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研究成果の概要（和文）：本研究では、リンパ球への抗原提示に極めて重要な抗原提示細胞である樹状細胞が
protein tyrosine phosphatase non-receptor type3 (PTPN3)を抑制することで、CD80、CCR7の発現、IL-12産生
が亢進することを新たに見出した。また、免疫不全マウスを用いた治療実験では、PTPN3を抑制した樹状細胞で
刺激したリンパ球で治療した群で有意に腫瘍体積が小さく、リンパ球の細胞傷害活性が亢進することが示唆され
た。さらに、PTPN3による樹状細胞の活性化はMAPK経路を介している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed that the inhibition of protein tyrosine 
phosphatase non-receptor type3 (PTPN3) increased the expression of CD80, CCR7 and IL-12 secretion of
 dendritic cells (DCs) that play pivotal role for antigen presentation to lymphocytes. In the 
therapy experiment using immunosuppressive mice, tumor volume of the mice administrated lymphocytes 
stimulated by PTPN3-inhibited DCs was significantly lower than that of control. In addition, 
activation of DCs by PTPN3 inhibition may be via MAPK pathway. 

研究分野：腫瘍免疫学

キーワード： PTPN3　樹状細胞　免疫チェックポイント分子　リンパ球活性化　抗原提示能　抗腫瘍効果　新規がん免
疫治療開発　チロシンキナーゼ脱リン酸化酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、我々が先の研究で新たな免疫チェックポイント分子として見出したPTPN3分子の発現を免疫
細胞（リンパ球、樹状細胞）において抑制することで、リンパ球が活性化する（増殖、遊走、細胞傷害活性）の
みならず、抗原提示細胞である樹状細胞のリンパ球増殖刺激能も亢進することが分かった。したがって、PTPN3
を抑制する治療は、既存の免疫治療の効果増強のみならず、新たながん免疫治療となり得ることが示唆された。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

我々は、平成 27-29 年度基盤研究(C)の研究で、活性化リンパ球で発現亢進するチロシン脱リン

酸化酵素:protein tyrosine phosphatase non-receptor type3 (PTPN3)が新たな免疫チェック

ポイント分子である可能性を見出し、活性化リンパ球の PTPN3 を標的とする新たな癌免疫治療

法を開発中である。一方、リンパ球への抗原提示に極めて重要な抗原提示細胞である樹状細胞の

機能評価は免疫治療を開発する上で重要であるが、PTPN3 分子が樹状細胞でどのような役割を持

つかは分かっていない。 

 

２．研究の目的 

本研究では免疫チェックポイント分子 PTPN3 を抑制する新たな癌免疫治療法開発を見据え、さ

らに研究を発展させ「樹状細胞における PTPN3 の生物学的意義を解析し、PTPN3 抑制治療が樹状

細胞機能も活性化できる新たな癌免疫治療となり得るか検証する」ことを主目的とする。 

 

３．研究の方法 

１、樹状細胞における PTPN3 分子の生物学的意義の解析 

末梢血単核球より誘導した未熟/成熟樹状細胞を使用する。未熟/成熟樹状細胞に対し、PTPN3 発

現増強（PTPN3 発現プラスミドを使用）および PTPN3 発現抑制（PTPN3 shRNA あるいは PTPN3 

siRNA を使用）を行い、誘導された未熟/成熟樹状細胞の細胞数（細胞数計測）、遊走能（タイム

ラプス法、Transwell chamber 法）、抗原捕捉能（FACS 解析）、抗原提示関連分子発現（MHC class 

I、MHC class II、CD40、CD80、CD83、CD86 発現）、リンパ球増殖刺激能（リンパ球と共培養後に

MTT 法によりリンパ球増殖を吸光度により計測）および、サイトカイン産生能（IL-12p40/p70）

に及ぼす影響を検討し、未熟/成熟樹状細胞における PTPN3 の生物学的意義を検証する。また、

PTPN3 による樹状細胞形質変化がどのシグナル経路を介しているかをチロシンキナーゼリン酸

化の解析を含め、PI3k シグナル、MAPK シグナルなど網羅的に解析する。 

 

２、腫瘍抗原認識細胞傷害性 T リンパ球（CTL）誘導 

健常者（HLA-A24）由来の末梢血より、誘導した未熟樹状細胞に肺扁平上皮癌細胞株 Sq-1(HLA-

A24)の壊死腫瘍 lysate を加え共培養後、TNF-、INF-を加え腫瘍抗原認識成熟樹状細胞を誘導

する。一方、プレート非付着分画（T リンパ球）を OKT3 固層化フラスコで IL-2 と共に培養し、

活性化 T リンパ球を誘導する。このリンパ球と腫瘍抗原認識成熟樹状細胞を共培養し、癌(Sq-1)

と HLA-class I タイプのマッチした HLA-A24 拘束性腫瘍抗原認識細胞傷害性 T リンパ球(CTL)を

誘導する。 

 

３―１、細胞傷害活性の検証 (In vitro) 

siRNA を用いて PTPN3 発現を抑制した Sq-1 腫瘍抗原認識成熟樹状細胞（PTPN3 抑制群）あるい

は PTPN3 発現を抑制していない Sq-1 腫瘍抗原認識成熟樹状細胞（コントロール群）を誘導し、

第２項の通り各々リンパ球と共培養して CTL を誘導する。その CTL と Sq-1 を共培養して、癌細

胞傷害能を 51Cr リリース法あるいはタイムラプス撮影法で検討する。 

３－２、治療効果の検証 (In vivo) 

免疫不全マウス(NOD-SCID ヌードマウス)にルシフェラーゼ発現遺伝子を組み込んだ Sq-1 細胞

を同所移植して、腫瘍体積が約 100mm3 になった後、上記第３－１項と同様に作成した 2 種類の

CTL（PTPN3 治療群、コントロール群）を経静脈投与し、経時的に腫瘍径を計測し治療効果を検

証する。 

 

４．研究成果 

１、siPTPN3 を用いて樹状細胞に発現する PTPN3 を抑制すると、誘導される樹状細胞の数は増加

することが分かった。 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

２、siPTPN3 を用いて樹状細胞に発現する PTPN3 を抑制し、IFN-、TNF-で成熟化を誘導した成

熟樹状細胞に発現する CD80、CCR7 は有意に亢進した。CD86、CD11c、PD-L1、PD-1、HLA-class I, 

HLA-class-II、CD70 の発現には有意な差は認められなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

３、siRNA で PTPN3 を抑制し、Sq-1(HLA-A24)の lysate をパルスし、成熟化を誘導した樹状細胞

と、リンパ球(HLA-A24 の被験者の allo リンパ球)とを混合培養して alloCTL を誘導した。コン

トロールの alloCTL としては、PTPN3 を抑制していない樹状細胞で誘導した alloCTL を使用し

た。その alloCTL と Sq-1細胞を In vitro で共培養した結果である。E/T 比の依存性にリンパ球

は細胞傷害活性を示しており、この結果は、HLA-A24拘束性の alloCTLが誘導されていることと、

PTPN3 抑制により成熟樹状細胞のリンパ球活性化能は有意に亢進したことを示唆している。 
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Fig.3 Phenotypical change in mature dendritic cell 
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４、さらに、前項３で誘導した alloCTL を用いて腫瘍の治療実験を行った。免疫不全マウスの皮

下に Sq-1 を異種移植し、腫瘍体積が 100mm3となった後、alloCTL を腹腔内に投与して、治療実

験を行った結果である。コントロールの alloCTL としては、PTPN3 を抑制していない樹状細胞で

誘導した alloCTL を使用した。その結果、PTPN3 を抑制した樹状細胞により誘導された alloCTL

は、有意に細胞傷害活性（抗腫瘍効果）が高かった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

５、PTPN3 を抑制した樹状細胞は BRAF 発現、pMEK1/2発現、pERK1/2 発現が低下しており、PTPN3

抑制による樹状細胞活性化は MAPK 経路を経由する可能性が考えられた。 
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