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研究成果の概要（和文）：HLAクラスI分子の一つであるHLA-Fを免疫チェックポイント分子とらえ、これを標的
とした新規がん免疫療法の開発を目指し、本研究を行った。
申請者は、腫瘍細胞、腫瘍浸潤リンパ球、抗HLA-F抗体を共培養するとIFN-γ産生増強を確認している。その機
序の解明のために、HLA-Fを発現する患者由来大腸癌細胞の確立、マウスモデルの作製を行った。その結果、
HLA-F陽性の患者由来大腸癌細胞の担癌モデルマウスの作製には成功したが、HLA-Fブロッキング効果検証のため
のヒトNK細胞を導入したマウスモデルは確立できなかった。今後は、in vitro系でHLA-Fブロッキング効果を検
証する予定である。

研究成果の概要（英文）：We performed this research with the aim of developing a new cancer 
immunotherapy targeting HLA-F, one of the HLA class I molecules, as an immune checkpoint molecule.
We have already detected that IFN-γ production is enhanced, when tumor cells, tumor-infiltrating 
lymphocytes, and anti-HLA-F antibodies were co-cultured. To elucidate the mechanism, we established 
patient-derived colon cancer cells expressing HLA-F and produced a mouse model. As a result, 
although we succeeded in producing a tumor-bearing model mouse using HLA-F-positive patient-derived 
colon cancer cells, we were unable to establish a mouse model transfected with human NK cells to 
verify the HLA-F blocking effect. In the future, we plan to verify the HLA-F blocking effect in an 
in vitro system.

研究分野： 腫瘍免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫療法は、第3のがん治療法として期待されているが、適用のないがん種もあるため、新たな標的分子の探索
は継続して必要である。HLA-Fは幅広い種の腫瘍細胞に発現しており、腫瘍マーカーだけでなく免疫療法の新規
標的分子として期待できる。
臨床検体から継代可能な患者由来大腸癌細胞を作製し、マウスモデルを作成したことで、HLA-Fが生体内におい
ても腫瘍細胞膜表面に発現していることが明らかとなった。本研究成果は幅広い種の腫瘍細胞に発現するHLA-F
を利用したがん免疫療法の開発につながると考える。

※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 
PD-1/PD-L1 を標的とする免疫チェックポイント阻害薬が保険適用となり、悪性黒色腫、肺が

ん、胃がんなど免疫チェックポイント阻害薬が適用可能ながんに対しては、一定の効果が得られ
ている。しかし未だ、全てのがん、全ての患者に適用されておらず、その治療効果を精度高く予
測するマーカーや、新たな標的分子の探索は必須である。 
近年、新規免疫チェックポイント分子として、NK 細胞レセプターの Killer inhibitory 

receptor (KIR)が注目されている。KIR には抑制型と活性型があるが、新規免疫チェックポイン
ト分子として注目されているのは抑制性 KIR であり、NK 細胞、T細胞に発現している。主に HLA
クラスI分子と結合し、 SHP-2を介した脱リン酸化により細胞傷害活性を抑制する (J Immunol, 
170:4539, 2003）。このうち KIR3DL2 は日本人の 99%が保有しており、非古典的 HLA クラス I分
子の HLA-F をリガンドとする（Geraghty et al., J Immunol, 2013）。 
HLA-F は非古典的 HLA クラス I遺伝子であり、（Geraghty DE et al., J Exp Med, 1989）、多

型性に乏しいことが知られている。申請者は HLA-F 遺伝子を発見した Geraghty 博士らと共に、
HLA-F の発現解析を行い、正常組織においては胎盤に特異的に発現すること（Sageshima N, 
Geraghty DE et al., J Immunol, 2003)、腫瘍においては甲状腺未分化癌などの未分化・低分化
癌に HLA-F が強く発現し、大腸癌においては腫瘍悪性度に伴い発現増強すること（基盤 C、2015-
2017、代表）、臨床検体（大腸癌）のフローサイトメトリー解析により、HLA-F 陽性の腫瘍細胞集
団が存在することを見いだしている（基盤 C、2018-2020、代表）。さらにこの大腸癌組織の分散
細胞（腫瘍細胞、腫瘍浸潤リンパ球（TIL）を含む）に、抗 HLA-F 抗体を添加し、HLA-F をブロッ
キングしたところ、IFN-γおよび Granzyme B の産生が増強を確認した。 
この結果から HLA-F は、大腸癌組織においてキラーT細胞の活性化と細胞傷害活性を抑制する

新規免疫チェックポイント分子であることが示唆された。 
 
２． 研究の目的 
申請者は、抗 HLA-F 抗体添加による HLA-

F のブロッキング効果は右図に示す HLA-
F/KIR3DL2を介したT細胞およびNK細胞の
抑制が解除された結果と考えている。 
HLA-F を免疫チェックポイント分子とし

てとらえ、新規がん免疫療法を開発するに
は、「HLA-F は免疫チェックポイント分子で
あるか」「HLA-F を標的分子としたがん免疫
療法は有効か」、正確に評価する必要があ
る。そこで本研究課題では、HLA-F を標的
分子とした新規がん免疫療法の実用化に向けた基礎研究として、「HLA-F を介した腫瘍免疫抑制
機構」および「HLA-F ブロッキングによる抗腫瘍効果の機序」を in vitro および in vivo で解
析することを本研究の目的とした。 
 
３． 研究の方法 
① 患者由来大腸癌細胞の確立 

市販の大腸癌細胞株（Caco2、WiDr、Colo205、Colo201、HT-29、LoVo、DLD-1）には細胞膜
表面に HLA-F の発現を見出せなかったが、臨床検体（大腸癌）に HLA-F 陽性の腫瘍細胞集団が
存在することを確認していたので、臨床検体から HLA-F を発現する大腸癌細胞を分離し、継代
培養が可能な患者由来大腸癌細胞を確立した。すでに患者背景の異なる 3 種の患者由来大腸
癌細胞を所有していたが、同様の方法で患者背景の異なる患者由来大腸癌細胞の追加作製を
試みた。併せて、in vivo での使用を目指し、SCID マウスおよび SCID-beige マウスに皮下接
種して馴化を行った。 
 

② 患者由来大腸癌細胞を用いた in vivo モデルの作製 
①で作成した患者由来大腸癌細胞のうち、マウス馴化に成功した患者由来大腸癌細胞を、

SCID マウスおよび SCID-beige マウスに皮下接種し、腫瘍を形成させた。このマウスモデルに
抗 HLA-F 抗体を腹腔内投与し、抗腫瘍効果を検証した。さらに、ヒト末梢血より NK 細胞を分
離し（奈良県立医科大学医の倫理委員会承認済み、No. 3565）、皮下腫瘍部位に接種して、抗
HLA-F 抗体の抗腫瘍効果および作用機序解析を可能とするマウスモデルの作製を試みた。 
 

③患者由来大腸癌細胞を用いた in vitro 実験系の確立 
HLA-F と KIR3DL2 の相互作用の詳細な解析のため、患者由来大腸癌細胞を用いた in vitro

実験系の確立を検討した。①②で得た HLA-F 陽性の患者由来大腸癌細胞をターゲット細胞と
した。エフェクター細胞には KIR3DL2 陽性あるいは陰性の NK 細胞株、あるいは T細胞株を用



いた。また健常人末梢血から採取した NK 細胞、T細胞もエフェクター細胞として使用した（奈
良県立医科大学医の倫理委員会承認済み、No. 3565）。これらのターゲット細胞およびエフェ
クター細胞を共培養し、ここに抗 HLA-F 抗体を添加して HLA-F ブロッキング効果を検証した。
評価項目として、エフェクター細胞からの IFN-γ、Granzym B 産生およびターゲット細胞で
ある患者由来大腸癌細胞の増殖などを検討した。 

 
４．研究成果 
①患者由来大腸癌細胞の確立 
手術摘出標本を酵素処理することで継代可能な患者由来大腸癌細胞を得た。最終的に６種の

患者由来大腸癌細胞を作製することができ、これらはいずれも HLA-F を細胞膜表面に発現して
いることを確認した（右図）。さらに、in vivo での研究に使用するため、SCID マウスおよび SCID-
beige マウスに皮下接種して馴化を行い、6種のうち 5種が SCID マウスおよび SCID-beige マウ
スに腫瘍塊を形成することを確認した。 
 
②患者由来大腸癌細胞を用いた in vivo モデルの作製 
SCID マウスおよび SCID-beige マウスに馴化させた患者由来大腸癌細胞を用いて、患者由来大

腸癌マウスモデルを作成した。これらの腫瘍を回収し、フローサイトメトリーにて HLA-F の発現
を検討したところ、マウスモデルにおいても患者由来大腸癌細胞の細胞膜表面に HLA-F が発現
していることを確認した。使用した患者由来大腸癌細胞の元来の腫瘍悪性後は悪性度の低い高
分化から、悪性度の高い低分化ものまで様々であったが、形成された腫瘍塊を回収し病理学的解
析を行ったところ、いずれも中分化から低分化と悪性度の高い腫瘍を形成していた。また、SCID
マウスおよび SCID-beige マウスにおける腫瘍塊の大きさ・重量は、由来患者ごとに異なる傾向
が見られた。 
抗体療法が癌細胞を傷害する機序の一つに抗体依存性細胞傷害があげられる。抗 HLA-F 抗体

はマウス抗体であるため、マウスモデルにおいては、マウス NK 細胞と腫瘍細胞上の抗 HLA-F 抗
体が作用することで、抗体依存性細胞傷害（ADCC）による腫瘍細胞の増殖抑制効果の検証が期待
できる。そこで、SCID マウスおよび SCID-beige マウスに両方に同程度生着する患者由来大腸癌
細胞を用いて、in vivo モデルの解析を進めた。 
SCID マウス（T細胞/B 細胞なし、NK 細胞のみ）と SCID-beige マウス（T細胞/B細胞なし、NK

細胞機能不全）のそれぞれの患者由来大腸癌マウスモデルに抗 HLA-F 抗体およびアイソタイプ
コントロール抗体を腹腔内投与し、腫瘍縮小効果を比較した。その結果、患者由来大腸癌細胞
SCID モデルにおいて、抗 HLA-F 抗体投与による腫瘍縮小効果を確認した。また、SCID-beige よ
りも SCID マウスにおいて腫瘍縮小効果が高いことから、この効果が ADCC 活性によると推測さ
れた。さらに、この結果は、生体内においても患者由来大腸癌細胞に HLA-F が発現しているこ
と、これに抗 HLA-F 抗体が作用しうることを示唆するものと考える。 
次に、ヒト末梢血よりNK細胞を分離し、SCID-beigeマウスモデルの皮下腫瘍部位に接種して、

抗 HLA-F 抗体の抗腫瘍効果を解析したところ、ヒト NK 細胞と抗 HLA-F 抗体投与による腫瘍縮小
効果は認められなかった。この原因の一つに、患者由来大腸癌マウスモデルの腫瘍部位に直接ヒ
ト NK 細胞を接種しても、ヒト NK 細胞は腫瘍部位に長く生着していないことが考えられ、in vivo
における抗 HLA-F 抗体の作用機序解析は困難と判断した。今後、抗 HLA-F 抗体投与による NK 細
胞の再活性化については、in vitro の解析を中心に検討することとした。 
 
③患者由来大腸癌細胞を用いた in vitro 実験系の確立 
当初、エフェクター細胞として市販の NK 細胞株、T細胞株を使用し、in vitro 実験系の確立

を試みたが、HLA-F のレセプターである KIR3DL2 を高発現する市販の細胞株が少なく、最も
KIR3DL2 を高発現する TALL104 は増殖が遅く、市販の NK 細胞株、T細胞株は、in vitro 解析に
は適していないと判断した。そのため、ヒト末梢血 NK 細胞を使用して、抗 HLA-F 抗体の腫瘍縮
小・増殖抑制の作用機序を解析することとした。ヒト末梢血リンパ球中に NK 細胞は 10％程度し
かないため、可能な限り少ない細胞数で腫瘍増殖抑制を検討できる実験系として、リアルタイム
細胞アナライザー法（Realtime cell analyzer、RTCA 法）を使用して検証することとし、現在、
解析条件を検証中である。 
 
④考察 
臨床検体などの解析から、HLA-F が大腸癌細胞に発現していることが明らかであり、患者由来

大腸癌モデルマウスにおいても、大腸癌細胞膜表面に HLA—F が発現していることを確認できた
ことから、HLA-F は免疫療法の有用な新規標的分子となりうると考える。一方で、腫瘍組織分散
細胞（腫瘍と腫瘍浸潤リンパ球含む）に抗 HLA-F 抗体を添加することにより IFN-γ、GranzymB
産生が増強された機序について、これを模擬する実験系が確立できず、その機序を解明できてい
ない。今後は、特に抗 HLA-F 抗体投与による腫瘍縮小効果ならびに抗腫瘍効果増強の機序を中心
に解析を続けていく予定である。 
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