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緒緒  言言  

 
消化器癌治療の治療成績の向上のためには、手術による完全切除と術後再発の抑制が重要である。このため、手術  

前後の集学的治療となる放射線治療や化学療法が根治切除の補助療法として重要な役割を果たす。腫瘍微小環境は  

低酸素状態に陥るが、これらの補助療法は、低酸素環境をさらに増強する。腫瘍は、低酸素環境下で血管新生の促進や

代謝活性の亢進により微小環境や細胞そのものの性質を変化させ、生存を維持する。腫瘍組織は、元来、正常細胞が  

環境の変化に対応する転写調節機構を都合よく利用しているとも言える。同時に正常細胞である、免疫細胞も環境の 

変化に対応する機能を持ち、性状を変化させ対応する。この免疫細胞の低酸素環境への応答メカニズムに着目し、   

放射線治療や化学療法を腫瘍や免疫細胞を標的にした消化器癌の術前・術後治療の開発を模索する研究である。臨床的

には、既に不可欠となった免疫チェックポイント阻害剤は、他癌腫では放射線治療や化学療法下での併用による相乗的

な効果が示された。標準的に術前治療を行う食道癌、直腸癌に着目し、これらの併用が適用可能かの検討を行う。 
 

方方  法法  

 
11．．食食道道癌癌のの術術前前化化学学療療法法ににおおけけるる腫腫瘍瘍免免疫疫微微小小環環境境のの評評価価おおよよびび予予後後ととのの相相関関  
食道癌術前化学療法（neoadjuvant chemotherapy：NAC）の腫瘍微小環境を評価した報告は幾つかあるが、本邦の

標準治療である、病期Ⅱ～Ⅲに対する5-FU＋CDDP療法（FP）の regimenに限定したNAC（FP-NAC）の腫瘍免疫

微小環境に及ぼす変化を明確にした報告はない。このため、FP-NACを対象に検討し、その予後との関連を評価した。

2008 年 1 月から 2014 年 12 月までの神戸大学病院で、術前化学療法後に食道切除術を受けた患者のうち、       

1）組織学的に確認されたESCC、2）R0 / R1切除、3）2サイクルのFP化学療法完遂例、4）生検と外科標本が評価

可能、の4つの条件を満たす71人を選択し、病理学的完全奏効2例（2.8％）を除外し、最終的に69症例が登録され

た。免疫組織化学的解析を行い、NAC 前生検標本とNAC 後手術標本を、抗PD-L1 抗体と抗CD8 抗体を用いて染色

した。この免疫染色をスコア化し、術前生検標本と手術標本を比較し、その変化を McNemar の検定を用いて     

比較した。また、手術標本のスコアにより陽性群と陰性群に分け、予後への関与をKaplan-Meier法を用いて検定した

（表1、図1）［1］。 
表1．各因子のスコア化 

 

治療前生検標本と治療後手術標本に対し、ウサギモノクローナル  

抗PD-L1抗体（SP142）とウサギモノクローナル抗CD8抗体（SP57）
を用いて染色した。その発現の程度により、スコア化を行った。 
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図1．スコア3における各因子の免疫染色 

スコア3における3PD-L1（腫瘍細胞）、PD-L1（免疫細胞）、及びCD8＋リンパ球の 
免疫染色図。スケールバー：100μm。 

  
22．．直直腸腸癌癌術術前前化化学学放放射射線線療療法法ににおおけけるる腫腫瘍瘍免免疫疫微微小小環環境境のの評評価価おおよよびび予予後後ととのの相相関関 

2005 年 1 月から 2016 年 12 月までに神戸大学病院で術前化学放射線療法（neoadjuvant chemoradiotherapy：
NACRT）施行後に下部直腸癌手術を受けた、1）術前に病理学的に腺癌と診断されている、2）cT3-4または cN（＋）

及び遠隔転移のない症例、3）生検標本と手術標本が評価可能、の 3 つの条件を満たす 50 例を適格とした。       

さらに、NACRT の腫瘍退縮の等級付けが病理学的完全奏効であった 6 例を除き、44 例が NACRT 群に登録された

（NACRT 群）。また、術前治療なしで手術を受け、上記の 3 つの条件を満たす 24 例を対照群として登録した     

（手術単独群）。NACRT 前の生検標本とNACRT 後手術標本は、抗PD-L1 抗体（SP142）、抗CD8 抗体（SP57）、
及び抗CD163抗体（10D6）を用いて染色し、解析した。絶対数を5箇所の平均値で算出し、生検標本と手術標本の変

化を比較し、その変化を paire’d t-test により検定した。また、手術標本のスコア化により各因子がスコア 2 以上を  

陽性群とし、1以下を陰性群とした。2群間の予後への関与をKaplan-Meier法を用いて検定した。 
33．．ママウウスス大大腸腸癌癌放放射射線線治治療療モモデデルルののCCDD88＋＋TT細細胞胞のの動動態態とと抗抗腫腫瘍瘍効効果果 
大腸癌細胞株である CT26 を 1 匹あたり 1×10６を BALB/c マウスに皮下接種したモデルを使用した。皮下接種後 

14 日目に 10 Gy の単回照射の放射線治療を行う放射線治療群（RT 群）および未治療群（NT 群）の 2 群に設定し、 

腫瘍内の免疫細胞を経時的に解析した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． 食食道道癌癌FF  PP--NNAACCはは腫腫瘍瘍組組織織ののPPDD--LL11免免疫疫細細胞胞おおよよびびCCDD88＋＋TT細細胞胞をを増増加加ささせせるる  
病期Ⅱ～Ⅲに対する 5-FU＋CDDP 術前化学療法（FP-NAC）後手術例で、登録された 69 例の患者については、  

年齢の中央値は 68 歳（44～82）で、87%（60/69）が男性であった。各因子の免疫染色スコアを生検標本および手術 

標本で比較し、McNemar の検定で検証した。免疫染色でHIF-1αが発現していることが確認した。PD-L1＋腫瘍細胞

の陽性率の有意な変化はなかった（P＝0.114）が、PD-L1＋免疫細胞（P＝0.004）と CD8＋リンパ球（P＜0.001）の   

陽性率は有意に上昇していた（図2a）。FP-NAC は食道癌腫瘍免疫微小環境において、PD-L1＋免疫細胞およびCD8＋

リンパ球を誘導する可能性が示唆された。また、FP-NAC 例の各因子の手術標本に関する発現と予後との相関を検討 

した。PD-L1＋腫瘍細胞、PD-L1＋免疫細胞、CD8＋リンパ球の免疫染色スコアが高い群を陽性群、それ以外を陰性群と

設定し、各 2 群間の全生存率と無再発生存率を Kaplan-Meier 法を用いて検定した。PD-L1＋腫瘍細胞       

（P＝0.022、0.033）、PD-L1＋免疫細胞（P＝0.317、0.336）、CD8＋（P＝0.423、0.492）と全生存率および無再発     

生存率との相関を認めなかった（図2b）。さらに詳細に解析を行うとpStageⅠ＋ⅡではPD-L1＋免疫細胞陽性群で有意

に予後が良好であった（P＝0.022、0.033）。pStageⅢでは各因子と予後との相関を認めなかった（P＝0.482、0.502）。
FP-NAC は食道癌腫瘍免疫微小環境において、PD-L1＋免疫細胞および CD8＋リンパ球を誘導した。これらは 5-FU、

CDDP におる低酸素状態や免疫反応誘導性細胞死が作用しているものと推測された。また、免疫チェックポイント  

阻害剤の効果が期待できるとされるPD-L1＋免疫細胞およびCD8＋リンパ球が上昇したため、FP-NACとの併用での効

果が期待された。一方で、これらの因子が予後に関与するのは、ypStageⅠ～Ⅱの症例に限定され、FP-NAC の   

down-stagingができない症例は、強力な免疫抑制機構が作用している可能性が示唆された［1］。 

PD-L1(腫瘍細胞) PD-L1(免疫細胞) CD8+リンパ球

100 μm 100 μm 100 μm 
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図2．食道癌FP-NACによる腫瘍免疫微小環境の変化と予後 
a） 食道癌FP-NACによる腫瘍免疫微小環境の変化。生検標本と手術標本の各因子発現

をスコア化して比較し、McNemar法で検定した。 
b） 食道癌 FP-NAC による腫瘍免疫微小環境と予後。各因子の発現に従い、2 群に      

分割し、全生存率および無再発生存率をKaplan-Meier法を用いて検定した。 
 

22．． 直直腸腸癌癌NNAACCRRTTはは腫腫瘍瘍組組織織ののPPDD--LL11免免疫疫細細胞胞おおよよびびCCDD88＋＋TT細細胞胞をを増増加加ささせせるる  
登録された 68 例中、NACRT を行った症例が 44 例（NACRT 群）、術前治療なしで手術のみを行った症例が 24 例

（手術単独群）であった。生検標本と比較して、手術標本における PD-L1＋免疫細胞陽性群および CD8＋リンパ球の  

割合は、NACRT群では共に有意に増加していた（P=0.038、P=0.0027）（図3a）。またPD-L1＋腫瘍細胞の発現は手術

単独群では認められず、NACRT群での発現は非常に少なく、解析不能とした。CD163＋については2群で有意な変化

はなかった。手術単独群では、いずれの因子も有意な変化はなく、この評価の妥当性を示した。次に、NACRT 群の  

手術標本の各因子のスコアと予後との相関を検討した。PD-L1＋免疫細胞、CD8＋リンパ球、CD163＋の陽性群と陰性群

の各 2 群間の全生存率と無再発生存率をKaplan-Meier 法を用いて検定した。全生存率においては、PD-L1＋免疫細胞      
（P =0.26）、CD8＋（P =0.46）、CD163＋（P =0.43）といずれも有意な差を認めなかった。一方、無再発生存率に     

おいては、PD-L1＋免疫細胞（P =0.032）、CD8＋（P＜0.01）と陽性群において、有意に良好であった。CD163＋では  

有意差はなかった（P =0.13）（図3b）。解析を進め、多変量解析ではCD8＋の低浸潤が無再発生存の独立した予後不良

因子であった（P=0.041）。NACRT で PD-L1＋免疫細胞や CD8＋T 細胞が誘導される症例は、免疫チェックポイント  

阻害剤の併用も期待された［2］。 
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PD-L1（腫瘍細胞） CD8+リンパ球PD-L1（免疫細胞）

P=0.114 P=0.004 P<0.001

0%

20%

40%

60%

80%

100%

⽣⽣検検標標本本 ⼿⼿術術標標本本

3

2

1
0

3

2
1

0%

20%

40%

60%

80%

100%

⽣⽣検検標標本本 ⼿⼿術術標標本本

3

2

１

3

2

（McNemar's検定）

0%

20%

40%

60%

80%

100%

⽣⽣検検標標本本 ⼿⼿術術標標本本

3
2
1

0 0

1
2
3

b)

PD-L1（腫瘍細胞） CD8+リンパ球PD-L1（免疫細胞)

P=0.824

PD-L1 TC (+)

PD-L1 TC (-)

術後⽉数

PD-L1 IC (+)

PD-L1 IC (-)P=0.317

術後⽉数

P=0.423

CD8 (+)

CD8 (-)

全
⽣
存
率

全
⽣
存
率

全
⽣
存
率

術後⽉数

P=0.722

PD-L1 TC (+)

PD-L1 TC (-)

PD-L1 IC (+)

PD-L1 IC (-)P=0.336

CD8 (+)

CD8 (-)P=0.492

無
再
発
⽣
存
率

無
再
発
⽣
存
率

無
再
発
⽣
存
率

術後⽉数 術後⽉数 術後⽉数

3



上原記念生命科学財団研究報告集, 34（2020） 
 

 
図3．直腸癌NACRTによる腫瘍免疫微小環境の変化と予後 

a） 直腸癌NACRT による腫瘍免疫微小環境の変化。生検標本と手術標本の各因子発現量

を実数で評価し、paire’d t-testで検定した。 
b） 直腸癌NACRTによる腫瘍免疫微小環境と予後。各因子の発現に従い、2群に分割し、    

全生存率および無再発生存率をKaplan-Meier法を用いて検定した。 
 

33．． ママウウスス大大腸腸癌癌放放射射線線照照射射モモデデルルはは腫腫瘍瘍反反応応性性CCDD88＋＋TT細細胞胞をを増増加加ささせせるる  
CD8＋T細胞の動態を解析するために、マウスCT26大腸癌細胞株を皮下摂取したマウスで放射線照射モデルを作製 

した。RT群における腫瘍内CD8＋T細胞は、放射線照射後11日目著明に増加していた。RT群とNT群と比較して、腫瘍

内CD45＋細胞中では、割合（42.1±7.3％ vs 16.3±2.4％；P ＜0.01）、絶対数（6.6±1.6×10５ vs 2.1±0.3×10５；     

P＜0.001）と著明な増加を認め、統計学的にも有意であった。さらに11日目をピークに14日目でも増加したが、    

18日目では、その増加効果が衰退傾向にあった（図4a）。さらに、腫瘍内CD8＋T細胞の表現型の解析では、PD-1および

Tim-3の発現では、PD-1＋Tim-3＋の割合が劇的に増加していた（75.5±9.1％ vs 38.2±5.5％；P ＜0.001）。これは   

単に疲弊の程度を示すものではなく、腫瘍反応性T細胞が著明に増加していることが示唆された。CD8＋T細胞の多くは、

低酸素環境で分化促進されるエフェクター細胞の表現型を示し、低酸素環境に対応している可能性が示唆された。   

さらに腫瘍内PD-L1＋細胞中で抗原提示細胞のマーカーを検討すると、CD11c（50.1±2.0％ vs 36.9±3.5％；P ＜0.001）
およびMHC-Ⅱ（61.0±4.8％ vs 39.9±2.4％；P ＜0.001）の発現が有意に上昇していることが示された。腫瘍内の  

PD-L1＋細胞の多くは、強力な抗原提示能を持つ細胞である可能性が示唆された。放射線により増加する腫瘍内    

CD8＋T細胞は腫瘍組織内あるいは近傍での抗原提示細胞（能）の増加が関連している可能性が示唆された。一方、   

CT26マウスモデルでの10 Gy照射は効果が一過性であることが示された。免疫チェックポイント阻害剤や腫瘍反応性

CD8＋T細胞の増強する免疫療法などがより効果を増強できる手段であると期待される［3］。 
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図4．マウス大腸癌放射線照射モデルにおけるCD8＋T細胞の動態 
a）腫瘍内CD8＋T細胞の放射線治療後の変化。t検定で検定した（*P＜0.05、**P＜0.01）。 
b）腫瘍内CD8＋T細胞のPD-1およびTim-3の発現パターンによる表現型解析。 
c）PD-L1＋細胞のCD11cおよびMHC-Ⅱの発現解析。t検定で検定した（**P＜0.01）。 

 
以上の結果より、術前治療により食道癌、直腸癌では、腫瘍内CD8＋T細胞、PD-L1免疫細胞が増加することが    

示された。これらは免疫チェックポイント阻害剤の併用による治療成績の向上を期待させる結果であった。マウス   

放射線治療モデルでは、腫瘍反応性CD8＋T細胞が増加することが示された。この変化と低酸素応答のメカニズムを  

さらに解析し、術前治療を行う手術成績の向上の一助としたい。 
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