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研究成果の概要（和文）：低分子量G蛋白質Rap1は、インテグリンを介したリンパ球の接着・輸送に必須である
が、Rap1不活性化の生理的役割は不明である。Rasa3, Sipa1二重欠損(DKO)T細胞は自発的なRap1の活性化と接着
を誘導し、強固な接着により肺毛細血管に捕捉されたが、中和抗体によるLFA1の阻害、talin1やRap1の欠損で肺
への捕捉は阻害された。さらに、DKO T細胞はリンパ洞で高い運動性を維持し、リンパ節実質に頻繁に戻りリン
パ節からの移出が破綻していることがわかった。本研究により、Rap1不活化制御がT細胞の接着・輸送を調節
し、T細胞の再循環に重要であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Rap1-GTPase is essential for integrin activation and lymphocyte trafficking.
 We showed that Rasa3 and Sipa1 are crucial lymphocyte trafficking regulators that inactivate Rap1 
by using T-cell-specific Rasa3 and Sipa1 double knockout mice (DKO). DKO T cells induced spontaneous
 Rap1 activation and adhesion. Due to firm adhesion to capillary beds, DKO T cells were consequently
 trapped in the lung, however lung sequestration was rescued by inhibition of LFA1 with neutralizing
 antibodies or loss of talin1 or Rap1. DKO T cells exhibited normal extravasation into lymph nodes, 
rapid interstitial migration, increased chemotactic responses to CCL21 and sphingosine-1-phosphate, 
and entry into lymphatic sinuses. However, DKO T cells severely delayed exit. DKO T cells retained 
high motility in lymphatic sinuses and frequently returned to the lymph node parenchyma, resulting 
in defective egress. These results reveal the critical trafficking processes that require Rap1 
inactivation. 

研究分野：消化器内科

キーワード： Rap-GAP　T cell trafficking　integrin　lung　Rap1　LFA1　T-cell recirculation　egress

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究成果により、円滑なT細胞の再循環にはRap1を抑制して不必要なインテグリンの活性化を防ぐ必要があ
ることが明らかとなった。
　Rasa3とSipa1によるRap1の不活性化制御が生体内でのT細胞の接着・移出過程を調節し、T細胞の再循環に重要
な役割を果たしていることを明らかとなり、これらの分子を標的とした免疫調節薬の開発に寄与することが期待
される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
T リンパ球は獲得免疫の中心で、抗原を認識すると活性して免疫系を誘導・調節します。Tリ
ンパ球は、全身の血管系とリンパ系の間を再循環しながらリンパ節を移動し、外部から侵入して
くる抗原を絶えず監視しています。リンパ球がリンパ節などの二次リンパ組織や炎症組織へ移
動することをホーミングと呼び、出ていくことを移出と言います。これらの過程で接着分子イン
テグリンは重要な役割を果たしています。リンパ節には高内皮細静脈（HEV）とよばれるリンパ
球の入り口となる特殊な血管があり、T細胞はこの血管からリンパ節内に入り、ホーミングしま
す。HEV 表面には T リンパ球を捕捉するためのシアリルルイスＸと呼ばれる糖鎖およびインテ
グリンのリガンド接着分子 ICAM-1 などがでています。HEV に到達した Tリンパ球はＬセレクチ
ンと呼ばれる表面タンパクにより糖鎖と弱く結合して血管上を転がり、ケモカインからシグナ
ルが入るとインテグリンが活性して HEV 上の ICAM-1 と結合して停止します。停止したリンパ球
は、HEV を構成する血管内皮の間を通ってリンパ節の実質内に移動します。実質に到達した Tリ
ンパ球は実質内を移動して、自分が持つ抗原受容体に一致する抗原を提示する樹状細胞を探索
します。その抗原が見つかれば活性化してエフェクター細胞に分化します。リンパ節実質の Tリ
ンパ球はスフィンゴシン-1-リン酸（S1P）に対する走化性反応によりリンパ節内のリンパ洞へ移
動し、リンパ液に乗ってリンパ節から脱出し、リンパ系を通って胸管から血液循環に戻ります。 
 低分子量 G蛋白質 Rap1 は、抗原刺激やケモカイン刺激によるインテグリンを介したリンパ球
の接着や極性形成に重要な役割を果たします。ケモカインによって活性化された Rap1 はイン
テグリン活性化因子 talin1 と kindlin3 をインテグリンの細胞内領域に結合させてインテグリ
ンを活性化し、細胞間接着を誘導します。この過程は、HEV 上での T リンパ球の停止に不可欠
であり、Rap1 や talin1 の欠損はリンパ球のホーミングに深刻な障害を引き起こします。Rap1 
は、GTP 交換因子（GEF）によって活性化され、GTPase 活性化タンパク（GAP）により不活性化さ
れます。リンパ球にはこのRapへのGAP 活性をもつ Signal-Induced Proliferation-Associated 
1（Sipa1）、Ras GTPase-activating protein 3 （Rasa3）が発現しており、それぞれ、Sipa1 は
癌の転移や自己免疫を促進し、Rasa3 は接着増強を原因とする血小板減少が生じることが報告さ
れています。近年、
Tリンパ球で Rasa3
を欠損させると、 
ICAM-1 への結合が
増加し、生体内の T
細胞の移動に障害
が出ることが報告
されましたが、その
調節メカニズムは
明らかになってい
ません。我々は、生
体内の Rap1 不活性
化の重要性を調べ
るためにT細胞特異
的な Rasa3 と Sipa1
二 重 欠 損 マ ウ ス
(DKO)を作製しました。 
 
２．研究の目的 
 生体内の Rap1 不活性化因子(Rasa3, Sipa1)の重要性を調べるために以下の実験を計画しまし
た。まず、作成した Rasa3, Sipa1 二重欠損マウス(DKO mouse)の性質・特徴を調べるために表現
型解析を行いました。続いて、DKO T 細胞のリンパ組織、非リンパ組織、末梢血へのホーミング
効率を調べるため、DKO T 細胞のマウスへの静脈投与による移入実験を行いました。その結果を
ふまえ、DKO T 細胞の非リンパ組織へのホーミングにおける LFA1、Rap1、talin1 の重要性・役
割を調べることを目的とし、さらに、DKO T 細胞のリンパ節（LN）からの移出能を調べることと
しました。 
 
３．研究の方法 
 表現型解析のため、6-24 週齢の DKO mouse の表在リンパ節、脾臓、末梢血を採取し、Flow 
cytometry および Immunohistochemistry にて野生型(WT)との比較を行いました。続いて、DKO T
細胞の表在リンパ節、脾臓、末梢血および非リンパ組織へのホーミング効率を調べるため、精製
した DKO T 細胞をマウスに静脈投与し、それぞれの組織への移行を調べた。結果、肺の毛細血管
に接着して滞留し、リンパ組織に到達しづらくなることがわかりました。肺の毛細血管にはイン
テグリン LFA１のリガンドである ICAM-1 が高発現しており、中和抗体による LFA1 の阻害や



talin1 や Rap1 の欠損により、DKO T 細胞の肺への捕捉を阻害できるかどうか調べました。さら
に、DKO T 細胞のリンパ節から移出する過程を調べるため、リンパ節の髄質領域の二光子励起レ
ーザー顕微鏡を用いたリンパ洞内ライブ組織イメージングを行い、リンパ節内における DKO T 細
胞の動きを観察しました。 
 
４．研究成果 
 DKO mouse の表現型解析にて、胸腺の T細胞の分化・産生に影響がないものの、末梢血やリン
パ組織で T 細胞数
が著しく低下する
ことが明らかとな
りました(図 1)。こ
のマウスの T 細胞
では抗原刺激やケ
モカインの活性化
がなくても、Rap1
が自発的に活性化
し、インテグリン
を介した接着が起
こりました(図 2, 
3)。このT細胞のリ
ンパ節への移動を
検討する
ために蛍
光標識し
てマウス
に静脈投
与したと
ころ、肺の
毛細血管
に接着して滞留し、リンパ組織に到達しづらくな
ることがわかりま
した(図 4)。肺の毛
細血管にはインテ
グリンLFA１のリガ
ンドである ICAM-1 
が高発現しており、
中和抗体による
LFA1 の 阻 害 や
talin1や Rap1の欠
損により、DKO T 細
胞の肺への捕捉を
阻害できることか
ら、DKO T 細胞は
Rap1 の活性化によ
りインテグリンが活
性化されて肺の毛細
血管に接着してしま
うことが明らかとな
りました(図 5)。さら
に、DKO T 細胞ではリ
ンパ節から移出する
過程が破綻している
ことが明らかとなり
ました。リンパ節の髄
質領域の二光子励起
レーザー顕微鏡を用
いたリンパ洞内ライ
ブ組織イメージング
から野生型の T細胞ではリンパ洞で動きが低下するのに対して、DKO T 細胞はリンパ洞で高い
運動性を維持し、リンパ洞内からリンパ節実質に頻繁に戻ることが観察されました。よって正常
の T 細胞ではリンパ洞内で動きを止め、リンパ液に乗ってリンパ節から出ていくのに対し、DKO 
T 細胞はリンパ洞内でも動きが保たれるため、リンパ洞から実質へ戻ってしまうことによりリン
パ節から移出しにくくなっていると考えられます(図 6)。これらの結果から、円滑な T 細胞の
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再循環には Rap1 を抑制して不必要なインテグリンの活性化を防ぐ必要があることが明らかに
なりました。 

 本研究により、Rasa3 と Sipa1 による Rap1 の不活性化制御が生体内での T 細胞の接着・移出
過程を調節し、Tリンパ球の再循環に重要な役割を果たしていることを明らかとなりました。こ
れらの分子を標的とした免疫調節薬の開発に寄与することが期待されます。 
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