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研究成果の概要（和文）：悪性骨軟部腫瘍の予後を規定する最大の因子は肺転移であり、転移症例の予後は不良
である。予後改善のため、腫瘍免疫療法の応用が試みられているが、免疫療法の効果は乏しく、骨軟部腫瘍が何
らかの免疫回避機構を持つことが予想された。本課題では、悪性軟部腫瘍での原発巣と肺転移巣の免疫プロファ
イルの違いを検討した。その結果、平滑筋肉腫においては、転移巣ではEPCAMの発現が有意に上昇し、CD8+ T細
胞の腫瘍への集積を阻害することで、免疫逃避に関与していると推定された。そのため、EPCAMの発現や機能を
阻害する事でCD8+T細胞の腫瘍浸潤が回復し、転移性平滑筋肉腫予後が改善する可能性がある事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Pulmonary metastasis is the greatest factor defining the prognosis of 
malignant bone and soft tissue tumors, and the prognosis of metastatic cases is poor. Tumor 
immunotherapy has been attempted to improve prognosis, but immunotherapy has been less effective, 
and it was expected that bone and soft tissue tumors have some immune evasion mechanism.In this 
project, we investigated the differences in immune profiles between primary tumors and pulmonary 
metastases in malignant soft tissue tumors. As a result, it was inferred that in leiomyosarcoma, 
EPCAM expression was significantly upregulated in metastases, and that it was involved in immune 
escape by inhibiting CD8+ T cell accumulation in the tumor. Therefore, it was suggested that 
inhibition of EPCAM expression and function may restore tumor infiltration of CD8+ T cells and 
improve the prognosis of metastatic leiomyosarcoma.

研究分野：整形外科　骨軟部腫瘍
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性骨軟部腫瘍の予後を規定する最大の因子は肺転移である。今回の研究により，悪性軟部腫瘍が原発巣から肺
転移を来す際に、腫瘍の免疫プロファイルがどのように変化するかの詳細が明らかとなった。さらに、平滑筋肉
腫における免疫逃避機構の一旦も解明した。同様の手法は他の悪性軟部腫瘍に関しても応用可能である。そのた
め本研究は、悪性軟部腫瘍の肺転移に対する腫瘍免疫療法の確立、ひいては予後の改善に重要であると考えられ
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    
 

2017 年に施行された、第 3 期がん対策基本法では、希少がん治療の重要性が謳われてい

る。骨肉腫や軟部肉腫(Soft tissue sarcoma: STS)を含む悪性骨軟部腫瘍は、代表的な希少

がんである。手術手技の改善や、全身化学療法の進歩などにより悪性骨軟部腫瘍の治療成績

は改善しているが、肺転移を中心とする遠隔転移を来した進行例での予後は未だに不良で

あり、新規治療法の開発が望まれている。 

 

近年、手術、薬物、放射線治療に加え、腫瘍免疫療法が第4の治療法として脚光を浴びて

おり、代表的な腫瘍免疫療法として免疫チェックポイント阻害薬があり、肺がんや胃がん

などへの優れた効果が確認されている。しかしながら、免疫チェックポイント阻害薬の

STSに対する有効性は、一般的に乏しいことが、いくつかの臨床試験で示されている。 

 

このことから、悪性骨軟部腫瘍においては、何らかの免疫回避機構、すなわち腫瘍細胞

が、自身の性質を変化させ、生体の免疫システムから逸脱させ転移を成立させている可能

性がある。しかしながら、STSにおける免疫回避機構に関する解析は、ほとんどなされて

いなかった。 

 

2. 研究の目的 

 

本課題においては、STSにおける原発巣と転移巣における免疫環境の違いを検討し、STSの

免疫回避機構を解明することを目的とした。 

 
３．研究の方法 
 
上記の目的達成のため、悪性骨軟部腫瘍症例の臨床情報、腫瘍組織の組織学的解析、
nCounter法およびバイオインフォマティクの手法を用いた網羅的遺伝子解析を行った。さ
らに、腫瘍細胞株を用いて分子細胞生物学的解析を行った。また、得られた結果に対す
る、統計学的解析も行った。 
 
４．研究成果 

 

(1) STSの原発巣と肺転移巣の免疫プロファイルの違いに関する組織学的検討 

 

STS症例の原発巣と肺転移巣における、腫瘍組織浸潤リンパ球を評価し，その特徴や臨床

成績との相関を解析した．肺転移巣の切除を行われたSTS患者43例(平滑筋肉腫12例，未分

化多型肉腫9例，滑膜肉腫6例，悪性末梢神経鞘種4例，脂肪肉腫4例，孤立性線維性腫瘍3



例，粘液線維肉腫3例，胞巣状軟部肉腫2例)を対象とした． 

 

原発巣の生検または外科的切除標本および肺転移巣の外科的切除標本を用いて，CD4，

CD8，FoxP3，CD20，CD56，CD68，CD163，PD-1，PD-L1に対する免疫組織化学的染色を行っ

た．評価は，異なる5視野(400倍)での陽性細胞数を合計する事で行った．低浸潤群と高浸

潤群で，overall survival (OS)の比較検討も行った． 

 

原発巣ではCD8陽性T細胞が多く(32.4 vs 22.6, p=0.02)，肺転移巣では制御性T細胞のマ

ーカーであるFoxP3陽性細胞(23.4 vs 14.3, p=0.002)，腫瘍随伴マクロファージ のマー

カであるCD68(32.6 vs 22.4, p=0.02)，CD163(20.5 vs 13.0, p=0.02)陽性細胞，PD-

L1(19.4 vs 15.0, p=0.02)陽性細胞が多かった．Pleomorphic sarcomaとTranslocation-

associated sarcomaの比較では，CD8陽性T細胞のみ前者で有意に多かった(30.6 vs 20.8, 

p=0.03)．OSの中央値の比較では，いずれの分子でも低浸潤群と高浸潤群の間で有意な差

はなかった．さらに、平滑筋肉腫において、肺転移では原発と比較してCD8陽性T細胞の浸

潤が著明に低下していた。 

 

(2) STSの原発巣と肺転移巣の免疫プロファイルの違いに関する網羅的遺伝子解析 

 

引き続き、LMSの肺転移でCD8陽性T細胞の浸潤が減少するメカニズムを解明するため，原

発と肺転移のFFPE切片からtRNAを採取、nCounter法にて網羅的遺伝子発現解析を行った。

その結果、原発巣と比較して肺転移で発現が上昇している遺伝子としてC4BPA，CEACAM6，

EPCAM，LAMP3，DMBT1，MUC1の6つが同定された。また、発現量と浸潤CD8陽性T細胞数との

相関解析の結果，最も相関が強い遺伝子はEPCAMであった(p=0.050)。  

 

(3) 平滑筋肉腫の免疫逃避機構の細胞生物学的解析 

 

平滑筋肉腫細胞株を用いて，EPCAMがCD8+ T細胞の遊走に及ぼす影響を検討した。 

平滑筋肉腫細胞株にてEPCAMの発現を阻害した後に培養上清を採取し、培養上清によるCD8

陽性T細胞の遊走刺激作用をtranswell assayで評価した。その結果、EPCAMの発現阻害に

伴い、培養上清によりCD8陽性T細胞の遊走が促進された。また同様の効果は、EPCAMの機

能をTACE阻害薬とγ-セレクターゼ阻害薬などの薬剤で阻害することでも得られた。これ

らの結果から、平滑筋肉腫細胞は肺転移に際してEPCAMを発現し、CD8陽性T細胞の腫瘍内

への浸潤を阻害していると予測された。 

 

(4) EPCAMによる平滑筋肉腫の免疫逃避機構の解明 

 



次に、培養上清中のCD8陽性T細胞の遊走を促進するケモカイン含有量を計測した。しか

し、CCL5、CXCL9,10,11などのケモカインの上昇は見られなかった。そのため、EPCAMの発

現阻害によって変化する遺伝子群をmRNA-seqを用いて解析した。2種類の平滑筋肉腫細胞

株を用いて検討した結果、EPCAMの発現阻害に伴い、SNAP25が共通して上昇することが確

認された。 

 

さらに、平滑筋肉腫細胞株において、EPCAMとSNAP25を同時に阻害することで、EPCAM単独

の発現阻害により観察されたCD8陽性T細胞の遊走性の亢進がキャンセルされることが確認

された。 

(5)研究成果の臨床的意義 

上記の結果から、平滑筋肉腫は肺転移の過程においてCD8陽性T細胞の腫瘍内浸潤を抑制する

ことで、免疫から逃避していること、そのメカニズムの一つはEPCAMの発現上昇、引き続く

SNAP25の発現抑制によるCD8陽性T細胞の遊走能の阻害である事が明らかとなった。よって、 

EPCAMの阻害と、免疫チェックポイント阻害剤などを併用することで、平滑筋肉腫の肺転移

が制御できる可能性があり、今後さらに検討を続ける予定である。 
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