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ヒトクラスu分子拘束性T細胞反応を誘導する

インフルェンザウイルスヘムアグルチニン由来の

    ペプチドの同定

学位論文内容の要旨

堵 言

    T細胞抗原受容体(TCR)，主要組織適合抗原複合体(MHC)分子，抗原

ペプチドからなる三分子複合体が形成され，T細胞の抗原特異的反応

が誘導される．従って，ペプチド抗原の免疫原性は，MHC分子との結

合性に依存すると考えられる，

    ハトチトクロームcの43から58番残基よりなるべプチド，p43-58の

46と54番残基はアグレトープ（MHC結合部位）として，50と52番残基は

TCRと結合するエピト―プ（TCR結合部位）として機能することが判明

している．またエピトープの50番残基を他のアミノ酸に置換しても，

MHC分子に対する結合能には影響はなぃ．従って，MHC分子との結合

性を保ったまま，エピトープ部分のアミノ酸置換が可能ではないかと

考えられた（カセットセオリー）．

    これを検証するために，p43-58由来でアグレトープ残基を含むI_Ab結

合性ペプチドフレームの間に，インフルエンザウイルスのヘムアグル

チニン蛋白(HA)の127から133番残基よりなるぺプチド断片(HA127-133)を挿

入した．このハイプリッドペプチドワクチンは，I-A` を有するマウスに

おいてHA特異的T細胞反応を誘導し，インフルエンザウイルス感染に

対して有効な免疫を付与することが判明じた，
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以 上 よ り ， ヒ ト の MHCク ラ ス II分 子 に 結 合 す る モ チ ー フ が 同 定 さ れ

れば，ヒトで有効なベプチドワクチンが開発できると考えられた．今

回，DQ6トランスジェニックマウス(DQ6tgm)を用い，HLA-DQ6結合モチー

フが同定されたので報告する．

    方法

T細胞増殖反応：ペプチド抗原で免疫したマウスのT細胞を，抗

原提示細胞(APC)とぺプチドとともに培養後，【’Hl-thymidine取り込みを測

定した．

T細 胞 ハ イ プ リ ド ー マ ： イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス HA由 来 の ぺ プ チ

ド HA123-138で 免 疫 し た DQ6tgmの T細 胞 を BW1100と 融 合 し た ． HAT選 択と

ク 口 ー ン 化 後 ， 抗 原 特 異 的 T細 胞 ハ イ プ リ ド ー マ DQH42-3を 樹 立 し た ，

ペ プ チ ド に 対 す る 反 応 性 は ， DQH42-3を ぺ プ チ ド お よ ぴ APCと 培 養 後 ，

培 養 上 清 中 の IL-2量 で 定 量 し た ． DQH42-3に 対 す る 各 ペ プ チ ド 間 の 競 合 抑

制試験では，1％パラホルムアルデヒド固定同系マウス脾細胞をAPCと

して用いた．

ペ プ チ ド と MHC分 子 の 直 接 結 合 試 験 ： DQ6ト ラ ン ス 、 フ ェ ク タ ン ト と

ビオチン化ペプチドを共培養し，続いてphycoerythrin-conugatedstreptavidin，

次にピオチン化ヒッジ抗streptavidin抗体，そして再ぴPE-SAで染色した・

    結果

DQ6拘 束 性 HA123-138特 異 的 T細 胞 反 応

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス HA由 来 の べ プ チ ドHA123-138でDQ6tgmと B6マ

ウ スを 免 疫し た ． DQ6tgmの T細 胞は ， HA123-138に よる in vitroの刺激に 対

し て 有 意 の 増 殖 反 応 を 生 じ た が ， B6マ ウ ス の T細 胞 は 極 め て 弱 い 反 応

し か 示 さ な か っ た ． DQ6tgmは ， DQ6を 発 現 し て い る 以 外 は B6マ ウ ス と 同

じ 遺 伝 的 背 景 を 有 す る こ と か ら ， こ の 反 応 は DQ6分 子 拘 束 性 と 考 え ら

れ た ． 実 際 抗 DQ6抗 体 を 上 記 培 養 中 に 加 え た と こ ろ ， 反 応 が 著 明 に 阻

害されたことから，DQ6拘束性HA123-138特異的T細胞の存在が確かめら

れた．
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DQ6拘束性T細胞ハイブリドーマDQH42-3の反応特異性の解析

HA123-138特異的DQ6#J束性T細胞ハイプリドーマDQH42-3は，DQ6を

トランスフェクトしたL細胞の存在下で，HA123-138により活性化され

るこ とか らDQ6拘 束性 であることが確認された．

次にDQ6拘束性HA123-138特異的T細胞反応を増強するために，カセ

ットセオリーに基づきハイプリッドベプチドを作成した．ベプチド

46F/HA127-133/54Aは，74gaのアミノ酸から成るHA127-133をp43-58由来I－A‾結合

フレーム46F50V54Aの43-46と54-58番残基の間に挿入して作られた．以下，

数字 の 後 の ア ル フ ん ぺ ッ ト は 置換 後 の ア ミ ノ 酸 を 表 すよ うにぺ プチ ド

を命名した．46F/HA127-133/54A，46D/HA127-133/54Aおよぴ46R/HA127-133/54Aは

DQH 42 -3を全く刺激しなかった，次に9個のアミノ酸かな成るペプチドHA 126 - 134

を同じI-A゚ 結合フレームに挿入し，46 F/HA 126 - 134／54Aを作成した．46 F/HA 126 -

134／54Aは，免疫原のHA123ー138よりも強くDQH 42 -3の反応を惹起した，しかし，

46R/HA126-134/54Aは，46F/HA126-134/54Aと比較して，DQH42-3に対して弱い刺

激 性 し か 示 さ な か っ た ．  46番 残 基 に お ける ア ミ ノ 酸 の 置 換 に よ り ，

DQH42-3の反応 性が 変化 した ので， この 46番 残基 がDQ6分 子への結合性に

影響を与えると考えられた，

    DQH42-3T細胞反応でのアグレ卜―プの同定

    p43-58由来のI-A゚ 結合モチーフの46番残基が，DQH42-3の反応において

もア グ レ ト ― プ と し て 機 能 し てい る こ と を 証 明 す る ため に，競 合的 阻

害試験を行った．DQH42-3を刺激しない46F/HA127ー133/54A，46D/HA127-133/54A

および46R{HA127-133/54Aを競合ペプチドとして，DQH42-3を46FHA126・134／54A

で 刺 激 す る 培 養 系 に 加 え た ． DQH42う の 反 応 は 46FmA127－ 133/54A，

46WHA127‐133/54A，および46匸ゾHA127－133/54Aの順に抑制された．っまり46番残

基の 違 い に よ り 抑 制 効果 に差 が生じ たの で， マウ スI‐A拘束 性T細胞 反

応と 同 様 ， 46番 残 基 が DQ6拘 束性 T細 胞 反 応 に お ぃ て もァ グレト ープ と

し て 機 能 し て い る こ と が 判 明 し た ．
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直 接 結 合 試 験 を 用 い た ア グ レ 卜 ー プ の 証 明

    HLA-DQ6分 子 に 結 合 す る 際 の ， p43-58類 似ペ プ チ ド上 の 46番 残 基の フ

ェ ニ ル ア ラ ニ ン (46F)の 機 能 を 直 接調 べ るた め に ，p43-58類 似ペ プ チド を

用いた直接 結合試験 を行った ．46F/HA127-133/54Aまたは46F/HA126-134/54Aと

基 本 的 に は 同 一の ア グ レト ー プ モチ ー フを 持 つ 46F50E54A，46R50E54Aおよ

ぴ 46D50E54Aを ピ オ チ ン 化 し ， DQ6ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト と の 結 合 を 検 討

し た ， こ れ ら 3種 の べ プ チ ド の 中 で 46F50E54Aが DQ6ト ラ ンス フ ェ クタ ン

ト と 最 も 強 く 結 合 し ，次 に 46R50E54A， 46D50E54Aの 順で あ った ． こ れら

の 結 果 か ら ， 46F50E54Aが こ こ で 調 べ た 他 の 46番 残 基 置 換 ペ プ チ ドに 比

ベ，強くDQ6分子に結合すると結論された，

    考察

46F/HA126-134/54Aの 46番 残基 の フ ェニ ル ア ラニ ン が， DQ6分子と 結合す

る 際 の ア グ レ ト ー プ と し て 機 能 し て い る こ と が 示 さ れ た ． っ ま り ， N

末 端 よ り 4番 目 の ア ミ ノ 酸 が ， マ ウ ス に お け る 大 部 分 の タ イ プ の I-A拘

束 性 T細 胞 反 応 と 同 様 に ， DQ6拘 束 性 T細 胞 反 応 に お い て も ア グ レ ト ー

プ と し て 機 能 し てい た，

HLA-DR1分 子 と イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス HAペ プ チ ド と の 複 合 体 の X

線 結 晶 解 析 に よ っ て ， HLA-DR1の 抗 原 結 合 ポ ケ ッ ト が 主 と し て alと pi

ド メ イ ン の 両 方 の 非 極 性 残 基 （ロ 26， ロ 31お よ ぴ p 86)によ り 囲 まれ て い

る こ と が 示 さ れ て い る ． こ の 知 見 を 著 者 の 系 に あ て は め て み る と ， 本

研 究 で 明 ら か と な っ た ア グ レ ト ー プ の 46番 残 基 の フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン は ，

HLA-DQ6分 子 の ロ 26の ス レ オ ニ ン ， ロ 31の グ リ シ ン ， p86の バ リ ン ， ま

た は グ リ シ ン よ り 成 る ポ ケ ッ ト 内 に 結 合 し て い る と 想 定 さ れ る ．

本 研 究 に お い て ， ヒ ト MHCク ラ ス IIト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 用

い ， 強 カ な DQ6結 合 性 ア グ レ ト ー プ モ チ ー フ を 同 定 し た ． こ れ に よ り ，

著 者 ら の カ セ ッ ト セ オ リ ー を マ ウ ス と 同 様 ヒ ト に も 応 用 で き る 可 能 性

が 開 け た ． 著 者 は 現 在 ， DQ6tgmと ク ラ ス IIノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を か け あ

わ せ ， DQ6分 子 の み を 発 現 す る F2マ ウ ス を 作 出 し ， こ の F2マ ウ ス を カ セ
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ットセオリーに基づぃて作成したぺプチドヮクチンで免疫することに

より， H3サプタイプインフルエンザウイルスの感染防御が可能かどう

かのin vivoの実験を行っている．
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学位論文審査の要旨
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学 位 論 文 題 名

ヒトクラスH分子拘束性T細胞反応を誘導する
インフルエンザウイルスヘムアグルチニン由来の
    ぺプチドの同定

  T細胞受容熔(TCR)、主要組織適合抗原複合体【¥IHC)分子、抗原ペブチドからなる三分子複合休

が形成され、T細胞の抗原特異的反応が誘導される。したがって、ベブチド抗原の免疫原性は、

、．IHC分子との結合性に依存する。申請者は、これまでハ卜チ卜ク口ームcの43から58番残基より

なろべブチドp43ー58の、46と54番残基はアグレ卜一ブ（hIHC結合部位）として、50と52番残基は

エビ卜―ブ(TCR結合部位）として機能することを明らかにした。またMHC分子との結合性を保

ったまま、エビト―ブ部位のアミノ酸置換が可能ではないかとIヽ う仮説、（カセッ卜セオリ－）の

下に、アグレ卜一ブ残基を含むI_Ab結合性ペブチドフレームの間に、インフルエンザのへムアグ

ルチニンiHA）蛋白断片（HA127－133jを挿入レ、I－A゚ を有するマウスにおいて有効な、ハイブリッ

ドペブチドワクチン作成に成功した。本研究においては、カセットセオリーに基づき、ヒ卜で有

効なべブチドワクチンを開発するため、ヒ卜MHCのーつ、DQ6卜ランスジェニックマウス（DQ6tgm）

を用い、HLA－DQ6結合モチーフを同定することを目的とした。

  ます、インフルエンザウイルスHA由来のべブチドHA123－138で、DQ6tgmと、B6マウスを免疫し

た。DQ6t呂mのT細胞は、HA123－138によるinvitr0の刺激に対して有意の増殖反応を生じたが、B6

マウスのT細胞は唾めて弱い反応しか示さなかった。DQ6tgmは、DQ6を発現している以外はB6マ

ウスと同じ遺伝的背景を有することから、この反応はDQ6分子拘束性と考えられた。実際、抗DQ

6抗はによって、この反応が阻害されたことから、DQ6拘束性、HA123－138特異的T細胞がDQ6t

gm岡に産生されたことが確かめられた。

  次に、HA123－133キ寺異的、DQ6拘束性T細胞ハイブリドーマ、DQH42－3を樹立した。DQH↓2―3は、

DQ6を卜ランスフェクトしたL細胞の存在下で、HA123―138により活性化され、DQ6拘束性であ

ることが確認された。
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  次にDQ6拘束性、HA123－138特異的T細胞反応を増強するために、カセッ卜セオリーに基づきハ

イブリッドペブチドを作成した。ベブチド46F/HA127―133/34Aは、HA127―133をp43-08由釆I― A゚

結合フレーム46F50V5↓Aの43-46と54－58番残基の間に挿入して作られた。以下数字の後のアル

ファベッ卜は、置換後のアミノ酸を表すようにべブチドを命名した。46F/HA127―13 3/04A，46D/HA

127－133/54A、及び46R/HA127－ 13 3/54Aは、DQH42・3を全く刺激しなかった。次に9個のアミノ酸から

成るペプチドHA126・134を同じI-A゚ 結合フレームに挿入し、46F/H,A126－13 4/54Aを作成した。46F/HA126―

134/54Aは、免疫原のHA123/138よりも強くDQH42－3の反応を惹起した。しかし、46R/HA126－ 13 4/54

＾は、46 F/HA126―134/・る4Aと比較して、DQH42―3に対して弱い刺激性しか示さなかった。っまり、

46番残基が、DQ6分子への結合性に影響を与えると考えられた。そこで、この46番残基がDQH42－

3の反応にお Lヽ てもアグレ卜一ブとして磯能していることを証明するために、競合的阻害試験を

行った。DQH42－3を刺激しない46F／HA127－133/54A、46D/HA127―133/54A、および46R/HA127一133/54

Aを競合ペブチドとして、DQH↓2－3を↓6F／HA126―134/54Aで刺激する培養系に加えた。DQH↓2－3

の反応は、↓6F/HA127→133/54A、46R/HA127－133/54A、次に↓6D/HA127一133/54Aの順に抑制された。

従って、マウスI一A拘束性T細胞反応と同様、46番残基がDQ6拘束性T細胞反応においてもアグ

レ卜―ブとして艤能レていることが判明した。このことはp↓3－58類似ベブチドを用いた直接結合

試験によって確認された。っまり、p43－58アナ口グベブチド上の46番残基のフェニルアラニン

（ F） が 、 調 べ た 範 囲 で は DQ6分 子 に 最 も 強 く 結 合 す る モ チ ー フ と 結 諭 さ れ た 。

  口頭発表に際し、細川教授より感染予防実験の進行状況、ワクチンの有効なインフルエンザの

タイブについて、皆川教授より誘導される液性免疫と細胞性免疫、またサイ卜カインの役割につ

しヽて、有川教授より中和抗休の有無、特異性について、柿沼教授よルメモリーリンバ球の誘導に

ついて、御質問があったが、申請者は大旨適切に解答した。なお皆川教授、細川教授より個別に

御審査いただき、合格と判定された。

  以上本石幵究は、ヒ卜MHCのーつDQ6結合性モチーフを同定し、このモチ―フはヒ卜て有効なペ

ブチドワクチン作成に重要な基礎デ―夕となると考えられた。よって博士（医学）に値すると判

定した。
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