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研究成果の概要（和文）：負の補助刺激受容体 CTLA-4 のイメージング解析を行うことよって、

CTLA-4 がクラスターを形成し、免疫シナプスに中心にある正の補助刺激受容体 CD28 とその下

流のキナーゼと足場蛋白から構成される活性中心を破壊、T 細胞活性化シグナルを遮断する分

子機構を明らかにした。T細胞活性化を担う T細胞受容体-CD28 マイクロクラスターに対し、活

性化を弱める抑制性マイクロクラスターの存在が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Imaging analysis of the negative costimulatory receptor, CTLA-4, 
revealed the novel mechanism of T cell activation regulation. CTLA-4 formed clusters at 
the center of the immunological synapse and interfered the formation of the signaling 
molecule complex, which is composed by the positive costimulatory receptor CD28, kinases, 
and scaffold proteins. These results suggest that T cell activation is cooperatively 
regulated by both T cell receptor–CD28 microclusters and the CTLA-4-mediated inhibitory 
microclusters. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) Cytotoxic T-lymphocyte associated 
protein 4（CTLA-4）は T 細胞の活性化を負
に制御する補助刺激受容体として知られて
いる。 
(2) CTLA-4 は、T細胞の活性化を正に制御す
る補助刺激受容体CD28とリガンドCD80/CD86
が同じであるため、CD28 とリガンドとの結合
を阻害することが、T 細胞活性化抑制の一つ

のメカニズムと考えられている。 
(3) CTLA-4 の下流のチロシン残基には、フォ
ス フ ァ タ ー ゼ で あ る Src homology 2 
(SH2)-domain-containing tyrosine 
phosphatase 1 (SHP1)と SHP2 が会合するた
め、T 細胞受容体（TCR: T cell receptor）
下流のシグナル伝達分子を脱リン酸化する
ことが、CTLA-4 による T細胞活性化抑制のも
う一つのメカニズムと考えられている。 
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(4) T 細胞の活性化は、T 細胞上の TCR と、
抗原提示細胞上の抗原ペプチド＋Major 
histocompatibility complex (MHC)との結合
を介して行われ、T 細胞が抗原提示細胞から
抗原の情報を得るための“場”として、二つ
の細胞の間に「免疫シナプス」が形成される。 
(5) 免疫シナプスは、TCR が集まる中心部位
central-supra molecular activation 
cluster (c-SMAC)と、接着分子が集まる周辺
部位 peripheral (p-) SMAC とから構成され
る同心円構造である 
(6) T 細胞シグナルの分子イメージング解析
から、当研究代表者は、免疫シナプスの中に、
TCR 数十個とその下流のシグナル伝達分子の
集合体「TCR マイクロクラスター」を発見し、
マイクロクラスターが T細胞活性化ユニット
として機能していることを明らかにした
（Yokosuka et al., Nat. Immunol., 2005）。 
(7) 当研究代表者は、T 細胞の十分な活性化
に必須である CD28 が、非典型的プロテイン
キナーゼの一つ Protein kinase C (PKC)
と会合し、c-SMAC に新たな活性中心を作るこ
と、この CD28-PKCの活性中心が TCR マイク
ロクラスターと協調的に働くことで、T 細胞
の活性化を増強・遷延させていることを明ら
かにした（Yokosuka et al., Immunity, 2008）。 
(8) CTLA-4 遺伝子欠損マウスの実験から、
CTLA-4 は、制御性 T細胞の免疫制御機能に重
要であると考えられている。 
(9) 抗 CTLA-4 中和抗体は、T細胞の活性化抑
制を解除し免疫系を賦活化できるため、がん
治療などへの臨床応用が進んでいるが、メカ
ニズムの詳細は不明である。 
 
２．研究の目的 
(1) TCR、CD28、CTLA-4 の 3 つの受容体によ
る、マイクロクラスターを介した時間的・空
間的な T細胞活性化の制御機構を明らかにす
る。 
(2) CTLA-4 が CD28 とリガンドとの結合を物
理的に阻害する部位を同定し、効果的な T細
胞活性化の抑制の方法を明らかにする。 
(3) CTLA-4 下流のフォスファターゼと、マイ
クロクラスターとの関わりを明らかにし、
CTLA-4を介するシグナル伝達からのT細胞活
性化抑制機構の存在を示す。 
 
３．研究の方法 
(1) CTLA-4の詳細なイメージング解析を行う
ため、CTLA-4 のリガンドである CD80 の GPI
アンカー型蛋白を精製し、ガラス平面上の人
工脂質二重膜（プレイナーメンブレン）に導
入する。 

 

(2) CTLA-4、CD28 および下流の SHP1、SHP2
の蛍光蛋白キメラ分子を作製する。マルチカ
ラーに対応するため、蛍光蛋白は EGFP、ECFP、
EYFP を用いる。TCRは蛍光標識した抗 TCR Fab
抗体にて染色する。 
(3) 上記キメラ分子を抗原特異的 T細胞（正
常細胞および腫瘍細胞株）に導入する。 
(3) 上記細胞とプレイナーメンブレンとを
用い、T細胞活性化における TCR、CTLA-4、
CD28、SHP1、SHP2 の挙動を、共焦点レーザー
顕微鏡を用いて、経時的に観察する。 
(4) 一分子レベルでの観察が可能な全反射
蛍光顕微鏡を用いて、上記蛍光蛋白キメラ分
子の挙動をナノスケールで観察する。 
(5) プレイナーメンブレンで得られた結果
を、実際の T細胞と抗原提示細胞との接着面
に形成される受容体やシグナル伝達分子の
クラスターと照合する。 
(6) 分子イメージングと同じ条件で生化学
的な実験を行い、分子イメージングから得ら
れたデータの生理的意義を考察する。 
 
４．研究成果 
(1) T 細胞と抗原提示細胞との接着面を共焦
点レーザー顕微鏡にて観察した。分泌性リソ
ソームに蓄積していた CTLA-4（下図、緑）は、
接着開始数分内に、二細胞間の接着面に移動
し、CTLA-4 のリガンドである CD80 が抗原提
示細胞に発現しているときに限り、その接着
面に留まった。 

 

(2) プレイナーメンブレンと接着した T細胞
に発現している、TCR（下図、赤）と CTLA-4
（緑）の挙動を、全反射蛍光顕微鏡で観察し
た。CTLA-4 は分泌性リソソームから放出され
ると同時に CTLA-4 マイクロクラスターとな



 

 

り、接着面の中央に位置する c-SMAC に向か
って移動、集積した。 

 

(3) プレイナーメンブレンと接着した T細胞
の TCR（下図、赤）、CD28（水色）、CTLA-4（黄
色）の挙動を、共焦点レーザー顕微鏡で観察
した。c-SMACが形成される接着後30分では、
CTLA-4がc-SMACに集積する代わりに、c-SMAC
に形成されるべき CD28 の活性中心は消失し
ていた。 

 

(4) 野生型、CTLA-4 欠損、CD28 欠損 T 細胞
での CD28-PKC（下図、左上、緑）からなる
活性中心の形成を、共焦点レーザー顕微鏡を
用いて観察した。CTLA-4 欠損 T細胞では PKC
の 輪 状 構 造 が 明 瞭 と な り 、 CTLA-4 が
CD28-PKC活性中心形成に抑制的に働いてい
ることが示唆された。CD28 と PKCの会合に
対する CTLA-4 の阻害は、生化学的解析（右
上）と生理学的解析（右下）によっても明ら
かであった。PKCの下流の足場タンパク
CARMA-1（左下、緑）の CD28-PKC活性中心へ
の集積を、同様に観察した。CTLA-4 は CARMA1
の集積に対しても抑制的に働いていた。 

 

(5) 制御性 T 細胞の TCR（下図、緑）、CD28
（赤）、CTLA-4（水色）を抗体で染色し、プ
レイナーメンブレンと接着した際の各々の
分子の挙動を、共焦点レーザー顕微鏡で観察
した。制御性 T 細胞では、CTLA-4 が c-SMAC

に集まる一方、CD28 の活性中心は形成されず、
制御性 T 細胞の in vitro アナジーのメカニ
ズムの一つと考えられた。 

 

(6) T 細胞活性化の惹起と維持、それに対す
る CTLA-4 による活性化抑制のメカニズムを
示す。T 細胞と抗原提示細胞との接着直後、
接着面全面に TCRを核とするシグナル伝達分
子の集合体「TCR-CD28 マイクロラスター」が
形成され、初期の活性化シグナルを伝える。
やがて CD28 は PKC、CARMA1 と共に c-SMAC
に集まり、CD28 活性中心として T細胞活性化
の維持を行う。活性化した T 細胞や制御性 T
細胞の様に T 細胞が CTLA-4 を発現している
場合、CTLA-4 はリソソームから接着面へ放出
され、c-SMAC の CD28 活性中心を破壊。T 細
胞活性化を維持するシグナルを遮断し、過剰
な活性化を回避する。このように、T 細胞の
活性化は、免疫シグナルの中で時間的空間的
に変化しながら形成される TCR、CD28、CTLA-4
各マイクロクラスターによって制御されて
いる。 
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