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研究成果の概要（和文）：我々はメトホルミンと抗PD-1抗体の併用治療によって腫瘍浸潤CD8 T細胞の代謝は上
昇し、腫瘍細胞の代謝は低下するという現象を見出した。この腫瘍微小環境の代謝改変に抗腫瘍免疫応答に重要
なサイトカインであるIFNγが関与をしていると考えた。事実、腫瘍細胞にIFNγを処置すると代謝関連分子の発
現が大幅に低下した。さらに代謝制御に関与している分子も特定し、腫瘍細胞とCD8細胞では逆方向性の機能を
示すことも分かった。さらにその分子を欠損させた腫瘍細胞では代謝低下だけでなく、従来のIFNγの機能や免
疫治療効果が消失することが判明し、抗腫瘍効果を制御する重要な分子であることが本研究によって明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：We found that combined treatment with metformin and anti-PD-1 antibodies 
increased the metabolism of tumor-infiltrating CD8 T cells and decreased the metabolism of tumor 
cells. We hypothesized that IFNγ, an important cytokine for antitumor immune responses, is involved
 in this metabolic modification of the tumor microenvironment. In fact, treatment of tumor cells 
with IFNγ significantly reduced the expression of metabolic-related molecules. We also identified 
molecules involved in metabolic regulation, and found that tumor cells and CD8 T cells exhibit 
opposite functions. Furthermore, it was found that tumor cells lacking this molecule not only have a
 decreased metabolism, but also lose the conventional IFNγ function and immunotherapeutic effect, 
and this study reveals that it is an important molecule that controls antitumor effects. 

研究分野：腫瘍免疫

キーワード： 腫瘍微小環境　代謝　IFNγ　腫瘍浸潤CD8T細胞　腫瘍免疫　メトホルミン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、免疫治療を阻む要因として腫瘍微小環境における腫瘍細胞と免疫細胞(主にCD8T 細胞)の代謝競合を是正
することが重要とされている。そのためには腫瘍細胞の代謝を低下させ、その一方でCD8T細胞の代謝を上昇させ
る必要がある。それを同時に実現できる代謝介入によるがん治療法は未だ確立されていないが、本研究を通して
腫瘍細胞とCD8T細胞を腫瘍退縮へ優位な方向へ代謝や機能を同時に制御する分子の同定ならびにその制御機構の
一端を解明できたことは、今後の免疫療法の発展のために重要な基礎的知見を提供することに繋がり、社会的な
貢献は大きいと考えられる。

※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 
これまでの癌治療は、腫瘍に直接、作用して細胞増殖抑制もしくは細胞死を誘導する治療や、     
免疫療法のように免疫細胞とりわけ CD8 T 細胞を活性化して腫瘍を殺傷し、腫瘍退縮の方
向へと誘導してきた。そのような中、近年、腫瘍微小環境に存在する免疫細胞と腫瘍細胞の代
謝状況が腫瘍の運命を決めるという概念が浸透してきている。これは低栄養といった過酷な
腫瘍微小環境下で生存するためにはエネルギーを得ることが肝要であり、エネルギーレベル
の高い細胞が腫瘍微小環境下で生き抜くことができる。言い換えれば、腫瘍細胞の代謝を低下
させ、その一方でエフェクターT細胞の代謝を上昇させることが腫瘍退縮には重要である。こ
れまでに我々は 2 型糖尿病治療薬であるメトホルミンを用いた免疫治療(抗 PD-1 抗体併用)
によって腫瘍浸潤 CD8 T 細胞(CD8 TILs) の代謝は上昇し、腫瘍細胞の代謝は低下するとい
う現象を見出した。治療によって CD8 TILs の IFNγ 産生が有意に増加しており、代謝変化
を誘導している因子は活性化された CD8 TILs から分泌される IFNγではないかと考えた。
IFNγ は腫瘍免疫においては腫瘍細胞の細胞周期を抑制し、また、MHC class Ⅰ分子の発現
を増加させ、抗腫瘍効果の発揮に重要な役割を担っているサイトカインであるが、腫瘍免疫に
おいて IFNγ と代謝を関連付ける報告が少なかったことから、IFNγ が腫瘍微小環境に存在
する細胞群の代謝にどのような影響を与えているのか、また、その分子機構は如何なるものか
という点に着目し、本研究を開始した。 

 
 
２．研究の目的 
我々はメトホルミンと抗 PD-1抗体の併用治療によって CD8 TILs の解糖系は上昇するが、
その一方で腫瘍細胞の解糖系は低下するという現象を見出したが、2019 年に Leone ら
（Science, 66(6468):1013-1021）のグループがグルタミン代謝阻害剤である 6-ジアゾ-5-オキ
ソ-L-ノルロイシン(DON)を処置によっても類似の現象が起こることを報告している。そのメ
カニズムは腫瘍細胞では DON 処置によって酸化的リン酸化(OXPHOS) が抑制され、細胞内
の ATP量 が低下し、エネルギーセンサーである AMPK が活性化し、その結果、解糖系も低
下し、増殖が抑制される。その一方で CD8 TILs においては DON による OXPHOS 抑制の
影響から回避するため、ピルビン酸や酢酸から TCA回路の中間代謝産物を合成する酵素の発
現が増加し、OXPHOS上昇による ATP産生を促進し、腫瘍細胞とは逆に AMPK活性を低下
させ、解糖系を活性化して細胞の機能・増殖を維持する。このように CD8 TILs はエネルギ
ー枯渇ストレス下において代謝関連酵素の発現を促し、反発力(レジリエンス)を発揮すること
がわかる。メトホルミンによる CD8 TILs そして腫瘍細胞の代謝変化にもこれらの分子機構
が働いている可能性も考えられた。しかし、これまでの予備検討から免疫不全マウスではメト
ホルミンと抗 PD-1 抗体の併用治療によって認められていた免疫細胞と腫瘍細胞の代謝変化
が完全に消失したことから、メトホルミンによる免疫治療における CD8 TILs と腫瘍細胞の
逆方向性の代謝制御に IFNγ の関与も必須であると考えた。その点において本研究は Leone
らのグループとは違った CD8 TILs ならびに腫瘍細胞の代謝改変メカニズムを解明できる可
能性があり、さらに、本研究で得られた成果は代謝介入による癌治療法の確立のために重要に
なると考えられたため、IFNγを中心とした新たな腫瘍微小環境の代謝制御機構の解明を目的
として本研究を遂行した。 

 
３．研究の方法 

IFNγがどのような分子機構で CD8 TILs と腫瘍細胞の代謝を逆方向性に制御するのか 
解明するために、大凡次のように研究を進めた。 

 
① IFNγ中和抗体処置時の CD8 TILs 並びに腫瘍細胞の代謝・機能解析 

MO5細胞をマウスに移植し、メトホルミンによる免疫治療(抗 PD-1 抗体併用)を行い、 
さらに治療時に IFNγ 中和抗体を同時処置し、その際の CD8 TILs 並びに腫瘍細胞のグルコ
ーストランスポーター(Glut-1)発現、グルコースアナログ(2-NBDG)の取り込み、ミトコンド
リア関連分子(PGC1α)発現を FACS にて解析した。また、腫瘍局所のグルコース濃度も定量
し、IFNγが腫瘍微小環境に存在する細胞群の代謝に与える影響を評価した。 

 
② B16-fucci δIC 細胞におけるメトホルミンによる免疫治療効果の検討と CD8 TILs 並びに 
腫瘍細胞の代謝・機能解析 

B16-fucci(WT腫瘍)、 B16-fucci δIC (IFNγR1シグナル欠損腫瘍)細胞をマウスに移植し、 
メトホルミンによる免疫治療(抗 PD-1 抗体併用)を行い、まず、腫瘍増殖を検討した。その際
の CD8 TILs並びに腫瘍細胞の Glut-1発現、グルコースアナログ(GLUP-G)の取り込み、ミト
コンドリア関連分子(PGC1α)発現、CD8 TILs の増殖・機能を FACS にて解析を行った。さ
らに腫瘍塊を用いてシングルセル解析ならびにメタボライト解析も行い、遺伝子発現や腫瘍局



所の代謝産物の変動も比較した。さらに WT 腫瘍、IFNγR1 シグナル欠損腫瘍に IFNγ を in 
vitro 処理し、その際の代謝変化をシーホースアナライザーにて評価した。さらに解糖系・
OXPHOS・エピジェネティクス制御関連分子の遺伝子ならびにタンパク発現変動を qPCR と
ウエスタンブロッティング法によって確認を行った。また、腫瘍細胞との比較のため、マウス
脾臓から CD8 T細胞を精製し、抗 CD3抗体・抗 CD28 抗体で刺激した。この活性化 CD8 T 
細胞に IFNγを in vitro処置し、腫瘍細胞と同様の検討を行った。 
 
③ CD8 TILs 並びに腫瘍細胞の代謝を同時制御する分子の同定とその関与の検討 
①②の検討より IFNγ による腫瘍細胞の代謝制御を担っている可能性のある分子 A を同定し、
siRNA 、shRNA を作成した。そして、分子 A のノックダウン腫瘍細胞(KD細胞)を樹立し、in 
vitro ならびに in vivo 実験系によって IFNγによる腫瘍細胞の代謝ならびに機能、腫瘍増殖を
検討した。また、CD8 TILs における分子 A の発現ならびに活性化 CD8 T 細胞を in vitro で
培養し、IFNγを経時的に処置し、その際の分子 A の発現・代謝変動も併せて検討した。 
 
４．研究成果 
メトホルミンによる免疫治療(抗 PD-1 抗体併用)によって CD8 TILsの代謝は上昇し、腫瘍細
胞の代謝が低下するという現象に活性化された CD8 TILs から分泌される IFNγ が関与してい
るのかどうかを確定するため、メトホルミンによる免疫治療時に IFNγ 中和抗体処置し、IFNγ
を生体内から除去したところ、治療時に見られていた腫瘍細胞の Glut-1 発現ならびに 2-NBDG 
の取り込み低下、CD8 TILs における Glut-1 発現ならびに 2-NBDG の取り込み上昇の現象は
消失した。また、メトホルミンによる免疫治療によって腫瘍局所のグルコース濃度は増加するが、
この現象も IFNγ中和抗体を処置すると消失した。この結果は通常、IFNγは腫瘍細胞の解糖系
を抑制することでグルコースの消費を抑え、腫瘍局所のグルコース濃度を上昇させ、その一方で
CD8 TILs の解糖系は上昇させ、CD8 TILsがグルコースを利用しやすい状況へと導いているこ
とを示唆する結果であった。また、ミトコンドリア関連分子(PGC1α)発現も治療によって腫瘍細
胞で有意に低下したが、その現象も IFNγ中和抗体処置によって消失した。この現象の裏付けと
してメトホルミンによる免疫治療によって CD8 TILs ならびに腫瘍細胞には IFNγシグナルが
強く誘導されており (図１・図 2)、その時にミトコンドリア代謝関連遺伝子の発現が腫瘍細胞に
おいてのみ有意に低下していることも、RNAシークエンスの結果から得られている(図 3)。これ
は腫瘍細胞の IFNγ シグナルの活性化が腫瘍細胞の代謝低下に寄与していることを示唆してい
る。 

 
 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、B16-fucci (WT腫瘍)並びに B16-fucciδIC (IFNγR1シグナル欠損腫瘍)細胞を用いて、
IFNγを in vitro処置した際の代謝能をシーホースアナライザーで評価したところ、WT腫瘍で
は IFNγ処置によって解糖能並びにミトコンドリア代謝が低下するのに対し、IFNγR1シグナル
欠損腫瘍では IFNγによる代謝低下は認められなかった(図 4)。 
さらに in vivo 実験系においてWT腫瘍と IFNγR1シグナル欠損腫瘍をマウスに移植し、メト
ホルミンによる免疫治療を行ったところ、IFNγR1 シグナル欠損腫瘍では治療効果が消失した。
さらに IFNγR1シグナル欠損腫瘍から回収した CD8 TILsの Glut-1発現、IFNγ産生能、増殖
は治療を行ってもその発現は有意に低下していた(図 5)。 
また、腫瘍細胞自身においては CD8 TILs とは逆の反応を示し、IFNγR1 シグナル欠損腫瘍の
Glut-1 発現は上昇すなわち解糖能は常に高く、治療抵抗性になっていた。このことからメトホ
ルミンによる免疫治療効果に IFNγ による代謝制御ならびに腫瘍細胞の IFNγR1 シグナルが関
わっていることが in vivo で証明された。 
 

図 1: CD8TILs における遺伝子発現 

図 2: 腫瘍細胞における遺伝子発現 

図 3: ミトコンドリア関連分子の遺伝子発現 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、in vitro において IFNγ処置時の代謝関連分子のタンパク発現をウエスタンブロッティン
グで確認したところ、WT 腫瘍と IFNγR1 シグナル欠損腫瘍では解糖系ならびにミトコンドリ
ア機能に関わる分子のタンパク発現パターンに大きな違いがあることも明らかとなってきた。
さらに in vitro で見られた現象は in vivo におけるシングルセル解析ならびにメタボライト解
析からも同様の知見が得られた。それらのすべての結果から IFNγによる腫瘍細胞の代謝制御に
関与している可能性のある候補分子をいくつかリストアップした。さらにそこから腫瘍細胞に
おける IFNγ の機能を制御している重要な分子 A を特定した。特定した分子 A の siRNA なら
びに sh RNA を用いてノックダウン腫瘍細胞(KD 細胞）を樹立し、in vitro ならびに in vivo 
実験系によって IFNγ による腫瘍細胞の代謝並びに機能を確認したところ、興味深いことに
IFNγ による代謝低下だけでなく、IFNγ によって引き起こされる事象(細胞死誘導など)も消失
したことから、分子 A は代謝だけでなく IFNγ の機能全般を制御する重要な因子であることが
新たに分かってきた。また、分子 Aの CD8 T細胞における役割についても検討を行ったとこ
ろ、分子 Aは腫瘍細胞では IFNγによってその発現が上昇するが、活性化 CD8 T細胞では IFNγ
によって発現が低下傾向にあった。また、活性化 CD8T細胞では分子 Aは腫瘍細胞とは逆方向
性に代謝や機能を制御することが判明した。この CD8 T細胞における分子 Aによる逆方向性の
制御に抗原刺激に関わる分子が関与していることも分かってきており、より詳細な制御機構は
今後も引き続き、検討を続ける予定である。 
本研究を通して腫瘍細胞と CD8T 細胞を腫瘍退縮に導く方向へ代謝や機能を制御する共通分子
の同定ならびにその制御メカニズムの一端を解明できた。さらに腫瘍微小環境の代謝改変に
IFNγが必要であるという腫瘍免疫に於いて新たな IFNγの役割についても証明することができ
た。 
 
 
 

図 4: IFNγ処置時の EACR と OCR 図 5: WT 腫瘍と IFNγR1 シグナル欠損腫瘍の腫瘍増殖と CD8 TILs 解析  
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