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研究成果の概要（和文）：本研究ではゲノム編集技術CRISPR/Cas9 を用いて卵巣癌において免疫寛容誘導分子
PD-L1およびIDOを欠損させ、その標的治療の有用性について検討した。CRISPR/Cas9を用いてマウス卵巣癌細胞
株ID8のPD-L1欠損細胞株 (PD-L1-KO ID8)を樹立した。PD-L1-KO ID8移植マウスはControlマウスと比較し生存期
間が延長し播種腫瘍重量は減少した。PD-L1-KO移植マウスにおいて腫瘍内CD8+ T細胞、NK細胞は増加し、腫瘍内
のIFN-γ、TNF-α、IL-2、IL-12a、CXCL9・10の発現は増加した。IDO欠損の効果についてはさらに研究が必要で
ある。

研究成果の概要（英文）：This study focused on two immune tolerance-inducing molecules, Programmed 
cell death ligand 1 (PD-L1) and Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO), and their targeting therapy in 
ovarian cancer. PD-L1 was genetically disrupted in the murine ovarian cancer cell ID8 using 
CRISPR/Cas9-mediated genome editing. PD-L1 knockout (KO) and control ovarian cancer cells were 
intraperitoneally inoculated into mice. Survival time was significantly longer in the PD-L1-KO 
ID8-inoculated group, and tumor weight was significantly lower in the PD-L1-KO ID8 group. 
Intratumoral CD8+ T cells and NK cells were significantly increased in the PD-L1-KO ID8 group. The 
intratumoral mRNA expression of IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-12a, CXCL9/10 was significantly stronger in
 the PD-L1-KO ID8 groups. These results indicated that CRISPR/Cas9-mediated PD-L1 disruption 
promotes anti-tumor immunity, thereby suppressing ovarian cancer progression. Further studies are 
needed to evaluate the effects of targeting therapy for IDO.

研究分野： 婦人科腫瘍学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
卵巣癌の有する免疫回避機構を克服するため、宿主T細胞側のPD-1でなく腫瘍細胞側に発現するIDOやPD-L1の標
的治療の有用性を詳細に検討した研究は乏しい。本研究においては、これらの免疫寛容誘導分子を従来の
sh－RNAによるノックダウンではなく、CRISPR/Cas9によるゲノム編集により完全にノックアウトさせる方法を試
みた点は学術的意義がある。本研究が卵巣癌における腫瘍微小環境内免疫寛容システムのさらなる解明を促進
し、将来、アデノ随伴ウイルス等を用いてin vivoで癌自身の免疫寛容分子を特異的にブロックする遺伝子治療
開発への基盤構築に貢献することが期待できる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 

(1)卵巣癌はその半数以上が初回手術時に腹膜播種を伴う進行症例であり、そのような進行症例

に対する治療は腫瘍減量手術と化学療法が主となるが長期予後は不良である。固形癌が増殖進

展するためには、宿主の免疫監視から逃避する免疫寛容の獲得が必要であり、このシステムの存

在が従来の免疫療法の効果が不十分な原因と考えられている。 

 

(2)近年、免疫チェックポイント分子のひとつである Programmed cell death ligand 1 (PD-L1)/ 

Programmed cell death 1 (PD-1)経路が腫瘍免疫寛容にとって重要な要素であることが明らか

となり、これらをターゲットとする抗体療法が脚光を浴びている。また我々はトリプトファン代

謝酵素の１つである Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO)が婦人科癌の腫瘍免疫抑制に関与する

可能性をこれまで発表してきた。しかし卵巣癌進展における腫瘍自身の発現する PD-L1 や IDO の

機能的役割は十分に解明されておらず、その標的治療効果を実証した報告はない。 

 

2. 研究の目的 

(1)本研究では新たなゲノム編集技術であるCRISPR/Cas9 システムを用いてPD-L1およびIDOの

遺伝子欠損マウス卵巣癌細胞株を作製し、卵巣癌腹膜播種モデルを用いて卵巣癌進展における

腫瘍細胞上の PD-L1 および IDO の機能的役割を解明する。 

 

(2)さらに上記モデルにおいて、ゲノム編集による PD-L1 および IDO の遺伝子ノックアウトが卵

巣癌の標的治療として有効かどうかを検証する。 

 

3. 研究の方法 

(1) PD-L1 と IDO の遺伝子組み換えマウス卵巣癌細胞の作製 

CRISPR/Cas9システムを用いて、PD-L1遺伝子改変細胞作製用ベクターをマウス卵巣癌細胞株ID8

に導入し、PD-L1 欠損細胞株 (PD-L1-KO ID8)を樹立した。同時に control vector を導入した細

胞株 (Control ID8)を樹立し、蛋白レベルでの PD-L1 の発現の有無を確認した。また IDO 遺伝

子ノックアウトについては、ノックアウト効果が十分な細胞が確立したとはいえず、今後も研究

を継続することとした。以下の in vivo 実験は、PD-L1 ノックアウト細胞を用いて行った。 

 

(2) マウス卵巣癌腹膜播種モデルにおける腫瘍進展の比較 

PD-L1-KO ID8 および Control ID8 を C57BL/6 マウスに腹腔内移植し、播種腫瘍の重量、腹水量

と生存期間を比較検討した。 

 

(3)腫瘍浸潤リンパ球のプロファイリングとサイトカイン・ケモカイン発現の比較 

マウスより摘出した播種腫瘍組織の免疫組織化学染色を行い、腫瘍浸潤リンパ球数を PD-L1-KO 

ID8 移植マウスと Control ID8 移植マウスで比較した。また蛍光二重免疫染色を行い腫瘍内のマ

クロファージのサブセット (M1/M2)を比較した。さらに腫瘍組織から mRNA を抽出し、各種サイ

トカインおよびケモカインの発現を比較検討した。 

 

4. 研究成果 

(1) PD-L1 遺伝子ノックアウトマウス卵巣癌細胞の確立 

ゲノム編集技術である CRISPR/Cas9 を用いて PD-L1-KO ID8 においてタンパクレベルでの PD-L1



の発現欠損を確認した。また PD-L1 遺伝子の標的領域において両アレルでの遺伝子変異を認め

た。 

 

(2) マウス卵巣癌腹膜播種モデルにおける PD-L1 ノックアウトの効果 

PD-L1-KO ID8 移植マウスは Control ID8 移植マウスと比較して、生存期間は有意に延長し、さ

らに、PD-L1-KO ID8 移植マウスにおいて腹腔内移植後 70 日目の播種腫瘍重量・腹水量は Control 

ID8 移植マウスと比べて有意に減少していた。 

 

(3)PD-L1 ノックアウトの腫瘍内浸潤リンパ球およびサイトカイン・ケモカイン発現への効果 

PD-L1-KO ID8 移植マウスでは Control ID8 移植マウスと比較して、腫瘍内に浸潤する CD4+ T 細

胞、CD8+ T 細胞および NK細胞の数は有意に増加し、一方で制御性 T細胞(Treg)の数は有意に減

少した。また PD-L1-KO ID8 移植マウスの腫瘍内では M2 マクロファージと比べて M1 マクロファ

ージが有意に増加していた。さらに PD-L1-KO ID8 移植マウスでは Control ID8 移植マウスと比

較して、腫瘍内の IFN-γ、TNF-α、IL-2、IL-12a、CXCL9、CXCL10 の mRNA 発現は有意に増加し、

IL-10、CXCL1、CXCL2 の mRNA の発現は有意に減少した。 

 

(4) 研究結果の総括 

CRISPR/Cas9 を介したゲノム編集技術を用いて、腫瘍細胞上の PD-L1 遺伝子を完全に欠損させる

ことで、腫瘍微小環境内において CD8+ T 細胞、NK 細胞、M1 マクロファージが増加し、さらに

種々のサイトカイン・ケモカインが調節されることで抗腫瘍免疫が促進され、その結果として卵

巣癌の腫瘍進展が抑制されることが示された。これらの結果は PD-L1 遺伝子を標的とする治療

が卵巣癌の新たな治療戦略となり得る可能性を示した。今後、もう１つの標的免疫寛容分子であ

る IDO のノックアウトによる抗腫瘍効果の検証については、さらに研究を継続していく。 
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