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研究成果の概要（和文）：研究期間中に肉腫患者180例の手術・末梢血検体を採取した。十分な量の腫瘍組織が
採取できた症例では、腫瘍組織を細断し酵素処理などを行ってFresh tumor digest(FTD)を作成した。残りは培
地上に播種し、腫瘍浸潤リンパ球 (TIL)および腫瘍細胞を培養した。得られたTILとFTDを共培養し、上清を回収
してELISAでインターフェロンγ(IFNγ)産生を解析し、先行研究と同様に腫瘍細胞内に腫瘍反応性のTILが存在
する症例群があることを確認した。さらに、次世代シークエンスを外注で行い、また一部の症例でフローサイト
メトリー、液性因子解析を行って、腫瘍内免疫応答の多層的な解析を行っている。

研究成果の概要（英文）：Surgical and peripheral blood samples were collected from 180 sarcoma 
patients during the study period. In cases where a sufficient amount of tumor tissue could be 
obtained, the tumor tissue was shredded and enzymatically treated to produce fresh tumor digest 
(FTD). The remainder was seeded on a culture medium to culture tumor-infiltrating lymphocytes (TILs)
 and tumor cells. The resulting TILs and FTD were co-cultured, and the supernatant was collected and
 analyzed for interferon gamma (IFNγ) production by ELISA, confirming the presence of a case group 
of tumor-reactive TILs in the tumor cells as in previous studies. In addition, next-generation 
sequencing has been outsourced, and flow cytometry and liquid factor analysis have been performed in
 some cases to analyze the multilayered immune response within the tumor.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肉腫においても腫瘍細胞内に腫瘍反応性のTILが存在する症例があることが確認された。研究期間終了時点で
は、次世代シークエンス、フローサイトメトリー、液性因子解析を行って、腫瘍内免疫応答の多層的な解析を進
めており、最終的には、腫瘍内免疫応答の評価に基づく個別化免疫治療や新規の複合的免疫治療の開発につなが
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 
悪性腫瘍患者では抗腫瘍免疫応答は様々な機序で抑制されている。近年その抑制因子の一つ

である免疫チェックポイント分子を抗体で阻害することにより、メラノーマ、肺癌、腎細 胞癌、
ホジキンリンパ腫、頭頸部癌、胃癌、悪性胸膜中皮腫、尿路上皮癌、乳癌、MSI-High 固形癌な
どで生存期間の延長が証明され、免疫療法はがん治療における重要な選択肢の一つとなってき
た。一方で、免疫チェックポイント阻害薬は非常に高価であり、重篤な免疫学的有害事象の報告
もあり、奏効が期待できる患者を選別できるバイオマーカーの確立が急務となっている。いくつ
かのがん種では、腫瘍細胞の PD-L1 の発現や、腫瘍遺伝子変異量などが治療効果と関連するこ
とが示唆されているが、絶対的なバイオマーカーとはみなされていない。加えて、免疫チェック
ポイント阻害薬をさらに早期の段階で使用したり、複数の免疫チェックポイント阻害薬や他の
抗がん剤・分子標的薬と併用するなど、より効果的な治療法の探索が始まっており、個々の患者
における腫瘍内免疫応答を理解することが求められている。 
また、肉腫においては、現時点で免疫チェックポイント阻害薬を含め生存期間の延長が証明さ

れた免疫療法は存在しない。肉腫に有用な免疫療法の開発が求められている。 
 
 
２．研究の目的 
これまでのがん薬物療法は、腫瘍細胞の増殖を直接阻害する作用を持つ薬物が主体であった

が、免疫チェックポイント阻害薬を含む免疫療法は、免疫細胞を介して間接的に腫瘍の増殖制御
を目指す治療である。そのため、免疫療法のバイオマーカー探索においては、腫瘍細胞の特性解
析に加えて、腫瘍が形成する免疫環境の解析が重要となる。申請者らの共同研究グループでは、
現在までに次のような予備的な研究結果を得ている。 

 
1) 肺癌 20 例において、RNA シークエンス解析を行い、患者個々の腫瘍内免疫応答の特性をス
コア化した「イムノグラム」を作成し、腫瘍への T 細胞浸潤の程度により肺癌を 3 群に分類し
た（Karasaki et al. J Thorac Oncol. 2017）。 
2) 胃癌 31 例において、次世代シークエンス、フローサイトメトリー、液性因子解析を行い、腫
瘍内免疫応答を多層的に解析した。RNA シークエンスデータに基づいて患者個々の「イムノグ
ラム」を作成し、胃癌を 4 群に分類した。この分類は、従来の臨床分類とは相関を認めなかった
が、がん抗原数や上皮間葉転換、遺伝子変異、腫瘍微小環境、腫瘍浸潤 T リンパ球（TIL）の機
能不全や浸潤排除の有無などの腫瘍内免疫応答が特徴づけられ、腫瘍内免疫応答の評価に有用
と考えられた。（佐藤.東京大学大学院医学系研究科博士論文.）。 
3) 肉腫 110 例の腫瘍組織において、腫瘍細胞内に腫瘍反応性の TIL が存在する症例があること
を確認し、これらの症例では免疫療法が奏効する可能性があることを示唆した（佐藤ほか.第 2 
回日本サルコーマ治療研究学会学術集会）。 
 
本研究では、1)〜2) の解析手法を肉腫患者に応用し、肉腫患者個々の腫瘍内免疫応答の特性を
評価した「イムノグラム」を作成することで、肉腫における腫瘍内免疫応答の特徴を解明し、3) 
で示唆された免疫療法が奏効する患者群を選別し、さらに患者個々への最適な複合的免疫治療
の提供を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
3-1.腫瘍特異的遺伝子変異の同定  
a.検体の採取・調整 
手術時に採取された腫瘍組織を、肉眼的な癌部、非癌部に分けて保存する。遺伝子解析用と免疫
染色用に手術組織を凍結・ホルマリン保存する。検体量に応じて、一部を細片に切断して培養し、
細胞株の樹立を試み、患者のリンパ球と反応させて、腫瘍特異的免疫応答の検証に用いる。また、
手術前、手術後の計 2 回、1 回 30ml ずつ採血する。採血後に末梢血単核球(PBMC)と血清を分離
して凍結保存する。 
 
b.腫瘍遺伝子特異的遺伝子変異の同定 腫瘍組織の肉眼的な癌部と非癌部、PBMC からそれぞれ
DNA、RNA を抽出し、次世代シークエンサーにより全エクソン、RNA シークエンス解析を行う。非
癌部、PBMC のデータをコントロールとして、腫瘍特異的な遺伝子変異や遺伝子発現を網羅的に
同定する。 
 
3-2.腫瘍内免疫応答の多層的解析  
a.腫瘍内微小環境の遺伝子解析 
RNA シークエンスから得られた遺伝子発現プロファイリングから、特に免疫関連遺伝子群の発現



傾向や、シグナル伝達、細胞周期等に関する発現傾向を解析する。さらに腫瘍内における TIL の
プロファイルを明らかにして、抗腫瘍エフェクター細胞と免疫抑制性細胞との関係を検討する。
遺伝子異常に伴うシグナル伝達亢進、免疫抑制分子産生や細胞傷害性因子の発現について解析
する。 
 
b.腫瘍組織の免疫組織化学染色 
腫瘍組織切片の免疫組織化学染色を行い、がん抗原タンパク発現、T細胞を含む免疫細胞の性状
や分布の解析を行う。  
 
c.フローサイトメトリーによる腫瘍内微小環境の解析 
腫瘍局所における T細胞・免疫抑制性細胞の存在、免疫関連分子の発現をフローサイトメトリー
で検討する。 
 
d.液性因子の解析 
末梢血から分離した血漿中のサイトカイン・ケモカインやがん抗原などに対する抗体などの液
性因子を解析する。 
 
3.「イムノグラム」に基づく複合的免疫治療の検討  
a.「イムノグラム」の作成 
上記解析で得られた腫瘍内微小環境などの情報に基づき、患者毎の抗腫瘍免疫応答に関連する
因子について、左図のような「イムノグラム」(図は肺癌での例)を作成する。  
 
b.最適な複合的免疫治療の検討 
「イムノグラム」に基づいて、抗腫瘍免疫応答を抑制している原因に応じて、手術、放射線照

射、抗がん剤や分子標的薬抗体治療薬、免疫チェックポイント阻害薬、がんワクチン、免疫細胞
治療などの組み合わせによる複合的免疫治療の提案の可能性を検討する。 
 
 
４．研究成果 
研究期間中に肉腫患者 180 例の手術・末梢血検体を採取した（先行研究とあわせて計 372 例）。

十分な量の腫瘍組織が採取できた症例では、腫瘍組織を細断し酵素処理などを行って Fresh 
tumor digest(FTD)を作成した。残りは培地上に播種し、腫瘍浸潤リンパ球 (TIL)および腫瘍細
胞を培養した。得られた TIL と FTD を共培養し、上清を回収して ELISA でインターフェロンγ
(IFNγ)産生を解析し、先行研究と同様に腫瘍細胞内に腫瘍反応性の TIL が存在する症例群があ
ることを確認した。さらに、次世代シークエンスを外注で行い、また一部の症例でフローサイト
メトリー、液性因子解析を行って、腫瘍内免疫応答の多層的な解析を行っており、その成果につ
いて複数の論文を投稿準備中である。 
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