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緒緒  言言  

 
免疫システムの司令塔であるT細胞の活性化は、T細胞受容体（TCR）を介した抗原刺激に加え、正または負のシグ

ナルを伝達する免疫補助受容体によって厳密に制御されている。近年、抑制性免疫補助受容体PD-1とCTLA-4を阻害

するがん免疫療法、いわゆる免疫チェックポイント阻害療法の成功により、免疫補助受容体群を標的とした治療法の  
開発が世界中で精力的に進められている。その中でも LAG-3 は、PD-1 とCTLA-4 に次ぐ有望な薬剤標的として期待

されてきたが、最近、LAG-3とPD-1に対する阻害抗体の併用療法が悪性黒色腫の治療に有効であることが臨床試験で

確認され［1］、FDA により承認されたことから、注目度がさらに高まっている。しかし、競争の激化によって基礎研

究が後回しにされ、LAG-3 による免疫抑制機構がほとんどわかっていないまま臨床応用が行われるという、極めて    
歪な状況にあった。近年、我々は、LAG-3 が安定な構造を持ったペプチド−MHCⅡ複合体（pMHCⅡ）を選択的に      
認識し、安定な pMHCⅡに対するT 細胞応答を選択的に抑制することにより、自己免疫疾患の発症を抑制するととも

にがん免疫を減弱させていることを明らかにした［2，3］。このように、LAG-3の機能的リガンドや免疫抑制機能につ

いての理解を進めることに成功しているが、LAG-3によるT細胞活性化抑制の分子メカニズムは未だ不明である。 
PD-1 は、細胞内領域のシグナル伝達モチーフを介して脱リン酸化酵素 SHP-2 と会合することによって T 細胞の   

活性化を抑制する。我々はこれまでに、LAG-3の細胞内領域に抑制能を発揮するのに必須のモチーフを同定しており、

LAG-3 も PD-1 と同様に抑制性のシグナルを伝達している可能性を見出している［4］。しかし本モチーフは種間で    
保存されているものの、他の免疫補助受容体に認められる既知のシグナル伝達モチーフとは異なる新規のモチーフであ

り、その作用機序は不明であることから、本研究ではその解明を目的とした。 
我々は、免疫補助受容体およびそのリガンドを強制発現させた T 細胞株および B 細胞株を抗原ペプチド存在下で   

共培養し、その抗原刺激によって産生される IL-2 を定量することにより免疫補助受容体がT 細胞活性化に与える影響

を定量的且つ鋭敏に検出する実験系を確立しており、実際に、抑制性（LAG-3、PD-1、CTLA-4）および興奮性（CD28、
ICOS、4-1BB、CD27、GITR）の免疫補助受容体のT細胞活性化制御機能が再現できている。これまでにこの共培養

実験系と古典的な免疫共沈降法を用いて LAG-3 の細胞内領域に会合する分子の探索を行ってきたが、決定的な候補分

子は得られていない。このことから、抑制性シグナル伝達に関与する分子と LAG-3 細胞内領域との会合が弱い、また

は一過的なものである可能性が示唆される。近年、生体分子間相互作用を解析する強力な技術として、近接依存性標識

法が開発された［5］。この手法は、目的タンパク質に酵素を融合し、その酵素が触媒することで近接した（相互作用し

た）タンパク質を標識する手法であり、一時的で弱い相互作用をするタンパク質も同定することが可能である。そこで

本研究では、近接依存性標識法を用いて LAG-3 の細胞内領域に会合する分子の探索を行うことで、抑制性シグナル   
伝達の分子機構の解明を試みた。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．近近接接依依存存性性標標識識酵酵素素をを融融合合ししたたLLAAGG--33のの抑抑制制機機能能のの検検証証  
まず、近接したタンパク質の標識を触媒する酵素を細胞内領域（C 末端）に付与したLAG-3 の機能について、上述
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の共培養実験系を用いて評価した。具体的には、酵素融合 LAG-3 を強制発現させた T 細胞株と安定な pMHCⅡを    
発現するB細胞株を、抗原ペプチドおよびLAG-3阻害抗体存在下で共培養し、T細胞活性化にともなって産生される 
IL-2をELISA法によって定量した。その結果、酵素融合LAG-3が抑制機能を維持していることが確認できた（図1）。 
我々はこれまでに、安定なpMHCⅡとの結合を特異的に欠くLAG-3-P111A変異体を同定している［2，3］。酵素融

合 LAG-3-P111A 変異体についても同様に評価したところ、完全に抑制機能を失っていたことから、酵素融合 LAG-3
はリガンドである安定なpMHCⅡとの結合依存的にT細胞活性化を抑制しうることが確認できた（図1）。 
 

 
図1．酵素融合LAG-3の抑制機能の検証 

酵素融合野生型 LAG-3 および安定な pMHCⅡとの結合能を欠く酵素融合 LAG-3-
P111A 変異体を発現させた T 細胞株を、安定な構造の抗原ペプチド－MHCⅡ複合

体を発現するB細胞株と共培養することで刺激し、活性化に応じて産生される IL-2
の量をELISA法を用いて測定した。LAG-3阻害抗体添加の有無により、LAG-3依

存的な抑制機能を評価した。 
 
22．．近近接接依依存存性性標標識識法法をを用用いいたたLLAAGG--33細細胞胞内内領領域域にに会会合合すするる分分子子のの探探索索  

1．と同様の共培養実験系において、添加する基質濃度、抗原ペプチド濃度および培養時間を検討し、LAG-3による

抑制が強く認められ、かつ融合した酵素によって近接タンパク質が十分に標識される条件をELISA法およびウエスタ

ンブロッティングによって決定した。その条件において、酵素融合野生型LAG-3 および酵素融合LAG-3-P111A 変異

体によって標識されたタンパク質を質量分析法によって網羅的に解析した。この解析は、共同研究者である徳島大学先

端酵素学研究所藤井節郎記念医科学センター細胞情報学分野の小迫英尊教授のもとで行った。その結果、LAG-3 自身

を含む 673 種類のタンパク質に由来する 891 種類の標識されたペプチドを同定した。さらに、抗原刺激の有無および

リガンドである pMHCⅡと結合できない LAG-3-P111A 変異体を用いた解析の結果を比較することで、リガンドとの

結合依存的にLAG-3の細胞内領域に会合する（野生型LAG-3サンプルにおいて強く検出される）（図2A）、あるいは

T細胞の活性化とリガンドとの結合の両方に依存的してLAG-3細胞内領域に会合する（抗原刺激ありの野生型LAG-3
サンプルにのみ強く検出される）（図2B）、複数の候補分子を得ることに成功した。 
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図2．LAG-3細胞内領域に近接するタンパク質の網羅的解析 
共培養実験系に基質を添加することで、LAG-3の細胞内領域（C 末端）に付与した酵素に近接したタン

パク質の標識を行った。標識されたタンパク質を質量分析法によって網羅的に解析した。野生型LAG-3
およびLAG-3-P111A 変異体を発現させたT 細胞株、抗原ペプチド添加および無添加、の各条件下での

解析結果を比較することで、リガンドとの結合に依存的（A）およびリガンドとの結合と抗原刺激の双方

（B）に依存的にLAG-3の細胞内領域に会合する候補分子の絞り込みを行った。 
 

考考  察察  

 
最新の研究手法を応用した本研究によって、リガンドとの結合およびT細胞活性化依存的にLAG-3の細胞内領域に

会合する複数の候補分子を得ることに成功した。今後、同定した候補分子についてRNA干渉を用いた遺伝子ノックダ

ウン、または CRISPR/Cas9 法を用いた遺伝子ノックアウトを行い、LAG-3 による抑制に与える影響を確認すること

でLAG-3による抑制性シグナル伝達の分子機構を明らかにしていく予定である。 
LAG-3 は我々が独自に見出した未知のシグナル伝達モチーフを有しており、これまでに知られていない分子メカニ

ズムによりT細胞の活性化を抑制している可能性が高い。そのため、本研究を継続していくことで将来的に新規の抑制

性シグナル伝達機構が明らかにできると考えられ、学問的な意義は大きい。さらに、学術的根拠に基づく新たな視点で

のアプローチが可能となることから、LAG-3 による抑制性シグナル伝達を担う分子を標的または利用した新規治療法

の開発、発展に貢献すると期待される。 
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