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研究成果の概要（和文）：担癌状態での癌抗原特異的キラーT細胞の誘導過程において、樹状細
胞による癌抗原のクロスプレゼンテーション制御に関する分子メカニズム解明を行った。その
結果、担癌環境下で高産生される事が知られている IL-6 の存在下では、樹状細胞の抗原提示能
が減弱すること、抗腫瘍免疫にとって重要な Type 1 免疫応答において、NK2R 依存的な神経ペ
プチドシグナルが樹状細胞の機能制御に関与する事を見いだした。今後、樹状細胞の機能制御
を介した癌抗原特異的キラーT 細胞の担癌生体内誘導法を確立することで、癌免疫治療への応
用が期待できる。 
 
研究成果の概要（英文）：Mechanism for cross-presentation of tumor antigen was elucidated 
in the induction of tumor-antigen specific killer T cells by the antigen-loaded DCs in 
tumor bearing mice. IL-6, a major cytokine produced under tumor-bearing state, 
significantly reduced antigen-presenting ability by DCs. Neuropeptide signaling through 
Neurokinin-2 receptor (NK2R) was closely related with the function of DCs in Type 1 immune 
responses. In the near future, development of effective generation of tumor-antigen 
specific T cells by regulation of DC function would be a promising strategy for cancer 
immunotherapy.  
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１．研究開始当初の背景 
 免疫系は生体内において癌細胞を攻撃す
る能力を持っているため、癌疾患治療の一つ
の方法として着目されており、実際に数多く
の基礎実験、臨床試験が行われている。しか

しながら、これらの癌免疫療法は一定の効果
が報告されているものの、未だ外科的手術、
化学療法、放射線療法といった標準治療ほど
には普及していない。樹状細胞やマクロファ
ージなどの抗原提示細胞は、免疫担当細胞の
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一つであり、外来由来もしくは内因性の抗原
ペプチドを主要組織適合遺伝子複合体(MHC)
クラス II およびクラス I 分子に結合し、そ
れぞれヘルパー(CD4+)T 細胞、キラー(CD8+)T
細胞に提示する。この抗原提示細胞と T細胞
との抗原ペプチドを介した相互作用を起点
として、免疫系全体が活性化していく。従っ
て、抗原提示細胞における MHC クラス II お
よびクラス I分子の制御は、我々の免疫シス
テムを介した生体防御機構にとって非常に
重要である。これまで本申請者は強力な抗原
提示能力を持つ樹状細胞の MHC クラス II 分
子の制御機構とサイトカインシグナルとの
関係について詳細に検討し、IL-6—STAT3 信号
伝達経路を介したリソソームプロテアーゼ
の活性化が、樹状細胞の抗原提示機能を制御
し、ヘルパーT 細胞の賦活化に寄与している
ことを明らかにした。さらに本申請者は、
Toll 様受容体(TLR)リガンドおよび TLR を介
したシグナル伝達経路が、細胞内亜鉛濃度を
調節することで、MHC クラス II 分子の細胞内
トラフィッキングやエンドサイトーシス/エ
キソサイトーシスを介して細胞表面の MHCク
ラス II 分子の発現を制御し、抗原提示能お
よびヘルパーT 細胞の活性化に関与している
ことを報告してきた。しかしながら、外来抗
原の MHC クラス II 分子による提示とヘルパ
ーT 細胞の活性化機構に比べ、特に担癌生体
内における樹状細胞によるクロスプレゼン
テーションの詳細な制御機構には未知の部
分も多く残されている。 
 
２．研究の目的 
 生体内に発生した癌細胞の排除は、いかに
癌特異的キラー(CD8+)T 細胞を効率よく誘導
し、活性化できることが非常に重要である。
代表的な抗原提示細胞である樹状細胞は壊
死した癌細胞を貪食し、癌抗原を断片化した
後 MHC クラス I分子を介して CD8+T 細胞に提
示(クロスプレゼンテーション)することで
癌細胞特異的キラーT 細胞を誘導し、生体内
より癌細胞を駆逐する。しかしながら一般に
担癌生体内においては樹状細胞の機能不全
が生じ、T 細胞の活性化が十分に起こらない
事が知られている。そこで本研究では、担癌
状態での癌抗原特異的キラーT 細胞の誘導過
程において、樹状細胞による癌抗原のクロス
プレゼンテーション制御に関する詳細な分
子メカニズムについて明らかにするととも
に、担癌生体内における癌抗原特異的キラー
T 細胞の効率的な分化誘導および活性化の確
立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 OVA を発現する癌細胞(EG7)を抗癌剤等に
よりアポトーシスを誘導した後、マウス骨髄
由来樹状細胞(BMDC)に貪食させる。これらの

貪食能について CFSE ラベルした細胞を用い
て評価するとともに、TLR リガンド刺激やサ
イトカイン処理によるクロスプレゼンテー
ションへの影響を CD8+T細胞(OT-1)と共培養
あるいは担癌マウスに投与し評価する。また
コントロール実験として CD4+T細胞(OT-2)を
用いて MHC クラス II 分子を介した抗原提示
能と比較検討する。T 細胞の反応性について
は分裂をチミジンの取り込み、IFN- 等のサイ
トカイン産生能を ELISAもしくは細胞内染色
法により、また抗原特異的テトラマー陽性 T
細胞の誘導効率について解析を行う。メカニ
ズムの解析については、各種サイトカインや
TLR に対する中和抗体や KO マウス、あるいは
エンドサイトーシス／ファゴサイトーシス
およびプロテアーゼ阻害剤等を用いてクロ
スプレゼンテーション能を検討するととも
に、効果のみられた条件でヒト樹状細胞やヒ
ト化マウスを用いた実験により再検証する。 
 
４．研究成果 
 生体内に発生した癌細胞の排除は、いかに
癌特異的キラーT 細胞を効率よく誘導し、活
性化できるかが非常に重要である。本研究で
は、担癌状態での癌抗原特異的キラーT 細胞
の誘導過程において、樹状細胞による癌抗原
のクロスプレゼンテーション制御に関する
詳細な分子メカニズムについて解明を行っ
た。 
 仮想癌抗原として卵白アルブミン(OVA)を
発現する癌細胞株(EG7)について、放射線照
射あるいは抗癌剤処理によりアポトーシス
を誘導した。また OVA そのものを FITC 標識
した。これらのFITC-OVAあるいはEG7を CFSE
ラベルした後、マウス骨髄由来樹状細胞
(BMDC)に添加し、これらの貪食能についてフ
ローサイトメトリーおよび共焦点レーザー
顕微鏡により評価した。その結果、BMDC によ
るアポトーシスを誘導した癌細胞の貪食お
よび OVA抗原の取り込みが時間依存的に認め
られた。さらに TLR リガンド刺激やサイトカ
イン処理による BMDC の活性化レベルを評価
したところ、TLR 刺激の種類依存的な貪食
能・取り込み効率の低下、細胞表面 MHC レベ
ルの増加、および IL-12 を含む Type-I サイ
トカイン産生誘導が認められた。次に EG7 を
貪食した BMDC と OVA ペプチドを特異的に認
識する CD8+T 細胞(OT-1)を共培養し、クロス
プレゼンテーションによる OT-1 の反応性を
in vitro 培養系で評価し、BMDC に取り込ま
せる癌細胞の最適条件を決定した。マウス生
体内に EG7 を取り込ませた BMDC を投与し、
生体内における癌抗原特異的キラー細胞の
誘導・活性化能の評価を OVA-テトラマー陽性
CD8+T 細胞の誘導効率を調べることにより行
った。癌抗原特異的キラーT 細胞の活性化に
対して、CpG 等の TLR 刺激や IL-6 等のサイト



カイン刺激を細胞培養系あるいは担癌マウ
ス生体内に加えることで、樹状細胞のクロス
プレゼンテーション能が制御可能であるこ
とが示唆された。 
 そこで、樹状細胞の抗原提示機構に対して、
TLR 刺激およびサイトカインシグナルが影響
しているかどうか検討した。その結果、樹状
細胞による抗原ペプチドの提示については、
複数の TLRシグナルによる相乗的な増強効果
を認め、エンドサイトーシス/ファゴサイト
ーシスによる抗原の取り込みも非常に重要
であることが分かった。また癌抗原特異的キ
ラーT 細胞の誘導過程において重要なタイプ
Iサイトカインである IFN-γの STAT1 を介し
た信号伝達経路により、樹状細胞に神経ペプ
チド受容体の一つである NK2R が発現増強す
ることを見出した。さらにレトロウイルス感
染法により NK2R 分子を過剰発現させた樹状
細胞は、抗原ペプチド提示能が増強すること
が明らかとなり、NK2R を介した神経ペプチド
シグナルが樹状細胞の機能制御機構に関与
することが示唆された。 
 健常人ボランティアより提供されるヒト
末梢血よりヒト樹状細胞を誘導した。このヒ
ト樹状細胞をIFN-γやOK432などのサイトカ
インあるいは免疫アジュバントを用いて処
理を行ったところ、ヒト癌抗原特異的 T細胞
が効率良く誘導できることがわかった。さら
にヒト樹状細胞においても、IFN-γや polyIC
などの TLR 刺激により、前述の NK2R 分子の
発現増強が確認された。従って、本マウス樹
状細胞を用いた実験系で得られた実験結果
が、ヒト樹状細胞においても有効である事が
明らかとなり、今後、樹状細胞の機能制御を
介したヒト癌抗原特異的 T細胞誘導の機序解
明と疾患治療への応用が期待される。 
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