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研究成果の概要（和文）：術前放射線化学療法(CRT)施行前の進行直腸癌の生検癌組織の全エクソンシーケンス
を施行した。74例の全エクソンシーケンスを施行し、5例のhypermutatorを認め、これら5例は全例効果良好群で
あった。Hypermutators 5例を除く69例においても、効果良好群では効果不良群に比べnon-silent mutationの数
およびCD8陽性腫瘍浸潤Tリンパ球密度(TIL)が有意に多く、CRTの効果はCRT施行前の腫瘍のmutation burdenと、
変異によって生じたネオ抗原を認識するTILによって規定されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We performed whole-exome sequencing (n=74) using pre-treatment biopsies from
 patients with advanced rectal cancer treated with preoperative chemoradiotherapy (CRT). We 
identified five hypermutated tumors, all of which were responders. A comparative analysis among the 
non-hypermutated tumors (n=69) showed a significantly higher number of non-silent mutation and 
higher CD8+ T-cell infiltration in responders than in non-responders. Our finding suggests that 
mutation burden and resultant neoantigen burden before CRT might be a critical determinant of 
patient responses to CRT.

研究分野：大腸外科
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１．研究開始当初の背景 
下部進行直腸癌(clinical stage II/III)
は大腸癌の中でも最も治療困難であり、下部
進行直腸癌の治療成績向上は世界的な課題
である。特に、直腸癌術後の局所再発は患者
の QOL を著しく損なう原因となる。これまで
欧米の複数の大規模無作為比較試験により、
術前放射線化学療法(CRT)が手術単独や術前
放射線療法(RT)よりも有意に局所再発を低
減させることが示され、現在欧米では術前
CRT が下部進行直腸癌に対する標準治療とな
っている。しかしながら、術前 CRT の効果は
無効から完全奏効(complete response)まで
様々であるため、術前 CRT の効果を予測する
ことができれば、不必要な術前CRTの省略や、
より強力な術前全身化学療法と組み合わせ
るなどの戦略をとることが可能になると考
えられる。 

 
２．研究の目的 
CRT 施行前の癌組織の全エクソンシーケン
スを行い、CRT 耐性に関わる遺伝子変異や
pathwayの異常を同定し、臨床応用可能なCRT
効果予測バイオマーカーを発見するための
基盤研究を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 術前CRT施行前の新鮮凍結生検検体より
laser-capture microdissection より癌細胞
を抽出した。正常対照組織として正常大腸粘
膜あるいは血液を用い、癌組織あるいは正常
組織の DNA を QIAamp DNA Micro Kit (Qiagen, 
Valencia, CA)を用いて抽出した。SureSelect 
Human All Exon V4 or V5 (Agilent 
Technologies)を用いてエクソン領域の濃縮
を 行 い 、 シ ー ケ ン ス は HiSeq2500 or 
HiSeq2000 (Illumina, San Diego, CA)を用
いて行った。 
 
(2)術前 CRT の効果判定として、切除検体の
病理学的効果判定(tumor regression grade: 
TRG)を用いた。癌細胞が全く認められない
TRG4 とごくわずかに癌細胞が遺残する TRG3
を効果良好群とし、ほとんど効果が見られな
い TRG1 を効果不良群とした。癌細胞よりも
線維化が有意な TRG2 は効果中間群としエク
ソーム解析からは除外した。 
 
(3) Optitype algorithm を用いて HLA タイピ
ングを行った。体細胞 single nucleotide 
variant(SNV)あるいは insertion/deletion 
(indels)から生じうる 8-11 塩基長の変異ペ
プチドと HLA class I に対する結合親和性を
NetMHCpanv2.8 を用いて解析し、結合親和性
50nM 未満の変異ペプチド数をネオ抗原数と
した。 
 
(4)生検検体における腫瘍浸潤 CD8 陽性 T リ
ンパ球の密度を免疫染色および Aperio 
ImageScope system (Leica Biosystems)を用

いて評価した。 
 
４．研究成果 
(1)74 症例のエクソーム解析を行った。男性
46例/女性28例、年齢の中央値60歳(31-81)、
腫瘍肛門縁距離の中央値:40mm(0-80)、
clinical stage II:39 例/III:35 例、術前 CRT
のレジメンは5-FU:60例/TS-1+oxaliplatin: 
14 例、TRG は TRG1: 35 例/TRG3:15 例/TRG4:24
例であった。 
 Non-silent SNV および indelの中央値はそ
れぞれ 150(76-21,336)、8(2-698)であった。 
74 例中 5 例に hypermutated tumor を認め、
うち 3例は POLE proof-reading domain の変
異を認め(p.S297F, p.S461T, and p.P286R)、
POLE 変異のない残り 2例は MSH2 の germline 
mutation を伴う MSI-H 症例であった。これら
5例の hypermutated tumor はいずれも効果良
好群であった(TRG4：4例、TRG3:1 例)。 
 Hypermutated tumor5 例 を 除 く
non-hypermutated tumor 69 例において、SNV
の数、indel の数を比較したところ、SNV、
indel ともに効果良好群で有意に多かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
(2)変異数が効果良好群で有意に多かったこ
とから、ネオ抗原数と効果の相関を検討した。
SNV 由来の予測ネオ抗原数は Hypermutator5
例を含む 74 例で解析したところ効果良好群
で有意に多かったが(p=0.043)、症例数が少
ないためか hypermutator5 例を除いた 69 例
で解析したところ有意差は消失した(p=0.2)。
Indel 由来のネオ抗原数は効果良好群と不良
群の間で有意差はなかった。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
(3)特定のドライバー遺伝子変異と治療効果
の相関を検討したが、non-hypermutator69 例
において治療効果と相関するドライバー遺
伝子変異を認めなかった。コピー数異常につ
いても同様に治療効果と相関するコピー数
異常は認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

(4)CD8 陽性腫瘍浸潤リンパ球密度と治療効
果の相関を検討したところ、治療効果良好群
でCD8陽性腫瘍浸潤リンパ球密度は有意に高
かった (hypermutator 含む； p=0.0011 、
hypermutator 除く；p= 0.0008)。SNV/indel
の総数とCD8陽性腫瘍浸潤リンパ球密度の相
関を検討したところ、有意な相関を認めた
[Spearman rank correlation; r=0.3178, p= 
0.0065 (hypermutator 含む); r=0.241, p= 
0.0495 (hypermutator 除く)]。以上より、CRT
治療前の癌細胞の non-silent mutation によ
って生じたネオ抗原を認識するCD8陽性腫瘍
浸潤リンパ球の存在が治療効果発現に重要
である可能性が示唆された。 
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