
(57)【要約】
本発明は、免疫治療成分として有用な新規組換えタンパク質変種に関する。本発明は、前
記タンパク質変種をコードする DNA配列及び前記タンパク質変種を含む組成物にも関する
。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 し て 防 御 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と の で き る 組 換 え タ ン パ
ク 質 変 種 で あ っ て 、
i） 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 構 造 的 に 類 似 し た 三 次 元 折 り た た み 様 式 を 有 す る 足 場 タ
ン パ ク 質 の 変 種 で あ り 、
ii)前 記 足 場 タ ン パ ク 質 に 比 較 し て 、 少 な く と も 一 つ の 非 変 異 ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 隔 て
ら れ た ２ 以 上 の 一 次 変 異 を 含 む タ ン パ ク 質 変 種 で あ っ て 、 前 記 各 一 次 変 異 が 、 天 然 に 存 在
す る ア レ ル ゲ ン 中 の 対 応 す る 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 又 は 相 同 な 少 な く と も １ つ の ア ミ
ノ 酸 残 基 を 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 に 導 入 す る 変 異 で あ り 、
iii） 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 に 比 較 し て 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IgE抗 体 へ の
ア フ ィ ニ テ ィ ー お よ び ／ ま た は 結 合 能 が 増 加 し た 、 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ２ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 比 べ て 低 下 し た ヒ ス タ ミ ン 遊 離 誘 導 能 を 有 す る 、 請 求 項 １
記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ヒ ス タ ミ ン 遊 離 誘 導 能 が ２ ～ 10,000分 の １ に 低 下 し て い る 、 請 求 項 ２ に 記 載 の タ ン パ ク
質 変 種 。
【 請 求 項 ４ 】
　 更 に 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 対 応 す る 位 置 に は 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 を 足 場 タ
ン パ ク 質 に 導 入 す る １ 以 上 の 二 次 変 異 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 記 載 の タ ン パ
ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ２ ～ 50、 好 ま し く は ２ ～ 40、 よ り 好 ま し く は ３ ～ 25、 更 に 好 ま し く は ４ ～ 15、 最 も 好 ま
し く は ５ ～ 12の 一 次 変 異 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ６ 】
　 足 場 タ ン パ ク 質 が 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン と 20～ 60％ 、 好 ま し く は 30～ 50％ の ア ミ ノ
酸 同 一 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ７ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 比 較 し て 、 前 記 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 し て 特 異 的
な 抗 体 に 対 す る 結 合 能 が 低 下 し て い る 、 請 求 項 １ ～ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の タ ン パ ク 質 変
種 。
【 請 求 項 ８ 】
　 結 合 能 が 、 天 然 の ア レ ル ゲ ン の 抗 体 結 合 能 に 対 し て 少 な く と も 10％ 、 好 ま し く は 50％ 、
お よ び 100％ ま で 増 加 し て い る 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ９ 】
　 一 次 変 異 の 少 な く と も 一 つ が 置 換 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 記 載 の タ ン パ ク
質 変 種 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 少 な く と も 一 つ の 一 次 変 異 の 導 入 が 欠 失 お よ び ／ ま た は 付 加 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い
ず れ か １ 項 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン し た CD-ス ペ ク ト ル が 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の デ コ ン ボ リ
ュ ー シ ョ ン し た CD-ス ペ ク ト ル に 比 較 し て 、 30％ 未 満 、 好 ま し く は 20％ 未 満 、 更 に 好 ま し
く は 10％ 未 満 し か 偏 差 の な い 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 全 て の 一 次 変 異 が 約 600-900Å 2 の 面 積 を 有 す る 表 面 領 域 内 に 位 置 す る 、 請 求 項 １ ～ １ １
の い ず れ か １ 項 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 一 次 変 異 が 表 面 露 出 ア ミ ノ 酸 の 変 異 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の タ ン
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パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 変 異 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 が 20％ 、 好 ま し く は 30％ 、 よ り 好 ま し く は 40％ 、 最 も 好 ま し く
は 50％ を 超 え る 溶 媒 接 近 性 を 有 す る 、 請 求 項 １ ３ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 １ 以 上 の 変 異 が 部 位 特 異 的 変 異 導 入 に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ か １
項 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 １ 以 上 の 変 異 が DNAシ ャ ッ フ リ ン グ に よ っ て 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か １
項 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ 法 に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ６ の い ず れ か １ 項 記 載 の タ ン パ ク
質 変 種 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 以 下 の 工 程 を 含 む 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 す る 防 御 免 疫 応 答 を 誘 導 す る こ と の
で き る 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 を 作 成 す る 方 法 ：
ｉ ） 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン と 構 造 的 に 類 似 し た 三 次 元 折 り た た み 様 式 を 有 す る 足 場 タ
ン パ ク 質 を 選 択 す る 工 程 、
ii)少 な く と も 一 つ の 実 変 異 ア ミ ノ 酸 残 基 に よ っ て 隔 て ら れ た ２ 以 上 の 一 次 変 異 を 前 記 足
場 タ ン パ ク 質 に 導 入 す る 工 程 で あ っ て 、 前 記 各 一 次 変 異 が 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン 中
の 対 応 す る 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 又 は 相 同 な 少 な く と も １ つ の ア ミ ノ 酸 残 基 を 前 記 足
場 タ ン パ ク 質 に 導 入 す る 変 異 で あ る 、 前 記 工 程 、
iii） 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 に 比 較 し て 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IgE抗 体 へ の
ア フ ィ ニ テ ィ ー お よ び ／ ま た は 結 合 能 が 増 加 し た 、 タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ８ 記 載 の 方 法 に よ っ て 得 る こ と の で き る 産 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が 吸 入 ア レ ル ゲ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か １ 項 記
載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が 花 粉 ア レ ル ゲ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が 、 ブ ナ 目 、 モ ク セ イ 目 、 マ ツ 目 の 花 粉 ア レ ル ゲ ン で あ る 、
請 求 項 ２ １ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が Bet v 1で あ る 、 請 求 項 ２ ２ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 足 場 タ ン パ ク 質 が Mal d 1で あ る 、 タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 が 、 (E12V, E12I, E12M, E12L), P16A, (H40S, H40T), I43N
, L44I, D47N, G65K, K70R, (E76H, E76R, E76K, Q76H), S107T, G108P, +109D, S110G, 
E129A, K152L, (P154S, P154T), P155S か ら な る 群 よ り 選 ば れ 、 場 合 に よ り １ 以 上 の 二 次
変 異 が N28X, 好 ま し く は N28T, K32X, 好 ま し く は  K32Q, E45S, E96X, +159Xか ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 配 列 番 号 ２ に 記 載 の 配 列 を 含 み 、 以 下 の 一 次 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の タ ン パ ク 質
変 種 （ rMal d 1 (2781)） :I43N、 L44I、 G65K、 K70R、 Q76H。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 配 列 番 号 ３ に 記 載 の 配 列 を 含 み 、 以 下 の 一 次 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の タ ン パ ク 質
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変 種 （ rMal d 1 (2762)） :E12V、 P16A、 K152L、 P155S、 S107T、 G108P、 +109D、 S110G。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　  (E12V, E12I, E12M, E12L), (H40S, H40T), (E76H, E76R, E76K), E129A, (P154S, P1
54T)か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 を 含 み 、 場 合 に よ り 、 E8X, N28X,
 K32X, E96X, +159Xか ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 以 上 の 二 次 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ２ ４ 記 載 の
タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Bet v 1の 足 場 タ ン パ ク 質 が Dau c 1で あ る 、 請 求 項 ２ ３ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 が 、 (S12V, S12L, S12I, S12M), S14P, E16A, P105A, A107P
, (A148S, A148T), (I151L, I151V, I151M), (N153H, N153K, N153R), (+154S, +154T), 
(+155D, +155E), +156A, (+157Y, +157F), (+158N, +158Q), (K39S, K39T), (K44E, K44D
), (V52I, V52M, V52L), (I54K, I54R, I54H), (T64K, T64R, T64H), (T65Y, T65F, T65W
), (T67K, T67R, T67H), D86E, L91G, (G92D, G92E)か ら な る 群 よ り 選 ば れ 、 場 合 に よ り
１ 以 上 の 二 次 変 異 が K32X, E42X, E59X, R69X, E95X, K122X, E8X, T10X, D25X, K32X, D4
6X, E59X, E95X, D108X, K122Xか ら な る 群 よ り 選 ば れ る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 変
種 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 (S12V, S12L, S12I, S12M), S14P, E16A, P105A, A107P, (A148S, A148T), (I151L, I1
51V, I151M), (N153H, N153K, N153R), (+154S, +154T), (+155D, +155E), +156A, (+157
Y, +157F), (+158N, +158Q)か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 を 含 み 、
場 合 に よ り K32X, E42X, E59X, R69X, E95X, K122Xか ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 以 上 の 二 次
変 異 を 含 む 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 (K39S, K39T), (K44E, K44D), (V52I, V52M, V52L), (I54K, I54R, I54H), (T64K, T64
R, T64H), (T65Y, T65F, T65W), (T67K, T67R, T67H), D86E, L91G, (G92D, G92E)か ら な
る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 を 含 み 、 場 合 に よ り E8X, T10X, D25X, K32X,
 D46X, E59X, E95X, D108X, K122Xか ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 以 上 の 二 次 変 異 を 含 む 、 請
求 項 ２ ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が イ ネ 目 に 由 来 す る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が キ ク 目 ま た は イ ラ ク サ 目 に 由 来 す る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の タ
ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ ア レ ル ゲ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の タ
ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ ア レ ル ゲ ン で あ る 、 請 求 項 ３ ５ 記 載 の タ ン パ
ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が Der p 2で あ る 、 請 求 項 ３ ６ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 足 場 タ ン パ ク 質 が Eur m 1で あ る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 足 場 タ ン パ ク 質 が Lep d 2で あ る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 D17L, D17I, D17V, D17M, S19P, Q32K, Q32R, Q32H, K33P, T35Q, T35N, N88K, N88R, 
N88H, T92N, T92Q, A95K, A95R, A95Hか ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異
を 含 み 、 場 合 に よ り 、 K6X, S22X, R30X, K76S, K81X, V114Xか ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 以
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上 の 二 次 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ３ ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 D45N, D45Q, N47K, N47R, N47H, K48T, K48S, T50K, T50R, T50H, K52E, K52D, L54K, 
L54R, L54H, E107K, E107R, E107M, H112D, H112E, T119I, T119L, T119V, T199Mか ら な
る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 を 含 み 、 場 合 に よ り 、 K6X, S22X, K29X, R30
X, K76X, K81Xか ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 以 上 の 二 次 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ３ ９ 記 載 の タ ン
パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 足 場 タ ン パ ク 質 が Gly d 2で あ る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 K2Q, K2N, K4D, K4E, K10N, K10Q, T14K, T14R, S22H, S22R, S22K, K39V, K39L, K39I
, K39M, D45N, D45Q, T60L, T60V, T60I, T60M, Q63D, Q63E, K80V, K80L, K80I, K80M, 
T91S, H112D, H112E, R122I, R122V, R122L, R122Mか ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も ２
つ の 一 次 変 異 を 含 み 、 場 合 に よ り 、 K6X、 好 ま し く は K6Rま た は K6H、 R30X、 好 ま し く は R30
K、  R30H, F74X, 好 ま し く は  F74Y, F74W, K81X,好 ま し く は  K81Rま た は  K81H, K88X, 好
ま し く は  K88R ま た は  K88H, T90X, お よ び  V114X, 好 ま し く は  V114L, V114I ま た は  V1
14Mか ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 以 上 の 二 次 変 異 を 含 む 、 請 求 項 ４ ２ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種
。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が ゴ キ ブ リ ア レ ル ゲ ン で あ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の タ ン パ ク 質
変 種 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が 動 物 ア レ ル ゲ ン 、 好 ま し く は 哺 乳 動 物 ア レ ル ゲ ン で あ る 、
請 求 項 １ ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が ネ コ 、 イ ヌ 、 ま た は ウ マ 由 来 で あ る 、 請 求 項 ４ ５ 記 載 の タ
ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が 毒 物 ア レ ル ゲ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か １ 項 記
載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が 膜 翅 目 由 来 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が ス ズ メ バ チ 科 、 ミ ツ バ チ 科 、 ま た は ア リ 科 に 由 来 す る 、 請
求 項 ４ ８ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が Ves v 5で あ る 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン が 食 物 ア レ ル ゲ ン で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ９ の い ず れ か １ 項 記
載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 し て 免 疫 応 答 を 調 節 す る 能 力 を 有 す る 組 換 え タ ン パ ク 質
変 種 で あ っ て 、
ｉ ） 植 物 、 草 、 食 物 、 及 び ダ ニ ア レ ル ゲ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、
ii)足 場 タ ン パ ク 質 の 変 種 で あ り 、 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 は 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 三
次 元 折 り た た み 様 式 と 類 似 の 三 次 元 折 り た た み 様 式 を 有 し 、 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 前 記
足 場 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 前 記 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン 中 の 対 応 す る 位 置 に 存 在 す る
少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 同 一 で あ る 又 は 相 同 な 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を
前 記 足 場 タ ン パ ク 質 中 に 導 入 す る 少 な く と も １ つ の 一 次 変 異 を 含 み 、 か つ
iii） 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 前 記 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IgE抗 体
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に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 及 び ／ 又 は 結 合 能 が 増 加 し て い る 、 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 す る 免 疫 応 答 を 調 節 す る 能 力 を 有 す る 組 換 え タ ン パ ク 質
変 種 で あ っ て 、
ｉ ） 足 場 タ ン パ ク 質 の 変 種 で あ り 、 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 は 前 記 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン
の 三 次 元 折 り た た み 様 式 と 類 似 の 三 次 元 折 り た た み 様 式 を 有 し 、
ii） 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 前 記 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン と ３ ０ ～ ５ ０ ％ の 配 列 相 同 性
を 有 し 、
iii） 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 前 記 天 然 に 存 在 す る ア レ
ル ゲ ン 中 の 対 応 す る 位 置 に 存 在 す る 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 同 一 で あ る 又 は 相 同
な 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 中 に 導 入 す る 少 な く と も １ つ の 一
次 変 異 を 含 み 、 か つ
iv） 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 前 記 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IgE抗 体
に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 及 び ／ 又 は 結 合 能 が 増 加 し て い る 、
前 記 タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 す る 免 疫 応 答 を 調 節 す る 能 力 を 有 す る 組 換 え タ ン パ ク 質
変 種 で あ っ て 、
i） 足 場 タ ン パ ク 質 の 変 種 で あ り 、 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 は 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 三
次 元 折 り た た み 様 式 と 同 様 の 三 次 元 折 り た た み 様 式 を 有 し 、
ii） デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン し た Ｃ Ｄ -ス ペ ク ト ル が 、 前 記 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の デ
コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン Ｃ Ｄ -ス ペ ク ト ル と 比 較 し て ３ ０ ％ 未 満 、 好 ま し く は ２ ０ ％ 未 満 、 な
お さ ら に 好 ま し く は １ ０ ％ 未 満 し か 偏 差 が 無 く 、
iii） 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 前 記 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン 内 の 対 応 す る 位 置
に 存 在 す る 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 同 一 で あ る 又 は 相 同 な 少 な く と も １ 個 の ア ミ
ノ 酸 残 基 を 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 中 に 導 入 す る 少 な く と も １ つ の 一 次 変 異 を 含 み 、 か つ
iv)前 記 足 場 タ ン パ ク 質 と 比 較 し て 、 前 記 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IgE抗 体 に
対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 及 び ／ 又 は 結 合 能 が 増 加 し て い る 、
前 記 タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 医 薬 品 と し て 使 用 す る た め の 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 ア レ ル ギ ー の 治 療 又 は 予 防 用 薬 物 製 造 の た め の 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ２ 種 以 上 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 を 含 ん で な る
組 成 物 で あ っ て 、 各 変 種 が 、 他 の 変 種 の 少 な く と も １ つ に 存 在 し な い 少 な く と も １ つ の 一
次 変 異 を 有 す る こ と に よ っ て 定 義 さ れ る 、 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 ２ ～ １ ２ 種 、 好 ま し く は ３ ～ １ ０ 種 、 さ ら に 好 ま し く は ４ ～ ８ 種 、 最 も 好 ま し く は ５ ～
７ 種 の 請 求 項 １ ～ ２ １ に 記 載 の 異 な る タ ン パ ク 質 変 種 を 含 む 、 請 求 項 ５ ７ に 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 医 薬 品 と し て 使 用 す る た め の 請 求 項 ５ ７ 又 は ５ ８ に 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 ア レ ル ギ ー を 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 す る た め の 医 薬 品 製 造 の た め の 請 求 項 ５ ７ ～ ５ ９ の い
ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 成 物 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 又 は 請 求 項 ５ ７ 又 は ５ ８
に 記 載 の 組 成 物 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 医 薬 組 成 物 。
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【 請 求 項 ６ ２ 】
　 さ ら に 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 及 び ／ 又 は 賦 形 剤 及 び ／ 又 は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 、 請 求
項 ５ ７ 又 は ５ ８ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 ア レ ル ギ ー に 苦 し む 患 者 内 で 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に よ っ て 誘 導 さ れ る ア レ ル ギ ー
反 応 に 対 す る ワ ク チ ン の 形 態 で あ る 、 請 求 項 ５ ７ 又 は ５ ８ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 被 験 者 に 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 験 者 に 、 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 、 請 求 項 ５ ７ 若 し く は ５ ８ に 記 載 の 組 成 物 、 又 は 請
求 項 ６ １ ～ ６ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 被 験 者 の ワ ク チ ン 接 種 又 は 治 療 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 験 者 に 、 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 、 請 求 項 ５ ７ 若 し く は ５ ８ に 記 載 の 組 成 物 、 又 は 請
求 項 ６ １ ～ ６ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 請 求 項 ５ ７ 又 は ５ ８ に 記 載 の 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ
か １ 項 に 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 又 は 請 求 項 ５ ７ 若 し く は ５ ８ に 記 載 の 組 成 物 を 、 薬
学 的 に 許 容 し う る 物 質 及 び ／ 又 は 賦 形 剤 及 び ／ 又 は ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 す る こ と を 含 む 方
法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 請 求 項 ６ ６ に 記 載 の 方 法 で 得 ら れ る 医 薬 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 被 験 者 の ア レ ル ギ ー 反 応 の 治 療 、 予 防 又 は 軽 減 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 に 、 請 求 項 １ ～ ５
４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 、 請 求 項 ５ ７ 若 し く は ５ ８ に 記 載 の 組 成
物 、 又 は 請 求 項 ６ １ ～ ６ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 医 薬 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 方 法
。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 が 足 場 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAお よ び 天 然 に 存 在 す る ア レ ル
ゲ ン を コ ー ド す る DNAの DNAシ ャ ッ フ リ ン グ （ 分 子 育 種 ） に よ っ て 得 ら れ る DNA配 列 か ら 生
成 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 を 調 製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 を コ ー ド す る DNA配 列 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 変 種 が 足 場 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAの 部 位 特 異 的 変 異 導 入 に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求
項 ７ ０ 記 載 の DNA配 列 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 配 列 番 号 ２ ま た は ３ か ら 選 ば れ る 配 列 の 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 ７ ０ ま た は ７ １ 記 載 の DN
A配 列 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 請 求 項 ７ ０ ～ ７ ２ の い ず れ か １ 項 記 載 の DNAを 含 む 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 請 求 項 ７ ３ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 む 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 宿 主 Ｔ 細 胞 を 培 養 す る 工 程 を 含 む 、 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 を 製 造 す る
方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 し て 特 異 的 な Ｔ 細 胞 ク ロ ー ン ま た は Ｔ 細 胞 株 を 刺 激 す る
こ と の で き る 少 な く と も 一 つ の Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項
記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
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　 請 求 項 １ ～ ５ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 ま た は 請 求 項 ５ ７ ま た は ５
８ に 記 載 の 組 成 物 を 用 い て 患 者 の 治 療 の 妥 当 性 、 安 全 性 ま た は 結 果 を 評 価 す る た め の 診 断
方 法 で あ っ て 、 患 者 か ら の IgE含 有 サ ン プ ル を 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 ま た は 前 記 組 成 物 と 混
合 し 、 前 記 サ ン プ ル 中 の IgEと 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 の 間 の 反 応 性 レ ベ ル を 評 価 す る 、 前 記
方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 （ 発 明 の 分 野 ）
　 本 発 明 は 、 免 疫 療 法 に 関 す る 。 特 に 本 発 明 は 、 新 規 な 組 換 え タ ン パ ク 質 を 利 用 す る ア レ
ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 戦 略 に 関 す る 。
　 本 発 明 は 、 新 規 な 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 の 混 合 物 を 含 む 組 成 物 に も 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 （ 発 明 の 背 景 ）
　 ア レ ル ギ ー は 、 西 洋 の 生 活 様 式 を 適 合 し て い る 国 々 で 主 要 な 健 康 上 の 問 題 で あ る 。 さ ら
に 、 こ れ ら 国 々 で は ア レ ル ギ ー 疾 患 の 罹 患 率 が 上 昇 し て い る 。 一 般 に ア レ ル ギ ー は 生 命 を
脅 か す 病 気 と み な さ れ な い が 、 喘 息 は 、 毎 年 か な り の 数 の 死 を も た ら す 。 10代 の 若 者 の 約
30％ と い う 異 常 な 罹 患 率 は 、 生 活 の 質 、 仕 事 日 及 び 金 銭 の 実 質 的 な 喪 失 を 運 び 、 西 洋 諸 国
に お け る 主 要 な 健 康 上 の 問 題 の う ち の １ 分 類 を 構 成 し て い る 。
　 ア レ ル ギ ー は 、 複 雑 な 病 気 で あ る 。 多 く の 因 子 が 感 作 事 象 に 寄 与 す る 。 こ の 中 に は 、 ま
だ 不 完 全 に し か 分 か っ て い な い い く つ か の 遺 伝 子 間 の 相 互 作 用 に よ っ て 定 義 さ れ る 個 体 の
感 受 性 が あ る 。 別 の 重 要 な 因 子 は 、 特 定 の 許 容 限 界 を 超 え る ア レ ル ゲ ン 曝 露 で あ る 。 い く
つ か の 環 境 因 子 が 感 作 プ ロ セ ス で 重 要 で あ り 、 汚 染 、 小 児 期 感 染 、 寄 生 虫 感 染 、 腸 管 微 生
物 等 が 挙 げ ら れ る 。 一 旦 個 体 が 感 作 さ れ 、 そ の ア レ ル ギ ー 免 疫 応 答 が 確 立 さ れ る と 、 ほ ん
の 少 量 の ア レ ル ゲ ン の 存 在 も 効 率 的 に そ の 症 候 に 翻 訳 さ れ る 。
　 ア レ ル ギ ー 疾 患 の 自 然 の 過 程 は 、 通 常 ２ レ ベ ル の 悪 化 を 伴 う 。 第 １ に 、 症 状 の 進 行 及 び
疾 病 の 重 症 度 、 お よ び 、 疾 病 の 進 行 、 例 え ば 花 粉 症 か ら 喘 息 。 第 ２ に 、 攻 撃 ア レ ル ゲ ン の
流 布 が 最 も 多 く 起 こ り 、 そ の 結 果 ア レ ル ギ ー 性 多 重 反 応 を 引 き 起 こ す 。 慢 性 的 炎 症 は 粘 膜
の 防 衛 機 構 の 一 般 的 な 衰 弱 に つ な が り 、 非 特 異 的 刺 激 を も た ら し 、 究 極 的 に は 粘 膜 組 織 の
破 壊 を 生 じ さ せ る 。 乳 児 は 、 最 初 に 食 物 、 す な わ ち ミ ル ク に 感 作 さ れ 、 湿 疹 又 は 胃 腸 障 害
を 生 じ る が 、 多 く の 場 合 、 乳 児 は 成 長 し て 自 発 的 に こ れ ら 症 状 を 脱 す る 。 こ れ ら 乳 児 は 、
そ の 生 涯 の 後 に な っ て 吸 入 ア レ ル ギ ー を 発 症 す る 危 険 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 最 も 重 要 な ア レ ル ゲ ン の 供 給 源 は 、 我 々 が 呼 吸 す る 空 気 中 の 特 定 サ イ ズ の 最 も 優 勢 な 粒
子 の 中 か ら 見 つ け ら れ る 。 注 目 す べ き こ と に こ れ ら 供 給 源 は 世 界 共 通 で あ り 、 花 粉 及 び ハ
ウ ス ダ ス ト ダ ニ 糞 便 粒 子 を 含 み 、 こ れ を 合 わ せ る と 全 ア レ ル ギ ー の 約 50％ の 原 因 で あ る 。
世 界 的 に 重 要 な も の に は 、 動 物 の ふ け 、 す な わ ち ネ コ や イ ヌ の ふ け 、 ヨ モ ギ 花 粉 の よ う な
他 の 花 粉 、 及 び ア ル テ ル ナ リ ア (Arternaria)の よ う な 微 細 真 菌 も あ る 。 地 域 に よ れ ば 、 北
及 び 中 央 ヨ ー ロ ッ パ で は カ ン バ (birch)花 粉 、 東 及 び 中 央 ア メ リ カ で は ブ タ ク サ 、 日 本 国
で は ス ギ 花 粉 の よ う な さ ら に 他 の 花 粉 が 優 勢 で あ る か も し れ な い 。 昆 虫 、 す な わ ち ミ ツ バ
チ や ス ズ メ バ チ の 毒 物 、 及 び 食 物 は そ れ ぞ れ 全 ア レ ル ギ ー の 約 ２ ％ を 占 め る 。
　 す べ て の IgE媒 介 ア レ ル ギ ー 反 応 は タ ン パ ク 質 に 関 係 す る 。 近 年 、 分 子 生 物 学 及 び 構 造
生 物 学 に お け る 最 新 技 術 の 応 用 に よ っ て 、 ア レ ル ゲ ン 分 子 の 特 徴 づ け が か な り 進 ん で 容 易
に な っ て き た 。 こ れ ら 研 究 は 、 全 ア レ ル ゲ ン が 共 有 す る 共 通 の 構 造 モ チ ー フ 又 は 生 物 学 的
機 能 の 存 在 を 明 ら か に で き て い な い 。 ど の よ う な タ ン パ ク 質 も ア レ ル ゲ ン の 可 能 性 が あ り
、 か つ 最 も 重 要 な ア レ ル ゲ ン 、 す な わ ち 主 要 ア レ ル ゲ ン は 、 免 疫 系 に そ の 提 示 を 容 易 に す
る 大 き さ の 浮 遊 性 粒 子 上 に あ る 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 で あ る と 予 測 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ア レ ル ギ ー 、 す な わ ち Ｉ 型 過 敏 症 は 、 外 来 性 の 非 病 原 性 物 質 に 対 す る 不 適 性 な 免 疫 反 応
に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 ア レ ル ギ ー の 重 要 な 臨 床 徴 候 と し て 、 喘 息 、 花 粉 症 、 湿 疹 、 及
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び 胃 腸 傷 害 が 挙 げ ら れ る 。 ア レ ル ギ ー 反 応 は 迅 速 で あ り 、 攻 撃 ア レ ル ゲ ン と 接 触 し て 20分
以 内 で 最 高 に な り 、 ８ ～ 24時 後 に 遅 延 反 応 が 起 こ る こ と が 多 い 。 さ ら に 、 ア レ ル ギ ー 反 応
は 、 特 定 の 個 体 は 特 定 の ア レ ル ゲ ン に 感 作 さ れ る が 、 一 方 、 そ の 個 体 は ア レ ル ギ ー 疾 患 を
引 き 起 こ す こ と が 分 か っ て い る 他 の 物 質 に 必 ず し も ア レ ル ギ ー 反 応 を 示 さ な い と い う 意 味
で 特 異 的 で あ る 。 ア レ ル ギ ー 表 現 型 は 、 標 的 器 官 の 粘 膜 の 顕 著 な 炎 症 と 、 循 環 内 及 び 肥 満
細 胞 と 好 塩 基 球 の 表 面 上 の IgEク ラ ス の ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 の 存 在 を 特 徴 と す る 。
　 ア レ ル ギ ー 性 の 攻 撃 は 、 IgE抗 体 が 肥 満 細 胞 や 好 塩 基 球 の 表 面 上 の 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー IgE
特 異 的 受 容 体 に 結 合 し て い る 場 合 、 外 来 性 ア レ ル ゲ ン の ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgE抗 体 と の 反
応 に よ っ て 開 始 さ れ る 。 肥 満 細 胞 及 び 好 塩 基 球 は 予 め 形 成 さ れ た 媒 介 物 質 、 す な わ ち ヒ ス
タ ミ ン 、 ト リ プ タ ー ゼ 、 及 び た の 物 質 を 含 み 、 こ れ ら は ２ 以 上 の 受 容 体 結 合 IgE抗 体 の 架
橋 に よ っ て 放 出 さ れ る 。 IgE抗 体 は 、 １ つ の ア レ ル ゲ ン 分 子 の 同 時 結 合 に よ っ て 架 橋 さ れ
る 。 従 っ て 、 必 然 的 に １ つ の 抗 体 結 合 エ ピ ト ー プ し か 持 た な い 外 来 物 質 は ア レ ル ギ ー 反 応
を 惹 起 し な い 。 肥 満 細 胞 の 表 面 上 の 受 容 体 結 合 IgEの 架 橋 は 、 好 酸 球 、 ア レ ル ゲ ン 特 異 的
Ｔ 細 胞 、 及 び 他 の タ イ プ の 細 胞 を ア レ ル ギ ー 応 答 部 位 へ 誘 引 す る 原 因 と な る シ グ ナ ル 伝 達
分 子 の 放 出 に も つ な が る 。 ア レ ル ゲ ン と 相 互 作 用 す る こ れ ら 細 胞 、 IgE及 び エ フ ェ ク タ ー
細 胞 は 、 ア レ ル ゲ ン 遭 遇 後 12～ 24時 間 で 起 こ る 、 症 候 の 新 た な 突 然 の 出 現 を も た ら す 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ア レ ル ギ ー 疾 患 の 管 理 は 、 診 断 と 、 予 防 的 治 療 を 含 む 治 療 を 包 含 す る 。 ア レ ル ギ ー の 診
断 は ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgEの 実 証 と ア レ ル ゲ ン 起 源 の 同 定 に 関 連 す る 。 多 く の 場 合 、 ア レ
ル ギ ー の 診 断 及 び 攻 撃 ア レ ル ゲ ン 起 源 物 質 の 同 定 に は 慎 重 な 既 往 歴 で 十 分 か も し れ な い 。
し か し 、 多 く の 場 合 、 皮 膚 プ リ ッ ク 検 査 、 血 液 検 査 又 は 誘 発 試 験 の よ う な 客 観 的 な 測 定 に
よ っ て 診 断 を 補 助 す る 。 血 液 検 査 の 背 後 に あ る 原 理 は 、 ア レ ル ゲ ン 起 源 の ア レ イ を 用 い た
特 異 的 IgEの 実 証 で あ る 。 治 療 の 選 択 肢 は ３ つ の 主 要 カ テ ゴ リ ー に 入 る 。 第 １ の 機 会 は 、
ア レ ル ゲ ン の 回 避 又 は 曝 露 の 減 少 で あ る 。 ア レ ル ゲ ン 回 避 は 、 例 え ば 、 食 物 ア レ ル ゲ ン の
場 合 明 白 で あ る が 、 ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ ア レ ル ゲ ン に 関 し て は 困 難 又 は 費 用 が か か り 、 或 い
は 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 関 し て は 不 可 能 だ ろ う 。 第 ２ の 最 も 広 く 用 い ら れ て い る 治 療 の 選 択 肢
は 対 症 薬 の 処 方 で あ る 。 対 症 薬 は 安 全 か つ 効 率 的 で あ る が 、 病 気 本 来 の 原 因 を 変 え ず 、 病
気 の 汎 発 も 制 御 し な い 。 第 ３ の 治 療 選 択 肢 は 、 特 異 的 ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 、 す な わ ち
特 異 的 免 疫 療 法 で あ り 、 多 く の 場 合 、 問 題 の ア レ ル ゲ ン に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る ア レ ル ギ
ー 症 状 を 減 少 又 は 軽 減 す る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 特 異 的 ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 は 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 の 原 因 療 法 で あ る 。 ワ ク チ ン 接 種 は
基 礎 免 疫 的 機 序 を 妨 げ 、 患 者 の 免 疫 状 態 の 持 続 的 な 改 善 を も た ら す 。 従 っ て 、 特 異 的 ア レ
ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 は 対 症 薬 物 治 療 と 対 照 的 に 治 療 期 間 を 超 え て 持 続 す る 。 こ の 治 療 を 受
け て い る 一 部 の 患 者 は 治 癒 し 、 さ ら に 、 ほ と ん ど の 患 者 が 病 気 の 重 症 度 の 軽 減 又 は 少 な く
と も 病 気 の 悪 化 の 停 止 を 経 験 す る 。 従 っ て 、 特 異 的 ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 は 、 喘 息 に 発
展 す る 花 粉 症 の リ ス ク を 減 ら し 、 か つ 新 し い 感 受 性 が 発 生 す る リ ス ク を 減 ら す 予 防 効 果 を
有 す る 。
　 特 異 的 ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 は 、 そ の 利 点 に も か か わ ら ず 、 主 と し て ２ つ の 理 由 の た
め 広 範 に は 使 用 さ れ て い な い 。 １ つ の 理 由 は 、 数 ヶ 月 に わ た る 反 復 ワ ク チ ン 接 種 を 含 む 伝
統 的 な ワ ク チ ン 接 種 プ ロ グ ラ ム に 伴 う 不 便 さ で あ る 。 も う １ つ の 理 由 は 、 さ ら に 重 要 で あ
り 、 ア レ ル ギ ー 性 副 作 用 の 危 険 性 で あ る 。 伝 染 性 病 原 因 子 に 対 す る 通 常 の ワ ク チ ン 接 種 は
、 単 回 又 は 数 回 の 高 用 量 免 疫 化 を 用 い て 効 率 的 に 行 わ れ る 。 し か し 、 こ の 戦 略 は 、 病 的 免
疫 応 答 が 既 に 進 行 中 な の で ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 に は 使 用 で き な い 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 っ て 、 特 異 的 ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 は 、 持 続 的 期 間 に わ た っ て 与 え ら れ る 多 免 疫 化
を 利 用 し て 行 わ れ る 。 過 程 を ２ 期 、 す な わ ち 上 昇 投 与 期 と 維 持 期 に 分 け る 。 上 昇 投 与 期 で
は 、 微 小 用 量 で 開 始 し 、 通 常 16週 間 に わ た っ て 用 量 を 増 や し て 投 与 す る 。 推 奨 さ れ る 維 持
用 量 に 達 し た と き 、 通 常 ６ 週 間 毎 に 注 射 で 維 持 期 間 こ の 用 量 を 投 与 す る 。 各 注 射 後 、 患 者
は 、 原 則 的 に 生 命 を 脅 か し う る ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 副 作 用 の リ ス ク の た め 20～ 60分 間 医 師 の
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手 当 状 態 の ま ま で い な け れ ば な ら な い 。 さ ら に 、 診 療 所 は 救 急 治 療 を 支 え る た め に 必 要 な
機 能 を 備 え て い な け れ ば な ら な い 。 ワ ク チ ン 固 有 の ア レ ル ギ ー 性 副 作 用 の リ ス ク を 排 除 す
る こ と が 、 よ り 一 般 的 な 利 用 を 促 す こ と は 疑 問 の 余 地 が な く 、 お そ ら く 自 宅 で ワ ク チ ン 接
種 を 自 分 で で き る よ う に さ え な る だ ろ う 。
　 成 功 す る ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 に 内 在 す る 免 疫 的 機 序 は 、 詳 細 に は 分 か っ て い な い 。
特 定 病 原 に 対 す る 抗 体 の 産 生 の よ う な 特 異 的 免 疫 応 答 は 、 適 応 性 免 疫 応 答 と し て 知 ら れ て
い る 。 こ の 応 答 は 、 病 原 に 対 す る 非 特 異 的 反 応 で あ る 生 得 的 免 疫 応 答 と 区 別 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン は 、 Ｔ 細 胞 及 び 抗 体 産 生 性 Ｂ 細 胞 の よ う な 抗 原 特 異 性 を 有 す る 細 胞
及 び 分 子 を 含 む 適 応 性 免 疫 応 答 を 取 り 扱 う こ と に 束 縛 さ れ る 。 Ｂ 細 胞 は 、 対 応 す る 特 異 性
を 有 す る Ｔ 細 胞 の 助 け な し に は 抗 体 産 生 細 胞 に 成 熟 し え な い 。 ア レ ル ギ ー 性 免 疫 応 答 の 刺
激 に 関 与 す る Ｔ 細 胞 は 、 主 に Th2型 の 細 胞 で あ る 。 Th1及 び Th2細 胞 間 の 新 し い 平 衡 の 確 立
が 特 異 的 ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 の 免 疫 的 機 序 に 有 益 か つ 中 心 的 で あ る と 提 案 さ れ て い る
。 こ れ が Th2細 胞 の 減 少 、 Th2か ら Th1へ の シ フ ト 、 或 い は Th1細 胞 の 上 方 制 御 に よ っ て も た
ら さ れ る か に は 議 論 の 余 地 が あ る 。
　 最 近 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 が ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 の 機 序 に 重 要 で あ る と 提 案 さ れ た 。 こ の
モ デ ル に よ れ ば 、 調 節 性 Ｔ 細 胞 、 す な わ ち Th3又 は Tr1細 胞 が 、 対 応 す る 抗 原 特 異 性 の Th1
と Th2の 両 細 胞 を 下 方 制 御 す る 。 こ の よ う な 不 明 瞭 さ に も か か わ ら ず 、 一 般 的 に 活 性 ワ ク
チ ン は ア レ ル ゲ ン 特 異 的 Ｔ 細 胞 、 好 ま し く は TH1細 胞 を 刺 激 す る 能 力 を 有 す る に ち が い な
い と 考 え ら れ て い る 。
　 特 異 的 ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 の 過 程 中 の ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 に つ い て 、 重 要 な 観 察
は 、 臨 床 的 改 善 に か か わ ら ず 、 IgEに は 対 応 す る 変 化 が な い ら し い こ と で あ る 。 ア レ ル ゲ
ン 特 異 的 IgEは 、 治 療 の 初 期 に 暫 定 的 に 生 じ る か も し れ な い が 、 治 療 中 に 治 療 前 レ ベ ル に
戻 り 、 そ の 後 徐 々 に 減 少 を 示 し う る 。 一 方 、 全 治 療 期 間 中 、 臨 床 的 改 善 は 安 定 し て 上 昇 す
る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 別 の 重 要 な 観 察 は 、 治 療 期 間 の 初 期 で ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgGが 大 き く 増 加 す る こ と で あ
る 。 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgGは 、 典 型 的 に は IgEの 濃 度 の 数 百 倍 又 は 数 千 倍 の 濃 度 に 増 加 す る
。 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgGは 、 IgEと ア レ ル ゲ ン と の 間 の 相 互 作 用 を 妨 げ 、 又 は ‘ 遮 断 ’ で き
る の で 、 特 異 的 ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 の 免 疫 機 序 に 重 要 で あ る と 提 唱 さ れ て い る 。 こ の
モ デ ル に よ れ ば 、 IgGは ア レ ル ゲ ン へ の 結 合 に 関 し て IgEと 効 率 的 に 競 合 し う る 前 に 反 復 免
疫 化 に よ っ て ア フ ィ ニ テ ィ ー の 成 熟 及 び ／ 又 は 濃 度 の 上 昇 を 受 け る 必 要 が あ り 、 こ れ が 治
療 中 に 観 察 さ れ る 臨 床 的 改 善 の 安 定 し た 上 昇 を 説 明 す る 。
　 ヒ ト 免 疫 系 に は 、 特 異 的 分 子 認 識 の ２ 種 の 異 な る 様 式 が 存 在 す る ： Ｔ 細 胞 の 表 面 上 に 存
在 す る Ｔ 細 胞 受 容 体 に よ る 方 法 と 、 抗 体 を 産 生 す る Ｂ 細 胞 の 表 面 に 結 合 し 、 又 は 溶 液 中 に
遊 離 し 、 又 は 免 疫 系 内 の 種 々 の 細 胞 の 表 面 上 の 特 異 的 受 容 体 に 結 合 し て い る か も し れ な い
抗 体 を 介 す る 様 式 。 Ｔ 細 胞 受 容 体 に よ る 認 識 は 、 抗 原 が 内 部 移 行 （ イ ン タ ー ナ リ ゼ ー シ ョ
ン ） か つ 消 化 さ れ 、 抗 原 提 示 細 胞 に よ っ て 抗 原 の 断 片 が 主 要 組 織 適 合 複 合 体 (major histo
compatibility complex)(MHC)と 複 合 体 と し て 細 胞 表 面 上 に 提 示 さ れ る 必 要 が あ る 。 こ の
複 合 体 全 体 が Ｔ 細 胞 受 容 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 。
　 抗 原 提 示 細 胞 は 専 門 的 な 抗 原 提 示 細 胞 、 す な わ ち マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 樹 状 細 胞 又 は Ｂ 細 胞
で あ り う る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ と 樹 状 細 胞 は 食 作 用 に よ っ て 抗 原 を 摂 取 し ； 一 方 、 Ｂ 細 胞 は
、 引 き 続 く イ ン タ ナ リ ゼ ー シ ョ ン と 提 示 の た め に 表 面 結 合 抗 体 を 介 し て 抗 原 を 捕 獲 す る 。
Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 15～ 20個 の ア ミ ノ 酸 の ポ リ ペ プ チ ド 断 片 で あ る 。
　 Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ 、 す な わ ち 抗 体 結 合 エ ピ ト ー プ は 線 状 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ と は 異 な る 。
フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 中 で 免 疫 す る こ と よ っ て 実 験 動 物 で 生 じ る 抗 体 は 線 状 ポ リ ペ
プ チ ド 断 片 、 す な わ ち 連 続 的 エ ピ ト ー プ に 結 合 し う る が 、 こ の よ う な 抗 体 は 、 ア レ ル ゲ ン
に 対 す る 自 然 応 答 の 間 に は め っ た に 産 生 さ れ な い 。 抗 体 は 、 正 確 に 折 り た た ま れ た 抗 原 分
子 の 表 面 の 一 部 に 結 合 す る 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の IgEエ ピ ト ー プ は 、 ア レ ル ゲ ン の 骨 格 と 全 体 的 な
三 次 元 構 造 に よ っ て 支 持 さ れ る 限 定 的 な 表 面 領 域 内 の 表 面 に 露 出 し た い く つ か の ア ミ ノ 酸
か ら 成 る と み な さ れ る 。 こ の よ う な “ エ ピ ト ー プ ア ミ ノ 酸 ” は 、 ほ と ん ど 常 に 単 一 ア ミ ノ
酸 と し て 、 又 は 分 子 を 折 り た た む と き に 表 面 上 で “ 合 わ せ ら れ る ” 、 ア レ ル ゲ ン の 一 次 配
列 の 大 き い 部 分 全 体 に 分 布 す る 数 個 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る ク ラ ス タ ー 内 に 見 ら れ る 。 抗 体 結
合 エ ピ ト ー プ は 、 通 常 約 800～ 900Å 2 に わ た っ て 広 が る が 、 抗 体 の 結 合 に よ っ て 、 さ ら に
大 き い 領 域 が “ マ ス ク ” さ れ る 。 こ れ は 、 抗 体 の エ ピ ト ー プ へ の 結 合 に よ っ て 、 2000Å 2

ま で の 領 域 に 他 の 抗 体 分 子 が 結 合 で き な く な る こ と を 意 味 す る 。
　 抗 体 と 抗 原 と の 相 互 作 用 の ア フ ィ ニ テ ィ ー は 、 誘 引 静 電 力 、 す な わ ち フ ァ ン デ ル ワ ー ル
ス 相 互 作 用 、 水 素 結 合 、 及 び イ オ ン ブ リ ッ ジ の み な ら ず 、 界 面 か ら の 水 分 子 の ほ と ん ど 完
全 な 排 除 に よ っ て 増 大 す る エ ン ト ロ ピ ー に よ っ て も 決 ま る 。 従 っ て 、 こ の ２ つ 分 子 表 面 の
輪 郭 間 の 適 合 が 、 相 互 作 用 の 結 合 力 を 定 義 す る と き の 重 要 な パ ラ メ ー タ ー で あ る と い え る
。 そ の 結 果 と し て 、 通 常 、 抗 原 （ 又 は ア レ ル ゲ ン ） の 変 性 、 す な わ ち ア ン フ ォ ー ル デ ィ ン
グ は 抗 体 結 合 エ ピ ト ー プ を 破 壊 し 、 か つ 生 理 的 濃 度 範 囲 内 で は も は や 抗 体 の 結 合 は あ り え
な い と い う こ と に な る 。 ま た 、 エ ピ ト ー プ 内 の ア ミ ノ 酸 が 別 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ る と 、
相 互 作 用 の ア フ ィ ニ テ ィ ー の 低 減 を も た ら す と い う こ と に も な る 。 抗 体 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ
ー 低 減 の 程 度 は 、 こ の 特 異 的 置 換 ア ミ ノ 酸 と 、 問 題 の 抗 体 の 両 者 に よ っ て 決 ま る 。 例 え ば
、 あ る 抗 原 内 の 単 一 の ア ミ ノ 酸 置 換 は 、 係 数 に し て 1000、 抗 原 と 抗 体 の 相 互 作 用 に 影 響 し
う る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 特 異 的 ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 用 ワ ク チ ン を 化 学 的 修 飾 に よ っ て 改 良 す る た め の 試 み は
30年 以 上 の 間 行 わ れ て お り 、 １ つ の 全 体 的 目 的 を も っ た 多 種 多 様 な ア プ ロ ー チ が 含 ま れ る
： す な わ ち 、 効 力 を 損 な わ ず に 安 全 性 を 改 善 す る 、 又 は 換 言 す れ ば 、 免 疫 原 性 を 損 な わ ず
に IgE結 合 を 低 減 す る 目 的 。
　 初 期 の ア プ ロ ー チ は ア レ ル ゲ ン の 完 全 な 変 性 を 含 ん で い た 。 し か し 、 ヒ ト 治 験 は 効 力 を
示 す こ と が で き て い な い 。 こ れ は 防 御 免 疫 応 答 の 非 効 率 的 生 成 の た め だ ろ う 。 ア レ ル ギ ー
免 疫 応 答 に お け る Ｔ 細 胞 に 焦 点 を 当 て る 目 的 で 中 間 サ イ ズ の 合 成 ペ プ チ ド （ 長 さ 50～ 60個
の ア ミ ノ 酸 ） が ヒ ト 治 験 で 試 さ れ た 。 こ の ペ プ チ ド は 、 非 常 に 高 用 量 で い く ら か の 効 果 を
示 し た が 、 不 規 則 な 副 反 応 の 出 現 の た め こ の 治 験 は 終 了 し た 。 こ れ ら 治 験 か ら 、 ワ ク チ ン
中 に 抗 体 結 合 エ ピ ト ー プ が 存 在 し な い と 効 力 が 損 な わ れ る と 思 わ れ る 。
　 他 の 初 期 の 試 み は 、 ア セ チ ル 化 （ エ ピ ト ー プ マ ス キ ン グ ） 、 大 き い ポ リ マ ー （ ポ リ エ チ
レ ン グ リ コ ー ル ） へ の 接 合 、 又 は ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 若 し く は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド に よ る 大
き い い わ ゆ る ‘ ア レ ル ゴ イ ド ’ へ の 重 合 に よ る ア レ ル ゲ ン 抽 出 物 の 化 学 的 修 飾 を 含 ん で い
た 。 前 者 の ２ つ の 概 念 は ヒ ト 治 験 に は 入 ら な か っ た が 、 一 方 ‘ ア レ ル ゴ イ ド ’ は 現 在 日 常
的 な 臨 床 利 用 に あ る が 、 安 全 性 の 改 善 と い う 利 益 は な い 。 こ の 理 由 は 、 お そ ら く 化 学 的 架
橋 が ラ ン ダ ム に い く ら か の エ ピ ト ー プ を 破 壊 し 、 最 適 効 力 の た め に は よ り 高 い 用 量 の 使 用
を 必 要 と す る か ら で 、 そ れ に よ っ て 、 ア レ ル ギ ー 副 作 用 の レ ベ ル が 通 常 の ア レ ル ギ ー ワ ク
チ ン を 用 い て 観 察 さ れ る レ ベ ル 前 後 に 高 め る て い る か ら で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 遺 伝 子 工 学 を 用 い て ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン を 改 良 す る ア プ ロ ー チ は 、 ア レ ル ゲ ン ワ ク チ ン
分 子 の 三 次 元 構 造 を 破 壊 す る た め の 種 々 の 戦 略 を 含 む 。 そ の 中 に は 、 ジ ス ル フ ィ ド 架 橋 に
関 与 す る シ ス テ イ ン 残 基 の 置 換 が あ る 。 別 の 戦 略 は 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 に よ っ て 、 １ つ
の 分 子 中 に い く つ か の 天 然 に 存 在 す る ア ミ ノ 酸 置 換 を 集 め る こ と で あ る 。 こ れ ら 戦 略 の 共
通 の 特 性 は 、 ワ ク チ ン の 三 次 構 造 を 破 壊 す る こ と 、 又 は 少 な く と も 三 次 元 構 造 の 保 存 を 重
要 と み な さ い こ と で あ る 。
　 別 の 一 般 に 用 い ら れ る ア プ ロ ー チ は 、 正 し く 折 り た た ま れ た 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン
の 組 換 え 変 異 体 を 生 産 す る こ と だ っ た 。 変 異 は 、 通 常 変 異 体 タ ン パ ク 質 の IgEア フ ィ ニ テ
ィ ー を 減 ら す よ う に 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
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　 WO 99/47608は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の α -炭 素 骨 格 三 次 構 造 を 保 持 し な が ら 、 ア
レ ル ゲ ン の 所 定 の 重 要 な 位 置 に お け る 人 工 的 ア ミ ノ 酸 置 換 の 導 入 を 開 示 し て い る 。
　 WO 02/40676は 、 ア レ ル ゲ ン の α -炭 素 骨 格 三 次 構 造 を 保 持 し な が ら 少 な く と も ４ つ の 一
次 人 工 ア ミ ノ 酸 置 換 を 所 定 の 重 要 な 位 置 に 導 入 す る こ と を 開 示 し て お り 、 各 一 次 変 異 は 別
の 一 次 変 異 と 少 な く と も 15Å だ け 離 れ て お り 、 800Å 2 の 面 積 を 有 す る 少 な く と も １ つ の 円
形 表 面 領 域 は 変 異 を 含 ま な い 。
　 J. Biomol. Struc. Dymanics (2000), vol. 17, 821-828ペ ー ジ (Liangら )は 、 タ ン パ ク
質 の 機 能 部 分 を 別 の 適 切 な 足 場 タ ン パ ク 質 に 移 植 す る こ と に よ っ て 、 あ る タ ン パ ク 質 の 生
物 学 的 機 能 を 別 の タ ン パ ク 質 に 移 す こ と を 開 示 し て い る 。 試 験 系 と し て 、 バ ル ス タ ー (bar
star)の 結 合 エ ピ ト ー プ 、 バ ル ナ ー ゼ (barnase)の イ ン ヒ ビ タ ー が よ り 小 さ い 分 子 上 に 移 植
さ れ て い る 。
　 Protein Science (1994), vol. 3, p. 2351-2357 (Jin & Wells)は 、 タ ン パ ク 質 -タ ン
パ ク 質 相 互 作 用 を 研 究 す る た め の 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 使 用 に つ い て 開 示 し て い る 。 ヒ ト 成
長 ホ ル モ ン hGHの モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 （ MAb 3） へ の 結 合 に つ い て 研 究 さ れ た 。 MAb 3へ の
結 合 に 必 須 の hGHの ５ 個 の ア ミ ノ 酸 が 、 hGHの 非 結 合 性 相 同 体 、 す な わ ち hGHと 86％ の 配 列
同 一 性 を 有 す る ヒ ト 胎 盤 ラ ク ト ゲ ン （ hPL） 上 に 移 植 さ れ た 。 ま た 、 ２ つ の 追 加 の 枠 組 み
変 異 が 導 入 さ れ た 。 こ の 移 植 し た hPL変 異 体 は MAb 3及 び hGHに 結 合 し た 。 hGHの 23％ と 相 同
性 を 有 す る 足 場 タ ン パ ク 質 上 に エ ピ ト ー プ を 移 植 す る た め の 試 み は 成 功 し な か っ た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 J. Immunol (2001), vol. 166, p. 6057-6065 (Kingら )は 、 ハ イ ブ リ ッ ド 昆 虫 毒 物 ア レ
ル ゲ ン を 開 示 し て い る 。 こ の ハ イ ブ リ ッ ド は 、 問 題 の ゲ ス ト ア レ ル ゲ ン 、 Ves v 5の 小 部
分 の 、 相 同 性 宿 主 タ ン パ ク 質 、 Pol a 5中 へ の 挿 入 か ら 成 る 。 Ves v 5と Pol a 5は 59％ の
配 列 同 一 性 と 低 度 の 抗 原 交 差 反 応 性 を 有 す る 。 ハ イ ブ リ ッ ド は 、 約 ７ ～ 約 50個 の ア ミ ノ 酸
の 一 部 を ア レ ル ゲ ン 中 に 挿 入 す る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 。 こ の ハ イ ブ リ ッ ド は 、 タ ン パ
ク 質 の Ｂ 細 胞 エ ピ ト ー プ 含 有 領 域 の マ ッ ピ ン グ 及 び ヒ ト の 免 疫 療 法 試 薬 と し て の 用 途 に 有
用 で あ る 。 し か し 、 こ の ア レ ル ゲ ン ハ イ ブ リ ッ ド を 生 成 す る ア プ ロ ー チ は 以 下 の 理 由 の た
め ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 戦 略 で 使 う の は 妥 当 で な い 。 第 １ に 、 昆 虫 ア レ ル ゲ ン 由 来 の ペ
プ チ ド 断 片 の 昆 虫 足 場 タ ン パ ク 質 中 へ の 挿 入 は 、 多 く の 場 合 、 前 記 分 子 の 三 次 元 構 造 の 不
安 定 化 に つ な が る だ ろ う 。 不 安 定 な 分 子 は ワ ク チ ン 接 種 で 使 う に は 不 適 で あ る 。 第 ２ に 、
エ ピ ト ー プ は 、 ア レ ル ゲ ン の 単 一 の 線 状 ペ プ チ ド 断 片 か ら 成 る こ と は ほ と ん ど な い の で 、
こ の ア プ ロ ー チ は 、 ア レ ル ゲ ン か ら 足 場 タ ン パ ク 質 に 三 次 元 構 造 の エ ピ ト ー プ を “ 移 植 す
る ” に は 適 さ な い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 （ 発 明 の 目 的 ）
　 本 発 明 の 目 的 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 新 規 な タ ン パ ク 質 変 種 で あ っ て 、 ア レ ル
ギ ー ワ ク チ ン 接 種 で 有 用 な 特 性 を 有 す る 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 を 提 供 す る こ と で あ る 。 従 っ
て 、 全 体 的 な タ ン パ ク 質 フ ォ ー ル デ ィ ン グ （ 折 り た た み ） 様 式 と 表 面 ト ポ グ ラ フ ィ ー の 輪
郭 に つ い て 天 然 ア レ ル ゲ ン と 類 似 し 、 同 時 に 前 記 ア レ ル ゲ ン に 比 べ て IgE結 合 能 が 低 い か
又 は 減 少 し た 表 面 輪 郭 を 有 す る 、 ワ ク チ ン 成 分 用 の 足 場 タ ン パ ク 質 の タ ン パ ク 質 変 種 を 生
成 す る こ と が 本 発 明 の 目 的 で あ る 。 こ の 目 的 は 、 IgEの 天 然 ア レ ル ゲ ン へ の 結 合 を 遮 断 す
る 能 力 を 有 す る 防 御 IgG抗 体 を 生 成 し 、 そ れ に よ っ て ア レ ル ギ ー 症 候 を 軽 減 又 は 治 癒 す る
免 疫 応 答 の 刺 激 の 可 能 性 を 与 え る た め 、 問 題 の 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 し て 類 似 性
を 有 す る 足 場 タ ン パ ク 質 の 表 面 輪 郭 を 生 成 す る こ と で あ る 。
　 例 え ば ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン と し て 性 能 が 改 良 さ れ た タ ン パ ク 質 変 種 を 得 る た め の 従 来 の
ア プ ロ ー チ は 、 主 と し て IgE結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 減 少 さ せ る た め に 、 天 然 に 存 在 す る ア
レ ル ゲ ン を 改 変 す る こ と に 焦 点 が 当 て ら れ て い た 。 こ の ア プ ロ ー チ の 主 な 欠 点 は 、 ア レ ル
ゲ ン に 導 入 す る 変 異 が 増 加 す る こ と に よ っ て 分 子 の 三 次 元 構 造 を 不 安 定 化 す る リ ス ク が 非
常 に 高 ま る こ と 、 及 び 不 安 定 な 分 子 は ワ ク チ ン 治 療 の 候 補 と し て 使 用 す る に は 確 実 に 魅 力
が な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
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　 本 発 明 の 背 後 に あ る 概 念 は 、 天 然 ア レ ル ゲ ン に 対 し て 配 列 相 同 性 を 有 す る 天 然 に 存 在 す
る “ 足 場 タ ン パ ク 質 ” を 選 択 す る こ と で あ る 。 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 ア レ ル ゲ ン の 折 り
た た み 様 式 と 類 似 す る 折 り た た み 様 式 を 有 し 、 同 時 に 実 質 的 に 低 減 し た 抗 体 交 差 反 応 性 を
示 す 。 こ の よ う に し て 、 “ 出 発 材 料 ” が 、 適 切 な 三 次 元 折 り た た み 様 式 を 有 し 、 か つ 天 然
に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IgE抗 体 に ほ と ん ど 又 は 全 く 結 合 し な い 安 定 分 子 で あ る
こ と が 保 証 さ れ る 。 足 場 タ ン パ ク 質 に お け る 変 異 の 導 入 、 す な わ ち ア レ ル ゲ ン の 構 造 に 相
同 な 既 存 の 抗 体 結 合 表 面 輪 郭 又 は エ ピ ト ー プ を 導 入 又 は 調 節 又 は 除 去 す る と 、 変 異 し た 足
場 タ ン パ ク 質 変 種 は 天 然 ア レ ル ゲ ン に 比 べ て 低 い 抗 体 反 応 性 を 示 す の で 、 防 御 免 疫 応 答 を
起 こ す こ と が で き 、 か つ 副 作 用 を 誘 発 す る 危 険 性 の 低 い 安 定 な タ ン パ ク 質 変 種 の 生 成 を も
た ら す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 エ ピ ト ー プ に 対 応 す る 足 場 タ ン パ ク 質 表 面 領 域 部 分 の ア ミ ノ 酸 を 、 ア レ ル ゲ
ン の 一 次 ア ミ ノ 酸 配 列 中 の 対 応 す る 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 で 置 換 す る こ と よ っ て 、 足 場 タ ン
パ ク 質 上 の ア レ ル ゲ ン の エ ピ ト ー プ を 部 分 的 又 は 完 全 に 模 す る こ と で き る と い う 認 識 に 基
づ い て い る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 大 部 分 の エ ピ ト ー プ は 不 連 続 で あ る に も か か わ ら ず 、 一 次
ア ミ ノ 酸 配 列 の 異 な る 位 置 に あ る エ ピ ト ー プ の 重 要 な 表 面 ア ミ ノ 酸 の 選 択 的 か つ 特 異 的 変
異 に よ っ て 該 エ ピ ト ー プ を 完 全 又 は 部 分 的 に 生 じ さ せ る こ と が で き る と い う 認 識 に 基 づ い
て い る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 こ の よ う な 変 異 し た 足 場 タ ン パ ク 質 変 種 が 治 療 及 び 診 断 目 的
の 天 然 ア レ ル ゲ ン の 代 わ り に 使 用 で き 、 か つ こ の よ う な 変 異 し た 足 場 タ ン パ ク 質 は 抗 体 の
結 合 に 対 す る 特 性 を 改 変 し 、 す な わ ち ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 成 分 と し て 使 用 す る 場 合 ア ナ フ
ィ ラ キ シ ー 反 応 の リ ス ク の 低 減 と い う 利 点 を 有 す る と い う 発 見 に 基 づ い て い る 。
　 防 御 免 疫 応 答 の さ ら に 効 率 的 な 生 成 は 、 異 な る タ ン パ ク 質 変 種 の 混 合 物 を 用 い 、 そ れ に
よ っ て い く つ か の 異 な る エ ピ ト ー プ 領 域 に 対 す る 免 疫 系 を 提 示 す る こ と に よ っ て 達 成 す る
こ と が で き 、 好 ま し く は 同 一 分 子 で １ つ よ り 多 く の エ ピ ト ー プ 領 域 を 提 示 し な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 特 徴 は 、 天 然 ア レ ル ゲ ン 上 の エ ピ ト ー プ を 模 倣 す る 表 面 領 域 を 確 立 す る
た め 、 約 5000Å 2 ま で の 所 定 の 表 面 領 域 内 に 一 次 変 異 を 導 入 す る こ と を 含 む 。 一 度 に 単 一
の 抗 体 分 子 の 結 合 だ け を 許 し 、 そ れ に よ っ て ワ ク チ ン 接 種 の シ ナ リ オ で エ フ ェ ク タ ー 細 胞
を 起 動 す る と い う 危 険 性 を 回 避 す る と い う 目 的 の た め 、 変 異 を 起 こ さ せ る 表 面 積 は 約 5000
Å 2 に 制 限 さ れ る 。 好 ま し く は 、 足 場 タ ン パ ク 質 は ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgE抗 体 と ほ と ん ど 又
は 全 く 測 定 可 能 な 結 合 を 持 た ず 、 従 っ て 結 果 と し て 変 異 し た ア レ ル ゲ ン 変 種 は 、 好 ま し く
は １ つ の 抗 体 分 子 と 結 合 す る 能 力 し か 持 た な い 。
　 本 発 明 の 別 の 目 的 は 、 ア レ ル ゲ ン エ ピ ト ー プ を 模 倣 す る い く つ か の 表 面 領 域 を 確 立 す る
目 的 の た め の 変 異 の 導 入 を 含 む 。 ま た 、 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgE交 差 反 応 性 を 有 す る 他 の 表
面 領 域 の ア フ ィ ニ テ ィ ー を 低 減 す る た め に 変 異 を 導 入 す る こ と が で き る 。 理 論 的 に は 、 問
題 の 変 異 し た タ ン パ ク 質 変 種 に い く つ か の 抗 体 分 子 が 結 合 で き る で あ ろ う が 、 天 然 の ア レ
ル ゲ ン に 対 す る こ れ ら 抗 体 の 結 合 に 比 べ て ア フ ィ ニ テ ィ ー は 大 い に 低 減 し て い る 。 IgE相
互 作 用 の ア フ ィ ニ テ ィ ー は 、 エ フ ェ ク タ ー 細 胞 に 脱 顆 粒 を 起 こ さ せ る 危 険 性 が 制 限 さ れ る
又 は 消 滅 す る レ ベ ル ま で 低 減 さ れ 、 同 時 に 、 問 題 の ア レ ル ゲ ン と 反 応 性 の 防 御 抗 体 の 形 成
を 誘 発 す る 能 力 を 保 持 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 （ 発 明 の 概 要 ）
　 本 発 明 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 し て 防 御 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 能 力 を 有 す る 組
換 え タ ン パ ク 質 変 種 に 関 し 、 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 は 、
　 ・ 足 場 タ ン パ ク 質 の 変 種 で あ り 、 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の
三 次 元 折 り た た み 様 式 と 構 造 的 に 類 似 の 三 次 元 折 り た た み 様 式 を 有 し 、
　 ・ 前 期 足 場 タ ン パ ク 質 に 比 べ て 、 少 な く と も １ 個 の 非 変 異 ア ミ ノ 酸 残 基 で 隔 て ら れ た ２
以 上 の 一 次 変 異 を 含 み 、 各 一 次 変 異 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン 中 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸
残 基 と 同 一 又 は 相 同 的 な 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 足 場 タ ン パ ク 質 中 に 導 入 し 、 か
つ
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　 ・ 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 に 比 べ て 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IgE抗 体 に 対 す
る ア フ ィ ニ テ ィ ー 及 び ／ 又 は 結 合 能 が 増 加 し て い る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ア レ ル ギ ー 個 体 の 治 療 用 医 薬 組 成 物 を 製 造 す る た め の １ 種 以 上 の タ
ン パ ク 質 変 種 の 使 用 に 関 す る 。
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 変 種 を コ ー ド す る DNA配 列 、 並 び に 前 記 DNA配 列 を 含 む ベ
ク タ ー お よ び 宿 主 、 及 び 組 換 え タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 に も 関 す る 。
　 ま た 、 本 発 明 は 、 診 断 ア ッ セ イ に も 関 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 （ 発 明 の 詳 細 な 説 明 ）
　 本 発 明 の 概 念 は 、 新 規 ア レ ル ゲ ン 変 異 体 を 生 じ さ せ る 基 礎 と し て 、 天 然 に 存 在 す る ア レ
ル ゲ ン と 類 似 の 三 次 元 折 り た た み 様 式 を 有 す る が 、 ほ と ん ど 又 は 全 く 抗 体 交 差 反 応 性 の な
い “ 足 場 タ ン パ ク 質 ” を 使 用 す る こ と で あ る 。
　 こ の 足 場 タ ン パ ク 質 を 用 い て 、 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 と の 抗 体 交 差 反 応 性 の あ る 表 面 領
域 と 抗 体 交 差 反 応 性 の な い 表 面 領 域 を 有 す る 新 規 な 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 を 生 じ さ せ る こ
と が で き る 。 ア レ ル ゲ ン ワ ク チ ン 候 補 を 生 じ さ せ る 基 礎 と し て 足 場 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る
こ と に よ る い く つ か の 重 要 な 利 点 が あ る 。 そ の ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgE反 応 性 を 低 下 さ せ 、
ひ い て は ワ ク チ ン 接 種 時 の 副 作 用 を 誘 発 す る 危 険 性 を 低 減 す る た め に は 、 通 常 、 ア レ ル ゲ
ン の 多 数 の 変 異 を 行 う 必 要 が あ る 。 ま た 、 多 数 の 変 異 は タ ン パ ク 質 を 不 安 定 に す る 傾 向 が
あ る の で 、 こ れ ら 変 異 し た ア レ ル ゲ ン は ワ ク チ ン 候 補 と し て の 使 用 に 不 適 な こ と が 多 い 。
従 っ て 、 本 発 明 の 背 後 に あ る 概 念 は 、 適 切 な 足 場 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 に ア レ ル ゲ ン 特 異 的
IgEに よ っ て 認 識 さ れ る 輪 郭 を 部 分 的 又 は 完 全 に 確 立 す る た め に は 一 般 に 比 較 的 小 数 の 変
異 が 必 要 と さ れ る 、 と い う こ と で あ る 。 こ の よ う な 分 子 は 、 ア レ ル ゲ ン 曝 露 時 に IgE結 合
と 競 合 し う る 新 し い 防 御 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 可 能 性 を 有 し 、 IgE媒 介 ア レ ル ギ ー 反 応 を 誘
導 す る リ ス ク の 減 少 に つ な が る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 特 徴 は 、 １ つ の ア レ ル ゲ ン 相 同 性 表 面 領 域 を 有 す る 、 変 異 し た タ ン パ ク
質 変 種 を 生 成 す る こ と で あ る 。 こ の 特 徴 に よ る 好 ま し い 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 出 発 点 と し て
天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IgE抗 体 に 対 す る 結 合 性 が ほ と ん ど 又 は 全 く な い 足
場 で あ り 、 そ れ に よ っ て 二 次 変 異 導 入 の 必 要 を 最 小 限 に す る 。 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 に 対
し て い く ら か の 結 合 性 が あ る 足 場 も 適 し う る 。 こ の よ う な 足 場 タ ン パ ク 質 に お け る １ つ 以
上 の 二 次 変 異 の 導 入 は 、 潜 在 的 な 交 差 反 応 性 を 制 限 又 は 排 除 し う る 。 足 場 タ ン パ ク 質 及 び
足 場 タ ン パ ク 質 変 種 の 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な 抗 体 と 結 合 す る 能 力 は 、 問 題
の ア レ ル ゲ ン に ア レ ル ギ ー 性 の 患 者 由 来 の 血 清 の パ ネ ル を 用 い て RAST阻 害 に よ っ て 検 査 す
る こ と が で き る （ Nolteら (1987) Allergy, 42:366-373） 。 抗 体 結 合 性 を 欠 く と は 、 10 3 、
さ ら に 好 ま し く は 10 4 、 最 も 好 ま し く は 10 5 以 上 の 係 数 で 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー が 減 少 す る こ
と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 足 場 タ ン パ ク 質 と 問 題 の ア レ ル ゲ ン と の 間 の 構 造 上 の 類 似 性 の 比 較 は 、 三 次 元 構 造 及 び
／ 又 は ア ミ ノ 酸 配 列 の 評 価 を 含 む 。 折 り た た み 様 式 類 似 性 は 、 好 ま し く は 足 場 と ア レ ル ゲ
ン の 三 次 元 構 造 の 比 較 に よ っ て 評 価 す る 。 足 場 タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は 天 然 に 存 在 す る ア レ
ル ゲ ン の 既 知 の 三 次 元 構 造 が 存 在 し な い 場 合 、 前 記 ア レ ル ゲ ン と 10％ 以 上 、 好 ま し く は 20
％ 以 上 配 列 同 一 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 一 般 的 に 相 同 な 折 り た た み 様 式 を 有 す る と 予 測 で
き る の で 、 足 場 タ ン パ ク 質 と し て 適 用 す る こ と が で き る 。 し か し 、 10％ 未 満 の ア ミ ノ 酸 同
一 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 で さ え （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AAH05642と pdbエ ン ト リ ー 1jssで 例
示 さ れ る ） 、 比 較 さ れ る ア レ ル ゲ ン と 同 一 の 折 り た た み 様 式 を 有 す る こ と が 分 か っ た （ 例
え ば 、 こ の 例 で は Bet v 1） 。
　 足 場 タ ン パ ク 質 の 三 次 元 構 造 は 、 問 題 の ア レ ル ゲ ン の 既 知 構 造 に 基 づ い て 設 計 す る こ と
も で き 、 或 い は 逆 も 可 能 で あ る 。 さ ら に 好 ま し く は 、 足 場 分 子 と 問 題 の ア レ ル ゲ ン と の 間
の ア ミ ノ 酸 同 一 性 は 、 67％ 未 満 、 さ ら に 好 ま し く は 20～ 60％ 、 さ ら に 好 ま し く は 20～ 50％
、 な お さ ら に 好 ま し く は 30～ 50％ で あ る 。
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　 足 場 分 子 の 分 子 表 面 上 の 多 く の ア ミ ノ 酸 は 、 対 象 ア レ ル ゲ ン の 表 面 上 の ア ミ ノ 酸 と 同 一
で あ り 、 相 同 的 構 造 中 の 対 応 す る 位 置 に あ る 。 こ れ は 、 三 次 元 モ デ ル 又 は 予 測 三 次 元 構 造
の 比 較 に よ っ て 可 視 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 “ エ ピ ト ー プ 移 植 ” の た め に 表 面 領 域 が 選 択 さ れ る が 、 足 場 及 び ア レ ル ゲ ン 中 に そ れ ぞ
れ で き る 限 り 多 く の 同 じ 位 置 に あ る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 領 域 が 優 先 的 に 選 択 さ れ る 。 そ れ
に よ っ て 、 足 場 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 で ア レ ル ゲ ン を 模 倣 す る 表 面 領 域 を 完 全 又 は 部 分 的 に
確 立 す る た め に 必 要 な 人 工 的 変 異 の 数 が 最 小 限 に な る 。 好 ま し く は 、 生 成 さ れ る 表 面 領 域
は 1000～ 3600Å 2 を 占 め 、 5000Å 2 よ り 大 き く な い 。 CDR領 域 よ る 結 合 の み で ほ ぼ 2000Å 2 が
マ ス ク さ れ る と 推 定 し た 。 さ ら に 、 完 全 抗 体 の 存 在 に よ っ て 生 じ る 立 体 障 害 が あ る だ ろ う
。 従 っ て 、 5000Å 2 ま で の 領 域 は 他 の 抗 体 分 子 に よ る 結 合 に 利 用 し が た い 。
　 足 場 タ ン パ ク 質 の 選 択 領 域 内 で 、 足 場 タ ン パ ク 質 と 問 題 の ア レ ル ゲ ン と の 間 で 異 な る 表
面 ア ミ ノ 酸 は 、 前 記 選 択 領 域 内 の 大 部 分 或 い は 好 ま し く は す べ て の 表 面 に 露 出 し た ア ミ ノ
酸 残 基 を 、 問 題 の ア レ ル ゲ ン の 表 面 に 露 出 し た ア ミ ノ 酸 と 相 同 、 又 は 同 一 に な る よ う に 変
異 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 さ ら な る 特 徴 に お い て 、 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 の こ れ ら 表 面 へ の 交 差 反 応 を 回 避 す る た
め 、 表 面 領 域 を 修 飾 し て ア レ ル ゲ ン 表 面 へ の 同 一 性 又 は 相 同 性 を 低 く な る よ う に し て も よ
い 。 こ の よ う な 領 域 内 で は 、 ア レ ル ゲ ン の 対 応 す る 位 置 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 同 一 又 は 相 同 的
な ア ミ ノ 酸 残 基 を 、 異 な る 又 は 相 同 性 の 低 い 残 基 で 置 換 す る 。
　 変 異 し た 足 場 タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 の 三 次 元 構 造 は 、 そ の 全 体 的
な 折 り た た み 様 式 お よ び “ 移 植 さ れ た ” エ ピ ト ー プ 領 域 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン に つ い て 確 認
す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の 二 次 及 び 三 次 構 造 の 決 定 方 法 と し て 、 Ｘ 線 結 晶 法 、 NMR
分 光 法 、 及 び 円 偏 光 二 色 性 分 光 法 が 挙 げ ら れ る 。 生 成 し た 変 異 分 子 の 安 定 性 は 、 尿 素 濃 度
、 pH、 イ オ ン 強 度 、 温 度 、 又 は 他 の パ ラ メ ー タ ー に 一 連 の 変 化 を 与 え て 円 偏 光 二 色 性 分 光
法 で 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ワ ク チ ン 接 種 の シ ナ リ オ で は 、 重 複 し な い ア レ ル ゲ ン 特 異 的 表 面 領 域 を 有 す る タ ン パ ク
質 変 種 又 は 優 先 的 に は タ ン パ ク 質 変 種 混 合 物 が 安 全 で あ る と 予 想 さ れ る 。 問 題 の ア レ ル ゲ
ン に 特 異 的 な ２ つ の IgE抗 体 は 好 ま し く は 同 時 に は 結 合 で き な い の で 、 ア レ ル ギ ー 反 応 を
引 き 起 こ さ な い か ら で あ る 。 さ ら に 、 こ れ ら は 、 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 表 面 領 域 で 覆 わ れ た 表
面 領 域 内 に お い て 、 防 御 的 IgG抗 体 反 応 の 刺 激 （ こ の IgGは 問 題 の 天 然 ア レ ル ゲ ン と 反 応 性
で あ る ） に 効 率 的 で あ る と 予 想 さ れ る 。
　 本 発 明 の 他 の 特 区 庁 に よ り 、 分 子 の 一 部 又 は 全 体 に わ た っ て い く つ か の 移 植 領 域 が 分 布
し て い る 変 異 し た タ ン パ ク 質 変 種 が 生 成 さ れ る 。 抗 体 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 減 ら し 又 は 増
や し 、 或 い は 増 減 す る た め に 、 足 場 タ ン パ ク 質 を 変 異 さ せ る こ と が で き 、 そ れ に よ っ て エ
ピ ト ー プ 領 域 を 完 全 若 し く は 部 分 的 に 除 去 し 、 及 び ／ 又 は 足 場 タ ン パ ク 質 の 他 の 部 分 に エ
ピ ト ー プ 領 域 を 確 立 す る こ と が で き る 。 こ の 発 想 は 、 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgE抗 体 の 結 合 に
関 し て 、 全 表 面 に わ た っ て 一 般 的 な 低 ア フ ィ ニ テ ィ ー 相 互 作 用 を 達 成 す る こ と で あ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 足 場 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 の 多 く の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 問 題 の ア レ ル ゲ ン の 表 面 上 の ア ミ ノ
酸 残 基 と 同 一 で あ る 。 こ れ は 、 ア レ ル ゲ ン と 足 場 タ ン パ ク 質 の 三 次 元 構 造 の 比 較 に よ っ て
可 視 化 す る こ と が で き る 。
　 足 場 タ ン パ ク 質 の IgEア フ ィ ニ テ ィ ー を 低 減 す る た め に 選 択 さ れ る 表 面 領 域 は 、 ア レ ル
ゲ ン と 足 場 タ ン パ ク 質 の 間 で 相 同 な 又 は 同 一 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 密 集 表 面 領 域 で あ る 。
そ し て こ の よ う な ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 問 題 の ア レ ル ゲ ン 中 の ア ミ ノ 酸 残 基 に 関 連 し 或 い は 関
連 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 に 変 異 さ れ る 。
　 タ ン パ ク 質 変 種 の ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 交 差 反 応 性 を 高 め る た め に 選 択 さ れ る 表 面 領 域
内 で は 、 足 場 分 子 と ア レ ル ゲ ン を 比 較 し た と き 異 な る 表 面 ア ミ ノ 酸 残 基 が 選 択 さ れ る 。 次
に 、 こ れ ら ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 問 題 の ア レ ル ゲ ン と 相 同 性 、 さ ら に 好 ま し く は 同 一 の ア ミ ノ
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酸 に 変 異 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 の 表 面 は 、 問 題 の ア レ ル ゲ ン と 同 一 の ア ミ ノ 酸 の 領 域 の み な ら ず
非 同 一 の ア ミ ノ 酸 の 領 域 を 含 む 。 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 の 表 面 を グ ラ フ に よ っ て 表 す と 、
そ の 表 面 が 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 対 応 す る 領 域 と 相 同 な 又 は 同 一 の 少 な く と も １
つ の 本 質 的 に 円 形 の 領 域 を 含 む こ と を 可 視 化 す る こ と が で き る 。 こ の 領 域 は 、 約 300～ 900
Å 2 、 さ ら に 好 ま し く は 500～ 800Å 2 、 最 も 好 ま し く は 約 500～ 600Å 2 を カ バ ー す る 。
　 従 っ て 、 好 ま し く は 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 と い か な
る 免 疫 原 反 応 性 を も 持 た な い 。 し か し 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 と の 反 応 性
を 有 す る 足 場 タ ン パ ク 質 を 使 用 す る こ と が で き 、 こ の 場 合 、 １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 修 飾
し て こ れ ら エ ピ ト ー プ の 抗 体 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 排 除 又 は 低 減 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 換 言 す れ ば 、 本 発 明 の 主 な 特 徴 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 し て 防 御 免 疫 応 答 を
誘 導 す る 能 力 を 有 す る 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 に 関 し 、 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 は 、
　 ・ 足 場 タ ン パ ク 質 の 変 異 体 で あ り 、 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン
の 三 次 元 折 り た た み 様 式 と 構 造 的 に 類 似 の 三 次 元 折 り た た み 様 式 を 有 し 、
　 ・ 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 に 比 べ て 、 少 な く と も １ 個 の 非 変 異 ア ミ ノ 酸 残 基 で 隔 て ら れ た ２
以 上 の 一 次 変 異 を 含 み 、 各 一 次 変 異 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン 中 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸
残 基 と 同 一 性 又 は 相 同 性 の 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 中 に 導 入
し 、 か つ
　 ・ 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 に 比 べ て 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IgE抗 体 に 対 す
る ア フ ィ ニ テ ィ ー 及 び ／ 又 は 結 合 能 が 増 加 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 一 次 変 異 は 、 置 換 、 欠 失 及 び ／ 又 は 付 加 を 含 み う る 。 本 発 明 に よ り 、 ２ ～ 50、
好 ま し く は ２ ～ 40、 さ ら に 好 ま し く は ３ ～ 25、 さ ら に 好 ま し く は ４ ～ 15、 最 も 好 ま し く は
５ ～ 12の 一 次 変 異 が 行 わ れ る 。 本 発 明 に お い て 、 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 を 行 い 、 そ れ
に よ っ て ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 と 結 合 で き る 三 次 元 エ ピ ト ー プ 領 域 を 確 立 し て 足 場 分 子 上
に 確 実 に 移 植 さ れ る こ と を 保 証 す る こ と が 非 常 に 重 要 な 特 徴 で あ る 。
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 対 応 す る 位 置 に は 存 在 し な い ア ミ ノ 酸
残 基 を 足 場 タ ン パ ク 質 中 に 導 入 す る １ つ 以 上 の 二 次 変 異 を 有 す る タ ン パ ク 質 変 種 を 含 む 。
二 次 変 異 を 導 入 す る 目 的 は 、 例 え ば タ ン パ ク 質 変 種 の 三 次 元 折 り た た み 様 式 を 安 定 化 し 、
或 い は ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgE交 差 反 応 性 を 減 ら す た め で あ る 。
　 本 発 明 に よ り 、 ０ ～ 20、 好 ま し く は １ ～ 10、 最 も 好 ま し く は ２ ～ ５ の 二 次 変 異 が 行 わ れ
る 。
　 一 般 に 、 本 発 明 の 二 次 変 異 は 、 足 場 タ ン パ ク 質 お よ び 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の ど ち
ら の 特 定 の 位 置 に も 存 在 し な い い ず れ か の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ る 、 １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基
の 変 異 と し て 行 う こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 二 次 変 異 は 、 タ ン パ ク 質 変 種 を 不 安 定 に す
る リ ス ク を 最 小 限 に す る た め 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン 中 に は 存 在 し な い が 足 場 ア ミ ノ
酸 に 相 同 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 一 次 又 は 二 次 変 異 は 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 （ 挿 入 、 欠 失 又 は 置 換 ） 、 DNAシ ャ
ッ フ リ ン グ 、 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。
　 本 発 明 の い ず れ の 一 次 又 は 二 次 変 異 も 多 数 の 連 続 的 に 変 異 し た ア ミ ノ 酸 か ら 成 り う る 。
本 発 明 の 一 次 又 は 二 次 変 異 に お い て １ ～ 15、 好 ま し く は １ ～ 10、 最 も 好 ま し く は １ ～ ５ 個
の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 が 変 異 さ れ る 。 多 く の 場 合 、 エ ピ ト ー プ 領 域 の 一 部 で あ る 表 面 露 出 ア
ミ ノ 酸 は ア レ ル ゲ ン の 一 次 構 造 内 の 単 一 ア ミ ノ 酸 “ 点 ” と し て 存 在 す る 。 こ の よ う な 場 合
、 通 常 、 こ れ ら の ア ミ ノ 酸 を 点 変 異 す れ ば 十 分 で あ る 。 し か し 、 他 の 場 合 は 、 抗 体 結 合 ア
フ ィ ニ テ ィ ー を 増 加 又 は 減 少 さ せ る た め 、 数 個 の 連 続 し た ア ミ ノ 酸 を 変 異 さ せ る 必 要 が あ
る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
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　 本 発 明 の 一 つ の 特 徴 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 す る 防 御 免 疫 応 答 を 誘 発 す る 能
力 を 有 す る 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 の 製 造 方 法 を 含 み 、 以 下 の 工 程 ：
　 ・ 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 三 次 元 折 り た た み 様 式 と 構 造 的 に 類 似 の 三 次 元 折 り た た
み 様 式 を 有 す る 足 場 タ ン パ ク 質 を 選 択 す る 工 程 、
　 ・ こ の 足 場 タ ン パ ク 質 中 に 、 少 な く と も １ 個 の 非 変 異 ア ミ ノ 酸 残 基 で 隔 て ら れ た ２ 以 上
の 一 次 変 異 を 導 入 し 、 各 一 次 変 異 が 、 足 場 タ ン パ ク 質 中 に 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン 中
の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 又 は 相 同 な 少 な く と も １ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 導 入 す る 工 程
、 及 び
　 ・ こ れ に よ っ て 、 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 に 比 べ て 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な
IgE抗 体 に 対 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 及 び ／ 又 は 結 合 能 が 高 い タ ン パ ク 質 変 種 を 製 造 す る 工 程
、
を 含 む 。
　 上 記 方 法 で 得 ら れ る 産 物 も 本 発 明 の 範 囲 内 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 変 種 は 、 足 場 タ ン パ ク 質 に 比 し 、 天 然 に 存 在 す る
ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な 抗 体 に つ い て 高 い 結 合 能 を 有 す る 。 前 記 結 合 能 は 、 天 然 に 存 在 す る
ア レ ル ゲ ン の 抗 体 結 合 能 の 好 ま し く は 少 な く と も 10％ に 、 好 ま し く は 少 な く と も 50％ に 、
ま た は 100％ ま で 高 め ら れ る 。 さ ら に 、 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 好 ま し く は 天 然 に 存 在 す
る ア レ ル ゲ ン に 比 し 、 ヒ ス タ ミ ン 放 出 を 誘 導 す る 能 力 が 減 少 し て い る 。 タ ン パ ク 質 変 種 の
ヒ ス タ ミ ン 放 出 可 能 性 の 減 少 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 能 力 に 比 し 、 好 ま し く は ２
倍 、 さ ら に 好 ま し く は 10倍 、 な お さ ら に 好 ま し く は 100倍 、 な お さ ら に 好 ま し く は 1000倍
、 最 も 好 ま し く は 10,000倍 以 上 低 減 し て い る 。
　 ヒ ス タ ミ ン 放 出 を 引 き 起 こ す 能 力 は 即 時 型 ア レ ル ギ ー 反 応 お よ び ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接
種 に 伴 う 副 作 用 に 大 い に 関 連 し 、 か つ そ の 原 因 な の で 、 ヒ ス タ ミ ン 放 出 を 誘 導 す る タ ン パ
ク 質 変 種 の 能 力 、 す な わ ち 前 記 変 異 体 の IgE受 容 体 を 架 橋 す る 能 力 を 確 実 に 大 き く 減 ら す
こ と に よ っ て 、 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 は ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン の 活 性 成 分 と し て 天 然 ア レ ル ゲ
ン に 対 し て よ り 安 全 な 代 替 を 構 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 第 ２ の 実 施 形 態 に よ り 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 変 種 は 、 実 施 例 ４ で 述 べ る よ う に 測 定 し た
場 合 、 足 場 タ ン パ ク 質 と 密 接 に 類 似 し た 三 次 元 折 り た た み 様 式 又 は α 炭 素 骨 格 鎖 三 次 構 造
を 有 す る 。 エ ピ ト ー プ を 構 成 す る 表 面 輪 郭 は 前 記 ペ プ チ ド の α 炭 素 骨 格 鎖 の 折 り た た み 様
式 に よ っ て 支 持 さ れ て い る 。
　 従 っ て 、 好 ま し い 実 施 形 態 に よ れ ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 変 種 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ
ル ゲ ン と ア ミ ノ 酸 同 一 性 の レ ベ ル が 20～ 60％ 、 好 ま し く は 30～ 50％ の 足 場 タ ン パ ク 質 か ら
誘 導 さ れ る 。
　 第 ３ の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 変 種 は 、 一 次 変 異 が 、 ア レ ル ゲ ン 特 異 的
抗 体 の 領 域 を 決 定 す る 相 補 性 に よ っ て 認 識 さ れ う る エ ピ ト ー プ 領 域 を 確 実 に 構 成 す る よ う
に 、 約 600～ 900Å 2 の 面 積 を 有 す る 表 面 領 域 内 に す べ て の 一 次 変 異 を 有 す る 。 さ ら に 、 本
発 明 の タ ン パ ク 質 変 種 は 、 好 ま し く は 表 面 露 出 ア ミ ノ 酸 の 一 次 変 異 を 含 む 。 表 面 露 出 ア ミ
ノ 酸 は 、 20％ 以 上 、 好 ま し く は 30％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 40％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 50
％ 以 上 の 溶 媒 接 近 性 を 有 す る 。
　 本 発 明 の 第 ４ の 実 施 形 態 に よ れ ば 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン は 、 好 ま し く は 分 類 上 ブ
ナ 目 (Fagales)、 モ ク セ イ 目 (Oleales)又 は マ ツ 目 (Pinales)、 最 も 好 ま し く は Bet v 1（ デ
ー タ ベ ー ス ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Z80104） に 由 来 す る 吸 入 ア レ ル ゲ ン で あ る 。 好 ま し い Be
t v 1足 場 タ ン パ ク 質 は Mal d 1で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 他 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 主 要 カ ン バ 花 粉 ア レ ル ゲ ン Bet v 1の 足 場 タ ン パ ク 質 は 、
例 え ば ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 S50892で 例 示 さ れ る Aln g 1(ハ ン ノ キ )の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ
ョ ン 番 号 Q96382、 Q96381、 CAA47367、 Q96377、 Q96378、 Q96379、 Q96503、 Q96501、 CAA473
66、 Q96380で 例 示 さ れ る Car b 1(シ デ )の イ ソ 型 、 AJ130889で 例 示 さ れ る Fag s 1(ブ ナ ノ
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キ )の イ ソ 型 、 AJ417550で 例 示 さ れ る Cas s 1[Castanea sativa]の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 AJ488060、 Q43550、 Q43551、 Q43552、 Q43549、 AKK13027、 AKK13028、 Q40280、 AAD1
3683、 Q9SYV2、 Q9SYV3、 Q9SYV4、 Q9SYV6、 Q9SYV9、 Q9SYW3、 Q9SYV5、 AAK13029、 Q9SYV7、
Q9SYV8、 JC4276、 S51119で 例 示 さ れ る Mal d 1(リ ン ゴ )の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 O22
521、 O24248、 O50001及 び gi13787043で 例 示 さ れ る Pru av 1(サ ク ラ ン ボ )の イ ソ 型 、 ア ク
セ ッ シ ョ ン 番 号 AF057030で 例 示 さ れ る Pyr c 1(セ イ ヨ ウ ナ シ )の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン
番 号 p49372、 p92918で 例 示 さ れ る Apj g 1(セ ロ リ )の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 O04298
、 t14322、 t14325で 例 示 さ れ る Dau c 1(ニ ン ジ ン )の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 p52779(
pdbエ ン ト リ ー 1IFV_A)で 例 示 さ れ る Lupinの イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 CAA10719、 S2051
7、 P93333、 AB17_PEA、 AB18_PEA、 T14817で 例 示 さ れ る 他 の Patogenesis関 連 タ ン パ ク 質 及
び ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AAH05642(pdbエ ン ト リ ー 1jss)で 例 示 さ れ る 二 次 構 造 要 素 の 同 一 配
列 を 含 有 す る 他 の タ ン パ ク 質 の イ ソ 型 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 Mal ｄ  1(2620)（ デ ー タ ベ ー ス ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： AJ488060） が Bet v 1足 場 タ ン パ
ク 質 で あ る 一 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 （ E12V、 E12I、 E12M、 E12L） 、 P16A、 （
H40S、 H40T） 、 I43N、 L44I、 D47N、 G65K、 K70R、 （ E76H、 E76R、 E76K、 Q76H） 、 S107T、 G
108P、 +109D、 S110G、 E129A、 K152L、 （ P154S、 P154T） 、 P155Sか ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ
る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 を 含 み 、 か つ 場 合 に よ っ て １ 以 上 の 二 次 変 異 が 、 N28X、 好 ま
し く は N28T、 K32X、 好 ま し く は K32Q、 E45S、 E96X、 +159Xか ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 こ
の 文 脈 、 及 び 以 下 の 実 施 例 で は 、 最 初 の 文 字 と 数 字 は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 位 置 の 元 の ア ミ ノ
酸 コ ー ド に 相 当 す る 。 そ の 後 の 文 字 は 、 元 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 し う る ア ミ ノ 酸 で あ る 。 括 弧
は 、 所 定 の ア ミ ノ 酸 位 置 で 変 異 を 起 こ す た め に 選 択 す る と き 、 い く つ か の 異 な る 選 択 肢 が
あ る こ と を 意 味 す る 。 こ れ ら の １ つ を 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
特 有 の 実 施 形 態 で は 、 Mal d 1タ ン パ ク 質 変 種 （ rMal ｄ  1(2760)） は 、 以 下 の 配 列 番 号 １
：
GVYTYENEYTSEIPPPRLFKAFVLDADTLIPQIAPQAIKHAEILSGDGGPGTIKKITFGEGSQYGYVKHKIDSVDEANYS
YAYTLIEGDALTDTIEKVSYETKLVASGSGSIIKSISHYHTKGDVEIMEEHVKAGKEKAHGLFKLIESYLKDHPDAYN
に 定 義 さ れ る 配 列 を 含 み 、
前 記 変 種 は 、 以 下 の 二 次 変 異 を 含 む ： N28T、 K32Q、 E45S。 rMal ｄ  1(2760)は 、 本 発 明 の
足 場 タ ン パ ク 質 の 例 で あ り 、 実 施 例 で 詳 細 に 説 明 す る よ う に 、 共 に 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 の
Bet v 1特 異 的 IgE反 応 性 を 減 少 さ せ る い く つ か の 二 次 変 異 を 含 む 。
 別 の 特 有 の 実 施 形 態 で は 、 Mal d 1タ ン パ ク 質 変 種 （ rMal ｄ  1(2781)） は 、 以 下 の 配 列
番 号 ２ ：
GVYTYENEYTSEIPPPRLFKAFVLDADNLIPKIAPQAIKHAENIEGNGGPGTIKKITFGEGSQYKYVKHRIDSVDHANYS
YAYTLIEGDALTDTIEKVSYETKLVASGSGSIIKSISHYHTKGDVEIMEEHVKAGKEKAHGLFKLIESYLKDHPDAYN
に 定 義 さ れ る 配 列 を 含 み 、
前 記 変 種 は 、 以 下 の 一 次 変 異 を 含 む ： I43N、 L441、 D47N、 G65K、 K70R、 Q76H。 rMal ｄ  1(
2781)変 異 体 は 、 “ 天 然 の ” Mal d 1 2620に 比 べ て 高 い Bet v 1特 異 的 IgE反 応 性 を 有 す る
本 発 明 の タ ン パ ク 質 変 種 の 例 で あ る 。 こ れ に つ い て は 実 施 例 で 詳 細 に 説 明 す る 。
　 さ ら に 別 の 特 有 の 実 施 形 態 で は 、 Mal d 1タ ン パ ク 質 変 種 （ rMal ｄ  1(2762)） は 、 以 下
の 配 列 番 号 ３ ：
GVYTYENEYTSVIPPARLFKAFVLDADNLIPKIAPQAIKHAEILEGDGGPGTIKKITFGEGSQYGYVKHKIDSVDEANYS
YAYTLIEGDALTDTIEKVSYETKLVATPDGGSIIKSISHYHTKGDVEIMEEHVKAGKEKAHGLFKLIESYLLDHSDAYN
に 定 義 さ れ る 配 列 を 含 み 、
前 記 変 種 は 、 以 下 の 変 異 を 含 む ： E12V、 P16A、 K152L、 P155S、 S107T、 G108P、 +109D、 S11
0G。 こ こ で 、 “ ＋ ” は 指 定 位 置 で の ア ミ ノ 酸 の 挿 入 を 意 味 す る 。 rMal ｄ  1(2762)変 種 は
、 “ 天 然 の ” Mal d 1 2620に 比 べ て 高 い Bet v 1特 異 的 IgE反 応 性 を 有 す る 本 発 明 の タ ン パ
ク 質 変 種 の 例 で あ る 。 こ れ に つ い て は 実 施 例 で 詳 細 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
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　 Mal d 1の タ ン パ ク 質 変 種 が 一 次 及 び 二 次 の 両 変 異 を 含 ん で も よ い こ と を 明 ら か に す る
実 施 形 態 で は 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 変 種 は 、 （ E12V、 E12I、 E12M、 E12L） 、 （ H40S、 H4
0T） 、 （ E76H、 E76R、 E76K、 E76K） 、 E129A、 （ P154S、 P154T） か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ
る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 、 及 び 場 合 に よ っ て 、 E8X、 N28X、 K32X、 E96X、 +159Xか ら 成
る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の 二 次 変 異 を 含 む 。
　 第 ５ 実 施 形 態 に よ れ ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 変 種 は 、 Dau c 1（ デ ー タ ベ ー ス ア ク セ ッ
シ ョ ン 番 号 ： T14325） が Bet v 1の 足 場 タ ン パ ク 質 で あ る タ ン パ ク 質 変 種 で あ る 。 こ の 実
施 形 態 に よ り 、 Dau c 1の タ ン パ ク 質 変 種 は 、 （ S12V、 S12L、 S12I、 S12M） 、 S14P、 E16A
、 P105A、 A107P、 （ A148S、 A148T） 、 （ I151L、 I151V、 I151M） 、 （ N153H、 N153K、 N153R
） 、 （ +154S、 +154T） 、 （ +155D、 +155E） 、 +156A、 （ +157Y、 +157F） 、 （ +158N、 +158Q
） 、 （ K39S、 K39T） 、 （ K44E、 K44D） 、 （ V52I、 V52M、 V52L） 、 （ I54K、 I54R、 I54H） 、
（ T64K、 T64R、 T64H） 、 （ T65Y、 T65F、 T65W） 、 （ T67K、 T67R、 T67H） 、 D86E、 L91G、 （
G92D、 G92E） か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 を 含 み 、 か つ 場 合 に よ
っ て 、 １ 以 上 の 二 次 変 異 が 、 K32X、 E42X、 E59X、 R69X、 E95X、 K122X、 E8X、 T10X、 D25X、
K32X、 D46X、 E59X、 E95X、 D108X、 K122Xか ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 Dau c 1タ ン パ ク 質 変 種 は 、 （ S12V、 S12L、 S12I、 S12M） 、 S14P
、 E16A、 P105A、 A107P、 （ A148S、 A148T） 、 （ I151L、 I151V、 I151M） 、 （ N153H、 N153K
、 N153R） 、 （ +154S、 +154T） 、 （ +155D、 +155E） 、 +156A、 （ +157Y、 +157F） 、 （ +158N
、 +158Q） か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 及 び 場 合 に よ っ て 、 K32X
、 E42X、 E59X、 R69X、 E95X、 K122Xか ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の 二 次 変 異 を 含 む 。
こ の 実 施 形 態 は 、 足 場 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 に 単 一 の エ ピ ト ー プ 領 域 を 確 立 し な が ら 、 他 の
領 域 は 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 減 じ る よ う に 変 異 を 起 こ し て い る こ と を 明 ら か に す る 。
　 別 の 特 定 の 実 施 形 態 で は 、 Dau c 1変 異 体 は 、 （ K39S、 K39T） 、 （ K44E、 K44D） 、 （ V52
I、 V52M、 V52L） 、 （ I54K、 I54R、 I54H） 、 （ T64K、 T64R、 T64H） 、 （ T65Y、 T65F、 T65W
） 、 （ T67K、 T67R、 T67H） 、 D86E、 L91G、 （ G92D、 G92E） か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な
く と も ２ つ の 一 次 変 異 を 含 み 、 か つ 場 合 に よ っ て 、 少 な く と も １ つ の 二 次 変 異 が E8X、 T10
X、 D25X、 K32X、 D46X、 E59X、 E95X、 D108X、 K122Xか ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 こ の 実 施
形 態 は 、 足 場 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 の 単 一 の エ ピ ト ー プ 領 域 の 確 立 と 前 記 分 子 の 他 の 部 分 の
抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 低 減 さ せ る 別 の 例 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 の 第 ６ 実 施 形 態 で は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン は 、 分 類 上 イ ネ 目 (Polales)、
キ ク 目 (Asterales)又 は イ ラ ク サ モ ク (Ulticales)を 起 源 と す る 。 主 要 な 草 花 粉 ア レ ル ゲ ン
PhI p 1の 足 場 タ ン パ ク 質 の 例 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Q07154で 例 示 さ れ る Zea m 1の イ ソ
型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 U03860で 例 示 さ れ る Gly m 1の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 U3177
1で 例 示 さ れ る Ory s 1の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： U95968、 AC001229、 U95967、 s530
82、 U30477、 U85246、 Y07782、 U30479、 U30481、 U30480、 U30478、 U30476、 U30460、 U303
82、 U64890、 U64891、 U64892、 U64893、 U82123、 D26459、 D8845で 例 示 さ れ る β -エ ク ス パ
ン シ ン の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： P14947、 X73363、 A48595、 P43214、 P14948、 U253
43、 Z50867で 例 示 さ れ る ２ 群 及 び ３ 群 の 草 ア レ ル ゲ ン の イ ソ 型 で あ る 。 Phl p 5は 、 草 花
粉 ア レ ル ゲ ン の 別 の 例 で あ る 。 チ モ シ ー (Phleum pratense)５ 群 ア レ ル ゲ ン 、 Phl p 5足 場
タ ン パ ク 質 と し て は 、 P93466、 O81342、 Q9SBE0、 O81343、 O81344、 2023228A、 S38584が 挙
げ ら れ る 。 ド ク ム ギ (Lolium perenne)５ 群 ア レ ル ゲ ン 、 Lol p 5足 場 タ ン パ ク 質 と し て は
、 CAB64344、 Q9XF24、 a38582が 挙 げ ら れ る 。 ポ ラ ・ プ ラ テ ン シ ス （ Poa pratensis） ５ 群
ア レ ル ゲ ン 、 Poa p 5足 場 タ ン パ ク 質 と し て は 、 Q9FPR0、 B39098が 挙 げ ら れ る 。 （ O23971
、 O23972、 Q9FPQ9） で 例 示 さ れ る ホ ル カ ス ・ ラ ナ タ ス （ Holcus lanatus） ５ 群 ア レ ル ゲ ン
、 Hol l 5の イ ソ 型 が 挙 げ ら れ る 。 （ MP51_PHAAQ） で 例 示 さ れ る フ ァ ラ リ ス ・ ア ク ア チ カ
（ Phalaris aquatica） ５ 群 ア レ ル ゲ ン 、 Pha a 5の イ ソ 型 。 （ Q93XE0、 Q93XD9） で 例 示 さ
れ る オ ー チ ャ ー ド グ ラ ス (Dactylis glomerata)５ 群 ア レ ル ゲ ン 、 Dac g 5の イ ソ 型 。 （ O04
828） で 例 示 さ れ る Hor v 9と も 呼 ば れ る オ オ ム ギ (Hordeum vulgare)５ 群 ア レ ル ゲ ン 、 Hor
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 v 5の イ ソ 型 。 （ Q65868、 CAA76557） で 例 示 さ れ る チ モ シ ー (Phleum pratense)６ 群 ア レ
ル ゲ ン 、 Phl p 6の イ ソ 型 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 第 ７ の 実 施 形 態 で は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン は ダ ス ト ダ ニ ア レ ル ゲ ン 、 好
ま し く は ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ Dermatophagoides） を 起 源 と す る 、 好 ま し く は Der p 2（ デ ー タ
ベ ー ス ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： P49278） で あ る 。 好 ま し い Der p 2足 場 タ ン パ ク 質 は 、 Eur m
 1（ デ ー タ ベ ー ス ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： P25780） 、 Gly d 2（ デ ー タ ベ ー ス ア ク セ ッ シ ョ
ン 番 号 ： AJ272216） 、 及 び Lep d 2（ デ ー タ ベ ー ス ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： S66499） で あ る
。
　 Lep d 2タ ン パ ク 質 変 種 の 具 体 的 な 実 施 形 態 は 、 D17L、 D17I、 D17V、 D17M、 S19P、 Q32K
、 Q32R、 Q32H、 K33P、 T35Q、 T35N、 N88K、 N88R、 N88H、 T92N、 T92Q、 A95K、 A95R、 A95Hか
ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 と 、 場 合 に よ っ て 、 K6X、 S22X、 R30X
、 K76S、 K81X、 V114Xか ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の 二 次 変 異 を 含 む タ ン パ ク 質 変 種
で あ る 。 こ れ は 、 前 記 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 に 単 一 の エ ピ ト ー プ 領 域 が 確 立 さ れ 、 場 合 に よ
っ て は 前 記 表 面 の 他 の 部 分 で Der p 2抗 体 交 差 反 応 性 が 下 方 制 御 さ れ て い る Lep d 2タ ン パ
ク 質 変 種 の 例 で あ る 。
　 Lep d 2タ ン パ ク 質 変 種 の 別 の 具 体 的 な 実 施 形 態 は 、 単 一 の エ ピ ト ー プ 領 域 内 に 、 D45N
、 D45Q、 N47K、 N47R、 N47H、 K48T、 K48S、 T50K、 T50R、 T50H、 K52E、 K52D、 L54K、 L54R、
L54H、 E107K、 E107R、 E107M、 H112D、 H112E、 T119I、 T119L、 T119V、 T119Mか ら 成 る 群 よ
り 選 択 さ れ る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 と 、 場 合 に よ っ て 、 K6X、 S22X、 K29X、 R30X、 K76
X、 K81Xか ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の 二 次 変 異 を 含 む タ ン パ ク 質 変 種 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 Gly d 2タ ン パ ク 質 変 種 の 具 体 的 な 実 施 形 態 は 、 K2Q、 K2N、 K4D、 K4E、 K10N、 K10Q、 T14
K、 T14R、 S22H、 S22R、 S22K、 K39V、 K39L、 K39I、 K39M、 D45N、 D45Q、 T60L、 T60V、 T60I
、 T60M、 Q63D、 Q63E、 K80V、 K80L、 K80I、 K80M、 T91S、 H112D、 H112E、 R112I、 R122V、 R1
22L、 R122Mか ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る 少 な く と も ２ つ の 一 次 変 異 と 、 場 合 に よ っ て 、 K6X
、 好 ま し く は K6R又 は K6H、 R30X、 好 ま し く は R30K又 は R30H、 F74X、 好 ま し く は F74Y又 は F7
4W、 K81X、 好 ま し く は K81R又 は K81H、 K88X、 好 ま し く は K88R又 は K88H、 T90X、 及 び V114X
、 好 ま し く は V114L、 V114I又 は V114Mか ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る １ 以 上 の 二 次 変 異 を 含 む
タ ン パ ク 質 変 種 で あ る 。 こ れ は 、 Der p 2に 比 べ て IgE反 応 性 が 高 く 、 か つ 場 合 に よ っ て は
前 記 タ ン パ ク 質 変 種 の 不 安 定 化 を 回 避 す る た め 、 ア ミ ノ 酸 が 相 同 ア ミ ノ 酸 残 基 で 置 換 さ れ
る 二 次 変 異 を 有 す る タ ン パ ク 質 変 種 の 例 で あ る 。
　 Der p 2足 場 タ ン パ ク 質 の 他 の 具 体 的 な 実 施 形 態 は 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 O02380で 例 示
さ れ る ２ 群 ダ ス ト ダ ニ で あ る ケ ナ ガ コ ナ ダ ニ (Tyrophagus putrescentiae)ア レ ル ゲ ン Tyr 
p 2の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： P80384、 S48727、 2118249Bで 例 示 さ れ る 貯 蔵 ダ ニ 、
レ ピ ド グ リ フ ァ ス ・ デ ス ト ラ ク タ ー （ Lepidoglyphus destructor） ２ 群 ア レ ル ゲ ン Led d 
2（ 誤 っ て Led d 1と 称 し て い る 刊 行 物 も あ る ） の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： CAB76459
、 Q9U5P7で 例 示 さ れ る Gly d 2の イ ソ 型 、 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 O97763、 P79345、 Q9VQ62、 Q
9ZOJO、 AAF99719、 Q28895で 例 示 さ れ る 相 同 タ ン パ ク 質 の 群 由 来 の イ ソ 型 で あ る 。
　 さ ら に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 主 要 ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ ア レ ル ゲ ン Der p 1の 足 場 タ ン パ
ク 質 は Der f 1（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 P16311） で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 第 ８ の 実 施 形 態 で は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン は 、 ゴ キ ブ リ （ チ ャ バ ネ ゴ キ
ブ リ (Blatella germanica)（ ア レ ル ゲ ン ： Bla g 1又 は Bla g 2） 、 ワ モ ン ゴ キ ブ リ (Perip
laneta americana)（ ア レ ル ゲ ン ： Per a 1） 又 は ミ ジ (midges)（ Chironimus Spp.－ ア レ
ル ゲ ン ： Chi t 1） 由 来 の 昆 虫 ア レ ル ゲ ン で あ る 。
　 本 発 明 の 第 ９ の 実 施 形 態 で は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン は 、 動 物 ア レ ル ゲ ン 、 好 ま し
く は 哺 乳 類 ア レ ル ゲ ン 、 好 ま し く は ネ コ 、 イ ヌ 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 又 は ウ マ を 起 源 と し 、 好
ま し く は ネ コ 由 来 の Fel d 1で あ る 。
　 本 発 明 の 第 10の 実 施 形 態 で は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン は 、 毒 物 ア レ ル ゲ ン 、 好 ま し
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く は 分 類 上 膜 翅 目 、 ス ズ メ バ チ 科 、 ミ ツ バ チ 科 、 又 は ア リ 上 科 を 起 源 と す る 。 好 ま し い 毒
物 ア レ ル ゲ ン は Ves v 5で あ る 。 可 能 な Ves v 5足 場 タ ン パ ク 質 と し て 、 P35783、 P35760、
P35785、 P35784、 P35787、 P35736、 P35786、 P10737、 Q05108、 P35781、 P35782、 P81657、
P81656、 P35780、 P35759、 Q05109、 P35779、 P35778が 挙 げ ら れ る 。 （ P54108、 O19010、 P1
6562、 Q16937、 P48060、 Q60477、 P35795、 P35795、 Q09566、 P47033、 Q40374、 P12020、 Q4
1359、 P47032、 Q91055、 Q034401、 P08299、 P11670、 P36110、 P16563、 P54107、 Q08697、 Q
04108、 P79845、 P07053、 P09042、 P35794、 P04284、 Q03402、 P33154、 P35792、 Q05968、 P
35793、 Q00008、 Q41495、 P16547、 P13390、 O22456、 Q15335、 Q62871、 O88487、 Q13409、 P
54131、 Q9LRZ5、 P18859、 O04067） で 例 示 さ れ る さ ら に 他 の 低 相 同 タ ン パ ク 質 。
　 本 発 明 の 第 11実 施 形 態 で は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン は 、 ピ ー ナ ッ ツ 、 大 豆 、 牛 乳 、
鶏 卵 の 白 身 と 黄 身 、 シ ュ リ ン プ 又 は タ ラ 由 来 の 食 物 ア レ ル ゲ ン で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 の 第 12の 実 施 形 態 で は 、 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 植 物 、 草 、 食 物 、 又 は ダ ニ ア レ ル ゲ
ン に 相 同 的 で あ る 。 こ の 実 施 形 態 の タ ン パ ク 質 変 種 は 、 少 な く と も １ 個 の 一 次 変 異 を 含 む
。 さ ら に 、 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 天 然 の ア レ ル ゲ ン の デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン し た (deconvolu
ted, 逆 重 畳 )CD-ス ペ ク ト ル と 比 較 し て 30％ 未 満 、 好 ま し く は 20％ 未 満 、 な お さ ら に 好 ま
し く は 10％ 未 満 し か 偏 差 の な い デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン CD-ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 好 ま し く
は 、 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン と 30～ 50％ の 配 列 同 一 性 の レ ベ ル を 有
し 、 か つ 好 ま し く は 、 前 記 足 場 タ ン パ ク 質 と 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の α 炭 素 骨 格 鎖 三
次 構 造 は 、 そ れ ら の 円 偏 光 二 色 性 ス ペ ク ト ル 間 の 偏 差 が 、 30％ 未 満 、 好 ま し く は 20％ 未 満
、 な お さ ら に 好 ま し く は 10％ 未 満 し か 偏 向 し な い で あ ろ う 程 度 ま で 相 互 に 類 似 し て い る 。
　 本 発 明 の 第 13の 実 施 形 態 で は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン は 真 菌 タ ン パ ク 質 で あ る 。
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 変 種 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な Ｔ 細 胞
ク ロ ー ン 又 は Ｔ 細 胞 株 を 刺 激 で き る 少 な く と も １ 個 の Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 む 。
　 従 っ て 、 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 好 ま し く は Th2 Ｔ 細 胞 応 答 に 加 え て 新 し い ア レ ル ゲ ン 特 異
的 Th0/1 Ｔ 細 胞 免 疫 応 答 を 誘 導 し 、 或 い は 足 場 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 Ｔ 細 胞 ア ネ ル ギ ー 又 は
Th2型 か ら Th1型 へ の Ｔ 細 胞 応 答 の シ フ ト を 誘 導 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 変 種 の 、 医 薬 品 と し て 使 用 す る た め 及 び ア レ ル
ギ ー の 治 療 又 は 予 防 用 薬 物 の 製 造 の た め の 使 用 に 関 す る 。 好 ま し く は 、 医 薬 組 成 物 は ２ 種
以 上 の 本 発 明 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 を 含 み 、 各 変 異 体 は 、 他 の 変 異 体 の 少 な く と も １ つ
に は 存 在 し な い 少 な く と も １ つ の 一 次 変 異 を 有 す る こ と に よ っ て 規 定 さ れ る 。 こ の よ う に
し て 、 例 え ば 肥 満 細 胞 の 表 面 上 の IgE架 橋 結 合 と い う 危 険 性 を 最 小 限 に し な が ら 、 天 然 に
存 在 す る ア レ ル ゲ ン の エ ピ ト ー プ を 模 倣 す る 異 な っ た エ ピ ト ー プ 領 域 の 提 示 を 達 成 し う る
。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 好 ま し く は ２ ～ 12、 好 ま し く は ３ ～ 10、 さ ら に 好 ま し く は ４ ～ ８ 、
最 も 好 ま し く は ５ ～ ７ 種 の 異 な る タ ン パ ク 質 変 種 を 含 む 。 こ の よ う な 組 成 物 は 、 ア レ ル ギ
ー を 予 防 及 び ／ 又 は 治 療 す る た め の 医 薬 品 の 製 造 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 好 ま し く は さ ら に 生 理 学 的 又 は 薬 学 的 に 許 容 し う る 担 体 及 び ／
又 は 賦 形 剤 及 び ／ 又 は ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 。 “ 担 体 ” 又 は 賦 形 剤 は 、 油 、 デ ン プ ン 、 ス ク
ロ ー ス 及 び ラ ク ト ー ス の よ う な 医 薬 品 と 共 に 通 常 使 用 さ れ る い ず れ の 担 体 又 は 賦 形 剤 も 包
含 す る 。 本 発 明 の 組 成 物 は 、 カ プ セ ル 剤 、 丸 剤 、 錠 剤 及 び シ ロ ッ プ 剤 を 含 む 経 口 摂 取 に 適
し た 形 態 で よ い 。 或 い は 、 本 発 明 の 組 成 物 は 、 例 え ば 、 静 脈 内 、 皮 下 等 の 投 与 に 好 適 な 非
経 口 製 剤 の 形 態 で よ い 。
　 “ ア ジ ュ バ ン ト ” は 、 抗 原 と 一 緒 に 注 射 す る と き 、 抗 体 合 成 を 刺 激 か つ 延 長 す る 物 質 を
意 味 す る 。 ア ジ ュ バ ン ト の 例 と し て 、 フ ロ イ ン ト 完 全 ／ 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 及 び 水 酸 化 ア
ル ミ ニ ウ ム ゲ ル が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 医 薬 組 成 物 は 、 好 ま し く は ア レ ル ギ ー に 苦 し む 患
者 内 で 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に よ っ て 誘 発 さ れ る ア レ ル ギ ー 反 応 に 対 す る ワ ク チ ン の
形 態 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
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　 本 発 明 の 範 囲 に は 、 本 発 明 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 又 は 医 薬 組 成 物 を 被 験 者 に 投 与 す る
こ と を 含 む 、 個 体 の 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る こ と に よ っ て 個 体 の ワ ク チ ン 接 種 又 は 治 療 の 方
法 が 包 含 さ れ る 。
　 本 発 明 の 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 又 は 組 成 物 を 薬 学 的 に 許 容 し う る 物 質 及 び ／ 又 は 賦 形 剤
及 び ／ 又 は ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 す る 医 薬 組 成 物 の 製 造 方 法 も 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ る 。
　 本 発 明 の さ ら な る 局 面 は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 の 製 造 方 法 を 含 み 、 前 記 組 換 え タ ン パ
ク 質 変 種 は 、 足 場 タ ン パ ク 質 と 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る DNAの DNAシ ャ ッ フ
リ ン グ （ 分 子 育 種 ） に よ っ て 得 た DNA配 列 か ら 生 産 さ れ る 。
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 を コ ー ド す る DNA配 列 に 関 す る 。 同 様 に 、 本
発 明 は 、 本 発 明 の DNA配 列 を 含 有 し 、 か つ 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 を 生 産 で き る 発 現 ベ ク タ
ー と 宿 主 細 胞 を 含 む 。 宿 主 細 胞 を ベ ク タ ー と 共 に 培 養 す る 工 程 を 含 む 組 換 え タ ン パ ク 質 変
種 の 製 造 方 法 も 本 発 明 に 包 ま れ る 。 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 を 用 い て 被 験 者 の 治 療 の 妥 当 性
、 安 全 性 、 又 は 結 果 を 評 価 す る た め の 診 断 ア ッ セ イ も 本 発 明 に 包 含 さ れ 、 こ の ア ッ セ イ で
は 、 被 験 者 の IgE含 有 試 料 を 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 又 は 前 記 組 成 物 と 混 合 し 、 か つ 前 記 試 料
中 の IgEと 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 の 反 応 性 の レ ベ ル を 評 価 す る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 （ 定 義 ）
　 足 場 タ ン パ ク 質 ： 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 多 く の 場 合 、 ア レ ル ギ ー ワ ク チ ン 接 種 用 に 選 択 さ
れ る ア レ ル ゲ ン と 有 意 な 程 度 の ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 す る 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 で
あ る 。 さ ら に 、 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 三 次 元 折 り た た み 様 式 と
類 似 し た 三 次 元 折 り た た み 様 式 を 有 す る 。 ２ つ の タ ン パ ク 質 が 類 似 し た 折 り た た み 様 式 を
有 す る た め に 満 た さ な け れ ば な ら な い 基 準 に つ い て 正 確 な 定 義 を 与 え る こ と は 難 し い 。 し
か し 、 当 業 者 は 、 10％ を 超 え る ア ミ ノ 酸 相 同 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 又 は タ ン パ ク 質 ド メ イ
ン は 、 類 似 し た 様 式 で 折 り た た ま れ 、 か つ 類 似 し た 量 の α -ヘ リ ッ ク ス 、 ラ ン ダ ム コ イ ル
、 及 び β -シ ー ト を 共 有 す る こ と を 知 っ て い る 。 こ れ は 、 例 え ば 円 偏 光 二 色 性 に よ っ て 測
定 す る こ と が で き 、 そ れ に よ れ ば 、 こ れ ら の ２ つ の タ ン パ ク 質 ス ペ ク ト ル 間 の 偏 差 は 30％
未 満 、 好 ま し く は 20％ 未 満 、 さ ら に 好 ま し く は 10％ 未 満 し か 偏 向 し な い で あ ろ う 。
　 好 ま し く は 、 足 場 タ ン パ ク 質 の ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgEと の 測 定 可 能 な 反 応 性 は ほ と ん ど
或 い は 全 く な く 、 そ れ に よ っ て ア レ ル ゲ ン 特 異 的 表 面 領 域 、 す な わ ち 足 場 タ ン パ ク 質 上 の
エ ピ ト ー プ 構 造 の 確 立 が 可 能 に な る 。 ア レ ル ゲ ン 特 異 的 エ ピ ト ー プ 領 域 を １ つ だ け 有 す る
変 異 し た 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 １ つ の IgE分 子 以 外 と は 結 合 で き な い の で 、 例 え ば 肥 満 細 胞
の 表 面 に 結 合 し た IgE分 子 の 架 橋 結 合 を 引 き 起 こ す こ と が で き な い 。 本 明 細 書 で は 、 ア レ
ル ゲ ン エ ピ ト ー プ に 類 似 す る タ ン パ ク 質 変 種 表 面 領 域 を 例 え ば “ エ ピ ト ー プ 領 域 ” 、 “ エ
ピ ト ー プ を 模 倣 す る ” 等 と 称 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 “ ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体 ” 、 例 え ば Bet v 1特 異 的 抗 体 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン
と 反 応 す る 抗 体 を 意 味 す る 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 さ ら に 変 異 体 変 種 を 含 む 他 の 構 造 的 に 関
連 す る タ ン パ ク 質 と 反 応 し う る 。
　 足 場 タ ン パ ク 質 と ア レ ル ゲ ン の 間 の 配 列 相 同 性 の 程 度 は 、 ０ ～ 95％ 、 好 ま し く は ５ ～ 90
％ 、 さ ら に 好 ま し く は 10～ 67％ 、 な お さ ら に 好 ま し く は 20～ 60％ 、 最 も 好 ま し く は 30～ 50
％ で あ る 。 イ ソ 型 又 は 相 同 性 タ ン パ ク 質 と し て ２ つ の タ ン パ ク 質 を 特 徴 づ け す る た め に 最
低 度 の 配 列 同 一 性 と し て 67％ が 選 択 さ れ る こ と が 多 い （ Kingら , (1995) J. Allergy Clin
. Immunol. 96:5-14） 。 足 場 タ ン パ ク 質 は 、 好 ま し く は 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の イ ソ
型 又 は 相 同 性 タ ン パ ク 質 で は な く 、 そ れ に よ っ て 足 場 タ ン パ ク 質 が ア レ ル ゲ ン と の 低 度 の
抗 体 交 差 反 応 性 を 有 す る こ と を 保 証 す る 。
　 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 足 場 タ ン パ ク 質 に 比 べ て 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な 抗 体
に つ い て 高 い 結 合 能 を 有 す る ： こ の こ と は 、 完 全 な タ ン パ ク 質 変 種 の み な ら ず 単 一 の エ ピ
ト ー プ に つ い て も い え る 。
　 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IgE抗 体 へ の 結 合 性 の な い 足 場 タ ン パ ク 質 ： 変 異
の た め に 選 択 さ れ る 足 場 分 子 は 、 問 題 の ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な 抗 体 と 結 合 性 を 欠 い て い て
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よ く 、 或 い は 好 ま し く は 、 問 題 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 平 均 的 な ア レ ル ギ ー 患 者 由 来 の IgE
抗 体 が 交 差 反 応 性 で あ っ て も よ い 。 抗 体 結 合 性 を 欠 く と は 、 10 3 、 さ ら に 好 ま し く は 10 4 、
最 も 好 ま し く は 10 5 以 上 の 係 数 の 平 均 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー の 減 少 を 意 味 す る 。 ポ リ ク ロ ナ
ー ル で は 、 抗 体 ア フ ィ ニ テ ィ ー は 、 通 常 平 均 ア フ ィ ニ テ ィ ー で あ る 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体
で は 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー は ア ビ デ ィ テ ィ ー （ 抗 体 結 合 力 ） と も 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 一 次 変 異 （ エ ピ ト ー プ の 生 成 、 骨 格 鎖 の 安 定 化 な ど ） ： 一 次 変 異 の 導 入 は 、 置 換 、 欠 失
又 は 付 加 で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 一 次 変 異 は 、 少 な く と も １ 個 の 骨 格 ア ミ ノ 酸 残 基 と 、
天 然 ア レ ル ゲ ン 中 の 対 応 す る 位 置 に 見 ら れ る ア ミ ノ 酸 に 同 一 又 は 相 同 な 残 基 と の 置 換 で あ
る 。 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 ２ ～ 50、 さ ら に 好 ま し く は ２ ～ 40、 さ ら に 好 ま し く
は ３ ～ 25、 さ ら に 好 ま し く は ４ ～ 15、 最 も 好 ま し く は ５ ～ 12個 の 一 次 変 異 を 含 む 。 ま た 、
タ ン パ ク 質 変 種 は 、 い く つ か の 連 続 的 な 変 異 し た ア ミ ノ 酸 か ら 成 る １ 以 上 の 変 異 し た 配 列
断 片 を 含 み う る 。 好 ま し く は 、 変 異 し た 配 列 断 片 は 、 ２ ～ 15、 さ ら に 好 ま し く は ３ ～ 12、
最 も 好 ま し く は ５ ～ 10個 の ア ミ ノ 酸 か ら 成 る 。
　 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 変 種 の す べ て の 一 次 変 異 は 、 約 900Å の 面
積 を 有 す る 表 面 領 域 内 に 位 置 す る 。 本 発 明 の こ の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 タ ン パ ク 質 変 種
は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な IgE抗 体 に 反 応 性 の エ ピ ト ー プ を １ つ だ け 有 す
る 。 こ の よ う な タ ン パ ク 質 変 種 は 、 望 ま し く な い 免 疫 応 答 、 例 え ば ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応
を 引 き 起 こ さ な い と い う 利 点 を 有 す る と 考 え ら れ る 。 な ぜ な ら 、 こ の よ う な 応 答 は 引 き 金
と な る IgE架 橋 結 合 を 必 要 と す る 、 す な わ ち こ の よ う な 応 答 は 、 ア レ ル ゲ ン が 少 な く と も
２ 個 の 重 複 し な い エ ピ ト ー プ を 有 す る 必 要 が あ る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 好 ま し く は 、 変 異 を 起 こ さ せ る 一 次 ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 表 面 露 出 ア ミ ノ 酸 で あ る 。 変 異 を
起 こ さ せ る ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 20％ 以 上 、 好 ま し く は 30％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 40％ 以 上
、 最 も 好 ま し く は 50％ 以 上 の 溶 媒 接 近 性 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。
　 表 面 露 出 ア ミ ノ 酸 の 変 異 、 す な わ ち エ ピ ト ー プ を 構 成 す る ア ミ ノ 酸 の 変 異 に 加 え 、 或 い
は そ の 代 替 と し て 、 タ ン パ ク 質 の 骨 格 鎖 の ア ミ ノ 酸 、 す な わ ち タ ン パ ク 質 三 次 構 造 の 内 部
に 位 置 す る ア ミ ノ 酸 を 変 異 さ せ て も よ い 。 こ の よ う な 変 異 は 、 前 記 分 子 の フ ォ ー ル デ ィ ン
グ を 修 飾 し 、 ひ い て は タ ン パ ク 質 の 表 面 上 の エ ピ ト ー プ の 結 合 特 性 を 変 え る 可 能 性 が あ る
。 変 異 の １ つ の 目 的 は 、 骨 格 の フ ォ ー ル デ ィ ン グ 、 ひ い て は タ ン パ ク 質 の 三 次 構 造 を 安 定
化 す る こ と で あ っ て も よ い 。 一 例 は 、 ジ ス ル フ ィ ド ブ リ ッ ジ の 導 入 で あ る 。
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 変 異 の １ 以 上 は 部 位 特 異 的 変 異 導 入 に よ っ て 行 わ れ る 。 部 位
特 異 的 変 異 導 入 は 、 例 え ば 、 Sambrook & Russelの “ Molecular Cloning” (2001) Cold Sp
ring Harabor Laboratory Pressに 詳 述 さ れ て い る よ う に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 DNAシ ャ ッ フ リ ン グ ： DNAシ ャ ッ フ リ ン グ は い く つ か の 組 換 え 法 を 含 む 用 語 で あ り 、 有 意
な 相 同 性 を 共 有 す る い く つ か の 配 列 又 は 配 列 断 片 が 、 例 え ば 消 化 、 超 音 波 処 理 な ど に よ っ
て 破 壊 さ れ る い く つ か の 組 換 え 法 を 含 む 用 語 で あ る 。 再 連 結 及 び 引 き 続 く PCR（ ポ リ メ ラ
ー ゼ 連 鎖 反 応 ） に よ っ て 、 基 本 的 に ラ ン ダ ム に 多 数 の 新 規 な 変 異 体 が 生 成 さ れ る 。 DNAシ
ャ ッ フ リ ン グ は 、 例 え ば 反 応 中 に 明 確 に 規 定 さ れ た 配 列 を 有 す る プ ラ イ マ ー を 導 入 す る こ
と に よ っ て 、 よ り 制 御 し た 様 式 で 行 う こ と も で き る 。
　 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー 法 ： 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー 法 は 、 変 異 し た タ ン パ ク 質 の 変 異 体 を コ ー
ド す る 何 れ の 形 態 の DNAラ イ ブ ラ リ ー の 構 築 、 発 現 及 び ス ク リ ー ニ ン グ を も 包 含 す る 。 タ
ン パ ク 質 コ ー デ ィ ン グ DNA配 列 は 、 半 ラ ン ダ ム 又 は ラ ン ダ ム に 変 異 し う る 。 半 ラ ン ダ ム ラ
イ ブ ラ リ ー を 表 す 非 限 定 的 な 例 は 、 変 異 し た 遺 伝 子 変 異 体 が 、 表 面 露 出 ア ミ ノ 酸 残 基 を 表
す DNAコ ド ン に 関 し て の み 変 異 を 導 入 さ れ た ラ イ ブ ラ リ ー で あ る 。 別 の 例 は 、 変 異 の 結 果
に つ い て の 何 ら か の 制 限 で あ り 、 す な わ ち 、 変 異 が 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 す な わ ち 相 同
ア ミ ノ 酸 残 基 、 小 さ い 又 は 荷 電 し た ／ 荷 電 し て い な い ア ミ ノ 酸 残 基 に 対 す る 置 換 だ け を 許
す 場 合 で あ る 。 一 例 で は 、 縮 重 し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と PCR法 を 用 い て 多 様
性 が 導 入 さ れ る 。 別 の 例 で は 、 高 頻 度 で 変 異 を 導 入 す る 宿 主 生 物 を 用 い て 変 異 多 様 性 が 導
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入 さ れ る 。 １ 以 上 の 変 異 が 半 ラ ン ダ ム ラ イ ブ ラ リ ー 方 法 論 で 導 入 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 二 次 変 異 （ エ ピ ト ー プ の 弱 化 ／ 排 除 ） ： 二 次 ア ミ ノ 酸 変 異 は 、 足 場 タ ン パ ク 質 中 に 、 天
然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン 中 の 対 応 す る 位 置 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 を 導 入 す る 変 異 で あ
る 。
　 二 次 ア ミ ノ 酸 変 異 は 、 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 変 種 は
０ ～ 50、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ 40、 さ ら に 好 ま し く は ２ ～ 25、 さ ら に 好 ま し く は ３ ～ 15、
最 も 好 ま し く は ４ ～ 12個 の 二 次 変 異 を 含 む 。 ま た 、 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 そ れ ぞ れ い く つ か
の 連 続 的 な 変 異 し た ア ミ ノ 酸 か ら 成 る １ 以 上 の 二 次 変 異 を 含 み う る 。 好 ま し く は 変 異 し た
配 列 断 片 は 、 ２ ～ 15、 さ ら に 好 ま し く は ３ ～ 12、 最 も 好 ま し く は ５ ～ 10個 の ア ミ ノ 酸 か ら
成 る 。
　 上 述 し た よ う な 二 次 変 異 の 目 的 は 、 足 場 タ ン パ ク 質 の エ ピ ト ー プ を 修 飾 し て そ の 抗 体 結
合 効 果 、 ひ い て は IgE架 橋 結 合 と ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 反 応 を 誘 導 す る 危 険 性 を 排 除 又 は 減 ら
す こ と で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 エ ピ ト ー プ 移 植 ： エ ピ ト ー プ 移 植 は 、 足 場 タ ン パ ク 質 の 表 面 上 に ア レ ル ゲ ン 特 異 的 抗 体
結 合 特 性 を 確 立 す る こ と と し て 理 解 さ れ る 。 こ の “ 移 植 を 受 け た ” 足 場 タ ン パ ク 質 変 種 は
、 防 御 免 疫 応 答 を 起 こ す 能 力 の 故 に 、 ア レ ル ギ ー に 対 す る 魅 力 的 な ワ ク チ ン 候 補 を 提 示 す
る 。
　 防 御 免 疫 応 答 ： 防 御 免 疫 応 答 を 起 こ す と は 、 ア レ ル ギ ー に 関 連 す る 有 害 な 効 果 を 回 避 す
る た め 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 す る 免 疫 系 の 反 応 を 変 え る こ と を 意 味 す る 。 防 御
免 疫 応 答 は 、 お そ ら く ア レ ル ゲ ン と IgE抗 体 の 相 互 作 用 を 遮 断 す る 多 数 の IgG抗 体 の 生 産 に
よ っ て 大 部 分 媒 介 さ れ る と 考 え ら れ る 。 防 御 免 疫 応 答 は 、 お そ ら く Ｔ 細 胞 の 刺 激 を も 含 む
だ ろ う 。
　 表 面 構 造 ／ 輪 郭 ： タ ン パ ク 質 の 三 次 元 フ ォ ー ル デ ィ ン グ は α -炭 素 骨 格 鎖 の 三 次 フ ォ ー
ル デ ィ ン グ に よ っ て 決 ま る が 、 タ ン パ ク 質 の 形 態 学 （ ト ポ グ ラ フ ィ ー ） と 電 荷 分 布 に 関 す
る 分 子 表 面 ／ 輪 郭 の 性 質 は 、 表 面 に 存 在 し 、 従 っ て あ る 程 度 の 溶 媒 接 近 性 を 示 す ア ミ ノ 酸
鎖 の 性 質 と 組 成 に よ っ て 部 分 的 に 決 ま る 。 従 っ て 、 タ ン パ ク 質 表 面 に 一 次 及 び ／ 又 は 二 次
変 異 を 導 入 す る と 、 タ ン パ ク 質 の 表 面 構 造 ／ 輪 郭 の 性 質 を 変 え る だ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 組 成 物 ： 本 発 明 の 組 成 物 又 は 医 薬 組 成 物 は 、 少 な く と も １ 種 の 足 場 タ ン パ ク 質
変 種 及 び 他 の 医 薬 又 は 非 医 薬 試 薬 、 賦 形 剤 、 ア ジ ュ バ ン ト 、 担 体 、 媒 体 又 は 薬 物 送 達 シ ス
テ ム を 含 み う る 。
　 タ ン パ ク 質 変 種 ： １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 に よ っ て 天 然 に 存 在 す る タ ン パ ク 質 と 異 な る ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 。 好 ま し く は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 変 種 は 、 足 場 タ ン パ ク 質
の 組 換 え タ ン パ ク 質 で あ り 、 前 記 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン と 有 意 な
ア ミ ノ 酸 配 列 相 同 性 を 有 す る ア レ ル ゲ ン に 対 し て ア レ ル ギ ー で あ る 個 体 由 来 の 患 者 血 清 と
反 応 す る こ と が で き る 。 し か し 、 本 タ ン パ ク 質 変 種 は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン と 比 べ
て 低 度 の IgE反 応 性 を 有 す る 。
　 ア ミ ノ 酸 同 一 性 の 程 度 ： ア ミ ノ 酸 同 一 性 の 程 度 は 、 本 明 細 書 で は 、 ２ つ の 一 次 タ ン パ ク
質 配 列 中 、 対 応 す る 位 置 に つ い て 同 一 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン テ ー ジ で 定 義 す る 。
　 ア ミ ノ 酸 相 同 性 の 程 度 ： ア ミ ノ 酸 相 同 性 の 程 度 は 、 本 明 細 書 で は 、 ２ つ の 一 次 タ ン パ ク
質 配 列 中 、 対 応 す る 位 置 に つ い て 同 一 又 は 相 同 で あ る ア ミ ノ 酸 残 基 の パ ー セ ン テ ー ジ で 定
義 す る 。
　 ア レ ル ゲ ン ： 本 発 明 の ア レ ル ゲ ン は 、 ア レ ル ギ ー を 誘 導 す る 、 す な わ ち 、 そ れ が 繰 り 返
し 個 体 に さ ら さ れ た と き の IgE媒 介 反 応 を 誘 導 す る と 報 告 さ れ て い る 任 意 の 天 然 に 存 在 す
る タ ン パ ク 質 で あ る 。 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 例 と し て 、 吸 入 ア レ ル ゲ ン （ 木 及 び 草
の 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 ダ ニ ア レ ル ゲ ン 、 昆 虫 ア レ ル ゲ ン （ 吸 入 及 び 毒 物 ア レ ル ゲ ン ） 、 例 え
ば イ ヌ 、 ネ コ 、 ウ マ 等 由 来 の 動 物 の 毛 や ふ け ア レ ル ゲ ン ） 、 及 び 食 物 ア レ ル ゲ ン が 挙 げ ら
れ る 。
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【 ０ ０ ５ ５ 】
　 免 疫 応 答 の 調 節 ： ア レ ル ゲ ン の 構 造 を 部 分 的 に 模 倣 す る 組 換 え タ ン パ ク 質 変 種 で ワ ク チ
ン 接 種 を す る と 、 “ 免 疫 応 答 ” は い く つ か の レ ベ ル で 起 こ る と 考 え ら れ る ： （ ａ ） タ ン パ
ク 質 変 種 が 、 （ 例 え ば 肥 満 細 胞 に ） 既 に 結 合 し て い る か 或 い は 循 環 内 で 見 い だ さ れ る 既 に
形 成 さ れ た IgEに 結 合 し 、 肥 満 細 胞 の 表 面 上 に お け る IgE架 橋 結 合 を 生 じ さ せ な い か も し れ
ず 、 （ ｂ ） 新 規 な IgG抗 体 が 形 成 さ れ 、 或 い は 既 存 の IgG抗 体 が エ ピ ト ー プ ア フ ィ ニ テ ィ ー
を 高 め る た め “ 成 熟 ” す る よ う に な る か も し れ ず 、 か つ （ ｃ ） 新 規 又 は 既 存 の Ｔ 細 胞 が 活
性 化 さ れ る よ う に な る か も し れ な い 。 従 っ て 、 本 発 明 の 内 容 の 免 疫 応 答 の 調 節 は 、 組 換 え
タ ン パ ク 質 変 種 の 、 防 御 的 IgG応 答 を 誘 導 し 、 か つ 好 ま し く は Ｔ 細 胞 も 刺 激 し 、 同 時 に 例
え ば 肥 満 細 胞 の 表 面 上 の IgE架 橋 結 合 の リ ス ク を 低 減 す る 能 力 と し て 解 釈 さ れ る 。 ア レ ル
ゲ ン 曝 露 後 の 有 害 効 果 の 原 因 と 考 え ら れ る の は 、 主 に 肥 満 細 胞 の 表 面 上 の IgE架 橋 結 合 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ア レ ル ゲ ン 変 異 体 が “ 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン の 免 疫 応 答 に 相 当 す る 免 疫 応 答 ” を 引
き 起 こ す か ど う か は 、 い く つ か の 方 法 で 測 定 す る こ と が で き る 。 本 発 明 に 限 ら ず 、 こ れ を
測 定 す る 好 ま し い 方 法 は 、 少 な く と も １ つ の イ ム ノ ア ッ セ イ で 統 計 的 に 有 意 な 様 式 （ ｐ ＜
0.05） で 、 足 場 タ ン パ ク 質 変 種 の 、 ア レ ル ギ ー 患 者 由 来 の 血 清 IgEに 結 合 す る 能 力 を 測 定
す る こ と 、 又 は ア レ ル ギ ー 被 験 者 由 来 の 血 清 IgEの 天 然 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン に 対 す る 結
合 性 を 阻 害 す る 足 場 タ ン パ ク 質 変 種 の 能 力 を 測 定 す る こ と に よ る 。 別 の 好 ま し い 方 法 は 、
足 場 タ ン パ ク 質 変 種 免 疫 化 動 物 由 来 の 血 清 試 料 中 の 抗 体 の 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る ア レ
ル ゲ ン 特 異 的 IgEに 対 す る 結 合 性 と 競 合 す る 能 力 の 測 定 で あ る 。
　 抗 体 -抗 原 相 互 作 用 の ア フ ィ ニ テ ィ ー ： 抗 体 -抗 原 相 互 作 用 の 特 異 性 と ア フ ィ ニ テ ィ ー は
、 同 じ 事 の 裏 表 で あ る 。 こ の 理 由 は 、 結 合 力 、 す な わ ち ア フ ィ ニ テ ィ ー は 、 誘 引 力 （ エ ン
タ ル ピ ー 寄 与 ） 、 す な わ ち イ オ ン 相 互 作 用 、 水 素 結 合 及 び フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 相 互 作 用 に
よ っ て の み な ら ず 、 複 合 体 中 の ２ つ の 分 子 間 の 境 界 か ら 水 分 子 の ほ と ん ど 完 全 な 置 換 に よ
っ て （ エ ン ト ロ ピ ー 寄 与 ） も 決 ま る こ と で あ る 。 一 般 的 に 言 え ば 、 こ れ は 、 分 子 表 面 の 局
所 的 輪 郭 の 完 全 な 適 合 が 非 常 に 重 要 で あ る こ と を 意 味 す る 。
　 適 合 性 が （ 例 え ば 変 異 の 結 果 と し て ） 減 少 す る と 、 ほ と ん ど 必 ず 相 互 作 用 の ア フ ィ ニ テ
ィ ー の 減 少 に つ な が る 。 複 合 体 は な お 形 成 さ れ る で あ ろ う が 、 そ れ は よ り 高 濃 度 に お い て
で あ り 、 か つ キ ネ テ ィ ク ス の 点 で は 平 衡 が ず れ る の で 、 任 意 の 時 点 に お い て 抗 原 分 子 と 抗
体 分 子 の 多 く が 自 由 溶 液 中 に あ り 、 逆 に 、 よ り 少 な い 割 合 の 分 子 が 複 合 体 と し て 結 合 し て
い る だ ろ う 。
　 こ の よ う に 、 反 応 物 の い ず れ か 、 す な わ ち 抗 原 又 は 抗 体 の い ず れ の 濃 度 を 増 や し て も 、
ア フ ィ ニ テ ィ ー と は 関 係 な く 複 合 体 の 濃 度 の 増 加 に つ な が る 。 一 般 的 に 言 え ば 、 こ れ は 、
ど の よ う な 抗 原 も 濃 度 が 十 分 高 い こ と を 条 件 に ど の よ う な 抗 体 に も 結 合 す る こ と を 意 味 す
る 。 こ の こ と は 、 生 理 的 濃 度 に 近 い 濃 度 で 反 応 が 起 こ る こ と を 保 証 す る た め （ す な わ ち 特
異 的 相 互 作 用 ） 、 何 ら か の 制 限 を 反 応 体 の 濃 度 に 課 さ れ な け れ ば な ら な い こ と を 意 味 す る
。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 そ の 結 果 と し て 、 Kdが 、 相 互 作 用 の ア フ ィ ニ テ ィ ー の 直 接 的 尺 度 と い う こ と に も な る 。
し か し 、 実 際 に は 、 通 常 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 が 利 用 さ れ る の で Kdは 難 し い 尺 度 で あ る 。 一
定 の [Ab]で log[Ag]の 関 数 と し て [AgAb]を プ ロ ッ ト す る と Ｓ 形 曲 線 が 得 ら れ る 。 最 大 結 合
性 の 半 分 に お け る [Ag]が 実 用 上 有 用 な 尺 度 で あ る が 、 そ れ は Kdと Bmaxの 組 合 せ の 尺 度 で あ
る 。 飽 和 状 態 に お け る [AgAb]は 、 所 定 の [Ag]に お け る 定 数 、 Bmaxで あ る 。 Bmaxは 結 合 の 最
大 レ ベ ル な の で 概 念 的 に 理 解 し や す い が 、 実 際 に は 、 十 分 高 い 濃 度 の Agを 達 成 す る こ と は
困 難 だ ろ う 。 Bmaxは 結 合 能 で あ る 。 従 っ て 、 任 意 の [Ab]に お け る 結 合 能 の 相 対 尺 度 を 比 較
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 表 面 の 一 部 分 が 有 意 に 変 わ る よ う に 変 異 さ せ た 抗 原 は 、 非 変 異 抗 原 に 特 異 的 な ポ リ ク ロ
ナ ー ル 抗 体 に 対 し て 、 よ り 低 い 結 合 能 を 有 す る 。 変 異 し た 抗 原 と ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 と の
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相 互 作 用 の 平 均 ア フ ィ ニ テ ィ ー も お そ ら く 減 少 す る だ ろ う 。 し か し 、 ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体
の 特 異 性 が 表 面 全 体 わ た っ て ラ ン ダ ム に 分 散 し て い な い 場 合 （ 個 々 の 患 者 由 来 の い く ら か
の IgEで 既 知 の 状 況 で あ る ） 、 或 い は モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の 場 合 、 す な わ ち 、 抗 体 に よ っ
て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ が 変 異 に よ っ て 影 響 を 受 け た 領 域 の 外 側 で あ る 場 合 、 結 合 能 お よ
び 平 均 ア フ ィ ニ テ ィ ー は 変 異 に よ っ て 影 響 さ れ な い 。 患 者 の 血 清 又 は 大 量 免 疫 に よ る 実 験
動 物 で 産 生 さ れ た ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 体 の プ ー ル の 場 合 、 こ の 状 況 が 起 こ る 機 会 は 減 少 す る
。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 に よ り 、 問 題 の ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な 抗 体 に 対 し て 全 表 面 上 で 均 等 化 し た 低 ア フ
ィ ニ テ ィ ー 相 互 作 用 を 達 成 す る と い う 目 的 の た め に 、 い く つ か の 表 面 領 域 に お い て 平 均 ア
フ ィ ニ テ ィ ー を 減 少 さ せ る た め に こ れ ら 領 域 に 変 異 を 導 入 し 、 ま た 他 の 場 所 で は そ の 反 対
の こ と を 行 う こ と が あ る 。 こ れ ら の 足 場 タ ン パ ク 質 変 種 は 問 題 の ア レ ル ゲ ン と 類 似 の 抗 体
結 合 能 を 有 す る が 、 平 均 ア フ ィ ニ テ ィ ー は か な り 減 少 し て い る 。 イ ン ビ ト ロ 試 験 シ ス テ ム
に お い て 、 肥 満 細 胞 又 は 好 塩 基 球 の 表 面 上 の 受 容 体 -結 合 IgEを 架 橋 す る こ と に よ っ て ヒ ス
タ ミ ン を 放 出 す る 能 力 を 用 い て 、 足 場 タ ン パ ク 質 変 種 の こ れ ら の 複 合 し た 特 徴 を 評 価 す る
こ と が で き る 。 ヒ ス タ ミ ン を 放 出 す る 潜 在 力 は あ る 程 度 ま で 平 均 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 反 映 し
、 か つ あ る 程 度 ま で そ れ は 関 連 す る 臨 床 反 応 を 反 映 す る 。 さ ら に 、 こ の よ う な 足 場 タ ン パ
ク 質 変 種 は IgG抗 体 の 生 産 を 刺 激 し 、 そ れ ら は お そ ら く 天 然 ア レ ル ゲ ン と 低 ア フ ィ ニ テ ィ
ー で 相 互 作 用 す る だ ろ う 。 IgEに 比 べ て IgG抗 体 は 大 量 な た め 、 低 ア フ ィ ニ テ ィ ー の IgG相
互 作 用 で さ え 、 天 然 ア レ ル ゲ ン と 低 濃 度 の IgEと の 高 ア フ ィ ニ テ ィ ー 相 互 作 用 を 有 利 に 妨
げ る た め の 能 力 を 有 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 IgE反 応 性 、 例 え ば 結 合 能 及 び 結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー の 評 価
　 足 場 タ ン パ ク 質 変 種 の IgE反 応 性 の 評 価 を 取 り 扱 う 実 験 的 ア プ ロ ー チ は 、 多 く の 方 法 で
達 成 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 Kd、 す な わ ち 抗 体 -抗 原 相 互 作 用 の 平 均 ア フ ィ ニ テ ィ ー
、 及 び Bmax、 す な わ ち 結 合 能 は 、 固 相 免 疫 -阻 害 ア ッ セ イ 又 は 直 接 結 合 ア ッ セ イ で 実 験 的
に 取 り 扱 う こ と が で き る 。
　 固 相 免 疫 -阻 害 ア ッ セ イ で は 、 抗 体 を 固 相 に 結 合 す る こ と が で き る 。 こ の 実 験 は 固 相 結
合 抗 原 を 用 い て も 達 成 で き る 。 精 製 か つ 標 識 し た ア レ ル ゲ ン の 結 合 を 、 試 験 抗 原 、 す な わ
ち 変 異 し た 足 場 の 希 釈 列 で 阻 害 し 、 非 変 異 分 子 を 用 い て 行 っ た 同 様 の 実 験 と 比 較 す る 。 イ
ン ヒ ビ タ ー 濃 度 の 対 数 の 関 数 と し て 阻 害 率 を プ ロ ッ ト す る と 、 そ の 関 係 は Ｓ 形 曲 線 に 相 当
す る 。 変 異 し た 抗 原 が 、 改 変 さ れ た Kdを 有 す る が 同 一 の Bmaxを 有 す る 場 合 、 こ れ は ｘ 軸 に
沿 っ た 曲 線 の 平 行 移 動 に 対 応 す る 。 よ り 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー は 、 曲 線 を 左 に ず ら し 、 逆 も
ま た 言 え る だ ろ う 。 Bmaxの 変 化 は 、 曲 線 の 最 大 レ ベ ル 及 び Ｓ 形 曲 線 の 直 線 部 分 の 傾 き に 影
響 す る だ ろ う 。 変 異 さ せ た 抗 原 を 非 変 異 分 子 と 比 較 す る 場 合 の 全 て に お い て 、 前 記 曲 線 の
直 線 部 分 を 直 線 性 に つ い て 統 計 的 に 調 べ る こ と が で き 、 か つ 曲 線 の 直 線 部 分 が 平 行 で あ る
か ど う か 、 又 は 完 全 曲 線 適 合 、 す な わ ち ４ 変 数 対 数 曲 線 適 合 (four parameter logistic c
urve fit)か ら 得 ら れ る パ ラ メ ー タ ー 間 の 比 較 を 統 計 的 分 析 に 利 用 す る こ と が で き る 。 曲
線 が 平 行 で あ り 、 か つ 相 互 に 移 動 し て い る 場 合 は 、 抗 体 -抗 原 相 互 作 用 の 異 な る ア フ ィ ニ
テ ィ ー の 指 標 で あ る 。 傾 き が 異 な る 場 合 は 、 エ ピ ト ー プ 組 成 、 す な わ ち 結 合 能 の 変 化 又 は
結 合 能 と ア フ ィ ニ テ ィ ー の 両 方 の 変 化 の 指 標 で あ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 表 面 露 出 ア ミ ノ 酸 ： 表 面 露 出 ア ミ ノ 酸 と は 、 ア レ ル ゲ ン が 溶 液 中 に あ る 場 合 に ア ミ ノ 酸
残 基 の 少 な く と も １ 個 の 原 子 の 少 な く と も 一 部 が 周 囲 の 溶 媒 と 接 触 す る た め に 近 づ き う る
よ う に 、 三 次 元 構 造 の 表 面 に ア ミ ノ 酸 残 基 が 位 置 す る こ と を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 三 次
元 構 造 内 の ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 少 な く と も 20％ 、 好 適 に は 少 な く と も 30％ 、 さ ら に 好 適 に は
少 な く と も 40％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も 50％ の 溶 媒 （ 水 ） 接 近 性 を 有 す る 。
　 溶 媒 接 近 性 ： 溶 媒 （ 水 の 場 合 、 ｒ ＝ 1.4Å ） 分 子 に 匹 敵 す る 直 径 を 有 す る 球 に 近 づ き う
る 分 子 の 領 域 と し て 定 義 さ れ る 。 表 現 “ 表 面 露 出 ” 、 “ 表 面 ア ミ ノ 酸 ” 、 及 び “ 溶 媒 曝 露
” は 、 相 互 交 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。
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　 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 ： 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 本 質 的 に 同 一 の 化 学 的 特 徴 を 共 有 す る こ
と に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 ア ミ ノ 酸 を 分 類 す る 例 は 、 Ala、 Val、 Leu、 Ile、 及 び 時 に は
Gly及 び Proを “ 脂 肪 族 残 基 ” と 特 徴 づ け す る こ と で あ る 。 他 の “ 群 ” と し て 、 ヒ ド ロ キ シ
ル 残 基 （ Serと The） 、 酸 性 残 基 （ Aspと Glu） 、 ア ミ ド 残 基 （ Asn、 Try、 及 び Gln） 、 塩 基
性 残 基 （ Lysと Arg） 、 及 び 芳 香 族 残 基 （ Phe、 Tyr、 及 び Trp） が 挙 げ ら れ る 。 勿 論 、 類 似
の 化 学 的 特 徴 を 共 有 す る 群 へ の ア ミ ノ 酸 の 他 の 分 類 は 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 ア ミ ノ 酸 の 疎
水 性 及 び 親 水 性 残 基 へ の 分 類 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 以 下 の 非 限 定 的 実 施 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 説 明 す る 。
　 （ 実 施 例 ）
　 実 施 例 １
　 Bet v 1に 相 同 な 足 場 タ ン パ ク 質 の 修 飾
　 部 位 特 異 的 変 異 導 入
　 す べ て の Mal d 1変 異 体 は 以 下 の よ う に 生 成 し た 。 第 １ に (Ｉ )、 図 １ (Ｉ )に 概 略 的 に 示
さ れ る よ う に 、 Mal d 1（ 2620） （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： AJ488060） を コ ー ド す る DNA配 列
中 に 、 Mal d 1の 各 変 異 に 適 合 さ せ た セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス 変 異 特 異 的 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド プ ラ イ マ ー を 、 上 流 若 し く は 下 流 の 隣 接 変 異 又 は Ｎ 末 端 ／ Ｃ 末 端 の い ず れ か に 適 合 さ
せ た セ ン ス 及 び ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と 共 に そ れ ぞ れ 用 い て 、 各 単
一 変 異 （ 又 は DNA配 列 内 で 一 緒 に 近 接 し て 位 置 す る 場 合 は 数 個 の 変 異 ） を 導 入 し た 。 第 ２
に 、 図 １ (II)に 概 略 的 に 示 さ れ る よ う に 、 PCR反 応 (Ｉ )か ら の PCR産 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電
気 泳 動 法 及 び PCRゲ ル 精 製 法 で 精 製 し 、 混 合 し 、 Mal d 1の Ｎ 末 端 お よ び Ｃ 末 端 に 適 合 す る
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー と の さ ら な る PCR反 応 (II)の た め の 鋳 型 と し て 使 用 し た 。
こ の PCR産 物 を ゲ ル 電 気 泳 動 法 及 び PCRゲ ル 精 製 法 後 エ タ ノ ー ル 沈 殿 法 で 精 製 し 、 制 限 酵 素
（ Sac/EcoRI） 又 は （ SacI/XbaI） で 切 断 し 、 か つ 同 一 酵 素 で 制 限 さ れ た pMAL-c中 に 方 向 を
定 め て 連 結 し た 。
　 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 決 定
　 0.1g/lの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た LB培 地 内 で 一 晩 、 飽 和 ま で 成 長 さ せ た 10mlの 細 菌 培 養
か ら の プ ラ ス ミ ド DNAを チ ッ プ 20カ ラ ム （ QIAGEN） で 精 製 し 、 迅 速 反 応 色 素 終 結 周 期 配 列
決 定 （ Ready reaction dye terminator cycle） キ ッ ト 及 び 蛍 光 シ ー ク エ ン サ ー AB PRISM 
377（ 両 者 と も Perkin Elmer） を 用 い 、 供 給 業 者 の 推 奨 に 従 っ て 配 列 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 タ ン パ ク 質 発 現 及 び 精 製
　 組 換 え Mal d 1(2620)お よ び 変 異 体 を 、 ア ミ ノ 末 端 大 腸 菌 融 合 パ ー ト ナ ー 、 マ ル ト ー ス
結 合 タ ン パ ク 質 （ MBP） と の オ ペ ロ ン (in operon with)と し て 、 大 腸 菌 DH 5α 細 胞 内 で 過
剰 発 現 さ せ た 。 100mg/Lの ア ン ピ シ リ ン を 添 加 し た １ リ ッ ト ル の LB-培 地 を 含 有 す る 6本 の 5
Lフ ラ ス コ に 、 37℃ で 振 と う し て 600nmで 0.75の 光 学 密 度 ま で 増 殖 さ せ た 形 質 転 換 大 腸 菌 細
胞 の 一 夜 培 養 物 10mlを 接 種 後 、 5mlの 100mM IPTGを 添 加 し て 誘 導 し 、 誘 導 ３ 時 間 後 に 遠 心
分 離 で 収 集 し た 。 6Lの 培 養 か ら の 細 胞 を 2x150mlの 溶 解 緩 衝 液 （ 30mM NaCl、 10mM EDTA、 1
mMの ベ ン ズ ア ミ ジ ン 、 10μ g/ml SBTI、 10mM Na 2 HPO 4 ・ 12H 2 O/NaH 2 PO 4 ・ H 2 O緩 衝 液 、 pH 7.
0、 0.02% NaN 3 ） に 再 懸 濁 さ せ 、 3mM PMSFを 加 え 、 氷 上 で 10分 間 超 音 波 処 理 に よ り 溶 解 さ
せ た 。 超 音 波 処 理 後 、 1.5mlの １ mg/ml DNAse、 5mM MgCl 2 及 び 40mlの 4M NaClを 添 加 後 、 室
温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と よ っ て DNAを 除 去 し た 。 細 胞 溶 解 物 を 30分 間 12000
rpm、 4℃ で 遠 心 分 離 機 に か け た 。 上 清 （ 300ml） を 集 め 、 0.45μ mの フ ィ ル タ ー で ろ 過 後 、
1200mlの 希 釈 緩 衝 液 （ 0.5M NaCl、 2mM EDTA、 1mMの ベ ン ズ ア ミ ジ ン 、 10μ g/ml SBTI、 10m
M Na 2 HPO 4 ・ 12H 2 O/NaH 2 PO 4 ・ H 2 O緩 衝 液 、 pH 7.0、 0.02% NaN 3 ） を 添 加 し た 。 Unicore 4.0
ソ フ ト ウ ェ ア を 搭 載 し た Akta探 索 シ ス テ ム （ Pharmacia Biotech, Sweden） で 200mlの ア ミ
ロ ー ス カ ラ ム を 操 作 す る こ と に よ っ て 、 組 換 え 融 合 タ ン パ ク 質 を ア ミ ロ ー ス ア フ ィ ニ テ ィ
ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 単 離 し た 。 溶 出 し た 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 30kDaカ ッ ト オ フ フ
ィ ル タ ー を 備 え た ア ミ コ ン (amicon)圧 力 セ ル を 用 い て 30mlま で 濃 縮 し 、 2x5Lの 20mM TRIS-
HCl pH 8.0に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。
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【 ０ ０ ６ ４ 】
　 す べ て の MBP-Mal d 1融 合 タ ン パ ク 質 を 、 切 断 緩 衝 液 （ 20mM TRIS-HCl pH 8.0、 100mM N
aCl、 2mM CaCl 2 、 0.02％ SDSか ら 1.00%） 中 で 、 融 合 タ ン パ ク 質 濃 度 OD280＝ 4～ 6に て １ %の
１ mg/mlの 第 Xa因 子 と 共 に ゆ っ く り 撹 拌 し な が ら 20℃ で 20時 間 切 断 し た 。 5mMの ベ ン ズ ア ミ
ジ ン と 10mMの EDTAを 添 加 し て 第 Xa因 子 切 断 を 停 止 し た 。 10kDaの カ ッ ト オ フ フ ィ ル タ ー を
備 え た ア ミ コ ン 圧 力 セ ル を 用 い て タ ン パ ク 質 溶 液 を 20mlま で 濃 縮 し 、 50mlの ス ー パ ー ル ー
プ に 添 加 後 、 10ル ー プ 用 Pharmacia Sephadex G-75カ ラ ム を 用 い る FPLCに 供 し 、 供 給 業 者
の 推 奨 に 従 っ て Akta探 査 シ ス テ ム で 操 作 し た 。 Mal d 1を 含 有 す る タ ン パ ク 質 フ ラ ク シ ョ
ン を 集 め 、 NaClを 200mMま で 、 DTTを 5mMま で 添 加 し 、 ろ 過 （ 45μ m） 後 、 ア ミ ロ ー ス ア フ ィ
ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の 第 ２ 回 目 に 供 し た 。 精 製 し た Mal d 1を 含 有 す る タ ン パ ク
質 フ ラ ク シ ョ ン を 集 め 、 2x5Lの TRIS-HCl緩 衝 液 、 pH 7.5に 対 し て 透 析 後 、 3又 は 10kDaの カ
ッ ト オ フ フ ィ ル タ ー を 備 え た ア ミ コ ン 圧 力 セ ル を 用 い て 、 4℃ 又 は -80℃ で 貯 蔵 す る た め １
mg/mlを 超 え る ま で 濃 縮 し た 。 真 正 な ア ミ ノ 末 端 を 有 す る Mal d 1変 異 体 を 、 培 養 基 １ リ ッ
ト ル 当 た り 2～ 5mg収 量 で 電 気 泳 動 的 に 均 一 に ま で 精 製 し た 。 す べ て の 精 製 Mal d 1調 製 物
は 、 銀 染 色 SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 後 、 単 一 バ ン ド と し て 現 れ 、 見 掛 け 分 子 量 は
17.5kDaだ っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 円 偏 光 二 色 性 分 光 法
　 円 筒 形 （ 31-Q1/CD） 又 は 方 形 （ 21-Q-1/CD） の 0.1cm光 経 路 石 英 キ ュ ベ ッ ト （ Starna. Es
sex, UK） を 備 え た OLIS DSM 10 CD分 光 計 （ On Line Instrument Systems, Bogart, Geo, 
USA） を 用 い て 円 偏 光 二 色 性 ス ペ ク ト ル を 得 た 。 ス ペ ク ト ル は 、 260nm～ 184nmの 間 で 記 録
し 、 ２ nmご と に デ ー タ を 収 集 し 、 ス ペ ク ト ル あ た り 38個 の デ ー タ 点 を 記 録 し た 。 キ ュ ベ ッ
ト の 温 度 は Julabo Model F30-C浴 /循 環 器 温 度 制 御 モ ジ ュ ー ル （ Julabo Labortechnik, Se
elbach, Germany） を 用 い て 一 定 に 維 持 し た 。 0.01Mの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 、 pH 7.2中
、 0.1mgの タ ン パ ク 質 /mLの 濃 度 で ス ペ ク ト ル を 得 た 。 各 ス ペ ク ト ル は 、 緩 衝 液 吸 収 に つ い
て 補 正 し 、 か つ 260nmで Δ ε ＝ ０ に 正 規 化 し た ４ つ の 測 定 値 の 算 術 平 均 を 表 す 。 下 記 式 を
用 い 、 記 録 し た mDegを Δ ε に 変 換 し た ：
　 　 　 Δ ε ＝ mDeg/(32980 ｃ  ｌ )Abs単 位 /(Ｍ  cm)
式 中 、 mDegは 円 偏 光 二 色 性 シ グ ナ ル 、 ｃ は 、 ア ミ ノ 酸 分 析 で 測 定 さ れ た mol/Lで 表 し た 濃
度 で あ り 、 ｌ は cmで の 光 経 路 の 長 さ で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 IgE-結 合 実 験
　 個 々 の 患 者 由 来 の 血 清 又 は 数 人 の カ ン バ 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 由 来 の 血 清 の 等 体 積 の プ ー
ル を 特 異 的 血 清 IgE阻 害 ア ッ セ イ に 用 い た 。 rMal ｄ  1に つ い て 上 述 し た よ う に 、 rBet v 1
.2801（ デ ー タ ベ ー ス ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Z80104） を 発 現 さ せ 、 精 製 し 、 １ ： ５ の モ ル
比 （ Bet v 1： ビ オ チ ン ） で ビ オ チ ン 化 し た 。 阻 害 ア ッ セ イ は 、 ADVIA Centaur System（ B
ayer, Denmark） で 以 下 の よ う に 行 っ た ： 血 清 試 料 （ 25μ l） を 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル マ ウ ス 抗
ヒ ト IgE抗 体 （ ALK-Abello, Denmark） で 被 覆 し た 常 磁 性 ビ ー ズ （ 固 相 ） と 共 に イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 洗 浄 し 、 再 懸 濁 し 、 一 連 の 希 釈 列 の ビ オ チ ン 化 Bet v 1お よ び イ ン ヒ ビ タ ー （ 非
ビ オ チ ン 化 Bet v 1、 rMal ｄ  1(2620)又 は 変 異 rMal ｄ  1ア レ ル ゲ ン ） の 混 合 物 と 共 に イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 標 識 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と の イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン 後 、 測 定 さ れ る 相 対 光 単 位 （ RLU） か ら 、 固 相 上 で 血 清 IgEに 結 合 し た ビ オ チ ン 化 Bet 
v 1の 量 を 測 定 し た 。 阻 害 の 程 度 は 、 緩 衝 液 及 び イ ン ヒ ビ タ ー と し て 変 異 体 を 用 い て 得 た R
LUの 比 と し て 計 算 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 ヒ ス タ ミ ン 放 出 実 験 （ rMal ｄ  1(2762)及 び (2781)）
　 100μ lの ピ ペ ス (Pipes)緩 衝 液 pH7.4又 は 100μ lの ア レ ル ゲ ン 希 釈 物 （ ピ ペ ス 緩 衝 液 pH7.
4中 ） 、 1ng、 3ng、 10ng、 30ng、 100ng、 1000ngの rBet v 1.2801、 rMal ｄ  1(2620)又 は 変
異 rMal ｄ  1(2762)又 は (2781)を 三 つ 組 で 96ウ ェ ル プ レ ー ト に 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 37℃
で 予 熱 後 、 ピ ペ ス 緩 衝 液 pH7.4で 1:5に 希 釈 し 、 予 熱 し た （ 37℃ ） 100μ lの 血 液 を 種 々 の ア
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レ ル ゲ ン 希 釈 物 又 は ピ ペ ス 緩 衝 液 を 有 す る ウ ェ ル に 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 37℃ で 30分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト 後 、 プ レ ー ト -ロ ー タ ー を 備 え た 遠 心 分 離 機 内 で 10分 間 800gで 遠 心 分 離 し た
。 各 ウ ェ ル か ら の 上 清 を 新 し い 微 量 定 量 プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル に 移 し 、 蓋 を し 、 か つ 封 止 テ
ー プ で シ ー ル 後 ０ ℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
　 ELISAを 基 礎 と す る エ ン ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ キ ッ ト ref. 2015（ Immunotech, France）
を 用 い 、 供 給 業 者 の 推 奨 に 従 っ て 各 試 料 内 の ヒ ス タ ミ ン 放 出 を 測 定 し た 。 100μ lの 試 料 又
は 標 準 溶 液 を 25μ lの ア シ ル 化 緩 衝 液 及 び 25μ lの ア シ ル 化 試 薬 で ア シ ル 化 し 、 後 の 抗 -ヒ
ス タ ミ ン -抗 体 へ の 結 合 を 可 能 に し た 。 ア シ ル 化 し た 50μ lの ヒ ス タ ミ ン 試 料 、 標 準 溶 液 又
は 負 対 照 を 、 200μ lの ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ヒ ス タ ミ ン と 共 に 抗 -ヒ ス タ ミ ン -抗 体
コ ー ト ウ ェ ル に 添 加 し 、 振 と う し な が ら ５ ℃ で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 希 釈 し た 洗 浄
溶 液 で ３ 回 プ レ ー ト を す す い だ 後 、 200μ lの パ ラ -ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト （ pNPP）
基 質 溶 液 を プ レ ー ト に 添 加 し 、 振 と う し な が ら 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 50μ lの
停 止 溶 液 を 添 加 し た 。 ヒ ス タ ミ ン 試 料 及 び ヒ ス タ ミ ン 標 準 溶 液 （ 1nM、 3nM、 10nM、 30nM、
100nM、 1000nM） の 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 結 合 ヒ ス タ ミ ン の 抗 -ヒ ス タ ミ ン 抗 体 コ ー ト
ウ ェ ル へ の 結 合 を 阻 害 す る 能 力 を 405nmで の 相 対 吸 光 度 と し て 測 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 結 果
　 260nm未 満 の 遠 紫 外 線 領 域 で ポ リ ペ プ チ ド 骨 格 鎖 は 吸 収 を 示 し 、 光 学 的 に 活 性 で あ り 、
吸 光 度 の 大 き さ は 骨 格 鎖 の コ ン ホ メ ー シ ョ ン に よ っ て 決 ま る 。 円 偏 光 二 色 性 分 光 法 に よ り
左 -及 び 右 -円 偏 光 の 吸 収 の 差 異 を 測 定 す れ ば 、 α -ヘ リ ッ ク ス 、 β -シ ー ト 又 は ラ ン ダ ム コ
イ ル 要 素 の よ う な 二 次 タ ン パ ク 質 構 造 の 変 化 を 検 出 す る こ と が で き る 。 さ ら に 、 タ ン パ ク
質 の 熱 変 性 の 際 に 円 偏 光 二 色 性 ス ペ ク ト ル を 測 定 す る と タ ン パ ク 質 の 安 定 性 に つ い て の 情
報 が 得 ら れ る 。 長 期 貯 蔵 又 は 緩 衝 液 シ フ ト に 関 し て タ ン パ ク 質 の 安 定 性 を 評 価 す る た め 、
生 物 学 的 試 験 の 前 に 、 す べ て の タ ン パ ク 質 調 製 物 に 円 偏 光 二 色 性 分 光 法 を 適 用 し た 。 rMal
 ｄ  1(2620)に 対 し て 熱 変 性 を 行 っ た 。 非 変 異 rMal ｄ  1(2620)と rMal ｄ  1変 異 体 (2781及
び 2762)は す べ て 天 然 の 折 り た た ま れ た rBet v 1.2801の 円 偏 光 二 色 性 (CD)ス ペ ク ト ル に 匹
敵 す る 形 状 の CDス ペ ク ト ル を 有 し て い た （ 図 ２ 参 照 ） 。 こ れ は 、 rMal ｄ  1分 子 が rBet v 
1.2801と 同 一 の 二 次 構 造 要 素 を 含 む こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 リ ン ゴ 由 来 の Mal d 1イ ソ 型 は 、 Bet v 1と 50～ 60％ の ア ミ ノ 酸 同 一 性 を 有 し 、 か つ Bet 
v 1特 異 的 IgEと の 限 定 的 な 反 応 性 を 示 す 。 こ れ は 図 ３ Ａ 及 び ３ Ｂ に 示 さ れ 、 異 な る 血 清 プ
ー ル か ら の カ ン バ 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 血 清 IgEの 、 ビ オ チ ン 化 rBet v 1.2801へ の 結 合 （ rM
al ｄ  1(2620)で 阻 害 さ れ る ） が 示 さ れ て い る [■ ]。 こ の 阻 害 曲 線 は 、 血 清 プ ー ル Ａ は rMa
l ｄ  1(2620)と 結 合 で き ず 、 rMal ｄ  1(2620)は 、 血 清 プ ー ル Ｂ 中 の rBet v 1特 異 的 IgE-
抗 体 の 20％ 未 満 に し か 結 合 し な い こ と を 示 し て い る 。 天 然 に 存 在 す る イ ソ 型 な の で 、 rMal
 ｄ  1(2620)は 安 定 な タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ れ は 図 ４ に 示 さ れ て お り 、 熱 変 性 実 験 に よ り
、 rMal ｄ  1(2620)は 70℃ ま で の 温 度 で そ の 二 次 構 造 要 素 の 大 部 分 を 維 持 す る こ と が 示 さ
れ て い る 。 さ ら に 、 熱 変 性 実 験 は 、 タ ン パ ク 質 の 完 全 な 再 フ ォ ー ル デ ィ ン グ 能 力 を 示 す 。
　 従 っ て 、 Mal d 1、 例 え ば rMal ｄ  1(2620)の イ ソ 型 は Bet v 1の 好 適 な 候 補 足 場 と み な
さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 い く ら か の ア ミ ノ 酸 変 動 に も か か わ ら ず 、 １ つ の 大 き い 表 面 領 域 （ 図 ５ Ａ 及 び ５ Ｂ 参 照
） は Bet v 1 IgEと の 高 度 な 構 造 類 似 性 を 有 す る 。 こ の 領 域 に お け る 交 差 反 応 性 は 、 あ る
種 の カ ン バ 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 に お け る リ ン ゴ 誘 発 経 口 ア レ ル ギ ー 症 候 群 （ OAS） と 大 い
に 関 係 す る 。 足 場 タ ン パ ク 質 rMal ｄ  1(2620)が カ ン バ 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 に ヒ ス タ ミ ン
放 出 を 引 き 起 こ す 可 能 性 を 減 ら す た め 、 カ ン バ 及 び リ ン ゴ タ ン パ ク 質 間 で 共 通 の rMal ｄ  
1(2620)上 の 表 面 領 域 に ３ 種 の 二 次 変 異 、 N28T、 K32Q、 E45Sを 導 入 し た 。 こ の 変 異 体 を rMa
l ｄ  1(2760)と 命 名 す る 。 rMal ｄ  1(2620)上 の 他 の 表 面 領 域 は 、 非 常 に 高 密 度 の 、 Bet v
 1で は 見 ら れ な い Mal d 1特 異 的 残 基 を 有 す る の で 、 こ れ ら 領 域 内 で は 交 差 反 応 性 は 生 じ
な い と 予 想 さ れ る 。 こ の よ う な 表 面 構 造 が Bet v 1特 異 的 抗 体 に 結 合 す る 可 能 性 を 高 め る
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た め 、 足 場 タ ン パ ク 質 上 の Mal d 1特 異 的 表 面 領 域 中 に 特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 導 入 し た 。
こ の よ う な 一 次 変 異 を 含 む ２ 例 の rMal ｄ  1変 異 体 は 、 rMal ｄ  1(2781)（ 配 列 番 号 ２ ） （
図 ６ Ａ 、 Ｂ 及 び Ｃ 参 照 ） と rMal ｄ  1(2762)（ 配 列 番 号 ３ ） （ 図 ７ Ａ 、 Ｂ 及 び Ｃ 参 照 ） で
あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 一 次 変 異
　 rMal ｄ  1(2762)及 び rMal ｄ  1(2781)に お い て 、 そ れ ぞ れ ８ 及 び ６ 個 の 一 次 変 異 の 導 入
は 、 rMal ｄ  1(2620)に 比 べ て こ れ ら 変 異 体 の カ ン バ 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 血 清 IgEと 結 合 す
る 能 力 を 実 質 的 に 高 め た 。 こ れ は 図 ８ Ａ に 示 さ れ て お り 、 rMal ｄ  1(2762)及 び rMal ｄ  1
(2781)の ビ オ チ ン 化 rBet v 1.2801へ の 血 清 -IgEの 結 合 を 阻 害 す る 能 力 は 、 3000ng/試 験 の
イ ン ヒ ビ タ ー 濃 度 で そ れ ぞ れ ０ ％ ～ 62％ 及 び 39％ 増 加 し た 。 さ ら に 、 rBet v 1.2801に 比
べ て こ れ ら 変 異 体 で 62％ 及 び 39％ の IgE阻 害 に 達 す る に は そ れ ぞ れ 500倍 及 び 1000倍 高 い 抗
原 濃 度 を 必 要 と し 、 rMal ｄ  1変 異 体 が rBet v 1.2801よ り か な り 低 い ア フ ィ ニ テ ィ ー で Ig
Eと 結 合 す る こ と を 示 し て い る 。
　 さ ら に 、 変 異 rMal ｄ  1分 子 を ヒ ト 好 塩 基 球 ヒ ス タ ミ ン 放 出 ア ッ セ イ で 試 験 し た 。 測 定
し た 抗 原 濃 度 範 囲 内 で は 、 非 変 異 rMal ｄ  1(2620)に よ っ て ヒ ス タ ミ ン 放 出 は 起 こ ら な か
っ た 。 rBet v 1.2801及 び 変 異 rMal ｄ  1は 、 す べ て ヒ ス タ ミ ン 放 出 を 引 き 起 こ し た 。 図 ８
Ｂ に 示 さ れ る よ う に 、 変 異 rMal ｄ  1(2781)及 び (2762)の ヒ ス タ ミ ン 放 出 曲 線 は 、 rBet v 
1.2801に 比 し 、 よ り 高 い 抗 原 濃 度 に そ れ ぞ れ ２ 倍 及 び 20倍 シ フ ト し て い る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 二 次 変 異
　 図 ９ （ 右 側 ） で は 、 足 場 タ ン パ ク 質 rMal ｄ  1(2620)及 び 変 異 rMal ｄ  1(2760)が 、 個 々
の 患 者 に お い て rBet v 1.2801へ の ヒ ト 血 清 IgEの 結 合 を ０ ％ ～ 30％ 阻 害 し て い る 。 図 ９ （
左 側 ） に 示 さ れ る よ う に 、 す べ て で は な い が 何 人 か の カ ン バ 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 の 好 塩 基
球 に お い て 、 rMal ｄ  1(2620)は rBet v 1.2801に 比 べ て ヒ ス タ ミ ン 放 出 を 引 き 起 こ す 能 力
が か な り 減 少 し て い る こ と が 示 さ れ た 。 図 ９ （ 左 側 ） に 示 さ れ る よ う に 、 足 場 タ ン パ ク 質
（ rMal ｄ  1(2760)） 上 の Bet v 1特 異 的 表 面 構 造 へ の ３ 種 の 二 次 変 異 、 Asn28Thr、 Lys32G
ln及 び Glu45Serの 導 入 は 、 ２ 人 の カ ン バ 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 の 好 塩 基 球 （ ｏ 、 ｐ ） に お い
て ヒ ス タ ミ ン を 誘 導 す る 能 力 を さ ら に 減 じ た 。 こ こ で 、 患 者 （ ｏ ） で は ３ 種 の 二 次 変 異 の
導 入 は 測 定 し た 濃 度 範 囲 内 で ヒ ス タ ミ ン 放 出 を 消 滅 さ せ 、 患 者 （ ｐ ） 内 で は ヒ ス タ ミ ン 放
出 を 引 き 起 こ す た め に は rBet v 1.2801に 比 べ て 100倍 高 濃 度 の rMal ｄ  1(2760)を 必 要 と
し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 一 次 及 び 二 次 変 異
　 図 10Ａ 及 び Ｂ に は 、 足 場 タ ン パ ク 質 と 、 一 次 及 び 二 次 変 異 を 導 入 す る こ と で 足 場 タ ン パ
ク 質 か ら 誘 導 さ れ る 足 場 変 異 体 を 示 す 。 例 と し て rMal ｄ  1(2620)を 用 い る 。 こ れ ら タ ン
パ ク 質 の 前 面 と 背 面 を 示 す 。 足 場 （ Mal d 1） 特 異 的 表 面 構 造 を 白 色 で 示 す 。 Bet v 1と Ma
l d 1の 共 通 表 面 構 造 を 灰 色 で 示 す 。 二 次 変 異 を 黒 色 で 示 す 。 上 の 前 面 図 は 、 高 ア フ ィ ニ
テ ィ ー で Bet v 1特 異 的 ヒ ト 血 清 IgEと 結 合 す る 足 場 タ ン パ ク 質 上 の ２ つ の 大 き い 表 面 領 域
を 示 す 。 下 の 前 面 図 は 、 IgE結 合 ア フ ィ ニ テ ィ ー を 減 ら す た め に 足 場 タ ン パ ク 質 に 導 入 し
た ４ つ の 二 次 変 異 を 示 す 。 上 の 背 面 図 は 、 ほ と ん ど 共 通 表 面 構 造 の な い 足 場 タ ン パ ク 質 上
の 表 面 領 域 を 示 す 。 下 の 背 面 図 は 、 一 次 変 異 を 導 入 し て 、 天 然 Bet v 1イ ソ ア レ ル ゲ ン と
交 差 反 応 性 の 遮 断 抗 体 に 向 け ら れ 得 る 共 通 表 面 構 造 の 密 度 を 増 や す こ と の 効 果 を 示 す 。 図
10Ｂ 。 上 下 の 前 面 図 ： ３ 個 の 二 次 変 異 の 導 入 に よ っ て 生 じ る 推 定 的 Bet v 1特 異 的 抗 体 の
減 少 し た 適 合 性 が 示 さ れ る 。 上 の 背 面 図 は 、 Bet v 1に 対 す る 不 十 分 な 抗 体 交 差 反 応 性 を
有 す る 遮 断 抗 体 （ IgG） の 生 成 を 示 す 。 下 の 背 面 図 は 、 Bet v 1に 対 す る 高 い 交 差 反 応 性 を
有 す る 遮 断 抗 体 （ IgG） 生 成 を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 組 換 え 野 生 型 (wt)及 び 変 異 Mal d 1ア レ ル ゲ ン に 対 す る Ｔ 細 胞 応 答
　 ア レ ル ゲ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 は 、 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ の 除 去 及 び ／ 又 は 付 加 を 生 じ さ
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せ る 可 能 性 が あ る 。 こ の よ う な 場 合 、 改 変 さ れ た ア レ ル ゲ ン は 野 生 型 ア レ ル ゲ ン に 対 す る
応 答 に 比 べ て Ｔ 細 胞 応 答 の 低 下 を 誘 導 す る こ と が あ り 、 及 び ／ 又 は そ れ ら は 新 し い エ ピ ト
ー プ を 認 識 す る Ｔ 細 胞 を 活 性 化 す る だ ろ う 。 理 論 的 に 、 既 存 の ア レ ル ゲ ン 特 異 的 Ｔ 細 胞 集
団 を 改 変 し 、 遮 断 性 非 -IgE抗 体 の 生 産 を 支 持 す る た め に 、 Bet v 1低 ア レ ル ギ ー 性 Mal d 1
変 異 体 の Ｔ 細 胞 刺 激 特 性 を 維 持 す る こ と が 重 要 で あ る 。 そ こ で 、 rMal ｄ  1ア レ ル ゲ ン の
Ｔ 細 胞 活 性 化 特 性 を 調 べ た 。
　 ２ 種 の 細 胞 型 を 分 析 し た 。 ど ち ら の 場 合 も 、 細 胞 は カ ン バ ア レ ル ギ ー 個 体 に 由 来 す る 。
　 １ ） ポ リ ク ロ ナ ー ル Ｔ 細 胞 を 含 有 す る 血 液 細 胞 （ PBL） を 新 た に 単 離 し た 。 こ れ ら の Ｔ
細 胞 は 、 Bet v 1特 異 的 エ ピ ト ー プ 及 び Mal d 1特 異 的 エ ピ ト ー プ の み な ら ず 配 列 内 の 変 化
か ら 生 じ る 新 し い エ ピ ト ー プ に も 応 答 す る 能 力 を 有 す る 。 血 液 細 胞 を ７ 日 間 ア レ ル ゲ ン の
存 在 下 で 培 養 後 、 分 析 に 供 し た 。 ３ 人 の 個 別 の 提 供 者 由 来 の PBLを 試 験 し た 。
　 ２ ） nBet v 1に よ る 刺 激 を 繰 り 返 し て ア レ ル ゲ ン 特 異 的 細 胞 株 を 生 成 し た 。 こ れ ら の 細
胞 は 培 養 維 持 す る こ と が で き 、 長 期 間 に わ た っ て 試 験 す る こ と が で き る 。 Ｔ 細 胞 を ３ 日 間
ア レ ル ゲ ン と 共 に 培 養 す る 。 抗 原 提 示 細 胞 （ APC） と し て 自 己 PBL細 胞 を 加 え る 。 こ れ ら の
Ｔ 細 胞 は 、 主 に 元 の Bet v 1特 異 的 エ ピ ト ー プ に 応 答 し 、 ア レ ル ギ ー 患 者 の 既 存 Bet v 1特
異 的 Ｔ 細 胞 集 団 に お け る Ｔ 細 胞 活 性 化 レ ベ ル を 示 す 。 ４ 種 の Bet v 1特 異 的 Ｔ 細 胞 株 を 試
験 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 以 下 の ２ つ の ア ッ セ イ を 用 い て rMal ｄ  1ア レ ル ゲ ン に 対 す る Ｔ 細 胞 応 答 を 分 析 し た 。
　 １ ） Ｔ 細 胞 増 幅 の 刺 激 ： 18時 間 の 培 養 の 間 の DNA中 へ の 放 射 標 識 チ ミ ジ ン の 取 込 み を 測
定 す る 。
　 ２ ） サ イ ト カ イ ン 生 産 の 刺 激 ： ６ 種 の 異 な る Th1/Th2サ イ ト カ イ ン を 測 定 す る CBA、 FACS
に 基 づ く ア ッ セ イ を 用 い て 細 胞 上 清 中 の サ イ ト カ イ ン を 測 定 す る 。
　 図 11は 、 ３ 人 の 個 別 提 供 者 由 来 の PBL刺 激 ア ッ セ イ の 結 果 を 示 し た も の で あ り 、 そ の ま
と め を 図 12に 示 す 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 wt Mal d 1ア レ ル ゲ ン (2620)と Mal d 1三 重 変 異
体 (2760)は い ず れ の Ｔ 細 胞 活 性 も 誘 導 し な い 。 変 異 体 2762は １ 人 の 患 者 に お い て 、 2781は
行 っ た ３ 種 の PBLア ッ セ イ の う ち ３ 種 に お い て 、 rBet v 1(2801)に よ り 誘 導 さ れ る 活 性 化
に 匹 敵 す る Ｔ 細 胞 増 殖 を 誘 導 し た 。 こ の こ と は 、 こ れ ら の 分 子 内 に 導 入 さ れ た ア ミ ノ 酸 置
換 に よ っ て Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ が 修 復 さ れ た か も し れ な い こ と を 示 し て い る 。 あ る い は 、 匹
敵 す る Ｔ 細 胞 活 性 化 に つ な が る 新 し い エ ピ ト ー プ が 導 入 さ れ た か も し れ な い 。 予 想 さ れ た
よ う に 、 す べ て の Ｔ 細 胞 株 が nBet v 1に 応 答 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 図 13は 、 試 験 し た ４ つ の Bet v 1特 異 的 Ｔ 細 胞 株 の １ つ の Ｔ 細 胞 増 殖 応 答 を 示 す 。 こ の
Ｔ 細 胞 株 は 、 wt Mal d 1分 子 (2620)に 対 し て 明 か な 交 差 反 応 性 を 示 す が 、 変 異 体 2760は 認
識 し な い 。 こ の こ と は 、 こ の 分 子 内 に 導 入 し た 変 異 が 、 こ の Ｔ 細 胞 株 に よ っ て 認 識 さ れ る
Bet v 1/Mal d 1交 差 反 応 性 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 破 壊 す る こ と を 示 唆 し て い る 。 対 照 的 に
、 変 異 体 2762及 び 2781は 両 方 と も 増 殖 を 誘 導 す る 。
　 PBL培 養 に お け る サ イ ト カ イ ン 生 産 （ 図 14） 及 び 交 差 反 応 性 Ｔ 細 胞 株 （ 図 15） に お け る
サ イ ト カ イ ン 生 産 に よ り 、 増 殖 ア ッ セ イ で 示 さ れ た Ｔ 細 胞 活 性 化 が 確 認 さ れ る 。 Bet v 1.
2801及 び Mal d 1ア レ ル ゲ ン に 対 す る 応 答 を 比 較 し た 場 合 、 サ イ ト カ イ ン 生 産 プ ロ フ ィ ル
の 有 意 な 変 化 は 観 察 さ れ な か っ た 。 こ れ は Bet v 1と Mal d 1と の 差 異 又 は 変 異 に よ っ て 導
入 さ れ た 変 化 が 、 Th1活 性 化 の 増 強 ま た は 選 択 的 な Th1活 性 化 を も た ら さ な い こ と を 示 唆 し
て い る 。 阻 害 性 サ イ ト カ イ ン IL-10の 誘 導 は 観 察 さ れ な か っ た 。
　 結 論 と し て 、 Mal d 1変 異 体 2762、 特 に 2781は 、 wt（ 野 生 型 ）  Mal d 1ア レ ル ゲ ン (2620
)に 比 べ て 、 Bet v 1特 異 的 Ｔ 細 胞 株 に お い て も ア レ ル ギ ー 患 者 の 新 た に 単 離 し た 血 液 細 胞
培 養 物 に お い て も 、 よ り 高 い Ｔ 細 胞 活 性 化 を 誘 導 す る よ う で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 （ 実 施 例 ２ ）
　 Bet v 1相 同 性 足 場 タ ン パ ク 質 （ 表 面 領 域 Ｉ ） の 改 変
　 こ の 実 施 例 は 、 Dau c 1（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 T14325） の 修 飾 を 基 礎 と す る 。 以 下 に お
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け る ア ミ ノ 酸 残 基 位 置 番 号 付 け は 、 図 16に 示 さ れ た T14325を 参 照 し た も の で あ る 。 こ の 実
施 例 は 、 以 下 の 二 次 変 異 の １ 以 上 の 導 入 に 基 づ く ： K32X、 E42X、 E59X、 R69X、 E95X、 K122
X（ Xは い ず れ の 型 の ア ミ ノ 酸 残 基 で も よ い が 、 好 ま し く は Bet v 1の 既 知 イ ソ 型 の 対 応 す
る 位 置 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） 。 こ の 実 施 例 は 、 さ ら に 、 以 下 の 一 次 変 異 の １
以 上 の 導 入 を 含 む 。 こ れ ら の 変 異 で は 、 残 基 が Bet v 1の い ず れ か の 既 知 イ ソ 型 内 の 対 応
す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 相 同 な 、 さ ら に 好 ま し く は 同 一 で あ る 残 基 に 置 換 さ れ る 。 相 同 な ア ミ
ノ 酸 残 基 は 、 Ｅ =Ｄ 、 Ｖ =Ｌ =Ｉ =Ｍ 、 Ｓ =Ｔ 、 Ｙ =Ｆ =Ｗ 、 Ｋ =Ｒ =Ｈ 、 Ｎ =Ｑ 、 こ こ で “ =” は
２ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 相 同 で あ る こ と を 示 す 。 以 下 の 変 異 が 示 唆 さ れ る ： S12V又 は S1
2L又 は S12I又 は S12M又 、 S14P、 E16A、 P105A、 A107P、 A148S又 は A148T、 I151L又 は I151V又
は I151M、 N153H又 は N153K又 は N153R。 さ ら に 、 以 下 の １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 に よ る ア ミ ノ
酸 の 伸 長 が 示 唆 さ れ る ： +154S又 は +154T、 +155D又 は +155E、 +156A、 +157Y又 は 157F、 +158
N又 は +158Q。 変 異 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る タ ン パ ク 質 配 列 の 概 略 図 を 図 16に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 Bet v 1相 同 足 場 タ ン パ ク 質 （ 表 面 領 域 II） の 改 変
　 こ の 実 施 例 は 、 Dau c 1（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 T14325） の 改 変 を 基 礎 と す る 。 以 下 に お
け る ア ミ ノ 酸 残 基 位 置 番 号 付 け は 、 図 17に 示 さ れ た T14325を 参 照 し た も の で あ る 。 こ の 実
施 例 は 、 以 下 の 二 次 変 異 の １ 以 上 の 導 入 を 基 礎 と す る ： E8X、 T10X、 D25X、 K32X、 D46X、 E
59X、 E95X、 D108X、 K122X（ Xは い ず れ の 型 の ア ミ ノ 酸 残 基 で も よ い が 、 好 ま し く は Bet v 
1の 既 知 イ ソ 型 の 対 応 す る 位 置 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） 。 こ の 実 施 例 は 、 以 下
の 一 次 変 異 の １ 以 上 の 導 入 を 含 む 。 こ れ ら の 変 異 で は 、 残 基 が Bet v 1の い ず れ か の 既 知
イ ソ 型 内 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 相 同 で あ る 、 さ ら に 好 ま し く は 同 一 で あ る 残 基 に 置 換
さ れ る 。 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、 Ｅ =Ｄ 、 Ｖ =Ｌ =Ｉ =Ｍ 、 Ｓ =Ｔ 、 Ｙ =Ｆ =Ｗ 、 Ｋ =Ｒ =Ｈ 、 Ｎ =
Ｑ 、 こ こ で “ =” は ２ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 相 同 で あ る こ と を 示 す 。 以 下 の 変 異 が 示 唆
さ れ る ： K39S又 は K39T、 K44E又 は K44D、 V52I又 は V52M又 は V52L、 I54K又 は I54R又 は I54H、
T64K又 は T64R又 は T64H、 T65Y又 は T65F又 は T65W、 T67K又 は T67R又 は T67H、 D86E、 L91G、 G9
2D又 は G92E。 変 異 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る タ ン パ ク 質 配 列 の 概 略 図 を 図 17に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 Der p 2相 同 性 足 場 タ ン パ ク 質 （ 表 面 領 域 Ｉ ） の 改 変
　 こ の 例 は 、 Lep d 2（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 S66499） の 改 変 を 基 礎 と す る 。 以 下 に お け る
ア ミ ノ 酸 残 基 位 置 番 号 付 け は 、 図 18に 示 さ れ る S66499を 参 照 し た も の で あ る 。 こ の 実 施 例
は 、 以 下 の 二 次 変 異 の １ 以 上 の 導 入 を 基 礎 と す る ： K6X、 S22X、 R30X、 K76X、 K81X、 V114X
（ Xは い ず れ の 型 の ア ミ ノ 酸 残 基 で も よ い が 、 好 ま し く は nDer p 2又 は nDer f 2又 は Eur m
 2の 既 知 イ ソ 型 の 対 応 す る 位 置 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） 。 こ の 実 施 例 は 、 さ ら
に 、 nDer p 2又 は nDer f 2又 は nEur m 2の い ず れ か の 既 知 イ ソ 型 内 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残
基 に 相 同 で あ る 、 好 ま し く は 同 一 で あ る 以 下 の 一 次 変 異 の １ 以 上 の 導 入 を 含 む 。 相 同 な ア
ミ ノ 酸 残 基 は 、 Ｅ =Ｄ 、 Ｖ =Ｌ =Ｉ =Ｍ 、 Ｓ =Ｔ 、 Ｙ =Ｆ =Ｗ 、 Ｋ =Ｒ =Ｈ 、 Ｎ =Ｑ 、 こ こ で “ =”
は ２ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 相 同 で あ る こ と を 示 す 。 以 下 の 変 異 が 示 唆 さ れ る ： D17L又 は
D17I又 は D17V又 は D17M、 S19P、 Q32K又 は Q32R又 は Q32H、 K33P、 T35Q又 は T35N、 N88K又 は N8
8R又 は N88H、 T92N又 は T92Q、 A95K又 は A95R又 は A95H。 変 異 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る タ ン
パ ク 質 配 列 を 図 18に 示 す 。 変 異 体 の 3-Dモ デ ル を 図 19Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 及 び Ｄ と 、 図 20Ａ 、 Ｂ 、
Ｃ 及 び Ｄ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 Der p 2相 同 性 足 場 タ ン パ ク 質 （ 表 面 領 域 II） の 改 変
　 こ の 例 は 、 Lep d 2（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 S66499） の 改 変 を 基 礎 と す る 。 以 下 に お け る
ア ミ ノ 酸 残 基 位 置 番 号 付 け は S66499を 参 照 し た も の で あ る 。 こ の 実 施 例 は 、 以 下 の 二 次 変
異 の １ 以 上 の 導 入 を 基 礎 と す る ： K6X、 S22X、 H29X、 R30X、 K76X、 K81X（ Xは い ず れ の 型 の
ア ミ ノ 酸 残 基 で も よ い が 、 好 ま し く は nDer p 2又 は nDer f 2又 は Eur m 2の 既 知 イ ソ 型 の
対 応 す る 位 置 に 存 在 し な い ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） 。 こ の 実 施 例 は 、 さ ら に 、 nDer p 2又 は
nDer f 2又 は nEur m 2の い ず れ か の 既 知 イ ソ 型 内 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 相 同 で あ る 、
好 ま し く は 同 一 性 で あ る 以 下 の 一 次 変 異 の １ 以 上 の 導 入 を 含 む 。 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 は 、
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Ｅ =Ｄ 、 Ｖ =Ｌ =Ｉ =Ｍ 、 Ｓ =Ｔ 、 Ｙ =Ｆ =Ｗ 、 Ｋ =Ｒ =Ｈ 、 Ｎ =Ｑ 、 こ こ で “ =” は ２ 個 以 上 の ア
ミ ノ 酸 残 基 が 相 同 で あ る こ と を 示 す 。 以 下 の 変 異 が 示 唆 さ れ る ： D45N又 は D45Q、 N47K又 は
N47R又 は N47H、 K48T又 は K48S、 T50K又 は T50R又 は T50H、 K52E又 は K52D、 L54K又 は L54R又 は
L54H、 E107K、 E107R又 は E107H、 H112D又 は H112E、 T119I又 は T119L又 は T119V又 は T119M。
変 異 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る タ ン パ ク 質 配 列 を 図 18に 示 す （ 既 述 ） 。
【 ０ ０ ８ １ 】
（ 実 施 例 ３ ）
　 Bet v 1相 同 性 足 場 タ ン パ ク 質 の 修 飾
　 こ の 実 施 例 は 、 Mal ｄ  1(2620)（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AJ488060） の 改 変 を 基 礎 と す る 。
以 下 に お け る ア ミ ノ 酸 残 基 位 置 番 号 付 け は 、 図 21に 示 さ れ た AJ488060を 参 照 し た も の で あ
る 。 こ の 実 施 例 は 、 以 下 の 二 次 変 異 の １ 以 上 の 導 入 を 基 礎 と す る ： E8X、 N28X、 K32X、 E96
X及 び ア ミ ノ 酸 挿 入 +X159（ Xは い ず れ か の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） 。 本 発 明 の 好 ま し い 一 実
施 形 態 で は 、 導 入 さ れ る １ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ X） は 、 そ れ ぞ れ 個 々 に 対 応 す る 位 置 に
つ い て Bet v 1特 異 的 残 基 に 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 で よ い 。 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 残 基 は 、 Ｅ =
Ｄ 、 Ｖ =Ｌ =Ｉ =Ｍ 、 Ｓ =Ｔ 、 Ｙ =Ｆ =Ｗ 、 Ｋ =Ｒ =Ｈ 、 Ｎ =Ｑ 、 こ こ で “ =” は ２ 個 以 上 の ア ミ ノ
酸 残 基 が 相 同 で あ る こ と を 示 す 。 以 下 の 変 異 が 示 唆 さ れ る ： E8D、 N28Q、 K32R又 は K32H、 E
96D。 こ の 実 施 例 は 、 さ ら に 、 以 下 の 一 次 変 異 の １ 以 上 の 導 入 を 含 む 。 導 入 さ れ る 変 異 は B
et v 1の い ず れ か の 既 知 イ ソ 型 内 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 同 一 で あ る 又 は 相 同 な 残 基 で
あ る 。 以 下 の 変 異 が 示 唆 さ れ る ： E12V又 は E12I又 は E12M又 は E12L、 H40S又 は H40T、 E76H又
は E76R又 は E76K、 E129A、 P154S又 は P154T。 変 異 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る タ ン パ ク 質 配
列 を 図 21に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Der p 2相 同 性 足 場 タ ン パ ク 質 の 改 変
　 こ の 実 施 例 は 、 Gly d 2（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AJ272216） の 改 変 を 基 礎 と す る 。 以 下 に
お け る ア ミ ノ 酸 残 基 位 置 番 号 付 け は 、 図 22に 示 さ れ た AJ272216を 参 照 し た も の で あ る 。 こ
の 実 施 例 は 、 以 下 の 二 次 変 異 の １ 以 上 の 導 入 を 基 礎 と す る ： K6X、 R30X、 F74X、 K81X、 K88
X、 T90X、 V114X（ Xは い ず れ か の ア ミ ノ 酸 残 基 で あ る ） 。
　 本 発 明 の 好 ま し い 一 実 施 形 態 で は 、 導 入 さ れ る １ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 （ X） は 、 そ れ
ぞ れ 個 々 に 対 応 す る 位 置 に つ い て Der p 2又 は Der f 2又 は Eur m 2特 異 的 残 基 に 相 同 な ア
ミ ノ 酸 残 基 で よ い 。 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 残 基 は 、 Ｅ =Ｄ 、 Ｖ =Ｌ =Ｉ =Ｍ 、 Ｓ =Ｔ 、 Ｙ =Ｆ =Ｗ
、 Ｋ =Ｒ =Ｈ 、 Ｎ =Ｑ 、 こ こ で 、 “ =” は ２ 個 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 が 相 同 で あ る こ と を 示 す 。
以 下 の 変 異 が 示 唆 さ れ る ： K6R又 は K6H、 R30K又 は R30H、 F74Y又 は F74W、 K81R又 は K81H、 K8
8R又 は K88H、 T91S、 V114L又 は V114I又 は V114M。 こ の 実 施 例 は 、 さ ら に 、 Der p 2又 は Der 
f 2又 は Eur m 2の い ず れ か の 既 知 イ ソ 型 内 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 残 基 に 同 一 又 は 相 同 性 で あ
る 以 下 の 一 次 変 異 の １ 以 上 の 導 入 を 含 む 。
　 以 下 の 変 異 が 示 唆 さ れ る ： K2Q又 は K2N、 K4D又 は K4E、 K10N又 は K10Q、 T14K又 は T14R、 S2
2H又 は S22R又 は S22K、 K39V又 は K39L又 は K39I又 は K39M、 D45N又 は D45Q、 T60L又 は T60V又 は
T60I又 は T6OM、 Q63D又 は Q63E、 K80V又 は K80L又 は K80I又 は K80M、 H112D又 は H112E、 R122I
又 は R112V又 は R112L又 は R122M。 変 異 し た ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る タ ン パ ク 質 配 列 を 図 22に
示 す 。 変 異 体 の 3-Dモ デ ル を 図 23Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 及 び Ｄ と 、 図 24Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ 及 び Ｄ に 示 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 （ 実 施 例 ４ ）
　 CD分 光 法 、 ま た は ２ つ の タ ン パ ク 質 の 三 次 元 構 造 が 有 意 な 相 同 性 を 共 有 す る か を 決 定 す
る た め の 実 験 的 ア プ ロ ー チ に よ る 、 相 同 的 に 折 り た た ま れ た タ ン パ ク 質 の 相 同 調 製 物 に お
け る 二 次 構 造 要 素 の 比 較 ：
　 異 な る タ ン パ ク 質 又 は 相 同 タ ン パ ク 質 に つ い て 決 定 し た CDス ペ ク ト ル の 視 覚 的 比 較 は 、
こ の 分 野 の 専 門 家 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 ス ペ ク ト ル が 合 理 的 に 重 ね る ら れ る よ う に
見 え る 場 合 、 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は お そ ら く 同 一 構 造 分 類 に 属 し 、 デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン
（ 逆 重 畳 ） 処 理 に よ り こ の 分 類 を 確 認 す る こ と が で き る 。
　 260nmか ら 少 な く と も 184nmの 波 長 範 囲 で 記 録 し た CDス ペ ク ト ル を 以 下 の プ ロ グ ラ ム CDNN
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で デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン し た ： www.bioinformatik.biochemtech.uni-halle.de/cdnn
　 デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン は 、 以 下 の よ う に 行 っ た ：
　 CDデ ー タ （ コ ン マ 区 切 り txtフ ァ イ ル と し て （ nm;mDeg） ） を ソ フ ト ウ ェ ア に 取 り 込 み 、
適 切 な パ ラ メ ー タ ー を 与 え （ Mw、 濃 度 （ mg/ml） 、 ア ミ ノ 酸 の 数 ） 、 33の ト レ ー ニ ン グ ベ
ー ス ス ペ ク ト ル セ ッ ト を 用 い て デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン し た 。
　 全 二 次 構 造 要 素 の 合 計 が 100％ ± 1％ (185～ 260nm)の 値 を 与 え る よ う に タ ン パ ク 質 の 濃 度
を 調 整 し た 。
　 二 次 構 造 要 素 を ３ つ の 値 、 ヘ リ ッ ク ス 、 “ シ ー ト ” ＝ 逆 -平 行 ＋ 平 行 及 び タ ー ン ＋ コ イ
ル ＝ β -タ ー ン ＋ ラ ン ダ ム コ イ ル に 変 換 し た 。 そ の デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン セ ッ ト （ ヘ リ ッ
ク ス 、 シ ー ト 、 タ ー ン ＋ コ イ ル ） が 、 参 照 タ ン パ ク 質 に つ い て 決 定 さ れ る デ コ ン ボ リ ュ ー
シ ョ ン セ ッ ト の 値 ± 20％ の 範 囲 内 で あ れ ば 、 そ れ ら タ ン パ ク 質 は 構 造 的 に 類 似 で あ る と 考
え た 。
　 図 25に よ り 、 Mal d 1(2762)、 Mal d 1(2781)及 び Bet v 1.2801の デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン
セ ッ ト は 基 準 タ ン パ ク 質 、 rMal ｄ  1(2620)に つ い て 決 定 さ れ る 許 容 限 界 内 （ ± 15％ ） な
の で 、 こ れ ら タ ン パ ク 質 は 構 造 （ 二 次 構 造 ） 的 に 類 似 と 考 え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 （ 実 施 例 ５ ）
　 Bet v 1及 び 変 異 Mal d 1の 抗 体 反 応 性 ：
　 nBet v 1に 対 し て 産 生 さ れ た モ ノ ク ロ ナ ー ル マ ウ ス IgG抗 体 （ BV16） と 、 ２ 種 の ア レ ル
ゲ ン rBet v 1.2801及 び 変 異 rMal ｄ  1(2781)と の 相 互 作 用 の 動 力 学 的 パ ラ メ ー タ ー を そ れ
ぞ れ 表 面 プ ラ ス モ ン 共 鳴 （ SPR） に よ っ て 測 定 し た 。
　 組 換 え タ ン パ ク 質 は 、 実 施 例 １ で 述 べ た よ う に 調 製 し た 。 供 給 業 者 の 推 奨 に 従 っ て ビ ア
コ ア （ Biacore） 実 験 を 設 定 し た （ ビ ア コ ア 2000装 置 ハ ン ド ブ ッ ク （ Biacore(登 録 商 標 )20
00 Instrument Handbook） , 2001年 1月 ； ビ ア コ ア 3000の 使 い 方 （ Getting started Biaco
re(登 録 商 標 )3000） , 1998年 10月 ） 。 簡 単 に 言 え ば 、 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 BV16（ ALK, Hor
sholn, Denmark） （ HBS-EP biacore 緩 衝 液 中 １ ～ 10μ g/ml） を 、 Biacoreセ ン サ ー チ ッ プ
CM5上 の ４ つ の フ ロ ー チ ャ ン ネ ル 中 に 300秒 間 30μ L/分 の 流 速 で 注 入 （ 充 填 段 階 ） 後 、 HBS-
EP緩 衝 液 を 150秒 間 流 し た （ 30μ L/分 ） （ 平 衡 段 階 ） 。 抗 原 、 す な わ ち rBet v 1.2801、 rM
al ｄ  1(2620)又 は 変 異 rMal ｄ  1(2781)を 180秒 間 注 入 （ 会 合 段 階 ） 後 、 HBS-EP緩 衝 液 を 1
000秒 ま で の 間 流 し （ 解 離 段 階 ） 、 30μ L/分 の 流 速 で 30秒 間 、 10mMの グ リ シ ン 溶 液 、 pH 1.
8の パ ル ス で フ ロ ー チ ャ ン ネ ル を 再 生 し た 。 k1(M-1 s-1)、 k-1(s-1)及 び Ｋ d(Ｍ )値 を 評 価
す る た め に 使 用 す る デ ー タ は 、 ５ 種 の 異 な る 抗 原 濃 度 で 行 っ た 実 験 か ら 得 た （ １ ～ 150μ g
/mL） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 Biacore実 験 の 結 果 を 図 26に グ ラ フ で 示 す 。 下 表 １ に 動 力 学 的 パ ラ メ ー タ ー を 示 す 。
表 １
　
　
　
　
　
　
　
　
表 １ ： モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 BV16と ２ 種 の ア レ ル ゲ ン 、 rBet v 1.2801と 変 異 rMal ｄ  1(278
1)と の 相 互 作 用 の 動 力 学 的 パ ラ メ ー タ ー 。 動 力 学 的 パ ラ メ ー タ ー は 、 種 々 の 抗 原 濃 度 、 お
よ び 1000秒 ま で の 種 々 の 時 間 に お け る 数 回 の 測 定 に 基 づ い て 計 算 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ２ 種 の 抗 体 ／ 抗 原 複 合 体 に つ い て 得 ら れ た Kd値 は 事 実 上 同 一 だ っ た 。 こ れ は 、 こ れ ら の
タ ン パ ク 質 が 非 常 に 類 似 し た α -炭 素 骨 格 鎖 フ ォ ー ル デ ィ ン グ 構 造 を 有 す る こ と を 強 く 示
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し て い る 。 さ ら に 、 BV16抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る エ ピ ト ー プ は 、 rBet v 1.2801の 結 晶 学
的 構 造 （ pdbエ ン ト リ ー 1bv1） 中 に 存 在 す る 逆 -平 行 β -シ ー ト 内 の 鎖 の い く つ か に 位 置 す
る ア ミ ノ 酸 残 基 を 含 む 。 結 論 と し て 、 本 質 的 に 完 全 か つ 機 能 的 な エ ピ ト ー プ が rBet v 1か
ら rMal ｄ  1に 移 植 さ れ て い る だ け で は な く 、 Kd値 が 事 実 上 同 一 で あ る と い う こ と は 、 完
全 な BV16構 造 エ ピ ト ー プ が Mal d 1の 表 面 上 に 導 入 さ れ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
【 図 １ 】 部 位 特 異 的 変 異 導 入 に よ る 変 異 。 破 線 は DNA配 列 を 表 す 。 線 の 上 の 括 弧 内 の 数 (1)
、 (3)、 (5)、 (7)、 (9)、 (11)は セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 表 す 。 線 の 下 の 括
弧 内 の 数 (2)、 (4)、 (6)、 (8)、 (10)、 (12)は ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー
を 表 す 。 記 法 X(位 置 (pos))Yは 種 々 の 位 置 で の 変 異 を 表 す 。 (1)は タ ン パ ク 質 Ｎ 末 端 に 適 合
す る セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 表 す 。 (12)は タ ン パ ク 質 Ｃ 末 端 に 適 合 す る ア
ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー を 表 す 。
【 図 ２ 】 円 偏 光 二 色 性 （ CD） 分 光 法 。 rMal ｄ  1(2620)(■ )、 rBet v 1.2801(● )、 変 異 rM
al ｄ  1(2762)(◇ )及 び 変 異 rMal ｄ  1(2781)(△ )の CDス ペ ク ト ル 。
【 図 ３ Ａ 】 カ ン バ ア レ ル ギ ー 患 者 か ら 集 め た IgE血 清 （ 血 清 プ ー ル 0202/148） に 対 す る ビ
オ チ ン 化 rBet v 1.2801の 結 合 の rBet v 1.2801(● )、 rMal ｄ  1(2620)(■ )又 は ３ つ の 二
次 変 異 を 有 す る 変 異 rMal ｄ  1(2760)[□ ]に よ る 阻 害 。
【 図 ３ Ｂ 】 カ ン バ ア レ ル ギ ー 患 者 か ら プ ー ル し た IgE血 清 （ 血 清 プ ー ル 11-97） に 対 す る ビ
オ チ ン 化 rBet v 1.2801の 結 合 の rBet v 1.2801(● )、 rMal ｄ  1(2620)(■ )又 は ３ つ の 二
次 変 異 を 有 す る 変 異 rMal ｄ  1(2760)[□ ]に よ る 阻 害 。
【 図 ４ 】 Mal ｄ  1(2620)の 熱 変 性 。 15℃ ～ 90℃ で 得 た 円 偏 光 二 色 性 （ CD） ス ペ ク ト ル の 重
ね 合 わ せ を 示 す 。 天 然 の 折 り た た ま れ た （ 15℃ ） rMal ｄ  1(2620)は 、 214～ 216nmと 192～
194nmで そ れ ぞ れ 負 と 正 の 振 幅 を 有 す る 。 熱 変 性 し た （ 90℃ ） rMal ｄ  1(2620)タ ン パ ク 質
調 製 物 は 、 204nmで 負 の 振 幅 を 有 し 、 天 然 の 折 り た た ま れ た ア レ ル ゲ ン に 比 べ て 214～ 216n
mと 192～ 194nmで そ れ ぞ れ 相 対 的 に 少 な い 負 と 正 の 値 を 有 す る 。 90℃ に 加 熱 し た タ ン パ ク
質 調 製 物 は 15℃ (○ )で さ ら に 記 録 を と る た め 冷 却 し た 。 15℃ で は 、 天 然 の 折 り た た ま れ た
タ ン パ ク 質 調 製 物 の ス ペ ク ト ル と 重 な っ て い る 。 さ ら に 、 70℃ で 記 録 し た rMal ｄ  1(2620
)の CD-ス ペ ク ト ル は 、 15℃ で 記 録 し た ス ペ ク ト ル と 比 べ て ほ ん の わ ず か に 変 化 し て い る 。
【 図 ５ Ａ 】 rMal ｄ  1(2620)の 三 次 元 構 造 モ デ ル 。 分 子 表 面 を 示 す 。 灰 色 表 面 領 域 は Mal d
 1上 の Bet v 1.2801特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 白 色 表 面 領 域 は Mal ｄ  1(2620)特 異 的 ア
ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 前 面 図 。 １ つ の 大 き い カ ン バ -リ ン ゴ 抗 体 交 差 反 応 表 面 領 域 を 黒 枠 内
に 示 す 。
【 図 ５ Ｂ 】 rMal ｄ  1(2620)の 三 次 元 構 造 モ デ ル 。 分 子 表 面 を 示 す 。 灰 色 表 面 領 域 は Mal d
 1上 の Bet v 1.2801特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 白 色 表 面 領 域 は Mal ｄ  1(2620)特 異 的 ア
ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 背 面 図 。
【 図 ５ Ｃ 】 rMal ｄ  1(2760)の 三 次 元 構 造 モ デ ル 。 分 子 表 面 を 示 す 。 灰 色 表 面 領 域 は Mal d
 1上 の Bet v 1.2801特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 白 色 表 面 領 域 は Mal ｄ  1(2620)特 異 的 ア
ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 前 面 図 。 ３ つ の 二 次 変 異 N28T、 K32Q、 E45Sを 黒 枠 内 に 示 す 。 ２ つ の 二
次 変 異 N28T、 K32Qは 大 き い カ ン バ -リ ン ゴ 抗 体 交 差 反 応 表 面 内 の 形 態 （ ト ポ グ ラ フ ィ ー ）
と ア ミ ノ 酸 電 荷 分 布 の 両 方 に 影 響 す る 。
【 図 ６ Ａ 】 rMal ｄ  1(2620)の 三 次 元 構 造 モ デ ル 。 分 子 表 面 （ 前 面 図 ） を 示 す 。 灰 色 表 面
領 域 は Bet v 1.2801特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 白 色 表 面 領 域 は Mal ｄ  1(2620)特 異 的 ア
ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。
【 図 ６ Ｂ 】 rMal ｄ  1(2781)の 三 次 元 構 造 モ デ ル 。 分 子 表 面 （ 前 面 図 ） を 示 す 。 灰 色 表 面
領 域 は Bet v 1.2801特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 白 色 表 面 領 域 は Mal ｄ  1(2620)特 異 的 ア
ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 rMal ｄ  1(2781)に 導 入 さ れ た ６ つ の 一 次 変 異 を 黒 色 で 示 す 。
【 図 ６ Ｃ 】 rBet v 1.2801の 三 次 元 構 造 モ デ ル 。 分 子 表 面 （ 前 面 図 ） を 示 す 。 灰 色 表 面 領
域 は Bet v 1.2801特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 白 色 表 面 領 域 は Mal ｄ  1(2620)特 異 的 ア ミ
ノ 酸 残 基 を 示 す 。 Bet v 1.2801中 、 同 一 ア ミ ノ 酸 残 基 を 黒 色 で 示 す 。 図 Ａ 、 Ｂ 及 び Ｃ を 比
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較 す る と 、 rMal ｄ  1(2781)の ６ つ の 一 次 変 異 が rMal ｄ  1上 の 一 表 面 上 に Bet v 1特 異 性
表 面 構 造 を 導 入 す る こ と が 分 か る 。
【 図 ７ Ａ 】 rMal ｄ  1(2620)の 三 次 元 構 造 モ デ ル 。 分 子 表 面 （ 背 面 図 ） を 示 す 。 灰 色 表 面
領 域 は Bet v 1.2801特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 白 色 表 面 領 域 は Mal ｄ  1(2620)特 異 的 ア
ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。
【 図 ７ Ｂ 】 rMal ｄ  1(2762)の 三 次 元 構 造 モ デ ル 。 分 子 表 面 （ 背 面 図 ） を 示 す 。 灰 色 表 面
領 域 は Bet v 1.2801特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 灰 色 表 面 は Bet v 1.2801特 異 的 な ア ミ ノ
酸 残 基 を 示 す 。 白 色 表 面 領 域 は Mal ｄ  1(2620)特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 rMal ｄ  1(27
62)に 導 入 さ れ た ８ つ の 一 次 変 異 を 黒 色 で 示 す 。
【 図 ７ Ｃ 】 rBet v 1.2801の 三 次 元 構 造 モ デ ル 。 分 子 表 面 （ 背 面 図 ） を 示 す 。 灰 色 表 面 領
域 は Bet v 1.2801特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 白 色 表 面 領 域 は Mal ｄ  1(2620)特 異 的 ア ミ
ノ 酸 残 基 を 示 す 。 Bet v 1.2801中 、 同 一 ア ミ ノ 酸 残 基 を 黒 色 で 示 す 。 図 Ａ 、 Ｂ 及 び Ｃ を 比
較 す る と 、 rMal ｄ  1(2762)の ８ つ の 一 次 変 異 が rMal ｄ  1上 の 一 表 面 上 に Bet v 1特 異 性
表 面 構 造 を 導 入 す る こ と が 分 か る 。
【 図 ８ Ａ 】 カ ン バ ア レ ル ギ ー 患 者 か ら 集 め た IgE血 清 に 対 す る ビ オ チ ン 化 rBet v 1.2801の
結 合 の 、 rBet v 1.2801(● )、 rMal ｄ  1(2620)(■ )又 は そ れ ぞ れ ８ 及 び ６ つ の 一 次 変 異 を
有 す る 変 異 rMal ｄ  1(2762)[◇ ]若 し く は (2781)[△ ]に よ る 阻 害 。
【 図 ８ Ｂ 】 rBet v 1.2802と 比 較 し た rMal ｄ 1と 変 異 rMal ｄ  1の ヒ ス タ ミ ン 放 出 。 rBet v
 1.2801(● )、 rMal ｄ  1(2620)(■ )又 は そ れ ぞ れ ８ 及 び ６ つ の 一 次 変 異 を 有 す る 変 異 rMal
 ｄ  1(2762)[◇ ]若 し く は (2781)[△ ]。
【 図 ９ 】 ５ 人 の 個 別 患 者 由 来 の 血 清 に よ る IgE-阻 害 実 験 （ 右 ） と ヒ ス タ ミ ン 放 出 実 験 （ 左
） の 結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。 右 側 ： rMal ｄ  1(2620)(■ )及 び 変 異 rMal ｄ  1(2760)(□ )
に つ い て 、 ヒ ト 血 清 IgEの rBet v 1.2801(● )に 対 す る 結 合 の 阻 害 曲 線 。 左 側 ： rBet v 1.2
801と 比 較 し た rMal ｄ  1と 変 異 rMal ｄ  1の ヒ ス タ ミ ン 放 出 。
【 図 １ ０ Ａ 】 足 場 タ ン パ ク 質 と 一 次 及 び 二 次 変 異 を 導 入 し て 足 場 タ ン パ ク 質 か ら 誘 導 し た
足 場 変 異 体 の 概 略 図 。
【 図 １ ０ Ｂ 】 足 場 タ ン パ ク 質 と 一 次 及 び 二 次 変 異 を 導 入 し て 足 場 タ ン パ ク 質 か ら 誘 導 し た
足 場 変 異 体 の 概 略 図 。
【 図 １ １ 】 ３ 人 の 個 別 患 者 （ MCDS12(Ａ )、 GUA(Ｂ )及 び AHB21(Ｃ )） の rMal ｄ  1ア レ ル ゲ
ン に 対 す る Ｔ 細 胞 増 殖 反 応 。
【 図 １ ２ 】 図 １ １ の ３ 人 の 患 者 （ Ａ 、 Ｂ 、 Ｃ ） の Ｔ 細 胞 刺 激 指 標 。
【 図 １ ３ 】 Bet v 1特 異 性 Ｔ 細 胞 株 の Ｔ 細 胞 増 殖 応 答 。
【 図 １ ４ 】 PBL培 養 物 中 の Mal d 1ア レ ル ゲ ン の サ イ ト カ イ ン 応 答 。
【 図 １ ５ 】 Bet v 1特 異 性 Ｔ 細 胞 株 に お け る Mal d 1ア レ ル ゲ ン の サ イ ト カ イ ン 応 答 。
【 図 １ ６ 】 Bet v 1特 異 性 表 面 領 域 Ｉ の 移 植 。 Dau c 1及 び Bet v 1の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ
ン ト 。 配 列 の 上 の 位 置 番 号 は Dau c 1（ T14325） を 参 照 す る 。 配 列 の 下 の 位 置 番 号 は Bet v
 1（ z80104） を 参 照 す る 。 黒 色 背 景 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 で 同 一 の ア ミ ノ 酸 残 基 の あ る 位
置 を 示 す 。 灰 色 背 景 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 で 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 の あ る 位 置 を 示 す 。 実 施
例 1Aで 二 次 変 異 導 入 の 標 的 に さ れ る ア ミ ノ 酸 の 位 置 を 黒 色 背 景 上 の 三 重 線 で 表 し 、 一 次 変
異 導 入 の た め の ア ミ ノ 酸 位 置 を 黒 色 矢 印 で 表 す 。
【 図 １ ７ 】 Bet v 1特 異 性 表 面 領 域 IIの 移 植 。 Dau c 1及 び Bet v 1の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ
ン ト 。 配 列 の 上 の 位 置 番 号 は Dau c 1（ T14325） を 表 す 。 配 列 の 下 の 位 置 番 号 は Bet v 1（
z80104） を 表 す 。 黒 色 背 景 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 で 同 一 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 位 置 を 示
す 。 灰 色 背 景 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 で 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る 位 置 を 示 す 。 実 施 例 1B
で 二 次 変 異 導 入 の 標 的 に さ れ る ア ミ ノ 酸 の 位 置 を 黒 色 背 景 上 の 三 重 線 で 表 し 、 一 次 変 異 導
入 の ア ミ ノ 酸 位 置 を 黒 色 矢 印 で 表 す 。
【 図 １ ８ 】 Lep d 2と Der p 2の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ ン ト 。 配 列 の 上 の 位 置 番 号 は Lep d 2
（ S66499） を 表 す 。 配 列 の 下 の 位 置 番 号 は Der p 2（ P49278） を 表 す 。 黒 色 背 景 は ポ リ ペ
プ チ ド 配 列 中 の 同 一 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 す 。 灰 色 背 景 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 の 相 同
な ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 す 。 実 施 例 2Aで 一 次 変 異 導 入 の 標 的 に さ れ る ア ミ ノ 酸 の 位 置 を
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黒 色 背 景 上 の 白 色 矢 印 で 表 す 。 実 施 例 2Bで 一 次 変 異 導 入 の 標 的 に さ れ る ア ミ ノ 酸 の 位 置 を
白 色 背 景 上 の 黒 色 矢 印 で 表 す 。 実 施 例 2A又 は 2Bで 二 次 変 異 の 導 入 の た め に 提 案 さ れ る ア ミ
ノ 酸 位 置 を 黒 色 背 景 上 の 三 重 線 で 表 す 。
【 図 １ ９ Ａ 】 実 施 例 2Aで 二 次 変 異 の 導 入 に 可 能 な 標 的 位 置 と し て 選 択 さ れ る Lep d 2上 の
ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 ： K6、 S22、 R30、 K76、 K81、 V114の 図 。 http://www.expasy.org/swis
smod/SWISS-MODEL.htmlで 鋳 型 と し て pdbエ ン ト リ ー 1ktjを 用 い て モ デ リ ン グ し た Lep d 2
（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 S66499） の 分 子 表 面 を 示 す 。 前 面 。 灰 色 は 、 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置
に お け る Der p 2特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 又 は 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 上 の α -炭 素 骨 格 鎖 原
子 と 側 鎖 原 子 を 示 す 。 白 色 は 、 Lep d 2（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 S66499） に 特 異 的 な ア ミ ノ
酸 残 基 を 示 す 。 黒 色 は 、 実 施 例 2Aで 二 次 変 異 の 導 入 の た め の 可 能 な 標 的 と し て 選 択 さ れ る
Lep d 2上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。
【 図 １ ９ Ｂ 】 図 １ ９ Ａ の 回 転 １ (水 平 軸 を 中 心 に し た 面 か ら 90° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 １ ９ Ｃ 】 図 １ ９ Ａ の 回 転 ２ (水 平 軸 に 中 心 に し た 面 か ら 180° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 １ ９ Ｄ 】 図 １ ９ Ａ の 回 転 ３ (水 平 軸 に 中 心 に し た 面 か ら 270° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 ２ ０ Ａ 】 実 施 例 2Aで 一 次 変 異 の 導 入 の た め の 可 能 な 標 的 位 置 と し て 選 択 さ れ る Lep d 
2上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 ： D17、 S19、 Q32、 K33、 T35、 N88、 T92、 A95の 図 。 http://www.
expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.htmlで 鋳 型 と し て pdbエ ン ト リ ー 1ktjを 用 い て モ デ リ
ン グ し た Lep d 2（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 S66499） の 分 子 表 面 を 示 す 。 前 面 。 灰 色 は 、 Der p
 2（ pbdエ ン ト リ ー 1ktj） 上 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 に お け る Der p 2特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基
と 同 一 又 は 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 上 の α -炭 素 骨 格 鎖 原 子 と 側 鎖 原 子 を 示 す 。 白 色 は 、 Lep d
 2（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 S66499） に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 黒 色 は 、 実 施 例 2Aで 一
次 変 異 の 導 入 の た め に 可 能 な 標 的 と し て 選 択 さ れ る Lep d 2上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。
【 図 ２ ０ Ｂ 】 図 ２ ０ Ａ の 回 転 １ (水 平 軸 を 中 心 に し た 面 か ら 90° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 ２ ０ Ｃ 】 図 ２ ０ Ａ の 回 転 ２ (水 平 軸 に 中 心 に し た 面 か ら 180° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 ２ ０ Ｄ 】 図 ２ ０ Ａ の 回 転 ３ (水 平 軸 に 中 心 に し た 面 か ら 270° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 ２ １ 】 Mal d 1(2620)と Bet v 1.2801の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ ン ト 。 配 列 の 上 の 位 置 番
号 は Mal d 1（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AJ488060） を 参 照 す る 。 配 列 の 下 の 位 置 番 号 は Bet v 1
（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Z80104） を 参 照 す る 。 黒 色 背 景 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 の 同 一 の ア ミ
ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 す 。 灰 色 背 景 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 の 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 残 基 の 位 置
を 示 す 。 実 施 例 ３ で 二 次 変 異 導 入 の 標 的 に さ れ る ア ミ ノ 酸 位 置 を 黒 色 背 景 上 の 三 重 線 で 表
し 、 一 次 変 異 導 入 の ア ミ ノ 酸 位 置 を 黒 色 矢 印 で 表 す 。
【 図 ２ ２ 】 Gly d 2と Der p 2の ア ミ ノ 酸 ア ラ イ ン メ ン ト 。 配 列 の 上 の 位 置 番 号 は Gly d 2
（ AJ272216） を 参 照 す る 。 配 列 の 下 の 位 置 番 号 は Der p 2（ P49278） を 参 照 す る 。 黒 色 背
景 は ポ リ ペ プ チ ド 配 列 中 の 同 一 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 を 示 す 。 灰 色 背 景 は ポ リ ペ プ チ ド 配
列 中 の 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 残 基 の 位 置 を 示 す 。 実 施 例 ４ で 二 次 変 異 の 導 入 の 標 的 に さ れ る
ア ミ ノ 酸 位 置 を 黒 色 背 景 上 の 三 重 線 で 表 し 、 一 次 変 異 導 入 の ア ミ ノ 酸 位 置 は 黒 色 矢 印 を 表
す 。
【 図 ２ ３ Ａ 】 実 施 例 ４ で 二 次 変 異 の 導 入 の た め の 可 能 な 標 的 位 置 と し て 選 択 さ れ る Gly d 
2上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 の 図 。 http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.htmlで 鋳
型 と し て pdbエ ン ト リ ー 1ktjを 用 い て モ デ リ ン グ し た Gly d 2（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AJ2722
16） の 分 子 表 面 を 示 す 。 前 面 。 灰 色 は 、 Der p 2（ pbdエ ン ト リ ー 1ktj） 上 の 対 応 す る ア ミ
ノ 酸 位 置 に お け る Der p 2特 異 的 ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 又 は 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 上 の α -炭 素
骨 格 鎖 原 子 と 側 鎖 原 子 を 示 す 。 白 色 は 、 Gly d 2（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AJ272216） に 特 異
的 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 黒 色 は 、 実 施 例 ４ で 二 次 変 異 の 導 入 の た め の 可 能 な 標 的 と し て
選 択 さ れ る Gly d 2上 の ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。
【 図 ２ ３ Ｂ 】 図 ２ ３ Ａ の 回 転 １ (水 平 軸 を 中 心 に し た 面 か ら 90° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 ２ ３ Ｃ 】 図 ２ ３ Ａ の 回 転 ２ (水 平 軸 に 中 心 に し た 面 か ら 180° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 ２ ３ Ｄ 】 図 ２ ３ Ａ の 回 転 ３ (水 平 軸 に 中 心 に し た 面 か ら 270° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 ２ ４ Ａ 】 実 施 例 ４ で 一 次 変 異 の 導 入 の た め の 可 能 な 標 的 位 置 と し て 選 択 さ れ る Gly d 
2上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 位 置 の 図 。 http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.htmlで 鋳
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型 と し て pdbエ ン ト リ ー 1ktjを 用 い て モ デ リ ン グ し た Gly d 2の 分 子 表 面 を 示 す 。 前 面 。 灰
色 は 、 Der p 2（ pbdエ ン ト リ ー 1ktj） 上 の 対 応 す る ア ミ ノ 酸 位 置 に お け る Der p 2特 異 的
ア ミ ノ 酸 残 基 と 同 一 又 は 相 同 な ア ミ ノ 酸 残 基 上 の α -炭 素 骨 格 鎖 原 子 と 側 鎖 原 子 を 示 す 。
白 色 は 、 Gly d 2（ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 AJ272216） に 特 異 的 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 示 す 。 黒 色
は 、 実 施 例 ４ で 一 次 変 異 の 導 入 の た め の 可 能 な 標 的 と し て 選 択 さ れ る Gly d 2上 の ア ミ ノ
酸 残 基 を 示 す 。
【 図 ２ ４ Ｂ 】 図 ２ ４ Ａ の 回 転 １ (水 平 軸 を 中 心 に し た 面 か ら 90° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 ２ ４ Ｃ 】 図 ２ ４ Ａ の 回 転 ２ (水 平 軸 に 中 心 に し た 面 か ら 180° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 ２ ４ Ｄ 】 図 ２ ４ Ａ の 回 転 ３ (水 平 軸 に 中 心 に し た 面 か ら 270° 回 転 し た 前 面 )。
【 図 ２ ５ 】 Mal ｄ  1(2620)、 Mal d 1(2762)、 Mal d 1(2781)及 び Bet v 1.2801の CDス ペ ク
ト ル の デ コ ン ボ リ ュ ー シ ョ ン か ら 得 ら れ る 二 次 構 造 要 素 中 の 組 成 。 Mal d 1(2762)、 Mal d
 1(2781)及 び Bet v 1.2801は 、 基 準 タ ン パ ク 質 、 Mal d 1(2620)に つ い て 決 定 し た 許 容 限
界 範 囲 内 （ ± 15％ ） な の で 、 こ れ ら ４ つ の タ ン パ ク 質 は 二 次 構 造 に つ い て 構 造 的 に 同 様 で
あ る と み な す こ と が で き る 。
【 図 ２ ６ 】 Biacore 実 験 。 モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 BV16の rBet v 1.2801、 非 変 異 Mal ｄ  1(26
20)及 び 変 異 rMal ｄ  1(2781)へ の 結 合 。 非 変 異 rMal ｄ  1(1620)で は 結 合 が 観 察 さ れ な か
っ た 。 BV16は rBet v 1.2801と 変 異 rMal ｄ  1(2781)の ど ち ら に も 結 合 し た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ Ａ 】 【 図 ３ Ｂ 】

【 図 ４ 】
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【 図 ８ Ａ 】 【 図 ８ Ｂ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ Ａ 】
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【 図 １ ０ Ｂ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】

【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】
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【 図 １ ８ 】
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【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】
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【 図 ２ ５ 】
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【 図 ２ ６ 】

【 配 列 表 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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