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研究成果の概要（和文）：CD4Tregは抗腫瘍免疫を抑制し腫瘍の増殖を促すと考えられている。CD4Tregにはいく
つかのサブセットが存在すると考えられているが、そのマーカーは未だ確立していない。研究代表者はこれまで
転写因子であるHeliosの発現がCD4Tregの抑制能に関連するマーカーであることを報告してきた。本研究ではこ
れらの知見を大腸癌に応用し、新規予後予測因子などの臨床応用への基盤となる研究を行った。大腸癌患者にお
いては、末梢血中及び腫瘍浸潤リンパ球におけるHelios陽性CD4Tregの割合が上昇しており、更には大腸癌患者
間ではCD4TregにおけるHeliosの発現は予後に関連している可能性も示唆された。

研究成果の概要（英文）：CD4Tregs are thought to suppress anti-tumor immunity and promote tumor 
growth. It has been reported that there are several subsets of CD4Tregs, which are functionally and 
phenotypically heterogeneous. However, the markers that distinguish those subsets are not fully 
elucidated. We previously reported that the transcription factor Helios is one of the markers 
associated with the suppressive activity of CD4Tregs. In this research, we analyzed the expression 
of Helios within CD4Tregs in peripheral blood (PB) and tumor infiltrating lymphocytes (TIL) in 
patients with colorectal cancer (CRC). We verified that the proportion of Helios positive CD4Tregs 
in PB and TIL is increased in patients with CRC. These results suggest that Helios expression in 
CD4Tregs may be related to prognosis in CRC patients.

研究分野： 消化器内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、がん研究において免疫の分野は非常に注目されている。その中でも、制御性T細胞（Treg）は抑制性のT細
胞として重要な働きを担っていると考えらえているが、最近ではTregの中でも異なる機能を有したいくつかのサ
ブセットがあることが報告されてきている。しかしならが、そのサブセットをわける明確なマーカーやその機能
は十分に解明されているとはいえない。本研究は、Tregの活性化マーカーの可能性があるHeliosに注目し、大腸
癌患者における予後との関連性を解析した貴重な研究であると考える。今後、更なる検討をかさね、予後予測と
しての活用や治療標的としての可能性なども探索していく予定である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年免疫チェックポイント阻害剤は様々ながん種において効果が認められており, 免疫療法は

ますます期待される治療法となっている．Treg は，免疫応答の抑制的な制御，すなわち免疫寛

容を司るCD4 T cellの一群であり，がん免疫においては抗腫瘍免疫を抑制し腫瘍の増殖を促進す

ると考えられている．実際，様々な癌種において末梢血や腫瘍組織内のCD4Treg数は健常人と比

べ増加していることが報告されており，CD4Tregの増加レベルと腫瘍の進行は相関することが分

かってきている． CD4Tregには，いくつかの機能的にHeterongeneousなサブセットがあると考え

られており，様々なSurface markerや転写因子などのIntracellular markerがCD4Tregのサブセ

ットを明らかにするために研究されてきている． 

最近の知見では Helios の発現は CD4Treg の活性化，増殖能，抑制能と関連している可能性が示

唆されている．この知見を大腸癌の腫瘍免疫に応用し，大腸癌患者の末梢血中や腫瘍浸潤リン

パ球（TIL）における CD4Treg 中の Helios の発現とその役割を解明することは，予後予測や，

免疫チェックポイント阻害剤をはじめとするがん免疫療法の効果予測，場合によっては

Helios+ CD4Treg 自体ががん免疫療法の新たなターゲットとなる可能性も秘めており，非常に

重要であると考えられる.  

 
２．研究の目的 

大腸癌患者の末梢血中や腫瘍浸潤リンパ球（TIL）における CD4Treg 中の Helios の発現とその

役割を解明し，新規予後予測因子としてや新規治療ターゲットとしての臨床応用への基盤とな

る研究を行う． 

 
３． 研究の方法 

(1) 大腸癌患者の末梢血中および腫瘍浸潤リンパ球（TIL）中のCD4Tregサブセットの解析 

・健常者と大腸癌患者の末梢血中および大腸癌患者の TIL と正常大腸粘膜における CD4Treg の

サブセットを解析し，大腸癌患者末梢血や，TIL における CD4Treg で Helios の発現が亢進して

いるかどうかを確認する．  

 

(2) 大腸癌TIL中のHelios+CD4TregおよびHelios-CD4Tregの機能的な違い 

・各CD4Tregサブセットのサイトカイン産生能の解析 

CD4TregをHelios陽性群とHelios陰性群にわけ, 各々のサブセットにおけるIFNγの発現をフロ

ーサイトメトリーにて確認する. 

 

(3) 各ステージにおける,Helios 陽性 Treg の発現 

・大腸癌患者をStageI～IVにわけ, 各ステージにおけるCD4Treg中のHelios陽性細胞の割合をフ

ローサイトメトリーにて確認する. 

 

(4）Helios+CD4Tregの発現による大腸癌の予後解析 

・大腸癌患者の末梢血中および TIL 中の Helios+CD4Treg の発現によって，Helios 高発現群と

低発現群にわけ，各 Stage 別に PFS を解析し, 予後との相関を確認する． 

 
４． 研究成果 

(1) 大腸癌患者の末梢血中および腫瘍浸潤リンパ球（TIL）中のCD4Tregサブセットの解析 

末梢血中の CD4Treg の解析については，ヘルシードナーもしくは当院で診断された大腸癌患者
から採取した血液から末梢血単核球（PBMCs）を分離し，Flowcytometry にて CD4Treg 中の Helios
の発現を解析した．TIL に関しては，同様に当院にて診断・治療を受ける大腸癌患者の手術検
体もしくは生検検体を単細胞化し，PBCMs 同様に Flowcytometry にて CD4Treg 中の Helios の発



現を解析した．ヘルシードナーにおける PBMCs 中の CD4/CD8 比は 1.18(0.95-1.81), 大腸癌患
者における PBMCs 中の CD4/CD8 比は 2.24(1.23-3.94)と、大腸癌患者において CD4 T 細胞の増
加を認めた. 両群における末梢血 CD4 T 細胞中の Treg の割合はヘルシードナーで
7.5%(4.1%-12.2%), 大腸癌患者においては 10.1％ (4.3%-20.2%)と両群に有意差は見られなか
った.しかしながら, Treg 中の Helios の発現をみてみるとヘルシードナーで 51.8% 
(44.3%-60.2%), 大腸癌患者においては 70.1% (43.2%-75.7%)と大腸癌患者においては Helios
陽性の Treg の割合が上昇していることが確認された。 
TIL における CD4Treg の割合は 24.2% (8.2%-35.8%)と正常粘膜における Treg(7.2%)よりも増加
を認めた. 更には TIL 中の Helios 陽性 Treg の割合は 70.2% (45.3%-78.9%)と正常粘膜におけ
る Helios 陽性 Treg の割合（48.2%）と比べ、著明な上昇を確認した。 
 
(2) 大腸癌 TIL 中の Helios+CD4Treg および Helios-CD4Treg の機能的な違い 
TIL 中の CD4Teg を Helios 陽性群と Helios 陰性群にわけ, 各グループにおける IFNγの発現を
解析したところ, Helios 陽性群においては IFNγ陽性細胞は 2.5%(1.3%-5.5%), Helios 陰性群
においては IFNγ陽性細胞は 9.6%(5.6%-13.5%)であり, Helios 陽性細胞群は T細胞活性化に対
する抑制能を有するいわゆる Treg であるのに対して, Helios 陰性 Treg は通常の Treg とは異
なる, サイトカイン産生能などの異なる機能を有するサブセットである可能性が示唆された. 
 
(3) 各ステージにおける,Helios 陽性 Treg の発現 
大腸癌患者をステージ別にわけ, 各ステージにおける末梢血CD4Treg中のHelios陽性細胞の割
合 を 解 析 し て み る と , StageI: 50.1%(43.2%-51.7%), StageII: 58.1%(54.1%-62.8%), 
StageIII:70.1%(60.7%-73.9%), StageIV: 71.9%(64.2%-75.7%)と, ステージが進行するにつれ
Helios 陽性 CD4Teg の割合が増加する傾向がみられた. 
TIL 中においても, CD4Treg 中の Helios 陽性細胞の割合を解析してみると, StageI: 
48.1%(45.3%-56.9%), StageII: 59.2%(55.9%-65.2%), StageIII:73.9%(60.5%-75.3%), StageIV: 
75.2%(65.7%-78.9%)と, ステージが進行するにつれ Helios 陽性 CD4Teg の割合が増加する傾向
を確認した. 
 
(4) Helios+CD4Treg の発現による大腸癌の予後解析 
解析対象となっている大腸癌患者を各ステージ毎に更にHelios高発現群、低発現群にわけPFS、
OS などの予後解析を行っている.現時点では症例数が十分ではなく, 明らかな傾向は見いだせ
ていないものの, 今後更に症例を蓄積し解析を継続していく予定である. 
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