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〈要 約〉

　正または負のシグナルを伝達する免疫補助受容体によるT細胞の活性化の厳密な制御は，免疫系の恒常性の維持において非常に重要な役割をはたす．近年，免疫チェックポイント分子であるPD-1やCTLA-4に対する阻害抗体が複数のがんにおいて治療の効果を示したことから，がん免疫療法が大きな注目をあつめている．LAG-3はPD-1およびCTLA-4につぐ免疫チェックポイント分子として注目されており，さまざまな疾患に対する治療の標的として世界中で研究が進められているが，LAG-3が免疫を抑制する機構についてはほとんどわかっていなかった．この研究において，筆者らは，LAG-3が安定な構造をもつペプチド-MHCクラスII分子複合体を選択的に認識することを見い出した．これにより，LAG-3がMHCクラスII分子と安定な複合体を形成するペプチドに応答するヘルパーT細胞の活性化を選択的に抑制することが明らかにされた．
はじめに

　免疫系の司令塔であるT細胞の活性化は，T細胞受容体を介した抗原による刺激にくわえ，正または負のシグナルを伝達する免疫補助受容体により厳密に制御される．このバランスが破綻すると，病原体を排除できなくなる免疫不全症や，T細胞が自己の正常な組織を攻撃する自己免疫疾患などの重篤な疾患につながる．一方で，抑制性の免疫補助受容体であるPD-1あるいはCTLA-4を阻害するがん免疫療法，いわゆる，免疫チェックポイント阻害療法が複数のがん種に対し劇的な治療の効果を示したことから1,2)，一部のがん細胞が免疫チェックポイント分子を利用することによりT細胞の活性化を抑制し免疫系による攻撃を回避することが明らかにされ，がん免疫療法が大きな注目をあつめている．そのため，そのほかの免疫補助受容体，とくにLAG-3はPD-1およびCTLA-4につぐ免疫チェックポイント分子として，免疫療法による治療の標的として世界中で研究が進められている．
　LAG-3は，1990年，ヘルパーT細胞の免疫補助受容体であるCD4に類縁のタンパク質として同定された3)．これまでに，筆者らを含むいくつかの研究グループにより，LAG-3は活性化したT細胞の表面に発現すること，T細胞の活性化を抑制することにより自己免疫疾患の発症をふせぐこと，がん免疫を抑制すること，などが報告されている4,5)．しかし，LAG-3が実際にどのような免疫応答をどのように抑制するかについては，依然として不明な点が多かった．また，LAG-3はCD4より高い親和性でMHCクラスII分子と結合し，CD4とMHCクラスII分子との結合を競合的に阻害することによりT細胞の活性化を抑制すると考えられていたが6)，その実験的な根拠はとぼしく，矛盾する実験結果も報告されていたことから，MHCクラスII分子がLAG-3のリガンドであることについては懐疑的な研究者が多かった．そこで，筆者らは，LAG-3の真のリガンドの探索および免疫を抑制する機構の解明を試みた．
1．LAG-3はCIITAにより発現が誘導されたMHCクラスII分子と結合することにより抑制能を発揮する

　LAG-3が本当にMHCクラスII分子と結合するのかどうかを検証するため，LAG-3の細胞外領域を多量体化させた可溶性のタンパク質を用い，マウス初代培養細胞との結合について解析したところ，十分量のMHCクラスII分子が発現しているにもかかわらずLAG-3との結合がいちじるしく弱い，あるいは，認められない細胞が見い出された．また，MHCクラスII分子をさまざまな細胞株に強制発現させてLAG-3の細胞外領域との結合について検討したところ，LAG-3と結合する細胞株および結合しない細胞株が存在した．これらMHCクラスII分子を強制発現させた細胞株を抗原ペプチドの存在下においてT細胞と共培養したところ，すべての細胞株が抗原に特異的なT細胞の活性化をひき起こしたことから，強制発現させたMHCクラスII分子は機能的であることが確認された．しかし，LAG-3が結合する細胞株を用いた場合にはLAG-3によるT細胞の活性化の抑制が認められ，LAG-3が結合しない細胞株を用いた場合にはLAG-3によるT細胞の活性化の抑制は認められなかった．すなわち，MHCクラスII分子のほかにLAG-3と結合しT細胞の活性化の抑制をひき起こすリガンドが存在する可能性が示唆された．
　そこで，真のLAG-3リガンドを同定するため，LAG-3と結合する細胞株から作製したcDNAライブラリーを用いて，LAG-3の細胞外領域との結合を指標にした機能発現クローニングを実施した．その結果，LAG-3のリガンドの発現に重要な遺伝子としてCiita遺伝子が同定された．CIITAはMHCクラスII分子の発現をつかさどる主要な制御タンパク質である．CIITAを発現させることにより内在性のMHCクラスII分子の発現が誘導され，この細胞株にLAG-3は強く結合した．また，CIITAを発現した細胞株を抗原提示細胞として用いた場合にはT細胞の活性化がLAG-3により抑制された．さらに，CIITAを発現した細胞株においてMHCクラスII分子を欠失させることによりLAG-3の結合は完全に消失した．これらの結果から，LAG-3はMHCクラスII分子と結合するものの，MHCクラスII分子がリガンドとなるためにはCIITAの発現が必要であることが明らかにされた．
2．LAG-3は安定な構造をもつペプチド-MHCクラスII分子複合体を選択的に認識する

　CIITAはMHCクラスII分子の発現のほか，MHCクラスII分子の分子シャペロンであるCD74やMHCクラスII分子に提示されるペプチドを選択するH2-DMなど，MHCクラスII分子の構造的な安定性の管理に重要なアクセサリータンパク質の発現も制御する．CD74およびH2-DMを欠損させた細胞株へのLAG-3の細胞外領域の結合がいちじるしく減弱したことから，LAG-3は安定な構造をもつMHCクラスII分子と選択的に結合することが示唆された．MHCクラスII分子の構造は提示されるペプチドとの親和性に大きく影響されることが知られており，実際に，MHCクラスII分子と親和性の高いペプチドとの安定な複合体とはLAG-3は強く結合したが，ペプチドにアミノ酸変異を導入することにより親和性を低下させると結合はいちじるしく減弱した．以上のことから，LAG-3はペプチド-MHCクラスII分子複合体の構造をみわけ，安定なペプチド-MHCクラスII分子複合体のみと選択的に結合することが明らかにされた（図1a）．
3．LAG-3による免疫応答の抑制の程度はペプチドの特性により決まる

　MHCクラスII分子への親和性が異なるいくつかのペプチドを用いて，おのおののペプチドに特異的なヘルパーT細胞の応答に対するLAG-3の抑制能について検討した．その結果，MHCクラスII分子への親和性がきわめて高いペプチドはCIITAを発現していない抗原提示細胞を用いた場合にもLAG-3による抑制をひき起こした．MHCクラスII分子への親和性を低下させたペプチドではLAG-3による抑制が大幅に減弱したことから，MHCクラスII分子に対し高い親和性をもつペプチドはアクセサリータンパク質の助けがなくともMHCクラスII分子と安定な複合体を形成することが示唆された．以上のことから，LAG-3の抑制能はペプチドの特性に依存的に変化することが明らかにされた．
　LAG-3の細胞外領域との結合実験の結果と一致して，ドミナントなペプチドとMHCクラスII分子複合体の四量体がLAG-3を発現した細胞とLAG-3に依存的に結合することが確認された．このとき，抗原に特異的なT細胞受容体を共発現させるとその結合の強度が飛躍的に亢進したことから，LAG-3による抑制能はヘルパーT細胞においてLAG-3およびT細胞受容体が同じペプチド-MHCクラスII分子複合体を認識する際にもっとも強く発揮されること，すなわち，LAG-3が抗原に特異的なヘルパーT細胞の応答をペプチド-MHCクラスII分子複合体の構造に依存的に抑制することが示唆された．
　安定な構造をもつペプチド-MHCクラスII分子複合体がLAG-3を介し抗原に非特異的なT細胞を抑制しうるかどうかを検討した．抗原提示細胞に不安定あるいは安定な構造をもつペプチド-MHCクラスII分子複合体を共発現させ，不安定なペプチド-MHCクラスII分子複合体に特異的なT細胞を刺激したところ，LAG-3による活性化の抑制が認められた．しかし，この抑制は安定な構造をもつペプチド-MHCクラスII分子複合体に特異的なT細胞の応答に対する抑制に比べいちじるしく弱かった．CIITAおよび安定なペプチド-MHCクラスII分子複合体を発現する抗原提示細胞を用いてMHCクラスI分子に拘束性のCD8陽性T細胞株を刺激した際にも，同様にLAG-3による弱い抑制が認められた．以上の結果から，LAG-3は抗原提示細胞の特性により抑制能を発揮しうるが，抑制の対象となるヘルパーT細胞が認識するペプチドの特性による影響のほうが大きいことが明らかにされた（図1b）．
4．LAG-3は自己抗原に特異的なヘルパーT細胞を抑制することによりNODマウスにおける1型糖尿病の発症をふせぐ
　NODマウスが自然発症する1型糖尿病の標的となる自己抗原のひとつとして，インスリンB鎖の9～23番目のアミノ酸残基から構成されるペプチドが同定されている．そのなかでも，13～21番目までの9アミノ酸残基を介してMHCクラスII分子と複合体を形成した場合には安定な構造，12～20番目までのアミノ酸残基を介した場合には不安定な構造のペプチド-MHCクラスII分子複合体になることが報告されている7)．これら2つのペプチドを用いたところ，これまでの実験結果から予想されたとおり，LAG-3は安定な構造のペプチド-MHCクラスII分子複合体を強制発現させた細胞には結合し，不安定な構造のペプチド-MHCクラスII分子複合体を強制発現させた細胞には結合しなかった．一般に，T細胞を産生する器官である胸腺において，自己抗原はCIITAに依存的に安定な構造をとるペプチド-MHCクラスII分子複合体として提示されており，これを認識する自己反応性のT細胞は負の選択により除去されると考えられている．すなわち，安定な構造をとる自己ペプチド-MHCクラスII分子複合体に応答するヘルパーT細胞は，本来は体内に存在しないとされている．実際に，おのおののペプチドに対する応答性を解析したところ，安定な構造をとるペプチド-MHCクラスII分子複合体に対するヘルパーT細胞の応答は，不安定な構造をとるペプチド-MHCクラスII分子複合体に対する応答に比べ弱いことが確認された．しかしながら，NODマウスにLAG-3の阻害抗体を投与した場合には，安定な構造をとるペプチド-MHCクラスII分子複合体に対するヘルパーT細胞の応答が亢進し，一方で，不安定な構造をとるペプチド-MHCクラスII分子複合体に対する応答は変化しなかった．NODマウスが自然発症する1型糖尿病はLAG-3の欠損により増悪するが4)，安定な構造をとるペプチド-MHCクラスII分子複合体に対するヘルパーT細胞の応答が亢進したためではないかと考えられた．以上の結果から，負の選択は不完全であり，一定数の自己反応性のヘルパーT細胞が負の選択をのがれて胸腺の外にもれており，これらをLAG-3が抑制することにより自己免疫疾患の発症をふせいでいることが示唆された．
5．LAG-3は細胞内領域を介して抑制性のシグナルを伝達することによりヘルパーT細胞の応答を抑制する

　LAG-3はCD4よりも高い親和性でMHCクラスII分子と結合し，CD4とMHCクラスII分子との結合を競合的に阻害することによりT細胞の活性化を抑制すると考えられていた6)．ところが，CD4の細胞外領域を多量体化させた可溶性のタンパク質およびLAG-3の細胞外領域が，安定なペプチド-MHCクラスII分子複合体を発現する細胞に同時に結合したこと，さらに，LAG-3との結合はのちのCD4との結合を阻害しなかったことから，LAG-3はCD4の競合阻害とは異なる機構によりヘルパーT細胞の応答を抑制することが示唆された．さきに述べたように，ペプチド-MHCクラスII分子複合体の四量体が抗原に特異的なT細胞受容体およびLAG-3を共発現する細胞により強く結合したことから，LAG-3がT細胞受容体とMHCクラスII分子との結合を競合阻害する可能性についても否定された．LAG-3の細胞内領域には種のあいだで保存されているアミノ酸配列が存在するものの，既知のシグナル伝達モチーフはない．しかしながら，細胞内領域を欠失させたLAG-3は抑制能を完全に消失したことから，LAG-3は細胞内領域を介して未知の抑制性シグナルを伝達することにより抑制能を発揮することが明らかにされた（図2）．
おわりに

　この研究において，ほかの免疫チェックポイント分子とは異なり，LAG-3が非常に特徴的な機構により免疫を抑制することが明らかにされた．LAG-3が構造に依存的にペプチド-MHCクラスII分子複合体と結合することにより抑制の対象とするヘルパーT細胞の応答を選別することは，多様性をもたない単一の分子であるLAG-3が免疫系の多様性を制御しうるという点で興味深く，MHCクラスII分子の構造の多様性の生物学的な意義を示したものであるといえる．
　この研究は，1型糖尿病を含む自己免疫疾患の発症の機構の理解および治療法の開発に大きく貢献することが期待されるとともに，既存の免疫チェックポイント阻害剤とは異なる視点からの新規のがん免疫療法の開発につながると考えられる．現在，自己免疫疾患，感染症，がんの治療を目的としたペプチドワクチン療法の研究が進められている．免疫抑制剤とは異なり，ペプチドワクチンは抗原に特異的な免疫応答のみを制御することが可能なため，副作用の少ない治療法として期待されている．ワクチンとして使用されるペプチド配列は，MHC分子の構造をもとにしたアルゴリズムを用いてMHC分子との結合能を予測し決定されることが多い．このとき，MHC分子と強い親和性をもつ，つまりは，MHC分子と安定な複合体を形成するペプチドが優先的に選ばれるが，これらのペプチドによりひき起されるヘルパーT細胞の応答はLAG-3による抑制の対象になる可能性が高い．この研究は，今後のペプチドワクチンを用いた治療の戦略を大いに発展させる可能性がある．
　今後は，LAG-3がどのようにしてペプチド-MHCクラスII分子複合体の構造的な違いをみわけるのか，LAG-3それ自体の構造解析をとおし明らかにしていく必要がある．また，LAG-3が細胞内領域を介しどのような機構によりヘルパーT細胞を抑制するのかを明らかにしていくことが重要である．
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〈図説明〉

図1　LAG-3がペプチドおよび抗原提示細胞に特異的にT細胞の応答を抑制するモデル

（a）LAG-3は安定な構造をもつペプチド-MHCクラスII分子複合体を選択的に認識することにより，そのペプチド-MHCクラスII分子複合体に応答性のヘルパーT細胞の活性化を強く抑制する．
（b）抗原提示細胞が安定な構造をもつ十分量のペプチド-MHCクラスII分子複合体を発現する場合には，LAG-3はそのペプチド-MHCクラスII分子複合体に非拘束性のT細胞の応答を抑制しうるが，その程度は弱い．
図2　LAG-3がヘルパーT細胞の活性化を抑制する機構のモデル

LAG-3はペプチド-MHCクラスII分子複合体とCD4あるいはT細胞受容体との結合を競合的に阻害しない．LAG-3は安定な構造をもつペプチド-MHCクラスII分子複合体を認識した際に，細胞内領域を介して抑制性のシグナルを伝達しヘルパーT細胞の活性化を抑制する．
