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    学位論文題名

  Studies on the mechanism ofanovelTcell epitope

and determinations of biologically functional molecules

  （新規T細胞エピトープ製剤の作用機序及び分析法に関する研究）

学位論文内容の要旨

  スギ花粉症は日本における代表的なアレルギー疾患であり、スギ植林の少ない北海道は例外とし

て、その他の地域では国民病と呼ぱれるほど罹患率が高い。また本症は季節性及び直接的に命に関

わる症状を呈さないものの、気管支喘息の誘導因子であるのに加えて労働生産性の著しい低下を招

く素因として、近年では単なる一疾患を超えて社会問題化している。スギ花粉症を根治に導く薬物

療法は従来からの古典的減感作療法のみとされているが、これには長い加療期間が必要となり、さ

らに稀ではあるが重篤な副作用が生じるなどの問題から、未だ減感作療法はアレルギー治療のメイ

ンストリームと認められるに至っていない。我々が開発中のT細胞エピトープペプチド

「C珂‐consensus peptide（以下CCP)」は、花粉症の根治を目指すという従来の減感作療法の利点

を保持したまま、副作用や加療期間などの欠点を解消した新しいペプチ阿も疫療法製剤である。し

かしながら、この製剤の作用機序は従来の減感作療法に使用される抗原エキスと同様に、根治に至

る作用機序について研究された経緯は非常に少ない。

  本研究の前半部分ではこのCCPの作用機序の緒端を解明し、薬効発現に重要な生化学的パラメー

タを明らかにすることで、CCP作用機序の全貌解明に糸口を見いだすことを目的とした。評価モデ

ルとして、患者末梢血単核球（以下PBMC)及びスギ花粉抗原感作（スギ花粉症モデル）マウスを

使用し、アレルギー疾患と関わり合いの深いThl/Th2パラダイムの変化に焦点を当てて研究を進め

た。また後半部分では、CCP及びその他の分子の新規分析法確立に関する検討を行った。

1．花粉症患者PBMCのCCPに対する反応性に関する研究

  CCPはスギ花粉症患者のT細胞により認識されるT細胞エピトープペプチドを直鎖状に連結した

遺伝子組換え蛋白である。本研究では、CCPがスギ花粉症患者PBMCにより特異的かつ用量依存

的に認識されることを示し、CCPの標的細胞が抗原特異的なT細胞であること、及ぴ抗原提示過程

において各々のT細胞エピトープペプチドヘ分解されることでT細胞を活性化している可能性が高

いことを示した。また、熱処理により立体構造を変化させたCCPや、構成成分のアミノ酸混合物を

用いたPBMC増殖刺激試験から、CCPの薬効発現に重要な構造はアミノ酸の一次配列であり、CCP

はMHC class IIに結合できるような短いペプチドとして機能していると推定された。さらに、CCP

によるスギ花粉症患者PBMCの増殖刺激活性は、血清中の抗スギ花粉抗原CryjlIgE抗体価と相

関がないことが明らかとなった。

2． ス ギ 花 粉 症 モ デ ル マ ウ ス を 用 い た CCPの Thl反 応 誘 導 に 関 す る 研 究

  アレルギー疾患は抗原特異的なThパラダイムがTh2優位と言われるが、アレルギーが完治した
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時あるいは完治への過程において、′Ih2優位が′rhl側ヘシフトすると考えられている。本研究では、

スギ花粉の主要抗原であるCryj1で感作したスギ花粉症モデルマウスを用いて、CCP投与が抗原

特異的Thl優位を誘導することを確認した。スギ花粉症モデルマウスにCCPを投与するとTh2型

応答のパラメータである血中の抗原特異的IgE抗体価が用量依存的に減少、逆に′rhl型応答のパラ

メータのIgG2a抗体が用量依存的に増加したことから、ThlシフトがCCPで誘導されると考えら

れた。また、Cryj1刺激によって脾臓細胞から産生されるサイトカインを指標とした場合でも、CCP

投与群は対照群に比べて’rh1型サイトカインの増加及びTh2型サイトカインの減少を認めた。さら

に、脾臓リンパ球にインビトロでCCP刺激を与えた時に産生されるサイ。トカインプロファイルは、

Cryj1刺激により産生されるサイトカインよりも明らかにThl優位であり、投与されたCCPは生

体内 でThl優位 なりンパ球増殖・分化を誘導するこ とで薬効を発現すると考えられた。

3． Thl/Th2バランスを指標としたCCPの薬効調節機序に関する研究

  本研究では、スギ花粉症モデルマウスにおけるThl/Th2バランスの変化を指標として、医薬品添

加物として汎用されるポリソルベート80（以下、PS80)がCCPの臨床効果を調節していることを

示した。Cryj1感作マウスの牌臓細胞が産生するサイトカインを指標とした場合、CCP十PS80投

与はCCP単独投与に比べて抗原刺激により産生されるサイトカインをTh2優位に変化させた。特

にスギ花粉症減感作療法の臨床報告例で臨床状態との相関が報告されているIL-5は、PS80の存在

で統計学的に有意な増加を示した。またCryjl感作マウス脾臓細胞を用いたインビトロ試験では、

低濃度のPS80は′Ih2型サイトカインのIL-4やIL-5の産生能にあまり影響を与えないのに比べ、

’rh1型サイトカインのIFN-1産生を強く阻害し、結果的に´11セ優位なサイトカインバランスを誘導

することを明らかとした。また、骨髄細胞からGM-CSFで誘導した樹状細胞によるCCP取り込み

試験では、PS80が用量依存的にCCPの取り込みを阻害することから、PS80によるCCP取り込み

阻害がCCPによる′rhl誘導能を調節することにより、臨床効果に影響を及ぼすものと推察された。

4． CCP及びその他の生物学的機能分子の定量法確立

  生体に投与されたCCPの分布は時間と共に全身へ広がると考えられるが、循環血中や標的組織に

おけるCCP濃度は極めて低いことが予想される。本研究ではCCPの定量について、機器分析より

も高感度が期待できるサンドイッチELISA法を採用し、抗体の組み合わせの最適化によって10

ng/ml程度まで精度良く測定できる分析法を確立した。本研究は特異的な立体構造を持たないペプ

チドのEI亅ISAに関する探索的な報告であると共に、iH-NMRやCDスペクトルによりCCPがラン

ダムコイルに近い形態を有することを示した。その他、牛乳中のドコサヘキサエン酸、血中のアセ

トアルデヒド、腫瘍組織中 のりピオドールに関して、それぞれ新規定量法を提案した。

  以上の研究により、CCPがスギ花粉抗原に対するアレルギー応答の程度を調節する過程には、抗

原特異的T細胞によるCCPの認識と、その結果誘導されるThパラダイムシフトが重要であること

が明らかとし、その新規定量法を確立した。CCPをはじめとしたT細胞エピトープ連結ペプチドは、

アレルギー疾患に対する次世代医薬品として注目を浴びているぱかりではなく、遺伝子組換え食品

としての応用も検討されて始めている。本研究は有効成分としてのT細胞エピトープ連結ペプチド

の作用機序を解明するために重要な知見を与えるものと考える。

144―



学位論文審査の要旨
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    学位論文題名

  Studies on the mechanism ofanovelTcell epitope

and determinations of biologically functional molecules

    （新規T細胞エピトープ製剤の作用機序及ぴ分析法に関する研究）

  本論文は、162頁からなる英文論文であり、図31と表6を含み、参考論文7編が添えら

れている。

  本論文の研究目的は、花粉症の根治を目指すという従来の減感作療法の利点を保持したま

ま、副作用や加療期間などの欠点を解消した新しいぺプチド免疫療法製剤である

Cry←consensus peptide（以下CCP)の作用機序を解析することである。前半部分ではこのCCP

の作用機序の緒端を解明し、CCP作用機序の全貌解明に糸口を見いだすことを目的とした。評

価モデルとして、患者末梢血単核球（以下PBMC)及びスギ花粉抗原感作（スギ花粉症モデル）

マウスを使用し、アレルギー疾患と関わり合いの深いThl/Th2バランスの変化に焦点を当てて

研究を進めた。また後半部分では、CCP及ぴその他の分子の新規分析法確立に関する検討を行

い次のような知見を得ている。

1．花粉症患者PBMCのCCPに対する反応性
  CCPがスギ花粉症患者PBMCにより特異的かつ用量依存的に認識されることを示し、CCPの標
的細胞が抗原特異的なT細胞であること、及ぴ抗原提示過程において各々のT細胞エピトープ
ベプチドヘ分解されることでT細胞を活性化している可能性が高いことを示した。また、CCP
の薬効発現に重要な構造はアミノ酸の一次配列であり、CCPはMHC class IIに結合できるよ
うな短いベプチドとして機能していると推定される実験結果を得た。さらに、CCPによるスギ
花粉症患者PBMCの増殖刺激活性は、血清中の抗スギ花粉抗原CryjlIgE抗体価と相関がな
いことを明らかにした。

2．スギ花粉症モデルマウスを用いたCCPのThl反応誘導

  スギ花粉の主要抗原であるCryj1で感作したスギ花粉症モデルマウスを用いて、CCP投与
が抗原特異的Thl優位に変化することを確認した。スギ花粉症モデルマウスにCCPを投与する



とTh2型応答のパラメータである血中の抗原特異的IgE抗体価が用量依存的に減少、逆に

IgG2a抗体が用量依存的に増加したことから、CCPでThlシフトが誘導されると考えられた。

また、Cryj1刺激によって脾臓細胞から産生されるサイトカインを指標とした場合でも、CCP
投与群は対照群に比べてThl型サイトカインの増加及ぴTh2型サイトカインの減少を認めた。
さらに、脾臓リンパ球にインビトロでCCP刺激を与えた時に産生されるサイトカインプロファ

イルは、Cryj1刺激により産生されるサイトカインよりも明らかにThl優位であり、投与さ
れたCCPは生体内でThl優位なりンパ球増殖・分化を誘導することで薬効を発現すると考えら
れた。

3．Thl/Th2バランスを指標としたCCPの薬効調節機序
  ポリソルベート80（以下、PS80)は医薬品添加物として汎用されている。Cryj1感作マウ
スの脾臓細胞が産生するサイトカインを指標とした場合、CCP十PS80投与はCCP単独投与に比
べて抗原刺激により産生されるサイトカインをTh2優位に変化させた。特にスギ花粉症減感作
療法の臨床報告例で臨床状態との相関が報告されているIL－5は、PS80の存在で有意な増加を
示した。またCryj1感作マウス脾臓細胞を用いた試験では、低濃度のPS80はTh2型サイト
カインのIL－4やIL-5の産生能にあまり影響を与えないのに比べ、Thl型サイトカインのIFN-y
産生を強く阻害し、結果的にTh2への偏りを誘導することを明らかとした。また、骨髄細胞か

らGM-CSFで誘導した樹状細胞によるCCP取り込み試験では、PS80が用量依存的にCCPの取り
込みを阻害することから、PS80によるCCP取り込み阻害がCCPによるThl誘導能を調節する
ことにより、臨床効果に影響を及ばすものと推察された。

4．CCP及びその他の生物学的機能分子の定量法確立
  CCPの定量について、機器分析よりも高感度が期待できるサンドイッチELISA法を採用し、
抗体の組み合わせの最適化によって10 ng/ml程度まで精度良く測定できる分析法を確立した。
本研究は特異的な立体構造を持たないベプチドのELISAに関する探索的な報告であると共に、
1H-NMRやCDスペクトルによりCCPがランダムコイルに近い形態を有することを示した。その

他、牛乳中のドコサヘキサエン酸、血中のアセトアルデヒド、腫瘍組織中のりピオドールに関
して、それぞれ新規定量法を提案した。

  以上の研究により、CCPがスギ花粉抗原に対するアレルギー応答の程度を調節する過程には、
抗原特異的T細胞によるCCPの認識と、その結果誘導されるThバランスが重要であることを

明らかとし、その新規定量法を確立した。CCPをはじめとしたT細胞エピトープ連結ペプチド
は、アレルギー疾患に対する次世代医薬品として注目を浴ぴているばかりではなく、遺伝子組
換え食品としての応用も検討されて始めている。有効成分としてのT細胞エピトープ連結ベプ
チ ド の 作 用 機 序 の 一 端 を 解 明 し た こ と で 、 本 研 究 は 高 く 評 価 で き る 。

  よって、審査員一同は、小堤大介が博士（農学）の学位を受けるのに十分な資格を有す

るものと認めた。
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