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要旨 

MHC クラス I 分子は、重鎖： 2 ミクログロブリン（2m）ヘテロ二量体に構築された抗

原結合溝にペプチドリガンドが結合することにより安定的な三量体を形成し、抗原提示分

子として機能する。多くの MHC クラス I：ペプチド複合体の結晶構造解析から、抗原結合

溝には 6 つのポケット（AーF ポケット）が存在し、このうち N 末から 2 番目のアミノ酸

（P2）を結合する B ポケットと C 末アミノ酸を結合する F ポケットがペプチドリガンドレ

パトアの形成に重要であることが知られている。これに対して、N-ミリストイル化ウイルス

タンパク質の N 末端リポペプチド断片を結合するアカゲザル MHC クラス I 分子（以下 LP1

分子と総称する）が発見され、B ポケットには C14 直鎖脂肪酸（ミリスチン酸）が結合する

ことが明らかとなった。そこで申請者は、アカゲザル LP1 分子の B ポケット構造の特徴を

切り口として、リポペプチド結合能を有するヒト MHC（HLA）クラス I 分子の同定を目指

した研究を推進した。 

まず P2 アミノ酸とミリスチン酸の分子形状の違いから、ミリスチン酸を収容する B ポケ

ットは深く大きいことが予想された。実際、B ポケット底面を構成するポジション 9 におい

て、LP1 分子ではコンセンサスアミノ酸（Tyr9）ではなく小さなアミノ酸（Ser9 あるいは

Gly9）が配置されていた。そこで、Ser9 を有し日本人においてメジャーな HLA-A*24:02 と

HLA-C*14:02 を絞り込み、リポペプチド結合能を検証した。それぞれの重鎖：2m 二量体

はリポペプチド存在下で安定三量体を形成した。この三量体を結晶化し、X 線結晶構造を決

定したところ、Ser9 側鎖は水素結合により B ポケットとは反対側に配向し、深く広い B ポ

ケットにミリスチン酸が収納されることが判明した。他方、これらの HLA クラス I 分子は

ペプチドも結合することが分かっている。そこでペプチド結合複合体とリポペプチド結合

複合体の結晶構造を比較したところ、Ser9 を介した水素結合ネットワークがリガンドの種

類に応じて再構築され、ミリスチン酸だけでなく P2 アミノ酸を結合できる B ポケット構造

が生み出されていた。したがって、これらの HLA クラス I 分子は、B ポケットリモデリン

グの機構によりリガンドレパトアを拡大し、効果的な抗ウイルス免疫応答を誘導すると考

えられた。 
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略語表 

ABC：ATP-binding cassette 

2m：Beta-2-microglobulin 

CAR：Coxsackievirus and adenovirus receptor 

CD：Cluster of Differentiation 

CHAPS：3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]propanesulfonate 

CTL：Cytotoxic T lymphocyte 

CYB5R3：Cytochrome b5 reductase 3 

DIPEA：N,N-Diisopropylethylamine 

DMF：N,N-Dimethylformamide 

DNA：Deoxyribonucleic acid 

DTT：Dithiothreitol 

EBV：Epstein-Barr virus 

EDTA：Ethylenediaminetetraacetic acid 

Fmoc：9-Fluorenylmethyloxycarbonyl group 

HATU：1-((Dimethylamino)(dimethyliminio)methyl)-1H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]pyridine 3-oxide 

hexafluorophosphate 

HBV：Hepatitis B virus 

HCMV：Human cytomegalovirus 

HIV：Human immunodeficiency virus 

HLA：Human leukocyte antigen 

HOBT：1-Hydroxybenzotriazole 

HSV：Herpes simplex virus 

HTLV：Human T-cell leukemia virus 

ICP47：Infected cell protein 47 
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IFN：Interferon 

IPTG：Isopropyl--D-thiogalactopyranoside 

MAIT：Mucosal associated invariant T 

MARCKS：Myristoylated alanine rich protein kinase C substrate 

MES：2-Morpholinoethanesulfonic acid 

MetAP2：Methionine aminopeptidase 2 

MHC：Major histocompatibility complex 

NKT：Natural killer T 

NMT：N-myristoyl transferase 

PBMC：Peripheral blood mononuclear cell 

PCR：Polymerase chain reaction 

PDB：Protein data bank 

PEG：Polyethylene glycol 

PLC：Peptide-loading complex 

SIV：Simian immunodeficiency virus 

TAP：Transporter associated with antigen processing 

TBS：Tris buffered saline 

TCR：T-cell receptor 

TFA：Trifluoroacetic acid 

TIPS：Triisopropylsilane 

TNF：Tumor necrosis factor 

US3：Unique short 3 

 

 



 

4 

 

アミノ酸（略字・構造式）一覧表 

ChemDraw から構造式を作成、リガンドを簡略化する場合は１文字、それ以外の場合は 3 文字表記で表す。 
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第 1章：序論 

 

主要組織適合遺伝子複合体（Major histocompatibility complex, MHC）クラス I 分子の基本

構造と機能 

MHC クラス I 分子は、脊椎動物のほぼ全ての有核細胞に発現する膜タンパク質で、重鎖

と2 ミクログロブリン（2m）が結合したヘテロ複合体にペプチドリガンドが結合した 3 量

体として細胞表面に表出する（図 1）。重鎖の細胞外領域に存在する 3 つのドメイン構造（1、

2、3）は、2m やリガンドとの結合により適切に折り畳まれた安定的な三次構造を構築

し、その機能を発揮する。膜近位に位置する3 ドメインは immunoglobulin superfamily に属

する構造を有し、同じく immunoglobulin superfamily に属する2m と非共有的に結合するこ

とによりC クラス I 複合体形成に貢献するとともに、細胞傷害性細胞(cytotoxic T 

lymphocyte, CTL )に発現した CD8 分子との直接的な相互作用を担う（図 1）[1]。他方、膜遠

位に存在し、相対する1 ドメインと2 ドメインは、2 つのヘリックス構造とシート構造

からなる抗原結合溝の形成に寄与する。健常細胞において、MHC クラス I 分子は自己由来

のペプチドを結合して細胞表面に表出するが、これを認識しうる自己反応性 CTL は胸腺で

の負の選択により排除されているので、T 細胞応答は生じない[2]。一方、ウイルス感染細胞

においては、ウイルス由来のペプチドを結合した MHC クラス I 分子が細胞表面に発現し、

ウイルスペプチド特異的 MHC クラス I 拘束性T 細胞受容体（TCR）と CD3 複合体を発

現した CD8 陽性 CTL の活性化を誘導する（図 1）[3, 4]。活性化した特異的 CTL は、イン

ターフェロン（IFN）-、腫瘍壊死因子（TNF）-などのサイトカインの放出やパーフォリ

ン、グランザイムを含有した細胞傷害性顆粒を分泌することにより、感染細胞にアポトーシ

スを誘導し、感染細胞を排除する[5-7]。したがって、MHC クラス I 分子は、細胞表面に提

示するペプチドリガンドレパートリーを変化させることにより、ウイルス感染細胞のよう

な異常な自己細胞と健常細胞の免疫識別を成立させる鍵分子である。また、ウイルス感染や
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がん化、あるいは様々な細胞機能低下の結果として MHC クラス I 分子の細胞表面発現が低

下した場合には、CTL に代わってナチュラルキラー細胞がそれを検知し、異常細胞を排除

する[8]。したがって、MHC クラス I 分子は生体の恒常性維持に重要な役割を担っており、

その発現に際しては精緻な細胞内制御機構が存在する。 
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図 1：MHC クラス I 分子の基本構造 

MHC クラス I 分子は1 から3 ドメインからなる重鎖と2m、ペプチドからなる 3 量体

であり、細胞表面に発現する。この 3 量体は、CD8 陽性かつTCR・CD3 複合体を発現し

た CTL によって認識される。 
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MHC クラス I 分子の細胞表面発現を制御する細胞内分子機構 

小胞体において新たに生合成された MHC クラス I 重鎖は、まず小胞体に限局して発現す

る膜貫通型シャペロン分子であるカルネキシンと結合する（図 2）。小胞体内腔において重

鎖が2m と結合すると、不安定な重鎖：2m ヘテロ二量体はカルネキシンから離れ[9]、小

胞体内腔に存在する可溶性シャペロンタンパク質複合体（カルレティキュリン・ERp57）と

結合する[10, 11]。小胞体局在膜貫通型シャペロン分子であるタパシンは、不安定な重鎖：

2m ヘテロ二量体とカルレティキュリン・ERp57 から構成される複合体と結合し、さらに

抗原処理関連トランスポーター（TAP）と結合することにより、ペプチドローディング複合

体（PLC）を形成する[12]。TAP は ABC トランスポーターに属する TAP1 と TAP2 からなる

ヘテロ二量体であり、ATP 依存的に細胞質から小胞体内腔へとペプチドを輸送する機能を

担う[13]。ペプチドリガンドのソースは、多くの場合、分解過程に入った細胞質タンパク質

であり、細胞質プロテアソームにより生成されたペプチドは TAP を介して小胞体内腔に輸

送され、PLC を構成する不安定な重鎖：2m ヘテロ二量体と結合する[14]。これによって安

定化した重鎖：2m：ペプチドリガンド三量体は小胞体シャペロン分子群から離れ、ゴルジ

体を通過して、細胞表面に発現する[12, 15]。したがって、MHC クラス I 分子の安定発現に

は TAP 機能が不可欠であり、TAP 欠損細胞においては大半の重鎖は小胞体内腔に留まった

のち細胞質に輸送され分解（小胞体関連分解）を受けるため、細胞表面発現は顕著に低下す

る[16, 17]。なお、TAP1, TAP2遺伝子が MHC 領域に存在することからも[18]、TAP ペプチド

輸送体が MHC 機能と高度に連動していることが理解できる。また、PLC 複合体はその機能

的重要性から病原性ウイルスの免疫逃避の格好の標的ともなりうる。たとえば、単純ヘルペ

スウイルス（HSV）の ICP47 は TAP の細胞質側の輸送孔を物理的に塞ぐことによって、ペ

プチド輸送を阻害する[19]。また、ヒトサイトメガロウイルス（HCMV）の US3 はタパシン

に直接結合し、タパシン依存性のペプチドローディングを阻害する[20]。 
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図 2：MHC クラス I 分子の発現に伴う細胞内分子機構 

 リガンドを結合する前の MHC クラス I 分子は、小胞体内でシャペロン分子と複合体を形

成し、ペプチドローディング複合体を形成する。TAP を介して小胞体内でリガンドが結合し

て初めて MHC クラス I 分子は安定化し、細胞外へ輸送される。 
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リポペプチドを CTL に提示するアカゲザル MHC クラス I 分子の発見 

PLC を標的にした前述の免疫逃避機構と異なり、ヒト/サル免疫不全ウイルス（HIV/SIV）

は既に細胞表面発現した MHC クラス I 分子の機能を抑制する[21]。Nef タンパク質の N 末

には N ミリストイル化配列（Met-Gly-X-X-X-Ser/Thr）が存在し、その翻訳過程において開

始メチオニンがメチオニンアミノペプチダーゼ 2（MetAP2）によって切断されたのち[22]、

露出した N 末グリシン残基に対し N-ミリストイルトランスフェラーゼ（NMT）の触媒によ

り C14 直鎖脂肪酸（ミリスチン酸）が付加される（図 3 下）[23]。この修飾は不可逆であり、

ミリスチン酸修飾を受けた Nef タンパク質は膜にアンカーして MHC クラス I 分子を含む

種々の免疫分子のクラスリン依存性エンドサイトーシスを促進することにより、宿主免疫

の抑制に働く[24, 25]。実際、Nef の N ミリストイル化が起こらない変異ウイルスは病原性

が顕著に低下することが知られている[25-27]。 

所属研究室では、Nef のミリストイル化を標的にした CTL 応答は、効果的な感染防御に寄

与するであろうとの着想から、アカゲザルエイズモデルを用いた検証を開始し、まず SIV 感

染個体の末梢血にはミリストイル化 SIV Nef 5-mer（Myr-GGAIS）に反応して IFN-を産生す

る T 細胞が存在することを見出した[28]。さらに、ナイーブ個体から Myr-GGAIS 特異的な

T 細胞株（2N5.1）、また感染個体から Myr-GGAI 特異的な T 細胞株（SN45）が樹立された

（図 3 上）[28, 29]。これらの T 細胞株は clonotypic な TCR と CD8を発現した典型的な

CTL フェノタイプを示した。そして、阻害抗体の認識分子の同定や遺伝学的解析、さらに候

補分子を発現したトランスフェクタントのリポペプチド抗原提示能の検証実験をもとに、

アカゲザルの古典的 MHC クラス I アロモルフ（allomorph）である Mamu-B*098 と Mamu-

B*05104 がそれぞれ 2N5.1 と SN45 の拘束分子として機能することが明らかになった[30, 

31]。さらに、これらの MHC クラス I allomorph の細胞表面発現は TAP 機能に依存しないこ

とが明らかとなり[32]、従来のペプチド結合 MHC クラス I 分子群とは異質の MHC クラス I

サブセットの存在が示唆された。所属研究室では、リポペプチド抗原提示能を有する MHC
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クラス I allomorph を Lipopeptide-Presenting MHC class I (LP1）と総称し、その解析を進めて

いる。 
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図 3：ペプチド提示 MHC クラス I 分子とリポペプチド提示 MHC クラス I 分子 

HIV/SIV ウイルスの Nef タンパク質は、MetAP2 による開始メチオニンの除去、NMT に

よるミリスチン酸修飾を経て、膜にアンカーすることで病原性を発揮する。所属研究室は、

Nef 由来のリポペプチド（Myr-GGAIS, Myr-GGAI）に特異的な CTL クローン（2N5.1, SN45）

を樹立し、その拘束性分子である MHC クラス I サブセット（Mamu-B*098, Mamu-B*05104）

を同定した。 
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MHC クラス I 分子によるペプチド結合の分子機構 

MHC クラス I 遺伝子群は polygenic であり、ヒトにおいては 3 つの遺伝子座（HLA-A, -B, 

-C）が存在する。1987 年、HLA-A*02:01 の X 線結晶構造が解明されて以降、異なるペプチ

ドを結合した多くの MHC クラス I allomorph の構造が解明され、抗原結合溝の共通構造が

明らかとなってきた（図 4A）[33-35]。相対する 2 つのヘリックス構造を側面、シート構

造を底面にして構成される抗原結合溝には、6 つのポケット構造（A – F ポケット）が存在

する（図 4B）[36, 37]。このうち、ペプチドリガンド結合に最も重要な役割を担うのは B ポ

ケットと F ポケットであり、それぞれ 2 番目のアミノ酸残基（P2）と C 末端アミノ酸残基

（PΩ）を結合する（図 4A, 4C）。抗原結合溝の両端は閉じているため、結合できるペプチ

ド鎖長には制限があり、おおむね 8-mer から 11-mer のペプチドが収納される。多くの場合、

A ポケットは N 末アミノ酸残基（P1）を収納することにより安定的なペプチド結合に貢献

する。A－F までのポケットのうち、とりわけ B ポケットは P2 アミノ酸の側鎖特異性を規

定するアミノ酸群（とくに 9, 45, 63, 66, 67, 70, 99 番目のアミノ酸 残基）が polymorphic であ

ることから allomorph 特異的な構造を有しており、結合ペプチドの P2 アミノ酸残基にバイ

アスが生じることが多い[38]。例えば、HLA-B*27:05 の B ポケットへの結合においては塩基

性アミノ酸である Arg が選択されるのに対し、HLA-A*02:01 の B ポケットへの結合におい

ては Leu や Met などの疎水性アミノ酸が好まれる（図 4C, 4D）[39, 40]。このことは、後述

のミリスチン酸の B ポケットへの結合を理解する背景として重要である。 
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図 4：MHC クラス I 分子のペプチド結合様式 

A：MHC クラス I 分子のペプチド結合時の共通構造の模式図。P1 は A ポケットに、P2 は

B ポケットに、PΩは F ポケットに収容される。 

B：1、2 ヘリックス、シートから構成される抗原結合溝。HLA-A*02:01 を例に A から

F までのポケットを示す。PDB ID：7RTD より作成。 

C：HLA-A*02:01 の1 ヘリックスを奥に見た抗原結合溝（半透明緑）とペプチド（黄色、

スティックモデル）を示す。9-mer ペプチド（YLQPRTFLL）のうち、A ポケットに P1

アミノ酸の Tyr、B ポケットに P2 アミノ酸の Leu、F ポケットに PΩアミノ酸の Leu が

収容されている。PDB ID：7RTD より作成。 

D：HLA-A*02:01 の1 ヘリックスを奥に見た B ポケット（半透明緑）と P2 アミノ酸（Leu、

黄色、空間充填モデル）、周辺アミノ酸（Phe9, Met45, Glu63, Lys66, Val67, His70, Tyr99、

緑色、スティックモデル）を示す。PDB ID：7RTD より作成。 
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アカゲザル LP1 分子のリポペプチド結合様式 

Myr-GGAIS を結合した Mamu-B*098 および Myr-GGAIを結合した Mamu-B*05104 のX 線

結晶構造解析により、これらの MHC クラス I 分子によるリポペプチド結合の基本様式が明

らかとなった[30, 31]。ともに抗原結合溝には MHC クラス I 分子に特徴的な 6 つのポケット

構造が確認され、ミリスチン酸が B ポケットに、またペプチド部分の C 末端アミノ酸残基

（Myr-GGAIS の場合は Ser、Myr-GGAI の場合は Ile）は F ポケットに収納された（図 5A）。

また A ポケットにはリガンドは存在しなかった。ミリスチン酸の鎖長はどの必須アミノ酸

側鎖（アミノ酸一覧表参照）より長いため、リポペプチド結合には深い B ポケット構造が

必要であると考えられる。前述した B ポケットのアンカー特性を規定するアミノ酸群（9, 

45, 63, 66, 67, 70, 99 番目のアミノ酸 残基）のうち、9 番目のアミノ酸は B ポケット底部中央

のシート上に存在し、その側鎖はポケット内腔に突き出す形でポケットの深さを制御する。

ペプチド提示 MHC クラス I 分子においては 9 番目のコンセンサスアミノ酸残基が Tyr であ

り、その嵩高い側鎖は B ポケットのサイズ縮小に寄与している（図 5B, 右パネル）。対照的

に、Mamu-B*098 や Mamu-B*05104 では、9 番目にそれぞれ Ser、Gly のような小さいアミ

ノ酸が配置され、深い B ポケットが構築されている（図 5B, 左・中央パネル）。 
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図 5：ペプチド提示 MHC クラス I 分子と LP1 分子の結晶構造 

A：抗原結合溝の A から F ポケットと各リガンド（黄色、スティックモデル）を示す。 

B：それぞれの B ポケット（半透明緑）と結合しているリガンド（黄色、空間充填モデル）、     

底部に位置する 9 番目のアミノ酸（緑色、空間充填モデル）を示す。PDB ID :4ZFZ（Mamu-

B*098）、6IWG（Mamu-B*05104）、3JTT（Mamu-A*002）から作成。 
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ヒト LP1 分子は存在するのか 

ヒトのMHCクラス I 分子、つまりHLAクラス I分子においても、LP1に相当する allomorph

は存在するのだろうか。HLA 領域は、ヒトゲノムにおいて最も多型性が認められており[41]、

報告されているアリル数は HLA クラス I だけでも 24,000 種類を超える(IPD-IMGT/HLA の

登録総数)。ヒトにおいてもアカゲザルと同様の進化を遂げ、LP1 が生み出されている可能

性は十分に考えられる。他方、Mamu-B*098 や Mamu-B*05104 のように TAP 機能に全く依

存せずに細胞表面に発現する HLA クラス I 分子は確認されていない。本研究では、B ポケ

ットの深さを規定する 9 番目のアミノ酸を切り口として、ヒト LP1 の同定を目標としたア

プローチを進めた。 
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第 2 章：手法 

 

CASTp によるポケット体積の計算 

PDB (https://www.rcsb.org/）に登録されている HLA クラス I 結晶構造（表 2）について、

ポジション 7，9，22，24，34，35，36，45，63，66，67，70，74，97，99, 159, 163 のア

ミノ酸を選択し、CASTp ウェブサーバー（http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?1bxw）で

Radius probe を 1.4Åを設定した上で、B ポケットの体積を計算した[42]。 

 

タンパク質の調製 

HLA-A*24:02 重鎖1 ドメイン（Gly1 より Ser93 まで）、HLA-C*14:02 重鎖全長（Gly1 よ

り Pro276 まで、C1G 変異を導入）、およびヒト2m（Ile1 より Met99）は N 末端に Ala を付

加したうえで大腸菌レアコドンを修正し人工合成（IDT）を委託した。HLA-A*24:02 の重鎖

2, 3 ドメインは、ヒト PBMC からクローニングした cDNA 配列をテンプレートとして

PCR にて増幅した。人工合成品と PCR 産物は制限酵素処理した後に、pET-21c（+）プラス

ミドに組み込んだ。また、HLA-A*24:50、HLA-C*14:02（S9Y）は部位特異的変異導入によ

って作製した。各コンストラクトを用いて大腸菌 Rosetta2 (DE3) pLysS 株（Novagen）を形質

転換し、100 ug/mL Ampicillin 含有 LB プレートで 37℃、13 時間培養した。生じたコロニー

を pick up し 37℃、200 rpm、LB 培地で 7 時間振とう培養(前培養)した後に、得られた菌液

を 2 L バッフル付三角フラスコに移し、37℃、200 rpm、LB 培地で振とう培養(本培養)した。

OD600 が 0.5 に達した際に IPTG （終濃度 0.5 mM）を添加し、37℃、200 rpm で さらに 5

時間振とう培養した。培養液を回収し、5000 rpm、4℃で 20 分間遠心（himac CR20GIII 

(HITACHI)）した。以降の操作は液量（L）×OD600 の値が 5 程度の場合の操作であり、こ

の値を参考に実測値に従って液量を変更した。集菌後、60 mL の Resuspension buffer（50 mM 

Tris-HCl (pH8.0)、25%w/v スクロース、1 mM EDTA・2Na (pH8.0)、0.1%w/v NaN3、10 mM 
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DTT）で懸濁し、ビーカーへと移した。そこへ 1 mL の 50 mg/mL Lysozyme を添加し、室温

で1時間穏やかに撹拌した後、250 mLのLysis buffer（50 mM Tris-HCl (pH8.0)、1%w/v CHAPS、

1%w/v sodium deoxycholate、 100 mM NaCl、1 mM EDTA・2Na (pH8.0)、0.1%w/v NaN3、10 

mM DTT）を添加し、さらに 1 時間撹拌した。その後、0.5 mL の 2 mg/mL DNase I、2.1 mL

の 1 M MgCl2を添加し、室温で 5 時間穏やかに撹拌した。撹拌後、7000 rpm、4℃で 25 分間

遠心した。ペレットに 40 mL の Wash buffer（50 mM Tris-HCl (pH8.0)、0.5%w/v CHAPS、100 

mM NaCl、1 mM EDTA・2Na (pH8.0)、0.1%w/v NaN3、1 mM DTT）を添加し、氷上で 30 秒

間超音波破砕した後に 30 秒間静置を 3 回繰り返して懸濁させ、7000 rpm、4℃で 25 分間遠

心した。この洗浄操作を再度繰り返し、ペレットに 40 mL の Rinse buffer（50 mM Tris-HCl 

(pH8.0)、1 mM EDTA・2Na (pH8.0)、0.1%w/v NaN3、1 mM DTT）を添加し、氷上で 30 秒間

超音波破砕した後に 30 秒間静置を 5 回繰り返した。その後 7000 rpm、4℃で 25 分間遠心し

た。ペレットを 20 mL の Solubilization buffer（6 M グアニジン塩酸塩、25 mM MES (pH6.0)、

10 mM EDTA・2Na、1 mM DTT を含む）にて溶解した後、2 mL チューブ（Eppendorf）に分

注して 17400 g、20℃、2 時間遠心（MX-100 遠心機を使用）し、上清を回収した。回収した

上清に DTT （終濃度 50 mM）を添加した上で、37℃の恒温槽で 2~3 時間加温し、実験使用

前まで-80℃のディープフリーザーで保存した。 

 

モデルリガンドの合成 

以下のリガンドは Fmoc 固相合成法によって作製した。4-mer リポペプチドの Myr-GANF, 

Myr-GAAL と 8-mer ペプチドの LANTVATL, LYNTVATL（LL8）[43]は C 末端アミノ酸（Leu

もしくは Phe）が preload された Fmoc C 末端アミノ酸-Wang Resin（渡辺化学）を反応容器

に加え、N,N-ジメチルホルムアミド（DMF）5 mL で室温、30 分間攪拌した。DMF を除去

し、20%v/v ピぺリジン/DMF による脱保護反応を 3 分間、3 分間、10 分間と 3 回繰り返し

た。脱保護完了後、DMF 5 mL での洗浄操作を 5 回繰り返した。合成量に対して F-moc アミ
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ノ酸（3 等量）、HATU（3 等量）を測り、DIPEA（6 等量）、DMF 5 mL と共に転倒混和した

後に、反応容器に加えて 1 時間以上攪拌した。縮合完了後、同様に DMF での洗浄操作を 5

回繰り返した。脱保護と縮合は各ステップ後に、ニンヒドリン反応を利用してアミノ基を検

出する Kaiser テストを行って評価した。ミリスチン酸の縮合では、まず、ナスフラスコに

合成量に対してミリスチン酸（6 等量）、HOBT・H2O（6 等量）を加えた。次に、窒素噴霧

下で 5 mL の脱水ジクロロメタン、脱水 DMF を加えた後塩化カルシウム管を用いて、室温、

1 時間攪拌しミリスチン酸無水物を得た。N 末 Gly の脱保護後、ミリスチン酸無水物を 3 時

間、一晩と 2 回の縮合反応を行った。合成産物は一晩の減圧乾燥を行った後、95%v/v TFA、

2.5％v/v 超純水、2.5% v/v TIPS を加えて氷上 5 分、その後、室温 3 時間反応させ樹脂から

切り出した。最後に 20% v/v 酢酸/ジエチルエーテル溶液を加えて、数回エバポレートする

ことで酢酸塩に置換した。置換後のサンプルは超純水に溶解あるいは懸濁させ、凍結乾燥さ

せた。8-mer ペプチドの RAGFVANF, RYGFVANF（RF8）[44]は合成品を委託購入した

（Genscript）。 

 

リフォールディング 

HLA クラス I 重鎖とヒト2m のリコンビナントタンパク質各 1 mol を含む Solubilization 

buffer （6 M グアニジン塩酸塩、10 mM EDTA・2Na (pH8.0)）30 mL をシリンジに充填した。

5 mol 分のリガンドを添加した 1 L の 4℃ Refolding buffer（0.5 M L-アルギニン塩酸塩、100 

mM Tris-HCl (pH8.3)、5 mM 還元型グルタチオン、0.5 mM 酸化型グルタチオン、2 mM EDTA・

2Na (pH8.0)）を調製した。23G 針（テルモ）を用いてシリンジに充填した変性タンパク質溶

液を Refolding buffer に一気に注入し、250 rpm、2 日間 cold room 内で撹拌した。測定のみ

の場合は、75 mL の Refolding buffer を用い、重鎖（1 M）、ヒト2m（1 M）、リガンド（ 10 

M）の条件を採用した。2 日後に溶液を回収し、透析チューブ（Thermo Fisher Scientific）を

用いてリフォールディングスケールに対し 5 倍量の 100 mM Urea、5 倍量の 10 mM Tris-HCl 
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（pH8.0）、5 倍量の 10 mM Tris-HCl（pH8.0）の順にそれぞれ 12 時間、透析した。透析後の

サンプル溶液に陰イオン交換樹脂（TOYOPEARL DEAE-650M、Tosoh Bioscience, LLC）を添

加して 170 rpm、1 時間 cold room 内で撹拌した。上清を除き、樹脂を 10 mL の 10 mM Tris-

HCl（pH8.0）で洗浄した。その後、1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl （pH8.0）でタンパク質を溶

出し、次項の精製操作を行った。 

 

リコンビナントタンパク質の精製 

AKTA pure 25M（GE Healthcare）にゲル濾過カラム Superdex200 Increase 10/300GL(GE 

Healthcare)を装着し、TBS（100 mM NaCl,10 mM Tris-HCl pH 8.0）に置換し、タンパク溶出

液をアプライした。吸光度 280 nm で認められるピークをタンパク質の溶出とみなし、デー

タを測定、分取した。結晶化させる場合は、ゲル濾過精製サンプルを透析カセット（Slide-

A-Lyzer™ Dialysis Cassettes 10K MWCO 3-12 mLCapacity、Thermo Fisher Scientific）に充填し、

サンプル量に対して 100 倍量の 10 mM Tris-HCl pH 8.0 の外液を使用し、3 時間、6 時間、12

時間 4℃で透析を行った。脱塩後、AKTA pure 25M（GE Healthcare）に 10 mM Tris-HCl pH 8.0

にて平衡化させた陰イオン交換カラム MonoQ（GE Healthcare）でイオン交換クロマトグラ

フィーを行った。脱塩後のサンプルをカラムに吸着させた後、1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH 

8.0 を使って徐々に NaCl 濃度を上げることでサンプルを溶出させ、分取した。回収したサ

ンプルを透析カセット（Slide-A-Lyzer™ Dialysis Cassettes 10K MWCO 0.5-3 mL Capacity）

（Thermo Fisher Scientific）に充填し、100 倍量の 10 mM Tris-HCl pH 8.0 の外液を使用し、3

時間、6 時間、12 時間 4℃で透析を行った。タンパク質濃度は、TaKaRa BCA Protein Assay 

Kit (TAKARA T9300A-1)を用いて定量した。 
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X 線結晶構造解析 

結晶化はシッティングドロップ法を用いた蒸気拡散法にて行った。結晶化のスクリーニ

ングには PACT premier、JCSG-Plus、BCS screen(Molecular Dimension)を用い、結晶化プレー

ト(HAMPTON Research HR3-299)の母液用のウェルに 100 L の各母液を分注し、4 ℃または

20 ℃で結晶化を行った（表 1）。結晶は 25 % エチレングリコール存在下に、-196 ℃で凍結

した後、SPring-8 ビームラインⅠ（BL26B1）の X 線を照射し、X 線回折点パターンを測定

した。HKL2000[45]、もしくは XDS を用いて[46]、得られた X 線回折パターンを mtz ファ

イルに変換し、HLA-A*24:02 ペプチド共結晶（PDB ID：3VXN）、HLA-C*06:02 ペプチド共

結晶（PDB ID：5W6A）を用いて、CCP4i ソフトウェアから分子置換法により位相を決定し

た[47, 48]。WinCoot CCP4 ソフトウェアを用いて電子マップから構造を修正し[49]、Phenix

ソフトウェアで精密化した[50]。構造の描画には Pymol ソフトウェア（http://www. pymol. org）

を使用した。 
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第 3 章：結果 

 

HLA クラス I 分子のポジション 9 のアミノ酸残基に着目した、ヒト LP1 候補分子の絞り込

み 

ペプチドを結合するサル MHC クラス I 分子[51]と異なり、2 種類のサル LP1 分子（Mamu-

B*098, Mamu-B*05104）においては B ポケットの底部に位置するポジション 9 に比較的小

さなアミノ酸（それぞれ Ser, Gly）が配置され、ミリスチン酸の収納が可能な深く大きい B

ポケットが構築されている（表 2）。そこで、まず HLA クラス I 分子群について、データベ

ース（EMBL-EBI）の情報をもとに、ポジション 9 のアミノ酸の種類とその頻度を検討した。

その結果、ヒトにおいてもポジション 9 に最も高い頻度で配置されるアミノ酸は Tyr であり

（Tyr9）、次いで His、Phe など比較的嵩高い側鎖を持つアミノ酸が過半数を占めた（図 6A）。

一方、側鎖の小さいアミノ酸に関しては、Mamu-B*05104 のようにポジション 9 に Gly を持

つ allomorph は存在しなかったが、Mamu-B*098 のようにポジション 9 に Ser（Ser9）を持つ

allomorph が HLA-A グループと HLA-C グループに少数ながら存在することが分かった。さ

らに、既に PDB に登録されている HLA クラス I 結晶（表 2）に対して B ポケットの体積を

計算した結果、Ser9 を有する HLA クラス I 分子の B ポケットは、Tyr9 を有する HLA クラ

ス I 分子の B ポケットと比較して体積が大きい傾向にあることが分かった（図 6B）。そこ

で、Ser9 を持つ HLA クラス I 分子のうち HLA-A、HLA-C のそれぞれから、日本人集団に

おける高頻度アリルである HLA-A*24:02 と HLA-C*14:02 をヒト LP1 候補として絞り込み、

そのリポペプチド結合能を検証した。 
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図 6：HLA クラス I 分子における 9 番目のアミノ酸 

A：HLA クラス I 分子を第一区域別に 1 アリル選択し、9 番目のアミノ酸の頻度を円グラフ

として示した。（アリル総数：71） 

B：既出の結晶構造から Tyr9 を持つ HLA クラス I 分子（17 種）と Ser9 を持つ HLA クラス

I 分子（4 種）について B ポケットの体積計算値を示す。バーは体積の平均値。 
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HLA-A*24:02 はリポペプチド依存的に安定的な複合体を形成する 

前述のように、MHC クラス I 重鎖と2m は、小胞体内で適切なリガンドを結合すること

により初めて安定的な複合体を形成する。この特性は in vitro の実験系においても検証する

ことが可能である。6M グアニジン塩酸塩溶液で変性させたリコンビナント HLA クラス I 重

鎖と2m をリガンドと混和したのち、Refolding buffer に添加して急速にグアニジン塩酸塩

濃度を下げると、ゲル濾過クロマトグラフィーで検出可能な 45 kDa の安定的な複合体の形

成（リフォールディング）が誘導できる（図 7A）。実際、変性 HLA-A*24:02 重鎖と2m を

HLA-A*24:02 に結合することが分かっている 8-mer ペプチド（RAGFVANF）と混和したの

ち Refolding buffer に加えてリフォールディングを誘導すると、分子量 45 kDa に相当する溶

出体積 15mL のピークが検出される（図 7B, 中央パネル, 矢印）。他方、リガンド非添加の

条件で同様の操作を行うと、溶出体積 15mL のシグナルがほとんど消失することから（図

7B, 左パネル）、8-mer ペプチド（RAGFVANF）は HLA-A*24:02 分子のリガンドとして機能

し、重鎖、2m、リガンドからなる安定的な三量体が形成されたと判断できる。次に、HLA-

A*24:02 がリポペプチドを結合して安定的な三量体を形成する可能性を検討するために、ま

ずモデルリポペプチドをデザインした。アカゲザル LP1：リポペプチド複合体と種々MHC

クラス I：ペプチド複合体の結晶構造の比較解析から、両者において C 末端 3 アミノ酸残基

の空間配置や結合様式には有意な差異が認められないこと[30]、および N ミリストイル化配

列（Met-Gly-X-X-X-Ser/Thr）との整合性の観点から Myr-GANF 4-mer リポペプチドを選択し、

その存在下における HLA-A*24:02 複合体形成を検証した。その結果、8-mer ペプチド

（RAGFVANF）添加時と同様に、溶出体積 15mL のピークが認められた（図 7B, 右パネル, 

矢印）。また、認められた溶出体積 15 mL のピークを分取し、SDS-PAGE により構成タンパ

ク質の解析を行ったところ、MHC 重鎖（32 kDa）とヒト2m（12 kDa）に相当するバンドが

検出された（図 7C）。 
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以上の結果は、HLA-A*24:02 がペプチドリガンドだけでなく、リポペプチドリガンドを

結合できることを強く示唆した。しかしながら、アカゲザル LP1 の細胞表面発現は TAP 機

能にまったく依存しないことや内因性リガンドとしてペプチドを検出しないことから、ア

カゲザル LP1 分子はリポペプチドのみを結合し、ペプチド結合能力はないと考えられてい

る[32]。一方、HLA-A*24:02 はペプチドを結合し特異的 CTL を活性化することはよく知ら

れた事実である[52, 53]。リポペプチドが本当に HLA-A*24:02 のリガンドとして機能するの

か（すなわち抗原結合溝に結合するのか）、またそうだとすれば、どのような分子機序で物

性の異なるペプチドとリポペプチドをともに結合できるのか検証する必要があると考え、X

線結晶構造解析に進んだ。 
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図 7：HLA-A*24:02 のリガンド依存的複合体形成とその検出 

A：リフォールディングと検出法の概略図を示した。バッファー内では結合可能なリガンド

が存在した時のみ、正しい S-S 結合が形成され、MHC クラス I 重鎖：2m：リガンド

の 3 量体が形成される。この 3 量体の分子量は約 45 kDa であり、本実験ではゲル濾過

クロマトグラフィーで溶出体積 15 mL に相当する。 

B：HLA-A*24:02 をリガンドなし（左）、モデルペプチド（RAGFVANF、中央）あるいはモ

デルリポペプチド（Myr-GANF、右）と共にリフォールディングさせ、ゲル濾過クロマト

グラフィーで評価した。どちらのリガンドも溶出体積 15 mL（矢印）でピークが認めら

れた。 

C：Myr-GANF 添加時において 15mL のピークを分取し、SDS-PAGE にかけると HLA-A*2402

重鎖（32kDa）と2m（12 kDa）に相当する分子量のバンドを認めた。 
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リポペプチドは HLA-A*24:02 の抗原結合溝に結合する 

まず、HLA-A*24:02：Myr-GANF 複合体の結晶を得るため、ラージスケールでのリフォー

ルディングを行い、ゲル濾過クロマトグラフィーとイオン交換クロマトグラフィーによっ

て複合体を精製した。このサンプルを用いて結晶化スクリーニングを行った結果、1 条件で

棒状の結晶が認められた（図 8A）。この結晶に X 線を照射し、最終的に 1.89Åの解像度で

分子モデルを構築した（表 3）。HLA-A*24:02：Myr-GANF 複合体の全体構造は他の MHC ク

ラス I 複合体の場合と変わらず、1 へリックス、2 ヘリックスとシートで構成される抗

原結合溝が構築されていた（図 8B）。そして、抗原結合溝には、Myr-GANF に相当する連続

した電子マップ（polder omit map 3.5σ）が明瞭に確認されたことから、Myr-GANF リポペプ

チドが HLA-A*24:02 のリガンドとして機能すると結論づけた（図 8C）。また、抗原結合溝

には A から F までの 6 つのポケット構造が確認できたが、A ポケットにはリガンドが存在

せず、B ポケットにミリスチン酸、F ポケットに C 末端アミノ酸（PΩ）の Phe が収容され

ていた。したがって、このリポペプチド結合様式は、アカゲザル LP1 分子（Mamu-B*098, 

Mamu-B*05104）のリポペプチド結合の基本様式を踏襲したものであった。 
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図 8：HLA-A*24:02：Myr-GANF 複合体の結晶構造解析 

A：サンプル液組成（7 ug, 0.01 M Tris-HCl (pH8.0), 0.05 M NaCl）、母液組成（0.002 M ZnCl2, 

0.1 M Tris-HCl (pH8.0), 20 %(w/v) PEG8000）の条件で棒状単結晶が認められた。 

B：HLA-A*24:02 は、1 から3 ドメインで構成される重鎖（緑色）と2m（灰色）、 

Myr-GANF（黄色）の 3 量体を形成していた (1.89Å) 

C：Myr-GANF リガンド（黄色、スティックモデル）と、A—F ポケットで定義される抗原結

合溝を示す。Myr-GANF の電子マップ（灰色、メッシュ）は Phenix polder omit mapσ=3.5。 
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HLA-A*24:02 の Ser9 は、Mamu-B*098 の Ser9 と同様、ミリスチン酸結合に貢献する 

前述のように、HLA-A*24:02 と Mamu-B*098 は共に Ser9 を有し、B ポケットにミリスチ

ン酸を収納する。そこで、リポペプチド結合における両者の B ポケット構築および Ser9 の

空間配置を比較検討した。まず、Mamu-B*098：Myr-GGAIS 結晶では、ミリスチン酸が B ポ

ケットに U 字状に収容されるのに対し、HLA-A*24:02：Myr-GANF 結晶においては、S 字状

に収容されていた（図 9A, B）。このようなミリスチン酸のコンフォメーションの違いはあ

るものの、脂肪酸の先端部分は B ポケット底部に達しており、ポジション 9 のアミノ酸が

小さいことがミリスチン酸の収容に重要であることがうかがえた。さらに、Ser9 側鎖のヒ

ドロキシル基は、HLA-A*24:02 の場合は His70 や水分子を介して Asp74 と水素結合を形成

し、また Mamu-B*098 の場合は Thr97 と水素結合を形成することにより、B ポケットとは反

対側に配向していた。その結果、どちらの場合も Ser9 の C炭素とミリスチン酸炭素との間

にファンデルワールス相互作用がもたらされ、ミリスチン酸結合に貢献していた。 

 

HLA-A*24:02 の Ser9 を Tyr9 に置換すると、リポペプチド結合能が減弱する 

HLA-A*24 ファミリーに属する HLA-A*24:50 は、HLA クラス I 分子のポジション 9 のコ

ンセンサスアミノ酸である Tyr を持つが、それ以外のアミノ酸配列は HLA-A*24:02 と完全

に一致している。したがって、HLA-A*24:02 と HLA-A*24:50 のリポペプチド依存的複合体

形成の効率を比較することにより、リポペプチド結合におけるポジション 9 のアミノ酸の

重要性を直接的に検証することができると考え、HLA-A*24:50 のリフォールディング試験

を行った。ペプチド（RAGFVANF）添加の場合、溶出体積 15mL にリガンド依存的な複合体

のピークを認め（図 10A, 中央パネル, 矢印）、リガンド非添加の場合にはピークを認めない

ことから（図 10A，左パネル）、HLA-A*24:50 がペプチド結合能を有し、ペプチドリガンド

依存的な複合体形成が起きることを確認した。一方、Myr-GANF リポペプチド添加の条件に

おいては、HLA-A*24:02 の場合と比較して（図 7B）、溶出体積 15mL に検出されるリガンド
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依存的な複合体のシグナルが減弱していた（図 10A, 右パネル, 矢じり）。このことについて

構造学的な洞察を得るために、HLA-A*24:50：RAGFVANF ペプチド複合体の結晶構造を決

定したところ、B ポケットには P2 アミノ酸（Ala）が収容され（図 10B）、HLA-A*24:50 で

は Tyr9 側鎖が B ポケット側に突き出す形になっていた（図 10C）。その結果、HLA-A*24:50

では著しく B ポケット体積が縮小しており、ミリスチン酸の安定的な収納に適した B ポケ

ット構造を構築することが困難であると考えられた。 
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図 9：HLA-A*24:02 と Mamu-B*098 のリポペプチド収容様式 

A：1 ヘリックスを奥に見た抗原結合溝（半透明緑）とリポペプチド（黄色、スティックモ

デル）を示す。 

B：ミリスチン酸（黄色、空間充填モデル）の B ポケット（半透明緑）への結合様式の詳細。

B ポケット底部における Ser9（緑色、空間充填モデル）とその周辺アミノ酸（緑色、ス

ティックモデル）側鎖の水素結合（灰色、点線）を示す。 
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図 10：HLA-A*24:50 のリポペプチド結合能の検証と結晶構造解析 

A：HLA-A*24:50 のリガンド依存的な複合体形成を検出するゲル濾過クロマトグラフィー。

抗原なし（左）、モデルペプチド（中央、矢印）、モデルリポペプチド（右、矢じり）を

示す。 

B：1 ヘリックスを奥に見た抗原結合溝（半透明緑）と RAGFVANF ペプチド（黄色、ステ

ィックモデル）を示す。 

C：P2 アミノ酸の Ala（黄色、空間充填モデル）の B ポケット（半透明緑）への結合様式と

B ポケット底部における Tyr9（緑色、空間充填モデル）を示す。 
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HLA-A*24:02 は、B ポケットリモデンリングにより、ペプチドだけでなくリポペプチドを

結合することができる 

これまで解析が進められてきたアカゲザル LP1 分子（Mamu-B*098、 Mamu-B*05104）と

は異なり、HLA-A*24:02 はペプチドだけでなくリポペプチドを結合する能力（dual binding 

ability）を有することが明らかとなった。このことは、HLA-A*24:02 の B ポケットがペプチ

ドリガンドの P2 アミノ酸のみならず、リポペプチドリガンドの脂肪酸（ミリスチン酸）と

いう異質の化学物性を有する分子を収納できることを示唆している。HLA-A*24:02 の dual 

binding ability の分子基盤を解明するために、ペプチド（RYGFVANF; RF8）結合 HLA-A*24:02

とリポペプチド（Myr-GANF）結合 HLA-A*24:02 の結晶構造を比較検討した（図 11A）。 

まず、F ポケットに収納された C 末端アミノ酸（Phe）の空間配置には差異が認められず、

周辺アミノ酸（Asn77、Tyr84、Thr143、Lys146、Trp147）との水素結合ネットワークの構築

パターンもまた同一であった（図 11B）。一方、A ポケットにおいては、Myr-GANF リポペ

プチドが結合した場合にはリガンドが存在しないが、RF8 ペプチドが結合した場合は P1 ア

ミノ酸（Arg）が結合していた。しかし、A ポケットにリガンドが存在するかしないかに関

わらず、A ポケットのリガンド結合を担う Tyr クラスター（Tyr7、Tyr59、Tyr159、Tyr171）

の空間配置は、両者でほとんど変わらなかった（図 12）。ペプチド結合の場合は、Arg の主

鎖アミノ（NH2）基の N 原子、カルボニル（CO）基の O 原子と Tyr クラスターのヒドロキ

シル基の間に水素結合が形成されていた（図 12, 右パネル）。一方、リポペプチド結合の場

合は、ペプチド結合時の主鎖 N 原子、O 原子と同じ位置に、水分子が配置されることによ

り、水分子と Tyr クラスターのヒドロキシル基の間でペプチド結合時と同様の水素結合ネッ

トワークが形成されていた（図 12, 左パネル）。したがって、ペプチド結合の場合でもリポ

ペプチド結合の場合でも、A ポケットと F ポケットの基本構造は不変であると結論づけた。 

一方、B ポケットにおいては、Myr-GANF 結合の場合はミリスチン酸、ペプチド結合の場

合は P2 アミノ酸（Tyr）が結合した（図 13）。どちらの場合においても、Ser9 側鎖のヒドロ
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キシル基は His70 のイミダゾール環と水素結合を形成することにより、B ポケットの反対側

に向く形で深い B ポケットが維持されていた。対照的に、His70 のイミダゾール環におい

て、結合リガンドの違いに適応した空間配置の変化が認められた。ミリスチン酸結合の場合、

Ser9 の C炭素原子に加えて His70 のイミダゾール環の C2 炭素原子がミリスチン酸炭素原

子とファンデルワールス相互作用を形成し、安定的な脂肪酸結合に寄与する（図 13, 左パネ

ル）。これに対して、P2 Tyr 結合の場合は、イミダゾール環の時計回りの回転（二面角にお

いてχ2 約 130 度に相当）を認め、その結果として C2 炭素原子の代わりに N原子が B ポ

ケット面に表出し、P2 Tyr のヒドロキシル基との間で水素結合を形成することにより安定的

な P2 アミノ酸結合に貢献した（図 13, 右パネル）。したがって、HLA-A*24:02 分子は、リ

ガンドの種類に応じた適切な B ポケットリモデリングを介して、その dual binding ability を

発揮すると結論づけた。 
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図 11：Myr-GANF と RYGFVANF（RF8）の結合様式の比較 

A：1 ヘリックスを奥に見た抗原結合溝（半透明緑）と Myr-GANF リポペプチド（黄色、

スティックモデル、左）と RF8 ペプチド（黄色、スティックモデル、右）を示す。 

B：リポペプチド(左)とペプチド(右)の F ポケット（半透明緑）結合様式の比較図。F ポケッ

トを構成するアミノ酸（緑色、スティックモデル）側鎖は、その配向やリガンドとの水

素結合（灰色、点線）の箇所が両者で同一であった。 
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図 12：A ポケットの結合様式の比較 

Myr-GANF リポペプチド（左）と RF8 ペプチド（右）の A ポケット結合様式の比較図。

リポペプチド結合時、A ポケット周辺の Tyr クラスター（緑色、スティックモデル）と水分

子 2 つが形成する水素結合（左）は、ペプチド結合時の同 Tyr クラスターと P1 アミノ酸 Arg

主鎖（黄色、空間充填モデル、右）の水素結合（灰色、点線）と同等であった。 
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図 13：B ポケットにおける His70 イミダゾール環の回転 

Myr-GANF のミリスチン酸（黄色、空間充填モデル、左）と RF8 の P2 アミノ酸 Tyr（黄

色、空間充填モデル、右）の B ポケット（半透明緑）結合様式を示す。どちらの場合も His70

側鎖（緑色、スティックモデル）は Ser9 側鎖（緑色、スティックモデル）と水素結合（灰

色、点線）を形成していた。His70 側鎖の電子マップは 2Fo-Fc マップ 2.0σ（灰色、メッシ

ュ）によって表しており、His70 側鎖が確かにモデルの通りに配位していることを示してい

る。 
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HLA-C*14:02 は、Ser9 が直接関与した B ポケットリモデリングを介して、dual binding 

ability を発揮する 

Ser9 を有するもう一つのヒト LP1 候補分子 HLA-C*14:02 についても、リポペプチド結合

能の検証を行った。まずリガンド結合依存的三量体形成実験において、HLA-C*14:02 は、ペ

プチド（LANTVATL）添加の条件だけでなく、リポペプチド（Myr-GAAL）添加の条件にお

いても、リガンド非添加においては検出されない溶出体積 15 mL のピークを認めたことか

ら dual binding ability を有することが確認された（図 14A）。対照的に、HLA-C*14:02 の Ser9

を Tyr に置換した S9Y ミュータントにおいては、ペプチド結合依存的な複合体形成と比べ

てリポペプチド結合依存的な複合体形成が著しく減弱した（図 14B）。したがって、HLA-

C*14:02においてもポジション 9のアミノ酸がリポペプチド結合を制御していることが示唆

された。 

HLA-C*14:02 の dual binding ability の構造学的基盤を解明するために、HLA-C*14:02：Myr-

GAAL 複合体および HLA-C*14:02：LYNTVATL（LL8）複合体の X 線結晶構造解析を行った

（表 3）。まずリポペプチド結合 HLA-C*14:02 において、ミリスチン酸は B ポケットに、ま

た C 末アミノ酸（Leu）は F ポケットに収容され、A ポケットにはリガンドが存在しない点

において、HLA-C*14:02 のリポペプチド結合の基本様式は HLA-A*24:02 と同等であった（図

15A）。次に、HLA-C*14:02 の B ポケットにおけるミリスチン酸の結合様式と P2 アミノ酸

（Tyr）の結合様式の比較を行ったところ、ミリスチン酸結合の場合、Ser9 側鎖は B ポケッ

トの反対側に配向し、側鎖のヒドロキシル基は水分子を介して Asp74 と水素結合を形成し

た（図 15B, 左パネル）。その結果、深い B ポケットが形成されると同時に、Ser9 の C原子

がポケット面に表出し、ミリスチン酸炭素原子とファンデルワールス相互作用を形成する

ことにより、安定的なミリスチン酸結合に寄与した。これとは対照的に、P2 Tyr 結合の場合、

Ser9 側鎖は Asp74 との水素結合を失って B ポケット内腔を向き、P2 Tyr のヒドロキシル基
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の間に新たな水素結合が形成されていた（図 15B, 右パネル）。したがって、HLA-C*14:02 の

dual binding ability においては、Ser9 自体の水素結合パターンの変化を介した B ポケットリ

モデリングが重要な役割を果たしていると結論づけた。 

以上より、HLA-A*24:02 と HLA-C*14:02 はヒト LP1 分子として機能する可能性が示され

た。そして、ポジション 9 のアミノ酸選択と B ポケットの可塑性が dual binding ability の要

件となることが明らかとなった。 
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図 14：HLA-C*14:02 と HLA-C*14:02（S9Y）のリガンド依存的複合体形成 

A：HLA-C*14:02 をリガンドなし（左）、モデルペプチド（LANTVATL、中央）あるいはモ

デルリポペプチド（Myr-GAAL、右）と共にリフォールディングさせ、ゲル濾過クロマ

トグラフィーで評価した。どちらのリガンドも溶出体積 15 mL（矢印）でピークが認め

られた。 

B：HLA-C*14:02（S9Y）を、同様にリガンドなし（左）、モデルペプチド（中央）、モデルリ

ポペプチド（右）と共にリフォールディングさせ、ゲル濾過クロマトグラフィーで評価

した。モデルペプチド存在下においては、HLA-C*14:02 と同等のピーク（矢印）が認め

られたものの、モデルリポペプチド存在下においては、ピーク強度が減弱した（矢じり）。 
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図 15：HLA-C*14:02 における B ポケット構造の変化 

A：1 ヘリックスを奥に見た抗原結合溝（半透明緑）と Myr-GAAL リポペプチド(黄色、ス

ティックモデル、左)と LL8 ペプチド（黄色、スティックモデル、右）を示す。 

B：Myr-GAAL のミリスチン酸（黄色、空間充填モデル、左）と LL8 の P2 アミノ酸 Tyr（黄

色、空間充填モデル、右）の B ポケット（半透明緑）結合様式を示す。ミリスチン酸の

場合、Ser9 側鎖（緑色、スティックモデル）は Asp74 側鎖（緑色、スティックモデル）

と水分子を介した水素結合を形成する一方で、P2 アミノ酸 Tyr の場合は Ser9 側鎖が回

転し、P2 アミノ酸 Tyr 側鎖と水素結合を形成していた。 
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第 4 章：考察 

Dual binding ability を有するヒト LP1 分子の同定とそこから見えてくる進化過程 

本研究によって、リポペプチド結合能を有する HLA クラス I 分子が初めて同定された。

研究の起点は、アカゲザル LP1 分子がポジション 9 に頻度の低い小さなアミノ酸残基を有

する点であり、その着眼は間違いではなかったと考えられる。その一方で、アカゲザル LP1

分子がリポペプチドのみを結合することとは対照的に、ヒト LP1 分子（HLA-A*24:02, HLA-

C*14:02）がペプチドとリポペプチドをともに結合できる dual binding ability を有する点は私

の当初の想定を超えた発見であった。現時点でその分子基盤を一元的に説明することはで

きないが、ポジション 9 のアミノ酸だけでなく、B ポケットを構成する他のアミノ酸群の組

み合わせの総和として作り出される B ポケットの基本骨格や可塑性（リモデリング機構）

ならびに静電ポテンシャルが深く関与しているものと思われる。この点は、これらのアミノ

酸群をシステミックに置換した変異分子のリガンド結合能を一つ一つ評価していくことに

より、一定の答えが見出せると考えている。 

他方、アカゲザルはヒトとは異質の MHC クラス I 進化を辿ってきた点は考慮に値する。

アカゲザルが属するオナガザル上科（旧世界ザル）とヒトが属するヒト上科（ヒト・類人猿）

は約 2500 万年以上前に分岐し、その後アカゲザルに固有の MHC クラス I 進化が認められ

ている[54]。アカゲザルにおいては、ダイナミックな遺伝子重複や脱落、活発な突然変異と

組み換えの結果として、Mamu-A 遺伝子領域内と Mamu-B 遺伝子領域内に多数の遺伝子座

が構築されてきた（Mamu-C 遺伝子領域は欠失している）[55]。しかも、遺伝子座の数は一

定ではなく、ゲノム毎に異なることが知られている[56]。さらに Mamu 遺伝子領域内には、

偽遺伝子の存在が顕著である。このような一見乱暴とも思える MHC クラス I 進化の過程で、

リポペプチド結合に特化した MHC クラス I 分子が創生されてきたと考えられる。一方ヒト

においては、ゲノム上に 3 つの MHC クラス I 遺伝子座（HLA-A, -B, -C）が安定的に維持さ

れ、それぞれの遺伝子座において突然変異を基盤とした対立遺伝子が生み出されては進化
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的な淘汰を受けてきた。したがって、dual binding ability を有するヒト LP1 分子は、ペプチ

ド結合に特化した MHC クラス I 分子群を出発点としてリポペプチド結合に特化した MHC

クラス I 分子群が生み出される長い進化の過程において、いわば中間産物と位置付けること

ができよう。 

 

ヒト LP1 と結合するウイルスリポペプチドレパトア 

HLA-A*24:02 と HLA-C*14:02 が実際にどのようなウイルスリポペプチドを結合し、提示

し得るか考察する。この 2 つの HLA クラス I 分子に結合するペプチドリガンドの網羅的解

析（レパトア解析）から、F ポケットに収納される C 末端のアンカー配列は共通であり、疎

水性の高い Phe、Leu、Val、Ala が選好される[39, 40]。そこで、ミリストイル化配列を考慮

しつつ 4-mer リポペプチドを想定し、Myr-GXXZ（X は任意のアミノ酸、Z = F, L, V, A）に

該当する配列を探索し、下表にまとめた[57, 58]。これらのウイルスリポペプチドはいずれ

も HLA-A*24:02 や HLA-C*14:02 に結合可能と考えられ、これを特異的に認識する T 細胞群

はウイルス感染防御の一翼を担っている可能性がある。 

 

上記のタンパク質は、ミリスチン酸修飾を受けることにより、免疫分子の機能抑制やウイ

ルス膜融合、あるいは出芽の促進などの機構を介して、ウイルスの生存や感染、増殖など病

原性と深く関わっている[59-61]。逆にこれらのウイルスタンパク質のミリストイル化を検
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出する CTL 応答は、感染防御の観点から極めて有効である。同時にそれは、リポペプチド

という新しい抗ウイルスワクチンの開発にもつながることが期待される。 

HLA-A*24:02 や HLA-C*14:02 は、世界的に頻度が高いアリルであるが、特に日本におい

て顕著であり、日本人における HLA-A*24:02 保有率は 58%, HLA-C*14:02 保有率は 15%で

ある[62]。ある地域の HLA アリル頻度と土着の感染症との間には相関があると考えられて

おり[63, 64]、HLA-A*24:02 や HLA-C*14:02 が、日本で流行した感染症の影響で進化的に濃

縮した可能性は十分に考えられる。例えば、成人 T 細胞白血病リンパ腫は、T リンパ球に発

症する癌であり、原因ウイルスは、ヒト T 細胞白血病ウイルス I 型（HTLV-1）である。流

行には地域性があることが認められており、日本の沖縄・九州地方などにキャリア感染者が

多い[65]。HLA-A*24:02 や HLA-C*14:02 はリポペプチド抗原提示能力により、他のアリル

より HTLV-1 感染に対する制御能が高く、日本人においてこれらのアリルを保有する選択圧

が働いたのかもしれない。今後、ウイルス流行地域と HLA クラス I 頻度との相関性を調べ

る際には、HLA クラス I 分子のリポペプチド提示能の観点も加味して、検討する必要があ

る。 

 

ウイルスリポペプチド特異的 T 細胞応答に起因する自己免疫疾患 

ウイルス感染に伴い、しばしば自己免疫疾患の発症や増悪が起きることが知られている

[66, 67]。ウイルス抗原を認識する T 細胞が自己抗原に対して交差反応性を示すことが主要

な要因と考えられている [68]。Mamu-B*05104：Myr-GGAI 複合体を特異的に認識する TCR

（SN45）の結晶構造解析の結果から、TCR が認識する主たる T 細胞エピトープはミリスチ

ン酸とペプチドの間にあるアミド結合とペプチド部分のごく限られたアミノ酸残基である

と考えられており[69, 70]、ウイルスリポペプチドと自己リポペプチドの明確な免疫識別は

理論上困難である。したがって、リポペプチド特異的 T 細胞が自己免疫疾患の発症に関わ

っている可能性は十分に考えられる。 
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1 型糖尿病は何らかの免疫機序で膵細胞が破壊され、インスリンが産生されない自己免

疫疾患である。先行研究によると、1 型糖尿病急性患者のうち HLA-A*24:02 保有者で膵細

胞の破壊が認められ[71, 72]、また 10 代以下の若い世代の患者に HLA-A*24:02 の保有率の

高さが指摘されている[73, 74]。さらに、エンテロウイルスはコクサッキーウイルス・アデノ

ウイルス受容体（Coxsackievirus and Adenovirus Receptor：CAR）を介して細胞に感染し、感

染を契機に 1 型糖尿病が発症もしくは病状が悪化するという報告がある[75, 76]。この 2 点

を併せて、エンテロウイルス感染により、HLA-A*24:02 保有者の若い世代に 1 型糖尿病発

症率が上昇する可能性を考察したい。 

手足口病やコクサッキーウイルスヘルパンギーナはエンテロウイルス属のコクサッキー

ウイルス、エンテロウイルスが原因ウイルスであり、5 歳以下の小児が罹患しやすい[77, 78]。

エンテロウイルスのカプシドを構成する VP4 タンパク質はミリストイル化修飾を受け、

Myr-GAQVST…の配列を持つ。VP4 タンパク質はエンテロウイルス属のライノウイルスや

ポリオウイルスも保有しており、ミリストイル化配列とオーバーラップした N 末端から 5

つのアミノ酸の配列は保存されている[79, 80]。一方、ヒトにはユビキタスに組織発現する

内在性ミリストイル化タンパク質として、CYB5R3 や MARCKS タンパク質等が存在し、ど

ちらも膵島に発現し機能することが分かっている[81, 82]。ミリストイル化 CYB5R3 の N 末

配列は Myr-GAQLSL…、ミリストイル化 MARCKS の N 末配列は Myr-GAQFSK…であり、

4-mer のリポペプチドを想定すれば、ウイルス由来の VP4 リポペプチドとは C 末端のアミ

ノ酸（PΩ）が異なるのみである。PΩアミノ酸は通常 F ポケット内部に深く収容され、TCR

の認識に直接的には影響しない。したがって、ウイルス由来の配列（Myr-GAQV）と内在性

タンパク質配列（Myr-GAQ（F/L））を T 細胞が識別することはできないと考えられる。 

以上より、HLA-A*24:02 保有小児がエンテロウイルス属のウイルスに感染すると、HLA-

A*24:02 はウイルス由来の VP4 リポペプチド（Myr-GAQV）を提示し特異的な CTL 応答を

誘導すると推測できる。しかしながら、内在性リポペプチド（Myr-GAQ（F/L））の配列と類
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似しているために、ウイルス感染後に残ったメモリー/エフェクターT 細胞が正常細胞まで

も攻撃してしまうことで、徐々に膵細胞の破壊が進行し、1 型糖尿病の発症につながる可

能性がある。リポペプチド特異的 CTL 応答を切り口とした新しい自己免疫病態の解明は、

今後の臨床的課題である。 

 

総括 

本研究は、サル LP1 分子の結晶構造から、リポペプチド結合に重要な 9 番目のアミノ酸

に着目し、有力なヒト LP1 分子候補として HLA-A*24:02 と HLA-C*14:02 を同定した。両者

はペプチドのみならず、リポペプチドの結合能力を有しており、HLA 分子群がリポペプチ

ドのような脂溶性抗原を安定的に結合できることを示した初めての例である。さらに、高解

像度の X 線結晶構造解析により、リポペプチドの抗原結合溝への結合様式を解明した。ま

た、ペプチド結合様式とリポペプチド結合様式を比較することにより、Ser9 もしくは His70

を含む最小限かつ効果的な B ポケットリモデリングを検出し、化学極性の異なる 2 種類の

リガンドの両方を結合できる分子構造学的基盤を解明した。HLA-A*24:02、HLA-C*14:02 は

高頻度 HLA クラス I アリルであることから、本研究により得られた知見は、リポペプチド

を標的とした新たなヒト感染防御機序の理解に貢献するだけでなく、リポペプチドワクチ

ンの開発に向けた学術基盤を確立するものである。 
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表 1：結晶化条件 

 

*灰色は該当試薬がないことを示す。 

*PEG Smear Low は Molecular Dimensions 社製を使用。 
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表 2： HLA クラス I 分子とサル MHC クラス I 分子の B ポケット体積 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MHC class I 
B pocket 

size (Å3) 
PDB ID  MHC class I 

B pocket 

size (Å3) 
PDB ID 

HLA    HLA   

Tyr at position 9   Ser at position 9  

HLA-A*11 130.809 5GRD  HLA-A*24 535.194 7WT4 

HLA-A*68 162.926 4HX1  HLA-C*04 313.752 1IM9 

HLA-B*07 144.799 4U1K  HLA-C*14 601.134 7WJ2 

HLA-B*14 197.578 3BXN  HLA-A*30 422.569 6J1V 

HLA-B*15 222.176 1XR9    

HLA-B*35 34.422 3BWA  Mamu   

HLA-B*39 182.234 4O2E  Tyr at position 9   

HLA-B*44 198.233 3L3I  Mamu-A*002 141.763 3JTT 

HLA-B*46 134.628 4LCY  Ser at position 9   

HLA-B*51 102.455 1E27  Mamu-B*098 238.406 4ZFZ 

HLA-B*53 41.212 1A1M  Gly at position 9  

HLA-B*57 100.920 3X12  Mamu-B*051 287.002 6IWG 

HLA-B*58 212.718 5IM7     

HLA-B*81 146.593 4U1L     

HLA-C*05 77.746 5VGD     

HLA-C*03 95.425 1EFX    

HLA-C*08 112.006 6JTP    
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表 3：データコレクションとリファインメント 

 

*最高解像度の区画は()に表記 

 

 
HLA-A*24:02 

Myr-GANF 
complex 

HLA-A*24:02 
RF8 

complex 

HLA-A*24:50 
RAGFVANF 

complex 

HLA-C*14:02 
Myr-GAAL 

complex 

HLA-C*14:02 
LL8 

complex 

PDB ID 7WT3 7WT4 7WT5 7WJ3 7WJ2 

Data collection      

Detector at BL26B1 Eiger4M Eiger4M Eiger4M MX225HE MX225HE 

Space group P21 P21 P21 C2 C2 

Cell dimensions 
a, b, c (Å) 
  (°) 

87.6, 46.7,143.6 
104.9 

86.4, 46.6,141.9 
104.0 

86.4, 46.6,141.9 
104.0 

91.1, 77.5, 60.6 
120.9 

92.7, 76.9, 62.1 
119.5 

Trimer in asym. unit 2 2 2 1 1 

Resolution (Å) 
50-1.89 

(2.00-1.89)* 
50-1.89 

(2.01-1.89) 
50-2.10 

(2.22-2.10) 
50-1.56 

(1.59-1.56) 
50-1.28 

(1.30-1.28) 

Rmerge 0.057 (0.448) 0.078 (0.472) 0.086 (0.463) 0.044 (0.390) 0.056 (0.384) 

I/σ(I) 14.4(2.83) 11.6(2.25) 12.6(2.98) 49.5 (4.80) 36.6 (3.08) 

Completeness (%) 99.6(99.5) 97.6 (97.3) 99.5 (99.1) 99.2 (84.9) 99.0 (97.3) 

Redundancy 3.7 (3.9) 2.9 (2.8) 3.8 (3.9) 7.4 (6.2) 4.3 (3.9) 

CC(1/2) (%) 99.9 (87.0) 99.7 (79.5) 99.7 (85.7) 99.8 (93.3) 99.6 (91.8) 

Wilson B (Å2) 27.1 21.1 25.8 16.9 13.6 

Refinement      

Resolution (Å) 1.89(1.91-1.89) 1.89(1.92-1.89) 2.10(2.13-2.10) 1.56 (1.59-1.56) 1.28 (1.29-1.28) 

No. of reflections 89123(2904) 85071(2706) 64481(2715) 50956 (2725) 96238 (3046) 

Rwork / Rfree (%) 
20.0(31.3)/ 
23.5(33.0) 

20.0(31.1)/ 
23.2(34.1) 

18.6(23.2)/ 
22.8(28.4) 

17.0 (18.3) / 
18.8 (21.4) 

15.6 (22.9) / 
17.8 (27.4) 

Coordinate error (Å) 0.22 0.22 0.25 0.13 0.13 

No. of residues      

  Protein 677 715 733 379 384 

MYR/EDO/ACT/ 
TRIS/ZN/NA 

2/37/3/1/3/0 0/46/1/2/3/0 0/47/0/1/3/0 1/18/0/0/0/0 0/7/1/0/0/1 

Water 403 423 334 227 334 

B-factors (Å2)      

  Protein 36.8 32.1 37.2 21.3 19.6 

  Ligand and ion 42.7 36.5 41.6 31.6 26.0 

  Water 37.5 30.2 32.3 27.8 27.4 

RMSDs      

  Bond lengths (Å)  0.008 0.008 0.009 0.009 0.008 

  Bond angles (º) 1.243 1.020 1.094 0.917 1.06 

Ramachandran plot      

  Favored (%) 98.4 98.6 98.0 98.2 98.4 

Outliers (%) 0 0 0 0 0 

Crash score 4.41 4.19 5.10 1.41 4.37 

Rotamer outliers (%) 1.00 0.95 1.54 0.59 1.40 

 1 
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