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研究成果の概要（和文）：固形がんにおいて加齢に伴うクローン性造血の合併は予後不良因子である。その機序
を明らかにするために本研究では血中及び腫瘍組織中の白血球の各画分の遺伝子変異をそれぞれ解析し、クロー
ン性造血とがん微小環境における免疫応答との関連を詳らかにすることを目的とした。解析の結果、血中及び腫
瘍組織中に存在する免疫細胞の一部に遺伝子変異を認めることを確認した。認めた変異についてin vitroでの白
血球の機能解析を現在行っている。

研究成果の概要（英文）：In solid cancers, the coexistence of clonal hematopoiesis with aging is a 
poor prognostic factor. To elucidate its mechanism, this study aims to analyze genetic mutations in 
each fraction of leukocytes in both blood and tumor tissue, clarifying the relationship between 
clonal hematopoiesis and immune responses in the tumor microenvironment. As a result of our 
analyses, genetic mutations were identified in some immune cells present in both blood and tumor 
tissue. Currently, functional analysis of leukocytes with identified mutations is being conducted in
 vitro.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
固形がんにおいて加齢に伴うクローン性造血の合併は予後不良因子である。今回我々の白血球画分ごとに細胞を
選別した上ての解析の結果、血中及び腫瘍組織中に存在する免疫細胞の一部に遺伝子変異を認めることを確認し
た。現在行っている機能解析により、クローン性造血由来の免疫細胞が腫瘍進展を制御できない機序を明らかに
できれば、クローン性造血を標的としたがん治療の開発の足掛かりとな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（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 がん細胞の周囲には、炎症細胞、血管・リンパ管、線維芽細胞、細胞外基質などの間質が存在
する。がんの進展において、これらの周囲組織から成る微小環境が重要な役割を果たしている。
このがん微小環境における白血球（＝腫瘍浸潤白血球）は腫瘍浸潤リンパ球(TIL)、骨髄由来抑
制細胞（MDSC），腫瘍関連マクロファージ（TAM）等へ分類され、腫瘍免疫応答に関与する。例え
ば、乳癌においては TIL の定量値が予後と相関することが判明しており、がんとの関連が明らか
になりつつある。しかしながら、腫瘍浸潤白血球の構成割合は腫瘍要因のみならず宿主要因に依
る部分も大きく、それを規定する因子は不明な点も多い。 

 ところで、加齢に伴い体細胞遺伝子変異を生じた造血幹細胞がクローン性に増殖し、造血の一
部を担うことがあり、これをクローン性造血（Clonal Hematopoiesis、以下 CH）と呼ぶ。これは
白血病の前がん病変ではあるものの、白血病に進展する頻度は小さく、また一般的な検査値や形
態学の異常を呈さない。変異を認める遺伝子として TET2 と DNMT3A が約 2/3 を占める（Jaiswal 
S. et al., NEJM. 2014; Genovese G. et al., NEJM. 2014; Xie M. et al., Nat Med. 2014）。
CH を有する場合、有さない者と比較して死亡リスクが高いが、原因として白血病発症のリスク
上昇による寄与は小さく、意外にも動脈硬化性疾患のリスク上昇の寄与が大きい（Jaiswal S. 
et al., NEJM. 2017）。この機序としてマウスモデルにおいて、Tet2 変異を有するマクロファー
ジが動脈壁へ高度に浸潤し、IL-1β の上昇を介した炎症が惹起され、動脈硬化が進行すること
が分かっている（Fuster J. et al., Science. 2017）。また、CH を合併するドナーからの異種
骨髄移植を受けた患者は移植片対宿主病のリスクが上昇（Frick M. et al., J Clin Oncol. 
2019）する、TET2 の機能欠失変異によるクローン性造血を合併する悪性リンパ腫の患者におい
て、CAR-T 細胞療法の活性が上昇する（Fraietta JA. et al., Nat Med. 2018）など、CH は様々
な免疫応答に大きく影響すると推察される。 

 そのような中で、末梢血の解析の結果、がん患者において CH を合併するという報告がなされ
るようになった。固形がん患者 8,000 例程度を対象とした解析では、CH を合併したがん症例は
予後不良であった（Coombs CC. et al. Cell Stem Cell. 2017）。予後不良の原因として、二次
性白血病の発症数や合併症の頻度ではなく、原疾患であるがんの進行が考えられている。 

 以上の背景から、CH を合併するがん患者では、遺伝子変異を有する腫瘍浸潤免疫細胞が、が
んの微小環境においてがんの進展に有利な免疫環境を構築している（図 1）と想定される。免疫
チェックポイント阻害薬をはじめとした治療が標準化してきた昨今において、免疫細胞を含め
たがん微小環境成立のメカニズムを明らかにすることは、その治療成績向上には不可欠である。
そのためには患者のがん臨床検体を用いた探索的解析が必要である。 

  

腫瘍

リンパ球

単球など

遺伝子変異
（CH）

末
梢
血
管

浸潤

がん微小環境

変異なし→腫瘍抑制的作用

変異あり→腫瘍促進的作用

図1. 仮説：クローン性造血由来免疫細胞は腫瘍に有利な微小
環境を構築する



２．研究の目的 

 本研究の目的は、「CH ががん微小環境における免疫応答をどう変化させるか」を明らかにする
ことである。 

 がんと CH の作用点として考慮されるのは、がん局所のがん微小環境である。そのため、本研
究の目的は、がん微小環境における CH がもたらす免疫応答の変化を明らかにすることである。
細胞傷害性 T細胞や腫瘍関連マクロファージなど、がんに浸潤する白血球は均一ではなく、機能
のそれぞれ異なる様々な白血球分画から構成されている。 

 そこで、本研究では、末梢血検体とがん組織検体から採取した白血球の分画ごとに遺伝子変異
の解析を行うこととする。さらには、CH における遺伝子変異が免疫応答にどのような影響を与
えるか、について変異を有する細胞の機能解析を行うことで、CH が固形がんに与える影響につ
いて核心的な情報を付与することができる。 

 

３．研究の方法 

 大腸がん手術検体を酵素処理で単細胞にし、フローサイトメトリーで解析を行う。腫瘍組織浸
潤白血球について、セルソーティングを行い細胞分画ごとに DNAライブラリを作製し、次世代シ
ークエンサーを用いて塩基配列決定を行う。細胞分画ごとの変異遺伝子、変異アレル頻度を解析
する。同時に末梢血についてもセルソーティングを用いて細胞分画ごとに塩基配列決定をおこ
い、腫瘍組織浸潤白血球と比較する。 

 腫瘍組織に浸潤をした CH 由来白血球に認めた機能欠失型遺伝子変異について着目し、遺伝子
ノックダウンを用いて遺伝子発現や機能の変化について解析を行う。 

 

４．研究成果 

 フローサイトメトリーを用いた解析では、がん組織から単離した CD45 陽性腫瘍浸潤白血球の
うち、CD3陽性リンパ球は 60〜80%、CD14陽性骨髄系細胞（マクロファージなど）は 1〜3%であ
った。セルソーターにより各白血球画分を分けて回収し、DNAシークエンスのために各画分から
DNA の抽出を行なった。回収できる細胞数の少ない CD14陽性細胞などの白血球画分は、DNA の増
幅を行なった後にライブラリ調整を行なった。DNA 増幅を行うにあたり、事前に至適な増幅条件
（試薬、鋳型 DNA 量、増幅反応時間）についても検討した。 

 ライブラリ調整の終了した検体で DNAシークエンスを行い、解析を行った大腸がん症例の約 2
割の末梢血中に CH に由来する遺伝子変異を持つ白血球を認めた。さらに腫瘍組織中に存在する
免疫細胞の一部にも同様の遺伝子変異を認めることを確認した。一部の症例では CH 由来白血球
は末梢血に存在するにもかかわらず、腫瘍細胞内には浸潤を認めなかった。一方、エピゲノム修
飾タンパクをコードする遺伝子に変異を有する CH 由来白血球細胞は末梢血中と同様に腫瘍組織
にも浸潤していた。 

 現在はエピゲノム修飾タンパクをコードする遺伝子の変異について shRNA を用いたノックダ
ウンを行い、マクロファージの分化について in vitro で確認を進めている。今後はさらに症例
数を増やし、検証を進めていく予定である。 
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