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研究成果の概要（和文）：319検体でMSI-PCRとIHCを比較した結果、IHC検査とMSI-PCR検査の一致率は98.1%
（313/319）であった。不一致の場合には、LCMおよびMSI-NGSを行い、不一致の理由がMSI-PCR結果のあいまいさ
と腫瘍内のMSI状態の不均一性が原因であった。一部の胃がん症例はMMRが不十分な部分と十分な部分の両方を示
す「モザイク」パターンであった。1082追加検体においても「モザイク」パターンを見出した。MMRの不均一な
発現パターンは、免疫チェックポイント阻害剤治療の応答に関連する可能性がある。FFPE組織から腫瘍内細菌叢
の解析を行う16S rRNA解析法を確立した。

研究成果の概要（英文）：After comparing MSI-PCR and IHC in 319 samples, the concordance rate between
 IHC and MSI-PCR tests was 98.1% (313/319). In cases of discordance, laser capture microdissection 
(LCM) and MSI-NGS were performed to investigate the reasons for the discrepancies, which were 
attributed to the ambiguity of MSI-PCR results and the heterogeneity of MSI status within the tumor.
 Some gastric cancer cases exhibited a "mosaic" pattern, indicating both insufficient and sufficient
 MMR expression in different areas. The "mosaic" pattern was also observed in an additional 1082 
samples. The heterogeneous expression pattern of MMR may be associated with the response to immune 
checkpoint inhibitor therapy. We established a 16S rRNA analysis method to investigate the tumor 
microbiota from FFPE tissue.

研究分野：腫瘍学

キーワード： マイクロサテライト　ミスマッチ修復　免疫チェックポイント阻害剤

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、免疫チェックポイント阻害剤の適応症例を決定する上で重要な腫瘍におけるミスマッチ修復（MMR）
およびMSIの状態の評価をするため、複数の測定法による詳細なデータを提示した。結果より、腫瘍がMMRを十分
に発現している部分と欠損している部分の両方を有する腫瘍内不均一性があることが明らかになった。このこと
は、正確なMMR評価のためには、腫瘍の不均一性を捉える必要性を強調している。この研究は、特にMSI-Hまたは
MMR欠損固形がん患者における診断、個別化治療の臨床的意思決定に影響を与える可能性がある。

※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 
がん細胞の細胞膜上には、非同義変異を含む遺伝子変異によって生じる異常なペプチ
ドが表出している。免疫細胞はこれらのペプチドを認識してがん細胞を攻撃するが、が
ん細胞は免疫チェックポイント分子を用いて攻撃を回避する。免疫チェックポイント阻
害剤はこれらのシグナルを解除し、リンパ球ががん細胞への攻撃を再開できるようにす
る。 
一部の癌では、ミスマッチ修復酵素（MLH1, MSH2, MSH6, PMS2）の欠損により、体
細胞変異の増加を伴うマイクロサテライト不安定性（MSI-high）をもたらす。MSI-high
がんは細胞膜上の異常ペプチドが多いと想定され、免疫チェックポイント阻害剤の感受
性が高い。免疫チェックポイント阻害剤による治療を受けたステージ IVのMSI-highが
ん患者の 3年生存率は約 70％である。臨床試験では、奏効率はMSI高値の結腸・直腸
がん（27.9％）およびその他のがん種（34.9％）であり、治療効果が示された。 
日本では 2018年 12月、標準治療が困難な MSI-high固形がんに対する免疫チェック
ポイント阻害薬治療が承認された。しかし、20～30％の患者は治療が奏効せず、長期生
存も達成できていない。一部の MSI-high がんは免疫チェックポイント阻害薬に抵抗性
を示しているが、その理由は不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、癌の内在的に起こすMSI状態の違いにより、腫瘍内不均一性が生じ、耐
性を獲得しているかを明らかにすること、腫瘍局所に存在する細菌叢による抗腫瘍免疫
の調整機構に違いが生じる可能性を検討するためのアッセイ系を構築することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 MSI状態の不均一性の解析 

13の癌種にわたる１次コホート 319
検体と２次コホート 1082 検体を対象
とした（図１）。腫瘍内のミスマッチ修
復（MMR）の状態を評価するため、１
次コホートでは、PCR法によるマイク
ロサテライト不安定性解析（MSI-PCR）
と免疫組織化学染色（IHC）を比較し
た。結果の不一致があった場合には、
がん細胞を LCM により分取し、次世
代シークエンシングによる MSI 解析
（MSI-NGS）を実施した。２次コホー
トでは、IHC追加解析を行った。 
MSI-PCRには、コンパニオン診断薬の
MSI 検査キット (ファルコバイオシステムズ社)または研究用の MSI Analysis System 
v1.2 (プロメガ社)を使用した。ミスマッチ修復遺伝子の IHCには、抗MLH1抗体（M1; 
ベンタナ社）, 抗MSH2抗体（G219-1129）, 抗MSH6抗体（44）, 抗 PMS2抗体（EPR3947）
を使用し、Ventana BenchMark XT system で染色を行った。MSI-NGS は、Ion AmpliSeq 
Microsatellite Instability Research Panel（サーモフィッシャーサイエンティフィック社）を
使用し、Ion Proton Sequencerで次世代シークエンス解析を実施した。データ解析には、
MSIcallによりMSI scoreを算出し、40をカットオフ値とした（PMID: 31730810）。 
 
 
ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）
組織標本の 16S rRNA解析 
既報の文献（PMID: 31398337）を参考
にして方法の軽微な修正を行った。16S 
rRNA遺伝子の 4番目の超可変領域（V4）
を特異的に増幅するプライマーを用い
て PCR で増幅し、PCR 産物を精製して
ライブラリーに調製した。シークエンシ
ングは Ion PGM Sequencerで行い、メタ
ゲノム解析した（図２）。 

 
 



 
４．研究成果 
MSI状態の腫瘍内不均一性 
一次コホートにおける MSI-PCR 検査と

IHC 検査の一致率は 98.1％であった
(313/319) （表１）。不一致の場合には、その
理由は、MSI-PCR の結果があいまいであっ
たことと、腫瘍内の MSI 状態が不均一であ
ったことが示された。MSI-PCR で MSI-high
と判定された症例の中には、IHC で十分な
MMRを示し、MSI-NGSの結果からマイクロ
サテライトの安定性が明らかになったもの
があった。他の症例は、IHCでMMRが十分
な部分と不十分な部分の両方を示す "モザ
イク "パターンを呈する胃癌、子宮体癌であ
った（図３）。２次コホートで IHC追加解析
を行い、MMRの染色像から腫瘍内不均一性
を示した症例で新たに見出した。MMRの不
均一な発現パターンは、免疫チェックポイン
ト阻害剤治療の治療応答に関連する可能性
がある（PMID: 35596629）。 
 

 
腫瘍内細菌叢 

16S rRNA遺伝子の一部の可変
領域に対するプライマーを設計
し、FFPE組織から腫瘍内細菌叢
の解析するアッセイを確立し
た。本アッセイ系を用いて、中皮
腫と胸腺上皮性腫瘍において主
要な細菌叢の存在を明らかにし
た。（ PMID: 34834444、 PMID: 
33919754）（図４）。今後、胃がん
においても同様な解析を行い、
細菌叢の割合と抗腫瘍免疫調節
に影響を及ぼすか検討を進めて
いきたい。 
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