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研究成果の概要（和文）： >30merのペプチドが、複数のクラス I分子や、クラスIとクラスIIの両者に会合し、
ミニスーパー抗原（SBRAと呼称）として働くことを検証することを目的とした。HLA結合領域を予測する公開プ
ログラムからSBRA候補領域の抽出を行い、末梢血単核球で長鎖ペプチドの複数MHCへの会合の実証実験を行っ
た。日本人で高頻度のHLAを発現したK562細胞を樹立し、単一ペプチドが異なるHLA分子に会合したり、クラスI
とIIに会合することを検証した。特異的T細胞を10ロット以上確保し、細胞内IFNg, IL4, IL10, IL2, TNFa, 
MIP1bを解析し、CD107a発現（脱顆粒指標）を解析した。

研究成果の概要（英文）： This study is based on a completely novel hypothesis. We tried to prove >30
 mer peptides could bind to multiple class I MHC molecules as well as both class I and class II 
molecules, could serve as mini-super antigen. We call the peptide as shared broad-reactive antigen 
(SRBA). We extracted candidate SBRA regions by using a computational tool for prediction of HLA 
binding site such as NetMHC4.0 server, and also examined the binding experiment using several long 
peptides to multiple MHC molecules. To that end, we prepared several K562 model cells that express 
single HLA molecule that is common in Japanese population. Using the cells, we showed evidence that 
single peptide can bind to different HLA and that single long peptide binds to both class I and 
class II molecules.  We established more than 10 multiple-virus specific T cells. By using them, we 
established a method to detect intracellular IFNg, IL4, IL10, IL2, TNFa, and MIP1b, and expression 
of CD107a (indicator of degranulation).

研究分野： 小児科学、免疫学

キーワード： エピトープマッピング　HLA　分子模倣　感染症　自己免疫疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究により私たちが提唱したSRBAが実際に存在しうることが明らかになった。詳細には明らかに出来なかっ
たが、この長鎖ペプチドは免疫刺激にも抑制にも働くことが明らかになった。これは全く新しい概念である。こ
れを展開することで、長鎖ペプチドによるリンパ球の活性化や比較的安定な免疫作動薬の開発など、新しい技術
や治療法の開発に繋がる可能性がある。現在様々な新型ウイルス感染症が問題になっている。この際にも様々な
ペプチドなどを用いて、ウイルス抗原がどのような免疫系を駆動するかを明らかにし、病態を明らかにし、また
疾患の重篤度や合併症に関わる重要な知見を与えるものことに寄与することが期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

HLA は感染症に対する免疫応答を規定する重要な分子である。また HLA は関節リウマチ、

Behcet 病､強直性脊椎炎、I 型糖尿病、多発性硬化症など様々な疾患の発症や感受性と強く連鎖

していることが知られている。感染症の後に、自己免疫疾患が発症し、また増悪することもよく

知られている。どのような機構で特定の HLA が疾患感受性を規定しているのか、所謂分子模倣

は一般的な現象なのか、などなどの疑問が残る中、科学的技術の進歩と共にその一部が詳らかに
されようとしているが、まだ不明な部分は多い。 
通常 HLA class I 分子は 8-10 アミノ酸を、class II 分子は 15-24 アミノ酸を提示し、それぞれ

CD8 T 細胞、CD4 T 細胞を刺激するとされてきた。しかし私たちの基礎検討から、より長いペ

プチドが class I, class II の両者を刺激したり、比較的多くの MHC に会合できたりすることが判

明していた。長鎖ペプチドが生成される細胞内プロテアーゼ系についてはよく知られていない
が、生体内にはおそらく様々なサイズのペプチドが存在するものと予想される。 
 
２．研究の目的 
本研究では全く新しい発想を元に、ウイルスや真菌由来の 30mer 以上のペプチド（の一部）

が、複数以上の HLA class I 分子に会合し、また class I と共に class II 分子に会合することを証

明し、それが mini-superantigen(active or inhibitory)として働く可能性について検証することを

目的とする。 
 このような「広範囲作動抗原 shared broad-reactive antigen (SBRA)」は、多くの集団に対し

て強い免疫応答を惹起することを示し、また多種類の候補 SBRA のデータ集積から自己抗原と

の相同性について検証することも目的とする。 
 これらは決して炎症惹起性ペプチドであるとは限らない。様々な論文が示すように HLA 拘束

性の抑制性エピトープが提示されている可能性がある。むしろ SRBA には疾患抑制的なものも

多く含まれていると予想する。このことを明らかにするために、反応する T 細胞の帰属につい

て広範囲に探索する。 
 
３．研究の方法 
(1) ウイルス及び真菌抗原によって反応するshared broad-reactive antigen (SBRA)候補の抽出 
 ウイルス及び真菌の主要抗原のオーバーラッピングペプチド(OLP：11mer ずつオーバーラッ

プする 15mer ペプチド)を用いてあらかじめ HLA タイピングが行われた末梢血単核球(PBMC)
を刺激し、ELISpot アッセイ及び細胞内サイトカイン染色(Flow cytometer)にて IFN-, IL-4, IL-
17, IL-10 産生細胞を検出する。pool した OLP を用意して、matrix 法で刺激することにより、

ペプチドを特定しマップする。いくつかの領域に亘る候補を抽出し、さらに class I, class II 拘束

性予想プログラムを用い、複数 class I にマップ されるかを検証する。Class II への共刺激につ

いては CD4/CD8 と細胞内サイトカインの染色を同時に行うことにより、CD4 単独、CD8 単

独、CD4/CD8 両者拘束のペプチドを抽出する。 
(2) SBRA ペプチドにより反応する T 細胞サブセットの検証 
抽出された候補ペプチドを用いて PBMC を刺激し、細胞内 IFN-, IL-4, IL-17, IL-10 を検出

して、Th1, Th2, Th17, CD4Treg, CD8Treg の指標とする。実際には複数細胞内サイトカイン染

色法(MICCS 法)や CD107a などを用いて、多様な亜群を同定する。 
(3) SBRA ペプチドの broad HLA 拘束性の検証 
 SRBA ペプチドが実際に HLA 拘束性を有するかどうかについては、HLA null である K562 細
胞に対応する class I, class II を発現させて、刺激後の特定サイトカイン産生について検証する。 
(4) SBRA ペプチドと自己抗原との相同性探索 
 SBRA ペプチドの候補リストを抽出すると共に、ペプチドの相同性について protein-protein 
BLAST (blastp)などを用いて検索する。 
(5) SRBA ペプチドによる T 細胞刺激機構の探索 
 T 細胞をどのような形で刺激しているのかについては、HLA の outside groove に結合する可
能性、HLA に様々な affinity で会合する可能性、同一あるいは異なる細胞の class I と class II を



リンクするなどの可能性が想定される。それぞれを Biacore や共焦点レーザー顕微鏡観察などで
検証する。自己抗原ペプチドが、broad な HLA 発現細胞に対して刺激となり、実際に特定の（あ
るいは複数の）サイトカイン産生に至ることの検証を試みる。 
 
４．研究成果 

(1) 研究成果 1 特異的 T 細胞における複数サイトカイン産生の証明：単一 HLA 発現細胞株の

樹立 
本研究ではまず、AdV, BKV, CMV, EBV, HHV6 に特異的な T 細胞、および Aspergillus, Candida

に特異的な T 細胞を用いて、単一 OLP 刺激後に CD4 細胞を中心に、IFN-以外のサイトカイ

ンが産生されることを明らかにした。今までの検討からも class I, class II 両者からのシグナルが

入っていることが予想される。単一のペプチドが複数の class I あるいは class I, class II の両者に

会合する可能性については、モデル系の確立が必要である。そこで、単独の class I、単独の class 
II（A2402, A3102, B3501, B5101, DR0901, DR0405, DR1502 など、日本人で高頻度の HLA）を

発現するモデル K562 細胞株を作成し、HLA 拘束性を証明する系を確立した。この研究は共同

研究者である国立感染症研究所の立川愛博士の貢献と助力により達成された。 
 
(2)研究成果２ サイトカイン検出系の拡大 
上記の 2 つの成果を用いて、まず候補ペ

プチドを抽出する PBMC を刺激し、細胞内

IFN-, IL-4, IL-17, IL-10 を検出して、Th1, 
Th2, Th17, CD4Treg, CD8Tregの指標とし

て解析することが可能になった。さらに異

なる HLA を有する特異的 T 細胞は 10 以上

のロットを確保した。これらを用いて現在

T 細胞刺激によって、細胞内で IL-2, TNF-
, MIP1β も解析できるようになった。合わせて CD107a の発現検討により脱顆粒の評価が行

えるようになっている。 
 
(3) 研究成果３ SRBA ペプチド候補の抽出と自己抗原との相同性探索 

SBRA となるペプチド候補は 10 以上上がっているが、この数をさらに増やすことにより、今

後の自己抗原との相同性検証等に移行できる段階にまで至った。現時点でのホモロジーサーチ
では、自己組織由来ペプチドとのある程度の相動性を示すペプチドを得ているが、それが自己抗
原であるとの確証は得られてない。 
(4) 今後の展望について 
萌芽的研究の支援をえて、仮説として立てたものが、実証されるところにまでは至ったが、候補
が多くなるにつれて、試行錯誤を繰り返しての研究になった。今後は SRBA ペプチドがどのよ
うな機序で HLA と会合するのか、そしてどのように T 細胞などに刺激を入れるのかを明らかに
していく必要がある。本研究に類似した研究は数少なく、国際的にもこの課題に真正面から取り
組む論文は見当たらない。解析手段、技術は揃い、着実な検証が行える体制が整備されているが、
今までの定説と異なるものであり、解析にはまだ長い時間を要するものと判断している。 
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