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研究成果の概要（和文）：HLA（human leukocyte antigens:ヒト白血球抗原）遺伝子は、さまざまな免疫系疾患
の感受性遺伝子であり、自己免疫疾患、感染症、腫瘍免疫、薬剤副作用（薬疹）等と強く関連する。HLAは自
己・非自己ペプチドを提示し獲得免疫応答に関わり、遺伝子多型の多くがペプチド結合溝に見られることから、
HLAが提示する抗原ペプチドの同定・予測手法の確立により個々の疾患機序の解明が大きく進展し、HLA遺伝子型
に基づいた個別化医療開発が進展すると期待される。そこで本研究では定量性、再現性に優れたHLAクラスII-ペ
プチド結合測定系の開発を行うこととした。

研究成果の概要（英文）：Polymorphisms in human leukocyte antigens (HLA) are associated strongly with
 a variety of immunological disorders including autoimmunity, infection, cancer, and adverse drug 
reactions. With an aim to develop a means to treat these diseases based on individual’s HLA 
genotypes, it would be essential to collect and integrate the knowledge on functional differences 
and commonality among diverse HLA allele products. One of the main functional diversity among HLA 
alleles are the binding specificity for peptides. In this study we developed a new method to analyze
 an interaction of HLA class II with peptides that would outperform currently available 
methodologies in terms of sensitivity and reproducibility and would be suitable for a large-scale 
analysis.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
個人が持つHLA遺伝子型によって自己免疫疾患や感染症の罹りやすさが大きく異なることは1970年代から知られ
ており多数の免疫学的研究が行われているが、なぜ特定のHLA遺伝子型を持つと疾患発症リスクが上昇するの
か、その機序は十分に解明されていない。各HLAが提示する抗原ペプチドを明らかにできれば、それに基づいた
予防、治療法開発が進展すると期待される。例えば感染症、がん等に対するワクチン設計にはHLA遺伝子型と提
示ペプチドの情報が不可欠である。そこで本研究では、信頼性が高く標準化された方法でHLA提示抗原同定を網
羅的に行うことを目的として手法開発を行った。
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１．研究開始当初の背景 

 

HLA（human leukocyte antigens:ヒト白血球抗原）遺伝子は、さまざまな免疫系疾患の感受性遺

伝子であり、自己免疫疾患、感染症、腫瘍免疫、薬剤副作用（薬疹）との強い関連が確立され

ている。HLA 遺伝子型に基づいた個別化医療を実現するためには、HLA と疾患との関連の機

序解明、そして、治療法開発の基盤となる要素技術の開発を効率的に推し進めるための基盤整

備が必要であり、特に各 HLA アリル産物が提示する抗原ペプチドの同定が不可欠である。し

かし従来法での HLA-ペプチド結合測定は再現性、定量性に乏しく、疎水性ペプチド、合成困

難な配列を持つペプチドは解析対象外である。また、研究グループ間での違いが大きいなどの

課題がある。 

 

２．研究の目的 

申請者は細胞株を用いた HLA発現系を応用することによって、HLAクラス II-ペプチド結合解

析を行えることを見出した（Miyadera et al. (2015) J Clin Invest）。本手法は定量性、再現性が高

く、疎水性が高いペプチドも解析可能であるため、HLA結合ペプチドを探索するための標準的

手法として適していると考えられる。そこで本研究では、主要な HLA が提示する抗原ペプチ

ドを大規模に探索し各 HLA が提示する抗原ペプチドをカタログ化するための測定・解析技術

を確立することとした。 

 

３．研究の方法 

HLAへのペプチドの結合を、細胞表面 HLA発現系(Miyadera et al. (2015) J Clin Invest)を応用す

ることにより測定する。従来の HLA-ペプチド相互作用測定系は、精製 HLAタンパク質への標

識ペプチドの結合を ELISA で検出する。これに対して、本研究の測定法は、HLA とペプチド

が相互作用すると HLA-ペプチド複合体が安定化し、細胞表面発現量が上昇するという特性を

利用する。まず、HLAα鎖安定発現株を作製する(NIH3T3細胞を使用)。ここに β鎖発現ベクタ

ー（ウイルス液）を発現させる。β鎖のシグナル配列と mature配列との間に、ペプチドをコー

ドする配列を挿入することで、HLAをペプチドとの融合タンパク質として発現する。細胞表面

HLA量、細胞質の GFP量をフローサイトメトリーで測定し、GFP発現量に対する HLA発現量

の増分を求め、この値をペプチドの結合の強さを示す指標とする。日本人集団において高頻度

に認められる HLA クラス IIアリル(> 30アリル)、様々な外来抗原、自己抗原を対象として結

合解析を行った。 

 

４．研究成果 

HLAクラス II(HLA-DR1, DR3/4/5, DQ, DP)(> 30アリル)を対象として、網羅的な結合解析を実

施し、その結果を docking simulationでの結合予測、アルゴリズムによる結合予測結果と比較し、

各手法間での相関をアリル毎に比較した。測定系の高速化を目的として、フローサイトメトリ

ー以外の検出方法を検討したが、現状ではフローサイトメトリーによる解析が最も精度が高い

ことを確認した。今後さらに多検体での結合解析を行うためには全処理工程の自動化などの手

法開発を引き続き行う必要がある。手法開発および各抗原タンパク質についての測定データセ

ットは現在、論文投稿準備中である。 
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