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研究成果の概要（和文）：小胞体タンパクカルレティキュリン（CRT）の抗がん剤処理による細胞表面への移行メカニ
ズムを明らかにするため、抗がん剤ミトキサントロン（MIT）で処理したHT29細胞の細胞表面CRTを解析した。その結果
細胞膜上のCRTが二相性の増加を示すことをタンパク質レベルで明らかにし、前期の反応は小胞体ストレス、活性酸素
とcaspase8の活性化、後期の反応はアポトーシスを介したものであることを明らかにした。さらに遺伝子導入により蛍
光タンパクmAG1標識CRTを持つ細胞株を作成し、MITにより小胞体のCRTが細胞内で凝集し、細胞膜へ局在化することを
共焦点レーザー顕微鏡を用いて細胞内で確認した。

研究成果の概要（英文）：To clarify the transition mechanisms of calreticulin (CRT) from ER to cell 
surface in anti-cancer drug-treated tumor cells, the expression levels of CRT on the plasma membranes of 
mitoxantrone or oxaliplatin -treated human colon cancer cell line HT29 cells were estimated. It revealed 
that the CRT on the cell membrane exhibits increased biphasic at the protein level, and the increase of 
early phase was result by ER stress, ROS and activation of caspase8, the increase of late phase was 
concerned with apoptosis. Furthermore, mAG1-labelled CRT transfected HLF cells (HLF-ER-mAG1-CRT-KDEL 
cells) were prepared, and analyzed by confocal laser microscope for localizes changes of CRT. It was 
confirmed that mAG1-CRT were aggregated and translocated from the ER to plasma membrane, in mitoxantrone 
or ER stress -inducing agents thapsigargin treated HLF-ER-mAG1-CRT-KDEL cells.

研究分野：免疫学、細胞生物学

キーワード： カルレティキュリン　小胞体ストレス　アポトーシス　抗がん剤　貪食
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１．研究開始当初の背景 
体内では健常人でも毎日多数の腫瘍細胞
が発生しているが、自然免疫と獲得免疫から
なる「腫瘍免疫」の働きにより腫瘍細胞を破
壊して増殖を抑制している。自然免疫系の主
役となるのが NK細胞であり、これまで研究
代表者はその細胞傷害活性の調節について
解析を行ってきた①。しかしこの機構を回避
して増殖し「がん」となった腫瘍細胞を排除
するためには、より強力な獲得免疫系の活性
化が必要となる。獲得免疫の誘導は樹状細胞
やマクロファージなどの抗原提示細胞によ
ってひきおこされ、さまざまな方法による人
為的な抗原提示を介した獲得免疫の活性化
は、近年「がん」患者の免疫賦活療法にも応
用されてきた。獲得免疫の活性化は、抗原提
示細胞が貪食した腫瘍細胞の持つ抗原ペプ
チドの提示により決定されることから、抗原
提示細胞による腫瘍細胞の貪食は「腫瘍免疫」
において特に重要であると考えられる。 
細胞の貪食には貪食の目印となるいわゆ
る”eat-me シグナル”とよばれる正常細胞に
はない分子の発現がアポトーシス誘発細胞
で認められており、研究代表者はこれまでに、
アシアロ糖鎖発現の増加②、ガングリオシド
GM3 の増加③、Lewis Xおよび Lewis Y型糖
鎖の発現増加④, ⑤をアポトーシス誘発細胞上
で認め報告してきた。さらに近年、抗がん剤
によりアポトーシスを誘発した細胞におけ
る細胞内局在タンパク（カルレティキュリン
（CRT）、カルネキシン、LAMP-1、LAMP-2）
の細胞表面への移行による発現増加につい
ても報告し⑥、細胞内タンパクが細胞表面に
表出することで”eat-me シグナル”として貪
食の認識に関与する可能性を示した。 
細胞内小胞体の内腔に存在する CRT はシ
ャペロンタンパク質であり、小胞体における
タンパク質フォールディングの制御を行っ
ている。しかしアポトーシスを誘発した細胞
では、CRTがホスファチジルセリン (PS) と
ともに細胞膜ラフトに移行し、 “eat me 
signal’’ としてアポトーシス細胞の速やか
な貪食除去に関与することが報告されてい
る⑦。これまでに研究代表者は、大腸がん細
胞株 HT-29 細胞を機序の異なる 2 種類の
抗がん剤（白金製剤オキサリプラチン
（L-OHP）、アントラサイクリン系抗がん剤
ミトキサントロン（MIT））で処理した実験
で、細胞表面 CRT にアポトーシスより早期
に発現増加することを認め、この細胞表面 
CRT の発現増加がアポトーシスとは別の機
構により起こる可能性を示している⑥。これ
まで報告されてきた CRT を発現した腫瘍細
胞の貪食は、PS とともにラフトに移行した
CRTについてのものがほとんどであり、これ
は主にアポトーシスに関与する CRT 発現増
加についての内容と考えられた。しかしアポ
トーシスと異なったメカニズムで早期に起
こるこの CRT 発現増加については、その存
在様式や貪食に対する関与など不明な点が

多かった。 
 
２．研究の目的 
抗がん剤処理によりアポトーシスを誘発
した腫瘍細胞では、早期に小胞体内の CRT
が細胞表面に移行することが確認されてい
る⑥。この腫瘍細胞表面に認められる CRTの
新たな発現と増加は、マクロファージや樹状
細胞による貪食を介して がん特異抗原の提
示、T 細胞の活性化など一連の免疫応答の調
節に寄与している点で重要であるが、そのメ
カニズムに関しては不明なことが多かった。
そこで本研究では、抗がん剤処理された腫瘍
細胞における CRT の細胞表面への移行メカ
ニズムと細胞表面における存在様式を解析
し、腫瘍細胞の貪食除去における細胞表面
CRT の役割を明らかにすることを目的とす
る。本研究の結果は、より効率の良い免疫賦
活療法の構築だけでなく、免疫賦活活性をあ
わせ持った新たな抗がん剤研究の発展に寄
与することが期待される。 
 
３．研究の方法 
（１）抗がん剤処理により細胞表面に移行し
た CRTの解析 
 抗がん剤による CRT の細胞表面発現の増
加とその機構を明らかにするため、実験系に
は大腸がん細胞株HT29細胞と誘発機序の異
なる抗がん剤（白金製剤オキサリプラチン
（L-OHP）、アントラサイクリン系抗がん剤
ミトキサントロン（MIT））を用い、細胞表
面に発現するCRTを蛍光標識抗体で染色後、
フローサイトメトリーにより発現変化を解
析した。また反応後の各細胞から形質膜タン
パクを抽出し、含まれる CRT をウェスタン
ブロットで解析し、細胞表面に移行した CRT
をタンパクレベルで確認した。 
 
（２）細胞表面 CRT の発現増加と小胞体ス
トレスの関係についての解析 
抗がん剤処理早期における CRT の細胞表
面への移行に関する機構を明らかにするた
め、細胞表面 CRT の発現増加と小胞体スト
レスの関係について解析を行った。①使用し
た抗がん剤による小胞体ストレスを確認（各
抗がん剤で処理したHT29細胞内における翻
訳開始因子 eIF2αのリン酸化の解析）②小胞
体ストレスによる CRT 移行の確認（小胞体
ストレス誘発剤ツニカマイシン（Tun）、タプ
シガルギン(Tpg)、リン酸化 eIF2α の脱リン
酸化を抑制することで eIF2α のリン酸化を
高める トートマイシン(Taut)による細胞表
面 CRT 増加の解析）を行った。また、小胞
体ストレスに関連する他の因子として μ-カ
ルパイン、小胞体膜に存在し μ-カルパインに
より活性化されるカスパーゼ 12、ミトコンド
リアから放出される活性酸素種 (ROS) にも
着目し、各分子の活性阻害剤を用いることに
より、抗がん剤処理による細胞表面 CRT 発
現に対する各分子の関与について解析した。
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