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研究成果の概要（和文）：TMEのTFHには細胞傷害性を有する新規のTFH様細胞集団が存在し、腫瘍細胞を直接攻
撃することを見出した。従来型TFHと新規の細胞傷害性TFH様細胞の遺伝子発現を比較すると、前者はTCF1高発
現・BLIMP1低発現、後者はTCF1低発現・BLIMP1高発現で、CD8陽性T細胞のprogenitor exhaustion/ terminally 
differentiated exhaustionと同様の表現型であった。TCF1を強制発現またはBLIMP1を発現抑制したTFHの機能解
析では双方ともグランザイムBが低下し、実験的にもこれらはCD8陽性T細胞のexhaustionと同様の概念であっ
た。

研究成果の概要（英文）：We found a novel population of cytotoxic TFH-like cells in TME, which 
directly attack tumor cells. Comparing the gene expression between the conventional non-cytotoxic 
TFH and the novel cytotoxic TFH-like cells, we identified the former showed TCF1 high and BLIMP1 low
 phenotypes, while the latter TCF1 low and BLIMP1 high, which are similar to progenitor exhaustion/ 
terminally differentiated exhaustion in CD8+ T cells. The in vitro functional analysis showed that 
TCF1 over-expressed or BLIMP1 knocked down TFH cells secreted a smaller volume of granzyme B, which 
suggests the concept is similar to that of CD8+ T cell exhaustion.

研究分野： がん免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではTMEのTFHの中に細胞傷害活性を有するTFH様細胞が存在することを新たに見出し、従来型TFHと細胞傷
害性TFH様細胞とは、CD8陽性T細胞におけるprogenitor exhaustion とterminally differentiated exhaustion
の関係と同様であることを明らかにした。本研究により今まで明らかではなかったCD4陽性T細胞における
exhaustionを再定義することができ、抗腫瘍免疫応答の本体解明、新規バイオマーカーの同定やCAR-T療法など
の細胞療法含む新規治療開発に繋がると考えている。

※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 

がん免疫療法はその有効性が認められ臨床応用されているが、無効例も存在し抗腫瘍免疫応
答の本態解明が求められている。我々はヒト腫瘍浸潤リンパ球 (TIL) のシングルセルシークエ
ンスの結果から、腫瘍細胞を直接攻撃する腫瘍特異的 CD8 陽性 T 細胞を極めて正確に同定する
ことに成功し、それらが exhaustion の表原型を呈することを報告している。一方で、腫瘍微小
環境（TME）で CD4 陽性 T 細胞が発揮する抗腫瘍免疫応答については不明点が多く、CD8 陽性 T
細胞に対するヘルパー機能に関する報告が多くを占める。一方で我々は MHC class II(MHC-II)
のみを発現した悪性リンパ腫に対する抗腫瘍免疫応答には MHC-II を介してがん細胞を直接攻撃
する細胞傷害性 CD4 陽性 T 細胞が重要であることを報告し、さらにヒト TIL のシングルセルシ
ークエンスの結果から、TME に存在する CD4 陽性濾胞性ヘルパーT細胞 (TFH) の中に細胞傷害性
を有する新規の TFH様細胞分画が存在することを見出した。さらにそれらの細胞分画は CD8 陽性
T細胞における所謂疲弊の表原型を呈している可能性があった。そこで、それらの細胞分画を詳
細に解析し、TME における細胞傷害性 TFH 様細胞の抗腫瘍免疫応答に果たす役割を解明するため
に本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
TIL のシングルセルシークエンスの結果から、TME の TFHには従来の非細胞傷害性 TFHに加え、

新規の細胞集団である細胞傷害性 TFH様細胞が存在することを見出した。さらにそれらの細胞分
画の遺伝子発現は exhausted CD8 陽性 T 細胞に近く、特に非細胞傷害性 TFHと細胞傷害性 TFH様
細胞がそれぞれ CD8 陽性 T 細胞の progenitor exhaustion および terminally differentiated 
exhaustion に相当する可能性があった。そこでこれらの TFH の細胞特性を詳細に解析すること
で、TME に浸潤した TFH の抗腫瘍免疫応答における役割を明らかにするとともに、CD4 陽性 T 細
胞の exhaustion の概念を確立することを目的に本研究を遂行した。本研究により細胞傷害性 TFH

様細胞という新規細胞 概念を確立し、CD4 陽性 T細胞における exhaustion を再定義でき、免疫
学の分野にもインパクトを与えられ、抗腫瘍免疫応答の本体解明、治療標的・バイオマーカー同
定にもつながる可能性がある。 
 
３．研究の方法 

独自に見出した CD4 陽性 T 細胞の抗腫瘍免疫応答での役割を基礎・臨床の両面から明らかに
し、新たな治療標的やバイオマーカーの同定に繋げるために、以下の方法で研究を行った。 
①In vitro での TFHの腫瘍特異性の検証 

シングルセルシークエンスで同定した TFH の TCR 配列を人工的に作成し primary T 細胞や
NFAT-Luciferase vector を遺伝子導入した T細胞株である Jurkat_NFAT-Luc に導入し、すでに
樹立に成功している同一患者由来の MHC-II 発現腫瘍細胞株と共培養して反応性を検証し、同定
した TFHクローンの腫瘍特異性を明らかにした。 
② In vivo での TIL の解析 

既に系を確立している MHC-II 発現腫瘍のマウスモデルを用いて TIL の解析を行い、CXCR5、
PD-1、LAG-3、BCL6、TCF1、BLIMP1、perforin、グランザイム B（GrzB）などをフローサイトメト
リーで評価し、TME の TFHとその疲弊、細胞傷害性などを評価した。加えて抗 PD-1 抗体投与によ
る TFHの表現型や細胞傷害性の変化も検証した。さらに、LAG-3 をマーカーに非細胞傷害性 TFHと
細胞傷害性 TFH様細胞をソートし、それらの細胞傷害活性や Annexin を用いてアポトーシスを評
価し、非細胞傷害性 TFH と細胞傷害性 TFH 様細胞の progenitor/terminally differentiated 
exhaustion としての性質を評価した。 
③ In vitro で TCF1/BLIMP1 が与える影響の検証 

上記を踏まえて C57BL/6 マウス由来の TFH に TCF1/BLIMP1 を強制発現もしくはノックダウン
した細胞を作成し、その細胞傷害活性を評価するために perforin や GZMB 分泌をフローサイト
メトリーを用いて評価した。 
 
４．研究成果 
TILのシングルセルシークエンスを用いて非細胞傷害性TFHと新規に同定した細胞傷害性TFH様

細胞の遺伝子発現を比較すると、従来型 TFHは TCF1 高発現、BLIMP1 低発現である一方、細胞傷
害性TFH様細胞はTCF1低発現、BLIMP1高発現であり、これらはCD8陽性T細胞におけるprogenitor 
exhaustion および terminally differentiated exhaustion と同様の表現型であった。さらに
細胞傷害性 TFH様細胞には LAG-3 が特異的に高発現していた。 
これらの結果を踏まえ、まずは TME に存在する TFHの腫瘍特異性を in vitro での免疫アッセ

イを用いて検証した。シングルセル TCR シークエンスの結果から抽出した TFHが有する TCR を遺
伝子導入した Jurkat_NFAT_Luc_TCR 細胞と患者由来の MHC-II 発現腫瘍とを共培養したところ、
数的上位であった TCR は全て腫瘍細胞との反応性を認めた。これらの結果から、TFH は腫瘍特異
的であることが明らかとなった。 



次に、ヒト TIL のシングルセル RNA シークエンスの結果同定した非細胞傷害性 TFHと細胞傷害
性 TFH様細胞について in vivo モデルで検証を行った。マウスの TIL を解析したところ、MHC-II
発現腫瘍の TME では GZMB 陽性の細胞傷害性 TFH様細胞が増加しており、抗 PD-1 抗体治療によっ
て細胞傷害性 TFH 様細胞の増加を認めた。これらの細胞傷害性 TFH 様細胞は LAG-3 陽性で、TCF1
低発現・BLIMP1 高発現の表原型を呈しており、ヒト臨床検体の解析結果と一致していた。さら
にこれらのマウスの TIL から LAG-3 陰性/陽性 TFH をソートしてそれぞれの細胞傷害活性やアポ
トーシスを評価したところ、LAG-3 陽性 TFH細胞は LAG-3 陰性 TFH細胞と比較してより強い細胞傷
害活性を有する一方で、アポトーシスが促進されていた。これらの結果は LAG-3 陽性/陰性 TFH細
胞がそれぞれ細胞傷害性 TFH様細胞/非細胞傷害性 TFHに該当し、それらが機能的にも矛盾しない
ことが示された。 
上記の結果を踏まえ、TCF1 及び BLIMP1 の T 細胞での作用を in vitro で検証した。C57B/6 マ

ウス由来の CD4 陽性 T 細胞に Tcf1 の強制発現並びに Blimp1 の発現抑制を行ったところ、これ
らの細胞の GZMB や Perforin の発現が低下した。 
以上から、非細胞傷害性 TFH と細胞傷害性 TFH 様細胞は CD8 陽性 T 細胞の progenitor 

exhaustion および terminally differentiated exhaustion に相当すると考えられ、CD4 陽性 T
細胞の疲弊を再定義することができたと考えられる。 
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