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【序論】 

 脊椎動物は病原体感染に対抗するため、適応免疫系と呼ばれる精巧な防御機構を発達させてき

た。全ての有核細胞は MHC クラス I（MHC-I）を細胞表⾯に発現し、細胞内タンパク質由来の

ペプチドを提⽰することで細胞の感染状態を細胞傷害性 T 細胞に提⽰する。プロテアソームはユ

ビキチン化タンパク質の分解を通じて様々な⽣命現象を制御するタンパク質分解酵素複合体であ

り、適応免疫系においても重要な役割を果たしている。プロテアソームの分解産物である短いペ

プチドの⼀部は transporter associated with antigen processing (TAP)によって⼩胞体(ER)内に取

り込まれ、MHC-I の抗原ペプチドとして利⽤される。これまでの抗原提⽰に関する研究では ER

内腔へのペプチドの取り込み以降の研究が主流で、ペプチドが産⽣される場所について考慮され

ることはほとんどなかった。抗原ペプチドは単に拡散によって TAP と出逢うことを⽰唆する報

告がある⼀⽅で、抗原ペプチドが他のタンパク質と結合することで細胞質に豊富に存在するプロ

テアーゼによる分解を免れている可能性も⽰唆されていた(Reits et al., Immunity, 2003)。 

 以上の背景より私は、核抗原もしくは細胞質特異的 MHC-I 抗原提⽰経路の有無の検証、なら

びに MHC-I 抗原提⽰経路の新規因⼦同定を⽬的として研究を開始した。抗原タンパク質を核ま

たは細胞質のみに発現するヒト培養細胞を樹⽴し、ゲノムワイド siRNA ライブラリーを⽤いたノ

ックダウンスクリーニングと、CRISPR gRNA ライブラリーを⽤いたノックアウトスクリーニン

グの⼆種類のスクリーニングを実施し、新規因⼦の探索を⾏った。 

 

【⽅法・結果】 

1. 核抗原または細胞質抗原を発現する

細胞の樹⽴ 

MHC-I 上には細胞内の様々なタンパク

質由来のペプチドが提⽰されているた

め、核抗原と細胞質抗原それぞれの提⽰

を ⾒ る に は 、 特 定 の 抗 原 ペ プ チ ド の

MHC-I への提⽰を定量する必要がある。

また、定量的な⽐較のためには核抗原と

細胞質抗原が同⼀のタンパク質であるこ
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とが必要である。そこで、chicken ovalbumin (OVA)由来の抗原ペプチド SIINFEKL (OVAp)とマ

ウス MHC-I アリルの 1 つ H-2Kb との複合体を特異的抗体により定量することにした。この抗体

を⽤いることで、MHC-I への OVAp の提⽰のみを定量することができる。C 末端に Venus を付

加した H-2Kb-Venus 発現細胞を樹⽴し、続いて核外移⾏シグナル（NES）もしくは核移⾏シグナ

ル（NLS）を付加した抗原タンパク質 OVA を導⼊した(図 1)。 

 

2. ゲノムワイド siRNA スクリーニングによる核抗原、細胞質抗原の MHC-I 抗原提⽰を制御す

る因⼦の網羅的探索 

細胞表⾯の H-2Kb/OVAp のみ

を allophycocyanin (APC)で蛍

光標識された特異的抗体で免疫

染⾊し、細胞全体の APC 平均蛍

光強度をハイコンテントイメー

ジアナライザーで定量すること

で、OVAp の提⽰量を検出する

系を確⽴した(図 2A, B)。1 次ス

ク リ ー ニ ン グ で は peptide 

loading complex、IFNγ シグナ

ル経路の構成因⼦といった抗原

提⽰に関わる既知因⼦が多数含

まれており、スクリーニングの

妥当性が確認された。2 次、3 次スクリーニングと、H-2Kb-Venus ⾃体の発現に影響を与えるも

のや内在性の HLA-I の発現量に影響のないものを除くカウンタースクリーニングを経て、12 個

の候補遺伝⼦を得た(図 2C)。このうち再現性の得られた細胞質抗原特異的因⼦ RBM19 と共通因

⼦ ZCCHC14 について解析を進めたが、それぞれ翻訳、転写に関与する遺伝⼦で MHC-I 抗原提

⽰経路に特異的な因⼦ではなかった。 

 

3. ゲノムワイド CRISPR スクリーニングにより、MHC-I 抗原提⽰を制御する候補遺伝⼦を同定

した 

siRNA スクリーニングの⽋点としてオフターゲット効果による偽陽性に加え、ノックダウン後

の残存遺伝⼦発現により遺伝⼦が機能し続ける場合があり偽陰性に繋がることが知られている。

そこで核抗原もしくは細胞質抗原特異的 MHC-I 抗原提⽰制御因⼦および MHC-I 抗原提⽰経路

の新規因⼦を同定するために、遺伝⼦発現を完全に⽋損させられる CRISPR/Cas9 システムを⽤

いたノックアウトスクリーニングを⾏うこととした。このスクリーニングには遺伝⼦ノックアウ
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トの容易な⼀倍体の HAP1 細胞を⽤

いた。レンチウイルス感染により

HAP1 細胞に gRNA ライブラリーを

導⼊し、細胞表⾯の HLA-I および H-

2Kb/OVAp の発現が減少した細胞集

団をソートした。次世代シークエン

サーの結果の解析には、CRISPR ス

クリーニング⽤の解析パイプライン

として開発された MAGeCK-VISPR

を利⽤し、p 値<0.05 かつ最尤推定に

よ っ て 得 ら れ た 遺 伝 ⼦ の 評 価 値

（βscore）上位の 125 個を各スクリ

ーニングのヒットとした。ヒット遺

伝⼦の上位には siRNA スクリーニン

グ同様に、peptide loading complex、

IFNγ シグナル経路の構成因⼦が多

数含まれており、スクリーニングの

妥当性が確認された。核抗原と細胞質抗原それぞれのスクリーニングの結果は類似しており(図

3A)、特にβscore 上位の遺伝⼦については⼤半がどちらのスクリーニングにおいても得られてい

たため、核抗原もしくは細胞質抗原特異的因⼦ではなくまずは共通して得られた因⼦を優先して

解析を進めることとした。スクリーニングのヒット遺伝⼦各 125 遺伝⼦のうち共通して得られた

約半数の 63 遺伝⼦に絞り、パスウェイ解析によりリボソーム⽣合成、基本転写因⼦、IFNγ シグ

ナル経路、既知の MHC-I 抗原提⽰関連遺伝⼦、RNA エキソソームに関与する遺伝⼦を除いた結

果、最終的に 10 個の候補遺伝⼦が得られた(図 3B, C)。 

 

4. TMED2 と TMED10 が MHC-I の積荷受容体タンパク質として働く 

ゲノムワイド CRISPR スクリーニングでは、ヒトにおいて 9 種類存在する transmembrane emp24 

domain-containing (TMED)タンパク質のうち、MHC-I 抗原提⽰を制御する分⼦として、TMED2

と TMED10 の 2 つが同定された。TMED タンパク質は p24 ファミリーに属しており、p24 タン

パク質は COPI および COPII タンパク質と結合するモチーフを有し、積荷受容体として輸送⼩胞

への積み込みに関わるタンパク質である。TMED タンパク質は異なる組み合わせで会合し、ヘテ

ロ⼆量体もしくは四量体を形成する。これまで TMED2、TMED10 の積荷タンパク質としては

glycosylphosphatidylinositol-anchor タンパク質 (GPI-AP)と⼀部の G-protein-coupled receptors 

(GPCRs)が知られていたが、MHC-I の⼩胞輸送への関与は不明であった。GPI-AP の輸送の際に
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Function NES βscore NLS βscore
SPPL3 membrane protein proteolysis 0.69514 0.5636

TMED2 vesicle cargo loading 0.57701 0.40531

CMTR1 cap1 mRNA methylation 0.5332 0.58679

ZCCHC14 nucleic acid binding 0.47581 0.32849
TMED10 vesicle cargo loading 0.47408 0.48172

CHERP cellular calcium ion homeostasis 0.4443 0.29855

CNPY3 TLR folding 0.4342 0.29017
NLRC5 defense response to virus 0.42913 0.36424

TNFRSF21 apoptotic process 0.35429 0.2755

RBM19 RNA binding 0.31777 0.2664
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TMED2、TMED10 と

協調して働くことが

報 告 さ れ て い た

TMED5 と⽐較した

ところ、TMED2 と

TMED10 ノックアウ

ト に お い て の み

MHC-I 抗原提⽰が減

少した(図 4A)。また、

このとき細胞膜タンパク質の輸送全般

に対する影響は⾒られなかったことか

ら TMED2 と TMED10 は MHC-I の輸

送に選択的に関与すると考えられる(図

4B)。HLA-I が TMED2、TMED10 ノッ

クダウン時に ER ではなく cis-Golgi に

蓄積していたことから、これらは cis-

Golgi から細胞膜への順⾏輸送もしくは

cis-Golgi から ER へと逆⾏輸送する

MHC-I の品質管理機構に関与している

ことが⽰唆された(図 4C)。 

 

【まとめ・考察】 

本研究において、核抗原または細胞質

抗原をそれぞれ MHC-I 上に提⽰する細

胞を樹⽴し、siRNA スクリーニングと

CRISPR スクリーニングの 2 種類のゲノ

ムワイドスクリーニングにより制御因⼦を探索した。siRNA スクリーニングでは、核抗原と細胞

質抗原の MHC-I 抗原提⽰に関わる制御因⼦に差異はほとんど⾒られず、核抗原・細胞質抗原特

異的な MHC-I 経路は⾒つからなかった。しかし CRISPR スクリーニングでは、核抗原・細胞質

抗原のどちらかのスクリーニングでのみヒットとなった遺伝⼦も存在するため、その特異性につ

いては今後検証していく予定である。 

本研究では、MHC-I 抗原提⽰経路の新規因⼦として、TMED2 と TMED10 を同定し、TMED2

と TMED10 が MHC-I の積荷受容体タンパク質であることを明らかにした。 
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