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研究成果の概要（和文）：近年、3次リンパ濾胞構造 (TLS)が癌微小環境における抗腫瘍免疫に関与し、APCの一
つであるB細胞がTLSの形成に重要な役割を果たしていることが報告されている。本研究では食道癌におけるTLS
の意義や役割について検討した。その結果、食道癌においてTLSの存在と成熟度は良好な予後と有意な相関を認
めた。また、TLSが多い症例ではAPCである樹状細胞が有意に多く、TLSにおける濾胞性ヘルパーT細胞が樹状細胞
を活性化させる可能性が示唆された。今後、腫瘍免疫微小環境におけるTLSとAPCの細胞間相互作用を空間的遺伝
子発現解析 (Visium)により評価する予定である。

研究成果の概要（英文）：Recently, tertiary lymphoid structures (TLS) have been reported to be 
involved in anti-tumor immunity in the tumor microenvironment, and B cells, which are one of the 
antigen-presenting cells (APCs), play an essential role in TLS formation. The present study 
investigated the significance and role of TLS in esophageal squamous-cell carcinoma (ESCC). As a 
result, the presence and maturity of TLS in ESCC were significantly correlated with better 
prognosis. In cases with a high number of TLS, dendritic cells, which are APCs, were significantly 
more abundant. Moreover, the present study showed that follicular helper T cells in TLS may activate
 dendritic cells. In the future, we are planning to use spatial gene expression analysis (Visium) to
 evaluate the intercellular interactions between TLS and APCs in the tumor microenvironment.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、scRNA-seqを用いた腫瘍微小環境の解明が急速に進んでおり、これまで判明していなかった細胞集団や遺
伝子発現に基づいた分類が報告されている。腫瘍免疫の分野ではAPCの多様性が示唆されているものの、一定の
見解はなく、ヒト腫瘍微小環境中のAPCの局在や機能的差異、そして他の細胞種との相互作用についての報告は
少ない。本研究により消化器癌における、APCを中心とした腫瘍免疫メカニズムの理解が深まることで、免疫療
法の新たな治療アプローチの可能性を生み出す礎になる可能性がある。

※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 
免疫チェックポイント阻害薬は癌治療における革新的な治療であるが、奏効率は未だ十分な

ものではない。その一因として、免疫チェック分子の発現は細胞種や症例によって不均一であり、
腫瘍微小環境の腫瘍免疫のメカニズムについて不明な点が多い。近年、single-cell RNA-sequencing 
(scRNA-seq)が開発により、単一細胞レベルでの網羅的遺伝子発現解析が可能となり、腫瘍微小
環境の解明が急速に進んでいる。代表者は以前より腫瘍微小環境に着目した研究を行っており、
scRNA-seq が開発されたのち、早期から scRNA-seq を本研究室に導入し、scRNA-seq 用いた腫瘍
微小環境の解明に取り組んできた。Preliminary な検討として、MHC-class II を発現する様々な細
胞集団の抗原提示細胞（antigen presenting cell: APC）が存在し、それぞれの細胞集団において免
疫賦活や疲弊、再活性化に関わる因子を発現しており、機能的に異なった集団であることを明ら
かにした。腫瘍局所では癌抗原刺激が長期にわたって慢性炎症微小環境を形成しているという
認識が腫瘍免疫を解明する上で重要と考えられるが、これまでの研究では免疫細胞の疲弊化機
序は制御性 T 細胞や細胞障害性 T 細胞(CTL)における報告が多い。一方、APC は腫瘍免疫の中心
的な役割を担うが、APC の同定の困難さ、解析の困難さからこれまで臨床サンプルを用いた十
分な解析がなされてこなかった。真に腫瘍免疫の活性化、疲弊化機序を明らかにするためには、
長期の抗原刺激によって変動する APC の不均一性を明らかにすることが重要と考えられる。以
上から、本研究では腫瘍微小環境中の APC の多様性に着目し、scRNA-seq を用いた APC の機能
的多様性を明らかにすることを目的とした。さらに位置情報を保存したまま網羅的電子発現解
析を行う Visium を用いて、腫瘍局所の細胞間相互作用を含めたヒト腫瘍免疫における抗原刺激
-免疫賦活/疲弊/再活性の機序を解明することで、革新的な免疫治療の開発の一助になる可能性と
考え、本研究を着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
 免疫チェックポイント阻害薬の登場は癌治療にパラダイムシフトを起こし、近年、腫瘍免疫微
小環境の解明が急速に進んでいる。しかし、腫瘍免疫微小環境のメカニズムについては未だ不明
な点が多い。本研究は腫瘍免疫微小環境の重要な構成成分である APC に着目し、scRNA-seq を
用いて、APC を中心とした腫瘍免疫微小環境を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 近年、3 次リンパ濾胞構造 (TLS)が癌微小環境における抗腫瘍免疫に関与することが報告され
ており、APC の一つである B 細胞が TLS の形成に重要な役割を果たしている。本研究では食道
癌における TLS の意義や役割について検討した。ESCC における TLS の重要性や機能的意義を
評価するために、食道癌手術により採取したヒト ESCC 180 検体を用いて TLS の成熟度に着目
して病理学的に評価し、ESCC において TLS の存在が予後に与える影響について検討した。次
に、ESCC 14 検体を用いて scRNA-seq を行い、TLS の有無による免疫細胞の機能関連遺伝子の
差異について検討を行った。TLS において重要な役割を果たす B 細胞や樹状細胞などの APC、
そして CD8 陽性 T 細胞や濾胞性ヘルパーT 細胞 (Tfh)を解析の対象とした。 
 
４．研究成果 
食道癌における TLS を免疫組織化学染色により評価し、TLS の存在と成熟度は良好な予後と

有意な相関があることを確認した (右図)。TLS が多い症例では APC である樹状細胞が有意に多
く、TLS における濾胞性ヘルパーT 細胞が樹状細胞を活性化させる可能性が示唆された。また、
TLS が存在する症例における
CD8 陽性 T 細胞では細胞障害
性機能関連遺伝子の発現が濃
縮していた。さらに、細胞間相
互作用ツールを用いた検討で
は、TLS における Tfh のある分
子が樹状細胞を活性化する可
能性が示された。免疫組織化学
染色では TLS が存在する症例
は TLS が存在しない症例と比
較して、腫瘍浸潤 CD8 陽性 T 細
胞、抗体分泌細胞、樹状細胞が
有意に多かった。さらに、TLS
が存在する症例では TLS がな
い症例と比較して、DC の活性
化・遊走能・抗原提示機能関連
遺伝子の発現が有意に高値で



あった (右図)。今後、腫瘍免疫
微小環境における TLS と APC
の相互作用を空間的遺伝子発
現解析(Visium)を用いて評価
し、腫瘍免疫微小環境内にお
ける APC の詳細な役割につい
てさらに解明する予定であ
る。 
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