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セクションⅠ 新技術による血液・免疫系解析の進歩

固形がんに対するCAR-T 細胞療法の進展と将来展望

玉田 耕治
山口大学大学院 医学系研究科 免疫学講座

はじめに

血液悪性腫瘍に対する CAR-T 細胞療法は強力な治
療効果を示し、この治療法の臨床応用につながった。
一方、固形がんに対する CAR-T 細胞療法では、臨床
的有効性を示した例外的な症例がいくつか報告されて
いるものの、まだ十分に臨床応用できる段階まで発展
していない。固形がんにおける CAR-T 細胞療法の効
果に対する潜在的なハードルとして、腫瘍に発現する
ターゲットの不均一性、CAR-T 細胞および内在性免
疫細胞の腫瘍組織への移動・浸潤の不十分さ、腫瘍微
小環境の免疫抑制メカニズムなどが挙げられる。これ
らのハードルを克服するために、我々は、CAR-T 細
胞がインターロイキン -7（IL-7）と CCL19 の両方を産
生することを可能にする新規 CAR 技術を開発し、投
与された CAR-T 細胞と宿主免疫細胞が腫瘍組織内に
効率的に集積して増殖することで、様々な固形がんマ
ウスモデルにおいて強力な治療効果を示すことを報告
してきた 1-3）。

本論

我 々 が 開 発 し た IL-7/CCL19 産 生 CAR-T（7×19 
CAR-T）細胞療法について、固形がんにおける有
効性に関する免疫学的メカニズムを解析した。内在
性腫瘍抗原と CAR 標的抗原の両方を発現するマウ
ス腫瘍細胞株を用い、7×19 CAR-T 細胞を担がん
マウスに投与することで、ホスト由来の樹状細胞に
よる cross presentation を介して内在性腫瘍抗原へ
の epitope spreading が誘導されるかどうかを検討
した。その結果、OVA と CAR ターゲットを発現す
る B16F10 メラノーマ細胞を皮下接種したマウスに
おいて、7×19 CAR-T 細胞の静脈内投与は OVA と

TRP-1、TRP-2、gp100 を含む内因性メラノーマ抗原
に対する T 細胞応答を誘導した。また、CAR 標的を
発現する MC38 大腸がん細胞を用いた別のモデルでは、
7×19 CAR-T 細胞を投与することにより、Dpagt1、
Adpgk、REPS1 などの MC38 由来ネオアンチゲンに
対する T 細胞応答が誘導された。OVA 発現 B16F10
モデルでは、7×19 CAR-T 細胞の投与により CD11b
陰性、CD8 α陽性の樹状細胞の数が増加した。さら
に、これらのマウスから採取した樹状細胞は、新たに
OVA 抗原を添加することなく、OVA 特異的 OT-1 T
細胞の活性化を誘導したことから、内在性腫瘍抗原
を cross presentation していることが示唆された。ま
た、CAR 標的陽性 B16F10 と陰性 B16F10 を混合し
た腫瘍細胞を接種したマウスは、7×19 CAR-T 細胞
により生存期間の延長が得られたが、この効果は従来
の CAR-T 細胞による治療では認められなかった。同
様の結果が、CAR 標的陽性および陰性 3LL 肺がん細
胞の混合物を用いたモデルでも観察された。これらの
結果により、7×19 CAR-T 細胞治療により内因性腫
瘍抗原への epitope spreading が誘導され、CAR 標的
陰性腫瘍が混在している腫瘍に対する治療効果につな
がることが示唆された。

まとめ

今回の研究成果は、7×19 CAR-T 細胞による固形
がんに対する治療過程において、epitope spreading
が誘導され、そのことが抗腫瘍効果につながること
を立証した。さらに、この反応は epitope spreading
誘導の重要なメカニズムである T 細胞への cross 
presentation 能力を有する DC の増加と関連してい
ることが示された。7×19 CAR-T 細胞のこのような
特性は、抗原の不均一性が高い固形がんや CAR ター
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ゲットの消失や低下による腫瘍再発に対して強力な対
抗手段となりうると考えられる。

参考文献

1）  Adachi, K., Kano, Y., Nagai, T., Okuyama, N., Sakoda, Y. and 
Tamada, K. : “IL-7 and CCL19 expression in CAR-T cells 
improves immune cell infiltration and CAR-T cell survival in 
the tumor.” Nat. Biotechnol., Apr ; 36（4）, 346-351（2018）. : doi : 
10.1038/nbt.4086. Epub 2018 Mar 5.

2）  Goto, S., Sakoda, Y., Adachi, K., Sekido, Y., Yano, S., Eto, M. 
and Tamada, K. : “Enhanced anti-tumor efficacy of IL-7/
CCL19-producing human CAR-T cells in orthotopic and 
patient-derived xenograft tumor models.” Cancer Immunol. 
Immunother., Sep ; 70（9）, 2503-2515（2021）. : doi : 10.1007/
s00262-021-02853-3. Epub 2021 Feb 8.

3）  Sasaki, T., Sakoda, Y., Adachi, K., Tokunaga, Y. and Tamada, K. : 
“Therapeutic effects of anti-GM2 CAR-T cells expressing IL-7 
and CCL19 for GM2-positive solid cancer in xenograft model.” 
Cancer Med., Jun ; 12（11）, 12569-12580（2023）. : doi : 10.1002/
cam4.5907. Epub 2023 Apr 9.
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はじめに

発がんにおいて重要とされる遺伝子の発現は、これ
までコード領域の DNA 変異や転写調節機構の異常を
中心に研究が進んできた。しかし近年、遺伝情報は
転写後 RNA レベルでも様々な制御を受けることが明
らかとなり、pre-mRNA からイントロンを除去し成
熟 mRNA を産生するスプライシングの異常と発がん
との関連も数多く報告されている。特に血液がんを中
心にスプライシングを制御する遺伝子変異や発現異常
ががん横断的に観察されている。これらにより生じる
様々な下流スプライシング標的の中で、機能的に重要
な標的を選び出すスクリーニング手法の開発やそれら
に基づく治療応用について、我々は歩みを進めてき
た。また、内的制御機構とは別の視点からは、単一細
胞レベルでの高解像度な解析手法を用いて、クローン
性造血細胞がもたらす臓器連関をとらえてきた。こ
れらの造血システム破綻の統合的理解を土台として、
様々な生命現象のクロススケールな理解に向けてどの
ような未来が期待されるのか議論したい。

本論

造血の場となる骨髄ではエレガントな多細胞システ
ムの下、造血幹細胞を頂点として成熟造血細胞を質
的・量的に担保する制御システムが構築され、その破
綻が骨髄異形成症候群（MDS）や白血病などの疾患
発症につながっている。造血幹細胞には遺伝子発現制
御を中心とした細胞自律的な内的制御機構の他に、間
葉系幹細胞や血管内皮細胞など多彩な骨髄ニッチ（微
小環境）とのネットワークを介した外的制御機構が存
在する。前者の破綻には、ゲノム変異の他にも RNA
スプライシングなどの転写後制御機構の異常などが含

まれ、これまでの研究で、その下流にあるスプライ
シング異常標的を捉えてきた（図 1）。2011 年、MDS
を中心とする骨髄系腫瘍において、スプライソソーム
の構成因子をコードする遺伝子群の変異が高頻度かつ
相互排他的に検出されることが報告され 1）、これらの
変異は大多数のイントロンのスプライシングに関わる
SF3B1、SRSF2、U2AF1 と、全イントロンの 0.3% の
みを占めるマイナーイントロンのスプライシングに関
わる ZRSR2 に集中している 2）。それぞれの変異を有
する大規模な患者 mRNA 解析による異常スプライシ
ング産物の同定と、その情報を元にした CRISPR ス
クリーニングによって、発がんに直接的に寄与する異
常の同定を行なってきた 2，3）。この中には、クロマチ
ンリモデリング分子 BRD9 3）や転写因子 EVI1 4）など
が含まれ、スプライシングという転写後 RNA レベル
での制御機構が、セントラルドグマを遡り転写その

セクションⅠ

血液研究が拓くがん研究の未来

井上 大地
神戸医療産業都市推進機構 先端医療研究センター 血液・腫瘍研究部

新技術による血液・免疫系解析の進歩

図 1．.スプライシング異常のパターン
. .がん細胞で観察されるスプライシング異常。多くの場合、

早期終始コドンによってNMD（Nonsense-mediated.
RNA.decay）の機序で分解されるが（~70%）、一部 EVI1
のようにインフレームでアミノ酸が挿入され全く新しい未
知のバリアントが生じることがある。
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ものを制御している現象を見出した。またマイナー
イントロンを含有する遺伝子を対象にした CRISPR
スクリーニングによって（図 2）、RAS 経路を負に制
御する LZTR1 のスプライシング異常による機能喪失
など、未知の RAS 活性化経路も新たに同定している

（図 3）2）。これらのスプライシングに基づく制御機構
の探索は、造血幹細胞の分化運命制御、幹細胞性、腫
瘍化、シグナル伝達経路のより深い病態理解や、新規
ゲノム変異の同定、イントロン変異・多型の意義な
ど、新たな成果につながっている。このようなスプラ
イシング研究を始点として得られた成果は、合成致死

標的など全く新しい視点での創薬開発にも大きく貢献
している。

また、後者の骨髄ニッチとの関係性においてはク
ローン性造血幹細胞が骨髄ニッチ細胞である間葉系幹
細胞（MSC）の骨への分化を抑制することで、正常
造血をサポートする機能を減弱させ、結果として自身
の生存を担保しながら骨粗鬆症を引き起こすことを報
告した 5）。この現象には、クローン性造血幹細胞由来
のエクソソームを介した間葉系幹細胞の改変機構が不
可欠である。テクノロジーの観点からは、単一細胞レ
ベルでの RNA/ATAC-seq 解析の発展により、多細

図 2．スプライシング標的の中で機能的に重要なNMD標的を探索するCRISPR スクリーニング
. .ここではマイナーイントロン含有遺伝子に対してカスタム sgRNAライブラリーを作成し、3つの細胞株のサイ

トカイン非依存性に貢献するNMD標的を同定するスクリーニング手法を考案した。

図 3．LZTR1 のスプライシング異常による新規 RAS活性化経路の同定
. .LZTR1 は CUL3 のアダプタータンパクとして RASのユビキチン化や分解に寄与している。LZTR1 の機能喪失

型変異だけでなく、スプライシング異常による発現低下によって RAS経路が活性化する新規経路を同定した。
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胞システムの理解に向けた解像度が飛躍的に向上しつ
つある。ゲノムワイドにオープンクロマチンを評価で
きる ATAC 情報を細胞ごとに付与することで、腫瘍
によって変容する骨髄ニッチ細胞の特色を詳細に捉え
ることに成功している（図 4）。例えば、造血サポー
ト因子である CXCL12 の未知のエンハンサー領域の
同定や、間葉系幹細胞の分化プログラムの変遷など今
後の腫瘍生物学につながる成果を見出している。

まとめ

近年、RNA スプライシング以外にも RNA メチル
化や RNA 輸送など、転写後 RNA レベルでの制御機
構の破綻が発がんを誘導することが報告され 6）、メ
カニズムに基づいた創薬開発が進んでいる。また、
scRNA/ATAC-seq のような単一細胞レベルでの疾患
理解も進み、従来の研究手法の解像度では得られな
かった制御機構の同定が造血異常との臓器連関の分野
でも続いていくと予想される。今後、転写やクロマチ
ンという古くて新しい領域を掘り下げることで、新た
な腫瘍生物学や解析手法の発展を基盤として、がん横
断的に新規治療応用へとつながるものと期待される。

参考文献

1）  Yoshida, K, Sanada, M., Shiraishi, Y., Nowak, D., Nagata, Y., 
Yamamoto, R., Sato, Y., Sato-Otsubo, A., Kon, A., Nagasaki, 
M., Chalkidis, G., Suzuki, Y., Shiosaka, M., Kawahata, R., 
Yamaguchi, T., Otsu, M., Obara, N., Sakata-Yanagimoto, M., 
Ishiyama, K., Mori, H., Nolte, F., Hofmann, W.K., Miyawaki, S., 
Sugano, S., Haferlach, C., Koeffler, H.P., Shih, L.Y., Haferlach, T., 
Chiba, S., Nakauchi, H., Miyano, S. and Ogawa, S. : “Frequent 
pathway mutations of splicing machinery in myelodysplasia.” 
Nature, Sep 11 ; 478（7367） : 64-69（2011）. : doi : 10.1038/
nature10496. PMID : 21909114.

2）  Inoue, D., Polaski, J.T., Taylor, J., Castel, P., Chen, S., Kobayashi, 
S., Hogg, S.J., Hayashi, Y., Pineda, J.M.B., El Marabti, E., 
Erickson, C., Knorr, K., Fukumoto, M., Yamazaki, H., Tanaka, 
A., Fukui, C., Lu, S.X., Durham, B.H., Liu, B., Wang, E., Mehta, 
S., Zakheim, D., Garippa, R., Penson, A., Chew, G.L., McCormick, 
F., Bradley, R.K. and Abdel-Wahab, O. : “Minor intron retention 
drives clonal hematopoietic disorders and diverse cancer 
predisposition.” Nat. Genet., May ; 53（5） : 707-718（2021）. : 
doi : 10.1038/s41588-021-00828-9. Epub 2021 Apr 12. PMID : 
33846634 ; PMCID : PMC8177065.

3）  Inoue, D., Chew, G.L., Liu, B., Michel, B.C., Pangallo, J., D'Avino, 
A.R., Hitchman, T., North, K., Lee, S.C., Bitner, L., Block, A., 
Moore, A.R., Yoshimi, A., Escobar-Hoyos, L., Cho, H., Penson, A., 
Lu, S.X., Taylor, J., Chen, Y., Kadoch, C., Abdel-Wahab, O. and 
Bradley, R.K. : “Spliceosomal disruption of the non-canonical 
BAF complex in cancer.” Nature, Oct ; 574（7778） : 432-436

（2019）. : doi : 10.1038/s41586-019-1646-9. Epub 2019 Oct 9. 
PMID : 31597964 ; PMCID : PMC6858563.

4）  Tanaka, A., Nakano, T.A., Nomura, M., Yamazaki, H., 
Bewersdorf, J.P., Mulet-Lazaro, R., Hogg, S., Liu, B., Penson, A., 

図 4．scRNA/ATACマルチオーム解析の有用性
. .造血細胞の主導によって骨髄ニッチ環境は改変される。MDS（骨髄異形成症候群）やAML（急性骨髄性白血病）

細胞を移植したマウスモデルでニッチ環境が改変される様子を、scRNA-seq と scRNA/ATAC-seq 情報を元
に次元圧縮・クラスタリングを行った。例えばMSCにおいて、クロマチン情報の付加によって、疾患に伴う
変化が鮮やかに描出されており、今後のニッチ細胞の理解がさらに加速することが期待される。
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Yokoyama, A., Zang, W., Havermans, M., Koizumi, M., Hayashi, 
Y., Cho, H., Kanai, A., Lee, S.C., Xiao, M., Koike, Y., Zhang, Y., 
Fukumoto, M., Aoyama, Y., Konuma, T., Kunimoto, H., Inaba, 
T., Nakajima, H., Honda, H., Kawamoto, H., Delwel, R., Abdel-
Wahab, O. and Inoue, D. : “Aberrant EVI1 splicing contributes 
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セクションⅡ

リキッドバイオプシー最前線〜最新技術から臨床実装まで〜

藤澤 孝夫
国立がん研究センター東病院 TR 支援室 / 頭頸部内科

ゲノム解析の新展開

はじめに

近年、次世代型シークエンサー（Next Generation 
Sequencing：NGS）を始めとした分子生物学的解析

（分子プロファイリング）の発展に伴い、がん治療に
おいても特定の遺伝子異常などの症例固有の分子異常

（分子プロファイル）に基づいた治療を行うがん精密
医療（Precision Oncology）が急速に発展している。
我々も本邦での Precision Oncology の臨床実装のた
め、2015 年より産学連携全国がんゲノムスクリーニ
ング事業 SCRUM-Japan を実施している 1）。

一方、腫瘍組織を用いた分子プロファイリング解析
には、腫瘍組織の採取に伴う侵襲（採取に伴う出血な
どの合併症）、Turnaround Time の問題（結果返却ま
で時間を要すること）、時空間的不均一性の問題（採
取した病変以外の部位について評価できないことや、
採取から時間が経過した場合に変化した性質が捉えら
れないこと）などの問題が存在する。これらを解決す
る方法として、血液などの液性検体を用いたリキッド
バイオプシー技術が近年発展している。特に、腫瘍組
織から血液中に遊離した循環腫瘍 DNA（circulating 
tumor DNA：ctDNA）を用いた解析は急速に臨床実
装が進んでおり、進行がんにおける治療標的となるド
ライバー遺伝子や治療抵抗性因子の検出のみならず、
血液中の微量な ctDNA を検出することによるがん早
期発見（multiple cancer early detection：MCED）や
がん根治治療後の分子残存病変（molecular residual 
disease：MRD）の検出などにも応用されている。
我々 SCRUM-Japan でも（1）進行がんにおける治
療標的・治療抵抗性因子の検出を目的とした研究

（GOZILA・MONSTAR-SCREEN-1・MONSTAR-
SCREEN-2）や（2）根治治療後の分子残存病変の検出
を目的とした研究（GALAXY）など複数の研究を実

施している。

本論
（1）�リキッドバイオプシーを用いた進行がん

における治療標的・治療抵抗性因子検出
の臨床実装

我 々 は 進 行 が ん に お け る 治 療 標 的・ 治 療 抵 抗
性因子の検出を目的とした研究として GOZILA・
MONSTAR-SCREEN-1・MONSTAR-SCREEN-2 の
3 研究を実施してきた。GOZILA 研究では、進行消
化器がんを対象として ctDNA 解析による治療標的
の探索を行う分子プロファイリング研究である本研
究と、腫瘍組織を用いた分子プロファイリング研究

（GISCREEN）との比較により、我々は ctDNA 解析
による分子プロファイリングが治療有効性を損なわず
に解析成功率・結果返却期間・臨床試験登録割合を従
来の組織解析による分子プロファイリングよりも改
善することを示した 2）。次に開始された MONSTAR-
SCREEN-1 研究では進行固形がんに対して臓器横断
的に ctDNA 解析を経時的に行いつつ腫瘍組織解析も
実施する分子プロファイリング研究である。我々は
MONSTAR-SCREEN-1 研究において血中の循環遊離
DNA（circulating free DNA：cfDNA）中の ctDNA 割
合が十分な症例では ctDNA 解析が腫瘍における遺伝
子異常を高率に検出しうることや、経時的な ctDNA
解析の実施により治療標的を効率的に検出しうるこ
とを示している。最後に、現在実施中の MONSTAR-
SCREEN-2 研究では、血中の ctDNA のみならず buffy 
coat analysis を追加した新規のリキッドバイオプ
シー解析技術を用いることで、クローン造血（clonal 
hematopoiesis）由来の遺伝子異常による偽陽性を除
外し真に腫瘍由来の治療標的遺伝子異常を同定する試
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みを行っている。なお、本邦においてもこれらの結果
をもとに複数のリキッドバイオプシー検査系が承認さ
れている。

また、我々はリキッドバイオプシー等により同定さ
れた治療標的に対する新規治療開発を目的とした臨床
試験（SCRUM-Japan 関連臨床試験）も複数実施して
いる。このうち HER2 陽性進行大腸がんに対して抗
HER2 療法であるトラスツズマブ・ペルツズマブ併用
療法を評価した TRIUMPH 試験では本療法の有効性
が示され 3）、本試験の結果を元に世界に先駆けて本邦
での承認が取得されている。

（2）�リキッドバイオプシーを用いた根治治療
後の分子残存病変検出の臨床実装

早期がん・局所進行がんは根治的な治療を実施す
ることが可能である一方、一部の症例では再発を認
めることがあり早期再発診断が重要となっている。ま
た、再発を防ぐ目的で手術に組み合わせて行う補助療
法が実施されるが、補助療法を実施したにも関わらず
再発する症例の存在や補助療法による毒性などの問題
が存在し、再発リスクの高い症例に対する補助療法の
強化や再発リスクの低い症例に対する補助療法の省略
など再発リスクに応じた補助療法の個別化が期待され
ており、症例ごとの再発リスクの正確な評価手法の開
発が望まれている。近年、ctDNA による MRD 検出
技術を用いた再発リスク評価が期待されており、我々
も大腸がんにおいて ctDNA による MRD 検出技術
の開発基盤（CIRCULATE-Japan）を構築している。
CIRCULATE-Japan では大腸がんに対して ctDNA を
用いた MRD 評価を行う観察研究である GALAXY 試

験を実施しているほか、GALAXY 試験により評価さ
れた MRD 解析で同定された再発高リスク群を対象と
して術後補助療法を強化する ALTAIR 試験、術後に
MRD 陰性群に対して術後補助療法を省略する VEGA
試験を実施している。GALAXY 試験の中間解析では、
術後 4 週時点における ctDNA 陽性と再発リスクの関
連が示されたほか、ctDNA 陽性群では術後補助化学
療法の有無により再発リスクが異なる一方で ctDNA
陰性では術後補助化学療法の有無による再発リスクに
有意差は認められないなど、ctDNA を用いた MRD
評価による術後治療層別化の意義が示唆された 4）。

まとめ

我々の ctDNA 解析を用いたリキッドバイオプシー
の臨床実装の試みについて概説した。リキッドバイオ
プシーを用いたがん治療の個別化のさらなる発展が期
待される。

参考文献
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Japan GI-SCREEN and MONSTAR-SCREEN : Path to the 
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2）  Nakamura, Y., Taniguchi, H., Ikeda, M. et al. : “Clinical 
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4）  Kotani, D., Oki, E., Nakamura, Y. et al. : “Molecular residual 
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はじめに

ロングリードシーケンサーはこの数年で着実な進歩を
みせており、ショートリードシーケンサーでは困難であっ
たリピート領域の配列同定や未解明ゲノムの de novoアセ
ンブリーに加えて、ヒト疾患における複雑なゲノム構造異
常の解明などに応用されはじめている。また、深層学習
を活用した塩基コールおよび修飾検出アルゴリズムの発
達により、数十キロベースにわたる一連の長い配列情報
と修飾情報の同時検出が可能となり、がん細胞における
さまざまなメチル化異常の全容解明につながることが期
待されている。本発表では、こうしたロングリードシーケ
ンサーを用いたがんゲノムメチル化解析の応用例を紹介
する。

本論
1．�がんの多層オミックス解析

ショートリード型の次世代シーケンサーの高スルー
プット化に伴い、TCGA や ICGA など国際コンソー
シアム計画を中心とした大規模がんゲノム解析が急速
に進み、主だった癌腫のゲノム変異・ゲノム構造変異
や遺伝子発現プロファイルがカタログ化された 1，2）。高
頻度にみられるドライバー遺伝子変異を効率よく検出
するためのパネル検査も確立され、ゲノム医療におけ
る医療実装も国内で始まっている。こうした発展に貢
献してきたショートリードシーケンサーだが、フロー
セル上で 1 塩基ずつシーケンス反応を繰り返し行うと
いう測定原理上、シーケンスリード長が長くなるにし
たがって精度が少しずつ低下する。また、長いライブ
ラリサンプルはフローセル上での増幅効率が著しく低
下するため、実質的にはシーケンス可能なリード長は
数百塩基以内に限られ、これがショートリードと呼ば

れるゆえんである。ヒトゲノム中には、大きな類似構
造をくりかえすリピート領域が少なからず存在し、こ
うした領域は従来のショートリードシーケンサーで
は解析が困難とされてきた。そうしたなか、ロング
リードシーケンサーの塩基コール精度が徐々に改善さ
れ、いわゆる「難読」領域のゲノム解析に応用され始
めている。2022 年には、ヒトゲノム上のテロメアや
セントロメア領域を含む完全な配列解析が初めて報
告され、同時に DNA メチル化パターンも解析された

（T2T 計画、telomere-to-telomere sequence）3）。ロン
グリードシーケンサーは、塩基配列のみならず DNA
修飾に伴う微細な電流変化を利用した修飾検出も進め
られており、長いリード長にわたる修飾情報の検出に
有用であることが期待されている。

2．�ロングリードシーケンサーの原理とメチ
ル化の検出

Oxford Nanopore Technologies 社が開発している
ナノポア型シーケンサーでは、DNA がわずか 1nm
の小さな細孔構造（ナノポア）を通過する際に生じる
微細電流を検知し、その電流の波形パターンをもと
に塩基配列を高精度に推定している。10 年前の塩基
コール精度は 90% 程度であり、ヒトの疾患ゲノム解
析に用いるのは困難であったが、塩基コールのアルゴ
リズムにベイズ推定や深層学習が応用されるにした
がい解析精度が向上し、最新のフローセル R10.4.1 で
は、Q20（99％）を超える精度を達成している 4）。ま
た、1 回のランにおける出力量が 90G 程度（ヒトゲノ
ム 30 倍の深度に相当）まで向上したことから、今後
は全ゲノム解析での活用が大きく期待されると考えら
れる。

ロングリードシーケンサーを用いた
新たながんエピゲノム異常の解明

永江 玄太
東京大学 先端科学技術研究センター ゲノムサイエンス＆メディシン分野

セクションⅡ ゲノム解析の新展開
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3．�がんにみられるDNAメチル化異常

がん細胞のゲノムでは多くのゲノム変異・ゲノム構
造異常とともに DNA メチル化をはじめとしたエピゲ
ノム異常がみられる。正常細胞のゲノムでは CG 配列
のシトシンは多くがメチル化されているが、転写活性
化領域のプロモーターやエンハンサー領域は非メチル
化状態にあることで、さまざまな転写制御因子がそこ
に結合し、活性型クロマチン領域が構成されて安定的
な mRNA 転写が行われる。一方、がん細胞のゲノム
では多くのプロモーターやエンハンサー領域に異常メ
チル化が生じることでがん抑制遺伝子などが不活性
化状態となっている 5）。異所性の活性化領域では脱メ
チル化あるいはヒドロキシメチル化によってがん原遺
伝子の活性化などが観察される。そのほかに、父方由
来アリルと母方由来アリルが異なる転写制御下にある
インプリンティング遺伝子 6）の制御異常なども報告
されている。図 1 に示すのは、ロングリードシーケン
サーで検出したがん遺伝子のメチル化異常の例であ
る。プロモーター領域の異常メチル化は両アリルで生
じていることが通常であるが、SNP 情報を用いたハ
プロタイピングとメチル化の同時解析により片アリル
のみに生じた異常メチル化領域を数多く検出した。こ
うしたロングリードシーケンサーでの観察結果は、異
常メチル化が実際には段階的に起こっている可能性を

示唆しており、変異情報とあわせて解析することに
よってがん細胞のクローン進化過程に新たな知見を与
えることが期待される。

ナノポアシーケンサーでは、メチル化だけでなく、
脱メチル化過程の中間代謝産物であるヒドロキシメチ
ル化の検出も可能であることがわかってきた。メチル
化シトシンは TET ファミリータンパクによりヒドロ
キシメチルシトシンへと酸化される 7）が、通常のメ
チル化解析で用いられるバイサルファイト変換を用い
た検出法では両者を区別することができない 8）。そこ
で、筆者らは、抗ヒドロキシメチルシトシン抗体を用
いた hmDIP-seq 法で検出したヒドロキシメチル化領
域 9）についてナノポアシーケンサーの測定結果と比
較した。ヒドロキシメチル化の多くは転写開始点近傍
のメチル化領域と非メチル化領域の境界付近にみら
れ、図 2 に示すように hmDIP-seq 法で同定した領域
にヒドロキシメチル化シトシンが 1 塩基の解像度で検
出されていた。その中には、異所性に活性化したがん
原遺伝子のエンハンサー領域なども含まれ、がんゲノ
ムに生じた発がんシグナルの活性化領域の探索に有効
であることを示唆している。

まとめ

ナノポアシーケンサーを用いたがんゲノムメチル化

図 1．ロングリードシーケンサーで検出したアリル特異的ながん細胞のメチル化異常
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解析の応用例を紹介した。さらなる精度向上ととも
に、ヒト疾患ゲノム解析に新たな知見を提供し、診断
と治療に役立てられることを期待している。
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2, 332-348（2018）.
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図 2．ロングリードシーケンサーで検出したがん組織におけるヒドロキシメチル化異常
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はじめに

生物は酸素から効率的にエネルギーを獲得するため
に酸化還元反応を利用しているが、その反応の触媒と
して鉄イオンを必要とする。生体内および細胞内にお
ける鉄イオンや活性酸素種（reactive oxygen species : 
ROS）レベルは厳密に調節されており、恒常性が維持
されているが、細胞内で常時生成される過酸化水素が
鉄イオンと反応すると、脂質酸化力が高いヒドロキ
シラジカルが生成され、細胞のリン脂質の酸化が生
じる。このような脂質の酸化反応は、グルタチオン

（GSH）を介した抗酸化システムによって抑制されて
いるが、酸化還元バランスの破綻が生じた細胞では過
酸化脂質の蓄積の結果、フェロトーシス（鉄依存性細
胞死）と呼ばれる細胞死が生じる。高い増殖性を示
し、正常細胞と比較して多くのエネルギーを必要とす
るがん細胞ではフェロトーシスを抑制するための抗酸
化システムに依存性が高いことから、近年新たな治療
標的として注目されている。私たちは、早くからがん
細胞の抗酸化システムやフェロトーシス制御機構に着
目し、その阻害剤の探索や新規治療法の開発を行って
きた。

本論
1．�がん幹細胞のフェロトーシス制御機構

フェロトーシス（鉄依存性細胞死）は 2012 年に
Stockwell らのグループによって提唱された新しいプ
ログラム細胞死であり、活性酸素の蓄積や GSH 合成
の抑制など酸化還元バランスの破綻に伴う脂質の過酸
化が原因となって誘導される 1，2）。近年、フェロトー
シスはパーキンソン病、筋萎縮性側索硬化症などの神
経変性疾患や心筋梗塞、脳卒中といった虚血性疾患の

病態にも関わっていることが明らかとなり 3）、フェロ
トーシス制御による予防薬や治療薬の開発が盛んに行
われている。一方、がんではフェロトーシスが腫瘍細
胞の成長を抑制しており、がん細胞特異的にフェロ
トーシスを誘導可能な治療薬の開発が行われている。

がん細胞のフェロトーシス回避機構における重要な
分子の一つは GSH 合成に必要なアミノ酸であるシス
チンを供給するシスチン・グルタミン酸トランスポー
ターである（図 1）。シスチン・グルタミン酸トラン
スポーターは、CD98 重鎖と xCT（CD98 軽鎖）から
成るヘテロ二量体であり、細胞内に豊富に存在するア
ミノ酸であるグルタミン酸を細胞外に放出して細胞外
の少量のシスチンを取り込む交換輸送に関与してい
る 4）。以前、私たちは乳がん、胃がん、大腸がん、前
立腺がん、頭頸部扁平上皮がんなどの固形がんにお
ける主要ながん幹細胞マーカー CD44 のスプライス
バリアント（CD44 バリアント：CD44v）が、シスチ
ン・グルタミン酸トランスポーターサブユニットで
ある xCT と相互作用し、細胞表面に安定化すること
で、細胞外に少量存在するアミノ酸であるシスチン
の取り込みを促進する役割を持つことを発見した 5，6）。
CD44v の発現が亢進し xCT の安定化が生じているが
ん幹細胞では GSH が大量に存在し、がん治療や転移
の過程で受ける酸化ストレスやフェロトーシスから回
避するようになり、再発や転移の原因となることが考
えられる 6，7）。また、フェロトーシス制御において重
要なもう一つの酵素は GSH 依存的に脂質の酸化を還
元するグルタチオンペルオキシダーゼ 4（GPX4）であ
る。GPX4 の活性には GSH が重要なため、xCT の阻
害による細胞内の GSH の枯渇は ROS を蓄積させる
のみならず、GPX4 の活性を損なうことで過酸化脂質
の生成を促進してフェロトーシスを誘導する。また生
成した過酸化脂質が分解されると 4- ヒドロキシノネ
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ナール（4-HNE）やマロンジアルデヒド（MDA）な
どの過酸化脂質由来アルデヒドが産生される。これ
ら 4-HNE や MDA は DNA、蛋白質、脂質などのあ
らゆる生体内物質に付加体（アダクトまたは共有結
合体）を形成することで細胞傷害性を発揮する。通
常、酸化還元バランスが保たれた細胞ではシステイ
ンや GSH による還元、あるいはアルデヒド脱水素酵
素（ALDH）を介した酸化によって代謝され無毒化
されている 8）。一方、がん細胞が酸化ストレス状態に
陥り、4-HNE や MDA が蓄積しやすくなると、細胞
内システインや GSH といった細胞の還元力がアルデ
ヒドを代謝するために消費されてしまうため、フェ
ロトーシスに対する脆弱性が増強する。しかしなが
ら、がん幹細胞では xCT が細胞表面に高発現するこ
とで、システインと GSH の細胞内含有量が高レベル
に維持されており、さらに（がん幹細胞の指標として
知られる）高い ALDH 活性により 4-HNE や MDA の
蓄積が抑えられ、一時的に酸化ストレス状態に陥った
としてもフェロトーシスから回避しやすい特性を有し
ていることが推測される 9，10）（図 1）。 

2．フェロトーシス誘導による治療法の開発

慢性関節リウマチや潰瘍性大腸炎の治療薬として
長く用いられてきたスルファサラジンという既存薬
は、xCT を介したシスチンの取り込みを特異的に阻

害することで、細胞内のシステイン欠乏を引き起こ
し、GSH 合成を効果的に抑える効果がある 11）。その
ため、xCT 阻害剤スルファサラジンによる GSH レベ
ルの減少はがん細胞の抗酸化力を減少させるのみなら
ず、フェロトーシスの原因となる過酸化脂質の重要な
代謝酵素である GPX4 の活性を低下させる。そのた
め、がん細胞に xCT 阻害剤スルファサラジンを投与
するとフェロトーシスに対する脆弱性が高まり、放射
線やシスプラチンといった ROS を誘導するがん治療
の抗腫瘍効果を協調的に増強させることが期待でき
る。

近年、私たちは GSH の枯渇ではフェロトーシスが
誘導されないがん細胞（フェロトーシス抵抗性がん細
胞）を用いて、フェロトーシス抵抗性に関する基礎研
究を行った。フェロトーシス抵抗性がん細胞を用いて
xCT 阻害剤スルファサラジンと合成致死作用を有す
る薬剤のスクリーニングを行ったところ、ジクロニン
という薬剤を同定することに成功した 9）。もともと、
ジクロニンは口腔粘膜に対する表面麻酔として作用す
る既存薬であるが、構造的にアロマティックケトンと
アミンという特徴的なモチーフを有しており、β水素
脱離を生じて反応性アロマティックビニルケトンを生
じることが分かった。生成した反応性アロマティッ
クビニルケトンは ALDH の活性中心に存在するシス
テイン残基と共有結合を起こすことで、ALDH 活性

図 1．がん幹細胞のフェロトーシス制御機構
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を強力に阻害する。xCT 阻害剤であるスルファサラ
ジンと ALDH 阻害剤であるジクロニンを併用すると、
過酸化脂質の分解産物である細胞傷害性アルデヒド

（4-HNE や MDA）が細胞内に著明に蓄積してフェロ
トーシスに抵抗性を有するがん細胞であっても、フェ
ロトーシス誘導性薬剤に対して感受性に変化させるこ
とが可能であることが分かった 9）。また、ジクロニン
と類似の骨格を有する経口投与が可能な薬剤であるオ
キシフェドリン（血管拡張薬）もジクロニンと同様に
フェロトーシス誘導性薬剤に対して合成致死作用を有
していることを見出している 10）。また担癌マウスを
用いたスルファサラジンとジクロニンあるいはオキシ
フェドリンの併用による治療実験では強い抗腫瘍効果
が認められるのに反してマウスの体重減少がほとんど
生じないことから、スルファサラジンと抗がん剤の組
み合わせと比較して非常に安全性が高いことが示唆さ
れた。このようにがん幹細胞で選択的に活性化する
フェロトーシス回避機構を標的とする治療は、がんへ
の選択性が高く、副作用の少ない画期的な治療法の開
発に繫がることが考えられる。現在、私たちの研究グ
ループは xCT 阻害剤スルファサラジンと ALDH 阻害
剤オキシフェドリンを用いてがんのフェロトーシス回
避機構を標的とする新規治療法の医師主導治験を計画
している。

まとめ

近年、がん以外にも神経変性疾患や心血管疾患など
の病態や疾患の進行に酸化還元バランスの破綻によっ
て誘導される細胞死であるフェロトーシスが関与して
いることが明らかとなってきており、フェロトーシス
制御薬の開発を目的とした基礎研究が国内外で広く行
われている。これまでに私たちは GSH 合成系におい
て重要な役割を果たす分子であり、多くのがん細胞で
高発現しているシスチン・グルタミン酸トランスポー

ター xCT に着目し、がんにフェロトーシスを効果的
に誘導するための標的分子と薬剤の探索を行い、臨床
応用を目指した治療法を考案してきた。今後、フェロ
トーシスが関与する様々な疾患や病態において、さら
に各細胞系におけるフェロトーシス制御機構の仕組み
や異常が分子レベルで明らかになり、アンメットメ
ディカルニーズに応える画期的な予防薬や治療薬が開
発されることが期待される。
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はじめに

がんはわが国の死因の第 1 位を占め、医療技術の進
歩にもかかわらずがんによる死亡数は増加の一途をた
どる。手術、放射線治療、薬物療法の 3 つの治療アプ
ローチはこの何十年と変わらず、標準治療後に有効な
手段がなくなったがん難民や、悪性脳腫瘍のように既
存治療では 100％腫瘍死するがんに対する新しいがん
治療法のニーズは高い。ウイルス療法は、がん細胞の
みで増えるウイルスを感染させ、ウイルスの直接的な殺
細胞作用によりがん細胞を破壊して治癒を図る（図 1）。
実用的ながん治療用ウイルスを得るには、遺伝子工学
的にウイルスゲノムを「設計」して、がん細胞ではよ
く増えても正常細胞では全く増えないウイルスを人工
的に造ることが重要である。

本論

我々は、単純ヘルペスウイルス I 型（HSV-1）を用
い、安全に応用できる遺伝子組換え HSV-1 の臨床開
発を日本で進めている。特に、三重変異を有する第三
世代のがん治療用 HSV-1（G47 Δ）は、がん細胞に
限ってウイルスがよく増えるように改良され、抗がん
免疫をより強く惹起することから、既存のがん治療用
HSV-1 に比べて安全性と治療効果が格段に向上した。
G47 Δはまた、がん幹細胞を効率良く殺す 1）。

2003 年から、日本において前例のないウイルス療
法の臨床開発をアカデミア主導で推進した。国産初の
ウイルス治験薬を東京大学内の臨床用ウイルス製造施
設において GMP で製造し、複製可能型遺伝子組換え
ウイルスを用いた臨床試験として初めて国の承認を得
て、2009 年から再発の膠芽腫（最も悪性度が高い脳
腫瘍）を対象として first-in-human（FIH）試験を実
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施し、G47 Δの脳腫瘍内投与の安全性を証明した。こ
の臨床試験において、1×109 単位の G47 Δ（野生型
HSV-1 であれば脳炎を起こして死に至らしめる量の
凡そ 100 万倍量）を繰り返し脳腫瘍内に投与しても安
全であることに加え、投与された G47 Δが脳腫瘍内
で直ちに複製してがん細胞を破壊すること、がんに対
する免疫反応が短時間で起こり腫瘍内にリンパ球が流
入すること、本来有効な治療法がない再発膠芽腫にお
いて腫瘍縮小と長期生存が生じ得ること（図 2）、な
どが明らかになった 2）。2015 年からは国内初のウイ
ルス療法の「治験」として、残存・再発膠芽腫を対象
にした医師主導治験（第Ⅱ相）を実施し、複数の治癒
例を含む著明な生存期間延長を示す高い有効性を明ら
かにした 3）。G47 Δの抗腫瘍作用は、ウイルス複製に
伴う直接的がん細胞破壊（即時効果）とがん細胞に特
異的な抗がん免疫（遅発効果）の二段階で発揮される
ことが臨床で示された。また生検組織の解析により、
G47 Δを投与する度に、腫瘍内に CD4 および CD8 陽
性 T リンパ球が流入し、免疫学的 cold な腫瘍を hot
に転換する作用があることが示された。この治験結果
を主試験として、日本初また脳腫瘍に対して世界初の
ウイルス療法薬として厚生労働省の製造販売承認（条
件及び期限付）が得られ、2021 年 11 月より悪性神経
膠腫（悪性脳腫瘍）を保険適用の対象として G47 Δ
の市販が開始、現在実臨床に使用されている。医師主
導治験および保険適用で採用した、手術を伴う最大 6
回の反復した脳腫瘍内投与という治療デザインは、皆
保険制度の日本だからこそ開発できた。そのような治
療がそもそも可能であり、かつ高い有効性を呈するこ
と、更には本来 100％腫瘍死する膠芽腫患者が G47 Δ

治療によって治癒する可能性があるという事実は、世
界の脳腫瘍治療現場に大きなインパクトとパラダイム
シフトをもたらした。

G47 Δは全ての固形がんに同じ機序で同じように
有効性を発揮することが非臨床試験で示されており、
2013 年からは前立腺癌や嗅神経芽細胞腫、2018 年か
らは悪性胸膜中皮腫を対象とした臨床試験も開始され
ている。今後、可及的速やかに全ての固形がんに適応
を拡大することを目指す。

一方 HSV-1 は正確な遺伝子組換えが難しく、開発
に時間と労力を要する難点があったが、我々は、ウイ
ルスゲノム全体を細菌人工染色体（BAC）プラスミ
ドに組み入れて、任意の塩基配列を短期間かつ的確に
組み込んで次世代型の遺伝子組換え HSV-1 を次々と
作製できる画期的技術を開発し、抗がんウイルス創
薬として発展させる基盤を築いた 4）。複数種の機能付
加型 HSV-1 を混ぜると相乗的治療効果を発揮する 5）。
インターロイキン 12（IL-12）発現型は特に、免疫刺
激を介してがん治療用 HSV-1 の抗がん作用を著明に
増強する 6）。そこで、ヒト IL-12 発現型 HSV-1 を作製
して、現在、悪性黒色腫を対象とした第Ⅰ／Ⅱ相医師
主導治験を進めている。遺伝子組換え HSV-1 作製シ
ステムを用いて、がんのみならず良性腫瘍にも治療効
果を現す腫瘍治療用 HSV-1 を開発し 7）、遺伝性良性
腫瘍疾患への臨床応用も進めている。

まとめ

ウイルス療法は、効率のよいがんワクチンとして働
き、生存期間の延長に加え治癒する可能性を高めるこ

図 2．再発膠芽腫患者。G47Δ治療後 13年以上生存中。
. Todo.T.et.al.:.Nature.Communications.2022
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とから、普及すればがん医療に革命をもたらすと期待
される。
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