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研究成果の概要（和文）：悪性黒色腫では免疫療法が効くが、効かない症例もあり、原因として免疫抑制が考えられ、
その機序解明は、治療効果の改善に重要である。本研究では、低分子化合物・siRNAライブラリーを用いて、ヒト悪性
黒色腫細胞に対するT細胞反応の低下や樹状細胞の機能抑制に関与する分子を網羅的にスクリーニングし、免疫抑制に
関与するTGF-βとMAPKシグナルを同定し、その阻害が悪性黒色腫治療に有用であることを示した。

研究成果の概要（英文）：Immunotherapy is now known to be effective on melanoma, but not all the patients. 
One of the reasons is immunosuppression caused by melanoma cells. Understanding it's mechanism may lead 
to improvement of melanoma treatment. In this study, by systematic screening of molecules involved in the 
human melanoma induced immunosuppression using low molecular weight compound libraries and siRNA 
libraries, we found that TGF-β and MAPK signaling pathways are important for the human melanoma induced 
immunosuppression in both induction and effector phases of anti-melanoma specific T-cells. We identified 
cellular and molecular mechanisms in the TGF-β and MAPK induced immunosuppression. These results 
indicate that blockade of TGF-β or MAPK pathway may be useful for the improvement of current melanoma 
therapies, particularly for cancer immunotherapy.
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１． 研究開始当初の背景 
 
悪性黒色腫に対するT細胞応答を利用する
免疫療法として、最近、抗PD-1 阻害抗体な
どを用いた免疫チェックポイント阻害療法や培
養T 細胞を用いた養子免疫療法が、進行が
んに対しても持続的な腫瘍縮小効果を示すこ
とが明らかになった。しかし、これらの免疫療
法が効かない症例もあり、その原因として、
PD-1以外の機序による免疫抑制が考えられ、
その分子機構の解明と克服法の開発が世界
中で期待されている。本研究代表者はがん細
胞の遺伝子異常によるシグナル亢進がその原
因一つであることを明らかにしてきた。本研究
では、低分子化合物ライブラリーやsiRNA ライ
ブラリーなどを駆使した網羅的なスクリーニン
グ法を用いた体系的なデータ駆動型研究によ
り、ヒト悪性黒色腫の免疫抑制病態の機序解
明とその克服法の開発を試みることにした。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、シグナル阻害剤等の低分子
化合物ライブラリーやシグナル関連キナーゼ
等のsiRNA ライブラリーなどを用いて、抗悪性
黒色腫T細胞応答の増強作用をもつ薬剤、そ
の標的の網羅的なスクリーニングを実施し、体
系的なデータ駆動型研究により、ヒト悪性黒色
腫における免疫抑制病態の機序解明とその
克服法の開発を目指した。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、ヒト悪性黒色腫特異的 T 細胞
のヒト悪性黒色腫細胞株への反応を増強する
薬剤の低分子化合物ライブラリーによるスクリ
ーニング、およびヒト悪性黒色腫細胞株の免
疫抑制性サイトカイン産生を抑制する薬剤の
低分子化合物ライブラリーによるスクリーニン
グ、さらに標的候補分子の siRNA ライブラリー
を用いたスクリーニングを行い、ヒト悪性黒色
腫細胞によるT細胞応答抑制作用を改善でき
る薬剤や治療標的の同定を試みた。同定した
候補分子やシグナル系の in vivo での意義を
担がんマウスモデルで検証するとともに、悪性
黒色腫臨床検体での解析を行った。同定した
免疫抑制に関与する分子やシグナル系への
阻害剤によるがん免疫抑制作用の改善効果
を検討し、今後の複合がん免疫療法の基盤を
構築した。 
 
４．研究成果 
 
本研究では、ヒト悪性黒色腫細胞による免疫
抑制のメカニズムを、シグナル阻害低分子化
合物やキナーゼsiRNAなどの各種ライブラリー
を用いた網羅的なスクリーニングによって得た
結果を用いたデータ駆動型研究により解明す

ることを目指した。 
 
(1)ヒト悪性黒色腫に対するT細胞応答を増強
する低分子化合物とその標的の同定 
 
ヒト悪性黒色腫細胞株に対する抗腫瘍 T細
胞の反応を増強する化合物とその標的を同定
するために、まずヒ ト悪性黒色腫抗原
MART-1 特異的な T 細胞受容体の遺伝子を
末梢血 T 細胞に導入して作製したヒト悪性黒
色腫特異的 T 細胞を、ヒト悪性黒色腫細胞株
とin vitroで共培養することにより、悪性黒色腫
特異的な免疫反応をT細胞からの IFN-分泌
で検出するアッセイを構築した。このアッセイ
を用いて、低分子化合物ライブラリー（抗腫瘍
薬や既存薬や天然化合物を含む）をスクリー
ニングして、悪性黒色腫に対する T 細胞反応
を増強できる化合物の同定を試みたところ、
TGF-シグナルの阻害剤および MAPK シグ
ナルの阻害剤が複数同定された。 
 
(2) ヒト悪性黒色腫細胞株からの免疫抑制性
サイトカインの産生を抑える低分子化合物とそ
の標的の同定 
 
 ヒト悪性黒色腫細胞株は各種免疫抑制性の
サイトカインを産生して、樹状細胞などの免疫
細胞の機能を抑制する。そこで、ヒト悪性黒色
腫細胞株に低分子化合物ライブラリーや
siRNA ライブラリーを作用させて、悪性黒色腫
からの免疫抑制性サイトカインの産生低下、あ
るいは樹状細胞機能抑制作用を低下させる低
分子化合物、および標的分子の同定を試み
た。その結果、ヒト悪性黒色腫細胞からの IL10
や TGF-などの免疫抑制性サイトカインを低
下させて樹状細胞の抑制作用を減弱させる低
分子化合物と標的候補分子を同定した。それ
はMAPKシグナル阻害剤とキナーゼAであっ
た。悪性黒色腫の臨床検体を用いて、キナー
ゼ A のリン酸化を検討したところ、悪性黒色腫
組織では非がん部組織と比較して、高リン酸
化していることが判明した。ヒト悪性黒色腫細
胞株でのキナーゼAの siRNAによるノックダウ
ンにより TGF-の産生を減弱させたので、キ
ナーゼ A を阻害できる化合物を、既存キナー
ゼ阻害剤のスクリーニングにより探索したが、
明確に阻害する化合物は見つからなかった。 
 
(3)同定したシグナル系の生体内での免疫抑
制作用と細胞機構の解明、および制御法の検
討 
 
BRAF 突然変異をもちMAPK シグナルが亢
進しているヒト悪性黒色腫細胞株を、T 細胞を
欠損する免疫不全マウスに移植すると樹状細
胞の機能低下が起こることが判明した。このマ



ウスに BRAF 阻害剤を投与すると樹状細胞機
能が回復したことから、BRAF-MAPK シグナル
の亢進は生体内での免疫抑制に関与しており、
その阻害剤により免疫抑制状態が改善される
ことが分かった。また、TGF-の in vivo でのが
ん免疫病態への意義を検討するために、T 細
胞エピトープが同定されているマウス腫瘍モ
デルを用いて、がん組織で TGF-を増加させ
て免疫変化を検討したところ、腫瘍組織およ
び所属リンパ節で、樹状細胞の機能低下や免
疫抑制性の制御性 T 細胞(Treg)や骨髄由来
免疫抑制細胞(MDSC)などの増加を介して、
腫瘍抗原特異的T細胞の誘導が抑制されるこ
とが判明した。今後、TGF-シグナル阻害剤
や中和抗体の投与による免疫改善効果の検
証、および TGF-分泌の上流にあるキナーゼ
A を阻害する薬剤の探索が必要と考えられた。
これらの実験データは、MAPK シグナルや
TGF-シグナルの阻害ががん免疫抑制病態
の改善に有用である可能性を示唆する。 
 
以上のように、本研究では、低分子化合物
ライブラリーと siRNAライブラリーを用いた網羅
的スクリーニングにより、改めてヒト悪性黒色腫
では MAPK シグナルと TGF-シグナルがが
ん微小環境の免疫抑制病態に重要であること
が示され、さらに新たな治療標的キナーゼの
同定に成功した。現在、ヒト悪性黒色腫では、
治療前に抗腫瘍 T 細胞がすでに誘導されて
腫瘍組織に浸潤している症例では、抗
PD-1/PD-L1 阻害抗体投与が効果を奏する
が、T 細胞が誘導されていない症例ではこれ
らの抗体治療が効かないことが報告されてい
る。今後、本研究で明らかになったBRAF阻害
剤や TGF-シグナル阻害剤の投与が T 細胞
の活性化に重要な樹状細胞の機能回復によ
る抗悪性黒色腫 T 細胞の誘導促進、さらにエ
フェクターT 細胞の悪性黒色腫細胞反応性を
増強することにより、抗PD-1/PD-L1阻害抗体
の効きが悪い症例でも効果が得られるように
改善できる可能性があり、今後の臨床試験で
の検証が期待される。 
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