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研究成果の概要（和文）：　主要組織適合抗原クラスII(MHC-II)は、抗原提示細胞に発現し、病原体成分をT細
胞に提示することで病原体排除のための獲得免疫応答を誘導する。MHC-IIの細胞表面の発現量は免疫応答を調節
する因子であるが、その調節の分子機構は明らかではない。本研究では、刺激によるMHC-II発現変化の分子機構
を解析し以下の成果を得た。(1)細胞表面MHC-IIの架橋は細胞内にカルシウム流入を誘導し、MHC-IIのエンドサ
イトーシスを誘導することを見いだした。(2)リポ多糖(LPS)刺激によってRab11の発現が誘導されることを見い
だした。

研究成果の概要（英文）：MHC-II expressed on antigen presenting cells such as dendritic cells 
presents antigenic peptides to CD4 T cells and initiates acquired immunity. The cell-surface 
expression of MHC-II is tightly regulated, however, the regulation mechanism remains to be 
clarified. In this study we obtained the following results: 1. MHC-II closslinking induced 
intracellular Ca2+ influx was required for MHC-II endocytosis. 2. LPS induced Rab11 expression in 
dendritic cells.

研究分野： 生物系薬学
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１．研究開始当初の背景 
 樹状細胞は皮膚や粘膜などの末梢組織に
存在し、生体内に侵入した病原体などを取り
込み、これらの病原体に由来するタンパク質
をペプチドと分解し、主要組織適合抗原クラ
ス II (MHC-II)との複合体を細胞内で形成し
細胞表面に提示する。T 細胞はこの抗原を T
細胞受容体(TCR)で認識すると活性化され、
サイトカイン産生などを介して、様々な免疫
細胞を活性化する。その結果、抗原特異的免
疫応答である獲得免疫応答が惹起される。 
 MHC-II の細胞表面発現量は T 細胞活性化
誘導の決定因子の一つであるため、その発現
量は厳密に制御されている。例えば、樹状細
胞は、定常状態では周辺に存在する自己のタ
ンパク質を常に取り込んでいるが MHC-II は
低発現であり免疫応答を誘導しない。一方、
病原体が生体に侵入すると、病原体の構成成
分であるリポ多糖(LPS)などが、樹状細胞の
Toll 様受容体(TLR)を刺激し樹状細胞を活性
化する。その結果、樹状細胞の細胞表面
MHC-II 発現量が亢進し、効率よく抗原を提
示する。また、樹状細胞表面の MHC-II が TCR
によって架橋（クロスリンク）されると、
MHC-II が速やかにエンドサイトーシスされ
る。このような、MHC-II の細胞表面発現制
御は多くの膜タンパク質と同様に細胞内タ
ンパク質輸送機構である小胞輸送によって
制御されていると考えられるが、その詳細な
メカニズムは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では樹状細胞において、刺激によっ
て細胞表面MHC-II発現を変化させる分子メ
カニズムの解明を目的として以下の点につ
いて解析を行った 
１ . MHC-II のクロスリンクが誘導する
MHC-II のエンドサイトーシスを誘導するシ
グナル，およびエンドサイトーシスの分子メ
カニズムの解析。 
２．LPS 刺激による MHC-II 発現上昇を制御
する小胞輸送の分子メカニズムの解析。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養 :骨髄由来樹状細胞 (BMDC)は
B10.BR マウスの脛骨および大腿骨より骨髄
細胞を回収し、非働化ウシ胎仔血清(10%)ペ
ニシリン・ストレプトマイシン、-メルカプ
トエタノール、マウス GM-CSF を含む
RPMI-1640 培地で 7 日間培養し、得られた細
胞を BMDC として用いた。この細胞は 90%
以上が樹状細胞マーカーである CD11c 陽性
であることを確認した。 
 
(2) 細胞表面 MHC-II の発現量測定：細胞に氷
上で蛍光標識抗 MHC-II 抗体を結合させ、こ
の細胞について、フローサイトメーター
(FACSCalibur)で MHC-II の発現量を測定した。 
 
(3)細胞表面 MHC-II のエンドサイトーシス測

定: BMDC を回収後，抗 MHC-II 抗体（クロ
ーン 11-5.2）で氷上下，細胞表面 MHC-II を
標識した．これらの細胞を洗浄後，抗マウス
抗 IgG 抗体を含む培地で 37˚C でインキュベ
ートすることで細胞表面 MHC-II をクロスリ
ンクした．その結果、細胞に残存した MHC-II
を蛍光標識した抗マウス IgG 抗体で検出した． 
  
(4)定量的 RT-PCR: 細胞から RNA を抽出後、
逆転写により cDNA の合成を行った。PCR 反
応は StepOnePlus (Applied Biosystems)によっ
て、標的遺伝子のプライマーを用いて増幅を
行い、mRNA 量を相対的に定量した。 
 
(5) 蛍光抗体染色：細胞をカバーガラスに接
着させ、固定後、細胞膜透過処理を行なった。
1 次抗体を 37˚Cで 1 時間処理し、その後、二
次抗体として Alexa Fluor 蛍光標識抗抗体を
用いて、目的タンパク質を染色した。局在は
共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。 
 
(6) イムノブロット法：細胞を細胞破砕液で
可溶化し、遠心後得た上清を SDS sample 
buffer で懸濁、煮沸し SDS-PAGE によって分
離した。PVDF 膜に転写後、1 次抗体として
特異的抗体、2 次抗体として、HRP 標識抗体
を用いて目的タンパク質を標識し、化学発光
によって検出した。 
 
４．研究成果 
(1) クロスリンクによる MHC-II 発現抑制機
構の解析 
①MHC-II のクロスリンクによる細胞内シグ
ナルの誘導 
 MHC-II のクロスリンクは、B 細胞におい
ては Ca2+の細胞内流入が誘導されること
が報告されている。そこで、BMDC におけ
る MHC-II のクロスリンクによる細胞内
Ca2+流入を解析した。その結果、MHC-II
のクロスリンクによって細胞内 Ca2+流入
が誘導された。この細胞内 Ca2+流入が
MHC-II のエンドサイトーシス誘導に関与
しているか解析するために細胞内Ca2+キレ
ート剤の効果を検討した。その結果、細胞
内 Ca2+キレート剤によって MHC-II のエン
ドサイトーシスが阻害された 
 
②MHC-II のエンドサイトーシスに対する阻
害剤の効果 
 細胞内Ca2+流入を誘導するシグナル伝達
として、Syk などのチロシンキナーゼによ
る PLC の活性化を介した経路が知られて
いる。そこで次に、各種シグナル分子の阻
害剤を用いて MHC-II エンドサイトーシス
への影響を解析した。その結果、クロスリ
ンクが誘導する MHC-II のエンドサイトー
シスは PLC、Syk の阻害剤によって抑制さ
れたことから、MHC-II のクロスリンクは
Syk、PLC の活性化を介して MHC-II のエ
ンドサイトーシスを誘導すると考えられた。 



 
③MHC-II のエンドサイトーシス経路の解析 
 膜タンパク質の細胞内への移行には複数
の経路が存在し、マクロピノサイトーシス、
クラスリン依存的エンドサイトーシス、ク
ラスリン非依存的エンドサイトーシスが主
要な経路として知られている。そこで、ク
ロスリンクによる MHC-II エンドサイトー
シスはどの経路によるのかを解析するため
に阻害剤を用いて検討した。その結果、ア
クチン重合阻害剤がクロスリンクによる
MHC-II のエンドサイトーシスを抑制した。
さらに、クラスリン依存的エンドサイトー
シスの阻害剤によってもクロスリンクによ
る MHC-II のエンドサイトーシスは抑制さ
れた。この結果から、クロスリンクによる
MHC-II エンドサイトーシスはクラスリン
依存的経路によるものと考えられた。 
 
(2) Rab ファミリータンパク質による MHC-II
の発現制御機構の解析 
①樹状細胞におけるリサイクリング制御 Rab
タンパク質の解析 
 膜タンパク質の細胞表面発現制御のひと
つはエンドサイトーシスされたタンパク質
の細胞表面へのリサイクリングである。リサ
イクリングを制御するRabファミリータンパ
ク質として、Rab11、Rab4、Rab35 が知られ
ている。これまでに発現細胞を用いた解析に
よって、Rab11 および Rab35 が MHC-II のリ
サイクリングを制御することを示唆する結
果を得ていた。そこでこれらの Rab タンパク
質の樹状細胞における発現を解析したとこ
ろ、樹状細胞は Rab11 および Rab35 を発現す
ることが明らかとなった。 
 
②LPS 刺激による Rab11 の発現誘導 
 樹状細胞は LPS 刺激によって MHC-II の発
現が亢進する。そこで LPS 刺激による Rab
タンパク質の発現量変化を検討した。その結
果、LPS 刺激によって Rab11 の発現が上昇す
ることを見いだした。 
 これまでの検討で、MHC-II の発現制御は
Rab11 によることを示唆する結果が得られた。
今後 Rab11 による MHC-II の発現が制御機構
についてさらに詳細な解析が必要である。 
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