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研究成果の概要（和文）：膵癌は予後不良で化学療法・免疫療法の確立が急務である。免疫チェックポイント阻
害薬は膵癌に効果が乏しいとされているが、一部の膵癌では免疫原性があり、その効果が期待できる可能性が示
唆されている。今回、超音波内視鏡下穿刺吸引細胞診で得られた膵癌の残余検体から、腫瘍浸潤リンパ球を単離
し、免疫チェックポイント分子の発現を解析した。これまでに9例で同意を取得し、末梢血リンパ球とFNA検体か
らリンパ球を単離した同一症例において、PD-1の発現は末梢血リンパ球に比べて局所リンパ球で高かった。引き
続いてEUS-FNA検体の収集し解析を継続することで、免疫原性の強い膵癌を同定する一助になる可能性が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Pancreatic cancer has a poor prognosis and there is an urgent need to 
establish chemotherapy and immunotherapy. Immune checkpoint inhibitors are said to be poorly 
effective against pancreatic cancer, but some pancreatic cancers are immunogenic, suggesting that 
their effects can be expected. In this study, we isolated tumor-infiltrating lymphocytes from 
residual specimens of pancreatic cancer obtained by EUS-FNA and analyzed the expression of immune 
checkpoint molecules. Up to now, we have obtained consent in 9 cases. PD-1 expression was higher in 
tumor-infiltrating lymphocytes than in peripheral blood lymphocytes. It was suggested that the 
subsequent collection and analysis of EUS-FNA samples may help identify pancreatic cancer with high 
immunogenicity.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
超音波内視鏡下穿刺吸引細胞診で得られた膵癌検体から腫瘍に浸潤するリンパ球を単離し、免疫チェックポイン
ト分子の発現を解析した。さらに症例を集積することで、免疫チェックポイント阻害薬の効果が期待できる可能
性のある免疫原性膵癌の同定につながる可能性がある。また、末梢血リンパ球とFNA検体からリンパ球を単離し
た同一症例において、PD-1の発現は末梢血に比べて局所で高かった。同一個体における末梢血リンパ球と膵癌局
所のリンパ球を単一細胞解析などを追加し比較することで、膵癌の病態解明に貢献できる可能性がある。

※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 
膵癌は極めて予後不良な悪性腫瘍で、手術症例を含めても 5年生存率は 5-10%とされている。
化学療法に対する抵抗性も強く、強力な多剤併用化学療法 (FOLFIRINOX療法) でも、遠隔転
移を有する症例において生存期間中央値は 11.1か月 (J Clin Oncol 2013) と、満足な効果は得
られておらず、新たな治療法の開発が急務である。 
近年、癌免疫編集という概念が提唱され、腫瘍による宿主免疫からの回避機構の一部が明らか
にされている。その回避機構の一つである免疫チェックポイント分子を標的とした免疫療法が
開発され、2014年の悪性黒色腫に対するニボルマブの保険承認をはじめとして、様々な癌種で
注目されている。本薬剤は悪性黒色腫や腎細胞癌などの免疫原性が高度な癌種に対して効果を
発揮しやすい。また大腸癌の 10-20%にみられるミスマッチ修復遺伝子欠損例では、腫瘍の免疫
原性が高度で、本薬剤の効果が発揮されやすいことも報告されている（N Engl J Med 2015）。
すなわち、同じ癌種でも免疫チェックポイント阻害薬の効果が発揮されやすい患者群が存在す
る可能性があり、その効果は腫瘍の免疫原性に関連している。 
膵癌は KRAS, CDKN2A, TP53, SMAD4の変異が高率である一方、比較的均一な遺伝学的背
景をもつ癌で、そのため免疫チェックポイント阻害薬の効果が乏しいと考察されている。一方、
膵癌に対する全ゲノム解析により、膵癌は扁平上皮型・膵前駆細胞型・内外分泌異常分化型・免
疫原性型に分類され、特に免疫原性型では腫瘍浸潤リンパ球における免疫チェックポイント分
子の発現が高い場合、予後不良であることが報告されている (Nature, 2016)。これらの既報か
ら、膵癌にも免疫療法の効果が発揮されやすい症例群が
存在する可能性があり、末梢や癌局所のリンパ球解析を
行うことで、予後予測や個別化治療につながる可能性が
ある。しかし膵癌は進行が非常に早く、発見時には肝転
移等で切除不能である症例が過半数を占め、切除検体を
採取できないため、膵癌局所のリンパ球を解析すること
は困難であった。 
 
２．研究の目的 
超音波内視鏡下穿刺吸引生検（EUS-FNA）の進歩に
よって、膵癌治療前に組織を採取して病理学的悪性の診
断を行うことが一般的となっている。本検討では、膵癌
FNA 検体を用いて腫瘍局所に浸潤するリンパ球を単離
し、免疫チェックポイント分子の発現を解析することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）CD45 をターゲットとする磁気分離法による
positive selection に加えてフローサイトメトリーの
死細胞除去、ソーティングシステムを用いることで、安
定して膵癌FNA検体より腫瘍局所リンパ球が抽出できる
かを検証した。 

 
（2）単離した腫瘍局所リンパ球と、従来法（比重遠心分
離法）で単離したヒト末梢血単核球において、リンパ球
マーカーである CD3/CD56/CD4/CD8 及び免疫チェックポ
イント分子である PD-1/Tim-3 の発現をフローサイトメ
トリーを用いて解析した。 
 
４．研究成果 
（1）溶血処理時間によっては細胞の回収が困難な場合が
あったが、コラゲナーゼ処理や DNaseⅠの添加、7-AAD に
よる死細胞除去を加えることで、比較的安定して CD45+白
血球を単離することができた（図 1）。これまでに 9 例で
同意を取得し、単離できた腫瘍局所リンパ球とヒト末梢
血由来単核球を超低温フリーザーで保存している。今後、
同一症例由来の腫瘍局所と末梢血のリンパ球を集積し、
膵癌の免疫回避機構の病態解明を目指してマイクロアレ
イや単一細胞解析で比較することを検討している。 
 
（2）実際に表面抗原や免疫チェックポイント分子を測定
した検体は一部であるが、リンパ球を分母とした CD3-

CD56+NK細胞の頻度は膵癌FNA検体の方が末梢血よりも高
かった。逆に CD3+CD56-T 細胞の頻度は末梢血よりも膵癌 FNA 検体で低下していた（図 2）。また、
CD4+T 細胞における免疫チェックポイント分子の解析で、Tim-3 の発現は末梢血と膵癌 FNA 検体



で有意差は認めなかったが、PD-1 の発現は末梢血よりも膵癌 FNA 検体で増加傾向にあり、癌局
所において、宿主免疫応答が抑制されている可能性が示唆された（図 3）。今後は腫瘍局所リン
パ球において細胞傷害活性マーカーである CD107a や細胞内染色を用いた IFN-γなどの測定を
行うことで、リンパ球の機能解析も検討している。 
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