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    学位論文題名

  Liposome-Encapsulated CpG Oligodeoxynucleotides as

a Potent Adjuvant for Inducing TypelInnate Immunity

（リポソーム封入cytosine-phosphorothioate-guanne（CpG）による

    1型自然免疫の誘導に関する検討）

学位論文内容の要旨

    背景と目的

  癌の免疫療法において自然免疫と獲得陸免疫はともに重要な役割を担っており、抗原提示細胞、特

に樹状細胞は自然免疫と獲得陸免疫の橋渡しに重要な役割を果たしている。獲得性免疫ではinterferon

(IFbD-ア産生性helperT lymphocyte typel  (Thl)、cytotoxic Tlymphocyte typel (Tcl)細月包カ滴い湖重瘍活

性を有することが知られ丶担癌状態下で腫瘍特異的1111、Tcl主導免疫を確立することがより効果的

な治療にっながると期待される。また、最近、intereu紅nC叫－12やIFN－Yを産生するden出血cell（DC、

樹状細J趨、nanlralkmer巛）細胞、namralぬuerT刪KD細胞などの自然免疫系も1型免疫を制御す

ることが知られるようになったが、そのメカニズムは明かではない。そこで本研究では、′1111反応を

誘導し、NK活性も増強する非メチル化q灯をりポソームで封入したCpG‐uposomeを用いてDC、NK．

NKT細胞等の自然工フェクター細胞の活性化とそのメカニズムについて解析し、これらの細胞群が1

型自然免疫を誘導することをマウスモデルにて検討を行った。さらには、仮想腫瘍抗原をCpGIuposome

に共に封入することによって抗原特異的なcytotoぬcTlymphocyte（のL、細胞傷害性T細胞）の誘導お

よび抗腫瘍活性についても検討した。

    方法

  CpGとliposomeを用いてCpGlnposomeを作成し、C57BL′6マウスに静注後に脾細胞を採取するこ

によりDCのIし12産生、NK・MくT細胞からのIFN一Y産生をフローサイ卜メトリーにて評価した。

また、NKT細胞を特異的に活性化させる僻gmactosylsera血de（はG甜∞l）を投与、またはCpG一hposome

投与マウスに抗IL‐12抗体を投与しNK．NKT細胞のサイトカイン産生を比較した。次に、生食また

はCpGlhposomeを静注したマウスより脾細胞を採取した後にDCとNK1．1゙ 細胞を分離してmvi噛で

抗n12抗体を添加して共培養またはDCとNKlIl゙ 細胞を缸孤sweuで共培養することによって冊叫

の産生を共培養後の上清を用いてEuSAにて評価した。さらには、仮想癌抗原としてov甜bumm（o丶′A、

卵白アルブミン）を用い、マウスにO丶′Aを一緒に封入したCpG一uposomeおよび各々単独の封入体を

f∞tpadヘ免疫し、その後、膝下リンパ節を採取してCIM゙ 、CD8゙ 細胞の抗原特異性についてフ口ー

サイトメトリーを用いて評価した。また、0VA発現腫瘍に対する細胞傷害活性を4時間の5lCrリリ

ース試験にて評価した。
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    結果

l CpGのDCへの取り込みおよびDCからのIし12産生：CDllc十DCへのfluorescein isotthionate

(FITC)-CpGの取り込みは非修飾CpGに比較しCpG-liposome投与の方が多く認められた。また、

CpG‐upoSonle投与では血清u′12も増加し、DCのIし12産生をフローサイトメトリーで分析したと

ころ、約15ワ。のCD11c十DCが刺激1時間後、細胞質内にIL‐12を認めた。

2，NK．NKT細胞の田い「産生：DCの活性化に伴って、NK．MくT細胞もCpG‐uposom．eによって

活性化され大量のIFNIY産生を誘導した。しかし、T細胞によるIFN1産生はごくわずかであった。

っまり、CpG．nposomeはNK．MくT細胞によるIFN‐Y産生を誘導する強カなアジュバントであること

が示された。さらに、このアジュバント効果はTouhke賦epter卩LR、Tou様受容体）9欠損マウスで

はほぼ完全に認められなかったことから、CpG‐hposomeはnR9依存的な機構でNK．NKT糸毋月包を活

性化することが示された。

30←GalCerとの比較：（ニI）ldに結合するNKTのライガンドである飴G甜C：erをマウスに投与すると

M汀細胞はm叫とIIイの両方を産生する。対称的にCpG・upoSomeは生体内においてM汀細胞よ

りIFN‐Yのみを産生し皿4は産生しなかった。この結果から、CpG・uposomeはDCからIし12産生を、

NK．NKT細胞からN1産生を誘導し、これらのサイトカインは1型免疫に関係する重要なサイト

カインであるためC面mosonleは1型免疫を誘導する強カで選択的なアジュパントであることが示

された。

4I′12の関与：qG．liposomeを投与されたマウスにおけるNK．MくT細胞のIFN．Y産生は抗1L．12

抗体を投与されたマウスでは大きく減少した。さらに、q）G＿uposomeおよび生食を投与したマウス

の脾細胞よりCD11ゆCとNK．NKT細胞の表面マーカーであるNK111゙ 細胞を分離しmvi的で共培

養実験を行ったところCpGuposomeにより活性化されたDCはNKl，l゙ 細胞からN‐Y産生を誘導し

た。この効果は抗n′12抗体によって強く阻害された。また、非活性化DCでも麒珊nbmantn′12の

存在下ではNKl．l゙ 細胞を活性化することができたが、DCとNK1．1゙ 細胞をIL112存在下にtransweuで

培養してもNK111゙ 細胞より皿q‐Y産生を認めなかった。同様に、CpGIHpoSomeで活性化されたDC

とNKl11゙ 細胞をtransweuで培養してもNKl．1゙ 細胞から皿い「産生は認めなかった。以上のことから

u′12だけでなくDCとNK111゙ 細胞の直接的な接触がu′12依存的なNK111゙ 細胞のIFNイ産生に必須

であることが示された。

5抗原特異的C【M、CD8の誘導：最後に、CpG・hpoSom．eは腫瘍のワクチン療法に適応できるか検討

を行った。この目的のために、仮想腫瘍抗原O丶Aを一緒に封入したにpGめVA川posom，eを用意した。

（印GK八′A）hpoSomeでワクチンしたマウスでは皿叫を産生するCD4十T細胞およびCD8゙ T細胞は

増加していた。また、にpGK）ヽ′A）‐hpoSomeのワクチンではテトラマ一陽性のCD8゙ T細胞が多く認

め、OVA特異的なのLが誘導されていることが示された。細胞傷害活性試験では（CpG十くい′A）―liposome

のワクチン群が Oヽ ′Aを発現しているEGイを特異的に障害したが、o丶′Aを発現していない親株の皿4

は障害しなかった。以上の結果から、（CpGK）VA）ーhpoSomeは1型獲得性免疫を活性化させているこ

とが示された。

    まとめ

CpG-liposomeにより1型自然免疫が活性化されていることが示され、また、CpGと抗原をliposome

に封入することにより1型獲得性免疫が活´陸f匕していることが示された。この結果からCpG-liposome

は免疫系を活性化することにより1型自然免疫と1型獲得性免疫の橋渡しをして抗腫瘍活性を増大さ

せることが予想された。本研究によって、腫瘍抗原とCpG-liposomを組み合わせることは癌患者への

ワクチン療法として癌免疫治療の有効な方策になるものと思われる。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名

  Liposome-Encaps・ ulatedCpGOligodeOXynuCleotideSaS

aPOtentAdjuVantforInduCingType11nnateImmunity

    （リポソーム封入CytoSine―phOSphorothioate‐guanine（CpG）による

    1型自然免疫の誘導に関する検討）

  非メチル化CpGにより1型免疫ガ活性化されることは知られているガその初期免疫活性機序は

不明である。今回申請者は、liposomeで封入したCI灯を用いて樹状細胞（DC）、NK．MくT細胞を介

した自然免疫の活性化を検討し、さらには獲得性免疫の活性化についても検討を行つた。

  CpGとlipos伍ncを用いてCパHiposmeを作三成し、C57BL′6マウスに静注後に脾細胞を採取する

ことによりDCのIL一12産生、NRNKT細胞からのIFNイ産生をフローサイトメトリ―にて評価し

た。また、M汀細胞を特異的に活性化させるa－galacめs沁emmde心贔lcd冫を投与、または

CpG一hpoSome投与マウスに抗IL一12抗体を投与しNK．NKT細胞のサイトカイン産生を比較した。

次に、生理食塩水またはC姆．liposofneを静注したマウスより脾細胞を採取した後にDCとNK1．l゙

細胞を分離して加傭mで抗ILI12抗体を添加して共培養、またはDCとNK1．l゙ 細胞を曲nSweuで

共培養することによつて正Nッの産生を共培養後の上清を用いてEuSAにて評価した。ざらには、

仮想癌抗原として刪bun血（o丶′A、卵白アルブミン）を用い、マウスにO丶′Aを一緒に封入した

CpG－hpoS0mcおよぴ各々単独の封入体を缸｝tI）adヘ免疫し、その後、膝窩リンパ節を採取してCD4゙ 、

CD8゙ 細胞の抗原特異性についてフロ―サイトメトリーを用いて評価した。また、o丶′A発現腫瘍に

対する細胞傷害活性を4時間の‘1Cr遊離試験にて評価した。

  結果は、CD11c゙ DCへのCpGの取り込みは非修飾CpGに比較しCI灯‐hposonle投与で多く認め

られた。また、（肇GI・hposofne投与では血清凡―12も増加し、DCのIL‐12産生をフロ―サイトメトリ

― で分析した ところ、 約15％のCDll〆DCで刺激1時間後、細胞質内に凡＿12を認めた。

  DCの活性化に伴つて、NK．MくT細胞もCpG‐hposomeによつて活性化ざれ、大量のIFNイ産生

ガ誘導された。しかし、T細胞による皿Nツ産生はわずかであつた。っまり、CpG＿bposol一neはNK．

NKT細胞によるmN‘産生を誘導する強カなアジユバントであることガ示された。さらに、このア
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ジユパント効果はT0uliker。cep缸卩LR、1・ou様受容体）9欠損マウスではほぼ完全に認められなか

ったことから、CI刪posomeは1rI尽9依存的な機構でN騒M汀細胞を活性化することガ示された。

  CDldに結合するNKT細胞のライカント＝であるQGmCcrをマウスに投与するとMくT細胞はIFNづ

と凡一4の両方を産生する。対称的にCpGIIipos（職eは生体内においてMくT細胞より【FNイのみを産

生させ、IL・4を産生ざせなかった。この結果から、CpG一iposomcはDCからIし12産生を、NK．

NKT細胞から叫産生を誘導し、これらのサイトカインは1型免疫に関係する重要なサイトカイ

ンであるためCpG・hposonlcは1型免疫を誘導する強カで選択的なアジユパン卜であることガ示さ

れた。

  CpG．hp僞0meを投与されたマウスにおけるNK．MくT細胞のIFNっr産生は抗凡＿12抗体を投与ざ

れたマウスでは大きく滅少した。ざらに、CpG‐hpoS0meおよび生理食塩水を投与したマウスの脾細

胞よりCDllゆCとNK．M汀細胞の表面マ―力―であるNK1．l゙ 細胞を分離し加協舳で共培養実

験を行つたところ、CばHiバ拇。mcにより活性化されたDCはNK111゙ 細胞からmN町産生を誘導した。

この効果は抗ILl12抗体によつて強く阻害ざれた。また、非活性化DCでもI℃c0曲illantILI12の存在

下ではNKlIl゙ 細胞を活性化することガできたガ、DCとNKl．l゙ 細胞を凡‐12存在下にtra噛wenで培

養しても、NKl．1゙ 細胞よりIFNっr産生を認めなかった。同様に、CpくHiposonleで活性化されたDC

とNKlIl゙ 細胞を恤sweuで培養しても、NKl．l゙ 細胞からIFNッ産生は認めなかった。以上のことか

ら、Iし12だけでなくDCとNKl．1゙ 細胞の直接的な接触ガ凡―12依存的なNKlll゙ 細胞のIFN‘産生

に必須であることガ示ざれた。

  最後に、Cp（Hiposomcは腫癌のワクチン療法に応用できるか検討を行った。仮想腫瘍抗原をo丶′A

とし、両者を封入した（CpGK凡A）‐hpoS0meを用意した。（Cpa0丶なり‐hposorneでワクチンしたマウ

ス で は IFN叩 を 産 生 す る CD4十 T細 胞 お よ び CD8゙ T細 胞 は 増 加 し て い た 。 ま た 、

（CpG十O丶rA）‐hposomcのワクチンではテトラマ一陽性のCD8゙ T細胞ガ多く認められ、O丶′A特異的な

CTLが誘導されていることガ示された。細胞傷害活性試験では（CpG＋Oヽ ′A）‐hposomeのワクチン群

がoヽ ′Aを発現しているEG一7を特異的に障害したガ、o丶′Aを発現していない親株のEL一4を障害し

なかつた。以上の結果から、（CpG十Oヽ なり・hposomeは1型獲得性免疫を活性化ざせていることが示

された。

  口頭発表において、副査秋田教授よりCpG‐hposorne投与でNKT細胞から凡4ガ産生ざれない機

序および今後の癌ワクチンとしての臨床応用についての質問があった。ついで、副査近藤教授より

癌の免疫治療に2型免疫の関与は障害になるかどうか、また、臨床応用の隙の安全性についての質

問ガあった。主査今村教授からはNK細胞とNKT細胞の活性化の相違およびCpG‐hposomeで活性

化されたDCの役割とDC療法について、さらには今回検討した抗原以外でも獲得性免疫の活性化

を認めるかどうかについての質問ガあつた。ついで、副査西村教授より最近の研究で解明された知

見についての質問があつたガ、申請者はおおむね妥当な回答をした。

  この論文は、1型自然免疫の誘導におけるCpGの役割を明らかにし、CpG・hposomeの新たな癌

ワクチンとしての臨床的有用性を示した点で高く評価され、審査員一同協議の結果、申請者ガ博士

（医学）の学位授与に値するものと判定した。
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