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研究成果の概要（和文）：樹状細胞による癌抗原タンパク質の取り込みとクロスプレゼンテーシ

ョンを介した癌抗原特異的キラーT 細胞の活性化能を試験管内実験およびマウス生体モデルを

駆使して評価した。その結果、担癌環境下で産生される事が知られている IL-6 存在下では、癌

細胞の取り込みは上昇するが、抗原提示能が減弱する一方、TLR リガンドや IFN-γ 刺激下では
増強する事を見いだした。今後、樹状細胞を介した癌抗原特異的キラーT 細胞の効率的生体内

誘導法を開発することで、癌免疫治療への応用が期待できる。     
 
研究成果の概要（英文）：Uptake of tumor-antigen by dendritic cells (DCs) and generation 
of tumor-antigen specific killer T cells by the cross-presentation were evaluated in vitro 
and in vivo. Although IL-6, a major cytokine produced under tumor-bearing state, enhanced 
the engulfment of tumor cells, it reduced antigen-presenting ability by DCs. On the other 
hand, the antigen presentation by DCs were increased in the presence of TLR ligands and 
IFN-γ. In the near future, development of effective generation of tumor-antigen specific 
T cells by DCs would be a promising strategy for cancer immunotherapy.  
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１．研究開始当初の背景 
 抗原提示細胞は免疫担当細胞の一つであ
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。この抗原ペプチドを介した抗原提示
細胞と T細胞との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 分子の制御は、我々の免
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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、自己にとって望まれない細胞、
例えばウイルスに感染した細胞や癌化した
細胞を排除する機構として、これらの細胞を
抗原提示細胞が貪食した後で、ウイルス抗原
や癌抗原を細胞内で断片化して得られるペ
プチドを MHC クラス I分子に提示する、いわ
ゆるクロスプレゼンテーションにより、キラ
ーT 細胞を活性化することにより生体内から
排除する免疫システムが報告されている。こ
のクロスプレゼンテーションは、細胞内での
ファゴサイトーシス、リソソームプロテアー
セによる抗原の断片化、細胞内トラフィッキ
ングと MHC クラス I 分子との結合、エキソサ
イトーシスによる細胞表面への発現と CD8+T
細胞への提示などの複数の機構から成立し
ている。しかしながら、外来抗原の MHC クラ
ス II 分子による提示と CD4+T 細胞の活性化
機構に比べ、その詳細な制御機構には未知の
部分も多く残されている。 
 樹状細胞は、生体内で発生した癌細胞を貪
食し、MHC クラス I 分子に断片化した癌抗原
ペプチドをCD8+T 細胞に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
を活性化し、癌細胞を駆逐する。最近の報告
で、担癌生体内にリポソーム含有 CpG-癌抗原
蛋白が、樹状細胞に積極的に取り込まれ、癌
抗原特異的な CD8+T 細胞を誘導すること、さ
らに著しい癌の退縮効果を持つことが分か
っている。また IFN-γ高産生 Th1 細胞と癌抗
原蛋白を併用することでも癌抗原特異的な
CD8+T 細胞を誘導することが報告されている。 
 従って、本研究の目指す樹状細胞における
癌抗原特異的CD8+T 細胞の活性化の過程にお
ける、TLR 刺激やサイトカインシグナルによ
る癌抗原ペプチド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が
明らかになれば、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が可
能になるといえ、今後の癌免疫療法の確立に
とっても非常に有用であるといえる。 
 
２．研究の目的 
 生体内において癌細胞の駆逐は、いかに効
率よく癌細胞特異的キラーT 細胞を誘導し、
活性化できるかどうかが非常に重要である。
一般に癌細胞由来の癌抗原をT細胞に提示す
る細胞の中で、樹状細胞は大きな役割を占め
ている。 
 そこで本研究では、樹状細胞における癌抗
原特異的CD8+T 細胞の活性化の過程において、
特にTLRリガンド刺激やサイトカインシグナ
ルによる癌抗原ペプチドのクロスプレゼン
テーション制御に関する分子メカニズムを
詳細に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 
 本研究では、まず樹状細胞による癌細胞の
取り込みとクロスプレゼンテーションによ
る癌抗原特異的キラーT 細胞の活性化を明確
にできる評価系(試験管内培養系およびマウ
ス生体内投与モデル)を確立する。樹状細胞
として C57BL/6 マウス骨髄より GM-CSF を添
加した培地を用いて骨髄由来樹状細胞を誘
導する。OVA を発現する癌細胞(EG7)を凍結融
解することによりネクローシス細胞を、また
抗癌剤処理によりアポトーシスを誘導した
細胞も調製する。これらの処理をほどこした
EG7 を樹状細胞に添加し貪食させる。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、癌細胞を貪食した樹
状細胞の表面 MHC クラス I およびクラス II
分子、副刺激分子等の発現レベルを確認する。
さらにTLR リガンド刺激やサイトカイン処理
によるサイトカイン産生能も確認する。EG7
を貪食した樹状細胞と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、
OT-1 の反応性を試験管内培養系で評価する。
またコントロール実験として OVA-特異的
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を比較検討することが
できる。評価は細胞の分裂をチミジンの取り
込み、IFN-γ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行う。 
 これまでの試験管内培養系で得られた情
報をもとに、樹状細胞に取り込ませる癌細胞
の最適条件を決定する。マウス生体内に EG7
を取り込ませた樹状細胞を投与し、生体内に
おける癌抗原特異的CD8+T 細胞の誘導および
活性化を評価する。評価は OVA-テトラマー陽
性 CD8+T 細胞の誘導効率やあるいは同時に
OT-1 を投与した際の分裂を調べることによ
り行い、最終的に生体内でのクロスプレゼン
テーション能を同定する。 
 次いで、これらの癌抗原特異的 CD8+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
はマウス生体内に加え、樹状細胞のクロスプ
レゼンテーション能に及ぼす効果について
解析する。これらの刺激存在下で癌抗原特異
的CD8+T 細胞の細胞分裂やサイトカイン産生
能に変化の見られた条件を見いだす。以上の
条件下で、MHC 分子や癌抗原蛋白のトラフィ
ッキングについては共焦点レーザー顕微鏡
をもちいて動態を観察し、最終的な癌抗原ペ
プチドの提示については OT-1 の反応性や
OVA-テトラマー陽性CD8+T 細胞の誘導によっ
て評価する。 
 以上の実験で得られた情報により、樹状細
胞によるクロスプレゼンテーションを制御
している候補エフェクター分子を選定し、レ



 

 

トロウイルス感染法による過剰発現などに
より OT-1 細胞の反応性や OVA-テトラマー陽
性 CD8+T 細胞の誘導能を調べ、クロスプレゼ
ンテーションを制御している最終的な制御
分子を同定する。 
 
４．研究成果 
 本研究において、まず始めに樹状細胞によ
る癌細胞の取り込みと抗原蛋白質のクロス
プレゼンテーションによる癌抗原特異的キ
ラーT 細胞の活性化を明確にできる評価系の
開発を試みた。C57BL/6 マウス骨髄より
GM-CSF を添加した培地を用いて骨髄由来樹
状細胞を誘導した。OVA を発現する癌細胞
(EG7)を凍結融解して得たネクローシス細胞
を樹状細胞に添加し貪食させた。これらの貪
食能について CFSE ラベルした細胞を用いて
共焦点レーザー顕微鏡による観察した結果、
実際に樹状細胞にEG7の取り込みが確認され
た。また EG7 に発現している OVA 抗原蛋白量
についてウエスタンブロッティング法によ
り解析した所、樹状細胞に貪食された EG7 由
来の OVA 抗原のシグナルが経時的に減少し、
その減少の割合は IL-6 等のサイトカイン環
境下の違いにより変化する事が示唆された。
次に、樹状細胞のクロスプレゼンテーション
能を評価する為に、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、OT-1
の反応性を解析し、樹状細胞に取り込ませる
EG７細胞の最適条件を探索した。 

 これらの検討で得られた情報をもとに、癌

抗原特異的 CD8+T 細胞の活性化に対して、

OK432 や他の菌体成分、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に

加え、樹状細胞のクロスプレゼンテーション

能に及ぼす効果についてより詳細に解析し

た。その結果、IL-6 刺激存在下では、癌細胞

の取り込みが上昇するものの、抗原提示能が

減弱する事が見いだされた。一方、TLR を介

した刺激や IFN-γを含むタイプ I サイトカイ
ン条件下ではCD8+T 細胞のサイトカイン産生

が増強する系を見いだした。これらの条件下

で下流のシグナル分子あるいはエフェクタ

ー分子の制御機序を解明したところ、転写活

性化因子STAT1 を介した神経ぺプチドシグナ

ル伝達経路が樹状細胞の機能制御に関与し

ている事が分かった。 

 次に、マウス生体内評価モデルによるクロ

スプレゼンテーション解析を行った。その結

果、樹状細胞にある種の菌体成分と仮想癌抗

原蛋白(OVA)を取り込ませたあとで、マウス

に複数回投与し、生体内における癌抗原特異

的 CD8+T 細胞の誘導および活性化を、OVA テ

トラマー陽性CD8+T 細胞のフローサイトメト

リーによる解析した所、生体内でのクロスプ

レゼンテーションが有為に増強する事を見

いだした。 

 今後、メカニズムに関する詳細な知見を集

め、より効果的な癌抗原特異的 CD8+T 細胞の

生体内における誘導システムを確立するこ

とで、樹状細胞によるクロスプレゼンテーシ

ョンを介した癌抗原特異的キラーT 細胞の生

体内誘導による癌の効率的退縮が期待でき

る。     
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