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ニッポンハム食の未来財団 2021 年度個人研究助成 研究完了報告書 

研究結果要約 

我々は、IgE の結合部位（エピトープ）を破壊してアレルギー反応を抑制しつつ、一定の T 細胞

エピトープを残すことで「食べて治す」抗原改変食品の開発を行い、これによる経口免疫療法を実

施してその有効性や安全性を検証してきた。最近、IgE エピトープの研究の一環として、オーバーラ

ッピングペプチドを大腸菌により大量に作成し、実験を行ってきた。従来の合成によるペプチドよ

り、比較的多くペプチドを取得できるため、様々な応用が考えられた。この一環として、IgE 抗体の

立体構造エピトープと線形エピトープの認識の仕組みを解明するため、オーバーラッピングペプチ

ドを用いて、血清中の線形エピトープを低減し、その処理後にアレルゲンへの結合量が変化するか

を評価し、立体構造および線形エピトープの反応の検出を試みた。オーバーラッピングペプチド-

GST 融合体を大腸菌で培養後精製し、グルタチオン磁気ビーズに固相化し、ペプチドに結合する血

清中の IgE 抗体を除去した。αS1 カゼインを用いた検討では、除去の処理後に特異的 IgE 抗体の

測定値は 8 割以上低下した。立体構造をとらないとされるαS1 カゼインでは、立体構造エピトープ

はあまり多くないと推察された。今回、立体構造エピトープと線形エピトープを比較する手法は概
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また、その他の内容については、さらに検討を加えて学会発表を行ってい

く予定である。 
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ね確立できたと考えられたため、今後、立体構造をとる事がわかっているその他の蛋白質で同様の

実験を行い、比較検討していく予定である。 

 

研究目的 

即時型食物アレルギーは、食物アレルギーの中でも最も多く、また、特に低年齢に多い。一部には

アナフィラキシーショックにより死に至るリスクもあり、また、日々の食事について慎重に対応す

る必要から生活の質にも多大な影響があるため、重要な課題である。学校現場で食物アレルギーの

アナフィラキシーショックでの死亡例の発生を受けて、特に、こども園等（保育園・幼稚園・託児

所）や学校などの教育現場において、その安全対策は進みつつある。 

即時型の食物アレルギーの症状誘発には、IgE 抗体が関わっており、臨床現場では特定の抗原に

特異的に反応する抗原特異的 IgE 抗体の測定が臨床検査として広く行われている。この検査値が高

いほど一般的には症状が誘発される可能性は高くなるが、比較的低値でもアナフィラキシーを引き

起こすことがある一方で、比較的高値でも症状が誘発されない場合もあり、現時点では、食べて誘

発される症状を確認する食物経口負荷試験が診断のためのゴールデンスタンダードとなっている。

近年米国でこの食物経口負荷試験による初の死亡例が報告され、安全に食物負荷試験を実施する方

法が検討され、また食物経口負荷試験の結果を予測するための様々な試みがなされている。 

我々は牛乳アレルギーのメカニズム解析を⾧年にわたり行ってきており、IgE の結合部位（エピ

トープ）を破壊しつつも一定の T 細胞エピトープを残すことで、IgE によるアレルギー反応を減弱

しつつも「食べて治す」抗原改変食品の開発を行い、これを用いた経口免疫療法を実施してその有

効性や安全性を検証してきた 1-3)。また、これまでに IgE 抗体の結合力（アフィニティー）に着目し、

ヒトでははじめて低アフィニティーIgE 抗体の存在を検証し、その働きの違いについても研究をす

すめてきた 4,5)。 

今後即時型アレルギーの症状誘発については、IgE 抗体の量とともに質に着目し、アレルギー反

応の起こりやすさを予測し、また、エピトープを修飾することで「食べて治す」抗原改変食品あるい

は食物アレルギーワクチンの開発につなげていく必要があると考えている。 
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新たな着眼点として IgE のエピトープのうち、立体構造エピトープ(conformational epitope)と線

形エピトープ(sequential epitope)に着目し、その違いを確認することで食物アレルギー診断技術の

向上を図り、また、今後の抗原改変食品開発の基礎技術にする事を目標としている。「食べて治す」

抗原改変食品は加水分解により立体構造エピトープが破壊されていると考えられるため、線形エピ

トープのみが残る食品である。この構成比を知ることで将来的には「食べて治す」抗原改変食品の

治療効果を予測したり、メカニズムの解析をしたりすることが出来るようになると考えた。 

 

研究計画及び研究手法 

牛乳の蛋白質として、αS1 カゼインとβラクトグロブリンについて実験を進める計画であっ

た。理由としては、カゼインは牛乳アレルギーの主要なアレルゲンであることがあげられる 6)。一

方で､カゼインは３次構造をとらないとされており 7)、その場合に立体構造エピトープがあるのか

ないのかについては不明である。一方βラクトグロブリンは牛乳の主要なアレルゲンの一つではあ

るが、カゼインに比べて感作の割合も低い。しかし一定の立体構造を取るものと考えられるため、

重要なモデルであると考えた。 

そこで、αS1 カゼインとβラクトグロブリンの Signal peptides を除いた領域について、10 ア

ミノ酸ずつオーバーラップさせた 20 アミノ酸からなるオーバーラッピングペプチドを、大腸菌を

用いて合成を試みた。下にそれぞれのアミノ酸の配列を示す（図１）。下線と太字が Signal 

peptides を除いた部分を示している。具体的には、KOD-Plus-Mutagenesis Kit (Toyobo Co, 

Osaka, Japan)を用いて、pGEX-5X-1 に上記のオーバラッピングペプチドの一つ一つを発現する遺

伝子配列を挿入した。大腸菌(ClearColi® BL21)に形質転換し、GST が融合したペプチドをグルタ

チオンセファロースカラムにより抽出し、精製した上で、実験に供した。 

 
図１ αs1カゼインおよびβラクトグロブリンのアミノ酸配列 

 

<Alpha-S1-casein (CSN1S1) Bos taurus (Bovine); UniPort P02662; NCBI NP_851372.1> 

        10         20         30         40         50         60         70         80 

MKLLILTCLV AVALARPKHP IKHQGLPQEV LNENLLRFFV APFPEVFGKE KVNELSKDIG SESTEDQAME DIKQMEAESI 

         90        100        110        120        130        140        150        160 

SSSEEIVPNS VEQKHIQKED VPSERYLGYL EQLLRLKKYK VPQLEIVPNS AEERLHSMKE GIHAQQKEPM IGVNQELAYF 
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        170        180        190        200        210  

YPELFRQFYQ LDAYPSGAWY YVPLGTQYTD APSFSDIPNP IGSENSEKTT MPLW  

* Signal peptide: 1-15 

<Beta-lactoglobulin (LGB) Bos taurus (Bovine); UniPort P02754; NCBI NP_776354.2> 

        10         20         30         40         50         60         70         80 

MKCLLLALAL TCGAQALIVT QTMKGLDIQK VAGTWYSLAM AASDISLLDA QSAPLRVYVE ELKPTPEGDL EILLQKWENG 

         90        100        110        120        130        140        150       160 

ECAQKKIIAE KTKIPAVFKI DALNENKVLV LDTDYKKYLL FCMENSAEPE QSLACQCLVR TPEVDDEALE KFDKALKALP 

        170          

MHIRLSFNPT QLEEQCHI  
* Signal peptide: 1-16 
 

精製された GST が融合したペプチドをグルタチオン結合磁性ビーズに固相化し、カゼイン特異

的 IgE 抗体が確認できている血清を混合して吸着し、各ペプチドに結合する IgE 抗体を除去し、

抗体の除去の有無で ELISA 法の結果に違いが

出るかを検証する。GST が融合したペプチド

は複数種類を除去する必要があるために、事

前に ELISA 法で抗体価を評価し、検出できて

いるものを中心に免疫沈降をおこなって吸着

除去する（図２）。 

 

ELISA 法は、高感度化のため、化学発光法

を用いて行った。蛋白質または GST が融合したペプチドを ELISA プレートに固相化し、BSA で

ブロッキングした後に、血清を添加して Plate Shaker で震盪しながら反応させ、血清を洗浄除去

後、ビオチン化抗ヒト IgE 抗体を添加し反応させ、さらに洗浄除去後、ストレプトアビジン―西洋

ワサビペルオキシダーゼ(HRP)を添加して反応、最後に化学発光法で測定を行った。測定には発光

マイクロプレートリーダーを用いた。 

 

結果と考察 

この実験には、大量のペプチドが必要であり、大腸菌を用いた大量の発現をできる系が必須であ

ると考えており、まずは、19 種類のαS1 カゼインのオーバーラッピングペプチド-GST 融合体を大

腸菌(ClearColi® BL21)に形質転換し、大量培養の上、グルタチオンセファロースカラムを用いて精

図２ GST-ペプチド融合体を用いた免疫沈降 
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製を行った。これを用いて、αS1 カゼインついて実験をおこなった。代表的な結果を表１に示す。

ペプチド番号 1～19 とカゼイン(Casein)についてそれぞれの ELISA 法による測定値の陰性コント

ロール(GST 蛋白)に対する比を示す。この場合、ペプチド 2, 7, 10, 12, 14 が特に比が高く、このペ

プチドに対する特異的 IgE 抗体が多く含まれていると考えられた。 

 

表１ 各ペプチドの ELISA による結果 

Peptide No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
Results (ratio against GST) 0.4 2 1.4 0.5 0.5 0.6 3.8 0.7 0.7 2.1 
Peptide No. or casein 11 12 13 14 15 16 17 18 19 Casein 
Results (ratio against GST) 0.6 7.1 0.5 2.3 1.7 0.7 0.9 0.4 0.6 63.2 

 

そこで、この中で、もっとも測定値の

高かった 12 番および、その次に測定値

の高かった 14 番のペプチドについて、

免疫沈降を用いて IgE 抗体を吸着するた

めの条件設定を行った。磁性ビーズの量

を初期量、1/2 量、1/5 量、1/10 量と漸減して、

共免疫沈降による処理をおこなった（表２）。ま

た、ペプチドを発現していない GST 蛋白を磁

気ビーズに固相化して、陰性コントロール

(N.C.)として使用した。結果の測定値は表２に、

グラフを図３に示す。 

ペプチドを発現していない GST のみを結合

した磁性ビーズで処理した後の血清では、高い

測定値(12 番で 146581 rlu/sec, 14 番で 56430 rlu/sec)を示したのに対して、同量の GST-オーバー

ラッピングペプチド融合体を用いて処理をした後の血清では、ELISA の測定値が著しく低下(12 番

で 7251 rlu/sec, 14 番で 7059 rlu/sec)し、それぞれ約 1/20 と約 1/8 の測定値となった。また、同じ

 磁 気 ビ

ー ズ の

量 

ペ プチ

ドの量 

12 番 
結果 
[rlu/sec] 

14 番 
結果 
[rlu/sec] 

N.C. 50µl 100µg 146581 56430 
Original 50µl 100µg 7251 7059 
1/2scale 25µl 50µg 9359 6647 
1/5scale 10µl 10µg 11552 6239 
1/10scale 5µl 5µg 17966 6604 

表２ 磁気ビーズの量と測定値の低下について 
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図３ 免疫沈降によるの測定値の変化

12番

14番
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実験系のなかでビーズの量を 1/2 量、1/5 量、1/10 量と減らした時に、特に測定値の高い 12 番につ

いては、ビーズの量が減るにつれて、測定値も上昇した。特に 1/10 量と初期量では、約 2.5 倍の測

定値の上昇となった。 

これらの事から、①グルタチオン結合磁性ビーズを用いることにより、それぞれのペプチドへの

特異的 IgE 抗体価が著明に抑制される、つまりペプチドに結合する IgE 抗体が除去される事、②検

査値の高いペプチドでは、磁性ビーズの量を減らすと一部の特異的抗体を十分に除去する事ができ

ない事がわかった。一方で、ビーズの量を増やすと、血清も希釈されて行く傾向にある事から、最低

限の量で実験をおこなう必要があると考えられた。以上の事をふまえて、初期の ELISA の測定値か

ら、必要な磁性ビーズの量をある程度推定した上で、実験に用いるのがよいと考えられた。 

続いて､表１の結果および表２、図２の結果から必要なビーズの量を決定し、表３に示すような量

の GST-オーバーラッピングペプチド融合体をもちいて各ペプチドに結合する特異的 IgE 抗体を除

去することとした。 

 

表３ ペプチド毎のビーズの量および結合させるペプチドの量 

配列 番号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
ビーズ (µl/tube) 22 22 22 22 22 22 110 22 22 22 
ペプチド (µg/tube) 50 50 50 50 50 50 200 50 50 50 
配列 番号 11 12 13 14 15 16 17 18 19  

ビーズ (µl/tube) 22 110 22 22 22 22 22 22 22  

ペプチド (µg/tube) 50 200 50 50 50 50 50 50 50  

 

共免疫沈降後の ELISA 法による測定値の変化を図４に示す。オーバーラッピングペプチドを用い

た共免疫沈降によって、同量の GST 蛋白が結合したビーズによる共免疫沈降に比べて、ほとんどの

ペプチドの測定値が著減したにも関わらず、αS1 カゼインに対する検査値は 15%の低下に留まっ

た。測定値においてはペプチドの 2 番は 2.1 倍、ペプチドの 7 番は 24.0 倍、ペプチドの 10 番も 2.0
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倍、ペプチドの 12 番も

16.9 倍、ペプチドの 14

番も 4.3 倍検査値が低

下している。検体量の

制限もあり、その他の

ペプチドについてどの

程度低下しているかを

全て測定する事はでき

なかったが、全てのペ

プチドについて同様の処理をおこなっている事、さら

にそれらのペプチドは何れも測定値として低いもので

あるため、一定の低減が得られていると考えられた。

また、他のサンプルでも同様の実験を行ったが、類似

の結果であった。 

 

αS1 カゼインの測定値の低下が限定的であった

点について、天然型のカゼインはリン酸化の影響を

受けているとの報告もあり、大腸菌で作成したペプ

チドがリン酸化を受けていないことが理由の一つと

考えられたため、天然型のαS1 カゼインおよび（大

腸菌による）リコンビナントのαS1 カゼインを等量

で固相化して ELISA を行った。代表的な結果を図５

に示す。リコンビナントの方が天然型に比べて、測定値は低下した。オーバーラッピングペプチド

も大腸菌での合成のためリコンビナントと同等であることから、今後はリコンビナントを Standard

に用いた方が良いと考えられた。 

peptide
2

peptide
7

peptide
10

peptide
12

peptide
14

αS1ca

sein

前平均 31.47 188.977 23.374 187.232 75.229 1223.61

後平均 14.968 7.856 11.721 11.086 17.392 1046.91

0
200
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600
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1000
1200
1400

×
10

3
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]

図４ 共免疫沈降前後の測定値の変化
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そこで、天然型およびリコンビナントのαS1 カゼインを固相化し、それぞれ同じ濃度のオーバー

ラッピングペプチドを添加し、Inhibition ELISA による阻害率を比較した。結果を図６に示す。リ

コンビナント蛋白を固相化したものについては、8 割を超える Inhibition がかかっており、結果と

して、αS1 カゼインにおいては、立体構造エピトープはほとんどなく、線形エピトープがほとんど

であると推察できた。また天然型では阻害は 4 割程度に留まった。αS1 カゼインは一般的に立体構

造をとらない蛋白質であると知られており、その点は矛盾がない結果であると考えられた。また、

天然型との違いについては、リン酸化の影響の可能性が最も考えられた。 

 

βラクトグロブリンについても同様のオーバーラッピングペプチドを作成した。16 種類のペプチ

ドのうち半分程度までは作成できたが、残りについては、期間内に作成が終了しなかったため、引

き続き作成を続けている。 

 

 

今後の研究活動について 

本研究の中で、オーバーラッピングペプチドによって多くの線形エピトープを阻害したが、天然

型のアレルゲンに対する反応への阻害は限定的であった。特に大腸菌による合成ペプチドにおいて

は、リン酸化が行われない事や糖鎖による違いなど、他の要素の影響も考えられる。今回リコンビ

ナント蛋白質を固相化に用いることによって、大部分の IgE の結合が阻害されたことから、リン酸

化の影響も受けることがわかった。今回立体構造をとらないとされるカゼインではこのような結果

であったが、立体構造をとるとされる他の蛋白質では検証できておらず、早期にその部分の確認を

行っていきたいと考えている。他のアレルゲンでも立体構造エピトープの重要性を示唆する報告が

ある 8)。次の挑戦としては、オーバーラッピングペプチドの作成について、GST 蛋白に結合するペ

プチドを間にスペーサーを置いて繰り返し配列する事で、さらに効率の良い特異的 IgE 抗体の除去

を行う事ができる可能性がある。今回の実験から得られた事で、次なる改良をおこなって病態の解

明に資する情報を得たいと考えている。 
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