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研究成果の概要（和文）：本研究では、CD69-Myl9/12システムを標的とした新規がん免疫療法の開発を目指し
た。Myl12欠損大腸がん細胞の腫瘍形成能が低下していたことから、がん細胞由来Myl9/12による免疫逃避機構の
存在が示唆された。その一方で、CD69欠損マウスでは腫瘍組織における細胞傷害活性を有する分化型CD8T細胞の
割合が増えていた。従ってCD69-Myl9/12システムは、腫瘍内CD8T細胞の分化制御を介して腫瘍細胞の免疫逃避を
促進する、全く新しいタイプの治療標的であることが明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop a new cancer immunotherapy that 
targets the CD69-Myl9/12 system. Myl12-deficient cancer cells showed reduced tumorigenicity, 
suggesting an immune evasion by cancer cell-derived Myl9/12. On the other hand, CD69-deficient mice 
showed increased frequency of cytotoxic differentiated CD8T cells in the tumor microenvironment. 
Thus, the CD69-Myl9/12 system promotes cancer immune evasion by controlling differentiation of 
intratumoral CD8T cells.

研究分野：腫瘍生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、これまでに抗腫瘍免疫応答への関与が着目されていなかったCD69-Myl9/12システムに焦点を当てて
いる。Myl9/12は我々が独自に見出したCD69の機能的リガンドであり、国内外を通じて類似の研究はなく、独自
の独創的な研究である。さらに、Myl9/12の放出はがん細胞自体に依存していると考えられるため、抗Myl9/12抗
体投与は腫瘍組織を選択的に標的とする、副作用の少ない治療法になる可能性がある。今後、我々の知見から
CD69-Myl9/12システムを標的とした新規がん免疫療法が開発され、がん治療に新しい局面が拓かれることを期待
している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
がん/悪性腫瘍は本邦における死亡原因の第一位を占める疾患である。進行がんに対しては外科

療法、放射線療法および化学療法を複数組合せた集学的治療が施行されるが、その効果は限定的

である。	

	 近年、第 4 のがん治療である免疫療法が有望視されている。なかでも T 細胞の機能抑制にかか

わる免疫チェックポイントである B7/CTLA-4 および PD-1/PD-L1 経路に対する阻害剤の有効性に

注目が集まっている。特に抗 PD-1 抗体製剤は、2014 年に認可されてから種々のがんへの適応が

広がっている。しかし、劇的な効果を示す患者が認められる一方で、その奏効率は半数を割り込

むため、抗 PD-1 抗体投与の効果を高める併用療法の開発が急務である。PD-1、PD-L1 および CTLA-

4 以外の免疫チェックポイント分子を標的とした治療法の開発も進展しているが、本研究ではこ

れまでに抗腫瘍免疫応答への関与が着目されていなかった CD69-Myl9/12 システムの解析を行っ

た。既存および開発中の治療標的と異なり Myl9/12 の局在は腫瘍組織特異的と考えられるため、

Myl9/12 を標的とするがん免疫療法は副作用が少ないことが期待される。	
 
２．研究の目的 
CD69 は C 型レクチンファミリーに属する II 型の膜貫通型タンパク質である。T 細胞および B 細

胞を刺激すると数時間以内に CD69 の発現レベル上昇が認められるため、リンパ球の活性化の指

標として広く用いられている。我々は CD69 欠損マウスが様々な免疫応答の異常を示すことを報

告してきたが、その一方で MHC クラス I 陽性がん細胞に対する抗腫瘍免疫応答が増強されてい

ることを見出した。抗腫瘍免疫応答の中心的な役割を担う細胞傷害性 T 細胞	 (cytotoxic	 T	

lymphocyte;	CTL)	は、MHC クラス I によって提示されたがん抗原を認識してがん細胞死を誘導

する。しかし、腫瘍組織に集積している CTL の多くは、慢性的な抗原の暴露により不活性化され

た疲弊状態に陥っていることが知られている。従って、腫瘍組織には CTL の疲弊を促す CD69 の

リガンドが存在し、がん細胞の免疫回避に関与している可能性が考えられた。	

	 我々は CD69 の細胞外領域に結合するタンパク質を生化学的に解析し、Myosin	light	chain	9,	

12A および 12B	 (Myl9/12)	 を新規機能リガンドとして同定した。さらにマウス大腸がんモデル

を用いて、CD69 と Myl9/12 との相互作用を阻害する抗 Myl9/12 抗体投与の影響を試した結果、

抗 PD-1 抗体投与の効果を高める抗腫瘍効果を示した。	

	 Myl9/12 は通常細胞内に局在することから、CD69 のリガンドとして機能するためには、細胞外

に放出される必要がある。アレルギー性気道炎症モデルでは、Myl9/12 が炎症に伴って血小板か

ら放出されることを見出している。興味深いことに、腫瘍組織においてはがん細胞自体に

Myl9/12 の発現が認められる。従って、CTL によって誘導された細胞死に伴い、がん細胞から放

出された Myl9/12 が近傍の CD69 陽性 CTL に結合し、その疲弊を促進するネガティブフィードバ

ック機構の存在が考えられた。抗 Myl9/12 抗体投与は、このネガティブフィードバックループを

遮断することにより、抗腫瘍免疫応答を促進している可能性がある。以上の知見を考慮すると、

CD69-Myl9/12 システムを標的とすることにより、腫瘍組織における CTL の疲弊を抑制する、新

規がん免疫療法の開発が期待された。	
 
３．研究の方法 
(1)	各種がんに対する抗 Myl9/12 抗体と各種免疫チェックポイント阻害剤との併用の検討:	

免疫チェックポイント阻害剤の適応が種々のがんへと広がっているため、各種臓器由来のがん

細胞株	(大腸がん	CT26,	悪性黒色腫	B16,	乳がん	4T-1,	B 細胞リンパ腫	A20,	神経膠腫	

GL261,	その他)	を移植した担がんマウスに対して、抗 Myl9/12 抗体および抗 PD-1 抗体の、単

独および併用投与の効果を調べる。さらに、抗 PD-1 抗体と同じく免疫チェックポイント阻害剤

である抗 CTLA-4 抗体および抗 PD-L1 抗体に対する、抗 Myl9/12 抗体の上乗せ効果も確認する。	

(2)	Myl12 遺伝子欠損 CT26 細胞の作製:	

CRISPR/Cas9 システムを用いて Myl12 遺伝子欠損をゲノム編集した CT26 細胞を作製する	(CT26

ΔMyl12)。CT26 細胞と CT26ΔMyl12 細胞の in	vitro における増殖速度を比較する。さらに

CT26 細胞および CT26ΔMyl12 細胞を、野生型マウスおよび免疫不全マウスに移植した場合の腫

瘍形成能を比較する。以上のデータを統合して、がん細胞由来 Myl9/12 の免疫原性に与える影

響を評価する。	



 

 

(3)	腫瘍組織における Myl9/12 の局在解析:	

抗 Myl9/12 抗体の腫瘍組織における標的を調べるために、CT26 担がんマウスに対して蛍光標識

した抗 Myl9/12 抗体を腹腔投与後に、組織切片を作製して Myl9/12 の局在を解析する。抗 PD-1

抗体投与の影響も確認する。CT26ΔMyl12 細胞に対しても同様の実験を行い対照とする。	

(4)	CD69-Myl9/12 相互作用による CTL 疲弊促進の分子機構の解析:	

CT26 担がんマウスに抗 Myl9/12 抗体および抗 PD-1 抗体の、単独および併用投与を行い、腫瘍

浸潤 CTL の疲弊状態の解析を行う。CT26ΔMyl12 細胞に対しても同様の実験を行い対照とす

る。	
	
４．研究成果	

マウス大腸がんモデルにおいて、抗 PD-1 抗

体投与に対して上乗せ効果を示す治療標的

を探索した結果、我々が同定した CD69 の新

規機能リガンドである Myl9/12 に対する抗

体の抗腫瘍効果を見出した。さらに、マウ

ス扁平上皮がんモデルにおいては、抗

Myl9/12 抗体投与が抗 CTLA-4 抗体投与に対

する上乗せ効果を示すことを明らかにし

た。がん細胞由来 Myl9/12 の機能を明らか

にするために、CRISPR/Cas9 システムを用い

て Myl12 遺伝子欠損をゲノム編集したマウス大腸がん細胞株を作製した（図１）。この細胞の

in	vitro における増殖能は維持されていたが、in	vivo における増殖能が顕著に低下していた

ことから、CD69-Myl9/12 システムによる免疫逃避機構の存在が示唆された。Myl9/12 の放出は

がん細胞自体に依存していると考えられるため、抗 Myl9/12 抗体投与は腫瘍組織を選択的に標

的とする、副作用の少ない治療法になる可能性がある。	

	 さらに、CD69-Myl9/12 システムによる細胞傷害性 T 細胞の制御機構を明らかにするために、

腫瘍内 CD8T 細胞に着目した解析を行った結果、CD69 欠損 CD8T 細胞におけるエフェクター機能

の亢進を見出した。さらに RNA-seq 解析を行

った結果、エフェクター機能の亢進は転写レ

ベルで制御されていることを明らかにした。

CD69 欠損 CD8T 細胞では Granzyme	B 発現細胞

の割合が増加していたことから、CD8T 細胞の

分化が促進されている可能性が考えられた

（図２）。従って、CD69-Myl9/12 システム

は、腫瘍内 CD8T 細胞の分化抑制を介して腫

瘍細胞の免疫逃避を促進する、全く新しいタ

イプの治療標的であることを明らかにした。	
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