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研究成果の概要（和文）：Hsp90による結合分子の時空間的制御を利用した、Hsp90とTLRリガンドのコンビネーション
による獲得免疫増強効果について検討した。ヒトの形質細胞様樹状細胞(pDC) にCpG-Aをパルスすると、IFN-αの産生
のみならず、Hsp72が分泌されることを明らかにした。このHsp72は、Hsp90-抗原ペプチド複合体とさらに複合体形成す
ることで、Hsp90-抗原ペプチド複合体免疫によるクロスプレゼンテーションを促進し、細胞障害性T細胞の誘導効率が
増強した。以上の結果は、Hsp90-抗原ペプチド複合体を用いたがんペプチドワクチン療法においては、CpG-Aが最適なT
LRリガンドであることを示す。

研究成果の概要（英文）：We have demonstrated that Hsp90 can act as an efficient inducer for crosspresentat
ion of associated antigenic peptide via spatiotemporal regulation. We examined whether vaccination with Hs
p90-antigen peptide complex and TLR ligand augmented the induction of cytotoxic T cell  (CTL) response via
 crosspresentation. Interestingly, plasmacytoid dendritic cells (pDCs) secreted not only IFN-a but also Hs
p72 in response to CpG-A administration. We found that the secreted Hsp72 formed complex with Hsp90-peptid
e complex, leading to the efficient crosspresentation and CTL induction against associated peptide. These 
data suggest that CpG-A is a good candidate as an immunoadjuvant for Hsp90-based cancer vaccine.
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 １．研究開始当初の背景 
癌に発現している蛋白質の細胞内分解によ
り生成された８個から１０個のアミノ酸か
らなるペプチドが、癌抗原として同定され
てきている。そしてこれらの癌抗原ペプチ
ドを用いた新しい癌ワクチン治療が開始さ
れている。我々はこれまでに、日本人の約
60％に陽性である HLA-A24に提示される
癌抗原ペプチドであるサバイビンを同定し，
このペプチドを用いた癌ワクチン療法の臨
床応用にむけて第１相臨床試験を実施して
いる。しかし、強力な抗癌免疫応答を誘導
するには、ペプチドのみのワクチンでは不
十分であることが明らかになっている。そ
のため免疫効果を高める作用を持ち、かつ
安全な免疫増強剤の開発が大変重要である。
強力な免疫応答を誘導するためには、専門
的抗原提示細胞である樹状細胞の活性化す
なわち自然免疫活性化と、これによる抗原
提示が同時に機動されることが必須である。
我々は熱ショック蛋白質 HSP が樹状細胞
を介する自然免疫活性化能を有することに
加え、HSPに結合した癌抗原ペプチドある
いは抗原蛋白質は非常に効率よく抗原提示
され、癌細胞を殺傷する細胞傷害性 T細胞
を活性化することを明らかにしている。
HSPのなかでも、細胞質に存在するHsp70, 
Hsp90 および小胞体に存在する Gp96, 
ORP150 といった HSP は、これに癌抗原
ペプチドを結合して動物に免疫することに
より非常に強い抗癌免疫を誘導できること
を報告している  (Kurotaki, et al, J 
Immunol, 2007, Kutomi et al, J Immunol, 
2009, Oura et al, Int Immunol., 2011)。さ
らに Hsp90は、時空間的に結合分子を初期
エンドソームに標的するという特徴があり、
これにより Toll-like receptor 9 (TLR9) を
介した自然免疫を活性化できることを示し
てきた (Okuya, et al, J Immunol, 2010). 
本研究では、このようなHsp90による結合
分子の時空間的制御を利用した、Hsp90と
TLR リガンドのコンビネーションによる
自然免疫増強効果と樹状細胞内動態および
ペプチドワクチンによる獲得免疫増強効果
を得られるかにつき、検討する。本研究に
より、癌ワクチンの免疫増強剤としての
HSPの有用性について明らかにし、来る臨
床応用への基礎研究とするものである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまで検討されていない
HSP による TLR リガンドの時空間的制
御を介した自然免疫の活性化とこれを応
用した癌ワクチンの効果増強を検討する
ものである。 
 これまで各種のHSPが内因性自然免疫
リガンドとして、樹状細胞などの抗原提
示細胞を活性化・成熟するというシャペ

ロカインという概念が提示されていた。
しかし反論する報告も多く、一定の見解
は得られていないのが現状である。我々
は、HSPそのものではなく、HSPが内因
性自然免疫リガンドを結合・シャペロン
することでその内因性リガンドの作用を
制御・増強すると考えている。本研究で
は、TLR1-9リガンドとHsp90, Hsp70と
の複合体の形成の検討と、それらの自然
炎症惹起における役割をひとつひとつ検
討する。同時にこれらのHSP-内因性リガ
ンド複合体の樹状細胞内での局在を明ら
かにすることで、時間的･空間的制御がい
かに行われているかを明らかにするもの
である。さらに Hsp90および Hsp70の樹
状細胞上の受容体は LOX-1である可能性
を考えているが、この受容体を介するエ
ンドサイトーシスの関与とこれが細胞内
局在に及ぼす効果を、LOX-1 の代表的な
リガンドである acetylated LDLを用いた
阻害実験を行って検討する。 
  
３．研究の方法 
(1) Hsp90による免疫免疫賦活効果増強 
① Hsp90 と TLR リガンドとの複合体形
成の検討 (松崎) 
 ヒト由来 Hsp90 と TLR リガンドと
して Poly (I:C) (TLR3リガンド)、LPS 
(TLR4 リガンド)、Imiquimod (TLR7
リガンド )、CpG-A および CpG-B 
(TLR9リガンド)を用いて、複合体形成
の至適条件を決定する。具体的には、
上記のTLRリガンドをビオチンラベル
したものと Hsp90 を 37℃、あるいは
43℃での熱ショック処理した条件で処
理し、native PAGE後、avidin-PEで
検出することにより Hsp90-TLR リガ
ンド複合体の有無を検出する。 
②  ヒトおよびマウス樹状細胞の精製 

(松崎) 
 末梢血由来のヒト conventional DC 
(cDC)、plasmacytoid DC (pDC)、ある
いはマウス脾臓、骨髄由来の cDC, pDC
を磁気ビーズを用いて精製する。 
③  Hsp90-TLR リガンド複合体による
自然免疫増強効果 (松崎) 
 これらのDCサブセットにPoly (I:C)、
LPS、 Imiquimod、 CpG-A および
CpG-B と Hsp90 との複合体をパルス
することで、IFN-および TNF-, 
IL-6 の産生増強効果を比較検討する。
またそれぞれの DC の細胞表面上の
MHC class I, class IIおよび共刺激分
子の発現について FACS を用いて検討
する。 
④  Hsp90によるTLRリガンドの樹状細
胞内局在制御 (田村) 
 Hsp90-TLR リガンド複合体の局在と



動態を time-lapse 法を併用した共焦点
レーザー顕微鏡を用いて検討し、TLR
リガンド単独の場合と比較検討する。 
⑤ Hsp90-TLR リガンド複合体による樹
状細胞活性化と癌抗原ペプチドのクロ
スプレゼンテーション促進に与える影
響 (松崎) 
 それぞれの Hsp90-TLR リガンド複
合体で刺激した cDC および pDC によ
るクロスプレゼンテーション促進効果
を、我々が臨床応用を検討している癌
抗原ペプチド Survivin2B-Hsp90 複合
体と Survivin2B 特異的細胞傷害性 T
細胞クローンを用いて比較検討する。  
⑥ ペプチドワクチン増強効果の検討 (田
村) 
 癌抗原ペプチド Survivin2B を
HLA-A24 トランスジェニックマウス
に免疫する系を用いて、Hsp90-TLRリ
ガンド複合体のコンビネーションによ
る細胞傷害性 T 細胞誘導効果を含む獲
得免疫増強効果を検討する。 
  

(2) CpG-A によるがんワクチン効果増強
のメカニズム解析 
①� CpG-A パルスによる形質細胞様樹
状細胞 (pDC) の活性化と免疫増強
のメカニズムの解析 
ヒトおよびマウスの pDC を MACS
システムを用いて精製し、CpG-Aパ
ルスによる抗原特異的 CTL の活性
化すなわちクロスプレゼンテーショ
ン増強効果を検討する。 

②� ヒトおよびマウス pDCを CpG-Aで
刺激し、その２４時間培養上清を用
いて Hsp72, Hsp90の分泌を検討す
る。 

③� Hsp72の存在下における蛍光標識抗
原ペプチドの pDC による取り込み
を検討する。 

④� Hsp72の受容体として報告されてい
る LOX-1 に対する抗体を用いた取
り込み阻害実験をフローサイトメー
ターを用いて検討する。 

⑤� TLR9 ノックアウトマウス由来の
pDCを用いた検討 

⑥� Hsp72存在下での抗原ペプチド免疫
の CTL誘導増強効果を Survivin2B
および OVAの系で比較検討する。 

⑦� さらに Hsp90-抗原ペプチド複合体
免疫に及ぼす CpG-A 免疫および
Hsp72 の影響を CTL 誘導能により
比較検討する。 

 
４．研究成果 
(1) Hsp90-自然免疫リガンド複合体による
自然免疫活性化増強効果の解析 
 ヒトの通常型樹状細胞 (cDC)と形質細

胞様樹状細胞 (pDC)を用いて、代表的な
TLR リガンドである LPS, CpG-A および
CpG-B, poly ICをそれぞれ単独で、あるい
はヒト Hsp90 との複合体を形成させてこ
れらの樹状細胞を刺激した際の、自然免疫
活性化能を比較検討した。その結果、LPS
単独刺激と比較して、Hsp90-LPS 複合体
では高い炎症性サイトカインの産生を認め
た。さらに微量の LPS刺激では IFN-β産
生は認めないが、Hsp90-LPS 複合体で刺
激すると、IFN-β産生を認めた。これは
Hsp90-LPS 複合体が効率良くエンドサイ
トーシスにより樹状細胞に取り込まれ、エ
ンドソーム経路で TRAM-TRIF 経路で
IFN-βの産生を誘導することを共焦点顕
微鏡を用いて示した。本研究成果は投稿準
備中である。また CpG-Aおよび CpG-Bを
pDC にパルスすると、Hsp90 との複合体
でパルスした場合、CpG-A, CpG-B単独と
比較するといずれも高い IFN-α産生を認
めた。非常に興味深いことに単独では
IFN-a産生能を示さない CpG-Bも Hsp90
と複合体を作製して、pDC を刺激すると
IFN- α の 産 生 を 認 め た 。 こ れ は
Hsp90-CpG-B複合体はCpG-B単独と比較
して、長時間 TLR9が局在する初期エンド
ソームに貯留し、TLR9 刺激が持続するこ
とを明らかにした。一方、Hsp90-poly IC
複合体で、cDCを刺激した場合は、poly IC
単独と比較して、IFN-β産生は半減した。
この理由として、Hsp90-poly IC複合体は、
エンドソームに標的されるが、細胞質での
IPS-1 経路を活性化しないためと考えられ
た。このように Hsp90はシャペロンする自
然免疫リガンドの局在を時間的・空間的に
変化させて、自然免疫応答を制御できるこ
とを示した。 
 
(2) CpG-Aによる抗原ペプチド免疫効果増
強には、Hsp72の分泌が関与する。 
 CpG-Aは TLR9のリガンドとして、形質
様樹状細胞による IFN-α産生を通じてワ
クチン効果を増強することが知られている。
この免疫増強効果の新しいメカニズムに関
する興味深い結果を得ることができた。す
なわちヒトの形質細胞様樹状細胞 (pDC) 
に CpG-Aをパルスすると、IFN-αの産生の
みならず、Hsp72が分泌されることを初め
て明らかにした。マウスの pDCを用いて同
様に CpG-Aをパルスした際にも Hsp72の
分泌を認めた。この Hsp72の分泌は、TLR9
ノックアウトマウス由来の pDC を用いた
場合は観察されなかったことから、CpG-A
による TLR9刺激依存性であることが確認
された。Hsp72は、抗原ペプチドと複合体
を形成して、クロスプレゼンテーションを
促進することが知られている。またシャペ
ロカインとして通常型樹状細胞に発現して



いる TLR4を活性化して、炎症性サイトカ
インを産生誘導することが知られている。
そこで、この pDC から分泌された Hsp72
が免疫活性化に影響をあたえるかどうかを
検討した。HLA-A24トランスジェニックマ
ウスから得た pDC に Survivin2B 由来前駆
抗原ペプチドをパルスすると、CpG-Aをパ
ルスしていない pDCと比較して、明らかに
ペプチドのクロスプレゼンテーションが増
強し、Survivin2B特異的細胞障害性 T細胞 
(CTL)を活性化した。この時、pDC に発現
しているMHC clas I分子や class II分子の
細胞表面上の発現に差は認めなかった。パ
ルスする抗原ペプチドを蛍光標識して細胞
内の取り込みを比較検討したところ、
CpG-A パルスされた pDC への抗原ペプチ
ドの取り込みが増強していた。また CpG-A
でパルスしていない pDC に、Hsp72 とと
もに抗原ペプチドをパルスすると、その取
り込みが増強した。このように pDCから分
泌された Hsp72は、抗原ペプチドと複合体
を形成し、おそらく pDCの細胞表面上の特
異的な受容体を介して効率良く取り込まれ
ていることが考えられた。実際、Hsp72と
Survivin2B ペプチドの複合体で HLA-A24
トランスジェニックマウスを免疫すると、
抗原ペプチド単独と比較して、高い CTL誘
導を認めた。このように CpG-A による免
疫増強効果の一部は、分泌された Hsp72の
シャペロン作用によることが明らかになっ
た。 
 さらに、CpG-A で、形質細胞様樹状細胞
を刺激すると、Hsp72が放出されることに
より、Hsp90-抗原ペプチド複合体免疫によ
る細胞障害性 T細胞の誘導効率が増強した
ことをふまえ、Hsp72 存在下における
Hsp90-抗原ペプチド複合体の細胞内動態
を共焦点レーザー顕微鏡を用いて観察した。
Hsp90-抗原ペプチド複合体に比較して、
Hsp72 存在下に Hsp90-抗原ペプチド複合
体を形質細胞様樹状細胞にパルスすると、
明らかに樹状細胞への結合が増強した。こ
れは樹状細胞表面に Hsp72 特異的な受容
体が存在することを示唆した。また、細胞
内に取り込まれた Hsp90, Hsp72は初期エ
ンドソームに入るが、その後、Hsp72はリ
ソソームに輸送された。一方、Hsp90は初
期エンドソームに長時間貯留した。また抗
原ペプチドは、初期エンドソームを経て、
リサイクリングエンドソームに輸送された。
このように CpG-A 刺激により分泌された
Hsp72は、Hsp90-抗原ペプチド複合体の樹
状細胞への取り込みを著しく亢進し、その
結果クロスプレゼンテーションを促進させ
ることが明らかとなった。一方、TLR4 の
リガンドであるLPSやTLR3のリガンドの
poly IC を樹状細胞にパルスしても Hsp72
の分泌は認められなかった。以上の結果は、

Hsp90-抗原ペプチド複合体を用いたがん
ペプチドワクチン療法においては、CpG-A
が最適な TLR リガンドであることが示す
ものである。以上の結果の一部は、第７１
回日本癌学会総会シンポジウム”自然免疫
エンハンサー“において報告した。 
 (本研究成果は現在投稿中であり、実際の
データの公表を控えます.)  
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