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要旨 
 

【背景と目的】 
肝門部領域胆管癌は悪性度の高い腫瘍で、現在のところ根治的治療は手

術のみである。その手術は肝外胆管切除を伴う大量肝切除や膵頭十二指腸

切除などで多大な侵襲を伴う。術後の局所再発、遠隔転移再発がしばしば

経験され、手術を施行しても全病期における 5 年生存率は約 40% と報告さ

れている。特にリンパ節転移陽性例の予後は不良で 5 年生存率は 20% 程度

である。近年、TS-1 による術後補助療法が標準治療となったが、3 年生存

率は約 75% と満足できる成績ではない。予後改善のためには有効な薬物治

療の開発が急務であり、リンパ節転移を生じる癌細胞、および転移を誘導

する微小環境の分子生物学的特徴を捉え、治療標的を探索することが必要

で あ る 。 そ こ で 本 研 究 は 、 上 皮 間 葉 転 換 （epithelial-mesenchymal 
transition：以下，EMT と略記）とケモカインに着目した。 

EMT は一定の細胞極性を保って規則正しく配列した上皮系細胞がその細

胞極性を失い、遊走能や運動能を獲得し、間葉系形質を持つ細胞に変化す

る現象で、癌においては EMT の異常な活性化が浸潤、転移に関与すると

考えられている。 
ケモカインは細胞遊走活性を主機能とするサイトカインの一群であり、

生体における様々な細胞の移動や局在を制御している。本研究の対象とし

た CC 型ケモカインレセプター 7（C-C motif chemokine receptor 7：以下 
CCR7 と略記）は、生理的には主に T 細胞や樹状細胞などで発現している。

リガンドの CC 型ケモカインリガンド 19（C-C motif chemokine ligand 19：
以下 CCL19 と略記）はリンパ節などの 2 次リンパ組織の高内皮細胞が提示

するため、T 細胞や樹状細胞は再循環の過程で 2 次リンパ組織に効率よく

ホーミングする。近年、様々な癌種において、腫瘍がケモカイン受容体を

発現した場合、EMT を介して細胞遊走活性を獲得し、浸潤、転移へ至ると

報告されている。 
本研究の目的は、第一に肝外胆管癌において CCR7 の発現が臨床病理学

的因子と関連するか、また予後予測因子となり得るかを検証し、第二に 
CCR7 発現と EMT の関連を検討し、転移に関与する分子生物学的因子を調

査して、新たな治療標的を探索することである。 
 
【対象と方法】 
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症例は、1995 年 3 月から 2016 年 12 月の期間に、北海道大学病院消化器

外科Ⅱで切除術が施行された肝門部領域胆管癌 181例を対象とした。臨床病

理学的検討項目として、年齢、性別、腫瘍の分化度、深達度、リンパ管侵

襲、静脈侵襲、神経周囲浸潤、所属リンパ節転移、遠隔転移、切除断端、

CCR7 発現の程度を検討した。 
全症例の手術検体のホルマリン固定パラフィン包埋標本より、腫瘍先進

部（腫瘍と正常間質の境界部）、腫瘍内部（腫瘍先進部から 100 細胞以上

離れた腫瘍部）、正常対照群となる同一検体の正常胆管上皮から組織を採取

し、組織マイクロアレイ（tissue micro array: 以下、TMA と略記）を作製

した。 
CCR7 の発現と EMT、臨床病理学的因子の関係を検討するために、

tumor buds 数と、EMT 関連蛋白の発現を測定した。Tumor budding は腫瘍

先進部において個細胞性または小胞巣状の腫瘍が間質内に散らばるように

浸潤する現象であり、様々な癌種において転移の危険因子や予後不良因子

であると報告されている。EMT の過程や形態変化と tumor budding の特徴

は類似しており、tumor budding は EMT の形態学的表現型と考えられてい

る。Tumor buds は単一または 5 個未満の癌細胞からなる胞巣と定義し、各

症例において tumor budding の程度が最も高い HE 標本を選出し、その標

本上で tumor buds が最も多く観察される領域で tumor buds 数を測定した。

また、免疫組織化学的手法を用いて、181 例の TMA における CCR7、E-
cadherin（上皮系マーカー）、vimentin（間葉系マーカー）の発現強度を測

定した。CCR7 はリンパ球と同程度に染色される腫瘍細胞の染色強度を+3、
中等度を+2、弱陽性を+1、陰性を 0 と定義した。E-cadherin は tumor buds 
細胞において腺管構造部と同程度の染色強度を+2、弱陽性を+1、陰性を 0 
と定義し、vimentin は tumor buds 細胞において間質細胞と同程度の染色強

度を+2、弱陽性を+1、腺管構造部と同程度の染色強度を陰性 0 と定義した。

それらの数値を用いて各症例における CCR7、E-cadherin、vimentin の H 
score =｛（各々の染色強度の細胞の割合×染色強度）の総和｝を算出した。

これらの結果より CCR7 の発現と EMT、臨床病理学的因子との関連を解析

した。 
続いて、肝外胆管癌の細胞株を 4 種類（TFK-1, EGI-1, KKU-100, 

TYBDC-1）入手し、CCR7 の発現と EMT の関連を検討した。RT-PCR によ

り各細胞株の CCR7 の発現を評価し、Western blotting により EMT 関連蛋

白の発現と CCL19 刺激による EMT 関連蛋白の変化を解析した。また、

Wound healing assay、Cell proliferation assay、Migration assay、Invasion 
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assay において CCL19 刺激による遊走、増殖、浸潤能力の変化を解析した。

さらに、Migration assay において抗 CCR7 抗体により CCL19 刺激による

浸潤能力の亢進が阻害されるか否かを検討した。 
 

【結果】 
肝門部領域胆管癌における CCR7 の H score の中央値は 90 で、Log-rank 

検定により術後の全生存日数に最も影響を与えるカットオフ値は 170 であ

った。CCR7 の高発現は単変量解析において生存期間の短縮と関連してお

り、多変量解析において独立予後不良因子として選択された。CCR7 の発

現は、臨床病理学的因子との比較では組織学的分化度、脈管侵襲と関連を

認め、EMT 関連項目との比較では tumor buds 数と関連を認めた。E-
cadherin、vimentin は CCR7 との関連に乏しく、E-cadherin と vimentin の
スコアを組み合わせた EMT status を検討すると、E-cadherin 低発現かつ 
vimentin 高発現の「mesenchymal status」で CCR7 の H score が高い傾向を

認めたものの、有意差は認めなかった。 
 肝外胆管癌の細胞株 TFK-1、EGI-1、KKU-100、TYBDC-1 のうち、

TFK-1、KKU-100、TYBDC-1 の 3 種類が CCR7 を発現していた。TFK-1、
EGI-1 は E-cadherin を発現し、vimentin は極低発現であり、上皮系細胞の

形質を示した。一方、KKU-100 は E-cadherin の発現を欠き、TYBDC-1 は 
vimentin を高発現していた。CCL19 刺激により TFK-1 では有意な E-
cadherin の downregulation と vimentin の upregulation を認めたが、EGI-1、
KKU-100、TYBDC-1 では有意な変化を認めなかった。Wound healing 
assay、Migration assay、Invasion assay においても同様に CCL19 刺激によ

り TFK-1 の遊走、浸潤能力が有意に亢進したが、EGI-1、KKU-100、
TYBDC-1 では有意な変化を認めなかった。KKU-100 は Migration assay よ
りも Invasion assay における遊走細胞が多かった。Cell proliferation assay 
においてはいずれの細胞株も増殖能力の変化を示さなかった。Migration 
assay において TFK-1 を抗 CCR7 抗体で前処置することにより、CCL19 刺
激による浸潤能力の亢進が阻害された。 
 
【考察】 

肝門部領域胆管癌の臨床病理学的検討において CCR7 の高発現は独立し

た予後不良因子の一つであり、組織学的分化度、脈管侵襲と関連すること

を明らかにした。また、CCR7 の高発現は EMT の形態学的表現型である 
tumor buds 数と関連したが、E-cadherin、vimentin との関連に乏しく、明
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らかな EMT との関連は認めなかった。胆管癌細胞株を用いた実験におい

ては、TFK-1 では CCL19 の刺激により E-cadherin の  downregulation、
vimentin の upregulation、遊走、浸潤能力の亢進を認め、EMT 様の変化が

示された。ただし、CCR7 を高発現した KKU-100 を含むその他の細胞株で

は CCL19 の刺激による変化を認めず、CCR7 の発現と EMT の明らかな関

連は認めなかった。抗 CCR7 抗体により TFK-1 による遊走能力の亢進が阻

害され、CCR7 が治療標的となる可能性が示唆された。また、KKU-100 で
は migration assay よりも invasion assay で高い浸潤能力を示し、浸潤に関

わる機構解明の手掛かりとなる可能性が示された。 
 

【結論】 
肝門部領域胆管癌において、CCR7 の高発現は独立した予後不良因子で

あった。EMT との関連は明らかではないものの、CCR7 が治療標的となる

可能性が示唆された。今後は有用な薬物治療の構築を目指して、CCR7 の
高発現と予後の関連に介在する因子を探索し、CCR7 に関する分子、微小

環境構成因子の検討を行う必要がある。 
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略語集 
 

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。 
 

AJCC American Joint Committee on Cancer 
ANOVA one-way analysis of variance 
CCL19 C-C motif chemokine ligand 19 
CCL21 C-C motif chemokine ligand 21 
CCR7 C-C motif chemokine receptor 7 
DCC distal cholangiocarcinoma 
EHCC extrahepatic cholangiocarcinoma 
EMT epithelial-mesenchymal transition 
FBS fetal bovine serum 
FGFR2 fibroblast growth factor receptors 2 
HE hematoxylin and eosin 
IHC immunohistochemical 
ITBCC International Tumor Budding Consensus Conference 
MET mesenchymal-epithelial transition 
MMP matrix metalloproteinases 
OS overall survival 
PBMC peripheral blood mononuclear cell 
PBS phosphate-buffered saline 
PHCC perihilar cholangiocarcinoma 
RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction 
TMA tissue micro array 
WST-8 water soluble tetrazolium salts 
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緒言 
 

肝外胆管癌（extrahepatic cholangiocarcinoma：以下、EHCC と略記）は、

術後の 5 年生存率がわずか 20～40% の極めて悪性度の高い腫瘍である 
(DeOliveira et al., 2007; van der Gaag et al., 2012; Nagino et al., 2013)。
EHCC は解剖学的に肝門部領域胆管癌（perihilar cholangiocarcinoma：以

下、PHCC と略記）と遠位胆管癌（distal cholangiocarcinoma：以下、DCC 
と略記）に分類され、PHCC は肝門部胆管の第 2 次分枝から胆嚢管合流部

までの胆管に発生する癌、DCC は胆嚢管合流部から十二指腸乳頭部までの

胆管に発生する癌と定義されている (Amin MB et al., 2016)。 
EHCC に対する治療には手術、化学療法、放射線療法があるが、根治を

得られる治療法は現在のところ手術のみである。標準治療となる術式は 
PHCC に対しては肝外胆管・尾状葉切除を伴う肝葉切除術、DCC に対して

は膵頭十二指腸切除術であり、いずれも極めて侵襲の大きな術式である。

術前診断の向上による患者選択の適正化、手術手技の定型化や周術期管理

の進歩により合併症は減少傾向にはあり、PHCC の報告 (Nagino et al., 
2013) では 2000 年以前は術後肝不全が術後 80% 程度で認められていたが、

2006-2010 年には約 40 % まで改善している。しかしながら、近年の報告で

も術後合併症率は 43.1%、手術関連死は 1.4% であり、依然として他臓器癌

の手術と比較して危険性が高い。また、胆管癌の手術には解剖学的な切離

限界線や残肝機能による切除範囲の制約があるため、今後も術式の工夫に

よる予後の改善は期待し難く、薬物治療の発展が担う役割は大きい。 
EHCC ではリンパ節転移陰性であることが良好な術後予後を得るうえで

重要とされている (Lim et al., 2012)。完全切除された遠隔転移のない 
PHCC の 5 年生存率はリンパ節転移陰性例で 67.1% であったのに対し、リ

ンパ節転移陽性例では 22.1% であった (Nagino et al., 2013)。また、遠隔転

移は認めないものの非完全切除 (R1-2) となった症例の 5 年生存率は 18.0% 
であり、リンパ節転移陽性は腫瘍遺残に匹敵する予後不良因子とみなし得

る。また DCC においても、リンパ節転移陽性例は予後不良であり、転移

リンパ節個数が多くなるほど予後不良であったと報告されている 
(Kiriyama et al., 2015)。従って、高齢者や performance status が不良な症例

では、所属リンパ節転移が陽性であれば手術の回避が望ましい場合もあり、

有効な集学的治療の実現が望まれる。 
術後補助化学療法に関して、2019 年に海外で capecitabine を用いた胆道

癌術後補助療法の randomized control study (BILCAP trial) の有効性が報告
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された (Primrose et al., 2019)。同試験では全生存期間 (overall survival：以

下、OS と略記) の中央値が切除単独群で 36.4 ヵ月であったのに対し 
capecitabine 群では 51.1 ヵ月と予後の延長が認められたものの、優越性は

示されていない。本邦では 2022 年から日本臨床腫瘍研究グループによる

JCOG 1202 試験の結果により TS-1 による術後補助療法が開始されたが、3 
年生存率は切除単独群が 67.6% であったのに対し、TS-1 投与群が 77.1% 
と満足できる成績ではない (Nakachi et al., 2023)。切除不能胆道癌に対する

化学療法については、gemcitabine と cisplatin の併用療法の gemcitabine 単
独療法に対する優越性を示した 2 つの第Ⅲ相臨床試験 ABC-02 trial (Valle et 
al., 2010)、BT22 trial (Okusaka et al., 2010) の結果が報告されている。ただ

し、gemcitabine と cisplatin の併用療法群においても OS の中央値は、

ABC-02 trial では 11.7 か月、BT22 trial では 11.1 か月に留まり、胆道癌に

対する化学療法の効果は限定的と言わざるを得ない。近年、有効な薬物治

療開発のために胆道癌の遺伝子解析が行われ、新規の治療標的となる可能

性を含む遺伝子変化のスペクトラムが明らかにされた (Nakamura et al., 
2015)。それに伴って遺伝子異常に基づく分子標的治療薬の開発が進み、線

維芽細胞増殖因子受容体 2（fibroblast growth factor receptors 2：以下、

FGFR2 と略記）融合遺伝子を有する胆管癌患者における二次以降の治療と

して、FGFR 阻害剤の有効性を示す 2 つの第Ⅱ相臨床試験 FIGHT-202 trial 
(Ghassan et al., 2020)、FOENIX-CCA2 trial (Lipika Goyal et al., 2023) の結

果が報告されている。FIGHT-202 trial では pemigatinib の奏効率が 35.5%、

奏功期間中央値が 7.5 ヵ月、追跡期間中央値 17.8 ヵ月の時点で OS の中央

値が 21.06 ヵ月であり、FOENIX-CCA2 trial では futibatinib の全奏効率が 
42%、奏功期間中央値が 9.7 ヵ月、追跡期間中央値 17.1 ヵ月の時点で OS 
の中央値が 21.7 ヵ月と、各々良好な治療成績が示された。また、

gemcitabine と cisplatin に加えて免疫チェックポイント阻害剤を併用する

有効性が報告されている。TOPAZ-1 trial では durvalumab 併用群とプラセ

ボ併用群の OS の中央値が各々 12.8 ヵ月、11.5 ヵ月で durvalumab 併用の

優 越 性 が 示 さ れ (Do-Youn et al., 2022)、KEYNOTE-966 trial で は 
pembrolizumab 併用群とプラセボ併用群の OS の中央値が各々 12.7 ヵ月、

10.9 ヵ月で pembrolizumab 併用の優越性が示された (Robin Kate Kelley et 
al., 2023)。しかしながら依然として他癌種の薬物治療の成績に比肩すると

は言えず、癌の浸潤、転移形成の分子生物学的メカニズムの研究、新たな

治療標的の探索が求められている。 
所属教室では以前より EHCC における上皮間葉転換（epithelial-
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mesenchymal transition：以下，EMT と略記）と予後との関係を臨床病理学

的な観点から研究してきた (Nitta et al., 2014; Ogino et al., 2019)。そこで今

回は、EMT プロセスの制御による新たな薬物治療の開発を目指すため、

EHCC が EMT を起こすメカニズムの一端を考察する研究を想起した。近

年、腫瘍における報告が急増しているケモカインは、細胞遊走活性を制御

し、腫瘍の浸潤・転移に関与すると考えられている。また、ケモカインは 
EMT 誘導因子の一つとしても注目されており、EHCC におけるケモカイン、

EMT、 臨床病理学的因子、予後との関連を検討し、薬物治療の新たな標的

を探索する研究を行った。 
 
EMT は一定の細胞形態（細胞極性）を持って基底膜上に規則正しく配列

した上皮系の細胞がその細胞極性や細胞間接着を失い、遊走能、運動能を

獲得し、間葉系形質を持つ細胞に変化する現象を指す (Thiery and Sleeman, 
2006; Thiery et al., 2009)。一方、間葉上皮転換（mesenchymal-epithelial 
transition：以下、MET と略記）は逆に、間葉系形質を持つ細胞から細胞間

接着を獲得して上皮組織を形成する過程を指す。EMT は初期胚の発生や原

腸形成に代表される様々な器官形成の過程、MET は尿細管上皮の形成過程

などにおいて観察され、正常な個体発生における組織構築のプロセスにお

いて必要不可欠な生理的機構である (Thiery and Sleeman, 2006; Thiery et al., 
2009)。正常の発生過程においては、生理的形態変化の完了後、EMT、
MET は収束し、組織構築が維持される。しかしながら、癌においては腫瘍

微小環境におけるさまざまなサイトカインやシグナル亢進のため EMT お
よび MET が誘導され、浸潤や転移へ至ると考えられている (図 1A)。原発

巣で増殖した癌細胞は EMT により細胞間接着を失って遊走、浸潤能力を

獲得し、間質浸潤、脈管侵襲を経て血管、リンパ管へ侵入し、到達した臓

器で MET により間葉系形質から上皮系形質へ再転換することで、転移巣

を形成する (Thiery, 2002; Brabletz et al., 2005; Thiery and Sleeman, 2006; 
Polyak and Weinberg, 2009; Thiery et al., 2009) (図 1B)。 
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図 1. 正常細胞、癌細胞における EMT 

(A) 生理的には、胎生期の臓器形成と移動や、創傷治癒、組織の線維化に関わり、

癌細胞においては浸潤、遊走、転移に関わる。 

(B) 癌細胞は、EMT により浸潤、遊走能力を獲得し、血管やリンパ管を経て他臓器

へ到達し、MET により転移巣を形成すると考えられている。 

（Saito et al., 2017, 図 1 より引用し、一部改変した。） 

 
EMT において E-cadherin の発現低下は不可欠なイベントである。E-

cadherin は上皮の完全性維持に寄与する細胞接着に必須の膜貫通タンパク

質であり、EMT に伴いその発現が抑制されることから EMT の代表的な上

皮系マーカーとなる (Thiery, 2002; Gupta et al., 2003; Thiery and Sleeman, 
2006; Thiery et al., 2009; Tian et al., 2011)。E-cadherin の発現は EMT 関連

転写因子である Zinc finger 型転写因子の Snail、Slug、ZEB1、ZEB2 や、

bHLH (basic helix-loop-helix) 型転写因子の Twist などにより制御される 
(Thiery, 2002; Hugo et al., 2007; Thiery et al., 2009) (図 2)。EMT 関連転写

因子は E-Cadherin 遺伝子の転写抑制に加え、マトリクスメタロプロテアー

ゼ（Matrix metalloproteinases：以下，MMP と略記）の発現を誘導する。

MMP は E-Cadherin を分解し、E-Cadherin の裏打ちタンパク質である β-
Catenin を解放する。この β-Catenin が古典的 Wnt 経路の下流因子として核

へ移行し、転写因子 TCF / LEF と結合することで、EMT エフェクターの転

写を活性化する (Onder et al., 2008; Heuberger and Birchmeier, 2010; Scheel 
et al., 2011; Tian et al., 2011)。EMT により間葉系の細胞接着分子である N-
cadherin、細胞骨格タンパク質である vimentin、細胞外マトリクス分子で

ある fibronectin などの発現増加が認められ、代表的な間葉系マーカーとな

る (Thiery, 2002; Shintani et al., 2006; Thiery and Sleeman, 2006; Thiery et 
al., 2009) (図 2)。 
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様々なサイトカインや増殖因子が対応する受容体に結合して上記の EMT 
関連転写因子を活性化し、EMT を誘導する (Thiery et al., 2009; Sato et al., 
2010)。近年、その EMT 誘導因子の一つとしてケモカインが注目されてい

る。 
 

 

図 2. EMT 関連転写因子と EMT マーカー 

EMT に伴い上皮細胞の接着結合を構成する E-cadherin は発現が抑制され、間葉

系の細胞接着分子である N-cadherin、細胞骨格タンパク質である vimentin、細胞

外マトリクス分子である fibronectin の発現が亢進する。E-cadherin の発現は Snail、

Slug、ZEB1、ZEB2、Twist などにより制御される。 

 
ケモカインとは、走化性を意味する chemotactic とサイトカインを組み合

わせた造語で、名前の通り細胞遊走活性を主機能とするサイトカインの一

群である。ケモカインは対応する G タンパク質共役型受容体に結合する低

分子可溶性タンパク質で、免疫細胞の動員やリンパ組織の形成など生体に

おける様々な細胞の組織内移動や局在を制御している (Campbell and 
Butcher, 2000)。これまでに 50 種類程度のケモカインと 20 種類程度のケモ

カインレセプターが同定されている。本研究では、肝外胆管癌がリンパ節

に転移しやすいこと、リンパ節へ転移した症例では極めて予後が不良であ

ることを考慮して、リンパ球のホーミングに関連する CC 型ケモカインレ

セプター 7 （C-C motif chemokine receptor 7：以下 CCR7 と略記）に注目

した。CCR7 は生理的には主に T 細胞や樹状細胞などで発現しており、そ

のリガンドは CC 型ケモカインリガンド 19 （C-C motif chemokine ligand 
19：以下 CCL19 と略記）、CC 型ケモカインリガンド 21（C-C motif 
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chemokine ligand 21：以下 CCL21 と略記）である (Willimann et al., 1998; 
Ott et al., 2004)。CCL19, 21 はリンパ節などの 2 次リンパ組織の高内皮細

胞がよく提示するため、T 細胞や樹状細胞などは再循環の過程で 2 次リン

パ組織に効率よくホーミングする (Dieu et al., 1998; Hirao et al., 2000) (図 
3A)。また、CCR7 は樹状細胞において MAPK 経路を介して走化性を制御

する (Jose et al., 2020)。2001 年に乳癌において CCR7 の発現が報告 (Muller 
et al., 2001) されて以来、様々な癌種で CCR7 の発現が報告され、腫瘍細胞

の増殖 (Xu et al., 2011)、浸潤 (Mo et al., 2015)、血管新生 (Zhao et al., 2011)、
および転移 (Liu et al., 2014) に寄与することが明らかにされた。さらに

CCR7 は膵癌において ERK および PI3K/AKT シグナル経路を介して Twist 
発現を亢進させ (Li et al., 2016)、胃癌においては snail 発現を介して EMT 
を誘発 (Zhang et al., 2015) することが示された (図 3B)。腫瘍における 
CCR7 の発現は、肺癌においては低酸素状態による HIF-1α および HIF-2α、
ERK1/2 経路を介して誘導 (Li et al. 2009) されること、大腸癌においては多

くの癌種で過剰発現する cyclooxygenase‑2 と membrane‑associated PGE 
synthase 1 が prostaglandin E2 を産生し、AKT/glycogen synthase kinase 3β 
シグナル伝達経路を介して CCR7 の発現を誘導することが示されている 
(Yu et al., 2015)。また、CCR7 の高発現が予後不良因子となることが、胃

癌 (Ma et al., 2015)、食道扁平上皮癌 (Irino et al., 2014)、膵臓癌 (Nakata et 
al., 2008)、膀胱癌 (Xiong et al., 2017)、腎細胞癌 (Xia et al., 2017) で示さ

れた。従って、CCR7 の過剰発現は癌の進行や転移に重要であると考えら

れているが、これまで PHCC における報告はない。 
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図 3. CCR7 / CCL19, 21 の作用 

(A) 生理的環境では、主に T 細胞や樹状細胞のリンパ節へのホーミングに関わる。 

（Brandum et al., 2021, 図 2 より作図した。） 

(B) 腫瘍に発現した場合は、EMT を誘導する因子として注目されている。 

 
本研究は、臨床病理学的に PHCC 切除例における CCR7 の発現と予後、

EMT との関連を検討した。また、EHCC の細胞株を用いて CCR7 と EMT 
の関連を検討し、CCR7 が新たな治療の標的となる可能性があることを見

出したため、ここに報告する。 
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方法 
 
1. 症例 

1995 年 3 月から 2016 年 12 月の期間に、北海道大学病院消化器外科Ⅱで

切除術が施行された肝門部領域胆管癌 181 例を対象とした。術式の内訳を

表 1 に示す。術前化学療法、放射線療法施行例は除外した。全対象症例お

よび末梢血単核細胞（peripheral blood mononuclear cell：以下、PBMC と
略記）を分離するために末梢血を採取した健康なボランティアから書面に

よるインフォームドコンセントを得た。本研究は北海道大学自主臨床研究

審査委員会に承認され (No. 018-0137)、同委員会のガイドライン、ヘルシ

ンキ宣言に従って実施した。 
 

表 1. 手術術式 

    
Combined 
pancreto-

duodenectomy 

Combined 
portal vein 
resection  

Combined 
hepatic 
artery 

resection  
Type of surgical procedure n (%) n (%)* n (%)* n (%)* 

  Right hepatectomy + EBDR 78 (43.0) 18 (23.0) 49 (62.8) 4 (5.1) 

Right trisectionectomy + EBDR 8 (4.4) 1 (12.5) 5 (62.5) 0 (0) 

  Left hepatectomy + EBDR 44 (24.3) 4 (9.1) 18 (40.9) 12 (27.3) 

  Left trisectionectomy + EBDR 9 (5.0) 1 (11.1) 4 (44.4) 2 (22.2) 

  Caudal lobectomy + EBDR  3 (1.7) 2 (66.7) 0 (0) 0 (0) 

  Pancreatoduodenectom + EBDR  17 (9.4) - 1 (5.9) 2 (11.8) 
  EBDR 22 (12.2) 0 (0) 2 (9.1) 7 (31.8) 
*Ratio to surgical procedure; EBDR, Extrahepatic bile duct 
resection. 

  

 
2. 組織標本作成と病理組織学的診断 

切除検体は肉眼観察後に 10% 緩衝ホルマリンで固定し、厚さ 3-6 mm で
切り出しを行って連続標本を作製した。連続標本から作製したホルマリン

固定パラフィン包埋ブロックを 4 μm 厚の切片に薄切し、ヘマトキシリン

およびエオシン（hematoxylin and eosin：以下、HE と略記）で染色し、顕

微鏡で観察した。病理組織診断は UICC による TNM 分類（第 8 版）に準

拠した (Amin et al., 2016)。 
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3. 組織マイクロアレイ（TMA）の作製 
CCR7、EMT 関連蛋白を対象とする免疫組織化学染色による検討を行う

にあたり組織マイクロアレイ（tissue micro array: 以下、TMA と略記）を

作製した。TMA 標本を作製した理由は、同一個体の腫瘍組織と非腫瘍組織

を並べて観察できる点、多数の標本を同時に染色することで切片ごとの染

色条件の差異を軽減できる点を考慮したからである。一方で、TMA 作製時

に採取した腫瘍部が必ずしも腫瘍全体の組織型を反映しているとは限らず、

腫瘍全体を俯瞰した heterogeneity の観察には向かないため、本研究では腫

瘍の複数の部位から組織を採取し TMA を作製した。腫瘍先進部（腫瘍と

正常間質の境界部）と腫瘍内部（腫瘍先進部から少なくとも 100 細胞以上

離れた腫瘍部）の 2 カ所から腫瘍組織を、正常対照群として同一検体の正

常胆管上皮から 1 カ所の、計 3 カ所から組織採取を行った。 
まず HE 染色標本で腫瘍組織 2 カ所と正常胆管上皮 1 カ所を選定し、マ

ーキングを行った。病理専門医の確認のもと、HE 染色標本を再検し、固

定の良悪や腫瘍の大きさなどから本研究で使用可能かの判断を行った。同

部に相当するパラフィンブロックの部位を、2.0 mm の針をセットしたアレ

イヤー（Sakura Finetek, Japan）で円柱状に打ち抜き（コア）、あらかじめ

円柱状に穴をあけた別のパラフィンブロックに埋め、TMA ブロックを作製

した。同一個体の腫瘍組織と非腫瘍組織は並べて作製した。完成したアレ

イブロックを 4 μm 厚の切片に薄切し、スライドグラスを作製した (図 4)。  
 

 
図 4. TMA の作製手順 

(A) 全症例の HE 染色標本を見直して、各症例における代表切片、採取部位を選定

した。 

(B) パラフィンブロック上の選定対応部位の組織を直径 2.0 mm の針で採取した。 

(C) 採取した組織断片をアレイブロックに挿入、整列させた。 

(D) 作成したパラフィンブロックを 4 μm の厚さで薄切して標本を作製した。 

（Oga et al., 2007, 図 1 より作図した。） 

 
4. 免疫組織化学染色 

自動免疫染色装置 (BenchMark ULTRA; Roche, Switzerland) を用いて染
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色を行った。組織切片はキシレンで脱パラフィン処理を行い、段階的エタ

ノ ー ル 系 列 を 用 い て 脱 水 し た 。 熱 誘 導 抗 原 賦 活 化 は ULTRA Cell 
Conditioning Solution (Cat. 951-224, pH 8.5, Roche) で行った。内因性ペル

オキシダーゼは 36℃ の 3% 過酸化水素水 4 分間でブロッキングした。抗 
CCR7 マウスモノクローナル一次抗体 (clone P-007, 1:100,000 dilution; NB 
Health Laboratory, Sapporo, Japan)、抗 E-cadherin マウスモノクローナル一

次抗体 (Cat. 790-4497, clone 36, RTU, RRID:AB_397580; Ventana/Roche)、
抗 vimentin マウスモノクローナル一次抗体 (Cat. 790-2917, clone V9, RTU, 
RRID:AB_306239; Ventana/Roche) で抗体反応を行い、ホースラディッシュ

ペルオキシダーゼポリマー法 (Ventana ultraView DAB Universal Kit; Roche, 
Switzerland) を用いて切片を標識した。 
 
5. Tumor buds の評価方法 

Tumor buds は単一または 5 個未満の癌細胞からなる胞巣と定義され 
(Ueno et al., 2002; Ueno et al., 2004)、EMT により間質細胞の形質を獲得し

た 腫 瘍 細 胞 の 形 態 学 的 表 現 型 と 考 え ら れ て い る (Prall, 2007; 
Karamitopoulou, 2013; Grigore et al., 2016)。また、 EHCC においては主要

先進部の tumor buds 数が EMT を反映し、腫瘍の浸潤、転移に関連するこ

とが明らかにされた (Ogino et al., 2019)。本研究では 181 例の tumor buds 
数を計測し、CCR7 発現との関連を評価した。International Tumor Budding 
Consensus Conference method に従い、各症例において、tumor budding の
程度が最も高い HE 標本を選出し、その標本上で tumor buds が最も多く観

察される領域であるいわゆる「hotspots」において 200 倍視野 (0.785 mm2) 
で tumor buds 数を計数した (Lugli et al., 2017) (図 5)。 

 
図 5. PHCC における tumor budding の病理組織所見 

(A) Low-grade tumor budding、(B) High-grade tumor budding の HE 染色像。
矢印は腫瘍腺管構造を示し、矢頭は tumor buds 細胞を示す。Scale bar, 100 μm。 
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6. CCR7、E-cadherin、vimentin 発現の評価方法 
CCR7 の発現と EMT および臨床病理学的因子の関係を検討するために免

疫組織化学的手法を用いて 181 例の TMA における CCR7、 E-cadherin（上

皮系マーカー）、vimentin（間葉系マーカー）の発現強度を測定した。免疫

染色の評価には H score として報告されている陽性細胞の割合と染色強度

の積の総和を用いた (Bacus et al., 1988)。 
CCR7 では細胞質や細胞膜に周囲のリンパ球と同程度に染色される部位

の染色強度を grade +3 とし、中等度を grade +2、弱陽性を grade +1、陰性

を grade 0 として 4 段階で染色強度を評価した。次に、全腫瘍細胞に対す

る各々の染色強度の腫瘍細胞の割合を算出した。例えば、染色強度 grade 0, 
+1, +2, +3 の腫瘍細胞の全腫瘍細胞に占める割合が各々 10%, 30%, 35%, 
25% である場合、H score は (0×10 + 1×30 + 2×35 + 3×25) = 175 である。 

EMT 関連蛋白についても CCR7 と同様に H score を用いて発現を評価し

た。E-cadherin は tumor buds 構成細胞の細胞膜の染色強度が腺管構造部と

同程度に染色される部位の染色強度を grade +2 とし、弱陽性を grade +1、
陰性を grade 0 として 3 段階で評価し、Vimentin は tumor buds 構成細胞

の細胞質の染色強度が周囲の間質細胞と同程度に染色される部位の染色強

度を grade +2 とし、弱陽性を grade +1、陰性を grade 0 として 3 段階で評

価し、各々 H score を算出した。評価は臨床情報を知らない 2 人の研究者 
(M.O., T.M.) が独立して行い、相違は研究者間で合議した。 

 
7. EMT status と CCR7 発現の関連の検討 

E-cadherin と vimentin の H score の組み合わせに基づき、EMT status を
以下のように定義した。 

・Epithelial status        ：E-cadherin 高発現かつ vimentin 低発現 
 (E-high/V-low) 

・Mesenchymal status  ：E-cadherin 低発現かつ vimentin 高発現 
 (E-low/V-high) 

・Intermediate status    ：上記以外の状態 
 (E-low/V-low or E-high/V-high) 

E-cadherin、vimentin のカットオフ値は、各々の H score の中央値に基づ

き E-cadherin は 70、vimentin は 10 とした。 
上記の EMT status と CCR7 の H score の関連を検討した。 
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8. EHCC 細胞株の入手と培養 

本研究では、4 種類の EHCC 細胞株を使用した。 TFK-1 は理化学研究所

バイオリソース研究センター (RIKEN BRC, Tsukuba, Japan)、EGI-1 は 
German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH (DSMZ, 
Braunschweig, Germany) から入手し、KKU-100 および TYBDC-1 は国立研

究開発法人 医薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB 細胞バンク (NIBIOHN, 
Ibaraki, Japan) から購入した。 

TFK-1、KKU-100、TYBDC-1 は 各 々 RPMI-1640 (FUJIFILM Wako, 
Osaka, Japan), DMEM (FUJIFILM Wako), DMEM/Ham’s F12 (FUJIFILM 
Wako) を培地とした。EGI-1 は 4 mM L-glutamine (FUJIFILM Wako)、2× 
MEM amino acids (both essential and non-essential) (FUJIFILM Wako) を添

加した EMEM (FUJIFILM Wako) で培養した。各培地には 10% (v/v) のウ

シ胎児血清（fetal bovine serum：以下、FBS と略記 ; Biosera, Nuaille, 
France）、100 U/mL penicillin (FUJIFILM Wako)、100 μg/mL streptomycin 
(FUJIFILM Wako) を添加した。全細胞株は 37°C、5％ CO2 のもと、0.5〜
2.0×106 cells/mL の密度で培養した。 

PBMC は、書面によるインフォームドコンセントを得て健康なボランテ

ィアから静脈血を採取し、Ficoll (GE Healthcare Limited, Buckinghamshire, 
UK) を用いた密度勾配遠心分離により分離した。 

 
9. RNA 抽出および逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 

各細胞株の CCR7 の mRNA を逆転写ポリメラーゼ連鎖反応（reverse 
transcription polymerase chain reaction：以下、RT-PCR と略記）を用いて

定量した。RNeasy Plus Mini Kit（QIAGEN GmbH, Hilden, Germany）を用

いて各細胞株から total RNA を抽出し、NanoDrop 2000c Spectrophotometer 
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を用いて核酸量を定量化し

た。Super ScriptTM Ⅲ First-Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen 
Life Technologies, CA, USA) を用いて 1.0 μg の RNA から cDNA を合成し

た。 
RT-PCR は GeneTouch Thermal Cycler (Hangzhou Bioer Technology, 

Zehjiang, China)、酵素は KOD Plus Ver.2 (TOYOBO, Osaka, Japan) を用い

て行った。CCR7 は 94°C で 2 分間の初期変性の後、98°C で 10 秒間の熱変

性、60°C で 30 秒間のアニーリング、68°C で 30 秒間の伸長を 33 サイクル

行った。Β-actin は 94°C で 2 分間の初期変性の後、98°C で 10 秒間の熱変
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性、68°C で 30 秒間のアニーリング、68°C で 30 秒間の伸長を 25 サイクル

で行った。プライマーは Eurofins Genomics (Tokyo, Japan) で下記の通り合

成した。 
CCR7 sense        ：5′ - ACATCGGAGACAACACCACA - 3′ 
CCR7 antisense  ：5′ - CATGCCACTGAAGAAGCTCA - 3′ 
β-actin sense       ：5′ - CAACCGCGAGAAGATGACCC - 3′ 
β-actin antisense ：5′ - GGAACCGCTCATTGCCAATGG - 3′ 

RT-PCR 産物は ChemiDoc™ XRS Plus System (Bio-Rad Laboratories; 
Hercules, CA, USA) を用いて臭化エチジウム（0.5 μg/mL ; NIPPON GENE, 
Tokyo, Japan） で 視 覚 化 し た 。 定 量 分 析 は 、LightCycler®96 system 
(NIPPON Genetics, Tokyo, Japan)、TaqMan gene expression assays (CCR7 
Assay ID Hs01013469_m1、ACTB Assay ID Hs01060665_g1 ; Applied 
Biosystems/ThermoFisher Scientific)、酵素は GeneAce Probe qPCR Mix II 
(NIPPON GENE) を用いて行った。95°C で 10 分間の初期変性の後、95°C 
で 30 秒間の熱変性、60°C で 1 分間のアニーリングおよび伸長を 45 サイク

ル行った。CCR7 mRNA の発現レベルは、CCR7 mRNA と β-actin mRNA の
比率を計算した。 

 
10. Western blot 解析 

各細胞株を 100 mm の細胞培養用ディッシュに 1.0×106 cells の細胞数で

播種して 48 時間培養した。その際、リガンド刺激を行う細胞株は 100 
ng/mL CCL19（Cat. 582104, Lot. B269188; BioLegend、San Diego、CA、

USA）とともに培養した。採取した細胞を 50 mM Tris-HCl (pH 8.0)、150 
mM NaCl, 1% (v/v) Nonidet P-40 alternative、0.1% (w/v) sodium dodecyl 
sulfate (SDS)、0.5% (w/v) sodium deoxycholate、protease inhibitor cocktail 
(Promega, Madison, WI, USA) で懸濁し、超音波処理で細胞を破砕した。遠

心分離により総タンパク質を抽出し、TaKaRa BCA protein assay kit (Takara 
Bio, Kusatsu, Japan) を用いてタンパク濃度を定量した。1 well あたり 20 µg 
のタンパク量でロードした細胞溶解液を、7.5% sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) で分離し、polyvinylidene 
fluoride (PVDF) membrane (Immobilon-P Transfer Membrane; Merck 
Millipore, Darmstadt, Germany) へ転写した。メンブレンは Tween 20 (TBS-
T) を含む Tris-buffered saline (50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 8.0) で溶

解した 5% (w/v) スキムミルクでブロッキングした。 
E-cadherin rabbit polyclonal antibody (Cat. 20874-1-AP, 1:10,000 dilution; 
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Proteintech Group, Chicago, IL, USA)、および vimentin rabbit polyclonal 
antibody (Cat. 10355-1-AP, 1:2000 dilution; Proteintech Group) を用いて 
25 °C、90 分で一次抗体反応を行い、TBS-T で洗浄後、anti-rabbit IgG 
antibodies conjugated to horseradish peroxidase (1:10,000 dilution; Jackson 
ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA, USA) を用いて 25 °C、60 
分 で 二 次 抗 体 反 応 を 行 っ た 。β-actin に 関 し て は 、anti-β-actin IgG 
antibodies conjugated to horseradish peroxidase (Cat. 122625, Lot. 2, 1:10,000 
dilution; Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA) を用いて 25 °C、60 
分で抗体反応を行った。 

Amersham ECL Prime western blotting Detection Reagent (GE Healthcare 
Limited, Buckinghamshire, UK) と反応操作後、chemiluminescent detection 
system (ChemiDoc™ XRS Plus System; Bio-Rad Laboratories) でタンパク質

のバンドを検出した。その後、メンブレンを western blotting stripping 
buffer (TaKaRa Bio) でストリッピングし、洗浄して上記の抗体で再度反応

させた。半定量分析は、Image Lab™ 5.1 (Bio-Rad Laboratories) を用いて

行った。Β-Actin を内在性ローディングコントロールとして使用した。実

験は 3 回行った。 
 

11. Wound healing assay 
2 つの 70 μL well を備えたシリコン製の仕切りとなる Culture-Insert 2 

well (Ibidi, Grafelfing, Germany) を 24 well プレートの底に設置し、各チャ

ンバーで 3.5×104 cells の細胞を、37°C、5％ CO2、24 時間で培養した。そ

の後、Culture-Insert を取り除き、リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate-
buffered saline：以下、PBS と略記）で 2 回洗浄した後、100 ng/mL CCL19 
を含むか、または含まない 500 μL の無血清培地で培養した (図 6A)。0、
24、48 時間後に、high-resolution imaging and analysis system BZ-9000 
(KEYENCE, Osaka, Japan) を用いて細胞遊走による溝の面積の変化を測定

し、顕微鏡写真を記録した。細胞遊走の程度は下記の式で計算した (図 6B)。
実験は 3 回行った。 

細胞遊走   (%)  =  
(遊走した細胞の占める面積)

(最初の溝の面積)
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図 6. Wound healing assay 

(A) Culture-Insert を利用した溝の形成。製品情報シートより作図した。 

(B) 細胞遊走により溝が埋められた部分の面積を計測し、細胞遊走の程度を評価し

た。 

 
12. Cell proliferation assay 

細胞を 96 well プレートに 2000 cells/well の密度で播種し、100 ng/mL 
CCL19 を含む培地、または含まない培地で、37°C、5％ CO2 で、0 時間、

24 時間および 48 時間で培養した後、one-step Cell Counting Kit-8 (CCK-8, 
Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan) を用いて細胞数を評価した。CCK-
8 は細胞外の水溶性テトラゾリウム塩 （water soluble tetrazolium salts：以

下、WST-8 と略記）が生細胞内の乳酸脱水素酵素の補酵素である NADH 
から電子を受け取って還元され、吸収波長が 450 nm  の WST-8 formazan を
生成する呈色反応を利用した高感度の生細胞数測定キットである。培養後、

10 µL の CCK-8 溶液を 96 well プレートの各 well に添加し、37°C、5％ 
CO2 で、3 時間培養した後、SpectraMax 190 (Molecular Devices, San Jose, 
CA, USA) を用いて 450 nm および 650 nm の吸光度を計測した (図 7)。実
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験は 3 回行った。 

  

図 7. Cell proliferation assay 

Wound healing assay と同じ条件で cell prolifiration assay を行った。WST-8 の呈

色反応を用いて生細胞数を測定し、細胞増殖の程度を評価した。 

 
13. Migration assay と invasion assay (図 8A) 

Migration assay は 8 µm の小孔が開いたポリカーボネート製のメンブレ

ンインサート である Transwell® inserts (6.5 mm diameter, 8 μm pores; 
Corning, NY, USA) を、invasion assay では上記メンブレンをマトリゲルで

コーティングした Matrigel® invasion chambers (6.4 mm diameter, 8 μm 
pores; Corning) を使用し、遊走細胞、浸潤細胞を検出した。100 ng/mL 
CCL19 を含むか、または含まない 1% FBS を添加した培地でそれぞれの細

胞株を懸濁し、細胞懸濁液 200 μL を上部チャンバーへ播種した。

Migration assay では、TFK-1 は 5.0×104 個、EGI-1 と KKU-100 は 1.0×104

個、TYBDC-1 は 1.0×105 個の細胞を播種した。また、invasion assay では 
TFK-1 と TYBDC-1 は 1.0×105 個、EGI-1 と KKU-100 は 1.0×104 個の細胞

を播種した。10% FBS を添加した 500μL の培地を下部チャンバーに入れた。 
Migration assay における中和抗体を用いた実験の際は、15 μg/mL のヒ

ト抗 CCR7 抗体 (Cat. MAB197, Lot. FNP1118121, clone 150503; R&D 
Systems, Minneapolis, MN, USA) またはアイソタイプコントロールとして

のマウスモノクローナル IgG (Cat. MAB003, Lot. MV0919011, clone 20102; 
R&D Systems) とともに、播種する細胞を 37°C、5％ CO2 で、6 時間前培
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養した (図 8B)。上記の条件で、37°C、5％ CO2 で、48 時間前培養した後、

メンブレン上面の非遊走細胞を綿棒で取り除いた。メンブレンの下面へ浸

潤した細胞を Diff-Quik stain (Sysmex Corporation, Kobe, Japan) で染色し、

顕微鏡写真を撮影した (図 8A)。腫瘍細胞が浸潤した面積を high-resolution 
imaging and analysis system BZ-9000 (KEYENCE) で評価した。各実験は 3
回行った。 

 
図 8. Migration assay と invasion assay 

(A) Invasion assay では、migration assay で使用したメンブレンをマトリゲルでコ

ーティングした製品を使用した。 

(B) 抗 CCR7 抗体とアイソタイプコントロールで前処理した細胞株を用いて 

migration assay を行った。 
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14. 統計学的解析 
質的変数は χ2 検定で解析した。パラメトリックな量的変数は一元配置分

散分析（one-way analysis of variance：以下、ANOVA と略記）で二群以上

の群間比較を行い、多群間の比較は分散分析後に post-hoc pairwise t-test を
行った。ノンパラメトリックな量的変数は Kruskal-Wallis test で二群以上

の群間比較を行い、各群毎の比較は Wilcoxon rank sum test を行った。

CCR7、E-cadherin、vimentin の H score と tumor buds 数の関連はスピアマ

ンの順位法で評価した。OS は、手術日から経過観察終了日または死亡日

までの日数とした。生存解析は Kaplan-Meier 法を用いて、log-rank test に
より比較した。再帰分割分析法を用いて、OS を最もよく層別化する CCR7
の H score のカットオフ値を決定した (Lee et al., 2006)。OS の多変量解析

は Cox 比例ハザードモデルを用いて行った。有意水準は p < 0.05、信頼区

間は 95% に設定した。統計解析は Windows 用の JMP software (version 
14.0; SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA) を用いた。 
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結果 
 
1. CCR7、E-cadherin、vimentin の発現と H score のカットオフ値 

IHC 標本において CCR7 は PHCC の細胞質および細胞膜で染色された 
(図 9A-D)。腫瘍腺管と tumor buds の染色態度に一定の傾向は認めなかっ

た。上皮系マーカーとなる E-cadherin は腫瘍腺管の細胞膜で染色され、

tumor buds 細胞の細胞膜では染色強度に差異を認めた (図 9E-G)。一方、

間葉系マーカーとなる vimentin は腫瘍腺管では染色されなかったが、

tumor buds 細胞では染色される細胞を認めた (図 9H-J)。 

 

図 9. CCR7、E-cadherin、vimentin の染色強度の代表的組織所見 

(A-D) CCR7 : (A) grade 0, (B) grade +1, (C) grade +2, (D) grade +3。 

(E-G) E-cadherin : (E) grade 0, (F) grade +1, (G) grade +2。 

(H- J) vimentin : (H) grade 0, (I) grade +1, (J) grade +2。 

矢印は腫瘍腺管、矢頭は tumor buds 細胞を示す。Scale bar は 100 μm を示す。 

 
CCR7、E-cadherin、vimentin の H score の中央値（範囲）は、各々 90 (0 

– 300)、80 (0 – 200)、0 (0 – 200) であった。CCR7 の H score のヒストグ
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ラムを図 10 に示す。CCR7 の H score は再帰分割分析法により生存解析 
log-rank test の統計量 χ2 値が有意かつ最大となる 170 をカットオフ値とし 
(Lee et al., 2006)、CCR7 の発現を low-grade（H score：0–169）、high-
grade（H score：170-300）の二群に分類した。E-cadherin、vimentin の H 
score のカットオフ値は、中央値に基づいて各々 70、10 と定義し、E-
cadherin の発現を low-grade（H score：0–69）、high-grade（H score：70-
200）、vimentin の 発 現 を low-grade（H score：0–9）、high-grade（H 

score：10-200）の二群に分類した。 
図 10. CCR7、E-cadherin、vimentin の H score による患者分布のヒストグラム 

(A) CCR7、(B) E-cadherin、(C) vimentin。 

 
2. CCR7 発現強度と臨床病理学的因子の比較 

CCR7 の高発現は組織学的な低分化 (p = 0.003; χ2 検定) および顕微鏡的

静脈侵襲 (p = 0.036; χ2 検定) と関連していた (表 2)。 
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表 2. CCR7 と臨床病理学的因子の比較 (181 例)               

  CCR7 expression grades  

  Low-grade 
(n=139) 

High-grade 
(n=42) 

 

 clinicopathological feature    n   (%) n   (%) P -
value 

Age   < 70 66   (47.5) 27   (64.3) 0.055 
   ≥70 73   (52.5) 15   (35.7)   
Sex Male 108   (77.7) 35   (83.3) 0.423 
  Female 31   (22.3) 7   (16.7)   
Histological grade G1 45   (32.4) 4   (9.5) 0.003 

 G2 68   (48.9) 23   (54.8)  
  G3 26   (18.7) 15   (35.7)   
pT classification (AJCC, 8th edition)  T1 3   (2.2) 2   (4.8) 0.242 

 T2 94   (67.6) 23   (54.8)  
 T3 25   (18.0) 7   (16.7)  

  T4 17   (12.2) 10   (23.8)   
pN classification (AJCC, 8th edition)  N0 75   (54.0) 24   (57.1) 0.674 

 N1 55   (39.6) 14   (33.3)  
  N2 9   (6.5) 4   (9.5)   
pM classification (AJCC, 8th edition)  M0 137   (98.6) 41   (97.6) 0.688 
  M1 2   (1.4) 1   (2.4)   
Microscopic lymphatic invasion  Absent  66   (47.5) 18   (42.9) 0.598 
  Present 73   (52.5) 24   (57.1)   
Microscopic venous invasion  Absent  61   (43.9) 11   (26.2) 0.036 
  Present 78   (56.1) 31   (73.8)   
Microscopic perineural invasion  Absent  11   (7.9) 6   (14.3) 0.235 
  Present 128   (92.1) 36   (85.7)   
Invasive carcinoma at resected 
margin  Negative 124   (89.2) 34   (81.0) 0.176 

  Positive 15   (10.8) 8   (19.1)   
Median survival time (years)   3.9   2.3   0.018 
G1, well differentiated; G2, moderately differentiated; G3, poorly differentiated (according to 
the AJCC 8th edition). Low-grade, H-score of CCR7 staining 0–169; high-grade, H-score of 
CCR7 staining ≥170.  

 
3. CCR7 発現強度、臨床病理学的因子と全生存率（OS）の比較 

術後経過観察期間の中央値 (範囲) は、40 (3-231) ヵ月であった。CCR7 
高発現群は有意に OS が低値であった (p = 0.011; 図 11)。Log-rank 検定に

よる単変量解析では CCR7 発現以外の臨床病理学的因子として AJCC の T
分類 (p = 0.001)、N 分類 (p < 0.001)、M 分類 (p = 0.011)、顕微鏡的静脈侵
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襲 (p = 0.009)、切除断端における癌遺残 (p < 0.001) が OS と関連していた 
(表 3)。それらの項目で、Cox 比例ハザードモデルによる多変量解析を行う

と、AJCC の T 分類 (p = 0.026)、N 分類 (p < 0.001)、CCR7 高発現 (p = 
0.017) が独立した予後不良因子として選択された (表 3)。 

 

  

図 11. CCR7 の H score による全生存曲線の比較 

CCR7 の高発現群と低発現群の全生存期間を Kaplan-Meier 法を用いて解析し、

log-rank test により比較した。 
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表 3. 全生存率に関する予後規定因子の検討 (181 例) 
  No. of 

patients Univariate Multivariate 

Variable    n  (%) 
Median 
survival 
(months) 

P-value Relative risk 
(95% CI) P-value 

Age (years)  < 70 93 (51.4) 46 0.491   

  ≥70 88 (48.6) 44     

Sex Male  143 (79.0) 46 0.529   

  Female 38 (21.0) 44     

Histological grade  G1  49 (27.1) 56 0.221   
 G2 91 (50.3) 43    

  G3 41 (22.7) 28       
pT classification   T1 5 (2.8) 53 0.001 1 0.026 
(AJCC, 8th edition) T2 117 (64.6) 53  1.07 (0.39 - 4.45)  

 T3 32 (17.7) 30  1.70 (0.56 - 7.36)  

  T4 27 (14.9) 21   2.14 (0.71 - 9.30)   
pN classification  N0 99 (54.7) 76 <.001 1 <.001 
(AJCC, 8th edition) N1 69 (38.1) 29  2.32 (1.60 - 3.36)  

  N2 13 (7.2) 19   3.21 (1.54 - 6.16)   
pM classification  M0 178 (98.3) 46 0.011 1 0.265 
(AJCC, 8th edition) M1 3 (1.7) 16   2.27 (0.49 - 7.78)   
Microscopic lymphatic 
invasion  Absent  84 (46.4) 57 0.094   

  Present 97 (53.6) 30       
Microscopic venous 
invasion  Absent  72 (39.8) 53 0.009 1 0.183 

  Present 109 (60.2) 32   1.30 (0.88 - 1.93)   
Microscopic perineural 
invasion  Absent  17 (9.4) 58 0.195   

  Present 164 (90.6) 43       
Invasive carcinoma Negative 158 (87.3) 49 <.001 1 0.056 
    at resected margin  Positive 23 (12.7) 21   1.66 (0.98 - 2.67)   
CCR7 expression grade Low 139 (76.8) 50 0.011 1 0.017 

  High 42 (23.2) 27   1.67 (1.10 - 2.48)   
PHCC, perihilar cholangiocarcinoma; G1, well differentiated; G2, moderately differentiated; G3, 
poorly differentiated (according to the AJCC 8th edition). Low-grade, H-score of CCR7 staining 0–
169; high-grade, H-score of CCR7 staining ≥170. CI, Confidence interval. 
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4. CCR7 発現強度と EMT の関連の検討 
CCR7 の H score と tumor buds 数は正の相関を認めた (p < 0.001, r = 

0.247; スピアマンの順位法; 図 12A)。また、CCR7 の H score が大きくなる

ほど E-cadherin の H score が小さくなり (p = 0.034, r = -0.158; 図 12B)、
vimentin の H score が大きくなる (p = 0.126, r = 0.114; 図 12C) 傾向を認め

た。さらに、前述のように E-cadherin と vimentin の発現を組み合わせ、

「Epithelial status (E-high/V-low)」、「Intermediate status (E-low/V-low or E-
high/V-high)」、「Mesenchymal status (E-low/V-high)」と定義した EMT 
status とも比較を行った。「Epithelial status」、「Intermediate status」、
「Mesenchymal status」の 3 群における CCR7 の H score の中央値 (範囲) 
は、各々 90 (0–290)、60 (0–250)、130 (0–300) であり、有意差を認めなか

った (p = 0.1057, Kruskal-Wallis test; 図 12D)。各群毎の比較では CCR7 の 
H score は「Epithelial status」よりも「Mesenchymal status」で高い傾向を

認め (p = 0.073, Wilcoxon rank sum test; 図 12D)、「Intermediate status」よ

りも「Mesenchymal status」で有意に高かった (p = 0.049, Wilcoxon rank 
sum test; 図 12D)。 
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図 12. CCR7、EMT 関連タンパクの免疫組織学的発現と tumor buds 数の比較 

(A) CCR7 の H score と tumor buds 数の比較。 

(B) CCR7 と E-cadherin の H score の比較。 

(C) CCR7 と vimentin の H score の比較。 

(D) CCR7 の H score と EMT status の比較。 

 

5. EHCC 細胞株における CCR7 発現の検討 
CCL19 / CCR7 相互作用による EHCC 細胞株の遊走、増殖、浸潤能力の検

討に先立ち、TFK-1、EGI-1、KKU-100、TYBDC-1 における CCR7 mRNA 
の発現を RT-PCR により検査した。CCR7 mRNA の発現水準は、β-actin に
より標準化した。CCR7 / β-actin 比は、TFK-1、KKU-100、TYBDC-1、
PBMC では各々 2.70×10-6、2.39×10-5、5.25×10-7、6.13×10-3 であり、EGI-
1 では検出されなかった（図 13）。 
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図 13. EHCC 細胞株における CCR7 発現 

RT-PCR により、各細胞株における CCR7 mRNA の発現を解析した。CCR7 mRNA 

の発現水準は、β-actin により標準化した。「n.d.」は「not detected」を示す。 

 
6. EHCC 細胞株における EMT 関連蛋白の発現と CCL19 刺激による変化 

Western blot 解析により、各細胞株の元々の E-cadherin、vimentin の発

現と CCL19 刺激後の変化を検討した。 
E-cadherin は TFK-1、EGI-1、TYBDC-1 で発現していたが、KKU-100 

では検出されなかった (図 14A)。Vimentin は TYBDC-1 で強く発現し、

KKU-100 でわずかに発現していたが、TFK-1、EGI-1 では検出されなかっ

た (図 14A)。このように各細胞株間で E-cadherin や vimentin の発現に差

異を認めた。 
リガンド刺激による EMT 誘導の効果を検討するため、各細胞株を 100 

ng /mL CCL19 とともに 48 時間培養し、E-cadherin、vimentin の発現変化

を検討した。CCL19 刺激後に TFK-1 では E-cadherin の発現が有意に減少

し (p = 0.036; 図 14B)、vimentin の発現が有意に増加し (p = 0.017; 図 14B)、
KKU-100 では vimentin の発現が有意に減少した (p = 0.007; 図 14B)。 
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 図 14. Western blot 解析による EMT 関連蛋白の評価 

(A) 各細胞株における、元々の E-cadherin、vimentin 発現を評価した。各タンパクの

発現水準は、β-actin により標準化した。数値は TYBDC-1 との比を示す。「n.d.」

は「not detected」を示す。 

(B) 各細胞株を CCL19 で前処理した後に、E-cadherin、vimentin 発現の変化を評価し

た。各タンパクの発現水準は、β-actin により標準化した。グラフは、平均値±標

準偏差を示す。 
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7. Wound healing assay による遊走能力の検討 
各細胞株の側方への遊走能力および CCL19 刺激後の遊走能力の変化を

検討した。TFK-1、EGI-1 と比較して、KKU-100、TYBDC-1 は元々の遊

走能力が高かった (図 15)。CCL19 刺激により TFK-1 は遊走能力が有意に

亢進したが (p = 0.035; 図 15)、他の細胞株では有意な変化を認めなかった 
(p > 0.05; 図 15)。 

 
図 15. Wound healing assay による各細胞株の遊走能力の評価 

CCL19 の前処理による遊走能力の変化を評価した。Scale bar は 500 μm を示す。

グラフは平均値±標準偏差を示す。 

 
8. Cell proliferation assay による増殖能力の検討 

Wound healing assay では細胞遊走のみならず細胞増殖によっても溝が

塞がる。そのため、Wound healing assay の結果の解釈にあたりどの程度

細胞増殖の影響を考慮すべきかを評価する目的で、Wound healing assay 
と同じ条件で培養した細胞株の細胞増殖の程度を評価した。CCL19 刺激

による細胞増殖の変化は観察されなかった (p > 0.05; 図 16)。 
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図 16. Cell proliferation assay による各細胞株の増殖能力の評価 

グラフは平均値±標準偏差を示す。 

 
9. Migration assay と invasion assay による遊走および浸潤能力の検討 

Transwell® inserts と Matrigel® invasion chambers を使用して、各細胞株

の垂直方向への遊走能力と浸潤能力、および CCL19 刺激による変化を評

価した。EGI-1 と KKU-100 は播種した細胞が TFK-1 や TYBDC-1 と比較

して少ない割に遊走能力と浸潤能力が高かった。また、KKU-100 は
migration assay と invasion assay で同じ細胞数を播種したにも関わらず、

invasion assay で移動した細胞が多かった。CCL19 刺激により TFK-1 では

遊走能力および浸潤能力が有意に亢進したが (p = 0.016; 図 17A、および p 
< 0.001; 図 17B)、その他の細胞株では有意な変化を認めなかった (p > 
0.05; 図 17A, B)。  
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図 17. Migration assay と invasion assay による各細胞株の遊走、浸潤能力の評価 

(A) Migration assay で CCL19 の前処理による遊走能力の変化を評価した。左の

グラフは遊走細胞の面積占拠率、右のグラフはリガンド刺激による変化率を

示す。 
(B) Invasion assay で CCL19 の前処理による浸潤能力の変化を評価した。左のグ

ラフは浸潤細胞の面積占拠率、右のグラフはリガンド刺激による変化率を示

す。 

Scale bar は 500 μm を示す。グラフは、（平均値）±（標準偏差）を示す。 

 

10. 中和交代による CCL19 / CCR7 相互作用の阻害効果の検討 
Migration assay において CCL19 による TFK-1 の遊走能力亢進が抗

CCR7 抗体で阻害可能かを評価した。抗 CCR7 抗体による前処理で 
CCL19 による TFK-1 の遊走能力の亢進は抑制されたが、アイソタイプコ

ントロールによる前処理では抑制されなかった（図 18）。 
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図 18. Migration assay における中和抗体の効果の評価 

TFK-1 を用いて CCL19 および中和交代の前処理による遊走能力の変化を評価した。

Scale bar は 500 μm を示す。グラフは平均値±標準偏差を示す。 
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考察 
 

ケモカインは、生理的環境における多くの細胞の移動制御において重要

な役割を果たしており (Campbell and Butcher, 2000)、近年、腫瘍微小環境

の形成などにより腫瘍の浸潤、転移などに関連することが報告されている 
(Xu et al., 2011; Zhao et al., 2011; Liu et al., 2014; Mo et al., 2015)。現在ま

でに 50 種類程度のケモカインと 20 種類程度のケモカインレセプターが同

定されている。本研究では PHCC がリンパ節に転移しやすいことを考慮し、

生理的には免疫細胞の 2 次リンパ組織へのホーミングを制御する CCL19 / 
CCR7 (Dieu et al., 1998; Hirao et al., 2000) を検討の対象とした。 

 
EMT は一定の細胞形態を保って基底膜上に整列した上皮系細胞が、極性

および細胞間接着を失い、遊走能、運動能を獲得し、間葉系形質を持つ細

胞に変化する現象を指す (Thiery and Sleeman, 2006; Thiery et al. 2009)。
EMT は正常の発生過程では様々な器官形成の過程、組織構築のプロセスに

不可欠な生理的機構であるが、腫瘍においては EMT の異常な活性化によ

り癌細胞が細胞間接着を失って遊走能、浸潤能を獲得し、間質浸潤から脈

管侵襲を経て転移巣を形成すると考えられている (Thiery, 2002; Brabletz et 
al., 2005; Thiery and Sleeman, 2006; Polyak and Weinberg, 2009; Thiery et 
al., 2009)。EMT とケモカインの関連についてはケモカインは元々細胞遊走

活性の制御を主機能とするサイトカインの一群であるため、EMT を誘導す

る因子となることも想像に難くない。実際に今回、研究の対象とした 
CCR7 は乳癌 (Xu et al., 2017)、胃癌 (Zhang et al., 2015)、膵臓癌 (Zhang et 
al., 2016) で EMT を誘発することが示されている。しかしながら、PHCC 
における CCR7 の発現と EMT 誘導の関連に言及した報告はない。従って、

本研究は予後不良の悪性腫瘍である PHCC の転移過程の一端を解明するた

め、腫瘍細胞の浸潤や遊走を誘導する因子として注目される CCR7 に着目

し、まず切除検体における CCR7 の発現と臨床病理学的因子、予後との関

係を検討した。さらに、CCR7 による腫瘍細胞の移動能力の亢進が EMT を
介して誘導される可能性に着目し、ケモカインと EMT との関連を臨床病

理学的解析および細胞株を用いた in vitro の実験の両面から検討した。 
 

CCR7 は一部の症例では大半の腫瘍細胞が周囲のリンパ節と同様の染色

強度で染色され、H score が 300 に近い値を示した。しかしながら、大部

分の症例では H score が低く、少なくとも高発現している症例は少なかっ
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た。予後や各臨床病理学的因子との比較にあたり、染色強度のカットオフ

値を定める必要があったが、中央値付近の score では log-rank test の統計

量 χ2 値が低く、検定統計量が最大となる score である 170 をカットオフ値

と定めた。カットオフ値の 170 は H score の分布の中では中央値の 90 より

やや高い値であり、CCR7 が臨床的意義を持つにはある程度の高発現が必

要条件となることが示唆された。 
 
CCR7 の発現と予後との比較では、CCR7 高発現群では有意に OS が低く、

多変量解析においても AJCC の T 分類、N 分類と並んで独立した予後不良

因子として選択された。また、CCR7 の H score と tumor buds 数は正の相

関を認め、CCR7 の H score が大きくなるほど、E-cadherin の H score が小

さくなり、vimentin の H score が大きくなる傾向を認めたが、数値として

の関連は小さかった。また E-cadherin と vimentin の発現を組み合わせた 
EMT status と CCR7 の H score に有意差はなく、CCR7 の発現と EMT の明

らかな関連は認めなかった。 
CCR7 の発現によって予後が不良となる原因を検索するために、CCR7 

の発現と臨床病理学的因子の比較を行うと、組織学的グレード、微小静脈

侵襲と関連を認めた。組織学的グレードとの関連からは CCR7 の発現が腫

瘍の形質に影響を与えていること、脈管侵襲との関連からは CCR7 の発現

が腫瘍の遊走、浸潤能に影響を与えていることが示唆された。舌癌におい

て CCR7 の高発現と組織学的グレードの関連を示す報告を認めたが (Xia et 
al., 2015)、その機序に言及した報告はない。樹状細胞において CCR7 は 
RhoA 情報伝達経路を介してアクチン動態とそれに関連する細胞構造を制

御する (Jose et al., 2020) ことが知られている。また、甲状腺癌においては 
CCR7 がアクチン重合を介して細胞の増殖や遊走を促進すること (Sancho et 
al., 2006)、頭頸部癌 (Xu et al., 2015) や慢性白血病 (Gema et al., 2013) では

細胞骨格のリモデリングと関わる small GTPases Rho、Cdc42 (Vicente et al., 
2004) を活性化することが報告されている。このような CCR7 による細胞

骨格の形態的変化が、組織学的グレードに反映されている可能性がある。 
 
また、EHCC の細胞株を用いて in vitro で CCR7 の発現と EMT の関連を

検討した。入手した EHCC 細胞株のうち、CCR7 は  TFK-1、KKU-100、
TYBDC-1 で発現を認め、EGI-1 では検出されなかった。また、E-cadherin 
は TFK-1、EGI-1、TYBDC-1 で発現していたが KKU-100 では検出されず、

Vimentin は TYBDC-1、KKU-100 で発現していたが、TFK-1、EGI-1 では
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検出されなかった (表 4)。このように、各細胞株間で E-cadherin や 
vimentin の発現に差異を認め、TFK-1、EGI-1 は上皮系細胞の形質、KKU-
100 は間質系細胞の形質を示すなど、EMT status には個体差を認めた (表 
4)。 

 
表 4. 各 EHCC 細胞株の生物学的特徴   

Cell line  

mRNA 
expression protein expression 

EMT status CCR7/ 
β-actin ratio E-cadherin Vimentin 

TFK-1 2.697E-06 〇 × Epithelial status 

EGI-1 Not detected 〇 × Epithelial status 

KKU-100 2.394E-05 × 〇 Mesenchymal status 

TYBDC-1 5.254E-07 〇 〇 Intermediate status 

〇, positive; ×, negative    

 
CCL19 による刺激後、TFK-1 では E-cadherin の発現が有意に減少すると

ともに vimentin の発現が有意に増加し、EMT 様の変化が観察された。一

方、KKU-100 では vimentin の発現減少が観察された (表 5)。これは EMT 
との関連というよりは、KKU-100 では vimentin の発現が少なく、Western 
blot 解析のバンドが薄いため、ノイズの可能性もある軽微な変化を過大評

価している可能性が考えられた。また、KKU-100 は他の 3 種類の細胞株と

比較して細胞が大きく、容易にコンフルエントに達する特徴があり、48 時

間の培養で形成された高密度単層の接触阻害による変化を観察している可

能性も考えられた。 
CCL19 の刺激により TFK-1 では 遊走能力、浸潤能力が有意に亢進した 

(表 5)。TFK-1 のみに着目すると、上記の EMT 関連蛋白の変化と合わせて、

CCL19 の刺激により EMT が誘導された可能性もあるが、TFK-1 における 
CCR7 の発現量が少なかった点と、本研究では E-cadherin や vimentin 以外

の EMT 調節因子の検討がない点に留意すべきである。EMT の国際会議に

よる声明では、EMT の厳密な定義がないことが問題点として指摘されてい

る (Yang et al., 2020)。E-cadherin の部分喪失を EMT とみなす研究もある

が、数値的な基準は報告されていない。EMT に伴う一連の複雑な細胞変化

には、多数の分子が関わっており、現時点では EMT 誘導シグナル、EMT 
関連転写因子、上皮細胞および間葉細胞の様々な特性を考慮して総合的に 
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EMT か否かを判断することが推奨されている。本研究においても Snail、
Slug、ZEB1、ZEB2 の発現を検討することで EMT との関連を精査し得る

が、現状では CCR7 の発現と EMT の明確な関連が示唆されたとは言い難

い。 
TFK-1 以外の細胞株を含めると、Wound healing assay では KKU-100、

TYBDC-1 が TFK-1、EGI-1 と比較してよく遊走し、migration assay や 
invasion assay においては EGI-1 と KKU-100 は播種した細胞が TFK-1 や 
TYBDC-1 より少ない割に遊走細胞、浸潤細胞が多かった (表 5)。各細胞株

間の比較しかないことや系の違いを考慮すべきではあるものの、上皮系形

質を示した EGI-1 は migration assay や invasion assay においては比較的高

い遊走能力を示しており、単純な E-cadherin や vimentin の多寡でこの結果

を説明することはできない。 
また、KKU-100 は migration assay と invasion assay で同じ細胞数を播種

したにも関わらず、invasion assay で移動した細胞が多かった。Invasion 
assay においてはメンブレンにコーティングされたマトリゲルに浸潤する

必要があり、KKU-100 は MMP 等の発現が高い可能性がある。MMP-9 は
前立腺癌において浸潤を促進すること (Xu et al., 2010)、頭頚部扁平上皮癌

において CCR7/CCL19 相互作用がアクチン細胞骨格の再構成や MMP-9 の 
upregulation を介して細胞の走化性や遊走を調節することが示されている 
(Guo et al., 2014)。また、MMP-9 は E-cadherin を抑制すること (Karen et 
al., 2013) から、KKU-100 が MMP-9 を高発現していると仮定すると E-
cadherin が検出されなかったこととも関連する可能性がある。本研究にお

いて KKU-100 が高い浸潤能力を示した理由を明らかにすることはできな

いが、浸潤に関わる機構解明の手掛かりとなる可能性が示されたと考える。 
CCR7 の mRNA 発現量には各細胞株で差異を認め、TFK-1 ではその発現

量が低いにも関わらず CCL19 刺激による変化を認めた。個々の細胞株で生

物活性を発現させるために必要な CCR7 の発現量は明らかにされていない。

本研究の臨床病理学的検討からは臨床的効果の発現にはある程度 CCR7 が
高発現している必要が示唆されたが、評価に用いた H score は発現量と発

現割合が混在した数値であり、個々の細胞において CCR7 の発現量が増え

ることで効果が増強されるかは明らかではない。そのため、CCR7 を 
knock down した TFK-1 と、CCR7 を knock in した TFK-1 で同様の実験を

行うことで、CCR7 が低発現でも効果が得られるか、受容体量に依存して

効果が増強するかを検討する必要がある。一方で、CCR7 の mRNA 発現量

の高い KKU-100 では、少なくとも観察した実験系においては CCL19 刺激
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による変化を認めなかった。KKU-100 の高い浸潤能力が CCR7 の高発現と

関連するかについては、CCL21 や CCR7 の別のシグナルを含めた検討が必

要である。 
 

表 5. CCL19 刺激後の各 EHCC 細胞株の変化  

Cell line  
CCR7  mRNA 
(β-act in ratio) 

original EMT 
status 

Bioactivity protein expression 

Proliferation Migration Invasion E-cadherin Vimentin 

TFK-1 2.697E-06 Epithelial → ↑ ↑ ↓ ↑ 

TFK-1 
+ anti CCR7 mAb 

     →       

EGI-1 Not detected Epithelial → → → → → 

KKU-100 2.394E-05 Mesenchymal → → → → ↓ 

TYBDC-1 5.254E-07 Intermediate → → → → → 

anti CCR7 mAb, anti CCR7 monoclonal antibody; ↑ , enhancement or upregulation; →, No significant change; ↓,  
suppression or downregulation 

 
CCR7 が予後に影響する経路は明確ではないものの、臨床病理学的検討

において CCR7 高発現が AJCC の T 分類、N 分類と並んで独立した予後不

良因子として選択された点、migration assay において抗 CCR7 抗体により 
CCL19 による TFK-1 の遊走能力の亢進が抑制された点 (表 5) から、CCR7 
が治療標的となる可能性が示唆された。CCR7 を標的とした治療に関して

はマウスによる in vivo の検討で異種移植片ヒトマントル細胞リンパ腫に対

する抗 CCR7 抗体治療の有効性が報告されている (Somovilla-Crespo et al., 
2013)。しかしながら、抗 CCR7 抗体は免疫寛容に関与する制御性 T 細胞

や半成熟樹状細胞などの遊走にも関与している (Forster et al., 2008; Forster 
et al., 2012)。抗 CCR7 療法はそのような生理的 CCR7 発現細胞の遊走を抑

制する可能性もあり、実際に CCR7 の慢性的な欠乏が自己免疫疾患を誘発

する可能性があるとの報告もある (Winter et al., 2011)。そのため、特定の

免疫不全が誘発される可能性も念頭に置いて臨床応用に臨む必要があり、

必要に応じて腫瘍細胞の CCR7 を特異的に標的にする、または、CCR7 に
関連する特定のシグナル伝達経路を阻害するなどの代替戦略を要する可能

性がある。頭頚部扁平上皮癌においては AKT シグナル経路を介して 
cisplatin 耐性を阻害することが示唆されており (Wang et al., 2008)、臨床応

用が実現した場合には既存の化学療法の有効性を高める補助療法となる可

能性がある。具体的には、切除標本または生検標本で CCR7 の高発現が認
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められた場合に、抗 CCR7 抗体を gemcitabine や cisplatin と組み合わせて

投薬することで、奏効率の向上、再発率の抑制に寄与することが期待され

る。 
 
本研究には制約がある。第一に、本研究は国内単一施設の後ろ向き研究

である。メタ解析では、CCR7 の高発現が OS に与える影響は、白人より

もアジア人でより顕著であることが報告されており (Zu et al., 2019)、本研

究の結果の解釈にも留意すべきである。ただし、本研究の対象とした 
PHCC は高度な手術手技と注意深い周術期管理を要することから、治療可

能な施設は限定的であり、単一施設の研究としても一定の意義を有すると

考えられる。 
第二に、切除標本における CCR7 発現の評価を IHC で行った点にも留意

が必要である。IHC 染色は検体におけるタンパク質発現の研究で広く採用

されているが、施設毎、研究毎に染色の手技やスコアリングに差があると

いう欠点もある。今回の検討で暫定的に定めた CCR7 のカットオフ値は普

遍的なものではないが、少なくともある水準以上 CCR7 が高発現していな

ければ、臨床的な意義に乏しいことが示唆された。治療対象となる症例選

抜の精度向上を目的として、至適カットオフ値のさらなる検討や乳癌にお

ける HER2 と同様に検体における CCR7 遺伝子増幅の検査が CCR7 過剰発

現の診断補助となるかの検討が必要である。 
第三に、生体における CCL19 の濃度や供給源に関するデータがない。

In vitro の検討では、transwell migration assay における CCL19 による遊走

活性に与える影響が 10 nM でピークを示したという既報 (Astrid et al., 
2019) を踏まえ、100 ng/ml (約 10 nM) で CCL19 によるリガンド刺激を行

った。しかしながら、健常者における CCL19 の血漿濃度は約 30-90 pg/ml 
と報告されており (Damas et al., 2009; Ilir et al., 2013)、100 ng/ml と比較

してはるかに低い。ただし、CCR7 や CCL19、CCL21 の欠損が生体内で免

疫不全を引き起こすことから (Forster et al., 2008)、生体内における低リガ

ンド濃度でも CCR7 が機能する機構を有することが予想されている。具体

的には CCR7 のホモ二量体化によりリガンドとの結合能が増強する可能性

を示唆する報告 (Kobayashi et al., 2017) もあるが、十分に明らかにはされ

ていない。リガンドの供給源については、頭頚部扁平上皮癌では autocrine 
や paracrine による CCR7 シグナル伝達の活性化が示されている (Wang., 
2008)。本研究では病理組織試料において CCL19 の免疫染色を試みたが非

特異的な染色所見しか得られずに断念し、生体における腫瘍周囲のリガン
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ド発現の情報がない。保存した血清中の CCL19 濃度を確認する選択肢はあ

るものの、血清値は腫瘍周囲微小環境を反映していない可能性がある。胆

管癌細胞株における培養上清中のリガンド濃度計測を行うことも考えられ、

今後の研究課題である。 
第四に、ケモカインのリガンドの重複性に関する検討がない。本研究で

は、CCL19 / CCR7 相互作用を検討したが、CCR7 のリガンドは、CCL19 
の他に CCL21 の存在も知られている (Willimann et al., 1998; Ott et al., 
2004)。CCL19 は EMT に関連する ERK1/2 の活性化において CCL21 より

効率的であると考えられているが (Kohout et al., 2004)、両者はアミノ酸同

一性を 32% しか共有しておらず、リガンドバイアスを有している (Steen et 
al., 2014)。従って、CCL21 に関する検討を加えることで、さらなる知見が

得られる可能性がある。 
第五に、TFK-1 において実際に EMT が誘導されたかを検証する必要が

ある。EMT 関連の転写因子である Snail、Slug、ZEB1、ZEB2、Twist など 
(Thiery, 2002; Hugo et al., 2007; Thiery et al., 2009) の PCR による検討を加

えて総合的に判断すべきである。 
第六に、肝外胆管癌において CCR7 の高発現がどのような経路で予後に

影響しているかが明らかになっていない。本研究では EMT との関連を推

測して検討を行ったが、明確な相関を示す結果は得られなかった。ただし

今日までに報告されている CCR7 の機能は、遊走の制御や EMT の誘導だ

けではない。CCR7 は樹状細胞において走化性のみならず、PI3K/AKT 経
路を介して生存を制御し、RhoA 経路を介してアクチン動態を調節し、遊

走速度、細胞構造、エンドサイトーシスを制御することが報告されている 
(Jose et al., 2020)。また、腫瘍細胞においても浸潤や転移のみならず、非

小細胞肺癌において ERK 経路を介して細胞を増殖させること (Xu et al., 
2011) 、乳癌において AKT シグナル伝達経路を介して血管内皮増殖因子を

発現させリンパ管新生を亢進させること (Fatan et al., 2015) が明らかにさ

れている。これらの CCR7 のシグナル経路の検討を加えることで、有効な

薬物治療の標的を探索できる可能性がある。 
CCR7 に関連する分子、微小環境構成因子の検討を深め、有用な薬物治

療の構築を目指したさらなる研究が必要である。 
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結論 
 
① 本研究から得られた新知見 

1. PHCC の切除標本を用いた臨床病理学的な検討において、CCR7 の発現

は IHC による評価が可能であり、H score による発現強度の分類が可能

であった。 
2. CCR7 の発現と予後との比較では CCR7 高発現群では有意に OS が低く、

多変量解析においても AJCC の T 分類、N 分類と並ぶ独立した予後不良

因子として選択された。 
3. CCR7 の高発現は腫瘍の形質や遊走、浸潤能力を反映していると考えら

れる組織学的グレード、微小静脈侵襲と関連を認めた。また、EMT 関
連蛋白である E-cadherin、vimentin や EMT の形態学的表現型と考えら

れている tumor budding 数と弱い関連を認めた。 
4. 4 種類の EHCC の細胞株を用いた検討では CCR7 は TFK-1、KKU-100、

TYBDC-1 で発現を認め、EGI-1 では検出されなかった。E-cadherin や 
vimentin の発現には個体差を認めた。 

5. CCL19 による刺激後、 TFK-1 において E-cadherin の発現減少、

vimentin の発現増加、遊走能力、浸潤能力の亢進を認め、EMT 様の変

化を示した。 
6. EGI-1、KKU-100、TYBDC-1 においては、CCL19 刺激による EMT 関

連蛋白と遊走、浸潤能力の有意な変化を認めなかった。 
7. Migration assay において、抗 CCR7 抗体により CCL19 による TFK-1 

の遊走能力の亢進が抑制され、CCR7 が効果的な治療標的である可能性

が示唆された。 
8. KKU-100 では migration assay よりも invasion assay で高い浸潤能力を

示し、浸潤に関わる機構解明の手掛かりとなる可能性が示された。 
 
② 新知見の意義 

本研究は PHCC において CCR7 の発現と予後、臨床病理学的因子と

の関連を検討した世界初の報告である。PHCC において CCR7 の高発

現は独立した予後不良因子であり、CCR7 が治療標的となる可能性が示

唆された。CCR7 の発現は IHC により簡便に評価可能であり、切除標

本による診断のみならず、生検標本を用いて術前に腫瘍の性質を診断

することも可能である。臨床応用が実現した場合、標本における CCR7 
の高発現が認められた症例に対して gemcitabine や cisplatin と組み合わ
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せて抗 CCR7 療法を行うことで、奏効率の向上に寄与することが期待

される。このように CCR7 は PHCC の予後予測因子、かつ治療標的と

なる可能性がある。 
 

③ 今後どのような研究が展開されうるか 
臨床的には CCR7 発現の至適カットオフ値の検索を含めた評価法の

検証、改良を進める。また治療対象となる症例選抜の精度向上を目的

として、組織標本における CCR7 遺伝子増幅の検査が CCR7 過剰発現

の診断補助となるかの検証も検討される。 
PHCC において CCR7 の高発現と EMT との明らかな関連は不明であ

り、どのような経路で予後に影響しているかを探索する必要がある。

様々な経路を想定して CCR7 に関連する分子、微小環境構成因子の検

討を行い、有用な薬物治療の構築を目指した研究を行う。 
 

④ 今後の課題 
CCR7 の高発現と予後の関連に介在する因子を探索し、CCL19 に加

えて CCL21 を含めた検討を要する。また、探索した因子が受容体の発

現量や外因性のリガンドに依存するかの検討が必要である。 
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