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研究成果の概要（和文）：抗原提示細胞上でPD-L1がCD80と隣り合わせに結合（シス結合）していること、シス
PD-L1-CD80結合によりPD-L1とPD-1の結合が阻害され、PD-1の機能が制限されていることを見出した。また、
PD-L1とCD80のシス結合を分離する抗CD80抗体を用いて、自己免疫疾患の症状を軽減することに成功した。さら
に、別の免疫補助受容体であるLAG-3について、その機能が発動されるために必要なリガンドを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found that CD80 interacts with PD-L1 in cis on antigen presenting cells 
(APCs), which results in the interference of PD-L1-PD-1 binding. Subsequently, PD-L1 fails to elicit
 PD-1-mediated inhibition in T cell activation when APCs express substantial amount of CD80. By 
generating anti-CD80 antibodies that detach CD80 from the cis-PD-L1-CD80 duplex and enable PD-L1 to 
engage PD-1 in the presence of CD80, we demonstrated that the targeted dissociation of 
cis-PD-L1-CD80 duplex elicits PD-1 function in the condition where PD-1 function is otherwise 
restricted. We also demonstrated using murine models that the removal of PD-1 restriction is 
effective in alleviating autoimmune disease symptoms. Finally, we investigated the relative 
contribution of potential ligands to LAG-3 function and demonstrated that stable pMHCII, but not 
FGL1, serves as the functional ligand of LAG-3 to trigger its immuno-inhibitory function.

研究分野： 免疫学

キーワード： 免疫補助受容体　自己免疫疾患　シス結合
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抑制性免疫補助受容体PD-1を標的としたがん免疫療法の成功により、免疫補助受容体の機能が大きな関心を集め
ているが、各分子の機能解明は期待通りには進んでいない。PD-1やLAG-3の機能が発揮あるいは制限されるメカ
ニズムの解明により、これらの分子を標的とした薬剤の開発が促進されると期待される。PD-1の機能制限を解除
することにより自己免疫疾患を治療する方法については、臨床への応用が期待される。

※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 

T 細胞は、抗原受容体が抗原を認識することによって活性化を開始するが、活性化の程度や活

性化後の機能変化は様々な免疫補助受容体によって厳密に制御されている。近年、抑制性免疫補

助受容体 PD-1 と CTLA-4 を標的としたがん免疫療法の成功により、免疫補助受容体の機能が大

きな関心を集めている。現在、PD-1 と CTLA-4、およびそれ以外の免疫補助受容体を標的とした

新規治療法の開発が世界中で精力的に進められているが、各分子の機能解明は期待通りには進

んでいない。すなわち、免疫補助受容体の種類による機能の違いや重複、複数の免疫補助受容体

による協調的作用などが不明であることから、より効果的かつ安全な治療法の論理的な研究・開

発にむけて、それらの解明が望まれている。 

PD-1 の機能を阻害することにより、がん細胞に特異的な T 細胞が活性化され、がん細胞が排

除される。一方、PD-1 の抑制機能を人為的に誘導することができれば、有害な T 細胞を抑制し

て自己免疫疾患などを治療できると期待されるが、そのような治療法の開発は思うようには進

んでいない。PD-1 が抑制機能を発揮するためには、抗原を提示する細胞に発現する PD-L1 ある

いは PD-L2 というリガンドのいずれかと結合して抗原受容体の近傍に移動し、細胞内領域にあ

るチロシン残基が Src ファミリーに属するチロシンリン酸化酵素によってリン酸化を受ける必

要がある。リン酸化されたチロシン残基にチロシン脱リン酸化酵素 SHP-2 がリクルートされ、

SHP-2が TCRの下流で活性化されるチロシンリン酸化酵素群の作用を打ち消すことによりT細胞

の活性化が抑制される。PD-1 のみに結合する抗体や薬剤ではこのように複雑な過程の全てを再

現できないことから、PD-1 の機能を誘導・増強するには画期的な戦略が必要と考えられていた。 

 

２．研究の目的 

PD-1 は自己免疫やがん免疫を効率的に抑制するが、通常の感染免疫応答を無力化することは

無い。結核や慢性ウイルス感染症などの一部の感染症においては、PD-1 欠損下で激しい免疫応

答が遷延して宿主が死に至ることから、PD-1 は排除に失敗した際の慢性期に自己組織の傷害を

防ぐために機能していると考えられる。一方、多くの病原性微生物については、PD-1 を有する

野生型マウスが排除し得ることから、PD-1 による抑制が感染免疫応答を無力化する訳では無い

と言える。これまで、PD-1 が抑制する対象をどのように選別しているのかについては、PD-1 お

よびそのリガンドの発現分布のみで説明が試みられてきたが、必ずしも満足の行く説明では無

かった。 

  特にCTLA-4と PD-1の機能の対比として、CTLA-4が T細胞応答の活性化段階で主に機能し、

PD-1 は末梢におけるエフェクター段階で機能すると説明されることが多い。そのメカニズムと

しては、CTLA-4 と CD28 のリガンドである CD80 と CD86 は抗原提示細胞に主に発現しているのに

対して、PD-L1 と PD-L2 は末梢の標的細胞にも発現が認められること、および PD-1 が未感作の

ナイーブ T細胞には発現しておらず、発現誘導までに時間を要することが、総説などでは挙げら

れている。しかし、PD-L1 および PD-L2 は抗原提示細胞にも強く発現しており、PD-1 が抗原刺激

後 6時間以内と、CTLA-4 よりもむしろ早いタイミングで発現することが分かって来ており、PD-

1 が T細胞応答の活性化段階で機能しない理由としては全く成立しない。 

そこで本研究では、抑制性免疫補助受容体が有益な免疫応答を無力化してしまわないメカニ

ズムを解明し、そのメカニズムを標的として免疫応答を操作する方法を開発することを目的と

した。 

 



 

 

 

３．研究の方法 

（１）T細胞の活性化に対する PD-1 による抑制のシス PD-L1–CD80 結合による制限 

マウス Bリンパ腫細胞株・IIA1.6 細胞、マウス初代培養樹状細胞などを抗原提示細胞として、

卵白アルブミン（OVA）の部分ペプチド（pOVA323-339）を認識する TCR を発現する DO11.10 T 細胞、

マウス初代培養 T 細胞などを T 細胞として用い、抗原刺激による T 細胞の活性化に対する PD-1

による抑制効果を評価した。また、PD-L1 と CD80 のシス結合が生じなくなる PD-L1 のアミノ酸

変異および CD80 のアミノ酸変異を同定し、それらの変異を導入したマウスを作製することによ

り、シス PD-L1–CD80 結合がマウス生体内において T細胞の活性化に与える影響を評価した。 

（２）PD-1 の機能制限解除による自己免疫疾患の治療 

シス PD-L1–CD80 結合から CD80 を分離し、PD-L1 が PD-1 と結合できるようにさせる抗 CD80 抗

体を作製した。（１）と同様の T細胞刺激実験系を用いて、本抗体がシス PD-L1–CD80 結合による

PD-1 の機能制限を解除するかどうかを検討した。自己免疫疾患モデルマウスを用いて、本抗体

が PD-1 の機能誘導により自己反応性 T細胞の活性化を抑制し、自己免疫疾患の症状を緩和する

かを検討した。 

（３）LAG-3 の抑制機能が発揮される機構 

LAG-3の結合分子の候補である抗原ペプチドとMHCクラスIIの安定な複合体（安定なpMHCII）

および FGL1 について、各々との結合能を欠くアミノ酸変異体を作製した。（１）と類似の T細胞

刺激実験系を用いて、各 LAG-3 変異体の抑制機能を評価した。自己免疫性 1型糖尿病のモデルマ

ウスである NOD マウスに各アミノ酸変異を導入し、糖尿病の発症に与える影響を評価した。 

 

４．研究成果 

（１）T細胞の活性化に対する PD-1 による抑制のシス PD-L1–CD80 結合による制限 

抗原提示細胞上に PD-L1 と CD80 が共発現する場合には、PD-1 により T細胞の活性化が抑制さ

れないことを見出した。一方、CD86 を PD-L1 と共発現させた場合には、T 細胞の活性化が PD-1

によって強く抑制された。また、PD-L2 を PD-1 のリガンドとして利用した際には、CD80 あるい

は CD86 が抗原提示細胞上に共発現する際にも、T 細胞の活性化が PD-1 によって強く抑制され

た。このことから、PD-1 の機能制限は、PD-L1 が CD80 と共発現する場合に特異的に生じること

が明らかになった。 

PD-L1 と CD80 のシス結合が生じなくなる PD-L1 のアミノ酸変異体として PD-L1-Y56A、CD80 の

アミノ酸変異体として CD80-L107E を得ることに成功した。これらのアミノ酸変異を導入したマ

ウスにモデル抗原を免疫し、1週間後にモデル抗原に対する T細胞応答を評価したところ、顕著

に減弱していた。このことから、PD-1 が有益な免疫応答を無力化しないように、シス PD-L1–CD80

結合によって PD-1 の機能が制限されていることが明らかになった（Sugiura D et al, Science, 

2019）。 

（２）PD-1 の機能制限解除による自己免疫疾患の治療 

シス PD-L1–CD80 結合から CD80 を分離し、PD-L1 が PD-1 と結合できるようにさせる抗マウス

CD80 抗体として TKMG48、抗ヒト CD80 抗体として TKMF5 を得ることに成功した。シス PD-L1–CD80

結合によって PD-L1 を介した PD-1 による T細胞の活性化抑制が発揮されない条件にこれらの抗

体を添加したところ、T細胞の活性化が強く抑制された。抗原提示細胞上の PD-L1 および T細胞

上の PD-1 が発現しない条件では抑制効果が観察されなかったことから、これらの抗体は CD80 を



 

 

直接の標的とするものの、当初の期待通り、PD-L1 と PD-1 の結合を介して T 細胞の活性化を抑

制することが確認された。 

TKMG48 の投与により、自己抗原・pGPI を免疫することによって誘導される関節炎、自己抗原・

pMOG を免疫することによって誘導される実験的自己免疫性脳脊髄炎、SKG マウスが発症する関

節炎、および新生仔期の胸腺摘出により NFS/sld マウスが発症するヒトシェーグレン症候群に

類似の唾液腺炎と涙腺炎の症状が軽減されることを見出した。これにより、自己反応性 T細胞の

活性化においても PD-1 の機能が制限されており、この制限を人為的に解除することにより自己

反応性 T細胞の活性化を抑制して症状を緩和し得ることが明らかになった（Sugiura D et al, 

Nat Immunol, 2022）。 

（３）LAG-3 の抑制機能が発揮される機構 

安定な pMHCII との結合能のみを欠く変異体として LAG-3-P111A および LAG-3-G103R、FGL1 と

の結合能のみを欠く変異体として LAG-3-K27E および LAG-3-V14Q:L20A を得ることに成功した。

FGL1 との結合能のみを欠く変異体は T細胞の活性化を強く抑制したが、安定な pMHCII との結合

能のみを欠く変異体は T細胞の活性化を全く抑制しなかった。 

我々は先行研究において、NOD マウスが発症する自己免疫性 1型糖尿病が LAG-3 欠損により大

幅に増悪することを見出している。このことは、糖尿病を惹起する自己反応性 T細胞の活性化が

LAG-3 によって部分的に抑制されていることを示す。安定な pMHCII との結合能を欠く変異の導

入では、糖尿病が LAG-3 欠損と同程度に増悪した。一方、FGL1 との結合能を欠く変異の導入で

は、糖尿病の増悪は認められなかった。 

これらの結果から、LAG-3 が T 細胞の活性化を抑制するには、安定な pMHCII と結合すること

が必須であることが明らかになった。また、FGL1 との結合だけでは LAG-3 は抑制能を発揮せず、

安定な pMHCII を介した LAG-3 による抑制に FGL1 との結合は不要であることが明らかになった

（Maruhashi T et al, Immunity, 2022）。 
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