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HLA分子の多型が免疫応答に与える影響
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Quantitative Analysis of the Binding of Peptides to HLA Molecules 
Role of Polymolphic HLA Molecules in the Immune Response 

N ozomu TornA 

Department of Genetics (Director: Prof T. Sasazuki), Medical Institute of Bioregulation, 
Kyushu University 69, Fukuoka 812 

Second Department of Oral Surgery (Director : Prof M. Oka), Faculty of Dentistry, 
Kyushu University 61, Fukuoka 812 

We established HLA-peptide binding assay system, using biotinylated peptide and HLA class 
II transfectants to make clear the interaction of peptides and HLA molecules. By using this 
system and T cell proliferation assay, we analyzed the effect of polymorphism of DR4 subtypes 
on responding to M12(4) peptide which derived from M12 protein of Streptococus. 
We found amino acid residue which determines T cell recognition is DR {J-74 (Glutamate to 
Alanine) on this peptide. 

Using this system, we expect to understand the mechanisms of immune response associated 
with HLA class II molecules. 

はじめに

ヒト主要組織適合抗原複合体 (MHC)である HLA

は第6染色体短腕上にある多重遺伝子族によってコー

ドされている叫その中でHLAクラス II領域は，

DR,DQ,DPの各亜領域より構成されている,,1.HLA

-DR分子，DQ分子，DP分子はHLAクラス II領域の

うちそれぞれDR,DQ, DP亜領域の遺伝子産物であ

り，抗原提示細胞表面に発現している．それぞれのク

ラス II分子は a鎖と g鎖からなる糖蛮白であり，抗

原ペプチドと結合し CD4陽性T細胞に抗原を提示

し26)高度の遺伝的多型性を示す．またヒト集団中に溶

連菌細胞壁抗原(SCW)，スギ花粉抗原(CP),B型肝

炎ウイルス抗原 (HBs)などの外来抗原ペプチドに対

する免疫応答性に個体差が存在し，この個体姜が

HLAクラス II分子と相関することが明らかにされて

いる ,2)-25). HLAクラス II分子の高度の多型性は主に

抗原ペプチドを結合する細胞外ドメインに集中してお

り，このため抗原ペプチドとの結合性がそれぞれタイ

プごとに異なり，このことが免疫応答の涸体差を決定

する一因となると考えられている．

われわれは外来抗原ペプチドとの結合性と HLAク

ラス II分子の多型性との関連をより詳細に検討する

ため， HLA分子とペプチドとの結合性を定量化する

系を樹立した．この系を用いて，溶連菌細胞壁(SCW)

の主要抗原である M蛋白由来の外来抗原ペプチドと

HLA分子との結合親和性と T細胞の免疫応答性とを

比較することで，免疫応答性の個体差の形成における

HLAの多痙性の機能的意義を検討した．

材料および方法

1. 形質転換細胞

HLA-Dwl5ホモ接合体由来のDR4 (DRA * 0101 
およびDRE1 * 0405), HLA-Dw 12ホモ接合体由来
のDR51 (DRA * 0101およびDRE5 * 0102)遺伝子
をそれぞれ Ltk—細胞に導入し DR4, DR51をそれぞ

れ発現した形質転換細胞を用いた (LDR4-Dw 15, 

DR 2 AB 5, DRS 8) si,aしまた種々のタイプのDR4分
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子(DRAとDRE1 * 0401, 0402, 0403, 0404あるい
は0406)をそれぞれ発現した HLA形質転換細胞 (R/

3, 2L, L164.ll, L89.2, L165.6, BIS)は，第11

回国際HLAワークショプ（横浜）にて供与されたもの

を使用した．

2. ペプチド合成

HLA-DRに結合することが既知のインフルエンザ

A/TEXAS/1/77ウイルス H3 hemagglutinin由来

のHA307-319 (PKYVKQNTLKLA T) 2•i21) およびマ

ラリア circumsporozite蛋白由来のcs380-
395 (EKKIAKMEKASSVFENV) 27)を合成した．また

溶連函M蛋白のMl2遺伝子の塩基配列から推定さ

れるアミノ酸配列に基づいて， 20-25merからなり 10

-15merずつ重複した31種（表2)のペプチドを合成

した．ペプチドはFMOC法を用いてペプチド合成装

置 (Millipore社）にて合成した後，レジンを切り出

し， HPLC(Hight Performance Liquid Churomato-

graphy)により精製した．また合成した各ペプチドの

アミノ酸組成はピゴタグ (Millipore社）によって確認

した．

3. ペプチドのビオチン化

c末端がレジンに結合したままの状態で，ペプチド
にビオチン (longarm biotin)を加え， DMF,N.Nジ

ィップロピルメチルアミン存在下にいて 2時間インキ

ュベートすることにより，合成ペプチドの N末端にヒ‘

オチンを付加した．ペプチドのビオチン化の効率は

Kaiser test12)にて確認した．ビオチン化ペプチドはレ

ジンより切り出された後， HPLCにより精製した．

4. M 12蛋白特異的 T細胞株の樹立

健常人 (DRB1 * 0406/ * 0405)の末梢血リンパ球
(PBL)を， 20μg/mlのリコンビナント M蛋白を含

む10％ヒト血清加RPMI1640 (GIBCO)培養液中で，

lXlO町mlの濃度で7日間培養した．培蓑後Ficoll-

Paque比菫遠心法にて回収した生細胞(5Xl0りに放射

線照射 (3000R) した自己の PBLを (5Xl0り加え，

リコンビナント M蛋白 10μg, IL-2(100 U)およびIL

-4 (1 U)存在下にヒト血消加RPMI1640培養液にて

さらに 7日間培養した． 7日毎に同様の方法にて生細

胞を回収しさらに培養を行うことでリコンビナント

M蛋白特異的T細胞株を樹立した．また抗原として

Ml2蛋白由来の合成ペプチドを使用することで同様

に抗原特異的T細胞株を樹立した．

5. DR拘束性T細胞株のT細胞増殖反応

抗原提示細胞として形質転換細胞を用いる場合は，

各形質転換細胞をマイトマイシンC(25 μg/ml)含有

培養液にて 37℃で30分間処理後3回PBSにて洗浄

し， 20％ヒト血清加RPM!1640培養液に浮遊して，

3.5Xl0ツwellの割合で96well平底プレートにまい

た． 12時間後形質転換細胞が再付着したことを確認し

刺激細胞として用いた．約 1カ月間培養を続けた T細

胞株 (2X10'/well)を合成ペプチド 2μMおよび刺激

細胞と 3 日間培養し， T 細胞増殖反応を 3H—チミジン

の取り込みにより測定した．洞定はトリプリケートで

行った．

6． 合成ペプチドと HLA分子の結合親和性の測定

ピオチン化ペプチドと HLA-DR分子を発現した形

質転換細胞を用いて，以下の方法によりペプチドと

HLA分子との結合親和性を定量化した．各形質転換

細胞 (3X105)にビオチン化ペプチド (100μM)を加

ぇ， 10％牛胎児血清 (FCS/Gibco)加 PBS中で37℃

で4時間培養を行った．ついでPBSで5回洗浄し，こ

れにアビジンーフィコエリスリン(AV-PE)を4μ1加

え， 4゚Cで暗所にて 30分開反応させた．この後PBS

で3回洗浄し，フローサイトメトリー (FACScan)に

てPE蛍光強度を測定した．死細胞は 7ーアミノアクチ

ノマイシンDにより染色し， FACScanによる蛍光澗

定から除外した．フローサイトメトリーの蛍光強度は

PE結合標準ヒヘーズ (FCSC社）を用い，標準化し

MESF (Molecules of Equivalent Soluble Fluoro-

chrome)に換算した．また， PE標識の抗HLA-DR単

クローン抗体（抗HLA~ DR framework/Becton -

Dickinson社）の 1抗体当りの蛍光強度 (EffectiveF / 

P ratio)を標準ビーズ (SimplyCellular/FCSC社）

を用いて算出し，これを用いて染色した形質転換細胞

の蛍光強度から細胞表面の HLA-DR分子の数を推定

した． HLA分子の発現量の異なる形質転換細胞間で

HLA分子と合成ペプチドとの結合親和性を比較する

ため， R.B. U. (Relative Binding Unit) という次の

値を定義した．

R.B.U. (%)= (A-B)/ (C) 

A：形質転換細胞上の HLA―分子と結合したペプチド

のアビジンーフィコエリスリンのMESF

B:ネオマイシン耐性形質転換細胞 (L-neo)と結合し

たペプチドのアビジンーフィコエリスリンの MESF

c：形質転換細胞上の HLA分子数
また，検出限界はL-neoと結合したビオチン化ペプ



HLA分子とペプチドの結合性 59 

チドの蛍光強度と形質転換細胞の自家蛍光のMESF

の和とした．

7. HLA分子との結合におけるペブチド間の競合

ペプチド間における HLA分子への結合性の競合

(cold competition assay)は，以下の方法により洞

定した．まず，形質転換細胞 (3Xl05/well)にビオチ

ン化ペプチド (lOOμM)とビオチン化していないペプ

チド(200μM)を加え， 4時間37℃で培養した後5回

PBSで洗浄し，さらにアビジンーフェコエリスリンを

4μ1加え 30分4℃暗所で反応させた．その後， PBS

で3回洗浄しフローサイトメトリーにて蛍光強度を定

量化した．

8. HLAタイピング

T細胞株ドナーの HLA型および形質転換細胞に導

入されている遺伝子のHLA型は， DR特異的プライ

マーを用いた後に PCR産物と塩基配列特異的オリゴ

ヌクレオチドプローブとの反応性により決定した31).

実験結果

1. HLA分子との結合親和性におけるペプチド濃

度の影響

HLA分子との結合にペプチド濃度がどのような影

響を与えるかを検討するために， DR分子に結合する

ことが既知のペプチドである HA307-319ペプチドと

CS 380-395のペプチドを用いた実験を行った．図1で

示すように形質転換細胞に結合したビオチン化ペプチ

ドの蛍光強度は低濃度(0-50μM)ではほぼ濃度に比例

するが，高濃度 (>200μM)ではほぼ飽和状態に達し

た．一方， HLA分子を発現していないLtk-(L-neo)

にはビオチン化ペプチドはほとんど結合しなかった．

2. ペブチドの結合親和性における HLA分子発現

量の影響

HLA分子の発現量とペプチド結合量との関連を検

討するために． DR51分子の発現量の異なる形質転換

細胞(DR2 AB 5, DRS 8)とビオチン化ペプチドの結

合実験を行った．図2Aに示すように， DR2AB5は

DRS8より多くのHLA-DR51分子を発現している．

M 12 (1)（図2B)およびM12 (31)（図2C)のいず

れを用いた場合にも，DR2AB5はDRS8よりも多く

の合成ペプチドを結合した．この蛍光強度をMESFに

換算すると，形質転換細胞上のHLA分子の発現量と

ペプチド結合量とがほぼ比例することが明らかになっ

た（図3)．したがって HLA分子の発現量の異なる形

質転換細胞間でも， HLA分子数で補正することによ

りHLA分子とペプチドとの結合親和性を比較するこ

とが可能であると考えられた．
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図1 HLA分子とペプチドとの結合における濃度依存性曲線
HLA-DR51分子を発現した形質転換細胞 (DR2AB5)とピオチン化HA307-319ペプチド（図la)お
よびHLA-DR4分子を発現した形質転換細胞 (DR4-Dw15) とビオチン化CS380-395ペプチド（図

lb) を用いた HLA 分子とペプチドとの結合における濃度依存性曲線を示す．図 la の♦は DRB5* 
0102の遺伝子を導入した形質転換細胞 (DR2AB5)，口はL-neo,図lbの口はDRBl* 0405の遺伝
子を導入した形質転換細胞 (LDR4-Dw15)，◆はL-neoを示す．
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図2 フローサイトメトリーを用いた結合親和性の解析

A)は抗DR単クローン抗体を用いて染色したL-neo細胞(a)とDRB5* 0102の発現量の異なる形質
転換細胞である DRSS(b)とDR2AB5(c) B)はDRB5* 0102と低親和性のM12(1)のビオチン化
ペプチド， c）はDRB5* 0102と高親和性のM12(31)のビオチン化ペプチドを示す．

3. ピオチン化ペブチドと非ビオチン化ペプチドの

HLA分子に対する結合親和性の比較

ペプチドをビオチン化することにより HLA-DR分

子への結合親和性が変化するか否かを検討するために

CS380-395を用いてビオチン化ペプチドと非ビオチ

ン化ペプチドとの競合実験を行った．図lbの濃度曲

線を用いてビオチン化ペプチドと非ビオチン化ペプチ

ドとの結合親和性が同じときの競合の理論値を推定し

た（表1)．その結果，濃度曲線から得られた理論値と

実験により得られた実測値とはほぼ同じ値を示した．

また同様の実験を図laの濃度曲線を用いて HA307

-319で行い同様な結果を得た．したがって，少なくと

もCS380-395, HA 307-319ペプチドを用いた場合，

ビオチン化することによって HLA分子との結合親和

性が変化することがなかった．

4. DRB 1 * 0405およぴDRB5* 0102分子に
おける M12蛋白由来のペブチドとの結合親和性の違

ぃ
M12蛋白由来の31種のペプチドでDR4(DRBl 

* 0405)およびDR51 (DRB 5 * 0102)分子の結合親
和性を比較した（表2).DR51分子の方がDR4分子

よりも多くのM12由来のペプチドを結合し得た．ま

たDR51分子， DR4分子のいずれも M12蛋白のN

末端部分あるいは中間部分に対応するペプチドを強く

結合し得た．また， DR4ではM12 (22)に強く結合

したがM12 (31)のペプチドとは結合していなかっ

た．またDR51ではM12 (31)のペプチドに強く結合

したがM12 (22)のペプチドとは結合しなかった．

5. DRB 1 * 0405およびDRB5* 0102分子に
おける M12蛋白由来のペブチドの競合

M12蛋白由来の31種のペプチドのうち結合親和性

の高い非ビオチン化ペプチドを用いてビオチン化ペプ
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MESF(x10-3） 
チドとの競合実験を行った（表2).DRB 1 * 0405分
子で結合したペプチドのうち Ml2蛋白由来のペプチ

ドすべてがcs380-395のビオチン化ペプチドと競合
した．同様にDRB5* 0102分子で結合したペプチド
のうち実験を行ったすべてのペプチドすべてが

HA307-319のビオチン化ペプチドと競合した．した

がってこれらのペプチドと HLA分子の結合部位は同

ーの部位であると考えられる．
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6. M蛋白およぴ合成ペブチド特異的T細胞株の

増殖反応

図3 DRB5 * 0102の発現量とビオチン化ペプチド
との結合

DR4サプタイプ (DRB1 * 0405/0406)を持つ健常
人のPBLからリコンビナント M蛋白を用いて特異

的T細胞株を樹立した．個々のM蛋白由来のペプチ

ドを抗原とし，自己のPBLを抗原提示細胞としてこ

のT細胞株の増殖反応を測定したところ M12 (4), 

M 12 (14), M 12 (22), M 12 (26)で有意の増殖反応

が見られた．次に合成ペプチド M 12 (4), 

M 12 (14), M 12 (22), M 12 (26)を用いて PBLか

らペプチド特異的なT細胞株をそれぞれ樹立し，これ

らのT細胞株の拘束分子を形質転換細胞を用いて決

定した． M12 (4), M 12 (14), M 12 (26)のペプチ

ドから得られた特異的T細胞株はDRB1 * 0406拘
束性であり， M12 (22)のペプチドから得られた特異

的T細胞株はDRB1 * 0405拘束性であった（図
4)．またDRB1 * 0406を持つ健常人(DRB1 * 0406/ 
0803)のPBLからはM12 (4), M 12 (26)特異的T

DRB5 * 0102の遺伝子を導入した形質転換細
胞でDRB5* 0102に高親和性である Ml2(15),
M12(31)のビオチン化ペプチドと低親和性であ

るMl2(1),M12(30)ビオチン化のDRB5* 
0102分子の発現量に対する蛍光強度の実験を

行った． x軸はフィコエリスリン標識の抗

HLA単クローン抗体を用いた蛍光強度を示し，

Y軸はビオチン化ペプチドを用いた蛍光強度
を示している．またaはL-neo,bはDRS8,c 

はDR2AB5で行われた実験値である．また■
はMl2(31)0はM12(30)口はM12(1)●は

Ml2(15)を示した．

表1 ビオチン化ペプチドと HLA分子との結合に対する非ビオチン化ペプチドによる競合実験

Doses of peptide incubated with L cell transfectant 

biotinylated peptide 
μM 

150 

120 

100 

60 
... 

50 

20 

20 

20 

non-biotinylated peptide 
μM 

100 

100 

80 

40 

observed value 
(MESF X 10-•) 

100 

98 

88 

75 

33 

10 

25 

25 

Expected value 
(MESFX1o-3) 

33 

13 

18 

25 

DRB 1 * 0405 (DR 4)の遺伝子を導入した形質転換細胞 (LDR4-Dw15)にcs380-395のビオチン化
ペプチドと非ビオチン化ペフチドを同時に加え 4時間培養しアビジンーフィコエリスリンを加えフローサ

イトメトリーで定量化した．理論値としては加えたビオチン化ペプチドと非ビオチン化ペプチドとの合計

と等モルのビオチン化ペプチドのMESFにビオチン化ペプチドと非ビオチン化ペプチドの合計した量の

うちのビオチン化ペプチドの量の割合を掛けた値である．
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表 2 DRB 1 * 0405及びDRB5 * 0102分子と M12タンパク由来のペプチドとの結合親和性
の比較

NO. POSITIION SEQUENCE OF PEPTIDES 

1-25 DHSDLV AEKQRLEDLGQKFERIKQR 

2 15-36 LGQKFERIKQRSELYLQQYYDN 

3 37-59 KSNGYKGDWYVQQLKMLNRDLEQ 

4 50-72 LKMLNRDLEQAYNELSGEAHKDA 

5 62-83 NELSGEAHKDALGKLGIDNADL 

6 73-96 LGKLGIDNADLKAKITELEKSVEE 

7 97-120 KNDVLSQIKKELEEAEKDIQFGRE 

8 112-136 EKDIQFGREVHAADLLRHKQEIAEK ， 128-151 RHKQEIAEKENVISKLNGELQPLK 
10 152-175 QKVDETDRNLQQEKQKVLSLEQQL 

11 165-187 KQKVLSLEQQLAVTKENAKKDFE 

12 177-200 VTKENAKKDFELAALGHQLADKEY 

13 190-212 ALGHQLADKEYNAKIAELESKLA 

14 202-225 AKIAELESKLADAKKDFELAALGH 

15 216-239 KDFELAALGHQHAHNEYQAKLAEK 

16 229-253 HNEYQAKLAEKFDGQIKQLEEQKIL 

17 243-266 IKQLEEQKQILDASRKGTARDLEA 

18 256-292 SRKGTARDLEAVRQAKKATEAELN 

19 282-300 KAELAKVTEQKQILDASRK 

20 327-346 NKISEASRKGLRRDLDASRE 

21 301-325 GTARDLEAVRKAKAQVEAALKQLEE 

22 347-367 AKKQVEKDLANLTAELDKVKE 

23 368-389 EKQISDASRQGLRRDLDARSE 

24 316-340 VEAALKQLEEQNKISEASRKGLRRD 

25 357-378 NLTAELDKVKEEKQISDASRQG 

26 389-409 AKKQVEKALEEANSKLAALEK 

27 400-420 ANSKLAALEKINKELEESKKL 

28 410-430 LNKELEESKKLTEKEKAELQA 

29 421-440 TEKEKAELQAKLEAEAKALK 

30 431-451 KLEAEAKALKEQLAKQAEELA 

31 441-460 EQLAKQAEELAKLRAGKASD 

＊は検出限界以下 ーはnotdetermined 

細胞株を，またDRB1 * 0405を持つ健常人 (DRBl
* 1502/0405) 2名からはM 12 (22)特異的T細胞株
を得ることが出来た．

7. DR4サプタイプを発現した形質転換細胞を抗

原提示細胞として用いたT細胞増殖反応

Ml2 (4)ペプチドを用いて DRB1 * 0406を持つ健
常人の PBLから M 12(4)特異的T細胞株を樹立した

とこ・ろ，上述したように DRB1 * 0406に拘束された
T細胞株が得られた．これらのT細胞株のペプチド特

異的応答性を DR4サブタイプ (DRB1 * 0401, 
0402, 0403, 0404, 0405) を発現した形質転換細胞を

DR31*0405(DR4) DR 35*0102 (DR 51) 

R.B.U. OCS F 38IN0-HI39B5 ITI(%O) N R. B. U. OHF A I3N07HI-3B19 ITI(%O) N 

＊ 0.3 83 

2.2 70 1.1 

2.8 60 4.8 28 

1.0 72 1.2 81 

＊ ＊ 

1.0 95 ＊ 

＊ ＊ 

0.9 69 0 3 81 

0.1 95 0.4 81 

＊ ＊ 

0.1 2.3 85 

1.1 50 1.3 76 

0.7 75 0.4 82 

0.7 90 0.5 72 

0.6 80 3.2 76 

0.1 84 ＊ 

＊ ＊ 

＊ 3.1 92 

0.1 84 ＊ 

＊ ＊ 

0.3 72 0.9 55 

1. 7 60 ＊ 

＊ 0.5 85 

＊ ＊ 

＊ ＊ 

0.6 55 1.4 84 

0.3 85 ＊ 

＊ ＊ 

＊ ＊ 

＊ 0.3 78 

＊ 3.2 62 

抗原提示細胞として測定した結果，自己の HLAであ

るDRB1 * 0406分子以外に DRB1 * 0403あるいは
DRB 1 * 0404分子存在下で抗原特異的増殖反応を示
す株が存在した（表3)．一方， DRB1 * 0403を持つ
健常人 (DRB1 * 0403/-）の PBLから得られた
DRB 1 * 0403に拘束されたT細胞株は自己の HLA
である DRB1 * 0403以外に DRB1 * 0406分子の存
在下で増殖反応を示した．｀

8. DRB 1 * 0406分子における結合親和性の測定
DRE 1 * 0406分子を発現する形質転換細胞を用いて
M12蛋白由来のペプチドとの結合親和性を測定し，
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R.B.U. 
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4
 DRB1 *0406 Transfectant 
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Peptide No. 

図5 DRBl * 0406分子と M12ペプチドとの結合親和性

DRE 1 * 0405の結合親和性と比較したところ（表2,
固5)，全体的に DRE1 * 0406とこれらのペプチドと
は高い結合親和性を示した．さらに DRE1 * 0406を
持つ健常人の PBLから特異的T細胞株を得ることが

できた M12 (4), M 12 (14), M 12 (26)のペプチド

はいずれも高い結合親和性を有していた． しかしなが

ら， DRE1 * 0405拘束性T細胞株の得られた

M 12 (22)についてみればDRE1 * 0405との結合親
和性は高かったがDRE1 * 0406との結合親和性は低

かった．

9. DR 4サプタイプ間の M12 (4)ペプチドとの結

合親和性の差異

DR4サプタイプ (DRB1 * 0401-0406)間における
アミノ酸の多型が M 12 (4)ペプチドとの結合親和性

に影靱を与えるかを DR4サプタイプをそれぞれ発現

した形質転換細胞を用いて比較した（表 3). M 12 (4) 

ペプチドとの結合親和性は DRB1 * 0406で最も高く，

続いて DRB1 * 0404, DRB 1 * 0403と高かった．そ
れぞれの形質転換細胞により DR4分子の発現蜃が異

なっていたため，細胞の蛍光強度は DRB1 * 0404で

最も高く DRB1 * 0406, 0405と続き DRB1 * 0403 
の形質転換細胞で最も低かった．

考 察

最近， HLAクラス llDR分子と外来抗原ペプチド

との結合親和性を調べる実験はいくつか報告されてき

た2)3)5)-7)9)-21)27)•こ れらの方法は主として精製した DR

分子と 12sI でラベルしたペプチドを用いて HLA—ペ

プチド複合体の凪を測定する方法6)11)17)-19) と細胞表

面上の HLA分子とビオチン化ペプチドの複合体の量

を蛍光強度としてフローサイトメトリーで測定する方

法2)3)13)20)21)が用いられている．後者においては異なっ

たHLAクラス II分子 (DR,DQ, DP)を同時に発現

している B細胞株が利用されているため，どの HLA

分子と結合したのかについて疑問が残されていたが，

本研究では単一の HLA分子を発現した形質転換細胞

を用いることで特定の HLA分子へのペプチドの結合

凪を測定する系を開発した．またビオチンがLysのc

—アミノ基に結合した場合19)20)，これが HLA との結合

に影響を与える可能性があるが，今回 N末端のみにビ

オチンを導入することによってペプチドの立体障害を

最小限にすることができた．さらに細胞表面上の

HLA分子の発現凪が異なるためペプチ ドとの結合址

を異なる細胞間で比較するのが困難であったが，本研

究で細胞表面上の HLA分子数によって補正すること

で異なった細胞を用いた HLA分子とペプチドとの結

合親和性の比較を試みた．図 3に示したように， HLA

分子の発現醤の増加に比例して HLA分子のペプチド

との結合醤が増加することから HLA分子の発現厖の

異なった形質転換細胞間でHLA分子とのペプチドの

結合親和性を比較することが可能であると考えられた．

次にビオチン化することによって HLA—ペプチドの

結合性に影靱がみられるかどうかを検討するために非

ビオチン化ペプチドによる競合実験を行った．ビオチ

ン化した HA307-319, CS 380-395ペプチドと HLA

分子の結合は非ビオチン化ペプチドで競合し，実際に

非ビオチン化ペプチドでビオチン化ペプチドと HLA

分子の結合を抑制した値が濃度依存性曲線から求めた

理論と一致することからビオチン化による結合親和性

の変化は小さいものと考えられた．また DRB1 * 

0405分子とcs380 395との結合は M12ペプチドに
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よって競合することから M12ペプチドがcs380-
395とHLA DRB 1 * 0405分子の同じ部位，おそら
くは結晶解析4)により示されたグループに結合してい

ると考えられた． また，健常人(DRB1 * 0405/0406) 
のPBLからリコンビナント M12蛋白を用いて樹立

した T細胞株ではM12 (4), M 12 (14), M 12 (26) 

およびM12 (22)のペプチドに特異的に増殖反応を示

した．これらのペプチドでPBLから特異的な T細胞

株を樹立し拘束分子を決定したところ， M12(4), 

M 12 (14), M 12 (26)はDRB1 * 0406でM12 (22) 

はDRB1 * 0405であった． また DRB1 * 0406を持
つ健常人からは M12 (22)特異的な T細胞株を，ある

いは DRB1 * 0405を持つ健常人からはM12 (4), 
M 12 (14), M 12 (26)のそれぞれのペプチド特異的

T細胞株を樹立することが出来なかった．これらのペ

プチドでの HLA-DR4分子との結合親和性を調べた

ところ M12 (4), M 12 (14), M 12 (26)はDRBl* 
0406分子に M12 (22)はDRB1 * 0405分子に高い結
合性を示し（図 4,表2),M 12 (22)はDRB1 * 0406 
分子とは低い結合性を示した．このことから， T細胞

の増殖反応を起こすペプチドは HLA分子との結合親

和性が高いと推測できる．

抗原特異的T細胞は自己の HLA分子により抗原

提示を受け非自己の HLA分子では抗原提示されない

ことが知られている．しかしながら今回， DRBl* 
0406を持つ健常人から得られたDRB1 * 0406拘束
性M12 (4)特異的の T細胞株は抗原提示細胞として

自己の HLA分子である DRB1 * 0406とそれ以外の
DRB 1 * 0403あるいはDRB1 * 0404に反応する株
が得られた．また DRB1 * 0403を持つ健常人から得
られた DRB1 * 0403拘束性M12 (4)特異的T細胞
株についても自己の HLAである DRB1 * 0403と非
自己の HLA分子である DRB1 * 0406を抗原提示分
子としても増殖反応を示す株が得られた．同様の報告

はWEYAND32)ら， ECKELS1)らや DEMOTZZ6)ら

によってなされている． DEMOTZらは破偏風毒素の

ペプチドを用いfJ86のバリンとグリシンの違いによ

りペプチドと HLA分子との結合には違いが存在して

も， DRB1 * 1101拘束性の T細胞クローンがDRBl
* 1104をも拘束分子とすることができることから
fJ 86はT紺胞レセプターによる認識には影曹しない

と報告している．われわれはこの M12(4)ペプチド

やM12 (4)特異的T細胞株を用いて HLA分子の多

型がペプチドとの結合親和性やT細胞の豚識にどの

ような影響をあたえるかを検討してみた． DRB1 * 

0406拘束性の Ml2(4)特異的T細胞株はDRBl* 
0403を抗原提示分子とした場合，すべての株で増殖反

応を示したが， DRB1 * 0404を抗原提示分子として
用いた場合，増殖反応を示す株と示さない株が存在し

た．これはMl2(4)ペプチドはすべての DR4サブタ

イプと複合体を形成し，形質転換細胞での複合体の量

はDRB1 * 0404が最も多かったことから，この現象
はM12 (4) とDRB1 * 0404との複合体を形成しな
いためではなく，この Ml2(4) とDRB1 * 0404と
の複合体を認識できる T細胞株と認識できない T細

胞株が存在しているためだと考えられる．また DRBl

* 0403を持つ健常人の PBLから得られたDRBl* 
0403拘束性の Ml2(4)特異的T細胞株も DRBl* 
0406は認識できたがDRB1 * 0404を認識すること
が出来なかった．DR4サブタイプ間でのアミノ酸の多

型をみると DRB1 * 0406とDRB1 * 0403とは 37
番目残基のセリンとチロシンの違いしか存在せず，ま

たDRB1 * 0403とDRB1 * 0404とは 74番目のア
ラニンとグルタミン酸の違いしか存在していない（表

3). DRB 1 * 0403とDRB1 * 0406の違いを多くの
T細胞株が認識できないことより， 37番目のアミノ酸

（セリン，チロシン）の違いよりもむしろ 74番目のア

ミノ酸（アラニン，グルタミン酸）の違いの方がT細

胞の認識に強い影響を与えていると考えられる．最近

報告された DRの結晶解析から推定すると 37番目の

アミノ酸残基はDR分子の底面部の¢シートに存在

しており T細胞はこの部分の違いを認識することが

できず，これに対し 74番目残基はDR分子の壁面を構

成する aヘリックスに存在するため， T細胞による認

識に影響するのではないかと推測された．しかしなが

ら， M12 (4)ペプチドの DR4サブタイプ間 (DRBl

* 0401-0406)におけるペプチドとの結合親和性を比
較すると細胞上の HLA分子とペプチドの複合体の量

はDRB1 * 0404 (53.5)が最も高く，続いて DRBl
* 0406(43.2), DRBl * 0405(28.8)と続き， DRBl
* 0403 (4.4)が最も低かった．これを HLA分子の発
現量で補正したところ M12 (4)への結合親和性は

DRB 1 * 0406 (3. 4) が最も高く， DRB1 * 
0404 (2.4), DRB 1 * 0403 (2.1)の順となった（表
3). HLA-DR4分子のアミノ酸の多型がこのペプチド

との結合親和性に影響を与えていると考えられる．

このことから， Ml2(4)ペプチドを用いた HLA分

子との結合親和性およびT細胞による認識性を比較

するごとで， HLA分子のアミノ酸残基1個のみの違

いによっても抗原ペプチドとの結合度， T細胞認識の
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いずれもが変化するが，その変化の程度は相違するア

ミノ酸残基の部位によって異なることが明らかになっ

た．

今後， HLA分子とペプチドとの結合親和性をさら

に解析することにより，これまで蛋白で行われた

HLAに相関したヒトの外来抗原に対する免疫応答を

より明らかにできることが期待される．

総 括

著者は， HLA分子とペプチドとの結合親和性を定

量化するためにDRE1 * 0405およびDRE5 * 0102 
の遺伝子を導入した形質転換細胞を用いた系を樹立し

た．この系を用いてDR4サブタイプ間の多型がHLA

分子とペプチドとの結合およびT細胞の増殖反応に

どのような影響を与えるかを調べた．そしてDR-/3鎖

の37番目の変異はペプチドと HLA分子との結合に

大きな変化がない場合はT細胞の認識に影響を与え

ないこと，またDR-/3鎖の74番目の多型が結合に大

きな変化がない場合でも T細胞の認識に関与してい

ることを明らかにした．
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