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研究成果の概要（和文）：本研究では、膜型分子SIRPαががん細胞に対するマクロファージの貪食作用のみなら
ず、マクロファージによるがん細胞排除に関わるサイトカインの産生を抑制的に制御することを見出した。ま
た、SIRPαに特異的に作用する新規のSIRPα結合ペプチドが、がん抗原を認識する抗体医薬の抗腫瘍効果を増強
する活性を持つことを示した。さらに、膜型分子SIRPαとSIRPβのいずれにも作用する抗体を用いた解析から、
SIRPβががん細胞に対するマクロファージの細胞傷害活性を促進的に制御する分子として機能し、また、腫瘍モ
デルマウスにおいてSIRPβに作用する抗体が抗腫瘍効果を発揮する可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we found that the membrane protein SIRPα functions as a 
negative regulator of cancer cell phagocytosis by macrophages and their secretion of cytokines 
involved in the elimination of cancer cells. We also showed that a novel SIRPα-binding peptide 
specifically bound to SIRPα enhanced the antitumor effect of antibodies against tumor antigens. 
Furthermore, using an antibody against the membrane proteins SIRPα and SIRPβ, we demonstrated that
 SIRPβ acted as a positive regulator of macrophage cytotoxic activity toward cancer cells. The 
antibody was also found to exert an antitumor effect in mouse models of cancer.

研究分野：生化学、腫瘍免疫、分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、膜型分子SIRPαがマクロファージのがん細胞に対する殺細胞効果を抑制的に制御する一方で、膜型分
子SIRPβが促進的に制御することを示し、SIRPαとSIRPβを介したマクロファージによる新たながん免疫監視と
その作用機構の一端を明らかにした。さらに、膜型分子SIRPαに作用するペプチド、また膜型分子SIRPβに作用
する抗体が、新たながんの治療薬として利用できる可能性を示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
がん細胞は、免疫系細胞、血管内皮細胞、繊維芽細胞などの間質細胞と相互作用を通じて“が

ん微小環境“を形成することで、自身の生存に有利な環境を作り出していると考えられている。
例えば、がん細胞は、細胞傷害性 T細胞や NK 細胞の機能抑制分子である PD-1、KIR などに対す
るリガンド分子を細胞表面に発現することで、両免疫系細胞からの免疫監視を逃れると考えら
れている。しかしながら、がん微小環境に多種多様な免疫系細胞が存在するが、その中でも、マ
クロファージ、好中球、樹状細胞などの自然免疫系細胞が、がん細胞と如何なる相互作用を介し
て、免疫監視を発揮したり、または抑制されるかについては十分に明らかとはなっていない。 
研究代表者の所属する研究グループでは、膜型分子である SIRPαとそのリガンド分子である

CD47 とにより形成される細胞間シグナル系が、マクロファージによる赤血球や血小板などの貪
食を負に制御することを見出していた１）。その知見をもとに、CD47-SIRPα結合を阻害する抗
SIRPα抗体がマクロファージによるがん細胞の抗体依存性細胞貪食(ADCP)を高め、がん抗原を
認識するリツキシマブ(抗 CD20 抗体)などの抗体医薬による腫瘍排除を腫瘍モデルマウスにおい
ても増強することを示した 2）。一方で、多様ながんで CD47 の発現が正常組織に比べ発現が高ま
っていることが報告され、これらのことから、がん細胞は CD47 を高度に発現し SIRPαに作用す
ることでマクロファージの貪食を負に制御し、マクロファージによる排除を回避するという機構
が存在することが強く示唆された。しかし、CD47-SIRPα系を介した腫瘍排除回避の機構には、
マクロファージに加え、細胞傷害性 T細胞も関与することを示す実験結果を研究代表者は得てい
る２）が、CD47-SIRPα系によるこれらの免疫系細胞の機能制御の詳細については不明な点が多く
存在する。 
上記の研究成果に加え、研究代表者らの研究グループでは、SIRPαと細胞外領域が高い相同性

を示し、マクロファージに発現をする膜型分子 SIRPβがマクロファージの貪食活性を促進的に
制御することを明らかにしている 3)。SIRPβは、その細胞内領域に免疫受容体活性化チロシンモ
チーフ(ITAM)を有するアダプター分子である DAP-12 と複合体を形成し、ITAMに結合するチロシ
ンキナーゼ Syk を介して作用するとされている。SIRPβの生理的リガンドは未だ明らかにされ
ていないが、研究代表者は、SIRPβが免疫系細胞によるがん細胞の免疫監視において機能してい
ると想定している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞間シグナル CD47-SIRPα系および SIRPαのファミリー分子である SIRPβに
着目し、自然免疫系細胞によるがん細胞の新たな免疫監視の作用機構について解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) マクロファージまたは好中球のがん細胞に対する殺細胞作用、サイトカインおよび NO 産生

の評価 
マクロファージは、マウスより単離した骨髄細胞を M-CSF存在下で培養することで得た。好中

球は、抗 Ly6G抗体を用いマウス骨髄細胞より単離した Ly6G 陽性細胞を G-CSF、IFNγ存在下で
一晩培養することで調整した。マウス骨髄由来マクロファージの殺細胞効果については、骨髄由
来マクロファージとがん細胞の共培養下に抗体やペプチドなどの薬剤を添加し、培養後、マクロ
ファージのがん細胞の貪食率、生存がん細胞の総数、または細胞死を起こしたがん細胞の割合に
ついて FACS を用い解析した。一方、好中球の殺細胞効果については、好中球と TDA標識を行っ
たがん細胞との共培養下に抗体を添加し、培養後、細胞死を起こしたがん細胞の割合について
DELFIA 細胞傷害性アッセイキットを用い測定した。また、マクロファージを抗体で刺激し、培
養液中に分泌された各種サイトカイン、および NO2

-(NOの産生)を測定した。 
 
(2) マクロファージを介した CD8 陽性 T細胞の活性化の評価 
OVA（オボアルブミン）ペプチドを取り込ませたマウス骨髄由来マクロファージと CFSE 標識を
行った OT-I マウス脾臓由来 CD8 陽性 T細胞（OT-I T 細胞）、もしくは、マウス骨髄由来マクロ
ファージ、OVA 発現がん細胞および CFSE 標識 OT-I T 細胞の共培養下に各種抗体を加え、培養
後、OT-I T 細胞の増殖と IFNγの産生について FACS を用い解析を行った。 
 
(3) SIRPα結合ペプチドの取得 
ヒトおよびマウス SIRPαの細胞外領域（IgVドメイン: CD47 との結合領域）に特異的に結合

する環状構造を持つペプチドを RAPID システム 4)を用いペプチドライブラリーから単離した。さ
らに、得られた各ペプチドについて、SIRPα発現細胞上への CD47 細胞外領域の組み換えタンパ
ク質との結合の阻害能を評価し、CD47-SIRPα結合阻害活性を持つSIRPα結合ペプチドを得た。
また、SIRPα 結合ペプチドと SIRPα-IgV ドメインの組換え蛋白質の複合体の結晶化を行い、X
線結晶構造解析を通じて、両者の結合様式について原子レベルでの解析を行った。 



 

 

 
(4) 腫瘍モデルマウス 
免疫不全マウス(NOD/SCID マウス)、野生型マウスの皮下にヒトまたはマウス由来がん細胞を
移植し、皮下移植腫瘍モデルマウスを作製した。マウスメラノーマ肺転移モデルについては、マ
ウス由来メラノーマ細胞の尾静脈投与を行うことで作製した。皮下移植腫瘍モデルマウスにお
いては、定期的に皮下に形成された腫瘍体積の測定を行った。また、皮下移植腫瘍モデルマウス
において、抗 CSF1R 抗体投与によりマクロファージを、抗 CD8α 抗体投与より CD8 陽性 T 細胞
の生体内からの枯渇を行った。TNFαの中和についてはエタネルセプトの投与により行った。 
 
４．研究成果 

(1) CD47-SIRPα系によるマクロファージの機能制御 
研究代表者はこれまでに CD47-SIRPα系がマクロファージによるがん細胞の貪食を抑制的に

制御することを見出していた 2)。そこで マクロファージが、がん細胞の貪食抑制以外の作用を
介して免疫監視に関与するかについて、CD47-SIRPα 結合阻害活性を持つ SIRPα 阻害剤として
作用する抗 SIRPα抗体を用い解析を試みた。マクロファージは、炎症生サイトカイン TNFαや
一酸化窒素 NOを産生することで、がん細胞の生体内からの排除に関与することが示唆されてい
る。マウス骨髄由来マクロファージを抗 SIRPα抗体にて処理したところ、TNFαおよび NO 産生
の増強が認められた。加えて、炎症生サイトカイン IL-6の産生の上昇も認められ、抗 SIRPα抗
体がマクロファージの炎症性反応を抑制的に制御し、がん細胞のがん免疫監視からの回避に寄
与している可能性が示唆された。また、研究代表者は、マウス腎癌細胞の皮下移植モデルマウス
を用いた解析から、抗 SIRPα抗体による抗腫瘍効果にはマクロファージおよび CD8 陽性 T細胞
が関与していることを見出していた 2)。マクロファージは、抗原提示細胞として CD8 陽性 T細胞
の活性化を担うことが知られている。そこで、OVAペプチドを取り込んだマクロファージ、もし
くは OVA 発現マウス腎癌細胞とマクロファージの共培養下に OVA に特異的に反応する CD8 陽性
T細胞（OT-I 細胞）と抗 SIRPα抗体を加えた後の CD8 陽性 T細胞の増殖、および CD8 陽性 T細
胞からの炎症性サイトカインの産生を検討した。その結果、T細胞の増殖、また T細胞からの炎
症性サイトカインの産生の増強は認められず、マクロファージによる CD8 陽性 T 細胞の活性化
を SIRPαが制御することで、がん細胞のがん免疫監視を回避する可能性は低いと考えられた。 
また、上記の研究過程において SIRPα 特異的に作用する新たな阻害剤の開発を進め、RAPID

システム 4)を用い、マウスおよびヒト SIRPα に特異的に結合し、CD47-SIRPα 結合を阻害する
活性を持つペプチドを取得した。得られたペプチドは、マクロファージのがん細胞に対する抗体
依存性細胞貪食活性を高める活性を有すること、ヒト B リンパ腫由来株化細胞を移植した腫瘍
モデルマウスにおいて抗体医薬であるリツキサンによる腫瘍体積の増加抑制を増強することが
確認された。また、マウスメラノーマ肺転移モデルにおいても、メラノーマ抗原を認識する抗
gp75 抗体による肺でのメラノーマ腫瘍結節形成の抑制を高める活性を持つことが確認された。
さらに、野生型マウスへのペプチドの投与後の血液学・血液生化学的解析から、SIRPα 結合ペ
プチドが著明な副作用を示す可能性は低いと考えられた。これらのことから、新たに取得した
SIRPα 結合ペプチドは、がん抗原を認識する抗体医薬の抗腫瘍効果を増強する薬剤として利用
可能性を持つと考えられた。一方、マウス SIRPα結合ペプチドとマウス SIRPαの複合体の X 線
結晶構造解析から、マウス SIRPα結合ペプチドは SIRPα上の CD47 との相互作用面とは異なる
領域に結合することを見出し、得られたマウスSIRPα結合ペプチドがアロステリック様にCD47-
SIRPα 結合を阻害する従来にない阻害剤として機能しているとことも明らかとなった。今後、
マウス SIRPα結合ペプチドとマウス SIRPαとの相互作用面が新たな SIRPα機能阻害剤の開発
につながる情報を与えるものではないかと期待できる。 
 
(2) SIRPβのがん免疫監視への関与の検討 
SIRPβ がマクロファージによるがん細胞の排除に関与するかにつき検討する目的で、SIRPα

と SIRPβのいずれにも反応生を示す抗 SIRPα/β抗体を用いた解析を試みた。その結果、マウ
ス骨髄由来マクロファージの膀胱がん、および乳がん細胞（どちらの細胞も SIRPα、SIRPβの
発現はほとんど認められない）に対する細胞傷害活性を抗 SIRPα/β抗体が増強し、この殺細胞
効果には抗 SIRPα/β 抗体依存的なマクロファージによる TNFα の産生が関与することが確認
された。また、抗 SIRPα/β 抗体のがん細胞に対する殺細胞効果は、SIRPα を欠損したマウス
骨髄由来マクロファージを用いた際には認められたが、SIRPβ のノックダウンを行ったマクロ
ファージを用いた際にはその減弱が認められたことから、少なくともマクロファージ上の
SIRPβ と抗 SIRPα/β 抗体の相互作用が重要であることが明らかとなった。さらに、マウス膀
胱がん、および乳がんの腫瘍モデルマウスにおいて、抗 SIRPα/β抗体が単独で抗腫瘍効果を示
すことが確認された。興味深いことに、マウス膀胱がん細胞の皮下移植マウスにおいて、抗
SIRPα/β抗体投与により、腫瘍内での TNFα陽性のマクロファージの数の増加が認められた一
方で、生体内からのマクロファージの枯渇、並びに TNFαの中和により、抗 SIRPα/β抗体によ
る抗腫瘍効果の著明な減弱が認められた。すなわち、抗 SIRPα/β抗体は、マクロファージをエ
フェクター細胞し、その TNFα産生を促すことで、生体内で膀胱がん、乳がんに対する抗腫瘍効



 

 

果を発揮し得ると考えられた。また、抗 SIRPα/β抗体の抗腫瘍効果にかかわる免疫細胞の解析
から、CD8 陽性の T細胞もエフェクター細胞として機能することを示唆する実験結果を得ること
ができた。 
一方、マクロファージと同様に自然免疫系細胞である好中球もがん細胞の生体内からの排除

にも関与することが知られている。また、好中球において SIRPβが発現することがこれまでに
報告されている。そこで、抗 SIRPα/β抗体を用い、好中球によるがん免疫監視への SIRPβの
関与について検討を試みた。マウス膀胱がん細胞とマウス好中球の共培養下において、抗
SIRPα/β抗体を培地中に添加したところ、好中球のマウス膀胱がん細胞に対する細胞傷害活性
が増強されることを見出した。その一方で、SIRPα のみ作用する抗体の添加では、殺細胞効果
の増強は認められず、抗 SIRPα/β 抗体による好中球のマウス膀胱がん細胞に対する細胞傷害
活性の増強には、抗体と SIRPβの相互作用が重要であると考えられた。 
以上のことから、SIRPβ はマクロファージ、好中球によるがん細胞の排除を促進する作用を
持ち、これら自然免疫細胞によるがん免疫監視機構の制御に関与する可能性が示唆された。今後、
さらなる解析により、SIRPβ のがん免疫監視における役割やその作用機序がより詳細に明らか
になると考えられる。 
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