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研究成果の概要（和文）：PD-1抗体を介したがん免疫治療が劇的な抗腫瘍効果を示し、世界から注目を集めてい
る。しかし、一定のがん患者には不応答性であり、その原因追求が急務である。患者間の腫瘍組織のゲノムシー
クエンスの比較や、がんの試験管内スクリーニング法を用いて、PD-1抗体治療感受性決定遺伝子の同定を試られ
ているが、いくつか困難な点がある。我々は、CRISPR技術を用いた同株由来細胞ライブラリーの作成と、それを
生体内のがん排除免疫システムにセレクションさせる手法を考案した。その結果、PD-1抗体治療の効果を規定す
る遺伝子の同定に成功した。これらの成果はPD-1抗体治療不応答性のバイオマーカーとなり得る。

研究成果の概要（英文）：PD-1 blockade cancer immunotherapy revolutionized the cancer treatment. 
However, there are still substantial population unresponsive to the therapy, and to elute the 
unresponsive mechanism is urgently necessary. Although many researchers try to identify the 
responsible genes through genome sequencing and/or in vitro screening using patients' samples, these
 studies are hampered by several reasons. We established a screening system of responsible genes by 
combining the CRISPR-based cell library derived from mono cell line and the selection system of 
tumors through anti-tumor immunity in vivo. Using this system, we identified several tumor genes 
associated with responsiveness to the PD-1 blockade immunotherapy.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
PD-1抗体がん免疫治療はその治療効果が注目され様々ながん腫に適応されているが、その一方で不応答性の患者
の多く存在する。PD-1抗体は高価な薬のため医療経済を圧迫する恐れもある。早急にPD-1抗体に対する有効性を
判断するバイオマーカーとのその分子のがん治療における意義を解明し、不応答性患者を救済する手段を考案す
る必要がある。我々はこれまでのスクリーニンスシステムの問題を改善し、新しい遺伝子スクリーニングシステ
ムを開発した。このシステムをマウスモデルに用い、PD-1抗体治療の治療効果を規定する複数の腫瘍由来遺伝子
を同定した。これらの結果は、今後の不応答性原因の解明に大きく貢献するものである。



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

  我々の研究グループは PD-1 分子を同定し、PD-1 抗体治療の動物試験・臨床試験を世界に
先駆け実行してきた。現在、PD-1 抗体治療ががん治療効果を劇的に向上させ、PD-1 抗体治療
ががん治療における第４の治療法として確立しつつある。しかし、一定の割合で不応答性患
者が存在するのも事実であり、その原因解明は急務である。現在、不応答性患者の原因の追
求が世界中で行われているが、明確な成果はあまり得られていない。その原因は２つ挙げる
ことができる： 
1) 個体別の腫瘍を用いて比較するため、個体間の遺伝子背景の違いに埋没し、PD-1 抗体治
療の応答性を規定する遺伝子のみの抽出が極めて困難である。 
2) 応答性決定遺伝子を抽出するためのスクリーニングが主に試験管内のシステムに依存し
ているため、生体内における高度で複雑なスクリーニング結果を反映した遺伝子を抽出
することは極めて困難である。 

  これらの問題点をふまえ我々は、１）同株腫瘍由来細胞ライブラリーを用いること、２）
生体内での高度な免疫複合システムに応答性決定遺伝子をスクリーニングさせる手法を考案
した。 
 
２．研究の目的 
近い将来、PD-1 抗体はさまざまながん種に承認されることは明らかである。PD-1 抗体による
不応答性の原因を解明し、それらを取り除く方法を開発することは急務である。現在多くの
研究者が腫瘍の違いに注目し、その原因を追究しているが、次の２つの理由により明確な成
果は得られていない：(1) 個体別の腫瘍を用いて比較するため、個体間の遺伝子背景の違い
に埋没し、PD-1 抗体治療の応答性決定遺伝子のみの抽出が困難である。(2) 応答性遺伝子を
抽出するためのスクリーニングが主に試験管内のシステムに依存している。それゆえ、生体
内における高度で複雑なセレクション結果を反映した遺伝子を抽出することは極めて困難で
ある。これらの問題点を克服するため、我々は、（1）CRISPR ライブラリーを用い、同株由来
細胞ライブラリーを用いたスクリーニングシステムを開発する。これにより遺子背景の差を
考えることなく、PD-1 抗体治療の応答性を規定する遺伝子のみの抽出することが可能となる。
また、(2)生体内の腫瘍排除複合システムによる高度なスクリーニング法を開発し、試験管内
の単純システムでは得られない真の応答性決定遺伝子の同定を目指す。生体内における抗腫
瘍免疫反応は複雑であることから、同定された遺伝子は、免疫だけでなく代謝・血管・内分
泌系等の多岐にわたる分野に関連する遺伝子が同定される可能性が高い。これらの観点から、
本プロジェクトはこれまでの学術・研究体型を大きく変えうる革新的プロジェクトになると
予想される。 
 
３. 研究の方法 
1) PD-1 抗体治療に対し半感受性のマウス腫瘍株に CRISPR ライブラリーを導入し、１細胞あ
たり１遺伝子がランダムに欠損する細胞ライブラリーを作成する。この細胞ライブラリーを
マウスに接種し、PD-1 阻害治療をおこなう。この時、生体内において試験管内では再現でき
ない高度なスクリーニングが起こり、腫瘍がヒトの生体内で免疫複合システムにセレクショ
ンされる状態を再現できる。これらの生体内免疫セレクションにより、クロ-ンレベルで増え
る細胞（抵抗性を獲得した細胞）と減る細胞（感受性を獲得した細胞）が出現すると予想さ
れる。 
2) セレクション後に腫瘍塊から DNA を抽出し、DNA に挿入された CRISPR の guide RNA 配列を
読み込む。それらの read 数を比較し、抵抗性と感受性を決定する遺伝子を同定する（詳細は
研究計画を参照）。同定した遺伝子を親株に過剰発現もしくは欠損させ、本遺伝子が PD-1 抗
体治療に対して正もしくは負に感受性を制御するか、PD-1 抗体治療系を用いて再確認する。 
さらにこれらの遺伝子過剰発現もしくは欠損させたがん細胞株を用いて、腫瘍拒絶メカニズ
ム解明をおこなう。重要な点は、生体内における抗腫瘍免疫反応は非常に高度なシステムを
有しており、腫瘍拒絶反応は免疫だけでなく、血管・代謝・内分泌系の多岐にわたる生体内
恒常性システムの結果である。よって本研究から得られたがん由来決定遺伝子は、免疫だけ
でなく、他分野をもふくめた横断的な解析を行う。これらの解析は他分野を巻き込んだ新学
術分野の発展に寄与する可能性がある。 
４．研究成果 
CRISPR ライブラリーを用いて大腸がん MC38 をベースにした細胞ライブラリーを作成した。こ
の細胞ライブラリーはおおよそ１細胞に１遺伝子変異起こすような確率で感染効率を調整し
た。このライブラリーを野生型マウスに接種し、腫瘍が大きくなったところで、PD-1 阻害抗
体を約１週間ごとに２回投与した。本来であれば、MC38 は PD-1 阻害によって拒絶されるとこ



ろ、本細胞ライブラリーでは、PD-1 阻害後も腫瘍形成
が見られた。そこで、腫瘍接種後約２週間で腫瘍を回
収し、DNA を回収ののち、PCR にて gRNA 配列部分を増
やし 100 クローン以上、gRNA 配列を検討した。その結
果、98 %以上のクローンが単一の Type-I IFN 関連の遺
伝子であった。この遺伝子をノックアウトした MC38 株
を PD-1 欠損マウスに投与したところ、右図に示すよう
に PD-1 欠損マウスにおいても拒絶されることはなか
った。このことは、MC38 は自ら Type-I IFN を産生す
るが、PD-1 阻害を行った際には免疫による腫瘍拒絶に重要であると考えられた。このことは
拒絶される腫瘍の中にはこのように Type-I IFN を産生している細胞もあり、PD-1 抗体の有効
性の決定に大きく関与していることを表している。本研究により発見されたメカニズムは、
PD-1 抗体有効性の予測バイオマーカーになる可能性もあり、今後大いに期待できる結果であ
る。 
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