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研究成果の概要（和文）：膵臓癌組織とその微小環境に浸潤する免疫細胞群がもたらす腫瘍免疫システムへの包
括的影響を解明することを目的として、樹状細胞免疫(DC)療法の臨床試験と連動する膵臓癌患者より摘出した膵
臓癌組織および末梢血試料を用い、各種免疫関連分子の発現解析を実施した。
その結果、癌微小環境におけるCD163陽性M2マクロファージやCD66b陽性顆粒球の浸潤が予後不良と、CD20陽性B
細胞浸潤が予後良好と高い相関関係がある事が明らかとなった。また、末梢血の好中球/リンパ球比率、血清
IL-6値濃度は予後不良マーカーであった。今回の予後関連バイオマーカーの発見は、新規の複合的癌免疫療法の
開発へ繋がる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：   To elucidate the comprehensive influence on pancreatic cancer tissue and 
various type of immune cells infiltrating tumor microenvironment to tumor-specific immune system, we
 analyzed the expression of various tumor immunity-related molecules in pancreatic cancer tissue and
 peripheral blood sample which were obtained from patients with pancreatic cancer undergoing 
clinical trials of dendritic cell-based immunotherapy.
   As a result, it was revealed that there is a significantly high correlation between infiltration 
of CD163 positive M2 macrophages and CD66b positive granulocytes in cancer microenvironment with 
poor prognosis and CD20 positive B cell infiltration as good prognosis. Peripheral blood neutrophil 
/ lymphocyte ratio and serum IL-6 level were also poor prognostic markers. The discovery of this 
prognosis-associated biomarker may lead to the development of a new composite cancer immunotherapy.

研究分野： 腫瘍免疫学、血液学、腫瘍医学

キーワード： 腫瘍免疫　膵臓癌　腫瘍微小環境　バイオマーカー　樹状細胞

  ５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）近年の免疫生物学の進歩により、癌の
発生や進展における免疫システムの役割が
分子レベルで明らかにされつつある。特に、
担癌状態における抗腫瘍性の自然免疫およ
び獲得免疫に対する抑制メカニズムの解明
は目覚ましく、いわゆる免疫チェックポイン
ト機構の発見は、癌に対する免疫療法の開発
研究にとって重要な意義を持つ事は論を待
たない。	
	 	
（２）今日でもなお極めて予後不良である膵
臓癌においても、その集学的治療戦略の一角
に免疫療法が重要な位置を占め得る可能性
が示唆される。われわれは、膵臓癌でも高発
現する WT1（Wilms’	Tumor	Gene	1）蛋白の
人工抗原である WT1 ペプチドを抗原とする樹
状細胞（Dendritic	cell;	DC）免疫療法を実
施した進行膵臓癌症例 255 症例の後方視解析
を実施し、DC 投与 24～48 時間後に生じた遅
延 型 過 敏 反 応 （ delayed	 type	
hypersensitivity：DTH）が独立した生存期
間中央値に関連する予後因子であることを
明らかにした。	
	
（３）一方で、DC 療法の抗腫瘍効果は依然限
定的であり、その要因として、担癌状態にお
ける抗腫瘍性免疫の抑制状態の影響が大き
いと予想されるものの、その詳細は不明であ
る。われわれは、先行して進めている膵臓癌
切除可能症例における DC 免疫療法の術後ア
ジュバント療法としての意義を明らかにす
るための臨床試験と連動して、癌組織をはじ
めとする臨床検体を用い、膵臓癌を対象とし
た腫瘍免疫システムの詳細な免疫生物学的
病態解析を行う研究計画を企画した。	
	
２．研究の目的	
	 膵臓癌組織とその微小環境に浸潤する免
疫細胞群の相互作用がもたらす、獲得免疫シ
ステムへの包括的影響を解明する。	
	
３．研究の方法	
（１）対象患者	
	 2012 年 1 月から 2017 年 12 月の期間、研究
者所属医療機関（長崎大学病院、信州大学病
院）において診断、診療を受けた膵臓癌患者
を対象とした。組織型分類は、日本膵臓学会
の「膵癌取扱い規約」（2009 年 7 月第 6 版）
の組織分類に従った。ステージ III または IV
の治癒切除適応で上述の臨床試験登録症例
も含まれた。	
	
（２）WT1 パルス DC 免疫療法	
	 患者よりアフェレーシスによる末梢血単
核球を採取し、これを原料として CGMP 基準
に準拠した細胞調製施設（Cell	Processing	
Facility;	CPF）において DC を調製した。単
核球を 1×107cells/mL で DC 用無血清培地を
用いて調整し、培養皿上で 37℃、24 時間静

置した。その後、非付着性細胞を吸引除去し、
付着細胞(単球分画)を DC 前駆細胞として用
いた。	
		50ng/mL	 GM-CSF 、 50ng/mL	
Interleukin-4(IL-4)存在下で 5 日間培養す
る事により未熟樹状細胞を誘導した後、細胞
を約 3×106/mL の濃度で、5ng/mL	GM-CSF、
5ng/mL	IL-4、10mg/mL	OK-432、50ng/mL	PGE2
を添加し、24 時間培養し成熟 DC とした。成
熟 DC を回収後、10%	DMSO、2%	アルブミン含
有 樹 状 細 胞 用 無 血 清 培 地 中 で
1×107cells/mL・バイアルで液体窒素下に凍
結保存した。DC の表面形質を確認するため、
フローサイトメータを用いて CD11c、CD14、
CD86 、 HLA-DR の 発 現 状 況 を 確 認 し 、
CD11c+CD14−CD86+/HLA-DR+：90%以上（生細
胞中）、生細胞率 80％以上を出荷基準とした。	
	 人工抗原ペプチド DC 療法として、該当患
者の HLA タイピング結果と適合するペプチド
抗原（HLA-A*2404 拘束性 WT1 ペプチド、
HLA-A*0201 拘 束 性 WT1 ペ プ チ ド 、
HLA-DRB*0405 拘束性 WT1 ペプチド）と共に一
定時間インキュベートし、1 回投与あたり 1
～4×107 個の DC を両腋窩及び両鼠蹊部の 4
か所に、2 週間に 1 回、標準的には 7 回皮内
注射した。アジュバント療法として OK-432
を 0.5〜2.0KE の量、紅斑、発熱、アレルギ
ー反応を観察し適宜増減しながら同様に皮
内投与した。	
	 臨床的効果として手術非実施例に対して
は全生存率及び病変の縮小効果を固形癌の
治療効果判定のための RECIST ガイドライン
（Ver	1.1）を用いて評価した。また、手術
実施症例では全生存率を評価した。安全性に
関しては、Common	Terminology	Criteria	for	
Adverse	Events（CTCAE；ver	4.0）を用いて
評価した。	
	
（３）免疫組織学的検討	
	 手術摘出膵臓癌標本に対する免疫組織学
的検討は、以下のタンパク発現について実施
した。すなわち腫瘍細胞の表現型として、WT1、
HLA-ABC 、 PD-L1 、 TAP1 （ transporter	
associated	with	antigen	processing	1）を、
腫瘍微小環境の各種免疫細胞等の解析のた
めに PD-1、CD3、CD4、CD8、FOXP3、CD66b、
CD68、CD163 等の発現を解析した。判定は、
陽性細胞が 20％未満を陰性、20〜50％陽性の
場合に 1+、50〜75％陽性の場合に 2+、75％
以上の場合に 3+と定めた。	
	
（４）WT1 特異的細胞傷害性 T リンパ球の評
価	
テトラマー解析：PBMC を WT1-tetramer（株
式会社医学生物学研究所：MBL、愛知）、抗 CD8a
抗体及び抗 DC3e抗体で標識・染色し、フロー
サイトメトリーにより DC3e＋細胞に対する
CD8+/WT1-tetramer+細胞の割合を解析した。	
ELISPOT：使用している WT1 ペプチド（3-5	
mg/mL）と混同した 2×105個の PBMC を抗ヒト



IFNg 抗体でコートした ELISPOT 用 96 ウェル
プレートに播種し、CO2 インキュベーターで
37℃20 時間培養した。標識には抗ヒト IFNg
抗体を用いこれを認識する標識酵素及び発
色基質を反応させ可視化されるスポット数
をカウントした。	
	
（５）各種バイオマーカーの検討	
	 GM-CSF、IL-1、IL-6、IL-8、IL-10、IL-12、
TNFα、MCP-1、IFNγ等の患者血中サイトカ
インのプロファイル解析や、癌抗原に対する
血中 IgG サブセット解析、Treg 等を含むリン
パ球サブセット解析を行った。	
	
（６）統計学的解析	
	 WT1 特異的細胞傷害性 T リンパ球の頻度解
析結果は Wilcoxon	single-rank	test を用い
て評価した。各種分子マーカーの発現頻度と
臨床像との関連は、Student’s	t-test、
log-rank	test、比例ハザード解析等により
検討した。生存期間については、累積無再発
生存曲線、無再発生存期間中央地、年次生存
割合の推定を Kaplan-Meier 法を用いて行っ
た。	
	
４．研究成果	
（１）われわれはこれまで、膵臓癌において
WT1抗原ペプチドをパルスしたDC免疫療法を
行い、同治療法が効果的である可能性を	
示してきた。また、治癒切除術実施膵臓癌患	
者を対象として、WT1 ペプチドパルスを行っ	
た自家末梢血単球由来 DC による術後アジュ
バント免疫療法の臨床試験を 2015 年度より
実施しており、平成 29 年度で計画していた
予定症例数のエントリーを満たして細胞投
与を完遂した。現在、全症例に対し後観察中
である。安全性に関しては、CTCAE のグレー
ド 1 の発熱を認めたものの、全例で概ね安全
に DC の投与を実施できた。	
	
（２）上記臨床研究を始め臨床症例より得ら	
れたサンプルを用いて、膵臓癌に対する腫瘍	
免疫に関する解析、とりわけ腫瘍微小環境に	
おける免疫関連分子の発現と腫瘍免疫なら	
びに臨床像との関連を中心に研究を進めて	
きた。	
	 免疫組織学的染色によって解析した膵臓	
癌症例 18 例全例において腫瘍細胞の WT1 発	
現を認めた。生体サイドの免疫学的モニタリ	
ングは、診断技術としてのみならず、本研究	
を進める上での Proof	of	concept として重要
と考えられた。われわれは、WT1 テトラマー
解析ならびに ELISPOT アッセイ等の手法を用
いて、上記症例における腫瘍免疫のモニタリ
ングを実施した。現段階で解析を終えている
34 症例に関し、免疫組織染色の手法によって
全例で HLA クラス I 抗原および WT1 の発現を
確認し、7例において WT1 特異的細胞傷害性	T
リンパ球の誘導を確認できた。このことから、
術後アジュバント治療としての樹状細胞免疫

療法の安全性ならびに腫瘍特異的免疫の誘導
を観察出来た。また、多様な癌腫において全
体としては 65%に腫瘍特異抗原 WT1 特異的免
疫誘導が確認され、より簡便な３種のペプチ
ド混合 ELISPOT アッセイでは 75%であった。
HLA-A*2402 に適合する改変型 WT1 ペプチド
（WT1-235）の能動免疫の誘導性は明らかに高
く、また一方で癌腫によりその誘導効率が異
なることが判明した。	
	 	
（３）腫瘍免疫の生物学的機序の解明とこれ	
を応用した複合的癌免疫療法の開発を視野に	
置き、根治手術可能な 28 名の膵臓癌患者にお	
ける予後と関連しうる新規バイオマーカーの	
探索を行った。	
	 摘出した膵臓癌組織の病理標本を用いて、	
腫瘍組織とその近傍に浸潤するリンパ球、マ	
クロファージ等の免疫細胞の量的機能的評価	
を免疫組織学的手法等によって解析した。そ	
の結果癌微小環境における CD163 陽性 M2	
マクロファージや CD66b 陽性顆粒球の浸潤	
が予後不良と、CD20 陽性 B 細胞浸潤が予後良
好と高い相関関係がある事が明らかとなっ
た。また、末梢血の好中球/リンパ球比率
（NLR）、血清 IL-6 値濃度は予後不良マーカ
ーであることを明らかにした。末梢血の好中
球/リンパ球比（NLR）と CD163 陽性細胞浸潤
の程度は正の相関、NLR と CD20 陽性細胞浸潤
の程度は負の相関が認められた。	
	
（４）これまでの検討で、膵臓癌に対する WT1
パルス DC 免疫療法が、WT1 特異的免疫誘導に
よって臨床的有効性を示しうる可能性が認
められた。また、切除可能症例における術後
アジュバント療法としての DC 免疫療法の安
全性が確認できた。腫瘍微小環境における免
疫細胞等の解析から、今回明らかになった
「予後関連マーカー」である IL-6、IL-8、
CD163 陽性 M2 マクロファージ、CD66b 陽性顆
粒球の腫瘍組織への浸潤等は新たなる治療
標的となる可能性が高く、免疫抑制解除技術
としての新規抗腫瘍剤や次世代の複合的癌
免疫療法の開発へ繋がる可能性があるとと
もに、腫瘍組織とその微小環境の免疫関連分
子発現のプロファイルが腫瘍免疫システム
において如何なる機能と意義を有している
かを明らかにすることが今後の重要な課題
となる。	
	
（５）現在、臨床試験を実施している症例の
予後観察期間であり、この結果と、上述のも
のに加え更なる免疫組織学的解析方法を用
いた様々な分子マーカーの発現を検討し、
MDSC（CD14-HLA-DR-CD11b+CD33+CD66b+）、マ
クロファージ、DC、CD8+T リンパ球、Th1 細
胞、Th17 細胞、Th2 細胞、Treg 細胞といった
画分の主要微小環境における頻度との関連
性検討を実施すると共に、各々に発現する癌
免疫および免疫抑制性シグナル関連分子と
しての PD-1、CTLA-4、CD28、B7H3、B7H4、LAG3、



TIM3 等の発現や上述の血清中マーカーとの
関連についても解析を進めている。更に、血
清中の免疫複合体を網羅的にスクリーニン
グするイムノコンプレキソームの手法を用
いて、多数例の膵臓癌症例における腫瘍特異
的なエピトープの同定を試みている。	
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