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研究成果の概要（和文）：免疫関連有害事象（irAE）発症にB細胞を介した抗原抗体反応が関与していることを
示すため、抗CTLA-4抗体と抗PD-1抗体の併用療法を受けた患者でB細胞の動態を解析した。Grade 3以上のirAEを
発症した5名ではirAEを発症しなかった患者と比べてCD21LowB細胞、形質芽球、形質細胞が大きく変化し有意差
を認めた
活性化B細胞が著増しirAE肝炎を発症した症例で、BCR遺伝子のレパトア解析を実施した。CD21Low分画B細胞で
BCR遺伝子配列をコピー数順でランキングしirAE発症時に増加した配列を選定した。この配列はCD21Low分画B細
胞のシングルセル解析では検出されなかった。

研究成果の概要（英文）：To determine whether antigen-antibody reactions contribute to immune-related
 adverse events (irAE), B cell kinetics were analyzed in patients receiving a combination therapy of
 anti-CTLA-4 and anti-PD-1 antibodies. Compared to patients who did not develop irAE, CD21LowB 
cells, plasmablasts, and plasma cells were significantly increased in 5 patients who experienced 
grade 3 irAE. 
The BCR repertoire was analyzed in a patient who developed irAE hepatitis together with a dramatic 
increase in the number of activated B cells. BCR gene sequences of CD21LowB cells were ranked 
according to copy number, and 20 unique sequences with high copy numbers were selected for further 
analysis. However, single cell analysis did not detect these sequences in CD21LowB cells.

研究分野： Medical oncology

キーワード： 免疫チェックポイント阻害薬　免疫関連有害事象　B細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫チェックポイント阻害薬の副作用である免疫関連有害事象（irAE）の発症リスクが高い抗CTLA-4抗体と抗
PD-1抗体の併用療法を受けた患者のうち、重度のirAEを発症した患者では活性化B細胞サブセットが著増してい
たのに対し発症しなかった患者では変化がなかったことを示し、特定のirAEでコピー数が増大したBCRレパトア
を特定できたことは、シングルセル解析では同じ配列が検出されなかったものの、irAEの発症にB細胞も関与し
ていることを示唆するものであり、irAEの本態解明に資し発症予測や治療法開発につながるもので意義は大きい
と考える。

※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 

がんに対する免疫応答の理解と解明が進み、免疫チェックポイント分子である Cytotoxic T-

lymphocyte-associated antigen 4(CTLA-4)および Programmed cell death 1(PD-1)の阻害薬

(Immune checkpoint inhibitor: ICI)が臨床応用されている。これら薬剤はがん治療で大きな成

果を上げているが、免疫を賦活するこれらの薬物は、従来の抗がん薬では見られなかった免疫

関連有害事象(immune-related adverse events: irAE)と呼ばれる特有の副反応を認める。irAE

は全身の臓器で認められ、これまでの殺細胞性抗がん薬の副作用とは全く異なる管理が必要で

ある。特に抗 CTLA-4 抗体の使用にあたっては、有害事象共通用語規準で、Grade 3(重症/重大

で入院または入院期間の延長を要する)以上の有害事象を 30～40%発症し、極めて大きな治療

の妨げになっている。現在、irAE のメカニズムは明らかになっておらず、発症リスクや発症時

期の特定は困難で、治療方法も確立されていない。 

２．研究の目的 

一般に irAE は、ICI にて活性化された T 細胞による臓器障害によりひきおこされると考え

れる。しかし我々はこれまでの研究で、重症の irAE 肝炎症例において、肝生検組織に抗体産

生細胞が多数浸潤していることを確認しており、irAE の発症には T 細胞のみならず、B 細胞

の関与(自己抗体による抗原抗体反応)が関与していると仮説を立てた。これを証明するため

に、まず、B 細胞が irAE と関連していることを明らかにする。ICI 投与の前後で B 細胞の変

化をフローサイトメトリーや B 細胞受容体(BCR)レパートリーアッセイで経時的に解析するこ

とで“ICI 治療による B 細胞の変化が irAE に与える影響”を確認する。 

我々は B 細胞が関与した irAE 発症の詳細なメカニズムとして「“正常組織由来の抗原に対す

る自己反応性抗体”を産生する B 細胞クローンが増加し、抗原抗体反応を介して臓器に障害を

与える自己免疫疾患である」と考えている。これを明らかにするために、Grade 3 以上の irAE

が発症した症例において、発症時と ICI 投与前の末梢血 B 細胞の BCR レパートリーを比較す

ることで、irAE に関連してクローン増殖しているユニーク配列を同定する。さらに、同定した

配列から無細胞タンパク質合成系にてモノクローナル抗体を合成し、網羅型タンパク質アレイ

でその抗体の抗原を同定する。これにより、抗原が irAE の発症臓器に由来するタンパク質であ

り、その発症が抗原抗体反応に起因することを明らかにする。 

３．研究の方法 

(1) ICI 投与の前後で B 細胞の変化をフローサイトメトリーや BCR レパートリーアッセイを用

いて経時的に解析する 

臨床研究プロトコール「悪性腫瘍患者を対象とした免疫関連細胞の前向き観察研究」を作成

し、ICI 投与前後の免疫細胞の動態について研究を行う。irAE の発症頻度の多い抗 CTLA-4 抗

体を含む ICI 併用療法(抗 CTLA-4 抗体＋抗 PD-1 抗体)を受ける様々ながん患者において、治療

前、1 サイクル目の 1 週間後、2 サイクル前に末梢血を採取する。フローサイトメトリーを用い

て、CD21low B 細胞（CD21low）、クラススイッチ B 細胞（CD27+ IgD-）、形質芽細胞（CD27+ 

IgD- CD38+）、形質細胞（CD27+ IgD- CD38+ CD138+）などの活性化 B 細胞を解析する。加え

て、B 細胞活性化のマーカーとして BCR の多様性解析を行う。 



(2) irAE 発症時クローン拡大している B 細胞から抗体を合成し、タンパク質アレイでその

抗原を同定する 

(1)にて登録した症例のなかで、Grade 3 の irAE を発症した症例を利用し、以下 1～3 を実行

する。1. irAE 発症時に、活性化(増加)している B 細胞クローンのユニークな BCR 遺伝子配列

を同定する(BCR 遺伝子のレパトア解析)。2. 1.のユニーク配列を持つ B 細胞 1 細胞から遺伝子

情報(重鎖/軽鎖)を取り出し、無細胞タンパク質合成系にてモノクローナル抗体を合成する。3. 

網羅型タンパク質アレイでその抗体の抗原を同定する。これにより、抗原が irAE の発症臓器に

由来するタンパク質であり、その発症が抗原抗体反応に起因することを明らかにする。 

４．研究成果 

(1) 免疫チェックポイント阻害薬初回投与後 1 週間目の末梢血 B 細胞の活性化が irAE の重症化

を予測する 

全症例を通じて、すべての活性化 B

細胞サブセットは、ICI の投与前と比

較して 1 週間後に増加傾向にあった

(図 1)。 

ICI 併用療法後、12 人中 5 人に

Grade 3 以上（重症）の irAE が発生

している。そこで、“irAE の発生の有

無”と、“各活性化 B 細胞サブセット

のベースラインから 1 週間目の変化

(fold change)”との関係を調査した

(図 1, 2)。irAE を発症していない患者

に比較して、発症した患者は変動が大きく(図 1, 2)、CD21low B 細胞(中央値 1.6［範囲 1.0 - 2.3］ 

vs 3.0［2.7 - 4.9］)、形質芽球(2.9 [1.5 - 5.0] vs 12.5 [5.6 - 13.9])、形質細胞(3.7 [1.0 - 10.1] vs 

11.7 [8.7 - 23.5])で有意な差を認めた(図 2)。これにより我々は、ICI 初回投与後 1 週間目の末梢

血 B 細胞の活性化が irAE の重症化を予測していると考えている。加えて、重度の irAE を有す

る患者の BCR の多様性は、投与前と比較して、1 週間後に有意に増加した(図 3)。これらの結果

は、irAE 発症における B 細胞の関与を強く示唆してる。 

 

(2) Grade3 の irAE 肝炎症例において BCR レパト



ア解析を行い、肝炎に関連したユニーク配列を選定する。 

前述の症例のなかで、Grade 3 の irAE

肝炎を発症した症例について解析を進め

た(図 4)。ICI 投与前、ICI 投与後 1 週間、

irAE 診断時 (Day21) に保存していた

CD21Low 分画 B 細胞(セルソータにて分

離)より抽出した mRNA に対し、それぞれ

BCR レパートリー解析を行った。各検体

に対して約 20 万リードの BCR を解析し

コピー数順でランキングし、「ICI 投与前

にリード数が少なく(0 かそれに近い値)、

irAE の発症日に向けて増加するクローン

配列」かつ「irAE 発症時に 500 リード以

上(全体の 0.2%)となるクローン配列」を irAE 肝炎の発症に関係する抗体候補の BCR 配列

と考え 20 配列を選定した(表 1)。もっとも有力な候補配列(CDR3 のアミノ酸配列：

CARGYNGLLYW)は、ICI 投与前のリード数は 0 であったが、ICI 投与 1 週間後に 5 に上

昇、irAE 発症時には 4162 と全体の 1.5%までに上昇し、巨大なクローン集団を形成してお

り irAE 肝炎の発症と関連があるものと考えた。 

 

CD21Low 分画 B 細胞集団の mRNA を用いたバルクでの BCR レパトア解析では、IgG 

重鎖を解析したが、対応する軽鎖の情報は同時に得られない。そこで、重鎖/軽鎖のペア情

報を得るために、CD21Low分画 B 細胞のシングルセル解析を行った。irAE 肝炎の発症直後

(Day22)に細胞保存液(セルバンカー)にて保存した PBMC を解凍し、セルソータを用いて

CD21Low分画 B 細胞をシングルセルとして単離した。10×106個の PBMC を処理し 408 個



の CD21Low分画 B 細胞を単離し(図 5)、それぞれ BCR 解析を行った。しかし、単離された

408 個の CD21Low 分画 B 細胞に、前述の 20 配列をもつ細胞は同定出来なかった。これに

より、選定したユニーク配列を持つ B 細胞(1 細胞)を同定し、重鎖/軽鎖のペア情報から抗体

を作成する過程に進むことが困難であった。 

irAE 発症時に拡大しているユニーク配

列のリード数は BCR 全体のリード数の最大

1.5%にまで拡大しており、シングルセル解析

(図 5)にて目的の配列をもつ B 細胞が得られ

ることが期待されたが単離することが出来な

かった。この原因として、BCR/mRNA のリー

ド数の割合と細胞数の割合が異なることが考

えられる。リード数割合と細胞数割合が同程

度であれば 408 個の解析より 6 個程度(1.5%)

の候補細胞が得られると予測されたが得られ

ていない。活性化 B 細胞 1 細胞が非活性化細

胞より大量の BCR/mRNA を産生するなら、

候補細胞を得るためにより多くの細胞を解析する必要がある。しかし、PBMC 中の活性化

B 細胞(抗体産生細胞)は少なく、保存されていた検体量では不十分であると考えられた。

irAE 肝炎以外に、irAE 1 型糖尿病の検体でもレパトア解析を試みたが、発症時に拡大して

いるユニーク配列のリード数は、BCR 全体のリード数の最大 1.4%程度であり同様に困難で

あること考えた。 

3) irAE 重症筋無力症症例を利用して、irAE の発症メカニズムを明らかにする。 

上記の如く、irAE 発症に伴い拡大した B 細胞クローンをシングルセルで採取することが困難

であった。そこで、その他方法で研究課題である「irAE の発症に対する B 細胞の関与」を、レ

パトア解析を通じて明らかにする方法を検討した。これまで、本研究に参加した症例で、irAE

重症筋無力症を発症した症例があり、アセチルコリンレセプター(Ach-R)抗体が陽性であること

が確認されている。この症例も ICI 投与前から定期的に PBCM を保存しているが、各検体の

BCR レパトア解析を行い、これに含まれる「Ach-R 蛋白に結合する B 細胞の BCR 配列」を追

跡することで、irAE の発症に関連する B 細胞の挙動を正確に評価出来ると考えた。現在、Ach-

R の抗体結合部位を含むαサブユニットをカイコ発現系にて作成中であり(図 5)、今後、保存さ

れた患者血球から本蛋白に結合可能な B 細胞をソートすることで「Ach-R 蛋白に結合する B 細

胞の BCR 配列」を取得する計画である。Ach-R 蛋白は膜蛋白であり、構造を維持した蛋白を作

成することに難渋しているが、ナノディスクに入れ込むことで立体構造を維持した蛋白合成に

取り組んでいる。 
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