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研究成果の概要（和文）：抗PD-1抗体治療の効果の中心を担う重要な腫瘍特異的T細胞だけを活性化するために
重要な分子を探索した。網羅的解析によって腫瘍特異的T細胞に選択的に発現され、その制御に直接関わる分子
を複数同定した。その一つ、TIGITについてはがん細胞側に発現されるそのリガンド、CD155と結合して、抗PD-1
抗体治療の効果を弱めていることを証明した。そのほかの候補分子についても解析中である。

研究成果の概要（英文）：In this study we have explored molecules that play important roles in 
activation of tumor specific T cells. Eventually, we have identified several molecules selectively 
expressed on tumor specific T cells, and controlling activation of T cells. We have shown that one 
of such molecules, TIGIT attenuate the effect of anti-PD-1 therapy via interaction with CD155 on 
tumor cells. 

研究分野：メラノーマ、癌免疫、免疫チェックポイント阻害剤

キーワード： メラノーマ　PD-1　TIL　腫瘍特異的T細胞　バイオマーカー　CD155　TIGIT
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、抗PD-1抗体の臨床判断に役立つような鋭敏なバイオマーカーはない。その理由として、腫瘍内の腫瘍特異
的T細胞の性質や機能を直接に評価する研究がほとんど行われてこなかったことが挙げられる。今回の研究で
は、腫瘍内の腫瘍特異的T細胞を正確に同定してフォーカスし、網羅的に解析した。解析対象を重要なT細胞のみ
に絞ることで、従来では見つけることができなかった鋭敏なバイオマーカーや治療標的としての候補分子を発見
した。

※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 
 

抗 PD-1抗体投与を受けた進行期メラノーマ患者は、①転移巣がすべて消失する群、②

縮小した腫瘍が残存したまま年単位で生存する群、③一度は縮小するが再発や新生の転

移病巣によって死亡する群、④始めから全く効果を示さない群、に分かれる。抗 PD-1

抗体は患者体内、とくに治療前に腫瘍周囲に浸潤している T 細胞を活性化させる薬剤

である。したがって、効果の有無、強さ、持続期間は、薬剤の投与量や期間よりも、患

者自身のがんに対する T 細胞反応の強さによって決まるのが特徴である。しかし上記

の①と②の一部については投与を中断、中止しても効果が持続することが示されている

にも関わらず、中止すべき事情が無い限り投与継続せざるを得ないのが現状である。一

方、③④については再発腫瘍、新生腫瘍に強い治療抵抗性が誘導されている事が示唆さ

れている。例えば、がん細胞が T細胞に認識されるために必要ながん抗原の減少、必須

の分子であるMHC class Iの消失である(Riaz et al., 2017, Cell 171, 939-949)。こうした現

象が起きてしまうともはや T 細胞免疫によるがん制御は不可能であるが、こうしたケ

ースでも投与が継続されてしまう事があり、問題視されている。 

 抗 PD-1抗体の長期奏効、あるいは治療抵抗性獲得のメカニズム解明、バイオマーカ

ー探索については、動物モデルや in vitro実験、患者血清や末梢血単核球を用いた研究

が存在するが、決定的な知見はまだ得られていない。その最大の理由一つは、抗 PD-1

抗体投与を受けた患者の腫瘍組織そのものを、適切な方法によって直接解析した研究が

少ないためと考えられる。そのため、進行期メラノーマ患者に対する抗 PD-1抗体治療

の過程で得られた切除腫瘍サンプルの解析が求められていたが、本邦では設備の面や実

験技術の面で困難な事が多く、行われてこなかった。 
 
２．研究の目的 

抗 PD-1抗体治療中の患者における上記①-④、それぞれの臨床状況において、腫瘍内の

がん細胞、それを攻撃しているがん特異的 T細胞、それぞれの状態および機能を網羅的

に解析し、比較することで、長期効果が得られるケースと無効、ないしは一時的な効果

しか得られないケースを見分ける直接的なバイオマーカーを探し、また治療抵抗性を起

こす重要因子を同定する。 
 
 
 
 
３．研究の方法 



 

① 抗 PD-1 抗体治療前、治療後のメラノーマ組織からの tumor digest 作成、がん細胞

株樹立、および腫瘍特異的 T細胞の同定と増幅 

 生検可能な複数の転移巣をもつ進行期メラノーマ患者より治療前転移組織を生検す

る。そして治療開始後に、顕著な縮小を示した転移組織を生検する。治療が効かず増大、

あるいは縮小後に増大に転じた転移組織も生検する。生検した組織は、酵素によって単

細胞レベルまで分解し、細胞株凍結保存液にて小分けにして凍結保存する。このサンプ

ルはがん細胞、浸潤リンパ球など腫瘍環境内の細胞すべてをほぼ in vivo の状態で保存

したものであり、適切に保存すればいつでもあらゆる網羅的解析、機能的解析が可能で

ある。そして各サンプルからがん細胞株と浸潤 T細胞株を樹立し、がん細胞株に反応す

る T 細胞クローンを単離、刺激抗体と feeder を使って増殖させ、5’RACE 法を用いて、

その T細胞の T細胞受容体遺伝子型を同定する。 

② 経過の各ポイントにおいて網羅的ながん細胞、がん特異的 T細胞の機能、状態評価

を行い、長期奏効例や治療抵抗性を示す直接的バイオマーカーを探る 

 治療前と治療開始後での転移組織より得た腫瘍消化液の凍結ストックを用いて、がん

細胞のエクソームシーケンスによるネオ抗原などの量的、質的変化を解明する。また浸

潤 T細胞の T細胞受容体遺伝子型のレパトア解析、single cell RNA sequence による

がん特異的 T細胞の量的、質的変化も解析する。この際に①で同定したがん特異的 T細

胞の T細胞受容体遺伝子型が、多様な浸潤 T細胞の中で、注目すべき腫瘍特異的 T細胞

のマーカーとなる。さらに各ポイントで樹立した浸潤 T細胞株とがん細胞株の共培養実

験を行い、腫瘍特異的 T細胞の活性化時のサイトカイン放出能、腫瘍殺傷能などの機能

の変化を客観的に定量評価する。そして、各ポイントにおいて腫瘍特異的 T 細胞およ

び、がん細胞に発現される表面マーカーや液性因子の中から、長期奏効あるいは治療抵

抗性とよく関連する分子を選択し、直接的バイオマーカーの候補とする。最終的に、多

くの症例においてバイオマーカー候補と、抗 PD-1 抗体による治療後の臨床経過との関

連を調べ、バイオマーカーとしての有用性を検証する。



 

 

 
 
 
 
４．研究成果 

抗 PD-1抗体治療前、治療後のメラノーマ組織ペア、再発症例の再発病変組織を用い

て tumor digest、がん細胞株、腫瘍浸潤 T細胞株を 4ペア作成した。がん細胞株と腫瘍

浸潤 T 細胞株を共培養し、腫瘍浸潤 T細胞の中の腫瘍特異的 T細胞を同定、クローニ

ングし、それぞれの腫瘍特異的 T細胞の T細胞受容体(TCR)遺伝子型を同定した。ここ

で最初に保存した Tumor digestを用い、T細胞を抽出した上で single cell RNA sequence

解析を行い、フェノタイプによって T細胞をクラスタリングし、その中から腫瘍特異的

な TCR 遺伝子型をもつ T 細胞の所属するクラスターを同定した(図 1)。そして最終的

に、このクラスターの遺伝子発現プロファイルより、腫瘍特異的 T細胞に選択的に発現

され、その制御に直接関わる分子を複数同定した。その中にはすでに腫瘍内で腫瘍特異

的 T細胞に発現されることが知られている Exhaustion markerの PD-1, TIGIT, LAG3など

も含まれていたため、今回の研究手法の有効性が証明された。TIGITについてはがん細

胞側に発現されるそのリガンド、CD155が抗 PD-1抗体の治療抵抗性に関与することを、

追加 140 例の免疫染色にて証明した。また腫瘍内で腫瘍特異的 T 細胞に発現される新

規分子も複数同定し、現在それらを利用した新規がん免疫療法の開発に向けてさらなる

検証を行っている。さらにより多くの新規症例についても、同様の手法による新規分子

の検索を継続中である。 
 
図 1    
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