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研究成果の概要（和文）：　HLAのベーチェット病(BD)や強皮症との相関、病態に関わる機序を検討した。日韓
と同様タイBDでもB*51陰性群でA*26:01が増加、リンパ球はHSP65PD,B51PD由来ペプチド(PD)で有意な増殖能を示
した。GROMACSでのB*51:01とMICA-TNの結合解析ではN末がアンカーとして働かない可能性も示された。B*51:01
のα1,2を大腸菌で発現させHSP65と再構成し回収できた。タイ強皮症でも日韓台と同様DR*11は少なく、Topo1PD
刺激でIFN-γ、IL-2陽性リンパ球が増加した。分子動力学的解析ではTopo1由来Pep6が、強皮症に相関するDRと
強く相互作用していた。

研究成果の概要（英文）：  The susceptibility HLA and its contribution to the pathogenesis of 
Behcet’s disease (BD) and Scleroderma (SSc) were examined in East Asia.  In Thai BD the allele 
frequency of A*26:01 was increased in B*51X-negative BD (P<0.05).  The association of B*51:01 with 
the posterior uveitis was observed (P<0.05).  The lymphocytes (Lyn) stimulated by peptides (PD) from
 HSP65 or HLA-B*51 showed higher proliferation (P<0.001).  The analysis of the bind between MICA-TM 
and B*51:01 by GROMACS showed the N-terminal did not work as anchor.  The alpha-1, 2 domains of B*
51:01 expressed in E-Coli were reconstituted with HSP65.  The prevalence of DRB1*11 was not 
increased in SSc among countries examined.   The stimulation by PD from Topo1 induced significant 
increase in the IFN-gamma or IL-2 positive Lyn (P<0.001).  The Molecular dynamics analysis by 
MM-PBSA, MM-GBSA and QM/MM-GBSA revealed HLA-DR/Pep6 complexes of anti-Topo1 association exhibited 
higher protein stability with lower free energy.

研究分野： 内科学、リウマチ学、臨床遺伝学

キーワード： ベーチェット病　強皮症　東アジア　HLA　抗トポイソメラーゼ１抗体　エピトープ　計算化学　三次元
構造

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
東アジアのベーチェット病（BD）、強皮症(SSc)で特異的HLAの遺伝的関与、臨床症状との関連が確認された。BD
では特異的HLA陽性者のリンパ球がMICA、HSP65、B*51由来のペプチド(PD)と強く反応し、親和性を検討した計算
化学結果とも概ね一致した。SScでは候補PD刺激でサイトカイン産生が増加し（HLAは検討中）、計算化学による
高親和性PDの同定、DR-PD複合体の可溶化(結晶化中)から、エピトープ候補を推定した。本成果は病態へのHLAの
役割の解明、新検査・診断法、治療法の開発に繋がり、計算化学的研究法が臨床研究に役立つ可能性を示唆す
る。更に研究手法が他疾患へ応用できる可能性もある。

※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 
一般に HLA との相関は古くから多くの疾患で報告されているが、発症、病態形成に関与する

機序は明らかになっていない。BD は、中東から日本、韓国にわたる地域に比較的高頻度にみら
れる原因不明の疾患であり、その発症に遺伝因子の関与が考えられている。特に HLA-B*51:01
との相関は強く、50-60%の患者が HLA-B*51:01 をもつ事が汎く知られている (Ohno et al: JAMA 
240, 1978; Mizuki et al: Am J Ophthalmol 116, 1993; Gonzalez -Escribano et al: Tissue Antigens 52, 1998）。
我々は眼病変のある BD 患者では HLA-A*26:01 が B*51:01 とは独立して有意に増加し、視力予
後に関与する事を報告した（Clin Exp Rheumatol 28 (S60), 2010）。HLA-A*26:01 と BD の相関は
Meguro 等も報告している（Ann Rheum Dis 69, 2010）。韓国での検討では A*26:01 と眼症状に、
更に A*02:07 と皮膚症状に優位な相関を認め(Arth Res Ther 13,2011)、A*26:01 と後部ブドウ膜炎
の関連も報告されている (Kang et al.: Hum Immunol 74, 2013)。また、タイ、台湾では A*26:01 頻
度が極めて少なく、地域差の要因の一つとしてその分布の違いが考えられる。一方 A*02:07 は一
般日本人集団における頻度が低く日本では優位差を得るのが困難である。我々は A*02:07 がタ
イや台湾の正常群で高頻度であり、症例数が少ないが BD 群で増加傾向があることを見出し、東
アジアでの検討は意義があると考えている。 
一方 SSc は、汎く世界に分布する疾患であり症状や自己抗体の出現に人種差がある事が知ら

れている。そのうち瀰漫性強皮症では抗 Topo1 (DNA Topoisomerase 1)抗体の陽性率が高く、日本
では DRB1*15:02-B5*01:02 及び DRB1*08:02 アリルと相関がある (J Rheum 21, 1994)。韓国でも
同様の相関を認めた(J Rheum 28, 2001)  一方白人及び黒人では DRB1*11:01, *11:04 アリルとの
相関が報告されている (Reveille et al: JCI 90, 1992)。SSc では病型、自己抗体、HLA との間に互
いに相関があると考えられる。しかし東アジアでの HLA の関与については人種が入り組んでい
る事もあり少数例の研究に限られている(Rheum Int 33, 2013)。一方 HLA-DQ との相関、特に
71TRAELDT77 アミノ酸配列との相関も報告されている(Reveille et al: JCI 90, 1992)。しかし韓国
では DQ やそのアミノ酸配列との有意な相関は得られていない。Azzouz 等の報告では前述の DR
上の 67FLEDR71 配列が TRAELDT よりも抗 Topo1 抗体と強い相関を示し (Azzouz: PLoS One 7, 
2012)、DR アリルと抗 Topo1 との関連がより強く示唆されている。HLA-DR が認識し抗原提示
するであろうエピトープについては、1990 年代より多くの研究報告があるが (Veeraraghavan et 
al: ARD 63, 2004; Hu et al: J Autoimm 26, 2006; Simon et al: Int Immun 21, 2009)、特異的 DR に対応
するエピトープのコンセンサスは得られていない。 
我々はこれまでも基盤研究等でソウル大 Song 先生、台湾大 Hsieh 先生、タイ チェンマイ大

Worawit 先生、マヒドール大 Sanga 先生とリウマチ疾患の遺伝因子について共同研究を行ってお
り、サンプル収集や臨床情報収集等のための協力体制は確立している。 
一方近年、計算化学手法の発展は著しく、分担研究者の石川は蛋白結合に関する計算化学を専

門としている（Phys Chem Chem Physic 15, 2013）。海外研究協力者の Hannongbua 先生はその手法
によりインフルエンザウイルスと抗ウイルス薬の結合機序を明らかにしている（J Mol Graph 
Model 38, 2012）。またカルバマゼピンによる皮膚過敏症における HLA-A, B の関与（Illing et al. 
Cur Opin Immunil 25, 2012）、ラパチニブによる肝障害における DRB1*07:01 の関与 (Hirasawa et 
al: PloS one 10, 2015)も計算化学手法で解明されている。BD に相関した HLA アリルの抗原結合
能を調べ候補蛋白、エピトープを推測する事は、その病態を解明する上で有用な事と考えるが、
我々も 23-26 年度基盤研究で MICA-TM ペプチドが B*51:01, A*26:01 が他のアリルより強く結合
する事を報告した（PLoS One 10, 2015）。 
本研究では、東アジアでの HLA 調査研究を基に日本では証明困難なものを含めた複数の特異

的アリルの情報を用いて、BD 及び抗 Topo1 抗体陽性 SSc に特異的なアリルのペプチドの結合能
を計算し、原因となる蛋白、エピトープを推定する。またそれを免疫学的に検証し (Yasuoka et 
al: A&R 50, 2004)、HLA の役割の解明を試みるが、調査した HLA データーはその際にも必要と
なる。 
これらの事はまた、我々が本研究を開始するに至った所以でもある。 

 
２．研究の目的 
本研究は日本や東アジアでの HLA 調査結果を基に複数の特異的アリルを見出し、BD 及び

Topo1 抗体陽性 SSc の発症や病態形成におけるその役割を明らかするものである。BD では HLA-
A*26:01 の意義を確定し、日本には少なく証明が困難な A*02:07 の関与を検討するため、HLA を
調査し、疾患感受性アリル、臨床症状との関連、民族差を明らかにしたい。更に、相関するアリ
ルの役割を明らかにするため、計算化学的手法で候補蛋白との結合能を計算し、抗原となる候補
蛋白の推定を試みたい。SSc では HLA-DRB1*15:02-B5*01:02 や日本に少なく確認が困難な
DRB1*11 等を調査し、抗 Topo1 抗体との関連を検討したい。複数の特異アリル情報から BD と
同様の計算手法で、相関アリルに対応する Topo1 上のエピトープを推定したい。その上で BD, 
SSc のリンパ球を用いて、その候補ペプチドによるサイトカイン産性能やリンパ球増殖能を検討
し、BD の病因ペプチドや Topo1 上のエピトープを推定し、発症や病態形成における HLA の役
割を明らかにしたい。具体的には、1)サンプルを各国で収集し、2)臨床データーベースを作成す
る。3)BD では HLA-A、B、SSc では DR を検討する。4) BD では HLA-A*26:01 や A*02:07 の病
因、病態形成因子としての意義や臨床所見との関連を調べる。 5)SSc でも東アジアでの相関ア
リルを検討する 6) 更に、量子化学法、及び分子動力学法で、特異アリルのペプチドとの結合能



を計算し、BD では病因候補ペプチドを、SSc では Topo1 上のエピトープを推定したい(PLoS One, 
2015)。7)調査した HLA データーを基に、 推定したペプチド用いて IFNγ、IL2 等のサイトカイ
ン産生能 (de Chambrun et al: Autoim Rev 11, 2012) やリンパ球増殖能を検討したい。8)これらを
通じて BD では病因蛋白や HLA の役割を、SSc では Topo1 上のエピトープと HLA の関連を明ら
かにしたい。 
これらの情報を将来の治療や創薬、検査や診断に役立てようというのが、本研究の大きな目標、

目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) サンプリングと臨床データーベース： 
海外共同研究のための体制整備は本研究の目的の一つである。サンプルは、各国で収集し、臨

床所見を各国でまとめ、各国でデーターベースを保管する事とした。BD の眼科的臨床所見は分
担研究者の蕪城を中心に各国と検討してデーターベース項目を選択した。 

 
(2) HLA の分析： 
 タイピングは、INNO-LiPATM HLA-A、B 又は DR Update (INNOGENETICS)を用いて行った。
HLA-A*02、*26、 B*39、*51、DRB1*15 に関しては、詳細な検討を Micro SSPTM Allele Specific 
HLA class I DNA Typing Tray (ONE LAMDA)を用いて行なった。タイ強皮症の HLA-DR タイピン
グは、外部委託し(ジェノダイブファーマ社) PCR -Luminex 法で行った。 
 
(3) 候補ペプチドによるリンパ球増殖能及び IFN-γ、IL-2 産生の検討 
① BD 末梢血リンパ球の増殖： 
BD 病との免疫学的関連性が指摘されている様々な抗原（Baharav E et al: Isr Med Assoc J 14, 

2012 ） の う ち 、 HLA-B*51 と 結 合 性 の 高 い ペ プ チ ド 配 列 を 配 列 モ チ ー フ 解 析
（http://www.immuneepitope.org）および 3 次元的分子力学シミュレーション（PLoS One 10: 
e0135575, 2015.）を用いて推定した。本研究では Heat shock protein65(HSP65)由来のペプチド
HSP65PD（SALQNAASI）、HLA-B*51：01 に由来する B51PD (RAYLEGLCV)を検討した。陽性コ
ントロールとして、BD 患者の T リンパ球に対して増殖能を持つ MICA-TM ペプチド
（AAAAAIFVI、Yasuoka H et al: Clin Exp Rheumatol 26、2008）を、陰性コントロール Topo1 に由
来するペプチド Topo1PD（DAEADVASL）（Veeraraghavan S et al: Ann Rheum Dis 63, 2004）を用い
た。対象患者は、活動性のぶどう膜炎を有する BD 47 例、サルコイドーシス 19 例、Vogt-小柳-
原田病 17 例、疾患コントロールとしてぶどう膜炎の既往のない SSc 15 例、健常人 17 例。末梢
血から Ficoll 遠心法によりリンパ球を分離し、各ペプチドと共に 37 度、5%CO2で 4 日間培養し
た。各ペプチドに対するリンパ球増殖能は Cell Proliferation ELISA BrdU kit (Sigma, USA）を用い
て測定した。 
② SSc 末梢血リンパ球の IFN-γ、Il-2 産生 

 タイ SSc 51 サンプルを用い、6 種類の Topo1 由来ペプチドに対するサイトカイン産生能を
Intracellular Staining (ICS) 法で検討した。サイトカイは IFN-γ、IL-2 を観察した。リンパ球の表
面マーカーは、CD3、CD4、CD8 を観察した。 
 
(4) BD に相関する HLA-B*51:01、と B*52:01 におけるペプチド結合能の計算： 

MICA-TM と HLA-B*51、B*52 の複合体に関して分子動力学計算を行った。AMBER を用いた
分子動力学計算では、10ns のトラジェクトリーしか得られなかったが、GROMACS を使用する
ことで、100ns のトラジェクトリーを得ることが出来た。複合体モデルに関して、12.0Åの厚さ
の溶媒分子を配置し、周期境界条件下で定温 (300K)、 定圧（1 気圧）の分子動力学計算を実行
した。力場には AMBER99SB と TIP3P を使用した。 

 
(5) 分子動力学法での相関するアリルの立体構造、ペプチド結合能の検討： 
① BD に相関する HLA の結合能の検討： 
BD に相関する HLA-A, B と MICA－TM との結合能を報告した AMBER10 を用いた手法(PLoS 

One 10, 2015)と同様の手法で、HSL65,B51PD の結合能、及び HLA-ペプチド-TCR complex (HLA-
TCR)の結合性の検討を開始した。 
② SSc に相関する HLA の結合能の検討： 
SSc に相関する HLA(DRB1*08:02, *11:01, *11:04,DRB5*01:02)及び DBB1*01:01 と Topo1 上の

配列、RIANFKIEPPGLFRGRGNHP (Pep6)との結合能を AMBER14 (Univ of California, 2014)を用い
て分子動力学法で検討した。MD シミュレーションには Verlet Algorithm を用いた。反応の自由
エネルギー(FE)計算には MM-PBSA 法、MM-GBSA 法（PLoS One 10, 2015; Kollman PA: Acc Chem 
Res 33, 2000）, QM/MM-GBSA 法 (Sangpheak: J Mol Graph Model50, 2014) を用い、エントロピー
計算には NMODE モデルを用いた. 

 
(6) HLA-B51:01 とエピトープペプチド複合体の X 線構造解析： 
①α1、α2、α3 ドメインを含む領域（25-300）とβ2MG での検討： 

HLA-B*51:01 とエピトープペプチドとの複合体の X 線結晶構造解析のため、組換えタンパク



質の調製を行った。HLA はα(α1、α2、α3 ドメインと膜貫通領域（TM）)、β2-Microgrobulin
（β2MG）から構成され、α1 とα2 ドメインはエピトープペプチドとの結合に関与し、α3 は
β2MG との結合に関与する。まず、α鎖（25-300）とβ2MG をそれぞれ発現ベクターに組み込
み、それぞれ大腸菌 BL21 (DE3)を用いて大量発現させた。α鎖（25-300）とβ鎖は不溶性の封入
体として発現するため、変成剤である尿素あるいは塩酸グアニジンで可溶化し、その後、希釈法
あるいは透析法によって変成剤を除去することでリフォールディングを行った。その際、エピト
ープペプチドとして、MICA あるいは HSP65 ペプチドを加え、リフォールディングとともにエ
ピトープペプチド複合体の再構成を試みた。リフォールディングの際、ジスルフィド結合の形成
を促進させる目的で、酸化型及び還元型グルタチオンを添加した。ゲルろ過クロマトグラフィー
と SDS-PAGE で再構成の成否を評価した。 
②α1 とα2 ドメインのみを含む領域（25-206）での検討： 
次に、α1 とα2 ドメインのみを含む領域（25-206）を用いて、ペプチドとの複合体の調製を

試みた。α鎖（25-300）を大腸菌で大量発現させ、尿素で可溶化した。その後、エピトープペプ
チドを添加し、透析法によってリフォールディングとエピトープペプチド複合体の再構成を試
みた。 
 
４．研究成果 
(1) サンプリングと臨床データーベース： 
 眼症状のある BD を 47 検体 (既存を含めて総計 200 検体)収集、SSc を 15 検体収集し、臨床デ
ーターベースを作成した。タイ BD 検体は総計 42 検体、SSc 検体は 51 検体を収集し、タイで臨
床データーベースを作成した。韓国、台湾とは、各国の既存のデーターベースを基に情報交換し
た。 
 
(2) HLA の分析と相関： 
① BD の HLA に関する検討：  
日本人 BD 47 例の検討では、B*51:01 は 20 例(42.6%)に、A*26 は 24 例(51.1%)に認められ、既

報と同様の結果であった（PLoS One 14: e0222384, 2019）。タイ BD42 例の検討では対照群 99 例
に比し、*B51 のアリル頻度(AF)が有意に増加し(P=0.025)、A*26:01 陰性群で B51:01 が(P=0.024)、
B*51X(B*51:01 及び B*51:02)陰性群で A*26:01 が有意に増加していた (P=0.034)。B*51:01 陽性
BD では後部ブドウ膜炎、視力障害と有意に相関していた。A*02:07 の AF は 15.5%で、有意な増
加を認めなかった。タイにおいても、B51 に加えて、A*26:01 が疾患感受性アリルとして BD に
関与している事が示唆された (Int J Rheum Dis 23, 2020)。台湾 BD では、小数例(22 症例)の検討
ではあるが A*26:01 及び B*51:01 陰性群で A*02:07 の AF が 21.1%と,比較対象 (9.2%)に比し高
い傾向が見られた。A*26:01 は BD、正常群でも低頻度であった。症例を増やしての検討が必要
である。 
② SSc の HLA に関する検討：  
日本人 SSc15 例のうち、7 例が DRB1*15:02 であり、3 例が DRB1*11:01 であった。既報でも

DRB1*15:02 は症例の 50%に認められ、DR*11 は症例の 5.6%程度であり、ほぼ同様の結果が得
られた。タイ SSc 51 例の HLA 検討では、DRB1*15:02 の AF は 29.4%と既報(29.4%)と同様だっ
た。DRB1*11:06 の AF は 2.0%であり、DRB1*11:01, DRB1*11:04 アリルは観察されなかった。
DRB5*01:08N を認めた。既報でも DRB1*11:06 の AF は 4.0%、DRB1*11:01, DRB1*11:04 は 0％
であり、ほぼ同様の結果が得られた。以上から、タイ SSc の疾患感受性遺伝子として DRB1*15:02
の重要性が再確認され、DR*11 (DRB1*11:01、*11:04, *11:06)の関与は少ないと考えられる。臨床
所見との相関は、検討中である。 

 
(3) 候補ペプチドによるリンパ球増殖能及びサイトカイン産生の検討 
① BD 末梢血リンパ球の増殖： 
BD 患者由来リンパ球は健常人由来リンパ球と比べて、MICA-TM、HSP65PD および B51PD の

各ペプチドの刺激に対して有意に高い増殖を促した (各 P<0.0001、P=0.0004、P=0.001、Mann-
Whitney’s U-test))。それに対し、それらのペプチド刺激はサルコイドーシス、Vogt-小柳-原田病、
強皮症患者由来のリンパ球に対しては健常人と比較し有意な増殖を起こさなかった。またベー
チェット病患者について HLA-B*51:01 の有無で比較すると、HLA-B*51:01 陽性例では陰性例よ
りも有意に高いリンパ球増殖がみられた (MICA-TM、HSP65PD、B51PD いずれについても 
P<0.05)。今回の検討では HLA-A*26 陽性例と陰性例の間で有意差はみられなかった（PLoS One 
14: e0222384, 2019）。配列モチーフ解析および 3 次元的分子力学シミュレーションにより HLA-
B*51 分子と結合性が高いと計算された MICA、HSP65、HLA-B*51 分子に由来する各ペプチドに
対して、BD のリンパ球は健常人のリンパ球と比べて有意な増殖を認めたが、この結果は、HLA
と抗原ペプチドの親和性がリンパ球の活性化に直接関与する可能性を示唆するとともに、配列
モチーフ解析および 3 次元的分子力学シミュレーションが病原性の抗原エピトープ配列の推定
に有用である可能性を示唆すと考えられる。 
② SSc 末梢血リンパ球の IFN-γ、Il-2 産生 
IFN-γ、IL-2 産生細胞の割合は、ペプチド mixture 刺激で有意に増加し、その増加は CD4 又は 

CD8 各陽性分画でも同様に認められた（各々P<0.001）。個々のペプチドに対する反応と HLA と



の関連、臨床症状とのについては検討中で、結果がまとまり次第報告予定。 
 

(4) BD に相関する HLA-B*51:01、と B*52:01 におけるペプチド結合能の計算： 
GROMACS プログラムを用いた計算では、100ns での HLA-B*51 及び B*52 の構造は、AMBER

による 10ns の分子動力学計算と異なり、ペプチドがペプチド収容溝から飛び出すことはなかっ
た。これは長時間のトラジェクトリー計算で、より安定な構造で平衡に達した結果であると考え
られる。B*51 の 100ns 時の構造は、ペプチドの N 末端が収容溝の外側を向いた状態になってい
た。この結果は、MICA-TM と B*51 との結合において N 末端がアンカーとして働いていない可
能性を示唆している。100ns の単一トラジェクトリーのみから結論を導くとこは出来ないが、
MICA-TM の BD の抗原エピトープである可能性に関しては、慎重に判断する必要があると考え
る。 

 
(5) 分子動力学法での相関するアリルの立体構造、ペプチド結合能の検討： 
① BD に相関する HLA の結合能の検討： 
HSL65、B51PD は、BD に相関する HLA で高い結合能を認め、報告の準備中。HLA-TCR の結

合性は、引き続き検討中である。 
② SSc に相関する HLA の結合能の検討： 

 Pep6 と DRB1*08:02, *11:01, *11:04, DRB5*01:02 との反応での FE は、MM-PBSA 法では各々
-52.7、-47.0、-47.8、-51.2 Kcal/mol であり、相関しない DBB1*01:01 (-40.9)に比し低値であった。
MM-GBSA 法では、各-53.6、-53.4、-51.1、-57.6、-40.1 で、QM/MM-GBSA 法でも、各-33.4、-36.5、
-33.2、-37.5、-21.2 と同様の結果だった。また、binding cleft の Induced Fit 様の減少が観察され
た。アミノ酸配列が類似している*11:10 と*11:04 の間でも、結合ポケットに関与するアミノ酸の
結合に差が見られ、FLEDR 部分に限らずα、β鎖の多くのアミノ酸の関与で結合性が決まる事
が示され、3 次元構造解析が重要と考えられる。DRB5*01:02 は他の DRB1 アリルと結合に関わ
るアミノ酸が異なるが、結果的には似たエネルギー的な関与をする事が示された（Sci Rep 9, 
2019）。一方 Topo１上の LKRRIM PEDIIINCS 配列は FE に差がなかった。 
 
(6) HLA-B51:01 とエピトープペプチド複合体の X 線構造解析：  
①α1、α2、α3 ドメインを含む領域（25-300）とβ2MG での検討： 
ゲルろ過クロマトグラフィーの結果、適切な溶出体積でタンパク質の溶出ピークが観測され、

その画分を SDS-PAGE に供したところ、α鎖（25-300）とβ2MG のバンドが確認でき、α鎖と
β2MG の複合体（αβ複合体）が再構成できたと考えられる。エピトープペプチドの分子量が
小さいため、SDS-PAGE ではエピトープペプチドを確認することはできなかったが、エピトープ
ペプチド非存在下では、適切な溶出体積でαβ複合体の溶出ピークが確認できなかったことか
ら、エピトープペプチドを結合したαβ複合体を再構成できたと考えられる。リフォールディン
グと再構成において、MICA ペプチドを用いた場合よりも HSP65 ペプチドを用いた場合の方が
αβ複合体の明瞭なピークが見られた。したがって、MICA ペプチドよりも HSP65 ペプチドを
用いた方が結晶化に適していると考えられる。しかし、結晶化条件の探索を行うには収量が少な
いため、リフォールディングと再構成の条件を最適化する必要がある。 
②α1 とα2 ドメインのみを含む領域（25-206）での検討： 
大腸菌を用いたα鎖（25-206）の大量発現は良好であったが、α鎖（25-300）と同様に不溶性

の封入体として発現した。α鎖（25-206）は尿素で可溶化することができた。HSP65 ペプチドを
添加し、透析法にてリフォールディングと複合体の再構成を試みた結果、α鎖（25-206）を可溶
性画分に回収することが出来た。本法はα鎖のみによる新規なエピトープペプチド複合体の再
構成の試みである。今後は可溶化条件の最適化とゲル濾過クロマトグラフィーを用いたリフォ
ールディングの評価を行うと共に、質量分析等により HSP65 ペプチドの結合を確認し、結晶化
へと進めていきたい。 

 
本研究結果は順次論文にて発表予定である。また本研究の遂行では、研究組織欄の先生方に加

えて、東京大学相原一、西愛、自治医科大学川島秀俊、神戸大学竹内真純、熊本大学岡田誠治、
雨宮宏美、東京聖栄大学鈴木等、ジェノダイブファーマ猪子英俊、奥平裕子等の諸先生や事務補
助者の方等の御助言、御協力を頂きました。 
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