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研究成果の概要（和文）：第3のチェックポイント分子TIGITの分子イメージング解析を通して、免疫受容体の高
さが受容体の細胞表面の分布を決定し、免疫細胞の活性化を担うシグナル伝達の単位「シグナロソーム」を制御
することを明らかにした。特にTIGITは、リガンドであるCD155との結合を巡り、同じ抑制性受容体CD96と競合す
るものの、それぞれ別のシグナロソームとして機能することが分かった。この結果は、構造の違いが生理活性を
直接制御するという新たな概念である。また、分子間の高さの違いを利用し、免疫チェックポイント分子間で、
協調的にも反発的にも機能させるする方法論の創出が可能になった。

研究成果の概要（英文）：Through molecular imaging analysis of the third checkpoint molecule “
TIGIT”, we clarified that the height of the immune receptor determines the distribution of the 
receptors on cell surface and controls the signal unit "signalosome" responsible for the activation 
of immune cells. In particular, TIGIT competes with the same inhibitory receptor CD96 for binding to
 the ligand CD155, but they function as independent signalosomes. The result here is a new concept 
that structural differences directly control biological outputs. In addition, by utilizing the 
difference in height between molecules, it has become possible to create a methodology that makes 
immune checkpoint molecules function in a cooperative or competitive manner.

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫チェックポイント療法はがんの第四の標準療法としての地位を確立するに至ったが、作用機序に関する知見
は非常に乏しい。一方がん免疫の主役であるT細胞においても、TCRと副刺激受容体がどのようにがん抗原の認識
やエフェクター細胞への分化誘導を制御しているのか明確に説明できていない。免疫シナプスの固定概念を破っ
た、受容体の高さがその分子の細胞表面局在とクラスター形成さらには機能に直結すること、シグナル伝達の解
釈には免疫シナプスとは異なる時間と空間の因子が不可欠であるという新たな概念の提唱し、治療的への応用の
観点からも社会性が高い。

※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 

2018 年度のノーベル医学生理学賞受賞以来、免疫チェックポイント分子阻害（ICB）療法の抗
腫瘍効果はこれまでの免疫療法の曖昧さを払拭し、瞬く間にがんの標準療法としての地位を確
立するに至った。しかし、あまりにも臨床への適応が急がれたため、その効果や副作用の詳細は
データとして蓄積される一方、免疫賦活作用機序、投与適正量と併用療法の検討、他の ICB 薬
との併用など、作用機序に関する詳細な知見は皆無である。その理由として、免疫チェックポイ
ント分子いわゆる「T 細胞の抑制性副刺激受容体」は受容体とそのリガンドも免疫細胞の種類に
よって、またその活性化とがん微小環境の変化によって刻々と発現と分布が変化することにあ
り、それらが複雑にネットワークを構築しながら免疫制御に関わっている点にある。また「副」
刺激であるがゆえに、主となる T 細胞受容体（TCR）シグナルとの差別化が非常に難しく、独
自のシグナル伝達系があるのか解析の難易度も高い。 

 

２．研究の目的 

免疫受容体の高さが受容体の細胞表面の分布を決定し、免疫細胞の活性化を担うシグナル伝達
の単位「シグナロソーム」を制御する、つまり構造の違いが生理活性を直接制御する新たな概念
の創出を目的としている。この仮説を証明するための研究対象として、第 4 のチェックポイン
ト分子 T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains（TIGIT）を標的とし。TIGIT は CD8

陽性細胞傷害性 T 細胞（CTL）とナチュラルキラー（NK）細胞に発現しているが、PD-1 や CTLA-

4 が TCR や CD28 シグナルを標的としている一方 TIGIT の抑制の標的は不明である。リガン
ドとして CD155 を有し、一方、CD155 をリガンドとしてもつ T 細胞副刺激受容体には活性化
型の DNAM-1 と抑制性の CD96 の 2 つが知られている。これらの分子がどのように同じリガン
ドを介してＴ細胞制御に関わるか、さまざまな報告がなされている。矛盾点を含めたこの違いを
説明するには、分子の高さの違いが免疫細胞のシグナル伝達機能を直接制御するという全く新
しい概念の提唱が必要であり、分子の高さを調節することで TIGIT を中心として複数の活性化
と抑制性の機能をもつ受容体およびリガンドが副刺激受容体ネットワークを制御し、より効率
的な腫瘍効果を持つ方法論に結び付ける新規性の高い概念の創出を目指す。 

 

３．研究の方法 

CTL および NK 細胞のシグナルソームの可視化には、既存の生化学的および生理学的手法を併
用しながら、主に超解像顕微鏡と抗原提示が可能な人工平面脂質二重膜（SLB）の融合実験シス
テムを用いた。デバイスの顕微鏡として、HyD を搭載した共焦点レーザー顕微鏡 Leica SP8 と
超解像ユニット N-SIM を搭載した全反射蛍光顕微鏡 Nikon TIRFM を用いた。SLB 上には、
TIGIT リガンドである CD155 の細胞外領域に、ヒト CD55 の GPI アンカーモチーフを付加し
タンパク質精製したリガンドを載せ、他MHC接着分子 ICAM-1と共に用いて解析に使用した。
可視化のツールとして EGFP 等の蛍光タンパク質およびHaloTag や SNAP Tag を用い、随時 1

分子イメージングに適応させた。得られたイメージングデータは生化学生理学解析の結果と照
合し、生物学的意味づけを検討し、ICI 療法の実臨床の現象を説明するメカニズムを考察した。 
 

４．研究成果 

(1) SLB 上 の
CD155 の発現に伴
い、それを上から
接着した T 細胞上
の TIGIT はクラス
タリング形成した
（図 1）。TIGIT の
クラスターは、特
異的抗原ペプチド
を載せた MHC と
TCR との結合で誘
導されるTCRマイ
クロクラスターと
同一部位に形成され、T 細胞と SLB との接着面、いわゆる免疫シナ プスの
中心へと 10 分を経過しながら移動した。この TIGIT の挙動は通常の T 細胞の副刺激分子 CD28

や PD-1 と変わりなかった。これまで TIGIT で働く機能分子としてアダプター分子 Grb2 と-

arrestin2 の 2 系統による SHIP1 の活性化が報告されているが、同上の SLB による観察では-

arrestin2 のリクルートは認めず、一方 Grb2 と SHIP1 の TIGIT-CD155 結合による増強効果が
認められた。生化学的解析から知られていた経路が、分子の量的解析からは Grb2 優位な TIGIT

抑制シグナルが示唆された。 



(2) (1)と同様に CD155 を発現させた SLB を用いて活性型副刺激受容体 DNAM-1 の挙動を観察
した。SLB 上の CD155 ありの場合にのみ、T 細胞上の
DNAM-1 は TCR と共にマイクロクラスターとなり、10

分後には免疫シナプスの中心へと移動した（図 2）。
DNAM-1 の下流で働く機能分子 PI3K と SLP-76 を、同
上の SLB を用いた検証したところ、SLP-76 のみ DNAM-

1 のクラスタリングに同期してより明確な凝集を示し、
DNAM-1 シグナルの SLP-76 の優位性が示された。 

(3) (1)(2)と同様に CD155 を発現させた SLB を用いて抑
制性副刺激受容体 CD96 の挙動を観察した。SLB 上の
CD155 ありでも CD96 はクラスターを形成せず、むしろ
TCR マイクロクラスターから排除され、その他の接着面
に一様に分布した（図 3）。一方、細胞―細胞接着を共焦点
レーザー顕微鏡にて観察したところ、CD96 は抗原提示細
胞 APCの CD155発現依存的に T−APC間に集
まっていることから、クラスターは形成しない
ものの免疫シナプス形成と T 細胞シグナルに
は寄与していることが考えられた。 

(4) (1)-(3)の条件にて CD155 の SLB 上分子密
度を変化させた際の TIGIT と DNAM-1 と
CD96 とのリガンド CD155 結合を巡る競合を
それぞれの DNAM-1 マイクロクラスター形成
から評価した。TIGIT も CD96 も存在しない条
件では、CD155 の分子密度が 30 分子/m2 で
もDNAM-1はクラスターを形成したが、TIGIT

および CD96 のどちらかがが発現していると
DNAM-1 は凝集することができなかった（図
4）。次に、CD155 の SLB 上分子密度を変化さ
せた TIGIT と DNAM-1 の競合を、TIGIT マイ
クロクラスターを観察することで検討した。
CD155の分子密度が 62分子/m2まではTIGIT

のクラスター形成は認められなかったが、125分
子/m2ではDNAM-1なしの場合にのみ TIGIT

のクラスターが観察された（図 5）。以上の実験
から 3 分子の CD155 との親和性を算出すると、
これまでの報告とは異なりDNAM-1＞TIGIT＞
CD96 の順番であった。故に。抑制性副刺激受容
体による DNAM-1 のシグナル抑制は比較的弱いと考えられる。 

(5)CD155 を発現している SLB 上で、DNAM-1 と TIGIT と CD96 の同時イメージングを行う
と、(1)-(3)で示された通り、TCR と共局在する DNAM-1 と TIGIT、それから分画された CD96

に明瞭に局在を異にする。このことから、抑制性副刺激受容体として TIGIT の機能には TCR と
DNAM-1 からの活性化シグナルとの黒ストームによる直接的抑制作用が、また CD96 は CD155

との親和性は弱いながらも分子数の多さからCD155を奪取する競合作用が根本的な抑制機序で
あると考えられる。 

(6) CD96 のみ TCR マイクロクラスターから排除される(3)の結果を参考に、その原因が CD96

の高さ（3 つの細胞外ドメイン V1-V2-C と糖鎖修飾を受ける長い Stalk 部位）にあると考え、
CD155 との結合能を有する V1 ドメインを残し、3 つの欠損 CD96 を作成した（V1-V2-C- Stalk

野生型、V1-V2-C、V1-V2）。CD155 との結合により
CD96 野生型および変異体のうち、V1-V2-C は野生型
のように拡散することなく、軽度のクラスター形成を
示したが、V1-V2 は明瞭なクラスターとなった。TCR

マイクロクラスターとも同じ局在を示した。受容体が
どこにクラスター形成をするかは、それぞれの受容体
下流の共通したシグナロソームによるインサイドア
ウトシグナルではなく、受容体の高さ（大きさ）が規
定因子であった。さらに共局在は受容体とリガンドと
の親和性により決定され、完全にマージする受容体同
士と近接する分子と、また完全に分画される分子に大
別される。故に、右図に示されるとおり、副刺激受容
体の作用機序を人為的に操作するには、親和性以外に
も高さがあり、ICB やキメラ抗原受容体開発に有用な
エンジニアリングできる因子と考える。 
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