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免疫寛容因子Gpnmb(DC園田L)によるマウス悪性黒色腫に

対する腫蕩反応性T細胞の免疫抑制に関する研究

富 張 瑞 移f

帯広畜産大学臨床獣医学研究部門(〒080-8555帯広市稲田町西2線11)

はじめに

腫務総胞に対する“免疫反応"は、非常に複雑かっ多

岐にわたるネットワークの総合的な outputであるが、

この中には大きく二つの側面を見ることができる。ひと

つは、秩序を乱して勝手に増殖する腹蕩細胞を排除する

ための、生体防御ともいえる腫蕩攻撃性の免疫反応であ

り、もうひとつは、免疫反応から巧みに逃れるメカニズ

ムや抗臆蕩免疫活性を抑制する能力を発揮することに

よって、宿主の免疫寛容状態を導いてしまう反応である。

こうした反応の総合的なバランスがどちら側に傾いたか

によって、腫療の成長、あるいは縮小というマクロな結

果が現れることになる。

時、前者の TCRを介した刺激だけでは抗原提示シグナ

Jレとして不十分であり、後者の共刺激/抑制lシグナルが

同時に伝わって初めて免疫反応が開始されるのである。

共刺激関子としては、抗原提示細胞上に発現される

CD80やCD86、またこれらに結合する T細胞側の CD

28などが知られており、これらは TCRを介した T細胞

活性化のシグナJレを増強させる (4)。一方、共抑制因子

としては、抗原提示細胞に発現する PD-lやBTLA、

HVEM、町田ω3などが、またこれらに結合する T細胞

側の PD-L1や PD-L2、Ti皿ー 3ligand/ Galectin -9な

どが報告されている(ト11l。こうした共抑制因子は、実

際の燈務細胞にも多量に発現されており、免疫担当細胞

によるサーベイランスから逃れ、題場反応性CTLの活

性化を抑制し、さらには CTLによる綿胞溶解やアポ

トーシス誘導の可能性を低減させることを可能とさせて

いる (12，13)。

この共抑制因子のひとつに、 DC-HILという蛋白質が

あるo これは我々のグループが2001年に初めてマウス綴
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もう少し深くこれらの反応を考えてみよう。腫擦を排

除する免疫反応に登場する役者としては、 NaturalKil-

ler細胞や細胞傷害性Tリンパ球 (Cyto白話cT lympho-

cyte: CTL)などが代表的である(j)。一方、腫擦が免疫

系のサーベイランスならびに破壊から巧みに逃れる機構

としては、腫務関連抗原(Tumor-associated antigen 

TAA)の発現の極端な減少、抗原提示に関与する主要

組織適合抗原 (M可or Histo∞mpatibility complex 

MHC)分子の発現低下、免疫抑制系サイトカイン (TGF、

Iし10、VEGFなど)の放出や T細胞活性化共因子の消

失などが報告されている (2、3)。このうち、腫癒抗原特異

的な T細胞の活性化、ならびに抑制に関する研究は、

腹蕩免疫、ワクチン開発などの函で多くの報告を認めて

いる分野でもある。

状細胞から発見、報告したものであり川)、高度に糖修 .1 • 
飾されたタイプ 1膜貫通蛋白質 (95-120回 a)で、多く

本来、腹疹抗原特異的に免疫担当細胞である T細胞

が活性化されるためには、 TCR(T cell Receptor: T細

胞受容体)-CD3複合体を介する抗原特異的なシグナル

による刺激が必要であるが、これと何時に、抗原提示細

胞と T細胞との聞には、インテグリンなどを介した抗

原非特異的な共刺激 (co-stimulatory)もしくは共抑制

(co-inhibitory)のシグナJレ伝達がなされている。この
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の抗原提示細胞に発現している。これらは活性化した T

細胞上の Synd四回一 4蛋白質と結合することで、抗原

提示後の T細胞の増殖活性や炎症性サイトカインの産

生を抑制する働きを持つ(16-18)。この DC-HIL蛋白質は

多くの研究者によって異なる蛋白質名での報告がなされ

ているが、とくにヒト、ならびにマウス悪性黒色腹細胞

においては Gpn血 bとして存在が報告され、 1重傷細胞の

転移に関与することが示唆されていたが(15)、詳細につ

いては明らかにされていなかった。

DC-HILとして我々が発見した免疫抑制に関わる蛋白

質が、黒色稜級胞にて Gpnmbとして、しかも比較的多

量に存在している。このことに興味を覚えた我々は、ま

ず Gp凹 lbのマウス悪性黒色極細胞株における発現動態

を調べるところからスタートした。この結果、マウス黒
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tain View， CA)により、 Gpnmb発現をノックダウンし

たB16FlO細胞を作製した。この Gpnmbノックダウン

細胞 (Kd-B16)は、コントロールレンチウイルスベク

ターを感染させた細胞 (C-B16)と比較して、ほとんど

全ての Gpn皿b蛋白質発現の消失を認めた (図 1B)。

U'I宝ー103はマウス Gpnmbに対する我々が作製したモ

ノクローナル抗体であり、 s-actinは内部標準である。

従来の知見の中で、 Gpnmbの発現は細胞増殖能に関

係する可能性を示唆した報告がある(15)0 このため、 Kd-

B16の皿 vitroにおける増殖能を検討するために、 MTI

assay (細胞の viabilityを示す比色法)、ならびに celJ

cycle analysis (7 -AAD : DNA総量と BrdUの取り込

み能 DNA合成能とによる細胞周期解析法)とを実施

した。この結果、 MτT-assayでは Kd-B16とC-B16との

間に顕著な差異を認めず(図 1C)、celJ-cycle analysis 

においてもその増殖能に有意な差は認められなかった

(図 1D)。この結果は、 Gpn血 bをほぼ完全にノックダ

ウンした Kd-B16において、 in vitroにおける細胞増殖

色種細胞において、 Gpnmbが既知の共抑制因子の中で

も群を抜いて些宮に発現していることを確認した。量的

な解析に続く 疑問は、質的にも同様な役割を呆たしてい

るのだろうか?という点である。悪性黒色l匝における

Gpnmbも、 樹状細胞の DC-HILとして認められたもの

と同様に、免疫を抑制する機能を有しているのだろう

か?この疑問に応えるために、本研究での我々は、

Gpnmb発現をノックダウンした細胞、 Kd-B16を作成

するに至った。

①ー1・マウス悪性黒色腫細胞株では Gpnmb

(DC-HIL)の発現が最も高い

能では C-B16と比較 してなんら差異を認めないことを

示している。

② : Kd-S16はInVIVOのマウス皮下ではほとん

ど成長しない。一方で、免疫不全マウスであれ

ば C-S16と同程度に成長する。

マウス悪性黒色腫細胞株 B16FlOにおける Gpnmb

(DC-HIL)のmRNA発現畳を、RT-PCR法を用いて、

共抑制因子 として既知の PD-L1、PD-L2、HVEM、

Tim-3の4種と比較した。この結果、 Gpnmbの皿RNA

発現量が、他に比較して有意に高かった (図 1A)。骨

髄由来樹状細胞 (Bonemarrow derived dendritic cell 

BM-DC)を陽性コントロールとしてお り、さらに IFN-

y刺激後も、 GpnmbのmRNA量の高値は変わらなかっ

た。これらにより Gpnmbは悪性黒色腫細胞 B16-FIO

において、既知の共抑制因子の中でも最も高い mRNA

発現詮を認めることが明らかとなった。

4・

次に我々は、 ln VIVQにおける腫蕩の成長を検討する

ため、 B16FlOと同種である C57BL!6"<ウスの皮下に

Kd-B16、C-B16とを接種した。この結果、 C-B16におい

て接種後24日で非常に大きな腫癒の成長を認めたのに対

し、 Kd-B16では著しく 小 さな腫癒にしか成長しなかっ

た (図 2A)。この結果は生存率にも反映され、 C-B16で

①-2 : Gpnmb発現をノックダウンした悪性黒

色腫細胞は、 invitroにおける細胞噌殖効率に変

化を認めない

Gpnmbの機能を検討するために、我々はレンチウイ

ルスを用いた siRNAシステム (pSIF1・H1 -copGFP 

shRNA lentivirus system; System Biosciences， Moun-
''1 
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(A)マウλ黒色腫細胞 B16-FlOにおける Gpnmbならびに既知の共抑制因子の mRNA発現量を解析した。右は IFN-y(H削
U/叫 )/PMA(IOngina)にて16時間刺激したもの。(B)Gpnmbノックダウン BI6FlO(Kd・B16)ならびにコントロールウ

イルスベクターを遺伝子導入した BI6FlO(C-BI6)に対し、抗Gpnmb抗体 (Uτ玄)を用いたウエスタンプロットによる

Gpn皿b蛋白質発現盆を解析した。(C)in vitroでの増殖活性を MTI'assayにより評価した。(0)無血清培地24時間培養に

て飢餓状態とした後、 7-AAD (DNA染色)とBrdU取り込み能 (DNA増殖時の BrdU(ウラシル)取り込み)によるフ

ローサイトメトリー法 (FACS)を用いた細胞周期解析を行った。S:合成期、 G2+M 分裂準備期十分裂期、 GO/GI
静止期/合成準備期、 Ap・7ポトーシスした細胞。

7-AAD 
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~ 2 (A)C-BI6ならびに Kd-BI6をC57BL/6マウスの右脇
肢に皮下注射し (2Xl05)、その臆癒容積(長径×短
径2)を言j-i則した (n=12)o(B)向実験における生存率。

(c)同様に nu/nuマウス(免疫不全マウス)の右脇腹

に皮下注射し、湿蕩容積を計iR~した (n= 5)。

は接種後16日から26日までの間に全てが死亡したのに対

し、 Kd-B16では接種後27日で最初の死亡を認め、その

後最長で43EIまでの生存延長を認めた(図 2B)。さら

に重姿なことに、免疫不全マウス (B6目 Cg-Thyla/CyTg 

(TcraTcrb) 8 Rest/J: nu/nu)における同様の実験では、

Kd-Bl6とC-B16との関に腫蕩の成長に差異を認めな

かった(箇 2C)。これらの結果より、 Gpn皿 bをノック

ダウンした Kd-Bl6では、 invivoのマウス皮下において

旗揚の成長が大幅に減少すること、さらにその原因とし

ては宿主の免疫機構が大きく関与することが示唆された。

③: Gpnmbノックダウンは麓蕩反応性T細胞活

性化を増強するが、総胞傷害能には強い影響を

認めない

抗原提示細胞(とくに紛状細胞)上にある DC-HIL/

Gpnmb il<白質は、 T細胞上の Syndecan-4 (SD-4) 

に結合し、その活性化を抑制することが報告されている。

今回の Invivoにおける宿主免疫機構への関与もこの機
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能によるのではないかと推測した我々は、黒色腫細胞上

にある Gpnmbもまた伺様の機能を有していると仮定し、

さらに詳細な検討を行った。

B16F10の免疫原性を十分に増強するために、我々は

OVA (Ovalbumin)を経蕩関連抗原の代わりとして利

用した。まず、 Kd-B16ならびに C-B16に対し OVA257-拙

ペプチドを共培養して(パルスして)MHC-c!ass 1に抗

原提示させた。これに対し OT-Iトヲンスジェニックマ

ウス (OVA257-2臼ペプチドに対し特異的に結合する TCR

を遺伝的に保有するマウス)から調整した CD8やT細

胞を作用させ、培養上清中の IL-2ならびに IFN-yを測

定することでT細胞の活性化を評価した。この結果、Kι

B16はC田B16に比べて50%以上の高いレベルで両サイト

カインを産生しており、有意に強く活性化されているこ

とが示された(図 3A)。

次に、上記 OT-l"7ウスのリンパ節ならびに牌臓よ

り、 OVA抗原特異的に反応する CD8+T細胞 (OVA-

CTL)を調整し、 invitroでOVA257-2臼ペプチドにより再

活性化させて SD-4の発現を確認したところ、ほほ全

ての CTLで活性化が確認され (CD69 活性化マーカ一

陽性)、そのうちの約半数で SD-4が発現されていた(図

3日)。さらにこれら OVA-CTLを(OVAをパルスした)

B16FlOで再活性化する際に、抗 SD-4抗体を添加して

Gpnmb-SD4の結合を競合阻害させると、培養上清中

のIL-2産生設が、コントローJレ抗体を添加した場合に

比較して有意に、かっ用愛依存的に高値を示した(図3

C)。このことは、 B16F10により OVA-CTLが活性化さ

れる際に、(抗原提示細ぬと活性化T細胞において認め

られる免疫抑市此同様に)GpnmbとSD4との結合に . 4 
よってT細胞活性化が抑制されていること、この経路

を遮断することで活性化が増強されることを示している。

さらに我々は、この Gpnmbによる T細胞の活性化

がCTLの細胞障害能に影響するかどうかを精査した。

まず、 OVA-CTLがOVAをパルスした C-Bl6を細胞溶

解させることを磯認した (40%target lysis)。問様に、

OVAをパJレスした Kd-B16に対しでも、より効率的に細

胞溶解させることを認めた (50%target lysis)。しかし

ながら C-B16との間に有意な差は認められなかった。

このことは、 Gpn皿 bノックダウンは CD8+T細胞の

活性化を増強させるが、 OVA-CTLの細胞傷害能に直接

の影響を与えるものではないことを示唆した。
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図 3 (A) OT-1マウスより調整した OVA特異的 CD8+T細胞を、 OVAでパルスした Mitomycin-C処理B16FlO細胞で刺激し、
上清中に産生された IL-2ならびに IFN-y盆を ELISAにより測定Lた。(B)OVA特異的 CD8+T細胞に対し同様に lnVl・

troで再刺激し、 SD-4とCD69(早期活性化 marker)の発現を FACSにより解析した。(C)OVA特異的 CD8+T細胞
をinvitroで再刺激する際に、無添加のもの (none)、コントロ ルIgG添加 (IgG)、抗SD-4抗体添加 (αSD4)し

た後、上清中の IL-2産生量を測定した。(0)抗OVA特異的 CTL活性を、異なる Effector: Target比で評価した。この

時、 OVAでパルス LたKd-B16(・+実線)、OVAでパルスした C-BI6(ム+実線)、 Kd-B16のみ (・+点線)、C-B16の
み (ム+点線)で示した。
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図4 仏)in vivoでhgpl∞ならびに TRP-2にて C57BL/6"ウスを免疫した後、 CD8+ 
T細胞をリンパ節より調整し、これを invitroでKd-Bl60rC-B16にて再刺激し、上
清中に産生された IFN-y量を測定した。(B)これらの CTL細胞を51Crでラベルした

Kd-B16、C-B16、ならびに陰性コントロールとして EL-4と共培養し、上清中に放出

された51Crから CTL活性を測定した。(C)Kd-B16ならびに C-B16を皮下に接種し、

2週間後に近傍のリンパ節から CD8+T細胞を調整し、 hgpl∞+TRP-2により m
vitroで再刺激した後、 ELISPOTassayにより IFN-y産生細胞数を計測Lた。

④ :悪性黒色腫特異的な腫蕩関連抗原を利用し

た系においても、 Gpnmbノックダウンによる T

細胞活性化が認められる

Gpnmbノックダウンによる効果をより詳細に検討す

るために、 OVA-OT1"7ウスのシステムに換えて、悪性

黒色腫で既に報告のある腫療関連抗原 hgpl∞ならびに

TRP-2のペプチド抗原を用いて同様の実験を行った。

まずwild-typeである C57BL/6"7ウスを上記の 2ペプ

チドで免疫した後、近傍リンパ節からリンパ球を調整し、

両抗原でパルスした Kd-B16もしくは C-B16と混合させ、

上清中の IFN-y産生量、ならびに CTL活性を測定した。

この結果、 OVAにおける結果と同様に、 Kd・B16におい

て有意に高い IFN-y産生を認めたが (図 4A)、CTL活

性においては顕著な差異は認められなかった (図 4B)。

一方、 C57BL/6"7ウスの皮下に Kd-B16もしくは C-B

16を接種し、 2週間後、近傍リンパ節より CD8+T細

胞を調整した後、 hgplOOならびに TRP-2を共培養した

牌臓由来抗原提示細胞と混合して再活性化させた ものを

IFN-yの ELISPOTassayに供した結果、 Kd-B16の IFN

y産生リンパ球数は C-B16に比較して有意に高値を示し

た。これらの結果は、 invitroならびに 1nVIVOの両方

において、 Gpn皿 bノックダウンにより宿主の CD8+ 

T細胞の活性化が増強されることを示している。

⑤ : Gpnmbノックダウンは腫療の転移能を変化

させないが、肺においてもその増殖能を著しく

低下させる

Gpnmbは、ヒトの悪性黒色腫において、その発現量

が転移能に関与するという報告がある (15)。これを精査

するために、尾静脈から Kd-B16もしくは C-B16をC57

BL/6"7ウスに投与し、 2週間後の肺の重量 (Weight)、

転移した黒色スポット数 (Focus)、肺あたりのメラニ

ン盆 (Melanin)、スポットあたりのメラニン畳 (MeI!
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図 5 C57BL/6"7ウス (Exp1 は n~6 、 Exp 2 は n ~ 5)にKd-Bl6or C-BI6を尾静脈より接種し (2 x 10')、2週間後の柿
を摘出した後、重量 (weight)、転移スポット数 (ゐcus)、肺あたりのメラニン量 (Melanin)、転移スポット数あたりの

メラニン量 (MellFocus)を計測した。

Focus)について比較を行った。この結果、 Kd-B16を投

与したマウスでは、 C-B16に比較して肺の重量は軽く、

スポット数は多く、メラニン置は少ない傾向を示した。

とくにスポットあたりのメラニン丑においては有意な減

少を認めた。このことより、 Gpnmbノックダウンは転

移能には大きな変化を与えないが、肺においても皮下と

同様に腫蕩細胞の増殖能を著しく低下させることが示さ

れた。

考察

黒色腫細胞に発現する Gpn血 bが、抗原提示細胞上に

ある DC-HILと同様の機能を有しているかどうかを検

討するために、我々はマウス黒色腫細胞 B16FIOにおけ

るGpnmbをノックダウンし、この腫傷細胞の成長、増

殖に関して解析を行った。 Gpnmbのノックダウンは、 in

vitroにおける腫蕩細胞の自発的な増殖になんら影響を

与えず、またヌードマウスにおける腫傷細胞の成長に対

しても変化を認めなかった。しかしながら、右脇腹に接

種して皮下での成長を観察した場合、ならびに尾静脈か

ら接種して肺での転移スポットを観察した場合のどちら

においても、 Gpn皿 bのノックダウンにより顕著な腫傷

細胞増殖の低下が認められた。

これら腫療の成長が低下した理由として、黒色腫細胞

上の Gpnmbが、腿蕩反応性T細胞の活性化を抑制し

ていたためであり、 Gpn血 bノックダウンによりこの抑

制系が外れ、結果として腫蕩特異的な細胞傷害性T細

胞による免疫反応がひき起こされたことが最も大きな要

因であると考えられる。このことは、 ① Gpnmbノァ

クダウン細胞株 Kd-B16は、腫傷反応性T細胞をより強

北獣 金億 54(2010) 

〈刺激、活性化させたこと(図3、図 4)、 ② :IFN-y 

産生T細胞は、 Kd-B16接種によ ってより多く周辺リン

パ節に認められたこと(図4C)、③ Gpnmbと結合し

て活性化T細胞を鎮静化することが知られている SD←

4が黒色臆細胞反応性T細胞に存在していたこと(図

3 B)、④:抗 SD-4抗体によりこの結合経路を遮断す

ると、 CTL活性が増強されたこと(図 3C)、などに よ

り強〈支持される。一方で、我々は CTLによる細胞傷

害能に関しては、 Gpnmbノックダウンによる有意な差

異を認めることができなかった。このことは、 Gpn皿b

による活性化T細胞の抑制機能は、既に活性化された

CTLの細胞傷害能を低減させるものではなく、抗原提

示時に同時に共シグナルとして伝達されることによって、

活性化T細胞の増殖を抑制することにより抗腫蕩免疫

反応を制御しているものと考えられた。

また本研究の結果においては、転移に関する明確な関

与を認めなかった。これは従来のヒトにおける報告(15)

と異なる結果であるが、この原因としては実験系が大き

く異なる点が挙げられる。具体的には(1)マウスの黒色腫

細胞株vsヒト黒色腫細胞株であること、 (2)本研究では

siRNAによるノ ックダウンした細胞群をあえて bulkの

まま調整して使用しているが、既報では Gpn皿 b遺伝子

導入細胞をクローン化して使用していること (クローン

細胞特異的な現象であった可能性)、(3)Gpn皿 b蛋白質

の発現を実際に使用したクローン細胞に対して検討して

いないこと、 (4)本研究がノックダウン(lossof function) 

であるのに対し、既報では遺伝子導入による強制発現

(gain of function)であること、 (5)本研究が同種マウ

スの尾静脈注射による肺転移モデルであるのに対し、既

6 
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報ではヌードマウスに対するヒト細胞の異種移植である

こと、などの点である。しかしながら Gpn血 bはそれ自

体がインテグリンファミリーに属する細胞接着因子であ

るため転移に関与する可能性は強く、今後も詳細な検討

が必要であると考えられる。

以上のことより、我々の Gpnmbに関する新たな知見

は、黒色経細胞に対する免疫サーベイランスならびに抗

腫場免疫反応を制御するために、 Gpnmb/SD-4経路の

遮新という新たな治療戦略を与える非常に重要な碁礎的

検討であったと言えよう。今後、 Gpnmbに潟するさら

に詳細な検討を行うとともに、マウスのみならず犬、猫

などの他の動物種における、 Gpnmbを用いた新規免疫

療法の開発を目指した研究を進めていくつもりである。
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