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研究成果の概要（和文）：卵巣高異型度漿液性癌の遺伝子発現プロファイルを反映した腫瘍微小環境に基づく病
理組織分類は予後や治療感受性に関連することを報告した。最も予後良好な免疫反応型Immune Reactiveと最も
予後不良な間質反応型Mesenchymal Transitionの遺伝子発現プロファイルを解析し免疫チェックポイント分子
CD276が予後不良型の腫瘍と間質で高発現していることを発見した。卵巣癌自然免疫マウスを用いてCD276が免疫
抑制因子として直接的なT細胞活性を抑制するのみならず、CCL2の発現を介して免疫抑制細胞であるM2マクロフ
ァージを誘導することを検証し、複数の免疫抑制経路を制御する治療を考案する。

研究成果の概要（英文）：We reported that histopathological classification based on tumor 
microenvironment reflecting the gene expression profile of high-grade serous ovarian cancer was 
associated with prognosis and treatment sensitivity. Analysis of the gene expression profiles of the
 Immune Reactive type with the best prognosis and the Mesenchymal Transition with the poorest 
prognosis revealed that the immune checkpoint molecule CD276 is highly expressed in tumors and 
stroma with poor prognosis. We verified that CD276 not only suppresses direct T cell activity as an 
immunosuppressive factor but also induces M2 macrophages, which are immunosuppressive cells, through
 the expression of CCL2 in ovarian cancer innate immunized mice. I devise treatments that control 
the immunosuppressive pathways.

研究分野： 婦人科腫瘍
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
予後不良な卵巣高異型度漿液性癌のMesenchymal Transitionにおいて、免疫抑制が腫瘍微小環境で高発現してい
るCD276により、直接的な活性化Tリンパ球への抑制効果と、間接的に免疫抑制系細胞であるM2マクロファージを
誘導することで、免疫抑制環境をより強くさせていることを発見した。本研究で、難治性な卵巣癌に対して複数
の免疫抑制経路を遮断する治療がより有効な治療戦略であることが示唆された。

※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 

卵巣癌は多くが進行期で発見され、高率に再発する予後不良の疾患である。最も頻度の高い、
高異型度漿液性癌（HGSOC）には遺伝子発現プロファイルが４つ存在し（Mesenchymal、 
Proliferative、Differentated、  Immunoreactive）、 Mesenchymal タイプが最も予後不良、
Immunoreactive タイプが最も予後良好であることが報告された(Verhaak et al. JCI 2013)。研究
代表者は遺伝子発現プロファイルを反映する新しい病理学的形態分類を腫瘍微小環境に基づい
て提唱した。その中で Mesenchymal タイプを反映する Mesenchymal  Transition（MT）タイプ
は間質反応が著明で、腫瘍がばらけて浸潤する像が 10％以上存在し、Immunoreactive タイプを
反映する Immune reactive（IR）タイプは著しい免疫細胞の浸潤が腫瘍内と周辺の間質に存在す
る組織型と定義とした。また Proliferative タイプを反映する充実性増殖を主体とする Solid and 
Proliferative（SP）タイプ、Differentiated タイプを反映する管状・乳頭状増殖を主体とする Papillo-
Glandular（PG）タイプと定義した。この中で MT タイプが最も予後不良であり、IR タイプが最
も予後良好であった。これらの分類を通じて、腫瘍微小環境が HGSOC において予後を規定す
る重要な因子であることが示唆された。本研究の核心は、腫瘍微小環境において治療ターゲット
になる因子を探索し、Immune Reactive タイプに他のサブタイプを近づけ、Mesenchymal 
Transition タイプの浸潤をいかに制御するか、つまり免疫抑制を解除し抗腫瘍免疫を誘導し、か
つ浸潤を抑制するという２つのストラテジーを同時に行う治療戦略にある。研究代表者は遺伝
子発現サブタイプを背景とした HGSOC の腫瘍微小環境に基づく新しい病理組織学的細分類が
さらに予後やタキサンやプラチナ製剤との治療感受性に関連することを報告してきた。 

HGSOC の 4 つの形態分類の中で最も予後良好であり、多数の免疫細胞の集簇を特徴とする
IR タイプに特徴的な因子を抽出するため、遺伝子発現マイクロアレイデータを有する HGSOC
の IR 群対それ以外の群で網羅的に変動発現遺伝子を探索すると、IR タイプは CD276/B7H3 が
最も発現低下していることが分かった。CD276 は PDL1 等 B7 ファミリーの一つとして、免疫
チェックポイントあるいは卵巣癌において増殖や浸潤能に関与すると報告される。 
我々は The cancer genome atlas のトランスクリプトーム解析から HGSOC の CD276 と強く相
関する遺伝子にメタルプロテアーゼマトリックスファミリーの一つである MMP14 を認め（r 
value 0.44, 上位 8 番目）、CD276 は Mesenchymal タイプに高発現することを確認した。一方
MMP14 は Mesenchymal 遺伝子発現サブタイプを特徴づける遺伝子である(Verhaak et al. JCI, 
2013)。つまり CD276 と MMP14 は強調してがんの悪性度を高めている可能性があると考えら
れ、これら２つの分子を HGSOC の選択的に治療ターゲットになりうるか検討したいと考えた。 
この解析結果を検証するため、CD276 を免疫化学組織染色を行うと、4 つの形態分類の中で、
腫瘍の発現強度が IR タイプが最も弱く、MT タイプでは腫瘍および間質に強発現していた。ま
た MMP14 は免疫化学組織染色で腫瘍でいずれのタイプも発現していたが、間質において MT タ
イプで強発現していることを確認している。 

これらの独自の解析から卵巣高異型度漿液性癌の腫瘍微小環境において B7 ファミリーの
CD276 が免疫抑制因子のみならずメタルプロテアーゼファミリーの MMP14 と強調して間質反
応や浸潤に関与する仮説を打ち立てた。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は上記１の仮説を立証し、CD276 に関連するターゲット分子の機構を解明する
ことで、卵巣癌の腫瘍微小環境を層別化し、①免疫抑制因子を排除して免疫反応を誘導し、②浸
潤を抑制するという２つの治療戦略を同時に行う治療法を開発し、個別化治療に応用すること
である。 

CD276が①については免疫抑制細胞として骨髄由来免疫抑制細胞 Myeloid derived suppressor 
cells(MDSC)さらに M2 マクロファージが関連していることを見出した。RNA シークエンスを用
いて CD276 ノックアウト細胞株とコントロール細胞株を比較することで、MDSC や M2 マクロ
ファージを誘導するサイトカインの候補を複数見出した。②については浸潤に関連する MMP フ
ァミリーや Extra cellular matric(ECM)関連の遺伝子、Epithelial Mesenchymal Transition(EMT)関
連の遺伝子がノックアウト群で抑制されていた。このことから B7H3 は MMP ファミリーおよび
ECM や EMT 関連の遺伝子を直接制御している可能性があり、これらの候補因子の機能的メカ
ニズムを探索する。 

腫瘍内の免疫抑制因子を解除し、免疫細胞の抗腫瘍効果を増強させ、腫瘍間質の浸潤能を抑制
することをターゲットとした治療戦略は、癌の個性を把握するところから始まり、新しい治療薬
の開発により、卵巣癌の予後の改善に寄与することが期待される。 
 
３．研究の方法 
(1) 臨床サンプルを用いて、CD276 のタンパク発現を確認し、発現強度による予後の違いを検
証した。 
(2) CD276 の抑制株の作成 
CRISPR/CAS9 システムで CD276 をノックアウトしたマウス卵巣癌細胞株 HM1 と ID8 を樹立
した（CD276-KO 株）。 
(3) 自然免疫マウスモデルでの腫瘍発育の検討 
自然免疫マウスモデル B6C3F1 mice に HM1 を皮内移植あるいは腹腔内投与し、C57BL/6(B6) 



mice に ID8 を腹腔内投与し、コントロールに対する CD276-KO 株の腫瘍の形成の違い、腹水重
量の変化について測定した。 
(4) RNA シークエンス解析 
自然免疫マウスモデル B6C3F1 mice に HM1 を腹腔内移植し、C57BL/6(B6) mice に ID8 を腹
腔内移植した。CD276-KO 株とコントロール株でそれぞれ、大網腫瘍を形成した。細胞株と腫瘍
からそれぞれ RNA シークエンスを行い、CD276-KO 株とコントロール株で発現変動遺伝子を解
析した。 
(5) CD276-KO マウス卵巣癌細胞株の T 細胞増殖アッセイと細胞障害アッセイ 
T 細胞（Pan T cell isolation kit）を用いて CD276-KO とコントロールのマウス卵巣癌細胞株 HM1
と ID8 よる、免疫抑制能を T 細胞機能抑制実験（CFSE assay）にて行う。また、これらの癌細
胞に OVA を施し抗原性を高め、CD276-KO とコントロール株でそれぞれ、細胞傷害性リンパ球
(Cytotoxic T Lymphocyte; CTL) の刺激をうけ、標的細胞を溶解することで、免疫細胞との相互
作用を解明する。 
(6) In vitro における、CD276-KO、shRNA、治療抗体を用いた細胞内シグナルの評価 
Western blot により細胞内シグナルについて経路を検討する。 
 
４．研究成果 
研究成果の概要 

CD276 を CRISPR/CAS9 システムでノックアウトしたマウス卵巣癌細胞株 HM1 と ID8 を樹
立した。マウス自然免疫モデル HM1 においてコントロール細胞株に比して KO 細胞株がマウス
皮下移植および腹腔内投与モデルにおいて、腫瘍形成能が遅延することを認められ、ID8 におい
ても腹腔内投与モデルで KO 細胞株が腫瘍形成能が遅延することが確認された。（ID8 において
は皮内腫瘍ができない。） 

また CD276-KO 細胞株 HM1、ID8 はいずれも T 細胞増殖がコントロールに比して増強し、
OVA で抗原性を高めた HM1 および ID８は CD276-KO で細胞障害性 T 細胞による細胞障害性が
増加した。さらに骨髄由来免疫抑制細胞 Myeloid derived suppressor cells(MDSC)および免疫抑
制に作用する M2 マクロファージが CD276-KO 細胞株を移植して形成された腫瘍内で有意に減
少することを認めた。つまり CD276 は直接的に T 細胞への抑制作用のみならず、免疫抑制細胞
である MDSC や M2 マクロファージを介して間接的に免疫抑制環境を作り出している可能性が
示唆された。 

RNA シークエンス解析でこれらの免疫抑制細胞を誘導する経路として CCL2－CCR2 を候補
として絞り、CD276 を抑制することで、複数のヒトおよびマウス卵巣癌細胞株の CCL2 の低下
を確認していた。CD276 が CCL2 を介して、MDSC や M2 マクロファージを誘導している可能
性を CCR2 阻害剤による、腫瘍増殖能の検討ならびに MDSC および M2 マクロファージ分画の
誘導について検証している。 

また CD276-KO 細胞株 HM1、ID8 は蛋白レベルで MMP14 が低下していることを確認し、
RNA シークエンスで Extra cellular matric(ECM) 関連の遺伝子、 Epithelial Mesenchymal 
Transition(EMT)関連の遺伝子がノックアウト群で抑制されていた。このことから CD276は MMP
ファミリーおよび ECM や EMT 関連の遺伝子を直接制御している可能性が示唆される。 
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