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研究成果の概要（和文）：本研究はHLA(ヒト白血球抗原)クラスII(HLA II)を対象として、HLA II-ペプチド結合
測定と結合予測（ドッキング・シミュレーション）を行い、HLA IIが結合するペプチドの配列情報と結合能につ
いてのデータを収集し、新規結合モチーフの同定を目指す研究課題である。既知の外来抗原を対象として手法の
評価、既存手法との比較を行い（投稿中）、マウス腫瘍抗原の解析（共同研究により実施、投稿中）を行った。
その結果、本研究の手法では、HLA IIのペプチド結合スペクトラムを、既存手法および結合予測アルゴリズムよ
りも高感度に定量化できることを確認した。

研究成果の概要（英文）：We developed a protocol to measure the ability of each HLA allele to present
 peptide on cell-surface. In the present study, we validated the protocol, analyzed the binding data
 for known T-cell epitopes, and compared the binding spectra obtained from in silico prediction. In 
addition, we improved the method to construct expression plasmids to enable large scale analysis at 
relatively low-cost. The preliminary data suggest that our method is superior than known assays in 
terms of its ability to predict potential epitopes. We then utilized this method to analyze the 
interaction of murine MHC and cancer neoepitopes. These data are under submission, or under 
preparation for submission.   
 

研究分野：生化学、免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HLA(ヒト白血球抗原)は獲得免疫応答をつかさどるタンパク質である。HLAが、がん特異的な変異を含むペプチド
断片を結合し、細胞表面に提示すると、がん細胞を標的とした免疫応答が起こりうる。そのような免疫応答を引
き起こすペプチドを見出すことが出来れば、効果の高いペプチドワクチンの設計につながるが、現状では、がん
ペプチドワクチンは少数の著効例がある一方、全体の奏効率は低い。この現状を打開するため研究代表者はHLA
クラスIIが提示するペプチド探索手法を開発し、測定系の評価、がん抗原への適用を行った。本研究は、がんペ
プチドワクチンをすべての患者に対して設計できる体制の構築に貢献する。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
MHC（Major Histocompatibility Complex:主要組織適合性抗原）は、病原体に対して防御反応
を行う仕組み（獲得免疫応答）をつかさどるタンパク質であり、免疫応答の開始を担う。生体が
外来微生物に感染すると、外来微生物は免疫系の細胞にとりこまれ、細菌、ウイルス由来のタン
パク質（外来抗原）は、免疫系細胞の中で断片化される。MHC は、この断片化されたペプチド（9-
25 残基長）を MHC 分子内の溝（ペプチド結合溝）に結合し、細胞表面に移行する。細胞表面に
移行した MHC-ペプチド複合体を、T細胞が T細胞受容体を介して認識すると、感染細胞に対する
免疫応答が起こる（図１）。ヒトの MHC は、HLA（Human Leukocyte Antigens、ヒト白血球抗原）
と呼ばれ、HLA 遺伝子にコードされる。HLA 遺伝子は個人間で配列が異なり、特に、ペプチドの
結合に関わるアミノ酸残基に多型が多い。HLA が提示できるペプチドの種類は個人間で異なるた
め、同じワクチンを投与しても、効果が高い人、低い人など免疫応答の個人間の違いが生じる。  
MHC を介した免疫応答は、がん細胞に対しても起こりうるが、多くの場合、免疫応答が弱くな
っているために癌細胞が増殖する。免疫応答を増強することで、がんの治療を行うのが、がん免
疫療法であり、がん細胞に特異的に発現するタンパク質のペプチドをワクチンとして用いる。が
んペプチドワクチン設計では、多くの場合、結合予測ツール(NetMHCIIPan などの配列予測アル
ゴリズム)でワクチン候補領域を絞り込みワクチン候補となる配列を設計する。結合予測アルゴ
リズムの精度は、HLA(ヒト白血球抗原)クラス I では比較的高いと考えられているが、HLA クラ
ス II の場合は予測ツールの精度は低く、ワクチン開発の妨げとなっている(Editorial, Nature 
Biotechnology 2017.2)。近年、多くの研究者が新たな予測アルゴリズム開発を行っているが、
有力な代替手段は確立されていない。予測精度が低い要因として、従来の結合測定法での測定値
の誤差が比較的大きいこと、研究グループ間で測定系が標準化されていないことが推測される。
このような背景から、従来法よりも精度の高い測定手法を開発することにより、がんペプチドワ
クチン設計をより効果的に行える可能性があると考えた。 

 

 

２．研究の目的 
代表者は、これまでに HLA クラス II-ペプチ
ド結合を定量的に測定する系を開発した。既知
の外来抗原などを対象とした結合解析の結果、
本手法では「HLA に強く結合するが、従来の結合
アッセイでは検出できない領域」を見出せる可
能性が示唆された（未発表データ）。この事から、
従来の手法では検出できない「未知の HLA 結合
モチーフ」が存在し、これまでの結合データベ
ースではこれらを網羅できていない可能性が推
測される。そこで本研究では、結合測定および
ドッキング・シミュレーションを併用し、新規
HLA 結合モチーフを見出すことを目的として研
究を行った。 

 

３．研究の方法 

HLA の本来の特性として、HLA にペプチ
ドが結合すると、そのタンパク質複合体が
安定化し細胞表面発現量が上昇すること
が知られている(図２)。本手法はこの点を
利用して HLA-ペプチド相互作用を評価す
る。具体的には、まず HLA αサブユニッ
トを安定発現する培養細胞株を作成し、こ
の細胞株に HLA βサブユニットとペプ
チドとの融合タンパク質を発現させる。
HLA αβサブユニットおよびペプチドの
複合体は細胞表面に移行する。本測定系で
は、細胞表面の HLA 発現量をフローサイト
メトリーで定量し、内部コントロール（GFP）
に対する発現量比として定量化する(図
３) (宮寺、実験医学 2019; Miyadera et 
al. 投稿中)。 



 

４．研究成果 

これまでに新規手法の評価および、既存手法との比較を行った。その結果、本研究の手法では、
HLA II のペプチド結合スペクトラムを、既存手法よりも正確に定量化できることを確認した。
さらに T細胞エピトープ判別における有用性も示唆された。現在、これらの成果について論文投
稿中である。また、多数のペプチドと HLA アリルとの組み合わせについて、なるべく安価に測定
を行うため、測定に用いる発現プラスミドの設計を改良し、作成プロトコルを確立した。これに
より当初よりも 1/5 ～1/3 程度の費用で結合測定用のプラスミド構築を行うことが可能となっ
た。また、既に測定済の外来・内在抗原を対象とした結合測定から、本手法では既存の測定法で
は困難な「弱く結合するペプチド」、「疎水性ペプチド」の結合を精度よく検出できることが示唆
されている。また、既知のアンカー残基 3か所を固定し、残り 1か所を 20通りのアミノ酸に置
換したライブラリ配列の設計を行い、これらの測定用のプラスミド構築を完了した。 
本手法を用いて、マウス腫瘍抗原の結合解析をマウス MHC (I-A, I-E)を対象として行った結
果、がん特異的変異による結合性の変化を捉えることが出来た（投稿中）。また、本手法での解
析結果が結合予測アルゴリズムの結果（結合順位）と概ね一致することを、マウス MHC において
も確認した（マウス腫瘍抗原を対象とした解析は当初の研究計画には含まれなかったが、共同研
究により実施した。）測定手法開発について論文投稿を行った結果、追加実験が必要となったた
め、当初予定していたヒト腫瘍抗原解析を開始する前に、多数の外来抗原（既知 T細胞エピトー
プ）を対象とした測定を行う必要が生じた。そのため、ヒト腫瘍抗原解析については研究期間内
に当初予定数を達成することが出来なかったが、測定系開発および応用への進捗は順調に展開
しているため、ヒトがんペプチドワクチン開発に向けた基盤整備は整いつつある。今後の展望と
しては、本研究の長期的な目標である、「理論に基づいたペプチドワクチン設計」および、「有効
ながんペプチドワクチンをすべての患者に対して設計できる体制」を実現することが可能にな
ると期待される。 
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