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研究成果の概要（和文）：胆道癌では、IL-6とTGFβが相互刺激し、化学療法抵抗性や癌転移が誘導される。一
方、炎症組織では、同サイトカインによって不均一にTリンパ球の分化を誘導するため、癌の進行に伴いサイト
カインの腫瘍内不均一性が生じ、分化Tリンパ球の局在現象が起こりうる。このメカニズムを検討した。胆道癌
切除検体を用いて、IL-6、TGFβの染色状況と局在、浸潤リンパ球のサブタイプを染色すると、サイトカイン局
在とリンパ球浸潤局在に関連があり、切除後の予後が異なることが明らかとなった。in vitroでは、浸潤株と同
様な特徴を持つ、化学療法抵抗株を樹立し、未分化T細胞と共培養すると、親株と異なるT細胞分化が認められ
た。

研究成果の概要（英文）：In biliary tract cancer, IL-6 and TGFβ mutually stimulate each other, 
inducing chemotherapy resistance and cancer metastasis. On the other hand, in inflammatory tissues, 
the same cytokines induce heterogeneous differentiation of T lymphocytes, which may lead to 
intratumor heterogeneity of cytokines and localization phenomenon of differentiated T lymphocytes 
during cancer progression. We investigated this mechanism. In vitro, we established a 
chemotherapy-resistant strain with similar characteristics to the infiltrating strain and 
co-cultured it with undifferentiated T cells. When co-cultured with undifferentiated T cells, the 
T-cell differentiation was observed to differ from that of the parental strain.

研究分野：消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胆道癌におけるリンパ球の腫瘍内局在を検討した初めての研究であり、分化T細胞の局在により予後が異なるこ
とを初めて示した。さらに、in vitroでその現象を確認した。胆道癌における薬物療法では、免疫チェックポイ
ント阻害剤が効果的であるため、今後こられの知見が治療法の選択に役立つ可能性がある。薬物療法では、免疫
チェックポイント阻害剤を１次治療に用いる方法と２次治療に用いる方法と考えられるが、in vitro実験の結果
からは,
同等の治療成績が得られる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
胆道癌は罹患数のうち、77％が死亡する予後不良な疾患である。2012年の統計では、死亡者数は 18,209人/年に及ぶ
が、希少疾患とされ、研究や治療開発が進んでいない。教室では、この胆道癌の治療抵抗性メカニズムについて、胆道

癌では疾患治療中に炎症を伴うことから、炎症との関係から探ってきた。胆道癌は胆道という細い脈管系に生じ、閉塞

しやすく、細菌感染を伴うだけではなく、胆汁が独特の炎症反応を惹起するため、他癌より圧倒的に炎症反応の影響を

受ける。教室では、胆道癌において炎症性サイトカインの IL-6 が自己分泌的に作用し、治療抵抗性を誘導し
(Gastroenterology 2005, 2007)、TGFβがクロストークして化学療法抵抗性や、上皮間葉系転換を誘導すること、癌先
進部で IL-6 や TGFβの発現が亢進している、すなわちサイトカインの腫瘍内不均一性があることを証明した(Eur J 
Cancer. 2013)。これまで明らかにしてきた胆道癌から分泌されるサイトカインと癌悪性化の関係について図１に示す。 
 

 
 近年、胆道癌における免疫チェックポイント阻害剤を使用した薬物療法が着目、開発されているが、免疫担当細胞に

関する働きはまったく明らかでなかった。一方で、免疫細胞のうち、未熟な T細胞は、上述した癌から分泌されるサイ
トカインによって、分化することが知られている。すなわち、未熟な T細胞（Naïve T cell）は様々なサイトカインによ
って Th1、Th2、Th17、Treg（Foxp3陽性細胞）へと分化し免疫応答を担っている。炎症モデルの研究から、これらの
サイトカインの不均一性が、分化 T細胞の局在に影響することが報告された。一方で、癌患者の血液、切除標本におけ
る分化 T細胞が癌進展や予後に影響する研究はいくつかあるが、報告によって結果に「ずれ」がある。この「ずれ」の
原因として、癌の進展に伴うサイトカインの不均一性が、Tリンパ球の異なった分化誘導に影響を与える(図１右)ことが
推察された。 
 以上から、癌の進行（増殖・転移・不均一性）に伴い、免疫担当細胞の不均一性・局在が生じる可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、癌が悪性形質を獲得するにつれサイトカインの腫瘍内不均一性が生じ、分化 Tリンパ球の局在現象
が起こりうるという仮説を検証し、そのメカニズムを検討し、胆道癌の予後への影響を探ることを目的とした。そのた

め、本研究では、以下のように臨床検体を用いた研究を先行させ、癌細胞とヒトリンパ球を用いた in vitro/in vivoで細
胞/動物実験で検証する。まず、切除検体を用いた癌におけるサイトカイン・Tリンパ球の腫瘍内不均一性と関連性を明
らかにするとともに、予後への影響を探り、そして、癌細胞と悪性形質獲得癌細胞を用いて、ヒト Tリンパ球の分化誘
導実験で検証することとした。 
 
３．研究の方法 
2000 年から 2012 年までの胆道癌切除検体 127 例(肝内胆管癌 57 例、胆管癌 36 例、胆嚢癌 18 例、乳頭部癌 16 例)を

対象とした。胆道癌切除127 例の臨床病理学的背景を図２に示す。平均年齢は64.9 歳、腫瘍は肝内胆管癌が57 例(45%)、

肝外胆管癌が 36 例(28%)、胆嚢癌が 18 例(14%)、乳頭部癌が 16 例（13%）で、Stage III 以上が 68 例(61%)を占めてい

た。リンパ節転移は47 例(37％)に認められた。 

 

切除検体に対し、抗 IL-6 抗体、抗 TGF-β1 抗体、抗 Foxp3 抗体、抗 IL-17 抗体による免疫組織化学染色を施行した。

Foxp3 陽性細胞および IL-17 陽性細胞は癌周囲に集簇するリンパ球を、図３のように腫瘍中心部と腫瘍先進部にわけて

測定し、各染色群の特徴に関する病理臨床学的検討を行った。 

図１ 



 

胆道癌細胞株親株(TFK-1)および樹立した化学療法（ゲムシタビン）耐性株を用いて、図４のように naïve T細胞と共

培養を行い、Foxp3 陽性細胞および IL-17 陽性細胞への分化をフローサイトメトリーで評価した。 

 

４．研究成果 
免疫染色において、図５に示す通り、Foxp3 陽性細胞は腫瘍中心部に発現が多く(11vs.6, P<0.01)、IL-17 陽性細胞は

腫瘍先進部に多い傾向であり(14vs.18, P=0.11)、臨床病理学的因子解析では、腫瘍中心部での Foxp3 陽性細胞の高発現

が全生存の独立予後因子であり[hazard ratio (HR)=2.41, P<0.01]、腫瘍マーカー(CEA)、腫瘍径、脈管侵襲に加えて、

腫瘍先進部での IL-17 陽性細胞の高発現が無再発生存の独立予後因子であった[HR=2.48, P<0.01]。 

 

さらに両高発現群においては低発現群と比較して、進展度・リンパ節転移率が高く、予後不良であった[HR=3.81, 

P<0.01、図６]。 

IL-6 および TGF-β1の発現検討では、IL-6 は腫瘍先進部における高発現例が、TGF-β1 は腫瘍中心部、腫瘍先進部の

両方における高発現例が多く存在した（図７）。IL-6 と TGF-β1 の発現を高発現群と低発現群に分類し、Foxp3 陽性細胞

と IL-17 陽性細胞の発現割合を解析したところ、腫瘍中心部においては、TGF-β1 の高発現下で Foxp3 陽性細胞の発現

が増加し、腫瘍先進部においては、IL-6 の高発現下でIL-17 陽性細胞の発現が増加していた。多重ロジスティック回帰

分析において、腫瘍中心部では年齢、脈管侵襲に加えて、TGF-β1 高発現が Foxp3 陽性細胞の高発現における独立した



関連因子であり[odds ratio (OR)=6.00, P=0.04]、腫瘍先進部では腫瘍マーカー(CA19-9)、脈管侵襲、T因子に加えて、

IL-6 高発現が IL-17 陽性細胞の高発現における独立した関連因子であった[OR=58.48 P<0.01]。 

 
癌細胞と naïve T 細胞の共培養実験系で、上記の結果を確認した。実際には、腫瘍先進部特有の細胞株を作製すること

は困難であることから、先行する研究で、化学療法耐性株が腫瘍先進部における特徴を持つことを利用して、実験を行

った。 胆道癌細胞株親株と化学療法耐性株のそれぞれが腫瘍中心部と腫瘍先進部における特徴を持つことをMTT assay、

invasion assay、qRT-PCR 法で確認した。さらに naïve T細胞にIL-6、TGF-β1を加えたところ、Foxp3 陽性細胞は TGF-

β1 の濃度に依存して上昇し、IL-17 陽性細胞は IL-6 の濃度に依存して割合が増加することが示された。続いて、胆道

癌細胞株親株および化学療法耐性株を用いて naïve T細胞と共培養したところ、IL-6 の分泌が高い化学療法耐性株との

共培養によって、より IL-17 陽性細胞への分化が高い傾向であった(親株 0.07% vs. 耐性株 0.33%, P=0.12)。 

 
以上から、癌の進行に伴って、腫瘍中心部においては TGF-β1 存在下で Foxp3 陽性細胞の発現が増加すること、腫瘍

先進部においてはIL-6 存在下で IL-17 陽性細胞の発現が増加することが認められた。すなわち、胆道癌において自己産

生サイトカインがT細胞の不均一性をもたらし、癌進展および変容に関与することが示唆された。 
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