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研究成果の概要（和文）：抗PD-L1およびPD-1等を標的とした免疫チェックポイント阻害薬はEGFR-TKIと併用効
果を示す。そこで、EGFRシグナルが誘導する免疫制御について解析した。マウス肺癌細胞株LLCを用いて免疫チ
ェックポイント分子を解析したところ、LAG-3, B7-H3は陰性であったがPD-L1が陽性であった。CRISPR/Cas9法を
用いてPD-L1ノックアウト細胞を樹立した。C57BL/6マウスに同種移植したが、TILの浸潤は不十分であった。そ
こでCTIIAを癌細胞に発現させたところ、抗原提示能を誘導することに成功した。肺癌治療への応用が期待され
る。

研究成果の概要（英文）：Immune checkpoint inhibitors targeting PD-L1 and PD-1 often show synergistic
 effects on NSCLCs. To elucidate the role of EGFR-mediated signal on lung tumor immunology, LLC 
cells were examined for the immune modulator expression. Although LAG-3 and B7-H3 expression was 
negative, a fair amount of PD-L1 was detected. We then established PD-L1 knockout cells and 
implanted into syngeneic mice, but TIL infiltration was relatively low. To increase TIL infiltration
 we introduced CTIIA, and succeeded in MHC up-regulation.

研究分野： 呼吸器腫瘍学

キーワード： 非小細胞肺癌　EGFR

  ４版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1)我が国の肺癌死亡者数は年 5 万人を超え、

化学療法に抵抗性を示す固形腫瘍の代表で

ある。上皮成長因子受容体(EGFR)チロシン

キナーゼ阻害薬(EGFR-TKI)はEGFR変異を

有する NSCLC に著効を示す。申請者は、ゲ

フィチニブと標準化学療法との第Ⅲ相比較

試験において、ゲフィチニブが有意に無増悪

生存期間を延長することを見出し、EGFR 遺

伝子変異が EGFR-TKI の効果予測因子であ

ることを報告した。肺癌患者の治療法選択に

大きな影響を与える画期的な成果である。し

かし、EGFR 変異を有するにもかかわらず

25-30%の症例では EGFR-TKI が奏効しない

(自然耐性)。また著効例においても獲得耐性

を生じ再燃する(獲得耐性)。耐性の原因は、

①EGFR の２次的遺伝子変異（T790M）、②

HGF/c-Met の増幅と活性化、③ErbB2 の活

性化、④アポトーシス誘導分子の遺伝子多型

等であるが、機序の解析は未だ不十分とであ

り、分子生物学的エビデンスに基づく新規治

療法の開発が急務となっている。 

 

(2) 最近になって、抗腫瘍免疫による癌治療

が注目を浴びている。肺癌をはじめとする腫

瘍細胞上には、抑制性レセプター（PD-L1, 

B7-1 等）が発現誘導される。これらの抑制性

分子は CD8+細胞傷害性 T 細胞に対して強力

な抑制性シグナルを送ることで、抗腫瘍免疫

による攻撃を回避していると考えられる。実

際に PD-L1 と PD-1(PD-L1 に対する T 細胞

上の共刺激受容体 )間、および B7-1 と

CTLA-4(B7-1 に対する T 細胞上の共刺激受

容体)間の相互作用を阻害するモノクローナ

ル抗体投与を行うことで、NSCLC に劇的な

効果を生むことが報告された。興味深いこと

に抗 PD-L1 抗体を EGFR-TKI と併用すると、

明らかな併用効果が認められる（ASCO 

2014）。この事実は、EGFR-TKI 効果が不十

分な肺癌症例に対して、抗腫瘍免疫の増強、

特に免疫チェックポイント制御の打破が極

めて有効なアプローチであることを強く示

唆している。 

 

(3) EGFR-TKI と PD-(L)1 の併用による治療

効果は、この療法が薬剤耐性肺癌の有効な克

服法であることを示している。しかし、実際

の個体における免疫学的な事象、特に腫瘍細

胞の傷害に関わる細胞傷害性リンパ球と腫

瘍細胞の相互作用など、重要な基本事項で依

然不明な点は多い。抗腫瘍免疫に関する理解

をさらに発展させ、治療法に至るレベルにま

で開発を進めるためには、生体における

EGFR-TKI と免疫系の相乗効果に関する具

体的なエビデンスが必要である。実際に、

EGFR が TKI と細胞傷害性 T 細胞（CTL）

が肺癌細胞を攻撃する際の生物学的応答は

ほとんど解析されていない。 

 

２．研究の目的 

(1) EGFR シグナルによって、肺癌細胞が免

疫学的逃避を果たすとのことを明らかにす

ることを目的とする。細胞レベルの解析に加

えて肺がんモデルマウスを用いた個体レベ

ルの CTL 応答を調べることで、EGFR シグ

ナルが免疫を改変する仕組みを解明する。 

 

(2)具体的に以下の３点を目的と定める。 

①Syngeneic マウス肺癌担癌モデルを用いて、

腫瘍内にリクルートされる細胞傷害性T細胞

（CTL）を捕捉し、EGFR シグナルによる免

疫応答を解析する。 

②Syngeneic マウス担癌モデルを用いて、

EGFR-TKI 治療後にリクルートされる T 細

胞を捕捉する。さらに免疫関連分子の発現変

動と制御される遺伝子の同定を行う。 

③変異型 EGFR による発がんモデルマウス

を 用 い て 、 上 記 の 解 析 を 施 行 す る 。   

EGFR-TKI とコラボレーションする真に効

果的な免疫制御分子を同定する。以上の解析



により、本研究では EGFR シグナルを切り口

とした肺癌免疫逃避機構のバイオロジーを

展開し、新しい治療法開発の基盤構築に挑む。 

 

３．研究の方法 

(1) EGFR シグナルによる免疫関連分子発現

プロファイルの解析：マウス C57/BL6 由来の

Lewis Lung Carcinoma(LLC)は EGFR を発現す

る。この細胞に対して CRISPR/Cas9 法によっ

て PD-L1 を欠損させる（LLC/PD-L1KO）細胞

増殖および EGFR シグナルに対する挙動につ

いて、細胞生物学的な解析を加える。一方、

PD-L1がEGFRシグナルに与える影響について

細胞レベルで評価する。 

 

(2) in vivo Syngeneic EGFR 担癌モデルマウ

スを用いた細胞傷害性 T細胞の捕捉と評価：

LLC を C57/BL6 マウスに皮下移植、腫瘍内に

集簇する免疫系細胞を解析する。EGFR シグナ

ルとの関連を調べる。 

 

(3) 変異型 EGFR 発がんモデルマウスを用い

た、EGFR-TKI 治療後に肺癌組織にリクルート

される T細胞の解析：EGFR-TKI とコラボレー

ションする真に効果的な免疫制御分子の同

定：EGFR 陽性肺癌を（自然）発症するモデル

マウスを利用する。個体にドライバー変異に

よって自然発症した腫瘍に対して EGFR-TKI

を投与し、投与前後の TIL を比較する 

 

４．研究成果 

(1) EGFRシグナルによる免疫関連分子発現プ

ロファイルの解析：EGFR 陽性マウス肺癌細胞

株LLCを用いて免疫チェックポイント分子の

解析を行った。FACS解析の結果、LAG-3, B7-H3

は陰性であったがPD-L1のみが陽性であった。

CRISPR/Cas9 法を用いて PD-L1 の遺伝子ノッ

クアウトを行った。ウエスタンブロット法お

よび FACS 法による解析を行い、PD-L1 欠損細

株を３クローン樹立すること成功した。これ

ら細胞株を Syngeneic 系統である C57/B6 系

統マウスに皮下移植し腫瘍の増大を観察中

である。一方、野生型 LLC 細胞を同一系統マ

ウスに皮下移植し形成される腫瘍を摘出し、

単一細胞化処理を施した後でFACS解析した。

MDSC および好中球の浸潤が認められたが、

TIL としての CD8 陽性 T 細胞、および制御性

T 細胞(Treg)の浸潤は極めて少数であった。

LLC 細胞はネオアンチゲンが少ないため免疫

サーベイランスを受けにくい腫瘍を形成す

るものと考えられた。LLC に Ova ペプチドを

発現させるなどの方法で改変するとともに、

他のマウス肺癌細胞株についても解析を加

える必要があると考えられた。 

(2) がん抗原の抗原提示において、プロセス

されたネオアンチゲン断片は MHC classI に

提示される。抗原提示を効率的に上昇させる

ことができれば、抗腫瘍免疫に寄与する可能

性が高い。そこで自然免疫系転写因子 CIITA

ファミリー分子を発現させることで、細胞表

面への抗原提示能を改善することに挑んだ。

CIITA 遺伝子を単離しタグを付加した後にレ

ンチウイルスベクターに組み込み、癌細胞に

導入した。その結果、MHC クラス Iおよび II

が、発現することが分かった。効果的な免疫

応答を誘導につながる可能性があるものと

考えられた。 

(3) 抗腫瘍免疫を in vivo で解析するため、

新規 EGFR 発がん系モデルマウスの構築を行

った。ドキシサイクリンにて変異 EGFR を発

現誘導したところ、両肺野に多発性の肺腺癌

が発生した。このモデルマウスは肺癌研究の

有望な解析ツールとなるものと期待される。 
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