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研究成果の概要（和文）：本研究はがん免疫療法の効果予測のために新たな免疫モニタリング法の開発を目指し
たものである。私達は膵臓癌、胃癌、舌癌患者においてもCD169陽性リンパ節マクロファージが多い症例である
ほど、術後の生存率が高いことを明らかにした。私達は以前の研究で大腸癌や悪性黒色腫、子宮体癌などでも同
様の結果を示しているので、CD169陽性リンパ節マクロファージは様々な癌種のがん患者における予後マーカー
として有用であると考えられる。CD169陽性マクロファージが特異的に産生する液性因子を網羅的に解析した結
果、CCL8やCXCL10など複数の分子を同定した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to develop a new immune monitoring method for predicting the
 effects of cancer immunotherapy. We have shown that even in patients with pancreatic cancer, 
gastric cancer, and tongue cancer, the higher the number of CD169-positive lymph node macrophages, 
the higher the postoperative survival rate. Since we have shown similar results in colorectal 
cancer, malignant melanoma, endometrial cancer, etc. in previous studies, CD169-positive lymph node 
macrophages are useful as prognostic markers in cancer patients of various cancer types. 
Conceivable. As a result of comprehensive analysis of humoral factors specifically produced by 
CD169-positive macrophages, multiple molecules such as CCL8 and CXCL10 were identified. 

研究分野：人体病理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がん免疫療法は従来の手術治療や放射線・化学療法を凌駕する可能性がある新しい治療戦略であるが、劇的な治
療効果を示す症例がある一方で、殆ど効果を示さない症例までその治療効果に大きな個人差が生じやすい点が問
題である。そのため、治療前にがん免疫療法の効果予測が可能な免疫モニタリング法の開発が重要である。本研
究では、新しい免疫モニタリング法の1つとして、リンパ節のCD169陽性マクロファージに着眼した方法を提示し
たことは画期的であり、今後の研究の進展により、簡便で広く応用可能ながん免疫モニタリング法の開発につな
げることが可能である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
背景１．がん免疫療法の免疫モニタリングの重要性と問題点 
 がんの治療法として、手術・化学療法・放射線療法に続く新たな治療法として、がん免疫療法
が急速に普及しつつある。がん免疫におけるブレーキに相当する PD1/PD-L1を阻害する免疫チ
ェックポイント阻害薬は一部の進行がん患者において著効を示す一方で、がん免疫療法が殆ど
効果を示さない症例も少なくない。免疫チェックポイント阻害薬は副作用が少なくなく、また経
済的にも負担が大きい薬であるため、事前にがん免疫療法の効果を予測できる免疫モニタリン
グが非常に重要となる。 
 この免疫モニタリングとして一般的に行われている検査がコンパニオン診断である。これは
腫瘍細胞や免疫細胞に PD1/PD-L1がどの程度発現しているのか解析することで、免疫チェック
ポイント阻害薬の治療効果を予測する手法である。しかし、様々ながん種でコンパニオン診断が
行われるようになった一方で、このコンパニオン診断結果と実際の治療効果が一致しない症例
が数多く報告されるようになった。すなわち、現状の免疫モニタリングには限界があり、別のバ
イオマーカーを用いた新たな免疫モニタリングの開発が望まれている現状がある。さらに、がん
免疫療法は手術不能の進行がん患者においても対象になる場合が多いことから、比較的簡便に
実施できる血液検査での免疫モニタリングが望ましいと考えられる。 
 
背景２．抗腫瘍免疫における CD169+リンパ節マクロファージの意義 
 リンパ節内にはリンパ管に連続したリンパ洞という構造があり、多数のリンパ節洞マクロフ
ァージ（以下、LySM）が存在している。LySMは流入する腫瘍抗原を貪食しリンパ球へ提示す
ることで腫瘍特異的なリンパ球活性化を誘導する。CD169（Sialoadhesin）はシアル酸含有分子
との結合能をもつ膜タンパクであり、LySM 等の特定のマクロファージに発現が見られる。
Asano らは、腫瘍ワクチンモデルマウスを対象とした解析により CD169+LySM が腫瘍抗原を
CD8+T細胞へ抗原提示することで抗腫瘍免疫を誘導することを報告した  (Immunity, 2011)。
申請者らは、in vitroで IFNsがマクロファージに CD169を誘導することを報告し、免疫組織
学的手法を用いて様々ながん種において所属リンパ節の CD169+LySMが多い症例では CD8+T
細胞や NK細胞の腫瘍組織内浸潤が増加し、術後生存率が有意に高いことを明らかにした  ｛大
腸癌：Ohnishi et al. Cancer Sci, 2013、悪性黒色種：Saito and Ohnishi et al. Cancer Immunol 
Res, 2015、乳癌：Shiota and Ohnishi et al. PLOS ONE, 2016、子宮体癌：Ohnishi et al. Cancer 
Sci, 2016、膀胱癌：Asano and Ohnishi et al. Cancer Sci, 2018、食道癌：Takeya and Ohnishi 
et al. Pathol Int, 2018、膵臓癌、舌癌：unpublished data｝。すなわち、がんの手術時に転移検
索のため同時切除していたリンパ節標本を用いて、CD169+LySMの評価を行うことでがん免疫
モニタリングとしての予後予測が可能であることが示唆された。 
 
 
２．研究の目的 
 
がん患者の CD169+LySMと相関する血液中の分子マーカーの組み合わせを同定することで、
より簡便で高精度な新規免疫モニタリング法の開発を目指す 
 本研究は、コンパニオン診断や治療前検査などの従来の方法では不十分であった免疫モニタ
リングの改善を目指し、最終的には患者・社会双方にとって高効果・低コストの持続可能なオー
ダーメイドがん治療達成を目指すための有益ながん免疫モニタリング法の開発を目的とした野
心的研究である。 
 
 
３．研究の方法 
 
I. 新鮮リンパ節検体から CD169+LySM を抽出し、CD169+LySM が特異的に分泌する液性因子の同
定を行う 
1. 様々ながん患者（現時点では、舌がんと大腸がんを予定）において、手術時に得られた新鮮
リンパ節検体を一部供与いただき、抗 CD68 抗体を用いたソーティングを行い、マクロファージ
の抽出を行う。さらに抗 CD169 抗体を用いて、CD169 陽性マクロファージと CD169 陰性マクロフ
ァージを分離する。 
2. 上記の 2群のマクロファージをマイクロアレイ検査にて網羅的解析を行い、CD169 陽性マク
ロファージが特異的に発現している液性因子に関わる遺伝子を同定する。 
3. 上記の実験 2で同定された液性因子の遺伝子について、実際に CD169 陽性マクロファージが
分泌する可能性があるのかどうか検討するため、上記の実験 1 で分離した CD169 陽性マクロフ
ァージを培養し、ELISA 法にて該当する液性因子の分泌を確認する。 



 
II. がん患者の血液検体を用いて、IFNs とすでに同定した液性因子候補の血液中濃度を測定し、
CD169+LySM との相関性を解析する 
1. 研究Ⅰで対象とした様々ながん患者の術前採血検体（凍結保存検体）を用いて、研究Ⅰで同
定した複数の液性因子の血液中濃度を測定する。さらに申請者らによる以前の研究でマクロフ
ァージにおける CD169 発現を増強することが知られている IFNs（IFNα, IFNβ, IFNγ）の血液
中濃度も測定する。 
2. 実験 1 において、血液中濃度の上昇が認められた液性因子について、その血液中濃度と
CD169+LySM の数との相関関係を解析し、CD169+LySM との相関性が高い液性因子を同定する。 
 
III. 良好な臨床予後と相関する液性因子の組み合わせを同定する 
 研究Ⅱで同定した複数の液性因子候補について、どの組み合わせが最も CD169+LySM の数や生
存率を反映するのか明らかにするため（例えば、IFNα＋CCL8＋CXCL10 のような組み合わせ）、
多変量解析を行う。これによって、がん免疫のアクセル機能（CD169+LySM に相当）を最も良く
反映する血清バイオマーカーの組み合わせを同定する。 
 
 
４．研究成果 
 
１．CD169 陽性マクロファージが特異的に発現する液性因子の解析 
新鮮リンパ節検体からマクロファージを抽出したが、解析に十分な細胞数を確保することは困
難であった。そのため、ヒト末梢血からマクロファージを分離し、INFα刺激により CD169 陽性
マクロファージを培養し、CD169 発現を欠失させたマクロファージとの比較検討を行うことにし
た。マイクロアレイ法による網羅的解析にて CD169 陽性マクロファージが特異的に発現する分
子を解析したところ、特に CD169 発現との相関性が高い液性因子として、CCL8, CXCL10 などの
分子を同定した。これらの CCL8, CXCL10 等が実際に CD169 陽性マクロファージに特異性が高い
分子であるのかどうか確認するため、RT-PCR 法および ELISA 法にて解析を行ったところ、同様
の結果が得られた。 
 

   

 
 
 図１：マイクロアレイ法による網羅的解析   図２：ELISA 法による解析 
 
２．大腸がん患者の凍結血清を対象とした CD169 陽性マクロファージ関連分子の解析 
熊本大学倫理委員会に研究計画の承認を得た後、大腸癌患者と舌癌患者の血清解析を行うこと
にした。舌癌患者については前向き研究を行うため、凍結血清の収集を開始した。一方で、大腸
癌患者については、48 症例の凍結保存血清を解析することにした。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３：大腸がん患者のリンパ節マクロ
ファージにおけるケモカイン発現 
 
 

 
まずは、in vitro 実験によって明らかにした CD169 陽性マクロファージが特異的に発現する
ケモカイン（CCL8, CXCL10 など）が、生体でのリンパ節マクロファージにおいても産生がみら
れるかどうか検討するため、大腸癌患者の摘出リンパ節検体のパラフィン包埋（FFPE）検体を用
いて、免疫組織化学的検討を行った。CCL8, CXCL10 の免疫組織化学的検討を行った結果、CXCL10 
の発現は比較的低く、リンパ節マクロファージの 10%程度にとどまっていたのに対し、CCL8 は
リンパ節マクロファージにより強い発現が認められ、症例により発現が高い症例と低い症例が
認められ、全体として約 30%のリンパ節マクロファージに CCL8 発現が認められた（図３）。 
次に凍結保存血清を用いて、血清中の CCL8, CXCL10 濃度を ELISA 法にて測定し、リンパ節の
CD169 発現との相関性を解析した。リンパ節マクロファージの CD169 発現については、FFPE 検体
を用いた免疫組織化学検討により CD169 陽性細胞数をカウントし、中央値を基準として陽性細
胞数が多い CD169 高発現群と陽性細胞数が少ない CD169 低発現群の 2 群に分けて、それぞれの
群の血清中ケモカイン濃度を比較検討した。CXCL10 については、CD169 高発現群と低発現群で類
似の分布を示し、統計学的な有意差を認めなかった。CCL8 については、CD169 高発現において若
干血清濃度が高い傾向がみられたが、統計学的な有意差は認めなかった（図４）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図４：大腸がん患者の血清中ケモカイン濃度と CD169 陽性リンパ節マクロファージとの相関性
解析 
 
現時点での解析結果では、CD169 発現と相関性がある統計学的に有意な血清中ケモカインを同定
するまでには至っていないが、CCL8 については相関の傾向がみられたので、今後の追加検討を
行う意義が十分にあると考えられる。また、その他の候補となるケモカインについても同様の解
析を追加する予定である。 
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