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＜特集「医学系研究における画像解析と臨床への応用」＞

がん不均一性への空間生物学的解析
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抄　　録

がんは増殖・浸潤・転移の過程で遺伝子的，微小環境的な多様性を獲得することが知られ，がんには

不均一性が存在する．がん不均一性は病理学的評価やバイオマーカー発現のばらつきによる診断上の問

題や，薬物療法や放射線治療後の再発・新規病変を含む治療抵抗性などの臨床的な問題と関連している．

がん不均一性を治療前から予測・評価することはがんの個別化診断・治療に繋がるが，現状ではがん不

均一性について位置情報を保持したまま定量的に解析する空間生物学的手法は確立されていない．我々

は個々の細胞の空間情報が保ちながら単一細胞解析を可能にする多重免疫染色を用いて，がん細胞と免

疫細胞で形成されるがん不均一性の存在と予後や悪性形質との関連性を示してきた．本稿ではがん不均

一性に起因する臨床上の問題点や不均一性の要因となるがん生物学的背景因子について解説し，多重免

疫染色を用いたがん不均一性への定量的な評価にむけた我々の取り組みについて紹介する．
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Abstract

Cancer is known to acquire genetic and microenvironmental heterogeneity during the growth, invasion,

and metastasis, leading to the presence of tumor heterogeneity. Tumor heterogeneity is associated with diag-

nostic problems due to variations in pathological evaluation and biomarker expression, as well as clinical prob-

lems such as treatment resistance, including recurrence or new lesions after chemo or radiation therapy.

Pretherapeutic prediction and evaluation of tumor heterogeneity would lead to patient stratification and per-

sonalized treatment. However, currently no spatial biological method has been established to quantitatively

analyze tumor heterogeneity with preserved location information. Using multiplex immunohistochemistry,

enabling single-cell analysis with preserved spatial information of individual cells, we have shown that the
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は　じ　め　に

がんが遺伝子・微小環境的に不均一な細胞集

団であることがこれまでの研究で明らかになり，

発がんから進行・転移の中でがん細胞は多様な

悪性形質や遺伝的多様性を獲得し，組織内のが

ん細胞以外の様々な宿主由来細胞の性質を変化

させ，がん不均一性を生じていることが分かっ

てきた1）．薬物療法が発展し，一部のバイオマー

カー，がんゲノム医療が実用化している近年の

がん診療において，がん不均一性は診断や治療

抵抗性による臨床的な問題を生じているため，

その背景であるがん生物学的機序の解明とそれ

に対応した解析手段が求められている．

空間生物学は様々な特性を有する細胞間の位

置関係・分布に基づいて疾患の性質や生物学的

機序を解明する比較的新しい研究領域で，組織

内の位置情報を有する単一細胞解析が可能と

なったことで急速に発展している．がん組織の

特性はがんを形成するがん細胞や微小環境の細

胞要素の頻度・特性・相互作用により成り立つ

ため，がん組織への空間生物学的なアプローチ

はがん不均一性の理解や定量的な解析に貢献す

ることが期待される．本稿では，がん不均一性

に伴う臨床上の問題を詳述し，その背景となる

生物学的機序と多重免疫染色を活用したがん不

均一性への空間生物学的な解析手法について概

説する．

がん不均一性に起因する臨床上の問題点

がん不均一性に起因する臨床上の問題は診断

と治療の2点に大別され，一つは治療選択バイ

オマーカー診断における生検と全組織との不一

致，もうひとつは不均一性による治療抵抗性や

再発転移の問題が存在する（図1）．

1．がん不均一性による診断上の問題

がん不均一性はがん診療における病理学的評

価の上で臨床的な問題を生じる．例えば，甲状

腺がんにおける高分化と低分化あるいは未分化

成分の混在2），非小細胞肺がんの成分を含む肺混

合性小細胞癌3），胃がんにおける印環細胞癌と管

presence of tumor heterogeneity derived from cancer cells and immune cells is associated with prognosis

and cancer cell capabilities. In this review, we describe the clinical challenges and biological background relat-

ed to the tumor heterogeneity, and introduce our ongoing endeavor to quantitatively assess tumor hetero-

geneity using multiplex immunohistochemistry.

Key Words: Tumor heterogeneity, Spatial biology, Multiplex immunohistochemistry.

図1 がん不均一性：遺伝子変異，がん幹細胞，免疫学的癌微小環境といった生物学的背景に

よって腫瘍内部は部位ごと異なる性質を持つ．このがん不均一性により，病理診断の不

一致，バイオマーカー探索の必要性，治療抵抗性といった臨床上の諸問題を生じている．
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状腺癌の混在4）など，様々ながん種において分

化度や組織型における不均一性がみられる．こ

のような病理学的がん不均一性は，悪性度の評

価やそれに伴う治療方針の決定に影響を与え，

臨床的な問題となっている．

治療効果を予測する組織バイオマーカー発現

の不均一性も臨床上の問題となる．免疫チェッ

クポイント阻害薬である抗PD-1（Programmed
cell death-1）抗体の治療標的機構であるPD-L1
（Programmed cell death-ligand 1）のがん細胞や
腫瘍内免疫細胞の発現がバイオマーカーとして

複数のがん種で普及しているが5）6），腫瘍内での

PD-L1発現は局在や病変によるばらつきが生じ
うる．PD-L1発現の不均一性への対応として，
病理診断では組織全体の複数箇所で発現を数値

化・平均化しているが，生検検体において腫瘍

全体像や病変毎の不一致が問題となる7）8）．分子

標的薬のバイオマーカーにおいても不均一性が

問題となり，例えば，乳がんにおけるHER2発
現は原発巣と再発・転移巣で程度が異なること

が知られ，治療薬の適応判断の上で課題となる9）．

がん不均一性はがんゲノム医療の上でも問題

となる．同一患者内の複数部位や同一部位の腫

瘍内の複数個所で行う高深度ゲノムシーケンス

によって，部位や局在間で共有される変異は一

部であることが明らかになっている9）10）．重要な

ことにこうした変異の多様性は治療標的となる

ドライバー変異においても確認されており，組

織からのがん遺伝子パネル検査により同定され

た治療標的において治療後の抵抗性が生じうる

問題がある．

2．がん不均一性による悪性形質と治療耐性

がん診療における障壁のひとつである再発・

転移にもがん不均一性が関与することが知られ

る．化学放射線治療によって完全寛解した症例

における局所再発や，薬物療法により腫瘍縮小

を維持していた症例における再増大や新規病変

の出現は臨床上よく経験され，このような事例

はがん組織が不均一な細胞集団で構成されるこ

とを示唆する．また，複数の転移性病変が存在

する場合に薬物療法の反応性が病変によって異

なるMixed responseも経験され，特に免疫
チェックポイント阻害薬において臨床上の問題

となっている．この生物学的な背景には，がん

遺伝子変異，がん幹細胞，微小環境や免疫特性

におけるがんの不均一性があり，耐性を獲得し

た細胞集団の出現や薬剤浸透性の不均一性の存

在が考えられる11）．このような不均一性を治療

前から予測・評価することが出来れば患者の層

別化や個別化治療に繋がるが，現状ではまだ確

立されたものはなく，さらに時間経過や治療経

過によっても絶えず変化し得ることがさらにそ

の予測を困難にしている．

がん不均一性に関わる
がん生物学的背景因子

不均一性，多様性の獲得は自然界の個体レベ

ルでも観察される生存戦略であり，がん生物学

的な観点においてがん細胞も類似した戦略の存

在が考えられる．

1．がん遺伝子変異による不均一性

がん遺伝子変異のクローン進化（clonal evo-
lution）はがん不均一性を生み出す重要な分子機
構のひとつである12）．多くのがんは複数のゲノ

ム異常が蓄積して発症することが明らかになっ

ており，その結果として個体内で形質の異なる

複数の亜集団（サブクローン）を形成する．そ

の中から，生存に有利な特定のゲノム異常を持

つ集団が優勢的に増殖する（clonal selection）．
このクローン進化に関する臨床的なエビデンス

は，特に経時的な変異をモニタリングしやすい

造血器疾患で進んでおり，慢性骨髄性白血病が

急性転化を起こすたびに異なる変異やエピゲノ

ム異常が集積することが知られている13）．固形

がんにおいても長期間生体内に存在する中でが

ん細胞集団内の不均一性が形成され，治療抵抗

性に関与している．

2．がん幹細胞による不均一性

がん不均一性の要因として，腫瘍組織中で自

己修復能や多分化能を有する少数のがん幹細胞

が起始細胞となり多様な癌細胞が枝分かれ的に
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分裂・増殖し，その結果として様々な形質を有

するがん細胞が共存するというモデルが提唱さ

れている14）．がん幹細胞は低酸素や酸化ストレ

スへの高い抵抗性やDNA修復機構の亢進，アポ
トーシスの抑制等の特徴を持つことが報告され

ており，結果として抗がん薬，放射線療法に対

して抵抗性が高い15）．さらに，がん関連線維芽細

胞や腫瘍関連マクロファージ由来のサイトカイ

ンががん幹細胞の恒常性に寄与することも知ら

れ，腫瘍微小環境との関連も示唆されている16）．

3．がん微小環境による不均一性

がん不均一性の構成には，がん細胞を取り巻

く宿主由来の細胞で形成される微小環境とがん

細胞の相互作用が重要な役割を有する．がん細

胞による自体が血管増殖因子を分泌し，血管新

生を誘導すると同時に，しばしば低酸素状態の

微小環境を作りがん細胞の増殖や免疫逃避に関

与することが知られている17）．近年の研究によ

り神経とがん微小環境の関連性も明らかとなり，

頭頸部がんではアドレナリン作動性神経から放

出されたノルアドレナリンによって血管新生が

誘導され，がんの進行を促進することが明らか

になっている18）．

一方，がん微小環境における免疫細胞も複雑

な構成を有し，抗腫瘍免疫はがん細胞や微小環

境由来の様々な機構により抑制的に制御されて

いることが知られている19）．実際に，我々の研

究においても頭頸部扁平上皮癌組織の腫瘍中心

部での低酸素に関わるHIF1α発現や浸潤先進部
における上皮間葉転換（EMT）関連マーカーで
あるZEB2発現やT細胞の腫瘍外への排除などの
がん微小環境の不均一性が見られている20）．ま

た，腫瘍周囲の酸性環境もPD-L1発現亢進，免
疫逃避につながることが明らかになり21），がん

微小環境の特性によりがん細胞の不均一性が生

じることが示唆された．

がん不均一性への
空間生物学的な解析手段

癌微小環境において免疫細胞同士，あるいは

免疫細胞と腫瘍細胞の間には様々な相互作用が

あること，またその予後的影響が報告されてき

ている一方で22-24），腫瘍内における免疫細胞の詳

細な位置情報は技術的な点からこれまで解明が

進んでおらず，腫瘍内の不均一性とその予後的

な重要性は未だ不明な点が多い．がん不均一性

は治療効果や予後と関連するため，空間生物学

的にがん不均一性を定量的に評価することはバ

イオマーカー同定につながる．

1．がん細胞の不均一性の空間生物学的評価

近年のシングルセル解析技術の進歩により腫

瘍組織の多様性を単一細胞レベルで調べること

が可能となりがん不均一性の概念が知られるよ

うになってきた．しかし，これまでの手法では

解析の途中で個々の細胞の空間情報が失われて

しまいがん細胞同士やがん細胞と微小環境との

相互関係を評価するのが困難という課題があっ

た．

この課題を克服するために，我々は1切片で

12-14マーカーを可視化・定量化可能な多重免疫
組織染色法を用いて25），メタ解析で抽出された

頭頸部がん細胞バイオマーカーを1切片上で解

析し，マーカー毎の局在性，腫瘍内不均一性を

示した20）．免疫細胞とがん細胞を同時に解析す

ることで，組織中心部でのβ-catenin発現がん細
胞とCD66b＋顆粒球などの免疫抑制的な骨髄系免
疫細胞の共局在が観察され，がん細胞と免疫細

胞で形成されるがん不均一性の存在が示唆され

た26）．

2．免疫的微小環境の不均一性の評価

免疫的ながん不均一性評価のために，我々は

多重免疫染色を用いて，がん包巣，浸潤辺縁部，

周囲非がん部などにがん組織を区画化し，領域

ごとに細胞の分布や密度を解析している．これ

までの中咽頭がんにおける解析では，免疫細胞

の腫瘍内局在ががん包巣と周囲間質で異なって

おり，Th2細胞，B細胞，CD66b＋顆粒球が腫瘍
内間質に局在していることが明らかになった27）．

さらに，探索群・検証群にわけた予後的解析に

おいて，がん胞巣内にPD-1＋ヘルパーT細胞が高
密度で存在することが独立した予後不良因子で
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あることが明らかとなった27）．甲状腺濾胞がん

における解析では，被膜浸潤部においてT細胞
/CD66b＋顆粒球比が高く，がん細胞における
PD-L1高発現が示された28）．このように免疫細

胞の不均一性に着目することで，予後や病理学

的侵襲性と関連するがん不均一性を定量的に評

価できる可能性がある．

3．がん不均一性への定量的な解析

多重免疫染色，空間的ゲノム解析技術の発達

をバイオマーカーにつなげるために求められる

次の段階は不均一性の定量化・指数化である．

これには，がん組織内の多くの構成要素のどれ

を選択し，大きな組織構造から単一細胞・分子

レベルまでどの解像度で調べ，どのように統合

するか，などの技術的課題が存在し，複数の試

みが進められている．

単一細胞レベルでの空間的解析として，我々

は現在，森林学で分布・局在解析で用いられる

pair correlation indexから着想を得て，本手法
を用いてがん細胞・免疫細胞の空間的パターン

を評価している29）30）．細胞間距離は必然的に細胞

密度に影響を受けるが，この pair correlation
indexは細胞間距離に応じた細胞密度で補正され
ているため，信頼性が高い．同一患者から取得

した初発と治療後局所再発頭頸部がんの多重免

疫染色解析に本手法を適応し，がん細胞と17種

類の免疫細胞の位置・空間的関係性を調べたと

ころ，初発腫瘍に比べて再発腫瘍は制御性T細
胞が近く，NK細胞が遠い位置関係に存在するこ
とが示された30）．相対的な位置関係のみならず，

指数として定量化することが可能なため，予後

情報を有する検体にこの解析を応用して，バイ

オマーカーを同定することが期待される．

組織構造レベルでの空間的解析として進めて

いるのが，組織切片全体を微小な格子状の解析

領域に分けて，小領域の不均一性と組織全体の

特性とを比較する試みである．頭頸部癌には腫

瘍内不均一性が存在し，病理診断ならびにPD-
L1発現評価への生検部位の選択が課題となって
いる．現在我々は生検部位の最適化を目的とし，

2mm四方の解析領域と腫瘍全体の対応・一致率
への検討を進めている31）（図2）．化学療法によ

る前治療の有無や，同一の腫瘍内でも部位に

図2 組織構造レベルでの空間的解析：腫瘍組織全体の免疫学的がん微小環境を2mm四方の解

析領域に細分化し，免疫細胞密度，免疫細胞の組成，PD-L1発現スコアについてそれぞ

れの解析領域と組織全体を比較検討する試みを進めている．
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よって免疫細胞の不均一性に差があることが分

かってきており，不均一性を指数化することに

よって予後や治療効果，抵抗性との関連性が定

量的に解析可能となることが期待される．

まとめと展望

がんの有する遺伝子的・微小環境的な不均一

性に起因する診断の不一致や治療抵抗性の存在

が基礎的・臨床的課題となっている．がん細胞

や免疫細胞の局在を把握し定量化できる空間生

物学的解析を通じて，我々は腫瘍内の局在によ

るがん細胞や免疫細胞の分布・特性が異なるこ

とを明らかにしてきた．現在，急速に発展して

いる空間生物学によるがん組織の解析が進むこ

とで，がん不均一性を背景とした診断や治療上

の課題が解決される可能性がある．さらに，定

量的ながん不均一性の解析は既存・新規治療が

与えるがん不均一性の増大・減弱も評価できる

可能性があり，がん不均一性自体を制御する治

療手段の開発・同定に寄与することが期待され

る．
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