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研究成果の概要（和文）：膵癌は最も予後不良な癌の一つであり、生物学的悪性度が極めて高い。膵癌は癌関連
線維芽細胞（CAFs）等より構成される、豊富な間質増生(desmoplasia)を特徴とし、治療抵抗性の一因と考えら
れており、間質増生を抑制することで薬剤送達率を改善する様々な試みがなされているが、未だ効果的な治療法
は開発されていない。
今回手術検体を用いて食道癌のシングルセル解析を行い、化学療法前後でのT細胞やB細胞といった腫瘍免疫微小
環境の変化を明らかにし、またPublic dataの膵臓癌のシングルセル解析を行うことで、膵癌のCAFsの免疫チェ
ックポイント分子の発現を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic cancer is one of the poorest prognosis cancers and has an 
extremely high biological grade. Pancreatic cancer is characterized by abundant stromal 
proliferation (desmoplasia) composed of cancer-associated fibroblasts (CAFs), which is thought to 
contribute to the resistance to treatment.
In this study, we performed single cell analysis of esophageal cancer using surgical specimens to 
clarify the changes in tumor immune microenvironment such as T cells and B cells before and after 
chemotherapy, and single cell analysis of pancreatic cancer using public data to clarify the 
expression of immune checkpoint molecules in CAFs in pancreatic cancer.

研究分野： 医歯薬学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膵癌は非常に予後不良な癌の１つであり、その予後不良の一因である腫瘍免疫微小環境の解明は新規治療法に必
要な課題である。本研究ではシングルセル解析を用いて、化学療法前後の食道癌の腫瘍免疫微小環境の変化を解
明し、またPublic dataを用いて膵癌のCAFsの免疫チェックポイント分子の発現を確認した。
化学療法前後の免疫細胞の変化は化学療法の効果を高める併用療法の開発につながる可能性が示唆された。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
膵癌は最も予後不良な癌の一つであり、生物学的悪性度が極めて高い。膵癌は豊富な間質増生
(desmoplasia)を特徴とし、治療抵抗性の一因と考えられており、間質増生を抑制することで薬
剤送達率を改善する様々な試みがなされているが、未だ効果的な治療法は開発されていない。近
年、癌免疫療法が世界的に注目を浴びているが、他の癌種で有効な抗 CTLA-4 抗体、抗 PD-1 抗
体、抗 PD-L1 抗体といった免疫チェックポイント阻害薬が膵癌では効果が乏しい。 
そこで我々は、膵癌において、免疫チェックポイントである PD-L1 経路や CTLA-4 経路以外の
癌免疫応答にブレーキをかけている機序が存在するのではないかと考え、同定することを目指
し、治療前・治療中・治療後の膵癌組織における免疫細胞のモニタリングを行うことを計画した。 
 
２．研究の目的 
近年、マウスモデルを用いた膵癌免疫療法の研究では、抗 PD-1 抗体を FAK 阻害剤と
Gemcitabine(GEM)と併用することでほとんどの膵癌細胞を消滅させることに成功した
(JiangH, et al. Nat Med, 2016)が、免疫チェックポイント阻害剤単独では効果が乏しいことが
数多く報告されている。これは、PD-L1 経路や CTLA-4 経路の他にも癌免疫応答にブレーキを
かけている分子が存在するため、十分な抗腫瘍効果が得られないことが一因と考えられる。本研
究の目的は、膵癌における免疫逃避機構のメカニズムを経時的、機能的に、空間的に検討するこ
とで、新たな免疫逃避機構を解明し、その制御により持続的に抗腫瘍効果を回復させ自己の免疫
細胞により癌細胞を排除し得る新たな治療アプローチを確立することである。これにより膵癌
患者の予後改善に貢献しようと考えた。 
 
３．研究の方法 
①抗 PD-1 抗体投与後の膵癌組織における immune response 解析 
膵癌自然発癌モデルの KPC マウスを用い、抗 PD-1 抗体投与群、抗癌剤投与群、未治療群の 3群
に分け、膵癌組織における免疫細胞の変動を 3群間で検討する。我々の pre の実験において、抗
PD-1 抗体投与 KPC 群の免疫染色では、未治療群と比較して CD8 陽性 T 細胞の割合が有意に増加
していることが認められた。この結果から、免疫療法後の膵癌組織において免疫細胞の分布・発
現・機能などに変動が生じることが示唆された。各群の膵組織採取後 single cell に調製し、BD 
Rapsody を用いたターゲットシークエンスにて immune response 解析を行う。これにより、免疫
逃避機構を制御している免疫細胞や分子を探索する。 
②位置情報を兼ね備えた遺伝子発現解析による免疫応答モニタリング 
これまでの遺伝子発現解析では組織の位置情報までは得られなかったが、本研究では
10XGenomics の Chromium にてシングルセル RNA Seq を行うと同時に、組織サンプルを用い位置
情報を持ったトランスクリプトーム解析も行う。これにより、腫瘍組織内に浸潤している免疫細
胞と周辺に分布する免疫細胞の遺伝子発現の違いをマッピングし可視化する。解析サンプルは、
未治療・治療中・治療後の KPC マウスの抗 PD-1 抗体治療モデルの膵癌組織を用いる。また、ヒ
ト切除膵組織より癌細胞と間質細胞、免疫細胞をともに 3 次元共培養した PDO mixed immune 
cells モデルを樹立し、簡便にヒト膵癌微小環境を再現する。PDO mixed immune cells モデル
に、現在の膵癌標準治療である GEM+nab-Paclitaxel 添加群、抗 PD-1 抗体添加群、未添加群に分
け、マウスモデルと同様の位置情報を伴う遺伝子発現解析を行い、各群間および抗 PD-1 抗体添
加前後における免疫応答のモニタリングを検討する。 
③免疫逃避機構の解除分子による新規個別化癌免疫療法の開発 
網羅的な immune response 解析により、免疫逃避機構のスイッチの ON/ OFF に関わっている分
子や、既存の免疫チェックポイント経路以外の別経路の存在が明らかになれば、膵癌で奏効率の
低い抗 PD-1 抗体を有に上回る癌免疫療法への応用が期待できる。さらに、バイオプシー検体を
用い PDO mixed immune cells モデルを樹立することで、同一患者の膵癌細胞、間質細胞、免疫
細胞による in vitro モデルが再現できるため、同定した分子を用いた個別化治療の検討を行う
ことができる。以上のことから、免疫逃避機構を新たに解除する機序が明らかになれば、患者自
身の免疫機能により抗腫瘍効果が得られるため、治療効果の長期持続を望むことができ、膵癌患
者の予後改善に大きく寄与すると考えられる。 
 
４．研究成果 
【１．膵癌を含む消化管癌手術検体のシングルセル RNA-Seq 解析】 
膵癌の single cell 解析のための検体処理に難渋したため、食道癌を中心に消化管癌の手術検
体を用いて、10X Genomics の Chromium にてシングルセル RNA-Seq を行い、臓器横断的に消化管
癌における免疫逃避機構に主に焦点を当てて、腫瘍内に浸潤する免疫細胞の解析を行った。また、
術前化学療法投与前後の免疫チェックポイント分子や T 細胞の疲弊化マーカーの経時的変化を
観察するため、当院消化管内科とも協力して生検検体のサンプル解析も行った。化学療法前後で



解析を行うと CD8 では Effector Memory CD8 が増加し、
ExhaustCD8 が減少していた。また、CD4T 細胞では
ExhaustCD4 の疲弊化の程度が化学療法後に減少している
ことや、制御性 CD4（Treg）の抑制性が減少していること
が判明した。また、B細胞では化学療法後に遊走能が低下
し、一方抗体産生能が上昇していることが分かった。 
このように化学療法が腫瘍免疫微小環境を改善すること
が示唆された。 
 
 
 

 

 
【２．免疫細胞を含めた微小環境を再現する 3次元培養の確立】 
マウスの KPC 細胞株、免疫細胞を用いて 3次元モデルの作成を行い、
免疫微小環境の解析を行った。今後は切除膵組織を用いて Patient 
derived organoid (PDO) mixed immune cells モデルの作製を進め
ている。 
【３. 膵癌線維芽細胞に発現する PD-L1】 
Public data（ Junya Peng et al, Cell Research,  2019)を用いて
膵癌 single cell で PD-L1 及び PD-L2 の発現を評価したところ、膵
癌間質の線維芽細胞にも PD-L1 及び PD-L2 の発現を認めた。豊富な
間質増生を病理学的特徴とする膵癌において、新たな免疫逃避機構
の一つとなる可能性がある。 
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