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研究成果の概要（和文）：本研究ではforminタンパクが免疫シナプスにおいて、アクチンの再編成を介してTCR
シグナルに促進的に働 くことを明らかにしてきた(Thumkeo et al., Science Advances, 2020).さらに、生理活
性リン脂質LPA が抗原刺激依存的なformin分子mDia1の局在と活性化を阻害し、アクチン細胞骨格の構造に異常
をきたすことを報告した(Kremer, Buser, Thumkeo et al., PNAS 2022).また、F -actinの超解像度ライブイメ
ージングを行い、formin阻害剤に加えて、Arp2/3 阻害剤を加えた時の構造変化についても観察を行なった。

研究成果の概要（英文）：T cell-mediated immune responses are induced upon the recognition of 
non-self peptides presented by antigen-presenting cells through T cell receptors (TCR).  It is known
 that T cells form a structure called immune synapse (IS) upon antigen stimulation. During this 
process, cytoskeleton actin undergoes large-scale reorganization. In this work, I have shown that 
the linear actin polymerizers, formin family proteins, promote TCR signaling through actin 
rearrangement in IS (Thumkeo et al., Science Advances, 2020). Moreover, in collaboration with the 
University of Colorado, we have further demonstrated that bioactive phospholipid LPA inhibited the 
localization and activation of the formin molecule mDia1 in antigen-stimulated T cells, resulting in
 abnormalities in the actin cytoskeleton structure. (Kremer, Buser, Thumkeo et al., PNAS 2022).
Finally, we performed live imaging of F-actin using a super-resolution microscope and examined the 
effects of formins and Arp2/3 inhibitors.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はCD8 T細胞のTCRシグナル伝達にformin familyアクチン重合因子mDiaが重要であることを見出した。さ
らに、生理活性リン脂質LPAが抗原刺激依存的なmDiaの活性化と局在を阻害することを明らかにした。また、
forminに加えて、Arp2/3 family重合因子も不可欠であるという所見を見出しており、これらの知見を統合させ
ることにより、さらにTCRシグナル伝達の理解を深めることができると考えている。これまで、TCRシグナル伝達
に関わる分子は免疫抑制剤など自己免疫疾患などの薬物の標的になっており、今後本研究で得られた知見の臨床
応用が期待される。

※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 

T 細胞は獲得免疫の中心を担う細胞である。これまでの研究により、T細胞の表面に存在する

T 細胞受容体(TCR)は抗原提示細胞によって提示される MHC(Major Histocompatibility 

Complex)-抗原複合体を認識することにより活性化され、TCR シグナルを細胞内に伝搬すること

が知られている。免疫薬理学の分野においては、TCR シグナル伝達はシクロスポリンやタクロリ

ムスなどの免疫抑制薬の標的であることが知られており、薬理学的に極めて重要なシグナル伝

達経路の一つである。そのため、TCR シグナルの分子メカニズム解析は新しい免疫抑制薬あるい

は免疫反応を制御する薬の開発につながる可能性があり、学術的にも臨床応用的にも注目すべ

き研究領域の一つである。 

 TCR が抗原提示細胞によって提示された MHC-抗原複合体に結合すると、TCR 複合体の中に含ま

れているチロシンキナーゼ Lck が活性化されることが報告されている。活性化された Lck はさ

らに TCR 複合体に動員された細胞質タンパクである Zap70 をチロシンリン酸化し、リン酸化さ

れた Zap70 はシグナルのハブである細胞膜一回貫通型タンパク LAT をリン酸化することによっ

て細胞内に TCR シグナルが伝搬される。TCR 刺激によって細胞質タンパクである Zap70 がどのよ

うにして細胞膜の近辺にとどまり、細胞膜タンパク LAT をリン酸化するのかという問題は多く

の議論がなされているものの、不明であった。 

一般的に、細胞骨格アクチンはアクチン重合因子 formin family タンパクと Arp2/3 が協調的

に働き、その形成・維持に働くことが知られている。申請者は本研究開始時に、formin 阻害剤

を用いた急性処理実験により、抗原刺激は Lck による Zap70 のリン酸化を引き起こすと同時に、

Zap70 の細胞質への拡散を防ぐ mDia1/3 依存的なアクチン重合も誘導することを見出した

(Thumkeo et al., Science Advances, 2020)。その結果、細胞膜直下で Zap70 と LAT の相互作

用が安定化され、LAT が効率よく Zap70 によってリン酸化されることが明らかになった。 

ところで、細胞の様々な機能発現には刺激依存的に形成される新しいアクチン細胞骨格のみ

ならず、定常状態の細胞のアクチン細胞骨格、とくに細胞膜を裏打ちする皮質下アクチンも深く

関わっていることもよく知られている。様々な細胞において、皮質下アクチン細胞骨格は細胞膜

受容体や細胞接着分子などの細胞膜上の拡散を制限することにより、細胞内シグナル伝達や細

胞間接着などの細胞機能に不可欠であることが報告されている。しかし、細胞種によってそれぞ

れの寄与度が大きく異なることも知られている。本研究開始当初、T細胞の皮質下アクチンにつ

いては、formin と Arp2/3 のそれぞれの寄与度は明らかではなかったため、本研究で取り組むこ

とにした。 

 

２．研究の目的 

本研究では、(1)T 細胞の皮質下アクチンはどのような構築をしているのか？(2) T 細胞の皮

質下のアクチン繊維はどのような分子メカニズムによって形成・維持されているのか？(3) T 細

胞の formin 依存的皮質下のアクチン繊維と Arp2/3 依存的皮質下アクチン繊維は抗原刺激依存

的な T細胞受容体シグナル伝達に対して、機能的にどのように異なるのか？(4) リン脂質 LPA の

刺激が formin 依存的なアクチン重合と TCR シグナル伝達にどのような影響を与えるのか？を解

明することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

本研究では①平常状態の T 細胞の皮質下アクチン繊維の構築の観察を行なうために、高解像



度spinning disk confocal蛍光顕微鏡を用いた。②、formin依存的皮質下アクチン繊維とArp2/3

依存的皮質下アクチン繊維を同定するために、F-actin の高解像度 spinning disk confocal 蛍

光イメージングと formin 及び Arp2/3 の阻害薬を用いた実験を組み合わせた。③TCR シグナルに

おける formin 依存的皮質下のアクチン繊維と Arp2/3 依存的皮質下アクチン繊維の役割を

Western Blot 法で検討した。④コロラド大学との共同研究により、リン脂質 LPA の刺激が formin

依存的なアクチン重合と TCR シグナル伝達にどのような影響を与えるのかを検討するために T

細胞―抗原提示細胞の conjugation assay を行なった。 

 

４．研究成果 

本研究では CD8 T 細胞の皮質下アクチンの構築・分子制御メカニズムと役割を明らかにするこ

とを目指し、研究を行った。これまで得られた主な成果として、1) CD8 T 細胞に F-アクチンの

蛍光プローブである EGFP-Lifeact を発現させ、TCR 刺激前後の細胞皮質下の構築を高解像度

spinning disk confocal 蛍光顕微鏡で観察した。その結果、TCR 刺激前の状態の CD8 T 細胞表

面に数多くの microvilli が存在し、非常に早い dynamics で伸長と退縮を繰り返していること

が分かった。2) TCR 刺激を行なっていない CD8 T 細胞に formin 阻害剤の長期間処理は平均で

約 3 割の皮質下アクチンが減弱し、microvilli の数も減少することを見出した。一方、Arp2/3

阻害剤の長期間処理は皮質下アクチンを平均で約 4割減弱させることを見出した。3) CD8 T 細

胞に formin 阻害剤の長期間処理により、formin 依存的な皮質下アクチンを阻害した場合に、急

性処理の実験で得られた結果(Thumkeo et al., Science Advances,2020)とは違い、TCR 刺激依

存的な Zap70 のリン酸化も減弱することを明らかにした。そのため、TCR 刺激依存的に急速に重

合されるアクチンに加えて、定常状態の皮質下アクチンも TCR シグナル伝達に寄与しているこ

とが明らかになった。4) ヒトおよびマウスの初代 CD8 T 細胞において、LPA が formin タンパク

である mDia1 による細胞骨格制御の競合を介して、抗原特異的 CD8 T 細胞：標的細胞免疫シナ

プス（IS）形成を妨害することを明らかにした。具体的には、抗原特異的 T 細胞:標的細胞の形

成時に、 TCR 刺激依存的な mDia1 と F-アクチンの IS 局在が LPA 刺激により、細胞質全体に無

秩序に分布することを発見した(Kremer, Buser, Thumkeo et al., PNAS,2022)。 
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