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緒緒  言言  

 
獲得免疫応答において主要な役割を担うT細胞は、細胞表面に発現する抗原受容体（T細胞受容体：TCR）が抗原提

示細胞上のMHC分子に提示される抗原（断片化されたペプチド）を認識することにより活性化を開始する。抗原特異

的なTCR シグナルに、多様な興奮性および抑制性の免疫補助受容体を介した免疫補助シグナルが組み合わさり、T 細

胞の活性化の程度および活性化後の機能が決定される。近年、抑制性免疫補助受容体であるPD-1およびCTLA-4を標

的としたがん免疫療法の成功により、抑制性免疫補助受容体は大きな注目を集めている［1］。実験動物およびヒトを対

象とした様々な研究から、PD-1 は自己に対する不適切な免疫応答やがん免疫応答を抑制する機能を担うことが明らか

になっているが、依然、その機能には多くの謎が残されている。特に、がん免疫療法において、PD-1 が実際にどのよ

うなT細胞を抑制しているのか、PD-1阻害によりそれらのT細胞がどのように変化してがん細胞を破壊しているのか

については、多くの研究報告があるものの、明確な解答は得られていない。 
PD-1 はチロシン脱リン酸化酵素SHP-2 をリクルートし、TCR シグナルの上流域で活性化される各種チロシンリン

酸化酵素の作用を打ち消すことにより T 細胞の活性化を抑制することから、より下流で引き起こされる転写因子の活

性化は一様に抑制され、それらの転写因子によってもたらされる遺伝子発現も一様に抑制されると予想される。一方、

PD-1 を高発現している細胞が特定の機能を有することなどから、PD-1 は T 細胞の機能を質的に変化させることが知

られている。遺伝子発現を一様に抑制するのであれば、PD-1はT細胞の活性化の程度を単純に弱めるだけとなり、質

的な影響を説明することができない。最近我々は、T細胞における活性化に伴う遺伝子発現変化を詳細に解析すること

により、発現誘導に必要な抗原量が遺伝子によって異なること、PD-1 が発現誘導に多くの抗原を必要とする遺伝子を

より強く抑制することを見出した（図1）［2］。 
T 細胞は、VDJ 組み換えにより、各々が異なる配列の TCR を発現する。TCR の配列により抗原への特異性および

親和性が決定されるため、抗原への特異性および親和性はT細胞ごとに異なる。このことから、抗原刺激応答性の遺伝

子発現誘導に必要な抗原量がT細胞ごとに異なり、それに応じて、PD-1に対する感受性もT細胞ごとに異なると予測

される。そこで本研究では、T細胞の応答特性がPD-1による抑制効果に与える影響を解析した。 
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図1．T細胞における抗原刺激応答性の遺伝子発現誘導に対するPD-1の効果 
抗原刺激により様々な遺伝子の発現がT細胞において誘導される。従来、PD-1は   

これらの遺伝子の発現誘導を均一に抑制すると考えられていたが、PD-1による抑制を

受けにくい遺伝子（左）と受けやすい遺伝子（右）が存在することを先行研究において

明らかにした。また、これらの遺伝子が異なる特徴を有していることを見出した。 
 

方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．TTCCRRのの抗抗原原親親和和性性ががPPDD--11にによよるる抑抑制制効効果果にに与与ええるる影影響響  
同一抗原に対して異なる親和性で応答する T 細胞を比較するために、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タンパク質

（MOG）の部分ペプチド（pMOG３５－５５）をMHCクラスⅡの I-Ab拘束性に認識するTCRである1MOG9を利用し

た。先行研究［3，4］を参考にして、pMOG３５－５５/I-Ab への親和性を変化させるアミノ酸変異を1MOG9 TCRのβ鎖

の抗原認識部位に導入し、1MOG9 TCR変異体（E100S、E100T、G107A/E100S、G107S/E100S、G107A/E100Tお

よびG107S/E100T）を作製した（図 2a）。TCR のα鎖およびβ鎖を欠くT リンパ腫細胞株BW1100.129.237 細胞を

用いて、まずはPD-1 の発現量を均一にするため、内在性のPD-1 をCRISPR/Cas9 にて欠損させた後、PD-1 を強制

発現させた［5］。さらにCD3δ、CD3ζ、CD28 およびCD4 を導入した後、1MOG9 TCR 変異体を導入した。遺伝

子の導入は全てレトロウイルスベクターを用いて行なった。マウス肉腫細胞株 MethA 細胞の内在性 PD-L1 を

CRISPR/Cas9 にて欠損させた後、I-Ab、CD86、CD48、ICAM-1 および PD-L1 を強制発現させて抗原提示細胞とし

て用いた。抗原提示細胞にpMOG３５－５５を提示させ、各1MOG9 TCR変異体を発現するT細胞と共培養し、抗原刺激

応答性に発現が誘導される遺伝子の発現量を定量的PCRにて評価した。抗PD-L1抗体を用いることにより、PD-1が

機能する条件としない条件を比較し、PD-1による抑制効果を評価した。様々な濃度のpMOG３５－５５を用いて刺激する

ことにより、各遺伝子の発現誘導に必要な抗原量を決定した。発現誘導に必要な抗原量は、PD-1 が機能しない条件に

おいて、最大発現量の半分の発現量をもたらす抗原量EC５０として算出した。 
以前に行なった網羅的な遺伝子発現解析の結果を参考にして［2］、親和性の高い TCR と低い TCR を同時に解析で

きる遺伝子としてEgr2を選択した。図2bに、抗原親和性が最も高い1MOG9-G107S/E100T-TCR、中程度の1MOG9-
G107S/E100S-TCR、および最も低い1MOG9-E100S-TCR の例を示す。Egr2 の発現におけるpMOG３５－５５のEC５０

は、予想通り、1MOG9-G107S/E100T-TCRで低く、1MOG9-E100S-TCRで高かった。一方、PD-1によってEgr2の

発現が抑制される程度は、1MOG9-G107S/E100T-TCR で小さく、1MOG9-E100S-TCR で大きかった。そこで、各

1MOG9 TCR 変異体を発現する T 細胞における Egr2 の EC５０と PD-1 感受性を比較すると、強い相関が認められた

（図2c）。このことから、TCRの抗原親和性が高いほど、PD-1による抑制効果が小さくなるということが明らかにな

った［6］。 
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図2．TCRの抗原親和性がPD-1による抑制効果に与える影響 
TCRの抗原認識部位にアミノ酸変異を導入することにより、抗原親和性を変化させたTCRを  

用いて、TCRの抗原親和性がPD-1による抑制効果に与える影響を解析した。その結果、発現する

TCRの抗原親和性が弱いほどPD-1による抑制効果が強いことが明らかになった。 
a） 使用したTCR変異体の模式図。 
b） Egr2の発現レベル。 
c） Egr2発現誘導におけるEC５０とPD-1感受性の相関。Spearman’s correlation coefficientを用

いて評価した。 
  
22．．MMHHCCのの発発現現量量ががPPDD--11にによよるる抑抑制制効効果果にに与与ええるる影影響響  
遺伝子発現誘導に必要な抗原量は、TCRの抗原親和性に加えて、様々な要因によって変化する。例えば、MHCの発

現量が多いほど、少ない量の抗原ペプチドでも効率的に提示され、T細胞を活性化すると考えられる。実際、MHCの

発現量は免疫応答に大きな影響を与える。例えば、樹状細胞は、活性化によりMHCの発現量が増加し、抗原提示能が

上昇する。また、がん細胞のMHCの発現量を増加することにより、がん免疫療法の効果が向上することが報告されて

いる。そこで、MHCの発現量がPD-1による抑制効果に与える影響を検討した。 
T細胞は、ニワトリ卵白アルブミン（OVA）の部分ペプチド（pOVA３２３－３３９）をMHCクラスⅡの I-Ad拘束性に認

識するTCRを発現するDO11.10 T細胞を利用した。抗原刺激応答性の遺伝子発現誘導を簡便に評価するため、抗原刺

激応答性にEGFP を発現するレポーター遺伝子を作製し、DO11.10 T 細胞に導入した。抗原提示細胞は、MHC クラ

スⅡ以外は1 と同様にゲノム編集と強制発現を施したMethA 細胞を用いた。MHC クラスⅡは、異なるプロモーター

の利用とpolyAシグナルの有無によって目的の遺伝子を異なる量で発現させる独自のレトロウイルスベクター系［7］
を用いて強制発現させた（図3a）。これらの細胞を用いて1と同様に抗原刺激した後、レポーター遺伝子の発現をフロ

ータイトメータにて検出し、EC５０とPD-1感受性を評価した。 
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図 3b に発現量が最も高い条件（LTR）、中等度の条件（EF1α）、および最も低い条件（MC1＋pA）の例を示す。 

レポーター遺伝子の発現におけるpOVA３２３－３３９のEC５０は、予想通り、MHC クラスⅡの発現量によって大きく影響

を受け、MHCクラスⅡの発現量が最も高い条件と最も低い条件では、100倍以上の差が認められた（16.8 nM vs. 1,930.5 
nM）。一方、PD-1によってレポーター遺伝子の発現が抑制される程度には、差は認められなかった。実際、全ての条

件におけるMHCクラスⅡの発現量とレポーター遺伝子のEC５０を比較すると強い逆相関が認められたが（図3c）、レ

ポーター遺伝子のEC５０ とPD-1感受性には優位な相関は認められなかった（図3d）。これらの結果から、MHCの発

現量は遺伝子発現誘導に必要な抗原量は大きく変化させるが、PD-1 感受性には影響を与えないということが明らかと

なった［6］。 
 

 

図3．MHCの発現量がPD-1による抑制効果に与える影響 
異なるプロモーターを用いてMHCを強制発現させることにより、抗原提示細胞上に発現するMHC
の量を変化させ、MHCの発現量がPD-1による抑制効果に与える影響を解析した。その結果、MHC
の発現量はレポーター遺伝子のEC５０とは逆相関を示したが、PD-1感受性とは相関を示さなかった。 
a） MHCの発現レベル。 
b） レポーター遺伝子の発現レベル。図中の数字はEC５０の値を示す。 
c） レポーターの発現誘導におけるEC５０とMHC発現量の相関。Spearman’s correlation coefficient

を用いて評価した。 
d） レポーターの発現誘導におけるEC５０とPD-1感受性の相関。Spearman’s correlation coefficient

を用いて評価した。 
 

考考  察察  

 
T細胞において、抗原刺激による発現誘導がPD-1によって強く抑制される遺伝子と抑制を受けにくい遺伝子が存在

すること、PD-1 によって強く抑制される遺伝子は、そもそも発現誘導に強い抗原刺激を必要とすることなどを先行  

研究において見出したことから［2］、本研究では、T 細胞の抗原応答特性が遺伝子発現および PD-1 感受性に与える 

影響を解析した。その結果、TCRの抗原親和性が高いほど、PD-1による抑制効果が小さくなるということが明らかに

なった。一方、MHC の発現量が高いほど遺伝子発現誘導に必要な抗原量は低減するものの、PD-1 感受性は影響を   

受けないということが見出された［6］。MHCの発現量が増加すると抗原ペプチドの提示効率が向上するために、少な
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い 抗原ペプチドでも十分な抗原ペプチド－MHC複合体が形成されてT細胞を活性化し、遺伝子発現を誘導すると考

えられる。しかし、MHCの発現量が低い細胞と高い細胞で、前者でより多い量の、後者ではより少ない量の抗原を培

養液中に添加することで、同程度のT細胞の活性化が誘導された場合を考えると、抗原提示細胞上に存在する抗原ペプ

チド－MHC複合体の量は同程度と考えられる。従って、MHCの発現量がEC５０を変化させるものの、PD-1による抑

制効果には影響を与えないことも当然と言える。TCR の抗原親和性が高い場合には、TCR が抗原ペプチド－MHC 複

合体とより安定的に結合するために、個々の TCR からより強いシグナルが伝えられる。すなわち、個々の TCR から

伝えられるシグナルの強度が、PD-1による抑制効果の大きさを決定していると考えられる。 
今回の解析では、PD-1 が分子として固有する特徴を明らかにするために、様々な条件を固定した実験系を構築して

用いた。生体における免疫応答では、関与する分子の種類と量が大幅に変動することから、今後、今回見出した特性が

実際の免疫応答においてどのように反映されるのかを検証していく予定である。 
近年、がん免疫研究は大きな発展を遂げており、PD-1 以外にも、様々な分子を標的とした治療法が多数開発されて

いる。しかし、各分子の基礎的な研究はあまり進んでおらず、リガンドやシグナル伝達機構が不明なまま臨床応用が  

開発されているような免疫補助受容体も多数存在する。また、上述の通り、PD-1についても多くの謎が残されている。

今後、基礎研究により各分子の特性および分子間の協調的な作用が解明されることにより、効果的かつ安全な治療法の

開発が促進されると期待される。 
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