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ATF-6: activating transcription factor-6 
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TBS: tris buffered saline 

TNF-α: tumor necrosis factor-α 
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序論 

 

生体内で不要となった細胞や機能異常を起こした細胞は、免疫系をはじめと

する様々な要因で除去される。発生や分化における形態と機能の獲得では、不要

となった細胞はアポトーシスと呼ばれるプログラムされた細胞死を起こし、マ

クロファージなどの貪食細胞によって速やかに貪食除去される 1, 2)。また、樹状

細胞などによる病原体あるいは病原体に感染した細胞の貪食は、病原体の直接

除去のみならず、病原体に特異的な抗原の提示を介して免疫系のさらなる活性

化を誘導することから 3)、貪食機構は恒常性の維持や感染防御などに寄与する生

体にとって重要な機構である。 

細胞の貪食機構は貪食を促進する“eat me”signal と貪食を抑制する“don’t 

eat me”signal と呼ばれる分子群によって制御されていると考えられている 4)。

被貪食細胞では細胞表面および細胞内のタンパク質に量的あるいは局在的な変

化が起きている。この変化の一つとして“eat me”signal が細胞表面に増加す

る。マクロファージや樹状細胞などの貪食細胞はレセプターを介して被貪食細

胞表面に発現している“eat me”signal を認識し細胞を貪食することから 2)、

“eat me”signal は貪食における重要な働きを担っていると考えられる。 

calreticulinは正常な細胞では主に小胞体内に存在し、カルシウム結合タンパ

ク質として小胞体内カルシウムの恒常性の維持に寄与すること、シャペロンタ

ンパク質としてタンパク質のフォールディングに関与することが知られている

5, 6)。また、わずかに細胞表面にも存在し、細胞の接着や遊走などに関与してい

る 5, 6)。近年、抗がん剤によりアポトーシスを誘発したがん細胞では、calreticulin

が小胞体から細胞表面へと移行し、増加した細胞表面 calreticulinは“eat me”
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signal として機能することが報告された 7)。また、anthracycline系抗がん剤の

mitoxantrone や白金製剤の oxaliplatin などの特定の抗がん剤で処理をしたが

ん細胞では、細胞表面 calreticulin の増加がアポトーシスによる細胞膜上への

phosphatidylserine の露出に先行して起こり 8)、このようなアポトーシスに至

る直前の細胞（プレアポトーシス細胞）における細胞表面 calreticulinの増加に

は小胞体ストレスが関与していることが報告されている 9, 10)。 

さらに、mitoxantrone や oxaliplatin などの特定の抗がん剤などで処理した

がん細胞が、通常のアポトーシスと比べて抗腫瘍免疫応答を惹起しやすい細胞

死である免疫原性細胞死（immunogenic cell death: ICD）を起こすことが見い

だされた。この ICD における主要な特徴として、ATP の細胞外放出、high 

mobility group box 1（HMGB1）タンパク質の細胞外放出に加えて、細胞表面

calreticulin の増加が知られている 11)。ICD において増加する細胞表面

calreticulinは、がん細胞上の“eat me”signal として抗原提示細胞による貪食

を促進することにより、貪食後にリンパ節へ移行した抗原提示細胞によるがん

細胞特異的抗原の提示を介した腫瘍免疫応答の活性化に寄与しており 12)、細胞

表面 calreticulin によるがん細胞の貪食を介したがん免疫療法の開発が期待さ

れている。 

これまでの当教室の研究により、mitoxantroneで処理をしたヒト大腸がん細

胞株 HT-29 細胞では、細胞表面 calreticulin が mitoxantrone 処理 4 時間後の

一過性の増加と mitoxantrone 処理 24 時間後以降での持続性の増加の二相性で

増加することが見いだされた。さらに、前期での一過性の増加には小胞体ストレ

ス、後期での持続性の増加にはアポトーシスが関与していることが示された 13)。

細胞表面 calreticulin が、前期と後期では異なる機序によって増加することか

ら、それぞれの細胞表面 calreticulinには生理的な役割にも違いがあると予想さ
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れたが、これらの細胞表面 calreticulinの貪食における実際の意義や役割につい

ては、これまでの解析方法では知見を得られなかった。 

そこで本研究では、大腸がん由来の培養細胞において細胞表面 calreticulinの

増加を誘導することが報告されている 14) oxaliplatin で処理した HT-29 細胞に

対する、ヒト単球由来白血病細胞株 THP-1細胞から分化誘導したマクロファー

ジ様細胞あるいは樹状細胞様細胞による貪食反応を解析することとした。 

本論文の第一章では、大腸がん細胞株 HT-29細胞における oxaliplatinによる

細胞表面 calreticulin の増加とその増加に関与する因子についての検討結果を

示した。第二章では、THP-1 細胞からマクロファージ様細胞および樹状細胞様

細胞への分化誘導について評価した。第三章では、oxaliplatin 処理した HT-29

細胞とマクロファージ様細胞および樹状細胞様細胞を用いた貪食反応を解析し、

この結果より細胞表面 calreticulinの貪食における意義について考察した。 
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本論 

 

第 1 章 oxaliplatin 処理 HT-29 細胞における細胞表面 calreticulin

の変化 

 

細胞には多くの細胞内小器官が存在し、各細胞内小器官は多様な機能を担っ

ている。その中で小胞体はタンパク質の合成とフォールディング、糖鎖修飾、品

質管理や脂質の合成を行っており、細胞機能の維持に重要な役割を果たしてい

ることが知られている。小胞体には新規に合成されたタンパク質のフォールデ

ィングに必要な多くのシャペロンタンパク質が存在し、その一つが小胞体内腔

に存在する calreticulin である 5)。calreticulin は自身と高い相同性を有する小

胞体膜タンパク質 calnexin と共に calreticulin / calnexin シャペロンサイクル

を形成し、新生された糖タンパク質の Glc1Man9GlcNAc2への結合を介して糖タ

ンパク質のフォールディングに関与している 15)。また、calreticulinと calnexin

はジスルフィド結合の架け替えに関与するチオールジスルフィド酸化還元酵素

である endoplasmic reticulum stress protein 57（ERp57）と結合し、ともに機

能することで小胞体内での糖タンパク質の品質管理に寄与している 15)。これら

に加えて、calreticulin は Ca2+との結合や、小胞体内に Ca2+を取り込む

sarcoplasmic / endoplasmic reticulum Ca2+ ATPase（SERCA）および Ca2+を

放出する inositol 1,4,5-trisphophate receptor（IP3受容体）と相互作用するこ

とで小胞体内の Ca2+の貯蔵や Ca2+を介したシグナル伝達にも関与している 16, 

17)。ほとんどの calreticulinは小胞体に存在するが、わずかに細胞表面にも存在

しており 6)、正常細胞の細胞表面上の calreticulin は thrombospondin-1、αvβ3 

integrin、low-density lipoprotein receptor related protein 1（LRP-1）と複合
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体を形成して細胞膜上に局在している 18, 19)。 

近年、抗がん剤や放射線などによりアポトーシスを誘発したがん細胞では

calreticulinが小胞体から細胞表面へと移行することが明らかにされた 7, 20)。増

加した細胞表面 calreticulin はマクロファージや樹状細胞による貪食を促進す

る“eat me”signal として機能することが示されている 7)。さらに、ある種のが

ん細胞では、抗がん剤の mitoxantrone や oxaliplatin などの処理により、細胞

表面 calreticulin の増加が、細胞膜上への phosphatidylserine の露出などのア

ポトーシスに付随する現象に先行して起こる 8)。小胞体内で calreticulinなどの

シャペロンによるタンパク質のフォールディング機構は、様々な細胞障害によ

りその効率が下がり、過剰な負荷がかかった状態になることがある 21)。小胞体

の持つタンパク質のフォールディング機構の能力以上の負荷がかかった結果、

異常なフォールディング構造のタンパク質が小胞体内に蓄積し、いわゆる小胞

体ストレスが誘発される 21)。mitoxantrone や oxaliplatin などによるプレアポ

トーシス細胞での細胞表面 calreticulinの増加には、この小胞体ストレスが関与

していることが報告されている 9, 10)。さらに、mitoxantroneや oxaliplatinなど

により増加した細胞表面 calreticulin を介した貪食が T 細胞へのがん抗原の提

示を促進することが示され、抗がん剤などによる細胞表面 CRTの増加は抗腫瘍

免疫応答を誘発する免疫原性細胞死（immunogenic cell death: ICD）の特徴の

一つとされている 11)。 

これまでの当教室の研究により、ヒト大腸がん細胞株 HT-29 細胞に

mitoxantrone を作用させると、細胞表面 calreticulin が一過性の前期と持続性

の後期の二相性で増加し、前期での増加には小胞体ストレス、後期での増加には

アポトーシスが関与していることが示されている 13)。それぞれの細胞表面

calreticulinの増加が異なる機序によって引き起こされていることから、これら
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の生理的な役割にも違いがあることが推測された。しかし、mitoxantroneの自

家蛍光が貪食作用の検出の障害となっていたこともあり、前期と後期で増加し

た細胞表面 calreticulinの貪食における役割に関する解析は困難であった。 

そこで本章では、mitoxantroneと同様に、大腸がん由来の培養細胞において

細胞表面 calreticulinの増加を誘導することが報告されている 14) oxaliplatin を

用い、oxaliplatin 処理した HT-29 細胞における細胞表面 calreticulin の経時変

化を解析した。また、細胞表面 calreticulinの増加に対する小胞体ストレスやア

ポトーシスの関与について検討を行った。 

 

第 1 節 細胞株および試薬 

1-1-1 細胞株 

ヒト大腸がん細胞株HT-29細胞はAmerican Type Culture Collection（ATCC）

から購入した。 

 

1-1-2 試薬 

ダルベッコ変法イーグル培地（DMEM）は日水製薬製、ウシ胎児血清（FBS）

は Biosera 社製、penicillin は萬有製薬製、streptomycin は明治製菓製を用い

た。oxaliplatin（L-OHP）は和光純薬工業製を用いた。caspase-3阻害剤 acetyl-

Asp-Glu-Val-Asp-aldehyde（Ac-DEVD-CHO）はペプチド研究所製、caspase-12

阻害剤 benzyloxycarbonyl-Ala-Thr-Ala-Asp-fluoromethyl ketone（Z-ATAD-

FMK）はMBL製を用いた。抗 calreticulin monoclonal mouse IgG抗体（FMC75）

は Enzo Life Science社製、抗 calnexin monoclonal mouse IgG抗体（E-10）と

抗 eIF2α polyclonal rabbit IgG 抗体（FL315）、抗リン酸化 eIF2α（Ser51）

polyclonal rabbit IgG抗体は Santa Cruz Biotechnology 製を用いた。フローサ
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イトメトリーの 2 次抗体には Invitrogen 製 Alexa Fluor® 488-conjugated 抗

mouse IgG（H＋L）goat 抗体（A11001）を、ウェスタンブロット法の 2 次抗

体にはCell Signaling Technology製horseradish peroxidase（HRP）-conjugated

抗 rabbit IgG goat 抗体を用いた。7-amino-actinomycin D（7-AAD）と protease 

inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail は SIGMA社製を用いた。

Protein Assay reagent®は Bio Rad製、Blocking Oneはナカライテスク製、ウ

ェスタンブロット用反応免疫反応促進試薬 Can Get Signal®は東洋紡製、

polyvinylidene difluoride（PVDF）膜と ECL primeは GE Healthcare製を用

いた。その他の試薬は SIGMA、ナカライテスクおよび和光純薬工業製の特級を

用いた。 

 

第 2 節 実験方法 

1-2-1 細胞培養 

HT-29 細胞は L-グルタミン（0.3 mg/mL）、penicillin（100 U/mL）、

streptomycin（100 μg/mL）、FBS（10％）を添加した DMEM培地を用いて 5% 

CO2存在下、37°C、水蒸気飽和の状態で継代培養した。 

 

1-2-2 細胞表面 calreticulinと calnexinの定量 

HT-29細胞を 10% FBS/DMEM培地で 2×105 cells/mLの細胞濃度に調整後、

24ウェルプレートに潘種（1 mL/well）し一晩培養した後、終濃度 20 μMにな

るよう oxaliplatin（10 mM in DMSO）を添加した。さらに、これらの細胞を

5% CO2 存在下、37°C、水蒸気飽和の環境で 0～48 時間培養した後に 0.02% 

EDTA/PBSを用いて回収し、PBSで洗浄した。1% BSA/PBSで 10 μg/mL に

希釈した抗 calreticulin mouse IgG抗体または抗 calnexin mouse IgG抗体溶
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液 50 μL で回収した細胞を懸濁し、氷上で 30 分間反応させた。反応後 1% 

BSA/PBS で細胞を洗浄し、1% BSA/PBS で 10 μg/mL に希釈した Alexa 

Fluor® 488標識抗mouse IgG goat抗体溶液 50 μLで懸濁したのち、氷上でさ

らに 30分間反応させた。反応後、1% BSA/PBSで細胞を洗浄し、1% BSA/PBS

で 0.25 μg/mL に希釈した 7-AAD 50 μLで染色した。染色後の各細胞のフロー

サイトメトリー分析を FACS CaliburTM（BD 社）により行い、Alexa Fluor® 

488と、7-AADの蛍光強度を定量した。得られた結果をフローサイトメトリー

データ解析ソフト FlowJo（FlowJo, LLC）で解析した。7-AAD陽性細胞を死

細胞とみなして 7-AAD 陰性細胞のみを解析対象とし、それらの細胞における

Alexa Fluor® 488 の蛍光強度の平均値（平均蛍光強度）を求めた。さらに、1

次抗体の代わりに 1% BSA/PBS で処理した細胞の平均蛍光強度をブランクと

して差し引き、この値を細胞表面 calreticulinまたは calnexinの量の相対値と

した。 

アポトーシスや小胞体ストレスの関与を検討する実験では、oxaliplatin とと

もに終濃度 100 μMになるよう caspase-3阻害剤 Ac-DEVD-CHO（100 mM in 

DMSO）、または終濃度 5 μMになるよう caspase-12阻害剤 Z-ATAD-FMK（10 

mM in DMSO）を HT-29細胞に添加して培養したのち、同様の解析を行った。 

 

1-2-3 ウェスタンブロット用試料の調製 

HT-29 細胞を 10% FBS/DMEM 培地で 1×106 cells/mL の細胞濃度に調整し

て 6ウェルプレートに潘種し一晩培養した。これらの細胞に終濃度 20 μMにな

るよう oxaliplatin を添加後、5% CO2存在下、37°C、水蒸気飽和の環境で 0～

6 時間培養した。培養後の HT-29 細胞を 0.02% EDTA/PBS を用いて回収し、

PBS で洗浄後、protease inhibitor cocktail および phosphatase inhibitor 
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cocktailを各 1/100 溶液量添加した TNE Buffer（50 mM Tris-HCl pH 8.0、1% 

NP-40、0.2 mM EDTA）に懸濁した。得られた懸濁液を、超音波ホモジナイザ

ー（TOMY SEIKO 社、UR-20P）を用いて氷冷化でソニケーション（10 秒×3

回）し、細胞溶解液を得た。細胞溶解液の一部をタンパク質濃度定量用に分取し

たあとの残りに、等量の 2×SDS sample buffer（50 mM Tris-HCl pH 6.5、10%

グリセロール、2% SDS、0.1% BPB）を加え、100°Cで 5分間加熱処理し、ウ

ェスタンブロット用試料とした。 

 

1-2-4 タンパク質濃度の定量（Bradford色素結合法） 

ソニケーション後に分取した細胞溶解液 2 μLに精製水 98 μLを加え、タンパ

ク質濃度定量用の試料とした。500、250、125、62.5 μg/mLの BSA溶液を調製

し、タンパク質濃度標準液として使用した。試料、標準液および精製水（ブラン

ク用）をそれぞれ 20 μL取り、5倍希釈した Protein Assay reagent®を 500 μL

加えて混和し、室温に 5分以上放置後、600 nmの吸光度をマイクロプレートリ

ーダーDTX 800 Multimode Detector（BECKMAN COULTER）で測定した。

標準液の吸光度から検量線を作成し、試料のタンパク質濃度を求めた。 

 

1-2-5 リン酸化 eIF2α の解析 

1-2-3 において調製したウェスタンブロット用試料を、10% SDS-ポリアクリ

ルアミドゲルに 1 レーンあたり eIF2α 測定用のサンプルは総タンパク質量 10 

μg、リン酸化 eIF2α測定用のサンプルは総タンパク質量 50 μgになるようにア

プライした。100 Vの定電圧で電気泳動後、blotting buffer（2.5 mM Tris、192 

mM glycine、20%メタノール）で平衡化した PVDF膜に 2 mA/cm2で 1時間か

けて泳動タンパク質を転写した。転写後、シールバッグに PVDF膜と Blocking 
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Oneを入れてシールし、室温で 1時間ブロッキングを行った。その後 PVDF膜

を 0.1% Tween 20/PBS（PBS-T）あるいは 0.1% Tween 20/TBS（TBS-T）で 15

分間 1回、5分間 2回洗浄した。シールバッグに洗浄後の PVDF膜と、抗 eIF2α 

polyclonal rabbit IgG抗体あるいは抗リン酸化 eIF2α（Ser51）polyclonal rabbit 

IgG抗体溶液（Can Get Signal® solution 1で 1000倍に希釈したもの）を加え

てシールし、室温で 1 時間反応させた。ブロッキング時と同様に PVDF 膜を

0.1% PBS-Tあるいは 0.1% TBS-Tで 3回洗浄した後、2次抗体として HRP標

識抗 rabbit IgG 抗体溶液（Can Get Signal® solution 2で 1000倍に希釈したも

の）と共にシールし、室温で 1 時間反応させた。PVDF 膜を 0.1% PBS-T ある

いは 0.1% TBS-T で洗浄したのちに ECL prime と共にシールバッグに入れて、

室温で 5 分間反応させた。HRP の反応で得られる化学発光を Lumino Graph 

Ⅱ（ATTO）を用いて検出し、CS Analyzer 4（ATTO）により結果を解析した。 

 

1-2-6 統計解析 

データは平均値±標準偏差で示した。2標本間の有意差検定には Student’s t-

test、多群間の比較には一元配置分散分析と Dunnett’s multiple comparison 

testを用いて解析し、有意水準 p < 0.05を統計的に有意とみなした。解析ソフ

トは Easy Rを用いた 22)。 

 

第 3 節 結果 

1-3-1 細胞表面 calreticulinの経時変化 

calreticulinは正常時の細胞の表面にもわずかに見いだされるが、ほとんどが

小胞体内に局在している。一方で、mitoxantroneや oxaliplatinなどの抗がん剤

や放射線などの作用により、calreticulinが小胞体内から細胞表面へ移行する例



11 

 

が示されている 7)。そこで、大腸がん細胞株 HT-29細胞において oxaliplatin が

細胞表面 calreticulin の増加を誘発するのかを検討するため、20 μM の

oxaliplatinの共存下で 0～48時間培養した HT-29細胞を回収し、細胞表面上の

calreticulinを抗 calreticulin抗体と Alexa Fluor® 488標識二次抗体を用いたフ

ローサイトメトリーにより定量した。また、calreticulinは細胞内に多く含まれ

ていることから、抗体が細胞内に進入する死細胞の測定値を排除するために、測

定前に 7-AADで死細胞を染色し、7-AAD陰性細胞についてのみ評価を行った。

その結果、Fig. 1に示したように oxaliplatin処理 4時間後をピークとする一過

性の増加と 24 時間後以降での持続性の増加が観察され、HT-29 細胞では

oxaliplatin 処理により細胞表面 calreticulin が二相性で増加することが示され

た。 
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Fig. 1 oxaliplatin処理による細胞表面 calreticulinの経時的変化 

oxaliplatin（20 μM）で 0～48時間処理した HT-29細胞を、抗 calreticulin抗体（10 μg/mL）お

よび Alexa Fluor® 488標識 2次抗体（10 μg/mL）と反応させ、さらに 7-AAD（0.25 μg/mL）で

染色した。7-AAD陰性細胞について細胞表面 calreticulinの変化をフローサイトメトリーにより

定量し、未処理（0 h）の HT-29 細胞における値を 100％として表した。結果は平均値±標準偏

差（n=3）で表した。** p＜0.01 
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1-3-2 細胞表面 calnexinの経時変化 

calnexinは小胞体内膜に存在するタンパク質であり、calreticulinと高い相同

性を示す。この calnexin も、アポトーシス細胞では小胞体膜成分と共に細胞膜

へ局在変化するという報告がある 23)。そこで calnexin の細胞表面への移行を

calreticulinと比較するために、HT-29細胞を 20 μMの oxaliplatinで 0～48時

間処理し、細胞表面 calnexinを抗 calnexin抗体と Alexa Fluor® 488標識二次

抗体を用いてフローサイトメトリーにより定量したのちに、7-AAD 陰性細胞に

ついて解析を行った。その結果、oxaliplatin処理 24時間後から持続した細胞表

面 calnexin の増加が認められた一方で、oxaliplatin 処理 12 時間後までは細胞

表面 calnexinの増加が示されなかった（Fig. 2）。このことから前述した二相性

での細胞表面 calreticulin 増加のうち、後期の増加は細胞表面 calnexin の増加

と同様の機構により行われていることが示唆された。これに対して、前期の細胞

表面 calreticulinの増加は、calnexinとは独立して行われていると考えられ、抗

がん剤処理後の前期と後期に、異なるメカニズムにより細胞表面 calreticulinが

増加することを支持する結果が得られた。 
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1-3-3 caspase-3 阻害剤の影響 

近年、抗がん剤の処理などによりアポトーシスを誘発したがん細胞では細胞

表面 calreticulinが増加することが明らかにされている 7)。そこで、oxaliplatin

処理 HT-29 細胞が示した細胞表面 calreticulin の二相性の増加にアポトーシス

が関与しているのかを検討するために、アポトーシス誘発因子である caspase-

3の働きを阻害した場合における、細胞表面 calreticulinの経時変化について検

討した。HT-29 細胞に 20 μM の oxaliplatin とともに 100 μM の caspase-3 阻

Fig. 2 oxaliplatin処理による細胞表面 calnexinの経時的変化 

oxaliplatin（20 μM）で 0～48 時間処理した HT-29 細胞を、抗 calnexin 抗体（10 μg/mL）

および Alexa Fluor® 488 標識 2 次抗体（10 μg/mL）と反応させ、さらに 7-AAD（0.25 

μg/mL）で染色した。7-AAD 陰性細胞について細胞表面 calnexin の変化をフローサイトメ

トリーにより定量し、未処理（0 h）の HT-29 細胞における値を 100％として表した。結果は

平均値±標準偏差（n=3）で表した。* p＜0.05、** p＜0.01 
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害剤 Ac-DEVD-CHO を添加し、4 時間または 48 時間反応させた。HT-29 細胞

を回収し、7-AAD陰性細胞について各細胞の細胞表面 calreticulinを定量した。

その結果、oxaliplatin 48 時間処理における細胞表面 calreticulin の増加は

caspase-3阻害剤により有意に抑制された（Fig. 3）。一方で、oxaliplatin 4 時間

処理における細胞表面 calreticulinの増加に対して、caspase -3 阻害剤による顕

著な影響は認められなかった。このことから、後期での細胞表面 calreticulinの

増加は caspase-3 を介したアポトーシスに関連して起こるが、前期での細胞表

面 calreticulin の増加にはアポトーシスとは別の機構が関与していることが示

唆された。 
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1-3-4 リン酸化 eIF2α の解析 

oxaliplatin は核内の DNA に作用するだけでなく、小胞体にも作用し小胞体

ストレスを引き起こすことが知られている 9)。そこで、oxaliplatin 処理 4 時間

における細胞表面 calreticulin の増加に対する小胞体ストレスの関与を検討す

るため、20 μMの oxaliplatinの共存下で 0～6時間培養した HT-29細胞を回収

し、小胞体ストレスの際に起こる翻訳開始因子 alpha-subunit of eukaryotic 

initiation factor 2（eIF2α）のリン酸化について、ウェスタンブロット法により

Fig. 3 細胞表面 calreticulin増加に対する caspase-3阻害剤の影響  

caspase-3 阻害剤（Ac-DEVD-CHO（100 μM））の存在下あるいは非存在下で、oxaliplatin

（20 μM）で 4時間あるいは 48時間処理した HT-29細胞の細胞表面 calreticulinを解析した。

結果は未処理の HT-29 細胞（白）における値を 100％として、平均値±標準偏差（n=3）で表し

た。* p＜0.05 
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検討した。その結果、oxaliplatin 処理 30 分後から eIF2α のリン酸化が認めら

れた（Fig. 4）。これにより、oxaliplatin処理した HT-29細胞において小胞体ス

トレスが誘発されることが示された。 

 

  

Fig. 4 oxaliplatin処理による eIF2αのリン酸化 

HT-29 細胞を oxaliplatin（20 μM）で 0～6 時間処理した後、細胞内 eIF2α、リン酸化 eIF2α

をウェスタンブロット法により検出し、定量した。結果は細胞内の eIF2α に対するリン酸化

eIF2αの割合として算出し、未処理（0 h）の HT-29細胞（白）における値を 100％として、平均

値±標準偏差（n=3）で表した。* p＜0.05 
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1-3-5 caspase-12阻害剤の影響 

小胞体ストレスが oxaliplatin 4 時間処理後に誘起される前期の細胞表面

calreticulinの増加に関与しているのかを検討するために、小胞体の膜に局在し

て小胞体ストレスの際に活性化される caspase-12に着目し（Fig. 5）、その阻害

剤による細胞表面 calreticulinの増加への影響について検討した。HT-29細胞に

20 μM の oxaliplatinとともに 5 μM の caspase-12阻害剤 Z-ATAD-FMKを添

加して 4時間反応させた後、HT-29細胞を回収し、7-AAD陰性細胞について細

胞表面 calreticulin を定量した。その結果、oxaliplatin で 4 時間処理した HT-

29 細胞における細胞表面 calreticulin の増加に対して、caspase-12 阻害剤の添

加による抑制が認められた（Fig. 6）。この結果より、oxaliplatin 4 時間処理後

の細胞表面 calreticulinの増加は、小胞体ストレスにより活性化される caspase-

12を介して起こることが示唆された。 

  

Fig. 5 caspaseを介したアポトーシス誘発経路 
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Fig. 6 細胞表面 calreticulin増加に対する caspase-12阻害剤の影響  

caspase-12 阻害剤（Z-ATAD-FMK（5 μM））の存在下あるいは非存在下で、oxaliplatin

（20 μM）で 4 時間処理した HT-29 細胞の細胞表面 calreticulin を定量した。結果は未

処理の HT-29 細胞（白）における値を 100％として、平均値±標準偏差（n=3）で表した。

* p＜0.05 
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第 4 節 考察 

シャペロンタンパク質である calreticulin は通常時には小胞体に局在するが、

ある種の抗がん剤で処理されたがん細胞では小胞体から細胞表面へと移行する

ことが知られている 7, 9)。そこで本章では、oxaliplatin 処理による HT-29 細胞

の細胞表面 calreticulinの経時変化を解析した。その結果、細胞表面 calreticulin

が oxaliplatin 処理後 4 時間をピークとした前期と処理後 24 時間以降の後期の

二相性を示して増加することが観察された。細胞表面 calreticulinの増加にはア

ポトーシスや小胞体ストレスが関与していることが報告されていることから 7, 

9)、ここで示された細胞表面 calreticulin の増加には、これらの機構が関与して

いることが考えられた。 

calreticulin と同様に小胞体膜に存在するシャペロンタンパク質であり、

calreticulin と高い相同性を示すことが知られている calnexin も、アポトーシ

スを誘発した細胞で細胞表面へ移行することが報告されている 23)。本研究にお

いて、細胞表面 calnexinの増加は oxaliplatin処理後 24時間から認められたこ

とから（Fig. 2）、oxaliplatin処理 24時間以降の HT-29細胞ではアポトーシス

が誘発されていると考えられた。さらに、アポトーシス誘発因子である caspase-

3の阻害剤Ac-DEVD-CHOを oxaliplatin処理時に添加し、細胞表面 calreticulin

の増加に対する影響を検討したところ、oxaliplatin で 48 時間処理した HT-29

細胞での細胞表面 calreticulin の増加が抑制されたことから、後期の細胞表面

calreticulinの増加には caspase-3を介したアポトーシスが関与していることが

示唆された。一方で、oxaliplatin 処理 4 時間後の細胞表面 calreticulin の増加

は、細胞表面 calnexin の増加よりも先行していたこと、caspase-3 阻害剤が

oxaliplatinで 4時間処理した HT-29細胞の細胞表面 calreticulinの増加に影響

を与えなかったことから、前期での細胞表面 calreticulinの増加にはアポトーシ
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スとは異なるメカニズムが関与していることが考えられた。 

詳細な機序は不明であるが oxaliplatinは核の他に小胞体にも作用し、小胞体

ストレスを誘発することが知られている 9)。小胞体ストレスが誘発されると、異

常なタンパク質が小胞体膜に存在する 3つのセンサータンパク質である protein 

kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase（PERK）、inositol requiring 

protein-1（IRE-1）、activating transcription factor-6（ATF-6）により感知され

ることで小胞体ストレス応答（unfolded protein response: URP）が開始される。

このうち IRE-1と ATF-6はシャペロンタンパク質の転写を促進させ、タンパク

質フォールディングの機能を亢進するとともに、小胞体内に蓄積したミスフォ

ールドタンパク質を細胞質に放出してプロテアソームで分解する endoplasmic 

reticulum-associated degradation（ERAD）を働かせる。また、PERKは会合

タンパク質の binding immunoglobulin protein（BiP）と解離することにより二

量体化したのち自己リン酸化を経て活性化され、翻訳開始因子である eIF2α を

リン酸化し、タンパク質の翻訳を抑制することで小胞体内のミスフォールドタ

ンパク質のさらなる増加を防ぐ 24, 25)（Fig. 7）。これまでに PERKのノックダウ

Fig. 7 小胞体ストレス応答の概要 

 



22 

 

ンや PERKによりリン酸化される eIF2αのアミノ酸残基の置換により、抗がん

剤で誘起される calreticulinの小胞体から細胞表面への calreticulinの移行が抑

制されることが報告されており 9)、細胞表面 calreticulinの増加において eIF2α

のリン酸化は非常に重要であると考えられている 9)。本研究では eIF2α のリン

酸化による細胞表面 calreticulin の増加に対する影響について検討していない

が、oxaliplatinで処理をした HT-29細胞において、oxaliplatin添加 30分後か

ら eIF2αのリン酸化を確認しており（Fig. 4）、oxaliplatinが HT-29細胞に小胞

体ストレスを誘発することが示された。また、前期の細胞表面 calreticulinの増

加が oxaliplatin 処理 4 時間後に観察されることから、この calreticulin の増加

が eIF2αのリン酸化に依存している可能性は十分に考えられる。 

続いて、小胞体膜に局在し小胞体ストレスにより活性化される caspase-12の

阻害剤、Z-ATAD-FMKの細胞表面 calreticulin増加に対する影響について検討

した。その結果、oxaliplatinで 4時間処理した際に観察される HT-29細胞の細

胞表面 calreticulin の増加が抑制されたことから（Fig. 6）、前期での細胞表面

calreticulinの増加には caspase-12の活性化が関与していることが示唆された。

caspase-12 の活性化には、小胞体ストレス誘発時に小胞体内から放出される

Ca2+を介して活性化したシステインプロテアーゼ calpain が関与していること

が示されていることから 26)、今後 oxaliplatinによる細胞表面 calreticulinの増

加が、小胞体からの Ca2+の放出と calpain の活性化に依存しているかについて

確認する必要がある。 

本研究で観察された前期の細胞表面 calreticulin の増加は oxaliplatin 処理 4

時間後をピークとした一過性の増加であった。つまり、前期で細胞表面に移行し

た calreticulinは、速やかに細胞表面から消失していることになるが、そのメカ

ニズムは明らかではない。calreticulinの構造には膜貫通ドメインが存在しない
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ことから、細胞表面に移行した calreticulinは他の分子との結合を介して細胞表

面に局在していると考えられている 6, 27)。anthracycline 系抗がん剤や

oxaliplatin での作用による小胞体ストレスを介した calreticulin の小胞体から

細胞表面への移行では、同じく小胞体に存在するチオールジスルフィド酸化還

元酵素である endoplasmic reticulum stress protein 57（ERp57）とともに小胞

体からゴルジ体に輸送された後、輸送小胞によって細胞骨格の一つであるアク

チン上を運ばれ、細胞膜に移動する。その際、膜融合を調節する小胞膜上の

vesicle-associated membrane protein 1（VAMP-1）と細胞膜上の synaptosomal 

associated protein 23（SNAP-23）が融合し、エキソサイトーシスにより細胞表

面に移行する機構が考えられている 9, 10, 12)。さらに、mitoxantroneや oxaliplatin

などに誘起された小胞体ストレスを介して細胞表面に移行した calreticulin は、

細胞膜上で ERp57と共局在することが明らかにされている 28, 29)。また近年、小

胞体ストレスを誘導した卵巣がん細胞で、増加した細胞表面 calreticulinが細胞

表面から放出されることが報告されている 30)。同様な現象が oxaliplatin処理し

たHT-29細胞でも起きているとすれば、前期に細胞表面に移行した calreticulin

の速やかな消失は、細胞膜からの calreticulinの離脱、放出によるものと推察で

きる。すなわち、ERp57 とともに小胞体から細胞表面に移行した calreticulinが

ERp57 から解離し細胞表面から放出されることが、前期での細胞表面

calreticulinの増加が一過性である理由として考えられる。 

oxaliplatin 処理の後期に観察される、アポトーシスによる calreticulin の小

胞体から細胞表面への移行では、活性化した caspase-3 がアクチンの切断など

を起こすことで細胞内輸送系に破綻をきたし 31)、これにより calreticulin が細

胞表面に運ばれてしまうと考えられている。アポトーシスの誘発により小胞体

から細胞質に放出された calreticulin は、細胞内膜の phosphatidylserine と結
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合した後に、アポトーシスに伴う細胞膜反転により phosphatidylserine と共に

細胞表面に露出する機構が提起されている 6, 27)。アポトーシス細胞において、細

胞表面で calreticulin と phosphatidylserine が共局在していることも報告され

ている 7)。 

これらのことから、前期と後期で増加した細胞表面 calreticulinはそれぞれ異

なる分子と相互作用していると考えられ、そのため前期の増加が一過性で、後期

の増加が持続性になったと推測される。本研究では、細胞表面 calreticulinとそ

の他の細胞表面分子の相互作用に関する解析にまでは至らなかったが、今後は

細胞表面 calreticulinと他の分子の相互作用の違いによる calreticulinの動態や

機能への影響に着目していく必要がある。 

本章では、oxaliplatin 処理した HT-29 細胞において、細胞表面 calreticulin

の増加が処理後 4時間をピークとした前期と処理後 24時間以降の後期の二相性

を示すことを明らかにした。さらに oxaliplatin処理 30分以後のHT-29細胞で

は、小胞体ストレスのマーカーである eIF2α のリン酸化が示された。また、小

胞体ストレスにより活性化する caspase-12の阻害により、oxaliplatin 4 時間処

理後のHT-29細胞における細胞表面 calreticulinの増加が抑制されたことから、

前期の細胞表面 calreticulin 増加に小胞体ストレスが関与していることが示唆

された。 

一方、oxaliplatin 処理 24 時間以降の HT-29 細胞では、後期の細胞表面

calreticulin の増加と同様に、アポトーシスにともなう細胞表面 calnexin の増

加が認められた。さらに、アポトーシスの活性化因子である caspase-3の阻害に

より、oxaliplatin処理 48時間後の HT-29細胞における細胞表面 calreticulinの

増加が抑制された。これらの結果より、後期の細胞表面 calreticulinの増加には

caspase-3を介したアポトーシスが関与していることが示唆された。 
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第 2章 THP-1細胞の分化誘導 

 

生体内で不要となった細胞や回復不能な異常を起こした細胞は、多くの場合、

免疫系をはじめとする様々な方法で除去される。組織や器官の発生や機能の獲

得の過程、あるいは様々な病態において死細胞が生成するが、それらの細胞は貪

食細胞によって速やかに貪食除去される 1, 2)。また、貪食細胞による病原体ある

いは病原体に感染した細胞の貪食は、病原体の除去のみならず、特異的抗原の提

示を介した獲得免疫の活性化を誘導することから 3)、貪食機構は生体の恒常性維

持において重要な機構である。 

マクロファージと樹状細胞はどちらも単球の分化によって生じる貪食細胞で

ある。このうち樹状細胞は、体内に侵入した微生物やウイルス感染細胞の貪食後

に異物となる抗原を細胞表面に提示し、ナイーブ T 細胞を活性化することで獲

得免疫を起動する役割を持つと考えられている 32)。一方、アポトーシス細胞は

主にマクロファージによって貪食除去されるなど 33)、免疫機構におけるマクロ

ファージと樹状細胞の役割には違いがある。 

ヒト単球由来細胞株である THP-1 細胞は phorbol 12-myristate 13-acetate

（PMA）の作用によりマクロファージの特徴を有する細胞（マクロファージ様

細胞）に分化することが示されている 34)（Fig. 8）。さらに近年には、THP-1細

胞を interleukin 4（IL-4）と granulocyte-macrophage colony-stimulating factor

（GM-CSF）の共存下で培養することにより、貪食能力が高く抗原提示能力が低

い未成熟な樹状細胞の特徴を持つ細胞（未成熟樹状細胞様細胞）に分化すること、

得られた未成熟樹状細胞様細胞に IL-4 と GM-CSF に加えて tumor necrosis 

factor-α（TNF-α）を作用させることにより、貪食能力が低く抗原提示能力が高

い成熟した樹状細胞の特徴を持つ細胞（成熟樹状細胞様細胞）に分化することが
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報告されている 35) （Fig. 8）。 

本章では、貪食実験に用いる貪食細胞を調製するために、THP-1細胞に PMA、

IL-4 と GM-CSF、あるいは IL-4、GM-CSF、TNF-α の組み合わせで刺激し、

マクロファージ様細胞あるいは樹状細胞様細胞への分化を誘導した。この方法

によりTHP-1細胞がマクロファージ様細胞あるいは樹状細胞様細胞に分化する

ことを確認するため、マクロファージへの分化の指標となる細胞表面抗原（細胞

表面マーカー）の CD11b、CD11c、CD14、または樹状細胞への分化の指標とな

る細胞表面マーカーの CD80 と CD86 について、細胞表面への発現をフローサ

イトメトリーにより解析した。 

 

第 1 節 細胞株および試薬 

2-1-1 細胞株 

ヒト単球由来骨髄性白血病細胞株 THP-1 細胞は Japanese Collection of 

Research Bioresources（JCRB）から購入した。 

 

Fig. 8 THP-1細胞のマクロファージ様細胞と樹状細胞様細胞への分化誘導 
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2-1-2 試薬 

RPMI1640 培地は日水製薬製、樹状細胞培養液（ ImmunoCultTM-ACF 

Dendritic Cell Medium）は STEMCELL Technologies社製、ウシ胎児血清（FBS）

は Biosera 社製、penicillin は萬有製薬製、streptomycin は明治製菓製を用い

た。ヒトリコンビナント interleukin-4（rhIL-4）とヒトリコンビナント

granulocyte-macrophage colony-stimulating factor（rhGM-CSF）はPepro Tech

社製、ヒトリコンビナント tumor necrosis factor-α（rhTNF-α）は R&D Systems

社製を用いた。phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）は SIGMA社製を用い

た。抗 CD80 monoclonal mouse IgG 抗体（F-7）、抗 CD86 monoclonal mouse 

IgG抗体（BU63）、FITC-conjugated抗 CD11b抗体（２LPM19ｃ）、Alexa Flour® 

488-conjugated抗 CD11c抗体（3.9）は Santa Cruz Biotechnology社製、FITC-

conjugated抗 CD14抗体（UCHM1）は AbD Serotec社製を用い、フローサイ

トメトリーの2次抗体には Invitrogen製Alexa Fluor® 488-conjugated抗mouse 

IgG（H＋L）goat抗体（A11001）を用いた。その他の試薬は SIGMA、ナカラ

イテスクおよび和光純薬工業製の特級を用いた。 

 

第 2 節 実験方法 

2-2-1 細胞培養 

THP-1 細胞は L-グルタミン（0.3 mg/mL）、penicillin（100 U/mL）、

streptomycin（100 μg/mL）、FBS（10%）を添加した RPMI1640 培地を用い

て 5% CO2存在下、37°C、水蒸気飽和の状態で継代培養した。 

 

2-2-2 マクロファージ様細胞への分化誘導 

THP-1細胞を 10% FBS/RPMI1640 培地で 5×105 cells/mLの細胞濃度に調整
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した後、24ウェルプレートに潘種し、PMA（100 nM）の添加後、5% CO2存在

下、37°C、水蒸気飽和の環境で 48時間培養することにより、マクロファージ様

細胞への分化を誘導した。 

 

2-2-3 樹状細胞様細胞への分化誘導 

THP-1細胞の樹状細胞様細胞への分化誘導は、Bergesらの方法に準じて行っ

た 35)。THP-1 細胞を樹状細胞培養液で 5×105 cells/mL の細胞濃度に調整した

後、24ウェルプレートに潘種し、rhIL-4（35 ng/mL）、rhGM-CSF（50 ng/mL）

の添加後、5% CO2存在下、37°C、水蒸気飽和の環境で 5日間培養することによ

り未成熟樹状細胞様細胞への分化を誘導した。 

得られた未成熟樹状細胞様細胞に rhIL-4、rhGM-CSFに加えて rhTNF-α（40 

ng/mL）を添加し、5% CO2存在下、37°C、水蒸気飽和の環境でさらに 2日間培

養することにより成熟樹状細胞様細胞への分化を誘導した。 

 

2-2-4 細胞表面抗原の解析 

マクロファージに特異的な細胞表面抗原の解析は、以下の通り行った。マクロ

ファージ様細胞、または樹状細胞様細胞への分化誘導を行った THP-1 細胞を

0.02% EDTA/PBS を用いて回収し、PBS で洗浄した後、1% BSA/PBS で 10 

μg/mLに希釈した FITC標識抗 CD11b抗体、Alexa Fluor® 488標識抗 CD11c

抗体、または FITC標識抗 CD14抗体溶液 50 μLで懸濁し、氷上で 30分間反応

させた。反応後、1% BSA/PBSで洗浄し、フローサイトメトリー分析により FITC

あるいは Alexa Fluor® 488の蛍光強度を定量した。得られた結果より算出され

た平均蛍光強度から、抗 CD抗体の代わりに 1% BSA/PBSで処理した細胞の平

均蛍光強度をブランクとして差し引き、各細胞表面抗原の量の相対値とした。 



29 

 

樹状細胞に特異的な細胞表面抗原の解析は、以下の通り行った。マクロファー

ジ様細胞、または樹状細胞様細胞への分化誘導を行った THP-1 細胞を PBS で

洗浄した後、1% BSA/PBSで 10 μg/mL に希釈した抗 CD80マウス IgG 抗体、

または抗 CD86マウス IgG 抗体溶液 50 μLで懸濁し、氷上で 30分間反応させ

た。反応後、1% BSA/PBS で洗浄し、1% BSA/PBS で 10 μg/mL に希釈した

Alexa Fluor® 488 標識抗マウス IgG ヤギ抗体溶液 50 μL で懸濁し、氷上で 30

分間反応させた。反応後、1% BSA/PBS で洗浄し、マクロファージ特異的細胞

表面抗原の解析と同様に、フローサイトメトリーによる定量と各細胞表面抗原

量の算出を行った。 

 

2-2-5 統計解析 

データは平均値±標準偏差で示した。多群間の比較には一元配置分散分析と

Dunnett’s multiple comparison testを用いて解析し、有意水準 p < 0.05 を統計

的に有意とみなした。解析ソフトは Easy Rを用いた 22)。 

 

第 3 節 結果 

2-3-1 THP-1細胞のマクロファージ様細胞への分化誘導 

THP-1 細胞は PMA の作用によりマクロファージ様細胞に分化することが知

られている 34)。そこで、PMA存在下で 48時間培養した THP-1細胞に対して、

マクロファージ様細胞への分化を確認した。分化の確認のために、マクロファー

ジの細胞表面マーカーとして用いられる CD11b、CD11c、CD14 および樹状細

胞の細胞表面マーカーとして用いられる CD80 と CD86 をフローサイトメトリ

ーにより定量した。 

その結果、Fig. 9に示したように、未処理の THP-1細胞と比較して PMAを
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作用させた THP-1細胞では、マクロファージの細胞表面マーカーである CD11b、

CD11c、CD14 が有意に増加した。一方、樹状細胞の細胞表面マーカーである

CD80と CD86では、PMAの作用による有意な変化は認められなかった。 
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Fig. 9 マクロファージ様細胞への分化誘導による THP-1細胞表面抗原の変化 

PMA（100 nM）存在下で 2 日間培養した THP-1 細胞における細胞表面 CD11b、CD11c、

CD14、CD80、CD86をフローサイトメトリーにより定量した。結果は未処理の THP-1細胞 

における値（青）を 100％として、平均値±標準偏差（n=3）で表した。** p＜0.01 
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2-3-2 THP-1細胞の樹状細胞様細胞への分化誘導 

これまでに THP-1細胞は IL-4とGM-CSFの作用により未成熟樹状細胞様細

胞に、IL-4、GM-CSF に加えて TNF-αを作用させることにより成熟樹状細胞様

細胞に分化することが報告されている 35)。そこで IL-4 と GM-CSF の両者の共

存下で 5日間培養した THP-1細胞、あるいは IL-4と GM-CSFを添加して 5日

間培養したのちに、さらに IL-4、GM-CSF、TNF-αの共存下で 2日間培養した

THP-1 細胞に対して、樹状細胞様細胞への分化を確認した。分化の確認では、

樹状細胞の細胞表面マーカーとして用いられる CD80 と CD86 およびマクロフ

ァージの細胞表面マーカーとして用いられる CD11b、CD11c、CD14 をフロー

サイトメトリーにより定量した。 

その結果 Fig. 10に示したように、未処理の THP-1細胞と比較して、IL-4と

GM-CSF を作用させた THP-1 細胞では、樹状細胞の細胞表面マーカーである

CD80が有意に増加し、CD86は有意差が認められなかったものの増加傾向を示

した。一方で、マクロファージの細胞表面マーカーである CD11bは有意に増加

し、有意差は認められなかったものの CD11c は増加傾向を、CD14 は減少傾向

を示した。しかしながら、これらのマクロファージ細胞表面マーカーの変化は、

樹状細胞の細胞表面マーカーに比べて小さかった。 

この細胞表面抗原の変化は、さらに TNF-αを添加して 2日間培養することに

より強調され、CD80、CD86、CD11b、CD11cの増加、および CD14 の減少は、

いずれも統計的な有意差を持って示された。なかでも、樹状細胞の細胞表面マー

カーである CD80と CD86の増加が顕著であった。 
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Fig. 10 樹状細胞様細胞への分化誘導による THP-1細胞表面抗原の変化 

GM-CSF（50 ng/mL）と IL-4（35 ng/mL）の存在下で 5 日間培養した THP-1 細胞、または

GM-CSF、IL-4存在下で 5日間培養後、さらに GM-CSF、IL-4、TNF-α（40 ng/mL）共存下

で 2 日間培養した THP-1 細胞における細胞表面抗原 CD11b、CD11c、CD14、CD80、

CD86 をフローサイトメトリーにより定量した。結果は未処理の THP-1 細胞における値を

100％として、平均値±標準偏差（n=3）で表した。* p＜0.05、** p＜0.01 
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第 4 節 考察 

これまでに THP-1 細胞は PMA の作用によりマクロファージ様細胞に分化す

ることが報告されている 34)。また、近年では THP-1細胞を IL-4と GM-CSFで

刺激すると未成熟樹状細胞様細胞、IL-4、GM-CSF、TNF-α で刺激すると成熟

樹状細胞様細胞に分化することが報告されている 35)。本章では、PMAあるいは

上記のサイトカインの共存下で培養した THP-1細胞で、実際に分化誘導が行わ

れることを確認した。このために、マクロファージの細胞表面マーカーである

CD11b、CD11c、CD14 および樹状細胞の細胞表面マーカーである CD80 と

CD86をフローサイトメトリーにより定量し、解析した。その結果、Fig. 9 に示

したように PMA を作用させた THP-1 細胞では、CD11b、CD11c、CD14 が増

加し、CD80 と CD86 には有意な変化が認められなかった。マクロファージの

細胞表面マーカーである CD11b、CD11c、CD14 が増加したことから、THP-1

細胞が PMA の作用により、マクロファージ様細胞へ分化することが確認され

た。 

これに対し、Fig. 10 に示したように IL-4 と GM-CSF の存在下で培養した

THP-1 細胞では、CD11b、CD80 の有意な増加が認められ、CD86 も有意差は

示されなかったものの増加傾向が認められた。また、IL-4、GM-CSF 存在下で

培養した後に、さらに TNF-α を加えて培養した THP-1 細胞では、CD11b、

CD11c、CD80、CD86の増加と CD14の減少が有意に認められた。IL-4、GM-

CSF、TNF-αを作用させた THP-1細胞では、樹状細胞のマーカーである CD80

と CD86 が顕著に増加したこと、マクロファージのマーカーである CD14 が減

少したことなどから、この操作で得られた細胞はマクロファージ様細胞とは異

なる細胞に分化していると考えられた。 

IL-4および GM-CSFのみで THP-1細胞を処理した場合にも、CD80、CD86
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が増加していたが、その変化は IL-4、GM-CSF、TNF-αの 3種のサイトカイン

で処理した場合よりも少なかった。CD80 と CD86 は T 細胞の活性化に関わる

分子で、抗原を取り込んでいない貪食前の未成熟樹状細胞では発現が少なく、貪

食による抗原の取り込みと抗原由来ペプチドの MHC 分子へのローディングを

経て成熟した樹状細胞において増加することが知られる 36)。すなわち、IL-4と

GM-CSFのみで処理した THP-1細胞と IL-4、GM-CSF、TNF-αの 3種のサイ

トカインを作用させた THP-1 細胞との CD80、CD86 の増加の程度の違いは、

前者が未成熟樹状細胞様細胞に、後者が成熟樹状細胞様細胞に分化したことを

反映していると考えられた。 

樹状細胞の細胞表面マーカーとして用いられる CD80、CD86だけでなく、マ

クロファージの細胞表面マーカーとして用いられる CD11b、および CD11c も、

樹状細胞にわずかに発現していることが近年報告されている 36)。本研究におい

ても、IL-4、GM-CSF の 2 種のサイトカインのみを作用させた THP-1 細胞と、

IL-4、GM-CSF、TNF-αの 3種のサイトカインを作用させた THP-1細胞のいず

れの場合においても、未処理の THP-1細胞に比較して CD11bおよび CD11cが

わずかに増加することが認められた。 

本章では、各種細胞表面 CD 抗原の量の違いを検討することにより、THP-1

細胞は PMA の処理によりマクロファージ様細胞へ、IL-4、GM-CSF の 2 種の

サイトカインの処理により未成熟樹状細胞様細胞へ、IL-4、GM-CSF、TNF-αの

3 種のサイトカインの処理により成熟樹状細胞様細胞への分化が誘導されるこ

とについて確認を行った。得られた結果は、上記の結論に矛盾しないものであっ

た。 

次章（第 3章）では、上記の処理をした THP-1細胞をそれぞれマクロファー

ジ様細胞、未成熟樹状細胞様細胞、成熟樹状細胞様細胞であるとみなし、
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oxaliplatin処理したHT-29細胞に対するこれらの細胞の貪食作用について検討

することとした。 
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第 3章 マクロファージ様細胞と樹状細胞様細胞によるHT-29細胞

の貪食 

 

正常な細胞では、ほとんどの calreticulinが小胞体内に存在し、小胞体内のカ

ルシウムの恒常性の維持やタンパク質のフォールディングに寄与している 5, 6)。

これらに加えて、抗がん剤などでアポトーシスを起こしたがん細胞では、

calreticulinが小胞体から細胞表面に移行し、マクロファージや樹状細胞による

貪食を促進する“eat me”signal として機能することが、近年になり示される

ようになっている 7)。さらに、mitoxantroneや oxaliplatinのような特定の抗が

ん剤などで処理したがん細胞では、通常のアポトーシスよりも抗腫瘍免疫応答

を惹起しやすい免疫原性細胞死（immunogenic cell death: ICD）を起こすこと

が示されている。ICDでは、細胞表面 calreticulinの増加が主要な特徴の一つと

して挙げられており 11)、この calreticulin が“eat me”signal として抗原提示

細胞による貪食を促進することにより、がん細胞特異的抗原の取り込みを介し

て免疫系の活性化に寄与している 12)。 

第一章では、HT-29 細胞の細胞表面の calreticulin が、oxaliplatin 処理後に

一過的に増加し回復したのちに、再度持続的に増加する様子が観察された。この

とき、前期の細胞表面 calreticulinの増加は小胞体ストレスに依存し、後期の増

加はアポトーシスに依存することが示唆された。このため、これらの異なる機構

により誘導される細胞表面 calreticulinには、それぞれ異なる役割が与えられて

いる可能性が考えられた。 

そこで本章では、HT-29細胞の oxaliplatin処理により増加する 2種の細胞表

面 calreticulin の貪食における意義について知見を得るために、THP-1 細胞か
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ら調製したマクロファージ様細胞または樹状細胞様細胞による oxaliplatin処理

HT-29細胞の貪食について検討した。 

 

第 1 節 細胞株および試薬 

3-1-1 細胞株 

ヒト大腸がん細胞株 HT-29細胞は American Type Culture Collection（ATCC）

から、ヒト単球由来骨髄性白血病細胞株 THP-1 細胞は Japanese Collection of 

Research Bioresources（JCRB）から購入した。 

 

3-1-2 試薬 

ダルベッコ変法イーグル培地（DMEM）と RPMI1640 培地は日水製薬製、樹

状細胞培養液（ImmunoCultTM-ACF Dendritic Cell Medium）は STEMCELL 

Technologies社製、ウシ胎児血清（FBS）は Biosera社製、penicillinは萬有製

薬製、streptomycinは明治製菓製を用いた。ヒトリコンビナント interleukin-4

（rhIL-4）とヒトリコンビナント GM-CSF（rhGM-CSF）は Pepro Tech社製、

ヒトリコンビナント TNF-α（rhTNF-α）は R&D Systems 社製を用いた。

phosphatidylcholine（PC）、phosphatidylserine（PS）、oxaliplatin（L-OHP）

は和光純薬工業製、phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）、PKH26 Red 

Fluorescent Cell Linker Kit は SIGMA社製を用いた。Blocking Oneはナカラ

イテスク製、Calreticulin Blocking Peptideは BioVision製を用いた。その他の

試薬は SIGMA、ナカライテスクおよび和光純薬工業製の特級を用いた。 

 

第 2 節 実験方法 

3-2-1 細胞培養 
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HT-29 細胞は L-グルタミン（0.3 mg/mL）、penicillin（100 U/mL）、

streptomycin（100 μg/mL）、FBS（10％）を添加した DMEM 培地を用いて、 

THP-1 細胞は L-グルタミン、penicillin、streptomycin、FBS を添加した

RPMI1640培地を用いて 5% CO2存在下、37°C、水蒸気飽和の状態で継代培養

した。 

 

3-2-2  THP-1細胞のマクロファージ様細胞への分化誘導 

THP-1細胞を 10% FBS/RPMI1640 培地で 5×105 cells/mLの細胞濃度に調整

した後、24ウェルプレートに潘種し PMA（100 nM）の添加後、5% CO2存在

下、37°C、水蒸気飽和の環境で 48時間培養することにより、マクロファージ様

細胞への分化を誘導した。 

 

3-2-3 THP-1細胞の樹状細胞様細胞への分化誘導 

THP-1細胞の樹状細胞様細胞への分化誘導は、Bergesらの方法に準じて行っ

た 35)。THP-1 細胞を樹状細胞培養液で 5×105 cells/mL の細胞濃度に調整した

後、24ウェルプレートに潘種し rhIL-4（35 ng/mL）、rhGM-CSF（50 ng/mL）

の添加後、5% CO2存在下、37°C、水蒸気飽和の環境で 5日間培養することによ

り未成熟樹状細胞様細胞への分化を誘導した。 

得られた未成熟樹状細胞様細胞に rhIL-4、rhGM-CSFに加えて rhTNF-α（40 

ng/mL）を添加し、5% CO2存在下、37°C、水蒸気飽和の環境でさらに 2日間培

養することにより成熟樹状細胞様細胞への分化を誘導した。 

 

3-2-4 HT-29細胞に対する oxaliplatin処理 

HT-29 細胞を 10% FBS/DMEM 培地で 1×106 cells/mL の細胞濃度に調整し
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た後、6ウェルプレートに潘種し一晩培養した。これらの細胞の培養液に終濃度

200 μMになるように oxaliplatin（100 mM in DMSO）を添加し、5% CO2存

在下、37°C、水蒸気飽和の環境で 4時間または 48時間培養した。 

 

3-2-5 細胞表面 phosphatidylserine の定量 

200 μMの oxaliplatinで 4時間または 48時間処理した HT-29細胞を 0.02% 

EDTA/PBSを用いて回収し、PBSで洗浄した。FITC標識Annexin Ⅴ（5 μg/mL）

を添加した binding buffer（10 nM HEPES/NaOH pH7.4、140 mM NaCl、2.5 

mM CaCl2）50 μL で回収した細胞を懸濁した後、室温、暗所で 10分間放置し

た。細胞を binding bufferで洗浄した後、FITCの蛍光強度をフローサイトメト

リーで測定した。得られた結果から平均蛍光強度を算出し、細胞表面

phosphatidylserineの量の相対値とした。 

 

3-2-6 細胞表面 calreticulinの定量 

200 μMの oxaliplatinで 4時間あるいは 48時間処理したHT-29細胞を 0.02% 

EDTA/PBSを用いて回収し、PBSで洗浄した。1% BSA/PBSで 10 μg/mL に希

釈した抗 calreticulin マウス IgG 抗体溶液 50 μL で回収した細胞を懸濁し、氷

上で 30分間反応させた。反応後、1% BSA/PBSで細胞を洗浄し、1% BSA/PBS

で 10 μg/mL に希釈した Alexa Fluor® 488 標識抗マウス IgG ヤギ抗体溶液 50 

μL で懸濁したのち、氷上でさらに 30 分間反応させた。反応後、1% BSA/PBS

で細胞を洗浄し、1% BSA/PBSで 0.25 μg/mL に希釈した 7-AAD 50 μLで懸濁

して細胞を染色した。染色後の各細胞が示す Alexa Fluor® 488 と 7-AAD の蛍

光強度をフローサイトメトリーにより測定した。得られた結果を Flow Jo で解

析した。7-AAD陰性細胞における Alexa Fluor® 488の平均蛍光強度を求め、1
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次抗体の代わりに 1% BSA/PBSで処理した細胞の平均蛍光強度をブランクとし

て差し引いた値を、細胞表面 calreticulinの量の相対値とした。 

 

3-2-7 PSリポソームの調製 

PSリポソームは、Fadokらの方法に準じて調製した 37)。クロロホルム／メタ

ノール（＝9 : 1）でそれぞれ 13.5 mM に調製した phosphatidylserine と

phosphatidylcholine を 3 : 7 で混合し、その 13.3 μLを減圧下で乾固した。こ

こにHEPES buffer（10 mM HEPES/NaOH pH 7.4、140 mM NaCl、2.5 mM 

CaCl2）54 μLを加え、超音波ホモジナイザー（TOMY SEIKO社、UR-20P）

を用いて、氷上にて 5分間超音波処理（output level 5）することにより、PSリ

ポソームの懸濁液（5 mM）を調製した。 

 

3-2-8 PKH26 による HT-29細胞の蛍光標識 

未処理あるいは200 μM のoxaliplatinで4時間または48時間処理した1×106 

cellsの HT-29細胞を、培養面に付着している細胞と浮遊している細胞を合わせ

て被貪食細胞として回収した。PKH26 Red Fluorescent Cell Linker Kit 付属の

希釈液 Diluent Cで終濃度 1×10-6 Mに希釈した PKH26 linker 100 μL で回収

した細胞を懸濁し、5分間室温に放置した。PKH26 による細胞染色を止めるた

め、FBS 50 μLを添加して 1分間放置した後、PBSを 150 μL加えて懸濁した。

細胞を PBS で洗浄した後、非特異的な貪食反応を抑えるために Blocking One 

1 mLを加えて室温で 10分間置いてから、再度 PBSで洗浄した。 

 

3-2-9 貪食反応の解析 

THP-1 細胞より分化させたマクロファージ様細胞あるいは樹状細胞様細胞を
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貪食細胞として、oxaliplatin処理した PKH26標識 HT-29細胞を被貪食細胞と

して用いた。24ウェルプレートで THP-1細胞の分化を誘導した後、培養液を取

り除き、PKH26 標識HT-29細胞（1×106 cells）を 1 mLの 10%FBS添加 DMEM

に懸濁して添加した。これを 5% CO2存在下、37°C、水蒸気飽和の環境で 30分

間おいて貪食反応を行わせた。貪食反応後、未反応の HT-29 細胞を培養液とと

もに除き、プレートに付着した貪食細胞を PBSで洗浄した後に、貪食細胞上に

非特異的に接着した HT-29 細胞を除去するために 0.02% EDTA/PBS を加えて

1 分間放置後、さらに PBS で洗浄した。さらに、0.02% EDTA/PBS を加えて

37℃で 10分間置くことで、プレートに付着した貪食細胞を回収した。得られた

細胞が示す、PKH26 の蛍光強度をフローサイトメトリーにより定量し、Flow Jo

により結果を解析した。HT-29 細胞と共培養しなかった貪食細胞よりも高い蛍

光強度を示す細胞を、PKH26 標識 HT-29 細胞を貪食した細胞として、貪食細

胞全体に対する割合（貪食率）を算出した。貪食阻害実験では、PKH26 標識 HT-

29細胞と共に Calreticulin Blocking Peptide（10 μg/mL）または PSリポソー

ム（50 μM）を貪食細胞に添加したのち、同様に貪食反応の解析を行った。 

 

3-2-10 統計解析 

データは平均値±標準偏差で示した。2標本間の有意差検定には Student’s t-

test、多群間の比較には一元配置分散分析と Dunnett’s multiple comparison 

testを用いて解析し、有意水準 p < 0.05を統計的に有意とみなした。解析ソフ

トは Easy Rを用いた 22)。 

 

第 3 節 結果 

3-3-1 oxaliplatin 4時間処理後の HT-29細胞に対する貪食作用 
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HT-29 細胞の oxaliplatin 処理により、二相性の増加を示した細胞表面

calreticulinが貪食に関与するのかを検討するために、oxaliplatin処理した HT-

29細胞を被貪食細胞とし、THP-1細胞から調製したマクロファージ様細胞、樹

状細胞様細胞を貪食細胞とした貪食作用について検討した。oxaliplatin で処理

した HT-29 細胞を回収し、PKH26 で蛍光染色した後、マクロファージ様細胞

または樹状細胞様細胞に加えて 30 分間培養した。培養後、貪食されていない

HT-29 細胞を除去し、貪食細胞に取り込まれた PKH26 の蛍光強度をフローサ

イトメトリーにより測定することで、この測定値を貪食作用の指標とした。

PKH26 の蛍光が検出された細胞が HT-29 細胞を貪食した細胞であるとし、こ

れらの細胞が全細胞中に占める割合を貪食率として算出した。まず、200 μMの

oxaliplatinで 4時間処理した HT-29細胞に対する貪食について検討した（Fig. 

11）。その結果、HT-29 細胞の oxaliplatin 処理により、未成熟樹状細胞様細胞

による貪食反応が顕著に亢進された。一方、マクロファージ様細胞あるいは成熟

樹状細胞様細胞による貪食については、HT-29細胞の oxaliplatin処理による有

意な変化は認められなかった。また、成熟樹状細胞様細胞を貪食細胞とした場合

には、未処理、oxaliplatin処理後のいずれの HT-29細胞に対しても、未成熟樹

状細胞様細胞と比べて貪食率が低かった。 
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3-3-2 oxaliplatin 48時間処理後の HT-29細胞に対する貪食作用 

次に、200 μM oxaliplatinで 48時間処理した HT-29細胞を被貪食細胞とし、

この細胞に対するマクロファージ様細胞と未成熟樹状細胞様細胞の貪食作用に

Fig. 11 oxaliplatin で 4時間処理した HT-29細胞に対する貪食作用 

oxaliplatin（200 μM）で 4 時間処理した HT-29 細胞を PKH26 で染色した。染色後の HT-29

細胞を、未成熟樹状細胞様細胞、成熟樹状細胞様細胞あるいはマクロファージ様細胞ととも

に 30 分間培養した。培養後に回収した各貪食細胞における PKH26 の蛍光をフローサイトメ

トリーにより解析した。結果は平均値±標準偏差（n=3）で表した。** p＜0.01 
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ついて検討した（Fig. 12）。その結果、HT-29 細胞の oxaliplatin処理により、

マクロファージ様細胞による貪食の亢進が認められたが、未成熟樹状細胞様細

胞による貪食反応には変化が見られなかった。 

以上の、oxaliplatin で 4 時間あるいは 48 時間処理した HT-29 細胞に対する

貪食反応の検討から、未成熟樹状細胞様細胞は oxaliplatin で 4 時間処理した

HT-29 細胞を積極的に貪食し、マクロファージ様細胞は oxaliplatin 48 時間処

理の HT-29 細胞を積極的に貪食することが示された。これらの結果より、未成

熟樹状細胞とマクロファージでは、異なる標的細胞を優先的に貪食することが

示唆された。 

 

Fig. 12 oxaliplatinで 48時間処理した HT-29細胞に対する貪食作用 

oxaliplatin（200 μM）で 48時間処理した HT-29細胞を PKH26で染色した。染色後の HT-29

細胞を、未成熟樹状細胞様細胞、マクロファージ様細胞とともに 30分間培養した。培養後に回

収した各貪食細胞における PKH26 の蛍光をフローサイトメトリーにより解析した。結果は平均

値±標準偏差（n=3）で表した。** p＜0.01 



46 

 

3-3-3 oxaliplatin処理した HT-29細胞の細胞表面 phosphatidylserine の解析 

リン脂質である phosphatidylserine は正常時の細胞では細胞膜の内葉に局在

しているが、アポトーシスを起こした細胞では phosphatidylserine が細胞膜内

葉から細胞表面へ移行すること、細胞表面 phosphatidylserine はアポトーシス

細胞の代表的な“eat me”signalであることがよく知られている。 

第 1 章の解析結果から、oxaliplatin で 48 時間処理した HT-29 細胞における

細胞表面 calreticulin の増加にはアポトーシスが関与していることが示唆され

た。そこで、200 μM oxaliplatinで 48時間処理した HT-29細胞における、アポ

トーシス細胞の“eat me”signal である、phosphatidylserine の細胞表面への

移行について検討した。 

フローサイトメトリーにより細胞表面に存在する calreticulin と

phosphatidylserineを定量した（Fig. 13）。その結果、これまでに確認した通り、

200 μMの oxaliplatinで 4時間あるいは 48時間処理した HT-29細胞のいずれ

においても、細胞表面 calreticulinの増加が認められた。これに対して、細胞表

面に存在する phosphatidylserine は、oxaliplatin 処理で 48 時間処理した HT-

29細胞において増加したが、4時間の処理では有意な増加は認められなかった。 
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3-3-4 Calreticulin Blocking Peptide あるいは PS リポソームの貪食作用に対

する影響 

oxaliplatinで 4時間処理したHT-29細胞に対する未成熟樹状細胞様細胞の貪

食において、本研究で確認した HT-29 細胞表面の calreticulin が認識されてい

るかについて確認するため、calreticulinの C末側領域の一部分と同じアミノ酸

配列からなる合成ペプチド（Calreticulin Blocking Peptide）を貪食に対する阻

害剤として貪食反応時に添加し、貪食反応に対する影響について検討した。その

Fig. 13 oxaliplatin処理による細胞表面 phosphatidylserineと細胞表面 calreticulinの

変化 

oxaliplatin（200 μM）で 4時間あるいは 48時間処理した HT-29細胞を、FITC標識 Annexin 

Ⅴ（5 μg/mL）、または抗 calreticulin 抗体および Alexa Fluor® 488 標識 2 次抗体と反応さ

せ、細胞表面に存在する phosphatidylserine または calreticulin の量をフローサイトメトリー

により測定し、未処理の HT-29 細胞における値を 100％として表した。結果は平均値±標準

偏差（n=3）で表した。* p＜0.05、** p＜0.01 
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結果、oxaliplatinで 4時間処理した HT-29細胞に対する未成熟樹状細胞様細胞

の貪食は、Calreticulin Blocking Peptideにより著しく阻害され、この貪食反応

に oxaliplatin 処理による細胞表面 calreticulin の増加が強く寄与していること

が示唆された（Fig. 14）。 

 

 

 

一方、oxaliplatin で 48 時間処理した HT-29 細胞に対するマクロファージ様細

胞の貪食が Calreticulin Blocking Peptideにより阻害され、この貪食反応にも

oxaliplatin 処理で増加した細胞表面 calreticulin が寄与していることが示唆さ

れた。しかし、Calreticulin Blocking Peptide によるマクロファージ様細胞の貪

Fig. 14 Calreticulin Blocking Peptideによる未成熟樹状細胞様細胞の貪食作用への影響 

oxaliplatinで 4時間処理した HT-29細胞を PKH26で染色後、Calreticulin Blocking Peptide

の存在下あるいは非存在下で未成熟樹状細胞様細胞とともに 30 分間培養した。培養後に回

収した未成熟樹状細胞様細胞における PKH26 の蛍光をフローサイトメトリーにより測定した。

結果は平均値±標準偏差（n=3）で表した。** p＜0.01 
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食反応の阻害は部分的であったことからマクロファージ様細胞による貪食作用

には他の因子も関与している可能性が考えられた（Fig. 15）。そこでアポトーシ

ス細胞の代表的な“eat me”signal として知られ、oxaliplatinで 48時間処理し

たHT-29細胞でも増加することが確認された細胞表面 phosphatidylserineがマ

クロファージ様細胞による貪食反応に関与している可能性を考えた。これを検

証するため、細胞表面 phosphatidylserine を介した細胞間相互作用に競合する

PSリポソームを貪食反応時に添加し、貪食反応に対する影響について検討した。

その結果、oxaliplatin で 48 時間処理した HT-29 細胞に対するマクロファージ

様細胞の貪食作用は、PS リポソームにより顕著に阻害された（Fig. 15）。この

結果より、マクロファージ様細胞による oxaliplatin 処理 HT-29 細胞の貪食に

は、細胞表面 phosphatidylserine が主要に関与し、細胞表面 calreticulin は補

助的な機能を果たしていることが示唆された。 
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Fig. 15 Calreticulin Blocking Peptideおよび PS リポソームによるマクロファージ様細胞の

貪食作用への影響 

oxaliplatin で 48 時間処理した HT-29 細胞を PKH26 で染色した後、Calreticulin Blocking 

Peptide または PS リポソームの存在下あるいは両者の非存在下で、マクロファージ様細胞とと

もに 30 分間培養した。培養後に回収したマクロファージ様細胞における PKH26 の蛍光をフロ

ーサイトメトリーにより測定した。結果は平均値±標準偏差（n=3）で表した。** p＜0.01 
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第 4 節 考察 

本章では、oxaliplatin 処理により二相性で増加した細胞表面 calreticulin の

貪食作用における意義について検討した。特に、前期と後期に誘起される

calreticulinの増加が、貪食作用において異なる役割を果たしているかについて

着目をした。まず、oxaliplatinで 4時間処理し、前期の細胞表面 calreticulinの

増加が誘導されたHT-29細胞を用いて、THP-1細胞から分化させて得たマクロ

ファージ様細胞、未成熟樹状細胞様細胞、成熟樹状細胞様細胞の各貪食細胞にお

ける貪食作用について検討したところ、Fig. 11に示したように、未成熟樹状細

胞様細胞による貪食が HT-29 細胞の oxaliplatin 処理により亢進した。さらに、

この未成熟樹状細胞様細胞による貪食が Calreticulin Blocking Peptide の共存

により阻害されたことから（Fig. 14）、小胞体ストレスにより前期で増加した細

胞表面 calreticulinが、未成熟樹状細胞様細胞に認識されて貪食作用を誘起する

ことが示唆された。通常のアポトーシスと比べて抗腫瘍免疫応答を惹起しやす

い ICD による細胞死では、小胞体ストレスによる calreticulin の小胞体から細

胞表面への移行が特徴の一つであり、細胞表面 calreticulinを介してがん細胞を

貪食した未成熟樹状細胞が成熟し、取り込んだがん細胞特異的抗原をヘルパーT

細胞に提示することにより、がん細胞に対する免疫応答の活性化を促進する 38)。

本研究では、貪食後の未成熟樹状細胞様細胞の成熟や T 細胞の活性化について

は解析できなかったが、前期で増加した細胞表面 calreticulinを介して未成熟樹

状細胞様細胞による貪食作用が亢進されたことから、このような前期の細胞表

面 calreticulinはヘルパーT細胞への抗原提示に寄与するものであると考えられ

た。 

近年、小胞体ストレスを誘導したがん細胞で、増加した細胞表面 calreticulin

が細胞表面から放出されること 30)、リコンビナント calreticulin の投与により
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樹状細胞が成熟することが報告されている 39)。これらのことから、小胞体スト

レスにより増加した細胞表面 calreticulinは、“eat me”signalとして未成熟樹

状細胞による貪食を亢進することによりがん細胞特異的抗原を取り込ませるだ

けではなく、さらに細胞の表面から遊離することで抗原を取り込んだ未成熟樹

状細胞の成熟にも貢献していることが考えられる。 

一方、マクロファージ様細胞では、oxaliplatin で HT-29 細胞を 48 時間処理

し、後期の細胞表面 calreticulinの増加を誘導することにより、HT-29細胞に対

する貪食作用が亢進された（Fig. 12）。このマクロファージ様細胞による貪食作

用に関してもCalreticulin Blocking Peptideの共存により阻害されたことから、

アポトーシスにより後期で増加した細胞表面 calreticulin がマクロファージ様

細胞に認識されて貪食作用を誘起することが示唆された。生体内では、アポトー

シスを起こした細胞はマクロファージなどによって速やかに貪食除去されてい

ると考えられていることから 40)、アポトーシスと関連して増加した後期の細胞

表面 calreticulinは、死細胞の貪食除去を促す役割を持っていることが考えられ

る。すなわち、前期と後期で増加した細胞表面 calreticulinはいずれも“eat me”

signal としての役割を持って貪食細胞に認識されるが、それぞれ異なる生理的

意義を有していると推測された。 

oxaliplatin 処理で 4 時間あるいは 48 時間処理した HT-29 細胞は、どちらも

細胞表面における calreticulin量が増加していたにもかかわらず（Fig. 13）、未

成熟樹状細胞様細胞による HT-29細胞の貪食は、oxaliplatin 4時間処理により

亢進したが、oxaliplatin 48時間処理の HT-29細胞に対する貪食と未処理の HT-

29 細胞の貪食との間では、有意な違いが認められなかった。これに対し、マク

ロファージ様細胞では、oxaliplatin 48 時間処理により HT-29 細胞に対する貪

食が亢進したが、oxaliplatin 4時間処理の HT-29細胞に対する貪食は、未処理
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のHT-29細胞と同じ程度であったことから、同じ“eat me”signal を介した貪

食であっても、貪食細胞の種類によって標的となる細胞を認識する機構が異な

ることが示唆された。 

未成熟樹状細胞様細胞とマクロファージ様細胞において貪食の標的として認

識される細胞が異なる原因として、oxaliplatin処理した HT-29細胞の表面に増

加した calreticulin と他の細胞表面分子との相互作用の違いが影響している可

能性が考えられる。calreticulinは、その構造中に膜貫通領域を持っていないた

め、他の細胞表面分子との結合を介して細胞表面に局在していると考えられて

いる 6, 27)。アポトーシスに先行する細胞表面 calreticulin の増加では、

calreticulin はシャペロンタンパク質である endoplasmic reticulum resident 

protein 57（ERp57）と共に細胞表面に移行し、細胞表面で共局在していること

が報告されている 28, 29)。アポトーシス細胞の指標とされる細胞表面

phosphatidylserine の量は、oxaliplatin で 4 時間処理した HT-29 細胞と

oxaliplatin処理をしていないHT-29細胞との間で差が見られなかったことから

（Fig. 13）、oxaliplatinで 4時間処理した HT-29細胞の多くはアポトーシスの

過程が開始される前の段階の細胞であり、前期で増加した細胞表面 calreticulin

は ERp57と共局在していることが考えられる（Fig. 16）。 

 

未成熟樹状細胞様細胞が oxaliplatin 4時間処理後のHT-29細胞を貪食する際に

は、HT-29細胞表面の calreticulinが認識されることが示唆されたことから、未

成熟樹状細胞様細胞の貪食には細胞表面 calreticulin と ERp57 の相互作用が重

要であることが考えられる。一方で、第一章で示したように oxaliplatin で 48時

間処理した HT-29 細胞で見られるような後期の細胞表面 calreticulin の増加に

は、アポトーシスが関与することが示唆される。このとき、アポトーシス細胞の



54 

 

指標となる細胞表面 phosphatidylserineが、HT-29細胞で検出されたことから、

oxaliplatin で 48 時間処理した HT-29 細胞は、アポトーシスの過程に進入した

細胞が多く含まれていると考えられる。アポトーシス細胞において増加した細

胞表面 calreticulinは、phosphatidylserineと細胞膜上で共局在していることが

報告されていることから 41)、oxaliplatin 48 時間処理後の HT-29 細胞において

細胞表面に移行した calreticulin は、細胞表面で phosphatidylserine と共局在

していると推測される（Fig. 16）。細胞表面 phosphatidylserine はアポトーシ

ス細胞の代表的な“eat me”signal であり、oxaliplatin 48時間処理後の HT-29

細胞のマクロファージ様細胞による貪食には、細胞表面 calreticulinと細胞表面

phosphatidylserine の両者が関与していることが示唆された。したがって、ア

ポトーシスが誘起された HT-29 細胞のマクロファージ様細胞による貪食には、

細胞表面における calreticulin と phosphatidylserine の相互作用が重要である

と考えられる。 

 

Fig. 16 小胞体ストレスあるいはアポトーシスによる calreticulinの細胞表面への移行と 

細胞表面 calreticulinの相互作用 
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さらに、被貪食細胞の細胞表面 calreticulin と補体の component 1q（C1q）

との相互作用が、貪食作用に影響することも報告されており 42)、細胞表面での

calreticulinと他の分子との相互作用が貪食細胞による認識に影響し、それによ

って細胞表面 calreticulin の生理的役割が決定されることは十分に考えられる。

本研究では、細胞表面 calreticulinの他の分子との相互作用に関する解析を行う

ことはできなかったが、今後、細胞表面 calreticulin と ERp57 、

phosphatidylserine、C1q などとの相互作用が貪食作用に与える影響について

も注目していきたい。 

一方で、未成熟樹状細胞様細胞とマクロファージ様細胞の貪食作用の違いに

は、貪食細胞上に発現する分子の違いが影響している可能性も考えられる。

calreticulin を介した貪食には、貪食細胞上の lipoprotein receptor-related 

protein 1（LRP-1）と被貪食細胞上の calreticulinとの相互作用が関与している

ことが明らかにされているが 7)、近年、LRP-1以外に scavenger receptor class-

A（SR-A）と scavenger receptor expressed by endothelial cell-I（SREC-I）も

calreticulin と相互作用することが報告されている 43, 44)。さらに、細胞表面

calreticulin が増加したがん細胞を標的とした樹状細胞による貪食が LRP-1 の

阻害による影響を受けないこと、樹状細胞において SR-A と SREC-I の発現が

高まっており、細胞表面 calreticulinを介した貪食にこの樹状細胞上の SR-Aと

SREC-I が関与している可能性があることが報告されている 14)。本研究では、

Calreticulin Blocking Peptide により未成熟樹状細胞様細胞の貪食作用は著し

く阻害された一方で、マクロファージ様細胞の貪食作用の阻害は部分的であっ

たことから、LRP-1や SR-A、SREC-Iの発現の違いが未成熟樹状細胞様細胞と

マクロファージ様細胞による細胞表面 calreticulin を介した貪食作用の違いに

反映されているのかもしれない。 
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アポトーシス細胞の貪食については、貪食細胞上の CD14 が関与しているこ

とがこれまでに報告されている 45)。Fig. 9および 10で示したように、本研究で

用いたマクロファージ様細胞では、分化前の THP-1細胞と比べて CD14 が増加

していた。対して、樹状細胞様細胞の CD14の量は、分化前の THP-1細胞と比

べて変化がないか減少する傾向にあった。この CD14 の量的な違いが、未成熟

樹状細胞様細胞とマクロファージ様細胞によるoxaliplatin 48時間処理後のHT-

29細胞に対する貪食作用に影響している可能性も考えられる。 

以上のように、細胞の貪食は被貪食細胞上の“eat me”signal の発現だけで

なく、様々な要因により制御されていることが考えられる。本研究では、“eat me”

signal の 1 つである細胞表面 calreticulin に腫瘍抗原提示における役割と死細

胞の貪食除去における役割の 2 つの役割がある、という可能性を提起し、これ

に関する重要な知見を示すことができた。これらの 2 つの役割を区別するもの

として、被貪食細胞上に局在する calreticulinが置かれている環境や相互作用す

る分子、貪食細胞表面上に発現する“eat me”signal 受容体の違い等が考えら

れる。本研究では、これらについての検討を行えなかったが、今後はこれらの違

いが貪食の標的の選別に影響を与えるかについても注目して解析する必要があ

る。 
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総括 

 

calreticulinは主に小胞体内に存在し、カルシウム結合タンパク質として小胞

体内カルシウムの恒常性の維持に関与するとともに、シャペロンタンパク質と

して主に糖タンパク質のフォールディングを担っている。さらに、わずかに細胞

表面にも存在し、細胞の接着や遊走などに関与している多くの機能をもったタ

ンパク質である。プログラムされた細胞死であるアポトーシスを誘発した細胞

は、細胞表面に貪食を誘発する“eat me”signal を発現することでマクロファ

ージや樹状細胞により速やかに貪食除去されている。抗がん剤や放射線などで

処理したがん細胞では、アポトーシスにともない calreticulinが小胞体から細胞

表面へと移行し、増加した細胞表面 calreticulinは“eat me”signal として機能

することが明らかになっている。また、 anthracycline 系抗がん剤の

mitoxantrone や白金製剤の oxaliplatin など特定の抗がん剤では、小胞体スト

レスを介した細胞表面 calreticulinの増加が確認されている。これまでに当教室

では、ヒト大腸がん由来の培養細胞株 HT-29 細胞を mitoxantrone で処理する

ことにより、細胞表面 calreticulinが一過的に増加して回復した後に、再度持続

的に増加する二相性のパターンで増加すること、前期の増加には小胞体ストレ

ス、後期の増加にはアポトーシスが関与していることを示した。異なる機構によ

って細胞表面に移行することで引き起こされる前期および後期の細胞表面

calreticulinの増加は、貪食作用に対してもそれぞれ異なる役割を持っているの

ではないかと推測されたが、それらの生理的意義については明らかにされてい

なかった。 

そこで、本研究では二相性で増加する細胞表面 calreticulinの貪食における意

義を明確にすることを目的として、oxaliplatinで処理した HT-29細胞における
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細胞表面 calreticulin について解析するとともに、ヒト単球系白血病細胞株

THP-1 細胞から分化誘導したマクロファージ様細胞と樹状細胞様細胞を用いて

oxaliplatin処理 HT-29細胞に対する貪食反応について検討した。 

 

これまでに、oxaliplatin 処理したがん細胞で細胞表面 calreticulin の増加が

起こることが示されていることから、oxaliplatin処理 HT-29細胞における細胞

表面 calreticulin の経時変化について検討したところ、mitoxantrone で処理し

た場合と同様に、処理開始後 4時間をピークとした前期と 24時間以降の持続し

た後期の増加が起こることが確認された。そこで、それぞれの細胞表面

calreticulinの増加に小胞体ストレスやアポトーシスが関与しているかについて

検討を行った。小胞体ストレスの指標のひとつとなる eIF2α のリン酸化が

oxaliplatin 処理開始後 0.5～6 時間の HT-29 細胞で確認され、小胞体ストレス

により活性化される caspase-12 の阻害により oxaliplatin 4 時間処理 HT-29 細

胞における細胞表面 calreticulinの増加が抑制された。一方、アポトーシスによ

り増加するとされる細胞表面 calnexinの増加が oxaliplatin処理開始後 24時間

以降で確認され、アポトーシス活性化因子である caspase-3 の阻害により

oxaliplatin 48 時間処理 HT-29 細胞における細胞表面 calreticulin 増加が抑制

された。 

以上の結果から、oxaliplatin 処理 HT-29 細胞における前期での細胞表面

calreticulin の増加は小胞体ストレスにより活性化した caspase-12 を介してい

ること、後期での細胞表面 calreticulinの増加には caspase-3の活性化を介した

アポトーシスが関与していることが示唆された。 

 

これまでに、THP-1細胞に PMAを処理するとマクロファージ様細胞に、IL-
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4 と GM-CSF を作用させると未成熟樹状細胞様細胞に、得られた未成熟樹状細

胞様細胞にさらに IL-4 と GM-CSF、TNF-α を作用させると成熟樹状細胞様細

胞に分化誘導できることが報告されている。そこで、oxaliplatin 処理した HT-

29 細胞に対する貪食作用を検討するための貪食細胞を調製することを目的とし

て、THP-1細胞を PMA共存下で 48時間、あるいは IL-4と GM-CSFの共存下

で 5 日間培養して、マクロファージ様細胞と未成熟樹状細胞様細胞への分化を

試みた。さらに、未成熟樹状細胞様細胞を IL-4 と GM-CSF、TNF-α の共存下

でさらに 2 日間培養して成熟樹状細胞様細胞とした。これらの分化が意図した

通りに誘導されていることを確認するために、マクロファージや樹状細胞への

分化の指標となる細胞表面抗原（細胞表面マーカー）の発現について解析した。

PMA で処理した THP-1 細胞では、マクロファージの細胞表面マーカーである

CD11b、CD11c、CD14が増加し、樹状細胞の細胞表面マーカーである CD80と

CD86 は変化が認められなかった。一方、IL-4 と GM-CSF を作用させた THP-

1細胞では、CD11b、CD80、CD86が増加し、CD14が減少する傾向を示した。

この IL-4 と GM-CSF で刺激した THP-1 細胞における細胞表面抗原の変化は、

成熟樹状細胞様細胞への分化を誘導する処理によりさらに強調され、統計的な

有意差を持って認められるようになった。 

以上の結果から、THP-1 細胞は PMA 処理によりマクロファージ様細胞に分

化していると考えられた。また、THP-1 細胞に IL-4 と GM-CSF を作用させる

ことにより未成熟樹状細胞様細胞に、未成熟樹状細胞様細胞にさらに IL-4、GM-

CSF、TNF-α を作用させることにより成熟樹状細胞様細胞に分化したと考えら

れた。 

 

これまでに、抗がん剤や放射線などの作用でアポトーシスを誘発したがん細
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胞において細胞表面に移行した calreticulinは“eat me”signal としてマクロフ

ァージや樹状細胞などによる貪食を促進することが知られている。また、細胞表

面 calreticulinを介してがん細胞を貪食した樹状細胞は、腫瘍細胞に特異的な抗

原を提示することでヘルパーT細胞を活性化し、抗腫瘍免疫応答を誘導する。本

研究の結果より、HT-29 細胞を oxaliplatin で処理したところ、細胞表面

calreticulinが二相性で増加し、前期の増加には小胞体ストレス、後期の増加に

はアポトーシスが関与していることが示された。そこで、oxaliplatin により増

加する細胞表面 calreticulinの貪食作用への関与を検討するために、oxaliplatin

処理したHT-29細胞を被貪食細胞として、THP-1細胞から分化誘導したマクロ

ファージ様細胞または樹状細胞様細胞による貪食反応について検討した。まず、

oxaliplatin で 4 時間処理した HT-29 細胞に対する貪食反応と未処理の HT-29

細胞に対する貪食反応を比較したところ、未成熟樹状細胞様細胞による貪食反

応には oxaliplatin処理による亢進が認められたが、マクロファージ様細胞によ

る貪食反応では有意な変化が認められなかった。これに対して、oxaliplatin で

48 時間処理した HT-29 細胞に対する貪食反応と未処理の HT-29 細胞に対する

貪食反応を比較したところ、マクロファージ様細胞による貪食反応の亢進が示

されたが、未成熟樹状細胞様細胞による貪食反応では有意な変化は示されなか

った。これらの結果から、未成熟樹状細胞様細胞とマクロファージ様細胞では、

それぞれ異なる標的細胞を優先的に貪食することが示唆された。さらに、これら

の貪食作用に細胞表面 calreticulin が関与しているかについて検討するため、

calreticulinのC末側領域に由来する合成ペプチドであるCalreticulin Blocking 

Peptideを calreticulinの分子間結合を抑制する阻害剤として用い、このペプチ

ドの貪食反応への影響について調べた。その結果、oxaliplatin で 4 時間処理し

た HT-29 細胞に対する未成熟樹状細胞様細胞の貪食反応は、Calreticulin 
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Blocking Peptideにより著しく阻害された。一方、oxaliplatinで 48時間処理し

た HT-29 細胞に対するマクロファージ様細胞の貪食反応の Calreticulin 

Blocking Peptideによる阻害は、部分的なものであった。この結果より、今回の

研究で確認されたマクロファージ様細胞による貪食反応には、細胞表面

calreticulin 以外の因子が関与していることが考えられた。oxaliplatin で 48 時

間処理した HT-29 細胞はアポトーシスを誘発しており、アポトーシス細胞にお

ける代表的な“eat me”signalとして知られる phosphatidylserineが細胞表面

に増加していたことから、phosphatidylserine の貪食への寄与を検討した。こ

のために、phosphatidylserine を介した細胞間認識反応を競合的に阻害する PS

リポソームを用い、貪食反応に対する影響を解析した。その結果、oxaliplatin で

48 時間処理した HT-29 細胞に対するマクロファージ様細胞の貪食反応は、PS

リポソームにより著しく阻害された。 

以上の結果から、HT-29細胞において oxaliplatin処理の前期で増加した細胞

表面 calreticulinは、未成熟樹状細胞様細胞による貪食において“eat me”signal

として認識されること、oxaliplatin処理の後期で増加した細胞表面 calreticulin

は細胞表面 phosphatidylserine とともにマクロファージ様細胞による貪食に寄

与することが示唆された。 

 

以上、本研究により、 oxaliplatin 処理した HT-29 細胞では細胞表面

calreticulinが二相性で増加し、前期の増加には小胞体ストレスや caspase-12の

活性化が、後期の増加には caspase-3 を介したアポトーシスが関与しているこ

とが示唆された。また、前期で一過性に増加した細胞表面 calreticulinは未成熟

樹状細胞様細胞による貪食反応に寄与し、後期で持続的に増加した細胞表面

calreticulinはマクロファージ様細胞による貪食反応に寄与することが示唆され



62 

 

る結果を得た（Fig. 17）。 

 

これらの結果から、前期で増加した細胞表面 calreticulinは樹状細胞による抗

原提示につながる貪食を促進し、後期で増加した細胞表面 calreticulinはマクロ

ファージによる死細胞の貪食除去を促進するという異なる役割を担っているこ

とが考えられた。今後、貪食後の樹状細胞様細胞やマクロファージ様細胞におけ

る細胞表面分子やサイトカイン分泌の変化、被貪食細胞上での分子間相互作用

や、貪食細胞と被貪食細胞との間の分子間相互作用などについて解析していく

ことで、細胞表面 calreticulinを介した貪食の役割や貪食機構の詳細が明らかに

なることが期待される。これらの成果は、腫瘍免疫応答の開始を司る分子メカニ

ズムとして、将来のがん治療に貢献できるものになると考えている。 

  

Fig. 17 oxaliplatin処理により細胞表面に二相性で増加する calreticulinの貪食への 

寄与 
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