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研究成果の概要（和文）：胃癌50例、食道癌58例の手術検体と末梢血検体を採取した。胃癌29例について、次世
代シークエンス、フローサイトメトリー、液性因子解析を行い、腫瘍内免疫応答を多層的に解析した。「がん免
疫サイクル」の概念に基づき、RNAシークエンスデータから抽出した9つの評価軸からなる「イムノグラム」を作
成し、患者個々の腫瘍内免疫応答を表現した。さらにクラスター解析により胃癌を4 群に分類した。この分類
は、従来の臨床分類とは相関を認めなかったが、がん抗原数や上皮間葉転換、遺伝子変異、腫瘍微小環境、腫瘍
浸潤Tリンパ球の機能不全や浸潤排除の有無などが特徴づけられ、腫瘍内免疫応答の評価に有用と考えられた。

研究成果の概要（英文）：We collected tumor and adjacent tissue from 50 gastric cancer patients and 
58 esophageal cancer patients. We performed whole-exome and RNA sequencing, and flow cytometry in 
cancer of 29 gastric cancer patients. We have developed immunogram based on RNA-Seq using 9 selected
 gene sets. By integrating them, we generated an immunogram for each patient. Immunograms of the 29 
patients differ from patient to patient. These results demonstrate that the anti-tumor immune 
response in gastric cancer is heterogeneous. The hierarchical clustering of Immunogram of these 
patients resulted in 4 novel immunological subtypes. Hot tumors were further divided into 2 
subtypes, between which the functional status of T-cells was different. This novel immunological 
subtypes could be useful for improving the efficacy of current immunotherapies or developing novel 
combination immunotherapies. We are analysing for esophageal cancer.

研究分野：消化器外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、胃癌症例において、手術検体と末梢血検体を用いて、次世代シークエンス、フローサイトメトリ
ー、液性因子解析を行い、腫瘍内免疫応答を多層的に解析し、がん免疫サイクルの概念に基づく「イムノグラ
ム」により腫瘍内免疫応答を視覚的に表現した。その結果、胃癌患者個々の腫瘍内免疫応答はそれぞれ異なって
いることが判明し、クラスター解析から胃癌が免疫学的に4つに分類された。この分類では、胃癌における腫瘍
内免疫応答が特徴づけられており、腫瘍内免疫応答の評価に有用であり、さらに、腫瘍内免疫応答の評価に基づ
く個別化免疫治療や新規の複合的免疫治療の開発に有用であると考えられる。

※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 
(1) 悪性腫瘍患者では抗腫瘍免疫応答は様々な機序で抑制されている。その抑制因子の一つで
ある免疫チェックポイント分子の阻害薬による治療は、複数のがん種で生存期間の延長を示し、
食道癌・胃癌でも複数の国際共同試験が進行中である。しかし、免疫チェックポイント阻害薬は
非常に高価であり、また重篤な副作用を伴うとの報告もあり、治療効果が期待できる患者の選別
を可能にするバイオマーカーの確立が求められている。いくつかのがん種では、腫瘍内における
PD-L1 の発現や、腫瘍特異的遺伝子変異由来の新生抗原（ネオアンチゲン）などの因子が奏効率
と関連することが示唆されているが、より信頼性の高いバイオマーカーが探索されている。食道
癌・胃癌においては、治療の効果判定や適応選択のためのバイオマーカーはまだみつかっていな
い。さらに、他の抗腫瘍免疫応答抑制因子を標的とした薬剤を免疫チェックポイント阻害薬と併
用した複合的免疫治療の開発も始まっており、今後これら新規の免疫治療薬についても、バイオ
マーカーの確立が求められる。 
(2) これまでのがん薬物療法は、腫瘍細胞の増殖を直接阻害する作用を持つ薬物が主体であっ
たが、免疫チェックポイント阻害薬を含む免疫治療は、腫瘍細胞に直接働きかけるのではなく、
免疫細胞を介して間接的に腫瘍の増殖制御を目指す治療である。そのため、免疫治療薬のバイオ
マーカーの探索においては、がん細胞の特性解析に加えて、腫瘍が形成する免疫環境の解析が重
要となる。申請者らの共同研究グループでは、研究開始時までに、次のような予備的な研究結果
を得ている。 
① がん組織における腫瘍特異的遺伝子変異を全エクソンシークエンスで同定し、MHC 結合予測
法を用いて遺伝子変異由来のネオアンチゲンを同定するシステムを構築した（Karasaki et al. 
J Thorac Oncol. 2016;11:324-33）。 
② 同アルゴリズムを用いて、腎細胞癌 97 例におけるネオアンチゲン候補の予測と免疫学的解
析を実施した（Matsushita et al. Cancer Immunol Res. 2016;4:463-71）。 
③ 肺癌 20例において全 RNA シークエンスを行い、腫瘍内微小環境を解析し、患者個々の腫瘍内
免疫応答の特性をスコア化した「イムノグラム」を作成した（Karasaki et al. J Thorac Oncol. 
2017;12:791-803）。 
 
２．研究の目的 
本研究では手術で切除された食道癌・胃癌の腫瘍組織における腫瘍特異的な遺伝子変異を全エ
クソンシークエンスで同定し、MHC 結合予測法を用いて遺伝子変異由来のネオアンチゲンを同定
する。また、全 RNA シークエンスを行い、腫瘍の免疫関連遺伝子の発現を検討し、患者個々の腫
瘍内免疫応答の特性を評価した「イムノグラム」を作成し、食道癌・胃癌における腫瘍内免疫応
答を明らかにする。これらの情報に基づいて、食道癌・胃癌患者個々への最適な複合的免疫治療
の提供を目指す。 
 
３．研究の方法 
食道癌・胃癌患者から採取した腫瘍組織と末梢血を用いて、患者毎の腫瘍免疫環境を明らかにし、
複合的免疫治療の可能性を検討する。研究計画の進め方として、 
① 全エクソン、全 RNA シークエンスを行い、MHC クラス I/II 結合予測法を用いて、腫瘍特異的
遺伝子変異由来のネオアンチゲンを同定する。 
② 全 RNA シークエンスを行って得られた遺伝子発現プロファイリングなどから、患者毎の抗腫
瘍免疫応答に関連している因子について、「イムノグラム」を作成する。 
 
 
４．研究成果 
研究期間中に、胃癌 50例、食道癌 58 例の手術検体（腫瘍組織・正常組織）と末梢血検体を採取
し、末梢血検体から末梢血単核球と血清を分離して凍結保存した。十分な量の腫瘍組織が採取で
きた症例については、腫瘍組織を細断し、一部は酵素処理などを行って新鮮腫瘍分解物を作成し
た。残りは培地上に播種し、腫瘍浸潤リンパ球および腫瘍細胞を培養した。そして、得られた腫
瘍浸潤リンパ球と新鮮腫瘍分解物を共培養し、上清を回収して ELISA 法でインターフェロンγ
産生を解析した。これらの解析から腫瘍細胞内に腫瘍反応性の腫瘍浸潤リンパ球が存在してい
る症例があることが確認された。 
胃癌患者 29 例について、腫瘍組織の肉眼的な癌部と非癌部、末梢血単核球からそれぞれ DNA、
RNA を抽出して次世代シークエンサー解析を行ったほか、フローサイトメトリー解析、液性因子
解析を行い、腫瘍内免疫応答を多層的に解析した。 
「がん免疫サイクル」の概念に基づき、RNA シークエンスデータから抽出した 9つの評価軸から
なる「イムノグラム」で腫瘍内免疫応答を表現した。イムノグラムは患者毎に異なっており、胃
癌患者において腫瘍内免疫応答が患者毎に異なっていることが判明した。さらに、イムノグラム
の各評価軸のスコアをもとにクラスター解析を実施したところ、胃癌の腫瘍内免疫応答は、大き
く 2つの群（“Immune Hot”と“Immune Cold”）、さらに詳細に 4つの群（IGS cluster; “hot1”, 
“hot2”, “middle”, “cold”）に分類された。IGS cluster は従来の臨床分類とは相関を認
めなかったが、クラスター毎に、腫瘍、がん抗原数や上皮間葉転換、遺伝子変異、腫瘍微小環境、
さらには腫瘍浸潤 T細胞の機能不全や浸潤排除の有無など、腫瘍内免疫応答が特徴づけられ、腫



瘍内免疫応答の評価に有用と考えられた。“hot1” 群には、TCGA（The Cancer Genome Atlas）
による分子学的分類の MSI（microsatellite instability）型が多く含まれ、いずれも遺伝子変
異数が多かった。“hot2” 群には、TCGA 分類の EBV（Epstein-Barr virus）型が多く含まれて
いた。“middle” 群には、上皮間葉転換をきたした Mesenchymal 型が多く集まっていた。腫瘍浸
潤 T 細胞は、免疫学的に Hot な腫瘍では機能不全、Cold な腫瘍では浸潤排除を示していた。さ
らにフローサイトメトリーにより腫瘍浸潤リンパ球の表現型と機能を解析したところ、Hot1 で
は 2種類以上のサイトカインを算出する CD8 陽性 Tリンパ球が少なかった。こうした腫瘍浸潤 T
細胞の機能不全は、適切なシグナルを与えたり、免疫抑制的なシグナルをブロックすることで回
復した。 
本研究によって、胃癌患者個々の腫瘍内免疫応答の特徴が「イムノグラム」により明らかとなっ
た。今後の最適な複合的免疫治療の基盤となると期待される。 
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