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DC  dendritic cell 

DEG  differentially expressed gene 

DTX  docetaxel 
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FDR  false discovery rate 
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ICD  immunogenic cell death 

MDSC  myeloid derived suppressor cell 
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TAM  tumor-associated macrophage 
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1. 要旨 

 

 我々は RNA sequencingによる網羅的なトランスクリプトーム解析と、腫

瘍微小環境を表現する遺伝子セットを定義して GSEA 解析を行い、食道扁平上

皮癌の腫瘍微小環境を、低酸素環境を特徴とする群、CD8+ T細胞による抗腫瘍

免疫が活発であるが同時にT細胞の疲弊も認められる群、M2型マクロファージ

や肥満細胞よる抗腫瘍免疫の抑制が目立つ群、非同義変異が少なく抗原提示が

生じていない群の 4 種類に分類した。また機械学習により腫瘍微小環境の特徴

量を選択することで、IMMUGENO_GRAM を作成した。患者の転帰を予測ある

いは評価する際に、本研究の結果をふまえた患者背景の検討を行うことで、よ

り効果的な個別化治療の適用が期待される。 

 

 

  



5 

 

 

2. 序文 

 

食道扁平上皮癌の疫学について 

食道がんは、がんの中で罹患数としては世界で 8 番目に多く、がん関連

死亡者数としては 6番目である 1。2018年に食道がんの新規罹患者数は 572,034

人、死亡者数は 508,585 人であり、世界的な健康問題として注目されている。

わが国は 2019年の統計によると食道がん死亡者数 2は 11,619人であり、がん関

連死としては肺、大腸、胃、膵臓、肝臓、胆嚢・胆管に次ぐ 7番目となる約 3%

に相当する。食道がんの年齢調整死亡率では男性 7.1人、女性 1.2人で、男女と

もに横ばいからやや減少傾向となっている。年齢調整罹患率は 9.9 人であり、

性別で分けると男性は 17.6 人で、大腸、胃、前立腺、肺、肝および肝内胆管に

次いで 6 番目に多く、女性は 3.2 人で、10 番目以降である。わが国における食

道がん患者の性別は男女比が約 6：1と男性に多く、好発年齢は 60代から 70代

であり全体の年代の約 74％を占めている。食道がんの罹患率は男性でゆるやか

に増加傾向にあり、女性は横ばいである。 

日本食道学会による全国調査 3によれば、早期に発見された場合には 5年

生存率は 90％に近く良好である。しかしながら早期の食道がんは臨床症状が不
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明瞭であるため、半数以上が進行期に発見され、進行がんの 5 年生存率は 15-

20%程度まで急落する。食道扁平上皮癌 (Esophageal Squamous Cell Carcinoma: 

ESCC)の多くは高齢患者であり、アルコールやたばこの大量消費、食習慣の偏

りによる栄養不良や、その他の併存疾患を含む臨床背景を有することが一般的

である。その結果として、進行癌の患者は標準的な複合治療や手術に耐えるこ

とができず、また手術を行わずに化学放射線療法を選択した患者の全生存期間

は、切除術を受けた患者に比べて有意に悪い。 

発生部位は、胸部中部食道 (Mt)が 50％と最も多く、次いで胸部下部食道 

(Lt)が 25％、胸部上部食道 (Ut) が 12％、腹部食道 (Ae) が 6％、頸部食道 (Ce)が

5％と続いている。食道がんの主な組織型は扁平上皮癌と腺癌であり、この組

織型の発生率は地理的分布と密に関連している 4。バレット食道腺癌が欧米で

増加していることはよく知られているが、わが国でも食道がん全体における腺

癌の発生割合は 1995 年には 1.7％であったのが、5％まで増加傾向にある。とは

いえ世界的に食道がんの 80%は ESCC であり、東アジアやアフリカ東部・南部

では発生率が高く増加傾向にある 5。わが国でも ESCCが 90%を占めている。北

欧、西欧、北米、オセアニアで食道腺癌全体の 46％が発生しているのに対して、

アジアや南欧で ESCC全体の 79％が発生している 6。 
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食道がんの標準治療 

 JCOG9907 試験において 7、シスプラチンと 5-FU を用いて術前に化学療

法を行った患者の 5 年生存率は 55%である一方で、術後に化学療法を行った患

者は 5 年生存率が 43%と統計学的有意差をもって術前化学療法の効果が示され

た (Hazard ratio 0.73, 95%CI 0.54-0.99, p=0.04)。また術後合併症に差を生じないこ

とも報告されている。進行食道がんや手術後再発症例に対しては抗がん剤によ

る治療が追加されるが、転移を有する ESCC は化学療法に対して抵抗性を示す

ことが多く予後が不良であると報告された。また食道がんに対しても大腸がん

や乳がんなどに投与されるような分子標的薬が期待されており、様々な臨床試

験が行なわれているが、現時点では ESCC に著効する分子標的薬は見出されて

いない。 

 

がん免疫サイクル Cancer-Immunity cycle 

 腫瘍微小環境 (Tumor MicroEnvironment)における免疫応答は ChenとMell-

manによってがん免疫サイクル Cancer-Immunity Cycle8として評価された。抗腫

瘍免疫ががん細胞を効果的に死滅させるためには、一連の段階的な免疫応答が

開始され、それが反復的に進行拡大する必要がある。 
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1. 最初に樹状細胞 (Dendritic Cell: DC)などの抗原提示細胞 (Antigen Presenting 

Cell: APC)に腫瘍抗原が取り込まれる。 

2. 樹状細胞はMHC-IあるいはMHC-IIに結合させた抗原を T細胞に提示しつつ

リンパ節へと遊走する。 

3. リンパ節に到達した APC により、抗原特異的な活性を有する T 細胞のプラ

イミングおよび活性化が生じる。エフェクターT細胞とTreg細胞の比率が免

疫応答の方向性において重要な鍵となることが知られている。 

4. T細胞が脈管を経由して腫瘍まで遊走する。 

5. 血管内皮をこえて腫瘍内に T細胞が浸潤する。 

6. T 細胞受容体 TCR と MHC-I に結合した抗原との相互作用を介してがん細胞

を特異的に認識する。 

7. 標的のがん細胞を障害する。 

がん細胞が障害されると、さらに腫瘍関連抗原が放出され上記のサイクルを繰

り返し、がん免疫サイクルは加速し続けるはずであるが、実際の担がん患者で

はこのサイクルが適切に機能していない。例として腫瘍抗原が APCに認識され

ない、樹状細胞や T 細胞が抗原を異物ではなく自己として認識してしまい細胞

を障害する系ではなく免疫寛容が誘導される、T 細胞が適切に腫瘍まで遊走浸
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潤しない、など上記のどのステップが障害されても効果的な抗腫瘍免疫の誘導

は困難となり、がん細胞は免疫機構から逃避する。 

また一連のサイクルが維持されるためには炎症性サイトカインを含む適

切な微小環境が整っている必要がある。PD-1 や CTLA-4 のような抑制性受容体

の関与を介して T 細胞の機能が抑制されると、免疫からの逃避や腫瘍増殖が引

き起こされる 9。PD-L1 は通常 APC の表面上に発現しているが、がん細胞や

TME に存在する非形質転換細胞の表面上にも強く発現していることが報告され

た 10。がんの 20-50%に免疫調節因子である PD-L1 が発現していることは、PD-

L1/PD-1, PD-L1/B7.1, PD-L2/PD-1 の相互作用を標的とする免疫療法の開発につ

ながった 11,12。活性化されたエフェクターT 細胞の PD-1 に、がん細胞または免

疫細胞の PD-L1が結合すると、リン酸化酵素 SHP-2のリクルートとそれに続く

PI3K カスケードが不活化される 13。このカスケードはがん細胞の障害に必要な

細胞障害性メディエーターの分泌や産生を抑制するが、PD-L1/PD-1 相互作用の

遮断によりこのカスケードが阻害されると、T 細胞の細胞障害活性が可逆的に

取り戻される。また興味深いことに、抗 PD-L1 抗体や抗 PD-1 抗体が腫瘍に対

して有意な奏効を示した場合、その多くで腫瘍縮小効果は比較的長期にわたり

維持される。例えばメラノーマでは抗 PD-1 抗体ニボルマブによる 31％の全奏

効率と 18.4～117.0 週間以上の奏効期間が報告された 12,14。また別の抗 PD-1 抗
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体ランブロリズマブでも 38％の全奏効率と 1.9～10.8 か月の奏効期間が報告さ

れている 15。ESCC に対して行われた抗 PD-1 抗体ペンブロリズマブの非盲検単

剤試験である KEYNOTE180試験では FDAの検査で PD-L1の Combined Positive 

Scoreが 10点以上とされた ESCC患者 35人の全奏効率は 20％ (95%CI: 8~35%)で

あり、奏効期間は 4.2～25.1 か月以上で、71％ (5 人)に 6 か月以上、57％ (3 人) 

に 12か月以上の長期にわたる効果が確認された 16。 

 このようにがんに対する免疫療法は非常に注目されており、免疫チェッ

クポイント分子を阻害する抗 CTLA-4抗体や抗 PD-1/PDL1 抗体などの分子標的

薬が次々と開発され、臨床試験では様々ながん種に対する有効性が示されつつ

ある。免疫応答の抑制は自己免疫による組織損傷を防ぐための生理的な機構で

あると考えられているが、PD-L1 発現を阻害することで引き起こされる自己免

疫はすべての患者に引き起こされるわけではなく 17、グレード 3～4の治療関連

有害事象は、治療を受けた患者の 13％～21％で発生したと報告された 14,15。ま

た自己免疫が引き起こされた患者も、その多くは支持療法やステロイド投与に

よる免疫抑制によって容易に症状が制御された。この安全性も免疫治療が期待

される理由の一つである。 

さらに免疫チェックポイント阻害薬は、すでに複数の化学療法を受けた

患者に対して 2nd line 以降として投与された場合においても、生存期間の延長
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を可能にすることで注目された。その場合においても副作用は比較的軽微なも

のにとどまり、多くの患者に長期間にわたる治療継続を可能とすることが期待

されている 18。先に述べた KEYNOTE-180は 2nd line以上の全身治療を受けた進

行・転移性の ESCC患者を対象とした第 II相臨床試験である 16。 

ただしがん免疫は単一遺伝子により制御されているわけではなく、微小

環境を含んだ ecosystemとして機能しており、その全体を免疫環境として評価し

なければならない。腫瘍細胞における PD-L1 の発現の高い症例において、抗 

PD-1 抗体の効果が高かったとする報告や 19、腫瘍細胞だけでなく腫瘍内に浸潤

する免疫細胞などを含む間質細胞上の PD-L1 発現の多寡が抗 PD-L1 抗体の効果

と有意に関連していたとする報告 20がある一方で、免疫染色等で PD-L1発現量

を推定することは必ずしも治療効果を明確に規定しないとする報告も存在する

21。また免疫チェックポイント阻害薬は高額な治療薬であり、費用対効果の評

価は社会的に重要である。治療の有効性を事前に予測するため、あるいは治療

継続の是非を判定するためにはTMEを評価する新たな枠組みの探索が必要とな

る。患者ごとに異なるTMEをより詳細に分析することで、治療効果のさらなる

改善が期待される。本論文ではESCCを取りまく免疫環境を含めたTMEをRNA 

sequencingを通して評価することにより、新たなESCCの分類と有効性が期待さ

れる治療について考察する。 
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3. 方法 

 

Material 

本研究では 2001年 6月 22日から 2016年 8月 19日までに国立がん研究セ

ンター中央病院で行われた ESCCに対する手術検体 99症例のうち、文書による

同意が得られなかった 1 症例と、十分な量の研究用検体が採取できなかった 1

症例を除いた 97症例に対して解析を行った (Table 1)。新鮮凍結検体は国立がん

研究センターバイオバンクから提供され、すべての症例は日本人である。癌組

織 ESCC と非癌部組織 NT は手術検体から採取され、すべての検体はヘマトキ

シリン・エオシン染色標本に基づいて、病理専門医により確定診断がなされた。

検体番号は食道を意味する接頭辞「es」と、癌を意味する接尾辞 「T」または

非癌部を意味する 接尾辞「N」を用いて表記する。うち 19人に対して術前治療

が行われ、化学療法 として FP 療法 (5FU+CDDP)が 14 人、DCF 療法 

(5FU+CDDP+DTX)が 1人、ならびに化学療法 (5FU+CDDP)＋放射線療法が 4人

である。 



13 

 

 

 

Table 1: ESCC 97症例の臨床情報。 

男性と女性の比率は 5.5:1で食道がんの罹患率に近しい。男性であることと飲酒

歴には OR26.6 (p=1e-5), 男性であることと喫煙歴には OR7.1 (p=0.003)の偏りが

存在する (フィッシャー正確検定)。術前治療は、化学療法 (5FU+CDDP あるい

は 5FU+CDDP+DTX)、並びに化学療法 (5FUX+CDDP)＋放射線療法である。 

5FU: 5 Fluorouracil, CDDP: cisplatin, DTX: docetaxel, rad: radiation therapy 

 

RNA sequencing 

凍結検体からトータルRNAを抽出するためにmiRNeasy Mini (Qiagen, Hil-

den, Germany)を使用した。抽出した RNA の濃度は QubitTM RNA BR Assay Kit 

(Life Technologies Corporation of Grand Island, NY, USA)のプロトコルに従い定量

した。続いて SureSelect Strand-Specific RNA Library Prep for Illumina Multiprexed 
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Sequencingのプロトコルに従い cDNAライブラリを調製し、Agilent 2100 Bioan-

alyzer (Agilent Technologies)で確認された良好な品質の cDNA ライブラリのみを

対象として次世代シーケンサ HiSeq 1500 (Illumina, San Diego, CA)による RNAシ

ークエンスを行った。 

 

edgeRによる DEGの同定 

Fastq paired end形式で得られた RNA sequencingのリードデータを解析ソ

フトウェア Tophat2 (ver2.4.0)を用いて GRCh38 にマッピングして bam ファイル

を得た。続いて subread-2.0.1 featureCounts で変換したカウントデータを転写産

物長で補正して RPKM を計算した。R 統計パッケージにより群間のユークリッ

ド距離をウォード法により計測することで教師なし階層的クラスタリングを行

った。発現変動遺伝子 (Differentially Expressed Genes: DEG)を同定するためには

edgeR を用いて exact test を行った。exact test では正規化係数の計算と分散の推

測を行い負の二項分布を推定してから、その分布において観測値よりも大きい

値が出現する確率を p-valueとして発現変動を検出した。 
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GSEAによる TMEの評価 

 RNA sequencingにより生成された mRNA発現プロファイルに対して、群

間の発現変動に応じた生物学的な意味を解釈する必要がある。遺伝子発現デー

タから TMEを評価するにあたり Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) 22を用い

た。GSEAを使用した理由として 

1. 多変量解析を行うと個々の遺伝子が統計的有意性を満たさず、生物学的差

異とノイズ差が分解できない。 

2. あるいは統計的に有意な遺伝子のリストを生成した場合にも、そのリスト

が有する生物学的な意味を理解できない。 

3. 同じ生物学的な系を対象とした場合においても、異なる研究から生成され

た統計的に有意な遺伝子のリストは重複しなかったと報告されている 23。 

GSEA は microarray や RNA sequencing のようなビッグデータにおける解析上の

課題を克服するために開発された手法であり、生化学的経路や、過去の研究で

明らかにされた生物学的知見に基づいて遺伝子セットを定義する。 

具体的には ESCC 97症例および NT 12症例について、各遺伝子の発現量

である RPKMを対数処理 log (RPKM+1)して遺伝子ごとに Z標準化した。NT 12

症例を基準として ESCC 1症例ごとの enrichment score (ES)を算出するために、

各症例の Z scoreを用いて遺伝子を降順に並べ、下記に示す遺伝子セット 24,25を
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使用して解析ソフトウェア GSEA (v4.1.0)による解析を行った。続いて遺伝子を

ランダムに並び替えた場合の ES を 1000 回計算する。この数値を使用して実際

のESを補正することにより、各症例の各遺伝子群に対して normalized ES (NES), 

p-value, false discovery rate (FDR)を計算した。 

 

GSEAにあたり使用した遺伝子セットとその内訳 

がん細胞を攻撃する エフェクター細胞の主役は CD8+ T 細胞である。免

疫チェックポイント阻害剤は免疫の抑制を阻害する治療であるが、攻撃の主体

である CD8+ T 細胞がそもそも存在しなければ効果は期待しにくい。実際にメ

ラノーマでは腫瘍浸潤 CD8+ T細胞の多寡が抗 PD-1 抗体の効果と関連していた

と報告されている 26。大腸がんにおいても Th1 細胞と細胞障害性 T 細胞浸潤が

協調的に存在することが無病生存や全生存の点で良好な臨床転帰と関連したこ

とが報告されている 24。T 細胞は早期がんで高発現を示し、腫瘍の進行ととも

に減少するが、T 細胞の浸潤密度が低いことは予後不良 27,28 と関連するとされ

る。一方で生存期間の延長に正の相関を示した B 細胞は、好中球、マスト細胞、

樹状細胞、マクロファージなどの自然免疫細胞の密度と同様に、腫瘍のステー

ジに応じて増加した。また適応免疫細胞としては Tfh 細胞、Th1、CD8+ T 細胞、

メモリーT細胞、B細胞に有意な相関が見出だされた 24。また適応免疫細胞が記
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憶表現型を獲得した場合には患者の長期生存が期待される。上記それぞれの免

疫環境や微小環境を特徴とする遺伝子セットを構成するにあたり pan-cancer で

報告されたシグネチャ 25を参考とした。また T 細胞が疲弊したときに発現量が

上昇する遺伝子を exhausted CD8として定義した。例えば活性化された T細胞に

発現する抑制性受容体である PD-1 は PD-L1 との結合により T 細胞の疲弊をも

たらし、最終的には T 細胞の細胞障害性を阻害することが知られている 29。癌

上皮 ESCCと正常上皮 ESOに特徴的な遺伝子セットも定義した。低酸素環境の

定義にはシステマティックレビュー30 により同定された低酸素遺伝子発現シグ

ネチャを参考とした。 

 

Hypoxia 

NDRG1, P4HA1, BNIP3, BNIP3L, ADM, ALDOC, PLOD2, PGK1, P4HA2, 

DDIT4, MXI1, PLOD2, ERO1A, SLC2A1, ANGPTL4 

ESCC 

PLA2G7, PRAME, MMP1, MMP3, MMP12, LILRB2, TREM2, CHST2, 

IGFBP2, IGFBP7, KCNJ8, EMILIN2, CTHRC1, ADGRE2, WDR72, LPCAT1, 

COL4A2, CCL4, SNX10 

ESO 

KRT13, S100A9, KRT4, SPRR3, S100A8, KRT5, CRNN, KRT6A, RHCG, 

CSTB 

Immature dendritic cell  

ACADM, AHCYL1, ALDH1A2, ALDH3A2, ALDH9A1, ALOX15, AMT, ARL1, 

ATIC, ATP5A1, CAPZA1, LILRA5, RDX, RRAGD, TACSTD2, INPP5F, 

RAB38, PLAU, CSF3R, SLC18A2, AMPD2, CLTB, C1orf162 

Activated dendritic cell 

ABCD1, C1QC, CAPG, CCL3L3, CD207, CD302, ATP5B, ATP5L, ATP6V1A, 

BCL2L1, C1QB, SNURF, SPCS3, CCNA1, CEACAM8, NOS2, SRA1, 
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TNFRSF6B, TREM1, TREML1, RHOA, SLC25A37, TNFSF14, TREML4, 

VNN2, XPO6, CLEC4C, TNFAIP2, UBD, ACTR3, RAB1A, SLA, HLA-DQA2, 

SIGLEC5, SLAMF9  

Plasmacytoid dendritic cell 

CBX6, DAB2, DDX17, HIGD1A, IDH3A, IL3RA, MAGED1, NUCB2, OFD1, 

OGT, PDIA4, SERTAD2, SIRPA, TMED2, ENG, FCAR, IGF1, ITGA2B, 

GABARAP, GPX1, KRT23, PROK2, RALB, RETNLB, RNF141, SEC14L1, 

SEPX1, EMP3, CD300LF, ABTB1, KLHL21, PHRF1 

Natural killer cell 

AKT3, AXL, BST2, CDH2, CRTAM, CSF2RA, CTSZ, CXCL1, CYTH1, DAXX, 

DGKH, DLL4, DPYD, ERBB3, F11R, FAM27A, FAM49A, FASLG, FCGR1A, 

FN1, FSTL1, FUCA1, GBP3, GLS2, GRB2, LST1, BCL2, CDC5L, FGF18, 

FUT5, FZR1, GAGE2, IGFBP5, KANK2, LDB3  

Natural killer T cell 

BTN2A2, CD101, CD109, CNPY3, CNPY4, CREB1, CRTC2, CRTC3, CSF2, 

KLRC1, FUT4, ICAM2, IL32, LAMP2, LILRB5, KLRG1, HSPA4, HSPB6, 

ISM2, ITIH2, KDM4C, KIR2DS4, KIRREL3, SDCBP, NFATC2IP, MICB, 

KIR2DL1, KIR2DL3, KIR3DL1, KIR3DL2, NCR1, FOSL1, TSLP, SLC7A7, 

SPP1, TREM2, UBASH3A, YBX2, CCDC88A, CLEC1A, THBD, PDPN, 

VCAM1, EMR1  

CD56bright natural killer cell 

ABAT, C11orf75, C5orf15, CDHR1, DCAF12, DYNLL1, GPR137B, HCP5, 

HDGFRP2, KRT86, MLST8, ELMOD3, ENTPD5, FAM119A, FAM179A, 

CLIC2, COX7A2L, CREB3L4, CSF1, CSNK2A2, CSTA, CSTB, CTPS, CTSD, 

FST, GATA2, GMPR, HDC, HEY1, HOXA1, HS2ST1, HS3ST1, BCL11B, 

CDH3, MYL6B, NAA16, ClQA, ClQB, CYP27B1, EIF3M 

CD56dim natural killer cell 

CYP27A1, DDX55, DYRK2, RPL37A, NOTCH3, AKR7A3, GPRC5C, GRIN1, 

HLA-E, PORCN, PSMC4, UPP1, IL21R, KIR2DS1, KIR2DS2, KIR2DS5 

Neutrophil 

CREB5, CDA, CHST15, S100A12, APOBEC3A, CASP5, MMP25, HAL, 

C1orf183, FFAR2, MAK, CXCR1, STEAP4, MGAM, BTNL8, CXCR2, 

TNFRSF10C, VNN3 

Eosinophil 

GIPR, KRT18P50, LRMP, FOSB, RRP12, GPR183, NR4A3, ST3GAL6, 

DEPDC5, PDE6C, PKD2L2, GPR65, IL5RA, P2RY14, DACH1, DAPK2, EMR3 

 



19 

 

Mast cell 

ADAMTS3, CPA3, CMA1, CTSG, ARHGAP15, CPM, FCN1, FTL, HSPA6, 

ITGA9, RNASE3, S100A4, SIGLEC8, SLC6A4, PTGS2, EGR3, PILRA 

MDSC 

CCR2, CD14, CD2, CD86, CXCR4, FCGR2A, FCGR2B, FCGR3A, FERMT3, 

GPSM3, IL18BP, IL4R, ITGAL, ITGAM, PARVG, PSAP, PTGER2, PTGES2, 

S100A8, S100A9  

Monocyte 

ASGR2, CFP, ASGR1, CD1D, UPK3A, ACTG1, ANXA5, ATP6V1B2, CFL1, 

DAZAP2, CTBS, EMR4P, HIVEP2, MARCKSL1, MBP, MMP15, PNPLA6, 

TMBIM6, PQBP1, TEX264, IKZF1 

Macrophage 

AIF1, CCL1, CCL14, CCL23, CCL26, CD300LB, CNR1, CNR2, EIF1, EIF4A1, 

FPR1, FPR2, FRAT2, GPR27, GPR77, RNASE2, MS4A2, BASP1, IGSF6, HK3, 

VNN1, FES, NPL, FZD2, FAM198B, HNMT, SLC15A3, CD4, TXNDC3, 

FRMD4A, CRYBB1, HRH1, WNT5B  

T follicular helper cell 

B3GAT1, CDK5R1, PDCD1, BCL6, CD200, CD83, CD84, FGF2, GPR18, CE-

BPA, CECR1, CLEC10A, CLEC4A, CSF1R, CTSS, DMN, DPP4, LRRC32, 

MC5R, MICA, NCAM1, NCR2, NRP1, PDCD1LG2, PDCD6, PRDX1, RAE1, 

RAET1E, SIGLEC7, SIGLEC9, TYRO3, CHST12, CLIC3, IVNS1ABP, 

KIR2DL2, LGMN  

Type 1 T helper cell 

CD70, TBX21, ADAM8, AHCYL2, ALCAM, B3GALNT1, BBS12, BST1, 

CD151, CD47, CD48, CD52, CD53, CD59, CD6, CD68, CD7, CD96, CFHR3, 

CHRM3, CLEC7A, COL23A1, COL4A4, COL5A3, DAB1, DLEU7, DOC2B, 

EMP1, F12, FURIN, GAB3, GATM, GFPT2, GPR25, GREM2, HAVCR1, 

HSD11B1, HUNK, IGF2, RCSD1, RYR1, SAV1, SELE, SELP, SH3KBP1, SIT1, 

SLC35B3, SIGLEC10, SKAP1, THUMPD2, TIGIT, ZEB2, ENC1, FAM134B, 

FBXO30, FCGR2C, STAC, LTC4S, MAN1B1, MDH1, MMD, RGS16, IL12A, 

P2RX5, CD97, ITGB4, ICAM3, METRNL, TNFRSF1A, IRF1, HTR2B, CALD1, 

MOCOS, TRAF3IP2, TLR8, TRAF1, DUSP14 

Type 2 T helper cell 

ASB2, CSRP2, DAPK1, DLC1, DNAJC12, DUSP6, GNAI1, LAMP3, NRP2, 

OSBPL1A, PDE4B, PHLDA1, PLA2G4A, RAB27B, RBMS3, RNF125, 

TMPRSS3, GATA3, BIRC5, CDC25C, CDC7, CENPF, CXCR6, DHFR, EVI5, 

GSTA4, HELLS, IL26, LAIR2  
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Type 17 T helper cell 

IL17A, IL17RA, C2CD4A, C2CD4B, CA2, CCDC65, CEACAM3, IL17C, IL17F, 

IL17RC, IL17RE, IL23A, ILDR1, LONRF3, SH2D6, TNIP2, ABCA1, ABCB1, 

ADAMTS12, ANK1, ANKRD22, B3GALT2, CAMTA1, CCR9, CD40, GPR44, 

IFT80  

Activated CD4 T cell 

AIM2, BIRC3, BRIP1, CCL20, CCL4, CCL5, CCNB1, CCR7, DUSP2, ESCO2, 

ETS1, EXO1, EXOC6, IARS, ITK, KIF11, KNTC1, NUF2, PRC1, PSAT1, RGS1, 

RTKN2, SAMSN1, SELL, TRAT1 

Effector memory CD4 T cell 

ATM, CASP3, CASQ1, CD300E, DARS, DOCK9, EXOSC9, EZH2, GDE1, 

IL34, NCOA4, NEFL, PDGFRL, PTGS1, REPS1, SCG2, SDPR, SIGLEC14, 

SIGLEC6, TAL1, TFEC, TIPIN, TPK1, UQCRB, USP9Y, WIPF1, ZCRB1  

Central memory CD4 T cell 

ABHD3, AHNAK, ANXA2P2, AQP3, ATHL1, BMI1, BZW2, CD63, COL4A1, 

CYLD, ELMO2, FYN, GLIPR1, GSS, IFITM2, ITGB1, ITGB2, KLF5, LSP1, 

NDUFB9, PKM2, SFXN3, SIRPG, SMAD4, STX4, TRADD, VIM, XRCC6  

Activated CD8 T cell 

ADRM1, AHSA1, C1GALT1C1, CCT6B, CD37, CD3D, CD3E, CD3G, CD69, 

CD8A, CETN3, CSE1L, GEMIN6, GNLY, GPT2, GZMA, GZMH, GZMK, 

IL2RB, LCK, MPZL1, NKG7, PIK3IP1, PTRH2, TIMM13, ZAP70  

Effector memory CD8 T cell 

ACAP1, APOL3, ARHGAP10, ATP10D, C3AR1, CCR5, CD160, CD55, CFLAR, 

CMKLR1, DAPP1, FCRL6, FLT3LG, GZMM, HAPLN3, HLA-DMB, HLA-

DPA1, HLA-DPB1, IFI16, LIME1, LTK, NFKBIA, SETD7, SIK1, TRIB2 

Central memory CD8 T cell 

ACTN4, ADAM12, ADCY9, F13A1, FCER1G, FCGR3B, FGF7, FKBP4, 

GLUD1, GM2A, GUSB, IL1RN, NOL11, NTRK1, RARA, RNF128, SIGLEC1, 

TNFRSF11A, TOX4, UBA52, ULBP1  

Exhausted CD8  

HAVCR2, PDCD1, ENTPD1, TNFRSF9, CCL3, PHLDA1, SIRPG, CTLA4, 

TIGIT, SNAP47, WARS, CD27, RGS1, TNFRSF1B, CD27-AS1, ACP5, 

AFAP1L2, MYO7A, AKAP5, ENTPD1-AS1, ADGRG1, TOX, LAYN, CD38, 

ITGAE, RGS2, CCND2, FKBP1A, MTHFD1, GALM, CSF1, SNX9, ICOS, 

LYST, MIR155HG, TPI1, SARDH, GZMB, CREM, HLA-DMA 
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Gamma delta T cell 

ACP5, AQP9, BTN3A2, C1orf54, CARD8, CCL18, CD209, CD33, CD36, CDK5, 

IL10RB, KLRF1, LGALS1, MAPK7, KLHL7, KRT80, LAMC1, LCORL, 

LMNB1, MEIS3P1, MPL, FABP1, FABP5, FADD, MFAP3L, MINPP1, RPS24, 

RPS7, RPS9, ABP1, CCL13  

Regulatory T cell 

CCL3L1, CD72, CLEC5A, FOXP3, ITGA4, L1CAM, LIPA, LRP1, LRRC42, 

MARCO, MMP12, MNDA, MRC1, MS4A6A, PELO, PLEK, PRSS23, PTGIR, 

ST8SIA4, STAB1 

Immature B cell 

CD22, CYBB, FAM129C, FCRL1, FCRL3, FCRL5, FCRLA, HDAC9, HLA-

DQA1, HVCN1, KIAA0226, NCF1, NCF1B, P2RY10, SP100, TXNIP, STAP1, 

TAGAP, ZCCHC2 

Activated B cell 

ADAM28, CD180, CD79B, BLK, CD19, MS4A1, TNFRSF17, IGHM, GNG7, 

MICAL3, SPIB, HLA-DOB, IGKC, PNOC, FCRL2, BACH2, CR2, TCL1A, 

AKNA, ARHGAP25, CCL21, CD27, CD38, CLEC17A, CLEC9A, CLECL1  

Memory B cell 

AICDA, CCNA2, CDKN3, CLCN5, ENPP1, FCER1A, FCRL4, MYC, RUNX2, 

SORL1, SOX5, STAT5A, STAT5B, TLR9 

Trafficking and infiltration of immune cells 

CXCL9, CXCL10, CCL5, CX3CL1, LFA1, ICAM1, SELE, 

Recognition of tumor cells by immune cells 

HLA-A, HLA-B, HLA-C, B2M, TAP1, TAP2  

Blood vessel 

CDH5, NM_001795  

Lymph vessel 

PDPN, PIR-FIGF, VEGFC, NM_006474, NR_037859, NM_005429  

Checkpoint inhibitor's target on T 

CTLA4, PDCD1, LAG3, HAVCR2, BTLA, C10orf54, TNFRSF14 

Checkpoint stimulater's target on T 

ICOS, CD28, TNFRSF9, TNFRSF4, TNFRSF18, CD40LGA  

Checkpoint inhibitor's target on APC 

IDO1, TNFRSF10C, CD274, PDCD1LG2, VTCN1, CD276, LGALS9, CD80, 

CD86, TNFSF14  

Checkpoint stimulater's target on APC 

ICOSLG, TNFSF4, TNFSF9, CD40, TNFSF18  
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CIBERSORTx 

腫瘍浸潤性白血球 TIL は腫瘍免疫環境の不可欠な構成要素であり、予後

や治療に対する反応と相関するが、自然免疫および適応免疫の両方を含む免疫

細胞の不均一な混合物である。CIBERSORTx31はサポートベクター回帰 SVR と

呼ばれる機械学習アプローチを使用して、密接に関連した細胞サブセットや、

未知の混合物との分解を可能とする。また全遺伝子の発現レベルの中央値を推

定することで、各免疫細胞を定量的に測定するスコアを生成することができる。

この定量結果は腫瘍内での免疫細胞量を HE 染色から計算推論した場合とよく

相関することが報告されている 32。 

本論文ではNewmanらによって提供されている遺伝子セット LM2233を用

いて RPKM から 22 種類の白血球浸潤量を CIBERSORTx で計算した。LM22 は

Affymetrix Human Genome U133A から定義された白血球遺伝子シグネチャーマ

トリックスであり、7 種類の T 細胞、ナイーブ B 細胞、メモリーB 細胞、血漿

細胞、NK細胞、骨髄細胞などを区別する 547遺伝子から構成される。 

 

特徴量の選択 Boruta_py 

特徴量選択 feature selection は機械学習において非常に重要である。サン

プルごとに GSEAで計算した 40種類の特徴量を選択するにあたり Boruta_pyを
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使用した。Boruta_pyでは判別に寄与しない偽の特徴量を作り、その特徴量を含

んだ状態でランダムフォレストを訓練する。各特徴量の重要度を偽の特徴量と

比較して複数回検定することで、真に重要な特徴量を選択することができる。 

 

統計解析 

すべての統計計算には Rと Pythonを使用した。生存解析において、全生

存期間は、手術日から死亡日または最終臨床フォローアップまでの期間と定義

した。ESCC 以外を原因とする死亡は打ち切りとして計上した。患者サブグル

ープの生存確率を推定するためにカプランマイヤー法を用い、統計的比較のた

めにログランク検定を用いた。2 標本の比較には検定を繰り返し行うことによ

る多重性の問題を避けるため、等分散性を仮定せずにウェルチの t 検定を行っ

た。分割表にはフィッシャーの正確検定を適用した。p 値は 0.05 未満のとき統

計的に有意であるとした。 

 

倫理 

本研究は国立がん研究センターバイオバンク部門において署名付きの書

面によるインフォームドコンセントを各患者から取得し、国立がん研究センタ

ー倫理審査委員会の承認を得て行われた (承認番号 2005-030)。 
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4. 結果 

 

ESCC 97 症例と NT 12症例の全てにわたる標準偏差で遺伝子をランク付

けして上位 1000 個の遺伝子を階層的クラスタリングに使用した。ESCC と NT

はそれぞれ異なるクラスタに偏っており癌組織と非癌部組織は異なる発現プロ

ファイルを有していることがわかる。上位 1000個の遺伝子に対して階層的クラ

スタリングを行うと下記の機能を有する 4つの遺伝子群に分類される(Fig. 1)。 

 

A. (青) 細胞接着や細胞の形態学的な変化、血管形成に関わる遺伝子群 

B. (黄) 免疫や細胞移動に関わる遺伝子群 

C. (紫) 細胞増殖や分化に関わる遺伝子群 

D. (緑) 角化やプログラム細胞死に関わる遺伝子群 

 

A 群からは低酸素環境と転移に、B 群からは免疫微小環境と転移に何らかの相

関が示唆される。C 群および D 群には ESCC の分化度に関わる遺伝子や、増殖

あるいはアポトーシスに関わる遺伝子が確認される。 
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Figure 1: ESCCと NTに対する階層的クラスタリング。 

 

 横軸に症例を、縦軸に発現変動のみられた上位 1000個の遺伝子をとり階

層的クラスタリングを行った結果を示す。発現が低下している遺伝子を緑で、

発現が上昇している遺伝子を赤で示した。 

 サンプル間で分散の大きかった遺伝子を分類すると低酸素環境と転移に

関連する遺伝子群 (右、青で示す)、免疫環境と転移に関連する遺伝子群 (黄で示

す)、ESCC の増殖やアポトーシスおよび分化度に関わる遺伝子群 (紫および緑

で示す)が確認された。 

 症例の臨床情報はクラスタリング図の上方にカラーバーで示した。上か

ら順に、ESCC (青)または NT (赤)の検体種別、性別 (男性は青、女性は赤)、年

齢 (40 代を黄色、80 代を緑としてグラデーションで示した)、術前治療の有無 

(naiveは術前治療を行わなかった症例を、Tx は術前治療を行った症例を表す)、

治療効果の病理学的評価 (Grade評価)、飲酒習慣の有無、平均的なアルコール摂

取量 (多飲者を濃赤としてグラデーションで示した)、喫煙習慣の有無、Brink-

man Index (多量喫煙者を黒としてグラデーションで示した)、ESCC の占拠部位、

ESCCの肉眼型分類、浸潤癌の大きさ (浸潤径が大きい癌を濃橙としてグラデー

ションで示した)、食道癌取扱い規約第 11 版による T 分類、および N 分類、リ

ンパ管侵襲の有無、静脈侵襲の有無、分化度を表している。 

  



27 

 

続いて主成分分析において、各主成分を構成する変数の主成分係数を発

現量として扱い、R 統計パッケージ Bioconductor3.12 PGSEA による経路分析を

行ったところ、第 1主成分には DNAや RNAの代謝に関わる系が、第 2主成分

には DNA 複製や DNA 損傷に関わる系が認められ、ESCC ではそのいずれかが

亢進した状態にあり、いずれの主成分においても ESCC と NT で有意差が認め

られる。ESCC と NT を含めた場合においても、ESCC のみで計算を行った場合

においても第 3 主成分は免疫応答に関わる系から構成され、サンプル間で免疫

環境にばらつきがあることが示された (Fig. 2)。 
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Figure 2:  

(左) 遺伝子発現に基づく主成分分析。 

ESCC は△で、NT は赤色の〇でプロットした。ESCC のうち術前治療を行って

いない naive症例を緑色で、術前治療を行った症例を青色で示している。 

(中) Bioconductor3.12 PGSEA による主成分軸の経路分析。各主成分に対して正

の因子負荷量を有する成分を赤で、負の因子負荷量を有する成分を青で示した。

第 1主成分には DNAや RNAの代謝に関わる系が、第 2主成分には DNA複製や

DNA損傷に関わる系が認められ ESCCと NT間に有意差が示された。 

(右) ESCCのみに対する主成分分析を行い、Bioconductor3.12 PGSEAによる主成

分軸の経路解析を行った。ESCCのみで計算を行った場合においても第 3主成分

に免疫応答に関わる系が確認され、ESCC サンプル間での免疫環境にばらつき

があることが示された。 
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 次に edgeRにより DEGの同定を行ったところ、ESCCで up regulationさ

れた遺伝子が 690 個、 down regulation された遺伝子は 695 個存在した。同定さ

れたDEGに対してMsigDB 2020を参照して経路分析を行ったところ、上皮間葉

転換および細胞周期に関わる系や、IFN や TNF を含む炎症反応や血管新生に関

わる系、低酸素環境や糖新生が亢進していることが明らかとなった (Table 2)。 

 

 

 

Table 2: ESCCと NT間で変動が見られた上位 10個の分子経路 (Odds Ratio 順)。 

経路分析を行うにあたり edgeR により同定された DEG (up regulation 690 genes, 

down regulation 695 genes)を MsigDB2020 に参照した。p 値はフィッシャーの正

確検定による。 

 

 同様の解析を、術前治療ありの Tx 群と術前治療なしの naive 群に対して

行った。この解析に際して NT 検体は除外した。発現の変動がみられた上位

1000遺伝子に対してクラスタリングを行うと、Tx群の患者分布に弱い偏りが生

じた。edgeRにより DEGを同定したところ、Tx群で up regulationされた遺伝子
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は 72個、 down regulationされた遺伝子は 467個存在した。同定された DEGに

対して MsigDB2020 を参照して経路分析を行うと、先の解析と同様に上皮間葉

転換および細胞周期に関わる系や、IFN や TNF を含む炎症反応や血管新生に関

わる系、低酸素環境や糖新生が亢進していることが明らかとなった (Table 3)。 

 

 

 

Table 3: 術前治療ありの Tx 群と術前治療なしの naive 群間で変動が見られた上

位 10個の分子経路 (Odds Ratio順)。経路分析を行うにあたり edgeRにより同定

された DEG (up regulation 72 genes, down regulation 467 genes)をMsigDB2020に参

照した。p値はフィッシャーの正確検定による。 

 

TMEを表現する遺伝子セットの設定 

 上記のクラスタリング、主成分分析、経路分析の結果として、ESCC は

サンプルごとに免疫環境の分散が大きい癌であり、また術前治療を行うことに

よっても低酸素状態を含むTMEに変動がみられることが明らかとなった。よっ

て低酸素および免疫環境に関連する 886 個の遺伝子を上述の通り選び出し、そ

の遺伝子のみを特徴量とした ESCCと NTのクラスタリングを行った (Fig. 3)。
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クラスタリングにより生じた 4 分類を CLS1～CLS4 と呼称する。このクラスタ

リングによっても ESCC と NT の群間には大きな偏りがみられ、癌組織と非癌

部組織の TME は大きく異なっていることがわかり、NT 12 症例のうち 11 症例 

(92%)が CLS4に分類された (p<1e-15)。内訳は以下の通りである (Table 4)。 

 

Table 4: 各クラスタに振り分けられた ESCC検体数および NT検体数。 

 

 

Figure 3: 低酸素および免疫環境に関連する 886 個の遺伝子による階層的クラス

タリングの結果を示す。症例を横軸に、遺伝子を縦軸にとり、発現量を赤 (低

発現)～緑 (高発現)で表している。ESCC の微小環境は CLS1 (緑), CLS2 (赤), 

CLS3 (青), CLS4 (紫)の 4つに分類された。 

ESCC NT total

CLS1(赤) 60 60 (55%)

CLS2(黄緑) 20 20 (18%)

CLS3(緑) 13 1 14 (13%)

CLS4(深緑) 4 11 15 (14%)
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臨床情報とクラスタの関係 

 各クラスタに所属する ESCC 症例について、群間比較を行うことで食道

扁平上皮癌の微小環境を分類および評価する。フィッシャーの正確検定によれ

ば CLS1～CLS4 に特徴的な臨床情報および病理学的所見はそれぞれ以下の通り

である (Table 5)。術前化学療法を行った患者 Tx群は CLS1に偏って分布してい

る。また各クラスは肉眼型分類との相関が高く Type 2, 3, 4 の患者はそれぞれ

CLS1, CLS2, CLS3 に偏っていた。食道がんの pN 分類は転移リンパ節の個数に

規定されるが、pN3 (リンパ節転移の個数が 7個以上)は CLS3に偏っていた。 

 

 

 

Table5: 群間に偏りが認められた臨床情報および病理学的所見。 

術前化学療法を行った患者 Tx群は CLS1に偏って分布している。また各クラス

タは肉眼型分類との相関が高く Type 2, 3, 4の患者はそれぞれ CLS1, CLS2, CLS3

に偏っていた。食道癌の pN 分類は転移リンパ節の個数に規定されるが、pN3 

(リンパ節転移の個数が 7個以上)は CLS3に偏っていた。 

  

Odds Ratio p-value

CLS1 naïve 0.24 0.03

Tx 4.12 0.03

Type 2 4.25 0.002

Type 3 0.33 0.03

CLS2 Type 2 0.33 0.04

Type 3 4.03 0.01

CLS3 Type 4 15.09 0.04

pN3 3.94 0.03
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上記のクラスタについて生存解析を行うと CLS1 > CLS4 (p=0.05), CLS2 > 

CLS3 (p=0.03), CLS2 > CLS4 (p=0.01)にそれぞれ有意差が生じ (Fig. 4左)、また無

再発生存期間にも CLS2 > CLS3 (p=0.04), CLS2 > CLS4 (p=0.03)に有意差が認めら

れた(Fig. 4 右)。また群間で統計的に有意差を生じた臨床情報を説明変数に含め

て Cox 比例ハザードモデルによる多変量解析をした場合においても、クラスタ

情報は生存期間に対して有意な影響をもつことが明らかとなった。その他に生

存期間を有意に低下させる説明変数としてリンパ節転移 pN2および pN3が確認

された (Table 6)。 

 

Figure 4: クラスタごとの Kaplan-Meier曲線 (左:疾患特異的生存率、右:無病生存

率)。p値はログランク検定による。 
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Table 6: Cox比例ハザードモデルを利用した生存分析の多変量解析。 

クラスタ分類 clusterID、pN分類、肉眼型分類、および術前治療の有無を説明変

数として、それぞれの対数ハザード比の推定値を coef、ハザード比の推定値を

exp(coef)、対数ハザード比の標準誤差を se(coef)として算出した。それぞれの変

数に対して Wald 検定を行い wald 統計量 z および p-value (Pr)を求めた。クラス

タ分類 (p=0.0037)およびリンパ節転移 pN2 (p=0.039), pN3(p=2e-4)が生存期間に寄

与していることが示された。 

 

GSEA解析 

各サンプルの TMEを評価するため GSEA解析を行った (Fig. 5)。NT12症

例をベースラインとして log2_ratioによる評価を行った。全サンプルをまとめた

場合には ESCC が最も高く、ESO が最も低く評価されており、GSEA 解析は正

しく機能していると考えられる。低酸素環境を表す HYPOXIA は 0 より大きく

なり ESCC は NT と比較して低酸素環境に傾くことが確認された。また抗腫瘍

免疫の主役は CD8+ T細胞であるが、これも全体の傾向としては up regulationさ

れており ESCC は抗腫瘍免疫が機能しうる腫瘍であることがわかる。さらにク

ラスタごとの傾向を以下に記載する。 

            coef exp(coef) se(coef)     z Pr(>|z|)    

clusterID 0.5617    1.7537   0.1934 2.904 0.003679 ** 

NclassN1  0.5867    1.7981   0.4065 1.443 0.148903

NclassN2  0.7970    2.2189   0.3851 2.069 0.038510 *  

NclassN3  1.4515    4.2695   0.3951 3.674 0.000239 ***

TumorType 0.1156    1.1226   0.1911 0.605 0.545124

TreatTx   0.3356    1.3987   0.3507 0.957 0.338677

Signif. codes:  

0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1
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CLS1 は血管形成に乏しく低酸素環境は群間で最も有意である。CD4+ T

細胞と CD8+ T細胞に中等度の活性は認められるが、Effector Memory CD8+ T細

胞への分化傾向は乏しい。治療効果に必要な持続的な炎症の推進因子であると

される B細胞の活性が群間で最も低い。CLS2は CD4+ T細胞と CD8+ T細胞の

活性、および炎症の持続に必要な抗原認識や免疫細胞の遊走能も群間で最も高

い。ただし同時に抑制性シグナルである PD-1, PD-L1, CTLA-4の発現が目立ち T

細胞は疲弊している。低酸素環境は目立たない。CLS3 は CD4+ T 細胞と CD8+ 

T 細胞の活性が群間で最も低い。マクロファージやマスト細胞、好酸球浸潤が

目立つ。血管が十分に形成され、低酸素環境は目立たない。CLS4 は非癌部組

織と似た発現プロファイルを有する一群であり、正常上皮マーカーESO の発現

が高く、癌上皮マーカーESCC の発現が低い。抗原認識が弱く、樹状細胞の活

性が低い。 
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Figure 5: (上) GSEAによる解析結果。 

TMEを規定する 884 遺伝子の階層的クラスタリングによって決定された症例の

順列を維持して、縦軸に GSEAにより計算された NESを配列した。NESが負と

なる遺伝子セット (すなわち ESCC より NT で発現量が高い遺伝子セット)を赤

で、NESが正となる遺伝子セットを緑で示す。 

(中) (下) GSEAで計算された NESの群間比較。 

微小環境として定義した遺伝子セットごとの NESを群間で比較し箱ひげ図に表

した。CLS1を青、CLS2を橙、CLS3を緑、CLS4を赤で示す。 

 

 

Table 7: 群間に有意差を認めた微小環境。 

GSEA40項目に対してウェルチの t検定を行い群間で統計学的に有意差が認めら

れた微小環境をすべて示した。 
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CIBERSORTx 

CIBERSORTx を利用して全遺伝子の発現レベルの中央値を推定すること

で、サンプル間で各免疫細胞を定量的に測定するスコアを生成した (Fig. 6)。計

算行列である遺伝子セット LM22においてマクロファージは M0 (naive), M1, M2

に分類される。 

マクロファージはがんに対する免疫系の複雑な関係を調節する重要な細

胞である。マクロファージにはM1型/M2型という 2つの主要なタイプがあり、

互いに可塑性を有している。M1 型は病原体認識および殺傷のためのエフェク

ター分子として機能することができるマクロファージであり、活性酸素種 ROS

と一酸化窒素 NO の発生、ならびに高レベルの IL-2 と低レベルの IL-10 発現に

よって特徴づけられる。逆に IL-4、IL-10 などのサイトカインは、M2 型マクロ

ファージを誘導して抗炎症性効果を発揮する 34。M2型の性格を有する腫瘍関連

マクロファージ (Tumor Associated Macrophage: TAM)は、免疫抑制、血管新生、

転移、およびがん治療に対する反応不良に関与しており 35、TAM の組織学的局

在に関する臨床研究では、低酸素あるいは壊死性腫瘍へのTAMの浸潤と予後の

悪化との間に明確な相関関係があることが報告されている 36。 

CLS1には M0型マクロファージの浸潤が目立つ。低酸素環境で慢性的な

炎症が継続して M0型が M2型に分極すると TMEプロファイルが CLS3 に近づ
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く可能性を有している。CLS2 は群間で最も免疫細胞の浸潤が目立ち、CD8+ T

細胞の絶対数および分画が高い。ただし同時に抑制性の Treg の絶対数および分

画も高いことが確認される。CLS3は M2型マクロファージの絶対数および分画

が群間で最も高い。また炎症細胞の総数は CLS1をやや上回るが CD8+ T細胞の

分画は CLS1 と同程度である。CLS4 は非癌部組織と似た TME を有する一群で

あるが、食道の粘膜固有層には血管網と神経線維網が形成されており、T/B リ

ンパ球、マクロファージ、樹状細胞などが散在性に分布している。特にMHC-II

抗原と CD1a 陽性の樹状細胞である Langerhans 細胞が扁平上皮細胞間に分布し

ており、これは非常に強い T細胞活性化能を有していることが知られている。 
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Figure 6: CIBERSORTxによる解析結果。 

(上) TMEを規定する 884遺伝子の階層的クラスタリングによって決定された症

例の順列を維持して、LM22 に基づいて分類された 22 種類の白血球についてそ

れぞれの absolute levelsと relative fractionsを棒グラフで表示した。 

(中) absolute levelsを群間で比較し箱ひげ図に表した。 

(下) relative fractions を群間で比較し箱ひげ図に表した。以降の箱ひげ図におい

ては CLS1を青、CLS2を橙、CLS3を緑、CLS4を赤で示す。 

 

 

 

 

Table 8a: CIBERSORTx absolute levelsにおいて群間に有意差を認めた免疫細胞。

Total immune cell では 22 種類すべての白血球を合計した免疫細胞の総数に対し

て検定を行っている。p値はウェルチの t検定による。 
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Table 8b: CIBERSORTx relative fractionsにおいて群間に有意差を認めた免疫細胞。

p値はウェルチの t検定による。 
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群間で発現変動の目立つ遺伝子について 

 群間で発現変動の目立つ遺伝子が TMEに及ぼす寄与を考察する。 

低酸素環境による発現変動 

 低酸素適応の急性期には HIF-1αが最も活性化し、慢性的な低酸素下では

HIF-2αが支配的になる。HIF-2αは EPAS1 (Endothelial PAS domain-containing pro-

tein 1)として同定されており、血管内皮特異的な機能を有する。HIF-2α は血管

新生の開始や血管リモデリングの制御において重要な役割を果たしており 37、

HIF-2α の発現レベルは酸素分圧によって制御される。CDH5 は血管新生に不可

欠であることが報告されている 38。CLS1~CLS2 では HIF1Aの発現が、CLS3 で

は HIF2Aの発現が増加しており、それに伴い CLS3 において CDH5の有意な増

加がみられ他群に比べて血管形成の差が明らかとなった (Fig. 7)。 

 HIF-1α発現は低酸素下で急速に誘導されるが、GLUT1や PGK1の発現は

低酸素環境が長期にわたることで誘導される 39。PGK1は、低酸素条件下で腫瘍

細胞の代謝に ATP を供給する解糖のメディエーターであり、腎がん、胃がん、

肺がんを含む多くのがん種の発生と進行に関与することが報告されている 40。

GLUT1 は解糖速度を上昇させるために細胞膜に発現し、肺、肝臓、腎臓、結腸、

乳房、子宮内膜、頭頸部、口腔を含む様々な腫瘍でその増加が報告されている。
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CLS1で GLUT1および PGK1の発現が増加していることは、CLS1の TMEにお

いて低酸素環境が支配的であることを示唆している (Fig. 7)。 

 

  
 

Figure 7: 各群における低酸素関連遺伝子の発現量 (左)、および群間の有意差 

(右)。p値はウェルチの t検定による。 

 

 

NK細胞の障害活性に抵抗する遺伝子の発現 

 NK 細胞は、強力な抗腫瘍活性を持つ細胞傷害性自然リンパ系細胞の一

種であり、腫瘍形成、細胞ストレス、DNA 損傷によって誘導されるリガンドを

認識できる幅広い受容体を有している。また多くの炎症性サイトカインやケモ

カインを放出し、抗腫瘍免疫応答の増幅を助けることができる。 

gene_name: HIF1A p-value

CLS1 > 2 0.0260

CLS1 > 4 0.0001

gene_name: HIF2A p-value

CLS3 > 1 0.0000

CLS3 > 2 0.0002

CLS3 > 4 0.0002

CLS4 > 1 0.0232

gene_name: CDH5 p-value

CLS2 > 1 0.0181

CLS3 > 1 0.0000

CLS3 > 2 0.0001

CLS3 > 4 0.0000

CLS4 > 1 0.0023

gene_name: GLUT1 p-value

CLS1 > 2 0.0000

CLS1 > 3 0.0000

CLS1 > 4 0.0000

CLS2 > 3 0.0043

CLS2 > 4 0.0010

gene_name: PGK1 p-value

CLS1 > 2 0.0000

CLS1 > 3 0.0000

CLS1 > 4 0.0003

CLS2 > 3 0.0070

CLS4 > 3 0.0001
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 低酸素による NK 細胞の細胞障害性の低下は、NK 細胞表面に発現する

NCNR3 (NKp30)、NCNR1(NKp46)、KLRK1(NKG2D)などの活性化受容体の発現

低下と相関すると報告されている 41。CLS1ではNCNR3、NCNR1、KLRK1いず

れの発現量も低く、低酸素環境により NK 細胞の細胞障害活性が低下している

ことが示唆される (Fig. 8)。対して群間で最も NK 細胞の活性が高いのは CLS2

であると考えられるが、これは CIBERSORTx における NK cell activated の群間

比較に矛盾しない。 

 

 

Figure 8: 各群における NK 細胞の障害活性に関する受容体の発現量 (左)、およ

び群間の有意差 (右)。p値はウェルチの t検定による。  
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オートファジー関連遺伝子 

 低酸素環境はがん細胞のオートファジーを活性化する。低酸素下で HIF-

1αが核内へ移行することで、下流の標的遺伝子である BNIP3と BNIP3Lの発現

が誘導される。BNIP3 と BNIP3L の発現が up regulation されると、Bcl-2 から

Beclin1が解離することでオートファジーが活性化される 42。 

 CLS1では低酸素下で誘導された BNIP3と BNIP3Lおよびオートファジー

に重要な ATG5 の発現上昇がみられ (Fig. 9)、NK 細胞や細胞障害性 T 細胞が介

する抗腫瘍免疫を打ち消している可能性がある。 

 

  

  

Figure 9: 各群におけるオートファジー関連遺伝子の発現量 (左)、および群間の

有意差 (右)。p値はウェルチの t検定による。 

 

gene_name: BNIP3 p-value

CLS1 > 2 0.0001

CLS1 > 3 0.0000

CLS1 > 4 0.0168

CLS4 > 2 0.0455

CLS4 > 3 0.0085

gene_name: BNIP3L p-value

CLS1 > 2 0.0037

CLS1 > 4 0.0366

CLS3 > 2 0.0158

gene_name: ATG5 p-value

CLS1 > 3 0.0001

CLS1 > 4 0.0088

CLS2 > 3 0.0154

CLS4 > 3 0.0273
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抗原提示に関わる MCH class Iおよび MCH class II 

 樹状細胞、マクロファージ、および B 細胞などの抗原提示細胞はがん免

疫サイクルの重要な構成要素であり、免疫原性細胞死 immunogenic cell death 

(ICD)を媒介とする抗腫瘍免疫応答の生成に不可欠な要素である。 

免疫療法に対する一次抵抗性の最も顕著なメカニズムの一つは、抗原提

示経路の変化である。実際にMHC-Iの発現および他の抗原提示機構の down reg-

ulation は、免疫系による検出を回避するために悪性細胞が採択する一般的な戦

略である 43,44。樹状細胞の抗原取り込みが阻害されると 45、CD40、 CD80、

MHC class IIを含む分化・活性化マーカーが低下する 46。 

CLS2と比較して他群では MHC-I, MCH-IIの発現量が低く、CLS1におい

ては低酸素下において、CLS3 においては M2 型マクロファージにより、CLS4

では非同義変異の少なさのため、それぞれ抗原提示能が低下していることが示

唆される (Fig. 10)。 
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Figure 10: 各群における MHC class Iおよび class IIの発現量 (左)、および群間の

有意差 (右)。p値はウェルチの t検定による。 
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制御性 T細胞 

低酸素環境において HIF-1αは Tregと Th17分化のバランスを制御してお

り、Treg細胞の強力な調節因子である FOXP3転写因子レベルを増加させる。低

酸素はまた、TGF-β の産生を促進するが、TGF-β は Treg細胞の up regulation に

関与し、エフェクターT 細胞の応答抑制や、血管新生と腫瘍耐性の促進にも寄

与する 47。 

 

Figure 11: 各群における制御性 T細胞に影響を与える FOXP3および TGF-βの発

現量 (左)、および群間の有意差 (右)。p値はウェルチの t検定による。 
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低酸素環境における T細胞と免疫原性細胞死 

低酸素は CD4+ T細胞を Th2の表現型に偏向させる 48。cAMPアデノシン

受容体 A2AR によって促進される cAMP の上昇に関連した細胞外アデノシンの

蓄積が、T 細胞の抗腫瘍活性を阻害することが示されている 49。低酸素は、

CD4+および CD8+ T 細胞による IFN-γ および IL-2 の産生に悪影響を及ぼし、

MHC抗原を認識する能力を低下させる。 

これまでの報告では、主に低酸素駆動経路の免疫抑制性が取り上げられ

る傾向があるが、低酸素や壊死による結果として生じる炎症性微小環境が、免

疫原性細胞死 (Immunogenic Cell Death: ICD)を介してがん細胞死を促進する可能

性についてはあまり言及されていない。興味深いことに、低酸素は免疫賦活機

能にも寄与することがあり、低酸素ニッチで生存する T 細胞は実際に細胞溶解

活性の増加を示すことが示されている 50。ICD は HMGB1 や ATP などの免疫調

節分子の放出、および CRの表面発現を含む損傷関連分子パターン (Damage-As-

sociated Molecular Pattern: DAMP)の慢性的な放出によって特徴づけられる細胞死

の一形態である。微小環境における DAMPの量は、腫瘍の免疫原性と密接に相

関している。 

CLS1 における IFN-γ 産生は M2 型マクロファージに免疫を抑制された

CLS3と同程度であり、抗腫瘍免疫が活発に生じている CLS2と比較して低値で
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ある。また CLS1では DAMPである HMGB1の放出が T細胞の浸潤が最も多い

CLS2と同程度認められる (Fig. 12)。 

 

  

Figure 12: 各群における IFN-γの産生量と ICDに特徴的とされる HMGB1の放出

量 (左)、および群間の有意差 (右)。p値はウェルチの t検定による。 

 

免疫抑制性受容体の発現と T細胞の疲弊 

慢性感染やがんにおいて、抗原特異的 T 細胞は抗原への長期暴露および

炎症にさらされることによりエフェクター機能を徐々に喪失する 51。これは T

細胞の疲弊と呼ばれ、抗腫瘍免疫を妨げる。PD-1 経路を遮断すると、疲弊した

CD8+ T 細胞応答が再活性化され、ウイルス制御が増強されるという観察は、T
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細胞の疲弊が PD-1のような抑制性受容体によって積極的に制御されていること

を示している 52。 

疲弊した T細胞は PD-1の他にも抑制性受容体を共発現している 53。典型

的には、疲弊した T 細胞が共発現している抑制性受容体の数が多いほど、疲弊

は深刻であると考えられる。複数の抑制性受容体経路を同時に遮断することで、

T 細胞の疲弊を相乗的に逆転させることができるため、これらの共発現パター

ンは機能的に非常に重要である。 

実際に単剤ではなく抗 PD-1 抗体と抗 CTLA4 抗体の併用療法は、メラノ

ーマを有する患者の生存期間を有意に改善することが報告された 54。他にも複

数の設定で他の阻害性受容体の併用臨床試験が進行中である 55。T 細胞の疲弊

における抑制性受容体の共発現に関するこれらのデータは、T 細胞の機能およ

び分化を制御する経路が非冗長であることを示唆している。 

CLS2は抗腫瘍免疫が活発に生じている一方で、T細胞の疲弊や抑制性受

容体の発現が目立つ (Fig. 13)。すなわち CLS2に対しては単剤または併用の免疫

チェックポイント阻害薬の効果が期待される。また HIF-1αの発現は、T 細胞応

答の抑制や MDSCにおける PD-L1 発現の促進にも関与するとされ、CLS1にお

いては CLS3および CLS4に比較して PD-L1の発現が増加している。 
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Figure 13: 各群における免疫抑制性受容体とリガンドの発現量(左)、および群間

の有意差 (右)。p値はウェルチの t検定による。  
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M2型マクロファージ 

マクロファージの主な機能は、微生物、細胞外マトリックス残基、腫瘍

細胞を含む残骸や異物を吸収・消化することである。マクロファージは、腫瘍

の微小環境に最も多く存在するミエロイド細胞の一つであり、免疫環境の主要

な構成要素として、腫瘍の開始、進行、および転移における多くの役割を持っ

ている。 

M1型マクロファージは高レベルの MHC分子を発現しており高い抗腫瘍

効果を有する一方で、M2 型マクロファージは組織修復および免疫調節に指向

している。M2 型は抗腫瘍効果を有する M1 型の効果を中和する。M2 型はがん

と双方向性の相互作用を有しており、血管新生と免疫抑制を引き起こし、がん

細胞の生存、増殖、幹細胞化、および浸潤性を増加させる 56。M2 型は E-カド

ヘリンを阻害し、MMP-2の発現を up regulationすることで転移を促進すること

が示されており 57、膵がん、肝がん、大腸がん、肺がんなど様々ながん種で転

移や予後不良と関連する 58,59,60。CLS3 は群間で最も転移が目立つが、M2 型マ

クロファージが E-カドヘリンを阻害し、MMP-2の発現を up regulationすること

により転移を促進していると推察される (Fig. 14)。 

さらにM2型は、TGF-βや IL-10などの自然シグナルを介して、細胞障害

性 T細胞やナチュラルキラー細胞を抑制し、また T細胞を Tregに誘導して抗が
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ん活性を低下させる 61。PD-1 は M2 型で発現している重要なリガンドでありが

ん細胞の免疫回避の誘導に重要な役割を果たしている。 

 

  

 

Figure 14: 各群における転移に関連する分子の発現量(左)、および群間の有意差 

(右)。p値はウェルチの t検定による。 

 

 

治療戦略としてマクロファージを標的としたとき、IL-6/STAT3 経路およ

び STAT5の阻害 62による M2 型から M1 型への再分極誘導が有効である可能性

がある(Fig. 15)。また低用量の抗 VEGF2抗体が TAMを免疫抑制性の M2型から

免疫刺激性の M1型に分極させることが実証され、この結果 CD8+および CD4+ 

T細胞の腫瘍浸潤が改善されたとする報告がある 63。CLS3では VEGF-Bおよび

gene_name: CDH1 p-value

CLS1 > 2 0.0002

CLS1 > 3 0.0000

CLS2 > 3 0.0000

CLS4 > 2 0.0014

CLS4 > 3 0.0000

gene_name: MMP2 p-value

CLS3 > 1 0.0038

CLS3 > 2 0.0145

CLS3 > 4 0.0005

CLS1 > 4 0.0001
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VEGF-Dの発現量が有意に高い (Fig. 16)。ただしVEGF-Bの生物学的活性は弱い

とされ、これはVEGF-Bがキナーゼ活性の低いVEGFR-1のみを受容体とするた

めである。VEGF-Dは VEGFR-2に作用することで内皮細胞の増殖や透過性を亢

進させ、またVEGFR-3に作用することでリンパ管新生を誘導し、がんの増殖や、

リンパ節転移および遠隔転移を促進させることが報告されている 64。 

 

  

 

Figure 15: 各群におけるマクロファージの分極に関わる分子の発現量(左)、およ

び群間の有意差 (右)。p値はウェルチの t検定による。 

 

gene_name: IL6 p-value

CLS3 > 1 0.0011

CLS3 > 2 0.0011

CLS3 > 4 0.0013

gene_name: STAT3 p-value

CLS3 > 1 0.0000

CLS3 > 2 0.0001

CLS3 > 4 0.0018

gene_name: STAT5A p-value

CLS2 > 1 0.0000

CLS3 > 1 0.0000

CLS4 > 1 0.0290

CLS2 > 4 0.0006

CLS3 > 4 0.0000

gene_name: STAT5B p-value

CLS2 > 1 0.0000

CLS3 > 1 0.0000

CLS4 > 1 0.0021

CLS3 > 2 0.0000

CLS3 > 4 0.0000
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Figure 16: 各群における血管内皮増殖因子 VEGFの発現量(左)、および群間の有

意差 (右)。p値はウェルチの t検定による。 

 

 

肥満細胞 

 大腸がんを対象とした研究 65,66 で肥満細胞の密度が低いことは全生存期

間を延長する独立した予後指標であると報告された。同研究では肥満細胞密度

が CD8+ T 細胞と負の相関を示している。低肥満細胞腫瘍では Th1 型ケモカイ

ンである CXCL9と CXCL10が高発現しており、T細胞や NK細胞をリクルート

することで抗腫瘍免疫応答を高めるとされる。 

 他群と比べ肥満細胞の浸潤が目立つ CLS3では CXCL9と CXCL10の発現

が抑制されており (Fig. 17)、免疫細胞のリクルートが阻害されていることが示

唆される。 

gene_name: VEGFA p-value

CLS1 > 4 0.0000

CLS2 > 4 0.0051

CLS3 > 4 0.0199

gene_name: VEGFB p-value

CLS3 > 1 0.0000

CLS3 > 2 0.0013

CLS3 > 4 0.0000

CLS1 > 4 0.0008

CLS2 > 4 0.0008

gene_name: VEGFC p-value

CLS1 > 4 0.0095

CLS2 > 4 0.0335

CLS3 > 4 0.0003

gene_name: VEGFD p-value

CLS3 > 1 0.0012

CLS3 > 2 0.0017

CLS3 > 4 0.0104

CLS4 > 1 0.0002

CLS4 > 2 0.0014
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Figure 17: 免疫細胞のリクルートに関わる CXCL9と CXCL10の発現量(左)、お

よび群間の有意差 (右)。p値はウェルチの t検定による。 

 

 

免疫療法に対する体細胞突然変異の寄与 

CLS4 は非癌部組織に近いプロファイルを有するにもかかわらず最も予

後が悪い。ただし本論文における非癌部組織は食道癌に罹患した患者から採取

した検体であることに留意が必要である。CLS1 における低酸素や、CLS3 にお

けるM2型マクロファージや肥満細胞の浸潤などのような CD8+ T細胞に抑制性

にはたらくTMEが乏しいにも関わらず免疫細胞の浸潤が乏しいことが明らかと

なった。 

 ナンセンス突然変異やミスセンス突然変異などを引き起こす体細胞突然

変異は腫瘍細胞の表面にネオアンチゲンを出現させ、炎症性サイトカインの放

gene_name: CXCL9 p-value

CLS2 > 1 0.0282

CLS2 > 3 0.0125

CLS2 > 4 0.0081

CLS1 > 3 0.0207

CLS1 > 4 0.0000

gene_name: CXCL10 p-value

CLS2 > 1 0.0458

CLS2 > 3 0.0124

CLS2 > 4 0.0073

CLS1 > 4 0.0049
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出や細胞障害性 T 細胞を誘導すると考えられる 67。すなわち、高い腫瘍変異負

荷 (Tumor Mutational Burden: TMB)を有する腫瘍では抗腫瘍免疫が生じる素地が

あり、免疫チェックポイント阻害薬に反応する可能性がある 68。ESCC は特に

TP53, NFE2L2, ZNF750, NOTCH1, PIK3CAなどに変異を生じることが多いとされ

る 69。RNA sequencingと同じ検体に対してWGS解析を行い、コールされた mu-

tation, amplification, homozygous deletionにフィッシャーの正確検定を行うことで

以下のドライバー遺伝子に群間の偏りがあることが示された。 

 CLS1には TP53変異と PIKCA/PTEN変異が、CLS2には ZNF750変異が偏

在しており、また術前治療群にも TP53 変異が目立つ。一方 CLS4 では TP53 変

異を含めほとんどの遺伝子変異が検出されず非同義変異が少ない (Fig. 18)。

CLS4においてドライバー遺伝子変異が同定されたのは 1症例のみでNOTCH1の

ミスセンス変異であり、CLS4 は TMB が低く、抗免疫腫瘍を惹起しにくい cold 

tumor である可能性がある。なお腫瘍含有率には群間で有意差を認めず、腫瘍

含有率の平均は CLS1が 53.8%、CLS2が 52.9%、CLS3が 50.3%、CLS4が 51.8%

であった。 
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Table 9: 群間に有意差を生じたドライバー遺伝子。CLS1 には TP53 変異と

PIKCA/PTEN 変異が、CLS2 には ZNF750 変異が偏在しており、また術前治療群

にも TP53 変異が偏っている。CDKN2A および CDKN2B のホモ接合性欠失、ま

たは Chr11q13.3 の増幅は、TP53 変異や PIK3CA/PTEN 変異と共存する傾向にあ

る。p値はフィッシャーの正確検定による。 

Odds Ratio p-value

CLS1 TP53 4.22 0.0018

ZNF750 0.19 0.0192

PIK3CA or PTEN 5.33 0.0244

CLS2 ZNF750 6.17 0.0089

CLS3 TP53 0.24 0.0231

術前治療群 TP53 5.03 0.0289

TP53 CDKN2A_loss 9.33 0.0001

CDKN2B_loss 5.33 0.0071

Chr11q13.3 amp 4.11 0.0042

Chr11q13.3 amp CDKN2A_loss 3.63 0.0034

CDKN2B_loss 2.88 0.0250

PIK3CAorPTEN CDKN2A_loss 3.53 0.0267
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Figure 18: 各症例が有するドライバー遺伝子変異。 

 既報 508 症例に対する WGS70 により TP53, NOTCH1, NFE2L2, ZNF750, 

EP300, AJUBA, FAT1, FAT2, RB1, PIK3CA, FBXW7, KDM6A, CDKN2A, CDH10, 

LILRB3, YEATS2, CASP8, CREBBP, TGFBR2が ESCCの drive geneとして同定され

た。さらに別の報告 71で driver geneとして報告された NOTCH2, NOTCH3, PTEN, 

CUL3を追加して各症例におけるドライバー異常の有無を記載した。 

異常の種類はミスセンス変異を緑、挿入を青、欠失を黄、終止変異を赤、リー

ドスルーを橙、スプライス部位変異を紫とした。各症例における非同義変異の

総数はカラーバー上にヒストグラムで示した。 

 症例の臨床情報をカラーバーで示した。上から順に、ESCCか NTかの検

体種別 (ESCC症例のみ)、性別 (男性は青、女性は赤)、年齢 (40代を黄色、80代

を緑としてグラデーションで示した)、術前治療の有無 (naiveは術前治療を行わ
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なかった症例を、Tx は術前治療を行った症例を表す)、治療効果の病理学的評

価 (Grade評価)、飲酒習慣の有無、平均的なアルコール摂取量 (多飲者を濃赤と

してグラデーションで示した)、喫煙習慣の有無、Brinkman Index (多量喫煙者を

黒としてグラデーションで示した)、ESCC の占拠部位、ESCC の肉眼型分類、

浸潤癌の大きさ (浸潤径が大きい癌を濃橙としてグラデーションで示した)、食

道癌取扱い規約第 11版の T分類、およびN分類、リンパ管侵襲の有無、静脈侵

襲の有無、分化度を表している。 

 

 

ESCCの免疫 TMEを評価するツール: IMMUGENO_GRAMの作成 

上記 CLS1～CLS4を総括すると TMBと免疫環境 (T細胞炎型と非 T細胞

炎型)によって大別されるモデルを構築することは、免疫療法を組み合わせた臨

床試験の設計や治療効果の評価において有益であると期待される。がんにおけ

るオーダーメイド医療への展開において、患者ごとの突然変異と免疫細胞を含

む微小環境を調べることで、効果の期待される免疫療法を選ぶことが可能とな

り、またその効果をフィードバックすることで層別化・個別化された治療戦略

の最適な構築が可能になると考えられる。 

上記を分類することで患者ごとに適切な免疫療法の選択をし、TME の類

型により治療効果を判定することが期待される。最近メラノーマ患者を対象と

したペムブロリズマブとエピカドスタット (IDO阻害剤)の第 III相併用試験が失

敗に終わったことは、このような臨床試験のためにTMEを評価しうる優れたバ

イオマーカーの開発が喫緊の課題であることを示している 72。 
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RNA sequencing によるオミックスデータは情報量が多く有用である一方

で、実臨床においてその詳細を解析することは実質的に不可能である。情報量

をできる限り保ちながら免疫環境を評価するために、Blank らにより患者の免

疫状態を可視化するための IMMUNOGRAM73が提起されたが、ここでは ESCC

において重要と考えられた変数を 0-100 までの点数で表現する

IMMUGENO_GRAMを提示したい。 

GSEA解析にて計算された 40項目から、統計学的に有意でかつ臨床的に

意義の強い特徴量を選ぶ。Boruta_py  random forestによる機械学習では以下に示

す 24個が p < 0.05となる統計学的に有意な特徴量として選択された。 

 

この 24 個の特徴量に対して PCA を行うと各クラスタが線形的な境界を

もって分類されることが分かり、特徴量の減少に伴う分解能の低下は目立たな

い (Fig. 19)。さらに議論された考察とがん免疫サイクルに沿って選び出した 12

個の特徴量を軸として IMMUGENO_GRAMを作成した (Fig. 20)。 
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特徴量の視覚化を行うため各変数に対して変数方向の Z 標準化を行い、

抗腫瘍免疫に正の影響を与える第 0, 1, 2, 3, 4, 6, 11軸の特徴量については 

50 + Zscore * 20 

で補正し、負の影響を与える第 5, 7, 8, 9, 10軸の特徴量については 

50 - Z score * 20 

で補正した。最大値および最小値はそれぞれ 100と 0とした。 

ESCC97症例について IMMUGENO_GRAM を描画することで、免疫環境

における変化を視覚的に捉えることができ、臨床の治療方針を決定することが

可能となる。 
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Figure 19: Boruta_pyによる特徴量選択後の PCA。 

CLS1を赤、CLS2を青、CLS3を緑、CLS4を黒とした。PC1、PC2、PC3の寄与

率はそれぞれ 31%、18%、12%となる。PC1~PC3 までの主成分によりクラスタ

が分類されうることが視覚的にも確認された。 

 

 

 

 

Figure 20: IMMUGENO_GRAM の各軸。がん免疫サイクルとクラスタごとの免

疫抑制環境に従って統計学的に有意とされた特徴量から 12軸を選んだ。免疫抑

制性の環境に対する視認性を上げるために、マイナス 0.5SD の位置に赤の補助

線を入れた。 
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Figure 21a: CLS1に属する症例すべての IMMUGENO_GRAM。CLS1は低酸素

環境を特徴とするクラスタであり第 5軸の HYPOXIAおよび第 6軸の BLOOD 

VESSELS (血管形成)が他群と比べて低値をとる。術前治療を行った症例は濃青

で示した。他群に比較して術前治療が行われた症例が多い。 
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Figure 21b: CLS2に属する症例すべての IMMUGENO_GRAM。 

CLS2は群間で最も CD8+ T細胞の活性が高いが、同時に免疫チェックポイント

分子の発現が目立ち、T細胞には疲弊が認められる。術前治療を行った症例は

濃青で示した。 
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Figure 21c: CLS3に属する症例すべての IMMUGENO_GRAM。CLS3ではマク

ロファージや肥満細胞による免疫抑制環境が目立つ。術前治療を行った症例は

濃青で示した。 

 

 

 

Figure 21d: CLS4に属する症例すべての IMMUGENO_GRAM。CLS4では非同

義変異が少なく抗原認識が乏しい。術前治療を行った症例は濃青で示した。 
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各 CLSの病理像と TIL評価 

 RNA-seq による免疫遺伝子シグネチャは炎症細胞浸潤の分布に関する情

報を提供しない。病理組織学的に腫瘍浸潤リンパ球 (TIL)を評価することにより、

重要な予後予測情報を得られ、また治療に対する反応を予測する上でも有用で

あると考えられる。免疫チェックポイント阻害剤や他の免疫療法の使用が現実

のものとなるにつれ、広く適用可能で、アクセスしやすく、信頼性の高い免疫

腫瘍学的評価法が必要となるが、HE標本による TILの評価は日常の病理学的診

断に適応可能であり、手頃な価格でアクセス可能である。この費用対効果は免

疫療法の時代において重要な考慮事項である。ただし HE 標本による半定量的

なスコアリングは病理医間での再現性がやや低いことが問題点となる。 

 ここでは各クラスタに代表的な腫瘍中心と浸潤縁における特徴的な病理

像を供覧したい。なお腫瘍辺縁は腫瘍と正常組織の境界を中心とした 1mmの領

域であり、腫瘍中心はそれ以外の腫瘍領域を指す。なお上部消化管がんでは、

胃がんに対する間質性 TIL評価が有用であると報告されているが 74、ESCCに対

する TIL評価は議論が待たれている。 

 CLS1 は低酸素環境を特徴とする群であるが、es015T には低酸素環境に

おちいった領域が認められる。辺縁領域には軽度～中等度のリンパ球や形質細

胞浸潤を伴うが、中心領域に血管形成は乏しく、また炎症細胞浸潤も疎らであ
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る (Fig. 22a)。CLS2 は群間で最も腫瘍免疫の活発な群であるが、es075T では辺

縁領域・中心領域ともにリンパ球や形質細胞浸潤が目立ち、腫瘍胞巣の境界は

炎症細胞浸潤により不明瞭となっている (Fig. 22b)。CLS3 は腫瘍免疫に乏しい

群とされるが、es064T では間質に炎症細胞浸潤が認められる。しかしながら腫

瘍周囲にはマクロファージや多核巨細胞がみられ、また腫瘍中心にも他群に比

べてマクロファージ浸潤が散見される (Fig. 22c)。CLS4に属する es067Tでは辺

縁領域・中心領域、および血管周囲に炎症細胞浸潤が概して乏しい。ただし辺

縁領域の一部には炎症細胞浸潤がみられる (Fig. 22d)。 
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Figure 22a: CLS1 (es015T)の HE標本所見。 

写真中央に広範な壊死領域 (点線内)が広がっているが、これは低酸素下におけ

る組織変化として矛盾しない。辺縁領域にはリンパ球や形質細胞の浸潤がみら

れる一方で、中心領域に血管形成や炎症細胞浸潤は乏しい。右上の病理標本は

40倍で、左下と右下は 200倍で撮影された。 
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Figure 22b: CLS2 (es075T)の HE標本所見 

辺縁領域・中心領域ともにリンパ球や形質細胞浸潤が目立ち、腫瘍胞巣の境界

は炎症細胞浸潤により不明瞭となっている。右上の病理標本は 40倍で、左下と

右下は 200倍で撮影された。 
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Figure 22c: CLS3 (es064T)の HE標本所見 

腫瘍免疫の乏しい群ではあるが間質に炎症細胞浸潤はみられる。しかしながら

腫瘍周囲にマクロファージや多核巨細胞が目立ち、腫瘍中心にも他群に比べて

マクロファージ浸潤が散見される (右下青矢印)。右上の病理標本は 40倍で、左

下と右下は 200倍で撮影された。 
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Figure 22d: CLS4 (es067T) の HE標本所見 

辺縁領域・中心領域、および血管周囲に炎症細胞浸潤は概して乏しい。ただし

辺縁領域の一部には炎症細胞浸潤がみられる (左下)。病理標本はいずれも 200

倍で撮影された。 
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5. 考察 

 

がんとTMEの複雑な相互作用を明らかにすることは、がんに対する有効

な治療法を開発する上で非常に重要である 75。現在ではがんは TMEが大きく寄

与する疾患であると考えられるようになってきた 76。また免疫療法を含む様々

な抗がん剤治療に対してどのようなTMEを有するがんが反応するかを理解する

ために、さらなる理解と進展が期待されている。本論文では ESCC 97 症例に対

して行った RNA sequencingのデータに対して、TMEに関わる遺伝子を説明変数

とした階層的クラスタリングを行うことで腫瘍を 4つの特性に分類して、ESCC

に対する治療戦略を提起する。 

 

CLS1：低酸素環境に特徴づけられたクラスタ  

腫瘍の低酸素環境は、細胞増殖により酸素需要が増し、新生血管が腫瘍

細胞に十分な酸素を供給することができないことに起因する 30,77。腫瘍におけ

る低酸素状態とは、酸素分圧が 5-10mmHg より低い状態をさす。低酸素状態を

有する腫瘍は、不均一性の増大、転移の進行、遺伝的不安定性、血管新生に関

連しており、臨床転帰が不良であるとされる。また化学療法や放射線療法およ

び近年期待されている免疫療法の効果が乏しく 78,79、治療抵抗性や浸潤性の高
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い腫瘍を形成する傾向にあり、治療標的としても広く研究されている 80,81。実

際に病理標本においても腫瘍中心の低酸素領域は辺縁領域に比較して炎症細胞

浸潤に乏しいことがよく知られている。 

低酸素を標的とした治療を臨床応用するためには、腫瘍の低酸素環境を

評価するバイオマーカーの開発が必要となる。低酸素または HIF 依存性経路を

直接標的とする薬剤はいまだ承認されておらず、治験結果はいずれも芳しくな

い 82。これは TMEにおいて複雑なネットワーク制御が行われていることに起因

していると考えられ、低酸素下における免疫応答を明らかにすることで、治療

介入のための新たな戦略を確立することが期待される。 

 

CLS1で低酸素環境が維持されている原因 

 本研究から CLS1 において低酸素環境が維持されている要因として以下

の可能性が考えられた。 

1. 酸素需要を満たす血管新生がみられない 

CLS1 では低酸素適応の急性期に最も活性化するとされる HIF-1α の発現

が増加している一方で、血管新生の開始や血管リモデリングの制御を担うとさ

れる HIF-2αは増加に乏しく、血管新生に不可欠な CDH5の発現が十分に認めら

れていない。 
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2. TP53変異による Warburg効果 

 がん抑制遺伝子 p53 は ESCC において最も頻繁に変異が観察されるドラ

イバー遺伝子である。腫瘍関連変異 mutp53は、野生型 wtp53とは独立した新た

な発がん性機能を獲得し、mutp53 GOFと定義される。がん細胞の多くは、通常

の酸素濃度下においてもエネルギーを解糖系に依存しており、これはワールブ

ルグ効果 83 と呼ばれる現象である。wtp53 が解糖とワールブルグ効果を抑制す

る一方で 84、mutp53 は低酸素環境下で発現量が増加している GLUT1 の細胞膜

への移動を促進することで細胞内へのグルコース取り込み、解糖速度および乳

酸産生を大幅に増加させることが明らかとなった 85。CLS1 では TP53 変異を有

する症例が統計的な有意差をもって多く、HIF-1α に誘導された GLUT1 発現と

mutp GOFによるワールブルグ効果が腫瘍の生存に寄与している可能性がある。 

3. 化学療法と放射線療法 

 化学療法と放射線療法に対する抵抗性はがん細胞が治療前から耐性を有

していた場合と、がん細胞が抗がん剤に暴露され後天的に発生する場合がある。

前者はがん細胞の幹細胞性として知られており、化学療法と放射線療法の両方

に抵抗性を示す 86。後者においては治療抵抗性を獲得する上で TMEが極めて重

要な役割を果たしている。がん細胞は低酸素に対する生理学的適応である免疫

環境の変化を利用して治療抵抗性となることが知られている 87。また低酸素状
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態にあるがん細胞の寿命は本来限られているが、逆に術前治療を行うことで死

滅するはずであった低酸素状態のがん細胞が生存・増殖しやすい環境がもたら

されるといった報告もある 88。 

 CLS1には術前治療として化学療法±放射線療法を受けた ESCC症例が偏

っている。術前治療を受けたにもかかわらず術後に研究検体が採取できたこと

はすなわち癌細胞が十分残っていることを意味しており、病理学的にも治療効

果は Grade 0 あるいは 1a の症例がほとんどである。術前治療により低酸素環境

が誘導され、また低酸素やそれに伴う免疫環境を標的とすることで術前治療の

効果が高まる可能性がある。 

4. PI3K-Aktシグナル経路の活性化 

 PI3K-Akt シグナル経路はタンパク合成、細胞増殖、アポトーシス制御な

ど、腫瘍の増殖・生存における様々なシグナルに関わっている増殖シグナル経

路の 1 つであり、様々ながん種において活性化していることが知られている。

低酸素環境下で生存するために必要な低酸素応答因子であるHIF-1αは PI3K-Akt

シグナル伝達経路によって誘導されており 89、PI3K 阻害剤や mTOR 阻害剤は

HIF-1α と VEGF の発現を抑制する 90,91。CLS1 においては PI3K-Akt シグナル経

路に関係する変異が有意に多く、すなわち PI3K の触媒サブユニットである



81 

 

p110α をコードする遺伝子である PIK3CA 変異や、PI3K を抑制的に制御する

PTEN変異が認められる。 

 なおチロシンキナーゼ受容体 (Receptor Tyrosine Kinases: RTK)の阻害剤と

しては、抗 HER2 ヒト化モノクローナル抗体であるトラスツズマブや EGFR を

抑制する低分子化合物であるゲフィチニブなど広く臨床応用が進んでいるが、

RTKの下流シグナルの一つである PI3K-Akt経路においては Aktの下流にあたる

mTOR阻害剤が腎細胞癌で使用されているにとどまっている。 

 

低酸素が免疫環境に及ぼす制御性の影響 

1. NK細胞 

 CLS1では低酸素に誘導されたオートファジーにより、細胞傷害性 T細胞

とナチュラルキラー細胞の顆粒中に含まれるグランザイム B の分解が引き起こ

される。また NK 細胞表面に発現する NCNR3、NCNR1、KLRK1 などの活性化

受容体の発現はいずれも down regulationされており、NK細胞の細胞障害性は低

下していると考えられる。 
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2. 抗原提示細胞 

CLS1ではMHC-IとMHC-IIがともに down regulationされており、低酸素

下において樹状細胞、マクロファージ、および B 細胞などの抗原提示能が低下

していることが示唆される。また腫瘍関連 B 細胞は治療効果に必要な持続的な

炎症の主要な推進因子であるとされ 92、B 細胞浸潤に乏しいことが抗腫瘍免疫

をさらに阻害している可能性がある。 

 

3. Treg細胞 

 低酸素環境において HIF-1αは Treg細胞と Th17分化のバランスを制御し

ており、Treg 細胞の強力な調節因子である FOXP3 転写因子レベルを増加させ

る。実際に CLS1 は低酸素下で TGFB の産生が上昇しており、免疫抑制性の環

境にある CLS3 より有意に FOXP3 の発現が多い。ただし FOXP3 が最も発現し

ているのは CLS2であり Tregの誘導には T細胞の疲弊が大きく関与していると

考えられる。 

 

4. マクロファージ 

一般的にM1 型は正常酸素区域で優勢であるのに対し、M2 型は低酸素区

域で優勢である 93。また HIF-1αは M1型に産生された Th1サイトカインにより
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誘導されるが、HIF-2α は M2 型に産生された Th2 サイトカインにより誘導され

る 94。CLS1 は低酸素環境にありながら M2 型は優勢ではなく、M0 型の分画が

目立っている (Fig. 6)。低酸素環境が遷延して M0 型から M2 型に分極すること

で、HIF-2αによる血管形成が進むと同時に CLS3に近しい TMEを形成する可能

性がある。 

 

5. T細胞 

低酸素は腫瘍内の代謝状態をシフトさせる。がん細胞は低酸素条件下で

代謝を適応させて増殖し、がん細胞と腫瘍浸潤性 T 細胞がグルコース代謝にお

いて競合した結果 T 細胞の活性が阻害され、がんの進行が加速することが示さ

れている 95。さらに TMEにおける高乳酸値はmTOR経路を抑制することで解糖

を阻害し、T細胞機能の低下をもたらすことが示されている 96。 

 CLS1における IFN-γ産生は M2型マクロファージに免疫環境を抑制され

た CLS3と同程度であり、抗腫瘍免疫が活発に生じている CLS2と比較して有意

に低い。IFN-γの産生低下は CD8+ T細胞の増殖能や分化を阻害し、CLS1は Ef-

fector memory T細胞の活性が群間で最も低い。 

免疫療法に対する一次抵抗性のもう一つのよく知られたメカニズムは、

腫瘍細胞上の免疫チェックポイント分子の up regulation である。PD-L1 は HIF-
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1α の標的遺伝子であると考えられており、この免疫抑制性リガンドの制御にお

いて、低酸素が重要な役割を果たしていることが示されている 97。 

また CTLA-4 も活性化された T 細胞上に発現し、樹状細胞などの抗原提

示細胞上でそのリガンドである CD86 と結合すると T 細胞の活性化を阻害する

が、PD-L1 と同様に、低酸素は HIF-1α依存性の方法で DC 上の CD86 の発現を 

up regulationさせることが示されている 98。さらに低酸素かつ酸性条件下におけ

る代謝において解糖が阻害されると PD-1の発現が増加し、これは T細胞の非応

答性や疲弊と相関することで、がん細胞の免疫逃避を促してしまうことも報告

されている 99。 

 しかしながら CLS1 においてはいずれの免疫チェックポイント分子の発

現上昇傾向も認められず、低酸素に誘導されるとされる T 細胞の疲弊は目立た

ない。すなわち ESCC では低酸素に誘導される免疫賦活的な役割にも注目しな

ければならないことが示唆される。 

 

低酸素の免疫賦活的な役割 

1. オートファジー 

 CLS1 では HIF-1α存在下での BNIP3 と BNIP3Lの発現上昇がみられ、低

酸素環境におけるオートファジー活性を意味している。オートファジーは NK
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細胞や細胞障害性 T 細胞が介する抗腫瘍免疫を打ち消すことが知られており、

腫瘍の重要な生存メカニズムであるオートファジーを選択的に阻害する新薬の

開発に大きな関心が寄せられている。 

 しかしながら一方でオートファジーは MHC-I や MHC-II に腫瘍抗原を提

示する処理や 100、樹状細胞および Tリンパ球を腫瘍に遊走させる役割も有する

ことが明らかになっている。オートファジーを阻害すると ATP の免疫原性放出

が障害され、ATP 依存性の免疫細胞のリクルートがブロックされた 101。すなわ

ち低酸素下でオートファジーを阻害することが免疫治療に及ぼす影響について

はさらなる研究が望まれる。 

 

2. 免疫原性細胞死 

低酸素環境においてすでに活性化された CD8+ T 細胞は低酸素介在性炎

症を介して ICDによりがん細胞を排除しており、ICDに特徴的とされる DAMP

が増加している。すなわち CLS1 においては低酸素による Treg や免疫チェック

ポイント阻害薬などの誘導を介した免疫抑制性の側面は目立たない一方で、低

酸素環境が有する免疫賦活性の側面が認められる。 

低酸素に伴うTMEを標的とする治療アプローチは、一般的に低酸素を介

した化学療法や免疫療法への抵抗性を防ぐことができる魅力的なものであると
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されるが、ESCC においてその効果を期待するには疑問が残る。CLS1 では低酸

素による免疫抑制が示された一方で、生存解析では CLS2 と統計的有意差をも

たず、むしろ血管が形成され低酸素環境には乏しい CLS3 に比べて良いように

思われる。低酸素ががん化を促進する経路とがん化を阻害する経路の両方にお

いて、低酸素の役割を客観的に評価し、低酸素を介した治療抵抗性を克服する

方法を考えなければならない。 

 

CLS2：抗腫瘍免疫が最も活発な群 

 CLS2では CD8+ T細胞による抗腫瘍免疫が目立ち、その予後は群間で最

も良い。肉眼型分類としては Type 3が有意である。 

がん免疫療法の大部分は主に T リンパ球を介した抗腫瘍免疫の増強に焦

点を当てている。初期には IL-2102や自家 Tリンパ球 103の注入を用いた戦略が試

みられたが、治療上の成功率は低いか、あるいは全く得られず、高い毒性を伴

うものであった。免疫チェックポイント阻害薬を用いたアプローチは様々なが

ん（乳がん、肺がん、腎がん、膀胱がん、前立腺がん、リンパ腫、悪性黒色腫

など）に対して顕著な臨床効果を示している 104,105。腫瘍細胞を標的とするので

はなく、細胞障害性 T リンパ球に対する抑制シグナルを除去することで、長期

にわたる臨床的な奏功が得られた。2011年に FDAは悪性黒色腫の治療薬として
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抗CTLA-4剤（イピリムマブ）を、2014年には抗 PD-1剤（ペムブロリズマブと

ニボルマブ）を承認した。 

先行研究では、PD-L1 の過剰発現が ESCC の 14.5-63.3%に認められたこ

とが示されている 106。したがって ESCC は免疫チェックポイント阻害薬が期待

される腫瘍の一つである。CLS2 においては活性化した CD4+ T 細胞や CD8+ T

細胞が群間で最も多く認められる一方で、疲弊した T細胞である exhausted CD8

も目立ち、免疫チェックポイント分子である PD-1や CTLA-4の発現は群間で最

も高い。治療耐性を誘導するような低酸素環境もみられず、免疫チェックポイ

ント阻害薬が最も期待される群であると言える。また PD-1以外にも CTLA-4、

LAG-3、CD244 、CD160、TIM-3 など多くの抑制性受容体の発現上昇が認めら

れ、併用療法の適用とその効果も期待される。 

しかし PD-1 や PD-L1 の過剰発現があっても、免疫チェックポイント阻

害薬に短期的な効果しか得られない患者や、全く効果が得られない患者もいる

ことが報告されつつある 107。すなわち PD-1 や PD-L1 の多寡のみでは治療に反

応する患者と代替療法を提供すべき患者を区別するには不十分である。例えば

乳がんにおいて抗 PD-1 および抗 PD-L1 治療は、前治療を受けた化学療法抵抗

性でかつ PD-L1 陽性のトリプルネガティブ乳がんに対して 19%の奏効率にとど

まる。裏を返せば PD-L1 陽性のトリプルネガティブ乳がんの大多数 81%が免疫
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療法に対して不応であることが報告されている。CLS2に属する ESCCに対して

は抑制性受容体の組み合わせを確認して対応する免疫チェックポイント阻害薬

を投与しつつ、TME を経時的に評価することで、治療に反応する患者の選択性

をより高めることが必要である。 

 

CLS3：M2型マクロファージに抗腫瘍免疫を抑制された群 

低酸素環境による免疫抑制が目立った CLS1 と同程度の予後を示すが、

CLS3 の酸素分圧は CLS2 と同程度である。M2 型マクロファージや肥満細胞が

適切な免疫応答を阻害していると示唆される。肉眼型分類として Type 4 が有意

である。 

臨床的には外科的切除の前に、正確な病期分類情報、特にリンパ節の状

態を病理医や放射線科医が把握することはできない。したがって、治療戦略は

臨床病期 clinical stage によって導かれるが、術前の臨床診断で cN0 と診断され

た食道がんのうち 33-78%が最終的な転移を有する 108。CLS3ではM2/M1型マク

ロファージの割合がリンパ節転移や OS の不良と強く関連していることが明ら

かとなり、M2 型マクロファージの相対的な増加が、リンパ節転移を予測する

ための臨床的なマーカーである可能性が示唆された。 
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治療戦略としてはM2型をM1型にリプログラミング誘導するようなアプ

ローチと、化学放射線療法や免疫療法の併用が期待される。CLS3では VEGF-B

およびVEGF-Dの発現量が他群と比較して有意に高いが、低用量の抗VEGF2抗

体が TAMを免疫抑制性の M2型から免疫刺激性の M1型に分極させることが実

証され、この結果 CD8+および CD4+ T細胞の腫瘍浸潤が改善されたとする報告

がある 63。 

また IL-6/STAT-3シグナル伝達経路が肝細胞癌において M2型で活性化さ

れており、抗 IL-6治療を行ったところ、M2型からM1型への誘導が確認され、

また共培養した HCC 細胞の腫瘍異種移植片を移植したヌードマウスでは HCC

細胞の腫瘍形成および肺転移が抑制された 62。STAT3 活性化は、がん細胞の増

殖性および免疫抑制因子の発現を促進することにより、腫瘍の進行の中心的な

役割を果たしている。また STAT3 および STAT5を同時に阻害することで CD8+ 

T エフェクターおよびメモリー細胞の腫瘍内における長期生存を可能とし、細

胞障害活性を高め、および腫瘍による免疫抑制に対する耐性が与えられること

も示されている 109。 

 

 

 



90 

 

CLS3における肥満細胞について 

 CLS3 では CXCL9 と CXCL10 の発現抑制が認められ、T細胞や NK細胞

のリクルートが阻害されていると考えられる。ただし肥満細胞の浸潤が生存に

有利であるとする報告 110もみられ、肥満細胞を標的とする治療がどのような臨

床転帰や TMEの変化をもたらすのか、さらなる研究が必要である。 

 

CLS4：正常上皮とプロファイルの近しい群 

免疫チェックポイント阻害薬に対する反応のバイオマーカーとして腫瘍

突然変異負荷 (Tumor Mutational Burden: TMB)111が提案されている。例えば前立

腺がんと膵がんはいずれも TMBが低く、抗免疫腫瘍を惹起しにくい cold tumor

であり、よって免疫チェックポイント阻害薬には反応しにくい。 

すなわちがんは、TMB が高く免疫チェックポイント阻害薬の奏功が期待

されるか、またはTMBが低く免疫チェックポイント阻害薬に反応する確率が低

いかのいずれかに分類される。高TMBの腫瘍は抗腫瘍免疫に関与する過程で認

識されうるネオアンチゲンを多く有している確率が高いと推定される。 

抗 PD-1/PD-L1抗体は、一般的に腫瘍反応性 T細胞を再活性化するが、腫

瘍反応性 T 細胞の形成を誘導するわけではないことに留意しなければならない。

PD-L1 などの免疫抑制分子を発現する腫瘍を有する一部の患者が、これらの分
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子を欠く腫瘍と比較して免疫チェックポイント阻害薬に反応する可能性が高い

と期待される理由はここにあり、すなわち免疫調節分子の発現は、抗腫瘍 T 細

胞および IFN-γ などの免疫エフェクターサイトカインの存在に二次的に依存し

ている 112。 

しかしながらこの治療戦略は、どの患者が薬剤に反応し、どの患者が反

応しないかという普遍的な定義には至らない。例えばメラノーマや NSCLC 患

者の大多数は、高TMBの腫瘍であるにもかかわらず、免疫チェックポイント阻

害薬に反応しないことが多い。逆にTMBが少ないがんである腎細胞癌では、免

疫チェックポイント阻害薬に反応する患者もいることが分かり、転移性 RCC患

者の治療薬として抗 PD-1抗体であるニボルマブが承認された。 

CLS4 はドライバー遺伝子変異や非サイレント変異が他群より有意に少

なく TMB の少ない cold tumor である可能性がある。TMB の少ない腫瘍に対し

ては、ミスマッチ修復遺伝子を欠損させることにより、TMB の多い腫瘍に転換

する戦略が提案されている 113。さらに oncolytic virus 法 114との併用など、T 細

胞免疫が活発な状態を誘導しうる方法と組み合わせることで、多くのがん種を

免疫チェックポイント阻害薬に応答性のものに変化させることができる可能性

がある。 
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IMMUGENO_GRAMの活用 

本研究においては低酸素微小環境に対する腫瘍の分子反応を推定するた

めに遺伝子発現プロファイリングを行った。RNA sequencing のようなオミック

スデータは俯瞰的な視点を形成するために有用であるが、実臨床で活用するた

めには情報量をできる限り保ちながら構成要素を分解する必要がある。我々は

抗腫瘍免疫応答を修飾する主要な因子である低酸素環境を含めた考察を行い、

ESCCにおける TME を 4つに分類して、そのそれぞれにおいて免疫療法の治療

効果を向上させる治療戦略を考察したが、がん免疫サイクルを基盤としてどの

過程が障害されているかを視覚的に判断することを可能にするツールとして

IMMUGENO_GRAMを作成した (Fig. 23)。IMMUGENO_GRAMでは 0~2時方向

ががん免疫サイクルの開始を、3~4 時方向が抗腫瘍免疫の強さを、5~11 時方向

が免疫を抑制する因子を表現している。 

 2016年 Scienceにおいて the “cancer immunogram”として下記 7つの要素を

評価および視覚化することが提唱された 73が、IMMUGENO_GRAMがその要件

を満たすことを記述する。 

1. Tumor foreignness 

 免疫に認識される腫瘍の外来性 foreignness は大部分がネオアンチゲンの

発現によって決定されうる。特に、腫瘍のネオアンチゲン負荷のサロゲートマ



93 

 

ーカーであるTMBと、チェックポイント阻害薬の転帰には相関関係があること

がメラノーマおよび非小細胞肺癌で認められている。IMMUGENO_GRAM では

第 11軸に相当する。 

2. General immune status 

 免疫療法は CD8+ T 細胞活性が腫瘍に対するエフェクター機構であるこ

とを前提としている。リンパ球浸潤に乏しい腫瘍に対してチェックポイント阻

害薬の奏功は期待されない。IMMUGENO_GRAMの第 3~4軸に相当する。 

3. Immune cell infiltration 

 T 細胞が腫瘍に浸潤することは腫瘍免疫が機能するための明白な要件で

ある。CXCL9と CXCL10の発現は、チェックポイント阻害薬の転帰を改善する

ことが報告されている。IMMUGENO_GRAMの第 2軸に相当する。 

4. Absence of checkpoints 

 チェックポイント分子およびそのリガンドの発現プロファイルは免疫環

境の重要なバイオマーカーである。IMMUGENO_GRAMの第 7軸に相当する。 

5. Absence of soluble inhibitors 

 VEGF, CSF, IL-1/6/17, CXCL1 などを分泌する好中球、γδ細胞、腫瘍関

連マクロファージの存在を評価する。IL-1/6 は炎症の臨床マーカーである CRP
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を誘導するが、CRP の上昇は抗 CTLA-4 抗体治療の予後不良と関連すると報告

されている。IMMUGENO_GRAMの第 9軸に相当する。 

6. Absence of inhibitory tumor metabolism 

 低酸素状態においてピルビン酸は乳酸へ変換され、細胞外に送り出され

る。乳酸と局所的な低 pHは、サイトカイン産生 (IL-2、IFN-γ)、増殖、細胞分

裂活性などの重要な T細胞機能を損なう可能性がある。IMMUGENO_GRAMの

第 6軸に相当する。 

7. Tumor sensitivity to immune effectors 

 抗原提示機構が不活性化されると、免疫系に対する視認性 visibility が低

下して腫瘍は免疫を回避する。MHC発現と免疫チェックポイント阻害薬の感受

性を解析することで、T 細胞活性化療法に反応しにくい患者を特定することが

できるだろう。IMMUGENO_GRAMの第 0軸に相当する。 

 

 CLS1は抗腫瘍免疫の活性が乏しく第 3~4軸が低い。その理由として低酸

素環境を表現する第 5 軸が欠けており、血管形成を表現する第 6 軸も低値をと

る傾向がある。CLS2では CD8+ T細胞による抗腫瘍免疫を意味する第 4軸が群

間で最も高値となり、持続的な炎症の推進因子であるとされる B 細胞を表す第

3 軸もまた高値である。しかしながら炎症と同時に T 細胞の疲弊や Treg の誘導
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が目立ち、第 7~8軸に凹みが目立つ症例も多く確認される。CLS3も第 3~4軸が

低いが、その理由としてマクロファージや肥満細胞の浸潤が目立ち第 9~10軸が

低値となる。CLS4 では非同義変異が少なく結果としてがん免疫サイクルの開

始起点である第 0軸が小さい。 

 興味深いことに免疫抑制を表現する 5~11 時方向において、CLS1 を意味

する第 5~6 軸、CLS2 を意味する第 7~8 軸、CLS3 を意味する第 9~10 軸、CLS4

を意味する第 11(~0)軸の凹みは相互排他的な傾向にあり、第 5~11軸の全てが赤

線で表した－0.5SDを下回る症例は存在しない。 

CLS1や CLS3のように免疫学的に coldな ESCCに対しては、免疫抑制性

の環境を考慮した治療法を選択した上で、化学療法や放射線療法などを組み合

わせ、免疫学的に hotな状態を作りだすことで、治療戦略を CLS2に合流させる

ことができるだろう。CLS2のように免疫学的に hotな ESCCに対しては T細胞

の疲弊においてどの抑制性受容体が共発現しているかを確認し、免疫チェック

ポイント阻害薬を単剤あるいは併用することで抗腫瘍免疫の活性を維持するこ

とが期待される。CLS4 のように TMB が低いことを理由として免疫環境が惹起

されていない患者に対しては、まずTMBの高い腫瘍に転換させる必要がある。 
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Figure 23: CLS1~CLS4それぞれにみられる IMMUGENO_GRAMの特徴。 

それぞれのクラスタから典型的なチャートを示す症例を選んだ。紫括弧で示し

た第 3~4軸をみることで抗腫瘍免疫の活性が確認される。CLS2は抗腫瘍免疫の

鍵となる CD8+ T細胞の活性が群間で最も高い。 

 免疫抑制性の環境として、第 5~6軸の低酸素環境で CLS1を (青矢印で示

した)、第 7~8 軸の T 細胞の疲弊や Treg 細胞で CLS2 を (黄矢印で示した)、第

9~10軸のマクロファージや肥満細胞で CLS3を (緑矢印で示した)、第 11~0軸の

非同義変異で CLS4を (赤矢印で示した)、それぞれ分類することができる。 

  

 ところが IMMUGENO_GRAMを詳細に観察すると、あるクラスタに分類

されたにもかかわらず、そのクラスタの特徴に乏しい症例や、他クラスタの特

徴を有する症例も観察される。 

 例えば es082Tは化学療法後の症例である。第 3~4軸の抗腫瘍免疫が目立

ち、第 7 軸に T 細胞の疲弊がみられるチャートは CLS2 の特徴に一致するが、

実際にはこの症例は第 5軸のHYPOXIAが低くないにもかかわらず CLS1に分類

されている (Fig. 24左)。発現プロファイルが低酸素環境の TMEを有する患者と

近いにもかかわらず、GSEA によるスコアリングで形状が大きく異なる症例は

TME を規定するために異なる説明変数が必要となる可能性を示唆している。ま
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た化学療法による変化をみている可能性もあるが、化学療法前の検体採取は行

っておらず、残念ながら経時的な TME変化を追うことはできない。 

 別の症例である es028Tは CLS2に属するが、確かに CD8+ T細胞や B細

胞による炎症活性は高い (Fig. 24 右)。しかしながら免疫抑制性の因子を観察し

た場合に、CLS1 に特徴的とされる低酸素環境が－0.5SD を大きく下回ることが

明らかとなる。低酸素環境が長く続いた場合には CLS1 への経時的な移行が確

認される可能性がある。 

 

 

Figure 24:  

(左) CLS1に分類される es082Tの IMMUGENO_GRAM。免疫抑制環境として最

も目立つのは T細胞の疲弊であるがこれは CLS2の特徴である。 

(右) CLS2に分類される es028Tの IMMUGENO_GRAM。CD8+ T 細胞や B 細胞

の免疫活性は保たれているが、免疫抑制環境として CLS1 の特徴とされる低酸

素環境が基準値を大きく下回っている。 
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腫瘍の進行や、化学療法や放射線療法、分子標的薬、免疫療法など種々な介入

に伴い、TME がどのようなパターンで変化するのかを実臨床で大規模にフォロ

ーすることは新たな治療戦略につながりうる。その評価として

IMMUGENO_GRAM を指標とすることで、患者ごとに異なる ESCC の微小環境

を視覚的に理解することが可能となり、最適な個別化免疫療法のための貴重な

指針が構成されることに期待したい。 
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 【外部データによる validation】 

 

 低酸素および免疫環境に関連する 886 遺伝子 (上述)の発現量を特徴量と

して TCGAに登録されている ESCC 154症例のクラスタリングを行った。154症

例は Caucasian 93症例, Afro-American 4症例, Asian 38症例, 人種未報告 18症例か

ら構成されている。下記に (i)人種を区別せずに、(ii)Asian症例のみ、(iii)Cauca-

sian症例のみをクラスタリングした場合に生じた TME分類を示す。 

 

人種を区別せずにクラスタリングした場合 

 階層的クラスタリングにより生じた 5 分類を CLS-A,B,C,D,E と呼称する

(Fig. 25)。CLS-Aに 39症例、CLS-Bに 31症例、CLS-Cに 49症例、CLS-Dに 1

症例、CLS-Eに 33症例が分類された。群間に有意な人種差が認められ、免疫療

法に対するTME分類を議論するときには人種差を考慮する必要性が示唆された。

本論文中に議論した ESCC 97 症例はすべて日本人であり比較を容易にするため、

人種ごとに階層的クラスタリングを再試行した。 
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Figure 25: TCGA に登録されている ESCC154 症例に対して低酸素および免疫環

境に関連する 886 個の遺伝子による階層的クラスタリングを行った。症例を横

軸に、遺伝子を縦軸にとり、発現量を赤 (低発現)～緑 (高発現)で表している。

クラスタリングにより生じた 5 分類を CLS-A,B,C,D,E と呼称し、カラーバーに

おいて CLS-Aを赤色、CLS-Bを橙色、CLS-Cを黄色、CLS-Dを黄緑色、CLS-E

を緑色で示した。 

 

  

Table 10: CLS-AからCLS-Eに分類された症例の人種差を示す。CLS-Cには asian

が、CLS-Eには Caucasianが有意な偏りをもって分布している。 

 

  

white black asian not reported

CLS-A 28 0 1 10

CLS-B 16 1 12 2

CLS-C 22 3 22 2

CLS-D 1 0 0 0

CLS-E 26 0 3 4

Odds ratio p-value

CLS-A asian 0.0540 0.0001

not reported 4.6000 0.0037

CLS-C white 0.3800 0.0077

asian 4.5000 0.0002

CLS-E white 2.9000 0.0260

asian 0.2400 0.0220
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Asian症例のみをクラスタリングした場合 

 TCGA に登録されている Asian 38 症例に対する階層的クラスタリングを

行い、クラスタリングにより生じた 2分類を CLS-a,bと呼称する (Fig. 26)。日本

人は Asian に属するが、38 症例のうち日本人が何症例含まれているかは明らか

でない。 

 血管形成の乏しさや低酸素環境が CLS-a における免疫抑制性因子である

可能性はあるが、統計学的有意差は明らかでない。また群間におけるマクロフ

ァージ浸潤および肥満細胞浸潤にも有意差は生じない。 

 CLS-bでは有意なCD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B細胞の浸潤が認められ、

かつ T細胞に疲弊が示されたが (Fig. 27)。CLS-bは免疫チェックポイント阻害薬

が期待される群であると考えられる。これは CLS2 における解析結果と矛盾し

ない。 
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Figure 26: TCGAに登録されている Asian 38症例に対して低酸素および免疫環境

に関連する 886 個の遺伝子による階層的クラスタリングおよび GSEA 解析を行

った。症例を横軸に、遺伝子または遺伝子セットを縦軸にとり、発現量を赤 

(低発現)～緑 (高発現)で表している。クラスタリングにより生じた 2 分類を

CLS-a,bと呼称し、カラーバーにおいて CLS-aを赤色、CLS-bを緑色で示した。

CLS-b の生存曲線は CLS-a よりも上側に描画されているが、生存解析で群間に

有意差は生じない (p=0.43)。 
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Figure 27: Asian症例に対する GSEA解析結果。微小環境として定義した遺伝子

セットごとの NES を群間で比較し箱ひげ図に表した。CLS-a を青色、CLS-b を

橙色で示す。  
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Table 11: Asian症例に対する GSEA解析結果。GSEA40項目に対してウェルチの

t検定を行い、その p値を統計的有意差に関わらず記載した。 

  

Central memory CD4 T cell p-value Hypoxia p-value Trafficking and infiltration p-value

CLS-b > a 0.0014 CLS-a > b 0.3034 CLS-b > a 0.0448

Type 1 T helper cell p-value MDSC p-value Checkpoint inhibitor’s target on APC p-value

CLS-b > a 0.3863 CLS-b > a 0.0003 CLS-b > a 0.1906

Exhausted CD8 p-value Type 2 T helper cell p-value Mast cell p-value

CLS-b > a 0.0001 CLS-b > a 0.0011 CLS-a > b 0.9801

Plasmacytoid dendritic cell p-value Central memory CD8 T cell p-value Immature B cell p-value

CLS-b > a 0.1029 CLS-b > a 0.0530 CLS-b > a 0.5464

CD56bright natural killer cell p-value T follicular helper cell p-value Eosinophil p-value

CLS-a > b 0.7590 CLS-b > a 0.0655 CLS-b > a 0.1116

Recognition of tumor cells p-value Activated CD4 T cell p-value Memory B cell p-value

CLS-b > a 0.6964 CLS-b > a 0.0061 CLS-b > a 0.1098

ESCC p-value Macrophage p-value Checkpoint stimulater’s target on APC p-value

CLS-b > a 0.0167 CLS-a > b 0.8776 CLS-a > b 0.5796

Natural Killer cell p-value Effector memory CD8 T cell p-value Checkpoint inhibitor’s target on T p-value

CLS-b > a 0.0230 CLS-b > a 0.0001 CLS-b > a 0.0000

Immature dendritic cell p-value Effector memory CD4 T cell p-value Lymph vessels p-value

CLS-b > a 0.1554 CLS-b > a 0.7230 CLS-b > a 0.2286

Activated CD8 T cell p-value Natural killer T cell p-value ESO p-value

CLS-b > a 0.0000 CLS-b > a 0.0322 CLS-a > b 0.1312

Monocyte p-value Activated dendritic cell p-value Blood vessels p-value

CLS-a > b 0.3778 CLS-b > a 0.2030 CLS-b > a 0.2073

Regulatory T cell p-value CD56dim natural killer cell p-value Activated B cell p-value

CLS-b > a 0.3690 CLS-b > a 0.2112 CLS-b > a 0.0430

Gamma delta T cell p-value Type 17 T helper cell p-value Neutrophil p-value

CLS-b > a 0.3087 CLS-a > b 0.4190 CLS-b > a 0.0518

Checkpoint stimulater’s target on T p-value

CLS-a > b 0.9184
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Caucasian症例のみをクラスタリングした場合 

 TCGA に登録されている人種のうち最多となる Caucasian 93 症例に対す

る階層的クラスタリングを行い、その結果として生じた 5 分類を CLS-α,β,γ,δ,ε

と呼称する (Fig. 28)。生存解析において群間に有意差は生じない (Fig. 29)。 

 CLS-αは群間でもっとも CD4+ T細胞、CD8+ T細胞、B細胞の浸潤が乏

しく抗腫瘍免疫が弱いことが明らかとなったが、低酸素環境や腫瘍関連マクロ

ファージの浸潤などの免疫抑制性の環境が目立たず、CLS4 に相当する TMB が

低い cold tumorである可能性がある。 

 CLS-β,γ はともに低酸素環境を示しかつ血管形成に乏しい群であり、

CLS1に相当すると考える。 

 最も抗腫瘍免疫が活発であるのは CLS-ε であり、有意な CD4+ T 細胞、

CD8+ T細胞、B細胞の浸潤が認められる一方で、T細胞に疲弊が示された (Fig. 

30)。これは CLS2 や CLS-b における解析結果と一致した傾向であり、CLS-ε は

免疫チェックポイント阻害薬が期待される群であると考えられる。 

 本論文と異なる点として、免疫抑制性の環境として M2 型マクロファー

ジを特徴とする群は同定されず、CLS-α,β,γ,δ,εいずれの群においてもM2型マク

ロファージ/M1型マクロファージ比に有意差がないことが CIBERSORTx により

計算された。 
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Figure 28: TCGAに登録されている Caucasian 93症例に対して低酸素および免疫

環境に関連する 886 個の遺伝子による階層的クラスタリングおよび GSEA 解析

を行った。症例を横軸に、遺伝子または遺伝子セットを縦軸にとり、発現量を

赤 (低発現)～緑 (高発現)で表している。クラスタリングにより生じた 5 分類を

CLS-α,β,γ,δ,εと呼称し、CLS-α を赤色、CLS-β を橙色、CLS-γ を黄色、

CLS-δを黄緑色、CLS-εを緑色で示した。 

 

 

 

Figure 29: CLS-α,β,γ,δ,εの生存解析において群間に有意差は生じない。 
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Figure 30: TCGAに登録されている Caucasian 93症例に対する GSEA解析。 

微小環境として定義した遺伝子セットごとの NESを群間で比較し箱ひげ図に表

した。CLS-αを青色、CLS-β を橙色、CLS-γを緑色、CLS-δを赤色、CLS-εを紫

色で示す。 
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Table 12: Caucasian症例に対する GSEA解析結果。GSEA40項目に対してウェル

チの t検定を行い、統計的有意差を生じた比較をすべて記載した。 
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6. 結語 

 

 腫瘍微小環境はがん細胞と複雑な相互作用を有しており、がんの形成、

生存そして転移に大きく関わっている。がん細胞そのものではなく、微小環境

をターゲットとした治療法の開発も進んでいる。我々は食道扁平上皮癌 97症例

に対して RNA sequencingを行い、その微小環境を 4種類に分類した。 

 第 1群は低酸素環境を特徴とする群である。97症例のうち 60症例 (62%)

が該当する。癌細胞の増殖は酸素需要を増加させ、また食道扁平上皮癌に頻度

の高い遺伝子変異であるTP53変異はワールブルグ効果により解糖速度と乳酸産

生を増加させることで低酸素環境を助長する。低酸素環境は一般的に抗腫瘍免

疫を抑制して、また化学療法や放射線療法に対する耐性を獲得させ、臨床転帰

の不良につながると考えられてきた。しかしながら低酸素環境は免疫抑制性に

寄与する他に、免疫賦活的な役割を併せもっており、低酸素により活性化され

た細胞障害性 T 細胞が免疫原性細胞死に寄与している可能性も明らかとなった。 

 第 2 群は抗腫瘍免疫が活発に生じている予後良好な群である。97 症例の

うち 20 症例 (21%)が該当する。免疫が活発に生じている一方で CD8+ T 細胞の

疲弊や免疫チェックポイント分子による抑制も目立ち、第 2 群に対しては免疫

チェックポイント阻害薬の有効性が期待される。 



110 

 

 第 3 群では M2 型マクロファージや肥満細胞による抗腫瘍免疫の抑制が

目立つ。97症例のうち 13症例 (13%)が該当する。リンパ節転移が最も多く予後

は不良である。M1 型マクロファージへの再分極や肥満細胞浸潤の抑制が治療

戦略として考慮される。 

 第 4 群は非腫瘍上皮と近しい微小環境を有するが、予後の最も不良な群

である。97症例のうち 4症例 (4%)が該当する。腫瘍抗原として免疫に認識され

るゲノム変異数が少なく、適切な抗原提示や引き続く免疫応答が生じていない

可能性がある。 

 また RNA sequencing から得られた情報量をできる限り保ちながら、

ESCCにおいて重要と考えられた TMEを視覚的に表示する IMMUGENO_GRAM

を作成した。 

 我々の研究は食道扁平上皮癌の微小環境に対して RNA sequencingによる

俯瞰的な知見を提供している。個別化治療を受ける患者の転帰を予測あるいは

評価する際に、本研究の結果をふまえた患者背景の検討を行うことで、より効

果的な治療の適用が期待される。 
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