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研究成果の概要（和文）：本研究では、この多重免疫染色・イメージサイトメトリー法を用いて、HPV陽性なら
びに陰性中咽頭扁平上皮癌検体を解析し、癌組織中のCD8陽性T細胞、ヘルパーT細胞、制御性T細胞、B細胞、NK
細胞、マクロファージ、樹状細胞、顆粒球などの免疫細胞の細胞頻度・位置情報に基づく予後相関解析を進め
た。当初の計画通り、腫瘍巣内と腫瘍周囲組織の差異、癌細胞と14種類の免疫細胞の位置関係、分布様式を調
べ、予後との相関を解析した。COX比例ハザードモデルを用い、年齢、性別、HPV statusで調整した結果、腫瘍
組織内のTH2リンパ球やCD66b陽性顆粒球と予後の相関が示された。

研究成果の概要（英文）：Understanding tumor and immune microenvironment facilitates development of 
biomarker-guided treatment optimization including immunotherapy. To further evaluate tumor-immune 
heterogeneity, 14 immune cell lineages were analyzed in specimens of head and neck squamous cell 
carcinoma in terms of the prognostic significance of immune density and distribution via multiplex 
immunohistochemistry and image cytometry. Cox regression analysis of cell density and distribution 
of the 14 immune populations revealed that CD66b+ granulocyte infiltration within tumor correlated 
with short overall survival, inversely correlated with tropism of polarized Th1-type cells within 
tumor nests versus stroma. These results demonstrate the presence of micro-regional immune 
complexity profiles correlating with prognosis, providing further insight into immunobiology of head
 and neck cancer.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本手法の原法は1978年に報告されているが(Tramu G et al. J Histochem Cytochem 1978)、様々な染色・抗体除
去手順の最適化やデジタル画像解析技術の併用で、従来の方法では実現困難であった低コストでの多重染色技術
を確立した。本研究を通じて、組織バイオマーカーの解析技術が進歩すれば、近年拡大している免疫療法の治療
効果予測、最適化にもつながり、治療成績の向上、副作用・医療費低減に寄与しうる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
 頭頸部癌をはじめ、様々な癌種で腫瘍組織内に存在する免疫細胞の組成や性質が、癌の
進展や治療抵抗性と関わることが知られてきた。申請者はこれまでに、一枚のホルマリン
固定パラフィン包埋切片から12種類のエピトープを免疫組織化学で解析できるMultiplex 
immunohistochemistry (IHC)ならびにその画像定量化技術 image cytometry を開発し、
3 枚の切片から定量化可能な 14 種類の免疫細胞の組成や性質を統計解析することで、癌
の亜分類や予後と相関する腫瘍の免疫的性質を報告してきた。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、中咽頭癌組織マイクロアレイにおける Multiplex IHC/Image cytometry
のデータを細胞の位置情報の観点から再解析を行い、細胞分布形式と予後や HPV をふく
む腫瘍亜分類との相関を探索し、細胞数・機能性にさらに位置情報を加えた免疫的組織バ
イオマーカーの解析基盤を構築することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、頭頸部癌検体を用いて、これまで解析が難しかったが、Multiplex 
IHC/image cytometry で解析可能な、免疫細胞の組織上での分布と細胞同士の位置関係
を調べ、予後や治療反応性との相関を調べることで、従来の免疫的特性解析に位置・分布
に基づく追加情報を加え、免疫療法をはじめとした新規・既存治療の更なる最適化につな
がるバイオマーカーを探索する。 
 中咽頭癌組織マイクロアレイ(N=38)を解析し、組織中の全細胞の位置情報を抽出し、
腫瘍細胞染色マーカーである panCK ならびに EpCAM を用いて、腫瘍巣内ないしは腫瘍
周囲組織に分けて解析を行う。その中で、1)腫瘍巣内と腫瘍周囲組織の差異、2)癌細胞と
14 種類の免疫細胞の位置関係、3)単一種類の免疫細胞の分布様式、4)異なる 2 種類また
は 3 種類間での免疫細胞の位置関係について解析を行い、さらにそこでみられた傾向を、
年齢、性別、HPVstatus を調整因子にして Cox 比例ハザードモデルにて調べ、予後との
相関を解析する。 
 
４．研究成果 
 

Multiplex IHC/image cytometry を用いて、HPV 陽性ならびに陰性中咽頭扁平上皮癌
検体を解析し、癌組織中の CD8 陽性 T 細胞、ヘルパーT 細胞、制御性 T 細胞、B 細胞、
NK 細胞、マクロファージ、樹状細胞、顆粒球などの免疫細胞の細胞頻度・位置情報に基
づく予後相関解析を進めた。当初の計画通り、腫瘍巣内と腫瘍周囲組織の差異、癌細胞と
14 種類の免疫細胞の位置関係、分布様式を調べ、予後との相関を解析した。COX 比例ハ
ザードモデルを用い、年齢、性別、HPV status で調整した結果、腫瘍組織内の TH2 リン
パ球や CD66b 陽性顆粒球と予後の相関が示された。 

また、免疫細胞の位置情報を解析するデジタル画像解析手法を最適化し、PD1 陽性ヘル
パーT 細胞の癌組織内分布が予後不良となることを示した。 

本手法を応用し、共同研究にて甲状腺乳頭癌の組織免疫特性の解析や、悪性黒色腫免疫
細胞分布や腸内微生物特性と腫瘍内免疫細胞の相関の解析などを進め、成果を報告した。 
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