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研究成果の概要（和文）：トリプルネガティブ乳癌(TNBC)を対象に、治療前後の乳癌組織を用いて、免疫バイオ
マーカーの測定を組織上分布も併せて行った。CD8陽性T細胞とPD-L1の発現パターンによって、4つのタイプに分
類し、Inflamed/PD-L1negであった症例はInflamed/PD-L1posと比較し予後良好であった（P=0.0365）。Excluded
はImmune desertと比較し同等に予後不良であった（P=0.371）。また、TNBCとHER2陽性乳癌を対象にT細胞レパ
トア解析を行い、特に術前化学療法施行症例では治療前の多様性や化学療法1コース後の多様性の変化でpCR予測
の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the expression pattern of CD8 and PD-L1 for triple negative 
breast cancer using the tissue material before and after chemotherapy. Breast tumor was categorized 
into 4 subtypes according to the  expression pattern. Patients with Inflamed/PD-L1neg tumor had 
better prognosis compared with patients with Inflamed/PD-L1pos tumor (P=0.0365). There was no 
survival difference in patients with between Excluded and Immune desert (P=0.371).
We performed comprehensive analyses of T cell receptor (TCR) by using TCR DNA sequencing. Diversity 
index was also calculated for HER2 positive or triple negative breast cancer at the blood sample 
which was obtained before and after anthracycline based chemotherapy. As a result, the diversity 
index could be predictive for the efficacy of chemotherapy in HER2 positive or triple negative 
breast cancer. The some unique clones might be also predictive for the efficacy of chemotherapy.

研究分野： 乳癌

キーワード： 乳癌　腫瘍免疫　T細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在の乳癌薬物療法において最も問題となっているのは、追加治療の必要な患者群と追加治療が不要もしくは現
治療が過剰である患者群の層別化が不十分であることである。本研究では、術前治療による遺残腫瘍症例におけ
る免疫バイオマーカーを検討し今後免疫チェックポイント阻害剤での追加治療が必要な症例を抽出することに成
功した。これにより高価な分子標的治療の適応となる症例群が明確となった。また、T細胞レパトア解析では乳
癌症例では過去に無いデータを創出した。今後これらのデータがもととなり、腫瘍抗原に反応する特異的なTCR
であったり、必要な多様性の程度が明らかになってくると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

トリプルネガティブ乳癌（triple negative breast cancer, TNBC）の予後改善のために

現在最も期待されているのが腫瘍免疫学的アプローチである。腫瘍免疫機構が正常に働く

ためには主に、①腫瘍組織から腫瘍抗原(Neo-antigen)が放出されること、②T 細胞,B 細胞

が TCR,BCR を介して腫瘍抗原を認識すること、③腫瘍免疫にブレーキをかけている免疫

チェックポイントの過剰発現を制御すること、が重要である(Immunity 2013)。③に関し

ては近年、免疫チェックポイント阻害剤が多くの癌腫で臨床応用され成果を挙げている。

しかし、乳癌では TNBC に対して臨床応用が進められているが、単剤治療の奏効率は

10-20%程度と低い(J Clin Oncol 2016)。この理由として①②放出された腫瘍抗原を

TCR,BCR を介して認識する過程が機能していないため、③制御性免疫チェックポイント

の阻害が効果的ではないことが挙げられる。 

現在汎用されているフローサイトメトリーや免疫組織化学染色では、その検出感度・正

確性・定量性の低さから、乳癌腫瘍免疫に重要な特異的 TCR,BCR クローンや TCR,BCR

多様性の程度を解明することは困難である。TCR,BCR の網羅的かつ高感度な解析が可能

となれば、腫瘍抗原と TCR,BCR クローンとの 1 対 1,1 対複数,複数対複数の関連性が明ら

かとなり、癌治療における大きなブレークスルーとなる。それによって腫瘍免疫動態の多

寡を生じている原因を正確に予測することが可能となり、正しい薬剤選択に繋がる。 

また、化学療法で治療を行い遺残した腫瘍においては治療前と異なった免疫環境になっ

ていることが推察され、そこにおける免疫バイオマーカーを検討することで、今後の適切

な追加治療の標的となり得る。 

 

２．研究の目的 

ヒト腫瘍免疫機構において、多様ながん抗原を患者(宿主)のリンパ球が認識する為には

患者個々の T 細胞受容体(TCR)と B 細胞受容体(BCR)の多様性が重要とされている。しか

し詳細は解明されておらず、その大きな要因に TCR,BCR の網羅的解析技術が無かったこ

とが挙げられる。我々はこれまでに乳癌において種々の腫瘍免疫関連因子とその治療によ

る変化が、治療効果・予後予測に有用であることを証明してきた。さらに新たな TCR,BCR

多様性解析(レパトア解析)を可能とする基盤を整備した。これらを基に、TCR,BCR 多様性

や癌特異的な TCR,BCR クローン、またそれらが治療効果に及ぼす影響を解明することを

目的とする。また遺残腫瘍での免疫環境から適切な追加治療の選択を可能とする。 

 

３．研究の方法 

（１）術前化学療法を施行した TNBC 症例に対して遺残腫瘍における免疫バイオマーカー

を免疫染色で検討する。その形態学的な分布からサブタイプに分類し、臨床病理学的因子

と対比を行う。 

（２）術前化学療法としてアンスラサイクリン系レジメンを投与した TNBC 症例,HER2

陽性症例において、治療前後の血液(PBMC)を用いて解析を行った。TCRα,βそれぞれに

おいて 196 の V,J 遺伝子を網羅的に解析し、その組み合わせや相補的決定領域(CDR3)を

明らかにする。また 4 つの多様性指数(Shannon-Weaver index H, Inv.Simpson’s index 1/

λ, Pielou’s evenness, DE50)を算出し健常人データとの比較を行う。 

 本研究での TCRα,βの解析は、Total RNA を用いた非バイアス遺伝子増幅をベースと

し、次世代シーケンサーは Miseq, ロングリードシーケンス（300bp+300bp）に対応した



V3 試薬の使用によって得られた Fastq データをバイオインフォマティクスソフトにて解

析するオールインワンシステムで施行した。 

 

４．研究成果 

免疫染色を用いてトリプルネガティブ乳癌症例を対象に、臨床検体（治療前後の乳癌組

織）を用いて、各種免疫バイオマーカーの測定を行った。また、それらの免疫バイオマー

カーが実際に組織上で同様に分布しているかの形態学的解析も併せて行った。その結果、

細胞障害性 T 細胞のマーカーである CD8 陽性 T 細胞と、最も重要な免疫チェックポイン

トのひとつである PD-L1 の発現パターンによって、4 つのタイプ（Inflamed/PD-L1pos, 

Inflamed/PD-L1neg, Excluded, Immune desert）に分類された。NAC 後の遺残腫瘍で

Inflamed/PD-L1neg であった症例は Inflamed/PD-L1pos と比較し有意に予後良好であっ

た（P=0.0365）。一方であり、その後の予後予測であったり、追加治療の必要性を予測で

きる可能性が示唆された。辺縁にリンパ球浸潤を認める Excluded は, 全く認めない

Immune desert と比較し同等に予後不良であった（P=0.371）。 

トリプルネガティブ乳癌症例の術前化学療法開始前のレパトア解析では、計 544,208 の

リードが得られ、そのうち 81.6%にあたる 443,858 リードが解析の対象となった。解析対

象のうち 73.9%にあたる 327,807 リードが機能性のものと判断され、固有のリードは全体

の 3.9%にあたる 12,754 リードであった。多様性の解析は 4 項目で施行した

Shannon-Weaver index H, Inv.Simpson’s index 1/λ , Pielou’s evenness, DE50)。

Shannon-Weaver index H では 7.360 であり、健常人のそれ（8.929）と比較し低い結果

であった。Inv.Simpson’s index 1/λは 995、Pielou’s evenness は 0.779、DE50 は 0.029

といずれも健常人と比較し低値であった。続いて TCRα-V 遺伝子の部位別発現頻度を見

てみると、V13-1、V2、V19、V9-2、V26-1 の順で発現が認められた。J 遺伝子の部位別

発現頻度は、J45、J22、J4、J6、J20 の順で発現が認められた。また、V-J 遺伝子の組み

合わせでその頻度を 3D グラフで示す（図）。さらにこれらに CDR3 の組み合わせで特異

的なクローンを見ていくと、1%以上の頻度があるものは無く、最も高くて 0.6%の頻度で

V1-J2-CAVRSGSARQLTF であった。 

HER2 陽性乳癌における機能的なリード数は TCRαでは 113,000-297,000、TCRβでは

120,000-195,000 で、固有のリード数は TCRαでは全体の 3.5-5.8%、TCRβでは全体の

5.0-6.4%であった。V-J-CDR3 の組み合わせで 1%以上の頻度があった特異的なクローンを



見ていくと、TCRα,βいずれにおいても各症例間に共通したものは認められなかった。ま

た、使用頻度がトップ 5 のクローンをみても各症例間に共通したものは認められなかった。

4 つの多様性指数では、各症例とも健常人の多様性指数を大きく下回る結果であった。化

学療法前後の比較では、トップ 5 のクローンが各症例でそれぞれ、20-60%の割合で治療後

に入れ替わっていた。また、治療後に多様性指数が上昇・低下するのもが混在しており、

多様性指数が上昇した症例では著明に腫瘍縮小効果が得られていた。 
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