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研究成果の概要（和文）：ヒトがん組織の単細胞遺伝子発現解析と多重免疫組織染色によってがん組織の多様性
を分析し、腫瘍微小環境(TME)を３つのカテゴリーに分類した。TME類型診断に有用な７種類の組織バイオマーカ
ーを決定し、多重免疫組織染色によってTMEを分類した。尿路上皮がんと大腸がんで検証し、TME分類が免疫チェ
ックポイント阻害剤の効果予測と患者の予後予測に有効であることを証明した。さらに、がん組織に浸潤するT
細胞の抗原受容体遺伝子クロナリティー解析と標的抗原解析を行ない、TME分類との相関性を明らかにした。本
研究成果として、がんの最適化治療に有用な病理組織学的診断法を提唱した。

研究成果の概要（英文）：Tumor microenvironment (TME) was categorized into three classes by using 
tissue single cell analysis and multiplex immunohistochemistry (IHC) of primary human cancer 
tissues. It was revealed that seven IHC biomarkers were suitable for the TME classification, which 
could become the predictive marker for immune checkpoint blockade therapy as well as patients’ 
prognosis. In addition, clonality of T-cell antigen receptors and their target antigens were 
analyzed in primary cancer tissues. It was found that there was a close correlation between TME 
classification and T-cell clonality. We proposed a novel diagnostic tool that should contribute to 
the precision therapy of cancer.

研究分野： 腫瘍免疫学、免疫病理学

キーワード： 腫瘍微小環境　T細胞抗原受容体　がん免疫療法　免疫組織染色　バイオマーカー　がん最適化治療　単
細胞遺伝子解析　がん幹細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で最大の学術的意義は、1細胞レベルで遺伝子発現の多様性を分析する組織単細胞遺伝子解析技術によっ
て腫瘍微小環境(TME)の多様性を類型化し、免疫組織染色と融合した初めての研究である点にある。
2つめの意義は、多重免疫組織染色によってTMEを分類し、がん個性診断に応用した点である。一般的な検査施設
で簡便かつ迅速にがん個性を検査することが可能であることを証明した。
3つめの意義は、本研究成果のがん最適化治療への貢献にある。がんの治療抵抗性の原因は腫瘍微小環境の多様
性にあるが、本研究はこれを類型化し、がん個性診断を治療法選択のバイオマーカーとしたことに意義がある。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
（1）免疫チェックポイント阻害剤が登場し、肺がん、メラノーマ、腎細胞がん等では標準治療

となった。しかし、多くの大腸がん、膵がん、肉腫等のがん種に対しては効果が低く、がん全

体の 5 割を越える。したがって、治療抵抗性腫瘍と感受性腫瘍の免疫病理学的特性の相違を解

明し、これに基づいた個別化治療戦略をたてることは重要な課題であった。 
（2）治療抵抗性の要因の１つは腫瘍微小環境の多様性にある。しかし従来、腫瘍微小環境の解

析は組織遺伝子発現解析によって行われており、個々の細胞に発現する遺伝子を網羅的かつ定

量的に解析することはできなかった。 
（3）我々は、次世代シークエンサーを用いた包括的単細胞遺伝子解析技術を開発し、ヒト固形

がん組織に含まれるがん細胞・免疫細胞・間質細胞、それぞれの遺伝子発現を単細胞レベルで

包括的に解析し、腫瘍微小環境を詳細に分析する技術を獲得した。 
 
２．研究の目的 
（1）ヒト上皮性悪性腫瘍に焦点を絞り、組織単細胞遺伝子発現解析と多重免疫組織染色法を用

いて、がん組織を構成する多種多様な細胞の特徴を解析し、腫瘍微小環境(TME)を類型化する。 
（2）ヒトがん組織の TME 分類に有用な多重免疫組織染色マーカーを確立し、その有効性を検

証する。 
（3）TME 分類の臨床病理学的意義について検証する。特に免疫チェックポイント阻害剤の効

果予測と患者予後予測の有効性について検証し、個別化がん治療法選択への応用を目指す。 
 
３．研究の方法 
（1）消化器がん、腎細胞がん、子宮体がん等の新鮮ヒトがん組織を酵素処理し、単細胞に分離

する。単細胞から抽出した mRNA をバーコード DNA ビーズに固相化し、RT-PCR によってバ

ーコード cDNA ライブラリを合成、NGS によってシークエンスする。データをクラスタリング

解析し、がん細胞・免疫細胞・間質細胞、それぞれの特徴と多様性を分類する。 
（2）遺伝子発現解析結果をもとに、ホルマリン固定標本の免疫組織染色に有用な組織バイオマ

ーカーを探索し、多重免疫組織染色法による TME の分類を実施する。 
（3）免疫チェックポイント阻害剤感受性のがん組織と抵抗性のがん組織を対象に、多重免疫組

織染色による TME 分類と免疫チェックポイント阻害剤の効果との相関性、患者生存期間との

相関性について後ろ向きコホート解析によって解析する。また、大腸がんの予後解析について

は、多施設国際共同研究として検証する。 
 
４．研究成果 
（1）がん幹細胞と腫瘍免疫微小環境 

新鮮がん組織を単細胞に分離し、網羅的単細胞遺伝子発現解析を実施した。データをクラス

タリング解析し、がん細胞・免疫細胞・間質細胞のそれぞれに発現する遺伝子の質的・量的相

違と特徴によって腫瘍微小環境の類型化を実施した。幹細胞形質を有すがん細胞（がん幹細胞）

が豊富な微小環境と、分化がん細胞が豊富な微小環境を比較することによって、がん幹細胞に

対する抗腫瘍免疫応答を抑制する免疫制御ネットワークを見出した（図１）。卵巣がんのネット

ワークにおいては FGF4/FGFR2 Axis が中心的な役割を果たしていること、FGFR シグナルを阻

害することによって、がん幹細胞微小環境を改変することができることを見出した（図２）。 
 
（2）がん細胞の免疫細胞ハイジャック現象 

腫瘍浸潤免疫細胞の単細胞遺伝子解析によって、がん細胞の遺伝子の一部が免疫細胞に取り

込まれる現象を発見した。がん患者の末梢血単核球細胞を用いた単細胞遺伝子解析によって、

がん細胞由来遺伝子を取り込んだ免疫細胞が末梢血中にも検出されることを見出した。この現

象は、がん細胞が宿主の免疫応答を制御するメカニズムと関係していることが推察された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ がん幹細胞の免疫抑制ネットワーク  図２ FGFR 阻害による微小環境の改変 

 
（3）網羅的組織単細胞遺伝子発現解析の成果 

免疫チェックポイント阻害剤感受性の大腸がん組織(MMR-deficient, MMRd)と抵抗性の大腸

がん組織（MMR-proficient, MMRp）を、網羅的単細胞遺伝子発現解析によって比較解析したと

ころ、MMRd に浸潤している T-cell
は細胞障害性遺伝子を強く発現し

ているのに対し、MMRp に浸潤して

いる単球・マクロファージは間葉系

遺伝子を強く発現していることが

見出された（図３）。このことは、

腫瘍微小環境の診断と類型化が治

療薬の効果予測に有効であること

を示している。本研究によって、免

疫チェックポイント阻害剤感受性

に関与する組織バイオマーカーを

見出し、成果(5)の免疫組織染色マー

カーに反映させた。 
     図３ 大腸がん組織の単細胞遺伝子発現解析 

 
（4）腫瘍微小環境における免疫バイオマーカーの意義 

大腸がん組織における CD8 陽性 T 細胞の浸潤レベル(Immunoscore)を定量的に評価すること

によって、Stage I/II/III においては従来の TNM 分類と同等の予後予測因子となることを明らか

にした（図４）。一方、Stage IV に

おいては、HLA class I 発現のレベル

が予後に寄与していることを明ら

かにした。このことは、腫瘍微小環

境の診断と類型化が、患者予後の予

測およびハイリスク患者の抽出に

有効であることを示している。本研

究成果は、大腸がん治療の個別化最

適治療選択に反映させることがで

きると考えられた。 
 

図４ 大腸がんの予後に寄与する因子の比較  
Lancet 391:2128-2139, 2018 

 



（5）多重免疫組織染色による腫瘍微小環境の類型化 
がん組織に浸潤する免疫細胞の遺伝子発現パターンによって、T-cell Inflamed type、T-cell 

Exausted type、T-cell Desert type の３つの Immunophenotype に分類し、それぞれを特徴づける

signature gene に基づき、ホルマリン固定標本の免疫組織染色に有用な組織バイオマーカーを探

索。多重免疫組織染色法による TME の分類を実施した（図５）。HLA-DR, CD8, TIA-1, HLA-I, 
PD-L1, PD-L2, PMS2/MSH6、以上７種類の組織バイオマーカーの多重免疫組織染色(Multiplex 
IHC)によって腫瘍微小環境を類型化し、Immunoscore として定量化した（図６）。これらが免疫

チェックポイント阻害剤の効果予測と患者予後の予測に有効であることが示された（図７）。特

筆すべきは、本類型化は、大腸がんだけでなく、泌尿器がん、婦人科がん、乳がん、肺がん、

メラノーマ、肉腫など、さまざまながん種に適応可能である点である。がん患者の最適化治療

に貢献する有用な免疫病理学的診断方法を確立することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ がん免疫サイクルとバイオマーカー    図６ 多重免疫組織染色による TME の類型化 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ Stage IV 大腸がんの TME 分類 Immunoscore と患者予後の相関性 

 
（6）腫瘍浸潤 T 細胞の TCR 遺伝子クロナリティー解析 

がん組織に浸潤する T 細胞の抗原受容体遺伝子のシークエンスを行い、T 細胞クロナリ

ティー解析を行った。T-cell Exhausted type では T 細胞クロナリティーの多様性が高く、

逆に T-cell Inflamed type ではクロナリティーの多様性が低く、特定の TCR を持つオリゴ

クローナルな T 細胞の浸潤が示唆された。このような腫瘍浸潤 T 細胞クローンがどのよう

ながん抗原を認識しているのかを突き止めるために、T-cell Inflamed type の腎細胞がんか

ら腫瘍浸潤 CD8 陽性 T 細胞クローンを樹立し、本クローンが認識するがん特異抗原を同

定した。Passenger 変異の遺伝子変異によるネオアンチゲンであることが判明した。 
 



(7)今後の展開：がん組織、がんゲノム、がん免疫の統合的理解 
今後はがん種横断的にがんゲノム情報・がん抗原情報・T 細胞抗原受容体情報・遺伝子発現

情報・病理組織形態情報を統合する Cancer Pathoimmunogenomics を確立し、人工知能（AI）に

よる包括的分子病理診断の確立を目指す（図８）。 
１．がんゲノム解析と遺伝子発現解析による病理・ゲノム情報の統合 
  がん種横断的に、がん組織のゲノム解析（Whole Exome Sequence, WES）によるがんゲノム

変異情報取得。RNA Seq によるがん細胞遺伝子発現情報取得。これらと病理組織形態情報、

および臨床病理学情報との関連づけを行い、AI によって分子病理学情報を統合する。 
２．間質細胞・免疫細胞の多様性解析とゲノム情報との統合 
  がん組織を構成する多種多様な細胞の遺伝子を単細胞レベルで分析し、がん関連線維芽細

胞の特性、免疫細胞の種類と頻度と特性、T 細胞抗原受容体（TCR）の配列分析を実施。

AI によって免疫病理学情報とゲノム情報を統合する。 
３．がん細胞の HLA 抗原ペプチド解析と腫瘍浸潤 T 細胞 TCR 情報の統合 
  マススペクトル解析技術を用いてがん細胞表面に発現する HLA 抗原ペプチドを網羅的に

分析し、がんゲノム WES 情報、遺伝子発現情報と照合してがん特異抗原ペプチドを同定。

さらに、がん抗原ペプチド・HLA 複合体（pHLA）テトラマーによって、抗原ペプチド解

析と腫瘍浸潤 T 細胞 TCR 情報を統合する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        図８ 今後の展開：がん組織、がんゲノム、がん免疫の統合的理解 
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Phosphorylation of HSF1 at serine 326 residue is related to the maintenance of gynecologic
cancer stem cells through expression of HSP27

Oncotarget 31540-31553

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 １．著者名  ４．巻
Yasuda, K. Hirohashi, Y. Mariya, T. Murai, A. Tabuchi, Y. Kuroda, T. Kusumoto, H. Takaya, A.
Yamamoto, E. Kubo, T. Nakatsugawa, M. Kanaseki, T. Tsukahara, T. Tamura, Y. Hirano, H.
Hasegawa, T. Saito, T. Sato, N. Torigoe, T.
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
LY6/PLAUR domain containing 3 has a role in the maintenance of colorectal cancer stem-like
cells

Biochem Biophys Res Commun 232-238

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
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第47回日本臨床免疫学会シンポジウム（招待講演）

第47回日本臨床免疫学会シンポジウム（招待講演）
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鳥越　俊彦
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複合がん免疫療法のコンセプト
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日本癌学会2017　モーニングレクチャー（招待講演）

 ２．発表標題
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 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Molecular Mechanism of Cancer Cell Hormesis

Phosphorylation of HSF1 at Ser326 residue is associated with the maintenance of gynecologic cancer stem cells.
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Basic methodology for immuno-oncology research
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 ３．学会等名

日本臨床免疫学会2017　アニュアルエビデンスレビュー（招待講演）

The Society for Immunotherapy of Cancer's (SITC) 32nd Annual Meeting（国際学会）

日本免疫学会2017 ランチョンセミナー（招待講演）

The 36th Sapporo International Cancer Symposium（招待講演）（国際学会）
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Landscape of HLA class I ligand peptides
 ２．発表標題
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