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研究成果の概要（和文）：  
T 細胞の活性化は、TCR ミクロクラスター(MC)を介して誘導される。MC に集結する分子を

明らかにし、活性化を制御する副刺激、ラフトとの関係を明確にした。T 細胞活性化でラフト

は platformにはならず、MCでの蛋白相互作用による。CD28による副刺激シグナルは、cSMAC
に PKC-Carma1 をリクルートして誘導されるのに対して、抑制性副刺激 CTLA-4 は、cSMAC
に直接集まって CD28-PKCq を追い出して活性化を抑制する。TCR-MC はダイニンと会合し

て、微小管にそって動き、cSMAC を形成する。  
 
研究成果の概要（英文）： 
T cell activation is induced by TCR-microcluster (MC). We clarified the molecules 
accumulated within MCs, and the relationship with costimulation signals and lipid 
raft. Lipid raft does not function as the platform and protein interaction within MCs 
induce activation. CD28-mediated costimulation recruits PKC-Carma1 to cSMAC, 
whereas the inhibitory costimulation receptor CTLA-4 inhibits by accumulating in 
cSMAC and kicking off CD28-PKC from the cSMAC. TCR-MCs associate with the 
dynein complex and translocate along microtubules to form cSMAC.  
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１．研究開始当初の背景 
免疫応答は、T 細胞が T 細胞抗原受容体
(TCR)を介して、抗原提示細胞表面の MHC-
ペプチド複合体を認識して、T 細胞が活性化
されることによって始まる。この認識・活性

化の誘導には、T 細胞と樹状細胞などの抗原
提示細胞とがリンパ節で出会い、接着し、細
胞間インターフェイスには、特殊な分子構造、
免疫シナプスが形成されることが重要と考
えられていた。免疫シナプスの中心には抗原
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認識を担う TCR などが集積して、その周り
には、細胞間接着を担うインテグリン LFA-1
などが配向する。免疫シナプスの形成はダイ
ナミックで、接着から 5-10 分で誘導される。
シナプスがT細胞活性化を誘導する構造と考
えられていたが、T 細胞活性化による初期シ
グナル、チロシンリン酸化や Ca2+動員などは
1-2 分で誘導されることから、免疫シナプス
形成以前に活性化を誘導する機構があると
思われた。活性化機構を詳細にレアルタイム
でイメージング解析を進め、免疫シナプスの
形成以前に、TCR が 100 分子程度集積した
TCR ミクロクラスターが形成されることを
見いだした。TCR ミクロクラスターには、キ
ナーゼやアダプターが集積し、実際にミクロ
クラスター内のリン酸化や Ca2+動員などを
誘導する、活性化シグナルの伝達ユニットで
あることが判明した。TCR ミクロクラスター
を中心とする活性化機構を改めて解析する
必要が出てきた。 
 
２．研究の目的 
T 細胞の活性化が、TCR ミクロクラスターと
いう全く新しい構造とメカニズムによって
誘導されることが判明したことから、T 細胞
の活性化とその制御の機構を、種々の観点か
ら全面的に再評価するための解析を行う。そ
のため、(1)TCR ミクロクラスターに集積す
る分子群の同定をし、(2)そこからミクロクラ
スターおよびシナプス中心の cSMAC の機能 
(3)活性化プラットフォームと考えられてい
たラフトとの関係を明らかにし、(4)副刺激
costimulation シグナルによる正と負の制御
系を解析し、(5)TCR ミクロクラスターのダ
イナミックな動態の制御機構を明らかにす
る、ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
抗原特異的な T細胞の活性化をミクロのレベ
ルでリアルタイムで詳細に解析するために、
最先端のイメージング解析システムを駆使
した。抗原ペプチド(MCC)を会合させた GPI
結合型の MHC クラス II および GPI 型 ICAM1
を人工的脂質二重膜に組み込んだ planar 膜
を、人工的抗原提示細胞として用いた。種々
の GFP融合シグナル分子(受容体、キナーゼ、
アダプター分子など)を導入した T細胞をこ
の planar 膜に落として反応させ、全反射顕
微鏡(TIRF)を用いて、膜近傍の分子動態変化
を一分子レベルの解像度にて解析した。 
 
４．研究成果 
(1) TCR ミクロクラスターに集積する分子
群の同定：TCR による抗原認識にともなって
形成される TCR ミクロクラスターに集積・
リクルートされる分子を同定するため、TCR
下流シグナルに関与する分子を GFP 融合蛋

白として発現させ、TIRF で TCR 刺激にとも
なってミクロクラスターに集積・共局在する
か を 解 析 し た 。 TCR-CD3 の 他 に 、
ZAP70,SLP76, Gads, Sos,PI3K, PLC1, 
Vav1, Itk, Nck, WASP, CD28, PKC などが
ミクロクラスターに集まることがわかり、
PLCから産生される IP3, DAG など可溶メ
ディエーターの下流分子群は、ミクロクラス
ターに共存せず、上流シグナルのシグナル複
合体ユニットであることがわかった。 
 
(2) TCR ミクロクラスターおよびシナプス
中心 cSMAC の機能： cSMAC が形成された
後も、接着面の周辺部からミクロクラスター
が新らしく形成される。周辺の細胞膜におい
ては、ラメラポディア様の膜構造をとって、
MHCp と相互作用して、新しいミクロクラス
ターが形成され、活性化シグナルを導入して、
中心部分に移動し、cSMAC へと運ばれる。
蛋白リン酸化はミクロクラスターでのみ検
出され cSMAC では検出されないことから、
cSMACではTCR活性化シグナルは誘導され
ないことがわかった。むしろ細胞内に TCR
複合体を取込、分解するための構造と考えら
れる。抗 MHCp 抗体で TCR-MHCp 相互作
用を阻害して新たなミクロクラスターの形
成を阻止すると、cSMAC での TCR-MHCp
結合は続くが、Ca2＋動員などの活性化は阻害
されることからも、ミクロクラスターから活
性化シグナルが誘導されていることが解っ
た。 
 
(3) 活性化プラットフォームと考えられて
いたラフトとの関係： 
細胞膜上のコレステロールが豊富な lipid 
raft (ラフト)が、種々の活性化シグナル分子
を包含し、T 細胞の活性化のプラットフォー
ムとして機能していると議論はあるものの、
考えられてきた。TCR ミクロクラスターが活
性化の場であるとすると、ラフトとの異同が
問題になる。この問題を解明するために、
種々のラフトマーカーを使って TCR ミクロ
クラスターと一致するか、および ラフト構
造を壊した場合の TCR ミクロクラスター形
成への影響を調べた。ラフトマーカーとして
は、脂質を介する膜結合領域をもつ LAT 膜
結合領域や LckN 末領域などと、これら毒素
B サブユニット（CTB）を用いて、活性化に
ともなう TCR ミクロクラスターとの関係を
調べた。TCR ミクロクラスター形成に伴って
も、全てのマーカーは活性化によってクラス
ターを形成しなかった。唯一 CTB は、細胞
間インターフェイスに集積するように見え
るが、細胞膜が取り込まれて肥厚しているこ
とを反映しているだけであることが判明し
た。一方、LAT のラフト局在領域の変異分子
の解析から、ラフトは LAT などラフト局在
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分子を細胞膜に輸送する機能を担っている
ことが判明した。即ち、TCR 活性化において
は、ラフトの凝集は起こらず、蛋白相互作用
を基盤とする TCR ミクロクラスターが活性
化構造であると思われた。 
 
(4) 副刺激 costimulation シグナルによる T
細胞活性化の制御系の解析：T 細胞の活性化
には、副刺激シグナルが必須で、副刺激の無
い場合には T 細胞は不応答状態（アナジー）
に陥る。副刺激シグナルと TCR ミクロクラ
スターとの関係を解明した。正のシグナル制
御の主要な副刺激シグナル受容体である
CD28 と、負の制御を担う副刺激受容体
CTLA-4 による制御系を解析した。TCR 刺激
によって、CD28 は TCR ミクロクラスター
に共存し、やがて cSMACに集結したが、TCR
が凝集する領域（CD3hi）とは異なる CD3lo

の領域に集まった。CD28 と同じ動態をする
シグナル分子を検索した結果、PKCのみが
CD28 と同様に、まずミクロクラスターに共
在し、CD3lo cSMAC に集まる。CD28 クラス
ター形成を CTLA4-Ig で阻害すると、PKC
もリクルートされないことから、CD28 が
PKCをリクルートすることが明らかになっ
た。CD28 と PKCが会合することも初めて
証明した。更に NFB 活性化に不可欠な
Carma1 も PKCと同じ動態を示し、cSMAC
に集結する CD28-PKC-Carma1 は NF-B
活性化へのシグナル複合体であると示唆さ
れた。 
負の副刺激受容体 CTLA-4 は、活性化によっ
て初めて発現し、CD28 とリガンドを同じに
し、CD28 より親和性が高いためりがん度結
合を競合する。CTLA-4 は活性化で直接
CD28 のある CD3lo cSMAC 領域の細胞膜に
発現し、リガンドと会合して、CD28-PKC
を cSMAC から追い出すことによって、活性
化の抑制を行っていることが判明した。 
 
(5) TCR ミクロクラスターのダイナミック
な動態の制御機構 
TCR ミクロクラスターは強い活性化では
cSMAC を形成して、TCR を取込分解するが、
弱い活性化では、cSMAC を形成しない。どの
ように cSMAC が動くのかを解析した結果、モ
ーター蛋白ダイニンが TCRミクロクラスター
と完全に共存して、ミクロクラスターは微小
管にそってダイニンによって運ばれること
が解った。ダイニン・ダイナクチンが TCR 複
合体と共沈することがわかり、活性化に伴っ
て、TCR ミクロクラスターはダイニン複合体
と会合して、微小管を伝わって中心に動くこ
とが判明した。このダイナミックな制御は、
強い抗原刺激でのみ誘導され、弱い刺激では、
ミクロクラスターも動かないことから、代人
複合体と機能的な会合ができないと考えら

れる。ダイニンや微小管を siRNA などでその
機能をなくすと、ｃSMAC の形成が阻害された
が、T細胞活性化は昂進された。このことは、
TCR ミクロクラスターが移動して cSMAC を形
成し、取り込まれて分解されることと共に T
細胞活性化の負の調節になっていることが
明らかになった。 
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