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Antigenrecognitionmechanismofanti-PGL-IantibodyDZI

PGL-1の 糖 鎖 を 認 識 す る 単 ク ロ ン抗 体DZ1は 三 糖 鎖[0-(3,6-di-0-methyLβ 。D-glu-

copyranosy1)一(1→4)。0-(2.3-di-0-methyl一 α 。レrhamnopyranosyl)一(1→2)一(3-0-

methyl一 α一L-rhamnopyranosyl)一(1→)]の 還 元 末 端 側 の単 糖 と中 央 の単 糖 の一 部 を認 識 す る

特異 な抗 体 で あ る こ とす で に報 告 したが 、 この研 究 で は各 種 のPGL-1関 連 の 合 成 抗 原 を 用 い

てDZ1の 認 識 部 位 を更 に厳 密 に決 定 し、 これ と糖 鎖 の 分 子 モ デ リ ン グ、NMRに よ る 重 水 中

の糖 鎖 の コ ン フ ォ メー シ ョ ンの 解 析 を 組 み 合 わ せ、DZ1が 糖 鎖 を認 識 す る 機 構 を分 子 レベ ル

で検 討 した。

実 験 に 用 い たDZ1は マ ウ ス腹 水 か ら0.2-0.33飽 和 硫 安 分 画 、 プ ロ テ イ ンGカ ラ ム(pH2.7溶

出画 分)、NT-P-BSA一 結 合 セ フ ァロ ー ス カ ラム に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィー(pH

2.7溶 出画 分)で 精 製 した。 精 製DZ1の 糖 鎖 に対 す る活 性 は、 化 学 合 成 した 種 々 の 合 成 抗 原 を

糖 濃 度31.4-0.0314nMで マ イ ク ロ プ レー トに塗 布 し、ELISAに よ って 測 定 した 。PGL-1の 三

糖 の分 子 モ デ リ ン グはp-ethylphenolを ア グ リ コ ン とす る三 糖 を モ デ ル化 合 物 と して 、 計 算 ソ

フ トにMacromodelを 用 い 、 力 場:amben、 溶 媒 モ デ ル:GB/SAwater、 温 度:300K、

Unitedatom,サ ンプ リ ング時 間2psecでMCSD法 に よ って 行 な った。
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総 合 研 究 所 所 報

三 糖 のNMRは500MHzで 重 水 中 で 測 定 した。 まずCOSY、HMQC、HMBCス ペ ク トル に

よ って すべ て の1HとisCの シ グ ナ ルを 帰 属 した。 次 にpNOESY及 びHETLOCス ペ ク トル を

測 定 し3」,。を求 め3J,。=5.7cos2θ 一〇.6cosθ+0.5よ り重 水 中 で の グ リコ シ ド結 合 の 二 面 角 を 求

め た。 ま たpNOESYとHETLOCス ペ ク トルを 測 定 し、NOEか ら重 水 中 の コ ンフ ォ メ ー シ ョ

ンを決 定 した。

精 製 され たDZ1は 還 元 末 端 側 の二 糖 を認 識 した。 さ らに こ の二 糖 の各 糖 残 基 上 の メ チ ル基 、

OH基 に つ い てDZ1が 認 識 す るか ど うか を 、 合 成 部 分 メ チル 化 二 糖 抗 原 を 用 い て 調 べ た と こ

ろ、4-OH基 、3-0一 メチ ル基 、3'-0一 メ チ ル基 は認 識 され るが 、2'。0一メ チ ル基 は認 識 され なか っ

た。 分子 動 力 学 計 算 に よ る と、 エ ネル ギ ー の 低 い方 か らA、B、Cの3種 の コ ンフ ォ メー シ ョ

ン群 が あ り、AとBが 約 半 数 づ っ(A:46.2%、B:50.3%)で 、Cは ご く少 な か った 。Aと

Bは 非 還 元 末 端 の グル コ ー ス残 基 の 配 向 が 異 な る コ ン フ ォマ ー で 、DZ1が 認 識 す る還 元 末 端

側 二 糖 部 分 は同 じコ ンフ ォ メ ー シ ョ ンを 持 って い た 。pNOESY及 びNMRのHETLOCス ペ

ク トルか ら得 られ た重 水 中 の コ ンフ ォ メ ー シ ョ ンはBの コ ンフ ォ メ ー シ ョ ン とは良 く一 致 した

が、Aと は一 致 しな か った。NOEはBと 非常 に よ い一 致 を 示 した が 、Aと は非 還 元 末 端 残 基

に 由来 す る シグ ナ ルが ほ とん ど一 致 しな か った。 従 って 水溶 液中 で は大 部 分 がBの コ ンフ ォメー

シ ョ ンで あ る と結 論 さ れ た。 コ ン フ ォメ ー シ ョ ンBで は三 糖 鎖 は折 れ 曲 が っ た形 を取 り、DZ

1が 認 識 す る4-OH基 、3-0・ メ チル 基 、3'-0一 メ チ ル基 は いず れ も折 れ 曲 が った 所 に で き る 外

部 に開 いた面 上 の 同一一方 向 に配 向 す る。 これ に対 して 、DZ1が 認 識 しな い2'-0一 メチ ル基 、非

還 元 末 端 残 基 は これ と90度 また は反 対 の 方 向 に位 置 す る。 これ らの こ とか らDZ1は この 両 側

か ら糖 鎖 に結 合 す る もの と結 論 され た。 ま た、 これ がDZ1が 通 常 は認 識 さ れ に く い糖 鎖 の 内

側 を 認 識 す る理 由 で あ る と考 え られ た。

表 各 コ ンフォマーの二面角
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(各群 の中の最低 エネルギーの コンフォマーを表示)

(別 糸氏2)

PGL-1の 三 糖 鎖 を認 識 す る単 ク ロ ン抗 体SF1の 抗 原 認 識 機 構 の解 析

PGLIの 三 糖 鎖 の 内 側 の 二 糖 部 分 を認 識 す る単 ク ロ ン抗 体DZ1と 三 糖 鎖 の 結 合 様 式 の 解 析

か ら、 三 糖 鎖 は水 溶 液 中 で は、 図 に示 す よ うに折 れ 曲 が った コ ン フ ォメ ー シ ョン(Φ1:53.8、

ψ1:29.6、 Φ2:47.6、 ψ2:42.3、 Φ3:39.6,ψ3:-36.4、 図)を と り、DZ1は 、 そ の 結 果
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藤原:合 成抗原 と単 クロン抗 体を用いた抗原 一抗体形 成機構 の解析

と して で きる外 部 に開 い た面 の方 向 か ら結 合 す る事 を 報 告 した 。 この 面 に は3-0一 メ チ ル 基 、

3'-0一 メチ ル 基 、4-OH基 以 外 に非 還 元 末 端 の 単 糖3"、6"一 ジー0一メ チ ル グル コー ス の3"-0一 メ チ

ル 基 が 配 向 す るが 、6"-0一 メチ ル基 は反 対 側 に 配 向 す る。 従 って 三 糖 全 体 を 認 識 す る単 ク ロ ン

抗 体SF1は3"-0一 メ チ ル基 を認 識 す るが6"-0一 メ チ ル基 は認 識 しな い と考 え られ る。 こ の 点 を

確認 し、 そ れ に よ って上 記 の コ ンフ ォ メ ー シ ョ ンを裏 付 け る実 験 を 行 った。

単 ク ロ ン抗 体SF1は マ ウ ス 腹 水 の500倍 希 釈

液 を 用 い た 。SF1の 糖 鎖 に 対 す る 活 性 は 、 合

成 抗 原 を 糖 濃 度31.4-0.0314nMで マ イ ク ロ プ レー

トに 塗 布 し、 通 常 のELISAに よ っ て 測 定 し た 。

合 成 し た 糖 鎖 は い ず れ も 三 糖 で 、PGL。1と 同

一 の 構 造 を 持 っ 三 糖 鎖[(3"
,6"-di-0-methy1一

β一D-Glc)一(1→4)-0。(2'.3'-di-0-methy1一 α一

L-Rha)-0-(1→2)一(3-0-methyl一 α 一レRha)一

(1→)-OC6H4CH2CH2COOCH3]を ア シ ル ア

ジ ド法 でBSAに 結 合 さ せ たNT-P-BSA及 び そ

の2'-OH体 、3"-0一 メ チ ル 、6"-OH体 、3"-OH、

6"-0一 メ チ ル 体 、3",6"-OH体 の5種 類 で あ る 。

三 糖 鎖 の 合 成 は 発 表 済 み の 方 法 を 一 部 変 更 し て

行 い 、 分 子 モ デ リ ン グ は コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン の

計 算 ソ フ トにMacromode1を 用 い た 。 力 場 は

PGL-1三 糖 鎖 の水 溶 液 中

の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン

40H

30Me

amber寧 を(溶 媒 モ デ ル はGB/SAwater)、 分 子 動 力 学 計 算 に は モ ンテ カ ル ロ法(溶 媒 モ デ ル

はGB/SAwater)を 用 い て行 た。 三 糖 のNMR(500MHz)は 重 水 中 でHETLOCス ペ ク ト

ル を 測 定 し、3JCHよ り重 水 中 で の三 っ の グ リコ シ ド結 合 の二 面 角 を 求 め た 。 ま たpNOESYス

ペ ク トル を 測 定 しNOEか ら重 水 中 の三 糖 の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ンを求 め た。

単 ク ロ ン抗 体SF1は 三 糖 の2"-OH体 と3"-0一 メ チ ル 、6"-OH体 に は 、 も と の 三 糖 で あ る

NT-P-BSAに 近 い活 性 を 示 したが 、3"-OH,6"-0一 メ チ ル体 に は弱 い活 性 しか 示 さ な か った 。

また3",6"-OH体 に は ほ とん ど活 性 を 示 さ な か った。 従 ってSF1は 三 糖 鎖 を認 識 し、 非 還 元

末 端 の3,6一 ジー0一メチ ル グル コ ー ス にっ いて は3"。0一メ チ ル基 を 認 識 す る が 、6"・0一 メ チ ル 基

は認 識 しな い事 が 明 らか に な った。 これ は三 糖 鎖 が 分 子 モ デ リ ン グ とNMRで 決 定 した 水 溶

液 中 の コ ン フ ォ メー シ ョン(コ ンフ ォ メ ー シ ョ ンB、 図)が 正 し く、SF1もDZ1と 同 じ面 か

ら三 糖 鎖 に結 合 す る こ とを示 して い る。
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