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研究成果の概要：獲得免疫を司る T 細胞が抗原提示細胞によって活性化される時、接着面一

面に形成された T 細胞受容体(TCR)ミクロクラスターが中央に集まり免疫シナプスと呼ばれ

る構造を作る。本研究は、飽和脂肪酸の集合体であるラフトの集積が分子の集合や免疫シナ

プス形成を促すという説に対して、ラフトの集積とされた現象は TCR 等の細胞内取り込みに

伴う細胞膜の集積であり、ラフトの役割はラフトに親和性を持つ分子の細胞膜への配置にあ

ることを示した。 
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１．研究開始当初の背景 
T 細胞は抗原提示細胞と接着し活性する時
に中央に受容体が集積した免疫シナプスと
呼ばれる構造を作ることによって活性化す
ると予測されていた。しかし我々のグループ
は、受容体の集積が形成される数分前に接着
面一面に形成される”T 細胞抗原受容体
(TCR)ミクロクラスター”から活性化が始ま
る事を、抗原提示細胞を模した脂質二重膜を
用いて明らかにした。 
一方ラフトに関して、それ自身が会合し受容
体やシグナル分子を会合させ活性化を引き
起こすものであり、ラフトの会合は免疫シナ

プスの形成に必要である、という従来の説に
反して、ラフトはクラスターを作らないとす
るデータが発表されるなど議論が分かれて
いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



２．研究の目的 
T細胞活性化初期に形成されるTCRミクロク
ラスターで、ラフト動態の詳細な解析を行い、
シグナル形成におけるラフトの役割を明ら
かにする。 
 
３．研究の方法 
T細胞に蛍光ラベルしたTCRのコンポーネン
トである CD3z とラフトプローブを導入し、
抗原ペプチドを負荷した MHC 分子と接着分
子を含む脂質二重膜上に落とし、接着面にで
きる TCR クラスターとラフトを共焦点蛍光
顕微鏡で観察した。ラフトプローブとしては
コレラトキシン、ラフト局在分子 LAT や lck
の細胞内部分を削った変異体を用いた。２色
の蛍光の同時測定にあたり、予定していた
Red の蛍光タンパク質が細胞内で凝集し細
胞内器官に余計な輝点ができてしまう問題
が生じたが、Halo tag を導入する事によっ
て解決した。細胞間シナプスの解析には、抗
原を負荷した活性化 B 細胞を抗原提示細胞
とした。経時変化を測定するために B 細胞を
固定する必要があったが、従来のポリリジン
方法では上手く固定できなかったので、抗体
を用いて固定する工夫をした。 
 
４．研究成果 
TCR クラスターと上記ラフトプローブを同
時測定した所、接着面にできる TCR ミクロク
ラスターの場所にラフトが集まる様子は見
られず、ラフトが集積して足場を作るのでは
ない事が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、ラフトは 5-200nm という小さな単位
で存在するので、光学顕微鏡で観察できる程
度の集積はなくても、もっと微小な環境での
分子間相互作用が変化している可能性があ
った。そこで、より詳細に受容体とラフトの
相互作用を調べるため FRET 実験を行った。
ラフトと TCR の距離を観察すべく蛍光プロ
ーブの作成及び探索から得た FRET プローブ
を用いて観察した所、ラフトと TCR は TCR
ミクロクラスター部位で FRET 効率を下げて

いた。つまり TCR とラフトの距離はむしろ広
くなり相互作用は弱くなっていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらは従来の説に矛盾する結果であり、ラ
フトの解釈を更に複雑にする可能性があっ
た。そこで我々は多くの報告と同じ細胞間シ
ナプスの実験系で、多くの報告はない動画撮
影に挑み、細胞間シナプスでのラフトプロー
ブ動態を観察し矛盾の解決を目指した。面白
い事に免疫シナプス周辺でのラフトの動き
は TCR と一致せず、ラフトの集積も恒常的に
認められる物ではなかった。ラフトの集積は
エンドサイトーシスマーカー(FM4-64)とよ
く共局在したことから、シグナル足場という
よりもエンドサイトーシスに伴う膜の肥厚
である事が強く示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ラフトの重要性が注目を集めた経緯として、
ラフトとの親和性を失った LAT(T 細胞活性
化に必要なアダプター分子)の変異体
(LAT(C26,29A))が活性を失ったデータが鍵
になっている。そこで、LAT や LAT の変異体
の解析からラフトの真の役割を探る事にし
た。 
まず、LAT(C26,29A)に関しては、人工脂質膜
で測定する前に、細胞内オルガネラに留まり
細胞膜に出られないので T 細胞活性化を止
めてしまうことがわかった。しかし違う変異
体で細胞膜に配置できた分子：ラフトとの親
和性が弱まった LAT 変異体(LAT(C29A))や、
LAXと LATのキメラでラフトと親和性をなく
した分子(LAXLAT)：は野生型と同様にクラス
ターを作る事ができた。つまりラフトとの親
和性は活性化クラスターの形成に影響しな
い事が明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
クラスター形成を促す相互作用としてリン
酸化を介した分子間相互作用も知られてい
る。そこでリン酸化部位の変異体についても
解析を行った。LAT の重要なリン酸化部位の
うち、PLC(リパーゼ)との親和性を無くす変
異体 LAT(Y136F)、Grbs や Gad(アダプター分

子)との親和性をなくした変異体(LAT(3YF))
そして重要な４カ所すべてを変換した変異
体(LAT(4YF))について解析を行ったところ、
LAT(Y136F)だけが野生型と同様のクラスタ
ー形成を示した。従って、LAT のクラスター
形成には Grbs や Gad との親和性が必要であ
る事が明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のデータから、分子間相互作用は活性化
クラスター形成に不可欠であるが、ラフト親
和性はクラスターの形成や維持ではなくラ
フト局在分子の細胞膜への配置に必要であ
る事を証明し、論文にまとめた。 
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