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研究成果の概要： 
 機能改変タンパク質および DNA ワクチンの両アプローチを基盤とした包括的抗腫瘍免疫治

療システムの開発を試みた。熱ショックタンパク質 Hsp70 と卵白アルブミンの代表的な抗原エ

ピトープから、新規 Hsp70 融合タンパク質を設計した。Hsp70 融合タンパク質、あるいはこれ

を発現するプラスミドベクターを投与することで、高い抗原特異的免疫応答の誘導に成功した。

Hsp70 融合タンパク質発現ベクター投与群では、腫瘍生着も効率的に拒絶され、抗腫瘍免疫治

療システムとしての有用性が示された。 
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１．研究開始当初の背景 
癌の免疫療法において有効な抗腫瘍ワク

チンを開発するためには、腫瘍抗原特異的な
CD8陽性T細胞すなわち細胞障害性Tリンパ
球（cytotoxic T cell; CTL）の効率的な誘導が
可能な方法論の確立が最も重要な因子とな
る。しかしながら、ワクチンの形で生体に投
与した抗原は、通常、抗原提示細胞（APC）
により外来性抗原としてエンドサイトーシ
ス経路により処理され、エピトープペプチド

は主要組織適合遺伝子複合体（MHC）クラス
II 分子上に提示され、CTL の誘導に必要な
MHC クラス I 分子にはほとんど提示されな
い。従って、高い CTL 活性を誘導しワクチン
療法を成功させるためには、ペプチド、タン
パク質、遺伝子等の形でワクチンとして投与
した抗原を積極的に APC の細胞質内に送り
込みプロテアソーム・TAP経路を介してMHC
クラス I 分子上に効率よく提示させること、
所謂クロスプレゼンテーションを高効率で
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惹起できるデリバリーシステムの確立が必
須である。現在までに、国内・国外を問わず
抗原ペプチド／アジュバント複合体、微粒子
性キャリアー、融合タンパク質、DNA ワクチ
ン、樹状細胞などを用いた種々のアプローチ
が検討されているが、未だ十分な治療効果が
得られる抗原デリバリーシステムは確立さ
れていない。 
一方、近年の免疫学の進展により、高い

CTL 活性を得るためにはヘルパーＴ細胞
（CD4 陽性 T リンパ球）を同時に活性化させ
ることの重要性が指摘されている。このこと
は、MHCクラス IエピトープのみならずMHC
クラス II エピトープをも APC に効率的にデ
リバリーすることが重要であることを意味
する。申請者のグループは、これまで種々の
評価系が確立されている卵白アルブミン
（OVA）をモデル抗原に取り上げ、タンパク
質の化学修飾および DNA ワクチンのデリバ
リーシステムの開発に取り組んできた。そこ
で本研究では、以上の研究背景を踏まえ、機
能改変タンパクおよび DNA ワクチンの両ア
プローチを基盤とした包括的抗腫瘍免疫治
療システムの開発を試みることを計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、代表的な熱ショックタンパク
質である heat shock protein 70（Hsp70）を基盤
とした機能改変タンパク質および DNA ワク
チンの２つのアプローチを同時に取り上げ、
両者の総合的な評価を通じて MHC クラス I
エピトープおよびクラス IIエピトープのデリ
バリーが最適化できる包括的抗腫瘍免疫治
療システムの開発を行なう。 
 
３．研究の方法 
(1)機能改変型Hsp70－モデル抗原結合体の開
発：APC にエンドサイトーシスにより取り込
まれた後、エンドソーム内の酸性条件下にお
いて、プロトンスポンジ効果により積極的に
細胞質に漏出し、クラス I 経路を介した効率
的な提示が期待できるものとして 25 残基ま
たは 50 残基のポリヒスチジンを融合させた
機能改変型 Hsp70 発現ベクターpHis25-Hsp70
および pHis50-Hsp70 を作製した。またモデ
ル抗原としては、これまでの研究で豊かな情
報が蓄積され、種々の評価系が確立されてい
る卵白アルブミン（OVA）の代表的なクラス
I エピトープペプチド（pepI, OVA257-264; 
SIINFEKL）およびクラス II エピトープペプ
チド（pepII, OVA323-339; ISQAVHAAHAEIN- 
EAGR）を選択した。これらに対応する配列
をN末あるいはC末に組み込んだベクターを
同様に作製した。別途、両ペプチドを融合し
た PepII-Hsp70-PepI も併せて作製した。各融
合タンパク質は大腸菌で大量調製した。また、
各融合タンパク質を発現するプラスミドベ

クターについても、pcDNA3.1 を元に作製し
た。 
(2) 細胞取り込み：マウス樹状細胞株 DC2.4
細胞を用い、各種機能改変型 Hsp70 誘導体の
細胞取り込みを 111In 評者標識体を用いて評
価した。また、蛍光標識抗 Hsp70 抗体を用い
て共焦点レーザー顕微鏡による観察を行な
い、細胞内局在についても評価し、各融合タ
ンパク質の細胞取り込み特性を明らかにし
た。 
(3) 抗原提示：OVA のクラス I エピトープペ
プチドおよびクラス IIエピトープペプチドを
それぞれ特異的に認識するT細胞ハイブリド
ーマ CD8OVA1.3 細胞および DO11.10 細胞を
用いた。各機能改変タンパクを樹状細胞に取
り込ませた後、抗原刺激により各ハイブリド
ーマより産生される IL-2 を ELISA で測定す
ることにより各機能改変タンパクの MHC ク
ラスⅠおよびクラスⅡ提示能を同時に評価
した。プラスミドを用いた遺伝子導入後の抗
原提示に関しても同様に検討した。 
(4) 抗腫瘍免疫効果：各 Hsp70 融合タンパク
質を皮内投与することにより免疫を行い、免
疫したマウスより一定の期間毎に血液を採
取し、抗体産生を ELISA により測定した。免
疫したマウスから脾臓細胞を単離し、CTL 活
性を調べることで、ワクチン効果を総合的に
判定した。別途、各 Hsp70 融合タンパク質で
免疫したマウス背部皮下に、EG.7 細胞（OVA
発現 EL4 細胞）を移植し、腫瘍増殖抑制およ
び生存日数延長を観察し、予防的効果を評価
した。 
 
４．研究成果 
(1) Hsp70 融合タンパク質の細胞取り込み： 
Hsp70、Hsp70-pepI、His25-Hsp70-pepI はほぼ
同程度の取り込み量を示し、その取り込み量
は OVA と比較して高かった。これら Hsp70
融合タンパク質の細胞取り込みは、非標識
Hsp70 により有意に減少し、Hsp70 レセプタ
ーを介した取り込みであることが示唆され
た。また、His25-Hsp70-pepI、His50-Hsp70-pepI
では細胞全体に強い蛍光が観察され、His 融
合による細胞質への移行促進が確認された。 
(2) 抗原提示：OVA の代表的エピトープ
SIINFEKLとMHCクラス I複合体を特異的に
認識し、IL-2 を産生する CD8OVA1.3 細胞を
用いて、MHC クラス I による抗原提示能を検
討した結果、His25-Hsp70-pepI は Hsp70-pepI
と比較して、有意に高い IL-2 産生を示した。
一方、His50 を融合させた Hsp70 融合タンパ
ク質は、著しく抗原提示能が低下することが
示された。各種阻害剤を用いた検討から、こ
れら融合タンパク質の抗原提示には、
proteasome に依存した提示経路が主に関与し
ていることが示された。一方、MHC クラス
II における抗原提示能の検討では、pepII を組



 

 

み込んだ Hsp70 融合タンパク質が、非常に効
率よく pepII を抗原提示することが明らかと
なった。 
(3) OVA 特異的免疫応答：Hsp70-抗原融合タ
ンパク質によって免疫したマウスより採取
した脾臓細胞を effector 細胞として、OVA を
抗原としてもつモデル腫瘍細胞である EG7
細胞と、OVA を抗原として持たないコントロ
ール細胞である EL4 細胞を target 細胞として
用い、51Cr release assay を行った。いずれの群
においても、EL4 細胞に対する反応はほとん
ど認められなかったのに対し、EG7 細胞に対
してはHis25-Hsp70-pepI投与群が高いCTL活
性を示した。また、pepII 融合 Hsp70 に関し
ても、pepII-Hsp70-pepI 投与群は Hsp70-pepI
投与群と比較して、非常に高い CTL 活性を示
した。その一方で、 pepII のみを有する
pepII-Hsp70 投与群では全く CTL 活性が認め
られず、CTL 誘導における pepI の必要性が再
確認された。 
(4) 抗腫瘍免疫の誘導：Hsp70-抗原融合タン
パク質により免疫したマウスの最終免疫か
ら 1 週間後に背部皮内に EG7 細胞を移植し、
腫瘍径の経日変化を測定した。その結果、
His25-Hsp70-pepI 投与群は、Hsp70-pepI に比
較し腫瘍増殖抑制効果を示すことが明らか
となった。さらに同様の実験条件において延
命効果を評価したところ、His25-Hsp70-pepI
投与群は約 79 %の生存率を示し、Hsp70-pepI
投与群の約 58 %に比較し、より高い生存日数
延長効果を示した。また、pepII-Hsp70-pepI
投与群においても、Hsp70-pepI 投与群と比較
して、有意に高い腫瘍増殖抑制効果、ならび
に延命効果が得られた。この結果は、Hsp70
の 1 分子上に MHC クラス I およびクラス II
の両分子を搭載することが、Hsp70-pepI 単独
投与群に比較し CTL 誘導を顕著に増強し、さ
らには高い腫瘍増殖抑制効果を発揮するこ
とが明らかとなった。 
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