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Ⅰ. 緒⾔ 

 ⼝腔扁平上⽪癌 (Oral squamous cell carcinoma; OSCC) は、頭頸部扁平上

⽪癌に属し、⼝腔に発⽣する最も⼀般的な悪性腫瘍である。2018 年の推定で

は、北アメリカの男性では 10 万⼈あたりの罹患率が 6.3、東南アジアの男性で

は 3.2 となっている[1-3]。OSCC の治療は外科的切除が基本となるが、切除

標本を⽤いた病理組織学的検査により、浸潤の進達度や転移リンパ節の節外浸

潤、病理学的な TNM ステージなどのリスク因⼦を判断して、術後治療の必要

性を決定する[4-6]。最近では、患者の予後に関連する形態学的分析が発展し、

budding、浸潤増殖様式 (infiltrative growth pattern; INF)、YK分類、組織浸潤

免疫関連細胞の免疫組織化学的分析など、さまざまな要素が報告されている[7-

11]。 

 近年、免疫チェックポイント阻害剤 (Immune checkpoint inhibitors; ICIs) 

の成功により、腫瘍に浸潤している免疫関連細胞が注⽬されている。CD3 およ

び CD8 T 細胞の浸潤が多いほど予後が良いという “Immunoscore”は、Galon

が免疫組織化学染⾊を⽤いて提唱したものであり[12]、ICI による臨床効果が

得られた症例でも、腫瘍微⼩環境 (tumor microenvironment; TME) における

活性化された免疫グレードが病理組織学的に観察されることが明らかになって

いる[13-16]。これらの免疫グレードは、構成成分 (効果因⼦優勢/平衡状態/抑

制因⼦優勢)、局所状態 (炎症状態/免疫除外/免疫枯渇)、T 細胞の活性化状態 

(活性化/平衡状態/疲弊) に分類され、ICI の⾮奏効者はそれぞれ「抑制因⼦優

勢」「免疫枯渇」「疲弊」の特徴を持つ TMEを有する傾向がある。これらは⼀
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般的に、T 細胞が活性化した”Hot”な TMEとは対照的に”Cold”な TMEと呼ば

れている[16-22]。 

 ICI に対する治療効果の予測因⼦を探索する遺伝⼦ベースの包括的な研究

も、治療前の腫瘍⽣検検体を⽤いて⾏われている。単⼀の因⼦を特定すること

が困難であるため、複数の因⼦を⽤いたプロファイル解析が ICI奏効者のバイ

オマーカー研究にしばしば応⽤され、これまでに間葉転換、細胞接着、⾎管新

⽣の制御など、いくつかの特徴的クラスターが特定されている[16, 17, 19]。ま

た、遺伝⼦発現だけでなく、腫瘍浸潤細胞を⽤いてフローサイトメトリーで検

出されたタンパク質発現に基づく免疫関連シグネチャー、特に腫瘍浸潤リンパ

球 (tumor infiltrating lymphocytes; TILs) 関連シグネチャーも研究対象とされ

ている。CD8 が多く含まれるクラスターでは、免疫関連タンパク質の発現が全

般的に強く、活性化 T 細胞クラスターを形成する傾向があり、ICI奏効者の

TILs に⽐較的多くみられるとされる[23]。⼀⽅、このような TILs の発現シグ

ネチャーのプロファイル解析は、”immunoscore”のように、がん患者の普遍的

な予後を予測する解析にも応⽤されている[12, 14, 21]。 

 転写因⼦として Foxp3 を発現する制御性 T 細胞 (regulatory T cell; Treg) 

は、免疫の恒常性維持に重要な役割を果たしている。腫瘍免疫においては、IL-

2 の消費、CTLA-4 の結合、TGF-β, IL-10, TIGIT などの他の分⼦との複合的

な免疫抑制機能により、腫瘍特異的に働く T 細胞の誘導、増殖、認識、反応を

抑制し、その結果、腫瘍細胞の⽣存と増殖に適した環境が提供される[21, 24-

28]。中でも強い免疫抑制機能を持つ effector Treg (eTreg) は、Foxp3 と

CD25 を⾼発現していることから、Foxp3/CD25⾼発現の eTreg分画に特異的



5 

なマーカーが探索され、inducible costimulatory receptor (ICOS), CCR4, CCR8

などが同定されている[29, 30]。 

 本研究では、OSCC において腫瘍進展や予後に影響を及ぼす分⼦を明らかに

することを⽬的とし、TILにおける免疫関連分⼦の発現をフローサイトメトリ

ーで解析し、患者の臨床病理組織学的因⼦との関連を調査し、さらに新たな予

後予測因⼦となりうる分⼦を探索した。



6 

Ⅱ. 材料と⽅法 

1. 患者および腫瘍組織 

 2018 年 12⽉から 2021 年 2⽉の間に⼀次治療として外科的切除を選択した

31名の OSCC 患者より、新鮮腫瘍組織を採取した。製品プロトコールに則っ

て、Tumor Dissociation Kit (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) と

gentleMACSTM Dissociator (Miltenyi Biotec) を⽤いて単細胞懸濁液を調整し

た。この細胞懸濁液を 40µm のナイロン製セルストレーナー (BD Biosciences, 

Franklin Lakes, NJ, USA) に通して濾過した。濾過液に BD Pharm Lyse (BD 

Biosciences) を添加して⾚⾎球を溶解した後、遠⼼分離して TILを精製した。 

 

2. 抗体 

 フローサイトメトリー解析のために、表 1 の抗体を購⼊した。 

 

3. フローサイトメトリー (FACS) 解析 

 FcRブロック (Human TruStain FcX Receptor-blocking solution; BioLegend) 

の後、Live/Dead Fixable Yellow Dead Cell Stain Kit (Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA) と各蛍光標識抗体で細胞を染⾊し、4℃で 30分間培養し

た。染⾊した細胞は LSR Fortessa (BD Biosciences) で測定し、得られた細胞

集団の発現頻度は DiVAソフトウェア (BD Biosciences) で解析した。染⾊陽

性の評価のため、各蛍光体と結合した⼀次抗体のアイソタイプコントロールを

⽤いた。 
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4. CITRUS (Cluster identification, characterization and regression) 解析 

 Cytobank (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) より提供される CITRUS は、

シングルセル解析⽤の教師付き機械学習アルゴリズムであり、設定した２群間

で有意に異なる細胞集団をクラスター化して特定する多変量解析⼿法である

[31]。本研究では、1600個以上の CD3陽性細胞を測定し得た患者 24 症例の

FACSデータから得られた 10種類の表⾯マーカー (CD4, CD8, CD45RA, 

CD25, PD-1, Tim-3, CD103, ICOS, 4-1BB, OX40) の素データを⽤いて、解析

を実⾏した。 

 

5. 多重蛍光免疫組織化学染⾊ 

 FACS 解析と異なる症例を含むOSCC 患者 20名のホルマリン固定パラフィ

ン包埋 (Formalin-fixed paraffin-embedded; FFPE) 標本を⽤い、製品プロトコ

ールに則って Opal Fluorescent IHC Kit (Akoya Biosciences, Marlborough, MA, 

USA) を使⽤して蛍光多重標識を⾏った。組織切⽚は、⼀次抗体と⼆次抗体で

染⾊した後、蛍光クロムで標識したシグナル増幅チラミドで染⾊した。その後

熱媒によって⼀次抗体を除去し、他の抗原を別の⼀次抗体で標識した。使⽤し

た⼀次抗体は表 2 に⽰す。 

 共発現シグナルは、Vectra⾃動定量病理組織イメージングシステム (Akoya 

Biosciences) を⽤いて検出、撮影した。定量分析のために、inFormソフトウ

ェア (Akoya Biosciences) を使⽤し、670×500 µm の視野内の蛍光シグナル強

度を測定した。DAPI の発現を元に細胞セグメンテーションアルゴリズムに沿

って細胞をセグメント化し、各細胞における XY座標と抗原の蛍光シグナル強
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度を算出した。また、同ソフトウェアを使⽤して多重染⾊標本のイメージを各

抗原の DAB染⾊像とする疑似 IHC 染⾊画像を作成した。この画像と細胞の

XY座標を⽐較することにより、各標本において抗原の発現を陽性と規定する

蛍光シグナル強度の Cut off値を決定し、細胞のフェノタイピングを⾏った。 

 本研究では、リンパ球数を (CD4+ 細胞数＋CD8+ 細胞数−CD4+CD8+ 細胞

数) と概算し、Treg は CD4+ CD25+ Foxp3+ 細胞、細胞傷害性 T 細胞は CD8+ 

Granzyme B+ 細胞と定義した。ヘマトキシリン・エオジン (HE) 染⾊標本の

腫瘍進展範囲と⽐較しながら、腫瘍組織中⼼部ならびに腫瘍浸潤先端部より

670×500 µm の視野をランダムに各 3視野選択し、リンパ球における制御性 T

細胞ならびに細胞傷害性 T 細胞の発現割合を測定した。	

 

6. 統計解析 

 各実験データセットの 2 群間の差の有意性の評価には、Kruskal-Wallis 検

定、Fisherʼs exact 検定、Pearsonʼs χ2 検定を使⽤した。無病⽣存率 (Disease-

free survival rate; DFS) は、Kaplan-Meier 法で解析し、Log-rank検定で⽐較し

た。単変量ならびに多変量解析は、Cox回帰分析により⾏った。T 細胞表⾯マ

ーカーの発現プロファイルは、個々のデータを Zスコアに変換して標準化した

後、Heat map によって可視化し、Ward 法を⽤いて階層的クラスタリングアル

ゴリズムを施⾏した。すべての統計解析は、JMP Pro 15 ソフトウェア (SAS 

Institute, Cary, NC, USA) を⽤いて⾏った。最適なカットオフ値の検出のため

に、ROC (receiver operating characteristic) 曲線下の⾯積を算出した。p < 

0.05 を有意⽔準とした。 
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7. 研究承認 

本研究は、⼤阪⼤学⻭学部附属病院倫理委員会 (H30-E49-3) で承認されてお

り、ヘルシンキ宣⾔に基づいて、各患者から書⾯によるインフォームドコンセ

ントを得た。
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Ⅲ. 結果 

1. 再発転移症例に特異的な T 細胞プロファイル 

 本研究では 31名の OSCC 患者が登録された (表 3)。⼿術時の年齢中央値は

72歳で、病理学的ステージは I/II期が 15名、III/IV期が 16名であった。外

科的治療後、観察期間中に 6名の患者に再発・後発転移を認めたため、⾮再発

患者 25名との間で病理学的ステージ、INF などの臨床病理組織学的因⼦を⽐

較したが、いずれの因⼦においても有意な差は認めなかった。 

 次に、新鮮組織検体から精製された CD4+および CD8+ TILの特徴を、活性

化を表す CD45RA, CD103、免疫チェックポイント分⼦を表す PD-1, Tim-3, 

ICOS, 4-1BB, OX40、ならびに Treg を表す CD25 の発現によって評価した 

(図 1)。患者の予後を予測するマーカー候補を検索するために、⽣細胞、単細

胞、CD45+ 細胞 (⽩⾎球共通抗原)、リンパ球、CD3+ 細胞 (T 細胞) の集団に

順次ゲーティングし、そのうち CD3+ 細胞における CD4+, CD8+ の発現割合、

CD4+/CD8+ 細胞における CD45RA+, PD-1+, Tim-3+, ICOS+, 4-1BB+, OX40+, 

CD25+, CD103+ の各発現割合を、再発患者と⾮再発患者で⽐較した。各マー

カー単独では再発患者と⾮再発患者間に発現パターンに差は認められなかった

(図 2)。 

 再発患者に特異的な細胞分画を特定するために、FACS 解析で得られた全マ

ーカーの素データを⽤いて、CITRUS アルゴリズムによるプロファイリング解

析を⾏った。その結果、Cluster 40119が特定された (図 3A, B)。このクラス

ターの T 細胞は CD4, CD25, ICOS を強く発現しており、OX40, 4-1BBの⽐較
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的⾼い発現を⽰した (図 3C, D)。FACS 解析の散布図より、OX40 と 4-1BBを

共発現している CD4+ TILのほとんどが、CD4+ CD25high ICOS+ TILの分画に

含まれていた (図 3E)。さらに、CD4+ CD25high TILにおける％ ICOS+ を再発

患者と⾮再発患者で⽐較したところ、再発患者の⽅が％ ICOS+ が⾼い傾向を

認めた (p = 0.117, 図 3F)。また、OSCC 患者 31名を CD4+ CD25high TILに

おける% ICOS+ の中央値で⼆分したところ、再発した患者 6名のうち 5名が% 

ICOS+ の⾼い群に分類された (中央値; 82.1%, p = 0.08, 表 4)。 

 

2. Heat map 解析における”Hot”群に特異的な T 細胞プロファイル 

 腫瘍組織における T 細胞の活性化状態を解析するため、CD3+ 細胞における

CD4+, CD8+ の発現割合、CD4+/CD8+ 細胞における CD45RA+, PD-1+, Tim-

3+, ICOS+, 4-1BB+, OX40+, CD25+, CD103+ の各発現割合、ならびに CD4+ 細

胞における CD45RA- CD25high の発現頻度を⽤いて Heat map 解析を⾏った。

31 症例を教師なしクラスタリング解析を⾏ったところ、免疫学的に不活性化し

た TILを多く含む Cluster A と、免疫学的に活性化した TILを多く含む

Cluster Bの２つのクラスターに分類された (図 4)。活性化した TILプロファ

イルを有する Cluster Bの 20名の患者は、Cluster A の患者に⽐べ、PET-CT

画像における SUVmax (maximum standardized uptake value) が有意に⾼く、

病理学的な INF のグレードは⾼く、DFS は短縮する傾向を認めた (表 5)。 

 次に、Cluster Bを代表する特異的な細胞分画を調べるために、全マーカーの

素データを⽤いて CITRUS アルゴリズムによるプロファイリングを⾏った。

Cluster Bに⾼頻度に存在する細胞分画として Cluster 40129と 40140 の 2つの
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クラスターと、Cluster A に⾼頻度に存在する細胞分画として Cluster 40118 と

40144 の 2つのクラスターを同定した (図 5A-F)。Cluster 40129の TILは、

CD4, CD25, ICOS を強発現し、OX40, 4-1BBを⽐較的強く発現しており、先

ほどの予後分析で同定されたクラスターと類似した発現パターンであった。さ

らに、FACS による解析では、CD4+ CD25high TILにおける% ICOS+ は、

Cluster Bの⽅が Cluster A よりも有意に⾼値であった (p = 0.03, 図 5G)。ま

た、Cluster 40140 の TILは、CD4 を明確に発現し、CD25 と ICOS は中程度

の発現であったが、OX40 や 4-1BBは発現していなかった (図 5C)。 

 

3. 多重蛍光免疫組織化学染⾊を⽤いた腫瘍局所における ICOS+ Treg と細胞傷

害性 T 細胞の発現の解析 

 FACS のデータより、ICOS+ Treg は eTreg を象徴している可能性が⽰唆され

たため、多重蛍光免疫組織化学染⾊を⽤いて TMEにおける ICOS+ Treg なら

びに細胞傷害性 T 細胞の局在を調べ、⼆者の関係性を解析した。図 6A に多重

蛍光免疫組織化学染⾊像と同症例の HE染⾊像を⽰す。HE染⾊像の⻘線は、

腫瘍進展範囲を⽰す。また、図 6Bに腫瘍浸潤先端部で撮影した画像の⼀例を

⽰す。Merge像の上部は浸潤先端⽅向、下部は腫瘍中⼼⽅向を⽰し、⻩枠部分

をさらに強拡⼤してフェノタイプごとに⽰した。⽩⽮頭は ICOS+ Treg、灰⽮

頭は細胞傷害性 T 細胞を⽰す。いずれも腫瘍浸潤先端部においても豊富に発現

していることが確認された。 

 次に、腫瘍浸潤先端部と腫瘍中⼼部における ICOS+ Treg と細胞傷害性 T 細

胞の発現の相関を調べた。ランダムに選択された各３視野を集計し、リンパ球
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における ICOS+ Treg の発現割合を x軸、ならびに細胞傷害性 T 細胞の発現割

合を y軸に⽰した (図 6C) 。また、腫瘍浸潤先端部 (⾚) と腫瘍中⼼部 (⻘) 

における 95%楕円図を⽰した。腫瘍中⼼部では ICOS+ Treg と細胞傷害性 T 細

胞の発現割合に相関を認めないのに対し (r = 0.003) 、腫瘍浸潤先端部では、

ICOS+ Treg と細胞傷害性 T 細胞の発現に弱い逆相関を認めた (r = - 0.387)。 

 

4. CD4+ CD25high T 細胞における ICOS 発現の予後への関与 

 これまでの結果より、CD4+ CD25high TILにおける% ICOS+ (平均値±標準

偏差; 78.0±20.1, 中央値; 82.1) が TMEにおける免疫学的活性化にも再発にも

強く関与していることが⽰唆されたため、この% ICOS+ と OSCC 患者の予後

との関連性を再度検討した。31名の患者を% ICOS+ 中央値で 2分したとこ

ろ、Log-rank検定で算出された DFS に有意な差は認められなかったものの (p 

= 0.095, 図 7A)、ROC 解析を元にカットオフ値を再検討したところ (図

7B)、% ICOS+ が 95%以上の⾼値を⽰す患者では、95%未満の患者に⽐べ

DFS の有意な短縮を認めた (p = 0.0157, 図 7C, 表 6)。 

 次に、既知の臨床病理組織学的予後因⼦と% ICOS+ を⽤いて予後との関連性

を検討した。ROC 解析を⽤いて年齢、SUVmaxのカットオフ値を決定し、各

項⽬の単変量解析を⾏ったところ、% ICOS+ のみが有意差を認め (p = 0.033, 

表 7)、さらに多変量解析を⾏っても、% ICOS+ は独⽴した予後予測因⼦であ

った (p = 0.019)。 
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Ⅳ. 考察 

 近年、本邦では頭頸部扁平上⽪癌においても PD-1/PD-L1経路阻害剤が認

可され、再発癌に対する有⽤な治療法の⼀つとして選択されている。その効果

を予測するバイオマーカーとしては PD-L1陽性腫瘍細胞数より算出される

TPS (Tumor Proportion Score) や、免疫担当細胞を含む PD-L1陽性細胞数よ

り算出される CPS (Combined Positive Score) など、免疫組織化学的解析によ

る PD-L1 の発現が利⽤されることが多い。再発転移性頭頸部扁平上⽪癌患者

を対象とした KEYNOTE-048試験において、pembrolizumab 単剤と 5-FU、

cisplatin/ carboplatin との併⽤療法は EXTREME療法と⽐べ有意に全⽣存期間

を延⻑させ、その中で PD-L1 を発現している患者においては pembrolizumab

単剤でも臨床効果を⽰した[32]。その⼀⽅で、KEYNOTE-012試験においては

pembrolizumab 単剤が、そして CheckMate-141試験では nivolumab 単剤で、

PD-L1 発現の有無にかかわらず⼀定の臨床効果を⽰したとの報告があることか

ら、PD-L1 発現はいまだ確⽴したバイオマーカーとは⾔えず、新たなバイオマ

ーカー探索が継続されている[33, 34]。 

 ⾼頻度マイクロサテライト不安性 (microsatellite instability-high; MSI-high) 

や“Hot” な TMEも、ICI 療法の効果が期待できる免疫状態として、バイオマ

ーカーとして報告されている。腫瘍細胞に⾼頻度に⽣じた遺伝⼦変異が新たな

免疫原性タンパク質、いわゆるネオアンチゲンを産⽣し、強⼒な抗腫瘍免疫反

応を引き起こす副産物として、MSI-high を⽰す[40-42]。強⼒な抗腫瘍免疫反

応が誘導されるにもかかわらず患者に腫瘍が持続的に存在するということは、
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その腫瘍免疫応答が機能していないことを⽰している。このような場合、T 細

胞の活性化が起こっている、すなわち”Hot”な TMEを⽰しているにもかかわら

ず、PD-1/PD-L1経路や Treg などの免疫抑制機構が、活性化したエフェクタ

ーT 細胞を抑制することで、有効な腫瘍免疫応答を発揮できていない結果と考

えられており、このような環境を持つ症例にこそ ICI 療法が有効である理由で

あろう。 

 本研究では、頭頸部扁平上⽪癌の中でも OSCC 患者における予後予測マーカ

ーの探索、さらには ICI に効果を⽰すとされる”Hot”な TMEを特定する新たな

マーカーの探索を、腫瘍免疫の最前線である TMEの中で試みた。その結果と

して CD4+ CD25high ICOS+ TIL 分画を同定しえた。 

 免疫抑制性細胞の代表とされる Treg は、当初 CD25+ CD4+ T 細胞として定

義され、その後 Forkhead/winged-helix ファミリーの転写因⼦の⼀つである

Foxp3 をマスター遺伝⼦として有していることが明らかとなった。胸腺から産

⽣された Foxp3+ natural Treg はその後、①naïve Treg; Foxp3low CD45RA+ 

CD25low, ②effector Treg (eTreg); Foxp3high CD45RA- CD25high, ③non-Treg; 

Foxp3low CD45RA- CD25low の 3つのフラクションに分類されることが Miyara

らにより報告された。末梢で活性化されていない naïve Treg は弱い免疫抑制機

能しか有しておらず、T 細胞受容体の刺激を受けて抑制性の⾼い真の免疫抑制

機能を有する eTreg に分化し、エフェクターT 細胞を直接的に、あるいは抗原

提⽰細胞の成熟を抗原特異的に阻害している。この eTreg分画では他の研究者

らにより ICOS、OX40、4-1BBなどの TNF受容体スーパーファミリーメンバ

ーを⾼発現していることが報告されてきた[29, 30, 35, 36]。⼀⽅、CD25 を中



16 

程度に発現している non-Treg は、免疫抑制能が低い、もしくは全く有してい

ないが、炎症性サイトカインを産⽣している細胞集団であると報告されてい

る。本研究においては、図 2 における Cluster 40119と、図 5 における Cluster 

40129はいずれも、CD25 を⾼発現し、ICOS, OX40, 4-1BBを共発現している

ことから、eTreg と⾒なすことができる。⼀⽅、図 5 の Cluster 40140 は、

CD25 を中程度に発現し、弱い ICOS 発現を⽰すとともに、OX40, 4-1BBを発

現していないことから、”non-Treg”である可能性がある。eTreg による IL-2 の

消費は TMEにおける IL-2 の⽋乏を引き起こし、eTreg周辺の T 細胞における

抗腫瘍活性に影響を与えるため、IL- 2⾼親和性受容体である CD25 の著明な

発現は、eTreg における免疫抑制機能に重要な役割を果たしていると考えられ

る[24, 25]。 

 ICOS は、CD28 スーパーファミリーに属する共刺激分⼦であり、T 細胞受

容体によって誘導・活性化される表⾯分⼦として同定され、TIL、特に TME

内の eTreg に⾼発現している[26, 37]。eTreg誘導時に ICOS-Lとの結合を阻

害することで Foxp3 の発現レベルが低下したことにより、Foxp3 の転写活性に

重要とされ、Foxp3+ Treg の⽣成を媒介することが報告されている。また、

ICOS の共刺激は Treg の増殖、抗アポトーシスに影響するだけでなく、IL-10

産⽣をはじめとする免疫抑制機能に関与することが⽰唆されている。我々のグ

ループでは、以前より胃癌と⼤腸癌に関する研究において、胃粘膜内で TLR9

を介して Helicobacter pylori により刺激された ICOS-L+ 形質細胞様樹状細胞

によって ICOS+ Treg が腫瘍組織中に誘導されること、強い免疫抑制効果をも

つ IL-10 を産⽣し、予後不良のバイオマーカーとなる⼀⽅で、TME内エフェ



17 

クターT 細胞や末梢⾎中 T 細胞にはほぼ発現しないという特異性を⽰してきた

[27, 38, 39]。 

 本研究では、OSCC の TMEにおける ICOS+ eTreg とエフェクターT 細胞の

位置的情報を多重蛍光免疫組織化学染⾊を⽤いて検索した。その結果、OSCC

においても CD25 のみならずマスター遺伝⼦である Foxp3 を⾼発現している

ICOS+ eTreg と Granzyme Bを発現する細胞傷害性 T 細胞が豊富に存在してい

た (図 6A, B)。腫瘍中⼼部ではこの ICOS+ eTreg と細胞傷害性 T 細胞との間

に相関は認められなかったのに対し、腫瘍浸潤先端部においてこれらの細胞数

は逆相関していた (図６C)。Heat map 解析による”Hot” な患者群では、INF

は有意に⾼値を⽰していた (表 5) ことから、腫瘍浸潤傾向の強い患者の浸潤

先端部では免疫抑制機能の強い ICOS+ eTreg が細胞傷害性 T 細胞の存在を抑

制することにより、腫瘍の進展にも寄与している可能性が⽰唆される。ICOS+ 

Treg は、悪性⿊⾊腫、頭頸部がん、乳がんなど多くの癌腫の腫瘍組織でも検出

されている[26]。殊に頭頸部がんについては、TCGAデータセットを⽤いた解

析において、ICOS と Foxp3 の mRNA の共発現が各臓器由来の腫瘍と⽐較し

ても最も⾼いことが⽰されており、本研究の結果とも合致するとともに、さら

に ROC 解析においてカットオフ値が 95%と⾼値になったこととも関係してい

る可能性がある (図 7B)。現在、がん免疫療法として、TME内の ICOS+ eTreg

を標的とする抗 ICOS 抗体を⽤いた臨床試験が活発に⾏われている。臨床試験

に向けて開発された抗体は、抗体依存性細胞傷害により ICOShigh eTreg を枯渇

させるとともに、ICOS の発現が低いエフェクターT 細胞を活性化させる効果

が報告されている[37]。 
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本研究において、CD3 T 細胞中の CD4, CD8 T 細胞の割合は予後と関連し

ていないという結果や、Heat map 解析において CD3 T 細胞に含まれる CD8 

T 細胞の割合が”Hot” cluster と ”Cold” cluster で明確に区別できないという点

は⾮常に興味深い結果であった (図 4)。TILの活性化状態は CD8 の発現頻度

とは無関係である可能性があり、immunoscore 解析の活性化マーカーとして

CD45RO を加えた Galonらの最近の研究からも、この仮説が⽀持される[12, 

14]。限定された症例数であること、全⽣存率ではなく無病⽣存率による予後

解析であるなどを考慮し、現在保存検体による免疫組織化学的解析やより多く

の症例を集積した検討をさらに進めている。 

 結論として、OSCC 患者の⼿術後の再発予測や ICI の臨床効果を予測するた

めのバイオマーカーとして、ICOS+ eTreg を同定した。現在、頭頸部癌患者を

対象に、ICOS アンタゴニストと PD-1/PD-L1経路遮断薬を併⽤した臨床試験

が実施されており、OSCC 患者の結果に注⽬するとともに、ICOS の測定がコ

ンパニオン診断法となることが期待される。 
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表 1. FACS 解析に使⽤した染⾊抗体 

抗体名 蛍光⾊素 クローン名 購⼊先  

CD45RA FITC HI100 BioLegend San Diego, CA, USA 

CD25 PE BC96   

4-1BB BV421 4B4-1   

CD8 BV510 RPA-T8   

CD103 BV605 Ber-ACT8   

CD4 BV711 OKT4   

CD45 BV786 HI30   

Tim-3 APC F38-2E2   

CD3 Alexa Fluor 700 UCHT1   

IgG1 (isotype control) MOPC-21   

ICOS PerCP eFluor 710 ISA-3 eBioscience San Diego, CA, USA 

IgG1 (isotype control) P3.6.2.8.1   

OX40 PE-CF594 ACT35 BD Bioscience Franklin Lakes, NJ, 

USA 

PD-1 PE Cy7 EH12.1   

IgG1 (isotype control) X40   
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表 2. 多重蛍光免疫組織化学染⾊に使⽤した染⾊抗体 

蛍光⾊素 抗体名  クローン 購⼊先  

DAPI DAPI Spectral DAPI solution  Akoya Biosciences Marlborough,  

MA, USA 

Opal 520 CD4 Mouse monoclonal 

(IgG1, kappa) 

4B12 Invitrogen Waltham, MA, 

USA 

Opal 540 Foxp3 Mouse monoclonal 

(IgG1) 

236A/E7 Abcam Cambridge,  

UK 

Opal 570 ICOS Rabbit monoclonal 

(IgG) 

SP98 Thermo Scientific Waltham, MA,  

USA 

Opal 620 CD8 Mouse monoclonal 

(IgG1, kappa) 

C8/144B DAKO Glostrup, 

Denmark 

Opal 650 CD25 Mouse monoclonal 

(IgG2b) 

4C9 Vector laboratories Burlingame, 

CA, USA 

Opal 690 Granzyme B Mouse monoclonal 

(IgG2b) 

GRB7 Santa Cruz 

biotechnology 

Dallas,TX,  

USA 
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表 3. 再発/⾮再発患者における臨床病理組織学的情報 

 全患者 (n=31) ⾮再発転移患者 

(n=25) 

再発転移患者 

(n=6) 

p  

Age, median (range) 72 (52-89) 72 (52-89) 74.5 (62-84) 0.89 

Sex, n (%) 

  Male 

  Female 

 

16 (51.6) 

15 (48.4) 

   

13 (52.0) 

12 (48.0) 

 

3 (50.0) 

3 (50.0) 

0.92 

Parts, n (%) 

  Tongue 

  Gum 

  Floor of mouth 

  Buccal mucosa 

 

12 (38.7) 

15 (48.4) 

2 (6.5) 

2 (6.5) 

 

9 (36.0) 

13 (52.0) 

2 (8.0) 

1 (4.0) 

 

3 (50.0) 

2 (33.3) 

0 (0.0) 

1 (16.7) 

0.52 

SUVmax, median (range) 7.6 (0-29.3) 7.52 (0-29.3) 10.7 (4.3-19.9) 0.43 

pT, n (%) 

  1+2 

  3+4a+4b 

 

  18 (58.1) 

  13 (41.9) 

  

 15 (60.0) 

  10 (40.0) 

 

  3 (50.0) 

  3 (50.0) 

0.66 

pN, n (%) 

  0 

  1+2+3 

 

  22 (71.0) 

  9 (29.0) 

 

  19 (76.0) 

  6 (24.0) 

 

  3 (50.0) 

  3 (50.0) 

0.21 

pStage, n (%) 

  I+II 

  III+IVA+IVB 

 

  15 (48.4) 

  16 (51.6) 

 

  12 (48.0) 

  13 (52.0) 

 

  3 (50.0) 

  3 (50.0) 

0.93 

Tumor grade, n (%) 

  1 

  2+3 

 

  15 (48.4) 

  16 (51.6) 

 

  14 (56.0) 

  11 (44.0) 

 

  1 (16.7) 

  5 (83.3) 

0.08 

INF, n (%) 

  a+b 

  c 

 

  22 (71.0) 

  9 (29.0) 

 

  19 (76.0) 

  6 (24.0) 

 

  3 (50.0) 

  3 (50.0) 

0.21 

SUVmax; the maximum standardized uptake value, pT; pathological T grade, pN; pathological N 

grade, pStage; pathological Stage, tumor grade by the WHO classification, INF; infiltrative growth 

pattern 
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表 4. CD4+ CD25high TILにおける ICOS+ の発現割合と再発 

 % ICOS+ < median % ICOS+ ≥ median p 
Patients with recurrence 1 5  

Patients without recurrence 14 11  

   0.0834 

% ICOS+ in CD4+ CD25high : mean ± SD; 78.0 ± 20.1, median; 82.1 
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表 5.  Heat map 解析により定義した Cluster A/B 患者における臨床病理組織学的情報 

 全患者 Cluster A Cluster B   
(n=31) (n=11) (n=20) p 

Age, median (range) 72 (52-89) 72 (52-87) 73 (53-89) 0.66 

Sex, n (%) 

  Male 

  Female 

 

16 (51.6) 

  15 (48.4) 

 

  4 (36.4) 

  7 (63.6) 

 

  12 (60.0) 

  8  (40.0) 

0.21 

Parts, n (%) 

  Tongue 

  Gum 

  Floor of mouth 

  Buccal mucosa 

 

12 (38.7) 

15 (48.4) 

2 (6.5) 

2 (6.5) 

 

5 (45.5) 

5 (45.5) 

1 (9.1) 

0 (0.0) 

 

7 (35.0) 

10 (50.0) 

1 (5.0) 

2 (10.0) 

0.68 

SUVmax, median (range) 7.61 (0-29.29) 4.37 (0-29.29) 9.8 (4.1-24.6) 0.0364 

pT, n (%) 

  1+2 

  3+4a+4b 

 

  18 (58.1) 

  13 (41.9) 

 

  6 (54.5) 

  5 (45.5) 

 

  12 (60.0) 

  8  (40.0) 

0.77 

pN, n (%) 

  0 

  1+2+3 

 

  22 (71.0) 

  9 (29.0) 

 

  10 (90.9) 

  1 (9.1) 

 

  12 (60.0) 

  8  (40.0) 

0.07 

pStage, n (%) 

  I+II 

  III+IVA+IVB 

 

  15 (48.4) 

  16 (51.6) 

 

  6 (54.5) 

  5 (45.5) 

 

  9 (45.0) 

  11 (55.0) 

0.61 

Grade, n (%) 

  1 

  2+3 

 

  15 (48.4) 

  16 (51.6) 

 

  7 (63.6) 

  4 (36.4) 

 

  8 (40.0) 

  12 (60.0) 

0.21 

INF, n (%) 

  a+b 

  c 

 

  22 (71.0) 

  9 (29.0) 

 

  11 (100.0) 

  0 (0.0) 

 

  11 (55.0) 

  9 (45.0) 

0.0083 

1 year DFS rate (%) 
 

90  75 0.255 

SUVmax; the maximum standardized uptake value, pT; pathological T grade, pN; pathological N 

grade, pStage; pathological Stage, tumor grade by the WHO classification, INF; infiltrative growth 

pattern, DFS; disease free survival 
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表 6. ICOS の発現による臨床病理組織学情報 

 All ≥ 95% ICOS+ < 95% ICOS+   
(n=31) (n=5) (n=26) p 

Age, median (range) 72 (52-89) 81 (70-85) 72 (52-89) 0.088 

Sex, n (%) 

  Male 

  Female 

 

16 (51.6) 

  15 (48.4) 

 

  2 (40.0) 

  3 (60.0) 

 

  14 (53.8) 

  12 (46.2) 

0.57 

Parts, n (%) 

  Tongue 

  Gum 

  Floor of mouth 

  Buccal mucosa 

 

12 (38.7) 

15 (48.4) 

2 (6.5) 

2 (6.5) 

 

1 (20.0) 

3 (60.0) 

0 (0) 

1 (20.0) 

 

11 (42.3) 

12 (46.2) 

2 (7.7) 

1 (3.8) 

0.43 

SUVmax, median (range) 7.61 (0-29.29) 6.32 (5.52-19.9) 8.08 (0-29.29) 0.65 

pT, n (%) 

  1+2 

  3+4a+4b 

 

  18 (58.1) 

  13 (41.9) 

 

  2 (40.0) 

  3 (60.0) 

 

  16 (61.5) 

  10 (38.5) 

0.37 

pN, n (%) 

  0 

  1+2+3 

 

  22 (71.0) 

  9 (29.0) 

 

  3 (60.0) 

  2 (40.0) 

 

  19 (73.1) 

  7  (26.9) 

0.56 

pStage, n (%) 

  I+II 

  III+IVA+IVB 

 

  15 (48.4) 

  16 (51.6) 

 

  2 (40.0) 

  3 (60.0) 

 

  13 (50.0) 

  13 (50.0) 

0.68 

Grade, n (%) 

  1 

  2+3 

 

  15 (48.4) 

  16 (51.6) 

 

  2 (40.0) 

  3 (60.0) 

 

  13 (50.0) 

  13 (50.0) 

0.68 

INF, n (%) 

  a+b 

  c 

 

  22 (71.0) 

  9 (29.0) 

 

  2 (40.0) 

  3 (60.0) 

 

  20 (76.9) 

  6  (23.1) 

0.096 

SUVmax; the maximum standardized uptake value, pT; pathological T grade, pN; pathological N 

grade, pStage; pathological Stage, tumor grade by the WHO classification, INF; infiltrative growth 

pattern
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表 7. OSCC の無病⽣存期間に対する予後予測因⼦としての単変量および多変量解析 

  Univariate analysis   Multivariate analysis    
HR (95% CI) p 

 
HR (95% CI) p 

Age 

  ≥72 vs <72 years 

 
1.29 (0.24-7.05) 0.77 

 
- - 

Sex 

  male vs female 

 
1.01 (0.20-5.00) 0.99 

 
- - 

pT 

  T3-4 vs T1-2 

 
1.45 (0.29-7.20) 0.65 

 
0.25 (0.03-2.41) 0.23 

pN 

  N1-3 vs N0 

 
2.83 (0.57-14.12) 0.20 

 
1.84 (0.15-22.76) 0.63 

SUVmax 

  ≥9.7 vs < 9.7 

 
3.32 (0.61-18.19) 0.17 

 
11.51 (0.77-171.78) 0.08 

INF 

  c vs a-b 

 
2.83 (0.55-14.12) 0.20 

 
0.50 (0.04-6.27) 0.59 

% ICOS+ in CD4+ CD25high 

  ≥ 95 vs < 95 

 
5.77 (1.16-28.77) 0.033 

 
14.21 (1.54-131.43) 0.019 

pT; pathological T grade, pN; pathological N grade, SUVmax; the maximum standardized uptake value, 

INF; infiltrative growth pattern  
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図 1. フローサイトメトリーにおける腫瘍浸潤 T 細胞の解析⼿順 

精製したサンプルは、⽣細胞、単細胞、CD45+ 細胞 (⽩⾎球共通抗原)、リンパ球、

CD3+ 細胞(T 細胞)の集団にゲーティングし、さらに isotype コントロールと⽐較しな

がら、CD4+/CD8+ 細胞における CD45RA+, PD-1+, Tim-3+, ICOS+, 4-1BB+, OX40+, 

CD25+, CD103+ の各発現割合を測定した。 
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図２. 再発転移と腫瘍浸潤 T 細胞における表⾯抗原の発現との関連性 

CD3+ T 細胞における CD4, CD8 (A)、ならびに CD8+ T 細胞 (B)、CD4＋ T 細胞 

(C) における CD45RA, PD-1, Tim-3, ICOS, 4-1BB, OX40, CD25, CD103, CD45RA- 

CD25high の発現割合を、再発転移の有無で⽐較した。いずれの項⽬においても、再発

転移症例と⾮再発転移症例の間で有意な差は認めなかった。
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図 3. CITRUS アルゴリズムによるプロファイル解析の結果同定された、再発転移症例

に特異的な細胞分画 

(A) CITRUS 解析により再発転移症例に特異的な分画として Cluster 40119 が同定さ

れた。 (B) Cluster 40119に含まれる T 細胞の発現割合は、再発転移症例で有意に⾼

値であった。 (C) 全 TIL における発現パターン (Background) と⽐較した、再発転

移症例における Cluster 40119 の T 細胞における発現パターン。 (D) 解析に⽤いた

CITRUS tree は、CD4, CD8, CD45RA, CD25, ICOS, OX40, 4-1BBのチャンネルごと

に⾊別された。カラースケールバーは、各マーカー発現強度を⽰す。 (E) OX40 なら

びに 4-1BBを共発現する CD4+ TILのほとんどは、CD4+ CD25high ICOS+ TILの細胞

集団の⼀部に含まれていた。代表的な 1 症例を⽰す。 (F) CD4+ CD25high TILにおけ

る% ICOS+を、再発転移症例 (平均±SD; 87.9±9.2) と⾮再発転移症例 (75.7±21.4) 

で⽐較した (p = 0.117)。
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図 4. 腫瘍浸潤 T 細胞の免疫プロファイリングと、Heat map を⽤いたクラスタリン

グ解析 

TILの活性化状態は、31 症例 (識別番号として ORC No. を記載) と 19種の表⾯マ

ーカーの発現頻度を⽤いた Heat map 解析により⾏った。Ward 法による階層型クラ

スタリングアルゴリズムにより、A と Bの 2つのクラスターに分類された。Heat 

map 図の下には再発転移を⽰す。 

R: 再発転移症例、N: ⾮再発転移症例。
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図 5. CITRUS アルゴリズムによるプロファイル解析の結果同定された、Cluster Bに

特異的な細胞分画 

(A) CITRUS 解析により Cluster Bに特異的な分画として Cluster 40129, 40140, 40118, 

40144 が同定された。 (B) Cluster 40129および 40140 に含まれる T 細胞の発現割合

は、Cluster A に⽐べ Cluster Bで有意に⾼値であった。 (C) 全 TILにおける発現パ

ターン (Background) と⽐較した、Cluster Bにおける Cluster 40129および 40140 の

T 細胞における発現パターン。 (D) Cluster 40118 および 40144 に含まれる T 細胞の

発現割合は、Cluster A に⽐べ Cluster Bで有意に低値であった。 (E) 全 TILにおけ

る発現パターン (Background) と⽐較した、Cluster Bにおける Cluster 40118 および

40144 の T 細胞における発現パターン。 (F) 解析に⽤いた CITRUS tree は、CD4, 

CD8, CD45RA, CD25, ICOS, OX40, 4-1BBのチャンネルごとに⾊別された。カラース

ケールバーは、各マーカー発現強度を⽰す。 (G) CD4+ CD25high TILにおける% ICOS+ 

を、Cluster A (平均±SD; 68.8±25.7) と Cluster B (83.1±14.7) で⽐較したところ、

Cluster Bで有意に⾼値であった (p = 0.03)。 
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図 6. 多重蛍光免疫染⾊による ICOS+ Treg と細胞傷害性 T 細胞の発現解析 

(A) 多重蛍光免疫染⾊と同症例の HE染⾊像の⼀例。HE染⾊像と⽐較しながら、腫

瘍浸潤先端部ならびに腫瘍中⼼部からランダムに各 3視野選択した。HE染⾊像の⻘

線は腫瘍進展範囲を⽰す。 (B) 腫瘍浸潤先端部で撮影した画像の⼀例。CD4, CD8, 

CD25, FoxP3, ICOS, Granzyme B, DAPI の染⾊像を⽰す。Merge像の上部は浸潤先

端⽅向、下部は腫瘍中⼼⽅向を⽰し、⻩枠部分をさらに強拡⼤して各フェノタイプご

とに⽰す。⽩⽮頭は ICOS+ Treg、灰⽮頭は細胞傷害性 T 細胞を⽰す。 (C) 腫瘍浸潤

先端部 (⾚) と腫瘍中⼼部 (⻘) における ICOS+ Treg と細胞傷害性 T 細胞の発現の

相関。95％楕円図を⽰す。腫瘍中⼼部では相関を認めないのに対し、腫瘍浸潤先端部

では ICOS+ Treg と細胞傷害性 T 細胞の発現に弱い逆相関を認めた (r = - 0.387)。 
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図 7. CD4+ CD25high TILにおける% ICOS+と無病⽣存率の関係 

CD4+ CD25high TIL 中の ICOS+ の発現が⾼値の患者と低値の患者の 2 群間で、無病

⽣存率を元に Kaplan-Meire曲線を描き⽐較した。(A) CD4+ CD25high TILにおける% 

ICOS+ の中央値(82%) で患者を 2 群に分類し、 DFS を⽐較したところ、% ICOS+ 

の⾼い群で予後不良となる傾向を認めた (p = 0.095)。 (B) DFS の最適なカットオフ

値を算出するために ROC 解析を⾏い、95% ICOS+ を同定した (AUC = 0.713, 感度

= 50%, 特異度= 92%)。 (C) CD4+ CD25high TILにおける ICOS+ の発現割合が 95%

以上の患者と 95％未満の患者で 2 群に分類し DFS を⽐較したところ、% ICOS+ ≥ 

95%の群で有意に予後不良であった (p = 0.0157)。 


