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研究成果の概要（和文）：CD26 の共刺激リガンドとして caveolin-1 を同定し、82-101 残基は

CD26の 201-211残基及びDPPⅣ活性中心の630残基のセリンを介して結合した。CD26に CARMA-1

が会合して共刺激シグナルの誘導に関わっていた。ヒト PBL を SCID マウスに移植すると異種

GVHD が生じ、ヒト T 細胞がエフェクターであるが、CD26 抗体を投与すると臨床症状の顕著な改

善が認められたことから、CD26 抗体が GVHD などの免疫病治療に有効なことを示唆した。 

 
研究成果の概要（英文）：We have identified caveolin-1 as the costimulatory ligand for CD26. 
The 82-101th amino acid (a･a) of caveolin-1 bound to the 201-211th a･a of CD26 with the 
DPPⅣ catalytic site of 630th a･a, Serine. Moreover, we found that cytoplasmic tail of 
CD26 interacts with CARMA-1 in T cells, resulting in the induction of costimulatory signal. 
After injection of human PBL into SCID mice, the symptom of xeno-GVHD has been induced 
and human T cells play a role in pathophysiology of x-GVHD as effectors. Treatment of 
these x-GVHD mice with humanized CD26 antibody resulted in improvement of the symptom 
of x-GVHD, suggesting that anti-CD26 treatment leads to the effective treatment of human 
immune-mediated diseases such as autoimmune disorders and GVHD after allo-BMT.  
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１．研究開始当初の背景 
CD26 分子は 110kDa の膜蛋白であり DPPⅣ酵
素を含むヒト T 細胞共刺激分子である。また
CD26強陽性T細胞は炎症部位に最も遊走しや

すく関節リウマチなどの炎症局所での集積
が報告され、炎症のエフェクターT 細胞とい
われている。この CD26 陽性 T 細胞機能を制
御することでリウマチなど免疫疾患の治療
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が可能と思われる。現在まで、CD26 共刺激の
リガンドは明らかにされていない。組み換え
可溶性 CD26（sCD26）は in vitro で抗原特異
的メモリーT 細胞反応を増強し、このメカニ
ズムとしてマクロファージ（Mφ）上の CD86
が発現誘導されることを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
CD26 の機能と構造との関係を解明し、自己免
疫病を中心として免疫病の先端治療開発を
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。平成 17～21 年で次の 3 点
を明らかにする。 
⑴ 可溶性 CD26 による CD86 発現亢進の分子

機構とその活性ドメインの研究 
⑵ CD26 共刺激・リガンドの同定とシグナル

伝達機構及び機能発現の解析 
⑶ CD26 及びその関連分子の臨床的意義及び

臨床応用の研究 
 
３．研究の方法 
⑴ CD26 のラフトへの動員機構や、CD26 と
caveolin-1 やその変異分子などの細胞内動
態や相互作用を分子蛍光で dynamic に観察す
るために蛍光顕微鏡画像解析システム及び
共焦点レーザー顕微鏡で観察する。⑵ site 
directed mutagenesis を 用 い て
caveolin,CD26の変異体を作製しcaveolin及
び CD26 の結合ドメインを決定する。⑶ CD28
及び CD26 共刺激の異同について解析する。 
⑷ caveolin-1 融合蛋白の免疫制御機能を解
析する。⑸ 関節リウマチ及び変形性関節症
患者滑膜の組織の CD26 陽性 T 細胞及び
caveolin の発現を解析する。⑹ ヒト PBL を
免疫不全マウスの腹腔に投与すると約 4-5週
で xeno-GVHD 症状を呈し、脱毛、下痢、関節
炎などを伴うが、ヒト T細胞がそのエフェク
ターT 細胞といわれ、このマウスを解析して
CD26 陽性 T 細胞の病態への役割及び抗 CD26
抗体の有効性を検討する。 
 
４．研究成果 
＜目的(1)について＞ 
① sCD26 を用いて CD26 結合分子の探索を行
った。CD14 陽性 Mφと THP-1 細胞株が特異的
に結合し、これらの細胞上に CD26 結合分子
が発現している可能性が考えられた。ADA カ
ラムに THP-1 細胞溶解液を通し SDS-PAGE 後、
約 20-25KDa の蛋白を MALDI-TOF/MS で解析す
ると caveolin-1 が新たな CD26 結合タンパク
であることが示唆された。caveolin-1 の
82-101 アミノ酸残基は CD26 の 201-211 アミ
ノ酸残基及び DPPⅣの活性中心 630 残基のセ
リンを介して結合し、Mφ上の caveolin は抗
原処理 12-24 時間後に細胞表面上に露出する
ことを明らかにした。② Mφでの caveolin-1
リン酸化後の CD86 発現亢進に関する詳しい

分子機構を検討した。テタヌストキソイド（T. 
T.）処理 Mφを sCD26（wild type 及び 201
から 210 を欠損させたもの）のコートしたラ
テックスビーズで刺激し、2D-PAGE で分離し
たところ wild type sCD26 で 5 分刺激後に 2
つのスポットが消失あるいは減尐した。この
sCD26 △201-210 で刺激した対応するスポッ
トを切り出し MALDI-TOF/ MS により蛋白を同
定したところ、Tollip（Toll-interacting 
protein ） 及 び IRAK-1 （ interleukin-1 
receptor associated serine/threonine 
kinase 1）であり、これらが Mφでの
caveolin-1 相互作用蛋白であることをつき
とめた。さらに caveolin-1 は scaffolding 
domainで Tollipの C2ドメインと結合してい
ることが免疫沈降法、免疫細胞化学、GST 
pull-down アッセイにより明らかになった。
また Tollip の CUE ドメインは IRAK-1 の結合
に必要なことも同定した。③ CD26 と結合し
た Mφ上の caveolin-1 はリン酸化され、結合
していた Tollip と IRAK との解離が生じ、そ
の後 IRAK のリン酸化が認められ、NKκBの活
性化が生じて CD86 遺伝子の転写が生じて
CD86 の発現亢進がもたらされるという経路
をつきとめた。さらに caveolin-1 の 14 残基
のリン酸化が NK-κB の活性化に必要であっ
た 。 本 研 究 に よ り sCD26 が M φ 上 の
caveolin-1 と相互作用を生じて CD86 の発現
上昇に至るまでの詳しい分子機構が明らか
になった。 
＜目的(2)について＞ 
① caveolin-1が追い求めていたCD26の共刺
激 リ ガ ン ド で あ る か 検 討 し た 。
caveolin-1-Fc 融合蛋白を用いた共沈実験に
より、CD26 が共沈し、フローサイトメーター
により、caveolin-1-Fc 融合蛋白は CD26 
Jurkat トランスフェクタント細胞と結合し
た。この結合には、caveolin-1 の N 末端ドメ
インのうち scaffolding domain と呼ばれる
82-101 番目のアミノ酸残基が必要であった。
② caveolin-1-Fc 融合蛋白が、T 細胞共刺激
能を有するか検討したところ、CD3 抗体+ 
caveolin-1-Fc 融合蛋白による固層化刺激に
より、T細胞の増殖及び IL-2 産生が認められ
た。この刺激は CD26 抗体によってブロック
されたが、CD28 抗体ではブロックされなかっ
た。このことから caveolin-1 が CD26 の共刺
激リガンドであることが明らかとなった。 
③ CD26 の細胞質ドメインは 6 アミノ酸と小
さいが、このドメインが CD26 共刺激に必要
か解析した。細胞外ドメインが CD26、細胞質
ドメインが CD10 からなる CD26-CD10 キメラ
分子を構築してトランスフェクトした
Jurkat T 細胞株を用いた。CD3 抗体と
caveolin-1 刺激では CD26 wild type Jurkat
は IL-2 産生を行ったが、CD26-CD10 Jurkat
では産生されず、しかし CD3 plus PMA では



 

 

同等に IL-2 産生が生じることから、細胞質
ドメインが CD26 の共刺激に必要なことが明
らかになった。また CD26 の細胞質ドメイン
には 120kDa の CARMA-1 分子が結合し、この
分子は CD26 の細胞質ドメインと相互作用す
ることを同定した。④ 末梢血 T 細胞におい
ても CARMA-1 は CD26 と結合していることを
示唆する結果を得た。以前に CD26 抗体のク
ロスリンクにより CD26 はラフトにリクルー
トされ、その際 ZAP70、p56lck 、TCRζ鎖のチ
ロシンリン酸化が生じることを報告したが、
末梢血Ｔ細胞を caveolin-1 と抗 CD3 刺激に
より CD26 は CARMA-1 とともにラフトにリク
ルートされるか検討したところ、CD26、
CARMA-1、BC110、IKKβはラフトにリクルー
トされた。また RNA 干渋で末梢血 T 細胞から
CARMA-1 の発現を減尐させ T 細胞を CD3 抗体
及び caveolin-1 で刺激したところ、T細胞増
殖は減尐したが CD3 抗体と PMA での刺激では
コントロール T細胞同様に増殖が生じたこと
から、CARMA-1 は CD26 由来 T 細胞共刺激に重
要な役割を果たしていることが明らかにな
った。本研究により CD26 の細胞質ドメイン
は 6 アミノ酸残基と小さいにもかかわらず
CD26 が共刺激シグナルをなぜ誘導できるの
かという従来からの疑問に対して CARMA-1と
いう分子が会合しているからという答えを
出すことができ、CD26 共刺激シグナル伝達機
構に関して caveolin-1 という共刺激リガン
ドの同定に加えて新たな展開をもたらすこ
とができた。⑤ ヒト CD4T 細胞を破傷風トキ
ソイドをパルスした同一ドナーの単球を再
混合する再構成実験によって CD26 と
caveolin-1-Ig で処理すると、CTLA4-Ig、CD8
抗体あるいは CD26 抗体と同等にきわめて強
力な T細胞増殖抑制効果をもたらしたことか
ら可溶性 cav-1-Ig での CD26 シグナルのブロ
ックは有効な免疫抑制療法となり得ること
を示唆した。⑥ CD28 共刺激と CD26 共刺激の
異同に関して、高濃度の CD26 抗体刺激では
抑制性サイトカイン IL-10の分泌刺激を誘導
するが CD28 抗体刺激ではほとんど分泌を誘
導せず、一方 CD28 抗体刺激では CD26 抗体刺
激と比して強い IL-2 産生が得られ、質的に
も異なっていることが示唆された。⑦ 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 CD8T 細胞サブセット
に関して 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 の発現はメモリー
エフェクター細胞の一部がCD26highT細胞であ
り、ナイーブ T細胞では CD26intermediateである
ことが明らかとなった。⑧ 臍帯血の制御性 T
細胞に CD26 が発現しており、臍帯血リンパ
球における CD26 からのシグナルは抑制性の
経路に関与している可能性が示唆された。⑨ 
CD26分子のCD8+T細胞における機能解析及び
CD28 共刺激との異同について研究を行った。

CD28 由来共刺激と比して CD8+T 細胞では
CD26 共刺激は遅れてその増殖が始まるが最
終的には同程度の増殖レベルであった。さら
に TNFαや INF-γは CD26 共刺激により非常
に強く産生されたが、一方 IL-2 や IL-5 産生
は CD28 共刺激と比して非常に尐なかった。
CD8+T 細胞の細胞障害作用の主たるエフェク
ター分子である Granzyme B の発現に関して、
CD28 刺激と比較して CD26 共刺激は容量依存
性に著明に亢進し、機能的にも CD8+T 細胞は
Granzyme B依存性に標的細胞を障害すること
が観察された。このように CD26 分子は CD8+T
細胞においても CD28 共刺激と異なる共刺激
機能を発揮することが示唆された。 
＜目的(3)について＞ 
① 我々は CD26抗体を自己免疫疾患や難治性
免疫疾患の治療薬として応用するため、マウ
ス型 CD26 抗体からインシリコ法にて高親和
性、高生物学的活性をもつヒト化 CD26 抗体
を開発した。ノックアウトマウスなどで自己
免疫病モデルマウスが報告されているがこ
れらはマウスの免疫系の異常であるため、ヒ
ト免疫系の異常をマウスに移して、例えばヒ
ト化 CD26 抗体のヒト免疫異常症への有効性
やヒト免疫系の異常を解明する必要がある。
現在のところこの目的のためにはヒト PBLを
SCID マウスに移植して生ずる異種 GVHD の系
が唯一とされ、この系ではヒト T細胞はマウ
ス抗原を認識して活性化され、サイトカイン
ストームを生じて xeno-GVHD が生じ、ヒト T
細胞が炎症のエフェクターとされている。こ
の系を用いて CD26 陽性 T 細胞の xeno-GVHD
での役割、CD26 抗体の有効性を検討した。ヒ
ト PBL を NOD/SCID マウスに移植後 5 週後か
ら脱毛、体重減尐などの xen･GVHD 症状が生
じ、中には関節炎を生じるマウスも存在した。
この系にヒト化 CD26 抗体を投与したところ
x-GVHD の臨床症状及び病理学的変化の顕著
な改善効果が認められた。抗体投与により、
皮膚、肝臓、腸管などでヒト CD4、CD8 陽性 T
細胞やヒト CD26T 細胞の浸潤が減尐し、皮膚
においても細胞障害性 T細胞のマーカーであ
る CD45RO･TIA-1 陽性 T 細胞がコントロール
群では著明に浸潤が認められたが、抗体投与
群ではほとんど認められなかった。さらに
x-GVHD マウス肝臓より浸潤ヒトリンパ球を
取り出し FACS にて CD26 抗体で染色したとこ
ろ、抗体投与群ではコントロール群と比較し
て CD26highT 細胞が著明に減尐し、このことか
らも CD26highT 細胞がこの系でエフェクターT
細胞として働いている可能性を示唆した。さ
らにヒト化 CD26 抗体は x-GVHD マウスで治療
効果を示すことが明らかになりヒト免疫病
に対して有効な治療法となり得ることが示
唆された。② 関節リウマチの炎症の場であ
る滑膜での CD26 及び caveolin-1 の発現を免
疫組織学的に解析した。CD26 陽性 T細胞はリ



 

 

ウマチ滑膜の sublining 部分に浸潤し、リウ
マチの滑膜の血管増生部分や滑膜細胞部分
に caveolin-1 は高発現していた。このよう
に関節滑膜では CD26 陽性 T 細胞の浸潤及び
そのリガンドである caveolin-1 がその周辺
組織に高発現していることが示された。 
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