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研究成果の概要（和文）：免疫チェックポイント阻害剤の加療効果は病変部のT細胞の種類(T細胞サブセット)と
それがもつT細胞レセプター(TCR)のレパートリーに依存している。本研究では食道癌腫瘍局所のT細胞サブセッ
トとそのT細胞に共通のTCRレパートリーが存在するか次世代シークエンサーを用いて解析した。
CD3/CD8/CD45RO/Foxp3といったT細胞サブセットを調べるマーカーを用いて、食道癌部の病変部に存在しているT
細胞のパターンを解析したところ、食道癌局所には3つのパターンをもつT細胞サブセットが存在していることが
明らかになった。またTCR解析では共通の遺伝子組み換えパターンをもつT細胞の存在の可能性が伺われた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to unveil the subset pattern of T-lymphocytes 
and the common TCR repertoire in esophageal cancer.
Fifty-three cases were enrolled and immunohistochemical staining was performed using 
CD3/CD8/CD45RO/Foxp3/PD-L1/HLA  and AE1/AE3 antibodies. Digital scan and quantification was 
performed. The clinicopathological significance of CD3-Hi group and further stratification was 
tested using other T cell subset markers. Adaptor ligation PCR with next generation sequencing was 
performed to explore the common TCR repertoire in CD3-Hi group. 
Patients were stratified into CD3 high expression (CD3-Hi) group and CD3 low expression (CD3-Lo) 
group. Overall survival and disease free survival were significantly better in CD3-Hi group.  CD3-Hi
 group was divided into three clustering groups. In the TCR repertoire analysis there was a total of
 29 combinations of TCRα TRAV|TRAJ and 52 combinations of TCRβ TRBV|TRBJ recombination repertoires
 significantly amplified in CD3-Hi group.

研究分野： 消化器癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
食道癌の局所には異なるT細胞サブセットが存在し、免疫チェックポイント阻害剤(ICI)を使用する際にはこのT
細胞のパターンを考慮して導入する必要があることが明らかになった。また、T細胞には共通のTCRレパートリー
が存在する可能性があることも明らかとなった。本研究では、TCRのレパートリー内でアミノ酸配列についての
マッチングも検討を行ったが、一致するものは認められなかった。事前に予想されていたことであったが、TCR
解析をより詳細に行うことで、個人個人に合わせた至適な免疫治療の開発につながる可能性があり、本研究が明
らかにした結果は免疫治療の至適化という点で少なからず意義はあったと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) 食道癌は以前から予後不良の疾患として知られており、手術を中心とした集学的治療が行
われているが、多くの患者は集学的治療が完遂できず患者の状態を考慮した個別化治療の開発
が期待されていた。癌の個別化治療を目指すためには癌細胞自身のもつ性質とともに、腫瘍周
囲の微小環境を解析する必要がある。腫瘍周囲の微小環境で構成する要素の中で、炎症細胞は
腫瘍全体の性質に大きく影響を与える。炎症細胞とくに腫瘍免疫に関わる T 細胞にはサブセッ
トが存在し、抗腫瘍性にも腫瘍促進性にも働く。そのため、腫瘍周囲の微小環境を把握するた
めには腫瘍周囲に浸潤している T 細胞のサブセットがどのような状況であるかを解析する必要
がある。 
 
(2) さらに T細胞の細胞表面上には T cell receptor (TCR)が存在し、TCR が腫瘍細胞が提示し
ている抗原を TCR を通じて認識している。この TCR を解析し、食道癌に共通の TCR レパートリ
ーが認められれば、より個別化された治療の開発につながる。この TCR の包括的な解析は非常
に困難であったが、近年 adaptor ligation PCR と次世代シークエンサーを組み合わせることで
可能となってきた。 
 
２．研究の目的 
(1) 本研究の目的の１つは、T細胞サブセットマーカーを用い食道癌局所に集簇しているT細胞
サブセットのパターンを明らかにすることである。このサブセットパターンが明らかになるこ
とで、どのような T 細胞のバランスが腫瘍全体の性質を宿主にとって有利であるのかが明確と
なる。 
 
(2) 本研究のもう一つの目的は、TCR の包括的解析を行い、食道癌局所において食道癌に共通
の TCR が存在しうるのかを明らかにする。共通の TCR の存在が明らかになれば、食道癌細胞に
は共通に認識される抗原が存在することとなり、免疫治療を中心新たな治療戦略に道を開くこ
とになる。また、共通の TCR が認められない場合も個々の症例に応じた究極のテーラーメイド
治療に繋がる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
(1) 2013 年から 2017 年に久留米大学において切除術をうけた食道癌症例 124 例と対象とし
た。この中で、承諾を受けた 53 例の切除標本を使用した。切除標本において
CD3/CD8/CD45RO/Foxp3/PD-L1/HLA-class 1/AE1AE3の一次抗体を使用し免疫染色を自動免疫染色
器を用い行った。染色プレパラートはスキャナー（Nanozoomer)を用いてデジタル化した。デジ
タル化したイメージを使用し、CD3/CD8/CD45RO/Foxp3 については腫瘍の中心部と先進部におい
て 5箇所ずつ 40倍の拡大画像を抽出した。PD-L1/HLA-class 1/AE1AE3 については 1.25 倍画像
においてイメージを抽出した。抽出したイメージは imageJ で色調分化を行った後、定量化し
た。各症例ごとに定量化した各マーカーの値をもとに、腫瘍における各マーカーの発現強度の
解析、各マーカーの相関関係、各症例におけるマーカーの発現強度からクラスターリング解
析、クラスター同士での臨床病理学的背景因子の比較、各クラスター間の予後解析を統計解析
ソフト(JMP13.0)を用いて行った。 
 
(2) CD3 発現の多い症例と低い症例それぞれ 5 例ずつの間で adaptor ligation PCR を行った
後、次世代シークエンサーによる解析を行い、CD3 発現の多い症例において、共通に認められ
る V領域と J領域の組み合わせ(VJ 組み合わせ)抽出を行った。抽出に際しては R(ver.3.4.2)に
含まれる edgeR パッケージを使用した。さらに、VJ 組み合わせがアミノ酸配列まで合致してい
るかについても解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)  CD3, CD8, FOXP3, CD45RO の発現は腫瘍の中心部よりも辺縁で強く認められた。



さらに CD3, CD8, FOXP3, CD45RO の発現はお互いに高い相関が認められた。（右図） 
 
 
 
 
 
(2) 症例
を CD3 が
高発現症
例 (CD3-
Hi)と低発
現 症 例
(CD3-Lo)
に分けて
全生存期
間（OS)と 無再発生存期間（DFS)を比較したとこ
ろ、CD3-Hi 群においていずれも有意に良好であった。 

 
 
(3) CD3-Hi群においてCD8,CD45RO,Foxp3の発現をもとにクラスタリング解析を行ったところ、
3 つのクラスターに分けることができ、3 クラスターで予後解析をさらに行ったところ、クラス
ター2が良好で、クラスター1 が不良な傾向にあった。また、各クラスターの特徴としてクラス
ター1 では細胞傷害性 T 細胞、メモリーT 細胞のマーカーの発現が高く、クラスター2 では制御
性 T細胞の発現が高値、クラスター3では各マーカーは差がないバターンを示した。 

 
 

(4) CD3-Hi 群と CD3-Lo 群間で adaptor ligation PCR 及び次世代シークエンサーによる比較解



析を行い、CD3-Hi 群に共通して認められる VJ 組み合わせの抽出を行った。（右図） 
これらの
組み合わ
せ の 中
で、共通
に認めら
れる組み
合わせに
ついて抽
出を行っ
た と こ
ろ 、
TCRα 鎖
に は 29
種 類 の

recombination repertoire が TCRβ 鎖には 52 種類の recombination repertoire が認められ
た。さらにこれらの組み合わせについてアミノ酸配列まで共通であるかの解析を行ったが、ア
ミノ酸配列まで完全に一致した TCR は認められなかった。（下図：VJ 組み合わせの例 赤は全
例で一致、オレンジは 1例不一致、黄色は２例不一致、白は一致なし) 

 
 

(6) 今回の研究を通じて、食道癌の病変局所における CD3 の発現によって食道癌症例は層別化
することができ、CD3-Hi 群は CD3-Lo 群と比較して有意に予後良好であることが明らかとなっ
た。また CD3-Hi 群症例は CD8,CD45RO,Foxp3 の発現によってさらに層別化できる可能性を示
した。さらに、TCR 解析によって CD3-Hi 群で共通する TCR の VJ 組み合わせが明らかとなっ
た。しかし、アミノ酸レベルで TCR の VJ 組み合わせの一致には至らなかった。 
 T細胞のサブセットによる解析では、当初細胞傷害性 T細胞やメモリーT細胞が多く存在する
パターンが最も予後が良好であり、制御性 T 細胞のサブセットが多い場合は最も予後が不良と
なる可能性が予想された。しかし、本研究と通じて逆の傾向を示しており制御性 T 細胞は腫瘍
局所における行き過ぎた免疫反応を抑制することで、腫瘍に対する免疫効果を最適化する役割
を示している可能性が考えられた。今後この点についてはさらなる検討が必要である。また、
サブセットのバランスをコントロールする因子として IL-17 などのサイトカインが報告されて
いるため、サイトカインのコントロールが今後の免疫治療を最適化する上で重要なキーファク
ターとなる可能性がある。 
 TCR解析では共通するVJ組み合わせは認められたものの、アミノ酸レベルでの一致は認めな
かった。食道癌細胞には共通の抗原が表出しているものの、TCR の組み合わせは非常に膨大で
あるため症例間では共通のアミノ酸配列にならない可能性は考慮される。また、この TCR の解
析から症例個々に合わせた TCR を T 細胞に導入、投与することで究極の免疫治療につながる可
能性も示唆している。今後同様の解析はさらに重要であると考える。 
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