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研究成果の概要：造血幹細胞移植における拒絶反応や移植片対宿主病（GVHD）などの免疫異
常症に対する治療の最終目標は、感染症に対する生体防御反応を妨げることなく異常炎症反応

を特異的に抑制することである。そこで、われわれが発見した新規 T 細胞共刺激系 CD26−カ
ベオリン経路の詳細な解明を行い、日和見感染症などをもたらす免疫不全状態を避けつつ同種

メモリー応答依存性T細胞の異常活性化状態をコントロールしうる新規抗原特異的免疫寛容誘
導療法につながる知見を得ることができた。 
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１．研究開始当初の背景 
 CD26 分子は110kDaの膜糖蛋白であり、細
胞外領域にdipeptidyl peptidase IV(DPPIV)
というペプチダーゼ活性を有している。この
CD26はヒトCD4+メモリーT細胞に選択的に発
現し、T細胞受容体(TCR)からのシグナル伝達
を補助的に増強する共刺激分子の一つで、T
細胞活性増殖や IL-2産生の他、様々な T細
胞機能に関与している。例えば、CD26陽性T
細胞は非常に遊走能が強く、関節リウマチな
どの患者末梢血や罹患関節等の局所炎症部
位で増加している。組換え可溶性 CD26分子
(sCD26)は、in vitroでメモリー抗原である

破傷風トキソイド(TT)に対する抗原特異的 T
細胞増殖反応を亢進させる。この反応には
DPPIV酵素活性を必要とすることが当研究室
の森本らにより報告されているが、このメカ
ニズムとして、sCD26がメモリー抗原ととも
に抗原提示細胞(APC)に取り込まれ、代表的
な共刺激分子CD28のリガンドであるCD86の
発現を亢進させることを研究代表者らは明
らかにしてきた。さらに、CD26が、抗原を取
込んだ APC上の caveolin-1と結合して
caveolin-1をリン酸化し、APCの CD86の発
現上昇を誘導すること、このときcaveolin-1
の 82-101番目のアミノ酸残基が CD26の
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DPPIV酵素活性中心との結合に関与すること
を明らかにした。すなわち、T細胞のCD26と
メモリー抗原に暴露されたAPCのcaveolin-1
が互いに接触してimmunological synapseを
形成してメモリー抗原に対する T細胞の増
殖反応がもたらされることを示した。このよ
うなCD26とcaveolin-1の相互作用によるT
細胞活性化機構の免疫病態における意義を
解析するため、関節リウマチ患者の罹患関節
から得られた増殖滑膜の手術検体を組織学
的に検討したところ、滑膜炎症部位に集簇す
るリンパ球は CD26を強く発現しており、こ
れらのリンパ球に隣接した胚中心を形成す
るAPCや増殖滑膜細胞、増成血管内皮細胞に
は caveolin-1が強く発現していることが、
連続切片による解析で明らかとなった。  
 一方、臍帯血T細胞は、CD28共刺激は成人
T細胞と同様に活性増殖が生じるにもかかわ
らず、CD26にはほとんど反応しないことから、
CD26刺激による臍帯血T細胞活性不全のメカ
ニズムを解析したところ、臍帯血T細胞上の
CD26はラフトには動員されず、CD26とCD45RA
がラフト外で会合することを報告した。 
 以上のことから、CD26と caveolin-1の相
互作用をターゲットとした抗原特異的な免
疫反応の制御は、自己免疫疾患、造血幹細胞
移 植 後 の 移 植 片 対 宿 主 病 (GVHD; 
graft-versus-host disease)等の免疫異常症
の新たな治療標的として大いに期待できる
と考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 上述したように、CD26 分子は110kDaの膜
糖蛋白でヒト CD4メモリーT細胞に選択的に
発現され、その細胞外部分である sCD26は、
メモリー抗原特異的T細胞増殖反応を亢進さ
せるが、このメカニズムとして、研究代表者
らは、sCD26が抗原とともにマクロファージ
（Mφ）に取り込まれ、CD28共刺激分子のリ
ガンドであるCD86の発現をMφ上に亢進させ
ることを明らかにした。また、臍帯血T細胞
は、CD28共刺激は成人T細胞と同様に活性増
殖が生じるにもかかわらず、CD26にはほとん
ど反応しないことから、CD26刺激による臍帯
血T細胞活性不全のメカニズムを解析したと
ころ、臍帯血 T細胞上の CD26はラフトには
動員されず、CD26と CD45RAがラフト外で会
合することを報告した。この CD26は T細胞
受容体からのシグナル伝達を補助する共刺
激分子の一つで、T細胞活性増殖に重要であ
る。しかし、一方で、CD26の共刺激リガンド
は同定されておらず、また、T細胞共刺激に
おける CD26下流のシグナル伝達は明らかに
なっていない。 
 そこで、本研究では、炎症反応で重要な役
割をもつ活性化 T細胞上の CD26分子の機能

と構造との関係を明らかにして、免疫異常症、
特に、急性 GVHDなどの先端治療開発を目的
とした分子標的療法の確立を目指した基礎
研究を行うことを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 まず、caveolin-1が CD26の共刺激リガン
ドであるかどうか明らかにし、CD26と
caveolin-1の相互作用をトリガーとする詳
しいT細胞の活性化機構を、分子生物学的に
解明する。まず、CD26直下のシグナル分子を
同定するために、網羅的解析を行い、2次元
電気泳動によるプロテオーム解析を行う。こ
のために、研究代表者がすでに確立した
caveolin-1の細胞外ドメインをIgG定常領域
に融合した組替えタンパクcaveolin-1-Fcを
コートした polystyrene microbeadsによっ
て、T細胞を刺激する系を利用すした。刺激
は wild typeの caveolin-1細胞外ドメイン
の他、CD26結合ドメイン(Scaffolding 
domain)を欠失した変異 caveolin-1('SCD)、
CD26 結 合 ド メ イ ン だ け の 変 異
caveolin-1(SCD)を、それぞれFcに融合した
可溶化タンパクを遺伝子組換えによって作
成し、プロテインAアフィニティーカラムを
用いて精製する。これらを用いてcaveolin-1
は CD26共刺激リガンドとして T細胞の増殖
や IL-2産生をもたらすかどうか、細胞生物
学的な検討を行った。さらに、caveolin-1-Fc
融合タンパクをコートした polystyrene 
microbeadsでT細胞を刺激し、刺激前後のT
細胞溶解液を２次元電気泳動で展開し、スポ
ット解析を行い、MS-TOF（Time-of-Flight 
Mass Spectrometry）によりタンパクを同定
した。 
 次に、CD8陽性Tリンパ球におけるCD26共
刺激シグナルについて解析するため、CD8陽
性 Tリンパ球における CD26陽性細胞のサブ
セット解析を行なった。さらに、このCD8陽
性T細胞を共刺激してサイトカイン産生のプ
ロファイリングを行い、CD28共刺激との異同
を解析した。 
 一方、臍帯血T細胞はその機能が未熟なこ
とが知られているが、臍帯血 CD45RA陽性 T
細胞においては、成人 CD45RA陽性 T細胞と
異なり、CD26のクロスリンクにて CD26はラ
フトに動員されず、さらにラフト外でCD45RA
と会合した。CD26が CD45RAとラフト外で会
合しラフトに移行しないことは、臍帯血T細
胞が CD26共刺激に全く反応しないメカニズ
ムの一つと考えられた。これは臍帯血のCD26
陽性T細胞が制御性T細胞(Treg)である可能
性を示唆している。そこで、臍帯血の制御性
T細胞を純化し、そのCD26の発現やエフェク
ター機能解析を行なった。 
 



４．研究成果 
 これまでの研究実績をもとに、CD26によっ
て誘導される caveolin-1下流のシグナル伝
達機構を明らかにする研究を行った。まず網
羅的解析を行うため、CD26刺激後のMφ細胞
溶解液を2次元電気泳動で展開し、スポット
解析を行ったところ、CD26刺激後に変化する
タンパクとしてTollipとIRAK-1が同定され
た。さらに、欠失変異体組換えタンパクを用
い た 共 沈 実験 に よ り、 caveolin-1の
scaffolding domainと Tollipの C2 domain
が結合し、Tollipの CUE domainが結合し、
caveolin-1/Tollip/IRAK-1が複合体を形成
することが判明した。すなわち、CD26刺激に
よって、ACPの caveolin-1がリン酸化し、
TollipとIRAK-1を解離し、IRAK-1のリン酸
化から NF-NBが活性化して CD86の発現増強
がもたらされることが明らかとなり、
CD26/caveolin-1という新たな免疫活性化機
構を発見した（下図）。 

 次に、強力な共刺激分子であるCD28との
関連やCD8+T細胞におけるCD26発現の意義
については不明であり、CD26を機軸とした新
規免疫療法の解明のためには、これら未知の
問題を明らかにする必要があり、細胞生物学
的な実験の結果以下の新しい知見を得た; 
CD26共刺激によるT細胞の活性化は、CD28
共刺激に比し遅れて生じ、さらに、CD26と
CD28の刺激は協調的に作用し、相乗的な活性
化をもたらすことが明らかとなった。次に、
CD8+T細胞において、活性化によりCD26の発
現が増強すること、さらに、CD8+T細胞のメ
モリーエフェクターサブセットにおける
CD26の発現について、メモリーエフェクター
細胞の一部がCD26高発現細胞であり、ナイ
ーブ細胞ではCD26中等度発現であることが
明らかとなった（右コラム上の図）。 
 次に臍帯血リンパ球におけるCD26につい
てであるが、まず、臍帯血リンパ球のCD45RA
とCD26の発現を検討した。健常成人のCD4+
リンパ球ではCD45RAとCD45ROが同程度に発
現しているが、臍帯血のCD4+リンパ球では
CD45RAが99.7%と優位であり、この結果はこ
れまでの報告と一致していた。さらに臍帯血
のCD4+CD45RA+リンパ球のCD26の発現を見て
みると、99.4%にCD26が発現しており、臍帯

血のCD4+CD45RA+リンパ球はほとんどすべて
がCD26陽性細胞であることがわかった。 
 ところで、臍帯血のCD4+CD45RA+リンパ球に
はnaïve Tregが含まれているといわれてい
るが、臍帯血リンパ球のCD26共刺激が弱い
のは、CD4+CD45RA+CD26+リンパ球がTregの
機能を発揮している可能性を考慮し、臍帯血
リンパ球のTregについて検討を行なった。
臍帯血リンパ球をCD4とCD25で展開すると、
Tregを含むといわれているCD4+CD25hiリンパ
球が約6%の割合で認められた。臍帯血
CD4+CD25hiリンパ球のCD26の発現を見てみる
と、80%以上の割合でCD26が発現しているこ
とがわかった。すなわち、臍帯血CD4+CD25hi

のTregと思われる細胞はCD26を高発現して
いることが分かった。次に、臍帯血CD4+CD25hi

リンパ球のCD45RAとCD45ROの発現を検討し
たところ、臍帯血CD4+CD25hiリンパ球では
CD45RAが優位に発現していることがわかっ
た。さらに、臍帯血CD4+CD25+リンパ球にお
いて、Tregのマスター遺伝子であるfoxp3由
来の蛋白質FOXP3の発現を解析したところ、
臍帯血CD4+CD25hiCD45RA+リンパ球ではFOXP
が高発現しており、臍帯血CD4+CD25hiCD45RA+
リンパ球のほとんどがTregであることが示
唆された。 
 このように、臍帯血CD4+CD25hiリンパ球は
Tregを多く含む可能性が示唆されたが、この
臍帯血Tregが、健常成人末梢血に見いださ
れたTregと同様にT細胞抑制効果をもつか
どうか検討した。まず、健常成人末梢血から
CD4+CD25+リンパ球を分離してTregとし、こ
のTreg分画が同じ供血者由来のCD4+CD25-
リンパ球をCD3・CD28で刺激したときの増殖
能を抑制するかどうか検討した。その結果、
健常成人由来のTregは細胞数依存的に
CD4+CD25-リンパ球増殖能を抑制した。一方、
臍帯血由来のTreg分画細胞はCD4+CD25-リン



パ球増殖能の抑制効果は弱く、しかも、Treg
細胞も増殖能を示し、臍帯血のTregはanergy
状態にはないことがわかった。同様に、Treg
がサイトカイン産生抑制能をもつかどうか
検討したところ、健常成人末梢血Tregはサ
イトカイン産生を抑制し得たが、臍帯血Treg
はサイトカイン産生の有意な抑制効果を認
めなかった。この時、 IL-5、IL-4の産生も
検討したが、ベースラインの産生量が少なく、
評価は不能であった。ところで、Tregの機能
はFOXP3とCD152(CTLA-4)の発現と密接に関
連しているといわれているが、上に示した臍
帯血のTregの機能について、FOXP3とCD152
の発現と関連するかどうか、検討を行なった。
そこで、健常人末梢血、および、臍帯血から
CD4+T細胞を分離し、CD25と細胞質内FOXP3、
細胞質内CD152の発現をフローサイトメータ
ーで解析した。FOXP3の発現については、健
常成人由来Treg(APB)に比し、臍帯血由来
Treg(CB)の方が発現が弱かった(平均蛍光強
度MFI=99±33 (APB) v.s. 25±10 (CB))。同
様に、CD152の発現も、健常成人由来Tregに
比し、臍帯血由来Tregの方が発現が弱かっ
た(MFI=46±13 (APB) v.s. 16±1 (CB))。さ
らに、FOXP3タンパク質の発現をウエスタン
ブロットで比較すると、健常成人由来Treg
の方が、臍帯血由来Tregに比べ発現が弱か
った。したがって、臍帯血Tregのregulatory 
functionの低さは、Tregのマスター遺伝子
foxp3由来のタンパク質FOXP3の発現に由来
しているものと推察された。 
 以上のように、臍帯血由来のTregは、静
止期ではregulatory functionが低いことが
示されたが、これは、臍帯血リンパ球のCD26
共刺激機能が弱いことと、一見反するように
思われた。そこで、臍帯血Tregは増殖刺激
を受けても、そのregulatory functionが弱
いままであるか、検討を行なった。このため
に、健常成人、および、臍帯血から
CD4+CD25+Tregを分離し、CD3+CD28ビーズで
刺激して増殖を行なった後、同じドナー由来
のCD4+CD25-T細胞の増殖能を抑制しうるか
どうか、実験を行なった。健常成人由来の
Treg は、静止期(fresh isolation)の時と同
様に、Treg細胞数依存的にT細胞増殖を抑制
した。一方、増殖刺激を加えた臍帯血由来の
Tregも、T細胞増殖を強力に抑制し、Treg自
体もanergy状態であることが判明した。こ
のとき、FOXP3タンパク質の発現をウエスタ
ンブロットで解析すると、増殖刺激を行なっ
た臍帯血由来Tregでは、健常成人由来Treg
と同程度に、発現が増強していることが判明
した。一方、臍帯血由来TregのCD26の発現
を刺激前後で比較すると、CD25の発現は刺激
によって若干発現が増しているが、CD26の発
現は大きな変化はないことが示された。 
 以上より、臍帯血リンパ球のCD26共刺激の

弱さは、共刺激によってTregの機能増強を
同時に見ていることに由来する可能性が示
唆された。したがって、臍帯血リンパ球にお
けるCD26分子の機能として、Tregを活性化
するシグナル伝達に関与する可能性が示唆
され、臍帯血移植のGVHD治療におけるCD26
標的になりうる成果と考えられた。 
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