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研究成果の概要（和文）： 本研究での我々の検討から、MSI-LはMSSと比較して、腫瘍内CD8＋細胞浸潤が多く、
リンパ節転移頻度が少ない傾向にあり予後良好であり、これらの特徴はMSI-H腫瘍に類似していることが明らか
となった。このようにMSI-L腫瘍では、ホスト側の免疫反応が作動していることが示唆されるが、PD-1/PD-L1に
よる腫瘍免疫回避は否定的であった。
 また、MSI-L腫瘍ではtruncating型のTP53変異を有しており、同様の傾向をTCGAデータセットでも認めたことか
ら、MSI-L腫瘍の原因の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：MSI-H tumors have a distinct immunogenic phenotype, with immunotherapies 
using checkpoint inhibitors already approved for the treatment of MSI-H gastroesophageal 
adenocarcinoma (GEA); this is not observed for MSI-L or MSS. Here, we tested the hypothesis that 
MSI-L tumors are also a distinct phenotype and potentially immunogenic. MSI-L cases had 
significantly higher intratumoral CD8+ cell infiltration (P = .048) and favorable EGJ 
cancer-specific survival (multivariate hazard ratio = 0.35, 95% CI, 0.12-0.82;
P = .012). MSI-L tumors were also significantly associated with TP53-truncating mutations as 
compared to MSI-H (P = .009) and MSS (P = .012) cases, and this trend was also observed in GEA data 
from The Cancer Genome Atlas (TCGA). Indel mutational burden among TCGA MSI-L tumors was 
significantly higher than that of MSS tumors (P = .016). These results suggest that MSI-L tumors may
 have a distinct tumor phenotype and be potentially immunogenic in EGJ adenocarcinoma.

研究分野： 消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 食道胃接合部腺癌を題材に、MSI-L腫瘍の臨床病理学的および分子生物学的特徴を解析し、MSI-L腫瘍が免疫原
性腫瘍であることを明らかにした。本研究の結果は、癌腫を問わず同様の特徴を示す可能性がある。さらに、
MSI-L腫瘍に関する新たな免疫治療研究の開発と臨床応用への展開を促進する足掛かりとなるデータであるとい
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：食道胃接合部腺癌では 4 つの Molecular subtype 分類が提唱されてい

る[①Epstein-Barr virus(EBV)関連、 ②Microsatellite instability-high (MSI-H) 、 ③Genomically 

stable (GS)、 ④Chromosomal instability(CIN)]。①EBV 関連腫瘍や②MSI-H では PD1/PDL1 を介

した免疫回避機構が解明されその治療法が確立されたが、食道胃接合部腺癌の約 90%と大多数

を占める③および④（以下、非 EBV 非 MSI-high 腫瘍）においては明らかではない。 

MSI 検査のゴールドスタンダードは PCR 法（MSI-PCR 法）である。これは、複数のマイク

ロサテライトを PCR で増幅させ、腫瘍組織のマイクロサテライト反復配列が正常組織とは異な

る反復回数を示す現象を capillary sequencer で検出する方法である。マイクロサテライトマーカ

ーとしては、ベセスダパネルとプロメガパネルが国際的に頻用され、マーカーの種類に一部違

いがあるものの、共に 5 種のマーカーを用いて次の 3 つに分類される。1) 2 種類以上のマーカ

ーが unstable（陽性）を示すものを MSI-H、2) 1 種類のみ陽性のものを MSI-low (MSI-L)、3) 全

てのマーカーで陰性のものを MSI-stable（MSS）。このうち、MSI-H 腫瘍は特徴的な分子亜型で

あり PD-1/PD-L1 系の免疫回避機構が重要とされるが、MSI-L 腫瘍については未だ解明されて

いない。 

２．研究の目的：本研究では、食道胃接合部腺癌を対象とし、非 EBV 非 MSI-H 腫瘍の中で特

に MSI-L は独立した表現型であるのではないかと着想し、MSI-H および MSS 腫瘍と比較検討

や既知の大規模データベースと統合解析することで、その臨床病理学的特徴およびそのゲノム

変化を明らかにすることとした。 

３．研究の方法：内多施設からの食道胃接合部腺癌（N＝467）を対象とした（図 1A）。化学療

法の修飾のある症例（N＝68）除き、さらに正常と癌部組織の両方のホルマリン包埋連続切片

が作成できない症例（N＝21）を除いた 372 症例において、EBV-encoded RNA (EBER)-ISH 解析

を追加し、EBV 陽性が判明した 9 症例を除いた 363 症例を対象に、連続切片を作成し、DNA

抽出および自動免疫染色機での染色を行った（図 1B）。MSI-PCR については NCI 5-marker panel 

(BAT25, BAT26, D2S123, D5S346 and D17S250)に加えて MSI-L の検出に有用とされる BAT40 を

加えた 1-6。 2 つ以上のマーカーが陽性のものを

MSI-H、1 つのみ陽性のものを MSI-L、それ以外

はすべて MSS 腫瘍と定義した。病理学的評価に

ついては、核の Ki-67 index の算出、HER2 過剰発

現、細胞膜 PD-L1 発現の Tumor Proportion Score 

(TPS)≧1%の有無を確認した。リンパ球浸潤に関

しては、CD8＋細胞数を、腫瘍内部（intratumor）

と浸潤部（invasive margin）のそれぞれにおいて 3

個所、デジタル画像を使って測定した（図 1C）。

腫瘍細胞の認識には pan-cytokeratin (CK)を用い

た。ミスマッチ修復タンパク（MMR, mismatch 

repair）の発現欠失の確認に際しては、MLH1、

PMS2、MSH2 および MSH6 を用いた。 

【左 図 1. 本試験の症例選択と DNA 抽出および

病理学的実験】 

包括的なメチル化解析として、消化管腺癌で高



頻度にメチル化するとされる11か所のCpG アイランドプロモーター領域（MLH1、CDKN2A、 

MGMT、CHFR、CDH1、IGF2、RUNX3、CRABP1、NEUROG1、CACNA1G および SOCS1）の

メチル化をMethyLight PCR法にて検出し、Universal Methylated DNA Standard におけるCOL2A遺

伝子のメチル程度により標準化して（PMR, percentage of the methylated reference）、PMR≧4以上

をメチル化ありと判定した7。また、ゲノムワイドなメチル化の指標としてLINE-1のメチル化レ

ベルをPyroMark kit (QIAGEN)を用いて測定した1。 

 食道胃接合部腺癌ではCIN腫瘍が多く、TP53変異が高率であることから、TP53シーケンスに

関してはHiSeq2500もしくはMiSeq (Illumina, San Diego, CA)を用いて全エキソン変異を検出する

こととした。カバレッジ中央値は24598でありHaplotype Caller, UnifiedGenotyper, VarScanでコー

ルし、Integrative Genomics Viewerにて変異を確定した。 

４．研究成果 

EBER-ISH で陽性と確認した 9 例を、本解析から除外した（図 2A）。尚リンパ球に EBV-

RNA を検出した１例は非 EBV 腫瘍として解析対象とした（図 2B）。非 EBV 腫瘍 363 症例の

中で MSI-H は 28 例（7.7%）、MSI-L は 24 症例（6.6％）であった（図 2C）。MSI-L 腫瘍は

58.3％が BAT40 で陽性となった（図 2D）。MSI-L 腫瘍では免疫染色を行った 4 種類の MMR

タンパクの発現ロスは殆ど認められなかった（図 2E）。興味深いことに、MSI-L 腫瘍では腫瘍

内 CD8＋陽性細胞の浸潤が MSI-H よりは低いが、MSS より優位に高いことが判明した（図

2F）。この傾向は腫瘍辺縁部では確認できなかった（図 2G）。また MSI-H の主要な免疫回避機

構とされる PD-L1 の発現は MSI-L では殆ど確認できなかった（図 2H）。 

【下 図 2. 本研究における EBV 関連腫瘍の検出と MSI 解析の詳細】 

 

非 EBV 腫瘍 363 症例における

臨床病理学的因子の MSI ステ

ータス別の比較を表 1 に示

す。MSI-L 腫瘍は、MSI-H よ

りも有意に若年でありリンパ

節転移頻度が低い傾向にある

ことが特徴的であった。 

さらに分子生物学的特徴とし

て、MSI-L 腫瘍には有意に

truncating 型 TP53 変異が多く

（図 3A）、LINE-1 メチル化レ

ベル解析では有意に低値を示

し（図 3B）、解析した 11 の

CpG サイトでもメチル化率は

低率であり、ゲノムメチル化

による発癌は否定的であるこ

とが示唆された（図 3C）。

HER2 増幅も他の MSI-H、MSS

と著変なかったが（図 3D）、

予後は MSI-H 同様に MSS に比して良好な予後を認めた（図 3E-H）。 



 MSI-L 腫瘍において BAT40 の陽性の有無別に比較したが、上記の臨床病理学的、分子生物

学的特徴に差は認めず、予後に関しても同様に差を認めなかった。 

 さらなる MSI-L 腫瘍の特徴を明らかにするために、次世代シーケンサーを用いた解析を予定

したが、DNA quality 不良のため、全エキソン解析、全ゲノム解析は断念せざるを得なかった。

そこで、TCGA のパブリックデータベースを用いて検討することとした。対象とする TCGA の

食道胃の腺癌 435 例の内訳は、MSI-H 78 例、MSI-L 65 例、MSS 292 例であった。マイクロサテ

ライト異常はゲノムに indel 変異を来しやすいため、その分布をマイクロサテライトステータス

別に見てみると、MSI-L では MSS より indel 数が有意に多く（P=0.016, 図 4A）、さらに MSI-L

の症例分布を indel 数別に見た場合、MSI-L 症例の分布は明らかに MSS よりも高い indel burden

にシフトしていることがわかった（図 4B）。また、MSI-L 腫瘍には TP53 truncation 変異が多い傾

向にあり（図 4C）、このような MSI-L 腫瘍では特に indel burden が高く（図 4D）、この傾向は

MSI-H 腫瘍でも同様であった。しかしながら、TP53 変異と CD8＋細胞数に有意な相関は認めら

れなかった（図 4E-F）。 

【下左 表 1. 非 EBV 腫瘍 363 症例における臨床病理学的因子の MSI ステータス別の比較】 

【下右 図 3. MSI ステータス別の分子生物学的特徴と Kaplan-Meier 曲線】 

 

今回の我々の検討から、MSI-L は MSS と比較して、腫瘍内 CD8＋細胞浸潤が多く、リンパ

節転移頻度が少ない傾向にあり予後良好であり、その特徴は MSI-H 腫瘍に類似していた。これ

らのことから MSI-L 腫瘍ではホスト側の免疫反応が作動していることが示唆されるが、PD-

1/PD-L1 による腫瘍免疫回避は否定的であった。また、MSI-L 腫瘍では truncating 型の TP53 変

異を有しており、同様の傾向を TCGA データセットでも認めたことから、MSI-L 腫瘍の原因の

可能性が示唆された。 

 なお本研究の成果は International Journal of Cancer に掲載された 8。 

 

 



【下 表 4. TCGA データを用いた validation 解析】 
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