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研 究 目 的 

 

熱ショック蛋白（heat shock protein：HSP）は、細胞内で種々の蛋白合成を助ける分子シャペロンで

あり、細胞質内の HSP70 や小胞体内の GP96 がある。腫瘍細胞由来の HSP は、腫瘍抗原ペプチドと結合し

ており、結合ペプチドは MHC class I 分子へ輸送され抗原提示細胞 (APC) に提示されるため、抗腫瘍ワ

クチンとして利用可能である。我々は、同系骨髄移植後の微少残存 B 細胞性白血病マウスに対して、白

血病細胞由来の HSP70 の免疫により、白血病特異的な CD8 陽性細胞障害性 T細胞(CTL)による抗白血病免

疫が誘導され、生存日数を延長できることを明らかにした 1,2)。さらに、CD4 陽性 T細胞も生存日数の延

長に必須であることを見いだし、CD4 陽性 T 細胞を介した液性免疫が関与している可能性を示した 1)。

これまで、HSP を用いた癌免疫療法において、CTL による細胞性免疫が主な抗腫瘍効果と考えられてきた

が、液性免疫の関与は明らかにされていない 3)。本研究では、HSP を用いた腫瘍免疫療法においても、

この液性免疫誘導による治療効果増強が期待されるか否か、白血病細胞由来 HSP70 のマウスへの免疫に

よる白血病特異抗体の産生と白血病特異抗体を介した補体依存性細胞障害活性 (CDC) 誘導について検

討した。 
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材 料・方 法 

 

1. 実験動物および細胞株: 5〜6週齢雌 BALB/c マウスを用いた。細胞株として BALB/c マウス由来 B細

胞白血病細胞株 A20, および骨髄性白血病細胞株 T27A , YAC-1 を用いた。 

2. A20 産生モノクローナル IgG（A20-Ig）およびペプチドの精製：B細胞白血病株である A20 細胞の培

養上清から Protein-A カラムを用いて A20-Ig を精製した。H-2Kd MHC class-I 結合ペプチドである、

A20-Igの可変領域エピトープ由来のA20イディオタイプペプチド（A20-IP: DYWGQGTEL）とinfluenza 

hemagglutinin 蛋白由来のコントロールペプチド（Flu-HA: IYSTVASSL）を高速液体クロマトグラフ

ィーにて精製した。 

3. HSP70 の精製: A20 細胞および同系マウス肝組織のライセートを超遠心後 ADP-agarose column およ

び Mono Q を用いて HSP70 を精製した。SDS-PAGE 後に抗 HSP70 抗体を用いたウエスタンブロットに

て、精製物が HSP70 であることを確認した。また A20 細胞より ATP-agarose column を用いてペプ

チドを解離した HSP70 も精製した。 

4. HSP70 のマウスへの免疫: A20 細胞由来の HSP70 (A20-HSP70) を day 0, 5, 10, 15 に皮下注した。

コントロールマウスの免疫には、肝組織由来の HSP70 (liver-HSP70)と燐酸緩衝液（PBS）を用いた。

最終免疫後 1, 2, 3 週目（day 22, 29, 36）の希釈したプール血清あるいは脾細胞を用いて以下の

実験を行った。 

5. 抗 A20 細胞抗体の検出：マウス血清を一次抗体、FITC 結合抗マウス IgG を二次抗体として、A20 細

胞に対する蛍光強度をフローサイトメトリー (FCM)を用いて解析した。また、A20-HSP70 もしくは

A20-Igに対するマウス血清の反応性を、HRP結合抗マウスロバIgGを二次抗体としてenzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA)により解析した。A20-Ig に対する、A20-IP もしくは Flu-HA で前処

理したマウス血清中の IgG レベルも、ELISA にて解析した。 

6. CD4T 細胞における細胞内 IL4 の測定：免疫マウス脾細胞を各免疫原で刺激後、FITC 結合抗マウス

CD4 抗体で標識した脾細胞を膜透過処理し、PE 結合抗マウス IL4 抗体で標識して IL4 産生 CD4T 細胞

(IL4+CD4+細胞)を FCM にて解析した。 

7. 免疫マウス血清による CDC の解析：標的細胞 (A20, YAC-1, T27A)と非動化マウス血清を混合培養

し、ウサギ補体を添加後に標的細胞の trypan blue の取り込みから細胞障害活性を算出した。 

 

成  績 

 

1. A20 細胞および肝組織から精製した蛋白は、ウエスタンブロットにて抗 HSP70 抗体と反応を示す

HSP70 であることを確認した。 

2. 免疫マウス血清中の抗 A20 細胞抗体の検出を試みた。最終免疫から 1, 2 週目のマウスでは、

A20-HSP70 免疫マウス(A20-HSP マウス)血清 IgG による A20 細胞の平均蛍光強度 (MFI) は、

liver-HSP70, PBS 接種マウス（liver-HSP マウス, PBS マウス）と同程度であったが、3 週目では

高値を示した。A20-HSP70 の最終免疫から３週目に抗 A20 細胞抗体を検出したため、３週目の血清
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を用いて以下の実験を行った。 

3. 抗 A20 細胞抗体の A20-HSP70 への反応性を ELISA で検討した。A20-HSP マウス血清中の A20-HSP70

を認識する IgG 抗体価は、X20, X100 ともに liver-HSP, PBS マウスと比べて有意に高値を示したこ

とより、抗 A20-HSP70 抗体の産生が確認された。また、ペプチドを解離した A20-HSP70 を認識する

マウス血清中の IgG 抗体価を検討したところ、liver-HSP, PBS マウス血清では、結合ペプチドの有

無にかかわらず、IgG 抗体価に有意差を認めなかったが、A20-HSP マウス血清では、ペプチド解離

によりA20-HSP70を認識するIgGの反応性が完全に消失した。以上より、A20-HSP70免疫はA20-HSP70

結合ペプチドを認識する IgG 産生を誘導した。 

4. A20-Ig やその可変領域エピトープ由来の A20-IP は同系マウスに対して免疫原性を持つ。A20-HSP

マウス血清の認識する A20-HSP70 結合候補ペプチドの検索のため、まず A20-HSP マウス血清の

A20-Ig 特異的な反応性を検討した。A20-HSP マウス血清中の A20-Ig を認識する IgG 抗体価は

liver-HSP, PBS マウスに比べて有意に高値であった。次に抗 A20-Ig 抗体が A20-IP を認識するか否

かを検討するため、A20-IP で前処理した A20-HSP マウス血清の、A20-Ig に対する反応性を検証し

たところ、無処理もしくはコントロールペプチド前処理血清に比べて、A20-IP 前処理血清中の

A20-Ig を認識する IgG 抗体価が有意に低下した。以上より、A20-HSP70 免疫は抗 A20-Ig 抗体の一

つとして A20-IP 特異的な抗体産生を誘導した。 

5. A20-HSP70 免疫による Type-2 Helper T 細胞 (Th2)の関与を、CD4T 細胞内の IL4 産生から検証した。

A20-HSP70 で刺激された IL4+CD4+細胞は、最終免疫後 1週目では、liver-HSP70, PBS 刺激に比べ有

意に高値であったが、2、3週目では各刺激間で差は認めなかった。また A20-HSP70 で刺激された、

1週目の各免疫マウス脾細胞中の IL4+CD4+細胞は、A20-HSP マウスにおいて最も高率であった。以

上より、A20-HSP70 の最終免疫後１週目に、CD4T 細胞による A20-HSP70 特異的な IL4 の産生が誘導

された。 

6. 最終免疫後３週目のマウス血清の A20 に対する CDC 活性を検討した。A20-HSP マウス血清は、補体

無添加では A20 に対する細胞障害活性を認めなかったが、補体添加により x20, x10 いずれの血清

においても、liver-HSP, PBS マウスに比べ有意に細胞障害活性が高値となった。一方、YAC-1, T27A

を標的細胞とした場合は、A20-HSP マウス血清は PBS マウス同様 CDC 活性を認めなかった。 

 

考 案 

 
 本研究では、自己白血病細胞由来の HSP70 の免疫が白血病特異ペプチドを認識する抗体を誘導し、

その抗体を介した CDC が白血病拒絶に重要な役割を担っている可能性を示した。HSP を用いた癌免疫療

法において、遺伝子組み換え HSP と腫瘍抗原との複合体の免疫による抗原特異的な抗体産生の報告はあ

るが、自家腫瘍由来の HSP の免疫により、腫瘍特異的な抗体産生や、CDC を含めてその抗体を介した細

胞障害活性は証明されておらず、本研究で得られた知見は、臨床応用に際してより実際的であり有用な

情報となりうる。 

本研究では、白血病細胞由来の HSP70 の免疫により IL4+CD4+細胞の活性化から２週間後に抗白血病抗
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体が産生された。腫瘍細胞由来の HSP70 の結合ペプチドは、APC に取り込まれた後 MHC class-I, II 分

子上に輸送されるが、class-II 分子に運ばれた抗原ペプチドは、T細胞受容体を介して Th 細胞から Th2

サイトカインの産生を促し B 細胞の活性化を導く。一方、Th2 サイトカイン刺激から約２週間後に B 細

胞からの IgG の産生が最大になるとされている。従って A20-HSP70 が APC に取り込まれ、HSP70 結合ペ

プチドを認識したTh細胞が活性化されIL4を産生し、刺激され増殖したB細胞が、最終的にはA20-HSP70

結合ペプチド特異的な抗体産生を導いたと考えられる。 

B 細胞株である A20 細胞を用いた本研究では、免疫原性を有する A20-Ig やイディオタイプペプチド

(IP)を用いた詳細な研究が可能であり、A20-HSP70 の免疫により A20-IP に対する特異抗体の産生を証明

しえた。一方我々は、A20-HSP70 の免疫により A20-HSP70 結合ぺプチドに対する抗体産生を明らかにし

た。従って A20-IP が A20-HSP70 の結合ペプチドであるか否かは解明すべき点ではあるが、A20-IP は、

それ自身が CTL 誘導エピトープであり、MHC class-I 結合ペプチドである点が、HSP70 結合ペプチドとし

ての特徴とも共通しており、A20-HSP70 結合ペプチドの一つである可能性がある。 

我々は A20 細胞由来の HSP70 と樹状細胞の併用により、最終免疫から１週後に CTL 活性の著しい増

強が可能であることを報告している 2)。一方、本研究では最終免疫から 3週後に、抗 A20 細胞抗体の誘

導と A20 細胞特異的な CDC 活性を証明した。HSP を用いた癌免疫療法では、腫瘍特異的な細胞性免疫と

液性免疫の最適な誘導時期が異なる可能性があるが、その違いを利用して各々を増強することで、さら

に効果的な抗腫瘍免疫を誘導できる可能性がある。 

 

結  論 

 
 白血病細胞由来の HSP70 の免疫は、動物実験レベルで、Th2 細胞の活性化を介して抗白血病細胞抗体を

誘導し、その抗体は白血病細胞由来の HSP70 に結合する白血病特異的ペプチドを認識する可能性が考え

られた。また抗白血病細胞免疫の機序の一つとして、その抗体を介した白血病特異的な CDC の関与が考

えられた。 
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