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研究成果の概要（和文）：腎癌患者では、癌性の慢性炎症によりmyeloid-derived suppressor cells (MDSCs)と
呼ばれる免疫抑制型好中球が出現する。一方、非筋層浸潤膀胱癌に対するBCG膀胱内注入療法は、強い炎症反応
を誘導し、高い抗腫瘍効果を示す。本研究は、BCGによる炎症反応について検討し、抗腫瘍型好中球様細胞の指
標を明らかにすることを試みた。その結果、BCG治療ではMDSCs指標の上昇は認められず、尿中好中球様細胞に
HLA-II とCXCL10の上昇が認められた。HLA-II とCXCL10は、獲得免疫系の活性化を惹起することから、抗腫瘍型
好中球様細胞の有用な指標になると考えられた。

研究成果の概要（英文）：In renal cancer patients, immunosuppressive neutrophils called 
myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) appear due to cancerous chronic inflammation. On the other 
hand, intravesical BCG instillation therapy for non-muscle invasive bladder cancer induces strong 
inflammation and provides a strong anti-tumor immune response. In this study, we investigated the 
BCG-induced inflammatory response and tried to find the indicators of neutrophil-like cells 
associated with anti-tumor immune response. As a result, no increase in MDSCs was observed during 
the BCG treatment. While, the expression of HLA-II and CXCL10 were increased in neutrophil-like 
cells in urine. Since it is known that HLA-II and CXCL10 induce activation of the adaptive immune 
system, it was considered that they could be useful indicators of anti-tumor neutrophil-like cells.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、免疫抑制型好中球と抗腫瘍型好中球の指標を得ることが出来た。これは、がん治療の予後予測や
適切な治療時期の判断に使用できる可能性がある。具体的には、免疫抑制型好中球が少ない時期を狙って、免疫
チェックポイント阻害剤治療を開始する治療方法や、過剰な炎症により免疫抑制型好中球が増加してきた時期に
は、治療を中断し、がん免疫応答の回復を待つなど、様々ながん治療の最適化を実現できるかもしれない。ま
た、BCGを用いて、体外および体内で『抗腫瘍型好中球』を補完・誘導する免疫治療法に発展できる可能性もあ
る。これらが実現すれば、免疫治療を受ける患者の負担軽減や、医療費削減効果をもたらすと予想できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 好中球は生体内に最も多く存在する免疫細胞であり、細菌感染・ストレスなど、環境要因によ
りその数や機能が劇的に変動する。転移性腎細胞癌では、原発巣の腫瘍内好中球の存在は全生存
率の独立した危険因子であることが報告されている(Donskov and von der Maase, 2006)。近年、
Ochoa らにより、好中球様の形態を示すmyeloid-derived suppressor cells (MDSCs) の概念が
提案され、慢性炎症時の『免疫抑制型好中球』による獲得免疫制御作用が再注目された(Zea et 
al., 2005)。 
 一方、非筋層浸潤性膀胱癌に対するウシ型弱毒結核菌ワクチン(BCG)の膀胱内投与は、7割を
越える高い治癒率が報告されており、最も有効な癌免疫療法といっても過言ではない。これは
BCGによって誘導される好中球が、直接、あるいはマクロファージや細胞障害性 T細胞などを
活性化することにより、高い抗腫瘍効果をもたらしていると考えられている(Brincks et al., 
2013)。すなわち、BCG 投与の膀胱癌治療は、MDSCs とは全く異なる、『抗腫瘍型好中球』を
誘導すると考えられる。本研究開始当初、BCG治療時の好中球を、他の癌患者好中球と比較す
る研究は、ほとんど試みられていなかった。 
 本研究のアプローチは、我々が、ヒト好中球に特異的に発現している GPI-80と命名した分子
を同定・報告したことに基づいている(Suzuki et al., 1999)。我々は、GPI-80発現が、コロニー
刺激因子の違いで発現量が制御され、好中球機能との関連性を見いだしており(Takeda et al., 
2003)、更に、転移性腎癌患者末梢血における多様な MDSCsの出現を GPI-80の発現上昇と分
散性上昇という指標で評価できることを報告した(Kato et al., 2019; Takeda et al., 2016)。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、 
(1)末梢血中および尿中の好中球 GPI-80発現解析法を確立する。 
(2) GPI-80発現パターンを腎癌と膀胱癌検体にて比較する。 
(3) BCG治療奏効症例の GPI-80発現パターンを明らかにする。 
の３点を目的とした。これにより、『免疫抑制型好中球』と『抗腫瘍型好中球』分離法の確立が
可能になると考えた。 
 
３．研究の方法 
(1) 臨床検体の測定スケジュール 
 膀胱癌患者の尿中および末梢血中 GPI-80 発
現測定を治療経過的に行った。測定のスケジュ
ールは、治療開始前・治療開始後 1週目から第 6
週目までのBCG投与開始直前に尿と末梢血を採
取した。(図 1)。さらに治療３ヶ月後にも尿、末
梢血を採取し GPI-80発現測定を行った。なお、
本試験は、山形大学医学部倫理審査委員会に申
請し、承認を得ている(承認番号 No.15)。 
(2) 白血球の解析 
 ヘパリン採血した末梢血は、先行論文(Takeda 
et al., 2016)と同様に免疫染色し、フローサイト
メトリー(FCM)による測定を行った。 
 尿は、50 mL遠心管に入れ、遠心して細胞沈殿を得た後、リン酸緩衝溶液にて洗浄し、免疫染
色を行った。その後、2%ホルマリン固定し、FCM測定を行った。GPI-80等の陽性率・平均蛍
光強度(MFI, mean of fluorescence intensity) ・変動係数(CV, coefficient of variation)を FlowJo 
software ver.7.6.5 (BD Biosciences)を用いて解析した。CXCL10 の細胞内染色は、
Cytofix/Cytoperm (BD Bioscience)を用いて処理し、PE 標識抗ヒト CXCL10 抗体(clone, 
J034D6; BioLegend)を用いた。 
(3)mRNA発現網羅解析 
 尿中の滲出細胞数が上昇した患者３名より、末梢血と尿、それぞれから好中球様細胞を分離し
た。それぞれの好中球様細胞から、Trizolを用い RNAを回収し、3D-gene (東レ, 鎌倉テクノサ
イエンス)を用いてmRNAの網羅解析を行った。 
(4)統計解析 
 ２群間比較は、Prism software ver.5 (GraphPad Software)を用い、unpaired Student’s t-test
にて行った(ns, no significant; **, p < 0.01; ***, p < 0.001)。主成分分析は、EZRを用い、各デ
ータ散布図と、各層別の 50%集中楕円を合わせて表示した。 
 
４．研究成果 
(1)BCG治療時の末梢血 
 本研究では、21症例が登録され、14症例から測定可能な一連の BCG治療過程の検体を得る
ことが出来た。 
 先行研究で、我々は、腎細胞癌患者の骨髄系細胞[CD16強陽性(CD33+CD16hi)の好中球様細胞
と CD33強陽性(CD33hi)の単球様細胞]において、MDSCsの複合指標(CD16%, GPI-80 CV, LAP-



1 MFI)を確立している(Kato et al., 2019)。先行論文と同様の指標を用い、骨髄系細胞に着目し
て、BCG治療前と治療後(治療６週後)の末梢血を比較した。その結果、BCG治療後に骨髄系細
胞におけるMDSCs指標の上昇は認められなかった (図 2)。 
 この BCG治療後の骨髄系細胞を、主成分分析にて、腎細胞癌患者と比較した。その結果、BCG
治療後の末梢血の骨髄系細胞は、健常者と腎細胞癌患者との中間に位置する分布を示した(図 2)。
これらの結果から、BCG 治療は、全身性（末梢血）において、MDSCs を誘導する癌性炎症と
は異なることを確認できた。 

 
 
 
 
 

(2)BCGによる尿中の滲出細胞 
 治療開始前と BCG治療開始後５回処置以前は、尿中の滲出細胞が極めて少ない献体もあった
ため、測定可能な検体について解析を行った。BCG治療前と治療後（治療６週後）の尿中への
滲出細胞数を測定したところ、BCG治療後に滲出細胞が有意に増加していた (図 4)。 
 尿中の滲出細胞の 80% 以上が CD33+CD16hi好中球様細胞であった(図 5)。その形態を確認し
たところ、やはり多くが好中球様の形態を示した(データ示さず)。この CD33+CD16hi好中球様
細胞の MDSCs 指標が、BCG 治療によって変動するか検討したが、末梢血と同様、MDSCs 指
標の上昇は認められなかった(図 5)。このことから、膀胱内局所においても、MDSCs を誘導す
る癌性炎症とは異なることを確認できた。 
 末梢血と尿中の BCG治療後の CD33+CD16hi好中球様細胞を比較すると、尿中の好中球様細
胞では、GPI-80 CVの上昇が有意に見られた(図 6, 左)。GPI-80 CVの上昇は、好中球分化の多
様性が上昇していることを示唆する(Takeda et al., 2016)。このことから、尿中の CD33+CD16hi

好中球様細胞は、末梢血の CD33+CD16hi好中球様細胞より、多様な好中球が混在していると考
えられた。 

 
 
 
 
 
 
 



 
(3)BCG誘導性の抗腫瘍型好中球 
 尿中に存在する好中球様細胞が、末梢血とは異なることを明らかにするため、末梢血と尿中の
好中球様細胞のmRNA発現を比較した。その結果、尿中の好中球様細胞では、複数の HLA class 
II  (HLA-II)遺伝子のmRNAが有意に上昇していた。また、IP-10 (CXCL10)のmRNAの上昇
も認められた(図 6, 右, 赤破線囲み)。 

 通常、HLA-IIと CXCL10は、好中球に発現していない。好中球は、赤血球を貪食すると HLA-
IIを発現することが報告されていることから(Meinderts et al., 2019)、HLA-II発現は、膀胱内
局所にて生じている可能性が考えられた。一方、BCG治療時には、CXCL10の尿中濃度が上昇
することが知られているが、BCG刺激を受けた好中球で CXCL10は発現上昇しないという報告
もある(Ashiru et al., 2019; Suttmann et al., 2003)。 
 そこで、CD33+CD16hi好中球様細胞の HLA-IIと CXCL10の発現を細胞内染色して FCM測
定することで、それらの発現の確認を試みた。 
 その結果、BCG治療後の尿中の CD33+CD16hi好中球様細胞において、HLA-IIが有意に上昇
していることが確認できた(図 7)。  
 ケモカインの CXCL10 は、分泌性タンパク質であり、臨床検体をタンパク質分泌阻害剤で前
処置することは難しいため、細胞内に残存している微量の CXCL10の変動を検出する必要があ
った。 
 そこで、検体間誤差が生じるのを抑
えるため、陰性対照群のMFIを差し引
いたΔ値を求めた。その結果、BCG治
療経過に伴い、CD33+CD16hi好中球様
細胞において有意にCXCL10が上昇し
ていた(図 7)。しかし、BCG 治療後期
(6 週後)には CXCL10 産生が認められ
ない場合もあった。このことから、
CXCL10産生は、BCG治療時に上昇す
るが、恒常的に上昇してはいないこと
が判明した(データ示さず)。 
 
(4)BCG治療有効例との比較 
 現在、解析した症例の多くを継続観察中である。本研究終了時においては、全例で BCG治療
が有効であった。 
 
 以上の結果から、『免疫抑制型好中球』と『抗腫瘍型好中球』の分離法として、GPI-80 CVの
変動と HLA-II の上昇が有用な指標とであると考えられた。そして、『抗腫瘍型好中球』は、一
過性に CXCL10発現上昇が生じると考えられた。今後、動物実験にて、BCG投与により誘導さ
れる『抗腫瘍型好中球』の指標を確認し、その有用性の確証を得る予定である。 
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