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研究成果の概要（和文）：膵癌微小環境において、腫瘍関連好中球(TAN)の浸潤が膵癌の予後と腫瘍内CD8+ T 
cellの浸潤に関連することが示された。さらに、膵癌細胞が分泌するCCL5がTANの腫瘍促進的な機能の獲得に関
与していることを明らかにした。
また、網羅的遺伝子発現解析によりTANに特徴的に発現する遺伝子Xを同定した。遺伝子Xを標的とした治療によ
り、腫瘍内CD8+ T cellの活性化をもたらし、腫瘍を縮小させることを膵癌同所移植マウスモデルを用いて示し
た。

研究成果の概要（英文）：In this study, the infiltration of tumor-associated neutrophil (TAN) was 
shown to be associated with the prognosis and the number of tumor-infiltrated CD8+ T cells in 
patients with pancreatic cancer. Furthermore, we found that CCL5 secreted by pancreatic cancer cells
 is involved in the acquisition of tumor-progressive functions of TANs.
Microarray-based gene expression analysis identified gene X, which is significantly up-regulated in 
TAN. Finally, we revealed that the treatment targeting gene X suppressed the tumor-growth with 
activation of tumor-infiltrated CD8+ T cells in an orthotopic mouse model of pancreatic cancer.

研究分野： 医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫チェックポイント阻害剤の登場により、多くの癌種において劇的な治療成績改善が示されている一方、膵癌
では免疫療法による効果は乏しい。近年、免疫微小環境における腫瘍関連好中球の存在が明らかにされている
が、その腫瘍促進性の獲得に関与する因子や、腫瘍を促進させるメカニズムについては明らかになっていない。
本研究において、膵癌細胞の分泌するCCL5がTANの腫瘍促進的機能の獲得に関与していることを明らかにした。
CCL5, 遺伝子Xを標的とした治療は、抑制性免疫微小環境の改変をもたらすことで腫瘍縮小が期待でき、新規治
療法の開発が強く望まれている膵癌において、有望な新規治療法の候補となりうる可能性がある。

※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 
膵癌は早期より浸潤、転移を生じるものの臨床症状が乏しく、診断時には既に進行しており、

治癒切除が可能な症例は約 20%に留まる。全体の 5 年生存率は約 8%と予後不良であるその理
由としては、高い転移・再発率、及び低い治療奏功率が挙げられる。 
膵癌の組織学的特徴として豊富な間質の増生（desmoplasia）がある。微小環境中には間質 

細胞や免疫細胞など多様な細胞が存在している。好中球は、体内で感染・炎症に対する最初の防
御機構として機能し、組織中での炎症反応の引き金となる。発癌早期においても好中球は早期に
間質に動員され、細胞増殖やEMTの誘導に関与しており(de Oliveira S, Nat Rev Immun.2012)、
固形腫瘍における好中球/リンパ球の比率の増加と患者の予後不良との相関が示され（ Shen, 
PLos One,2014）バイオマーカーとしての可能性が提示されている。一方、近年では、好中球は
可塑性を示し、腫瘍の微小環境中では腫瘍の増殖に対して相反する機能を持つタイプが存在す
ることが報告されている。腫瘍関連好中球 (Tumor associated neutrophil; TAN)の phenotype
の変化には腫瘍細胞由来の TGF-βや１型 IFN が関与している報告があるが(Fridlender, 
Cancer Cell 2009) (Pylaeva, Front Immunol. 2016)一方でこれらを阻害するだけでは腫瘍の縮
小は得られていない。また、腫瘍の発生から進行における各段階において、腫瘍組織中の好中球
の表現型も異なることも示されている (Patel, Nat Immunol. 2018)。 
 以上より、腫瘍微小環境中の因子が TAN の分化に大きく影響していることは予想されるが、
腫瘍促進性に働く好中球が、どのように分化が誘導され、どのようなメカニズムで腫瘍を促進さ
せるのかは明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、癌組織内で腫瘍促進性に働く好中球を分化させるメディエーターを同定し、
腫瘍促進をもたらすメカニズムを解明することである。特に膵癌の特徴である豊富な間質組織
が、好中球の分化とそれに伴う抗腫瘍免疫環境の形成にどのように影響しているのかに着目す
る。 
 
３．研究の方法 
(1) TAN と膵癌予後の関連 
 当科で切除した膵癌患者52例の膵癌
切除組織を用いて、好中球のマーカー
である MPO を IHC で観察し、予後との
関連を検討した。 
(2) TAN の膵癌細胞への影響 
 Human Progenitor cell に ATRA+DMSO
を添加して好中球への分化を誘導し、
さらに膵癌細胞の培養上清で刺激して
TAN を作成した (右図)。TAN の培養上
清を膵癌細胞に添加して膵癌細胞の浸
潤能を観察した。さらに、TAN に特徴的
な分泌因子をサイトカインアレイによ
り同定し、これが治療標的となりうる
かを in vivo で検証した。 
(3) TAN の CD8+T cell への影響 
 マウスの腫瘍内から sorting した
TAN と脾臓から分離した CD8+T cell を
共培養し、CD8+T cell の活性を FACS で
評価した。 
(4) マイクロアレイ発現解析による TAN に特徴的な遺伝子の探索 
 ヒト Progenitor cell から分化させた、Neutrophil と膵癌細胞の培養上清で刺激した TAN の
遺伝子発現をマイクロアレイ発現解析で比較した。さらにマウス末梢血由来好中球(Peripheral 
blood-derived Neutrophil; PBN)と腫瘍から sorting した TAN も同様に発現解析を行った。 
(5) 好中球が発現する遺伝子 X を標的とした治療効果の検討 
 TAN に特徴的に発現する遺伝子 X を標的とした治療を膵癌マウス同所移植モデルを用いて検
討した。 
 
４．研究成果 
(1) TAN と膵癌予後の関連 
 当科で切除した膵癌患者の切除標本を用いて膵癌微小環境中の TAN と予後の関連を IHC で検



討したところ、MPO 高発現群
は低発現群と比較して有意
に予後不良であった(右
図)。さらに、同一症例内で
の MPO 発現と CD8a の発現分
布をみると、両者に負の相
関があることが分かり、TAN
が CD8+T cell の活性を抑制
している可能性が示唆され
た(右図)。 
 
(2) TAN の膵癌細胞への影響 
 Human Neutrophil と TAN の培
養上清を膵癌細胞に添加する
と、TAN の培養上清で刺激した膵
癌細胞では有意に浸潤能が増加
していた。膵星細胞の培養上清
で刺激したNeutrophilでも同様
の実験を行ったが、癌細胞の培
養上清で刺激した方がより強く
浸潤能を亢進させた。これらの
ことから、膵星細胞よりも膵癌
細胞の方が微小環境中の好中球
への影響がより大きいと考え、
膵癌細胞と好中球の関係に焦点を当てることとした。
Neutrophil と TAN の分泌因子をサイトカインアレイで比較したところ、正常 Neutrophil と比較
して、TAN では CCL5 の分泌が高値であることが分かった。抗 CCL5 を投与すると、膵癌細胞の浸
潤能も改善を認め、TAN の分泌する CCL5 を介して膵癌細胞の浸潤能を上昇させていることが示
唆された(右図)。さらに、in vivo 実験で Maraviroc を用いて CCL5-CCR5 を阻害したところ、コ
ントロールと比較して腫瘍形成が抑制された(右図)。 
 
(3) TAN の CD8+T cell への影響 
 マウス末梢血由来のPBNとマウス腫瘍由
来の TAN を、それぞれ脾臓から分離した
CD8+ T cell と共培養して CD8+T cell の
活性化を FACS で評価したところ、TAN と
共培養した CD8+T cell は、PBN と共培養
した場合と比較して IFNγ,Granzyme B の
発現が低下することが分かった(右図)。 
 
(4) マイクロアレイ発現解析による TAN に特徴的な遺伝子の
探索 
 ヒト由来の正常 Neutrophil と TAN, マウス由来の PBN と
TAN のそれぞれの遺伝子発現をマイクロアレイ発現解析によ
り比較した。ヒト、マウスの TAN でいずれも発現が上昇して
いる 34 遺伝子を同定し、その中から候補遺伝子として遺伝子
Xを同定した。ヒト膵癌組織において、遺伝子 Xは正常部と比
較して癌部で発現が高く(右図)、マウス由来 TAN においても
PBN と比較して有意に発現が上昇していることを確認した。 
 
(5) 好中球が発現する遺伝子 X を標的とした治療効果の検討 
 遺伝子 Xを発現する TAN と細胞障害性 CD8+T cell との分布を多重免染で検討したところ、遺
伝子 X 陽性 Neutrophil の浸潤と、Granzyme B 陽性 CD8+T cell の浸潤には負の相関を認め、遺
伝子 X 発現 TAN が CD8+T cell の細胞障害性を抑制することで腫瘍促進的に働く可能性が示唆さ
れた。最終的に、膵癌同所移植
マウスモデルを用いて、遺伝子
X を標的とした siRNA を腫瘍内
に投与すると、有意に腫瘍形成
が抑制され、さらには腫瘍内
CD8+T cell の活性化が促進さ
れた(右図)。 
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