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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は腫瘍浸潤リンパ球と患者由来腫瘍組織移モデルを用いて個々のがん患
者に適合したがん免疫療法効果予測モデルを開発することである。患者由来腫瘍組織移モデルの開発までは至ら
なかったが, 手術で摘出したがん組織から腫瘍細胞と腫瘍浸潤リンパ球を分離し, 免疫チェックポイント阻害剤
と共に共培養し, インターフェロンγの活性度を測定した。その結果, 同薬剤投与によるインターフェロンγの
活性度は患者毎に異なっていること, 全体的な傾向としてコントロール群と比較して活性度が上昇している傾向
が確認できた。今後本結果と実際に免疫チェックポイント阻害剤を投与した患者での反応の比較を行う予定であ
る。

研究成果の概要（英文）：  The purpose of this study is to develop an effect prediction model of 
cancer immunotherapy using tumor-infiltrating lymphocytes and patient-derived xenograft. Tumor cells
 and tumor-infiltrating lymphocytes were isolated from the surgically resected lung cancer tissue 
and they were co-cultured with immune checkpoint inhibitors. Interferon-γ activity was assessed.
  We confirmed that the activity of interferon γ due to the administration of immune checkpoint 
inhibitors was variable to each patient, and that the overall trend of the activity of interferon γ
 was increased in the immune checkpoint inhibitors group, compared with the control group. We plan 
to compare responses in patients who received immune checkpoint inhibitors.

研究分野： 呼吸器外科

キーワード： がん免疫療法　肺癌　腫瘍浸潤リンパ球

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん免疫療法の導入により本邦のがん治療は大きく変化した。しかしながら同治療の課題として非常に高価であ
る点と効果予測の困難な点が挙げられる。これまでも遺伝子変異量，PD-L1発現率，喫煙歴，EGFR遺伝子変異の
有無などが報告されてきたが，これらの因子ががん免疫療法の効果と強く相関するとは言えず，より確実で信頼
性のある効果予測因子やモデルが求められている。本研究成果における免疫チェックポイント阻害薬投与による
インターフェロンγの活性度の増減が, 実際の免疫チェックポイント阻害剤の治療効果と関連していれば, 症例
より効果の期待できる患者に選択的にがん免疫療法を適応させることが期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

2015年のNivolumabの上市に始まり，Pembrolizumab, AtezolizumabさらにはDurvalumab
と 4 剤の免疫チェックポイント阻害薬 (Immune checkpoint inhibitor, 以下 ICI)が承認され，
本邦の肺癌治療は大きく変化した．しかしながら ICI の課題として単剤での有効性が 20%程度
と限定的であることに加え，非常に高価であることから同薬物の効果予測因子の探索は喫緊の
課題と言える．これまで遺伝子変異量 (Tumor mutation burden, 以下 TMB)，PD-L1 発現率，
喫煙歴，EGFR 遺伝子変異の有無などが報告されてきたが，これらの因子が ICI の効果と強く
相関するとは言えず，より確実で信頼性のある効果予測因子やモデルが求められている． 
 
２．研究の目的 

この問題に対し我々はこれまで腫瘍局所に浸潤したリンパ球（Tumor infiltrating lymphocyte, 
以下 TIL）に注目してきた．なぜなら ICI が免疫チェックポイント分子の抑制によりリンパ球を
再活性させるという機構を考えると，TIL こそが抗腫瘍効果の主役と予想されるからである 
(Clin Cancer Res. 2019 Aug;25:5061-68)．そこでまず我々は手術で摘出された腫瘍組織を
GentleMACSTM によって腫瘍細胞と TIL に単離する方法を確立し，TIL が末梢血中単核球 
(Peripheral blood monocyte, 以下 PBMC)と比較して活性化されたリンパ球の頻度が極めて高
いことを見出した (図１: 当科未発表データ)．これら TIL
サブセットの機能解析を進める一方で，次に我々が注目し
たのはがん患者から採取された腫瘍組織を免疫不全マウ
スに移植する患者由来腫瘍組織移植 (Patient-derived 
xenograft，以下 PDX)モデルである．同モデルは個々の患
者の腫瘍組織を持つマウスモデルのため，免疫療法の効果
予測モデルとして期待されており(Cancer Discov. 2017 
Dec;7:1420-35)，上述の TIL 分離と同時に単離された腫瘍
細胞を使用して PDX モデルが作成可能と考えられる．つ
まり本研究の目的は TIL と PDX モデル，そして ICI を使
って個々のがん患者に適合した免疫療法効果予測モデル
を開発である． 
 
３．研究の方法 (図２) 
（１）単離された腫瘍細胞の質的評価．TIL 及び PBMC のサブセット解析 
手術で摘出が予定される肺がん患者の術前の末梢血を PBMC 用として採取し, 後述する TIL

と同様に分離する．その後実際に手術で摘出された腫瘍組織を GentleMACSTMで単細胞へと分離
し，autoMACSTM で腫瘍細胞，リンパ球(TIL)に分離して液体窒素中に保存する．TIL は CD45, 
MicroBeads, human (Miltenyi Biotec, Germany)，腫瘍細胞は Tumor cell isolation kit, human (同社)で
それぞれ単離する．単離された腫瘍細胞の質的評価と将来の PDX モデルへの準備として，単離
前後の腫瘍細胞の類似性を確認する．具体的には単離前後の腫瘍細胞において免疫チェックポ
イント分子である PD-L1，B7-H3，ICOS 等の発現率が同程度であるか免疫染色で確認する．  
（２）PDX モデルの確立．in vitro での腫瘍細胞，TIL，ICI 間の反応 
単離された腫瘍細胞を培養液にて増殖させ，106個の腫瘍細胞を免疫不全マウス (NSG マウス)

の皮下に移植して腫瘍細胞が 1 cm 大にまで増殖するか確認し，PDX モデルを確立する．PDX モ
デル由来の腫瘍組織と元々の患者由来の腫瘍組織の類似性を（１）と同様の方法で確認する．ま
た in vivo での ICI 投与の前段階として in vitro におい
て腫瘍細胞と（１）で選抜された腫瘍攻撃リンパ球候
補を共培養し，そこに ICI を投与する．共培養したリ
ンパ球サブセット別の細胞傷害活性を腫瘍細胞数の
減少率，IFNγ産生能，Elispot assay によって解析し，
さらに腫瘍攻撃リンパ球の候補を絞り込む． 
（３）in vivo でのリンパ球サブセット，ICI の反応  
 PDX モデル作成時に候補リンパ球サブセットを腫
瘍細胞と同時にマウスに移植する．同モデルにおいて
TIL の移植が腫瘍増殖に影響がでないか確認する．そ
の後 ICI を腫瘍組織に注射し，in vitro 実験結果との一
貫性，腫瘍組織量の減少率，PDX モデルマウスの生存
率を解析する． 
 

図２ 研究方法のシェーマ 

図１ 



４．研究成果 
（１）in vitro での腫瘍細胞，TIL，ICI 間の反応 
令和 2 年 4 月から令和 6 年 3 月までに計 115

例の肺がん患者の腫瘍組織と末梢血を採取し
た．MACSTM system にて腫瘍組織は腫瘍細胞と
TILに, 末梢血は末梢血単核球 (PBMC)にそれぞ
れ分離した．そのうち 58 例において in vitro で
腫瘍細胞と TIL, ICI を共培養し, TIL からの IFNγ
産生能を ELIspot assay で解析した．結果を図 3
に示す. Nivolumab 単剤もしくは Nivolumab + 
Ipilimumab 投与による IFNγ活性度は患者毎に異
なっていたが, 全体的な傾向として IgG4 isotype と比較して
活性度が上昇している傾向が認められた. 本研究内の患者
の多くは肺癌に対して根治的手術を施行したため, 現在ま
での所, 術後に再発して ICIを投与した患者は数人のみであ
った. その中で Patient #116 と#132 の臨床経過と IFNγ 活性
を図 4 に示す. 図 4A に示すように Patient #116 は左肺癌に
対して根治手術を施行し, 本モデルによる IFNγ 活性度は A
群も B 群もアイソタイプより高かった. 術後 8 ヶ月で胸膜
播種, リンパ節再発を来したため同じく IO 薬剤である
pembrolizumab した結果部分奏功を得た. その一方で図 4B
に示した Patient #132 の IFNγ活性度は A 群とアイソタイプ
でほぼ同等で, これも同じく IO 薬剤である atezolizumab を
投与しても腫瘍は増大した. 個々の患者によって ICI への
反応が異なることが確認され, 今後本結果と実際に ICI を
投与した患者での反応の比較を行う予定である． 
 
（２）新規バイオマーカーとしての三次リンパ様構造 
近年がん免疫療法の新規バイオマーカーとして報告が増

えている三次リンパ様構造 (tertiary lymphoid structures, TLS)も切除検体の病理組織を用いて評価
した．本学において過去に非小細胞肺がんに対してがん免疫療法を受けた非小細胞肺癌患者 55
例を解析した結果，長期抗腫瘍効果を得ている患者はそれ以外の患者と比べて病理組織中の TIL
や TLS が有意に多いことが明らかとなった．現在同解析結果を論文投稿中である. 今後は多重
免疫組織染色を用いて TIL と TLS 内リンパ球のサブセット解析を予定している．  

 
（３）PDX モデル 
本研究の主目的である PDX モデルの開発に関しては MACSTM system で分離した腫瘍組織が

RMPI 培地で増殖しなかったため，条件設定を変えて試行中である．一方で PDX モデルにはい
くつかの欠点も考えられる. まず患者由来の腫瘍細胞をマウスに移植してからマウス上での腫
瘍増殖, IO 薬剤の投与, 効果判定までに時間がかかることが予想される. また腫瘍細胞のマウス
への生着率が 30-70%と十分でないことも個別化治療としては欠点と言える. その観点からする
と（１）で示した実験系は腫瘍細胞と TIL の分離から 48 時間後には結果が確認され, 生着率等
の問題もないため全ての患者で解析結果を出すことが可能である. 一方で in vitro であるため，
実際に生体内での効果を反映するか不明であることや, 現時点では比較的大きめの腫瘍組織 
(0.5 g 以上)を採取する必要がある等の欠点もあり今後改善を行う予定である.  

 

【年齢, 性別】 60才代, 男性, ex-smoker 
【現病歴】
X年/Y月 左肺癌に対して手術:  左下葉切除

病理: 腺癌, pT2aN1M0, Stage IIB
EGFR, ALK, ROS1遺伝子: 陰性, PD-L1発現: 85%

Y+8月 左胸膜播種, 鎖骨上・縦隔リンパ節転移再発. 
Y+9月 IO開始: pembrolizumab. 抗腫瘍効果: 部分奏功

Pembro前 Pembro後
5ヶ月

Nivolumab

Nivo+Ipi

Isotype (IgG4)

図4A. Patient #116 IFNγ測定
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