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研究成果の概要（和文）：  獲得免疫応答時に形成される超分子構造, 免疫シナプス(IS), 上での LFA-1の時空
間制御機構を解明する目的で,全反射顕微鏡を用いたLFA-1/ICAM-1一分子結合計測実験系をIS上で確立し詳細な
解析を行った. 
  その結果, LFA-1結合時間の分布はIS上で一様ではなく, Rap1やKindlin-3等のLFA-1活性化因子の局在箇所に
のみ長いLFA-1/ICAM-1結合が起こり, Rap1/Kindlin-3等の欠損細胞では長期型結合数が減少し細胞接着も低下し
た．以上から, IS上のLFA-1制御は細胞内因子の空間的な配置による結合時間調節により担われていることが示
唆された．

研究成果の概要（英文）：  In order to elucidate the spatiotemporal regulatory mechanism of LFA-1 on 
immunological synapse (IS), a supramolecular structure formed during adaptive immune response, we 
established single molecule measurement system of LFA-1/ICAM-1 binding events and investigated its 
regulatory mechanism. 
  We found that distribution of LFA-1 binding time is heterogeneous: long-term binding events occur 
only at a region where LFA-1 activatory factors such as Rap1 and Kindlin-3 localize. Furthermore, 
Rap1/Kindlin-3 deficient cells showed reduced number of long-term binding events, resulting in the 
defect in cell adhesion. 
  Collectively, we propose that the regulation of LFA-1 function is attributed to spatial allocation
 of cellular factors, which control binding time of LFA-1/ICAM-1. 

研究分野： タンパク質科学, 一分子生物学, 免疫学, 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
 

二次リンパ組織における T 細胞と抗

原提示細胞(APC)との相互作用の”特異

性と時間”の調節は，獲得免疫誘導の初

期における最も重要な素過程の一つで

ある．抗原-主要組織適合遺伝子複合体

(pMHC)と T 細胞受容体(TCR)との相互

作用や補助刺激因子間相互作用は”特異

性”の決定を行うが，LFA-1 とそのリガ

ンド ICAM-1 との相互作用は T-APC 複

合体が持続する”時間”に大きく寄与し，

T 細胞の抗原に対する感度を 10-100 倍

も上昇させる 1-2)．また CD8 陽性 T 細胞

では，リンパ節内での LFA-1/ICAM-1 依

存的な持続的な T-APC 相互作用がメモ

リーT 細胞への分化を著しく誘導し，

ICAM-1-/-マウスでは二次免疫誘導にお

けるサイトカイン産生が顕著に低下す

ることから 3)，LFA-1/ICAM-1 による相

互作用”時間”調節の長期免疫記憶に対

する重要性も近年解明されつつある． 

一方で白血球接着不全症(LAD)の患

者では，LFA-1 構成要素の一つ 2 遺伝

子や LFA-1 活性化を担う低分子量 G 蛋

白 質 Rap1 の GDP-GTP 交 換 因 子

RasGRP2 遺伝子 4)，2 の細胞内領域(CT)

に結合する LFA-1 構造安定化蛋白質

kindlin-3 遺伝子 5)等の変異が見られ，ま

た Rap1 活性化の著しい低下も観測され

ており 6)，それらによる免疫細胞間の接

着異常は新生児期から感染症に対する

重篤な免疫不全を引き起こす．LFA-1 は

制御性 T 細胞の発生や抑制機能にも必

要であり，LFA-1 接着破綻は免疫不全と

自己免疫の複合的病態を呈する．また、

国民の三分の一が発症するアレルギ

ー・慢性炎症や自己免疫疾患は炎症細胞

の過剰な集積が原因であり，インテグリ

ンの阻害治療が期待されている．免疫監

視の破綻を来さず、特異性や効率を上げ

た創薬には LFA-1 を介する接着の時空

間的制御の分子メカニズムの解明が必

要である． 

LFA-1は ICAM-1親和性の異なる複数

のコンフォメーションを取る．近年，

LFA-1 の状態が T 細胞内の複数の因子

によって制御され, ICAM-1 との結合時

間(≒1/koff)に密接に関連していること

が in vitro の実験で分かってきた．ケモ

カイン/TCR 架橋による刺激が T 細胞に

導入されると, RasGRP2/C3G が低分子

量 G 蛋白質 Rap1 を活性化し, 活性型の

GTP-Rap1 がその下流分子を更に活性化

する．Rap1 下流分子 Mst17), RapL8)は

LFA-1 L の CT に結合し、LFA-1 を活性

化する．また 2-CT と F-actin とを繋ぐ

Talin-1，Kindlin-3 やその他の分子群も

Mst1 と複合体を形成する．一方，これ

らが T-APC 接着面上のどこで・いつ

LFA-1 結合時間を制御するかは未解明

であった． 

T-APC接着面においては,”免疫シナプ

ス”と呼ばれる超分子複合体が形成され

る．TCR と TCR 下流のシグナル伝達分

子 は 接 着 面 中 心 部 の  central 

supramolecular adhesion complex 

(cSMAC) に円状に集積し，TCR シグナ

ルが停止する終着点の役割を果たす . 

TCR シグナル開始機構に関しては様々

な仮説があったが，最近の一分子計測実

験系を用いた研究から，TCR と pMHC

各一分子が接着面辺縁で結合しシグナ

ル伝達分子を誘引して中心へ向かうこ

とでシグナルが開始されることが明ら

かになり，長年の議論が一定の集結を迎

えた．一方で，免疫シナプス上で LFA-1

は peripheral SMAC (pSMAC) と呼ばれ

るドーナッツ状の分布を示す．pSMAC

には前述の Talin-1 が LFA-1 と同様に局

在する報告はあるが，cSMAC とは対照

的に，LFA-1 とその関連因子が免疫シナ

プス上で空間的にどのように影響を及

ぼし合うか，またそれらが活性化刺激後

のどのタイミングで LFA-1 の結合時間

を制御しているかといった，時間・空間

的な制御メカニズムの詳細を分子レベ

ルで実験的に解明した事例は極めて乏

しかった． 
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２．研究の目的 
 
研究代表者は免疫シナプスにおける

LFA-1 の動的制御メカニズムを分子/原子

レベルで解明する目的で研究を進めている.

本研究では LFA-1 のコンフォメーション/
結合時間を細胞内因子が免疫シナプス上で

どのように制御しているかに主眼を置き研

究をすすめる． 

 
３．研究の方法 
 
全反射顕微鏡を用いて平面脂質二重膜上

で ICAM-1 の蛍光標識体を観測する免疫シ

ナプス解析の実験系を以前までに確立して

いたが, 本研究では, 全反射顕微鏡実験系

の最適化により LFA-1/ICAM-1 複合体”一

分子”の結合時間と拡散係数を測定するた

めの ICAM-1 一分子計測系を確立し測定を

行った．TCR 刺激の抗原は biotin 化抗 CD3
抗体/OVA-peptide MHC モノマーを蛍光標

識 化 (Alexa)Streptavidin(StAv) を 介 し て

biotin 含有平面脂質二重膜  (planar lipid 
bilayer, PLB) に 提示させ た ．これに , 

OVA-peptideを認識するTCR transgenicマウ

スから単離した初代培養 T 細胞を加えて免

疫シナプスを観測した．種々の細胞内因子

の可視化には蛍光蛋白質との融合タンパク

質を構築し, それをレンチウイルスベクタ

ーを用いて初代培養 T 細胞に導入した．ま

た, LFA-1 活性化因子を欠損/ノックダウン

させたマウス/細胞を作製し, 上述の一分

子解析を行うことにより, LFA-1 の活性化

に伴う細胞内因子の影響を一分子レベルで

分析した. 

 

４．研究成果 
 
(1) 一分子 LFA-1/ICAM-1 結合実験系の確立 

T細胞内でのLFA-1の動態を PLB上での

ICAM-1 の挙動を指標に解析するために, 
全 反 射 顕 微 鏡 を 用 い た 蛍 光 標 識

ICAM-1-GPI の一分子ライブイメージング

を行った. まず一分子計測を達成するため

に，光安定性の高い ATTO 系列の蛍光物質

を ICAM-1-GPI に標識化し, 観測する分子

数を制限して測定を行ったところ，3 分以

上の長期一分子イメージングに成功した. 

次に, T細胞の有無で ICAM-1一分子の挙動

を比較したところ, 運動性の指標となる拡

散係数(D)がT細胞存在下で, 非存在下と比

較して二桁近く遅くなった. また LFA-1 を

欠損した T 細胞でも T 細胞がない条件と同

様 の 実 験 結 果 を 示 し た こ と か ら , 

LFA-1/ICAM-1 特異的な一分子結合により, 

ICAM-1 の動きが遅くなり, この差を利用

して一分子結合イベントが追跡できる実験

系が確立された． 

 

(2) LFA-1/ICAM-1 一分子結合の細胞内因子

による空間的制御機構の解明 

 一分子結合イベントの結合時間を免疫シ

ナプス上にマッピングし, cSMAC との空間

的な関係性を調べたところ, 一分子結合の

時間分布には不均一性があること, 10 秒以

上の高親和性LFA-1の結合時間に相当する

長期型の結合イベントは cSMAC の近傍に

局在することが明らかになった (図 1)． 

図１. 一分子結合イベントの cSMAC 上での

分布. 点線で囲まれた領域が免疫シナプスの

形成領域. 矢印で示した部分が cSMAC 領域. 

( 左 図 ) cSMAC 像  ( 右 図 ) cSMAC と

LFA-1/ICAM結合イベントとの重ね合わせ像. 

緑: 全てのイベント, 赤: 10 秒以上のイベン

ト．Scale bar: 2.5 m 



次に一分子結合イベントと細胞内因子と

の空間的な配置を調べる目的で, 活性型

Rap1 可視化プローブや Kindlin-3 等の

LFA-1活性化因子のGFP融合タンパク質を

細胞に導入し, 一分子結合イベントとの同

時可視化を行ったところ, 長期型結合が起

こる箇所にはこれらの活性化因子が共局在

することが明らかになった (図 2)． 

図 2．免疫シナプス上での長期型結合

LFA-1/ICAM-1 と Kindlin-3 との同時可視化．

白: EGFP-Kindlin-3, 赤: 長期型結合イベン

トの軌跡．Scale bar: 2.5 m 

 

また, Rap1, Mst1, Kindlin-3, NDR1 等の

LFA-1 活性化因子を欠損, またはノックダ

ウンさせた T 細胞を用いて, 一分子解析を

行い野生型と比較したところ, 全体の結合

イベントにおける長期型結合イベントの割

合が減少し, その結果細胞の接着が低下し

ていることが明らかになった(図３)． 

 

図３. Rap1b-/- T 細

胞における, 一分子

結合時間の分布 (上

図) と細胞接着への

影響 (下図) 
 

 

 以上の結果から, 免疫シナプスの接着性の

制御には LFA-1 の活性化因子の cSMAC 周辺

への局在と, それによる LFA-1/ICAM-1 結合

時間の長期化が重要な役割を果たしている

ことが明らかになった．これに加えて LFA-1 

活性化が cSMAC の形成自体にも影響を与え

ていることが一連の実験から明らかになり

つつあり, 将来的には TCR シグナルと LFA-1

シグナルのクロストークの詳細について研

究を進めていく予定である． 
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