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研究成果の概要（和文）：進行非小細胞肺癌の治療において、PD1-PD-L1経路の阻害が新たな治療選択肢の一つ
となっているが、腫瘍形成における同経路の活性化の仕組みは未だ不明な点が多い。そこで、今回我々は、術前
治療として放射線治療が行われた根治的手術症例において、放射線照射前及び照射後の腫瘍検体を用いて遺伝解
析及び遺伝子発現解析を行うことで同経路に関わる因子の解析を行った。治療後の検体では、欠失変異・単塩基
変異が増加し、発現解析では明らかな差は認められなかった。これらの結果から、再発時にも同様の解析を行う
ことにより、術前治療により影響を受けた残存腫瘍サブクローンの解析が重要な意義をもつ可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In the treatment of advanced non-small cell lung cancer, inhibition of the 
PD1-PD-L1 axis has become one of the novel treatment options, but the mechanism of activation of 
this pathway in tumorigenesis remains unclear. Therefore, in this study, we conducted a genetic 
analysis and gene expression analysis using pre-irradiation and post-irradiation tumor specimens in 
radical surgery cases where radiation therapy was performed as preoperative treatment, thereby 
determining the factors involved in this pathway. After radiotherapy, PD-L1 expression decreased by 
IHC and deletion mutations and single nucleotide mutations increased by genomic analysis. These 
results suggest that the genetic analysis of residual tumor subclones affected by preoperative 
treatment may also have important significance at the time of recurrence.

研究分野： がんゲノム解析
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
非小細胞肺癌の治療において、放射線治療は根治的及び対症療法的にも多く用いられる。しかし、同治療が腫瘍
細胞に与える影響に関しては不明な点が多いとされていた。今回の結果から、放射線照射によるPD-L1の低下に
よって内因性の抗腫瘍免疫の増加が治療効果に寄与していることが推定された。また、放射線照射による腫瘍細
胞遺伝子の遺伝子変異の増加によって、再発時の免疫チェックポイント阻害剤の潜在的な効果も予想される結果
であった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
【非小細胞肺癌と免疫チェックポイント阻害薬について】 
肺癌は癌死の原疾患としては最も多く、2014年には本邦で 75396名が亡くなっている。肺癌は、
組織型から腺癌、扁平上皮癌、大細胞癌、小細胞癌の 4 つに分類され、他の 3 者と使用する抗が
ん剤や治療方針が大きく異なることから、上記のうち小細胞肺癌を除いた腺癌・扁平上皮癌・大
細胞癌を非小細胞肺癌と呼ぶ。 
各種癌に対する免疫療法は、1980 年代後半のインターロイキン 2 の臨床応用以来、様々な方法
で検討されてきたが、効果は限定的であった。しかし、2010 年代に悪性黒色腫に対する抗細胞
傷害性 T リンパ抗原 4 cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4(CTLA4)抗体の有効性が報
告され、2012 年には非小細胞肺癌に対する抗 programmed cell death 1 (PD1)あるいはその受
容体である PDL1 ligand 1 (PDL1)抗体の有効性が報告され、特にドライバー遺伝子変異を有さ
ない非小細胞肺癌において有望な治療選択肢の一つと考えられるようになった。 
 
【非小細胞肺癌における PD1-PDL1 経路について】 
癌免疫においては、①リンパ節における樹状細胞による T リンパ球への抗原提示と T リンパ球
の活性化、②腫瘍局所における T リンパ球による腫瘍細胞の除去、③腫瘍細胞による免疫寛容
の獲得という経過をとるため、最終的には腫瘍細胞は免疫システムの監視を逃れ増殖に至る。 
これまでの免疫療法の主体は、エフェクター細胞の活性化に主眼が置かれていたが、近年、免疫
回避を誘導する免疫チェックポイントの一つである PD1-PDL1 による免疫寛容が、非小細胞肺
癌における腫瘍増殖に大きく関与することが明らかになり、マウスモデルでは放射線照射が腫
瘍細胞における PDL1 の発現を亢進させる因子として報告された。 
 
【免疫チェックポイント阻害薬の有効性の予測因子について】 
当時、臨床試験の行われている免疫チェックポイント阻害剤として、抗 PD1 抗体であるニボル
マブ、Pembrolizumab、抗 PDL1 抗体として MEDI4736、MPDL3280A があった。第 I/II 相の
臨床試験における奏効率は 20%程度と報告されており、その効果予測因子として腫瘍細胞にお
ける PDL1 の発現が有力視されていた。しかし、PDL1 陰性例での有効例や PDL1 強発現例で
の無効例はしばしば認められ、EGFR 遺伝子変異症例に対する有効例が少ないなど、当初予想
されていた PDL1 誘導因子としての EGFR 遺伝子変異の機序とは逆の現象も観察されており、
新たなバイオマーカーの探索、及びヒトの生体内における PD1・PDL1 経路の亢進に至る分子
生物学的な機序の解明が急務であると考えられていた。 
 
【放射線療法と PD1/PDL1 経路の活性化との関連】 
マウスモデルにおいて、放射線照射は腫瘍細胞における PDL1 の誘導因子として報告されてお
り、実臨床におけるモデルケースとして、局所進行性の非小細胞肺癌症例における術前放射線化
学療法を併用した手術治療が考えられた。同モデルケースでは、術前の生検組織と術後の放射線
化学療法施行後の切除検体を比較することができるため、ヒトの生体内での腫瘍細胞に対する
放射線照射の PD1・PDL1 経路への機序を探索することが可能であった。そこで、該当の症例
において、治療前後での PDL1 の免疫組織学的検査を施行することで、マウスモデルでの事象
の検証が可能になると考えられ、放射線照射前後での腫瘍細胞の遺伝子解析により、放射線照射
前後でのゲノムの変化及び遺伝子発現の変化を PDL1 の発現変化と比較することで、腫瘍細胞
における PD1・PDL1 経路の活性化に至るヒト生体内での分子生物学的な機序が明らかになる
可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
背景にあるように、放射線治療により腫瘍細胞が獲得する遺伝子学的な変化を明らかにするこ
とで、免疫チェックポイント阻害剤の治療に関する背景が明らかとなる可能性があり、進行期非
小細胞癌の治療における大きな柱の一つとなることが予想される同薬剤の効果予測因子が明ら
かとなる点において本研究は意義のあるものと考えられた。そこで、今回、術前治療として放
射線治療が行われた根治的手術症例において、放射線照射前及び照射後の腫瘍検体を用い
て遺伝解析及び遺伝子発現解析を行うことで同経路に関わる因子の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
研究開始時は、研究期間を 3年と予定していた。申請時に在籍していた先端医療センターにて補
術前に放射線療法が施行され、手術が行われた 17 症例を対象とした。術前及び術後の腫瘍検体
を用い、PD-L1 の免疫染色及び次世代シーケンサーを用いた遺伝子及び発現解析を施行した。 
 
 
４．研究成果 
研究期間は 2016 年 4月からの 3年間を予定していたが、先端医療センターの閉鎖により研究機
関の遅れが生じ、4 年間を要した。SP142 及び Sp28-8 クローンを用いた PD-L1 の免疫染色によ
り、PD-L1 の発現は、術前に比し有意に低下を認めた（図 1）。また、術前の PD-L1 の発現が高い
症例において、無再発生存期間が有意に延長する結果であり、これらの成果は、Oncology 誌に



術論文として発表した（Masago K 
Anticancer Research 2017）。 
この際に用いた PD-L1 の免疫染色に用
いた抗体のクローン間の差異について
も併せて検討することが可能であった
（Hata A, Masago K 
 Oncotarget 2017）。 
術前の生検検体の腫瘍量の問題、及び
ホルマリン固定パラフィン包埋の問
題から、次世代シーケンサーを用い
たエキソーム解析及びトランスクリ
プトーム解析のうち、in-silico の解
析が可能であった症例は、5症例であっ
た。特に、術後の検体は壊死組織が多
く、DNA の断片化も進んでおり、実際に
解析を試みたものの、解析に耐えられ
る十分なリード数を得ることは困難で
あった。遺伝子解析の結果、治療後の検
体において遺伝子変異量の有意な増加
が認められ、おおよそ 1/3 が欠失変異
で 2/3 は点突然変異であった。これら
の結果は、研究協力者である藤田博士
の解析結果と同様の結果であった
（Fujita S, Masago K The British 
Institute of Radiology 2019）。トラ
ンスクリプトーム解析では、アクアポ
リン 5 の上昇を認めたが、シーケンス
の質は高くないことから確定的な結論
には至らなかった。また、解析の段階
で、Ion Proton System 固有の読み取りエラーであるホモポリマー領域の読み取りエラーの詳細
を検討することにより、call される遺伝子変異の結果の精度を上昇させる方法も検証すること
が可能となった（Fujita S, Masago K Biomedical Reports 2017）。 
これらの結果から、放射線治療により、PD-L1 が低下することが観察され、放射線治療により免
疫チェックポイントの阻害が間接的に誘導されている可能性が示唆され、治療前の PD-L1 の高
い症例において、residual tumor の除去に寄与している可能性が示唆され、無再発生存期間の
延長という結果に反映されていたものと推測された。また、放射線照射による腫瘍変異量(tumor 
mutation burden :TMB)が増加していたことにより、再発時の遺伝子プロファイルが一致してい
るものと仮定すると、再発時の免疫チャックポイント阻害異の効果及び術後補助療法としての
免疫チェックポイント阻害剤の使用の有用性が示唆される結果であった。 

図１．放射線照射により PD-L1 の発現は有意に低下した。 

図２．術前の PD-L1 の高い症例は、無増悪生存期間が長い傾向であった。 
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