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要旨

マウスのレトロウイノレスで、あるフレンド、ウイルス'で、誘発された腫蕩 FBL-3は細胞傷害

性 T細胞(CTL)及び、ヘルパー T細胞(Th)の働きによって拒絶されるo CTL及び Th

の標的抗原ペプチドについてそれぞれが T細胞によって認識される際における各

残基の寄与等の分子的機構についての解析を行ったo CTLの標的抗原ペプチドは 2

つ同定されているがそれらが同ーの T細胞受容体によって認識され，またそれらの

ペプチドは一般的に知られている親水性のべフ。チド、の主要組織適合抗原複合体

(MHC)分子への結合モチーフと異なる様式で結合することを示した。Thの標的抗原

ペプチドについても MHCへの結合及び TCRへの認識に必要な残基を同定し，マ

ウス MHCクラス 11トEb分子への新しい結合モチーフを明らかにした。また，FBL-3の

Th標的抗原ペプチドと，フレンド、ウイルスと近縁のウイノレスで、あるモロニ一白血病ウイ

ルスや内在性ウイルス由来のペプチドとの間の抗原特異性を決定する残基の同定を

行ったO 以上の T細胞標的抗原の解析から， T細胞標的抗原ペプチドの MHC分子

への結合モチーフの多様性とそのペプチド--MHC複合体の T細胞による認識の

多様性が明らかとなった。これら T細胞による標的抗原ペプチド認識機構の解析は抗

腫蕩・抗ウイルスペフ。チド、ワクチン設計に寄与し〆得るもので‘ある。
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序論

脊椎動物はその生体防御のために高度に発達した免疫系を保持している。免疫系

の働きは「非自己の排除」と換言でき，これら免疫系のシステムが全体として生体の調

和を保つ方向に働く。

ウイルス感染細胞や腫蕩細胞は、非自己で、あるウイノレスゲ、ノム由来タンパク質あるい

は変異タンパク質を発現するとし¥う点で非自己であると見なされ、免疫系による排除の

対象となる。免疫系の機能は抗体や補体が担う液性免疫と，免疫系の細胞それ自体

が主役となる細胞性免疫の二つに大別される。ウイルス感染細胞あるいは腫蕩細胞の

排除においては，細胞性免疫がその主役となることが多い。直接これら異常細胞を殺

傷するのは細胞傷害性 T 細胞(CTL) あるいはナチュラルキラー (NK)細胞であり，

また抗体を産生する B細胞も腫蕩排除にある程度の寄与があると考えられる(16)。こ

れら異常細胞を殺傷する CTL及び NK細胞や液性免疫を担う B細胞などは，ヘ

ルパ-T細胞 (Th)がサイトカイン等を分泌することによって制御されるO このことから

わかるように，生体防御の機構を理解するうえでは， CTL等の直接防衛lにかかわる細

胞群の解析だけでは不十分でそれらを制御する Thを含めた解析が重要となる。

これら免疫系が非自己を認識する際には非自己であるとしづ標識が必要となる。

NK細胞については，近年，細胞上に普遍的に発現している主要組織適合抗原複合

体(MHC)分子が発現していないかあるいは異常である場合に攻撃対象とすることが

明らかにされた(34)。それに対して CTL及び Th等の T細胞は T細胞抗原受谷

体(TCR)で， MHC分子と非自己由来ペプチドの複合体を特異的に認識し，自己・非

自己の識見IJを行うことが知られている (22，41， 58)。通常 CTL等の CD8+T 細胞は

M トIC クラス i 分子 Th 等の CD4; T 細胞はÌ\~HC クラス日分子に提示されたペプチ

ドを認識する I JjifI;協あるし¥はウイルス感染細胞は正常利l胞と異なるべフ。チドを MHC

分子上に提示しており，これによって CTL及び Thは具常細胞の存在を感知する円 こ

の標的抗jJRヘプチド、をfnl7iご 更に構造解析することにより抗版協抗ウイルスペブチ



ドワクチンの設計が可能となる。本研究は，マウスのレトロウイノレスで、あるフレンド、ウイル

ス(FY)誘発腫場のモデ、ル系を用いて CTL及び Th双方の標的抗原ペプチドを詳

細に解析することによりペプチドワクチンの設計に寄与することを目的としたものであ

る。

FYは， Friend murine leukemia virus (F小ゾ1uLV)とspleenfocus forming virus (SFFV) 

との複合体である。F-MuLYは近縁のウイノレスとして Moloneymurine leukemia virus 

( M-MuLY)や Rauschermurine leukemia virus (R-MuLY)がありこれらは FMR

leukemia virusと総称されている。SFFYは pol遺伝子内に変異を持ち単独では正常

に穫製できず，正常な polを持つへ/レバーウイルスで、ある F-MuLYと共存しなければ

増殖できない。FY感受性の系統のマウスに FY複合体を感染させると， SFFY由来の

gp55タンパク質が赤芽球のエリスロポエチン受容体に結合して持続的な増殖刺激を

行い，牌腫を発症し引き続き行われる SFFYのマウスゲ、ノム DNAへの組み込みに

よって最終的に悪性化し腫蕩を生じる(7，14，28，51)。ここで，FYによって樹立され

た腫蕩として C578L/6(86)マウス由来の F8L-3(2， 33)と呼ばれる細胞株が古くから

得られている。F8L-3は非常に免疫原性の強し¥細胞株で，同系マウスに接種後 2，3 

週間で拒絶される。この拒絶の過程では CTL及び Thが関与していることが推察され

ている(16)。松林岩城らは多数の CTL及び4つの Thクローンを樹立した(21，32)。

また，これら CTLクローン及び Thクローンを末梢の T細胞を欠くヌードマウスに移入

した際に， CTLクローンのみを移入するよりも F8L-3を接種した際の延命効果が高い

ことが認められている(栗林ら私信)。このように， F8L-3臆蕩を用いた系は， CTL及

び Th双方が関わる版蕩拒絶の解析を行うために適していると言える(16)。

F8L-3 J間協特異的Thの131的抗原は組換えワクシニアウイルスを用いた実験により，

l二MuLVの Envタンパク内に局在することが判明し更に岩城らによって C57BL/6マ

ウス由来の Thクローン2つに対し Envタンパク内の N 端よりに1つ(Env ，~~.， ." 

DEPLTSLTPRCNT八WNRLKL，C，l() とH予称)， (I3ALB/c X C57BL/6)F，マウス山来の

γhクローン1つに対し C端よりに1つ(Env叫 17'): HPPSYVYSQFEKSYRIIKR， iと|トF
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称)の標的抗原ペプチドが同定された。前者は MHCクラス IIのトAb，後者は卜Ebを

拘束分子とする(21)。ペプチド fn20については，既にその詳細な構造解析を行った。

それによると，MHCへの結合に深く関与している残基は R131，T134の2つであり，

TCRへの結合に用いられる残基は L128.T129. Ni33が主なものとして挙げられる

(参考論文 1)。本研究では，もう lつの FBL-3腫蕩特異的 Th標的抗原ぺプチドで

あるペプチド‘ iの詳細な構造解析を行うことにより， MHCクラス 11トEh分子に結合する

ペプチドの構造を明らかにした。

FBL-3腫蕩特異的 CTLの標的抗原は Thの標的抗原と同様に組換えワクシニア

ウイ/ルレスを用いた実実P験により Fι-卜M叶1uLVの g伊σg遺伝子の産物で‘あある非構造夕ンパク

P附r7万5附のリ一夕ダo一べフプ。チドド、内に局在することを示し更に抗原ぺフプ。チドの1つとして 9

残基の配亨炉列|リJPrη75-'‘g炉tぜ叩¥?1I1!イ

H-之20ぴhでで、あることを示した(参考論文 2幻)0FBLし-3腫蕩特異的 CTLの標的抗原につい

ては Chen らが同じリーダーペプチド内にもう lつ別のも の(Pr75附75-83:

CCLCLTVFL)を報告している (6)。本研究においては，これら 2つのペプチドが同じ

TCRに認識されることを示した。

MHC分子に結合できるペプチドはその配列に特徴があることが知られており，特

にクラス l分子においてはよく研究が行われてし 1る。ペプチドの MHC分子への結合

性を決定する残基はモチーフと呼ばれている。H-20h分子に結合できるペプチド、は通

常 9残基で，モチーフとして 5番目に N，9番目に M，!，し のいずれかを持つことが

知られている(39)。ところが， FBL-3腫疹特異的 CTLの標的抗原ペプチド‘ 2つは両

者とも 3番目の残基として N を持たない。本研究においてはこれら2つのペプチドの

構造解析も併せて行い)1s;E知のモチーフに合致しない結合様式をとることを明らかに

した。

MトICクラス I1分子に結合するペプチドのモチーフ構造はクラス l分子はど判然と

していないが，現在までに多数の報告がなされている。トEhに結合する分子としては，

Rudenskvらがクラス 日分子から抽出したペプチドの配列を決辻-することによりそナー

「
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フと考えられるものを提唱している(44)。しかしながらペプチド iは Rudenskyらのモチ

ーフと一部異なる構造を有している。本研究においては卜f拘束↑生である iペプチド

の結合様式を詳細に検討することによりトr分子結合性ペプチドのモチーフ構造を

解明することを試みた。

また，ペプチド、 iには F-MuLVと近縁の M小νfuLVやマウスの内在性ウイノレスに対

応した配列が存在する。しかし，ペプチド i特異的 Thは M-MuLV誘発腫蕩や， M-

MuLVや内在性ウイルス由来の i，こ対応するペプチドには反応性を持たない(21，本

研究)。本研究では，ベフチド、!と，それに対応する M-MuLVや内在性ウイルス由来

ペプチドとの問の抗原特異性を決定する残基の同定を行った。

これら本研究における CTL及び Thの標的抗原ペプチドの解析は既知のものとは

異なる新たな MHC結合モチーフの存在を提示するものである。これら FBL-3腫蕩特

異的 T細胞標的抗原特に Thの標的抗原については FV，こ対する防御に強し¥効

果があることが認められている(参考論文 3)。これら標的抗原ペプチドの解析は，より

効果的な抗腫蕩，抗ウイルスペフチドワクチンの設計に寄与し得るものである。

4 
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材料と方法

- マウス

6"'"'8週齢の B6，BALB/c及び(BALB/cx B6) FI (以下 CB6F1
と呼称)マウスは日

本 SLCより購入した。

- 細胞株

FBL-3 (33)， MBし2(3)， RMA-S (30， 46)及び LB27.4(24)は 100
/0のウシ胎児血

清 (FCS;Equitech Bio社)及び5x 10-5Mの2-mercaptoethanolを添加した RPMl1640

培地(日水製薬)で継代した。以下この培地を完全培地(CM)と呼称する。アフリカミ

ドリザル腎臓由来細胞 CV-Iに H-20h遺伝子を導入した細胞(CV-I.Ohと呼称)(参

考論文 2)は 100/0の FCSを添加した Oulbecco'smodified Eagle's medium (OMEM; 

日水製薬)にて継代した。

- 抗体

抗 Thy1.2，抗 pan-TCRαs(H57-597) ，抗 C03( 145-2C 11) ，抗 C04(Gfく1.5)，抗

C08 (anti-Ly12.2) (31)及び N9-127抗 TCRモノクロ一ナノレ抗体(MAb)(32)は三

重大学医学部栗林景容博士より供与を受けた。抗 H-20h抗体(030-140)は明治乳

業より購入した。

. ペプチド合成

ペ プチ|くの合成は Wang レジンを用い， C ~;JI~ より延長していく 9-

11uorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)法に基づく回相合成の手法を川いた(10) c 主とし

--c ABI 430八ペプチド合成機(PerkinElmcr 社)を)i~ いて大虻介成合行っ l:.. ，) - 辿の

コ
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アラニン置換ペプチドについては おO型マルチペプチド合成機 (Advanced 

ChemTech社)を用いて合成を行ったo leucine， isoleucine， val ineを多く含むペプチ

ドの大量合成に際しては立体障害により ABI430A合成機による合成が困難であ

ったため，1残基ずつ Kaisertest (23)により残存アミド基が存在しないことを確認しな

がらカラム内で、の手動合成を行った。合成は以下のとおり行ったO まず Wangレジン

に C 端の Fmoc-アミノ酸を Wangレジンのアミノ酸受容量に対して 5等

diisopropylcarbodiimide (DIPCDI) 5等量， dirnethylaminopyridine 1等量を加えるこ

とで反応させた。残存する Wangレジン上のアミノ酸結合可能部位は過剰量の無水

酢酸及び pyridineを加えることで cappmgを行った。アミノ酸のアミド、基を保護してい

る Fmoc 基は piperidine によって塩 基性に 保 つことで解離させ ，十 分に

dimethylformamide (DMF)で洗浄後，更に Fnloc-アミノ酸 5等量，ラセミ化防止斉Ijと

して hydroxybenzotriazole5等量，DIPCDI 5等量を加えて反応させた。合成ペプチ

ド、に対する N 末ビオチン標識も Fmoc-アミノ酸の代わりに(+)-ビオチンを用いたこ

と以外はこれと同様に行った。すべての反応は DMF中で、行った。合成したペプチド、

ーレジンに 25μ11101 当たりそれぞれ 150μ! の thioanisole，m-cresol， 7}<.，及び

ethaned ith iolを解離した保護基のスカベンジャーとして加えた上で、 2.41111のトリプル

オロ酢酸を加えて保護基のペプチド、カユらの解離及びレジンカョらのペプチド・の解離を

行ったO ジエチノレエーテノレによってトリフノレオロ酢酸よりペプチドを析出させ，更にエ

ーテノレによる十分な洗浄の後，IN酢酸に溶解した。ペプチド‘が溶解しない場合は

dimethylsulfoxide (DMSO)に溶解した。これを C18逆相カラムを用いて高速液体ク

ロマトグラフ (Waters社)で 0，10/0のトリプルオロ酢酸を含む水-アセ卜ニトリノレの波度

勾配の系により精製を行った。 精製後のペプチドは凍結乾燥により回収した。合成し

たペプチドの分子量は APIIII[l!]重極 massspcctrol1lctry (Pcrk i n EI mcr社)により測

定し，訂正f忍を?子った。

6 



- 腫蕩接種マウスの牌細胞の調製

B6マウスの皮下lこ 1x 10()個の FBL-3腫:蕩細胞を接種し，2 r-__， 3週間経過して腫

蕩塊が退縮した後，更に腹腔内に 1x 107個の FBL-3を接種し， その 2週間後に牌

臓を摘出した。牌細胞 5x 10ι個に対して 40Gyの y線照射を行った 5x 10-1個の

FBL-3を混合して CM中に懸濁して腫蕩リンパ球混合培養(MLTC)を 50
/0 COヲ存

在下で 37
0

Cで24穴プレートにて 5日間行い，細胞傷害活性の測定に用いた。

. ペプチドによる Thクローンの樹立

fヘ CB6F，マウスに PBSに溶解したペプチドと完全フロイントアジュパント(CFA，Difco 

Laboratories社)を等量混合して乳濁液とし，両後脚のおotpad及び尾部の付け根

に合計 200μl皮下注射を行ったO 乳濁液に含まれるペプチドの量は 10μgとした。最

初の免疫後 2週間の間隔を置いて再度同様に免疫を行い， 2回目 の免疫後 7ない

し10日目に免疫部位所属リンパ節で、ある膝下鼠径部及び傍大動脈リンパ節を採

取した。このリンパ節より採取した細胞をナイロンウールカラムを通過させて， 8細胞

を除去した。B細胞を除去したリンパ節細胞 4x 10o個に対して 40Gyの y線照射を

行った 2x 1 u()個の免疫感作をしていない同系マウスの牌細胞を feedercellとして加

え，更に 0.2μMの免疫感作に用いたペプチドを加え， 50/0 CO守存在下で 37
0

Cで 24

穴プレートにて CM中で、培養を行ったo 1週間後に 5x 105個の 40GyY 線照射同系

牌細胞と 0.2μMの感作ペプチド，及び 2.5nglml(14U/ml)の humanrccombinant 

interleukin-2 (hrIL-2:武田薬品工業)を加えた CM を用いて限界希釈を行い， 50/0 

CO川 37
0
Cで 96穴プレートにて Jr-__，2週間培養し増殖してきた wellの細胞のl人J， 

検鏡して単クローンであることが硲認できたものの表現形を FACScanllowcytOll1ctcr 

(Becton DickinSOIi社)にて検定し，Thy J.2'TCRαs 'CD3'CD4'CD8ーであることを確認

し，Thクローンとした。

7 



• T細胞クローンの維持

各 T細胞クローンは， 1 x 105個を 5x 10(，個の 40Gyy線照射同系牌細胞と混合し

て， hrIL-2を 2.5nglml(14U/ml)加え，腫蕩免疫によって樹立した CTLクローンにつ

いては y線を 40Gy照射した FBL-3を3x 105個，Thクローンについては 5x IO.j 

個，ペプチド、免疫によって樹立した Thクローンについては感作に用いたペプチドを

終濃度が 0.2μMになるように加え， 50/0 COヲ存在下で 37
0

Cにて CM中で培養を行

ったO 継イには 7日目これとに行ったO

- 細胞傷害性試験

MLTC細胞あるし¥は CTLクローンの細胞傷害能の検定は， 3lCr放出試験によった

(45)。傷害標的細胞 1x 10ハ個当たり 3.7MBqの Na2
5ICrO.j(DuPontINEN社)を用

い， 200/0 FCS存在下で 60分間時折振塗しながら標識した。100/0の FCSを含む

RPMI 1 640培地で 3回洗浄して余分の幻Crを除去した後 51Cr標識細胞を 96穴 V

底プレートに well当たり 5x 10月個ずつ播き，更に容量が 100)11になるようにして検

定ペプチドを検定濃度の 2倍加え， 3 7
0

C， 5<?'O COヲの条件下で 30分間保持してペ

プチドを提示させた。このときの培地は CMに250μMの OTTを加えたものを用いた。

その後， CM 中に懸濁した MLTC細胞あるし、は CTLクローンを加えて全量を 200μl

にして， 37
0

C， 50/oCOヲの条件下で 6時間培養した。培養後の上清 100μlを採取し，

その y線放射能を 1470WIZARDガンマカウンター (WallacOy社)を用いて測定

した(①)0 5 x 101
個の標識細胞の放射能値を②，MLTC細胞あるし¥は CTLクロー

ンを加えずに放出された 51Crの放射能値を①と同様に上清を採取して測定したもの

を③とすると，特:具的なたIHJJ包傷害能は

①-③ 
ラ¥× 100(%) 
"=v③ 
2 

の式で}{される各実験は 3 サンブ。ノレの平均値をll~ り 131準偏差と共にポす。
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競合阻害実験を行う際には標的抗原ペプチドで標的細胞に提示させる前に，

25μMの競合ペプチドを加えて上記と同様に 30分間培養した後，標的抗原ペプチ

ドを加えて，以下上記と同様に実験を行ったO

- 細胞増殖試験

1 x 105個の免疫マウスリンパ節細胞(以下 LN細胞と略)あるし¥はThクローンを5x 

105個の 40GyY線照射同系牌細胞と共に CM 中に懸濁し，増殖刺激活性を検定す

るペプチドを加えて容量を 200μ!とし， 96六平底プレート中で 37
0
C，50/oC02の条件

下で LN細胞は 4日間， Thクローンは 48時間培養した。培養終了前の 8時間，各

welllこ 18.5kBqの methyl-["H]-thymidine(比1舌↑生74GBq/mmol;Amersham/Seale 

社)を加えて標識し UnifilterGF/Cプレート(Packard社)上に細胞を回収した。プレ

ートの放射能は TopCountscinti lIation spectrometer (Packard社)により測定し，細胞

増殖能を検定した。

• MHCクラス I分子へのペプチド結合試験

MHCクラス i拘束性ペプチドのクラス i分子への結合性の検定は，RMA-S細胞を

用いる方法(6，13)を若干修正して用いた。RMA-S細胞は TAP2遺伝子に変異が

あるために細胞質内のペプチドを MHCクラス I分子に導入できないため，外来性の

クラス I結合性ペプチド、が存在しないと37
0Cで安定にクラス l分子を発現できない(30，

46)o3x105個の RMA-Sを2.5mMの OTTの存在下で検定ペプチドと共に 0.10/0 の

ウシ血清アルフJミン(BSA，Fraction V; Sigma社)を含む 200plの RPMII640情地中

で 96穴 V底プレートを旧し¥て 260Cで 18I時間培養し，その後 37
0Cで 211刊行j庁長し

てペプチド、の結合していなし¥クラス i分子を分解させた。10/0の FCS及び 0.10/0のアジ

化ナトリウムを含む PBSで 2回洗浄後，抗 トト20h抗体を加え 4
0

Cで 15分rm保持し

たr その後!日l様(こ 2回洗浄した。更に lluorcsceinisothiocyanatc (FITC) 1:g'{識ヤギ抗

9 



マウス IgGF(ab')フラグメント (Cedarlane社)を加え 4
0Cで 15分間染色し，同様に 2

回洗浄した後， FACScan tlowcytometerで染色細胞の蛍光強度を測定した。

r 

• MHCクラス日分子へのペプチド結合試験

ペプチド、の MHCクラス 11への結合試験は競合阻害を調べる Bartnesら(1 )及び

Buschら(4)の方法を若干修正したものによって行った。 1x 105個の MHCクラス 11

発現細胞 LB27.4を， 50μMのペプチド ialanine置換アナログ等の競合阻害活性を

検定するペプチド及び 0.10/0の BSAを含む RPMI1640培地中で 37
0

C，50
/0 COヲの

条件下で 3時間培養し，終濃度 5μMとなるようにビオチン標識ペプチド、iを加え，

更に 3時間培養を行ったo0.10/0の BSA及びアジ化ナトリウムを含む PBSで 3回洗

浄後， phycoerythrin標識avidin(Becton Dickinson社)をwell当たり7.5ng加えて4
0

C

で 30分間保持して染色し，更に同様に 2巨!洗浄後，FACScan tlowcytometerで染

色細胞の平均蛍光強度を測定した。ペプチド、iをビオチン標識したもののみを加え，

競合ペプチド、を加えなかったとき(①)，ペプチド‘ iの非標識のものを検定ペプチドと

して加えたとき(②)，alanine置換ペプチドなどクラス 日分子への結合強度を検定す

るペプチド、を競合ペプチドどして加えたとき(③)のそれぞれの平均蛍光強度を用い

ると，検定ペプチド、の結合強度は非標識ペプチド、 lによる競合阻害能との比として

(①-③)/(①-②) 

の式で表される。各実験は 3サンフルの平均値をとり，標準偏差と共に示す。
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結果

• 2つの CTL標的抗原ペプチドの MLTC細胞に対する細胞傷害能誘導

図 lに 2つの標的抗原ベフ。チド、の F-MuLVゲノム内における位置とその配列を示

す。p71-79(SIVLCCLCL)及び p75-83(CCLCLTVFL)の FBL-3接種マウス牌細胞に

よる MLTC細胞に対する細胞傷害能の誘導活性を検定した。図 2にはマウス 4匹

の牌細胞に由来する MLTC細胞の細胞傷害能を示す。いずれのマウス由来の MLTC

も，どちらのペプチドを提示させた標的細胞に対しても細胞傷害活性を示したが， p71-

79を提示させた標的細胞に比較して p75司 83を提示させた標的細胞に対する活性は

およそ lぴ倍程度高かった。
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区I1 ドsL-3特異的 CTLの標的抗原ペプチドの i二MuLVゲノム中の位白とその配

3i1jo 

標的抗原べフ。チドの位置決定を行うために使丹!した F-MuLVの gag泣伝子

の各部位を組み込んだ組換えワクシニアウイノレスの FBL-3特異(I<jCTL (こ対ー

する感作活性を併せ示す(参考論文 2)。

12 

++ 

++ 

++ 

+ 

+ 

++ 

++ 

++ 



50 

40 

ω30 
ぴ】
〉、

。
坤-

~ 20 
Q_ 
(J) 

r、
::::::::: 、J

10 

。

-10 

0.0001 0.01 100 10000 

peptide (nM) 

図 2 FBL-3を接種した B6マウス牌細胞に由来する MLTC細胞の細胞傷害能。

黒印は p71-79，白抜きの印は p75-83を提示させた CV-I.O
h標的制!I胞の

MLTC細胞による傷害活性を示す。同形の印は同じマウス由来の MLTC細

胞を示す。[:T比は 30:1とした。
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• 2つの CTL標的抗原ペプチドの CTLクローンに対する細胞傷害能誘導

次に， p71-79及び p75-83の F8L-3腫蕩特異的 CTLクローンに対する細胞傷害能

の誘導活性を検定した。図 3は 5種類の CTLクローンに対する両ペプチドの活性

を示している。8615-1，85-10及び 8413-4はN9-127抗イディオタイフ。抗体に反応し，

T 細胞抗原受容体(TCR)として VU.IJα112_/V(¥IOO(¥2IJ(¥2.7を共通に持つ(18，32)082-13 

は V(I)(IB::_I/VI15::01¥1 IJI~I ..Jであり (18) ， S814-24は VU.IIJU.::njV1¥1..J01¥2IJI12 1である(参考

論文 2)。これら各クローンは，図 3に示すように両ペプチドのどちらを提示させた標

的細胞に対しても細胞傷害活性を示した。各クローンは使用する TCRがそれぞれの

グループで異なるが， ¥; '¥ずれも MLTC細胞における傾向と同様に， p71-79に比較し

て p75-83を提示させた標的細胞に対する傷害活性がおよそ 10月倍程度高い傾向が

見られた。このことは，両ペプチドの MLTC細胞に対する活性の高低が，それぞれの

ペプチド、に反応し得る CTLの populationの大きさに依存するのではなく，両ペプチド、

はいずれも F8L-3特異的 CTLに対する活性を持つが，その活性に lぴ程度の開き

があるということを示唆している。

F8L-3特異的 CTしはすべて H-20
h拘束性であることは既に判明している(32)が，

p71-79及び p75-83が同じ MHCクラス 1H-2D
h分子に拘束されているかどうかを確認

するため，トト20h結合性のインフルエンザ nucleoprotein366-374(ASNENMETM ; 

FluNP.1山 7)(12)とH-2K'、結合性の p2CIぐペプチド(SIYRYYGL)(53)による丙標的

抗原ペプチド、に対する競合阻害活性を調べたところ，図 4に示すように，どちらの標

的抗原ペプチドに対してもドIu N p'('('-.i7・1のみが競合阻害活性を示した。このことから，ど

ちらのペプチドも トト20'、分子上に提示されて CTL~こ認識されていることが侃認され

‘ルー
/'-0 
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図 3 F8L-3特異的 CTLクローンに対する両標的抗原ペプチドの活性。

黒印は p71-79， 白抜きの印は p75-83を提示させた CV-I.Oh¥こ対する傷害

活性を示す。同形の印は同じCTLクローンを示す。8615-1(0)， B5-IO(口)， 

8413-4 ( x )は N9-127抗イディオタノイフ。抗体に反応し， T 細胞抗原受容体

(TCR)として VnIJ(LII日 /V
1
¥IOOjl21仏7 を共通に持つ。82-13(ム)は V(L.，J(川ー

1 jV1¥5 2DIII 1 ・'111.1で， SBI凶4-2μ4(くο))は V丸u川lけ1.1‘jん'112ι山正ι2

としたO
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図 4 MHCクラス l結合性ペプチド‘による:'FBL-3特異的標的抗原ペプチド、に対

する競合阻害活性。

25pMの FluN P 1 (.(，ぃ 17~ (8)あるいは p2CKh(C)を CV-I0h細胞に力11え，その後

p71-79 10μM(黒棒)あるいは p75-83 1 OnM (白棒)を加え，更に FBL-3特異

的 CTLクローンとして 8615-1を E:T比が 20:1となるように加えて細川包傷害

活性を測定した。(八)は競合阻害ペプチド‘を加えなカョった対照併で、あるO
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• 2つの CTL標的抗原ペプチドの活性残基同定

H之Oh分子に結合するAフ。チドのモチーフはこれまで、によく調べられているが，その

ほとんどが親水性のべフ。チドについてであり， p71-79あるいは p75・83のような極めて

疎水性が強いペプチドについてはよくわかっていなし¥。そこで，これらペプチド、の各残

基を1つずつ alanine置換したものについてその CTLに対する活性を検定した(図

5)。用いたぺフチド、を表 !にまとめて示す。p7ト79については p71-79-172A，L74A， 

C75A，及び C76Aが活性をほぼ完全に失ったo p75-83については p75-83-L77 A， 

C78A，及び T80Aが活性を持たなかった。両ペプチドの cysteine残基をすべて

alanineあるいは残基の大きさとして類似の senneにすべて置換したペプチドの活性も

測定した(図 5)0p71-79については cysteine3残基の alanine置換， senne置換ペプ

チド、の両者ともに活性を持たなかったが，p75-83については senneに置換したペプチ

ドに対してもとのペプチドと変わらない活性が見られた。p7ト79については MHCクラ

ス I分子への結合力が非常に弱いので， p75-83についてのみ各残基の alanine置換

ペプチド、の H-20h分子への結合活性を RMA-Sを用いて測定した。図 6に結果を

示す。明確に H-20bへの結合性を失ったのは p75-83-T80Aのみで、あったo よって

p75-83においては 6番目の残基である T80が MHCへの結合に重要な残基であると

考えられる。

17 



表 1 FBL-3特異的 CTしの標的抗原ペプチドの活性残基同定に用いた一連の残

基置換ペプチド。

もとのペプチドど同じ残基はハイフンで示すO

Name Sequence Name Sequence 

p71-79 SIVLCCLCL p75-83 CCLCLTVFL 

p7ト79-L79A 一一一一一一一-A p75-83-L83A 一一一一一一一-A

p7ト79-C78A 一一一一一一-A- p75-83-F82A 一一一一一一-A-

p7ト79-L77 A 一一一一一-A一一 p75-83-V81 A 一一一一一-A一一

p71-79-C76A 一一一一-A一一一 p75-83-T80A 一一一一-A一一一

p7ト79-C75A 一一一-A一 一一一 p75-83-L 79A 一一一-A一一一一

p71-79-L 74A 一一-A一一一一一 p75-83-C78A 一一-A一一一一 一

p71-79-V73A 一-A一一一一一一 p75-83-L 77 A 一-A一一一一 一一

p7ト79-172A -A一一一一一一一 p75-83-C76A -A一一一 一一 一 一

p71-79-S71 A A一一一一一一一一 p75-83-C75A A一一一一一一一一

p7ト79-3A 一 一 一-AA-A- p75-83-3A AA-A一 一 一一一

p71-79-3S 一一一-ss-s- p75-83-3S ss-s一一一一 一

18 
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p 71-79の各残基 alanine置換ペプチド¥及び cysteinc残基を alanincあるい

は SCflneに置換したペプチドの CTLの細胞傷害活性誘導能。

用いた CTLクローンは 8615-1(18，32)， E:T比は 20:Iで、あるο ペプチドの

濃度は 10・SM (r…)， I 0-7 M C -j)， 1 0-(， M (蕊)10-5 M ( )である 3
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p75-83の各残基 alanine置換ペプチド¥及び cysteine残基を alanineあるい

は senneに置換したペプチドの CTLの細胞傷害活性誘導能。

CTLクローン， IとT比は図 5aと同様である。ぺフ。チド、の濃度は 10-11 M 

(園)， 10-() M (認)， 10-x M (協)である。

(議)， 
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p75-83の各残基 alanine置換ペプチド，及び cysteinc残基を alanincあるい

は seflncに置換したペプチドの トト20
h分子への結合能の測定。

ペプチド、が結合することによって安定化された H-20h分子の発現金は横刺!の

蛍光強度によって示される。それぞれのグラフの点線は何もペプチド、を力11え

ないときの iト20h分子の発現量を示す。
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• FBL-3特異的 Thクローンの標的抗原ペプチドの詳細な位置決定

FBL-3特異的 Thクローンは現在までに 4株樹立されている。3株は B6由来で，そ

の内 2株は同じトAh拘束性のペプチド F-MuLYEnvl22・
141(ペプチド、 ~12()) を認識する

(21)。もう l株の標的抗原は未確認である。

更に CB6F1由来の Thクローン(F5-5)が得られている。F5-5の標的抗原ペプチドは

F-MuLY Envι47リ(HPPSYYYSQFIくSYRHKR::ペプチド、 i)と同定された(21)。ペプチ

ド iの拘束分子は I-EげJshである。I-Eα分子はハフ。ロタイフ。間の多様性がほとんど存

在せず(19) ，以下では I-EαJsh分子をトEhと呼称する。図 7に両標的抗原べプチト、

の F-MuLVゲノム上における位置とその配列を示す。

ペプチド、 iは 18残二基まで、その範囲を限定されているが MHCクラス 日分子に提示

されて TCRに認識されるべフチド、は最短で 13残基前後とされている(1 1 )。そこで，

まず，ペプチド、 iを短縮した際に F5-5に対する活性を失わない最ノトの長さの決定を

行ったO 図 8に各ぺフチド、を用いたときにおける増殖試験の結果のグラフを，表 2

に各ペプチドのペプチド、 iに対する相対活性を示す。N末から)1頃に残基を短縮した場

合， 6残基短縮して 12残基の En v -l (， ~--l 79 とした場合有意に活性を失い， 7残基短縮し

て 11残基とした Env-l川7りではほぼ完全に活性を消失した。C末カョら残基を短縮した

場合は， 1 残基短縮すると (Env4日-47~) F5-5 ，こ対する活性をほぼ完全に失ったO 残基の

長さを 18残基に固定してにMuLVEnvの S469から下流に l残基ずつずらしたペプ

チドについて活性をみたところ， Env-171斗 xxは十分な活性を保持したが， EnV4山 Hリはほ

ぼ完全に活性を消失した。以上の結果から， ペプチド、 iが F5-5に対して活性を持つ

ためにコアとしてL必要な部分は Env471--17リの 9残基で、あるが，実際に MHCクラス 日分

寸Jこに槌示されて TCRに認識されるためには ]3残基程度の長さが必要であること

が明らかとなった。
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図 7 FsL-3特異的 Thの標的抗原ペプチド、の F-MuLVゲノム中の位置とその配

ヲIJo

134的抗原ペプチド、の位置決定を行うために使用した組換えワクシニアウイノレ

スの F-MuLVων 遺伝子を組み込んだ各部位も併せ示す(21)。
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活性の強さは 1-'5づへの methyl-[.IH]-tllym id incの取り込みで示す。
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表 2 FBL-3腫蕩特異的 Thの標的抗原ペプチド iのコア配列検索に用いたべフ。

チドと，そのぺフチド iと比較した F5-5に対する相対的増殖活性。

F-MuLV Envタンパクのもとの配列と同じ残基はハイフンで、示すO

相対的増殖活性は各ペプチドの Thクローンに対する飽和した場合の半分の

増殖能を与えるべフ。チド、量(EDs()を①，ペプチドiの EDsoを②としたとき

②/①で表す。

ドMuLV Env sequence (462-489) 

HPPSYVYSQFEKSYRHKREPVSLTLALL Fδ 
F
3
 e

 
n
 

ρ
L
W
ρ

し

v

v
v
 

&
E
E
-

-

司、J

同

町
e
O
 

R

叩ρし
WR

 
( ハU

-
E
E
E
 

Env462-478 

Env463-479 

Env464-479 

Env465-479 

Env466-479 

Env467-479 

Env468-479 

Env 469-479 

く0.001

0.24 

0.32 

0.34 

0.13 

0.22 

0.041 

く0.001

Env469-486 

Env470-487 

Env47ト488

Env472-489 

1.7 

1.2 

1.8 

く0.001
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. ペプチド iの活性残基の同定

次に，ペプチド iの各残基の T細胞認識における寄与の実体を調べるため，各残

基を alanineに置換した一連のペプチド(表 3)を用意しこれの Thクローンに対する

増殖活性を測定した。図 9に F5-5の各ペプチドに対する増殖活性のグラフを示し，

表 4に各ぺフチドのペプチド、 i，こ対する相対活性を示す。F5-5は F471A，Y475A， 

R476A， H4 77 A及び K478Aに対しての活性を持たず K473Aは若干の活性は残存

するもののペプチド、 iと同等の活性を得るためには 100倍程度の濃度を必要とした。

ペプチド‘ iにおいて R479は除去すると F5-5に対する活性を失うが alanineに置換し

た場合(R479A)には活性を失わない。このことより R479自体は MHCクラス 11分子

への結合ないし TCRの認識には寄与しないが MHC-ペプチド複合体の構造を

お-5の TCRが認識できるように形成することに寄与していることが想定される。これら

活性を失ったペフ。チド、のペプチド、 i免疫マウス由来の LN細胞に対する活性を測定

したところ(図 10)，F471A， Y475A，及び R476Aは活性を持たなかったが，H477A 

及び K478Aはペプチド iとほぼ同等の活性を有した。よってこれら F471，Y475，及

び R476の 3残基は MHCへの結合に重要な残基かあるいはぺフチド、 iを認識する

TCRが必然的に接触する残基であると考えられる。

このようにペプチド i特異的 Thに対する lの活性残基を同定したが，これらの残基

が MHCへの結合に関わる残基で、あるのかあるいは TCRによる認識にのみ関わる

残基であるのかを決定するためにペプチド結合試験を行ったO その結果を図 け に

示す。ペプチド iの各残基の alaninc置換体の内 トEb分子に対して十分に結合活性

を失ったのは F'471八でその他 R476八も有意な結合活性の減少を示しjこコこれらの

ことから，F5四 5によるペプチド、 iの認識に関わる 5つの残基 F471，Y475， R476，ト1477

及び K478の内， MHCへの結合に関わると考えられる残誌は F471及び R476で， そ

の他の 3 つの校2μ立主としーて TC R への ii古今に関わる残t~と考えられる。
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ペプチド、i免疫によって多数の Thクローンを得たがその内 3つのクローン FP7-11，

FPIO-I0，及び FPIO-13についても alanine置換ペプチドに対する活性を測定した。

図 12にそれぞれのクローンの alanine置換ペプチドに対する増殖活性のグラフを示

し，表 4に各ペプチドのペプチド iに対する相対活性を示す。3つのクローンは F5-5

とも， また相互に活性残基の位置に相違がみられた。FP10-10においては， F471A， 

E472A， S474A， Y475A及び R476Aに対しでほぼ完全な活性の消失が見られ，

Y468A， Q470A及び K473Aに対して有意な活性の低下が見られた。FPI0-13にお

いては， E472A， Y475A及び R476Aに対してほぼ完全な活性の消失が見られ，

Y466A， V467A， Y468A及び F471Aに対して有意な活性の低下が見られた。FP7-11

においては Y468A， Q470A， E472A， K473A及び Y475Aに対して活性のほぼ完全

な消失が見られ V467Aと R476Aに対して有意な活性の低下が見られた。これらの

ように， Y475A及び R476Aはどの Thクローンに対しても活性を大きく低下させること

が示された。その他の残基でも alanine置換したときに複数の Thクローンで活性が低

下する場合もみられたが， alanine置換したときに調べたすべての Thクローンで活性

が有意に低下する残基は存在しなかった。これらのように，同ーの標的抗原ペプチド

を認識する Thによるペプチド-MHC複合体の認識の様式は多様であることが明ら

かとなった。
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表 3 ペプチド iの活性残基検索に用いた alanine置換ペプチド。

F-MuLV Envタンパクのもとの配列と同じ残基はハイフンで、示す。

Name 

P463A 

P464A 

S465A 

Y466A 

V467A 

Y468A 

S469A 

Q470A 

F471A 

E472A 

K473A 

S474A 

Y475A 

R476A 

H477A 

K478A 

R479A 

Sequence 

HPPSYVYSQFEKSYRHKR 

-A一一一一一一一一一一一一一一一一

一-A一一一一一一一一一一一一一一一

一一-A一一一一一一一一一一一一一一

一一一-A一一一一一一一一一一一一一

一一一一-A一一一一一一一一一一一一

一一一一一-A--一一一一一一一一一一

一一一一一一-1-'¥一一一一一一一一一一

一一一一一一一--A一一一一一一一一一

一一一一一一一一-A一一一一一一一一

一一一一一一一一一-A一一一一一一一

一一一一一一一一一一-A一一一一一一

一一一一一一一一一一一-A一一一一一

一一一一一一一一一一一一-A一一一一

一一一一一一一一一一一一一-A一一一

一一一一一一一一一一一-A一一

一一一一一一一一一一一一一一一-A一

一一一一一一一一一一一一一一一一-A
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表 4 ペプチド iの各残基 alanine置換アナログベフ。チド、の， FBL-3腫蕩特異的 Th

クローン F5-5及びペプチド i免疫により樹立した Thクローンに対する，ペプ

チド iと比較した相対的増殖活性。

活性の表示方法は表 2と同様である。

Peptide F5-5 FP7 -11 FPl 0-1 0 FPI0-13 

1.0 l.0 1.0 1.0 

P463A 0.29 0.34 0.31 0.19 

P464A 0.062 0.51 0.22 0.20 

S465A 0.12 0.46 0.81 0.70 

Y466A 0.14 0.68 0.45 0.043 

V467A 0.12 0.004 0.31 0.013 

Y468A 0.26 く0.001 0.0089 0.022 

S469A 0.89 0.33 2.8 0.99 

Q470A 1.6 <0.001 0.030 0.63 

F471A く0.001 2.3 く0.0001 0.0069 

E472A 0.19 <0.001 <0.0001 く0.0001

K473A 0.007 く0.001 0.093 0.40 

S474A 0.29 1.9 <0.0001 0.37 

Y475A <0.001 く0.001 く0.0001 <0.0001 

R476A <0.001 0.017 0.0004 0.0008 

H477A <0.001 0.45 0.64 0.55 

K478A <0.001 0.21 0.50 0.25 

R479A 0.17 2.1 1.5 2.3 
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ペプチド i免疫マウスの免疫部位所属リンパ節細胞のぺフ。チド‘ i及びそのア

ナログペプチドに対する反応。

各測定点は 2点ずっとりその標準偏差を誤差範囲として示す。他に 5匹の

マウスについて同様の実験を行ったがすべてのマウスにおいてここに示した

結果と同様に， F471A， Y475A及び R476A には反応せず， ト1477八 及び

K478八には反応した。
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ビオチン標識ペプチド iに対する各ペプチドの

の測定。

各競合阻害ペプチドは 3点ずつ測定し(ペプチド、iについては 6点))それ

ぞれの平均値を131準備差と共に示す。このグラフにおいて)1より数値が大き

し¥場合はペプチド、iより MHC分子への結合能が強く)1より小さい場合はが;

合能が小さし¥ことを示す。

トEh分子への結合競合能力
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図 12bペプチド iの各残基 alanine置換ペプチド、の，ペプチド、i免疫によって樹立し

た Thクローン FP1 0-1 0に対する増殖活性の測定。
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図 12cペプチド iの各残基 alanine置換ペプチドの，ペプチド‘ i免疫によって樹立し

たThクローン FPIO-13に対ーする増殖活性の測定。
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- フレンドマウス白血病ウイノレスと近縁のモロニーウイルス，

及びマウス内在性ウイルス由来ペプチド、とペプチド iの交差反応性の検討

F-トv1uLVと近縁の M-MuLVあるし¥は R-MuLVの内 R-MuLVはペプチド iと全く同

じ配列を持つ(55)0 M-MuLVについては，ペプチド iとは 5残基が異なるものの相同

な配列がある(M-MuLVEnv.J52_ω，図 13，以下ペプチド 1
111
と呼称)0 M-MuLVで誘発

された腫蕩に胸腺細胞腫である MBL-2(3)があるがこれは FBL-3とは異なり町田5

に対する増殖刺激の活性を有しない(21)。ペプチド 1mはトEh分子への結合活性を持

ち(図 11 ) ，また，ペプチド 1
111
で CB6F，マウスを免疫感作することで、 1mに特異的に反

応する T細胞を誘導できるがこれらの T細胞はペプチドI'こ対しては反応しない(図

14)。一方，ペプチド iで、免疫感作したマウスの LN細胞は Im'こ対して全く反応しない。

これらのことから，ペプチド 1m自体は抗原性を失っているわけではないが，変異によ，っ

てペプチド iとの交差反応性を失っていると考えられる。また，ペプチド、 iに対応する

内在性ウイノレス由来の配列としてトEh分子に結合するものが C57BL/I0(H-2b
)及び

BALB/cマウス由来 B細胞を融合して得られたハイブ、リドーマ LB27.4(24)の MHCク

ラス 11分子から抽出されたペプチドの中に知られている(44)。これは内在性ウイノレス

の lつ AKV中に存在する配列である。AKVのぺプチド、 lに相当する部分の配列

(AIくV Env.J5i_.J7(): HSPSYVYHQFERRAKYKR，図 13，以下ペプチド 1..:と呼称)につ

いてペプチド、 iとの交差反応性について検討したところ，ペプチド、iも f5-5あるいは

ペプチド、iで誘導した T細胞に対しての交差反応性を持たず(図 15)，またペプチド、

1
111
で誘導した T細胞に対する交差反応性も有しなかった(図 14)。また， ペプチド、 1..:

で Cs6F，てノウスを免疫感作しでもペプチド lじ， 1及び 1mに特異的な T細胞を誘導する

ことは出来なカョった (データ示さず)。そこで， r二MuLV.M-MuLV 及びそれらに対応

する|大j存性ウイルス山来 l~1 己抗原の相互の抗原特異性を決定している政基を決定す

ることを試みた。
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ペプチド、 1
111
は，図 13に示すとおり， S453， G459， L460， R463及び N465がペプチ

ドiと異なっているが，先の実験(図 9，表 4)が示すように，それらのペプチド、 iの相

当する残基を alanine置換した一連のペプチド (P463A，S469A， Q470A， K473A及

び Y475A)の内 F5づ に対して有意に活性を失ったのは K473A及び Y475Aで、あっ

た。しかも， K473は対応するペプチド、 1
111
の残基が R(463)で共に塩基性アミノ酸であ

るのでこの部位はペプチド、 iと1
111
の特異性決定に関わっている可能性が少ないと考え

られた。そこで，残るペプチド 1
111
の N465残基をペプチド iの相当する残基である Y

に置換したもの (i
I1l
465Y)を合成し，その F5-5に対する増殖活性をみたところ，ペプチ

ド、 iとほぼ同等の活性を示した(図 15，表 5)。

ペプチド、 しについては S454.H460. R464. R465. A466. K467及び Y468がペプ

チド、 iと異なっている。ここで先の実験(図 9，表 4)によれば，これらに相当する位置

のペプチド、 iの残基(それぞれ P463，S469， K473， S474， Y475， R476及び H477)で

alanine置換して活性が低下するのは K473，Y475， R476及び H477(ペプチド、しでは

それぞれ R464，A466， K467及び Y468に相当)で、あったO 更にこれらの内でペプチ

ド、 iとペプチド、 1..でアミノ酸として類似のものでない残基はべフチド、 iにおいて A466

及び Y468である。また，べフチド、 iじの H460に相当する位置のぺフチド、iの残基を

alanineに置換した S469Aは F5-5に対する活性は失わないものの，ペプチド、 iじにお

ける Hの残基はカ瓦なり大きいため立体的にTCRによる認識を阻害する可能性がある。

そこでペプチド、 iにおける H460.A466及び Y468の 3残基をペプチド、iの相当する

アミノ酸残基に換えたもの(図 13)を合成してその F5-5，こ対する反応性をみたところ 3

3残基とも置換した i.SYHのみが活性を有した(図 15，表 5)。

これらのペプチド、 iに類似したぺブηチド、及びその置換アナログペプチド‘の， ペプチド

i免疫マウスIIJ来の LN細胞に対する反応性をみたところ，i
l11
465Yに対しては有午反

応する T細胞の populationが存在することがみられたがご、くわずヵ、であった。また，

ペプチド i及びその置換アナログペプチドに対しての反応性はみらjしなかった (閃

16) "このことから 3 ペプチドit4:F111竹 下細胞の population全体のrlJでlよ，ベプナド、 lじ
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から 3残基の置換を行ってべフ。チド iと構造が極めて類似していると考えられる it;SYH

に対しても反応するものが少ないことが示唆された。
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Peptide S;equence 

462 479 

HPPSYVYSQFEKSYRHKR 

452 469 

m
 

HSPSYVYGLFERSNRHKR 

im465Y 日SPSYVYGLFERSYRHKR

453 470 

le HSPSYVYHQFERRAKYKR 

ie466Y HS P S ':{VYHQ FERRYKYKR 

ieSY HS P S ':{VY SQ FERRYKYKR 

ieYH HSPSYVYHQFERRYKHKR 

ieSH HSPS':{VYSQFERRAKHKR 

ieSYH HSPS':{VYSQFER1三YKHKR

図 13 ペプチド、 !と相同な M-MuLV由来のペプチド 11l¥'内在性ウイルス山来のぺプ

チド iじ，}えびそれぞれのアナログペプチド。

二重線付-きのアミノ酸はペプチド iと異なる残基を示す円傍点を付けたアミノ

椴はペプチド、 !と同じ残基に置換したことを示す。
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図 14 ペプチド 1
1
1¥に対する CB6F，マウスの免疫応答。

ペプチド、 1mで、マウスを免疫し， 10日後に免疫部位所属リンパ節細胞を回収し

てそのペプチド 1
1
1¥'1及び iじに対する反応性を測定した。左側に付した棒グラ

フはペプチド、を加えないときのリンパ節細胞の methyl-[ヌH]-thymidineの取り

込みを示す。データは各 3点ずつ測定しその平均を標準偏差と共に示す。

尚， ペプチド It:は CB6F，マウスに対する免疫感作の能力を有しなかった(デ

ータカミさず)c.
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図 15 ペプチド !と相同な M-MuLV由来のペプチド 1m，内在性ウイノレス由来のぺプ

チド 1，.，及びそれぞれのアナログペプチド、の FsL-3JJ重傷特異(I~J TI1クローン

F5-5 (こ対する増殖活性。
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表 5 ペプチド iと相同な M-MuLV由来のペプチド 111¥'内在性ウイルス由来のぺプ

チド、 し 及びそれぞれのアナログペプチドの FBL-3特異的 Thクローン F5-5

に対する， ペフチド lと比較した相対的増殖活性。

活性の示し方は表 2と同様である。

Relative 
Peptide Responsiveness 

トO

~1 く0.001

im465Y 0.89 

le く0.001

ic466Y く0.001

ieSY く0.001

ieYH く0.001

ieSH く0.001

ieSYH 1.2 
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図 16 ペプチド、iと相同な M-MuLV由来のペプチド、 1m'内在性ウイルス由来のべフ。

チド 1，.，及びそれぞれのアナログペプチドのペプチド i免疫マウスの免疫部

位所属リンパ節細胞に対する増殖活性。データは2点ずつ測定し 3 その平均

値を標準偏差と共に示す。
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考察

- 疎水性の強い標的抗原ペプチドの CTLによる認識

FBL-3特異的CTLはF-MuLVgag遺伝子にコードされている非構造タンパク Pr75附

のリーダー配列内にその標的抗原ペプチドが存在していることをこれまでの実験で明

らかにした。しかしながら， FBL-3の接種によっ-て出現する CTLの中に，その他の gag

遺伝子にコードされている領域及び enν遺伝子等他の部分にコードされたペフ。チド、を

標的抗原としているものは現在までに多数の FBL-3特異的 CTLを F-MuLVの各

部位を組み込んだ、ワクシニアウイルスあるいは合成ペプチドに対する反応性を検証し

た実験を行っても発見されていなし¥(参考論文 2及び未公表データ)。ところが，感染

系においては， FV感染によって B6マウスにおいて F-MuLVenν 遺伝子にコードされ

るペプチド、が CTLの標的抗原ペプチドになり得ることが Ruanらによって示されている

(42)0 FBL-3においては，感染系と異なり， Pr75gagのリーダー配列が優先的に CTL

標的抗原として用いられるということは興味深いが現在まで、にはっきりした理由はわ

かっていなし¥。非構造タンパクで、ある Pr75‘何は FV等の FMRvirus の感染成立に重

要な役割を果たしていることが知られていて FVの増殖にとって必須の配列で、ある

(8)0 p71-79及び p75-83は， F-MuLVのみに存在しているわけではなく，他の FMR

vlrusであるM-MuLV.R-MuLVにも共通して保持され発現されている配列である(8，

38)。リーダー配列内のペプチドで MHCクラス I分子に提示されるものは Iymphocytic

choriomeningitis virus (LCMV) glycoproteinのリーダーペプチド、についての例が知ら

れている(26，37)。一般的には， MHCクラス i分子に提示されるペプチドはタンパク

質が細胞質中でプロテアソームに分解されて TAP分子によって小胞体内に輸送さ

れてから MHCクラス l分子に提示されるとしづ経路をとる(56)0 Pr75g
{/gは合成後リー

ダー配列白体は小胞体内に取り残されるのでこのリーダー配列内に位置する標的

抗原ペプチド、は上記の経路を通過せずに細胞表面に提示される可能性もある(25，

29) 0 FBL-3聞協細胞においては他の H-20h結合性ペプチドよりも先にこれら標的抗
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原ペプチド、がまだペプチドと結合していなし¥H-20h分子と高い確率で会合し，細胞表

面上の有効な トト20h分子の大多数がこれら疎水性ペプチドで占められている可能性

がある。

参考論文 2において明らかlこした FBL-3特異的 CTLの標的抗原ペプチドp71-79

と， Chenら(6)~こよって報告された標的抗原ペプチド、 p75-83 のいずれが実際に FBL-

3特異的 CTLに対する主要な標的抗原として使用されているかは不明である。 invitro 

における H-2げ への結合は p75-83の方が強し¥傾向がみられたが，実際には p71-79

はかなりの低濃度から血清等他のタンパク質と¥またはペプチド牛目互で、反応してゲ、ル

状となって不溶化する傾向が強く，培養液中での実効濃度はかなり低下しているもの

と考えられ， FBL-3細胞表面の H-20h分子への両標的抗原ペプチドの結合において

は 117νi/ro程の差はない可能性がある。

本研究で取り上げたような， p71-79及び p75-・83のように 5残基重複しているとはし¥

え特に対応する位置の残基に共通性のない異なる 2つのペプチドを同一 TCRが認

識するとし¥う例は， MHCクラス 日拘束性のペプチドについては知られている (35)が，

クラス i拘束性のペプチドについてはこれまでにはない。 MHCクラス i拘束性のペプ

チド、については異なる MHCに異なるペプチド、が結合して同ーの TCRに認識される

例はアロ抗原特異的 CTLが知られており (53)これは MHC-ペプチド複合体の形

状の類似性によるものと考えられている。 p71-79あるいは p75-83と H-20h分子の被

合体もこれと同様に H-20hといずれかのペプチドどの複合体が，もう一方のペプチド

との惚合体と形状が類似しているために同一 TCRに認識されるものと考えられる。

P 71-79及び p75-83の両者は 5残基の重複を持つものの，それぞれの残基で対応

する部分が共通しているのは， C末の leucincのみで， 他には 3若手目の Y(p71-79)と

し(p75-83)，7 f存円の L(p71-79)と Y(p75-83)が類似、の技法となっている。その他の

残基は必ずしも同等の相互に交換可能なアミ/椴とは言い難いJ しカも， p75-83及び

その各政基を 31aninc置換したアナログペプチド、の i卜20h分子へのペプチド結合試験

こよれば，実際に 1-1-20'、への結合に大きく需与しているのは p75-83においては 6苦手
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自の threonine残基であり C末の leucine残基は結合への寄与は少ないことが判明

した。また CTしに対する活性の点でも C末の leucine残基は大きな影響を及ぼして

し¥なし¥ことが判明した。また， p71-79についても， C末 leucine残基の alanineへの置

換は CTLに対する活性に大きな影響を及ぼさなかったoH-20h分子に結合するペプ

チド、は，一般に(xxxxNxxxM/IIL)とし¥うモチーフ配列を持つことが知られている(39)。

しかしながら，本研究における以上の結果を考えると， p71-79及び p75-83，まともに，

上記のモチーフに当てはまらないそれぞれ独自の様式で H-20h分子に結合している

ことが考えられる。ペプチド、のモチーフ構造の解析においては，取扱いを容易にする

ために一般に溶解度が低いペプチド，又は cysteineを多く含む酸化されやすいペプ

チド‘は除外されることが多い(48，52)。しかしながら， H-20h分子の結晶構造解析か

らMHCクラス i分子のペプチドが結合する溝の部分自体の疎水性が強いことが判明

している(57)。表 6に示すとおり， p71-79(SIVLCCLCL)及びp75-83(CCLCLTVFL) 

は他のよく解析されている CTL標的抗原べフ。チドと比較しても極端に疎水性が強い。

本研究で取り上げた CTL標的抗原ぺフ。チド、のような疎水性の強いペプチドにおいて

は，ペプチド、全体の疎水性を利用して，親水性のぺフ。チド、とは異なったモチーフ構造

を用いて MHC分子に結合している可能性が考えられる。また， 1くlavinskisらの報告

による LCMVglycoproteinのシグナル配列lこ由来する H-2ぴ拘束性の CTL標的抗

原ペプチド、(26)も AVYNFATと一般的に知られる H-20hのモチーフ構造に合致しな

し噛-己列を取っており疎水性で、かつ小胞体膜に挿入されるべフ。チドの MHCクラス l

分子への提示の様式は他の親水性標的抗原ぺフ。チドとは大きく異なる可能性が示

日変される。
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表 6 これまでに解析されているマウス MHCクラス i結合性ペプチドの hydropathy

index。

算出方法は Kyteらの方法(27)によった。数値が大きいほど疎水性が強し¥と考えられ

る。(*)を付したべフ。チド、は小胞体への輸送、ンク、、ナル配列内に存在するペプチド、であ

る。文献番号を付していないペプチドは文献(39) にまとめられているものである。

H-2Dh結合性ペプチド、 H-2Kb結合性ペプチド

Sequence Index Sequence Index 

SIVLCCLCL * (参考論文 2)3.0 SIYRYYGL (53) -0.2 

CCLCLTVFL * (6) 2.8 RGYVYQGL -0.4 

AVYNFAT* (26) 0.7 SIINFEKL 0.5 

ASNENMETM -1.1 HIYEFPQL -0.3 

SGPSNTPPEI -1.0 FAPGNYPAL 0.2 

SGVENPGGYCL -0.1 SlIEFARL 1.1 

CKGVNEEYL -0.6 

QGINNLDNL -0.6 

FQPQNGQFI -0.7 

ASNENMDAM -0.8 

H-2KJ結合性ペプチド H-2Kk結合性ペプチド

Sequence Index Sequence Indcx 

TYQRTRALV -0.6 FESTGNLI 0.3 

SYFPEITト11 0.1 FEANGNLI 0.3 

KYQAVTTTL -0.1 IEGGWTGMI 0.5 

GYKDGNEYI -1.5 SEFLLEKRI -0.1 

RYLENGKEγL -1.4 YENDIEKKI -1.6 

RYLKNGKETL -1.4 SDYEGRLI -0.7 

SYIPS八iミKI -0.1 DELDYENDI -1.6 

SYVPS八EQI -0.1 
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• MHCクラス口分子結合ペプチドの結合モチーフの多様性

Rudenskyらは，ペプチドiピ及びその他の MHCクラス IIトEh分子より抽出したペプ

チド、の配列の共通性より，xxYLYxxxxRRxxYxをトEh分子結合ペプチドのコンセンサ

ス配列として提唱している(44)。ぺフチド Icは図 13に示すとおりこのコンセンサス配

列に一致している。一方ペプチド iは S474(コンセンサスでは R)及び H477(同 y)

など完全には一致していない。また， M-MuLVのペプチド i及び iじと相同な配列 1mも

lと同様の位置がコンセンサスと一致していない。 Rudenskyらが挙げているペプチドも

すべてコンセンサスに一致しているわけではなくトP分子に結合するペプチドのモチ

ーフ構造を明らかにするのは意義深いことである。また広く実験に供されている本来

H-2hハプロタイプである一連の C57BL系統のマウスが遺伝子の変異によりトEah分

子を正常に発現できず結果として卜Eh分子を発現できないとしづ理由から，トP分子

に結合するペプチドの詳細な解析は例が少ない。そこで本研究においてはペプチド、 i

が MHC分子に結合して T細胞に認識されるために必要な領域を決定し，またその

活性残基を検定し， 1の各残基のトEh分子への結合への寄与を測定することで，トEh

分子へのペプチド、の結合様式を明らカ斗こすることを試みた。

ペプチド、 iの両端より短縮したペプチドは C 末から残基を短縮した場合は i残基

の短縮のみでお-5，こ対する活性を失ったが N末からの短縮の場合は 6残基短縮

しなければ有意な活性の低下が見られずまたぺフ。チド全長を 18残基に固定して C

末傾IJに領域を移動させた場合は 9残基位置のずれた EnV-l71-1州まで十分な活性を保

持した。EnV-l71斗州は Rudenskyらのコンセンサス配列における前半の重要と見られる部

分 YLY(ペプチド、 iにおいては YVy)を全く欠いておりこのペプチド、 iにおいてこの

部分が I-Et、分子への結合に重要な要烹てとなっていない可能性が高い。

更にペプチド、 iの各残基を alanineに置換したアナログペプチドを用いてその P5-5

に対する所性を測定したところ F471.K473. Y475. R476， H477 );之び K478が重要
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であるとしづ結果を得た。またトEh分子への結合活性を各 alanine置換ペプチドにつ

いて測定したところ，大きく結合能力を低下させたのは F471A及び R476Aで、あったO

これらの実験結果からぺフチド iの F5-5による認識の様式は図 17のように示さ

れる。ペプチド iが MHCに結合し， FBL-3腫蕩特異的 Thクローン F5-5に対して活

性を持つために重要な残基は，先の実験において決定したコア配列で、ある EnV-l71・-17リ

の範囲内に存在している。また，ペプチド iは Rudenskyらが提唱するもの(44)と異な

るトEh分子結合ペプチド、のモチーフ構造とを用いて MHC分子に結合していることが

明らかとなったO

ウシ血清アルフ、ミン 14 ト 157 ペプチド (BSAI.~1_157:GKYLYEIARRHPYFYAP)はトEh

分子に結合することが知られている(43)。本研究における実験結果から得られた，ペ

プチド、 iがその活性を保持するために必要な最短の配列である 13残基

(VYSQFEKSYRHKR) ，あるいはペプチド iのコアとなる配列である 9残基

(FEKSYRHKR)と， BSA14147の中の配列に共通性は見られない。このことから，ペプ

チド iとBSAI-II_157は異なるモチーフ構造を用いてトEh分子に結合していることが考え

られる。 MHC分子上に提示されているぺフチド、で， phenylalanineや tyrosineなどの

大きな側鎖を持つ残基や prolineなどのぺフ。チド、結合のパックボーンの回転を妨げる

ような残基が存在するとそれがぺフチド全体の構造を規定している可能性があり，そ

のような残基の在，不在によってペフ。チド全体の構造が大きく変化して MHC分子へ

の結合あるし¥は TCRによる MHC-ペプチド、複合体の認識に大きな影響を及ぼす可

能性もある。また，図 17に示すようなぺプチト:、 iの予想される結合モチーフは，小笠

原らが提唱しているトE"結合モチーフ(xxxDxxxxxxxRxxxx:15)とも異なっているが，

小笠原らのトEh結合性ペプチド、は，ペプチド‘ iや iじ，あるし 1は BSA，.1lー157とも具なる妓

基を用いて卜E"分子に結合しているものと考えられる。

FBL-3 fl重傷抗原として同定されたペプチド‘ f~12(l' 1がそれぞれ結合する M卜ICクラス 11

分子であるト八h トr:"分子に結合する他のペプチドをまとめると|支I18のようになる。

これらはそれぞれのグループにおいて MHCへの結合において伎)-llしてし¥るモチー
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フ構造は別々のものであると考えられる。これらのことから， MHCクラス II分子に結合

するペプチド、の MHC分子への結合の際に使用されるモチーフ構造は多様であること

が明らカhとなったO
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HPPSYVYSQ 

図 17 ペプチド、げ)FBL-3特異的 Thクローン F5-5に対する認識の様式。

下向きの矢印が MHCへの結合に寄与する残基を示し上向きの矢印が

TCRへの結合に寄与する残基を示す。矢印の大小は寄与の程度を示すO

alanine置換した際にペプチド、 iに対する相対活性(EDso)が 0.03以下になる

残基を活性残基とした。太字の残基は活性残基を示す。枠で、囲った領域は

ペプチド、 i1.J)活性を持つためのコアとなる領域を示すo

51 
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Peptide fn20 

Consensus (R山川yet al.) 

MuLVenv 145四 158

Eα52-68 

Ii 85-99 

As 55-66 
IgGVH 59-74 

Undefined 

PCC 43-58 50V 

令令 令
DEPLTSLTPRCNTAWNRLKL 。+

:xxNxxxxxPxxxx 

HNEGFYVCPGPHRP 

ASFEAQGALANIAVDKA 

KPVSQMRMATPLLMR 

:RPDAEYWNSQPE 

XNADFKTPATLTVDKP 

NYNAYNATPATLAVD 

令令
AEC; FS YTVANKNKG士T。。

図 18aMHCクラス 11トAh分子に結合するペプチド‘。

ペプチド、 (~()は文献 (2 1 )及び参考論文 lにより， PCC 43-58 50Vは文献(36)

こよる。その他のペプチドは文献(44)によった。下向きの矢印は MHC結合

残基-で、あることが上向きの矢印は TCR 結合残基で、あることが1ik認されてい

るものを示す一。
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Peptide i 

Consensus(ぬldenskyet al. ) 

民1uLV env 454-469 

BSA 141-157 

Undefined 

D R consensus 

PCC43-58 46D50V54R 

令令令
HPPSYVYSQFEKSYRHKR 。。

xxYLYxxxxRRxxYx 

SPSYVYHQFERRAKYK 

GKYLYEIARRHPYFYAP 

XPQSYLIHEXXXIS 

AAYAAAAAAKAAA 

令令
AEGDSYTVANKRKGIT 

+ + 

図 18bMHCクラス 日トEh分子に結合するペプチド。

ペプチド lは文献(21)及び本研究により PCC43-58 46D50V54Rは文献

(15)による。その他のぺフチド、は文献(44)によったO 下向きの矢印は MHC

結合残基ーであることが上向きの矢印は TCR結合成基であることが石信忍され

ているものを示す。
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• MHCクラス 11分子とペプチドの複合体の Thによる認識の多様性

ペプチド iの， i (こよって誘導された Thクローンにおける活性残基は，図 19に示

すように F5・5におけるそれと若干異なっていた。すべてのクローンにおいて全く活性

を消失するとしづ残基は Y475のみで、あったO このことと，ベフチド結合試験，ペプチド

l 免疫マウス LN 細胞のアナログペプチド、に対する反応の結果等と考え合わせると，

Y475は TCRが認識する主要な残基であると想定される。FBL-3腫蕩特異的 Thクロ

ーン F5-5と，比較的反応性が強いペプチド i特異的 Thである FPI0値 10及び FP10-13

では， MHCへの結合性に関わると思われる F471及び R476と主要 TCR残基と考

えられる Y475を alanineに置換したときにどのクローンも活性を失った点が共通して

し¥る。。 しかしながら， FP7-11は反応性が他の Thクローンと大きく異なり，他の Thクロ

ーンを用いた解析及びクラス H結合試験での結果から MHC結合残基の !っと想定

される F471をalanine¥こ置換しても活性はペプチド iより低下せずむしろ若干上昇す

る。FP7-11がペプチド iを認識する際の TCR結合残基と想定される部位は他の Th

クローンよりも多く，ペプチド、 i-MHC複合体に対する親和性は他の Thクローンより

高いことが想定される。このことから，MHCとの結合が不安定な F471Aのようなペプ

チドに対しても，高い活性を示すものと考えられる。

これら各 Thクローンの活性残基の同定結果より Thによるペプチド、-MHC被合体

の認識の様式は多様であることが明らかとなったoMHCクラス 日分子へのペプチド、結

合モチーフの多様性，及びThによるペプチド-MHC複合体認識の多様性によって，

多種多様な認識様式を示す Thが出現しうる可能性があり，このことから， J陸揚あるい

はウイルスが，標的抗原の変異によって免疫系の監視をから逃れる可能性を小さくし

イいることが考えられるU
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図 19 各 Thクローンによるペプチド iの認識において想定される TCR結合残基，

及び MHC結合残基。

上向きの矢印は TCR 結合残基下向きの矢印は MHC 結合残基を示す。

alanine置換した|深にペプチド iに対する相対活性(ED5())が 0.03以下になる

残基を活性残基としペプチド、結合試験の結果により TCR結合残基)MHC 

結合残基の決定を行ったO
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Th標的抗原ペプチドの他のウイルス由来:あるいは自己抗原ペプチドとの

抗原特異性決定

CTLの標的抗原となる p71-79及び p75-83については FMRmurine leukemia virus 

のすべてが共通に保持している(8)0 Thの標的抗原については F-MuLYとR-MuLY

はペプチド iに相当する領域は全く同一で(55)，R-MuLY誘発腫蕩はべプチド、 i特

異的 Thに対する抗原性については FBL-3等の FY(F-MuLY)誘発腫療と同様と考

えられるo t~12(1 に対応する配列は R・MuLY にはない (55) 0 M-MuLYの Env120-1 ~X は F

MuLYの Env12 .， -1~1 と全く同一であり 1 M-MuLV 誘発腫蕩のペプチド ~12() 特異的 Th に

対する抗原性は FBL-3と同様である(21)0 M--MuLYの Envタンパク内には図 13に

示すように相同な配列 1
111
があるが，これとペプチド iとの聞には交差反応性はない。

ここでお-5に関しては主要 TCR残基と想定される N465(ペプチド iでの Y475)を

tyrosineに置換することでペプチド iと同等の活性を持たせることができた。但し，すべ

てのペプチド i特異的 Thが N466Yの置換のみで活性を回復するわけではなく(図

16) 1 両ペプチドの特異性の決定には他の異なる残基の影響も少なからずあるものと

考えなければならない。

ペプチド‘ 1
111
は CB6F，マウスへの免疫によっ-て特異的 Thを誘導することが可能であ

るが，その populationはペプチド、 iで、誘導したものとは重ならない。ペプチド i特異的

Thと1
111
特異的 Thは質的に差異がある可能性があり，これが FBL-3が容易に拒絶さ

れるのに対して CTLの抗原性では FBL-3と同様の MBしそ が同系マウスに接種して

も拒絶されないことの原因である可能性が考えられる。

マウスには多数の内在性ウイノレス (40)が知られているが，それらの内の lつ AKY

にコードされるべプナド、 iはペプチド、 iとの相同性が高くこれと同じ配列が CB57BL

系統マウスと B̂LB/c系統マウスの B ~:n1 Jj包のハイブリド‘ーマに発現していて，それが

M卜ICクラス 11卜E"分子に結合することが知られている(44)。ぺフチド 1..は何らかの形

ペペプチド、iの positivcsclcctionにかかわっている可能性もあるが， ペプチド、 ifrtj111
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的 Thはペプチド、 1..には反応せずはっきりしたことは不明である。但し，ペプチドしは

自己抗原であるのでI 1，>に強く反応する T細胞は negativeselectionを受けて除去さ

れていると考えられる。ペプチド、1..のペプチド iと異なる残基を iと同ーの残基に置換

したものの i特異的 Thクローン及びペプチド、 i免疫マウス由来 LN細胞の反応性を

調べた結果I 1の改変により活性を回復させることは困難で、あった。このことから考えて，

ペプチド 1.;そのものに反応する T細胞のみではなく，更に広い範囲で negative

selectionが行われており，ペプチド 1.:と類似のペプチドに対して反応する T細胞の

populationが除去されている可能性が高い。
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- まとめ

FBL-3は免疫原性が強く，またウイルス誘発腫蕩で、あることから腫疹抗原の由来が

はっきりしており，免疫系による腫蕩拒絶の系を解析するために都合が良い。既に

FBL-3特異的 Thのクローンは 4つ樹立されておりそれらの認識する標的抗原ペプ

チド、も同定を行し¥(21 ) 更にそれらの Thによる認識機構についての詳細な解析も行

った(参考論文 1，本研究)。本研究で取り上げたペプチド iは先に参考論文 lの中

で詳細に解析したペプチドしりと並んで腫蕩抗原として同定されている数少ない Th

標的抗原ペプチドである。Thの腫蕩拒絶における重要性はいくつか指摘されている

ところであり (16，49， 50)， FBL-3特異的 Thの標的抗原ペプチドの認識の詳細を解

明することは，ペプチド腫蕩ワクチン開発の上で有意義である。

また，この系は免疫系によるウイルス排除の系としてみた場合にも興味深いものがあ

る。ウイルス感染細胞の排除には CTLがその主要な役割を担い抗原特異的に感染

細胞を殺傷する。またウイノレス粒子そのものは B 細胞が分泌する中和抗体が無毒化

する。ところがそれらの直接ウイルス排除に働く効果細胞を制御しているのは Thであ

る。 CTL 標的抗原ペプチド、のみの接種で、は有~Jに CTL を誘導し得ず， Th標的抗原

ペプチドとの併用によって効率的に CTしが誘導された例がこれまでに知られている

(47)。また，本研究における F-MuLVの系のペプチド iはそれ単独で FVに対する強

し1感染防御の効果を示す。ペプチド iの長さを短縮したペプチドについてはその FV

に対する感染防御効果について検討中であり，現在までに 13残基の F-MuLV

Env..J(，7_..J7リで十分な感染防御効果があり， 12残基の Env..J川7リで効呆が見られなくなると

しウ結果が得られており(古.{平らね、信)， in ν i lro における Th に対寸-る削殖~JJ呆と良

い相関が見られる。ぺフプ。チド、 r、し一l

ぺフプOチ|ドド"、 i と月号~HIf[の発足経過等を比較するとその効梨は弱かった(参考論文 3) 。 この

効果の廷が何にf:IJ来するかは不明で、あるが免疫した際に誘導される T主111胞のサイト
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カインの産生ノミターンに両べフ。チドで違いがある可能性があり，このことと，ペプチド、

~12() と比較した場合の i のワクチン効果の高さが関連があることも考えられる。 ペプチド

~12りの修飾によりペプチド i と同等の効果を持たせるようなことが可能であれば，ペプチ

ドワクチンの設計において重要な指針を与えるものと考えられ今後の検討課題であ

る。

これら FsL-3鰻蕩特異的 T細胞の抗原解析によって， MHC分子へのペプチドの

結合におけるモチーフの多様性と，ペプチド-MHC複合体の T細胞による認識の多

様性が明らかとなった。MHC分子へのペプチドの結合モチーフを用いて T細胞抗原

解析を行う方法(17)は容易ではあるが，本研究における標的抗原ペプチドのように，

疎水性が強く， MHCへの結合モチーフが他の親水性ペプチドと異なることが想定さ

れる MHCクラス I結合ペプチドや，多様な結合モチーフを持ちうる MHCクラス 日結

合ペプチドは探索する事が困難であるとしウ弱点を持つ。これを解決する方法として，

腫場抗原の場合，細胞表面 MHC分子に結合しているペプチドを抽出して解析する

方法(54)や，腫蕩の cDNAライブラリーを transientに抗原提示細胞に発現させてス

クリーニングする方法(20)等も考えられる。

ペプチドワクチンとして臨床応用する場合，このようにして得られた標的抗原で、あっ

ても，これまではそれが結合し得る MHCを持つ限られた患者でなければ適用できな

し立考えられていたが実際には lつのぺフチドは様々なノ¥フ。ロタイフ。の MHC分

子に結合し得る場合があることが明らかにされている(9)。このことからも，同定された

T細胞標的抗原ペプチド、が広範囲にペプチドワクチンとして使用し得る可能性があり，

その意味でも標的抗原ペプチド、の結合様式とその多様性を明らかlこする木研究は意

義深いものと考えられるJ
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