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研究成果の概要（和文）：TLSの構造・成熟度の解析を行い、一定の成果を得ている。TLSの構造解析に関して
は、胚中心B細胞などが成熟度とその存在が関連し、CD27+B細胞が候補として同定された。
次に、腫瘍由来B細胞からの抗体取得に関しては、抗体情報を取得する新技術Ecobody 法を用いた。TAB 表現型
情報を用いて、手術時に胃癌切除組織を選別し、セルソーティング法を用いて TLS-TABを単離抽出し、Ecobody 
法にて抗体情報を取得する。取得された抗体は胃癌細胞株への結合能をELISA法で測定し、スクリーニングを行
った。胃癌組織内 TAB から抽出した抗体の胃癌反応性モノクローナル抗体の取得に成功した。

研究成果の概要（英文）：The analysis of the structure and maturity of TLS has been conducted, and a 
certain amount of results have been obtained. About the structural analysis of TLS, embryonic center
 B cells and other cells were associated with maturity and their presence, and CD27+ B cells were 
identified as a candidate.
Next, for the acquisition of antibodies from tumor-derived B cells, we used the Ecobody method, a 
new technology for acquiring antibody information: using TAB phenotype information, gastric cancer 
resection tissue is selected at the time of surgery, TLS-TAB is isolated and extracted using a cell 
sorting method, and antibody information is acquired by the Ecobody method. The acquired antibodies 
were screened by measuring their binding ability to gastric cancer cell lines using ELISA. Gastric 
cancer reactive monoclonal antibodies were successfully obtained for antibodies extracted from TABs 
in gastric cancer tissues.

研究分野：消化器外科学

キーワード： 胃癌　三次リンパ構造　抗体取得　B細胞　抗体薬剤複合体
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胃癌に関しては包括的解析データを用いてびまん浸潤性胃癌の特定抗原を標的とした抗体を取得し、さらにトラ
ンスクリプトーム解析で再評価することで腫瘍に対する増殖抑制効果を持つ抗体の同定に成功した報告がある。
一方、我々はTAB網羅的解析データを基盤にTLS解析に伴う戦略を立てた。これまでTLSは予後予測因子として注
目されたが、免疫チェックポイント阻害剤のTLSがバイオマーカーであることが示された。形態学的な解析を含
めたTLSの成熟とB細胞の関連を詳細に行っている研究は少なく、この手法でのB細胞取得での類を見ない点、抗
体取得の成功例として意義がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
胃癌の治療成績は胃癌の全病期での 5年生存率は、約半世紀で 37.5%(1963 年)から 70.1%(2008 
年)と大きく上昇したが、StageIV に限ると 7.8%→12.5%であった。新規医薬製剤の開発は進ん
だが、満足できるものではないのが現状である。現在、免疫チェックポイント阻害剤の台頭に
より、消化器癌の腫瘍免疫微小環境の解析が劇的に進行している。免疫チェックポイント阻害
剤を中心とした免疫療法の進歩は、悪性黒色腫や非小細胞性肺癌などに良好な治療効果をもた
らしたが、固形癌の大半を占める消化器癌の治療効果は、不十分である。一方で、腫瘍の制御
や免疫療法の効果は、多様な免疫細胞と腫瘍局所微小環境における腫瘍細胞と他の全ての細胞
との相互作用(腫瘍免疫微小環境 Tumor immune microenvironment : TIME) によって規定され
るとされ、The Cancer Genome Atlas(TCGA)などのビックデータと新規の解析ツールにより、各
癌腫の TIME 組成や機能を正確に定量化し、ヒト TIME の詳細な情報をもたらした。我々も食
道癌、直腸癌、胃癌についての術前治療後 TIME を解析し、術前治療と免疫チェックポイント阻
害剤の併用の可能性ついて検討している。 
 
２．研究の目的 
本研究における目的は、①胃癌 TLS 成熟度解析、胃癌術前化学療法後の TLS の変化と治療効
果、②胃癌（NAC なし/あり）TAB サイトカイン、ケモカイン及び microRNA の測定と機能解析、
③ 胃癌（NAC なし/あり）TAB 由来取得抗体の機能的スクリーニング、である。 
 
３．研究の方法 
①胃癌 TLS の構造・成熟度の解析 
1）NAC なし/あり手術標本 TLS の形態学的成熟度分析/深層学習アルゴリズムを用いた迅 
速診断法の確立 2012-2018 年度胃癌手術標本（NAC なし約 300 例、NAC あり約 50 例）の成熟
度解析を深層学習アルゴリズムで行う。TLS、GC については構造認識が可能であり、成熟度マ
ーカーで行う。 
2) NAC なし/あり標本 TLS 成熟因子の解析分析 TLS 関連発現シグナチャーの測定を行う。これ
らを相補的に検討し、形態学的な TLS の成熟度診断のシステムを構築する。 
3) TLS の成熟度と予後の解析 予後との相関、NAC 例には治療効果との相関を検討する。 
胃癌手術検体からの TLS 成熟度分析による B細胞取得（前向き研究） ①の研究成果を基に、組
織採取後、迅速に TLS 成熟度判定を行い、保存した腫瘍組織より TLS 抽出、分離し、単一 B細
胞ソーティングで採取する。NAC なし/あり手術例で 20 例/10 例を目安に行う。対照として、正
常組織由来 B細胞を採取しておく。 
②胃癌 TAB（Tumor-associated B lymphocytes）の機能解析 
1） 採取した B細胞の RNA シークエンスを行う。2）microRNA、サイトカイン 、ケモカイ 
ンの発現解析と取得された microRNA の機能解析を行う。 
③胃癌特異的抗体同定プロセスの確立と最適化 1）単一採取 B細胞を Ecobody 法で取得する。
第一スクリーニングとして、組織切片で免疫染色を行い、抗体 affinity を評価する。 
2）抗体スクリーニング  診断抗体スクリニーニングとして、取得抗体ライブラリーを作成
し、患者血清をマルチプレックスアッセイシステムで抗体価を測定する。患者予後を対比さ
せ、病態管理や予後予測に使用できるか否かを検討する。治療抗体スクリーニングとして、治
療効果は、1）直接的な抗腫瘍効果 2）NK 細胞主体 ADCC 活性を検討する。1）は、胃癌、大腸
癌、膵癌細胞株の抗体 affinity を抗体ライブラリーと、細胞株、及び患者由来がん細胞を用い
たハイコンテントスクリーニング法でスクリーニングを行う。さらに、Xenograft/ Patient-
derived Xenograft モデル及びオルガノイド培養にて直接的な増殖・細胞死に関連する機能を
評価する。2）ADCC reporter assay でスクリーニングを行う。判定を行う。以上のアッセイを
用いて抗体スクリーニングに関するプロセスを最適化していく。 
４．研究成果 
①TLS の構造・成熟度の解析 
TLS の構造解析に関しては、B細胞の染色（CD20）、胚中心 B細胞（Bcl6）、濾胞ヘルパーT細胞
の染色（Bcl6-CD4）などにより成熟度とその存在が関連していることが明らかとなった。 
TLS の一定の成熟度があるのは、胚中心形成が存在するものであり、CD27+B 細胞が候補として
同定された。 
②腫瘍由来 B細胞からの抗体取得 
モノクローナル抗体は特定の抗原決定基 (エピトープ) を認識し結合する単一の抗体である。
昨今の目覚ましい創薬成果はそのモノクローナル抗体医薬であり、それを下支えするのが抗体
情報取得技術の発展である。中でも迅速で網羅的な手法として優れているのが、B 細胞から抗
体情報を取得する新技術として開発した Ecobody 法である。本法は抗体採取の取りこぼしが少
なく、行程の迅速化/自動化が可能という特徴を持つ。これまでの成果として、胃癌切除組織か



らの胃癌反応性モノクローナル
抗体を抽出している。本研究で
は、上記 TAB 表現型情報を用い
て、手術時に胃癌切除組織を選
別し、セルソーティング法を用
いて TLS-TAB を単離抽出し、
Ecobody 法にて抗体情報を取得
する。取得された抗体は胃癌細
胞株への結合能を ELISA 法で測
定し、スクリーニングを行っ
た。胃癌組織内 TAB から抽出し
た抗体に関して、胃癌細胞株に発現し、正常細胞に発現していない胃癌反応性モノクローナル
抗体の取得に成功した。 
 
③取得抗体の機能解析 
現在、取得抗体の機能解析を進めている。標的抗原の IP/MS 解析は終了し、タンパク結合解析
を終了している。 
また、胃癌組織における免疫染色を行い、予後解析を進めている。 
 
④抗体薬剤複合体作成とその機能評価 
抗体薬剤複合体を作成し、細胞株を免疫不全マウスに移植し、治療効果を判定した。現在のと
ところ、解析中であるが、一部に有望な抗体を確認しているが、その詳細に関しては、今後の
報告としたい。 
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