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研究成果の概要（和文）：本研究ではmDia1/3欠損マウスでは末梢Tリンパ球の数が著明に減少していることを見出し、
その原因は胸腺内でのT 細胞産生の障害にあるということが判明した。これまで、T前駆細胞からT細胞が産生される過
程はTCRシグナル依存的な過程であることが知られているが、解析の結果、mDia1/3 DKO T前駆細胞のTCR刺激依存的な
反応は著しく減弱していることが分かった。さらに、分子イメージング実験を行った結果、TCRシグナル伝達には mDia
1/3によって生成される細胞膜の裏打ちF-actinが不可欠であることが分かった。

研究成果の概要（英文）：T cell receptor (TCR) signaling is triggered by binding of TCR to the cognate 
antigen presented by major histocompatibility (MHC) complex and mediated by microclusters of multiprotein 
complex. While the critical role of actin cytoskeleton in these processes has been suggested, the 
molecular mechanisms therein have yet to be characterized. In this work, we show that combined loss of 
mDia1 and mDia3, the formin family actin nucleators, impairs the TCR signaling and consequently blocks 
positive selection of thymocytes. Imaging experiments revealed impairment of TCR microcluster dynamics 
and large fluctuation of polymerized actin in mDia1/3-deficient thymocytes. Therefore, F-actin 
reorganization mediated by mDia1 and 3 is required for thymocyte TCR signaling and function.

研究分野： 薬理学、細胞生物学
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1. 研究開始当初の背景 
 
生体防御の中心を司る T 細胞は、ウイル

ス・細菌をはじめ、無数の抗原に対する特異
的な免疫応答を誘導する。T 細胞は胸腺にお
いて T 前駆細胞が T 細胞抗原レセプター
（TCR）によるシグナル伝達機構を利用して
作られることが知られている。また、成熟し
た T細胞は同じ TCR シグナル伝達によって活
性化し、同じ特異性を持つクローンを増殖さ
せ、種々の機能を発現する細胞に分化して、
免疫応答を制御していることも知られてい
る。これまでの研究により、T 細胞の抗原認
識から活性化と機能発現までの制御機構に
関与する分子が多数単離•同定されている。
しかし、TCR がクローニングされてから 25 年
が経過した現在でも、TCR の活性化に関わる
新規の分子が次々と見つかっており、TCR シ
グナル伝達に関わるこれら因子の働きはま
だ不明なことが多い。	 
	 一方、TCRシグナル伝達に関わる因子の同定
と平行して、イメージング技術の進歩により、
TCR活性化の初期に関わる分子のライブイメ
ージング研究が盛んに行われた。これまで、
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T細胞を落として接触
させることでTCR刺激を起こさせる実験を行
い、T細胞のレセプターの全反射顕微鏡による
分子イメージングが行われ、T細胞表面上には
ミクロクラスターと呼ばれる小さな分子の集
合体が存在し、一つのミクロクラスターはT
細胞レセプター、キナーゼ、アダプターを持
ち合わせ、TCR活性化の場であることが明らか
になった。抗原認識後、各ミクロクラスター
はT細胞の外縁に広がっていくが、その後にレ
セプターは互いに融合しながら細胞の中心に
集まっていき、免疫シナプスと呼ばれる構造
を形成する。このようなミクロクラスターの
動態はアクチン細胞骨格の重合ないし脱重合
を阻害する薬剤を用いた実験の結果により、
アクチン細胞骨格の関与が示唆されたものの、
その分子機構の詳細についてはほとんど不明
のままである。	 

 
2. 研究の目的 

 
本研究は TCR シグナル伝達および T 細胞

の活性化におけるアクチン重合•核化因子
mDia の役割についてその分子作用機序に着
目し、TCRシグナル伝達におけるmDiaの動態、
T 細胞の活性化に寄与する分子作用機序、そ
してアクチン細胞骨格との関係を明らかに
することを目的とする。	 
	 
３．研究の方法 
 
   本研究では、mDia がどのような分子作用
機序を介して、アクチン細胞骨格を制御し、
TCR シグナルの活性化に関与しているのかを
解明するために、mDia1/3 二重欠損(DKO)マウ
スを用いた。まず、mDia1/3	 DKO マウスより
mDia1/3 ダブル欠損 T 前駆細胞や T 細胞を単
離し、TCR 刺激による TCR と F-actin の動態
について異常はないかを検討した。具体的に
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 T 前駆細胞または T 細
胞を落として接触させることで TCR 刺激を行い、

TCR または F-actin 動態を全反射顕微鏡 TIRF
による分子イメージングにより観察した。また、正
常 T 細胞を用いて TCR 刺激依存的 mDia の局
在の観察も行った。さらには別の mDia アイ
ソフォームである mDia2 の T 細胞特異的コン
ディショナルノックアウトマウスを作成し、
TCR シグナル伝達における mDia2 の関与につ
いても検討を行った。 
	 
４．研究成果	 
	 
(1)	 mDia1/3 ダブル欠損による抗原刺激依存
的 TCR 動態の阻害	 
	 
mDia1/3	 DKO マウスより mDia1/3 ダブル欠損
T 前駆細胞や T 細胞を単離し、TCR 刺激によ
る TCR 動態について検討を行った。その結果、
TCR刺激依存的なTCR動態の異常を認めた(図	 
1)。	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

図 1	 mDia1/3 二重欠損による抗原刺激
依存的 TCR 動態の阻害	 
	 
	 
2)	 mDia1/3ダブル欠損による抗原刺激依存的
F-actin 動態の阻害	 
	 
mDia1/3	 DKO マウスより mDia1/3 ダブル欠損
T 前駆細胞や T 細胞を単離し、F-actin	 の蛍
光プローブである lifeact-EGFP 発現 vector
を retrovirus により導入し、TCR 刺激による
F-actin 動態について観察を行った。その結
果、mDia1/3 二重欠損 T 前駆細胞は野生型で
見られるような辺縁での F-actin のリング構
造を形成せず、不定形の F-actin 塊がランダ
ムに存在していることが明らかになった	 
(図 2)。	 
	 
	 
	 

	 
	 
	 

	 
	 
図 2	 mDia1/3 二重欠損による抗原刺激
依存的 F-actin のリング構造形成の阻害	 
	 
	 
	 



3)T 細胞における mDia1 の局在検討	 
	 
これまでの解析から、mDia1 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。そこで、TCR 刺激した T
前駆細胞を用いて mDia1 の免疫染色による検
討を行った。その結果、mDia1 は T 前駆細胞
の細胞膜の裏打ちアクチンの近傍に存在す
ることが分かった（図 3）。	 
	 
	 

	 
	 

	 
	 
	 

	 
	 
図 3	 T 細胞における mDia1 の細胞内局在	 
	 
4)	 T 細胞特異的 mDia2 のコンディショナルノ
ックアウトマウスを作成し及び表現型解析	 
	 
mDia1/3	 DKO マウスで見られた T 細胞の表現
型における mDia2 アイソフォームの関与を検
討するために、さらには T 細胞特異的 mDia2
のコンディショナルノックアウトマウスを
作成し、表現型解析を行った。その結果、
mDia2 の欠損は T 細胞の発生や活性化に影響
を及ぼさないことが分かった(図 4)。	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

図 4	 mDia2 の欠損は胸腺における T 細胞
の発生に影響を及ばさない	 
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