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研究成果の概要（和文）：マウス大腸癌細胞株CT26を皮下移植したマウスを使い、FOLFIRI疑似療法とマウス抗PD-1抗
体の併用検討を行った。Balb/c miceではFOLFIRI疑似療法と抗PD-1抗体のそれぞれが抗腫瘍効果を示すが、両者を併用
すると非常に高い効果を示す。Balb/c nude miceを用いて同じ検討を行うと、FOLFIRI疑似療法のみ効果を示しPD-1の
効果は全く認められなかった。さらにT細胞で産生されるIFN-γを検出するELISpotアッセイを行うと、CT26細胞を移植
したマウスの脾臓では無治療状態でも癌特異的な細胞障害性T細胞が誘導されており、抗癌剤の投与がこれをさらに促
進させていた。

研究成果の概要（英文）：The treatment of anti-PD-1 antibody and chemotherapy, FOLFIRI, showed synergistic 
tumor growth inhibition in wild type mice. The anti-tumor effects of anti-PD-1 antibody were cancelled in 
the Balb/c nude mice, suggesting the anti-tumor effects were dependet on T cells. Interestingly, 
PD-1-sensitive naturally occurring tumor reactive T cells were induced in unteated mice bearing CT26. On 
the other hand, high dose release of tumor antigens from cancer cells destructed by chemotherapy could 
induce a number of PD-1/PD-L1-insensitive tumor reactive T cells in lymphoid organs. Furthermore, we 
found that in vivo anti-PD-1 antibody treatment had a novel effect; the recruitment of effector T cells 
in the tumor sites, in addition to local suppression of the effector function of T cells.

研究分野：消化器外科
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１．研究開始当初の背景 
近年、免疫チェックポイント阻害剤という
抗体製剤が注目されている。特に PD-1/PD-L1 
に対する阻害抗体製剤の第一相試験では非
小細胞肺癌、悪性黒色腫、腎細胞癌の約 30%
の症例において CR 及び PRが認められ、臨床
的奏功率が持続したという結果が報告され
た（Topalian SL et al.N Engl J Med, 2012, 
366: 2443-2454、Brahmer JR et al. N Engl 
J Med, 2012, 366: 2455-2465）。T 細胞上の
PD-1 及び体細胞上に発現するリガンドの PD
—L１は、末梢のエフェクターT細胞の抑制性 
副刺激関連分子で、腫瘍免疫及び慢性炎症
におけるT細胞応答の疲弊化に重要な因子で
あると考えられており（Barber et al, Nature 
2006, 439: 682-687）、腫瘍免疫回避機構に
もこの分子が重要な役割を担っていること
が示唆されていた。現在のところ、ヒトの固
形癌に対する PD-1/PD-L1 阻害抗体の臨床効
果における免疫学的メカニズムの詳細は検
討されておらず、その奏功率も、癌の種類や
個人差があることが示されており、どのよう
な因子が臨床効果の奏功規定因子になって
いるのかは全く不明のままである。本免疫チ
ェックポイント分子は、腫瘍局所での T 細胞
応答抑制であるため、その抗腫瘍効果機序と
効果規定因子を明らかにするためには、腫瘍
局所での腫瘍側ならびに宿主側の免疫応答
の変化を解析することが必須であると考え
た。 
 
２．研究の目的 
1） ヒト固形癌の切除症例における PD-L1 
発現の解析と臨床病理学的因子を検討
する 

2） ヒト固形癌における PD-L1 の発現機構
解明と癌進展における腫瘍生物学的意
義解明 

3） ヒト固形癌における PD-1/PD-L1 阻害
抗体による腫瘍内浸潤リンパ球及び末
梢血リンパ球の特性と阻害効果による
免疫応答変動の検討 

３．研究の方法 
 
1) 胃癌における検討：144 例の胃癌に対し
て、抗 PD-L1 抗体(Lifespan Bioscience)
を用いた免疫染色にて PD-L1 の発現を評
価し、臨床病理学的因子、予後、HER2 発
現や PTEN の異常などとの関係も検討し
た。（目的１に対応） 
2) 食道癌における検討：PD-L1・HLA class I
発現の検討：食道扁平上皮癌切除症例 90
例を対象に、免疫組織化学染色により癌
細胞全体における PD-L1 と HLA classⅠ
の発現と臨床病理学的因子との関係を検
討した。さらに同例にて、免疫組織化学
染色により腫瘍先進部における PD-L1 発
現を評価し、上皮間葉移行（EMT）誘導因
子 ZEB-1 の発現、EMT、臨床病理学的因子
との関係を検討した。また、食道扁平上

皮癌細胞株において PD-L1 発現調節と
EMTとの関係を検討した。（目的2に対応） 
3) 大腸癌における検討：大腸癌を移植した
マウスに化学療法を行い、腫瘍内浸潤リ
ンパ球及び末梢血リンパ球の癌微少環境
への影響を検討した。（目的 3に対応） 
 
４．研究成果 
1) 胃癌における PD-L1 の発現と HER2 発現
の関連性の検討：染色強度を 4段階、プ
ロポーションを 6 段階に分類し、合計 8
以上を PD-L1 の高発現とした。PD-L1 の
高発現は144例中65例(45%)の症例で観
察され、癌の深達度、HER2 発現および
PTEN の LOH と有意な相関を認めた。5 年
生存率は高発現群が 36.7%、低発現群が
48.9%であり、有意差はないものの発現
群が予後不良であった。 

 

 
 
SiRNA を用いて胃癌細胞株の HER2 を抑
制したところ、細胞表面の PD-L1 の発現
が低下することが観察された。 

 

2) 食道扁平上皮癌の進展におけるPD-L1発
現の意義の検討：PD-L1 高発現群（n=17）
は低発現群（n=73）に比べ、T 因子進行
例 (P=0.0379) 、 リ ン パ 節 転 移 例
(P=0.0031)が多く、予後不良であった
（全 5 年生存率：61％ vs 29％ , 
P=0.0110）。HLA classⅠ発現で分類する
と、HLA classⅠ高発現群（n=35）では、
PD-L1 高発現群（n=6）が低発現群（n=29）
に比べ予後不良であったが（P=0.0027）、



HLA classⅠ低発現群（n=55）では、PD-L1
発現で予後に差がなかった。多変量解析
では、HLA classⅠ高/PD-L1 高発現は、
独立した予後不良因子であった(全生存
率:HR 4.39, P=0.0128)。腫瘍先進部に
おける PD-L1 高発現群（n=57）は、T 因
子進行例が多く（P=0.0021）、予後不良
であった（全 5年生存率：67％ vs 39％, 
P=0.0110）。また、PD-L1、ZEB-1 発現は
いずれも EMT と相関し、両者の発現は正
の相関を認めた（P=0.0397）。EMT 株（TE8）
において、siZEB-1 により、PD-L1 発現
低下と E-cadherin 発現上昇を認めた。
非 EMT 株（TE5, TE6, TE11）では、TGF-
β1 刺激により、紡錘型への形態変化、
E-cadherin 発現低下、Vimentin および
PD-L1 発現の上昇を認めた（論文投稿中）。 

 
3) サイトカインと癌の微少環境の検討:マ
ウス大腸癌細胞 CT26 が、PD-L1 と MHC 
class I を発現していることを FACScan
で確認した。つまり CT26 細胞もヒトの
癌と同様に MHC class I により癌特異的
な細胞障害性 T 細胞により認識され、
PD-L1 によりそれを回避していることが
示唆された。次に、マウス大腸癌細胞株
CT26 を皮下移植したマウスを使い、
FOLFIRI 疑似療法とマウス抗 PD-1 抗体
の併用検討を行った。 

 

Balb/c mice では FOLFIRI 疑似療法と抗
PD-1 抗体のそれぞれが抗腫瘍効果を示
すが、両者を併用すると、非常に高い効
果を示す。しかし、Balb/c nude mice
を用いて同じ検討を行うと、予想通り
FOLFIRI 疑似療法のみ効果を示し、PD-1
の効果は全く認められなかった。さらに
T 細胞で産生される IFN-γを検出する
ELISpot アッセイを行うと、CT26 細胞を
移植したマウスの脾臓では無治療状態
でも癌特異的な細胞障害性T細胞が誘導
されており、抗癌剤の投与がこれをさら
に促進させていた。（論文投稿中） 
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