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研究成果の概要（和文）：本研究は、がん進展での免疫応答抑制に関与するClec4A4分子に着眼し、がん免疫
（自己免疫）応答を負に制御する新規樹状細胞発現の免疫チェックポイント分子の機能的同定を試みた。
Clec4A4欠損マウスを作製して解析した結果、担がん野生型マウスと比較して、担がんClec4A欠損マウスでは、
悪性黒色腫のがん進展が抑制された。この結果より、Clec4A4は樹状細胞の活性化制御分子として機能し、がん
免疫応答において免疫チェックポイントであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, I focused on Clec4A4 molecule, which is involved in 
suppression of immune response during cancer progression, and attempted functional identification of
 a novel dendritic cell immune checkpoint that negatively regulates cancer immune responses. As a 
result, tumor progression of melanoma was suppressed in the tumor-bearing Clec4A4 deficient mice as 
compared with the tumor-bearing wild type mice. This result suggest that Clec4A4 functions as an 
activation regulatory molecule of dendritic cells and is a new immune checkpoint in the cancer 
immune responses.

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、免疫チェックポイント分子として判明しているものは主としてT細胞発現分子であり、樹状細胞の機能に
着目した報告は皆無であることから、新規樹状細胞発現免疫チェックポイント分子の発見は学術的にも社会的に
も大きな意義がある。将来の展望として、マウスClec4A4分子のヒトに相当する分子に対する機能阻害抗体の作
出等が、新たながん免疫療法に繋がることが強く期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
申請者らは、cDCs に特異的に発現する機能抑制分子の探索を目的として、DNA マイクロア
レイ解析により C型レクチン受容体ファミリーに属する Clec4A4 を同定した。Clec4A4 は T
細胞に発現する免疫チェックポイント分子である CTLA-4 や PD-1 と同様に細胞内ドメイン
に免疫受容体抑制性チロシンモチーフ（ITIM 様配列）を有することから細胞内シグナル伝
達を介して cDCs の機能を制御することが示唆された。また、Clec4A4 発現レトロウイルス
ベクター及び Clec4A4 欠損マウスを作製して解析した結果、Clec4A4 は cDCs の活性化制御
分子として炎症反応•抗原特異的 T細胞応答•免疫病態を負に調節することを解明した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究課題では、がん進展での免疫応答抑制に関与する Clec4A4 に着眼し、がん免疫（自
己免疫）応答を負に制御する新規 DC発現免疫チェックポイント分子の機能的同定を試み、
がん免疫応答での役割を明らかにする。さらに、機能阻害抗体による Clec4A4 を標的とし
たがん免疫治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 担がん状態での Clec4A4 発現の動態の評価 
WTマウスを対照として、担がんWTマウスの脾臓cDCsとがん組織浸潤cDCsのClec4A4、
細胞表面分子（MHC 分子、共刺激分子、DC マーカー分子 CD11c）の発現を FACS 解析に
て経時的に測定して比較検討した。また、がん組織について、パラフィン病理切片の
免疫組織化学法により Clec4A4 と CD11c の発現を解析した。 
 
(2) 担がんマウスの抗がん CD8+T 細胞/CTL 応答に及ぼす Clec4A4 の効果の評価 
担がん WTマウス、担がん Clec4A4 欠損マウスに OVA•TLRリガンド•アゴニスト抗 CD40
抗体を免疫した。免疫6日後、脾臓を回収し、抗原特異的CTL（IFN-g産生CD44highOVA-MHC
クラス Iテトラマー結合 CD8+ T 細胞）の誘導を FACS 解析にて測定して比較検討した。 
 
(3) 担がんマウスモデルを用いた Clec4A4 の免疫チェックポイント分子機能の解析 
Clec4A4 欠損マウスを用いて、担がんでの Clec4A4 のがん進展に対する効果及びその発
現動態を解明した。担がん WTマウス、担がん Clec4A4 欠損マウスの悪性黒色腫腫の重
量、生存率を 1ヶ月間測定して比較検討した。 
 
(4) Clec4a4 発現細胞株の作製 
マウス樹状細胞より Clec4a4 の全長遺伝子を単離し、レトロウイルス発現ベクターへ
導入して Clec4a4 レトロウイルス発現ベクターを作製した。さらに、これをマウス培
養樹状細胞株へ感染させ、Clec4a4 発現細胞株を取得した。 

 
(5) 抗マウス Clec4A4 抗体の作製 
マウス可溶型 Cle4A4-ヒト IgFc 分子キメラ分子とアジュバントを免疫したマウスのリ
ンパ節細胞とミエローマ細胞株の融合によるハイブリドーマの培養上清について、マ
ウスClec4A4発現マウスcDC細胞株を用いたFACS解析により抗体クローンスクリーニ
ングを行った。 
 
４．研究成果 
 
  得られた研究成果は以下の通りである。 
(1) 野生型担がんマウスにおいてがん組織浸潤DCsの移入とClec4A4の発現が認められた。
一方、マウスの脾臓では、野生型非担がんマウスの DCs と比較して、担がんマウスの
DCs においても Clec4A4 の発現レベルに差は認められなかった。 
 
(2) 野生型担がんマウス、Clec4A4 欠損担がんマウスの脾臓 DCs について、TLR リガンド刺
激によるサイトカイン産生を ELISA 法にて測定して比較検討した。その結果、野生型
非担がんマウスの DCs と比較して Clec4A4 欠損担がんマウスの脾臓 DCs ではサイトカ
インの産生が増強した。 
 



(3) 担がん WT マウスと比較して、担がん Clec4A 欠損マウスでは、悪性黒色腫のがん進展
が抑制された。 
 
(4) 担がん野生型マウス、担がん Clec4A4 欠損マウスに OVA•TLR リガンド•アゴニスト抗
CD40 抗体のワクチンを免疫し、脾臓中の抗原特異的 CTL（IFN-g 産生 CD44highOVA-MHC
クラス I テトラマー結合 CD8+ T 細胞）の誘導を比較検討した結果、野生型担がんマウ
スと比較して、Clec4A4 欠損担がんマウスでは抗原免疫による抗原特異的 CTL 応答の亢
進および抗がん効果の増強が認められた。 
 
(5) Clec4A4 発現レトロウイルスベクターをマウス DC 細胞株に感染させ、Clec4A4 発現マ
ウスDC細胞株を得た。Clec4A4発現マウスDC細胞株とアジュバントを免疫したClec4A4
欠損マウスのリンパ節細胞とミエローマ細胞株の融合によるハイブリドーマの培養上
清について、Clec4A4 発現マウス DC細胞株を用いた FACS 解析により抗体クローンスク
リーニングを行ったが、DC2.4-Clec4a4 細胞へ特異的に結合するクローンは認められな
かった。今後は免疫動物をラットに変更し研究を継続する予定である。 
 
以上の結果から、担がんでの DCs 機能抑制と抗原特異的 T 細胞応答低下に対する
Clec4A4 の制御が明らかとなり、Clec4A4 が DCs に発現する新規免疫チェックポイント
分子として機能的同定されることが期待される。今後もがん進展における Clec4A4 の
免疫チェックポイント分子としての検討を行う。 
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