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研究成果の概要（和文）：本研究により CD26 共刺激により IL-10 産生、CTLA-4 発現が増強し、

CD26にも抑制性経路が存在し、CD28と比較して CD26共刺激は CD8T細胞においてグランザイム

B の発現を顕著に亢進し、生体防御に重要な役割を果たし、更に DPPIV 酵素阻害は血管内皮の

成長に重要な役割を果たし、血管障害の修復に有用であり、ヒト化 CD26 抗体治療は急性 GVHD

や自己免疫病治療として有用な可能性などが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：CD26 is a 110-KDa surface glycoprotein with DPPIV enzyme activity 
that has many biological functions. We showed that CD26 costimulation induced IL-10 
production and CTLA-4 expression in CD4 T cells compared to CD28 costimulation suggesting 
that CD26 coslimulation has a negative activation pathway. We also showed that CD26 (high) 
CD8 T cells belong to the early effector memory T-cell subset and that CD26 mediated 
co-stimulation of CD8+T cells exerts a cytotoxic effect preferentially via gramzyme B, 
TNF-α and Fas-ligand compared to that obtained through CD28-mediated costimulation. 
Moreover, we showed that CD26+T cells play an important role in GVHD mediated by human 
lymphocytes, and that anti-CD26mAb is an effective treatment for GVHD in hu-PBL-NOG mouse 
model. In addition we found that genetical or pharmacological inhibition of CD26/DPPIV 
enhances endothelial growth both in vitro and in vivo, suggesting that DPPIV inhibition 
plays a pivotal role in endothelial growth and may have a potential role in the recovery 
of local circulation following diabetic vascular complications. Our results strongly 
suggest that CD26/DPPIV is an appropriate therapeutic target for the treatment of selected 
immune disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
CD26 は 110kDa の膜蛋白で、ヒト CD4 メモリ
ーT 細胞に選択的に発現され、IFN-γ産生な
どに関与する Th1型 T細胞のマーカーといわ
れ、DPPⅣ酵素を含む T 細胞の共刺激分子で
ある。申請者らは CD26への抗体開発から cDNA
の単離を世界に先駆けて行い、CD26の構造及
び T細胞における様々な機能を確立してきた
（Immuno Rev.1998, Trends Immunol 2008）。
特に CD26及び DPPⅣ酵素の T細胞活性化への
役割（Proc Natl Acad Sci.1993, Proc Natl 
Acad Sci.1994）、CD26はアデノミンデアミナ
ーゼ（ADA）の結合蛋白であること（Science 
1993）、アデノシンの免疫抑制作用を CD26上
の ADAが調節していること（J Immunol.1996）、
SDF-1α等のケモカインが DPPⅣ酵素の基質
である（Proc Natl Acad Sci.1998）、CD26と
SDF-1αの受容体の CXCR-4は細胞表面上で会
合していること（J Biol Chem.2001）、CD26
抗体によるクロスリンクで成人 T 細胞では
CD26 がラフトに集まり、CD45RO と相互作用
を行う（Proc Natl Acad Sci:2001）ことを
明らかにした。一方臍帯血 T 細胞では CD26
はラフトに動員されず、CD26 と CD45RA がラ
フ ト 外 で 会 合 す る こ と を 報 告 し
（Blood.2004）、このことは臍帯血 T 細胞の
機能不全に関与していることが示唆された。
CD26強陽性 T細胞は炎症部位に最も遊走しや
すく（J Immunol.1992）、関節リウマチ患者
の末梢血やその局所炎症部位に増加してい
ること（J Rheumatol.1996）を報告し、炎症
のエフェクターT 細胞といわれている。CD28
共刺激を阻害する CTLA-4Ig（abatacept）が
関節リウマチの治療に使用されているが、
CD28 は T 細胞の約 80%に発現しているが、
CD26 共刺激の阻害に関して CD26 強陽性 T 細
胞は T 細胞の 5～15%程度であり、それ故に
CD26陽性 T細胞機能を制御することで免疫疾
患の選択的治療が可能と思われる。さらに申
請者は CD26 陽性 T 細胞のメモリー応答にお
ける共刺激リガンドとして抗原提示細胞
（APC)の caveolin-1（cav-1）を同定し、CD26
及びカベオリンの直下のシグナル分子を解
明し、CD26−カベオリン系が T 細胞のメモリ
ー応答において新たな共刺激系であること
を 示 し た （ J Biol Chem.2007, Trends 
Immunol.2008）。さらに、CD26 が、抗原を取
込んだ APC上の cav-1と結合して cav-1をリ
ン酸化し、APCの CD86の発現上昇を誘導する
こと、この際 cav-1 の 82-101 番目のアミノ
酸残基が CD26 の 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（Proc Natl 
Acad Sci. 2004）。また、CD26 によって APC
内で惹起される cav-1下流のシグナル伝達機
構として cav-1、Tollip、 IRAK-1 複合体が
NF-κB を活性化して CD86 の発現増強が誘導

されることを明らかにした (Mol Cell Biol. 
2005)。更に関節リウマチ患者の罹患関節の
手術検体を検討したところ、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、血管内皮細胞に
cav-1 が強く発現していることが明らかとし
た(Mod Rheumatol. 2006)。 
これらの研究結果から、今まで未解決であっ
た CD26 の共刺激リガンドの性状が初めて明
らかにでき、ヒトにおいて CD28 とは別経路
の T細胞共刺激分子の活性化経路の解明が期
待される。 
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と再混合する再構成
実験によって、CD26と cav-1の相互作用を検
討したところ、再混合直前に cav-1-Ig で処
理すると、CTLA4-Ig、CD86抗体あるいは CD26
抗体と同等に、きわめて強力な T細胞増殖反
応抑制効果をもたらすという in vitro での
予備データを得た（BBRC 2009）。一方、CD26
は免疫系ではヒトとマウスでその発現及び
機能が異なるために、ヒト CD26 分子の機能
を解析するため、マウスモデルの使用には限
界があり、ヒト免疫系の異常を解明できるマ
ウスモデル系の開発が必須であった。そこで
申請者らは、ヒト T細胞がエフェクターとし
て働き異種 GVHD(x-GVHD)を発症するマウス
(hu-PBL-SCID)を開発した。すなわち NOG マ
ウスの腹腔にヒト末梢血リンパ球を投与す
ると約 4-5Wで x-GVHD症状を呈し、脱毛、下
痢、関節炎などヒト免疫病のモデルマウスと
なることが示唆され、このマウスに CD26 抗
体を投与すると、x-GVHD の予防のみならず、
発症後の治療としても効果を発揮し、x-GVHD
モデルマウスにおけるヒト T 細胞 CD26 分子
の重要性を示す知見が得られた。本システム
を用いて CD26抗体と caveolin融合蛋白との
x-GVHD 症状への抑制効果の異同についても
検討する予定である。さて CD26 は CD4 T 細
胞のみならず CD8T 細胞においても発現が認
められる。CD8T細胞はウィルス増殖の抑制や
標的細胞の破壊などのさまざまな因子を分
泌することでその重要な役割を果たし、また
GVHD などの免疫疾患においてもエフェクタ
ーT 細胞として機能するといわれている
（ Immunol Today.1996;17:217, Nat Rev 
Immunol. 2007; 7:340）。インフルエンザ抗
原ペプチドに特異的に反応する CD8T 細胞は
CD26high であることから、CD26highCD8T 細
胞はウィルス抗原の免疫記憶に関与してい
る と 報 告 さ れ て い る
（Immunol.2009;126:346）。しかし CD8Ｔ細胞
における CD26 の機能的意義や作用メカニズ
ム、さらに自己免疫疾患での意義などについ
ては CD4Ｔ細胞と比してほとんど明らかにさ



れていない。このように CD8陽性 T細胞にお
ける CD26 の役割解析及び自己免疫疾患での
意義の解析は非常に意義のあるものと考え
られる。 
 
２．研究の目的 
CD26 は DPPⅣ酵素を含みヒト CD4 メモリーT
細胞に選択的に発現し、APC 上の cav-1 を介
した CD4 メモリーT 細胞の増殖や炎症性サイ
トカインの産生にも深く関わっている共刺
激分子である。本研究では CD26 共刺激リガ
ンドの cav-1 と CD26 との相互作用による新
規分子基盤に基づくシグナル伝達系の解析、
CD8・CD26T 細胞の機能解析を行い、CD26 抗
体及び caveolin 融合蛋白を用いて自己免疫
疾患への先端治療開発の確立を目的とした
以下の基礎研究を行う。 
1. CD26 と caveolin-1 の相互作用及び特異
抗体によるヒト T細胞活性化機構と機能解析 
2. CD8T細胞の CD26陽性分画の機能解析 
3. CD26 抗体及び caveolin-1 融合蛋白投与
の in vivo x-GVHD モデルマウスでの有効性
について 
4. SLE、RA など自己免疫疾患での CD26+ 
CD8+T細胞の臨床的意義 
 
３．研究の方法 
（1）CD28刺激系と CD26共刺激系との異同や
CD26 共刺激系にも負の制御系が存在するか
という点を解析のため、それぞれの特異抗体
を用いて低から高濃度の抗体及び異なった
time course での共刺激実験を行う。予備デ
ータとして高濃度の CD26刺激では Tregの誘
導や負の制御因子の IL-10分泌刺激を誘導し、
一方 CD28では強い IL-2刺激が得られている。
そこで CD26と CD28の共刺激における異同を
明確にするため上記の in vitro 細胞刺激系
において CTLA-4系や CD28ノックダウン T細
胞や CD80、CD86 ノックダウン樹状細胞を作
成し、CD26特異的共刺激メカニズムを詳細に
検討する。CD4T 細胞の CD26 共刺激によって
IL-10 産生が強く誘導されたことから IL-10
は Treg が活性化された際に産生されたのか
CD4+CD25-が活性化された際に産生されたも
のかなど CTLA4Foxp3の染色を用いて検討し、
さらに CD26 共刺激で分化誘導される IL-10
が Treg をさらに誘導して免疫抑制能を有し
ているかを検討する。CD4 細胞に関し、CD26
共刺激では CD28共刺激と異なり、IL-10が大
量に分泌され、CD28 共刺激では IL-2 が大量
に分泌され、その異同が認められたが、さら
に分子メカニズムを解析するために CD4T 細
胞を CD26、CD28 共刺激に異なる time cause
で RNA を回収し、microarray にて down ある
いは up の遺伝子を検討してそのメカニズム
の違いをさらに検討する。 
（2）申請者は CD8 陽性 T 細胞における CD26

陽 性 細 胞 は エ フ ェ ク タ ー メ モ リ ー
（CD45RA-CCR7-）及びセントラルメモリー
（CD45RA-CCR7+）のサブセットであるという
結果を得ている。さらにこの CD8陽性 T細胞
を共刺激とすると CD28 共刺激に比し、CD26
共刺激では IL-2 産生が遅延し、またより強
い IFN-γ分泌を誘導する結果を得ている。こ
のことは CD26分子が CD28とは異なる経路で
CD8T細胞を刺激し、CD8陽性 T細胞のメモリ
ー応答に関与することを示唆している。CD28
及び CD26共刺激により CD8T細胞サブセット
であるナイーブ（N）、エフェクターメモリー
（EM）、セントラルメモリー（CM）エフェク
ター（E）への変化及びその機能的変化など
について検討を加える予定である。予備デー
タをもとに CD8 陽性 T 細胞の CD26 分画にお
ける詳しい種々のサイトカイン産生や
Granzyme B の発現に関しても解析を加える。
さらなる分子メカニズムを解析するため(1)
同様に両刺激における異なる time cause で
RNA を回収し、microarray にて down あるい
は up の遺伝子を検討してそのメカニズムの
違いを検討する。 
（3）(1)、(2)で得られた知見に基づき、
x-GVHD マウスの in vivo でのヒト CD26 分子
や他の CDマーカー分子の解析や CD26抗体及
び CD26-caveolin-1共刺激系の in vivoでの
検討を行い、CD26抗体及び caveolin-1 Igの
トランスレーショナル研究を進めるための
基礎的データを集める。hu-PBL-SCID におい
てはヒト PBL移植後ヒト活性化 T細胞がその
エフェクターT 細胞となりマウス組織に滲潤
して 4-6週以内に x-GVHDの症状が出現する。
これらのマウスリンパ球や肝臓、脾臓、皮膚
組織を解析し、CD26 や caveolin-1 やその他
CD4、CD8を含むマーカーの発現パターンや各
種サイトカインレベルの検討をフローサイ
トメーター、ELISA、免疫組織染色を用いて
解析する。さらに CD26抗体及び cav-1-Igを
ヒト PBL 投与時及び x-GVHD 症状発症時から
さまざまな doseで x-GVHDマウスに投与して
生存、症状改善、上記で行った組織リンパ球、
サイトカインレベルなどの解析を行い、CD26
抗体と cav-1-Ig の有効性の異同や CD26、
caveolin発現への影響などを解析する。 現
在 CD28 共刺激阻害薬として CTLA-4Ig（アバ
タセプト）が関節リウマチの治療薬として登
場し、有効な治療成果が得られている。我々
も免疫病への治療応用をめざしてヒト化
CD26 抗体を開発済みだが in vivo で
xeno-GVHD マウスにヒト化 CD26 抗体、
CTLA-4Ig を投与してその有効性や作用機構
を検討する。 
（4）SLE 患者の活動期、非活動期及び腎型、
非腎型などさまざまな病型と CD8陽性 T細胞
のサブセット(N,EM,CM,E)との関係、さらに
CD26発現 CD8T細胞及び Granzyme B発現との



関係を解析する。 
 
４．研究成果 
以下の研究について組み換え Caveolin-1 の
培養上清の産生がおもわしくないので CD26
抗体を用いた研究に focusする。 
（1）CD4T細胞を用いて CD26抗体の濃度を上
げて共刺激を行うと IL-10の産生が上昇した
が CD28抗体では IL-2及び INF-γの産生が上
昇した一方で、IL-10 産生はほとんど上昇し
なかった。CD26 抗体共刺激では CD28 共刺激
と比して IL-2 は低値をとった。CTLA-4 の発
現を検討すると CD26共刺激により CTLA-4の
発現が上昇する一方で CD28 では認められな
かった。組み換え IL-10 を用いて CD26 共刺
激及び CD28 共刺激による TNF-α、INF-γ産
生への抑制効果を検討すると CD26 共刺激の
方が CD28 共刺激より抑制作用が強かった。
刺激培養上清でも同様の結果が得られた。
CD26共刺激によって IL-10高産生能を獲得す
る CD4T 細胞サブセットの同定を行ったとこ
ろ Treg (CD4+CD25+CD127/low Foxp3+)は産生
源ではなく、Naive (CD45RA+CD45RO-)及び
memory (CD45RA-CD45RO+) CD4T細胞が IL-10
を産生した。現在 CD3/CD26共刺激と CD3/CD28
共刺激で CD4T 細胞で発現が変動する遺伝子
の違いを DNAマイクロアレイで解析(12hr or 
24hr) (CD26抗体 5㎍/ml and 50㎍/ml)を行
い発現上昇する遺伝子群からシグナル伝達
経路の同定を行っているところである。 
 
（2）CD26 分子の CD8T 細胞機能は CD4T 細胞
と比較してほとんど明らかにされていない。
そこで CD8+T細胞における CD26分子の CD8+T
細胞機能発現を CD28 分子のそれと比較検討
した。ヒト CD8+T 細胞における CD26 陽性サ
ブセットを解析したところ CD26high（CD28+）
は 84%が CD45RA-CCR7-（エフェクターメモリ
ー）、CD26int（CD28+）は 81%が CD45RA+CCR7+
（ ナ イ ー ブ ）、 CD26-CD28- は 78% が
CD45RA+CCR7-（エフェクター）であることが
示 さ れ た 。 ま た CD26-CD28+ は 多 く が
CD45RA-CCR7-（エフェクターメモリー）であ
ったが FACS 上の dot の分析から複数の細胞
集団から構成されていることが予測された。
さらに CD28共刺激と比して CD8T細胞におい
ては、CD26共刺激による増殖反応は早期（2-3
日）では有意に弱かったが、培養後期（4-5
日）では同程度の増殖反応が認められた。 
種々のサイトカイン産生に関しては CD28 共
刺激と比して CD26共刺激は TNF-αや IFN-γ
などの産生は非常に強く誘導されたのに対
して、IL-2 産生などは CD28 と比して有意に
弱かった。更に CD8T 細胞の細胞障害活性の
主たるエフェクター分子の一つであるグラ
ンザイム Bの発現を解析すると、CD28共刺激
と比して CD26共刺激において CD26抗体の容

量依存性にグランザイム B の発現が増強し、
グランザイム B 依存性に CD8T 細胞は標的細
胞の細胞障害作用が強いことが明らかにな
った。これらの研究結果から、CD26 分子は
CD8T 細胞においてウィルスや腫瘍細胞への
生体防御に重要な役割を果たしており、また
自己免疫疾患や骨髄移植時の GVHD などの病
態にも重要な役割を果たしていることが強
く示唆された。 
 
（3）CD26/DPPⅣ分子はエフェクターT細胞だ
けでなく、細い血管の炎症部位にも発現して
いる。血管の炎症は糖尿病における小及び大
血管障害の鍵となるため、CD26/DPPⅣの血管
内皮細胞への直接的役割を検討した。TNF-α
や IL-1 のような炎症性サイトカインは小血
管内皮細胞上の CD26 発現を減少させ、遺伝
的及び薬理的な手法による CD26/DPPⅣの発
現抑制は in vivo 及び in vitro における血
管内皮細胞の成長を増強した。DPPⅣ酵素阻
害剤は 2型糖尿病の治療薬として広く用いら
れているが、我々の結果から DPPⅣ酵素阻害
剤は血管内皮の成長に重要な役割を果たし、
糖尿病の血管障害による局所循環の回復に
有用であることを示唆している。 
 
（4）ヒト T 細胞が炎症のエフェクター細胞
として働く病態モデルとして、xeno-GVHD モ
デルマウス(huPBL-NOG マウス)の系を用いた。
このマウスに対し、ヒト化 CD26 抗体を投与
することで、ヒト T細胞がマウス体内に生着
していながら著明な生存期間の延長と体重
減少の軽減が認められた。マウス体内でのヒ
ト T 細胞の CD26 の発現を経時的に解析した
結果、CD4+T 細胞、および CD8+T 細胞ともに
移植初期に CD26 の発現が移植前よりも顕著
に増強していたのに対し、ヒト化 CD26 抗体
を投与すると CD26 陽性 T 細胞の生着が阻害
されることが示された。さらに、CFSEでラベ
ルしたヒト PBMC をマウスに移植して細胞分
裂の解析を行った結果、ヒト化 CD26 抗体の
投与によりヒト CD8+T細胞の細胞分裂が優先
的に抑制されることが示された。このように
ヒト PBLを免疫不全マウスに投与して作製し
た xeno GVHD モデルにヒト化 CD26 抗体を投
与すると、生存期間の延長、体重減少、脱毛、
関節炎などの軽減が認められ、ヒト化 CD26
抗体はこのモデルで有効なことが示唆され
た。さらに CD26陽性 CD8T細胞が本抗体のタ
ーゲットとなっているが、実際の骨髄移植後
の急性 GVHD 患者の皮膚組織、胃粘膜組織生
検においても CD26+T細胞の滲潤が認められ、
CD26+T 細胞が炎症のエフェクターとなって
いる可能性が示唆され、急性 GVHD 患者及び
他の自己免疫疾患での治療薬としての臨床
応用が示唆された。現在関節リウマチ治療薬
として用いられている CTLA-4Ig(アバタセプ



ト)をこの xeno GVHD モデルに投与してヒト
化 CD26 抗体とその有効性の比較などを行っ
た。治療の有効性は両者ほぼ同等であったが
高容量投与では CTLA-4Ig において移植片の
拒絶反応が認められたがヒト化 CD26 抗体で
は高容量でも生着が認められ、以上からヒト
化 CD26抗体の方が CTLA-4Igよりヒト免疫系
に及ぼす影響は軽度であり、感染症などのリ
スクは低いのではと考えられた。 
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