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研究成果の概要（和文）：LFA-1はICAM-1に対してダイナミックに接着を変化させる過程で、低分子量G蛋白質
Rap1、インテグリン結合蛋白質talin1, kindlin3が必須であった。一分子イメージングによって、talin1が
ICAM-1結合動態を決定していること、Rap1はtalin1のリクルートに必要であること、同時双方向性
inside-out/outside-inシグナルによるRap1活性化の増幅が重要な接着のチェックポイントであることが判明し
た。kindlin3は高親和性結合に必要であるが、talin1の結合には影響をあたえず、Rhoシグナルがtalin結合時間
を調節していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Lymphocyte trafficking is dynamically regulated by modulating adhesiveness 
of leukocyte integrin LFA-1 to ligand ICAM-1. Small GTPase Rap1 and integrin-associated molecules, 
talin1 and kindlin3 play essential roles　during this process. By establishment of single-molecule 
imaging of Rap1, talin1, and kindlin-3, we found that talin1 binding kinetics with LFA-1 determined 
LFA-1 binding kinetics to ICAM-1. Rap1 was required for talin1 recruitment to LFA-1, but did not 
affect binding lifetime of talin1. Our study revealed that simultaneous bidirectional signals of 
inside-out and outside-in amplified Rap1 activation, which was a critical checkpoint for adhesion. 
Furthermore, kindlin3 was required for high-affinity binding to ICAM-1, but did not affect talin1 
binding kinetics. Instead, Rho signaling regulate talin1 binding lifetime.

研究分野： 免疫学

キーワード： 免疫学　インテグリン　一分子計測　Rap1　talin　kindlin3

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リンパ球は生体内を移動しながら病原微生物などの異物の侵入を監視し、生体防御を行っている。白血球インテ
グリンはリンパ球の接着因子として活発な移動や異物の排除に重要な役割をはたしているが、その調節機構につ
いて不明な点がおおく、過剰なリンパ球が集積することが特徴である慢性炎症やアレルギーの薬剤開発が困難で
ある。本研究は接着過程に重要な分子としてRap1、talin1, kindlin3が接着過程の重要なチェックポイントとし
て機能しているメカニズムを発見した。この発見によって白血球インテグリンの制御法が開発されることが期待
される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

好中球やリンパ球などの免疫担当細胞に発現する白血球インテグリンの特性は、ケモカイ

ンや抗原刺激によって速やかに一過性に接着性が亢進することであり、この特性ゆえにリ

ンパ球は血管内皮への接着や通過、抗原探索、抗原提示細胞との接着（免疫シナプス）が

誘導されると考えられている。申請者は世界に先駆けて低分子量 G 蛋白質 Rap1 が白血球

インテグリン LFA-1 を活性化する inside-out シグナルとして機能することを発見した。そ

して Rap1-GTP 結合蛋白質 RAPL を介して Ste20-like キナーゼ Mst1 を介して LFA-1 の

接着性を亢進させることを報告してきた。また 2 光子顕微鏡を用いたリンパ節の in vivo
イメージング、胸腺組織ライブイメージングを開発し、血流中のリンパ球が一秒以内に接

着する過程、組織内をランダムに移動し抗原を探索する過程、抗原提示細胞との抗原特異

的接着（免疫シナプス）過程に Rap1 シグナルによるインテグリン接着制御が重要な役割

を果たし、生体内で時空間的に多様な移動や定着を可能にし、免疫システムの重要な基盤

となっていることを明らかにしてきた。しかし、多くの研究がインテグリンの構造解析、

あるいは立体構造や親和性の変化を抗体や可溶性リガンドを用いるなど、実際の接着過程

とかけ離れた測定系から推察しているため、実際の移動や停止が細胞内シグナルからどの

ように制御されているのか、解析が困難であった。そこで申請者は独自に人工脂質二重膜

に光退色抵抗性の色素でラベルした ICAM-1 を発現させ、自由拡散する ICAM-1 を一分子

追跡することによって LFA-1/ICAM-1 結合の局在と結合時間の測定系を樹立し、リンパ球

の移動や停止における特徴的な結合パターンや揺らぎを明らかにすることに成功した。一

分子計測技術の確立とともに、本申請に至ったもう一つのきっかけは Rap1a/Rap1b、
talin1、kindlin-3、LFA-1 の遺伝子欠損リンパ球株および欠損マウスが樹立できたことで

ある。これらに可視化した分子を当該欠損リンパ球に戻すことによって主要な制御分子の

一分子追跡が効率よく計測できる環境が初めて整った。本計画では、いまだ確立されてい

ない Rap1 の活性化、および talin、kindlin3 と LFA-1 との結合・解離の一分子計測樹立

にチャレンジし、Rap1 シグナルによるインテグリン結合動態の分析系として統合する。

この基盤技術が確立されれば、各過程の制御を操作し、動態を改変する技術革新につなが

る。 

２．研究の目的 

申請者らは LFA-1/ICAM-1 の結合動態を接着の場で一分子レベルで測定する技術を確立

し, 揺らぎが大きい、1～３秒程度の結合持続時間をもつ低親和性結合と 10 秒以上の結合

持続時間をもつほとんど停止した高親和性結合が検出され、免疫シナプスやケモタキシス

による細胞移動過程で特徴的に局在していることを見出した。この測定技術は細胞がどの

方向に移動するのか、停止するのか予測し、その制御ポイントを解明する突破口になると

期待される。そこで、インテグリン結合による多様な動態を可能にしている Rap1 活性化

過程、talin、kindlin-3 と LFA-1 の結合過程を一分子計測する実験系を樹立し、接着・移

動の可塑性や安定性を調節する LFA-1/ICAM-1 結合のしくみ、動力学的校正モデルの検討

および各過程の操作による生体内動態・抗原探索の最適化を目指す。この技術開発によっ

てインテグリンを介する接着動態の制御ポイントが明確になり、移動のランダム性、停止

の安定性を増減させ、抗原探索・認識の効率化、集積を阻害するなど、免疫療法や難治性

免疫疾患の新たな治療法の開発につながることが期待される。 
３．研究の方法 

（１）Rap1、talin1、kindlin3 の重要性 

Cre-loxP による T 細胞系列に特異的に Rap1a/Rap1b、talin1、kindlin3 を欠損させたマ

ウスから T 細胞を単離し、白血球インテグリンである LFA-1/ICAM-1、41/VCAM-1、 
47/MAdCAM-1 に対する接着を調べる。リガンドをコートした flow chamber を用いて

一定の shear stress 下での接着（detachment assay)、および潅流下での rolling/arrest
接着の効率を測定する。また、マウスリンパ球細胞株(BAF 細胞）を用いて Rap1a/Rap1b、



talin1、kindlin3 を Crispr/Cas9 による indel 導入により欠損細胞を作成し、白血球イン

テグリンを介する接着障害を detachment assay、反射干渉像による接着面積によって調

べる。 

（２）Rap1, talin1, kindlin3 の一分子計測用のコンストラクト構築 
一分子可視化のため、halotag (HT)を付加した Rap1a または Rap1b, talin1, kindlin-3 を

作成する。（１）で作成した当該遺伝子を欠損 BAF 細胞株に導入することによって接着障

害が回復するか確認する。talin1 については全長および talin1-head について作成し、同

様の実験を行う。 
（３）LFA-1 と talin1、kindlin3 相互作用計測用細胞の樹立 

talin1 あるいは kindlin3 欠損 BAF 細胞株にヒトL 及び2、あるいはそれらの細胞内変

異体(BAF/LFA-1)を導入し、さらに HT-talin1、HT-kindlin3 を導入して野生型 LFA-1 の

接着が回復することを確認する。 

（４）Rap1 可視化細胞株の樹立 
Rap1a/Rap1b を欠損した BAF/LFA-1 を作成し、SNAP-Rap1b を導入し、LFA-1 接着障

害が回復するか確認後、恒常活性化型、不活化型 Rap1 も同様に作成し、調べる。また、

活性化を可視化する Rap affinity probe の導入 Rap1 活性化を可視化する退色抵抗性の蛍

光プローブを作成細胞膜上の Rap1 活性化を検出方法として、Rap1-GTP に結合するドメ

インを利用した Rap affinity probe を用いる。Rap affinity probe は Ral-GDS 由来の RBD

ドメインと蛍光蛋白質を融合させた分子である。光退色抵抗性の ATTO647N でラベルし

た膜透過性 halotag (HT)リガンドを作成し、マクロ観察および希釈ラベルで一分子観察に

用いる。初代培養 T 細胞、T 細胞株にレンチウイルスを用いて感染導入した後、FACS 

sorting により細胞を分取する。 

２．LFA-1‐ICAM-1 結合動態と LFA-1‐talin1・kindlin-3 結合、

Rap1 活性化の同時解析系の樹立 

LFA-1‐ICAM-1 結合動態は平面脂質二重膜に発現させた ICAM-1
の一分子計測系で行い、同時に talin1、kindlin-3 の一分子計測を行

う。ICAM-1 は光退色抵抗性 AT-647N または AT-565 ラベル、

halotag を融合した HT-talin1、HT-kindlin-3 は Oregon green、 
AT-488 等でラベルし talin 欠損、kindlin-3 欠損リンパ球に発現さ

せる。ICAM-1 接着が回復したことを確認後、TIRF イメージング

は 2波長励起 2波長測光で行う。LFA-1と ICAM-1結合軌跡とRap1
活性化、talin1、kindlin-3 軌跡の解析、相互相関を調べる（右図）。 
上記実験を推進するとともに、３つの過程１：Rap1 活性化、過程

２：talin、kindlin-3 と LFA-1 結合、過程３：LFA-/ICAM-1 結合

のキネティックスから接着過程の動力学的校正（ kinetic 
proofreading）モデルを検証する。すなわち、Rap1 活性化持続時間、talin、kindlin-3 の

結合持続時間が一定の

値 を 超 え る と

LFA-1/ICAM-1の結合

に影響を与えるという

考えである。刺激から

接着までの遅延時間を

導入することによって

接着の可塑性と安定性が調節される。このモデルを検証するため Rap1 活性化持続時間の

延長・短縮について、Rap1 活性化変異体の発現、talin1、kindlin-3 遺伝子欠損への変異

体発現などにより操作する。シグナル改変による各過程の解離速度（Koff 値）の増減を算

出し、LFA-1/ICAM-1 結合持続時間に逆比例関係にあるか検討する。 



 

４．研究成果 

（１）Rap1、talin1、kindlin-3 欠損マウス由来初代培養 T 細胞を用いて、ケモカイン、

抗原受容体によるリンパ球移動と停止における LFA-1 と ICAM-1 の結合について還流下、

および TCR の刺激の接着効率を測定したところ、いずれも ICAM-1 との接着が著しく低

下し、Rap1、talin1、kindlin3 が LFA-1/ICAM-1 接着に必須であることがわかった。

BAF/LFA-1 細胞においても同様の結果であった。talin1 または kindlin3 の knockdown
した場合、LFA-1/ICAM-1 結合時間を測定したところ、中～高親和性結合が低下し、低親

和性結合が増加した。 

（２）talin の膜出現は ICAM-1 のない場合、低頻度であるが、2 インテグリンに依存し

て発生した。インテグリン接着を誘導する PMA 刺激によって ICAM-1 に接着することに

よって talin1 の出現頻度が増加し、膜滞在時間が有意に延長、拡散係数が低下した。talin1

の時間分布は LFA-1/ICAM-1 の結合時間分布と相関し、高親和性結合成分における解離速

度はほぼ同じであった。kindlin3 は2 インテグリン非依存性に膜出現する割合がやや多く、

ICAM-1 接着により膜出現頻度は増加した。膜滞在時間は talin1 より短く、拡散係数の低

下はなかった。ICAM-1 非存在下で PMA およびケモカイン SDF-1 刺激した場合、talin1
および kindlin3 の膜出現頻度は未刺激と比較し有意な増加は検出できなかった。LFA-1 
conformation による変化：中親和性である伸展型 LFA-1 を誘導する KIM127 抗体を使用

した場合、膜出現頻度は有意に変化しなかったが、talin1、kindlin3 の膜滞在時間は有意

に増加した。高親和性である伸展型を誘導する mAb24 抗体では talin1 の出現頻度おおび

膜滞在時間が著しく増加した。mAb24 によって kindlin3 の膜出現頻度は増加しなかった

が、膜滞在時間が増加した。 
（３）2 細胞内領域変異による効果：talin1 結合部位である2W747 を alanine に変異し

た場合、ICAM-1 接着、talin1 の膜出現頻度および滞在時間が著しく低下した。mAb24

による talin1 の効果もほとんど検出できなかった。kindlin3 の結合部位を変異させた

TTT/AAA 変異体の場合、kindlin3 の膜出現および滞在時間が低下した。 
（４）talin 結合に影響を与えるパラメータ：Rap1 欠損によって talin の膜出現頻度が著

しく低下したこと、talin の膜出現は F0 subdomain 依存していること、膜滞在時間の増

加には F-actin/myosinII に依存し、RIAM 依存していなかった。 
（５）Rap1 の一分子解析：Rap1 の膜結合キネティックスは数秒であり、GDP 型と比較

し、GTP 型で有意に増加した。PMA 刺激によって Rap1 活性化が増強するが、ICAM-1
接着することによって著しく増強した。この増強は高親和性 LFA-1 で最も高く、接着面に

集中していた。Rap1 と talin1 の 2 波長同時計測によって talin1 の結合部位に Rap1 がリ

クルートされる様子が観察された。 
 
考察：Rap1 活性化に伴い、Rap1 の膜滞在時

間が数秒単位で増加したが、この効果が

LFA-1/ICAM-1 の高親和性結合（数十秒、平

均結合時間 20 秒）に至る過程で talin1、

kindlin3 が必須であった。一分子解析の結果、

inside-out 刺激によって生じる Rap1 活性化

では talin1、kindlin3 の結合増加はわずか

数％の増加であった。しかし、ICAM-1 と結

合することにより高親和性 LFA-1/ICAM-1
結合が生じると、Rap1 活性化の局所的増幅

がおこり、この効果により Rap1 がさらに

talin1 をリクルートし、talin1 の結合頻度お



よび結合時間が著しく増加、接着の増強に至ることが分かった。したがって、従来想定さ

れていた inside-out シグナルによる Rap1 の活性化のみで talin1、kindlin3 の結合誘導、

それによる LFA-1 のコンフォメーション変化が接着を誘導し、リガンド結合による

outside-in で形態変化や移動が起こるというモデルではなく、inside-out/outside-in シグ

ナルの同時双方向性シグナルによる Rap1 活性化増幅が接着の重要チェックポイントある

と考えられる。高親和性 LFA-1/ICAM-1 結合キネティックスは talin1 の2 インテグリン

結合キネティックスとほぼ同じであることから talin1 が決定していると予想される。

kindlin3 が欠損すると高親和性 LFA-1/ICAM-1 結合が生じないこと、2 インテグリンに

は talin1 依存的に結合し、talin1 の結合キネティックスには影響を与えないことから、

kindlin3 は talin の直接の coactivator であるとの仮説は考えにくく、高親和性

LFA-1/ICAM-1 結合の誘導や Rap1 活性化増幅過程に必要であると予想されるが、今後さ

らに検討する必要がある。高親和性 LFA-1 に会合する talin1 の結合時間に影響を与えて

いる因子は kindlin3, RIAM, vinculin ではく、Rho シグナルによる F-actin/myosinII であ

ること、talin の rod ドメインが必要であったことから、F-actin を介する牽引力がインテ

グリン鎖と鎖の解離を引き起こし、インテグリンの高親和性コンフォメーションを引き

起こす unclasp モデルが支持される結果であった。また、これらのことから高親和性結合

に関する Rap1 と Rho の出力は talin のインテグリン結合頻度（膜出現頻度）と結合時間

（膜滞在時間）の 2 つのパラメータで表されると考えられる。 
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