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本研究は ､ ヒ ト ･ メ モ リ ー / エ フ ェ クタ - T 細胞に お い て重要な役割を演 じて い る と考

え られ る C D 2 6 / dip e p tid yl p e p ti d a s e Ⅳ ( D P P Ⅳ) の T 細胞活性化機構 にお け る共刺激

リガン ドを明らか にする ため､
c D 2 6 の 結合分子 で ある c a v e oli n l - F c 融合タ ンパ ク の 作

成 ･ 精製 ､ およ び ､ それ らの T 細胞 にお ける C D 2 6 を介した共刺激の 分子機構 の解 明､ 機

能解析 を試 みたもの で あり ､ 以下 の 結果 を得て い る ｡

1 . 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 o li n - 1 の細胞外領域 を可溶化 し ､ 精

製する ため ､ 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 - 1 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 - 1 - 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 si o n S y st e m に より ､

F r e e s t yl e

2 9 3 - F 浮遊細胞に C a v e oli n - ト F c 発現プラス ミ ドを遺伝子導入 し､ 培養上 清中に充分

量 の C a v e oli n - 1 - F c 融合タ ン パ クが分泌 され ､ プ ロ テイ ン A カ ラム に よ る ア フ ィ ニ

テ ィ
ー 精製により精製 した C 畠v e oli n - ト F c 融合タ ンパ クが 内在性 の c a v e oli n - 1

■
と結

合す るが ､ cl at h ri n とは 結合しな い な ど､ n a ti v e な c a v e oli n - 1 の N 端側タ ンパ ク と

同等 の 機能を有する C a v e oll n - ト F c 融合タ ンパ ク の 精製 に成功した ｡

2
. C a v e oli n - ト F c 融合タ ン パ ク を用 い た共沈実験 に より ､

C a v e oli n
- トF c と C D 2 6 が共

沈する こ とが示された . また ､ フ ロ ー

サイ トメ
ー

タ
ー

に より ､
C a v e oli n - 1 - F c 融合 タ

ン/ t
o

クは 3 0 0 -1 9 - C D 2 6 w t ( ヒ ト C D 2 6 の 全長を安定に発現 した マ ウス プレ B 細胞 ト

ラ ン ス フ ェ クタ ン ト) , 及 び ､ ∫. C D 2 6 w t ( ヒ ト C D 2 6 の 全長 を安定に発現したJ u r k at

細胞 トラ ンス フ ェ クタ ン ト) と結合し
､
C D 2 6 抗体 に よ っ て C a v e oli n - 1 - F c 融合タ ン

/t
o

ク の 結合がブ ロ ッ クされ る こ とが示された o 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 a ff old i n g d o m ai n (S C D ) と呼ばれ る 8 2 - 1 0 1 番 目めア ミ ノ酸残基が

必要 で あ
ノ
る こ とが ､

C a v e oli n - 1 - F c の 削除変異体 を用 い た実験に よ っ て 示さ れた o さ

ら に
､
B i a c o r e 装置を用 い た C a v e oli n - 1 - F c と C D 2 6 の 結合ア フ ィ ニ テ ィ

ー 解析 に よ

り ､ 結合定数 K d は 2 × 1 0 -5 M と計測され ､ 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 も直接結合す る こ とが示 された ｡

3 ･ C a v e oli n - ト F c 融合タン/ 1
o

クが C D 2 6 と結合す るだけで なく ､ C D 2 6 の D P P Ⅳ 酵素

活性を抑制するか どうか検討した結果が示さ れた ｡ まず､ 遺伝子組換え に よ り作製 し



た可溶性 C D 2 6 タ ンパ ク に対 し ､
D P P Ⅳ 阻害剤 Ⅴali n e

-

p y r r oli d i d e ( V a トP y r) を添

加 し D P P I V 酵素活性を計測した と こ ろ ､ V al- P y r の 濃度依存性に D P P Ⅳ 酵素活性が

阻害され ､ 5 0 % 抑制濃度I C 5 0 が 3 〝 M と示 され ､ 従来の 報告で ある 2 ｡ 4 〟′ M とほぼ同

程度で あ る こ とが示 された o 次に ､ 可溶性 C D 2 6 に N T - F c を添加 して D P P Ⅳ 酵素活

性を検討 したと こ ろ ､ V a トP y r と 同様に
,

N T - F c の磯度依存的に D P P Ⅳ 酵素活性が

抑制 され IC 5 0 は ､ 1 5 〃′ M とい う結果が 示され た｡ 以上 の結果より , C a v e oli n - 1 - F c

融合タ ンパ ク は C D 2 6 と結合す る の みな らず､
C D 2 6 の D P P Ⅳ 酵素活性を抑制す る

こ とが示 され た ｡

4 . C a v e oli n - 1 - F c 融 合タ ン パ ク に よ る T 細胞増殖能 を 正 常偉 人 末 梢血 丁 細胞 と

J . C D 2 6 w t 細胞を用い て検討した結果 ､ C D 3 抗体 ( O K T 3) 十 C a v e oli n - ト 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 細胞増殖及びI L 2 産生 をもた らす ことが示され た ｡

さ らに ､ C D 3 抗体+ C a v e oli n - 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 クされず ､ c a v e oli n
- 1 - F c 融合タン パ ク に よ る T 細胞共刺激 は

C P 2 6 特異的な刺激の 結果もたらされ る可 能性が示された ｡

5 . 正 常健人末梢血か ら C D 4 + 細胞を純化 し ､ 破傷風 トキ ソイ ドを^
o

ル ス した 同
一

ドナ
ー

か ら純化 した C D 1 4 + 単球 と再混合する 再構成実験を行 っ て ､
C D 2 6 と c a v e o li n - 1 の

相互作用 を検討した ｡ そ の 結果 ､ 破傷風トキソイ ドを添加した場合 , 正常に 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 e oli n - ト F c 融合タ ン/t
o

ク に よ っ て T 細胞増殖反

応は抑制され ､ C T I A 4 - Ig ある い は C D 8 6 抗体 (rr 2 . 2) に よる抑制効果と同等の T

細胞増殖抑制がもた らされ る こ とが示 され た ｡

以上 ､ 本論文は ､ C D 2 6 の 新たな結合分子 c a v e oli n 1 1 を同定し ､ そ れ らの 結合 ドメイ ン

を介した ､ C D 2 6 と c a v e oli n - 1 の 結合 によ っ て もたらされる C D 2 6 陽性メ モ リ
ー T 寮由胞 に

お い て ､ C D 2 6 が共刺激分子 として機能する こ とが ､ C a v e oli n - 1 - F c 融合タ ン/てクを用 い

て 明らか にした ｡ 本研究は､ これ まで未知に等 しか っ た ､ C D 2 6 の 共刺激リガン ド候補 を

同定 し ､ C D 2 6 陽性メ モリ
ー T 細胞の 細胞生物学的な活性化機構 を解 明し ､ メモ リ

ー 抗原

に対する T 細胞 の 免疫応答お よびそ の 後に生 じる 炎症反応の 解明に重要な貢献をなすと考

えられ ､ 学位 の 授与 に値するも の と考え られ る ｡




