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研究成果の概要（和文）： 体内を循環する T 細胞は樹状細胞などの抗原提示を認識すると停止し

接着する。T細胞抗原受容体(TCR)は接着面にミクロクラスターと呼ばれる集合体を形成して活

性化を開始し、ミクロクラスターの移動により特殊な分子配置である免疫シナプスを形成する。

本研究では生理的な刺激条件下で形成したミクロクラスターの定量測定を元に、ミクロクラ

スターは微小管分子モーターであるダイニンに依存して移動し細胞活性を抑える方向に調節

する事を発見し、論文として発表した。 

 
研究成果の概要（英文）：When T cells recognize antigen on antigen–presenting cells, they 
start adhere and generate T cell antigen receptors (TCR) microclusters (TCR-MCs) which is 
a unit for starting T cell activation. The TCR-MCs move toward the center of the interface 
and form immunological synapse. We revealed and published that the transportation of 
TCR-MCs depends on microtubule motor, dynein and negatively regulate T cell activation. 
These observation were based on the quantitative analysis of TCR-MCs generated under 
physiological stimulus conditions. 
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１．研究開始当初の背景                                        

獲得免疫に必要なヘルパーT 細胞が活性化

する時、抗原提示細胞との間に免疫シナプス

を作る。免疫シナプスとは、T 細胞と APC の

接触面中央に T 細胞抗原受容体(TCR)が集積

して cSMAC(central supramolecular 

activation cluster)を形成し、その周りに

接着分子が円状に配置した構造である

(Nature. 395, 82-86 (1998))。我々のグル

ープでは、抗原提示細胞の細胞膜を見立てた

人工脂質膜を用いて T細胞活性化部位の分子

の動きを詳細に観察する事により、免疫シナ

プス形成の過程を明らかにした(図１)。 
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CD3zeta-GFPを過剰発現させたT細胞を観察

すると、抗原との接触直後に TCR ミクロク

ラスターが形成され、リン酸化、細胞内 Ca2+

濃度上昇等の活性化が始まり、TCR ミクロク

ラスターが接着面の中心に集まる事によっ

て cSMAC が形成されることを明らかにした

(Nat.Immunol.6, 1253-1262 (2005))。しか

し使用した細胞が TCR を過剰発現している

点や抗原ペプチドが高濃度であった点が必

ずしも生理的とは言えない条件であった。 

 当時の免疫シナプス研究は国内外を問わ

ず、様々な分子の配置、クラスター移動と細

胞骨格の関係、細胞障害性 T細胞、ナチュラ

ルキラーT細胞のシナプス等に興味が広がっ

ていたが、一方で cSMAC の意義など基本的な

構造に関する議論も依然止まない状況にあ

った。また、免疫シナプス研究のほとんどが

in vitro の研究であり、in vivo では材料が

特殊な cSMACの報告が１報あるのみであった 

(J.Exp.Med. 203, 2095-2107 (2006))。した

がって、刺激強度によって数や大きさが変わ

る cSMAC や TCR ミクロクラスターが生体内

免疫反応におよぼす影響に関しては調べら

れていなかった。 

 また、ヘルパーT細胞には Th1 細胞、Th2

細胞、Th17 細胞、制御性 T細胞(Treg)などの

サブセットが知られているが、機能が違うこ

れらの細胞の cSMAC や TCR ミクロクラスタ

ーはほとんど解析されていなかった。 

 申請者は TCR ミクロクラスター形成にお

けるラフトの役割を調べてきた中で (平成

18 年度科研費(若手(B)：18790344)(Mol.Cell. 
Biol.30,3421-3429(2010))、細胞間シナプス

の cSMACが観察しやすい実験条件を整えなが

ら、in vivo でも T細胞サブセットや刺激強

度によって性質の違う cSMAC や TCR ミクロ

クラスターが現われるだろうと考え、本研究

を計画するに至った。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、機能が異なる T細胞サブセッ

ト(Naïve, Th1, Th2, Th17, Treg) に関して 

(1) in vivo で生成された cSMAC や TCR ミク

ロクラスターの観察を行い、生体内免疫反応

との相関をみる。更に(2)人工脂質膜を用い

た cSMAC や TCR ミクロクラスターの動態の

定量的な解析から、TCR 動態と細胞機能の相

関を明らかにする事を目的とした。 

 

３．研究の方法 

 

(1) in vivo で生成された cSMAC や TCR ミク

ロクラスターの観察 

(1)-1 まずは in vitro で作った細胞間免疫

シナプスを共焦点顕微鏡で３次元観察する。

生理的な TCR の発現量を維持するために TCR

の構成分子CD3zetaにGFPが付くよう表的遺

伝子組み換えを行った(zGFP KI) T 細胞を使

用したいが、zGFP KI の GFP は過剰発現より

も 10 から 100 倍程度暗いので、検出の条件

を慎重に合わせる必要がある。 

 DsRed 遺伝子導入マウスの骨髄細胞から

誘導し抗原を負荷した抗原提示細胞をマウ

ス足裏に移植し、抗原提示細胞がリンパ節へ

移動し終えた 36-48 時間後に zGFP KI T 細胞

を尾静脈から移入する。移入した T細胞と抗

原提示細胞が接触し、免疫シナプスを形成す

るであろうマウス膕のリンパ節を生きたま

ま多光子励起レーザー顕微鏡で、あるいは、

固定スライスにして共焦点顕微鏡で観察す

る。 

(2)人工脂質膜を用いた cSMAC や TCR ミクロ

クラスター動態の定量的な解析 

 免疫シナプスは細胞間接着面に形成され

るため、そのままでは、ダイナミックな分子

の動きを詳細に捉える事が難しい。我々は、

抗原提示分子MHCや接着分子インテグリンな

どを埋め込み抗原提示機能をもった人工脂

質膜をガラス表面上に敷き、上からT細胞を

反応させる事により平面状のシナプスを形

成させ、接着面をガラス越しに詳細に観察す

る方法を用いる。 

  

 

４．研究成果 

 

(1)免疫シナプスの観察に関して、予想通り

にzGFP KI発現が低く検出しにくいことから

、当初予定していたスライス観察よりも、組

織を崩してFACSと顕微鏡の昨日を兼ね備え



 

 

たImage streamで効率と感度を上げて観察し

た。しかしそれでも、cSMACは観察できたが

TCRミクロクラスターは検出できなかった。

またcSMACに関しては、抗原強度、濃度に依

存した変化の解析や、多光子励起顕微鏡観察

による生体内でのcSMACの観察など、内容が

酷似した論文が発表されてしまったので、

(J.Exp.Med.207, 2733-2749 (2010))プロジ

ェクトの軌道修正を余儀なくされた。  

(2)人工脂質膜を用いたcSMACやTCR ミクロ

クラスター動態の定量的な解析から、抗原親

和性に依存してTCRミクロクラスターに集ま

る分子の数、密度が変化する事が分かったが

、その中でTCRミクロクラスターの速度が抗

原濃度に依存しない事に注目した。刺激強度

に依存しない仕組を考え、調べた結果、微小

管を伝うダイニンモーターがTCRミクロクラ

スターをcSMACに運ぶ事を突き止め、論文発

表した。 

 これまでミクロクラスターが動く仕組み

については、T細胞が抗原提示細胞との接着

面の縁に形成されるラミナポディアにおい

て観察されるレトログレードアクチンフロ

ーによるものと示唆されていた。しかし申請

者はアクチンフィラメントが接着面の辺縁

部にしか観察されないこと、活性化後の微小

管の位置から、中心まで運ぶためには別の機

構が働くと考えた(図２)。 

 そこで、別の細胞骨格系である微小管につ

いて解析した。T細胞の微小管に関しては、

抗原刺激に伴って中心体が活性化部位に近

づき、接着面では中心体を中心にして放射状

に伸びる微小管が観察されることが知られ

ている(図２)。微小管をGFPで標識したチュ

ーブリンの発現、TCRは赤色蛍光分子で標識

した抗体染色で可視化し、全反射蛍光顕微鏡

で同時観察を行ったところ、微小管に沿って

動くミクロクラスターが観察された。微小管

自身もダイナミック動くことから、ミクロク

ラスターは２—３本の微小管を乗り換えなが

ら中心に向かって進むことが観察でき、やが

て中心体の周りに集まってcSMACを形成する

様子を捉えた。また、中心体の活性化部位へ

の移動は、必ずcSMAC形成よりも早いタイミ

ングで誘導されることから、まず中心体の移

動があり、cSMAC形成はその微小管構造に依

存していると考えられた(図２)。 

 次に細胞膜の分子であるTCRが微小管を伝

って動くことが物理的に可能である事を示

唆するため電子顕微鏡観察を行った。細胞膜

と微小管の距離を測った所、活性化部位の側

では細胞膜から50 nm以内の場所に多くの微

小管が観察された。ダイニン複合体、TCR複

合体の大きさ考慮しても、細胞膜の表面分子

を運ぶために十分近い距離である事を確認

した。 

 微小管をマイナス方向に伝う動きからダ

イニン分子モーターの関与が示唆される。ダ

イニンは複数の分子が複合体を作る事によ

りモーターとして機能している7)。ダイニン

複合体構成分子であるダイニン軽鎖(Dynein 

light chain 1)、中間鎖(Dynein intermediate 

chain 2)およびダイナクチン(p150(Glud))を

緑色蛍光タンパク質GFPで標識してT細胞に

発現し、人工脂質膜上で観察した所、すべて

の分子がTCRミクロクラスターおよびcSMAC

と共局在した。ダイニン軽鎖-GFPに関しては

赤色蛍光分子で染めたT細胞受容体との同時

イメージングを行った所、TCRミクロクラス

ターが現われるとすぐに(2.5秒以内) ダイ

ニン軽鎖-GFPも集まり、一緒にcSMACまで移

動する様子が観察された。生化学的に免疫沈

降によっても、TCRおよびシグナル分子ZAP70

などとダイニンのモーター部分である重鎖 

(cytoplasmic dynein heavy chain 1)やダイ

ナクチンがTCR刺激に伴って共沈降した事か

ら、驚くべきことに、TCRシグナル複合体と

ダイニン複合体は刺激に応じて何らかの形

で結合していることが明らかになった。 

 ダイニンによるTCRミクロクラスターの移

動がT細胞機能の制御にどう関与しているか

を調べるために、ダイニン阻害薬(EHNA), 微

小管阻害薬ノコダソール、コルヒチンによる

処理、そしてsiRNAによるダイニン重鎖の発

現低下の影響を調べた。ミクロクラスターの

数や大きさはこれらの阻害薬やsiRNAの影響

を受けなかったが、ミクロクラスターの移動

速度は低下し、cSMAC形成が有意に阻害され

た。アクチンフィラメントの形成量、アクチ

ンの動き、中心体の移動、微小管の形状に変

化は見られなかった事から、細胞骨格の障害

ではなく、ダイニンのモーターとしての働き

が阻害された事による結果だと考えられた。

また、シグナル分子のチロシンリン酸化、イ



 

 

ンターロイキン２産生など、T細胞活性化が

増幅された。以上の結果から、cSMAC形成に

繋がるミクロクラスターの移動はダイニン

および微小管に依存しており、T細胞活性化

を負に調節していることが明らかになった。 

 免疫シナプスにおけるT細胞受容体ミクロ

クラスターの形成や移動のダイナミックな

制御は、美しいばかりでなく、刺激強度をア

ナログ的に調節する合理的な機能である。本

研究では、その鍵となるT細胞受容体ミクロ

クラスターの移動が微小管分子モーターの

ダイニンによる事を突き止めた。これは抗原

受容体を介した活性化がモーター分子の調

節を受ける初めての知見である。また、我々

と同時にイギリスのグループからB細胞受容

体の抗原クラスターもダイニンに依存して

動く事が明らかにされ、ダイニンによる抗原

受容体の運搬はリンパ球に共通するメカニ

ズムであることが強く示唆された。 

 以上は申請時の研究内容の一部が膨らみ

大きな成果を上げたものである。本研究で行

われた解析からは他にも多くの追究すべき

データが得られているが、期間内に終わらず

残している。例えば、この結果に基づいたダ

イニンミュータントマウスの免疫応答の解

析や、刺激強度に依存したミクロクラスター

動態の変化に続く細胞内シグナル分子の解

析などである。また、異なるサブセット間の

比較も、Naïve phaseとEffector phaseの比

較は行ったが、他のサブセットに関してはま

だ残している。これらは新たなプロジェクト

として練り直し、他の予算を用いて進めて行

く予定である。 
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