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研究成果の概要（和文）：末梢リンパ細胞は種々の細胞と共に免疫ネットワークを構成し、病原体や腫瘍に対する防御
機構を司り、その破綻は自己免疫疾患発症の誘因となる。Death receptor 6 (DR6)は末梢リンパ細胞の活性化制御因子
として働く事が示唆されているが、刺激因子を含めその制御機構は不明である。本研究ではcDNAライブラリースクリー
ニングによりDR6特異的結合因子(DR6L)を単離・同定した。In vitro解析の結果、抗原提示細胞上のDR6Lの発現は、抗
原提示によるT細胞の活性化を、T細胞上のDR6発現依存的に抑制する事が明らかとなり、単離されたDR6LはDR6特異的刺
激因子であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Peripheral lymphocytes regulate the activation of immune network for protecting ho
st homeostasis against an infection with several pathogens and tumor progressions, and an abnormality on t
he regulation causes auto-immunological diseases. Recently, it was demonstrated that Death receptor 6 (DR6
) had an important role for a regulation of peripheral lymphocyte activation in response to antigen challe
nge. However, detail of molecular mechanism on a regulation for DR6's function, such as a specific ligand 
remains unclear. We identified a membrane protein specifically binding with DR6 (DR6L). In addition, in vi
tro binding assay showed that DR6L could specifically interact with DR6 than other members of TNFR family.
 Importantly, In vitro co-culture assay showed that DR6L expressed on an antigen presenting cell reduced a
n antigen dependent activation of T lymphocyte. These findings suggest that the identified protein, DR6L s
hould act as a specific stimulator for DR6 in T cell activation.
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１．研究開始当初の背景 
末梢Tリンパ細胞は種々の免疫細胞と免疫ネ
ットワークを形成し、病原体による感染や腫
瘍の形成に対する防御機構を担い、その防御
機構の破綻は自己免疫疾患発症の誘因とな
る。末梢 T リンパ細胞の活性化は、主に抗原
提示細胞が発現する MHC 分子と抗原との複
合体によるT細胞受容体への刺激により惹起
され、この活性化シグナルは同じく T 細胞上
に発現する刺激補助因子と呼ばれる様々な
膜タンパク質により正に、或は、負に制御さ
れる。TNF 受容体ファミリー分子である
DR6(Death Receptor 6)/TNFRSF21 は末梢 
T リンパ細胞の細胞膜上に発現し、未知の刺
激因子との結合により抗原刺激時のT細胞の
活性化を抑制的に制御する事が海外の多く
の研究グループによる解析結果から示唆さ
れているが、特異的刺激因子を含めその詳細
は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
これまでに明らかにされていない DR6 に特
異的に結合し、免疫制御能を有する刺激因子
の単離・同定およびその機能解析を行う事に
より、DR6 を介した新たな免疫制御メカニズ
ムを明らかにする事を目的とする。 
 
３．研究の方法 
cDNA 発現ライブラリーを用いた発現クロー
ニング法を用いてDR6特異的結合因子の探索
を行う。更に、得られた候補因子に付いて、
抗原提示依存性T細胞活性化における機能を
解析する。 
 
４．研究成果 
(1)DR6 特異的結合因子の単離 
これまでの報告から、TNF 受容体ファミリー
分子の細胞外領域とヒト IgG の Fc 領域との
融合タンパク質は、その特異的刺激因子との
結合親和性を有する事が知られている。そこ
で、定法に則り DR6 細胞外領域とヒト IgG の
Fc 領域とを融合させた組み換えタンパク質
(DR6-Fc)を作製し、これを DR6 特異的刺激因
子の検索用プローブとした。次に、種々の免
疫細胞様培養細胞と DR6-Fc との結合特異性
を Flowcytometry 法により解析し、DR6 特異
的結合因子発現細胞の同定を行った。このう
ち、DR6-Fc 特異的結合能を有する培養細胞株
からcDNA発現ライブラリーを作製し、DR6-Fc
特異的結合能を認められなかった細胞株に
形質導入した。得られた形質転換体における
DR6-Fc 親和性クローンを複数回のセルソー
ターによる回収および拡大培養により陽性
細胞群の濃縮を行い、ライブラリー特異的プ
ライマーを用いた PCR 法により、挿入された
遺伝子を単離し、DNA シーケンス解析により
DR6特異的結合因子候補としてDR6Lを単離し
た。 
 
 

(2)DR6/DR6L 間の結合特異性 
DR6 安定発現細胞の、DR6 を含む種々の TNF
受容体ファミリー分子の細胞外領域とヒト
IgGのFc領域との融合タンパク質に対する結
合親和性をFlowcytometry法により評価した
ところ、DR6-Fc における検討においてのみ結
合性が認められた事から、単離された DR6L
は DR6に対して特異的結合親和性を有する事
が示された。 
 
(3) ヒトあるいはマウス遺伝子背景におけ
る DR6/DR6L 間結合 
DR6あるいはDR6Lのヒトあるいはマウスホモ
ログを単離し、マウス/マウス、ヒト/ヒトあ
るいはヒト/マウス間結合性を前述の方法に
より評価したところ、いずれの組み合わせに
おいても DR6/DR6L 間結合が確認されたこと
から、DR6/DR6L 間結合はヒトからマウスにい
たる種を超えた保存性を有する事が明らか
となった。 
 
(4)抗原提示における DR6/DR6L 結合による T
細胞活性化への影響 
第１項に示す通り、DR6 は抗原提示下におけ
るT細胞の活性化に対して抑制的に働きかけ
ることが示唆されている。そこで、OVA 抗原
存在下における抗原提示能を有するA20細胞
と OVA 特異的 T 細胞受容体を発現する
DO11.10T 細胞ハイブリドーマとの共培養系
により抗原提示依存性T細胞活性化における
DR6L 発現の影響を観察した。その結果、抗原
提示細胞としてのA20細胞におけるマウスあ
るいはヒト DR6L 発現は、DO11.10T 細胞ハイ
ブリドーマによる抗原依存的なIL2産生を顕
著に抑制する事が明らかとなった。この結果
は、これまでの報告から類推される DR6 結合
因子の機能的特徴であるT細胞活性化抑制能
を DR6L が有する事を示す。更に、DO11.10T
細胞ハイブリドーマにおける RNAi 法による
DR6 特異的発現抑制により、前述の DR6L によ
る IL2 産生抑制効果が解除された事から、抗
原提示細胞上の DR6L による T 細胞活性化抑
制は DR6 に依存する事が明らかとなった。以
上の結果により、本研究により単離された
DR6Lはこれまで未知であった末梢T細胞活性
化抑制におけるDR6特異的結合因子であるこ
とが示され、DR6/DR6L 結合は新たな免疫制御
薬剤の標的となる可能性が示唆された。 
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