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研究成果の概要（和文）：抑制性免疫補助受容体PD-1の機能阻害により抗腫瘍免疫応答を高めるがん免疫療法が
臨床的に成功を収め、大きな注目を集めている一方、PD-1の機能誘導により自己免疫疾患を治療する方法の開発
は進んでいない。本研究は、PD-1の機能制限メカニズムに着目し、PD-1の機能制限を解除することで、PD-1の機
能を誘導する新しい手法を開発した。この方法により、PD-1の機能誘導を介して自己反応性T細胞を抑制し、
様々な自己免疫疾患の治療に成功した。

研究成果の概要（英文）：While cancer immunotherapy targeting immune inhibitory co-receptor PD-1 has 
achieved great clinical success and attracted considerable attention, the development of methods to 
treat autoimmune diseases by inducing PD-1 function has not progressed. In this study, we focused on
 the functional restriction mechanism of PD-1 and developed a novel method to potentiate PD-1 
function by removing restriction of PD-1. This method successfully alleviated various autoimmune 
diseases by suppressing autoreactive T cells through induction of PD-1 function.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、自己免疫疾患の治療法は大きく進歩しているものの、治療効果は限定的であり、より効果の高い治療法の
研究開発が求められている。本研究で報告したPD-1機能作動性CD80抗体による治療法は、既存の治療法とは作用
点が全く異なり、複数のモデルマウスにおいて高い治療効果を示したことから、今後の臨床応用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 獲得免疫応答において主要な役割を果たす T 細胞の活性化は、細胞表面に発現する T 細胞
受容体(TCR)による刺激に加え、様々な興奮性もしくは抑制性の補助受容体を介した刺激によっ
て厳密に制御されている。抑制性免疫補助受容体 PD-1 は T 細胞の活性化に伴い発現誘導される
I型膜タンパク質で、様々な種類の細胞表面に発現する PD-L1 もしくは PD-L2 といういずれかの
リガンドに結合することが知られている。リガンドと結合した PD-1 は TCR 近傍にリクルートさ
れた後、細胞内領域にあるチロシン残基がリン酸化を受け、チロシン脱リン酸化酵素 SHP-2 と結
合し、SHP-2 を介して TCR シグナルを抑制する。近年、PD-1 機能阻害により抗腫瘍免疫応答を高
めるがん免疫療法が臨床的に成功を収め、大きな注目を集めている。一方で、PD-1 による抑制
機能を誘導・増強する手法が開発できれば、自己反応性 T細胞を抑制することが可能となり、自
己免疫疾患の治療に応用できると期待されているが、PD-1 機能誘導法の開発は途上段階にあっ
た。 
 
(2) 我々は、CD28 および CTLA-4 のリガンドとして知られる CD80 が、抗原提示細胞上で PD-1 の
リガンドである PD-L1 とシス結合すること、CD80 が PD-L1 にシス結合すると PD-1 が PD-L1 に結
合できなくなること、その結果 PD-1 による抑制が回避され、T 細胞が適切に活性化されること
を見出した。また CD80 と PD-L1 がシス結合できない遺伝子改変マウスでは、ワクチンに対する
免疫応答が減弱し、自己免疫疾患の症状が軽減していた。以上から、T細胞が抗原提示細胞に活
性化される段階においては、CD80 が興奮性補助受容体 CD28 を活性化する一方で、PD-L1 とシス
結合することにより PD-1 による抑制シグナルを制限し、強く免疫応答を誘導することができる
という巧妙なメカニズムが解明された。 
 
２．研究の目的 
PD-1 機能誘導法の開発が進んでいない原因として、上記の PD-1 による複雑な抑制機構を再現す
ることのできるアゴニスト抗体を作成することが困難であることが考えられた。そこでシス PD-
L1–CD80 結合が PD-1–PD-L1 結合を阻害することで PD-1 の機能を制限することに着目し、この
PD-1 機能制限を解除することができれば PD-1 の機能誘導を介した画期的な自己免疫疾患治療
法になるのではないかと考えた。以上から、シス PD-L1–CD80 結合を阻害することのできる CD80
抗体を作製し、自己免疫疾患治療への応用することを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)シス PD-L1–CD80 結合を阻害する抗体の作製 
ヒトもしくはマウス CD80 リコンビナントタンパク質をマウスに免疫した後、リンパ節細胞をミ
エローマ細胞と融合させることで、抗 CD80 抗体産生ハイブリドーマを作製し、シス PD-L1–CD80
結合を阻害することのできる抗体をスクリーニングした。抗原提示細胞上に PD-L1 と CD80 が同
時に発現し、シス結合していると PD-L1 は PD-1 と結合できなくなることを利用し、CD80 存在下
で PD-1 と PD-L1 の結合促進作用を有する抗 CD80 抗体をフローサイトメトリーでスクリーニン
グした。 
 
(2)シス PD-L1–CD80 結合阻害抗体による PD-1 依存的な in vitro T 細胞の活性化抑制 
新しく得られた CD80 抗体が実際に PD-1 の機能を促進させ、T細胞の活性化を抑制することがで
きるかを検討するために、in vitro T 細胞刺激実験を用いた。DO11.10 T ハイブリドーマ細胞
は、OVA ペプチド存在化で抗原提示細胞と共培養すると、活性化し IL-2 を産生する。DO11.10 T
ハイブリドーマ細胞は内在性に PD-1 を発現しているため、PD-L1 発現抗原提示細胞で刺激され
ると、PD-1 により活性化が抑制され IL-2 の産生が低下するが、PD-L1–CD80 発現抗原提示細胞で
はシス PD-L1–CD80 結合により PD-1 の機能が制限され、T細胞は強く活性化される。この実験系
に精製 CD80 抗体を添加し、PD-1 を介した T細胞抑制が誘導されるかどうか検討を行った。 
 
(3)CD80 抗体投与によるマウス T細胞の活性化抑制 
シス結合阻害 CD80 抗体が生体内で機能するか評価するため、蛍光ラベルされたモデル抗原 OVA
タンパク質をマウスに免疫し、同時に CD80 抗体を腹腔内に投与した。24 時間後に所属リンパ節
細胞を解析し、OVA タンパク質を取り込んだ樹状細胞の活性化状態、シス PD-L1–CD80 結合をフ
ローサイトメトリーにて評価した。さらに、抗体投与による T細胞の活性化抑制を評価するため
に、アジュバントと混合した OVA を免疫したマウスに CD80 抗体を腹腔内投与した。１週間後に、
リンパ節内の OVA 特異的 CD8 陽性 T 細胞の数を OVA テトラマーで染色し評価した。また、リン
パ節細胞を OVA ペプチドで再刺激することで産生される IL-2 や IFN-g を ELISA にて測定し、T
細胞の活性化を評価した。 
 
(4)CD80 抗体による自己免疫疾患の治療 



シス結合阻害 CD80 抗体を様々な自己免疫疾患モデルマウスに投与し、治療効果を検討した。ヒ
ト GPI ペプチドをマウスに免疫するモデル、および SKG マウスに Zymosan を投与して誘導され
る２種類の関節リウマチのマウスモデルにおいて効果を検討した。また、作用点の異なるリウマ
チ治療薬である CTLA-4-Ig との併用効果についても検討した。さらに、ヒトの多発性硬化症およ
びシェーグレン症候群に類似した症状を発症する疾患モデルマウスにおいても効果を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)シス PD-L1–CD80 結合を阻害する抗体の作製 
約3000クローンのハイブリドーマ細胞の中から、シスPD-L1–CD80結合を阻害する抗マウスCD80
抗体である TKMG48 と名付けたクローンを得ることに成功した。また、同様にヒト PD-L1–CD80 結
合を阻害する抗ヒト CD80 抗体、TKMF5 も得られた。フローサイトメトリーによる解析により
TKMG48、TKMF5 はともに、濃度依存的にシス PD-L1–CD80 結合を阻害し、PD-L1–PD-1 結合を促進
すること、CD28–CD80 および CTLA-4–CD80 結合にはほとんど影響を与えず、PD-L1–CD80 結合のみ
を阻害する抗体であることが明らかになった。 
 
(2)シス PD-L1–CD80 結合阻害抗体による PD-1 依存的な T細胞の活性化抑制 
in vitro T 細胞刺激実験系に TKMG48 を添加すると、抗原提示細胞上に PD-L1–CD80 の両方が発
現していても T細胞の活性化が抗体の濃度依存的に抑制されていた。また、この抑制は PD-L1 を
発現していない抗原提示細胞や、PD-1 欠損 T 細胞を用いた場合では全く認められなかったこと
から、TKMG48 は、シス PD-L1–CD80 結合を阻害し、PD-L1–PD-1 結合を促進することで T細胞の活
性化を抑制していることが明らかになった。同様に TKMF5 はヒト PD-L1–CD80 結合を阻害し、ヒ
ト PD-1 の機能を誘導することができることも確認された。 
 
(3)CD80 抗体投与によるマウス T細胞の活性化抑制 
マウスに蛍光ラベル OVA と TKMG48 を投与すると、抗原を取り込んだ樹状細胞上で、シス PD-L1–
CD80 結合が阻害され、PD-L1–PD-1 結合が促進されていることをフローサイトメトリーにて確認
した。一方で樹状細胞の数、抗原の取り込み、活性化の程度は TKMG48 投与による影響は受けて
いなかった。さらに、マウスを OVA で免疫することにより誘導される OVA 特異的 T 細胞の増殖
およびサイトカインの産生は、マウスに TKMG48 を投与することにより強く抑制されていた。以
上から、PD-L1–CD80 結合を阻害する CD80 抗体は、マウス生体内で抗原提示細胞に作用し、PD-
L1–PD-1 結合を促進することで抗原特異的な T細胞応答を抑制できることが明らかになった。 
 
(4)CD80 抗体による自己免疫疾患の治療 
２種類の関節リウマチのマウスモデルにおいて TKMG48 の投与効果を検討したところ、いずれの
モデルでも T細胞の活性化が抑制され、関節の腫れと炎症が大幅に軽減された。病態発症前から
抗体投与を開始することで得られる予防的効果だけではなく、病態が進行した状態から抗体投
与を開始しても治療効果が認められた。また、TKMG48 と CTLA-4-Ig を併用すると、相乗効果が
確認できたため、TKMG48 と CTLA-4-Ig は作用点が異なることが確認された。PD-1 の機能制限機
構を標的とした薬剤は、今回開発した治療法以外には存在しないことから、TKMG48 は他の既存
薬と併用して使用することによる相乗効果も期待できる。さらに、ヒトの多発性硬化症およびシ
ェーグレン症候群に類似した症状を発症する疾患モデルマウスにおいても、TKMG48 の投与によ
り症状の軽減が認められた。PD-L1 や PD-1 に対する阻害抗体を同時に投与した場合、あるいは
PD-L1 ノックアウトマウスを使用した場合には TKMG48 の治療効果が認められなくなったことか
ら、TKMG48はPD-L1–PD-1結合を介して機能していることが確認された。これらの実験結果から、
自己反応性 T細胞が病態の原因となる自己免疫疾患において TKMG48 による治療の有用性が示さ
れた。 
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