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研究成果の概要（和文）：TGFbは、細胞傷害性T細胞(CTL)の機能を直接阻害することがin vitro での検討によ
り明らかとなった。また、口腔癌組織を用いて、TGFB1遺伝子の発現をみたところ、腫瘍浸潤先端部に発現が強
く、腫瘍部周辺に浸潤するT細胞の働きを弱め、腫瘍内免疫環境を、抑制方向に向かわせていることが示唆され
た。TGFb1は、新たながん免疫治療のための標的分子としての重要性が明らかとなった。一方でTGFbはCTL上CCR4
の発現を増強した。このことはCCR4抗体を用いたTreg除去による新たながん治療の妨げとなるが、トラメチニブ
(MEK阻害剤)が、Tregに対する選択的傷害に有用であることが示された。

研究成果の概要（英文）：In vitro studies have revealed that TGFb directly inhibits the function of 
cytotoxic T lymphocytes (CTLs). Furthermore, when the expression of the TGFB1 gene was examined 
using oral cancer tissue, it was found to be highly expressed at the tumor infiltration front, 
suggesting that it weakens the function of T cells infiltrating around the tumor site and shifts the
 immune environment within the tumor in a suppressive direction. This has revealed the importance of
 TGFb1 as a target molecule for new cancer immunotherapy. On the other hand, TGFb enhanced the 
expression of CCR4 on CTLs. This hinders new cancer treatments that use CCR4 antibodies to remove 
Tregs, but it has been shown that trametinib (a MEK inhibitor) is useful for selectively damaging 
Tregs.

研究分野：がん免疫治療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
オプジーボ、ヤーボイなどの免疫チェックポイント阻害剤は、第4のがん治療法として、近年急速に発展した。
しかしながら、治療効果は20％-30％の症例に限られることから、新たな視点でのがん免疫治療法の開発が望ま
れている。制御性T細胞(Treg)は、がん免疫を強力に抑制することが知られている。国内において、モガムリズ
マブ(CCR4抗体)を用いTregを標的としたがん免疫治療医師主導治験が行われたが、結果は満足ではなく改善策が
必要である。今回の研究成果は、TGFbのT細胞に対する直接的抑制機序や、細胞傷害性T細胞上CCR4の発現機序を
明らかとし、改善のための一定のアイデアを提供するものとなった。、

※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 
 ニボルマブ、イピリムマブ等、免疫チェックポイント分子を標的とした抗体医薬の登場により
がん免疫療法は、新ながん治療法として一般化している。しかしながら、治療効果が得られる症
例は 20%程度と限られており、新たな治療標的分子の探索、薬剤の開発が進められている。腫
瘍組織内は、免疫が抑制された環境下にあることが明らかにされており、抑制環境の改善ががん
治療研究の方向となっている。制御性 T 細胞 (Treg) はがん免疫を強力に抑制することが知ら
れ、新な免疫療法の標的として位置づけられている。ケモカイン受容体 4 (CCR4) は、Treg上
に選択的に発現することから、CCR4 モノクロナル抗体 (モガムリズマブ) を用いた Treg 除去
療法の医師主導治験が行われたが、治療効果は限定的であった。しかしながら、体内で Tregが
効率的に除去されることが明確に示されており、腫瘍内免疫抑制環境の改善に寄与しているも
のと考えられる。Treg 除去に加え、さらに免疫抑制分子の働きを阻害することで、治療効果が
期待できる可能性を考えた。TGFbは以前から、免疫抑制分子の代表として知られているが、研
究開発当初、我々は、TGFbが、直接細胞傷害性 T細胞(CTL)の機能を阻害することを見出して
いた。そこで、Tregと TGFbを同時に標的にすることより強いがん免疫の活性化につながるの
ではないかと考え検討を行った。 
 
２．研究の目的 
 免疫抑制細胞である Tregと、代表的な免疫抑制因子である TGFbを同時に標的することによ
り、抗腫瘍免疫の相加的、あるいは相乗的活性化効果がえられるかどうか検討すること。 
 
３．研究の方法 
(1) TGFbの CTL機能への直接的阻害効果 
 がん抗原に対する CTLを十分量用意することは困難なため、サイトメガロウイルルス pp65抗
原(pp65)を疑似がん抗原として用いた。口腔癌由来細胞株 HSC-2, HSC3, HSC4 にレンチウイル
スベクターを用いて pp65抗原を蛍光蛋白 Tomotoとの融合蛋白のかたちで強制発現させた HSC-
2pp65, HSC-3pp65 又は HSC-4pp65 と HLA-A2 または HLA-A24拘束性 pp65エピトープペプチ
ド刺激により誘導した pp65-CTL を TGFb存在下に共培養し、pp65-CTLの機能 (増殖,サイトカ
イン産生,細胞傷害活性) に対する TGFbの影響について検討した。 
 
(2) TGFb受容体阻害剤による CTL機能の回復 
上記 3-(1)の共培養系に、TGFbR阻害剤(SB525334)を添加し、TGFbの pp65-CTL機能に対する
影響が抑制されるかどうか検討した。 

 
(3) 口腔癌組織内免疫抑制環境の解析 
 口腔癌組織内 Treg, CD8+T 細胞の浸潤及び局在と TGFb の発現を明らかとするためパラフィ
ン包埋切片を用い、組織学的解析を行った。Tregの検出には CD3/CD8/FOXP3の多重免疫染色を
行い、CD3+CD8-FOXP3+細胞を、Tregとして計測した。TGFb発現解析は、RNAscopeを利用し
た in situ hydridizationにて実施した。 
 
(4) CTL上に発現する CCR4の発現 
 本研究途中、TGFb 存在下活性化 CTL 上に CCR4 が高発現することが見出された。またモガ
ムリズマブが Treg 除去と同時に活性化 CTL も傷害してしまうことが示されたため上記 3-(1)の
共培養系に、TGFbなど代表的なサイトカインや各種阻害剤を加え、CTL上 CCR4の発現に関わ
るサイトカイン、シグナル伝達経路について解析し、活性化 CTL上の CCR4の発現を選択的に
阻害する阻害剤の探索を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) TGFb の CTL機能に与える影響と TGFb阻害剤による抑制効果 

i) 細胞傷害活性； 96well plate で pp65-CTLと HSC3pp65 の比(E/T比)を変えて 5日間共培養し
た後、WST-1アッセイにより、HSC3pp65の生存率を測定したところ、E/T比依存的に、HSC3pp65
生存率が低下した。このことは、pp65-CTL が、HSC3pp65 を抗原特異的に傷害するためである
ことを表している。この共培養系に TGFb1を 10ng/mLの濃度で加えたところ、いずれの E/T比
でも HSC3pp65の生存率が上昇した。さらに、TGFb1存在下、TGFbR阻害剤(SB525334) を加え
ると、その生存率は低下した。このことから、TGFb1は、直接 CTLの細胞傷害活性を抑制する
ことが明らかとなった (図 1A)。TGFb1 非存在下であっても、SB525334 を添加すると生存率の
低下がみられたが(図 1B)、これは、HSC3が、TGFb1を産生しており(1.5 ng/ml)、HSC3から供給
される TGFb1による細胞傷害抑制を解除したためであると考えられる。 
 



図1 TGFb のCTL細胞傷害活性に対する直接的抑制効果 (Cancer Science. 2021;112:4037 FIGURE 
4 抜粋) 
 
 ii) サイトカイン産生；pp65-CTL と HSC-3pp65 を共培養後産生される IFN-γ, TNF-αを測定
したところ TGFb により直接抑制されることがわかった (Cancer Sci.. 2021;112:4037 FIGURE 4 
参照)。 

 iii) 増殖； pp65-CTLと HSC-3pp65を共培養後、CTLの増殖について検討したところ、TGFb
により直接抑制されることがわかった(Cancer Sci.. 2021;112:4037 FIGURE 5 参照)。 
 
(2) 口腔癌免疫抑制環境の組織学的解析 
 25症例について検討したところ TGFB1の発現は正常上皮、間質部に比べ腫瘍組織の浸潤末端
部位に強く見られた。CD8+T細胞、Tregの浸潤は、TGFB1 の発現と、それぞれ逆相関、正相関
の関係にあった。また、CD8+T細胞/Treg 比とは逆相関の関係にあった。さらに Ki67+CD8+T細
胞は、胞巣に近接した部位に局在し、Ki67陽性率は、TGFB1発現と逆相関の関係にあった (Cancer 
Sci.. 2021;112:4037 FIGURE 9 参照)。 
 
(3) 腫瘍内免疫抑制環境形成における TGFb1の役割 
 4-(1), 4-(2)の成果から、口腔癌組織内において TGFb1は腫瘍浸潤先端部から主に産生され、浸
潤 CD8+T細胞の機能(細胞傷害活性, サイトカイン産生能, 増殖能)を抑制すること、また CD8+T
細胞/Tregの比を低下させることが推測された。 
 TGFb1 は Tregを標的したがん免疫治療の併用標的分子として有用である可能性がある。 
 
(4) CTLにおける CCR4の発現誘導とその阻害 
 pp65-CTL と HSC3pp65を 2日間共培養すると、pp65抗原刺激特異的に CCR4の発現が見られ
た。また、CD3 モノクローナル抗体(OKT3) を感作した 24 穴プレート上で pp65-CTL を 2 日間
培養しても、CCR4が発現した。ただし、OKT3は、pp65-CTL以外の T細胞(pp65-tetramer陰性)
に対しても発現を促した(図 5a)。次に様々なサイトカイン存在下に pp65-CTL と HSC3pp65を 2
日間共培養すると、IL-2, 12. 15. TGFb1 は、CCR4 の発現を亢進した。特に、TGFb1において顕
著であった。IL-4, 6, 7, 10, 21, TNF-α, IFN-γ においては、発現亢進は見られなかった (Sci Rep. 
2022 12;21678 Figure 1 参照)。 
 
(5) トラメチニブによる活性化 CTL上 CCR4発現の選択的抑制 
 健常人 5例(HD1-5), 口腔がん患者 2例(Pt1,2) 由来 pp65-CTLと HSC-3pp65 を２日間共培養し
た後、CCR4の発現をフローサイトメトリーにて測定した(図 2a)。TGFb1添加、未添加いずれに
おいても単独培養(non-stim)に比べて共培養(stim)において CCR4の発現は上昇した。TGFb1添加
においては未添加に比べて発現が亢進した。これら CCR4の発現は、trametinib の添加 (1uM) に
より阻害された。この傾向は、OKT3で刺激をかけた場合にもほぼ同様に観察された(図 2b)。 
 
(6) Trametinib の CTL機能に及ぼす影響 (Sci Rep. 2022 12;21678 Figure 4 参照) 
 i) 細胞傷害活性に対する影響 
 pp65-CTL と HSC-3pp65 を trametinib (0-200ngM) 存在下 18 時間培養後、CD8-Tomato+分画
(HSC-3pp65) の annexin V 陽性率をフローサイトメトリーで測定し、pp65-CTL の細胞傷害活性
を評価した。ドナーが異なる 3種類の pp65-CTL いずれも細胞傷害活性の低下は trametinibの濃
度 200nMまで全くみられなかった。また、同じ実験系で CD8+Tomato-分画 (CTL) の annexin V
陽性率を測定し、CTL自身にアポトーシスが生じるかどうか検討したが、trametinibの濃度 200nM



においてもほぼ、アポトーシスは起こらなかった。 

ii) 増殖に対する影響 
 pp65-CTL と HSC-3pp65 を 10uM BrdU, trametinib (0-200ngM) 存在下 2 日間培養後、
CD8+Tomato-分画(HSC-3pp65)の BrdU 陽性率をフローサイトメトリーで測定し、pp65-CTLの増
殖を評価した(図 7e,f)。3例の異なるドナー由来 pp65-CTLのうち 1例(HD1) は trametinib濃度依
存的に BrdUの取り込みが低下する傾向にあったが、残り 2例についてはほぼ低下はみられなか
った。HSC2, HSC3, HSC4 を単独で 10uM BrdU, trametinib (0-200ngM) 存在下 2日間培養後、BrdU
の陽性率を測定すると、いずれの細胞株においても、trametinib 濃度依存的に BrdU の取り込み
が低下した。 

 iii) IFN-γ, TNF-α の産生 
 pp65-CTLと HSC-3pp65 を trametinib (0-200ngM) 存在下 4時間培養後、を細胞内染色し、pp65-
CTL の IFN-γと TNF-αをフローサイトメトリーで測定した。HD1 由来 pp65-CTL については
trametinib濃度依存的に明らかな産生低下がみられた。HD4, HD5にいても低下傾向にあった。 

図 2 抗原刺激に伴う CTL上 CCR4の発現と trametinibによる発現阻害 (Scientifc Reports. 2022 
12;21678 Figure 2 抜粋) 
 
 以上の結果から、trametinibは、CTLの細胞傷害活性に対する影響はないものの、症例によっ
ては、増殖、IFN-γと TNF-αの産生に負の影響を与えることが示された。 
 
(7) 抗 CCR4抗体(KM2760)の活性化 CTLに対する細胞傷害と、trametinibによる回避 
 抗原刺激により、CTL 上に CCR4 が発現するので、モガムリズマブ (抗 CCR4 抗体) によっ
て、活性化 CTLが傷害を受ける可能性が高い。Treg除去時に活性化 CTLも除去してしまっては
免疫治療できないので、CTL上 CCR4の発現を trametinibにより阻害し、モガムリズマブによる
活性化 CTLに対する負の影響が防げるかどうか検討した。NK細胞を含む pp65-CTL (HD1由来) 
を、KM2760 (CCR4 ヒトキメラ抗体でモガムリズマブと同様の ADCC 活性をもつ) (0.1ug/ml), 
trametinib (0-200nM) 存在下、HSC-3pp65と 5日間共培養し、pp65-CTL数 (pp65-tetramer陽性細
胞数) を計測した (図 3)。KM2760添加により CCR4+CTLの減少がみたれたが、trametinib 添加
により回復が観察された。Trametinib の添加により、ADCC による活性化 CTL の細胞傷害が限
定的ではあるが軽減された。 
 
(8) 抗 CCR4抗体 ADCCによる Treg細胞傷害における Trametinib の影響 
 健常人由来PBMC 3例、口腔がん患者由来PBMC 2例について、抗CCR4抗体KM2760 (0.1ug/ml), 
trametinib (0-200ng/ml) を含む培地で、5日間培養し、抗 CCR4抗体 ADCCによる Treg傷害に対



する trametinib の影響を検討した (図 4)。いずれの trametinib 濃度においても、抗 CCR4 抗体に
よりエフェクターTreg分画 (CD45RA-FOXP3++) がほぼ完全に除去された。従って trametinibの
影響はほとんど受けないことが明らかとなった。 
 

CTLは、活性化に伴い CCR4が発現し、抗 CCR4抗体と NK細胞により ADCCによる傷害を
受けた。Trametinib はこの傷害を抑制した。エフェクターTreg上 CCR4の発現は、trametinibに
より低下せず、trametinib 存在下でも、抗 CCR4 抗体と NK 細胞による ADCC で傷害を受けた。
抗CCR4抗体 (モガムリズマブ) によるTregを標的とした免疫治療の際、trametinibとの併用は、
活性化 CTLに対する、モガムリズマブの傷害を抑制し、Tregに対する選択的な傷害効果をもた
らすことが期待される。 
 

 
 
図 3 Trametinibによる活性化 CTLに対する抗 CCR4抗体 ADCCの軽減効果 (Scientifc Reports. 
2022 12;21678 Figure 5 引用) 
 
 
 

 
図 4 抗 CCR4抗体 ADCCによる Treg細胞傷害における Trametinib の影響  (Scientifc Reports. 
2022 12;21678 Figure 6 引用) 
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