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研究成果の概要（和文）：NKG2Dリガンドはがん化やウイルス感染に伴って、細胞表面に発現が誘導される一群の主要
組織適合遺伝子複合体クラスＩ様分子であり、免疫系に異常細胞の存在を知らせる危険信号として働いている。本研究
では、主に体表での免疫監視と恒常性維持に関与すると想定されるNKG2DリガンドであるH60cの機能を解析した。また
，ヒト腫瘍におけるNKG2Dリガンドの発現を解析した。

研究成果の概要（英文）：NKG2D ligands are a group of major histocompatibility complex class I-like 
molecules whose expression is induced by cellular stresses such as transformation and viral infections. 
They act as a danger signal alerting the immune system to the presence of abnormal cells. In this 
project, we analyzed the function of H60c, a mouse NKG2D ligand assumed to be involved in the immune 
surveillance and maintenance of homeostasis at body surfaces. We also analyzed the expression of NKG2D 
ligands in human cancer.
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１．研究開始当初の背景 
NKG2D リガンド（NKG2DL）は正常な細胞の
表面にはほとんど発現していないが、がん化、ウ
イルス感染、組織損傷、DNA 損傷等により傷害
された細胞の表面に発現が誘導される。これに
より、NK 細胞、キラーT 細胞、γδ T 細胞等の
NKG2D レセプターを発現するリンパ球が活性
化され、異常細胞の破壊に繋がる。これまでにヒ
トではMICA, MICB, ULBP1-6の８分子が、マウ
スでは RAET1a-e, H60a-c, MULT1 の９分子が
NKG2DL として同定されている。このうち、H60b
と H60cは研究代表者らによって同定されたもの
である（J. Immunol. 180: 1678, 2008）。NKG2DL
は、すべてMHCクラスＩ分子と類似した構造をも
っているが、ヒトのMICA/B分子とULBP分子の
アミノ酸類似性は 30％に過ぎず、マウス RAET, 
H60, MULT1 分子間のアミノ酸類似性も 30～
40％に過ぎない。さらに、α3 ドメインを有するも
のと欠くもの、膜貫通部をもつものと GPI で膜に
結合するものがあり、NKG2DL は構造的にも多
様性に富んでいる。 
単一の NKG2D レセプターに対して、なぜ複
数のリガンドが存在するのか、その理由は十分
に理解されているとは言い難いが、大きく二つの
理由が想定されてきた。一つは、NKG2DL が病
原体による免疫逃避の格好の標的となっている
ことから、生体は複数のリガンドを準備し、免疫
逃避が起きにくいようにしているという考えであり、
もう一つはリガンドにより発現組織や発現誘導刺
激が異なっており、機能分担がなされているとい
う考えである。前者に対しては、これまでにも十
分な証拠があったが、後者を支持する証拠はほ
とんどなかった。このような状況の下、研究代表
者らによって同定された H60cは、皮膚、生殖器
粘膜、舌、食道、結膜等の重層扁平上皮によっ
て覆われる組織において、組織損傷、がん化等
のストレスによって発現が誘導される NKG2DL
であることが明らかになり、すべてのNKG2DLが
同等の機能を有するのではなく、機能分化を遂
げていることを示唆する知見が得られた（ J. 
Immunol. 188: 3972, 2012）。 
 
２．研究の目的 
皮膚、粘膜は自己免疫疾患、炎症性疾患の

重要な標的臓器・組織であり、また悪性腫瘍
の発生母地としても重要である。以上を踏ま
え、本研究では、マウスで同定された H60c
リガンドに重点を置き、NKG2DL の機能を解
析するとともに、ヒト NKG2DL の病態にお
ける役割の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）H60c-Ig fusion protein は pFUSE-hFc（In 
vivoGen）を使用して作成した。 
 
（2）組み換え NKG2DLs を用いた表皮樹状 T 
細胞（DETC）細胞株の刺激ならびにそれに
伴う脱顆粒、サイトカイン産生の測定は発表
論文（J. Invest. Dermatol. 134: 396, 2014）に記
載の方法により行った。 

 
（3） SKINT1L 遺伝子の解析は、発表論文
（PLoS One 10: e0123258, 2015）に記載された
方法に従い、NCBI および Ensembl ゲノムデ
ータベースを用いて行った。 
 
（4）上皮系フィーダー細胞と成人 T 細胞白
血病/リンパ腫（ATL）細胞の共培養は発表論
文（Am. J. Pathol. 182: 1832, 2013）に記載の
方法で行った。 
 
（5）ヒト腫瘍組織における NKG2DL の発
現は発表論文（J. Histochem. Cytochem. 63: 217, 
2015）に詳述した方法により組織マイクロア
レイを用いて行った。 
 
４．研究成果 
（1）H60c と Vγ3Vδ1 TCR との結合の解析 
ヒトの NKG2DL である MICA/B は NKG2D

と結合するほか、特定の Vδ をもった γδ T-cell 
receptor (TCR) に直接結合することができる
（J. Immunol. 169: 1236, 2002）。マウスの 
NKG2DL であるH60c分子にDETCに発現さ
れる γδ TCR である Vγ3Vδ1 TCR に直接結合
する能力があるか否かを検討した。 

Vγ3Vδ1 TCR を NKG2D 陰性細胞にトラン
スフェクションにより発現させ、H60c-Ig 
fusion protein が Vγ3Vδ1 TCR に結合するか否
かを検討したところ、結合は認められなかっ
た。以上より、H60c が Vγ3Vδ1 TCR に直接
結合する可能性は低く、H60c は DETC 上の
NKG2D とのみ相互作用する可能性が高いと
考えられた。したがって、DETC の活性化に
は、Vγ3Vδ1 TCR によるケラチノサイトに特
有なストレス誘導性抗原の認識が重要であ
ることが示唆された。 
 
（2）マウス DETC に発現される NKG2DL 
の機能 

DETC に発現される NKG2D が DETC 活
性化に必要とされる一義的な受容体である
のか、それとも副刺激受容体として機能する
のかに関しては不明の点が多い。大腸菌を用
いて産生した組み換え NKG2DL を用いて 
DETC 細胞株を刺激することにより、この問
題にアプローチした。その結果、NKG2DLs
と  NKG2D との結合により、phosphatidyl- 
inositol 3-kinase 依存性に DETC の脱顆粒が
起きるが、DETC からのサイトカイン産生や
Syk/ZAP70 の活性化は誘導されないことが
明らかになった。したがって、NKG2DL 発
現標的細胞の破壊に関しては、γδ TCR を介
するシグナルは不可欠でないことが示唆さ
れた（J. Invest. Dermatol. 134: 396, 2014）。 
 
（3）SKINT1 様遺伝子 SKINT1L の分子進化 
胸腺上皮とケラチノサイトに発現される

Skint1 遺伝子はげっ歯類の表皮に認められる
γδ T 細胞である DETC の発生・分化に必須
の働きをしている。興味深いことに DETC 



を欠損しているヒトでは、SKINT1L 遺伝子に
複数の変異が存在し、その機能が失われてい
る。さまざまな霊長類の SKINT1 遺伝子を解
析したところ、すべての類人猿において
SKINT1L遺伝子に不活化突然変異が存在して
いることが明らかになった。これに対して、
カニクイザル（旧世界猿）では SKINT1L 遺
伝子に変異はなく、表皮には semi-invariant γδ 
TCR を発現する γδ T 細胞が認められた。しか
し、カニクイザル表皮 γδ T 細胞において使用
される Vγ, Vδ 鎖は他組織でも使われており、
表皮特異的ではなかった。以上より、カニク
イザル表皮 γδ T 細胞は、真に invariant で、
かつ表皮特異的な特異性をもった γδ TCR を
発現するげっ歯類のDETCとは異なっている
ことが示唆された（PLoS One 10: e0123258, 
2015）。 
 
（4）正常上皮様細胞との接触によるヒト白
血病細胞表面の NKG2DL の発現低下 
単層培養した上皮系フィーダー細胞と成

人 T 細胞白血病/リンパ腫（ATL）細胞を共培
養すると、ATL 細胞が足場依存性多細胞凝集
塊を形成し、がん幹細胞様特性を獲得するこ
とを見出した。この過程で、ATL 細胞は
NKG2DL (MICA/B) の発現を低下させ、NK
細胞による細胞傷害に対して抵抗性を獲得
していた（Am. J. Pathol. 182: 1832, 2013；図 1）。
この知見は、皮膚等の上皮組織に浸潤した 
ATL 細胞が治療抵抗性を獲得する現象に関
与している可能性がある。 
 

図１.上皮系フィーダー細胞との共培養は
ATL 細胞におけるNKG2DL の発現を低下
させる 

 
 
（5）ヒト腫瘍における NKG2DL の発現の解
析 
ホルマリン固定パラフィン包埋組織片か

ら作成した組織マイクロアレイを用いて、ヒ
ト腫瘍組織における NKG2DL の発現を解
析した。22 種類の癌腫について、ヒトの
NKG2DL である MICA/B, ULBP1, ULBP2/6, 
ULBP3, ULBP4, ULBP5 の発現を免疫染色に
より検討したところ、ULBP1, ULBP2/6, 
ULBP3, ULBP5 の発現パターンには類似性が
認められた。これに対して、MICA/B と
ULBP4 の発現パターンは明らかにその他の
リガンドの発現パターンとは異なっていた（J. 
Histochem. Cytochem. 63: 217, 2015）。 
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