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研究成果の概要（和文）：腎細胞癌はがん免疫療法で先駆的立場にある。免疫組織学的検討では、自動解析プラ
ットフォームを導入し、計10,000スポット以上の腎細胞癌組織の免疫微小環境を1細胞解析した。さらに次世代
の免疫チェックポイント分子：LAG3/TIM3/TIGIT発現の解析で、腎細胞癌の悪性度を層別化することが出来るこ
とを発見した。最新のスペクトル顕微鏡を利用し、PD-1治療後の急激な病勢進行の原因として、腎がん組織で近
接する腫瘍特異的なCD39+PD-1+CD8+T細胞とPD-1+Treg細胞の存在を明らかにした。本研究は最終的に、腎細胞癌
の組織検体を用いたがん免疫ゲノミクスアトラス構築を前向き研究で進めた。

研究成果の概要（英文）：Renal cell carcinoma is a pioneer in cancer immunotherapy. In the 
immunohistological study, an automatic analysis platform was applied for cellular analysis to 
uncover the immunomicroenvironment of renal cell carcinoma tissue with a total of more than 10,000 
spots. Furthermore, analyzing next-generation immune checkpoint molecules: LAG3/TIM3/TIGIT 
expression revealed that the malignancy of renal cell carcinoma can be stratified. Using the latest 
spectrum microscopy, we revealed tumor-specific CD39+PD-1+CD8+T cells and PD-1+Treg cells in 
proximity within renal cell carcinoma tissue, which may be one of reasons for a rapid disease 
progression after PD-1 treatment. In this study, we finally proceeded with the construction of a 
cancer immunogenomics atlas using tissue specimens of renal cell carcinoma as a prospective study.

研究分野： 泌尿器科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
進行腎細胞癌治療のオプションは、血管新生阻害薬・mTOR阻害薬等の分子標的治療薬に加えて、免疫チェックポ
イント阻害薬が登場したことで、研究の趨勢はどの薬剤をどういう順序でどのように投与するかという治療シー
クエンスとより強い抗腫瘍効果を求めての併用療法の開発に関心が移っている。医療経済を考慮しての個別化医
療の方向性もあり、治療効果を予測するバイオマーカー開発は、社会的に意義深いと考える。分子標的治療薬や
免疫チェックポイント阻害薬の耐性機序の研究も、新規治療の探索には不可欠である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

腎細胞癌は泌尿器癌の中でも難治性のがんである。2008年に血管新生阻害薬（tyrosine kinase 

inhibitor, TKI）である分子標的薬：sorafenib や sunitinib が承認され、腎細胞癌治療は大き

な変革を遂げた。現在は axitinib、pazopanib、cabozantinib も相次いで承認された。しかし、

血管新生阻害薬による抗腫瘍効果は一時的で、ほとんどの症例が治療に耐性となる。このような

状況の中、2016 年 8月に免疫チェックポイント阻害薬（immune checkpoint inhibitor, ICI）

である nivolmab が承認となった。しかし、効果を認める症例は依然として 20%程度に留まって

いる。このように新規薬剤の導入により治療成績は向上しているものの課題が山積みである。ど

のような症例に効果が期待できるのか？そして TKI に加えて ICI にも何故耐性が生じるのか？

腎細胞癌研究の核心をなす「問い」への明確な回答は、未だ存在しない。 

 我々は、これら「問い」への回答は、TKI・ICI 治療後の組織あるいは動物モデルを使用して、

血管のリモデリングと免疫微小環境を探索することによって初めて明らかになると考えた。バ

イオマーカーの探索にまで展開するには全身の免疫環境、つまり血中の免疫担当細胞とサイト

カイン•ケモカイン、さらには血液循環腫瘍細胞に及ぶ統合的な解析も必要であると考えた。 

そこでまず解析しなければならないのが、治療前の腎細胞癌の免疫微小環境である。腫瘍周囲

に腫瘍浸潤リンパ球が集積することが様々ながんで観察されている。がん抗原を認識して、特異

的にがんを攻撃するエフェクター細胞である CD8+T 細胞の集積は予後良好の指標であるはずな

のだが、腎細胞癌では逆に予後不良である、という他のがんでは観察されない現象がある（Remark 

R, et al. Clin Cancer Res 2013）。このことは腎細胞癌においてはがん免疫を阻止する特殊な

免疫環境の存在を示唆する。免疫チェックポイント阻害薬は常に獲得免疫を中心に説明されて

きたが、腎細胞癌の微小免疫環境においては自然免疫系の細胞が深く関与し、腫瘍免疫環境を負

に制御している可能性である。我々は、（１）自然免疫担当細胞であるマクロファージ、単球、

MDSC などが独自の免疫環境を構成し、腫瘍免疫環境に不利に働く可能性を考えた。さらに腎細

胞癌の本来の性質として、がんは豊富な血管網の中に存在し、前立腺癌や筋層浸潤性膀胱癌に観

察されるようながん細胞間を充填する間質が少ない。しかし、TKI・ICI 治療後の腎細胞癌組織

は劇的に変化し、治療後の腫瘍壊死巣では「間質の乏しいがんが間質の豊富ながんへと変貌」を

遂げている。間質は多彩な細胞が存在する微小環境である。我々は、（２）治療後の間質に存在

する豊富なサイトカインや線維芽細胞が、癌幹細胞に愛護的に働く生息環境（ニッチ）を構成し、

腫瘍免疫から逃避を促す可能性を考えた。 

 

２．研究の目的 

がんの薬剤耐性を解決する糸口として、がん微小環境を詳細に解明し、生き残るがん細胞の分

子基盤、血管のリモデリング、免疫担当細胞を多面的に解析し、新規治療の標的探索を目的とし

た。TKI 治療後の血管リモデリングを研究代表者らは腎細胞癌で初めて提唱し、血管新生制御因

子 VASH-1 がその分子基盤であることを示した（Mikami S, et al. Lab Invest 2017）。この独

自の研究成果に免疫環境の研究を融合し、さらに全身的な免疫環境との相関を探索して、治療効

果を予測するバイオマーカーをも検索する本研究の独自性は高い。 

免疫環境の探索は腎細胞癌の原発巣より行い、次にリンパ節、肺、骨、肝臓、膵臓などの転移

巣に展開して臓器別の転移巣の特徴を探索し、さらに当教室で集積されている TKI 治療後の組

織を調べ、宿主腫瘍内の免疫環境の劇的な変化も対象とした。通常の病理切片の免疫組織学的検

索を基盤にして、凍結標本を処理によって研究代表者らが開発した手法であるライトシート顕

微鏡による 3次元的ながん微小環境の検索（Tanaka N, et al. Nat Biomed Eng 2017）を行っ



た。最近の研究ではがん微小環境を構成細胞間の距離を測定して機能と関係性を推測する研究

が行われているが、あくまで 2次元での解析でありバイアスが生じている。がん微小環境を構成

する細胞間の距離と関係性を 3次元でより正確に視覚化することが可能である。 

さらにシングルセル解析のプラットフォームを、がん組織と当教室で所有する最新の循環腫

瘍細胞（circulating tumor cell, CTC）検出装置に適用することで、腎細胞癌の１細胞解析を

目的とした。特に、最先端の技術で PD-L1 など免疫チェックポイント分子の発現状態に着目する

ことで、これまで不明であった腎細胞癌のがん微小環境を明確にし、かつバイオマーカー発見ま

での独自性が生じる。 

 

３．研究の方法 

（１） 腎細胞癌におけるリンパ球を中心とした免疫環境の特殊性の探索：腎細胞癌はがん周囲

に TIL が集積していることが特徴のひとつである。リンパ球の集積は様々ながんで観察されて

おり、特に大腸癌では、三次リンパ組織（tertiary lymphoid structure, TLS）の存在は予後良

好の指標である。まず我々は、腎細胞癌でのリンパ球の集積を TLS か non-TLS かの区別し、原発

巣、転移巣、そして治療後の組織に展開し、リンパ球のサブタイプを明らかにすることを考えた。

また、免疫チェックポイント分子の階層性にも着目する必要がある。CTLA-4 は起動相において

急速かつ非特異的な全身的寛容を誘導する。効果相であるがん組織では PD-1 が誘導されるが、

さらに LAG-3、TIM-3、TIGIT が緩除に誘導されるが、腎細胞癌においては全く未知である。蛍光

顕微鏡を使用して LAG-3、TIM-3、TIGIT の発現を共に多重染色によって解析し、CD8+T 細胞の階

層性を明らかにし、ICI の効果増強に向けた治療への糸口を見出すことを考えた。 

（２） TKI 治療後のがん微小環境における自然免疫担当細胞と代謝：TKI 治療後の腎細胞癌組

織は劇的に変化し、全く性質の異なる間質に富んだがん組織に変化する。豊富な間質からは、耐

性を補助する微小環境が提供される。特に TKI 治療後の組織では、がんにおける PD-L1 発現の増

加やリンパ球における PD-1 発現の増加が示唆され、マクロファージ、単球、MDSC 等の自然免疫

担当細胞が免疫環境を負に制御する中心と考えた。さらに、IFN-γに誘導される代謝酵素として

インドールアミン-2,3-ジオキシゲナーゼ（IDO）があるが、IDO はアミノ酸のトリプトファンを

キヌレニンに代謝するトリプトファン代謝酵素の 1 つである。トリプトファンとキヌレニンの

バランスは、局所で免疫寛容を調整する代謝環境として重要であり、IDO 発現を中心とする腫瘍

内代謝についても組織を免疫組織染色で段階的な探索を行うことを考えた。 

（３） シングルセル解析が可視化する腎細胞癌の腫瘍内不均一性とサブクローン再増殖：腎細

胞癌 TKI・ICI 治療後の微小環境で増殖し続けるサブクローン（Subclonal repopulation）を明

らかにし、治療抵抗性の回避や抵抗性獲得後の治療軸を構築するための分子基盤を提唱する。シ

ングルセル RNA シークエンスは、単一細胞毎に含まれる mRNA を DNA に変換・増殖させ、定量的

な RNA シークエンスを可能とする革新的な研究手法である。本研究のマウスモデルでは、同種移

植に基づくマウス担癌モデルにシングルセル RNA シークエンスの適用を考えた。また、当教室が

保有する先端の CTC 濃縮回収装置「ClearCell FX」で回収される CTC は、既に単一細胞化されて

いる点で、シングルセル RNA シークエンスに利用可能と考えた。 

（４） ライトシート顕微鏡で立体視する血管新生阻害後の不均一なニッチ構造：ライトシート

顕微鏡は、従来の顕微鏡概念を覆す革新的な研究手法である。同顕微鏡は、腫瘍の空間情報を保

持したまま、透明化された組織を免疫組織学的に評価することが可能である。透明化や免疫組織

学的手法は、当教室が独自の DIPCO 法（diagnosing immunolabelled paraffin-embedded cleared 

organs）を用いることで、腫瘍内に拡がるがん細胞の空間分布、脈管、層構造等の 3次元情報が



シングルセルレゾリューンで忠実に再現される（Tanaka N, et al. Nat Biomed Eng 2017）。す

なわち、腫瘍血管の密度、血管径、分岐間の距離、屈曲率に加えて、組織内の血管分布の不均一

性（尖度、歪度、分散）が全て 3次元で可視化され、標的となるサブクローン（癌幹細胞等）が

生息するニッチ構造を緻密に解析できる。腫瘍内に浸潤する免疫細胞の空間情報も取得可能で、

我々は再燃後の免疫治療（抗 PD-1/PD-L1 療法） の感受性を予測するバイオマーカーの開発に繋

がると考えた。 

 

４．研究成果 

（１） 我々はまず、微小環境や免疫浸潤を網羅的・ハイスループットで評価するための研究基

盤である腎細胞癌組織マイクロアレイを作成した。当該施設倫理委員会で研究承認後（承認番

号:20180098）、泌尿器

科病理医と共同で腫瘍

中心（TC）・腫瘍辺縁

（IM）を全症例で検証

し、原発巣、転移巣、そ

して治療後の組織を網

羅する組織マイクロア

レイとなった。免疫組

織染色では、切片をデ

ジタル画像化し自動カウントする解

析プラットフォームを導入し、計

10,000 スポット以上の腎細胞癌組織

の免疫微小環境を 1細胞解析した。腎

細胞癌のリンパ球の集積を TLS か

non-TLS かで層別化する生存解析で

は、TLS を含む腎細胞癌は有意に予後

不良であった（図１）。 

 また、免疫チェックポイント分子の

階層性に関わる次世代免疫チェック

ポイント分子：LAG3/TIM3/TIGIT の発

現解析では、最新のスペクトル顕微鏡

を利用することで LAG3/TIM3/TIGIT

はそれぞれ単一マーカーのみを発現

する solo-positive 細胞が腎細胞癌

組織で多いことが分かった（図２）。腫瘍内の LAG3/TIM3/TIGIT が、

１細胞レベルで排他性を持って発現している新規知見は、複合的

ながん免疫療法の開発や腎細胞癌の悪性度層別化に重要と考え

る。 

（２） TKI 治療後の腎細胞癌組織を用いたスペクトル顕微鏡の蛍

光多重染色では、癌細胞の有意な PD-L1 発現の増加は認めなかっ

たが、TIL や TLS 内の PD-1 発現増加が示唆された。さらに PD-1 治

療後の急激な病勢進行の原因として、腫瘍組織内で近接する腫瘍



特異的な CD39+PD-1+CD8+T 細胞と PD-1+Treg 細胞の存在が明らかとなった。腎細胞癌組織マイ

クロアレイの TLS 解析では、TKI 治療後に有意に増加する TLS が明らかとなった（図３）。 

（３） シングルセル RNA シークエンスは、「固形腫瘍からの細胞単離→FACS→シングルセル RNA

シークエンス」を実装するプロトコール開発を進めた。マウス由来腫瘍では、実際に細胞生存能

力が維持された状態でシングルセル RNA シークエンスが可能であり、さらに免疫細胞では細胞

単一化後の腫瘍組織を新鮮凍結することが可能なことが分かった。マウス由来の「細胞単離→

FACS→シングルセル RNA シークエンス」プロトコールは、ヒト組織でも応用が可能で、高額なシ

ングルセル解析も適応を絞った効率的な運用が約束された。「ClearCell FX」で回収される CTC

によるシングルセル RNA シークエンス実装も、プロトコール改良を進めた。 

（４） ライトシート顕微鏡は血管内皮マーカーCD34、リンパ管内皮マーカーD2-40 に着目し、

腎腫瘍塊に存在する脈管網の 3次元可視化を進めた。我々の透明化・免疫組織学的手法は、ホル

マリン固定パラフィン包埋組織にも適用可能であ

る 60 検体を超える淡明細胞型腎細胞癌の組織塊

で透明化・免疫染色を行い、ヒト腎細胞癌で異質

な脈管構造（血管・リンパ管等）をシングルセル

レゾリューンで可視化した（図４）。腫瘍空間で同

定される癌幹細胞ニッチは、不均一な微小脈管構

造（血管、リンパ管等）を伴うことが予想される。

DIPCO 法は安定した組織透明化・免疫染色が可能

で、ハイスループットな実験系構築が可能であり、

今後は可視化された 60 検体を超える腎細胞癌サ

ンプルの脈管異質性を解析すると共に、TKI・ICI

治療後の腎細胞癌組織での組織透明化も進める。TKI・ICI 治療後の腫瘍脈管の形質変化や幹細

胞性の維持機構を解明する足掛かりとして、ライトシート顕微鏡を利用する。 
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