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研究成果の概要（和文）：腫瘍組織にはがん抗原を認識する細胞障害性T細胞が浸潤するものの、ほとんどは疲
弊（exhaustion）し、有効な殺細胞機能を発現しない。さらに、抑制性T細胞や抑制性ミエロイド細胞が誘導さ
れ腫瘍組織に浸潤することで腫瘍免疫が無効化される。本研究では、細胞障害性T細胞機能をおさえ、抑制性T細
胞分化を促進する転写因子Bach2に着目し、Bach2を阻害することで腫瘍免疫を活性化する、という斬新な治療戦
略を開発することを目指した。Bach2欠損T細胞では細胞傷害性T細胞の応答が増強していること、細胞傷害性に
関わる多数の遺伝子の発現がより上昇、あるいは早期に上昇することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Cytotoxic T cells play critical roles in eliminating tumor cells with 
tumor-specific antigens. Although this tumor surveillance is effective during initial phases of 
tumorgenesis, it eventually fail to restrict tumor progression due to exhaustion of cytotoxic T 
cells. In addition, regulatory T cells and suppressor myeloid cells also inhibit the cytotoxic T 
cell activities. Based on our previous findings that the transcription factor Bach2 is essential for
 the differentiation of regulatory T cells, restricting cytotoxic T cell differentiation, this study
 was carried out to understand potential roles of Bach2 in the process of the T cell exhaustion and 
to develop a new strategy to activate tumor immunity. We found that Bach2-deficient T cells showed 
enhanced cytotoxic T cell differentiation and activity in vitro. Furthermore, many of the genes 
involved in T cell activation and cytotoxic activity were more highly expressed in Bach2-deficient T
 cells than in wild-type cells. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
近年、腫瘍免疫制御に関わる分子の実体の一
端が解明されたことを受け、腫瘍免疫活性化
へ向けた取り組みや成果の実用化が進んで
いる。特に、免疫系細胞表面に発現する抑制
性受容体やそのリガンドに対する抗体を用
いた治療は、着実に成果をあげつつある。例
えば、本庶博士らが発見した膜貫通型抑制性
受容体 PD-1 は、そのシグナルをおさえるこ
とで免疫を活性化することが可能であり、こ
の事実は例えばそのリガンドであるPD-L1に
対する抗体を用いた免疫活性化療法へと展
開しつつある（1；引用は次頁にまとめる）。
また、抗 CTLA-4 抗体の有効性も臨床治験で
示されている（1）。しかし、これら抗体医薬
の実用化にあたっては、薬価が極めて高価と
なること、癌種によって効果に差があること
などが、大きな問題となっていくと予想され
る。さらに多様な腫瘍免疫活性化法を開発し
ていく必要がある。 
 申請者らは、転写因子 Bach2 が抑制性 T細
胞分化に必須であることを国際共同研究に
より発見し（Nature 2013,）、さらに最近、
Bach2 が 細 胞 障 害 性 T 細 胞 の 疲 弊
（exhaustion）を引き起こすことを見いだし
た。この異常を腫瘍免疫活性化戦略へと発展
させることの妥当性を、メラノーマ細胞移植
実験により検証した。その結果、Bach2 ノッ
クアウトマウスでは、より多くの細胞障害性
T 細胞（CD8 陽性細胞）が浸潤し、その細胞
では抑制性受容体発現が低下し、腫瘍増大が
著しく抑制されることを見いだした。この事
実より、Bach2 を不活性化する薬剤は、抗腫
瘍免疫活性化へと展開できる可能性が考え
られた。 
 
２．研究の目的 
代表者らは、補欠分子ヘムが Bach2 のリガン
ドであり、ヘムは Bach2 の DNA 結合を阻害し、
ユビキチン化と分解を促進することを報告
してきた（Blood 2011, BBA 2014;）。また、
Bach2 は PI3K-mTOR 経路の下流で１カ所のセ
リン残基がリン酸化され、細胞質へと局在を
変えて不活性化することを見いだしている
（申請時点で未発表）。これらの独自の発見
に基づいて、本研究では腫瘍免疫活性化戦略
の開発へとつなげるため、T リンパ球におけ
る Bach2 の機能の詳細、特に CD8 T リンパ球
活性化におけるその機能と標的遺伝子を同
定することを目指した。併せて、mTOR 経路の
薬剤による操作がTリンパ球応答に及ぼす効
果を調べた。 
あわせて、Bach2 阻害が液性免疫に及ぼす影
響も詳細に調べた。 
 ヘム代謝そのものは生化学の領域でも古
い研究テーマであり、律速酵素であるδアミ
ノレブリン酸合成酵素を中心としたヘム合
成量の調節機構や電子伝達系における生理
的機能など、膨大な研究成果が蓄積されてき
た。しかし、ヘム代謝の変化が免疫も含めた

細胞機能の変化へつながる可能性について
は、ほとんど取りあげられてこなかった。申
請者らの Bach2、そしてその類似因子 Bach1
がヘム受容体でもあるという発見から、ヘム
による遺伝子発現の制御という全く新しい
研究領域が開拓されてきた。この研究パラダ
イムでは、ヘムの増減が Bach2 や Bach1 の作
用を変化させ、その結果遺伝子発現が変化し、
細胞機能の恒常性が調節され、また場合によ
ってはヘムがトリガーとなって細胞状態の
変化など、動的な応答が生じることを想定し
ている。最近では、ヘム合成が形質細胞分化
を制御することも報告した。このヘムによる
遺伝子発現調節系を腫瘍免疫活性化戦略へ
と発展させることを目指す点に、本研究の萌
芽研究としての意義があると考えた。このよ
うな観点から、当初予定した Tリンパ球活性
化へのヘムの関与に加え、B リンパ球分化・
活性化の過程への関与の可能性についても
検討を進めた。 
 
３．研究の方法 
研究成果にまとめて記述する。 
 
４．研究成果 
本研究では、細胞障害性T細胞機能をおさえ、
抑制性 T 細胞分化を促進する転写因子 Bach2
に着目し、Bach2 を阻害することで腫瘍免疫
を活性化する、という斬新な治療戦略を開発
することを目指した。 
まず、野生型あるいは Bach2 ノックアウトマ
ウスに同系メラノーマ細胞を移植し、形成さ
れる腫瘍に浸潤する細胞種や数を比較した。
なお、研究提案時に得ていた予備的結果の通
り、Bach2 ノックアウトマウスではメラノー
マ腫瘍の増大が顕著に遅いことを確認でき
た。腫瘍に浸潤する細胞は、ノックアウトマ
ウスにおいて CD4および CD8陽性 T細胞の数
がより増加していることを見いだした。B リ
ンパ球については逆に低下傾向を認めた。一
方、NK 細胞やマクロファージなど自然免疫系
細胞の数には大きな差を見いださなかった。
骨髄においては著明な好酸球の増加とミエ
ロイド由来抑制細胞（MDSC）の割合の増加を
認めたが、樹状細胞の数などに違いは認めら
れなかった。このような結果から、Bach2 ノ
ックアウトマウスにメラノーマを移植した
際には獲得免疫の中でも細胞性免疫の活性
亢進がおき、これによりがん細胞の増殖が阻
害されることが考えられた。すなわち、腫瘍
免疫を活性化する上で、Bach2 が重要な標的
となる可能性が考えられた。また、MDSC 分化
への Bach2 の関与も考えられた。 
まず、MDSC との関係を調べるため、非担がん
Bach2のノックアウトマウスにおけるMDSCの
詳細を検討した。しかし、MDSC 自体の分化や
試験管内の活性化や殺細胞活性には大きな
変化は認められず、上記の実験で観察された
MDSC 割合の増加は獲得免疫系の応答に由来
する二次的なものと考えられた。 



次に、野生型および Bach2 ノックアウト T細
胞を単離し試験管内で活性化し、その系に野
生型 MDSC を添加・共培養することで、これ
ら T 細胞の MDSC 感受性を比較した。この実
験では、Bach2 が MDSC 感受性を大きく左右す
る可能性が示唆された。 
以上の結果は、Bach2 が T リンパ球系の活性
化や抑制系に対する応答を大きく左右する
転写因子であることが考えられる。この仕組
みをさらに理解するために、Bach2 標的遺伝
子を特定することを目指した。そのために、
詳細な遺伝子発現解析とBach2のクロマチン
結合部位解析の統合解析を実施した。遺伝子
発現解析では、野生型および Bach2 ノックア
ウトマウスより CD8陽性ナイーブ Tリンパ球
を単離し、試験管内で T細胞受容体およびコ
リセプターに対する抗体を添加し、活性化を
行った。そして経時的に RNA サンプルを回収
し、蛍光標識後に DNA マイクロアレイとハイ
ブリダイゼーションを行った。実験は各群マ
ウス 3匹を用いて実施した。CV 値と平均変動
値でカットオフを設け、補正検定法により発
現量が有意に変動した遺伝子群を道程した。
そうしたところ、例えば刺激前の時点で
Bach2 ノックアウト T リンパ球では 500 を超
える遺伝子群の発現が上昇していることを
見いだした。刺激後 24 時間の時点では 1200
以上の遺伝子群の発現が上昇していた。この
二つの遺伝子群のオーバーラップをしらべ
てみると重複するのは300遺伝子程度であっ
た。すなわち、Bach2 は刺激有無にかかわら
ず多くの遺伝子群の発現を抑制すること、し
かし、抑制の標的は刺激前後で大きく変化す
ることが理解された。これら遺伝子群のジー
ンオントロジー（GO）解析を行ったところ、
リンパ球活性化、細胞障害性、細胞移動、白
血球活性化、サイトカイン、炎症などに関わ
る遺伝子群が統計学的に有意な高頻度で含
まれていた。次に、比較的培養のしやすい共
通リンパ球前駆細胞株を用いてBach2クロマ
チン免疫沈降シークエンス実験を行った。そ
うすると、遺伝子発現解析で Bach2 の下流に
存在する（Bach2 ノックアウトで発現が変動
する）遺伝子の多くが、そのプロモーターや
エンハンサー候補領域にBach2が直接結合す
ることを見いだした。さらに確認するために、
組み換え Bach2 タンパク質を調整し、Bach2
結合を今回新たに見いだしたDNA領域との結
合をゲルシフト法を用いて検討した。候補
DNA 配列の多くは、Bach2 が効率的に直接結
合することを確認できた。したがって、Bach2
は Tリンパ球においてリンパ球活性化、細胞
障害性、細胞移動、白血球活性化、サイトカ
イン、炎症などに関わる遺伝子群を直接抑制
することで、CD8 陽性エフェクターT リンパ
球の分化を抑制することが考えられた。ここ
までのところをまとめると、Bach2 欠損 T 細
胞では細胞傷害性T細胞の応答が増強してい
ること、細胞傷害性に関わる多数の遺伝子の
発現がより上昇、あるいは早期に上昇するこ

とを見いだした。 
液性免疫に関しても新たな発見を成すこと
ができた。まず、Bach2 が B リンパ球の増殖
停止にも必要であることを見いだした。B リ
ンパ球の活発な増殖はpre-B細胞および抗原
刺激を受けた成熟B細胞で観察される。Pre-B
細胞では重鎖遺伝子組み換えに成功したク
ローンが活発に増殖しながら軽鎖遺伝子組
み換えが行われ、この組み換えに成功したク
ローンは増殖を停止する。この段階の細胞増
殖をマウス個体の BrdU 標識などにより調べ
たところ、Bach2 ノックアウトマウスでは増
殖停止が起きずに増殖が持続していること
が見いだされた。また、Bach2 発現リポータ
ーマウスを用いてBach2発現を調べたところ、
pre-B 細胞には Bach2 発現の高い集団と低い
集団が存在し、Bach2 発現の高い集団はほと
んど増殖していないことが見いだされた。こ
のような実験結果を合わせて考えれば、軽鎖
組み換えに成功した細胞ではBach2の発現が
何らかの機序により誘導され、これにより細
胞増殖が抑えられるという応答経路の存在
が示唆された。次に成熟 B細胞の増殖につい
ても検討を行った。成熟 B細胞は抗原刺激を
受けない限り、G0 期にあり増殖はしない。と
ころが驚いたことに、Bach2 ノックアウトマ
ウスの成熟 B 細胞は、DNA 合成期に存在する
ものが 10%近く存在していた。すなわち、
Bach2 を欠損することで、pre-B 細胞や成熟
B 細胞など、増殖停止すべきところで停止で
きないことが考えられた。 
この仕組みを理解するために、野生型および
Bach2 ノックアウトマウスより pre-B 細胞お
よび成熟 B細胞を単離し、詳細な遺伝子発現
解析を上記の手法を用いて実施した。さらに
Bach2 クロマチン結合領域のデータと統合解
析することで、サイクリン D3 遺伝子を Bach2
が直接抑制することを見いだした。すなわち、
野生型 Bリンパ球では、例えば pre-B 細胞に
て抗体軽鎖遺伝子組み換えが成功すると
Bach2 の発現が誘導され、Bach2 がサイクリ
ン D3 遺伝子などに結合してそれらの発現を
抑制する。これにより細胞周期の停止が生じ
ると考えられる。同様の仕組みは Tリンパ球
でも行われ、液性免疫および細胞性免疫のブ
レーキが踏まれることが予想される。 
以上の結果から、Bach2 を不活性化すること
は Tリンパ球と Bリンパ球の活性化につなが
るという概念をほぼ確立することができた。
今後、Bach2 を不活性化する薬剤を同定する
ことで腫瘍免疫活性化の新しい戦略が可能
になるであろう。 
その方策の一つとして、Bach2 を不活性化す
ることを既に報告している mTOR 経路の操作
が有望と考えた。そこで、実際に Tリンパ球
で mTOR 経路を阻害することで Bach2 の状態
が変化するか否かを調べ、有望な結果を得る
ことができた。 
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