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研究成果の概要（和文）：免疫関連疾患の原因分子である白血球特異的接着分子インテグリンLFA1の細胞接着に
際した接着面への蓄積の機構は不明な点が多かった.本研究ではLFA1蓄積がリガンドICAM1の結合依存的に正の協
同性を伴って誘導されることを発見した.この結合依存的なシグナルによりLFA1含有小胞の形成が促進され, 
LFA1含有小胞にはRab8が共局在し共輸送した. Rab8の欠損によりLFA1の接着面への蓄積とリンパ球のLFA1依存的
細胞接着が低下した. またリガンド依存的シグナルによりRab8の活性化因子であるRabin8が細胞面に蓄積し活性
化された. 以上から接着に伴う新規LFA1輸送・蓄積モデルを構築した.

研究成果の概要（英文）：Leukocyte integrin LFA1, a causative molecule for immune-related disease, 
plays a vital role in cell-cell interactions; however, how LFA1 accumulates on the cell contact 
surface has remained elusive. In this study, we discovered for the first time that LFA1 accumulation
 was induced by the binding of LFA1 to its ligand ICAM1 in a positive-feedback manner. This ligand 
binding-dependent signaling promoted the formation of LFA1-containing vesicles, which colocalized 
and cotrafficked with Rab8. Deletion of Rab8 decreased the accumulation of LFA1 at the contact 
surface and LFA1-dependent cell adhesiveness in lymphocytes. Furthermore, ligand-dependent signaling
 promoted the accumulation and activation of Rabin8, an activator of Rab8, at the contact surface. 
Based on these results, we established a novel model for LFA1 transport and accumulation in 
lymphocyte adhesion.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： インテグリン　小胞輸送　一分子計測　LFA1　inside-out　outside-in　リンパ球

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
白血球による免疫シナプス形成を介した細胞間相互作用や, ホーミングにおける血管内皮細胞に対する白血球の
即座の接着において, これまでどのようにしてLFA1が素早く接着面に蓄積し接着を誘導するのかは不明であった
が, LFA1-ICAM1結合に誘導される正の協同性を伴うLFA1蓄積経路の存在の解明により, そのLFA1制御メカニズム
の一端が明らかになった. また, LFA1輸送におけるRabin8-Rab8経路の関与の解明は新規免疫関連疾患制御薬剤
の開発や,インテグリンを含んで排出されるがん転移を担う細胞外小胞やウイルス等の産生・輸送制御法の開発
にも繋がることが期待される.

※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 
インテグリン(ITG)は生体内における細胞の接着・動態を制御する．ITG は生命の恒常性の維

持のみならず, がんの転移や悪性度の上昇, 血栓症や免疫関連疾患の発症に重要な役割を果た
す.白血球特異的 ITG である LFA1 は免疫細胞間の細胞接着に伴って接着面に蓄積し, 細胞間の
接着を誘導し安定化させる働きを持つ. LFA1 は接着時に細胞内でクラスターを形成するが, そ
のクラスターを含むと考えられる小胞の生成・輸送機構は不明であった.  
LFA1は一回膜貫通型のαLとβ2

の 2 つのサブユニットからなるヘ
テロダイマーであり, 可塑性に富
む構造を有する. LFA1 は外部から
の活性化刺激に応じて, 折れて閉
じた構造 (Bent-closed, BC 型)か
ら伸びて閉じた構造 (Extended-
closed, EC 型)へ移行し,最終的に
伸びて開いた構造(Extended-open, 
EO 型)を形成する(図１). BC 型から
EO 型への遷移に伴って, LFA1 のリガ
ンドである ICAM1 との結合親和性 (affinity)が数千倍も上昇し細胞接着を促進する.また細胞
接着の強さは接着面での LFA1 局所的な濃度(avidity)にも依存しており, affinity と avidity
の両面からの制御が LFA1 依存的な細胞接着に重要な役割を果たす.これらの制御は LFA1 以外 
[T 細胞受容体 (TCR), ケモカイン受容体, PMA 等])からの刺激による低分子量 G タンパク質 
Rap1 の活性化を中心とした inside-out signaling と LFA1 の ICAM1 結合に伴う細胞骨格への刺
激である outside-in signaling の 2 種類のシグナルで調整されると考えられてきた (図２). 
Inside-out signaling による Rap1 の活性化は RAPL,Mst1, NDR1 等の下流の因子群の働きによる
活性化因子群 talin-1 と kindlin-3 の LFA1 の細胞内領域ドメインへの結合を促し LFA1 の構造
変化を誘導する(Kondo et al. (2022) Cells 1751). 

 
 
一方で, この 2 種類のシグナルが実際どのように協奏して affinity と avidity の調節を担う

かは不明であった.  
 

 
２．研究の目的 
本研究では 2 種類のシグナルが, LFA1 の輸送・蓄積を介してどのように affinity と

avidity の調節を行い,リンパ球の接着を制御するかを解明することを目的として実験を行
った.  
 
 
３．研究の方法 
これまでに確立した全反射顕微鏡を用いたLFA1-ICAM1結合の一分子計測実験系(Kondo et al. 

(2017) Mol. Cell. Biol. e00424-16)を駆使して, 細胞接着に伴う affinity と avidity の変化
をそれぞれ LFA1-ICAM1 相互作用の時間と頻度を測定して評価した.また, この系を発展させて, 
活性化因子群と LFA1 との結合をリンパ球内で一分子レベルで測定できる実験系を確立し 2種類
のシグナル刺激における活性化因子群への影響の違いを調べた. 加えて,LFA1 の細胞内クラス
ターの形成の観測には LFA1 のβ2サブユニットの C 端側に光安定性の高い低分子蛍光物質と細
胞内で共有結合できる SNAP-tag を融合させ,細胞内における LFA1 cluster の形成と輸送をスピ
ニングディスク型共焦点顕微鏡Dragonfly を用いて観測した. LFA1 や LFA1制御因子群の接着面
への蓄積の測定には全反射顕微鏡を用いた. 
 
 
４．研究成果 

図１ LFA1 の構造変化と ICAM1 結合能  

図２ Inside-out signaling と outside-in signaling (古典的モデル) 



まず初めに活性化因子群を欠損させたリンパ球を作製し, 細胞接着と LFA1-ICAM1 結合に
おけるそれらの影響を調べたところ, Tln1-KO, Kin3-KO では LFA1-ICAM1 相互作用の時間も
頻度も低下しており, これらの活性化因子群は affinity と avidity の両方の制御に重要で
あることが分かった. 次に活性化因子群のリンパ球内一分子計測系を用いて inside-
out/outside-in signaling の影響を調べたところ,図２にある古典的モデルとは異な
り,inside-out signaling では Tln1, Kin3 の LFA1 に対する結合はほとんど起こらなかっ
た. 一方で興味深いことに, outside-in signaling, 特に LFA1 の EO 型を形成させる条件
下で outside-in signaling を誘導すると Tln3, Kin3 の細胞接着面での LFA1 への結合は顕
著に上昇した(図３A). またこれと一致して, Rap1 の活性化も inside-out signaling に比
べて outside-in signaling では細胞接着面で劇的に上昇することが明らかになった(図３
C).また, LFA1 の clustering と細胞接着面への蓄積についても inside-out, outside-in 
signaling で比較したところ, inside-out signaling による LFA1 の蓄積は部分的であった
が outside-in signaling によりこれらが顕著に促進されることが明らかになった(図３B).  

 
以上の結果から, 古典的なモデルとは異なり outside-in signaling が LFA1 の活性化におい

て特に重要な役割を果たし, LFA1 の活性化依存的な outside-in signaling の誘導により LFA1
のみならずその活性化因子群も細胞接着面に輸送され LFA1 の活性化を正の協同性を伴って増強
していることが明らかになった. この一連の結果を論文にまとめて報告し (Kondo et al 
(2021) Science Signaling eabf2184), Faculty Opinions (現 H1 connect) 推薦論文へ選出さ
れた (Top 5% in Cell Biology). 
次に, outside-in signaling によって LFA1 を輸送する分子を同定する目的で, リンパ球内の

LFA1 cluster を SNAP-tag を用いて可視化し, 様々な小胞輸送関連因子群との共染色を試みた
ところ, LFA1 cluster には Rab8 が共局在した. LFA1 と Rab8 の live-cell imaging 測定からこ
れらは共輸送することが分かった(図４Ａ). また, Rab8 は outside-in signaling 依存的に接
着面に蓄積した(図４B). Rab8 欠損リンパ球を作製し, 細胞接着や LFA1 の接着面への蓄積の影
響を調べたところ, Rab8 の欠損により細胞接着も LFA1 の蓄積も低下した(図４C).また Rab8 の
活性型である Q67L 変異体と不活性型である T22N 変異体を Rab8 欠損リンパ球に導入し野生型
Rab8 発現リンパ球と比較したところ, 細胞接着能は Q67L を発現するリンパ球で有意に高
く,T22N で有意に低かったことから, Rab8 の活性化が細胞接着に重要であった. Rab8 の活性型
を認識するプローブである JFC1 を蛍光タンパク質で標識して細胞に導入しその局在を見たとこ
ろ, Rab8 は細胞の接着面で顕著に活性化していた.  
続いて, Rab8の上流で働くグアニンヌクレオチド交換因子であるRabin8を欠損させたリンパ

球を作製し上記の一連の解析を行ったところ, Rabin8 欠損により細胞接着能と細胞接着面での
Rab8 の活性が低下した. また, 細胞接着面での LFA1 の蓄積を調べたところ, Rabin8 欠損でも
LFA1 の蓄積が野生型に比べて低下していた. さらに, 上述の一分子計測系を用いて LFA1-ICAM1
相互作用を調べたところ, LFA1 の affinity よりも LFA1 の avidity の制御に Rab8 は重要であっ
た(図４D). 以上の結果を踏まえて, Rabin8-Rab8 経路が LFA-1 を細胞接着面に輸送し avidity
を制御するという新しい LFA1 制御モデルを提案した. 現在これらの結果を論文にまとめ投稿中
である. 

 
  
今後, ITG 含有小胞の輸送を伴う生理学的な過程(自己免疫疾患, ウイルス伝播,がん免疫, 
がん転移等)における Rab8 を含む輸送制御因子群の重要性を明らかにしていく予定である. 

図３ Outside-in signaling による LFA1 とその活性化因子群への影響 

図 4 Rab8 による LFA1 制御機構の解明 
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