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研究成果の概要（和文）：T細胞はガン由来抗原を認識することで、ガン細胞の死滅、転移、増殖を制御する。T
細胞リガンドの同定は、がん生物学を理解するための必須条件であるが、T細胞が認識するガン関連代謝産物の
同定と機能は不明である。本研究では、葉酸合成経路で生成される大腸腫瘍関連代謝産物である5-ホルミルテト
ラヒドロ葉酸（5-ホルミルTHF）が、MR1拘束性T（MR1T）細胞のガン由来抗原であることを見出した。さらに大
腸ガンマウスモデルを用いた解析で、5-ホルミルTHFはMAIT細胞依存的な抗ガン活性を誘導することを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Through recognition of cancer-derived  antigens, T cells contribute to 
killing, metastasis and growth of cancerous cells. Identification of T cell antigens is prerequisite
 for understanding of cancer biology; however, identity and functions of tumor-associated 
metabolites recognized by T cells remained unclear. Herein, we demonstrate that a colorectal 
tumor-associated metabolite, 5-formyl tetrahydrofolate (5-formyl THF) that is generated in the 
folate synthetic pathway, induces TCR-dependent activation of mouse mucosal-associated invariant T 
(MAIT) cells. Genetic deletion of Aminomethyltransferase (Amt), encoding a converting enzyme to 
generate 5-formyl THF, in the colorectal tumor impaired the activation of mouse MAIT cells, whereas 
Amt-overexpressing colorectal tumors enhanced it. 5-formyl THF had an MAIT cell-dependent anti-tumor
 activity both in vitro and in vivo. 

研究分野：免疫学

キーワード： T細胞　代謝産物　免疫療法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
MR1T細胞は、2014年に様々な病原体が産生するビタミンB合成中間体を認識し感染防御に働くこと(A.J. 
Corbett, Nature, 2014)、そしてMR1T細胞特異的検出試薬の開発により特にヒト健常人末梢血中の抗原特異的T
細胞の中で最も頻度が高いことが明らかとなり (DI. Godfrey, Na. Rev. Immunol., 2015)、その機能が注目さ
れている。本研究では、世界に先駆けてMR1T細胞が認識するガン抗原を見出し、その抗原を用いた抗ガン効果を
確認した。したがって本研究成果は、代謝産物に着目した世界で初めての新規治療法の開発につながることが期
待される。

※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 
(1) 大腸ガンについて 
大腸ガンは、世界のガン関連死の主な原因であり、2018 年の死亡率では第 2位である 1。その大
腸ガン患者の生存期間は、浸潤した細胞傷害性 T 細胞の頻度と正の相関があることが報告され
ている 2。細胞傷害性 T細胞は、主に主要組織適合複合体（MHC）クラスⅠ拘束性 T細胞と非拘束
性 T 細胞の 2 つのサブセットに分類される。これまで、ガン由来のペプチドを認識する MHC ク
ラスⅠ制限性 T細胞は、ガン免疫療法への応用に向けて広く研究されてきた 3。さらに近年、MHC
クラスⅠ非拘束性 T 細胞サブセットの抗ガン効果への関与が報告され注目されている。様々な
ガン組織の遺伝子発現解析で、CD161 をコードする KLRB1 遺伝子の発現レベルが高い患者におい
て、生存率が高いことが報告された 4。CD161 は、MHC クラスⅠ非拘束性 T細胞サブセットの一つ
である MR1 拘束性 T（MR1T）細胞に高発現する 5。実際、MR1T 細胞はガン組織に浸潤し、何らか
の抗原を認識し抗ガン活性を示すことも報告されている 6,7。一方、メラノーママウスモデルで
MR1T 細胞は、ガン促進活性を有し、その作用は T 細胞受容体を介するシグナルを阻害する抗体
により低下した 8。このように MR1T 細胞は、T 細胞受容体（TCR）依存的に抗ガンもしくは促進
作用に関わると考えられるが、その認識抗原は不明である。したがって、腫瘍微小環境における
MR1T 細胞の機能を理解するために、MR1T 細胞が認識する抗原の同定が期待される。 
(2) MR1 拘束性 T細胞について 
Mucosal associated invariant T（MAIT）細胞は、MR1 T 細胞の中で最も頻度が高いサブセット
で、多様性に乏しい TCRα鎖を発現する（ヒトでは TRAV1-2/TRAJ33、マウスでは Trav1/Traj33）
9。その MAIT 細胞の TCRα鎖は、特定の TCRβ鎖（ヒトでは主に TRBV6 と TRBV20-1、マウスでは
Trbv13と Trbv19）と優先的にヘテロ二量体を形成する。MAIT 細胞はその TCR を介して、微生物
のリボフラビン前駆体である 5-(2-オキソプロピリデンアミノ)-6-D-リビチルアミノウラシル
(5-OP-RU)および 5-(2-オキソエチリデンアミノ)-6-D-リビチルアミノウラシル(5-OE-RU)を認
識する 10。実際、大腸ガン患者から分離された腫瘍組織に存在する細菌は、TCR 依存性の MAIT 細
胞活性化を誘導した 11。さらに、微生物由来の MAIT 細胞抗原に加え、ガン細胞由来抗原の存在
の可能性が報告されている 8。しかし、どのようなガン細胞由来代謝産物が MAIT 細胞に認識さ
れるかは不明である。 
２．研究の目的 
前述の背景を受けて、以下に 2点を研究目的とした。 
(1) MAIT 細胞の抗腫瘍活性のメカニズムを明らかにする。 
(2) MAIT 細胞の人為的機能制御法の確立に基づく治療応用研究の有効性を明らかにする。 
３．研究の方法 
(1) マウス 
BALB/c マウスは九動から購入した。C57BL/6 背景 Mr1-/-マウスは Dr. Susan Gilfillan
（Washington University, USA）から提供された。C57BL/6 背景 Traj33-/-マウスは先に我々が樹
立した 12。C57BL/6 背景の Mr1-/-マウスと Traj33-/-マウスは、BALB/c マウスに 10 世代以上戻し
交配し使用した。本研究は山口大学医学部動物実験倫理委員会の承認を得た。実験は山口大学動
物実験指針の管理下で行われた。 
(2) 用いた細胞株 
マウス MR1 を過剰発現する線維芽細胞株（NIH3T3.mMR1株）と、マウス大腸ガン細胞株 MC38 お
よび CT26 とそれらにマウス MR1 を過剰発現させた MC38.mMR1株および CT26.mMR1株を用いた。
Aminomethyltransferase (Amt)遺伝子を欠損させた CT26 細胞は、CRISPR-Cas9システムによっ
て作製した。オフターゲット解析は、CRISPRdirect ソフトウェア（https://crispr.dbcls.jp）
または CRISPRdesignソフトウェア（http://crispr.mit.edu）を用いて行った。Amt 遺伝子を破
壊するためのターゲット配列は CCCTCTGGGTTTTCGCCTGCAGG、GAGTGGGCGACTCTGGGACCAAGG および
GCCTGCAGGCGAAAACCCAGAGG であった。Amt 過剰発現 CT26.mMR1 株は、pGreenPuro 発現ベクター
（System Biosciences）に Amt 遺伝子をクローニングした後、レンチウイルスを用いて導入し、
ピューロマイシンで選択し樹立した。変異体作製には、ENU(0.3mg/mL)処理した CT26.mMR1株を
限界希釈によりクローニングし、各クローンをフローサイトメトリーにより表面 MR1 発現でス
クリーニングした。 
(3) 化合物 
Ac-6-FPは Schircks laboratories から購入した。メチルグリオキサール（Cat. # M0250）、ジ
ヒドロ葉酸（DHF）（Cat. # 4033-27-6）および 5,6,7,8-テトラヒドロ葉酸（THF）（Cat. # 135-
16-0）は Sigma-Aldrichから購入した。5-ホルミル THF（Cat. # HY-13664）は、MedChemExpress
から購入した。5-A-RU（Cat.#A629245）、10-ホルミル THF（Cat.#F701095）、5,10-メチレン THF
（Cat.#3432-99-5）および 5-メチル THF（Cat.#134-35-0）は、Toronto Research Chemicals か
ら購入した。5-OP-RUは、DMSO中の 5-A-RUを等モル比のメチルグリオキサールと反応させるこ
とにより作成した。5-OP-RU 濃度は、5-A-RU がすべて 5-OP-RU に変換されたと仮定して算出し
た。 
(4) レポーターアッセイ 
ヒトおよびマウス MAITαβTCR 発現レポーター細胞株（マウス TCR は 6C2、12F12、ヒト TCR は
クロノタイプ#2 およびクロノタイプ#6）は、マウス胸腺腫への MAIT αβTCR のレトロウイルス
遺伝子導入により作製した 13,14。 
(5) ヒト抹消血を用いたシングルセル解析 
ヒト抹消血を用いた研究は、山口大学医学部附属病院臨床研究推進センターの施設審査委員会
（IRB シリアルナンバー：H27-183）の承認を得た。血液サンプルの単核球は、BD Vacutainer C
PT を用いて調製した。単核球はセルバンカー（日本全薬工業）に懸濁し、使用まで-80℃で保存
した。約 2×104個の細胞を Chromiumマイクロ流体チップにロードし、Chromiumコントローラー
（10X Genomics社製）を用いて、シングルセルゲルビーズエマルジョンを作製した。その後、
各サンプルの RNA を Veriti Thermal Cycler（Thermo Fisher Scientific社製）で逆転写し、c
DNA を増幅した。その後、約 50 ngの cDNA を、T細胞ライブラリーの cDNA濃縮およびライブラ
リー構築に使用した。ライブラリーのフラグメントサイズは Agilent 2100 Bioanalyzer（Agil
ent）で確認した。ライブラリーは Illumina NovaSeq 6000 でペアエンドモード（read1: 28bp;



 read2: 91bp）でシーケンスした。解析には、10x Genomics が提供する Loupe Cell Browser（h
ttps://support.10xgenomics.com/single-cell-gene-expression/software/downloads/latest#
loupetab）を用いた。 
(6) フローサイトメトリー解析 
レポーターアッセイでは、レポーター細胞株と大腸ガン細胞株を 1日
共培養後、フローサイトメトリーによりレポーター細胞における
NFAT-GFP発現を解析した。10nM の 5-OP-RUまたは 100μM の Ac-6-FP
を、陽性および陰性対照として共培養中に添加した。いくつかの実験
では、10μg/mL の抗 MR1 抗体（クローン名：26.5）（Biolegend）を陰
性対照として用いた。腫瘍の MR1 染色には、PE 標識抗 MR1 抗体（ク
ローン：26.5、40 倍希釈）またはそのアイソタイプコントロールを
（Biolegend）、マウスリンパ球およびヒト PBMC の表面染色には、
Table 1 に示した抗体で単一細胞懸濁液を染色した。死細胞は 7-アミノ-アクチノマイシン D
（7AAD）（Biolegend）を用いて検出した。 
(7) in vitro での抗ガン活性の解析 
6C2 または 12F12 TCR でレトロウイルス導入した 5×104個の Traj33-/-脾臓細胞を、1×105個の
CT26.mMR1 株と CO2 インキュベーター中 37℃で 24 時間共培養後、上清を回収し、LDH-GloTM 
Cytotoxicity Assay Kit (Promega)を用いて非生存細胞から放出される乳酸脱水素酵素(LDH)を
測定した。 
４．研究成果 
(1) 内因性抗原を認識するマウス MAIT 細胞の同定 
MAIT 細胞認識抗原を探索するために、2 種類のマウス MAIT 
TCR 発現 GFPレポーター細胞株（6C2  TCR: Trav1/Traj33お
よび Trbv13-3/Trbd2/Trbj2-1、12F12 TCR: Trav1/Traj33お
よび Trbv13-3/Trbd2/Trbj2-7）と、マウス MR1 を過剰発現す
る線維芽細胞株（NIH3T3.mMR1株）14を用いた。マウス MAIT
細胞株 6C2 と 12F12 は、いずれも最も強力な MAIT 細胞アゴ
ニストである 5-OP-RU での刺激により GFP を発現した（図
1A）。興味深いことに、共培養後、外因性アゴニストを添加し
なくても、6C2 での GFP発現が観察された（図 1A および B）。
6C2 における GFP発現は、抗 MR1 ブロッキング抗体または既
知のアンタゴニストであるアセチル-6-ホルミルプテリン
（Ac-6-FP）存在下で完全に消失したことから（図 1A）、TCR 依存性の活性化であると考えられ
た。この所見は、内因性抗原に対するこのクローンの活性を示した以前の研究と一致していた
15,16。次に、6C2 MAIT TCR のどのアミノ酸が活性に関与しているかを調べた。6C2 と 12F12 は
TCRα鎖が同一であったため、TCRβ配列を比較した。両者の TCRβ配列を比較解析した結果、
相補的決定領域（CDR）3領域にのみ違いが見られた（図 1C）。これらの領域のアゴニスト活性に
対する重要性を調べるために、CDR3β領域に 1個のアミノ酸置換を持つ 6C2 由来の変異体を作
製した。T92、P93、T94、E96、Y98 のアラニンへのアミノ酸置換は活性を完全に消失させたが、
Y97と F102 ではその活性は低下するものの、認められた（図 1D）。これらの結果は、6C2 が TCR
依存的なメカニズムで NIH3T3.mMR1 株由来の内因性抗原を認識していること、そしてその活性
には TCRβの特定のアミノ酸が重要であることが明らかとなった。 
(2) マウス MR1T 細胞クローン 6C2 はガン細胞由来抗原を認識する 
近年、大腸ガン患者の腫瘍浸潤ヒト MAIT 細胞は、TCR 依存性に抗ガン活
性を有することが報告されている 6,7,17。そこで次に、大腸ガンがマウス
MAIT 細胞活性化能を有するのか検討した。そのため、マウス MR1過剰発
現大腸ガン細胞株 CT26（CT26.mMR1株）を作製した。CT26.mMR1株は、
6C2 の TCR 依存的活性化を誘導した（図 2A）。NIH3T3.mMR1 細胞（図 1D）
の場合と同様に、T92、P93、T94、E96、Y98 といった特定の CDR3βアミ
ノ酸が 6C2 の活性化に関与していた（図 2B）。MR1 を過剰発現していな
い CT26株を用いても、効果は低いものの、6C2 のアゴニスト活性が観察
された（図 2C）。これらの結果から、大腸ガン CT26 は 6C2 を活性化し、
CT26 に MR1 を過剰発現させると活性が上昇することが示唆された。 
(3) 5-ホルミル THFはマウス MAIT 細胞が認識するガン由来抗原である 
上記結果を受けて我々は、マウス MAIT 細胞は大腸ガンで発現が上昇している代謝経路の分子を
認識するという仮説を立てた。その分子を同定するため、
CT26.mMR1 株を化学変異原 N-エチル N-ニトロソウレア（ENU）
で処理し、6C2 に対して異なるアゴニスト活性を持つ変異体を
作製した（図 3A）。99 個の変異体をスクリーニングした結果、
6C2 の GFP発現を増強する 3つの変異体（M8、M32、M83）を樹
立した（図 3A および B）。MR1 の細胞表面発現は、抗原を捕捉し
た後に上昇することが報告されている 18。M8 の MR1 発現は、親
株と比較して有意に亢進しており（図 3C）、何らかの抗原を提
示している可能性が示唆された。一方、他の変異体（M32 と M83）
ではその発現上昇は認められなかった。したがって、M8 におい
て抗原産生が上昇している可能性が高いと考え、さらに解析を
進めた。比較遺伝子発現解析の結果、139 個の代謝経路関連遺
伝子が、親株（CT26.mMR1）と比較して M8 で特異的に発現上昇
していた。これらの遺伝子には、 5-aminoimidazole-4-
carboxamide ribonucleotide formyltransferase/IMP 
cyclohydrolase （ ATIC ）、 methylenetetrahydrofolate 
dehydrogenase (NADP+ dependent) 1-like（Mthfd1l)といった
葉酸合成経路に関わる遺伝子が含まれていた。そこでこの経路
の中間代謝物のアゴニスト活性を 6C2に対する刺激活性で評価
した。その結果、5-ホルミル THFが 6C2 に対して最も高いアゴ

Figure 1. 6C2は内因性抗原を認識する。
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Figure 2. 6C2はガン細胞由来抗原を認識する
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Figure 3. 5-ホルミルTHFはガン細胞由来のMAIT細胞抗原である
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Antigen name Reactivity Fluorescence Manufacturer Clone name Dilution factor

CD3e human FITC Bioegend UCHT1 100

TRAV1-2 human PE Bioegend 3C10 40

CD19 human PerCP–Cy5.5 Bioegend HIB19 100

TCRgd human PerCP–Cy5.5 Bioegend B1 100

CD14 human PerCP–Cy5.5 Bioegend 61D3 100

CD3e mouse APC Bioegend 2C11 40

CD8a mouse FITC Bioegend 53–6.7 80

I-A/I-E mouse BV510 Bioegend M5/114.15.2 200

TCRb mouse BV421 Bioegend H57-597 40

CD4 mouse BV650 Bioegend RM4–5 100

IFNg mouse FITC Bioegend XMG1.2 10

IL-17A mouse PE Bioegend TC11-18H10.1 10

CD69 mouse APC Bioegend H1.2F3 100

PD-1 mouse BV510 Bioegend 29F.1A12 50

MR1 human/mouse PE Bioegend 26.5 40

Table 1. 本研究で用いた蛍光標識抗体



ニスト活性を示し、その活性は抗 MR1 抗体の添加によって完全に阻害されたことから、TCR を介
する認識の可能性が示唆された（図 3E）。 
ただ、5-ホルミル THFは葉酸合成経路の中間体であることから、5-ホルミル THFから変換される
他の下流化合物がマウス MAIT 細胞の抗原となる可能性を考えた。この可能性を検証するため、
直接 5-ホルミル THFの合成を誘導するアミノメチル基転移酵素 Aminomethyltransferase（Amt）
遺伝子を CRISPR-Cas9システムによって破壊した CT26.mMR1株を作成した（図 3D）。我々は 3つ
の独立した Amt欠損 CT26.mMR1株を樹立し、塩基配列決定によって遺伝子の破壊を確認した。さ
らに LC/MS 分析により、Amt 欠損 CT26.mMR1 株では 5-ホルミル THF が減少していることを確認
した。これらの Amt欠損 CT26.mMR1株は、CT26.mMR1株と比較して、6C2 のレポーター活性（図
3F）が低下していた。逆に、Amt過剰発現 CT26.mMR1株は、6C2 のレポーター活性（図 3G）を増
加させた。さらに、外因性の 5-ホルミル THFは、6C2 の用量依存的な活性化を誘導し（図 3I）、
MR1 の発現も亢進させた（図 3H）。5-ホルミル THFによる活性化は、500μM以上の濃度において
他の MAIT レポーター細胞 12F12 でも認められた（図 3I）。以上の結果から、5-ホルミル THFが
ガン由来の MAIT 細胞認識抗原であると考えられた。 
(4) 5-ホルミル THFを認識するヒト MR1T 細胞の同定 
以前の研究で、マウスとヒトの MAIT 細胞は、それぞれの
MR1オルソログに対して、交差反応性を示すことが明らか
となっている 19。そこで次に、5-ホルミル THFを認識する
ヒト MAIT 細胞を同定するため、Amt欠損 CT26.mMR1株、
もしくは CT26.mMR1 株と共培養する実験を行った。
CT26.mMR1 株と共培養したヒト MAIT 細胞は、Amt 欠損
CT26.mMR1株と比較して強い増殖を誘導した（図 5A の上
側の 2つのパネル）。この増殖は、MAIT 細胞アンタゴニス
ト Ac-6-FPの添加によって完全にブロックされた（図 5A
の下側の 2つのパネル）ことから、TCR 依存性の増殖であ
ると考えられた。その 5-ホルミル THF 反応性ヒト MAIT 細
胞クロノタイプを同定するため、単一細胞RNA-TCR-seq解
析を行った（図 5B-D）。次元削減解析を行った結果、TRAV1-
2+MAIT 細胞は 5つのクラスターに分類された（図 5B）。中
でもクラスター#1 の細胞は、TCR 依存的活性化を受けた
ヒト MAIT 細胞によって誘導される GNLY（図 5C）等の抗
ガン活性に関連する遺伝子を高レベルに発現していた 20。
TCR レパトア解析の結果、17の MAIT 細胞クロノタイプが
同定された。その中で、クロノタイプ＃2 と＃6 は、Amt 存
在下でその頻度が増加し（図 5D）、クラスター＃1 に属し
ていた（図 5C）。これらのクロノタイプ＃2 と＃6 の 5-ホ
ルミル THFに対する反応性を調べるために、TCR を発現す
る GFPレポーター細胞株を作製した。その結果、いずれの
レポーター細胞も CT26.mMR1 株との共培養で GFP 発現が
誘導され、Amt 非存在下でその発現が低下した（図 5E）。
その低下した活性は、5-ホルミル THFの添加により回復した（図 5F）。以上より、マウス MAIT 細
胞と同様に、これらのヒトクロノタイプが TCR 依存的に 5-ホルミル THFを認識していることが
明らかとなった。 
(5) 5-ホルミル THFはマウス MR1T 細胞の抗ガン活性を誘導する 
最後に MAIT 細胞の抗ガン活性を調べるため、マウス T細胞に
MAIT TCR をレトロウイルスを用いて導入し、CT26.mMR1 株と
共培養後の細胞傷害活性を調べた (図 6A)。その結果、TCR を
導入していないマウス T細胞と比較して、マウス MAIT TCR を
過剰発現した T 細胞はいずれも、乳酸脱水素酵素の放出が亢
進していたことから、細胞傷害活性の増強が示唆された（図
6B）。CT26.mMR1株に対する MAIT レポーター細胞 12F12 よりも
6C2 の活性が高いことと一致して（図 3I）、6C2 TCR過剰発現
マウス T細胞では、12F12 TCR過剰発現 T細胞よりも高い細胞
傷害活性を認めた（図 6C）。6C2 TCR過剰発現 T細胞の細胞傷
害活性は、5-ホルミル THFの添加によってさらに増強され、抗
MR1抗体がその効果を阻害したことから、TCR依存性の反応であることが明らかとなった（図 6C）。 
次に、5-ホルミル THFが生体内で MAIT 細胞の抗ガン活性を誘導するかどうかを検討した。その
ため、CT26株を左脇腹に皮下接種した野生型または Traj33-/-マウスに、5-ホルミル THFを腹腔
内投与し、ガンサイズを比較した。5-ホルミル THFを投与した野生型マウスでは、PBSを投与し
た対照群と比較してガンサイズが有意に減少した。この効果は、MAIT 細胞を持たない Traj33-/-

マウスでは観察されなかった（図 5E）。これらのことから 5-ホルミル THFは、MAIT 細胞を介し
たガン退縮を誘導する能力を有すると考えた。 
本研究では、5-ホルミル THFがガン由来 MAIT 細胞抗原であることを明らかにした。近年の免疫
チェックポイント阻害剤を用いた免疫療法の成功により、ガン由来抗原を認識する T 細胞の同
定と機能の検討が特に注目されている。したがって、抗ガン活性を誘導しうる新規 T 細胞抗原の
同定は、ガン免疫療法のための代替アプローチとして臨床応用につながることが期待される。 
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