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研究成果の概要（和文）：T細胞は獲得免疫の要であるが、T細胞の発生及び活性化にはTCRシグナルが不可欠で
ある。申請者はこれまで、アクチン重合因子mDia1/3二重欠損マウスを用いることにより、TCRシグナルにはmDia
が促進的に働くことを見い出してきた。本研究では、さらにTCRシグナル伝達におけるmDiaの活性化の分子機序
の解明を目指した。その結果、mDiaはTCRシグナル伝達においてRhoAという低分子量Gタンパク質によって活性化
されることが分かった。さらには、EGFP-mDia3を発現させたT細胞を用いて、mDiaがTCR刺激により細胞内におい
て細胞辺縁に局在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：T cell is essential for adaptive immunity. T cells is activated by TCR 
signaling that is indispensable for T cell development and function. I have previously reported that
 mDia facilitates TCR signaling through the regulation of actin polymerization by utilizing mDia 1/3
 double deficient mice. In this study, I further unraveled the molecular mechanism of mDia 
activation in TCR signaling. We found that mDia is activated by the small G protein RhoA upon TCR 
stimulation. In addition, using T cells expressing EGFP-mDia3, I found that mDia is localized at the
 cell periphery in T cells upon TCR stimulation. Therefore, mDia is activated upon TCR stimulation 
through RhoA at the cell periphery and facilitate TCR signaling through its actin polymerization 
activity.

研究分野：薬理学
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1. 研究開始当初の背景 
 

			獲得免疫応答を司るT細胞はT細胞抗原受
容体（T	Cell	Receptor;	TCR）を用いて、自
然界に存在する無数の外来抗原の攻撃から生
体を防御することが知られている。これまで、
抗原刺激から T 細胞が機能発現するまでの分
子シグナル伝達経路(TCR シグナル)が盛んに
研究されており、多数の TCR シグナル分子が
単離•同定されている。現在は、抗原が TCR に
結合することがチロシンリン酸化カスケード
と細胞内カルシウム上昇の引き金となり、T
細胞の転写プログラムを活性化し、T 細胞の
増殖•分化に必要なサイトカインの産生に至
ると考えられている。さらには、チロシンリ
ン酸化蛋白及びカルシウムに加えて、TCR シ
グナル伝達における細胞骨格アクチン
(F-actin)の関与も明らかになっている。近年、
F-actin を阻害する薬剤を用いた実験から、
適度な F-actin の重合と脱重合のバランスが
TCR シグナル伝達の効率を促進することが示
唆された。しかし、生体内の生理条件下での
意義および TCR からアクチンまでの分子情報
伝達経路については未だ不明であった。	
			そこで、申請者が本研究に先立つ若手 B研
究“T 細胞活性における mDia の機能とその分
子作用機序の解明”で、mDia1/3	DKO の免疫
系表現型を解析した結果、mDia1/3 は TCR か
らアクチンまでの細胞内シグナル伝達に不可
欠であることが明らかにし	(Thumkeo	et	al.	
投稿準備中 1)、	 T 細胞の発生に寄与してい
ることが分かった(Thumkeo	et	al.	投稿準備
中 2)。しかし、抗原による TCR 刺激の下流で
mDiaがどのように活性化されるのかという問
題については、本研究を開始した時点ではそ
の分子作用機序の実態は不明であった。また、
これまでの培養上皮細胞あるいは培養線維芽
細胞を用いた研究では、mDia は低分子量タン
パク質 RhoA の結合によって活性化されるこ
とが報告されていたが、T 細胞においては検
討がされていないため、その関与は明らかで
はなかった。	
 
2. 研究の目的 

 
本研究は TCR シグナル伝達において、TCR

からアクチンまでの情報伝達に mDia が不可
欠であることに着目し、抗原刺激から mDia が
活性化されるまでの分子情報伝達経路を明ら
かにすることを目的とする。	
	
３．研究の方法 
 
   本研究では、mDia がアクチン細胞骨格に
作用する分子機序と TCR シグナルにおける活
性化分子メカニズムを解明するために、
Jurkat	T 細胞の siRNA によるノックダウン実
験系を用いた。具体的には mDia1/3 の二重ノ
ックダウン及び RhoA のノックダウンを行い、TCR
刺激時の細胞内の F-actin 量及び形態変化を比
較観察した。また、	細胞内において mDia がど
こで活性化されるのかを検討するために、
Jurkat	T細胞を用いて,EGFPで標識したmDia3
を発現させ、TCR 刺激依存的 mDia3 の局在の
観察も行った。TCR 刺激の方法としてはカバー
ガラス上に、抗原提示細胞を模した脂質二重膜
を置き、上から Jurkat T 細胞を落として接触させ

ることで TCR 刺激を行った。EGFP-mDia3 の動
態は全反射顕微鏡 TIRFによって観察した。さら
には、超解像度 NSTORM 法を取り入れ、T細胞
の F-actin の微細構造観察を試みた。	
	
４．研究成果	
	
1)	Jurkat	T 細胞における	mDia1/3	のノック
ダウン及びその表現系解析	
Jurkat	T 細胞において、mDia1 及び mDia3 の
タンパク発現を確認し、それぞれに対する
siRNAのスクリーニングを行った。その結果、
効率よく mDia1 及び mDia3 を効率よくノック
ダウンできる siRNA を 1 つずつ同定できた。
mDia1 単独あるいは mDia3 単独をノックダウ
ンした場合はアクチン細胞骨格に対しては明
らかな影響が認められなかったが、ダブルノ
ックダウンの場合は著名な F-actin の減弱を
認めた(図１)。	

	

	
	

図 1	 mDia1/3 ダブルノックダウンによる
F-actin の減弱		
	
2)	Jurkat 細胞における RhoA のノックダウン
と表現系解析	
Jurkat	T 細胞において、RhoA のタンパク発現
を確認し、それぞれに対する siRNA のスクリ
ーニングを行った。その結果、効率よく RhoA
を効率よくノックダウンできる siRNA を 1 つ
同定できた。RhoA をノックダウンした細胞は
細胞の広がりに障害が見られた。また、RhoA
のノックダウンは細胞辺縁のアクチン細胞骨
格に対しては、mDia1/3 をダブルノックダウ
ンと同様、F-actin の減弱を認めた(図 2)。	
	

	
図 2	RhoA ノックダウンによる細胞の広が
りの障害と F-actin の減弱	
	
	
3)Jurkat	T 細胞における TCR 刺激依存的
mDia3 の動態	
	



これまでの解析から、mDia3 は T 前駆細胞に
発現していることが分かっているが、その局
在は不明であった。細胞内の局在変化を観察
す る た め に 、 そ こ で 、 Jurkat 細 胞 に
EGFP-mDia3 を発現させ、抗原提示細胞を模し
た脂質二重膜を用い、TCR 刺激依存的な mDia3
の動態観察を行った。その結果、mDia3 は TCR
刺激によって、細胞膜辺縁に濃縮することが
分かった（図 3）。	
	

	
図 3	 Jurkat	T 細胞における TCR 刺激依
存的 mDia3 の細胞内局在	
	
4)	T 細胞の F-actin の超解像度 NSTORM イメ
ージングの試み	
T 細胞の F-actin	の微細構造を観察するため、
T細胞の F-actin の超解像度 NSTORM イメージ
ングを試みた。その結果、イメージング条件
の最適化がまだ必要であるものの、イメージ
取得することに成功した	(図 4)。	
	

	
図 4 	 	 T 細胞の F-actin	の超解像度
NSTORM イメージング	
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