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研究成果の概要（和文）：遺伝子発現解析とATAC-seqの結果から、TCRシグナルで誘導される遺伝子を複数のグ
ループに分類した。それらの中で、CpG頻度、ATACシグナル、刺激前の発現量が高いグループは弱いTCRシグナル
でも発現上昇し、PD-1による抑制を受けにくい傾向を有していた。反対に、CpG頻度、ATACシグナル、刺激前の
発現量が低いグループは発現上昇に強いTCRシグナルを必要とし、PD-1による抑制を受けやすい傾向を有してい
た。また、TCR刺激による遺伝子発現上昇と同様に、開放に強いTCRシグナルを必要とするATACピークほど、PD-1
による抑制を受けやすいことを見出した。

研究成果の概要（英文）：We performed cap analysis of gene expression (CAGE) and assay for 
trasposase-accessible chromatin with high-throughput sequencing (ATAC-seq) of TCR-inducible genes 
and found that TCR-inducible genes can be categorized into several groups based on their expression 
and epigenetic profiles. TCR-inducible genes in the group with high CpG frequency, high ATAC signal,
 and high mRNA expression before TCR-stimulation required weak TCR signal for upregulation and were 
resistant to PD-1-mediated inhibition. On the other hand, TCR-inducible genes in the group with low 
CpG frequency, low ATAC signal, and low mRNA expression before TCR-stimulation required strong TCR 
signal for upregulation and were sensitive to PD-1-mediated inhibition. We also found that ATAC 
peaks which required strong TCR signal to be opened were sensitive to PD-1-mediated inhibition.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、抗PD-1抗体によるがんの治療が注目を集めている。しかし、PD-1がTCRシグナルで誘導される遺伝子発現
に及ぼす影響の詳細は分かっていなかった。これまでの研究により、PD-1によって発現が抑制されやすい遺伝子
とされにくい遺伝子が存在することを明らかにしてきたが、その詳細なメカニズムは不明であった。
本研究により、PD-1による抑制を受けやすい遺伝子はクロマチンの状態に特徴があることが分かった。すなわ
ち、T細胞の状態によってPD-1の影響が異なることが示唆された。PD-1を標的とした治療を行う際にクロマチン
の状態を変化させることで、治療効果の増強や副作用の軽減が可能になると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 約３０年前より、日本での死因の第１位はがんとなっている。従来のがん治療法は外科療法、
化学療法、放射線療法が中心であった。近年はこれらに加えて免疫療法の開発が進んでおり、特
に抗 PD-1 抗体によるがん治療はメラノーマなどのがんに対して、化学療法よりも優れた治療成
績を示している（Robert et al, N Engl J Med, 2015）。 
 免疫系は病原体を排除するために存在するが、過度の免疫応答は自己組織にも損傷を与えて
しまう。このような過度の免疫応答を抑制する機能をもった分子が免疫抑制受容体 PD-1 である
（Okazaki et al, Nat Immunol, 2013）。一部のがん細胞は PD-1 のリガンドである PD-L1 を発現す
ることで、免疫系からの攻撃を免れている。よって、抗 PD-1 抗体を用いて PD-1 の機能を阻害
すると、がん細胞を免疫系が攻撃できるようになり、がんの治療が可能となる。 
 PD-1 は主に T 細胞に発現している。T 細胞が T 細胞受容体（TCR）を介して病原体やがんの
抗原を認識すると、TCR シグナルが活性化する。TCR シグナルの下流では様々な遺伝子発現が
誘導され、免疫応答が促進される。PD-1 は SHP-2 ホスファターゼをリクルートし、TCR シグナ
ルによってリン酸化されるシグナル分子を脱リン酸化することが知られていたので（Sheppard et 
al, FEBS Lett, 2004）、PD-1 は TCR シグナルによって誘導される遺伝子発現を一様に抑制すると
考えられたが、それを証明した報告はなかった。 
 申請者はこれまでの研究で、Cap Analysis of Gene Expression（CAGE）を用いたトランスクリプ
トーム解析を行い、PD-1 によって発現が抑制される遺伝子とされない遺伝子があることを明ら
かにした。また、T 細胞を刺激する強度を変化させた場合の遺伝子発現量を比較することにより、
それぞれの遺伝子は発現上昇するために異なる刺激強度が必要であることを見出した。最大の
発現量の半分の発現量を誘導するために必要な刺激強度を EC50 として算出すると、EC50 が高い
遺伝子ほど PD-1 による抑制を受けやすいことが明らかになった（Shimizu et al, Mol Cell, 2020）。 
 CAGE は mRNA の 5’末端の配列を次世代シーケンサにて決定するため、mRNA の転写開始点
を決定することができる。PD-1 によって発現が抑制されにくい遺伝子の転写開始点付近には高
頻度で CpG アイランドが存在していることがわかった。CpG アイランドが存在するプロモータ
ーはクロマチンがオープンになっていることが多いことが知られている（Zhou et al, Nat Rev 
Genet, 2011）。したがって、刺激前からクロマチンがオープンになっている遺伝子は PD-1 によっ
て抑制を受けにくいと考えられる。CpG アイランドの有無によるクロマチンの状態の予測には
曖昧さがあるので、より直接的な方法でクロマチンの状態を調べる必要があった。 
 
２．研究の目的 
 PD-1 によって発現が抑制される遺伝子とされない遺伝子がどのように決まっているのかとい
う問いに答えるために、ATAC-seq を実施し、クロマチンの状態と PD-1 の抑制効果の関係性を
明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 PD-1 刺激あり、またはなしの条件で、T 細胞を様々な強度で刺激し、ATAC-seq のサンプルと
した。刺激によって上昇する ATAC ピークを同定し、その ATAC ピークの±500bpにおける ATAC
シグナルを算出した。また、CAGE により同定した転写開始点の±500bp における ATAC シグナ
ルを算出した。 
 
４．研究成果 
 T 細胞を刺激することによって上昇する ATAC ピークを約 5000 個同定した。図 1 に例を示す
ように、各 ATAC ピークは刺激強度依存的に上昇していた。また、PD-1 の抑制効果は各 ATAC
ピークによって異なっていた。そこで、各 ATAC ピークの EC50と PD-1 感受性を算出すると、転
写制御と同様に、EC50 が高い ATAC ピークほど PD-1 による抑制を受けやすいことがわかった
（図 2）。 

 



 次に、刺激前のサンプルを用いて、転写開始点±500bpの CpG 頻度と ATAC シグナル強度と発
現量の関係を調べた（図 3）。CpG 頻度が高い転写開始点付近は ATAC シグナル強度が高く、予
想された通り、クロマチンがオープンになっていることが確認された。一方で、CpG 頻度が低い
転写開始点付近は ATAC シグナル強度が高いグループと低いグループに二分されることが分か
った。また、刺激前において、CpG 頻度が低い転写開始点からはほとんど転写がないのに対し
て、CpG 頻度が高い転写開始点の場合は、転写が低いグループと転写が高いグループに分かれ
ていた。混合ガウスモデルによるクラスタリングを行った結果、T 細胞で発現する遺伝子は、図
3 に示すグループ A, B, C, D および、グループ A~D に属さないグループ E に分類された。それ
ぞれのグループの EC50を比較すると、グループ A, B, C, D の順番に低いことが分かった（図 4）。
つまり、グループ A, B, C, D の順番に PD-1 による抑制を受けにくいと言える。 

 
 先行研究において、発現誘導に強い抗原刺激を必要とする遺伝子ほど PD-1 による抑制を受け
やすいことを見出したが、その特性をもとに、ある遺伝子の PD-1 による抑制への感受性を予測
するには、T 細胞を段階的な強度で刺激して EC50 を測定する必要がある。そのため、がんや自
己免疫疾患の患者のサンプルで行うのは困難であった。本研究成果により、患者から採取した T
細胞をそのまま遺伝子発現解析および ATAC-seq することによって、各遺伝子の PD-1 感受性を
予測することが可能となった。また本研究により、PD-1 による抑制を受けやすい遺伝子はクロ
マチンの状態に特徴があることが分かった。すなわち、T 細胞の状態によって PD-1 の影響が異
なることが示唆された。これを応用すれば、PD-1 を標的とした治療を行う際にクロマチンの状
態を変化させることで、治療効果の増強や副作用の軽減が可能になると期待される。 
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