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研究成果の概要：ガンや、ウイルス感染においては、これと闘うＴリンパ球が、初期活性化し

た後、徐々に無反応になることが問題となる。この不応答性が、活性化Ｔ細胞に発現するＰＤ

－１レセプターによって引き起こされること、ＰＤ－１が、活性化初期のＩＬ－２産生を調節

することによって、Ｔ細胞を不応答に陥れることを明らかにした。この研究によって、免疫反

応の調節機構と、それに関連した難病の治療につながる知見が得られた。 
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)Ｔ細胞の活性化に始まる抗原特異的な一
連の反応は、ガンやウイルスから生体を防御
するために必須であるが、ガンと闘っている
Ｔ細胞が、次第に力をなくし、不応答となる
ことが問題となっている。その一方、健常人
においてＴ細胞の過剰な活性化は、Ｔ細胞免
疫の強すぎる活性化は、自己免疫性（タイプ
１）糖尿病やリウマチ性関節炎といった、深
刻な自己免疫疾患の原因となる側面を持つ。 
よって、これらの問題を解決するために、Ｔ
細胞の活性化制御システムをより理解する

ことが必須であった。 
 
(2)ＰＤ－１は申請者の所属研究室において
１９９２年に、ＴおよびＢ細胞に発現する免
疫グロブリン様レセプターとして同定され
た。次いで樹立されたＰＤ－１ノックアウト
マウスは、生後まもなくＴ細胞の異常活性化
を伴う、糖尿病、唾液腺炎、リウマチ性関節
炎、腎炎、拡張型心筋症、心筋炎など、さま
ざまな臓器特異的自己免疫疾患を自然発症
することが明らかになった。一方でＰＤ－１
ノックアウトマウスは、ガンやウイルス特異
的なＴ細胞免疫が増強しており、移植ガンの
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生着が拒絶されたり、転移が抑制されること、
また、ウイルス感染に抵抗性であることが分
かっていた。このことより、ＰＤ－１は、生
理的なＴ細胞の活性化の後、それを抑制する
キー分子であると考えられるようになった。
しかしながら、ノックアウトマウスの表現系
は、多種の免疫担当細胞が、複雑な反応を起
こし、その結果引き起こされるものであり、
ＣＤ４（ヘルパー）およびＣＤ８（キラー）
Ｔ細胞、そしてＢ細胞という、個別の免疫担
当細胞におけるＰＤ－１の詳細な解析は途
上であった。 
 
(3) 研究を開始した当初、持続感染を特徴と
するＨＩＶやヘルペスウイルス感染症では、
慢性化にともなって多数のＰＤ－１陽性の
不応答性Ｔ細胞が集積すること、マウスの実
験では抗ＰＤ－１のブロッキングでこのア
ナジーが解除され、ウイルスの排除が起こる
ことが報告され、患者に対する応用療法がま
さに行われようとしていた。このため、ＰＤ
－１がはたらくメカニズムを個々の免疫細
胞で明らかにしていくことは、最重要課題で
あった。 
 
 
２．研究の目的 
 
当研究の目的は、ＰＤ－１分子が、ＣＤ８陽
性細胞傷害性Ｔ細胞による免疫反応を、どの
ように調節するか、また、そのメカニズムを
探求することであった。よって、単一のモデ
ル抗原を用いてＣＤ８陽性Ｔ細胞の反応を
追跡できる実験系を独自に構築し、これを明
らかにしようと試みた。 
 
 
３． 研究の方法 
 
(1)体内に、ＣＤ８陽性、単一クローンのＴ細
胞のみを有する、２Ｃ ＴＣＲトランスジェ
ニック、ＲＡＧ２ノックアウトマウスに、Ｐ
Ｄ－１ノックアウトマウスを交配し、単一の
抗原に対するＣＤ８細胞の反応、およびこれ
におけるＰＤ－１の機能を解析することを
可能にした。このマウス、およびＰＤ－１陽
性のコントロールマウスに、抗原エピトープ
として同定されているペプチド（アミノ酸配
列：ＳＩＹＲＹＹＧＬ）を腹腔注射すること
によって、人為的にアナジーの誘導刺激を行
った。ペプチド投与一週間後、犠牲死させた
マウスのリンパ節より、マグネティックセル
ソーターにてＣＤ８陽性細胞を分離し、同系
マウスの脾臓細胞とＳＩＹＲＹＹＧＬペプ
チドに対する増殖活性をトリチウムチミジ
ンの取り込み試験で測定することによって、
抗原特異的な不応答性(アナジー)誘導の有無

を確認した。 
(2)研究の過程において、ＰＤ－１陽性、およ
び陰性のマウスでは、この反応に大きな差を
認めたので、抗原投与時、および１週間後に
おける細胞表面抗原の変化をＦＡＣＳ法に
よって比較した。また、抗原投与時における、
サイトカイン発現の変化をＥＬＩＳＡ法、Ｆ
ＡＣＳ法、および Bioplex 法によって解析し
た。 
(3)内因性ＩＬ－２産生と、そのシグナルのコ
ントロールを行うため、抗ＩＬ－２抗体、お
よび抗ＩＬ－２レセプター抗体を、抗原ペプ
チドと同時に投与し、これらを中和した際に
おけるＣＤ８陽性Ｔ細胞反応を、２次刺激時
（1 週間後）において比較した。また、ＩＬ
－２をマウス体内で補完する実験を行うた
め、抗マウスＩＬ－２抗体を、試験管内で組
み換え型マウスＩＬ－２と混合し、抗体―サ
イトカイン複合体を形成させた。これを、抗
原と同時投与し、２次刺激時におけるＣＤ８
陽性Ｔ細胞の反応を比較した。 
(4)Ｔ細胞の養子移入実験には、Chicen beta 
actin-GPF トランスジェニックマウスと交
配したＰＤ－１陽性、および GPF トランス
ジェニックマウスと交配していない陰性マ
ウスより、マグネティックセルソーターによ
ってＣＤ８陽性細胞を分離した。これを同系
（Ｃ５７ＢＬ/６）マウスに腹腔注射し、抗原
ペプチドを同時投与した。１週間後、このレ
シピエントマウスより、Ｔ細胞を、マグネテ
ィックセルソーター、およびＦＡＣＳによっ
て、ＧＦＰの蛍光をもとに分離し、2 次刺激
時における増殖反応を測定した。  
(5)抗原を投与したＰＤ－１陽性、および陰性
マウスのＴ細胞よりＲＮＡを抽出し、これを
cDNAマイクロアレイ法に供して発現遺伝子
の変化を解析した。変化の認められたいくつ
かの遺伝子に関しては、TAQMAN 法によっ
て、この遺伝子発現変化を確認した。 
 
 
４．研究成果 
 
a. 抗原投与後、ＰＤ－１陽性マウスから採

取したＴ細胞は、担ガン状態に見られる
ように、不応答になったが、ＰＤ－1陰
性マウスにおいては、この不応答性の獲
得は起こらなかった。つまり、ＰＤ－１
分子が、ＣＤ８陽性細胞においては、不
応答性を起こす必須のスイッチであるこ
とを見出した。 
 

b. 前項で、ＰＤ－１陽性マウスにおいては、
ＰＤ－１陰性マウスと比較して抗原投与
時における血中のＩＬ－２サイトカイン
の発現が著しく抑制されることを見出し
た。また、抗原投与したマウスのＴ細胞



 

 

を特異的抗体で細胞内染色することによ
り、個々の細胞レベルで、ＰＤ－１依存
性にＩＬ－２産生の抑制が起こっている
ことを明らかにした。 
 

c. この結果を踏まえ、ＰＤ－１陽性、陰性
マウスにおいて、ＩＬ－２をコントロー
ルする治療を行った。この結果、いずれ
のマウスにおいても、ＩＬ－２の中和に
より、Ｔ細胞が不応答になること、逆に、
ＩＬ－２を生体内で補うことによって、
不応答とならないことを見出した。 
 

d. さらに、ＰＤ－１陰性細胞から過剰産生
されたＩＬ－２が、ＰＤ－１陽性細胞に
おける不応答状態に影響を与えるか調べ
るため、ＰＤ－１陽性、および陰性マウ
スよりＴ細胞を分離し、混合したのち、
同系マウスに養子移入して抗原反応を調
べた。その結果、普段は不応答となるＰ
Ｄ－1陽性細胞が、ＰＤ－1陰性細胞の存
在下では不応答とならないこと、この効
果はＩＬ－２レセプター抗体の投与によ
って阻害されることを見出した。つまり、
ＰＤ－１レセプターは、抗原応答時のＩ
Ｌ－２産生を抑制することによって、Ｔ
細胞を不応答化することを明らかにした。 
 

e. ＰＤ－１陽性、陰性細胞のマイクロアレ
イ比較によって、Ｔ細胞の活性化に影響
を与えると考えられる遺伝子を同定した。 

 
Ｔ細胞のアナジーという生命現象は、免疫学
の本流を行く大きな疑問の一つであり、ウイ
ルス感染、癌や自己免疫の克服という、臨床
医学研究の観点からも世界的に注目されて
いる。 
本研究によって得られた、a-d の結果は、感
染防御、ガン免疫および自己免疫疾患の病理
を理解するうえで、非常に重要な成果をもた
らすものである。当研究成果は、権威ある、
米国免疫学会の機関誌に報告した。また、e
で同定した遺伝子群は、ＰＤ－１分子の下流
において、Ｔ細胞の活性化を調節する分子で
あることが予測され、これらの分子を今後、
詳細に解析することによって、新たな免疫調
節のターゲット分子、およびそれを応用した
免疫病の治療法につながる可能性が大いに
ある。 
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