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研究成果の概要（和文）：癌細胞が生体防御機構を掻い潜り免疫抑制環境を構築する機構として、CD47-阻害受容体シ
グナル制御蛋白α(SIRPα)におけるシグナル伝達の有意性を解明した。すなわち、マクロファージのSIRPαが腫瘍に発
現するCD47を認識し貪食活性を減弱することが証明された。また、抗SIRPα抗体によりシグナルを遮断すると、マウス
同種同系in vitroおよびin vivoモデルにおいて有意なマクロファージの貪食能が亢進し、抗腫瘍効果を確認し得た。
さらに、大腸癌自然発生マウスモデルにおいて、抗SIRPα抗体が癌の発生・増殖を抑制可能である事が確認された。

研究成果の概要（英文）：We investigated whether inhibition of CD47-SIRPa signaling increases macrophage ph
agocytic activity against cancer cells by using in vitro and in vivo mouse syngeneic models. CD47 knock do
wn Hepa1-6 cells were significantly more sensitive to macrophage phagocytosis than parental Hepa1-6 cells 
in both of in vitro and in vivo phagocytosis assays, indicating the pivotal role of CD47-SIRPa interaction
 in restricting tumor cell killing. Addition of anti-SIRPa mAns markedly enhanced the phagocytic activity 
of peritoneal cavity macrophage against Hepa1-6 and CMT93 compared with the isotype-matched Ab treatment i
n both of the in vitro and in vivo phagocytosis assays. Thus, our results suggest that CD47-SIRPa signalin
g interaction is a therapeutic target for inhibiting the growth of cancer cells.
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１．研究開始当初の背景 
ブタをドナーとする異種臓器移植では、ブ
タ細胞上に表出する Galα1,3Gal(Gal)糖鎖
抗原がヒトマクロファージ、ナチュラルキラ
ー(NK)細胞、B 細胞の標的となり、激しい拒
絶反応を被る。近年、Gal 合成酵素遺伝子を
ノックアウトしGal抗原を欠いたブタが作製
されて以来、異種移植の臨床応用に現実性が
増してきた。しかし、Gal を除去したブタ細
胞に対しても、ヒトマクロファージは、なお
激しい貪食能を示すことや、ブタ細胞上に表
出する糖脂質 N-グリコリルノイラミン酸
(NeuGc)が抗体性拒絶の標的になりうること
を我々は解明した。さらに、マクロファージ、
NK 細胞、B 細胞に表出する阻害受容体シグ
ナル制御蛋白α(SIRPα)が、ブタ細胞上に表
出するインテグリン関連蛋白質（CD47 分子）
を認識できず免疫カスケードが促進され、異
種細胞が激しい拒絶応答を被ることを明ら
かにした。これらの免疫応答は、ブタ細胞に
ヒト CD47 分子を遺伝子導入することで、
SIRPαを介してヒトマクロファージに抑制
シグナルが伝達され拒絶を回避できること
が明らかとなった。 
 一方、癌細胞は、異好性抗原として異種細
胞と共通の糖脂質（N-グリコリル型シアル
酸 ） を表出 し ている に も関わ ら ず 、
CD47-SIRPαシグナル伝達による抑制機構
によって免疫回避している可能性を我々は
確認した。また、抗 CD47 や抗 SIRPαブロ
ッキング抗体の存在下では、ヒト肝癌細胞や
乳癌細胞がヒトマクロファージに激しく貪
食され、あるいはヒト NK 細胞による傷害を
被 る ことを 確 認した 。 この現 象 は 、
CD47-SIRPαシグナルを介した自己寛容機
構は、癌細胞表面に表出する特異的分子を標
的とする免疫応答に対する抑制機構と関わ
る可能性を示唆する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、癌細胞が生体防御機構を掻い
潜り免疫抑制環境を構築する機構として、
CD47-SIRPαシグナル伝達の有意性を解明
し、その制御により分子標的治療や細胞療法
の効果を著明に増強する新規抗腫瘍治療戦
略を開発することである。 
 
３．研究の方法 
研究は、以下のように実施した。 
①ヒト消化器癌細胞株の CD47 発現多様性の
評価および肝内マクロファージによる貪食
能評価 
 
インテグリン関連タンパク質、CD47 の発現

強度は、組織や細胞種によって異なる。ヒト
消化器癌細胞株（肝癌：Huh-7 および HepG2、
胃癌：MKN28、胆管癌：TFK-1、大腸癌：HCT116）
について、CD47 表出をフローサイトメトリー
(FCM)で定量した。また、健常人ボランティ
ア末梢血中における各種免疫担当細胞上の

SIRPα表出強度を解析した。 
 
②同種同系腫瘍移入マウスモデルを用いた
腫瘍細胞 CD47 発現多寡によるマクロファー
ジ抗腫瘍活性能の評価 
 
 腫瘍細胞の生着モデルとして異種移植モ
デルが汎用されるが、免疫不全マウスといえ
ども既知及び未知の異種抗原が標的となり、
癌細胞の免疫回避機構は再現し得ない。そこ
で本研究では、腫瘍と宿主が同種同系である
モデルシステムを確立した。すなわち、
C57/BL6J(B6)マウスと同系の2種類の腫瘍株
(CMT93:大腸癌、Hepa1,6:肝臓癌)を用いて、
B6 マウス腹腔内（PerC）マクロファージによ
る抗腫瘍効果を in vitro および in vivo 貪
食 試 験 で 評 価 し た 。 ま た 、 sh-RNA 
transfection 法により CD47 遺伝子をノック
ダウンした Hepa1-6 および CMT93 を標的とし
て行った。In vitro 貪食試験では、B6 マウ
スの腹腔内マクロファージを採取後ディッ
シュで2時間培養し接着性細胞をマクロファ
ージとして回収した。腫瘍株は CFSE 色素で
蛍光標識して、マクロファージとともに混合
培養し、4時間後に細胞を回収して F4/80（マ
クロファージマーカー）と CFSE の蛍光強度
についてフローサイトメトリーを用いて解
析し、貪食能を評価した。In vivo 貪食試験
では、CFSE 色素標識した各腫瘍細胞株を B6
マウス腹腔内に移入し、４時間後に腹腔内細
胞を採取し、in vitro 試験と同様にフローサ
イトメトリーによる解析を行った 
 
③同種同系腫瘍移入マウスモデルを用いた
抗 CD47 抗体、抗 SIRPα抗体による in vivo
抗腫瘍抑制効果の解析 
 
CD47 分子あるいは SIRPαを標的としたブ

ロッキング抗体を用いて、in vitroでのマク
ロファージ貪食能に与える影響について解
析した。さらに、同種同系マウスモデルを用
いて、抗 CD47 抗体、抗 SIRPα抗体投与が、
肝 癌 細 胞 株 (Hepa1-6) や 大 腸 癌 細 胞 株
(CMT93)の腹腔内移入におけるマクロファー
ジ貪食への増強効果があるかを評価した。 
 

④大腸癌自然発生マウスモデルを用いた抗
SIRPα抗体による免疫細胞治療の腫瘍制御
効果解析 
 
 マウス大腸上皮細胞で特異的に転写活性
をもつCDX2のプロモーター領域(CDX2P)の下
流に Cre recombinase 遺伝子を結合させたト
ランスジェニックマウスCDX2P-Creを作製し
た。CDX2P-Cre マウスを APC のエクソン 14 を
loxP によって挟まれた染色体をもつ遺伝子
改変マウスApcloxPと交配してできたコンデ
ィ シ ョ ナ ル ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス
CDX2P-Cre;Apc+/loxP（CPC;Apc）では、大腸
に多数のポリープが認められ、生後数ヶ月後
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には浸潤癌になることが観察できる。この
CPC;Apc マウスを用い、抗 SIRPα抗体の投与
が腫瘍増勢に如何に影響するか解析した。 
 
４．研究成果 
①ヒト消化器癌細胞株の CD47 発現多様性の
評価および肝内マクロファージによる貪食
能評価 
 
CD47 発現は、癌種によって多様性に富むこ

とがわかった（図１）。また、末梢血免疫細
胞で SIRPαを表出する細胞群を解析したと
ころ、全マクロファージおよび樹状細胞で
SIRPαの表出を認めた。B 細胞では、B-1 細
胞亜群(CD11b+CD19+)に SIRPαの高発現を認
め、NK 細胞では一部の CD56dim 細胞に発現を
認めた。 

 
②同種同系マウスモデルを用いた腫瘍細胞
CD47 発現多寡によるマクロファージ抗腫瘍
活性能の評価 
 
 マウス腫瘍株のCD47発現を解析した結果、
CMT93 が CD47 高発現株である一方、Hepa1,6 
はCD47中発現株であることが分かった（図2）。 

 

次に、各細胞株に対する腹腔内マクロファ
ージの抗腫瘍活性を貪食能試験で評価した。
Hepa1-6 は、CD47 ノックダウン（CD47-KD）
によってマクロファージによる貪食活性の
有意な増強を確認した（図 3）。一方で、CMT93
は CD47-KD によっても CD47 発現が中等度に
維持され、有意な貪食亢進は認めなかった
（図 3）。In vivoの貪食試験においても、同
様に CD47 発現を抑制することで抗腫瘍効果
の増強を認めた。 
 
③同種同系腫瘍移入マウスモデルを用いた
in vivo 抗腫瘍抑制効果および抗 CD47 抗体、
抗 SIRPα抗体による分子標的治療および免
疫細胞治療の効果の解析 
 

抗 SIRPα抗体投与は、in vitro, in vivo
実験ともにマクロファージの腫瘍貪食活性
の増強を認めた。抗 CD47 抗体で処理した癌
細胞は、マクロファージによる貪食能を強く
受けたが、マクロファージ自体が抗 CD47 抗
体と結合する状況下では、貪食の亢進は認め
られなかった。（図 4）。 
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図１.ヒト各癌細胞株の CD47 の表出強度。 

図２.マウス各癌細胞株の CD47 の表出強度。 

図４. 同種同系腫瘍移入マウスモデルを用いた抗
CD47 抗体、抗 SIRPα抗体による in vivo 抗腫瘍抑制
効果の解析。 
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SIRPαはマクロファージなど骨髄系や一
部の細胞にのみ発現しているが、CD47 はほぼ
すべての生体細胞に発現している。したがっ
て、抗 CD47 抗体を生体に投与する場合、腹
腔内マクロファージにも CD47 は結合する。
その結果、Rac/Cdc42 の活性化および Src リ
ン酸化あるいはチロシンキナーゼリン酸化
を介してマクロファージの遊走・貪食能に影
響を与えた可能性が考えられる。そこで、抗
CD47 抗体によるマクロファージの遊走能に
与える影響についてトランスウェルを用い
た migration assay system を用いて評価し
た。トランスウェル上層のマクロファージは、
下層での癌細胞の有無にかかわらず抗 CD47
抗体の添加群でコントロールに比べ有意に
遊走能の低下を認めた。抗 SIRPα抗体では、
遊走能への影響は認めなかった（図 5）。 
 

 
 
④大腸癌自然発生マウスモデルを用いた抗
SIRPα抗体による免疫細胞治療の腫瘍制御
効果解析 
 左側結腸癌モデルマウス（CPC;Apc マウス）
を用い、抗 SIRPα抗体の発癌制御能を評価し
た。本マウスは 9週齢目以降に腫瘍が自然発
生する。1回／週の頻度で抗 SIRPα抗体ある
いは isotype control 抗体投与を腹腔内に投
与した。細径内視鏡システムを用いてマウス
の肛門側から大腸内部を観察し、腫瘍個数・
腫瘍径を継時的に評価した。その結果、
control 抗体投与群では時間経過とともに腫
瘍の総腫瘍径の増大を認める一方、抗 SIRP
α抗体投与群では有意差な抑制を認めた（図
6）。 
 以上より、抗 SIRPα抗体により CD47-SIRP
αシグナルを遮断することで、癌の発生・増
殖を抑制可能である事が確認された。 
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図６.大腸癌自然発生マウスモデル（Cpc/Apc マウス）を用

いた抗 SIRPα抗体の腫瘍増勢に与える経時的変化 
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