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研究成果の概要（和文）：分子イメージング研究から、抑制性補助刺激受容体PD-1が、リガンド結合を機に、T細胞シ
グナルソームTCRマイクロクラスターに集まり、脱リン酸化酵素SHP2をリクルートすることで、T細胞活性を抑制するこ
とが分かった。また、免疫チェックポイント分子治療薬抗PD-1抗体は、PD-1のTCRマクロクラスターへの凝集を阻害し
た。活性型補助刺激受容体ICOSは、リガンドとの結合を機に、フォスファチジルイノシトール3リン酸キナーゼPI3Kの
リクルートを増強していた。T細胞活性化は活性型および抑制性補助刺激受容体シグナルソームの時空間的制御を受け
ていた。

研究成果の概要（英文）：The imaging analysis revealed a new insight that a negative costimulatory 
receptor, PD-1, accumulated at a T cell signalosome, the TCR microcluster, and recruited a phosphatase, 
SHP2, to suppress T cell activation in a ligand-binding manner. The anti-PD-1 antibody, whose an 
advantage in the immune check-point therapy, blocked the aggregation of PD-1 at the TCR microclusters, 
resulting in the recovery of T cell activation. An activating costimulatory receptor, ICOS, increased the 
translocation of PI3K at TCR microclusters through the binding to its ligands. These data demonstrate 
that T cell activation is spatiotemporally regulated by both activating and suppressive costimulation 
signalosomes.

研究分野： 医歯薬学・基礎医学・免疫学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 自己免疫やアレルギー疾患の発症機序
の中で、T 細胞活性化の不均衡に起因すると
ころは大きい。T 細胞は T 細胞受容体(TCR)
だけからの刺激を受けると無反応（アナジ
ー）となるが、補助刺激受容体からのシグナ
ルが存在すると至適はT細胞の活性化が誘導
される。補助刺激状態には活性化と抑制性と
が存在し、そのバランスによって T細胞活性
が制御される。前者には、CD28 や Inducible 
costimulator(ICOS)が、後者には Cytotoxic 
T-lymphocyte associated protein 4（CTLA-4）
や Programmed cell death-1(PD-1)が含まれ
る。 
(2) TCR や補助刺激受容体が、それぞれのリ
ガンド（抗原ペプチド＋MHC や副刺激受容体
リガンド）との結合するためには、T 細胞と
抗原提示細胞が接着する必要がある。二つの
細胞の間には、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、「免疫
シナプス」が形成される。我々は、T 細胞シ
グナルの分子イメージング解析から、免疫シ
ナプスは、TCR 数十個とその下流のシグナル
伝達分子が集合体したシグナルソーム「TCR
マイクロクラスター」によって構成され、こ
の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）。 
(3) よって、これらシグナル伝達ユニットの
イメージング解析という新たな見地からT細
胞活性化のメカニズムを明らかにすること
で、補助刺激受容体の均衡の破綻が導く自己
免疫・アレルギー疾患発症の分子機構の解明
が課題となる。また、近年の免疫チェックポ
イント療法として注目されている抗 CTLA-4
抗体や抗 PD-1 抗体の抗腫瘍効果の詳細なメ
カニズムの解明も必要とされており、副作用
の発生機序や治療対象患者の選択の観点か
らの研究が重要視されてきた。 
 
２．研究の目的 
(1) TCR、PD-1、ICOS 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) PD-1 が TCRシグナルを抑制するメカニズ
ムを、イメージングから明らかにし、これま
で生化学的に提唱されていたフォスファタ
ーゼとの会合やその脱リン酸化される基質
との関連性を証明する。 
(3) 抗 PD-1 抗体が PD-1 にどのように作用し
ているか、可視化を行うことで、PD-1 による
T 細胞抑制がどのように解除されるか、受容
体とシグナル伝達分子の双方から解明する。 
(4) ICOS と CD28の挙動を比較検討しながら、
ICOS が形成する受容体の挙動（クラスター形
成の有無など）とシグナル伝達分子の選択的
凝集およびシグナルソーム形成を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 

(1) PD-1 と ICOS の詳細なイメージング解析
を行うため、PD-1 のリガンドである PD-L1 の
GPIアンカー型蛋白およびICOSのリガンドで
ある ICOSL 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) PD-1 下流の SHP1、SHP2 の蛍光蛋白キメ
ラ分子を作製する。ICOS 下流の PI3K（p85 
p110）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。 
(4) 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、PD-1、SHP1、
SHP2、ICOS、ICOSL の挙動を、共焦点レーザ
ー顕微鏡および全反射蛍光顕微鏡を用いて、
経時的に観察する。 
(5) PD-1 のイメージングと同時に、上記実験
系に抗 PD-1 抗体、抗 PD-L1 抗体を添加し、
PD-1およびSHP1/SHP2の挙動の変化を観察し、
抗体なしのデータと比較検討する。 
(6) 慢性炎症や老化の際に出現する PD-1 を
高発現する T細胞 PD-1hiT 細胞のモデルとし
て CD8 陽性 T細胞と MHC クラス Iのイメージ
ングシステムを構築する。 
(7) 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。 
(8) 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) 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 PD-1 の挙動を、全反射蛍光
顕微鏡で観察した。PD-1 はリガンド PD-L1 が
あるときにのみクラスターとなり、接着面の
中央に向かって移動・集積した。これを PD-1
マイクロクラスターと定義した。PD-1 マイク



ロクラスターの形成過程は、TCR マイクロク
ラスターおよび CD28 マイクロクラスターと
ほぼ同じであった。TCR と MHC ペプチドとの
結合がない場合は、十分な PD-1 のクラスタ
ー形成は見られなかった。よって、PD-1 マイ
クロクラスターの形成はTCR刺激依存的であ
る。 
(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 PD-1（緑）
の挙動を、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。
(1)で示した通り、PD-1 は TCR とほぼ同じ挙
動を示し、TCR マイクロクラスターに局在す
るのが観察される。しかし、TCR が免疫シナ
プスの中心分に移行するのに伴い、TCR マイ
クロクラスターから逸脱し、TCR とは別のク
ラスターとして凝集することがわかった。こ
の挙動は、TCR が中心部でインターナリゼー
ション・分解を受けるのに対し、別のシグナ
ル伝達機構を有することを示唆する。CD28 は
PD-1 と同じ様に TCR ば別の PD-1 に酷似した
シグナルソーム形成を示し、両者の関連性が
考えられる。 

 
(3) PD-1 へのフォスファターゼの会合は、生
化学的手法とイメージングとの両方からの
アプローチで実験を行った結果、どちらもこ
れまで報告されてきた SHP1 の会合はみられ
ず、SHP2単独の会合が示された。Western blot
では、SHP2 は、PD-1 と TCR とのクロスリン
ク後、非常に早期に、恐らく 1分以内に最大
値を持つように会合することが分かった。こ
のキネティクスは、TCR に TCR 下流のシグナ
ル伝達分子キナーゼやアダプターが会合し
てくる現象と、ほぼおなじであった。また、
PD-1へのSHP2の会合時間は、一過性であり、
キナーゼやアダプターの挙動に準じていた。
Western で示された会合と同様、SHP2 のイメ

ージングでも、SHP2 が TCR マイクロクラスタ
ー形成の早期に同クラスターに共局在する
現象が観察された。このことから、PD-1 が誘
導する SHP2 クラスターの基質は、TCR および
その下流のシグナル伝達分子である可能性
が高い。 
(4) TCR 下流のシグナル伝達分子のリン酸化
状態を、イメージングおよび生化学的手法に
よって解析した。イメージングによる受容体
TCR/CD3 複合体のリン酸化を評価するため、
抗リン酸化CD3抗体にてTCRマイクロクラス
ターを染色したところ、PD-L1 存在下にて
PD-1 マイクロクラスターが形成されたとき
のみ、CD3鎖の脱リン酸化が起こっているこ
とが分かった。また、Western blot では、同
様に PD-L1 存在下のみ、TCR 下流のグアニン
ヌクレオチド変換酵素 Vav1、フォスフォリパ
ーゼ PLC1、分裂促進因子活性化タンパク質
キナーゼ ERK など、一様に脱リン酸化が起こ
っていることが分かった。これらの結果から、
PD-1が誘導するSHP2マイクロクラスターは、
受容体レベルからTCRシグナル伝達を脱リン
酸化、シグナル抑制へ誘導すると考えられる。 

 
(5) PD-1hi CD8+ T 細胞を実験的に作出するた
め、MHC クラス I 拘束性 OVA 特異的 TCR トラ
ンスジェニックマウスに少量のOVAペプチド
を 7日間連続投与し、その後 7日間レスティ
ングさせ、PD-1hi となった CD8+ T 細胞を調整
し、抗原提示細胞による OVA ペプチド刺激を
行った。この in vitro 刺激実験系に抗 PD-1
抗体および抗PD-L1抗体を添加し、PD-1hi CD8+ 

T 細胞の OVA 特異的 T 細胞応答のリカバリー
を IL-2 産生にて確認した。このリカバリー
の機序をイメージングの見地から検討する
ため、同 PD-1hi CD8+ T 細胞細胞を Alexa488
標識抗 PD-1 抗体（緑）および Alexa647 標識
抗 TCR抗体 Fab（赤）にて染色し、プレイナ
ーメンブレンとT細胞との接着面に形成され
る PD-1 および TCR マイクロクラスターの形
成を観察した。その結果 PD-1hi CD8+ T 細胞は
PD-L1との結合を機にPD-1マイクロクラスタ
ーを形成すること、また抗 PD-1 抗体もしく
は抗 PD-L1 抗体添加にて PD-1 マイクロクラ
スターの形成不全が生じることが分かった。
一方、これらの抗体添加によっても、TCR マ
イクロクラスターの形成には変化がなく、
PD-1hi CD8+ T 細胞の免疫応答のリカバリーは、
これらの抗体添加においてもシグナルソー
ムとして機能し続けるTCRマイクロクラスタ
ーに起因し、一方 PD-1 による抑制性マイク
ロクラスターの解除がT細胞応答復活の原因



になっていることが分かった。 

 
(6) 次に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 ICOS の挙動を、全反射
蛍光顕微鏡で観察した。ICOS はリガンド
ICOSL があるときにのみクラスターとなり、
接着面の中央に向かって移動・集積した。こ
れを ICOS マイクロクラスターと定義した。
ICOS マイクロクラスターの形成過程は、TCR
マイクロクラスターおよび CD28 マイクロク
ラスター、PD-1 マイクロクラスターとほぼ同
じであった。 
(7) ICOSマイクロクラスターのシグナルソー
ムとして機能を検討するため、生化学的 ICOS
との会合が示されているフォスフォイノシ
トール 3リン酸キナーゼ PI3Kの分子イメ−ジ
ングを行った。PI3K p85もしくは p110の
GFP キメラ分子と、Alexa647 標識抗 TCR抗体
Fab で染色される TCR を、ICOSL ありなしの
条件下において、共焦点レーザー顕微鏡での
二色同時の観察を行った。ICOSL ありのとき
には、PI3K の TCR マイクロクラスターへの凝
集が非常に強く、また、停滞時間も長期に渡
ることが分かった。ゆえに、これまで CD28
がリガンドの CD80/CD86 との結合を機に
NK-B 経路のシグナルソームを形成すること
と比較し、ICOS は、同じ活性型補助刺激受容
体であるが、リガンド ICOSL との結合により
PI3K のシグナルソームを形成し、CD28-NF-B
経路との差別化があることが示唆された。 
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