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研究成果の概要（和文）：本研究は、粘液型脂肪肉腫(ML)の腫瘍免疫を遺伝子発現と病理組織に加え全エキソン
データから解明することで、予後予測のみならず、将来のがん免疫療法の薬剤応答への評価指標として期待がで
きるものである。我々はMLの遺伝子発現データ、病理画像のみならず、全エキソンシーケンスデータを組み合わ
せ、予後と関連する特徴量の抽出を行った。本研究で培った解析手法で複数の論文を出し、また本研究により得
られた知見により、招待公演に呼ばれ発表を行った。

研究成果の概要（英文）：This study aims to elucidate tumor immunity in myxoid liposarcoma (ML) based
 on gene expression, histopathology and whole exome sequencing data so as not only to predict 
prognosis but also the response for cancer immunotherapy drugs. We combined gene expression data, 
pathology images, and whole exon sequencing data of ML to extract prognostic features. I published 
several papers using the analysis methods developed in this study and was invited as a guest speaker
 to conferences.

研究分野：がん免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、本邦でもがん免疫療法が開始されたが、奏功率は低く、有効な患者を予測する解析手法の探索が進んでい
る。本研究により、粘液型脂肪肉腫の腫瘍免疫を遺伝子発現、DNA変異データと病理組織から解明することで、
予後予測のみならず、将来のがん免疫療法の薬剤応答への評価指標として期待ができる。また今回開発した解析
手法を、その他の別種のがんにも適応することで、従来とは異なった治療奏効マーカーの発見につながると考え
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。
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１．研究開始当初の背景 
近年、免疫チェックポイント阻害薬（以下 ICI）などの新規がん免疫療法が利⽤されている。
しかし、がん免疫療法が有効な患者ははっきりしておらず世界中の研究者が ICI の有効性
の予測因⼦を探索している。がん免疫療法の有効性を予測する分類⼿法として提唱された
hot 腫瘍と cold 腫瘍分類は、免疫学的プロファイルに基づき、腫瘍を Th1 細胞, NK 細胞, 
CD8 細胞, Th17 細胞, 抗原提⽰細胞などが癌細胞への浸潤を促進する hot 腫瘍、免疫細胞
が癌細胞に浸潤しない cold 腫瘍に分類する。⼀部の腫瘍では、hot 腫瘍は ICI に対する⾼い
反応性を⽰す。⼀⽅で、粘液型脂肪⾁腫（以下 ML）は染⾊体転座 t(12;16) (q13;p11)によ
る FUS-DDIT3 融合遺伝⼦形成を特徴とした脂肪⾁腫の１つであり、⼈⼝ 100 万⼈あたり
約 9 例程度の発症率と⾮常に希少である。ML を hot 腫瘍、cold 腫瘍に分類した報告はな
く、免疫学的分析な解析も少数である。 
２．研究の⽬的 
様々な腫瘍が、遺伝⼦発現データから hot 腫瘍、cold 腫瘍に分類されており、病理組織画像
から免疫細胞が定量化され予後との関連を調べられているが、免疫細胞の相互作⽤まで考
慮に⼊れた解析は少ない。ML に関しても、その希少性がゆえ、深い免疫学的解析は⾏われ
ておらず、本邦においてもペンブロリズマブが特定の条件下で全固形癌に適応となった今、
ML の免疫学的解析は急務である。 
本研究の⽬的は、ML における腫瘍免疫解析を深めるために、病理組織を⽤いて CD8陽性
T 細胞を含め、複数の免疫細胞を染⾊し、2種免疫細胞の相互作⽤も考慮に⼊れた免疫細胞
の分布を解析する。また、免疫細胞の不均⼀性や密度などの病理学的特徴と RNA-seq によ
る免疫学的プロファイル、さらには全エキソンシーケンスデータを組みわせて、ML の免疫
環境データを解明する。 
３．研究の⽅法 
本研究は、ML における免疫細胞の数理的分布解析結果、およびRNA発現量データから推
測した免疫プロファイル、さらには全エキソンシーケンスデータを⽤いて、予後と関連する
特徴を⾒つける。 
４．研究成果 
がん研有明病院にて切除された世界最⼤規模の ML の 75 検体の RNA-seq データに対し、
CIBERSORT, MCP-Counter, CYT(cytolytic activity score)などのソフトウェアを⽤いて免
疫プロファイルの定量化を⾏った。その結果、免疫学的に hot群の⽅が明らかに免疫反応が
強く、細胞障害性 T 細胞などの免疫細胞が多く浸潤していると推測された。また、がん関
連の50 のGene set(hallmarks)に対し、single sample Gene Set Enrichment Analysis(ssGSEA)
を施⾏したところ、炎症反応に関連する gene set (INTERFERON_ALPHA_RESPONSE, 
INTERFEROM_GAMMA_RESPONSE, INFLAMMATORY_RESPONSEなど）が hot群に
おいて、より enrich されていることがわかり、その他のがんと同様に hot 群には多くの免
疫細胞が浸潤し、免疫が活性化していると考えられた（図１）。 
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図１ 

 * : FDR <0.05, ** : FDR <0.005, ***: FDR <0.0005 



 
次に ML 患者の未染⾊スライド
に 対 し 、 CD3, CD8, CD20, 
CD68, FOXP3, PD-1, PD-L1 の
7種類の染⾊を⾏い、バーチャル
スライドスキャナーを⽤いてデ
ジタル化し、QuPathソフトウェ
アにより陽性細胞を検出した。
RNA-seq の免疫細胞推定量を病
理画像の免疫染⾊を⽤いた密度
のデータを⽤いて検証したとこ
ろ、問題なく相関していることが⽰された（図２）。 
また、各染⾊の密度において特に CD68陽性細
胞が他の陽性細胞と⽐べて⾮常に⾼密度に分
布していることが分かり、ML は特にマクロフ
ァージの浸潤が特徴的ながんであるというこ
とが⽰された（図３）。 また、従来の⼀般的な
病理画像における分布解析である単⼀の染⾊
に対する分布や密度を調べるのみならず、複数
の染⾊間での類似性を調べることで、免疫細胞
同⼠の相互作⽤を考慮に⼊れた解析ができる
と考えた。そのためにまず、免疫細胞の位置情
報から、カーネル密度推定を⽤いて確率密度関
数を推定し（図４a,b）、２染
⾊の確率密度を⽤いての２
染⾊間の類似度を⽰す指標
で あ る  Jensen-Shannon 
divergence を算出した。そ
の結果、CD68 と PD-L1 
との組み合わせで最も値が
⼤きくなる、つまり分布の類
似度が低かった（図４c）。
CD68 はマクロファージを
反映すると考えられ、PD-
L1 はマクロファージや⾎管内⽪細胞で恒常的に発現しているが、腫瘍においては腫瘍細胞
が発現し免疫逃避と関連することが知られている。
CD8 と CD68 の類似度が⾼いこと、CD8 と PD-L1 の
類似度は低いことなどから考えると、ML において腫
瘍随伴マクロファージや腫瘍細胞からのPD-1/PD-L1
に関連する免疫逃避はそこまで多くはなく、マクロフ
ァージは TAM としては働いていない可能性が考えら
れ、⼀般的な固形がんとは違った免疫環境が構成され
ていることが考えられた。また、さらに 33サンプルの
全エキソンシーケンスデータからコピー数多形を調べ
たところ、⾮常に特徴的なコピー数異常が⾒られた（論
⽂投稿前のためデータ⾮公開）。また、特に染⾊体全体のコピー数不安定性を fraction of 
genome altered(FGA)を⽤いて調べたところ、特に⽋失における不安定性が⾼い群が予後が
悪いことが⽰された。現在上記結果を論⽂として投稿準備中である。また、本研究で使⽤し
た複数の解析腫瘍を参考に、複数の論⽂を報告し、また本研究により得られた知⾒により、
学会及び招待講演において発表を⾏った。 
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