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研究成果の概要（和文）：本研究は申請者らが新たに見出した標的分子であるCD69の機能に着目し、stem-like 
CD8T細胞の維持と分化のメカニズムを明らかにすることを目指した。腫瘍特異的CD8T細胞を対象とした1細胞
RNA-seq解析の結果から、CD69欠損は転写因子TOXの発現を抑制することにより、所属リンパ節における
stem-like CD8T細胞からterminally differentiated CD8T細胞への分化を促進していると考えられた。従って、
CD69は所属リンパ節のCD8T細胞分化を制御する全く新しいタイプの治療標的であると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the function of a newly identified target 
molecule, CD69, to elucidate the mechanisms of stem-like CD8T cell maintenance and differentiation. 
Single-cell RNA-seq analysis of tumor-specific CD8T cells suggested that CD69 deficiency promotes 
differentiation of stem-like CD8T cells into terminally differentiated CD8T cells in tumor-draining 
lymph nodes by suppressing the expression of the transcription factor TOX. Thus, CD69 is a novel 
therapeutic target that regulates CD8T cell differentiation in tumor-draining lymph nodes.

研究分野： 腫瘍免疫学

キーワード： がん免疫　CD69　腫瘍特異的CD8T細胞　所属リンパ節

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者らが新たに見出した標的分子であるCD69に着目した本研究は、国内外を通じて類似の研究がない独自で独
創的な研究である。腫瘍所属リンパ節の腫瘍特異的CD8T細胞を治療標的とする免疫療法は、様々ながん種に対し
て有効な可能性があると考えている。今後、我々の知見からCD69を標的とした抗腫瘍効果の高いCD8T細胞分化を
誘導する新規がん免疫療法が開発され、がん治療に新たな局面が拓かれることを期待している。

※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 
 がんは本邦における死因第一位の重大疾病である。進行症例に対しては三大療法と呼ば

れる外科手術、放射線、抗がん剤を組み合わせた集学的治療が施されるが、その効果は限

定的であることも多い。このような状況において、第四のがん治療として免疫療法の有効

性が期待されている。しかし、免疫療法が劇的な効果を示す患者が認められる一方で、そ

の奏効率は低いことが多く、新しいメカニズムに基づく新規がん免疫療法の開発が必須で

ある。 

 最近の研究により、腫瘍内 CD8T 細胞は一様ではなく、様々な形質を示す細胞集団から

構成されていることが明らかになった。さらに、転写因子 TCF1 を発現する幹細胞様

（stem-like）CD8T 細胞を頂点とする分化経路が存在することが報告された。Stem-like 

CD8T 細胞は細胞傷害活性を持たないが、自己複製により長期間生存することが可能であ

る。その一方で、Granzyme B や各種サイトカインを発現する細胞傷害性の分化型 

（terminally differentiated）CD8T 細胞を生成する。免疫療法の抗腫瘍効果が発揮されるた

めには、stem-like CD8T 細胞を起点とする腫瘍内 CD8T 細胞分化が滞りなく進行し、細胞

傷害活性を持つ terminally differentiated CD8T 細胞が効率良く生成されることが重要であ

る。従って、stem-like CD8T 細胞の維持と分化のメカニズムを明らかにすることにより、

抗腫瘍効果の高い腫瘍内 CD8T 細胞分化を誘導する新規がん免疫療法の開発につながると

考えられた。 

 
２．研究の目的 
 申請者らは stem-like CD8T 細胞に発現する新たな標的分子を探索している過程で、C 型

レクチンファミリーに属する II 型膜貫通型タンパク質である CD69 を見出した（Koyama-

Nasu et al, Int. Immunol. 2022）。申請者らはこれまでに CD69 欠損マウスの抗腫瘍免疫応答

が増強されていることを明らかにしたが（Mita et al, Int. Immunol. 2018; Kimura et al, Semin. 

Immunopathol. 2019）、その腫瘍内 CD8T 細胞の解析を進めた結果、stem-like CD8T 細胞か

ら terminally differentiated CD8T 細胞への分化が促進されていた。さらに、担がんマウスに

対する抗 CD69 抗体投与の効果を調べた結果、腫瘍内において Granzyme B を発現する腫瘍

特異的 CD8T 細胞が増えていることを見出した。従って抗 CD69 抗体投与も、stem-like 

CD8T 細胞を標的から terminally differentiated CD8T 細胞への分化が促進することにより、

抗腫瘍効果を発揮していると考えられた。このような背景から、本研究は CD69 の機能に

着目し、stem-like CD8T 細胞の維持と分化のメカニズムを明らかにすることを目的とし

た。さらに、抗腫瘍 CD8T 細胞応答の始まりの場である所属リンパ節の解析を行い、

CD8T 細胞分化の総合的理解に基づく新規がん免疫療法の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
 これまでの実験結果を踏まえて、CD69 欠損担がんマウスおよび各種抗体を投与した担

がんマウスにおける腫瘍組織および所属リンパ節の腫瘍特異的 CD8T 細胞の 1 細胞 RNA-

seq 解析を行い、抗腫瘍効果を担う腫瘍内 CD8T 細胞の分化過程を明らかにした。内在性

がん抗原特異的 CD8T 細胞を解析するために、MHC テトラマーで検出可能な AH1 がん抗

原を発現するマウス大腸がん細胞株 CT26 を実験に用いた。 

実験（1）CD8T 細胞分化制御における CD69 の役割の解析 

 CD69 野生型および CD69 欠損担がんマウスの腫瘍組織および所属リンパ節から AH1 が



ん抗原特異的 CD8T 細胞 10,000 細胞を分取し、10x Genomics 社 Chromium システムを用い

て、1 細胞毎の遺伝子発現プロファイルを取得した。各細胞の特性を明らかにして細胞集

団のクラスタリングを行った。クラスタリングされた細胞集団の遺伝子発現プロファイル

を、既得の stem-like CD8T 細胞および terminally differentiated CD8T 細胞の遺伝子発現プロ

ファイルと比較し、各クラスタの細胞種を同定した。CD69 野生型と CD69 欠損マウスに

おける各クラスタ構成比を比較し、CD69 欠損によって差異が生じる細胞種を同定した。 

実験（2）CD8T 細胞分化の擬似時系列解析 

 遺伝子発現プロファイルの類似性に基づいて擬似時間軸を定義し、細胞分化の軌跡を描

出した。まず擬似時間軸上で発現が変動する遺伝子を抽出し、CD8T 細胞分化に伴う Cd69

遺伝子の発現変動を評価した。続いて実験（1）において見出された CD69 欠損により差異

が生じる細胞種の細胞分化の軌跡上の位置を特定し、CD8T 細胞分化における CD69 の役

割を明らかにした。 

実験（3）CD8T 細胞分化制御における CD69 抗体投与の効果の解析 

 CT26 担がんマウスに対して、抗 CD69 抗体、抗 PD-1 抗体および両者の併用投与を行

った。実験（1, 2）と同様の解析を行い、各種抗体投与により差異が生じるクラスタの細

胞種を同定した。差異が生じる細胞種の細胞分化の軌跡上の位置を特定し、CD8T 細胞分

化における抗 CD69 抗体、抗 PD-1 抗体および両者の併用投与の効果を明らかにした。 

 以上のデータを統合することにより、所属リンパ節と腫瘍組織に跨る腫瘍特異的 CD8T 細

胞分化の多面的理解を深めた。 
 
４．研究成果 
 腫瘍特異的CD8T細胞の1細胞RNA-seq解析を

行った結果、CD69欠損マウスでは腫瘍組織に細

胞傷害性のterminally differentiated CD8T細胞が

多く存在することで抗腫瘍免疫応答を亢進して

いると考えられた（図1）（Koyama-Nasu et al, 

Cancer Immunol. Res. 2023）。一方、抗腫瘍免疫

応答の起点となるのは腫瘍所属リンパ節

である。近年、stem-like CD8T細胞は所属リ

ンパ節で生成され、腫瘍組織に流入後に

terminally differentiated CD8T細胞に分化す

ることが明らかにされた（Connolly et al, 

Sci. Immunol. 2021; Schenkel et al, Immunity 

2021）。興味深いことに、CD69欠損マウ

スの所属リンパ節で既にterminally differentiated CD8T細胞の増加が認められた（図2）。従っ

て、CD8T細胞分化制御におけるCD69の作用点は所属リンパ節であると考えられた。 

 このような現象を誘導する分子機構として、CD69欠損マ

ウスの所属リンパ節に存在する腫瘍特異的CD8T細胞では、

転写因子TOXの発現が低下していることを見出した（図3）。

TOXは抗腫瘍CD8T細胞応答のマスター転写因子であり、継

続的な腫瘍抗原からの抗原刺激により誘導され、主にstem-

like CD8T細胞の維持に寄与していることが報告されてい



る。従って、CD69欠損はTOXの発現を抑制することにより、所属リンパ節におけるstem-like 

CD8T細胞からterminally differentiated CD8T細胞への分化を促進していると考えられた。 

 膜タンパク質であるCD69は、特異的抗体

による機能阻害が可能である。担がんマウス

に対して抗CD69抗体投与を投与すると、

terminally differentiated CD8T細胞の増加と抗

腫瘍効果の増強が認められた。従って、CD69

は所属リンパ節のCD8T細胞分化を制御する

全く新しいタイプの治療標的であると考え

られた（図4）。 
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