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研究成果の概要（和文）：DOCK2は、リンパ球の遊走・活性化に不可欠なRac活性化分子であり、その変異はヒト
において重篤な免疫不全症を発症する。研究代表者は最近、硫酸基転移酵素SULT2B1bによって生成されるコレス
テロール硫酸（CS）がDOCK2の内因性阻害物質として機能することを見出した。本研究では、がんを対象に解析
を行い、1) 大腸がんといった特定のがんではCSの産生が亢進している事：2) CSを産生するがん細胞では、産生
しないがん細胞と比較して、抗腫瘍免疫や免疫チェックポイント阻害に抵抗性を示す事を明らかにした。そこ
で、化合物スクリーニングを実施し、SULT2B1bの選択的阻害剤候補を同定した。

研究成果の概要（英文）：DOCK2 is a Rac activator critical for migration and activation of 
lymphocytes and its mutations cause severe immunodeficiency in humans. We recently found that 
cholesterol sulfate (CS), a lipid product of the sulfotransferase SULT2B1b, acts as a DOCK2 
inhibitor and prevents tissue infiltration by effector T cells. In this study, we analyzed 
expression and function of CS, mainly focusing on cancer tissues and obtained the following results.
 1) CS is abundantly produced in certain types of human cancers such as colon cancers. 2) 
CS-producing cancer cells exhibited resistance to cancer-specific T cell transfer and immune 
checkpoint blockade. Then, we screened chemical library and identified candidate compounds of 
SULT2B1b inhibitors.

研究分野： 機能生物化学

キーワード： 遺伝子発現　生理活性脂質　生体機能

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、新しいがんの免疫回避メカニズムの理解につながるものであり、その学術的意義は大きい。ま
た現在、免疫チェックポイント阻害やCAR-T細胞療法に加え、iPS細胞を用いてがん特異的T細胞を増幅・移入す
る試みもなされているが、こららの免疫療法が効果を発揮するには、T細胞ががん組織に浸潤することが必要で
ある。本研究の成果により、臨床応用可能なSULT2B1b阻害剤が開発され、がんの免疫回避環境を破壊することが
できれば、その社会的、経済的インパクトは大きいと期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
生体には免疫監視機構が発動しにくい組織や空間が存在し、これを免疫特権部位（immune-

privileged site）と呼ぶ。例えば、胎児が母体の免疫系からの攻撃を回避するメカニズムを有

していることは良く知られた事実であり、眼球や精巣、脳、がん組織においても同様の抑制機構

が存在すると考えられている。この免疫特権という概念は、1948 年に Peter Medawar 博士（1960

年ノーベル生理学・医学賞受賞）により提唱されたものであるが、70 年経った今も、免疫特権

の実体は依然として不明である。 

 

DOCK ファミリー分子は、DHR-2 ドメインを介して低分子量 G タンパク質を活性化する新しいタ

イプのグアニンヌクレオチド交換因子（GEF）である。研究代表者は、免疫系特異的に発現する

分子として DOCK2 を同定し、DOCK2 がケモカイン受容体や抗原受容体の下流で機能する Rac 活性

化分子であり、リンパ球の遊走や免疫シナプス形成に不可欠であることを世界に先駆けて明ら

かにした（Fukui et al Nature 2001; Sanui et al Immunity 2003; Nombela-Arrieta et al 

Immunity 2004; Jiang et al J Exp Med 2005; Tanaka et al Nature Immunol 2007; Sakai et 

al Blood 2013）。また、DOCK2 は好中球の遊走や活性酸素産生においても重要な役割を演じてお

り (Kunisaki et al J Cell Biol 2006; Nishikimi et al Science 2009; Watanabe et al J 

Immunol 2014)、その変異はヒトにおいて重篤な免疫不全症を発症する（Dobbs et al N Engl J 

Med 2015）。このように DOCK2 は免疫監視機構において中心的役割を演じている。 

 

SULT2B1a と SULT2B1b は、3'-phosphoadenosine-5'-phosphosulfate (PAPS) を供与体として、

基質に硫酸基を付与する硫酸基転移酵素である。これらの分子は、alternative splicing によ

って同一の遺伝子から生成されるが、SULT2B1a が主にプレグネノロンを硫酸化するのに対して、

SULT2B1b はコレステロール硫酸（CS）の産生に重要な役割を演じている。SULT2B1b は、妊娠時

の胎盤や子宮、がん組織でその発現が上昇することが報告されているが、その発現制御機構も機

能的意義も明らかではない。 

 
研究代表者は、CS が DOCK2 の内因性阻害物質であり、DOCK2 の DHR-2 ドメインに高い親和性で

会合し、その Rac 活性化をブロックすることで、リンパ球や好中球といった免疫細胞の遊走・浸

潤を抑制することを見出した（Sakurai et al Science Signal 2018）。このような抑制効果は、

CS から硫酸基をとったコレステロールや、硫酸基を酢酸基に変えたコレステロール酢酸では認

められない。また、同じ硫酸基があっても DHEA 硫酸や SULT2B1a によって生成されるプレグネノ

ロン硫酸には、DOCK2 に対する抑制効果はない。一方、CS は古典的な GEF である Tiam1 や Trio

の Rac 活性化には影響を与えなかった。このことから、CS は DOCK2 の特異的・選択的阻害剤で

あることが示された。 

 
マウスにおいて SULT2B1b は、定常状態では涙に脂質成分を供給するハーダー腺に最も強く発

現していた。この結果と一致して、ハーダー腺では大量の CS が産生されており、その産生は

Sult2b1遺伝子欠損マウス（SULT2B1a と SULT2B1b がいずれも欠損する）では消失した。CS産

生の有無が眼内炎症に及ぼす影響を明らかにするために、２つのモデルを用いて解析したとこ

ろ、CS が産生できないと炎症細胞浸潤が亢進したが、いずれにおいても CS を点眼することで



抑制された（Sakurai et al Science Signal 2018）。このことから、SULT2B1b は、他の組織に

おいても、局所的に CS を産生することで、免疫回避のための微小環境形成に寄与している可

能性が示唆された。 

 
２．研究の目的 
本研究では、ヒトの妊娠時胎盤やがん組織を用いて、 

①SULT2B1b の遺伝子発現制御機構を解明し、 

②その発現を個体レベルでモニターできるレポーターマウスを開発すると共に、 

がん組織等を対象に、 

③SULT2B1b を介した CS産生の免疫回避における機能的重要性を実証し、 

④SULT2B1b の選択的阻害剤の探索・開発を行うことを目的とする。 

 
３．研究の方法 
Sult2b1b遺伝子発現発現 
l ヒトおよびマウス由来の胎盤サンプルを用いて RNAseqを行い、Sult2b1b遺伝子の発現を妊

娠の時系列に沿って実施する。また、RNAseqのデータを基に、Sult2b1b遺伝子を発現する

胎盤の細胞を特定する。 

l 大腸がん、胃がん、食道がん、肺がんといった種々のヒトがんの手術検体（がん組織と正常

組織）を対象に、Sult2b1b遺伝子発現を解析すると共に、最終産物である CS の産生を、質

量分析イメージングを用いて解析する。 

 

SULT2B1b の発現をモニターできるレポーターマウスの開発 

l SULT2B1b の発現を個体レベルでモニターできるノックインマウスを作製する。このマウ

スを用いて、これまで検討できていなかった組織における SULT2B1b の発現を詳細に解析

すると共に、妊娠における胎盤や子宮内膜における発現を、時系列を追って解析する。 

免疫回避におけるCSの機能的重要性の実証 

l SULT2B1bの発現を欠くC57BL/6マウス由来の乳がん細胞株（E0771）に、SULT2B1bを強制発現

した細胞株（E0771-SULT）を開発し、これを用いて、CSの産生が免疫細胞の動き（trans-

cancer migration）やT細胞の活性化、NK細胞によるkillingにどのように影響するのか、in 

vitroで解析する。 

l E0771とE0771-SULTに、ネオ抗原として、I-Ab分子にOVA抗原ペプチドを共有結合させたMHC

クラスII分子を発現させたがん細胞株を樹立している。これらのがん細胞株をC57BL/6マウ

スに移植し、OTII TCRトランスジェニックマウス由来のCD4+ T細胞を移入することで、抗

がん免疫応答におけるCSの関与を、マウス個体で解析する。また、同様な実験をOVA抗原を

発現させたがん細胞株とOTI CD8+ T細胞を用いて実施する。 

l E0771とE0771-SULTをC57BL/6マウスに移植し、免疫チェックポイント阻害剤の効果に及ぼ

すCSの影響を、マウス個体で解析する。必要に応じて、E0771とE0771-SULTにPDL1を高発現

させる細胞株を開発し、使用する。 

 

SULT2B1b の選択的阻害剤の探索・開発 

l SULT2B1bの結晶構造と類縁タンパク質の阻害剤情報がありin silicoスクリーニングに適し

た条件が整っている。そこで、これらの情報に基づいて、in silicoスクリーニングを実施

する。得られた候補化合物に関して生化学的に解析すると共に、前述したE0771#22のCS産生



阻害を指標に、ヒット化合物を絞り込む。 

４．研究成果 
 

Sult2b1b遺伝子の発現制御 

l single cell RNAseqの解析から、CS合成酵素である SULT2B1b が合胞体栄養膜細胞で発現

しており、その発現が妊娠中期に亢進することを明らかにした。 

l 大腸がん 28 例、腎臓がん 5例、前立腺がん 7例に関して CS の定量解析を行い、その結果、

大腸がんと前立腺がんで CS の産生が亢進していること、腎臓がんではほとんんど産生がな

いことを見出した。さらに、当初の予定に加えて、CS イメージングと組み合わせることで、

大腸がんサンプルにおいて、CS の産生と CD8+ T 細胞の浸潤が逆相関することを明らかし

た。 

 

SULT2B1b の発現をモニターできるレポーターマウスの開発 

l CRISPR/CAS9 のシステムを用いて、SULT2B1b のレポーターマウスを新たに開発し、SULT2B1b

が合胞体栄養膜細胞で発現していることを確認した。 

 

免疫回避におけるCSの機能的重要性の実証 

SULT2B1b の発現を欠く乳がん細胞株 E0071 に、SULT2B1b を強制発現した細胞株（E0771-SULT）

を樹立した。この細胞株では、CS の産生はもちろん、細胞外への CS の分泌が亢進しており、in 

vitro での増殖には違いがないものの、1) syngeneic マウスに移植した場合、 腫瘍の増大が早

いこと、2) 免疫チェックポイント阻害に抵抗性を示すこと、3) 人工的なネオ抗原として I-

Ab/OVA複合体を発現させ、マウスに移植し、それを認識する CD4+ T 細胞を移入した場合、T 細

胞移入に抵抗性を示すことを実証した。同様の結果は、肺がん細胞株 3LLにおいて CS を過剰産

生させた場合にも認められた。また、OVA抗原を発現する Tリンパ腫細胞株 EL4 を用いて解析を

行い、CS の産生により、CD8+ T 細胞による免疫応答も障害されることも示した。以上の成果は、

CS が腫瘍の免疫回避において重要な役割を演じることを実証するものである。 

 

SULT2B1b の選択的阻害剤の探索・開発 

SULT2B1b の結晶構造と類縁タンパク質の阻害剤情報を基に、6,900,000 化合物を対象としたイ

ンシリコスクリーニングを実施し、442個の候補化合物に関してウエットスクリーニングを行い、

最終的に有望な化合物を２つ同定した。うち１つの化合物（C3）は、マウスに投与することで、

免疫チェックポイント阻害に抵抗性を示す E0771-SULTを感受性に変える効果があった。以上の

成果は、がんの免疫回避を克服するための突破口となるものと期待される。 

 

CS の作用機序を模式的に示す 
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