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研究成果の概要（和文）：PD-1阻害薬効果を予測する末梢血バイオマーカー性能を検証する多施設前向き第二相
臨床試験を行った。治療前T細胞解析により奏効型と予測された症例は有意に良好な病勢制御率を示し、無増悪
生存期間でも良好な傾向を示した。一方、不良検体では解析が困難であることが判明し、on-site解析機器開発
および検体を良好な状態で保存する技術開発を進めている。また、初回pembrolizumab治療コホートを用いて末
梢血T細胞バイオマーカーが定量的に無増悪生存期間、全生存期間を予測することを証明した。さらに、最も治
療効果と相関するT細胞クラスターを探索することで新規抗腫瘍CD4 T細胞クラスターを見出した。

研究成果の概要（英文）：A multicenter prospective phase II clinical trial was conducted to examine 
the performance of peripheral blood biomarkers in predicting PD-1 inhibitor response. Patients 
predicted to have a response by pretreatment T-cell analysis showed significantly better disease 
control rates and a trend toward better progression-free survival. On the other hand, it was found 
to be difficult to analyze poor-quality specimens, and the development of on-site analysis equipment
 and technology to preserve specimens in good condition are underway. Using the first pembrolizumab 
treatment cohort, we demonstrated that peripheral blood T-cell biomarkers quantitatively predict 
progression-free survival and overall survival. Furthermore, a novel anti-tumor CD4 T-cell cluster 
was found by searching for the T-cell cluster that correlates best with therapeutic efficacy.

研究分野： 呼吸器内科

キーワード： 免疫チェックポイント阻害薬　PD-1　CD4 T細胞　肺癌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、末梢血という軽微侵襲で採取できる検体を用いて、治療前に肺癌免疫チェックポイント阻害薬治療
の効果予測ができることを示すことができた。これは、一人一人の免疫状態に基づいて最も適切な治療選択が可
能になることを意味している。過剰な治療や効果のない無駄な治療を避けることで最大効果を生みながら社会的
医療費負担軽減効果が期待できる。また、本研究で見出した最も治療効果と相関する免疫細胞は、新たな治療開
発の標的となる。これは、現在の免疫チェックポイント阻害薬では不十分な効果しか得られない症例に対して、
どのようにしたら好ましい免疫状態に変化させることができるかを探索する鍵となる。

※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 
PD-1 免疫チェックポイント阻害薬 (ICI)は非小細胞肺癌患者の大きな生存期間延長効果を示し
標準治療の一つとなった。しかし、約 40%存在するほぼ無効な患者を見分けられず、高価な薬剤
を無駄に投与するばかりか有効な治療の機会を喪失することに繋がっている。申請者は抗腫瘍 T
細胞免疫療法をテーマとして研究を続けている。抗腫瘍活性が腫瘍所属リンパ節の CD62Llow T 細
胞にのみ存在することを示し (Cancer Res, 1996)、MHC classII 抗原陰性腫瘍に対し CD4+T 
effector cell 単独で極めて高い抗腫瘍活性を示すことを証明した (J.Immunol, 1998)。また、
CD4 ヘルプとして CD40 シグナルを樹状細胞に与えると抗腫瘍 effector T cell priming、
effector phase での CD8+ T cell 機能増強が生じる事を示した(J.Immunol, 2001, J.Immunol, 
2003)。これらは、effector 優位の CD4+T cell balance が抗腫瘍免疫現象の鍵であることを示
唆している。さらに、腫瘍所属リンパ節には、この抗腫瘍 CD4+T 細胞の機能を完全に阻害可能な
腫瘍抗原特異的制御性 T細胞(Treg)が誘導され、腫瘍量の増大により Treg 優位なバランスに変
化していることを明らかとした(J.Immunol, 2005)。 
Rosenberg らは、腫瘍組織内で変異抗原を認識する抗腫瘍エフェクターT細胞は末梢血を経るた
め、PBMC においてモニタリング可能であることを報告している (A. Gros, S.A. Rosenberg et 
al., Nat. Med., 2016)。 
 
２．研究の目的 
本研究は、申請者が開発した CD4 Teff/Treg バイオマーカーを用いて PD-1 免疫チェックポイン
ト阻害薬無効例を除外し、最大の増分費用効果比（ICER:Incremental Cost-Effectiveness Ratio）
得る抗腫瘍免疫療法を確立することを目的としている。PD-1 免疫チェックポイント阻害治療に
より大きな生存期間延長を示す肺癌患者が存在する一方で、全く臨床的ベネフィットを享受で
きていない患者が少なからず混在している。これまでに、奏効確率の比較的高い群を予測するバ
イオマーカーは示されているが、無効群を正確に予測するバイオマーカーは皆無であった。申請
者は、末梢血 T 細胞の解析により無効例を極めて正確に予測することが可能なバイオマーカー
を見出した（2016 年国内特許出願）。この解析法を用いた免疫チェックポイント阻害療法は、最
小限の治療で最大の効果を得る画期的なものとなる。 
 
３．研究の方法 

1) CD4 Teff/Treg ratio をバイオマーカーとした非小細胞肺癌に対する Nivolumab２次治
療・第二相臨床試験 

左図のようなデザインの第二相臨床試験を多

施設前向き研究として行い、末梢血 CD4 

Teff/Treg ratio の臨床性能について検討を行

う。 

 
 

2) PD-1 阻害薬治療を行う進行期非小細胞肺癌患者を対象とした免疫チェックポイント阻
害薬 (ICI)コホート研究 
埼玉医科大学国際医療センターで PD-1 阻害薬治療を受ける進行期非小細胞肺癌患者を
対象として、PD-1 阻害薬治療効果との相関関係と関連する T 細胞クラスターを解析す
る。 
① 末梢血 T 細胞クラスター解析：治療前、治療後採血により得られた検体を用いて、

FCM、CyTOF、single cell RNAseq 解析を行う 
② 肺癌組織生検検体解析：気管支鏡等による生検で得られた肺癌組織を用いて、免疫

組織化学染色解析を行い、腫瘍内および腫瘍間質に浸潤する免疫細胞を半定量する 
 
４．研究成果 

1) CD4 Teff/Treg ratio をバイオマーカーとした非小細胞肺癌に対する Nivolumab２次治
療・第二相臨床試験 

North East Japan Study group (NEJ)における多
施設前向き第二相臨床試験を行った。96 名のニボ
ルマブ治療予定既治療進行期非小細胞肺癌患者
が参加し、治療前末梢血解析により奏効型（X2/Y
＞192）と非奏効型（X2/Y＜192）における治療効果
を比較した(X = %CD62Llow /CD4+, Y = %CD25+FoxP3+ 

/CD4+)。 

! Study Design
• Phase II, open-label, single-arm, multicenter trial in Japan.

Registration

PBMC
analysis* ,§

Responder 
Type (RT)
X2/Y≧192

Non-
Responder 
Type(NRT)
X2/Y<192

Nivolumab
Until disease 

progression or undue 
drug-related AE

Treatment selected by 
attending physician or 
supportive care

"Pretreated 
advanced NSCLC

"Stage III/ IV, 
recurrence

"ECOG 
"PS 0-1

All patie nts
N=45

RT
N=25

NRT
N=20

CR 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%)
PR 6 (13.3%) 3 (12.0%) 3 (15.0%)
SD 24 (53.3%) 17 (68.0%) 7 (35.0%)
PD 15 (33.3%) 5 (20.0%) 10 (50.0%)
DCR; CR+PR+SD
(95% CI)

66.7%
(52.9-80.4%)

80.0%
(64.3-95.7%)

50.0%
(28.1-71.9%) P=0.034

ORR; CR+PR
(95% CI)

13.3%
(3.4-23.3%)

12.0%
(0.0-24.7%)

15.0%
(0.0-30.6%) P=0.769

! Efficacy of nivolumab （excluding low quality samples）



解析時に生細胞率 50%未満の不良検体を除いて解
析すると、左表に示すように、DCR は有意に奏効
型で良好であった。左図に示すように、PFS に有
意差を認めなかったが、奏効型が良好な傾向を示
していた。 
この結果から、治療前 CD4 Teff/Treg ratio は一
定の効果予測性能を有するものの、採血から解析
までの間に生細胞率が 50%未満となるような状態
になることで解析が困難となることが判明した。 
特に、顆粒球の存在下で溶血が生じた場合に、
FoxP3 陽性率が激減する現象が認められた。 
この結果は、central Lab 方式で各施設から検体

採集する際に、顆粒球または赤血球がない状態または溶血を回避できる条件で輸送する
必要があることを示唆していた。 
以上の結果を踏まえて、シスメックス社との共同研究により on-site での新鮮血解析を
可能とする自動解析装置の開発を進めている。 
また、赤血球除去法による解析法を開発し、現在論文投稿中である。 

2) PD-1 阻害薬治療を行う進行期非小細胞肺癌患者を対象とした免疫チェックポイント阻
害薬 (ICI)コホート研究 

① 初回 pembrolizumab 治療コホート研究 
初回 pembrolizumab 治療を予定している進行期非小細胞肺癌患者 1（n=60）の末梢血を
採取し、T細胞クラスター解析を行った。 

左図に示すように奏効型
（X2/Y＞192）と非奏効型
（X2/Y＜192）で PFS, OS とも
有意差をもって奏効型に良
好な結果となった。 
さらに、CD62Llow CD4 T 細胞
亜集団に存在すると想定さ
れる PD-1 阻害薬治療効果と
相関するクラスターを探索
した。 
まず、CD4 T 細胞の CyTOF 解

析結果をもとにviSNE解析を行い、CD62L, CD45RA, FoxP3発現によりCD45RA+CD62Lhigh 
naïve, CD45RA-CD62Lhigh central memory (CM), CD62Llow effector memory の 3つの集
団に大別できることが分かった。さらに、CXCR3, CCR4, CCR6 発現に基づき、naïveと
Treg を除く細胞集団は、11 のクラスターに分けられた。次に、single cell RNAseq 解
析を行うことで、各 TCR 解析を行いクローン増殖した T 細胞が属する細胞集団を調べ
た。この結果、CD62Llow CD4 T 細胞亜集団は、naïve, CD62Lhigh CD45RA- CM 亜集団に比
べて有意に多くのクローン増殖した CD4 T 細胞を含むことが判明した。 

2 個以上の細胞を含む多細胞
性 CD4 TCR クロノタイプの割
合と PFS は良好な直線的相関
関係を有していた。 

CD62Llow CD4 T 細胞亜集団に属する 4つの helper 
CD4 T 細胞は、Th1, Th17 に加えて
CXCR3+CCR4-CCR6+ Th1/17 と CXCR3-
CCR4-CCR6+ CCR6 SP クラスターであった。
それぞれの存在比率と PFS との多重相関
解析の結果、Th1/17 と CCR SP のみが有
意な正の相関を有することが判明した。
また、遺伝子発現やエピジェネティクス
解析の結果 Th1/17 と CCR6 SP は一つの
meta-cluster を形成していると考えら
れた。この CD62LlowCCR4-CCR6+として示す
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ことができる CD4 cluster は pembrolizumab 治療後 PFS と強い相関を有していた（上図）。 

 
PFS および OSのカプランマイヤー解析結果を示す。いずれも治療前 CD62LlowCCR4-CCR6+ CD4+ T 細
胞割合が高い症例で良好な PFS, OS を示しており、長期生存は CD62LlowCCR4-CCR6+ CD4+ T 細胞割
合が高い症例のみで得られていた。 

 
腫瘍内 T 細胞数と PFS, OS の関連解析の結果、腫瘍間質に CD4+ T 細胞が存在していた症例で
PFS, OS が良好な結果となった（上図）。この腫瘍内 T 細胞数と末梢血液中 T細胞クラスター数
との関連をネットワーク解析した結果、腫瘍間質CD4 T細胞数は末梢血中CD62LlowCCR4-CCR6+ CD4+ 
T 細胞と強い連関を有していた。 
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