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研究成果の概要（和文）：化合物ライブラリースクリーニングから成人T細胞性白血病リンパ腫細胞株を含む複
数のT細胞性リンパ腫細胞株でIRF4タンパク発現を減少させることが可能な化合物を見出した。IRF4恒常的発現
のメカニズム解析としてATACseq解析を行ったが、複数症例間で共通するIRF4遺伝子座周囲のopen chromatin領
域は見出されなかった。T細胞性腫瘍の組織マイクロアレイを作成しIRF4およびBATF3の病型別発現頻度を明らか
にした。PD-L1高発現T細胞性リンパ腫細胞に対して優れた細胞障害作用を発揮できるPD-L1-CAR-T細胞を作成し
た。

研究成果の概要（英文）：Compound library screening revealed a compound, which can reduce IRF4 
protein expression in multiple T-cell lymphoma cell lines, including adult T-cell leukemia lymphoma 
cell lines. ATACseq analysis was performed to analyze the mechanism of conctitutive IRF4 expression,
 but no common open chromatin region around the IRF4 locus was found among multiple cases. Tissue 
microarray analysis of T-cell lymphomas revealed the expression frequency of IRF4 and BATF3 by 
disease type. PD-L1-CAR-T generated in this project exhibited superior cytotoxic activity against 
PD-L1 high expressing T-cell lymphoma cells.

研究分野： 悪性リンパ腫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
成人T細胞性白血病リンパ腫を含む一部のT細胞性リンパ腫細胞に必須の遺伝子であるIRF4の発現制御のメカニズ
ムの一端および発現頻度のを明らかにしたことで、今後の治療法開発へ基盤的治知見となる。抗PD-1抗体で病勢
増悪の可能性のある成人T細胞性白血病リンパ腫に対して、PD-L1-CAR-T開発への可能性を示した。

※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。



１．研究開始当初の背景 

成人 T 細胞性白血病リンパ腫は HTLV-I retrovirus キャリアの約５％に発症する T 細胞性腫瘍

であるり、５年生存率は 20%を下回り予後不良である。成人 T細胞性白血病リンパ腫の 30%に PD-

L1 遺伝子座の 3'UTR 領域の構造異常が起こっており、PD-L1 が高発現することで腫瘍形成に重

要な役割を担っていることが分かっている。このため抗 PD-1 抗体ニボルマブの治験が米国で行

われたが、エントリーした３症例全てで投与直後より病勢増悪を認め試験中止になった（Ratner 

et al. N Engl J Med. 2018;378:1947-1948）。進行期胃がんの約 10％にも抗 PD-1 抗体治療直後

に病勢が増悪し、腫瘍内制御性 T 細胞(Treg)の T 細胞レセプターシグナル活性化が原因である

可能性が報告されている（Kamada et al. PNAS. 2019;116:9999-10008.）。重要なことに成人 T

細胞性白血病リンパ腫は Treg 様の分子発現を持つ T細胞腫瘍であることから、PD-1 抗体による

腫瘍細胞の活性化が増悪要因であった可能性がある。申請者らは 2017 年に CCR4 を標的とする

キメラ抗原受容体 T細胞(CCR4-CAR-T)を発表、2018 年に shRNA/CRISPR ノックアウトによる細胞

増殖生存責任遺伝子スクリーニングやトランスクリプトーム解析、ゲノムワイド転写因子結合

および epigenome 解析を含めた包括的解析から、IRF4/BATF3 転写因子複合体が成人 T 細胞性白

血病リンパ腫の細胞増殖・生存に必須の分子であることを世界に先駆けて明らかにした

(Nakagawa et al. Cancer Cell, 2018;34:286-297.)。BATF3 の恒常的高発現の分子機序につい

ても解析を行い、BATF3 遺伝子座のスーパーエンハンサー形成と成人 T細胞性白血病リンパ腫の

原因ウイルス HTLV-I にコードされる HBZ の関与を明らかにした。IRF4 は正常 T細胞においては

T細胞レセプターシグナル活性化で発現誘導されるが、成人 T細胞性白血病リンパ腫細胞におい

てどのような分子メカニズムで IRF4 の恒常的高発現が維持されているのかは未だ未解決である。

近年 IRF4 の発現維持の臨床的重要性がキメラ抗原受容体 T 細胞(CAR-T)にも及ぶことがわかっ

てきた。GD2 に対する CAR-T などでは細胞内シグナルが強度に入りすぎることで IRF4/BATF3 発

現が誘導される。その結果、IRF4/BATF3 は細胞疲弊(exhaustion)関連遺伝子の発現を誘導し、

CAR-T の抗腫瘍活性を弱める(Lynn et al. Nature. 2019;576:293-300.)。 

 

２．研究の目的 

（１）成人 T細胞性白血病リンパ腫における IRF4 の恒常的高発現が維持される分子メカニズム

の解明とその制御方法について検討する。IRF4 発現と T 細胞レセプターシグナルとの関連性か

ら抗 PD-1 抗体の反応性を考察できるか検討する。 

（２）T細胞性腫瘍全体における IRF4 恒常的発現異常の分布と頻度を明らかにする。 

（３）IRF4 発現制御に関わる知見を元に、新規 CAR-T 細胞の開発を試みる。 

 

３．研究の方法  

（１） 

① 化合物ライブラリーによる IRF4 蛋白発現スクリーニング: IRF4 発現変化の検出系として、

フローサイトメーターを用いた High throughput screening (HTS)の系を確立する。北大化合物

ライブラリー（約 3000 個の既存薬を搭載）を用いて、成人 T 細胞性白血病リンパ腫患者由来細

胞株の IRF4 発現低下をもたらす候補化合物をスクリーニングする。 

② 機能的エンハンサー解析:成人 T細胞性白血病リンパ腫細胞株と臨床検体の ATACseq データ

を解析する。 

（２）T細胞性腫瘍全体における IRF4 恒常的発現異常の分布と頻度 

組織マイクロアレイを作成し、IRF4 および、その関連遺伝子である BATF3 の免疫組織染色を行



い、T細胞性腫瘍全体における IRF4 恒常的発現異常の分布と頻度を明らかにする。 

（３）IRF4 発現制御の疲弊 CAR-T 細胞への応用 

IRF4 発現を低下させる化合物処理下で CCR4-CAR-T 細胞を標的細胞と in vitro 培養する。細胞

疲弊を抑制し抗腫瘍活性を増強できるかを明らかにする。 

 

４．研究成果 

（１）① IRF4 発現変化の検出系として、フローサイトメーターを用いた High throughput 

screening (HTS)の系を確立した。成人 T細胞性白血病リンパ腫細胞株２種類に対して北大化合

物ライブラリー（約 3000 個の既存薬を搭載）を用いて HTS を行ったところ、最初のスクリーニ

ングで 159 化合物のヒットが得られ、2nd スクリーニングおよびウェスタンプロット法などの追

加検証を行った結果、最終的に候補化合物 Aを抽出できた（図１）。本解析からは T細胞レセプ

ターシグナルと関連性を有する化合物は得られなかった。成人 T 細胞性白血病リンパ腫細胞株

においては IRF4 発現に T 細胞レセプターシグナルが関与する可能性は低く、IRF4 発現と抗 PD-

1 抗体の反応性の関連性を示唆する所見は得られなかった。② 機能的エンハンサーを解析する

目的で、成人 T 細胞性白血病リンパ腫細胞

株と臨床検体の ATACseq データを解析し

た。IRF4 遺伝子座周囲の open chromatin

領域を解析したところ、症例間に共通する

領域は見出されなかった。特定の機能的エ

ンハンサー領域は存在せず、IRF4 恒常的発

現のメカニズムは症例間で heterogeneity

が存在することを明らかにした。 

（２）北日本血液研究会(http://www.njhsg.com)と連携し、T細胞性腫瘍の組織マイクロアレイ

を作成した。IRF4 および、その関連遺伝子である BATF3 の免疫組織染色を行ったところ、成人

T細胞性白血病リンパ腫およびALK陽性未分化大細胞リンパ腫において他のT細胞性腫瘍病型と

比較して陽性頻度が高いことを見出すことができた。 

（３）IRF4 発現制御の疲弊 CAR-T 細胞への応用 

化合物ライブラリーによる IRF4 蛋白発現スクリーニングから見出した化合物 Aは細胞障害性が

強く、CAR-T 細胞の細胞疲弊を抑制するには適さないと判断した。このため、IRF4 と BATF3 の結

合を阻害できる変異導入分子を CAR と同時に T 細胞に導入した。このような CAR-T 細胞は疲弊

を阻害する以前に、増殖が極めて悪くなることが明らかになった。当初予期していない結果であ

ったが、これを踏まえて PD-L1 分子を直接ターゲットにできる PD-L1-CAR-T 細胞を作成する方

針とした。Durvalumab をベースとした scFV に 41BB と CD3ζの細胞内シグナルドメインを組み

合わせた PD-L1-CAR を作成し T 細胞に導入

すると、PD-L1 遺伝子座の 3'構造異常により

PD-L1 が高発現する ATLL 細胞に対して、同

構造異常を有しない細胞と比較して、有意に

細胞障害作用を発揮できることを確認した

（図２）。この成果を BLOOD 誌に論文発表し

た(Chiba et al. Blood. 2024;143:1379-

1390.)。 
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