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研究成果

はじめに

熱シ ョック蛋 白(Heatshockprotein;HSP)は 細 胞 内で 各 種 抗 原 ペ プ チ ドと結 合 し、

majorhistocompatibilitycomplex(MHC)へ の輸送 を助 ける分 子 シ ャペ ロ ンであり、細胞質

内に存在するHSP70や 小胞体 内に存在す るGP96な どがあ る。 これ らのHSPは 各種 の

腫瘍抗原 ペ プチ ドとも結合 して いるた め、HSP腫 瘍抗 原 ペプチ ド複合 体 を抗 腫瘍 ワク

チ ンとして利用できる。研究協力者である 田村 らは、マウスの系にて 自己悪性腫瘍細胞

からHSPを 精製 し、HSP一 腫瘍抗 原ペ プチ ド複 合体 による 自己悪性腫瘍特異的免疫応答

を誘導した1)。 この結果 は、悪性腫瘍 に対 す る 自家造血幹細胞移植後の免疫療法に関 し

て新たなアプローチの可能 を示す ものと考 えられた。一方、悪性腫瘍 に対する自家造血

幹細胞移植で はgraftversusleukemia(GVL)effectを 認めず 、移 植後再 発 が 問題 となる。

今回我々は、 自家骨髄移植後のminimalresidualdeseas。(MRD)に 対す る免疫 療法 を想定

し、マウス において 白血病細胞 由来のHSP一 腫瘍 抗原ペ プチ ドを 用 いた免疫 療法につ い

て検討 した。

材料 ・方 法

移 植 のconditioningはUharek

らの方 法 に従 い137Csを 線 源 と し

Totalbodyirradiation(TBI)7.SGy

をIecipientmouseに 施 行 し 、 同

系 の健 常 マ ウ ス よ り採 取 した 骨

髄 細 胞 を 、TBI後 に有 核 細 胞 数

にてSx108/kg眼 窩 静 脈 よ り輸 注

した2)。 そ の後 、 同系 マ ウスB

リ ン パ 性 白 血 病 細 胞 株A20を

TBI7.5Gy+BMT:Sx10g/kg

Day-10

HSP700rGP96was

i1噸ec重eds腿bcutanoOUSly・

10152025一
1
nayo

25x1びofA20cdLwerei司ected

intravenously.

同系骨髄移植後のHSPを 用いた免疫療法の実験プロトコール

2.5x104接 種 し た 。 こ の 日をDayOと し、D10よ り4回HSPを 次 の 各 群 に免 疫 した 。

PBS皮 下 注 群(control群)、 正 常 マ ウ ス 肝 臓 由 来HSP70、GP96投 与 群 、A20由 来

HSP70お よ びGP96の 免 疫 群 に分 けて 生 存 日数 をKaplanandMeier法 を用 い て 比 較 検 討

した。HSPの 精 製 は 、A20の1ysateを 超 遠 心 後 、ADP-agarosecolumnお よ びMonoQを

用 いてHSP70を 精 製 した 。 同

様 にConAcolumnお よ びMono

Qを 用 いてGP96を 精 製 した 。

精 製 さ れ たHSPは 、Bradford

proteinassayに て 蛋 白 量 を 測 定

し、SDS-PAGE後 鍍 銀 染色 に て

精製 蛋 白の 存在 を確 認 した 。 ま

た 、 これ らの免 疫 反応 にお け る

T細 胞 の 関 与 を 証 明す る た め 、

抗CD4あ るい は抗CD8抗 体 を 、

TBI7.SGy+BMT:5x10'/kg

Day-10

HSP700rGP96was

i1埴㏄ 重edsubc鵬meous夏y.
10152025一

1'1111

DayOaCD40raCD8wasigjectedintravenouslytwo

day8b¢for●e▼ ●冒7HSP8●1置 噸ec雌oo・

2諏1040fA20cdbwereh埴 ㏄ted

血 重1'i董▼enOUS皿y.

HSPに よる生存期間延長効果におけるCD4あ るいは

CD8陽 性T細 胞のinvivo除 去の影響
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HSP免 疫の2日 前 に合 計4回 腹

腔 内投 与 したCD4あ るいはCD8

T細 胞 除 去 マ ウ ス を 作 成 し

control群 、 非 除去 群 との 生存 日

数 を 比 較 検 討 した。 さ らに、

HSPの 免疫 応答 が腫 瘍 特異 的 に

行 われ て い るかどうかを証明す

るた めに 、 同様 のモ デ ル にて

HSP免 疫後 のマ ウ スの脾細胞 を

用いて細胞 障害性T細 胞(CTL)

が 誘 導 で き る か ど う か をCI

nayio

HSP700rGP96wasigjected

subcutaneously.

1,㌘

A:PBS

B3HSP70der直 ▼ed翫romA20320μg

C3HSP70d●r壷 ▼●d血 　o」【瞳oor血dh▼ertissue:20ｵg

E:GP96derived13romnormallivertissue:51x8

CTLの 誘導とその解析のプロトコール

releaseassayに て検 討 した 。 またHSP免 疫 後 の マ ウス の脾細 胞 にお け るnaiveCD4の マ ー

カー で あ るCD62Lの 発 現 につ いてflowcytometerに よ るtwocolor解 析 を行 った 。
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図1精 製 したHSP70(lane1》

お よびGP96(lane2》

SDS・PAGE後 の 鍍 銀染色

図1に 精 製 したHSPの 鍍

銀染 色 像 を示 す 。 本 精 製 法 に

て ほぼ 単一 の蛋 白分画が精 製

されている ことが示 され る。

これ らのHSP70お よびGP96

を用 いて以下の実験 を行 った。

今 回の 実験 モデルでは同系骨

髄移植後に接種 したA20に よ っ

て全例 が移 植後60日 以 内 に死

亡 した。 そ れ に対 してA20由

来HSP70免 疫 群 お よびGP96

免 疫群 にお いて は、control群
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図2HSP70免 疫による生存期間の延長

・Wilcoxon'sstudy
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図3GP96免 疫による生存期間の延長

に比べて生存 日数の有為な延長を認めた(図2、3)。
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これ らの結果 は、投与 し

たHSPに よってA20に 対 す

る免 疫 応 答 が 誘 導 されA20

が排 除 され た もの と考 え ら

れた 。そ こで、次 に、 この

実験モデル においてCD4お

よびCD8陽 性T細 胞 が関 与

す る ことをinvivOで 検 討 す

るた め に 、マ ウ ス に抗CD4

抗体 ある い は抗CD8抗 体 を

PBS

A20-HSP7040ｵg

%100

80

60

40

20

0
50

A20-HSP7040ｵgaCD4

_____A20-HSP7040ｵgaCD8

1iver-HSP7040ｵg

100Days

投 与 し 、A20接 種 後 の 生 存 図4HSP70免 疫による生存期間延長間におよぼすT細 胞除去の影響

日数を検討 した。図4、5に

示 す よ う にHSP70お よ び

GP96投 与 に よる生 存 日数 の

延 長 効 果 はCD4あ る い は

CD8陽 性T細 胞 を除去す る こ

とで消失 してお り、A20の 排

除 にT細 胞 が 重要な役割 を果

た して いる ことが示された。

そこで、次 に関与するT細

胞 をよ り詳細 に検 討 した。 ま

ず 、HSP投 与 マ ウス にA20

に対 す る特 異 的なCTLが 誘
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図5GP96免 疫による生存期間延長間におよぼすT細 胞除去の影響

導されているか否か を検討するため、HSP投 与 マウス脾 細 胞 をeffector細 胞 としA20を

target細胞 とす る細胞障害活 性 を検討 した ところ、図6に 示す よ うに、HSP70、GP96を

免疫 した群では ともに、A20由 来HSP投 与群 ではcontrol群 および肝臓 由来HSP投 与 群

よ りも有 意 にA20に 対 す る細

胞障害活性が高かった。しかし

なが らこの細胞障害活性 は

鮪CTX《 覧,15

naturalkillar細 胞 のtarget細 胞 でHS『70

あるYAC-1に 対 して は 認 め ら

れず 、A20由 来 のHSPを 投 与

す る こ と でA20に 特 異 的 な

crLが 誘導 され た ことが示 され

た。

ま た 、 図7に 示 す よ う に

HSP免 疫 後 のマ ウスのCD4陽

性脾 リンパ 球 にお け るCD62L

の発現 は、A20由 来HSP70、

OPgQ
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図6HSP免 疫マウスにおけるA20に 対する特異的CTLの 誘導
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GP96投 与 群 で はcontlo1群 お よ

び肝臓 由来HSP投 与群よ りも有

意に低下 していた。この ことは、

CD4陽 性T細 胞 にお け るnaive

細胞 が減 少 して い る ことを示 し

てお り、HSP投 与 によ ってHSP

に反応 したCD4陽 性T細 胞 が活

性 化 しmemory細 胞 が 増加 した

ものと考え られた。
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図7HSP免 疫マウスにおけるCD62L陽 性naiveCD4細 胞の減少

考察 ・今後の展望

悪性腫瘍における腫瘍特異的抗原ペプチ ドの同定 による特異的抗腫瘍免疫の誘導は良

く解析 されてお り、これ ら抗原ペプチ ドを用いたワクチ ン療法の報告も見 られる。 しか

し、実際にはHLAの 異 な る個 々の症例 に対 してそ れぞれの腫瘍 ごとに抗原 ペプチ ドを

同定することは困難である。それに対 して、Srivastavaら は、HSPが 各種 の腫瘍抗 原 ペ

プチ ドと結合 していることを利用して、 このHSP・ ペ プチ ド複 合体 をワクチ ンとして用

いる ことを提唱 した3。 細 胞 内 で ペ プチ ドはHSP70な ど と結 合 しtransporterassociated

withantigenprocessing(TAP)を 介 してendoplasmicreticulm(ER)内 へ運 ばれ る 。 さ らにER

内で も、TAPか らMHCdassI分 子へ受 け渡 され る課程 にお いてGP96が 抗原ペ プチ ド

が結合 している。すなわち、HSPを 用 いた免疫療 法 においては、HSPに 結合 したbload

spectrumな ペ プチ ドが利 用で きるうえ、HSPは 多形性 を認めず異 なるハプ ロタイプの症

例にも使用できるなどの利点があり、より実際的である。一方、近年盛んな悪性腫瘍 に

対する自家造血幹細胞移植は、 ドナー不在例や高齢者にまで安全に施行 されているが 、

移植後 に残存するMRDに 対す るGVL効 果 がな く再発が最大 の問題 とな る。

本研究 より、HSP一 腫 瘍抗原 ペ プチ ド複合 体 を同系骨髄移植後 早期 の免疫系の再構築

の時期に投与することで、白血病細胞残存マウスに対 し腫瘍免疫 を誘導 しうる可能性 が

示された。HSP-peptide複 合体 を用 い た腫瘍免疫 の研 究 馬4)は最 近 にな り増 えてきて いる

が、血液 悪性腫瘍や 自家造血幹細胞移植後 の残存腫瘍に対する免疫療法の研究は皆無で

あり、今後は、臨床材料を用いて、ヒ ト白血病細胞か らHSPを 分 離 ・精製 し(TLを 誘

導できる ことを検 討 した後 に、 自家造血幹細胞移植患者に対す る臨床応用 を念頭にお い

て検討していきたい。
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