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「CLIP 置換型インバリアント鎖遺伝子ライ
ブラリーを用いた自己反応性 CD4+T 細胞が
認識する抗原ペプチドの多様性の解析」
植村　靖史、西村　泰治、「臨床免疫」
（科学評論社）37: 156-164, 2002

はじめに
　インバリアント鎖（Ii 鎖）は、抗原提示細胞の
小胞体内でHLAクラス II（HLA-II）分子と会合し、
主に細胞外の抗原に由来するペプチドを HLA-II を
介して効率よく CD4+T 細胞に提示する為に必須
の機能を担っている。近年、この Ii 鎖遺伝子に変
異を導入した遺伝子の発現により、任意の抗原ペ
プチドや抗原蛋白質をクラス II 経路に輸送し、
HLA-II を介して CD4+T 細胞に提示させる方法が
報告されている 1),2)。著者らは CLIP 置換型 Ii 鎖遺
伝子を用いて CD4+T 細胞が特異的に認識する抗
原ペプチドを同定する発現クローニング法を開発
したので紹介する。

ペプチド-HLA クラス II 分子複合体の構造
  HLA-II 分子（図 1）は抗原提示細胞、(APC ; B
細胞、ランゲルハンス細胞、樹状細胞、単球、マ
クロファージなど)、活性化T細胞などに発現し、
α鎖とβ鎖が非共有結合により結合して形質膜表面
に発現する膜結合型糖タンパク質である。HLA- II
分子の細胞外部分はαおよびβのそれぞれ 2 つのド
メインにより構成されており、形質膜より遠い側
のα1 およびβ1 ドメインが組み合わさって溝状の
構造を作っている。この溝は、2 つの相対するα
ヘリックスが側壁を、また、 βシート構造が底を
形成することによりできている。溝の幅と深さは
約 10Åで長さは約 20Åである。この溝状の構造
部分（ペプチド収容溝）への結合を介して 9～20
数個のアミノ酸からなるペプチド(図 1A)が結合
する。
　ペプチド収容溝に収まるペプチド部分は、HLA
クラス I (HLA-I)分子の場合と同様に約９個のアミ
ノ酸からなり、１アミノ酸残基進むごとに側鎖の
方向が回転するため、ペプチド上でHLA-II 分子 に
向かうアミノ酸残基の側鎖がアンカーとなり、こ
れが HLA-II 分子上のペプチド収容溝に存在する３
～５個のポケットにうまく収容され、両分子の結
合を可能にしている 3)。HLA-II 分子の多型はペプ
チド収容溝を構成するアミノ酸残基に集中してい

るため（図 1Ｂ）、個々の HLA-II 分子は、それぞ
れ特有の形状と性質（極性や電荷）を示すポケッ
トをペプチド収容溝にもっている。このためHLA-II
分子に結合するペプチドの構造も HLA-II 分子ごと
に異なっている。従ってHLA-II 遺伝子の個体差は、
特定の抗原ペプチドに対する T 細胞応答が疾患の
発症に関与する場合、疾患の感受性を決定する重
要な遺伝要因となる 4)。

HLA-II 分子による抗原提示における Ii 鎖の
役割
　CD4+T 細胞に提示されるペプチドは、抗原提示
細胞が主に細胞外液中あるいは自己形質膜上に存
在する自己ならびに非自己蛋白を取り込み、これ
をエンドソームの中で蛋白分解酵素により分解し
た産物である。インバリアント(Ii)鎖は、小胞体内
で HLA-II 分子と会合してこれをエンドソームに輸
送するとともに、CLIP（class II-associated Ii chain
peptide）部分が HLA-II 分子のペプチド収容溝を
覆うことにより細胞質から取り込まれたペプチド
あるいは I 型膜蛋白のシグナル配列に由来するペ
プチド断片等が小胞体内で HLA-II 分子に結合する
のを阻止している 5)。

CD4+ T 細胞抗原受容体(TCR)によるペプチ
ド-HLA-II 分子複合体の認識
　αβ型 T細胞抗原受容体複合体（図2）はV-(D)-J
再構成により多様性を有する TCRα鎖と TCRβ鎖と、
多様性を有しない CD3γ、δ、ε、およびζ鎖により
構成されており、適切なペプチド-HLA 複合体を
認識した T細胞は TCRζ鎖や ZAP70 などのリン酸
化を介して活性化シグナルを下流に伝達し、種々
の転写因子を活性化してサイトカインの分泌や増
殖応答を誘導する。
　最近、Wiley らの立体構造解析により、CD4+TCR-
抗原ペプチド/HLA-II 分子の 3 分子複合体の立体
構造が解明され、TCR の抗原認識の構造基盤が明
らかとなった 6)。TCR-抗原ペプチド/HLA-II 分子
複合体は比較的平面に近い状態で会合しており、
TCR は Vα、Vβ鎖の CDR1（相補性決定領域：
complementarity determining region: CDR）領
域と V-(D)-J の結合領域が形成し、最も多様性に
富む CDR3 領域によって主にペプチドを認識し、
CDR2 領域は HLA クラス II 分子のα-ヘリックスと
接触している。さらにペプチドの主鎖の方向と、
Vα、Vβ鎖それぞれのドメインの中央部を結んだ
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図 1.　 HLA-DR1 分子と結合ペプチドの構造 3)

A: HLA-DR1 により抗原提示を受けるインフルエンザヘマグルチニンペプチド(HA306-318)の構造を示
す。DR1 分子との結合に重要なアンカーアミノ酸残基で、最も N 末端側の Tyr の位置を position1(P1)
として C 末端方向に番号をつけた場合の、各残基の番号およびアミノ酸を表示した。また、アミノ酸の側
鎖が、DR1分子のペプチド収容溝の 5個のポケットに結合するアミノ酸残基を四角で囲んで示した。Wiley
らの立体構造解析ではペプチドの 5つの側鎖（P-1,P3,と P8 の 3つのリジン、P5のアスパラギン酸と P2
のバリン）が上方を向いていて TCRと接触している。
B: HA306-318 を結合した DR1 分子を真上（TCR 側）より見た立体構造を示す。円は、HA306-318 ペ
プチド上でDR1分子との結合に重要な 5個のアミノ酸残基（P1, P4, P6, P7 および P9）の側鎖を収容
するポケットの位置を示す。黒い部分はHLA-DR分子で多型を示すアミノ酸残基を示す。
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図 2.　 CD4+T 細胞による抗原ペプチドの認識 3),6)

外来抗原が抗原提示細胞によりプロセスされ、HLA-II 分子により提示された抗原ペプチドが CD4+T 細胞
の TCRにより認識される様子を示す。TCR 部分のVα,Vβは TCRのα鎖とβ鎖を、また Cと Vは定常領
域と可変領域をそれぞれ示す。TCRVαは HLA クラス II 分子のβ1 ドメインのαヘリックス部分と抗原ペ
プチドの N末端側を、TCRVβは HLAクラス II分子のα1 ドメインのαヘリックス部分と抗原ペプチドの
C末端側を認識している。
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線とのなす角度が CD8+TCR は斜め(45～70°)に
なっているのに対して、CD4+ TCR はより直角に
近い(約 70̃80°)状態で結合して認識しているこ
とが明らかになった 7)。さらに、Wiley らの構造
解析においてはペプチドの主鎖と TCR とが接触を
もつことも示されている。
　抗原ペプチドにアミノ酸置換を導入したアナロ
グペプチド(altered peptide ligand: APL)に対す
る T 細胞応答の解析において、TCR は抗原ペプチ
ド中の TCR に接触するアミノ酸残基の違いを識別
するだけではなく、クラス II 分子と結合するアン
カー残基を結合親和性の等しい別のアミノ酸残基
に置換した APL をも識別する例が報告されている
8)。さらに、ある TCRの認識は抗原の TCR 接触ア
ミノ酸残基の隣接アミノ酸残基あるいは非隣接ア
ミノ酸残基の影響を受けるという報告もある 9),10)。
これらの現象は抗原ペプチド中の特定のあるアミ
ノ酸残基の置換によってペプチドの立体構造に変
化をきたし、置換した部分から離れた TCR 接触残
基と TCR の相互作用に影響を与えることを示唆し
ている。従って CD4+T 細胞が認識可能なペプチ
ドの構造を予測するのは容易ではない。
　自己免疫疾患の発症機序の 1 つに、感染に際し
微生物由来の抗原により活性化された CD4+T 細
胞が、分子相同性により自己抗原に対して交差反
応を示し、自己免疫現象が発生するという分子擬
態 (molecular mimicry) 仮説が提唱されている
11)。従来、自己反応性 CD4+ TCR に対して分子擬
態を示す微生物由来の抗原ペプチドは、単に自己
抗原とのアミノ酸の一次配列の相同性、あるいは
同一性により検索されてきたが、CD4+TCR は抗
原特異性を有しているにもかかわらず、数多くの
エピトープを認識しうることが証明されてきた。 　
　さらに最近では、多発性硬化症の自己抗原であ
るミエリン塩基性蛋白に対する自己反応性 T 細胞
クローンが、わずかに相同性を有するか、あるい
は全く相同性を示さないアミノ酸配列をもつ抗原
ペプチドにより活性化を受けるなどの報告がある
12),13)。従って、CD4+ TCR による認識は従来考え
られていた以上に多様であり、単なるアミノ酸の
一次配列の類似性の検索だけでは疾患発症に重要
な役割を果たす可能性がある分子擬態ペプチドを
同定するための本質的な手掛かりとはならない。

Ii 鎖遺伝子を利用した CD4+ T 細胞抗原受容
体のエピトープの多様性の解析
1. Ii 鎖遺伝子を利用した多様なペプチド・
HLA-II 複合体を発現する抗原提示細胞ライ
ブラリーの構築
　これまで CD4+T 細胞が認識するペプチドの構
造の多様性に関する解析は、1 アミノ酸残基を置
換したアナログペプチド、あるいは 1 アミノ酸残
基のみを固定し、他の部分はランダムなアミノ酸
からなるコンビナトリアルペプチドライブラリー
に対する T 細胞の増殖応答を観察することにより
予測されてきた 14),15)。これらのアプローチは抗
原ペプチド中の各々のポジションに位置するアミ
ノ酸に対して置換が許容されるアミノ酸の組み合
わせから適切なエピトープを同定しようとするも
のであるが、上記のように TCR の抗原認識は抗原
ペプチド中の各々のアミノ酸残基同士の相互作用
により影響を受けることがあるため、各ポジショ
ンに対して最適なアミノ酸残基同士を組み合わせ
て合成したペプチドが、T 細胞の増殖応答を誘導
できないことが多い 16)。
　著者らはこの問題を克服して、CD4+ T 細胞の
TCR が認識する多様なリガンドを特異的に同定す
るために、以下のような Ii 鎖を用いた発現クロー
ニング法を開発した 17)。図 3 に示すように、Ii 鎖
遺伝子の p89-102 に相当する 13 アミノ酸から
なる CLIP 部分を、全くランダムな 13 アミノ酸か
らなるペプチド(約 2013種類の多様性を有する)を
コードする合成オリゴヌクレオチド・ライブラリ
ーと置換する。これを T 細胞クローンが認識する
拘束分子をコードする HLA-II 遺伝子と共に、96
穴プレート中で COS-7 細胞に遺伝子導入するこ
とにより、一過性に発現したエピトープ発現細胞
のライブラリーを構築する。翌日、これに T 細胞
クローンを添加し、48 時間培養して培養上清中
の IFN-γを定量して T 細胞の反応を検出する。T
細胞応答が陽性のウェルが見つかれば遺伝子導入
したサブライブラリーをさらにサブクローニング
して、目的とする抗原ペプチドをコードする CLIP
置換 Ii 鎖遺伝子を特定する。そして CLIP インサ
ート部分の塩基配列を決定することにより T 細胞
クローンを活性化するペプチドリガンドを同定す
る。最終的に当該ペプチドを合成して T 細胞刺激
活性を確認する。
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図 3.　 ペプチドライブラリー / CLIP 置換型 Ii 鎖遺伝子と HLA-DR 遺伝子を共に一過性に発
現する COS-7 細胞を用いた T 細胞クローンの TCR リガンドの同定方法 17)

Ii 鎖遺伝子の CLIP 部分に導入されたコドン NNK を 13 回くり返した合成オリゴヌクレオチドの、N は塩
基 A,T,G,C の K は塩基 G,T の混合物であることを示す。コドンの第 3 ポジションを K とすることにより
終止コドンの出現頻度を減らした。方法の詳細については本文参照。
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2. 発現クローニングによる CD4+T 細胞ク
ローンが認識する TCR リガンドの同定
　著者らはこのシステムを用いて、分子擬態によ
る発症機序が提唱されている I 型糖尿病の患者か
ら樹立された、有力な自己抗原の 1 つである
GAD65 (65-kDa glutamic acid decarboxylase)
に反応性を示す T 細胞クローンの未知のリガンド
の同定と TCR 認識の多様性を解析している。用い
た T 細胞クローンは日本人で I 型糖尿病に疾患感
受性を示すHLA-DR53 により提示された、GAD65
p115-127 に反応する自己反応性 Th1 様 T 細胞
クローン、SA32.5 と MK20.2 である 18)。システ
ムの検出感度は、Ii 鎖の CLIP 部分を T 細胞クロー
ン SA32.5 を活性化する GAD65 ペプチドに置換
したベクターpCIG を、野生型の CLIP をコードす
るベクターpCI により希釈して検出限界を検討し
た（図 4）。その結果、96 穴プレート 1 ウェル中
に導入したエピトープライブラリーの中に
1/1000 の割合で T 細胞クローンを刺激できるペ
プチドをコードするCLIP置換型Ii鎖遺伝子がCOS
細胞に導入されれば、T 細胞応答を IFN-γの ELISA
にて検出が可能であることがわかった。
　このシステムを用いて合計 2.0×105個の CLIP
置換型 Ii 鎖遺伝子ライブラリーのスクリーニング
を行ったところ、T 細胞クローンを活性化する
GAD65 とは全く異なるシークエンスをもつペプ
チドを同定した 17)（図 5）。このシークエンスに
基づき、CLIP 領域との接合部を含むオーバーラッ
ピングペプチドを合成し、T 細胞クローンを活性
化できるか増殖反応にて検討したところ、ペプチ
ドによる増殖活性を認めた。T 細胞クローンが認
識した部位は、ランダム 13mer を設定した部位
とその前方の CLIP との接合部を含んでいて、オ
ーバーラッピングペプチドから得られた情報によ
るフレームの比較においてロイシンの 1 アミノ酸
残基が一致するのみであった。以上の結果から、
この方法を用いて、T 細胞クローンが交差反応を
示すペプチドリガンドを同定できることが明らか
となった。

3. TCR による抗原ペプチドの認識パターン
の解析
　さらに T 細胞を活性化するリガンドを予測する
為のより詳細な情報を得るため、おのおの連続し
た 3 残基を 1 ブロックとして、これを全くランダ
ムなアミノ酸の組み合わせにしたエピトープライ

ブラリーを構築し、同様のスクリーニングにより、
交差反応を示すペプチドのシークエンスの多様性
を検討した 19)（図 6）。このスクリーニングには
SA32.5 および別の I 型糖尿病患者より樹立し、
HLA-DR53 拘束性と GAD65 p116-127 ペプチド
(NILLQYVVKSFD)への特異性を共有するが、TCR
が異なる MK20.2 を用いた。その結果、それぞれ
の T 細胞クローンは、エピトープを共有していた
にも関らず、交差反応を示したペプチドのシーク
エンスは全く異なっており、さらに GAD65 と同
等あるいはより強いアゴニスト活性を有するもの
を多く含んでいた。例えば、MK20.2T 細胞クロ
ーンにおいては GAD65 p124 のポジションには
リジンしか許容されないが SA32.5T 細胞クロー
ンにおいては、プロリン,アルギニン,アスパラギ
ンが許容された。特に注目したい点は、SA32.5T
細胞クローンの ｐ123 にメチオニン、ｐ124 に
アスパラギン、p125 にスレオニンが許容されて
いるのに対し、1 残基置換合成アナログペプチド
に対する増殖応答と比較すると、SA32.5T 細胞
クローンにおいて、それぞれのポジションにメチ
オニン,アスパラギン,スレオニンのアミノ酸残基
はほとんど許容されないことである（図 7）。
　T 細胞クローン MK20.2 に関しては、1 残基置
換アナログペプチドに対する増殖応答に矛盾する
結果は得られなかった。この結果より、
SA32.5TCR の抗原認識は GADp123-125 部分に
関して、隣接アミノ酸残基の影響を受けやすく、
抗原ペプチド中のアミノ酸残基同士の相互作用が
重要であると考えられた。このような場合、1 ア
ミノ酸残基を置換したアナログペプチド、あるい
はコンビナトリアルペプチドライブラリーに対す
る T 細胞の増殖応答の解析では増殖活性を得るリ
ガンドに到達できない場合があると考えられる。
　以上まとめると、CLIP 領域をランダムな 13 ア
ミノ酸からなるペプチドをコードするように置換
した変異インバリアント鎖遺伝子と HLA-II 遺伝子
を一過性に発現するエピトープ発現細胞のスクリ
ーニングにより、T 細胞クローンを活性化する多
様なペプチドリガンドを同定することができた。
さらに 2 つの GAD65 自己反応性 T 細胞クローン
を用いた、3 残基ランダムのエピトープ発現細胞
ライブラリーのスクリーニングにより、2つのTCR
の認識パターンに違いを見いだすことができた。
また、 GAD65 ペプチドよりも強いアゴニスト活
性を有するペプチドのシークエンスを同定するこ
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GAD65 
p116-129 インバリアント鎖

HLAクラス II分子

CLIP

NILLQYVVKSFDRS

CLIP領域

89 101

81 1041 216

ベクター pCIG

GAD65 p116-129ペプチド IF
N

-γ
(p

g
/m

l)

0

250

500

750

1000

250
500

2000
4000

1000
8000

16000

pCI / pCIG DNAの比

図 4.　 Ｔ細胞クローンによる IFN-γの産生を指標とした、GAD65 / CLIP 置換型 Ii 鎖遺伝
子を一過性に発現する細胞の検出限界の決定 17)

　GAD65 p116-129 を組み込んだ GAD/CLIP 置換型 Ii 鎖（pCIG）と野生型の Ii 鎖（pCI）を種々の割
合で混合し HLA-DR53 遺伝子とともに、COS-7 細胞に 96 穴プレート中でトランスフェクションを行っ
た。 24 時間後、T 細胞クローンを添加して 48 時間培養し、T 細胞が培養上清中に分泌した IFN-γを定
量することによりＴ細胞応答を検出した。
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CCCAAACCTGTG CAGTTGTCGAATCAGTGGCATGTTGTTGGTGCTACGTTT CTGCCTATGGGA
 P  K  P  V   Q  L  S  N  Q  W  H  V  V  G  A  T  F   L  P  M  G 

pCIGm1

CCCAAACCTGTG NNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNKNNK CTGCCTATGGGA
 P  K  P  V   X  X  X  X  X  X  X  X  X  X  X  X  X   L  P  M  G 

ライブラリー構成

SNQWHVVGATFLPMG

ペプチド

QLSNQWHVVGATF

PVQLSNQWHVVGATF

 PVKPVQLSNQWHVVGA 

NILLQYVVKSFDR

Gm1.1

Gm1.2

Gm1.3

Gm1.4

GAD65
p116-128

アミノ酸配列

Ii 置換された CLIP領域 Ii

2 3 4 510

[3H] チミジンの取り込み  (cpm x 10-4 )

図 5.　 I 型糖尿病患者より樹立した HLA-DR53 拘束性ヒト GAD65 p116-129 ペプチド自
己反応性 T 細胞クローンに交差反応を示すペプチドの同定 17)

合計2.0×105個の CLIP 置換型 Ii 鎖遺伝子ライブラリーのスクリーニングにより同定されたペプチドのシ
ークエンス(pCIGm1)を示す。このシークエンスに基づき、CLIP との接合部を含むオーバーラッピングペ
プチドGm1.1, Gm1.2, Gm1.3, Gm1.4 を合成し、T細胞増殖応答を［3H］チミジンの取り込みにて確認
したところ、ランダム設定部位とその前方の CLIP との接合部を含む Gm1.1 と Gm1.2 に増殖活性を認め
た。
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T細胞クローン 交差反応を示したペプチド % GAD65 増殖応答

MNILLQYVRPSFD
MNILLQYVRPTFD
MNILLQYVRPVFD
MNILLQYVRPKFD
MNILLQYVRNGFD
MNILLQYVMPGFD
MNILLQYVMRVFD

SA32.5

MK20.2
MNILLQYVSKDFD
MNILLQYVAKGFD
MNILLQYVNKDFD
MNILLQYVSKAFD
MNILLQYVAKPFD
MNILLQYVNKCFD
MNILLQYVSKKFD

116
107
101
 94
 89
 83
 71

134
134
125
119
115
113
107

KPV MNILLQYVXXXFD LPM
88 102123124125

115 127

Ii IiGAD65 p115-127

図 6. 2 種類の GAD65自己反応性 TCRによる抗原ペプチドの認識パターンの多様性の解析 19)

HLA-DR53 拘束性と GAD65 p116-127 ペプチド(NILLQYVVKSFD)への特異性を共有するが、TCR の異
なる2つのT細胞クローンSA32.5とMK20.2を用いて抗原ペプチドの認識パターンを解析した。GAD65
p123-125 部分をランダムとしたエピトープライブラリーのスクリーニングで同定したシークエンスと
GAD65 p116-127 の増殖応答を 100としたときの増殖応答の程度を示す。
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S125T

K124N

V123M
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図 7.　 抗原ペプチド上のアミノ酸残基の相互作用が TCR 認識に及ぼす影響 19)

T 細胞クローン SA32.5 は、GAD65 p115-127 で p123 V→M, p124 K→N, p125 S→T に置換した 3
種のアナログ(V123M, K124N, S125T)をほとんど許容しないが、3残基をランダムとしたライブラリー
から同定されたものにはそれぞれのポジションに対して 1 残基置換では許容されないアミノ酸残基を含む
ものが同定された(MRV, RNG, RPT)。さらにアミノ酸残基の組み合わせによって GAD65 p115-127 より
強いアゴニスト活性を示したペプチド（MNILLQYVRPTFD）も同定された。
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とが可能であることがわかった。このシステムは
TCR が認識するペプチドのシークエンスを短時間
に多数同定でき、TCR 認識パターンを評価する上
で優れた方法である。
　今後、3 残基置換 GAD65 ペプチドによる情報
を蓄積して、これらの T 細胞クローンに増殖誘導
活性を示す自然界に存在する非自己ペプチドを同
定することにより、日本人 I 型糖尿病における微
生物感染を誘因とした発症機序の解明に貢献でき
ると期待している。（その後の研究成果について
は文献19参照）

おわりに
　CLIP 置換 Ii 鎖を用いた多様な HLA-II・ペプチド
複合体を発現する抗原提示細胞のライブラリーを
利用して、抗原特異性は未知の T 細胞クローンが
認識する TCR リガンドおよびその多様性を解析す
ることが可能となった。本方法は CD4+T 細胞の
免疫応答が一因となって発症する自己免疫疾患を
はじめとする免疫疾患の病因、病態の解明に貢献
するものと期待される。
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