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要旨 

【背景と目的】 

膵癌は極めて予後不良の疾患であるが、近年では術前治療として化学療法や放射線

照射療法を併用する集学的治療が、腫瘍縮小効果、R0 切除率の上昇、リンパ節転移

陰性症例の増加などの点で治療成績を改善する可能性があると報告されている。さら

なる集学的治療成績向上のためには、術前治療効果判定のためのバイオマーカーの探

索が課題の一つである。腫瘍微小環境には腫瘍細胞はもとより血管、線維芽細胞、宿

主免疫細胞、細胞外マトリックスなどさまざまな要素で構成されていることが知られ

ているが、本研究では術前化学放射線療法の効果を反映するバイオマーカー候補とし

て Tertiary Lymphoid Organs（以下 TLO）に着目した。TLO は元来、慢性炎症性疾患

を中心にその存在が着目されていたが、近年悪性腫瘍組織にも認められることが報告

されてきている。膵癌組織についての報告で、術前未治療で手術を先行して治療を行

った患者を対象として、腫瘍組織内に TLO が高発現している症例ほど予後良好となる

ことを示し、臨床病理学的に意義があることを証明した。 

本研究では上記の先行研究を踏まえ、術前化学放射線治療群と手術先行群において

腫瘍微小環境内での TLO 発現の程度を解析し、両群間で TLO の機能的差異があるかど

うか、また予後との関連を比較することで、術前化学治療放射線治療を行った膵癌患

者において TLO が持つ臨床病理学的意義について検討し、新規バイオマーカーを探索

することと、術前化学放射線治療が膵癌微小環境に与える影響について検討すること

を目的とした。 

 

【対象と方法】 

対象 

2009 年 1 月～2015 年 12 月の期間に、北海道大学病院消化器外科Ⅱで根治切除が施

行された膵癌 140 例を、術前化学放射線療法（Neoadjuvant chemoradiotherapy; 以

下 NAC）群 47 例と、手術先行（Surgery First; 以下 SF）群 93 例に群分けした。 

 

方法 

ホルマリン包埋標本を用いて腫瘍微小環境に発現する TLO の発現量、腫瘍組織に対

する TLO の占有率（以下 TLO/Tumor 比）を両群において評価した。さらに、免疫組織

化学染色法を用いて TLO を構成する免疫学的因子（CD4 陽性 T細胞、CD8 陽性 T細

胞、CD20 陽性 B細胞、Foxp3 陽性制御性 T細胞、PD-1 陽性リンパ球、CD80 陽性マク

ロファージ、CD163 陽性マクロファージ、PNAd 陽性高内皮細静脈）の発現程度と TLO

に占める割合、さらに TLO 構成細胞の増殖能について K-67 を用いて画像解析ソフト

を用いて評価した。最後に腫瘍微小環境に発現する TLO が患者治療成績に及ぼす影響
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について生存解析を行い検討した。また臨床病理学的因子（年齢、性別、腫瘍局在、

腫瘍サイズ、リンパ節転移の有無、組織学的グレード、Evans 分類、リンパ管侵襲、

静脈侵襲、神経侵襲）に TLO/ Tumor 比を加えて単変量解析、多変量解析を行った。 

統計学的比較検討に際し、2群間検定では Man-Whitney U test、相関分析にはχ二

乗検定、Fisher の直接検定、生存分析には Kaplan-Meier 法、Log rank 検定、Cox 比

例ハザードモデルをそれぞれ使用した。p<0.05 を統計学的有意差ありと判定した。 

 

【結果】 

NAC 群と SF 群の２群間の患者背景の比較では年齢、性別、腫瘍局在、腫瘍因子、

リンパ節転移の有無、遠隔転移の有無、病理学的ステージ、組織学的分類、術後補助

療法施行の有無において有意差を認めなかった。TLO の発現率は全 140 症例中 128

例、91.4%に認められた。総腫瘍面積、総 TLO 面積は NAC 群において有意に低値とな

った（いずれも p<0.0001）。NAC 群と SF 群における総腫瘍面積の差は NAC による腫瘍

縮小効果と思われる。総 TLO 面積の差については腫瘍縮小に伴って修飾されたバイア

スと考え、TLO/Tumor 比が修飾バイアスを補正するための重要なパラメータであるこ

とが示唆された。TLO/Tumor 比については NAC 群、SF 群の間に有意差はなかった。 

免疫組織化学染色法を用いた解析では、NAC 群において TLO 内に占める CD8 陽性 T

リンパ球、PNAd 陽性高内皮細静脈、CD163 陽性マクロファージ、Ki-67 陽性リンパ球

の割合が有意に高値であった。一方、PD-1 陽性免疫抑制性リンパ球の割合は有意に

低値であった。生存解析では NAC 群患者が SF 群患者に比較して予後良好であること

示された。またサブグループ解析において NAC 群患者では TLO/Tumor 比高値群が低値

群に比べて予後良好であることが示された。臨床病理学的因子に TLO/Tumor 比を加え

て全生存期間に対する多変量解析を施行したところ、リンパ節転移の有無（HR 

0.029, 95%CI 0.003-0.163, p<0.001）、TLO/Tumor 比（HR 0.056, 95%CI 0.006-

0.297, p<0.001）が独立した予後良好因子であることが示された。 

 

【考察】 

化学放射線療法施行後の腫瘍微小環境内に浸潤する Tリンパ球に関する研究は多く

報告されているが、TLO 構築に関する免疫学的メカニズムや TLO の機能の詳細につい

てはいまだ解明されていない。本研究結果からは術前化学放射線療法による腫瘍崩壊

に伴い、腫瘍関連抗原が腫瘍微小環境内に放出されることでマクロファージによる抗

原提示、免疫担当細胞の増殖能の増加、CD8 陽性細胞傷害性 T細胞の活性化、リンパ

球遊走のための高内皮細静脈の誘導が活性化される一方で、免疫逃避機構に関与する

PD-1 陽性リンパ球が抑制され、NAC 群患者における腫瘍微小環境を予後良好な方向に

変化させる可能性があることが示唆された。 
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【結論】 

膵癌術前化学放射線療法により TLO を構成する免疫担当因子が変化することで腫瘍

局所環境が免疫促進方向に変化し、良好な予後をもたらす可能性が考えられた。 
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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。 

 

APC        antigen presenting cell 

DFS        disease free survival 

HEV        high endotherial venules 

NAC        neoadjuvant chemoradiotherapy 

OS         overall survival 

PD-1       programmed death-1 

SF         surgery first 

TIL        tumor infiltrating lymphocyte 

TLO        tertiary lymphoid organs 

TME        tumor microenvironment 

  



6 

 

緒言 

 

膵癌は進行が早く、早期に転移再発を来す極めて悪性度の高い腫瘍である。根治切

除後でも 5年生存率は 15～25％と予後不良（Siegel R et al.,2016）で、本邦にお

いては悪性腫瘍による死亡原因の第 4 位、全世界では第 5 位に位置し、2030 年まで

に西欧諸国の中では第 2 位に浮上すると言われている（Ansari D et al.,2012）。そ

のため、新たな集学的治療法の開発が急務であり、近年では術前治療として化学療法

や放射線照射療法を併用する集学的治療が、腫瘍縮小効果、R0 切除率の上昇、リン

パ節転移陰性症例の増加などの点で治療成績を改善する可能性があると報告されてい

る（Chun YS et al.,2010）。従って、さらなる治療成績向上のためには、術前治療効

果判定のためのバイオマーカーの探索が課題の一つである。 

術前治療後の生命予後延長効果が期待できるような症例を選別するためのバイオマ

ーカー研究については、血清 CA19-9 値が切除可能境界型膵癌に対する術前化学療法

の治療効果を示す可能性があるという血清タンパク質レベルに着目したもの（Tzeng 

CW et al., 2014）、膵癌において特異的遺伝子（KRAS、CDKN2A、TP53、SMAD4）異常

が予後予測マーカーになり得るという遺伝子工学に着目したもの（Hayashi et al., 

2017）、膵癌間質に発現した癌関連線維芽細胞が予後因子となり得るという病理組織

学的所見に着目したもの（Sato D et al., 2016）などいくつかの報告がある。これ

までの血清学的、遺伝子工学的、病理組織学的アプローチに加えて、Cancer 

Immunity Cycle（Chen DS et al., 2013、図１）に基づいた腫瘍微小環境（Tumor 

microenvironment、以下 TME）内での免疫応答を反映するものとして免疫学的アプロ

ーチによるバイオマーカー探索研究が近年盛んに行われるようになってきた。 

 

 
図 1 Cancer Immunity Cycle（Chen DS et al., 2013 より引用） 
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 腫瘍抗原の放出、腫瘍抗原による抗原提示（樹状細胞）、プライミングと活性化（抗原提

示細胞、T細胞）、腫瘍への T細胞の遊走（細胞傷害性 T細胞）、腫瘍内への T細胞浸潤、T

細胞による腫瘍細胞の認識、腫瘍細胞の殺傷。 

 

TME は、腫瘍細胞はもとより血管、線維芽細胞、宿主免疫細胞、細胞外マトリック

スなどさまざまな要素で構成されている（Quali DF et al., 2013）。本研究では術前

化学放射線療法（Neoadjuvant chemoradiotherapy、以下 NAC）の効果を反映するバ

イオマーカー候補として Tertiary Lymphoid Organs（異所性リンパ組織、以下 TLO）

に着目した。一般にリンパ器官はリンパ球の分化、成熟に関わる胸腺や骨髄などの１

次リンパ器官にはじまり、生体内での免疫応答に携わるリンパ節に代表される 2次リ

ンパ器官、3次リンパ器官から構成され、TLO は 3 次リンパ器官に分類される。TLO

は B 細胞領域、T細胞領域、高内皮細静脈（High Endotherial Venules；以下 HEV）

を有する２次リンパ器官と類似の構造で、被膜を持たないものと定義され、機能は２

次リンパ器官と同様に抗原認識を行い、抗原特異的な抗体産生作用を有すると考えら

れている。TLO が正常組織に存在するという報告はなく、サイトカインやケモカイン

の刺激により局所にリンパ球が誘導され形成される（van de Pavert SA et al., 

2010）。 

 

 
図 2 リンパ節と TLO の構造の違い 
 左はリンパ節、右は TLO の構造のシェーマを示した。どちらにも T細胞領域、B細胞領

域、HEV は存在するが、TLO は被膜を持たないことが特徴である。 

 

 

TLO は関節リウマチや Crohn 病、H.pyroli 感染症など慢性炎症性疾患を中心にその

存在が着目されていたが（Aloisi F et al., 2006）、近年悪性腫瘍組織にも認められ

ることが報告されてきている（Pitzalis C et al., 2014、Dieu-Nosjean MC et al., 

2016、Colbeck EJ et al., 2017）。膵癌組織についての報告では TLO の臨床病理学的

意義に関して検討し、術前未治療で手術を先行して治療を行った患者を対象として、

腫瘍組織内に TLO が高発現している症例ほど全生存期間（Overall survival、以下

OS）、無再発生存期間（Disease free survival、以下 DFS）が有意に長くなることを



8 

 

示している（Hiraoka N et al., 2015）。 

本研究では上記の先行研究を踏まえ、TLO が NAC 施行症例において手術先行

（Surgery First; 以下 SF）症例と比較して TME 内で高発現していることで良好な予

後を予測するバイオマーカーとなり得るという仮説のもと、両群において TME 内での

TLO 発現の程度を解析し、両群間で TLO の機能的差異があるかどうか、また予後との

関連を分析することで TLO が持つ臨床病理学的意義について検討し、膵癌患者におけ

る新規バイオマーカーを探索することを目的とした。 
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方法 

 

1．対象患者とサンプル 

2009 年 1 月～2015 年 12 月の期間に膵癌と診断され北海道大学病院消化器外科Ⅱで

根治切除が施行された 146 名のうち、他癌腫（胃癌、大腸癌）で術後補助化学療法が

行われた 4名、術前治療により腫瘍が消失した 2名を除いた 140 例を対象とし、術前

化学放射線療法（Neoadjuvant chemoradiotherapy; 以下 NAC）群 47 例と、手術先行

（Surgery First; 以下 SF）群 93 例に群分けした。（図 3） 

 

図 3 対象症例選定のフローチャート 

 北海道大学病院消化器外科Ⅱで根治切除が施行された 146 名のうち、他癌腫（胃癌、大腸

癌）で術後補助化学療法が行われた 4 名、術前治療により腫瘍が消失した 2名を除いた 140

例を対象とし、NAC 群 47 例と SF群 93 例に群分けした。 

 

 対象患者全ての臨床病理学的データは後方視的に電子カルテより収集した。また病

理組織標本サンプルは北海道大学病院病理部、消化器外科Ⅱに保管されているホルマ

リン固定パラフィン包埋標本より作製した。 

 なお本研究は「人を対象とした医学系研究に関する倫理指針」に従い、北海道大学

病院自主臨床試験（No.016-0318）として北海道大学病院倫理審査委員会の承認を得

て行ったものであり全ての対象患者より同意を得て行った。 
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2．TLO の評価 

 北海道大学病院消化器外科Ⅱ、病理部に保管されていた 140 例の切除検体から作成

された HE 染色標本の中から腫瘍最大割面となるスライドを抽出し、腫瘍範囲、TLO

を特定した。病理組織標本は NanoZoomer Digital Pathology system（Hamamatsu 

Photonics, Hamamatsu, Japan）を用いてスキャンしデジタルデータとして取り込ん

だ。Image J software（NIH, Bethesda, MD, USA）を用いて腫瘍面積（㎟）、TLO 面

積（㎟）、腫瘍面積に対する TLO の占有比率（以下 TLO/ Tumor 比）を計算した。 

 

 

3．免疫組織化学染色法 

 TLO を構成する免疫学的因子の発現程度を調べるために免疫組織化学染色を行っ

た。ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックから 4μm に薄切した組織切片をキシレ

ンとアルコールを段階的に用いて脱パラフィン化した。高 pH あるいは低 pH 緩衝液

（DakoCytomation, Glostrup, Denmark）を用いて熱処理法による抗原賦活化を行っ

た。内因性ペルオキシダーゼは 3%過酸化水素水に 5分間浸してブロッキングした。1

次抗体を希釈液で指定倍率に希釈した後に 30 分間かけて染色した。1次抗体にはヘ

ルパーT細胞のマーカーとして CD4、キラーT細胞のマーカーとして CD8、B 細胞のマ

ーカーとして CD20、制御性 T細胞（Treg）のマーカーとして Foxp3、HEV のマーカー

として PNAd、免疫チェックポイント分子マーカーとして PD-1、細胞増殖能のマーカ

ーとして Ki-67、M1 マクロファージのマーカーとして CD80、M2 マクロファージのマ

ーカーとして CD163 を使用した。各抗体と希釈倍率、抗原賦活法についての詳細は表

１に示す。続いて HRP 標識ポリマー法（EnVision FLEX System, Dako）を用いて 2次

抗体に 30 分浸して DAB 染色を行った。最後にヘマトキシリンで核染色した後、エタ

ノール脱水し、キシレンで洗浄し、封入剤を用いてカバーグラスをかけて観察を行っ

た。 
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表 1 免疫染色に用いた 1次抗体リスト 

 

 

 

 

 

4．TLO を構成する免疫担当細胞の評価基準 

 CD4、CD8、CD20、CD80、CD163 のようなリンパ球や免疫担当細胞が 1つの TLO 内で

びまん性あるいは一部に染色される場合（図 4A）、染色陽性細胞の総面積を求め、1

つの TLO に占める比率を求めた。Foxp3、PD-1、Ki-67 のような染色陽性細胞が細胞

単位で同定できる場合（図 4B）、染色陽性細胞個数を測定し、1つの TLO を構成する

T細胞、B細胞、間質細胞を含めた全ての細胞数に対する比率を求めた。HEV の場合

（図 4C）、血管内腔の総面積を求め、1つの TLO に対する比率を求めた。全ての画像

解析は Image J software（NIH, Bethesda, MD, USA）、BZ-X analyzer（Keyence, 

Osaka, Japan）を用いて行った。 
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図 4A びまん性あるいは一部に染色陽性となる場合（染色陽性：茶色） 

 

 

図 4B 染色陽性細胞が細胞単位で同定できる場合（染色陽性：茶色） 

 

 

図 4C 染色陽性となる HEV の血管内腔が同定できる場合（染色陽性：茶色） 
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5．生存解析 

 TME に発現する TLO が患者治療成績に及ぼす影響について Kaplan-Meier 法を用い

て生存解析を行い検討した。また臨床病理学的因子（年齢、性別、腫瘍局在、腫瘍サ

イズ、リンパ節転移の有無、組織学的グレード、Evans 分類、リンパ管侵襲、静脈侵

襲、神経侵襲）に TLO/ Tumor 比を加えて単変量解析、多変量解析を行った。 

 

6．mRNA 抽出と遺伝子発現解析 

 パイロット研究として NAC 群、SF 群からランダムに 6例ずつ症例を選択して mRNA

を抽出し遺伝子発現解析を行った。ホルマリン固定パラフィン包埋ブロックから 10

μm に薄切したスライドを 2枚用意し QIAsymphony RNA kit (Qiagen, Hilden, 

Germany)を用いて添付プロトコールに従い mRNA を抽出した。抽出したサンプルは

NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)を用いて濃度測定

とクオリティチェックを行った。遺伝子発現解析には NanoString® PanCancer 

Immune Profiling Panel (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA)を使用し核

酸デジタルカウント法にて測定し、専用解析ソフトである nSolver Analysis 

Software version 4.0 (NanoString Technologies)を用いてデータ解析を行った。

CCL19, CCL21, CXCL13, CD3, CD4, CD8, FOXP3, PDCD1, CD34, ICAM1, VCAM1, and 

HPRT1 をターゲット遺伝子とした。 

 

7．統計解析 

統計学的比較検討に際し、2群間検定では Man-Whitney U test、相関分析にはχ二

乗検定、Fisher の直接検定、Spearman の順位相関分析を用いた。生存分析には

Kaplan-Meier 法を用いて 2群間の比較は Log rank 検定を用いた。全生存期間（OS）

に関する単変量解析、多変量解析には Cox 比例ハザードモデルをそれぞれ使用した。

OS は NAC 群では術前治療開始日から死亡日、SF 群では手術日から死亡日までと定義

した。p<0.05 を統計学的有意差ありと判定した。全ての統計解析には JMP 13（SAS 

Institute., Cary, NC, USA）を用いた。 
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結果 

 

1．対象患者の背景因子 

 

表 2 対象患者の臨床病理学的背景の比較 

 

 

 

 

Characteristics No. of patients NAC SF p-value

All cases 140 47 93

Age

<60 29 10 19

≥60 111 37 74 0.9071

Male 83 23 60

Female 57 24 33 0.0764

Ph 90 35 55

Pbt 50 12 38 0.0739

Tis 1 1 0

T1 11 5 6

T2 3 0 3

T3 125 41 84

T4 0 0 0 0.2426

N0 53 22 31

N1 87 25 62 0.1206

M0 137 45 92

M1 3 2 1 0.2608

0 1 1 0

IA 7 3 4

IB 1 0 1

IIA 45 18 27

IIB 83 23 60

III 0 0 0

IV 3 2 1 0.2055

G1 49 18 31

G2 84 28 56

G3 7 1 6 0.5349

+ 111 35 76

- 29 12 17 0.3173

Histological grade

Adjuvant therapy

Sex

Tumor located area

Tumor status

Node status

Metastasis status

pStage
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表 2に本研究の対象患者の臨床病理学的背景の比較を示す。年齢、性別、腫瘍局

在、腫瘍因子、リンパ節因子、遠隔転移因子、病理学的ステージ、組織学的分類、術

後補助化学療法施行の有無について NAC 群、SF 群において有意差はなかった。 

 

表 3 術前治療レジメンの内訳 

 

 

 表 3 に NAC 群患者 47 名の術前治療レジメンの内訳を示す。30 名が化学療法単独

（16 名が S-1 単剤、4名がゲムシタビン単剤、8名がゲムシタビン＋S-1 併用、2名

が FOLFIRINOX）であった。16 名が化学療法に加え放射線照射療法を併用（11 名がゲ

ムシタビン＋S-1 併用、1名がゲムシタビン単剤、3名が S-1 単剤、1名が

FOLFIRINOX）していた。1名は 5-FU＋ゲムシタビン併用の動注化学療法が施行されて

いた。 

 

2．NAC 群と SF 群における全腫瘍面積、全 TLO 面積、TLO/Tumor 比 

 NAC 群、SF 群において Image J software（NIH, Bethesda, MD, USA）を用いて全

腫瘍面積、全 TLO 面積を測定して、TLO/Tumor 比を計算した。HE 染色スライド画像は

デジタルデータとして取り込んだ。 

Preoperative treatments No. of patients

Gemcitabine + S-1 8

Gemcitabine alone 4

S-1 alone 16

FOLFIRINOX 2

Radiation with 16

Gemcitabine + S-1 11

Gemcitabine 1

S-1 3

FOLFIRINOX 1

Others 1
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図 5． 腫瘍微小環境に存在する TLO とリンパ節の代表的画像 

 HE 染色標本スライドをデジタルデータとして取り込んだ。赤矢印が腫瘍細胞周囲に発現す

る TLO、青矢印がリンパ節を示す。 

 

 図 5 に代表的画像を示す。赤矢印が腫瘍細胞周囲に発現する TLO、青矢印がリンパ

節である。TLO は形態学的に T、B 細胞領域、HEV を有するリンパ節と類似している

が、被膜を持たないものと定義されている（Hiraoka N et al., 2015）。 

 

 TLO の発現率は全 140 症例中 128 例、91.4%に認められた。NAC 群 85.1%、（47 症例

中 40 例）、SF 群 94.6%（93 症例中 88 例）で両群間に有意差はなかった

（p=0.0575）。表 4に示すように総腫瘍面積、総 TLO 面積は NAC 群において有意に低

値となった（いずれも p<0.0001）。また図 6に示すように、総腫瘍面積と総 TLO 面積

の間には弱い相関関係があることが分かった（r=0.36, p<0.001）。 
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表 4 NAC 群、SF 群における総腫瘍面積、総 TLO 面積、TLO/Tumor 比の比較 

 

 

 

 

 

 

図 6 総腫瘍面積と総 TLO 面積の相関関係 

 横軸を総腫瘍面積、縦軸を総 TLO 面積として症例ごとにプロットした。総腫瘍面積と総

TLO 面積には弱い相関関係があることが示された。 
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NAC 群と SF 群における総腫瘍面積の差は NAC による腫瘍縮小効果と思われる。総 TLO

面積の差については、TLO に存在する胚中心様の構造ではリンパ球が非常に分裂して

いる可能性があり NAC に伴って分裂リンパ球が減少してしまった結果である可能性が

ある。腫瘍縮小に伴って修飾されたバイアスとも考えられ、TLO/Tumor 比が修飾バイ

アスを補正するための重要なパラメータであることが示唆された。TLO/Tumor 比につ

いては NAC 群、SF 群の間に有意差はなかった。 

 

3．免疫組織化学染色による解析 

 免疫学的観点から TLO 内の構成要素について分析するために免疫組織化学染色を用

いて NAC 群と SF 群で発現解析を行い、両群での違いについて検討した。対象は TLO

発現が陽性となった NAC 群 40 例、SF 群 88 例とした。代表的な免疫染色標本を図 7

に提示する。特徴として CD4、CD8、CD20 は 1 つの TLO 内にびまん性に染色陽性とな

る一方で、CD80、CD163 は部分的に染色陽性となった。また Foxp3、PD-1、Ki-67 は

染色陽性となるリンパ球が細胞単位で同定できた。PNAd 陽性となる HEV も TLO 内に

発現していることが示された。 
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図 7 免疫染色標本の代表的スライド 

 CD4、CD8、CD20、Foxp3、PD-1、PNAd、Ki-67、CD80、CD163 に対する抗体を用いて免疫染

色を行った。茶色が染色陽性を示している。 

 

 

 NAC 群において CD8 陽性 T細胞（21.7% vs 12.4%, p=0.0046）、PNAd 陽性 HEV

（2.9% vs 1.7%, p=0.0149）の TLO 内に占める割合が SF 群に比較して有意に高くな

ることが示された。また SF 群において PD-1 陽性リンパ球が TLO 内に占める割合が

NAC 群に比較して有意に高くなった（2.2% vs 4.6%, p=0.0004）。CD4 陽性 T細胞
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（23.4% vs 20.0%, p=0.3738）、CD20 陽性 B細胞（38.1% vs 43.7%, p=0.3015）、

Foxp3 陽性抑制性 T細胞（4.0% vs 3.9%, p=0.9754）は両群で有意差は認めなかっ

た。Ki-67 陽性リンパ球（4.7% vs 2.4%, p=0.0003）、CD163 陽性細胞（3.7% vs 

1.9%, p<0.0001）は NAC 群において SF 群と比べ優位に高くなった。CD80 陽性細胞

（0.54% vs 0.37%, p=0.0532）は NAC 群で高くなる傾向にあったが有意差は認めなか

った（表 5）。 

 

表 5 各抗体の NAC 群と SF 群における発現率の比較 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 

 

続いて図 8に示すように NAC 群と SF 群の各群で TLO/Tumor 比を中央値で区切り

TLO/Tumor 比高値群と低値群に分けてサブグループ解析を行った。 

 

図 8 NAC 群、SF 群における TLO/Tumor 比のプロット図 

 サブグループ解析を行うために両群において TLO/Tumor 比の値をプロットした。中央で区

切り、高値群（high）、低値群（low）に群分けを行った。 

 

 NAC 群において CD20 陽性 B細胞（42.7% vs 23.2%, p=0.0133）、PNAd 陽性 HEV

（3.5% vs 1.8%, p=0.0009）の TLO 内に占める割合が TLO/Tumor 比高値群が低値群に

比較して有意に高値であった。一方で免疫抑制的に作用する Foxp3 陽性抑制性 T細胞

（2.9% vs 6.1%, p=0.-0208）、PD-1 陽性リンパ球（1.5% vs 6.1%, p=0.0086）の TLO

内に占める割合は TLO/Tumor 比低値群が高値群に比較して有意に高くなることが示さ

れた。CD4 陽性 T細胞（24.3% vs 22.5%, p=0.1756）、CD8 陽性 T細胞（21.7% vs 

21.6%, p=0.7119）、CD80 陽性細胞（0.47% vs 0.56%, p=0.4040）、CD163 陽性細胞

（3.7% vs 3.7%, p=0.6715）は両群で有意差はなかった。Ki-67 陽性細胞（3.1% vs 

6.8%, p=0.0609）は TLO/Tumor 比低値群で高い傾向にあったが有意差は認めなかった

（表 6）。 

 SF 群においては CD163 陽性細胞（1.6% vs 2.3%, p=0.0340）が TLO 内に占める割

合が TLO/Tumor 比低値群が高値群に比較して有意に高くなったが、その他いずれの項

目も両群で有意差を認めなかった（表 7）。 
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表 6 NAC 群における TLO/Tumor 比高値群と低値群の比較 

 

表 7 SF 群における TLO/Tumor 比高値群と低値群の比較 
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4．NAC 群と SF 群における探索的遺伝子発現解析 

 術前化学放射線照射療法施行後の腫瘍微小環境における免疫学的メカニズムの変化

について調べるために、NAC 群と SF 群において免疫関連遺伝子発現の差があるかど

うかを検討した。本項目は探索的研究として NAC 群、SF 群からランダムに 6症例を

選択し、各群のホルマリン固定パラフィン包埋ブロック検体から mRNA を抽出し免疫

関連遺伝子発現について比較した。 

 

表 8 抽出した mRNA サンプルのクオリティチェック 

 

表 8 に抽出した各検体の mRNA の濃度、吸光度について示した。いずれの症例にお

いても吸光度比 260/280 がおおよそ 1.8～2.0 を示したため検体サンプルの精度とし

ては問題なしと判断し、核酸デジタルカウント法を用いて遺伝子発現解析を行った。 

Sample ID Nucleic Acid Conc. Unit A260 A280 260/280 Sample Type

1 179.5 ng/µl 4.488 2.296 1.95 RNA

2 94 ng/µl 2.351 1.239 1.9 RNA

3 128.4 ng/µl 3.209 1.732 1.85 RNA

4 81.9 ng/µl 2.049 1.036 1.98 RNA

5 84.5 ng/µl 2.113 1.141 1.85 RNA

6 99.3 ng/µl 2.482 1.299 1.91 RNA

7 51 ng/µl 1.274 0.637 2 RNA

8 122.5 ng/µl 3.064 1.527 2.01 RNA

9 31.2 ng/µl 0.78 0.387 2.02 RNA

10 53.9 ng/µl 1.347 0.649 2.08 RNA

11 101.9 ng/µl 2.547 1.426 1.79 RNA

12 32.9 ng/µl 0.822 0.422 1.95 RNA
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図 9 NAC 群と SF 群における免疫関連遺伝子発現の比較 

 核酸デジタルカウント法により NAC 群、SF 群において免疫関連遺伝子発現を比較した。赤

い箱ひげ図は SF群、青い箱ひげ図は NAC 群を示し、縦軸は測定された核酸の個数を示す。 

 

リンパ球産生に関するケモカイン誘導遺伝子（CCL19, CCL21, CXCL13）、リンパ球

遊走に関する遺伝子（CD34, ICAM1, VCAM1）、免疫逃避関連遺伝子（PDCD1）、ハウス

キーピング遺伝子（HPRT1）いずれも両群において発現に有意差は認めなかったが、

FOXP3 発現のみ NAC 群において有意に Down-regulation されていることが分かった

（p=0.037）（図 9）。 
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5．生存解析 

 OS に関して NAC 群は SF 群に比較して有意に予後良好であった（p=0.017）（図

10A）。観察期間中央値は 749.5 日、2年生存率、5年生存率は NAC 群で 82.0%、44.2%

に対して、SF 群では 51.9%、17.7%だった。術後補助化学療法施行の有無については

NAC 群、SF 群ともに有意差はなく患者 OS に関して寄与しないことが分かった。サブ

グループ解析では NAC 群において TLO/Tumor 比高値群が低値群に比較して予後良好で

あることが示された（p=0.0326）（図 10B）。一方で SF 群では TLO/Tumor 比高値群、

低値群に有意差はなかった（p=0.6719）（図 10C）。 

 臨床病理学的因子に TLO/Tumor 比を加えて単変量解析、多変量解析を行った。単変

量解析にて有意差のあった腫瘍局在（膵頭部/膵体尾部）、腫瘍サイズ（2.0cm 以上

/2.0cm 未満）、リンパ節転移の有無、TLO/Tumor 比の 4 因子で多変量解析を行うと、

リンパ節転移なし（ハザード比 0.029、95%信頼区間 0.003-0.163、p<0.0001）、

TLO/Tumor 比高値（ハザード比 0.056、95%信頼区間 0.006-0.297、p<0.0001）が独立

した予後良好因子となった（表 9）。 

 

表 9 単変量解析、多変量解析の結果 
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図 10 全生存期間に関する Kaplan-Meier 曲線 
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 （A）NAC 群と SF 群における OSの比較（B）NAC 群における TLO/Tumor 比高値群と低値群

における OS の比較（C）SF 群における TLO/Tumor 比高値群と低値群における OS の比較。い

ずれも有意差検定には Log-rank 検定を用いた。 
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考察 

1．TLO の概念 

 本研究では化学放射線治療後の膵癌患者における TLO の臨床的意義について検討し

てきた。TLO とは被膜を持たないリンパ球の凝集体として特徴づけられるリンパ器官

と定義されている。TLO 形成は被膜を持つ 2次リンパ器官の発生と関連していると言

われているが、2次リンパ器官のような、あらかじめプログラムされた個体発生過程

とは完全に区別されたものであり、すべての患者に起こるわけではない（Drayton DL 

et al., 2006）。慢性的に炎症反応が持続する場合、リンパ球は蓄積していき B細胞

領域と T細胞領域が de novo 発生する（van de Pavert SA et al., 2010、 Aloisi F 

et al., 2006）。この現象は”tertiary lymphoid neogenesis”あるいは”TLO 

formation”と呼ばれてきた。2次リンパ器官と TLO の間に構造的違いがあるにもか

かわらず、初期発生段階のコントロールや細胞構成、機能維持などさまざまなメカニ

ズムは類似している（Aloisi F et al., 2006、 Drayton DL et al., 2006）。 

 

2．TLO と悪性腫瘍 

 悪性腫瘍に発現する TLO については癌腫、TLO 構成要素によって患者の生命予後と

関連しており、予後良好となるような生体内での抗腫瘍免疫応答であることが示唆さ

れている（Sautes-Fridman C et al., 2016）。近年では膵癌（Hiraoka N et al., 

2015、 Lutz ER et al., 2014）、大腸癌（McMullen TPW et al., 2010）、非小細胞肺

癌（Goc J et al., 2014a、 Goc J et al., 2014b）、胃癌（Sakimura C et al., 

2017）、乳癌（Martinet L et al., 2011、Martinet L et al., 2012）など、さまざ

まな癌腫で TLO 密度の計測や TLO 関連遺伝子発現など免疫学的アプローチによる解析

が行われ TLO 発現の意義に関する報告がなされている。 

 

3．TLO と膵癌に関する研究 

 膵癌において TLO の臨床病理学的意義については平岡らが術前治療をせず手術を先

行して施行した膵癌患者を対象にした研究の中で、腫瘍組織内に発現した TLO が TME

内での宿主免疫応答を反映し、独立した予後因子になり得ると報告している

（Hiraoka N et al., 2015）。また Lutz ER らは GVAX と呼ばれる同種膵癌ワクチンを

用いた免疫治療がエフェクターリンパ球を誘導することで膵癌組織を”non-

immunogenic”な状態から”immunogenic”な状態に変え得るかという仮説を検証し

た。放射線処理を行った顆粒球-マクロファージコロニー分泌刺激因子とともに GVAX

を投与することで膵癌組織内に TLO を誘導することを示し、GVAX が腫瘍局所で抗原

特異的な免疫反応を引き起こすことを証明した。さらにマイクロダイセクションによ

り TLO から mRNA を抽出することで遺伝子発現解析を行い抑制性 T細胞の減少と Th17
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エフェクターT リンパ球反応が促進され予後良好となることを報告した（Lutz ER et 

al., 2014）。 

 本研究では前述の先行研究結果を踏まえて、術前化学放射線治療後の膵癌患者にお

いて TLO 内の免疫学的要素の変化と機能的メカニズムを解析することで、術前化学放

射線治療が TME を免疫促進方向に変化させ、患者に良好な予後をもたらす可能性があ

ることを初めて報告した。以下に過去の文献をもとにして本研究結果について詳細に

考察していく。 

 

4．TLO と T 細胞 

 抗原刺激により開始される免疫系ネットワークに関するここ数年の知見では、豊富

な腫瘍浸潤免疫細胞、特に細胞傷害性 T細胞が多くの癌種の中で予後良好因子である

とされている（Fridman WH et al., 2012）。CD4 陽性 T 細胞と CD8 陽性 T細胞の関連

については、マウスモデルにおいて CD4 陽性 T細胞は腫瘍環境内で IFN-γ産生能を

有し、CD8 陽性 T細胞のリクルートメントと増殖作用を持つことが示されている

（Bos R et al., 2010）。本研究結果からも TLO 内を占める CD8 陽性 T細胞は NAC 群

が SF 群に比較して有意に高いことが示されており、術前治療を行った膵癌患者にと

って良好な予後をもたらしていることが示唆される。これは CD8 陽性となる細胞傷害

性 T細胞が持つ殺細胞効果が、TME 内で活性化された結果であると考察される。CD4

陽性 T細胞の TLO 内を占める割合については NAC 群、SF 群で有意な差はなかったも

のの、CD4 陽性 T細胞、CD8 陽性 T 細胞の各群内での占有率には相関があることが示

された（NAC 群；r=0.58、SF 群；r=0.55）。本研究からは CD4 陽性 T細胞と CD8 陽性

T細胞の TME 内での相互作用について直接実証できるデータはないため、今後の検討

課題である。今回の我々のデータは CD8 陽性 T細胞の存在が良好な予後に繋がってい

るという過去の報告を支持するものであり、NAC が TME 内での免疫応答をより抗腫瘍

的なものに変え得る可能性があることを踏まえると、膵癌患者において NAC の臨床的

意義があると考えられる。 

 

5．TLO と B 細胞、抗原提示細胞 

 本研究結果では、TLO/Tumor 比高値群（TME 内の TLO が高密度に存在）の患者ほど

TLO 内の CD20 陽性 B細胞の割合が高いことが示された。これは NAC 群においてのみ

良好な予後がもたらされた背景要因として考えられる。TLO と B 細胞の関連性につい

ても同様にさまざまな癌腫で予後因子としての有効性が報告されてきた。一般的に B

細胞は抗腫瘍免疫において抗原提示細胞（Antigen presenting cells、以下 APC）と

抗原特異的抗体産生細胞の 2種類の大きな役割を担っている（Germain C et al., 

2015）。胃癌患者を対象とした研究では、CD20 陽性 B細胞数が多いほど有意に予後良
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好であるという報告がある（Sakimura C et al., 2017）。肺癌における研究では、腫

瘍細胞内の B細胞濾胞領域の B細胞は抗原特異的な液性免疫に関与し、濾胞性 B細胞

の密度が高率に患者予後と関連している可能性を報告した（Germain C et al., 

2014）。これまでの文献的考察を踏まえると、TLO を構成する濾胞性 B細胞の存在は

腫瘍局所での抗腫瘍液性免疫の活性化を表す指標になる可能性が高いと考えられる。

また、B細胞にはクロスプレゼンテーションにより CD8 陽性 T細胞に抗原提示を行う

機能を有しているとする報告もある。B細胞は癌巣内で APC に類似した機能を有して

いることが示され、抗腫瘍免疫応答を促進している。腫瘍浸潤 CD20 陽性 B 細胞の近

傍には CD8 陽性 T細胞が存在しており、両リンパ球の存在が良好な予後と関連してい

ることが、卵巣癌患者における研究において示されている（Nielsen JS et al., 

2012）。したがって TME 内での高密度の TLO 浸潤は、CD20 陽性 B細胞の発達と関連

し、術前化学放射線治療はこれらの現象を促進させている可能性があると示唆され

る。 

 B 細胞に加えて APC の機能と TLO 内での抗原提示のメカニズムについても報告され

てきた（Hughes CE et al., 2016）。マクロファージは古典的活性化 M1 マクロファー

ジと選択的活性化 M2 マクロファージの 2つのサブセットに分類されている。一般的

に M1 マクロファージは炎症促進効果を示す一方で、M2 マクロファージは抗炎症効果

と組織の創傷治癒に関与していることが知られている（Murray PJ et al., 2014）。

本研究結果からは術前放射線治療を行った NAC 群の患者で、TLO 内に占める CD163 陽

性 M2 マクロファージが SF 群に比べて有意に多いことが示された。これにより術前治

療による腫瘍崩壊に伴い放出された腫瘍関連抗原の認識と抗腫瘍免疫応答が促進され

たことが示唆された。 

 

6．TLO と HEV 

 TLO の de novo 形成において、HEV は密接に関与している。血中の Tリンパ球は

HEV を介して TLO 内に入ることが知られており、腫瘍内の PNAd 陽性 HEV は密接に TLO

の形成と関連している。HEV の臨床病理学的有用性については、腫瘍内で高密度に

HEV が増生していることと、腫瘍浸潤 T細胞やセントラルメモリーT細胞数の増加に

関連があり、患者の生命予後は有意に良好となることが乳癌患者の研究で示された

（de Chaisemartin L et al., 2011）。TME 内に多数のリンパ球をリクルートする機

能を持つことから、腫瘍内の HEV は癌診断と治療の観点から新規ターゲットになり得

ると言われている（Ruddle NH et al., 2016）。本研究結果からは、NAC 群患者にお

いて TLO 内で PNAd 陽性 HEV が高密度に発現しており、患者の良好な予後と関連して

おり臨床病理学的に有用性を示すことが出来た。TLO/Tumor 比を用いたサブグループ

解析においても、TLO/Tumor 比高値群の患者で、HEV が高密度に発現しており有意に
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予後良好となることが示された（表 6、図 11B）。この結果から HEV による TME 内への

多数のリンパ球の誘導は細胞性免疫、液性免疫の活性化に重要な役割を成し、新規治

療のターゲット分子となり得る可能性が示唆される。 

 

7．TLO と免疫抑制性細胞（抑制性 T細胞、PD-1 陽性リンパ球） 

 エフェクター細胞のメカニズムを解析する過程で TLO 内の免疫抑制性細胞にも着目

した。TME 内への抑制性 T細胞浸潤は予後不良と関連することが多数の癌腫で報告さ

れているが、詳細なメカニズムについては未だ解明されていないのが現状である。肺

癌モデルマウスを用いた研究では抑制性 T細胞が抗腫瘍免疫応答を TLO 内で抑制する

ことを示した報告がある（Joshi NS et al., 2015）。本研究においては TLO 内を占め

る抑制性 T細胞の比率は NAC 群、SF 群の間で有意差はなかったものの、TLO 内を占め

る PD-1 陽性リンパ球の比率は NAC 群が SF 群に比較して有意に低く、予後も良好にな

ることが示された。術前化学放射線照射治療が効果的に TME 内で免疫抑制性分子を減

らす可能性があることが示唆された。 

 

8．TLO と術前化学放射線治療 

 化学放射線治療後の TME 内への T細胞浸潤に着目した研究の報告もある。しかしな

がら、化学放射線治療後の TLO 内の構成要素の変化に関する免疫学的、機能的メカニ

ズムについてはほとんど不明である。術前化学放射線治療は抑制性 T細胞を減らし

TME 内での CD4 陽性 T細胞、CD8 陽性 T細胞の蓄積を誘導する観点で有用であるとい

う報告（Tsuchikawa T et al., 2013）や CD8 陽性細胞が予後良好因子となり得ると

いう報告がある（Homma Y et al., 2014）。本研究結果からは化学放射線治療による

腫瘍崩壊に伴い放出された腫瘍関連抗原によって TLO が TME 内に誘導され活性化され

た可能性があると推察される（図 11）。ここまでは TLO と TLO 内免疫細胞の変化の観

点から考察してきたが、本研究においては腫瘍浸潤リンパ球（Tumor infiltrating 

lymphocyte、以下 TIL）と TLO の明確な定義の違いについては解明されておらず今後

の検討課題の 1 つと考えられる。早期大腸癌を対象とした研究では、腫瘍内に発現し

ている TIL と TLO の密度が相関していることを証明し、さらに TME 内への TIL のリク

ルートメントに TLO が関与している可能性を示唆した（Di Caro G et al., 2013）。

しかしながら詳細なメカニズムについては未だ不明な点も多く、今後の更なる研究の

蓄積が必要と思われる。 
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図 11 術前化学放射線治療による腫瘍微小環境における TLO 内の変化 

 NAC により TLO 内の CD8 陽性 T細胞、CD163 マクロファージの増加、PNAd 陽性 HEV の増

加、PD-1 陽性リンパ球の減少がみられ、TME 内を免疫促進的なものにする可能性が示唆され

た。 

 

9．TLO に関する遺伝子解析（探索的研究結果からの考察） 

 免疫組織化学染色による解析結果を踏まえて、術前化学放射線照射によって TME 内

での TLO の免疫学的構成要素の変化についてメカニズムを解析するために探索的研究

として遺伝子発現解析を行った。図 9に示すように NAC 群において FOXP3 のみ Down-

regulation された結果となり、免疫染色の解析結果とは解離した。要因として Foxp

３タンパク発現レベルに関しては TLO 内の Foxp3 陽性抑制性 T細胞は術前治療によっ

て影響を受けない可能性や、TLO だけでなく TME 全体から mRNA を抽出してきたため

結果にバイアスを与えた影響が考えられた。詳細については今後症例を増やした解析

が必要と思われた。 
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結論 

 

本研究結果から以下のような新知見が得られた。 

・膵癌に対して術前化学放射線療法を施行した患者は手術先行した患者に比較して

TLO を構成する CD8 陽性 Tリンパ球、CD163 陽性マクロファージ、PNAd 陽性 HEV、Ki-

67 陽性細胞の占める割合が高くなる一方で、PD-1 陽性リンパ球の割合が低くなる。 

・膵癌に対して術前化学放射線照射療法をした患者は手術先行した患者に比較して全

生存期間が有意に延長する。 

・膵癌に対して術前化学放射線照射療法をした患者において多変量解析を施行すると

リンパ節転移の有無に加えて、TLO/Tumor 比が独立した予後規定因子となる。 

 

術前化学放射線照射療法による腫瘍崩壊に伴い、腫瘍関連抗原が腫瘍微小環境内に

放出されることでマクロファージによる抗原提示、免疫担当細胞の増殖能の増加、

CD8 陽性細胞傷害性 T細胞の活性化、リンパ球遊走のための高内皮細静脈の誘導が活

性化される一方で、免疫逃避機構に関与する PD-1 陽性リンパ球が抑制され、術前化

学放射線照射療法施行患者における腫瘍微小環境を予後良好な方向に変化させる可能

性があることが示唆された。また多変量解析の結果から、腫瘍微小環境に浸潤する

TLO の存在が予後規定因子となり得る点で臨床病理学的に意義のあるものと言える。 

 

上記の結果を踏まえて今後は腫瘍微小環境に発現する TLO が膵癌免疫治療のターゲ

ットとなり得る可能性が考えられる。すでに分子標的治療薬として腫瘍血管新生阻害

剤などが実臨床において使用されているが、宿主側因子として腫瘍微小環境に Tリン

パ球を遊走し TLO 形成に必要不可欠である高内皮細静脈の誘導を促進させるような分

子のさらなる解明が新規治療薬開発の一助となることが期待される。 

 

 しかしながら腫瘍微小環境に発現する TIL と TLO の定義の明確な違いについては

未だ解明されておらず、今後の検討課題の一つである。腫瘍微小環境内で活躍する免

疫担当細胞の機能や役割についての詳細なメカニズムの解明が求められる。 
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