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研究成果の概要（和文）： 
 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等、自
然免疫の活性化機構は相当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不明の部分が大部分である。  
 本研究はマクロファージや樹状細胞上の extracellular HSP90 受容体遺伝子を同
定し、無菌性炎症の惹起機序や自然免疫から獲得免疫活性化へのあらたな分子機構
を解明するものである。 
 その結果、現在までにいくつもの候補遺伝子がとられた。現在、それらの炎症惹起における
分子病理学的役割りを決定している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 This study was intended to analyze patho-physiologic role of heat shock protein 90 
(HSP90) in the aseptic inflammatory process.  Specifically we tried to identify HSP90 
receptor molecule that is considered to be expressed on inflammatory cells such as 
macrophages and dendritic cells.  We successfully obtained such candidate molecules, and 
it may be possible to regulate the pathologic inflammatory process involving with these 
molecule. 
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１．研究開始当初の背景 
学術的背景 
 我々は熱ショック蛋白質（heat shock 
proteins, HSP）と抗原ペプチドや蛋白質と
の複合体を製作し、マウスに免疫することで、

抗原ペプチド特異的細胞障害性 T 細胞を活
性化できること、また様々な HSP のなかでと
りわけ HSP90 が最もそのような活性が高いこ
とをを示してきた（J. Immunol, in press, 
2009、J. Immunol., 179, 1803, 2007、J. Biol. 
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Chem., 282, 26956, 2007、Eur. J. Immunol 
37:1730, 2007）。この効果は CFA（完全フロ
イドアジュバント）の効果にも匹敵する。 
 その際、抗原提示細胞 APC である樹状細胞
は受容体依存性エンドサイトーシスにより
extracellular に HSP90-ペプチド複合体を取
り込み、その後結合ペプチドを MHC クラス I
経路に提示する。しかしこれまでのところヒ
ト樹状細胞上に発現していると考えられる
HSP90 特異的な受容体は同定されていない。
本研究はヒトの樹状細胞上に発現している
と予想される HSP90 レセプターの cDNA クロ
ーニングを行い、外来性抗原である HSP-ペプ
チド複合体がいかに APC を活性化し、樹状細
胞のなかでいかにクラス Iの経路に入り、プ
ロセッシングを受け CD8T 細胞に HSP90 結合
抗原ペプチドを提示できるのかを解明しよ
うとするものである。 
 
２．研究の目的 
何を明らかにしようとするのか 
 以上のような学術的背景をもとに本研究
では、期間内に以下の 2 点を明らかにする。 
（ア）ヒト APC 上に発現している HSP90 受容
体の遺伝子クローニングを目的とする。発現
クローニングおよびクロスリンカーを用い
た生化学的方法を駆使し、受容体の同定、構
造解析、機能解析を行う。 
（イ）HSP90 受容体の分子病理学的、病態病
理学的解析を行う。特に本研究の新しい知見
にもとづいた無菌性炎症の惹起機構がＴ細
胞ワクチンの応用に新たな基盤を形成する
はずである。 
 
３．研究の方法 
平成 22 年度 
（１）ビオチン化ヒト HSP90 の作製と樹状細
胞上に発現する HSP90 レセプターの cDNA ク
ローニング 
①精製ヒト HSP90 を用いてビオチン化 Hsp90
を作成する。 
②HSP90 を結合し取り込むことが証明されて
いる、GM-CSF によって誘導されたヒト末梢血
単球由来の樹状細胞より cDNA ライブラリー
を調整し、これを COS-7 細胞に一過性発現さ
せる。これらの細胞にビオチン化 HSP90 を添
加し、セルソーターにより HSP90 結合細胞を
ソーティングする。数回のソーティング操作
後プラスミド DNA を回収し、cDNA を得て、遺
伝子を同定する。 
③上記により得られた遺伝子を COS-7 細胞に
遺伝子導入し、ビオチン化 HSP90 との結合を
最終的に確認する。 
 
（２）レセプター媒介性エンドサイトーシス
の電子顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡
による観察 

①レセプター媒介性エンドサイトーシスに
よる HSP の取り込みの経過につき、まず
Alexa488ラベルしたHSP90を樹状細胞にパル
スした後、その動態を共焦点レーザー顕微鏡
を用いて観察する。 
②その time course を把握した上で、次に金
コロイド粒子を結合した HSP90 を樹状細胞に
パルスした後、電子顕微鏡を用いてレセプタ
ー媒介性エンドサイトーシスの経過を経時
的に観察する。この金コロイド結合 HSP90 の
樹状細胞内での局在を観察する。 
 
平成 23 年度 
（３）HSP90 受容体に対する単クローン抗体
の作製 
 上記により HSP90 受容体として同定した遺
伝子から、リコンビナント蛋白質を作製し、
マウスに免疫し、ハイブリドーマを作製し、
抗 HSP90 受容体抗体を樹立する。 
（４）エンドサイトーシス後の HSP90-HSP90
受容体の運命の検討 
 HSP90-ペプチド複合体は受容体依存性エ
ンドサイトーシスにより抗原提示細胞内に
取り込まれるが、その際、受容体とリガンド
である HSP90-ペプチド複合体の解離と、それ
に続く受容体と HSP90 の選別輸送が行われる
ものと考えられる。これが樹状細胞のどの細
胞内小器官で行われるのか、検討する。具体
的には、GFP 発現ベクターに HSP90 受容体遺
伝子を組み込んだレトロウイルスベクター
を作製し、樹状細胞に発現させる。これにビ
オチン化 HSP90 を添加することで、GFP-HSP90
受容体-ビオチン化 HSP90 が形成され、エン
ドサイトーシスに引き続く細胞内でのリガ
ンド・受容体の動態を共焦点レーザー顕微鏡
でリアルタイムに観察する。 
 
（５）CTL 応答と炎症性疾患の解明、臨床応
用（癌ワクチン等） 
 HSP90 受容体が同定された場合、HSP90a 無
菌性炎症での役割を炎症の動物モデルで解
析する。すなわち同定されたリセプターを介
した炎症反応の免疫学的な様々な特徴を決
定する。また HSP90 の結合基質抗原の MHC ク
ラス I分子へのクロス提示能を利用した癌ワ
クチンへの応用も HSP90 の結合部位を同定し、
またこの受容体を利用して可能かどうか決
定し、最終的には臨床応用をめざす。 
 
４．研究成果 
 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等、
自然免疫の活性化機構は相当部分明ら
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
まだ不明の部分が大部分である。我々は
このようないわば無菌性炎症の惹起に



 

 

関る内因性リガンドとして組織壊死や
細胞死により遊離、放出された
extracellular HSP （熱ショック蛋白質
）90が重要な機能を行うことを研究した
。 

 その結果、現在までにいくつかの候補遺伝
子がとられた。これらには酸化ストレス応答
遺伝子の一群などが含まれていた。現在、そ
れらの炎症惹起における分子病理学的役割
りを決定している。これらの分子は低酸素反
応など、無菌性炎症を含む炎症病態の惹起機
構に深く関与する可能性が考えられた。 
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国内外の別：国内 
 
他 3件 



 

 

 
○取得状況（計 0件） 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://web.sapmed.ac.jp/patho1/index.ht
ml 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 
 佐藤 昇志（SATO NORIYUKI） 
札幌医科大学・医学部・教授 

 研究者番号：50158937 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 


