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研究成果の概要（和文）：近年、免疫チェックポイント阻害薬（ICI）の登場により種々の悪性腫瘍に対する治
療を取り巻く状況は大きく変化した。特にメラノーマのような従来の化学療法の効果があまり期待できない悪性
腫瘍に対して、ICIの投与によって生命予後の改善も期待できるようになったが、その一方ICIによる免疫関連有
害事象（irAE）が問題である。
本研究では、各種自己抗体の産生や抗腫瘍特異抗体の同定によりirAEの発症や治療効果予測のバイオマーカーを
探索した。結果として特定の新規抗体産生は見られなかったが皮膚障害を認めた症例には、それぞれ異なると思
われる抗原に対する自己免疫応答が誘導され、現在、それら抗原の同定を試みている。

研究成果の概要（英文）：In recent years, the medical treatment by immune checkpoint inhibitors 
(ICIs) has greatly changed the situation surrounding the care of various malignant tumors. 
Especially for malignant tumors such as melanoma, which are not expected to be very effective with 
conventional chemotherapy, ICI administration can be expected to improve life prognosis. However, 
immune-related adverse events (irAEs) due to ICIs are now to be solved.
In this study, we searched for biomarkers for predicting the onset of irAE and therapeutic effects 
by analyzing the production of various autoantibodies and identifying anti-tumor-specific 
antibodies. As a result, although specific new antibody production was not observed, autoimmune 
responses against antigens that are thought to be different from each other were induced in cases 
with skin lesions, and we are currently trying to identify those antigens.

研究分野： 自己免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ICI使用時のirAE発症および治療効果予測のバイオマーカーの同定、バイオマーカーとなる自己抗体検出系の確
立は本研究内では叶わなかった。しかし、皮膚障害を有した複数の症例において、いくつかの異なる抗原に対す
る自己免疫応答の増強が確認された。今後の研究においてこれらの抗体を同定し、同抗体産生がirAEにおける皮
膚障害との関連をもつことを明確にできれば、今回増強された自己抗体を網羅的に測定するパネル検査などの測
定法確立につながる可能性がある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
（１）近年、抗 PD-1 抗体（ニボルマブ、ペムブロリズマブ）、抗 CTLA-4 抗体（イピリムマ

ブ）といった免疫チェックポイント阻害薬（ICI）の登場により種々の悪性腫瘍に対する治療

を取り巻く状況は大きく変化してきた。特にメラノーマのような従来の化学療法の効果があま

り期待できない悪性腫瘍に対して、ICI の投与によって生命予後の改善も期待できるようにな

ってきている。その一方、ICI による免疫関連有害事象（irAE）により、生命を脅かすような

有害事象や治療を断念せざるを得ない症例も多くみられていた。 

 

（２）ICI が irAE を起こす機序として、①ICI のモノクローナル抗体が直接標的臓器に結合、

②B 細胞による液性免疫、③T 細胞の直接浸潤、④T 細胞が増殖し、腫瘍類似抗原との交差反

応、⑤サイトカインによる障害が挙げられている。関連するサイトカインとして IL-17、

CXCL10、TNF が知られているが、液性免疫として関与する自己抗体の産生に関しては未だに

不明な点も多い。過去にメラノーマ治療として ICI を使用し、新規自己抗体の産生の有無を調

査した報告もあるが、結果は報告により異なり一定してしない。 

 

（３）ICI の有効性や irAE の発症を予測するようなバイオマーカーは確立しておらず、病期分

類のみに基づいて ICI 投与が決定されることがほとんどであった。ICI は高額な治療であり、

重篤な irAE を発生する可能性があるため、ICI 投与が適切な臨床像を明確にすることは非常に

重要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、以下の 3 点を探索、確立することで、ICI 投与が適切な臨床像を明確にすること

を目的とする。 

（１）各種自己抗体の産生解析による irAE 発症のバイオマーカーを探索する。 

（２）抗腫瘍特異抗体の同定による治療効果予測のバイオマーカーを探索する。 

（３）上記バイオマーカーとなる自己抗体検出系を確立する。 
 
３．研究の方法 
（１）名古屋大学医学部附属病院において、メラノーマに対して ICI 治療が予定された症例 32

例中、ICI 治療前後で最低 1 回ずつ血清抽出することができた 20 例を対象とし、便宜的に M1

から M20 まで割り当てた。当初は切除不能メラノーマを対象としていたが、研究期間中にメ

ラノーマの術後補助療法についても ICI 治療が可能になったため、術後補助療法として ICI を

使用したメラノーマ症例も本研究に組み込んだ。 

 

（２）培養メラノーマ細胞、培養ケラチノサイト（HaCaT 細胞）の細胞培養を行い、これら

細胞株を用いたウエスタンブロット法を行い、採取した血清を継時的に評価することで新規自

己抗体の産生ならびに細胞特異的な抗原抗体反応の有無を評価した。 

 

（３）市販の間接蛍光抗体検査キット（Fluoro HEPANA Test, 医学生物学研究所, 名古屋）を

用いて、ICI 治療前後で抗核抗体の抗体価、染色パターンの変化がないかを確認した。抗体価

は半定量で 4 倍以上の変化を呈したものを有意とした。また、（２）において治療前後で描出



されるバンドに変化を認めた症例については、HaCaT 細胞、メラノーマ細胞を抗原とした基

質スライドを作成し、細胞株による免疫染色の差異を評価した。 

 

（４）市販の ELISA キット（MESACUPTM, 医学生物学研究所, 名古屋）にて MPO-ANCA、

PR3-ANCA、CCP、SS-A/Ro60、RNA ポリメラーゼ III、p53 に対する抗体を測定し、in-

house ELISA にて抗 DNA 修復酵素（MMRE）抗体のうち MLH1、PMS1、MSH2 に対する

抗体を測定した。 

 
４．研究成果 

（１）20 例中 4 例において、ウエスタンブロット法で ICI 投与後に増強されるバンドを認めた

（図 1）。しかし、いずれの症例においても標的抗原の分子量は一定ではなく、特異的な自己抗

体産生は認めなかった。細胞株間で比較したが、描出されるバンドのパターンは一致してい

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）20 例中 3 例において、間接蛍光抗体法の変化を認め、いずれも（１）のウエスタンブロ

ット法でバンド変化を認めた症例であった（図 2、表 1）。また、該当 3 症例について細胞株を

変えて間接蛍光抗体法を施行し、力価の差こそ認めたが有意な差はついておらず、いずれの細

胞株においても大きな変化を認めなかった（図 3）。 

 

図 1 （A）Melanoma 細胞株を用いたウエスタンブロット法、（B）HaCaT 細胞株を用い

たウエスタンブロット法 

増強されたバンドは矢印で示される。（(例)7-1：M7 症例の時系列 1 番目の検体を示す。） 
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(B) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

症例 力価 染色パターン 症例 力価 染色パターン 

M7-1 80 倍 Nuclear fine speckled M7-2 640 倍 Nuclear fine speckled 

M11-2 negative - M11-3 negative - 

M12-2 160 倍 Homogeneous nucleolar M12-3 320 倍 

80 倍 

80 倍 

Homogeneous nucleolar 

Nuclear fine speckled 

Cytoplasmic fine speckled 

M19-2 80 倍 Cytoplasmic discrete dots M19-3 160 倍 

80 倍 

Cytoplasmic discrete dots 

Nuclear fine speckled 

(E) 

(D) 

(C) 

図２ HEp-2 細胞株を用いた間接蛍光抗体法 

M7、M12、M19 において ICI 治療前後で有意な染色の変化を認めた。 

（（A）M7-1、（B）M7-2、（C）M12-2、（D）M12-3、（E）M19-2、（F）M19-3） 

(B) (F) 

表１ 図 2 の間接蛍光抗体法の力価、染色パターン 

(A) (B) (C) 

(A) 

図３ 間接蛍光抗体法における細胞株間の比較 

M7-2 症例血清を用いて比較した（（A）HEp-2 細胞株、（B）メラノーマ細胞株、（C）HaCaT

細胞株）。（A）では 640 倍、（B）、（C）では 320 倍であるが有意な差ではなく、また染色パ

ターンもいずれも Nuclear fine speckled であった。 



（３）ELISA 法にて、M17 血清のみ抗 SS-A/Ro60 抗体を認めたが、投与前後の抗体価に差は

なく、また他の抗体についてはいずれの血清においても認めなかった（図 4）。 

 

 

 

 

（４）ウエスタンブロット法で変化を認めた症例の臨床像は表 2 で示される。年齢、男女差、

発症部位、使用薬剤、効果判定については様々であった。一方、4 例中 3 例で irAE が発生し

ており、いずれも共通して皮膚障害を認めた。興味深いことにウエスタンブロット法で変化を

認めなかった 16 例では皮膚障害を認めなかった。 

 

 

 

 

 

（５）4 例で各症例に特異的と思われる抗原ポリペプチドに対する反応の増強を認め、そのう

ち 3 例で皮膚障害を認めた。しかし、いずれの症例血清にも共通する抗原に対する抗体の同定

はできなかったため、irAE 発症および治療効果予測のバイオマーカーの同定、バイオマーカー

となる自己抗体検出系の確立は本研究内では叶わなかった。ただし、ICI 投与前後で顕著な自

己免疫応答性の変化を認めなかった症例では皮膚障害を認めておらず、また対象症例も 20 例

と少なかったため、今回ウエスタンブロット法において投与前後で反応性に明らかな変化を示

した自己抗体が皮膚障害に関連するバイオマーカーになる可能性も否定できない。そのため、

今後の研究においてこれらの抗体を同定し、同抗体産生が irAE における皮膚障害との関連を

もつことを明確にできれば、今回増強された自己抗体を網羅的に測定するパネル検査などの測

定法確立につながる可能性がある。 

（６）M7 はメラノーマ培養細胞のタンパクを用いた免疫沈降および MALDI-TOF によるタン

パク質同定解析により抗 Ro52 抗体が増強されていることを同定できたが、これらの解析は手

技が複雑かつ解析に長時間かかること、また専用の質量分析計が必要で、試料の測定条件の最

適化も行う必要があり、測定できる施設が限られていることや時間及び費用面からも、今後簡

便かつ低コストで測定できる手法を確立する必要がある。しかし、現状では上記のような方法

での抗原タンパク質の同定が常道とされていることより、現在も M19 などにおける抗体反応

の増強が認められた抗原ペプチドの同定を目指し、免疫沈降法による精製を試みている。 

症例 年齢 性別 発生部位 使用薬剤 効果判定 irAE 
M7 82 男 頭部 Pem CR 皮膚障害 
M11 58 女 外陰部 Pem→Nivo+Ipi PD - 
M12 70 男 手掌 Nivo+Ipi CR→PD 皮膚障害 
M19 66 女 子宮頚部 Nivo→Nivo＋Ipi PD 皮膚障害、甲状腺炎、

肝障害、下垂体炎 

図４ 治療前後での抗 SS-A 抗体価の変化 

破線はカットオフ値を示す。M17 において抗

SS-A 抗体陽性であったが治療前後において抗

体価の変化を認めなかった。 

表 2 治療前後でウエスタンブロット法あるいは間接蛍光抗体法において変化を認めた症例

の治療内容と効果判定、irAE 

Ipi：イピリムマブ、Nivo：ニボルマブ、Pem：ペムブロリズマブ、CR：complete response、

PD：progressive disease 
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