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研究成果の概要（和文）：全身性強皮症患者においてCD226高発現CD8陽性T細胞が有意に増加し、その割合は皮
膚硬化および間質性肺病変の重症度に相関していた。またCD226陽性CD8陽性T細胞はCD226陰性CD8陽性T細胞と比
較して各種サイトカインの産生が多く、全身性強皮症患者では健常者と比較してIL-13の産生およびヒト臍帯静
脈内皮細胞（HUVEC）に対する細胞傷害活性が亢進していた。細胞傷害活性はCD226高発現CD8陽性T細胞の割合と
正の相関を示し、CD8陽性T細胞においてCD226を介したシグナルを阻害すると、共刺激、サイトカイン産生およ
びHUVECに対する細胞傷害活性は低下した。

研究成果の概要（英文）：CD226highCD8+ T cells were increased in SSc patients compared with healthy 
controls and were appreciably associated with the severity of skin sclerosis and interstitial lung 
disease. Further, CD226highCD8+ T cells from SSc patients showed upregulated cytokine production 
including IL-13 and positive correlation with the cytotoxic capacity of CD8+ T cells against HUVECs.
 Finally, the neutralization of CD226 in CD8+ T cells impaired co-stimulation, cytokine productions,
 and cytolysis against HUVECs. These findings indicate that upregulated CD226 expression on CD8+ T 
cells reflects disease severity and are involved in SSc pathogenesis via the production of various 
cytokines including profibrotic IL-13 and endothelial cell injury, and that CD226 may be a useful 
target in the treatment of SSc.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
強皮症は皮膚硬化と血管病変を特徴とする

全身性結合織疾患で、病変は皮膚、肺、心臓、
腎臓、消化管、関節等、広範囲に及ぶ。トポイソ
メラーゼ I やセントロメアに対する自己抗体を認
め、これらが病型とも関連している事より、その発
症や病態形成に自己免疫学的機序が関与し、
また、病態形成にはサイトカイン産生異常、血管
内皮障害、組織の修復異常が関与すると推定さ
れている。しかしながら、分子レベルでの病態形
成のメカニズムについては未解明のままである。
疾患の病態解析において、マイクロアレイを用
いて末梢血リンパ球の遺伝子発現プロファイル
を解析する事は有用であるが、リンパ球全体の
解析ではいろいろなリンパ球亜分画の影響を受
ける為、各リンパ球亜分画において遺伝子発現
プロファイルの解析を行う事が望ましい。 
 先行研究において健常人 5 名と強皮症患者 9
名の末梢血リンパ球をソーティングにより 8 分画
に分けて回収し、マイクロアレイにより遺伝子発
現プロファイルを比較した所、各々のリンパ球亜
分画において、発現レベルの異なる複数の遺伝
子を認めた。一方、強皮症では皮膚や肺の病変
部に CD8 陽性 T 細胞が浸潤し、その程度が活
動性と相関する事より、病的 CD8 陽性 T 細胞の
存在が示唆されている。この観点からまず CD8
陽性 T 細胞に焦点を絞り、エフェクターメモリー
CD8 陽性 T 細胞のマイクロアレイにおいて健常
人と強皮症患者間で異なる発現を示した遺伝子
のうち、ゲノムワイド関連解析で疾患関連遺伝子
として抽出された CD226に着目した。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、強皮症の病態形成におけ
る CD226 分子の役割を明らかにし、強皮症の新
規治療法開発へ応用する事である。具体的に
は CD226 陽性 CD8 陽性 T 細胞のサイトカイン
産生異常や血管内皮傷害作用を明らかにす
る。 
 
３．研究の方法 
(1) 強皮症患者において CD226 が高発現して
いるリンパ球亜分画の同定 

九州大学病院で加療中の全身性強皮症患者
41 名および健常人 26 名を対象とした。強皮症
患者と健常人についてフローサイトメトリーを用
いて末梢血リンパ球を 8 分画に分け、それぞれ
の亜分画（ ナイーブおよびメモリーCD4 陽性 T
細胞、ナイーブおよびエフェクターメモリー、セン
トラルメモリーCD8 陽性 T 細胞、ナイーブおよび
メモリーCD19 陽性細胞、プラズマブラスト）上の
CD226 の発現を比較した。 
(2) CD8 陽性 T 細胞における CD226 の発現レ
ベルと皮膚硬化や間質性肺炎の指標との相関 

CD8 陽性 T 細胞における CD226 の発現レベ
ルと皮膚硬化や間質性肺炎の指標との相関の
有無を調べた。 
(3) CD226 陽性 CD8 陽性 T 細胞のサイトカイン
産生プロファイルの検討 
CD226 陽性 CD8 陽性 T 細胞のサイトカイン産

生プロファイルを明らかにするため、健常人末
梢血単核球を PMA＋Ionomycin で刺激後、
CD226 陽性および陰性CD8 陽性 T細胞におけ
る各種サイトカインの産生をフローサイトメトリー
にて網羅的に比較した。次に強皮症患者末梢
血単核球についても同様の検討を行い、健常
人との比較を行った。 
(4)CD8陽性T細胞の細胞傷害活性における
CD226の役割の検討 

CD8 陽性 T 細胞の内皮細胞傷害における
CD226 の役割を明らかにするため、健常人およ
び強皮症患者末梢血から分離した CD8 陽性 T
細胞をヒト臍帯静脈内皮細胞と共に、抗 CD226
中和抗体存在下または非存在下にて共培養し
細胞傷害活性を測定した。細胞障害におけるグ
ランザイムの役割を明らかにするため、上清中グ
ランザイム濃度や CD8 陽性 T 細胞上 CD107a
（脱顆粒マーカー）の発現を比較した。 
 
４．研究成果 

CD226 はリンパ球や NK 細胞、マクロファージ
の表面に発現し、接着分子として働く。リガンド
は CD155 および CD112 で血管内皮細胞や上
皮細胞に発現しており、リガンドとの結合により
CD226 発現細胞内でシグナル伝達が起こる
(図)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図. CD226 および LFA-1 を介した細胞間相互作
用 
 

まず、フローサイトメトリーを用いて強皮症患
者 CD8 陽性 T 細胞において健常人に比し、
CD226 陽性細胞割合が増加している事を確認
し、以下の検討を行った。 
(1) 強皮症患者において CD226 が高発現して
いるリンパ球亜分画の同定 

強皮症患者と健常人についてフローサイトメト
リーを用いて末梢血リンパ球を 8 分画に分け、
CD226 の発現を比較した。CD226 陽性 CD8 陽
性 T 細胞は全身性強皮症患者で有意に増加し
ていたが、CD4 陽性 T 細胞、CD19 陽性 B 細胞、
NK 細胞においては、全身性強皮症患者と健常
人で CD226 の発現に差は認めなかった。 
(2) CD8 陽性 T 細胞における CD226 の発現レ
ベルと皮膚硬化や間質性肺炎の指標との相関 

全身性強皮症患者CD8陽性T細胞上で発現
が亢進している CD226 の役割を調べるために、



全身性強皮症患者の臨床所見との関連を評価
した。CD226 高発現 CD8 陽性 T 細胞の割合と
罹病期間に関連は認めなかった。 

病型では、びまん皮膚硬化型で限局皮膚硬
化型と比較して CD226 高発現 CD8 陽性 T 細胞
が有意に増加していた。自己抗体では、抗トポイ
ソメラーゼ I 抗体陽性例で抗セントロメア抗体陽
性例と比較して CD226 高発現 CD8 陽性 T 細胞
が有意に増加していた。皮膚硬化では、スキン
スコアの高い例で CD226 高発現 CD8 陽性 T 細
胞が有意に増加していた。全身性強皮症の主要
な臓器障害の一つである間質性肺病変では、
extensiveな間質性肺病変合併例でCD226高発
現 CD8 陽性 T 細胞が最も増加していた。 
(3) CD226 陽性 CD8 陽性 T 細胞のサイトカイン
産生プロファイルの検討 

CD226陽性CD8陽性T細胞では各種サイトカ
イン（ IFN-γ、IL-4、IL-5、IL-13）の産生が高か
ったが、興味深いことに、タイプ2サイトカイン
（ IL-4、IL-5、IL-13）のほとんどすべてがCD226
陽性CD8陽性T細胞から産生されていた。 
 これらのタイプ 2 サイトカインの中で最も産生量
が多く、向線維化サイトカインとして報告されて
いる IL-13 に関して詳細な解析を行った。細胞
内染色によるフローサイトメトリー解析の結果、
IL-13 は主に CD226 高発現 CD8 陽性 T 細胞か
ら産生されており、IL-13 産生 CD226 高発現
CD8 陽性 T 細胞は強皮症患者で健常人と比較
して有意に増加していた。次に CD226 を介した
共刺激シグナルの重要性を明らかにするために
CD226 のリガンドである CD155 を高発現したヒト
臍帯静脈内皮細胞と CD8 陽性 T 細胞の共培養
を行ったところ、CD226 阻害抗体により共刺激シ
グナルを阻害すると CD8 陽性 T 細胞のエフェク
ター機能が抑制され IL-13 や IFN-γ 産生が有
意に低下した。 

以上より、IL-13産生CD226高発現CD8陽性T
細胞は強皮症患者で健常人と比較して有意に
増加していること、CD226高発現CD8陽性T細胞
はCD226/CD155共刺激シグナルを介してサイト
カインを産生することが明らかになった。 
(4)CD8陽性T細胞の細胞傷害活性における
CD226の役割の検討 

PMA＋イオノマイシン刺激後のグランザイムB
産生を解析した。CD226陽性CD8陽性T細胞は
CD226陰性CD8陽性T細胞と比較してグランザイ
ムB産生が高く、細胞傷害活性のより強い細胞集
団と考えられた。 
 この結果を確認するためにCD8陽性T細胞の
細胞傷害活性を評価することとした。血管内皮傷
害が全身性強皮症の初期に見られるイベントで
あり、ターゲットとしてヒト臍帯静脈内皮細胞を用
いた。CD8陽性T細胞のヒト臍帯静脈内皮細胞に
対する細胞傷害活性を、フローサイトメトリーを用
いて評価したところ、CD8陽性T細胞の細胞傷害
活性は全身性強皮症患者で健常人と比較して
有意に亢進しており、その細胞傷害活性は
CD226高発現CD8陽性T細胞の割合に相関して
いた。このCD8陽性T細胞の細胞傷害活性は
CD226阻害抗体存在下で有意に低下した。 

以上よりCD226は全身性強皮症患者の亢進し
た細胞傷害活性に関与していることが示された。 
(総括) CD8 陽性 T 細胞における CD226 の発現
亢進は全身性強皮症の臓器障害の程度を反映
し、向線維化サイトカイン IL-13 を含めた各種サ
イトカインの産生および血管内皮細胞傷害を介
して全身性強皮症の病態形成に関与していると
考えられ、さらには CD226 をターゲットとした治
療は全身性強皮症に対する有用な治療となり得
る。 
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