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研究成果の概要（和文）：人類共通のHLA-Gを例として、代表者等が構築したHLAタンパク質を用いたスクリーニ
ング法により実施した既存薬スクリーニングの結果を受けて、疾患との関連が予想できる結合候補薬剤に着目し
た。この結合候補薬剤についてin vitroで調製したHLA-Gとの複合体を用いた質量分析法による解析により、候
補薬剤とHLA-Gタンパク質との結合を実証することに成功した。
他方、薬剤過敏症と関連するHLAと薬剤の結合や提示されるペプチドパターンの変化が分子レベルで明らかにさ
れている抗HIV薬・アバカビルとHLA-B*57:01多型について、我々のスクリーニング法を適用したところ、両者の
結合を示唆する成果を得た。

研究成果の概要（英文）：Using HLA-G, commonly exists in human, as an example, we focused on binding 
candidate drugs that can be predicted to be associated with disease, based on the results of the 
FDA-approved drug screening performed by a screening method using HLA proteins developed by 
ourselves. We then prepared a putative complex of HLA-G and binding candidate drug in vitro and 
performed mass spectroscopy. The analyzed result demonstrated the binding between the candidate drug
 and the HLA-G protein.
On the other hand, we focused the anti-HIV drug, abacavir, and the HLA-B * 57: 01 polymorphism, in 
which the binding of HLA and drugs associated with drug hypersensitivity and changes in the 
presented peptide pattern have been elucidated at the molecular level. When our screening method was
 applied to HLA-B*57:01 and abacavir, we can determine the binding of abacavir to HLA-B57, 
suggesting the possibility of developing into a universal and versatile method.

研究分野：構造生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HLA分子を介して薬剤副作用を誘発する薬物を見出すための本研究のアプローチは、従来のコホート研究と異な
って全く新しい試みであり、これまで、早期発見・対処しか手の施しようがなかった薬剤過敏症症候群に対して
有効な予防の指針を与えると期待できる。代表者等が構築したスクリーニング方法により、薬剤過敏症と関連す
るHLAと薬剤の結合等が既に明らかにされている抗HIV薬・アバカビルとHLA-B*57:01との結合が判定できたこと
や他のHLAにて複数の結合候補薬剤を判別できたことは非常に意義深い。本スクリーニング法を最適化し汎用性
を高めることで、創薬における安全性評価に貢献し、幅広く波及する成果となりうる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
ヒト主要組織適合性抗原（MHC）であるヒト白血球抗原（HLA, Human Leukocyte Antigen）
は、細胞表面に発現し免疫応答を担う重要な分子である。HLAクラス I分子は細胞内のプロテ
アソームにより分解されてできたペプチド抗原を細胞表面に提示し、免疫細胞がこれを認識す
ることで、自己と非自己を識別する。HLAクラス I分子は類似した立体構造を有しており、そ
の構造はα重鎖、βミクログロブリン、ペプチドで構成される複合体分子である。ペプチド抗原
はα重鎖のα1-α2ドメインからなるペプチド収容溝に提示される。 
近年、薬剤による副作用と HLA分子の多型との関連性が注目されている(1)。代表例として、
抗 HIV 薬・アバカビル服用による薬剤過敏症の発症と HLA-B*57:01 多型に相関が認められて
いる。アバカビルの例では、質量分析および結晶構造解析の結果、薬剤がペプチド収容溝に結合
することで提示されるペプチドのパターンが変わることにより異常な免疫応答が誘導されると
考えられている(2,3)（図 1）。アバカビルの他にも、薬剤服用による過敏症症候群と特定の型の
HLA との相関が複数報告されているが、いずれも HLA が薬剤の結合等により通常とは異なる
ペプチドを提示するため、異常な非自己として免疫反応を引き起こすことが原因と考えられて
いる。この他に、特定の型の HLA保有者
でのみ低分子薬による副作用リスクが増
大するという報告があり、これまでのコ
ホート研究からいくつか薬剤が特定され
ている。しかし、薬剤と HLA多型との関
連性を事前に予測できる評価試験方法は
未だ確立されていない。その理由として、
HLA分子と結合し得る薬物が、ペプチド
収容溝に安定的に収容され得ない可能性
や、さらに大規模な集団と長期にわたる
観察を必要とするコホート研究には手間
と時間を要すると考えられてきたことか
ら、HLAと薬物の相互作用を迅速かつ簡
便に判定することは困難であると考えら
れてきた。 
 
２．研究の目的 
本申請では、HLAと相互作用する物質を迅速かつ簡便に判別するためのスクリーニング方法
を開発し、薬剤と HLA分子の未知の相互作用を明らかにすること、それにより惹起される異常
な免疫応答の分子機構を理解することを目的とする。本手法が確立されれば、特定の HLA多型
を保有する者に対する薬物副作用が予め排除できるため、安全な薬剤の開発に向けて新たな指
針を与える成果となりうる。本研究の成果により、薬剤過敏症症候群の素因となりうる薬剤につ
いてその分子機構の理解が進むことが期待され、確立を目指すスクリーニング手法は、投薬によ
る副作用の予防を創薬・臨床の両ステージで可能にするだけでなく、安全な化粧品等の医薬部外
品の開発にも貢献できるなど、学術的にも社会的にも幅広い貢献が期待できる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の項目について取り組む。全人類に共通し多型が少ない HLA-Gを代表例と
して、化合物スクリーニングを実施し、結合候補化合物について、物理化学的解析及び構造生物
学的手法から分子基盤を解明する。更に、異なる HLA分子を用いて系の最適化を図り、スクリ
ーニング方法の汎用性を検証することとした。 
本スクリーニングは具体的に以下の（i）HLA-G 蛋白質からペプチド抗原を解離させる工程、
（ii）化合物を加え HLA-Gと結合させる工程、（iii）HLA-Gと化合物の結合を実験的に測定し
判定する工程の 3 工程からなる。研究代表者は本学所有の 1,600 からなる既存薬ライブラリー
を用いたスクリーニングにより、HLA-Gと結合する候補化合物を特定する。次いで、選別され
た候補薬剤と HLA-Gの分子認識機構を物理化学解析により明らかにする。更に、HLA-G以外
の HLA分子について同様の工程でスクリーニングが可能か検証する。具体的には、アバカビル
と HLA-B*57:01 のように薬剤過敏症との関連が報告されている例を用いてスクリーニングを
実施し、薬剤が本手法により特定されるかを検証する。様々な HLA分子に対するスクリーニン
グ系の汎用性が高いことが明らかになれば、薬剤による副作用の予防に大いに貢献できる。また、
本判別法のボトルネックの一つである組換え HLA 分子、および抗原が解離した状態の組換え
HLA 分子の調製について、改変 HLA-G を調製する、調製条件の検討をするなどして、更なる
判別方法の最適化を図る。手法の最適化が進めば多様な HLA分子に対して相互作用する薬剤を
迅速に判別することが可能となる。 
 
４．研究成果 
本研究では、HLA分子を介して異常な免疫応答を誘発する薬物の簡便で迅速なスクリーニン
グ方法を確立し、薬剤服用による過敏症症候群の発症と固有の HLA多型との相関についての知
見を得ることだけでなく将来的な予防の観点から創薬・臨床に貢献することを目指している。 

 
図 1．HLA 分子の関与が示唆される副作用 



我々が構築したスクリーニング法を、本学所有の
1,600 からなる既存薬ライブラリーを用いたスクリ
ーニングにより、HLA-G と結合する 26 の候補化合
物を得た。26 の候補化合物には様々な構造の化合物
が見られ、薬効や分子量にも共通性は見られなかっ
た。これらのうち、疾患との関連が予想できる一つの
結合候補薬剤に着目した。 
この薬剤について in vitroでのHLA-Gタンパク質
を用いた巻き戻しにより、結合候補薬剤との複合体と
考えられる分子を調製した（図 2;矢印の画分）。これ
らを前処理して得られた低分子を含む画分について、
質量分析法による解析を進めた。その結果、候補薬剤
が HLA-G タンパク質と結合していることを実証す
ることに成功した（図 3）。 
次に、我々が確立したスクリーニング法の汎用性を
検証するため、最も研究が進んでおり、薬剤過敏症と関
連する HLA と薬剤の結合や提示されるペプチドパタ
ーンの変化が分子レベルで明らかにされているアバカ
ビルと HLA-B*57:01 多型の組合せを検証することと
した。我々のスクリーニング法を HLA-B*57:01に適用
したところ、コントロールとして用いた DMSO群とは
異なり、抗原ペプチド群と同じような挙動を示したこ
とから、HLA-B*57:01とアバカビルの結合を示唆する
成果を得た。この結果は、実際に免疫を惹起して薬剤過
敏症を誘発する薬剤と HLA との相互作用を本スクリ
ーニング法により判別しうることを示す。 
最後に、本スクリーニング法のボトルネックの一
つである組換え HLA タンパク質、および抗原が解
離した状態の HLA タンパク質の調製について簡便
化できないか検討した。具体的には、HLAクラス I
分子に共通のペプチド結合溝を構成するポケットの
一端にジスルフィド結合を形成するようなシステイ
ン変異を導入し、安定化させることで HLA タンパ
ク質の生産効率化を図った。また、抗原ペプチドを
加えずに HLA を調製する時に、ジペプチドを用い
ることで、ペプチド結合溝を一時的に安定化するこ
とで調製効率が改善するか検討した。ペプチド収容
溝へのジスルフィド結合の導入、ジペプチドを用い
た調製法により収率の向上や抗原ペプチドを持たな
い HLAを調製した例が他の HLAクラス I分子で報告されている(4,5)（図 4）。 

HLA-B*57:01にシステイン変異を導入した場合には、野生型と比べて調製効率が数倍程度ま
で向上することが示唆された。一方、システイン変異体とジペプチドを用いた場合には抗原ペプ
チドを用いずとも組換タンパク質が調製できることが示唆された。 
以上より、種々の HLAについて本スクリーニング法により相互作用する薬剤の特定が可能で
あることを明らかにした。また、本手法において煩雑な操作を要する HLAの調製や抗原ペプチ
ドの解離操作を簡略化することが期待できる成果を得た。このように、本研究をとおして、我々
が確立した手法をより広い汎用性を持った形に発展できる可能性を見出した。 
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図 3．質量分析による候補薬剤の同定 

  
図４. ジスルフィド結合を導入した HLA の例 

 
図 2．候補薬剤－HLA-G 複合体の調製 
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