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研究成果の概要（和文）：T細胞のCD28 IS形成率の生理的意義と癌との関連を明らかにすること目的として、研
究を開始した。まず、IS形成率の測定系を確立し、癌患者と健常人のIS形成率の比較を行ったが、有意差はなか
った。しかし、T細胞におけるCD28の発現に有意差があった。次に、癌患者のT細胞CD28 IS形成率及びCD28陽性
率では、その病期との相関性はなかった。術前化学療法例において、組織学的奏効度とCD28IS形成率の相関性が
認められた。さらなる症例の集積中である。また、免疫チェックポイント阻害剤例に関しても、検討中である。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to clarify the physiological significance of the CD28 IS 
formation rate of T cells and its relationship to cancer. First, we established a system to measure 
IS formation rate and compared IS formation rate between cancer patients and healthy subjects, but 
there was no significant difference. However, there was a significant difference in the expression 
of CD28 on T cells. Next, the T-cell CD28 IS formation rate and CD28 positivity rate in cancer 
patients did not correlate with their stage of the disease. In preoperative chemotherapy cases, 
there was a correlation between histological response and CD28 IS formation rate. More cases are 
being collected. In addition, immune checkpoint inhibitors are under investigation.

研究分野：消化器外科　
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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癌治療への導入以降、診断や診断や治療へのアプローチが注目されている。学術
的には免疫シナプス事態が癌患者一般にどのような臨床的意義があるのかを検討した点は極めて独創性が高い。
現段階では免疫チェックポイント阻害剤の効果や適応との関連は明らかでないが、明らかになることは、コスト
削減のみならず、消化器癌治療への恩恵をもたらす社会的にも、有意義であると考える。

※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 
T 細胞の補助刺激因子 CD28 分子は T 細胞表面に均一に存在するが、刺激後に免疫シナプス
（Immunological synapse: IS)を形成するため、刺激の入った部分に集簇する性質が知られてい
る。この状態を IS形成として、これを定量化し、T細胞の反応性のバイオマーカーとなりうる
か、胃癌抗 PD-1 抗体療法の responder 群のバイオマーカーになりうるかを検証する研究であ
る。第一の目標は、T 細胞表面 CD28 分子の集簇能の定量化を行う検出系を確立することであ
る。さらに、第二ステップとして、このため、この検出系が癌患者と非癌健常人とで反応性が違
うかどうかを検討することである。第三に、すでに広く臨床で用いられる免疫チェックポイント
阻害剤の responder群の抽出を行うことを目的とする。PD-1の標的が CD28分子であるとの報
告を基に PD-1 遮断の新たなる作用点の検証とそのメカニズムの解明を目指す。 
具体的には、本研究の基盤となるが、イメージングサイトメトリーを用いて、T細胞表面に分布
する CD28 分子の細胞表面での動態を単一細胞レベルで検出し、細胞集団としてその集簇度を
定量化することを確立することである。この検出系を元に胃癌、食道癌の末梢血での評価を行い、
その意義を検討する。また、チェックポイント阻害剤治療胃癌患者を対象として T 細胞分画の 
CD28 分子の発現と動態解析による抗 PD-1 抗体の responder 群の検出を目的として、解析
を進める。抗 PD-1 抗体治療開始後肺癌患者末梢血の解析より、増殖能をもつ PD-1+CD8+T細
胞が増加し、これらは CD28+であることを示された。これは、PD-1 治療高反応性 T 細胞は 
CD28+であることが必要条件となることを表すため、これを更に進めて、PD-1 治療後に 
CD28+T 細胞の CD28 シグナルが保持(再活性化)されることが PD-1 免疫療法の反応性を反
映するという仮説で研究を進める。 
 
２．研究の目的 
T細胞リンパ球の機能とその IS形成量を評価し、予後や治療効果との関係を明らかにする。 健
常者及び消化器癌患者の末梢血を用いて、イメージングサイトメトリーにて刺激後の T 細胞の
免疫シナプス (immunological synapse: IS)に関連する変化の解析を行う。 ISによる変化はそ
の細胞に入る刺激の強さを示す。これは細胞そのものの機能や分化状態を反映している。同時に
表面抗原の解析や in vitroでの機能解析を行うことで、 IS形成と T細胞の分化状態と機能の関
連を明らかにする。さらに、免疫チェックポイント阻害剤の治療患者にたいして、免疫シナプス
の評価で、 治療効果予測が可能となるか否かを検証する。 
 
３．研究の方法 
1.イメージングサイトメトリーを用いた CD28の IS形成率の測定 
末梢血由来 T 細胞を用いた in vitro での刺激前後の CD28IS形成の測定の変化は、イメージン
グサイトメトリー(Image Stream)にて行った。従来のサイトメトリー機能を有し、表面抗原に
よる分画ごとの CD28IS形成率の測定系の確立を行う。 
2. 健常者 CD28IS 形成に関する日間較差 健常者の CD28IS 形成率を複数回採取することに
より、IS形成測定値の変動性、再現性の評価を行う。 
3．胃癌、食道癌患者の末梢血中 T細胞における CD28IS形成を定量し、癌の進行度毎の評価、
及び健常者との比較を行う。また、CD28発現状態の比較を行う。 
4. 胃癌、食道癌術前化学療法例における治療前後の CD28IS形成の変化を比較して、効果予測
となり得るか否かを検証する。 
5. 胃癌、食道癌における免疫チェックポイント阻害剤投与例における末梢血中T細胞CD28MC
形成率の測定を行い、治療効果との相関性を検討する。 
 
４．研究成果 
1. イメージングサイトメトリーを用いた末梢血由来 T 細胞 CD28IS形成率の測定系の確立 
ヒト T細胞株を用いた、in vitroでの受容体刺激後の IS形成の測定をイメージングサイトメト
リー(シスメックス社 Image Stream (Amnis))にて行った。末梢血より全血のまま、T細胞を
収集し、αCD3刺激、αCD28刺激による IS形成の変化を捉える方法を確立した。さらに分画毎
に CD28IS形成の程度を定量化することに成功した(図 1)。イメージングサイトメトリーは、従

来のフローサイトメトリー機能に加えて、各細胞形態の画像情
報が取得でき、細胞の表面抗原と同時に IS 形成の程度を捉え
ることが確認できた。これを蛍光面積と蛍光強度により
定量化し、表面抗原による分画毎の IS形成の測定が可能
となった。 
 
 
 

図 1. イメージングサイトメトリーを用いた CD28の IS形成率の測定 
2. 健常人末梢血 T細胞における IS形成の日間較差に関する検証 IS形成細胞率の日間変動を
解析した。 健常人 6検体について、 3日以上の測定を実施し、 IS形成細胞率の平均値、 標
準偏差(SD)および変動係数(CV)を算出した（図 2)。健常人末梢血 T細胞における IS形成細胞
率における変動係数(CV)は 8.03％から 25 .52%であった。以上より、 健常人において IS形成



細胞率は 20％前後の日間変動を示すことが明らかとなった。 
 

 

 
図 2．健常人における末梢血 T細胞の日間較差の検討  
3.新鮮血全血を試料として用いた。 また、 IS形成細胞の解析は、 CD3+（もしくは CD4+およ
び CD8+細胞）かつ CD28+陽性の細胞を対象として、 CD28の IS形成細胞率を算出した。 IS
形成細胞は、 抗 CD28抗体に由来する蛍光の面積値を指標に判定した。 また、 各検体におけ
る IS形成細胞率の評価には、刺激条件における IS形成細胞率から非刺激条件の IS形成細胞率
を差し引いた値を IS形成細胞率として用いた。健常人および消化器癌患者における IS 形成細
胞率を比較した結果、 両者に有意な差は認められなかった(P = 0.78) （図 3.右)。 
次に、CD28 IS形成細胞率では、健常人検体(11検体）、胃癌･食道癌患者(24 検体）における各
測定値を示している。各プロットは n=3の平均値を示している（図 3.左)。CD28陽性細胞率を
比較すると、消化器癌患者において有意に低下していた(P = 0.03)。 

 
図 3. 健常人検体および消化器癌患者検体における IS形成細胞率/ CD28陽性 T細胞率の比較 
 
また、癌患者において、ステージ分類と IS形成細胞率および CD28陽性細胞率に関連性は認め
られなかった（図 4）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4.消化器癌患者検体におけるステージ毎の IS形成細胞率/ CD28陽性 T細胞率の比較 
 
5. 食道癌、胃癌 化学療法前後の CD28IS形成率と化学療法例の奏効度とその相関性  
術前化学療法における組織学的に治療効果が Grade3 と判定された患者において、治療後の IS
形成細胞率は約 2.5倍増加し、 健常人検体における日間変動よりも大きい変動を示した。 

 
6．免疫チェックポイント阻害剤治療患者に関しては、現在、
症例の集積中である。 
 
 
 
 
図 5.術前化学療法例での IS形成率の変化 
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