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研究成果の概要（和文）：ヒト PD-1 分子およびヒト PD-L1分子の細胞外領域タンパク質を大腸

菌で封入体として発現させ、リフォールディングを行った。リフォールディングしたタンパク

質は陰イオン交換カラムクロマトグラフィーおよび分子篩により精製し、結晶化に供した。同

様に、γδ型 T細胞上に発現する負の刺激分子である IRp60 分子の発現、精製を行い、テトラ

マーの作成を行った。その結果、IRp60 リガンドが抗原提示細胞に多く発現していることが明

らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：The extracellular domains of human PD-1 and PD-L1 molecules were 

expressed in E. coli as inclusion bodies and refolded. The refolded proteins were purified 

on anion-exchange column chromatography and gel filtration. IRp60, which is expressed 

on human γδ T cells, was similarly expressed and purified, then tetramerized. The 

tetramer revealed that the ligand of IRp60 was expressed on antigen-presenting cells. 
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１．研究開始当初の背景 

 現在、がん治療法として手術、放射線療法、
化学療法が標準療法となっているが、これら
を中心とした集学療法を駆使しても克服で
きないがん症例は非常に多い。一方、細胞養
子療法、ペプチドワクチン療法、樹状細胞療
法などの免疫療法は QOL に優れている反面、
方法論が完全に確立されておらず、標準医療

としての技術の集積がなされていない。免疫
療法の場合、可溶性因子による腫瘍細胞の傷
害と、エフェクター細胞と腫瘍細胞との直接
的な相互作用による傷害の 2 つに大きく分け
られるが、後者の場合、種々の正、あるいは、
負の副刺激分子の関与が重要な役割を担っ
ている。正の副刺激分子の場合、そのリガン
ドは症例選択のマーカーとして有用性が高
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い。一方、負の副刺激分子の場合、そのリガ
ンド/受容体の相互作用を遮断することがで
きれば、より効率的な抗腫瘍作用の誘導が期
待できる。従って、実際の治療においては、
負の副刺激分子シグナルの遮断が能動的な
治療法の開発につながると期待される。申請
者らは、ピロリン酸モノエステル系抗原によ
り活性化したヒトγδ型Ｔ細胞が PD-1 を発
現することを確認すると共に、予後の悪いが
ん患者において、PD-1 のリガンドである
PD-L1 分子のより高い発現を組織染色によ
り確認している。これは、γδ型Ｔ細胞を利
用した抗腫瘍免疫療法において PD-1/PD-L1

相互作用遮断薬の開発が、より効率的な免疫
療法開発のための大きなターゲットになる
ことを示している。申請者らは、現在までに、
マウス PD-1 の立体構造、ヒト PD-L1 の立体
構造、マウス PD-1/ヒト PD-L1 の立体構造を
それぞれ解析した。しかし、ヒト PD-1/ヒト
PD-L1 の相互作用に関してはその共結晶の
立体構造解析をしない限り、その相互作用の
詳細は解析できない。従って、ヒト PD-1 の
結晶、およびヒト PD-1/ヒト PD-L1 の共結晶
の作成が急務となっている。また、γδ型Ｔ
細胞に発現するその他の負のシグナル分子
に関しても、遮断薬開発のためには立体構造
の解析が必須である。このように、今後の免
疫療法薬の開発のためにはリガンド/受容体
の構造解析が必須であるが、本邦においては
このような構造学的研究はほとんど行われ
ていない。そこで、本研究計画においては、
ヒト PD-1 分子、ヒト PD-1/ヒト PD-L1 の共
結晶、その他、γδ型Ｔ細胞上に発現する負
のシグナル分子の立体構造解析を行い、効率
的なシグナル遮断薬創出の基盤を確立する。 

 

２．研究の目的 

 本研究計画においては、まず、ヒト PD-1

の細胞外領域の大腸菌での発現、リフォール
ディング、精製、結晶化、構造解析を行う。
次に、ヒト PD-1/ヒト PD-L1 の共結晶解析を
行う。ここで、これら分子の結晶化の際、解
像度の高いＸ線回折像を得るために様々な
手法を用いる。まず、ペプチド鎖の最適鎖長
の決定を行い、リフォールディング効率の最
大化、結晶成長の最適化を行う。次に、これ
までに申請者らにより蓄積・確立された結晶
化用マトリックスを用いた単結晶成長条件
の最適化を行う。 

 PD-1/PD-L1 系の遮断薬としては、タンパ
ク性のものと小分子とが想定されるが、上記
の座標をもとに、まず、タンパク性の遮断薬
の設計を行う。これは、PD-1 あるいは PD-L1

の細胞外領域テトラマーを加工し、親和性を
増強させるという方法を基盤技術として用
いるもので、技術的には抗体療法をさらに発
展させたものとなる。次に、小分子の設計で

あるが、これは、PD-1/PD-L1 の共結晶の座
標をもとに小分子を設計するという方法論
を用いる。基本的には、PD-1/PD-L1 の接触
面に存在するようなペプチドや、その類縁体
を合成する。さらに、そのアセチル化体など
の修飾化合物を合成し、遮断薬として用いる
ことが可能かどうか検討する。最終的には、
ペプチドではなく、単純有機化合物ライブラ
リーの検索を行い、その誘導体の合成を試み
る。 

 また、ヒトγδ型Ｔ細胞には PD-1 以外に
も、IRp60 等、種々の負の副刺激シグナル分
子が存在するので、それら分子の細胞外領域
部の大腸菌での産生、リフォールディング、
精製、結晶化、構造解析、さらには、リガン
ドの明らかになっていない受容体に関して
は、リガンドの同定等を試みる。 

 

３．研究の方法 

 初年度は、まずヒト PD-1、ヒト PD-L1 の
細胞外領域を大腸菌で大量に封入体として
発現させ、効率的にリフォールディングを行
い、結晶化を試みる。具体的な方法論として、
まず、PD-1 のシグナルペプチドを除き、C

末は 145 番目の T とする。PD-L1 も同様に
シグナルペプチドを除き、C 末を 238 番目の
T とする。次に、封入体としての発現量を増
加させるために、リボソーム結合部位から
100 塩基までのステムループを解除する。こ
のようにして、封入体として大量発現させた
PD-1 および PD-L1 の細胞外領域をリフォー
ルディングする。リフォールディングしたタ
ンパクは中圧のカラムクロマトグラフィー
のシステムで精製を行う。結晶化は、
PEG4000 をベースとし、種々のイオン強度
の緩衝液や塩を用いる。また、、ヒト PD-1 と
Fab 抗体との共結晶、および、ヒト PD-1/ヒ
ト PD-L1 と Fab の共結晶調製の作成も試み
る。 

次年度は、まず、前年度結晶化したヒト
PD-1 の単独結晶、および、ヒト PD-1/ヒト
PD-L1 の共結晶、あるいは、それらと Fab

との共結晶の解析を行う。 

 また、PD-1 の他にも様々な負の副刺激シ
グナル分子が存在するが、DNA アレイの結
果をもとにヒトγδ型Ｔ細胞に発現する負
のシグナル分子の探索を行う。これまでに、
IRp60が発現していることを確認しているが、
このような分子が他にもないか綿密に検討
を行う。そして、それらの分子の細胞外領域
を大腸菌の発現系を用いて調製し、精製後結
晶化を試みる。また、IRp60 のようにそのリ
ガンドが明らかになっていない場合には、可
溶性テトラマーを作製し、リガンドの探索を
行う。具体的には、IRp60 を例に取れば、そ
の細胞外領域をコードする cDNA の C 末端
側に BirA 認識部位を有するペプチドを接続



 

 

し、キメラタンパクを大腸菌で発現させる。
次に、アルギニンベースの緩衝液中でリフォ
ールディングを行った後、BirA を用いてビオ
チン化する。最後に PE でラベルしたストレ
プトアビジンでテトラマー化する。これを染
色試薬として用いることにより種々のがん
細胞株を染色し、リガンド発現細胞株を同定
する。最後に、通常の発現クローニングを行
い、リガンドの同定を行う。このようにして
得られたリガンドに関しても、大腸菌での発
現、リフォールディング、精製、結晶化を行
う。 

 最終年は、前年度までに調製された種々の
負の副刺激シグナル分子関連のタンパク質
に関して解析を行う。次に、それら結晶解析
のデータをもとに、負の副刺激シグナル遮断
薬の創出を行う。シグナル遮断薬としてはタ
ンパク性の製剤と小分子製剤の両者の樹立
を目指す。前者においては、負のシグナル分
子の細胞外領域テトラマーを作製し、それを
抗体に換わる新しい生物薬剤として確立す
る。一般に、抗体は Fc 部位があるため、Fc

受容体を発現する細胞に容易に結合してし
まい、特異性を高く保つことが出来ない。し
かし、細胞外領域のテトラマーにおいては、
その様な非特異的結合が限りなく押さえら
れることが明らかになっているため、未知の
副作用に関してそれほど注意を払わなくて
良いという利点がある。すなわち、特異性が
非常に高く、親和力も高い生物製剤の開発が
可能になることが期待される。 

 以上のように、本研究提案においては、負
の副刺激シグナル分子の立体構造の解析結
果をもとに、ヒトγδ型Ｔ細胞を利用した新
しい腫瘍標識免疫療法の効率をより一層高
めるための、シグナル遮断薬の開発を目指し
た研究を行う。 

 
４．研究成果 
 初年度はヒト PD-1 分子およびヒト PD-L1
分子の細胞外領域タンパク質を大腸菌で封
入体として発現させ、リフォールディングを
行った。まず、シグナルペプチドを除いた細
胞外領域をクローニングし、大腸菌発現用ベ
クターに組み込んだ。PD-1は T145まで、PD-L1
は T238 までとした。次に、ステムループ除
去のために N 末を AT リッチにし、自己組織
化による二次構造の形成を阻害した。封入体
は界面活性剤を用いて洗浄し、グアニジンを
含むカオトロピック緩衝液に溶解した。リフ
ォールディングはアルギニンベースの緩衝
液にジスルフィド結合再生用のグルタチオ
ンを添加した緩衝液を用いた。リフォールデ
ィングしたタンパク質は陰イオン交換樹脂
に吸着させ、トリス緩衝液と NaCl で溶出さ
せた。これを分子篩にかけ、結晶化用の最終
精製標品とした。結晶は、ヒト PD-1 単独、

ヒト PD-L1単独、ヒト PD-1／ヒト PD-L1の共
結晶の３つのパターンを作成する必要性が
あるので、単独結晶用にモノクローナル抗体
の作成を行った。抗原としては、精製したヒ
ト PD-1 の細胞外領域質と、ヒト PD-L1 の細
胞外領域タンパク質を用いた。その結果、ヒ
ト PD-1 に対するモノクローナル抗体 3 種、
ヒト PD-L1 に対するモノクローナル抗体 20
種を得ることができた。抗ヒト PD-L1抗体に
関しては、ハイブリドーマを無血清培地に馴
化させ、培養法にて抗体を調製した。その結
果、100mg の抗体が得られた。ヒト PD-1 に関
しても同様の操作を行い、50mgのモノクロー
ナル抗体を得た。 
 次年度は、まず、ヒトPD-1の結晶について
解析を行った。前年度に作成したヒトPD-1の
結晶はツインであり、X線結晶解析による座標
決定が不可能であったため、抗体のFab領域と
の共結晶解析を行うことにした。そのために
、ヒトPD-1の細胞外領域を大腸菌で封入体と
して発現させ、リフォールドしたものを陽イ
オン交換カラムクロマトグラフィーで精製し
、マウスに免疫した。4回免疫後に脾臓細胞を
摘出し、マウスミエローマ細胞株SP2/0と細胞
融合した。HAT培地で選択し、抗ヒトPD-1抗体
を産生するハイブリドーマを限界希釈し、モ
ノクローナル抗体を得た。このモノクローナ
ル抗体を酵素処理することにより、抗ヒト
PD-1抗体のFab領域を得ることができた。そし
て、ヒトPD-1細胞外領域とFab抗体を結合させ
、ゲル濾過で結合タンパクを精製し、結晶化
を試みた。 
次にγδ型T細胞上に発現する負の刺激分

子であるIRp60分子のテトラマーの作成を行
った。IRp60分子はPD-1と同様免疫グロブリン
V領域様ドメインを有する分子であり、そのC
末端側にBirA認識ペプチドを付加したものを
作成した。このモノマーは大腸菌内で封入体
として発現されたため、in vitroでのリフォ
ールドを行い、陰イオン交換カラムクロマト
グラフィーにより精製を行った。精製後、BirA
でその認識配列内のリジン残基をビオチン化
し、ストレプトアビジン-PEを用いてテトラマ
ー化を行った。このIRｐ60テトラマー分子を
用いて、リガンド分子を発現する細胞を探索
した結果、いくつかの細胞株に発現が確認さ
れた。 
 最終年度は、γδ型T細胞に発現する負の刺
激分子、および、抗原提示細胞上に発現する
リガンドについてタンパク化学的解析を行っ
た。前年度、γδ型T細胞上に発現する負の刺
激受容体としてIRp60を同定し、その細胞外領
域の4量体を作成したので、今年度は、そのリ
ガンドがどの細胞種に発現しているかさらに
解析を進めた。その結果、IRp60リガンドが抗
原提示細胞に多く発現していることが明らか
となった。従って、このIRp60とそのリガンド



 

 

との相互作用を遮断することができれば、γ
δ型T細胞の活性化を亢進させることが可能
となる。そこで、その遮断薬のモデルとして
、IRp60の細胞外領域タンパク質およびその多
量体を大量調製し、それらのγδ型T細胞活性
化に対する効果を詳細に検討した。 
次に、γδ型T細胞活性化剤として、従来型

の非ペプチド性抗原が知られているが、最近
になって、ある種の抗体20.1がγδ型T細胞を
活性化することが報告されている。そこで、
本年度は、その抗体20.1の認識する分子のタ
ンパク化学的および構造学的解析を行った。
この分子の細胞外領域を大腸菌で封入体とし
て発現させ、リフォールド後、蛍光標識を行
い、γδ型T細胞への親和性を検討した。その
結果、この分子の受容体がγδ型T細胞に強く
発現していることが明らかとなった。また、
この分子は2量体分子であり、CD80/CD86に類
似した構造を有していることが明らかになっ
た。 
最後に、ヒトPD-1分子とヒトPD-L1分子の構

造解析を進めるため、種々の条件で共結晶の
作成に取り組み、いくつかの結晶条件を決定
することができた。 
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