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研究成果の概要（和文）：HLA-B*57:01遺伝子を導入した癌細胞を皮下移植したマウスでは、アバカビル投与に
より腫瘍の増大が有意に抑制され、腫瘍組織中へのCD8陽性T細胞の浸潤も認められた。さらに、腫瘍内浸潤CD8
陽性T細胞におけるサイトカイン産生細胞の割合も有意に増加した。一方で、HLA-B*57:03遺伝子（陰性対照）を
導入した癌細胞や野生型の癌細胞を皮下移植したマウスではアバカビル投与群におけるCD8陽性T細胞の浸潤及び
腫瘍形成への影響は観察されなかった。以上より、アバカビルとHLA-B*57:01の相互作用による免疫賦活が腫瘍
への細胞傷害性CD8陽性T細胞の浸潤を促進し、抗腫瘍効果に繋がることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Abacavir treatment showed significant tumor growth inhibition associated 
with CD8+ T cell infiltration into tumor in mice inoculated with HLA-B*57:01 expressing tumor cells,
 but neither in HLA-B*57:03 (negative allele)expressing tumor nor control tumor inoculated mice. 
Moreover, the tumor infiltrating CD8+ T cell were immune-activated and proliferated, with secreting 
cytotoxic cytokines. These results suggested that Abacavir/HLA-B*57:01 interaction could improve 
tumor immunogenicity in poorly immunogenic tumor, leading to anti-tumor effect.

研究分野：腫瘍免疫学

キーワード： 腫瘍免疫　HLA　CD8陽性T細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在のがん免疫療法の課題の1つに、抗原提示能が低い低免疫原性の腫瘍では細胞傷害性T細胞に認識されないた
め、免疫チェックポイント阻害剤を介しても細胞傷害性T細胞の活性化が誘導されないことが挙げられる。その
ため既存のがん免疫療法では限定的な治療効果しか認められておらず、将来的な適応拡大を視野に入れると高効
率な細胞傷害性T細胞の活性化法の開発は必要不可欠であった。本研究で実証した『低免疫原性腫瘍の抗原性を
向上させる』がん免疫治療戦略によって、この課題への新たな解決策の提示が期待される。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

 
がん免疫療法ではがん細胞の免疫原性が治療奏功率を左右する。抗原提示能が低い低免疫原

性の腫瘍では抗腫瘍エフェクター細胞である細胞傷害性 T 細胞(CTL)に認識されないため、免疫
チェックポイント阻害剤に代表されるがん免疫療法の治療奏功率が非常に低いことが問題とな
っている。しかし、がん細胞の免疫原性を改善し CTL を活性化させることは容易ではないこと
から、高効率な CTL の活性化法の開発は必要不可欠である。 
一方で、抗原提示分子として免疫原性を司る HLA は、その多型と薬物の組み合わせによって

異常抗原を提示することで自己免疫性の薬物過敏症が惹起されることが近年明らかとなってき
ている。このうち HLA-B*57:01 多型と抗 HIV 薬アバカビル(ABC)との組み合わせにより生じる
過敏症はメカニズム研究が最も進んでおり、HLA-B*57:01 の抗原提示ポケットに ABC が結合す
ることでその構造が変化し、その結果、異常抗原(異物化自己抗原)となるポリクローナルペプチ
ドが提示され、これを CTL が非自己と認識して活性化するため自己免疫性の過敏症に至ること
が示唆されている。 
これらの学術的背景から、「薬物との相互作用により産生される HLA 上の異物化自己抗原を

認識することで活性化 CTL が誘導される現象」を低免疫原性腫瘍の抗原性を向上させる新たな”
がん免疫治療戦略”に応用可能と考えた。 
 
２．研究の目的 
 
ヒト-マウスキメラ型 HLA 遺伝子を導入した低免疫原性腫瘍細胞株を新たに樹立し、その担癌

マウスモデルを用いて、薬物-HLA 相互作用による抗原異物化が抗腫瘍免疫応答を誘導できるか
明らかにする。最終的に HLA と薬物との相互作用によりがん細胞の免疫原性を薬剤誘導性に制
御する新たながん免疫治療戦略を確立することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１） HLA 安定発現腫瘍細胞株の樹立 

ヒト-マウスキメラ型 HLA-B*57:01 および HLA-B*57:03(2 アミノ酸変異体の陰性対照) 遺伝子
発現ベクターをリポフェクタミンに封入し、ルシフェラーゼ安定発現メラノーマ(B16F10-luc2)、
肺癌(3LL)および結腸癌(Colon26)細胞にそれぞれ遺伝子導入した。G418 によるセレクション後
の細胞を単一クローン化したものについて、導入 HLA の mRNA、 および FLAG タグ（HLA 遺
伝子の末端に付加）のタンパク発現をそれぞれ確認した。いずれも β-actin を loading control とし
て用いた。さらに導入 HLA タンパクの膜表面発現をフローサイトメトリー解析により確認した。 

 
（２） 実験動物の飼育と遺伝子型の判定 

HLA-B*57:01遺伝子導入マウス(B*57:01-Tg)の維持および繁殖は富山大学内の実験動物飼育室
において行い、富山大学動物実験委員会の承認の下、実施した。遺伝子型の判定については、抽
出したゲノムに対して、導入キメラ型 HLA 遺伝子の一部を増幅可能な以下のプライマーセット
を用いて半定量的 PCR 反応を行い、アガロース電気泳動結果を基に判定した。chimeric HLA 
forward, 5′-GAG CTA CTC TCA GGC TGC GTG-3′, and reverse, 5′-CAT GTT AGC AGA CTT CCT 
CTG CC-3′。 
 
（３） 担癌マウスモデルを用いた抗腫瘍効果の評価 

（１）で樹立したヒト-マウスキメラ型 HLA 遺伝子安定発現腫瘍細胞を B*57:01-Tg マウスおよ
び野生型マウスに 500,000個/body の割合で皮下移植した。ABC 5mgまたは vehicle(滅菌水)を連
日腹腔内投与し、腫瘍の発光活性と体積の測定により抗腫瘍効果を評価した。発光活性について
は IVIS、体積についてはノギスをそれぞれ用いて測定した。 
さらに、抗腫瘍効果における CTL 依存的な免疫応答の重要性を証明するため、腹腔内への抗

CD8 抗体投与による CD8+ T 細胞の depletion 実験や IFN-γ 欠損担癌マウスモデルを用いた実験
も併せて実施した。加えて、CD8+ T 細胞の腫瘍浸潤に関与する CXCR3 分子が ABC による抗腫
瘍効果および CD8+ T 細胞の腫瘍組織内浸潤に寄与するか検証するために、抗 CXCR3 抗体投与
による blocking実験も行った。 
 
（４） 腫瘍組織における CD8+ T 細胞浸潤の評価 

（３）で取得した腫瘍組織を O.C.T. compound に包埋、急速凍結した後、5μm の薄切をクリオ
スタットで作製した。アセトン固定を行った切片に対し CD8 の蛍光免疫染色を実施し、CD8+ T
細胞の腫瘍組織内浸潤を蛍光顕微鏡 BZ-X810 を用いた観察から評価した。 



 

 

 
（５） 腫瘍浸潤 CD8+ T 細胞(CD8+ TIL)を用いた解析による抗腫瘍免疫応答の評価 

ABC-HLA 相互作用による抗腫瘍免疫応答については CD8+ TIL におけるサイトカイン産生能
等の機能から評価した。（３）で取得した腫瘍組織を物理的に破砕し、コラゲナーゼ及び DNase 
I含有培地で 1時間処理した。さらに溶血処理した後、各種標識抗体で染色した細胞をフローサ
イトメトリー解析により分離・検出した。サイトカイン類の染色実験では、溶血処理後の細胞を
予め PMA, ionomycin含有培地で 4時間再刺激した。 
 
４．研究成果 
 
（１） 各種 HLA 安定発現腫瘍細胞における導入 HLA の発現確認 

 本研究で新規に樹立した HLA-B*57:01 および HLA-B*57:03 遺伝子安定発現腫瘍細胞株につい
て、単一クローン化後の細胞における HLA 発現を確認した。 
 B16F10-luc2 細胞では、導入 HLA の mRNA（図 1a） およびタンパク（図 1b）の発現が安定
発現腫瘍細胞（HLA-B*57:01/B16F10-luc2 および HLA-B*57:03/B16F10-luc2）でのみ確認された。
さらに、膜表面での HLA タンパク発現
についてもHLA安定発現腫瘍細胞での
み確認された（図 1c）。 
また、 HLA-B*57:01 および HLA-

B*57:03 遺伝子導入を行なった 3LL、 
Colon26 細胞においても同様に、導入
HLA の mRNA、 タンパク発現、膜表面
発現が確認された。 
 
（２） ABC による HLA 多型特異的な抗腫瘍効果 
 B16F10-luc2 の担癌マウスモデルでは、HLA-B*57:01/B16F10-luc2 担癌マウスにおいて ABC 
5mg の連日投与により腫瘍の発光活性の減弱（図 2a）および腫瘍の増大の有意な抑制（図 2b）
が認められた。その一方で、HLA-
B*57:03/B16F10-luc2 およびコン
トロール B16F10-luc2 を担癌し
たマウスではABC投与による腫
瘍への影響はいずれも観察され
なかった（図 2a-b）。さらに、3LL、
Colon26 についても同様に担癌
マウスモデルを用いてABC投与
の腫瘍増大に与える影響を検証
した。その結果、HLA-B*57:01 遺
伝 子 導 入 腫 瘍 （ HLA-
B*57:01/3LL; 図 2c、およびHLA-
B*57:01/Colon26; 図 2d）でのみ
ABC 投与群において腫瘍増大の
抑制が認められ、HLA-B*57:03
遺伝子導入腫瘍およびコントロ
ールの腫瘍では有意な変化は認
められなかった（図 2e）。これら
の結果から、ABC が HLA 多型特
異的に腫瘍に対して抗腫瘍効果
を示すことが示唆された。 
加えて、B*57:01-Tg マウスにお
い て も HLA-B*57:01/B16F10-
luc2 および HLA-B*57:01/3LL の
担癌マウスモデルを作製し追加
検証を実施したところ、いずれ
の腫瘍においても vehicle投与群
と比較してABC投与群腫瘍の増
大が有意に抑制された。したが
って、HLA-B*57:01 分子が全身
性に発現している環境において
も、ABC と HLA-B*57:01 の相互
作用による抗腫瘍効果が得られ
ることが示唆された。 
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図 1 |樹立したHLA安定発現B16F10細胞株における導入キメラ型HLA遺伝子・タンパクの発現

図 2 | HLA遺伝子導入腫瘍を担癌したマウスモデルにおけるABCによる抗腫瘍効果
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（３） ABC による HLA 多型特異的な腫瘍免疫原性の改善 
（２）の検体から作製した凍結腫瘍組織の切片に対して CD8 の免疫染色を実施し、CD8+ T 細
胞の腫瘍組織内浸潤を評価した。その結果、ABC投与による腫瘍の増大抑制が認められた HLA-
B*57:01/B16F10-luc2（図 3a）、HLA-B*57:01/3LL（図 3b）、HLA-B*57:01/Colon26（図 3c）におい
て CD8+ T 細胞の腫瘍組織内浸潤が観察された。加えて、B*57:01-Tg マウスでも同様に HLA-
B*57:01 遺伝子導入腫瘍における CD8+ T 細胞の腫瘍組織内浸潤が認められた。その一方で、HLA-
B*57:03 遺伝子導入腫瘍およびコントロールの腫瘍では CD8+ T 細胞の腫瘍組織内浸潤がいずれ
も観察されなかった。これらの結果から、ABC と HLA-B*57:01 との相互作用が腫瘍組織内への
細胞傷害性 CD8+ T 細胞の浸潤を促進し、その結果、抗腫瘍効果に繋がったことが示唆された。 
また、CD8+ T 細胞除
去条件や IFN-γ 欠損マ
ウスでは、ABC投与に
よる抗腫瘍効果が認め
られなかったことか
ら、ABC-HLA 相互作用
による抗腫瘍効果にお
いてCTL依存的な免疫
応答が重要な役割を果
たしていることが証明
された。加えて、抗
CXCR3 抗体投与条件
では ABC による(i)腫
瘍増大の抑制および
(ii)腫瘍組織内におけ
る CD8+ T 細胞の浸潤
が共に認められなかっ
たことから、CXCR3 分
子の ABC-HLA 相互作
用によるCTL依存的な
抗腫瘍効果への関与が
示唆された。 
 
（４） ABC-HLA 相互作用による CD8+ TIL の活性化 
（２）の HLA-B*57:01/B16F10-luc2 担癌マウスにおける腫瘍組織中の CD8+ TIL の機能をフロー
サイトメトリー解析により評価した。炎症性サイトカインである IFN-γ を産生した CD8+ T 細胞
を染色したところ、ABC投与群では CD8+ TIL 中の IFN-γ+ 細胞の割合が vehicle投与群と比較し
て有意に増加した（図 4a）。さらに、IFN-γ+ 細胞の大部分が TNF-α+ でもあった（図 4b）。TNF-
α はアポトーシス誘導に寄与する因子であることから、ABC 投与により増加した IFN-γ+TNF-α+ 
CD8+ TIL は抗腫瘍機能を有した CTL であることを示唆している。同様に、HLA-B*57:01/3LL 担
癌マウスにおいても、ABC投与による IFN-γ+TNF-α+ CD8+ TIL の増加が確認されている。 
また、増殖細胞マーカーである Ki-67 を染色したところ、CD8+ TIL 中の Ki-67+細胞の割合が

ABC投与群で有意に増加した（図 4c）。加えて、活性化 T 細胞マーカーである 4-1BB の発現も
ABC投与群の CD8+ TIL において有意に増加した（図 4d）。ゆえに、ABC投与によって CD8+ TIL
が腫瘍組織内で活性化し、かつ増殖していることが示唆された。 
以上の結果から、ABC-HLA 相互作用による抗腫瘍効果は抗腫瘍免疫応答（CD8+ TIL の活性化）
を介して誘導されていることが示唆された。 
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図 3 | HLA遺伝子導入腫瘍担癌マウスの腫瘍組織におけるCD8+ T細胞の浸潤 (緑: CD8,⻘:核)
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