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研究成果の概要（和文）：我々は、これまでに、世界に先駆けて、単なる解糖系の終末代謝産物であると考えら
れていたがんから放出される乳酸が、がんの異常な免疫環境を形成するのに関与する事を発見してきた。今回、
乳酸による免疫細胞に対する効果として、B細胞にいて、乳酸によるヒストンH3K27のアセチル化が亢進し、Breg
細胞数を増加させ、IL-10産生を増強した。また、乳酸によるTLR刺激依存的なIL-23/IL-17経路の亢進に関わる
シグナル経路を明らかにするために、CRISPR/Cas9ライブラリーをスクリーニングし、5つの遺伝子を同定した。
今後、乳酸シグナル経路の全容を解明し、がんの進展への関与を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：　　We have previously discovered that tumor-secreted lactic acid, which has
 been thought to be simply a terminal metabolite of glycolysis, is involved in the formation of an 
abnormal immune environment around tumor. In this study, we found that lactic acid enhanced 
acetylation of histone H3K27 in B cells, increased the number of Breg cells, and enhanced IL-10 
production. To elucidate the signaling pathways involved in the TLR signal-dependent enhancement of 
IL-23/IL-17 pathway by lactic acid, we screened CRISPR/Cas9 library and identified five genes. We 
will elucidate the entire lactic acid signaling pathway and clarify its involvement in cancer 
progression. 

研究分野：がん免疫

キーワード： 乳酸　ヒストン修飾　がんの微小環境　IL-23　IL-17　IL-10　Breg

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がんの代謝の変化は、がんの大きな特徴の１つであり、がんの環境を作り出すのに大きく関与している。それゆ
え、第4の治療として確立された免疫チェックポイント阻害剤の効果を左右すると考えられる。我々は、解糖系
の終末代謝産物であると考えられていたがんから放出される乳酸が、免疫細胞の機能に大きく影響を与える事を
明らかにしており、今回、そのシグナル経路の一部を同定した。本研究は、がんの代謝の変化を標的にした第
2、第3のがん免疫療法開発のために貢献できる研究となると考えられる。

※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 
我々は、これまでに、世界に先駆けて単なる解糖系の終末代謝産物であると考えられていたが
んから放出される乳酸が、がんの異常な免疫環境を形成するのに関与する事を発見してきた。 
がんが代謝異常を示す事やがん組織に浸潤した免疫細胞が炎症を誘導し免疫を抑制する事は、
Hanahan, D.と Weinberg, R.によって 2011 年に Cell 誌に発表された Hallmarks of Cancer: 
The next generation において、がんの特徴として新たに加えられた。しかし、がんがどのよう
にそのような免疫環境を形成するかという問いに答えられる報告は少なく、まだまだ不明な点
が多い。がんの微小環境には、がんの進展とともにたくさんの免疫細胞が集積していることが報
告されており、多くのがんで共通の特徴である。免疫チェックポイント機構の解明やその阻害剤
の開発によって、がんによる免疫抑制メカニズムの一端は確かにわかってきたが、その免疫細胞
が、なぜ腫瘍組織内に集積して、腫瘍の進展を促進するのかその理由はよくわかっていない。 
また、これまでに、IL-23 が腫瘍の進展に大きく関与する事が報告されていたが、我々は、腫
瘍細胞株の培養上清が、Toll-like receptor 2 (TLR2)のリガンド刺激によって誘導される 
IL23p19 (IL23A) の発現を転写レベルで著しく促進する事を見つけ、その促進因子が乳酸であ
る事を 2008 年に報告した(右図)。さらに、
その後、IL-23 の産生増強によって、Th17
細胞や IL-17 産生細胞からの IL-17 産生
が増加する事も示した。腫瘍における IL-
23/IL-17 経路の活性化は、線維芽細胞や
内皮細胞に働き、がん組織の再構築に関
与すると考えられる。さらに、乳酸は、
HIF1α の活性化を介して、マクロファー
ジの Arginase I を発現する M2 様細胞に
分化誘導を促進させ、抗がん免疫の抑制
に働くことを明らかにした。また、すで
に、我々は、未発表ながら、乳酸が、H3K27
のアセチル化を特異的に促進する事を明
らかにしている。これらの乳酸シグナル
が、免疫細胞に対して大きな影響があることから、乳酸シグナルは、がんの微小環境形成に大き
く関与していることが予想される。そこで、乳酸シグナルをを標的にした治療法をめざし、今回
研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
多くのがんに共通の性質である乳酸産生の亢進によって形成される異常な免疫環境の分子メカ
ニズムを解明するために、乳酸シグナルの全容を解明し、それをターゲットにすることによって、
がんの進展を促進する炎症の誘導と免疫抑制という一見相反する現象の両方を同時に標的とす
ることができる治療法の開発をめざす。乳酸シグナルの全容解明のために、今回、(1) 乳酸シグ
ナルによる H3K27 のアセチル化亢進メカニズムの解明 (2) 乳酸シグナル経路に関わる遺伝子
のクローニング (3) 頭頸部がんにおける FDG-PET/CT を用いた免疫状態の検討 を行なった。 
 
３．研究の方法 
(1) 乳酸シグナルによる H3K27 のアセチル化亢進メカニズムの解明 
乳酸による H3K27 のアセチル化亢進メカニズムの解析を行うために、ヘルパーT 細胞を解析

するために開発された MHC class II に提示された Ovalbumin を認識する T 細胞受容体を発現
するマウス OT-II マウスを用いて、どの細胞において H3K27 のアセチル化の亢進が誘導される
かを FACS で検討した。さらに、H3K27 のアセ
チル化を誘導するシグナルが GPCR である可能
性から、阻害剤による検討を行なった。また、サ
イトカイン産生に与える影響を調べるために、
RNAseq を行い、乳酸によって誘導されるサイト
カインの検討を行なった。 
 
(2) 乳酸シグナル経路に関わる遺伝子のクロー

ニング 
乳酸による IL23A 発現増強に関わる遺伝子を同
定するために、EGFP の上流に IL23Aプロモー
ター領域のうち、乳酸応答部位を 4 個タンデム
に繋いだプラスミドを作製し、マクロファージ細
胞株 J774.1 細胞株に導入した。この細胞株で乳



 

 

酸応答性を確認したところ、TLR2
リガンドでの刺激に対して、乳酸を
加えると、EGFP の発現が上昇する
ことが明らかとなった。そこで、こ
の細胞株を用いて、CRISPR/Cas9 を
用いたゲノムワイド gRNAライブラ
リースクリーニングを行なった（右
図）。J774.1 細胞株に Cas9 を発現さ
せ、そこに、gRNA レンチウイルス
ライブラリー (2 x104 遺伝子 約 1 
x105種類の gRNA を含む)を感染さ
せた後、TLR2 リガンドおよび乳酸
で刺激して、乳酸に応答しない細胞
をセルソーターを用いて回収した。その細胞から gRNA領域を PCR で増幅後、次世代シークエ
ンスによって、濃縮された gRNA領域から遺伝子を同定した。 
 
(3)頭頸部がんにおける FDG-PET/CT を用いた免疫状態の検討 
FDG-PET/CT の指標のうち、pSUVmax, pSUVmean, pMTV, pTLG と末梢血の白血球数やその
分画、CRP や組織におけるマクロファージの集積度を比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 乳酸による B 細胞のヒストン H3K27 のアセチル化の誘導と IL-10 産生 
我々は、乳酸が、転写をアクティブに調節する H3K27 を亢進することをこれまでに明らかにし
てきた。そこで、どのような細胞が乳酸によって H3K27 のアセチル化を亢進するかを検討した
ところ、CD11b陽性単球と B 細胞において亢進していたが、T 細胞では亢進は認められなかっ
た。その他のヒストン修飾にも軽度の変化は認められたが、H3K27 のアセチル化が顕著であっ
た。この B 細胞に対する H3K27 のアセチル化亢進は、CD40L-CD40相互作用依存的であった。
さらに、B 細胞に与える影響を解析するために、RNAseq を行なったところ、Il10 が顕著に上昇
し、Breg 細胞の割合が増加していた。それゆえ、乳酸は、IL-10 の産生を増強し、免疫応答を負
に制御している可能性が示唆された。アセチル化の亢進や IL-10 の産生亢進は、G タンパク質
共役受容体の下流タンパク質である EPAC1/2 の阻害剤で有意に抑制された。それゆえ、
EPAC1/2 の阻害剤は、乳酸の効果を抑制し、担がん状態の免疫環境を改善する可能性が考えら
れた。本成果は、2021 年、2022 年のがん免疫学会で報告し、現在、論文を投稿準備中である。 
(Muraoka, S.et. al, Tumor-derived lactic acid promotes acetylation of Histone H3K27 and 
increases IL-10-producing B cells. under preparation) 
 
(2) 乳酸シグナル経路に関わる遺伝子のクローニング 
我々は、CRISPR/Cas9 システムを用いたゲノム
ワイドスクリーニングの共同研究を、そのシス
テムの開発者の京都大学医生物学研究所の遊佐
宏介教授とおこない、乳酸シグナル経路に関わ
る遺伝子のクローニングを行なった。その結果、
乳酸に応答しない細胞を回収し、次世代シーク
エンサーによって gRNA領域の配列を解読し、
MAGeCK で解析をして、候補遺伝子を絞り込ん
だ。さらに、それらの中から、候補 gNRA を選
び出し、再度、Cas9 を発現する J774.1 細胞株
に導入したところ、右図に示すように 5 つの遺
伝子が、再現よく、TLR2 リガンド刺激には応答
するが、乳酸には応答しなくなった。これらの遺伝子に関して、今後、コンディショナルノック
アウトマウスを作製して、個体レベルで、または細胞レベルで、腫瘍環境における機能を解析す
る予定で、すでに、マウスの作製を行なっている。 
 
(3) 頭頸部がんにおける FDG-PET/CT を用いた免疫状態の検討 
頭頸部がんにおいて、FDG-PET/CT の指標と免疫状態の解析を行なった。pSUVmax と
pSUVmean は、糖の取り込みの高い腫瘍を示し、pMTV と pTLG は、腫瘍の大きさを反映して
いると考えられた。がん患者の末梢の白血球数とくに好中球数や CRP は、どの指標とも有意な
差が観察された。さらに、組織中における M2 マクロファージのマーカーの CD163 と汎マクロ
ファージのマーカーであるCD68の比CD163/CD68をFDG-PET/CTの指標で比較したところ、
pSUVmax と pSUVmean の高い症例は、CD163/CD68 が高い傾向を示した。すなわち、解糖系
が亢進し、Warburg効果が進行した腫瘍は、M2 マクロファージの比率が高い傾向があることが
示された (Ohashi et al, 2020)。 
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An Immune-Stimulatory Helix?Loop?Helix Peptide: Selective Inhibition of CTLA-4?B7 Interaction

ACS Chemical Biology 360～368

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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有
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Eculizumab for Severe Thrombotic Microangiopathy Secondary to Surgical Invasive Stress and
Bleeding

Internal Medicine 93～99

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
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Junichiro、Sawai Toshihiro、Hidaka Yoshihiko、Ohtani Katsuki、Inoue Norimitsu、Shibagaki Yugo

59



2022年

〔学会発表〕　計12件（うち招待講演　7件／うち国際学会　1件）

2020年

2020年

2020年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

自己炎症性疾患と自己炎症訓性角化症「自己炎症としての補体異常症」

補体と疾患 ―補体の世界へようこそ―

「笑い」の免疫に対する効果を測れるか？

第119回日本皮膚科学会総会（招待講演）

第56回日本移植学会総会（招待講演）
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Potent adjuvant effect elicited for tumor immunotherapy by a liposome conjugated pH-sensitive
polymer and dendritic cell-targeting Toll-like-receptor ligand

Vaccine 1448～1457
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第122回日本小児科学会学術集会（招待講演）

第4回和歌山小児感染・免疫・腫瘍研究会（招待講演）

17th European Meeting on complement in Human disease（国際学会）
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 ４．発表年

補体による生体防御機構と疾患

BIOCHEMICAL AND GENETIC ANALYSES OF COMPLEMENT-RELATED FACTORS IN JAPANESE PATIENTS WITH HYPERTENSIVE DISORDERS OF PREGNANCY

「お笑い」が免疫に及ぼす影響の網羅的な解析第2報-わろてまえ劇場2018-

補体系と臨床医学 -up to date-「補体系と疾患総論」



2019年～2020年

2021年

2021年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第3回　日本免疫不全・自己炎症学会（招待講演）

第25回日本がん免疫学会総会（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名
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がんから分泌される乳酸依存的なヒストンH3のアセチル化誘導
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補体システムと病気

乳酸シグナルによるがんの免疫環境形成

乳酸シグナル依存的なヒストンH3アセチル化による遺伝子制御
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