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研究成果の概要（和文）：メラノーマ患者さんから得た腫瘍組織に浸潤している免疫細胞を一細胞シークエンス
法で調べ、抗腫瘍活性が高いと思われるT細胞に特に高発現する分子としてVCAM1を同定して、その機能や発現に
関わる分子機構を解析しました。その結果、VCAM1はT細胞免疫が活性化するとT細胞上に発現上昇し、細胞表面
のCD3と結合することで免疫応答を抑制する機能があることが明らかになりました。

研究成果の概要（英文）：We examined melanoma specimens by scRNAseq and identified VCAM1 as a 
molecule that was highly expressed in the tumor infiltrated T cells reactive to the tumor cells. We 
further scrutinized the function of VCAM1 and uncovered that VCAM1 arose when the T cell was 
activated and bound to CD3 to suppress the immune signals.

研究分野： Cell biology
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍に反応するT細胞でも免疫応答が抑制される現象がみられ、このような状況を改善できれば高い治療効果が
期待できます。我々の見いだしたVCAM1はT細胞免疫に応答して発現しT細胞免疫シグナルを抑制する機能が見ら
れることから、腫瘍免疫応答の抑制に深く関わっているものと考えられます。実際に、T細胞のVCAM1をノックア
ウトすると腫瘍の増殖が抑えられ、既存の免疫チェックポイント阻害薬との併用効果も見られました。この研究
により、VCAM1を標的とした新たな抗腫瘍免疫療法の可能性が示唆されました。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
悪性黒色腫は全世界的に新規患者数が増加しており予後不良である(Dimitriou et al., Curr 

Oncol Rep, 2020)。当該腫瘍は一般に免疫原性が高いため、腫瘍特異的 T 細胞を疲弊状態から再
活性化する免疫チェックポイント阻害薬(ICB)は重要な治療法となっている。しかしながら、本
邦患者で多く見られる末端黒子型や粘膜型などでは、白人種で多い表在拡大型に比べて ICB の
効果は劣る (Yamazaki et al., Cancer Sci, 2019)。近年、悪性黒色腫などの腫瘍特異的 T 細胞に
は「前疲弊状態」や「末期の疲弊状態(terminal exhausted)」などの異なる疲弊状態が含まれて
おり、既存の ICB は疲弊状態の一部に対しては効果が見られないことが示唆されている(Miller 
et al., Nat Immunol, 2019)。従って、悪性黒色腫に浸潤する疲弊 T 細胞の観点から効果予測バ
イオマーカーや、新たな治療標的分子を見いだす必要がある。 
２．研究の目的 
我々は悪性黒色腫患者検体の腫瘍浸潤 T 細胞のシングルセルシークエンス(scRNA-seq)から、

腫瘍特異的 T 細胞に既知の免疫チェックポイント分子以上に高発現する分子として、VCAM1 を
見いだした。そこで腫瘍浸潤 CD8 陽性細胞において疲弊状態と VCAM1 発現との関係性を明ら
かにするため、①CD8 陽性 T 細胞が VCAM1 を高発現する機序を明らかにする。さらに、②
VCAM1 の発現が CD8 陽性 T 細胞の抗腫瘍活性に与える機能的影響とその分子機構を明らかに
して、新規治療標的となり得るか否かを示す。そのうえで③実際の臨床検体で VCAM1 の発現
と ICB 治療効果との関係について検討することで、臨床病理学的意義を明らかにする。 
３．研究の方法 
①健常ヒト末梢血単核球(PBMC)に疑似 TCR 刺激である抗 CD3 抗体を加えてフローサイトメト

リー(FCM)で VCAM1 の発現を解析する。また、一般的に VCAM1 は TNFα刺激による p38MAPK や NF
κB の活性化を介して発現が上昇するとされており、これらの阻害剤を CD3 刺激に併用すること
で、接着因子発現が抑制されるか否かを FCM で解析する。  
②悪性黒色腫に浸潤した T細胞の scRNA-seq から腫瘍抗原に反応する TCR を同定し、その TCR

を Jurkat 細胞株に導入して、当該患者の腫瘍株に応答する NFAT(TCR 下流の転写因子)レポータ
ー細胞を作製した。このレポーター細胞に VCAM1 を過剰発現させ、レポーターの反応を解析す
る。また、CD8 陽性 T細胞特異的な VCAM1 ノックアウトマウスで担癌モデルを作製し、抗腫瘍免
疫応答を評価する。さらに同モデルで抗 PD-1 抗体の治療効果も検討する。 
③ICB使用例を含む悪性黒色腫の病理検体についてVCAM1陽性T細胞浸潤を免疫染色法で解析

し、予後や治療効果などの臨床病理学的な関係を評価する。 
４．研究成果 
①PBMC を CD3 抗体で刺激すると CD8 陽性 T細胞の表面に発現する VCAM1 が増加した。一方、CD4
陽性 T 細胞では発現上昇が見られず、抗体濃度や刺激時間により発現レベルは変化しているよ
うであった。疲弊状態の T 細胞に発現する他のマーカー分子、PD1、TIM3、TIGIT 等が陽性の細
胞では、VCAM1 がより高いレベルで発現していた。また、この VCAM1 の発現上昇は TNFα拮抗抗
体では抑制できないが、NFκB の阻害薬により抑制されたことから、VCAM1 は NFκB の経路を介
して発現することが明らかになった。 
②Jurkat 細胞を元にして作成したレポーター細胞は患者由来の腫瘍株と共培養することでルシ
フェラーゼを発現する。この細胞株に VCAM1 を発現させたところ、生物発光は有意に抑制され
た。さらに、この細胞株では CD3 の細胞全体での発現レベルは低下していないのに対して、細胞
表面の CD3 発現レベルが有意に低下していることを見いだした。VCAM1 を免疫沈降したところ
CD3 が共沈降したことから両者は物理的に相互作用することが分かった。また、CD8Cre 依存的に
VCAM1 をノックアウトした B6 マウスに MC38 細胞を移植して腫瘍を作成し、浸潤 T細胞を調べた
ところ、VCAM1 をノックアウトした CD8 陽性 T細胞で CD3 の発現レベルが上昇し、エフェクター
機能が高まることが明らかとなった。実際に、腫瘍の増殖は VCAM1 ノックアウトマウスで有意に
抑制され、抗 PD1 抗体を使用すると腫瘍径が非常に小さくなった。 
③ICB を使用した 144 例のメラノーマ患者の FFPE を抗 CD8 抗体及び抗 VCAM1 抗体で染色した。
このうち、CD8 と VCAM1 がリンパ球に高発現する患者群では、他の群に比べて PFS 及び OS が有
意に延長していた。 
以上の①②③により、我々は活性化した CD8 陽性 T 細胞では VCAM1 が発現してその T 細胞シ

グナルを抑制していることを明らかにした。今回の研究では VCAM1 による抑制に拮抗する薬剤
等は探索していないが、このような薬剤が見いだされれば新たな ICB 治療に繋がる可能性があ
る。 

ICB 治療はすでに様々ながん腫に適用が拡大しているが、全ての症例で効果が見られるわけ
ではない。ICB 治療抵抗性の機序として、腫瘍のネオ抗原欠失や抗原提示能低下、免疫抑制細胞
浸潤、T 細胞の高度な疲弊等が研究されている。特に末期疲弊状態で発現する免疫チェックポイ
ント分子の阻害は、既存の ICB との併用効果が期待されている(Kallies et al., Nat Rev Immunol, 
2020)。我々が注目した悪性黒色腫患者から得た腫瘍浸潤 T 細胞のクラスターも、PD-1、Tim-
3、LAG3 などが高発現する高度な疲弊状態と考えられ、このクラスター特異的に高発現する



VCAM1 は、血管内皮細胞やがん細胞での TNFα依存的な発現上昇がリウマチや喘息といった
免疫疾患やがん転移に関わる多機能分子である一方で、T 細胞においてはその発現がほとんど報
告されていなかった。したがって、VCAM1 の疲弊 T 細胞における発現や機能解析を行った本
研究は、疲弊状態の分子機構解明、新規治療法、バイオマーカー開発に向けて重要なものとなる
ものと考えている。 
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