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研究成果の概要（和文）：Hippo経路は形態形成や細胞増殖の調節に重要な役割を果たしている。今回の研究で免疫系
における新たな役割がみいだされた。マウスおよびヒトについて調べた結果、Rap1-RAPL -Mst1 /Mst2（哺乳類Hippo）
のシグナル経路は、１．自己反応性の未熟リンパ球を排除する過程、２．末梢のリンパ球おける異物（抗原）の認識に
必要な細胞接着過程、３．制御性Ｔ細胞では抗原に特異的抑制過程、４．細胞障害性T細胞においては抗腫瘍効果を負
に制御する働きがあること、などが明らかになった。これらの成果は炎症・自己免疫・腫瘍免疫の病態理解や創薬開発
などの疾患克服に向けて重要な知見を与えると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The Hippo pathway plays an important role in morphogenesis and cell 
proliferation. In this study, we investigated roles of the mammalian Hippo pathway in mice and humans, 
and revealed its novel roles in the immune system. The signal transduction through Rap1-RAPL -Mst1 /Mst2 
(mammalian Hippo) were requisitely involved in the following processes; 1. thymic selections to eliminate 
self-reactive thymocytes, 2. antigen-specific adhesion of peripheral T cells to recognize foreign 
antigen, 3. antigen-specific suppressor functions of regulatory T cells, 4. the negative regulation of 
anti-tumor effects of cytotoxic T cells. These findings provide useful information to our understanding 
of inflammation, autoimmune, anti-tumor immunology and thereby development of therapeutics.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
細胞接着と増殖の制御は器官形成、創傷治癒、
生体防御などの過程で密接に関連しながら
機能している。細胞内シグナルによる接着性
調節（inside-out シグナル）を受け、細胞接
着の強さをダイナミックに変化させる機能
と、接着によって細胞外環境の情報を感知し、
細胞内へと伝える機能（outside-in シグナル）
があり、これらの双方向性のシグナル伝達が、
細胞形態変化や細胞移動、さらに細胞機能、
増殖、生存に影響を与える。このような接着
現象を背景に 2 つの異なる研究の流れが
Mst1/Mst2 の同定に至った。1 つは哺乳類の
免疫担当細胞のインテグリン調節機構の研
究おいて、低分子量 G タンパク質 Rap1 によ
る接着調節のシグナル伝達から、もう一つは
ショウジョウバエの Hippo と呼ばれる接触
阻害と器官サイズの調節シグナルからであ
る。Rap1 による RAPL、Mst1 へのシグナル
伝達がケモカインによる LFA-1/ICAM-1 を
介するリンパ球ホーミング過程に必要な血
管内皮との安定した接着に必要である。一方、
ショウジョウバエ Hippo（Mst1/2）経路に関
与する分子は哺乳類にいたるまで保存され、
形態形成や臓器サイズを調節している。
Hippo の上流のシグナルとして、細胞骨格分
子 Merlin, Expanded などの細胞接着分子が
存在することがショウジョウバエで知られ
ている。ヒトで遺伝性 Mst1 欠損症が報告さ
れ、自己免疫病態を伴う T 細胞性免疫不全が
特徴であった。また、我々はマウスモデルに
おいて胸腺細胞の選択異常による自己免疫
疾患がおこることを報告した。哺乳類 Mst1/2
の役割は免疫系において特に重要な役割り
を果たしていることが予想され、その調節機
構について不明な点が多く残されている。 
２．研究の目的 
本研究ではこれまでの Rap1 シグナルによる
LFA-1 活性化と接着の研究成果から、さらに
接着構造のダイナミックスによる増殖・アポ
トーシスへの効果に焦点をあて、Hippo 経路
とのクロストークの分子的基盤と in vivo で
の生理的役割を解明する。そのため、以下の
項目について重点的に研究を進める。 
（1） 抗原刺激による LFA-1 を介した接着構
造とリンパ球の活性化・増殖、細胞死のダイ
ナミックスを可視化し、分子レベルから組織
レベルにわたる追跡を行い、Rap1 シグナル
と Hippo 経路による増殖・アポトーシスへの
関与を明らかにする。 
（2）Rap1 シグナルを改変し、個体レベルで
リンパ球の抗原による増殖分化、アポトーシ
ス過程を追跡し、Hippo 経路とのクロストー
クを明らかにする。 
（3）ヒト免疫疾患における Mst1 の発現、機
能を明らかにするため、自己免疫性膵炎を主
徴とする IgG4 関連疾患を解析する。 
（4）末梢自己寛容に重要な働きをする制御
性 T 細胞（Treg）および細胞障害性 T 細胞
(CTL)における Mst1 の役割を明らかにする。 

３．研究の方法 
（1）接着構造の可視化と追跡法の樹立と解
析 
①細胞接着から増殖・アポトーシスを可視
化・追跡するため、Rap1 活性化可視化する
Rap affinity プローブを発現したマウスを
作製し、in vitro による細胞接着、免疫シナ
プス形成(平面脂質二重膜系、樹状細胞共培
養系)、組織イメージング（リンパ組織、胸
腺組織）、in vivo イメージング（リンパ節）
を用いて、リンパ球の抗原応答時の接着動態
から増殖やアポトーシス(SCAT3 プローブに
よる可視化)における Rap1 シグナル、Hippo
経路の関与を解析する。 
②セマフォリン 3e (Sema3e)受容体である
PlexinD1 の細胞内領域は Rap1 不活化ドメイ
ン(RapGAP ドメイン)を持つ。胸腺細胞での発
現を調べ、TCR、ケモカイン刺激による Rap1
活性化阻害、免疫シナプスへの効果、
plexinD1 欠損の効果を調べる。 
（2）末梢自己寛容に重要な働きをする制御
性 T 細胞（Treg）における Mst1 の機能解析
のため、MHC class II 拘束 OVA 抗原特異的
OT-II TCR と Treg の機能因子である foxp3 を
可視化したfoxp3-GFPをもつマウスからTreg
を単離し、抗原特異的抑制機能、免疫シナプ
ス形成、リンパ組織内における樹状細胞との
相互作用を計測する。 
（3）細胞障害性Ｔ細胞(CTL)による腫瘍細胞
に対する障害における Mst1 の機能を明らか
にする。そのため MHC class I 拘束 OVA 抗原
特異的 OT-I TCR をもつ OT-I マウスと Mst1
欠損マウスを交配し、OT-I;Mst1-/- マウス
から CD8T 細胞を単離し、CD3+IL-2 存在下の
培養により CTL を樹立する。-interferon 
(IFN), perforin 等を測定するとともに、OVA
抗原を発現する細胞株を用いて in vitro お
よび in vivo の抗腫瘍活性を測定する。 
（4）IgG4 関連疾患における Mst1 遺伝子のメ
チル化による発現調節を調べる。患者末梢血
より単核球を単離し、bisulfate 法によって
MST1プロモーター領域CpGクラスターのメチ
ル化を調べる。また、制御性Ｔ細胞を単離し
MST1 発現を調べメチル化との相関を調べる。 
 
４．研究成果 
 OT-II および Rap1 シグナル欠損マウス、
OT-II;Rap1b KO, OT-II;Rap1a/Rap1b 
KO(Rap1DKO), OT-II;Mst1KO, Mst1/2 DKO を
用いて免疫シナプス形成を調べた。CD4 陽性
ナイーブ T細胞および培養 T blast を平面脂
質二重膜（OVA ペプチド・MHCclass II 複合
体 100 分子/m2）および ICAM-1(200 分子
/m2)）上で免疫シナプスすなわち、中央に
TCR/pMHC クラスターを LFA-1/ICAM-1 がリン
グ状に取り囲む(pSMAC)を形成する。それに
対して Rap1bKO, Mst1KO, Mst1/2DKO では接
着面積および接着細胞数が減少し、pSMAC 構
造が障害されるとともにcSMACの形成も著し
く低下した。Rap１結合蛋白質 RAPL は Mst１



キナーゼの活性を亢進させる。RAPL 特異的
shRNA による knockdown すると同様に免疫シ
ナプスが障害された。LFA-1 欠損 T細胞は
pSMAC とともに cSMAC も形成されないことか
ら cSMAC 構造の形成に Rap1/RAPL/Mst1 シグ
ナルが必要であることが明らかになった。 
 末梢リンパ節におけるMst1/Mst2の機能を
調べるため、樹状細胞にOVA抗原を提示させ、
リンパ節に移入した後、リンパ節のスライス
組織に OT-II;Mst1/2 DKO と OT-II マウス由
来の CD4 T 細胞を導入して２光子顕微鏡イメ
ージングをおこなった。その結果、Mst1/Mst2 
DKO T 細胞では抗原特異的接着時間が 1/3 か
ら 1/4 に低下していることが判明した。これ
らのことから Rap1 シグナル破綻による免疫
シナプスの形成障害は抗原提示細胞との接
着障害になることが判明した。これらの結果
はこれまでに我々が報告した胸腺細胞の自
己抗原認識不全と共通な障害と考えられる。 
 胸腺での自己抗原認識による負の選択過
程を OT-II 胸腺細胞（CD69+）とインスリン
プロモーターによる OVA 抗原を発現する
RIP-OVA マウス胸腺組織の共培養を２光子イ
メージングし、アポトーシス誘導(SCAT3 プロ
ーブ)または制御性 T細胞分化誘導
(Foxp3-GFP レポーター)が効率よく起こるこ
とが分かった。OT-II;Mst1KO 胸腺細胞（CD69
陽性）を同様に調べた結果、アポトーシスの
低下と Treg 誘導低下が明らかになった。こ
れは Aire 陽性胸腺上皮細胞との接着障害と
考えられる。Ｒap1 活性化の抑制は胸腺細胞
の動態と抗原認識に重要な役割を果たすと
考えられるが、抑制する経路は明らかではな
い。Rap1GAP 活性をもつと報告された
plexinD1 の発現を解析すると未熟胸腺細胞
(DP)から成熟胸腺細胞(CD69+SP)に分化する
段階で発現することが分かった。 Sema3e/ 
PlexinD1 は Rap1GAP としての活性をもち、ケ
モカイン、TCR 刺激による Rap1 活性化を抑制
し免疫シナプス形成も抑制した。plexinD1 欠
損マウスを解析した結果、髄質内 SP 細胞が
低下しており、分化に伴う皮質から髄質への
移行が低下していることが予想される。これ
は Rap1 活性の抑制障害による接着の亢進を
反映しているのではなかと推察された。 
 野生型および Mst1 欠損制御性 T細胞の in 
vitro 抑制機能を調べた結果、抗原非特異的
（anti-CD3 抗体刺激）抑制機能は正常であっ
たが、抗原特異的抑制機能が低下していた。
また、大腸炎モデルを用いて Treg の抑制機
能を調べた結果、抑制機能の著しい低下が認
められた。さらに Mst1 欠損 Treg は樹状細胞
との抗原特異的接着低下およびCD80/86の発
現抑制が障害されていた。免疫シナプスを調
べたところ、野生型は移動性の免疫シナプス
を形成したが、Mst1 欠損では免疫シナプスの
形成が阻害され、組織イメージング解析の結
果、樹状細胞との接着時間が低下していた。
これらの結果から Mst1 は Treg の機能に重要
な役割を果たしていることが判明した。 

 IgG4 関連疾患患者の末梢単核球を用いて
Mst1, RAPL のプロモーター領域に存在する
CpG クラスターのメチル化を調べて結果、膵
臓以外の病変（涙腺、唾液腺等）を持つ患者
群は膵炎の実の患者群にくらべ有意に Mst1
のメチル化が亢進していた。一方、RAPL では
変化はなく、また慢性関節リウマチ患者にお
いても有意な差がなかった。膵外病変をもつ
患者の末梢血 Treg では MST1 の発現が有意に
低下していた。これらの事から膵外病変をも
つ IgG4 関連疾患患者では MST1 遺伝子のメチ
ル化による発現低下がおこり、Treg の抑制機
能が低下につながって複数の臓器が障害さ
れる病態にいたったのではないかと推察さ
された。 
 CTL の腫瘍殺傷能力を OT-I, OT-I;Mst1KO
から樹立した CTL で比較した結果、
-interferon、granzyme の発現亢進が
OT-I:Mst1KO CTL に認められた。また in 
vitro の抗腫瘍活性を OVA 抗原を発現させた
前立腺癌細胞で測定したところ、抗腫瘍活性
が亢進していた。また、OVA を発現した EL4
を移植し腫瘍を形成させたのち、正常 OT-I 
CTL,および OT-I:Mst1KO CTL を投与したと
ころ、Mst1KO CTL 投与によって腫瘍サイズが
著しく低下した。Mst1KO CD8+T 細胞では
FoxO3a の発現が低下し、そのため T-bet の亢
進および-interferon、granzyme の発現亢進
に至ったと考えられた。 
 以上の結果より、マウスモデルおよびヒト
疾患を用いた解析から、Rap1-RAPL -Mst1 
/Mst2 の経路は胸腺細胞、ナイーブリンパ球
および制御性Ｔ細胞においては抗原認識特
異的接着動態を制御していること、そして細
胞障害性T細胞においては抗腫瘍効果を亢進
させる働きがあることが明らかになった。こ
の成果はMst1/Mst2をターゲットにした創薬
に重要な知見を与え、炎症・アレルギー・自
己免疫の病態において特異的に制御するこ
とによって疾患克服する戦略につながると
期待される。 
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