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研究成果の概要（和文）：本研究では、肺癌腫瘍組織におけるPD-L1発現の違いにドライバー変異が関与してい
るかどうかを調べるため、最も頻度の高いドライバー変異としてEGFR変異を選択し研究した。腫瘍のPD-L1発現
量の高い部分（Tumor proportion score（TPS）：100%）と低い部分（TPS：0%）をレーザーマイクロダイセクシ
ョンし、NGSにより遺伝子変異を解析した。解析の結果、PD-L1発現の不均一性と遺伝子変異の間に関連はなく、
PD-L1発現には腫瘍細胞間に存在するリンパ球の多寡が関与していることがわかった。

研究成果の概要（英文）：We investigated the association between PD-L1 expression in tumor cells and 
underlying genetic mutations. Surgical resection specimens were used to extract sufficient amounts 
of nucleic acids for analysis, and the high (Tumor proportion score (TPS):100%) and low (TPS:0%) 
PD-L1-expressing parts of the tumor were each laser microdissected to examine the association 
between PD-L1 expression heterogeneity and genetic mutations within the same tumor The association 
between PD-L1 heterogeneity and gene mutations within the same tumour was investigated. Analysis 
showed no association between PD-L1 expression heterogeneity and genetic variants, which were found 
to be almost identical. However, PD-L1 expression was found to be associated with the number of 
tumor infiltrating lymphocytes (TILs) present in the tumor, which may be related to whether or not 
lymphocytes can infiltrate into the tumor depending on the tumor histological type and other 
factors.　

研究分野：臨床腫瘍学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍細胞におけるPD-L1の発現の程度は抗PD-1/PD-L1抗体薬の効果の予測因子として確立されており、ひいては
本因子が予後因子にもつながる。これまで同一腫瘍組織内でPD-L1の不均一性の背景の遺伝子変異の評価を行っ
た研究はなく、本研究により腫瘍細胞におけるPD-L1発現の制御には腫瘍自体の遺伝子変異ではなく、その他の
要因が重要である可能性が示唆された。腫瘍微小環境における組織構造などが関与している可能性もあり、今後
の癌免疫療法の効果を引き出すためには、腫瘍自体の変異ではなく、微小環境を標的とした治療開発、戦略が求
められる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
がんには組織内に遺伝的背景の異なる複数のクローンを有する腫瘍内不均一性（ITH）が認めら
れる。2000 年半ばに登場した NGS は、大規模かつ網羅的なゲノム解析を可能にした。加えて、
単一の組織の多数領域から検体を採取し、それぞれのゲノム解析を行う「multiregional 
sequencing」という手法により、ITH を遺伝子変異の側面から解析することが可能になった。が
んは単一の細胞から由来するという意味でクローナルであるが、同時にそのクローナルな集団
内の細胞で獲得され続けるゲノムの変異の蓄積によりクローン選択が繰り返される結果、多数
のサブクローン集団からなる高度な多様性（ITH）を有すると考えられる（がん進化モデル説）。
すべてのがん細胞が有し、発生の根幹にかかわる遺伝子変異をドライバー変異とし、サブクロー
ンにしか存在しない変異をサブクローナル変異として、これらの変異の在り方により ITH の様
子を表すそれぞれのがんの進化系統樹が描かれる。 
肺がんに対する抗がん剤治療は、2000 年以降ドライバー変異として EGFR 変異、ALK 融合遺伝子
変異、ROS1 融合遺伝子変異、BRAF 変異が同定され、これらの変異に対する分子標的薬剤が承認
されている。現在では、これらの変異を治療前に測定することが推奨されている（肺癌診療ガイ
ドライン 2017 年版）。2015 年以降は PD-1 経路阻害剤による免疫療法が導入され、ドライバー遺
伝子変異の検索に加えて腫瘍細胞表面の PD-L1 分子の発現を測定することが推奨されている（同
ガイドライン）。これらの治療は大きな予後改善をもたらした。しかし、ドライバー変異を有す
る進行非小細胞肺がん患者に対してどのような場合に免疫療法は効果があるのか？ドライバー
変異と PD-L1 発現とのバイオマーカーをどのように組み合わせるべきか？など、新たな臨床的
課題が生まれている。    
申請者は ITH による治療反応性の違いを示し、新たな治療戦略につながる可能性のある症例を
経験した。この症例経験を踏まえ、ITH に基づく肺がんの再分類、データベースの作成が、これ
からの治療を組み立てるうえで有効であると考える。よって、申請者は本研究において下の２つ
の「問い」を解決することを目標とする。 
問①肺がんにおける ITH は？ドライバー変異はほんとうにクローナルな変異か？： ドライバー
変異はクローナル変異であり、同一組織内のすべてのがん細胞が有する変異であると考えられ
ている。それゆえ、ドライバー変異に作用する分子標的薬剤は有効な治療であるとされているが、
その効果が症例間で大きな差があることが知られている。この原因としてドライバー変異とさ
れている変異がサブクローナル変異である可能性を考える。実際に申請者の報告した症例では
一部をのぞいて癌組織の大半で EGFR 変異を欠き、ドライバー変異とされる EGFR 変異がサブク
ローナル変異であると推定された。現在のガイドラインでは、ドライバー変異の有無で治療法を
推奨しているが、ITH 解析によりドライバー変異のクローナリティー（clonality）を評価する
ことで、分子標的治療のみではがんの制御が不十分で、複数の治療が必要な非小細胞肺がんの分
類を試みる。 
問②ITH と PD-L1 発現、腫瘍内免疫環境の関係は？：外科切除検体などの比較的大きな肺がん組
織では免疫療法のバイオマーカーである腫瘍細胞の PD-L1 発現に不均一性があることが知られ
ている。申請者は EGFR 遺伝子変異クローンと PD-L1 高発現クローンが排他的である可能性を発
見している。これを基に ITH 解析に PD-L1 発現の不均一性を加えて評価し、PD-L1 発現の不均一
性と ITH の関係について明らかにする。PD-L1 は免疫療法のバイオマーカーであり、この解析結
果により免疫療法が奏効しうるドライバー変異
陽性肺がんを明らかにする。 
２．研究の目的 
ドライバー変異を有する肺がんに対して免疫療
法の効果が乏しいという前向き試験の結果があ
る。しかし、今回申請者は免疫療法が著効した
EGFR 遺伝子変異陽性の肺癌症例を経験した（右
図）。その原因の解析により、本症例では EGFR 遺
伝子変異クローンと PD-L1 高発現クローンは相
互に排他的であり、EGFR 遺伝子変異クローンが
少数クローンであったために、EGFR 遺伝子変異
に対する分子標的薬剤は奏効せず、免疫療法が
著効したと考えられた。本症例から導かれる仮
説は以下の通りである；①ドライバー変異と考え
られている変異でもサブクローナル変異である場
合が存在する、②PD-L1 発現の不均一性の背景に遺
伝子変異の違いが存在する、③ITH が分子標的薬
剤、免疫療法の効果に影響する。本研究ではこれら
の仮説を検証し、ITH の観点から免疫療法が奏効す
る可能性のあるドライバー変異を有する肺がん症
例を選定することで、肺がん治療の新たな指針の
確立を行う。 



３．研究の方法 
以下のステップを経て肺がん症例における ITH を解析し、新たな診療指針の確立を目指す。 
(1)ドライバー変異を有する肺癌切除検体の同定と同意取得：PD-L1 の染色性の保持の観点 
より検索期間は過去 5 年とする。肺がん手術検体を中心としドライバー遺伝子変異をスクリー
ニングする。対象患者から検体を使用することについて同意を取得する。 
(2)PD-L1 染色性の評価：選定された検体についてパラフィン包埋ブロックを用いて HE 
（haematoxylin and eosin）染色と PD-L1（Dako 22C3 pharmDx）染色を行い、病理専門医２名
でそれぞれ腫瘍組織にどれだけがん細胞が含ま
れているか、また PD-L1 の染色性を positive 
control と比較して評価する。ホルマリン固定不
良な検体や壊死成分が大部分を占めるような検
体は解析に不適格と判断し、解析対象から除外す
る。 
(3)PD-L1 発現の差異に基づくマイクロダイセク
ションと DNA 抽出：PD-L1 染色の高発現部 
位（PD-L1 tumor proportion score(TPS) 80%以
上）、低発現部位（TPS 1%以下）をそれぞれ 2カ
所ずつマクロダイセクションし、1検体あたり最
低 4カ所行う。PD-L1 染色性が均一な検体につい
ては、ランダムに採取する。マイクロダイセクシ
ョンした検体から精製キットを用いて DNA を抽
出する（右図）。 
(4)肺癌関連遺伝子に対するターゲットシーケン
ス；抽出した DNA を NGS を用いて肺癌遺伝子パネ
ル（53 遺伝子を解析）によるターゲットシーケンスを行う。同時に対象患者の末梢血中のリン
パ球を採取し、そのゲノムシーケンスにより生殖細胞変異の除外を行い、腫瘍関連遺伝子変異を
明らかにする。 
(5)進化系統樹の作成と分類；NGS により得られたデータを解析のうえ、遺伝子変異を同定 
し、R 言語の phangorn を用いてがんの進化系統樹を作成する。進化系統樹の枝分かれのタイプ
により肺がんの ITH に基づくグループ分けとドライバー変異がクローナリティを評価する。 
(6)抗がん剤の投与症例における効果と ITH の関連についての検討；解析症例の中で抗がん 
分子標的薬剤か免疫療法を投与された症例を選定し、ITH 分類とそれらの薬剤の効果の関連につ
いて検討し、ITH 分類に応じた治療戦略の確立を行う。 
４．研究成果 
申請者は本研究課題の実験を行うために山梨県
立中央病院ゲノム解析センターに 2019 年 5 月～
2019 年 9 月まで在籍し、NGS 解析実験を行った。 
(1)Multiregion sequence と clonal evolution 
本研究課題を進める中で、EGFR遺伝子変異陽性肺
癌における clonal evolution を multiregion 
sequnece を行うことで評価できるか臨床検体を
用いて行った。EGFRチロシンキナーゼ阻害剤投与
前後の肺切除検体と卵巣転移切除検体を用いて
Multiregion sequence を行い、NGS 解析の結果、
EGFR C797S 変異を獲得した EGFR チロシンキナー
ゼ阻害剤の耐性クローンが卵巣転移巣内で増殖
していくことを NGS の結果から導き出し、論文と
して報告した。 
こうした実験結果から山梨県立中央病院ゲノム
解析センターでの NGS により PD-L1 ITH の遺伝的背景を
探索する研究の基盤を構築した。 
(2)PD-L1 ITH の遺伝的背景の探索 
2017 年から 2018 年の 2 年間で大阪国際がんセンターに
て外科的切除を受けた肺腺癌の症例からEGFR遺伝子変異
を有する症例のスクリーニングを行った。EGFR 遺伝子変
異の有無はPNA-LNA clamp法にてスクリーニングを行い、
536 症例のスクリーニングの結果、110 症例が腫瘍径 30mm
以上の腫瘍であり、そのうち EGFR 遺伝子変異を有してい
たものは 43 例であった。43 検体のうち、PD-L1 染色にて
PD-L1 highと PD-L1 lowの ITH を認め、レーザーマイクロダ
イセクションが可能であった症例は 10 例であった。10例
は全て女性で、非喫煙者であった。 



この 10例について PD-L1 high と low の部位にわけて肺癌関連の 53遺伝子の全エクソン解析を
行った結果を以下に示す（下図）。以下の解析結果から、Case.8 のみで PD-L1 high と low とで
遺伝子変異の違いを認め、high においてのみ SMAD4 の oncogenic 変異を認めた。9 症例につい
ては遺伝子変異の差は認めず、PD-L1 high と low の背景に遺伝子変異の関与は少ないと考えら
えた。 

 
遺伝子変異以外の因子として腫瘍組織に浸潤するリンパ球の有無について検討したところ、腫
瘍間質に存在するリンパ球が多い方が PD-L1 の発現が高い傾向を認め、遺伝子変異ではなく腫
瘍間質のリンパ球が PD-L1 発現を調整していることが示唆された（下図）。以上の結果をまとめ、
現在、腫瘍関連の国際誌に投稿中である。 
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