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研究成果の概要（和文）：T細胞応答が特定のエピトープに対して優位に働く免疫偏向性について、強い免疫応
答を誘導するエピトープに対するT細胞応答を抑制性免疫補助受容体LAG-3が選択的に抑制すること、すなわち
LAG-3が免疫偏向性を緩和していることを明らかにした。さらに、LAG-3との結合に影響を与えるアミノ酸変異ペ
プチドを同定し、当該ペプチドを認識するTCRを発現するT細胞のLAG-3感受性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the possible involvement of an inhibitory co-receptor LAG-3 in 
the regulation of T cell immunodominance and revealed that LAG-3 selectively suppresses T cell 
responses towards dominant epitopes among many of immunogenic peptides, suggesting that LAG-3 
mitigates immunodominance to ensure diversity of immune responses. We identified  amino acid 
substitutions within the epitopes that affect binding to LAG-3. We also clarified LAG-3 sensitivity 
of T cells that express TCRs recognizing these epitopes with amino acid substitutions.

研究分野： 免疫学

キーワード： 免疫ドミナンス　LAG-3　免疫偏向性

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫偏向性がどのように決定されるかについては多くの謎に包まれているが、ペプチド／MHCクラスIIとLAG-3の
結合が免疫偏向性に与える影響を明らかにした。免疫応答の指向性が決定されるメカニズムが解明されれば、免
疫応答を自在に操ることがより現実的となる。特に、がんや感染症に対するワクチン療法について、より効果的
なワクチンのデザインが可能になると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 細菌やウイルスなどの微生物には多くのタンパク質が含まれるが、各々のタンパク質につい
て T細胞が応答し得るペプチド配列（エピトープ）が多数存在する。しかし、実際には、それら
の中で、特定のエピトープに対して T 細胞応答が優位に働くことが知られており、immuno-
dominance（免疫偏向性）と呼ばれる。実際に T細胞がどのエピトープを標的とするかという疑
問は、獲得免疫システムにおいて最も原理的な命題の一つと言えるが、免疫偏向性がどのように
決まっているかについては、多くの謎に包まれている。抗原タンパク質の切断部位と量、抗原ペ
プチドの MHC への結合親和性、各々に特異的な T 細胞の出来やすさ等が基本的に重要な因子と
なるが、それらだけでは免疫偏向性の決定と程度の説明がつかない事例が多く存在する。このこ
とから、免疫偏向性を決定付ける別の要因があると考えられるものの、解明の糸口すら無い状況
であった。 
 T 細胞の活性化は、抗原受容体刺激に加えて、リンパ球上に発現する様々な興奮性および抑
制性の免疫補助受容体によって厳密に制御されている。最近、我々は抑制性免疫補助受容体（い
わゆる免疫チェックポイント分子）の一つである LAG-3 が、多様性のない分子でありながら抗原
ペプチドの特性を区別し得ること、すなわち、MHC クラス II への親和性が高いペプチドに対す
る T細胞の応答を選択的に抑制することを見出した（Maruhashi et al, Nat Immunol 19:1415-
1426, 2018）。このことは、LAG-3 が T 細胞応答のエピトープ指向性を制御することを意味する。
そこで、LAG-3 が免疫偏向性を緩和し、免疫応答の多様性を確保しているのではないかと考えた。
免疫応答の指向性が決定されるメカニズムが解明されれば、免疫応答を自在に操ることがより
現実的となる。特に、がんや感染症に対するワクチン療法について、より効果的なワクチンのデ
ザインが可能になると期待される。 
 さらに我々は、安定な自己抗原 MHC クラス II複合体に応答する T細胞が負の選択を逃れて末
梢に存在すること、その活性化を LAG-3 が抑制するために自己免疫疾患の発症が回避されてい
ることを明らかにしていることから（Maruhashi et al, Nat Immunol 19:1415-1426, 2018）、
LAG-3 が抑制の対象とする自己応答性 T細胞の特性が明らかになれば、自己免疫疾患の発症機序
の解明に寄与するものと期待される。 
 
２．研究の目的 
 抑制性免疫補助受容体 LAG-3 が免疫偏向性を緩和し免疫応答の多様性を確保している可能性
について、タンパク質およびペプチドを用いた免疫実験、自己免疫モデルを用いた実験等を行っ
て検討することにより、免疫偏向性が生じるメカニズムおよび免疫偏向性の生物学的意義を明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) LAG-3 が免疫偏向性に与える影響の解析 
 C57BL/6（b ハプロタイプ）の野生型マウスおよび LAG-3 欠損マウスに各種モデルタンパク質
を免疫した。免疫したマウスの所属リンパ節から T細胞を調製し、抗原タンパク質内のエピトー
プを過不足なくカバーするスキャニングペプチドを用いて再刺激して ELISPOT 解析を行うこと
により、抗原内のどのエピトープに応答する T細胞が、どの程度産生されているかを評価した。
また、LAG-3 欠損マウスでは胸腺における T 細胞の選択等に影響がある可能性が懸念されるた
め、抗 LAG-3 阻害抗体を用いて同様の結果が得られるかどうかを検討した。 
 
(2) LAG-3 による免疫偏向性の緩和が自己免疫に与える影響の解析 
 C57BL/6（b ハプロタイプ）の野生型マウスおよび LAG-3 欠損マウスに自己抗原を免疫し、(1)
と同様の解析を行なった。 
 
(3) LAG-3 のリガンド分子の解析 
 FGL1およびpMHCIIの可溶性多量体タンパク質を用いて、LAG-3変異体の中から、安定なpMHCII
あるいは FGL1 のいずれか一方にのみ結合する LAG-3 変異体を同定した。同定した変異体をマウ
ス Tハイブリドーマ細胞 DO11.10 に発現させ、OVA323-339ペプチドを提示したマウス Bリンパ腫細
胞 IIA1.6 にて刺激した際に産生される IL-2 の濃度を ELISA 法により測定することにより、変



異体の抑制能を評価した。 
  
４．研究成果 
(1) LAG-3 が免疫偏向性に与える影響の解析 
 野生型 C57BL/6（b ハプロタイプ）マウスにモデルタンパク質を免疫し、スキャニングペプチ
ドを用いて所属リンパ節における抗原特異的 T細胞産生を ELISPOT 解析により評価したところ、
特に強い T 細胞応答が抗原タンパク質内の限られた特定のエピトープに対して検出され、免疫
偏向性の存在が確認された。同様の実験を LAG-3 欠損マウスで行なったところ、強い免疫応答を
誘導するエピトープに対する T細胞応答が、LAG-3 欠損により増強されていた。すなわち、強い
免疫応答を誘導するエピトープに対する T 細胞応答を LAG-3 が選択的に抑制することが明らか
になった。これらの結果から、LAG-3 が免疫偏向性を緩和することが示唆された。 
 
(2) LAG-3 による免疫偏向性の緩和が自己免疫に与える影響の解析 
 野生型 C57BL/6（b ハプロタイプ）マウスに自己抗原タンパク質を免疫し、スキャニングペプ
チドを用いて所属リンパ節における抗原特異的 T細胞産生を評価したところ、(1)と同様に特に
強い T 細胞応答が抗原タンパク質内の限られた特定のエピトープに対して検出され、これらの
エピトープに対する T細胞応答が LAG-3 欠損により増強されていた。すなわち、この自己抗原に
対する応答についても免疫偏向性が存在し、LAG-3 が免疫偏向性を緩和することが示唆された。   
 そこで、LAG-3 によって T細胞応答が強く抑制されたペプチドおよびほとんど影響を受けなか
ったペプチドについて、各々複数選び、よりオーバーラップが大きく全長の短いスキャニングペ
プチドを用いて ELISPOT 解析を行うことにより、ペプチド領域の絞り込みを行なった。また、
ELISPOT 解析に用いたペプチドおよびより短くしたペプチド配列を MHC クラス II に提示させ、
LAG-3 との結合を評価した。その結果、LAG-3 によって応答が強く抑制され、かつ、MHC クラス
II に提示させた際に LAG-3 と強く結合するペプチド領域を絞り込むことができた。 
 MHC クラス II の場合、一般的に 9 アミノ酸に渡って抗原ペプチドと接するが、N 末端のアミ
ノ酸と接する部位から順番にポケット 1番（P1）から P9 と呼ばれる。また、P1、P4、P6 および
P9 が特に窪んだ構造をしており、各々に対応するアミノ酸が入り込む構造を取る。これらのポ
ケットに収容されるアミノ酸をアンカー残基と呼び、抗原ペプチドと MHC クラス II の親和性に
大きな影響を与えることが知られている。一方、P2、P3、P5、P7 および P8 に入るアミノ酸は、
実際には MHC クラス II とはあまり強く接触せず、T 細胞抗原受容体 TCR に露見していることか
ら、TCR による認識に大きく関与する。上述の、LAG-3 によって応答が強く抑制され、かつ、MHC
クラス IIに提示させた際に LAG-3 との結合が確認できた自己抗原由来ペプチドについて、アン
カー残基を予測してペプチド配列にアミノ酸変異を導入し、LAG-3 との結合能を評価することに
より、抗原性は維持しつつ、LAG-3 との結合能を失う変異を探索した。その結果、LAG-3 との結
合を変化させる変異を同定することに成功した。さらに、当該自己抗原ペプチドを認識する TCR
を複数クローニングして TCR を欠く T 細胞株に導入し、各アミノ酸変異ペプチドに対する反応
性を評価することにより、各 TCR が認識するペプチドレジスターの解析を行なった。また、各
TCR を発現する T 細胞の各アミノ酸変異ペプチドに対する反応について LAG-3 感受性を評価し
た。 
 
(3) LAG-3 のリガンド分子の解析 
上述の通り、我々はこれまでに、MHC クラス II への親和性が高いペプチドと MHC クラス II分

子の複合体、すなわち安定なペプチド MHCII 複合体（pMHCII）が LAG-3 のリガンドであることを
見出し報告している（Maruhashi et al, Nat Immunol 19:1415-1426, 2018）。しかし、その後、
FGL1 という分子が LAG-3 の別のリガンドとして T 細胞応答を抑制していることが他のグループ
によって報告されていることから（Wang J et al, Cell 176:334-347.e12, 2019）、安定な pMHCII
とFGL1のどちらがLAG-3によるT細胞抑制を誘導する真のリガンドであるのか検討した。まず、
安定な pMHCII と FGL1 のいずれが LAG-3 の抑制機能に必要であるかを明らかにするために、い
ずれか一方にしか結合しない LAG-3 変異体の作製を試み、安定な pMHCII にのみ結合する変異体
および FGL1 にのみ結合する変異体を得ることに成功した。そこで、これらの変異体を T細胞に
発現させて抑制機能を評価したところ、安定な pMHCII にのみ結合する変異体は、両者に結合で
きる野生型の LAG-3 と同等の抑制活性を有していたが、FGL1 にのみ結合する変異体は抑制機能
を完全に失っていた。これらの結果から、LAG-3 が T細胞の活性化を抑制するには安定な pMHCII
との結合が必要であることが明らかとなった。一方、FGL1 と結合するだけでは LAG-3 は抑制機



能を発揮できず、また、安定な pMHCII との結合で発揮される LAG-3 の抑制機能に FGL1 との結
合は不要であることが明らかとなった（Maruhashi et al, Immunity 55:912-924.e8, 2022）。こ
のことから、FGL1 が LAG-3 のリガンドとして T細胞応答を抑制していることはなく、従って LAG-
3 による免疫偏向性の緩和にも FGL1 は関与していないと考えられる。 
 
 今後、LAG-3 によって応答が強く抑制され、かつ、MHC クラス II に提示させた際に LAG-3 との
結合が確認できたペプチドについて、より多くのアミノ酸変異ペプチドを作製して LAG-3 との
結合能を評価することにより、抗原性は維持しつつ、LAG-3 との結合能を失う変異の探索を引き
続き行う。さらに、得られた変異を導入したタンパク質を作成してマウスに免疫し、変異を導入
したエピトープ領域に対する免疫偏向性が消失するかどうか、LAG-3 阻害時の応答性向上が消失
するかどうかを検討する予定である。これにより、LAG-3 が抑制の対象とする自己応答性 T細胞
の認識抗原の特性と、ペプチド/MHC クラス IIと LAG-3 との結合が免疫偏向性に与える影響の詳
細が明らかになり、免疫応答の指向性が決定されるメカニズムが解明されるものと期待される。 
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