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要旨 

 

【背景と目的】 

 肝内胆管癌の切除後再発率は 70%を超え、5 年生存率においては 30-40%程度と

予後不良の疾患である。予後が不良である原因としては、切除可能率が低いことと、

再発率が高いことがあるが、その他に手術以外に有効な治療法が存在しないことが

挙げられる。これまで有効性が示された切除不能肝内胆管癌に対する化学療法は

ゲムシタビン＋シスプラチンのみだが、その予後延長効果は必ずしも高くなく、さら

にセカンドライン以後で有効性を示された全身薬物療法は存在しない。近年、新た

な全身薬物療法として免疫チェックポイント阻害剤が開発された。実臨床の場でも

様々な悪性腫瘍に対して PD-1/PD-L1 およびに CTLA-4 をターゲットとした薬剤

の使用が開始され、肝内胆管癌においてもその効果が期待されている。腫瘍免疫

において、エフェクターとして作用する CD8+T 細胞が腫瘍により抑制されているが、

免疫チェックポイント阻害剤はこの抑制を解除することで CD8+T 細胞の抗腫瘍効

果を活性化する。このように腫瘍免疫において重要な役割を持つ CD8+T 細胞であ

るが、肝内胆管癌における免疫チェックポイントと CD8+T 細胞の解析は十分に成さ

れていない。よって、北海道大学病院 消化器外科Ⅰにおける肝内胆管癌手術症

例を対象として肝内胆管癌における免疫チェックポイントを担う分子と CD8+T 細胞

の解析を行うこととした。 

【対象と方法】 

 1997 年から 2013 年までの間に北海道大学病院 消化器外科Ⅰにて手術を行っ

た肝内胆管癌のうち、病理学的検討可能であった 69 症例を対象とし、その臨床病

理学的データ （年齢、性別、背景肝、HBV/HCV の感染、CA19-9、腫瘍最大径、

腫瘍個数、腫瘍分化度、リンパ節転移、肝切除方法、脈管浸潤、Stage、治癒度、

OS）を後ろ向きに調査した。臨床病理学的項目をそれぞれの項目で 2 群に分類し

た。また、対象症例の代表的部位の病理検体にて免疫組織化学染色 （CD8、

Foxp3、CD163、PD-1、PD-L1、PD-L2、HLA classⅠ）を行った。免疫組織化学的

検討では、腫瘍の領域を外縁、内縁、中心の三領域に分類し、それぞれの領域で

CD8+T 細胞、Foxp3+T 細胞、CD163+マクロファージ数を計測した。それぞれの領

域の CD8+T 細胞、Foxp3+T 細胞、CD163+マクロファージについても ROC を用い

て low 群と high 群に分類し、解析を行った。 また、PD-1、PD-L1、PD-L2、HLA 

classⅠの発現についても low 群と high 群に分類し、解析を行った。 

【結果】 
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 臨床病理学的データの 2 群間の 5 年 OS の比較で有意差を認めた項目は、

CA19-9 の 37＜群と 37＞群 (p=0.0370)、腫瘍個数の St 群と Mt 群 (p<0.0001)、

リンパ節転移の-群と+群 (p=0.0253)、脈管浸潤の-群と+群 (p=0.0108)、Stage の

Ⅱ or Ⅲ群とⅣ群 (p=0.0001)、治癒度の A or B 群と C 群 (p=0.0035)であった。 

 各領域の細胞カウント数の low 群と high 群間の 5 年生 OS の比較では外縁の

CD8+T 細胞で low 群  （24.7%）と high 群  （45.5%）間に有意差をみとめた 

（p=0.0103）。その他の領域の CD8+T 細胞およびに全領域の Foxp3+T 細胞、

CD163+マクロファージでは有意差を認めなかった。PD-L1、PD-1、HLA classⅠに

ついては high 群がそれぞれ 18 症例 (26.1%)、10 症例 (14.5%)、59 症例 (85.5%)

であった。また、PD-L1、PD-1、HLA classⅠの low 群と high 群のそれぞれの 5 年

OS 間に有意差は認められなかった。腫瘍外縁領域における CD8+T 細胞 low 群で

は腫瘍径 5 cm 未満：5 cm 以上がそれぞれ 7 例、19 例で high 群ではそれぞれ 22

例、21 例 (p=0.0481)であった。腫瘍外縁領域における CD8+T 細胞 low 群では

HLA classⅠの発現 low 群、high 群がそれぞれ 7 症例、19 症例で CD8+T 細胞 low

群では HLA classⅠの発現 low 群、high 群がそれぞれ 3 症例、40 症例 （p=0.0341） 

であった。PD-L2 については high 症例が 1 例のみであったため、他の解析からは

除外した。 

【考察】 

 臨床病理学的データの解析から本研究における対象症例の OS に関わる因子が

CA19-9、腫瘍個数、リンパ節転移の有無、脈管浸潤の有無、Stage、治癒度である

ことが示された。これらの因子は肝内胆管癌において一般的に予後因子になると考

えられており、本研究の対象が肝内胆管癌の研究の集団として適していることを示

している。腫瘍三領域の CD8+T 細胞、Foxp3+T 細胞、CD163+マクロファージの中

で外縁の CD8+T 細胞数のみが肝内胆管癌の OS に、正の相関を認めており、外

縁の CD8+T 細胞が腫瘍の進展の抑制に関与している可能性が示された。 

 また、外縁領域の CD8+T 細胞数について、腫瘍径との間には負の相関を認め、

CD8+T 細胞が腫瘍の進展を抑制し腫瘍の増大を妨げている可能性が考えられる。

外縁領域の CD8+T 細胞数と HLA classⅠの発現との間には正の相関を認めた。

腫瘍の HLA classⅠの発現が低下した結果 CD8+T 細胞数が少ないのか、CD8+T

細胞数が少ない結果 HLA classⅠの発現が低下しているのか、その両方なのかは

解明されていない。PD-L1、HLA classⅠはそれぞれ単独では肝内胆管癌の予後と

は相関していなかったが、これに関しては同様の報告が存在した。 

【結論】 
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 PD-L1、HLA classⅠはそれぞれ単独では肝内胆管癌の予後因子とはならなかっ

た。肝内胆管癌において、腫瘍外縁の CD8+T 細胞数が予後因子となる可能性が

示された。肝内胆管癌における腫瘍外縁の CD8+T 細胞数については HLA 

classⅠと正の相関を有し、腫瘍径とは負の相関を有することが示された。 
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略語表 

 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。 

CT computed tomography 

ICC intrahepatic cholangiocarcinoma 

MMR mismatch repair 

MRI magnetic resonance imaging 

MSI-High microsatellite instability-high 

OS overall survival 

PD-1 programmed cell death 1  

PD-L1 programmed cell death 1 ligand 1 

PD-L2 programmed cell death 1 ligand 2 
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緒言 

 

   肝内胆管癌は、肝細胞癌に次いで頻度が高い原発性肝癌として分類される 

(Khan et al. 2019; Kudo et al. 2016) 。解剖学的には胆管肝内第二次分枝より末

梢の胆管上皮から発生する悪性腫瘍と定義される。肝内胆管癌の頻度は世界的に

も本邦においても増加傾向を示しているが、その原因は 不明である  (Ojima. 

2010) 。唯一の効果的な治療法は手術による腫瘍の摘出であるが、診断時点での

切除可能な症例は 60%以下と少ない (Bektas et al. 2015; Weber et al. 2001) 。

更に、例え切除可能であったとしても切除後の再発率が 71-73.4% (Spolverato et 

al., 2016; Yoh et al., 2018; Zhang et al., 2018) と高く、術後の 5 年生存率は 31-

42.2% (Bektas et al. 2015; Inoue et al. 2000; Orimo et al. 2018; Weber et al. 

2001; DeOliveira et al. 2007) と予後不良である。再発率が高いため有効な術後

補助化学療法の開発が望まれるが、現在のところ有効な術後補助療法の報告は存

在しない。切除可能な症例が少ないことと、再発率が高いこと以外にも、手術以外

の治療の選択肢が少ないことが肝内胆管癌の予後が不良な原因として挙げられる。

現在、肝内胆管癌において、再発もしくは切除不能症例に対する全身薬物療法と

してはゲムシタビンとシスプラチンの併用療法が標準療法とされている。これは II 相

無作為試験である Advanced Biliary Cancer (ABC-02)トライアルにおいて中央生

存期間がゲムシタビンとシスプラチン併用群が 11.7 ヶ月とゲムシタビン単剤群での

8.1 ヶ月と比較し延長を示したこと (Valle et al. 2010) 、本邦で行われた II 相試験

で 中央生存期間がゲムシタビンとシスプラチン併用群で 11.2 ヶ月と ゲムシタビン

単剤 7.7 ヶ月と比較し延長を示したとの報告 (Okusaka et al. 2010) を根拠として

いる。しかし、数字から判断できるようにゲムシタビンとシスプラチンの併用療法の効

果は長期間持続せず、予後の延長効果は限定的である。このようにファーストライン

の全身化学療法の効果が不十分であることに加えて、有効なセカンドラインの化学

療法の報告もなく、有効な分子標的薬の報告が存在しないことも (Bupathi et al. 

2017) 肝内胆管癌の治療の選択肢が少ないことに影響を与えている。このように肝

内胆管癌では新たな全身薬物療法の開発が望まれている状況となっており、近年

使用が開始された免疫チェックポイント阻害剤の存在が注目されている。 

 腫瘍免疫においては、エフェクターとして抗腫瘍効果を発揮する CD8+T 細胞が

腫瘍により抑制されている症例が存在することが報告されている。 免疫チェックポ

イント阻害剤はこの CD8+T 細胞の抑制を解除し、CD8+T 細胞を活性化することに

より抗腫瘍効果を発揮する。CD8+T 細胞が腫瘍領域に誘導される機序であるが、、
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まず無感作 T 細胞が骨髄で産生され、胸腺に移行し、胸腺でポジティブセレクショ

ンを通して CD8 を発現するに至る (Takada et al. 2015) 。その後、CD8+T 細胞は

リンパ節に輸送される。CD8+T 細胞は抗原提示細胞 （主に樹状細胞） から抗原を

提示され、活性化し成熟された CD8+T 細胞となり、リンパ節を離れ標的組織へと移

動し、標的組織が腫瘍であれば抗腫瘍効果を有するエフェクターとして作用する 

(Nolz, 2015) 。肝内胆管癌において、腫瘍領域の CD8+T 細胞数と肝内胆管癌の

予後との関連性は示されなかったが (Gu et al. 2012) 、CD8+T 細胞数と予後の検

証を行った報告は 1 件のみしか存在せず十分な検証は成されていないと考えられ

る。現在、免疫チェックポイント阻害剤の作用経路で最も深く研究されている経路の

一つは PD-1 に関連する経路である。PD-1 のリガンドとしては PD-L1 (B7-H1, CD 

274) (Freeman et al. 2000) と PD-L2 (B7-DC, CD273) (Latchman et al. 2001) 

が報告されており、前者が後者と比較し早い段階で報告されており、両者とも PD-1

を発現した T 細胞と結合することで T 細胞を抑制する。PD-1 は活性化 T 細胞以

外にも、 制御性 T 細胞 、活性化 B 細胞、NK 細胞等に発現している。肝内胆管

癌においては腫瘍領域の CD8+T 細胞数と PD-L1 の発現を比較した報告では

CD8+T 細胞数と PD-L1 の発現には負の相関があるとの報告が 1 件存在する (Ye 

et al. 2009) 。それとは逆に CD8+T 細胞数と PD-L1 の発現には関連がなかったと

の報告も存在する (Sabbatino et al. 2016) 。肝内胆管癌における CD8+T 細胞数

と PD-L1 の発現についての報告はこの 2 件のみである。また、後者の報告では肝

内胆管癌における CD8+T 細胞数と腫瘍の HLA classⅠの発現に正の関連がある

と報告されている (Sabbatino et al. 2016) が、肝内胆管癌における CD8+T 細胞

数と HLA classⅠの発現についての報告はこの 1 件のみである。  

  肝内胆管癌における PD-L1 の発現については、17.7-30.9%に発現するとされて

いるがその報告は少ない (Jing et al. 2019; Lu et al. 2019; Sabbatino et al. 2016; 

Zhu et al., 2018) 。またその発現と肝内胆管癌の予後との関連については PD-L1

の発現症例で予後不良となるとの報告 (Gani et al. 2016; Lu et al. 2019) 、予後

良好となるとの報告 (Zhu et al. 2018) 、更には予後と関連しないとの報告 (Jing et 

al. 2019) が存在し、一致した見解は得られていない。PD-L1 と CD8+T 細胞数の

関連については PD-L1 の発現が腫瘍に浸潤した CD8+T 細胞と負の相関が存在

したと報告されているが (Ye et al. 2009) 、PD-L1 と CD8+T 細胞数の関連を示し

たとされる報告は 1 件のみである。2 種類存在する PD-1 のもう一方のリガンドであ

る PD-L2 については、肝内胆管癌での発現を検討した報告は存在しない。 

 このように、肝内胆管癌における免疫チェックポイント阻害剤の効果が注目されて
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いるにも関わらず、その際にエフェクターとなる CD8+T 細胞と肝内胆管癌との関係

については十分な検討が成されていないのが現状である。当研究では肝内胆管癌

の術後検体を用いて CD8 に加え、他の免疫担当細胞に発現する Foxp3、CD163、

PD-1、さらには腫瘍細胞の PD-L1、PD-L2、HLA classⅠの免疫組織化学染色を

行いその解析を行うことで CD8+T 細胞を含めた各種免疫担当細胞の分布および

免疫チェックポイントを担う分子の発現と予後の関連について検討を行うことを目的

とした。 
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方法 

【症例】 

 1997 年から 2013 年の間に当科では 78 症例の肝内胆管癌に対する肝切除を行

った。そのうち、8 例は手術検体の病理診断により混合性肝癌であったため除外し

た。残りの 70 例のうち、1 例は保存された検体から研究にとって適切な検体が採取

不能な状態であったため除外され、残りの 69 症例を対象とした。対象全体の臨床

データを以下に示す。年齢の中央値は 63 歳 （36-83）、性別は 42 例が男性、27

例が女性であった。背景肝は正常肝が 51 例、その他 （肝線維症、肝硬変、肝炎）

の症例が 18 例であった。C 型肝炎、B 型肝炎に関しては 18 症例で少なくとも一方

の 現 在 の 感 染 を 含 め た 既 往 歴 を 認 め 、 残 り の 51 例 で は 認 め な か っ た 。

Carbohydrate antigen 19-9 (CA19-9)に関しては 4 例で数値を確認できなかった

が残りの 65 例での中央値が 56 ng/ml (0-3612)、最大腫瘍径の中央値は 5.3 cm 

(1.4-18.0)、腫瘍個数に関しては単発 (St)が 51 例、 多発 (Mt)が 18 例であった。 

腫瘍の分化度は well が 10 症例、mod が 30 症例、por が 29 症例であった。リンパ

節転移 （pN）が 1 個以上認められた症例は 29 症例で、残りの 40 症例では pN は

認めなかった。肝切除については 2 区域切除 （Hr2）以上の肝切除が 58 症例、残

りの 11 症例で Hr2 未満の術式であった。脈管浸潤は 15 症例で認められ、54 症例

で認めなかった。肝内胆管癌の進行については StageⅠが 0 症例、StageⅡが 14 

症例、StageⅢが 16 症例、StageⅣが 39 症例であった。手術による治癒度は A ま

たは B が 48 症例で C が 21 症例であった。各項目について、それぞれの項目内で

2 群への群分けを行った結果を表 1 に提示する。 

 

 

表 1 肝内胆管癌の臨床病理データ 

項目 群  n 

年齢 <64 40 

 65< 29 

性別 男性 42 

 女性 27 

背景肝 正常 51 

 その他 18 

HCV or/and HBV - 51 

 + 18 
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CA19-9 (U/ml) <37 23 

 37< 41 

 unknown 5 

腫瘍径 (cm) <5 29 

 5< 40 

腫瘍個数 St 51 

 Mt 18 

腫瘍分化度 well or mod 40 

 por 29 

pN - 40 

 + 29 

Liver resection <Hr(2) 11 

 Hr(2)< 58 

脈管浸潤 - 54 

 + 15 

Stage 2 or 3 30 

 4 39 

治癒度 A or B 48 

 C 21 

   本研究は北海道大学病院倫理委員会に承認を得たプロトコールに基づき、過

去の手術検体を用いることから、研究利用に対し包括同意を得た患者を対象とした。

また、研究の遂行に当たり患者情報はすべて連結可能な状態で匿名化し、本研究

の実施にあたっては医学系研究に関する倫理指針に従い、北海道大学病院の自

主臨床研究倫理審査委員会の承諾を得た （承認番号: 015-0379）。 

 

 

【周術期管理と手術方法】 

   術前、術後管理は以前の報告と同様に行われた (Kamiyama et al. 2010) 。具

体的には本研究の対象となる 69 症例の全症例が術前の精査で肝ダイナミック造影

CT 画像を施行している。ダイナミック造影 CT では動脈相、門脈相、平衡相の 3 相

で腹部の撮像を行っているが、平衡相については更に胸部から骨盤までの撮像を

行い、手術適応外となる遠隔転移等の存在を否定している。 肝機能については採

血、ICG 負荷試験 15 分値に加えて可能であれば Tc-GSA シンチグラフィー 
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(Kawamura et al. 2008) の結果から判断した。肝機能を評価後に Hokkaido 

University Algorithm for hepatic resection に従い、肝切除の術式を決定した。  

   肝切除については以前の報告と同様に行われた (Kamiyama et al. 2010) 。具

体的には全身麻酔での手術とし、肝実質切離時には流入血遮断を連続 15 分以と

し、各血流遮断期間の間には 5 分以上の血流遮断解除の期間を設定した。肝実質

切離時の器具は harmonic scalpel (Ethicon EndoSurgery, San Angelo, TX) 及び

に/もしくは DS3.0 Dissecting Sealer (Medtronic, Minneapolis, MN) を使用した。

術後経過観察目的の画像検査としては基本的には 3 ヶ月毎の造影 CT もしくは MRI

検査を行った。本研究における術後経過観察期間は術後 5 年間とした。69 症例中

7 症例が 5 年以内に経過観察から脱落したが、本研究にはこの 7 例も含めて検討

した。 

 

 

【免疫組織化学法】 

 手術検体のパラフィン包埋ブロックを 5μm に薄切した。パラフィン切片を脱パラフ

ィン化し水洗後に、EnVisionTM FLEX TARGET RETRIEVAL SOLUTION HIGH 

pH （Dako, pH9.0）もしくは LOW pH （Dako, pH6.1）の溶液中を用いて抗原賦活

化処理装置 （PTLink, Dako）を使用して 95℃で 20 分間加熱することで抗原を賦

活化した。その後、Dako peroxidase blocking solution によりブロッキングを行い、

各抗体 （表 2）を一定の濃度で、30 分間室温下で浸し，ポリマー法 （En vision flex 

system for mouse monoclonal antibody and rabbit polyclonalantibody ; Dako, and 

simple stain system for goat polyclonal antibody; Nichirei, Tokyo, Japan）にて抗

原を検出した。免疫組織化学染色には、自動免疫染色装置 （Autostainer plus, 

Dako）を使用した。 

表 2 各種抗体の染色設定 

抗体 メーカー クローン 賦活化 （PT LINK） 希釈倍率 

CD8 Dako C8/144B High pH Ready To Use 

FoxP3 abcam 236A/E7 High pH 100 

CD163 Leica 10D6 High pH 500 

PD-L1 CST 社 E1L3N High pH 100 

PD-L2 CST 社 D7U8C High pH 50 

PD-1 abcam NAT105 High pH 100 

HLA Class I ホクド― EMR8-5 Low pH 1000 
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【免疫組織化学的評価】 

 免疫組織化学的評価はパラフィン包埋ブロックより作製した whole section を対象

とした。Whole section の選択については、肝内胆管癌腫瘍辺縁で腫瘍部と非病変

部を共に含む代表的部位を選択した。鏡検による評価は患者臨床情報が不明の

状態で、病理専門医 1 名と共に評価を行った。顕微鏡は BZ-9000 (Keyence)を使

用した。腫瘍領域を外縁、内縁、中心に三分類し、それぞれの部位から 3 箇所ずつ

選択し CD8 陽性細胞、Foxp3 陽性細胞、CD163 陽性細胞の数をカウントし、各々

の陽性数を合計した。一度、研究者（外科医）が細胞のカウントを行った後に別の

研究者（病理専門医）がカウント数を確認し、問題があった場合に合同でカウントの

修正を行った。 1 箇所は顕微鏡の 400 倍視野に収まる 1 領域 （1 高倍率領域）と

した。外縁領域は腫瘍と正常部位の境界に接する正常側の 1 高倍率領域と定義し

た。内縁領域は腫瘍と正常部位の境界に接する 1 高倍率領域の腫瘍側の範囲と定

義した。中心領域は腫瘍内部で内縁領域を除外した 1 高倍率領域と定義した。細

胞数をカウントする際は 1 高倍率領域でカウントを行った。PD-1、PD-L1、PD-L2、

HLA class I については選択したパラフィン切片全体で評価を行った。PD-1 の評価

に関しては腫瘍領域に PD-1 陽性細胞が存在する場合を PD-1 high、存在しない

場合を low と定義した。PD-L1 と PD-L2 については肝内胆管癌の腫瘍細胞のうち

5%以上の細胞の細胞膜が染色される場合を high とし、染色される細胞が 5%未満の

場合を low と定義した (Zhu et al. 2018) 。  HLA class I については肝内胆管癌

の腫瘍細胞のうち 75%以上の細胞の細胞膜が染色される場合を high とし、染色さ

れる細胞が 75%未満の場合を low と定義した (Sabbatino et al. 2016) 。PD-L2 陽

性症例は 1 症例のみであったため、PD-L2 に関してはこの症例を図 1 として提示

する。 

各カテゴリーについて代表的な症例の画像を図 2 に示す。 
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図 1：PD-L2 陽性症例の免疫組織化学所見 

ICC において PD-L2 が陽性となる症例を認めた。 
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図 2：各カテゴリーの免疫組織化学所見 

免疫染色の画像所見。外縁領域における CD8+T 細胞、Foxp3+T 細胞、CD163+マクロ

ファージおよびに PD-1、PD-L1、HLA classⅠにおける high 群、low 群についてそれぞ

れの代表的な免疫組織化学所見を示す。a：CD8 染色。外縁領域 CD8+T 細胞 high。b：

CD8 染色。外縁領域 CD8+T 細胞 low。c：Foxp3 染色。外縁領域 Foxp3+T 細胞 high。

d：Foxp3 染色。外縁領域 Foxp3+T 細胞 low。e：CD163 染色。外縁領域 CD163+マクロ

ファージ high。f：CD163 染色。外縁領域 CD163+マクロファージ low。 
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図 2 の続き 

g：PD-1 染色。PD-1 high。h：PD-1 染色。PD-1 low。i：PD-L1 染色。PD-L1 high。j: PD-

L1 染色。PD-L1 low。k：HLA classⅠ染色。HLA classⅠ high。l：HLA classⅠ染色。

HLA classⅠ low。 

 

【統計学的解析】 

   CD8+T 細胞、Foxp3+T 細胞と CD163+マクロファージのカウント数のカットオフ

値を決定するために、ROC を用いた。連続変数である各細胞カウントと二区分変数

である生死 （5 年時点での生死）について ROC 解析を行った。症例の臨床病理デ

ータ及びに免疫組織化学結果の名目変数間の比較には Pearson の χ 二乗検定

を用いた。カテゴリーの中に 5 以下の数字が含まれる場合には Fisher 検定を用い
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た。症例の予後は、全生存率 （Overall survival；OS）を対象に検討を行った。単変

量解析は Kaplan-Meier 法を用いた Wilcoxon 検定により行った。両側 P 値 0.05

未満を持って統計的有意差ありとした。すべての統計解析は JMP software (JMP 

Pro, version 14; SAS Institute Inc, Cary, NC) を用いて行った。 
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結果 

【肝内胆管癌の臨床病理データの各項目の 2 群同士の 5 年生存率の比較】 

 臨床病理データの各項目について群分けされた 2 群のそれぞれの 5 年生存率を

表 3 に示す。 

表 3: 臨床病理データの各項目内の 2 群間の５年 OS の比較 

項目 群 n 5 年 OS (%) p 

年齢 <64 40 39.4 + 8.0 0.6242 

 65< 29 33.9 + 9.5  

性別 M 42 28.0 + 7.4 0.0678 

 F 27 48.4 + 10.2  

背景肝 normal 51 40.9 + 7.2 0.3276 

 Others 18 26.3 + 11.2  

HCV or/and HBV - 51 41.2 + 7.4 0.7897 

 + 18 27.8 + 10.6  

CA19-9 (U/ml) <37 23 48.0 + 10.9 0.0370 

 37< 41 34.1 + 7.9  

腫瘍径 (cm) <5 cm 29 53.3 + 9.9 0.1450 

 5 cm< 40 28.7 + 7.2  

腫瘍個数 St 51 6.3 + 6.0 <0.0001 

 Mt 18 48.5 + 7.4  

腫瘍分化度 well or mod 40 33.4 + 8.0 0.9946 

 por 29 41.4 + 9.5  

pN - 40 50.9 + 8.7 0.0253 

 + 29 19.0 + 7.6  

Liver resection <Hr(2) 11 54.6 + 15.0 0.0905 

 Hr(2)< 58 33.7 + 6.7  

脈管浸潤 - 54 64.6 + 12.8 0.0108 

 + 15 29.1 + 6.6  

Stage 2 or 3 30 62.7 + 9.4 0.0001 

 4 39 18.0 + 6.5  

治癒度 A or B 48 44.9 + 7.5 0.0035 

 C 21 17.5 + 9.1   

各項目の 2 群間の５年 OS の比較では有意差を認めた項目が CA19-9 >37 
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(p=0.0370)、腫瘍個数 (p<0.0001)、pN (p=0.0253)、脈管浸潤 (p=0.0108)、Stage 

(p=0.0001)、 治癒度 (p=0.0035)であった。その他の項目である年齢 (p=0.6242)、

性別 (p=0.0678)、背景肝 (p=0.3276)、ウィルス性肝炎 (p=0.7897)、腫瘍最大径、

腫瘍分化度、術式では５年 OS について 2 群間の比較による有意差は認めなかっ

た (表 3)。図 3 に肝内胆管癌の各領域を画像で示した。各領域の定義については

上述の通りである。 CD8+T 細胞数の外縁領域のカウントは CD8+外縁と表記する

こととし、その他の細胞、その他の領域のカウントについてもこの表記に順じ表記す

ることとする。 CD8+外縁、CD8+内縁、CD8+中心のカウントはそれぞれ、98.2 + 

62.6、101.0 + 89.9、41.1 + 54.1 であった。Foxp3+外縁、Foxp3+内縁、Foxp3+中

心のカウントはそれぞれ 10.6 + 13.6、18.9 + 21.5、11.5 + 15.7 であった。CD163+

外縁、CD163+内縁、CD163+中心のカウントはそれぞれ 331.9 + 91.9、194.6 + 

123.5、108.0 + 106.8 であった (図 4)。 

 

図 3 腫瘍領域の定義 

外縁 high 群、内縁 high 群、中心 high 群に分類される症例の （a） HE 染色所見、 （b） 

CD8 染色所見を示す。 （c） 外縁領域は腫瘍と正常部位の境界に接し、顕微鏡の 400 倍

視野に収まる非癌部側の範囲と定義した。 （d） 内縁領域は腫瘍と正常部位の境界に接

し、顕微鏡の 400 倍視野に収まる腫瘍側の範囲と定義した。中心領域 （e）は腫瘍内部で

内縁領域を除外した領域。 



19 

 

 

図 4 腫瘍領域毎の細胞カウント 

各領域の CD8＋T 細胞、Foxp3+T 細胞、CD163+マクロファージ数のカウント。エラーバ

ーは標準偏差。 

 

 ROC（図 5）によって得られたカットオフ値により各カウントをカットオフ値以下のカ

ウント数の low 群とカットオフ値より大きいカウント数の high 群に分類した。CD8+外

縁の high 群については CD8+外縁 high 群と記載し、その他のカウントの high 群、

low 群についても同様な記載を行うこととした。各群のカットオフ値は CD8+外縁は

66、CD8+内縁は 71、CD8+中心は 21、Foxp3+外縁は 9、Foxp3+内縁は 36、

Foxp3+中心は 2、CD163+外縁は 391、CD163+内縁は 252、CD163+中心は 53 で

あった。各群の 5 年 OS を表 4 に示し、生存曲線を図 6 に示す。high 群と low 群の

5 年 OS に有意差を認めたのは CD8+外縁のみ (p=0.0103)で、他の細胞と部位の

組み合わせでは有意差を認めなかった。 
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図 5 各細胞、各領域において細胞数カウントと生存群と、死亡群の ROC 

各細胞、各領域において細胞数カウントと生存群と、死亡群の ROC 解析結果を示す。 

(a) 腫瘍外縁 CD8+T 細胞、 (b) 腫瘍内縁 CD8+T 細胞、 (c) 腫瘍中心 CD8+T 細胞、

(d) 腫瘍外縁 Foxp3+T 細胞、 (e) 腫瘍内縁 Foxp3+T 細胞、 (f) 腫瘍中心 Foxp3+T

細胞、(g) 腫瘍外縁 CD163+マクロファージ、 (h) 腫瘍内縁 CD163+マクロファージ、 (i) 

腫瘍中心 CD163+マクロファージ。 
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表 4: CD8+T 細胞、Foxp3+T 細胞、CD163+マクロファージそれぞれの各領域における

high 群、low 群の 5 年 OS の比較 

  CD8+   

    n 5 年 OS (%) p   

外縁 low 26 24.7 + 8.6 0.0103 * 

  high 43 45.5 + 8.1     

内縁 low 33 25.8 + 7.8 0.1849   

  high 36 49.0 + 9.0     

中心 low  31 39.5 + 9.4 0.4199   

  high 38 35.7 + 8.1     

 Foxp3+   

   n 5 年 OS (%) p   

外縁 low 48 30.1 + 7.1 0.4898   

  high 21 52.4 + 10.9     

内縁 low 59 31.6 + 6.4 0.1480   

  high 10 68.6 + 15.2     

中心 low 16 46.1 + 13.2 0.2904   

  high 53 35.0 + 6.9     

 CD163+   

    n 5 年 OS (%) p   

外縁 low 54 33.6 + 6.7 0.4481   

  high 15 52.7 + 14.4     

内縁 low 44 32.8 + 6.6 0.3494   

  high 15 58.4 + 14.6     

中心 low 22 27.3 + 9.5 0.1145   

  high 47 42.3 + 7.8     
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図 6 

a 全 69 症例の 5 年 OS。 

b-j 各細胞、各領域の high 群と low 群の生存曲線。CD8+外縁の high 群と low 群の間

で有意差を認めた。 
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【PD-1、PD-L1、HLA classⅠの結果と５年 OS】 

 PD-L2 陽性症例は１症例のみであっため、５年 OS を含めデータの解析は行わな

かった。PD-1、PD-L1、HLA classⅠについて、それぞれの high 群、low 群と、５年

OS の関係を表 5 に示す。PD-1、PD-L1、HLA classⅠ全てで、発現の high 群と

low 群との間には 5 年 OS に有意差は認めなかった。 

 

表 5: 肝内胆管癌における PD-1、PD-L1、HLA classⅠ染色それぞれの high 群、low

群の５年 OSの比較 

PD-1 

  n 5 年 OS（%） p 

high 18 35.7 + 12.5 0.8553 

low 51 37.5 + 7.1  

PD-L1 

  n 5 年 OS（%） p 

high 10 50.0 + 45.8 0.6851 

low 59 34.7 + 6.7  

HLA-classI 

  n 5 年 OS（%） p 

high 59 38.8 + 6.8 0.8011 

low 10 30.0 + 14.5  

 

 

【CD8+外縁 low 群と CD8+外縁 high 群の比較】 

 CD8+外縁 low 群と CD8+外縁 high 群の５年生存率に有意差を認めたため、他の

臨床病理学的データと免疫組織化学結果の比較も行った （表 6）。  統計学的有

意差を認めた項目は腫瘍径 (p=0.0481)と HLA class I  (p=0.0341) （図 7）のみで

あった。他の項目は免疫染色の PD-1 と PD-L1 (p=0.2993)を含めて有意差を認め

なかった。 
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表 6: CD8+外縁 low 群と CD8+外縁 high 群の比較 

  CD8+外縁  

  ｎ  low high P 

年齢 <65 13 27 0.2969 

  65< 13 16   

性別 男性 16 26 0.9295 

  女性 10 17   

背景肝 正常 19 32 0.9021 

  その他 7 11   

 HCV or/and HBV - 21 30 0.4016 

  + 5 13   

 CA19-9（U/ml） <37 7 16 0.3819 

  37< 17 24   

 腫瘍径(cm) <5 7 22 0.0481 

  5< 19 21   

 腫瘍個数 St 17 34 0.2097 

  Mt 9 9   

腫瘍分化度 well+mod 12 28 0.1225 

  por 14 15   

pN - 15 25 0.9709 

  + 11 18   

術式 <Hr(2) 3 8 0.5160 

  Hr(2)< 23 35   

脈管浸潤 - 4 11 0.3802 

  + 22 32   

 Stage 2 or 3 9 21 0.2482 

  4 17 22   

治癒度 A or B 19 29 0.6220 

  C 7 14   

CD8+内縁 low 16 17 0.7620 

  high 10 26   

CD8+中心 low 14 17 0.2468 

  high 12 26   
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Foxp3+外縁 low 20 28 0.3017 

  high 6 15   

Foxp3+内縁 low 21 38 0.4856 

  high 5 5   

Foxp3+中心 low 8 8 0.2460 

  high 18 35   

CD163+外縁 low 22 32 0.3802 

  high 4 11   

CD163+内縁 low 20 35 0.6544 

  high 6 8   

CD163+中心 low 10 12 0.3620 

  high 16 31   

 PD-1 low 20 31 0.6579 

  high 6 12   

 PD-L1 low 24 35 0.2993 

  high 2 8   

 HLA-class1 low 7 3 0.0341 

  high 19 40   
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図 7 CD8+外縁 high、HLA classⅠ high の代表症例 

a: CD8+外縁 high の画像。 

b: HLA classⅠ high の画像。 
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考察 

 

   肝内胆管癌の予後は５年 OS が 30-40%と不良であるが、報告されている予後不

良因子は CA19-9 高値、多発腫瘍、リンパ節転移の存在、脈管浸潤の存在、進行

した Stage 等が存在する (de Jong et al. 2011; Farges et al. 2011; Jiang et al. 

2011; Ribero et al. 2012; Wang et al. 2013)。これらは、今回の対象症例の背景に

一致し、本研究の対象が肝内胆管癌の研究の集団として適している可能性が考え

られた。一方で今回の報告と一致しない予後因子として 腫瘍径 (Mavros et al. 

2014) が報告されているが、このように肝内胆管癌の予後に関連する因子は腫瘍

の進行度に関連する項目が大部分を占める。肝内胆管癌の予防は現段階では困

難であると考えられるため、肝内胆管癌の予後を改善するためには、その診断を早

期に行うか、より効果的な治療方法が必要とされる。現在、肝内胆管癌における効

果的な治療は手術のみであり、術前術後補助療法として確立されたレジメンは存在

しない。手術不能もしくは再発時に化学療法のファーストラインとして使用されるゲ

ムシタビン＋シスプラチンは有効とされているが (Okusaka et al. 2010; Valle et al. 

2010) 、その効果は長期間持続せず、さらにセカンドライン以後に有効な化学療法

の報告はなく、分子標的薬も有効な薬物の報告は存在していないのが現況である。

こういった背景を受けて、近年開発された免疫チェックポイント阻害剤が注目されて

いる (Blair et al. 2018) 。免疫チェックポイント阻害剤は新たに開発された全身治

療を目的とした薬剤で、悪性腫瘍によってもたらされている T 細胞 （主に CD8+T

細胞）の抑制を解除する機能を有しており、肝内胆管癌においても有効性が示され

た症例が報告されている (Sui et al. 2019) 。また、いくつかの免疫チェックポイント

阻害剤の使用について胆道癌を対象として臨床試験が行われており、結果が待た

れる (Blair et al. 2018) 。CD8+T 細胞は癌細胞を直接傷害する機能を有し、癌免

疫の抗腫瘍効果において中心的役割を果たしていると考えられている。これまで、

肝内胆管癌において免疫組織化学を用いた CD8+T 細胞数の報告においては、腫

瘍に関連する領域を１箇所もしくは２箇所に分けて検討しているが、その分類法は

一致していない上に厳密な定義付けもされていない場合がある。本研究ではより詳

細な解析を行うために、腫瘍領域を３箇所に分類し、それぞれの領域に厳密な定義

付けを行った。肝内胆管癌と CD8+T 細胞に関して、以前の報告では intratumor 領

域と peritumor 領域の CD8+T 細胞と肝内胆管癌の予後との関連は示されなかった 

(Gu et al. 2012) 。一方、本研究では腫瘍外縁の CD8+T 細胞数が肝内胆管癌の

予後と正の関連を有し、腫瘍外縁の CD8+T 細胞が腫瘍の進展に対する抑制に関
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与している可能性が示された。他の二領域の CD8+T 細胞数と全三領域の

Foxp3+T 細胞数、CD163+マクロファージ数と肝内胆管癌の予後との間には関連性

は示されなかった （表 4、図 6)。外縁の CD8+T 細胞のみで OS に有意差が検出さ

れた原因としては、CD8+T 細胞が腫瘍細胞と直接接することで T 細胞の機能に影

響を及ぼす可能性が考えられた。その他にも腫瘍の不均一性が T 細胞の分布に影

響を及ぼしている可能性が考えられる。悪性黒色腫では 腫瘍の invasive margin の

CD8+T 細胞数が予後と関連しており、同時に CD8+T 細胞数と免疫チェックポイン

ト阻害剤による PD-1 阻害 の有効性との関連も認められた (Tumeh et al. 2014) 。

肝内胆管癌においては CD8+T 細胞数と免疫チェックポイント阻害剤の有効性との

関連は報告されていないが、肝内胆管癌での免疫チェックポイント阻害剤の使用経

験が世界的に少ないことが一因と考えられる。肝内胆管癌の免疫チェックポイント阻

害剤の使用経験が少ない原因としては、現段階で肝内胆管癌に対して保険適応と

なっている免疫チェックポイント阻害剤がペムブロリズマブのみで、癌化学療法後に

増 悪 し た 進 行 ・ 再 発 の 高 頻 度 マ イ ク ロ サ テ ラ イ ト 不 安 定 性  （ microsatellite 

instability-high: MSI-High）な症例に限定されるためであると推察される。肝内胆

管癌では MSI-high となる症例は約 10%であると考えられており (Silva et al. 2016)、

その頻度は決して高くない。MSI とはミスマッチ修復 （mismatch repair: MMR）機能

が欠損している腫瘍細胞においてゲノムのなかに存在する塩基の繰り返し配列が

正常細胞とは異なる反復回数を示す現象である。MMR 蛋白をコードする MMR 遺

伝子 (MLH1、MSH2、MSH6、PMS2) については肝内胆管癌では MLH1 の変異が

25%で認められたとの報告されているが (Yang et al. 2005)、それ以外の報告が不

十分であるため今後の報告が待たれる。ペムブロリズマブの固形癌に対する第Ⅱ

相試験 KEYNOTE-158 の最新の報告では胆道癌では客観的腫瘍縮小効果が

40.9%で認められ、MST が 24.9 ヶ月であった (Marabelle et al. 2020)。 

  肝内胆管癌における報告では Foxp3 陽性細胞ではほとんどの細胞が CD4+T 細

胞であったと報告されており (Hasita et al. 2010) 、本実験では Foxp3 陽性細胞を

カウントすることで CD4+Foxp3+T 細胞の数をカウントしたとみなした。肝細胞癌に

おいては Foxp3+T 細胞の数が予後と負の相関を有したと報告されている (Ding et 

al. 2018) 。一方、肝内胆管癌においては Foxp3+T 細胞数は予後と相関しなかっ

たと報告されており (Hasita et al. 2010) 、本研究の結果と一致している。また、

CD163＋マクロファージについても同様に肝内胆管癌の予後との相関を認めなか

ったとの報告が成されており (Hasita et al. 2010) 、本研究の結果と一致している。 

 PD-1/PD-L1 は Cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4)と並
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び免疫チェックポイントの中で最も注目を集めている。PD-1 については 1992 年に

アポトーシスを誘導された T 細胞での発現が京都大学から報告されている (Ishida 

et al. 1992) が、他にも活性化 T 細胞、制御性 T 細胞、活性化 B 細胞、NK 細胞

等で発現しており、様々な PD-1 欠損マウスでの異なる自己免疫性疾患が確認され

たことで、免疫抑制機能を有することが解明されている  (Nishimura et al. 1999; 

Nishimura et al. 2001; Wang et al. 2005) 。PD-1 の免疫抑制作用 は主に T 細胞

の反応の後期で T 細胞を抑制することによって発揮される。一方 CTLA-4 は T 細

胞への抗原提示に関連する段階で免疫に対し抑制的に働くとされている (Wu et al. 

2019) 。PD-L1 は肺、血管内皮、筋細胞、肝細胞、膵島、神経細胞、角化細胞、胎

盤等でも発現が確認されており (Keir et al. 2008; Sharpe et al. 2007) 、活性化 T

細胞から末梢組織を保護する作用を有するとされているが、悪性腫瘍で PD-L1 が

発現した場合には腫瘍細胞を活性化 CD8+T 細胞から保護することになり、免疫シ

ステムから腫瘍が逃れる一因となる (Patel et al. 2015) 。よって腎癌、尿路上皮癌

等の悪性腫瘍では PD-L1 の発現が予後不良因子となる場合がある (Wang et al. 

2017)。肝内胆管癌と肝外胆管癌の両者を含む胆道癌のメタアナリシスでは胆道癌

の予後と PD-L1 の発現には相関性は認められなかった (Xu et al. 2019) 。胆道

癌の中で本研究の対象である肝内胆管癌に限ると、PD-L1 の発現は 17.7-30.9%で

認められており、本研究の 14.5%と大差は認められない (Jing et al. 2019; Lu et al. 

2019; Sabbatino et al. 2016; Zhu et al. 2018) 。また、予後と PD-L1 発現の関連

については 予後不良因子であるとの報告 (Gani et al. 2016; Lu et al. 2019) 、予

後良好因子であるとの報告 (Zhu et al. 2018) 、または本研究の結果同様に予後と

関連しないとの報告 (Jing et al. 2019) が存在し、今後さらなる報告が待たれる。     

 PD-1 のもう一方のリガンドである PD-L2 については活性化した樹状細胞、マクロ

ファージ、腹膜 B1 細胞等での発現が確認されている (Zhong et al. 2007) 。肝細

胞癌 (Jung et al. 2017) 、胃癌 (Gao et al. 2017) 、大腸癌 (Wang et al. 2017) 

等では PD-L2 の発現が確認されており、その発現の意義についての研究も報告さ

れているが、肝内胆管癌での PD-L2 の発現はこれまで報告されていない。本研究

では 1 例 （1.5%）の発現症例を認めるのみで、肝内胆管癌における PD-L2 の機能

を検証するには至らなかった。本研究での頻度が真実であるとすればより大規模な

症例数を有する研究での検討が必要となる。 

 腫瘍細胞において発現する HLA classⅠは腫瘍抗原由来ペプチドを免疫システ

ムへ提示することで腫瘍免疫を賦活化し、CD8+T 細胞の活性化による抗腫瘍効果

に関与する。肝内胆管癌において HLA classⅠが欠損する機序は解明されていな
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いが、肝内胆管癌での HLA classⅠの欠損は報告されており (Zhao et al. 2016) 、

同報告では HLA classⅠと腫瘍領域の CD8+T 細胞数に正の相関が示されている。

本研究では腫瘍外縁領域の CD8+T 細胞数との関連が示されたが、この事象に関

しては二通りの可能性が存在する。HLA classⅠの欠損により CD8+T 細胞の誘導

が減少した可能性と、誘導される CD8+T 細胞が減少したことでインターフェロン γ

の分泌が減少し HLA classⅠの発現が減弱した可能性である (Seliger. 2016) 。

HLA classⅠの発現単独では肝内胆管癌の予後因子とはならないとの報告が存在

するが (Zhao et al., 2016) 、これは本研究の結果と一致する。また、外縁 CD8+T

細胞と腫瘍最大径が負の相関を認めたが、これまでの報告では肝内胆管癌の腫瘍

径と CD8+T 細胞数との関連は認められていない (Ye et al. 2009) 。しかし、胃癌 

(Li et al. 2019) 、肝細胞癌  (Xu et al. 2019) 等では本研究の結果と同様に

CD8+T 細胞と腫瘍最大径が負の相関が認められたとの報告が存在し、今後の検討

が必要である。 

 本研究のリミテーションとしては、研究デザインが後ろ向きであり、単施設研究であ

るため、選択バイアスが存在し得ることが挙げられる。また、症例数が 69 例と比較的

少ないが、これは先にも述べた単施設研究であることが関与しており、それに加え

て世界的に肝内胆管癌の症例数が多くないことが挙げられる。よって、症例数が 69

例であっても本研究で得られた結果は貴重な知見であると考えられる。 
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結論 

 

・肝内胆管癌の外縁領域の CD8+T 細胞数が多いと、少ない場合と比較し予後良好

であった。 

・肝内胆管癌の内縁領域、中心領域の CD8+T 細胞数は予後と相関しなかった。 

・肝内胆管癌の外縁領域の CD8+T 細胞数と腫瘍径に負の相関を有した。 

・肝内胆管癌の外縁領域の CD8+T 細胞数は腫瘍の HLA classⅠの発現と正の相

関を有した。 

・肝内胆管癌の外縁領域の CD8+T 細胞数は腫瘍の PD-L1 の発現と相関しなかっ

た。 

・肝内胆管癌の腫瘍細胞の PD-L1、HLA classⅠそれぞれの発現は予後と相関し

なかった。 

・PD-L2 陽性の肝内胆管癌を 1 例認めた。 

 

 肝内胆管癌において腫瘍の内縁領域、中心領域ではなく腫瘍外縁領域の

CD8+T 細胞数が予後因子となる可能性が示された。肝内胆管癌における CD8+T

細胞と予後の関連についてはこれまでの報告が限られており、今後も新たな研究に

よる検証が必要ではあるが、手術検体が存在すれば CD8 の染色は比較的容易に

行うことが可能であり、簡便な予後予測因子となることが期待できる。他の予後因子

として PD-L1、HLA classⅠについても今後新たな報告が待たれる。現段階では肝

内胆管癌における免疫チェックポイント阻害剤の使用経験の報告は少ないが、有

効性が示された症例も報告されており新たな治療オプションとして期待されている。

一方で、免疫チェックポイント阻害剤使用に当たっては免疫関連副作用を含む副

作用の可能性、医療費の増大といったデメリットも存在するため、その使用に当たっ

ては事前に有効な症例群もしくは免疫関連副作用の高リスク群が抽出できる状態

が望ましい。さらに今後は新たな分子をターゲットとしたより有効な免疫チェックポイ

ント阻害剤の開発が進むことが期待されるが、そのためには免疫チェックポイント阻

害剤がターゲットとしている CD8+T 細胞と CD8+T 細胞の機能に影響を及ぼす PD-

1、PD-L1、HLA classⅠ等の機能の理解が進むことが必要となる可能性がある。本

研究を受けて、肝内胆管癌における CD8+T 細胞について十分な症例数を含む報

告が望まれるが、その妥当性を検証する際には本研究も判断材料のひとつとなる

可能性がある。今後、肝内胆管癌における免疫チェックポイント阻害剤の有効性が

示されれば、肝内胆管癌においても使用症例が増加することが見込まれ、臨床病
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理データとの関連についてさらなる解析と検証が必要となると考えられる。 
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