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研究成果の概要（和文）：本研究では腫瘍拒絶の中心的役割を担うヒト腫瘍浸潤リンパ球を用いたin vitroの実
験やヒトの体に近づけたマウスモデルを用いたin vivoの治療実験で以下を実証した。(1)新規免疫チェックポイ
ント候補分子であるTIGIT, LAG3がPD-1と同様に腫瘍特異的な腫瘍浸潤T細胞に選択的に発現され、T細胞の機能
を協調して抑制していること(2)これらを同時に阻害することで腫瘍特異的T細胞を相乗的に効率よく活性化でき
ること

研究成果の概要（英文）：In this study we have shown (1) and (2) as below, in the in vitro experiment
 using human melanoma tumor infiltrating lymphocytes that are thought to play central role in tumor 
rejection, and, in the in vivo tumor-treatment model using a humanizes mouse model. 
(1) PD-1, TIGIT, and LAG3 are selectively expressed by tumor-infiltrating, tumor-specific T cells, 
and cooperatively suppress T cell function (2) Co-blockade for their signals by the blocking 
antibodies synergistically activate the tumor specific T cells.  

研究分野：皮膚科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、がん治療に使用される抗PD-1抗体、抗CTLA-4抗体は一部のメラノーマ患者に高い効果を示すが、効果がな
い例、強い副作用が出る例も存在する。本研究では新規免疫チェックポイント候補であるTIGITとLAG3をPD-1と
ともに阻害すれば効果増強、副作用軽減が可能となる可能性を示した。この結果は今後の免疫チェックポイント
阻害剤によるがん治療の効率化、安全化に高く貢献する可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 
抗 PD-1 抗体によるがん拒絶において、PD-1 などの免疫チェックポイント分子（T細胞抑制因

子）を発現した腫瘍浸潤 T細胞が重要な役割を果たしている。そして腫瘍拒絶に重要な腫瘍浸

潤 T細胞は複数の免疫チェックポイント分子を発現し、それによって抑制されていることも近

年、明らかにされた。従って腫瘍拒絶に重要な腫瘍浸潤 T 細胞を完全に活性化するには PD-1

に加えて複数の免疫チェックポイント分子を同時に阻害することが有効と考えられる。しかし

免疫チェックポイント分子はそれぞれの程度で免疫恒常性の維持に関与しているため、PD-1 の

ように、より腫瘍免疫に選択的に関与する免疫チェックポイントを同定して阻害することが効

果増強と副作用（自己免疫）軽減のために重要である。我々は前回の研究課題において、TIGIT

がメラノーマ特異的 T細胞の機能を強く抑制することを発見した。その他、LAG3 も新規免疫チ

ェックポイント分子として注目されている。TIGIT, LAG-3 ノックアウトマウスは自己免疫現象

の自然発生が観察されないことも加味すると、副作用の観点からも TIGIT, LAG-3 は PD-1 に継

ぐ免疫チェックポイント阻害療法の有力な新規標的であると考えられる。しかし、ヒト腫瘍浸

潤 T細胞内でこれらの分子の抑制シグナルが干渉し合うメカニズム、シグナルを同時に阻害し

た場合の変化、などは十分に解明されてこなかった。 

 
２．研究の目的 
副作用が少なく効果が高い免疫チェックポイント阻害療法を開発するため、新規候補分子

TIGIT, LAG-3 それぞれの PD-1 とのシグナル干渉、また候補分子を PD-1 とともに阻害した時の

T細胞活性に対する影響を、in vitro, in vivo で評価する。とりわけ重要なヒトメラノーマ腫

瘍浸潤 T 細胞におけるシグナルの干渉や阻害効果を、我々のグループが保有する反応特異性が

高い実験系で検証する。 

 
３．研究の方法 

(1)PD-1 と新規免疫チェックポイント候補分子 TIGIT, LAG-3 の干渉の解析 

ヒト腫瘍特異的 T細胞における TIGIT, LAG-3 が特異的刺激によって発現されるタイミング、こ

れらの分子が単独ないしは複数同時に抑制シグナルを産生した場合に起こる腫瘍への反応性の

変化、これらの分子をPD-1と同時に阻害した際の腫瘍への反応性の変化、を腫瘍特異的T細胞、

とりわけ重要な腫瘍浸潤T細胞とそれに認識される自己腫瘍細胞株を用いたin vitroの共培養

実験で検証した。 

(2) TIGIT シグナルを効率よく阻害する抗ヒト抗体を作成した。そして in vivo でそれらを阻

害した場合の抗腫瘍効果と副作用を、共同研究グループが保有するヒト化マウスでのヒトメラ

ノーマ治療モデルなどで解析した。 

 

４．研究成果 

(1)新規免疫チェックポイント分子の発現パターン、PD-1- PDL1 結合と同時に阻害した際の T

細胞活性増強効果の検証 

健常人末梢血リンパ球よりメラノーマ抗原(MART-1)特異的人工 T 細胞を作成し、それぞれ複

数の MART-1 抗原を発現したメラノーマ細胞株による共培養刺激を行った。刺激後 24,48,72 時

間後までのPD-1、TIGIT, LAG-3の発現レベルの経時変化をフローサイトメトリーにて確認した。

その結果、これら 3つの分子が刺激後に発現されるタイミング、また刺激後に発現が維持され

る時間、はほぼ同じであることが確認された (図 1)。次にメラノーマ細胞を IFNg で刺激した

後に、PD-1、TIGIT, LAG-3 それぞれに抑制シグナルを送るリガンド、 PD-L1, CD155, MHC class 



II の発現がどう推移するか、をフローサイトメトリーにて確認した。その結果、これらの分子

が刺激後に発現されるタイミング、また刺激後に発現が維持される時間もほぼ同じであること

が確認された(図 2)。  

 

 

次に PD-L1, CD155, MHC class II を強制発現したメラノーマ細胞と特異的 T細胞とメラノー

マ細胞株の共培養を行うと、T細胞の活性化は相乗的に抑制された (図3)。この共培養系にPD-1、

TIGIT, LAG-3 それぞれのシグナルを阻害する抗体を添加すると、抑制は解除された。 

 

(2)腫瘍免疫で最も重要な役割を担うとされる腫瘍浸潤 T細胞と自己がん細胞株を用いた検討

ヒトメラノーマ切除組織を酵素で消化し、single cell suspension を作成する。これより腫瘍

浸潤 T細胞のラインと腫瘍細胞株のペアを複数、作成できたので、共培養刺激による T細胞の

活性化やがん細胞の傷害能力を検討した。さらにそこに PD-1、TIGIT, LAG-3 それぞれのシグナ

ルを阻害する抗体を添加し、腫瘍浸潤 T細胞の自己癌細胞への攻撃活性が相乗的に増強される

かどうかを検討した。その結果、抗 PD-1 抗体、抗 TIGIT 抗体, 抗 LAG-3 抗体添加によって腫瘍

浸潤 T細胞の自己癌細胞刺激に対するサイトカイン放出量が相乗的に増強された。そして、各

分子の阻害効果、組み合わせによる増強効果の程度は、患者ごとに個人差があることも判明し

た。全体の傾向としては抗 PD-1 抗体と抗 TIGIT 抗体の組み合わせが最良の相乗効果を示した。

(3) TIGIT の新規治療標的としての有用性の追求 

ヒト化モデルマウスを用いたin vivo実験でTIGITの新規治療標的としての有用性を検証した。

共同研究を行っている慶応大学先端医科学研究所が保有するヒト化マウス皮下にヒトメラノー

マを増殖させ、それを認識する T細胞の静脈移入で治療するモデルにおいて、同施設と共同で

作成した抗ヒト TIGIT 阻害抗体を添加した。その結果、我々が開発した抗ヒト TIGIT 阻害抗体

によって移入 T細胞の腫瘍縮小効果が有意に増強された。 
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