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研究成果の概要（和文）：申請者は抗がん剤であるトポテカンががん細胞の細胞死を介して免疫賦活化DNAの放
出を誘導し、樹状細胞の活性化を促進することを明らかにした。担がんマウスにおいてトポテカンの投与は樹状
細胞とCD8陽性T細胞を介したがん免疫の誘導を促進した。これらの応答はDNA受容体であるcGASとその下流分子
であるSTINGに依存しており、STING欠損マウスにおいてはトポテカンによる腫瘍の縮小は見られなかった。また
トポテカンによりがん細胞から放出される免疫賦活化DNAはエクソソームに内包されており、このDNA内包エクソ
ソームが樹状細胞に取り込まれることでSTING依存的ながん免疫応答が誘導されることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Danger-associated molecular patterns (DAMPs) derived from damaged or dying 
cells not only elicit inflammation but also potentiate antitumor immune responses. Here, we show 
that treatment of breast cancer cells with the antitumor agent Topotecan, an inhibitor of 
topoisomerase I, induces DAMP secretion that triggers dendritic cell (DC) activation and cytokine 
production. Topotecan administration inhibits tumor growth in tumor-bearing mice, accompanied by 
infiltration of activated DCs and CD8+ T cells. These effects are abrogated in mice lacking STING, 
an essential molecule in cytosolic DNA-mediated innate immune responses. Furthermore, 
Topotecan-treated cancer cells release exosomes that contain DNA, which activate DCs via STING 
signaling. These findings suggest that a STING-dependent pathway drives antitumor immunity by 
responding to tumor cell-derived DNA.

研究分野： 自然免疫
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１．研究開始当初の背景 
がん免疫はがん細胞の排除を促進するが、そ
の活性化にはがん細胞由来の抗原による獲
得免疫の誘導だけではなく、細胞死に伴う内
在性分子の放出による自然免疫の誘導が重
要であることが示唆されている。例えば、通
常のアポトーシスは免疫応答を活性化しな
いが、アントラサイクリン系の抗がん剤によ
る細胞死はがん細胞からの核タンパク質
HMGB1 の放出を促進し、HMGB1 による自然免
疫シグナルを介した樹状細胞の成熟とがん
抗原特異的な細胞障害性Ｔ細胞の活性化を
誘導する。そのためがんから放出される内在
性分子ががんに対する自然免疫応答におい
て重要な役割を担っていると考えられてい
る。しかしアントラサイクリン系以外の抗が
ん剤によるHMGB1の放出は確認されていない
ことから、薬剤の作用機序とそれに伴う細胞
死の機構ががんに対する自然免疫を活性化
させる内在性分子の放出に重要であると考
えられる。そこで申請者は様々な作用機序の
抗がん剤を用いてスクリーニングを行うこ
とで、細胞死により放出され、自然免疫を活
性化させる新規の内在性分子の探索を行っ
た結果、抗がん剤であるトポテカンが細胞死
を介してがん細胞からの免疫賦活化DNAの放
出を誘導することを見出した。この免疫賦活
化DNAは樹状細胞を活性化することでがん免
疫を促進することが示唆されたが、その産生
機構や樹状細胞の活性化機構はまったく不
明である。そこで本研究ではトポテカンによ
るDNAを介したがん免疫の活性化機構を明ら
かにすることを目的とした。 
 
２．研究の目的 
がん細胞由来 DNA によるがん免疫の活性化
機構の解明 
 
３．研究の方法 
(1)トポテカン処理がん細胞から放出される
免疫賦活化DNAがどの細胞内シグナル経路を
介して樹状細胞の活性化を誘導しているか
を検証した。樹状細胞には TLR9 と cGAS と呼
ばれる DNA 受容体が存在し、細菌やウイルス
などの病原菌由来のDNAを感知することで自
然免疫応答を誘導することが知られている。
そこで申請者は TLR9 を含む TLR ファミリー
のアダプター分子である MyD88/TRIF と cGAS
下流のシグナル分子であるSTINGの欠損マウ
スからの骨髄由来樹状細胞（GMDC）を調整し、
トポテカン処理がん細胞由来DNAによる樹状
細胞のサイトカイン産生を定量することで、
TLR9 と STING の寄与を明らかにした。 
 
(2) 次にトポテカンによる免疫賦活化DNAの
産生とそれによるがん免疫の活性化が生体
内でも起きているかを検証するため、担がん
マウスにトポテカンを投与し、腫瘍浸潤した
T 細胞と樹状細胞の活性化をフローサイトメ
トリーと qPCR 法を用いて検証した。 

 
(3) 先行論文より、細胞内に侵入した病原体
由来の DNA は cGAS により認識され、cyclic 
GMP-AMP (cGAMP) に 変 換 さ れ る こ と で
STING-IRF3 シグナル経路を活性化すること
が知られている。また放射線により細胞死を
誘導した場合、DNase 耐性の酸化 DNA が死細
胞から放出され、同様に STING-IRF3 経路を
介して自然免疫を活性化することが報告さ
れている。そのためトポテカンにより放出さ
れる免疫賦活化DNAもこれらに属する可能性
がある。これを検証するため、抗がん剤 A処
理後のE0771細胞の培養上清からフェノール
/クロロホルム抽出とエタノール沈殿法を用
いて核酸抽出を行い、精製した DNA をマスス
ペクトル解析により解析することでトポテ
カンにより放出される免疫賦活化 DNA が
cGAMPであるか高分子DNAなのかを検証した。
また DNase 耐性の酸化 DNA であるかを酸化
DNA を認識する抗体を用いた ELISA 法を用い
て検証した。 
 
(4) トポテカンによる細胞死は免疫賦活化
DNA の放出を誘導するが、その細胞死のメカ
ニズムは不明である。そこでトポテカンによ
る細胞死が既知のプログラム細胞死である
アポトーシス、ネクロプトーシス、フェロト
ーシス等に属するかをそれぞれの細胞死の
阻害剤を用いて検証した。 
 
４．研究成果 
(1) トポテカンを用いてマウス乳がん細胞
株 E0771 細胞の細胞死を誘導後、回収した培
養上精をマウス骨髄由来樹状細胞に添加し、
ELISA 法を用いて樹状細胞からの IL-6 と
CXCL10 の産生を評価した。その結果、トポテ
カンで処理したE0771細胞の培養上精を樹状
細胞の培地に加えた場合、樹状細胞からの
IL-6 と CXCL10 の産生が著しく増加した。こ
のサイトカインの産生はSTING欠損樹状細胞
において顕著に低下したが MyD88/TRIF 両欠
損樹状細胞では野生型と比較して有意な差
は得られなかった。さらにトポテカン処理細
胞由来の DNA は樹状細胞において CD80 や
CD86などのT細胞共役活性化分子の発現や細
胞内シグナル分子である NF-kB, IRF3 のリン
酸化を促進したが、これらの応答は STING 欠
損樹状細胞では減弱した。そのため、トポテ
カン処理細胞から放出される免疫賦活化 DNA
は TLR ファミリーには依存せず、STING 依存
的に樹状細胞を活性化し、がん免疫を促進さ
せることが示唆された。 
 
(2) E0771 細胞を C57BL/6 マウスに同系移植
し、トポテカン投与後に腫瘍浸潤細胞をフロ
ーサイトメトリーにより解析した結果、CD8
陽性 T細胞と活性化樹状細胞が有意に増加し
た。さらに腫瘍浸潤 CD8 陽性 T細胞をセルソ
ーターにより単離し、IFNg の発現を qPCR 法
により定量した結果、トポテカン投与群の腫



瘍から単離した CD8 陽性 T 細胞では有意に
IFNg の発現が増加した。また STING 欠損マウ
スに同様の実験を行った場合、トポテカンに
よる腫瘍成長の抑制効果は減弱し、また CD8
陽性 T細胞および樹状細胞の活性化は有意に
低下した（図１）。これらの結果からトポテ
カンによる細胞死とそれに伴う樹状細胞で
のSTINGの活性化は生体内においても誘導さ
れ、がん免疫の促進に寄与することが明らか
となった。 
 

図１．担がん STING 欠損マウスへのトポテカ
ン投与による腫瘍成長抑制効果の検証  
 
(3) トポテカン処理がん細胞から放出され
る免疫賦活化 DNA を解析するため、トポテカ
ンにより細胞死を誘導した細胞の培養上清
からフェノール/クロロホルム抽出により
DNA を精製し、アガロース電気泳動によりそ
の分子量を検証した。精製した DNA は 0.2-10 
kbp 程度の様々な分子量の含んでおり、cGAS
と STING依存的に樹状細胞からのサイトカイ
ンの産生を誘導した。そのためトポテカンに
よりがん細胞から放出された DNAに cGAMP は
含まれていないことが示唆された。さらに精
製前のトポテカン処理がん細胞の培養上清
に含まれている DNAは DNase に耐性であるこ
とから、タンパク質や脂質膜により保護され
ていることが示唆された。、そこで申請者は
この免疫賦活化DNAがエクソソームに内包さ
れていると推測し、これを検証した。トポテ
カン処理がん細胞の培養上清のエクソソー
ム画分を超遠心法により精製し、このエクソ
ソームにDNAが内包されていることをアガロ
ース電気泳動により確認した。さらにこの
DNA 内包エクソソームは STING 依存的に樹状
細胞からのサイトカイン産生を誘導した。こ
れらの結果はトポテカンによる細胞死が免
疫賦活化DNAを内包したエクソソームの放出
を促進し、STING 依存的ながん免疫を活性化
させることを示唆する。 
 
(4)トポテカンによる DNA 内包エクソソーム
の放出を伴う細胞死が既知のプログラム細
胞死に属するかを検証するため、カスパーゼ
や RIPK 等の阻害剤によりトポテカンによる
細胞死が阻害できるかを Annexin V/PI 染色
後のフローサイトメトリーにより評価した。 
しかしトポテカンによる細胞死はアポトー

シス、ネクロプトーシス、フェロトーシス、
オートファジー細胞死等の阻害剤により阻
害することはできなかった。そのため、トポ
テカンは既知のプログラム細胞死とは異な
る未知のプログラム細胞死を誘導すること
でDNA内包エクソソームの放出それに伴うが
ん免疫の活性化を誘導していることが示唆
された。本研究ではその未知のプログラム細
胞死の詳細を明らかにすることはできなか
ったため、今後の研究からそのメカニズムの
詳細を明らかにしていきたいと考えている。 

 
図２． 
アガロース電気泳動に
よるトポテカン処理が
ん細胞から精製したエ
クソソーム内包 DNA の
検証 
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