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研究成果の概要（和文）：抗腫瘍免疫療法では、一般に癌抗原をアジュバンドとともに皮下に免疫することによ
り、腫瘍特異的な細胞障害性Ｔ細胞を誘導することを目指しているが、効率的な誘導に課題があり、またアジュ
バンドによる副作用も報告されている。細胞障害性Ｔ細胞の誘導は、樹状細胞やマクロファージといった抗原提
示細胞によるクロスプレゼンテーションを効率的に誘導することが必要である。そこで、組織常在マクロファー
ジを用いて局所的にＴ細胞肺を誘導できるかを検討し、将来の腫瘍免疫治療の応用を目指した。

研究成果の概要（英文）：Anti-tumor immunotherapy is induced by immunization cancer antigen with 
adjuvant. Although it effectively induces antigen specific killer T cells (CD8 T cells), it has some
 problems for effective T cells induction and side effect management. It is known that dendritic 
cells and macrophages present tumor antigen to expand antigen specific killer T cells. Here, I 
investigated the strategies for effective induction of antigen specific killer T cells in the lung.

研究分野： 自然免疫
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺は外界と接する組織であり、水溶性の抗原やアジュバンドを噴霧状にすることにより非侵略的に投与すること
ができるため、細胞障害性Ｔ細胞を利用した癌免疫治療への応用可能性を秘めている。特に肺癌は根治困難な癌
としてよく知られており、今後さらに研究を進展させることにより、肺局所で抗原特異的な細胞障害性Ｔ細胞を
効率よく誘導することが可能になれば、癌免疫療法を通じて対処可能な癌の一つになることが期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞障害性Ｔ細胞（キラーＴ細胞）は、抗原特異的なＴ細胞受容体を発現しており、抗原を

提示した細胞を認識すると、細胞内に蓄積した物質を放出することで細胞死を誘導する。この
細胞障害性Ｔ細胞は、ウイルス感染した細胞を排除することによる感染防御や、自己抗原を発
現する細胞を除去することによる自己免疫疾患の予防に役立っていることが知られている。抗
原特異的な細胞障害性Ｔ細胞の誘導には、樹状細胞やマクロファージなどの抗原提示細胞が外
から取り込んだ抗原を分解しＭＨＣクラスＩ分子にのせ、細胞外に提示するクロスプレゼンテ
ーションにより誘導される。 
生体内においてクロスプレゼンテーション能を担う抗原提示細胞は、樹状細胞やマクロファ

ージの内さらに限られたタイプの細胞が担うと考えられている。脾臓においては、主に４種類
の樹状細胞が存在することが知られているが、その内ＣＤ８陽性樹状細胞がクロスプレゼンテ
ーション能を持っていることを西ナイル熱ウイルスに対するウイルス特異的障害性Ｔ細胞誘導
実験により示された(Hilder et.al. 2008 Science)。一方、マクロファージは、各組織におい
て様々なマクロファージのサブセットが存在することが知られているが、脾臓中の CD169 陽性
マクロファージのみクロスプレゼンテーションを引き起こすことが報告されている。例えばア
デノウイルス感染モデルでは、脾臓中の CD169 陽性マクロファージはクロスプレゼンテーショ
ン能により、抗原特異的細胞障害性Ｔ細胞を誘導し、感染した細胞を除去することにより感染
防御に役立っていることが示されている（C Bernhard et.al. 2015 PNAS）。また、CD169 陽性
マクロファージは死細胞を貪食することにより、癌抗原を提示し、癌特異的細胞障害性Ｔ細胞
を誘導し、癌抑制効果を発揮する（K Asano et.al. 2011 Immunity）。マクロファージは、脾臓
以外の肝臓、小腸、皮膚、肺などのそれぞれの組織に存在し、多種多様な役割を果たしている
が、どのマクロファージがクロスプレゼンテーション能をどのような状況で発揮するのかにつ
いての解析が全く進んでいない。 

 
２．研究の目的 
病原体感染における自然免疫応答の活性化は、インターフェロンやサイトカインの産生だけ

ではなく、樹状細胞やマクロファージの抗原提示細胞の抗原提示能を活性化させ、クロスプレ
ゼンテーションを誘導することが知られている。これまで我々は自然免疫応答の分子メカニズ
ムを明らかにするため、様々な分子を同定し、解析してきた（T Kawasaki et. al., 2013 Cell 
Host Microbes）。それら分子の内、ウイルス免疫応答に関与する分子として、イノシトールリ
ン脂質リン酸化酵素の一つである PIKfyve を同定し、解析を行っている。これまで PIKfyve が
ウイルス感染における自然免疫応答を制御していることを明らかにしてきた（T Kawasaki et. 
al., 2013 Cell Host Microbes）。また、マクロファージ特異的 PIKfyve ノックアウトマウスを
作製し解析を行うことで、さらに生体内においても自然免疫応答に関与することを明らかにし
た。興味深いことに PIKfyve ノックアウトマウスは、様々な組織マクロファージの内、肺胞マ
クロファージの分化に寄与しており、PIKfyve の欠損により分化の中間段階で停滞することが
明らかになった（T Kawasaki et. al., 2017 EMBO J）。これまで、肺の組織常在性マクロファ
ージである肺胞マクロファージの機能を明らかにしてきたことから、特にマクロファージのク
ロスプレゼンテーションの効率的な誘導方法を模索するため、肺に着目して研究を行った。 
 
３．研究の方法 
（１）In vitro での肺胞マクロファージのクロスプレゼンテーションにおける役割を明らかに
するため、ＯＶＡ特異的Ｔ細胞レセプター発現(ＯＴ－Ｉ)マウスの脾臓からＣＤ８陽性Ｔ細胞
を分離し、肺から分離した肺胞マクロファージと共培養し、ＯＶＡ存在下非存在下におけるＴ
細胞の増殖を評価した。Ｔ細胞は共培養前に細胞分裂を評価するため、蛍光色素ＣＳＦＥでラ
ベルして、細胞が分裂するごとに半減する蛍光を連続的に追尾することにより、共培養した際
の細胞分裂を評価した。また、培養上清中のＣＤ８Ｔ細胞から産生さる IFNｇの量をＥＬＩＳ
Ａにより計測した。 
 
（２）In vivo での肺胞マクロファージのクロスプレゼンテーションの役割を明らかにするた
め、肺胞マクロファージが減少したマウスにおける抗原特異的なＣＤ８陽性Ｔ細胞の誘導を検
討した。フロイント完全アジュバンド（ＣＦＡ）とモデル抗原であるオボアルブミン（ＯＶＡ）
を混合したものをマウスの皮下に免疫し、７日後にクロドロネイトリポソームを鼻腔内より投
与することにより肺胞マクロファージに取り込ませ、肺胞マクロファージが減少したマウスを
作出する。クロドロネイトリポソームは取り込んだ細胞に細胞死を誘導することから、肺胞マ
クロファージが特異的に減少したマウスを作出することができる。次にＣＦＡ/ＯＶＡで免疫後
１０日に鼻腔内より、肺にＯＶＡを投与により感作し、感作後５日のマウスより肺を取り出し
クロドロネイトリポソーム処置群と未処置群におけるＯＶＡ特異的ＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を
ＦＡＣＳを用いて検討した。 
 
（３）ＣＦＡ/OVAによる免疫と鼻腔内OVA投与によるＯＶＡ特異的ＣＤ８陽性Ｔ細胞の誘導が、
肺への癌転移の抑制に重要な役割を果たすかを検討した。肺転移能が高い B16-F10 細胞を用い
てＯＶＡたんぱく質発現細胞を作製（B16-F10-OVA）し、B16-F10-OVA 細胞を尾静脈より移入す



ることにより癌転移モデルを作製した。B16-F10-OVA 細胞を移入後２日に、control（未処置）、
ＣＦＡ/ＯＶＡ、ＣＦＡ/ＯＶＡ+鼻腔内ＯＶＡ投与群の３つに分け、それぞれ生存率解析と肺へ
の癌転移を肺組織切片を作製することで解析した。 
 
４．研究成果 
（１）肺胞マクロファージは表面マーカーである SiglecF と CD11c の抗体で染色し、ＦＡＣＳ
を用いて分離した。また、Ｔ細胞はＯＴ－１マウスの脾臓よりＣＤ８を指標にＭＡＣＳ磁気分
離システムを用いて分離しＣＳＦＥを用いて細胞をラベルし、肺胞マクロファージと共培養し
た。ＯＶＡたんぱく質存在下において、ＣＳＦＥの蛍光シグナルを追跡したところ、ＣＤ８陽
性Ｔ細胞は分裂し増殖していることが分かった。また、共培養上清中のＩＦＮｇの産生量を測
定したところ、ＯＶＡ存在下でＣＤ８陽性Ｔ細胞から IFNg が産生されていることが分かった。
また、ペプチドトランスポーター阻害剤の一つである Breferidin A により阻害すると、細胞の
増殖及び、IFNg の産生が阻害されたことから、in vitro において肺胞マクロファージのクロス
プレゼンテーションによりＣＤ８陽性Ｔ細胞が活性化し、増殖とともにサイトカインを産生す
ることが明らかとなった。 
 
（２）クロドロネイトリポソームをマウス鼻腔内より投与後２日目の肺胞マクロファージの割
合を調べたところ１０ %程度に減少していることが明らかとなった。次にＣＦＡ/ＯＶＡ免疫後、
鼻腔内ＯＶＡ感作したクロドロネイトリポソーム処置群と未処置群を比べると、クロドロネイ
トリポソーム処置群では肺でのＯＶＡ特異的ＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合が減少していることが明
らかとなった。以上のことから、in vivo において肺胞マクロファージのクロスプレゼンテー
ションによりＣＤ８陽性Ｔ細胞が誘導できることが示唆された。 
 
（３）肺胞マクロファージによるクロスプレゼンテーションの役割を明らかにするため、
B16-F10-OVA 細胞を移入後２日に、control（未処置）、ＣＦＡ/ＯＶＡ、ＣＦＡ/ＯＶＡ+鼻腔
内ＯＶＡ投与群の３つに分け、生存率解析、肺転移能解析を行った。その結果、control 群に
比べＣＦＡ/ＯＶＡ群、ＣＦＡ/ＯＶＡ+鼻腔内ＯＶＡ投与群は優位に生存率が上昇し、CFA/OVA+
鼻腔内ＯＶＡ投与群がもっとも生存率が高い傾向が見られた。しかし、十分な個体数を検討し
ていないので、引き続き、実験を行っている。また、肺転移については現在切片を作製して検
討を行っているが、ＣＦＡ/ＯＶＡ+鼻腔内ＯＶＡ投与群では肺転移が抑えられる傾向が見られ
ている。 
 
以上のことから、in vitro 及び in vivo の両方において、ＯＶＡを用いて肺胞マクロファー

ジによるクロスプレゼンテーションを介したＯＶＡ特異的ＣＤ８陽性Ｔ細胞の誘導が行えるこ
とを示した。また、特に肺への癌転移の抑制に肺胞マクロファージのクロスプレゼンテーショ
ンに重要な役割を果たすことを示唆している。 
 
これまで末梢の組織にはメモリータイプの細胞障害性Ｔ細胞が常に存在し、個々の組織に病

原体が侵入すると局所での生体防御反応として、メモリータイプの細胞障害性Ｔ細胞が活性化
することにより生体防御機構として働くことが知られていた。局所の獲得免疫応答において細
胞障害性Ｔ細胞が必要であることが示されてきたが、細胞障害性Ｔ細胞がどの細胞により、ど
のように活性化されているか？については議論されてきていない。組織常在性マクロファージ
は、樹状細胞と異なり局所にとどまり組織内で固有の機能や役割を果たしていることから、様々
組織に存在するマクロファージによるクロスプレゼンテーションが局所での生体防御機構に関
与している可能性があった。本研究では肺をモデルとして局所免疫応答にマクロファージが関
わることを明らかにした。 
 

 また、肺は外界と接する組織であり、水溶性の抗原やアジュバンドを噴霧状にすることによ
りを非侵略的に投与することができるため、細胞障害性Ｔ細胞を利用した癌免疫治療への応用
可能性を秘めている。特に肺癌は根治困難な癌としてよく知られており、今後さらに研究を進
展させることにより、肺局所で抗原特異的な細胞障害性Ｔ細胞を効率よく誘導することが可能
になれば、癌免疫療法を通じて対処可能な癌の一つになることが期待できる。 
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