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研究成果の概要（和文）：予備的検討として行ったTNBCあるいはHER2陽性乳癌症例（９例）について、TILを回
収し、フローサイトメトリー解析を行った。同時に末梢血液よりリンパ球を分離し、TILとの性状の差異を確認
した。結果として細胞数には大きな差異があるものの、全例の腫瘍塊よりTILが回収された。CD8+ T細胞では、
末梢血由来細胞ではほとんどCD39+細胞は検出されないが、TILからは様々な頻度（7~80%）にて検出された。そ
こで、TIL由来CD8+CD39+ T細胞に着目し、細胞表面上のPD-1および細胞内のTCF-1の発現量を調べた。その結
果、TCF-1の発現は、PD-1発現量と逆相関を示した。

研究成果の概要（英文）：In triple negative breast cancer (TNBC) or HER2-positive breast cancer cases
 (9 cases) that were preliminarily examined, tumor infiltrated lymphcyto (TIL) was collected and 
subjected to flow cytometry analysis. At the same time, lymphocytes were from the peripheral blood, 
and TIL were different. Although in CD8 + T cells, almost no CD39 + cells were detected in 
peripheral blood-derived cells, howeverwere this cells were detected in TIL (7 to 80%). Therefore, 
focusing on TIL-derived CD8 + CD39 + T cells, the expression levels of PD-1 on the cell surface and 
intracellular TCF-1 were examined. As a result, the expression of TCF-1 showed an inverse 
correlation with the expression level of PD-1.

研究分野： 外科学　乳腺

キーワード： 乳癌　免疫　バイオマーカー

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
過去の研究では腫瘍周囲の免疫細胞を免疫染色で評価しているが、その手法には限界があり、T細胞の表面抗原
を正確に同定することができない。また腫瘍免疫細胞と同様にDNA, RNAの評価が同一症例で行われた研究が少な
いこと、さらに腫瘍周囲の評価とホスト（宿主）側の評価が欠損している。本研究は乳癌の腫瘍内における免疫
関連細胞の発現の働き、予後因子、抗がん剤の効果予測因子となるかをヒト乳癌腫瘍サンプルを用いて検討を行
い、新しい免疫関連細胞をターゲットにした新規治療薬の開発につなげる研究を行っている。乳癌の腫瘍内の免
疫細胞の働きを理解する上で　重要な知見となる。

※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。



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

(1)  乳癌における免疫細胞が予後マーカー、薬剤の効果予測因子として有用であると報告さ

れている。腫瘍のマイクロアレイ解析により immune related gene を基にしたマーカー（Immune 

related marker）では HER2 陽性乳癌の pCR 率の予測、予後の効果予測、トラスツズマブの効果

予測が可能であるとする報告があり（Perez 2015）、我々の研究グループでも術前化学療法のデ

ータセットを使って免疫関連遺伝子（PD-1,樹状細胞など）の発現が HER2 陽性乳癌の予後に関連

があることを示した。（Iwamoto T, Niikura N et al 欧州臨床腫瘍学会 2013）。またトリプル

ネガティブ乳癌(TNBC)においても予後予測が可能であることが示されている。 

一方、immune infiltrate lymphocyte(TILs)についても、同様に HER2 陽性乳癌での pCR 率の

効果予測、予後の効果予測、トラスツズマブの効果予測、TNBC での予後予測、プラチナ系抗が

ん剤の効果予測が報告されている. 我々の検討で腫瘍内にリンパ球が浸潤する症例では免疫関

連遺伝子の発現が上昇することを示した（Kochi M, Niikura N et al Breast Cancer Research 

and Treatment 2017）。さらに TIL が原発腫瘍と再発腫瘍で変化するかを検討し、再発腫瘍にお

いては TIL が減少することを示した。（Ogiya R, Niikura N, et al Cancer Science 2016）。腫

瘍局所へ浸潤している免疫細胞がどのようなものであるかについては未解明の点が多いため、

免疫染色を用いた検討（CD４, CD８, FOXP3, PD-L1、PD-L2, MHC class1）を追加検討し、TIL だ

けでなく CD4,CD8 陽性の T細胞も減少していることを示した。 

過去の研究では腫瘍周囲の免疫細胞を免疫染色で評価しているが、その手法には限界があり、

T細胞の表面抗原を正確に同定することができない。また腫瘍免疫細胞と同様に DNA, RNA の評

価が同一症例で行われた研究が少ないこと、さらに腫瘍周囲の評価とホスト（宿主）側の評価が

欠損している。 

 
２．研究の目的 

(1) そこで今回、我々は乳癌に浸潤している腫瘍内での免疫関連細胞と血液中の末梢血単核

球を用いて解析を行い、腫瘍局所環境での免疫状態を解明する。さらに免疫染色を用いた病理学

的、遺伝子解析から免疫関連遺伝子との相関を検討する。 

① 乳癌原発腫瘍の凍結検体のサスペンジョンを行いFACS解析、CyTOF解析が可能な状態で保存

した凍結検体を国立がんセンター、埼玉医科大学との共同研究としてFACS解析、CyTOF解析

を行う。 

② また凍結検体、PBMC、腫瘍内での免疫関連細胞の3つのペアマッチサンプルが集まっている

症例に対し凍結検体のRNAシーケンスを施行する 

上記の研究成果をもとに、本研究は乳癌の腫瘍内における免疫関連細胞の発現の働き、予後因子、

抗がん剤の効果予測因子となるかをヒト乳癌腫瘍サンプルを用いて検討を行い、新しい免疫関

連細胞をターゲットにした新規治療薬の開発につなげる研究を行う。 

 

このような研究はマウスでの報告は有るが人での報告は世界的にもなく、乳癌の腫瘍内の免疫

細胞の働きを理解する上で 重要な知見となる。 

 
 
３．研究の方法 
 

(1) 乳癌原発腫瘍の凍結検体のサスペンジョンを行いFACS解析、CyTOF解析が可能な状態で保存

した凍結検体、ホルマリン固定された検体、術前の末梢血単核球を保存する。 



(2) 凍結保存された検体で国立がんセンター、埼玉医科大学との共同研究としてFACS解析、CyTOF

解析を行う。 

(3) また凍結検体、PBMC、腫瘍内での免疫関連細胞の3つのペアマッチサンプルが集まっている

症例に対し凍結検体のRNAシーケンスを施行する 

(4)  FACS 解析、CyTOF 解析で得られた、乳がん組織と、血液中の免疫細胞の相関とマイクロア

レイ発現解析の結果から、予後予測、効果予測となりえる因子の同定、治療ターゲットとな

る分子の検討を行い、マイクロアレイ解析から新規の immune related marker を作成し、公

共マイクロアレイデータセットを用いて評価する。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
 

(1) 臨床検体については、倫理委員会の承認を経て乳癌原発腫瘍の凍結検体のサスペンジョン

を行い FACS 解析、CyTOF 解析が可能な状態で保存した凍結検体、ホルマリン固定された検

体、術前の末梢血単核球を集めるためにさらに追加の時間を要した。合計 63例の症例、138

検体を集めたうえで、埼玉医科大学との共同研究として FACS 解析、CyTOF 解析を行なって

いるが、まだ解析が終了していない。 

(2) 3 つのペアマッチサンプルが集まっている症例に対し凍結検体の RNA シーケンスは終了し

ているが他のデータがそろっていないため、解析は進んでいない。 

(3) 当院で、予備的検討として行った TNBC あるいは HER2 陽性乳癌症例（９例）について、TIL

を回収し、フローサイトメトリー解析を行った。同時に末梢血液よりリンパ球を分離し、

TIL との性状の差異を確認した。 

結果として細胞数には大きな差異が

あるものの、全例の腫瘍塊より TIL

が回収された。CD8+ T 細胞は、末梢

血由来細胞ではほとんど CD39+細胞

は検出されないが、TIL からは様々

な頻度（7~80%）にて検出され、大腸

癌・肺癌にて報告された結果（Nature 

557:575, 2018）と一致した（図１参

照）。そこで、TIL 由来 CD8+CD39+ T

細胞に着目し、細胞表面上の PD-1 お

よび細胞内の TCF-1 の発現量を調べ

た。その結果、TCF-1 の発現は、PD-1 発現量と逆相関を示し、PD-1 弱陽性画分（図２、緑

矢印より低位）では TCF-1 が高く、PD-1 強陽性画分（同、緑矢印近傍）は低いことが示さ

れた。 



TNBC あるいは HER2 陽性乳癌組織由来 TIL 中にて、腫瘍応答性細胞障害 T 細胞とされる

CD8+CD39+ T 細胞を検出し、同細胞にて PD-1 と TCF-1 の発現が逆相関することを示した。

この結果は、TIL でのフローサイトメトリー解析による CTL/Treg 細胞比に加えて、CD39、

PD-1 の発現が、免疫 CP 阻害剤適応症例の選択において、宿主側の免疫 CP 阻害剤応答能を

推測するための有用な指標となることが期待された。 
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