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戸空亨言命

日本人が快適な生活を求め、衣食住すべてのスタイルを変化させ

てきたことに比例するようにアレルギー疾患が増え続けている。よ

りよい暮らしを目指した結果、高タンパク質型の食事の定着や乳児

の早い離乳、気密性の高い住居の普及や大気汚染の増加などアレル

ギ一体質の人を刺激し易い条件がそろってきたためといわれている。

アレルギー症状には、下痢、腹痛などの胃腸障害やアトピー性皮

膚炎、鼻炎、鴨息などがあるが、なかでも乳幼児で問題となってい

るアトピー性皮膚炎には食物アレルギーの関与が指摘されている。

多くの場合、乳幼児の食物アレルギーは消化管の成熟にともなって

学童期頃までには軽快するが、なかには引き続きダニ等の環境抗原

に悩まされ、成人型気管支炎鴨息にいたる例もみられるという。食

物アレルギーが深刻な健康問題とされる所以である。

さて日本における主要な食物アレルギーが牛乳・鶏卵・大豆に起

因するといわれてきたことからもわかるように、高タンパク質食品

が食物アレルギーの原因食品となる。含まれているタンパク質がア

レルギー原因物質(アレルグン〕となっているからである。そして

実際に食物アレルギーに悩まされている患者の多くは牛乳・鶏卵ア

レルギーの乳幼児であり、通常は優良なタンパク質源として評価さ

れるこれら畜産食品のアレルゲン性は大きな問題となっている。

生体が特定のタンパク質を抗原として認識し、 アレルギー症状の

発症に至るまでの過程はなお未解明の部分が多いが、現在までに明

らかとなっている免疫応答機序の概略を含めて図 lに示した。主に

機能するのは免疫担当細胞を中心とする種々の白血球と抗体である。

抗体は B細胞により産生されるが、 1 g E抗体(免疫グロプリン E)

がアレルギー症状を引き起こす抗体として知られ、実際 RAST法

ー
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〔放射性アレルゲン吸着試験〕などの臨床検査においても、患者血

清中のアレルゲンに対する 1g E抗体価が診断の重要な指標となっ

ている。このようにアレルゲンに特異的に結合する 1g E抗体が産

生されることが一連の反応の第一段階であり、 これでアレルグンへ

の感作が成立したとされる。 この過程は、マクロファージなど抗原

提示細胞に取り込まれ、消化されてMHCクラス E分子と複合体を

形成したアレルグン由来のペプチドフラグメントをへルパ -T細胞

が認識して活性化され、さらにその T細胞の働きを受けた B細胞が

抗体を産生するという流れで理解されている。特にアレルグン特異

的な抗原レセプターを有する B細胞は自らも抗原提示細胞となるた

め効率よく抗体を産生することができる。また、 この過程で MHC

クラス E分子拘束的に活性化される T細胞は多くの場合 C0 4 + T細

胞であり、それらは抗体産生の補助、遅延型過敏症反応の誘導など

様々な機能を発揮することによって免疫応答を調節する(1~5) 。

サイトカイン産生能も重要な機能であり、特にインターロイキン 4

(IL-4)はB細胞の 1g E抗体産生へのクラススイッチに関わ

るとされている (6~ 8)。

産生された 1g E抗体のほとんどは消化管、気道など粘膜や皮膚

の下部に存在する肥満細胞または血中の好塩基球上のレセプターに

存在し、アレルグンの再度の侵入に備えている。そして細胞表面上

の 1g E抗体がアレルゲンにより架橋された時ロイコトリエンやヒ

スタミンをはじめとする種々のアレルギ一作用物質の放出が引き起

こされ、平滑筋の収縮や血管拡張作用を持つこれら作用物質の働き

によって毒事麻疹や哨息などの即時型アレルギー(1型アレルギー〕

の症状が現われる。

Coom bsとGe11 (8) により分類された I から N~アレルギーのう

ち食物アレルギーではこの I型アレルギーが最も多いといわれてい

内‘u



るが、必ずしも 1g E抗体が関与せず機序が明確でない場合も多い。

そのような症状には残りの 3つの型、すなわち 1g E抗体以外の抗

体(1 g M、 1 g G抗体〕と補体の働きにより細胞や組織の破擦が

起こる E型 .m型アレルギー(1 0)や、 T細胞の産生するサイト

カインおよびマクロファージの浸i簡により炎症の進行する N型アレ

ルギー の関与が指摘されている (11~14) 。即時型アレルギー

のプロセスなどにより炎症素地のできあがった局所では好中球、好

1I~球、マクロファージや T 細胞の集積がおこるため、それらの働き

が遅発型 ・遅延型または慢性の症状に関与するのではないかとする

考えもある。実際に炎症の起こっている消化管では、代表的な炎症

性腸疾患である潰蕩性大腸炎 (Ulcerativecol itis)やクローン病

(Crohn's disease)で起こっている炎症誘起機憾とも共通項は多い

と考えられる。炎症部位における CD 4' T細胞を中心とする免疫担

当細胞や産生サイトカインの重要性は、 H1 V (ヒト免疫不全ウイ

ルス〕感染後クローン病の完全寛解をみた患者の例(1 5)や、 I 

L -1あるいは TNPを投与されたマウス・ラットが下痢などの消

化器症状や腸における炎症性変化を呈した成績など (16~18)

からも明らかである。 アトピー性皮膚炎においても、炎症局所に浸

i閏・集積する CD 4'T細胞群の重要性が指摘されている(1 9、 2 

0)。

これら一連の免疫応答の端緒となるのは、 B細胞 .T細胞による

外来抗原タンパク質エピトープ領域の認識である〔図 2)0 B細胞

表面の抗原レセプター (slg、 surface immunoglobul in)に結合する

部位が B細胞エピトープである。 B細胞の抗原特異性は抗体産生細

胞となった際にも保たれるため、 B細胞エピトープは同時に産生抗

体との結合部位でもある。 B細胞エピト プはアレルグンタンパク

-4-
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図2. 免疫担当細胞による外来抗原タンパク質の認識

マクロファ ージなどプロフェッショナルな抗原提示細胞 CAP C) 

に貧食された抗原タンパク質は分解され、 MHCクラス E分子と復

合体を形成して細胞表面に提示される。 B細胞エピトープー表面イ

ムノグロプリンを介して B細胞に取り込まれた抗原タンパク質も問

機に処理される。 T細胞はこれら APC上の T細胞エピトープを認

識 し、活性化されて棟々な機能を獲得する。

ミ
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質が肥満細胞上の Ig E抗体を架橋して即時型アレルギーの症状を

誘起する部位、または機々な分化過程にある B細胞の B細胞レセプ

ターに結合して効率良い抗原提示や B細胞へのシグナル伝達を促す

部位としてその重要性は益々注目されている。 B細胞エピトープが

B細胞の活性化あるいは不応答化の鍵を握り、 B細胞レパートリー

を決定するとすれば、その解明の意義は大きい。

T細胞エピトープも抗原特異的免疫応答に重要な役割を果たす。

食物アレルゲンなど外来性の抗原タンパク質は生体内の抗原提示細

胞 CA P C)のエンドソームに取り込まれた後酵素分解を受けてペ

プチド断片となるが、 その中のいくつかに T細胞エピトープ部分は

含まれている。 MHCクラス E分子はこれらのペプチド断片と会合

し、細胞表面に提示する機能分子であり、その複合体はT細胞レセ

プターを介して抗原特異的T細胞の活性化を促すこととなる。抗体

産生をはじめとする外来抗原タンパク質に対する様々な免疫応答に

はこの T細胞による抗原認識とその活性化が必須であり、 T細胞エ

ピト プの解明はアレルグン特異的免疫応答制御のための基礎的知

見として非常に重要である。 T細胞エピトープの解析に際しては、

厳密にはMHCクラス E分子との結合に与るアミノ酸残基をアグレ

トープと呼び、 T細胞レセプターとの結合に深く関わるアミノ酸残

基を T細胞エピトープとするべきところであるが、本研究ではこの

両者を合わせた T細胞抗原決定領域 CTcel I determinant region) 

をT細胞エピト プ領域と呼称している。

アレルゲンの抗原構造を解析することは、特定のタンパク質中の

T細胞エピトープ ・B細胞エピト プがどのような共同作用 ・阻害

作用を通じて実際の免疫応答を引き起こしているかを分子論的に解

析するために必要不可欠である。現在までに?細胞 B細胞の協同

作用は、細胞表面接着分子の機能解明やハプテンーキャリアタンパ

-6-



ク質を用いた抗原特異的応答の実験系で解析されており、非常に速

いテンポで知見の蓄積が行なわれてきた。 T細胞 .B細胞など主要

な免疫担当細胞に備わっている普遍的な機能に関しては、その全容

が窺われるまでになったともいえよう。遺伝子組み換えにより B細

胞・ T細胞が幅広い特異性を獲得する機摘も粗筋は解明されなおも

活発に研究されている。

タンパク質一次構造に基づいたペプチドを用い、抗原特異的免疫

応答を解析する研究も数多く手がけられてきているが、 この分野は

最近になってより活発に行なわれるようになった。 これは合成ペプ

チドが身近に利用できるようになったことと無関係ではない。本研

究を遂行する間にも日を追ってペプチド合成機が一般的になり、マ

ニュアル合成法ではポリプロピレン製ピン先に同時に多種類のペプ

チドを合成するマルチピン法も広く知られるようになってきた。実

際の免疫応答の場では、ペプチドがT細胞レセプター・ B細胞レセ

プターと結合することによって数々の反応が開始され、制御されて

いるのであり、ハプテンーキャリア系で解析されてきた現象も、最

終的にはエピトープペプチドを含むタンパク質で解析され、抗原特

異的な免疫応答を制御する道を探っていくことになるだろう。

例えばマウス・ラットにおける実験的アレルギー性脳脊髄炎 CEx 

perimental allergic enc巴phalomyeli tis: EAE)はヒトの多発性硬

化症 CMultiplesclerosis: MS)の主要な動物モデルであるが、 We

lnerらは経口寛容機械により合成ペプチドが EAEの発症や病態を

抑制することを示している C2 1 )。抗原特異的な実験例ではない

ものの、 CD4分子のアナログペプチドも EAEの発症と病態を抑

制する C22)。また、マウスにおけるコラーゲン誘迫性関節炎が

E型コラーグン部分ペプチドの経口投与により抑制されるという報

告もなされている C2 3)。免疫担当細胞のもつ普遍的な機能を解
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明しつつ、タンパク質中のどのようなペプチドが活性を持って免疫

応答を調節していくのかを明らかにしていくことが、アレルギー症

状、 自己免疫疾患、移植片拒絶などで問題とされる抗原特異的な免

疫過剰応答を制御する鍵となっていくであろう。

さて外来抗原処理過程でMHCクラス E分子拘束的に活性化され

るT細胞は多くの場合 C04・T細胞であり、それらは嫌々なサイト

カインを産生したり様々な細胞と細胞間接触を行なうことにより抗

体産生の補助、遅延型過敏症反応 (0T H反応〕の誘導など幅広い

機能を発揮し、免疫応答を調節する。すなわち T細胞エピトープを

介した T細胞の活性化は、 I g E産生を介して即時型アレルギ一反

応に関わるのみならず、 I g E以外の抗体産生 ・マクロファージや

好E直球等の集積など幅広い生体内変化に関わり、遅発型・遅延型ま

たは慢性のアレルギー症状にも関与するとされる。

個身のT細胞が免疫応答の際に、抗原濃度・介在サイトカイン・

近隣の細胞との相互作用など微小環境条件に応じて機能を発揮し、

特定の抗原に対してバランスの良い免疫応答を導こうとするとの考

えは魅力的である。微小環境を変化させることにより T細胞機能の

スペクトルを調節し、炎症局所における抗体産生や細胞の集積も制

御する道が拓かれることが期待される。各細胞の多機能性を問うこ

れらの解析には、抗原特異的 C04φT細胞クローンが有用である。

本研究では、牛乳の主要アレルグンのひとつである 8ーラクトグ

ロプリン(日-L G)をモデルタンパク質として選び、合成ペプチ

ドを用いてその B細胞エピトープ、 T細胞エピトープの解析を行な

った。また、 {3-LG特異的T細胞クローンを樹立し、エピトープ

特異的 T細胞 .B細胞問相互作用、抗原特異的抗体産生応答の制御
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や遅延型過敏症反応の誘導など、抗原特異的免疫応答の機構解析を

ITなった。

自-LGは、分子量約18.400の球状タンパク質であり、牛乳総タ

ンパク量の 7~12% を占める C 24)。限られた動物種における

乳i背中の主要タンパク質で、 ウシ、スイギュウ、 ヤギ、 ヒツジ、 イ

ヌ、 ウマ、ブ夕、 ロパ、カンガルー、マナティー、 イルカ、 カニク

イザルなどの乳中に認められており C25~39) 、 ウシ、スイギ

ュウ、ヤギ、 ヒツジ、 ウマ、ブ夕、 ロパ、カンガルーなどの s-L

Gについては一次機造も決定されている。 しかしヒトの場合乳中に

は含まれず、かわりに胎盤で相同性の高いタンパク質 CPlacental

protein 14)が認められるとの報告がある C40)。

s-LGの分子内には2つのs-s結合と lつの SH基が存在し、

ウマ、 ブ夕、 ロパなどの s-LGを除き分子は通常ダイマーを形成

している。またPapi zらによる X線結晶解析により立体構造が明らか

となっており C4 1、図 3)、 1つの α ヘリックスと 9本の逆並

行自 シートからなるという。さらに予想された通り、 レチノール

結合タンパク質と酷似した立体構造を取っており、立体構造解析は

従来より研究されていたレチノール結合機能に新たな知見を付与し

た C42~46) 。

ところで牛乳アレルギーは卵アレルギーと並ぶ代表的食品アレル

ギーであるが、中でも s-LGは牛乳中最もアレルゲン性の高いタ

ンパク質として古くから研究されてきた C47、48) 0 Lebentha 1 

C 4 9)によると Bーし Gに対する感受性は 82%の患者に見られ

たといい、カゼインに対しては 43%、 aーラクトアルブミンに対

しては 41%、 ウシガンマグロプリンに対しては 27%、 ウシ血清

アルブミンに対しては 18%に反応が見られたという。先にも述べ

ハ叫
J
V



図3.ウシ Bーラクトグロプリンの立体精進

PapIzら (41 )より転載



たようにヒトにとって s-LGの異種性が高いこと、折りたたみ構

造を持つ球状タンパク質のため比較的難消化性で胃の中の酸性条件

下でも立体得造を保つ (50)など低分子化が行なわれにくいこと

などがアレルゲンとなり易い理由であるかもしれない。 。ーし Gの

アレルゲン性に関しては多くの研究がなされてきたが C51~57)

、その詳細な抗原構造は未解明であった。

卵アレルギーが I型アレルギーの機序により発症しやすいと考え

られているのに対し、牛乳アレルギ についてはその発症機序がほ

とんど未解明の状態である。実際に卵の場合はアレルギー患者血清

と結合するのは 1g Eであるが、 日ーし Gとよく結合する患者の血

i青中の抗体産生は 1g G，が多く、 1 g Eは希であるという(57)。

1 g G，のアレルギ一発症への関与が早急に検討されるべきであると

ともに、先にも述べた IgM.IgG抗体と補体の働きにより細胞

や組織の破壊が起こる E型 .m型アレルギーや、 T細胞の産生する

サイトカインおよびマクロファージの浸潤により炎症の進行する N

型アレルギーの関与についても解析を進める必要があると考えられ

る。 また、局所に集積する好中球、好MJ求、マクロファージやT細

胞の働きを探っていくことも、遅発型・遅延型または慢性の症状を

解析し、制御していく上で重要となってくると考えられる。

以上の問題点に関わる免疫応答現象を解明するため、本研究の第

1部では合成ペプチドを用いた B細胞エピトープ .T細胞エピト ー

プの詳細な解析を行うことにより目 LGに固有の抗原榊造を明ら

かにした。第 2部では s-LG特異的 CD4・T細胞クローンを樹立

し、抗体産生調節・炎症反応の誘導など抗原特異的な機能の解析を

行なうことにより C0 4'T細胞が抗原特異的免疫応答調節に果たす

役割りについて新たな知見を得た。
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オ立言命

第 1部 B ラクトグロプリンの抗原傍造

第 1章 B細胞エピトープ領域の限定化

Delimitation of 8-cel I d巴terminantregions on bovine (3-

lactog I obu I i n 

【要旨]

(3-LGで免疫した ICRマウス、家兎、山羊の血清および 3動物種

に共通する(3-LGの主要抗体結合領域22-56、72-86、 119-133、 1

49-162残基目のアナログペプチドを用いた。 ELISAを用いた免

疫吸収法により同血清中抗(3-LG抗体の詳細な結合部位 CB細胞

エピトープ〕を調べたところ、ポリクローナル抗体を用いたにも関

わらずほとんどのエピトープ領域が 5-7アミノ酸残基まで限定化

された。 このことは日ーし G分子上動物種を通じて認議され易い領

域のなかでも特に抗体の接近が容易な部分があり、その部分に高い

特異性を持つ B細胞のみが選ばれてきたことを意味している。同じ

領域内においても動物緩問では微妙に異なる部位が B細胞エピトー

プとして認識されており、各動物種に固有の B細胞レパートリーの

彫響あるいは各ハプロタイプの T細胞エピトープと B細胞エピトー

プとの位置関係の影響等を強く受けた結果と考えられた。



第 l節緒言

アレルグンタンパク質が Ig E抗体に認識されて即時型アレルギ

ーの症状を引き起こす部位、 または機々な分化過程にある B細胞の

表面イムノグロプリン (sI g、 B細胞レセプター〉に結合して効

率の良い抗原提示や B細胞へのシグナル伝達を促すと考えられてい

る部位である B細胞エピトープの働きの重要性は、近年になって益

々注目されてきた。 B細胞のトレランス〔不応答化)あるいは活性

化の鍵を握るのは B細胞エピトープであるとすれば、タンパク質の

摂取や免疫の各過程でそのいずれの部分を認識する B細胞群が選択

され、抗体産生に至るかを解明する意義は大きい。 ワクチンの開発

やアレルグンの低抗原性化を目指した分子設計の指標となるばかり

でなく、タンパク質の異種性の高さと抗原性、立体構造と抗原性と

いった普遍的な問題にも基礎的な知見を与えることとなる。

さて末檎の免疫担当器官に用意された B細胞集団は、外来性抗原

の刺激を受けて活性化され、分化して抗原特異性を獲得していくが、

その過程の詳細はいまだ充分に解明されていない。

牌臓などで抗原と遭遇した時、抗原特異的な B細胞の一部はその

まま抗体産生細胞へと分化していき、一部は陸中心にとどまってさ

らに B細胞レセプターを介する抗原の選択を待つことになる。すな

わち、旺中心に残った B細胞群が次回の抗原の侵入に備えてのメモ

リー B細胞群を形成すると考えられている。また、その問抗原特異

的B細胞は、ただとどまるだけではなく、 H鎖と V鎖両方の可変領

域 (V領域〕で活発に起こる体細胞変異に応じて、抗原とよりアフ

イニティ の強い B細胞受容体を持つ B細胞が選択されるという、

アフィニティーの成熟が起こっている C58~62) 。この B 細胞

選択の場では滋胞樹状細胞 (FolIicular dendritic cells: P 0 C) 
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が免疫複合体の形で抗原を保持し、抗原の提供細胞として重要な働

きをすることも以前から研究されてきた C63~65) 。

このように、 B細胞レセプターのリガンドすなわち B細胞エピト

ープはそれに特異的な抗体産生を直接促すのみならず、抗原に特異

的な B細胞のレパートリーが形成される際に最も積極的で重要な働

きをしていると考えられる。

実用面においても、疾病予防 ・治療に有用な抗体を積極的に誘導

するまたは抗原特異的な免疫寛容を誘噂するワクチンの開発、個々

のアレルギー患者が認識するエピトープ領域特定のための診断法の

確立など、 B細胞エピトープの解析は、各種疾病の免疫応答調節法

や診断技術の発展に直接つながる重要な研究分野である (66、 6 

7)。

多くの抗原タンパク質の B細胞エピトープマップを作成する上で、

合成ペプチドは必要不可欠な道具として用いられてきた。 B細胞エ

ピトープを解析するためにタンパク質の酵素消化物、臭化シアン分

解物、部位指定変換物や異種生物由来のホモログなども有効な材料

として用いられているが、 目的とするタンパク質分子全体をできる

だけ均ーにかつ詳細に解析して抗原性領域を明らかにしていくため

には合成ペプチドを用いる方法が有利であると考えられる。 またエ

ピトープ地図を作製する際にはタンパク質の一次構造に基づいて合

成されたペプチドと抗体との結合反応を ELISA法により解析す

る方法が一般的である。 さらにエピトープ領主主中コアとなる部分を

限定化したり構成アミノ酸残基の相対的な結合への寄与度を解析す

るためには、ペプチド鎖長を短くした部分ペプチドや各アミノ酸残

基を他のアミノ酸に置換したアナログペプチドが用いられる。アナ

ログペプチドとしては、 目的のアミノ酸を側鎖の構造が簡単な G 1 

y、 A 1 aに置換して合成したペプチドや、残りの 19アミノ酸す
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べてに置換して合成したペプチドシリーズを用いる。

分子量が数万以上のタンパク質を解析する場合や置換ペプチドシ

リーズを準備するためには数多くのペプチドを合成する必要がある

が、最近では各種ペプチド合成機の開発とともにペプチド合成法に

も改良 ・工夫が施されてこれらの作業も遂行しやすくなってきてい

る。 また手作業で多種類のペプチドを合成する方法として、 96穴

プレート中でポリスチレンのピン先にアミノ酸を付加していくマル

チピン合成法(6 8 )、ティーバッグ型にデザインしたポリプロピ

レン製網袋の中にペプチド合成用レジンを封入して同時に復数個の

レジンサンプルを結合用アミノ酪溶液に浸せるようにし、多種類ペ

プチドを同時合成するマルチプルペプチド合成法 (69)なども知

られている。

抗体F'abフラグメントー抗原復合体のX線結品解析も、モノク

ローナル抗体との結合反応に寄与するアミノ滋残基を解析する上で

重要な方法である (70-75)。 この方法は、 エピトープとパラ

トープの結合状態を直接解析し、分子聞の距離などの情報を得られ

る唯一の方法である。また、 X線結晶解析により同定された結合に

寄与するアミノ滋が、 EL 1 S A法を用いて明らかにされたエピト

ープ中他のアミノ酸に置換し得ない重要な残基とよく一致すること

も示されている (73-76)。 しかしながら、 この方法は実際の

結合反応における各々のアミノ殴残基の近接度を解析できるものの

それらが結合反応に与る寄与を直接証明するには不十分である。 さ

らに、 この方法はモノクローナル抗体のみに応用可能であるが、抗

原タンパク質分子の B細胞エピトープマッピングを目的とする場合

には B細胞のレパートリーを反映するポリクローナル抗体を用いる

ことが望ましい。

栗崎らは抗原タンパク質分子会体をカバーするオーバーラッピン
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グ部分ペプチドおよびマウス、家兎、山羊由来の抗血清を用い、既

にウシ s-LGの抗体結合領域を決定している C77)。また、そ

の結果、主要抗原性領域は 3径の動物種でほぼ共通する事が明らか

となっている。本章では、部分削除やアミノ酸置換を行なった合成

ペプチドを用い、 。ーし Gの主要抗原性領域について抗体結合領域

CB細胞エピトープ領域〕の限定化を行なった。

3種の動物種より得た血清中抗 s-LG抗体の結合領域を詳細に

解析するにあたり興味がもたれたのは、 日-LG分子自体の有する

抗原性と各動物の持つ B細胞レパートリーが、産生抗体のレパート

リーに及ぼす影響力のかねあいである。今回限定化を試みた抗原性

領域は動物種を越えて認識され易い領域であり、 この領域に特異性

を持つ産生抗体には s-LG分子の持つ抗原性が大きく反映されて

いると考えられる。限定化によりさらに共通の部位が認識されてい

ることが解れば、 B細胞エピト プは s-LG分子の構造に依存す

るという知見が得られることとなり、 さらに s-LG分子の厳密な

抗原構造が解明されるはずである。

しか し一方で各動物種は異なった自己抗原のプールを持っており、

自己抗原に特異性を持つ B細胞は sI gを介した選択機械により免

疫応答系から除去されているはずである(7 8~83) 。すなわち

免疫応答の基本が自己非自己の区別であるとすれば、 T細胞の選択

ほど厳密でないにしろ非自己に対する応答のみが許されるよう各動

物種により異なった B細胞レパートリーが準備されているはずであ

る。 また、 T細胞エピトープの位置は動物種または個体により異な

るため、それらとの位置関係が産生抗体のレパー トリーに与える彫

響も大きいと考えられる C84、 85)。それらの制約の中で s-

LG抗原性領成のうち同じ部位が動物種を通じてエピトープとなる

のか、あるいは異なる部分が選ばれてくるのかを確かめるのが本章

F
h
d
 
l
 



の目的のひとつである。

なお結果を要約すれば、全体を通じてポリクローナル抗体を用い

たにもかかわらず、主要な抗体結合領域は抗原ー抗体結合反応のほ

ぼ最小単位と考えられている 5-7アミノ酸残基に限定化された。

またその位置は 3種類の動物種で微妙に異なっていた。 これらの結

果より、抗体応答においてはかなり限定された B細胞集団が選択さ

れており、動物種による微妙な差があることより、 B細胞エピト

プは各動物種に固有の B細胞レパートリーあるいは各動物あるいは

個体における?細胞エピトープとの位置関係の影響を大きく受ける

と考えられた。

第2節 実験材料および方法

1 )日ーラクトグロフリンの調製

(3-LGの遺伝変異体のうち変異体Aのみを含むホルス担イン牛

の個乳〔畜産試験場で生産〕より Aschaffenburgと Drewryの方法(

88)により粗{3-L G Aを調製した。 さらに、 これをDEAE-650S

(Tosoh、Tokyo)を用いたカラムと中低圧タンパク質分画装置 (W65

0プロテインシステム、 Waters)を用いたイオン交換クロマトグラ

フィーにより精製した。すなわち、カラムを O. 05 Mイミダゾー

ル塩酸バッファー (pH8.4)で平衡化して日ーし Gを吸着させた

のち、寝化ナトリウム Oから 0.5Mのリニアグラディエントにより

溶出させた。溶出画分を水に対して透析、凍結乾燥し、 sos 電気

泳動的・ディスク電気泳動的に単ーな B しG Aを得た。

また、 アミノ酸組成をアミノ滋分析により確認した。

ー16



2)合成ペプチドの調製

s-LGの主要特異抗体結合領域である 22-56残基目、 7 2 

-86残基目、 1 19-1 3 3残基目、 149-162残基自の部

分ペプチドおよびアミノ酸置換ペプチドはMerrifi巴ldの園相合成法

(8 7)により調製した。 60、 106、 119、 121、 160 

残基自のcy sはA1 aに置換して合成した。反応試薬は特記した

もの以外すべてペプチド研究所(大阪〕より購入した。固相には l

%ジピニルベンゼンで架橋したクロロメチル化ポリスチレン樹脂〔

0.8 mmolCl/g、 100-200メッシュ、和光純薬、東京〕を用い、

B 0 C基(tーブチルオキシカルボニル基〕で αーアミノ基を保護

したアミノ酸を用いた。 アスパラギン百室、 グルタミンE査は、 それぞ

れB一、 T ベンジルエステル、セリン、スレオニンは Oーベンジ

ル化物、チロシンは 0-2、 6ージクロロベンジル化物、 リジンは

ε-2ークロロベンジロキシカルボニル化物、 ヒスチジンは Nimー

トシル化物〔国産化学、東京〕またはジニトロフェニル化物、 アル

ギニンはNω ニトロ化物またはトシル化物〔国産化学、東京〕を

用いた。まず、 目的とするペプチドの C末端のアミノ酸を、 Monaha 

n の方法 (88)により固相に結合させたのち、図 4に示した方法

に従って順次アミノ E遣をペプチド結合で付加し、ペプチド鎖を延長

した。アミノ磁の縮合は、主として対象酸無水物を用いて行なった

が (89)、アスパラギン、グルタミン、 ヒスチジン、アルギニン

の場合は活性エステル法 (90)によった。対象M無水物は、固キ目

上のアミノ酸のモル数に対して 6倍量のアミノ磁を海化メチレン(

国産化学、東京〕またはジメチルホルムアミドに溶解し、同量のジ

シクロヘキシルカルボジイミドとパイアル中で撹持する司王により得

た。活性エステルは7倍量のアミノ訟をあらかじめ極化メチレンに

溶解した 7倍量のヒドロキシベンゾトリアゾール (HoBt) とO
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℃、 3 0分撹持して得た反応物を用いた。アミノ E主総合物は乾燥し

たグラスウ ールに通して沈澱を除去した後カップリング反応に供し

た。 B0 C基の脱保護には 45%(v/v) トリフルオロ酢自主/寝

化メチレンを、その後の中和には、精製したN、 Nージイソプロピ

ルエチルアミン (Aldrich)の 10%(v/v)塩化メチレン溶液を

使用した。 3-1 2時間のカップリング反応後、 Kaiserテスト (8

1 )により未反応アミノ磁の有無をチェックした。ニンヒドリン反

応陽性の場合には、再度同ーのカップリングステップを繰り返すか、

または、無7K酢M処理によってアセチル化し、反応系より除外した。

ペプチド完成後、 ジニトロフェニル基を保護基とするヒスチジン・

アルギニンを含むペプチドについてはイミダゾール側鎖を還元して

ジニトロフェニル基を脱離した。ペプチドの樹脂からの切り出しお

よびその他の保護基の脱離は、 フッ化水素により行なった。脱保援

基処理の後塩酸で樹脂および反応容器を洗浄し、 グラスフィルター

に通して鴻液をペプチド溶液として得た。エパポレーターにより脱

溶媒を行なって乾固し、さらにその水溶液からエーテル枕澱により

得た粗精製ペプチド粉末をゲル浴過 (S巴phadexG-25、 Pharmacia)

により精製した。ゲル減過用緩衝液は 0.05M重炭酸アンモニウム

とし、凍結乾燥を行なって精製ペプチド粉末を得た。各画分のアミ

ノ酸分析を行ない、 アミノ~~組成が計算値に最も近いペプチドを高

純度のペプチドとして以降の実験に用いた。

3)実験動物

6週令の C0 -1マウス(雌、 s P P (Specific Pathogen-fr巴e)

マウス〕は、 日本チャールズリバー〔東京〕より購入した。家兎お

よび山羊は畜産試験場で繁殖した個体を実験に供した。
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CI2CH2一樹脂

Boc-AA
1
-OH ー↓
Boc-AA1 -OHz---樹脂

脱保護 TFA/CH 2C 1 2 一一~

中和 DIEA/CH2C12一一一一ー

カップリング Boc-AA2 0H 2一一~
+DCC 

+(HOBT) 

Boc-AA2-AA1-OCHz---樹脂

Boc-AAn-一一一一一一-AA2_AAlーOCHz---樹脂

樹指・保護基の離脱 ・HF ↓ 
ペプチド H-AAn--一一一一一AA2-AA1-OH

図4. 国中目法によるペプチドの化学合成

Boc-AA tーブチルオキシカJレボニルアミノ E堂、 TFA: 卜

リフルオロ酢酸、 o 1 E A : N. Nージイソプロピルエチルア ミン、

DCC ジシクロヘキシカルボジイ ミド、 H0 BT: 1ーヒドロキ

シベンゾトリアゾー)v，H F :フ y化水素
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4)抗血清の調製

。-LGは生理食境水に溶解し、 Hycobacteriumtub巴rculosi5、
strain H37Raを含む完全フロイントアジュパント (CF A、 Difco)

で l:l(v/v)のエマルジョンを調製し抗原とした。マウス抗

。-LG血清は、 l匹あたり 100μlのエマルジョン(自ーし G
として 40μg) をCD-lの足しょおよび尻尾の付け伎に注射し、

その後 3週間間隔で 2回免疫して得た。家兎は、 Bーし G4mgを

含むエマルジョン 1m 1をマウスと同様足しょに免疫し、 1週間間

隔でさらに 2回筋注を行なった後抗血清を得た。山羊では 4mgを

含むエマルジョン 2m 1を上記と同様筋注し、追加免疫は l週間間

隔で 3回行なった。さらに 3週間後、同量の目 -LGを含むエマル

ジョンを不完全アジュパントを用いて調製し、 2mlを筋注して最

終免疫とした。いずれの場合も最終免疫の 7~ 1 0日後採血し、血

清を分離して使用まで-80.Cで保存した。

5)ELISA法

抗体と合成ペプチドとの結合反応性は ELISA法を用いて解析

した。i!lU定系は、抗原ペプチドを吸着させた 96穴EL 1 S Aプレ

ートに直後抗体溶液を加えて特異抗体量を測定する直接結合法、 ま

たは抗体溶液をセフアロースビーズ上に固定化した抗原ペプチドと

インキュベートした後に抗原結合プレートに分注し、吸収された特

異抗体量を間接的に測定する免疫吸収法の二方法を用いた〔図 5)。

100μlの!3-LG(10μg/ml)または合成ペプチド (50 

μg/ml)を96ウェルポリスチレン製 Eし1S Aプレート(Immuno 

plate I、 Nunk)の各ウェルに加え、 4.C、一晩静置してプレート

に吸着させた。 ImmunoWash 8 (Nunc) を用いて PBSで6回洗浄し
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た後、 P B Sに溶解した O.I%(w/v) オボアルブミン(1 2 5 

μ1/ウェル)で 25"C、 2時間ブロッキングを行なった。以後の

反応にはいずれも 10 0μ1/ウェルの反応溶液を用い、 2 5 oC 2 

時間静置の後 O.0 5 % (v / v) Tween 20を含む PB S (P B S T) 

を用いて 6回洗浄を行なった。 PBSTで希釈した抗血清を加えて

抗原抗体結合反応をさせ、 さらにアルカリフォスファターゼで標識

した家兎抗マウス 1g G、山羊抗家兎 1g Gおよび家兎抗山羊[g 

G (Jackson 1冊munoResearchLaboratories) を用いてペプチドに特

異的な抗体を検出した。基質は 0.1% (w/v) pーニトロフェニ

ルりん猷二ナトリウム底を用い、溶媒を 0.01% (w/v)法化マ

グネシウム 6水底と O. 02%アジ化ナトリウムを含む 1Mジエタ

ノールアミン 盗酸緩衝液 (pH 9 8) として発色反応を行った。

405nmの吸光値を TitertekMultiskan MCC/340 (Flow Labor 

atories) で測定した。

6 )免疫吸収法

トlarchらの方法(9 2 )に従い、あらかじめ臭化シアンで活性化し

たSepharose C L -4 B (Pharmac i a LKB) に8ーし Gまたは合成ペ

プチドをカ yプリングして固定化ペプチドを得た。すなわち、同量

の臭化シアンで活性化したセフアロースピーズと 0.2M炭酸緩衝液

( p H 9 5) に溶解した β ーし G (2 mg/ml) または合成ペプチド

( I mg/m 1) を混合し、彼持しながら 4"C、 2 0分間反応させた。カ

ップリング反応後、エタノールアミンー底酸緩衝液 (1M、 p H 9 

0) で 250C、 6時間処理し、残存した活性誌を不活性化した。 g}

られた固定化ペプチドを 0.5M坂化ナトリウムを含む O.1M酢酸

緩衝液 (pH 4.0)、 2 Ml茨索を溶解した 0.5M底化ナトリウム、

O. 5 M~化ナトリウムを含む O. 1M炭政緩衝液 (pHI0.0)、
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PBS (pH7.2) 各 20培量で洗浄し、 P B Sに分散した(1 

l、 v / v)。尿素による洗浄は βーし Gを結合させる場合には除

外した。 6N寝自主による加水分解物をアミノ酸分析した結果、得ら

れた固定化ペプチドは約 50~80nmo1 の吸収抗原を結合して

いた。 これら固定化ペプチドを免疫吸収体とし、 適度に希釈した抗

s-LG血清と 4.C、 1 6時間ゆるやかに撹持しながらインキュべ

ー卜して特異抗体を吸収させた。これを 12.000 r p m、 2分で

遠沈し、得られた上清について、残存する抗 β-LG抗体および抗

ペプチド抗体を EL 1 S A法により定呈した。

第 3節結果

マウス、家兎、山羊におけるシークエンシャルな主要 B細胞エピ

トープ領域は、 s-LGの一次構造に従って合成された 16種類の

ペプチド :ペプチド 1-1 5、 1 1 -2 6、 22 -3 6、 3 2 -4 

6、 42 -5 6、 52 -6 6、 62 -7 6、 72 -86、 82-9 

5、 91-104、 100-113、 109-1 2 3、 11 9 -1 

3 3、 129-143、 139-153、 149-162 (第 51 

図参照)に結合し得る抗 βーLG血清中の抗体量を EL 1 S Aで解

析することにより明らかとされている。

すなわち、いずれのペプチドについても特異抗体は枚出されたが、

マウスでは 22 -5 6、 7 2 -8 6、 1 1 9ー 133、 1 49-1 

6 2残基自に抗体結合領践があり、家兎では 22 -5 6、 7 2 -8 

6、 100-143、 149-162残基目に、 山羊では 22-5 

6、 7 2 -8 6、 1 1 9 -1 4 3、 149-162残基自にそれぞ

れ相対的に多量の特異抗体が検出された。

3つの動物穫においでほぼ同一の部分が B細胞エピトープとして
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認識されていることは、免疫ホストに左右されない、 s-LGのタ

ンパク質分子固有の抗原機造が存在することを示唆しており大変興

味深い。特に 22-56残基目、 72-86残菱自、 119-13 

3残基目、 1 49-1 6 2残基自は 3つの動物種に共通して認識さ

れている領域であることから、その詳細な抗原構造の解析が待たれ

ていた(図 6)。

本研究では、上記の抗原性領域に存在するアミノ酸配列に基づい

て合成した各種部分ペプチドおよびアナログペプチドを用い、 B細

胞エピト プの限定化を行なって詳細な抗原構造を明らかとした。

図 7 ~ 1 3 に各領域の限定化に用いたアナログペプチドを示した。

解析方法としては、抗原を直接プレートに結合させて血i背中の特異

抗体と反応させる直接結合法と、抗原をセフアロースビーズに結合

させて血清中特異抗体の吸収に用いる免疫吸収法のこ方法を用いた。

特に免疫吸収法では充分量の抗原ペプチドと抗体を反応させるため、

より低い結合定数を持つ特異抗体もキャッチできる利点がある。 ま

た直接結合法では短鎖長ペプチドのプレートへの吸着が困難である

上、固相への吸着部位と抗体との結合部位が競合する可能性がある

こと、ペプチド立体構造のフレキシピリティーが減少し、抗原抗体

反応時のインデユーストフィットの効果が減ずることなどの問題点

が考えられるが、免疫吸収法はそれらの点においても有利である。

なお、本章における結果はすべて、上記主要抗原性領域の解析が行

なわれた際と同一ロットの抗血清を用いて得られた。

1) B細胞エピト プ領域 22-56残基自の限定化

。-LGの主要B細胞エピト プ領域22-56は22-36残
菱自、 32-46残基目および42-56残基目に相当する 3つの

オーバーラッピング合成ペプチドに結合する抗体を解析することに
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図 8. ウシ Bーラクトグロプリン上の主要抗体結合領峻

領域 1 22-38残基目、領域 E・32-46残基目、領域 ill:

42-56残基目、領域N:72-86残基目、領減V: 1 1 8 -

133残基目、領域Vl: 148-162残基目が明らかにされてい

る(7 7)。
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22 36 

LAMAASDISLLDAQS 
LG I-n 22 31 

A: LAMAASDISL 
24 

B: GGMAASDISL 
26 

C: GGGGASDISL 
29 

D: LAMAASDIG G 
27 

E: LAMAASGGGG 
LG工-m 25 34 

A: AASDISLLDA 
26 

B: ASDISLLDA 
28 

C: GGDISLLDA 
29 

D: GGGISLLDA 
32 

E: AASDISLLGG 
30 

F: AASDISGGGG 
LG工-c 27 36 

A: SDISLLDAQS 
29 

B: GG ISLLDAQS 
31 

C: GGGGLLDAQS 

図7. 領域 1(22-36残基目〕の限定化に用いた

アナログペプチド
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32 46 

LDAQSAPLRVYVEEL 

LG 工工-n
32 41 

A: LDAQSAPLRV 
34 

B: GGAQSAPLRV 
39 

C: LDAQSAPLG G 
37 

D: LDAQSAG G G G 

LG 工工-m
34 43 

A: AQSAPLRVYV 

LG 工工-c
37 46 

A: APLRVYVEEL 
39 

B: G G LRVYVEEL 
41 

C: GGGGVYVEEL 
44 

D: APLRVYVEGG 
42 

E: APLRVYGGGG 

図8. 領域 II(32-46残基目〉の限定化に用いた

アナログペプチド
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26 41 

ASD工SLLDAQSAPLRV

工-c
26 36 

A: ASDISLLDAQS 
28 

B: GGDISLLDAQS 
30 

C: GGGGSLLDAQS 
34 

D: ASDISLLDAG G 
32 

E: ASDISLLGGGG 

工ー工工-m
29 41 

A: ISLLDAQSAPLRV 
30 

B: SLLDAQSAPLRV 

工工-n
32 

A: LDAQSAPLRV 
34 

B: GGAQSAPLRV 
39 

C: LDAQSAPLGG 
37 

D: LDAQSAGGGG 

図 1O.領域 I-ll(28-41残基目〕の限定化に用いた

アナログペプチド
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工AEKTKIPAVFKIDA

73 84 

工V-A: AEKTKIPAVFKIG 
75 

B: KTKIPAVFKIG 
77 

C: G G KIPAVFKIG 
79 

D: GGGGPAVFKIG 
82 

E: KTKIPAVFG G G 
80 

F: KTKIPAGGGGG 

図 11. 領域 N (72-88残基自〕の限定化に用いた

アナログペプチド



119 133 

AQALVRTPEVDDEAL 

LG V-n 
119 128 

A: AQALVRTPEV 

LG V-c 
123 133 

A: VRTPEVDDEAL 
124 

B: GRTPEVDDEAL 
126 

C: GGGPEVDDEAL 

D: GGGGGVDDEAL 

図 12. 領減VC119-133残基自〕の限定化に用いた

アナログペプチド



149 162 

LSFNPTQLEEQAHI 

LG V工
150 159 

A: SFNPTQLEEQG 
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B: G G NPTQLEEQG 
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C: G G G G TQLEEQG 
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E: SFNPTQGGGGG 
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F: TQLEEQAHI 
156 

G: GGLEEQAHI 
158 

日: GGGGEQAHI 

図 13. 領域羽 (148-182残基自〕の限定化に用いた

アナログペプチド



より決定されたため、それぞれのペプチドが表わす範囲を便宜的に

I、 EおよびEと名付けた。本節では、上記 3ペプチド(ペプチド

22-3 6、 32-46、 42-56)の抗体結合能を基準とし、

図 7、 8、 9に示したアナログペプチドを用いて 22-5 6残基目

の詳細な抗原構造の解析を行なった。

( a) 領域 1(22-36残基目)

まず、ペプチド 22 -3 6を検出抗原とし、 2 2 -3 6残基目(

領威 1)の抗体結合領域の限定化を試みた。 N末端側 10残基から

なるペプチド 22-31 (I-nA)、中央部 10残基からなるペ

プチド 25-34 (I-mA)および C末端側 10残基からなるペ

プチド 27-36 (I-cA)のペプチドの抗体結合能を、ペプチ

ド22-36を吸着させたプレートを用いて直接結合法 (EL 1 S 

A)および免疫吸収法で比較した。図 14、 1 5、 1 6にそれぞれ

マウス、家兎、山羊抗血清を用いた結果を示した。直接結合法の結

果は、各ペプチドを検出抗原としてプレートに吸着させた時に1.，ら

れる値から、 オボアルブミンを吸着抗原とした時の吸光値を差し引

いた値で示した。免疫吸収法の結果に示す N 0 n eは免疫吸収体無

しの場合で、領I或 I特異抗体全体のf置を表わしている。 またグラフ

上の吸光値は、それぞれのペプチドを吸収体としたときの残存抗体

が与える値から、検出抗原(図 14 ~ 19の場合ペプチド 22 -3 

6 )を吸収抗原とした群の値を差し引きした絶対値を示した。

マウスにおいては、 N末端側ペプチドによる抗体の結合も吸収も

認められないのに対し C末端側ペプチドでは領減 I特異抗体の 80 

%が吸収された。特に、 1 -c Aは 25および 26残基自の Ala

を欠いているにもかかわらず、 I-mAと比較して抗体吸収能が鎖
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著に高かったことから、 3 5と36残基自の G 1 nとSe rが抗体

結合に重要な役割を果たしていることが明らかとなった(図 14 )。

家兎ではマウスと対象的に I-mAが領j或Iペプチドに近い抗体結

合性を示すとともに、大部分の領域 I特異抗体を吸収した(図 15) 

。山羊では N末端側ペプチドが最も吸収能を有していた(図 16)。

上記の結果を参考に、マウスでは 1-c A、家兎では I-mA、

山羊では 1-n Aのアミノ酸を一部Glyに置換したアナログペプ

チドを合成し、同様の解析を行なった結果を図 17 - 1 9に示した。

マウスでは N端側から Glyに置換することにより 1-c A特異抗

体に対する結合性は徐今に失われたが、 1 -c Cにおいても約 1/

3は吸収された(図 17)。

家兎では I-mAは領域 Iペプチドとほぼ同様な抗体結合性を有

しており、 1 -m B. 1 -m CのようにN末端側から A1 a、 S e 

rを失っても抗体吸収能の低下は顕著ではなかった。 このことより、

2 5残基目の Ala、 2 6、 2 7残基自の AlaとSe rの関与は

大きくないことがわかった。 ところが、 さらに N末端側から As p 

を欠いた I-mOでは抗体吸収能が失われることから、 2 8残基目

の As pが極めて重要であることが示された。一方、 C末端側につ

いては、 330A34を欠いた 1-m Eでも全体の 1/3ほどの特典抗

体は結合能を有していたが、それらも 31、 3 2残基目の Le uを

欠いた I-mFでは失われていることより、 この領域に対する主な

特異抗体は330A34を必要とするグループと必要としないグループ

に分けられることが示された。すなわち、領減 I特異抗体の約 2/

3は2801SLLOA34を結合領域とし、残りは28DISLL32を

認識していると考えられた(図 18)。

山羊では24MAASOI29が領域 I特異抗体の大部分を結合し得

ることが明らかとなった(図 19)。
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Peptide Binding Assay 

22 31 

n-A LAMAASD工SL

25 34 

m-A AASD工SLLDA

27 36 

c-A SDISLLDAQS 

LGI LAMAASD工SLLDAQS

~I 
0.0 0.5 l.0 

Absorbent Absorption Assay 

22 31 

n-A LAMAASD工SL

25 34 

m-A AASDISLLDA 

27 36 

c-A SD工SLLDAQS

None 

。。 0.3 0.6 

Absorbance (405 nm) 

図 14. マウス抗 Bーラクトグロプリン血t背中領法 I部分

ペプチドと結合する特異抗体の解析
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Peptide Binding Assay 

n-A LAMAASDISL 

25 34 

m-A AASD工SLLDA

27 

c-A SD工SLLDAQS

LGI LAMAASD工SLLDAQS

0.0 0.5 l.0 l.5 

Absorbent Absorption Assay 

22 31 ~ 

n-A LAMAASDISL 

25 34 

m-A AASDISLLDA 

27 36 

c-A SDISLLDAQS 

None 

0.0 0.5 1.0 1.5 

Absorbance (405 nm) 

図 15. 家兎抗 Bーラクトグロプリン血清中領銭 I部分

ペプチドと結合する特異抗体の解析
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Absorbent Absorption Assay 

22 31 

n-A LAMAASD工SL

25 34 

m-A AASD工SLLDA

27 36 

c-A SD工SLLDAQS

None 

o 0.3 0.6 
Absorbance (405 nm) 

図 16.山羊抗8ーラクトグロプリン血消中領域 I部分

ペプチドと結合する特異抗体の解析



Absorbent Absorption Assay 

22 31 

n-A LAMAASD工SL
25 34 

m-A AASDI SLLDA 

27 36 

~A SDISLLDAQS 

29 

c-B G G工SLLDAQS

31 

c-C G G G G LLDAQS 

None 

0.0 0.3 0.6 

Absorbance (405 nm) 

図 17 マウスにおける抗領主主I特異抗体の解析 c末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領成 (B細胞エピト ープ)の限定化



Peptide Binding Assay 
25 34 

I-mA AASD工SLLDA
26 

B G ASD工SLLDA
28 

C G G G DISLLDA 
29 

D G G G G工SLLDA
32 

E AASDISLLGG 
30 

F AASD工SG G G G 
22 36 

LGI LAMAASDISLLDAQS 
~ア//////，f'////_…|

0.0 0.6 1.2 

Absorbent Absorption Assay 
25 34 

I-mA AASDISLLDA 
26 

B G ASDISLLDA 
28 

C G G G DISLLDA 
29 

D GGGGISLLDA 
32 

E AASD工SLLG G 
30 

F AASD工SG G G G 

None 

0.0 0.7 1.4 

Absorbance (405 nm) 

図 18 家兎における抗領域 I特異抗体の解析 中央部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領域 (B細胞エピトープ)の限定化
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Absorbent 
22 31 

I-nA LAMAASDISL 

24 

B G G MAASDISL 

26 
C G G G G ASD工SL

29 
D LAMAASDI G G 

27 

E LAMAASGGGG 

Non巴

Absorption Assay 

o 0.5 1.0 

Absorbance (405 nm) 

図 18. 山羊における抗領域 I特異抗体の解析: N末部アナログ

ペプチドを 用いた抗体結合領域の限定化



Region I 

Mouse 

Rabbit 

Goat 

22 36 

LAMAASDISLLDAQS 
27 36 

SDISLLDAQS 

DISLLDA 
DISLL 

24 29 

MAASDI 

図2O. 領域 Iより限定化された B細胞エピトープ領減のまとめ



以上の結果をまとめると、マウスでは領域 I特異抗体の大部分は

2 7から 36残基 自に特異性が向かつており、中でも C端由11が重要

であった。一方、家兎では特異性のかなりの部分をそれぞれ 28か

ら34残基目で説明することができ、 さらに 28Dから 3'Aを認識す

る群と 280から 32Lを認識する群に分けられることがわかった。山

羊では 24から 28残基自が主な抗体結合領成であった(図 20)。

( b )領域 11(32-46残基目〕

ペプチド 32-4 6を検出抗原とし、 32-46残基目(領域 11)

の抗体結合領域の限定化を試みた。図 2-bに示すペプチド 32-

41 (lI-nA)、 34-43 (lI-mA)、 37-46 (II-c 

A)を用いて吸収実験を行なったところ、マウスではペプチド 32 

-4 1、家兎、山羊ではペプチド 37-46で領域 E特異抗体のほ

とんどを吸収した(図 21 )ので、以下、マウスでは N末恒11の4種、

家兎、山羊では C来側の 5径のアナログペプチドを用いて解析を進

めた。

マウスではペプチド 32 -4 1で領域 E特異抗体の大部分が吸収

されているのに対し、 N末側 2残基を欠くと吸収量が減ることから、

32LD33は抗体結合への関与が大きいことが示さ れた。また、 C末

端を欠損していくペプチドでは，eRV41を欠いてもかなりの部分が

吸収されているのに対し、 3.PL39を欠くと全く吸収しなくなるこ

とから 38p39Lの寄与はかなり大きいと思われる。すなわち、マウ

スでは 32-38残基を中心とする部分が主要な抗体結合領減であ

ることが明らかとなった〔図 22)。

家兎の抗血清において領域 EのC末側を調べたところ、 11 -c A、

11 -c Bでほとんどの領域 E特異抗体を吸収するのに対し、 11 -c 

Cでは吸収能が大きく落ちることから、 39LR，eが抗体結合に重要
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Absorption Assay 

Absorbent Mouse Rabbit Goat 

32 41 

ll-n LDAQSAPLRV 

34 43 
ll-m AQSAPLRVYV 

37 

ll-c AP LRVYVEEL 

Non巴

。 0.4 0.8 0 0.4 0.80 0.25 0.5 

図 21. マウス・家兎・山学抗目ーラクトグロプリン血清中領域 E

部分ペプチドと結合する特異抗体の解析

-43-



Absorbent 

32 41 

IIn-A LDAQSAPLRV 

34 
B G G AQSAPLRV 

39 

C LDAQSAPL G G 

37 
D LDAQSA G G G G 

None 

Absoption Assay 

Mous巴

o 0.1 0.2 0.3 
Absorbance (405 nrn) 

図22. マウスにおける抗領域 E特異抗体の解析 :N末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領域 (B細胞エピトープ〕の限定化
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Rabbit 

Absorbent 
37 46 

llc-A APLRVYVEEL 
39 

B G G LRVYVEEL 

42 
E APLRVY G G G G 

L

G
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↓

G
 

E
中

E
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V

 

4

G

F

 

G

L

 

G

P

 

G

A

 

C

D

 

None 

o 0.6 1.2 

Absorbance (405 nm) 

図 23. 家兎における抗領域 E特異抗体の解析: C末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領域 CB細胞エピトープ〕の限定化
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Absorbent 
37 46 

IIc-A APLRVYVEEL 
39 

B G G LRVYVEEL 

γ
心

G

門

L

l

'
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中

pμ

v

v

 

y

y

 

l

V

V

 

4

G

門ド

G

L

 

G

P

ム

G

A

 

C

D

 

42 
E APLRVY G G G G 

Non巴

o 0.4 0.8 

Absorbance (405 nm) 

図 24. 山羊における抗領域 E特異抗体の解析 c末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領域 CB細胞エピトープ〕の限定化
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32 46 

Region 11 LDAQSAPLRVYVEEし

32 39 

Mouse LDAQSAPL 

39 44 

Rabbit PLRVYVE 

39 44 

Goat PLRVYVE 
PLRVY V E 

図 25.領域 Eより限定化された B細胞エピトープ領域のまとめ



であることが解った。問機に、 n -c 0で保たれている抗体結合能

が n-c Eで急激に落ちていることから、 "VE"も非常に重要で

あることが解り、家兎では 39-44が抗体結合において中心部分

になることが明らかとなった(図 23)。

山羊の抗血清においては家兎とほぼ同様の傾向で、 39しR4sの重

要性が示されたが、 C末側については43VE"を欠いても領域 E特

異抗体の過半を吸収することから、 43VE"は家兎における場合ほ

ど大きく関与していないことが解った〔図 24)。

以上の結果を図 25に示した。マウスでは 32 -3 9残基、家兎

では 39-44残基を中心とする部分が抗体結合に重要であること

が解った。山羊では家兎と同様に 39-44残基が抗体結合に必要

であるが、 39 -4 2の4残基で抗原特異性のほとんどを説明する

ととができた。

( c )領域 ill(42-56残基目)

ペプチド 42-56を検出抗原とし、 42-56残基目〔領域国〕

の抗体結合領域の限定化を試みた。図 9に示すペプチド 42-52

(lli-nA)、 46-56 (lli-cA)を用いて吸収実験を行なっ

たところ、マウス ・家兎では C末側、山学では N末仮.IJで領域皿特異

抗体の大部分が吸収された。以下、マウス・家兎では C末血.IJの5種、

山羊ではN末仮IJの4径のアナログペプチドを用いて解析を進めた(

図 26、 27、 28)。

マウスでは ill-cAからは LK47を欠いてもほとんどの領域E特

異抗体が吸収されるのに対し、 48P T 49を欠いた皿一 cCではほと

んど吸収性は見られず、それらの重要性を示している。同様に、 皿

-cEで見られるように55EI56を欠いても吸収能は保持されるの

みに対し、 ill-cDのように 530L54を欠損すると領域阻ペプチド
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Mouse 

Peptide Binding Assay 

42 52 

n-A YVEELKPTPEG 

46 56 

~A LKPTPEGDLEI 

LG III YVEELKPTPEGDLEI 

。 0.1 0.2 

Absorb巴nt Absorption Assay 

42 52 

n-A YVEELKPTPEG 

46 56 

c-A LKPTPEGDLE工

Non巴

。 0.04 0.08 

Absorbance (405 nrn) 

図 28.マウス抗直一ラクトグロプリン血i背中領域E部分

ペプチドと結合する特異抗体の解析
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Rabbit 

Peptid巴 Binding Assay 

42 52 

n-A YVEELKPTPEG 

46 56 

c-A LKPTPEGDLE工

LG III YVEELKPTPEGDLEI 

。 2 

Absorbent Absorption Assay 

42 52 

n-A YVEELKPTPEG 

46 56 

c-A LKPTPEGDLE工

None 

o 0.6 1.2 

Absorbance (405 nrn) 

図 27.家兎抗 B ラクトグロプリン血i背中領域 E部分

ペプチドと結合する特異抗体の解析
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n-A YVEELKPTPEG 
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~A LKPTPEGDLE工

LG rn YVEELKPTPEGDLE工

Absorbent 

42 52 
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46 56 

c-A LKPTPEGDLEI 

Non巴

Goat 

Binding Assay 

。 1.0 0.5 

Absorption Assay 

。 0.30 0.15 

Absorbance (405 nm) 

図 28. 山羊抗 Bーラクトグロプリン血清中領域 E部分

ペプチドと結合する特異抗体の解析
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事 -- 園
Mouse 

Peptide Binding Assay 

n-A 42YVEELKPTPEG52 

46 
c-A LKPTPEGDLE工

48 
B GGPTPEGDLEI 

50 
C GGGGPEGDLE工

D LKPTPEGDL 54 G G 

E LKPTPEG 52 G G G G 

LG III YVEELKPTPEGDLEI f5////////e仰ヤ仰仰日仲珂|
。。 0.3 0.6 

Absorbent Absorption Assay 
42 .52 

n-A YVEELKPTPEG 

46 
c-A LKPTPEGDLEI 

48 
B GGPTPEGDLE工

50 
C GGGGPEGDLEI 

54 
D LKPTPEGDLGG 

52 
E LKPTPEGGGGG 

None 

0.0 0.3 0.6 

Absorbance (405 run) 

図 29.マウスにおける抗領域E特異抗体の解析 c末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領域 (B細胞エピトープ〕の限定化
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Peptide Binding Assay 
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c-A LKPTPEGDLE工

48 
B GGPTPEGDLE工

50 
C GGGGPEGDLEI 
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0.0 0.9 1.8 

Absorbent Absorption Assay 

48 
B GGPTPEGDLEI 

50 
C GGGGPEGDLEI 

46 56 
~A LKPTPEGDLEI 

54 
D LKPTPEGDLGG 

52 
E LKPTPEG G G G G 

None 

0.0 0.9 1.8 

Absorbance (405 nm) 

図'3O. 家兎における抗領域 E特異抗体の解析 c末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領域 CB細胞エピトープ〕の限定化
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事富里富里里聖園

Goat 

。 0.25 0.5 

Absorbent Absorption Assay 

D 
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n-A YVEELKPTPEG 

B 〔

UE
 

Pι T
 
P
 
K
 
L
 
E
 
E
 

3
V
 

4

G

 

C 
49 
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図 31. 山羊における抗領域 E特異抗体の解析 c末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領域 (B細胞エピトープ〕の限定化
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図32.領域Eより限定化された B細胞エピトープ領域のまとめ
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への結合性を失うことより、 これらが抗体結合に重要なアミノ酸で

家兎では46LKPT49および55E 1 56のG1 yへの置換はほとん

あることが明らかとなった〔図 29)。

ど領域 E特異抗体の吸収能には彫響を及ぼさなかったのに対し、 S3

o L S4を欠く mc -Eではほとんど吸収能は消失し、抗体結合にお

ける 530L 5 4の関与が大きいことが解った〔図 30)。

山羊ではN末側のペプチド 42-52の一部を G1 yに置換して

アミノ磁の抗体結合への寄与をみたが、 42残基自のTy rを欠く

m -c Bペプチドではほとんど結合性が認められなかった。それに

対して、 C末側を欠く C、 Dは領域固とほぼ同等の結合能を有して

いた。従って、山羊においては、 42残基目の Ty rが抗体結合に

強く関与しており、 48-52残基目の関与は少なく日YVEEL

K 47残基目を中心とした部分に抗体結合領域が集中していることが

明らかとなった。(図 31 ) 

マウス、家兎、山羊における結果を図 32にまとめて記した。

( d )領域 1-11 (28-41残菱自〕

領域 22-58に特異的な抗体を 5残基ずつ重複するペプチド 2

2-38、 32 -4 6、 42 -56を用いて解析した後、重複部分

を認識する抗体の特異性をさらに解析する目的でペプチド 26-4

1および36-5 1を合成し(図 10)、吸収実験における基準ペ

プチドとして用いた。ペプチド 26-41 (領域 1-11)を吸着抗

原とした実験では家兎、山羊において新しい抗体結合領域が同定さ

れたが、ペプチド 36-51 (領域 E一皿〕を用いた実験ではペプ

チド 32-46、 42-56を基準ペプチドとして解析した場合と

同じ領域が認識されることが解った。

部分ペプチド I -cA~E 、 I-IImA~B 、 lI -nA~D を用

F
h
u
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いて領域 1-II を解析した結果を図 33~35 に示した。領域 I と

領域 Eは重複する 32-38残基を中心としたそれぞれの C末側と

N末側で領域 1-IIをカバーする。マウスにおいて領域 1-IIに特

異性を示す抗体はこの 2領域の混合物でほぼすべて吸収された。そ

れぞれの部分ペプチドを用いた結果、領域 I、領域 Eを解析して得

られた知見通り領域 Iにおける 28-38残基目、領域 Eにおける

32-39残基目が主に認識されており、領I或1-IIはこの 2つの

エピト プが複合した抗原性領成として説明された(図 33 )。

家兎の場合も同織に領域 1-IIに特異性を示す抗体のほぼすべて

が領域 IとEの混合物で吸収されることが解った。 また、領成 Iの

主なエピトープは C末側にあることが解っていたが、ペプチド 28 

-4 1を検出抗原として用いることにより、 32-39残基自を中

心として認識する抗体も相当量存在することが明らかとなった(図

34)。

山羊の抗血清を用いた結果では、領域 I、 Eペプチドはい ずれも

領域 1-II特異抗体に対する寄与が少ないことが解った(図 35)。

そこで、 これまで使ったペプチド 28-38、ペプチド 32-4 1 

に対してより中央部分を多く含むペプチド 29 -4 1 C 1 -II m A) 

ペプチド 30-41 CI-llmB)を合成し、免疫吸収実験を行

なったところ、これら 2ペプチドはいずれも領域 1-IIに特異性を

示す抗体の大部分を吸収することが解った〔図35~3 7)。この

ことより、山羊では領域 I、 Eの主要エピト プとは別に 29-4 

1残基日をおもに認識する抗体のグループもあることが明らかとな

った。以上の結果を図 38、 39に示した。図 38ではペプチド 2

8 -4 1を用いることにより新たに検出された Bエピト ープに下線

を施して示している。図39では BーしGの立体構造の一部に各動

物種が認識する Bエピトープを示した。いずれの動物種においても、
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Mouse 
Absorbent 

22 36 
Region 1 LAMAASD工SLLDAQS

26 
I-cA ASD工SLLDAQS

28 
B G G DISLLDAQS 

C G G G 3G 0 SLLDAQS 

34 
D ASDISLLDA G G 

32 
E ASD工SLLG G G G 

32 4 
Region II LDAQSAPLRVYVEEL 

41 
ll-nA LDAQSAPLRV 

34 
B GGAQSAPLRV 

39 

C LDAQSAPL G G 

37 
D LDAQSA G G G G 

Region I+II 

Region I-II 

None 

ー孟=一司|
Absorption Assay 

o 0.4 0.8 

Absorbance (405 nm) 

図33. マウス抗目ーラクトグロプリン血1背中領域 1-II部分

ペプチドと結合する特異抗体の解析
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ーー五=ーョ|
Rabbit 

Absorbent Absorption Assay 
22 36 I?il刀閉押押市

Region 1 LAMAASD工SLLDAQS

26 
I-cA ASD工SLLDAQS

28 

B G G D工SLLDAQS

C G G G G 30 SLLDAQS 

34 
D ASDISLLDA G G 

32 
E ASD工SLLG G G G 

32 46 
R巴gionII LDAQSAPLRVYVEEL 

41 
II-nA LDAQSAPLRV 

B G G AQSAPLRV 

39 
C LDAQSAPL G G 

37 
D LDAQSAGGGG 

R巴gionI+II 

R巴gion1・E

None 

o 0.12 0.24 

Absorbance (405 nm) 

白図 34. 家兎抗 B ラクトグロプリン血i背中領域 1-n部分

ペプチドと結合する特異抗体の解析
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• 竺宇土一一一一一一一一一一一一一一一一 一一一三 ー二二 1

Goat 

Absorbent Absorption Assay 

Region 1 

Region II 

Region 1 + Region II 

None 

o 0.35 0.70 

Absorbance (405 nm) 

図35. 山羊抗 Bーラクトグロプリン血清中領域 1-n部分

ペプチドと結合する特異抗体の解析
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ー-ァョ|

Goat 

Absorbent 

Region 1 

I-II-mA I SLLDAQSAPLRV 

B SLLDAQSAPLRV 

Region II 

Region 1 + Region II 

R巴gionI-II 

o 0.6 1.2 

Absorbance (405 nm) 

図38. 山羊抗目ーラクトグロプリン血清中領域 1-n部分

ペプチドと結合する特異抗体の解析
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Goat 
Absorbent 

22 36 
Region 1 LAMAASDISLLDAQS 

26 
I-cA ASDISLLDAQS 

28 

B G G D工SLLDAQS

C GGGGSLLDAQS 

34 
D ASD工SLLDAG G 

32 
E ASD工SLLG G G G 

32 46 
R巴gionII LDAQSAPLRVYVEEL 

41 
II-nA LDAQSAPLRV 

34 
B GGAQSAPLRV 

39 

C LDAQSAPL G G 

37 
D LDAQSA G G G G 

Region I+II 

Region I-II 

Non巴

Absorption Assay 

o 0.7 1.4 

Absorbance (405 nm) 

図37. 山羊抗 Bーラクトグロプリン血清中領滋 1-II部分

ペプチドと結合する特異抗体の解析
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Antigenic Region I r 
Antigenic Region 11 

22 26 32 36 41 46 

LAMAASDISLLDAOSAPLRVYVEEL 

Mouse 

Rabbit 

Goat 

DISLLDAOS 
32 39 

LDAQSAPL 

28 34 

DISLLDA 
39 44 

LRVYVE 

MAASDI 

32 39 

LDAOSAPL 

39 44 

LRVYVE 
29 41 

ISLLDAQSAPLRV 

図 38. 領域 1-IIより限定化された B細胞エピト ープ領減の

まとめ
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Rabbit 

Goat 
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a-• • • • • • • • • • • • 

........ . 

図39.領域 1-IIより限定化されたB細胞エピト ープ領域の

立体構造上の位置関係
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3 0残基目を中心とする曲がり角 の部分を含み、マ ウスでは 28-

3 2残基目、家兎では 28-3 4、 3 2 -3 9、 3 9 -4 4残基目、

山羊では 24-2 9、 2 9 -4 1、 3 9 -4 4残基自のエ ピ トープ

が複合して抗原性領域を形成していることが明らかとな った。

2) B細胞エピトープ領按lV (72-86残基目)の限定化

ペプチド 72-8 6を検出抗原とし、 72 -8 6残基 自の抗体結

合領践の限定化を試みた。図 11に示すアナログペプチドを用いて

家兎における抗体結合領域 72-8 6の限定化を行なった。 N末端

組11から l順次アミノ酸残基を欠損または霞換した結果、 7 6残基目ま

でGlyに置換したペプチドは 72 -8 6特異抗体のほとんどを吸

収した。 77K 178をGlyに置換すると部分的に吸収能が低下した。

これに対し、 C末側を Glyに置換した結果では、 83K 1仰 を欠い

たペプチドで特異抗体吸収能がかなり低下し、 81VF82を欠 くと特

異抗体結合能はすべて失われた。 このことより、家兎抗血病中の抗

72-8 6特異抗体の結合には 81VF 82が必須であり、 83K 1 8'の

寄与もかなり大きいことが明らかとなっ た(図 40)。

山羊抗血清で同様の解析を行なったところ、家兎と類似した結果

が得られたが、 77K 1 78をGlyに置換したペプチドの吸収能の低

下が顕著であり、 この 2残基の関与は山羊 において特に大きいと考

えられた(図 4 1 )。

以上より、領成 72 -8 6におけるエピトープは、家兎 ・山羊と

もに 77残基白から 82残基目を中心とした 77K I PAVF82に存

在すると結論した(図 42)。

3) B細胞エピトープ領域 V(119-133残基目)の限定化

ペプチド 11 9 - 1 33を検出抗原とし、 1 1 9 - 1 33残基自
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Rabbit 

Peptide 

IV-A 7~EKTKIPAVF、kf4G
75 

B KTKIPAVFKI G 
77 

C G G KIPAVFKI G 
79 

D GGGGPAVFK工G
82 

E KTK工PAVFG G G 

80 
F KTKIPAGGGGG 
72 86 

LGIV工AEKTKIPAVFKIDA

Absorbent 

IV-A 7~EKTKIPAVFK工84G 
75 

B KTK工PAVFKIG 
77 

C G G KIPAVFK工G
79 

D G G G G PAVFKI G 
82 

E KTK工PAVFG G G 

80 
F KTKIP A G G G G G 

Non巴

Binding Assay 

。 0.6 1.2 

Absorption Assay 

o 0.6 1.2 

Absorbance (405 nm) 

図4O. ~兎における抗領主主 N 特異抗体の解析:アナログペプチド

を用いた抗体結合領減 (B細胞エピトープ〕の限定化
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h-一一一一一一ーー ?斗
Goat 

Absorbent Absorption Assay 
1 __ 84 

IV-A AEKTKIPAVFKI G 
75 

B KTKIPAVFKI G 
77 

C G G KIPAVFKI G 
79 

D G G G G P A VF K 1 G 
82 

E KTK工PAVFG G G 
80 

F KTKIPAGGGGG 
72 86 

LGIV IAEKTKIPAVFK工DA

Non巴

。 0.4 0.8 

Absorbance (405 nm) 

図 41.山羊における抗領域 N特異抗体の解析:アナログペプチド

を用いた抗体結合領減 (B細胞エピトープ)の限定化



Region IV 

Mouse 
Goat 

Rabbit 

72 86 

IAEKTKIPAVFKIFDA 

79 84 

PAVFKI 
77 

KIPAVFKI 

図42.領域 Nより限定化された B細胞エピト プ領域のまとめ



Mouse 

Absorbent Abso中tionAssay 
119 128 
nA AQALVRTPEV 

123 133 
cA VRTPEVDDEAL 

124 
B G RTPEVDDEAL 

126 
C GGGPEVDDEAL 

128 

D G G G G G VDDEAL 

131 
E VRTPEVDDE G G 

130 

F VRTPEVDD G G G 

129 

G VRTPEVD G G G G 

119 133 
LG IV AQALVRTPEVDDEAL 

None 

o 0.4 0.8 

Absorbance (405 nrn) 

図43. マウスにおける抗領減V特異抗体の解析 c末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領域 (8細胞エピトープ〕の限定化
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123 133 
cA VRTPEVDDEAL 

124 
B G RTPEVDDEAL 

126 
C GGGPEVDDEAL 

128 

D G G G G G VDDEAL 

131 

E VRTPEVDDE G G 
130 

F VRTPEVDD G G G 

129 。 VRTPEVD G G G G 

128 
H VRTPEV G G G G G 

119 133 
LG IV AQALVRTPEVDDEAL 

Non巴

o 0.4 0.8 

Absorbance (405 nm) 

図 44. 家兎における抗領域V特異抗体の解析 c末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領域 (8細胞エピトープ〕の限定化



119 133 

Region V AGALVRTPEVDDEAL 

123 133 

Mouse VRTPEVDDEAL 

124 129 

Rabbit RTPEVD 

図 45.領域Vより限定化された B細胞エピトープ領域のまとめ



の抗体結合領域の限定化を試みた。図 11に示すペプチド 11 9 -

128およびペプチド 123-133を用いて吸収実験を行なった

ところ、マウス、家兎ともに C末側で領域 119-133特異抗体

のほとんどが吸収されたため、 C末側のアナログペプチド 8種を用

いて解析を行なった。

マウスの抗血清について得た結果を図 43に示した。 N末縞側を

G 1 yに置換すると階段上に吸収量は落ち、 123Vを必要とする抗体

も相当量あることが解った。特に 12'RT12Sの寄与は大きく、領I或

1 1 9ー 133特異抗体の結合に必須であることが明らかとなった。

C末側についても G1yへの置換に伴って抗体結合性は失われた。

特に 130Dを失うとほとんど結合せず、 このアミノ残基の重要性が示

された。以上よりマウスにおける Bエピトープは 12'RT12Sからは

o 0をコアとする 123ー 133残基自に存在すると結論した。

家兎の抗血清について図 44に結果を示した。ペプチド 123-

133のN末側の 123Vを欠いても抗体との結合性に影響は与えなか

ったが、 12'RT12Sを必要とする抗体は相当量あり、 126pEI27を

欠くと全く吸収しなかった。 c末側はマウスと異なり、'3aDEAL

1 33を欠いてもペプチド 119-133とほぼ同等の結合性を有して

いた。 また、 1290を欠くと吸収fi1が低下することより、領I或11 9 

-1 3 3特異抗体のうち 1/3程度は結合に 129Dを必要とすること

が解った。以上より家兎の Bエピト プは 12'RTPE127を中心と

する '2'RTPEVD'29に存在することが明らかとなった。図 45 

に領I或V限定化のまとめを示した。

4) B細胞エピトープ領成v1 (149-162残益百)の限定化

ペプチド 149-1 6 2を検出抗原とし、 1 4 9ー 162残基自

の抗体結合領践の限定化を試みた。図 13に示す 8種のアナログペ
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A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

Mouse 

Absorbent 
150 159 
SFNPTQLEEQ G 
152 
G G NPTQLEEQ G 
154 

G G G G TQLEEQ G 
157 

SFNPTQLE G G G 
155 

SFNP TQ G G G G G 
154 
TQLEEQAHI 
156 
G G LEEQAH工
158 

G G G G EQAHI 

Absorption Assay 

149 162 
LG VI LSFNPTQLEEQAHi 

None 

o 0.4 0.8 

Absorbance (405 nm) 

図48.マウスにおける抗領域W特異抗体の解析 c末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領滋 (B細胞エピトープ〕の限定化
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Rabbit 

Absorbent Absorption Assay 
150 159 

A SFNPTQLEEQ G 
152 

B G G NPTQLEEQ G 
154 

C G G G G TQLEEQ G 
157 

D SFNPTQLE G G G 
155 

E SFNPTQGGGGG 
154 

F TQLEEQAH工
156 

G GGLEEQAHI 
H 158 

G G G G EQAHI 
149 1 

LG VI LSFNPTQLEEQAHi 

None 

o 0.8 1.6 

Absorbance (405 nm) 

図47.家兎における抗領主主M特異抗体の解析 c末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領域 CB細胞エピトープ)の限定化



Goat 

Peptide 

150 159 
A SFNPTQLEEQ G 

152 
B G G NPTQLEEQ G 

154 
C G G G G TQLEEQ G 

157 
D SFNPTQLE G G G 

155 

E SFNPTQGGGGG 

149 162 
LGVI LSFNPTQLEEQAH工

。 0.7 1.4 

Absorbent Absorption Assay 

150 159 
A SFNPTQLEEQ G 

152 
B G G NPTQLEEQ G 

154 

C G G G G TQLEEQ G 

157 

D SFNPTQLE G G G 

155 

E SFNPTQGGGGG 

Non巴
~~4 。 0.7 1.4 

Absorbance (405 nm) 

図 48. 山羊における抗領減M特異抗体の解析 N末部アナログ

ペプチドを用いた抗体結合領減 (8細胞エピトー プ〕の限定化
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Region VI 

Mouse 

Rabbit 

Goat 

149 162 

LSFNPTQLEEQAHI 

158 162 

EQAHI 

150 159 

SFNPTQLEEQ 

図48.領域v!より限定化された B細胞エピトープ領域のまとめ



プチドを用いて吸収実験を行なった。

図46にマウスの抗血清について得た結果を示した。 150-1 

58残基目を基本とした 5ペプチドはほとんど免疫吸収体として働

かなかったのに対し、 154-162残基を基本とした 3ペプチド

はいずれも抗ペプチド 148-162を吸収した。 C末側 '58E Q A 

H I '62のみを残したアナログペプチドで特異抗体のほとんどが吸収

されたことから、マウスにおける Bエピトープはこの 5残基に存在

することが明らかとなった。

家兎においても同じ結果が得られ、 C末端 5残基が領域 148-

162のBエピトープの主要部分であることが示された(図 47)。

150-158残基のアナログペプチドについて N末側、 C末仮!)

を順次欠損していくと抗体吸収能は階段状に落ちていき、特に '52N 

P '53、 '56LE'57を欠くと吸収能は大きく低下した。 c末仮1)の3ペ

プチドについては、ペプチド 154-1 6 2で吸収された抗体も I5 

'T Q '55を欠くと結合しなくなっており、領域 150-1 6 2特異

抗体との結合において 15'TQ'55の寄与が大きいことを示している。

以上より、山羊の場合には 152-157残基を中心とする部分に

Bエピト プが存在し、 152Npl53、 156LE157とともに 15'T Q I 

日も抗原認識に重要であることが示された〔図 48)。領域W限定

化のまとめを図48に示した。

第 4節考察

タンパク質中の B細胞エピトープは従来よりその一次情造が認識

されるシークエンシャルエピト プ(リニアエピトープ〕と三次俗

造が認識されるコンフォメーショナルエピトープに分けられている。
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27 36 
Region 1 Mouse Ser-Asp-Ile-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-Gln-Ser 

Region 1ー11

Region 11 

Region 111 

Region IV 

Region V 

Region VI 

Rabbit 

Goat 

Rabbit 

Goat 

Mouse 

Rabbit 

Goat 

Mouse 

Rabbit 

Goat 

Rabbit 

Mouse 

Goat 

Mouse 

Rabbit 

Goat 

Rabbit 
Mouse 

Asp-II巴ーSer-Leu-Leu-Asp-Ala

Asp-lIe-Ser-Leu-Leu 

24 29 
Met-Ala-Ala-Ser-Asp-Ile 

32 39 
Leu-Asp-Ala-Gln-Ser-Ala-Pro-Leu 

29 41 
Ile-Ser-Leu-Leu-Asp-Ala-Gln-Ser-Ala-Pro-Leu-Arg-Val 

32 39 
Leu-Asp-Ala-Gln-Ser-Ala-Pro-Leu 

39 44 
Leu-Arg-Val・Tyr-Val-Glu

Leu-Arg-Val・Tyr-Val-Glu

48 54 

Pro-Thr-Pro-Glu-Gly-Asp-Leu 

Pro-Glu-Gly-Asp-Leu 
42 47 
Tyr-Val-Glu-Glu-Leu-Lys 

84 
Pro-Ala-Val-Phe-Lys-Ile 

77 
Lys-Ile-Pro-Ala-Va卜Phe-Lys-Ile

123 133 
ValーArg-Thr-Pro-Glu-Val-Asp-Asp-Glu-Ala-Leu

124 129 
Arg-Thr-Pro-Glu-Val・Asp

150 159 
Ser-Phe-Asn-Pro-Thr-Gln-Leu-Glu-Glu-Gln 

162 
Glu-Gln-Cys-His-Ile 

図 50. 日ーラクトグロプリン分子上で限定化された

B細胞エピトープ領主主のまとめ
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それらはアミノ酸配列上連続しているか否かでコンティニュアスエ

ピトープおよびディスコンティニュアスエピト プとも呼ばれ、相

補的な種類のエピトープとして解析されてきた。 しかし前者が主と

して合成ペプチドと EL I S A法の組み合せで解析されてきたのに

対して後者はX線結晶解析法を用いるなどそれぞれ異なった解析法

でアプローチが行なわれてきたため、研究者により B細胞エピトー

プの大概はシークエンシャルエピトープで説明できるという立場(

8 3)から逆にそのほとんどはコンフ定メーショナルエピトープで

あるという立場(84)まで機々な主張がなされてきた。

s-LGは 182残基のアミノ酸からなり、 2つの分子内 S-S

架橋を有する王者状タンパク質であるため、それに対する抗体の多く

は s-LGの立体精進を認識するのではないかと考えられてきた。

立体構造上近傍にあるアミノ自主群を認識して結合する湯合には、抗

体の抗原結合部位がアミノ酸配列上離れた位置にあるアミノ滋残基

と相補的な構造をとっていると考えられる。そのため、球状タンパ

ク質に対しては、特に一次配列に基づいて合成したペプチドではエ

ピトープが検出しにくいと考えられてきた(8 5)。また日 -LG

を還元カルボキシメチル(R C M)化して立体構造を破i表した場合、

抗日ーし G血清中の抗体との総合性が大きく低下するという報告も

あった(9 8 )。 しかし、近年になって栗崎らは自ーし Gの一次構

造に基づいて合成したオーバーラッピング部分ペプチドを用い、 自

LGで免疫したマウス・家兎 ・山羊から得た血1背中抗自ーし G抗

体の 80ー70%はこれらのペプチドの混合物で吸収し得ることを

明らかにした(9 7、 88)。このことは Bーし Gを認識して産生

される抗体のかなりの部分は Bーし G分子内の一次配列を認識して

結合しうることを意味しており、 s-LG におけるシークエンシャ

ルエピト プの寄与が大きいことを明らかにしている。
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ところでシ クエンシャルエピトープとコンフォメーショナルエ

ピトープの実体は、従来論議されていたほどには対立的なものでは

ないと考えられる。抗体あるいは B細胞エピトープがタンパク質に

結合する際には、 アミノ酸数残基により構成される立体構造が認織

されるが、その複数のアミノ酸残基が一次配列上連続・近接したア

ミノ lí~ である場合と、立体構造上は近接しているが一次構造上は遠

い位置にある場合がある。立体構造のしっかりしたタンパク貨の多

くは後者と考えられるが、牛乳中タンパク質の中にも αSIーカゼイ

ンのようにペプチド鎖の折りたたみ構造がルーズなタンパク質が知

られており、 このようなタンパク質では結合に関与するアミノ磁の

大部分が一次構造上も近接する確率が高いと推測される。このよう

にB細胞エピトープの構造は抗原タンパク質に固有の性質が規定す

る部分が大きい。

さらに一次構造上離れた位置にあるアミノ酸残基が結合に関与す

る場合でも、ペプチドと抗体の接点の一部が再現されていれば結合

性を示すと考えられ、苦手与度の大きいアミノM残基およびその周辺

のアミノ自主残基を含むシークエンシャルペプチドがエピトープとし

て認識される可能性はかなり高いはずである。特に鎖長の短いペプ

チドの場合には立体構造上の自由度が大きいため、その一部が抗体

に結合することにより周辺のアミノ滋残基も抗体ポケットに相補的

な椛造を獲得していく、インデユーストフィットが起こりやすい。

インデュ ストフィットは、合成ペプチドによるエピトープの検出

をより確実にすると考えられる。 この場合コンフォメーショナルエ

ピ トープの一部がシークエンシャルエピトープとして検出される。

実際にX線結品解析で解析されたコンフォメーショナルエピトー

プのうち寄与の大きいと考えられたアミノ酪残基は多くの場合シー

クエンシャルペプチドおよびそのアナログペプチドを用いたエピト
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ープ解析でも重要とされたものであることが確認された (73 ~ 7 

6)。同様に Geysenらはモノクローナル抗体の結合部位をピンペプ

チドを用いて解析しており、複数のシークエンシャルペプチドとそ

のアナログペプチドで寄与度の高いアミノ酸残基は予測可能である

と考えている (99)。

本研究によりシークエンシャルエピトープとして認識されたペプ

チドの多くもコンフ淀メーショナルエピトープの構成部分である可

能性は高い。またペプチドが抗体結合能を有するところ RCM-s

-LGが抗体結合能を失う理由は、ペプチドに比して RCM-s-

LG分子ではインデユーストフィットの機構が働きにくいと考える

のが妥当であろう。また逆に、権造が柔軟なペプチドを用いる場合

には免疫抗原以外のアミノ酸配列にも特異抗体が結合性を持つので

はないかという可能性も懸念されるが、 クロスリアクティビティー

については 3残基以上のアミノ酸配列ならばさほど重大視する必要

はないとの知見がある(1 0 0 )。今後コンフォメーショナルエピ

トープの解析方法に化学合成法(1 0 1 )あるいはファージにオリ

ゴペプチドを発現させる方法を用いたランダムペプチドライブラリ

ー(1 0 2 )が用いられる流れもできてきており、従来の解析方法

を交え多くのタンパク質において B細胞エピトープの実像が示され

ることが期待される。

このような背景の下で決定された s-LGの主要抗体結合領域す

なわち B細胞エピトープ領域は、領域 22-56、 72 -86、 1 

19-1 3 3、 149-162残基自であった。本研究ではこれら

の領減をさらに限定化し、広義でのコンフォメーショナルエピトー

プを含む、 シークエンシャルエピトープのコアとなる部分を明らか

にした。ここでポリクローナル抗体を用いたにもかかわらずほとん

どのエピトープ領域が 5-7アミノ酪残基まで限定化されたことは
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興味深い。このことは Bーし G分子上動物種を通じて認識され易い

領域のなかでも特に抗体の接近が容易な部分があり、その部分に高

い特異性を持つ B細胞のみが選ばれてきたことを意味している。

こうした、抗体分子に認識され易い部分権造は各タンパク質面有

の性質として存在するという綬点の元に、 B細胞エピトープの予測

方法が提唱されている。 HoppとWoodsは、 タンパク質の一次構造上親

水性に富む部分が B細胞エピトープになり易いと考えた(1 0 3 )。

F raga ( 1 0 4 )、 Thorntonら(1 0 5 )、 We11 i ngら(1 0 8)も

一次構造より B細胞エピトープを予測する方法を提唱した。 Westho

fら(1 0 7 )、 KarplusとSchulz(1 08)は同様に温度ファクタ

ー よりタンパク質分子内のゆらぎの大きい部分 B細胞エピトープと

して予測しており、 FanningやNovotnyらによって実際のタンパク質

結晶解析データからの計算値とよく一致することが示されている(

109、 11 0)。

日-L G においてもこれらの予測方法が有効であるか否かに興味

が持たれるが、栗崎らが既に報告しているように、 HoppとWoodsによ

る親水性度やWe11 i ngらによる抗原性価(既知の抗原決定基に含ま れ

るアミノ酸とタンパク質を構成するアミノ酸の出現頻度比のファク

ター)による予測は、 B ーし G の抗原性領域 I~ Vlとほとんど一致

していなかった (98)。また、高橋らは温度ファクターを計算し

てBー しGの抗原構造との関連を考察したが、実際の抗原性領I或を

予測することはできなかった (55)。

また、 これらの多くはタンパク質表面に露出している部分やタン

パク質のターン形成部など突起構造が B細胞エピトープとして認識

され易いとの考えにもとづいたものであるため、 (3-LGの立体構

造と本研究で限定化された抗原性領域の関連を考察した。

βーし Gの立体構造上折れ曲がり椋造は、 PapizらのX線結晶解析

-82-



の結果より 9残基目 (G1 y)、 2 3残基目 (A1 a)、 3 0残基

目 (Se r)、 46残基目 (Le u)、 5 9残基目 (G1 n)、 7 

7残基目 (Ly s)、 8 5残基目 (As p)、 9 8残基目 (As p) 

1 1 4残基自 (G1 u)、 128残基目 (Va1 )、 1 4 3残基

目 (Le u)、 1 5 8残基目 (G1 u) をそれぞれ中心とする領主主

にあることが明らかとなっている (4 1 )。このうち 3ーし Gの主

要 B 細胞エピトープ領域 I~VJ に相当するのは、領 i或 I-ll (26 

-4 1残基目，これは領域 IのC末織部分および領域 EのN末縦部

分にも相当する)に含まれる 30残基目(S巴r)を中心とする部

分、領I或皿 (42-56残基目)に含まれる 46残基巴(し巴 u)

を中心とする部分、領I或tV (72-86残基目)に含まれる 77残

基目 (Ly s) ・85残基目 (As p) を中心とする部分、領I或V

( 1 1 9 - 1 3 3残基目)に含まれる 128残基目 (Va1 )を中

心とする部分、領践VJ(149-162残基目)に含まれる 158

残基目 (G1 u) を中心とする部分であった (97、 9 8)。折れ

曲がり構造の中心となる 12アミノ厳残基のうち 7残基は主要 B細

胞エピトープ領域に含まれており、各エピト プ領減もそれぞれ折

れ曲がり構造に相当する部分を包含していることから、折れ曲がり

構造と B細胞エピトープ領域の相関は大きいとも考えられた。 とこ

ろが、本研究による抗体結合領主主の限定化の結果は、抗原抗体反応

の中心部分が必ずしも折れ曲がり構造を含んでいるとは言えないこ

とを示した。例えば、領減 Wの 77残基目はマウス抗体ではその結

合に与る中心部分 (79-84残基目)から外れており、家兎 ・山

羊抗体ではコア部分(家兎・山羊ともに 77 -8 2残基目)に含ま

れてはいるもののその N末端残基であり、抗原抗体結合反応に折れ

曲がり俗造自体が重要ではない可能性も示された。同様に領I或Wの

158残基目は山羊抗体のコア部分(1 52ー 157残基目)から
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外れ、マウス ・家兎抗体ではコア部分の N末端残基(1 58-1 6 

2残基目)であった。領域 I-IIの 30残基目はマウス ・家兎 ・山

羊抗体のいずれのコア部分にも含まれていたが、 (マウスでは 28 

-3 6残基目、家兎では 28-34残基目、山羊では 29 -4 1残

基自)マウス ・家兎ではアミノ酸配列の中央に含まれていたのに対

し、山羊抗体では N末端から 2残基目であった。領域聞の 46 ~主主E

自はマウス ・家兎抗体についてはコア部分(マウスでは 48 -5 4 

残基目、家兎では 50-54残基目)から外れ、山羊抗体ではコア

部分 (42-47残差目)の N末端から 2残基目であった。 領域 V

の 128残基目は、家兎・マウスともにコア部分 (124-129

残基目)の C末端から 2残基目であった。

以上のように、折れ曲がりの中心となるアミノ酸残基の前後を含

む領践が抗体に認識されている場合の方がむしろ締であり、折れ曲

がり構造自体の重要性は証明されなかった。ただし、本研究で行な

った解析の手法が N末端側 ・C末端側から結合反応に不要なアミノ

酸残基を削除、していく方法であるため、折れ曲がりの中心アミノ厳

残基が N末端もしくは C末端に必要残基として残っていることは、

それらアミノ酸残基の重要性を示しているとも言えるロ これらが抗

体ポケットに結合した後インデユーストフィ y トにより安定な抗原

抗体結合を形成すると考えれば、折れ曲がり械造の中心にあるアミ

ノ酸残基は結合反応の鍵となる場合も多いと考察される。

次に動物種でみられた微妙な差異についてであるが、 これはひと

つにはそれぞれの種が準備している B細胞のレパートリーの差異を

反映した結果と考えられる。すなわち、抗原タンパク質上には確か

に抗原性の高い領成(内在性抗原性領成)が存在するものの、各個

体における B細胞エピトープは、抗原タンパク質の構造と B細胞レ

パートリーとの組み合わせで決定されることを示している。
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このことは抗原がある動物種にとって異種性が高いタンパク質で

あるか否かとも関わってくる。例えば山学はウシ βーし Gと一次構

造がほぼ等しい s-L G分子を有しているが家兎・マウスではその

存在が確認されていないことから、山羊にとって s-LGの異種性

は低くマウス ・家兎にとって βーし Gの異種性は高いと考えられる。

一般に自己タンパク質に対して高い特異性を有する B細胞は免疫応

答系から除去される機情が{動くため (78~83) 、山羊における

β-LG特異的 B細胞レパートリーはマウス ・家兎における s-L

G特異的B細胞レパートリーに比べてより修飾を受けているはずで

ある。山羊 s-L Gにおいてウシ s-LG(A型)と異なるアミノ

M残基は 11 1 e (ウシ A型ではし eu)、 6'G 1 y (同じく A s p) 

118Ala (Val)、 130Lys (Asp)、 15日Ala (Ser) 

162Val (Ile) であるが、山羊抗 s-LG血清においては領

i或E特異抗体がマウス ・家兎と比較して多量に存在すること、領i或

m.領I或VIの認識部位が特異であることなどは s-LGの動物種に

おける異種性に関わるとも考えられる。

その他動物種による差異には、 B細胞エピトープと T細胞エピト

ープの位置との関係も大きく影響しているであろう。 B細胞エピト

ープが抗原タンパク質固有のアミノ酸配71Jや立体構造に依存する面

が大きくそのおおまかな領域は動物種に共通な部分も多いと考えら

れるのに対して、 T細胞エピトープは各ハプロタイプに固有のMH

Cクラス E分子に結合した形で特異的T細胞に認識されるという性

質上、 その領主主は動物種間または個体問で大きく異なる。 そこで B

細胞エピトープと T細胞エピト プがあまりにも近援している領成

では、 T細胞エピトープが提示されにくい等の理由から T-B相互

作用が効率的に行なわれず、抗体産生も制約される可能性がある(

8 4、 85)。
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以上、 3動物種に共通する s-LGの抗原性領妓を選んで B細胞

エピトープの限定化を行なったが、 3種に共通の B細胞エピトープ

は見られず、種により数残基シフトしている場合が多かった。 この

ことより、産生抗体のレパートリーは各動物種の有する B細胞レパ

ートリーあるいは各動物種におけるT細胞エピトープとの位位関係

などに大きく影響されることが明らかとなった。


