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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

抑制性免疫補助受容体 PD-1 および CTLA-4

の機能阻害によるがん免疫療法、いわゆる免

疫チェックポイント阻害療法の成功により、

未治療の状態でもがん細胞に対する免疫応答

が既に誘導されているものの抑制性免疫補助

受容体により無力化されていること、抑制性

免疫補助受容体の機能を阻害するだけで、体

内で無力化されていたがん細胞特異的 T 細胞

を活性化し、がんを治療し得ることが明らか

にされた。免疫チェックポイント阻害療法の

出現はがん治療およびがん研究に大きな変革

をもたらしたが、その奏効率は限定的であり、

大幅な改良が望まれている。治療法の改良お

よび新規治療法の開発には、標的分子の機能

を正確に理解することが必須であるが、PD-1

をはじめとした抑制性免疫補助受容体による

T 細胞活性化の抑制メカニズムには、依然、多

くの謎が残されている。 

そこで我々は、PD-1 および PD-1 と協調的に

作用することを見出している LAG-3 が T 細胞

の活性化を抑制するメカニズムを解明するこ

とを目的として研究を展開している。本研究で

は、質量分析法を利用して、抗原刺激により形

成される免疫シナプスに集積する分子を網羅

的に同定する方法の開発を試みた。また、定量

的質量分析法を用いて、抑制性免疫補助受容体

LAG-3 のシグナルシーケンス切断部位を同定

することにより、成熟 LAG-3 タンパク質の N

末端がリガンド候補分子との結合に関与する

ことを明らかにした。 

 

[1-2]研究の方法・経過 

我々はこれまでに、T 細胞ハイブリドーマ

および抗原特異性が既知の TCR を導入した T

リンパ腫細胞株を、特異的な抗原ペプチドを

提示させた B リンパ腫細胞株などと共培養す

ることにより活性化する実験系を複数構築し

ている。また、T 細胞に PD-1、抗原提示細胞

に PD-1 リガンド（PD-L1 あるいは PD-L2）を

発現させることにより、T 細胞の活性化を PD-

1 依存的に抑制することに成功している。 

これらの実験系を用いて、抗原刺激により

免疫シナプスに集積することが知られている

分子の近傍に存在する分子を BioID 法にてビ

オチン修飾し、ビオチン化ペプチドをプロテ

オーム解析により同定した。 

一般的に抑制性免疫補助受容体は、リガンド

と結合することにより抑制機能を発揮する。 

LAG-3 は、強い抑制機能を有し、がん免疫療法

の有望な標的分子と考えられているが、何が

LAG-3 のリガンドであるかについて意見の一

致が得られていない。我々は近年、LAG-3 が抗

原ペプチドと MHC クラス II の安定な複合体

（安定な pMHC クラス II）を選択的に認識する

ことを明らかにしたが、その後、別のグループ

によって FGL1 という分子が LAG-3 の機能的

なリガンドであると報告された。そこで、安定

な pMHC クラス II と FGL1 がどのような免疫

応答において、どの程度、LAG-3 の機能的なリ

ガンドとして機能しているのかを解析するた

めに、各々への結合能を欠く変異体の作製を試

みた。その結果、FGL1 との結合能を選択的に

欠く変異体として、LAG-3 のシグナルシーケン

スと思われる領域に変異を有するもの（LAG-3-



L14Q:V20A）が得られた。そこで、野生型 LAG-

3 および LAG-3-L14Q:V20A の細胞外領域を培

養細胞株に発現させ、培養上清からアフィニテ

ィー精製した後、キモトリプシンにて消化し、

N 末端のペプチドを並列反応モニタリング

（parallel reaction monitoring、RPM）法によるタ

ーゲット質量分析により定量した。 

 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

免疫シナプスには多くの分子が密に集積す

るため、タンパク質の可溶性および抗体の浸

透度が低く、生化学的な解析が困難である。

BioID 法を利用することにより、免疫シナプス

に存在する分子を効率的に同定することに成

功した。 

膜タンパク質および可溶性タンパク質のシ

グナルシーケンス切断部位を決定するには、従

来の方法では高純度の精製タンパク質を大量

に必要としたが、未精製の少量サンプルから高

精度に決定することに成功した。野生型 LAG-3

は、23 番目のセリンと 24 番目のグリシンの間

でシグナルシーケンスが切断され、成熟 LAG-3

の N 末端は 24 番目のグリシンであることが明

らかになった。一方、FGL1 との結合能を欠く

LAG-3-L14Q:V20A では、20 番目のアラニンと

21 番目のバリンの間でシグナルシーケンスが

切断され、N 末端が 21 番目のバリンに変化し

ていた。 

この結果をもとに、切断部位が知られている

免疫グロブリン軽鎖のシグナルシーケンスを

21 番目のバリンあるいは 24 番目のグリシンの

上流につないだキメラ分子を作製して解析し

たところ、24 番目のグリシンを N 末端とする

際にのみ FGL1 と結合できることが確認された。 

さらに、LAG-3-L14Q:V20A と同様に FGL1 と

の結合能を選択的に欠く別の変異体や安定な

pMHCクラス IIとの結合能を選択的に欠く変異

体を用いて免疫学的な解析を行い、LAG-3 によ

る T 細胞の活性化抑制、自己免疫疾患の抑制お

よびがん免疫の減弱には安定な pMHCクラス II

との結合が必須であり、FGL1 との結合は不要

であることを明らかにした。 

 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

免疫チェックポイント阻害療法の成功によ

り、各種免疫補助受容体を標的とした新規治療

法の開発競争が世界中で激しく繰り広げられ

ている。一方、基礎研究は後回しにされており、

各分子の機能について基本的な情報さえ不足

している。LAG-3 の機能が発揮されるメカニズ

ムの解明などにより、効果的かつ安全な治療法

の開発が促進されると期待される。 
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【4】今後の課題等 

 今回開発した方法を用いて、免疫シナプスに

集積する分子の動態をより詳細に解明すると

ともに、PD-1 などによる影響を明らかにしてい

く予定である。また、LAG-3 が安定な pMHC ク

ラス IIを選別するメカニズムなどについても解

明が期待される。 

 


