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研究成果の概要（和文）：樹状細胞は主要組織適合抗原クラスII(MHC-II)を介して、病原体成分をT細胞に提示
することで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。これまでに、MHC-IIが活性化T細胞のTCRによって架橋されると、細胞内へのエンドサ
イトーシスが誘導されることを見出している。本研究ではMHC-IIの架橋が誘導するシグナル伝達機構を解析し
た。解析の結果、MHC-IIの架橋はSyk/PLCの活性化を介してカルシウム流入を誘導し、その結果PKCの活性化を介
したクラスリン依存的エンドサイトーシスを誘導することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Dendritic cells induce an immune response by presenting pathogen-derived 
antigens to T cells by major histocompatibility antigen class II (MHC-II). The cell surface 
expression level of MHC-II is a regulator of the immune response. We have previously found that 
crosslinking of MHC-II by the TCR of activated T cells induces endocytosis of MHC-II. In this study,
 we analyzed the signaling mechanism induced by MHC-II crosslinking. We found that crosslinking of 
MHC-II induces calcium influx via activation of Syk/PLC, resulting in clathrin-dependent endocytosis
 of MHC-II mediated with PKC activation.

研究分野：生化学・細胞生物学

キーワード： 樹状細胞　MHC-II　エンドサイトーシス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、MHC-IIの細胞表面からのダウンレギュレーション機構として、カルシウム流入によるPKCの活
性化を介した、クラスリン依存的エンドサイトーシスという新たなMHC-IIのエンドサイトーシスを誘導する機構
が明らかとなった。今後、MHC-IIの発現異常の関連する疾患において、MHC-IIの発現調節の標的となる可能性が
考えられる。

※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 
樹状細胞は生体内に侵入した病原細菌などの外来性抗原を細胞内に取り込み、抗原由来ペプチ
ドを主要組織適合抗原クラス II (MHC-II)との複合体として細胞表面に提示する。それを特異的
な T細胞が認識し活性化ことで、獲得免疫応答が開始される。MHC-IIの発現調節は免疫応答の
誘導に重要であるが、その調節機構には不明な点が多く残されている。私達はこれまでに、樹状
細胞表面に発現するMHC-IIが、活性化 T細胞の発現する TCRと相互作用すると、MHC-IIがク
ロスリンクされ、エンドサイトーシスされることで細胞表面MHC-IIの発現量が低下し、その結
果、樹状細胞の T 細胞活性化能が低下することを見出していた。これらの知見から、TCR との
相互作用によって樹状細胞内に何らかのシグナルが誘導され、MHC-IIのエンドサイトーシスが
促進される可能性が考えられた。しかしながらそのシグナル伝達の実態は不明であった。 
 
２．研究の目的 
研究開始当初において、樹状細胞においてMHC-IIのクロスリンクによって細胞内へのカルシウ
ム流入が誘導されること、細胞内カルシウムキレート剤処理によってクロスリンクによるMHC-
Ⅱのエンドサイトーシスが抑制されることを見出しており、MHC-II のエンドサイトーシスには
細胞内へのカルシウムの流入が必要であると考えられた。しかしながら、エンドサイトーシスが
誘導される詳細なシグナル伝達、およびエンドサイトーシス機構は未だ不明であった。そこで、
本研究では、MHC-II の発現調節機構の解明を目的とし、特に MHC-II のエンドサイトーシスを
誘導するシグナル伝達、およびエンドサイトーシスの分子メカニズムの解析を目的として検討
を行った。 
 
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%)、2-メルカプトエタノール、マウス GM-CSFを含む RPMI-1640
培地で 7-8日間培養し、得られた細胞を BMDCとして用いた。 
 
(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でMHC-IIの発現量を測定した。 
 
(3) イムノブロットによるリン酸化 Syk の検出：BMDC に抗 MHC-II 抗体を氷上で結合させた
後、抗マウス IgG抗体を含むメディウム中で、37 ̊ C、0分間、2分間、5分間、10分間インキュ
ベートした。その後、これらの細胞を、細胞破砕液に懸濁し、氷上 15分静置後遠心し上清を得
た。これらのサンプルについて、SDS-PAGEで分離した後、PVDF膜に転写した。一次抗体とし
て抗 Phospho-Syk (Tyr525/526)抗体、抗 Syk 抗体を、二次抗体としてペルオキシダーゼ標識抗ウ
サギ抗体を用いてイムノブロット法で検出した。ペルオキシダーゼ活性は、ECL 化学発光試薬
を用いて検出した。 
 
(4) 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。 
 
(5) 蛍光抗体法による MHC-IIとクラスリンの共局在の観察：BMDCに抗 MHC-II抗体を氷上で
結合させた後、蛍光標識二次抗体を氷上で結合させた。この細胞を 37˚Cで 0分、2分、5分、10
分インキュベート後、固定液による細胞の固定、可溶化を行った。その後、抗クラスリン重鎖抗
体および、蛍光標識二次抗体で染色し、共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察を行った。 
 
４．研究成果 
(1) MHC-IIのカルシウム流入における Sykおよび PLCの役割 

MHC-IIのクロスリンクによって誘導されるエンドサイトーシスにおける Sykおよび PLCの役
割を解析するために、それぞれの阻害剤の効果を検討した。その結果 Sykおよび PLCの阻害剤
はクロスリンクによるMHC-IIのエンドサイトーシスを阻害した（図１）次に細胞内カルシウム
流入における Sykおよび PLCの役割の解析を行った。その結果、Syk阻害剤である、piceatannol、
PLC 阻害剤である U73122 によってクロスリンクによる細胞内カルシウム流入が抑制されたこ
の結果より、MHC-II のクロスリンクによるカルシウム流入は Syk/PLC を介すると考えられた
（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 



 
(2) MHC-IIのクロスリンクによる Sykの活性化 
次に BMDC において MHC-II のクロスリンクによる

Sykの活性化を検討した。MHC-IIのクロスリンク後の
Syk のリン酸化をイムノブロットによって検討したと
ころ、クロスリンクによる Sykのリン酸化が亢進した。
この結果より、MHC-IIのクロスリンクは Sykの活性化
を誘導すると考えられた（図２）。 

 
 
 

 
 
(3) MHC-IIエンドサイトーシスにおける PKCの役割 
 PLCの活性化はジアシルグリセロール産生と細胞質カルシウム流入の誘導によって PKCを活
性化することが知られている。そこで PKC活性化剤である TPAおよびカルシウムイオノフォア
A23187 処理が MHC-II のエンドサイトーシスを誘導するかを検討したところ、これらの処理は
エンドサイトーシスを促進した（図３）。また、PKC阻害剤である staurosporineおよび GF109203X
によって、クロスリンクによるMHC-IIのエンドサイトーシスが抑制された（図３）。 
 

 
(4) クロスリンクが誘導するMHC-IIエンドサイトーシスにおけるクラスリンの役割 
膜タンパク質のエンドサイトーシス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。蛍光抗体法によってクロスリンク後の MHC-II とクラスリンの局在を観察し、
共局在を解析し定量した。その結果、クロスリンク後 2分および 5分では、MHC-IIのクラスリ
ンとの共局在が観察された。一方、10分後には、MHC-IIは細胞内に局在し、クラスリンとの共
局在は観察されなくなった。Chlorpromazine処理した細胞においてはMHC-IIの細胞内への取り
込み、および、クラスリンと MHC-II の細胞表面付近での共局在は観察されなかった（図４）。 



 

 
 
(5) MHC-II のクロスリンクは Syk/PLC の活性化を介してカルシウム流入を誘導し、その結果活
性化される PKC によって MHC-II のクラスリン依存性エンドサイトーシスが誘導されると考え
られた（図５）。 
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