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研究成果の概要（和文）：本研究では、大腸菌を用いて組換えイヌHSP70タンパク質を作製し、イヌ乳腺腫瘍細
胞株のライセートを用いてプルダウンアッセイを実施した。SDS-PAGEで出現したシグナルからタンパク質を抽出
し、アミノ酸シークエンスを行ったところ、複数のタンパク質を同定することができた。その中から細胞分裂に
関連するcyclinB1に着目し、大腸菌を用いて組換えタンパク質を作製した後にイヌHSP70タンパク質との結合性
を検討したが、ゲル内免疫沈降法では結合性を確認することができなかった。今後、動物細胞を用いた組換えタ
ンパク質を用いるなど、更なる検討が必要であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, recombinant canine HSP70 protein was produced by E. coli and 
pull-down assay was performed using lysate from a canine mammary tumor cell line. By SDS-PAGE 
analysis, proteins which were able to bind with HSP70 were separated and extracted from the gel. 
Some proteins were identified by amino acid sequencing. Among the candidate proteins, we focused on 
cyclinB1 which is related to cell division. The binding property to canine HSP70 protein was 
examined after producing a recombinant cyclinB1 protein using E coli system, but its property could 
not be confirmed by the gel immunoprecipitation method. Further studies such as the use of 
recombinant proteins derived from animal cells were considered.

研究分野：獣医腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
小動物獣医療における腫瘍抗原の研究報告は極めて少なく、腫瘍抗原を用いた診断法や免疫療法は未だ開発され
ていない。本研究で見出されたイヌHSP70と結合するタンパク質の複合体は、樹状細胞に結合することが予測さ
れ、更に強力な腫瘍免疫反応を誘導する可能性がある。今後、in vitroおよびin vivoでの実験により検討を続
ける必要がある。近年、動物とヒトの比較腫瘍学が注目されており、自然発症し、生物学的挙動がヒトのものと
類似しているイヌの乳腺腫瘍は恰好の臨床モデルである。得られた知見を人医療へ還元できれば更に大きな成果
となることが予想される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 
腫瘍抗原は癌細胞において特異的あるいは過剰に発現するタンパク質である。細胞質内や細胞膜表面

での発現、末梢血中への放出が報告されており、腫瘍診断マーカー、癌ワクチン、免疫療法、標的治療

薬などの開発に必須の分子として、近年、精力的な研究が展開されている（下図参照）。しかし、人医療

と比較し、獣医療では腫瘍抗原に関する報告が極めて少ない。本研究グループは、これまでの研究にお

いて、cDNA発現ライブラリーと腫瘍罹患犬血清を用いた免疫学的スクリーニングを実施することにより、

イヌの乳腺腫瘍に発現する腫瘍抗原を同定し報告した (Furuya M. et al. Vet. Comp. Oncol. 13(3):194-

202, 2015; Okada S. et al. Vet Immunol. Immunopathol. 167(3-4):139-146, 2015)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 熱ショックタンパク質（Heat shock protein: HSP）は様々な外的刺激によって変性したタンパク質の凝集

を防ぎ、さらに変性タンパク質のリフォールディングを行うことによって、細胞を種々のストレスから防御

する分子シャペロンとして働いている。分子量によって、HSP33、HSP60、HSP70、HSP90、HSP100 のフ

ァミリーに分類され、それぞれが単独もしくはコシャペロンとして正常細胞の恒常性に寄与している。

HSP70 は、ATP 依存型の分子シャペロンであり、細胞内で合成されたタンパク質と結合し、フォールディ

ング・リフォールディングを行うだけでなく、複合体として細胞膜外へ輸送する機能を有している。近年、

HSP70 はヒトの様々な腫瘍細胞内で強発現していることが報告され、複数のアポトーシス関連タンパク

質のフォールディングを行い、主にアポトーシスを抑制することで，腫瘍細胞の増殖や抗腫瘍薬への抵

抗に関与していると考えられている（Rerole A.L. et al. Cancer Res. 71(2):484-495, 2010）。また、前述の

ように HSP70 は細胞内の様々なタンパク質と結合し、複合体として細胞外へ輸送する機能を持ち、担癌

モデル動物では血中の HSP70 濃度が上昇することが報告されている（Mambula S.S. et al. J. Immunol. 

177:7849-7857, 2006）。 

HSP70 と他のタンパク質との複合体は、抗原提示細胞に取り込まれ、リソソームにおける分解を経て

MHC クラスⅡ分子として抗原提示されるだけでなく、cross presentation と呼ばれる特徴的な機構により

MHCクラスⅠ分子上にも抗原提示され、特に腫瘍免疫において重要な役割を担っていることが知られて

いる（Dadd K. et al. Oncogene 34:1312-1322, 2015）。したがって、HSP70 に結合する新規の腫瘍抗原は、

強力な腫瘍免疫反応を誘導できる可能性がある。 
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2. 研究の目的 

 伴侶動物の腫瘍性疾患における HSP70 の発現に関する報告は少ないが、イヌの乳腺腫瘍では

HSP70 が強発現していることが報告されている（Badowska-Kozakiewicz A.M. et al. Pol. J. Vet. Sci. 

15(2):209-214, 2012）。そこで、本研究では、雌イヌで好発する乳腺腫瘍を対象に HSP70 に結合する腫

瘍抗原を同定し、その抗原を標的とした新たな診断法や治療法の開発を目的とし、研究を実施した。 

 

3. 研究の方法 

本研究の最終目標は、HSP70 および HSP70 に結合する分子との複合体を用いた診断法ならびに免疫

療法の開発である。下図に研究方法の概略を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

本研究では、イヌ HSP70 をターゲットとした診断法および治療法の開発を目的とした。 

以下に研究期間内における具体的な研究計画を示す。 

①組換えイヌ HSP70 タンパク質の作製と精製 

②抗イヌ HSP70 抗体の作製 

③乳腺腫瘍罹患犬の血液中における HSP70 の測定と診断マーカーとしての有用性の検討 

④イヌ HSP70 に結合する分子の同定と乳腺腫瘍における発現動態の解析 

⑤HSP70 および HSP70 複合体による樹状細胞刺激と腫瘍免疫反応の強化を検討 

 
4. 研究成果 

① 組換えイヌ HSP70 タンパク質の作製と精製 

 GST 融合組換えタンパク質を発現するベクター、pGEX6p-1 にイヌ HSP70 の全長塩基配列をサブクロ

ーニングし、塩基配列を確認した。この発現ベクターを大腸菌 BL21(DE3)pLysS 株に導入し、IPTG 添加

により、組換えタンパク質を誘導発現させた。アフィニティクロマトグラフィーによって精製した後、GST タ

グを切断することで、組換えイヌ HSP70 タンパク質を得た。組換えイヌ HSP70 タンパク質は熱変性した

ルシフェラーゼタンパク質を再活性化できる生理活性を有していることが明らかになった（第 160 回日本

獣医学会学術集会において発表）。 

 

② 抗イヌ HSP70 抗体の作製 

 組換えイヌ HSP70 タンパク質をウサギに免疫し、イヌ HSP70 に対する血中抗体価の上昇が認められ

た段階で全採血を行い、ウサギ抗イヌ HSP70 抗体を得た。ウエスタンブロッティングにより、イヌ HSP70

を認識することを確認した。 

 

③ 乳腺腫瘍罹患犬の血液中における HSP70 の測定と診断マーカーとしての有用性を検討 

組換えイヌ HSP70 タンパク質の作製 

腫瘍診断マーカーの開発 HSP70 に結合する 

腫瘍抗原の同定 

HSP70 と腫瘍抗原複合体に

よる腫瘍免疫反応の誘導 



 マウスなどの実験動物モデルやヒトと同様に、乳腺腫瘍に罹患したイヌでは血中に HSP70 が放出され

る可能性がある。②で作製したポリクロ―ナル抗体を用いて、ELISA の系を構築する予定であったが、

疾患犬の血液サンプルの数が十分に集積できなかったため、血中 HSP70 濃度が診断マーカーとして有

用かどうか検討するには至らなかった。 

 

④ HSP70 に結合する腫瘍抗原の同定 

①で作成した GST融合イヌ HSP70 タンパク質とイヌ乳腺腫瘍細胞株のライセートによるプルダウンア

ッセイを実施した。すなわち、イヌ HSP70 と結合するタンパク質を複合体の形でGST カラムを用いて精

製し、SDS-PAGE により解析した。SDS-PAGE で出現したシグナルの位置のゲルからタンパク質を抽

出・精製し、アミノ酸シークエンスを行ったところ、細胞分裂に関連する cyclinB1、細胞骨格タンパクであ

る vimentin、myosin-9、actin を同定した。特に細胞分裂に関連する cyclinB1 に着目し、大腸菌を用いて

組換えタンパク質を作製した後にイヌ HSP70 との結合性を検討したが、ゲル内免疫沈降法では結合性

を確認することができなかった。今後、動物細胞を用いた組換えタンパク質を用いるなど、更なる検討が

必要であると考えられた。 

 

⑤HSP70 および HSP70 複合体による樹状細胞刺激と腫瘍免疫反応の強化を検討 

 ④の実験において成果が得られなかったため、研究期間内において実施することができなかった。 
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