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略語一覧 

略語 名称 

APC Allophycocyanin 

BV Brilliant Violet 

DAPI 4,6-diamidino-2-phenylindole 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

FSC Forward Scatter 

FVS Fixable Viability Stain 

DAPI 4,6-diamidino-2-phenylindole 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

MFI Mean Fluorescence Intensity 

LPM Large Peritoneal Macrophage 

PBS  Phosphate buffered saline  

PCI Peritoneal Carcinomatosis Index 

PE Phycoerythrin 

PBS  Phosphate buffered saline  

PTX Paclitaxel 

SPM Small Peritoneal Macrophage 
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SSC Side Scatter 

TAM Tumor-Associated Macrophage 

TLR Tumor Leukocyte Ratio 
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第 1 章 はじめに 

胃癌は好発地域に大きな偏りがみられ、東アジア地域で特に発症率が高い。

しかし、世界全体で見ても癌による死亡原因として、肺癌・大腸癌・肝癌に続

き第 4 位と上位に位置する（1）。近年、ピロリ菌除菌による発症予防、内視鏡

による早期発見・早期切除が普及したこと、本邦における臨床試験により術後

補助化学療法、再発・切除不能症例に対する標準化学療法が確立されたことに

伴い、胃癌に対する治療成績は向上したものの（2-4）、死亡率の十分な改善は

得られていない（3）。 

胃癌の主たる転移形式の一つである腹膜播種は（5-8）、胃の原発巣から腹腔

内に遊離した腫瘍細胞が腹腔内臓器の漿膜面に生着することによって引き起こ

され（9-10）、進行すれば腸閉塞、水腎症、腹水の貯留などの合併症を伴いやす

く、患者の生活の質を著しく損なう病態である（11, 12）。治療として全身化学

療法・免疫療法・腹腔内化学療法・腹腔内温熱化学療法などが行われている

が、その効果は限定的である（13-16）。 

播種の確定診断はヘマトキシリン/エオジン染色、またはパパニコロウ染色を

使用した洗浄細胞診・腹水細胞診陽性、腹腔内観察による肉眼的播種の確認、

播種結節の組織診による癌の存在診断のいずれかによって行われる。細胞診は

顕微鏡観察により癌細胞の有無を目視にて確認する方法であり、その重要性や
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必要性は疑う余地もないが、形態的な診断方法であるために主観が入り込む余

地を排除できず、施設や病理医によって診断結果が異なる問題が指摘されてい

る（17）。また、細胞診は定性的な診断方法であり、腹腔内の遊離癌細胞の量

に関する情報は得られない。また、播種の程度を評価する PCI (Peritoneal Carcer 

Index) score が存在するものの（18）、肉眼的な観察に基づいており客観性の高

い定量性に優れた評価方法とは言い難い。一方で、胃癌の手術時に肉眼的な播

種を認めず、CY0 の診断にて根治的切除を受ける患者の中に一定の割合で腹膜

播種再発をきたす患者が存在する。これらのケースでは、手術時に腹腔内にご

く少量の癌細胞が既に存在していたが、通常の細胞診では検出されず、これら

の残存癌細胞が術後に腹膜上に着床、増殖し、再発をきたしたものと考えられ

る。したがって、腹腔内の癌細胞をより正確に把握できる診断法が確立できれ

ば、播種患者の予後向上に繋がると思われる。 

新たな播種の診断方法としては、上皮細胞に特異的に発現する CD326（19-

21）をマーカーとして使用して、腹腔内の遊離癌細胞をフローサイトメーター

で定量化する方法が報告され（22-25）、その臨床応用が期待されている。今回

は、これらの研究を基に CD45 陽性細胞に対する CD326 陽性細胞の割合(tumor 

leukocyte ratio :TLR)を求め、腹腔内の細胞に占めるがん細胞の相対的な割合を
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算出することにより、播種の進行度や評価や患者背景、予後との相関を検討し

た。 

また、ヒトの腹腔内には様々な免疫細胞が存在し、マクロファージと T 細胞

がその大部分を占める（26）。マウスの腹腔内においても同様に様々な免疫細

胞が存在し（27, 28）、腹腔内マクロファージは主要な構成細胞となっている。

近年の研究において、マウスの腹腔内マクロファージは骨髄由来の Small 

peritoneal macrophage (SPM)、組織常在型の Large peritoneal macrophage (LPM)に

分かれ（29-31）、感染の制御など腹腔内の恒常性の維持に働いていること、組

織常在型マクロファージの中に Tim-4 陽性の表現型を示すサブタイプが存在

し、播種の進展を促進することが報告された（32）。一方、ヒトの腹腔内マク

ロファージは、CD14 および CD16 表面抗原をマーカーとして CD14+CD16-、

CD14++CD16+、CD14++CD16++の 3 つのサブタイプに分類されること

（33）、播種症例の腹腔内マクロファージは M2 型に分化し播種を促進する可能

性（34, 35）が報告されている。しかし、腹膜播種患者において、これらマク

ロファージのサブタイプ、および T 細胞を含めた他の免疫細胞の割合がどのよ

うに変化し、播種の病態とどう関連するのかについては全く解っていない。 

本研究では、フローサイトメーターを利用して、腹腔内の遊離癌細胞、免疫

細胞を同定、フェノタイプ分類を行い、その結果と播種の程度や患者予後との
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関連性を検討することで、播種治療における新たなバイオマーカーを見出すこ

とを目標とした。 
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第 2 章 実験材料と方法 

 本研究で用いた抗体は、表 1 のとおりである。 

表 1 使用抗体 

N/A: Not Applicable 

商品名 clone 販売元 

FVS780 N/A BD Horizon 

Fc-block reagent N/A Miltenyi 

DAPI N/A DOJINDO 

Anti-human CD90 (FITC) 5E10 BioLegend 

Anti-human CD66b (FITC) 80H3 Bio-RAD 

Anti-human CD4 (FITC) RPA-T4 BioLegend 

Anti-human CD45 (FITC) HI30 BioLegend 

Anti-human Ki-67 (PE) Ki-67 BioLegend 

Anti-human CD16 (PE) B73.1 BioLegend 

Anti-human CD56 (PE) 5.1H11 BioLegend 

Mouse IgG1 isotype control (PE) MOPC-21 BioLegend 

Anti-human CD326 (APC) HEA125 Miltenyi 

Anti-human CD14 (APC) M5E2 BioLegend 

Anti-human CD8 (APC) RPA-T8 BioLegend 

Anti-human CD45 (BV605) HI30 BioLegend 

Anti-human CD3 (BV605) UCHT1 BioLegend 

Anti-human CD11b (BV605) ICRF44 BioLegend 

Anti-human CD19 (BV711) HIB19 BioLegend 

Anti-human CD163 (BV711) GHI/61 BioLegend 
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2-1. 胃癌患者の腹腔内洗浄液または腹水原液の回収 

研究内容に関する説明を行った上で同意の得られた胃癌患者より、手術開始

時に生理食塩水 250ml を用いて腹腔内を洗浄して得られた洗浄腹水 200 ml、

または腹水穿刺により得られた腹水原液 20ml を研究に用いた（自治医科大学

倫理委員会 承認番号 臨 A22-変 007）。腹膜播種を認めた症例は審査腹腔鏡時

に PCI スコア（18）の測定を行った。S-1／オキサリプラチン＋パクリタキセ

ル腹腔内投与併用療法を施行中の症例は PTX 腹腔内投与前に注入用のポート

から 20ml の腹水を回収し、これを研究に用いた。 

 

2-2. 検体の免疫細胞染色と解析 

腹水または腹腔内洗浄液を 1200rpm にて 7 分間遠心分離した後、沈殿した

細胞を PBS（Sigma-Aldrich）に懸濁し、再度同様の遠心分離・懸濁を 2 回繰

り返した（この操作を以後“細胞洗浄”と記載する）。細胞数が 1x10⁶ cells/ml と

なるよう分取したのち、遠心分離した細胞を PBS 100µL に懸濁した。FVS780 

(1000 倍希釈、1µL/1x10⁶ cells) を添加し、常温にて 15 分間インキュベートす

ることにより死細胞の染色を行った。細胞洗浄後に Fc-blocker にて 10 分間の

ブロッキングを行い、後述の 4 パネルに分けそれぞれの抗体を添加後、冷暗所

に 40 分間静置することにより多重染色を行った。PBS で細胞洗浄後、1 パネ
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ル当たり 200µL の Cytofix-Cytoperm（Becton-Dickinson, San Jose, CA）に細

胞を懸濁し、冷暗所に 40 分間静置し、固定・透過処理を行った。細胞洗浄後

に核染色剤として DAPI(100ng/1x10⁶ cells)を 4 本いずれにも添加ののち、癌

細胞パネルに PE 標識抗 Ki-67 抗体、コントロールパネルに PE 標識

IgG(isotype control)を添加した。40 分間冷所に静置し細胞内染色を行った後、

細胞洗浄し 350μL の PBS に懸濁した。Fortessa™X-20 (Becton-Dickinson, 

San Jose, CA) により処理した検体の測定を行った。Flow Jo™software を用い

た解析により、細胞集団の特定、および細胞集団の割合や比率の算出を行っ

た。 

⚫ 癌細胞パネル:（細胞表面）FITC-CD90, APC-CD326 (EpCAM), BV605-

CD45, (細胞内) PE-Ki-67 

⚫ 癌細胞コントロールパネル: (細胞表面) FITC-CD90, APC-CD326 

(EpCAM), BV605-CD45, (細胞内) PE-IgG1 

⚫ リンパ球パネル: (細胞表面) FITC-CD4, PE-CD56, APC-CD8, BV605-

CD3, BV711-CD19,  

⚫ ミエロイド系細胞パネル : (細胞表面) FITC-CD66b, PE-CD16, APC-

CD14, BV605-CD11b, BV711-CD163  
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2-3-1. 遊離癌細胞の解析方法 (図 1) 

DAPI 陰性となる分画を debris としてゲーティングにより除去し、DAPI 陽

性の分画を腹腔内細胞とし、その中で FVS780 が弱陽性の分画を生細胞とし

た。CD45-CD326 で展開して、CD45 陰性の集団をゲートし、その中で CD90

が陰性の集団を癌細胞と判断した。癌細胞が 50 個以上存在する症例を解析に

用い、癌細胞における Ki-67 の陽性率を調査した。（癌細胞数）/（白血球数）

×100 を TLR(tumor leukocyte ratio) (%)として算出し、白血球細胞全体に対す

る癌細胞の比率を定量化した。 

 

 

                                    図 1 
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2-3-2. リンパ球の解析方法 (図 2) 

腹腔内細胞のうち、生細胞の特定は 2-3-1 と同様に行った。CD19-CD3 で展

開し、CD19 陰性 CD3 陽性のフェノタイプを示す細胞を T リンパ球とし、さ

らに CD4 陽性、あるいは CD8 陽性のフェノタイプを示す細胞に分類した。

CD19 陽性 CD3 陰性細胞を B 細胞とした。また、CD56-CD3 で展開し、CD3

陰性 CD56 陽性細胞を NK 細胞、CD3 陽性 CD56 陽性細胞を NKT 細胞とし

た。それぞれの細胞集団の白血球全体に占める割合を算出した。 

 

                                      図 2 
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2-3-3. ミエロイド系細胞の解析方法 (図 3) 

生細胞の特定は 2-3-1 と同様に行った。CD11b 陽性細胞をミエロイド系細胞

としてゲートし、その集団を CD66b-CD14 で展開した。CD14 陰性 CD66b 陽

性細胞を顆粒球とし、さらに顆粒球の中で CD16 陽性細胞を好中球、陰性細胞

を好酸球とした。CD66b 陰性 CD14 陰性細胞を樹状細胞とし、CD66b 陰性

CD14 陽性細胞をマクロファージとした。リンパ球同様それぞれの細胞集団の

白血球全体に占める割合を算出した。マクロファージは CD16 の発現の有無に

より CD16 陽性マクロファージおよび陰性マクロファージに分類し、それぞれ

の CD163 の発現率を測定した。 

  

                                     図 3 
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2-4 統計学的検討 

統計解析は、Graph Pad Prism 8 を使用して行った。対応のない群間比較は

Mann-Whitney U 検定、対応のある群間比較は Wilcoxon の符号順位検定によ

り評価を行った。相関関係は Spearman の順位相関係数を使用して検定を行っ

た。生存率は Kaplan-Meier 法を用いて計算し、群間差は log-rank 検定により

評価を行った。すべての検定において、p 値が p<0.05 を示す場合に有意差あ

りと判定した。 
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第 3 章 結果 

3-1. 胃癌患者の腹水中の癌細胞の割合 

胃癌の診断で手術を受けた、もしくは腹水穿刺を行った症例 205 例（播種症例

83 例、非播種症例 122 例）の腹腔内洗浄液あるいは腹水原液中に存在する CD326

陽性癌細胞、CD45 陽性白血球を、フローサイトメーターを用いて同定し、TLR

を算出した。その代表的な 4 例を図 4 に示す。CD45(+)白血球の集団と、

CD326(＋)癌細胞の集団は明確に区別することができ、P0CY0 の播種のない症

例と比較すると播種症例において CD326(＋)癌細胞の集団はより明瞭に検出さ

れた。TLR は症例によって 0%から 790％まで非常に幅広い範囲で値の変動を

示した。 

 

図 4. CD326(+)癌細胞と CD45(+)白血球の同定 代表例 4 例 
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3-2. 播種の有無や進行度と TLR の関連性について 

播種の有無で TLR を比較したところ（図 5A）、播種のある症例で TLR は中

央値 0.139% (最小値 0.002%- 最大値 790%)、播種のない症例では中央値 

0.008%（最小値 0%- 最大値 0.377%）と、TLR は播種症例で有意に高値を示

した (p<0.0001)。播種症例を細胞診陽性患者と陰性患者に分けて TLR を比較

すると（図 5B）、TLR は陽性患者で有意に高値を示した（中央値 CY1: 

0.593% vs CY0: 0.016%, p<0.0001）。TLR の対数値と PCI スコアの相関関係

を調べたところ（図 5C）、両者の間に正の相関を認めた（r=0.2907, 

p=0.0114）。TLR という定量化された値を用いて、播種の進行度を客観的に評

価できる可能性が示唆された。 

   

図 5A. 播種症例と非播種症例における TLR の比較 

図 5B. 播種症例のうち、細胞診陽性症例と陰性症例における TLR の比較 

図 5C. TLR の対数値と PCI スコアの散布図 
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3-3. 癌細胞中の Ki-67 陽性率 

CD326(+)癌細胞が 50 個以上存在する播種症例に対して、癌細胞における

Ki-67 の陽性率を測定した。陽性率は約 2％から 70％まで症例により様々な値

を示した。組織型で比較する（図 6A）と Diffuse type では中央値 28.7%（最

小値 2.13%- 最大値 71.4%）で、Intestinal type（中央値 8.05%、最小値 

3.11%- 最大値 30.9%)と比べて高値を示した（p=0.061）。一方、細胞診陽性

症例と陰性症例の間に差を認めず（図 6B）、播種の進行度を示す TLR や PCI

スコアと Ki-67 陽性率との間に有意な相関は認めなかった（図 6C, D）。 

 

図 6A. Diffuse type と Intestinal type における癌細胞中の Ki-67 陽性率の比較 

図 6B. 細胞診陽性症例と陰性症例における癌細胞中の Ki-67 陽性率の比較 

図 6C. TLR 対数値と癌細胞中の Ki-67 陽性率の散布図 

図 6D. PCI スコアと癌細胞中の Ki-67 陽性率の散布図 

（図 6A-6D はすべて播種症例においての検討である） 
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3-4. 根治切除症例における TLR の比較  

根治切除を行った症例において TLR の測定を行った。組織型の間で TLR に

有意な差は認めなかった（図 7A）。T4 症例は T3-1 症例よりも TLR が有意

に）高値であり（図 7B, 中央値 T4: 0.019% vs T3-1: 0.005%, p=0.0002）、リ

ンパ節転移のある症例はない症例よりも有意に TLR が高値を示した（図 7C, 

中央値 N1-3: 0.017% vs N0: 0.004%, p=0.0041）。播種症例と比較すると全体

的に低値ではあるものの、深達度・リンパ節転移の程度が進んだ根治切除例の

中に TLR が高値を示す症例が存在し、細胞診が陰性であっても腹腔内に遊離

癌細胞が存在する可能性が示唆された。 

 

図 7A. Diffuse type と Intestinal type による TLR の比較 

図 7B. T4 症例と T3-1 症例による TLR の比較 

図 7C. リンパ節転移の有無による TLR の比較 
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3-5. 根治切除後症例の TLR による予後予測 

根治手術後に播種再発を来した症例と、播種再発を認めない症例の間で TLR

を比較した。根治手術を行った症例は 117 例であり、そのうち播種再発は 22

例（18.8%）に認めた。T4 症例（51 例）に限ると再発率は 29.1%（16 例）で

あった。T4 症例の中で播種再発した症例は播種再発を認めない症例に比べて

手術時の TLR が有意に高値であった（図 8A, 中央値：再発あり 0.019% vs 再

発なし: 0.005%, p=0.0003）。TLR が 0.02%以上の症例と未満の症例に分け

て、両群間で全生存期間、および播種に関する無再発生存期間を比較したとこ

ろ、いずれも TLR が高い群で有意に生存期間が短い結果であった（図 8B, 8C, 

p=0.0016, p=0.0014）。以上より、TLR は予後および播種再発を予測する良い

マーカーとなる可能性が示唆された。 
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図 8A. 播種再発の有無による TLR の比較 

図 8B. TLR≧0.02%の症例と TLR<0.02%の症例による生存期間の比較 

図 8C. TLR≧0.02%の症例と TLR<0.02%の症例による無再発生存期間の比較 
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3-6 腹腔内リンパ球と播種の関係 

播種症例と播種のない症例の間で腹水中の CD45 陽性細胞に占める各種リン

パ球の割合を比較した。播種症例では CD3 陽性 T 細胞の割合が有意に減少し

ていた（図 9A, 中央値 播種あり: 34.9% vs 播種なし: 49.1%, p=0.0048）。そ

のうち CD4 陽性 T 細胞は両群間で有意な差を認めず(図 9C)、CD8 陽性 T 細

胞は播種症例で有意に減少していた（図 9B, 中央値 播種あり: 18.0% vs 播種

なし: 27.4%, p<0.0001）。NK 細胞は両群間で有意な差を認めないが（図

9D）、NKT 細胞は播種症例で有意に減少していた（図 9E, 中央値 播種あり: 

2.09% vs 播種なし: 7.18%）。一方、B 細胞は播種症例で有意に増加していた

（図 9F, 中央値 播種あり: 2.45% vs 播種なし: 0.79%, p=0.0004）。以上より、

播種の有無により腹腔内リンパ球の構成が変化することが示された。 
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図 9A~F. 播種の有無による各種リンパ球割合の比較 
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3-7. リンパ球の割合と TLR の相関 

3-6 において、播種の有無によりその割合に有意差を認めた腹腔内リンパ球

と TLR の相関を調査した（図 10A~C）。CD8 陽性 T 細胞、NKT 細胞は TLR

の対数値と負の相関を示した（CD8: r=-0.324, p=0.0263, NKT: r=-0.493, 

p=0.0044）。その一方で、B 細胞は TLR の対数値と正の相関を示した

(r=0.4862, p=0.002)。 

 

 

図 10A-C. TLR の対数値と各種リンパ球の散布図 
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3-8. 播種の有無とミエロイド系細胞の関係性 

腹腔内の白血球全体に占めるミエロイド系細胞の割合を播種の有無で比較し

た（図 11A-E）。CD11b(+)ミエロイド系細胞全体の割合は播種症例で有意に増

加していた（図 11A, 中央値 播種あり: 37.8% vs 播種なし: 33.7%, 

p=0.00201）。好中球、好酸球、樹状細胞の割合はいずれも播種の有無で有意な

差を認めなかった（図 11B-E）が、マクロファージの割合が播種症例で有意に

増加していた（図 11A 中央値 播種あり: 31.9% vs 播種なし: 20.3%, 

p=0.0234）。 

 

図 11A-F. 播種の有無による各種リンパ球割合の比較 
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3-9. 腹腔内マクロファージ上の CD16 の発現について 

CD11b 陽性 CD66b 陰性 CD14 陽性の細胞集団であるマクロファージにおけ

る CD16 の発現を調査した。播種を認めない症例では、腹腔内マクロファージ

の大部分は CD16 陰性の表現型を示すのに対し、腹膜播種を有する症例では

CD16 陽性の表現型を示すマクロファージの割合が有意に増加していた（図

12A）（中央値: 播種あり: 17.5% vs 播種なし: 0.81%, p<0.0001）。腹腔内マク

ロファージから CD16 陽性マクロファージ、CD16 陰性マクロファージをそれ

ぞれソーティングしたのち、位相差顕微鏡による観察を行った。CD16 陽性マ

クロファージは、大型で細胞内顆粒を多く有するのに対し、CD16 陰性マクロ

ファージは小型で細胞内顆粒が少なく、両者は形態的に識別が可能であった

（図 12B, C）。 

 

図 12A. 播種の有無による CD16 陽性マクロファージの割合の比較 

図 12B, C. CD16 陽性（B）・陰性（C）マクロファージの顕微鏡像 



  27 

 

3-10. フローサイトメーターを用いた CD16 陽性マクロファージと陰性マクロ

ファージの比較 

フローサイトメーターを用いて CD16 陽性マクロファージと陰性マクロファ

ージの形態的特徴および CD14 の発現強度の違いを比較した。CD16 陽性マク

ロファージは陰性マクロファージよりも FSC、SSC ともに有意にシグナル強度

が高く（FSC(図 13A): 中央値: CD16-Mφ: 44737 vs CD16+Mφ: 54599, 

p<0.0001, SSC（図 13B）: 中央値: CD16-Mφ: 33395 vs CD16+Mφ: 54599, 

p<0.0001,）、大型で細胞内が複雑であり、両者の間に形態的な差異があること

が客観性をもって示された。また、CD14 の MFI も CD16 陽性マクロファー

ジの方が有意に高値であった（図 13C 中央値: CD16-Mφ: 33395 vs CD16+M

φ: 54599, p<0.0001）。 

  

図 13A. CD16 陽性・陰性マクロファージによる FSC の比較 

図 13B. 同 SSC の比較 

図 13C. 同 CD14 発現強度の比較 
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3-11. CD16 陽性マクロファージおよび陰性マクロファージ上の CD163 の発現 

M2 型のマクロファージのマーカーである CD163 の発現を CD16 陽性マク

ロファージと陰性マクロファージの間で比較した（図 14）。CD16 陽性マクロ

ファージの大部分が CD163 を発現しており、CD163 陽性率は CD16 陰性マク

ロファージよりも有意に高かった（中央値: CD16-Mφ: 39.6% vs CD16+Mφ: 

91.4%, p<0.0001）。 

 

図 14. CD16 陽性・陰性マクロファージによる CD163 発現率の比較 
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3-12. 播種症例における CD16 陽性マクロファージの割合と各リンパ球サブセ

ットの割合との相関 

CD16 陽性マクロファージの割合と各リンパ球サブセットの割合との相関を

調査したところ、CD16 陽性マクロファージは CD8 陽性 T 細胞、NK 細胞、

NKT 細胞といった抗腫瘍免疫に関与する細胞と負の相関を認めた（図 15A-C, 

CD8: r=-0.3994, p=0.0002, NK: r=-0.3749, p=0.0006, NKT: r=-0.3943, 

p=0.0003）。一方、B 細胞との間に明らかな相関は認めなかった（図 15D,  

r=0.1580, p=0.1589)。以上より、CD16 陽性マクロファージは免疫抑制に関与

する可能性が示唆された。    

      

図 15A-D. CD16 陽性マクロファージと各種リンパ球割合の散布図 
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3-13. S-1／オキサリプラチン＋パクリタキセル腹腔内投与併用療法前後の腹腔

内好酸球比率の変化 

当院において臨床試験として行っている S-1／オキサリプラチン＋パクリタ

キセル腹腔内投与併用療法を受けた、腹膜播種を伴う胃癌患者 15 例の治療開

始前と 1 コース施行後の腹腔内免疫細胞の割合の変化を調査したところ、治療

開始後 CD14 陰性 CD66b 陽性 CD16 陰性のフェノタイプを示す好酸球の割合

が増加していた（図 16B: 中央値 開始前：0.50% vs 開始後：9.29%, 

p=0.0006）。 

 

図 16A. 腹腔内化学療法前後の免疫細胞分布 代表例 

図 16B. 腹腔内化学療法前後の好酸球割合の変化 
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3-14. S-1／オキサリプラチン＋パクリタキセル腹腔内投与併用療法の効果と腹

腔内好酸球比率の関係 

治療開始後に細胞診が陰転化しなかった 4 症例と、細胞診が治療開始前から

陰性あるいは治療後陰転化した症例 11 例において治療開始前後の腹腔内好酸

球の割合を比較すると、陰転化しなかった症例では好酸球の割合の有意な増加

は認めなかったのに対し（図 17A）、治療開始前から陰性あるいは開始後に陰

転化した症例では有意な好酸球の割合の増加を認めた（図 17B, 中央値 陰転化

なし：0.5% vs 陰転化あり：10.7%, p=0.001）。腹腔内の好酸球の割合の増加

が S-1／オキサリプラチン＋パクリタキセル腹腔内投与併用療法の治療効果に

関連する可能性が示唆された。 

        

図 17A. 細胞診が陰転化しなかった症例における治療開始前後の好酸球の割合

の変化 

図 17B. 細胞診が陰転化した症例における治療開始前後の好酸球の割合の変化 
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第 4 章 考察 

①腹腔内液中の TLR の臨床的意義について 

細胞診による腹水中の腫瘍細胞の検出は、胃癌患者における腹膜播種再発の

最も重要な予後因子である (36,37)。本研究において腹水細胞診陰性の T4 胃癌

患者に播種再発する患者が約 30％存在したが、その原因として、手術時に腹腔

内に存在するごく少量の癌細胞を細胞診では捉えきれていない可能性が考えら

れる。また、細胞診は形態学的診断であり主観的な判断を排除できないために、

病理医間で診断が異なるという問題が指摘されており（17）、より客観的で高感

度な予後予測方法の開発が求められている。本研究では、近年報告された方法

(22-25)を応用し、CD45 陽性細胞に対する CD326 陽性細胞の割合（TLR）を算

出することにより腹腔内遊離癌細胞を定量化することを試みた。 

TLR は、腹膜播種陽性群、特に細胞診陽性（CY1）群で有意に高値を示し、

PCI スコアとも正の相関を示した。このことは、審査腹腔鏡という侵襲的な検査

を行わなくても、腹水ないし腹腔洗浄液の検体を用いて TLR を測定することで

播種の進行度を客観的に推定できる可能性を示唆する。ただし、PCI score が低

値であるにも関わらず TLR が高値を示す症例も存在し、TLR の持つ臨床的意義

については今後さらなる検討が必要である。 

胃切除術を受けた患者において、TLR が高い症例では播種再発をきたしやす
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く、全生存期間、腹膜播種に関する無再発生存期間がいずれも有意に短くなるこ

とが示された。これは TLR が播種の程度をスコア化するだけでなく、根治切除

後の播種再発のマーカーになりうることを示唆している。T4 症例 51 例中、再

発症例数は 16 例で 29.1%（16 例）であったが、T4 症例のうち TLR が 0.02％

以上の患者では、13 人（81％）が腹膜再発をきたした。CY0 と診断され根治切

除が施行されても高い TLR を示す症例は、腹腔内に腫瘍細胞が存在し腹膜播種

再発をきたすリスクが極めて高いことを明確に示唆している。 

また、胃癌原発組織中の Ki-67 陽性率高値が予後不良因子として報告されて

いること（38）に着目し、腹腔内液中の CD326 陽性細胞の Ki-67 の陽性率が持

つ予後予測マーカーとしての意義を調査した。CD326 陽性癌細胞の Ki-67 陽性

率は、組織型が Diffuse type の症例において Intestinal type の症例よりも高い傾

向を示すものの、TLR や PCI スコアとの相関は認めず、予後予測因子としての

臨床的意義を見出すことはできなかった。原発腫瘍内の腫瘍細胞と腹水中で浮

遊状態の腫瘍細胞とで増殖状態が異なる可能性があると考えられる。 

 

②腹膜播種が腹腔内免疫に与える影響について 

②-1 腹腔内リンパ球について 

播種が存在する症例では、播種を認めない症例と比較して腹腔内の CD8 陽性
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リンパ球、NKT 細胞の割合が低下し、B 細胞の割合が増加していた。これまで

にも卵巣癌播種症例の腹水では、CD8+T 細胞が枯渇することが報告されてお

り(39)、本研究もこれと矛盾のない結果であった。本研究では NKT 細胞の割合

も低下しており、それぞれ TLR と負の相関を示した。CD8 陽性リンパ球および

(40, 41) NKT 細胞 (42)は共にがん細胞に対する強い傷害活性を有し、抗腫瘍免

疫に働く細胞であり、これらの細胞が胃癌組織内に浸潤することは予後良好の

兆候と報告されている（40-42）。本研究で、腹膜播種の進行とともにこれらの抗

腫瘍免疫に働くエフェクターリンパ球の増殖が腹腔内で抑制される可能性が示

唆された。 

一方、B 細胞の割合は、TLR と正の相関を認めた。B 細胞は腫瘍特異的な抗

体を分泌することにより、抗腫瘍免疫作用を発揮するとされ（43）、一般に原発

腫瘍に浸潤する B 細胞の密度が高い症例ほど、予後が良好である（44）ことが

報告されている。その一方で、制御性 B 細胞（B-reg）という免疫抑制に関与す

る B 細胞のフェノタイプが存在することも報告されている（45, 46）。今回の研

究結果から播種の存在する腹腔内では B-reg の機能を有する B 細胞が増加して

いる可能性も考えられる。 

②-2 腹腔内マクロファージについて 

播種を有する患者の腹腔内の CD14(+)マクロファージの割合は、播種陰性の
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患者と比較して有意に増加していた。さらに播種陽性患者では、播種陰性患者と

比較してその表現型が変化し、CD14、CD16、CD163 の発現量が増加していた。

一般に、血中の単球は CD16 の発現量により CD14++CD16- (Classical), 

CD14++CD16+ (Intermediate), CD14+CD16++ (Non-classical)に分類される

が (47) 、 腹 腔 内 マ ク ロ フ ァ ー ジ は CD14+CD16- 、 CD14++CD16+ 、

CD14++CD16++の 3 つの表現型に分類され、発現パターンが血中の単球とは

異なることが報告されている(33)。その中で、CD14++ CD16++のマクロファ

ージは、GATA6 および、活性化・成熟化マーカーである CD206、HLA を高発

現する。本研究においても腹腔内マクロファージの CD14 と CD16 の発現は同

様のパターンを示した。 

固形癌の原発巣に浸潤する腫瘍関連マクロファージ（TAM）は、その大部分

が M2 型マクロファージであり、血管新生や免疫抑制のシグナルを促進するこ

とが報告されている（48）。胃癌（34, 35, 49, 50）および卵巣癌（51）の播種患

者において、腹膜内マクロファージが M2 型に変化することが報告されており、

本研究の結果と矛盾のないものであった。本研究では、腹腔内マクロファージは、

播種症例において CD16 陽性マクロファージが増加しており、その大部分が M2

型のフェノタイプであることが新たに示された。 

近年、体腔に滞留し Tim-4 を高発現するマクロファージは、CD8+細胞傷害
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性 T 細胞を減少させ免疫抑制状態に維持することが報告された (52)。本研究に

おいて CD16 陽性マクロファージの割合は、CD8 陽性 T 細胞、NK 細胞、NKT

細胞の割合と負の相関を示し、CD16 陽性マクロファージは免疫抑制に関与す

る可能性があることが示唆された。 

 

②-3  S-1／オキサリプラチン＋パクリタキセル腹腔内投与併用療法開始前後の

腹腔内免疫細胞について 

本治療を受けた大部分の症例において腹腔内の好酸球の割合の増加を認めた。

さらに、細胞診が陰転化した症例で好酸球の増加が顕著であった。様々な癌種で

腫瘍組織内に好酸球が存在することが報告されているが、好酸球の浸潤量と予

後の関係は癌種によって様々である。胃癌を含めた消化管癌では好酸球の浸潤

は良好な予後に関係する（53-55）ことが報告されている。一方、マウスを使用

した研究において、腫瘍に浸潤した好酸球は組織内に T 細胞を動員して癌細胞

を殺傷すること（56）や、播種をきたしたマウスの腹腔内にアレルギー誘発物質

である IL-33 を投与すると腹腔内に好酸球が動員され、腹腔内遊離癌細胞が減

少することが報告されている（57)。また、詳細な機序は不明であるが、腹腔内

に PTX を投与することにより好酸球性腹水をきたした卵巣癌患者の症例が報告

されている（58）。以上の事実から、パクリタキセルの腹腔内投与が腹腔内の好
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酸球増加を誘導し、この好酸球が細胞診の陰転化に関与している可能性あると

考えられる。S-1／オキサリプラチン＋パクリタキセル腹腔内投与併用療法の開

始前後での腹腔内の好酸球の割合の変化を調査することが、治療効果の予測に

利用できる可能性があることが判明した。 
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第 5 章 おわりに 

 今回の研究において、TLR が胃癌患者の播種の進行度を反映し、胃癌・根治

切除後の患者の播種再発の予測マーカーとなることが確認できた。免疫細胞の

解析から、播種の進行と共に CD8 陽性 T リンパ球と NKT 細胞が減少し、B 細

胞とマクロファージが増加することが確認できた。また、腹腔内マクロファージ

は播種患者において CD16 陽性マクロファージの割合が増加したが、その多く

は M2 型のフェノタイプを示し、免疫抑制に関与する可能性が示唆された。さ

らに、S-1／オキサリプラチン＋パクリタキセル腹腔内投与併用療法を受けた胃

癌腹膜播種患者の治療後の腹腔内において好酸球が増加しており、播種の抑制

に関与する可能性が示唆された。今後、腹腔内免疫が腹膜播種の進展にどのよう

に関わっているか、化学療法が腹腔内免疫に与える影響について理解が進むこ

とにより、未だ十分な予後の改善の得られていない胃癌腹膜播種に対する新た

な治療法の開発に繫がることが期待される。 
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