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学　　術　　活　　動

Ab�initio�network�expander による免疫チェックポイント探索：
Tim-3の特定と機能解析

末永　遥香（看護学部４年）　　　　　

森　　　努（看護学部生命科学部門）　

要　　旨

　免疫チェックポイント標的治療は医学の主要課題であ
るが，奏効率は10％との報告がある．これは未知チェッ
クポイントの存在を示唆するが，その発見には莫大な資
源 が 必 要 で あ る． 私 た ち は 最 近 開 発 し た Ab initio 

network expander で PD-1経路に関わる未知遺伝子を探索
し，Tim-3を特定した．さらに informatics 解析から，
Tim-3がチェックポイントに関連することを確認した．
最後に SNP-dependent prolongation of prognosis の検討に
より，Tim-3阻害で治療効果が得られることが示唆され
た．以上から Tim-3の標的性が支持され，治療法開発の
さらなる展開が期待される．

はじめに

　従来，免疫チェックポイントの同定には膨大な時間，
労力，資金が必要であった．しかし，実験に依存せず計
算による同定が可能になれば，発見過程に費やされるリ
ソースの大幅な削減が期待される．これにより，資源の
効率的な活用や患者負担の軽減の実現に繋がると考えら
れる．
　本研究では，新たに開発された Ab initio network 

expander（AINE）を用いて新規遺伝子の探索を行い，さ
らに Ab initio 遺伝子軌道法（遺伝子軌道法）を用いて疾
患関連性および治療標的性の予測を行った１）．AINE は，
既知の遺伝子経路に属しながら未特定の新規遺伝子を効
率的に特定する情報処理技術（informatics 技術）であり，
以前開発された遺伝子軌道法における計算負荷の問題

（全遺伝子解析に年単位を要する）を克服することで，
高速なネットワーク解析を実現した．
　AINE を用い，全遺伝子を対象にして PD-1免疫チェッ
クポイント経路に属する未知遺伝子を探索したところ，
最上位群に Tim-3が見出された．さらに遺伝子軌道計算
から，Tim-3は当研究チームが注目する免疫チェックポ

イント KYNU との相互情報量（MI）が最大であると判
明した．複数の informatics 技術を用いた解析の結果か
ら，Tim-3が免疫調節・チェックポイントに関わり，そ
の機能阻害が治療効果に結びつくことも示唆された．
　Tim-3を PD-1経路と同時に遮断する治療法は既に検
討されており，Phase ３の段階である２）．ここで紹介す
る informatics は，Tim-3の治療標的としての有望性を情
報理論の視点から示すものであり，免疫療法の未来に貢
献できる可能性がある．

AINE による新規遺伝子の探索

　AINE は，既知の遺伝子経路（ここでは A とする）に
属する未知遺伝子（ここでは GX）を効率的に特定する
ために開発された informatics 技術である．従来の遺伝
子軌道法は個別遺伝子の機能計算に適していたが，ゲノ
ム全体の広範な遺伝子機能計算に適用するには計算負荷
が過大となる問題があった．AINE は遺伝子ネットワー
ク全体を対象とする大規模計算を高速化することで，こ
の課題を克服した．私たちは，この技術を応用して新た
な治療標的遺伝子の発見を目指すこととした．その最初
の目標に選んだのは，がん免疫の制御に関わる PD-1経
路である．
　PD-1経路は代表的な免疫チェックポイント経路であ
る．通常，がん細胞が PD-L1を発現すると，T 細胞上の
受容体である PD-1と結合して免疫反応を抑制する．本
来 PD-1は免疫調節において重要な役割を担っており，
PD-L1と結合することで過剰な免疫活性化を防いでい
る．しかし，がん細胞はこの機能を悪用し，免疫応答を
抑制することで自身の生存と増殖を促進する．こうした
PD-1と PD-L1の相互作用を標的とした治療戦略は，免
疫療法の重要なアプローチとして利用されている．
　現代の免疫チェックポイント標的治療は，PD-1経路
を標的とする PD-1阻害剤（ニボルマブ，ペンブロリズ
マブ）を投与し，がん免疫に関わるＴ細胞を再活性化さ
せるものである．しかし，その奏効率はわずか10％と報
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告されている３）．この事実は，知られざる免疫チェック
ポイント分子の存在を強く暗示しており，その探索が大
きな課題となっている．一方，そうした未解明の分子の
候補として注目されるのが Tim-3である．Tim-3は免疫
細胞に発現し，免疫抑制に関与する分子であり，アレル
ギーや自己免疫疾患との関連も報告されてきた４）．だが，
PD-1経路と Tim-3の間に直接的な相互作用が存在する
かどうかは明らかにされていない．以下に述べる通り，
私たちは AINE によって，PD-1経路と Tim-3を結びつけ
ることに成功した．
　従来の医学研究においては，実験的手法により直接的
知見を得る研究が主流であった．しかし実験では検討対
象が狭く限られるという制約があり，全体的な生物学的
ネットワークや複雑な相互作用を網羅的に理解すること
は難しい．これに対して，AINE は，ある遺伝子経路に
属するにも関わらず，いまだ実験対象とされていないが
故に未発見であるような遺伝子を包括的に特定する
informatics 技術である．AINE では，１つの遺伝子 GX と
経路 A が情報をどれだけ共有し，互いに影響を与える
かを示す指標である相互情報量（MI）を算出する．MI

は情報理論における指標であり，２つの確率変数間で共
有される情報量（情報エントロピー）を表し，変数間の
相互依存性を意味する．A を遺伝子 G1，G2，…，Gn からな
る経路とし，A の情報量を H（A）とする．このとき H（A）
は遺伝子 G1，G2，…，Gn の個々の情報量 H（G1），H（G2），…，
H（Gn）の和集合として，下記の計算式で示される．

　AINEでは対象遺伝子GX と特定経路AとのMIを，個々
の遺伝子間の相互作用の総和で近似して，下記の計算式
で算出する．

　ここで，MI（GX；Gi）は遺伝子 GX と Gi の MI である．
例えば，GX と Gi が同じ遺伝子経路に属する場合，両者
は双方向性に影響を及ぼし合う可能性がある．このとき，
MI が高いほど GX と Gi の関連性が強いことを示し，遺
伝子間の関係性を定量的に把握できる．このように MI

の評価は，生体プロセスにおける情報処理過程を理解す
る上で役に立つ．

遺伝子軌道法による遺伝子機能と疾患関連性
の予測

　続いて遺伝子軌道法の原理を紹介する１）．これはネッ
トワーク情報量を指標に，目的遺伝子の機能を包括的に
評価する計算法である（特許第6820621号）．遺伝子が互

いに影響し合う遺伝子情報の空間を考えると，１つの遺
伝子 Gi が他の遺伝子 Gj に与える作用の総和は以下で表
される．

　ここで，r は Gi と Gj 間の情報距離，χij は Gi が Gj に
及ぼす作用，cij はχij の重みの係数を表す． は，
遺伝子 Gi が他のすべての遺伝子 Gj に及ぼす作用の総和
で，Gi のネットワーク機能を表現する．言い換えると，
遺伝子 Gi は分子機能以外に，他の多くの遺伝子に影響
を与えることで，間接的ながら多彩な機能を発揮するこ
とになる．遺伝子軌道法は，このネットワーク機能を，
実験なしに計算することができる．

SDPPによる標的性予測

　森は，既知のチェックポイント遺伝子に共通する性質
として，single nucleotide polymorphism（SNP）でがん患
者の予後が良好となる現象（SDPP）を報告した１）．こ
れはアミノ酸置換を来たす変異によりタンパク構造が破
壊される結果，チェックポイント阻害と同様の帰結とな
るためと推察され，薬剤標的性と関連付けられる．
SDPP による予後変化は，がん遺伝子データベース
cBioPortal から得られる遺伝子変異および生存率情報５）

と，タンパク構造変化を検出するアルゴリズム（Sift ６），
PolyPhen-2７））とを組み合わせて計算される．

AINE による新規遺伝子探索

　新たな治療標的を特定する目的で，私たちは AINE を
実行し PD-1免疫チェックポイント経路に存在する未知
遺伝子特定を試みた．まず，検索の出発点となる PD-1

経路の遺伝子群を，遺伝子データベース Ingenuity 

Pathway Analysis（IPA）から取得した８）（図１a）．IPA は
実験結果に基づいた文献情報を網羅するデータベースで
あり，PD-1経路には約100個の遺伝子が登録されている．
しかし過去に行われた実験範囲以外にも重要な未発見遺
伝子が存在する可能性があり，AINE で新規遺伝子を検
索することとした．この IPA 上の PD-1経路の遺伝子群
を基盤データセットとし，Python で作成した AINE の
コードを実行して，ゲノム上17,343個の全遺伝子 GX と
PD-1経路（A）との相互情報量 MI（GX；A）を個別に算出
した（図１b，点線内）．
　次いで，得られたデータを MI の降順で並べ替えると

（図１c，点線内），PD-1経路と大きな情報交換を行う遺
伝子の集合が特定された．予想通り，IPA に登録されて
いる PD-1経路の既知遺伝子群は上位にランクしており，
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図１　計算手順の概要
ａ）IPAに登録されているPD-1経路の遺伝子群．PD-1／PD-L1を含め103の遺伝子が登録．
ｂ）aの遺伝子群にAINEの Python コードを適用して，MI（GX；A）を計算．Excel で，各遺伝子をアルファベット順にソートし，
PD-1経路とのMI（GX；A）（点線内）を計算．

ｃ）計算結果をMI（GX；A）の降順でソート．
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図図 1,  計計算算手手順順のの概概要要 
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AINE 検索の正しさを裏付けている．しかし，上位遺伝
子の殆どは PD-1経路との直接的な関連性が未報告の遺
伝子だった．以上の知見は，既知遺伝子群以外にも
PD-1経路との関連性の強い遺伝子が図１c データの上位
に数多く存在することを示唆している．
　得られた MI の順位分布をプロットしたところ（図
２），MI が1.00以上の領域で勾配が急峻であることが見
出された．特に Tim-3はこの領域に存在しており，全遺
伝子中の上位0.52％（91位）にランクされたことから，
PD-1経路における重要な構成要素である可能性が示唆
された．以上の結果から，AINE を用いた計算により，
既知遺伝子経路に関連する未知遺伝子候補を効率的に発
見できることが示唆される．

遺伝子軌道法によるTim-3のネットワーク解析
　特定された Tim-3の生理機能を明らかにする目的で，
そのネットワーク構造を遺伝子軌道法により求め，次い
で所属する経路を検索した．遺伝子軌道法は検討対象の
遺伝子が，他の遺伝子と共有する情報量を包括的に定量
する手法である．具体的には，Tim-3を中心にした遺伝
子間 MI を全遺伝子を対象として算出し，それらに基づ
いて Tim-3との相互依存性の強い遺伝子を2,000個（上位
10％）抽出した．Tim-3のネットワーク機能は，これら

の遺伝子に影響を与えることで発揮される．
　得られた遺伝子の集合，すなわち”Tim-3遺伝子ネッ
トワーク”の中に含まれる生物学的経路を特定するた
め，IPA を用いた．IPA は膨大な文献データに基づいて，
対象遺伝子の集合が包含する遺伝子経路や生物学的プロ
セスを特定できる．図３に示す通り，Tim-3と関連性が
大きい経路のほとんど（20経路のうち18経路）が免疫系
の制御経路であり，Pathogen induced cytokine storm 

signaling pathway（z-score, 10.924 ; p-value, 7.39E-62），
Th1 and Th2 activation pathway（z-score, N.D. ; p-value, 

1.96E-53），Phagosome formation（z-score, 12.378 ; p-value, 

1.54E-38），Natural killer cell signaling（z-score, 5.208; 

p-value, 4.8E-37）などが上位にランクされた．これらは
いずれも統計学的に極めて有意な値であり，Tim-3が感
染症への応答，免疫調節，腫瘍免疫，慢性炎症疾患など，
免疫機能に幅広く関与することを示している．これらの
結果は，既知の知見９）と良く一致している．
　特筆すべきは，遺伝子軌道法により Tim-3が PD-1経
路と相互排他的（z-score ＝－3.920）に働く様子が検出
されたことである（図３＊）．相互排他性とは，発がん
に強く関わる複数の遺伝子間で，どれか一つのみが「排
他的に」活性化する現象であり，それらが同一経路に所
属すると考えられてきた10）11）．加えて cBioPortal での解

 4 
               

 

Tim-3: 
MI = 1.992 

図図 2, 𝑴𝑴𝑴𝑴�𝑮𝑮𝑿𝑿; 𝑨𝑨�のの順順位位分分布布 
図２　MI（GX；A）の順位分布
図１c．の Excel データを図で表したもの．MI（GX；A）が1.00以上の領域に該当する遺伝子を抽出した結果（太枠内），合計17,343個
の遺伝子の内1169個（6.7％）の遺伝子が検出．Tim-3のMI（GX；A）は1.992．
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図図 3, Tim-3 がが関関与与すするる免免疫疫機機能能のの予予測測結結果果 
図３　Tim-3が関与する免疫機能の予測結果
Tim-3と相互情報量が大きい経路を示す．縦軸にはTim-3との相互情報量が大きい順に並べた経路，横軸はＰ値を－ log10（p）に変換し
たものを示す．Tim-3と相互情報量が大きい経路から降順に配置．濃い色がTim-3と相互排他的に働くもの，薄い色がTim-3と同じ方
向に働くものを示す．

 6 
          

 

図図 4, Tim-3 とと疾疾患患のの関関連連性性 

図４　Tim-3と疾患の関連性
遺伝子軌道法を用いてTim-3と関連する遺伝子軌道を IPA で解析した結果．濃い色がTim-3と同じ方向に働く経路や機能を示し，
薄い色がTim-3と排他的に働く経路や機能を示す．

析５）により，腎明細胞癌（KIRC）で Tim-3と PD-1経
路の相互排他性が示された（p ＝0.046）．これらの結果
から，Tim-3が PD-1経路と機能的に関連することが期
待される．以上の所見は Tim-3が免疫反応を調節する役
割を果たすことと，腫瘍免疫に関わることを示唆してい
る．

Tim-3の生理機能・病態関連性の解析

　経路解析に続いて，Tim-3の生物学的機能および疾患
関連性についての IPA 解析（図４）を行った．図に示さ
れた通り，Tim-3が免疫調節や炎症反応の経路と有意に
関連性を持ち，重要な機能を持つことが示唆された．上
位にランクされた項目には，① Hematological system 

development and function（z-score, 9.646; p-value, 6.7E-160），
② Cellular movement （z-score, 10.264 ;p-value, 5.45E-169），
③ Immune cell trafficking（z-score, 10.318 ; p-value, 1.06E-

164），などが含まれ，各項目ともに統計学的に有意な蓋
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然性と働きの大きさを示している．以上は，Tim-3が感
染部位や腫瘍組織への免疫細胞の移動を促し，炎症誘導
や免疫調節に役割を果たすことを示している．これらの
所見は先行研究９）と一致している．

SDPPによる標的性予測

　最後に，Tim-3の治療標的性を知る手掛かりを得るた
め，遺伝子変異とがん患者の予後の関係について解析を
行った（図５）．免疫チェックポイント治療は標的遺伝
子の機能阻害により効果を得るものであるから，当該遺
伝子を失活させる変異（loss-of-function mutation）は，
がん患者の生命予後を改善させると期待される．事実，
遺伝子変異が良好な予後と有意に関連する現象が，既知
の免疫チェックポイント分子の多くで観察される２）．
　図５a は，Tim-3に遺伝子変異が検出されたがん患者
が，変異が検出されなかった患者よりも80ヶ月までの全
生存率が高いことを示している．具体的には，遺伝子に
種々の変異（Missense, Truncating, Splice, etc.）を有する
患者群（ｎ＝68）は，変異が検出されない（other patients）
患者群（ｎ＝10,751）と比較して有意に予後が良くなる

（ｐ ＝0.0058）ことが確認された．これらの結果から
Tim-3に変異があることで腫瘍病態が改善される可能性
がある．

 7 
   

 

図図 5, Tim-3 のの遺遺伝伝子子変変異異とと予予後後ととのの関関係係 

図５　Tim-3の遺伝子変異と予後との関係
ａ）生存曲線
　遺伝子変異がある患者群（Mutation）とそれ以外の患者群（Other	patients）の全生存率を示した．
ｂ）生存曲線
　構造破壊的SNPを有する患者群（destructive），非構造破壊的SNPを有する患者群（nondestructive），それ以外の患者群（Other	
patients）の全生存率を示した．
※データ：癌データベース TCGA	Pan-Cancer	Atlas12）．

　こうした変異の影響を明白にするために，SNP によ
る構造変化に着目した．上記の考察から，Tim-3のアミ
ノ酸置換で機能が抑制される場合，予後延長が観察され
ることが期待される．事実，特定の SNP が，がん患者
の生命予後を延長する現象 SDPP が観察された（図５b）．
特にタンパク質の生理機能を変化または破壊する SNP

（destructive SNP）を有する患者群（ｎ＝10）で，その他
（other patients）の患者群（ｎ＝10,769）と比較して生存
率が有意に高い（ｐ ＝0.035）ことが示された．一方，
タンパク質の構造や生理機能に影響を与えない，または
影響が小さい SNP（nondestructive SNP）を有する患者群

（ｎ＝30）では有意な差は認められなかった（ｐ＝0.13）．
これらの結果は，Tim-3の機能抑制が免疫応答を促進し，
腫瘍進展を抑えることで，予後改善につながることを示
唆している．以上から，Tim-3の分子機能を阻害するこ
とで治療効果が得られる可能性がある．

最後に

　本研究では，未知チェックポイント同定のために，
AINEによるPD-1経路に属する未知遺伝子の探索を行っ
た．さらに，見出された Tim-3に遺伝子軌道法を適用し，
その遺伝子機能及び疾患関連性の予測可能性を検討し
た．AINE で PD-1経路に強く関連する遺伝子として
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Tim-3が検出され，解析を行ったところ Tim-3が免疫
チェックポイント経路と機能的な関連性を持つことが示
唆された．さらに SDPP 解析より，治療標的性が示唆さ
れた．従来の実験法による未知チェックポイントの特定
には膨大な時間と労力と資金が要求される中で，この技
術は新たな免疫チェックポイントの特定において大きな
可能性を秘めており，さらなる応用が期待される．今回
は，Tim-3に焦点を当てて研究を行ったが，今後は
Tim-3以外の免疫チェックポイントの解明に取り組んで
いきたい．森先生をはじめ今回の研究活動に協力してく
ださった先生方にはこの場をお借りして心から感謝を申
し上げたい．
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