
口腔扁平上皮癌のCCR4標的制御性T細胞（Treg）除去療法に
MEK1/2阻害薬が与える細胞傷害性T細胞（CTL）減少の緩和効果

愛知学院大学大学院歯学研究科 歯科臨床系 （口腔外科学）
指導：長尾　徹 教授

愛知学院大学大学院歯学研究科博士（歯学）学位申請論文

The alleviation effect of cytotoxic T-lymphocyte reduction by MEK1/2 inhibitor on 
CCR4-targeted regulatory T-cell depletion therapy in oral squamous cell carcinoma

S  O

小　野　翔　矢

Graduate School of Dentistry, Aichi Gakuin University

Clinical Dentistry （Oral and Maxillofacial Surgery）
Supervisor: Prof. Toru Nagao

The thesis submitted to the Graduate School of Dentistry,

Aichi Gakuin University for Ph.D. degree



本論文の基盤論文は、次のような論文です。

タイトル：Trametinib improves Treg selectivity of anti-CCR4 antibody by regulating CCR4 

expression in CTLs in oral squamous cell carcinoma

掲載誌名：Scientific Reports 12, 21678, 2022

著　　者：S  O 1）, S  S 2, 3）, Y  K 1）, I  O 2）, 

M  G 1）, T  O 4）, H  K 5）, H  I 6）, 

T  T 7）, A  S 7）, T  T 7）, 

K  Y 2）, T  N 1）, R  U 3）

所　　属：1） Department of Maxillofacial Surgery, Aichi Gakuin University School of dentistry,

 2-11 Semori-dori, Chikusa-ku, Nagoya 464-8650, Japan

2） Research Creation Support Center, Aichi Medical University,

 1-1 Yazakokarimata, Nagakute, 480-1195, Japan

3） Department of Tumor Immunology, Aichi Medical University School of Medicine,

 1-1 Yazakokarimata, Nagakute, 480-1195, Japan

4） Department of Otorhinolaryngology, Aichi Medical University School of Medicine,

 1-1 Yazakokarimata, Nagakute, 480-1195, Japan

5） Transfusion Medicine and Cell Therapy Center, Aichi Medical University Hospital,

 1-1 Yazakokarimata, Nagakute, 480-1195, Japan

6） Department of Pathology, Aichi Medical University School of Medicine,

 1-1 Yazakokarimata, Nagakute, 480-1195, Japan

7） Department of Surgical Pathology, Aichi Medical University School of Medicine,

 1-1 Yazakokarimata, Nagakute, 480-1195, Japan

論文提出先：愛知学院大学大学院歯学研究科委員会

（名古屋市千種区楠元町 1-100）



目　　　次

Ⅰ．緒　　言 ………………………………………………………………………………………………………………… 1

Ⅱ．対象および方法 ………………………………………………………………………………………………………… 2

1．細胞培養 …………………………………………………………………………………………………………… 2

2．臨床サンプル ……………………………………………………………………………………………………… 2

3．多重蛍光免疫染色（MF-IHC） …………………………………………………………………………………… 2

4．バイオインフォマティクス解析 ………………………………………………………………………………… 2

5．CMV抗原特異的 CTL（CMV-CTL）の誘導 …………………………………………………………………… 2

6．フローサイトメトリー …………………………………………………………………………………………… 2

7．CMV-CTLにおける CCR4 の発現誘導…………………………………………………………………………… 4

8．ウェスタンブロット ……………………………………………………………………………………………… 4

9．Annexin Vによる CTLの細胞傷害活性およびアポトーシスの測定 ………………………………………… 4

10．5-bromo-2’-deoxyuridine（BrdU）による細胞増殖の測定……………………………………………………… 4

11．細胞内サイトカイン染色 ………………………………………………………………………………………… 4

12．KM2760 による ADCCが CMV-CTL増殖に与える影響 ……………………………………………………… 5

13．KM2760 による PBMC中の eTreg除去 ………………………………………………………………………… 5

14．統計解析 …………………………………………………………………………………………………………… 5

Ⅲ．結　　果 ………………………………………………………………………………………………………………… 5

1．腫瘍微小環境における CCR4+CD8+T細胞の存在 ……………………………………………………………… 5

2．CMV-CTLの CCR4 発現に影響する因子………………………………………………………………………… 6

3．TCR刺激、TGF-β1、Trametinibが CMV-CTLの CCR4 発現に与える影響 ………………………………… 6

4．TGF-β1、キナーゼ阻害剤が CD8+T細胞の ERK、STAT3 のリン酸化に与える影響 ……………………… 7

5．Trametinibが CTLの機能に与える影響 ………………………………………………………………………… 7

6．Trametinibが抗 CCR4 抗体による CTLおよび eTreg除去に与える影響……………………………………… 8

Ⅳ．考　　察 …………………………………………………………………………………………………………………10

Ⅴ．まとめ ……………………………………………………………………………………………………………………15
謝　　辞 …………………………………………………………………………………………………………………16

参考文献 …………………………………………………………………………………………………………………16





1小　野　翔　矢

略語一覧
ADCC：抗体依存性細胞傷害
BrdU：5-bromo-2’-deoxyuridine
CCR4：C-C chemokine receptor type4
CMV：サイトメガロウイルス
CMV-CTL：サイトメガロウイルス抗原特異的

細胞傷害性 T細胞
CTL：細胞傷害性 T細胞
DMEM：ダルベッコ改変イーグル培地
E:T比：エフェクター :ターゲット比
eTreg：エフェクター制御性 T細胞
FBS：ウシ胎児血清
FoxP3：Forkhead box Protein 3
HD：健常人ドナー
HLA：ヒト白血球抗原
HNSCC：頭頸部扁平上皮癌
IFN-γ：インターフェロンγ
IL：インターロイキン
MF-IHC：多重蛍光免疫染色
NK：ナチュラルキラー
OSCC：口腔扁平上皮癌
PBMC：末梢血単核細胞
PBS：リン酸緩衝液
PBSCT：末梢血幹細胞移植
PD-1：programmed cell death-1
scRNA-seq：シングルセル RNAシークエンシング
TBS：トリス緩衝液
TCM：セントラルメモリー T細胞
TCR：T細胞受容体
TGF-β1：トランスフォーミング増殖因子β1
TIL：腫瘍浸潤リンパ球
TNF-α：腫瘍壊死因子α
Treg：制御性 T細胞

Ⅰ．緒　言
抗 programmed cell death-1（PD-1）抗体をはじめとす
る免疫チェックポイント阻害薬は、がん免疫療法に大き
な進歩をもたらした。一方でその効果は、未だすべての
患者には有益とは言い難い。その様な中、がん免疫療法
の新たなターゲットとして、制御性 T細胞（Treg）が注
目されている。Tregは抗腫瘍免疫を抑制し 1）、抗 PD-1
療法の予後にも負の影響を及ぼす 2, 3）。そのため、Treg
除去療法の開発が注目されている 4-6）。
口腔扁平上皮癌（OSCC）を含む頭頸部扁平上皮癌

（HNSCC）においても、再発または転移を有する患者に
対し、抗 PD-1 療法が標準療法となっている。しかし、
この治療法における全生存率の中央値は 1年に満たない
のが現状である 7, 8）。この結果を受け、抗 PD-1 療法の

予後を改善すべく、他剤との併用療法が数多く試験され
ている 9）。

HNSCCと Tregとの関係に着目すると、HNSCCは他
のがん種と比較して、腫瘍浸潤 Tregが多い 10）。Tregの
マーカーである ForkHead Box Protein3（FoxP3）の発現
と HNSCCの予後との相関には一定の見解が得られてい
ないが 11）、腫瘍内で免疫抑制活性を有する effector Treg
（eTreg）は、HNSCCの予後不良因子である 12, 13）。さらに、

HNSCCにおいて eTregは PD-1 を高発現しており 14）、
抗 PD-1 療法の予後を増悪させる一因であると考えられ
る。そのため、HNSCCに対する抗 PD-1 療法と Treg除
去療法の併用は、有望な選択肢であると考えられる。

Mogamulizumabは抗C-C chemokine receptor type4（CCR4）
モノクローナル抗体で、Treg除去療法の候補薬剤の一つ
である。CCR4 は白血球の遊走に関与するケモカイン受
容体であり、成人 T細胞白血病リンパ腫に高発現して
いる。Mogamulizumabは、この成人 T細胞白血病リン
パ腫に対して強力な抗体依存性細胞傷害（ADCC）活性
を有する薬剤として開発 15）、上市され、ヒトに対する
投与の知見が蓄積されてきた。その後の研究で、CCR4
を強く発現した eTregも同様に、Mogamulizumabにより
除去されることがわかった 16）。がん免疫療法では重篤
な自己免疫疾患を生じることがあるが、Mogamulizumab
は自己免疫疾患の抑制に重要な naïve Tregに影響を与え
ないため、忍容性が高い 16, 17）。Treg除去を目的とした
Mogamulizumabの効果については、治療抵抗性または
進行 CCR4 陰性固形癌患者を対象とした第 Ia/b相試験
の結果が報告されている 18, 19）。この臨床試験では、末
梢血中の eTregの枯渇が観察されたものの、固形癌の治
療効果判定のためのガイドラインであるresponse evaluation 
criteria in solid tumors（RECIST）では、客観的奏功は 35
例中 1例にみられたのみであった。さらに、免疫チェッ
クポイント阻害薬に対する上乗せ効果も得られなかっ
た 20-22）。これらの低い奏効率の原因として、2つの仮説
が考えられる。1つ目は、腫瘍浸潤 eTregが残存してい
ることである。末梢血中の eTregと異なり、腫瘍浸潤
eTregが除去されているかどうかは、まだ十分に評価さ
れていない。2つ目は、CCR4 を発現し抗腫瘍活性を有
する細胞集団、特に CCR4+CD8+T細胞の減少である。
臨床試験の解析結果から、末梢血におけるセントラルメ
モリー CD8+T細胞（CD8+TCM）が CCR4 を高発現し、
Mogamulizumabの投与により減少することが確認され
た 23）。さらに、HNSCC患者において CD8+腫瘍浸潤リ
ンパ球（TIL）の一部が CCR4 を発現することもわかっ
ている 24）。CD8+TILはそのほとんどが細胞傷害性 T細
胞（CTL）であり、CTLは直接的に腫瘍を傷害する、抗
腫瘍免疫に最も重要な細胞である。Mogamulizumabが
腫瘍浸潤 eTregを除去するならば、末梢血における
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CD8+TCMと同様に、腫瘍微小環境では CTLの減少が起
こると考えられる。つまり、Mogamulizumabによる Treg
除去療法の効果を改善するためには、CTLの保護を考
える必要がある。これらの先行研究から着想した本研究
の目的は、CTLの CCR4 発現を制御し、抗 CCR4 抗体
による CTL減少を緩和する方法を探索することにある。
本研究では、腫瘍抗原の代わりにサイトメガロウイル
ス（CMV）抗原を用いて、抗原刺激と CCR4 発現の関
連性を評価した。その結果、CTLの CCR4 発現は T細
胞受容体（TCR）シグナルにより誘導され、トランス
フォーミング増殖因子β1（TGF-β1）をはじめとする
サイトカインにより増強されることがわかった。先行研
究から、これらの受容体の下流で共通するシグナル伝達
経路はMEK-ERK経路であった 24-27）。そのため、MEK1/2
阻害薬である Trametinibを CCR4 発現制御に用いる候補
薬剤として選定し、抗 CCR4 抗体との併用の有効性を検
討した。

Ⅱ．対象および方法

1．細胞培養
ヒト OSCC細胞株である HSC-2、HSC-3、HSC-4 は
10％ウシ胎児血清（FBS; HyClone Laboratories, Inc., South 
Logan, UT, USA）及び 1％ペニシリンストレプトマイシ
ン（Life Technologies, Carlsbad, CA, USA）を添加したダ
ルベッコ改変イーグル培地（DMEM; FUJIFILM Wako 
Pure Chemical Corporation, Osaka, Japan）中で CO2 濃度
5％、37℃で培養した。HSC-2pp65、HSC-3pp65、HSC-
4pp65 はそれぞれ HSC-2、HSC-3、HSC-4 に CMVpp65
抗原と tdTomatoを強制発現させた細胞株で 28）、これらの細
胞株は HSC-2、HSC-3、HSC-4と分離培養し、250μg/mL
のG418（FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）を添
加し維持した。

2．臨床サンプル
多重蛍光免疫染色（MF-IHC）の解析には、愛知学院

大学歯学部附属病院口腔外科第二診療部において前治療
を行わず切除した、舌扁平上皮癌原発巣のホルマリン固
定パラフィン包埋切片を用いた。末梢血は、愛知医科大
学病院耳鼻咽喉科・頭頸部外科において、Stage IVの
OSCC患者から治療前に採取した。本研究はヘルシンキ
宣言に基づき実施され、愛知学院大学歯学部倫理委員会
（承認番号：82）および愛知医科大学倫理委員会（承認
番号：2020-H033、2020-H073）の承認を得た。

3．多重蛍光免疫染色（MF-IHC）
ホルマリン固定パラフィン包埋切片を、既報に示す方法
で染色した 29）。一次抗体には CD3（clone M4622; Spring 

Biosciences, Eugene, OR, USA）、CD8（clone 1A5; Biogenex, 
Fremont, CA, USA）、FoxP3（clone 236A/E7; Abcam, 
Cambridge, UK）、CCR4（clone KM2160; mouse anti-CCR4
mAb; Kyowa Kirin, Japan）、cytokeratin（clone CAM5.2; 
Biogenex）を用いた。核は DAPI（Beckman coulter, Brea, 
CA, USA）で染色した。画像化は Vectra（PerkinElmer, 
Waltham, MA, USA）を用いて行った。

4．バイオインフォマティクス解析
舌扁平上皮癌患者腫瘍組織のシングルセル RNAシー

クエンシング（scRNA-seq）における expression levelsを
Gene Expression Omnibusからダウンロードした（August 
20th, 2021 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.
cgi?acc=GSE103322）。expression levelsとは transcripts per 
million（TPM）を改変し算出したもので、遺伝子間およ
びサンプル間の比較が可能である 30）。5 人の患者の原発
巣浸潤 T細胞の expression levelsを用いて、IDEP.9331）

（October 15th, 2021 http://bioinformatics.sdstate.edu/idep/）
でヒートマップ解析を行った。CCR4は Z-score2 以上を
発現ありと判定した。

5．CMV抗原特異的CTL（CMV-CTL）の誘導
ヒト白血球抗原（HLA）-A*02:01 または HLA-A*24:02
拘束性の CMV-CTLを既報の通り調整した 28）。CMV-
CTLの誘導には、健常人または患者由来の末梢血単核
細胞（PBMC）を用いた。健常人由来の PBMCには、研
究ボランティアの他、末梢血幹細胞移植ドナー由来の残
余検体が含まれた。PBMCは、研究ボランティアと患者
か ら は Ficoll-Paque PLUS （GE Healthcare, Chicago, IL, 
USA）を用いた密度勾配遠心分離法で、末梢血幹細胞移
植ドナーからはアフェレーシスで分離した。ドナーの詳
細は表 1に示す。

6．フローサイトメトリー
フローサイトメトリーに用いたマルチカラーパネルを表
2 に示す（BioLegend, San Diego, CA, USA; BD Bioscience, 
Franklin Lakes, NJ, USA; MBL, Tokyo, Japan）。細胞は0.25％
ヒト血清アルブミン、2.5nmol/L ethylenediaminetetraacetic 
acid （EDTA; FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation）を
添加したリン酸緩衝液（PBS）で洗浄し、各種蛍光標識抗
体を用いて、4℃で 20 分間染色した。CMV-CTL集団を
解析する場合は、蛍光標識 HLA-A*02：01 CMVpp65
tetramer-NLVPMVATVまたは HLA-A*24：02 CMVpp65-
QYDPVAALF（MBL）を用いて、他の抗体を添加する
前に 10 分間染色した。測定は BD LSRFortessa（BD 
Bioscience）、 解 析 は FlowJo ver.10.8.1（BD Bioscience）
を用いて行った。
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表 1 末梢血単核細胞（PBMC）ドナーの一覧

HD: healthy donor, Pt: Patient, OSCC: oral squamous cell carcinoma, CMV-CTL: cytomegalovirus specific 
cytotoxic T-lymphocyte, HLA: human leukocyte antigen, PBSCT: peripheral blood stem cell transplantation

Donor Disease PBMC isolation method Epitopes used for CMV-CTL induction 

HD1 None Density gradient centrifugation QYDPVAALF (HLA-A*24:02 restricted) 

HD2 None Density gradient centrifugation NLVPMVATV (HLA-A*02:01 restricted) 

HD3 None Density gradient centrifugation NLVPMVATV (HLA-A*02:01 restricted) 

HD4 None Apheresis (for PBSCT) NLVPMVATV (HLA-A*02:01 restricted) 

HD5 None Apheresis (for PBSCT) NLVPMVATV (HLA-A*02:01 restricted) 

HD6 None Density gradient centrifugation 

HD7 None Density gradient centrifugation 

Pt. 1 OSCC (tongue, T4aN2bM0) Density gradient centrifugation NLVPMVATV (HLA-A*02:01 restricted) 

Pt. 2 OSCC (lower gingiva, T4aN2cM0) Density gradient centrifugation NLVPMVATV (HLA-A*02:01 restricted) 

antibody / molecule conjugate clone manufacture 

CCR4 expression 

HLA-CMVpp65-tetramer APC - MBL 

CD8 APC-Cy7 RPA-T8 BioLegend 

CCR4 BV421 L291H4 BioLegend 

BrdU cell proliferation assay 

HLA-CMVpp65-tetramer APC - MBL 

CD8 APC-Cy7 RPA-T8 BioLegend 

CCR4 BV421 L291H4 BioLegend 

BrdU FITC 3D4 BioLegend 

Annexin V cytotoxicity/apoptosis assay 

HLA-CMVpp65-tetramer APC - MBL 

CD8 APC-Cy7 RPA-T8 BioLegend 

CCR4 BV421 L291H4 BioLegend 

Annexin V FITC - BioLegend 

Intracellular cytokine staining 

HLA-CMVpp65-tetramer PE - MBL 

CD8 APC-Cy7 RPA-T8 BioLegend 

CCR4 BV421 L291H4 BioLegend 

IFN-  FITC 4S.B3 eBioscience 

TNF-  APC Mab11 eBioscience 

Effects of ADCC by KM2760 on the proliferation of CMV-CTLs 

HLA-CMVpp65-tetramer APC - MBL 

CD3 FITC UCHT1 BioLegend 

CD8 APC-Cy7 RPA-T8 BioLegend 

CD16 BV480 3G8 BD Bioscience 

CD56 PE 5.1H11 BioLegend 

CCR4 BV421 L291H4 BioLegend 

eTreg depletion by KM2760 in PBMCs 

CD3 BUV737 UCHT1 BD Bioscience 

CD4 APC RPA-T4 BioLegend 

CD8 BUV395 RPA-T8 BD Bioscience 

CD16 BV480 3G8 BD Bioscience 

CD45RA APC-Cy7 HI100 BioLegend 

CD56 PE 5.1H11 BioLegend 

CCR4 BV421 L291H4 BioLegend 

FoxP3 Alexa488 236A/E7 BD Bioscience 

表 2 フローサイトメトリーに用いたマルチカラーパネル

CCR4: CC chemokine receptor type 4, BrdU: 5-bromo-2’-deoxyuridine, ADCC: antibody-
dependent cellular cytotoxicity, eTreg: effector regulatory T-cell, PBMC: peripheral blood 
mononuclear cells, FoxP3: Forkhead Box P3 protein,
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7．CMV-CTL におけるCCR4 の発現誘導
CMV-CTLを、CMVpp65 抗原導入 OSCC細胞株、ま
たは 1μg/mLで培養プレートに固相化した抗 CD3 抗体
（clone: OKT-3, eBioscience, San Diego, CA, USA）で、5％
CO2 条件下、37℃で 2日間刺激した。培地は無血清の
Alys505N-0 培地を用い、各種のサイトカイン（10ng/mL）、
キナーゼ阻害剤（1μmol/L）を添加した。実験に使用し
たサイトカインとキナーゼ阻害剤は下記の通りである。
インターロイキン（IL）-2、IL-4、IL-6、IL-7、IL-10、IL-
12、IL-15、IL-21、TGF-β1、TGF-β3、腫瘍壊死因子α（TNF-
α）、インターフェロンγ（IFN-γ）（ Miltenyi Biotec Inc., 
Bergisch Gladbach, Germany）、SB525334（TGF-β
receptor 1（TGF-βR1） inhibitor, Selleck, Houston, TX, 
USA）、AZD1480（JAK inhibitor, Selleck）、GSK1120212
（trametinib, MEK1/2 inhibitor, Selleck）

8．ウェスタンブロット
健常人（HD6）由来の PBMCから、CD8+T-cell Isolation 

Kit（Miltenyi Biotec Inc.）と Auto MACS（Miltenyi Biotec 
Inc.）を用いて、CD8+T細胞を分離した。さらに、分離し
た CD8+T細胞を T-cell Activation/Expansion Kit（Miltenyi 
Biotec Inc.）を用いて、5％ FBS、100IU/mL IL-2 含有
Alys505N-0 培地（Cell Science & Technology Institute, Inc., 
Miyagi, Japan）中で 5％ CO2 条件下、37℃で 14 日間拡
大培養した。拡大培養した CD8+T細胞は、TGF-β1
（10ng/mL）とキナーゼ阻害剤（1μmol/L）を添加した
100IU/mL IL-2含有Alys505N-0培地で3時間処理した後、
T-cell Activation/Expansion Kitで 10 分間再刺激した。細
胞はペレットにして溶解バッファー（1% TritonX-100
（Sigma Aldr ich,  St .  Louis ,  MO, USA）、2mmol/L 
2-mercaptoethanol（2-ME; Sigma Aldrich）、2mmol/L 
EDTA含有トリス緩衝液 : TBS）で溶解した。ライセー
トにドデシル硫酸ナトリウム -ポリアクリルアミドゲル
電気泳動（SDS-PAGE）用 sample bufferを加え、95℃で
5分間、熱変性処理した。等量のサンプルで SDS-PAGE
を行い、ポリフッ化ビニリデン（PVDF）メンブレンに
ドライブロッティングで転写した（iBlot2, Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA, USA）。5 ％ ス キ ム ミ ル ク
（Morinaga Milk Industry, Tokyo, Japan）を添加したトリス
緩衝液（TBS）を用い、常温で 1時間ブロッキングを行っ
た後、4℃で一晩、一次抗体と反応させた。一次抗体に
は抗 Erk1/2、抗リン酸化 Erk1/2、抗 STAT3、抗リン酸化
STAT3 抗体（Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA）
を4000倍希釈で使用した。メンブレンを TBSで洗浄し、
二次抗体と 4℃で 30 分間反応させた。二次抗体にはペ
ルオキシダーゼポリマー抗マウスまたは抗ウサギ IgG抗
体（Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA）を 400 倍
希釈で用いた。メンブレンを TBSで洗浄し、SuperSignal 

West Atto（Thermo Fisher Scientific）を用いて化学発光を
行い、ImageQuanto LAS 500（Cytiva, Stockholm, Sweden）
で画像化した。

9． Annexin VによるCTLの細胞傷害活性およびアポトー
シスの測定

CMV-CTLを 5％ FBS、100IU/mL IL-2、各種濃度の
Trametinibを添加した Alys505N-0 培地で 24 時間、HSC-
3pp65と共培養した。エフェクター：ターゲット比（E:T比）
は 0.5 とした。Annexin Vの染色方法は既報の通りであ
る 29）。HSC-3pp65 に対する細胞傷害活性（% cytotoxicity 
to HSC-3pp65）、CMV-CTLのアポトーシス（% apoptosis 
of CMV-CTLs）は以下の式に従って算出した。
% cytotoxicity to HSC-3pp65 = （% annexin expression in 
tdTomato+ with each concentration trametinib） / （% annexin 
expression in tdTomato+ with 0 nM trametinib）× 100
% apoptosis of CMV CTLs = （% annexin expression in CD8+

HLA CMVpp65 tetramer+ with each concentration trametinib） / 
（% annexin expression in CD8+ HLA CMVpp65 tetramer+ with 
0 nM trametinib）×100

10． 5-bromo-2’-deoxyuridine（BrdU）による細胞増殖
の測定

OSCC細胞株は無血清 DMEM培地で 7日間培養した。
CMV-CTL は 5 ％ FBS、100IU/mL IL-2、 各 種 濃 度 の
Trametinibを添加した Alys505N-0 培地で、HSC-3pp65
と 2 日間共培養した。E:T比は 0.5 とした。細胞増殖の
測定のため、10μmol/L BrdU（Sigma Aldrich）を各サン
プルに添加し 1時間培養した。BrdUの染色法は既報の
通りである 29）。BrdUの取り込み（% BrdU incorporation）
は以下の式により算出した。
% BrdU incorporation = （% BrdU expression in CD8+ HLA 
CMVpp65 tetramer+ with each concentration trametinib） / （% 
BrdU expression in CD8+ HLA CMVpp65 tetramer+ with 0
nM trametinib）× 100

11．細胞内サイトカイン染色
CMV-CTLを 5％ FBS、100 IU/mL IL-2、各種濃度の

Trametinibを含有した ALys505N-0 培地で培養した。E:T
比は 0.5 とした。2時間後、1μg/mL モネンシン（Selleck）
を加え、さらに 2時間培養した。細胞を回収し、表面抗
原の染色を終えた後、4％ホルマリンを用いて、4℃で
20 分固定した。2 度洗浄し、終濃度 0.25%のサポニン
を含む PBSで透過処理を行いつつ、4℃で 30 分間サイ
トカイン染色を行った。サイトカインの発現（% IFN-γ、
% TNF-α）は以下の式により算出した。
% cytokine expression = （% cytokine expression in CD8+ HLA 
CMVpp65 tetramer+ with each concentration trametinib） / （% 
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cytokine expression in CD8+ HLA CMVpp65 tetramer+ with 0
nM trametinib）×100

12． KM2760 による ADCCが CMV-CTL 増殖に与える
影響

5％ FBS、100IU/IL-2、0.1μg/mL KM2760（脱フコシル
化抗 CCR4 IgG1 キメラ抗体 : Kyowa Kirin）、各種濃度の
Trametinibを添加した Alys505N-0 培地で、CMV-CTLお
よびナチュラルキラー（NK）細胞と HSC-3pp65 を共培
養した。この検討には、CMV-CTLの誘導後に NK細胞
を多く含んだ健常人（HD1）由来のリンパ球を使用した。
E:T比（CMV-CTL: HSC-3pp65 比）は 1.0 とした。5日後
にリンパ球を回収し、フローサイトメトリーを行った。
CMV-CTL数は以下の式により算出した。

CTL number = total cell×percentage of CD8+ HLA 
CMVpp65 tetramer+ cells

13．KM2760 による PBMC中の eTreg 除去
PBMCは5％ FBS、100IU/mL IL-2、0.1μg/mL KM2760、

各種濃度の Trametinibを含む培地で培養した。7日後、細
胞を回収しフローサイトメトリーを行った。FoxP3 の染色
には FoxP3/Transcription Factor Staining Buffer Set（Thermo 
Fisher Scientific）を用い、メーカーの推奨するプロトコ
ルに従って染色した。eTreg除去率および CCR4+CD8+T
細胞除去率は以下の式により算出した。

eTreg depletion ratio = 1-（% CD45RA+ FoxP3hi in CD3+

CD4+ at day 7） / （% CD45RA+ FoxP3hi in CD3+ CD4+ at 
day 0）

CCR4+ CD8+ T-cell depletion ratio = 1-（% CCR4+ in CD3+

CD8+ at day 7） / （% CCR4+ in CD3+ CD8+ at day 0）

14．統計解析
数値データは平均値と標準誤差で示した。統計解析に
は EZR（ver.3.6.1）32）を用いた。群間比較には両側
Dunnett検定または Tukeyの多重比較検定を用いた。p
値 0.05 未満を統計学的に有意と判定した。

Ⅲ．結　果

1．腫瘍微小環境におけるCCR4+CD8+T 細胞の存在
CCR4+CD8+T細胞の局在や、CD8+T細胞おける CCR4

mRNAの発現に関する既知の報告はなく、確認を要した。
まず、CCR4+CD8+T細胞の局在を評価するため、MF-
IHCを行った（図 1）。CCR4+CD3+CD8+細胞は、舌扁平
上皮癌患者の間質や腫瘍蜂巣内に存在した（白矢印）。
さらに、scRNA-seqの解析により、5人の舌扁平上皮癌
患者の原発巣において、CD8+T細胞の 4.19%、CD4+T細
胞の 11.4%が CCR4を発現していた（図 2）。CD8+T細
胞において、免疫機能に関連する mRNAの発現は、
CCR4の発現の有無で明らかな違いは検出されなかった。

図 1 多重蛍光免疫染色（MF-IHC）によるCCR4+CD8+T 細胞の口腔扁平上皮癌（OSCC）微小環境における局在
OSCC原発巣のMF-IHC の典型像を示す。白矢印はCCR4+CD8+T 細胞を指す。CCR4+CD8+T 細胞は腫瘍蜂巣内または腫瘍周辺部
に存在した。
OSCC: oral squamous cell carcinoma, MF-IHC: multifluorescence immunohistochemistry
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2．CMV-CTL の CCR4 発現に影響する因子
CTLの CCR4 発現を制御する候補薬剤を選定するた
め、CCR4 発現に関わると考えられるシグナル伝達経路
を探索した（図 3）。まず、TCR刺激と CCR4 発現の関
連を評価した（図 3a）。拡大培養した CMV-CTLを含む
リンパ球を HSC-3pp65 で刺激すると、CMV-CTL分画に
のみ CCR4 が発現した。抗 CD3 抗体で刺激すると、
CMV抗原に対する特異性に関わらず CCR4 が発現した。
各種のサイトカインを添加すると、IL-2、IL-12、IL-15、
TGF-β1が CMV-CTLの CCR4 発現を増強した（図 3b）。
既報をもとに作成した、TCRと IL-2、IL-12、IL-15、TGF-
β1受容体下流の経路の概略図を示す（図 3c）。これらの
受容体下流のシグナル伝達経路のうち、共通性の高い経
路はMEK-ERK経路であった。

3． TCR 刺 激、TGF-β1、Trametinib が CMV-CTL の
CCR4 発現に与える影響
図 3 の結果をもとに、CTLの CCR4 発現を変化させ

ると考えられたサイトカイン（IL-2、IL-12、IL-15、TGF-
β1、TGF-β3）とキナーゼ阻害剤（TGF-β受容体 1（TGF-
βR1）阻害剤、JAK阻害剤、MEK阻害剤：Trametinib）
を用いて、CCR4 発現に与える影響を検討した。まず、
3人の健常人に由来する CMV-CTLを用いて、網羅的に
評価を行った（図 4）。CCR4 の発現はサイトカイン刺激

のみでは誘導されず、本実験系においては TCR刺激が
必須であった。また、3人のドナーに共通して、CMV-
CTLの CCR4 発現は TGF-β1により最も強く増強され、
Trametinibにより最も強く抑制された。この結果をもと
に、TCR刺激、TGF-β1、Trametinibにフォーカスし、
CTLの CCR4 発現に与える影響を定量的に評価した（図
5）。まず、HSC-3pp65 と CMV-CTLを共培養した（図
5a）。抗原刺激により CMV-CTLの CCR4 発現が上昇し
（3.14%から 29.0%）、TGF-β1により CCR4 発現が増強
された（29.0%から 51.2%）。Trametinibを添加すると、
TGF-β1の投与の有無に関わらず CCR4 の発現が抑制さ
れた（TGF-β1非添加：29.0％から 6.98％、TGF-β1添加：
51.2％から11.4％）。このCCR4発現の変動は、由来ドナー
（健常人または Stage IV口腔癌患者）に関わらず観察さ
れたが、CCR4 の発現率はドナー間で大きなばらつきが
みられた。次に、抗 CD3 抗体や HSC-2pp65、HSC-4pp65
で TCR刺激を加えた（図 5b、5c）。いずれの場合も
HSC-3pp65 でみられた結果と同様の変化が観察された。
さらに、HSC-3pp65 と HLA型が一致し HSC-2pp65 と
HLA型が不一致の健常人（HD4）に由来する CMV-CTL
を、それぞれの細胞株と共培養した（図 5d）。HLA型
が一致した場合にのみ CMV-CTLの CCR4 発現が誘導さ
れ、CCR4 発現は特異的な抗原提示プロセスにより誘導
されることが示された。最後に、Trametinibが濃度依存

図2シングルセルRNAシークエンシング（scRNA-seq）における腫瘍浸潤T細胞（TIL）のCCR4 mRNAおよび免疫関連分子の発現
scRNA-seq による expression levels をもとに、ヒートマップ解析を行った。対象は 5人の患者に由来するOSCC原発巣 TIL とした。
CCR4+T 細胞は Z-score > 2 で定義した。CCR4 はCD8+T 細胞の 4.19%、CD4+T 細胞の 11.4%に発現していた。CD8+T 細胞に
おけるCCR4 の発現と免疫機能分子の発現に明らかな相関はなかった。
scRNA-seq: single cell RNA sequencing, TIL: tumor-infiltrating lymphocyte
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的に CTLの CCR4 発現を抑制することを確認した（図
5e）。CMV-CTLの CCR4 発現は Trametinibの濃度依存的
に抑制され、200nmol/Lで有意であった。

4． TGF-β1、キナーゼ阻害剤が CD8+T 細胞の ERK、
STAT3 のリン酸化に与える影響

CTLの CCR4 発現に関連すると考えられたシグナル
伝達経路（図 1c参照）の信頼性を検証するために、
ERK及び STAT3 のリン酸化をウェスタンブロッティン
グにより評価した（図 6）。実験に使用したサンプルの
調製方法を示す（図 6a）。まず、拡大培養した CD8+T
細胞が、TGF-β1 やキナーゼ阻害剤での処理により、
CMV-CTLと同様の傾向で CCR4 発現を変化させること
をフローサイトメトリーで確認した（図 6b）。しかし、
拡大培養に用いた一次刺激の影響が残っているため、再
刺激を行わなくてもCCR4の発現は観察された。さらに、
TGF-β1を添加した場合、CMV-CTLの CCR4 発現は強
く誘導され、キナーゼ阻害剤の効果は限定的であった。
次に、ERKおよび STAT3 の発現変化を示す（図 6c）。
CD3/CD28 刺激は ERKのリン酸化を誘導するが、TGF-
β1は抑制的に働いた。MEK阻害剤は、ERKのリン酸

化を強く抑制したが、STAT3 のリン酸化は変化させな
かった。TGF-β受容体 1阻害剤は、試験した阻害剤の
中で ERKのリン酸化に与える影響は最も乏しく、
STAT3 のリン酸化には影響しなかった。JAK阻害剤は、
STAT3 および ERKのリン酸化を抑制した。

5．Trametinib が CTL の機能に与える影響
Trametinibの免疫療法との併用の妥当性を評価するた
め、Trametinibが CTLの免疫機能に及ぼす影響を検討
した（図 7）。CMV-CTLの細胞傷害活および活性化
CMV-CTLのアポトーシスは、Trametinibによって影響
を受けなかった（図 7a-d参照）。BrdU細胞増殖アッセ
イにおいて、Trametinibによって CMV-CTLの BrdU取
り込みの変化に有意差はなかったが、1人のドナーでは
取り込みの減少を示した（図 7e、f）。OSCC細胞株
（HSC-2、HSC-3、HSC-4）の BrdU取り込みは、CMV-

CTLと比較して顕著に抑制された。細胞内サイトカイ
ン染色では、Trametinibにより CMV-CTLにおける TNF-
αの発現が低下した（図 7g、h）。IFN-γの発現に有意
差はなかったが、3人のドナーのうち 2人で発現が減少
した。

図 3 細胞傷害性 T細胞（CTL）のCCR4発現に関連する因子
HD1由来のCMV-CTL を HSC-3pp65、または固相化した抗CD-3 抗体（OKT-3）により刺激した。2日後、フローサイトメトリー
でCCR4の発現を解析した。（a）サイトカイン非添加、（b）サイトカイン添加の各条件におけるCMV-CTL の CCR4発現を示す。（a）
および（b）の結果から得られた下流のシグナル伝達経路と、図 4以降の実験に用いたキナーゼ阻害剤の作用部位を示す（c）。HSC-
3pp65 からの抗原提示により、抗原特異的CMV-CTL 分画にのみCCR4が発現した。また、抗CD3抗体の刺激により、非特異的に
CD8+T 細胞のCCR4の発現が上昇した（a）。各種のサイトカインを添加すると、IL-2、IL-12、IL-15、TGF-β1は CCR4 の発現を
増強し、TGF-β1は最も顕著であった（b）。CCR4の発現に関わる可能性があるシグナル伝達経路のうち、最も共通性の高い経路は
MEK-ERK 経路であった（c）。
CCR4: CC chemokine receptor type 4, TCR: T-cell receptor, IL: interleukin, IFN-γ: interferon gamma, TNF-α: tumor necrosis 
factor alpha
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6． Trametinib が抗CCR4抗体によるCTLおよび eTreg
除去に与える影響
抗 CCR4 抗体に対する Trametinibの併用の有効性を証
明するためには、Trametinibが抗 CCR4 抗体による CTL
減少を緩和し、eTreg除去に影響しないことを示す必要
があった。Mogamulizumabと同様に ADCC活性が増強
された抗 CCR4 キメラ抗体である KM2760 を用いて、
検討を行った。CCR4 発現の評価には、抗 CCR4 抗体ク
ローン L291H4 を使用した。このクローンは、CCR4 の
発現が知られている成人 T細胞白血病リンパ腫の細胞
株であるMT-4 に対して、KM2760 と競合的拮抗を来さ
なかった（図 8）。すなわち、KM2760 処理による CCR4
陽性細胞分画の減少は、これらの細胞集団が除去された

ことを示す。
KM2760 による CMV-CTLの減少に関する実験に使用

した CMV-CTL及び NK細胞を含むリンパ球の代表例を
示す（図 9a）。これらの細胞と HSC-3pp65 を共培養した、
CMV-CTLにおける CCR4 発現、および CMV-CTL数の変
化を解析した（図9b-e）。CMV-CTLにおけるCCR4発現は、
Trametinibによって抑制された。また、CCR4+CMV-CTL
の割合は、KM2760 の添加によって減少した（図 9b）。
Trametinibは、CMV-CTLにおける CCR4 発現を抑制す
ることで、KM2760 による CMV-CTL数の減少を緩和し
た。非 Trametinib処理群（CMV-CTL数＝ 10.2 × 10e4）
と比較して、100nmol/L Trametinib処理群（CMV-CTL
数＝16.4×10e4、p＝0.038）および 200nmol/L Trametinib

図 4 細胞傷害性 T細胞（CTL）のCCR4発現に影響する因子の網羅的評価
3人のドナー由来の CMV-CTL を、各種のサイトカイン（10 ng/mL）、キナーゼ阻害剤（1 μmol/L）を添加した培地で、HSC-
3pp65 または固相化した抗CD3抗体（OKT-3）で刺激した。（a）HD1、（b）HD4、（c）HD5由来のCMV-CTL による結果を示す。
3人のドナーに共通した結果として、TCR刺激はCCR4の発現誘導に必須であり、TGF-βは最も強くCCR4 発現を増強し、MEKi
（Trametinib）は最も強くCCR4発現を抑制した。
mAb: monoclonal antibody, nM: nmol/L, TGF-βR1i: TGF-β receptor 1 inhibitor （SB525334）, MEKi: MEK inhibitor 
（GSK1120212; trametinib）, JAKi: JAK inhibitor （AZD1480）
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図 5 T 細胞受容体（TCR）刺激、TGF-β1、Trametinib（MEK1/2 阻害薬）が細胞傷害性 T細胞（CTL）のCCR4発現に与える
影響の定量的評価

CMV-CTL を HSC-2pp65、HSC-3pp65、HSC-4pp65、または固相化した抗CD3抗体（OKT-3）で刺激した。E/T 比は 1.0 （a、c、
d） または 0.5 （e）とした。TGF-β1（10 ng/mL） と 1μmol/L （a-d）または各濃度（e）の Trametinib を添加した。2日後にフロー
サイトメトリーでCMV-CTL の CCR4発現を評価した。HSC-3pp65 （a、n = 7、独立したドナー）、抗CD3抗体（b、n = 7、独立
したドナー）、3つの異なる細胞株（c、n = 3、独立した細胞株）を用いて刺激したCMV-CTL の CCR4発現を示す。HD4に由来す
る HLA*A02：01 拘束性 CMV-CTL を、HLA 不一致の HSC-2pp65、HLA 一致の HSC-3pp65 とそれぞれ培養した場合の、CCR4
発現を示す（d）。Trametinib の濃度依存的な影響を、TGF-β1 非添加でHSC-3pp65 と共培養し、評価した（e、n = 7、独立した
ドナー）。CMV-CTL の CCR4 発現は HSC-3pp65 との共培養により発現し、TGF-β1 で増強され、Trametinib で抑制された（a）。
抗CD3抗体、HSC-2pp65、HSC-4pp65 を用いた場合も、同様の傾向でCCR4 の発現が変動した（b、c）。また、細胞株とCMV-
CTL のドナー間でHLA型不一致の場合は、CCR4の発現は誘導されなかった（d）。Trametinib の濃度依存的影響をみると、200nM
で有意にCCR4の発現を抑制した（e）。
Tra: trametinib, n.s.: not significant
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処理（CMV-CTL数＝ 21.3 × 10e4、p＜ 0.001）で CMV-
CTL数が増加した（図 9c）。TGF-β1を添加した条件も
検討した。CCR4 の発現がより顕著になったが、変化の
傾向は TGF-β1非添加の場合と同じであった（図 9d）。
CMV-CTL数の差は、TGF-β1非存在下よりも存在下で
大きかった。非 Trametinib処理群（CMV-CTL数＝ 2.63
× 10e4）と比較して、100nmol/L Trametinib処理群（CMV-
CTL 数 ＝ 10.2 × 10e4、p ＜ 0.001） お よ び 200nmol/L 
Trametinib処理群（CMV-CTL数＝12.4× 10e4、p＜0.001）
で CMV-CTLの数が増加した（図 9e）。

KM2760 による eTreg除去は、PBMCを培養して評価
した（図 10）。KM2760 は、PBMC中の全ての CCR4 陽
性細胞を枯渇させた。CD4＋CD45RA-FoxP3highで示され
る eTregは、CCR4 を強く発現していた（図 10a）。また、
Trametinibは eTregにおけるCCR4の発現を抑制しなかっ
た。その結果、Trametinib処理の有無に関わらず、eTreg
は KM2760 により同様に除去された（図 10b）。eTreg除
去率は高く（＞ 0.8）、添加した Trametinibの濃度により
差は見られなかった。このような eTreg除去は、健常者
ドナーおよび Stage IV口腔癌患者の両方で観察された。
この解析に使用された PBMCは、CCR4+CD8+ T細胞を
含んでいた。培養開始時に CCR4 を既に発現している
CD8＋T細胞は、TrametinibによりCCR4 発現が抑制され
ず（図11a）、Trametinib添加の有無にかかわらず、KM2760
によって完全に除去された（図11b）。CCR4+CD8+T細胞の
減少も、健常者ドナーおよび Stage IV口腔癌患者の間で差
はみられなかった。

Ⅳ．考　察
制御性 T細胞（Treg）除去療法はがん免疫療法の新たな

オプションとして期待されており、CD25（Daclizumab）33）

や CCR4（Mogamulizumab）18）などの標的分子に対する
モノクローナル抗体を用いて、臨床試験が実施されてき
た。しかしこれらの臨床試験では、末梢血において
Tregを十分に除去することができても、臨床的利益は
ほとんど得られなかった。この結果の要因として、Treg
除去療法の標的分子が Treg以外の T細胞、特に CD8+T
細胞に発現し、Tregと同様に除去されていることが考
えられる。さらに、免疫チェックポイント阻害剤である
Ipilimumab（抗 CTLA-4 抗体）も、Tregに対する抗体依
存性細胞傷害（ADCC）を誘導することが知られてお
り 34-36）、Treg除去薬としての側面も有している。しかし、
CTLA-4 も CCR4 と同様に、活性化した CD8+T細胞に
発現している。したがって、これらの Treg除去療法を
成功させるためには、Tregに対する選択性を向上させ
ることが必要である。

CD8+T細胞における CCR4 の発現については、いくつ
かの報告がある。末梢血中の CCR4+CD8+T細胞は主に
メモリー細胞であり 37）、Mogamulizumabの投与により、
末梢血中の CD8+TCMが減少した 23）。腫瘍微小環境にお
いても、フローサイトメトリーにより、HNSCCの CD8+

腫瘍浸潤リンパ球（TIL）の平均約 20%に CCR4 が発現
していることが確認された 14）。本研究では、CCR4+TIL
の存在を指示する補足的なデータとして、mRNAレベ
ルにおいても、CD8+T細胞における CCR4の発現を示し

図 6 TGF-β1、キナーゼ阻害剤がCD8+T 細胞の ERK、STAT3 のリン酸化に与える影響
拡大培養したHD6 由来の CD8+T 細胞を 100IU/mL IL-2 を含む培地で、TGF-β1（10ng/mL）、各種キナーゼ阻害剤（1μg/mL）
で 3時間処理し、その後CD3/28 ビーズで刺激した。実験の概略を（a）に示す。CCR4発現はフローサイトメトリーで 2日目に評
価した（b）。（b）のサンプルと同一のサンプルで、CD3/28 刺激後 10分で回収しウェスタンブロットで ERK及び STAT3 のリン
酸化を評価した結果を示す（c）。（c）の図では左側の 2つのレーンを入れ替えて表示している。CD8+T 細胞にCD3/28 刺激を加え
た場合のCCR4 発現は、CMV-CTL に対する特異的抗原刺激と同様の傾向で変化した（b）。CD3/CD28 刺激は ERKをリン酸化さ
せた。TGF-β1は ERKのリン酸化を抑制した。キナーゼ阻害剤については、いずれもERKのリン酸化を抑制し、その効果はMEKi、
JAKi、TGF-βRi の順に強かった（c）。
t: total, p: phosphorylated
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図 7 Trametinib（MEK1/2 阻害薬）が細胞傷害性 T細胞（CTL）の機能に与える影響
CMV-CTL と HSC-3pp65 を共培養し、CMV-CTL の機能を評価した。CMV-CTL の細胞傷害活性は腫瘍細胞へのAnnexin V の結合で
（a、b）、CMV-CTL のアポトーシスはCMV-CTL への Annexin V の結合で評価した（c、d）。CMV-CTL と OSCC細胞株の増殖活性
（e、f）はBrdU細胞増殖アッセイで評価した。CMV-CTL のサイトカイン産生は IFN-γと TNF-αの細胞内染色を用いて評価した（g、
h）。全ての図は代表例と結果をまとめたグラフで示した（n = 3、独立したドナー）。Trametinib は CMV-CTL の細胞傷害活性（a、b）、
アポトーシス（c、d）に影響しなかった。Trametinib は 3 人のドナーのうち 1人でCMV-CTL の BrdU の取り込みを減少させたが、
HSC-2、HSC-3、HSC-4 に対してより強くBrdUの取り込みを減少させた（e、f）。CMV-CTL におけるサイトカイン発現に関しては、
Trametinib は IFN-γの発現を 3人のドナーのうち 2人で減少させ、TNF-αの発現を全てのドナーで減少させた（g、h）。
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た（図 2）。CCR4+CD8+TILの機能については確認出来
なかったが、CD8+TILはそのほとんどが細胞傷害性 T
細胞（CTL）である。さらに、本研究では多重蛍光免疫
染色（MF-IHC）によって、口腔扁平上皮癌（OSCC）組
織の腫瘍巣内部や周辺の間質、すなわち抗原を認識し活
性化し得る領域に CCR4+CD8+T細胞が浸潤しているこ
とを確認した（図 1）。したがって、CCR4+CD8+TILは
抗原認識により活性化した CTLである可能性が高い。
本研究では、この仮説を in vitroで検討した。十分な量
の腫瘍抗原特異的 CTLを得ることは困難であるため、
CMVpp65 抗原を腫瘍抗原の代替として使用した。
CMVpp65 抗原は免疫原性の高い外来抗原であり、CMV-
CTLの TCRと、腫瘍細胞のペプチド -HLA複合体との
結合親和性が高い。しかし、OSCCの抗腫瘍免疫に重要
な役割を果たすネオ抗原やヒトパピローマウイルス抗原
は、CMVpp65 抗原と類似の特性を有している。

CTLの CCR4 発現は、T細胞受容体（TCR）刺激によっ
て誘導された（図 3-5）。この知見は、CCR4+CD8+TILが、
TCRが活性化された抗原特異的 CTLである可能性を支
持している。したがって、Mogamulizumabを投与し抗
腫瘍免疫を増強するためには、CCR4+CD8+TILを ADCC
から保護する必要がある。Trametinibは TCR下流の
MEKのリン酸化を阻害し、CTLの CCR4 発現を著しく
低下させた（図 5、図 7）。さらに、抗 CCR4 抗体（KM2760）
で処理すると ADCC による CTL 減少が起こるが、
Trametinibがこれを緩和することを示した（図 9）。しか
し、抗原刺激のみでは CTLの CCR4 発現が誘導されな

いドナーが存在した（図 5a、HD5）。このようなドナー
では抗 CCR4 抗体による CTL減少はほとんど起きない
と推測される。CTLの CCR4 発現を予測することは、
Mogamulizumabに対する Trametinibの併用の適応を決定
するための、いわゆるプレシジョン・メディシンの観点
から重要である。

CCR4 発現を制御する Trametinibの効果は CTLにの
み観察され、eTregsや末梢性 CCR4+CD8+T細胞には影
響しなかった（図 9-11）。今回の実験では、CTLは抗原
刺激により CCR4 を発現するため、CCR4 の発現前に
Trametinib処理を行った。一方、常に CCR4 を発現して
いる eTregsおよび末梢性 CCR4+CD8+T細胞は、CCR4
の発現後に処理した。同じ CD8+T細胞でも CTLと末梢
性 CD8+CCR4+T 細胞では反 応が 異なることから、
Trametinibの CCR4 発現に対する効果の違いは、Trametinib
処理のタイミングに依存していることを示唆している。す
なわち、TCR刺激によりこれから発現する CCR4 の発
現を抑制することは出来るが、既に発現している CCR4
を変化させることは出来ない。生体内では、Treg除去
は CTLの活性化をもたらすと予想される。したがって、
腫瘍微小環境において eTregに対する標的選択性が向上
させるためには、Mogamulizumab投与前に Trametinibを
投与する必要があるだろう。一方、本研究では末梢性
CCR4+CD8+T細胞の保護の戦略は示していない。しかし、
in vitroの検討において、CD8+T細胞の Mogamulizumab
に対する感受性は eTregも低く、血中の抗体濃度を調整
することで末梢におけるMogamulizumabの Treg選択性

図 8 KM2760 とフローサイトメトリー用抗CCR4抗体のCCR4に対する非競合的結合
CCR4を強く発現することで知られる、成人Ｔ細胞白血病リンパ腫の細胞株であるMT-4 を、KM2760（1μg/mL）添加、または非
添加条件で培養した。BV421 標識抗CCR4抗体（clone L291H4）で染色し、フローサイトメトリーを行った。MT-4 に対するフロー
サイトメトリー用抗体の結合は、KM2760（ヒト化されたMogamulizumab に対応する抗CCR4キメラ抗体）の添加によって阻害さ
れなかった。
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図 9 Trametinib（MEK1/2 阻害薬）が与える抗CCR4抗体による活性化細胞傷害性 T細胞（CTL）減少の緩和効果
CMV-CTL と NK 細胞を多く含む、HD1 由来のリンパ球を HSC-3pp65 と 5 日間共培養した。KM2760（0.1μg/mL）、各濃度の
Trametinib を添加した。実験開始時のリンパ球の一例と、フローサイトメトリーのゲーティング法を示す（a）。（b、c）は TGF-β1
非添加、（d、e）は 10ng/mL の TGF-β1を添加している。CD8+T 細胞におけるHLA-CMVpp65-tetramer と CCR4の発現をフロー
サイトメトリーで評価した（b、d）。さらに、KM2760添加群におけるCMV-CTL の実数をグラフで示した（c、e、n = 3、独立した
実験）。CMV-CTL の CCR4 発現は Trametinib により抑制され、KM2760は CCR4+CMV-CTL を除去した（b、d）。また、KM2760
添加群において、CTL数は Trametinib 100nM以上で有意に増加した（c、e）。
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を高める可能性が示唆されている 23）。
TGF-β1はCTLのCCR4発現を強く亢進させた（図5）。
非古典的経路ではあるが、TGF-β受容体下流にはMEK-
ERK経路を含むため、当初はこの経路が関与している
と推測した。しかし、TGF-β1 の添加は CD8+T細胞に
おける ERKのリン酸化を増強しなかった（図 6）。今回
の研究では、TGF-β1が CCR4 の発現を増強する経路を
探索していない。しかしながら、TGF-β1シグナル伝達
経路が有望な標的の一つであることには違いない。なぜ
なら、TGFB1 mRNAは T細胞浸潤が多い OSCCの浸潤
先端に多く分布しており、TGF-β受容体を阻害するこ

とで CTLの機能が回復することが分かっているためで
ある 29）。すなわち、TGF-β1の阻害 は、CTL の CCR4
発現を制御するだけでなく、CTL 機能を回復させるた
めの治療標的でもある。TGF-β1 が T 細胞機能に影響
を与えるシグナル伝達経路を明らかにするためには、今
後さらなる研究が必要である。

Trametinibは、MEK1/238）に対して非常に高い選択性
を持つ、アロステリック阻害剤である。Trametinibの主
な適応疾患は、RAF/RAS変異を有する悪性黒色腫と非
小細胞肺がんである 39）。しかし、Trametinibは、OSCC
に対する適応拡大も期待されている。なぜなら、HNSCC

図 10 Trametinib（MEK1/2 阻害薬）がエフェクター制御性Ｔ細胞（eTreg）除去に与える影響
PBMCをKM2760（0.1μg/mL）、各濃度のTrametinib を添加して7日間培養した。代表例を（a）に示す。eTreg は CD4+CD45RA-

FoxP3high で定義し割合を示し、CCR4の発現をヒートマップで示した。KM2760添加群におけるeTreg 除去率をグラフで示す（b、n
= 5、独立したドナー）。eTreg 上のCCR4発現はTrametinib の添加によって抑制されず（a）、抗CCR4抗体によるeTreg の除去率は
Trametinib の濃度に関わらず一定であった（b）。
eTreg: effector Treg

図 11 Trametinib（MEK1/2 阻害薬）が末梢性CCR4+CD8+T 細胞除去に与える影響
PBMCを KM2760（0.1μg/mL）、各濃度の Trametinib を添加して 7日間培養した（図 10 と同一のサンプルの解析）。eTreg、
CD8+T 細胞のCCR4発現について、代表例を（a）に示す。eTreg は CD4+CD45RA-FoxP3high で定義し青色で示し、CD8+T 細胞は
橙色で示す。KM2760添加群におけるCCR4+CD8+T 細胞除去率をグラフで示す（b、n = 5、独立したドナー）。eTreg と同様に末梢
性CCR4+CD8+T 細胞上のCCR4 発現は Trametinib の添加によって抑制されず（a）、抗CCR4抗体による末梢性CCR4+CD8+T 細
胞の除去率はTrametinib の濃度に関わらず一定であった（b）。
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では RAS/RAF変異の頻度は低いものの 40, 41）、HNSCC
症例の 90%以上で ERK1/2 の過剰なリン酸化が起こって
いるからである 42, 43）。OSCCに対して Trametinibを術前
投与する第Ⅱ相試験の結果が既に報告されており、65％
の患者の腫瘍が縮小し、54％の患者はダウンステージン
グした 44）。これらの結果は、OSCC患者に対するTrametinib
療法の可能性を支持しており、MogamulizumabとTrametinib
の併用療法の研究対象として、OSCCが適切なターゲットの
一つであることを示唆している。
本研究では、Trametinibは CMV-CTLの細胞傷害活性
やアポトーシスは変化させなかった（図 7a-d）。さらに、
Trametinibは腫瘍細胞株の増殖を著しく抑制したが、
CMV-CTLの増殖に与える影響は比較的軽度であった（図
7e、f）。しかし、CTLのサイトカイン産生は抑制された（図
7g、h）。以前の報告でも同様に、in vitroでは Trametinib
でT細胞のサイトカイン産生が減少していた45）。しかし、
この報告において、in vivoでは腫瘍浸潤 T細胞が増加し、
抗腫瘍免疫が増強されていた。その理由として、腫瘍細
胞の増殖を選択的に阻害することによるエフェクター
ターゲット比（E:T）の向上、抗腫瘍免疫応答を抑制す
る骨髄由来抑制細胞の減少などが考えられる 46）。本研
究の結果は、個々の免疫機能に対する Trametinibの効果
を評価し、サイトカイン産生の抑制という潜在的な欠点
を改めて示した。しかし、生体内では免疫系はより複雑
なメカニズムで制御されており、包括的には、Trametinib
は少なくとも一過性に抗腫瘍免疫を増強する効果を持
つ。すなわち、Mogamulizumabを用いた Treg除去療法
に Trametinibを併用することは、Treg選択性の向上のみ

でなく、抗腫瘍免疫の増強という点においても有望であ
る。Trametinibの承認された用量（2mg経口投与）では、
最大血漿中濃度は14-32.9 ng/mL（≒22.8-53.5 nmol/L）47）

である。しかし、本研究では、CCR4 発現の抑制はより
高濃度で強く観察された（図 4e）。したがって、副作用
を最小限に抑えて CCR4 発現を制御するためには、局所
投与や動脈内注射のように、局所濃度を高める戦略の可
能性も検討されるべきであろう。
この 研 究にはいくつかの限 界 がある。まず、

Mogamulizumabがヒト腫瘍内で eTregや CCR4+CD8+TIL
の数を減少させることを示すエビデンスはほとんどない。
この仮説の証明には、Mogamulizumabを術前投与する臨
床試験（NCT02946671）の結果を待つ必要がある。第二に、
CCR4+CD8+TILの抗原特異性はまだ証明されていない。言
い換えれば、この in vitro研究は、まだヒトの腫瘍微小環
境への外挿を保証するものではない。この課題を解決する
ためには、CCR4+CD8+TILを採取し、腫瘍抗原に対する反
応を評価する必要がある。第三に、CCR4 発現の詳細なメ
カニズムは評価していない。このメカニズムの解明は、
MogamulizumabによるTreg除去療法を行う上でTrametinib
の併用の適応を決定するための指標となり得る。

Ⅴ．まとめ
Mogamulizumab（抗 CCR4 抗体薬）の臨床効果を改善
させるため、細胞傷害性 T細胞（CTL）における CCR4
発現を誘導する因子と、Trametinib（MEK1/2 阻害薬）
を用いてこれを制御する方法を検討した。研究の概略を
図 12 に示す。CTLは抗原を認識し活性化すると CCR4

図 12 抗 CCR4 抗体の臨床効果を改善させるためMEK1/2 阻害薬を用いて細胞傷害性 T細胞（CTL）の CCR4発現を選択的に制御
した本研究の概略図

腫瘍細胞からの抗原提示を受けた細胞傷害性 T細胞（CTL）は T細胞受容体（TCR）下流のMEK-ERK 経路を介してCCR4 を発現
する。CCR4+CTL はエフェクター制御性 T細胞（eTreg）と同様に抗 CCR4 抗体により除去される。MEK1/2 阻害薬は CTL の
CCR4発現を抑制するが、eTreg の CCR4 発現を抑制しない。そのため、抗CCR4 抗体にMEK1/2 阻害薬を併用すると eTreg の除
去には影響を与えず、CTL の減少のみを緩和する。すなわち、CCR4 標的 Treg 除去療法において、MEK1/2 阻害薬の併用はCTL
減少を緩和する。
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を発現した。Trametinibは活性化 CTLにおける CCR4 の
発現を抑制し、抗 CCR4 抗体による CTLの減少を緩和
した。一方、エフェクター制御性 T細胞（eTreg）の除
去に影響しなかった。これらの知見から、CCR4 標的
Treg除去療法を行う上で、MEK1/2 阻害薬は CTL減少
を緩和し、抗腫瘍効果を向上させるためのアジュバント
として有望である。
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