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(54)【発明の名称】 マウンテンシダー花粉アレルゲンタンパク質及び該タンパク質をコードする核酸分子

(57)【要約】
【課題】  マウンテンシダー花粉症の原因となるアレル
ゲンタンパク質をコードする単離された核酸分子を提供
する。また、本発明は、該核酸分子を用いた組換えアレ
ルゲンタンパク質又はその抗原性断片を提供する。
【解決手段】  マウンテンシダー花粉アレルゲンJun a 
2をコードするヌクレオチド配列を有する単離された核
酸分子をクローン化した。そして該核酸分子を用いて組
換えJun a 2を単離した。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  マウンテンシダー花粉アレルゲンJun a 
2又はその少なくとも１つの抗原性断片をコードするヌ
クレオチド配列を有する単離された核酸分子、又は該ヌ
クレオチド配列の機能的等価物。
【請求項２】  該ヌクレオチド配列が、本質的に配列番
号：１のヌクレオチド配列のコード部分の少なくとも１
断片からなる、請求項１記載の核酸分子。
【請求項３】  該断片が配列番号：１のヌクレオチド配
列のヌクレオチド１６３～１５２４（配列番号：２）を
含む請求項１記載の核酸分子。
【請求項４】  該ヌクレオチド配列が、本質的に配列番
号：１のヌクレオチド配列からなる、請求項１記載の核
酸分子。
【請求項５】  単離されたマウンテンシダー花粉アレル
ゲンJun a 2又はその少なくとも１つの抗原性断片。
【請求項６】 下記の特徴を有する請求項５記載の単離
されたマウンテンシダー花粉アレルゲンJun a 2：
１）還元条件下でのＳＤＳ-ポリアクリルアミド電気泳
動（ＳＤＳ-ＰＡＧＥ）による分子量測定で約４３ｋＤ
ａの分子量を示す、
２）Ｎ末端アミノ酸配列がAsp-Val-Ala-Ile-Val-Phe-As
n-Val-Glu（配列番号：４）である、
３）ヒノキ花粉アレルゲン抗Cha o 2ポリクローナル抗
体と反応する、
４）マウンテンシダー花粉症患者血液中のＩｇＥ抗体と
反応する。
【請求項７】  請求項１記載の核酸分子で形質転換され
た宿主細胞において産生された請求項５記載のマウンテ
ンシダー花粉アレルゲンJun a 2又はその少なくとも１
つの抗原性断片。
【請求項８】  少なくとも１つのマウンテンシダー花粉
アレルゲンJun a 2のＴ細胞エピトープを含む請求項５
記載の抗原性断片。
【請求項９】  請求項５～８記載のマウンテンシダー花
粉アレルゲンJun a2又はその抗原性断片を有効成分とし
て含有するマウンテンシダー花粉又は該花粉と交差反応
性のアレルゲンに感受性の個人の予防・治療用組成物。
【請求項１０】  マウンテンシダー花粉アレルゲンJun 
a 2又はその少なくとも１つの抗原性断片と特異的に反
応性である、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体
又はそれらに免疫学的に反応性の断片。
【請求項１１】  個人におけるマウンテンシダー花粉ア
レルゲンに感受性を検出する方法であって、その個人か
ら得た血液試料を、マウンテンシダー花粉アレルゲンJu
n a 2又はその少なくとも１つの抗原性断片と、血液成
分のタンパク質若しくはその断片との結合に適した条件
で合わせ、そしてかかる結合が起きる程度を測定するこ
とを含む診断薬。
【請求項１２】  結合が起こる程度を、Ｔ細胞機能、Ｔ
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細胞増殖、Ｂ細胞機能、タンパク質又はその断片の血液
中に存在する抗体又はその断片に対する結合、を評価す
ることにより測定する請求項１１記載の診断薬。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明が属する技術分野】本発明は、マウンテンシダー
花粉症の治療及び診断に有用なマウンテンシダーアレル
ゲンタンパク質をコードする核酸分子及び該アレルゲン
タンパク質調製物に関する。
【０００２】
【従来の技術】北米中西部でしばしば見られる重篤な花
粉症の原因と考えられるマウンテンシダー（Juniperus 
ashei）のアレルゲンタンパクとしては Jun a 1 （Mido
ro-Horiuti, T., Goldblum, R. M., Kurosky, A., and 
Brooks, E. G. (1999) J. Allergy Clin. Immunol. 10
3, S91）, Jun a 3 （Midoro-Horiuti, T., Goldblum, 
R. M., Brooks, E. G., and Kurosky, A. (1998) J. Al
lergy Clin. Immunol. 101, S203）と呼ばれる 2 種類
の糖タンパクが報告されている。これらのうち Juna 1 
はスギ花粉アレルゲンCry j 1（Sone, T., Komiyama, 
N., Shimizu, K., Kusakabe, T., Morikubo, K., and K
ino, K. (1994) Biochem. Biophys. Res. Communicatio
ns 199, 619-625.）及びヒノキ花粉アレルゲン Cha o 1
 と相同性の高いことが判明している。スギ花粉症ではC
ry j 1の他にCry j 2（Komiyama, N., Sone, T., Shimi
zu, K., Morikubo, K., and Kino, K. (1994) Biochem.
 Biophys. Res. Communications 201, 1021-1028.）と
呼ばれる主要なアレルゲンが報告されており、マウンテ
ンシダー花粉症においてもCry j 2に相同なタンパクの
アレルギー発症への関与が推察されるが、その実体はお
ろか、その存在すらも明らかでない。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、マウンテン
シダー花粉症の原因となるアレルゲンタンパク質をコー
ドする単離された核酸分子を提供する。また、本発明
は、該核酸分子を用いた組換えアレルゲンタンパク質又
はその抗原性断片を提供する。また、本発明は、該アレ
ルゲンタンパク質の一次構造より、Ｔ細胞エピトープマ
ッピング及びＢエピトープマッピングを可能とし、抗原
特異的なペプチド免疫療法及び減感作療法、或いはＤＮ
Ａワクチン療法のための治療・予防用医薬組成物の開発
を可能とする。さらにまた本発明は、該組換えアレルゲ
ンタンパク質又はその抗原性断片を用いた花粉症の診断
方法を提供する。
【０００４】
【課題を解決するための手段】本発明者らは、スギ花粉
アレルゲンCry j 2のＤＮＡ配列から、ＰＣＲプライマ
ーを作製し、ハイブリッド形成法及びＰＣＲ法により、
マウンテンシダーアレルゲンタンパク質の全長をコード
するｃＤＮＡを増幅しクローニングした。そして、該ｃ
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3
ＤＮＡを大腸菌発現系で発現させたタンパク質は、花粉
症患者血液中のＩｇＥ抗体と反応することを確認し、該
タンパク質が真性のマウンテンシダーアレルゲンタンパ
ク質であることを明らかにした。
【０００５】すなわち、本発明は、（１）  マウンテン
シダー花粉アレルゲンJun a 2又はその少なくとも１つ
の抗原性断片をコードするヌクレオチド配列を有する単
離された核酸分子、又は該ヌクレオチド配列の機能的等
価物、（２）  該ヌクレオチド配列が、本質的に配列番
号：１のヌクレオチド配列のコード部分の少なくとも１
断片からなる、（１）の核酸分子、（３）  該断片が配
列番号：１のヌクレオチド配列のヌクレオチド１６３～
１５２４（配列番号：２）を含む（１）の核酸分子、
（４）  該ヌクレオチド配列が、本質的に配列番号：１
のヌクレオチド配列からなる、（１）の核酸分子、
（５）  単離されたマウンテンシダー花粉アレルゲンJu
n a 2又はその少なくとも１つの抗原性断片、（６）  
下記の特徴を有する（５）の単離されたマウンテンシダ
ー花粉アレルゲンJun a 2：
１）還元条件下でのＳＤＳ-ポリアクリルアミド電気泳
動（ＳＤＳ-ＰＡＧＥ）による分子量測定で約４３ｋＤ
ａの分子量を示す、
２）Ｎ末端アミノ酸配列がAsp-Val-Ala-Ile-Val-Phe-As
n-Val-Glu（配列番号：４）ある、
３）ヒノキ花粉アレルゲン抗Cha o 2ポリクローナル抗
体と反応する、
４）マウンテンシダー花粉症患者血液中のＩｇＥ抗体と
反応する。
（７）  （１）の核酸分子で形質転換された宿主細胞に
おいて産生された（５）のマウンテンシダー花粉アレル
ゲンJun a 2又はその少なくとも１つの抗原性断片、
（８）  少なくとも１つのマウンテンシダー花粉アレル
ゲンJun a 2のＴ細胞エピトープを含む（５）の抗原性
断片、（９）  （５）～（８）のマウンテンシダー花粉
アレルゲンJun a 2又はその抗原性断片を有効成分とし
て含有するマウンテンシダー花粉又は該花粉と交差反応
性のアレルゲンに感受性の個人の予防・治療用組成物、
（１０）  マウンテンシダー花粉アレルゲンJun a 2又
はその少なくとも１つの抗原性断片と特異的に反応性で
ある、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体又はそ
れらに免疫学的に反応性の断片、（１１）  個人におけ
るマウンテンシダー花粉アレルゲンに感受性を検出する
方法であって、その個人から得た血液試料を、マウンテ
ンシダー花粉アレルゲンJun a 2又はその少なくとも１
つの抗原性断片と、血液成分のタンパク質若しくはその
断片との結合に適した条件で合わせ、そしてかかる結合
が起きる程度を測定することを含む診断薬、（１２）  
結合が起こる程度を、Ｔ細胞機能、Ｔ細胞増殖、Ｂ細胞
機能、タンパク質又はその断片の血液中に存在する抗体
又はその断片に対する結合、を評価することにより測定

4
する（１１）の診断薬、に関する。以下に本発明を詳細
に説明する
【０００６】
【発明の実施の形態】本発明は、マウンテンシダー花粉
アレルゲン中に見出された主要アレルゲンタンパク質Ju
n a 2をコードする１７５９ヌクレオチドからなる核酸
配列（配列番号：１）を提供する。該核酸配列の最初の
開始コドンＡＴＧ（ヌクレオチド１～３）と、終止コド
ンＴＡＧ（ヌクレオチド１５２２～１５２４）との間の
１５２４ヌクレオチドの核酸配列（配列番号：２）は、
５０７個の推定アミノ酸配列からなるマウンテンシダー
花粉アレルゲンタンパク質をコードする（配列番号：
３）。
【０００７】該タンパク質は、２０個のＣｙｓ残基及び
３つのＮグリコシル化可能なコンセンサス配列Ａｓｎ-
Ｘｘｘ-Ｓｅｒ／Ｔｈｒを含む。マウンテンシダー花粉
アレルゲンと相同性の高いと考えられるヒノキ花粉アレ
ルゲンCha o 2（ＷＯ９７／４７６４８）を特異的に認
識する抗体との反応性を指標に、マウンテンシダー花粉
からアレルゲンタンパク質Jun a 2を精製した。該タン
パク質をＳＤＳ-ポリアクリルアミド電気泳動（ＳＤＳ-
ＰＡＧＥ）で解析すると、約９０％の純度であった。そ
して、この精製タンパク質は、還元条件下でのＳＤＳ-
ＰＡＧＥで、みかけの分子量が約４３ｋＤａであった。
該タンパク質のＮ末端アミノ酸９個を自動分析装置（プ
ロテインシークエンサー）で解析すると、ＮＨ

2
-Ａｓｐ

-Ｖａｌ-Ａｌａ-Ｉｌｅ-Ｖａｌ-Ｐｈｅ-Ａｓｎ-Ｖａｌ-
Ｇｌｕ（配列番号：４）であることが判明した。この配
列は、配列番号：１に示す核酸配列のヌクレオチド１６
３～１８９（配列番号：２のヌクレオチド１～２７に対
応）のコード部分に対応し、配列番号：３に示すマウン
テンシダーアレルゲンタンパク質のアミノ酸配列の５５
～６３番目に対応している。したがって、配列番号：２
の核酸配列がコードするタンパク質（配列番号：５）
は、天然のマウンテンシダー花粉に含まれる成熟型の J
un a 2 であると考えられる。さらに、本発明の核酸配
列がコードする組換えアレルゲンタンパク質は、花粉症
患者の血液中のＩｇＥと特異的に反応することが証明さ
れた。
【０００８】Jun a 2のヌクレオチド配列と、スギ花粉
アレルゲンCry j 2（ＷＯ９４／１１５１２）及びヒノ
キ花粉アレルゲンCha o 2（ＷＯ９７／４７６４８）の
ヌクレオチド配列を対応（アラインメント）させると、
アミノ酸配列レベルで、それぞれ７０.７％、及び８２.
０％の相同性を有する。
【０００９】さらに、本発明は、マウンテンシダーアレ
ルゲンタンパクの部分、アナログ又は誘導体をコードす
る本発明の核酸分子の変異体を含む。変異は、例えば、
自然のアレル変異のように自然に発生する。人為的に生
じる変異は、当該技術分野で公知の部位特異的突然変異
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5
誘発技術を用いて作製できる。
【００１０】このような変異は、一つ又は二つ以上のヌ
クレオチドを含むヌクレオチドの置換、欠失、又は付加
によって作製される変異を含む。該変異は、コーディン
グ領域、又は非コーディング領域、又はその両方を変異
させ得る。コーディング領域の変更は、保存的、又は非
保存的アミノ酸置換、欠失、又は付加を生じ得る。精
製、又は発現したマウンテンシダーアレルゲンタンパク
質の機能的特性は、例えば、該花粉症患者の血液中のＩ
ｇＥ結合活性を調べることにより可能である。
【００１１】Jun a 2の抗原性断片をコードする核酸配
列の断片も本発明に包含される。「抗原性断片」とは、
ヒトにおいて免疫応答（例えば、ＩｇＥの結合；ＩｇＧ
及びＩｇＭの産生の誘発；リンホカイン分泌；Ｔ細胞増
殖応答等）を誘発するタンパク質又はポリペプチドを意
味する。
【００１２】本発明により、マウンテンシダーアレルゲ
ンタンパク質の一次構造が明らかにされたので、該一次
構造に基づき、当業者であるならば、該タンパク分子上
のＴ細胞エピトープを容易に同定することができる。同
定方法は当業者に公知である（例えば、ＷＯ９７／３２
６００公開公報参照）。概説すれば、該一次構造をカバ
ーする１２～２０残基からなるオーバーラップペプチド
を合成する。マウンテンシダー花粉症患者の末梢血リン
パ球、樹立されたＴ細胞ライン、或いはＴ細胞クローン
と該ペプチドを培養し、Ｔ細胞増殖応答（例えば、3Ｈ-
チミジンの取り込み）を測定することによって、Ｔ細胞
エピトープ部位を同定する。したがって、本発明は、こ
のようにして同定された少なくとも１つのマウンテンシ
ダーアレルゲンタンパク質のＴ細胞エピトープを含むペ
プチドも包含する。
【００１３】該Ｔ細胞エピトープペプチドは、マウンテ
ンシダー花粉又は該花粉と交差反応性のアレルゲンにア
レルギー反応を引き起こす患者に対するペプチド免疫療
法剤として有用である（Wallner, B.P. & Gefter,M.L.:
 Allergy, 49: 30）。
【００１４】一般に、Jun a 2の断片をコードする核酸
配列は、成熟タンパク質をコードする塩基から選ばれる
が、ある場合には、断片の全て又は一部を本発明の核酸
配列のリーダー配列から選ぶのが望ましい。本発明の核
酸配列は、リンカー配列、修飾制限エンドヌクレアーゼ
部位及びJun a 2又はその断片のクローニング、発現、
或いは精製に有用な他の配列も含むことができる。
【００１５】Jun a 2  をコードする核酸配列は、例え
ば、マウンテンシダー花粉から以下のようにして得るこ
とができる。
【００１６】マウンテンシダー花粉からｍＲＮＡを精製
し、逆転写によりｃＤＮＡを調製する。このｃＤＮＡを
ファージあるいはプラズミドベクターに結合し、いわゆ
るｃＤＮＡ ライブラリーを作製する。
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【００１７】一つの実施形態においては、配列番号：１
に示すポリヌクレオチド配列からのオリゴヌクレオチド
プライマーを用いることが有利である。このようなヌク
レオチド配列は、少なくとも約１５ヌクレオチドの断片
であり、さらに好ましくは、少なくとも２０ヌクレオチ
ドである。もちろん、それより長い２５～６００ヌクレ
オチドからなる断片も有用である。このようなプライマ
ー配列は、マウンテンシダーアレルゲンタンパク質とＩ
ｇＥ抗体交差反応性を有するタンパク質をコードするポ
リヌクレオチドを用いてデザインすることもできる。
【００１８】標識した上記プライマーをブローブとした
緩和な条件でのハイブリダイゼーションを行って、相同
性の高いｃＤＮＡ を挿入配列として保持するクローン
を選択する。また 本発明の核酸配列に基づいて合成し
たプライマーにより、相同性の高いｃＤＮＡ 断片を増
幅することもできる。この核酸断片の５′或いは３′側
の配列を得る方法としては、ＲＡＣＥ法（Frohman, M. 
A., Dush, M. K., andMartin, G. R. (1988) Proc. Nat
l. Acad. Sci. U. S. A. 85, 8998-9002.）がある。ま
た ｃＤＮＡ を閉環してから反転ＰＣＲ法を適用する事
によっても、５′或いは３′側の配列を得ることができ
る。
【００１９】本発明のＤＮＡに代表される核酸配列は、
ＲＮＡの形態、例えば、ｍＲＮＡ、或いは、ＤＮＡの形
態、例えば、クローニング又は合成で作製されるｃＤＮ
Ａ及びゲノムＤＮＡを含む。該ＤＮＡは２本鎖（double
-strand）、又は１本鎖（single-strand）であってもよ
い。１本鎖ＤＮＡ、又はＲＮＡは、コーディング鎖（セ
ンス鎖）であってもよく、また、ノンコーディング鎖
（アンチセンス鎖）であってもよい。
【００２０】「単離された核酸分子」とは、マウンテン
シダー花粉アレルゲンから単離された核酸分子、ＤＮＡ
又はＲＮＡを意味する。例えば、ベクター中に含まれる
組換えＤＮＡ分子は、本発明の目的のために単離された
と考えられる。さらに、単離されたＤＮＡ分子の例は、
異種の宿主細胞中に保持される組換えＤＮＡ分子を含む
か、又は、溶液中の精製された（部分的に又は実質的
に）ＤＮＡ分子を含む。さらにまた、単離されたＲＮＡ
分子は、本発明のＤＮＡ分子のin vivo又はin vitro転
写産物を含む。また、本発明においては、単離された核
酸分子は、化学合成の核酸分子を含む。
【００２１】本発明は、単離された核酸分子を発現する
ための発現ベクター及び該ベクターで形質転換された宿
主細胞を提供する。Jun a 2をコードする核酸配列又は
それらの１断片を発現ベクターに挿入し、適切な宿主で
ポリペプチドを発現させることによって、Jun a 2タン
パク質又はそのペプチド断片を組換え的に産生させるこ
とができる。様々な発現系が当業者に公知である。特
に、大腸菌（E. coli）を宿主とするタンパク質の大量
発現系は試みてみるべきである。
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7
【００２２】大腸菌発現系としては、１）他のタンパク
質（グルタチオン-Ｓ-トランスフェラーゼやマルトース
結合タンパク質等のキャリアータンパク質）や、短いア
ミノ酸配列と核酸レベルで融合させて発現する系と、
２）そのまま単独で発現させる系とがある。本発明はそ
の何れをも用いることができる。現在、様々な大腸菌発
現系が市販されており、例えば、ｐＧＥＸ（Pharmaci
a）、ｐＭＡＬ（New England Biolabs）、ｐＥＴ（Nova
gen）、ｐＲＳＥＴ（Invitrogen）、ｐＥＴ（Stratagen
e）、ｐＥＴ ＴＲＸ（Novagen）、ｐＴｒｘ（Invitroge
n）、ｐＰｐｒｏＥＸ ＨＴ（Gibco BRL）等が挙げられ
る。これらの中で、転写能力が強いＴ７ファージＲＮＡ
ポリメラーゼを利用するｐＥＴシステム（Novagen, Str
atagene）が今日最も汎用されており、本発明において
も好ましい発現系と考えられるが、当業者であれば、本
発明の実施のために、それぞれ個々に試みてみて最もふ
さわしい発現系を選択することができる。
【００２３】機能的特性に翻訳後修飾が必要な場合は、
酵母発現系（Sreekrishna, K. et al.: Gene, 190: 55-
62, 1997; Kondo,K.et al.: Nature Biotechnology, 1
5: 453-457, 1997)、昆虫細胞発現系［Piwnica-Worms,
H.: Current Protocols in Molecular Biology(ed. Aus
ubel, F.M. et al.): 16.15.1-16.19.9, 1987］、ウイ
ルス／哺乳動物細胞発現系（Moss,B. et al.: Current 
Protocols in MolecularBiology(ed. Ausubel, F.M. et
 al.): 16.15.1-16.19.9,1987）、哺乳動物細胞発現系
［Kaufman, R.J. et al.: Current Protocols in Molec
ular Biology(ed.Ausubel, F.M. et al.): 16.12.1-16.
14.13, 1987; Sambrook,J. et al.: Molecular Cloning
 A Laboratory Manual/2nd ed.: 16.1-16.81, 1989］に
ついて試みてみる。
【００２４】マウンテンシダー花粉アレルゲンタンパク
質は適切な形、例えば、融合タンパク質として発現する
ことができ、また、分泌シグナルのみならず、付加的な
異種の機能領域を含むことができる。例えば、付加的な
アミノ酸領域、特に、荷電したアミノ酸が、精製の間、
或いは引き続くハンドリング及び貯蔵のあいだ、宿主細
胞中での安定性及び持続性を改善するために、該タンパ
ク質のＮ末端に付加することができる。また、ペプチド
の一部分を精製を容易にするために付加することができ
る。このような領域は、該タンパク質の最終調整に先だ
って除くことができる。安定性を改善し、精製を容易に
すべく、分泌を生じさせるために、ポリペプチドに対し
て、ペプチドの一部の付加は、当業者によく知らた慣用
技術である。
【００２５】本発明は、マウンテンシダーアレルゲンタ
ンパク質に対する特異的抗体、及び該抗体と特異的に反
応するタンパク質（或いはポリペプチド）を包含する。
該抗体は、ポリクローナル、又はモノクローナル抗体、
ヒト化抗体、さらには、ヒト抗体を包含する。マウンテ
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ンシダーアレルゲンタンパク質、若しくはそれらの変
種、又はそれらを発現する細胞を抗原として、好ましく
は、非ヒト動物にアジュバントとともに投与することに
より、該抗原に対して該抗体を生じさせることができ
る。モノクローナル抗体は、当業者によく知られた技術
を用いて調製することができる（Kohler, et al., Natu
re 256 : 495, 1975; Curret Protocols inMolecular B
iology, Ausubel, et al., ed., 1989）。マウンテンシ
ダーアレルゲンタンパク質に対するポリクローナル抗体
も、当業者に公知の方法を用いて調製できる（Antibodi
es: A Laboratory Manual ed. by Harlow and Lane(Col
d Spring Harbor Laboratory Press: 1988))。
【００２６】モノクローナル抗体の調製のために、連続
的セルライン培養によって産生される抗体を提供する技
術は、いずれも用いることができる。このような技術
は、例えば、ハイブリドーマ技術（Kohler, et al., Na
ture 256 : 495, 1975）、トリオーマ技術、ヒトＢ細胞
ハイブリドーマ技術（Kozbor, et al., 1983, Immunolo
gy Today 4 : 72)、及びＥＢＶハイブリドーマ技術（Co
le, et al., 1985, in Monoclonal Antibodies and Can
cer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96)、等が
挙げられる。
【００２７】本発明のマウンテンシダーアレルゲンタン
パク質、その機能的断片、又は抗体をマウンテンシダー
花粉症を検出し及び診断に使用することもできる。例え
ば、検査対象のヒトから得た血液中のＩｇＥ抗体をＥＬ
ＩＳＡ法で測定することができる。
【００２８】最近ＤＮＡを投与して、そのコードするタ
ンパク抗原に対する免疫を獲得する方法が、ＤＮＡワク
チンとして報告されている。そのin vivoにおけるタン
パク抗原発現機構等は未だ明らかではないが、通常用い
られている免疫方法、つまりタンパク抗原を免疫する
と、Ｔｈ２タイプのヘルパーＴ細胞が誘導されるのに対
して、このＤＮＡワクチンによって誘導されるヘルパー
Ｔ細胞はＴｈ１タイプであることから、新しい免疫療法
として注目されている。したがって、アレルギーを引き
起こすマウンテンシダーアレルゲンJun a 2のＤＮＡを
免疫原として投与することにより、Jun a 2に対するＴ
ｈ１ヘルパーＴ細胞の誘導が期待され、アレルギーで悪
玉と称されているＴｈ２タイプのヘルパーＴ細胞からＴ
ｈ１タイプへの変化によるアレルギー治療が可能であ
る。
【００２９】
【実施例】以下、本発明を実施例を挙げてさらに詳細に
説明するが、本発明はこれらの実施例に何ら限定される
ものでない。
【００３０】［実施例１］  マウンテンシダー花粉から
のＲＮＡの調製
曽根らの方法(Sone, T. et al.: Biochem. Biophys. Re
s. Commun., 199: 619-625, 1994)に準じ、以下のよう
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9
にマウンテンシダー花粉からＲＮＡを調製した。１ｇの
マウンテンシダー花粉に、５ｍｌの抽出緩衝液（０.１
Ｍ LiCl,１０ｍＭ ＥＤＴＡ,１％ＳＤＳ,２０％２-メル
カプトエタノール、０.１Ｍ Tris-HCl,ｐＨ９.５）と５
ｍｌのフェノール／クロロフォルム／イソアミルアルコ
ール（２５:２４:１）を加え、ポッター型のホモゲナイ
ザーで処理した。10,000 x gで１０分間遠心して得られ
た上清について、フェノール抽出とクロロフォルム／イ
ソアミルアルコール抽出をそれぞれ一回づつ行ってか
ら、１/１０ 容量の３Ｍ酢酸ナトリウム（ｐＨ５.６）
と等容の４Ｍ ＬｉＣl加え -２０℃で一晩放置した。1
0,000 x ｇで１０分間遠心して得られた沈澱を０.１％
のＳＤＳを含むＴＥ緩衝液に溶解し、１部を希釈して紫
外の吸光度を測定し、残りを３等分してエタノール沈澱
を行った。約７５μgのＲＮＡが得られた。
【００３１】［実施例２］  １本鎖ｃＤＮＡの合成
約５μgのマウンテンシダー花粉ＲＮＡを水に溶かし２
分して、オリゴｄＴ、或いは、ランダムヘキサマー（GI
BCO-BRL 8190）と混合してから、７０℃ で３分間、加
熱した。急冷してから、ＲＮase Ｈ が欠損したモロニ
ーマウス白血病ウィルスの逆転写酵素（GIBCO-BRL 8053
SA）を使用してｃＤＮＡを合成した。反応産物は、フェ
ノール抽出とエーテル抽出を行ってから、エタノールで
沈澱させた。沈澱を０.１Ｍ ＮａＯＨに溶解して６５℃
 で４５分間加熱処理し、ＲＮＡを加水分解した。１Ｍ
のＨＣｌ １/１０容量加えて中和してからエタノール沈
澱を行った。７０％エタノールで洗浄後乾燥し、１/５
濃度のＴＥ緩衝液５０μlに溶解した。
【００３２】［実施例３］  ２本鎖ｃＤＮＡの合成
５′側プライマー（1 pmole）と１本鎖ｃＤＮＡ溶液
（３μｌ）を混合して５０μＭ dＮＴＰの反応溶液を２
０μl 用意し、９６℃ で５分間加熱した。その後、３
０分かけて６５℃から３５℃に冷却してプライマーをハ
イブリダイズさせてから、クレノウ断片（１Ｕ/２０μ
l）による修復合成を最初２０℃、次いで３７℃でそれ
ぞれ１０分間づつ行った。
【００３３】［実施例４］  ＰＣＲによる増幅
２本鎖ｃＤＮＡ溶液のＤＮＡ合成ＰＣＲは、温度サイク
ルインキュベーター（DNA Thermal Cycler, Perkin-Elm
er Cetus）を使用し、９６℃ １５秒、５５℃３０秒、
７２℃ ９０秒の反応サイクルを２５-３５回繰り返すこ
とにより行った。反応液（１００μl）の組成は次の通
りである。２０ｍＭ Tris-HCl (ｐＨ８.３),１.５ｍＭ 
ＭｇＣｌ

2
, ２５ｍＭ ＫＣｌ, ０.０５％Ｔｗｅｅｎ８

０, １００μｇ/ｍｌゼラチン、５０μＭ dＮＴＰs、１
０-２０Ｕ/ｍｌＴａｑＤＮＡポリメラーゼ。鋳型ｃＤＮ
Ａ溶液は１０μｌを使用し、プライマーはそれぞれ２０
 pmoleを加えた。ＤＮＡ合成酵素（Thermus aquaticus 
由来）は鋳型ＤＮＡを９６℃で５分間変性後、５５℃で
３分間、プライマーとアニールした後７２℃で加えた。
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その後５分たってから温度サイクルを開始した。反応終
了後、反応液は直接、ポリアクリルアミドゲル電気泳動
にかけ、生成物の分析／精製を行った。
【００３４】［実施例５］  ＤＮＡ断片の精製
ポリアクリルアミドゲルからのＤＮＡの抽出は０.５Ｍ 
酢酸アンモニウム、１０ｍＭ 酢酸マグネシウム、１ｍ
Ｍ ＥＤＴＡ、０.１％ ＳＤＳで４-１６時間、３７℃ 
で行った。抽出液はブタノール濃縮してから ２.５容の
エタノールを加え、ＤＮＡ を沈澱させた。アガロース
ゲルからのＤＮＡの抽出／精製はQiagen社のQIAEXII ゲ
ル抽出キットで行った。
【００３５】［実施例６］  ＤＮＡ 断片のクローニン
グ
ｐＵＣ１９、或いはｐＵＣ１１８から調製したベクター
アームに結合させ、大腸菌Ｋ１２株（MC1061）の感受性
菌の形質転換を行った。Cry j 2のｃＤＮＡ塩基配列を
参考に合成した種々のプライマーを使用したＰＣＲでJu
n a 2のｃＤＮＡが増幅されるかどうかを実験したとこ
ろ、VDGI14S（配列番号：６）とGIDI37A（配列番号：
７）, WKNN17S（配列番号：８）とGIDI37A（配列番号：
７）、GIDI37S（配列番号：９）とAEVS48A（配列番号：
１０）、AEVS48S（配列番号：１１）とLKLT70A（配列番
号：１２）のプライマーの組み合わせで、期待する長さ
のｃＤＮＡ断片の増幅が観察された。VDGI14S（配列番
号：６）とGIDI37A（配列番号：７）をプライマーとし
たＰＣＲでは非特異的なバンドが多数生ずるので、残り
の３つで得られるｃＤＮＡ断片について解析した。
【００３６】WKNN17S（配列番号：８）とGIDI37A（配列
番号：７）をプライマーとするＰＣＲで増幅される約４
００ｂｐのｃＤＮＡ断片WK-GIにはGIDI37A（配列番号：
７）で付加したSalIの認識部位が３′-末端に存在す
る。そこで、このｃＤＮＡ断片をSal I消化してから、
ｐＵＣ１９のSma I-Sal Iアームに結合させてクローン
化することを試みたが失敗した（ＤＮＡ断片WK-GIには
３′-末端に付加したSal I認識部位以外にも1ヶ所Sal I
の認識部位が存在するためクローニングの効率が低
い）。そこで、結合反応の産物について、WKNN17S（配
列番号：８）と逆方向のユニバーサルプライマーＭ１３
Ｒ（配列番号：１３）を使用しＰＣＲを行ったところ、
約２３０ｂｐのＤＮＡ断片が増幅された。そこで、この
ＤＮＡ断片を分離してSal I消化してからｐＵＣ１９のS
ma I-Sal Iアームに結合させてクローン化した（ｐＵＣ
１９WK-Sal(T)#1 ｐＵＣ１９WK-Sal(R)#2）。また、Sal
 I 消化したWK-GI断片を ｐＵＣ１９のSal Iアームに結
合させて残りの部分をクローン化した（ｐＵＣ１９Sal-
GI(R)#1/2, ｐＵＣ１９Sal-GI(T)#2）。GIDI37S（配列
番号：９）とAEVS48A（配列番号：１０）をプライマー
とするＰＣＲで増幅される約２３０ｂｐのｃＤＮＡ断片
GI-AEにもAEVS48A（配列番号：１０）で付加したSal I
の認識部位が３′-末端に存在する。そこで、このｃＤ
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11
ＮＡ断片をSal I消化してからｐＵＣ１９のSma I-Sal I
アームに結合させてクローン化した（ｐＵＣ１９GI-AE
(T)#1 ｐＵＣ１９GI-AE(R)#2/3）。
【００３７】AEVS48S（配列番号：１１）とLKLT70A（配
列番号：１２）をプライマーとするＰＣＲで増幅される
約４００ｂｐのｃＤＮＡ断片AE-LKにはAEVS48S（配列番
号：１１）で付加したPst Iの認識部位が ５′-末端
に、LKLT70A（配列番号：１２）で付加したSalIの認識
部位が３′-末端に存在する。そこで、このｃＤＮＡ断
片を Pst IとSal Iで消化してからｐＵＣ１９のPst I-S
al Iアームに結合させて、大腸菌の形質転換を行った。
アンピシリン耐性のクローンのプラズミドの挿入塩基配
列の大きさを Hind III/EcoR I消化してから調べたとこ
ろ、ほとんどのクローンが ２００ｂｐ程度のＤＮＡを
クローン化していたが、約１/６（pU１９AE-LK(T)#3, 
ｐＵＣ１９AE-LK(R)#1/109）は期待する長さのＤＮＡ断
片をクローン化していた（ＤＮＡ断片AE-LK には５′-
末端に付加したPst I認識部位以外にも1ヶ所Pst I の認
識部位が存在するためクローニングの効率が低い）。上
記の３つの断片をクローン化する11のクローンについて
挿入塩基配列をPerkin Elmer社のAmpliCycleシークエン
シングキット（N808-0175）を使用したダイデオキシ法
で決定した。ＤＮＡは[α-32P]-dＣＴＰで標識し、オー
トラジオグラムを富士写真フィルムのBAS2000で作製し
て塩基配列を読んだ。ｐＵＣ１９WK-Sal(T)#1とｐＵＣ
１９WK-Sal(R)#2 の挿入配列は同じであり、Jun a 2の
ｃＤＮＡの正しい塩基配列と判断された。WK-GI 断片の
残りの部分をクローン化したｐＵＣ１９Sal-GI(R)#1と
ｐＵＣ１９Sal-GI(T)#2の配列を比較すると３ヶ所（い
ずれも 1 塩基の置換）で相違していた。ｐＵＣ１９Sal
-GI(R)#2 の配列は、それらの部位で他の２クローンの
一方と一致し、正しい配列と考えられる。ｐＵＣ１９GI
-AE(R)#2とｐＵＣ１９GI-AE(T)#１は５ヶ所（いずれも
１塩基の置換）で相違していた。ｐＵＣ１９GI-AE(R)#3
 の配列は、それらの部位で他の２クローンの一方と一
致し、正しい配列と考えられる。ｐＵＣ１９GI-AE(R)#3
 では、２９９番目のヒスチジンのコドンがＣＡＣから
ＣＡＴに変化していたがｐＵＣ１９AE-LK(R)#1 でもＣ
ＡＴであるのでｍＲＮＡの多型性を反映しているものと
考えられる。ｐＵＣ１９AE-LK(T)#3とｐＵＣ１９AE-LK
(R)#1は５ヶ所（いずれも１塩基対の置換）で相違して
いるが ｐＵＣ１９AE-LK(R)#109はこれらの部位で他の
２クローンの一方と一致し、これらの部位で正しい塩基
配列であると判断された。一方、ｐＵＣ１９AE-LK(R)#1
09にも 1 ヶ所、他の２クローンと異なる（変異した）
部位が存在していた。これらの塩基配列を総合して３つ
の断片の塩基配列を推定した。さらに、それらの配列を
繋ぎ合わせることにより、Jun a 2のｃＤＮＡのうち約
半分（８２０ｂｐ）の配列が判明した。
【００３８】Cry j 2とCha o 2の開始コドンの直前の塩
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基配列をもとに合成した５′側プライマー C2S2（配列
番号：１４）とJun a 2の既知のｃＤＮＡ塩基配列をも
とに合成した３′側プライマーARLTA（配列番号：１
５）による３５サイクルＰＣＲを行ったところ、期待さ
れる長さ（４７３ｂｐ）のＤＮＡ断片C2-ARが増幅され
た。このＤＮＡ断片を１.５％アガロースゲル電気泳動
で分離、精製した。EcoR IとXho Iで消化してからｐＵ
Ｃ１９のEcoR I-Sal Iアームに結合させ、大腸菌の形質
転換を行った。アンピシリン耐性の６クローンについて
プラズミドＤＮＡの微量調製を行い、Hind III/EcoR I
消化とＰＣＲで挿入塩基配列の大きさを調べたが、挿入
塩基配列は無いか、あったとしても非常に短いという結
果であった。そこで３６クローンについて順方向 Ｍ１
３ユニバーサルプライマー（Ｍ１３Ｆ）（配列番号：１
６）とARLTA（配列番号：１５）を用いたでスクリーニ
ングを行い、４５０ｂｐ程度の挿入塩基配列をもつ３ク
ローンを選びだした。ｐＵＣ１９C2-AR#8 とｐＵＣ１９
C2-AR#102 について塩基配列の決定を行い５′側の約２
４０ｂｐが決定した（#8と#102で同一）。３′側プライ
マーの２０ｂｐ上流にEcoR I 認識部位があり、そのた
めクローニングが困難であったことが判明した。中間に
Sph Iの認識部位があるのでC2-AR 断片をSph IとXho I
で消化してからｐＵＣ１９のSph I-Sal Iアームと結合
させて大腸菌の形質転換を行い、ｐＵＣ１９Sph-AR#1と
ｐＵＣ１９Sph-AR#101を得た。これらの（独立のＰＣＲ
から得られた）クローンの挿入塩基配列は同一であり、
Jun a 2のｃＤＮＡの５′側が確定した。
【００３９】Jun a 2のｃＤＮＡの３′側の配列は、
３′-ＲＡＣＥ（Rapid Amplificationof ｃＤＮＡ end
s）法で取得した。
【００４０】［実施例７］  ３′ＲＡＣＥ法による３′
側塩基配列の増幅
Frohman et al.(Frohman, M. A., Dush, M. K., and Ma
rtin, G. R. (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A.
 85, 8998-9002.) に準じてアダプタープライマー PNXC
T（17 量体のオリゴｄＴに Pst I/Not I/Xho I/Cla Iの
認識配列を付加したもの）（配列番号：１７）とアダプ
ター PNXC（配列番号：１８）を合成した。５０pmoleの
PNXCT（配列番号：１７）をプライマーに約２μｇのＲ
ＮＡを鋳型に逆転写を行った。得られたｃＤＮＡはフェ
ノール／クロロフォルム抽出とエーテル抽出を行ってか
らエタノール沈澱を行い、乾燥後、５０μｌのＴＥ緩衝
液（２ｍＭTris/HCl, ０.２ｍＭ EDTA, ｐＨ８.０）に
溶解した。このｃＤＮＡの１/２５を鋳型にｐＵＣ１９A
E-LK(R)#1の塩基配列をもとに合成したプライマー VATC
S（配列番号：１９）とアダプターPNXC（配列番号：１
８）をプライマーに３０-３５サイクルのＰＣＲを行
い、反応産物をアガロースゲル電気泳動にかけ、期待す
る易動度（約５００ｂｐ）のバンドを切り出し、ＤＮＡ
を抽出／精製し、Not IとSal Iで消化してから予め、No
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t I認識部位を組み込んだｐＵＣ１９のNot I-Sal Iアー
ムと結合させクローン化した。
【００４１】Cry j 2のｃＤＮＡ塩基配列と高い相同性
があるクローン（ｐＵＣ１９VA-pA#１１,１３,１４,１
０２,１０６,２０５）では、終止コドンの約２０ｂｐ前
に Pvu IIの認識部位、約１００ｂｐ後にHind IIIの認
識部位がある。必要に応じて、これらの制限部位を利用
したサブクローニングと塩基配列の決定を行い、結果を
総合してVA-pA 断片の塩基配列を推測した。VATCS（配
列番号：１９）プライマーから Pvu II 認識部位に至る
までの配列はｐＵＣ１９VA-pA#11の配列、Pvu II認識部
位からHind III認識部位に至るまでの配列はｐＵＣ１９
VA-pA#１３,１４,２０５の配列、Hind III 認識部位か
らポリＡに至るまでの配列はｐＵＣ１９VA-pA#102の配
列がｍＲＮＡの主要成分の塩基配列を正しく反映してい
ると思われる。
【００４２】本発明者らが決定した Jun a 2ｃＤＮＡの
塩基配列を配列番号１に示す。Juna 2のｃＤＮＡ塩基配
列をCry j 2のｃＤＮＡ塩基配列に対応させると、Ｎ-末
端に相当する部分に３塩基対の挿入、Ｃ-末端に相当す
る部分に３塩基対の挿入と２７塩基対におよぶ欠失があ
る。これらの欠失／挿入部位を除いた共通部分でのJun 
a 2のCry j 2に対する（アミノ酸）のホモロジーは７
０.７％である。Cry j2と７４.７％のホモロジーのある
ヒノキ花粉アレルゲンCha o 2に対するJun a2のホモロ
ジーは８２.０％である。
［実施例８］  ヒスチジンタグ結合Jun a 2タンパク質
の発現系
５つの短い断片として得られたJun a 2のｃＤＮＡ断片
を連結し、大腸菌発現ベクターに組み込んだ。
【００４３】Jun a 2のｃＤＮＡの暗号化領域にはSal I
とPst Iの認識部位がそれぞれ1 ヶ所ずつあり、それら
によって４００-５００ｂｐ程度の３つの断片に分割で
きる。この３つの断片をｐＵＣ１９上にクローン化、塩
基配列の確認を行ってから、繋ぎ合わせてヒスチジンタ
グ結合タンパクの大腸菌発現ベクター pQE9（Qiagen）
に組み込んだ。
【００４４】ｐＵＣ１９C2S#8 からＮ-末端から５６番
目のアミノ酸からSph Iの認識部位に至るまでのｃＤＮ
Ａ断片をJ2AS（配列番号：２０）と逆方向Ｍ１３Ｒ（配
列番号：１３）によるＰＣＲで増幅し、同時に５′末端
にBamHIの認識部位を付加した。また、ｐＵＣ１９Sph-A
R#1からＭ１３Ｒ（配列番号：１３）とARA（配列番号：
２１）をプライマーとしたKOD ＤＮＡポリメラーゼ（東
洋紡）によるＰＣＲでSph Iの認識部位からARLTA（配列
番号：１５）プライマーの認識部位までを増幅した。こ
れらのＤＮＡ断片を精製してから混合し、Sph Iで消化
してからＴ４ＤＮＡリガーゼで再結合の反応を行った。
J2AS（配列番号：２０）とリン酸化したARA（配列番
号：２１）をプライマーとしたＰＣＲで結合したＤＮＡ
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断片b-AR を増幅した。一方、ｐＵＣ１９WK-Sal(T)#1か
らリン酸化したLTS（配列番号：２２）とＭ１３Ｒ（配
列番号：１３）をプライマーにしたＰＣＲによりARLTA
（配列番号：１５）プライマーの認識部位からSalIの認
識部位までのＤＮＡ断片 LT-Sを増幅した。b-ARとLT-S
をＴ４ ＤＮＡリガーゼで結合してからJ2AS（配列番
号：２０）とＭ１３Ｒ（配列番号：１）をプライマーと
したＰＣＲで結合したＤＮＡ断片b-Sを増幅した。b-Sを
BamH IとSal Iで消化してからｐＵＣ１９のBamH I-Sal 
Iアームにクローン化し、ｐＵＣ１９bSとした。ｐＵＣ
１９bS#2の挿入塩基配列をダイデオキシ法で読み、配列
が正しいことを確認した。
【００４５】ｐＵＣ１９Sal-GI(R)#2からSal Iの認識部
位からGIDI37S/GIDI37A認識部位に至るまでのｃＤＮＡ
断片をＭ１３Ｒ（配列番号：１３）とリン酸化したGIA
（配列番号：２３）によるＰＣＲで増幅した。また、ｐ
ＵＣ１９GI-AE(R)#3からリン酸化したDIS（配列番号：
２４）とAEA（配列番号：２５）をプライマーとしたＰ
ＣＲでGIDI37S/GIDI37Aプライマーの認識部位からAEVS4
8S/AEVS48Aプライマーの認識部位までを増幅した。これ
らのＤＮＡ断片を精製してから混合し、Ｔ４ ＤＮＡリ
ガーゼによる結合反応を行った。Ｍ１３Ｒ（配列番号：
１３）とリン酸化したAEA（配列番号：２５）をプライ
マーとしたＰＣＲで結合したＤＮＡ断片Ｍ１３Ｒ-S-AE
を増幅した。一方、ｐＵＣ１９AE-LK(R)#109 からリン
酸化したVSS（配列番号：２６）とＭ１３Ｆ（配列番
号：１６）をプライマーにしたＰＣＲによりAEVS48S/AE
VS48Aプライマーの認識部位からPst Iの認識部位までを
含むｃＤＮＡ断片VS-P-M13Fを増幅した。Ｍ１３Ｒ-S-AE
とVS-P-M13Fを４ ＤＮＡリガーゼで結合してからＭ１３
Ｒ（配列番号：１）とM13F（配列番号：１６）をプライ
マーとしたＰＣＲで結合したＤＮＡ断片Ｍ１３Ｒ-S-AEV
S-P-M13Fを増幅した。Ｍ１３Ｒ-S-AEVS-P-M13FをSal I
とPst Iで消化してからｐＵＣ１９のSal I-Pst Iアーム
にクローン化し、ｐＵＣ１９SPとした。ｐＵＣ１９SP#2
の挿入塩基配列を読み、異常がないことを確認した。
【００４６】ｐＵＣ１９AE-LK(R)#1からPst Iの認識部
位からVATCSプライマー（配列番号：１９）の認識部位
に至るまでのｃＤＮＡを含むＤＮＡ断片Ｍ１３Ｒ-P-VA
をＭ１３Ｒ（配列番号：１３）とリン酸化したVAA（配
列番号：２７）によるＰＣＲで増幅した。また、ｐＵＣ
１９VA-pA(1)#11からリン酸化したTCS（配列番号：２
８）とJ2CA（配列番号：２９）をプライマーとしたＰＣ
ＲでVATCS（配列番号：１９）プライマーの認識部位か
らＣ-末端に至るまでのＤＮＡ断片TC-J2CAを増幅し、同
時に終止コドンの一部TA を付加した。Ｍ１３Ｒ-P-VAと
TC-J2CAをＴ４ ＤＮＡリガーゼで結合してからＭ１３Ｒ
（配列番号：１３）とリン酸化したJ2CA（配列番号：２
９）をプライマーとしたＰＣＲで、結合した ＤＮＡ 断
片 Ｍ１３Ｒ-P-VATC-J2CA を増幅した。Ｍ１３Ｒ-P-VAT
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C-J2CAをPst Iで消化してからｐＵＣ１９のHind III-Ps
t Iアームにクローン化し、ｐＵＣ１９Ph とした。ｐＵ
Ｃ１９Ph#2の挿入塩基配列を読み、異常がないことを確
認した。
【００４７】ｐＵＣ１９SP#2をBamH IとHind IIIで消化
し、ベクターと挿入塩基配列がSalI 認識部位でつなが
った３.３ｋｂのＤＮＡ断片をアガロースゲル電気泳動
で分離、精製した。また、ｐＵＣ１９Ph#2をPst IとHin
d IIIで消化し、アガロースゲル電気泳動で挿入塩基配
列を分離した。これらのＤＮＡ断片を結合させ、大腸菌
の形質転換を行いｐＵＣ１９Sh#1を得た。
【００４８】ｐＵＣ１９Sh#1をBamH IとSal Iで消化
し、ベクターと挿入塩基配列がHind III認識部位でつな
がった３.７ｋｂのＤＮＡ断片をアガロースゲル電気泳
動で分離、精製した。また、ｐＵＣ１９bS#2をPst IとS
al Iで消化し、アガロースゲル電気泳動で挿入塩基配列
を分離した。これらのＤＮＡ断片を結合させ、大腸菌の
形質転換を行いｐＵＣ１９bh#1を得た。
【００４９】ｐＵＣ１９bh#1をBamH IとHind IIIで消化
し、アガロースゲル電気泳動で挿入塩基配列を分離し
た。このＤＮＡ断片をヒスチジンタグ結合タンパクの発
現ベクター pQE9のBamH I-Hind IIIアームに結合させ、
大腸菌 M13[pREP4] の形質転換を行いpQEJ2ΔN#1-3（+ 
pREP4）を得た。これらのプラスミドＤＮＡのHind III/
BamH I消化で期待される長さ（約１.４ｋｂｐ）の挿入
ＤＮＡがあることを確認した。
【００５０】［実施例９］  ヒスチジンタグ結合Jun a 
2の調製
pQEJ2ΔN#2 を保持する大腸菌 M13[pREP4]を４００ｍｌ*
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*×２のＬＢ培地で培養し、濁度（Ａ

600
）が０.９になっ

た時点で１ｍＭになるようにＩＰＴＧを加え導入遺伝子
の発現を誘導した。５時間培養を継続してから菌体を遠
心して集め、封入体画分から 6 M 塩酸グアニジンでヒ
スチジンタグ結合Jun a 2を抽出し、Ni-NTA カラムクロ
マトによる精製を行った。還元状態でのＳＤＳ-ＰＡＧ
Ｅを行い、純度と収量を見積もった。純度 70 % 程度の
ヒスチジンタグ結合Jun a 2が約２５ｍｇ得られた。
【００５１】［実施例１０］  ヒスチジンタグ結合Jun 
a 2の抗原性
ヒスチジンタグ結合Jun a 2の８Ｍ尿素溶液を１μｇ/ｍ
ｌになるように０.５Ｍ炭酸緩衝液（ｐＨ９.５）で希釈
し、９６-穴ELISAプレート（FluoroNunc MaxiSorp）の
各穴に１００μｌずつ入れ４℃で一晩放置した。１/４
に希釈した Block Ace（雪印）でのブロッキングを行っ
てから、１/４ に希釈したマウンテンシダー花粉症患者
血漿（PlasmaLab International,16567-JF）と反応させ
た。さらに、β-ガラクトシダーゼ標識抗ヒトＩｇＥ抗
体を反応させた後、蛍光基質（０.１ｍＭ ４-メチルウ
ンベリフェリル-β-D-ガラクトピラノシド）で発色させ
た。結果を表１に示すが、マウンテンシダー花粉症患者
１血漿に認められる抗 Jun a2  ＩｇＥ による蛍光は僅
かであった。同時に 5 名ヒノキ花粉症患者の血清につ
いても抗Jun a 2 ＩｇＥ測定を行った。これらの患者の
うち２名には明らかにマウンテンシダー花粉と特異的に
反応するＩｇＥの存在が認められた。
【００５２】
【表１】

【００５３】［実施例１１］  マウンテンシダー花粉か
らのJun a 2の精製
スギ花粉アレルゲンCry j 2 よりも Jun a 2との相同性
の高いヒノキ花粉アレルゲンCha o 2に対して作製した
抗体との反応性を指標に、Jun a 2と思われるタンパク
をマウンテンシダーから精製した。

【００５４】ジエチルエーテルで脱脂したマウンテンシ
ダー花粉を１２５ｍＭ 炭酸緩衝液（ｐＨ ８.３）に懸
濁し、氷冷下に超音波処理し、一晩４℃でタンパクを抽
出した。抽出液は ＤＥＡＥ-セルロースカラムクロマト
にかけ素通り画分を集めた。これを亜鉛キレートカラム
クロマトにかけ、吸着／溶出画分を得て、２Ｍ硫酸アン
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モニウムを含む２０ｍＭリン酸緩衝液（ｐＨ７.２）に
対して透析してから、Phenyl Sepharose疎水クロマトグ
ラフィーにて精製した。さらに、溶出画分を１０ｍＭ酢
酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ４．０）に対して透析後、Mo
no S HR 5/5 による陽イオン交換カラムクロマトで精製
した。これらの精製操作によりJun a 2はＳＤＳ-ＰＡＧ
Ｅで約９０％以上の純度に精製された。
【００５５】精製したJun a 2タンパクを、還元条件下
でゲル濃度１２.５％のＳＤＳ-ＰＡＧＥで分離し、銀染
色を行った（図１）。それぞれ３５ｎｇ（レーン１）、
１０５ｎｇ（レーン２）、及び１７５ｎｇ（レーン３）
を示す。レーン４はマーカータンパクである。この精製
標品は見かけの分子量が４３ｋＤａである。
【００５６】［実施例１２］  ウエスタンブロット解析
１００ｎｇの精製Cha o 2タンパクを対照として、精製J
un a 2タンパク１００ｎｇを還元条件下でＳＤＳ-ＰＡ
ＧＥで分離後、ＰＶＤＦ膜にブロットした。３％ウシ血
清アルブミン溶液でブロッキッング後、５０００倍希釈
抗Cha o 2ウサギ抗体及びペルオキシダーゼ標識抗ウサ
ギＩｇＧ抗体でウエスタンブロット解析した（図２）。
レーン１は１００ｎｇのCha o 2タンパク（対照）、レ
ーン２は１００ｎｇの精製Jun a 2タンパクを示す。矢
印で示したように、抗Cha o 2ウサギ抗体によってJun a
 2タンパクも検出できる。
【００５７】［実施例１３］  Jun a 2のＮ-末端アミノ
酸配列の決定
精製したJun a 2を還元条件下でＳＤＳ-ＰＡＧＥを行っ
てからＰＶＤＦ膜に電気泳動的に転写した。クーマシー
染色を行ってから、見かけの分子量が 43,000のバンド
を夾みで切りとり、エドマン法によりＮ-末端のアミノ
酸配列を解析した。その結果、このタンパクのＮ-末端
のアミノ酸配列はAsp-Val-Ala-Ile-Val-Phe-Asn-Val-Gl
u（配列番号：４）であることが判明した。この配列は 
ｃＤＮＡから予想される花粉タンパクのアミノ酸配列
（配列番号：３）の５５番目から６３番目までと一致し
ている。
【００５８】［実施例１４］マウンテンシダー花粉由来
のJun a 2の抗原性
マウンテンシダー花粉から精製したJun a 2抗原,スギ花
粉由来のCry j 2抗原およびヒノキ花粉由来のCha o 2抗
原それぞれを１０μｇ／ｍｌになるようにリン酸緩衝液
（ｐＨ７．２）で希釈し、９６穴ELISAプレート（Fluor
oNunc MaxiSorp）の各穴に１００μｌずつ入れて４℃で*
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*一晩放置した。Block Ace（雪印）でブロッキングを行
ってから、Block Aceで１０倍に希釈したマウンテンシ
ダー花粉症患者血漿（PlasmaLab International,16567-
JF）またはヒノキ花粉症患者血清８例および健常人血清
３例と反応させた。さらに、β-ガラクトシダーゼ標識
抗ヒトIgE抗体を反応させた後、蛍光基質（0.1ｍＭ ４-
メチルウンベリフェリル-β-D-ガラクトピラノシド）で
発色させた。結果を図３に示す。陽性対照とした１例の
マウンテンシダー花粉症患者血漿だけでなく、ヒノキ花
粉症患者血清中にも精製したJun a 2抗原と特異的に反
応する抗Jun a 2 IgEが検出された。また、陰性対照と
した健常人血清３例中には、Jun a 2, Cha o 2 およびC
ry j 2抗原に対する特異的IgEは検出されなかった。
【００５９】
【発明の効果】本発明により、マウンテンシダー花粉ア
レルゲンJun a 2をコードする核酸配列及び該核酸配列
から推定されるアミノ酸配列が明らかとなった。その結
果、該アミノ酸配列に基ずき、マウンテンシダー花粉ア
レルゲンJun a 2のＴ細胞及びＢ 細胞エピトープの同定
が可能となり、抗原特異的なマウンテンシダー花粉症治
療薬・予防薬の開発が可能となった。さらに、該核酸配
列を用いたアレルギーに対するＤＮＡワクチンの開発が
可能となった。
【図面の簡単な説明】
【図１】  精製Jun a 2タンパクを、還元条件下でゲル
濃度１２.５％ＳＤＳ-ＰＡＧＥで分離し、銀染色を行っ
た結果を示す。Jun a 2タンパクの注入量はレーン１：
３５ｎｇ、レーン２：１０５ｎｇ、レーン３：１７５ｎ
ｇである。レーン４はマーカータンパクを示す。
【図２】  精製Jun a 2タンパク１００ｎｇを還元条件
下でＳＤＳ-ＰＡＧＥで分離後、５０００倍希釈抗Cha o
 2ウサギ抗体及びペルオキシダーゼ標識抗ウサギＩｇＧ
抗体によるウエスタンブロット解析した結果を示す。レ
ーン１は１００ｎｇのCha o 2タンパク（対照）、レー
ン２は１００ｎｇの精製Jun a 2タンパクを示す。
【図３】  各々の花粉から精製したJun a 2, Cha o 2, 
Cry j 2抗原をそれぞれ９６穴プレートにコーティング
し、ヒノキ花粉症患者血清を反応させてそれぞれの抗原
に対する特異的IgEを蛍光ELISAで検出した。陽性対照の
マウンテンシダー花粉症患者（●）だけでなく、ヒノキ
花粉症患者血清（○）にも、Jun a 2抗原と反応する特
異的IgEが検出された。
【配列表】

                               SEQUENCE LISTING        
                 
<110> Meiji Milk Prodcts Co., Lt
d.
<120> Nucleic acids encoding a m
ountain cedar pollen allergen
<130> 00H024
<140>
<141>
<150> JP P1999-359719
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<151> 1999-12-17
<160> 29                            
<170> PatentIn Ver. 2.1
<210> 1
<211> 1759
<212> DNA
<213> Juniperus ashei
<400> 1
atgagcatga aattcatggc tgcgttggcc tttc
tggcct tgcaattgat tgtaatggcg 60    
gcaggagaag atcaatctgc ccaaataatg ttgg
acagtg ataccaaaca atatcatcga 120   
tcgagtagga atttgagaaa acgtgttcat catg
ctcgtc atgatgttgc catcgtcttc 180   
aatgtagaac actacggcgc agtgggcgat ggaa
agcatg attccactga cgcatttgaa 240   
aaaacatgga atgcagcatg caataagtta tcag
ccgtat ttctcgtgcc tgctaacaag 300   
aaatttgttg taaacaattt agttttctac gggc
cgtgtc aacctcactt ttcttttaag 360   
gttgatggga ctattgcggc atacccagat ccag
caaagt ggaagaattc gaaaatatgg 420   
atgcattttg ctcggcttac agatttcaat ttaa
tgggaa cgggtgtcat tgatggacaa 480   
ggaaatagat ggtggtctga ccaatgtaaa acga
tcaatg gacgaacagt ctgtaacgat 540   
aaaggtcgac caacagccat caaaattgat tttt
ccaaga gtgtgacagt caaagaactg 600   
acactgacga acatccctga atctcattta gttt
ttggtg aatgtgacgg agtgaaaatc 660   
caaggaatta aaattaaggc accgagagac agtc
ctaaca ctgacggaat tgatatcttt 720   
gcatctaaaa gatttgaaat agaaaagtgc acca
taggaa caggggatga ctgtgtggca 780   
gtaggcacgg gatcttctaa tattactatt aagg
atttga cttgcggtcc aggccatgga 840   
atgagtatag gaagtcttgg gaaaggtaac tcta
gatcag aggtttcatt cgtacacctt 900   
gacggggcta aattcatcga cactcaaaat ggat
tacgaa tcaaaacatg gcagggtggt 960   
tcaggattgg ccagccatat aacatatgag aacg
ttgaaa tgataaatgc ggagaatcct 1020  
atattaatta atcaattcta ttgcacttcg gctg
ctgctt gcaaaaacca gaggtctgca 1080  
gttaaaattc aagacgtgac gttcaagaac atac
atggaa catcagcaac aacagcagca 1140  
atccaactaa tgtgcagcga cagtgtgcct tgct
caaaca taaagctaag caatgtattt 1200  
ttgaaactta catcgggaaa agtcgctacc tgtg
ttaata aaaatgcaaa tggatattac 1260  
actaatcccc ttaacccttc atgcaagagt ttac
atccag gtcgtacgcc aaaagaactt 1320  
gaactccatc aaaagccaac aactttactc atgg
atgaga agatgggagc atcgctgaac 1380  
tccagccctc cgaattgtaa aaataaatgc aaag
gttgcc aaccatgtaa gccaaagtta 1440  
attattgttc atcctaatca gccggaggat tatt
atcctc agaggtgggt gtgcagctgt 1500  
cataataaaa tctacaaccc atagaagtag aatg
agatag tttcgaagcg agataaaaat 1560  
atatatatat accatcaatg tttggatggc atat
gtgaca gattataata atggtgtagc 1620  
ctagtgtagt caagctttag aacttgcgaa cgcc
cacaag agtatattgt gtgggctatt 1680  
attcaagtgt attcttcttc atggaatttt acaa
attata atagattgta ttgagttatt 1740  
ttaaaaaaaa aaaaaaaaa                               
               1759  
<210> 2
<211> 1524
<212> DNA
<213> Juniperus ashei
<400> 2
atgagcatga aattcatggc tgcgttggcc tttc
tggcct tgcaattgat tgtaatggcg 60    
gcaggagaag atcaatctgc ccaaataatg ttgg
acagtg ataccaaaca atatcatcga 120   
tcgagtagga atttgagaaa acgtgttcat catg
ctcgtc atgatgttgc catcgtcttc 180   
aatgtagaac actacggcgc agtgggcgat ggaa
agcatg attccactga cgcatttgaa 240   
aaaacatgga atgcagcatg caataagtta tcag
ccgtat ttctcgtgcc tgctaacaag 300   
aaatttgttg taaacaattt agttttctac gggc
cgtgtc aacctcactt ttcttttaag 360   
gttgatggga ctattgcggc atacccagat ccag
caaagt ggaagaattc gaaaatatgg 420   
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atgcattttg ctcggcttac agatttcaat ttaa
tgggaa cgggtgtcat tgatggacaa 480   
ggaaatagat ggtggtctga ccaatgtaaa acga
tcaatg gacgaacagt ctgtaacgat 540   
aaaggtcgac caacagccat caaaattgat tttt
ccaaga gtgtgacagt caaagaactg 600   
acactgacga acatccctga atctcattta gttt
ttggtg aatgtgacgg agtgaaaatc 660   
caaggaatta aaattaaggc accgagagac agtc
ctaaca ctgacggaat tgatatcttt 720   
gcatctaaaa gatttgaaat agaaaagtgc acca
taggaa caggggatga ctgtgtggca 780   
gtaggcacgg gatcttctaa tattactatt aagg
atttga cttgcggtcc aggccatgga 840   
atgagtatag gaagtcttgg gaaaggtaac tcta
gatcag aggtttcatt cgtacacctt 900   
gacggggcta aattcatcga cactcaaaat ggat
tacgaa tcaaaacatg gcagggtggt 960   
tcaggattgg ccagccatat aacatatgag aacg
ttgaaa tgataaatgc ggagaatcct 1020  
atattaatta atcaattcta ttgcacttcg gctg
ctgctt gcaaaaacca gaggtctgca 1080  
gttaaaattc aagacgtgac gttcaagaac atac
atggaa catcagcaac aacagcagca 1140  
atccaactaa tgtgcagcga cagtgtgcct tgct
caaaca taaagctaag caatgtattt 1200  
ttgaaactta catcgggaaa agtcgctacc tgtg
ttaata aaaatgcaaa tggatattac 1260  
actaatcccc ttaacccttc atgcaagagt ttac
atccag gtcgtacgcc aaaagaactt 1320  
gaactccatc aaaagccaac aactttactc atgg
atgaga agatgggagc atcgctgaac 1380  
tccagccctc cgaattgtaa aaataaatgc aaag
gttgcc aaccatgtaa gccaaagtta 1440  
attattgttc atcctaatca gccggaggat tatt
atcctc agaggtgggt gtgcagctgt 1500  
cataataaaa tctacaaccc atag                    
                    1524  
<210> 3
<211> 507
<212> PRT
<213> Juniperus ashei
<400> 3
Met Ser Met Lys Phe Met Ala Ala Leu Ala 
Phe Leu Ala Leu Gln Leu  
  1               5                  10                  15    
Ile Val Met Ala Ala Gly Glu Asp Gln Ser 
Ala Gln Ile Met Leu Asp  
             20                  25                  30        
Ser Asp Thr Lys Gln Tyr His Arg Ser Ser 
Arg Asn Leu Arg Lys Arg  
         35                  40                  45            
Val His His Ala Arg His Asp Val Ala Ile 
Val Phe Asn Val Glu His  
     50                  55                  60                
Tyr Gly Ala Val Gly Asp Gly Lys His Asp 
Ser Thr Asp Ala Phe Glu  
 65                  70                  75                  80

Lys Thr Trp Asn Ala Ala Cys Asn Lys Leu 
Ser Ala Val Phe Leu Val  
                 85                  90                  95    
Pro Ala Asn Lys Lys Phe Val Val Asn Asn 
Leu Val Phe Tyr Gly Pro  
            100                 105                 110      
  
Cys Gln Pro His Phe Ser Phe Lys Val Asp 
Gly Thr Ile Ala Ala Tyr  
        115                 120                 125          
  
Pro Asp Pro Ala Lys Trp Lys Asn Ser Lys 
Ile Trp Met His Phe Ala  
    130                 135                 140              
  
Arg Leu Thr Asp Phe Asn Leu Met Gly Thr 
Gly Val Ile Asp Gly Gln  
145                 150                 155                 1
60
Gly Asn Arg Trp Trp Ser Asp Gln Cys Lys 
Thr Ile Asn Gly Arg Thr  
                165                 170                 175  
  
Val Cys Asn Asp Lys Gly Arg Pro Thr Ala 
Ile Lys Ile Asp Phe Ser  
            180                 185                 190      
  
Lys Ser Val Thr Val Lys Glu Leu Thr Leu 
Thr Asn Ser Pro Glu Phe  
        195                 200                 205          
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His Leu Val Phe Gly Glu Cys Asp Gly Val 
Lys Ile Gln Gly Ile Lys  
    210                 215                 220              
  
Ile Lys Ala Pro Arg Asp Ser Pro Asn Thr 
Asp Gly Ile Asp Ile Phe  
225                 230                 235                 2
40
Ala Ser Lys Arg Phe Glu Ile Glu Lys Cys 
Thr Ile Gly Thr Gly Asp  
                245                 250                 255  
  
Asp Cys Val Ala Val Gly Thr Gly Ser Ser 
Asn Ile Thr Ile Lys Asp  
            260                 265                 270      
  
Leu Thr Cys Gly Pro Gly His Gly Met Ser 
Ile Gly Ser Leu Gly Lys  
        275                 280                 285          
  
Gly Asn Ser Arg Ser Glu Val Ser Phe Val 
His Leu Asp Gly Ala Lys  
    290                 295                 300              
  
Phe Ile Asp Thr Gln Asn Gly Leu Arg Ile 
Lys Thr Trp Gln Gly Gly  
305                 310                 315                 3
20
Ser Gly Leu Ala Ser His Ile Thr Tyr Glu 
Asn Val Glu Met Ile Asn  
                325                 330                 335  
  
Ala Glu Asn Pro Ile Leu Ile Asn Gln Phe 
Tyr Cys Thr Ser Ala Ala  
            340                 345                 350      
  
Ala Cys Lys Asn Gln Arg Ser Ala Val Lys 
Ile Gln Asp Val Thr Phe  
        355                 360                 365          
  
Lys Asn Ile His Gly Thr Ser Ala Thr Thr 
Ala Ala Ile Gln Leu Met  
    370                 375                 380              
  
Cys Ser Asp Ser Val Pro Cys Ser Asn Ile 
Lys Leu Ser Asn Val Phe  
385                 390                 395                 4
00
Leu Lys Leu Thr Ser Gly Lys Val Ala Thr 
Cys Val Asn Lys Asn Ala  
                405                 410                 415  
  
Asn Gly Tyr Tyr Thr Asn Pro Leu Asn Pro 
Ser Cys Lys Ser Leu His  
            420                 425                 430      
  
Pro Gly Arg Thr Pro Lys Glu Leu Glu Leu 
His Gln Lys Pro Thr Thr  
        435                 440                 445          
  
Leu Leu Met Asp Glu Lys Met Gly Ala Ser 
Leu Asn Ser Ser Pro Pro  
    450                 455                 460              
  
Asn Cys Lys Asn Lys Cys Lys Gly Cys Gln 
Pro Cys Lys Pro Lys Leu  
465                 470                 475                 4
80
Ile Ile Val His Pro Asn Gln Pro Glu Asp 
Tyr Tyr Pro Gln Arg Trp  
                485                 490                 495  
  
Val Cys Ser Cys His Asn Lys Ile Tyr Asn 
Pro                      
            500                 505        
<210> 4
<211> 9
<212> PRT
<213> Juniperus ashei
<400> 4
Asp Val Ala Ile Val Phe Asn Val Glu        
                      
  1               5                
<210> 5
<211> 453
<212> PRT
<213> Juniperus ashei
<400> 5
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Asp Val Ala Ile Val Phe Asn Val Glu His 
Tyr Gly Ala Val Gly Asp  
  1               5                  10                  15    
Gly Lys His Asp Ser Thr Asp Ala Phe Glu 
Lys Thr Trp Asn Ala Ala  
             20                  25                  30        
Cys Asn Lys Leu Ser Ala Val Phe Leu Val 
Pro Ala Asn Lys Lys Phe  
         35                  40                  45            
Val Val Asn Asn Leu Val Phe Tyr Gly Pro 
Cys Gln Pro His Phe Ser  
     50                  55                  60                
Phe Lys Val Asp Gly Thr Ile Ala Ala Tyr 
Pro Asp Pro Ala Lys Trp  
 65                  70                  75                  80

Lys Asn Ser Lys Ile Trp Met His Phe Ala 
Arg Leu Thr Asp Phe Asn  
                 85                  90                  95    
Leu Met Gly Thr Gly Val Ile Asp Gly Gln 
Gly Asn Arg Trp Trp Ser  
            100                 105                 110      
  
Asp Gln Cys Lys Thr Ile Asn Gly Arg Thr 
Val Cys Asn Asp Lys Gly  
        115                 120                 125          
  
Arg Pro Thr Ala Ile Lys Ile Asp Phe Ser 
Lys Ser Val Thr Val Lys  
    130                 135                 140              
  
Glu Leu Thr Leu Thr Asn Ser Pro Glu Phe 
His Leu Val Phe Gly Glu  
145                 150                 155                 1
60
Cys Asp Gly Val Lys Ile Gln Gly Ile Lys 
Ile Lys Ala Pro Arg Asp  
                165                 170                 175  
  
Ser Pro Asn Thr Asp Gly Ile Asp Ile Phe 
Ala Ser Lys Arg Phe Glu  
            180                 185                 190      
  
Ile Glu Lys Cys Thr Ile Gly Thr Gly Asp 
Asp Cys Val Ala Val Gly  
        195                 200                 205          
  
Thr Gly Ser Ser Asn Ile Thr Ile Lys Asp 
Leu Thr Cys Gly Pro Gly  
    210                 215                 220              
  
His Gly Met Ser Ile Gly Ser Leu Gly Lys 
Gly Asn Ser Arg Ser Glu  
225                 230                 235                 2
40
Val Ser Phe Val His Leu Asp Gly Ala Lys 
Phe Ile Asp Thr Gln Asn  
                245                 250                 255  
  
Gly Leu Arg Ile Lys Thr Trp Gln Gly Gly 
Ser Gly Leu Ala Ser His  
            260                 265                 270      
  
Ile Thr Tyr Glu Asn Val Glu Met Ile Asn 
Ala Glu Asn Pro Ile Leu  
        275                 280                 285          
  
Ile Asn Gln Phe Tyr Cys Thr Ser Ala Ala 
Ala Cys Lys Asn Gln Arg  
    290                 295                 300              
  
Ser Ala Val Lys Ile Gln Asp Val Thr Phe 
Lys Asn Ile His Gly Thr  
305                 310                 315                 3
20
Ser Ala Thr Thr Ala Ala Ile Gln Leu Met 
Cys Ser Asp Ser Val Pro  
                325                 330                 335  
  
Cys Ser Asn Ile Lys Leu Ser Asn Val Phe 
Leu Lys Leu Thr Ser Gly  
            340                 345                 350      
  
Lys Val Ala Thr Cys Val Asn Lys Asn Ala 
Asn Gly Tyr Tyr Thr Asn  
        355                 360                 365          
  
Pro Leu Asn Pro Ser Cys Lys Ser Leu His 
Pro Gly Arg Thr Pro Lys  
    370                 375                 380              
  
Glu Leu Glu Leu His Gln Lys Pro Thr Thr 
Leu Leu Met Asp Glu Lys  
385                 390                 395                 4
00
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Met Gly Ala Ser Leu Asn Ser Ser Pro Pro 
Asn Cys Lys Asn Lys Cys  
                405                 410                 415  
  
Lys Gly Cys Gln Pro Cys Lys Pro Lys Leu 
Ile Ile Val His Pro Asn  
            420                 425                 430      
  
Gln Pro Glu Asp Tyr Tyr Pro Gln Arg Trp 
Val Cys Ser Cys His Asn  
        435                 440                 445          
  
Lys Ile Tyr Asn Pro                                    
          
    450            
<210> 6
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 6
catcccgggg tagatgggat aatag                  
                     25    
<210> 7
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 7
ggtagtcgac gccctgttcc tatcgt                
                      26    
<210> 8
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 8
tggaagaaca atagaatatg gttgca                
                      26    
<210> 9
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 9
ccatcccggg attgatatct ttgcatc              
                       27    
<210> 10
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
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      Synthesized Primer Sequence
<400> 10
ggtagtcgac ggatgaattt agcccca              
                       27    
<210> 11
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 11
ccatctgcag cagaggtttc atacgtg              
                       27    
<210> 12
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 12
ggtagtcgac ggaaatatcc atttgc                
                      26    
<210> 13
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 13
gagcggataa caatttcaca cagg                    
                    24    
<210> 14
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 14
cgagagaatt cttttaytaa aatg                    
                    24    
<210> 15
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 15
ggtactcgag gaaatctgta agccgag              
                       27    
<210> 16
<211> 22
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<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 16
gccagggttt tcccagtcac ga                        
                  22    
<210> 17
<211> 40
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 17
ctgcagcggc cgctcgagat cgattttttt tttt
tttttt                       40    
<210> 18
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 18
ccatctgcag cggccgctcg agatc                  
                     25    
<210> 19
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 19
ggtagtcgac aagtcgctac ctgtg                  
                     25    
<210> 20
<211> 29
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 20
ggtaggatcc gttgcaatcg tcttcaatg          
                         29    
<210> 21
<211> 25
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
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<400> 21
cgagcaaaat gcatccatat tttcg                  
                     25    
<210> 22
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 22
gcttacagat ttcaatttaa tgggaac              
                       27    
<210> 23
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 23
caaagatatc aattccgtca gtgttag              
                       27    
<210> 24
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 24
catctaaaag atttgaaata gaaaagtg            
                        28    
<210> 25
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 25
gtgtacgaat gaaacctctg atctag                
                      26    
<210> 26
<211> 24
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 26
cttgacgggg ctaaattcat cgac                    
                    24    
<210> 27
<211> 27
<212> DNA
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<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 27
gtagcgactt ttcccgatgt aagtttc              
                       27    
<210> 28
<211> 26
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 28
ctgtgttaat aaaaatgcaa atggat                
                      26    
<210> 29
<211> 28
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220> 
<223> Description of Artificial
 Sequence:Artificially
      Synthesized Primer Sequence
<400> 29
tatgggttgt agattttatt atgacagc            
                        28    

【図１】 【図２】 【図３】
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