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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論　文　内　容　の　要　旨

　癌抗原を生体に投与することで細胞性免疫を誘導し，標的癌細胞のみを選択的に殺傷する癌免疫療法は有効かつ副作用の

少ない次世代型の癌治療法として期待される。近年，分子シヤペロンとして知られるheat shock protein 70（Ｈsp70）が，

細胞外に存在する場合にはＬＯＸ-1などのレセプターを介してマクロファージ（Ｍの）や樹状細胞などの抗原提示細胞

（ＡＰＣ）に効率よく取り込まれること，またCD40やToll -like receptor-2, -4を介してＡＰＣを活性化するアジュバント

活性を有することが明らかとされた。こうしたHsp70の特性を利用した抗原デリバリーが試みられているが，未だ十分な

治療効果が得られていない。 Hsp70を利用した抗腫瘍免疫誘導による有効な癌治療の実現には，Ｈsp70－抗原の体内動態

及び細胞内動態を厳密に制御することが必要と考えられる。そこで著者は, Hsp70を基盤とする新規抗腫瘍免疫治療シス

テムの開発を目的に, Hsp70の体内動態特性を解明するとともに，Ｈsp70－抗原結合体に種々の機能性分子を付与した誘

導体を開発し，効率的な抗原デリバリーの実現による抗腫瘍免疫の増強を試みた。

　T . Hsp70 を基盤とする抗原デリバリーシステム開発を目的としたHsp70の体内動態解析

　Hsp70の基本的な体内動態特性の解明を目的に，ｍｌｎで放射標識したマウスHsp70を用いてマウス静脈内投与実験を行

った。その結果, Hsp70は血中より速やかに消失し，主に肝臓に集積すること，また主として肝実質細胞に取り込まれる

こと，さらにその取り込みにはCD91が関与することが明らかとなった。一方，皮下投与の場合には, Hsp70は投与部位

より徐々に消失し，所属リンパ節への移行が高いことが示された。

　そこで，体内分布実験の結果を元に算出される組織取り込みクリアランスなどの薬物動態パラメータに対し，統計学的検

定を行うことでHsp70体内動態の投与量依存性の評価を試みた。そのために動態パラメータの平均値に加えて分散値まで

算出可能な新規薬物動態解析プログラムＭＯＭＥＮＴ（ＢＳ）を開発した。 Hsp70の体内分布データに対して速度論解析を行

い，各パラメータを算出したところ, Hsp70の体内動態は検討した投与量範囲内では線形であることを明らかにした。

　Ｈ．細胞内動態制御機能を付与したHsp70を基盤とする抗原デリバリーシステムの開発

　Hsp70を利用した抗原デリバリーによる免疫応答には，ＡＰＣに取り込まれたＨsp70－抗原結合体がエンドソームやリソ

ソームから細胞質へ移行し, MHCクラス１分子に提示されることが必要である。そこで効率的な免疫応答を誘導するため

に，ＡＰＣに発現するHsp70レセプターを介して取り込まれたＨsp70－抗原結合体の細胞内動態制御を試みた。 ＡＰＣのエ

ンドソームから細胞質への移行を促進する機能分子として25あるいは50残基のpolyhistidine (His25, His50)をＮ末側に

融合し，モデル抗原として卵白アルブミン（ＯＶＡ）の代表的ＭＨＣクラスＩエピトープ(pepi ; OVA257_264）とプロテア

ソームでの効率良い切断が可能とされるスペーサー配列をＣ末側に融合した新規Hsp70融合タンパク質を構築した。樹状

細胞株DC2.4細胞を用いて各融合タンパク質の取り込みを評価したところ, His25 -Hsp70 -pepi は効率よく取り込まれる

とともに細胞質全体への分布が観察され, polyhistidineの利用によるHsp70融合タンパク質の効率的な細胞質デリバリ

ーが示唆された。また, DC2.4細胞にHis25 -Hsp70 -pepi を添加後の抗原提示は, polyhistidineを有しないHsp70-pepI
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の場合と比較して有意に高かった。そこで，マウスに皮内投与時のＯＶＡ特異的な細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）活性を指標

に融合タンパク質の免疫誘導活性を評価したところ, His25 - Hsp70 - pepi 投与により高いＣＴＬ活性が得られた。以上，

polyhistidineの融合によりＨsp70－抗原結合体を積極的に細胞質にデリバリーすることで, MHCクラスＩ提示ならびに

ＣＴＬ誘導を増強することに成功した。

　Ⅲ．　ＭＨＣクラスI・II両エピトープを付与したHsp70抗原デリバリーシステムの開発

　近年，高いＣＴＬ活性の誘導には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（ｐｅｐＩＩ）も同時に

ＡＰＣにデリバリーすることの重要性が認識されるようになってきた。そこで, Hsp70を基盤とした抗原デリバリーによる

抗腫瘍免疫誘導のさらなる増強を目的にHsp70にpepiとpepllを同時に搭載したHsp70誘導体を開発した。 Hsp70に

pepII（OVA323_339）を融合したHsp70 - pepll およびpepll - Hsp70, pepll - Hsp70 - pepi を作成し，Ｍのを用いてpepll

抗原提示を確認後，マウス皮内に免疫した。その結果, pepll - Hsp70 - pepi 投与群はＨsp70-ｐｅｐｌとpepll -Hsp70 の混合

物投与群やＨsp70-ｐｅｐｌ単独投与群に比較して，非常に高いＣＴＬ活性を示すとともにＯＶＡ発現マウス胸腺腫細胞株EG7

が形成する腫瘍増殖の有意な抑制が認められた。そこで, pepiとpepllの両分子搭載による抗腫瘍効果増強のメカニズム

の解明を目的に，各Hsp70誘導体をあらかじめin vitroで添加したＤＣ２．4細胞をマウスに移植し，ＣＴＬ活性を評価した。

その結果, Hsp70-pepIとpepll - Hsp70 を別々に取り込ませたＤＣ２．4細胞を混合してマウスに投与した場合に比較して，

pepll -Hsp70 - pepi を取り込ませたDC2.4細胞を投与したマウスで高いＣＴＬ活性が得られ，同一ＡＰＣ上にＭＨＣクラス

I，クラスIIの両エピトープを提示させることの有肝匪が実証された。以上の結果より, Hsp70一分子上にpepi, pepllの

両分子を搭載した新規pepll - Hsp70 - pepi は，強力な抗腫瘍免疫を誘導可能であることが明らかになった。

　以上，申請者は体内・細胞内動態を制御したHsp70誘導体を系統的に開発し，その分子設計ならびに最適化に対して新

たな指針を得ると共に，効率よく細胞性免疫を誘導できる抗腫瘍免疫システムの開発に成功した。本研究で得られた知見は

Hsp70を利用した抗腫瘍免疫療法に対して有用な基礎的情報を提供するものと考えられる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　癌抗原を生体に投与することで細胞性免疫を誘導し，標的癌細胞のみを選択的に殺傷する癌免疫療法は有効かつ副作用の

少ない次世代型の癌治療法として期待される。近年，分子シヤペロンとして知られるheat shock protein 70（Ｈsp70）が，

細胞外に存在する場合にはＬＯＸ-1などのレセプターを介してマクロファージ（Ｍの）や樹状細胞などの抗原提示細胞

（ＡＰＣ）に効率よく取り込まれること，またCD40やToll -like receptor-2 ,-4を介してＡＰＣを活性化するアジュバント

活性を有することが明らかとされた。こうしたHsp70の特性を利用した抗原デリバリーが試みられているが，未だ十分な

治療効果が得られていない。 Hsp70を利用した抗腫瘍免疫誘導による有効な癌治療の実現には，Ｈsp70－抗原の体内動態

及び細胞内動態を厳密に制御することが必要と考えられる。そこで著者は, Hsp70を基盤とする新規抗腫瘍免疫治療シス

テムの開発を目的に, Hsp70の体内動態物匪を解明するとともにＨsp70－抗原結合体に種々の機能性分子を付与した誘

導体を開発し，効率的な抗原デリバリーの実現による抗腫瘍免疫の増強を試みた。

　T . Hsp70 を基盤とする抗原デリバリーシステム開発を目的としたHsp70の体内動態解析

　Hsp70の基本的な体内動態特性の解明を目的に，1111nで放射標識したマウスHsp70を用いてマウス静脈内投与実験を行

った。その結果, Hsp70は血中より速やかに消失し，主に肝臓に集積すること，また主として肝実質細胞に取り込まれる

こと，さらにその取り込みにはCD91が関与することが明らかとなった。一方，皮下投与の場合には, Hsp70は投与部位

より徐々に消失し，所属リンパ節への移行が高いことが示された。

　そこで，体内分布実験の結果を元に算出される組織取り込みクリアランスなどの薬物動態パラメータに対し，統計学的検

定を行うことでHsp70体内動態の投与量依存性の評価を試みた。そのために動態パラメータの平均値に加えて分散値まで

算出可能な新規薬物動態解析プログラムＭＯＭＥＮＴ（ＢＳ）を開発した。 Ｈsp70の体内分布データに対して速度論解析を行

い，各パラメータを算出したところ, Hsp70の体内動態は検討した投与量範囲内では線形であることを明らかにした。

　Ｈ．細胞内動態制御機能を付与したHsp70を基盤とする抗原デリバリーシステムの開発

　HSp70を利用した抗原デリバリーによる免疫応答には，ＡＰＣに取り込まれたHsp70一抗原結合体がエンドソームやリ
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ソソームから細胞質へ移行し, MHCクラス１分子に提示されることが必要である。そこで効率的な免疫応答を誘導するた

めに。ＡＰＣに発現するHsp70レセプターを介して取り込まれたHsp70一抗原結合体の細胞内動態制御を試みた。 APC

のエンドソームから細胞質への移行を促進する機能分子として25あるいは50残基のpolyhistidine (His25, His50)をＮ末

側に融合し，モデル抗原として卵白アルブミン（ＯＶＡ）の代表的ＭＨＣクラスＩエピトープ（ｐｅｐｌ ; OVA257_264）とプロ

テアソームでの効率良い切断が可能とされるスペーサー配列をＣ末側に融合した新規Hsp70融合タンパク質を構築した。

樹状細胞株DC2.4細胞を用いて各融合タンパク質の取り込みを評価したところ, His25 - Hsp70 - pepi は効率よく取り込ま

れるとともに細胞質全体への分布が観察され, polyhistidineの利用によるHsp70融合タンパク質の効率的な細胞質デリ

バリーが示唆された。また, DC2.4細胞にHis25 - Hsp70 - pepi を添加後の抗原提示は, polyhistidineを有しないHsp70-

pepiの場合と比較して有意に高かった。そこで，マウスに皮内投与時のＯＶＡ特異的な細胞傷害性Ｔ細胞（ＣＴＬ）活性を

指標に融合タンパク質の免疫誘導活性を評価したところ, His25 - Hsp70 - pepi 投与により高いＣＴＬ活性が得られた。以上，

polyhistidineの融合によりＨsp70－抗原結合体を積極的に細胞質にデリバリーすることで, MHCクラスＩ提示ならびに

ＣＴＬ誘導を増強することに成功した。

　ｍ． ＭＨｃクラスI・II H両エピトープを付与したHsp70抗原デリバリーシステムの開発

　近年，高いＣＴＬ活性の誘導には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（ｐｅｐＩＩ）も同時に

ＡＰＣにデリバリーすることの重要性が認識されるようになってきた。そこで, Hsp70を基盤とした抗原デリバリーによる

抗腫瘍免疫誘導のさらなる増強を目的にHsp70にpepiとpepllを同時に搭載したHsp70誘導体を開発した。 Hsp70に

ｐｅｐＩＩ（OVA323_339）を融合したHsp70 - pepll およびpepll -Hsp70, pepll - Hsp70 - pepi を作成し，Ｍのを用いてｐｅｐＩＩ抗

原提示を確認後，マウス皮内に免疫した。その結果, pepll - Hsp70 - pepi 投与群はＨsp70-ｐｅｐｌとpepll - Hsp70 の混合物

投与群やＨsp70-pepl単独投与群に比較して，非常に高いＣＴＬ活性を示すとともにＯＶＡ発現マウス胸腺腫細胞株EG7

が形成する腫瘍増殖の有意な抑制が認められた。そこで, pepiとpepllの両分子搭載による抗腫瘍効果増強のメカニズム

の解明を目的に，各Hsp70誘導体をあらかじめin vitroで添加したDC2.4細胞をマウスに移植し，ＣＴＬ活性を評価した。

その結果, Hsp70-pepIとpepll -Hsp70 を別々に取り込ませたＤＣ２.4細胞を混合してマウスに投与した場合に比較して，

pepll - Hsp70 - pepi を取り込ませたＤＣ２.4細胞を投与したマウスで高いＣＴＬ活性が得られ，同一ＡＰＣ上にＭＨＣクラス

I，クラスIIの両エピトープを提示させることの有舒匪が実証された。以上の結果より, Hsp70一分子上にpepi, pepllの

両分子を搭載した新規pepll - Hsp70 - pepi は，強力な抗腫瘍免疫を誘導可能であることが明らかになった。

　以上，申請者は体内・細胞内動態を制御したHsp70誘導体を系統的に開発し，その分子設計ならびに最適化に対して新

たな指針を得ると共に，効率よく細胞性免疫を誘導できる抗腫瘍免疫システムの開発に成功した。本研究で得られた知見は

Hsp70を利用した抗腫瘍免疫療法に対して有用な基礎的情報を提供するものと考えられる。

　よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。

　更に平成19年２月23日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。
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