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Abstract

IL- 12 secretion from dendritic cells (DCs) is essential for Thl development and cytotoxic T
cell (CTL) activation. A recent study showed that inhibition of CD40 ligand (CD40L) - induced
IL - 12 secretion was associated with calcium signaling. However, the precise inhibitory mecha -
nism remains unclear. In order to clarify this mechanism, weexamined the effect of a calcineurin
(calcium - calmodulin dependent serine/threonine phosphatase) inhibitor, cyclosporin A (CyA)
on phosphorylation of p38 mitogen - activated protein kinase ( p38MAPK) which is a kind of
serine/threonine kinase and essential for IL- 12 production on CD40 signaling cascades in
humanmonocyte-derived immature DCs.

Wedemonstrated that CyA could induce p38 MAPK phosphorylation and IL - 12 production,
and that CyA - induced p38 MAPKphosphorylation was cancelled by A23187. These results sug -
gest that CyA enhances p38MAPK phosphorylation by inhibiting calcineurin phosphatase activity.

CyA has been used as an immunosuppressive agent, which inhibits T cell proliferation.
However, concerning these pharmacological actions, it is likely that this drug enhances Thl
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緒 看

樹状細胞は, 細胞性免疫や腫癌免疫の確立 に お

い て 中心的役割を担う細胞 であ る . 樹状細胞 が リ

ン パ 節内で抗原を T 細胞に提示すると, T 細胞表

面 の C D 40 リ ガ ン ド ( C D 40 L) の 発現 が 克進 し,

樹状細胞表面の C D 4 0 と結合する こ とに より, さ

らに樹状細胞上 の C D 4 0 の 発現 が元進する 1) . こ

の C D 40
-

C D 40 L の 結合増強は , 種々 の シグ ナ ル

伝達を介して樹状細胞に おける N F - 〟B の 持続的

な核内移行, 成熟, 生 存維持を惹 起 し, 更に IL -

12 の 分泌 を促す 2)‾ 4) . 分泌され た IL - 12 は T hl

や細胞障害性 丁細胞 ( C T L) を誘導 し
5)
,
¶11 の

イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ (IF N γ) 分 泌 を促進する こ

と が知られて い る 6) .

樹状細胞の C D 4 0 シ グ ナ ル に は, p 38 M A P キナ

- ゼ を介する経路と N F - 〝 B を介する経路 の 2 つ

が ある と報告されて い る . 前者は IL - 12 分泌 に関

与し
7)
, 後者は A kt の リ ン酸化を介して N F I K B

の持続的な核内移行に 関与し, 樹状細胞 の 成熟
･

生存を可能にする 8) .

IL
-

12 は免疫反応 におい て促進的に作用する た

め
, 厳格な制御機構の 存在が推測 さ れて い る .

こ

の 点 に 関 し て , F a ri e s ら は , C al ci u m i o n o p h o r e

A 2 31 87 による細胞内カ ル シ ウム 濃度上昇が, 樹状

細胞の IL - 12 分泌 を抑制する と報告 して おり
9)
,

c D 40 シ グ ナ ル が細胞内カ ル シ ウ ム に よ っ て制御

され る可能性を示唆 して い る . しか し, その 詳細

な機序に つ い て は は未だ不 明の ままである .

今回我 々 は カ ル シ ニ ュ
ー

リ ン ( カ ル シ ウ ム ー カ

ル モ ジ ュ リ ン依存性 セ リ ン/ ス レ オ ニ ン脱 リ ン酸

化酵素) 阻害薬であるサイク ロ ス ボリ ン A ( C y A) ,

と C a i o n o p b o r e で ある A 23 18 7 を用 い て , ヒ ト単

球由来樹状細胞 に おける C D 4 0 シ グナ ル と細胞内

C a の 関与に つ い て検討したの で報告する .

3 1

材料と方法

ヒ ト単球由来樹状細胞の 調整 : ヒ 卜単核球を比

重 遠心法 で 末梢血 か ら分 離 し, こ れ に 抗 C D 56 ,

抗 C D 1 6 , 抗 C D 19 , 抗 C D 3 抗体を添加 し, 磁気

ビ ー ズ法により N K , B , T 細胞を除去 し, 単球を分

離した .
これに m a c r o p h a g e

-

s e ru m
- fr e e m e di u m

( S F M ) ( Lif e T e c h n ol o gi e s , G r a n d l sl a n d , N Y) ,

G M - C S F ( KI RI N , J a p a n) so n g / m l , r e c o m bi -

n a n t h u m a n IL
- 4 ( O st e o g e n eti c s , G e m a n y)

5 n g / m l を添加 し, 37
o

C で 2 日間培養 して樹状細

胞 に分化誘導 した .

フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー : 誘導 した 樹状細胞 を

B e c kt o n D i cki n s o n 梨 モ ノ ク ロ
- ナ ル 抗 体 の

C D l a - FI T C , C D 40 - F 汀C , H I A - D R - FIT C ,

C D 80
-

P E , C D 86 - P E , C D 83 - P E , C D 14 - P E で

染色 し, フ ロ
ー

サイ トメ ー タ ー で解析した .

樹状細胞お よび単核球 の 刺激 : 細胞内シグ ナ ル

伝達の検討の ため に , ①樹状細胞 を培養液の み で

処理 , ② C D 4 0 L 5 00 n g / m 1 3 時間刺激, ③ 1F L M

c y A 3 0 分 処理 , ④ 1 FL M C y A 30 分処理後 2 00 n g /

m l A 2 31 87 ( C albi o c h e m ) 10 分 添加 , ⑤ 2 0 0 n g/

m l A 2 31 87 ( C albi o c b e m ) 10 分処 理 , の 5 つ の 群

に分 け, 各々 37 ℃ で in c u b at e し た .
こ れ に氷温

の 2 倍濃度 1y si s b uff e r (20 m M T ri s - H Cl p H 7 15 ,

1 5 0 m M N a Cl , 1 % T ri t o n X 1 10 0 , 50 m M N a F ,

5 m M N a P Pi , 5 m M E D T A 2 N a , 1FL M D T r , p r o -

t e a s e i n hibit o r c o c kt ail ( Sig m a P 83 40) , 10 0 F L M

o rth o - v a n a d at e) を加えて 反応を停止 した .

樹状細胞 によ る IL - 12 の 産生刺激は, 3 7 ℃ で

①培養液 の み , ② C D 4 0 L 500 n g / m 1 2 4 時間刺激,

③ c y A l 〃M 3 時間処理で 行 っ た ･

免疫沈降とウ ェ ス タ ン ブロ ッ テ ィ ング : 樹状細

胞 の 1y s at e を氷温で 1 時間おき, a n ti
-

p 38 M A P K

( H
-

14 7) a n tib o d y ( S C - 7 149 , S a n t a C r u z , I n c)

および
`

c atc b a n d R ele a s e
'

i m m u n o p r e cipitatio n

sy st e m (#1 7
- 3 19 , U p st a t e , I , a k e Pl a cid , N Y) %

用 い て 免疫 沈 降 した 後, 等 量 の l , a e m m li s a m pl e
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図 1 誘導したヒ ト単球由来樹状細胞の 表面 マ ー カ ー

単球を G M - C S F ( 5 0 n g/ m l) および IL - 4 ( 5 n g/ m l) を添

加 した M a c r o p b a g e - S F M で 4 8 時間培養 した後,
フ ロ

ー

サ イ

ト メ ー タ ー で表面 マ ー カ ー を検討 した .

b ufE e r を添加 し 95
o

C 5 分 間加熱 後
-

8 0
o

C で 凍結

保存した . 蛋白濃度 は B r a d 血r d 法で定量 した .

蛋白は 7 .5 % S D S - P A G E ゲ ル を用 い た電気泳

動 で 分 離 し
, p oly vi n ylidi n e difl u o ri d e ( P V D F)

m e m b r a n e(I m m o bil o n - P , M illip o r e , B e d fo r d , M A)

に 転 写 し , a n ti- p h o sp h - p 3 8 M A P K ( p T G p Y)

a n t トb o d y ( V 121 1 , P r o m e g a) ま た は a n ti - p 3 8

M A P K a n tib o d y ( S C
-

71 49
,
S a n t a C r u z

,
I n °.) で

標識 し, h o r s e r a di s h p e r o xid a s e ( ⅢR P) を結合さ

せ た 二 次 抗体 とi n c u b at e した後 , ch e m il u m i n e s -

c e n c e s y st e m ( A m e r sh a m P h a m a ci a Bi o t e c b ,

A di n g t o n H eig ht s , IL) で発色 させ た .

サイ トカイ ン E LIS A : 樹状細胞 の 細胞上浦中の

IL
-

12 はIL - 12 p 70 E LIS A kit (A m e ri c a n R e s e a r c h

P r o d u ct s) を用 い て測定 した .

統計 ･ 解析 : E LIS A の デ ー タ は平均± 標準誤

差 で表記 し, St u d e n t の t 検定で 有 意差 を検討 し

た (p < 0 .05) .

結 果

フ ロ ー サイ トメ ト リ ー : 誘導 し た樹状細 胞 は,

C D l a
,
C D 83 が 弱 陽 性 ,

C D 1 4
, C D 4 0 , C D 80 ,

C D 8 6 が中等度陽性で , ⅢI A
-

D R は強度 に発現 し

て おり, 未熟な ヒ ト単球由来樹状細胞 と して典型

的な表面形質で あ っ た ( 図 1) .

p 38 M A P キナ
- ゼ リ ン酸化に対するカ ル シ ウム

シ グ ナ ル の 影響 : p 38 M A P キナ
- ゼ は C D 4 0L 刺

激後 3 時 間で 認 め られ た ( 図 2 . 2 列 目) . ま た ,

C y A 30 分処 理 も 同様に リ ン 酸化を引 き起 こ し ,

こ れ は A 23 1 87 処 理 の 追 加 で キ ャ ン セ ル さ れ た

(図 2 . 3 列目, 4 列目) .

C D 40 L
,
C y A 処理 による IL - 12 産生誘導 : 樹

状細胞 の C y A I FL M 処理 は , C D 40 L 5 00 n g / m l と

同等の IL - 12 産生を誘導 した ( 図 3) .

考 察

単球を G M - C S F , IL - 4 , 血清を含む培養液で

7 日間前後培養する と樹状細胞 に誘導で き るとさ

れ て い る 1 0) .

一 方 , 0
'

s ulli v a n ら によれ ば, 無 血

酒で 2 日間 の み の 培養の 方が , N F 〝B の核内移行

が少なく, C D 4 0 L 刺激後の シ グ ナル伝達解析に有

用 で あ っ た と報告 して い る 3) 8) . ま た , 無 血清 の
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･ c D 4 0 L ' C y A 3 0 mi n I L -1 2 p 7 0
G M ＋I L 4 3 0 mi n ＋ C y A 3 0 mi T )

＋A 2 3 1 0 mi n ＋A 2 3 1 0 mi TL

W I10 lc

p 3 8 M A P K

P h o s p h o
-

t)3 8 M A P K

図 2 ヒ ト単球由来樹状細胞 の p3 8 M A P キナ
-

ゼ の リ ン 酸化 : C D 40 L 刺激と A 23 1 8 7 ま

たは C y A 処理との比較

上段 : 全 p 3 8 M A P キナ - ゼ

下段 : リ ン酸化 p 38 M A P キナ - ゼ

左より 1 列目 : 未刺激の樹状細胞

2 列 目 : C D 4 0 L 5 00 n g/ m 1 3 時間刺激

3 列目 : C y A I FL M 3 0 分処理

4 列目 : C yA I FL M 3 0 分処理後

A 2 31 8 7 2 0 0 n g/ m l l O 分添加

5 列目 : A 2 31 87 2 0 0 n g/ m l l O 分処理

樹状細胞は上記 の刺激後
,
L y sis b uff e r で 反応を

停止 し
,
a n ti - p 3 8 M A P K m o n o cl o n al a n tib o d y に

よる免疫沈降,
S D S I P A G E に よる分離

,
P V I) F ヘ

の 転写後,
a n t ト ph o s p h - p3 8 M A P K a n tib o d y およ

び a n t卜 p 3 8 M A P K m o n o clo n al a n tib o d y で標識し,

b o r s e r adis b p e r o x id a s e ( H R P) を結合させ た二次

抗体と in c u b at e し た後,
cb e m ilu m in e s c e n c e s y s -

t e n ( A m e r sh a m P h a m a ci a Bi o t e cb , A rlin g t o n

H ei gh ts , I L) で発色 させ た.

方が, 血清中に存在するサイ トカイ ン による予期

せ ぬ シ グ ナ ル を回避 で き る と考え られる こ と か

ら, 今回 の 検討で は無血清, 2 日間培養で得られ

た未熟な樹状細胞 を用 い る こ と と した .

過去の報告で は , 可溶性 C D 40 いまIL
-

1 2 分泌

誘 導能 が 弱く , 可 溶 性 C D 40 L に 加 え , T N F α ,

IF N γも添加 した方が多量の IL - 12 分泌 を誘導で

きる と されて い る
3) 9)

.
し か し

, 今回 は C D 40 L に

よ る シ グ ナ ル 伝 達 の 検 討 が 目 的 で あ る た め ,

T N F α
,
IF N γ を併用 せずに , 可溶性 C D 40 L 単独

で 検討する こ とに した .
M a c k e y ら は, 樹状細胞

の p 38 M A P キ ナ
- ゼ が , 遺伝 子 導 入 に よ り

c D 40 L を過剰発現 させ た細胞で刺激される と, 逮

や か にリ ン酸化する と報告して い る
7)

. 我 々 の検

討では , こ の リ ン酸化が, 可溶性 C D 40 L 刺激の み

ならず, C y A 処理 で も認められ た . また
,
リ ン酸

(p g/ 孤1)
8 0

6 0

4 0

20

C D 4 0 L C y A

5 0 0 n g/ m l lトL M

2 4 h 3 h

図 3 ヒ ト単球由来樹状細胞 の

C D 4 0 L お よび C y A に よ

る I L - 1 2 分泌

樹状細胞を C D 40 L 50 0 n g/ m l

添加後 24 時間また は C y A I FL M

添加後 3 時間培養 し, 細胞上浦

中の I L
-

1 2 を E LI S A で 測定 し

た. ( 平均±標準誤差 n - 3)

3 3

化 p 38 M A P キナ
- ゼ によ っ て惹起 され る IL

-

1 2

産生 も C y A 処理 した 樹状細胞 で 認 め られた ･ ま

た , C y A による p 38 M A P キナ
- ゼ の リ ン 酸化 は ,

A 2 318 7 添加 により キ ャ ン セ ル され た . 以上より ,

c y A が p 3 8 M A P キナ
- ゼ ( セ リ ン/ ス レ オ ニ ン キ

ナ - ゼ) の リ ン酸化を引き起 こす機序と して, カ

ル シ ニ ュ
ー

リ ン ( カ ル シ ウ ムーカ ル モ ジ ュ リ ン依

存性セ リ ン/ ス レ オ ニ ン 脱 リ ン 酸化酵素) の 抑制

が考えられ た .

p 38 M A P キ ナ
- ゼ リ ン 酸化に対する C y A の影

響は様々 な細胞 で報告されて い る . 血管内皮細胞,

心崩細胞, 好塩 基球, T 細胞で は抑制的 に作用す

る 11) -
1 4) と され て い る が,

一

方 で K 5 62 細胞 の

赤芽球分化 には C y A によ る p 38 M A P キナ
- ゼ の

リ ン酸化が 関与 して い る とも報告されて い る
15)

しか し, 我 々 が調 べ た限りで は, 樹状細胞で C y A

が p 38 M A P キナ
- ゼ の リ ン酸化を促進すると い

う報告は見あた らない .

今まで C y A は T 細胞 の 増殖を抑制す る と考え

られ 臨床的に は移植後の 免疫抑制剤と して用 い

られ る こ とが多 い . しか し, 今回 の 検討で は C y A

に よる樹状細胞の IL
- 1 2 分泌促進を認めた こ と
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か ら, C y A が ¶11 分化 と細胞 障害性 T 細胞の 誘

導に促進的に作用する可能性が示唆された .

結 語

C y A は カ ル シ ニ ュ
ー

リ ン の 抑制 を 介 し て

p 38 M A P キナ
- ゼ リ ン酸化を促進 し, その 結果 ヒ

ト単球由来樹状細胞 の IL - 1 2 分 泌 を引 き起 こ す

可能性 が 示 唆 され た . よ っ て C y A は 必 ず し も

T h l 分化と細胞 障害性 T 細胞 の 誘導を抑制 して

おらず, 樹状細胞 を介 した免疫反応に大きな影響

を及ぼ して い ると考え られた .
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