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研究成果の概要（和文）：腫瘍組織内の免疫細胞の役割は、抗腫瘍効果に貢献する効果細胞群と抗腫瘍効果を抑
制する抑制細胞群に大分され、両細胞の正・負のバランスから腫瘍の増殖が制御されている。がん種間・患者間
でそのバランスは多様化しており、腫瘍免疫療法の有効性が限定的であるのは、このバランスの多様化が一因と
なっている。本研究では、様々ながん種から得られる腫瘍組織内免疫細胞を用い、フローサイトメトリーを用い
た生細胞の機能解析、多重蛍光免疫組織化学染色や遺伝学的解析を用いたスコア化を実施し、腫瘍組織内免疫担
当細胞を複合体として客観的に捉えることに成功した。

研究成果の概要（英文）：The role of immune cells in tumor tissue can be divided into two major 
groups: the effector cells that contribute to the antitumor effect and the suppressor cells that 
suppress the antitumor effect. The balance is diversified among cancer types and patients, and this 
diversification is one of the reasons why the efficacy of tumor immunotherapy is limited. In this 
study, we used tumor tissue infiltrating immune cells from various cancer types and performed 
functional analysis of living cells and scoring using multiplex fluorescent immunohistochemical 
staining and genetic analysis and succeeded in objectively identifying tumor tissue infiltrating 
immune cells as a complex.

研究分野：腫瘍免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
抗PD-1抗体を中心とした併用免疫療法の臨床試験が様々ながん種に対して世界中で数多く実施されているが、有
効性においては限定的である。腫瘍組織内免疫細胞を複合体として客観的に捉えることによって、抗PD-1抗体を
始めとする免疫チェックポイント阻害剤の併用免疫療法において有効性を示す患者を層別化した臨床試験の実施
に繋がり、利益を得る被験者の増加、不利益を被る被験者の減少に貢献することが期待される。

※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 
我々は以前より、各種がん組織内浸潤免疫担当細胞をフローサイトメトリーにて解析してい
た。消化器がん、呼吸器がん、婦人科がん、泌尿器がんを多数用いた解析では、免疫担当細胞の
量および各種発現抗原・機能を指標とした質的評価において、がん種間並びに個人間で非常に大
きな差が認められた。特に効果細胞側と抑制細胞側に大別した際にはその差は非常に大きいこ
とが示されていた。さらには、抗 PD-1 抗体を中心とした免疫療法の臨床応用の発展では、様々
なバイオマーカーが見出され臨床応用もされていたものの、その有効性においては限定的で、症
例により全く無効の示すことも多いのが現状であった。このような制限の原因として、一義的な
単独のバイオマーカーの利用では免疫療法の複雑な免疫応答の惹起とその結果としての臨床的
有効性を語れない、ということであろう。個人のがん免疫状態を包括的に観察する方法としては、
免疫組織化学染色を用い効果細胞を見るイムノスコアや、遺伝子解析を用いて効果側と抑制側
を細分化するイムノグラムなどが確立されていたが、これとて正確性には乏しかった。このため、
我々は以前より実施してきたフローサイトメトリーを用いた効果側と抑制側の免疫担当細胞の
詳細な情報にイムノスコアやイムノグラムの情報も加えた解析を実施することとした。症例ご
との腫瘍免疫における絶対的評価法が構築された際には、がん種や症例ごとに最適な治療法の
組み合わせ（効果細胞の誘導や活性化、抑制細胞の機能抑制、抗原提示細胞の抗原提示能亢進な
ど）を選択する際の根拠の提供が可能となる。 
 
２．研究の目的 
腫瘍組織内浸潤免疫担当細胞側の効果側・抑制側の各因子の強度を多方面から解析し、個人あ
るいはがん種ごとにおける癌免疫状態の絶対的評価を決定することを目的とする。このため、が
ん種を越えて新鮮腫瘍組織を多数収集し①生細胞によるフローサイトメーター解析、②腫瘍内
免疫担当細胞の中でも効果細胞側と抑制細胞側の二つの因子に着目、③培養系も含めた両側因
子の機能解析、④両因子を亜分画化と各亜分画の機能解析、⑤イムノグラムを代表とする遺伝子
的・イムノスコアを代表とする組織学的解析にて裏付け、⑥臨床データとの比較、を実施する。
多くのがん種を横並びに解析していく事で、絶対的な評価を行うことを第一とする。最終的に両
側因子、さらには亜分画化各因子を包括する総合的免疫状態のための評価方法の確立を試み、が
ん種ごと、症例ごとの絶対的評価につなげる。 
 
３．研究の方法 
効果細胞（T細胞）側の評価として、以下の方法を用いる。 
腫瘍組織より抽出した免疫担当細胞全体、精製したリンパ球、さらには表面抗原によりセルソ
ーターにより分画化した細胞群、の各種評価を行う。評価項目としては、①頻度・細胞数（腫瘍
重量当たり）、②PD-1、Tim-3、Ki67 などの各種活性化マーカー発現、③IFNγをはじめとするサ
イトカイン産生頻度（無刺激にて）、④CD3/28 抗体(ビーズ)刺激あるいは PMA/ionomycin 刺激に
よる分裂能・各種サイトカイン産生能・パーフォリン/グランザイム産生能、⑤CMV や MART-1・
NY-ESO-1 抗原ペプチドなどを用いた抗原特異的反応性細胞誘導能の測定、⑥独自開発した、BiTE
を用いた、あるいは CD3 抗体遺伝子導入した標的細胞に対する細胞傷害能、とする。 
抑制細胞（Treg、 TAM、 MDSC）側の評価は、亜分画化後に以下の方法を用いる。 
腫瘍組織より抽出した免疫担当細胞全体にて上述 T細胞刺激を観察し、その上で CD25、CD14、
CD15 分画をそれぞれ除去したのちの刺激による IFNγ産生を比較し、それぞれの分画での抑制
能の強さを観察する。さらに、一定の固定化した複数の T細胞群を反応細胞として用い、刺激に
際して各がん種よりの CD25、CD14、CD15 分画、その亜分画である MDSC、TAM、Treg などを CD11b、
HLA-DR、CD33、CD206、CD25、Foxp3 抗体などを加え解析、がん種ごとに各分画の抑制能を絶対的
に評価する。我々は CD15 陽性細胞の抑制機能に着目しているが、亜分画化する表面抗原は未だ
発見されていない。CD163 や CD33 などのマーカーは既に試し、分画化を行っているが、特に強
い抑制能は認めていない。一方で前述の T 細胞側の抑制性免疫チェックポイント分子の発現も
考慮する。 
東大・垣見教授とは遺伝子的アプローチを、東京医大・佐藤准教授とは免疫組織学的アプロー
チよりの、別角度よりの腫瘍組織内浸潤免疫担当細胞側の効果側・抑制側の強度を解析し、我々
のデータの整合性および統合裏付けとしては、共同研究を実施する。 
 
４．研究成果  
対象としたがん種は、当初の計画より増加し、食道がん・胃がん・大腸がん・肝がん・口腔が
ん・肺がん・胸腺腫・乳がん・皮膚がん・卵巣がん・泌尿器がんとなり、がん種横断的に解析を
実施した。また、当初の計画時に効果細胞側の解析対象として含めていなかった NK 細胞にも解
析対象を広げ、フローサイトメトリーを用いた生細胞の機能に基づく分画・機能解析を実施した。
抑制細胞側については、我々が新規に同定した機能的制御性 T細胞（Treg）マーカー分子の CCR8
を用いて、CCR8 陽性 Treg の腫瘍免疫抑制機能に関するデータを蓄積した。これら知見をもとに
癌免疫の効果側と抑制側の細胞を数的・質的に総合的に解析・統合した。その上で、我々が実施



した固形癌患者に対するモガムリズマブ投与医師主導治験参加症例（食道がん・胃がん・肺がん・
皮膚がん・卵巣がん 合計 39 症例）の患者検体に対し、上記知見を応用し、臨床情報と比較した。
さらにはニボルマブ投与胃癌症例においても解析を加えているところである。 
各研究の成果については、（１）から（５）に分類して記載した。 
 
（１）腫瘍内免疫応答の解析による新しい胃がんの免疫分類 
胃摘出術を受けた２９人の胃がん患者の腫瘍組織から RNA を抽出し、RNA-Seq を実施し、TCGA
に登録されている３２３人の胃がん患者のデータの平均値を基準としてイムノグラムスコアを
算出した。イムノグラムの作製には、RNA-Seq のデータから、がん免疫サイクルに関連する①自
然免疫、②樹状細胞の活性化、③T 細胞、④IFNγ反応、⑤免疫抑制分子、⑥制御性 T 細胞、⑦
抗原提示、⑧細胞増殖、⑨解糖系に関する遺伝子セットを用いて、single sample gene 
enrichment analysis (ssGSEA)を行い、スコア化してそれぞれの軸として評価した。 
右図に示す通り、２９名の胃がん患者の腫瘍
内免疫応答に関する遺伝子発現は、Hot と
Coldに２分され、さらに Hot は、Hot１、Hot2、
Intermediate の３群にクラスター分類され
た。同時に腫瘍浸潤リンパ球のフローサイト
メーター解析を行い、T 細胞刺激による IFN
γ、TNFα、IL-2 産生を細胞内サイトカイン
染色法で評価した。Hot に分類された腫瘍内
浸潤 T 細胞ではサイトカイン産生が低下し
ていた。それぞれの群の全生存（OS）及び無
増悪生存（PFS）を比較したところ、Hot2 群
の患者の予後は良好であるのに対して、Hot1
群の患者の生存期間は最も短期間であった。 
腫瘍内免疫反応が亢進している Hot1 群と
Hot2 群での予後の差を生じた原因を探るた
めに、さらに詳細に Hot1 群と Hot2 群の遺伝
子発現を比較した。 

Hot1 と Hot2 群では、腫瘍内の代謝に関する遺伝子発現と、細胞間接着因子に関する遺伝子発現
に差を認めた。Hot1 腫瘍内では、脂質代謝、酸化的リン酸化、ミトコンドリアのエネルギー産
生、解凍系が亢進しており、腫瘍と免疫細胞との栄養の競合が T細胞の機能を阻害していると考
えられた。細胞間接着因子の発現は、EMT や転移に関わっており、Hot1 の予後不良の原因となる
と考えられた。以上のように、腫瘍のトランスクリプトーム解析から、腫瘍内免疫応答に関わる
情報を抽出し、その病態を解明することで、将来の免疫制御法を併用した新しいがん免疫治療法
の開発へとつながると期待される。 
 
（２）腫瘍内免疫応答の解析による新しい大腸がんの免疫分類 
大腸がん１１７例を対象とし、各種ヘルパーサブセットの浸潤、骨髄由来抑制性細胞(Myeloid 
derived suppressor cells、MDSC)、単球、マクロファージ等の浸潤を、細胞傷害性 T細胞マー
カーとともに蛍光多重染色法によって同時に評価し、細胞傷害性免疫反応の調整因子を探索し
た。 
① ヘルパーサブセットによる層別化解析（Th1 サブセットによる活性化） 
各種のヘルパーサブセットの浸潤数で層別化した解析を行ったところ、Th1 サブセットの浸潤数
が多い群では胞巣内の CD45RO 陽性細胞浸潤数が予後と相関しているのに対し、Th1 サブセット
の浸潤数が少ない群では CD45RO 陽性細胞の浸潤と予後に有意な相関がないことが確認された。
がん局所で細胞傷害性 T 細胞の抗腫瘍性効果が発揮されるためには、同時に活性化に関与する
Th1 ヘルパー細胞が同時に浸潤していることが必要であると示唆された。 
② Arginase 1 産生性免疫抑制細胞の細胞系譜同定 
Arginase 1 はアルギニンを枯渇させることで、CD3 陽性 T リンパ球の T 細胞受容体発現を抑制



し、細胞傷害性免疫反応を負に制御する。単球、マクロファージ、MDSC など多彩な細胞ががん
局所で Arginase 1 を産生している。CD11b 陽性の単核 MDSC (mononuclear MDSC、 mMDSC)、 CD15
陽性の多核 MDSC (polymorphonuclear MDSC、 pMDSC)、CD68 陽性マクロファージ、CD163 陽性の
M2 マクロファージのそれぞれの細胞系譜について、Arginase 1 発現率で層別化した解析を実施
した。pMDSC については、Arginase 陽性細胞が優位なグループでは CD3 陽性リンパ球浸潤と予
後に相関が確認されなかったが、Arginase 陰性細胞が優位なグループでは胞巣内浸潤 CD3 陽性
リンパ球の浸潤が多い群で予後が有意に良好であった。それに対し、他の細胞系譜ではいずれも
相反する結果が得られ、Arginase 1 陽性細胞が優位なグループでは CD3 陽性リンパ球の浸潤数
が多い群で有意に予後が良好であったのに対し、Arginase 1 陰性細胞が優位を占めるグループ
では CD3 陽性細胞の浸潤と予後に有意な相関が確認されなかった。以上から CD3 陽性の細胞傷
害性 T細胞の抗腫瘍性効果を Arginase 1 を介して抑制している細胞は pMDSC であり、他の細胞
系譜による Arginase 1 産生はむしろ細胞傷害性免疫反応を促進する形質とみなされることが明
らかにされた。 
 
（３）食道がんにおける腫瘍微小環境因子としての腫瘍浸潤リンパ球評価 
食道がん免疫微小環境の解析において抗腫瘍効果の主役を担う腫瘍浸潤リンパ球(TIL)を定量
化する評価法としてイムノスコア (切除標本の免疫組織染色により腫瘍中心・辺縁部で各 CD3、
CD8 陽性 T リンパ球陽性細胞数を測定しスコアを算出)を用い、このイムノスコアが術前無治療
食道がん 300 症例の予後および術前化学療法の治療効果予測に極めて有用である可能性が示唆
された(図 1)。 

図 1：外科切除標本を用いたイムノスコア(IS)と予後 
イムノスコアが低い low 群（スコア 0-2 点）に比べて、イムノスコアが高い high 群（スコア 3-
4 点）の方が、予後が良好であり、特に進行症例(StageⅡ-Ⅳ)でその差は顕著であった。 
 
（４）食道がんにおける腫瘍浸潤 M2マクロファージと治療効果・予後との関連性 
術前補助化学療法（NAC）における腫瘍免疫微小環境の意義を網羅的に解析するため食道扁平
上皮がん 86 例における治療前内視鏡生検を用いた多重蛍光免疫染色法を行ったところ、NAC の
非奏効群は奏効群と比較して(CD163 or CD206 陽性)M2 マクロファージが有意に高浸潤しており
(各 p=0.0057, 0.0196)、M2 マクロファージ高浸潤群は低浸潤群より有意に予後不良であった(5
年全生存率 57.2 vs 71.0%, p=0.0498) 。同内容は 2020 年 Cancer Science 誌(Vol 111, Issue 
4)のカバー写真(下図)に掲載された。 

 

 

 

 

 

 

 

（５）口腔扁平上皮がんにおける予後および「Hot」腫瘍の新規バイオマーカー 



口腔扁平上皮がんの腫瘍内微小環境を腫
瘍組織内免疫担当細胞のフローサイトメト
リーにて解析した。原発性口腔扁平上皮がん
31 例について免疫チェックポイント分子を
含む 19 の表面抗原についてフローサイトメ
トリーにて発現頻度を取得し、ヒートマップ
解析を実施したところ、階層的クラスタリン
グアルゴリズムはクラスターA（Cold）とクラ
スターB（Hot）の 2群を示した（右図）。 
クラスターAとクラスターBの 2群間にお
いて、全ての表面抗原の発現頻度を用い
て、Cluster Identification, 
Characterization, and Regression 
(CITRUS)プログラムにて 2群間で違いを認
めるサブセット探索を実施した。2群間で
差を認めるサブセットとして、CD45RA 陰性 CD4 陽性 CD25 強陽性 ICOS 陽性細胞の陽性頻度がク
ラスターBにおいて有意に高値を示すことを見出した（図２）。クラスターAとクラスターBの 2
群間で無病生存率には有意差が認められなかった（P=0.095）ため、ROC 曲線(Receiver 
Operatorating Characteristic curve、受信者動作特性曲線)から、CD45RA 陰性 CD4 陽性 CD25
強陽性 ICOS 陽性細胞の陽性頻度のカットオフ値（95％）を算出し、このカットオフ値を用いて
2群間での無病生存率を比較したところ、＜95％群では≧95％に比べて有意（P=0.0157）に無
病生存率が高かった（図３）。 
（図２）                          （図３） 

 
応用研究の概要 
（1）～（5）で記載した、がん免疫における腫瘍組織内免疫担当細胞の効果細胞と抑制細胞の
関係を用いた絶対的評価を試行する対象として、①抗 CCR4 抗体モガムリズマブの固形がんを対
象とした医師主導治験参加症例、および②標準治療として抗 PD-1 抗体ニボルマブ投与を行った
進行胃がん症例、の検体を用いた。 
① 抑制細胞の Treg はモガムリズマブ投与後に除去されることで、がん抗原 NY－ESO-1、XAGE1
に対する反応増強が観察された症例のように抗腫瘍効果の増強を認めた症例も存在したが、一
部であった。そこで、効果細胞側の臨床評価として長期生存が認められた症例の要因を探索し、
NK 細胞の疲弊並びにセントラルメモリ CD8T 細胞上の CCR4 発現が低いために当該細胞が維持さ
れていることが、長期生存の要因であることを見出した。 
② ニボルマブ投与により、PD-1-PD-L1 経路に代表される CD8T 細胞の抑制系は解除されてい
た。PD-1 陽性 CD8T 細胞の分画化を行ったところ、末梢血において CD103 陽性 PD-1 陽性 CD8T 細
胞の増殖性が最も顕著であり、この発現細胞量と症例の予後が相関することを見出した。CD103
陽性 PD-1 陽性 CD8T 細胞を増殖させるアプローチは、抗 PD-1 治療に対する不応答性の克服に大
切であることが示唆された。 
効果細胞と抑制細胞における種々の因子を変数とした計算値を作成し、予後との関連性を解
析しているが、現時点で NK、セントラルメモリー細胞、CD103 といった単変数因子が有意差とな
って表れている。多変量解析手法により結果が異なることが判明しているため、最適な手法を探
索し、より正確な計算式を同定している。また更なる変数の参入も試みている。 
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