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研究成果の概要（和文）：我々はMCC患者71名、90検体を収集した。mRNA発現を次世代シーケンサーで解析した
結果、グルコース-6-リン酸デヒドロゲナーゼ（G6PD）がPD-L1発現と転移に相関することが明らかになった。生
存解析により、G6PD高発現の患者の予後が悪いことが明らかになった。血清G6PD活性値はステージが進むにつれ
て高くなり、治療後には低下していた。G6PDは、MCC患者を高リスク群と低リスク群に層別化するための有望な
マーカーとなると考えられた。
これらの結果は、J Immunother Cancerとして報告された。2020 Dec;8(2):e001679 として発表しました。

研究成果の概要（英文）：We collected 90 specimens from 71 patients (26 men, median age 77.3 years) 
with MCC from 9 facilities. Next-generation sequencing of mRNA from 40 FFPE MCC samples revealed 
that glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) correlated with PD-L1 expression and metastasis. 
Kaplan-Meier survival analysis revealed a poor prognosis for patients with high-G6PD expression. 
G6PD+ immunostaining predicted MCC patient prognosis, with a median survival of 3.4 years for G6PD+ 
patients and 6.7 years for G6PD- patients. G6PD activity assay was performed using 50 serum samples 
from 19 cases. Three cases showed high G6PD activity, and two of them were all of stage Ⅳ cases and
 the last one was stage Ⅱ and died of another cause soon after sampling. G6PD regulates NADPH 
production and high G6PD expression enhances cellular oxidative resistance. G6PD is a promising 
marker to stratify MCC patients into high- and low-risk groups. 
These results were reported as J Immunother Cancer. 2020 Dec;8(2):e001679.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
進行期メルケル細胞癌の治療には免疫チェックポイント阻害薬が使用されることが多いが、約半数の患者が治療
抵抗性であり、適切な治療選択、効果予測のためにバイオマーカーの発見が急務であった。今回発見した抗腫瘍
免疫の活性に基づくバイオマーカーである、グルコース-6-リン酸脱水素酵素により、免疫チェックポイント阻
害薬の効果の予測、モニタリングが可能となり、より適切な治療選択が可能になると考える。

※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 
 
メルケル細胞がん（MCC）は、まれではあるが悪性度の高い皮膚がんである。報告されている
予後は不良で、5年生存率は 0％～18％である。しかし、中には予後良好な症例もあり、生検後
に自然退縮を起こすこともある。MCC における自然退縮の頻度は 1.7%～3.0%である。この比
率は、他の固形がんに比べてはるかに高い。腫瘍の退縮には T 細胞介在性免疫などの免疫応答
が関与している可能性があり、MCCの種類によっては免疫応答に対する感受性が高い可能性が
ある。我々は以前、転移性MCC病変における programmed death ligand 1（PD-L1）の発現量
の増加が、より良い臨床転帰と強く相関することを報告した。PD-L1 は、T 細胞の活性化を抑
制する免疫抑制分子である。がん細胞における PD-L1の発現増加は、通常、抗腫瘍免疫の回避
を示すが、MCCにおける予後と PD-L1発現との関係は、他のがん腫とは逆である。PD-L1の
高発現は、MCCにおける抗腫瘍免疫の活性化に起因すると考えられ、したがって予後マーカー
として報告されている。しかし、PD-L1 発現は同一症例でも不均一であることがある。PD-L1
発現は評価時の免疫状態を反映しますが、PD-L1 発現に基づいて患者さんの転帰を予測するこ
とはまだ困難です。PD-L1 とその受容体であるプログラム細胞死 1（PD-1）を含む免疫チェッ
クポイントの遮断を含む治療法が、MCCに対して成果を上げています。PD-L1発現は、免疫チ
ェックポイント遮断に対する感受性の予測バイオマーカーとして期待されているが、その不均
一性から PD-L1発現に基づく予測の可能性は限定的であることが明らかになっている（9）。 
 
２．研究の目的 
 
MCCにおける免疫療法の潜在的な予測バイオマーカーとして、免疫反応を評価し、免疫原性因
子の予後を包括的に推定するために RNAシーケンサーを実施した。 
 
 
３．研究の方法 
 
10 施設で MCC 患者 71 名から 90 検体、MCC 患者 21 名から 53 検体の血漿を採取した。ホルマリ
ン固定パラフィン包埋組織から mRNA を抽出した。次世代シーケンサー、免疫組織化学染色、血
中血清検査を実施した。 
 
 
４．研究成果 
 
RNA シーケンスにより MCC の分類:  
44 検体から全 RNA を抽出し、腫瘍と
免疫系の相互作用に関与し、免疫療
法反応を示す 395 のがんバイオマー
カーの発現を NGS ターゲットで解析
した。評価したすべての遺伝子の発
現が低いため、3 サンプルを除外し
た。41 サンプルのデータをさらに解
析した。このコホートには、男性 13
名、女性 24名が含まれ、年齢中央値
は 76.57 歳（範囲 40-98 歳）であっ
た。最も多く発症した部位は頭頸部
（25検体、67.6%）で、次いで四肢（11
検体、29.7%）と体幹（1検体、2.8%）
でした。生検後に自然退縮を示した
のは 4検体（9.8％）であった。平均
RNA インテグリティ数は 2.08（1.0-
2.6）、平均 DV200 値は 53.0（28-88）
であった。41 検体について階層的ク
ラスター解析を行い、評価した全
395 遺伝子の発現パターンに応じて
2群に分けた（Fig.1A）。A群は 23検体、B群は 18検体であった。カプランマイヤー生存解析の
結果、A群の患者さんは B群の患者さんに比べて予後不良であった（p=0.035、ログランク検定、
Fig.1B）。各群の遺伝子発現量は、Fig.1C のボルケーノプロットで示した。縦と横の破線は、log2 
fold-change（-0.5 と+0.5）と p値（1.0x10-5）の閾値を示す。 



 
各タイプにおける遺伝子発現の機能的濃縮解析:   
各グループで発現量が増加または減少した遺伝子のクラスを解釈するために、10,192 個の遺伝
子セットを含む Gene Ontology リソースを用いて GSEA を実施した。p値が 0.05 未満でグループ
Aで濃縮された唯一の遺伝子セットは、「cell division」セットであった。正規化濃縮スコアは
1.63、p 値は 0.047 であった。B 群では、p 値が 0.05 未満の遺伝子セットが 49 個、p 値が 0.01
未満の遺伝子セットが 7 個検出された。また、FDR が 0.25 未満の遺伝子セットは検出されなか
った。各グループの代表的な遺伝子セットの
エンリッチメントプロットを Fig.2A に示す。
グラフは、濃縮スコア（y軸）対順序付けされ
たデータセットにおける遺伝子ランク（x軸）
を表示し、グループ A で相対発現が高い遺伝
子には低いランク順値（左端の尾）が与えら
れ、グループ B で相対発現が高い遺伝子には
高いランク順値（右端の尾）が遺伝子ランク表
現の中で与えられた。それぞれの遺伝子セッ
トにおける各遺伝子のランクは、濃縮プロッ
トの下にある水平線で示されている。各解析
の正規化濃縮スコア、p値、FDR q 値が示され
ている。各グループの最高ランク遺伝子セッ
トの遺伝子発現ヒートマップを Fig.2B に示
す。これらの結果から、2つのグループは「細
胞分裂型（A群）」と「免疫活性型（B群）」と
注釈をつけることができた。 
 
G6PD は、腫瘍の免疫活性に基づき MCC を 2 種類に分類するための指標となる： 
MCPyV 感染陽性（n=24）対陰性（n=10）（Fig.3A）、生検後の自然退縮陽性（n=4）対陰性（n=29）
（Fig.3B）で遺伝子発現に有意な差がある。3B）、経過観察中にリンパ節転移や遠隔転移があっ
た症例陽性（n=17）対陰性（n=17）（Fig.3C）、腫瘍細胞における PD-L1 発現が高い（n=10）対低
い（n=18）（Fig.3D）を分析した。赤い点は、A群「細胞分裂型」で p値＜1.0x10-5 で有意に発
現が上昇した遺伝子、青い点は B 群「免疫活性型」で p 値＜1.0x10-5 で有意に発現が上昇した
遺伝子である。フィッシャーの正確検定により、MCC 細胞における PD-L1 発現に関して、A群と
B群の間に有意な関連があることが明らかになった（p値=0.032, OR=7.0, 95%CI: 1.18 - 41.36,。
PD-L1 の高発現は、B 群で観察された免疫活性の上昇の一因であり、MCC における PD-L1 高発現
は、より良好な臨床転帰と関連している。しかし、PD-L1 発現は同じ症例でも不均一である。こ
の不均一性は、この免疫因子を予後指標として使用することを複雑にしている。実際、同じ 90
サンプルを用いた以前の免疫組織化学的解析
では、MCC 原発病変における PD-L1 発現と臨床
転帰との間に有意な相関は認められなかった。
PD-L1 発現が患者の予後と相関するのは、皮膚
転移病変のみであった。我々は、PD-L1 に代わ
る予後予測因子として G6PD に着目した。G6PD
は、A 群「細胞分裂型」において高度かつ有意
に発現が上昇した遺伝子の一つであった
（log2FC=-1.98、p値=8.65x10-6、FDR=3.25x10-
5、Fig.1C）。G6PD の発現は、追跡調査中のリン
パ節転移や遠隔転移と正の相関があり
（ log2FC=1.55, p-value=1.22x10-4, 
FDR=0.020, Fig.3C）、PD-L1 発現と負の相関が
あ り （ log2FC=2.10, p-value=4.84x10-5, 
FDR=0.017, Fig.3D）、両方の分析で 395 遺伝子
のうち最も小さい p値でした。G6PD は、2種類
の MCC を分類する指標として用いることができ、PD-L1 発現や予後と負の相関を示す。 
 
G6PD の免疫組織化学的発現は、PD-L1 発現よりも有用な予後予測因子となる：   
G6PD は有望な予後予測マーカーとして用いることができる。NGS で算出した RNA 発現量（counts 
per million; CPM）に基づいて分類した G6PD の発現量が多い MCC と少ない MCC を比較したカプ
ランマイヤー生存曲線では、疾患特異的生存期間に有意差が認められた（n=40、p=0.027、ログ
ランク検定、Fig.4A）。カットオフ値（1072 CPM）は、受信者動作特性曲線により算出した。原
発巣と皮膚転移巣を含むすべての FFPE サンプルを用いた G6PD の免疫組織化学染色も、患者の
転帰と相関していた（n=79、p=0.034、ログランク検定、Fig.4B）。腫瘍細胞の 50％以上の染色を
「G6PD-high」と定義した。G6PD-high と G6PD-low の代表サンプルを Fig.4C と 4D に示す。両症
例とも生検後に自然退縮した。しかし、Fig.4C の症例は、10 ヶ月後に遠隔再発を起こし、数日



後に死亡した（12）。Fig.4D の症例は、再発もなく予後良好であった。これらの臨床成績は、原
発巣における G6PD の高発現によって予測
されるのかもしれない。G6PDの免疫組織化
学的発現は、PD-L1 のそれよりも不均一性
が少ない。同じ症例であっても、PD-L1 の
発現が不均一であることは、以前に報告し
たとおりである。その症例では、原発巣で
PD-L1 発現が低かった（Fig.4F 左）。皮膚
やリンパ節に多発転移を起こしたが、皮膚
転移病巣で PD-L1 発現が劇的に増加し
（Fig.4F 左）、最終的には予後良好となっ
た。PD-L1 発現の変化とは逆に、G6PD 発現
は原発巣と転移巣で一貫して低かった
（Fig.4E、F 右）。G6PD 発現は PD-L1 発現
よりも有用な予測因子であり、免疫活性の
測定値を予後因子として用いることの可
能性を反映している。 

 
血清中の G6PD 活性は、臨床経過を敏感に反映する： 
G6PD 活性は、血中血清検査で測定可能である。我々は、様々なステージの MCC 患者 21 名から 53
サンプルを収集した。G6PD の免疫組織化学的発現とは対照的に、血清中の G6PD 活性は常に変化
している。血清中の G6PD 活性は、前治療を受けた患者から得られたサンプルでは、腫瘍のステ
ージが進むにつれて有意に増加し
（ n=19, p=0.0064, Kruskal-Wallis 
test, Fig.5A）、手術、放射線またはその
両方を含む治療後には減少しました
（n=8 ペア, p=0.030, paired-t test, 
Fig.5B）。免疫チェックポイント阻害剤
（ICI）アベルマブを投与した代表的な 2
症例における G6PD 活性の変化を Fig.5C
および Fig.5D に示す。Fig.5C に示す症
例は、アベルマブに反応し、治療中に血
清 G6PD 活性が低下した。一方、Fig.5D
の症例は、アベルマブに反応せず、ICI の
投与中に血清 G6PD 活性が上昇し、患者
はしばらくして死亡した。したがって、
血清 G6PD 活性は、腫瘍の進行を反映し、
治療に対する反応を評価する有用な腫
瘍マーカーとなる可能性がある。 
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