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緒 言 

依然としてがんは我が国の死因の第一位であり、より有効な治療薬の開発が喫緊の課題である。私共は、これ

までにマクロファージなどの貪食細胞に強く発現する膜型分子である SIRPα（別名 SHPS-1）が、貪食標的とな

る細胞上に発現する膜型分子 CD47 と相互作用することで細胞内のシグナル系を介してマクロファージによる標

的細胞の貪食を抑制的に制御することを明らかにしている［1，2］。さらに、最近、私共は、がん細胞上に存在す

る CD47 がマクロファージなど貪食細胞上の SIRPαと相互作用すると、分子標的薬により貪食細胞に誘導され

る［抗体依存性細胞貪食（ADCP）を介した］抗腫瘍効果が抑制される機序が存在すること、一方、抗 SIRPα抗

体により CD47-SIRPα 相互作用が解除されると分子標的薬による抗腫瘍効果が増強されることを見出している

［3］。また、腎がん、メラノーマでは、SIRPα をがん細胞が高度に発現することに加え、これらのがんに対し

て抗 SIRPα抗体が、直接 ADCP を誘導すると共に、CD47-SIRPαの結合解除による ADCP の増強という 2 重

の効果により抗腫瘍効果を発揮することを示した［3］。しかしながら、抗 SIRPα抗体を抗腫瘍剤として開発す

る上では、ヒト SIRPαに対する抗体を用い腫瘍モデルマウスでの薬効や毒性の評価が重要であるが、CD47 との

結合に関わる SIRPα の責任領域のアミノ酸配列の相同性がマウスとヒトの間において低いため、ヒトとマウス

のいずれにも交差する抗 SIRPα抗体が得られず、抗ヒト SIRPα抗体を用いた in vivo での有効性の評価やその

作用機序の解析は行われていなかった。そこで、この課題を解決する目的で、ヒト SIRPαを発現し、且つ、Rag2
と Il2γc 遺伝子の二重欠損により重症免疫不全を呈するヒト SIRPα トランスジェニック免疫不全マウス

（hSIRPα-Tg）［4］を用い、抗ヒト SIRPα抗体の in vivo での抗腫瘍効果について解析を行った。 

方 法 
 
1． マウス 

hSIRPα-Tg マウス（129S4-Rag2tm1.1Flv Il2rgtm1.1Flv Tg(SIRPA)1Flv/J）は米国 Jackson Laboratory か

ら購入したマウスであり、神戸大学医学部附属動物実験施設にて飼育･繁殖を行い、本研究に必要となるマウスを

取得し、実験に用いた。本研究で行った全ての動物実験は、神戸大学動物実験委員会の承認を得た上で行った。 
2． 細胞培養 
ヒトB細胞リンパ腫由来株化細胞Rajiおよびヒト乳がん由来株化細胞BT474は、ATCC（American type culture 

collection）より購入した細胞であり、10%ウシ胎児血清を添加したRPMI1640培地（Raji細胞）または、ATCC 
Hybri-Care Medium（BT474細胞）にて培養し、実験に用いた。 
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3． in vitro貪食実験 
hSIRPα-Tgマウスの大腿骨および脛骨から骨髄を回収し、M-CSF（マクロファージコロニー刺激因子）存在
下にて10%ウシ胎児血清を含む IMDM培地にて1週間培養することで、マウス骨髄由来マクロファージを得た。得られ
たマウス骨髄由来マクロファージを 6穴プレートに播種し、翌日、CFSE（carboxyfluorescein succinimidyl ester）
にて蛍光標識を行ったがん細胞と 4時間、抗体存在下もしくは非存在下にて共培養を行った。その後、6穴プレートよ
り細胞を回収し、マクロファージマーカーであるF4/80に対する抗体にて染色後、FACS（fluorescence activated cell 
sorter）による解析を行い、CFSE 陽性且つF4/80陽性細胞をがん細胞貪食マクロファージとし、F4/80のみ陽性細
胞をがん細胞非貪食マクロファージとすることで、がん細胞のマクロファージによる貪食率を求めた。 
貪食率 ＝ 100×CFSE陽性F4/80陽性細胞数／（CFSE陽性F4/80陽性細胞数＋CFSE陰性 F4/80陽性細胞数） 
4． 腫瘍モデルマウス作製および抗体投与 

8〜12週齢の hSIRPα-Tgマウスの皮下に、マトリゲルと混ぜ合わせ Raji細胞の移植を行い、その後、皮下に
形成された腫瘍の体積が約 100 mm３に到達した時点から、コントロール抗体、リツキシマブ、抗ヒト SIRPα抗
体をマウス腹腔内に投与（週 2回）し、経時的に皮下に形成された腫瘍の体積を測定した。腫瘍体積は、デジタ
ルノギスを用いて、皮下腫瘍の長径（a）と短径（b）を測定することで求めた（腫瘍体積 = a × b２／2）。 
5． マクロファージの枯渇実験 

8〜12週齢の hSIRPα-Tgマウスの皮下にマトリゲルと混ぜ合わせた Raji細胞を移植した。移植後 10日目か
ら 3日毎にクロドロン酸内包リポソームまたは生理食塩水を内包したリポソーム（コントロールリポソーム）を
尾静脈より投与することで、マウス生体内からマクロファージの枯渇を行った。生体内からのマクロファージの

枯渇の程度については、クロドロン酸内包リポソームまたはコントロールリポソームを投与した。hSIRPα-Tg
マウスの脾臓より調製した脾細胞中でのマクロファージの存在率を比較することにより評価した。 
6． 統計処理 
データは、平均±標準誤差で示した。統計解析は、ANOVA解析後、Tukey's法による多重比較検定を行った。

P値が 0.05未満で統計的有意と判断した。 
 

結果および考察 

 
1．抗ヒト SIRPα抗体による hSIRPα-Tgマウス骨髄由来マクロファージの抗体依存性貪食活性の増強 
抗ヒト SIRPα抗体の抗腫瘍剤としての薬効を腫瘍モデルマウスにおいて検証するには、マウス生体内におい
てヒト SIRPαを発現するマウスを用いることが有効であると想定された。以前の報告により、Strowig T.らが
作製した Rag2と Il2γc 遺伝子を二重欠損したヒト SIRPα を発現する免疫不全マウス（hSIRPα-Tg マウス）
［4］は、内在性のマウス SIRPαと同様に、マクロファージおよび好中球において、ヒト SIRPαの高度な発現
が確認されている。そこで、hSIRPα-Tgマウス骨髄由来マクロファージを用い、抗ヒト SIRPα抗体が、がん
抗原を認識する抗体によるマクロファージのがん細胞に対する ADCP を増強するか否かについて検討した。図
1aで示すように、ヒトCD47-SIRPα結合を阻害する抗ヒト SIRPα抗体（SE12C3）は、抗体医薬であるリツ
キシマブ（抗 CD20抗体）による hSIRPα-Tgマウス骨髄由来マクロファージの CD20陽性ヒト Bリンパ腫由
来 Raji細胞の貪食能を著明に増強した。一方、CD47-SIRPα非結合阻害抗ヒト SIRPα抗体である 040では僅
かに増強活性が認められたが、その程度は SE12C3に比べ低度のものであった。さらに、抗体医薬トラスツズマ
ブ（抗HER2抗体）によるマクロファージのHER2高発現ヒト乳がん由来株化細胞 BT474に対する hSIRPα-
Tgマウス骨髄由来マクロファージの貪食についても、SE12C3がその貪食を著明に増強した（図 1b）。これら
のことから、CD47-SIRPα結合を阻害する抗ヒト SIRPα抗体が hSIRPα発現マウス骨髄由来マクロファージ
によるがん細胞に対する ADCPを増強することが明らかとなった。 
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図 1．hSIRPα-TGマウス骨髄由来マクロファージのがん細胞に対する貪食作用の
抗ヒト SIRPα抗体による増強 
（a, b）CD47-SIRPα結合阻害活性を有する抗ヒト SIRPα抗体（SE12C3）によるリ
ツキシマブ依存的な Raji 細胞（a）またはBT474細胞（b）の hSIRPα-Tgマウス骨
髄由来マクロファージによる貪食の増強。データは平均値±標準誤差で示した（n = 3、
***P > 0.001、Tukey's多重比較検定。コントロール抗体：正常マウス IgG、040： 
CD47-SIRPα結合阻害活性をもたない抗ヒト SIRPα抗体、NS：有意差なし。 

 
2. 腫瘍モデルマウスでの抗ヒト SIRPα抗体の抗腫瘍効果の増強 

in vitroの解析により、ヒトCD47-SIRPα結合を阻害する抗ヒト SIRPα抗体が、がん細胞に対するマクロフ
ァージの ADCPを促進させたことから、Raji細胞を皮下移植した hSIRPα-Tgマウスを用い、抗ヒト SIRPα抗
体とリツキシマブとの併用による抗腫瘍効果を検討した。SE12C3とリツキシマブの併用群では、抗体投与開始
後 21目において他の抗体投与群に比べ、腫瘍体積の有意な増加抑制が認められた（図 2a）。一方、040とリツ
キシマブの併用群においては、それぞれの単独投与群に比べ、腫瘍体積の増加抑制が認められたものの、その抑

制効果は SE12C3＋リツキシマブ投与群に比べ低度のものであった（図 2b）。従って、ヒト CD47-SIRPα結合
を阻害する抗ヒト SIRPα抗体がリツキシマブとの併用により、hSIRPα-Tgマウスを用いた腫瘍モデルにおい
て強い抗腫瘍効果を誘導することが明らかとなった。 
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図 2. 抗ヒト SIRPα抗体によるリツキシマブ依存的な抗腫瘍効果の増強 

（a, b）hSIRPα-Tgマウスの皮下に Raji細胞を移植し、移植後 14日目から、コントロール抗体（正常マウス
IgG）（a, b）、リツキシマブ、SE12C3（CD47-SIRPα結合阻害抗ヒト SIRPα抗体）（a, b）、040（CD47-
SIRPα結合非阻害抗ヒト SIRPα抗体）（b）、SE12C3 +リツキシマブ（a, b）、又は、040＋リツキシマブ
（b）を腹腔内に投与（週 2回）を行い、経時的に皮下に形成された腫瘍の体積を測定した。データは平均値±

標準誤差で示した。 
［ n = 10 （コントロール抗体および SE12C3）、n = 12（リツキシマブおよび SE12C13＋リツキシマブ）
（a）、n = 11（b）、*P > 0.05、**P > 0.01、***P > 0.001、Tukey's多重比較検定］。NS: 有意差なし。 

 
3. 抗ヒト SIRPα抗体の抗腫瘍効果におけるマクロファージの重要性 
さらに、この併用による抗腫瘍効果がマクロファージ依存的であるかについて、クロドロン酸内包リポソーム

（Clodronate）によりマウス生体内からマクロファージの枯渇を行い、SE12C3とリツキシマブの併用による抗
腫瘍効果について検討を行った。その結果、コントロールリポソーム（クロドロン酸を内包しないリポソーム、

Ctrl）で処理したマウスでは、SE12C3 とリツキシマブの併用による腫瘍体積の増加抑制がコントロール抗体の
みを投与したマウスに比べ有意に認められた（図 3）。一方、クロドロン酸内包リポソームにて処理したマウス
においては、腫瘍体積の増加抑制がコントロールリポソームで処理したマウスに比べ、有意な減弱が認められた

（図 3）。このことから、ヒト CD47-SIRPα 結合を阻害する抗ヒト SIRPα 抗体によるリツキシマブのヒト
SIRPα-Tgマウス生体内での抗腫瘍効果の増強には、少なくともマクロファージが関与すると考えられた。 
本研究において、私共は、hSIRPα-Tgマウスの骨髄由来マクロファージを用い、抗ヒト SIRPα抗体が、が
ん抗原を認識し ADCP の誘導能を持つ抗体医薬リツキシマブやトラスツズマブによるがん細胞のマクロファー
ジによる貪食を in vitroで高めることを示した。また、Raji 細胞を皮下移植した hSIRPα-Tgマウスにおいて、
抗ヒト SIRPα 抗体がリツキシマブによる抗腫瘍効果を増強することを見出した。さらに、この in vivo におけ
る抗腫瘍効果には少なくともマクロファージが関与することを示した。従って、hSIRPα-Tg マウスを用いた解
析により、抗ヒト SIRPα抗体が ADCPの誘導能を持つ抗体医薬の抗腫瘍効果を増強する抗腫瘍剤としての有効
性を示す可能性が高く、また、ヒト SIRPαに作用する様々な薬剤の抗腫瘍剤としての薬効評価や作用機序の解
明に hSIRPα-Tgマウスが有用であると考えられた。 
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図 3．抗ヒト SIRPα抗体によるリツキシマブ依存的な抗腫瘍効果の増強 

hSIRPα-Tg マウスの皮下に Raji 細胞を移植し、移植後 10 日目から 2 日ごとにクロドロン酸内包リポソーム

（Clodoronate）の尾静注を行うことで、マクロファージのマウス個体内からの枯渇を行った。一方、対照と

しては、生理食塩水内包リポソーム（Ctrl）の尾静注を行った。Clodoronate もしくは、Ctrl を投与したマウ

スに対して、さらに、Raji 細胞移植後 14 日目から、週 2 回のコントロール抗体（正常マウス IgG）、

SE12C3＋リツキシマブの腹腔内投与を行い、経時的に皮下に形成された腫瘍の体積を測定した。データは平

均値±標準誤差で示した（n = 5、***P > 0.001、Tukey's 多重比較検定）。 
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