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研究成果の概要（和文）：無菌性炎症の惹起に関わる内因性リガンドとして、組織壊死・細胞死により遊離・放出され
る細胞外の熱ショック蛋白質HSPが樹状細胞を介して自然免疫を活性化し、無菌性炎症を惹起することが知られている
。我々は樹状細胞表面上に発現していると予想されるHSP受容体の同定を行い、樹状細胞表面上のHsp90会合分子として
ERO1-αを同定した。ERO1-αは元来小胞体に存在する酸化酵素であるが、樹状細胞の小胞体および細胞表面において低
酸素環境や炎症に伴う細胞周囲環境ストレスによりその発現が増加することを明らかにした。さらにこの細胞表面のER
O1-αは細胞外のHsp90と会合することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Extracellular heat shock proteins (HSPs) have been shown to initiate an aseptic 
inflammation via an activation of antigen presenting cells including dendritic cells. Moreover, we have 
shown that extracellular Hsp90-antigen complex is efficiently cross-presented by dendritic cells and 
stimulates antigen-specific T cells. Thus, extracellular Hsp90 plays a crucial role in the activation of 
innate immunity and adaptive immunity. In this study, we have identified ER-resident oxidase ERO1-α as a 
candidate of Hsp90 receptor. The cell surface expression as well as ER expression of ERO1-α was 
augmented when dendritic cells were exposed to hypoxia and oxidative stress caused by H2O2 treatment. 
Extracellular Hsp90 bound to ERO1-α expressed on the cell surface of dendritic cells. We are currently 
investigating whether ERO1-α-bound Hsp90 is endocytosed and activates dendritic cells. These results 
will explain how endogenous extracellular HSPs impact on the inflammation and immunity.

研究分野：病理学
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１．研究開始当初の背景 
感染症における LPS など外因性リガン
ドによるマクロファージや樹状細胞など
自然免疫活性化機構は大部分明らかにさ
れた。しかし内因性リガンドによる炎症
惹起や自然免疫活性化機構はまだ大部分
が不明のままである。我々は、このよう
な無菌性炎症の惹起に関わる内因性リガ
ンドとして、組織壊死や細胞死により遊
離・放出される細胞外の熱ショック蛋白
質 HSP (extracellularHSP) は、自然免
疫を活性化し、無菌性炎症を惹起するこ
とが知られている。この際、マクロファ
ージや樹状細胞を含む抗原提示細胞が細
胞外のHSPを結合・取り込むことにより、
これらの抗原提示細胞の活性化や様々な
サイトカイン産生が誘導される。特に細
胞外に投与された Hsp90 (exHsp90) は
樹状細胞への結合・取り込み効率が高く、
さらに抗原提示を促進して獲得免疫の活
性化を増強することや無菌性炎症の惹起
に関わることを我々は報告してきた。し
かし、Hsp90の特異的レセプターは未だ
同定されていない。本研究では、無菌性
炎症に関わるヒト樹状細胞上の Hsp90
レセプターを同定することで、自然免疫
活性・無菌性炎症惹起の分子メカニズム
を解明することである。 

 
２．研究の目的 
ヒト樹状細胞上の Hsp90 レセプター遺
伝子を同定することで、自然免疫活性
化・無菌性炎症惹起の分子メカニズムを
解明することで、自然免疫から獲得免疫
活性化へのあらたな分子免疫学的機構を
解明するものである。 

 
３．研究の方法 
 (1) 細胞外 Hsp90 レセプターのクローニン
グ 
 ビオチン化ヒトHsp90の作製と樹状細胞上
に発現する細胞外 Hsp90 レセプターの cDNA
クローニングを行う。 
(2) Hsp90 レセプターに対する単クローン
抗体の作製 
(3)  エンドサイトーシス後の細胞外
Hsp90-Hsp90 レセプターの運命を共焦点レー
ザを用いて検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 平成 24年度 
①細胞外 Hsp90 (exHsp90) レセプターのク
ローニング 
HeLa細胞から精製したヒトHsp90を常法に
従い、ビオチン化した。GM-CSFを用いてヒ
ト末梢血単球から誘導した樹状細胞から
oligo dTを用いてpoly A (+) RNAを精製した
のち、Superscript IIを用いて RT-PCRを行
った。cDNA合成キットを用いて cDNAを精
製後、λZAPIIベクターにライゲーションし
た。これをXL-1 Blueに transformationし、
platingした。200万 pfuの cDNAライブラ
リーを作成した。この cDNAライブラリーを
cos7 細胞に一過性発現させ、ビオチン化
Hsp90 との結合性をフローサイトメーター
にてスクリーニングした。cDNA を 50 万ク
ローンスクリーニングしたところ、以下の候
補遺伝子を同定した。すなわち、VDAC2,  
Timp3 (matrix metalloproteinase inhibitor 
3), -tubulin, lamin B, Chicitase ３であ
った。しかし、細胞表面分子は含まれておら
ず、レセプターの可能性は低いと考えられた。

そのため、平成 25 年度においては、もう 1
つのストラテジーである、レトロウイルスラ
イブラリーとパンニング法を用いて、Hsp90
レセプター発現クローニングを行う方針と
した。 
② レセプター媒介性エンドサイトーシスの
共焦点顕微鏡による観察 
 Alexa４８８で標識したヒトHsp90を用い
て、ヒトの樹状細胞によるエンドサイトーシ
スと細胞内局在を観察した。取り込まれた
exHsp90 は初期エンドソームに特異的にか
つ長時間貯留（〜3時間）を示した。 
(2) 平成２５年度 
① 細胞外 Hsp90 (exHsp90) レセプターの
クローニング 
 平成２５年度は、マウス未熟樹状細胞から
cDNAライブラリーを調整し、レトロウイル
スベクターpLIB にクローニングした。約１
０万クローンのライブラリーをPLAT-E細胞
に導入し、その４８時間後の培養上清を回収
し、マウス形質細胞腫である P3U1に感染さ
せた。これを Hsp90 をコーティングしたプ
レートに添加し、パニング法を用いて、付着
細胞由来のコロニーを１０個以上得た。この
細胞から、cDNAライブラリー由来の遺伝子
を PCR を用いて増幅し、シークエンスを行
った。その結果、ERO1-αを同定した。この
ERO1-αは小胞体局在蛋白質であることが
知られているが、小胞体局在シグナルを持た
ない分子であり、細胞膜あるいは分泌されう
る可能性が考えられた。そこで、受容体とし
て機能するか、まず細胞表面上の発現の有無
を確認した。ERO1-αの組換え蛋白質を作製
し、マウスに免疫し、単クローン抗体を作製
した。この抗体を用いて、樹状細胞表面での
発現を検討すると、確かに細胞表面での発現
を認めた。ERO1-αは、マウスとヒトのアミ
ノ酸レベルで、79.8 ％の高い相同性を持つた
め、本抗体を用いて、ヒト樹状細胞において
も受容体として機能しているか、検討する予
定である。 
② exHsp90 のレセプター媒介性エンドサイ
トーシス 
 Alexa488で、蛍光色素標識したHsp90を
マウス樹状細胞に添加して、その細胞内局在
を時空間的に解析した。その結果、exHsp90
は、初期エンドソームに貯留後、時間経過と
ともにエンドソームを脱出し、プロテアソー
ムと共局在することが示された。抗 Hsp90
抗体を用いた結果から、exHsp90のエンドソ
ーム脱出には、内在性の Hsp90 が重要な役
割を果たしていることが示された。 
(3) 平成２６年度 
前年度までの研究により、樹状細胞表面上の
Hsp90 受容体候補分子として ERO1-αを同
定した。ERO1-αは元来小胞体に存在する酸
化酵素であるが、樹状細胞の小胞体および細
胞表面において炎症に伴ってしばしば認め
られる組織の低酸素環境ストレスによりそ
の発現が増加することを明らかにした。さら
に興味深いことに ERO1-αはその発現増加
に伴い、細胞外へ分泌された。共焦点顕微鏡
を用いた ERO1-αの局在は、steady stateの
樹状細胞では大部分は小胞体に存在するが、
低酸素培養下では、ゴルジ体への移行が多く
認められ一部は細胞表面上に発現した。すな
わち低酸素刺激のような発現増強した場合、
ERO1-αは分泌経路に入っているものと考
えられた。これは、ERO1-αの小胞体局在は
ERp44 との結合によるが、ERp44 は低酸素
誘導性を示さないため ERO1-αの発現増加
に伴い free の ERO1-αが増加するためであ



ることを明らかにした。そして質量分析によ
り細胞外に分泌された ERO1-αには Hsp90
が結合していることが示された。ERO1-αは、
細胞内に存在する酸化酵素のなかでも最も
酸化能が高いことが知られている。また
ERO1-αが基質蛋白質を酸化する際には、多
量の活性酸素種 (ROS)が産生されることが
知られている。そこで、293T細胞に ERO1-
αを過剰発現させた細胞株を樹立し、培養上
清から ERO1-α-Hsp90複合体を精製し、樹
状細胞に添加したところ、ERO1-α-Hsp90
複合体は樹状細胞にエンドサイトーシスに
より取り込まれた。この際、抗 ERO1-α抗体
処理での樹状細胞への取り込みは抑制され
なかった。現在、ERO1-α-Hsp90 複合体に
よる樹状細胞活性化とMHC class Iの発現増
加をみており、その分子メカニズムを解析中
である。 
(4) 結論 
本萌芽研究により、樹状細胞表面上のHsp90
受容体候補分子として ERO1-αを同定した。
ERO1-αは元来小胞体に存在する酸化酵素
であるが、樹状細胞の小胞体および細胞表面
において低酸素環境や炎症に伴う細胞周囲
環境ストレスによりその発現が増加するこ
とを明らかにした。さらに興味深いことにこ
の ERO1-αは発現増加に伴い、細胞外へ分泌
された。これは、ERO1-αの小胞体局在は
ERp44 との結合によるが、ERp44 はストレ
ス応答を示さないため ERO1-αの発現増加
に伴い free の ERO1-αが増加するためであ
ることを明らかにした。 
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