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研究成果の概要（和文）：本研究では、T細胞によるMHC-I欠損抵抗性がん細胞の殺傷を可能にするような新しい
分子経路がないか、ゲノムワイドCRISPRスクリーニングを用いて探索した。オートファジーとTNFシグナル経路
を標的として見出した。Rnf31遺伝子（TNFシグナル経路）とAtg5遺伝子(オートファジー関連遺伝子)を不活化す
ると、MHC-I欠損がん細胞がT細胞由来サイトカインに対して感受性化しアポトーシスによって死滅することが分
かった。その分子機序として、オートファジーを阻害することで、サイトカインによる腫瘍細胞のアポトーシス
誘導が増強されることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Tumor heterogeneity is a major barrier to cancer therapy, including 
immunotherapy. Activated T cells can efficiently kill tumor cells following recognition of MHC class
 I (MHC-I)-bound peptides, but this selection pressure favors outgrowth of MHC-I-deficient tumor 
cells. We performed a genome-scale screen to discover alternative pathways for T cell-mediated 
killing of MHC-deficient tumor cells. Autophagy and TNF signaling emerged as top pathways, and 
inactivation of Rnf31 (TNF signaling) and Atg5 (autophagy) sensitized MHC-deficient tumor cells to 
apoptosis by T cell-derived cytokines. Mechanistic studies demonstrated that inhibition of autophagy
 amplified proapoptotic effects of cytokines in tumor cells. Antigens from apoptotic MHC-I-deficient
 tumor cells were efficiently cross-presented by dendritic cells, resulting in heightened tumor 
infiltration by IFNγ- and TNFα-producing T cells. 

研究分野： 免疫学

キーワード： 免疫療法抵抗性癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、治療抵抗性の原因の一つである腫瘍の不均一性に着目し、そこに含まれる抵抗性がん細胞のTNFシ
グナル経路とオートファジーを標的として不活性化することが、新たな治療戦略となりうることを示した。例え
ば、免疫チェックポイント阻害剤による治療を行う際に両経路に対する薬剤を併用すれば、MHC-I欠損がん細胞
の増加による治療抵抗性がんの出現を抑えることができる可能性がある。

※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 
がん組織には、単一患者由来のものであっても、遺伝的、あるいは非遺伝的な違いを有する多様
ながん細胞が含まれています（腫瘍の不均一性）。このことは、治療に対する抵抗性の主な原因
の一つです。すなわち、遺伝的不安定性などにより生み出された多様ながん細胞を含むがん組織
に対して治療を行うと、多くの場合治療が強力な選択圧となって抵抗性がん細胞の割合が増加
し、がん組織内で大半を占めるようになります。 
 T 細胞は腫瘍を殺傷する機能を持ち、がん免疫療法では中心的な役割を担います。T 細胞は、
がん細胞表面上の MHC-I 分子によって提示されたがんペプチドを認識して T 細胞受容体を活
性化し、パーフォリンやグランザイムを含む細胞殺傷顆粒をがん細胞に向けて放出することで
がん細胞を殺傷します。T 細胞による腫瘍殺傷は、がん組織に対しては強力な選択圧として作用
し、その結果 MHC-I 発現を低下あるいは失ったがん細胞の増加を引き起こします。実際さまざ
まながんで MHC-I の消失が報告されています。細胞殺傷性 CD8 T 細胞の、T 細胞受容体を介
した腫瘍細胞の認識は MHC-I 分子に依存しているため、このような MHC-I 欠損がん細胞は T
細胞には検知されません。このように MHC-I 欠損がんは T 細胞による免疫反応を逃れる代表
的な抵抗性がんです。 
 
２．研究の目的 
本研究では、MHC-I 欠損がん細胞を活性化 T 細胞の標的に変えうるような分子標的を明らかに
することを目的としました。 
 
３．研究の方法 
感受性がん細胞と抵抗性がん細胞が混在したがん組織のモデルとして、T 細胞標的抗原である
OVA を発現したがん細胞と、MHC-I 欠損がん細胞の共培養系を用意しました。MHC-I 欠損がん細
胞(Cas9 タンパクを強制発現)にゲノムワイドのガイド RNA ライブラリーを導入しておき、OVA 特
異的活性化 T細胞を共培養系に加えました。その結果、T細胞標的抗原 OVA 発現がん細胞は OVA
特異的 T細胞によって認識されパーフォリンやグランザイムにより殺傷されます。T細胞は周囲
に大量のサイトカイン（IFNg や TNFa）を放出し、周囲に炎症環境を作り出します。周囲に存在
する MHC-I 欠損がん細胞は T 細胞には認識されませんが、炎症環境に対する感受性の違いによ
って数が増減します。このようなゲノムワイド CRISPR スクリーニングによって、MHC-I 欠損が
ん細胞の抵抗性に関連する遺伝子を明らかにしました。その結果、TNF シグナル経路とオートフ
ァジーにそれぞれ関わる遺伝子が見つかってきました。 
実際に Rnf31 遺伝子（TNF シグナル経路）と Atg5 遺伝子(オートファジー関連遺伝子)を遺伝子
ノックアウトにより不活化すると、MHC-I欠損がん細胞がT細胞由来サイトカイン（IFNgと TNFa）
に対して感受性化しアポトーシスによって死滅することを見出しました（図）。次にその分子機
序の解明を試みました。オートファジーは、アポトーシスの機能分子である Caspase 8 を分解し
ていました。そのためオートファジーを阻害することで、腫瘍細胞内でサイトカインによるアポ
トーシス誘導が増強されることが分かりました。また RNF31 分子は、TNF シグナルを受けた細胞
が生きるか、アポトーシスで死ぬかを決定するスイッチとして機能してすることが分かってい
ます。実際に Rnf31 を失活させると MHC-I 欠損がん細胞は TNF シグナルによって Caspase 8 依
存性の細胞死を起こしました。また Rnf31 遺伝子と Atg5 遺伝子の両者を欠損させると、Caspase 
8 の増加による相乗的なアポトーシス誘導効果があることを明らかにしました。このようにして
アポトーシスに陥った MHC-I 欠損がん細胞は、樹状細胞によって T 細胞に対して効率よく交差
提示され腫瘍に特異的な T細胞を活性化、結果として腫瘍に浸潤する IFNg あるいは TNFa 産生 T
細胞数を増加させることが分かりました。 
 
４．研究成果 
このように、抵抗性がん細胞内の TNF シグナル経路とオートファジーを不活性化することで、T
細胞由来の IFNg や TNFa による MHC-I 欠損がん細胞のアポトーシス誘導、アポトーシス細胞の
クロスプレゼンテーション増強、IFNg+TNFa 産生 T細胞のさらなる腫瘍浸潤という、フィードフ
ォワードループが形成されることが分かりました。さらにマウスモデルを用いて、TNF シグナル
経路とオートファジー双方を薬物あるいは遺伝子操作により阻害することで、MHC-I 欠損がん細
胞を有するがんをコントロールできることを明らかにしました。 
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