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研究成果の概要（和文）：ストレスタンパク質(HSP)の C末端可変領域を識別する膜受容体を株

化細胞 P388D1から同定したところ、分子サイズ 130～300kDaにかけて６種類の受容体候補を見

出した。生細胞における Hsp70の C末端領域の役割を検討したところ、マウス肺癌カルシノー

マ LL/2細胞では非致死的な温熱処置により細胞表面に提示すること、CD11b, CD11c, NK1.1陽

性を示す自然免疫系にかかわる免疫細胞が結合すること、ナイーブ T細胞の制御性 T細胞への

分化にかかわることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Murine lymphoid neoplastic P388D1 cells were found to have six 
receptor candidates with the molecular sizes in the range from 130 to 300 kDa which 
discriminate species-specificity among the C-terminal variable regions of heat shock 
protein 70 (HSP70).  We revealed that species-specific diversity contributes in the 
cell-surface presentation on murine LL/2 lung carcinoma upon non-lethal heat shock, in 
the binding to CD11b-, CD11c-, or NK1.1-positive innate immune cells, and also in the 
differentiation to regulatory T cells from naïve T cells.  
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１．研究開始当初の背景 
タンパク質の構造を考えたとき、生命維持

に必要不可欠な普遍領域は機能的に共通な
立体構造やアミノ酸配列として高度に保存

されている。特に、生物活性を発現する部位
はモチーフとして定義され、タンパク質の結
晶構造からモチーフを網羅的に見出すこと
によって構造を分類することが世界的に盛
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んに行われている。しかしその一方で、局所
的に多様化した可変領域の生物学的意義に
ついて明らかにしようとする研究はあまり
顧みられていない。 
可変領域の多様性は、遺伝子上における中立

的な変異の導入により生じる。生物はさまざま
な環境に適応するために、遺伝子重複機構を巧
みに駆使して多くの機能を獲得する。それぞれ
の生物は、それらの共存関係において互いに相
互作用するが、多様な生物応答のなかでは生物
種に特徴的なものをシグナルとして相互作用
するであろう。このような観点から、各タンパ
ク質の生物機能に直接関係しないところに蓄
積した変異はそれぞれの生物種において特徴
的なものとなり、それらが進化の流れの中で多
様性が選択されていくのではないか、という作
業仮説を検証する。 

 
２．研究の目的 
生物がもつタンパク質や核酸のポリマーの

構造には、すべての生物種において普遍的に
存在する部分（普遍領域）と一見不必要に思
える多様化した部分（可変領域）とがある。
申請者は、「この可変領域には本来その生物
固有の意味づけがなされ得る可能性が非常に
高く、生物間における応答の多様性を生み出
す源となっている」という仮説を立て、その
証例や反証を見出すことによって生物種特異
的な分子応答識別機構の概念を提唱し確立す
ることを目的としている。 
そこで、ストレスタンパク質70（熱ショッ

クタンパク質：HSP70）の構造 的特徴に着目し、
HSP70に存在する可変領域の生物学的意味を
生物間における生体防御の観点から考察する。
本研究では以下の項目について取り組む。 
(1) HSP70のC末端可変領域を識別できる株化
細胞P388D1の細胞表面に存在するHSP70多様性
識別受容体を同定する。 
(2) この種特異性を識別する受容体をもつ細
胞の種類や分布などを調べ、生体防御におけ
る分子識別機構を調べる。 
(3) 上記の仮説を核酸のポリマーにも拡張で
きるか否かを考え、共生菌間あるいは共生菌
と病原菌間で異なる種特異的な核酸配列を選
別し、核酸による生物種特異的な細胞応答を
調べる。 
 
３．研究の方法 
(1) HSP70多様性識別受容体の部分精製とモ
ノクローナル抗体の作製： 
細胞株P388D1を低張液により破砕し、超遠

心分離により細胞膜画分を回収した。可溶化
剤オクチルグルコシドを含む緩衝液で膜画分
を処理し、可溶化膜成分の粗画分を得た。固
定化Hsp72カラムに可溶化上清画分を供与し、
Hsp72に結合した画分を塩溶出した。この溶出
画分をマウスに免疫し、脾細胞を採取後、定

法に従ってミエローマと融合させ、可溶化膜
成分に対するモノクローナル抗体を作製した。 
ハイブリドーマのスクリーニングは、P388D1
細胞へのマウス Hsp72の結合阻害を指標にフ
ローサイトメーターを用いて行った。 
 
(2) Photo-affinity labelingによる膜受容
体の同定： 
 P388D1細胞と結合するマウス Hsp72を光反
応性架橋剤 SBEDで修飾した。SBED-Hsp72 を
P388D1細胞と反応させた後、UV照射を行い
HSP-DDRと Hsp72を光架橋した。架橋剤 SBED
分子内にはビオチンが存在しており、光架橋
後、膜受容体をビオチンできる。処理した細
胞を可溶化し、抗ビオチン抗体でビオチン標
識された膜受容体を免疫沈降した。SDS-PAGE
とウェスタンブロッティング法を用いて標
識された膜受容体を分離した。 
 
(3) マウス肺癌カルシノーマ LL/2細胞にお
ける Hsp72の表面発現： 
 単層培養したマウス肺癌カルシノーマ
LL/2細胞を 42℃で 2時間の温熱処置を施し
た。生細胞の割合は、トリパンブルー染色な
らびにヨウ化プロピジウム染色により評価
した。細胞内における誘導型 Hsp72 の発現の
増減はウェスタンブロッティングにより比
較した。生細胞における Hsp72およびその N
末端や C 末端領域の細胞表面への提示は、細
胞表面ビオチン化法ならびにモノクローナ
ル抗体を用いたフローサイトメーターによ
り解析した。 
 
(4) HSP70の C末端フラグメントを結合する
免疫細胞の解析： 
 マウス C57BL/6の脾細胞懸濁液を調製した。
また、4％チオグリコール酸をマウスの腹腔
内に注入し、4日後に腹腔マクロファージを
回収した。 
 全長の Hsp72、その C末端を順次欠失させ
た変異体は、大腸菌において発現させた組換
えタンパク質を用いた。C末端のフレキシブ
ルな領域を欠失した変異体 d615、ヘリックス
C以降の C末端領域を欠失させた変異体 d562、
ヘリックス Bの途中の基質結合ドメインまで
を含む変異体 d543、ヘリックス A以降の C 末
端領域を欠失させた変異体 d510、N末端のヌ
クレオチド結合ドメインのみを含む変異体
d384を作製した。各タンパク質を精製した後、
ビオチン標識したものを用いた。 
 50x104 個の細胞に対して各種ビオチン化
タンパク質を反応させ、間接蛍光法にてフロ
ーサイトメーターにより結合性を解析した。 
 
(5) 腸間膜リンパ節のナイーブ T細胞に対す
る分化誘導の解析： 
 C57BL/6 マウスの腸間膜リンパ節を摘出し、



 

 

コラゲナーゼと DNaseIで消化した後、細胞
懸濁液を調製した。細胞懸濁液を磁気細胞分
離システム(MACS)に供し、CD4+ CD62L+ T細
胞をナイーブ T 細胞として精製した。 
 同様に調製した細胞懸濁液に抗 CD3抗体磁
気ビーズを添加し、MACSにより T細胞群を除
去し、その後、CD11c+ならびに PDCA1+樹状細
胞を MACSにて抗原提示細胞として調製した。 
 ナイーブ T細胞と抗原提示細胞を細胞数に
おいて 10:1 の比率で混合し、IL-2 と各種の
マウス HSP存在下にて 6日間培養した。培養
後、転写因子 Foxp3 の発現の有無を指標に制
御性 T細胞(Treg)の誘導をフローサイトメー
ターにより解析した。 
 
４．研究成果 
(1) HSP70多様性識別受容体に対するモノク
ローナル抗体の作製： 

固定化マウスHsp72カラムに結合した可溶
性膜画分に対するモノクローナル抗体を作製
することを試みたが、特異的な抗体の取得に
成功しなかった。得られた抗体のP388D1細胞に
対する特異性は、Hsp72を結合しない株化細胞
P815やEL4には結合しないこと、および、マウ
スHsp72のC末端と高い相同性を示すホウレン
ソウHsc70共存下で結合が部分的に阻害される
ことを指標に検討した。これは、用いた可溶性
膜画分における目的とする膜受容体が極微量
しか存在しなかったことが原因と考えられ、
目的物の部分的な濃縮法を検討する必要があ
ったと考えられた。 
 

(2) Photo-affinity labelingによる膜受容
体の同定： 
マウスHsp72(MO)と大腸菌DnaK(EC)をそれ

ぞれ光反応性架橋剤SBEDで修飾したリガンド
をP388D1細胞と反応させて解析した結果、MO
に対してのみ検出されたバンドを目的の候補
分子と見なして、分子サイズ130～300kDaにか
けて６種類のタンパク質が得られた（図1）。 
 

 
ビオチン標識された候補受容体を可溶化剤

中においてストレプトアビジン支持体で回収
し、そのプロテオミクス解析を試みたが有望
な情報は得られなかった。回収量に問題があ
ったと考えている。 
 
(3) マウス肺癌カルシノーマ LL/2細胞にお
ける Hsp72の表面発現： 
 マウス肺癌カルシノーマLL/2細胞を42℃で
温熱処理しても3時間までの処理では細胞の
生存率は98％以上であった。2～3時間の温熱
処理を施すと、細胞内にHsp72が顕著に誘導さ
れた。また、マウスLL/2細胞を42℃で2時間の
温熱処理を施したところ、その31.5％が細胞
表面にHsp72を提示していた。また、温熱処理
されたLL/2細胞は、Hsp72の504～617アミノ酸
残基を認識する抗体MA-006と特異的に反応し
たが、122～264残基を認識する抗体MA-007と
は反応しなかったことから、この提示には
Hsp72のC末端が関係していることを明らかに
した（図2）。 

 
 
(4) HSP70の C末端フラグメントを結合する
免疫細胞の解析： 
 リガンドとする HSP には、大腸菌にて組換
えタンパク質として調製したものを用いた。
全長の Hsp72、C末端のフレキシブルな領域
を欠失した変異体 d615、ヘリックス C以降の
C 末端領域を欠失させた変異体 d562、ヘリッ
クス Bの途中の基質結合ドメインまでを含む
変異体 d543、ヘリックス A以降の C 末端領域
を欠失させた変異体 d510、N 末端のヌクレオ
チド結合ドメインのみを含む変異体 d384の
各種リガンドの構造は、抗 Hsp70 モノクロー
ナル抗体との反応性で確認した。 



 

 

Hsp72 の組換え体の脾細胞との結合性を調
べたところ、それぞれ脾細胞の約 3.1％、
2.2％、9.5％を占める CD11b, CD11c, NK1.1
陽性を示す自然免疫系にかかわる細胞群と
結合することが判明した。また、脾細胞の
28.7％の MHCクラスⅡ陽性の細胞群とも強い
結合を示し、B細胞の多くが Hsp72 を結合す
ることがわかった。 
 HSP70のC末端領域の欠失が結合に及ぼす影
響について調べた。CD11b, CD11c, NK1.1陽性
を示すマクロファージ、樹状細胞、ナチュラル
キラー細胞ともに同じ傾向を示した。対象とす
る細胞群への結合をGeometric Mean 
Fluorescence Intensity (GMFI)で比較すると、
全長のHsp72と比べて、C末端領域のαヘリック
スCを欠失した変異体が最も強い結合を示した。
さらにαヘリックスAとBを欠失した変異体で
はほとんど結合が認められなかった。それ故、
これらの結果は、株化細胞のみならず本来の生
体防御系においてHsp72のC末端領域が生物間
のシグナル授受に寄与することを示している 
（図3）。 

 
(5) 腸間膜リンパ節のナイーブ T細胞に対す
る HSP70 の分化誘導能： 
 哺乳類の消化管内では、自己由来のものだ
けでなく腸内細菌などの異種生物の抗原の
多くに曝されている。このような抗原に対処

するための粘膜免疫系を制御するリンパ球
である制御性 T細胞の形成に及ぼす HSPの作
用について検討した。C57BL/6マウスの腸間
膜リンパ節から調製した CD4+ CD62L+ T 細胞
をナイーブ T細胞を、CD11c+ならびに PDCA1+
樹状細胞と混合し、各種の HSP存在下にて共
培養した。培養後、転写因子 Foxp3 の発現を
解析したところ、内因性のマウス Hsp72存在
下では 0.9％の T細胞しか Foxp3 の発現誘導
が観察されなかったのに対して、外因性の大
腸菌 DnaK存在下では 1.5％の T細胞に発現が
観察された。この分化誘導における差異は、
HSP70 だけでなく、同様に C 末端領域におい
て多様性を示す HSP60においても観察される
ことを見出している。 
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