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緒緒  言言  

 
直腸癌は、他の大腸癌と比べ再発率が高いだけでなく、人工肛門や排便障害という重大な問題に患者は直面する。再

発率の減少、また肛門温存率の上昇を目的として、術前化学放射線療法（Neoadjuvant-Chemoradiotherapy：以下

NACRT）が重要な役割を果たしてきたが、直腸癌の約半数はNACRT抵抗性を示すことが知られている。一方で、病

理学的完全奏効（pathological complete response：pCR）は予後良好な点に端を発し［1］、Watch and wait policyと

してNACRT後 clinical CR例に手術なしで観察する治療が注目されたが［2］、現在はオプション治療に止まる。その

原因はpCR率が20％未満と低いことにある。従って、今後の直腸癌NACRTの目指すべき方向はpCR率の向上にあ

るといえる。 
Wnt/β-カテニンシグナル（以下、Wntシグナル）は、生体にとって細胞増殖、分化、形態形成などを制御する極め

て重要な役割を担っているシグナル伝達経路である。これまでに、大腸癌幹細胞の維持・増殖に Wnt シグナル活性化

が必須であることが示されている。また近年、がん細胞における Wnt シグナル活性化は、ATF3 を誘導し、それによ

って CCL4 遺伝子の転写が抑制されることで、樹状細胞などの抗原提示細胞のがん局所への浸潤が阻害され、CD8＋T
細胞などのエフェクターT 細胞のがん局所へ浸潤が抑制されることが示された［3］。さらに Wnt シグナル活性化は、

腫瘍抗原放出、腫瘍抗原提示、T細胞プライミングと活性化、T細胞の局所浸潤など、T細胞を中心とする抗腫瘍免疫

応答のあらゆる段階で、抗腫瘍免疫応答を抑制することが示され、Wnt シグナル阻害と免疫チェックポイント阻害剤

の複合的免疫療法にも期待が集まる［4］。 
我々は、直腸癌NACRTがもたらす腫瘍免疫微小環境（Tumor immune microenvironment：TIME）の変化をWnt

シグナルに着目して捉え、Wnt シグナル制御によって良好なTIME を誘導して pCR 率を向上する新規NACRT 治療

戦略を開発することを目的に本研究を行った。本研究では、Wntシグナル活性化が、NACRT治療奏効度やCD8＋T細

胞誘導と強く相関しており、無再発生存率とも強く相関していることが示された。また、マウス移植モデルにおいて、

放射線照射量依存的にCD8＋T細胞が誘導され、抗腫瘍効果があること、さらに、放射線刺激に対して反応し、疲弊・

分化したと思われるPD-1＋Tim-3＋CD8＋T細胞が増加することが示された。 
 

方方  法法  

 
11．．NNAACCRRTT前前直直腸腸癌癌生生検検組組織織ににおおけけるるββ－－カカテテニニンンのの免免疫疫組組織織学学的的解解析析  
直腸癌患者 62 例の NACRT 前生検組織におけるβ-カテニン発現強度を、核内β-カテニン染色陽性細胞数によって

スコア0（β-カテニン陽性細胞 0～1％）、1（同1～5％）、2（同5～30％）、3（同＞30％）の4群に分類し、組織学的

奏効度や腫瘍学的成績との関連性を解析した。 
22．．NNAACCRRTT後後直直腸腸癌癌手手術術標標本本ににおおけけるるCCDD88＋TT細細胞胞動動態態とと予予後後のの関関連連性性解解析析  

NACRT 施行直腸癌患者のうち、pCR 症例を除く 49 例において、CD8＋T 細胞浸潤を免疫組織学的に解析した。ま

たROC曲線解析にて、CD8＋T細胞浸潤数/mm２のカットオフ値を求め、組織学的奏効度や腫瘍学的成績との関連性を

解析した。また、レジデントメモリーCD8＋T細胞の動態を解析し、腫瘍学的成績との関連性を解析した。 

上原記念生命科学財団研究報告集, 36 (2022)

1



 

33．．大大腸腸癌癌細細胞胞株株移移植植ママウウススモモデデルルににおおけけるる放放射射線線抗抗腫腫瘍瘍効効果果ととCCDD88＋＋TT細細胞胞浸浸潤潤及及びび分分化化度度のの解解析析  
BALB/cマウスにCT26マウス大腸癌細胞株を、放射線腫瘍マウスモデルを作製した。放射線照射量に関する抗腫瘍

効果とCD8＋T 細胞浸潤の関連性を解析した。CT26 細胞 1×10６個をBALB/c マウス 20 匹の皮下にそれぞれ移植し、

移植後14日目に放射線照射（0 Gy、2 Gy、10 Gy、15 Gy）を行った。放射線照射後腫瘍計測を経時的に腫瘍計測を行

い、照射17日目にCD8＋T細胞浸潤及びExhaustionを含む分化状態をFlow Cytometryで解析した。 

 
結結  果果  

  

11．． 核核内内ββ--カカテテニニンン発発現現はは組組織織学学的的奏奏効効度度とと有有意意にに相相関関しし、、最最強強発発現現群群はは有有意意にに予予後後不不良良ででああっったた。。  
まず、核内β-カテニン発現強度によって、症例を4群（スコア0：13例、スコア1：13例、スコア2：21例、スコ

ア3：14例）に分類し、スコア0、1を弱発現群、スコア2、3を強発現群とした。核内β-カテニン強発現群は、組織

学的奏効度は有意に低かった（P=0.0001）（表1）。 
 

表1．核内β-カテニン発現強度と組織学的奏効度の関連性 

組織学的奏効度Grade1a、1bはPoor responder、Grade2、3はGood responderに相当する。β-カテニン 
発現強度が強い場合は有意に組織学的奏効度が低かった。 

 
また、全生存率をβ-カテニン発現強度ごとに見てみると、β-カテニン発現強度スコア3（最強発現群）の患者群は、

他の3群と比較して、有意に全生存率が良好であった（スコア 3 vs. スコア0、1、2；P＝0.0143（Log-rank test））
（図1）。 

図1．β-カテニン発現強度ごとの全生存率 
β-カテニン発現強度スコア3の患者群は、他の3群と比較して有意に全生存率が良好であった。 

 

組織学的奏効度 

弱発現 

（スコア０，１） 

強発現 

（スコア２，３） 

P (Fisher 検定) 

Grade 1a 2 13 0.0001 

Grade 1b 4 13 

Grade 2 15 11 

Grade 3 6 0 
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22．．NNAACCRRTT誘誘導導CCDD88＋＋TT細細胞胞のの高高度度浸浸潤潤はは組組織織学学的的奏奏効効度度おおよよびび無無再再発発生生存存のの良良好好なな予予後後因因子子ででああっったた。。  
組織学的完全奏効（Grade 3）を除くNACRT施行直腸癌49例の手術検体を免疫組織学的に解析した。CD8＋T細胞

数は組織学的奏効度と有意に相関しており、浸潤CD8＋T細胞が多いほど、組織学的奏効度は高かった（data not shown）。
ROC曲線で腫瘍組織内CD8＋T細胞腫瘍密度のCut off値を求め、無再発生存率と全生存率を解析したところ、全生存

率に有意差は無かったが（Log-rank test P＝0.233）、無再発生存率は CD8＋T 細胞密度が高い群（CD8high 27 例 vs 
CD8low 22例）が、有意に予後良好であった（Log-rank test P＝0.020、図2）。 

 
図2．CD8＋T細胞密度による無再発生存率 

a） AUC曲線によるCD8＋T細胞密度のカットオフ値。 
b） CD8＋T細胞密度による無再発生存曲線。 

  
しかし、腫瘍内レジデントメモリーCD8＋T細胞（CD103、CD8 double positive：TRM）の細胞密度は、無再発生存

に寄与しなかった（TRM high 20例 vs TRM low 29例）。 
  

  
図3．レジデントメモリーCD8＋T細胞密度による無再発生存率 

a） AUC曲線によるレジデントメモリーCD8＋T細胞密度のカットオフ値。 
b） レジデントメモリーCD8＋T細胞密度による無再発生存曲線。 

 
  

3



 

33．．大大腸腸癌癌ママウウススモモデデルルににおおいいてて、、放放射射線線照照射射量量依依存存的的ににCCDD88＋＋TT細細胞胞、、PPDD--11＋＋TTiimm--33＋＋CCDD88＋＋TT細細胞胞がが誘誘導導さされれたた  
CT26大腸癌細胞株をBALB/cマウス皮下に移植し、放射線照射量に関する抗腫瘍効果とCD8＋T細胞浸潤の関連性

を解析した（図4）。また、放射線照射（高原刺激）に対して反応し、疲弊・分化したと思われるPD-1＋Tim-3＋CD8＋T
細胞が増加を示した（図5）。 

 
図4．大腸癌マウス移植モデルにおける放射線照射量依存的な抗腫瘍効果 

a） CT26大腸癌細胞株移植によるマウス放射線腫瘍モデル作製 
b） 放射線照射量依存的な抗腫瘍効果 

 

 
図5．放射線照射後（14日目）における腫瘍内CD8＋T細胞浸潤と分化度 

放射線照射量依存的にCD8＋T細胞浸潤とCD8＋T細胞疲弊・分化度は亢進した。 
 

考考  察察  

 
腫瘍組織の解析では、NACRTによる組織学的奏効度は、核内β-カテニンの発現強度が負の相関を示し、腫瘍内への

CD8＋T 細胞の浸潤の程度が正の相関を示した。核内β-カテニンの発現強度と腫瘍内 CD8＋T 細胞の浸潤の関連性は 

現在解析中であるが、明らかな負の相関が想定される。これは古典的 Wnt/β-カテニン経路の ON-OFF が腫瘍内への

CD8＋T細胞の浸潤を規定することを強く示唆し、興味深い結果となった。 

4



 

マウス放射線治療モデルにおいて、放射線照射量依存的に一定の抗腫瘍効果を示し、CD8＋T 細胞が濃度依存性に誘

導されたことは、放射線照射による腫瘍細胞への効果が、腫瘍細胞DNA損傷による免疫応答性細胞死を引き起こすこ

とを強く示唆する。誘導されたCD8＋T細胞の多くは、照射後早期よりTim-3＋PD -1＋であるが、単に疲弊の程度を示

すだけでなく、腫瘍組織内で抗原刺激を受けた T 細胞が多く存在し、抗腫瘍効果に貢献していることを示す。実際、

Tim-3＋PD -1＋CD8＋T細胞は、Tim-3－PD -1＋CD8＋T細胞よりも、強力な細胞傷害性を示す。Tim-3＋PD -1＋CD8＋T細

胞を強力に誘導する我々の放射線治療モデルは、Wnt シグナル経路を標的とした薬剤開発において、有望なモデルと

評価系と考える。 
最近になって注目される、腫瘍内レジデントメモリーT 細胞（TRM）であるが、肺がん、乳がん、大腸癌では、良好

な予後規定因子であるとされる報告が多い。これまで、直腸癌のNACRT症例においてのTRMに関連した報告はなく、

他癌腫では腫瘍への浸潤の程度がその予後を規定するが、本研究では、NACRT後直腸癌ではその傾向は認められなか

った。この解析は他に例を見ず、今回の研究で解析を行なった意義は非常に大きい。腫瘍内CD8＋細胞の浸潤が重要な

予後規定因子となることは決定的である点から、興味深い結果といえる。組織学的な特徴では腫瘍実質内にTRMが多く

存在した点を考慮すれば、腫瘍実質内でのTRMの密度が重要であるのか、あるいは、間質での非TRMCD8＋T細胞が重

要であるのか、など検討すべき点が多い。また、一般的にTRMはPD-1＋Tim-3＋である点も考慮すると、表現型や細胞

動態について、さらなる解析が必要である。 
Luke らの報告によれば、TCGA データを用いて解析された癌腫の 90％以上において、非 T 細胞炎症性サブセット

における Wnt シグナル経路が活性化されていた［5］。直腸癌 NACRT 症例においても、Wnt シグナル経路の活性化

は、非T細胞炎症性腫瘍において顕著である点において、興味深い結果を示した。一方で、放射線により誘導される直

腸癌腫瘍内CD8＋T細胞であるが、術前生検標本におけるβ-カテニン発現強度が重要であり、治療前の時点でWntシ
グナルが大きく影響する可能性がある。これは、腫瘍制御と免疫誘導の 2 点からWnt シグナル阻害剤の重要性を示し

ている。本研究ではWnt/β-カテニン経路が放射線の治療効果や免疫細胞の浸潤を規定する点において、腫瘍学的な重

要性を示したが、さらなる解析が必要である。 
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