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研究成果の概要（和文）：肺がん局所の免疫微小環境を解析するため、がん性胸水検体を用いて、腫瘍局所浸潤
免疫担当細胞、腫瘍細胞の解析をフローサイトメトリー法で行った。2011年1月から2017年3月まで、当院で研究
同意を取得した癌性胸水症例45例について、胸水保存検体を用いて後ろ向き解析を実施した。癌性胸水中では、
メモリーCD4 T細胞、CTLA-4陽性Treg細胞が多く集積し、腫瘍細胞、マクロファージにおけるPD-L1発現が高く、
T細胞の分裂能は抑制されていた。これらの強い免疫抑制環境が免疫療法の効果や予後不良に影響していると考
えられ、免疫抑制環境を解除する治療の開発が望まれる。

研究成果の概要（英文）：To analyze the immune microenvironment in lung cancer, tumor infiltrating 
immunocompetent cells and tumor cells in malignant pleural effusion were analyzed by flow cytometry.
 From January 2011 to March 2017, a retrospective analysis was performed on 45 malignant pleural 
effusion cases for which research consent was obtained at our hospital. In malignant pleural 
effusion, many memory CD4 T cells and CTLA-4 positive Treg cells were accumulated, PD-L1 expression 
in tumor cells and macrophages was high, and T cells proliferation  was suppressed. It is considered
 that these strong immunosuppressive environments affect the poor efficacy and poor prognosis of 
immunotherapy, and the development of treatments to restore the immunosuppressive environment is 
needed.

研究分野： 免疫腫瘍学

キーワード： 癌性胸水

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌性胸水中にはPD-L1陽性腫瘍細胞やマクロファージが多く存在し、さらにはCTLA-4陽性Tregが浸潤することに
より強い免疫抑制環境を形成しており、結果としてT細胞機能が抑制されていることが示唆された。このような
免疫抑制状態にある癌性胸水環境に対し、今後免疫チェックポイント分子阻害薬の胸腔内への局所投与や、Treg
や抑制性マクロファージに対する治療としての化学療法併用治療が有用となる可能性が期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
肺がんは難治で、本邦では死亡数は増加の一途を示し、癌死の第１位である。現在、進行期肺

がんの治療の中心は、化学療法、分子標的治療、免疫療法（抗 PD-1 抗体療法）である。分子標
的薬は治療対象が一部のドライバー遺伝子変異例に限られ、多くの喫煙関連肺がんでは対象と
ならない。また、近年注目されている免疫療法は進行期非小細胞肺がんの約 20％に明らかな臨
床効果を示し、治療効果を予測するバイオマーカーの研究が進行中であるが、一方で効果が得ら
れない 80％の患者については化学療法を選択せざるを得ないのが現状である。化学療法は、未
治療において約 70％と高い奏効率を得られるが完治はまれであり、治療継続により耐性化を引
き起こす。化学療法の奏功が得られる機序として、がん免疫微小環境の改変による上乗せ効果を
認めることが、近年の免疫学的解析により示唆されている。すなわち、化学療法が本来もつ腫瘍
細胞への直接傷害効果に加え、①がん細胞の傷害によるがん抗原の放出、②免疫原性の高い細胞
死=Immunogenic cell death（ICD）誘導、③制御性 T 細胞（Treg）や骨髄由来抑制細胞（MDSC）
などの抑制性細胞の減少、④がん細胞の免疫抑制分子産生の阻害、⑤がん細胞の HLA 発現上昇
と細胞障害性 T 細胞（CTL）の感受性亢進、などの機序により、抗腫瘍免疫を賦活化させ、相乗
効果を得る可能性がある。がん細胞株を用いたマウスモデルの検討では、白金製剤のオキサリプ
ラチン、アルキル化剤のシクロホスファミド、アントラサイクリン系薬剤のドキソルビシンなど
の抗腫瘍効果は、免疫不全マウスよりも、免疫系が正常なマウスの方が治療効果に優れることが
報告されている。これらの薬剤は、がん細胞に ICD と呼ばれる免疫原性の高い細胞死を誘導し、
calreticulin（CRT）分子の細胞表面発現、ATP の細胞外放出、HMGB-1 や HSP の放出といっ
た機序で樹状細胞（DC）によるがん細胞の貪食亢進や NLRP3 インフラマソーム活性化による
炎症反応を惹起し、抗腫瘍免疫を誘導する。 
ヒトにおいてもこのような機序が化学療法の効果に影響していると考えられる。しかしなが

らヒト進行期肺がんにおける腫瘍局所の微小環境と、化学療法の奏功との関連性の知見は、腫瘍
組織の確保の困難さもあり限定的である。本研究では、肺がん組織を用い、進行期肺がん局所の
免疫微小環境を明らかにする。さらに、近年の免疫療法によるがん局所の免疫状態の改変効果を、
治療後の組織を用いて検討し、免疫療法後のがん局所の免疫状態により、化学療法の再感受性が
得られるかどうかを検討する。 

 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、肺がん免疫微小環境を解析し、予後に影響する因子を同定することで、その
後の治療の再感受性を誘導することが可能かどうかを検討する。がん局所の免疫環境の解析は、
免疫療法のバイオマーカー探索として世界中で研究が進行中である。しかしながらその多くは
腫瘍や免疫担当細胞の単一因子のみを標的としており、これのみで病態や治療効果を予測する
ことは不可能である。われわれは宿主の免疫寛容、腫瘍細胞自身の免疫抑制能、腫瘍局所の免疫
活性化・抑制環境を包括的に解析する。現在報告されている多くの検討は免疫染色や遺伝子検査
が主であり、ヒトの検体で腫瘍微小環境を FACS 解析できる施設は限られている。FACS 解析
には凝集の問題から新鮮検体を処理する必要性がある点から、臨床現場から速やかに研究解析
に移行する体制が不可欠である。腫瘍局所の T 細胞、制御性 T 細胞分画、MDSC、DC、腫瘍細
胞の絶対数比較、および免疫担当細胞の免疫活性化・抑制性分子解析、腫瘍細胞表面の免疫チェ
ックポイント分子リガンドである PD-L1 などの発現を解析する。 
進行期非小細胞肺がんにおいて、化学療法は未だ中心をなす治療法であるが、3rd ライン以降

の化学療法は、その奏効率の低さにより、治療を継続するか否かは慎重に判断する必要がある。
本研究により、化学療法が奏功する肺がん局所の免疫微小環境を同定できれば、化学療法を継続
すべき症例の選択が可能となる。さらに免疫療法によるがん局所の免疫状態の改変効果を検討
することで、現在混沌としている治療選択（免疫療法と化学療法のいずれを先に選択するか）を
明確にするアルゴリズムを作成することが可能となる。 

 
 
３．研究の方法 
 
肺がん局所の免疫微小環境を解析するため、がん性胸水検体を用いて、腫瘍局所浸潤免疫担当

細胞の解析をフローサイトメトリー法で実施し、本研究における解析方法を確立した。胸水中 T
細胞（CD3, CD4, CD8）、制御性 T細胞（FoxP3+ Treg）その他の免疫担当細胞の割合および免疫
チェックポイント分子、およびリガンドをフローサイトメトリー法で解析した。さらに、探索的
項目として、EPCAM 陽性細胞を腫瘍細胞とし、PD-L1 や Galectin-9 といった抑制性分子のスロー
サイトメトリー解析を試みた。 
胸水細胞の解析のため、胸腔穿刺し採取した胸水は凝固防止のためヘパリンを添加して運搬

し、研究室にて検体処理を行った。癌性胸水は多量の赤血球分画を含むため、Ficol 比重遠心分
離を行った（lysis buffer を用いて赤血球破砕を行う方法もあるが、胸水量 50-100ml と多く、
buffer で破砕する方法は現実的ではなかったため、Ficol による遠心分離を選択した）。具体的



には、胸水を 50ml 遠心管にて 400g×3min 遠心分離し、上清を捨て、RPMI メディウムを加えて
30ml にし、Ficol 15ml の上にゆっくり重層し、400g×30min 遠心分離を行う。遠心後、スポイ
トでリンパ球層を回収、RPMI メディウムで wash（400g×3min）し、細胞保存液にて-80℃で保存
する。Ficol 分離によって、腫瘍細胞は通常顆粒球層に存在することが予想されるが、回収した
リンパ球層中の細胞観察にて腫瘍細胞を認めたため、今回リンパ球層の検体を用いて FACS 解析
を実施した。（図 1） 

 
 
FACS 解析項目として、胸水中の免疫担当細胞、および腫瘍細胞の解析を行った。免疫担当細

胞分画は、FVD（fixable viability dye）にて死細胞染色の後、生細胞にゲートし、CD3+, CD4+, 
CD8+ T 細胞, CD56+ NK 細胞, CD3-EpCAM-CD68+ マクロファージとして頻度を解析した。さらに、
制御性 T 細胞染色として、CD4+CD45RA-Foxp3hi Treg を解析した。腫瘍細胞は、同じく生細胞ゲー
トの後、CD3-EpCAM+を腫瘍細胞とした。 
さらに、各細胞における免疫チェックポイント分子、チェックポイント分子リガンド発現解析

として、CD4+, CD8+ T 細胞における PD-1, TIM-3 分子、EpCAM+腫瘍細胞における PD-L1, Galectin-
9 分子、Treg における CTLA-4 分子を染色した。また、細胞分裂能の評価のため、CD3+ T 細胞に
おける Ki-67 陽性細胞の頻度を解析した。（図 2） 
 
 

図１ 
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４．研究成果 
 
 2011 年 1月から、2017 年 3月まで、当院で研究同意を取得した癌性胸水症例 45 例について、
胸水保存検体を用いて後ろ向き解析を実施した。 
45 例の内訳として、男/女 32/13 例、平均年齢 71.9 歳（46-93 歳）、65 歳以上の高齢者は 34

例（76％）、ECOG-PS（0/1/2/3/4） 1/29/4/7/4 例、非喫煙者 15 例（33％）、既喫煙者 25 例（56％）、
現喫煙者 5例（1％）、腫瘍の組織型は Ad 38 例（84％）、Sq 4 例（9％）、Large cell 1 例（2％）、
non-small 2 例（4％）、ドライバー遺伝子変異の内訳は EGFR 変異 15 例（33％）、EML4/ALK 変異 
1 例（2％）、陰性 25 例（56％）、不明 4例（9％）であった。 
（下表） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 末梢血および胸水中の免疫担当細胞分画の比較では、末梢血/胸水の CD3 71.4/79.3%、CD4 
69.6/78.9%、CD8 25.5/17.4%であり、胸水中では CD3+T 細胞が多く、CD4 優位の結果であった。
（図 3） 
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CD4 T 細胞分画では、胸水中 CD45RA-メモリー分画が有意に多かった（68.5% vs 82.2%, p<0.01）。
Foxp3hi活性化 Treg 分画は胸水で多い傾向があったものの、有意な差は認めなかった（0.45% vs 
0.50%, p=0.68）。一方、Foxp3hi活性化 Treg における CTLA-4 陽性細胞分画は、胸水で有意に多
かった（6.3% vs 11.1%, p<0.01）。CD8 T 細胞分画では、PD-1 陽性細胞が末梢血より胸水で有意
に多かった（20% vs 27.7%, p<0.01）。一方、TIM-3 陽性細胞分画に差は認めなかった（7.5% vs 
6.9%, p= 0.65）。CD3 細胞における細胞分裂能の評価として、Ki-67 陽性細胞を解析したところ、
胸水で有意に低かった（1.2% vs 0.7%, p=0.03）。（図 3） 
 胸水中免疫担当細胞の比較では、PD-1 陽性 CD8 T 細胞と活性化 Treg 分画は正の相関関係を認
め（r2=0.19, p=0.016）、癌性胸膜炎の局所では PD-1 陽性 CD8 T 細胞が多く存在し、PD-1 陽性
細胞分画が多いほど活性化 Treg 分画も多く誘導されていた。（図 4左） 
 腫瘍細胞表面の免疫チェックポイント分子リガンド PD-L1 発現と免疫担当細胞を解析したと
ころ、腫瘍細胞（EpCAM 陽性）と胸水中マクロファージにおける PD-L1 発現は正の相関関係を認
めた（r2=0.47, p<0.01）。胸水中の免疫抑制状態は、腫瘍細胞のみならず胸水マクロファージに
よる免疫抑制も強く関連していることを示唆するデータであった。（図 4中） 
 さらに、腫瘍細胞の PD-L1 発現と PD-1 陽性 CD8 T 細胞にも正の相関関係を認め（r2=0.14, 
p=0.011）、活性化したエフェクターCD8 T 細胞が多く存在する胸水では、腫瘍における PD-L1 発
現が上昇していることが明らかとなった。（図 4右） 

 
 
 以上の結果をまとめると、悪性胸水患者 45 例において、末梢血単核球と胸水中リンパ球の比
較で、胸水では CD3+T 細胞の割合が高く、CD4/8 比が有意に上昇していた。今までの報告と異な
り FoxP3+Treg の増加は認めなかったが、CTLA-4+FoxP3+Treg は増加していた。また、T 細胞上の
PD-1 発現が著明に上昇し、一方で増殖マーカーである Ki-67+CD3 は有意に低下していた。また、
腫瘍細胞、あるいはマクロファージにおける PD-L1 発現と CD8+T 細胞、活性化 Treg の関連性の
検討により、腫瘍細胞とマクロファージの PD-L1 発現は強い正の相関を認め、PD-L1 発現が高い
ほど PD-1 陽性 CD8 が多く、活性化 Treg も多い傾向にあった。 
 これらの結果より、癌性胸水中には PD-L1 陽性腫瘍細胞やマクロファージが多く存在し、さら
には CTLA-4 陽性 Treg が浸潤することにより強い免疫抑制環境を形成しており、結果として T細
胞機能が抑制されていることが示唆された。 
 
 癌性胸水において制御性 T細胞が浸潤し、免疫抑制環境を形成している。我々は、以前胸水中
の IL-6 により末梢血 Treg が誘導され、IL-8 によって腫瘍局所に Treg が遊走することを報告し
た（Eikawa, et al. J Immunol. 2010）。さらに、活性化 Treg にケモカインレセプターCCR4 が
高発現し、また、腫瘍組織あるいは癌性胸水において CCL22/MDC（CCR4 リガンド）が局所で高発
現していることも報告し（Kurose, et al. J Thorac Oncol. 2015）、腫瘍局所における Treg 浸
潤の機序を明らかにしてきた。今回の癌性胸水の解析により、多数例において腫瘍局所で CD8 T
細胞浸潤やメモリーCD4 T 細胞を認めるにも関わらず、腫瘍や局所のマクロファージ、Treg によ
って形成される免疫抑制環境によって、T細胞が抑制を受けている可能性が明らかとなった。 
 近年、癌性胸水を合併している症例では、免疫チェックポイント分子阻害薬の効果が期待でき
ず、予後不良であることが報告されている（Epaillard, et al. Lung Cancer. 2021）。その原因
として、胸腔内は免疫チェックポイント阻害薬が浸透し、効果を発現が制限される生理的バリア
として機能している点や、がん性胸膜炎による局所の炎症状態、NLR 比の上昇といった因子が予
後不良に影響している可能性が考えられる。また、胸水局所の免疫微小環境中には、抗腫瘍免疫
担当細胞や液性因子が存在し、抗原特異的 T 細胞を誘導可能な腫瘍由来のエクソソームが存在
しているにも関わらず、胸水中は免疫学的に“cold”状態となっていることが示唆されている
（Fabrice Andre, et al. Lancet. 2002）。胸水中には制御性 T細胞が集積し、Th1，2，9，17 に
よる免疫応答を抑制し、腫瘍細胞の増殖進展を促進することが示唆されており、今回我々が明ら
かにした CTLA-4+制御性 T細胞の集積もこれに一致する結果であった。さらに、腫瘍細胞のみな
らず、胸水内マクロファージも同様に PD-L1 を多く発現している環境であることが明らかとな
った。このような免疫抑制状態にある癌性胸水環境に対し、免疫チェックポイント分子阻害薬の
胸腔内への局所投与や、Treg や抑制性マクロファージに対する治療としての化学療法併用治療
が有用となる可能性が期待される。今後さらなる症例集積による局所の免疫応答解析と、胸水症
例に対する臨床試験の開発が望まれる。 
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