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研究成果の概要（和文）：LAG3は免疫チェックポイント分子阻害剤の標的として注目され、抗LAG3抗体と抗PD1
抗体の併用療法は悪性黒色種に対し、高い奏功率を示すことが報告されている。しかし、LAG3の免疫抑制機構は
未だ十分には理解されておらず、抗LAG3抗体によるT細胞賦活化機構も不明である。本研究では当研究室で開発
した分子イメージング法を用いて、LAG3を介した免疫抑制機構の解明を試みた。本研究結果から、LAG3発現T細
胞はMHCクラスIIを抗原提示細胞や腫瘍細胞から取り除き、CD4 T細胞を抑制するというLAG3を介した新たな免疫
抑制機構を見出した。これらの成果はがん免疫の減弱機構の理解に繋がることが期待される。

研究成果の概要（英文）：Blockade of PD-1 and/or CTLA4 has shown outstanding efficacy for tumor 
immunotherapy, and LAG-3 blocking antibodies have been proposed as the next generation of immune 
checkpoint inhibitors. However, the mechanism of LAG-3-mediated suppression is still poorly 
understood. Here, by utilizing high-resolution molecular imaging, we found that LAG-3-bound MHC 
class II (MHC-II) molecules on antigen-presenting cells (APCs) were gathered at the center of an 
immunological synapse in both CD4 and CD8 T cells, leading to the trogocytosis of MHC-II by the 
ectodomain of LAG-3 through clathrin-dependent endocytosis. By using this mechanism, 
LAG-3-expressing T cells reduced the number of MHC-II molecules on APCs, thus attenuating their 
antigen-presentation function, and impaired CD4 T cell activation both in vitro and in vivo. These 
data reveal a novel mechanism of indirect suppression of CD4 T cells by LAG-3-mediated trogocytosis,
 which could be the next candidate for tumor immunotherapy. 

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
LAG3を含めた免疫チェックポイント分子の多くが、分子機構や作用機序に関して十分な理解がなされておらず、
臨床応用のみが先行している。そのため、患者選定や複合免疫療法などの可能性を考慮する際の科学的な根拠は
十分ではない。本研究では、分子イメージング法という新たな視点からLAG3を研究することで、LAG3発現T細胞
の新たな機能を明らかにした。これらの結果は抗LAG3抗体はCD8 T細胞の直接的な活性化、CD4 T細胞を介した間
接的な活性化によって抗腫瘍免疫応答を亢進させている可能性が示唆している。このように抗LAG3抗体の免疫賦
活化機構を提案できたことは、学術的、社会的に非常に意義がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
PD-1 および CTLA-4 に対するチェックポイント分子阻害剤の劇的な効果によって、免疫療法はが
ん治療における新たな標準治療として期待され、現在さらなる治療効果を求めて、第３のチェッ
クポイント分子阻害剤の開発が進められている。LAG-3（Lymphocyte Activation Gene-3）は PD-
1 と同様に疲弊化 T細胞に高発現していることから新たな標的として注目されており、米国の臨
床試験において抗 LAG-3 抗体と抗 PD-1 抗体の併用療法が抗 PD-1 抗体単独よりも強い抗腫瘍効
果を示すことが報告された。しかしながら、LAG-3 による免疫抑制作用の詳細なメカニズムは十
分に理解されておらず、LAG-3 遮断による抗腫瘍免疫応答の増強メカニズムは不明である。その
ため、抗 LAG-3 抗体が治療薬として使用される際の患者選定や、複合免疫療法などの可能性を考
慮する際の科学的な根拠が未だ十分には構築されていない。 
 
２．研究の目的 
当研究室では、これまで生化学的手法に加え、先端的分子イメージングを用いてチェックポイン
ト分子の研究を行うことで、CTLA-4 と PD-1 による全く異なる T 細胞制御機構を明らかにした。
そのため、先端的イメージングを用いて、時空間的かつ空間的にアプローチすることで、LAG-3
による TCR シグナル抑制機構の新たな解答を導き出せると考えた。先端的イメージングを用い
た予備実験から、LAG-3 が細胞内領域を介して抑制シグナルを伝えるのではなく、リガンドであ
る MHC を抗原提示細胞から剥奪（トロゴサイトーシス）し、間接的に T細胞受容体（TCR）シグ
ナルを抑える可能性を見出した。本研究では、分子イメージング解析で得られた新たな知見を基
に、LAG-3 を介した MHC トロゴサイトーシスによる T 細胞抑制の作用機序を明らかにし、LAG-3
遮断による免疫賦活化への応用と理解のための基盤を創出することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）I-Ek-GPI、MCCp-I-Ek-GPI、MSA-I-Ek-GPI、H2-Kb-GPI、ICAM-1-GPI を用いて、Supported lipid 
bilayer（SBL）を作製した。GFP を融合させた LAG-3 を LAG-3 欠損 T細胞に導入し、 ソート後、
SBL 上にドロップし、共焦点顕微鏡を用いてライブセルイメージングを行った 1。 
（2）I-Ek-HaloTag、MSA-I-Ek-CFP、H2-Kb、PDL1 を各種組み合わせて発現させた CHO 細胞を抗原
提示細胞として用い、GFP 融合 LAG-3 もしくは LAG-3-IRES-GFP を LAG-3 欠損 T 細胞に導入し共
培養した。その後、共焦点顕微鏡、もしくはフローサイトメトリーで解析を行った。 
（3）in vitro の CD4 T 細胞の増殖能を評価するため、LAG-3-IRES-GFP を導入した LAG-3 欠損 T
細胞と CellTraceViolet で染色した AND T 細胞、splenic B 細胞を共培養した。また、Th1 CD4 
T 細胞の IFNγ産生能を評価するために、LAG-3-IRES-GFP を導入した LAG-3 欠損 CD8 T 細胞、
Th1 OT-II CD4 T 細胞、PDL1/CIITA を発現させた E.G7 を共培養した。培養後、細胞分裂、およ
び IFNγ産生能はフローサイトメトリーで解析を行った。 
（4）ナイーブ CD4 T 細胞を単離し、Rag2KO マウスに腹腔内投与することで腸炎を誘導した。こ
の際、野生型マウスもしくは Cbl 欠損マウス由来 CD4 T 細胞に細胞内領域を欠失した LAG-3-
IRES-GFP を導入し、共移入した。3日毎に体重測定を行い、誘導 4週後に大腸の長さの測定、組
織学的解析、フローサイトメトリーでの解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
(1) 予備的実験において、SLB を用いて、T細胞上の LAG-3 および SLB 上の MHC class II（MHC-
II）の挙動を観察した。AND-TCR トランスジェニック CD4 T 細胞を用いた場合、LAG-3 および MHC-
II（MCCp を提示させた I-Ek：AND-TCR が認識するペプチド/MHC-II 複合体）は TCR マイクロクラ
スター（TCR-MC）および central supramolecular activation cluster（cSMAC）に局在してい
た。OT-I-TCR トランスジェニック CD8 T 細胞を用いた解析では、MHC-II が SLB 上に発現してい
る場合のみ LAG-3 は TCR-MC および cSMAC で観察された。また、その際 MHC-II も cSMAC で観察
された。これらの結果は LAG-3 が MHC-II に結合することで MHC-II の局在を決定している可能
性が示唆された。より詳細に解析するために、AND-TCR が結合できないマウス血清アルブミン由
来のペプチドを提示させた I-Ek(MSA-I-Ek)を MCCp-I-Ekと共に SLB 上に発現させた。この結果か
ら、野生型 LAG-3 発現 AND-T 細胞は MSA-I-Ekを cSMAC に集積させた。一方で、MHC-II と結合で
きない変異 LAG-3 を発現させた AND-T 細胞は MSA-I-Ekを cSMAC に集めなかった。これらの結果
から、TCR と結合していない MHC-II も LAG-3 と結合することで cSMAC に集積することができる
ことが明らかとなった。 
（2）次に、LAG-3 によって cSMAC に集められた MHC-II が T細胞にトロゴ
サイトーシスされるかを分子イメージング、およびフローサイトメトリ
ーを用いて解析した。右図に示すように、T細胞の中に LAG-3 に囲まれる
形で TCR と結合する MCCp-I-Ekおよび TCR と結合しない MSA-I-Ekが観察
された。また、フロサイトメトリーで定量的に解析した結果、LAG-3 欠損



T 細胞、および MHC-II と結合できない LAG-3 を発現させた T 細胞と比較して、野生型 LAG-3 だ
けでなく細胞内領域を欠失させた LAG-3 を発現した T細胞は抗原提示細胞から MHC-II を取り込
んでいた。さらに、LAG-3 発現 T 細胞と共培養した抗原提示細胞上の MHC-II は減少していた。
LAG-3 を介した MHC-II のトロゴサイトーシスが AND T 細胞得意的な機能でないことを除外する
ために、卵白アルブミン由来ペプチドを認識する OT-II TCR トランスジェニック CD4 T 細胞を
用いて、解析した。その結果、AND T 細胞と同様に OT-II T 細胞においても LAG-3 依存的に抗原
提示細胞上の MHC-II を減少させた。これらのことから、LAG-3 は MHC-II と結合することで T細
胞に効率的にトロゴサイトーシスされることが示された。 
（3）次に LAG-3 と結合した MHC-II がどのようにして T 細胞に取り込まれるかを検証した。細
胞内領域を欠失した LAG-3 を発現させた T細胞も MHC-II のトロゴサイトーシスが起こっている
ことから LAG-3 自身のエンドサイトーシスではなく、TCR のエンドサイトーシスの機序を利用し
ている可能性を考えた。そのため、TCR のエンドサイト
ーシスが抑制される Cblb 欠損マウスを用いて解析を行
った。野生型 AND T 細胞と比較して、Cblb 欠損 AND T 細
胞は LAG-3 結合 MHC-II の取り込みが抑制された。これ
らの結果から、LAG-3 結合 MHC-II の T 細胞へのトロゴ
サイトーシスは TCR のエンドサイトーシスの機序を利
用していることが示唆された。TCR のエンドサイトーシ
スはクラスリン依存的、非依存的機序によって制御されているため、LAG-3 結合 MHC-II の T 細
胞の取り込みがどちらの機序に依存しているかを阻害剤を用いて検証した。その結果、クラスリ
ン依存的エンドサイトーシスを阻害する PitSTOP2 を処理することで LAG-3 結合 MHC-II の T 細
胞への取り込みが減少した。一方で。クラスリン非依存的エンドサイトーシスの阻害剤である
Wortmanin 処理は LAG-3 結合 MHC-II の取り込みに影響を与えなかった。これらの結果から、LAG-
3 結合 MHC-II は T 細胞のクラスリン依存的エンドサイトーシスの機序を利用してトロゴサイト
ーシスされている可能性が示唆された。 
（4）LAG-3 を介した抗原提示細胞上の MHC-II の減少が CD4+ T 細胞の活性化を抑制するかを in 
vitro で評価した。右図に示したように LAG-3 を発現させた T 細胞、抗原提示細胞、
CellTraceViolet で染色したレスポンダーCD4 T 細胞を共培養した。その結果、LAG-3 を発現し
ていない T細胞、および MHC-II と結合できない LAG-3 を発現させた T細胞と比較して、野生型
LAG-3 および細胞内領域を欠失させた LAG-3 を発現させた T 細胞との共培養はレスポンダーCD4 
T 細胞の増殖を非常に強く抑制した。LAG-3 発現 T細胞による抑制は抗体刺激（抗原提示細胞フ
リー）では認められなかった。また、抗原提示細胞存在下にも関わらず、CD8 T 細胞の増殖には
影響を及ぼさなかった。さらに、LAG-3 の内在性発現レベルでもレスポンダーCD4 T 細胞の増殖
は抑制された。これらの結果から、LAG-3 発現 T 細胞は抗原提示細胞上の MHC-II を減少させ、
間接的に CD4 T 細胞の増殖を抑制することが示唆された。 
（5）LAG-3 発現 T細胞が in vitro だけでなく in vivo でも CD4 T 細胞の活性化を抑制するかを
CD4 T 細胞誘導腸炎モデルで検証した。細胞内領域を欠失させた LAG-3 を発現させた T細胞を共
移入することで、腸炎による体重減少、および大腸の肥厚化が軽減された。腸管膜リンパ節にお
ける LAG-3 発現 T細胞は MHC-II が高発現していた。一方で、活性化マーカーの発現、およびサ
イトカイン産生能はコントロール T細胞と同程度であった。さらに、LAG-3 発現 Cbl 欠損 T細胞
は腸炎を抑制しなかった。これらの結果から、in vivo においても LAG-3 発現 T細胞によって抗
原提示細胞上の MHC-II を減少させることで CD4 T 細胞の活性化を抑制し、それに伴い、腸炎を
軽減させた可能性が示唆された。しかしながら、実際に抗原提示細胞上の MHC-II の減少を捉え
ることができなかったため、さらなる検証が必要である。 
（6）予備実験で、LAG-3 発現 CD8 T 細胞も LAG-3 を介して
MHC-II を cSMAC に集積させることを見出している。そのた
め、CD4 T 細胞と同様に CD8 T 細胞も LAG-3 結合 MHC-II を
トロゴサイトーシスするかを検証した。右図に示したよう
に、CD4 T 細胞と同様に、CD8 T 細胞においても、LAG-3 に
囲まれた MHC-II が細胞内で確認された。また、フローサイ
トメトリーを用いた解析でも LAG-3 発現 CD8 T 細胞は MHC-
II を抗原提示細胞上から取り込んでいた。さらに、LAG-3 発
現 CD8 T 細胞と CD4 T 細胞との共培養によって、CD4 T 細
胞の増殖能の低下が認められた。これらの結果から CD4 だ
けでなく CD8 T 細胞においても LAG-3 は MHC-II と結合することで、抗原提示細胞上から MHC-II
の発現を減少させ、CD4 T 細胞の活性化を減弱することが示唆された。 
（7）LAG-3 は PD-1 と共に活性化 CD8 T 細胞や疲弊化 T 細胞で高発現することが報告されてい
る。そこで、PD-1 によって活性化が抑制された CD8 T 細胞でも LAG-3 を介した CD4 T 細胞の活
性化の減弱を誘導できるかを検証した。PDL1 と MHC-II を発現させた抗原提示細胞と LAG-3/PD-
1 発現 CD8 T 細胞を共培養させた結果、CD8 T 細胞からのサイトカイン産生能は減弱したが、抗
原提示細胞から MHC-II をトロゴサイトーシスしていた。さらに、PD-L1 と MHC-II を発現させた
腫瘍細胞と LAG-3/PD-1 発現 CD8 T 細胞、および Th1 CD4 T 細胞を共培養した結果、Th1 CD4 T
細胞中の IFNγ産生細胞が減少した。これらのことから、PD-1 による CD8 T 細胞の活性化の抑



制は完全にはLAG-3を介したMHC-IIのトロゴサイトーシスを抑制できない可能性が示唆された。 
 
本研究によって、LAG-3 発現 T細胞による CD4 T 細胞の間接的な活性化抑制という LAG-3 を介し
た新たな免疫抑制機構を明らかにすることができた。また、これらの成果は抗 LAG-3 抗体が CD8 
T 細胞を直接的に活性化するだけでなく、CD4 T 細胞を活性化させることで間接的に活性化させ
ることでがんの排除に寄与している可能性を示唆し、抗 LAG-3 抗体による免疫賦活化機構の理
解に繋がるだろう。 
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