
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】イヌのダニアレルギー疾患の治療剤、診断薬としてアナフィラキシー誘発性不純
物を含まない安全かつ有効な組換えダニアレルゲンを提供する。
【解決手段】以下の (ａ）または (ｂ）の組換えタンパク質。 (ａ）開示する特定のアミノ
酸配列からなるタンパク質、 (ｂ）上記特定のアミノ酸配列において１個若しくは数個の
アミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列を含み、かつダニアレルゲン活性
を有するタンパク質。上記ダニアレルゲン、その断片ペプチドもしくは他のタンパク質と
の融合タンパク質は、ダニアレルギー疾患の治療剤や診断薬として、またその抗体はダニ
アレルゲン測定用として有用である。
【選択図】なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の (a)又 は (b)の 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン 。
(a) 配 列 番 号 １ ４ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン
(b) 配 列 番 号 １ ４ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、
置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ ダ ニ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 組 換 え ダ
ニ ア レ ル ゲ ン
【 請 求 項 ２ 】
　 以 下 の (a)又 は (b)の ダ ニ ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 。
(a) 配 列 番 号 １ ４ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ダ ニ ア レ ル ゲ ン
(b) 配 列 番 号 １ ４ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、
置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ ダ ニ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る ダ ニ ア レ
ル ゲ ン
【 請 求 項 ３ 】
　 以 下 の (c)又 は (d)の DNAを 含 む 遺 伝 子 。
(c) 配 列 番 号 １ ３ で 表 わ さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む DNA
(d) 配 列 番 号 １ ３ の 塩 基 配 列 を 含 む DNAと 相 補 的 な 配 列 を 含 む DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ダ ニ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 断 片 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ５ 】
　 配 列 番 号 ５ か ら ７ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 少 な く と も １ つ 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な
る 請 求 項 ４ 記 載 の 断 片 ペ プ チ ド 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ４ 又 は ５ に 記 載 の 断 片 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 断 片 遺 伝 子 。
【 請 求 項 ７ 】
　 請 求 項 ２ 若 し く は ３ に 記 載 の 遺 伝 子 又 は 請 求 項 ６ に 記 載 の 断 片 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え
ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン と 他 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ７ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 又 は 動 物 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ９ 記 載 の 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 又 は 動 物 細 胞 を 該 遺 伝 子 の 発 現 可 能 な 条 件 下 で 培
養 し て 、 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 産 生 さ せ 、 次 い で 該 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 回 収 す る こ
と を 特 徴 と す る 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ９ 記 載 の 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 又 は 動 物 細 胞 を 該 遺 伝 子 の 発 現 可 能 な 条 件 下 で 培
養 し て 、 融 合 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 産 生 さ せ 、 該 融 合 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 回 収 し 、
次 い で 、 融 合 し て い る 他 の タ ン パ ク 質 を 脱 離 せ し め る こ と を 特 徴 と す る 組 換 え ダ ニ ア レ ル
ゲ ン の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン 、 請 求 項 ４ 記 載 の 断 片 ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 ８ 記 載
の 融 合 タ ン パ ク 質 を 有 効 成 分 と す る ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 治 療 剤 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ 記 載 の 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン 、 請 求 項 ４ 記 載 の 断 片 ペ プ チ ド 又 は 請 求 項 ８ 記 載
の 融 合 タ ン パ ク 質 を 有 効 成 分 と す る ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 診 断 薬 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
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　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 請 求 項 １ ４ 記 載 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 １ ５ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 請 求 項 １ ４ 又 は １ ５ に 記 載 の 抗 体 を 用 い る 屋 内 塵 中 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 免 疫 学 的 測 定 方
法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ELISAで あ る 請 求 項 １ ７ 記 載 の 屋 内 塵 中 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 請 求 項 １ ２ 記 載 の ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 治 療 剤 を 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 し 、 減 感 作 に よ り 非 ヒ
ト 動 物 の ア レ ル ギ ー 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 非 ヒ ト 動 物 が イ ヌ で あ る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン に 関 し 、 特 に イ ヌ の ア ト ピ ー
の 原 因 と な る ダ ニ ア レ ル ゲ ン に 関 す る 。 本 発 明 は 、 さ ら に 該 ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る 遺 伝
子 、 該 遺 伝 子 を 発 現 さ せ 得 る 発 現 ベ ク タ ー 、 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 形 質 転 換 体 、
該 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 製 造 方 法 、 ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 治 療 剤 、 及 び ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾
患 診 断 薬 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 気 管 支 喘 息 等 の ア レ ル ギ ー 疾 患 の 主 要 な 原 因 と し て 、 屋 内 塵 性 ダ ニ
が 知 ら れ て い る 。 従 来 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 の 治 療 剤 と し て は 、 ア レ ル ギ ー の 原 因 物 質 を 用 い
る 減 感 作 療 法 が 、 最 も 重 要 な 根 本 治 療 と さ れ 、 特 に 花 粉 症 を 始 め 屋 内 塵 、 真 菌 ア レ ル ギ ー
等 の 吸 入 性 ア レ ル ゲ ン 等 の 回 避 が 困 難 な 抗 原 で 引 き 起 こ さ れ る 疾 患 に お い て は 、 該 減 感 作
療 法 が 広 く 行 わ れ て い る 。 し か し な が ら 、 減 感 作 療 法 で は 感 作 抗 原 に よ る ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー の 危 険 が 伴 う 為 、 安 全 な 治 療 用 抗 原 の 投 与 が 必 要 と さ れ 、 そ の よ う な 安 全 な 感 作 抗 原 の
研 究 が 進 め ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 に つ い て は 、 屋 内 塵 中 の ア レ ル ゲ ン 源 と し て ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （

） 及 び コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ ） の
２ 種 の ダ ニ が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ 及 び ２ を 参 照 ） 。 こ れ ら の ダ ニ か ら 、 主 要 ダ
ニ ア レ ル ゲ ン が 分 画 さ れ て お り 、 そ れ ら は ダ ニ 排 泄 物 及 び ／ 又 は ダ ニ 虫 体 中 に 含 有 さ れ て
い る 分 子 量 24-28kDa の 糖 蛋 白 （ pI 4.6～ 7.2） 、 及 び ／ 又 は 分 子 量 14.5-20kDa の タ ン パ
ク 質 （ pI 5～ 7.2） で あ る こ と が わ か っ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ か ら ７ を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 遺 伝 子 に つ い て 、 ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ の 主 要 ア レ ル ゲ ン で あ る Der p １
（ 分 子 量 ： 25,371）  及 び Der p ２  (分 子 量 ： 14,131)が 、 ま た コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ の 主 要 ア
レ ル ゲ ン で あ る Der f １  (分 子 量 ： 25,191) 及 び Der f ２ （ 分 子 量 ： 14,021） が ク ロ ー ニ
ン グ さ れ 塩 基 配 列 も 決 定 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ８ か ら １ ５ を 参 照 ） 。 こ れ ら の ア レ ル ゲ
ン に つ い て 組 換 え ア レ ル ゲ ン も 作 製 さ れ て お り 、 ア レ ル ゲ ン の 研 究 が 進 ん で い る 。 ま た 、
分 子 量 約 30,000の ア レ ル ゲ ン と し て Der f ３ も そ の 塩 基 配 列 が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文
献 １ ６ を 参 照 ） 。 さ ら に ダ ニ ア レ ル ゲ ン と し て 、 ｍ ａ １ ０ ， ｍ ａ ３ ， ｍ ａ １ ５ ， ｍ ａ ２ ９
， ｍ ａ ４ ４ ， ｍ ａ ５ ０ ， ｍ ａ １ １ ３ ， ｍ ａ １ １ ４ ， ｍ ａ １ １ ５ （ 特 許 文 献 １ を 参 照 ） も 報
告 さ れ て い る 。 さ ら に 、 抗 Der f ２ 血 清 と 強 い 交 差 反 応 性 を 示 す 、 ｍ ａ １ ２ ４ も 報 告 さ れ
て い る （ 特 許 文 献 ２ を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 イ ヌ に お い て 98kDaと 109kDaの Der f 15 (非 特 許 文 献 １ ７ を 参 照 )及 び 60kDaの Der
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 f 18（ 非 特 許 文 献 １ ８ を 参 照 ） が IgEが 強 く 反 応 す る ア レ ル ゲ ン で あ る と の 報 告 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 の 診 断 方 法 と し て は 、 従 来 、 問 診 を 主 体 と し 、 屋 内 塵 （ ハ ウ ス ダ ス
ト ） 抽 出 物 及 び ／ 又 は ダ ニ 虫 体 抽 出 物 を 用 い る 皮 内 反 応 試 験 が 主 流 で あ っ た 。 RAST(radio
 allergosorbent test)法 に よ る 血 清 中 の IgE 抗 体 価 （ 相 対 値 ） の 測 定 、 吸 入 誘 発 試 験 、
鼻 粘 膜 誘 発 試 験 等 も 併 用 さ れ て は い た が 、 ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 を 直 接 的 に 診 断 す る の は か
な り 困 難 で あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 従 来 よ り 、 屋 内 塵 （ ハ ウ ス ダ ス ト ） 抽 出 液 を 用 い て 、 屋 内 塵 性 ダ ニ を 特 異 的 ア レ ル ゲ ン
と す る 気 管 支 喘 息 の 減 感 作 治 療 法 が 行 わ れ て き た 。 し か し 、 屋 内 塵 の 組 成 は 十 分 分 析 さ れ
て い な か っ た 。 ま た 、 屋 内 塵 に は 多 種 類 の 不 純 物 が 含 ま れ る の で 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー を 誘
発 す る 危 険 も あ り 、 そ の 際 の 屋 内 塵 の 投 与 量 も 極 度 に 制 限 さ れ て い た 。 こ の た め 従 来 の 減
感 作 治 療 は 効 果 が 極 め て 低 か っ た 。 従 っ て 、 よ り 有 効 で あ り か つ 安 全 な 減 感 作 治 療 用 抗 原
が 望 ま れ て い た 。 従 来 よ り 、 高 分 子 粗 ダ ニ 排 泄 物 画 分 に 減 感 作 治 療 に 有 効 な ア レ ル ゲ ン が
存 在 す る こ と が 知 ら れ て い た が 、 こ の よ う な 画 分 か ら は 減 感 作 治 療 用 に 充 分 な 量 の ダ ニ ア
レ ル ゲ ン は 得 ら れ な か っ た 。 従 っ て 、 ダ ニ 飼 育 物 か ら の ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 抽 出 、 精 製 に よ
る 方 法 で は 、 治 療 用 抗 原 の 安 定 供 給 は 困 難 で あ る 。 ま た 、 前 記 の よ う に 、 従 来 よ り 遺 伝 子
組 換 え 技 術 に よ る 種 々 の 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン に つ い て 報 告 さ れ て い た 。 し か し な が ら 、
こ れ ら の ア レ ル ゲ ン は 必 ず し も 、 実 際 の 治 療 に 有 効 と は い え ず 、 よ り 有 効 な 新 た な ダ ニ ア
レ ル ゲ ン 活 性 の 高 い 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 提 供 が 望 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 平 ７ － １ １ ２ ９ ９ ９ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 平 ７ － ２ ７ ８ １ ９ ０ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Allerg. Asthma, 10, 329 ～ 334 (1964)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 J. Allergy, 42, 14～  28 (1968)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 J. Immunol.,125, 587～ 592 (1980)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 J. Allergy Clin. Immunol.,76, 753 ～ 761 (1985)
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Immunol., 46, 679 ～ 687 (1982)
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【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 の 治 療 剤 、 診 断 薬 と し て ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 誘 発 性 不 純 物
を 含 ま な い 安 全 か つ 有 効 な 新 規 な 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 提 供 を 目 的 と す る 。 よ り 具 体 的
に は 、 本 発 明 は 、 ダ ニ 虫 体 由 来 の 遺 伝 子 を 提 供 す る こ と を 目 的 と し 、 ま た 、 該 遺 伝 子 を 発
現 さ せ 得 る 発 現 ベ ク タ ー を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ダ ニ 虫 体 由 来
の 遺 伝 子 の 発 現 に よ っ て 得 ら れ る ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 新 規 な ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 提 供 を
目 的 と す る 。 さ ら に ま た 、 本 発 明 は 、 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 有 効 成 分 と す る 新 規 な ダ ニ
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ア レ ル ギ ー 疾 患 治 療 剤 の 提 供 及 び 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 含 む 新 規 な ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患
診 断 薬 の 提 供 を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は ア ト ピ ー イ ヌ が 反 応 す る ア レ ル ゲ ン に つ い て 網 羅 的 な ア レ ル ゲ ノ ム 解 析 を
行 っ た 。 す な わ ち 、 ト リ ク ロ ロ 酢 酸 処 理 し た D. farinae虫 体 抽 出 物 に つ い て 、 等 電 点 3～ 1
0及 び 分 子 量 1万 ～ 20万 の 成 分 を 分 離 す る 二 次 元 電 気 泳 動 を 行 い 、 PVDF膜 に 転 写 し た 後 、 ダ
ニ RAST陽 性 の ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 発 症 イ ヌ の 血 清 40検 体 で 免 疫 染 色 を 行 っ た 結 果 、 100ス ポ
ッ ト 以 上 に 及 ぶ 多 数 の IgE反 応 成 分 が 検 出 さ れ た 。 分 子 種 同 定 の た め 、 高 頻 度 反 応 成 分 を
中 心 に Q-TOF型 nano ESI-MS/MSに よ る 構 造 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、 ヒ ト に お け る 主 要 抗 原 と
は 異 な る 新 規 ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 存 在 が 確 認 さ れ た 。 本 発 明 者 は 、 こ の よ う に し て 、 新 規 な
ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 見 出 し 、 該 ア レ ル ゲ ン が 減 感 作 治 療 に 優 れ た 効 果 を 奏 す る こ と を 見 出 し
、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 以 下 の と お り で あ る 。
[１ ]　 以 下 の (a)又 は (b)の 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン 、
(a) 配 列 番 号 １ ４ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン
(b) 配 列 番 号 １ ４ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 1若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、
置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ ダ ニ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 組 換 え ダ
ニ ア レ ル ゲ ン
[２ ]　 以 下 の (a)又 は (b)の ダ ニ ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る 遺 伝 子 、
(a) 配 列 番 号 １ ４ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む ダ ニ ア レ ル ゲ ン
(b) 配 列 番 号 １ ４ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、
置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 み 、 か つ ダ ニ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る ダ ニ ア レ
ル ゲ ン
[３ ]　 以 下 の (c)又 は (d)の DNAを 含 む 遺 伝 子 、
(c) 配 列 番 号 １ ３ で 表 わ さ れ る 塩 基 配 列 を 含 む DNA
(d) 配 列 番 号 １ ３ の 塩 基 配 列 を 含 む DNAと 相 補 的 な 配 列 を 含 む DNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 ダ ニ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNA
[４ ]　 [１ ]の ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 断 片 ペ プ チ ド 、
[５ ]　 配 列 番 号 ５ か ら ７ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 少 な く と も １ つ 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 か
ら な る [４ ]の 断 片 ペ プ チ ド 、
[６ ]　 [４ ]又 は [５ ]の 断 片 ペ プ チ ド を コ ー ド す る ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 断 片 遺 伝 子 、
[７ ]　 [２ ]若 し く は [３ ]の 遺 伝 子 又 は ［ ６ ］ に 記 載 の 断 片 遺 伝 子 を 含 有 す る 組 換 え ベ ク タ
ー 、
[８ ]　 [１ ]の ダ ニ ア レ ル ゲ ン と 他 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン パ ク 質 、
[９ ]　 [７ ]の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 又 は 動 物 細 胞 、
[１ ０ ]　 [９ ]の 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 又 は 動 物 細 胞 を 該 遺 伝 子 の 発 現 可 能 な 条 件 下 で 培 養
し て 、 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 産 生 さ せ 、 次 い で 該 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 回 収 す る こ と
を 特 徴 と す る 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 製 造 方 法 、
[１ １ ]　 [９ ]の 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 又 は 動 物 細 胞 を 該 遺 伝 子 の 発 現 可 能 な 条 件 下 で 培 養
し て 、 融 合 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 産 生 さ せ 、 該 融 合 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 回 収 し 、 次
い で 、 融 合 し て い る 他 の タ ン パ ク 質 を 脱 離 せ し め る こ と を 特 徴 と す る 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ
ン の 製 造 方 法 、
[１ ２ ]　 [１ ]の 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン 、 [４ ]の 断 片 ペ プ チ ド 又 は ［ ８ ］ 記 載 の 融 合 タ ン パ
ク 質 を 有 効 成 分 と す る ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 治 療 剤 、
[１ ３ ]　 [１ ]の 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン 、 [４ ]の 断 片 ペ プ チ ド 又 は ［ ８ ］ 記 載 の 融 合 タ ン パ
ク 質 を 有 効 成 分 と す る ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 診 断 薬 、
[１ ４ ]　 [１ ]に 記 載 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体 、
[１ ５ ]　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る [１ ４ ]の ダ ニ ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体 、
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[１ ６ ]　 [１ ５ ]の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 、
[１ ７ ]　 [１ ４ ]又 は [１ ５ ]の 抗 体 を 用 い る 屋 内 塵 中 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 免 疫 学 的 測 定 方 法
、 な ら び に
[１ ８ ]　 ELISAで あ る [１ ７ ]の 屋 内 塵 中 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
[１ ９ ]　 [１ ２ ]の ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 治 療 剤 を 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 し 、 減 感 作 に よ り 非 ヒ ト
動 物 の ア レ ル ギ ー 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
[２ ０ ]　 非 ヒ ト 動 物 が イ ヌ で あ る [１ ９ ]の 方 法 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 に よ り 、 ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 の 治 療 剤 、 診 断 薬 と し て ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 誘 発 性 の
不 純 物 を 含 ま な い 安 全 か つ 有 効 な 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 提 供 す る こ と が 可 能 と な っ た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 以 下 、 本 発 明 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。
（ １ ） 　 ダ ニ ア レ ル ゲ ン Spot39/40タ ン パ ク 質 の 単 離 及 び 部 分 配 列 決 定
　 ダ ニ 抽 出 物 を ２ 次 元 電 気 泳 動 に か け 、 臨 床 的 に ダ ニ ア レ ル ギ ー と 診 断 さ れ た 動 物 か ら 得
ら れ た ダ ニ ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgEを 用 い て ２ 次 元 電 気 泳 動 に よ り 分 離 さ れ た ダ ニ ア レ ル ギ
ー を 特 定 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 具 体 的 に は 、 例 え ば ダ ニ ア レ ル ゲ ン 特 異 的 IgEを 含 む 血 清 、 ダ ニ 抽 出 物 及 び ア レ ル ゲ ン
特 異 的 IgEを 認 識 す る Iｇ Eレ セ プ タ ー を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ よ り ダ ニ ア レ ル
ゲ ン を 同 定 す れ ば よ い 。 ア レ ル ゲ ン の 同 定 は 公 知 の 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 こ の よ う に し て 同 定 さ れ る 本 発 明 の 新 規 な ダ ニ ア レ ル ゲ ン で あ る Spot39/40タ ン パ ク 質
は 、 SDS-PAGEで 測 定 し た 分 子 量 30kDa～ 200kDa、 等 電 点 約 9.5の タ ン パ ク 質 で あ る 。
　 抽 出 し た ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 用 い て 、 公 知 の 方 法 で 部 分 配 列 決 定 を 行 う こ と が で き る 。 部
分 配 列 を 決 定 す る 公 知 の 方 法 と し て 、 MS/MS解 析 に よ る de novo sequencingや ペ プ チ ド マ
ッ ピ ン グ が あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
（ ２ ） 　 RT-PCRに よ る cDNAク ロ ー ン の 作 製
　 ダ ニ よ り mRNAを 抽 出 し 、 該 mRNAを 鋳 型 に し て ダ ニ ア レ ル ゲ ン cDNAを 合 成 し 、 cDNAラ イ ブ
ラ リ ー を 作 製 し 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る
DNAを 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 mRNAの 供 給 源 は コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ 虫 体 で あ る 。 mRNAの 調 製 は 、 通 常 行 わ れ る 手 法 に よ り
行 う こ と が で き る 。 得 ら れ た mRNAを 鋳 型 と し て 、 上 記 （ １ ） に よ り 得 ら れ た 配 列 情 報 に 基
づ い て プ ラ イ マ ー を 設 計 し 、 ダ ニ ア レ ル ゲ ン を コ ー ド す る cDNA断 片 を 合 成 す る 。 得 ら れ た
断 片 を pGEM（ Promega製 ） 等 の 適 当 な ベ ク タ ー に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 常 法 に よ り 、 例 え
ば サ イ ク ル シ ー ク エ ン ス 法 に よ り 塩 基 配 列 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 配 列 番 号 ５ か ら ７ に 示 す 。
　 本 発 明 は 、 ダ ニ ア レ ル ゲ ン で あ る Spot39/40タ ン パ ク 質 の 断 片 で あ っ て 、 配 列 番 号 ５ か
ら ７ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も １ つ を 含 む ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ダ ニ ア レ ル ゲ
ン を 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 配 列 番 号 １ ３ に 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン で あ る Spot39/40タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝
子 の DNAの 塩 基 配 列 を 、 配 列 番 号 １ ４ に 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン で あ る Spot39/40タ ン パ ク
質 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 例 示 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 こ の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 が ダ ニ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 限 り 、 当 該 ア ミ ノ
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酸 配 列 に お い て 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く は １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 に 欠 失 、 置 換 、 付
加 等 の 変 異 が 生 じ て も よ い 。 こ の よ う な ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く
は 1若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 に 欠 失 、 置 換 、 付 加 等 の 変 異 が 生 じ ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ダ
ニ ア レ ル ゲ ン と し て 、 配 列 番 号 １ ４ に 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ダ ニ ア レ ル ゲ ン の
ア イ ソ フ ォ ー ム が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 例 え ば 、 配 列 番 号 １ ４ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く は １ 又 は
数 個 （ 例 え ば １ ～ 10個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ５ 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て も よ く 、 配 列
番 号 １ ４ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く は １ 又 は 数 個 （ 例 え ば １
～ 10個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ５ 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 付 加 し て も よ く 、 あ る い は 、 配 列 番 号
１ ４ で 表 わ さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 の 少 な く と も １ 個 、 好 ま し く は １ 又 は 数 個 （ 例 え ば １ ～ 10
個 、 さ ら に 好 ま し く は １ ～ ５ 個 ） の ア ミ ノ 酸 が 他 の ア ミ ノ 酸 に 置 換 し て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の よ う な 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置
換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 、 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 BLAST（ Bas
ic Local Alignment Search Tool at the National Center for Biological Information
（ 米 国 国 立 生 物 学 情 報 セ ン タ ー の 基 本 ロ ー カ ル ア ラ イ ン メ ン ト 検 索 ツ ー ル ） ） 等 （ 例 え ば
、 デ フ ォ ル ト す な わ ち 初 期 設 定 の パ ラ メ ー タ ） を 用 い て 計 算 し た と き に 、 少 な く と も 85％
以 上 、 好 ま し く は 90％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 95％ 以 上 、 特 に 好 ま し く は 97％ 以 上 の 相 同
性 を 有 し て い る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の よ う な 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置
換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 配 列 番 号 １ ４ の ア ミ ノ 酸 配 列 を
有 す る タ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 一 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 ま た 、 上 記 遺 伝 子 と 相 補 的 な 配 列 か ら な る DNAと 下 記 の 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ
と が で き る DNAで あ っ て ダ ニ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAも 本 発 明
の 遺 伝 子 に 含 ま れ る 。 す な わ ち 、 DNAを 固 定 し た フ ィ ル タ ー を 用 い て 、 0.7～ 1.0Mの NaCl存
在 下 、 68℃ で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 、 0.1～ 2倍 濃 度 の SSC溶 液 （ 1倍 濃 度 の SS
Cと は 150mM NaCl、 15mM ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム か ら な る ） を 用 い 、 68℃ で 洗 浄 す る こ と に よ
り 同 定 す る こ と が で き る 条 件 を い う 。 あ る い は 、 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス 膜 上 に DNAを 転 写 、 固 定 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 緩 衝 液 〔 50％  フ ォ ル ム ア ミ
ド 、 ４ × SSC、 50mM HEPES(pH7.0)、 10× デ ン ハ ル ツ （ Denhardt ,  s） 溶 液 、 100μ g/mlサ ケ
精 子 DNA〕 中 で 42℃ で 一 晩 反 応 さ せ る こ と に よ り ハ イ ブ リ ッ ド を 形 成 す る こ と が で き る DNA
で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら に 、 上 記 DNAに 対 す る RNA、 又 は 該 RNAと ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ
ズ す る こ と が で き る RNAで あ っ て ダ ニ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る RNA
も 本 発 明 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 の 組 換 え ベ ク タ ー は 、 適 当 な ベ ク タ ー に 本 発 明 の 遺 伝 子 を 連 結 (挿 入 )す る こ と に
よ り 得 る こ と が で き る 。 本 発 明 の 遺 伝 子 を 挿 入 す る た め の ベ ク タ ー は 、 細 菌 、 酵 母 又 は 動
物 細 胞 等 の 宿 主 中 で 複 製 可 能 な も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 プ ラ ス ミ ド  DNA、
フ ァ ー ジ DNA等 が 挙 げ ら れ る 。 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 に 用 い ら れ る ベ ク タ ー DNAは 、 広 く 普 及
し た 入 手 の 容 易 な も の が 用 い ら れ る 。 例 え ば 、 pUC19、 pTV118 N (宝 酒 造 社 製 )、 pUEX2（
ア マ シ ャ ム 社 製 ） 、 pGEX-4T、 pKK233-2(フ ァ ル マ シ ア 社 製 )、 pMAM-neo（ ク ロ ン テ ッ ク 社
製 ） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー の 構 築 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ る も の で は な く 常 法 に よ り 行 う こ と
が で き る 。 例 え ば 、 ダ ニ ア レ ル ゲ ン cDNAの EcoRIで 消 化 し た 断 片 を 、 プ ラ ス ミ ド pUC19の マ
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ル チ ク ロ ー ニ ン グ 部 位 の EcoRI部 位 に 挿 入 す る こ と が で き る 。 ま た 、 該 断 片 を プ ラ ス ミ ド
ベ ク タ ー pGEX-4Tの EcoRI部 位 に 連 結 し て 発 現 ベ ク タ ー を 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー で 形 質 転 換 さ れ た 細 菌 、 酵 母 又 は 動 物 細 胞 は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 を
発 現 し 得 る も の で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い が 、 例 え ば 、 細 菌 と し て は 大 腸 菌 、 枯 草 菌 等 が
、 酵 母 と し て は サ ッ カ ロ マ イ セ ス ・ セ レ ビ ィ シ エ 等 が 、 動 物 細 胞 と し て は 、 チ ャ イ ニ ー ズ
・ ハ ム ス タ ー ・ 卵 巣 （ CHO） 細 胞 、 ヨ ト ウ ガ の 卵 巣 細 胞 で あ る Sf 21細 胞 や Sf 9細 胞 、 サ ル
COS細 胞 、 マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン に は 、 直 接 発 現 に 加 え て 、 他 の タ ン パ ク 質 と の 融 合 タ ン
パ ク 質 と し て 発 現 さ れ た も の も 含 ま れ 、 以 下 、 該 融 合 タ ン パ ク 質 を 融 合 組 換 え ダ ニ ア レ ル
ゲ ン と い う 。 こ こ で 、 融 合 す る 他 の タ ン パ ク 質 と し て は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 β
－ ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 、 プ ロ テ イ ン Ａ 、 マ ル ト ー ス
結 合 タ ン パ ク 質 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン は 、 ア レ ル ゲ ン 活 性 に 必 須 な 領 域 の み の ペ プ チ ド 断 片 で
あ っ て も よ く 、 ま た 、 ア レ ル ゲ ン 活 性 に 必 須 な 領 域 か ら な る も の で あ っ て も よ い 。 ま た 、
ダ ニ ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質 の み を 発 現 さ せ て 得 ら れ た も の の 他 に 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て
発 現 し た も の か ら 他 の タ ン パ ク 質 を 脱 離 せ し め て 得 ら れ た も の で も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 の 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン は 、 ダ ニ 虫 体 由 来 の 遺 伝 子 の 発 現 に よ っ て 得
ら れ 、 ダ ニ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ こ で 、 ダ ニ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有
す る と は 、 哺 乳 動 物 に 対 し て ア レ ル ギ ー 反 応 を 誘 導 し 得 る こ と を い う 。 哺 乳 動 物 は 限 定 さ
れ ず 、 ヒ ト 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ネ コ 、 ウ マ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 サ ル 等 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は イ
ヌ で あ る 。 Spot39/40タ ン パ ク 質 は イ ヌ に 対 す る ア レ ル ゲ ン 活 性 が 強 い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン は 、 以 下 の 方 法 に よ り 製 造 す る こ と が で き る 。 上 記 形 質 転 換 株
の 培 養 終 了 後 、 菌 体 を 集 菌 し 、 種 々 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 含 む 緩 衝 液 に 懸 濁 し て
超 音 波 処 理 で 破 壊 す る 。 細 胞 デ ブ リ ス に あ る 膜 局 在 性 の タ ン パ ク 質 を フ ェ ニ ル メ タ ン ス ル
フ ォ ニ ル ・ フ ル オ リ ド 、 モ ノ ヨ ー ド 酢 酸 、 ペ プ ス タ チ ン Ａ 、 エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 等 の
プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 及 び ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム （ SDS） 、 ト リ ト ン X-100 、 ノ ニ
デ ッ ト Ｐ 40等 の 界 面 活 性 剤 を 含 む 緩 衝 液 で 抽 出 す る 。 そ の 抽 出 液 か ら 、 又 は 培 養 濃 縮 液 か
ら 得 ら れ た ダ ニ ア レ ル ゲ ン ・ グ ル タ チ オ ン Ｓ － ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 融 合 タ ン パ ク 質 を 、 例
え ば グ ル タ チ オ ン 固 定 化 ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 及 び 抗 ダ ニ 虫 体 抗 体 固 定 化 ア フ
ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 で 精 製 す る 。 な お 、 グ ル タ チ オ ン 固 定 化 担 体 は 、 フ ァ ル マ
シ ア 社 製 の も の で あ る 。 ま た 、 抗 ダ ニ 虫 体 抗 体 固 定 化 担 体 は 、 活 性 化 さ れ た ト レ シ ル 担 体
（ 例 え ば 、 ト レ シ ル Ｇ Ｍ ゲ ル （ 栗 田 工 業 社 製 ） 、 ト レ シ ル ト ヨ パ ー ル （ 東 ソ ー 社 製 ） 、 ト
レ シ ル セ フ ァ ロ ー ス （ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 等 が 用 い ら れ る ） に ウ サ ギ 抗 ダ ニ 虫 体 抗 体 を 共
有 結 合 さ せ た も の で あ る 。 ま た 、 ダ ニ ア レ ル ゲ ン と ６ × His等 の His tagと の 融 合 タ ン パ ク
を 得 て 、 金 属 を 固 定 化 し た 固 定 化 金 属 ア フ ィ ニ テ ィ ー ビ ー ズ 等 を 用 い て 精 製 す る こ と も で
き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 精 製 さ れ た 融 合 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン は 、 プ ロ テ ア ー ゼ で 消 化 し 、 ELISA及 び ダ ニ ア レ
ル ギ ー 疾 患 患 者 白 血 球 ヒ ス タ ミ ン 遊 離 試 験 （ ア レ ル ギ ー , , 725(1988) ） で モ ニ タ ー 下
に 、 例 え ば ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 限 外 濾 過 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア
フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 疎 水 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ク ロ マ ト フ ォ カ シ ン グ 、 等 電
点 電 気 泳 動 法 、 ゲ ル 電 気 泳 動 法 等 の 公 知 の 精 製 法 を 単 独 又 は 組 み 合 わ せ て 分 画 す る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 は 、 ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 有 効 成 分 と し て 含 む ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 治 療 剤 を も 包 含 す
る 。 該 治 療 剤 は 、 各 種 の ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 の 治 療 剤 と し て 用 い ら れ る 。 こ こ で ダ ニ ア レ
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ル ギ ー 疾 患 と は 、 ア ト ピ ー 性 気 管 支 喘 息 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 結 膜 炎 、 ア ト
ピ ー 性 皮 膚 炎 等 、 ダ ニ の 特 異 抗 原 が 原 因 と な る あ ら ゆ る ア レ ル ギ ー 疾 患 を い う 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 治 療 剤 は 、 特 に 制 限 は な い が 、 例 え ば 、 前 記 の 方 法 に よ り
精 製 さ れ た 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン 又 は そ の 断 片 ペ プ チ ド を 乾 燥 し て 粉 末 状 で 採 取 し 、 ダ ニ
ア レ ル ギ ー 疾 患 に 対 す る 減 感 作 治 療 剤 と し て 調 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル
ギ ー 疾 患 治 療 剤 は 、 減 感 作 治 療 剤 と し て 用 い ら れ る 場 合 、 そ の ま ま で 、 又 は 必 要 に 応 じ て
一 般 的 に 用 い ら れ る ア ジ ュ バ ン ト や 各 種 の 添 加 剤 、 例 え ば 安 定 剤 、 賦 形 剤 、 溶 解 補 助 剤 、
乳 濁 化 剤 、 緩 衝 剤 、 無 痛 化 剤 、 保 存 剤 、 着 色 剤 等 を 常 法 に よ り 添 加 し た 配 合 剤 と し て 用 い
る こ と が で き る 。 例 え ば 、 粉 末 状 の 精 製 さ れ た 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を フ ェ ノ ー ル を 添 加
し た 生 理 食 塩 水 に 溶 解 し 、 減 感 作 治 療 用 抗 原 の 原 液 と し て 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 治 療 剤 は 、 通 常 の 投 与 経 路 例 え ば 経 皮 、 経 口 、 皮 内 、 皮 下
、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 等 の 投 与 方 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 更 に 、 例 え ば 、 ト ロ ー チ 、 舌 下
錠 、 点 眼 剤 、 鼻 腔 内 噴 霧 剤 、 パ ッ プ 剤 、 ク リ ー ム 剤 、 ロ ー シ ョ ン 剤 等 の 経 皮 、 経 粘 膜 薬 と
し て も 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 治 療 剤 の 投 与 量 及 び 投
与 回 数 は 、 投 与 経 路 、 症 状 な ど に 応 じ て 成 人 １ 回 あ た り 約 20μ g以 下 の 範 囲 と な る よ う に
適 宜 選 択 し 、 毎 週 １ か ら 数 回 程 度 投 与 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 ま た 、 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 治 療 剤 は 、 ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 に 対 す る 治 療 剤 の み
な ら ず 予 防 剤 と し て も 有 用 で あ る 。 ま た 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 誘 発 作 用 も な く 、 人 体 に 対 し
て 安 全 に 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 診 断 薬 は 、 ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 に 対 す る 皮 内 反 応 診 断 試 薬
及 び ダ ニ ア レ ル ギ ー 診 断 用 滴 定 試 薬 と し て 用 い ら れ る 。 皮 内 反 応 診 断 試 薬 と し て 用 い る 場
合 は 、 前 記 の 方 法 に よ り 精 製 さ れ た 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン 又 は そ の 断 片 ペ プ チ ド を 常 法 に
よ り 調 製 し て 得 る が 、 例 え ば 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 乾 燥 し て 粉 末 状 と し 、 こ れ を フ ェ ノ
ー ル を 含 む 生 理 食 塩 水 で 溶 解 し 、 希 釈 し て 用 い る 。 皮 内 反 応 診 断 試 薬 と し て 用 い る 方 法 は
、 常 法 に 従 っ て 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 ダ ニ ア レ ル ギ ー 診 断 用 滴 定 試 薬 と し て 用 い る 場 合 も 同 様 に 常 法 に よ り 調 製 さ れ る
が 、 例 え ば 、 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン 又 は そ の 断 片 ペ プ チ ド を ハ ン ク ス 緩 衝 液 で 適 当 に 溶 解
し 、 希 釈 し て ヒ ス タ ミ ン 遊 離 滴 定 用 試 薬 と し て 用 い る 。 こ の 方 法 は 通 常 、 以 下 の 操 作 手 順
に よ り な さ れ る 。 即 ち 、 ダ ニ ア レ ル ギ ー 疾 患 患 者 の 血 液 及 び こ の 血 液 か ら 遠 心 分 離 に よ り
得 ら れ た 血 球 画 分 を 緩 衝 液 に 懸 濁 し た 血 球 浮 遊 液 の 一 定 量 を 、 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 滴
定 試 薬 と し て 用 い て 滴 定 し 、 ア レ ル ゲ ン 刺 激 に よ り 好 塩 基 球 か ら 遊 離 す る ヒ ス タ ミ ン 量 を
HPLCを 用 い て 測 定 す る 〔 ア レ ル ギ ー ， , 725(1988)〕 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の ヒ ス タ ミ ン 遊 離 滴 定 で は 、 最 大 遊 離 量 の 50％ 量 （ 滴 定 曲 線 の 変 曲 点 ） か ら 遊 離 さ れ
る ヒ ス タ ミ ン 量 を 求 め る 。 こ の 滴 定 で は 、 （ １ ） 血 球 浮 遊 液 の 滴 定 値 か ら 患 者 の ア レ ル ゲ
ン 感 受 性 を 直 接 測 定 す る こ と に な る 。 （ ２ ） 血 漿 と 組 換 え ダ ニ ア レ ル ゲ ン と を 予 め 反 応 さ
せ た 後 、 そ の 液 で 血 球 浮 遊 液 を 滴 定 し て 得 ら れ る 値 （ 血 液 滴 定 曲 線 値 ） は 、 通 常 、 組 換 え
ダ ニ ア レ ル ゲ ン で 血 球 浮 遊 液 を 滴 定 し て 得 ら れ る 値 （ 血 球 浮 遊 液 滴 定 曲 線 値 ） よ り 高 い 値
が 得 ら れ る 。 こ れ は 、 血 漿 中 に ア レ ル ゲ ン 中 和 能 を 持 つ IgG抗 体 （ 遮 断 抗 体 ） が 存 在 す る
た め で あ る 。 従 っ て 、 対 血 液 滴 定 曲 線 の 、 対 血 球 浮 遊 液 滴 定 曲 線 か ら の シ フ ト の 大 き さ か
ら 、 遮 断 抗 体 価 が 得 ら れ る 。 ア レ ル ゲ ン 感 受 性 と こ の 遮 断 抗 体 価 か ら 、 ダ ニ ア レ ル ギ ー の
正 確 な 診 断 が 可 能 と な る 。 ま た 、 こ の ヒ ス タ ミ ン 遊 離 滴 定 試 験 は 減 感 作 治 療 効 果 の モ ニ タ
ー と し て も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン 又 は そ の 断 片 ペ プ チ ド に 対 す る 抗 体 も 包 含 す る 。 該
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抗 体 は 公 知 の 方 法 に よ り ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 又 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と し て 得 ら れ る 。 該
抗 体 は 、 例 え ば 屋 内 塵 ダ ス ト 中 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 有 無 等 を 測 定 す る の に 用 い る こ と が で
き る 。 該 測 定 は 公 知 の 免 疫 学 的 方 法 に よ り 行 う こ と が で き 、 例 え ば ELISAに よ り 行 う こ と
が で き る 。 こ の 際 、 屋 内 塵 か ら タ ン パ ク 質 を 抽 出 し 、 測 定 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 な お 、 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン の 組 換 え タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ 、 発 現 さ せ た 当 該 組 換 え
タ ン パ ク 質 を 用 い て ダ ニ ア レ ル ギ ー 患 畜 犬 と の 特 異 IgE反 応 、 あ る い は 皮 内 反 応 な ど の 試
験 を 実 施 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の ダ ニ ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質 が ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク と し
て の 機 能 を 確 定 さ せ る こ と が 出 来 る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ っ て 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ っ て
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
（ 材 料 と 方 法 ）
　 コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ （ ） は マ ウ ス ・ ラ ッ ト ・ ハ ム ス タ ー 用 粉 末
飼 料 （ オ リ エ ン タ ル 酵 母 工 業 株 式 会 社 、 Tokyo,Japan） と 襖 の 混 合 培 地 （ 7： 3） 中 で 湿 度 7
5％ 、 25℃ に お い て 30日 間 培 養 し た も の を 用 い た 。 ダ ニ 培 養 物 を 飽 和 食 塩 水 に 懸 濁 し て 遠
心 分 離 し た 。 そ の 上 清 を 含 む 浮 遊 物 を 濾 過 し た 。 濾 紙 上 （ Tokyo Roshi Kaisha,Ltd.110 m
m） に 回 収 さ れ た ダ ニ 虫 体 を 、 使 用 す る ま で － 80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 発 症 イ ヌ 血 清 は 、 ハ ウ ス ダ ス ト 又 は ダ ニ に 対 す る 皮 内 反 応 陽 性 の 検 体
か ら 採 取 し た 血 液 を 遠 心 分 離 し て 、 上 清 を 採 取 し て 用 い た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 尚 、 各 実 施 例 に お い て 使 用 し た 試 薬 は 特 記 し な い 限 り 、 ナ カ ラ イ テ ス ク 、 和 光 純 薬 、 シ
グ マ 、 デ ィ フ コ な ど か ら 購 入 し た 市 販 の も の を 使 用 し た 。 ま た 、 制 限 酵 素 な ど の 遺 伝 子 工
学 用 試 薬 は 宝 酒 造 、 東 洋 紡 、 イ ン ビ ト ロ ジ ェ ン 、 な ど か ら 購 入 し 、 販 売 者 の 指 示 に 従 っ て
使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 ダ ニ 虫 体 を 0.1 mM PMSF， 5 mM EDTA， 1 mM monoiodoacetic acid， 5 mM EPNPを 含 む リ
ン 酸 緩 衝 液 ,pH 7.2中 で 乳 鉢 を 用 い て す り 潰 し た 後 、 － 80℃ で 一 晩 凍 結 さ せ た 。 そ の 後 凍
結 乾 燥 を 行 っ た も の を ダ ニ 虫 体 抽 出 物 （ Dfb） と し 、 使 用 す る ま で － 80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 Dfb 3.6 gを 溶 解 バ ッ フ ァ ー (5 M 尿 素 ,2 M チ オ 尿 素 ,2% CHAPS,2% SB 3-10,1% DTT,2% 
 Ampholine)36 mlに 溶 解 し 、 40,000 gで 10分 間 遠 心 分 離 し 不 溶 性 成 分 を 除 去 し た 。 そ の 後
、 60% TCAを 終 濃 度 20%と な る よ う に 加 え 、 氷 上 で 1.5時 間 静 置 し た 。 静 地 後 、 3500 rpm、 0
℃ で 30分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 捨 て 、 沈 殿 を 氷 冷 ア セ ト ン 10 mlで 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 350
0 rpmで 20分 、 0℃ で 遠 心 分 離 し 、 遠 心 後 上 清 を 捨 て 、 沈 殿 に 氷 冷 ジ エ チ ル エ ー テ ル を 加 え
十 分 懸 濁 し た 。 再 度 3500 rpm、 0℃ で 20分 間 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 捨 て 、 遠 心 減 圧 乾 固 さ せ
た 。 得 ら れ た タ ン パ ク を 溶 解 バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し 、 十 分 懸 濁 し 、 タ ン パ ク 濃 度 を 測 定 後 、
使 用 す る ま で － 80℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 タ ン パ ク 濃 度 は 、 標 準 と し て 既 知 の タ ン パ ク 濃 度 の BSAを 用 い 、 調 整 し た TCA沈 殿 後 の Df
bを Bio-Rad Protein Assay（ Bio rad社 ） を 用 い て 発 色 さ せ 、 595nmの 吸 光 度 を 測 定 す る こ
と に よ っ て BSA換 算 タ ン パ ク 濃 度 で 算 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 TCA沈 殿 処 理 後 、 溶 解 バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し た 試 料 を 100μ g/500μ l溶 解 バ ッ フ ァ ー に 調 製
し 、 500μ lを 再 水 和 ト レ イ に ア プ ラ イ し た 後 、 Immobiline DryStrip gel（ Amersham Phar
macia Biotech社 ） の 膨 潤 と 試 料 の 吸 収 を 同 時 に 行 っ た 。 ま た 、 試 料 の 乾 燥 防 止 の た め に
、 PlusOne DryStrip Cover Fluid（ Amersham Pharmacia Biotech社 ） を 適 量 重 層 し た 。 な
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お 、 再 水 和 は 室 温 で 一 晩 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 再 水 和 後 の Immobiline DryStrip gelを MultiphorII水 平 型 電 気 泳 動 装 置 上 に ゲ ル 面 が 上
、 電 極 の マ イ ナ ス 側 に 塩 基 性 、 プ ラ ス 側 に 酸 性 と な る よ う に セ ッ ト し た 。 ゲ ル の 上 を Plus
One DryStrip Cover Fluidで 満 た し 、 高 温 循 環 槽 で 温 度 を 20℃ に 保 ち 、 約 12時 間 電 気 泳 動
を 行 っ た 。 電 気 泳 動 後 、 Immobiline DryStrip gelは パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト に 入 れ 、 使 用 す
る ま で － 30℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Immobiline DryStrip gelを ゲ ル 面 が 上 に な る よ う に 再 水 和 ト レ イ に 並 べ 、 平 衡 化 バ ッ
フ ァ ー (A)(尿 素 14.4 g, グ リ セ ロ ー ル 15.125 g, 10% SDS 8 ml, 0.5 M Tris HCl(pH 6.8)
 8 ml, DTT 200 mg / 40 ml MilliQ)を １ 本 当 た り 3～ 4 ml加 え 15分 間 振 盪 し て Immobiline
 DryStrip gelの 電 荷 を キ ャ ン セ ル し 、 ま た ジ ス ル フ ィ ド 結 合 を 還 元 し て 開 裂 し た 。 平 衡
化 バ ッ フ ァ ー (B)(尿 素 14.4 g, グ リ セ ロ ー ル 15.125 g, 10% SDS 8 ml, 0.5 M Tris HCl(p
H 6.8) 8 ml, ヨ ー ド ア セ ト ア ミ ド 3.6 g, ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 0.005 g / 40 ml Mill
iQ)を 同 様 に 加 え 15分 間 振 盪 し て 完 全 に 平 衡 化 を 行 い 、 ま た シ ス テ イ ン 残 基 を カ ル バ ミ ド
メ チ ル 化 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 9～ 18%グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル を 作 成 す る た め に 用 い た ア ク リ ル ア ミ ド 溶 液 は 、 グ リ セ ロ ー ル
， ア ク リ ル ア ミ ド /BIS (ア ク リ ル ア ミ ド 160 g, BIS 4.625 g / 400 ml)、 1.5 M Tris-HCl
 (pH 8.8)、 10% SDS、 MilliQ水 、 10% 過 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 100% TEMEDを 含 み 、 Light so
lutionは そ れ ぞ れ 、 0 g， 124 ml， 137.5 ml， 5.5 ml， 280.5 ml， 2.75 ml， 0.0525 mlを
， ま た ， Heavy solutionは そ れ ぞ れ 、 55.44 g， 247.5 ml， 137.5 ml， 5.5 ml， 114 ml， 1
.375 ml， 0.009 mlを 含 む 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 10枚 の ゲ ル 板 を 100%メ タ ノ ー ル で よ く 拭 い て Hoefer Daltマ ル チ プ ル ゲ ル キ ャ ス タ ー に
セ ッ ト し 、 Iso-Dalt systemに Light solution及 び Heavy solutionを 入 れ て ミ リ ス タ ポ ン
プ で 9～ 18%の グ ラ ジ エ ン ト を か け て 泳 動 ゲ ル を 作 成 し た 。 固 化 す る ま で 水 飽 和 ブ タ ノ ー ル
を 重 層 し て 室 温 で 静 置 し た 。 固 化 後 MilliQで ゲ ル を 十 分 洗 浄 し て 電 気 泳 動 に 用 い た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル (9～ 18%グ ラ ジ エ ン ト ゲ ル )上 に 等 電 点 電 気 泳 動 を 行 っ た 後 の DryStr
ip gelを ゲ ル 面 が 手 前 、 酸 性 が 左 、 塩 基 性 が 右 に く る よ う に 乗 せ 、 酸 性 側 の 左 に 分 子 量 マ
ー カ ー を 2.3μ gし み 込 ま せ た 濾 紙 を 乗 せ て そ の 上 に 低 融 点 ア ガ ロ ー ス (1%)を 重 層 し 固 化 し
た 。 ア ガ ロ ー ス が 固 化 し た ら 泳 動 槽 電 気 泳 動 バ ッ フ ァ ー (glycine 216 g, Tris 45 g, SDS
 15g /15l)を 入 れ 、 恒 温 循 環 槽 で 温 度 を 20℃ に 保 ち 80 Vで 16～ 18時 間 電 気 泳 動 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 2次 元 電 気 泳 動 後 の ゲ ル を 固 定 化 溶 液 (メ タ ノ ー ル １ l, 酢 酸 100 ml/2 l MilliQ)中 で 20
分 間 以 上 振 盪 し 、 固 定 化 し た 。 固 定 後 ゲ ル １ 枚 当 た り 、 50%メ タ ノ ー ル  500 mlで 振 盪 し た
後 MilliQ水  500 mlで 10分 間 振 盪 さ せ 親 水 処 理 し た 。 次 に エ ン ハ ン シ ン グ 溶 液 (Na 2 S 2 O 3 ・ 5
H 2 O 25 mg/500 ml MilliQ)中 で 1分 間 振 盪 し た 後 、 MilliQ 500 mlで ２ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後
染 色 溶 液 (AgNO 3 500 mg/500 ml MilliQ)で 20分 間 振 盪 し た 後 、 MilliQ 500 mlで ２ 回 洗 浄 し
た 。 洗 浄 後 発 色 溶 液 (HCHO 800μ l, Na 2 CO 3 40 g/2 l MilliQ)で 発 色 さ せ た 。 適 度 に 発 色 し
た ら 、 酢 酸 を 適 量 入 れ 発 色 を 停 止 さ せ た 。 染 色 後 の ゲ ル を ス ト ッ ク 溶 液 (5%グ リ セ ロ ー ル /
50%メ タ ノ ー ル )に 入 れ 、 室 温 で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ２ 次 元 電 気 泳 動 後 、 Dfbを 60 V, 6時 間 で PVDF膜 に 転 写 さ せ た 。 転 写 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ
ッ フ ァ ー (5% ス キ ム ミ ル ク , 1% BSA, 0.1% Tween20/PBS)中 で 4℃ で オ ー バ ー ナ イ ト で ブ ロ
ッ キ ン グ し た 。 ブ ロ ッ キ ン グ 後 、 PBST(PBS, 0.5% Tween20)で 5分 × １ 回 、 10分 × 1回 洗 浄
し た 。 洗 浄 後 0.02% ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム /PBSで 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 メ ン ブ レ ン を PBSTで 洗 浄 し た 後 、 イ ヌ 血 清 を 希 釈 バ ッ フ ァ ー (5%ス キ ム ミ ル ク , 1% BSA
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，  0.1% Tween20/PBS)で 10倍 希 釈 さ せ た も の を 、 ４ ℃ で 一 晩 振 盪 さ せ な が ら イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 振 盪 後 、 PBSTで 5分 × １ 回 、 10分 × 3回 、 5分 × １ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 ヤ ギ 抗 -イ ヌ
IgE HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト （ BETHYL社 ） を 0.5% Tween20を 含 む 希 釈 バ ッ フ ァ ー で １ 万 倍 希 釈
し た も の と 、 室 温 で 1時 間 振 盪 さ せ な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 振 盪 後 、 PBSTで 5分 × １ 回
、 10分 × 3回 、 5分 × １ 回 洗 浄 し た 。 洗 浄 後 、 ECL-Plus（ Amersham Pharmacia Biotech UK
社 )15.375 mlと 5分 静 置 で イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 Hyper film ECL（ Amersham Pharmacia Biot
ech UK社 )に 露 光 さ せ て 、 陽 性 ス ポ ッ ト を 検 出 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 40検 体 に つ い て 免 疫 染 色 を 行 っ た 結 果 、 ス ポ ッ ト の 分 布 は 個 体 差 が あ る も の の 、 主 に 中
性 領 域 で 高 分 子 成 分 を 中 心 に 陽 性 ス ポ ッ ト を 確 認 し た 。 １ 検 体 で も 反 応 し た Dfbの 構 成 成
分 に 対 し 、 ス ポ ッ ト 番 号 を つ け 、 反 応 頻 度 マ ッ プ を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ２ 次 元 電 気 泳 動 後 の ゲ ル か ら メ ス で ス ポ ッ ト を 切 り 出 し 、 ゲ ル を 1 mm 3 程 度 に カ ッ ト し
、 ワ ー キ ン グ 溶 液 (30 mM フ ェ リ シ ア ン カ リ ウ ム :100 mM硫 酸 ナ ト リ ウ ム =1:1)を 加 え ゲ ル
の 色 と 溶 液 の 色 (黄 色 )に な る ま で ボ ル テ ッ ク ス を 行 っ た 。 溶 液 を 除 去 し 、 MilliQで ゲ ル が
透 明 に な る ま で 洗 浄 し た 。 100 mM炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム を 加 え 10分 間 の ボ ル テ ッ ク ス を ２
回 行 い 、 ア セ ト ニ ト リ ル を 加 え 10分 間 ボ ル テ ッ ク ス を 行 い 、 100 mM炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム
を 加 え 10分 間 ボ ル テ ッ ク ス を 行 い 、 ア セ ト ニ ト リ ル を 加 え 10分 の ボ ル テ ッ ク ス を ２ 回 行 い
完 全 に ゲ ル が 白 く な る ま で 脱 水 し た 。 遠 心 濃 縮 機 で 20分 間 ゲ ル を 乾 燥 さ せ 、 ト リ プ シ ン 溶
液 (10 ng/μ lト リ プ シ ン , 40 mM炭 酸 水 素 ア ン モ ニ ウ ム , 10%ア セ ト ニ ト リ ル )を ゲ ル に 加
え 、 室 温 で 45分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ト リ プ シ ン 消 化 バ ッ フ ァ ー (40 mM炭 酸 水 素 ア ン モ ニ
ウ ム , 10%ア セ ト ニ ト リ ル )を ゲ ル の 半 分 程 度 加 え 、 37℃ で 16時 間 程 度 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 そ の 後 、 5% TFAで 20分 間 ボ ル テ ッ ク ス を 行 い 、 5%TFA / 50%ア セ ト ニ ト リ ル で 20分 間 の
ボ ル テ ッ ク ス を ３ 回 行 い ペ プ チ ド を 抽 出 し た 。 遠 心 濃 縮 器 で 10μ l程 度 ま で 濃 縮 し た 。 脱
塩 は ZipTip C18を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 QSTAR XL Systemマ ニ ュ ア ル に 従 っ て 、 positive modeで sex pheromone inhibitor iPD1
 (MW+H=829.5393; BACHEM社 ） と ヨ ウ 化 セ シ ウ ム (MW+H=132.9049)を 用 い て キ ャ リ ブ レ ー シ
ョ ン し た 。 高 濃 度 に 濃 縮 し 脱 塩 し た べ プ チ ド を GELoader Tips を 用 い て Nano Tip（ Sigma
社 ） に ア プ ラ イ し 、 先 端 に サ ン プ ル を 集 め た 。 装 置 に セ ッ ト し た 後 、 適 切 な 電 圧 （ 900～ 1
200 V） で TOF MSス ペ ク ト ル を 得 た 。 強 度 の 強 い 多 価 イ オ ン は さ ら に product ion modeで M
S/MS解 析 を 行 っ た 。 得 ら れ た MS/MSス ペ ク ト ル を BioAnalyst softwareを 用 い て 解 析 し た 。
得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 に つ い て DDBJ(日 本 DNAデ ー タ バ ン ク )の BLASTに よ り 相 同 性 検 索 を 行
っ た 。 さ ら に 、 ハ ウ ス ダ ス ト ダ ニ （ House dust mite) Der f ESTの cDNA断 片 配 列 と の 相 同
性 検 索 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 全 RNAを 調 製 す る た め 、 180℃ 、 12時 間 乾 熱 滅 菌 し た 乳 鉢 に 虫 体 2 g
(-80℃ 凍 結 保 存 状 態 )、 適 量 の 液 体 窒 素 、 ト リ ゾ ー ル 20 mlを 入 れ 、 石 英 砂 に よ り 粉 状 に な
る ま で 破 砕 し た 。 60℃ に 保 温 し て お い た 5 mlの ト リ ゾ ー ル を 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス で 30秒 攪
拌 し 、 15分 ,60℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 遠 心 分 離 (14,000 rpm, 1分 間 , 4 ℃ )し た 。 1.5 
mlマ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 上 清 を 1 mlず つ 分 注 し 、 5分 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 各 チ ュ
ー ブ に 200μ lず つ ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス に よ り で エ マ ル ジ ョ ン に な る ま で 激
し く 攪 拌 し た 。 3分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 遠 心 分 離 (14,000 rpm, 15分 間 , 4 ℃ )し
て 、 2層 に 分 か れ た 上 層 部 分 を 別 の マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に と り 、 500μ lの イ ソ プ ロ パ ノ ー ル
を 加 え て 10分 間 室 温 で 静 置 し た 。 遠 心 分 離 (14,000rpm, 10分 間 , 4℃ )後 、 上 清 を 除 き 、 残
存 し た 沈 殿 に 300μ lの 氷 冷 し た 4 M塩 化 リ チ ウ ム を 加 え 、 ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ り 溶 解 し 、
遠 心 分 離 (6,500 rpm, 5分 間 , RT)し た 。 上 清 を 除 き 、 沈 殿 物 に 200μ lの 0.5% SDS-TE buff
erと 200μ lの ク ロ ロ ホ ル ム を 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス に よ り で 攪 拌 し た 後 、 遠 心 分 離 (6,500 r
pm, 10分 間 , RT)し て 、 上 層 の 水 層 部 分 を 別 の マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に と っ た 。 そ の 水 層 部 分
に 1/10量 の 3 M酢 酸 ナ ト リ ウ ム と 2倍 量 の エ タ ノ ー ル を 加 え 、 5分 間 -80℃ で 静 置 し た 。 遠 心
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分 離 (14,000 rpm, 10分 間 , 4℃ )し て 、 上 清 を 除 い た 沈 殿 (RNA)に 75%エ タ ノ ー ル を 加 え て
リ ン ス し て 遠 心 分 離 (14,000 rpm, 2分 間 )し て 得 た 沈 殿 を 風 乾 し た 後 、 DEPC 処 理 水 に 溶 解
し 、 全 RNAサ ン プ ル と し た 。 mRNAは Oligotex-dt30<super>mRNA Purification Kit（ TaKaRa
社 ） を 用 い て 、 メ ー カ ー の 指 示 通 り 使 用 し て 、 精 製 し た 。 cDNAは BD SMART RACE cDNA Amp
lification Kit（ BD Bioscienes社 ） を 用 い て 、 合 成 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 目 的 遺 伝 子 を PCR法 に よ っ て 増 幅 す る た め 、 MS/MS解 析 で 得 た ア ミ ノ 酸 配 列 及 び 相 同 遺 伝
子 配 列 を 基 に オ リ ゴ DNAプ ラ イ マ ー を 設 計 し た 。 5’ RACE用 は GAACAGACAGCATTGCCTTTGG（ 配
列 番 号 １ ） と し ， 3’ RACE用 は GGATGGCATTCAACGTGTACTG（ 配 列 番 号 ２ ） と し た 。 合 成 し た c
DNAを テ ン プ レ ー ト と し て 用 い 、 Gene Amp PCR system 9600 (Perkin-Elmer corporation,
 Norwalk, CT, USA) に よ り 増 幅 さ せ た 。 反 応 液 組 成 は 以 下 の 通 り で あ る 。 5’ RACE： TaKa
Ra Ex taq  (5 units/μ l) 0.5μ l， 10× Ex Taq  Buffer 5μ l， dNTP mix (2.5 mM each) 4
μ l ， Templete 5’ RACE cDNA　 2.5μ l， Forward primer Universal Primer Mix (10× ) 
5μ l， Reverse primer 5’ RACE用  Primer (10μ M) 1μ l， MilliQ 32μ l。 3’ RACE： TaKaR
a Ex taq  (5 units/μ l)0.5μ l， 10× Ex Taq  Buffer 5μ l， dNTP mix (2.5 mM each) 4μ
l， Templete 3’ RACE cDNA 2.5μ l， Forward primer 3’ RACE用  Primer (10μ M) 1μ l， R
everse primer Universal Primer Mix (10× ) 5μ l， MilliQ 32μ l。 反 応 条 件 は 、 94℃ ×
5 min， [94℃ × 30 sec， 61℃ × 30 sec， 72℃ × 2 min]× 35 cycles， 72℃ × ７ minと し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 PCR産 物 の 一 部 を と り 、 pGEM-T Easy vector (10 ng/μ l)（ Promega社 ） 1μ l、 10× Liga
tion buffer 1.5μ l、 T4リ ガ ー ゼ  (3 Weiss units/μ l)1μ lを 加 え て 15℃ で 一 晩 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 こ の 溶 液 15μ lに コ ン ピ テ ン ト セ ル (  DH5α )100μ lを 加 え 、 5分 間 氷
冷 後 、 42℃ で 30秒 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 直 ち に 氷 上 に 戻 し 2分 お い た 。 次 に 、 SOC培 地 を 500
μ l加 え 37℃ で 1時 間 振 盪 培 養 し た 。 こ の 菌 体 懸 濁 液 に あ ら か じ め 100 mM IPTG 40μ l、 20 
mg/ml X-gal 40μ lを ス プ レ ッ ド し て お い た LBプ レ ー ト 培 地 (50μ g/mlア ン ピ シ リ ン )に ま
き 、 37℃ 、 12時 間 培 養 し た 。 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー を LB培 地 （ 50μ g/ml ア ン ピ シ リ ン ） 5 m
lで 37℃ 、 12hr振 盪 培 養 し 、 得 ら れ た 培 養 液 か ら Rapid Plasmid Miniprep System（ MARLIG
EN社 ） を 用 い て プ ラ ス ミ ド を 精 製 し た 。 挿 入 断 片 の 塩 基 配 列 を Big Dye Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit（ Applied　 Biosystems)及 び ABI PRISM 3100-Avant Genetic Analy
zer(Applied Biosystem)を 用 い て 決 定 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 Spot39/40を His-Tag融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ る た め 、 GTCCATATGATGAAGCAATCAATC
G（ 配 列 番 号 ３ ） 及 び CGGGTCGACTCAAGCAAGATAAAC（ 配 列 番 号 ４ ） の 塩 基 配 列 か ら な る 遺 伝
子 組 換 え 用 の オ リ ゴ DNAプ ラ イ マ ー を 作 成 し 、 PCR法 に よ っ て 増 幅 し た 後 、 制 限 酵 素 NdeI及
び SalIで 消 化 し た 。 NdeI、 SacIで 消 化 し た pET-28(b)ベ ク タ ー に 連 結 さ せ 、  BL21(D
E3)へ ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン し た 。 LBプ レ ー ト 培 地 （ 50μ g/mlカ ナ マ イ シ ン ） 上 に 生
育 し た 形 質 転 換 体 を LB液 体 培 地 （ 50μ g/mlカ ナ マ イ シ ン ） で 37℃ に て 培 養 し 、 OD600=0.5
に 達 し た 時 点 で 終 濃 度 1.0 mMに な る よ う に IPTGを 添 加 し 、 そ の 後 16℃ 、 11時 間 培 養 し て 、
His-Tag融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 培 養 後 の 菌 体 成 分 を SDS-PAGEに よ り 分 画 し 、 セ ミ ラ イ ド 式 転 写 装 置 に よ っ て 、 ゲ ル よ り
PVDF膜 (メ タ ノ ー ル に 数 秒 浸 し た 後 、 転 写 バ ッ フ ァ ー (25 m M Tris/20 mMグ リ シ ン /20 %メ
タ ノ ー ル )で 平 衡 化 し た も の )に 転 写 し た 。 PVDF膜 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー (0.5% Twee
n 20， 3% ス キ ム ミ ル ク を 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 )中 に て 1時 間 室 温 で 振 と う し た 。 抗 His抗 体 を
同 溶 液 で ２ 万 倍 に 希 釈 し た も の で 膜 を 室 温 で 1時 間 振 盪 し た 。 PBSTで 充 分 洗 浄 し た 後 、 抗
マ ウ ス IgG HRPを ブ ロ ッ キ ン グ バ ッ フ ァ ー で ２ 万 倍 に 希 釈 し た も の で 膜 を 室 温 で 1時 間 振 盪
し た 。 PBSTで 充 分 洗 浄 し た 後 、 ECL plus Western blotting detection system (Amersham
 Bioscience) を 使 用 し て X線 フ ィ ル ム に 露 光 さ せ た 。 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 発 症 イ ヌ 血 清 を 用
い た IgE免 疫 染 色 は ２ 次 元 電 気 泳 動 と 同 様 の 条 件 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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（ 結 果 ）
　 ダ ニ 虫 体 抽 出 物 (Dfb)を TCA沈 殿 処 理 し て 、 等 電 点 3～ 10、 分 子 量 1万 ～ 20万 ま で の 成 分 を
分 離 す る 2次 元 電 気 泳 動 を 行 っ て 銀 染 色 し た 結 果 、 約 500個 の ス ポ ッ ト が 認 め ら れ た (図 １ )
。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 40検 体 に つ い て 免 疫 染 色 を 行 い 、 少 な く と も 117個 の 陽 性 ス ポ ッ ト が 確 認 さ れ た (図 ２ A
～ 図 ２ C)。 反 応 頻 度 マ ッ プ を 作 成 し た 。 最 も 反 応 頻 度 が 高 い も の は 30kDa、 等 電 点 9.5付 近
の Spot 39で 、 反 応 頻 度 は 90.5％ だ っ た が 、 検 体 に よ り 染 色 パ タ ー ン が 異 な っ た 。 ア ト ピ
ー 性 皮 膚 炎 発 症 イ ヌ と ダ ニ ア レ ル ギ ー 患 者 に お け る 各 ス ポ ッ ト の 反 応 頻 度 を 比 較 し た 。 26
個 の 共 通 し た 反 応 ス ポ ッ ト の う ち 、 同 様 に 高 頻 度 で あ る ス ポ ッ ト は 1個 で あ っ た こ と か ら
、 イ ヌ と ヒ ト で は 主 要 な 抗 原 が 異 な る こ と が 示 唆 さ れ た 。 Spot 39及 び 40は そ れ ぞ れ イ ヌ
検 体 の 90.5％ ， 66.7%が 陽 性 を 示 し た （ 図 １ ０ ） 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 最 も 反 応 頻 度 の 高 か っ た Spot39と 次 に 高 か っ た Spot40を Q-TOF型  nano-ESI MS/MSを 用 い
て 解 析 し た と こ ろ （ 図 ３ ～ ７ ） 、 質 量 数 608、 780、 882[M+2H]の ペ プ チ ド イ オ ン ピ ー ク か
ら そ れ ぞ れ 、 SLDSLLDGIQR（ 配 列 番 号 ５ ） 、 INQFPDSIEDLNR（ 配 列 番 号 ６ ） 、 NFIDTCTETSYE
KR（ 配 列 番 号 ７ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 公 共 の DNAデ ー タ バ ン ク に 対 す る 相 同 性 検 索 で は ヒ ッ ト す る タ ン パ ク 質 は な か っ た が 、 H
ouse dust mite Der f ESTの cDNA断 片 配 列 情 報 に 相 同 性 が 高 い 配 列 DF238（ 配 列 番 号 ８ ）
、 DF370（ 配 列 番 号 ９ ） 、 DF1272（ 配 列 番 号 １ ０ ） が 見 つ か っ た 。 こ れ ら の 塩 基 配 列 は 互
い に オ ー バ ー ラ ッ プ し て い た の で 、 統 合 し て 一 部 修 正 し た 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ １ ） か ら
翻 訳 可 能 な ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 １ ２ ） を 予 想 し た 。 こ の 情 報 を 基 に 全 長 遺 伝 子 を 単 離
す る た め 、 ダ ニ cDNAを テ ン プ レ ー ト と し た 5’ RACE及 び 3’ RACEを 行 い 、 増 幅 し た PCR産 物
を ク ロ ー ニ ン グ し た 。 決 定 さ れ た 塩 基 配 列 の オ ー バ ー ラ ッ プ し た 部 分 を 繋 ぎ 合 わ せ た と こ
ろ 、 1011 bpか ら な る 塩 基 配 列 （ 配 列 番 号 １ ３ ） が 得 ら れ た 。 こ れ は 241ア ミ ノ 酸 か ら な る
ペ プ チ ド （ 配 列 番 号 １ ４ ） を コ ー ド し う る も の で あ っ た 。 算 出 さ れ た 理 論 等 電 点 8.85， 理
論 分 子 量 27491.02は ２ 次 元 電 気 泳 動 で 観 測 さ れ た も の と ほ ぼ 一 致 し た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 Spot39/40の 1次 構 造 を 基 に 機 能 ド メ イ ン の 検 索 を 行 っ た と こ ろ 、 相 同 部 分 の Cys残 基 の
位 置 が 一 致 す る Sheep scab mite ( )の 遺 伝 子 （ Acc No. BQ834862, BQ8347
31)が 見 つ か っ た （ Parasitology. 2003 May;126(Pt 5):451-60. Kenyon F et al） 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
　 組 換 え タ ン パ ク 質 を 調 製 す る た め に Spot39/40の タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 を 含 む 遺 伝 子 断
片 を pET-28(b)ベ ク タ ー に 組 み 込 み 、 His Tag融 合 タ ン パ ク と し て  BL21（ DE3） で 発
現 さ せ た 。 SDS-PAGE後 の CBB染 色 及 び ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト (Anti-His)に よ り 、 His-Tag融 合
タ ン パ ク 質 と し て の 発 現 が 確 認 で き た （ 図 ８ ） 。 さ ら に 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 発 症 イ ヌ 血 清
IgEで の 免 疫 染 色 よ り 組 換 え Spot39/40タ ン パ ク 質 の 活 性 を 検 討 し た 結 果 、 反 応 性 が 見 ら れ
た （ 図 ９ ） 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ３ 】
【 図 １ 】 ダ ニ 虫 体 抽 出 物 を ２ 次 元 電 気 泳 動 し 、 銀 染 色 を 行 っ た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 ダ ニ 虫 体 抽 出 物 の ２ 次 元 電 気 泳 動 し 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 発 症 イ ヌ 血 清 を 用 い て 免
疫 染 色 を 行 っ た 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 発 症 イ ヌ 血 清 と 高 頻 度 に 反 応 し た ２ 次 元 電 気 泳 動 ス ポ ッ ト の 質
量 分 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る （ そ の １ ） 。
【 図 ４ 】 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 発 症 イ ヌ 血 清 と 高 頻 度 に 反 応 し た ２ 次 元 電 気 泳 動 ス ポ ッ ト の 質
量 分 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る （ そ の ２ ） 。
【 図 ５ 】 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 発 症 イ ヌ 血 清 と 高 頻 度 に 反 応 し た ２ 次 元 電 気 泳 動 ス ポ ッ ト の 質
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量 分 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る （ そ の ３ ） 。
【 図 ６ 】 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 発 症 イ ヌ 血 清 と 高 頻 度 に 反 応 し た ２ 次 元 電 気 泳 動 ス ポ ッ ト の 質
量 分 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る （ そ の ４ ） 。
【 図 ７ 】 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 発 症 イ ヌ 血 清 と 高 頻 度 に 反 応 し た ２ 次 元 電 気 泳 動 ス ポ ッ ト の 質
量 分 析 の 結 果 を 示 す 図 で あ る （ そ の ５ ） 。
【 図 ８ 】 組 換 え Spot39/40タ ン パ ク 質 の 抗 His抗 体 に よ る 免 疫 染 色 の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 組 換 え Sopt39/40タ ン パ ク 質 の IgE反 応 性 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 ダ ニ 虫 体 抽 出 物 の ２ 次 元 電 気 泳 動 に よ り 分 離 さ れ た Spot 39/40と ア ト ピ ー 性 皮
膚 炎 発 症 イ ヌ 血 清 と の 反 応 頻 度 マ ッ プ を 示 す 図 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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