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研究成果の概要（和文）：がんによる免疫抑制は、腫瘍組織におけるcyclooxygenase (COX)-2発現がその抑制に大きく
関わることが報告され、またこのCOX-2発現は腫瘍細胞によるものとされてきた。本研究から、腫瘍に浸潤するCD11c+
細胞にも高いCOX-2発現が認められ、この細胞が免疫抑制性のサイトカイン産生等を介して、免疫抑制に大きく関与す
ることを明らかにした。また、この細胞を標的としたliposome（COX-2選択的阻害剤封入liposome）を新たに開発し、
腫瘍組織においてCOX-2発現CD11c+細胞による免疫抑制状態を改善できる可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：The immunosuppression in tumor tissue has been attributed to tumor cells expressin
g cyclooxygenase (COX) -2. From this study, COX-2 was also expressed in tumor infiltrated CD11c+ cells. It
 was shown that through the production of immunosuppressive cytokines by COX-2+CD11c+ cells, the cells are
 largely responsible for immunosuppression in tumor tissues. Moreover, liposome (COX-2 selective inhibitor
s encapsulated liposome) which newly prepared to target the COX-2+CD11c+ cells, it showed the possibility 
to improve the immunosuppression by COX-2+CD11c + cells in tumor tissues.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、がんの免疫療法に関する研究は目覚
しく発展し注目を集める中、がんによる免疫
抑制がその治療における大きな問題となっ
てきている。中でも腫瘍組織における COX-2
発現上昇を介したプロスタグランジン
(PG)E2 や IL-10 などの免疫抑制性のサイト
カイン産生や、COX-2発現上昇による腫瘍組
織中の Indoleamine 2,3-Dioxygenase(IDO)の
発現誘導などが、抗腫瘍免疫に対して抑制的
に働くことが知られている。すなわち、腫瘍
組織で発現する COX-2 はその腫瘍局所にお
いて免疫抑制ネットワークを築くことで、宿
主の免疫系から回避しているものと考えら
れる。これまで腫瘍組織中における過剰な
COX-2 発現は腫瘍細胞によるものとされて
きた。そこで、様々な腫瘍細胞株の接種およ
び化学物質により誘導した腫瘍組織を採取
し、腫瘍細胞と免疫系細胞とを分離し、それ
ぞれの COX-2 発現の確認を行ったところ、
予想通りほぼ全例の腫瘍細胞に COX-2 発現
が認められている。しかし驚くことに、全て
の種類の腫瘍組織中から採取した CD11c+細
胞で高い COX-2 発現が認められた。そこで
本研究では、腫瘍組織中の CD11c+COX-2発
現細胞の機能解析およびこの細胞を標的に
した免疫療法を開発することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
(1)腫瘍組織における COX-2+CD11c+細胞の
免疫抑制作用を中心とした機能を検討する
ことで、COX-2+CD11c+細胞が腫瘍免疫に及
ぼす影響を明らかにする。また、この細胞に
COX-2 選択的阻害剤を効率よくデリバリー
するため、COX-2 選択的阻害剤を封入した
liposomeを作製する。 
 
(2)作製した liposome を担癌マウスに投与す
ることにより、腫瘍組織に浸潤する
COX-2+CD11c+細胞における COX-2 の作用
を明らかにする。様々な種類の腫瘍細胞およ
び化学発がん物質で誘導した担癌マウスを
用いて作製した liposome の効果を検討し、
新規免疫療法の開発を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究は、腫瘍組織中の COX-2+CD11c+細
胞の機能および特徴の解明と、COX-2選択的
阻害剤を封入した liposome による新規免疫
療法を開発するため、以下の事項を検討した。 

 
(1)COX-2+CD11c+細胞が発現する細胞表面
分子の検討 
腫瘍組織に存在する CD11c+細胞はその特徴
として、「未熟な樹状細胞」と同じような特
徴が見られ、免疫活性化分子の発現が低い。
また免疫抑制ネットワークに関わるサイト
カイン等を産生することが知られている。そ
こ で ま ず 、 腫 瘍 組 織 か ら 採 取 し た
COX-2+CD11c+細胞の、CD80、CD86、CD40

および MHC の発現をフローサイトメーター
により解析し、現在までに報告のある未熟な
樹状細胞や免疫抑制性の樹状細胞の特徴と
比較する。また、採取した COX-2+CD11c+細
胞を COX-2 選択的阻害剤で処理した後に、
上記と同様の検討を行い比較することで、
COX-2の役割を明らかにする。 
 
(2)COX-2+CD11c+細胞が産生する液性因子 
の定量 
COX-2 は免疫抑制ネットワークに関わる
PGE2 や TGF-、IL-10 などの免疫抑制性の
脂質メディエーターやサイトカインの産生
に大きく関わることが知られている。そこで
腫瘍組織から採取したCOX-2+CD11c+細胞を
培養し、その培養上清中の PGE2や TGF-、
IL-10などの産生量を ELISAにより定量する。
さらに LPS などで刺激を行った場合におけ
る炎症性サイトカイン産生を、これまでに報
告のある種々の樹状細胞と比較する。また、
採取した COX-2+CD11c+細胞を COX-2 選択
的阻害剤で処理した後に、上記と同様の検討
を行い比較することで、COX-2の役割を明ら
かにする。 
 
(3)COX-2+CD11c+細胞が産生する液性因子
による免疫細胞の活性化阻害効果の検討 
COX-2+を発現する CD11c+細胞は、(2)に示し
たように、COX-2によりその産生が誘導され
る免疫抑制性の液性因子を産生しているこ
とが強く示唆される。そこで次に、腫瘍組織
から採取したCOX-2+CD11c+細胞の培養上清
を用いて、CD4T細胞、CD8T細胞、NK細胞
および NKT 細胞の活性化に及ぼす影響を検
討する。正常マウスの脾臓から採取した
CD4T細胞、CD8T細胞、NK細胞および NKT
細胞に、COX-2+CD11c+細胞の培養上清を加
え、 anti-CD3 抗体刺激または PMA + 
Ionomycin 刺激した際の細胞増殖ならびにサ
イトカイン産生を測定することで、
COX-2+CD11c+細胞が産生する液性因子によ
る免疫細胞の活性化への影響を明らかにす
る。 
 
(4)COX-2 選択的阻害剤を封入した liposome
の作製 
カチオン性脂質である DOTAPとポリエチレ
ングリコール(PEG)を修飾した DPPEを用い
て liposome を作製する。この脂質 2 重膜を
有する liposome には、脂質部分に脂溶性薬
剤を、内部には水溶性薬剤を封入することが
できる。今回用いる COX-2 選択的阻害剤は
脂溶性であるため、liposomeの作製際に脂質
部分に組み込むことで COX-2 選択的阻害剤
を封入した liposomeを新たに作製する。 
 
(5)作製した liposome による COX-2+CD11c+

細胞の機能変化の検討 
まず、作製した liposome に蛍光物質を封入
し 、 こ の liposome が 腫 瘍 組 織 中 の



COX-2+CD11c+細胞のみに取り込まれている
ことをフローサイトメーターにより確認す
る。次に、COX-2 選択的阻害剤を封入した
liposomeを担癌マウスに投与し、その後腫瘍
組織から COX-2+CD11c+細胞採取して、(1)
～(3)で行ってきた検討を行う。liposome 投
与群と非投与群を比較することで、COX-2選
択的阻害剤封入 liposome の効果ならびに、
COX-2+CD11c+細胞の in vivoでの役割等を明
らかにする。 
 
(6)種々の担癌マウスで、作製した liposome
の効果を検討 
EL-4、B16、colon26、4T1等の腫瘍細胞株を
接 種 し た 担 癌 マ ウ ス 、 も し く は
3-Methylcholanthrene により誘導した担癌マ
ウスに、本研究で新たに作製する COX-2 選
択的阻害剤封入 liposome を投与し、腫瘍体
積の変化を測定することでその効果を評価
する。また liposome 投与群と非投与群の腫
瘍浸潤リンパ球を採取し、CTLの誘導やTh1、
Treg、Th17、T細胞等変化をフローサイト
メーターによって解析することによって、
COX-2+CD11c+細胞が腫瘍免疫に及ぼす影響
を明らかにする。 
 
４．研究成果 
(1)腫瘍組織から採取した COX-2+CD11c+細
胞の細胞表面マーカーは、未熟樹状細胞や免
疫抑制性の樹状細胞の特徴と類似し、その培
養上清中には PGE2や TGF-、IL-10といっ
た免疫抑制性のサイトカインが認められた。
この培養上清は、in vitroにおけるCD4T細胞、
CD8T 細胞、 NK 細胞および NKT 細胞の活
性化を抑制することを明らかとした。また、
COX-2 選択的阻害剤を脂質部分に組み込ん
だ、COX-2 選択的阻害剤封入 liposome
（iCOX-liposome）を作製した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2)iCOX-liposome を担癌マウスに投与した
ところ、COX-2+CD11c+細胞に選択的に取り
込 ま れ て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
iCOX-liposome 投与群の CD11c+細胞では、
CD80や CD86に代表される補助刺激分子の
発現上昇が認められ、その培養上清中の
PGE2 や TGF-、IL-10 産生は極めて低下し
ていた。またこの培養上清は、CD8T 細胞お
よび NK細胞の活性化を抑制しないことが示
された。 
 

(3) 種 々 の 担 癌 マ ウ ス に お い て
iCOX-liposomeの効果を検討した。EL-4、B16
の腫瘍細胞株を接種した担癌マウス、
3-Methylcholanthrene により誘導した担癌マ
ウスにおいて、iCOX-liposome投与群の腫瘍
体積は有意に小さく、また生存率も上昇した。
腫 瘍 に 浸 潤 す る Treg の 割 合 は
iCOX-liposome投与群によって変化は認めら
れなかった。 
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