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研究成果の概要（和文）：本研究では、肺癌微小環境の炎症の有無と局所浸潤制御性T細胞（Treg）の関与を明
らかにするため、肺癌手術、気管支鏡検体を用い、腫瘍浸潤リンパ球、Treg分画、および抑制性分子PD-1、
TIM-3と、腫瘍細胞のPD-L1との関連性を検討した。肺癌では、PD-L1高発現群では腫瘍浸潤リンパ球が多い一方
で、活性化Treg割合も多く、T細胞表面にPD-1、TIM-3高発現を認めた。さらに抗CCR4抗体によるTreg除去によ
り、腫瘍浸潤リンパ球数増加と腫瘍細胞のPD-L1発現上昇を認めた。PD-L1高発現症例では、Treg除去と抗PD-1抗
体療法により治療効果を増強させる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, in order to clarify the presence or absence of inflammation 
of the tumor microenvironment and the involvement of tumor infiltrating regulatory T cells (Treg) in
 lung cancer, we examined the association of tumor infiltrating lymphocytes, Treg fraction, and 
inhibitory molecules PD-1, TIM-3 on T-cells with PD-L1 on tumor cells. In the high expression group 
of PD-L1, there were many tumor infiltrating lymphocytes, whereas there were also many activated 
Tregs, and high expression of PD-1 and TIM-3 on T cells was observed. Furthermore, Treg depletion 
using anti-CCR4 antibody resulted in an increase in the number of tumor infiltrating lymphocytes and
 an increase in the expression of PD-L1 on tumor cells. In the high expression group of PD-L1, Treg 
depletion and anti-PD-1 therapy may enhance the therapeutic effect.

研究分野：腫瘍免疫
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１．研究開始当初の背景 
① 研究の学術的背景 
＜がんにおける宿主免疫抑制機構と治療法
＞ 
近年、がん患者では、抗腫瘍免疫が十分に働
いていないことが明らかになった。生体には、
本来過剰な免疫を抑える免疫制御のメカニ
ズムが備わっているが、抗腫瘍免疫にも免疫
抑制機構が働いている。その一つとして
FoxP3 陽性制御性 T 細胞（Treg）による抑制
がある。腫瘍増殖に Treg による抑制が関与
している直接の証明はないが、近交系マウス
の移植腫瘍を用いた研究で、Treg 除去により
腫瘍拒絶が引き起こされることが報告され
ている（Onizuka et al. Cancer Res. 1999）。
ヒトでは、肺・卵巣・腎・乳癌において、患
者の末梢血、腫瘍原発巣、転移巣、リンパ節
に Treg が多いこと、また、その数と腫瘍の
悪性度あるいは患者予後との相関が報告さ
れている。さらに近年、T 細胞表面の免疫制
御分子（免疫チェックポイント分子）が明ら
かにされ、がんに対する免疫抑制機構として、
腫瘍組織内におけるこれら分子による抗腫
瘍免疫の抑制機構が明らかになった。これら
免疫チェックポイント分子を標的とした抗
体治療（抗 CTLA-4、PD-L1/PD-1 抗体）は、
抑制性シグナルを阻害することによる顕著
な抗腫瘍免疫反応の増強を認めており、その
腫瘍縮小効果と、予後延長効果により抗
CTLA-4 抗体はメラノーマ、抗 PD-1 抗体は
メラノーマおよび肺扁平上皮癌で FDA の認
可を受け、さらに他癌腫においても第Ⅲ相試
験が実施または計画中である。 
＜がん治療としての Treg 除去＞ 
石田ら（Cancer Res. 2006: J.Clin Oncol. 
2012）は、ケモカイン受容体 CCR4 が成人 T
細胞白血病（ATL）の腫瘍細胞表面に発現し、
ADCC 活性を高めたフコース除去 CCR4 抗
体（モガムリズマブ）を用いることにより、
ATL に対する劇的な治療効果を報告してい
る。同時に CCR4 は、FoxP3 陽性 Treg 表面
に高発現し、抗 CCR4 抗体によって FoxP3
陽性 Treg 除去が可能であることを示唆して
いる。我々はこれまで、①肺癌局所では、腫
瘍関連マクロファージが産生するケモカイ
ン CCL22 の作用により CCR4 陽性 Treg が
末梢から局所に多く集積すること（下図）、
さらに②抗CCR4抗体を用いた末梢血CCR4
陽性Treg除去による免疫増強効果を in vitro
で明らかにした（Kurose et al. J Thorac 
Oncol. 2015）。このデータを基盤とし、Treg
除去を目的とした「固形がんに対する抗
CCR4 抗体療法第 Ia/Ib 相医師主導治験」を
実施中である。しかしながら固形がん患者に
おいて、Treg 除去が有効となる患者群は明ら
かとなっていない。本研究では、腫瘍局所の
炎症の有無と腫瘍浸潤 Treg 分画および免疫
制御分子を解析し、Treg によって抗腫瘍免疫
が抑制されている腫瘍環境を同定すること
で、真に Treg 除去が有効となる患者群を選

別するためのバイオマーカーを明らかにす
る。 
 
２．研究の目的 
Treg によって抗腫瘍免疫が抑制されている
腫瘍環境を同定し、真に Treg 除去が有効と
なる患者群を選別するバイオマーカーを明
らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究では、肺癌微小環境における局所浸潤
Tregの関与を明らかにする。 
肺癌手術症例、気管支鏡症例の組織よりリン
パ球浸潤の多寡と腫瘍の PD-L1発現を解析し、
これにより局所の炎症の有無を判定する。さ
らに同一症例から TIL を分離し、TIL 中の
Treg 分画を同定、免疫活性化・抑制性分子
（PD-1、TIM-3）を解析することで、癌微小
環境の違いによる Treg 分画の特徴を明らか
にする。手術症例、気管支鏡検査症例におい
て切除、生検標本から免疫組織化学染色の実
施および TILを採取する。臨床検体を使用す
ることから、倫理委員会（川崎医科大学同附
属病院倫理委員会 承認番号 2071、UMIN 登
録番号：000016678）の承認を得た。検体採
取にあたり、手術症例は切除検体の一部、ま
た気管支鏡検査症例は通常診療で行う範囲
内での検体採取とし、病理診断に支障のない
範囲で研究用検体への利用を行い、患者に新
たな侵襲が加わらないよう配慮する。気管支
鏡検体は微小な組織検体であることから、
TIL 採取困難となる可能性があるが、前段階
で行った実験で微小な組織検体から TILを解
析する手法を確立した。具体的には、手術検
体の場合は約 5 mm3 以上、気管支鏡検体の場
合は生検検体 3 個以上確保を行い、組織のホ
モジネート、赤血球破砕処理を迅速に行い、
フローサイトメトリーによる解析を行う。
TIL の解析では組織の凝集が常に問題となる
ため、必ず新鮮検体で処理を行い、組織の運
搬あるいは検体処理中は EDTA 添加メディウ
ムを使用する。 
 
４．研究成果 
本研究では、肺癌微小環境の炎症の有無と局
所浸潤 Treg の関与を明らかにするため、肺
癌手術、気管支鏡検体を用い、腫瘍局所浸潤
リンパ球、Treg分画、および抑制性分子 PD-1、
TIM-3 をフローサイトメトリー法で解析し、
さらに腫瘍細胞の PD-L1を免疫染色し、これ
ら分子と PD-L1 発現との関連性を検討した。
気管支鏡検査症例 14 例における解析では、
末梢血と比較し腫瘍局所では CD4 に比べ CD8
優位であり、CD8上の抑制性分子 PD-1+TIM-3+、
および PD-1+TIM-3-分画が腫瘍局所で増加し
ていた。これらの結果は手術症例 12 例にお
いても同様の傾向であった。次に PD-L1
（SP142）による免疫染色を行った。気管支
鏡検査症例 14 例のうち、PD-L1 5%未満発現
症例は 7 例（50％）、5％以上発現症例は 7 例



（50％）であり、50％以上発現症例は 4 例
（29％）であった。PD-L1 5％未満（低発現
群）および 5％以上（高発現群）の症例を比
較検討したところ、高発現群では腫瘍浸潤
CD3+T 細胞が多い傾向にあったが、一方で活
性化 Treg の割合も高く、CD4+T 細胞上に
PD-1+TIM-3+が高発現していた。また PD-L1 低
発現群では、腫瘍浸潤 Tリンパ球は少ない傾
向にあったが、一部の症例では CD8/Treg 比
が低く、Treg 優位な腫瘍環境を示す症例が存
在し、それらの症例では CD4+T 細胞上に
PD-1+TIM-3+が高発現していた。 
 

 

 肺癌において PD-L1低発現群では腫瘍浸潤
リンパ球が少なく、免疫抗体療法不応性とな
る可能性が高いが、一部の症例で Treg 優位
な症例が存在し、Treg除去が有効となる可能
性がある。また、PD-L1 高発現群では腫瘍浸
潤リンパ球が多い傾向にあったが、活性化
Treg も誘導されており、抗 PD-1 抗体療法に
Treg 除去を組み合わせることで治療効果を
増強させる可能性がある。 
本研究では、さらに、「固形がんに対する

抗 CCR4 抗体療法第 Ia/Ib 相医師主導治験」
に登録された肺癌患者で付随研究に同意し
た症例について腫瘍局所の状態を解析した。

ヒト化抗 CCR4抗体投与により末梢血 Treg除
去された肺がん症例で、治療後に再生検を施
行した症例を解析したところ、いずれも
CCR4+Treg の減少を確認した。さらに一部の
症例で CD3+T 細胞、PD-1+細胞の増加および腫
瘍細胞における PD-L1発現上昇を認め（図）、
Treg 除去により腫瘍微小環境に炎症を惹起
しうることを示唆する結果が得られた。 
 
 

 
図  診 断 時 お よ び 抗 CCR4 抗 体

（mogamulizumab）投与後における腫瘍微小
環境の変化 
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