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研究成果の概要（和文）：制御性T細胞 (Treg)を介した腫瘍免疫応答について、特に大腸癌局所および血液にお
いて客観的かつ経時的に評価しうる新しいシステムを構築するために研究を開始した。特に腫瘍浸潤リンパ球の
うち、Effector Tregに関連するmiR群を同定しその生物学的意義を検証する。平成31年4月現在、14症例サンプ
ル集積を完了。TIL分離し、症例番号1-11 は多領域に採取した。また、症例番号10-14については血清および
PBMCも採取した。組織におけるmiRNA arrayの結果、染色体の再構成を制御する重要なSWI/SNF 複合体の構成要
素のひとつEZH2を抑制するmiRを鋭意解析している。

研究成果の概要（英文）：We began a research work to establish the novel chronologic and objective 
system for evaluating tumor immune response mediated through regulatory T cell (Treg) in local tumor
 tissues and peripheral blood in colorectal cancer cases. In the current study, we have been 
disclosing the biological and clinical significance of miRNAs related to Treg among bunch of tissue 
infiltering lymphocytes (TILs). At present (April 2019), we have collected tissue samples and blood 
samples from 14 cases. Sample of TIL fraction in multi-region were extracted from case #1-11, and 
serum and PBMC samples were collected from case #10-14. According to microRNA array in TIL, we are 
now focusing on and analyzing miRNA inhibiting EZH2 genes which consists of SWI/SNF complex to 
regulate chromatin remodeling in malignant tissues. Then, we will proceed an enrichment analysis by 
using of miEAA, an online tool. 

研究分野：消化器外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌は多様性のために難治であるが、免疫チェックポイント阻害剤(ICB)の登場により腫瘍免疫応答の賦活化によ
り多様性を克服するという画期的な治療戦略が生まれた。しかし実臨床では解決するべき課題は多く、特に
effector T-regによるCTLの抑制機構の解明は重要である。このeffector T-regの賦活化を制御する機構を解明
し、そのマーカーとなるmiRNAを明らかにすることは学術的意義が大きく、またICB剤のさらなる抗腫瘍効果の改
善にも寄与することへの期待は社会的意義も大きい。



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

大腸がんの転移再発と予後を決める要因として原発巣がん組織のゲノム

レベルの多様性とがん免疫応答機構は重要である。近年、免疫チェックポ

イント因子 PD1および PDL1の様に免疫系恒常性の維持において重要な
分子が注目されているが、制御性 T細胞(Treg)は最も注視すべき腫瘍免疫
制御機構のひとつである。特に腫瘍内局所浸潤(TIL) Tregはこれまでに多
くのがん種において予後不良因子として報告されている。一方、図 aの
様に大腸がんでは(Tregのマスター遺伝子である)FOXP3陽性 T細胞には
免疫抑制能を有する effector Treg(II分画)優位の Type A大腸がんと抑制
能を有さない non-Treg(III分画)優位の Type B大腸がんとがあり、
effector Tregの割合が低いType BはAに比べて予後良好であることが報
告された(Saito T.ら Nat Med 2016)。 

	 大腸がんにおいて Tregは上述した２つの typeに区別され、これを規定する因子は免疫応答
能の評価や予後予測のバイオマーカーとなる。あるいは Treg阻害剤のコンパニオン診断マー
カーとしての応用も期待できる。現在のところ組織の TILを CD45RAと FOXP3とで分離同
定する事などの方法で Tregは 2つの typeに区別可能だが、実臨床においては本治療の適応と
なる高度進行がん症例は組織検体の採取が困難であり、低侵襲かつ簡便で精確な血液中のバイ

オマーカーが求められていた。近年の研究で miRは発がんやがん進展において重要な役割を担
う事が明らかとなり、その安定性からバイオ

マーカーとしての臨床応用が期待されてい

る。Tregに関与する miRNAについて複数報
告されている。 

２．研究の目的 

免疫応答機構は大腸がんの転移再発と予後を決める要因として重要であると考えられるため、

大腸がんにおける免疫応答と腫瘍細胞の反応機序の解明は重要な課題である。	

特に、非侵襲的に腫瘍免疫応答を予測するための方法として、安定したリキッドバイオプシー・

ツールとして知られる血液中の miRNA を測定することは重要である。今回われわれは大腸がん

10 例の腫瘍内浸潤 Treg を第 II 分画と第 III 分画にわけて exosome 内包 miR を抽出。両者を比

較検討し、type	A と B とを区別可能な miR	profile を同定する。大腸がん症例において経時的

に採血された検体を利用して、そのバイオマーカーとしての意義を明らかにする。	

 
３．研究の方法 

予備実験として、大阪大学免疫学フロンティア研究センターにて大腸がん臨床検体から細胞分

離を実施した。代表的大腸がん症例の原発巣より 5か所からサンプリングした。それぞれ 1cm
片程度である。検体を-4℃で保管し、可及的速やかに TILの分離を開始した。RNA-seqについ
てはできるだけ新鮮な標本を採取し、1x10^7 cells程度必要であることを予備実験で確認した。
分離した TIL からは-80℃で凍結したため、RNA-seq することは困難であったが、DNA-seq
および追加の FACS解析は可能であり実施した。 
今回、臨床検体の保存時間としては比較的長かったが、5.0x10^5～3.5x10^7 cellsの検体を採
取しえた。2x10^5 cells あれば FACS 解析可能であった。組織からの TIL の採取に引き続き
FACS 解析を施行した。用いた抗体は CD3,CD4,CD8.CD45RA,CCR7 等、細胞内染色として
FOXP3,Ki67 とした。当初予定していた TGFβ,IL12 については stimulus が必要であり実施
しなかった。FACS解析の結果については、5ヶ所で e Tregと non-Tregの割合に大きな違い
はなかったが、傾向を述べるにはさらなる症例の追加が必要であると考えられた。 

�� miRNA
Treg��� 21, 141
Treg��� 15b, 16, 17, 31, 100, 125a, 155, 545



平成 31年 4月現在、14症例サンプル集積を完了。TIL分離し、症例番号 1-11 は多領域に採
取した。また、症例番号 10-14については血清および PBMCも採取。FACSにて sortingし、
miRNA arrayを提出した。 
	
４．研究成果 

Cell sorterにて Type A, Bに
分類し、FrⅠ+Ⅲと FrⅡに sort 
→ miRNA array。 
癌患者血清で発現量が 2 倍以
上で有意差のあるmiRNA	 →	
59 miRNAs確認した。パスウ
ェイ解析、GO 解析等を含む包括的な miRNA 
tool である miEAA を実施した (Backes C. 
Nucleic Acids Res.  2016)。その結果、関連す
るパスウェイ等の情報が網羅的に表記される。

P < 0.05: 1297項目。さらに P < 0.01: 242項目
に絞られた。すなわちがん患者の血清で高発現

の miRNA群で低下し、Neoplasmsで発現上昇
している種々の発癌に関与するパスウェイ等に

関与する。 
これまでの結果 SWI/SNF complexの EZH2

遺伝子に注目しており、現在もなお鋭意解析を

進めている。また今後 onlineの miRNA toolである miEAAを用いて、Enrichment解析を施
行する。 
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