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研究成果の概要（和文）：切除検体495例のパラフィン包埋切片の作成に膨大な時間を要した。
未染の分子マーカー及び、Laser microdissection法にて採取されたDNAを用いたExome解析を行い得られた情報
から変異や増幅・欠失の解析を行う (Software; Mutect2, GISTIC解析等)。抽出した免疫因子と相関する癌細胞
の遺伝子変化を抽出し、495症例でreal-time PCR法で検出する。食道扁平上皮癌における互いに相関する免疫学
的因子と癌細胞の遺伝子変化を、495例を対象に臨床データとの統合解析を行うことで、これまで明らかにされ
ていない食道扁平上皮癌の腫瘍免疫回避機構を明らかにする。

研究成果の概要（英文）：It took an enormous amount of time to prepare paraffin-embedded sections of 
495 resected specimens.
Mutations, amplifications, and deletions were analyzed from the information obtained by Exome 
analysis using unstained molecular markers and DNA collected by laser microdissection (Software; 
Mutect2, GISTIC analysis, etc.). Genetic alterations in cancer cells that correlate with the 
extracted immune factors are extracted and detected by real-time PCR in 495 cases. Integrate 
analysis of mutually correlated immunological factors and genetic alterations of cancer cells in 
esophageal squamous cell carcinoma with clinical data in 495 cases to elucidate tumor immune evasion
 mechanisms in esophageal squamous cell carcinoma, which have not been clarified so far.

研究分野：腫瘍免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍免疫微小環境の解明は、近年、世界中で注目を集めている先端性の高い分野であり、我々も食道癌における
PD-L1の発現と食道癌の予後に関与することを報告した(Yagi et al. Ann Surg. 2019)。治療としては、抗PD-1
阻害剤の適応疾患も拡大しており、特にMSI-Hの固形腫瘍に対して適応になったことは初めての臓器横断的な適
応となり、腫瘍の免疫学的特性をより細分化し治療効果を予測することの重要性が増してきていることを示して
いる[TCGA, Nature. 2014, 2017]。このように腫瘍の免疫微小環境を解明することが新たな治療法の開発の一助
となることが予想され注目に値する。

※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 
食道癌は癌関連死の原因として 7 番目に多い予後不良な疾患である。その中でも食道扁平上
皮癌はアジアに特に多く、本邦でも食道癌の 9 割を占める組織型である。診断時にすでに進行
癌であることが多く集学的な治療が行われる。近年、腫瘍免疫微小環境における免疫細胞の働き
の解明が進み免疫治療の進歩が著しい(図 1)。食道扁平上皮癌に対し、抗 PD-1 阻害剤の一つで
あるNivolumabの有用性示され本邦で治療薬として承認された[ATTRACTION-2試験: Lancet 
Oncol. 2017, ATTRACTION-3試験: Lancet Oncol. 2019]。また 2017年 5月米国にて、多くの
臨床試験や基礎的研究成果に基づき、抗 PD-1 阻害剤の一つである Pemblorizumab が、MSI-
high またはミスマッチ修復機構の欠損
(deficient mismatch repair: dMMR)の固
形がんを対象に承認され[NEJM, 2017, J 
Clin Oncol, 2019]、本邦でも 2018年 12月
に承認された。しかしながら、食道扁平上
皮癌において PD-1のリガンドである PD-
L1 の陽性率は 4 割程度、また MSI-H の
割 合 は 1 割 程 度 で Nivolumab や
Pemblorizumab が十分な効果をもたらす
症例は限られており、腫瘍に発現している
PD-L1の発現状況やMSI-Hのみが必ずし
もバイオマーカーとなりえない。このよう
に免疫チェックポイント阻害薬による治
療効果の乏しい症例における免疫回避機
構が何であるかは未だ明らかではない。 
 
 
２．研究の目的 
 本邦の食道癌の 90％以上が扁平上皮癌であるのに対し、欧米では腺癌が 70％以上を占めてお
り、本邦と欧米では組織学的バックグラウンドが大きく異なる。そのため、食道扁平上皮癌に関
する基礎研究・臨床研究は、日本が中心となってリードしていく必要がある。 
本研究では、食道扁平上皮癌における、複数の免疫分子の免疫組織学的評価と、Laser 
microdissectionで採取された DNAによる Exome解析を行い、両者の統合解析から本腫瘍にお
ける主要な免疫回避機構を解明し、新規免疫治療法の開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、本施設において食道扁平上皮癌に対し 2005
年 4 月から 2015 年 12 月までに手術を施行した切除検体
495 例を用い、食道扁平上皮癌の免疫学的評価と遺伝子変
化の評価を行い、臨床データとの統合解析を行うこと腫瘍
免疫微小環境を解明・新規免疫療法の開発を行う。 
【連続切片の作成と免疫染色および遺伝子変化の評価】 
症例の選択：本研究では図 2に示すパラフィン包埋切片よ
り Exome 解析に耐えうる DNA quality をもつ症例の選択が
必要である。Exome 解析に十分な DNA 量を保管している 10
例を選ぶ。 
 
 
免疫染色：本研究では、表 1 に列記した免疫細
胞マーカーを連続するパラフィン包埋切片を用
い免疫染色にて評価する。細胞障害性 T 細胞に
関与する分子マーカーとして、CD8, PD1, TIM3, 
LAG3, TIGIT, T-bet, GATA-3 を、制御性 T細胞
に関与する分子マーカーとして FOXP3, CTLA4
を、マクロファージに関与する分子マーカーと
して CD204, CD38, PD-L1 を、樹状細胞に関する
マーカーとして IDO1 を、腫瘍細胞に関する分子
マーカーとして PD-L1 を免疫染色で評価する。
連続切片の免疫染色であるため、腫瘍における
ほぼ同一の部位で同一の免疫細胞を評価するこ
とができる。評価部位は、①腫瘍辺縁と②腫瘍内
に お け る リ ン パ 球 (Tumor infiltrating 



lymphocytes: TILs)が多く存在している部位それぞれ 3カ所ずつとする。TILs が多く存在して
いる部位の決定は HE染色を用い行う。また、腫瘍辺縁は、サイトケラチンの抗体である AE1/AE3
で染色することで腫瘍の辺縁を明らかにし、対物レンズ x20 の視野において AE1/AE3 で染色さ
れた腫の占める割合が 50%となる視野とする。上記の方法で決定した視野 3カ所における陽性細
胞数をイメージアナライザーにて計測する(図 3)。PD-L1 の評価は、腫瘍細胞の細胞膜上に 1%以
上発現(Tumor Proportion Score: TPS)した症例を陽性とし、1%未満を陰性とする(間質の PD-L1
は評価の対象としない)。 
 
 
４．研究成果 
 切除検体 495 例ごとの連続するパラフィン包埋切片の作成に膨大な時間を要した。 
その後、免疫染色を行っおり CD8, FOXP3, PD-L1 の免疫染色は終了しているが、その他のマーカ
ーに関してはまだ完遂できておらず、また免疫染色の quality にも問題があり、当初計画してい
た評価を十分に行えていない状況にある。未染のマーカーの染色及び、Laser microdissection
法にて採取された DNA を用いた Exome 解析を行う。Exome 解析に十分な DNA 量を保管している 10
例を選択し、選択した 10例の DNA quality 評価後、Next Ultra II DNA Library Prep Kit と
Next Multiplex Oligos を用いてサンプル調整を行い HiSeq2500 での Exome 解析を行う。得られ
た情報から変異や増幅・欠失の解析を行う (Software; Mutect2, GISTIC 解析等)。上記抽出し
た免疫因子と相関する癌細胞の遺伝子変化を抽出し、全 495 症例で real-time PCR 法で検出す
る。食道扁平上皮癌における互いに相関する免疫学的因子と癌細胞の遺伝子変化を、全 495 例を
対象に臨床データとの統合解析を行うことで、これまで明らかにされていない食道扁平上皮癌
の腫瘍免疫回避機構を明らかにし急ぎ報告する。 
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