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は じめ に ペ プチ ドス ーパ ーア ゴ ニ ス トの 概念

　抗原 ペ プ チ ド上 の ア ミ ノ 酸 を 1 残 基置換 し た ア ナ ロ

グで刺激す る こ と に よ り，T 細胞の 応答は 量的あ る い

は質的 に変化する こ とが 明 らか に され て きた 。実 際，

ア ナ ロ グペ プ チ ドの ヒ トへ の有効な応用例が い くつ か

報告 さ れ て い る．基礎 免疫学 的な背景 に つ い て は拙

著 D を参照 され た い ．最近我々 は，こ の ような従来型 の

1 残某置換に よ る ア ナ ロ グ で はな く，コ ン ビナ ト リ ア

ル ペ プチ ドラ イブ ラ リ
ーと質量分析機を利用する こ と

に よ り，多残基置換 に よる ア ナ ロ グ を同定す る方法を

開発 した2）．一．一
方 ，

こ の よ うなペ プ チ ドの 作用機序は

TCR 特異的な もの で あ る が ， ア レ ル ギ
ー

にお い て は 単

一
抗 源蛋 白上 に 複 数 の T 細胞 エ ピ トープ が 存在 す る

こ とが 多 く，こ れ らに対 する多 ク ロ
ー

ン 性応答 を標的

に で きる よ うな戦略 の 開発 も望 ま れ て い た．こ れ に 関

連し て我 々 は ，
ペ プチ ドの 長 さを調節す るこ と に よ り，

抗原特 異的か つ TCR 非特異的に多 ク ロ ーン 性応 答を

標的とする こ とが で きる こ とを明 らかに した3｝．本稿

で は こ れ らの 新しい 戦略の うち，多残基置換に よる ア

ナ ロ グ ペ プ チ ドの 同定 ， 特に ス ーパ ー
ア ゴ ニ ス ト同定

法 に つ い て 解説 した い ．

NOVEL 　STRATEGIES 　FOR 　PEPTIDE −BASED 　IM −

MUNOTHERAPY ：Ide皿 tification 　 of 　Peptide 　 Su −

peragonists 　Using 　Combinatoriai 　Peptide 　I・ibrar−

ies　and 　Mass 　Spectrometry
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　T 細 胞応 答を抗原特異 的 に 増強す る 試 み は，お もに

感染免疫や腫瘍免疫の 領域で な さ れ て きたが ， 自己免

疫 や ア レ ル ギ
ー

に お い て も，Thl 応 答へ の シ フ トや ク

ロ
ー

ン 特異 的な ア ポ ト
ーシ ス の 誘導と関連 して 注目さ

れ始め て い る．抗原構 造 の 修飾 に関 して は，一残基置

換 ア ナ ロ グペ プチ ドに よ る免疫応答の 修飾が数多 く報

告 され て い るが，IILA との 結 合 を増強 す る に して も

TCR と の 結 合 を 増強す る に し て も4｝5y，　 logオ ーダ ー

の増強は むずか しく，新たな戦略 の 開発が望 まれ て い

た ．Hemmer ら は combinat ．orial 　peptide　libraryを用

い た 丁細胞 エ ビ 1・一プ の positional　scanilin9 に よ り，

野生型 ペ プ チ ドよ りも logオーダーで 強 い 抗 原刺 激活

性 を有する ペ プ チ ド（peptide　superagonists ）を同定し

た．こ れ は一
残 基 を 置換 した ペ プ チ ドで は な く，多残

基を置換 したペ プチ ドで あ っ た 6〕．そ の 後 ， 我 々 を 含

め て 複数の グ ル ープ が 異な る T 細胞 ク ロ ー ン を用 い

て 同様の 戦略を試み た が ， 「ペ プ チ ド上 の あ る ポ ジ シ ョ

ン にお い て免疫応答増強的に働 くア ミ ノ酸残基置換を

す べ て の ポ ジ シ ョ ン に 有 す る ペ プチ ドは，必 ず しも

ス
ーパ ー

ア ゴ ニ ス トで は ない 」こ とが 明自に な っ て き

た 7）・一一9）．こ れ は ペ プ チ ドの 構 造 を考 え れ ば 自明 で

あ っ て ，特定の ア ル フ ァ 炭素の 周囲 の 回転角は 数残基

先の ア ル フ ァ 炭素の 周囲 の IIエ1転角 にも影響を与える か

らであ る10｝ID ．よ っ て ，ち ょ うど チ ェ ス の ゲ ーム に お

い て コ ン ピ ュ
ー

タ
ー

が と る 思考過程の よ うに フ ァ ジー

な 戦 略を取 ら な い と ， 「最強 の 」ペ プチ ドを同定する こ

とはむずか しい 〔図 1）．簡略化の た め に ， AAAAA

を 野生 型 ペ プ チ ド とす る．仮 に AEAAA と AAAQA

が よ り強 い 丁細胞応答を誘導 し た としよ う．しか し

八EAQA は さら に 強 い 抗 原 と は な ら な い 例 の ほ うが

む しろ多い ．A の代わ りに すべ て の ア ミ ノ 酸 を合成反
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無 関係な ペ プチ ド 野生 型 ペ プチ ド

従来の
一残基 置換 ペ プチ ド　従来の

一残基置換ペ プチ ド

（TCR と の 結合増 強型）　　 （HLA との 結合増 強型） ス ーパ ーア ゴニ ス ト

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 図 1．HLA 結合ペ プチ ドの 分類 （概念図），
IILA と TCR の 間に狭 まれ た構造物がペ プチ ドを表 して い る．1野 生 型ペ プ チ ド」とは，木 稿 の 場 合 ，　K −ras ペ プチ ドを意 味

す る． 1次 元 的 に は ス
ーパ ー

ア ゴニ ス トは 二 残基置換 で達 成 させ る か に み え る が，実際の ペ プ チ ドの ：三次 元構造 は よ り複

雑 で あ り， 時に は野 生 型 ペ プチ ドと は
一

次構 造 h ま っ た くホ モ ロ ジー
の ない よ うなペ プ チ ドが ス ーパ ー

ア ゴ ニ ス トと な り

得 る．図 中に使 わ れ て い る 「結合」 とい う百 葉 は ， 親和件，〔｝ff−rate な どの 要累をすべ て加味 した もの で あ る，
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リ ア ルペプチドライ
ラ リ ー の 丁細胞 刺 激 活 性 ． ラ イ ブ ラ リ ー の デザイ ン は トップに示されている ． 例 え ば position 　 3 の パ ネ ルで

答を誘導している ペプチドは EYKLVXXMXXXXXX − SALT の配列を 有 す る ， 各 ペ プチ ド は150 μ M で T 細 胞ク

ーン＋
APC

と 共 培 養 さ れ た ， N 工 工 一
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パ
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太 い 矢 印は 野 生 型 ペ プ チ ドの retention 　time を示 す ．
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応 に添加 し た XXXXX をベ ー
ス とし，

一
つ の ポ ジ シ ョ

ン を特定 の ア ミ ノ 酸 に 固定 した （例 えば AXXXX ）ペ

プチ ドの 混合物 を一つ 一
つ 合成 した もの が combina −

torial　peptide　libraryで ある．こ の 例 では 20 ア ミ ノ 酸

x 　5　pesitions＝100 通 りの ラ イ ブ ラ リ ーが で き上が る

（フ ァ
ー

ジな どは使 っ て い な い 全 く degenerateな合

成物 で あ る）．こ れ を用 い る と，前記 の よ うな 矛盾 は い

くらか解決 で き ， それを応用し た の が前記 の Hemmer

らの
．
論文 で あ る 6）．し か し，実際 は ， combinatorial 　pep −

tide　libraryを使 っ た場合 で も，た と えば XEXXX と

XXXQX を組み合わ せ た XEXQX よ りも XEXMX の

　　s

ほ っ が さ ら に強 い 活性を持 っ て い る にもかかわ らず ，

　 図 5．HPLC 画 分 の 質 ：ht：分析．
の 分 析 結 果．

　以 ドfraction　21 （B ），22 （C ），
（F）．

A は 野 生型 ペ プ チ ド

23 （D ），24 （E），25

表 1 ペ プ チ ド配列，疎水性，な らび に 抗原活性

Observed
peak　m 〆zTheoretica

［

　 　 m ．W ． rn．W ． Sequence Rdative　hydrophQbicity
　 　 　 　 　 score

ED5 〔エ

583．6／875．0
918、0

476、5

632．3

】7痩81834

1902

1984

ユ74＆071834

．151835

．091836231836231836

．23190
 ．22

ユ900．22
⊥900．28190

⊥、16190
⊥．ユ61901
．22

圭902．301903
，30

⊥90230

⊥892．19189225

ユ893．191894
．271894
、271894

．331895
．211895

．211895
、27

EYKLVVVGAGGVGKSALT

EYKLVVVGAGEVAKSALT　　　　　　　　　− 『
EYKLVVVGAGEVAESALT　　　　　　　　　『−
EYKLVVVGAGGMLKSALT　　　　　　　　　　』
EYKLVVVGAGGMIKSALT　　　　　　　　　　『
EYKLVVVMAGGVAKSALT　　　　　　− −
EYKLVVVGAGEVHKSALT　　　　　　　　　− −
EYKLVVVGAHEVGKSALT　　　　　　　　｛
EYKLVVVGAHGMPKSALT　　　　　　　　−
EYKLVVVGAGEVIIESALT　　　　　　　　　−
EYKLVVVGA 埋 VGESALT

EYKLVVVGAHGMPESALT

EYKLVVVGAHGMVKSALT　　　　　　　　　　−
EYKLVVVMAGGVHKSALT　　　　　　  一
EYKLVVV 乂A 旦GVGKSALT

EYKLVVVGAGWVAESALT　　　　　　　　　− −
EYKLVVVGAGEMPKSALT

EYKLVVVGAGEMPESALT

EYKLVVVGAGEMVKSALT

EYKLVVVMAGEVGKSALT　　　　　　− −
EYKLVVV 乂 AGGMPKSALT
EYKLVVVGAGEMVESALT

EYKLVVVMAGEVGESALT　　　　　　『 一 一
EYKLVVVMAGGMPESALT

一1．3
− 2．1
− 1．6
＋ 0、6
＋ L2
＋ 3、2
− 7，1
− 7．1
− 7．5
− 6．6
− 6．6
− 7，0
− 1，8
一

ユ、8
一

ユ．8
＋ 0．9
− 7，7
− 7．2
− 2，0
− 2，0
− 2．4
一

ユ．5
− 1、5
− 1、9

oユlDDQDO

、00210
．00工80

．050NTNTNTNTNTNTQQOQOQQONTNTQODDQODQooQO

ED ．so は μ M で 表 さ れ て お り ・。 は 増 殖 誘導 能が な い こ と を示す．小 さ い 数字ほ ど抗原 活性が大 きい ．
1行 ［1の 配列 は 野 生型 ペ プ チ ドで あ り，relative 　hydrophobicity　score が

一1、3 よ り大で あれば，そ の ペ プ チ

ドは 野生型ペ プ チ ドよ りも疎 水性 で あ る，
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XXXMX は弱 い 応 答 しか誘導で きな い な どとい う組

み 合 わ せ が 数多 く存在する．我 々 は eombinatorial 　pep−

tide　libraryに 逆棚 IIPI，C と質量分析 を組み合わ せ る

こ と に よ りこ の 問題 を解決 した2〕．

ペ プチ ドス
ーパ ー

ア ゴ ニ ス ト同定法 の 開発

　方法の 流 れ は 以 ドの 通 りで あ る．

　1）Sclf　K −ras 出来 の ペ プチ ド （
3EYKLVVVGAGGV −

GKSAL
’
rL，o）に反応する ヒ トCD 　4　T 細 胞 ク ロ

ー
ン が

認識す る コ ア ペ プチ ドを同定 し， そ の 部分 を randam −

izcし た ¢ 〔》mbinatorial 　peptide　library（EYKLVXXX −

XXXXXXSALT −based）を合成 して T 細胞 応 答 を 観察

した （図 2）．

　2）応答を増強する 置換 の 和が さ ら に 強 い 応 答を 誘

導す る わ けで はない こ と を確認した （図 3）．

　3）図 2 で 応答を増強す る ア ミ ノ 酸残基 をすべ て の

ポジ シ ョ ン に有す る ペ プ チ ドの混合物 を合成 した （図

4A ：理 論的に は 480種類 の ペ プ チ ドの 混合物で あ

る）．こ れ を逆相 HPLC で 分画し，各画分の 増殖誘導活

性を定量 し たと こ ろ，fraction　23 に強 い 活性が 認め ら

れた （図 4B ）．

　4）Elecしrospray 　ionizatiol1型 の 質量分析機で 野生型

ペ プチ ドを分析す る と，予想通 り，多価 イオ ン が観察

され た （図 5A 〕．多価 イオ ン の 情 報 は合成過程で 生 じ

た出来損な い の 短 い ペ プ チ ドを区別させ て くれ る の で

利用価値が ある．そ こ で fraetion　23 （図 5D ）お よ び前

後の 画分 （図 5B ，　C ，　E ，　F）を分析 した とこ ろ ， 質量数

1834 に対応する シ グナ ル 〔例えば 〔M ＋2H ）z− ≡918．0）

は 図 4B の 増殖誘導活性 の 分画パ ターン とよ く似 た シ

グナ ル 強度の変化を しめ した．

　5）480種類 の ペ プ チ ドの うち 1834± O．15％ の 範囲内

に収 ま る ペ プ チ ドを合成 し ， 増殖活性 を定量 した （表

1）．他 に も疑 わ しい シ グ ナ ル が 4 種類存在 したの で ，

疎水性 ス コ ア が 野 生型 ペ プチ ドよ りも高 い もの （図 4

B の retel1Lion　timcよ り，め ざす superagollist は野生

型 ペ プ チ ドよ りも疎 水性 で あ る と推測 で き る）を合成

した 1そ の
一

部 を表 1 に示 し た）．予想 通 り，
1836．23

の 質景 を持 つ ペ プ チ ド 2 種類 が 100倍近 い 活性 を持 つ

ス
ーパ ーア ゴ ニ ス トとして 同定 され た （野生 型 の ペ プ

チ ドの ED5。 が 0．11μM で あ る の に 対 して ，
ス
ーパ ー

ア

ゴ ニ ス トの そ れ は 0，0021と 0．OGI8），こ れ らは
“ヰVG15

を
⊥4MI15

と
1’iML ⊥tt

に置換し た もの で あ っ た （図 6）．
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図 6．ス
ーパ ー

ア ゴ ニ ス ト と野生 型 ペ プ チ ドの dose

「csponse ．

　黒 丸が 野 生 型ペ プ チ ド，四 角で 示 した の が ス
ーパ ー

ア ゴ ニ ス トで ある．

　 こ の ような方法 は，特定の T 細胞応答の in　vivo ま

た は ex 　vivo 刺激 に よ る 増強 や ，白己免疫病に お ける

分 f’擬態 （mo 】ecular 　minlicry ： 12）の解析，さ らに は

特異性末知 の T 細 胞が 認識す る リガ ン ドの 同定など

に 威力 を発揮す るであろ う．

おわ りに

　こ こ に ご紹 介した方法 は特 定 の T 細胞 ク ロ ー ン の

応答 を増強す る こ とを念頭に お い たもの で ある．標 的

を抗原特異的多ク ロ ーン 性応答 に設定す る場合は全 く

異 な る 発想 も必要 で あ ろ う3）．本研究は 本教室大 学院

の 田 中芳彦 （現 La　Jolla　lnstitute　for　Allergy　andlm −

m しlnology ），岡山大学歯学部 ・大 山秀樹博上 との 共同

研 究で あ る．
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