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〈要 約〉

　グリオブラストーマは脳腫瘍のなかでもっとも悪性度が高く，固形がんの全体のなかでももっとも予後不良のカテゴリーに属する腫瘍であり，新規の治療法の開発が望まれている．古くから，グリオブラストーマの患者においては末梢血のT細胞が著明に減少することが知られていたが，その理由は不明であった．また，近年，複数のがんに対し有効性が示されている抗PD-1抗体に代表される免疫チェックポイント阻害剤について，現時点ではグリオブラストーマに対し明らかな有効性が示されたという報告はない．筆者らは，グリオブラストーマのモデルマウスおよび患者の解析により，これら2つの臨床的な問題点の解決につながる新しい事象を見い出した．それは，グリオブラストーマをはじめとして脳に占拠する腫瘍性の病変が存在する際には，抗腫瘍免疫のキープレーヤーであるT細胞が骨髄に隔絶されるという現象であり，これはT細胞の表面におけるスフィンゴシン1-リン酸受容体1の減少に起因することが明らかにされた．さらに，スフィンゴシン1-リン酸受容体1を細胞の表面に恒常的に発現するマウスにおいては，この隔絶されたT細胞が骨髄の外へと移動できるようになるとともに，抗PD-1抗体に対する治療感受性の改善につながることが明らかにされた．これまで，脳腫瘍の患者において血液あるいは骨髄における細胞の動態を検討した報告はなく，この研究により，腫瘍の存在する臓器あるいは組織により全身における免疫細胞の動態が変化する可能性が示唆された．

はじめに

　脳にはニューロンだけでなく，それを固定し栄養や神経伝達物質の供給などを助けるグリア細胞が存在する．悪性の脳腫瘍のうち約20％ともっとも頻度の高いのがグリア細胞に由来するグリオーマであり，悪性度により大きく4つのグレードに分類される．そのなかでもっとも悪性度の高いグレード4に相当するのがグリオブラストーマである．治療としては外科的な切除にくわえ放射線療法および化学療法が選択されるが，5年生存率が20％に達しない非常に予後不良のがんである．グリオブラストーマは治療抵抗性であるという特徴のほか，患者の末梢血においてT細胞が著明に減少するという現象が古くから報告されていたが1)，その発症の機序については明らかではなかった．

　近年，複数の固形がんに対し有効性の認められている抗PD-1抗体に代表される免疫チェックポイント阻害剤は，その効果を発揮するため腫瘍浸潤リンパ球の存在が重要であるとともに2)，腫瘍浸潤リンパ球の活性化あるいは疲弊の状態が治療感受性に関与する可能性が示されている3,4)．

　この研究において，筆者らは，末梢血においてT細胞が減少するという現象がどのようにして起こるのかを解析するとともに，グリオブラストーマに対する免疫チェックポイント阻害剤の適応の可能性を検証するため，グリオブラストーマのモデルマウスおよび患者の検体を解析した．

1．グリオブラストーマのモデルマウスおよび患者の検体における免疫細胞の動態の解析

　グリオブラストーマ細胞株であるCT2A細胞あるいはSMA-560細胞をマウスの頭蓋内に投与するモデルを用いて，腫瘍の増殖にともない免疫細胞，とくにT細胞の全身における分布がどのように変化するかを解析した．その結果，腫瘍のあるマウスは末梢血においてT細胞が著明に減少するだけでなく，脾臓が顕著に萎縮することが明らかにされた．グリオブラストーマの患者においては末梢血におけるT細胞の減少が知られていたが，脾臓の萎縮について評価された報告はなかったため，CT検査による画像を用いて脾臓の容積を解析したところ，マウスにおいて認められた現象と同様に，グリオブラストーマの患者は健常者と比べ脾臓の萎縮をともなうことが明らかにされた．マウスにおいては脾臓の萎縮だけでなく，胸腺および頸部リンパ節も同時に萎縮したが，その一方で，同じくリンパに関連する組織である骨髄においてはむしろT細胞は増加した．成人の胸腺はすでに萎縮していること，また，リンパ節の容積の定量はむずかしいことから，患者の骨髄に焦点をあて同じ現象が認められるかどうか検討した．グリオブラストーマの患者の外科的な切除の際に骨髄の穿刺を行い，対照として，脊髄に関連する手術をうける患者からも同様に骨髄の穿刺を行い，同一の患者に由来する血液とあわせT細胞の数を比較した．その結果，マウスと同様に，T細胞は末梢血においては減少していたのに対し，骨髄においてはむしろ増加していることが明らかにされた．臨床検体の解析においては，骨髄におけるT細胞の増加の証明はグリオブラストーマの患者においてのみ施行が可能であったが，マウスにおいて別の細胞株を頭蓋内に投与した場合でも同様に，骨髄においてT細胞が増加する傾向が確認された．以上から，細胞の由来に関係なく，頭蓋内に腫瘍性の病変が生じた際に，骨髄においてT細胞が増加するような免疫細胞の動態がひき起こされることが示唆された（図1）．

2．骨髄においてT細胞が増加する要因

　グリオブラストーマ細胞株であるCT2A細胞を用いて，骨髄においてT細胞が増加する現象についてさらに検討した．CT2A細胞を皮下に投与した場合と頭蓋内に投与した場合とで比較すると，骨髄においてT細胞が増加する現象は頭蓋内に投与した場合のみ起こることがわかった．また，正常なマウスに由来する骨髄細胞を蛍光により染色して正常なマウスおよび腫瘍のあるマウスに投与した場合，頭蓋内にCT2A細胞を投与したマウスにおいてのみ，蛍光により標識されたT細胞が骨髄に集積したことから，頭蓋内に腫瘍が存在すること自体が，骨髄にT細胞が集積しやすくなる要因になることが明らかにされた．

　リンパ球がリンパ組織から遊走する際に関与する経路として，CXCL12-CXCR4経路5) やスフィンゴシン1-リン酸受容体1経路6) などが報告されているが，頭蓋内に腫瘍のあるマウスおよびグリオブラストーマの患者においては，骨髄のT細胞においてスフィンゴシン1-リン酸受容体1が著明に減少していることが見い出された．この事象にもとづき，スフィンゴシン1-リン酸受容体1を欠損した骨髄細胞をグリオブラストーマのモデルマウスに投与したところ，T細胞の骨髄への集積が促進された．また，スフィンゴシン1-リン酸受容体1を細胞の表面に恒常的に発現するマウスの頭蓋内にCT2A細胞を投与したところ，骨髄に集積するT細胞が有意に減少した．以上から，頭蓋内に腫瘍が存在すること自体が骨髄においてT細胞が増加する要因になっており，T細胞においてスフィンゴシン1-リン酸受容体1の内在化が促進されることにより骨髄に隔絶されるという分子機構の存在が判明した．頭蓋内に占拠性の腫瘍が存在することと，T細胞においてスフィンゴシン1-リン酸受容体1の内在化が促進されることとをつなぐ因子については，今後の検討が必要である．

3．グリオブラストーマのモデルマウスにおいてはT細胞の量的および質的な改善により抗PD-1抗体に対する感受性の改善がもたらされる

　CT2A細胞を頭蓋内に投与したマウスにおいて，抗PD-1抗体の単独の治療による効果は認められなかった．そこで，スフィンゴシン1-リン酸受容体1を細胞の表面に恒常的に発現するマウスを用いたところ，やはり，抗PD-1抗体は単独では有意な生存の改善は認められなかったが，T細胞の活性化および生存の維持にかかわる4-1BBのアゴニストを同時に投与すると，それぞれの単独の治療では効果が認められなかったのに対し，有意な生存の回復が認められた．もともと，グリオブラストーマのモデルマウスおよび患者に由来する腫瘍の解析において，T細胞が非常に強く疲弊していることが示されており，単純に免疫チェックポイントを阻害するだけでなく，T細胞の活性化および生存の維持にかかわるシグナルによりサポートすることも，グリオブラストーマの免疫チェックポイント阻害剤に対する感受性の改善に重要であることが明らかにされた．

　以上から，臨床的に認められたグリオブラストーマの抗PD-1抗体に対する抵抗性は，T細胞が骨髄に隔絶されることによる“量的な因子”だけでなく，T細胞の強い疲弊により免疫チェックポイントの阻害のみではT細胞の機能のバックアップができないことによる“質的な因子”により起こっている可能性が示唆された．

おわりに

　古くから知られていたグリオブラストーマの患者における末梢血のリンパ球の減少の一因として，T細胞が骨髄に隔絶される病態がモデルマウスおよび患者の解析により示された．この現象は，T細胞におけるスフィンゴシン1-リン酸受容体1の内在化による細胞の表面における減少によりもたらされると考えられた．グリオブラストーマのモデルマウスを用いた検討において，スフィンゴシン1-リン酸受容体1を細胞の表面に恒常的に発現するマウスを用いた実験では抗PD-1抗体と4-1BBのアゴニストの併用により有意に生存の改善が認められたことから，抗PD-1抗体に対する治療抵抗性をもたらす因子として，T細胞が骨髄に隔絶されることによる量的な因子と，腫瘍におけるT細胞の強い疲弊による質的な因子のかかわることが示唆された．頭蓋内に腫瘍性の病変が存在することによりなぜT細胞の表面のスフィンゴシン1-リン酸受容体1の減少が起こるのか，その背景にある分子機構の解明，および，グリオブラストーマの患者に対する免疫療法において感受性の改善をもたらすための新たな治療戦略の樹立が今後の課題である．
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〈図説明〉
図1　頭蓋内の腫瘍性の病変により骨髄においてT細胞が増加する
（a）健常者．
（b）グリオブラストーマの患者．青色の▲で示したT細胞の表面のスフィンゴシン1-リン酸受容体1が減少している．

