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【要旨】 

 

【背景と目的】 

肝外胆管癌（extrahepatic cholangiocarcinoma；eCCA）は，根治切除後でも再発が多

いため，治療成績向上のために集学的治療の開発が必要である．近年免疫チェックポ

イント阻害剤（immune checkpoint inhibitor; ICI）の多くの癌種に対する治療効果が注

目されており，特に腫瘍免疫を抑制する免疫チェックポイント分子として，

programmed cell death ligand 1（PD-L1）発現が予後に与える影響について検討されて

いる．eCCA においては，この腫瘍免疫を抑制する PD-L1 発現が予後に与える影響に

ついて検討した報告は少ない． 

最近の研究では，上皮系細胞が間葉系細胞に形質転換するプロセスである

epithelial-mesenchymal transition（EMT）が，腫瘍細胞における PD-L1 発現や腫瘍微

小環境における腫瘍浸潤性リンパ球（Tumor-infiltrating lymphocytes：TILs）の抑制に

関連していることが報告されている．しかし eCCA では腫瘍細胞における PD-L1 発

現や TILs に関する検討が少なく，腫瘍細胞における PD-L1 発現と EMT との関連に

ついては未だ報告がない． 

今回，eCCA における腫瘍細胞の PD-L1 発現が予後に及ぼす影響を検討し，さらに

PD-L1 と TILs や EMT との関連性を検討することを目的とした． 

 

【対象と方法】 

対象は 1995 年から 2006 年までに北海道大学病院消化器外科 II で根治的切除さ

れ，eCCA と診断した 117 症例である．組織マイクロアレイを作製し，免疫組織化学

染色を行った．1 次抗体は PD-L1，CD4，CD8，Foxp3，E-cadherin，N-cadherin，

vimentin，ZEB1，ZEB2，SNAIL，TWIST を使用した．これらの免疫組織化学染色結

果を含めた臨床病理学的因子と予後との関連を検討した． 

 

【結果】 

腫瘍細胞における PD-L1 発現や TILs と EMT との関連を検討すると，CD4 と CD8

陽性 T リンパ球の高浸潤群は，いずれも腫瘍細胞の SNAIL の発現が少なかった（そ

れぞれ P=0.016，P=0.022）．腫瘍細胞における PD-L1 高発現群は，腫瘍細胞における

E-cadherin の発現が少なく（P=0.001），N-cadherin，vimentin，ZEB1 の発現が多かっ

た（それぞれ P=0.044，P<0.001，P=0.036）． 

臨床病理学的因子と全生存率の関連を検討すると，多変量解析において，CD4 陽

性 T リンパ球低浸潤（HR = 0.61; 95％CI = 0.38-1.00; P = 0.049），PD-L1 高発現（HR = 
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4.27; 95％CI = 1.82-9.39 ; P = 0.001），N-cadherin 高発現（HR = 2.20; 95％CI = 1.18-

3.92; P = 0.015）が独立した予後不良因子であった． 

 

【考察】 

今回の検討では，eCCA において腫瘍細胞における PD-L1 高発現と腫瘍微小環境に

おける CD4 陽性 T リンパ球の低浸潤は，多変量解析で独立した予後不良因子である

ことが示された．eCCA においては腫瘍細胞の PD-L1 発現と予後との関連性の検討は

少なく，一定の見解が得られていないが，使用抗体・評価方法・カットオフ値を詳細

に検討することで，腫瘍細胞における PD-L1 発現が予後不良因子であることが示さ

れた． 

本検討では，eCCA において腫瘍細胞の PD-L1 発現が，EMT における間葉表現型

の蛋白発現と関連していることが初めて示された．eCCA においては腫瘍細胞におけ

る PD-L1 発現が EMT により調節され，予後に影響を与えている可能性が示唆され

た． 

 

【結論】 

eCCA において腫瘍細胞における PD-L1 発現と腫瘍微小環境における CD4 陽性 T

リンパ球の浸潤が独立した予後因子であった．さらに，腫瘍細胞における PD-L1 の

高発現は間葉表現型と関連していることを示した．今回の知見は，eCCA における予

後予測だけでなく，ICI の治療効果を予測するバイオマーカーとして有効な可能性が

ある． 
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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通りである． 

eCCA:  extrahepatic cholangiocarcinoma 

EMT:  epithelial-mesenchymal transition 

FFPE:  formalin-fixed, paraffin-embedded 

iCCA:  intrahepatic cholangiocarcinoma 

ICI:  immune checkpoint inhibitor 

PD-1:  programmed death 1 

PD-L1:  programmed cell death ligand 1 

TILs:  Tumor-infiltrating lymphocytes 

TMA:  tissue microarray 

Treg:  regulatory T cell 
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【緒言】  

 胆管癌は，胆管上皮から生じる上皮系の悪性腫瘍であり，大きく肝内胆管癌

（Intrahepatic cholangiocarcinoma; iCCA）と肝外胆管癌（Extrahepatic 

cholangiocarcinoma; eCCA）に分類される．さらに eCCA は肝門部胆管癌と遠位胆管

癌に分類される．eCCA の発生率は 1〜2 人/100,000 人/年と稀な疾患の一つである

(DeOliveira et al., 2007; Lazaridis and Gores, 2005)．eCCA の大部分は腺癌であり，特に

高分化から中分化型腺癌が多い(Blechacz et al., 2011)．腺癌の腫瘍細胞はムチンを含

有し，浸潤部では通常豊富な線維性間質を伴う．また神経周囲浸潤やリンパ節転移を

来たしやすい．eCCA の根治的治療は外科的切除であるが，根治切除後でも再発が多

く，5 年生存率は 20〜40％と予後不良な疾患である(DeOliveira et al., 2007; van der 

Gaag et al., 2012)．治療成績向上のためには外科的切除以外の治療も含めた集学的治

療の開発が必要である(Kato et al., 2015; Okusaka et al., 2006; Penz et al., 2001; Raderer 

et al., 1999)． 

近年，腫瘍微小環境において，免疫系が腫瘍増殖の制御に重要な役割を果たして

いることが注目されている．CD4 や CD8 陽性の T リンパ球などの腫瘍浸潤性リンパ

球（Tumor-infiltrating lymphocytes; TILs）は，宿主免疫反応において重要な役割を果

たしている．胆道癌を含むいくつかの癌腫において，腫瘍微小環境における CD4 や

CD8 陽性の TILs は，予後良好因子として報告されている(Fukunaga et al., 2004; Galon 

et al., 2006; Goeppert et al., 2013; Mahmoud et al., 2011; Waldner et al., 2006; Zhang et al., 

2003)．これらの TILs の働きにより，宿主は腫瘍細胞を排除していく．これを

「elimination phase」という（Figure.1）．次第に腫瘍細胞は宿主の免疫系に耐えられ

るようになる「equilibrium phase」に移行していく（Figure.1）．さらに「escape 

phase」になると，宿主の免疫系を抑制する細胞が出現してくるようになる(Mittal et 

al., 2014)（Figure.1）． 
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Figure.1  腫瘍微小環境における腫瘍免疫環境の変化 

         elimination phase では，TILs により腫瘍細胞が排除される． 

次に，equilibrium phase では，腫瘍細胞が腫瘍免疫に対して耐性を持つ．  

さらに，escape phase では，免疫系を抑制する腫瘍細胞が出現する． 

         （Mittal, D. et al. 2014. Curr. Opin. Immunol より引用） 

 

 

近年，この免疫抑制の中でも，腫瘍細胞に発現する programmed death ligand 1（PD-

L1）が注目されている．PD-L1 と CD8 陽性の TILs に発現する programmed death 1

（PD-1）受容体の相互作用は，CD8 陽性 TILs による細胞傷害性免疫反応を調節・抑

制すると報告されている(Dong et al., 2002)（Figure.2）．現在，PD-L1 と PD-1 の相互

作用を阻害する免疫チェックポイント阻害剤（immune checkpoint inhibitor; ICI）は悪

性黒色腫，非小細胞肺癌，腎細胞癌などの幅広い固形癌，ホジキンリンパ腫などの血

液疾患で持続的な治療効果が報告されている(Topalian et al., 2015)．しかし，これら

の抗腫瘍効果も限られた症例においてのみであり，治療効果を予測するバイオマーカ

ーの同定が不可欠である．腫瘍細胞における PD-L1 の発現は，様々な癌腫において
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予後不良因子として報告されているが，予後だけではなく，ICI による治療効果を予

測するバイオマーカーとして検討されている(Konishi et al., 2004; Sabbatino et al., 

2016; Takada et al., 2016)．しかし，PD-L1 陰性症例であっても ICI の治療効果が認め

られるという報告もあり，腫瘍細胞における PD-L1 発現だけではなく，腫瘍微小環

境にある他の因子も含めた総合的な検討が必要である．また，PD-L1 を検出する抗体

の種類や最適なカットオフ値も定見がなく，標準化に向けた検討が必要である． 

 

 

Figure.2  PD-L1 による細胞傷害性免疫の抑制メカニズム  

         PD-L1 と PD-1 との相互作用は，CD8 陽性 TILs による細胞傷害性免疫反応 

を調節・抑制する． 

         （Dong, H. et al. 2002. Nat. Med より引用） 
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腫瘍細胞における PD-L1 発現のメカニズムとして，2 つの機序が報告されている．

第 1 のメカニズムは，ホジキンリンパ腫に見られるような遺伝子異常により促進され

る PD-L1 の発現である(Green et al., 2010)．第 2 のメカニズムは，INF-γ のような炎症

性シグナルにより誘導される PD-L1 の発現である(Pardoll, 2012)．さらに最近の研究

では，これらの 2 つの発現機序に加えて，上皮系細胞が間葉系細胞に形質転換するプ

ロセスである上皮間葉移行（epithelial-mesenchymal transition；EMT）が，PD-L1 の発

現に関連していることが報告されている．EMT とは本来上皮細胞由来であるがん細

胞が間葉系形質を獲得し，浸潤能，転移能を獲得する現象である．さらに，この

EMT は腫瘍細胞における PD-L1 発現だけでなく，CD4 や CD8 陽性の TILs の抑制に

も関連することが報告されている(Alsuliman et al., 2015; Chen et al., 2014; Kim et al., 

2016a; Kudo-Saito et al., 2009; Thiery et al., 2009; Zlobec et al., 2007)．腫瘍細胞における

PD-L1 発現機序を検討することは，PD-L1 を阻害する ICI の治療効果を予測する潜在

的なバイオマーカーの検索に繋がる．Chen ら（Chen et al., 2014）は PD-L1 が間葉系

表現型の転写因子である ZEB1 の下流の標的蛋白であると報告しており（Figure.3），

間葉表現型が ICI の治療対象群である可能性を示唆している．  

 

 

Figure.3  EMT と PD-L1 発現との関係  

         間葉系表現型の転写因子である ZEB1 の下流の標的蛋白に腫瘍細胞におけ  

る PD-L1 を認める． 

         （Chen, L. et al. 2014. Nat. Commun より引用） 
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eCCA に関しては腫瘍細胞における PD-L1 発現の報告自体が少なく，特に腫瘍細胞

における PD-L1 発現と予後との関連性の検討では一定の見解が得られていない 

(Fontugne et al., 2017; Kim et al., 2018; Lim et al., 2015; Ma et al., 2017; Sangkhamanon et 

al., 2017; Sato et al., 2017; Tamai et al., 2014; Walter et al., 2017)（Table.1）．これまでの

eCCA における PD-L1 発現の予後検討の問題点として，検討症例が小規模である点

や，TILs などの因子を含めた多変量解析ではなく，腫瘍細胞における PD-L1 発現だ

けの単変量の解析である点である．さらに使用されている抗体も様々であり，評価方

法やカットオフ値を含めた検討もされていない．よって過去の報告のような小規模で

単変量解析のみの検討ではなく．大規模なデータベースを用いた TILs を含んだ腫瘍

微小環境を構成する様々な因子を含めた多変量解析による予後解析が必要である．さ

らに腫瘍細胞における PD-L1 に対して使用する抗体の種類や評価方法の標準化も必

要である． 

  他癌腫においては腫瘍細胞における PD-L1 の発現機序として EMT が注目されてい

るが，eCCA ではこれらの関連性を検討した報告はない．eCCA における EMT につ

いては N-cadherin や vimentin といった間葉系タンパク質を発現する間葉性表現型が

予後不良因子となることが報告されている(Nitta et al., 2014; Thiery et al., 2009; Xu et 

al., 2015)．eCCA においても腫瘍細胞における PD-L1 発現機序の 1 つとして EMT が

関与しているかを検討するために，腫瘍細胞における PD-L1 発現と EMT との関連性

を検討することは重要である． 

本研究の目的は，eCCA において，腫瘍微小環境における TILs などの因子を含め

て，腫瘍細胞における PD-L1 が予後に与える影響を検討することである．さらに，

腫瘍細胞における PD-L1 などの腫瘍免疫と EMT の関連性も検討した． 
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Table.1  過去の eCCA における PD-L1 の免疫組織化学染色を用いた検討  

報告者 報告年 症例数  

モノクローナル 

抗体  

評価方法  

Tamai K 2014 91 ab58810 染色強度で分類（±/++) 

Lim Y J 2015 83 E1L3N H-score が 5 以上  

Ma K 2017 70 ab174838 staining-intensity-distribution が 2 以上  

Fontugne J 2017 41(ICC が 33) E1L3N 陽性細胞が 5%以上  

Walter D 2017 69 E1L3N H-score が 3 以上  

Sato Y 2017 45(ICC が 23)  28-8 陽性細胞が 5%以上  

Sangkhamanon S 2017 13(ICC が 32) 5H1 陽性細胞が 1%以上  

Kim R 2018 44 5H1 陽性細胞が 1%以上  

 

報告者 症例数 内容 問題点 

Tamai K 91 PD-L1はがん幹細胞関連表現型を抑制する 
免疫染色評価方法の再現性がない． 

多変量解析なし． 

Lim Y J 83 

PD-1発現 /CD8陽性TILs比の高値群は 

予後不良因子である 

全例で術前に化学放射線療法が 

施行されている． 

Ma K 70 PD-L1高発現は予後不良因子である 
症例数が少ない． 

TILsを含めた多変量解析ではない． 

Fontugne J 41(ICCが33) PD-L1高発現群とTILs高浸潤群とは関連する 
症例数が少なく， ICCも混在． 

予後検討がない． 

Walter D 69 

PD-L1高発現群かつTILs低浸潤群は 

予後不良である 

症例数が少ない． 

TILsを含めた多変量解析ではない． 

Sato Y 45(ICCが23) 
職業性胆管癌症例はPD-L1高発現し， 

TILsの浸潤も高い 

症例数が少なく， ICCも混在． 

予後検討がない． 

Sangkhamanon S 13(ICCが32) 

PD-L1発現はStageIV症例・好中球 /リンパ球比 

高値群と関連する 

症例数が少なく， ICCも混在． 

多変量解析がない． 

Kim R 44 

CD8陽性CD45陽性TILs高値群は 

予後良好因子である  

症例数が少ない． 
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【方法】  

対象症例  

  1995 年 1 月から 2006 年 11 月までに北海道大学病院消化器外科 II で根治的切除さ

れ，術後に eCCA と病理学的に診断された 122 例を対象に検討を行った．これらの症

例で組織マイクロアレイ（tissue microarray；TMA）を作成し，免疫組織化学染色を

行って検討を行った．このうち腫瘍組織が極少量で解析が不十分であった 5 症例を除

外した．病変の主座により eCCA を肝門部領域胆管癌（perihilar）と遠位胆管癌

（distal）の 2 つの群に分類した(DeOliveira et al., 2007)．全ての腫瘍は，the Union for 

International Cancer Control（UICC）の 7th TNM classification system に従って Stage を

分類した(Sobin LH, 2009)．本研究は，Hokkaido University Institutional Review Board

（承認番号：015-0501）の承認を得た．本研究では、手術前に「将来的に医学研究に

用いる目的で保管し使用すること」を文章で同意（包括同意）した患者の検体のみを

使用した． 

 

TMA 

TMA ブロックは，直径 2.0mm の針を有する組織マイクロアレイヤ（JF-4; Sakura 

Finetek Japan, Tokyo, Japan）を用いて，腫瘍の代表部位 2 か所（腫瘍の先進部；

invasive front of the tumor と中心部；bulk of the tumor）および対照として非腫瘍性の

胆管上皮の 1 か所を打ち抜いた．完成したアレイブロックは厚さ 4μm で切片化し

た． 

 

使用抗体  

今回使用した 1 次抗体は Table.2 に示した．腫瘍免疫に関連する CD4，CD8，

Foxp3 陽性 TILs の抗体としては，それぞれ SP35（Ventana, Basel, Switzerland），SP57

（Ventana, Basel, Switzerland），PCH101（eBioscience, Frankfurt, Germany）を使用し

た．eCCA では，腫瘍細胞における PD-L1 発現に関する検討は少なく，PD-L1 の 1 次

抗体の種類は一定の評価が得られていない．そのため今回 PD-L1 に関しては，臨床

的に使用可能な SP142（SPRING BIOSCIENCE, Pleasanton, CA, USA），E1L3N（Cell 

Signaling, Danvers, MA, USA）の 2 種類のモノクローナル抗体を使用した．EMT 関連

蛋白の上皮系マーカーである E-cadherin は 4A2C7（Invitrogen, Carlsbad, CA, USA）を

使用し，間葉系マーカーである N-cadherin，vimentin はそれぞれ 6G11（Dako, 

Carpinteria, CA, USA），V9（Ventana, Basel, Switzerland）を使用した．さらに今回

EMT の転写因子として，ZEB1，ZEB2，SNAIL，TWIST を検討し，それぞれ

416A7H10（GenWay, San Diego, CA, USA），PAb（rabbit）（Novus Biological, Littleton, 
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CO, USA），PAb（goat）（Abcam, Burlingame, CA, USA），Twist2C1a（Abcam, 

Burlingame, CA, USA）の抗体を用いた．1 次抗体は希釈液（Dako Real Antibody 

Dulient）を用いて指定倍率に希釈した． 

 

Table.2  免疫組織化学染色で使用した１次抗体  

 

 

染色方法  

組織切片を脱パラフィン剤としてキシレンを 2 つ用意し，5 分間ずつ浸漬させて脱

パラフィンを行なった．次に 100%エタノール 3 分間を 2 回，95%エタノール 3 分間

浸漬し，80%エタノールに 10 回上下して再水和させた．熱誘導抗原の賦活化は，

65℃に加温した PT LINK（Dako）を用いて，高 pH の抗原賦活化バッファー（Dako 

Cytomation, Glostrup, Denmark）で行った．過酸化水素処理は，Peroxdase Blocking 

Reagent #SM801 を組織上に載せて 5 分間静置した． Table.2 に示した 1 次抗体を組織

に載せ，シェイカーを使用して 30 分揺らした．これらの切片を HRP 標識ポリマー

（EnVision FLEX HPB #SM802）をのせ，30 分シェイカーで揺らして可視化した．免

疫染色された切片をヘマトキシリンで 10 秒上下浸漬させて対比染色した．封入には

2 つの 95%エタノール中で 2 回脱水し，100%エタノールに 5 分浸漬させ，3 つのキシ

レンに 10 回上下して洗浄した． 

抗原  クローン  メーカー  希釈  バッファー  染色部位  

CD4 SP35 Ventana 1:1 Tris-EDTA 細胞膜  

CD8 SP57 Ventana 1:1 Tris-EDTA 細胞膜  

Foxp3 PCH101 eBioscience 1:100 Tris-EDTA 細胞膜  

PD-L1 SP142 SPRING BIOSCIENCE 1:100 Tris-EDTA 細胞膜  

PD-L1 E1L3N Cell Signaling 1:50 Tris-EDTA 細胞膜  

E-cadherin 4A2C7 Invitrogen 1:1 Tris-EDTA 細胞膜  

N-cadherin 6G11 Dako 1:50 Tris-EDTA 細胞膜  

Vimentin V9 Ventana 1:1 Tris-EDTA 細胞質  

ZEB1 416A7H10 GenWay 1:20 Tris-EDTA 核  

ZEB2 PAb 

(rabbit) 

Novus Biological 1:400 Tris-EDTA 細胞膜  

SNAIL PAb 

(goat) 

Abcam 1:500 Tris-EDTA 核  

TWIST Twist2C1a Abcam 1:20 Tris-EDTA 核  
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免疫組織化学染色の評価方法  

本研究で使用したホルマリン固定，パラフィン包埋（formalin-fixed, paraffin-

embedded；FFPE）組織標本の抗原性については，vimentin 染色により確認された

（Figure.4）. 

 

 

Figure.4  vimentin を使用した FFPE 検体における抗原性の確認  

 

 

CD4，CD8，Foxp3 の陽性 T リンパ数については，腫瘍先進部と中心部におけるそ

れぞれの 4 か所の強視野で染色されたリンパ球数を計測した(Sabbatino et al., 2016)．

eCCA においては PD-L1 の 1 次抗体の種類や評価方法は確立していない．よってまず

は他癌種において検討されているように全腫瘍細胞における PD-L1 陽性細胞の割合

を計測する方法を用いた(Kim et al., 2016b; Takada et al., 2016; Uruga et al., 2016)．この

検討の際には染色強度については検討していない．さらに，近年報告されている H-

score という半定量的な評価方法も加えて検討した(Katsuya et al., 2015; Nitta et al., 

2014)．H-score とは，腫瘍細胞のうち染色された陽性細胞率（0-100%）と染色強度

（0, none; 1, weak; 2, moderate; 3, intense）の積として計算したもので，0 から 300 で

半定量的に評価したものである．これら染色された陽性細胞率と染色強度は腫瘍先進

部と中心部の 2 か所の TMA コアの平均で分析した．PD-L1 の免疫組織化学染色の染

色条件については，既に非小細胞肺癌の臨床検体の染色で確立された免疫組織化学染

色の方法に従って評価した．positive control については，各スライド上に認める PD-

L1 陽性マクロファージを内因性の positive control として利用した（Figure.5）

(Igarashi et al., 2016)．EMT 関連蛋白については，PD-L1 と同様に H-score を用いて検
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討した．これらの免疫組織化学染色の評価は症例の臨床情報を盲検化した 2 人によっ

て行われた（Takashi Ueno, Tomoko Mitsuhashi）． 

 

 

Figure.5  Positive control としての PD-L1 陽性マクロファージ  

 

1 次抗体陽性判断におけるカットオフ値の設定  

CD4，CD8，Foxp3 陽性 TILs のカットオフ値は，ROC 曲線を使用することで設定

した(Nitta et al., 2014)．つまりこれらの免疫組織化学染色で得られた連続変数と，生

存期間中央値時点での生死で分けた二変量の名義変数を検討することで ROC 曲線を

描き，最適なカットオフ値を設定した．TILs の多寡が予後に及ぼす影響を検討する

ために，得られたカットオフ値でそれぞれ単変量解析と多変量解析による予後因子の

検討を行なった．多変量解析では単変量解析で全生存率に P <0.05 の有意差が得られ

た患者背景因子を含めて検討した． 

全腫瘍細胞における PD-L1 陽性細胞の割合におけるカットオフ値は過去の他癌種

における報告を参考にして，1％，5％，10％，50％の 4 種類のカットオフ値を用いた

(Kim et al., 2016b; Takada et al., 2016; Uruga et al., 2016)．また，PD-L1 発現を H-score

で評価した際のカットオフ値は TILs と同様に ROC 曲線を用いて設定した．これらの

カットオフ値を 2 種類のモノクローナル抗体でそれぞれ設定し，計 10 種類のカット

オフ値を検討した．10 種類のカットオフ値で PD-L1 発現が予後に与える影響を検討

するために，それぞれ単変量解析と多変量解析による予後因子の検討を行い評価し

た．多変量解析では単変量解析で全生存率に P <0.05 の有意差が得られた因子を含め

て検討した． 

EMT 関連蛋白発現の H-score も TILs の検討と同様に ROC 曲線を用いてカットオフ

値を設定した． 
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統計解析  

名義変数同士の二変量の解析には Pearson Chi-squared 法を用いて，CD4，CD8，

Fop3 陽性 TILs，PD-L1 発現，EMT 関連蛋白発現と臨床病理学的因子の関連を分析し

た．全生存率は Kaplan-Meier 法を用いて分析し，ログランク検定を用いて比較検討

した．全生存率は，手術日から死亡日または最終受診日/フォローアップ月までとし

て検討した．多変量解析は Cox 比例ハザード回帰モデルを用いて行った．有意性の

閾値は P <0.05 とした．多変量解析においては単変量解析で P<0.05 となった因子を解

析に含めて検討した．全ての統計分析は，JMP for Windows version 12.0 software 

package (SAS Institute, Cary, NC) を用いて行った． 
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【結果】  

対象症例の患者背景  

術後に eCCA と病理診断され，腫瘍量が十分で評価可能であった 117 症例を対象と

した．対象症例の年齢中央値は 71（44-87）歳であった．術後 follow 期間の中央値は

27（0-189）ヵ月であり，観察期間中に 98 症例（84％）の死亡を確認した．再発部位

の内訳は，肝転移再発が 31 症例（26％），癌性腹膜炎が 27 症例（23％），局所再発が

21 症例（18％），リンパ節転移再発が 15 症例（13％）であった（重複あり）．死亡症

例は 98 症例（84%）であり，原病死が 78 症例（67%），他病死が 19 症例（16%），在

院死が 1 例（1%）であった．全ての症例で術前治療は施行していない．Table.3 に症

例の臨床病理学因子を含めた患者背景を示した． 

 

1 次抗体陽性判断のカットオフ値  

 各 1 次抗体の免疫組織化学染色の評価により得られた連続変数に関しては，それぞ

れ ROC 曲線を描き，最適なカットオフ値を設定した（Table.4）．この結果，CD4，

CD8，Foxp3 陽性 TILs の腫瘍先進部のカットオフ値はそれぞれ 33/4 強視野，42/4 強

視野，97/4 強視野となり，腫瘍中心部のカットオフ値はそれぞれ 41/4 強視野，42/4

強視野，5/4 強視野となった．また，PD-L1 発現を 2 種類のモノクローナル抗体であ

る SP142 と E1L3N の H-score のカットオフ値はそれぞれ 11 と 6 となった．EMT 関連

蛋白である E-cadherin，N-cadherin，vimentin，ZEB1，ZEB2，SNAIL，TWIST の H-

score のカットオフ値はそれぞれ 120，9，60，165，30，75，55 となった． 
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Table.3  対象症例の患者背景  

 

  

  

n % 

性別 男性 93 79 

年齢, 歳 ≥71 59 50 

腫瘍径, cm ≥3 29 25 

局在 肝門部領域 70 60 
 

遠位 47 40 

組織型 pap 12 10 
 

well 22 19 
 

mod 59 50 
 

por 24 21 

動脈浸潤 陽性 5 4.3 

門脈浸潤 陽性 24 21 

リンパ管浸潤 陽性 82 70 

静脈浸潤 陽性 75 64 

神経周囲浸潤 陽性 102 87 

pT 1 49 42 
 

2 14 12 
 

3 34 29 
 

4 20 17 

pN 陰性 63 54 
 

陽性 54 46 

pM 0 115 98 
 

1 2 1.7 

pStage I 44 38 
 

II 19 16 
 

III 33 28 
 

IV 21 18 
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Table.4  1 次抗体陽性判断のカットオフ値  

 

抗原  クローン  評価方法  カットオフ値  

CD4 SP35 腫瘍先進部での 4 強視野における  

CD4 陽性リンパ球数  

33 個  

CD4 SP35 腫瘍中心部での 4 強視野における  

CD4 陽性リンパ球数  

41 個  

CD8 SP57 腫瘍先進部での 4 強視野における  

CD8 陽性リンパ球数  

42 個  

CD8 SP57 腫瘍中心部での 4 強視野における  

CD8 陽性リンパ球数  

42 個  

Foxp3 PCH101 腫瘍先進部での 4 強視野における  

Foxp3 陽性リンパ球数  

97 個  

Foxp3 PCH101 腫瘍中心部での 4 強視野における  

Foxp3 陽性リンパ球数  

5 個  

PD-L1 SP142 全腫瘍細胞における PD-L1 陽性細胞の割合  1% 

PD-L1 SP142 全腫瘍細胞における PD-L1 陽性細胞の割合  5% 

PD-L1 SP142 全腫瘍細胞における PD-L1 陽性細胞の割合  10% 

PD-L1 SP142 全腫瘍細胞における PD-L1 陽性細胞の割合  50% 

PD-L1 SP142 H-score 11 

PD-L1 E1L3N 全腫瘍細胞における PD-L1 陽性細胞の割合  1% 

PD-L1 E1L3N 全腫瘍細胞における PD-L1 陽性細胞の割合  5% 

PD-L1 E1L3N 全腫瘍細胞における PD-L1 陽性細胞の割合  10% 

PD-L1 E1L3N 全腫瘍細胞における PD-L1 陽性細胞の割合  50% 

PD-L1 E1L3N H-score 6 

E-cadherin 4A2C7 H-score 120 

N-cadherin 6G11 H-score 9 

Vimentin V9 H-score 60 

ZEB1 416A7H10 H-score 165 

ZEB2 PAb 

(rabbit) 

H-score 30 

SNAIL PAb 

(goat) 

H-score 75 

TWIST Twist2C1a H-score 55 
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TILs の細胞数と臨床病理学的因子との関連性  

今回，TILs の免疫組織化学染色の評価として，腫瘍先進部と腫瘍中心部のそれぞ

れにおける CD4，CD8，Foxp3 陽性 T リンパ球の数を計測した（Figure.6，Table.5）．

CD4，CD8，Foxp3 陽性 T リンパ球の陽性細胞数に関して，腫瘍先進部と腫瘍中心部

における陽性細胞数の差異は認めなかった．腫瘍先進部と腫瘍中心部における

CD4，CD8，Foxp3 陽性 T リンパ球と全生存率との関連について検討すると，単変量

解析では CD4 陽性の高浸潤症例群が予後良好因子であった．さらに，多変量解析で

は患者背景因子で全生存率に有意差が得られた組織型，静脈侵襲，TNM 分類の因子

を含めて検討した．その結果，腫瘍先進部における CD4 陽性 T リンパ球の高浸潤症

例群が独立した予後良好因子であることが示された（Table.6）．このことは，腫瘍先

進部での CD4 陽性 T リンパ球数の評価の方が，腫瘍中心部における CD4 陽性 T リン

パ球数の評価よりもより予後を反映していることを示唆している．以下の検討におい

ては，予後検討において臨床的意義があると考えられる腫瘍先進部での CD4，CD8，

Foxp3 陽性 T リンパ球数で検討を行った（それぞれカットオフ値は 4 強視野で 33

個，42 個，97 個）．腫瘍先進部における CD4，CD8，Foxp3 陽性 T リンパ球の数は，

それぞれ 4 強視野で 2-384 個（中央値 77 個；四分位範囲，32-136 個），1-212 個（中

央値 52 個；四分位範囲 26-97 個），0-465 個（中央値 9 個；四分位範囲 2-21 個）で

あった．腫瘍先進部における CD4，CD8，Foxp3 陽性 T リンパ球数と臨床病理学的因

子との関連については，CD4 陽性 T リンパ球の高浸潤症例群は，組織型が高分化の

症例が多く（P=0.028），リンパ節転移が陰性である症例と関連していた（P=0.009）．

また，CD8 陽性 T リンパ球の高浸潤症例群は，リンパ節転移が陰性である症例と関

連していた（P=0.046）． 
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Figure.6  TILs の代表的免疫組織化学染色像  

CD4，CD8，Foxp3 陽性 TILs の低浸潤と高浸潤切片を示した． 

（それぞれ別の症例，スケール長は 50μm） 

 

 

Table.5  腫瘍先進部と腫瘍中心部における CD4，CD8，Foxp3 陽性 TILs の比較  

 腫瘍先進部  腫瘍中心部  p 値  

 中央値  範囲  四分位範囲  中央値  範囲  四分位範囲   

CD4+ TILs 77 2 - 384 32 - 136 59 2 - 246 33 - 100 0.15 

CD8+ TILs 52 1 - 212 26 - 97 55 2 - 210 28 - 93 0.94 

Foxp3+ TILs 9 0 - 465 2 - 21 9 0 - 145 4 - 18 0.62 
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Table.6  腫瘍先進部と腫瘍中心部での CD4，CD8，Foxp3 陽性 TILs と全生存率との  

関連．  

多変量解析には全生存率における単変量解析で有意差が得られた組織型，  

静脈侵襲，TNM 分類の因子を含めて検討した． 

  単変量解析 多変量解析 

  p 値 ハザード比 (95%CI) p 値 

CD4 陽性 

T リンパ球 

腫瘍先進部 0.009 0.61 (0.38-1.00) 0.049 

 腫瘍中心部 0.049 0.92 (0.59-1.46) 0.73 

CD8 陽性 

T リンパ球 

腫瘍先進部 0.18 

  

 腫瘍中心部 0.059   

Foxp3 陽性 

T リンパ球 

腫瘍先進部 0.10 

  

 腫瘍中心部 0.055   

 

 

腫瘍細胞における PD-L1 発現の免疫組織化学染色検討  

今回，腫瘍細胞における PD-L1 発現に関して，2 種類のモノクローナル抗体である

SP142 と E1L3N（Figure.7）を使用した．SP142 は，42 症例（36％）で PD-L1 陽性細

胞を確認したが，75 症例（64％）では PD-L1 発現を認めなかった（Figure.8A）．

SP142 での腫瘍細胞における PD-L1 発現を H-score で分析したところ，0-140 の範囲

であった（中央値 0；四分位範囲 0-1.5）（Figure.8B）．一方で E1L3N は，53 症例

（45％）で PD-L1 陽性細胞を確認したが，64 症例（55％）では PD-L1 発現を認めな

かった（Figure.8C）．E1L3N での腫瘍細胞における PD-L1 発現の H-score は，0-195

の範囲（中央値 0；四分位範囲 0-5）であった（Figure.8D）． 

PD-L1 発現のカットオフ値に関しては，全腫瘍細胞中の PD-L1 陽性腫瘍細胞の割合

による 4 種類のカットオフ値（1％，5％，10％，50％）と PD-L1 発現の H-score を

ROC 曲線で計測したカットオフ値（SP142 が 11，E1L3N が 6）を設定した．これら

の 10 種類のカットオフ値により PD-L1 発現を分類し，予後に影響を与えるかどうか

を検討するために，それぞれのカットオフ値で全生存率の単変量解析と多変量解析を

行った．多変量解析では全生存率に有意差が得られた組織型，静脈侵襲，TNM 分

類，CD4 陽性 T リンパ球浸潤，E-cadherin 発現，N-cadherin 発現，vimentin 発現とい

った因子を含めて検討した．その結果 SP142 の抗体を使用し，H-score で ROC 曲線
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を用いて設定したカットオフ値が，他のカットオフ値よりも最も予後を反映した

（Table.7）．よって，以下の検討において腫瘍細胞の PD-L1 発現に関する分析は，よ

り臨床的に意義のあると考える SP142 の H-score＝11 をカットオフ値と設定し，検討

を行った． 

 

 

Figure.7  SP142 と E1L3N を用いた腫瘍細胞における PD-L1 の代表的免疫組織化学  

染色像  

2 種類のモノクローナル抗体である SP142 と E1L3N を使用した際の，非腫 

瘍性上皮の陰性像，腫瘍細胞の陰性像と陽性像を示した． 

（陽性像と陰性像は同じ症例，スケール長は 50μm） 
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Figure.8  腫瘍細胞における PD-L1 発現の免疫組織化学染色の評価．  

SP142 と E1L3N を使用し，全腫瘍細胞中の陽性腫瘍細胞の割合と H-score 

を評価したところ，SP142 では 36％で陽性像を示し（A），H-score は 0-140 

の範囲であった（B）．一方 E1L3N では 45％で陽性像を示し（C），H-score 

は 0-195 の範囲であった（D）． 
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Table.7  腫瘍細胞における PD-L1 発現の最適な評価方法についての検討．  
 

単変量解析 多変量解析 
 

p 値 ハザード比(95%CI) p 値 

SP142 

   

発現割合=1% 0.47 

  

発現割合=5% 0.45 

  

発現割合=10% <0.001 3.78 (1.57-8.35) 0.004 

発現割合=50% <0.001 3.55 (1.00-9.75) 0.050 

H-score=11 <0.001 4.62 (1.82-9.39) 0.001 

E1L3N 

   

発現割合=1% 0.44 

  

発現割合=5% 0.91 

  

発現割合=10% 0.27 

  

発現割合=50% 0.012 1.48 (0.54-3.64) 0.43 

H-score=6 0.29 

  

 

 

腫瘍細胞における PD-L1 発現と TILs を含む臨床病理学的因子との関連  

腫瘍細胞における PD-L1 発現と TILs を含む臨床病理学的因子との関連を Table.8

に示した．腫瘍細胞における PD-L1 高発現群は，組織学的に低分化な群と関連性を

認めた（P=0.034）．しかし，腫瘍細胞における PD-L1 発現は，CD4，CD8，Foxp3 陽

性 T リンパ球の浸潤と関連していなかった． 

  



27 

 

Table.8  腫瘍細胞における PD-L1 発現と TILs を含む臨床病理学的因子との関連  

 

  

  

PD-L1 発現  
  

高値群   

(n=10) 

低値群(n=107) p 値  

性別  男性  9 (90%) 84 (79%) 0.39 

年齢 , 歳  ≥71 5 (50%) 54 (50%) 0.98 

腫瘍径 , cm ≥3 3 (30%) 26 (24%) 0.69 

局在  肝門部  4 (40%) 66 (62%) 0.18 
 

遠位  6 (60%) 41 (38%) 

 

組織型  pap+well 0 (0.0%) 34 (32%) 0.034 
 

mod+por 10 (100%) 73 (68%) 

 

動脈浸潤  陽性  1 (10%) 4 (3.7%) 0.35 

門脈浸潤  陽性  2 (20%) 22 (21%) 0.97 

リンパ管浸潤  陽性  8 (80%) 74 (69%) 0.47 

静脈浸潤  陽性  5 (50%) 70 (65%) 0.33 

神経周囲浸潤  陽性  9 (90%) 93 (87%) 0.78 

pT 1+2 6 (60%) 57 (53%) 0.68 
 

3+4 4 (40%) 50 (47%) 

 

pN 0 4 (40%) 59 (55%) 0.36 
 

1 6 (60%) 48 (45%) 

 

pM 0 10 (100%) 105 (98%) 0.66 
 

1 0 (0.0%) 2 (1.9%) 

 

pStage I + II 4 (40%) 59 (55%) 0.36 
 

III + IV 6 (60%) 48 (45%) 

 

CD4 陽性 T リンパ球浸潤  高浸潤  7 (70%) 80 (75%) 0.74 

CD8 陽性 T リンパ球浸潤  高浸潤  6 (60%) 66 (62%) 0.92 

Foxp3 陽性 T リンパ球浸潤  高浸潤  1 (10%) 4 (3.7%) 0.35 
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TILs や腫瘍細胞における PD-L1 と EMT との関連  

腫瘍細胞の EMT 関連蛋白の代表的な染色像を Figure.9 に示した．TILs や腫瘍細胞

における PD-L1 と EMT との関連を Table.9 に示した．CD4 と CD8 陽性 T リンパ球の

高浸潤群は，いずれも SNAIL の低発現群と関連していた（それぞれ P=0.016，

P=0.022）．一方，Foxp3 陽性 T リンパ球の高浸潤群は vimentin の高発現群と関連して

いた（P=0.006）．腫瘍細胞における PD-L1 の高発現群は，E-cadherin の低発現群

（P=0.001），N-cadherin の高発現群（P=0.044），vimentin の高発現群（P<0.001）およ

び ZEB1 の高発現群と有意に関連していた（P=0.036）． 

 

TILs，腫瘍細胞における PD-L1 発現，EMT を含む臨床病理学的因子と全生存率と

の関連  

TILs，腫瘍細胞における PD-L1 発現，EMT を含む臨床病理学的因子と全生存率の

関連を検討した（Table.10）．全生存率のログランク検定による単変量解析では，病理

組織学的分類（P=0.032），T 分類（P=0.031），N 分類（P=0.001），M 分類

（P=0.001），CD4 陽性 T リンパ球の浸潤（P=0.009），PD-L1 発現（P<0.001），E-

cadherin（P=0.033），N-cadherin（P=0.002），vimentin（P=0.024）が有意な予後規定因

子であった．Cox 比例ハザードモデルを用いた多変量解析は，CD4 陽性 T リンパ球

の低浸潤（HR = 0.61; 95％CI = 0.38-1.00; P = 0.049），PD-L1 の高発現（HR = 4.27; 

95％CI = 1.82-9.39 ; P = 0.001），N-cadherin 高発現（HR = 2.20; 95％CI = 1.18-3.92; P = 

0.015）が独立した予後不良因子であった． 
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Figure.9  EMT 関連蛋白の代表的免疫組織化学染色像  

E-cadherin，N-cadherin，vimentin，ZEB1，ZEB2，SNAIL，TWIST の非腫瘍 

上皮の染色像，腫瘍細胞の陰性像と陽性像を示した  

（それぞれは異なる症例，スケール長は 50μm）． 
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Table.9  EMT と TILs や腫瘍細胞における PD-L1 発現との関連  

 
  

Foxp3 陽性 T リンパ球浸潤  PD-L1 発現  
  

高浸潤  

 (n=5) 

低浸潤  

(n=112) 

p 値  高値  

(n=10) 

低値  

(n=107) 

p 値  

E-cadherin 高値  1 (20%) 58 (52%) 0.16 0 (0.0%) 59 (55%) 0.001 

N-cadherin 高値  2 (40%) 18 (16%) 0.16 4 (40%) 16 (15%) 0.044 

Vimentin 高値  2 (40%) 7 (6.3%) 0.006 5 (50%) 4 (3.7%) <0.001 

ZEB1 高値  2 (40%) 34 (30%) 0.65 6 (60%) 30 (28%) 0.036 

ZEB2 高値  2 (40%) 72 (64%) 0.27 6 (60%) 68 (64%) 0.82 

SNAIL 高値  4 (80%) 48 (43%) 0.10 6 (60%) 46 (43%) 0.30 

TWIST 高値  0 (0.0%) 4 (3.6%) 0.67 0 (0.0%) 4 (3.7%) 0.53 

 

  

  

CD4 陽性 T リンパ球浸潤  CD8 陽性 T リンパ球浸潤  
  

高浸潤  

 (n=87) 

低浸潤  

 (n=30) 

p 値  High 高浸潤  

 (n=45) 

低浸潤  

 (n=72) 

p 値  

E-cadherin 高値  47 (54%) 12 (40%) 0.19 39 (54%) 20 (44%) 0.31 

N-cadherin 高値  14 (16%) 6 (20%) 0.62 10 (14%) 10 (22%) 0.24 

Vimentin 高値  6 (6.9%) 3 (10%) 0.58 6 (8.3%) 3 (6.7%) 0.74 

ZEB1 高値  26 (30%) 10 (33%) 0.72 22 (31%) 14 (31%) 0.95 

ZEB2 高値  53 (61%) 21 (70%) 0.37 48 (67%) 26 (58%) 0.33 

SNAIL 高値  33 (38%) 19 (63%) 0.016 26 (36%) 26 (58%) 0.022 

TWIST 高値  3 (3.5%) 1 (3.3%) 0.98 2 (2.8%) 2 (4.4%) 0.63 
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Table.10  TILs，臨床病理学的因子と全生存率との関連  

 

   生存率  (%) 

単変量

解析  

多変量解析  

  n 

3 年  

生存率  

5 年  

生存率  

p 値  ハザード比 (95%CI) p 値  

性別  男性  93 42 31 0.49 

  

 

女性  24 33 17 

   

年齢 , 歳  <71 58 39 25 0.57 

  

 

≥71 59 42 32 

   

腫瘍径 , cm <3 88 42 32 0.10 

  

 

≥3 29 36 18 

   

局在  肝門部  70 49 31 0.13 

  

 

遠位  47 28 24 

   

組織型  pap + well 34 62 41 0.32 1.07 (0.66-1.78) 0.78 
 

mod + por 83 32 24 

   

動脈浸潤  陰性  112 42 30 0.89 

  

 

陽性  5 20 20 

   

門脈浸潤  陰性  93 44 32 0.14 

  

 

陽性  24 29 13 

   

リンパ管浸潤  陰性  35 51 31 0.57 

  

 

陽性  82 36 27 

   

静脈浸潤  陰性  42 57 43 0.024 1.49 (0.94-2.39) 0.087 
 

陽性  75 31 20 

   

神経周囲浸潤  陰性  15 47 27 0.49 

  

 

陽性  102 40 29 

   

pT 1+2 63 49 36 0.031 1.50 (0.96-2.33) 0.076 
 

3+4 54 30 19 

   

pN 0 63 54 38 0.001 1.49 (0.93-2.38) 0.099 
 

1 54 25 17 

   

pM 0 115 42 30 0.001 4.62 (0.66-20.0) 0.11 
 

1 2 0 0 

   

CD4 陽性 T リンパ球浸潤  低浸潤  30 14 14 0.009 0.61 (0.38-1.00) 0.049 
 

高浸潤  87 49 33 
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CD8 陽性 T リンパ球浸潤  低浸潤  45 30 21 0.18   

 

高浸潤  72 47 33 

 

  

Foxp3 陽性 T リンパ球浸潤  低浸潤  112 42 30 0.10   

 

高浸潤  5 0 0 

 

  

PD-L1 発現  低値  107 45 32 <0.001 4.27 (1.82-9.39) 0.001 
 

高値  10 0 0 

   

E-cadherin 発現  低値  58 32 19 0.033 0.71 (0.45-1.12) 0.14 
 

高値  59 49 37 

   

N-cadherin 発現  低値  97 47 32 0.002 2.20 (1.18-3.92) 0.015 
 

高値  20 10 10 

   

Vimentin 発現  低値  108 44 31 0.024 0.80 (0.30-1.93) 0.63 
 

高値  9 11 11       
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【考察】  

近年，癌治療において外科的治療，化学療法，放射線療法に加えて，免疫療法が

注目されている．中でも ICI は悪性黒色腫，非小細胞肺癌，腎細胞癌を対象とした検

討で 18〜28%の奏効率と長期にわたる腫瘍縮小例が報告されている(Topalian et al., 

2012)．しかし，これらの固形癌患者においては ICI の治療効果は限定的であり，治

療効果を予測するバイオマーカーとして，PD-L1，PD-1，CTLA-4 などの免疫チェッ

クポイント分子が検討されている(Goeppert et al., 2013; Lim et al., 2017; Teng et al., 

2015)．Le ら(Le et al., 2015)は胆管癌もミスマッチ修復不全に起因する体細胞変異を

有しており，ICI の治療効果が高いことを報告している．近年これらの因子に加え

て，腫瘍細胞における PD-L1 発現と TILs とのバランスが，ICI に対する治療効果に

重要であることが報告されている(Teng et al., 2015)．また，EMT も腫瘍細胞における

PD-L1 の発現を調節しているため，間葉表現型が ICI 奏効のバイオマーカーである可

能性が示唆されている．しかし，eCCA に関しては腫瘍細胞における PD-L1 発現に関

する検討自体が少ない． 

今回，まず eCCA の外科的切除標本で，腫瘍細胞における PD-L1 発現の免疫組織

化学的分析を行い，その 1 次抗体，評価方法，カットオフ値の検討を行った．次に，

TILs，EMT 関連蛋白発現を含めた腫瘍細胞における PD-L1 発現と予後との関連性を

検討した．さらに，EMT が腫瘍細胞における PD-L1 発現と関連性があるかどうかを

検討した． 

いくつかの癌腫において腫瘍細胞における PD-L1 発現は，予後不良因子であると

報告されている(Konishi et al., 2004; Sabbatino et al., 2016; Takada et al., 2016)．しか

し，eCCA では腫瘍細胞における PD-L1 発現と予後との関連性を検討した報告は少な

く，使用している抗体，評価方法，カットオフ値は様々である(Lim et al., 2017; Tamai 

et al., 2014)．今回，腫瘍細胞における PD-L1 の免疫組織化学染色の 1 次抗体，評価

方法，カットオフ値を検討するために，自施設における大規模なデータベースで，臨

床的に使用可能な２種類のモノクローナル抗体と，それぞれ５種類ずつのカットオフ

値を用いて，腫瘍細胞における PD-L1 の発現と予後との関連性を検討した．その結

果，モノクローナル抗体は SP142 を使用し，H-score を用いた評価方法で，ROC 曲線

を用いて設定したカットオフ値が，最も予後を反映していた． 

今回の検討から，eCCA においても他癌種と同様に腫瘍細胞における PD-L1 の高発

現は SP142 を使用し H-score による評価では予後不良因子であることが示された．今

回使用した SP142 と E1L3N は類似した染色パターンを示したが，E1L3N においては

いずれのカットオフ値を使用した場合でも多変量解析にて高発現群と低発現群との間

で予後に有意差を認めなかった．Mahoney ら(Mahoney et al., 2015)は PD-L1 に対する



34 

 

抗体の感度が高いほど，PD-L1 を用いた細胞膜の染色の評価は不正確となる可能性を

指摘している．今回，SP142 と比較すると E1L3N の陽性細胞数と H score はいずれも

高く，E1L3N は SP142 よりも PD-L1 に対する抗体の感度が高い可能性が考えられ

た．PD-L1 の細胞膜への感度の差により，SP142 は E1L3N よりも細胞膜への染色を

正確に評価でき，より予後を反映した結果が得られた可能性がある． 

今回の検討では，eCCA における CD4 陽性 T リンパ球の高浸潤は独立した予後良

好因子であることが示された．CD4 陽性 T リンパ球は，抗原提示，共刺激，T 細胞

ホーミング，T 細胞の活性化，エフェクター機能，記憶構築といった働きを有してお

り，CD8 陽性 T リンパ球よりも腫瘍制御に関連する免疫系を誘導するとされている

(Melssen and Slingluff, 2017; Song et al., 2014)．過去の報告においても，CD4 陽性 T リ

ンパ球浸潤は予後良好因子とされており(Fukunaga et al., 2004; Galon et al., 2006; 

Goeppert et al., 2013; Mahmoud et al., 2011; Waldner et al., 2006; Zhang et al., 2003)，今回

の検討においても腫瘍細胞における PD-L1 発現を含めた多変量解析により同様の結

果が示された．CD4 陽性 T リンパ球に関して，Tran らはネオ抗原（mutated 

ERBB2IP）に特異的な CD4 陽性 T リンパ球の輸注により長期にわたり転移性胆管癌

に対して著効を呈し，腫瘍進行後でも再治療により腫瘍を再度縮小させたことを報告

した(Tran et al., 2014)．eCCA においても CD4 陽性 T リンパ球の低浸潤症例は予後不

良であることから，このような治療の対象群としての可能性が示唆された． 

今回の検討では，eCCA の腫瘍細胞の PD-L1 発現と TILs には関連性を認めなかっ

た．一方で，iCCA では，CD8 陽性 T リンパ球の浸潤と PD-L1 の発現とは逆相関を示

し，この結果は，腫瘍細胞の PD-L1 発現が CD8 陽性 T リンパ球浸潤の抑制調節因子

として作用しているという仮説を支持している(Ye et al., 2009)．eCCA と iCCA は臨

床上，胆道癌として一緒に言及されることが多いが，TILｓの観点からは，eCCA と

iCCA との間に腫瘍免疫系に差異があると報告されている(Goeppert et al., 2013)．今回

の検討においても同様に，eCCA と iCCA の腫瘍微小環境における TILs の働きが異な

ることが示唆された． 

以上のように，eCCA の腫瘍微小環境において腫瘍細胞における PD-L1 発現と TILs

は，予後予測のバイオマーカーとして重要な役割を果たしていることが示された．

Teng ら(Teng et al., 2015)は腫瘍細胞における PD-L1 発現と TILs の多寡に基づいて 4

群に分類し，このバランスが ICI の治療効果を予測するのに重要であることを報告し

ている．腫瘍免疫に関連する腫瘍微小環境の因子は他にも様々あり，Sabbatino ら

(Sabbatino et al., 2016)は腫瘍細胞の HLA class I の発現にも注目し，iCCA において

HLA class I の高発現群は予後良好であったことを報告している．また，Goeppert ら

(Goeppert et al., 2015)も胆道癌において，HLA class I 高発現群は全生存率が高く，
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HLA class I 発現と TILs は関連することを報告している．これらの報告から，PD-L1

発現の予後検討の際には，腫瘍細胞の PD-L1 発現だけに注目するのではなく，腫瘍

微小環境における様々な因子を含めた総合的な検討が必要である．  

今回の検討では，腫瘍細胞における PD-L1 発現は，間葉表現型を反映する E-

cadherin の低発現，N-cadherin と vimentin の高発現と関連しており，さらに EMT を

誘導する ZEB1 という転写因子の高発現と関連していた．一般的に腫瘍細胞における

PD-L1 の発現メカニズムは 2 つあるとされる．１つ目は遺伝子の置換や変異により

PD-L1 が強制的に発現する状態であり，2 つ目は腫瘍内の活性化 T 細胞から産生され

る INF などの炎症性シグナルにより PD-L1 が発現する状態である(Green et al., 2010; 

Pardoll, 2012)．近年，これらのメカニズムに加えて，EMT が腫瘍細胞における PD-

L1 の発現に関与している可能性が報告されている(Chen et al., 2014)．EMT は腫瘍の

移動や浸潤に関与するだけではなく，免疫抑制にも関与している(Thiery et al., 

2009)．EMT による PD-L1 発現の機序として，Chen ら(Chen et al., 2014)は PD-L1 は

間葉系表現型の転写因子である ZEB1 の下流の標的蛋白であると報告している．ま

た，EMT により誘導される腫瘍細胞における PD-L1 発現のシグナル伝達経路として

は，PI3K/Akt が重要な経路であると報告されている(Alsuliman et al., 2015; Mutlu et 

al., 2016)．さらに胆道癌の全エキソームおよびトランスクリプトームシークエンスに

よる検討では，PI3K をコードする PIK3CA などの高頻度の突然変異を有するサブグ

ループが，PD-L1 を含む免疫チェックポイント分子の発現と相関していることを示さ

れている(Nakamura et al., 2015)．これらの報告では，間葉表現型の症例群が ICI の有

用な治療対象になり得ると示唆している(Alsuliman et al., 2015; Kim et al., 2016a; Mak 

et al., 2016; Ock et al., 2016; Shimoji et al., 2016)．本検討において，検索し得る限りで

は，eCCA における腫瘍細胞の PD-L1 発現と EMT との関連性が初めて示された．今

回の検討から，eCCA においても腫瘍細胞における PD-L1 発現が EMT により調節さ

れている可能性が示唆された．また，腫瘍細胞における PD-L1 の発現だけではな

く，TILs も EMT の転写因子である SNAIL の発現と関連していた．SNAIL は腫瘍浸

潤の促進だけでなく，免疫抑制性サイトカイン・調節性 T 細胞（regulatory T cells；

Treg）・樹状細胞の障害，細胞傷害性 T リンパ球耐性などの免疫抑制を介して癌転移

を促進するとされている(Kudo-Saito et al., 2009)．今回，eCCA でも腫瘍局所環境の

TILs が EMT により調整される可能性があることが示唆された． 

今後の研究課題としては，TMA による免疫組織化学染色の評価が，腫瘍が

heterogeneity のために全体の評価を反映していない可能性である．今回腫瘍浸潤部に

おける CD4 陽性 TILs は腫瘍中心部における TILs よりも生存率と有意に関連してい

ることが示された．肺癌と乳癌の報告では，間質への CD4 陽性 T 細胞の高浸潤が癌
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細胞巣への T 細胞の浸潤よりも良好な予後を示した．間質における CD4 陽性 TILs は

IL-2 などのサイトカインを分泌し樹状細胞を含む抗原提示細胞を活性化させること

により，腫瘍免疫の開始と維持に重要であると報告している(Matsumoto et al., 2016; 

Wakabayashi et al., 2003)．これらの報告は TILs の検討の際には，浸潤の局在により，

臨床的意義が異なることを示している．この問題も含めて組織の heterogeneity を解

決するためには whole section を用いたさらなる検討を行うべきである．また，本研

究では腫瘍細胞の PD-L1 発現と TILs との関連に焦点を当てたが，腫瘍細胞における

HLA class I の発現や TILs の PD-1 や CTLA-4 などの発現については検討していな

い．腫瘍微小環境における評価を行う際には様々な因子のバランスも重要であり，他

の免疫チェックポイント分子の発現も含めた総合的な研究が必要である．また，今回

予後検討を行い，予後不良群に対する治療介入の可能性を検討したが，実際に腫瘍細

胞における PD-L1 発現や間葉表現型が ICI の治療予測のバイオマーカーとなりうる

かは，今後大規模な臨床試験によりエビデンスの確立が望まれる．  
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【総括および結論】  

①本研究から得られた新知見  

・腫瘍細胞における PD-L1 発現の免疫組織化学染色の検討では，モノクローナル抗

体は SP142 を使用し，H-score を用いた評価方法で，ROC 曲線を用いて設定したカッ

トオフ値が，最も予後を反映していた． 

・全生存率の多変量解析では，腫瘍細胞における PD-L1 高発現群や CD4 陽性 TILs

低浸潤群は予後不良因子であった．  

・腫瘍細胞における PD-L1 高発現は，間葉表現型の E-cadherin の低発現，N-cadherin

と vimentin の高発現と関連していた．また PD-L1 高発現は EMT を誘導する ZEB1 と

いう転写因子の高発現とも関連していた．  

 

②新知見の意義 

  これまでの eCCA における PD-L1 発現の免疫組織化学染色に関する検討では，使

用する抗体，評価方法，カットオフ値が様々であり，一定していなかった．本検討の

結果は eCCA における PD-L1 の免疫組織化学染色の標準化へ向けて重要な知見であ

る． 

 他癌腫においては腫瘍細胞の PD-L1 高発現群は予後不良因子として報告されてい

ることが多いが，eCCA においては PD-L1 発現と予後との関連は一定の見解が得られ

ていない．eCCA における腫瘍微小環境は，腫瘍細胞における PD-L1 の発現，TILs

といった複雑なバランスから構成される．SP142 を使用し H-score による評価を行

い，これらの因子を含めた多変量解析を行い，腫瘍細胞における PD-L1 高発現は，

eCCA における独立した予後不良因子であることが示された．この知見は，eCCA に

おいても腫瘍細胞における PD-L1 発現が予後を予測するバイオマーカーである可能

性が示唆される結果であった． 

 他癌腫において EMT が PD-L1 発現機序に関与していると報告されている．今回

eCCA においても PD-L1 高発現と間葉表現型の蛋白の高発現と関連性が得られた．こ

の知見は，eCCA においても間葉表現型が PD-L1 の発現機序に関連することを示唆す

るだけではなく，間葉表現型が ICI の効果予測のバイオマーカーになりうる可能性も

示唆する結果であった． 

 

③本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開されうるか  

 今回，SP142 を使用し H-score による評価を行うことで，腫瘍細胞における PD-L1

発現は予後を予測するバイオマーカーであることが示唆された．さらに，腫瘍細胞の

PD-L1 発現が ICI の効果を予測するバイオマーカーであるかどうかを検討するために
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は，腫瘍細胞の PD-L1 発現と ICI の治療効果との関連性を検討する研究が必要であ

る．また，間葉表現型である症例群が ICI の効果を予測するかどうかを検討するため

には，腫瘍細胞における EMT の状態と ICI の治療効果との関連性を検討する研究が

必要である． 

 

④今後の課題 

  近年，多くの癌腫において ICI の臨床効果が確認され，適応が拡大している．しか

し ICI の奏功率自体は限定的であり，治療効果を予測するバイオマーカーの探索が課

題となっている．今回検討した TILs や EMT だけではなく，腫瘍微小環境に関わる

多くの因子を総合的に検討していくことが重要である． 
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