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喜望 旨

牛乳アレルギ}の安全かつ効還さ約な予防 .i金子授を可能とすることを目的とし、主要警な牛乳アレルゲ

ンマある βーラクトグロプリン由来ペプチドのアミノi験被告義アナログについて、アレルギ一応、急事抑制作

mをま食言すした。 β-7タトグロプリン特然約なT細胞応答を抑制する活性をおした2つのアナログペプ

チドRI24Q、Dl29Sについて、 β ラタトグロプリン妻草分ペプチド (p1l9-133lが護憲考案する抗体産主主応

答を調べた。Dl29Sは19Eを会主rl1主体足量生応答を義義務に抑制したのに対し、 Rl24Qは全く抑制j効采を示

さなかった。持ペプチドのp1l9-133特築主主体に対する~;1長反応、性を言問べたところ、 Rl24Q!まp1l9附 133

半年災主主体と結合したのに対し、Dl29S!まま毒令しなかった。以上の結果よ号、牛乳アレルゲン由来ペプ

チドのアミノ酸盆換アナログの利用により牛乳アレルギーの予防‘治療の可能性が主主寝袋された。また

その際、アミノ後後換アナログとし可とは、牛乳アレルギ-f号、考の19E抗体と交羨反応しないものを選択

する必望書がるることが明らかとなった。

序論

先進務僚においては最i主食物の摂取がきま関となってアレルヰど}を多量疲することが券殺に多くなり社

会釣ごと潤菱重に祭殿している。食物の摂取はわれわれが生きていくうえマ欠くことのできない生命活動

であ号、それが議会誌の原因となってしまうのは恋綴釣なことで菩えある。僚主主主設の報告では、 G才か

ら6:;tまでの幼児の10%前後が食物アレルヰと…を持っているとされている。食物アレルギ-Q)/jま留と

なる物質すなわち、食物アレルギ』の穣類iま多い。そのZ告でも卵がアレルギーのlJll:1iSlとする人が最も

多く、牛乳アレルギーはこれまでの;まとんどの報告で務2f'立となっている。また卵と牛乳アレルギー

を，合わせると金食物アレルギ←の50%をのめると報告されている。牛乳の中では、 a-Slカゼインβゅ

ラクトグロプリンなどが襲警なアレJレゲンである。牛乳アレルぞ…を予紡・治療する方法の一つに牛

乳を接議しない方法があるが、 Jこれでは幼児のみならず成人においても栄養学的な問緩を主主むる。ま

たステロイド弗lや抗アレルギ一刻による治療も考えられるが、 iiiU1'宇湾が襲警護運となっている。

重量々は、安全なアレJv'fいの予紡・治療t告を見いだすことを関長きとした研究のゆで、 s-ラクトグロ

プリン由来ペプチドのアミノ緩議室換体の中にアレルギーを掬約する可能性のあるペプチドを複数見倣

した。本研究ではこれらのペプチドを用いて、効率よく然体内でアレルヂー反応、をffP告せする可能性に
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ついて軽量約したので報告する。

本研究会安対象としているアレルギ…とは、外来の主毒物と接亀裂した際に免疫系が過剰に応答し、自己

に童話芸撃を与えてしまうために建設こるものである。そこでまず、;本綴究の護憲本概念:となっている免疫学

的背祭について以下に綴貌する。

一本研究の免疫学的背景一

抗原草寺契約な免疫応答lこは季語君主役免疫および液佼免疫、 2t霊童震のメカニズム主計存夜する。京伝達まの継

胞後免疫の主役であるす議題胞は、ウイルス感染した，裕君主や麗主義細胞を蓄基織し、排除する。後者の液性

免疫は、 B綴憾の~生ずる抗体議室広告心的若主役惑を糸たしている。 B車問胞が抗体産生事時胞に分化するには

日般にT紛胞の介員きが必要~<."あり、このようにT綴ぬ;主主主役免疫の談後機諮をも担っている。以上のよ

うに免疫応答の議節において、中心的役裂を糸たしているのはす綴胞である。したがって、 τ級車急応答

の鋭機を行うことによって、免疫系金体の制御が可能となる。

T細見在iま綴飽き交面に祭追尾するす細胞レセプタ-(T cell receptor : TCR)のを護費需 (α sTCRとrOTCR) 

と、 i可じく細胞愛苦言iこ発五認する字書立さレセブタ一分子 (CD4分子、 CD8分子)の遠いによって分類され

る。このうち、アレルゲンなどの外来抗原を認綴するのは、 CD4~語性かつ" sTCIえを発現するヘルパ}

T総主きである。 T綴君主i土、 B組般のように抗原を百支援は善意織しない。主主原の認識には以下のプロセスが

必要である。ま充隊タンパタ質は抗原提示室襲総内でプロテア…ゼによりペプチド断片に分解されるとと

もに、主華客綴織的合意電子被合体加ajorhistocompatibility ωmplex: MHC)分子と給食する。ま走塁塁ペ

プチドとMHC分子l立後合体IJ)彩で抗燦努示繍胞上に移行する。 T細胞iふまえE主将夫詳細胞j二IJ)掲示語れ

ているMHC分子/抗原ペプチド複合体TCRを介して認識し、初めて活性化される。抗原タンパク愛広告

旬、MfをC分子と総合子T縦約応答合言委主草するのは、 T紹燈抗原決定ままと呼ばれる数カ所の筏られた綴

主義である。

これまでTCRを介したシグナル伝達i立、「全か無かの反応」によりT車道般の活燃化をon/offするだけ

であると考えられてきた。しかしながら、数近の術究からまえ原ベブチドのま露迭のわずかな変化により

T綴総応答が様々に事事録されることが努らかにされた;1)。すなわち、 T綴雪量夕日}ンをまえきまベプチドの

:アミノ酸後三妻置換アナログで刺激した場合、(1)サイトカインE養生は誘起したが、増員車iま誘起しない

というようなT級胞の務分的な約性化という現象(幻や、 (2)抗原ペプチドの 1アミノ後残葱音壁換アナロ

グの共絡によ寺本来の主主控室ペプチドに対サるT綴胞の増媛応務が抑制されるという税議員(3)が義義務され

た。俗のような拘約渓象は、当初iまMHC分子/アナログペプチド複合体がMHC分子/抗原ペプチド

複合体とT伐とが結合するのを競合問察することによるものと考えられ、このようなアナログペヅチ

ドは議灘学で紛いられるアンタゴニストの概念とま震1!;J，怪からTCRアンタゴニストと名付けられた山

(関 1)。しかしながら、淡殺では時まなる競争組審?はなく、 TCRアンタゴニニストを絞殺したTCRか
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ら抑制伎のシグナルカマ縦胞内に伝達されるために起;こる現象であることが努らかにされているi針。

送検の抗原ペプチドによる

T細胞応答の誘導

T積約レセブタ… (TCR)アンタゴニズム

による抗原特察約τ総抱応擦の抑縦

抗原提示綴胞 主充療鑓示細胞

MH 

10奇

TCfミ
アンタゴニスト

〆‘喝
T細胞

T細胞の活性化 鴻懇燈応答の阻害 1 
・増殖応答 ・潟殖応答の抑制 ! 

サイトカイン産生 サ イ ト カ イ ン 産 生 の 鰍

函 1 抗原ペプチドのアミノ重量鴛換アナログによるT細胞レセブタ… (TC防アンタゴ

ニニズム

主主主主ペプチドのアミノ鍛霞換アナログの中には抗祭ペプチドが誘導するす事謀総応答を銭1最jする
ものが符複し、これはTCRアンタゴニストと呼ばれている。その鍔1輩jメカニズムは完会に紛ら
かにされてはいないが、 TCまアンタゴニストを認意義したTCRからは掬制シグナルが1伝達される
と考えられているc

in vitroにおけるこれらの現象の発現は、アナログペプチドを有効広務F話すれば人為的に免疫反応を

抑毒1Jし、アレルギ}なとζの免疫霊長ゑの予防・治療できることを示唆しでいる。 TCRアンタゴニストに

よるT細胞花、毒事の抑制1]1立、抗原ベブチドを認重量ナるT綿総にまきいてのみ草寺祭主告に引き起こされ、無関

係必銭湯;特異性を持つT童話織に対しでは何ら影響を与えない。したがって、病因となるT縮胞応答だ

けを抑制jできることになり、愛会であると害者えられる。実際iこ3建造金約自己免疫疾患モデル動物におい

て、 TCRアンタゴニスト汚性をもっアナログペプチドの投与によりその発症を抑制できることが示さ

れているfへこれらは、 TCRアンタゴニニストによって疾患の蘭[1:豪的な謀長閑であるτ意義君主応答を抑約す

ることによって総選主を抑制できたものと考えられる。

一方、アレルギーは、主に災惨な抗体重量生応答が総滋となる疾，埋まで~る。 IgE!ま I 君主アレルギーの

jぷI]sjとして紛られている免疫グロブリンのクラスである。 B綿殺による19Bの産主主からアレルギーの

発伎に至る巡幸撃には、 (l)B綴胞のIgE重量ゑ潟殺への分化、 (2)t主主主によるB車割腹およびT車問』訟の葬昔話土、 (3)T

細胞によるIgE主主総事選箆に対する抗体重量主主の介助、 (4)1喜志抗体の?スト繍胞への終合、 (5)筑波によるIgE
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抗争字架橋のもたらすマスト細胞の惑も綴章主化とそれに伴う化学伝達物資の遊離、 (6)遊毒撃された化学f云遼

物燃の直後作尽による組織の反応、とこれらの物資により誘怒される好除去まやま矛者監禁球の反応、局所への

毅良、という多くのステップが存在する o これらのことから、アレルギーのm:闘となるIgE庭生の抑

制が、その治療や予防において賞受も重撃さな議題のーっと若手えられる。しかしながら、 TC畏アンタゴニ

ストを用いてIgEを会む抗体庭生を抑制jできるかどうかについてはこれまで報後きれていない。

そこで、本研究ではこの可存在性について検討をおこ4去った。すなわち、牛乳アレルゲンである介ラ

クトグロプリン6')T級制11原決定義の l後暴量殺アナログの料、計四アンタゴニストj刊を持つも

のを潟買をし、アレルギー反応の誘導に霊祭な役割を果たす19Eを含tr抗体産後応答に文守する抑制j効果

をinvivoにおいて解析した{730

材料および方法

マウス

C57BLl6Nマウス(メス、 6-8週齢)および13DF1マウス(メス、 6-8滋齢)は日本クレアより

幾入した。

域主主

細胞の緩獲にi土、ペニシリン(明治製薬)1∞U/州、ストレプトマイシン(蕎有製薬)1∞戸g/ml、

ふメルカヅトエタノ-)レ(東京化成工業) 5 XW-'Mを含む良PMIl640綾地(日*'製薬}を用いた。

合成ペプチド

pll合-133(CQCLVRTPEVDDEAL)、pll哲悶133の124妻美さき留のArg残爆をGln残碁に霊堂換したアナログ

ベヅチドRl24Q(CQCLVQTPEVDDEAL)および1299建築自のAsp残基去をSer残遂に重量換したアナログペ

プチドD129S (CQCL V説得'EVSDEAL)、p1l9珂 133とは無関係の由s9'Uを持つI-A'結合牲のれいカゼイン

的来ペプチドP101まペプチドシンセサイザー430A(PE Biosystems、FosterCity、CA、U.S.A.)を渇い

て、 F-問。cj安によち合成した。レジン及びアミノ援現ij~主の保奇襲蒸を秘義者後、逆中日日PUごによ号機製した。

合成ペプチドのアミノ般/ll9'UIまブロテインシークエンサー PSQ-l(島津製作所}を用いて客室言ました。

水酸化アルミニウムの語奇数

後緩アルミニウム・ 16~187)(和物16.7gを議長惚水25加 iに溶解し、後手学しつつ1N求書菱化ナトリウム水

溶液150泌を少雪量ずつ飢え、主主織で30分間毒事震ました。これを2，0獄。rpmで10分間途心し、 jニ滋を主舎でて

連主留水を加え、!緩i習し t~o この空襲伶をさらに 3 1lll縁寺返して沈殺を洗浄した後、き整然乾燥し、水後fヒ

アJレミニウムをf尋た。
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リンパ童若葉HH急ま謀議室試験

C57BL!6Nマウスの関足裏に、 CFAお37Raを用いて、…Il!iあたりのlOpgOワp119-133を単狼勺、 10μ

gのp119ω133と10戸芸のアナログペプチドを問時に、あるいは10戸gのp1l9-133と5μsのR124Qと5μg

のD129Sをl埼E警に投与した。…i遊間後、鼠けい幾u主び膝下部のリンパ筋を摘出し、リンパ球挙結締胞

j様濁液を議室をしたο主寺地;ま上Lこ示したPRMIl640培地にC57翠L/6Nγウスq)iま常血清を 1%添加したも

のを潟いたa 細胞理委i務主支を 2x 10' cells/mlの濃度に言憲章をい O剛 50μMq)p1l9拘 133の存在下、 96ウェル

プレートで培養した。 3閃後、 ['H]チミジンを1μCi/ウェル添加し、 20時間後iニ['H)チミジンq)革支

持込みを測定した。

マウスの免疫及び採血

C57Bν6N7ウスの緩i警に、熊免疫蒋lこはツロイント不完全アジュパント (IFA: Difco)を、一次

免疫待にはCFA-H37設aを、 2長選間後の二次免疫終にはIFAを潟いてp1l9-133やアナログペプチドを免

疫した。各免疫の一週間後にマウスの線総から採血を行い、認証清を得た。

また、 1喜怒抗体産生峰、事事を観察する場合には水酸化アルミニウムゲルをアジ4 パントとして周い、

次のように行った。水酸化アルミニウム 3mgをO.望号毛主量化ナトリウム水溶液250戸iに懸潟し、一方、

100μgのp1l9欄 133を単独で、あるいは100μgのp1l9-133と1mgのDl29Sを混合してPBS250μ11こ溶解

した。これらの溶液を汲合してBDF1マウスの緩控に注射した。 3週間後1:1湾総に10μgのp1l9-133を

3mgの水重量化アルミニウムとともに緩燈に投与した。その 1週間後に採血し、血液を得た。

立立誇守中の特異抗争李登設のi開j定

血液中の特異抗体驚を殴JSA法により慣~笈した。以下、その方法を記す。

1.96ウエjレポリスチレン綴マイクロタイタ…プレート術開c)の各ウェルに10戸喜/耐のp1l9-133

を含むPBSをおμi加えてコ…ティングした。また、稼準曲線1'F主義F自に抗マウスIgG(Fab特異的、

Sigma)をlOpg/mlとなるようにPBSで、希釈し潟殺にこ3…ティングした。これらを 4'Cで…号義務援

し

2.各ウエ jレをPBSでき主浄した後、 1%のBSAを含むO.lMのクニLン酸素量喜毒液 (pH6.4)1∞μlを加

え、室温で2H寺嫁毒事霞した。

3.各ウェルをPBS-tw.帥 nで洗浄後、 1%BSA及び5mM民DTAを含むPBS-twe叩で希釈した総長量消

50μ1を匁えた。またi藤波長主主張のマウスIgG，、マウスIgG，，、マウスIgG，.の害警滋物質をPBSで議定

単希釈し、マウスIgG"に隠しでは1.でp119附 133をコーティングしたウェルに、?ウス IgG，、

IgG2.に関しでは、1.で抗マウスIgGをコーティングしたウェルiニ1ウェル当たり 50μl力nえた。

これらを実iJla"t.'2P寺間資事置した。

4 .各ウェルをPBS-tweenで渋滞後、 PBS剛tweenで希釈したアルカリホスファタ…ぞ機議抗マウスIg

(G、J弘、 M)抗体あるいはアルカリホスファタ…ぞ様議抗マウスIgG，抗体、抗マウユIgGz.抗体、
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抗マウスIgG2b抗体を (CappeI)50"， 1加え、 i援光して室長級1.'2雲寺罪警官事霞した。

5 .冬ウェルをPBS-tw出 n¥了、洗浄後、 1 mg/mlのpニトロブょにニjレリン護費二ナトリウム{主主演化成

工業l/ジエタノールアミンー滋薮緩衝液 (pHゑ8)50μlを加えた。主義、話誌で育事霊童して反応させた

後、マイクロプレ…トワーダー (model4弱、 Bio-Rad)により、 405呂田の後光仮を測乏した。

pll9- 133に特異的~IgEの検閲

抗血液4'p1l9-133の終契約19E:抗体量i立与えの様にELISA淡により測を在した。

1. 96ウェルボワスチレン製マイクロタイタ…フ・レート (Nunc)のおウェル↓こ10μg/刈のpll9-133

あるいは100"， g/mlの戸みGを含むPBSを50'" 1加えて 4.Cで一晩コーテイングした。

2 .各ウェルをPBSで渋滞した後、 p1l9ω133をコーテイングしたウェjりこはプロッキング到jとして

BSAを 1%含む0_IMクエン後緩衝液 (pH6.4)を100μl加え、 s-LGをコ…テイングしたウェル

にはBSAを3%含むPBSl∞ulを加え、 37"(;で2時湾総長愛した。

3. 各ウェルをPBS-twe剖 1で洗浄後、 1%のBSA:l3よぴ5mMの四'TAを食むPBS-tweenで希釈した血

清を50ρ加え、 4"(;で一線終澄した。

4 .各ウェルをPBS-tweenで洗浄後、 2μ喜ImlとなるようにPBS-tw開砲で希釈したピオチン襟識ラァ

ト抗マウスIg認モノクローナ)v抗体 (Pharrnin喜朗}を50μl加え、 2革論で2草寺!務総侵した。

5.各ウェjレをPBS-tween'ぞ洗浄後、 PBS-tween1.'希釈したアjレカリホスツアターゼ器禁滋ストレヅト

アピジン務液 (Zy鳴 ed)を50'" Jおえ、滋光して家主義で 2時湾総長愛した。

6.各ウエJ訟をPBS-twe閣で洗浄後、 1m喜/磁の p-ニトロフェニルリン酸ニナトリウム{楽家化成

;工芸長〉を含むジエタノ…ルアミン一議酸緩衝主主 (pH9.8)50μ1を加えた。室温で務費して氏応さ

せたf哉、マイクロプレートリーダー (mode1450、Bio-Rad)により、 405n艇の吸光綴を測定した。

pl19-133特異的抗体のアナログペプチドに対する交差反応伎の測定

p1l9-133特異的抗体のアナログペプチドにますする交差反応伎の誼IJ定I立総合鐙客五.usAiまにより総主主

しfこ。

1. 96ウェルポリスチレン袋マイクロタイタープレート (N関心の若手ウェルに10μg/mlのpll9-133

を会むPBSを100μi加えて '1"(;で一晩コーティングした。

2 .各ウェjレをPBSで洗浄したf麦、 1%のBSAを会主rO.1Mのクエン富豪緩衝液 (pH6暑の 200μiを淑

え、議詩語で2時附脅争官ました。

3. 3%BSAを加えたPBSによるプロフキング主義作のみを行ったプレートをF目覚ました。 0.2網200μM

のアナログベブチド溶液とp119-133特異的抗体i土、 10μgのがお-133をC57BLl6N7ウスに 21選投

与した場合に繰られるttc血液を 1%BSA及び5mMEDτAを舎かPBS-twe加で500依然釈したもの

を用いた。

4. 2.のプレートをPBふtw∞n'で洗浄後、 3.で2時間後君愛した各サンプル50μ1を、 3.(J)プレー
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トのウェ)vに移して集?畿で2時間滋養愛した。

5.そをウェルをPB3・tweenで淡i争後、 PヨS剛 tweenで希釈したアルカリホスフアターゼ標識抗?ウス

IgG抗体 (Capple)50μ1をおえ、滋光して2裏話墨で2時間務穫した。その後(J)行革翌l士、血清ゅの特

異抗体登の測定の壌に設立した方法に縫った。

有意慈の検定

p119-133符爽的抗体感伎の抑制効薬における有望霊祭の検定i立、 Mann-Whi初旬法によ与す7った。

結果

また々はこれまでの戸ーラクトグロプリン事事終釣T細胞クローンを胤いた研究で、このクローンが認識

するτ綴喜抵抗原決定義を含むp1l9-133残基に相当するペプチド (p119-133lのl残義変換アナログの<t

から、 T線総クロ‘ーンのp1l9-133に対する増議長工惨事さを特奨的に浴客するもの {τCまアンタゴニスり

を附まをしていJ.，，，)。すなわち124残暴EI(J) Arg残築をGln残基に建設換したま124Qと129残法務のAsp残援

をS訂残ままに置換しt.:D1293が、 4つのす細胞クローンのうちそれぞれ異なる 3つに対して抑制活性を

君主すことを紛らかにした。また、さらにD12鈴を一次免疫普舎にp1印刷133と陶器寺に投与することにより、

p119-133終契約抗体主主余応、終を抑制できることを示した。

そこで、本研究では01293による抑制作用を議綴に検討するとともに、 01293とRl24Qの2つを併

用することにより、 p1l9-133に終終的なτ綴総クローンの応答をより効率約;こ抑制jできることが期待

されたため、この2つのすCRアンタヅニストベヅチドを痛いて、よ号交事務的に IgE抗体ii:1::}，~、事与を初

期iずる方法について検討した。

主主体内におけるpllg..l33に対するす主謀総応答のTCRアンタゴニストベブチドによる線約効果

まずはじめに、豆124Qや012絡がγ ウス主主体内において、 pl1ふ133~こ対するτ綴胞の応答を事予期~'t"き

るかどうかを調べた。 pl1告-133を単独あるいはPlOと災雲寺に投与した場合に繰られるリンパ節細胞は、

inν'itrG 't"p 119-1331こますしてj農皮依存約に強い土製薬童Ií5~与を示した(綴 2)。一方、 Rl24Qあるいは01293

をp1l9-133とi号待に投与した場合には、 pllg..133を単独で投与した場合に比較して、得られるワンパ

節絢胞のin..vil仰't"のがお繍133に対するま警菜室の低下がえられた。以上のことから、 R124Qおよひ'bl29s

iまp1l9-133と病絡に投与することにより、 pl1g..133に対するT総君主(J)→次感作と、引き続いて起こるj毒

性化を抑露目していることが号きらかとなった。また、 Rl24Qと01293とを共存させて p119-133と問時に

B6マウスに投与した場合にも、得られたリンパ飯事器殺のinν'Itroでのpllふ133に対するま警殖の低下は綾

察怒れたが、その効果はRl24Qや01293を単独でp1l9-133とl司憾に投与したさ発会と同線肢のものであっ

た。 pllふ133とは無関係の書記知jをもっIAお総合性α，，-カゼイン期衆ペプチドPlOは抑制望書3裂を示さな
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かったことから、 R124QとDl2鈴の抑制効呆は間配分子に対する競合間擦によるものではないことが

示された。
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p11ら133conc剥 (JAM) 

関2 βーラクトグロブリン由来ペプチドp11号-133で襲警滋されるτ総路liD望書に対するτCR

アンタゴニニストペプチド01298およびR124Qの抑鱗効巣

C57BLl6Nマウスを 3匹ずつ次の 5着手に分け、それぞれ?ウス 1匹あたり、10μ阜のp1l9-133(0)、
10ft gのp1l9附 133と10μEのpR124Q(A.)、 10ftgのp1l9-133と10μEのpDl2鉛(....)、 10μgのp1l9
133と5μzのpR124Qand 5μzのpD収録{園入品うるいは10，"gのp1l9-133と10μ阜のPlO(・)を、
CFA-H37喪迄とともに笈経内に投与した。免疫78後にすウスのワンパ童書線磁を議議後し、様々 t..:
譲ocのpll号-133Q)存在下で繁華幸し、その主要聖堂応答を議ペた。喜重はそれぞれの後の次長主役券存在
下での後で綴!った後 (StimulationInde，)で示した。

全体内におけるp1l9倫133~寺異的抗体還とおこ対するD129Sの効楽

さたに、 D129S<7)pllら133終奨的抗体夏草公認3終に対する抑言語j安主主長を検討した。一次免疫持の10μ患のF

119-133を投与し、 2滋律義Jまの三次免疫昨季にも10μgのpllふ133を役与した畿では、重量いp1l9-133終終

的抗体E量生応答が認められた(図 3ぺ若手)。それに対し、一次免疫時にp1l9-133と同特にI∞μ悲のD

129Sを投与した場合には、顕著にp119-133特輿的抗体窓生 (IgG、M、A)の抑制が認!められた(閲3

'II番手入 p119-133による一次免疫の 7日前にD12おだけを単独で投与した場合にも、 pll9-133終然的抗

争本の運量生低下が認められた(図ふぴ務)。一次免疫絡にpll吉-133を単重量で投与し、二次免疫葬警にpll告‘

133 t 10μgのDl29S'a:投与した場合iこはp1l9剛 133特異的抗体のE量生は抑制jきれなかった{弱小m若手)。

一次免疫の際、 10μgのp1l9-133とl∞μgのplOを同時に投与した場合のp1l9-I33特異的抗体の滋Eとを

総べたところ、このき整会には、 pll9-133終主導的抗体 (IgG、鋭、 A) の議集は抑制きれなかった (~3

糊 V哲学入したがって、Dl29sのpl1令133終災釣抗体重量ととの持続i売さ桑は滋波C分子への結合<7)競合による

ものではないことが紛らかになった。
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定xperimentalgroup 

pllら133で誘導される特異主主体産主主応答Lこ立せするinvivoで、のD1298の郷鎚効薬

C57BL/6Nマウスをぬμ宰のpll9-133で猿綾内免疫(一次免疫)し、 2遜爾後に10μgの手119-133
-r:波紋免疫{ご次免疫}した(草rou予 1，n=10)合Dl29Sの害事幸IJ効果を譲べるため、一次免疫待
に100潟のp119-133とともに投与 (gro暗証， n=lO)、あるいは二次免疫碍に1C陪μ喜のDl29Sを
10μ躍のpllふ133とともに投与 (group乱 n=5)した。また、伊uplV (n= 10)においては、
一次予患者誌の l~華街郊に1鈴μ 草のDl29Sをアジ斗バントとしてIFAを用いて農産内に投与した。

立す員塁線として、 p1l9-133とは罪悪関係にlf列をもち、 i司じMHCクラス E分子(J-Ab)に結合する
ペプチドP1似∞ρgを一次免疫持に10μ耳のp119-133とともに投与した群を設けた (groupV， n 

5) Q :r-タは4!r7ウス倒千本(0)のpll急133特異的抗体 (IgG+M十A).量と各訴の平均値(-) 
告、 group1のpll仏133符契約抗体の平均銭 (112.9ρglmllに対する相対量として示した。

箆3

p1l9-133特異的抗体若手IgGサブクラスに立す寸る0129Sの効果

0129Sの問時投与によりp1l9剛 133終終的抗体のIgGザブクラスに与える影響について解析した。一次

2週間免疫の際にγウス腹般に10μgのp1l9-133と100μgのD129憶を投与した(関 4AおよびB-ll群)。

後、 p1l9-133を様独で、投与し、 4専られる抗JfiLt背中のp1l9-133特奥的抗体のIgG各サブクラスの抗体価を

調べた。その綴果、 0129S問時t賞与のB6マウスでは、 p119剛 133単独投与マウスに比較して、 p119-133

の謀長伎の低下が認められた。 p1l9-133特異的抗体IgGz，に関し特異的IgG(図4A)、IgGZb (殴J4 B) 

ては全ての試験でELISAままの検出限界以下だった。 JgG，はTb2繍総によ句、 IgG2H IgG2 b.. はThl綴鳳

より誘導される。 01298.立Thl、Th2ji!苦労のT議離脱サブセットの応、事与を鈎I翁1]ずることが示唆された。
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Experimental group Experlmel詑algroup 

D12981まp119-133の寺毒薬釣IgG，抗体、 IgG2.抗体の援さををともに抑叙した

芸誌3に示したを撲のマウスj血清やめ縁仏抗体(A)、IgG"抗体(日)の濃度を溺定した。阪のシン

ボルは11113と河様である。デ日夕}まgroup1のp1l9-133特異的Igふまえ体、 I富G2aの工事均{童(哲也1
μ喜/問i、および11.4μ器fmJ)こ対する格付鐙として示した。

。姐01

II I 

D129Sのが1与133特異的19E~主主主に対する務総効果

BDF17ウス緩終にIω戸芸のが19-133とl自主(1)Dl29Sを同時に永吉変化アjレミニウム 3mgともに投与

した。さらに21日後に玲μgのp1l9-133と3mgの家薮化アルミニウムで添加免疫したところ、一次免

疫の際、マウスに100μEのp1l9“133を単独勺投与したマウス}こ比較してがお-133特異的のE主主主(1)低下

カ波、設うられた(i表討。これによ号、Dl29Sはpll9-133特異的慎重量殺を抑制することが切らかになっ
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01298のp119-133特異的i司区抗体産量生iこ対するinvivoでの抑制効薬奇襲 1

筑 pllヲー133I喜怒抗体鏑(ng!mり投与ペプチド

実験2実験12次免疫1次免疫

391.2土47.2198.3土21.9p119-133 

p119欄 133

pliヲベ33

p119-133 + pD129S 35.6土5.121.富士7.2

BDFl:マウスを、 100ド喜の p119・133と3mgのalUI豆、あるいは 100μ草の

p119-133、lmgの予D129Se: 31冨gのalumで康俊免疫したα3還箆後、各君事

のマウスを 10聞の p119必，3e: 3mgのal繍で追加免疫した。その 1波路

後iこ採血し、各喜平6践のマウスの政務を合わせたものについて抗p119-133IgE 

抗体備を測定した。
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主xperimentalgroup 

p119-133終異的抗体E量生iこままして R124Q，主義者縦効5裂を示さt.I:い

C57BL/6Nマウスを10"喜OJp1l9.1331C'綾経内免主主( 次免後}し、 2;畳間後に10"阜のp119-133
で滋初免疫(二次免疫}した (group1. n= 10)， RlおQの抑制t効果を謁べるため、一次免疫特

に100μEのD129Sを10"gのpll5ふ133とともに投与は即時 II.n山吉)、あるいは50"gのDl29Sと

50" gの毘124Qを10"gのpl19-133とともに投与 (group白.n=5) した。対照君事として、 p119.133
とは書聖書議事長に配列をもち、河とMHCクラス草分子(J-Ab)に総合するペプチド PlO 1∞μgを
次免疫時に10"gOJpl19-133とともに投号した鮮を設けた{車問叩 V.ぬとコ 5)，データは各マ

ウス個体(0)めp1l9.133特異的抗手事(lgO+M+A)蒙と各務の平均値{一}を、 group1 6うp1l9-
133特異的主主勢の竿均値 (112.9"g/mIlに対する絡ます霊として示した。
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生体内におけるが19叩 133特異的抗体長長生に対する R124Qの効粂

次に、 Rl24QとD129Sをき字病した場合の特異抗体語表委主への抑制効果を検討した。一次免浅のi線、 10

μgのp1l9-133と5Of1gのま124Qと50戸喜のひ129Sを投与した場合(図ふ:君事宇)、また10f1 gのp1l9剛 133と

1む匂 gのR124Qを投与した場合、(u罰 5四 E君事)、 3週間後』こlOflgのp1l9-133を投与したf去のp1l9-133特

異的抗体 (IgG、 A、M)(f)産生長まl土、一次免疫の限告にpllき-133需主独で投与した場合(図 5-I若手)に比

絞して、変化しないかむしろ増加した。

p1l9ω133半年異的抗体のRl24QあるいはD129SIこ対する交差反!制裁の解析

p1l9-133終奥的なす紛総応答に立すしでは河様に総務j効果を示したひ12きSと京124Q吉宮、 p119周 133特契約

抗体長量生応答にませしては会く爽なる効主誌をf詳した機器専を検討する密約で、 pll告-133務委主的抗体が設124

Qとり129SIこ交議反応、性を示すかどうかをま議会限努ELISA設によち解析した。プレート綴キ震にp1l9同 133

を吸禁させ、国羽上(f)pll号-133と減寺雲取のp1l9悶 133特異性抗体との反応をあらかじゐ君主将中で抗体と

インキュベ…トしておいたペプチドがどの程度E霊祭ずるかを競べt::.oその結菜、 pl19-133特異的主主体
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fil1I6 担119-133終異的抗体t;J:R124Q tこx主義反応するが、 D129Stこは交遊反応しない

p11章一133~粍幾底力抗体を含むま先立ni脅を希釈したものを、液者誌やで童話;こ示した淡君主<i')p1l9-133(OJ 、
D129S(T)， Rl24Q (，t，.)、為るいはPlO(eJと反応、させた。この伏期清とベプチドの混合物をP
119-133を国秘fとしたBLlSA抑l浴用プレ}トのウょたんに怒えたα 閣総化p119-133，こ結合した1事
{対やG+A)主主体を検崩した。 B:l3よひっ話。はそれぞれ、調べたベブチドの存在下、手ド手f:tt下で
の吸7，';1買を示す。
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と闘争底上O:>p1l9附 133の絡会iこ対してお24Q!土p1l9-133と[言j穏皮0:>1浪芸撃をえ詳した。一方、 D12絡では鐙警

はほとんど見られなかった(殴 6)0 p119-133特契約抗体はEミ124Qにますして交差反応伎を示すが、 Dl29

Sに対しては;ei主反応伎を示さないことが明らかとなった。このう誌滋反応のi章いが、特築抗体産生応

答に対する抑制効巣のi車いを生じさせている原因であると移えられた。

考察

介ラクトグロプザン由来ベプチドアミノ援護霊換アナログの主主体内で免疫r.i5答抑制j効果を検討するに

襲警し、 4き整案員改〉βRラクトグロブlJン特異的T事議総クロ…ンのうちの3種類に対して抑制j活性 (TCR

アンタゴニスト洛性〉を示したDl29SとRl24QIこ緩おしたoD129sあるいはRl24Qとp119-133を問符に

投与したマウス富来のリンパ童話綴胞のinvitroでO:>pllふ133にあtするま襲被応答i主、 p1l9-133を再生綴で投

したB6マウス由来のリンパ査官級胞の土警護室長与漆によ七絞して低下していた (002)。このことよ号、災

ペプチ別式投体内においてp1l9-133にますするT素顔2訟の一次総11:を抑制することが示唆された。Dl2事31主

役体内においてp1l9-133特異的なIgEを合な抗請す畿を生!島幸喜を抑指せした(t還 3 および4 、~l)。このこ

とより、 TCRアンタゴニストi活性をもっアナログペプチドを用いることにより、アレルゲンに主せする

T細胞応答そして抗体産主主応答を抑制できることが明らかになった。一方、 R124Qは抗体産ゑ応、季初こ

対しては会く抑制効果を示きなかった。;この際関としてD129Sはp1l9-133特異的抗体に対して総合し

ないのに対し、 R124Qは結合することが考えられた。したがって、牛乳アレルギーをアミノ酸畿換ア

ナログを用いて抑制することを試みる機会には、1t.'fLアレルギー患者のIgE抗体と反!と‘しないものを

選択する必要があることが鳴らかとなった。

TCRアンタゴニストのさ主体内での免疫応老年に対する抑制]効果;立、実験的自己免疫問自綴膜炎(EAお)

において報告僚がある{針。しかし、アレJVぞーなど抗体産生応答の異常が原閣となる妻美ゑ、あるいは

生体内での終異主主体重童話三に対するTCRアンタゴニスト0:>狗是認効果については、会く総合併jがない。本

研究で得られた、 TCRアンタゴニニストを潟いることによち特異 19B重量生r.i5~撃を事i織できるという発l~

は、新しくしかも緩めて宥腐なものである。

TC豆アンタゴニストは筑波ペプチドと得証警にT総胞に掲示される場合にT線総の応、事~~事手紙ずるのぞも

抗原ペプチドと問時に投与、するさ議会により大きな約制j効果が得られ易いと考えられる。また、 p119ぃ

133の免疫の 7日約にひ129Sを投与却した場合にも顕著な抑制効巣が認められてv'る。…1J、一次免疫時

にp119同 133を単独で投与し、二次免疫時にp1l9-133とDl29Sを同時に投与した機会には抑制l効巣が認

められなかった。免疫系が既に活性化されている場合、抗原に対するT細胞やお紛胞の二次al幸子は非常

に厳しく、その応答の抑制l立総しいものと考えられる。以上の結果より、 TCRアンタゴニストの投与

はアレルギ一応答を引き緩;こ各ないための予防においてより効果的であることが示唆怒れた。しかし、

投与量、投与額数宅事O:>~条件を務総に検討することで、既に活性化されたT繍胞をきた体内に投与したTCR

向ぺ
d

F
h
u
 

η
4
 



アンタゴニストで抑制し、アレルギーに対するお療効主義も得られる可能↑設は残されている。

Dl29Sで抑制jされるp1l9-133特兵約抗体(I)lgGのサブクラスを解析したところ、Dl29SはJgG，、 IgG"

の何方の互主主主に文すして抑制業主予誌をぶした{器H)oCD4+T暴露胞はそのサイトカイン産主投パタ…ンから、

τ註l暴露施とTh2勉君主に分筆頭される。インターロイキン2 (rL-2)やインターフヱロンr (肝，-r )を皇室

生するTh1縮胞はB籾胞によるIgG2.、IgG2Tの滋生を滋蒸し、ル4やIL-5を緩生するTh2暴露総iまIgGtや

IgEのE主主主を誘毒事し、アレルヰ戸}応事干の誘導率， 1定遂に重要警な役畿を果たす。]二i惑の章者糸から、Dl2おは

p119-133Iこ対するす泌総総とTh2幸運胞の爾方の応答を事予約することが窃らかになった。

本塁斉究では、より強い免疫応挙事抑税効果を移るためにD12告SとRl24QQ)修用を試みた。豆124QはD

129Sと災なるす綴胞クロ←ン群におfしTCRアンタゴニスト治'l!主を示し、Dl29sとの併用によ号、より

緩い免疫応答抑制効栄治安得られるものと期待'した。 Rl24QもDl29Sと湾毒素のT刺胞応答抑制効果をえ去し

たが、薦者の併F刊による鈎苦言効果のI陸滋は緩められなかった(凶 2)0R124QとDl29Sの供鴻による機

総効糸がみられなかった級自のーっとして、 Rl24Q、やDl29Sが抑制jするT縦目証言事がほぼ同 4 のT豪語凝集

隠である可能↑設が挙げられゐ。もう一つの毒患由として、 p1l9-133特築釣T童話胞の中lこ設124QやDl2似を

ま君織するす綴君主治£存在ナることが挙げられる。 R124Qが事予約するp119-133終主主釣T細胞の中にはDl29S

を認識して活性化されるT溺総会堂存在する場合があ母、また逆の機合もあり得る。このような滋合、

主李総に抑制効果が綴知的にはならないと移えられる。

Rl24Q とDl29Sの併}fHこよ等、 T綱胞宮、~(Íう抑制効果は蓄君、められたが、抗体謀長会Aの抑制は会くみられ

なかった。これば、 R124Qが抗体産主主抑制効薬を奈さないためであったoDl29Sと局者誌のT豊田線応答抑

制効3裂を持つにも関わらず、 R124Q金支p1l9-133特異的主主体Q)i!l生を抑制日しない理長期として、 p1l9・133

特異的抗体法、 Rl24Qに対してはうど言葉反応、後をえ試すが、Dl29Sに対しではネさないことが隣らかになっ

た{図 6)。このことはp1l9鱒 133特災約百品目胞が、 R124Qをその委託言語免後グロプリン分子から取与込み、

MHCクラス E分子主ともに掲示できることをぷ唆している。 B細胞の主主体産生剣胞への分化にはT叙

胞による活鋭化が必要である。 B細胞は家言語免疫をグロプリンを介して抗主主を取ち込み、 MHCテラス

草分子とともに、まお露支ベブチドをす豪語胞に掲示する。 T書簡胞上のすCまやCD40リガン}ごなどの級E望者提言吉

凶予とのき詰互作用、およひマ繍胞が重量生するサイトカインの刺激を受けて、 B縦胞は抗体産主長細胞へと

分化寸る。したがって、本研究め結巣は次のように解釈できる。設124QI立主主体においてp1l9-133特喜望

的τ総胞のお5'['主化を線事Jjするが、 R124Qtニ特異的主主τ総総は t2i 1~主化する。 R124Qをまえ涼掲示したが19-

133特異約君主富胞はR124Q符災約T継総からの活性化期j激を受けてメモリ -B綴総に分化する。現124Qを

投与した?ウスにはp1l9-133将兵釣メモリー恐妻君主きが高額皮で存号をするため、 p1l9-133特異的T議題総の

応答が抑制されでも、 p1l9-1331守主翼告さまiL体のE窓生が誘導事されると考えられる。一方、Dl29Sはpl19-133

特異的恐幸運君主には抗原掲示されず、。129S特異的T細胞はが1ふ133特契約メモリ -B絢胞への分化を誘

導しないoDl29Siまp119-133特異的T細胞の…次長芸作を抑縦し、 p119-133特異的メモワーB車盟主義への分

化の誘導には関与しないため、効果的にp119剛 1331こ対する抗体産伎を抑約したと;考えられる。

近年、特笈のアレルゲン;こ対する19Bの夏芝生やアレルギー懇話の発症とMJ否Cクラス E分子の簡には
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将関↑生のあることが準自修されている。スギ花粉の主主要アレルグンであるCryj1とHLA-DQ3分子や問、

ホソムギ花粉抗原LoI]と E王LA~DR3分子 (DRB1 *0304)マみられる綴言語は州その一例でみある。今後、

牛乳アレルギーでも、患者の瓶A分子(ビトのMHC分子)と発症の相闘が言まめられ、 T縦燃が認議す

る今季しアレルゲン上の滋f立が明らかにされれば、その幾分のベヅチれこすCRアンタ:プニスト活性をも

たせるように寸ることにより、アレルギーの治療や予防へ応用することもOJ室長となると期待される。
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