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研究成果の概要（和文）：新規同定された免疫チェックポイントが難治性膵癌において治療の標的となるか本研究にて
評価を行った。複数ある免疫チェックポイントの膵癌組織での発現と予後との関係を解析した。その結果、特にB7-H3
及びB7-H4の発現において予後との関係に有意な差が認められたが、各々の発現に有意な相関関係は認めなかった。こ
の結果からそれぞれが独立した予後因子であると考えられた。またB7-H3においては癌細胞と癌間質での発現が逆発現
パターンを呈しており、予後も正反対の結果となった。以上の結果から、新規免疫チェックポイントを標的とした治療
が難治性膵癌において単独で行えるのと共に併用でも可能であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：It was evaluated in this experiment whether newly identified immune checkpoints 
were targets of treatment in refractory pancreatic cancer. It was analyzed the relationship between the 
expression and prognosis in pancreatic cancer tissue with multiple immune checkpoints. As a result, a 
significant difference in the relationship with the prognosis was observed in B7-H3 and B7-H4. However, a 
significant correlation for each expressions was not observed. This result was considered to be 
independent prognostic factors for each other’s. In addition, B7-H3 expression showed a reverse 
expression pattern in cancer cells and cancer stroma. The prognosis also became the opposite result. From 
the above results, it was suggested that treatment targeting novel immune checkpoints is possible alone 
and also in combination for refractory pancreatic cancer.

研究分野： 腫瘍免疫学、腫瘍外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

膵癌は近年増加傾向である最も予後不良

の消化器癌で、唯一の根治療法である手術を

行っても5年生存率は10-25%と低く生存期間

中央値は 10-20 ヶ月に留まる。また早期発見

の困難さから切除不能例が 80%を占め、1997

年に Burris らが効果の有意性を示した

gemcitabin(GEM)が標準治療として広く使用

されているがその奏功率は 10%程度と満足の

いくものではない。さらには S-1 が GEM との

非劣性試験にて 2006 年に保険適用され、GEM

との併用療法が模索されたが、2011 年 ASCO

の Annual meeting での大規模臨床試験での

結果では併用効果は認められなかった。また、

近年様々な分子標的薬が開発され膵癌に対

しても臨床試験が行われており、その中で唯

一 上 皮成長 因 子受容 体 阻害剤 で あ る

Erlotinib が GEM との併用で GEM 単独と比べ

有意に予後を延長したと報告されたが

(Moore MJ, 2007)、その全生存期間の差はわ

ずか 0.3 ヵ月であり、十分に効果的であると

言える分子標的薬はないというのが現状で

ある。最近、転移性膵癌に対する第Ⅲ相臨床

試験で 4 剤併用の化学療法(FOLFIRINOX)が

GEM 単独に比べ生存期間を約 4 ヵ月延長した

ことが報告されたが(Conroy T, 2011)、重篤

な副作用も認められるため適応患者はある

程度限定されると考えられる。超高齢化社会

に向けて、高齢者の膵癌患者も増加傾向であ

るため、副作用が少なく有効な治療法の開発

は急務である。そこで患者への負担が少ない

癌免疫療法が新たな膵癌治療の手段として

近年注目・期待されている。 

癌抗原特異的免疫療法は、1991 年に Boon T

らによって悪性黒色腫の癌抗原が発見され

て以来、従来の手術・放射線・化学療法に加

えた第4の新たな癌治療の手段として急速に

研究が進み、特に 21 世紀に入って世界各国

の多くの施設で臨床試験が行われている。日

本においてもマイクロアレイの手技を用い

て腫瘍特異的抗原を同定し、そのエピトープ

ペプチドを用いた臨床応用が多くの施設で

行われている。申請者も癌ペプチドワクチン

療法の開発に取り組み、エピトープペプチド

を同定して報告している(Wada S, 2005; 

Uchida N, 2004; Ishizaki H, 2006)。この

ように腫瘍特異的なT細胞を体内で活性化さ

せることが証明され、ワクチン療法としてア

メリカだけでなく国内でも活発に行われる

ようになり、その一部には臨床効果が認めら

れるものも出てきた。しかしその臨床試験の

ほとんどは決して臨床的に満足できる結果

ではない。今年行われた膵癌に対する第Ⅲ相

臨床試験（COMPETE-PC Study）では残念なが

ら有意性は認められなかった。その原因の最

たるものは、癌細胞や担癌患者の抑制性免疫

細胞による免疫逃避/抑制のメカニズムによ

るものであると考えられる。現在癌細胞及び

担癌状態による腫瘍局所/全身における様々

な免疫抑制機構が知られ、これら免疫抑制機

構の制御が効果的な免疫治療を行う上で必

須となってきており、世界各国で盛んに研究

がなされている。申請者も①癌細胞による癌

抗原や HLA の発現低下・消失に対する癌免疫

療法の開発、②細胞性免疫治療を増強させる

効果的な抑制性T細胞の制御の研究を行い報

告している(Wada S, 2005; Wada S, 2009; 

Getnet D, 2010; Olino K, 2011)。 

最近では、Immune checkpoints である

negative co-signaling molecules が着目さ

れ、その一つである Cytotoxic 

T-Lymphocyte-associated Antigen 4 

(CTLA4)に対する阻害抗体 ipilimumab（イピ

リムマブ，商品名：Yerboy®）が 2011 年にア

メリカで悪性黒色腫に対して承認された。こ

れは攻撃側のT細胞活性化後の無力化に対す

る治療法であり、癌細胞や制御性 T細胞によ

る免疫抑制機構だけでなく、新たな免疫制御

の一つと考えられて注目を浴びている。また

Immune checkpoints の一つである PD1 及び



PDL1に対する阻害抗体を用いたPhaseⅠ試験

がアメリカで行われ、それぞれ 200 人を超え

る癌患者に対して抗 PD1 抗体又は抗 PDL1 抗

体が投与され、Objective response がそれぞ

れ 20-25%、6-17%に認められた（Topalian 

SL,2012; Brahmer JR,2012）。更に今年我々

の グ ル ー プ は 、 二 つ の immune 

checkpoints(LAG3, PD1)を同時に阻害するこ

とにより相乗効果が得られることを報告し

た（Woo SR,2012）。 

 

２．研究の目的 

本研究では免疫逃避機構の一つである

Immune checkpoints に着目し、膵癌組織中の

発現プロファイルを解析し、更には癌組織

microenvironment における抗腫瘍免疫細胞

との相互作用を明らかにすることにより

各々の発現役割を明確にし、その機序に基づ

いた効果的な免疫治療へ発展させることを

最終目的とする。具体的には新規同定された

因子（B7H3・B7H4・GAL9）等を含めた immune 

checkpoints の発現を膵癌臨床組織検体を用

いて網羅的に解析し、更にマウスモデルを用

いて併用療法を含めた新しい免疫治療法の

可能性について検証する。また immune 

checkpoints 自身の抗原性にも踏み込んで解

析し標的となりうるか検証する。 

 

３．研究の方法 

(1)膵癌臨床サンプルを用いて immune 

checkpoints 及び抗腫瘍免疫パラメータの癌

組織での発現と臨床/病理学的因子との相関

の解明 

① 過去 10年の膵癌 200例のパラフィン包

埋病理サンプル連続切片において、immune 

checkpoints の発現及び CD8, CD4, T-reg, 

MDSCs, TAM, Dendritic Cells(DCs)の発現を

免疫組織化学染色によって調べる。更に

IL-10やTGF-βなどの免疫抑制性サイトカイ

ン産生や、IFN-γを中心とした Th1 サイトカ

イン産生を免疫染色にて評価することによ

り癌組織の microenvironment における免疫

細胞とのダイナミックな相互作用を明らか

にする。 

② 患者末梢血中リンパ球の抗腫瘍免疫応

答を調べ、その結果と①の結果をそれぞれ臨

床/病理学的パラメータ及び予後因子と照ら

し合わせて相関を明らかにする。 

(2) 膵癌細胞株・樹状細胞における immune 

checkpoints の発現解析及び抗原特異的免疫

応答の誘導(induction phase と effector 

phase に分けて解析) 

① 膵癌細胞株及び健常人樹状細胞おいて

GAL9、B7H4 を含めた immune checkpoints の

発現を網羅的に調べ、発現を認めない場合は

遺伝子導入による強制発現を行い、発現を認

める場合には RNAi による発現阻害を行う。  

② 次に抗腫瘍免疫応答との関わりを

functional に評価する。Induction phase の

系では強制発現又は発現阻害した DC を用い

て 健 常 人 CD4+/CD8+T 細 胞 と in vitro 

stimulation (IVS)を行う。誘導された抗原

特異的 T 細胞の特異的免疫応答を、ELISPOT 

assay や ICS（細胞内サイトカイン染色）に

より評価する。Effector phase では抗原特異

的なT細胞と強制発現又は発現阻害した腫瘍

細胞とを co-culture し、ELISPOT assay や

ICS（細胞内サイトカイン染色）、細胞障害活

性により評価する。 

(3) mouse in vivo model での抗腫瘍免疫

応答の解析及び新規癌ワクチン治療モデル

の確立 

①  マ ウ ス 膵 癌 細 胞 株 で immune 

checkpoints 発現株と非発現株とを用いて皮



下腫瘍又は肝転移・肺転移モデルを作成し、

腫瘍増殖曲線及び survival curve を検証す

る。次に in vivo 抗腫瘍免疫応答を我々がこ

れまでマウスモデルで使用してきた GM-CSF

産生細胞ワクチンを用いて行う。すなわち

B78H1GM 細胞と膵癌細胞とを 5000rad にて照

射後マウスのリンパ節周囲の皮下に摂取す

る。一週間後に in vivo での細胞障害活性の

評価を今まで我々が行なってきた in vivo 

killing assay を用い、target cell を immune 

checkpoints 発現株と非発現株とに分け、細

胞障害活性（effector phase での活性）につ

いて評価する。更には腫瘍接種し GM-CSF 産

生細胞ワクチンしたあとの癌組織での抗腫

瘍免疫応答を immune checkpoints 発現株と

非発現株とに分けて解析し、抗腫瘍効果を検

証する。その際にも我々が行ってきた解析方

法を用いて検証する。すなわち、TCR トラン

スジェニックマウス(TGM)からの CD8 細胞を

腫瘍接種マウスに移入し、その移入細胞の癌

組織での活性をFACSにて解析して評価する。 

② immune checkpoints の抗原性について

我々が今まで行ってきた epitope peptide 同

定法にて評価し、epitope peptide を同定で

きれば A24TGM を用いて in vivo での抗腫瘍

効果を検証する。 

 

４．研究成果 

Immune checkpointsを標的とすることが膵

癌の予後に反映するかという大きな疑問が

あり、それを確認するべく我々はまず immune 

checkpoints の膵癌組織での発現と予後との

関係を解析した。方法としては根治切除可能

な膵癌組織を手術により摘出し、摘出標本の

病理切片を免疫組織染色にて解析した。その

結果多数の Immune checkpoints の中でも特

に B7-H3 及び B7-H4 の発現において、発現の

強度及び発現範囲で検討を行うと予後との

関係に有意な差が認められた（Fig.1）。この

結果から今回のテーマである膵癌において

immune checkpointsを標的として治療するこ

とは、少なくとも B7-H3 及び B7-H4 において

は予後を改善させる可能性があると考えら

れた。 

 

今までの報告では散発的に一つの Immune 

checkpoint について解析されているものが

主であり、Immune checkpoints 間での関係

について特にがん患者の標本を用いて解析

されたものがない。そこで各々の Immune 

checkpoint の発現が予後因子において相関

しているかを解析した。少なくとも今回膵癌

で予後に関わる因子として同定した B7-H3、

B7-H4 に関しては有意な相関関係は認められ

なかった（Fig.2）。この結果からそれぞれの

checkpoint は独立した予後因子であると考

えられた。これは非常に興味深く重要な情報

であり、同じ癌種でありながら治療対象者が

異なることから、それぞれの治療が単独で行

えるのは勿論の事、併用治療も有り得ること

が示唆された。 

更に興味深い結果として、癌細胞での発現

と癌間質での発現とが、特に B7-H3 において

全くの逆発現パターンを呈しており、また予

後も全く正反対の結果となった。我々は間質

の特に fibroblast に関与している所までは

判明したが詳細な機能については現在も解

析中である。 



 

また他の免疫学的因子において解析を行

うと、FOXP3 発現が予後において有意な相関

を示したが、B7-H3・B7-H4 とは明らかな相関

関係は認められなかった（Fig.3）。 
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