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研究成果の概要（和文）：Hsp90は細胞質に存在し、正常な三次元構造をとれず凝集したタンパク質分子を認識して正
しい構造を取れるようrefoldingを助ける、シャペロンと呼ばれる分子群の一員である。本研究課題において、Hsp90の
機能を解析するために作製したモノクローナル抗体を用いた解析により、樹状細胞膜表面にHsp90が存在することが確
認された。また、この抗体はHsp90依存的に樹状細胞内にエンドサイトーシスされることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）： Several monoclonal antibodies to Hsp90 have been established, and one of them, cl
one 5H12, revealed that Hsp90 existed on dendritic cell surface. Because Hsp90 does not have a transmembra
ne domain, it should need to make a complex with a transmembrane protein. To analyze this cell surface com
plex, 6H8 was used to immunoprecipitate Hsp90 on the dendritic cell line, DC2.4, and the complex contained
 at least Hsp90, Hsc70, Hsp70-Hsp90 organizing protein (Hop). 
 We also have data which shows that antigen conjugated to another mAb to Hsp90, 6H8, efficiently cross-pre
sented in vivo. To clarify the mechanisms of this phenomenon, we assayed internalization of 5H12 to DC2.4 
and found that 85% of surface-bound 5H12 was internalized to DC2.4 within 15 minutes. This rapid and effic
ient internalization should be an explanation to immunostimulating effect of mAb to Hsp90.
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１．研究開始当初の背景 
 Hsp90 は細胞質に存在し、正常な三次元構
造をとれず凝集したタンパク質分子を認識
して正しい構造を取れるようrefoldingを助
ける、シャペロンと呼ばれる分子群の一員で
ある。樹状細胞により貪食された外来性タン
パク抗原が分解を受け抗原提示される過程
(クロスプレゼンテーション)において、抗原
タンパクはエンドゾームから細胞質へ移行
するという過程を経るが、この過程に Hsp90
が必須であることが報告されている。 
 このように、Hsp90 は細胞質において多様
な役割を果たす分子であるが、一方で、神経
細胞やある種のがん細胞においては、本来細
胞質に存在するはずのHsp90が細胞膜表面に
も存在していることが報告されている。 
 
 Hsp90 がクロスプレゼンテーションの際に
及ぼす影響を解析する目的で、Hsp90 特異的
な新規モノクローナル抗体をいくつか作製
していた。このうちの 6H8 という抗体は、当
初の目的であったクロスプレゼンテーショ
ンを阻害する作用は持っていなかったが、予
想外なことに DC の膜表面を染色できること
が判明した。このことから、Hsp90 が DC の膜
表面にも存在することが新たに明らかとな
った。 
 膜表面 Hsp90 を認識する 6H8抗体を蛍光標
識し、樹状細胞様細胞株である DC2.4 を染色
して 37℃にて引き続き培養を行うと 15 分で
6H8 抗体がエンドサイトーシスされているこ
とが確認できた。Hsp90 は正常な三次元構造
をとれなくなったタンパク質分子に結合す
る能力が高いことから、そのようなタンパク
質分子を抗原として細胞外から取り込む新
たな経路が存在するのではないかと考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題においては、樹状細胞膜表面
Hsp90 の存在様式と、その生理学的意義の解
明を目的とした。具体的には、以下の通りで
ある。 
(1)Hsp90 が膜表面で会合している分子を同
定し、その会合様式の全容を解明する。 
(2)Hsp90 が関与するエンドサイトーシスの
分子メカニズムを解明する。 
(3)本来細胞質に存在するはずの Hsp90 が細
胞膜表面に移行する経路を解明する。 
(4)細胞膜表面の Hsp90 が樹状細胞の機能に
及ぼす影響を明らかにし、その生理学的な存
在意義を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)樹状細胞膜表面の Hsp90 を認識できる抗
体を用いて、Hsp90 を含む分子複合体を免疫
沈降で回収し、質量分析により含まれるタン
パク質分子を同定した。また、同定された分
子を、shRNA を用いてノックダウンし、膜表
面 Hsp90 の発現を FACS を用いて解析した。 

(2)膜表面 Hsp90 を認識する抗体を蛍光標識
し、樹状細胞様細胞株である DC2.4 を染色し
て 37℃にて引き続き培養を行う際、Hsp90、
Hsp70 の阻害剤を添加し、Hsp90 のエンドサ
イトーシスが阻害されるか否かを確認した。 
(3)細胞膜表面 Hsp90 の会合分子であると同
定された分子について、蛍光タンパクとの融
合タンパクを発現させる発現ベクターを作
製した。この発現ベクターを DC2.4 にトラン
スフェクションし、蛍光顕微鏡を用いて細胞
内局在の確認を試みた。 
 
４．研究成果 
 当初、当研究室で作製された抗 Hsp90 モノ
クローナル抗体 6H8 が樹状細胞様細胞株
DC2.4 の細胞膜表面を染色することから、樹
状細胞膜表面にはHsp90が存在するとしてそ
の生理的存在意義、また Hsp90 を含む細胞膜
上の複合体の解析を試みた。 
 しかしその後の解析により、DC2.4 には Fc
γRI (CD64) が高発現していることが判明し、 
解析に使用してきた抗Hsp90モノクローナル
抗体 6H8のサブクラスがマウス IgG2a であっ
たため、6H8 は Hsp90 への結合以外に Fc レセ
プターを介して結合していることが強く示
唆された。 サブクラスがマウス IgG1 である
別の抗Hsp90抗体 (5H12) を用いて再度解析
を行ったところ、それでもなお DC2.4 は染色
されたがその蛍光強度は弱く、膜表面に
Hsp90 は存在するものの微量であることが確
認された。また、より生理的条件に近い樹状
細胞としてマウス骨髄由来樹状細胞を染色
したところ、やはり非常に弱いが細胞膜表面
での Hsp90 の発現は認められた。 
 
(1)Hsp90 が膜表面で会合している分子の同
定 
 DC2.4 の膜表面を抗 Hsp90 モノクローナル
抗体で染色し、余分な抗体を洗浄した。その
後 DC2.4 を溶解することで、膜表面 Hsp90 の
みを免疫沈降し、会合しているタンパクを質
量分析とウェスタンブロットを用いて解析
した。その結果、この複合体には少なくとも
Hsp90/Hop/Hsc70/FcRγが含まれていること
が判明した。他のco-chaperoneであるHsp40、
p23、AHA1 はこの複合体に含まれていないこ
とも判明した。 
 shRNA を用いて FcRγをノックダウンした
ところ、膜表面 Hsp90 の発現が低下した。こ
のことから、膜表面 Hsp90 の発現には FcRγ
が必須であることが明らかとなった。FcRγ
は細胞膜貫通ドメインを持つが、細胞外ドメ
インは非常に小さいため、Hsp 複合体が細胞
膜表面に存在するためには他の分子の関与
が考えられた。FcRγと会合するいくつかの
既知の分子について、shRNA を用いてノック
ダウンを行ったところ、FcγRI をノックダウ
ンした際に膜表面 Hsp90 の発現が低下した。
なお、この確認の際には抗Hsp90抗体 (5H12)
とそのアイソタイプコントロール(マウス



IgG1)を用いており、DC2.4 細胞への 5H12 の
結合が、抗体の Fc 部位と Fc レセプターとの
結合に影響されている可能性は排除された。 
 
(2)Hsp90 が関与するエンドサイトーシスの
分子メカニズムの解明 
 抗 Hsp90 抗体 (5H12)を蛍光色素(Alexa 
Fluor488)とビオチンで標識し、DC2.4 細胞を
染色した後に余分な抗体を洗浄した。その後
4℃または 37℃で細胞を 15 分間培養した後、
別の蛍光色素(APC)で標識されたストレプト
アビジンを添加した。この際、ビオチン標識
された 5H12 が細胞内にエンドサイトーシス
されていれば、ビオチンとストレプトアビジ
ンが結合できず、APC の蛍光強度が減少する。
37℃で細胞を培養した時のAlexaFluor488と
APC の蛍光強度の減少率を比較することによ
り、5H12 のエンドサイトーシス効率を測定す
ることができる。また、同様の解析をアイソ
タイプコントロール(マウス IgG1)、抗 Fcγ
RI 抗体を用いて行い、これらの抗体でエンド
サイトーシスの様子を比較した。 
 FACS を用いて解析を行ったところ、アイソ
タイプコントロールに比べて、5H12 は効率よ
く細胞内へ取り込まれていることが認めら
れ、5H12 の取込みは Hsp90 依存的であること
が示唆された。このとき Hsp90、Hsp70 の阻
害剤を添加しても 5H12 の取込みは阻害され
なかったことから、Hsp90、Hsp70 の機能自体
は取り込みに影響しないことが分かった。 
 一方で、抗 FcγRI 抗体は 37℃15 分間での
培養では細胞内への取込みが認められなか
った。これらの結果より、Hsp90 が細胞膜表
面に存在するためには FcγRI が必要だが、
抗Hsp90抗体がエンドサイトーシスされる際
には、FcγRI と複合体を形成しておらず、
別々の動態を示すということが示唆された。 
 
 抗 Hsp90抗体のエンドサイトーシスのメカ
ニズムを解明する手段として、抗 Hsp90 抗体
(6H8)にモデル抗原 ovalbumin(OVA)を結合さ
せたものを抗原としてマウスに投与し、OVA
特異的 CD8陽性 T細胞(OT-I)への抗原提示が
効率よく行われるかを確認した。この際、
F(ab’)2 化 6H8(Fc レセプターに結合できな
い)と、アイソタイプコントロール(マウス
IgG2a)についても同様に OVA を結合させ、マ
ウス生体内での抗原提示を解析した。この結
果、 6H8-OVA 、 F(ab’)2 化 6H8-OVA は、
IgG2a-OVA よりも効率よく抗原提示されるこ
とが判明し、抗 Hsp90 抗体のエンドサイトー
シスは細胞膜表面 Hsp90 との結合に依存し、
Fc レセプターによらない、ということが示唆
された。 
  
 細胞膜 Hsp90 複合体と FcRγ、FcγRI との
共局在や、抗 Hsp90 抗体のエンドサイトーシ
スの様子を蛍光顕微鏡で視覚的に観察する
ことも試みたが、5H12 は DC2.4 を染色する
がその蛍光強度は非常に弱く、蛍光顕微鏡で

観察するのは非常に困難であった。この問題
を解決するため, CDR が 6H8 と同一でサブク
ラスが IgG1 である抗体 (6H8-IgG1) の作製
を、遺伝子組換えを用いて試みたが、期間中
に 6H8-IgG1 を高効率で産生する細胞の取得
には至らなかった。 
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