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研究成果の概要（和文）：リンパ球の組織内移動・抗原認識でのLFA-1の機能と調節を2光子イメージング等を用いて明
らかにした。（１）末梢リンパ組織ではケモカイン依存性の直線的な移動と非依存性のランダム移動様式があり、前者
ではT細胞の移動は樹状細胞上のICAM-1がLFA-1を介する高速な移動を担っている、（２）胸腺細胞は髄質での移動およ
び自己抗原認識にMst1を介するLFA-1/ICAM-1を接着制御が重要であること、（３）制御性T細胞の免疫シナプス形成は
生体内で移動性であり、その調節にMst1が関与していること、さらに現在、免疫シナプスのLFA-1高親和性結合にRap1/
Mst1が必要であることを明らかにしている

研究成果の概要（英文）：We examined lymphocyte intranodal migration and antigen recognition to clarify 
the the functions and regulations of LFA-1 mainly using two-photon imaging techniques. We demonstrate: 
(1) there are two migration modes in peripheral lymph nodes; chemokine-independent random migration and 
chemokine-dependent directional migration, the latter of which depends on LFA-1 binding to dendritic 
ICAM-1, (2) thymocytes exhibit fast migration within the medulla of the thymus, and recognize 
self-antigen, which require LFA-1/ICAM-1 dependent adhesion regulated by Mst1, (3) regulatory T cells 
show migratory immune synapses in vitro and in lymph nodes , which regulated by Mst1. We further 
establish single-molecule analysis of LFA-1/ICAM-1 bindings in immune synapse in which Rap1/Mst-1 
regulate high-affinity bindings.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
免疫細胞におけるインテグリン等の接着分
子を介する動態制御は、時空間にわたるダイ
ナミックな生体内移動の根幹をなしている。
生体内で個々の免疫細胞が示す複雑な動態
が、どのような作動原理に基づき、高次細胞
社会である免疫システムのなかで統合的に
調節されているか明らかにすることが求め
られている。接着や移動を制御する分子は同
定されてきたが、分子から細胞、組織、個体
の各階層をつなぐ解析が求められている。 
  
２．研究の目的 
免疫細胞動態、主に組織内の動態と抗原認識、
免疫シナプス制御について、リンパ球の主要
なインテグリン LFA-1の機能と調節を、生体
内イメージング技術を開発・駆使しながら、
分子・細胞レベルの制御機構と免疫細の「場」
の相互作用の解析を統合的に行う。 
 
３．研究の方法 
（１）．リンパ球の動態について、その基盤
メカニズムとしてインテグリンとその制御
分子(Rap1/RAPL/Mst1 シグナル系, 細胞骨
格分子等)の分子解析から極性・接着・移動、
増殖・分化の過程を明らかにする。
LFA-1/ICAM-1 結合動態の一分子実験系を
確立し、免疫シナプス調節における
LFA-1/ICAM-1 結合制御の役割を明らかに
する。 
（２）各過程が血管内皮、リンパ組織細網細
胞ネットワーク（FRC）、抗原提示細胞など
のリンパ節の場を構成している「場」でどう
のように影響を受け、複雑な動態を発揮して
いるのか明らかにする。そのため、リンパ節
を用いたスライス法、explant法、intravital
法による 2 光子イメージングを比較検討し、
LFA-1/ICAM-1 の関与と組織内動態調節に
おける役割を明らかにする。 
（３）リンパ組織内での免疫細胞の動態がど
のように増殖・分化や免疫応答に影響を与え
るか解明する。そのため、胸腺細胞に着目し、
その組織内動態・自己抗原認識と胸腺細胞の
選択・分化を胸腺スライス法を用いて解析す
る。 
 
４．研究成果 
（１）Rap1 のエフェクター分子について
LFA-1の接着制御とともに、p27Kip1の細胞
内局在を調節することによって細胞周期を
負に制御していることを明らかにした。Ｂ細
胞では p27Kip1は細胞質に存在し、抗原受容
体刺激後、核に移行し G1-S 期のチェックポ
イントとして作用する。核移行はリン酸化に
よって負に制御されているが、RAPLはリン
酸化を阻害することによって p27Kip1 の核
移行を促進して、G1 期から S 期への移行を
負に制御する。その破綻によって抗原受容体
による増殖が亢進し、リンホーマが発生した。 
（２）人工膜に光退色抵抗性の色素で限界希

釈ラベルされた ICAM-1 および OVA 抗原
/MHC を組み込み、TIRFM による一分子観
察系を樹立し、Rap1および Mst1欠損 T細
胞における免疫シナプスの形成阻害の原因
が高親和性結合によることが示された。また、
活 性 化 Rap1 の 局 在 を 可 視 化 し 、
LFA-1/ICAM-1, TCR/pMHCとの多色ライブ
イメージングをおこない、免疫シナプスにお
いて Rap1活性化が高い部位において高親和
性結合をを示す傾向があることが判明した。
(論文投稿準備中） 
（３）リンパ組織内移動を 2光子顕微鏡によ
って直接観察する組織スライス法を確立し、
T細胞の移動には直線的・高速移動とランダ
ム・低速移動の 2つの様式があり、組織を構
築する樹状細胞とストローマ細胞の寄与を
ICAM-1欠損マウスを用いた骨髄移植実験か
ら、非血球系ストローマ細胞ではなく、血球
系由来の樹状細胞の ICAM-1が高速移動に必
要であることを明らかにした。また、リンパ
節のリンパ球密度をホーミングを阻害させ
て急激に低下させたリンパ節ではリンパ球
の移動速度が亢進したことから、高密度環境
は ICAM-1へのアクセスが競合的になり、速
度低下とランダムな移動につながると考え
られた。 
（４）胸腺細胞の胸腺組織内移動および選択
過程を 2 光子イメージングする系として、
OVA 特異的 TCR トランジェニックマウス
である OT-II とラットインスリンプロモー
ター下に OVA 抗原を胸腺で発現する
RIP-OVA マウス由来胸腺を用いて可視化す
る系を樹立した。未熟胸腺細胞の皮質内移動
には LFA-1/ICAM-1、Mst1 の欠損によって
動態に変化は見られない。一方、より分化・
成熟した胸腺細胞は髄質内に存在し、高速に
移動するが、Mst1 欠損、LFA-1/ICAM-1 欠
損あるいは阻害によって移動が阻害された。
負の選択環境である RIP-OVA 胸腺組織内で
は Aire 陽性胸腺上皮細胞と LFA-1/ICAM-1
を介する強い細胞接着による細胞凝集を示
し、OT-II/SCAT3あるいは Foxp3-GFP発現
胸腺細胞によるイメージングの結果、数時間
後にアポトーシスに陥ることや制御性Ｔ細
胞が分化することが判明し、負の選択環境を
再現していることが確認された。Mst1 欠損
あるいは LFA-1/ICAM-1 結合阻害によって
自己抗原依存的細胞凝集、負の選択過程が組
織、個体レベルで障害されていることが明ら
かになった。胸腺髄質内移動および自己抗原
認識過程にMst1によるLFA-1/ICAM-1調節
が関与しており、その破綻は自己反応性 T細
胞による自己免疫病態につながることを明
らかにした。 
（５）Foxp3+制御性 T細胞(Treg)は樹状細胞
と接着し、Ｔ細胞の抗原特異的増殖反応を阻
害する細胞であるが、人工膜上での免疫シナ
プス形成を調べた結果、中心に TCR/pMHC
ク ラ ス タ ー を も ち 、 そ の 周 囲 に
LFA-1/ICAM-1のリング状分布を示し、典型



的な免疫シナプスを示したが、数分後に対称
性がこわれ、移動性の免疫シナプスに移行す
るのが特徴であることが判明した。リンパ節
スライスを用いた実験によって抗原提示細
胞である樹状細胞との抗原依存的接着にお
いても一過性で移動性であることが確認さ
れた。Mst1欠損 Tregでは免疫シナプス形成
が障害されており、抗原非特異的抑制は正常
であるが、抗原特異的抑制機能が障害され、
in vivo 抑制モデルである大腸炎発症抑制が
著しく障害された。これらのことから Treg
抑制機能にはMst1を介した LFA-1/ICAM-1
結合による抗原提示細胞との相互作用が重
要な役割を果たしていることを組織内イメ
ージングによって明らかにし、その破綻は免
疫シナプス形成の障害および制御性T細胞の
抑制機能の低下になることを明らかにした。 
（６） セマフォリン 3Eは plexinD1に結合
し、細胞接着を負に制御することがわかって
いるが、そのメカニズムとして Rap1GAP活
性性亢進による Rap1の不活化であることが
判明した。plexinD1は胸腺細胞の正の選択後
に発現が一過性に亢進するが、Sema3Eによ
って免疫シナプスの抑制および Treg の発
生・分化を負に制御することが示された（論
文投稿準備中） 
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