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Fc レセプターを標的とした樹状細胞への抗原送達法の構築とその癌免疫療法における有用性
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In cancer immunotherapy with dendritic cells (DCs), which are the most potent antigen-presenting cells, it is im-
portant that DCs present peptides derived from tumor-associated antigens on major histocompatibility complex (MHC)
class I molecules and activate tumor-speciˆc cytotoxic T lymphocytes. However, exogenous antigens are generally
presented on MHC class II but not class I molecules. To develop eŠective immunotherapy for cancer, an antigen delivery
carrier that can induce MHC class I presentation of exogenous antigens is necessary. Several strategies to induce DCs to
present exogenous antigens on MHC class I molecules have been reported. First, DCs that phagocytosed a particulate
form of antigens present peptides derived from the antigens on MHC class I molecules. Second, DCs that incorporated
antigens via certain endocytic receptors such as Fc receptors e‹ciently present peptides on MHC class I molecules. We
combined these two strategies and prepared antigen-containing IgG-conjugated liposomes (IgG-liposomes). In this
study, we investigated the feasibility of IgG-liposomes as antigen delivery carriers in cancer immunotherapy with DCs.
Immunization of mice with DCs that endocytosed ovalbumin (OVA)-containing IgG-liposomes, but not OVA-contain-
ing bare liposomes or soluble OVA, completely prevented the growth of OVA-expressing lymphoma cells. These results
suggest that IgG-liposomes represent an e‹cient antigen delivery carrier for DCs in cancer immunotherapy.
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1. はじめに

Boon らのグループによりヒトメラノーマの癌関

連抗原が同定されて以来，今日までに様々な癌関連

抗原が同定されている．1―5)これに伴い，癌に対す

る免疫療法が現実的なものとなりつつある．この癌

免疫療法を有効な治療法として確立していくために

は，癌細胞に対する細胞傷害性 T 細胞（CTL）を

活性化することが重要である．そのためには，T 細

胞への強力な抗原提示細胞として知られている樹状

細胞（DC）の MHC クラス I 分子上に癌関連抗原

を提示させる必要がある．しかし，通常外来性抗原

は MHC クラス II にのみ提示されることが知られ

ている．6)したがって，癌免疫療法の成功の鍵は，

外来性抗原でも MHC クラス I に抗原提示を誘導可

能な抗原送達キャリアー開発にある．これまでに，

樹状細胞上の Fc レセプターを介して抗原を DC に

取り込ませることで，外来性抗原であるにも係わら

ず MHC クラス I にクロスプレゼンテーションされ

ることが確認されている．7―9)この原理を利用して

抗原抗体複合体によるクロスプレゼンテーション誘

導が試みられるようになった．しかし，この方法で
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Fig. 1. Strategy of Antigen Delivery with IgG Liposomes
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は抗原に対して抗体をそれぞれ用意する必要がある

ため，汎用性の点で問題がある．そこでわれわれ

は，低分子薬物のみならずたん白質をも封入可能な

リポソームに着目した．10―13)このリポソームは様

々な抗原を封入可能である上，その表面に IgG を

容易に修飾可能である．14,15)したがって，抗原封入

IgG 修飾リポソーム（IgG リポソーム）は，樹状細

胞上の Fc レセプター認識能を持つ抗原送達キャリ

アーとして，MHC クラス I へのクロスプレゼン

テーションを効率よく誘導できるものと考えられる

（Fig. 1）．そこで本稿では，IgG リポソームの抗原

送達キャリアーとしての癌免疫療法における有用性

について紹介するとともに，今後の展望について論

ずる．

2. IgG リポソームの調製及び DC への取り込み

リポソーム調製方法として様々な方法が知られて

いる．16―19)しかし，本研究ではリポソーム内に抗

原となるたん白質を封入する必要があるため，リポ

ソーム調製段階で有機溶媒と抗原水溶液が接触する

逆相蒸発法でのリポソーム調製は本研究目的に適し

ていないと考えられた．そこで，今回は有機溶媒と

内水相が直接接触しない Hydration 法によりリポ

ソーム調製を行った．16)また，リポソーム表面への

IgG 修飾方法として，本研究では簡便で修飾反応も

速 や か で あ る SMPB ( Succinimidyl-4- ( p-malei-

midophenyl) butyrate）法20)を用いた（Fig. 2）．な

お，データには示さないが，本方法により調製した

IgG リポソームのサイズは約 200 nm であり，表面

に約 20―40 分子の IgG が修飾されていることを確

認している．この IgG リポソームの DC への取り

込みを評価するため，カルセイン封入 IgG リポ

ソームを用いフローサイトメトリーにより検討した

（Fig. 3）．なお，本検討では，IgG 未修飾リポソー

ム（Bare リポソーム）についても検討した．その

結果，IgG リポソームの DC への取り込みは，Bare

リポソームより高いことが判明した．次に，この取

り込みの亢進が Fc レセプターを介した取り込みで

あることを確認するため，Fc レセプターに対する

抗体を用いた取り込み阻害実験を行った（Fig. 4）．

その結果，IgG リポソームの取り込みが，Fc レセ

プターに対する抗体存在下で阻害された．このこと

より，IgG リポソームは Fc レセプターを介したエ

ンドサイトーシス経路にて DC に取り込まれている
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Fig. 2. Method of IgG Modiˆcation on Liposome Surface

Fig. 3. Uptake of IgG Liposomes into DC
DCs were incubated with calcein encapsulating Bare liposomes or IgG

liposomes (lipid conc. 2 mg/ml) for 1 hr at 37°C. After cell wash, the cells
were analysed with ‰owcytometry.

Fig. 4. EŠect of Fc Receptor Blocking on Uptake of IgG
Liposome into DC

DCs were incubated with PBS, rat anti-mouse Fc receptor antibody or
normal rat IgG (10 mg/ml) for 4 hr at 4°C. Then, calcein encapsulating IgG
liposomes (lipid conc. 0.2 mg/ml) were added, the cells were incubated for 1
hr at 37°C. After cell wash, the cells were analysed with ‰owcytometry.
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ことが示唆された．

3. IgG リポソームにより抗原導入した DC によ

る抗原特異的免疫誘導

IgG リポソームは Fc レセプターを介した取り込

みにより，内封抗原を効率よく MHC クラス I に提

示誘導できるものと考えられる．そこで，モデル抗

原としてニワトリ卵白アルブミン（OVA）を封入

した IgG リポソームを調製し，この OVA 封入 IgG

リポソームを作用させた DC における MHC クラ

ス I 抗原提示効率を評価した（Fig. 5）．なお，抗原

提示の評価には DC 上の OVA ペプチド -MHC ク

ラス I 複合体を認識して IL-2 を分泌することが知

られている CD8-OVA1.3 細胞21)を用いた．OVA 封

入 IgG リポソームを作用させた DC において，抗

原濃度依存的な MHC クラス I 抗原提示が確認され

た．また，この抗原提示は Bare リポソームよりも

高効率であった．データには示していないが，DC

への OVA 封入 IgG リポソーム作用時に抗 Fc レセ

プター抗体にて取り込み阻害を掛けることで，

MHC クラス I への抗原提示が減少することも確認

している．この結果は，IgG リポソームが Fc レセ

プターを介して効率よく外来性抗原をクロスプレゼ

ンテーション誘導していることを示している．現

在，このクロスプレゼンテーションメカニズムにつ

いて解析を進めているところである．

次に，OVA 封入 IgG リポソームを作用させた

DC をマウスに免疫したときに誘導される OVA 特

異的 CTL 応答を検討した．最終免疫から 1 週間後

のマウスから回収した脾細胞を in vitro 抗原再刺激

することによりエフェクター細胞を調製し，51Cr リ

リースアッセイを行った（Fig. 6）．その結果，

OVA トランスフェクタントである E.G7-OVA 細胞

をターゲットとした際には，OVA 封入 Bare リポ
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Fig. 5. Mouse Bone Marrow-derived DCs E‹ciently Present
OVA Antigens Encapsulated in IgG-liposomes on MHC
Class I Molecules

Soluble OVA, OVA-bare liposomes, or OVA-IgG-liposomes were ad-
ded to DCs derived from bone marrow of C57BL/6 mice. CD8OVA1.3 T cell
hybridoma cells were stimulated with the DCs for 20 h, and IL-2 secreted to
supernatants was measured by ELISA. Error bars indicate S.D. The data
shown are representative of three experiments.

Fig. 6. Immunization with DCs That Endocytosed OVA-IgG-liposomes E‹ciently Induces OVA-speciˆc CTL Responses in Mice
C57BL/6 mice were immunized intradermally twice at a 7 day interval with 1×106 DCs pulsed with the diŠerent forms of OVA at a concentration of 15 mg/ml

in media. Seven days after the second immunization, splenocytes were isolated and restimulated with E.G7-OVA cells for 5 days, and cytotoxic activity was ex-
amined using 51Cr-labeled EL-4 or E.G7-OVA cells as targets. The data shown are representative of three experiments.
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ソーム作用群と比較して，OVA 封入 IgG リポソー

ム作用 DC 免疫群において強力なターゲット細胞の

傷害が認められた．一方，OVA をそのまま作用さ

せた DC や intact DC を免疫した群では E.G7-OVA

細胞の傷害性は認められなかった．また，OVA ペ

プチドを MHC クラス I 分子上に提示していない

EL4 細胞をターゲット細胞にした際には，どの群

にも細胞傷害性は認められなかった．以上の結果か

ら，IgG リポソームは内封抗原を Fc レセプターを

介して効率よく DC 内に導入し，MHC クラス I へ

の抗原提示を誘導することで，in vivo において抗

原特異的 CTL をより効率的に誘導できることが示

された．

4. IgG リポソームにより抗原導入した DC の免

疫による抗腫瘍免疫誘導

有効な癌免疫療法を確立する上で，癌関連抗原特

異的な CTL を誘導することは極めて重要であるが，

IgG リポソームを抗原送達キャリアーとして利用す

ることで抗原特異的 CTL を誘導することが可能と

なった．そこで次に，癌免疫療法開発のモデル系と

してよく用いられる OVA と E.G7-OVA 細胞を用

いた系において IgG リポソームを用いた癌免疫療

法における有用性を評価した（Fig. 7）．OVA 封入

IgG リポソームを作用させた DC をマウスに免疫後，

E.G7-OVA 細胞を皮内移植し，その腫瘍体積を指

標に抗腫瘍効果を検討した．その結果，DC のみを

免疫した群，OVA のみを作用させた DC を免疫し

た群では，顕著な抗腫瘍効果は認められなかった．

一方，OVA 封入 Bare リポソームを作用させた DC

を免疫した群において若干の抗腫瘍効果が認められ

た．さらに，OVA 封入 IgG リポソームを作用させ

た DC を免疫した群では，全例において腫瘍の生着

が完全に阻害された．なお，抗原未封入 IgG リポ

ソームを作用させた DC を免疫しても抗腫瘍効果が

ほとんど認められなかったことより，OVA 封入

IgG リポソームを用いた際の抗腫瘍効果は内封した

OVA に対する抗原特異的 CTL 誘導に起因するも
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Fig. 7. Immunization with DCs That Endocytosed OVA-IgG-liposomes E‹ciently Prevents Tumor Growth
C57BL/6 mice were immunized intradermally twice at a 7 day interval with 1×106 DCs pulsed with the diŠerent forms of OVA at a concentration of 15 mg/ml

in media. Seven days after the second immunization, 1×106 E.G7-OVA cells were injected intradermally. The tumor volume was monitored thereafter. Error bars
indicate S.D. The data shown are representative of three experiments.
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のと考えられた．

癌免疫療法の最大の利点は，免疫記憶が誘導され

て癌の再発・転移を抑制できる点にある．そこで上

述の検討にて腫瘍の完全生着抑制が認められた

OVA 封入 IgG リポソーム作用 DC 免疫群を用い，

最初の E.G7-OVA 細胞移植から 4 ヵ月後に E.G7-

OVA 細胞を再移植による腫瘍形成率を指標に免疫

記憶について検討した．その結果，E.G7-OVA 細

胞の再移植にも係わらず，すべてのマウスにおいて

腫瘍の生着は完全に抑制された．これは，これらの

マウスにおいて E.G7-OVA 細胞に対する免疫記憶

が成立していることに起因すると考えられた．それ

ゆえ，IgG リポソームを用いた癌免疫療法により，

癌の再発予防も可能になると期待された．

5. おわりに

癌免疫療法において癌関連抗原の免疫方法として

抗原を生体にそのまま免疫する方法と，体外に取り

出した DC に抗原を作用させ生体に DC を免疫する

ex vivo 法が考えられる．最近，この 2 種類の方法

について，Fc レセプターを介して抗原送達する場

合の抗腫瘍免疫誘導能に関するデータが報告され

た．22)これによると，ex vivo 法の方が抗腫瘍免疫

誘導には有効であるとのことであった．この ex

vivo 法による DC 免疫の場合，抗原をそのまま外

来性抗原として DC にいくら作用させても効率よく

MHC クラス I へのクロスプレゼンテーションを誘

導できない．当然，その DC を免疫しても抗原特異

的な CTL が誘導されず，抗腫瘍効果は得られな

い．それゆえ，本稿で示したような抗原送達キャリ

アー開発が急務とされる．われわれは様々な癌種に

対して利用可能なキャリアー開発を念頭に，抗原送

達キャリアーとして種々の抗原を容易に封入可能な

IgG リポソームを選択した．このリポソームは DC

上の Fc レセプターを介して取り込まれ，内封した

抗原を効率よく MHC クラス I に抗原提示誘導し，

抗原特異的 CTL を誘導可能であった．このように

IgG リポソームは非常に効果的な抗原送達キャリ

アーであることが証明された．23)今回は OVA を用

いたモデル腫瘍の系のみを示したが，現在，IgG リ

ポソームにマウスメラノーマに対する抗原を封入

し，メラノーマに対する癌免疫療法について検討し

ている．

これまでの IgG リポソームに関する研究におい

て，われわれは抗原封入 IgG 修飾リポソームの DC

を用いた癌免疫療法における有用性を示すことがで

きた．23)しかしながら，IgG リポソームによる DC

におけるクロスプレゼンテーション誘導メカニズム

などについては不明な点も多く，さらなる研究が必

要であると考えられる．一方，詳細なメカニズム解

明が残されてはいるものの，既存の抗癌剤治療や放
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射線療法などと比べ，癌免疫療法は副作用が少なく

転移や再発予防にも応用可能であるため，今後益々

癌免疫療法への期待は高まっていくものと考えられ

る．いずれにしても，抗原送達キャリアーとしての

IgG リポソームの癌免疫療法への応用が，今後の癌

治療に貢献することを期待したい．
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