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【緒言】

活 性化 丁 細胞 の 表面抗原 と して 確立さ れた -C D 2 6 は ､ それ 自身が細胞外 に

D P P Ⅳ (d ip e p tid y l p e p ti d a s e Ⅳ) と呼ばれ る ペ プチ ド分解酵素活 性 を有す る ユ ニ

ー

ク な細胞表面分子 で ある ｡ そ の 発現は広範囲で 腎 ､ 肝 ､ 腸管等の 上 皮細胞な どに

認 められる o

一

方､ 末梢血リ ンパ 球で はメ モリ
ー T 細胞 上 に発現されて い る o 静止

期 丁 稚胞上 で は C D 2 6 h i
'

g h
の集 団が重要な役割をはた して い る こ とが知られ て い る o

この 集団は C D 4 5 R O を発項す るメ モ リ ー T 細胞に属 し､ 破傷風トキ ソイ ドの よう

なメモ リ ー 抗原 に反応する ほか ､ B 細胞の 抗体産性を誘導し ､ M H C ク ラス 1 特異

的なキ ラ ー T 細胞の 誘導活 性も持 つ ｡ さ らに C D 2 6 陽性 丁 細胞はIL - 2
､
工F N - γ な

どの サイ トカイ ンを分泌す る T H l 型 の細胞で ある o こ の 細胞集 酌ま血管内皮細胞間

で 最も強い 遊走能を持ち ､ 炎症部位 へ の 移動､ 集積 を起 こ し炎症局所で も重 要な役

割を果た して い る ｡ ヒ ト C D 2 6 遺伝子 は 76 6 個 の ア ミノ 酸よりな る 1 1 0 k D a の 膜

タ ンパ ク質で ､ 細胞内嶺域 の ア ミ ノ 酸は 6 残基の み で ､ 膜通過部分が 2 2 残基 ､ 細

胞外部分が 7 3 8 アミ ノ酸と ､ そ の 時とんどが細胞外に存在する . C D 2 6 分子 は ､ T C R

か らの 抗原特異的な1 次シ グナル と同時に C D 2 6 特異抗体で 刺激す る こ とに よ っ て

抗原非特異的な 2 次シ グナ ル を伝え ､ T 細胞活 性化 を誘導する ､
い わゆ る共刺激分

子 で あ る o しかしながら ､ C D 2 6 を耳丁 細胞の 活性化 シ グナル伝達機構 に直接関与し

1



て い るが ､ 従来 ､ C D 2 6 分子 を介 した T 細胞 の 活性化は C D 2 6 特異抗体を用 い て 誘

導され ､
い わゆる そ の 対応す る n at u r al li g a n d は同定されて い な い ｡ 近年 ､

こ れら

の 候補 として 当研究室 は ､ 破傷風 トキソイ ド処理 した単球上 の c a v e oli n - 1 が C D 2 6

と結合する こ とを報告し , C D 2 6 陽性 丁細胞が破傷風トキ ソイ ドなどの メ モ リ ー 抗

原に反応して活性化する メカ ニ ズム の
一 面が 明 らかに な っ た ｡ そ の

一

方で ､ A P C 上

の c a v e oli n - 1 を介 した T 細胞 と A P C の 相互作用 が ､ C D 2 6 によ る T 細胞共刺激活

性を も た らす か どうかは明 らか に さ れ て い な い o そ こ で ､ 本研究 に お い て は ､

c a v e oli n - 1 が T 細胞上 の C D 2 6 の 共刺激リガ ン ド として 機能 しう る か検討 した o

【方法 と材料】

1 . C a v e oli n - 1 - F c 融合タ ンパ ク の 作成

ヒトIg G l
- F c 融合タ ンパ ク発現プラス ミ ドは ､ ヒトIg G l - F c 領域 ( h u F c

γ 1) と ヒ ト E - c a d h e ri n の シグナル ペ プチ ド蘭域(h u E C D S P) を P C R で 作成し
､

p E B 6 - C A G ベ ク タ ー

の S al I と E c o R I サ イ トに組 み込んだ ( p E B 6 - C A G - h u

E C D S P I F c γ 1) . C a v e oli n - i - F c 融合タ ン パ ク発現プラス ミ ドは ､ ヒ ト c a v e oli n - 1

の 細胞 外 嶺 域 ( N 端側 の 1 - 1 0 1 ア ミ ノ 酸 残 基 ま で) を P C R で 作 製 し
､

p E B 6 - C A G - h u E C D S P - F c γ 1
ベ クタ

ー

の h u E C D S P と h u F c γ 1 の 間 の H l
'

n d III

サイ トに読み枠が合う よう にク ロ
ー

ニ ン グした ｡

C a v e oli n - 1 - F c 融合タ ン ^
o

ク の 大量精製 は､ 1 .0 × 1 0 7
の F r e e S t yl e 2 9-3 - F

細胞に 2Q L L g の プラ ス ミ ドコ ンス トラク トを 2 9 3 f e ct in T M 試薬に て 導入 ､ 4 8 時間後

に 上清を回収 した ｡ 以
.
降､ 7 2 時間毎に 上清 を回収 し､ 同時に､ 細胞濃度が 1 .0 × 1 0 6

/ m l に な る ように継代し
､ プラス ミ ド導入 か ら 1 ケ 月 に わたり ､ 上 清を 回収し

､

凍結保存した o 回収 した上清からの C a v e oli n - ト F c 融合タン/i ク の精製は ､
P r o t ei n

A
■
ヵ ラム を用 い て ア フ ィ ニ ティ

ー 精製を行 っ た ｡ 精製した融合タ ンパ クの 確認 は ､

S D S - P A G E と特異抗体 に よる ウエ ス タ ンプロ ッ トにて行 っ た ｡

2 ･ C a v e oli n - ト F c 融合タ ンパ ク に よる C D 2 6 共刺激能の 検討

ヒ ト C P 2 6 全長遺伝子 を導入 したJ u r k a t 細胞安定株 (∫. C D 2 6 w t) および

マ ウス プレB 細胞安定株 (3 0 0 - 1 9 - C D 2 6 w t) ､ 破傷風 トキ ソイ ドワク チ ン接種後2

年以内の 正常健康人 5 名 の 末梢血液 か ら分離 した T 細胞 ､ 及 び, C D 4 + 細胞 ､ 単球

に対して ､ C D 2 6 を介 して C a v e oli n - ト F c 融合タ ンパ クが共刺激能を もた らすか ど
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うか ､ 1
'

n - V l
'

t T O C O Sti m u l a ti o n 法 に より検討 した o また ､ C a v e oli n - トF c 融合タ ン

/t
o

ク とC D 2 6 の 結合に お ける ア フ ィ ニ テ ィ
ー

の測 定は Bi a c o r e 装置を用 い た表面プ

ラ ズ モ ン共鳴に よる平衡化結合解析にて行 っ た｡

【結果】

まず､ c D 2 6 の 共刺激リ ガン ド候補で ある タ ン パ ク c a v e oli n - 1 の 細胞外

領域を可溶化 し
､ 精製する 試 み を行 っ たo p E B 6 - C A G ベ クタ

ー をバ ッ ク ボ ー ン ベ

ク タ
ー と して c a v e oli n l の N 端 側 1 - 1 0 1 残基 を遺伝子 組換え技術 に よ り ､

C a v e oli n - ト F c 融合タ ンパ ク を発現す る ベ クタ ー を構築 した ｡ さ らに ､ F r e e s t y l e

T M E x p r e s siq n S y st e m に より ､
F r e e s t y le 2 9 3 - F 浮遊細胞を振塗培養 しなが ら継代

し ､ 継代 ごと に回臥した培養上清中に充分量の C a v e oli n - ト F c 融合タ ンパ クが分泌

された ｡ こ の 培養上清か ら ､ プ ロ テイ ンA カ ラム によ る ア フ ィ ニ テ ィ
ー 精製に より ､

n ati v e な c a v e oli n T l の N 端側 タン パ クと同等の 機能 を有す る C a v e oli n - 1 - F c 融

合タ ンパ ク が ､ 充分量精製で きた ｡

次に ､ こ の C a v e oli n - 1 - F c 融合タ ンパ ク を用 い た共沈実験に より ､ C D 2 6

が共沈した o ま た､ フ ロ
ー

サイ トメ ー タ ー により ､ C a v e oli n - ト F c 融合タ ン ^
o

ク は

3 0 0 - 1 9 - C D 2 6 w t ､ 及 び
,
J . C D 2 6 w t と結合し

,
C D 2 6 抗体 に よ っ て結合がブ ロ ッ

クされ た . こ の 結合には
､
c a v e oli n - 1 の N 末端ドメイ ン の う ち s c aff ol di n g d o m ai n

( S C D ) と 呼 ば れ る 8 2 - 1 0 1 番 目 の ア ミ ノ 酸 残 塞 が 必 要 で あ る こ と が ､

C■a v e oli n - 1 - F c の 削除変異体(S C D - F c) を用 い た実験 に よ っ て判明した ｡ さ らに ､

Bi a c o r e 装置を用 い て C a v e o 血 - 1 - F c と
.

C D 2 6 の 結合ア フ ィ ニ テ ィ
ー

を検討 した

と こ ろ ､ 結合定数 K d は 2 × 1 0 -5 M と計算され ､ c a v e oli n - 1 と C D 2 6 の 結合が ､ 動

的な環境下 にお い て も 1 対 1 で結合す る こ とが示 された ｡

次に ､ C a v e oli n - ト F c 融合 タンパ クが ､ T 細胞活性化能を有するか どう か

検討した と こ ろ ､ C D 3 抗体 ( o K T 3) + C a v e oli n - 1 - F c 融合タ ンパ ク による 固層化

刺激 に よ り ､ C D 3 抗体+ C D 2 8 抗体 (4 B I O) あるい は C D 3 抗体+ C D 2 6 抗体 (1 F 7)

刺激 と 同等 の T 細胞 の 増殖 及び Ⅰし2 産生が 認め られ た ｡ さ らに
､

C D 3 抗体

+ C a v e o 血 - ト F c の 刺激は ､ C D 2 6 抗体に よっ て ブ ロ ッ ク されたが ､ C D 2 ･8 抗体 で

は ブ ロ ッ クされなか っ た ｡

と こ ろで､ メ モ リ ー 抗原 に対す る T 細胞 の 抗原認識 は ､ T C R が抗原 ペ プチ

ドを結合した M H C ク ラ ス ⅠⅠ分子 によ っ て提示され る こ とでお こなわれ るが ､ こ の
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T 細胞は C D 4 + T 細胞で あり､ C D 2 6 が メモ リ
ー 抗原に対 して も っ とも強く反応す

る分画 も C D 4 + T 細胞分画で ある ｡ そ こ で ､ ヒ ト末梢血か ら C D 4 + 細胞を耗イヒし､

破傷風 トキ ソ イ ドを/ 1
o

ルス した同
一

ドナ
ー

の 純化単球 と再混合す る再構成実験によ

っ て ､
C D 2 6 . と c a v e oli n T l の 相互作用 を検討 したo まず､ 破傷風トキ ソイ ドを添

加 した と こ ろ ､ C D 4 + T 細胞は強く増殖反応 を示 したが ､ 再混合直前の C D 4 + T 細

胞を F c 融合タ ンパ クで 処理 し再構成実験 を行 っ たと ころ ､ C a v s oli n - 1 - F c 融合タ

ン/ 1
o

ク に よ っ て T 細胞増殖反応は抑制され , C T I A 4 -I g ある い は C D 8 6 抗体(lT 2 .2)

によ る 抑制効果 と 同等の T 細胞増殖抑制が認め られた ｡

【考察】

C D 2 6 特異抗体を用 い た共刺激実験に よ っ て ､
C D 2 6 が c D 3 の 共刺激シ グ

ナル を伝達 し T 細胞の 増殖反応 と I L 2 産生 を増加させ る こ とが報告され ､ C D 2 8

と ともに ､ 新たな共刺激分子 で ある こ とが示 唆さ れて い た o

_
しか しな がら ､ C D 2 6

の 共刺激リ ガ ン ドの 同定に は至 っ てお らず , 抗体刺激 とい う特異な状況 で の 反応で

はな い か と い う批判もされて い た o 今回 ､ 私は ､
c左v e oli n - 1 が C D 2 6 の 共刺激リ

ガン ドで あ る 可 能性 を検討 した結果 ､ C a v e oli n - ト F c 融 合タ ン /t
o

ク を用 い て ､

C a v e oli n - 1 - F c が細胞表面上の C D 2 6 と結合 し ､ C D 3 抗体 と と もに刺激す る と T

細胞増殖や Ⅰし 2 産生 を増強する こ とを示 した ｡ さ らに ､ C a v e oli n - 1 - F c が ､ きわ

めて 強力なメ モ リ
ー 抗原応答性 丁 細胞増殖反応抑制効果を示す こ とか ら､ 抗原特異

的 免疫 応 答 に お け る c D 2 6 ･

c a v e o 血 - 1 の 相 互 作用 に よ る ブ ロ ッ ク が ､

C a v e oli n - i - F c 融合 ダ ン パ ク に よ っ て も た ら され る 可能性 を 示 唆 した . T N F R

(t u m o r n e c r o si s f a ct o r r e c e p t o r) - F c ( エ タネルセ プト) や C T u 4 -I g ( アバ タ

セ プト) な どの 生物学的製剤がすで に 関節リ ウ マ チ の 治療薬 と して 臨床応用されて

い るが ､ 今後は C a v e oli n
-

ト F c の 治療応用 に つ い て も検討 をして ゆ きた い o また ,

本研究で 精製した C a v e oli n
- F c 融合タ ン ^

o

ク は ､ C D 2 6 と結合す る の みな らず､

D P P Ⅳ 酵素活 性を抑制する効果 を有して い る ことが判明した ｡ C D 2 6/ D P P Ⅳ はイ

ンスリ ン分泌促進ホ ルモ ン G L P - 1 ( gl u c a g o n -li k e p e p ti d e 1) を分解する ため､

D P P Ⅳ 阻害剤は ､ 現在 ､ 糖尿病の 治療薬 と して 開発が進んで お り ､

一

部 の 薬剤で は

第 ⅠⅠⅠ相試験が進行 して い る ｡ そ こ で ､ S･C D - F c な どの 融合タ ン パ ク も今後､ 糖尿

病 の治療薬 として 応用 で きるか どうかも検討する 予定で ある ｡
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