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研究成果の概要（和文）：局所の免疫モニタリングとして、腫瘍浸潤Tリンパ球(TIL)を定量化するイムノスコア
が食道癌の予後・術前化学療法治療効果予測に(Noma T, Makino T, et al. Ann Surg 2021)、腫瘍辺縁三次リン
パ様構造が食道癌の予後・PD-1抗体治療効果予測にそれぞれ有用であった(Hayashi Y, Makino T, etal. Br J 
Cancer 2023)。
一方、全身モニタリングでは食道癌Nivolumab投与前後でNivolumab(IgG4)結合末梢血T細胞において投与4週後に
CD8上のCD103発現が奏効例で高く、CD103高発現群は予後良好であった(投稿中)。

研究成果の概要（英文）：As local immune monitoring, Immunoscore, which quantifies tumor-infiltrating
 T lymphocytes (TILs), was found useful in predicting the prognosis and response to preoperative 
chemotherapy in patients with esophageal squamous cell carcinoma (Noma T, Makino T, et al. Ann Surg 
2021). Similarly, peritumoral tertiary lymphoid structures was identified to be useful in predicting
 prognosis and response to PD-1 antibody treatment for esophageal cancer (Hayashi Y, Makino T, etal.
 Br J Cancer 2023). 
On the other hand, in the analysis of Nivolumab (IgG4)-bound peripheral blood T cells before and 
after administration of Nivolumab for esophageal cancer as systemic immune monitoring, the 
expression of CD103 on CD8(+) T cells was higher in Nivolumab responders compared with 
non-responders at 4 weeks after Nivolumab administration, and the CD103-high group showed better 
prognosis (in submission) .

研究分野： 癌免疫微小環境

キーワード： 食道癌　3次リンパ様構造　腫瘍浸潤リンパ球　PD-1抗体　胃癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
上部消化管癌において局所および全身の免疫モニタリングすることで、腫瘍免疫応答機序の（少なくとも)部分
的な解明につながり、また患者予後や(化学療法、免疫療法を含む)治療効果予測に臨床上非常に有用であること
が明らかとなった。いまだ研究途中の課題もあるが、今回得られた知見により上部消化管癌における個別化治療
の確立、予後向上の一助となる可能性があり、その学術的・社会的意義は大きいものと考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
上部消化管がん(食道癌・胃癌)に対して ICI が最近保険収載され治療体系を大きく変えたが、ICI

単剤の奏効率は 10-20%といまだ低い。また、高額な医療コストや重篤な有害事象(irAE)リスク

を考えると、ICI の治療効果や有害事象を予測する有用なバイオマーカーの確立が急務である。

腫瘍組織における PD-L1 発現量、遺伝子変異数、ネオアンチゲン数、MSI-H、dMMR などの腫

瘍因子が治療効果と相関するとの報告が散見されるが、総じて不変的マーカーの確立とまでは

至っていない。その一因として ICI の治療効果はあくまで腫瘍に対する宿主側の免疫応答があっ

て初めて成り立ち、個体・腫瘍によって異なる免疫細胞、免疫応答の関与が重要な役割を果たす。

実際、腫瘍浸潤 T 細胞(TIL)数が ICI 治療効果の予測因子になることが様々ながんで報告され、腫

瘍免疫応答においてはこれまで多くの T 細胞研究がなされてきた。一方で、液性免疫の中心的

役割を担う B 細胞は、腫瘍免疫応答においては自己産生する抗体が腫瘍促進的に働く一方で、

ADCC 活性や貪食作用、抗原提示細胞として T 細胞を介した抗腫瘍作用を備えるという 2 面性

を持つ。また、腫瘍局所においては B 細胞が主成分を占める TLS を形成し、抗腫瘍免疫・良好

な予後と強く関連するとされる一方で、IL-10・TGFβを産生する”制御性 B 細胞”が腫瘍進展に

関わるとされる。しかしマウス実験など数少ない報告のみであり、腫瘍免疫における B 細胞の

詳細な役割・機序は大部分が未知である。 

一方、がん特異的免疫細胞は腫瘍細胞との接触や免疫療法の介入によりそれらの数・機能にお

いて経時的変化を呈する。この変化を数値化することを“免疫モニタリング”と称すが、実際に

非消化器癌での ICI 投与後短期での免疫モニタリングによる末梢血 PD-1＋CD8+細胞数上昇が治

療効果に相関するという知見や、ICI 投与後の末梢血 B 細胞数低下が irAE 発症を予測するとの

報告もある。本研究では末梢血と腫瘍組織にて T 細胞に加え B 細胞に着目した免疫モニタリン

グにより食道癌・胃癌における有用な ICI 治療マーカー確立や治療標的の同定を目的とし、最終

的に上部消化管がん免疫療法の個別化確立を目指す。 
 
２．研究の目的 
近年の薬物療法の進歩により上部消化管がん領域でも治療奏効例の予後改善はあるもののいま

だ全体として飛躍的な予後改善には至っていない。最近 CTLA-4/PD-1 抗体など ICI が大きな注

目を集め、食道癌・胃癌でも驚くべき臨床効果を得ているが、ICI 単剤での奏効率は改善の余地

が大きく、それらの有用な効果予測マーカーは未確立である。そこで、本申請研究においては上

部消化管がんに対する ICI のバイオマーカー確立および新たな治療標的の同定が目的である。 
 
３．研究の方法 
食道癌・胃癌患者における T 細胞・B 細胞を中心とした各免疫関連因子の経時的評価を液性・細

胞性免疫の双方を加味した下記のアプローチで行い、ICI 治療におけるバイオマーカーの確立お

よび治療標的分子(細胞)の同定を経てそれらの臨床応用を目指す。 

(１) 全身免疫モニタリング 

末梢血を用いて T 細胞および B 細胞(形質細胞)を中心とした下記の因子の経時的(Day0、7、14、

28)免疫モニタリングを行い、治療効果・有害事象・予後との関連を検証する 

① Nivolumab(IgG4)が結合したT・B細胞の各表面マーカー発現解析(T・B細胞数お 

よび各細胞サブセットの測定)。活性化分子(ICOS、OX40、4-1BB、CD103 etc)および 

抑制性分子(PD-1、Tim-3、CCR4、CTLA-4、LAG-3 etc)についてそれぞれフローサイト 

メトリー(FACS)にて測定・評価。B細胞については総数および各細胞サブセット分画 



を各測定し、これらとT-regやエフェクターT細胞(とくにPD-1+CD8陽性T細胞)との関 

連性を検証(FACS、免疫染色) 

② リンパ球レセプター(TCR・BCR)のレパトア解析によるclonalityおよびdiversity評価 

③ (Antigen spreading評価としての)がん抗原に対する自己抗体の網羅的測定(Bio- 

Plexシステム)と末梢血B細胞分画との相関 

④ FACS による制御性 T(CD25+FOXP3+細胞)および制御性 B 細胞(CD19+IL-10+細胞または 

IgA+PD-1+IL-10+細胞)分画測定とサイトカイン(LPS/PMA 刺激による IL-10・TGFβ) 

産生能評価、制御性 B 細胞の制御性 T 細胞への分化誘導能評価（ナイーブ T 細胞と 

の共培養) 

(２) がん局所免疫モニタリング 

内視鏡生検/切除標本の腫瘍組織における T・B 細胞を中心とした経時的(ICI 投与前後)なモニタ

リング評価と治療効果・有害事象・予後との関連を検証する 

① 腫瘍浸潤T・B細胞の各発現評価(CD3/4/8、CD19/20 etc：FACS、免染)と腫瘍側因子(PD-L1/2、

MLH-1/MSH-2、MSI etc)およびその他の免疫細胞(NK細胞・M1/2マクロファージ・樹状細胞・

キラーT細胞・制御性T細胞・MDSC・好酸球 etc)の発現との相関 

②  腫瘍内/腫瘍周囲 TLS の多重蛍光免疫染色評価(CD4/8/19/20/21/138)と機能解析(Visium®を

用いた空間的遺伝子発現解析) 

③ 制御性 B 細胞(CD19+IL-10+細胞または IgA+PD-1+IL-10+細胞)の発現・局在評価と制御性 T

細胞/エフェクター(PD-1+CD8 陽性)T 細胞発現との関連性 

④ 腫瘍浸潤 B 細胞由来免疫グロブリンのレパトア解析 

アプローチ A と B、すなわち末梢血とがん局所における免疫細胞の動向の相関性その後、独 

立したサンプルを用いた validation を経て最終的に前向き臨床試験へとつなげる。 
 
４．研究成果 
 
(１) 食道癌における腫瘍浸潤リンパ球評価とその臨床病理学的意義 
① 術前無治療症例切除標本を用いたイムノスコア評価  

2000-2017 年に根治切除を施行した術前無治療食道扁平上皮癌患者 300 例の切除標本ホルマリ

ン固定パラフィン包埋(FFPE)スライドにおいて、IS評価方法として抗CD3抗体(総Tリンパ球、

monoclonal, Clone F 7.2.38,Dako)を、CD8 抗体(キラーT リンパ球、monoclonal, Clone C8.144B, 

Dako)についての組織免疫化学染色を行い、腫瘍周囲の浸潤辺縁(間質と腫瘍の境界線から内外

側に 500μm の範囲) と腫瘍の中心部(辺縁部より内側の範囲)の TIL 数について 1 視野：500μ

m2 を複数視野分、自動計測(BZ-X710/BZ-H3C ,Keyence)した。中心部と辺縁部それぞれにおい

て TIL 数の上位 5 視野を選択し、5 視野の合計 TIL 数の平均値をカットオフとし症例ごとに IS

スコアリング(0-4 点)を行った。CD3・CD8 の免疫染色評価では、腫瘍の中心部と辺縁部の CD3

陽性細胞数(平均値)は中心部 722/mm2、辺縁部 1474/mm2 (P=0.0001)、CD8 陽性細胞数(平均値)

は中心部 500/mm2、辺縁部 870/mm2(P=0.0001)であり、CD3・CD8 ともに中心部よりも辺縁部

の方が有意に多かった。この平均値を用いて IS を評価すると、IS の分布は 0/1/2/3/4=92 例

(32%)/76(25%)/52(17%)/32(10%)/48(16%）であった。IS を 2 群［IS-high（3-4 点）群 vs IS-low

（1-2 点）群］に分けると、2 群間で stage を含めた患者背景因子には差を認めなかった。予後

に関して、全症例において IS-high 群は IS-low 群よりも予後良好な傾向があり［5 年全生存率

（OS）IS-high 群 vs low 群：77.6 vs 65.8%,p=0.0722］、pStage II-IV 症例(n=180)においてより

顕著であった［IS-high 群 vs low 群 5 年 OS: 70.2 vs 54.5%、p=0.0208］。さらに OS の多変量



解析では IS が独立予後因子となった［ハザード比(HR)=2.07,95% confidence interval (CI)=1.26-

3.41, P=0.0043］。 

② 治療前(NAC 前)内視鏡生検検体を用いた TIL 評価 

2000-2017 年に術前化学療法 (NAC)として DCF(Docetaxel/Cisplatin/5-FU)または FAP(5-

FU/Adriamycin/Cisplatin)療法後に根治切除を施行した食道扁平上皮癌 146例のNAC前内視鏡生

検 FFPE スライドを用いた CD3・CD8 免疫染色評価を行った。TIL 評価法に関しては、複数の

生検腫瘍検体中の全ての TIL 細胞数を自動計測し、腫瘍面積あたりの TIL 密度(/1μm2)を算出、

その中央値をカットオフとして high 群、low 群に 2 群化した。CD3 陽性および CD8 陽性細胞数

(密度の中央値)は各 3.1×104/μm2と 1.7×104/μm2であり(P=0.0001)、それらと臨床病理学的因子

との間に有意差は認めなかった。NAC 奏効例(n=71;組織学的 Grade2-3)は、非奏効例(n=75;組織

学的 Grade0-1b)と比較して CD3 陽性( 3.8 × 104 vs 2.5×104/μm2,P=0.0106）および CD8 陽性細

胞数( 2.1×104 vs 1.4×104/μm2,P=0.0729）が多く、とくに CD3 陽性細胞数に関しては OS の多

変量解析において独立予後因子となった(HR=1.75,95%CI=1.12-2.78,P=0.0169）。 

以上より、食道癌切除標本および内視鏡生検検体の FFPE サンプルを用いた新たな TIL 評価法

が、予後および治療効果予測において有用である可能性が示唆された。 

(Noma T, Makino T, et al. Immunoscore Signatures in Surgical Specimens and Tumor-

Infiltrating Lymphocytes in Pretreatment Biopsy Predict Treatment Efficacy and Survival in 

Esophageal Cancer. Ann Surg. 277:e528-e537, 2023) 

 
(２) 食道扁平上皮癌の予後・ICI 治療効果予測における腫瘍辺縁三次リンパ様構造評価の意義 
(目的)三次リンパ様構造(TLS: Tertiary Lymphoid Structure)は慢性炎症下に発生する異所性リン

パ器官で、リンパ節や脾臓などの二次リンパ器官と類似構造を有し獲得免疫の開始・維持を司る。

固形癌など悪性腫瘍の微小環境においても存在することが知られ、それらの発現・成熟性が腫瘍

局所での抗腫瘍免疫応答に寄与するとされる。一方で TLS の発生、成熟性に関わるがん免疫微

小環境の変化やその機序、患者予後への影響は未だ一定の見解を得ず、とくに食道扁平上皮癌に

おける知見は乏しい。本研究は食道癌における腫瘍辺縁 TLS の発現、成熟度を評価し予後およ

び治療効果予測を含めた臨床病理学的意義を明らかにすることを目的とした。 

(対象・方法と結果)自施設を含む 2 施設において術前無治療にて根治切除を施行した食道扁平上

皮癌 316 例が対象。腫瘍最深部切除標本を用いたHE 染色にて腫瘍辺縁(腫瘍先進部より 1000µm

と定義)における TLS 密度を計測し、連続切片の免疫組織化学染色による CD21 および CD23 発

現に基づき TLS の成熟性(未成熟から成熟の順に E-TLS: Early TLS, PFL-TLS: Primary Follicle 

like TLS, SFL-TLS: Secondary Follicle like TLS)を評価した。全体の 91%の症例に TLS 発現を認

め、成熟度別の TLS 発現率は E-TLS/PFL-TLS/SFL-TLS:=75/54/65%であり、TLS 発現の増加に

伴い成熟 TLS 割合は増加した。正常食道上皮、dysplasia 部、癌部(T1 腫瘍)での TLS 発現（密

度）はそれぞれ 0.06[0-0.12]、0.10[0-0.41]、0.36[0.09-1.70]/mm2 であり、癌では Stage の進行

に伴い TLS 発現は減少した(StageI/II/III/IV = 0.49[0-3.09]/0.33[0-2.09]/0.20[0-1.11]/0.13[0-1.90] 

/mm2)。TLS 高発現 vs 低発現群の 2 群比較(cutoff：TLS 密度中央値)では、高発現群で Stage が

浅く(pStageIII/IV 割合 49.4 vs 75.3%, P<0.0001)、脈管侵襲が少なく(リンパ管侵襲陽性割合 

50.6 vs 66.5%, P=0.0060, 静脈侵襲陽性割合 34.2 vs 63.3%, P<0.0001)、また手術時の血清栄

養指標が良好[血清アルブミン値 4.0 vs 3.9 (g/d), P=0.0059 / 好中球リンパ球比 1.89 vs 2.58, 

P<0.0001 / Prognostic nutritional index 48.3 vs 45.8, P<0.0013]であった。予後については、TLS

高発現群は低発現群と比較して Progression-free survival(PFS)が有意に良好であった(2 年 PFS 



81.1 vs 48.9%, P<0.0001)。この傾向は Stage 別のサブグループにおいても同様であり、とくに

成熟度の高い TLS 発現の有無でより顕著であった(2 年 PFS：E-TLS 65.2 vs 65.0%, P=0.24 / 

PFL-TLS 79.9 vs. 50.0%, P < 0.0001 / SFL-TLS 81.1 vs. 48.8%, P < 0.0001)。PFS の多変量解

析にて TLS 密度は独立予後因子であった(ハザード比=2.31、95%信頼区間=1.55-3.46、p<0.0001)。

続いて同切除標本の多重蛍光免疫染色(CD1c, CD4, CD8, CD19, CD21, CD138)にて免疫細胞フ

ェノタイピングによる TLS 成熟度毎の構成細胞分析(n=70, 345 TLSs)を行うと、TLS の成熟度

が増すに伴って各免疫細胞の分布・局在が変化し TLS 内部及び周囲の免疫細胞数が上昇した(免

疫細胞総数中央値: E-TLS/PFL-TLS/SFL-TLS=681.5/1546.5/2427)。とくに PFL-TLS と比較して

SFL-TLS では周囲の CD138 陽性形質細胞割合が有意に高かった(7.5 vs 13.4%, P<0.0001)。さ

らに別コホートとして術後再発に対して抗 PD-1 抗体治療を施行した再発食道癌 34 例を対象と

し初回手術時の切除標本を用いて腫瘍辺縁 TLS 評価を行ったところ、TLS 高発現群(n=17)は低

発現群(n=17)と比較して抗 PD-1 抗体の治療効果が有意に高く(responder 割合 47.1 vs 5.9%, 

P=0.0017)、良好予後であった(median PFS 160 vs 52 days, P=0.0040)。 

(結語)腫瘍辺縁 TLS の密度と成熟性は食道癌における予後や免疫チェックポイント阻害剤の治

療効果の有用な予測バイオマーカーとなる可能性が示唆された。 

(Hayashi Y, Makino T, et al.  Density and maturity of peritumoral tertiary lymphoid structures 

in oesophageal squamous cell carcinoma predicts patient survival and response to immune 

checkpoint inhibitors. Br J Cancer. 128:2175-2185, 2023) 

 

(３) 食道癌 ICI 療法における経時的全身(血液)免疫モニタリングとその意義 

(背景) 食道癌に対する免疫チェックポイント阻害剤は単剤では奏効率が低く治療効果を予測するバイ

オマーカーの確立が必至であるが、とくに全身免疫を反映する血液を用いた有用なバイオマーカーは

未だ存在しない。今回、食道癌に対して Nivolumab(抗 PD-1 抗体)を投与した前後で、抗 PD-1 抗体

の結合したリンパ球の表面マーカーの特徴を経時的に解析し、それらとNivolumabの治療効果や予後

など臨床病理学的因子との相関を検討した。 

(方法と結果) 切除不能進行・再発食道扁平上皮癌に対して抗 PD-1 抗体の投与前後で経時的

(Day0,7,14,28)に末梢血検体を採取した食道扁平上皮癌症例(n=57)を対象とした。フローサイトメトリ

ーを用いて PD-1 抗体の結合した T 細胞上に発現する分子と治療効果との相関について検討を行っ

たところ、Nivolumab投与 4週後、Nivolumab結合 CD8上の CD103は奏効例で有意に発現率が高

かった(p=0.0041)。また、投与 4 週目の CD103 高発現群は有意に全生存期間が良好であった

(p=0.042)。(in submission) 

 

なおその他の (腫瘍浸潤、制御性) B 細胞の解析やがん抗原に対する自己抗体の網羅的測定など

については現在進行中である。 
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