られている。ＢＳＡは牛乳
にも含まれているので、牛肉アレルギー患者は牛乳を摂
取した場合にもアレルギーを発症する。同様に、牛乳ア
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レルギー患者は牛肉を摂取した場合にもアレルギーを発
症する。また、犬、猫などのペット動物は牛肉でアレル
ギーを生じることが知られている。アレルゲンを検査す
る方法の一つとして、患者血清中のＩｇＥ抗体を利用す
る免疫学的検査法がある。しかし、患者血清を大量に入
手するのは難しいから、この方法の実施には限界があ
る。そこで、汎用的に実施可能な免疫学的検査法が必要
とされている。また、免疫学的検査法に供する抗体とし
てはアレルゲンを特異的に認識する抗体が望ましく、ア
レルギーを惹起する物質、その構成成分（多くの場合、
蛋白質）又はそのアミノ酸配列（免疫学的反応性を有す
るエピトープ）を特定し、それを抗原として作製された
抗体が望ましい。免疫学的反応性エピトープを特定する
方法としては、１）アレルゲンを酵素処理又は化学的処
理により調製した限定分解物と患者ＩｇＥ抗体の反応性
を調べる方法、２）アミノ酸配列データベースを参照し
て合成したオーバーラップペプチドと患者ＩｇＥ抗体の
反応性を調べる方法などが知られているが、非常に手間
のかかる効率の悪い方法であった。一方、上述のよう
に、牛肉の主要なアレルゲンはＢＳＡであることが知ら
れていたが、ＢＳＡ中の免疫学的反応性を有するエピト
ープについては知られていなかった。また、アレルゲン
性を示す蛋白質のアミノ酸配列中には、Ｔ細胞のレセプ
ターと結合し、Ｔ細胞に免疫学的刺激を与えるエピトー
プの存在が言われているが、このＢＳＡでの検討はなさ
れていなかった。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】上述のように、従来の
エピトープ決定方法はかなりの時間を必要とするもので
あった。係る問題から、発明者らは、家畜血清アルブミ
ンの免疫学的反応性を有するエピトープ構造の新規な決
定方法を検討した結果、ヒト血清アルブミンと家畜血清
アルブミンのアミノ酸配列を比較し、アミノ酸配列の異
なる個所のペプチドを調製し、それらを免疫学的検査に
付して、免疫学的反応性を有するペプチドを見出すこと
により免疫学的反応性を有するエピトープを容易に決定
することができることを見出した。本発明は、係る方法
により決定されたＢＳＡ及びＳＳＡの免疫学的反応性を
有するエピトープ並びに免疫学的反応性を有するエピト
ープの決定方法を提供するものである。なお、ここで免
疫学的反応性とは、ＩｇＥ抗体（言い換えればＢ細胞）
及び／又はＴ細胞のレセプターとの反応性のことであ
る。
【０００４】
【課題を解決するための手段】上記の課題を解決すべく
なされた本発明は、
(1)下記のアミノ酸配列又はそのＮ末端及び／又はＣ末
端に１～５個のアミノ酸が付加したアミノ酸配列を有す
るＢＳＡの免疫学的反応性を有するエピトープ；
Ser-Pro-Asp-Leu-Pro-Lys-Leu-Lys-Pro-Asp-Pro-Asn-Th
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r-Leu-
Tyr-Ala-Asn-Lys-Tyr-Asn-Gly-Val-Phe-Gln-
Glu-Tyr-Ala-Val-Ser-Val-
Ala-Cys-Tyr-Thr-Ser-Val-Phe-Asp-Lys-Leu-Lys-His-Le
u-Val-Asp-
Leu-Ile-Leu-Asn-Arg-
Glu-Ser-Lys-
Ala-Phe-Asp-Glu-Lys-Leu-
Pro-Asp-Thr-Glu-Lys-
Glu-Asn-Phe-Val-
(2)下記のアミノ酸配列又はそのＮ末端及び／又はＣ末
端に１～５個のアミノ酸が付加したアミノ酸配列を有す
るＳＳＡの免疫学的反応性を有するエピトープ；
Tyr-Ala-Asn-Lys-Tyr-Asn-Gly-Val-Phe-Gln-
Glu-Tyr-Ala-Val-Ser-Val-
Leu-Ile-Leu-Asn-Arg-
Pro-Asp-Thr-Glu-Lys-
Glu-Asn-Phe-Val-
(3)家畜の血清アルブミンのアミノ酸配列と、ヒト又は
ペット動物の血清アルブミンのアミノ酸配列を対比し、
アミノ酸配列の異なる個所のアミノ酸配列のペプチドを
免疫学的検査に付して免疫学的反応性を試験し、免疫学
的反応性を有するペプチドを免疫学的反応性を有するエ
ピトープと決定する家畜血清アルブミンの免疫学的反応
性を有するエピトープの決定方法；である。
【０００５】
【発明の実施の形態】前述のように、牛肉の主要アレル
ゲンはＢＳＡであることが知られている。Fiocchi等は
皮膚のプリックテストで牛肉アレルギーの子供たち全員
がＢＳＡに反応することを報告している。しかしなが
ら、今まで、その免疫学的反応性を有するエピトープに
関する実際に役立つ情報はほとんど無かった。血清アル
ブミンは生化学的には最も広く研究され活用されている
蛋白質の一つである。血清蛋白質中、約６０％を占め
る。ＢＳＡとヒト血清アルブミン（以下、ＨＳＡとい
う）のホモロジーは約７６％であり、ジスルフィド結合
の繰り返しパターンを厳密に保存している。血清の主要
な構成物質がアレルゲンとして働くと言うことは驚くべ
きことである。
【０００６】そこで、ＢＳＡに対する牛肉アレルギー患
者の免疫学的反応性を検討した。予備実験からＢＳＡに
感受性の牛肉アレルゲンの患者のIgE抗体はＨＳＡと結
合しないことが分かった。そこで、ＢＳＡとＨＳＡのア
ミノ酸配列を詳細に比較したところ、アミノ酸配列の非
常に異なる１５のエピトープが見出された。そこで、こ
れらのペプチドを合成し、食肉アレルギー患者のＩｇＥ
抗体（言い換えれば、Ｂ細胞）との反応性及び末梢血単
核球分画（言い換えれば、Ｔ細胞）との反応性を調べ
た。
【０００７】その結果、下記のアミノ酸配列又はそのＮ
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末端及び／又はＣ末端に１～５個のアミノ酸、好ましく
は相同性アミノ酸を付加したアミノ酸配列を有するペプ
チドがＢＳＡ分子中の免疫学的反応性を有するエピトー
プとして同定された。なお、上記の相同性アミノ酸と
は、ＢＳＡのアミノ酸配列番号のうち、１）下記のアミ
ノ酸配列のＮ末端及び／又はＣ末端に位置する配列番号
のアミノ酸であって、且つ２）ＢＳＡとＨＳＡのアミノ
酸配列に共通するアミノ酸をいう（ＳＳＡにおいても同
様）。ここで、両末端に付加された１～５個のアミノ酸
はプレートに繋ぐスペーサーの役目を有するもので、免
疫学的反応性を有する限り、この部分を変更しても結合
性に影響はなかった。
Ser-Pro-Asp-Leu-Pro-Lys-Leu-Lys-Pro-Asp-Pro-Asn-Th
r-Leu-
Tyr-Ala-Asn-Lys-Tyr-Asn-Gly-Val-Phe-Gln-
Glu-Tyr-Ala-Val-Ser-Val-
Ala-Cys-Tyr-Thr-Ser-Val-Phe-Asp-Lys-Leu-Lys-His-Le
u-Val-Asp-
Leu-Ile-Leu-Asn-Arg-
Glu-Ser-Lys-
Ala-Phe-Asp-Glu-Lys-Leu-
Pro-Asp-Thr-Glu-Lys-
Glu-Asn-Phe-Val-
これらのペプチドを抗原として調製した抗体は、牛肉ア
レルギー患者が食する食品中のＢＳＡの検定に有用であ
り、牛肉アレルギー患者の食物アレルギーの防止に有用
である。
【０００８】また、同様な方法で、ＳＳＡについて検討
したところ、下記のアミノ酸配列又はそのＮ末端及び／
又はＣ末端に１～５個のアミノ酸、好ましくは相同性ア
ミノ酸を付加したアミノ酸配列を有するペプチドがＳＳ
Ａ分子中の免疫学的反応性を有するエピトープとして同
定された。
Tyr-Ala-Asn-Lys-Tyr-Asn-Gly-Val-Phe-Gln-
Glu-Tyr-Ala-Val-Ser-Val-
Leu-Ile-Leu-Asn-Arg-
Pro-Asp-Thr-Glu-Lys-
Glu-Asn-Phe-Val-
【０００９】
【実施例】以下、実施例に基づいて、本発明をより詳細
に説明するが、本発明はこれらの実施例に限定されるも
のではない。なお、以下に述べられる試験方法及び材料
の概略は下記のとおりである。
【００１０】(1)供試血清
インフォームドコンセントを得て採取した牛肉アレルギ
ー患者１２名（CAP-RASTスコア：食肉４～６；牛乳３～
６）及び健常成人１名の血清を供試した。ＢＳＡ(Sigma
社製)を常法通りSDS-PAGEし、PVDF膜に転写し、該PVDF
膜と供試患者血清を反応させ、抗ヒトIgE抗体を２次抗
体とするウエスタンブロッティングを行ったところ、供
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試患者血清はＢＳＡと反応した。一方、同様に処理した
供試健常成人血清はＢＳＡと反応しなかった。
【００１１】(2)ペプチドの合成
NCBI(National Center for Biotechnology Informatio
n)の蛋白質データバンクを参照にして、BSAとHSAのアミ
ノ酸配列を比較した。なお、ＢＳＡの配列についてはNC
BIの登録番号229552と登録番号P02769（個々のデータが
不完全なため）、ＨＳＡの配列についてはNCBIの登録番
号5821846を元にした。表１に示すように、BSAのアミノ*
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*酸配列に相当するペプチドをペプチドシンセサイザー
（PSSM-8）で合成し、合成したペプチドを逆相HPLCにか
け、主要ピークを集め、凍結乾燥し、DMSO(ジメチルス
ルホキシド)に5mM濃度で溶解し－80℃で保存された。な
お、表１において、便宜上、アミノ酸は常法に準じて１
文字表記で示している（表２も同様）。
【００１２】
【表１】

【００１３】また、NCBIの蛋白質データバンクを参照に
して、BSAとSSAのアミノ酸配列を比較した。ＢＳＡのデ
ータは２つの配列（登録番号229552とP02769）、ＳＳＡ
は登録番号113582を元にした。ここで分るように、ＢＳ
ＡとＳＳＡはペプチドNo.4以外は完全に同じエピトープ
を持っていた（表２参照）。また、ペプチドNo.4におい
ても、免疫学的反応性を有するエピトープであるTyr-Al*

*a-Asn-Lys-Tyr-Asn-Gly-Val-Phe-Gln-は一致していた。
更に、ここで見出したエピトープは、ウシとヒツジと同
様に反芻動物であるヤギの免疫学的反応性を有するエピ
トープとしても用いることができる。
【００１４】
【表２】

【００１５】また、同様にNCBIの蛋白質データバンクを
参照に、上述のＢＳＡデータとペットである犬や猫の血
清アルブミンのアミノ酸配列データを比較することによ
り、ＢＳＡとＨＳＡの場合と同様に、犬や猫に対するＢ
ＳＡの免疫学的反応性を有するエピトープを見出すこと

ができる。
【００１６】(3)合成ペプチドに対するIgE抗体の反応性
ペプチド溶液を４倍量の0.1M炭酸バッファー（pH9.6）
で希釈し、その100μlをGregorius等の方法によりプレ
ートのウェルに固定化し、200μl の１％HＳＡでブロッ
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キングした後、患者血清を作用させた。ペプチドに結合
したIgE抗体をビオチン化抗ヒトIgE抗体（Kirkegaard&P
erry Lab.Inc., U.S.A.）とストレプトアビジン-ペルオ
キシダーゼ複合体（Boehringer Mannheim, Germany）と
0-フェニレンジアミン（和光製薬）で検出した。その結
果を図１に示す。結論として、ペプチドは、牛肉アレル
ギー患者IgE抗体（言い換えれば、該患者のＢ細胞）と
免疫学的反応性を有することが判明した。
【００１７】(4)合成ペプチドに対するＴ細胞の反応性
Ｂ細胞によるアレルゲン特異的ＩｇＥ抗体の産生はアレ
ルゲン特異的Ｔ細胞により制御されている。そこで、表
１の合成ペプチドNo.11と牛肉アレルギー患者のＴ細胞
との反応性を調べた。４名の牛肉アレルギー患者から採
取した血液から常法に従って、末梢単核球分画を調製
し、培養プレート(Nunc社製)に１Ｘ１０５個／ウェルで
播種し、合成ペプチド存在下（５０ｍＭ）及び非存在下
で培養し、5-ブロモ-2'-デオキシウリジンの取り込み量
を測定し、Ｔ細胞の増殖、即ちＴ細胞との反応性を調べ
た。その結果、該ペプチドは牛肉アレルギー患者のＴ細*
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*胞と反応することが確認された。
【００１８】
【発明の効果】以上のように、本発明の免疫学的反応性
を有するエピトープは、牛肉アレルギー患者のIgE抗体
（即ち、Ｂ細胞）と特異的に反応するので、ＢＳＡのア
レルゲン検出用抗体作製のための抗原として活用するこ
とができる。また、本発明の免疫学的反応性を有するエ
ピトープを指標として牛肉及び牛乳並びにこれらを含む
加工食品の低アレルゲン化を図ることができる。更に、
本発明の免疫学的反応性を有するエピトープには、Ｔ細
胞とも特異的に反応するエピトープが存在する。このエ
ピトープを指標として、牛肉及び牛乳並びにこれらを含
む加工食品のＴ細胞への反応性の制御を図ることができ
る。また、本発明の免疫学的反応性を有するエピトープ
の決定方法によれば、簡便且つ迅速に家畜血清アルブミ
ン中の免疫学的反応性を有するエピトープを決定するこ
とができる。
【００１９】
【配列表】

<110> Nippon Meat Packers, Inc.

<120> Immuno-reactive epitope o
f livestock serum albumin 
<160> 9
<210> 1
<211> 14
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<400> 1
Ser-Pro-Asp-Leu-Pro-Lys-Leu-Lys-Pro
-Asp-Pro-Asn-Thr-Leu-
  1               5                  10 
<210> 2
<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<400> 2
Tyr-Ala-Asn-Lys-Tyr-Asn-Gly-Val-Phe
-Gln-
  1               5                  10
<210> 3
<211> 6
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<400> 3
Glu-Tyr-Ala-Val-Ser-Val-
  1              5
<210> 4
<211> 15
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<400> 4
Ala-Cys-Tyr-Thr-Ser-Val-Phe-Asp-Lys
-Leu-Lys-His-Leu-Val-Asp-
  1               5                  10                 15



(6) 特開２００３－２５２８９９

<210> 5
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<400> 5
Leu-Ile-Leu-Asn-Arg-
  1               5
<210> 6
<211> 3
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<400> 6
Glu-Ser-Lys-
  1
<210> 7
<211> 6
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<400> 7
Ala-Phe-Asp-Glu-Lys-Leu-
  1               5
<210> 8
<211> 5
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<400> 8
Pro-Asp-Thr-Glu-Lys-
  1               5
<210> 9
<211> 4
<212> PRT
<213> Artificial Sequence
<400> 9
Glu-Asn-Phe-Val-
  1 9

【図面の簡単な説明】
【図１】合成ペプチドに対するＩｇＥの結合性を示す図
である。合成ペプチド（No.1～16）はイムノプレートに
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固定され、希釈したプール血清を用いたELISAに供し
た。なお、ndは非検出を意味する。
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【図１】
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