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研究成果の概要： 
免疫細胞の活発な生体内移動の基盤であるインテグリンを介する接着および遊走を制御する低

分子量 G タンパク質 Rap1 会合分子 RAPL の下流で、Mst1 が細胞極性の形成に重要な役割を

果たすことを見出した。Mst1 のノックアウトマウスを作製し、免疫細胞の動態への影響を in 
vitro 及び in vivo で定量解析し、Mst1 がケモカインを介する極性形成や遊走に重要な働きを

することを明かにした。 
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研究分野：生物学 
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１．研究開始当初の背景 
免疫細胞は、全身を活発に移動しながら、

外敵の侵入を監視している。この動的監視シ
ステムの基盤となっているのが、インテグリ
ン LFA-1 を介する接着および遊走である。免
疫細胞上に発現する LFA-1の接着活性はケモ
カインや抗原の刺激によって速やかに上昇
するので、リンパ球は生体内の必要とされる
場所へ的確に移動することができる。従って
LFA-1 の接着活性の制御がどのようになされ
ているのか解明することは、動的生体防御シ
ステムである免疫応答を理解する上で、重要
であるが、十分明となっていない。 

 
２．研究の目的 

４次元的に厳密な制御を必要とする免疫
細胞の生体内移動を支えている LFA-1を介す
る接着および遊走を制御する分子機構を解
明することが最終目標である。これまで我々
の研究より、Rap1 及び会合分子 RAPL が LFA-1
の接着制御に重要な役割を果たすことを明
らかとしてきた。Mst1リン酸化酵素がRAPL
の下流標的分子として LFA-1 を介する接着
遊走に関与することを見出した。Mst1 のノ
ックアウトマウスを作製し、in vitro におい
て、Mst1 が接着カスケードのどのポイント
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に機能するのかを解明するとともに、in vivo
において、リンパ節内でのストローマネット
ワーク上での遊走に関与するかどうか明ら
かにすることが目的である。 
 
３．研究の方法 
（ １ ） Cre-loxP シ ス テ ム に よ っ て 、
conditional knock out マウスを作製した。
CAG-cre マウスと掛け合わせて、Exon1 を欠
如させ、Mst1 欠損マウスを得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）Mst1 欠損マウスから得たリンパ球を
用いて、in vitro において還流下で、血管内
皮細胞との接着反応をビデオ撮影し、
Metamorph ソフトウエアを用いて single 
cell tracking し定量解析した。血管内皮細胞
として、l-selectin ligand となる糖鎖を発現
するための糖鎖転移酵素を導入した LS12 細
胞を用いた。ローリングは、0.１秒以上停止
することなく、血管内皮細胞に結合し減速し
た場合、0.5 秒以上停止したが１０秒以内に
脱接着した場合と「tansient arrest」、１０秒
以上停止した場合「Stable arrest」と分類し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（３）リンパ節由来ストローマ細胞上でのＴ
およびＢリンパ球の遊走を Time Lapse 撮影
し、同様に Metamorph ソフトウエアを用い
て定量解析した。 
（４）蛍光標識したＴ或いはＢリンパ球をマ
ウスへ adoptive transfer し、リンパ節を取
り出し、高酸素下で、リンパ節内でのリンパ
球の inerstitial migration を，２光子顕微鏡
を用いて測定した。Volocity ソフトウエアを
用いて定量解析した。 
 
４．研究成果 
（１）Mst1 欠損マウスの２次リンパ組織で
あるリンパ節、脾臓は、低形成となり、Ｔ細
胞、Ｂ細胞数とも３分の１に低下した。この
原因として、２次リンパ組織へのホーミング
活性が低下しているためであることが、野生
型および Mst1 欠損マウスよりＴおよびＢリ
ンパ球を取り出し、それぞれ異なる蛍光で標
識し、adoptive transfer１時間後にリンパ節
および脾臓を取り出し、リンパ組織への移行
を定量することにより明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）脾臓の白脾髄の marginal zone B 細胞
は、その局在化にインテグリンを介する接着
が重要であることが判明している marginal 
zone B 細胞が消失することがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 



 

 

（３）リンパ球のホーミング異常が、血管内
皮細胞との接着反応によるのかどうか、また、
その場合、多段階の接着カスケードのどのス
テップに異常があるのかを解析した。Mst1
欠損リンパ球のローリングに全く異常は認
められなかった。また、１秒以下の停止も認
められたが、接着は安定せず、脱接着するこ
とが判明した。このことから、Mst1 は、血
管内皮細胞との安定した接着に重要である
ことがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（4）Mst1 欠損リンパ球は、ケモカイン刺激
によって誘導される LFA-1,VLA-4 を介する
接着が低下していることこと、さらに極性形
成が損なわれていることが判明した。これに
伴い、前方での LFA-1 クラスターの形成が誘
導されず、ICAM-1 との接着点に Talin の集
積が生じないことが判明した。このため、接
着の安定性が低下したと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）Mst1 ノックアウトマウスにおいて、
血液中におけるＴ細胞の顕著な減少と、胸腺
細胞数の増加が認められたので、胸腺からの
成熟Ｔリンパ球の emigration に異常がある
かどうかを、in vitro で胸腺を取り出し、培
養液中のケモカイン ECL を加え、培地中に
egressする single positive T細胞数を測定し
た。Mst1 欠損胸腺細胞の emigtation が顕著
の低下していることが判明した。 

（6）Mst1 欠損リンパ球において、極性形成
の低下が認められたので、in vitro において
リンパ節由来のストローマ細胞上での遊走
を検討したところ、velocity, displacement
とも顕著に低下していることが判明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（7）２光子顕微鏡を用いて、Mst1 欠損Ｔお
よびＢリンパ球のリンパ節内での遊走を解
析したところ、in vitro での結果と同様に
velocity, displacement とも顕著に低下して
いることが判明した。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mst1 は、これまで in vitro においてアポ

トーシスの促進に関与することが示唆され
ているが、生体内での機能は全く明らかにな
っていなかった。本研究において初めて、免
疫細胞において、Mst1 は動態制御に主要な
役割を果たしていることが判明した。今後は
さらに Mst1 がどのような分子機序で細胞極
性形成を誘導し、インテグリンのクラスター
形成を空間的に制御しているのかを解明す
る。これらの研究は、インテグリンを介する
接着と遊走の調節機構の解明、そして免疫シ

 



 

 

ステムの動態制御の分子機構の解明につな
がる。 
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