
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】ほそ麦花粉アレルゲンを提供する。
【解決手段】２種類のほそ麦花粉アレルゲン Lol p Ib科構成員である精製 Lol p Ib.1及び
Lol p Ib.2タンパク質並びにそれらのフラグメントをコードする核酸配列、組換 Lol p Ib
.1もしくは Lol p Ib.2、又はその少なくとも一種のフラグメント、又はその誘導体もしく
は同族体を製造する方法、更には本発明の核酸配列、タンパク質及びペプチドの利用方法
のからなる。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 少 な く と も 一 種 の Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 又 は そ の 少 な く と も 一 種 の 抗 原 性 フ
ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を コ ー ド す る 精 製 核 酸 配 列 、 又 は 前 記 核 酸 配
列 の 機 能 的 同 等 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 し て い る Lol p Ib.1の ア ミ ノ 酸 － 25～ 276 を コ ー ド
す る 核 酸 配 列 よ り 本 質 的 に 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 し て い る Lol p Ib.1を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の コ ー ド
領 域 の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト よ り 本 質 的 に 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又
は 前 記 核 酸 配 列 の 機 能 的 同 等 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し て い る Lol p Ib.2の ア ミ ノ 酸 － 25～ 314 を コ ー ド
す る 核 酸 配 列 よ り 実 質 的 に 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 図 10ａ 及 び 10ｃ に 示 し て い る Lol p Ib.2を コ ー ド す る 核 酸 配 列 の コ ー ド
領 域 の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト よ り 本 質 的 に 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 配 列 、 又
は 前 記 核 酸 配 列 の 機 能 的 同 等 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 し て い る Lol p Ib.1の ア ミ ノ 酸 １ ～ 276 を コ ー ド す
る 核 酸 配 列 よ り 本 質 的 に 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 図 10ａ 及 び 10ｃ に 示 し て い る Lol p Ib.2の ア ミ ノ 酸 １ ～ 314 を コ ー ド す
る 核 酸 配 列 よ り 本 質 的 に 成 る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 配 列 。
【 請 求 項 ８ 】
　 少 な く と も 一 種 の Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 又 は そ の 少 な く と も 一 種 の 抗 原 性 フ
ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 又 は 前 記 核 酸 配 列 の
機 能 的 同 等 物 を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 、 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 し て い る Lol p Ib.1に 関 す る 核 酸 配 列 の コ ー ド 領
域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り 本 質 的 に 成 る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 、 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 し て い る Lol p Ib.1に 関 す る 核 酸 配 列 の コ ー ド 領
域 の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト よ り 本 質 的 に 成 る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 、 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し て い る Lol p Ib.2に 関 す る 核 酸 配 列 の コ ー ド 領
域 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り 本 質 的 に 成 る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 、 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し て い る Lol p Ib.2に 関 す る 核 酸 配 列 の コ ー ド の
領 域 の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト よ り 本 質 的 に 成 る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 し て い る Lol p Ib.1の ア ミ ノ 酸 １ － 276 を コ ー ド す
る 核 酸 配 列 よ り 本 質 的 に 成 る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し て い る Lol p Ib.2の ア ミ ノ 酸 １ － 314 を コ ー ド す
る 核 酸 配 列 よ り 本 質 的 に 成 る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 発 現 す る よ う
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に 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 ２ の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 宿
主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 ３ の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 宿 主
細 胞 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 請 求 項 ４ の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 宿
主 細 胞 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 ５ の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る ペ プ チ ド を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 宿 主
細 胞 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 ６ の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 宿
主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 請 求 項 ７ の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 宿
主 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 請 求 項 １ の 核 酸 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 生 成 さ れ た 少 な く と も 一 種
の 精 製 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン Lol p Ib科 構 成 員 又 は そ の 少 な く と も 一 種 の 抗 原 性 フ ラ グ メ
ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 ２ の 核 酸 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 生 成 さ れ た 精 製 ほ そ 麦 花 粉
ア レ ル ゲ ン Lol p Ib.1。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 ３ の 核 酸 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 生 成 さ れ た 精 製 ほ そ 麦 花 粉
ア レ ル ゲ ン Lol p Ib.1、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト
。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 ４ の 核 酸 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 生 成 さ れ た 精 製 ほ そ 麦 花 粉
ア レ ル ゲ ン Lol p Ib.2。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 ５ の 核 酸 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 生 成 さ れ た 精 製 ほ そ 麦 花 粉
ア レ ル ゲ ン Lol p Ib.2、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト
。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 ６ の 核 酸 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 生 成 さ れ た 精 製 ほ そ 麦 花 粉
ア レ ル ゲ ン Lol p Ib.1。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 ７ の 核 酸 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 生 成 さ れ た 精 製 ほ そ 麦 花 粉
ア レ ル ゲ ン Lol p Ib.2。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 少 な く と も 一 種 の Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 又 は そ の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン
ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を 製 造 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 の 少 な く と も 一 種 の Lo
l p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を
コ ー ド す る DNA 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 、 適 当 な 培 地 の 中 で 培 養 し て 、 細 胞
と 、 前 記 の 少 な く と も 一 種 の Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 又 は そ の 少 な く と も 一 種 の
フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を 含 む 培 地 と の 混 合 物 を 作 り ； 次 に 任 意 的
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に 前 記 混 合 物 を 精 製 し て 精 製 Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 又 は そ の 少 な く と も 一 種 の フ
ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を 提 供 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 少 な く と も 一 種 の Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン が Lolp Ib.1又 は Lol p Ib.2で あ
る 、 請 求 項 29に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 少 な く と も 一 種 の Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 又 は そ の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ
ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を コ ー ド す る DNA 配 列 に よ り 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細
胞 に お い て 合 成 さ れ た 前 記 の 少 な く と も 一 種 の Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 又 は そ の
少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を 含 ん で 成 る タ ン パ ク 質
調 製 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 前 記 の 少 な く と も 一 種 の Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン が Lol p Ib.1又 は Lol p Ib.2で
あ る 、 請 求 項 31に 記 載 の タ ン パ ク 質 調 製 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 の Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン の 前 記 の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト が 抗 原 性
フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 31に 記 載 の タ ン パ ク 質 調 製 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 少 な く と も 一 種 の 化 学 的 に 合 成 し た Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 又 は そ の 少 な く と
も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を 含 ん で 成 る タ ン パ ク 質 調 製 物 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 前 記 Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン が 、 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Lo
l p Ib.1で あ る 、 請 求 項 31に 記 載 の タ ン パ ク 質 調 製 物 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 前 記 Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン が 、 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Lo
l p Ib.1で あ る 、 請 求 項 34に 記 載 の タ ン パ ク 質 調 製 物 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン が 、 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Lo
l p Ib.2で あ る 、 請 求 項 31に 記 載 の タ ン パ ク 質 調 製 物 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン が 、 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る Lo
l p Ib.2で あ る 、 請 求 項 34に 記 載 の タ ン パ ク 質 調 製 物 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン の 単 離 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 由 来 の 前 記 ア レ ル ゲ ン が Lol p Ib.1で あ る 請 求 項 39に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ
ン ト 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 由 来 の 前 記 ア レ ル ゲ ン が Lol p Ib.2で あ る 請 求 項 39に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ
ン ト 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 前 記 ア レ ル ゲ ン の 少 な く と も － Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成
る 、 請 求 項 39に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が Lol p Ib.1の 少 な く と も － Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 る 、
請 求 項 40に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が Lol p Ib.2の 少 な く と も － Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 る 、
請 求 項 41に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
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　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 最 少 限 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ 刺 激 活 性 を 更 に 有 す る 、 請 求 項 42
に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 、 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ に 結
合 し な い 、 請 求 項 42に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ に 結 合
し な い か 、 又 は も し 前 記 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ に 対 す る こ の フ ラ グ メ ン ト の 結 合 が 生 ず る に
し て も 、 か か る 結 合 は マ ス ト 細 胞 又 は 好 塩 基 性 細 胞 か ら の ヒ ス タ ミ ン の 放 出 を も た ら さ な
い 、 請 求 項 43に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ に 結 合
し な い 、 請 求 項 43に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 最 少 限 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ 刺 激 活 性 を 更 に 有 す る 、 請 求 項 44
に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ に 結 合
し な い 、 請 求 項 44に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ に 対 し て 、 精 製 天 然 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ
ン の 前 記 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ に 対 す る 結 合 性 よ り も 実 質 的 に 低 い 度 合 い で 結 合 す る 、 請 求
項 39に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 、 そ れ が 投 与 さ れ た ほ そ 麦 花 粉 感 受 性 個 体 に お け る ほ そ 麦 花
粉 に 対 す る ア レ ル ギ ー 応 答 を 改 善 せ し め る こ と が 可 能 で あ る 、 請 求 項 39に 記 載 の 抗 原 性 フ
ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 、 そ れ が 投 与 さ れ た ほ そ 麦 花 粉 感 受 性 個 体 に お け る ほ そ 麦 花
粉 に 対 す る ア レ ル ギ ー 応 答 を 改 善 せ し め る こ と が 可 能 で あ る 、 請 求 項 40に 記 載 の 抗 原 性 フ
ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 、 そ れ が 投 与 さ れ た ほ そ 麦 花 粉 感 受 性 個 体 に お け る ほ そ 麦 花
粉 に 対 す る ア レ ル ギ ー 応 答 を 改 善 せ し め る こ と が 可 能 で あ る 、 請 求 項 41に 記 載 の 抗 原 性 フ
ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 、 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 個 体 の Ｂ 細 胞 応 答 、 ほ そ 麦
花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 個 体 の Ｔ 細 胞 応 答 、 又 は ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る Ｂ 細 胞 応
答 及 び Ｔ 細 胞 応 答 の 両 方 を 改 善 せ し め る こ と が 可 能 で あ る 、 請 求 項 52に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ
グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 、 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 個 体 の Ｂ 細 胞 応 答 、 ほ そ 麦
花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 個 体 の Ｔ 細 胞 応 答 、 又 は そ の 両 者 を 改 善 せ し め る こ と が 可 能 で あ
る 、 請 求 項 53に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 、 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 個 体 の Ｂ 細 胞 応 答 、 ほ そ 麦
花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 個 体 の Ｔ 細 胞 応 答 、 又 は そ の 両 者 を 改 善 せ し め る こ と が 可 能 で あ
る 、 請 求 項 54に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 請 求 項 40の ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン の 単 離 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 配 列 。
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【 請 求 項 ５ ９ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 感 受 性 個 体 に 投 与 し た と き に 、 ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る 個 体 の ア レ ル ギ ー 応 答 を
低 め る 、 改 良 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 前 記 改 良 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン が 改 良 Lol p Ib.1タ ン パ ク 質 、 又 は そ の 誘 導
体 も し く は 同 族 体 で あ る 、 請 求 項 59に 記 載 の 改 良 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 前 記 改 良 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン が 改 良 Lol p Ib.2タ ン パ ク 質 、 又 は そ の 誘 導
体 も し く は 同 族 体 で あ る 、 請 求 項 60に 記 載 の 改 良 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 感 受 性 個 体 に 投 与 し た と き に 、 ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る 個 体 の ア レ ル ギ ー 応 答 を
低 め る 、 Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン の 少 な く と も 一 改 良 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 前 記 改 良 フ ラ グ メ ン ト が Lol p Ib.1タ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 で あ る 、
請 求 項 62に 記 載 の 少 な く と も 一 改 良 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 前 記 改 良 フ ラ グ メ ン ト が Lol p Ib.2タ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 で あ る 、
請 求 項 62に 記 載 の 少 な く と も 一 改 良 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 Lol p Ib.1又 は Lol p Ib.2、 あ る い は Lol p Ib.1又 は Lol pIb.2の フ ラ グ メ ン ト 又 は 誘
導 体 も し く は 同 族 体 に 免 疫 学 的 に 関 連 し て い る 、 単 離 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 又 は そ の 抗 原
性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 前 記 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 又 は そ の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 、 Lol p Ib.1又 は Lol p Ib.2
、 あ る い は Lol p Ib.1又 は Lol p Ib.2の フ ラ グ メ ン ト 又 は 誘 導 体 も し く は 同 族 体 に 特 異 的
な 抗 体 と 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 性 で あ る 、 請 求 項 65に 記 載 の 単 離 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 又 は
そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 精 製 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン Lol p Ib.1又 は Lol p Ib.2、 あ る い は Lol p Ib.1又 は Lol p 
Ib.2の 少 な く と も 一 フ ラ グ メ ン ト 又 は 誘 導 体 も し く は 同 族 体 、 及 び 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ る
担 体 又 は 希 釈 剤 を 含 ん で 成 る 、 薬 理 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 Lol p Ib.1が 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 し て い る ア ミ ノ 酸 １ ～ 276の 配 列 を 有 す 、 請 求 項 67に
記 載 の 薬 理 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 Lol p Ib.2が 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し て い る ア ミ ノ 酸 １ ～ 314の 配 列 を 有 す 、 請 求 項 67に
記 載 の 薬 理 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 又 は ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン と 免 疫 交 差 反 応 性 な ア レ ル ゲ ン に 対 し
て 感 受 性 な 哺 乳 動 物 に お け る ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 感 受 性 を 処 置 す る 方 法 で あ っ
て 、 前 記 哺 乳 動 物 に 、 治 療 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 31の タ ン パ ク 質 調 製 物 を 投 与 す る こ と を
含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 又 は ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン と 免 疫 交 差 反 応 性 な ア レ ル ゲ ン に 対 し
て 感 受 性 な 哺 乳 動 物 に お け る ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 感 受 性 を 処 置 す る 方 法 で あ っ
て 、 前 記 哺 乳 動 物 に 、 治 療 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 34の タ ン パ ク 質 調 製 物 を 投 与 す る こ と を
含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 又 は ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン と 免 疫 交 差 反 応 性 な ア レ ル ゲ ン に 対 し
て 感 受 性 な 哺 乳 動 物 に お け る ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 感 受 性 を 処 置 す る 方 法 で あ っ
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て 、 前 記 哺 乳 動 物 に 、 治 療 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 32の タ ン パ ク 質 調 製 物 を 投 与 す る こ と を
含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 又 は ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン と 免 疫 交 差 反 応 性 な ア レ ル ゲ ン に 対 し
て 感 受 性 な 哺 乳 動 物 に お け る ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 感 受 性 を 処 置 す る 方 法 で あ っ
て 、 前 記 哺 乳 動 物 に 、 治 療 的 に 有 効 な 量 の 請 求 項 68の 治 療 用 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 ん
で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 Lol p Ibほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 感 受 性 な 哺 乳 動 物 を 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 哺 乳
動 物 か ら 獲 得 し た 血 液 サ ン プ ル を 、 請 求 項 １ の 核 酸 配 列 も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト に よ り
形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 に お い て 生 成 さ れ た も の で あ る か 又 は 化 学 的 に 合 成 さ れ た も の で
あ る 、 単 離 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン も し く は そ の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は
前 記 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 と 、 血 液 成 分 が こ の タ ン パ ク 質 又 は そ
の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 に 結 合 す る の に 適 当 な 条 件 の も と で 組 合
せ 、 次 い で か か る 結 合 の 生 じ た 度 合 い を 決 定 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 前 記 の 結 合 の 生 じ た 度 合 い を 、 Ｔ 細 胞 機 能 ； Ｔ 細 胞 増 殖 ； Ｂ 細 胞 機 能 ； タ ン パ ク 質 又 は
そ の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 の 血 液 中 に 存 在 し て い る 抗 体 と の 結 合
； の 評 価 に よ り 、 あ る い は そ れ ら の 組 合 せ に よ っ て 決 定 す る 、 請 求 項 74に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 哺 乳 動 物 の 感 受 性 を 検 査 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 動 物 に
お い て ア レ ル ギ ー 応 答 を 誘 引 せ し め る の に 十 分 な 量 の 少 な く と も 一 種 の ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル
ゲ ン Lol p Ib科 構 成 員 又 は そ の 少 な く と も 一 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト を 前 記 動 物 に 投 与 し 、 次
い で 前 記 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る そ の 個 体 に お け る ア レ ル ギ ー 応 答 の 発 生 を 決 定 す
る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 天 然 精 製 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン Lol p Ib又 は そ の 少 な く と も 一 種 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト
、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 真 核 系 又 は 原 核 系 複 製 起 点 ； 検 出 マ ー カ ー ； Lol p Ib.1又 は Lol p Ib.2ア レ ル ゲ ン タ ン
パ ク 質 、 又 は そ の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 、 又 は
前 記 Lol p Ib.1又 は Lol p Ib.2タ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 と 交 差 反 応 性 な
ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA 配 列 ； 及 び 任 意 的 に 前 記 DNA 配 列 の 転 写 を 誘 発 す
る こ と の で き る プ ロ モ ー タ ー 配 列 ； を 含 ん で 成 る 組 換 DNA 分 子 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー が Lol p Ib.1遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 又 は Lolp Ib.2遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー
で あ る 、 請 求 項 79に 記 載 の 組 換 DNA 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 組 換 Lol p Ib.1， Lol p Ib.2、 又 は Lol p Ib.1も し く は Lolp Ib.2の 少 な く と も 一 種 の
フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ れ ら の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 、 あ る い は Lol p Ib.1も し く は Lol p 
Ib.2、 又 は Lol pIb.1も し く は Lol p Ib.2の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ れ ら
の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 に 対 す る 抗 体 に 免 疫 学 的 に 反 応 性 な ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質 を 製 造
す る 方 法 で あ っ て 、 複 製 可 能 な 組 換 DNA分 子 を 含 む 生 物 （ こ の 分 子 は 、 前 記 生 物 に お い て
発 現 可 能 な プ ロ モ ー タ ー ； こ の プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に 位 置 し 、 且 つ そ れ よ り 転 写 さ れ る Lo
l p Ib.1， Lol p Ib.2、 又 は そ の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く
は 同 族 体 、 あ る い は Lol p Ib.1又 は Lolp Ib.2の 免 疫 学 的 関 連 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺
伝 子 ； 選 択 マ ー カ ー ； 及 び 原 核 系 又 は 真 核 系 複 製 起 点 を 含 ん で 成 る ） を 、 前 記 組 換 DNA分
子 が 安 定 的 に 維 持 さ れ 、 且 つ 、 Lol p Ib.1， Lol p Ib.2、 又 は Lol p Ib.1も し く は Lol p 
Ib.2の 少 な く と も 一 種 の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 、 又 は そ の 免 疫 学
的 関 連 物 の 合 成 が 誘 発 さ れ る 条 件 の も と で 及 び 時 間 に わ た っ て 培 養 し 、 次 い で 任 意 的 に そ
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れ ら を 単 離 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー が Lol p Ib.1プ ロ モ ー タ ー 又 は そ の 同 族 体 も し く は 縮 重 体 で あ り 、 そ
し て 宿 主 生 物 が 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー が そ の 中 で 機 能 す る で あ ろ う も の で あ る 、 請 求 項 80に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー が Lol p Ib.2プ ロ モ ー タ ー 又 は そ の 同 族 体 も し く は 縮 重 体 で あ り 、 そ
し て 宿 主 生 物 が 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー が そ の 中 で 機 能 す る で あ ろ う も の で あ る 、 請 求 項 80に
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 組 換 DNA 分 子 で あ っ て 、 そ の 上 に 位 置 し て い る ほ そ 麦 花 粉 プ ロ モ ー タ ー 配 列 又 は そ の 同
族 体 も し く は 縮 重 体 を 含 ん で 成 り 、 そ し て 更 に は 前 記 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に あ る １ 又 は 複
数 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 を 有 し て お り 、 こ こ で そ れ ら の 中 に 挿 入 さ れ て い る ほ そ
麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン Lol p Ib.1も し く は Lol p Ib.2、 又 は Lol pIb.1も し く は Lol p Ib.2の
少 な く と も 一 種 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ れ ら の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を コ ー ド す る
核 酸 配 列 が 適 切 な 解 読 枠 の 中 で 転 写 可 能 と な っ て い る 、 組 換 DNA 分 子 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 請 求 項 23の Lol p Ib.1に 対 し て 発 生 せ し め た 、 Lol p Ib.1に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 請 求 項 25の Lol p Ib.1に 対 し て 発 生 せ し め た 、 Lol p Ib.1に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 前 記 抗 体 が Lol p Ib.1と Lol p Ib.2に 交 差 反 応 性 で あ る 、 請 求 項 84に 記 載 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 前 記 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ に 結 合
し な い か 、 又 は 前 記 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ に 対 す る フ ラ グ メ ン ト の 結 合 が 生 ず る に し て も 、
か か る 結 合 は マ ス ト 細 胞 又 は 好 塩 基 性 細 胞 か ら の ヒ ス タ ミ ン の 放 出 を も た ら さ な い 、 請 求
項 44に 記 載 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 精 製 天 然 Lol p Ibの 少 な く と も 一 種 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 、 又 は 前 記 の 少 な く と も 一 種
の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を 含 ん で 成 る 薬 理 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 Lol p Ib又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に 特 異 的 な Ｔ 細 胞 を 刺 激 す る こ と の で き る 、 請 求 項 66に
記 載 の 単 離 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は ほ そ 麦 (ryegrass)〔 ロ リ ウ ム 　 ペ レ ン ネ (Lolium perenneL.） 〕 の 花 粉 に 由 来
す る ア レ ル ギ ー 性 タ ン パ ク 質 、 並 び に そ の フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 及 び 同 族 体 、 更 に は そ れ
に 免 疫 学 的 に 関 連 し て い る ア レ ル ギ ー 性 タ ン パ ク 質 に 関 す る 。 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 は ほ
そ 麦 の 花 粉 に 由 来 す る 主 要 ア レ ル ギ ー 性 タ ン パ ク 質 科  Lol p Ib 及 び こ の  Lol p Ib タ ン
パ ク 質 科 の 近 縁 タ ン パ ク 質 に 関 連 す る 。
関 連 出 願 と の 関 連 性
　 本 出 願 は 1991年 ８ 月 16日 提 出 の 米 国 出 願 第  746,702号 の 一 部 係 属 出 願 で あ り 、 換 言 す れ
ば 1990年 ３ 月 24日 提 出 の 米 国 出 願 第  585,086の 一 部 係 属 出 願 で あ り 、 そ の 両 者 の 開 示 内 容
は 本 明 細 書 に 組 込 ま れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 人 口 の 約 10％ を 構 成 す る 遺 伝 的 に 罹 患 し 易 い 個 体 は 、 彼 ら が 暴 露 さ れ る 様 々 な 環 境 的 起
源 に 由 来 す る 抗 原 に 対 し て 過 剰 感 作 （ ア レ ル ギ ー ） と な る 。 即 時 型 及 び ／ 又 は 遅 延 型 の 過
敏 症 を 誘 発 せ し め う る こ の よ う な 抗 原 は ア レ ル ゲ ン と し て 知 ら れ て い る (King,T.P.,Adv.I
mmunol. 　 77－ 105(1976))。 枯 草 熱 、 ぜ ん 息 及 び じ ん ま 疹 の 症 状 を 含 む ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー 又 は ア ト ピ ー は 即 時 型 ア レ ル ギ ー の 一 形 態 で あ る 。 こ れ は 様 々 な ア ト ピ ー 性 ア レ ル ゲ ン
、 例 え ば 草 、 木 、 雑 草 、 動 物 鱗 屑 、 昆 虫 、 食 物 、 薬 剤 及 び 化 学 品 の 産 物 に よ り 生 じ う る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ア ト ピ ー 性 ア レ ル ギ ー に 関 与 す る 抗 体 は イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の  IgEク ラ ス に 主 に 属 す る 。
 IgEは マ ス ト 細 胞 及 び 好 塩 基 性 細 胞 に 結 合 す る 。 特 定 の ア レ ル ゲ ン と 、 マ ス ト 細 胞 又 は 好
塩 基 性 細 胞 に 結 合 し た  IgEと の 組 合 せ に よ り 、  IgEは そ の 細 胞 表 層 上 に 架 橋 し て 、  IgE－
抗 原 相 互 作 用 の 生 理 学 的 作 用 を も た ら し て し ま う 。 こ れ ら の 生 理 学 的 作 用 に は い ろ い ろ な
物 質 の 中 で と り わ け ヒ ス タ ミ ン 、 セ ロ ト ニ ン 、 ヘ パ リ ン 、 好 酸 性 白 血 球 及 び ／ 又 は リ ュ ー
コ ト リ エ ン に と っ て の 化 学 走 性 因 子 、 Ｃ ４ 、 Ｄ ４ 並 び に Ｅ ４ の 放 出 を 含 み 、 こ れ ら は 気 管
支 性 平 滑 筋 細 胞 の 長 期 に わ た る 収 縮 を 引 き 起 こ す (Hood,L.E.ら 、 Immu-nology, 第 ２ 版 、 T
he Benjamin／ Cumming Publishing Co.,Inc.,(1984)) 。 こ の よ う に 放 出 さ れ た 物 質 は 仲
介 剤 で あ り 、 こ れ ら は  IgEと 特 定 の ア レ ル ゲ ン と の 組 合 せ に よ り 引 き 起 こ さ れ る ア レ ル ギ
ー 症 状 を も た ら し て し ま う 。 こ れ ら を 通 じ て ア レ ル ゲ ン の 作 用 は 表 わ れ る 。 か か る 作 用 は
身 体 に 侵 入 す る 抗 原 の ル ー ト 及 び マ ス ト 細 胞 又 は 好 塩 基 性 細 胞 上 の  IgEの 付 着 パ タ ー に 依
存 し て そ の 性 質 が 全 身 性 又 は 局 所 性 で あ り う る 。 局 所 的 な 発 現 は 一 般 に ア レ ル ゲ ン の 身 体
に 侵 入 し た 箇 所 で の 上 皮 細 胞 表 層 で 生 ず る 。 全 身 性 作 用 に は ア ナ フ ィ ラ キ シ ー （ ア ナ フ ィ
ラ キ シ ー シ ョ ッ ク ） が 含 ま れ る こ と が あ り 、 こ れ は 循 環 し て い る （ 脈 管 内 ） 抗 原 に 対 す る
 IgE－ 好 塩 基 性 細 胞 応 答 の 結 果 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ア レ ル ゲ ン は 草 の 花 粉 の 最 も 豊 富 な タ ン パ ク 質 を 構 成 し 、 こ れ は 温 暖 地 域 に お け る ア レ
ル ギ ー 性 疾 患 の 主 要 原 子 で あ る (Marsh(1975)Allergens and the genetics of allergy:M.
Sela（ 編 ） The Antigens,第 ３ 巻 、 頁  271－ 359 、 Academic Press Inc., London,New Yor
k； Hillら (1979) Medical Journal of Australia ，  426－ 429)。 ほ そ 麦 に お け る ア レ
ル ギ ー タ ン パ ク 質 の 最 初 の 解 説 は 、 そ れ ら が 免 疫 化 学 的 に 異 な る も の で あ る こ と を 示 し て
お り 、 そ し て グ ル ー プ Ｉ ,II, III 及 び IVと し て 知 ら れ て い る (Johnson and March(1965)
、 Noture, 　 95－ 　 ； 及 び Johnson and Marsh(1966) Immunochemistry ， 91－ 100)
。 免 疫 学 協 会 の 国 際 統 合 (International Union of Immuno-logical Societies'(IUIS)命
名 法 を 利 用 し て 、 こ れ ら の ア レ ル ゲ ン は  Lol p Ib , Lol p II, Lol p III 及 び Lol p IV
と 呼 ば れ て い る 。 し か し な が ら 、 ほ そ 麦 花 粉 の ア レ ル ギ ー 性 ス ペ ク ト ル は も っ と 複 雑 で あ
る こ と が 知 ら れ て い る 。 ほ そ 麦 に 関 す る 国 際 対 照 標 本 (interna-tional reference prepar
ation) は 12～ 89kDの 分 子 量 に 範 囲 す る 17種 の ア レ ル ゲ ン を 含 ん で い る (Stewartら (1989)
、 Int.Arch.AllergyAppl.Immunol. ： ９ － 18） 。 花 粉 中 の こ れ ら の ア レ ル ギ ー 性 タ ン パ
ク 質 は そ れ ら の  IgEに 対 す る 結 合 能 力 、 即 ち ア レ ル ギ ー 性 個 体 に 存 在 し て い る イ ム ノ グ ロ
ブ リ ン 特 異 性 に よ り 検 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 こ れ ら の ア レ ル ゲ ン の う ち で 、 Lol p Ｉ ， II， III 及 び IVが か な り 研 究 さ れ て い る 。 Lo
l p II及 び III の 全 ア ミ ノ 酸 配 列 が 報 告 さ れ て い る 。 こ の こ と は 、 花 粉 中 の ア レ ル ギ ー 性
タ ン パ ク 質 の 量 の 多 さ 及 び そ の タ ン パ ク 質 の 比 較 的 小 さ い 分 子 量 に 基 づ い て 、 標 準 の 生 化
学 的 技 術 を 利 用 し て 可 能 と な っ た 。 Lol p Ｉ 及 び IVの タ ン パ ク 質 は 花 粉 の 中 で 豊 富 に あ る
に も か か わ ら ず 、 同 じ 技 術 を 利 用 し て 一 部 の ア ミ ノ 酸 配 列 し か 報 告 さ れ て い な い 。 そ れ は
こ れ ら の タ ン パ ク 質 の 比 較 的 大 き い 分 子 量 に 原 因 す る 。 更 に 、 ア レ ル ゲ ン を 夾 雑 な し で 精
製 す る こ と は 難 し く 、 そ し て 労 力 が か か る 。 一 次 配 列 が な い こ と 及 び 十 分 な 量 に お け る 高
純 化 ア レ ル ゲ ン が な い こ と は 、 Ｉ 型 ア レ ル ギ ー の 処 置 及 び 診 断 に と っ て の 治 療 的 及 び 診 断
的 製 品 の 両 者 の 開 発 に お け る 律 速 要 因 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Lol p Ｉ は ア レ ル ゲ ン と 定 義 さ れ て お り 、 そ の 理 由 は ほ そ 麦 感 受 性 患 者 の 血 清 中 の 特 定
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の  IgEに 対 す る 結 合 能 力 、  IgG応 答 に お い て 抗 原 と し て 作 用 す る 能 力 及 び Ｔ 細 胞 応 答 を 誘
発 す る 能 力 に あ る 。 ア レ ル ギ ー 的 な 性 質 は ほ そ 麦 花 粉 － 感 受 性 患 者 の 直 接 的 な 皮 膚 検 査 に
よ り 評 価 さ れ て い る 。 結 果 が 示 す に は 、 84％ が 　 Ｉ に 対 す る 皮 膚 感 作 を 有 し (Freid
hoffら (1986) J. Allergy Clin.Immunol. :1190－ 1201) 、 主 要 ア レ ル ゲ ン と し て の こ
の タ ン パ ク 質 の 主 た る 重 要 性 が 示 唆 さ れ て い る 。 更 に 、 ほ そ 麦 花 粉 － 感 受 性 で あ る と 示 さ
れ た 患 者 の 95％ が イ ム ノ グ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 実 証 さ れ る 通 り 　 Ｉ に 結 合 す る 特 定
の  IgE抗 体 を 保 有 し て い た (Ford and Boldo(1986)International Archives of Allergy a
nd Applied Immunology ：  193－ 203)。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 類 間 の 実 質 的 な ア レ ル ギ ー 交 差 反 応 が  IgE－ 結 合 ア ッ セ イ 、 即 ち 、 例 え ば Ma
rsh ら (1970)J.Allergy, ,107－ 121 及 び Lowenstein(1978)Prog. Allergy, 25,１ － 62(K
arger,Basel)に 記 載 さ れ て い る よ う な ラ ジ オ ア レ ル ゴ － 収 着 試 験 （ RAST） を 利 用 し て 実 証
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 Lol p Ｉ と そ の 他 の 草 花 粉 と の 免 疫 化 学 的 関 係 は ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 の 両 者 を 利 用 し て 実 証 さ れ て い る （ 例 え ば Smart と Knox(1979)International Archives
 of Allergy and AppliedImmunology　 ：  173－ 187;Singh and Knox(1985)Internation
alArchives of Allergy and Applied Immunology　 ：  300－ 304)。 抗 体 が 精 製 タ ン パ ク
質 及 び  IgE－ 結 合 性 成 分 の 両 者 に 対 し て 作 ら れ て い る 。 こ れ ら の デ ー タ ー は 、 近 縁 の 草 類
の 花 粉 間 に 存 在 し て い る 主 要 ア レ ル ゲ ン が Lol p Ｉ に 免 疫 化 学 的 に 類 似 す る こ と を 示 し て
い る （ Singh and Knox、 前 掲 ） 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 に 従 い 、 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン Lol p Ｉ が 、 本 明 細 書 で  Lol p Ia 及 び  Lol p I
b と 呼 ん で い る ２ 種 類 の タ ン パ ク 質 を 含 ん で 成 る こ と を 発 見 し た 。 こ の  Lol p Ib ほ そ 麦
花 粉 ア レ ル ゲ ン は L.ペ レ ン ネ の 中 に タ ン パ ク 質 の 科 と し て 存 在 し て い る 。  Lol p Ib.1及
び  Lol p Ib.2 と 呼 ん で い る  Lol p Ib の ２ 種 類 の 科 構 成 員 (fam-ily member) を コ ー ド
す る 遺 伝 子 が こ の 度 同 定 さ れ た 。 科 構 成 員 Lol p Ib.1は 従 来 が  Lol p Ib と 呼 ば れ て い る
も の で あ り 、 そ し て こ の 度  Lol p Ib.1 と 呼 ぶ よ う に な っ た 。 従 っ て 、 本 明 細 書 で 用 い て
い る  Lol p Ib は 、 実 際 に は 類 似 の 構 造 及 び 機 能 を 有 す が 、 し か し 別 々 の 遺 伝 子 に よ り コ
ー ド さ れ る 近 縁 の タ ン パ ク 質 の 科 で あ る 主 要 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン を 意 味 す る
。 従 っ て 、 Lol p Ib及 び  Lol p Ib 科 構 成 員 な る 語 は 同 義 語 と し て 用 い て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 少 な く と も １ 種 の  Lol p Ib ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 あ る い は そ の 少 な く と も
１ 種 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 、 又 は 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を コ ー ド す る 精 製 核 酸 配 列 、 又 は
前 記 核 酸 配 列 の 機 能 的 同 等 物 を 提 供 す る 。 本 発 明 は ま た 少 な く と も １ 種 の  Lol p Ib ほ そ
麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 あ る い は そ の 少 な く と も １ 種 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 、 又 は 誘 発 体 も し
く は 同 族 体 を コ ー ド す る 精 製 核 酸 配 列 、 又 は 前 記 核 酸 配 列 の 機 能 的 同 等 物 を 含 ん で 成 る 発
現 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 本 発 明 は 更 に 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質
又 は ペ プ チ ド を 発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 は 、 少 な く と も １ 種 の 精 製 さ れ た  Lol p Ib ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、
あ る い は そ の 少 な く と も １ 種 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 、 又 は 誘 導 性 も し く は 同 族 体 を 提 供 す
る 。 本 発 明 の 更 な る 観 点 は 、 ほ そ 麦 花 粉 に 由 来 す る ア レ ル ゲ ン 、 好 ま し く は  Lol p Ib ほ
そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン の 単 離 さ れ た 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト を 提 供 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 こ の
ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン は  Lol p Ib.1 又 は  Lol p Ib.2 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 の 更 な る 別 の 観 点 は 、 改 良 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン で あ っ て 、 ほ そ 麦 花
粉 － 感 受 性 個 体 に 投 与 し た と き に 、 ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る 個 体 の ア レ ル ギ ー 性 応 答 を 低 下 さ
せ る も の を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 こ の ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン は 改 良  Lol p Ib タ ン パ ク

10

20

30

40

50

(10) JP 2007-54071 A 2007.3.8

Lol ｐ
78

Lol ｐ

81

46

62
78



質 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 こ の ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン は
改 良  Lol p Ib.1 又 は  Lol p Ib.2 タ ン パ ク 質 、 又 は そ れ ら の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 で あ
る 。 本 発 明 は ま た 、 ほ そ 麦 花 粉 － 感 受 性 個 体 に 投 与 し た と き に ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る 個 体 の
ア レ ル ギ ー 性 応 答 を 低 下 さ せ る ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 の 少 な く と も １ 種 の 改 良 フ ラ グ メ ン
ト を 提 供 す る 。 こ の ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン は 好 ま し く は  Lol p Ib ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン
、 よ り 好 ま し く は  Lol p Ib.1 又 は  Lol p Ib.2 で あ る 。  Lol p Ib.1 又 は Lol p Ib.2、
あ る い は  Lol p Ib.1 又 は  Lol p Ib.2 の フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 同 族 体 に
免 疫 学 的 に 関 連 し て い る 単 離 さ れ た タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 又 は 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト も 本 発
明 に よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の 更 に 別 の 観 点 に お い て 、 非 天 然 （ 即 ち 組 換 え 又 は 化 学 合 成 さ れ た ）  Lol p Ib 
科 構 成 員 又 は そ れ ら の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 あ る い は 、 １ 又 は 複 数 種 の  Lol p Ib 科 構 成
員 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 に 対 す る 抗 体 に 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 性 な 非 天 然 ア レ ル ギ
ー 性 タ ン パ ク 質 が 提 供 さ れ る 。 本 発 明 は ま た 、 精 製 天 然  Lol p Ibタ ン パ ク 質 、 又 は 少 な
く と も 一 種 の そ の フ ラ グ メ ン ト も し く は 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 非 天 然  Lol p Ib タ ン パ ク 質 、 及 び そ れ に 由 来 す る フ ラ グ メ ン ト 又 は 領 域 （ ペ プ チ ド ）
は ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る ア レ ル ギ ー 反 応 を 診 断 、 処 置 及 び 予 防 す る 方 法 に 利 用 で き る 。 精 製
天 然  Lol p Ib タ ン パ ク 質 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 、 及 び そ の 同 族 体 又 は 誘 導 体 も ほ そ 麦 花 粉
に 対 す る ア レ ル ギ ー 反 応 を 診 断 、 処 置 及 び 予 防 す る 方 法 に 利 用 で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の 更 な る 別 の 観 点 は 、 非 天 然  Lol p Ib 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 に 対 す る
抗 体 、 並 び に 精 製 天 然  Lol p Ib 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 に 対 し て 発 生 さ せ た 抗 体
に 関 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 更 な る 特 徴 は 添 付 し た 図 面 に 関 連 す る 本 発 明 の 好 適 な 態 様 の 下 記 の 詳 細 な 説 明
に よ っ て よ り 良 く 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 の デ ー タ ー は 、 ほ そ 麦 花 粉 の 主 要 ア レ ル ゲ ン が な に で あ る か と い う と 、 事 実 上
少 な く と も ２ 種 類 の 異 な る ア レ ル ギ ー 性 タ ン パ ク 質 、 即 ち  Lol p Ia(こ れ は 35kDの 範 囲 に
お け る 、 約 5.5 ～ 7.0に 範 囲 す る pIを 有 す る ４ 種 類 の ア イ ソ フ オ ー ム を 含 ん で 成 る ） 及 び  
Lol p Ib(こ れ は 31／ 33kDタ ン パ ク 質 で あ り 、 そ し て 6.0 ～ 10.6に 範 囲 す る pIの 少 な く と
も ５ 種 類 の ア イ ソ フ オ ー ム を 含 ん で 成 る ） を 含 ん で 成 る Lol p Ｉ で あ る と 考 え ら れ る こ と
を 示 し て い る 。 Lol pIbは  Lol p Ia と は 異 な る 一 次 構 造 及 び 組 成 を 有 し て お り 、 こ れ は  
NH 2 － 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 よ り 、 及 び ア レ ル ギ ー 性 交 差 反 応 の な さ よ り 推 定 さ れ る 。  Lol p 
Ib.1 を コ ー ド す る cDNA（ ク ロ ー ン 12Ｒ ） 及 び  Lol p Ib.2 を コ ー ド す る cDNA（ ク ロ ー ン 1
9Ｒ ） が 単 離 さ れ 、 そ し て 特 性 化 さ れ た 。 ク ロ ー ン 12Ｒ 及 び 19Ｒ に よ り コ ー ド さ れ る  Lol 
p Ib タ ン パ ク 質 は  Lol p Ia と は 異 な る 一 次 構 造 及 び 組 成 を 有 し て お り 、 こ れ は cDNAク
ロ ー ニ ン グ に よ り 及 び ア レ ル ギ ー 性 交 差 反 応 の な さ に よ り 推 定 さ れ た 。 組 換  Lol p Ib.1 
の NH 2  末 端 配 列 は 精 製 天 然  Lol p Ib に 関 し て 決 定 さ れ た そ れ と 同 一 で あ る 。 し か し な が
ら 、  Lol p Ib.1 及 び  Lol p Ib.2 は 見 か け 上 酸 性 タ ン パ ク 質 で あ り 、 そ れ ぞ れ 5.16及 び
5.9 の 推 定 pIを 有 す る 。 精 製 天 然 Lol p Ib、  Lol p Ib.1 及 び  Lol p Ib.2 は 類 似 の 分 子
量 （ 31／ 33kD） 及 び 類 似 の  NH 2 － 末 端 配 列 を 有 す る 非 グ リ コ シ ル 化 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ
れ ら の 類 似 性 は 天 然  Lol p Ib 及 び 組 換  Lol p Ib タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 同 一
の 遺 伝 子 科 の う ち の 異 な る 構 成 員 で あ ろ う こ と を 示 唆 す る 。  Lol p Ib 科 構 成 員 は 、 ア レ
ル ゲ ン が プ ラ ス チ ッ ド を 標 的 と す る よ う に す る 25個 の ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル ペ プ チ ド を 有 す
る プ レ ア レ ル ゲ ン と し て 花 粉 の 中 で 合 成 さ れ る 。 こ れ に 続 い て ペ プ チ ド の 分 解 が 起 き 、 そ
し て 成 熟 花 粉 の 中 で ア レ ル ゲ ン は デ ン プ ン 顆 粒 の 中 で 主 と し て 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
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　 従 っ て 、 本 発 明 の 一 観 点 は 少 な く と も １ 種 の  Lol p Ib ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 又 は 少
な く と も 19種 の そ の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を コ ー ド す る 精
製 核 酸 配 列 、 又 は か か る 核 酸 配 列 の 機 能 的 同 等 物 を 提 供 す る 。  Lol p Ib 科 構 成 員 を コ ー
ド す る 好 ま し い 核 酸 配 列 に は 、 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 す  Lol p Ib.1の ア ミ ノ 酸 － 25～ 276 
を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 並 び に 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 す  Lol p Ib.2 の ア ミ ノ 酸 － 25～ 314 
を コ ー ド す る 核 酸 配 列 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 配 列 は 25個 の ア ミ ノ 酸 の シ グ ナ ル 配 列 を 含 む
 Lol p Ib.1 タ ン パ ク 質 及 び  Lol p Ib.2 タ ン パ ク 質 全 体 を コ ー ド す る 。 そ の 他 の 好 ま し
い 核 酸 配 列 に は 、 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 す  Lol p Ib.1 の ア ミ ノ 酸 １ ～ 276 を コ ー ド す る 核
酸 配 列 、 並 び に 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 す  Lol p Ib.2 の ア ミ ノ 酸 １ ～ 314 を コ ー ド す る 核 酸
配 列 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 核 酸 配 列 は 成 熟  Lol p Ib.1 及 び  Lol p Ib.2 タ ン パ ク 質 を コ
ー ド す る 。 本 発 明 の 更 に 別 の 核 酸 配 列 に は 、 図 ３ ｂ ～ ３ ｃ に 示 す  Lol p Ib.1 の 核 酸 配 列
の コ ー ド 領 域 の う ち の 少 な く と も １ フ ラ グ メ ン ト 、 も し く は 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 す  Lol p
 Ib.2 の 核 酸 配 列 の コ ー ド 領 域 の 少 な く と も １ フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 配 列 、 又 は
か か る 核 酸 配 列 の 機 能 的 同 等 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 遺 伝 子 材 料 の 起 源 は 、 オ ー ス ト ラ リ ア 国 メ ル ボ ル ン 市 の 近 く の 野 外 起 源 か ら 集 め た ロ リ
ウ ム 　 ペ レ ン ネ ン Ｌ ． 由 来 の 新 鮮 な ほ そ 麦 花 粉 、 並 び に 供 給 者 (Greer Laboratories,Leno
ir,NC)及 び 頭 状 花 由 来 の バ ル ク 回 収 花 粉 で あ る 。 こ れ ら の 花 粉 の 起 源 は 本 発 明 の 範 囲 を 限
定 す る こ と は 意 図 し て お ら ず 、 な ぜ な ら こ れ ら は 花 粉 の 通 常 の 起 源 の 一 例 に す ぎ な い か ら
で あ る 。 本 発 明 は あ ら ゆ る 場 所 由 来 の 花 粉 を 利 用 し て 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に 関 連 し て 「 遺 伝 子 」 は そ の 最 も 広 い 意 味 で 利 用 し て お り 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド
の 任 意 の 連 続 配 列 を 意 味 し て お り 、 そ の 転 写 は mRNA分 子 を も た ら し 、 こ の mRNA分 子 は タ ン
パ ク 質 へ と 翻 訳 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。  Lol p Ib 科 構 成 員 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と は タ
ン パ ク 質 、 又 は 単 一 の も し く は 複 数 の ア ミ ノ 酸 置 換 、 欠 損 又 は 付 加 を 含 み う る こ の タ ン パ
ク 質 の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意 味 す る 。  Lol p Ib 遺 伝
子 は  Lol p Ib タ ン パ ク 質 の 全 長 又 は 部 分 的 な 長 さ に 相 当 す る mRNAに 相 補 性 の cDNAも 意 味
す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 各  Lol p Ib 科 構 成 員 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 に お い て 配 列 多 型 性 が あ る こ と が 予 測 さ れ
、 そ し て  Lol p Ib 科 構 成 員 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 中 の １ 又 は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド が 天 然
対 立 遺 伝 子 バ リ エ ー シ ョ ン に 基 づ い て 個 々 の L.ペ レ ン ネ 植 物 に わ た っ て 変 わ り う る こ と が
当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 か か る ヌ ク レ オ チ ド バ リ エ ー シ ョ ン の 全 て 及 び そ の 結 果 と し て
の ア ミ ノ 酸 多 型 性 は 本 発 明 の 範 囲 に 属 す る 。  Lol p Ib は 非 常 に 近 縁 な 遺 伝 子 の 科 で あ り
、 そ の タ ン パ ク 質 は L.ペ レ ン ネ 花 粉 の 中 に 存 在 し て い る こ と が 当 業 者 に 明 ら か で あ り う る
（ 例 え ば Rofnerら (1991) J.Biol, Chem ： 1229－ 1236； Silv-anovich ら (1991) J.Bi
ol.Chem. ： 1204－ 1210) 、  Lol p Ib.1及 び  Lol p Ib.2 を 含 む か か る 近 縁 の 科 構 成
員 の 全 て の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 及 び 対 応 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 本 発 明 の 範 囲 に 属 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 従 っ て 、  Lol p Ib 科 に 属 す る 全 て の タ ン パ ク 質 、  Lol p Ib タ ン パ ク 質 科 構 成 員 の 少
な く と も １ フ ラ グ メ ン ト （ ペ プ チ ド ） 及 び そ の ア ミ ノ 酸 誘 導 体 、 並 び に  Lol p Ib 科 構 成
員 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る 、 DNA ， cDNA及 び mRNAを 含 む ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 及 び そ の 同 族 体 又 は 縮 重 形 態 は 本 発 明 の 範 囲 の 中 に 包 括 さ れ る 。 ま た 、 精 製
天 然  Lol p Ib 、 少 な く と も １ 種 の そ の フ ラ グ メ ン ト （ ペ プ チ ド ） 及 び そ の 誘 導 体 又 は 同
族 体 も 本 発 明 の 範 囲 に 包 括 さ れ る 。 更 に 、  Lol p Ib タ ン パ ク 質 又 は 少 な く と も そ の １ フ
ラ グ メ ン ト も し く は そ の 誘 導 体 に 、 あ る い は か か る フ ラ グ メ ン ト 及 び ／ 又 は 誘 導 体 を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 近 接 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 融 合 し て い る ポ リ ペ プ チ ド の
よ う な 分 子 を 含 む こ と が 本 発 明 に か か わ る 。 例 え ば 、 本 発 明 の い く つ か の 観 点 に 関 し て 、
 Lol p Ib 科 構 成 員 又 は 少 な く と も そ の １ フ ラ グ メ ン ト も し く は そ の 誘 導 体 と 、 別 の ペ プ
チ ド 又 は タ ン パ ク 質 に 由 来 す る ア ミ ノ 酸 配 列 （ そ の 後 者 の 例 は 例 え ば ベ ー タ ー ガ ラ ク ト シ
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ダ ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 等 で あ る ） と を 含 ん で 成 る 融 合 タ ン パ ク 質 を 生 成 す
る こ と が 所 望 さ れ る 。 ほ と ん ど の 融 合 タ ン パ ク 質 は 組 換 遺 伝 子 の 発 現 に よ り 生 成 さ れ 、 こ
れ に お い て は ２ 本 の コ ー ド 配 列 は そ の 解 読 枠 が 相 と な っ て 互 い に 連 結 し 合 っ て い る 。  Lol
 p Ib タ ン パ ク 質 の か か る 融 合 タ ン パ ク 質 又 は ハ イ ブ リ ド 遺 伝 子 誘 導 体 、 又 は そ の コ ー ド
ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 全 て が 本 発 明 に 包 括 さ れ る 。 更 に 、  Lol p Ibタ ン パ ク 質 の 同 族 体 及
び 誘 導 体 と は 、 そ の 合 成 誘 導 体 を 含 む こ と を 意 味 す る 。 こ こ で 明 ら か に さ れ る ヌ ク レ オ チ
ド 配 列 は 、 よ く 知 ら れ た 方 法 （ 例 え ば 固 相 合 成 ） に よ る 化 学 合 成 に よ っ て 、 全 タ ン パ ク 質
を 化 学 合 成 す る 、 又 は 任 意 の 数 の フ ラ グ メ ン ト （ ペ プ チ ド ） を 作 る た め に 利 用 で き る 。 こ
の よ う に て 化 学 的 に 合 成 し た ペ プ チ ド の 全 て が 本 発 明 に 包 括 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 組
換 手 段 又 は 化 学 合 成 に よ っ て 作 ら れ た 単 離  Lol p Ib タ ン パ ク 質 科 構 成 員 、 そ の フ ラ グ メ
ン ト 、 並 び に そ の 誘 導 体 、 同 族 体 及 び 免 疫 学 的 関 連 物 に 及 ぶ 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 「 単 離 」 及 び 「 精 製 」 な る 語 は 本 明 細 書 で 同 義 語 と し て 利 用 さ れ て お り 、 そ し て 組 換  D
NA技 術 に よ っ て 生 成 さ れ た と き に 細 胞 性 物 質 も し く は 培 養 培 地 を 実 質 に 含 ま な い 、 又 は 化
学 的 に 合 成 さ れ た と き に 化 学 前 駆 体 も し く は そ の 他 の 化 学 品 を 実 質 的 に 含 ま な い ペ プ チ ド
、 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト 及 び 核 酸 配 列 に 関 連 す る 。 本 明 細 書 で 用 い て い る
「 天 然 精 製 」 な る 語 は 、 L.ペ レ ン ネ 花 粉 又 は そ の 他 の 植 物 部 分 か ら 精 製 し た タ ン パ ク 質 又
は フ ラ グ メ ン ト に 関 連 す る 。 更 に 、 本 発 明 は 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ 、 並 び に 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示
す ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 配 列 全 体 又 は そ の 一 部 に 対 応 す る タ ン パ ク 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト
（ ペ プ チ ド ） 、 又 は そ の 縮 重 も し く は 同 族 体 に 及 ぶ 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の 範 囲 に 属 す る 核 酸 の フ ラ グ メ ン ト に は 、 哺 乳 動 物 、 好 ま し く は ヒ ト に お け る 免
疫 応 答 ； 例 え ば 最 少 の  IgEの 刺 激 ；  IgEの 結 合 ；  IgG及 び  IgM抗 体 の 生 産 の 誘 発 ； 又 は Ｔ
細 胞 応 答 の 誘 発 、 例 え ば 増 殖 及 び ／ も し く は リ ン ホ カ イ ン 分 泌 及 び ／ も し く は Ｔ 細 胞 ア ネ
ル ギ ー の 誘 発 ； を 引 き 出 す  Lol p Ib の 部 分 を コ ー ド す る も の が 含 ま れ る 。  Lol p Ib の
上 記 の フ ラ グ メ ン ト は 本 明 細 書 で は 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト と 呼 ん で い る 。 本 発 明 の 範 囲 に 属
す る フ ラ グ メ ン ト に は 、  Lol p Ib タ ン パ ク 質 と 交 差 反 応 性 で あ る ア レ ル ゲ ン を 検 出 す る
た め の ス ク リ ー ニ ン グ プ ロ ト コ ー ル に お い て 利 用 す る た め の そ の 他 の 植 物 種 に 由 来 す る 核
酸 と ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る も の も 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 利 用 し て い る  Lol p Ib を コ ー ド
す る 核 酸 配 列 の フ ラ グ メ ン ト は 、  Lol p Ib 及 び ／ 又 は 成 熟  Lol p Ib 科 構 成 員 の 全 ア ミ
ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 よ り 少 な い 塩 基 数 を 有 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 意
味 し て い る 。 一 般 に 、  Lol p Ib 科 構 成 員 の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 配 列 は 成 熟  L
ol p Ib タ ン パ ク 質 科 構 成 員 を コ ー ド す る 塩 基 か ら 選 ば れ る で あ ろ う が 、 し か し な が ら 一
定 の 状 況 に お い て 、 本 発 明 の 核 酸 配 列 の リ ー ダ ー 配 列 部 分 に 由 来 す る フ ラ グ メ ン ト の 全 て
又 は 一 部 を 選 別 す る こ と が 所 望 さ れ る こ と が あ る 。 本 発 明 の 核 酸 配 列 は リ ン カ ー 配 列 、 制
限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 部 位 及 び  Lol p Ib タ ン パ ク 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト の ク ロ ー ニ ン
グ 、 発 現 す る 精 製 に と っ て 有 用 な そ の 他 の 配 列 も 含 ん で よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 に 由 来 す る ア レ ル ゲ ン 、 好 ま し く は  Lol p Ib.1 , Lol p Ib.2 又 は 精 製 天
然  Lol p Ib の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト は 例 え ば 、 か か る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 本 発 明 の 核 酸
整 列 の 対 応 の フ ラ グ メ ン ト か ら 組 換 法 に よ り 生 成 し た ペ プ チ ド を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
に よ り 、 当 業 者 に 知 ら れ る 技 術 を 利 用 し て 化 学 合 成 す る こ と に よ り 、 又 は 精 製 ア レ ル ゲ ン
を 分 解 す る こ と に よ り 獲 得 で き う る 。 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の ペ プ チ ド フ ラ グ メ ン ト は 当
業 界 に 公 知 の 任 意 の 方 法 、 例 え ば ア レ ル ゲ ン の 化 学 切 断 、 ア レ ル ゲ ン を ペ プ チ ド を 重 複 の
な い 所 望 の 長 さ の フ ラ グ メ ン ト へ と 任 意 に 分 割 す る こ と 、 又 は 好 適 に は ア レ ル ゲ ン の 所 望
の 長 さ の 重 複 フ ラ グ メ ン ト へ の 分 割 に よ り 獲 得 で き う る 。 こ れ ら の フ ラ グ メ ン ト は そ の 抗
原 性 及 び ア レ ル ギ ー 性 を 決 定 す る た め に 試 験 さ れ る 。 組 換 又 は 合 成 的 に 生 成 さ れ た  Lol p
 Ib の フ ラ グ メ ン ト 又 は 精 製 天 然  Lol p Ib の フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 Ｔ 細 胞 応 答 、 例 え
ば 刺 激 （ 即 ち 、 増 殖 又 は リ ン ホ カ イ ン 分 泌 ） を 誘 発 す る こ と が 可 能 な 、 及 び ／ 又 は Ｔ 細 胞
ア ネ ル ギ ー を 誘 発 す る こ と が 可 能 な フ ラ グ メ ン ト が 特 に 所 望 さ れ る 。 組 換 又 は 合 成 的 に 生
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成 さ れ た  Lol p Ib 又 は 精 製 天 然  Lol p Ib の フ ラ グ メ ン ト で あ っ て イ ム ノ グ ロ ブ リ ン Ｅ
（ IgE)に 結 合 し な い 及 び ／ 又 は 最 少 の  IgE刺 激 活 性 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト も 所 望 さ れ る 。
組 換 又 は 合 成 的 に 生 成 さ れ た  Lol p Ib タ ン パ ク 質 科 構 成 員 又 は 精 製 天 然  Lol p Ibの フ
ラ グ メ ン ト が  IgEと 結 合 す る な ら 、 そ の 結 合 は ヒ ス タ ミ ン 放 出 を も た ら さ な い こ と 、 例 え
ば か か る 結 合 が マ ス ト 細 胞 又 は 塩 基 性 細 胞 上 で の  IgEの 架 橋 を 引 き 起 こ さ な い こ と が 好 ま
し い 。 最 少  IgE刺 激 活 性 と は 、 全 体 が 組 換 又 は 合 成 的 に 生 成 さ れ た  Lol p Ib タ ン パ ク 質
又 は 全 体 が 天 然 で あ る  Lol p Ib タ ン パ ク 質 に よ り 刺 激 さ れ る  IgE生 産 量 よ り 低 い  IgE刺
激 活 性 を 意 味 す る 。 好 ま し い フ ラ グ メ ン ト に は 、 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 ほ そ 麦 花
粉 感 受 性 個 体 又 は ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン と 交 差 反 応 性 の ア レ ル ゲ ン に 対 し て ア レ ル ギ ー を
有 す る 個 体 に 投 与 し た と き に 、 そ の 個 体 の ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ ル ギ ー 性 応
答 を 改 善 せ し め る こ と の 可 能 な フ ラ グ メ ン ト 、 及 び 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト で あ っ て 、 ほ そ 麦
花 粉 感 受 性 個 体 に 投 与 し た と き に 、 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る そ の 個 体 の Ｂ 細 胞 応 答
、 Ｔ 細 胞 応 答 又 は Ｂ 細 胞 と Ｔ 細 胞 応 答 の 両 者 を 改 善 せ し め る こ と の 可 能 な フ ラ グ メ ン ト も
含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 用 い て い る ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 し て 感 受 性 な 個 体 の ア レ ル ギ
ー 応 答 の 改 善 と は 、 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 反 応 性 を な く す 又 は 草 花 粉 誘 発 性 ぜ ん 息 症 状 の 軽
減 (Suphiogluら (1992)Lancet 339：  569－ 572)を 含 む 症 状 の 軽 減 と 定 義 さ れ 、 こ れ は 標 準
の 臨 床 順 に よ っ て 決 定 さ れ る （ 例 え ば Varneyら 、 British Medical Journal(1990)302：  2
65－ 269 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 Ｔ 細 胞 刺 激 活 性 を 有 し 、 そ れ 故 少 な く と も １ つ の Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 る よ う な
本 発 明 の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト が 特 に 所 望 さ れ る 。 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 ア レ ル ギ ー の 臨 床
的 症 状 の 原 因 で あ る タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 免 疫 応 答 の 開 始 及 び 不 朽 化 に 関 与 す る
も の と 信 じ ら れ て い る 。 こ れ ら の Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ は 、 抗 原 表 示 細 胞 の 表 層 上 の 適 切 な  H
LA分 子 へ の 結 合 及 び 関 連 の Ｔ 細 胞 サ ブ 集 団 の 刺 激 に よ り 、 Ｔ ヘ ル パ ー 細 胞 の レ ベ ル で の 初
期 現 象 の 引 金 と な っ て い る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 現 象 は Ｔ 細 胞 増 殖 、 リ ン ホ カ イ ン 分 泌
、 局 所 的 な 炎 症 反 応 、 付 加 免 疫 細 胞 の そ の 部 位 へ の 補 給 、 及 び Ｂ 細 胞 カ ス ケ ー ド の 活 性 化
を も た ら し 、 抗 体 の 生 産 に 導 く 。 こ れ ら の 抗 体 の １ ア イ ソ タ イ プ  IgEは ア レ ル ギ ー 症 状 の
発 症 に 基 本 的 に 重 要 で あ り 、 そ し て そ の 生 産 は 分 泌 さ れ た リ ン ホ カ イ ン の 種 類 に よ り 、 Ｔ
ヘ ル パ ー 細 胞 の レ ベ ル で 、 現 象 の カ ス ケ ー ド に お い て 初 期 に 生 ず る 。 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ は
Ｔ 細 胞 レ セ プ タ ー に よ り 認 識 さ れ る 基 本 要 素 又 は 最 小 単 位 で あ り 、 こ の エ ピ ト ー プ は レ セ
プ タ ー 認 識 に と っ て 必 須 な ア ミ ノ 酸 を 含 ん で 成 る 。 Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 擬 態 し 、 且 つ タ ン
パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ ル ギ ー 性 応 答 を 改 善 せ し め る ア ミ ノ 酸 配 列 は 本 発 明 の 範 囲
に 属 す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 精 製 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 、 又 は 少 な く と も １ Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 り
、 且 つ タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 由 来 す る 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト に 対 す る 患 者 の 暴 露 は 、 適 当
な Ｔ 細 胞 サ ブ 集 団 が タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 対 し て 無 反 応 性 と な り 、 従 っ て か か る 暴 露 に
よ る 免 疫 応 答 の 刺 激 に 関 与 し な い よ う に 寛 容 化 又 は ア ネ ル ギ ー 化 せ し め る 。 更 に 、 本 発 明
の タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 、 又 は 少 な く と も １ Ｔ 細 胞 エ ピ ト ー プ を 含 ん で 成 る 本 発 明 の 抗 原
性 フ ラ グ メ ン ト の 投 与 は リ ン ホ カ イ ン 分 泌 プ ロ フ ィ ー ル を 、 天 然 の タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン
又 は そ の 領 域 に 対 す る 暴 露 に 比 し て 改 善 せ し め う る （ 例 え ば IL－ ４ の 低 下 及 び ／ 又 は IL－
２ の 上 昇 が も た ら さ れ る ） 。 更 に 、 か か る 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 又 は タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン
に 対 す る 暴 露 は 、 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 応 答 に 通 常 関 与 す る Ｔ 細 胞 サ ブ 集 団 に 影 響 を 及 ぼ し
、 こ れ ら の Ｔ 細 胞 が ア レ ル ゲ ン に 対 し て 通 常 暴 露 さ れ る 箇 所 （ 例 え ば 鼻 腔 粘 膜 、 皮 膚 及 び
肺 ） か ら フ ラ グ メ ン ト 又 は タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 治 療 投 与 箇 所 に 向 っ て 引 き 離 さ れ る よ
う に す る こ と が で き る 。 Ｔ 細 胞 サ ブ 集 団 の こ の よ う な 移 動 は ア レ ル ゲ ン に 対 し て 通 常 暴 露
さ れ る 箇 所 で の 通 常 の 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 個 体 の 免 疫 系 能 力 を 緩 和 又 は 低 下 す る こ と が で
き 、 ア レ ル ギ ー 症 状 の 軽 減 が も た ら さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト に 対 す る  IgE結 合 性 の ス ク リ ー ニ ン グ は 実 験 動 物 も し
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く は ヒ ト ホ ラ ン テ ィ ア に 基 づ く ス ク ラ ッ チ 検 査 も し く は 皮 内 検 査 、 又 は イ ン ビ ト ロ 系 、 例
え ば RAST（ ラ ジ オ ア レ ル ゴ 収 着 試 験 ） 、 RAST阻 害 、 ELISA ア ッ セ イ も し く は ラ ジ オ イ ム ノ
ア ッ セ イ (RIA) に よ り 実 施 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 は 本 発 明 の 核 酸 配 列 を 発 現 す る た め の 発 現 ベ ク タ ー 及 び 形 質 転 換 宿 主 細 胞 を 提 供
す る 。 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 少 な く と も １ 種 の  Lol p Ib ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 又 は
少 な く と も １ 種 の そ の 抗 原 性 フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を コ ー ド す る
核 酸 配 列 、 又 は か か る 核 酸 配 列 の 機 能 的 同 等 物 を 含 ん で 成 る 。 Lolp Ib.1又 は  Lol p Ib.2
 を 含 む  Lol p Ib 科 構 成 員 又 は そ の 少 な く と も １ 種 の フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 配
列 は 原 核 又 は 真 核 宿 主 細 胞 の 中 に 発 現 さ れ う る 。 適 切 な 宿 主 細 胞 に は 細 菌 細 胞 、 例 え ば E.
コ リ （ E.coli） 、 昆 虫 細 胞 、 酵 母 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 例 え ば チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細
胞 (CHO) が 含 ま れ る 。 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 及 び そ の 他 の
発 現 コ ン ト ロ ー ル 要 素 は Sambrookら 、 Molecular Cloning : A Laboratory Manual 、 第 ２
版 、 Cold Spring Harbor Laboratory Press,Cold Spring Harbor,New York、 1989に 見 い
出 す こ と が で き る 。 酵 母 に お け る 発 現 に と っ て 適 切 な ベ ク タ ー に は YepSec１ (Baldariら (1
987)Embo J. ：  229－ 234)；  pMF (Kurjan and Herskowitz(1982)Cell  : 933－ 943)
;及 び JRY88(Schults ら (1987)Gene　 ：  113－ 123)が 含 ま れ る 。 　 E.コ リ に お け る 発 現
に 関 し て 、 適 当 な 発 現 ベ ク タ ー に は  PTRC (Amannら (1988)Gene　 ：  301－ 315)；  pET－
11d (Novagen, Madi-son, WI); pGEX (Amrad Corp.,Melbourne,Auslralia)；  pMAL(N.E.B
iolabs,Beverly, MA)； pRIT5 (Pharmacia,Piscataway, NY)； 及 び pSEM(Knappら (1990)Bio
Techniques ：  280－ 281)が 含 ま れ る 。 pTRC及 び  pET－ 11d の 利 用 は 未 融 合 タ ン パ ク 質
の 発 現 を も た ら す で あ ろ う 。 pGEX, pMAL, pRIT5 及 び pSEMの 利 用 は 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (pGEX)、 マ ル ト ー ス Ｅ 結 合 タ ン パ ク 質 (pMAL)、 プ ロ テ イ ン Ａ (pRIT5） 又
は 省 略 型 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (PSEM)に 融 合 し た ア レ ル ゲ ン の 発 現 を も た ら す で あ ろ う 。
 Lol p Ib タ ン パ ク 質 科 構 成 員 、 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト が 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ れ
る と き 、 担 体 タ ン パ ク 質 と  Lol p Ib タ ン パ ク 質 科 構 成 員 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト と の 間 の
融 合 連 結 部 に 酵 素 的 切 断 部 位 を 導 入 す る こ と が 極 め て 好 都 合 で あ る 。 Lol p Ib科 構 成 員 又
は そ の フ ラ グ メ ン ト は こ れ に よ り 、 酵 素 的 部 位 で の 酵 素 的 切 断 並 び に タ ン パ ク 質 及 び ペ プ
チ ド の 精 製 に と っ て の 常 用 の 技 術 を 利 用 す る 生 化 学 的 精 製 を 通 じ て 回 収 さ れ う る 。 適 切 な
酵 素 的 切 断 部 位 に は 、 凝 血 因 子 Xa又 は ト ロ ン ビ ン に と っ て の そ れ ら で あ り 、 こ れ ら に と っ
て の 適 当 な 酵 素 及 び 切 断 の た め の プ ロ ト コ ー ル は 例 え ば  Sigma Chemical Company, St.Lo
uis,MO及 び N.E.Biolabs,Beverly,MAよ り 商 業 的 に 入 手 で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 宿 主 細 胞 は 常 用 の 技 術 、 例 え ば リ ン 酸 カ ル シ ウ ム も し く は 塩 化 カ ル シ ウ ム 共 沈 殿 、 DEAE
－ デ キ ス ト ラ ン － 仲 介 型 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 又 は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 利 用 し て
本 発 明 の 核 酸 配 列 を 発 現 さ せ る た め に 形 質 転 換 さ れ う る 。 宿 主 細 胞 を 形 質 転 換 さ せ る た め
の 適 切 な 方 法 は Sambrookら 、 前 掲 、 及 び そ の 他 の 研 究 室 の テ キ ス ト ブ ッ ク に お い て 見 い 出
す こ と が で き る 。 本 発 明 の 核 酸 配 列 は 標 準 的 な 技 術 に よ っ て も 合 成 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 別 の 観 点 は 組 換  Lol p Ib.1 又 は  Lol p Ib.2 、 又 は 少 な く と も １ 種
の そ の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ れ ら の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 、 又 は そ れ ら の 免 疫 学 的 関 連 物
（ 前 記 に 定 義 し た 通 り ） を 製 造 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 複 製 可 能 な 組 換  DNA分 子 を
含 む 生 物 を （ こ こ で こ の 分 子 は 前 記 生 物 の 中 で 発 現 可 能 な プ ロ モ ー タ ー ； こ の プ ロ モ ー タ
ー の 下 流 に 位 置 し 、 そ し て そ れ よ り 転 写 さ れ る  Lol p Ib 科 構 成 員 、 少 な く と も １ 種 の そ
の フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 同 族 体 も し く は 誘 導 体 、 又 は そ の 免 疫 学 的 関 連 物 を コ ー ド す る
遺 伝 子 ； 選 択 マ ー カ ー 及 び 原 核 又 は 真 核 系 複 製 起 点 を 含 む  DNA媒 体 ； を 含 ん で 成 る ） 、 前
記 組 換  DNA分 子 が 安 定 維 持 さ れ 、 且 つ Lol p Ibタ ン パ ク 質 、 少 な く と も １ 種 の そ の フ ラ グ
メ ン ト 又 は そ の 誘 導 体 、 同 族 体 も し く は 免 疫 学 的 関 連 物 の 合 成 が も た ら さ れ る の に 十 分 な
る 条 件 及 び 時 間 の も と で 培 養 し 、 次 い で そ れ ら を 任 意 的 に 単 離 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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　  Lol p Ib.1 タ ン パ ク 質 、  Lol p Ib.2 タ ン パ ク 質 及 び そ の フ ラ グ メ ン ト （ ペ プ チ ド ）
は 、 ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 を 精 製 す る 当 業 界 に 公 知 で あ る 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 限 外 濾 過 、 電 気 泳 動 、 及 び Lol p Ib.1 , Lol p Ib.
2又 は  Lol p Ib.1 も し く は  Lol p Ib.2 の フ ラ グ メ ン ト に 特 異 的 な 抗 体 に よ る 免 疫 精 製
を 含 む 技 術 に よ り 、 細 胞 培 養 培 地 、 宿 主 細 胞 、 又 は そ の 両 者 か ら 精 製 で き る 。 単 離 及 び 精
製 な る 語 は 本 明 細 書 で は 同 義 語 と し て 用 い ら れ 、 そ し て 組 換  DNA技 術 に よ り 生 成 さ れ た と
き は 細 胞 性 質 物 も し く は 培 養 培 地 を 、 又 は 化 学 合 成 さ れ た と き は 化 学 前 駆 体 も し く は そ の
他 の 化 学 品 を 実 質 的 含 ま な い ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 タ ン パ ク 質 フ ラ グ メ ン ト 及 び 核 酸 配
列 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 は 、  Lol p Ib ,　 Lol p Ib.1 ,　 Lol p Ib.2又 は  Lol p Ib ,　 Lol 
p Ib.1 も し く は  Lol p Ib.2 の 少 な く と も １ フ ラ グ メ ン ト を 含 ん で 成 る タ ン パ ク 質 調 製
物 を 提 供 す る 。 本 発 明 の こ の 観 点 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、  Lol p Ib.1 も し く は  Lol p
 Ib.2 タ ン パ ク 質 、 又 は  Lol p Ib.1 も し く は  Lol p Ib.2 の 少 な く と も １ フ ラ グ メ ン ト
は こ の タ ン パ ク 質 又 は フ ラ グ メ ン ト を コ ー ド す る 核 酸 配 列 で 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 の 中
で 生 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 現 状 有 用 な 構 造 情 報 を 利 用 し て 、 ほ そ 麦 花 粉 感 受 性 個 体 に 十 分 な 量 で 投 与 で し た と き に
ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る そ の 個 体 の ア レ ル ギ ー 応 答 を 改 善 せ し め る で あ ろ う  Lol p Ib 由 来 の
ペ プ チ ド を デ ザ イ ン す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ は 例 え ば  Lol p Ib の 構 造 を 調 べ 、 ほ そ
麦 花 粉 感 受 性 個 体 に お け る Ｂ 細 胞 及 び ／ 又 は Ｔ － 細 胞 応 答 に 影 響 を 及 ぼ す 能 力 に つ い て 調
べ る べ き ペ プ チ ド を 作 り （ 発 現 系 、 合 成 又 は 他 の 手 段 を 介 し て ） 、 次 い で こ れ ら の 細 胞 に
よ り 認 識 さ れ る 適 当 な エ ピ ト ー プ を 選 別 す る こ と に よ り 成 し 遂 げ ら れ う る 。 エ ピ ト ー プ に
関 し て 、 こ の エ ピ ト ー プ は レ セ プ タ ー 、 特 に イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 、 組 織 適 合 性 抗 原 及 び Ｔ 細
胞 に よ り 認 識 の 基 礎 要 素 又 は 最 小 単 位 で あ る こ と が で き 、 こ こ で レ セ プ タ ー 認 識 に と っ て
必 須 の ア ミ ノ 酸 は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 連 続 で も 非 連 続 的 で も よ い 。 こ れ ら の エ ピ ト
ー プ を 擬 態 し 、 且 つ ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ ル ギ ー 応 答 を 下 降 調 節 可 能 な ア ミ
ノ 酸 配 列 も 利 用 で き う る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 感 受 性 個 体 に お け る ア レ ル ギ ー 反 応 を 誘 発 せ し め る ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン の
能 力 を ブ ロ ッ ク 又 は 阻 害 す る こ と の 可 能 な 因 子 又 は 薬 剤 を デ ザ イ ン す る こ と も 現 状 可 能 と
な っ た 。 か か る 因 子 は 例 え ば そ れ ら が 対 応 の 抗 － Lol p Ib－  IgEに 結 合 し 、 そ れ 故  IgE－
ア レ ル ゲ ン 結 合 及 び そ れ に 続 く マ ス ト 細 胞 又 は 好 塩 基 性 細 胞 の 脱 顆 粒 を 阻 止 す る よ う に デ
ザ イ ン す る こ と が で き る 。 他 方 、 か か る 因 子 は 免 疫 系 の 細 胞 性 成 分 に 結 合 し て 、 L.ペ レ ン
ネ 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ ル ギ ー 応 答 の 抑 制 又 は 脱 感 作 を も た ら す こ と が で き る 。 そ
の 限 定 で な い 例 は 、 ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る ア レ ル ギ ー 応 答 を 抑 制 せ し め る 本 発 明 の cDNA／ タ
ン パ ク 質 構 造 に 基 づ く 、 適 当 な Ｂ － 及 び Ｔ － 細 胞 エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド 又 は そ の 改 質 体 の 利
用 に あ る 。 こ れ は ほ そ 麦 花 粉 感 受 性 個 体 由 来 の 血 液 成 分 を 有 す る イ ン ビ ト ロ 研 究 に お い て
、 Ｂ － 及 び Ｔ － 細 胞 機 能 に 影 響 を 及 ぼ す Ｂ － 及 び Ｔ － 細 胞 エ ピ ト ー プ ペ プ チ ド の 構 造 を 定
義 付 け る こ と に よ っ て 実 施 で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド 又 は 抗 体 は ほ そ 麦 花 粉 症 を 検 査 及 び 診 断 す る た め に も 用
い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 こ れ は ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る 感 受 性 に つ い て 評 価 す べ き 個 体 か
ら 獲 得 し た 血 液 又 は 血 液 産 物 を 、 単 離 せ し め た 組 換 も し く は 合 成 的 に 生 成 し た  Lol p Ib
又 は 天 然 精 製  Lol p Ib タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 ペ プ チ ド 、 あ る い は 単 離 せ し め た  Lol p Ib 
タ ン パ ク 質 又 は 単 離 せ し め た 天 然 精 製  Lol p Ib タ ン パ ク 質 と 、 血 液 に お け る 成 分 （ 例 え
ば 抗 体 、 Ｔ 細 胞 、 Ｂ 細 胞 ） が こ れ ら の ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 と 結 合 す る の に 適 切 な 条 件
の も と で 組 合 わ せ 、 次 い で か か る 結 合 の 生 じ た 度 合 い を 決 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で
き る 。 結 合 の 生 じ た 度 合 い は 例 え ば Ｔ 細 胞 機 能 、 Ｔ 細 胞 増 殖 、 Ｂ 細 胞 機 能 、 又 は 血 液 中 に
存 在 し て い る 抗 体 に 対 す る タ ン パ ク 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト 、 あ る い は そ の 誘 導 体 も し く
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は 同 族 体 の 結 合 性 あ る い は そ れ ら の 組 合 を 評 価 す る こ と に よ っ て 決 定 で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 更 に 、 ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る 哺 乳 動 物 の 感 受 性 は 、 哺 乳 動 物 に お け る ア レ ル ギ ー 応 答 を 刺
激 す る よ う に  Lol p Ib 科 に 属 す る 少 な く と も １ 種 の ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン を 十 分 な 量 で
哺 乳 動 物 に 投 与 し 、 次 い で ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る こ の 哺 乳 動 物 に お け る ア レ ル ギ
ー 応 答 の 発 生 を 決 定 す る こ と に よ っ て 決 定 で き う る 。 本 発 明 の こ の 観 点 に お い て 用 い ら れ
る ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 、 そ の フ ラ グ メ ン ト 又 は 誘 導 体 も し く は 同 族 体 は 組 換 又 は 合 成 的
に 生 成 で き う る 。 精 製 天 然  Lol p Ib タ ン パ ク 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト が 組 換 又 は 合 成 的
に 生 成 さ れ た  Lol p Ib も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト に 代 わ っ て ほ そ 麦 に 対 す る 哺 乳 動 物 の
感 受 性 を 決 定 す る 上 記 の 方 法 に 用 い ら れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の 任 意 の 態 様 に お い て 用 い ら れ る  DNAは 本 明 細 書 に 記 載 の 通 り に 獲 得 さ れ 、 又 は
そ う で な け れ ば 本 明 細 書 に 示 し て い る 配 列 全 体 又 は 一 部 を 有 す る 任 意 の オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ
ク レ オ チ ド 配 列 又 は そ の 機 能 的 同 等 物 で あ っ て よ い 。 か か る オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 公 知 の 技 術 を 利 用 し て 化 学 的 又 は 機 械 的 に 生 成 さ れ う る 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 配 列
の 機 能 的 同 等 物 は １ ） 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ (Lol pIb.1） の 配 列 （ 又 は 対 応 の 配 列 領 域 ） も し く
は そ の フ ラ グ メ ン ト が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 又 は 図 10ａ 及 び 10ｂ (Lol p Ib.2 ) の 配 列 （ 又
は 対 応 の 配 列 領 域 ） も し く は そ の フ ラ グ メ ン ト が ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 相 補 性 オ リ ゴ ヌ ク レ
オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 配 列 、 あ る い は ２ ） 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ 又 は 図 10ａ 及 び 10ｂ の
核 酸 配 列 に 相 補 性 を 配 列 （ 又 は 対 応 の 配 列 領 域 ） 、 並 び に ／ あ る い は 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ 又 は
図 10ａ 及 び 10ｂ の 核 酸 配 列 の 配 列 （ 又 は 対 応 の 配 列 領 域 ） に よ り コ ー ド さ れ る 生 成 物 と 同
一 の 機 能 特 性 を 有 す る 生 成 物 （ 例 え ば ポ リ ペ プ チ ド 又 は ペ プ チ ド ） を コ ー ド す る 配 列 、 で
あ る も の で あ る 。 機 能 的 同 等 物 が １ 又 は 複 数 の 基 準 に 合 う も の で な く て は な ら な い か ど う
か は 、 そ の 利 用 に 依 存 す る で あ ろ う （ 例 え ば 、 も し そ れ が オ リ ゴ プ ロ ー ブ と し て の み 利 用
さ れ る な ら 、 そ れ は 第 １ 又 は 第 ２ 基 準 に 合 う だ け で よ く 、 そ し て も し そ れ が  Lol p Ib を
生 成 す る た め に 利 用 さ れ る な ら 、 そ れ は 第 ３ 基 準 に 合 う だ け で よ い ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　  Lol p Ib.1 又 は  Lol p Ib.2 を 含 む  Lol p Ib cDNA（ 又 は そ れ が 転 写 さ れ る mRNA) 又
は そ の 領 域 を 、 任 意 の 種 類 又 は タ イ プ の 植 物 に お け る 類 似 の 配 列 を 同 定 す る た め に 、 そ れ
故 、  Lol p Ib cDNA又 は mRNA又 は そ の 領 域 、 例 え ば イ ネ 科 (Poaceae) の 植 物 の ア レ ル ゲ ン
に 由 来 す る  DNAに 低 緊 縮 条 件 の も と で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ほ ど 十 分 な 相 同 性 を 有 す る 配 列
を 同 定 又 は 「 鈎 り 出 す 」 の に 利 用 で き る 。 十 分 な る 相 同 性 （ 一 般 に 40％ 以 上 ） を 有 す る 配
列 は 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 利 用 し て 更 な る 評 価 の た め に 選 択 で き う る 。 他 方 、 高 緊 縮 条
件 を 利 用 す る こ と が で き る 。 こ の 状 況 に お い て は 、 本 発 明 の  DNAは そ の 他 の タ イ プ の 植 物
、 好 ま し く は 近 縁 の 科 、 属 す る 種 に お け る 、  Lol p Ib の ア ミ ノ 酸 配 列 と 類 似 の そ れ を 有
す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る 配 列 を 同 定 す る た め に 、 そ れ 故 そ の 他 の 種 に お け る ア レ ル
ゲ ン を 同 定 す る の に 利 用 で き う る 。 従 っ て 、 本 発 明 の  Lol p Ib だ け で な く 、 本 発 明 の  D
NAに ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る  DNAに よ り コ ー ド さ れ る そ の 他 の ア レ ル ゲ ン も 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 は 更 に 、  Lol p Ib.1 又 は  Lol p Ib.2 又 は フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導 体 も し
く は 同 族 体 を 含 む  Lol p Ib に 免 疫 学 的 に 関 連 す る 単 離 せ し め た ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質
又 は そ の フ ラ グ メ ン ト を 含 み 、 そ れ ら の 単 離 は 例 え ば 抗 体 交 差 反 応 性 （ こ こ で 単 離 さ れ た
ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド に 対 し
て 特 異 的 な 抗 体 に 結 合 可 能 で あ る ） 又 は Ｔ 細 胞 交 差 反 応 性 （ こ こ で 単 離 さ れ た ア レ ル ゲ ン
性 タ ン パ ク 質 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト は 本 発 明 の タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド に 対 し て 特 異 的 な
Ｔ 細 胞 を 刺 激 可 能 で あ る ） に よ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 他 の 者 に よ る 研 究 は 、 高 投 与 量 の ア レ ル ゲ ン が 一 般 に 良 好 な 結 果 （ 即 ち 、 最 良 の 症 状 軽
減 ） を も た ら す こ と を 示 し て い る 。 し か し な が ら 、 多 く の 人 は 大 量 の ア レ ル ゲ ン 投 与 に 耐
え る こ と が で き ず 、 そ の 理 由 は ア レ ル ゲ ン に 対 す る ア レ ル ギ ー 反 応 に あ る 。 天 然 ア レ ル ゲ
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ン の 改 良 は 、 対 応 の 天 然 ア レ ル ゲ ン と 同 一 又 は そ れ よ り 高 い 治 療 的 性 質 を 有 す る が し か し
低 い 副 作 用 （ 特 に ア ナ フ ィ ラ キ ン － 反 応 ） を 有 す る 改 良 ペ プ チ ド は 改 良 ア レ ル ゲ ン が 生 成
さ れ う る よ う に デ ザ イ ン さ れ う る 。 こ れ ら は 例 え ば 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ
ド （ 例 え ば 、  Lol p Ib.1 又 は  Lol p Ib.2 又 は 精 製 天 然 Lol p Ibを 含 む  Lol p Ib の ア
ミ ノ 酸 配 列 全 体 又 は そ の 一 部 を 有 す る も の ） 、 又 は 改 良 タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド 、 又
は タ ン パ ク 質 も し く は ペ プ チ ド 類 似 体 で あ り う る 。 本 発 明 の タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 構
造 は 、 例 え ば 可 溶 性 の 上 昇 、 治 療 的 も し く は 予 防 的 効 果 の 上 昇 、 又 は 安 定 性 （ 例 え ば 生 体
外 で の 棚 寿 命 及 び イ ン ビ ボ で の タ ン パ ク 質 分 解 ） の 目 的 の た め に 改 良 さ れ う る 。 改 良 タ ン
パ ク 質 又 は ペ プ チ ド は 、 免 疫 原 性 を 改 質 す る た め に 、 及 び ／ 又 は ア レ ル ゲ ン 性 を 下 げ る た
め に 例 え ば ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 欠 失 又 は 付 加 に よ り ア ミ ノ 酸 が 変 更 さ れ て 、 又 は 同 一 の 目 的
の た め に 成 分 が 加 え ら れ て 生 成 さ れ て い て よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 ほ そ 麦 花 粉 感 受 性 個 体 に 投 与 し た と き に ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る 個 体 の
ア レ ル ギ ー 応 答 を 引 き 下 げ る 、 改 良 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン を 提 供 す る 。 好 ま し
い 改 良 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に は 、 改 良  Lol p Ib.1 タ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導
体 も し く は 同 族 体 、 及 び 改 良  Lol p Ib.2 タ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 が 含
ま れ る 。 本 発 明 は ま た ほ そ 麦 花 粉 感 受 性 個 体 に 投 与 し た と き に 、 ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る 個 体
の ア レ ル ギ ー 応 答 を 引 き 下 げ る ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の 少 な く と も １ 改 良 フ ラ
グ メ ン ト を 提 供 す る 。 好 ま し く は 、 か か る 改 良 フ ラ グ メ ン ト は Lolp Ib.1タ ン パ ク 質 又 は
そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 の 又 は Lol p Ib.2タ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 の
少 な く と も １ 改 質 フ ラ グ メ ン ト で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　  Lol p Ib.1 も し く は  Lol p Ib.2 又 は 精 製 天 然  Lol p Ib の タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド
は 、 例 え ば A.Sehon と そ の 共 同 研 究 者 の ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 法 を 利 用 し て 改 良 で き う
る 。 Wie ら 、 (1981)Int. Arch. Allergy Appl.Immunology, ： 84－ 99。  Lol p Ib.1も
し く は  Lol p Ib.2 又 は 精 製 天 然  Lol p Ib の タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 改 良 に は 、 還 元
／ ア ル キ ル 化 （ Tarr〔 1986〕 ： Methods ofProtein Microcharaterization, J.E.Silver編
、 Humana Press,Clifton, NJ.頁  155－ 194)； ア シ ル 化 （ Tarr、 前 掲 ） ； エ ス テ ル 化 （ Tar
r、 前 掲 ） ； 適 当 な 担 体 へ の 化 学 カ ッ プ リ ン グ (Mishell andShiigi編 、 Selected Methods 
in celluar Immunology,WH Freeman,San Francisco,CA； 米 国 特 許 第  4,939,239号 ) ； 又
は 温 和 ホ ル マ リ ン 処 理 (Marsh(1971)Int.Arch. Allergy Appl.Immunol. ：  199－ 215)も
含 ま れ う る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド の 改 良 の そ の 他 の 例 は ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 介 す る 脱 鉱 化 を 最 少
限 と す る た め 好 ま し く は ア ラ ニ ン 、 セ リ ン 、 ス レ オ ニ ン 、 ロ イ シ ン 又 は グ ル タ ミ ン 酸 に よ
る シ ス テ イ ン 残 基 の 置 換 で あ る 。 本 発 明 の ペ プ チ ド の 改 良 の 他 の 例 は ア ミ ノ 酸 側 鎖 の 化 学
的 改 良 又 は ペ プ チ ド の 環 化 に よ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 安 定 性 及 び ／ 又 は 反 応 性 を 高 め る た め に 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド は 天 然 対 立
形 質 バ リ エ ー シ ョ ン に 由 来 し て 、 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン の ア ミ ノ 酸 配 列 の 中 に １ 又 は 複 数
の 多 型 性 を 含 ま せ る よ う に 改 質 さ れ る こ と も で き う る 。 更 に 、 本 発 明 の 範 囲 に 属 す る 改 良
タ ン パ ク 質 又 は ペ プ チ ド を 生 成 す る た め に Ｄ － ア ミ ノ 酸 、 非 天 然 ア ミ ノ 酸 又 は 非 ア ミ ノ 酸
類 似 体 を 置 換 又 は 付 加 し て よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 天 然  Lol p Ib は 当 業 界 に 公 知 の 貫 用 の 方 法 、 例 え ば Scopes,R.K.(1987)Protein Purif
ication,Principles and Practice、 第 ２ 版 、 Springer-Verlag,New York,New York に お
け る 方 法 を 利 用 し て 精 製 で き る 。 適 切 な 方 法 に は イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 高 圧 液
体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 電 気 泳 動 、 限 外 濾 過 、 等 電 点 電 気 泳 動 及 び 天 然  Lol p Ib に 特 異
的 な 抗 体 を 利 用 す る 免 疫 収 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 含 ま れ る 。 等 電 点 電 気 泳 動 及 び  SDS－
PAGEに よ る 天 然 Lol p Ibの 精 製 が 実 施 例 ２ の 中 に 記 載 し て あ る 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　  Lol p Ib.1 及 び  Lol p Ib.2 を コ ー ド す る cDNAの ク ロ ー ニ ン グ は 、 ほ そ 麦 花 粉 感 受 性
患 者 に 由 来 す る 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び 特 異 的 な 血 清  IgEの 両 方 を 利 用 す る 、 ラ
ム ダ － gtllフ ァ ー ジ で 形 質 転 換 せ し め た 　 （ 　 ) に
よ り 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 の 認 識 を 基 礎 と す る 。 か か る ２ 種 類 の ク ロ ー ン を 12Ｒ 及 び 19Ｒ
と 命 名 し た 。 ま た 、 利 用 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は MAbs3.2 、 FMC A7(12.3)、 21.3及 び FM
C A1(40.1)と し た (Kahn& Marsh(1986)Molec. Immunol. ： 1281－ 1288； Singh & Knox(19
85)International Archives of Allergy and Applied Immunology　 ，  300－ 304 ； Sma
rt ら (1983)International Archives of Allergyand Applied Immunology  243－ 248)。
Lol p Ib.1及 び Lol p Ib.2の ク ロ ー ニ ン グ の 詳 細 を 実 施 例 の 中 に 示 す 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 課 題 の タ ン パ ク 質 の ア レ ル ゲ ン 性 質 は 、 ア レ ル ギ ー 患 者 の 血 清 の 中 で 高 レ ベ ル で 存 在 し
て い る レ ア ギ ン 性  IgE抗 体 へ の そ の 結 合 性 に よ っ て あ る 程 度 特 性 化 し て あ る 。 ア レ ル ギ ー
タ ン パ ク 質 上 の エ ピ ト ー プ へ の  IgE結 合 は 色 素 形 成 ア ッ セ イ に お い て 試 験 で き 、 そ れ に お
い て 固 相 支 持 体 上 に 固 定 化 さ れ た ア レ ル ゲ ン は （ １ ） ア レ ル ギ ー 患 者 血 清 ； （ ２ ） 酵 素 ラ
ベ ル 化 抗 －  IgE抗 体 の 中 で の 順 々 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 識 別 化 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の 観 点 は 草 の 種 の 花 粉 に 由 来 す る ア レ ル ギ ー 活 性 を 示 す タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る  DNA配 列 を 含 ん で 成 る 組 換 ベ ク タ ー に 関 す る 。 よ り 詳 し く は 、 こ の 草 の 種 は イ ネ 科 （
グ ラ ミ ネ ア 〔 Gramineae〕 )に 属 し 、 そ し て も っ と 詳 し く は 、 ド ク ム ギ (Lolium)属 に 属 す る
。 更 に よ り 詳 し く は 、 こ の ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 は ホ ソ ム ギ 花 粉 の Lol p Ibタ ン パ ク 質
に 対 す る 抗 体 と 免 疫 交 差 反 応 性 で あ る と に 特 徴 付 け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ウ シ ノ ケ グ サ (Pooid;festucoid) 草 類 、 グ ル ー プ １ 。 コ ム ギ 属 ： ス ズ メ ノ チ ヤ ヒ キ (Bro
mus inermis,smooth broom); ジ バ ム ギ (Agrop-yron repens,English couch)； カ モ ジ グ ザ
(A.cristatum);ラ イ ム ギ (Secale cereale,rye); パ ン コ ム ギ (Triticum aestivm)麦 。 グ ル
ー プ ２ ： イ チ ゴ シ ナ ギ 属 ： オ ー チ ャ ー ド グ ラ ス (Dactylis glomerata,orchard grass of c
ocksfoot);ヒ ロ ハ ノ ウ シ ノ ケ グ サ (Festuca cla-tior,meadow fesuce);ホ ソ ム ギ (Lolium p
erenne,perennial ryegra-ss);ネ ズ ミ ム ギ (L.multiflorum,Italian ryegrass); ナ ガ ハ グ
サ (Poapratensis,Kentucky bluegrass);イ チ ゴ ツ ナ ギ (P.compressa,flattened meadow gr
ass);エ ン バ ク (Avena sativa,oat); シ ラ ゲ ガ ヤ (Holcus lanatus,velvet grass又 は Yorks
hire fog); ハ ル ガ ヤ (Anthoxanthum odoratum,sweet vernal grass); オ オ カ ニ ツ リ (Arr-
henatherum elatius,oat grass);コ ヌ カ グ サ  (Agrostis alba, redtop); オ オ ア ワ ガ エ リ
(Phleum pratense,timothy);ク サ ヨ シ (Phala-ris arundinacea, reed canary grass) 。
キ ビ 属 草 類  (Panicoidgrass); バ ヒ ア グ ラ ス (Paspalum notatum,Bahia grass); メ リ ケ ン
カ ル カ ヤ 属 草 類 （ Andropoqonoid grasses)： セ イ バ ン モ ロ コ シ （ Sorghum 　 halepensis,J
ohnson grass) 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　  Lol p Ib 、 そ の 少 な く と も １ フ ラ グ メ ン ト 又 は そ の 誘 導 体 の 製 造 の た め に 様 々 な 発 現
ベ ク タ ー を 構 築 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 更 な る 観 点 は ほ そ 麦 (Lolium pernne
,L.)の 花 粉 の ア レ ル ギ ー 性 タ ン パ ク 質  Lol p Ib 、 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を コ ー
ド す る  DNA配 列 を 含 ん で 成 る 組 換 ベ ク タ ー を 提 供 す る 。 よ り 詳 し く は 、 本 発 明 は 真 核 又 は
原 核 系 の 複 製 起 点 、 検 出 マ ー カ ー 、 Lol p Ib科 構 成 員 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 、 あ
る い は  Lol p Ib 科 構 成 員 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 に 対 す る 抗 体 と 交 差 反 応 性 の ア
レ ル ギ ー 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る  DNA配 列 、 及 び 任 意 的 に Lol p Ib科 構 成 員 の 転 写 を 誘
発 さ せ る こ と の 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 ん で 成 る 組 換  DNA分 子 に 関 す る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 は ま た ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 の プ ロ モ ー タ ー 、 特 に Lol p Ib遺 伝 子 、 例 え ば  Lol
 p Ib.1 及 び  Lol p Ib.2 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー に ま で 及 ぶ 。 こ の プ ロ モ ー
タ ー は  Lol p Ib 遺 伝 子 発 現 を 発 展 的 に 調 節 し 、 そ し て こ れ は 器 官 、 即 ち 、 花 粉 特 異 性 で
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あ る 。 本 明 細 書 で 使 用 し て い る 発 展 的 調 節 と は 、 特 定 の 形 質 、 こ の 場 合 に お い て は 植 物 の
ラ イ フ サ イ ク ル 中 の 一 定 の 段 階 中 で の 花 粉 に お け る ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 の 発 現 及 び 他
の 段 階 中 で の 非 発 現 を 意 味 す る 。 従 っ て 、  Lol p Ib プ ロ モ ー タ ー は 、  Lol p Ib 又 は 任
意 の そ の 他 の 遺 伝 子 又 は そ れ に 関 連 す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 、 花 粉 の 発 育 中 の み に
可 能 と す る の に 極 め て 有 用 で あ る 。 当 業 者 は 花 粉 形 成 中 の 特 定 の 形 質 の 選 択 的 な 発 現 に お
け る か か る プ ロ モ ー タ ー の 重 要 性 を 直 ち に 認 識 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 花 粉 の 発 育 又 は 機 能 を 阻 害 し 、 そ れ 故 イ ネ 科 の 植 物 、 そ し て 特 に ホ ソ
ム ギ に お い て 核 雄 不 稔 性 (nuclear male ster-ility)を 誘 発 せ し め る 方 法 を 提 供 し 、 こ の
方 法 は 下 記 の 段 階 ：
　 ａ ） 組 換  DNA分 子 で あ っ て そ の 上 に 載 っ て い る ほ そ 麦 プ ロ モ ー タ ー 配 列 又 は そ の 同 族 体
も し く は 縮 重 体 及 び イ ネ 科 に 由 来 す る 細 胞 の 中 で 有 害 な 機 能 を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を コ ー
ド す る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 ん で 成 る 分 子 を 保 有 す る 植 物 を 発 育 さ せ （ 前 記 ヌ ク レ オ チ ド
配 列 は 前 記 プ ロ モ ー タ ー よ り 転 写 可 能 で あ り 、 そ し て 前 記 組 換  DNA分 子 は 花 粉 生 産 細 胞 の
中 に 安 定 的 に 含 ま れ て い る ） 、 次 い で
　 ｂ ） 前 記 植 物 を 、 前 記 プ ロ モ ー タ ー か ら 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発 現 を 引 き 起 こ さ せ る
よ う 、 そ の 発 育 段 階 に と っ て 十 分 な 条 件 及 び 時 間 に わ た っ て 成 長 さ せ 、 こ れ に よ り 花 粉 形
成 が 阻 害 さ れ る か 又 は 前 記 花 粉 が 不 活 性 さ れ る よ う に 前 記 花 粉 生 産 細 胞 の 中 で 有 害 な 機 能
を 有 す る ポ リ ペ プ チ ド を 生 産 さ せ る こ と ；
　 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 組 換  DNA分 子 を 植 物 細 胞 の 中 に 導 入 す る た め よ く 樹 立 さ れ た 方 法 が 存 在 し 、 例 え ば ア グ
ロ バ ク テ リ ア (Agrobacterium) プ ラ ス ミ ド 及 び エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン が と り わ け 利 用 さ
れ る 。 ポ リ ペ プ チ ド に 関 す る 「 有 害 な 機 能 」 と は 、 細 胞 増 殖 を 阻 害 す る 、 細 胞 の 溶 解 を 引
き 起 こ す 、 又 は 細 胞 に お け る 様 々 な 機 能 を 阻 害 し て 、 細 胞 の 正 常 な 機 能 を 阻 止 す る で あ ろ
う 前 記 ポ リ ペ プ チ ド の 特 徴 を 意 味 す る 。 こ の 場 合 、 有 害 な 機 能 を 有 す る 致 死 的 遺 伝 子 構 築
体 が 考 慮 さ れ 、 こ れ は 花 粉 形 成 を 阻 害 又 は 阻 止 し 、 そ れ 故 雄 不 稔 性 植 物 を も た ら す 。 か か
る 「 致 死 的 遺 伝 子 」 は い ろ い ろ な 分 子 の な か で と り わ け 酵 素 、 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー 及 び ／ 又
は 毒 性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド し う る 。 他 方 、 こ の 致 死 遺 伝 子 は mRNAの 特 定 の 種 で あ っ て そ
の 翻 訳 生 成 物 が 花 粉 の 発 育 に と っ て 不 可 決 で あ る も の の 翻 訳 を 阻 害 す る こ と の 可 能 な ア ン
チ セ ン ス  RNAを コ ー ド し う る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 雄 不 稔 性 植 物 は ハ イ ブ リ ド 穀 類 変 種 を 開 発 す る う え で 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　  Lol p Ib プ ロ モ ー タ ー は プ ロ モ ー タ ー プ ロ ー ブ ベ ク タ ー 、 「 染 色 体 歩 行 」 及 び Ｓ １ ヌ
ク レ ア ー ゼ 地 図 化 、 並 び に 転 写 開 始 部 位 の 上 流 の  DNAの シ ー ケ ン シ ン グ の 利 用 を 含 む 任 意
の 数 の 手 順 に よ っ て ほ そ 麦 ゲ ノ ム  DNAか ら 単 離 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 組 換  DNA分 子 で あ っ て 、 こ の 分 子 の 上 に 載 っ て い る ほ そ 麦 花 粉 プ ロ モ
ー タ ー 配 列 、 そ し て 特 に  Lol p Ib 科 構 成 員 、 又 は そ の 同 族 体 も し く は 縮 重 体 を コ ー ド す
る 遺 伝 子 に と っ て の プ ロ モ ー タ ー を 含 ん で 成 り 、 そ し て 前 記 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に １ 又 は
複 数 の 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ を 有 し て お り 、 こ れ に よ り １ 又 は 複 数 の こ れ ら の 部 位 の 中
に 挿 入 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 正 し い 解 読 枠 に お い て 転 写 可 能 で あ り 、 そ れ 故 発 育 的 に
調 節 さ れ た 花 粉 特 異 性 発 現 ベ ク タ ー で あ る 組 換  DNA分 子 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る
「 正 し い 解 読 枠 」 と は 「 相 中 （ in phase) 」 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 上 述 の  DNA分 子 が そ の
上 に 選 別 マ ー カ ー 、 例 え ば 抗 生 物 質 又 は そ の 他 の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 、 例 え ば ア ン ピ シ リ ン 、
カ ー ベ ニ シ リ ン 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 、 ス ト レ プ ト マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を コ ー ド す る 遺 伝
子 を 含 む こ と も 好 ま し い 。 こ の 組 換 分 子 は 更 に 原 核 及 び ／ 又 は 真 核 細 胞 に お け る 安 定 な 遺
伝 の た め の 手 段 を 更 に 含 ん で 成 る で あ ろ う 。 こ れ は 発 現 ベ ク タ ー に つ い て 以 降 で 説 明 す る
よ う に 前 記 組 換 分 子 が 真 核 及 び ／ 又 は 原 核 系 複 製 起 点 を 保 有 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ う
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る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 他 方 、 こ の 組 換 分 子 は 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム へ の 組 込 み の た め の 手 段 を 保 有 す る こ と が あ り 、
こ れ に よ り 前 記 組 換 分 子 の 複 製 が 前 記 宿 主 細 胞 ゲ ノ ム の 複 製 と 同 時 進 行 す る こ と が 可 能 と
な る 。 好 ま し い 原 核 宿 主 の 例 に は E.コ リ 、 バ チ ル ス (Bacillus)及 び シ ュ ー ド モ ナ ス (Pseud
-omonas) が と り わ け 含 ま れ る 。 好 ま し い 原 核 宿 主 に は 酵 母 及 び 菌 類 、 昆 虫 、 哺 乳 動 物 及
び 植 物 に 由 来 す る 細 胞 が 含 ま れ る 。 更 に よ り 好 ま し い 宿 主 細 胞 は イ ネ 科 の 植 物 、 そ し て 特
に ド ク ム ギ 属 の 植 物 、 例 え ば ホ ソ ム ギ の 植 物 で あ る 。 好 ま し い 態 様 に 従 い 、  Lol p Ib 遺
伝 子 プ ロ モ ー タ ー と そ れ に 対 応 し て 位 置 す る 有 害 な 機 能 を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 イ ネ 科 又
は ホ ソ ム ギ に 由 来 の 植 物 の 細 胞 の ゲ ノ ム の 中 に 組 込 ま れ る こ と の 可 能 な 組 換  DNA分 子 に よ
り 保 有 さ れ る で あ ろ う 。 か か る 組 換  DNA分 子 は 前 述 の 細 胞 に 例 え ば エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ
ン に よ っ て 移 入 さ れ る 。 実 際 に は 、 前 記 細 胞 は カ ル ス 由 来 細 胞 で あ る 。 前 記 組 換  DNA分 子
で 形 質 転 換 さ れ た 前 記 カ ル ス 由 来 細 胞 は こ れ に よ り 完 全 植 物 の 中 へ と 再 生 さ れ る こ と が 可
能 と な る 。 全 体 植 物 の ラ イ フ サ イ ク ル の 花 粉 発 育 段 階 に 入 っ た そ れ は 、  Lol p Ib 遺 伝 子
プ ロ モ ー タ ー の 機 能 化 、 そ れ 故 有 害 機 能 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 を 可 能 と す る 。 従 っ て
、 花 粉 発 育 は 阻 害 又 は 阻 止 さ れ 、 そ し て そ れ よ り 核 雄 不 稔 性 植 物 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 他 方 、  Lol p Ib プ ロ モ ー タ ー は 好 都 合 な 機 能 、 例 え ば サ イ ト カ イ ニ ン を 有 す る 遺 伝 子
の 発 現 を も た ら す で あ ろ う 。 か か る 組 換  DNA分 子 の 全 て が 本 発 明 に 包 括 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 は 、 国 際 特 許 出 願  PCT／ AU89／ 00123 号 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 生 成 さ れ た 、  Lol
 p Ib 又 は 組 換 も し く は 合 成 的 に 生 成 さ れ た  Lol p Ib も し く は 精 製 天 然  Lol p Ib の 少
な く と も １ フ ラ グ メ ン ト に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 並 び に そ の 中
に 説 明 し て あ る イ ム ノ ア ッ セ イ 及 び テ ス ト キ ッ ト に お け る そ れ ら の 利 用 に 及 ぶ 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　  Lol p Ib ク ロ ー ン に 関 す る cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ン す る 本 研 究 に お い て 利 用 し
た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 様 々 な 近 縁 草 種 の 花 粉 由 来 の ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 と 交 差 反 応
性 を 示 し た 。 こ の こ と は 、 こ れ ら の 花 粉 に よ り 生 成 さ れ た ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 と 、 Lo
l p Ibタ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン と の 間 で の 相 同 性 を 示 唆 し 、 全 て の 近 縁 草 類 へ の 本 発 明 の 応
用 性 を 裏 付 け て い る 。 本 発 明 は ま た 、 組 換  Lol p Ib タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 、 並 び に そ の
化 学 合 成 誘 導 体 を 含 む そ の 誘 導 体 、 同 族 体 及 び 免 疫 学 的 関 連 物 に 関 す る 。 下 記 の 説 明 に お
い て 、  Lol p Ib タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に つ い て の 言 及 は そ の 誘 導 体 、 同 族 体 及 び 免 疫 学
的 関 連 物 、 並 び に そ れ ら の 化 学 合 成 誘 導 体 を 含 ん で い る 。 下 記 の 説 明 は 精 製  Lol p Ib 並
び に そ の フ ラ グ メ ン ト 、 誘 導 体 及 び 同 族 体 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 も 含 む 。 か か る 抗 体 は 特
に 治 療 的 又 は 診 断 的 手 法 の モ ニ タ ー の 際 の 、 及 び 組 換 又 は 合 成 的 に 生 成 し た  Lol p Ib 科
構 成 員 又 は 天 然  Lol p Ib の 精 製 に お け る  Lol p Ib タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に つ い て の 検
出 ア ッ セ イ （ イ ム ノ ア ッ セ イ ） の 開 発 に お い て 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。 こ れ ら の 抗 体 は
モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル で あ っ て よ い 。 更 に 、 本 発 明 の 範 囲 に お い て 上 述 の 第
１ の 抗 体 に 対 す る 任 意 の 第 ２ 抗 体 （ モ ノ ク ロ ー ナ ル 又 は ポ リ ク ロ ー ナ ル ） が 含 ま れ る 。 本
発 明 は 更 に 、 検 出 ア ッ セ イ に お け る 、 及 び 例 え ば 診 断 用 の 又 は 投 与 し た 薬 品 製 剤 の 効 果 を
モ ニ タ ー す る う え で の こ れ ら の 第 １ 又 は 第 ２ 抗 体 の 使 用 を 更 に 考 慮 し て い る 。 更 に 、  Lol
 p Ib タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 複 合 し た 任 意 の 分 子 に 対 す る 抗 体 が 本 発 明 の 範 囲 に 含 ま れ
る 。 従 っ て 、 Lol p Ibタ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体 は 、 か か る  Lol p Ib タ ン パ ク
質 ア レ ル ゲ ン 、 又 は そ の ア レ ル ゲ ン 部 分 、 並 び に 任 意 の 会 合 分 子 （ 例 え ば 脂 質 領 域 、 キ ャ
リ ヤ ー 分 子 、 融 合 タ ン パ ク 質 等 ） に 対 す る 抗 体 を 包 括 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 明 細 書 で 考 慮 し て い る  Lol p Ib 科 構 成 員 又 は そ の フ ラ グ メ ン ト は 精 製 し て 抗 体 製 造
に お い て 利 用 さ れ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 両 者 は 組 換 、 合 成 又 は 天
然  Lol p Ib タ ン パ ク 質 科 構 成 員 に よ る 免 疫 に よ っ て 獲 得 で き 、 そ し て い づ れ の タ イ プ も
イ ム ノ ア ッ セ イ に 有 用 で あ る 。 両 タ イ プ の 血 清 を 獲 得 す る 方 法 は 当 業 界 に 公 知 で あ る 。 ポ
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リ ク ロ ー ナ ル 血 清 は あ ま り 好 ま し く な い が 、 適 当 な 実 験 動 物 に 有 効 量 の 精 製  Lol p Ib 科
構 成 員 又 は そ の 抗 原 性 部 分 を 注 射 し 、 こ の 動 物 か ら 血 清 を 集 め 、 次 い で 任 意 の 公 知 の 免 疫
収 着 技 術 に よ っ て 特 異 的 な 血 清 を 単 離 す る こ と に よ り 比 較 的 簡 単 に 調 製 で き る 。 こ の 方 法
に よ り 生 成 し た 抗 体 は 事 実 上 あ ら ゆ る タ イ プ の イ ム ノ ア ッ セ イ に 有 用 で あ る が 、 そ れ ら は
生 成 物 の 潜 在 的 な 不 均 質 性 の た め 一 般 に あ ま り 好 ま し く な い 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 利 用 は そ れ ら を 大 量 に 、 且 つ 均 質 な 生 成
物 で 製 造 で き る 能 力 の た め に 極 め て 好 ま し い 。 不 死 細 胞 系 と 免 疫 原 調 製 品 に 対 し て 感 作 せ
し め た リ ン パ 球 と の 融 合 に 由 来 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 生 産 の た め の ハ イ ブ リ ド ー マ 細
胞 系 の 製 造 は 当 業 者 に 公 知 の 技 術 に よ っ て 成 し 遂 げ ら れ う る （ 例 え ば Kohler and Milstei
n(1975) Nature　  495－ 499 及 び Kohlerand Milstein(1986)Eur.J.Immunol. ：  511
－ 519 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 の 調 製 と は 異 な り 、 動 物 の 選 択 は リ ン パ 球 と 融 合 で き る 適 切 な 不 死
細 胞 系 の 入 手 性 に 依 存 す る 。 マ ウ ス 及 び ラ ッ ト が ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 に お け る 選 り 抜 き の
動 物 で あ り 、 そ し て 好 適 に 利 用 さ れ て い る 。 ヒ ト も 、 適 当 な 不 死 化 ヒ ト （ 又 は 非 ヒ ト ） 細
胞 系 が 入 手 で き る な ら 感 作 リ ン パ 球 に と っ て の 起 源 と し て 利 用 で き る 。 本 発 明 の 目 的 の た
め 、 選 ば れ た 動 物 に 約  0.1mg～ 約 20mgの 精 製 組 換 又 は 天 然  Lol p Ib 又 は そ の 一 部 分 を 注
射 す る こ と が で き る 。 通 常 、 注 射 物 質 は フ ロ イ ン ド の 完 全 ア ジ ュ バ ン ト の 中 に 乳 化 さ せ て
お く 。 ブ ー ス テ ィ ン グ 注 射 も 必 要 で あ り う る 。 抗 体 生 産 の 検 定 は 適 当 な ラ ベ ル 化 抗 体 に よ
る 抗 血 液 の 検 査 に よ っ て 実 施 さ れ う る 。 リ ン パ 球 は 感 作 動 物 の 脾 臓 又 は リ ン パ 腺 を 無 菌 状
態 で 取 出 す こ と に よ り 獲 得 で き 、 次 い で 融 合 を 実 施 す る 。 他 方 、 リ ン パ 球 は 例 え ば Readin
g(1982)J. Immunol.Methods ：  261－ 291 に 記 載 の 通 り イ ン ビ ト ロ で 刺 激 又 は 免 疫 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 融 合 に 適 切 な 数 多 く の 細 胞 系 が 開 発 さ れ て お り 、 そ し て ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ト
コ ー ル に と っ て の 任 意 の 特 定 の 細 胞 系 の 選 択 は 数 多 く の 基 準 、 例 え ば 増 殖 特 性 の 速 さ 、 均
質 性 、 増 殖 培 地 の 成 分 の た め の そ の 代 謝 欠 陥 、 及 び 良 好 な 融 合 頻 度 に つ い て の 能 力 に よ り
誘 導 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 種 内 ハ イ ブ リ ド 、 特 に 類 似 の 株 間 で の ハ イ ブ リ ド は 種 間 融 合 よ り 優 れ て い る 。 い く つ か
の 細 胞 系 が 有 用 で あ り 、 そ れ に は ミ エ ロ ー マ イ ム ノ グ ロ ブ リ ン を 分 泌 す る 能 力 の 損 失 に つ
い て 選 ば れ た 突 然 変 異 体 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 細 胞 融 合 は ウ イ ル ス 、 例 え ば エ プ ス テ イ ン － バ ー も し く は セ ン ダ イ ウ イ ル ス 、 又 は ポ リ
エ チ レ ン グ リ コ ー ル の い づ れ か に よ り 誘 発 さ れ う る 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG) は 哺
乳 類 体 細 胞 の 融 合 に と っ て 最 も 効 果 的 な 試 薬 で あ る 。  PEG自 体 は 細 胞 に と っ て 毒 性 で あ り
、 従 っ て 融 合 を 試 み 前 に そ の 生 存 性 に 及 ぼ す 影 響 に つ い て 様 々 な 濃 度 で 検 査 す べ き で あ る
。 PEG の 分 子 量 域 は 1,000 ～ 6,000 に 変 動 し う る 。 そ れ は 食 塩 水 又 は 無 血 清 培 地 の 中 に 約
20％ ～ 約 70％ （ ｗ ／ ｗ ） に 希 釈 し た と き に 最 良 の 結 果 を 供 す る 。 37℃ で 約 30秒 間 PEG に 暴
露 す る こ と が 、 ネ ズ ミ 細 胞 を 利 用 す る 本 ケ ー ス に お い て 好 ま し い 。 極 端 な 温 度 （ 即 ち 、 約
45℃ ） は 回 避 し 、 そ し て 融 合 系 の 各 成 分 を 融 合 前 に 37℃ で プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に 付 す
こ と が 有 用 で あ り う る 。 リ ン パ 球 、 対 、 悪 性 細 胞 の 比 は 脾 臓 細 胞 間 の 細 胞 融 合 を 回 避 す る
よ う に 最 適 化 し 、 そ し て 約 １ ： １ ～ 約 １ ： 10が 通 常 利 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 有 効 に 融 合 し た 細 胞 は 当 業 界 に 公 知 の 方 法 に よ っ て ミ エ ロ ー マ 細 胞 系 か ら 分 離 で き る 。
最 も 一 般 的 、 且 つ 好 ま し い 方 法 は 、 ピ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ (HGPRT) 欠 陥 で あ り 、 ハ イ ブ リ ド の 増 殖 の み を 可 能 と す る の に 用 い ら れ る ア ミ ノ プ
テ リ ン － 含 有 培 地 （ こ れ は １ × 10 - 4 Ｍ の ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 １ × 10 - 5 Ｍ の ア ミ ノ プ テ リ ン 及
び ３ × 10 - 5 Ｍ の チ ミ ジ ン よ り 一 般 的 に 成 り 、 そ し て  HAT培 地 と し て 一 般 に 知 ら れ て い る ）
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の 中 で 増 殖 し な い 悪 性 細 胞 系 を 選 択 す る こ と で あ る 。 融 合 混 合 物 は 融 合 の 直 径 又 は 24時 間
経 て  HAT含 有 培 養 培 地 の 中 で 増 殖 さ せ て よ い 。 供 給 ス ケ ジ ュ ー ル は 通 常  HAT培 地 の 中 で ２
週 間 維 持 し 、 次 い で レ ギ ュ ラ ー 培 養 培 地 又 は ヒ ポ キ サ ン チ ン 、 チ ミ ジ ン 含 有 培 地 を 供 給 す
る こ と を 包 括 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 増 殖 す る コ ロ ニ ー を 次 に 抗 原 調 製 品 を 認 識 す る 抗 体 の 存 在 に つ い て 検 査 す る 。 ハ イ ブ リ
ド ー マ 抗 体 の 検 定 は 、 抗 原 を 固 相 支 持 体 に 結 合 さ せ 、 次 い で 推 定 抗 体 を 含 む ハ イ ブ リ ド ー
マ 上 清 液 と 反 応 さ せ る ア ッ セ イ を 利 用 し て 実 施 で き る 。 抗 体 の 存 在 は 様 々 な イ ン ジ ケ ー タ
ー を 利 用 す る 「 サ ン ド イ ッ チ 」 技 術 に よ り 検 出 さ れ う る 。 ほ と ん ど の 一 般 的 な 方 法 が ハ イ
ブ リ ド 増 殖 中 に 分 泌 さ れ る 抗 体 の 濃 度 の 範 囲 に お い て 、 使 用 す る の に 十 分 に 高 感 度 で あ る
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ド の ク ロ ー ニ ン グ は 選 択 培 地 の 中 で の 増 殖 の 21～ 23日 目 以 降 に 実 施 で き る 。 ク
ロ ー ニ ン グ は 液 相 中 で の 細 胞 限 界 希 釈 に よ り 、 又 は 半 固 形 ア ガ ロ ー ス の 中 で 増 殖 す る 単 一
細 胞 を 直 接 選 別 す る こ と に よ り 実 施 で き る 。 限 界 希 釈 に 関 し て 、 細 胞 懸 濁 物 を １ ウ ェ ル 当
り １ 個 の み の 細 胞 を 統 計 学 的 確 率 で 有 す る よ う に 系 列 的 に 希 釈 す る 。 ア ガ ロ ー ス 技 術 に 関
し て 、 ハ イ ブ リ ド を 供 給 細 胞 を 含 む 下 層 の 上 の 半 固 形 上 層 の 中 に 植 え 込 む 。 こ の 上 層 か ら
コ ロ ニ ー を 拾 い 、 そ し て 事 実 上 ウ ェ ル に ま で 移 動 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 抗 体 分 泌 性 ハ イ ブ リ ド は 様 々 な 組 織 培 養 フ ラ ス コ の 中 で 増 殖 で き 、 様 々 な 抗 体 濃 度 を 有
す る 上 清 液 を も た ら す 。 よ り 高 め の 濃 度 を 得 る た め に 、 ハ イ ブ リ ド を 動 物 の 中 に 移 入 し て
炎 症 腹 水 を 獲 得 す る こ と が で き る 。 抗 体 含 有 腹 水 は 腹 膜 腔 内 注 射 の ８ ～ 12日 後 に 回 収 で き
る 。 こ の 腹 水 は 高 め の 濃 度 の 抗 体 を 含 む が 、 し か し 炎 症 腹 水 に 由 来 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 及
び イ ム ノ グ ロ ブ リ ン の 両 方 を 含 む 。 従 っ て 抗 体 精 製 を 例 え ば ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 実 施 し て よ い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 患 者 血 清 、 植 物 又 は 哺 乳 類 組 織 も し く は 組 織 抽 出 物 中 の 本 明 細 書 で 考 慮 し て い る  Lol p
 Ib タ ン パ ク 質 又 は そ れ に 特 異 的 な 抗 体 の 存 在 は 上 記 の 通 り に 調 製 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 又
は ポ リ ク ロ ー ナ ル の い づ れ か の 抗 体 を 利 用 し て 、 事 実 上 あ ら ゆ る タ イ プ の イ ム ノ ア ッ セ イ
に お い て 検 定 で き る 。 広 範 囲 に わ た る イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 が 有 用 で あ り 、 こ れ は 米 国 特 許
第  4,015,043号 、 第  4,424,279号 及 び 第  4,018,653号 を 参 照 す る こ と で 理 解 で き る 。 む ろ
ん こ れ は 一 部 位 及 び 二 部 位 又 は 「 サ ン ド イ ッ チ 」 、 非 競 合 型 の ア ッ セ イ 、 並 び に 伝 統 的 な
競 合 結 合 ア ッ セ イ を 含 む 。 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ は と り わ け 最 も 有 用 で あ り 、 且 つ 一 般 的
に 利 用 さ れ て い る ア ッ セ イ で あ り 、 そ し て 本 発 明 に お け る 利 用 に 好 適 で あ る 。 数 多 く の バ
リ エ ー シ ョ ン の サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ 技 術 が 存 在 し 、 そ し て 本 発 明 に 包 括 さ れ る こ と を 意
図 し て い る 。 簡 潔 す る と 典 型 的 な 前 進 ア ッ セ イ に お い て 、 未 ラ ベ ル の 抗 体 を 固 相 支 持 体 に
固 定 化 し 、 次 い で 試 験 す べ き サ ン プ ル を こ の 結 合 分 子 と 接 触 さ せ る 。 抗 体 － 抗 原 二 次 複 合
体 の 形 成 を 可 能 と す る 十 分 な る 時 間 に わ た る 適 当 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、 検 出 可
能 な シ グ ナ ル を 供 す る こ と の 可 能 な リ ポ ー タ ー 分 子 で ラ ベ ル 化 さ れ た 二 次 抗 体 を 次 に 加 え
て 、 そ し て 抗 体 － 抗 原 － ラ ベ ル 化 抗 体 （ 例 え ば 抗 体 －  Lol p Ib タ ン パ ク 質 － 抗 体 ） の 三
次 複 合 体 の 形 成 に と っ て 十 分 な 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 任 意 の 未 反 応 物 質 は 洗 い 出 し 、
そ し て 抗 原 の 存 在 を こ の リ ポ ー タ ー 分 子 に よ り 生 ず る シ グ ナ ル の 観 察 に よ り 決 定 す る 。 こ
の 結 果 は 識 別 可 能 な シ グ ナ ル の 簡 単 な 観 察 に よ り 定 性 的 と す る か 、 又 は 既 知 量 の ハ プ テ ン
を 含 む コ ン ト ロ ー ル サ ン プ ル と の 比 較 に よ り 定 量 と す る か の い づ れ で よ い 。 前 進 ア ッ セ イ
に お け る バ リ エ ー シ ョ ン に は 、 サ ン プ ル と ラ ベ ル 化 抗 体 を 同 時 に 結 合 抗 体 に 加 え る 同 時 ア
ッ セ イ 、 又 は ラ ベ ル 化 抗 体 と 試 験 す べ き サ ン プ ル を ま ず 組 合 せ 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 い
で 結 合 抗 体 に 同 時 に 加 え る 逆 (reverse) ア ッ セ イ が 含 ま れ る 。 こ れ ら の 技 術 は 当 業 者 に 公
知 で あ り 、 あ ら ゆ る わ ず か な バ リ エ ー シ ョ ン は 容 易 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 下 記 の 説 明 は  Lol p Ib を 検 出 す る こ と を 考 慮 し て い る が 、 こ れ は  Lol p Ib に 対 す る

10

20

30

40

50

(23) JP 2007-54071 A 2007.3.8



抗 体 を 検 出 す る の に も 同 様 に 利 用 で き 、 従 っ て そ の 十 分 な る 説 明 で あ る こ と を 意 図 し て い
る 。 典 型 的 な 前 進 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ に お い て 、 本 発 明 で 考 慮 し て い る  Lol p Ib 又 は
そ の 抗 原 性 部 分 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 第 一 抗 体 を 固 相 表 層 に 共 有 的 に 又 は 不 動 的 (passi
vely) の い づ れ か で 結 合 さ せ る 。 こ の 固 相 表 層 は 典 型 的 に は ガ ラ ス 又 は ポ リ マ ー で あ り 、
最 も 一 般 的 に 利 用 さ れ て い る ポ リ マ ー は セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ
リ ス チ レ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ク ロ リ ド 又 は ポ リ プ ロ ピ レ ン で あ る 。 こ の 固 相 支 持 体 は チ ュ ー ブ
、 ビ ー ズ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト の デ ィ ス ク の 形 状 、 又 は イ ム ノ ア ッ セ イ を 実 施 す る の に 適 切
な そ の 他 の 表 層 の 形 状 で あ っ て よ い 。 そ の 結 合 工 程 は 当 業 界 に 公 知 で あ り 、 そ し て 一 般 に
は 架 橋 性 共 有 結 合 又 は 物 理 的 吸 着 よ り 成 り 、 ポ リ マ ー － 抗 体 複 合 体 は 試 験 サ ン プ ル の た め
の 調 製 品 の 中 で 洗 わ れ る 。 次 に 試 験 す べ き サ ン プ ル の ア リ コ ー ト を 固 相 複 合 体 に 加 え 、 そ
し て 抗 体 の 中 に 存 在 し て い る 任 意 の サ ブ ユ ニ ッ ト の 結 合 を 可 能 と す る 十 分 な 時 間 に わ た っ
て 25℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 一 般 に 約 ２ ～ 40分 の 範 囲 に
お い て 変 え ら れ る で あ ろ う 。 こ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 の 後 、 抗 体 サ ブ ユ ニ ッ ト 固 相 を
洗 い 、 乾 か し 、 そ し て ハ プ テ ン の 部 分 に 特 異 的 な 第 二 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 こ の 第
二 抗 体 は 、 ハ プ テ ン へ の 第 二 抗 体 の 結 合 を 指 標 す る の に 用 い る リ ポ ー タ ー 分 子 に 結 合 さ れ
て い る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 明 細 書 に 使 用 し て い る 「 リ ポ ー タ ー 分 子 」 と は 、 分 子 で あ っ て そ の 化 学 的 性 質 に よ り
、 抗 原 － 結 合 抗 体 の 検 出 を 可 能 と す る 分 析 的 に 同 定 可 能 な シ グ ナ ル を 提 供 す る 。 検 出 は 定
性 的 又 は 定 量 的 で あ っ て よ い 。 こ の タ イ プ の ア ッ セ イ に お け る 最 も 一 般 的 に 利 用 さ れ て い
る リ ポ ー タ ー 分 子 は 酵 素 、 蛍 光 団 又 は 放 射 性 核 種 含 有 分 子 （ 即 ち ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ ） で
あ る 。 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ の 場 合 、 酵 素 を 第 二 抗 体 に 、 一 般 に は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 又 は
過 ヨ ウ 素 酸 を 介 し て コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 。 し か し な が ら 、 既 に 周 知 の 通 り 、 当 業 者 に 既
に 有 用 で あ る 広 範 囲 に わ た る 様 々 な コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 技 術 が 存 在 し て い る 。 一 般 的 に 使
用 さ れ て い る 酵 素 に は と り わ け 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、
ベ ー タ ー ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 及 び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 含 ま れ る 。 特 定 の 酵 素 と 一 緒
に 利 用 す べ き 基 質 は 対 応 の 酵 素 に よ る 加 水 分 解 に よ る 検 出 可 能 な 色 調 変 化 の 発 生 に 関 し て
一 般 的 に 選 ば れ る 。 例 え ば 、 ｐ － ニ ト ロ フ ェ ニ ル ホ ス フ ェ ー ト は ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー
ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 一 緒 に 利 用 す る の に 適 す る ； ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 関 し
て は 、 １ ， ２ － フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 、 ５ － ア ミ ノ サ ル チ ル 酸 又 は ト ル イ ジ ン が 一 般 に 利 用
さ れ て い る 。 上 述 の 発 色 性 基 質 で は な く 、 蛍 光 生 成 物 を も た ら す 蛍 光 性 基 質 を 利 用 す る こ
と も 可 能 で あ る 。 全 て の ケ ー ス に お い て 、 酵 素 ラ ベ ル 化 抗 体 を 第 一 抗 体 ハ プ テ ン 複 合 体 に
加 え 、 結 合 さ せ 、 次 い で 過 剰 の 試 薬 を 洗 い 出 す 。 次 に 適 当 な 基 質 を 含 む 溶 液 を 抗 体 － 抗 原
－ 抗 体 の 三 次 複 合 体 に 加 え る 。 こ の 基 質 は 第 二 抗 体 に 結 合 し て い る 酵 素 と 反 応 し 、 定 性 的
に 識 別 で き る シ グ ナ ル を 供 し 、 こ れ は 通 常 光 学 的 に 更 に 定 量 す る こ と が で き 、 サ ン プ ル 中
に 存 在 し て い る ハ プ テ ン の 量 の 表 示 を 供 す る 。 「 リ ポ ー タ ー 分 子 」 は 例 え ば 赤 血 球 細 胞 又
は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 等 の 細 胞 凝 集 又 は 凝 集 阻 害 の 利 用 に も 及 ぶ 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 他 方 、 蛍 光 化 合 物 、 例 え ば フ ル オ ロ セ イ ン 及 び ロ ー ダ ミ ン を 、 そ の 結 合 能 力 を 変 え る こ
と な く 抗 体 に 化 学 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 特 定 の 波 長 の 光 に よ る イ ル ミ ネ ー シ ョ ン に よ
っ て 活 性 化 さ せ た と き 、 蛍 光 団 － ラ ベ ル 化 抗 体 は 光 エ ネ ル ギ ー を 吸 収 し 、 分 子 に お け る 励
起 状 態 を 誘 発 し 、 光 学 顕 微 鏡 で 目 視 検 可 能 な 特 徴 的 な 色 調 で の 光 の 放 射 が 続 く 。 EIA の 場
合 、 蛍 光 ラ ベ ル 化 抗 体 を 第 一 抗 体 － ハ プ テ ン 複 合 体 に 結 合 さ せ る 。 未 結 合 の 試 薬 を 洗 い 出
し た 後 、 残 っ て い る 三 次 複 合 体 を 適 当 な 波 長 の 光 に 暴 露 さ せ 、 観 察 さ れ る フ ル オ ロ セ イ ン
は 課 題 の ハ プ テ ン の 存 在 を 示 唆 す る 。 イ ム ノ フ ル オ ロ セ ン ス 及 び EIA技 術 は 共 に 当 業 界 に
お い て 非 常 に よ く 樹 立 さ れ て お り 、 そ し て 本 方 法 に と っ て 特 に 好 ま し い 。 し か し な が ら 、
そ の 他 の リ ポ ー タ ー 分 子 、 例 え ば ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ト 又 は バ イ オ ル ミ
ネ ッ セ ン ト 分 子 も 利 用 で き う る 。 熟 練 技 術 者 に と っ て 、 そ の 手 順 が 必 要 な 目 的 に 合 う の に
ど の よ う に す れ ば よ い か は 容 易 に 明 ら か と な る で あ ろ う 。 以 上 は 本 発 明 の  Lol p Ib タ ン
パ ク 質 を 直 接 的 又 は 間 接 的 （ 即 ち 、 抗 体 を 介 し て ） に 検 出 す る の に 利 用 で き る こ と も 明 ら
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か で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の 一 観 点 は 、 血 清 、 組 織 抽 出 物 、 植 物 抽 出 物 又 は そ の 他 の 生 物 流 体 の 中
に 存 在 し て い る  Lol p Ib 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 、 又 は 前 記  Lol p Ib と 免 疫 学
的 に 反 応 性 な ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 を 検 出 す る 方 法 を 提 供
し 、 こ の 方 法 は 試 験 す べ き 前 記 血 清 、 抽 出 物 又 は 流 体 を 、 前 記  Lol p Ib タ ン パ ク 質 と 、
ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 － 抗 体 複 合 体 が 形 成 さ れ る の に 十 分 な る 時 間 及 び 条 件 の も と で 接
触 さ せ 、 次 い で 前 記 複 合 体 を 検 出 手 段 に 付 す る 段 階 を 含 ん で 成 る 。 本 発 明 は ま た 、 血 清 又
は そ の 他 の 生 物 流 体 中 の 、 イ ネ 科 (Gramineae) の 花 粉 に 由 来 す る ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質
に 対 す る 抗 体 を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 前 記 血 清 又 は 流 体 を  Lol p Ib タ ン パ
ク 質 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 、 又 は そ の 抗 原 性 誘 導 体 と 、 抗 体 －  Lol p Ib 複 合 体
が 形 成 さ れ る の に 十 分 な る 時 間 及 び 条 件 の も と で 接 触 さ せ 、 次 い で 前 記 複 合 体 を 検 出 手 段
に 付 す る こ と を 含 ん で 成 る 。 こ の 後 者 の 複 合 体 は リ ポ ー タ ー 分 子 の 付 加 さ れ て い る  Lol p
 Ib タ ン パ ク 質 に よ り 、 又 は リ ポ ー タ ー 分 子 で ラ ベ ル 化 さ れ た 第 二 抗 体 の 添 加 に よ り 検 出
さ れ う る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 哺 乳 動 物 体 液 （ 例 え ば 血 清 、 組 織 抽 出 物 、 組 織 流 体 ） 、 イ ン ビ ト ロ 細
胞 培 養 上 清 液 及 び 細 胞 リ ゼ ー ト 中 の 、 Lol p Ib又 は そ の 誘 導 体 、 同 族 体 も し く は 免 疫 学 関
連 物 に 対 す る 抗 体 に つ い て の 迅 速 、 且 つ 簡 単 な ア ッ セ イ の た め の キ ッ ト に も 向 け ら れ る 。
こ の キ ッ ト は 抗 原 性 成 分 に 適 合 す る 第 １ 容 器 、 及 び  Lol p Ib に 対 す る 抗 体 を 含 む よ う に
適 合 さ れ た 第 ２ 容 器 を 受 容 す る よ う に 区 画 化 さ れ て お り 、 前 記 抗 体 は 上 述 し た 検 出 可 能 シ
グ ナ ル を 供 す る こ と の 可 能 な リ ポ ー タ ー 分 子 で ラ ベ ル 化 さ れ て い る 。 も し こ の リ ポ ー タ ー
分 子 が 酵 素 な ら 、 前 記 酵 素 に と っ て の 基 質 を 含 む よ う に 適 用 さ れ た 第 ３ 容 器 が 施 さ れ て い
る 。 課 題 の キ ッ ト の 典 型 的 な 用 途 に お い て 、 試 験 す べ き サ ン プ ル を 第 １ 容 器 の 内 容 物 と 、
サ ン プ ル の 中 に 存 在 し て い る な ら ば 抗 体 が 前 記 第 １ 容 器 の 中 の  Lol p Ib タ ン パ ク 質 に 結
合 す る 時 間 及 び 条 件 の も と で 接 触 さ せ る 。 も し 第 １ 容 器 の  Lol p Ibタ ン パ ク 質 が 試 験 流
体 中 の 抗 体 と 結 合 し た ら 、 第 ２ 容 器 の 抗 体 は 第 二 次 複 合 体 に 結 合 し て 三 次 複 合 体 を 形 成 し
、 そ し て こ れ ら の 抗 体 は リ ポ ー タ ー 分 子 で ラ ベ ル 化 さ れ て い る た め 、 検 出 手 段 に 付 さ れ た
と き 、 こ の 三 次 複 合 体 は 検 出 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 一 観 点 は ア レ ル ゲ ン 性 質 を 有 す る
タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 検 出 の た め の キ ッ ト で あ り 、 前 記 タ ン パ ク 質 は イ ネ 科 (Gramine
ae) の 花 粉 に 由 来 し て お り 、 こ の キ ッ ト は 組 換  Lol p Ib タ ン パ ク 質 又 は そ の 抗 原 性 誘 導
体 も し く は 同 族 体 又 は 精 製 天 然  Lol p Ib タ ン パ ク 質 又 は そ の 抗 原 性 誘 導 体 も し く は 同 族
体 を 含 む よ う に 適 合 さ れ た 第 １ 容 器 、 及 び  Lol p Ib 又 は そ の 誘 導 体 も し く は 同 族 体 に 対
す る 抗 体 を 含 む よ う に 適 合 さ れ た 第 ２ 容 器 を 受 容 す る よ う に 区 画 化 さ れ て お り 、 前 記 抗 体
は 検 出 可 能 シ グ ナ ル を 供 す る こ と の 可 能 な リ ポ ー タ ー 分 子 で ラ ベ ル 化 さ れ て い る 。 「 リ ポ
ー タ ー 分 子 」 は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ 上 で の 赤 血 球 細 胞 (RBC) の 凝 集 を 包 括 す る 。 こ の キ ッ ト
に お い て 、 リ ポ ー タ ー 分 子 は ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 、 酵 素 、 蛍 光 分 子 、 ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ト
分 子 、 バ イ オ ル ミ ネ ッ セ ン ト 分 子 又 は RBC で あ る 。 他 方 、 こ の キ ッ ト は 検 出 可 能 な シ グ ナ
ル を 供 す る こ と の 可 能 な リ ポ ー タ ー 分 子 で ラ ベ ル さ れ た 組 換  Lol p Ib 又 は そ の 抗 原 性 誘
導 体 も し く は 同 族 体 を 含 む よ う に 適 合 さ れ た 容 器 を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 環 境 の 中 で の ア レ ル ゲ ン の 存 在 の た め 、 枯 草 熱 及 び 季 節 性 ぜ ん 息 は 、 薬 理 学 及 び 免 疫 学
に お け る 進 歩 に も か か わ ら ず 、 西 洋 諸 国 に 顕 著 な 罹 病 率 及 び 社 会 経 済 の 影 響 を 及 ぼ し 続 け
て い る 。 抗 ヒ ス タ ミ ン 及 び ス テ ロ イ ド を 含 む 有 効 な 薬 剤 ス ペ ク ト ル が ア レ ル ギ ー 疾 患 の 処
置 に お け る 向 上 を も た ら し て い る が 、 そ れ ら は 長 期 使 用 に か か わ る 望 ま し く な い 副 作 用 を
有 す る 。 こ れ ら の 問 題 の た め 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 の 免 疫 療 法 に お い て 新 た な 課 題 が 示 さ れ て
い る 。 免 疫 療 法 は ア レ ル ギ ー 反 応 に 対 す る 患 者 の 脱 感 作 の た め の 花 粉 ア レ ル ゲ ン 抽 出 物 の
注 射 を 包 括 す る (Bousquet, & Michel(1989)Allergy Clin.Immunol.News ： ７ ～ 10） 。 残
念 な が ら 、 ア レ ル ゲ ン と し て 利 用 さ れ る 花 粉 調 製 品 は 多 価 で あ り 、 そ し て 品 質 が 良 く な い
。 従 っ て 、  IgG応 答 を 誘 発 さ せ る た め の 使 用 濃 度 は し ば し ば 高 い が 、 し か し ア ナ ル フ ィ ラ
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キ シ ー を 含 む 全 身 系 反 応 の 誘 発 を 通 じ て 致 死 的 と な り う る 。 ア レ ル ゲ ン の 配 列 に 基 づ く ク
ロ ー ン 遺 伝 子 生 成 物 又 は 合 成 ペ プ チ ド は 治 療 に と っ て の よ り 安 全 な 媒 体 を 供 し 、 な ぜ な ら
こ れ は 品 質 管 理 で き 、 特 性 化 さ れ て お り 、 そ し て 標 準 化 さ れ て い る か ら で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 症 状 の 軽 減 に 関 す る 正 確 な メ カ ニ ズ ム は 仮 説 の ま ま で あ り 続 け て い る 。 し か し な が ら 、
本 発 明 の 組 換 、 合 成 又 は 精 製 天 然  Lol p Ib 、 又 は そ の 少 な く と も １ フ ラ グ メ ン ト を 含 ん
で 成 る 調 製 品 の 、 ほ そ 麦 感 受 性 個 体 へ の 投 与 は 、 例 え ば  Lol p Ib に 対 す る Ｂ 細 胞 応 答 、
Lol p Ibに 対 す る Ｔ 細 胞 応 答 、 又 は  Lol p Ib に 対 す る Ｂ 細 胞 及 び Ｔ 細 胞 の 両 者 の 応 答 を
改 善 せ し め る こ と に よ り 、 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る ほ そ 麦 花 粉 感 受 性 個 体 の ア レ ル
ギ ー 応 答 を 改 善 せ し め る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 現 状 、 免 疫 療 法 は ア レ ル ギ ー 学 に お け る 最 も 頻 繁 に 利 用 さ れ る 処 置 の 一 つ で あ り 、 そ し
て 米 国 に お い て 、 そ れ は 第 １ 選 択 と 考 え ら れ て い る 。 花 粉 鼻 炎 に 対 す る こ の 処 置 の 利 点 は
そ の 処 置 が ３ 年 か か る こ と で あ り 、 一 方 薬 理 療 法 は 患 者 の 一 生 に わ た っ て 実 施 さ れ ね ば な
ら な い 。 免 疫 療 法 の た め に 花 粉 抽 出 物 の 付 与 さ れ た 患 者 は 処 置 の 終 了 後 ４ 年 間 続 く 臨 床 的
恩 恵 を 受 け た (Grammerら (1984) J.AllergyClin. Immunol. ：  484－ 489)。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ヒ ト の 集 団 に お け る ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン Lol p II及 び Lol p III に 対 す る 免 疫 応 答 性
は 、 組 織 適 合 性 白 血 球 抗 原  HLA－ DR3 と 顕 著 に か か わ っ て い る (Friedhoffら (1988)Tissue
 Antigens ：  211－ 219;Ansariら (1989)Human Immunol. ： 59－ 71； Ansariら (1989)In
t.Arch. Allergy Appl. Immunol. ：  164－ 189)。 こ の こ と は 、 抗 原 表 示 細 胞 の  HLA－ DR
3 コ ー ド 化 ク ラ ス II　 Ia分 子 が 他 の ア レ ル ゲ ン 上 に 存 在 し て い る 類 似 の イ ム ノ ド ミ ナ ン ト
Ｔ 細 胞 ／ Ia認 識 部 位 を 認 識 し う る こ と を 意 味 し て い る 。  Lol p Ia は Lol p II及 び  Lolp 
III の 両 者 と 、 イ ム ノ ド ミ ナ ン ト Ｔ 細 胞 ／ Ia認 識 部 位 (YTTEGGTKSEVEDV IP) を 共 有 す る こ
と で 知 ら れ て い る (Friedhoffら 、 前 掲 ) 。 Lol p II及 び III に 応 答 す る ほ と ん ど の ア レ ル
ギ ー 個 体 が  Lol p Iaに も 応 答 す る が 、 そ の 逆 は な い 。 従 っ て 、  Lol p Ia は Lol p II又
は III に 存 在 し な い 固 有 の Ｔ 細 胞 ／ Ia認 識 部 位 を 有 す る こ と が 明 ら か で あ る 。 更 に 、  Lol
 p Ia , II及 び III で 共 有 さ れ て い る 共 通 の Ｔ 細 胞 ／ Ia認 識 部 位 は  Lol p Ib.1 又 は  Lol
 p Ib.2 の 推 定 配 列 の 中 に は 示 さ れ て い な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 草 類 花 粉 に 基 づ く ア レ ル ギ ー に 対 し て ヒ ト を 脱 感 作 せ し め る た め の ワ
ク チ ン を 開 発 す る う え で 有 用 な 、  Lol p Ib科 の タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン 、  Lol p Ia と  Lo
l p Ib.1 と の 間 で の 共 通 の 抗 原 性 エ ピ ト ー プ を 含 む 誘 導 体 を 含 む そ の 誘 導 体 、 そ の 同 族
体 又 は 免 疫 学 的 関 連 物 に 向 け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 草 類 花 粉 に 対 す る ヒ ト の ア レ ル ギ ー を 脱 感 作 さ せ る た め の 方 法 を 提 供
し 、 こ の 方 法 は 脱 感 作 有 効 量 の  Lol p Ib 又 は 少 な く と も １ フ ラ グ メ ン ト 、 又 は そ の 誘 導
体 、 同 族 体 も し く は 免 疫 学 的 関 連 物 を 前 記 ヒ ト に 、 草 類 花 粉 に 対 す る こ の ヒ ト の 脱 感 作 を
及 ぼ す の に 十 分 な 時 間 及 び 条 件 の も と で 投 与 す る こ と を 含 ん で 成 る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 ほ そ 麦 花 粉 に 感 受 性 な 哺 乳 動 物 中 の か か る 花 粉 に 対 す る 感 受 性 を 処 置 す
る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は こ の 哺 乳 動 物 に 治 療 的 に 有 効 な 量 の 本 発 明 の 治 療 組 成 物 を 投
与 す る こ と を 含 ん で 成 る 。 本 発 明 は 更 に ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン 又 は ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン
と 免 疫 学 的 に 交 差 反 応 性 な ア レ ル ゲ ン に 対 す る 感 受 性 を 処 置 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法
は 哺 乳 動 物 に 治 療 的 に 有 効 な 量 の 本 発 明 の 前 記 タ ン パ ク 質 調 製 品 を 投 与 す る こ と を 含 ん で
成 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の ペ プ チ ド 及 び タ ン パ ク 質 の 利 用 を 通 じ て 、 両 立 さ れ た 、 よ く 規 定 さ れ た 組 成 及
び 生 物 活 性 の 調 製 品 を 作 る こ と が で き 、 そ し て 治 療 目 的 の た め に 投 与 さ れ う る （ 例 え ば 、
ほ そ 麦 植 物 の 花 粉 に 対 す る ほ そ 麦 感 受 性 個 体 の ア レ ル ギ ー 応 答 を 改 善 せ し め る ） 。 か か る
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ペ プ チ ド 又 は タ ン パ ク 質 の 投 与 は 、 例 え ば  Lol p Ib ア レ ル ゲ ン に 対 す る Ｂ 細 胞 応 答 、  L
ol p Ib に 対 す る Ｔ 細 胞 応 答 、 又 は そ の 両 者 の 改 善 せ し め う る 。 精 製 ペ プ チ ド は 、 ほ そ 麦
ア レ ル ギ ー の 免 疫 療 法 の メ カ ニ ズ ム を 研 究 す る た め 、 及 び 免 疫 療 法 に お い て 有 用 な 改 良 誘
導 体 又 は 類 似 体 を デ ザ イ ン す る た め に も 利 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 治 療 的 に 有 効 な 量 の  Lol p Ib 又 は そ の 誘 導 体 、 同 族 体 も し く は 免
疫 学 的 関 連 物 、 並 び に １ 又 は 数 種 の 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ て い る 担 体 及 び ／ 又 は 希 釈 剤 を 含
ん で 成 る 薬 理 学 組 成 物 を 提 供 す る 。 Lol p Ibを 含 ん で 成 る 薬 理 学 組 成 物 の 活 性 成 分 は 例 え
ば 特 定 ケ ー ス に 依 存 す る 量 で 投 与 し た と き の ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る ヒ ト ア レ ル ギ ー の 脱 感 作
に お い て 、 優 れ た 治 療 活 性 を 示 す と 考 え ら れ る 。 例 え ば 、 日 当 り 、 体 重 キ ロ グ ラ ム 当 り 約
0.5 μ ｇ ～ 約 20mgを 投 与 す る こ と が で き る 。 投 与 量 は 最 適 な 治 療 応 答 が 供 さ れ る よ う に 調
節 さ れ う る 。 例 え ば 、 毎 日 数 回 に 分 け て 投 与 し て よ く 、 又 は そ の 投 与 は 治 療 事 状 に よ り 比
率 的 減 じ ら れ う る 。 該 活 性 化 合 物 は 常 用 の 方 法 、 例 え ば 経 口 、 静 脈 内 （ こ の 場 合 水 溶 性 ）
、 筋 肉 内 、 皮 下 、 鼻 口 内 、 皮 内 も し く は 坐 剤 ル ー ト 又 は 移 植 （ 例 え ば 遅 延 放 出 性 分 子 を 利
用 し て ） に よ り 投 与 さ れ う る 。 投 与 の ル ー ト に 依 存 し て 、 本 発 明 の 薬 理 学 組 成 物 を 構 成 す
る 活 性 成 分 は こ の 成 分 を 酵 素 、 酸 及 び こ の 成 分 を 不 活 性 化 せ し め う る そ の 他 の 自 然 の 条 件
の 作 用 か ら 守 る た め の 材 料 の 中 で コ ー ト さ れ て い る 必 要 が あ り う る 。 例 え ば 、 Lol p Ibは
酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー と 一 緒 に 投 与 さ れ る ア ジ ュ バ ン ト に お い て 、 又 は リ ポ ソ ー ム に お い て 投
与 さ れ う る 。 ア ジ ュ バ ン ト は 広 域 な 意 味 に お い て 使 用 さ れ 、 そ し て 任 意 の 免 疫 刺 激 性 化 合
物 、 例 え ば イ ン タ ー フ ェ ロ ン が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 考 慮 し て い る ア ジ ュ バ ン ト に は レ ソ
ル シ ノ ー ル 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 、 例 え ば ポ リ オ キ シ エ チ レ ン オ レ イ ル エ ー テ ル 及 び ｎ
－ ヘ キ サ デ シ ル ポ リ エ チ レ ン エ ー テ ル が 含 ま れ る 。 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー に は 膵 臓 ト リ プ シ ン
が 含 ま れ る 。 リ ポ ソ ー ム に は 水 中 油 中 水  CGFエ マ ル シ ョ ン 及 び 常 用 の リ ポ ソ ー ム が 含 ま れ
る 。 Ｔ 細 胞 ア ネ ル ギ ー を 誘 発 せ し め る 目 的 の た め 、 該 薬 理 学 組 成 物 は 非 免 疫 原 状 態 （ 例 え
ば ア ジ ュ バ ン ト を 含 ま な い 状 態 ） で 投 与 さ れ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 該 活 性 化 合 物 は 腸 管 外 的 又 は 非 腸 管 外 的 に 投 与 も さ れ う る 。 分 散 体 は グ リ セ ロ ー ル 、 液
状 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 及 び そ の 混 合 物 、 及 び 油 中 の 中 で 調 製 も さ れ う る 。 保 管 及 び 使
用 の 通 常 の 条 件 の も と で 、 こ れ ら の 調 製 品 は 微 生 物 の 増 殖 を 防 ぐ た め に 防 腐 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 注 射 使 用 に 適 切 な 薬 理 形 態 に は 無 菌 水 性 溶 液 （ こ の 場 合 水 溶 性 ） 又 は 分 散 体 、 及 び 即 度
分 散 体 の 無 菌 粉 末 が 含 ま れ る 。 全 て の ケ ー ス に お い て 、 こ の 形 態 は 無 菌 で な く て は な ら ず
、 そ し て 容 易 な 注 入 性 が あ る ほ ど に 流 動 性 で な く て は な ら な い 。 そ れ は 製 造 及 び 保 管 の 条
件 の も と で 安 定 で な く て は な ら ず 、 そ し て 微 生 物 、 例 え ば 細 菌 及 び 菌 類 の 汚 染 作 用 に 対 し
て 保 護 さ れ て い な く て は な ら な い 。 そ の 担 体 は 溶 媒 で あ る か 、 又 は 分 散 媒 体 で あ っ て 例 え
ば 水 、 エ タ ノ ー ル 、 ポ リ オ ー ル （ 例 え ば グ リ セ ロ ー ル 、 ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 及 び 液
状 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 ） 、 適 当 な そ れ ら の 混 合 物 及 び 植 物 油 を 含 む も の で あ っ て よ
い 。 適 度 な 流 動 性 は 例 え ば レ シ チ ン の よ う な コ ー テ ィ ン グ の 利 用 に よ り 、 分 散 体 の 場 合 は
所 望 の 粒 径 の 維 持 に よ り 、 及 び 界 面 活 性 剤 の 使 用 に よ り 維 持 で き う る 。 微 生 物 の 作 用 の 保
護 は 様 々 な 抗 菌 及 び 抗 真 菌 剤 、 例 え ば パ ラ ベ ン 、 ク ロ ロ ブ タ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル 、 ソ ル ビ
ン 酸 、 チ メ ロ ザ ー ル (thimerosal)等 に よ っ て も た ら さ れ う る 。 数 多 く の 場 合 、 等 張 剤 、 例
え ば 糖 又 は 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ま せ る こ と が 好 ま し い で あ ろ う 。 注 射 用 組 成 物 の 長 期 吸 収
は 吸 収 を 遅 ら せ る 試 薬 の 組 成 物 、 例 え ば モ ノ ス テ ア リ ン 酸 ア ル ミ ニ ウ ム 及 び ゼ ラ チ ン の 組
成 物 の 利 用 に よ り も た ら さ れ う る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 滅 菌 注 射 用 溶 液 は 必 要 量 の 活 性 化 合 物 を 、 適 当 な 溶 媒 の 中 に 、 上 記 し た 必 要 な 様 々 な そ
の 他 の 成 分 と 一 緒 に 含 ま せ 、 次 い で 滅 菌 濾 過 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 一 般 に 、 分 散
体 は 様 々 な 滅 菌 活 性 成 分 を 、 塩 基 性 分 散 媒 質 及 び そ の 他 の 必 要 な 上 記 の 成 分 を 含 む 滅 菌 媒
体 の 中 に 含 ま せ る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 滅 菌 注 射 用 溶 液 の 調 製 の た め の 滅 菌 粉 末 の 場
合 、 好 適 な 調 製 方 法 は 真 空 乾 燥 及 び 凍 結 乾 燥 技 術 で あ り 、 こ れ は 予 め 滅 菌 濾 過 し た 溶 液 に
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由 来 す る 活 性 成 分 と 任 意 の 追 加 の 所 望 成 分 の 粉 末 を も た ら す 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 少 な く と も １ 種 の  Lol p Ib 科 構 成 員 又 は そ の 少 な く と も １ フ ラ グ メ ン ト が 上 記 の 通 り
に 適 当 に 保 護 さ れ て い る と き 、 こ の 活 性 成 分 は 例 え ば 不 活 性 希 釈 剤 と 一 緒 に 、 も し く は 同
化 性 食 用 担 体 と 一 緒 に 経 口 投 与 さ れ る か 、 又 は そ れ は ハ ー ド も し く は ソ フ ト シ ェ ル ゼ ラ チ
ン カ プ セ ル の 中 に 密 閉 さ れ て い る か 、 又 は そ れ は 錠 剤 へ と 圧 搾 さ れ て い る か 、 又 は 栄 養 食
品 に 直 接 一 体 化 さ れ て 投 与 さ れ う る 。 経 口 治 療 投 与 に 関 し て 、 こ の 活 性 化 合 物 に は 賦 形 剤
が 一 体 化 さ れ て よ く 、 そ し て 消 化 性 錠 剤 、 糖 衣 錠 、 ト ロ ー チ 、 カ プ セ ル 、 エ リ キ シ ル 、 懸
濁 物 、 シ ロ ッ プ 、 ウ ェ ー ハ ー 等 の 形 態 で 使 用 さ れ う る 。 か か る 組 成 物 及 び 調 製 品 は 少 な く
と も １ 重 量 ％ の 活 性 化 合 物 を 含 む べ き で あ る 。 こ の 組 成 物 及 び 調 製 品 の パ ー セ ン テ ー ゼ は
む ろ ん 約 ５ ～ 80重 量 ％ 単 位 を 含 ん で よ く 、 そ し て そ れ は 好 都 合 で あ り う る 。 か か る 治 療 的
に 有 効 な 組 成 物 中 の 活 性 化 合 物 の 量 は 適 切 な 投 与 量 が 獲 得 さ れ る で あ ろ う 量 で あ る 。 本 発
明 に か か わ る 好 ま し い 組 成 物 又 は 調 製 品 は 経 口 投 与 単 位 形 態 が 約 10μ ｇ ～ 2000mgの 活 性 成
分 を 含 む よ う に 調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 錠 剤 、 ト ロ ー チ 、 ピ ル 、 カ プ セ ル 等 は 下 記 の も の も 含 み う る ： バ イ ン ダ ー 、 例 え ば ガ ム
ト ラ ガ カ ン ス 、 ア カ シ ア 、 コ ー ン ス タ ー チ 又 は ゼ ラ チ ン ； 賦 形 剤 、 例 え ば リ ン 酸 二 カ ル シ
ウ ム ； 崩 壊 剤 、 例 え ば コ ー ン ス タ ー チ 、 ポ テ ト ス タ ー チ 、 ア ル ギ ン 酸 等 ； 潤 滑 剤 、 例 え ば
ス テ ア リ ン 酸 マ グ ネ シ ウ ム ； 及 び 甘 味 料 、 例 え ば ス ク ロ ー ス 、 ラ ク ト ー ス も し く は サ ッ カ
リ ン を 加 え て よ く 、 又 は 風 味 料 、 例 え ば ペ パ ー ミ ン ト 、 ウ イ ン タ ー グ リ ー ン 油 又 は チ ェ リ
ー 風 味 料 を 加 え て よ い 。 そ の 投 与 単 位 形 態 が カ プ セ ル の と き 、 そ れ は 上 記 の タ イ プ の 材 料
の 他 に 、 液 状 担 体 を 含 ん で よ い 。 様 々 な そ の 他 の 材 料 が コ ー テ ィ ン グ と し て 、 又 は そ う で
な け れ ば こ の 投 与 単 位 の 物 理 形 態 を 変 え る よ う に 存 在 し て い て よ い 。 例 え ば 、 錠 剤 、 ピ ル
又 は カ プ セ ル に シ ェ ラ ッ ク 、 糖 又 は そ の 両 者 を コ ー ト し て よ い 。 シ ロ ッ プ 又 は エ リ キ シ ル
は 該 活 性 化 合 物 、 甘 味 料 と し て の ス ク ロ ー ス 、 防 腐 剤 と し て の メ チ ル 及 び プ ロ ピ ル パ ラ ベ
ン 、 着 色 料 及 び 風 味 料 、 例 え ば チ ェ リ ー 又 は オ レ ン ジ フ レ ー バ ー を 含 ん で よ い 。 む ろ ん 、
任 意 の 投 与 単 位 形 態 を 調 製 す る う え で 使 用 さ れ る 任 意 の 材 料 は 薬 理 学 的 に 純 粋 で あ り 、 且
つ 使 用 量 に お い て 実 質 的 に 無 毒 で あ る べ き で あ る 。 更 に 、 該 活 性 化 合 物 は 持 続 放 出 型 調 製
品 及 び 製 剤 の 中 に 含 ま せ て よ い 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ て い る 担 体 及 び ／ 又 は 希 釈 剤 」 に は 、 あ ら ゆ る
溶 媒 、 分 散 媒 質 、 コ ー テ ィ ン グ 、 抗 菌 及 び 抗 真 菌 剤 、 等 張 剤 及 び 吸 収 遅 延 剤 等 が 含 ま れ る
。 薬 理 活 性 物 質 の た め の か か る 媒 質 及 び 試 薬 の 利 用 は 当 業 界 に 公 知 で あ る 。 任 意 の 常 用 の
媒 質 又 は 試 薬 が 該 活 性 成 分 と 非 適 合 性 で な い 限 り 、 治 療 的 組 成 物 に お け る そ の 利 用 は 考 慮
さ れ る 。 補 助 活 性 成 分 も 本 組 成 物 の 中 に 含 ま せ て よ い 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 投 与 し 易 い 及 び 均 一 な 投 与 量 の た め の 投 与 単 位 形 態 に お い て 非 経 口 組 成 物 を 配 合 す る こ
と が 特 に 好 都 合 で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い て い る 投 与 単 位 形 態 と は 処 置 す べ き 哺 乳 動 物 対 象
体 に と っ て の 単 位 的 な 投 与 に 適 合 し た 物 理 的 に 独 立 し た 単 位 を 意 味 す る 。 各 単 位 は 、 必 要
と さ れ る 薬 理 担 体 と 一 緒 に 所 望 の 治 療 効 果 を 供 す る よ う に 計 算 さ れ た 予 め 決 定 さ れ た 量 の
活 性 物 質 を 含 む 。 本 発 明 の 新 規 な 投 与 単 位 形 態 に つ い て の 仕 様 は 、 （ １ ） 活 性 物 質 の 固 有
の 特 徴 及 び 達 成 す べ き 特 定 の 治 療 効 果 、 並 び に （ ｂ ） 身 体 の 健 康 が 本 明 細 に 詳 し く 開 示 さ
れ て い る 通 り に 損 わ れ て い る 疾 患 症 状 を 有 す る 生 体 対 象 体 に お け る 疾 患 の 処 置 の た め に か
か る 活 性 物 質 を 配 合 す る 当 業 界 に お け る 固 有 の 拘 束 に よ り 指 定 さ れ 、 且 つ 直 接 依 存 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 該 主 要 活 性 成 分 は 前 記 に 開 示 し た 投 与 単 位 形 態 に お い て 適 当 な 薬 理 学 的 に 許 容 さ れ て い
る 担 体 と 共 に 有 効 な 量 で 好 適 、 且 つ 有 効 な 投 与 の た め に 配 合 さ れ る 。 投 与 単 位 形 態 は 例 え
ば 、 約 10μ ｇ ～ 約 2,000mgの 範 囲 す る 量 の 主 要 活 性 化 合 物 を 含 み う る 。 比 率 で 表 わ す と 、
こ の 活 性 化 合 物 は 約 10μ ｇ ～ 約 2,000 mg／ 担 体 mlで 一 般 に 存 在 し て い る 。 補 助 活 性 成 分 を
含 む 組 成 物 の 場 合 、 そ の 投 与 量 は 前 記 成 分 の 投 与 の 用 量 及 び 方 法 を 参 考 に し て 決 定 さ れ る
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。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 を 下 記 の 限 定 で な い 図 面 及 び 実 施 例 に よ り 更 に 説 明 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ６ 】
実 施 例 １ － cDNAク ロ ー ン の 単 離
　 ベ ク タ ー ラ ム ダ － gt11中 の cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー を 、 成 熟 ほ そ 麦 花 粉 の ポ リ ア デ ニ ル 化
mRNAよ り 調 製 し た (Beall & Mitchell(1986) J.Immunol. Methods ：  217－ 223)。 こ の
ラ イ ブ ラ リ ー を ま ず モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MAb)FMC－ A1(40.1)で ス ク リ ー ン し た （ 図 １ ａ ）
。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 フ ェ ノ ー ル 法 (Herrin and Michaels(1984)Plant Mol.Biol.Rep.,２ ： 24－ 28） に よ っ て
成 熟 ほ そ 麦 花 粉 か ら 単 離 し た ポ リ （ Ａ +  ） mRNAを ベ ク タ ー ラ ム ダ － gt11中 の cDNAラ イ ブ ラ
リ ー を 構 築 す る た め に 用 い た 。 次 に こ の ラ イ ブ ラ リ ー を 抗 体 プ ロ ー ブ で ス ク リ ー ン し 、 グ
ル ー プ Ｉ タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 配 列 を 検 定 し た 。 ３ × 10 4  の 組 換 フ ァ ー ジ の ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ た E.コ リ Y1090 を プ レ ー ト し 、 そ し て 42℃ で ３ ｈ イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の プ レ
ー ト に 10mmの IPTGに 予 め 浸 し て お い た ド ラ イ 132 mmニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ NC） を か ぶ せ 、 そ
し て 37℃ に 移 し た 。 ３ ｈ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 こ れ ら の フ ィ ル タ ー を 慎 重 に 剥 し 、 そ
し て フ ィ ル タ ー 当 り 20mlの MTBS（ 10％ ｗ ／ ｖ の 脱 脂 粉 乳 、 50mmの ト リ ス － HCl 、 pH 7.6、
150mM の NaCl） 中 で 室 温 で 30min イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 第 ２ セ ッ ト の NCフ ィ ル タ ー を フ ァ
ー ジ プ レ ー ト の 上 に 置 き 、 そ し て ３ ｈ の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 後 、 上 記 の 通 り に 処 理 し た
。 両 セ ッ ト の NCフ ィ ル タ ー を 、 プ ラ ー ク に 対 す る  MAbの 結 合 性 に つ い て 、 Huynh ら (1985)
DNA Cloning, a practicalapproach,Glover, D.M. （ 編 ） 第 １ 巻 、 頁 49～ 78、 IRl Press,
Oxford,England に 記 載 の 方 法 に よ っ て 試 験 し た 。 抗 体 陽 性 プ ラ ー ク を 拾 い 、 精 製 し 、 次
い で 再 プ レ ー ト に 付 し 、 そ し て プ ロ ー ブ に 対 す る 結 合 性 に つ い て 試 験 し た 。 陽 性 ク ロ ー ン
を プ ラ ー ク 精 製 し 、 そ し て ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ギ ー 対 象 体 に 由 来 す る 血 清 を 用 い て  IgE結 合
性 に つ い て 試 験 し た 。 18ク ロ ー ン が 、 Lol p Ｉ 特 異 的  Mab及 び  IgE抗 体 に よ り 認 識 さ れ る
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る も の と し て 選 ば れ た （ 表 １ ） 。 最 大 の cDNAク ロ ー ン で あ っ て サ イ
ズ が 1.2 kbで あ り 、 ほ そ 麦 ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質 を 発 現 す る も の を 、 更 な る 特 性 化 及 び シ
ー ケ ン シ ン グ の た め に ま ず 選 び 、 そ し て ク ロ ー ン ラ ム ダ － 12Ｒ と 命 名 し た （ 図 １ ａ ） 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ９ 】
　  Mab 12.3 は ク ロ ー ン 12Ｒ に よ り コ ー ド さ れ る  Lol p Ib.1 に 対 し て 高 い 親 和 力 を 示 し
た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　  IgE及 び  MAbの 特 異 性 を ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 抽 出 物 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 試 験
し た （ 図 １ ｂ ） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 氷 上 の PBS(10mMの リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 中 150 mMの NaCl、 pH7.2)の 中 で
３ ｈ 強 く 撹 拌 す る こ と に よ り ほ そ 麦 花 粉 か ら 抽 出 し た 。 花 粉 を 溶 液 か ら 遠 心 分 離 し 、 そ し
て 抽 出 タ ン パ ク 質 を バ イ オ ラ ッ ド ア ッ セ イ を 利 用 し て 標 準 化 せ し め た 。 レ ー ン 当 り 120μ
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ｇ の タ ン パ ク 質 を 、 10～ 15％ ｗ ／ ｖ の  SDS－ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル の 上 で 還 元 条 件 の も
と で 電 気 泳 動 さ せ た 。 タ ン パ ク 質 を NCフ ィ ル タ ー に エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ ト し 、 そ し て そ の ブ
ロ ッ ト を 10％ ｗ ／ ｖ の 脱 脂 粉 乳 を 含 む TBS(10mMの ト リ ス 、 150 mMの NaCl、 pH7.9)で ブ ロ ッ
ク し た 。 そ の ブ ロ ッ ト を ス ト リ ッ プ に 切 り 、 そ し て そ れ ぞ れ を 様 々 な プ ロ ー ブ で 処 理 し た
：  MAbは １ ％ の BSA を 含 む TBS の 中 で １ ： 1000に 希 釈 し て お い た 。 ほ そ 麦 花 粉 に 対 し て 高
い RAST評 点 を 有 す る 少 な く と も ４ 人 の 患 者 か ら 集 め た 血 清 を プ ー ル し 、 そ し て  IgE結 合 の
た め に  TBS／ １ ％ ｗ ／ ｖ  BSAの 中 で １ ： ５ に 希 釈 し て 用 い た 。 西 洋 の ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト 化 第 二 抗 体 を 利 用 し (Dakopatts,Glostrup,Demark) 、 そ し て 洗 浄 後 、
結 合 を ４ － ク ロ ロ － １ － ナ フ ト ー ル (Biorad, Richmond,CA) 及 び H 2 O 2 で 識 別 化 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 イ ム ノ ブ ロ ッ ト を ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ギ ー 個 体 由 来 の プ ー ル 血 清 の 中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン す る と 、 28～ 35kDの 領 域 に わ た っ て 強 い  IgE結 合 が 観 察 さ れ た 。 こ の 研 究 に お い て 用 い
た  MAb ,3.2 , 12.3,21.3及 び 40.1は 既 に 部 分 的 に 特 性 化 さ れ て い る （ Kahn and Marsh(19
86)Molec.Immunol. ： 1281－ 288 ；  Singh and Knox(1985)Intl. Arch. Allergy and Ap
plied. Immunol. ：  300－ 304 ； Smart ら (1983)Intl. Arch. Allergy and Applied Im
munology. ：  243－ 248)。  MAb 3.2、 21.3及 び 40.1は 28～ 35kD領 域 に お け る タ ン パ ク 質
と 強 い 反 応 を 示 し た 。  Mab 12.3 は 35kDバ ン ド と は 結 合 性 を 示 さ な か っ た が 、 そ れ よ り 低
め の バ ン ド と 強 く 結 合 し た 。 こ れ ら の 相 互 作 用 は  IgE及 び  MAbの 両 者 が 変 性 ア レ ル ゲ ン を
認 識 す る こ と が で き る こ と を 示 唆 し 、 こ の こ と は そ れ ら が E.コ リ の 中 で 発 現 さ れ た 組 換 タ
ン パ ク 質 の 検 出 に と っ て の プ ロ ー ブ に 適 切 で あ る も の と す る 。  MAb FMC－ A1は  Lol p Ia 
に 対 し て 優 先 的 に 強 い こ と が 考 え ら れ て い た が 、 そ れ は  Lol p Ib と も 弱 い 度 合 い で 結 合
し た 。 新 し い デ ー タ ー は 、 オ リ ジ ナ ル の  FMC－ A1調 製 品 が モ ノ ク ロ ー ナ ル で は な く ポ リ ク
ロ ー ナ ル で あ り う る こ と を 示 唆 し た 。  FMC－ A1調 製 品 中 の 一 抗 体 は  Lol p Ia に 特 異 的 で
あ り 、 一 方 、 あ る も の は  Lol p Ib に 特 異 的 で あ る こ と が 認 め ら れ た 。 従 っ て 、  FMC－ A1
に よ り 規 定 さ れ る  Lol p Ia と  Lol p Ib と の 見 か け 上 の 交 差 反 応 は こ の 抗 体 調 製 品 に お
け る ポ リ ク ロ ー ナ ル 性 を 反 映 し う る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 12Ｒ イ ン サ ー ト を 含 む ラ ム ダ ク ロ ー ン の 溶 原 培 養 物 の 誘 発 に よ り 生 成 さ れ た ア レ ル ゲ ン
－ ベ ク タ ー ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 を  MAb 40.1 を 用 い る イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 に
よ り 特 性 化 し た 。 約 146kDの こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 116 kDの ベ ー タ ー ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
及 び 30kDの ア レ ル ゲ ン － コ ー ド 化 配 列 を 含 ん で 成 る と 考 え ら れ る 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 は
低 収 量 で 生 成 さ れ た 。 従 っ て 、 更 な る 分 析 の た め に ク ロ ー ン 化 ア レ ル ゲ ン の 収 量 を 高 め る
た め 、 我 々 は 別 の 発 現 系 を 利 用 し た 。 1.2 kbの イ ン サ ー ト を pGEX１ － ３ シ リ ー ズ の プ ラ ス
ミ ド 発 現 ベ ク タ ー の 中 に サ ブ ク ロ ー ン し た 。 こ れ ら の プ ラ ス ミ ド は シ ス ト ソ マ 　 ジ ャ ポ ニ
カ ム (Schistosoma japonicum) グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ タ ン パ ク 質 (Smith a
nd Johnson、 (1988)Gene, 67： 31－ 40) の カ ル ボ キ シ ル 末 端 を 有 す る 融 合 ポ リ ペ プ チ ド を
供 し た 。 強 力 な  IgE結 合 は pGEX－ 12Ｒ に よ り 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 に お い て の み 検 出 さ れ 、
そ し て 親 pGEXプ ラ ス ミ ド を 有 す る も の に お い て は 検 出 さ れ な か っ た （ デ ー タ ー は 示 し て い
な い が 、 図 ４ に お い て 類 似 の 結 合 性 を 示 し て い る ） 。 ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る 陰 性 ラ ジ オ ア レ
ル ゴ 収 着 (RAST)評 点 を 有 す る コ ン ト ロ ー ル 血 清 に よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の プ ロ ー ビ ン グ
は  IgE結 合 を 示 さ な か っ た 。
実 施 例 ２ － ク ロ ー ン 化 ア レ ル ゲ ン 12Ｒ の 同 定
　 こ の 研 究 に お い て 用 い た ４ 種 の  MAbは 全 て ク ロ ー ン 化 ア レ ル ゲ ン 12Ｒ を 認 識 し た （ 図 １
ａ ） 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　  MAbは 全 て 天 然 Lol p Ｉ タ ン パ ク 質 と 同 一 の 特 異 性 を 示 さ な か っ た （ 図 16） 。 特 に 、 MA
b 12.3は 35kDバ ン ド を 認 識 し な か っ た 。 ク ロ ー ン 化 ア レ ル ゲ ン は 全 て の  MAbと 結 合 す る た
め 、 及 び  MAb 12.3 に 対 す る 高 い 度 合 い で 結 合 す る た め 、 ク ロ ー ン 化 ア レ ル ゲ ン 低 Mrの タ
ン パ ク 質 に 対 応 し 、 35kDタ ン パ ク 質 に は 対 応 し な い も の と 予 測 さ れ る 。 こ の 同 定 を 確 認 す
る た め 、 パ ラ 部 位 (parasite)抗 原 に 関 し て 開 発 さ れ た 免 疫 手 法 （ 例 え ば Beall & Mitchell
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(1986) J. Immunol.Methods :217－ 223)を 利 用 し た 。 こ の 方 法 に お い て 、 ク ロ ー ン 化 ア
レ ル ゲ ン 12Ｒ を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 に 固 定 化 し 、 そ し て 血 清 由 来 の 特 異 的 な  IgE抗 体 を
結 合 せ し め る た め に 用 い た 。 結 合 抗 体 を 溶 離 さ せ 、 そ し て ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス
タ ン ブ ロ ッ ト を プ ロ ー ブ す る た め に 用 い た 。 特 異 性 及 び 再 現 性 の 高 い 結 合 パ タ ー ン が 分 子
量 31及 び 33kDの ２ 種 の タ ン パ ク 質 成 分 に つ い て 複 数 の 実 験 で 常 に 獲 得 さ れ た 。 35kDの バ ン
ド は  Lol p Ia と 命 名 し 、 そ し て 31及 び 33kDの バ ン ド は  Lol p Ib と 命 名 し た 。 こ れ ら の
実 験 は 、 ク ロ ー ン 12Ｒ に 結 合 す る  IgE抗 体 が 若 干 異 な る 分 子 量 、 31及 び 33kDの ２ つ の 成 分
を 認 識 す る こ と を 示 し た 。 非 特 異 的 結 合 は 、 非 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ギ ー 個 体 に 由 来 す る  IgE
抗 体 を 用 い た と き も 、 又  IgE抗 体 を 選 別 す る た め に 非 組 換 pGEXプ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ れ
た E.コ リ の 抽 出 物 を 用 い た と き も 観 察 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　  Lol p Ib タ ン パ ク 質 を 、 一 次 方 向 に お い て 調 製 品 を 等 電 点 電 気 泳 動 さ せ 、 続 い て 集 め
た 個 々 の 画 分 を  SDS－ PAGEに 付 す る こ と を 包 括 す る 二 次 元 分 析 に よ り 精 製 し た 。 こ の 手 順
は Ｎ － 末 端 配 列 を 決 定 す る の に 十 分 な 量 で  Lol p Ib を 分 離 さ せ た （ 表 ２ ） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ７ 】
　 個 々 の タ ン パ ク 質 成 分 を ロ ト フ ォ ー (Rotofor)(Biorad,Richmond, CA)上 で の 調 製 等 電 点
電 気 泳 動 を 利 用 し て 単 離 さ せ た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を  SDS－ PAGE上 で 分 け 、 そ し て PVDF
膜  (Millipore,Bedford,MA) に 移 し た 。 Ｎ － 末 端 シ ー ケ ン シ ン グ を Matsudaira(1987) J.B
iol.Chem. :10035－ 10038 及 び Simpson ら (1989)J.Chromatogar, ：  345－ 361 に
従 っ て 実 施 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 31／ 33kDタ ン パ ク 質 の  Lol p Ib は  Lol p Ia と し て も 本 明 細 書 で 記 述 の Lol p Ｉ と は
異 な る Ｎ － 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し て い た （ Cottamら (1986)Biochem J. 234：  305－ 310 
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； 表 ２ ） 。 ク ロ ー ン 12Ｒ に よ り コ ー ド さ れ る ア レ ル ゲ ン は 主 要 の 新 た に 同 定 さ れ た ア レ ル
ゲ ン  Lol p Ib.1 を 示 す こ と が 考 え ら れ た 。 ク ロ ー ン 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 図 ３ ｂ 及
び ３ ｃ に 示 す 。
実 施 例 ３ － ア レ ル ゲ ン の 花 粉 特 異 性 発 現
　 ポ リ Ａ + 　 RNAを 種 々 の 植 物 組 織 、 即 ち 、 種 子 、 葉 、 根 及 び 花 粉 か ら 単 離 し た 。 こ れ ら の
種 々 の 組 織 に 由 来 す る 20μ ｇ の 全  RNAを ホ ル ム ア ミ ド 及 び ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 存 在 下 に お
い て 1.2 ％ ｗ ／ ｗ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 電 気 泳 動 さ せ (Sambrook ら 、 前 掲 ) 、 ハ イ ボ ン ド
－ Ｃ エ キ ス ラ (Amersham,Arlington Heights,1L) に 移 し 、 そ し て 80℃ で ２ ｈ フ ィ ル タ ー ベ
ー ク に 付 し た 。 そ の 1.2 kbの 12Ｒ  cDNA を 3 2 Ｐ で ラ ジ オ ラ ベ ル し 、 そ し て 50％ ｖ ／ ｖ の ホ
ル ム ア ル デ ヒ ド の 存 在 下 で 65℃ で NCフ ィ ル タ ー と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 こ の 膜 を 0.1 ％ ｗ
／ ｖ の  SDSを 含 む ２ Ｘ の  SSC(0.3Ｍ の NaCl、 0.3 Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH7.0 ） で 65
℃ で 洗 っ た 。 タ ン パ ク 質 は 種 々 の 組 織 （ 花 、 葉 、 根 及 び 花 粉 ） を １ mMの PMSFを 含 む 10mMの
PBS の 中 で 粉 砕 し 、 次 い で 標 識 抗 体 で イ ム ノ ブ ロ ッ ト （ レ ー ン 当 り 10μ ｇ の タ ン パ ク 質 ）
に 付 す る こ と に よ り 単 離 し た 。 結 合 性 は  MAbに 対 す る 1 2 5 I－ ヤ ギ 抗 マ ウ ス  IgG(Amersham,
Arlington Heights,1L) 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 1 2 5 I－ ヤ ギ 抗 － ヒ ト  IgE(Kallestad,Chaska,
MN.)を 用 い 、 次 い で オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 行 う こ と に よ り 識 別 化 さ せ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 花 粉 か ら 調 製 し た  RNAの ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 花 粉 に お け る ク ロ ー ン 化 ア レ ル ゲ ン 遺
伝 子 の 高 レ ベ ル の 発 現 を 示 し た が 、 生 長 組 織 に お い て は い づ れ も 示 さ れ な か っ た 。 花 粉  R
NAの 中 で 観 察 さ れ る 長 さ 約 1.3 kbの 主 要 バ ン ド は 生 長 組 織 由 来 の  RNAに お い て は 検 出 で き
な か っ た （ 図 ２ ａ ） 。 花 粉 － 特 異 的  RNA発 現 は 、 MAb 40.1、 12.3及 び  IgE抗 体 に よ り 認 識
さ れ る 抗 原 の 花 粉 － 特 異 性 発 現 に 対 応 す る （ 図 ２ ｂ ） 。 特 異 的 な 結 合 は 花 粉 及 び 花 び ら 組
織 （ 花 粉 を 含 む ） を タ ン パ ク 質 起 源 と し て 用 い た と き に の み 認 め ら れ た 。
実 施 例 ４ － 一 次 構 造 分 析
　 cDNAク ロ ー ン 12Ｒ を 単 離 し 、 そ し て pGEM－ 3zベ ク タ ー (Promega,Madison,Wl) の 中 に サ
ブ ク ロ ー ン し 、 次 に 制 限 地 図 化 に 付 し た 。 様 々 な サ イ ズ の 制 限 フ ラ グ メ ン ト を pGEMベ ク タ
ー の 中 に サ ブ ク ロ ー ン し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 単 離 し た cDNAク ロ ー ン 12Ｒ を ｐ ブ ル ー ス ク リ プ ト IIベ ク タ ー (Stratagene,la Jolla,CA)
の 中 に も サ ブ ク ロ ー ン し 、 そ し て XL1 － ブ ル ー 細 胞 (Stratagene,la Jolla,CA)を 形 質 転 換
さ せ る た め に 用 い た 。  DNA配 列 は T7 DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Pharmacia,Piscataway,NY) を 用 い
る ジ デ オ キ シ 連 鎖 停 止 法 (Sanger ら (1977)Proc.Natl.Acad.Sci.USA ： 5463－ 5468) に
よ り 実 施 さ れ る 二 本 鎖 シ ー ケ ン シ ン グ に よ っ て 決 定 し た 。 入 れ 子 (nested)欠 損 を Exo III 
及 び Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ を 用 い て Ｔ ７ 及 び Ｔ ３ 末 端 の 両 方 か ら 作 り 上 げ た 。 プ ラ ス ミ ド  DNA
を 改 良 ア ル カ リ 分 解 手 順 を 利 用 し て 調 製 し た 。 欠 損 ク ロ ー ン を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の 電 気
泳 動 に よ り 、  DNAシ ー ケ ン シ ン グ の た め に サ イ ズ 選 別 し た 。  DNAシ ー ケ ン シ ン グ は T7 DNA
ポ リ メ ラ ー ゼ 又 は ジ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 停 止 反 応 を 利 用 し て 実 施 し た 。 〔 3 5 Ｓ 〕 dATPを
ラ ベ ル と し て 用 い た 。 シ ー ケ ン シ ン グ 反 応 は ８ Ｍ の ウ レ ア を 含 む ６ ％ の ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ウ ェ ッ ジ ゲ ル 上 で 分 析 し た 。 必 要 に 応 じ て 内 部 シ ー ケ ン シ ン グ プ ラ イ マ ー を 合 成 し た 。
解 読 枠 は pGEMベ ク タ ー 中 の ２ つ の 発 現 サ ブ ク ロ ー ン を 図 ４ に 詳 細 す る 通 り に シ ー ケ ン シ ン
グ す る こ と に よ り 確 認 し た 。  DNA配 列 デ ー タ ー を PC GENE シ ス テ ム (Intelligenetics,Mou
tain View, CA)を 用 い て 分 析 し た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 cDNAク ロ ー ン 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は GCに 富 ん で い た （ 61％ の GC、 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ ）
、 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ に 示 す 通 り 、 ヌ ク レ オ チ ド 40で の ATG 開 始 コ ド ン で 出 発 し 、 そ し て ヌ ク
レ オ チ ド 943 で 始 ま る  TGAコ ド ン で 終 止 す る 903bp の オ ー プ ン 解 読 枠 が あ る 。 提 唱 の 翻 訳
開 始 部 位 及 び そ の フ ラ ン キ ン グ 配 列 は 共 通 配 列 AACA GC（ ヌ ク レ オ チ ド 36－ 44） と 89％
の 相 同 性 を 共 有 し 、 そ し て メ チ オ ニ ン コ ド ン か ら 位 置 － ３ （ ヌ ク レ オ チ ド 37） に お い て プ
リ ン の 存 在 が あ る こ と が 最 適 な 状 況 と 考 え ら れ る 。 (Cavener and Ray(1991)、 NucleicAci
d Res.,19： 3185－ 3192) 。 こ の オ ー プ ン 解 読 枠 は 推 定 Mr 29.8kDの タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
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る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ア ラ ニ ン に 富 む こ の 推 定 タ ン パ ク 質 配 列 は 25ア ミ ノ 酸 の 推 定 シ グ ナ ル 又 は タ ー ゲ ッ ト ペ
プ チ ド 配 列 を 有 す る （ 図 ３ ｂ に お け る ア ミ ノ 酸 － 25～ － １ ） 。 こ れ は 推 定 Mr 27.3 kDの 切
断 タ ン パ ク 質 を 示 唆 す る 。  Lol p Ib の Ｎ － 末 端 タ ン パ ク 質 配 列 は 、 シ グ ナ ル ペ プ チ ド の
推 定 切 断 部 位 の 直 後 の ク ロ ー ン 12Ｒ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 と 同 じ で あ る 。 こ の こ と は 、 cDNA
－ 12Ｒ が  Lol p Ib ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 、 そ し て こ の タ ン パ ク 質 が 切 断 に
付 さ れ た シ グ ナ ル ペ プ チ ド 配 列 を 有 し て い る こ と を 裏 付 け す る 。 12Ｒ ク ロ ー ン に よ り コ ー
ド さ れ る タ ン パ ク 質 を  Lol p Ib.1 と 命 名 し た 。  Lol p Ib.1 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 も 図 ３
ｂ 及 び ３ ｃ に 示 し て い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 こ の シ グ ナ ル 配 列 は そ の 他 の 真 核 系 配 列 に 典 型 的 な 特 徴 を 有 す る ： Ｃ 末 端 で の ５ ア ミ ノ
酸 の 比 較 的 親 水 性 な 配 列 、 Ｎ 末 端 に て よ り 親 水 性 と な っ て い く シ グ ナ ル 配 列 の ほ ぼ 全 体 に
わ た る 比 較 的 疎 水 性 な 配 列 （ 図 ３ ｄ ） 。 Ｃ 末 端 の ア ミ ノ 酸 は 切 断 部 位 に ア ラ ニ ン 、 － ２ に
お い て 芳 香 族 残 基 チ ロ シ ン 、 及 び － ６ に お い て ヘ リ ッ ク ス ブ レ ー カ ー プ ロ リ ン を 有 し 、 そ
の 全 て は シ グ ナ ル 配 列 の Ｃ － 末 端 領 域 の 一 般 的 な 特 徴 で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 に お け る 共 通 グ リ コ シ ル 化 配 列 (Asn－ X － Ser／ Thr)に つ い て の 探 索
は か か る 配 列 を 検 出 せ し め な か っ た 。 ア レ ル ゲ ン 上 の Ｎ － 結 合 型 炭 水 化 物 鎖 の 無 さ は 、 酵
素 Ｎ － グ リ カ ナ ー ゼ 及 び エ ン ド － Ｆ グ リ コ シ ダ ー ゼ で の 処 理 に よ る 脱 グ リ コ シ ル 化 の な さ
に よ っ て 確 認 さ れ た 。 化 学 脱 グ リ コ シ ル 化 、 そ れ に 続 く  SDS－ PAGEは タ ン パ ク 質 の 分 子 量
の 低 下 を 示 さ な か っ た 。 31／ 33kD成 分 は 二 重 で あ り 続 け 、 分 子 量 に お け る 相 違 は グ リ コ シ
ル 化 に よ る も の で な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 脱 グ リ コ シ ル 化 処 理 は 31／ 33kD成 分 へ の  IgEの
結 合 性 に 影 響 を 及 ぼ さ な か っ た 。 ５ ％ の 炭 水 化 物 を 有 す る  Lol p Iaに 比 べ 、  Lol p Ib 
に は 炭 水 化 物 は な か っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　  Lol p Ib に 関 す る ア ミ ノ 酸 配 列 及 び  Lol p Ib.1 の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 は 、 直 接 タ ン パ
ク 質 シ ー ケ ン シ ン グ に 由 来 す る Ph1 p V(Matt-hiesen and Lowenstein(1991)Clin.Exp.Imm
unol. ：  297－ 307)及 び Dac g V(Walsh ら (1989)Int. Arch. Allergy Appl.Immunol.
：  419－ 425)に 関 し て 決 定 さ れ た 、 並 び に Poa p IX cDNA ク ロ ー ン よ り 推 定 さ れ た (Silva
novichら (1991)J.Biol.Chem. ： 1204－ 1210)公 開 ア ミ ノ 酸 配 列 と タ ン パ ク 質 配 列 相 同
性 を 示 し た 。 こ れ ら の 配 列 相 同 性 を 表 ２ に 示 す 。
実 施 例 ５ －  IgE－ 及 び  Mab－ 反 応 性 エ ピ ト ー プ の 描 写
　  MAb及 び  IgE決 定 基 の 位 置 決 め を す る た め 、 E.コ リ 組 換 発 現 系 を 利 用 し た （ Smith and 
Johnson(1988)Gene ： 31－ 40) 。 こ の 系 を 利 用 し 、 い く つ か の 制 限 フ ラ グ メ ン ト を 発 現
プ ラ ス ミ ド pGEX１ － ３ の 中 に サ ブ ク ロ ー ン し た 。 pGEXの 中 へ の 全 長 cDNAの 「 フ レ ー ム 内 」
サ ブ ク ロ ー ニ ン グ は 、  IgE並 び に MAb 40.1及 び 12.3の 両 者 に よ り 認 識 さ れ る 61kDの 融 合 タ
ン パ ク 質 を 発 現 せ し め た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 全 長  cDNA 12Ｒ 又 は ２ 本 の 制 限 フ ラ グ メ ン ト １ Ｈ 及 び ２ Ｐ （ 図 ４ に 示 す ） を プ ラ ス ミ ド
発 現 ベ ク タ ー pGEXの 中 に サ ブ ク ロ ー ン し た 。 融 合 タ ン パ ク 質 を 誘 発 及 び 細 菌 リ ゼ ー ト の 調
製 の た め の 手 順 は 既 に 述 べ ら れ て い る (Smith and Johnson, 前 掲 ) 。 獲 得 し た リ ゼ ー ト を
還 元  SDS－ PAGEに 付 し 、 続 い て NC膜 に 移 し た 。 こ れ ら の ブ ロ ッ ト を 図 １ ｂ に 関 し て 説 明 し
た 通 り に  IgE抗 体 、 並 び に MAb 40.1及 び 12.3で プ ロ ー ブ し 、 た だ し  IgE結 合 を 検 出 す る た
め に 1 2 5 I－ 抗 － ヒ ト IgE(Kallestad,Chaska,MN.)を 用 い た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 生 成 さ れ た ほ と ん ど の 融 合 タ ン パ ク 質 が 細 菌 プ ロ テ ア ー ゼ に よ
り 、 グ ル タ チ オ ン － Ｓ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ と の 融 合 部 位 付 近 で 切 断 さ れ 、  IgE抗 体 に よ り
認 識 さ れ る 切 断 生 成 物 を も た ら す こ と が 示 さ れ た （ 図 ４ ） 。 フ ラ グ メ ン ト ２ Ｐ に よ り 発 現
さ れ る 組 換 融 合 タ ン パ ク 質 (GST－ 2P） は 両  MAbと 強 く 反 応 し た が 、 プ ー ル し た ア レ ル ギ ー
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血 清 中 の  IgE抗 体 に よ り 認 識 さ れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 フ ラ グ メ ン ト １ Ｈ に よ り 生 成
さ れ た Ｎ 末 端 の 削 除 さ れ た タ ン パ ク 質 (GST－ 1H） は ど の  MAbに よ っ て も 認 識 さ れ な か っ た
が 、  IgE抗 体 と は 反 応 性 が 高 か っ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 こ れ に よ り 、 ア レ ル ゲ ン 分 子 の ２ つ の 異 な る ド メ イ ン が 描 写 さ れ た ： MAb 12.3及 び 40.1
に 対 す る 認 識 部 位 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト ２ Ｐ を 有 す る Ｎ － 末 端 ； 並 び に 強 い  IgE結 合 性 を
示 し 、 そ れ 故 ア レ ル ギ ー 決 定 基 を 有 す る フ ラ グ メ ン ト １ Ｈ を 含 む Ｃ 末 端 。 ２ 種 の  MAbは 異
な る 結 合 特 異 性 を 有 す る た め （ 図 １ ｂ ） 、 こ の ２ 種 の  MAbに つ い て の 認 識 部 位 は 異 な る よ
う で あ り 、 し か し な が ら 同 一 の フ ラ グ メ ン ト の 中 に あ る 。 小 さ な フ ラ グ メ ン ト に よ る 良 好
な 地 図 化 が 12.3及 び 40.1の 結 合 部 位 の 描 写 に と っ て 必 要 で あ る が 、 こ れ ら の 結 果 が  IgE決
定 基 が 異 な る こ と を 示 す の に 十 分 で あ る 。
実 施 例 ６ － ほ そ 麦 花 粉 中 の  Lol p Ib の 細 胞 内 標 的 化
　 ほ そ 麦 の 成 熟 花 粉 を 樹 立 さ れ た 方 法 (Staffら (1990) HistochemJ. ：  276－ 290)に 従 っ
て 走 査 電 子 顕 微 鏡 の た め に 調 製 し た 。 免 疫 細 胞 化 学 の た め 、 成 熟 葯 を 無 水 条 件 の も と で ２
， ２ － ジ メ ト キ シ プ ロ パ ン 中 の 0.1 ％ の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 １ ％ の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ
ド の 中 で ４ ℃ で ２ ｈ 固 定 し 、 次 い で 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 の た め に 処 理 し た (Staffら 、 前 掲 ）
。 こ の 方 法 は 水 性 媒 質 の 中 で の ア レ ル ゲ ン の そ の 細 胞 部 位 か ら の 拡 散 を 抑 え る た め に 開 発
さ れ て い る 。 ブ ロ ッ ク を １ ％ の ベ ン ジ ル を 有 す る LP金 樹 脂 の 中 で 、 － 25℃ で UVイ ル ミ ネ ー
シ ョ ン の も と で 重 合 し 、 そ し て 80nmの 薄 切 片 を 金 グ リ ッ ト 上 で 拾 い 上 げ た 。 イ ム ノ ラ ベ リ
ン グ は ま ず 第 一 抗 体 MAb 12.3（ Lol p Ibに 特 異 的 ) 、 次 い で 金 － ヤ ギ － 抗 － マ ウ ス  IgGプ
ロ ー ブ （ 15nmの 粒 径 ） に よ る 。 こ の ラ ベ ル を 40nmの 粒 径 に ま で 銀 増 強 さ せ た (Danscher &N
orgaard(1983)J.Histochem.Cytochem. ： 1394－ 1398の 改 良 法 ) 。 第 ２ ラ ベ リ ン グ は 同
じ 切 片 上 で 、 ３ 種 の  MAb、 3.2 、 21.3及 び 40.1の 混 合 物 、 そ れ に 続 く 15nmの 粒 径 の 金 － ヤ
ギ － 抗 マ ウ ス  IgGプ ロ ー ブ に よ り 行 っ た 。 前 述 し た 通 り に 実 施 し た 抗 体 特 異 性 及 び 方 法 の
コ ン ト ロ ー ル (Staffら 、 前 掲 ) は こ れ ら の 部 位 で の 全 粒 子 を 示 さ な か っ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　  Lol p Ia は 細 胞 質 の 中 に 存 在 し 、 そ し て 細 胞 小 器 官 の 中 に は 存 在 し て い な い 。 こ の 発
見 は イ ム ノ － 金 プ ロ ー ブ を  Lol p Ia に 特 異 的 な  MAbと 一 緒 に 用 い る こ と で 獲 得 さ れ た 。
こ こ で 示 す 通 り 、 Lolp Ibに 特 異 的 な  MAb 12.3 は デ ン プ ン 顆 粒 に 優 先 的 に 結 合 す る （ 図
５ ａ ， ｂ ） 。 ほ そ 麦 花 粉 は １ × 2.5 μ ｍ の サ イ ズ の デ ン プ ン 顆 粒 で 消 さ れ て お り 、 そ し て
ア ミ ノ プ ラ ス ト の 内 腔 に 由 来 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 図 ５ ｂ に 示 す 通 り 、 デ ン プ ン 顆 粒 に わ た っ て 優 先 的 に 位 置 す る 大 き な 金 粒 子 （ 大 き な 電
子 － 光 空 間 ） は 、  Lol p Ib へ の MAb 12.3の 結 合 を 示 し 、 一 方 、 細 胞 質 に わ た る 小 さ い 粒
子 は  Lol p Ia へ の 結 合 の 典 型 で あ る 。 ス ケ ー ル バ ー は １ μ ｍ で あ る 。 図 ５ ｃ は 水 に 30s
暴 露 し た 後 の 新 鮮 な 生 育 花 粉 の 出 現 を 示 す （ ダ ー ク フ ィ ー ル ド イ ル ミ ネ ー シ ョ ン ) 。 ほ と
ん ど の 花 粉 粒 が 破 裂 し 、 デ ン プ ン 顆 粒 （ 白 色 粒 ） を 含 む そ の 細 胞 質 内 容 物 が 胚 胞 孔 を 通 じ
て 漏 出 し て い た 。 ス ケ ー ル バ ー 30μ ｍ 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 プ ラ ス チ ド に お け る  Lol p Ib の 存 在 は 、 こ の タ ン パ ク 質 が 細 胞 質 ゾ ル か ら プ ラ ス チ ド
の 内 腔 へ と 発 育 中 に 輸 送 さ れ る で あ ろ う こ と を 意 味 し て い る 。 ク ロ ロ プ ラ ス ト へ の 輸 送 の
た め 、 細 胞 質 ゾ ル の 中 で 合 成 さ れ る こ の タ ン パ ク 質 は 細 胞 小 器 官 へ と 輸 送 さ れ た 後 に 切 断
さ れ る 標 的 ペ プ チ ド を 含 む 大 き な 前 駆 体 と し て 合 成 さ れ る 。 こ れ ら の 細 胞 内 プ ロ セ ス 工 程
、 細 胞 質 ゾ ル の 中 で の 第 １ の プ レ ー ア レ ル ゲ ン と し て の  Lol p Ib の 合 成 、 及 び 後 翻 訳 修
飾 の た め の プ ラ ス チ ド へ の 輸 送 が イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 見 い 出 せ る 二 重 31／ 33kDの
出 現 を 説 明 し う る 。 プ ロ セ ス さ れ て い な い プ レ ー ア レ ル ゲ ン は 33kDで あ り 、 そ し て プ ラ ス
チ ド の 中 で の プ ロ セ ス を 経 た 成 熟 タ ン パ ク 質 が 31kDで あ る 。 こ れ ら の 形 態 は 成 熟 花 粉 の 中
で 共 存 し て い る 。 他 方 、 こ の 二 重 体 は  Lol p Ib の 別 の イ ソ フ ォ ー ム 又 は 科 構 成 員 に も 存
在 し う る 。
実 施 例 ７ － 免 疫 系 に 対 す る  Lol p Ib の 提 供
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　 ほ そ 麦 花 が 開 花 す る と き 、 そ の 葯 は 広 が り 、 そ し て こ の 花 粉 は 各 葯 の 基 底 に お い て 開 い
て い る 孔 を 通 じ て 大 気 中 に 放 出 さ れ る 。 ほ そ 麦 は あ ら ゆ る 草 類 の う ち で 最 大 の 花 粉 生 産 を
示 し 、 ヘ ク タ ー ル 当 り 約 960 kgの 抗 原 を 刈 り 入 れ 又 は 放 牧 さ れ て い な い 牧 草 地 に お け る 大
気 中 へ と 放 出 さ せ る 。 こ の 花 粉 の 99％ が そ の 起 源 の １ km内 に 蓄 積 （ 及 び 再 蓄 積 ） す る 。 草
類 の 花 粉 は 寿 命 が 短 い が 、 し か し そ れ は 大 気 中 で 数 日 間 残 っ て い る こ と が あ る 、 花 粉 は 放
出 後 数 時 間 し か 生 存 し て い な い こ と が 実 験 で 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 生 存 し て い る と き 、 こ の 穀 粒 は 柱 頭 の 上 で 又 は 高 レ ベ ル の 浸 透 圧 を 有 す る 人 工 培 地 の 中
で 発 芽 で き る 。 生 存 活 性 ほ そ 麦 穀 粒 は 水 に 暴 露 さ れ た と き 、 単 胚 胞 開 口 部 で 破 裂 し 、 細 胞
質 内 容 物 を 放 出 す る （ 図 ５ ｃ ） 。 放 出 含 有 物 の う ち で 顕 著 な の は デ ン プ ン 顆 粒 で あ る 。 高
浸 透 圧 を 有 す る 培 地 、 例 え ば 30％ ｗ ／ ｖ の ス ク ロ ー ス が 穀 粒 の 等 張 性 を 維 持 す る の に 必 要
で あ る 。 他 方 、 浸 透 性 バ リ ヤ ー を 有 さ な い 死 滅 し た 花 粉 穀 粒 の ス ポ ン ジ の よ う に ふ る ま う
こ と が よ く 知 ら れ て い る 。 ア レ ル ゲ ン を 含 む 細 胞 性 タ ン パ ク 質 は 湿 潤 に よ っ て 放 出 さ れ る
。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 草 類 花 粉 が 口 内 及 び 目 の 粘 膜 に 接 触 し た 後 に ど の よ う に し て 枯 草 熱 を 誘 引 す る か は ア レ
ル ゲ ン の 直 接 的 な 放 出 に よ っ て 簡 単 に 調 べ ら れ る 。 花 粉 穀 粒 自 体 は 粘 膜 の 上 に 居 続 け る が
、 し か し 放 出 ア レ ル ゲ ン 性 タ ン パ ク 質 は 粘 膜 及 び 上 皮 下 層 を 通 過 し 、 そ こ で そ れ ら は 好 塩
基 性 細 胞 及 び マ ス ト 細 胞 と 相 互 作 用 す る 。 直 径 30～ 50μ ｍ ぐ ら い の 大 き さ の 花 粉 穀 粒 が 、
肺 の 気 道 に お け る ア レ ル ゲ ン の 存 在 に よ り 誘 引 さ れ る 疾 患 、 ア レ ル ギ ー 性 ぜ ん 息 を ど の よ
う に て 誘 発 せ し め る か を 調 べ る こ と は あ ま り 簡 単 で は な い 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 最 近 の 証 拠 は 、 草 類 花 粉 ア レ ル ギ ー が 大 気 中 に 見 い 出 さ れ て い る 小 さ な ミ ク ロ ン 粒 に 会
合 し て い る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 か か る 粒 子 の 起 源 は 不 明 で あ る 。 ア レ ル ゲ ン の 位 置 に
基 づ く 本 結 果 が 水 の 中 で の 花 粉 の 挙 動 の 観 察 よ り 、 草 類 花 粉 が ど の よ う に て 感 受 性 な ヒ ト
の 肺 に お い て ア レ ル ギ ー 性 ぜ ん 息 を 誘 発 せ し め る か を 説 明 す る 新 た な 仮 説 が 提 唱 さ れ る 。
生 存 花 粉 穀 粒 が 水 蒸 気 又 は 葉 も し く は そ の 他 の 基 体 の 表 層 上 の 水 と 遭 遇 す る と き 、 大 気 中
に デ ン プ ン 顆 粒 が ミ ク ロ ン 粒 子 と し て 放 出 さ れ る 。 ア レ ル ゲ ン で 覆 わ れ 、 且 つ 充 填 さ れ て
い る こ れ ら の 粒 子 は 上 部 及 び 下 部 呼 吸 管 へ の ア レ ル ゲ ン の 提 供 の た め の 媒 体 と し て 働 く 。
ミ ク ロ ン 粒 子 は む ろ ん 草 類 花 粉 由 来 の ア レ ル ゲ ン の 到 達 及 び 大 気 の そ の 他 の 成 分 の 蓄 積 に
も 由 来 し う る 。
実 施 例 ８ －  Lol p Ib.1 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 実 施 例 ５ 由 来 の 融 合 タ ン パ ク 質  GST－ 1Hに 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (MAb) を 、 当 業 者
に 公 知 の 技 術 （ 例 え ば Kohler and Milstein 、 前 掲 及 び Kohler and Milstein 、 前 掲 を 参
照 の こ と ) を 利 用 し て 調 製 し た 。 フ ラ グ メ ン ト １ Ｈ （ 図 ４ ） に よ り コ ー ド さ れ 、  IgE結 合
性 ド メ イ ン に 相 当 す る 融 合 タ ン パ ク 質 は 抗 原 性 で あ る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 ４ 匹 の 雌 BALB／ c マ ウ ス に 、 0.1 mlの PBS 及 び 0.1 mlの RIBIア ジ ュ バ ン ト (Immunochem,
Res.,Hamilton,MT) 中 の 100 mgの FPLC精 製 GST－ 1H融 合 タ ン パ ク 質 を 腹 腔 膜 内 用 (i.p.)注
射 し た 。 14日 間 、 同 じ 物 質 の ブ ー ス タ ー i.p を 付 与 し た 。 10日 後 、 そ の マ ウ ス を 血 抜 き し
た 。 そ の 血 清 を 全 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト に 対 す る 結 合 性 に つ い て ス
ク リ ー ン し 、 そ し て ブ ロ ッ ト へ の こ の 血 清 の 結 合 性 に 基 づ い て マ ウ ス を 選 択 し た 。 14日 後
、 融 合 体 に 関 し て 選 択 し た マ ウ ス に 100 mgの 融 合 タ ン パ ク 質 の み を 含 む 0.2 mlの i.p ブ ー
ス タ ー を 付 与 し た 。 ４ 日 後 、 こ の マ ウ ス を 殺 し 、 そ し て ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ Veterinary Res
earch Institure , Parkville,Victoria、 Australia か ら 贈 呈 ) と の 融 合 の た め の 脾 臓 を
取 り 出 し た 。 融 合 及 び 培 養 に 用 い る 方 法 は 、 Harlow and lane(1990)Amibodies, A Labora
toryManual(Cold Spring Harbor Laboratory Press,Cold Spring HarborNY) の も の を 基
礎 と し 、 RRM1及 び ハ イ ブ リ ド 血 清 (CommonwealthSerum Laboratories,Melbourne, Victori
a， Australia)を 用 い る 。 ア ミ ノ プ テ リ ン 選 別 を 利 用 し た （ 50Ｘ  HAT及 び HT溶 液 、 Flow La
bor-atories, Scotland,U.K.) 。 ク ロ ー ニ ン グ は 限 界 希 釈 に よ る 。
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【 ０ １ ２ ６ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 細 胞 系 を マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ア イ ソ タ イ ピ ン グ キ ッ ト (Amersham 
International,U.K.) を 利 用 し て ア イ ソ タ イ プ に 付 し た 。 草 類 花 粉 季 節 中 に 季 節 性 枯 草 熱
の 典 型 的 な 症 状 を 示 し 、 且 つ 皮 膚 移 植 検 査 で 陽 性 の 応 答 を 示 し た 患 者 か ら 、 同 意 を 得 た 後
に ヒ ト ア レ ル ギ ー 血 清 を 採 取 し た 。 そ の 血 清 を ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト で ほ そ 麦 花 粉 の 全 タ ン
パ ク 質 と の  IgE反 応 性 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 花 粉 サ ン プ ル は Greer Laboratories(Lenoi
r,NC) よ り 購 入 し た 。 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 、 １ mMの フ ェ ニ ル － メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ リ
ド を 含 む PBS の 中 で 氷 上 で ３ 時 間 強 く 撹 拌 す る こ と に よ り 草 類 花 粉 か ら 抽 出 し た 。 各 サ ン
プ ル に つ い て の タ ン パ ク 質 濃 度 は  Bio－ Rad(Richmond,CA) タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ を 用 い て
決 定 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 各 草 類 の 抗 体 結 合 性 は ス ロ ッ ト イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り ま ず 検 定 し た 。 ２ mgの 全 タ
ン パ ク 質 花 粉 を 含 む 100 μ ｌ の サ ン プ ル を マ ニ ホ ー ル ド IIス ロ ッ ト ブ ロ ッ テ ィ ン グ 装 置 (S
chleicher and Schuell,Dassel,Germany) を 用 い て ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 適 用 し た 。 こ れ
を PBS で 洗 い 、 そ し て 10％ の 粉 乳 を 含 む 同 じ バ ッ フ ァ ー の 中 で ブ ロ ッ ク し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　  SDS－ PAGEを  Bio－ Rad(Richmond,CA)プ ロ テ イ ン IIス ラ ブ ゲ ル 装 置 及 び ラ エ ム リ (Laemm
li) バ ッ フ ァ ー 系 (Laemmli,U.K.(1970) Nature227: 680) を 利 用 し て 、 10～ 15％ の ア ク リ
ル ア ミ ド 勾 配 ゲ ル で 実 施 し た 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 を ク マ ジ ー ブ ル ー R250(Sigma Chemica
lCo., St.Louis,MO) 染 色 に よ っ て 識 別 化 さ せ た 。 勾 配  SDS－ PAGEに よ り 分 け た タ ン パ ク
質 を Towbinら (1970)Proc.Natl. Acad.Sci.USA76： 4350－ 4354の 手 順 に 従 っ て 、 Bio － Rad
(Richmond,CA)ト ラ ン ス ブ ロ ッ ト セ ル の 中 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 上 へ と こ の ゲ ル か ら 電 気
泳 動 的 に 移 し た 。 こ の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 の タ ン パ ク 質 を 、 ス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト に 関 し て 記
載 し た 通 り に 、 粉 乳 中 で こ の 膜 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 非 特 異 的 部 位 を ブ ロ ッ
キ ン グ す る こ と に よ り 検 出 し た 。 次 に こ の 膜 を PBS の 中 で 洗 い 、 そ し て 0.5 ％ の BSA 及 び
0.1％ の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 む PBS の 中 で １ ： ５ に 希 釈 し て お い た  MAb溶 液 の 中 に ２ 時
間 又 は ヒ ト 血 清 （ 10人 の 草 類 ア レ ル ギ ー 患 者 よ り 獲 得 し た プ ー ル 血 清 ） の 中 に 一 夜 浸 し た
。  MAb溶 液 の 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 膜 を PBS で 洗 い 、 次 い で  PBS－ BSA に １ ： 500 で 希
釈 し た ヒ ツ ジ 抗 マ ウ ス  IgG－ 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ Silenus,Australia)と イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 こ の 血 清 ブ ロ ッ ト を ま ず  PBS－ BSA の 中 で １ ： 200 に 希 釈 し た ウ
サ ギ 抗 － ヒ ト  IgE(Dakop-atts,Glostrup,Denmark)の 溶 液 の 中 で ２ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 次 い で  PBS－ BSA で １ ： 2500に 希 釈 し た ヤ ギ 抗 － ウ サ ギ  IgG－ 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ (Promegal,Madison,W1) の 溶 液 の 中 で １ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 ブ ロ ッ ト
に 結 合 し て い る 抗 体 を 、 ４ － ク ロ ロ － １ － ナ フ ト ー ル 及 び 過 酸 化 水 素 を 含 む ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 基 質 の 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 識 別 化 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 FPLCカ ラ ム よ り 溶 離 さ せ た  GST－ 1H融 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 画 分 は 画 分 ９ 及 び 10で あ っ た
。 こ れ ら の 画 分 は 、  SDS－ PAGEに よ り 分 析 し た と き 、 26kDの GST 及 び フ ラ グ メ ン ト １ Ｈ に
よ り コ ー ド さ れ る 15kDの タ ン パ ク 質 に 対 応 す る 41kD(GST－ 1H) の 一 本 の バ ン ド を 示 し た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　  MAb製 造 の 際 、 一 融 合 体 は 75の 細 胞 コ ロ ニ ー 含 有 ウ ェ ル を も た ら し 、 そ の う ち の ７ つ が
天 然  Lol p Ib 花 粉 タ ン パ ク 質 に 対 し て 陽 性 で あ っ た 。 ３ つ の 強 く 増 殖 す る コ ロ ニ ー を  M
Ab細 胞 系 を 生 成 す る た め に ク ロ ー ン し た 。 ア イ ソ タ イ プ し た と き 、 LpIX－ 3A及 び LpIX－ 4A
と 命 名 し た ２ 細 胞 系 が  IgGカ ッ パ ー 抗 体 を 生 成 し 、 そ し て １ つ が IgMカ ッ パ ー 抗 体 を 生 成
し た 。 同 じ 方 法 で 、 MAb LpI-7E(7E)を 抗 原 と し て 可 溶 性 花 粉 抽 出 物 を 用 い て 作 っ た 。 MAb 
LpI-7Eは  Lol p Ia に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 こ れ ら の  MAbは オ ー チ ャ ー ド グ ラ ス 、 ヒ ロ ハ ノ ウ シ ノ チ グ サ 、 ほ そ 麦 、 ネ ズ ミ ム ギ 及 び
ナ ガ ハ グ サ の 花 粉 中 の 非 変 性 抗 原 に 結 合 し た （ 図 ６ ） 。  SDS－ PAGEで 分 け た 可 溶 性 花 粉 タ
ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 上 で 、  MAb　 LpIX－ 3A及 び LpIX－ 4Aは ヒ ロ ハ ノ ウ シ ノ チ グ
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サ 、 ほ そ 麦 、 ネ ズ ミ ム ギ 及 び ナ ガ ハ グ サ 中 の 抗 原 と 結 合 し た （ 図 ７ ） 。 こ れ ら の 草 類 は 全
て 分 類 学 上 近 縁 し て い る 。 こ れ ら は ポ エ ア (Poeae)族 、 ポ ア ダ (Poadae)超 族 、 プ ー イ デ ア (
Pooideae)亜 科 の 構 成 員 で あ る 。
実 施 例 ９ －  Lol p Ib.2 を コ ー ド す る cDNAク ロ ー ン 19Ｒ の 単 離 免 疫 学 ス ク リ ー ニ ン グ
　 実 施 例 １ に お け る cDNA発 現 ラ イ ブ ラ リ ー の デ ュ ー プ リ ケ ー ト フ ィ ル タ ー を プ ー ル し た ヒ
ト ア レ ル ギ ー 血 清 由 来 の 特 異 的  IgEで ス ク リ ー ン し た 。 結 合  IgEは 1 2 5 I－ ラ ベ ル 化 抗 － ヒ
ト  IgE(Kallestad Laboratories,Chaska,MN)を 用 い て 検 定 し た 。 両 デ ュ プ リ ケ ー ト フ ィ ル
タ ー 上 の 抗 体 陽 性 プ ラ ー ク を 拾 い 、 精 製 し 、 次 い で 再 プ レ ー ト に 付 し 、 そ し て  MAbへ の 結
合 性 に つ い て 試 験 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 プ ラ ー ク 精 製 ク ロ ー ン は 非 ア レ ル ギ ー 血 清 で 試 験 し た と き は 陽 性 で な か っ た （ 図 ８ ） 。
こ の こ と は 、 ク ロ ー ン 19Ｒ が 、 ほ そ 麦 感 受 性 患 者 の 血 清 中 の 特 異 的 な  IgEへ の 結 合 能 力 に
よ り ア レ ル ゲ ン で あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ク ロ ー ン 19Ｒ を EcoRＩ で 消 化 し 、 そ し て pGEMプ ラ ス ミ ド (Promega,Madison,W1) に リ ゲ
ー ト し た 。 図 ９ は  Lol p Ib.1 及 び Lol p Iaコ ー ド 遺 伝 子 の 制 限 地 図 と 比 較 し た 、 ク ロ ー
ン 19Ｒ に 由 来 す る サ ブ ク ロ ー ン EcoRＩ イ ン サ ー ト の 部 分 制 限 地 図 で あ る 。 図 ９ で 示 す 通 り
、 こ の イ ン サ ー ト は  Lol p Ia 及 び  Lol p Ib.1 を コ ー ド す る も の と は 異 な る 。 EcoRＩ イ
ン サ ー ト の サ イ ズ は 約 1295bpで あ る 。
 DNAの サ ブ ク ロ ー ニ ン グ 及 び シ ー ケ ン シ ン グ
　 Messe,E.ら (1990)Nucleic Acids Res., 第 18巻 ： 1923に 記 載 の 液 体 リ ゼ ー ト 法 を 利 用 し
て  DNAを プ ラ ー ク 精 製 相 か ら 調 製 し た 。 EcoRＩ 消 化 よ り 回 収 し た イ ン サ ー ト を pGEM 4-Z(P
romega,Madison,W1)へ と リ ゲ ー ト し 、 そ し て pGEMベ ク タ ー (pGEM4-Z) の 中 に 様 々 な サ イ ズ
の 制 限 フ ラ グ メ ン ト と し て サ ブ ク ロ ー ン し た 。 全 て の シ ー ケ ン シ ン グ は 二 本 鎖 プ ラ ス ミ ド
鋳 型 を 用 い て 行 っ た 。 こ れ ら の 鋳 型 は Quiagen,Inc., Chatsworth,CA,USA に 記 載 の 通 り に
調 製 し た 。 ジ デ オ キ シ シ ー ケ ン シ ン グ (Sanger ら (1977)Proc.Natl. Acad.Sci.USA.74： 54
60－ 5463) を 実 施 例 ４ に 記 載 の 通 り に 実 施 し た 。 ク ー デ ア ザ dITPを 強 い GCバ ン ド 圧 縮 を 解
く た め に 用 い た 。 シ ー ケ ン シ ン グ は Exo III 及 び Ｓ １ ヌ ク レ ア ー ゼ に よ っ て イ ン サ ー ト の
両 端 か ら 入 れ 子 欠 損 を 作 り 上 げ る こ と に よ り 助 長 し た 。 必 要 に 応 じ て 内 部 シ ー ケ ン シ ン グ
プ ラ イ マ ー を 合 成 し た 。
配 列 分 析
　 配 列 分 析 は メ ル ボ ル ン デ ー タ ー ベ ー ス シ ス テ ム (MELBDBSYS) 、 即 ち 、 オ ー ス ト ラ リ ア 、
メ ル ボ ル ン 大 学 の Walterと Eliza Hall,Luduigと Howard Florey Institutes及 び PC Gene C
lnttelligenetics,Mount-ain View,CA)で 開 発 さ れ た 分 析 プ ロ グ ラ ム コ レ ク シ ョ ン を 用 い
て 実 施 し た 。 こ の シ ス テ ム は 下 記 の 起 源 由 来 の デ ー タ ー ベ ー ス を 含 ん で い る ： GenBank,EM
BL、 及 び BPRF核 酸 ラ イ ブ ラ リ ー ； NBRF PRIタ ン パ ク 質 、  PSD－ キ ョ ー ト （ オ オ イ ） 、 GBト
ラ ン ス 、 ス イ ス プ ロ ッ ト 及 び Doolittle タ ン パ ク 質 ラ イ ブ ラ リ ー 。 探 索 中 、 EMBL及 び GenB
ankデ ー タ ー ベ ー ス は そ れ ぞ れ 28.0及 び 68.0リ リ ー ス し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ク ロ ー ン 19Ｒ の cDNA配 列 を 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し 、 そ し て 1295ヌ ク レ オ チ ド を 含 ん で い
た 。 ヌ ク レ オ チ ド 位 置 25－ 27で の ATG 開 始 コ ド ン で 始 ま り 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド 位 置 1041
で 始 ま る TGA 停 止 コ ド ン で 終 結 す る 1017bpの オ ー プ ン 解 読 枠 が あ る 。 ク ロ ー ン 19Ｒ の cDNA
は 以 下 の 特 徴 を 有 し 、 そ れ が 全 長 コ ー ド 領 域 を 含 む こ と が 示 唆 さ れ た ：
　 ｉ ） 提 唱 の 翻 訳 開 始 部 位 と そ の フ ラ ン キ ン グ 配 列 （ ヌ ク レ オ チ ド 21－ 29） と が 単 子 葉 植
物 の 共 通 配 列 と 89％ の 相 同 性 を 共 有 し た 。 最 も 重 要 な ヌ ク レ オ チ ド 、 即 ち ATG 出 発 コ ド ン
（ 図 10ａ に お け る ヌ ク レ オ チ ド 21） に 対 し て － ３ の 位 置 の プ リ ン が 保 存 さ れ て い た (Caven
er,D.R.,and Ray,S.C.(1991)Nucleic Acids Research, 19:3185－ 3192);
　 ii） cDNAは 完 全 な ３ ′ － 未 翻 訳 領 域 で あ る 標 準 AATTAAポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル (Birnste
ilら (1985)Cell,41: 349－ 359)、 そ れ に 続 く ポ リ （ Ａ ） テ ー ル を 有 す る ； 及 び
　 iii ） ３ ′ 未 翻 訳 領 域 は mRNA安 定 性 に か か わ る ATTTA も 含 む 。
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【 ０ １ ３ ５ 】
　 ク ロ ー ン 19Ｒ cDNAの ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は Ｇ ＋ Ｃ に 富 ん で い る （ 63－ １ ） 。 そ の オ ー プ ン
解 読 枠 は 推 定 Mr 35.3 kDを 有 す る  314個 の ア ミ ノ 酸 の  Lol p Ib.2 と 命 名 し た タ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 。 こ の 推 定 タ ン パ ク 質 は 図 11に 示 す Ｎ － 末 端 配 列 の 水 性 プ ロ フ ィ ー ル に 基 づ
い て 25個 の ア ミ ノ 酸 の リ ー ダ ー ペ プ チ ド を 有 す る こ と が 認 め ら れ た 。 こ の 図 は Kyte and D
oolittle(1982)J.Mol.Biol.,157: 105－ 132 の 方 法 に 基 づ く 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 疎 水 性 プ
ロ フ ィ ー ル を 示 し 、 ９ 個 の ア ミ ノ 酸 の 枠 が あ る 。 こ の こ と は 、 成 熟 プ ロ セ ス タ ン パ ク 質 の
分 子 量 が 32.8kDで あ る こ と を 示 唆 す る 。 Ｎ － グ リ コ シ ル 化 に 必 要 な Asn-X-Ser ／ Thr 配 列
は な く 、 そ し て 成 熟 タ ン パ ク 質 の 推 定 pI値 は 5.9 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 現 存 の デ ー タ ー ベ ー ス の ヌ ク レ オ チ ド 及 び ア ミ ノ 酸 配 列 探 索 は 、 ク ロ ー ン 19Ｒ が  Lol p
 Ib.1 及 び Poa p IXア レ ル ゲ ン と だ け 類 似 性 を 有 す る こ と を 示 し た 。 図 12ａ 及 び 12ｂ に 示
す 通 り 、 ク ロ ー ン 19Ｒ と ク ロ ー ン 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド コ ー ド 領 域 間 に 72.3％ の 相 同 性 が あ
っ た 。 ア ミ ノ 酸 対 比 は 、 図 13に 示 す 通 り ク ロ ー ン 19Ｒ の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 と  Lol p Ib.1 
と の 間 で の 66.8％ の 同 一 性 を 示 し た 。 両 ア レ ル ゲ ン と も 非 常 に 類 似 し た 25個 の ア ミ ノ 酸 の
リ ー ダ ー ペ プ チ ド を 有 し て い た 。 ク ロ ー ン 19Ｒ の ア ミ ノ 酸 配 列 と Poa p IX (Silanovichら
(1991)J.Biol.Chem.,266： 1204-1210)の ３ つ の イ ソ ア レ ル ゲ ン と の 間 で 64～ 69％ の 同 一 性
が あ っ た 。
花 粉 タ ン パ ク 質 の 単 離 及 び イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ
　 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を ほ そ 麦 花 粉 か ら 、 PBS 及 び １ mMの フ ェ ニ ル メ チ ル ス ル ホ ニ ル フ ル オ
リ ド の 中 で 氷 上 で ３ 時 間 強 く 撹 拌 す る こ と に よ り 抽 出 し た 。  SDS－ PAGEの た め の 条 件 は 本
質 的 に Ong ら （ 1990)Int.Arch.Allergy Appl.lmmunol., 93：  338－ 343 に 記 載 の 通 り で
あ る 。 電 気 泳 動 の 直 後 、 分 離 さ せ た タ ン パ ク 質 を 銀 染 色 す る か (Angorge,W.(1982) 「 Elec
trophoresis'82:Advanced Methods,Bioc-hemical and Clinical Applications,Proceedin
gs of the Interna-tional Conference on Electrophoresis,Athens,Greece, 1982年 ４ 月
21－ 24日 、 編 集 者 ： D.Stathakos,Walter de Gruyeer,Berlinと NewYork, 1983年 、 頁  235
－ 242)、 又 は ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に ４ ℃ で 移 し た (Towbin ら (1979)Proc.Natl.Acad.Sci.USA
,76 ： 4350－ 4354) 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　  IgE抗 体 結 合 の た め 、 ブ ロ ッ ト を 0.5 ％ の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA) を 含 む PBS 中 の プ
ー ル ア レ ル ギ ー 血 清 又 は ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製  IgE中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合  IgEを On
g E.ら (1990)Int.Arch.Allergy Appl,Immunol.,93 ： 338 － 343 の 方 法 に 従 っ て 、 1 2 5 I－
ラ ベ ル 化 抗 ヒ ト  IgE(Kallestad lad,Chaska,MN) を 用 い て 検 出 し た 。  MAb結 合 に 関 し て 、
結 合  IgGを 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ラ ベ ル 化 ヒ ツ ジ 抗 － マ ウ ス Ig(Silenus,Hawthorn,
Victoria,Australia)を 用 い て 検 出 し た 。 ブ ロ ッ ト は 増 強 ケ ミ ル ミ ネ ッ セ ン ス 系 (Amersham
Int.,U.K.)を 用 い て 現 像 し た 。
 IgE抗 体 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製
　 ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る ラ ム ダ gt11フ ァ ー ジ 中 の cDNAク ロ ー ン を エ ッ シ ェ リ ヒ ア コ リ の
中 で 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ た 。 組 換 融 合 タ ン パ ク 質 (rfp) を 含 む プ ラ ー ク リ フ ト
を 次 に プ ー ル 血 清 の 中 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合  IgE抗 体 を  0.2Ｍ の グ リ シ ン HCl,pH2.
6 ／ 0.5 ％ の BSA ／ 0.1 ％ の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム で 溶 離 さ せ 、 そ し て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を
プ ロ ー ブ す る た め に 用 い た 。  IgE結 合 は 1 2 5 I－ ラ ベ ル 化 抗 － ヒ ト  IgE(Kallestad, Chaska
,MN)、 次 い で オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー を 用 い て 識 別 さ せ た (Ongら 、 Int.Arch.Allergy App
l.Immunol.,93 ： 338 － 343)。
 RNAブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　  RNAゲ ル ブ ロ ッ ト 分 析 の た め 、 全  RNAを 20mMの ３ － （ Ｎ － モ ル ホ リ ノ ） － プ ロ パ ン ス ル
ホ ン 酸 、 50％ の 脱 イ オ ン ホ ル ム ア ミ ド 及 び 2.2 Ｍ の ホ ル ム ア ミ ド の 中 で 65℃ で ５ 分 間 変 性
さ せ 、 2.2 Ｍ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 含 む 1.2 ％ の ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 さ せ 、 そ し て
ニ ト ロ セ ル ロ ー ス に エ レ ク ト ロ ブ ロ ッ ト さ せ た 。  RNAス ロ ッ ト ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 全  RNAを
20mMの ３ － （ Ｎ － モ ル ホ リ ノ ） プ ロ パ ン ス ル ホ ン 酸 、 ５ mMの 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び １ mMの ED
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TAの 中 で 65℃ で 10分 間 変 性 さ せ 、 そ の サ ン プ ル を 20Ｘ の SSC (SSC－ 3Mの 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、
1.0 Ｍ の ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム で 飽 和 せ し め た ミ ニ ホ ー ル ド 11濾 過 用 マ ニ ホ ー ル ド (Schleic
her & Schuell,Dassel,Germany) の 中 に 納 め た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 上 に 適 用 す る こ と で 実 施
し た 。 両 フ ィ ル タ ー は 50％ の 脱 イ オ ン 化 ホ ル ム ア ミ ド 、 ２ Ｘ の SSPE (SSPE－ 3Mの 塩 化 ナ ト
リ ウ ム 、 0.2 Ｍ の リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.02Ｍ の EDTA) 、 １ ％ の ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (S
DS) 、 0.5 ％ の Blotto（ リ ン 酸 バ ッ フ ァ ー 食 塩 水 中 の 10％ の 脱 脂 乳 ） 、 10％ の 硫 酸 デ キ ス
ト ラ ン 、 及 び オ リ ゴ ラ ベ リ ン グ キ ッ ト (Bresatec,Adelaide,Australia) を 用 い て ラ ン ダ ム
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ ミ ン グ に よ り 調 製 し た 。 3 2 Ｐ － ラ ベ ル 化 cDNAプ ロ ー ブ を 含 む 溶
液 の 中 で 42℃ で ２ ～ ６ 時 間 に わ た り 予 備 ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ て お い た 。 こ れ ら の フ ィ ル タ
ー を ２ Ｘ の SSC 、 0.1％ の SDS で 42℃ で ２ 時 間 で ４ 回 洗 い 、 次 い で Ｘ 線 フ イ ル ム に 暴 露 さ
せ た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ク ロ ー ン 19Ｒ 遺 伝 子 発 現 の 組 織 特 異 性 を 決 定 す る た め 、 様 々 な ほ そ 麦 組 織 か ら 調 製 し た
 RNAの ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 調 べ た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト を ク ロ ー ン 19Ｒ 由 来 の 84bpの Ss
p Ｉ ／ EcoRＩ 制 限 フ ラ グ メ ン ト で プ ロ ー ブ し た 。 ク ロ ー ン 19に 結 合 す る が ク ロ ー ン 12Ｒ に
は 結 合 し な い ク ロ ー ン 19Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド 1207～ 1291（ 図 10ｂ ） に 対 応 す る こ の cDNAプ ロ
ー ブ は 花 粉 中 の 1780塩 基 の 単 独 転 写 物 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 ほ そ 麦 の 種 子 、 根 及 び 葉 に
お け る ど の 転 写 物 と も ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 認 め ら れ な か っ た 。 プ ロ ー ブ と し て エ ン
ド ウ 由 来 の 完 全 ル ボ ソ ー ム  DNAを 用 い る 陽 性 コ ン ト ロ ー ル ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 利
用 し た  RNAの 量 が 全 て の サ ン プ ル に お け る 検 出 の た め に 十 分 で あ る こ と を 示 し た 。 こ れ は
図 14ａ 及 び 14ｂ に 示 し て い る 。
実 施 例 10～ Lol p Ｉ ア レ ル ゲ ン の 特 性 化
　 材 料 及 び 方 法
　 花 粉 を Greer Laboratories,Lenoir,NCよ り 入 手 し た 。 可 溶 液 タ ン パ ク 質 を Griffithら (1
991)FEBS Letters, 279: 210－ 215 に 記 載 の 通 り に 抽 出 し た 。 粗 花 粉 抽 出 物 を 獲 得 し 、 そ
し て そ の タ ン パ ク 質 濃 度 を Ong ら (1990)Int.Arch.Allergy Appl. Immunol.,93：  338－ 34
3に 記 載 の 通 り に 決 定 し た 。 MAb LpIX3A及 び LpIX4Aを 実 施 例 ８ に 記 載 の 通 り に 、 ク ロ ー ン 1
2Ｒ の  IgE結 合 部 分 に よ り コ ー ド さ れ る 組 換 タ ン パ ク 質 に 対 し て 発 生 せ し め た 。 MAb 7Eは
実 施 例 ８ に 記 載 の 通 り  Lol p Ia 及 び 実 施 例 １ に 記 載 の 通 り FMC-A1に 特 異 的 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　  Lol p Ia 及 び  Lol p Ib の ア レ ル ゲ ン 領 域 を 同 定 す る 実 験 で 用 い た 血 清 は Dr.R.Rhome
ley に よ り 、  Epworth病 院 (Richmond,Australia)で 、 ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る ア レ ル ギ ー の 履
歴 を 有 し 、 且 つ ほ そ 麦 花 粉 抽 出 物 に 対 す る 皮 膚 検 査 で 陽 性 な 患 者 か ら 集 め た 。  IgEは 既 に
述 べ ら れ た 通 り に (Singhら (1991)Proc.Natl.Acad.Sci.USA 21:309;Exam-ple ２ ） 組 換 ア
レ ル ゲ ン か ら ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た が 、 た だ し 組 換 タ ン パ ク 質 は pGEX培 養 由 来 で は な く
、 ラ ム ダ － gt11培 養 物 に 由 来 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　  IgE結 合 性 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ク ロ ー ン 12Ｒ 及 び ク ロ ー ン 19Ｒ の フ ラ グ メ ン ト を
同 定 す る 実 験 で 用 い た 血 清 は 、 春 の 枯 草 熱 症 状 の 事 前 の 臨 床 記 録 及 び ほ そ 麦 花 粉 に 対 す る
RAST(Rhadezymc RAST,Rharmacia LKB Sweden) を 基 礎 と し て 選 ん だ 50人 の 対 象 者 か ら 獲 得
し た 。 全 て の 血 清 に 関 す る RASF評 点 は ４ で あ っ た 。 RASTに よ り ア ト ピ ー で な い と 示 さ れ た
２ 人 の 対 象 者 か ら も 血 清 を 獲 得 し ， そ し て 陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。 血 清 は 小 ア リ
コ ー ト で － 40℃ で 保 存 し た 。
二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 及 び イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析
　 ２ 次 元 （ ２ Ｄ ） － PAGEを ミ ニ － プ ロ テ ア ン II２ － Ｄ セ ル (Biorad,Richmond,CA)に お い て
、 そ の 製 造 者 の 仕 様 書 に 従 っ て 実 施 し た 。 タ ン パ ク 質 を ９ ％ の CHAPS の 中 で １ ： １ に 希 釈
し た 。 ゲ ル 当 り 13mgの タ ン パ ク 質 の ア リ コ ー ト を 適 用 し 、 そ し て サ ン プ ル の 上 に 一 次 方 向
サ ン プ ル オ ー バ ー レ イ バ ッ フ ァ ー を 載 せ た 。 一 次 元 ゲ ル を 3.5 時 間 泳 動 さ せ た 。 二 次 元 ゲ
ル は 45分 泳 動 さ せ た 。 ２ Ｄ － PAGEゲ ル 上 の タ ン パ ク 質 を 銀 染 色 し て タ ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ー
ル を 表 示 さ せ た 。
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【 ０ １ ４ １ 】
　 電 気 泳 動 及 び ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 並 び に  MAb及 び  IgEに よ る ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 処 理
の た め の 条 件 は Singh ら (1985)Int.Arch.All-ergy Appl.Immun., 78： 300 に 記 載 の 通 り
と し た 。
花 粉 抽 出 物 中 の ア レ ル ギ ー ア イ ソ フ ォ ー ム の 同 定
　 ア レ ル ギ ー 個 体 の 血 清 に よ る 、  SDS－ PAGEに よ り 分 け た 花 粉 タ ン パ ク 質 の ウ ェ ス タ ン ブ
ロ ッ ト の プ ロ ー ビ ン グ は  IgEに 結 合 す る 28～ 35kDの MW範 囲 に あ る ４ 種 の 分 子 量 で の タ ン パ
ク 質 バ ン ド を 示 し た 。 ２ Ｄ － ゲ ル の ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト の 類 似 の 処 理 は こ れ ら ４ 本 の バ ン
ド を 、 図 15に 示 す 通 り 12の ア レ ル ゲ ン ス ポ ッ ト へ と 分 解 し た 。 多 数 の  MAb及 び  IgE調 製 品
を 利 用 す る こ と に よ り 、 こ れ ら の ア レ ル ゲ ン 間 の 抗 原 性 の 関 係 を 研 究 し た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 二 次 元 ウ ェ ス タ ン 分 析 を 図 16及 び 表 ３ に 示 す 。 ブ ロ ッ ト は Lol pIb.1， Lol p Ib.2 , rf
p Lol p Ia 、 全 プ ー ル 血 清 及 び MAb FMC A7由 来 の ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製  IgE抗 体 で プ ロ ー
ブ し た 。 全 プ ー ル 血 清 は 、 32kD成 分 の ２ つ の 酸 性 ア イ ソ フ ォ ー ム （ No.１ ， ２ ） 、 30kD成
分 の ５ つ の ア イ ソ フ ォ ー ム で あ っ て ５ － 11の 範 囲 に お け る pI値 を 有 す る も の （ バ ン ド ３ －
７ ） 、 及 び 28kD分 子 の 塩 基 性 バ ン ド （ No.８ ） を 認 識 す る 抗 体 を 有 し て い た （ 図 16、 パ ネ
ル ｂ ） 。  Lol p Ib.1 及 び  Lol p Ib.2 に 由 来 す る ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製  IgE抗 体 は ア イ ソ
フ ォ ー ム No.５ を 除 く 28／ 30／ 32kD分 子 の ア イ ソ フ ォ ー ム 全 て に 結 合 し た （ 図 16、 パ ネ ル
ｄ 及 び ｅ ） 。 他 方 、 MAb FMC-A7は 32kDの ア イ ソ フ ォ ー ム （ バ ン ド １ 及 び ２ ） 、 ２ つ の 酸 性
ア イ ソ フ ォ ー ム （ バ ン ド ３ ， ４ ） 及 び 塩 基 性 バ ン ド No.７ の 30kD成 分 を 認 識 し た （ 図 16、
パ ネ ル ｃ ） 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　  Lol p Ia, Lol p Ib.1 及 び  Lol p Ib.2 の 相 対 ア レ ル ゲ ン 性 を 30人 の 個 体 の ア レ ル ギ
ー 血 清 を 用 い て 試 験 し た 。 図 17は 27人 の 患 者 （ 90％ ） が  Lol p Ia に 反 応 性 の  IgE抗 体 を
有 し 、 そ し て そ の う ち の ６ 人 （ 20％ )(図 17) は  Lol p Ia に 特 異 的 な  IgE抗 体 を 有 し て い
る こ と を 示 し た （ ど の  Lol p Ib ア イ ソ フ ォ ー ム に も 結 合 し な か っ た ） 。 24人 の 患 者 （ 80
％ ） が  Lol p Ib.1 及 び  Lol p Ib.2 組 換 ア イ ソ フ ォ ー ム の 両 方 を 認 識 す る  IgE抗 体 を 有
し て い た 。  Lol p Ibア イ ソ フ ォ ー ム の み を 認 識 す る （ Lol p Iaに は 結 合 し な い )IgE抗 体
を 有 す る 患 者 が ３ 人 い た 。
【 ０ １ ４ ４ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例 11－ ほ そ 麦 頭 状 花 か ら の  RNAの 抽 並 び に ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 (PCR) に よ る  Lol p
 Ib.1 及 び  Lol p Ib.2 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 多 型 性 分 析
　 新 鮮 な 頭 状 花 を オ ー ス ト ラ リ ア の ほ そ 麦 草 か ら 集 め 、 凍 結 し 、 そ し て 米 国 に 輸 送 し た 。
500 mgの 頭 状 花 を ド ラ イ ア イ ス 上 の 乳 鉢 及 び 乳 棒 に よ り つ ぶ し 、 そ し て 0.1 ％ の DEPCで Fr
ankis and Mascarhenas(1980)Ann.45:595-599に 記 載 の 通 り に 一 夜 処 理 し た 0.2Mの NaCl、 1
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mMの EDTA、 0.1 ％ の  SDSを 有 す る 50mMの ト リ ス pH9.0　 5mlの 中 に 懸 濁 し た 。 フ ェ ノ ー ル ／
ク ロ ロ ホ ル ム ／ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル （ 25： 24： １ で 混 合 ） で １ 回 の 抽 出 の 後 、 こ の 材 料
を フ ェ ノ ー ル ／ ク ロ ロ ホ ル ム ／ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル 中 で 60秒 間 音 波 処 理 し 、 そ し て 再 抽
出 し た 。 音 波 処 理 を ３ 回 目 の 抽 出 に お い て 30秒 間 繰 り 返 し た 。 最 後 の ２ 回 の 抽 出 は 音 波 処
理 抜 き で 行 っ た 。 RNA が  0.1容 量 の ２ Ｍ の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 及 び ２ 容 量 の エ タ ノ ー ル を 有 す
る 水 性 相 か ら 沈 殿 し た 。 そ の ペ レ ッ ト を 遠 心 に よ り 回 収 し 、 dH 2 Oの 中 に 再 懸 濁 し 、 そ し て
65℃ で ５ 分 間 熱 し た 。 ２ mlの ４ Ｍ の 塩 化 リ チ ウ ム を  RNA調 製 品 に 加 え 、 そ し て ０ ℃ で 一 夜
沈 殿 さ せ た 。 こ の  RNAペ レ ッ ト を 遠 心 に よ り 回 収 し 、 １ mlの dH 2 Oの 中 に 再 懸 濁 し 、 そ し て
再 び ３ Ｍ の 酢 酸 及 び エ タ ノ ー ル に よ り 氷 上 で ３ 時 間 か け て 沈 殿 さ せ た 。 最 終 ペ レ ッ ト を 70
％ の エ タ ノ ー ル で 洗 い 、 風 乾 し 、 そ し て  100μ ｌ の DEPC処 理 H 2 O の 中 に 再 懸 濁 し 、 次 い で
－ 80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 一 本 鎖 cDNA及 び 二 本 鎖 cDNAを そ れ ぞ れ 市 販 の キ ッ ト (cDNA 合 成 シ ス テ ム と キ ッ ト 、 BRL,
Gathersburg,MD) を 用 い て  7.5μ ｇ の 頭 状 花  RNAに よ り 合 成 し た 。 第 ２ 鎖 cDNA反 応 混 合 物
を フ ェ ノ ー ル 抽 出 し 、 エ タ ノ ー ル 抽 出 し 、 次 い で T4 DNAポ リ メ ラ ー ゼ (Promega,Madison,W
1) で ブ ラ ン ト 化 せ し め た 。 こ の 二 本 鎖 cDNAを エ タ ノ ー ル 沈 殿 さ せ た 、 自 て ア ニ ー ル に 付
し た オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド AT及 び ALに リ ゲ ー ト さ せ 、 Rafnerら (1990)J.Biol.Chem.266: 122
9 － 1236;Frohmanら (1990)Proc.Natl.Acad.Sci.USA85： 8998－ 9002； 及 び Rouxら (1990)Bi
oTech ８ ： 48－ 57の 方 法 に 従 う 改 良 ア ン カ ー PCR 反 応 に お い て 利 用 し た 。 オ リ ゴ ヌ ク レ オ
チ ド ATは 配 列  5′ － GGGTCTAGAGGTACCGTCCGATCGATCATT-3 ′ ( Rafnerら 、 前 掲 ) を 有 す 。
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド ALは 配 列  5′ -AATGATCGATGCT-3′ ( Rafnerら 、 前 掲 ) を 有 す 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ク ロ ー ン 12Ｒ 及 び ク ロ ー ン 19Ｒ の ア ミ ノ 末 端 を リ ー カ ー 化 cDNAか ら 増 幅 さ れ た （ ２ μ ｌ
反 応 ） 。 PCR を 市 販 の キ ッ ト (GeneAmp DNAAmplification Kit,Perkin Elmer Cetus,Norwa
lk,CT)を 用 い て 実 施 し 、 こ こ で は 、 dNTPを 含 む 10μ ｌ の 10Ｘ の バ ッ フ ァ ー を 100 pmolの 各
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド AP－ ２ 及 び LP５ － ８ プ ラ イ マ ー （ ED:EDTは ３ ： １ Ｍ の 比 ） 、 cDNA（ ２
μ ｌ の リ ン カ ー 化 cDNA反 応 混 合 物 ） 、 0.5μ ｌ の Amplitaq DNAポ リ メ ラ ー ゼ 及 び 100 μ ｌ
に す る 蒸 留 水 と 混 合 し た 。 こ の サ ン プ ル を プ ロ グ ラ ム さ れ た サ ー マ ル コ ン ト ロ ー ラ ー (MJ 
Research,Cambridge,MA)で 増 幅 さ せ た 。 温 度 サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム は 下 記 を 利 用 し た ：
鋳 型 の 変 性  DNA、 94℃ 、 １ 分 ； オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の ア ニ ー ル 、 65℃ 、 １ 分 30秒 ； 伸 長 、
72℃ 、 ２ 分 ； 24サ イ ク ル 反 復 ； ４ ℃ に 保 持 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 LP５ － ８ は 配 列  5′ -GCCTTGAAGCC(A／ G)GCGTTGA-3 ′ を 有 し 、 こ こ で 位 置 12は Ａ 又 は Ｇ
の い づ れ か で あ る 。 LP５ － ８ は  Lol p Ib.1の ヌ ク レ オ チ ド  227～ 244(図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ ）
及 び  Lol p Ib.2 の ヌ ク レ オ チ ド  248～ 265(図 10ａ 及 び 10ｂ ） に 相 補 性 の 非 コ ー ド 鎖 配 列
に 相 当 す る 。 AP－ ２ は 配 列  5′ -GGGTCTAGAGGTACCGTCC-3′ を 有 す る 。 一 次 反 応 は 本 明 細 書
に 記 載 の 通 り に 実 施 し た 。 こ の 初 期 増 幅 物 の ２ ％ （ ２ μ ｌ ） を 次 に 100 pmolの 各 AP－ ２ 及
び LP５ － ９ 、 即 ち 内 部 入 れ 子 型  Lol p Ib.1 ／ Ib.2オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ラ イ マ ー に よ る
二 次 増 幅 に お い て 用 い た 。 LP５ － ９ は 配 列  5′ -TTGGATCCTCGGTCGTCGCCTTCCCT-3 ′ を 有 し
、 こ こ で ヌ ク レ オ チ ド  5′ -TTGGATCC-3 ′ （ LP５ － ９ の 塩 基 １ ～ ８ ） は BamHI 制 限 部 位 を
作 り 上 げ る た め に 付 加 さ れ 、 そ し て ヌ ク レ オ チ ド ９ ～ 26は  Lol p Ib.1 の ヌ ク レ オ チ ド  1
86～ 203(図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ ） 並 び に  Lol p Ib.2 の ヌ ク レ オ チ ド  207～ 224(図 10ａ 及 び 10ｂ
） に 相 補 性 の 非 コ ー ド 鎖 配 列 に 相 当 す る 。 主 要 増 幅 生 成 物 は 臭 化 エ チ ジ ウ ム (EtBr)染 色 し
た ３ ％ の GTG ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 の 約  100～ 250 塩 基 対 に 由 来 す る  DNAス ミ ア （ 塗 抹 ） で あ
っ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 増 幅  DNAを 順 に ク ロ ロ ホ ル ム 、 次 い で ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 、 続 い て 氷 上 で の 0.5 容 量 の 7.
5 Ｍ の 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 及 び 1.5 容 量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー ル に よ る 沈 殿 に よ っ て 回 収 し た 。
沈 殿 及 び 70％ の エ タ ノ ー ル に よ る 洗 浄 後 、  DNAを 50μ ｌ の 反 応 に お い て  XbaＩ 及 び Bam HI
で 同 時 消 化 し 、 容 量 を 20μ ｌ に 減 ら す よ う に 沈 殿 さ せ 、 次 い で 調 製 ２ ％  GTG NuSeive　 ロ
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ー メ ル ト ゲ ル (FMC,Rockport,ME) に 電 気 泳 動 さ せ た 。 適 当 な サ イ ズ の  DNAが EtBr染 色 に よ
り 識 別 化 さ れ 、 切 り 出 し 、 そ し て 適 当 に 消 化 し た pUC19 へ と リ ゲ ー ト し 、 市 販 の シ ー ケ ン
シ ン グ キ ッ ト (Sequenaseキ ッ ト 、 Taquenceキ ッ ト 、 両 者 と も U.S.Biochemicals,Cleveland
,OH 由 来 ) を 用 い て Sangerら (1977)Proc.Natl.Acad.Sci.USA74 ： 5463－ 5476) の ジ デ オ
キ シ 連 鎖 停 止 法 に よ り シ ー ケ ン シ ン グ し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 全 て の ク ロ ー ン は 単 一 PCR 反 応 に 由 来 し 、 そ し て ア ミ ノ 酸 の 相 違 は 潜 在 的 な 多 型 性 の み
を 示 し た 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 相 違 は Taq ポ リ メ ラ ー ゼ (Saikiら (1988) Science 239： 48
7 － 491)に お け る 固 有 の エ ラ ー 率 に 基 づ き 、 独 立 の PCR に お い て 確 認 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 11ク ロ ー ン が ク ロ ー ン 12Ｒ に 相 同 性 な 配 列 を 含 む こ と が 見 い 出 さ れ た 。 ２ ク ロ ー ン は ク
ロ ー ン 19Ｒ と 相 同 性 で あ る こ と が 見 い 出 さ れ た 。 Lol p Ib.1に お け る ア ミ ノ 酸 相 違 を も た
ら す ク ロ ー ン 12Ｒ に お け る 潜 在 的 な ヌ ク レ オ チ ド 多 型 性 を 表 ６ に 示 し て い る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ３ 】
　  Lol p Ib.2 に お け る ア ミ ノ 酸 変 化 を も た ら す ク ロ ー ン 19Ｒ に お け る 潜 在 的 な 多 型 性 が
１ ク ロ ー ン の 中 で 見 い 出 さ れ 、 こ こ で 位 置 30の ア ミ ノ 酸 は Ｔ → Ｓ と 変 っ て い た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ク ロ ー ン 12Ｒ の 内 部 領 域 を コ ー ド す る cDNAを 上 記 の 温 度 サ イ ク ル プ ロ グ ラ ム を 利 用 す る
PCR 反 応 に お い て 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド LP５ － ５ 及 び LP５ － ６ を 用 い て 一 本 鎖 cDNAか ら ク
ロ ー ン し た 。 LP５ － ５ は 配 列  5′ -GGGAATTCACCGACGAGCAGAAGCTG-3 ′ を 有 し 、 こ こ で LP５
－ ５ の 塩 基 １ ～ ８ (5′ -GGGAATTC-3 ′ ) は ク ロ ー ニ ン グ 目 的 の た め の EcoRＩ 制 限 部 位 を 作
り 上 げ る た め に 付 加 さ れ 、 そ し て 塩 基 ９ ～ 26は ク ロ ー ン 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド  199～ 216 及
び ク ロ ー ン 19Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド  220～ 237 に 相 当 す る 。 LP５ － ６ は 配 列  5′ -GGGGATCCCTG
GGTCATGGCGGTGAT-3 ′ を 有 し 、 こ こ で 塩 基 １ ～ ７ (5′ -GGGGATC-3′ )（ LP５ － ６ の 塩 基 １
～ ７ ） は ク ロ ー ニ ン グ 目 的 の た め に BamHＩ 制 限 部 位 を 作 り あ げ る た め に 付 加 さ れ 、 そ し て
塩 基 ８ ～ 26は ク ロ ー ン 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド  808～ 826 に 相 補 性 で あ る 。 主 要 増 幅 生 成 物 は
約 620 塩 基 対 の  DNAバ ン ド で あ っ た 。 増 幅  DNA生 成 物 を 前 記 の 通 り に 精 製 及 び 沈 殿 し 、 続
い て EcoRＩ 及 び BamHＩ で 消 化 し 、 そ し て 調 製 ２ ％ ロ ー メ ル ト ゲ ル に 電 気 泳 動 さ せ た 。 主 要
 DNAバ ン ド を 切 り 出 し 、 そ し て シ ー ケ ン シ ン グ の た め に 適 当 に 消 化 し た pUC19 に リ ゲ ー ト
さ せ た 。 ク ロ ー ン 12Ｒ 内 部 配 列 を 含 む い く つ か の ク ロ ー ン が 獲 得 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
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　 全 て の ク ロ ー ン は 単 一 PCR 反 応 に 由 来 し 、 そ し て ア ミ ノ 酸 の 相 違 は 潜 在 的 な 多 型 性 の み
を 示 し た 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 相 違 は Tgq ポ リ メ ラ ー ゼ (Saikiら (1988) Science 239：  4
87－ 491)に お い て 固 有 の エ ラ ー 率 に 基 づ き 、 独 立 の PCR に お い て 確 認 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　  Lol p Ib.1 の 内 部 配 列 の 潜 在 的 な 多 型 性 を 表 ７ に 示 す 。
【 ０ １ ５ ７ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ８ 】
　 当 業 者 は 、 本 明 細 書 記 載 の 発 明 を こ こ で 記 述 さ れ て い る も の 以 外 に 変 更 及 び 改 良 で き る
こ と を 理 解 し て い る で あ ろ う 。 本 発 明 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 全 て の 工 程 、 特 徴 、 組 成 物 及
び 化 合 物 を 個 別 に 集 約 的 に 包 括 し 、 そ し て 任 意 の ２ 以 上 の 前 記 の 工 程 又 は 特 徴 の 全 て の 組
合 せ を 包 括 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ５ ９ 】
【 図 １ ａ 】 イ ネ 科 グ ル ー プ Ibア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な cDNAク ロ ー ン の 単 離 を 示 す 。 図 １ ａ は
３ 種 の MAb 、 FMC A1(40.1)、 FMC A7(12.3)、 3.2(Kahn & Marsh(1986)Molec.Immunol. ：
1281－ 1288； Singh &Knox(1985)International Archives of Allergy and Applied Immu-
nology　 , 300 － 304 ； Smart ら (1983)International Archivesof Allergy and Appli
ed Immunology  243－ 248)及 び ア レ ル ギ ー 患 者 血 清 由 来 の  IgEに よ る 陽 性 ク ロ ー ン （ 12
Ｒ ） の 認 識 を 示 し て い る 。
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【 図 １ ｂ 】 イ ネ 科 グ ル ー プ Ibア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な cDNAク ロ ー ン の 単 離 を 示 す 。 図 １ ｂ は
ほ そ 麦 花 粉 に 由 来 の グ ル ー プ Ｉ 抗 体 へ の  Mab及 び  IgEの 結 合 性 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 示
す 。 レ ー ン １ は 全 タ ン パ ク 質 プ ロ フ ィ ー ル （ ク マ ジ ー ブ ル ー 染 色 ） を 示 し ； レ ー ン ２ ： MA
b 21.3； レ ー ン ３ ： MAb 40.1； レ ー ン ４ ： MAb 3.2 ； レ ー ン ５ 　 12.3－ ； レ ー ン ６ ：  IgE
抗 体 。
【 図 ２ 】 グ ル ー プ Ibア レ ル ゲ ン 転 写 体 の 組 換 型 及 び 細 胞 型 特 異 性 発 現 を 示 す 。 図 ２ ａ は  R
NAブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 示 す 。 ポ リ （ Ａ ） ＋  RNAは 種 々 の 植 物 組 織 、 即 ち 、
種 子 、 葉 、 根 及 び 花 粉 か ら 単 離 し た 。 図 ２ ｂ は グ ル ー プ Ib抗 原 の 組 織 型 及 び 細 胞 型 特 異 性
分 布 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 可 溶 性 タ ン パ ク 質 は 種 々 の 植 物 組 織 、 即 ち 、 花 、 葉 、
根 及 び 花 粉 か ら 抽 出 し 、 そ し て MAb 40.1（ パ ネ ル １ ） 、 12.3（ パ ネ ル ２ ） 及 び  IgE抗 体 （
パ ネ ル ３ ） を 用 い て イ ム ノ ブ ロ ッ ト し た 。
【 図 ３ ａ 】 Lol p Ib.1 と 命 名 し た ほ そ 麦 花 粉 ク ロ ー ン 12Ｒ の cDNA配 列 、 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 及 び 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 図 ３ ａ は ラ ム ダ ー 12Ｒ cDNAの 図 式 制 限 地 図 を 示 す 。 ハ
ッ チ ボ ッ ク ス は 推 定 の 翻 訳 オ ー プ ン 解 読 枠 を 示 す 。 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ は 1229ヌ ク レ オ チ ド の
EcoRＩ cDNAイ ン サ ー ト ラ ム ダ ー 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 一 文 字
コ ー ド に よ り 示 し て い る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を こ の  DNA配 列 の 下 に 示 し 、 そ し て ヌ ク レ オ チ
ド 40で の 第 １ 替 在 ク レ ー ム 内 開 始 コ ド ン に て 始 ま る 。 第 １ 未 介 在 オ ー プ ン 解 読 枠 は  301個
の ア ミ ノ 酸 に わ た っ て つ な が り (DNA配 列 の 下 に 番 号 を 付 し た ) 、 そ し て 星 印 で 示 す  TGA停
止 コ ド ン で 終 っ て い る 。 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 負 の 番 号 で 示 し て い る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 １
～ ９ 、 12～ 17及 び 19は Ｎ － 末 端 シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 同 定 さ れ て い る 。 図 ３ ｄ は Hopp and
 Woods(1981)Proc.Natl Acad.Sci.USA ： 3824－ 3828の 方 法 に 基 づ く 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の
疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し 、 ７ 個 の ア ミ ノ 酸 を 枠 に 入 れ て あ る 。
【 図 ３ ｂ 】 Lol p Ib.1 と 命 名 し た ほ そ 麦 花 粉 ク ロ ー ン 12Ｒ の cDNA配 列 、 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 及 び 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 図 ３ ａ は ラ ム ダ ー 12Ｒ cDNAの 図 式 制 限 地 図 を 示 す 。 ハ
ッ チ ボ ッ ク ス は 推 定 の 翻 訳 オ ー プ ン 解 読 枠 を 示 す 。 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ は 1229ヌ ク レ オ チ ド の
EcoRＩ cDNAイ ン サ ー ト ラ ム ダ ー 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 一 文 字
コ ー ド に よ り 示 し て い る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を こ の  DNA配 列 の 下 に 示 し 、 そ し て ヌ ク レ オ チ
ド 40で の 第 １ 替 在 ク レ ー ム 内 開 始 コ ド ン に て 始 ま る 。 第 １ 未 介 在 オ ー プ ン 解 読 枠 は  301個
の ア ミ ノ 酸 に わ た っ て つ な が り (DNA配 列 の 下 に 番 号 を 付 し た ) 、 そ し て 星 印 で 示 す  TGA停
止 コ ド ン で 終 っ て い る 。 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 負 の 番 号 で 示 し て い る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 １
～ ９ 、 12～ 17及 び 19は Ｎ － 末 端 シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 同 定 さ れ て い る 。 図 ３ ｄ は Hopp and
 Woods(1981)Proc.Natl Acad.Sci.USA ： 3824－ 3828の 方 法 に 基 づ く 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の
疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し 、 ７ 個 の ア ミ ノ 酸 を 枠 に 入 れ て あ る 。
【 図 ３ ｂ Ｉ 】 Lol p Ib.1 と 命 名 し た ほ そ 麦 花 粉 ク ロ ー ン 12Ｒ の cDNA配 列 、 推 定 ア ミ ノ 酸
配 列 及 び 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 図 ３ ａ は ラ ム ダ ー 12Ｒ cDNAの 図 式 制 限 地 図 を 示 す 。
ハ ッ チ ボ ッ ク ス は 推 定 の 翻 訳 オ ー プ ン 解 読 枠 を 示 す 。 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ は 1229ヌ ク レ オ チ ド
の EcoRＩ cDNAイ ン サ ー ト ラ ム ダ ー 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 一 文
字 コ ー ド に よ り 示 し て い る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を こ の  DNA配 列 の 下 に 示 し 、 そ し て ヌ ク レ オ
チ ド 40で の 第 １ 替 在 ク レ ー ム 内 開 始 コ ド ン に て 始 ま る 。 第 １ 未 介 在 オ ー プ ン 解 読 枠 は  301
個 の ア ミ ノ 酸 に わ た っ て つ な が り (DNA配 列 の 下 に 番 号 を 付 し た ) 、 そ し て 星 印 で 示 す  TGA
停 止 コ ド ン で 終 っ て い る 。 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 負 の 番 号 で 示 し て い る 。 ア ミ ノ 酸 残 基
１ ～ ９ 、 12～ 17及 び 19は Ｎ － 末 端 シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 同 定 さ れ て い る 。 図 ３ ｄ は Hopp a
nd Woods(1981)Proc.Natl Acad.Sci.USA ： 3824－ 3828の 方 法 に 基 づ く 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列
の 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し 、 ７ 個 の ア ミ ノ 酸 を 枠 に 入 れ て あ る 。
【 図 ３ ｂ Ｉ Ｉ 】 Lol p Ib.1 と 命 名 し た ほ そ 麦 花 粉 ク ロ ー ン 12Ｒ の cDNA配 列 、 推 定 ア ミ ノ
酸 配 列 及 び 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 図 ３ ａ は ラ ム ダ ー 12Ｒ cDNAの 図 式 制 限 地 図 を 示 す
。 ハ ッ チ ボ ッ ク ス は 推 定 の 翻 訳 オ ー プ ン 解 読 枠 を 示 す 。 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ は 1229ヌ ク レ オ チ
ド の EcoRＩ cDNAイ ン サ ー ト ラ ム ダ ー 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 一
文 字 コ ー ド に よ り 示 し て い る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を こ の  DNA配 列 の 下 に 示 し 、 そ し て ヌ ク レ
オ チ ド 40で の 第 １ 替 在 ク レ ー ム 内 開 始 コ ド ン に て 始 ま る 。 第 １ 未 介 在 オ ー プ ン 解 読 枠 は  3
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01個 の ア ミ ノ 酸 に わ た っ て つ な が り (DNA配 列 の 下 に 番 号 を 付 し た ) 、 そ し て 星 印 で 示 す  T
GA停 止 コ ド ン で 終 っ て い る 。 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 負 の 番 号 で 示 し て い る 。 ア ミ ノ 酸 残
基 １ ～ ９ 、 12～ 17及 び 19は Ｎ － 末 端 シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 同 定 さ れ て い る 。 図 ３ ｄ は Hopp
 and Woods(1981)Proc.Natl Acad.Sci.USA ： 3824－ 3828の 方 法 に 基 づ く 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 の 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し 、 ７ 個 の ア ミ ノ 酸 を 枠 に 入 れ て あ る 。
【 図 ３ ｃ 】 Lol p Ib.1 と 命 名 し た ほ そ 麦 花 粉 ク ロ ー ン 12Ｒ の cDNA配 列 、 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 及 び 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 図 ３ ａ は ラ ム ダ ー 12Ｒ cDNAの 図 式 制 限 地 図 を 示 す 。 ハ
ッ チ ボ ッ ク ス は 推 定 の 翻 訳 オ ー プ ン 解 読 枠 を 示 す 。 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ は 1229ヌ ク レ オ チ ド の
EcoRＩ cDNAイ ン サ ー ト ラ ム ダ ー 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 一 文 字
コ ー ド に よ り 示 し て い る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を こ の  DNA配 列 の 下 に 示 し 、 そ し て ヌ ク レ オ チ
ド 40で の 第 １ 替 在 ク レ ー ム 内 開 始 コ ド ン に て 始 ま る 。 第 １ 未 介 在 オ ー プ ン 解 読 枠 は  301個
の ア ミ ノ 酸 に わ た っ て つ な が り (DNA配 列 の 下 に 番 号 を 付 し た ) 、 そ し て 星 印 で 示 す  TGA停
止 コ ド ン で 終 っ て い る 。 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 負 の 番 号 で 示 し て い る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 １
～ ９ 、 12～ 17及 び 19は Ｎ － 末 端 シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 同 定 さ れ て い る 。 図 ３ ｄ は Hopp and
 Woods(1981)Proc.Natl Acad.Sci.USA ： 3824－ 3828の 方 法 に 基 づ く 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の
疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し 、 ７ 個 の ア ミ ノ 酸 を 枠 に 入 れ て あ る 。
【 図 ３ ｃ Ｉ 】 Lol p Ib.1 と 命 名 し た ほ そ 麦 花 粉 ク ロ ー ン 12Ｒ の cDNA配 列 、 推 定 ア ミ ノ 酸
配 列 及 び 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 図 ３ ａ は ラ ム ダ ー 12Ｒ cDNAの 図 式 制 限 地 図 を 示 す 。
ハ ッ チ ボ ッ ク ス は 推 定 の 翻 訳 オ ー プ ン 解 読 枠 を 示 す 。 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ は 1229ヌ ク レ オ チ ド
の EcoRＩ cDNAイ ン サ ー ト ラ ム ダ ー 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 一 文
字 コ ー ド に よ り 示 し て い る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を こ の  DNA配 列 の 下 に 示 し 、 そ し て ヌ ク レ オ
チ ド 40で の 第 １ 替 在 ク レ ー ム 内 開 始 コ ド ン に て 始 ま る 。 第 １ 未 介 在 オ ー プ ン 解 読 枠 は  301
個 の ア ミ ノ 酸 に わ た っ て つ な が り (DNA配 列 の 下 に 番 号 を 付 し た ) 、 そ し て 星 印 で 示 す  TGA
停 止 コ ド ン で 終 っ て い る 。 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 負 の 番 号 で 示 し て い る 。 ア ミ ノ 酸 残 基
１ ～ ９ 、 12～ 17及 び 19は Ｎ － 末 端 シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 同 定 さ れ て い る 。 図 ３ ｄ は Hopp a
nd Woods(1981)Proc.Natl Acad.Sci.USA ： 3824－ 3828の 方 法 に 基 づ く 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列
の 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し 、 ７ 個 の ア ミ ノ 酸 を 枠 に 入 れ て あ る 。
【 図 ３ ｃ Ｉ Ｉ 】 Lol p Ib.1 と 命 名 し た ほ そ 麦 花 粉 ク ロ ー ン 12Ｒ の cDNA配 列 、 推 定 ア ミ ノ
酸 配 列 及 び 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 図 ３ ａ は ラ ム ダ ー 12Ｒ cDNAの 図 式 制 限 地 図 を 示 す
。 ハ ッ チ ボ ッ ク ス は 推 定 の 翻 訳 オ ー プ ン 解 読 枠 を 示 す 。 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ は 1229ヌ ク レ オ チ
ド の EcoRＩ cDNAイ ン サ ー ト ラ ム ダ ー 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 一
文 字 コ ー ド に よ り 示 し て い る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を こ の  DNA配 列 の 下 に 示 し 、 そ し て ヌ ク レ
オ チ ド 40で の 第 １ 替 在 ク レ ー ム 内 開 始 コ ド ン に て 始 ま る 。 第 １ 未 介 在 オ ー プ ン 解 読 枠 は  3
01個 の ア ミ ノ 酸 に わ た っ て つ な が り (DNA配 列 の 下 に 番 号 を 付 し た ) 、 そ し て 星 印 で 示 す  T
GA停 止 コ ド ン で 終 っ て い る 。 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 負 の 番 号 で 示 し て い る 。 ア ミ ノ 酸 残
基 １ ～ ９ 、 12～ 17及 び 19は Ｎ － 末 端 シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 同 定 さ れ て い る 。 図 ３ ｄ は Hopp
 and Woods(1981)Proc.Natl Acad.Sci.USA ： 3824－ 3828の 方 法 に 基 づ く 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 の 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し 、 ７ 個 の ア ミ ノ 酸 を 枠 に 入 れ て あ る 。
【 図 ３ ｄ 】 Lol p Ib.1 と 命 名 し た ほ そ 麦 花 粉 ク ロ ー ン 12Ｒ の cDNA配 列 、 推 定 ア ミ ノ 酸 配
列 及 び 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 す 。 図 ３ ａ は ラ ム ダ ー 12Ｒ cDNAの 図 式 制 限 地 図 を 示 す 。 ハ
ッ チ ボ ッ ク ス は 推 定 の 翻 訳 オ ー プ ン 解 読 枠 を 示 す 。 図 ３ ｂ 及 び ３ ｃ は 1229ヌ ク レ オ チ ド の
EcoRＩ cDNAイ ン サ ー ト ラ ム ダ ー 12Ｒ の ヌ ク レ オ チ ド 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 。 一 文 字
コ ー ド に よ り 示 し て い る 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 を こ の  DNA配 列 の 下 に 示 し 、 そ し て ヌ ク レ オ チ
ド 40で の 第 １ 替 在 ク レ ー ム 内 開 始 コ ド ン に て 始 ま る 。 第 １ 未 介 在 オ ー プ ン 解 読 枠 は  301個
の ア ミ ノ 酸 に わ た っ て つ な が り (DNA配 列 の 下 に 番 号 を 付 し た ) 、 そ し て 星 印 で 示 す  TGA停
止 コ ド ン で 終 っ て い る 。 推 定 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 負 の 番 号 で 示 し て い る 。 ア ミ ノ 酸 残 基 １
～ ９ 、 12～ 17及 び 19は Ｎ － 末 端 シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 同 定 さ れ て い る 。 図 ３ ｄ は Hopp and
 Woods(1981)Proc.Natl Acad.Sci.USA ： 3824－ 3828の 方 法 に 基 づ く 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の
疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル を 示 し 、 ７ 個 の ア ミ ノ 酸 を 枠 に 入 れ て あ る 。
【 図 ４ 】 Lol p Ib.1(ク ロ ー ン 12Ｒ ） に お け る  IgE及 び MAb 反 応 性 エ ピ ト ー プ の 、 イ ム ノ
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ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 利 用 す る 描 写 で あ る ； 図 ４ ａ ：  IgE抗 体 ； 図 ４ ｂ 、 MAb 40.1、 そ し て 図
４ ｃ 、 MAb 12.3。 図 ４ ａ ～ ｃ の コ ン ト ロ ー ル は 非 組 換 プ ラ ス ミ ド で 形 質 転 換 さ せ た 細 菌 に
よ り 供 さ れ て い る 。
【 図 ５ ａ 】 特 異 的  MAb及 び イ ム ノ ゴ ー ル ド プ ロ ー ブ を 利 用 す る ほ そ 麦 の 成 熟 花 粉 に お け る
 Lol p Ia 及 び  Lol p Ib の 検 出 を 示 す 。 図 ５ ａ は 胚 胞 孔 を 示 す 、 走 査 電 子 顕 微 鏡 に よ り
見 た 完 全 花 粉 粒 を 示 し て い る 。
【 図 ５ ｂ 】 特 異 的  MAb及 び イ ム ノ ゴ ー ル ド プ ロ ー ブ を 利 用 す る ほ そ 麦 の 成 熟 花 粉 に お け る
 Lol p Ia 及 び  Lol p Ib の 検 出 を 示 す 。 図 ５ ｂ は イ ム ノ － ゴ ー ル ド 局 在 － 二 重 ラ ベ リ ン
グ に よ る Lol p Ia及 び  Lol p Ib の 細 胞 部 位 の 検 出 を 示 す 。
【 図 ５ ｃ 】 特 異 的  MAb及 び イ ム ノ ゴ ー ル ド プ ロ ー ブ を 利 用 す る ほ そ 麦 の 成 熟 花 粉 に お け る
 Lol p Ia 及 び  Lol p Ib の 検 出 を 示 す 。 図 ５ ｃ は 水 に 30ｓ 暴 露 し た 際 の 新 鮮 な 生 育 花 粉
の 出 現 を 示 す （ ダ ー ク フ ィ ー ル ド イ ル ミ ネ ー シ ョ ン ） 。
【 図 ６ 】 20種 の 草 類 由 来 の 非 変 性 花 粉 タ ン パ ク 質 へ の 抗 体 結 合 性 を 示 す 。 レ ー ン Ａ ～ Ｅ は
記 載 の 草 類 種 に お け る 花 粉 タ ン パ ク 質 に 対 す る 様 々 な 抗 体 の 結 合 性 を 示 す 。 レ ー ン Ａ ）  I
gE、 レ ー ン Ｂ )FMC－ A1抗 体 、 レ ー ン Ｃ )FMC－ A7抗 体 、 レ ー ン Ｄ ） LpIX－ 3A抗 体 、 及 び レ ー
ン Ｅ ） LpIX－ 3A抗 体 。
【 図 ７ － １ 】 勾 配  SDS－ PAGEに よ り 分 け 、 そ し て ク マ ジ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 （ 図 ７
ａ ） に よ り 、 並 び に 血 清  IgE（ 図 ７ ｂ ） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  FMC－ A1（ 図 ７ ｃ ） 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体  FMC－ A7（ 図 ７ ｄ ） 、 抗 体 LpIX－ 3A（ 図 ７ Ｅ ） 及 び 抗 体 LpIX－ 4A（ 図 ７ Ｆ
） の 結 合 性 に よ り 識 別 化 さ せ た 20種 の 草 類 の 可 溶 性 花 粉 タ ン パ ク 質 を 示 す 。 個 々 の レ ー ン
は 図 ６ に 示 す 草 類 に 対 応 し て い る 。
【 図 ７ － ２ 】 勾 配  SDS－ PAGEに よ り 分 け 、 そ し て ク マ ジ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 （ 図 ７
ａ ） に よ り 、 並 び に 血 清  IgE（ 図 ７ ｂ ） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  FMC－ A1（ 図 ７ ｃ ） 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体  FMC－ A7（ 図 ７ ｄ ） 、 抗 体 LpIX－ 3A（ 図 ７ Ｅ ） 及 び 抗 体 LpIX－ 4A（ 図 ７ Ｆ
） の 結 合 性 に よ り 識 別 化 さ せ た 20種 の 草 類 の 可 溶 性 花 粉 タ ン パ ク 質 を 示 す 。 個 々 の レ ー ン
は 図 ６ に 示 す 草 類 に 対 応 し て い る 。
【 図 ７ － ３ 】 勾 配  SDS－ PAGEに よ り 分 け 、 そ し て ク マ ジ ー ブ リ リ ア ン ト ブ ル ー 染 色 （ 図 ７
ａ ） に よ り 、 並 び に 血 清  IgE（ 図 ７ ｂ ） 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  FMC－ A1（ 図 ７ ｃ ） 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体  FMC－ A7（ 図 ７ ｄ ） 、 抗 体 LpIX－ 3A（ 図 ７ Ｅ ） 及 び 抗 体 LpIX－ 4A（ 図 ７ Ｆ
） の 結 合 性 に よ り 識 別 化 さ せ た 20種 の 草 類 の 可 溶 性 花 粉 タ ン パ ク 質 を 示 す 。 個 々 の レ ー ン
は 図 ６ に 示 す 草 類 に 対 応 し て い る 。
【 図 ８ 】 （ ａ ） ア レ ル ギ ー 患 者 及 び （ ｂ ） 非 ア レ ル ギ ー 患 者 に 由 来 の プ ー ル 血 液 を 利 用 し
た 、 ベ ク タ ー ラ ム ダ gtllに お け る ク ロ ー ン 19Ｒ の イ ム ノ ス ク リ ー ニ ン グ の 写 真 で あ る 。
【 図 ９ 】 Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） 、  Lol p Ib.1(ク ロ ー ン 12Ｒ ） 及 び  Lol p Ia の 部
分 的 制 限 エ ン ド ヌ ク レ ア ー ゼ 地 図 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ ａ 】 図 10ａ 及 び 10ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） の cDNA配 列 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸
配 列 を 示 す 。
【 図 １ ０ ａ Ｉ 】 図 10ａ 及 び 10ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） の cDNA配 列 及 び 推 定 ア ミ ノ
酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ０ ａ Ｉ Ｉ 】 図 10ａ 及 び 10ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） の cDNA配 列 及 び 推 定 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ０ ｂ 】 図 10ａ 及 び 10ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） の cDNA配 列 及 び 推 定 ア ミ ノ 酸
配 列 を 示 す 。
【 図 １ ０ ｂ Ｉ 】 図 10ａ 及 び 10ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） の cDNA配 列 及 び 推 定 ア ミ ノ
酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ ０ ｂ Ｉ Ｉ 】 図 10ａ 及 び 10ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） の cDNA配 列 及 び 推 定 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 Kyte and Doolittle(1982)J.Md.Biol.,157:105－ 132 の 方 法 に 基 づ く 、  Lol p
 Ib.2 に つ い て の 推 定 ア ミ ノ 酸 配 列 の 疎 水 性 プ ロ フ ィ ー ル の グ ラ フ 図 で あ り 、 ９ 個 の ア ミ
ノ 酸 の 枠 が あ る 。
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【 図 １ ２ ａ 】 図 12ａ 及 び 12ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） と  Lol p Ib.1(ク ロ ー ン 12Ｒ
） と の cDNA配 列 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。 バ ー は  DNA配 列 の 同 一 性 を 示 す た め に 用 い て い る
。 最 大 類 似 性 を 示 す た め に 翻 訳 領 域 内 に ギ ャ ッ プ を 挿 入 し た 。 ク ロ ー ン 19Ｒ の 中 に 挿 入 し
た ギ ャ ッ プ 数 は 14で あ る 。 ク ロ ー ン 12Ｒ の 中 に 挿 入 し た ギ ャ ッ プ 数 は 35で あ る 。 全 体 の 配
列 同 一 性 は  887塩 基 で あ っ た （ 72.2％ ） 。
【 図 １ ２ ａ Ｉ 】 図 12ａ 及 び 12ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） と  Lol p Ib.1(ク ロ ー ン 12
Ｒ ） と の cDNA配 列 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。 バ ー は  DNA配 列 の 同 一 性 を 示 す た め に 用 い て い
る 。 最 大 類 似 性 を 示 す た め に 翻 訳 領 域 内 に ギ ャ ッ プ を 挿 入 し た 。 ク ロ ー ン 19Ｒ の 中 に 挿 入
し た ギ ャ ッ プ 数 は 14で あ る 。 ク ロ ー ン 12Ｒ の 中 に 挿 入 し た ギ ャ ッ プ 数 は 35で あ る 。 全 体 の
配 列 同 一 性 は  887塩 基 で あ っ た （ 72.2％ ） 。
【 図 １ ２ ａ Ｉ Ｉ 】 図 12ａ 及 び 12ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） と  Lol p Ib.1(ク ロ ー ン
12Ｒ ） と の cDNA配 列 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。 バ ー は  DNA配 列 の 同 一 性 を 示 す た め に 用 い て
い る 。 最 大 類 似 性 を 示 す た め に 翻 訳 領 域 内 に ギ ャ ッ プ を 挿 入 し た 。 ク ロ ー ン 19Ｒ の 中 に 挿
入 し た ギ ャ ッ プ 数 は 14で あ る 。 ク ロ ー ン 12Ｒ の 中 に 挿 入 し た ギ ャ ッ プ 数 は 35で あ る 。 全 体
の 配 列 同 一 性 は  887塩 基 で あ っ た （ 72.2％ ） 。
【 図 １ ２ ｂ 】 図 12ａ 及 び 12ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） と  Lol p Ib.1(ク ロ ー ン 12Ｒ
） と の cDNA配 列 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。 バ ー は  DNA配 列 の 同 一 性 を 示 す た め に 用 い て い る
。 最 大 類 似 性 を 示 す た め に 翻 訳 領 域 内 に ギ ャ ッ プ を 挿 入 し た 。 ク ロ ー ン 19Ｒ の 中 に 挿 入 し
た ギ ャ ッ プ 数 は 14で あ る 。 ク ロ ー ン 12Ｒ の 中 に 挿 入 し た ギ ャ ッ プ 数 は 35で あ る 。 全 体 の 配
列 同 一 性 は  887塩 基 で あ っ た （ 72.2％ ） 。
【 図 １ ２ ｂ Ｉ 】 図 12ａ 及 び 12ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） と  Lol p Ib.1(ク ロ ー ン 12
Ｒ ） と の cDNA配 列 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。 バ ー は  DNA配 列 の 同 一 性 を 示 す た め に 用 い て い
る 。 最 大 類 似 性 を 示 す た め に 翻 訳 領 域 内 に ギ ャ ッ プ を 挿 入 し た 。 ク ロ ー ン 19Ｒ の 中 に 挿 入
し た ギ ャ ッ プ 数 は 14で あ る 。 ク ロ ー ン 12Ｒ の 中 に 挿 入 し た ギ ャ ッ プ 数 は 35で あ る 。 全 体 の
配 列 同 一 性 は  887塩 基 で あ っ た （ 72.2％ ） 。
【 図 １ ２ ｂ Ｉ Ｉ 】 図 12ａ 及 び 12ｂ は  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） と  Lol p Ib.1(ク ロ ー ン
12Ｒ ） と の cDNA配 列 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。 バ ー は  DNA配 列 の 同 一 性 を 示 す た め に 用 い て
い る 。 最 大 類 似 性 を 示 す た め に 翻 訳 領 域 内 に ギ ャ ッ プ を 挿 入 し た 。 ク ロ ー ン 19Ｒ の 中 に 挿
入 し た ギ ャ ッ プ 数 は 14で あ る 。 ク ロ ー ン 12Ｒ の 中 に 挿 入 し た ギ ャ ッ プ 数 は 35で あ る 。 全 体
の 配 列 同 一 性 は  887塩 基 で あ っ た （ 72.2％ ） 。
【 図 １ ３ 】 Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） と  Lol p Ib.1(ク ロ ー ン 12Ｒ ） と の ア ミ ノ 酸 配 列
を 比 較 し た 図 で あ る 。 最 大 類 似 性 を 示 す た め に 翻 訳 領 域 内 に ギ ャ ッ プ を 挿 入 し た 。 ア ミ ノ
酸 配 列 間 の 同 一 性 を 示 す た め に バ ー を 用 い 、 そ し て 「 ｓ 」 は ア ミ ノ 酸 配 列 間 の 類 似 性 を 示
す 。 「 類 似 」 で あ る と い わ れ て い る ア ミ ノ 酸 は Ａ ， Ｓ と Ｔ ； Ｄ と Ｅ ； Ｎ と Ｑ ； Ｒ と Ｋ ； Ｉ
， Ｌ ， Ｍ と Ｖ ； 及 び Ｆ ， Ｙ と Ｗ で あ る 。 ク ロ ー ン 19Ｒ の 中 に 挿 入 し た ギ ャ ッ プ 数 は １ で あ
る 。 ク ロ ー ン 12Ｒ に 挿 入 し た ギ ャ ッ プ 数 は ４ で あ る 。 こ の ２ 配 列 は  201個 の 同 一 ア ミ ノ 酸
(66.8％ ） 及 び 35個 の 「 類 似 」 ア ミ ノ 酸 （ 12.6％ ） を 含 ん で い た 。
【 図 １ ４ 】 ク ロ ー ン 19Ｒ の 組 織 特 異 性 発 現 を 示 す 。 図 14（ ａ ） は ほ そ 麦 花 粉 、 葉 、 根 及 び
種 子 由 来 の ク ロ ー ン 19Ｒ に 特 異 的 な 82塩 基 の フ ラ グ メ ン ト で プ ロ ー ブ し た 全  RNAの ノ ー ザ
ン ブ ロ ッ ト 分 析 で あ る 。 図 14（ ｂ ） は エ ン ド ウ (Pisum sativum) 由 来 の リ ボ ソ ー ム  DNAで
プ ロ ー ブ し た 、 ほ そ 麦 花 粉 、 葉 、 根 及 び 種 子 由 来 の 全  RNAの ノ ー ザ ン ド ッ ト ブ ロ ッ ト 分 析
で あ る 。 全 て の 組 織 に 関 し て 、 図 14（ ａ ） 及 び （ ｂ ） に 20μ ｇ の 全  RNAを 添 加 し た 。
【 図 １ ５ 】 二 次 元 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 に お け る 、 ア レ ル ギ ー 個 体 の 血 清 に よ り プ ロ ー
ブ さ れ た 花 粉 タ ン パ ク 質 を 示 す 。 グ ル ー プ Iaは 成 分 １ ～ ４ ； グ ル ー プ Ibは 成 分 ５ ～ 12； グ
ル ー プ IVは 成 分 13～ 15； グ ル ー プ IIは 成 分 16～ 17； そ し て グ ル ー プ III は ？ で あ る 。
【 図 １ ６ 】 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 の 二 次 元 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 示 す 。 全 て の ケ ー ス
に お い て 、 ほ そ 麦 花 粉 タ ン パ ク 質 を 等 電 点 電 気 泳 動 （ 左 か ら 右 へ ） に 付 し 、 次 い で  SDS－
PAGE（ 上 か ら 下 へ ） に 付 し た 。 （ ａ ） 全 タ ン パ ク 質 を 銀 染 色 し た 二 次 元 ゲ ル 電 気 泳 動 分 離
。 二 次 元 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト を （ ｂ ） ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ギ ー 患 者 の プ ー ル 血 清 由 来 の 全  I
gE抗 体 、 （ ｃ ）  MAb FMC－ A7、 （ ｄ ） Lol p Ib.1か ら ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た  IgE抗 体 、
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及 び （ ｅ ）  Lol p Ib.2 か ら ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た  IgE抗 体 で プ ロ ー ブ し た 。
【 図 １ ７ 】 E.コ リ Y1090 上 で の ラ ム ダ gtll Lol p Ib.1(ク ロ ー ン 12Ｒ ） 、  Lol p Ia(ク ロ
ー ン 13Ｒ ） 及 び  Lol p Ib.2(ク ロ ー ン 19Ｒ ） の ド ッ ト ブ ロ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ を 示 す 。 ク
ロ ー ン 12Ｒ 、 13Ｒ 及 び 19Ｒ 並 び に 非 組 換 ラ ム ダ gtllの ２ μ ｌ の フ ァ ー ジ ス ト ッ ク を 、 10mM
の １ PTGで 飽 和 に 付 し た ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー で 誘 発 せ し め た E.コ リ Y1090 の 菌 叢
の 上 に ス ポ ッ ト し た 。 こ の タ ン パ ク 質 ブ ロ ッ ト を 次 に 30人 の 草 類 ア レ ル ギ ー 患 者 由 来 の 個
々 の 血 清 で プ ロ ー ブ し た 。 ａ ＝  Lol p Ib.1 、 ｂ ＝  Lol p Ia 、 ｃ ＝  Lol p Ib.2 及 び ｄ
＝ 非 組 換 ラ ム ダ gtll。 〔 ＜ 〕 ＝  Lol p Ia 及 び  Lol p Ib.1 よ り Lol p Ib.2に 対 し て よ り
高 レ ベ ル で 結 合 し た  IgEを 有 す る 個 体 。 〔 １ 〕 ＝  Lol p Ia に 特 異 的 な  IgEを 有 す る 個 体
。 〔 ２ 〕 ＝  Lol p Ib.1 及 び  Lol p Ib.2 に 特 異 的 な  IgEを 有 す る 個 体 。 10

【 図 １ ａ 】

【 図 １ ｂ 】

【 図 ２ 】
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【 図 ３ ａ 】 【 図 ３ ｂ 】

【 図 ３ ｂ Ｉ 】 【 図 ３ ｂ Ｉ Ｉ 】
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【 図 ３ ｃ 】 【 図 ３ ｃ Ｉ 】

【 図 ３ ｃ Ｉ Ｉ 】 【 図 ３ ｄ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ ａ 】

【 図 ５ ｂ 】

【 図 ５ ｃ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ － １ 】 【 図 ７ － ２ 】

【 図 ７ － ３ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ ａ 】

【 図 １ ０ ａ Ｉ 】 【 図 １ ０ ａ Ｉ Ｉ 】
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【 図 １ ０ ｂ 】 【 図 １ ０ ｂ Ｉ 】

【 図 １ ０ ｂ Ｉ Ｉ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ ａ 】 【 図 １ ２ ａ Ｉ 】

【 図 １ ２ ａ Ｉ Ｉ 】 【 図 １ ２ ｂ 】
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【 図 １ ２ ｂ Ｉ 】 【 図 １ ２ ｂ Ｉ Ｉ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 10月 6日 (2006.10.6)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ほ そ 麦 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン Lol p 
Ib.2(19R)、 ま た は そ の 抗 原 性 部 分 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 単 離 核 酸 で あ っ て
、 当 該 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ れ ら の 部 分 が Lol p Ib.2タ ン パ ク 質 ア
レ ル ゲ ン に 特 異 的 な T細 胞 を 刺 激 す る こ と が で き る こ と を 特 徴 と す る 核 酸 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 核 酸 が 、 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ほ そ 麦 タ ン パ ク 質 ア レ
ル ゲ ン Lol p Ib.2(19R)、 ま た は そ の 抗 原 性 部 分 を コ ー ド し 、 当 該 コ ー ド さ れ た タ ン パ ク
質 ア レ ル ゲ ン ま た は そ れ ら の 部 分 が Lol p Ib.2タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン に 特 異 的 な T細 胞 を
刺 激 す る こ と が で き る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 単 離 核 酸 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 核 酸 配 列 が 、
（ ａ ） 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し て い る 、 ほ そ 麦 ア レ ル ゲ ン （ Lol p Ib.2） の ア ミ ノ 酸 25～ 31
4、
（ ｂ ） 図 10ａ 及 び 10ｂ の ほ そ 麦 ア レ ル ゲ ン （ Lol p Ib.2） の コ ー ド 部 分 、 ま た は
（ ｃ ） 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し て い る 、 ほ そ 麦 ア レ ル ゲ ン （ Lol p Ib.2） の ア ミ ノ 酸 1～ 314
、 を コ ー ド す る 請 求 項 １ ま た は ２ に 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の 核 酸 配 列 を 含 ん で 成 る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か に 記 載 の 核 酸 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を
発 現 す る よ う に 形 質 転 換 さ れ た 宿 主 細 胞 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ほ そ 麦 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン Lol p Ib.2に 特 異 的 な T細 胞 を 刺 激 す る こ と が で き る 単 離
ほ そ 麦 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン （ Lol p Ib.2） ま た は そ の 抗 原 性 部 分 の 製 造 方 法 で あ っ て 、
請 求 項 ５ に 記 載 の 宿 主 細 胞 を 適 宜 倍 地 中 で 培 養 し 、 細 胞 と 、 前 記 ほ そ 麦 タ ン パ ク 質 ア レ ル
ゲ ン （ Lol p Ib.2） 、 又 は そ の 抗 原 性 部 分 を 含 む 培 地 と の 混 合 物 を 作 り ； 任 意 に 前 記 混 合
物 を 精 製 し て 精 製 ほ そ 麦 タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン （ Lol p Ib.2） 、 又 は そ の 抗 原 性 部 分 を 製
造 す る こ と を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 に よ っ て コ ー ド さ れ 、 且 つ ほ そ 麦 タ ン パ ク 質
ア レ ル ゲ ン Lol p Ib.2に 特 異 的 な T細 胞 を 刺 激 す る こ と が で き る 、 ほ そ 麦 タ ン パ ク 質 ア レ
ル ゲ ン (Lol p Ib.2)、 ま た は そ の フ ラ グ メ ン ト 。
【 請 求 項 ８ 】
　 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 請 求 項 ７ に 記 載 の ほ そ 麦 タ ン パ ク 質
ア レ ル ゲ ン （ Lol p Ib.2） ま た は そ の 抗 原 性 部 分 。
【 請 求 項 ９ 】
　 化 学 的 に 合 成 さ れ る 、 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ア レ ル ゲ ン 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 天 然 源 か ら 単 離 さ れ る 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ア レ ル ゲ ン 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 核 酸 で 形 質 転 換 し た 宿 主 細 胞 中 で 製 造 さ れ る 、 請
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求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ア レ ル ゲ ン 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 ７ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ア レ ル ゲ ン を 含 ん で 成 る 製 剤 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 医 薬 と し て 使 用 す る 請 求 項 ７ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ア レ ル ゲ ン ま た は 抗 原 性 部
分 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 感 受 性 を 処 置 す る た め の 医 薬 の 製 造 の た め の 請 求 項 ７ ～
１ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の ア レ ル ゲ ン ま た は 抗 原 性 部 分 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 ほ そ 麦 花 粉 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 哺 乳 動 物 の 感 受 性 を 検 出 す る た め の in vitro 方 法 で あ
っ て 、 血 液 成 分 と タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン と の 結 合 の た め に 適 し た 条 件 下 で 、 前 記 哺 乳 動 物
か ら 得 ら れ た 血 液 サ ン プ ル を 、 請 求 項 ７ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 単 離 タ ン パ ク 質 ア
レ ル ゲ ン ま た は 抗 原 性 部 分 と 組 合 せ て 、 そ し て か か る 結 合 が 生 じ た 度 合 い を 決 定 し ； 任 意
に T細 胞 機 能 、 T細 胞 増 殖 、 B細 胞 機 能 、 血 中 に 存 在 す る 抗 体 に 対 す る タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ
ン ま た は 抗 原 性 部 分 、 或 い は そ れ ら の 組 合 せ の 結 合 を 評 価 す る こ と に よ り 、 結 合 が 生 じ た
度 合 い を 決 定 す る こ と 、 を 含 ん で 成 る 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 図 10ａ 及 び 10ｂ に 示 し て い る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ほ そ 麦 タ ン パ ク 質 抗 原 （ Lol p Ib.2
） に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ６ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 及 び 請 求 項 ７ ～ １ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の
タ ン パ ク 質 ア レ ル ゲ ン ま た は 抗 原 性 部 分 に 対 し て 上 昇 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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