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研究成果の概要（和文）：直腸癌術前化学放射線療法（CRT）後再発・予後関連因子を癌間質に着目し検討した。癌間
質CD26発現は再発・予後と有意な関連を認め、癌間質特異的な再発・予後関連因子が存在することが示された。癌間質
CD8及びFoxp3陽性細胞と再発・予後に有意な関連を認め、T細胞活性を制御するprogrammed death ligand 1（PD-L1）
発現とCD8陽性細胞数は、負の相関を認め、PD-L1高発現は、再発・予後に有意に関連していた。これらの結果から、直
腸癌術前CRT後再発・予後における癌間質の重要性が示され、癌間質の制御が治療効果の向上、再発・予後の改善に寄
与する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to clarify host-related factors of tumor recurrence and 
prognosis in rectal cancer patients treated with preoperative chemoradiotherapy (CRT). Stromal CD26 
expression, but not cancer CD26 expression, was significantly correlated with tumor recurrence and 
prognosis. High levels of both infiltrating CD8- and Foxp3-positivecells in cancer stroma were 
significantly associated with tumor recurrence and poor prognosis. programmed death ligand 1(PD-L1) 
expression which play a central role in tumor－immune system interactions was significantly associated 
with tumor recurrence and poor prognosis. Our data reveal important roles of cancer stroma for tumor 
recurrence and prognosis and suggest that combination of preoperative CRT and immunotherapy such as 
ant-PD-L1 antibody may contribute to enhancement of therapeutic effect and improvement of prognosis in 
patients with rectal cancer after preoperative CRT.

研究分野： 消化器癌
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１．研究開始当初の背景 
直腸癌の治療成績は、術前化学放射線療法
(chemoradiotherapy: CRT)及び直腸間膜全切
除により、局所再発率約 5％と良好な成績が
報告されている。しかしながら、遠隔再発率
は未だ 15～20％と未だ高率である。このよう
に、直腸癌の遠隔再発の制御無くして、更な
る予後の改善は期待できない。癌間質は癌周
囲の線維芽細胞、炎症細胞、血管及びリンパ
管内皮細胞、細胞外基質等から構成されてお
り、近年、癌－癌間質の相互作用が癌増殖・
進展に重要な役割を担っていることが報告
されている。癌増殖・進展・転移に癌間質の
重要性が注目されつつあるが、直腸癌 CRT 後
癌間質の評価に関する報告は未だ少なく、癌
-癌間質の相互作用の解明は、更なる治療効
果の向上及び予後の改善に繋がると考えら
れる。 
２．研究の目的 
本邦において、直腸癌に対し、術前 CRT を施
行している施設は未だ少ない。当科では 2000
年より、術前 CRT を積極的に導入しており、
現在までに 100 例以上の症例蓄積を認める。
この臨床検体を用い、癌間質の遺伝子・蛋白
発現を検討し、術前 CRT 後再発・予後に関連
する因子を同定する。CRT 後の微小環境：癌
間質は、術前補助療法未施行症例と比し、異
なることが報告されており、その相違、変化
の解析は直腸癌 CRT 後局所、遠隔再発の機序
解明に大きな進展を与えると考えられる。
CRT 後においても、癌のみならず、癌間質の
制御は重要と考えられ、癌-癌間質の相互作
用の解明は、更なる治療効果の向上及び予後
の改善に繋がると考えられる。本研究は癌間
質に注目し、直腸癌 CRT 後の癌増殖・進展・
転移に関わる宿主依存性因子を遺伝子・蛋白
発現レベルで検討する。近年、オキサリプラ
チンやイリノテカンなどの新規抗癌剤の導
入、更にベバシツマブやセツキシマブなどの
分子標的治療剤の導入により、大腸癌化学療
法の治療成績は大きく改善された。しかしな
がら、抗癌剤の標的の主は、癌細胞であり、
癌微小環境を制御しているとは言えない。癌
増殖、転移に宿主環境が大きく影響しており、
サイトカイン・ケモカインは癌-間質相互作
用に重要な役割を担っていると考えられる。
更に、免疫担当細胞（tumor infiltrating 
lymphocytes： TILs）の役割も重要であり、
これらの機序を明らかにし、癌増殖・浸潤に
有利に働くサイトカイン・ケモカイン及び宿
主反応を制御することにより、更なる治療効
果が期待できると考えられる。更に、癌免疫
療法の発展も著しく、CRT 後癌間質の免疫担
当細胞の動態を解明することで、CRT と癌免
疫療法の併用療法へのエビデンス確立にも
貢献する可能性がある。 
３．研究の方法 
本研究計画は、当科において直腸癌と診断さ
れ、術前化学放射線療法（CRT）を施行した
症例を対象に行った。切除標本のパラフィン

包埋切片より、マイクロダイセクション法に
て癌間質を採取し、RNA 抽出後、マイクロア
レイにて再発症例において特異的に高い遺
伝子（サイトカイン・ケモカイン）の同定を
試みたが、癌間質より採取したｃDNA の
quality にばらつきを認めたため、マイクロ
アレイは施行せず、蛋白発現に重点を置き、
免疫組織化学染色を主たる評価方法とした。 
＜癌間質免疫担当細胞と前術補助療法後癌
再発・予後の評価＞ 
免疫組織化学染色を用い、癌間質 CD8 陽性細
胞（cytotoxic T cell）、Foxp3 陽性細胞
（regulatory T cell）を評価し、術前放射
線療法後食道癌及び術前 CRT 後直腸癌の再
発・予後との関連を検討した。 
＜癌間質 CD26/DPPIV、 programmed death 
ligand 1(PD-L1)発現の検討＞ 
癌間質のCD26/DPPIV及び癌細胞のprogramed 
death ligand 1(PD-L1)発現に注目し、免疫
組織学的染色を行った。CD26 発現については、
癌間質より抽出し得た cDNA を用い、
real-time PCRにて、遺伝子発現も検討した。
癌細胞 PD-L1 発現については、その受容体で
ある PD-1 との相互作用により、T細胞活性を
抑制し、腫瘍免疫における重要な役割を担っ
ていることが知られているため、癌間質の
CD8、Foxp3 陽性細胞との関連及び臨床病理学
的因子との関連を検討した。更に、大腸癌細
胞株（DLD1、SW480、HT29、LoVo）を用い、
放射線照射によるPD-L1発現の変化について
も評価した。 
＜二光子レーザー顕微鏡によるマウス生体
内免疫担当細胞の観察＞ 
マウス大腸癌同所移植モデルの作成を行い、
マウス大腸癌同所移植モデルの作成後、マウ
ス免疫細胞の採取を試みるも採取量は微量
であり、また、viable な状態での免疫染色は
困難であったため、当初計画していた二光子
レーザー顕微鏡を用いた in vivo study は断
念することとした。 
４．研究成果 
＜術前 CRT 後癌間質 CD8、Foxp3 陽性細胞と
再発・予後との関連＞ 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
CRT 後癌間質 CD８、Foxp3 陽性細胞数の多い
症例において、無再発生存率（RFS）及び全
生存率（OS）は有意に良好であった。また、
CD8 陽性細胞数高値は、リンパ節転移ととも
に独立した予後規定因子であった。この結果



は、術前 CRT 後においても、免疫担当細胞の
重要性を示しており、放射線療法と免疫療法
併用による新たなる治療戦略の可能性を示
唆している。 
＜術前 CRT 後癌及び癌間質 CD26/DPPIV 発現
と再発・予後との関連＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
癌間質 CD26 発現は、RFS、OS ともに不良であ
った。一方、癌細胞における CD26 発現は再
発・予後に関連しなかった。同様に、癌間質
CD26 遺伝子発現陽性例では、RFS、OS ともに
不良であった。また、癌間質 CD26 発現は、
独立した再発・予後規定因子でもあった。こ
の結果は、癌間質に依存した再発・予後関連
因子が存在することを示しており、癌間質制
御の重要性を示唆している。 
＜術前 CRT 後癌 PD-L1 発現と再発・予後との
関連及びPD-L1発現と免疫担当細胞との関連
＞ 
 
 
 
 
 
 

 
PD-L1 高発現群では、RFS、OS ともに不良で
あった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
癌間質 CD8、Foxp 陽性細胞は有意な正の相関
を認めた。PD-L1 高発現群では、癌間質 CD8
陽性細胞は有意に減少していた。近年、PD-L1
発現と癌悪性度、予後との関連が多く報告さ
れており、また、PD-L1 抗体の臨床治験も進
行中である。我々の結果は、術前補助療法に
より、TILs が増加，誘導されるとの報告もあ
り、PD-L1 発現抑制により、更なる治療効果

が期待され、直腸癌においては、術前 CRT と
の 併 用 に よ り 、 局 所 再 発 の 制 御 、
resectability の向上へ寄与する可能性が期
待される。 
＜大腸癌細胞株を用いた放射線による PD-L1
発現変化＞ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
大腸癌細胞株（DLD1、SW480、HT29、LoVo）
に、2.5Gy、5Gy を単照射し、1、3、5日目の
PD-L1 遺伝子発現を確認すると、すべて細胞
株において、PD-L1 発現の低下を認めた。こ
の結果は、放射線療法が、PD-L1 発現を抑制
することを示しており、放射線療法の間接的
な効果を示唆している可能性がある。直腸癌
における術前CRT+抗PD-L1抗体併用が更なる
治療効果ひいては、完全奏効率向上への可能
性が示唆される。 
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