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研究成果の概要（和文）：肺癌における抗体免疫療法の効果は未だ不十分であり、新たな免疫抑制機序の解明が
重要である。今回、腫瘍浸潤T細胞のPD-1及びTIM-3の発現と腫瘍細胞におけるそれらのリガンドの発現を検討
し、予後との相関を解析した。腫瘍発現PD-L1とGalectin-9及びがん精巣抗原のXAGE1は、TNM分類と独立した予
後因子であった（HR:0.40, p=0.01）。
以上の結果から、腫瘍局所を詳細に検討することで、肺腺癌患者の予後が予測できる。また、腫瘍局所では、
PD-1/PD-L1経路のみならず、TIM-3/Galectin-9経路が重要であり、それらを阻害するがん免疫療法の開発が重要
である。

研究成果の概要（英文）：The effect of immunotherapy in lung cancer is still insufficient, and 
elucidation of new immunosuppressive mechanism is important. In this study, expression of PD-1 and 
TIM-3 on tumor-infiltrating T cells and expression of their ligands on tumor cells were examined and
 analyzed for correlation with survival. Expression of PD-L1 and galectin-9 and XAGE 1 antigens on 
tumor cells were independent prognostic factors of TNM classification (HR: 0.40, p = 0.01).
Based on the above results, the survival of patients with lung adenocarcinoma can be predicted by 
investigating the tumor microenvironment in detail. Furthermore, in addition to the PD-1 / PD-L1 
pathway, the TIM-3 / galectin-9 pathway is also important in the tumor microenvironment and 
development of cancer immunotherapy that inhibits them is very important.

研究分野： 腫瘍免疫学

キーワード： 肺がん　がん抗原　免疫療法　免疫チェックポイント分子

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
XAGE1 に対する抗体反応を免疫バイオマー
カーとして用い、肺腺癌の自然経過を前向き
研究により観察した。進行期肺腺癌において、
XAGE1 抗原の陽性と陰性での全生存期間の
差は認めなかった。しかし XAGE1 がん抗原
が陽性で XAGE1 に対する潜在的な免疫応答
を有する患者は、免疫応答がない患者と比較
し、有意に生存期間の延長が認められた。す
なわち、進行期肺腺癌において XAGE1 抗体
反応陽性患者は予後が著明に延長すること
が明らかとなった。XAGE1 免疫の生存期間
延長効果は注目すべき事実で、本抗原の強い
免疫原性が、がんワクチンなどとして用いた
場合にも発揮されることが十分に期待され
る。 
一方で、XAGE1 免疫が誘導されても腫瘍

の完全拒絶には至らない。近年、腫瘍特異的
なCD4, CD8 T細胞免疫を負に制御する分子
と し て TIM-3/Galectin-9, 2B4/CD48, 
PD-1/PD-L1 LAG-3/MHC-Ⅱ, BTLA/HVEM
などが報告され、免疫抑制細胞としては、制
御性 T 細胞や、MDSC 細胞が注目されてい
る。その為、これらの免疫を抑制する因子を
標的とした分子標的薬や抗体医薬の創薬が
積極的に行われている。 

 
２．研究の目的 
進行期肺腺癌では、XAGE１に対する潜在

的な免疫が誘導されている患者は予後が延
長することが明らかになった。しかしながら、
がん終末期で、種々の免疫抑制因子が上昇し
ている患者では XAGE1 に対する潜在的免疫
応答も強く抑制されていることが明らかと
なった。肺癌局所においても同様に種々の免
疫抑制因子の影響で抗腫瘍免疫が強く抑制
されていることが示唆される。その為、腫瘍
局所におけるがん免疫微小環境の全容を解
明し、真の免疫抑制因子を同定する必要があ
る。 

 
３．研究の方法 
17 例の肺腺癌患者の新鮮組織検体と末梢

血単核球を用いて、腫瘍浸潤リンパ球におけ
る免疫チェックポイント分子の発現と CD27、
Ki-67、Annexin V を指標とした T細胞機能解
析をフローサイトメトリー法で行った。 
 また、肺癌細胞株 PC-9（EGFRmt）および
OU-LC-SK（EGFRwt）を用いて、分子標的薬で
ある Afatinib（EGFR-TKI）で処理し、培養上
清中の PD-L1、Galectin-9 を ELISA 法で検出
した。T 細胞クローンのアポトーシス誘導阻
止実験では、アポトーシスをリコンビナント
Galectin-9 蛋白で誘導し、抗 Galectin-9 抗
体および抗TIM-3抗体の添加によるアポトー
シスの阻止効果をフローサイトメトリー法
で解析した。 
また、予後との関連については、肺腺癌 120

例の組織マイクロアレイを用いて腫瘍に発
現する PD-L1、Galectin-9、XAGE1 の多寡を

免疫組織化学染色法で検討した。 
 

４．研究成果 
腫瘍浸潤リンパ球における、PD-1、TIM-3、

BTLA、LAG-3 分子の発現を検討した結果、末
梢血と比較し、PD-1+リンパ球、TIM-3+リン
パ球の割合が有意に多かった（図 1）。 

図1.腫瘍局所に浸潤するT細胞に発現する免
疫抑制分子 
 
また PD-1+TIM-3+CD8 T 細胞は CD27 及び

Ki-67 の 発 現 が 維 持 さ れ て い た が 、
PD-1-TIM-3+CD8 T 細胞では、CD27 および
Ki-67 の発現が低下していた。一方で、
Annexin V は TIM-3+CD8 T 細胞で強く発現し
ていた。これらのことより、T細胞上の PD-1
分子の発現は T 細胞の活性化状態を示し、
TIM-3 分子の発現は T 細胞の疲弊を示してい
ると考えられる（図 2）。 
図 2.腫瘍浸潤リンパ球の機能解析 

 
次に、TIM-3 のリガンドである Galectin-9

による T細胞クローンのアポトーシス誘導を
検討した。TIM-3+の抗原特異的 T細胞クロー
ンにリコンビナント Galectin-9 蛋白を添加
すると Galectin-9 の濃度依存性に T 細胞は
アポトーシスに陥った。アポトーシスは抗
Galectin-9抗体および抗TIM-3抗体で阻止さ
れた（図 3）。 

図 3.可溶性 Galectin-9 によるアポトーシス
の誘導 



次に、肺癌細胞株における PD-L1 および
Galectin-9 の発現をフローサイトメトリー
法で検討したところ、PD-L1 は主に細胞表面
に、Galectin-9 は細胞内に発現していた。ま
た PC-9 および OU-LC-SK を Afatinib (10ｎM)
で処理、非処理した結果、Afatinib で処理
した PC-9 の培養上清で Galectin-9 が有意に
高かった。また健常人および患者血清と比較
し、癌性胸水においても Galectin-9 が有意
に高かった（図 4）。一方で、PD-L1 はほとん
ど検出されなかった。このことは、腫瘍に豊
富に存在する Galectin-9 が腫瘍死によって
局 所 に大量 に 放出さ れ 、放出 さ れ た
Galectin-9 によって腫瘍局所に浸潤する
TIM-3+ T 細胞がアポトーシスに陥ることを
示唆している。 

図 4. 腫瘍より放出される可溶性Galectin-9 
 

これらの結果をもとに、肺癌組織検体を用
いて、これまで肺腺癌の予後との関連が明ら
かな①XAGE1(GAGED2a)発現の有無に加え、②
PD-L1、③Galectin-9 の多寡を指標に予後と
の関連を検討した（図 5）。 

図 5. 肺癌組織に発現する免疫抑制分子と
XAGE1 
 
①-③の因子を用いて得られた予後判別関

数は、肺腺癌患者の予後を明確に判別でき、
PD-L1 と腫瘍浸潤リンパ球は予後良好因子と
して、Galectin-9 と XAGE1(GAGED2a)発現は
予後不良因子として関与していることが明
らかになった。得られた判別関数は、病理学
的病期、組織の悪性度と独立した予後因子
（HR:0.40、P=0.01）であった（図 6）。 

図 6. 腫瘍 PD-L1,Gal-9,XAGE1 発現を指標と
した肺腺癌の予後予測 
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