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研究成果の概要（和文）：頭頸部癌50例の手術検体と末梢血検体を採取した。腫瘍組織は細断し、一部は酵素処
理等を行って新鮮腫瘍分解物（FTD）を作成した。残りは培地上に播種し、腫瘍浸潤Tリンパ球（TIL）および腫
瘍細胞を培養したところ、45例中40例（85%）でTILの増殖が確認された。十分な量のFTDが得られた22例につい
て、TILとFTDを共培養し、上清を回収してELISAでインターフェロンγ（IFNγ）産生を解析したところ、20例
（91%）でIFNγ産生の上昇を認めた。 現在は、全50例について次世代シークエンスを外注で行い、またフロー
サイトメトリー、液性因子解析を行い、腫瘍内免疫応答の多層的な解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：We collected tumor and adjacent tissue and peripheral blood samples from 50 
head and neck cancer patients.Tumor tissues were cut and partly treated with enzyme to be turned 
into fresh tumor digest (FTD). And the rest were scatterred on culture mediumes to culture tumor 
infiltrating lymphocytes (TIL) and tumor cells. Then, obtaind TIL and FTD were co-cultured and 
production of interferon-γ (IFNγ) were analysed by ELISA. TIL was increased in 85% cases. In 22 
cases with sufficient FTD
, increased INFγ production were observed in 91%. Now, we are performing whole-exome and RNA 
sequencing, and flow cytometry for integrating analysis.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
頭頸部癌においては多くの症例で腫瘍細胞内に腫瘍反応性のTILが存在していることが確認された。研究期間終
了時点では、次世代シークエンス、フローサイトメトリー、液性因子解析を行って、腫瘍内免疫応答の多層的な
解析を進めており、最終的には、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
につながることが期待される。

※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、
頭頸部癌でも複数の国際共同試験が行われ、再発または遠隔転移を有する頭頸部扁平上皮癌を
対象とした第Ⅲ相試験(Checkmate-141 試験)において抗 PD-1 抗体（Nivolumab）は標準化学療
法と比べて全生存率を有意に延長（7.5 ヵ月 vs. 5.1 ヵ月, p=0.01）したと報告され (Ferris 
et al. N ENgl J Med. 2016 Oct 8. Epub ahead of print)、わが国でも再発または遠隔転移を
有する頭頸部癌に対する適応拡大の承認申請が行われている。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。頭頸部癌においては、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頭頸部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、頭頸部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、頭頸部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 
頭頸部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、頭頸部癌 50 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。45例中 40例（85%）で TIL の増殖が確認された。十分な量の FTD が得られた 22例に
ついて、TIL と FTD を共培養し、上清を回収して ELISA でインターフェロンγ（IFNγ）産生を
解析したところ、20 例（91%）で IFNγ産生の上昇を認めた。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多くあることが確認された。現在は、全 50
例について次世代シークエンスを外注で行い、結果が返却された 40症例について、「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ている。また、フローサイトメトリー、
液性因子解析を行い、腫瘍内免疫応答の多層的な解析を行っている。今後 50 症例すべてについ



て、これらの結果が揃った段階で、学会および論文での発表を予定している。本研究によって、
頭頸部癌患者個々の腫瘍内免疫応答の特徴が明らかとなり、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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