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研究成果の概要（和文）：本研究では、ネオ・セルフとしてハプテンによって修飾された抗原ペプチド-MHC複合
体の分子メカニズムを調べた。そのために、金属などのハプテンと反応する T 細胞受容体を分析した。パラジ
ウムを使用して、金属アレルギーマウスモデルを用いて金属アレルギー特異的T細胞受容体を特定した。さら
に、細胞培養系により、抗原ペプチド-MHC 複合体が パラジウム溶液によって変化し、MHC の発現が一過性に低
下することを見出した。 つまり、抗原ペプチド-MHC複合体の挙動がT細胞受容体のレパートリーの変化を誘導し
た。我々の発見は、抗原ペプチド-MHC複合体の挙動がネオ・セルフである可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the molecular mechanism by which the antigen 
peptide-MHC complex modified by haptens as “neo-self”.  To explore the mechanisms, we analyzed T 
cell receptors that react with haptens such as metal.  We identified the metal allergy-specific T 
cell receptors in a mouse model of metal allergy using palladium (Pd).  Furthermore, by in vitro 
cell culture system, we found that the antigen peptide-MHC complex was changed by Pd solution and 
the expression of MHC was transiently reduced. In other words, we found that the behavior of the 
antigen peptide-MHC complex induces changes in the repertoire of T cell receptors. Therefore, our 
findings suggest that the behavior of antigen peptide-MHC complex may be induce the neo-self.

研究分野： 免疫学

キーワード： MHC

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、金属がハプテンとして機能するだけでなく、抗原ペプチド-MHC 複合体が パラジウム溶液によって
変化し、MHC の発現が一過性に低下することを見出した。 つまり、抗原ペプチド-MHC複合体の挙動がT細胞受容
体のレパートリーの変化を誘導した。我々の発見は、MHCの挙動を変化させることで、MHCが新たな自己抗原を認
識する機構であるネオ・セルフという現象を示す結果を得た。すなわち、ネオ・セルフという概念の実証を示し
たという学術的意義を持つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 T 細胞は、通常 MHC に提示されたペプチドを認識することにより反応が起こることが知ら

れているが、金属や薬剤などの分子はハプテンとして機能し、通常のペプチドとは異なった反

応をとるとされている。しかし、ハプテンが引き起こす免疫反応の実態については十分理解さ

れているとは言えない。小笠原らは独自の視点から、金属アレルギーの動物モデルの開発に成

功している（Nature News 2007）。また、金属アレルギー動物モデルを用いた養子移入の実験

により、金属アレルギーが T 細胞による疾患であることを証明した（Kawano et al. Plos One 

2014）。 

本領域のテーマである金属や薬物と結合した MHC が新たな自己抗原（ネオ・セルフ）を

認識する機構を明らかにするためには、まず、1018通りもの多様性がある T 細胞受容体のレ

パートリー解析が必要である。申請者らは、TCR 遺伝子ファミリーを均一に増幅する技術を

ヒト、マウスにおいて確立した。また、次世代シーケンス技術を用いた大量の TCR 遺伝子

解析技術も有しているため、網羅的 TCR 解析を行う上での大きなアドバンテージを持つ。

本研究領域には、これまで培った MHC 研究をもとに ALL JAPAN 体制でゲノム科学者、構

造免疫学者、分子免疫学者が参加している。そこで、研究領域内共同研究を推進していくこ

と網羅的 TCR 解析を手がかりに、MHC が新たな自己抗原（ネオ・セルフ）を認識する機構

を明らかにすることができると考えられる。金属や薬剤などハプテンによるペプチド＋MHC

複合体の変化を解析する目的を達するための手段として、ペプチド＋MHC 複合体の変化に

よって影響を受ける最も特徴的なアウトプットが TCR のレパートリー変化である点に着目

し、TCR のレパートリーの変化を捉えることによって、ネオ・セルフの実態解明を進めると

いう点が本研究の特色である。 

 

２．研究の目的 

 ハプテンはそれ自身では抗原性を発揮しないが、自己（セルフ）のペプチドを修飾すること

で、新たな自己抗原（ネオ・セルフ）となる。金属アレルギーは、T 細胞依存性の疾患である

とされているものの、ハプテン修飾によりどのようにして新たな自己抗原（ネオ・セルフ）と

して認識されているのか、その分子機構はよくわかっていない。本研究では、金属などハプテ

ンに反応する T 細胞受容体を解析して、その情報をもとにハプテンによって修飾された抗原ペ

プチド- MHC 複合体が、T 細胞受容体にどのように認識されるかを明らかにすることを目的と

して研究を行った。この目的を達成するため、以下を当初の目標とした。 

（１）金属・薬剤特異的 T 細胞受容体の決定 

（２）金属・薬剤特異的 T 細胞受容体と MHC-ペプチド複合体との構造解析 

 

３．研究の方法 

１）実験動物 

実験動物として、マウスを用いた。マウスは、C57BL/6 または、BALB/c マウスを野生型マウ

スとし、遺伝子改変マウスとして、B2M 欠損マウスは、MHC class I の発現のないマウス、I-Ab

欠損マウスは、MHC class II の発現のないマウスとして用い、どちらも C57BL/6 の遺伝的背

景を持ったマウスを使用した。 

 



２）金属アレルギー動物モデル 

我々が開発したアレルギーモデルを用いて実験に供した（Sato et al. Clin Exp Allergy 2007, 

Iguchi et al. Int Immunophamacol 2016）。マウスに塩化パラジウム溶液とリポ多糖溶液を接

種、10 日後に再度、塩化パラジウム溶液を接種することでアレルギーを誘導した。 

３）養子移入による金属アレルギー動物モデル 

金属アレルギーを発症したマウスをドナーとし、ドナーマウスよりリンパ球を採取する。この

リンパ球をレシピエントマウスに接種、その後、塩化パラジウム溶液を接種してアレルギーの

発症を観察した。また、マウスより骨髄を採取し、in vitro で骨髄細胞を M-CSF を加え抗原提

示細胞を分化誘導する。この抗原提示細胞にパラジウム溶液を添加して 24 時間培養してパラ

ジウム刺激抗原提示細胞とする。その後、パラジウム溶液を洗い流し、パラジウム刺激抗原提

示細胞を回収して、レシピエントマウスに移植する。移植 10 日後に、レシピエントマウスに

塩化パラジウム溶液を接種してアレルギーの発症を観察した。 

４）網羅的 T 細胞受容体解析 

マウスより、T 細胞受容体解析を行う組織、例えば、所属リンパ節、脾臓からリンパ球を採取

した。リンパ球から total RNA を抽出し cDNA 合成を行う。合成した cDNA をバイアスをか

けずに特異的に増幅して次世代シークエンサーを用いてシークエンスを行う。目安として 1 サ

ンプルあたり 1 万-3 万クローンのシークエンスを行った。これらシークエンスデータを遺伝子

構造をもとに分類し、T 細胞受容体解析を行った。 

 

４．研究成果 

１）金属に反応する T 細胞受容体の特定 

 我々が開発した遺伝子特異的非バイアス増幅法を用いて、マウス金属アレルギーモデルでパ

ラジウムに反応する T 細胞受容体解析を行った。パラジウム溶液をマウスに免疫し、耳介ある

いは足蹠に再度パラジウム溶液を接種することにより金属アレルギーを誘導した。金属アレル

ギーマウスよりリンパ球を単離して、total RNA を抽出、cDNA 合成を行った。T 細胞受容体

は α鎖、β鎖があり、パラジウムを接種しない対照群では、TRAV11 の T 細胞受容体が優位で

あったが、パラジウム接種による金属アレルギー発症群では、TRAV7 の T 細胞受容体が有意

に反応した。 

 この T細胞受容体が認識する MHC

を調べるため、MHC class I の発現が

ないマウスとして B2m 欠損マウスを、

class II の発現が欠損したマウスとし

て、I-Ab 欠損マウスを用いて検討した。

金属アレルギーの発症を調べたとこ

ろ、MHC class II 欠損マウスでは、

金属アレルギーが発症した。それに対

し、MHC class I の発現がない B2m

欠損マウスでは、金属アレルギーの発

症は認められなかった。さらに、B2m 欠損マウスより、リンパ球を採取して T 細胞受容体解

析を行ったところ、TRAV7 の T 細胞受容体の頻度の増加が認められなかった。 



２）金属刺激抗原提示細胞の移植による金属アレルギーの発症 

金属アレルギーにおける抗原提示の重要性を確認するため、金属刺激抗原提示細胞をレシ

ピエントマウスに移入することで、アレルギーの発症が認められるか、金属に反応する T 細

胞受容体が何であるかを検討した。in vitro で培養した抗原提示細胞にパラジウム溶液を添

加して 24 時間培養することで、金属刺激抗原提示細胞を調製した。このパラジウム刺激抗

原提示細胞をマウスに移植後、パラジウム溶液を接種することにより、金属アレルギーが発

症することが判明した。さらに、この実験においても、金属に反応する T 細胞受容体は、

TRAV7 であること、MHC class I に TRAV7 が反応していることが明らかになった。（Takeda 

et al. Int. J. Mol. Sci 2017）。このことにより、in vitro においてもハプテンである金属イオ

ンの刺激で抗原提示細胞が機能することも判明した。 

３）金属を認識する T 細胞受容体 

 パラジウムに反応する T 細胞受容体

についてさらに詳細に解析した。T 細

胞受容体は、V 領域、J 領域、C 領域と

構造が分類されており、特に、抗原認

識にかかわる部分は、V 領域と J 領域

の間にある CDR3 と呼ばれる部分があ

る。まず、TRAV7 の T 細胞受容体の中

で調べたところ、J 領域は TRAJ22 が

最も 頻度が高 かった。そ こで、

TRAV7-TRAJ22 における CDR3 につ

いて詳細に解析を行った。CDR3 において、それぞれのマウスで共通のアミノ酸配列を認め、

コンセンサス配列は、CAAxSGSWQLIF (アミノ酸配列、x は 2～3 アミノ酸)であることが

判明した。このことより、金属のようなハプテンにおいても、特異的 T 細胞受容体が反応す

ることが明らかになり、CDR3 部分も特徴があり、CDR3 のコンセンサス配列を決定するこ

とにも成功した（Takeda et al. Int. J. Mol. Sci 2017）。 

４）金属に反応する T 細胞のサイトカイン産生 

 金属アレルギー動物モデルを用いて、パラジウム接種群および対照群よりリンパ球を採取

して、in vitro においてパラジウム添加による T 細胞の反応性を検討した。パラジウム溶液

を培養液に加えると金属イオンによる細胞毒性のため困難を極めたが、金属濃度や培養条件

を検討することにより、パラジウム添加による IFN-gammaの産生を観察することができた。 

５）金属溶液を加えることによる抗原提示の変化 

 金属に反応する T 細胞受容体を決定することが出来たが、次に、ネオ・セルフとして認識さ

れる機構について、MHC と T 細胞受容体との関係とその挙動を免疫学的・生化学的解析手法

を用いて研究を進めた。in vitro 細胞培養系において、卵白アルブミンのペプチドを抗原とし

て提示させておき、パラジウム溶液を添加した。卵白アルブミンペプチド＋MHC を認識する

蛍光標識抗体を用いてフローサイトメトリーにて蛍光強度を測定したところ、パラジウム溶液

を加えることにより、この抗体の蛍光強度が減弱することが判明した。このことは、パラジウ

ム溶液によりペプチド自体が変化あるいは、MHC が変化している可能性が考えられた。具体

的には、ペプチドにパラジウムイオンが結合したために、ペプチドに変化が起こった可能性、



MHC にパラジウムイオンが結合して MHC が変化した可能性が考えられた。 

６）金属溶液を加えることによる MHC の発現変化 

 パラジウム溶液を加えることにより、ペプチドと MHC の複合体に何らかの変化が起こるこ

とが明らかとなったため、まず、MHC の発現の変化を観察した。その結果、抗原提示細胞に

パラジウム溶液を加えると MHC class I の発現が一過性に低下することが判明した。この

MHC の発現低下は、H-2K でも H-2D でも起こっていた。さらに、発現低下後に MHC に発現

は完全ではないものの回復した。加えて、パラジウム溶液を加える前後で MHC＋抗原ペプチ

ドに対して、反応する T 細胞受容体について解析を行ったところ、T 細胞受容体のレパートリ

ーは異なっていた。つまり、パラジウムによって、抗原ペプチド-MHC 複合体が一過性に発現

低下し再発現することが、反応する T 細胞受容体のレパートリー変化を誘導していることを示

した結果であった。このことは、金属などハプテンによる免疫反応の実態は、抗原ペプチド- 

MHC 複合体の一過性の発現低下と再発現によるものが原因の１つであり、ネオ・セルフの本

態である可能性が考えられた。当初は、特異的 T 細胞受容体と MHC-ペプチド複合体との構造

変化がネオ・セルフを誘導していると推測し研究を行う予定であったが、研究の過程で立体構

造よりもむしろ、抗原ペプチド-MHC 複合体の一過性の発現低下と再発現という、MHC の動

的変化がネオ・セルフを誘導している可能性を発見することができ、当初の目的をほぼ達する

ことができた。 
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