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研究成果の概要（和文）：Public database及び食道癌臨床サンプルにおいて、ケモカインのCCL8は様々な免疫
チェックポイント関連の分子と相関していたため、CCL8が免疫チェックポイントを制御する重要なメカニズムを
持っているのではないかと仮説を立てた。CCL8は腫瘍関連マクロファージやリンパ球を活性化させ、それらが放
出する様々なサイトカインの量を増加させることにより、癌細胞における様々な免疫チェックポイント関連分子
を増加させている可能性がある。 

研究成果の概要（英文）：We found that the chemokine CCL8 correlated with various immune checkpoint 
molecules in the public database and our clinical samples. We hypothesized that CCL8 could have an 
important role to regulate immune checkpoint molecules. We found that CCL8 activate tumor-associated
 macrophages and lymphocytes and increased several cytokines they release, this activation could 
increase the expression of various immune checkpoint-associated molecules in cancer cells.

研究分野：消化器癌における腸内細菌と腫瘍微小環境
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研究成果の学術的意義や社会的意義
様々な癌種で免疫チェックポイント阻害剤が適応となっているが、奏功率に関与するとされている免疫チェック
ポイント関連分子の発現には個人差があるため、それらの制御メカニズムを明らかにすることが重要である。ケ
モカインのCCL8が免疫チェックポイント関連分子を増強するメカニズムが明らかになったことで、ケモカインも
腫瘍免疫を評価する上で重要であることが再確認された。またこれらのメカニズムをターゲットとした新たな免
疫療法の開発に繋がる可能性も期待できる。

※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 
 様々な癌種で免疫チェックポイント阻害剤が適応となったが、癌種によって異なるものの、一
般的に 1〜3 割とされる奏功率の低さが問題である。治療効果予測マーカーとして PD-L1/L2 発
現や Micro satellite instability-high(MSI-H)、体細胞変異の頻度等が報告されているが、PD-
L1 のみ陽性の症例よりも PD-L1/L2 共に陽性の症例の方が免疫チェックポイント阻害剤の奏功
率が高いとの報告もあり(Yearley et al. Clin Cancer Res, 2017)、PD-L1 と PD-L2 の発現がど
のような状況で共発現し、または異なるのかについて明らかにする事が重要である。 
 我々は食道癌において PD-L2 高発現症例は予後不良であり、PD-L1 と PD-L2 を発現する癌細胞
は必ずしも一致せず、PD-L1 および PD-L2 発現の差異として発現時期や化学療法による影響の違
いを明らかにした(Okadome K et al. Br J Cancer, 2020)。そして Public database を用いた
解析により、ケモカインの CCL8 が PD-L2 を始め、様々な免疫チェックポイント関連の分子と相
関している結果を得た。そこで CCL8 が様々な免疫チェックポイント分子およびそのリガンドを
制御する重要な因子ではないかと仮説を
立てた。CCL8 と PD-L2 との関係を解明す
ることで PD-L1 と PD-L2 の発現の差異を
生じる要因が明らかとなる可能性がある
他、ケモカインによる免疫チェックポイン
ト誘導のメカニズムも明らかとなる可能
性がある。また様々な免疫チェックポイン
ト阻害剤の併用療法が開発されている現
状を考えると、新たな免疫療法の開発に繋
がるものと期待され、Translational 
research として臨床に直結する意義深い
ものになる可能性がある。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では免疫チェックポイントの新たな制御メカニズムとしてケモカインの CCL8 に注目し、
どの細胞が CCL8 を発現し、CCL8 がどのような機序で PD-L2 やその他の様々な免疫チェックポイ
ント関連分子を誘導するのか、その制御メカニズムについて明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 食道癌切除標本を用いて CCL8 抗体による免疫染色を行った他、CD68 や AE1/AE3、αSMA 抗体
等を用いた多重蛍光免疫染色により CCL8 発現細胞を同定した。また食道癌 123 症例において
CCL8 発現と PD-L1/L2 や PD-1、M2 マクロファージ(CD163、CD204)等、様々な腫瘍免疫に関する
分子発現との関連を調査した。 
 in vitro の実験で癌細胞株とヒト末梢血由来マクロファージや線維芽細胞との共培養実験を
行い、qPCR で PD-L1/L2 発現変化を確認した。Flow Cytometry で癌細胞株やマクロファージ、線
維芽細胞における CCR1 及び CCR5 発現を評価した。recombinant CCL8 を各細胞に投与し、PD-
L1/L2 発現変化を qPCR で確認した他、ヒト末梢血由来マクロファージや Jurkat cell へ投与し
た際の様々なサイトカイン(IL-1α、IL-1β、IL-4、IFN-γ、TNF-α、MCP-1、G-CSF、IL-6、IL-
8、βFGF、GM-CSF、IL-10)の発現量変化を Multiplex Immunoassay で評価した。癌細胞株におけ
る CCL8 発現を変化させる因子として、マクロファージとの共培養や各種サイトカイン投与、
Hypoxia による影響を評価した。 
 
 
 
４．研究成果 



 食道癌切除標本を用いた多重蛍光免疫染色の結果から、CCL8 は癌細胞や線維芽細胞、マクロ
ファージに発現していることを確認した。次に in vitro の実験で食道癌細胞株とヒト末梢血由
来マクロファージとの共培養を行うと食道癌細胞株の PD-L1/L2 発現が増加した。 

そして recombinant CCL8 を食道癌細胞株の medium に添加しただけでは PD-L1/L2 発現に変化を
認めなかった。この事から、CCL8 が直接的に癌細胞の PD-L1/L2 発現を増加させるのではなく、
CCL8 が影響を及ぼすとされているマクロファージやリンパ球を活性化させることが必要である
可能性を考えた。Flow Cytometry で CCL8 の受容体である CCR1 及び CCR5 を評価したが、癌細胞
株(TE-6, TE-8, TE-14)には発現していなかった。食道癌細胞株とヒト末梢血由来マクロファー
ジとの共培養中の medium 中へ CCL8 を添加すると、単に癌細胞株とマクロファージを共培養し
た時よりも、癌細胞の PD-L1/L2 発現量がさらに増加した。そしてヒト末梢血由来マクロファー
ジや Jurkat cell に CCL8 を投与すると様々なサイトカインの放出量が増え、IFN-γや IL-4 等
で癌細胞の PD-L1/L2 発現が上昇した。癌細胞における CCL8 発現はマクロファージとの共培養
や炎症性サイトカイン、Hypoxia により発現上昇した。 

食道癌 123 例での検討では、癌細胞における CCL8 発現が陽性の症例は癌細胞における PD-L1 陽
性症例が多く、また CD163 陽性の腫瘍関連マクロファージが多いことが明らかとなった。しか
し、癌細胞における PD-L2 発現とは有意な関係を認めなかった。マクロファージ等の免疫担当細
胞における PD-L2 発現との関連については未評価である。 
以上より癌細胞における CCL8 発現は腫瘍関連マクロファージやリンパ球を活性化させ、それら
が放出するサイトカインの量を増加させることにより、様々な免疫チェックポイント関連分子
をさらに増加させる可能性が考えられた。 
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