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研究成果の概要（和文）：本研究では、ICI の作用部位であるエフェクターT 細胞、NK細胞の特性変化につい
て、末梢血を試料として治療効果や副作用との関連性を評価した。ROC解析より、好中球数およびCD28陽性CD8陽
性T細胞数は、non-PDの予測率がそれぞれ81.8％、72.7%であった。ICI治療早期における好中球数やCD28陽性CD8
陽性T細胞は、ICI治療を予想するバイオマーカーとなる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：This study was performed to investigate the association of host factors 
including peripheral blood cell characteristics with the PD-1/PD-L1 therapy. A total of 20 patients 
were enrolled. The number of patients administrated pembrolizumab, nivolumab, and atezolizumab was 
12, 7 and 1, respectively. Twelve patients were diagnosed as progressive disease (PD), and 8 were 
non-PD. All 6 female patients were diagnosed as PD. In the blood sample obtained within 3 weeks from
 the immune therapy, significantly high CD28 positive CD8+ T lymphocyte counts and low neutrophil 
counts were observed in the non-PD patients compared with the PD patients. Meanwhile, the 
distribution of tumor PD-L1 levels, clinical stage of NSCLC, and other immune markers investigated 
in the non-PD patients were comparable with the PD patients. CD28 positive CD8+ T lymphocyte and 
neutrophil counts were considered to be possible biomarkers related to the efficacy of PD-1/PD-L1 
therapy.

研究分野：臨床薬理・薬剤学

キーワード： 免疫チェックポイント阻害薬　バイオマーカー　がん化学療法

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の目的は、免疫チェックポイント阻害薬 の治療効果や副作用を予測する血液免疫学的因子を明らかにす
ることであり、それらが明確になれば、免疫チェックポイント阻害薬による治療の良好な適応患者の選別、重篤
な副作用回避につながり、がん薬物治療の個別最適化の進展に大きく貢献すると考えられる。また、研究成果
は、がん薬物治療の成績向上に直結することはもちろんのこと、治療失敗や副作用による医療費の損失を抑える
経済的な観点からも貢献が期待できる。さらに本研究は、がん診療連携拠点病院が実施する社会的意義の高い研
究と位置づけられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、がん細胞を直接攻撃するのではなく、自己の免疫系を強化してがん細胞を死滅させる
ICI が世界的に注目されている。世界に先駆けて、2014 年に本邦で承認された PD-1（Programmed 
celldeath-1）阻害薬であるニボルマブ、そして 2015 年に承認された CTLA-4 （Cytotoxic 
T-lymphocyte antigen-4）阻害薬であるイピリムマブは、いずれもエフェクターT 細胞による
がん細胞への攻撃を促進させる抗体医薬品であり、「根治切除不能な悪性黒色腫」に対して適応
がある。国内臨床試験では、ニボルマブの奏効率は 22.9％に対して、イピリムマブでは 10％で
あり、イピリムマブの効果が幾分劣るようにみえるが、海外第 3 相試験において、最長 10 年
までの追跡結果に基づく3 年生存率は22%であり、その生存率は3 年目以降にほぼ一定となり、
長期生存を示す結果が報告されている（2013 年欧州癌治療学会)。遠隔転移がある悪性黒色腫
の 5 年生存率が 10％前後であったことからすると、20％以上の生存率は画期的な成果であるが、
一方で、残りの 7―8 割の患者に対して治療効果を高める対策について、未解決のままである。
また、ニボルマブについては、現在、「切除不能な進行・再発の非小細胞肺がん」に対する効能
追加承認申請中であり、来年度には使用患者が大幅に増加することが予想される。 
２．研究の目的 
 抗 PD-1 薬による治療効果は、PD-L1 が過剰発現した患者群で良好であると報告されている 1)。
一方で、PD-L1 が低発現の患者においても効果が認められる例も多いことから、宿主側の免疫
機能等の要因も充分検討する余地がある 2)。実際、PD-1 阻害薬に CTLA-4 阻害薬を併用するこ
とで、PD-L1 陰性患者の無増悪生存期間が延長（11.2 ヵ月 vs 5.3 ヵ月）しており、この結果
は、PD-L1 陰性の腫瘍においても、別経路で宿主のエフェクターT 細胞が活性化すると抗腫瘍
効果が期待できることを意味している 3)。また、末梢血中の T 細胞における PD-1 の発現量は、
各種がんの進行度 4,5)や予後因子 6,7)になることが示唆されている。しかしながら、ICI による
エフェクターT 細胞の活性化状態を定量し、治療効果の指標として臨床応用を目指した研究成
果はこれまでに報告されていない。 
本研究は、ICI の薬物動態と作用部位であるエフェクターT 細胞との反応性を評価することで、
治療反応性の個人差の要因を見出すことを目的として実施した。 
３．研究の方法 
1）ICI よるエフェクターT 細胞の活性化の評価系構築： 
患者末梢血から末梢血単核球細胞（PBMC）を分離し、Phorbol 12-myristate 13-acetate(PMA)、 
Calcium ionophore A23187、蛋白輸送阻害薬とともに RPMI 1640 培地中で 4 時間インキュベー
トし、エフェクターT 細胞を活性化させる。反応終了後、PBS で細胞を洗浄し、蛍光標識した
抗 CD3 抗体、抗 CD4 抗体、抗 CD8 抗体、抗 PD-1 抗体、抗 CTLA-4 抗体を 30 分間反応させる。
さらに、細胞透過試薬で細胞を処理し、蛍光ラベルした抗 IFN-γ抗体、抗 TNF-α抗体と反応
させる。細胞洗浄後、フローサイトメーター（BD FACSCanto™, BD Biosciences 社製）を用い
て、CD3 陽性ゲート及び CD4 または CD8 陽性ゲートから CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞を
分画する。それぞれの T 細胞表面における PD-1、CTLA-4 発現量、細胞内における IFN-γ、TNF-
α発現量を定量する。さらに、Mix-n-stainTM antibody labeling kits(Biotium 社製)を用い
て ICI（ニボルマブ、ペムブロリズマブ、アテゾリズマブ）を蛍光標識し、上記の反応系に加
えることでエフェクターT 細胞に結合する ICI を定量する。 
2)ICI の薬理作用に関連する血液免疫学的因子の探索研究（臨床研究） 
（1）対象患者 
選択規準：非小細胞肺癌であり、免疫チェックポイント阻害薬を投与予定の患者 Stage 
Ⅲ、Ⅳ 20 歳以上、PS 0-１。免疫チェックポイント阻害薬（ニボルマブ、ペムブロリズ
マブ、アテゾリズマブ）投与予定の患者。院患者、通院患者いずれも可とする。本研究へ
の参加にあたり十分なインフォームド・コンセントの後に、患者本人の自由意思による文
書同意が得られている。 
除外規準：他の抗体製剤に対する高度の過敏反応の合併又は既往を有する患者。登録後 14
日以内に副腎皮質ステロイド（プレドニゾロン換算で 10 mg/day 超）又は他の免疫抑制剤
による全身治療が必要な患者。自己免疫疾患の合併又は慢性的若しくは再発性の自己免疫
疾患の既往歴のある患者。間質性肺疾患のある患者又はその既往歴のある患者。免疫チェ
ックポイント阻害薬（ニボルマブ、ペムブロリズマブ、アテゾリズマブ）と他の抗悪性腫
瘍剤を併用する予定の患者。妊娠中あるいは妊娠の可能性のある患者。研究責任医師が研
究対象者として不適当と判断した患者。 

3）血液免疫学的因子の評価： 
（１）ICI 治療前の血液検体を用いて、エフェクターT 細胞に発現する PD-1、IFN-γ、TNF-α
の基底レベルを確認する。さらに、蛍光標識した ICI のエフェクターT 細胞への結合性
を確認することで、ICI との結合親和性を評価する。 

（２）ICI 治療後の血液検体を用いて、エフェクターT 細胞への抗 PD-1 抗体の結合量を定量
することで、それぞれの膜蛋白への ICI の占有率を解析する。また、ICI 投与後のエフ
ェクターT 細胞内の IFN-γ、TNF-αの発現量変化について、フローサイトメーターにて
解析する。フローサイトメーターによるデータ解析には、「FLOWJO」（トミーデジタルバ
イオロジー社製）を用いる。 

4）ICI 治療の臨床評価： 



（１）治療効果判定は、研究協力者である臨床医が実施し、RECIST に準じて治療開始 4 週以
降の最良総合効果にて評価する。 

（２）有害事象は、研究協力者である臨床医及び研究協力者である薬剤師が実施し、有害事象
共通用語規準 v4.0 にしたがって重症度を判定する。 

5）PK/PD 指標の相関性解析: 
（１）血清中 ICI の PK データ、及びエフェクターT 細胞への ICI の結合親和性、ICI 投与後
の PD-1 への占有率、エフェクター細胞内の IFN-γ、TNF-αの発現量変化等のイムノバ
イオマーカーについて、non-PD 群と PD 群との比較を行う。2 群間の統計解析には、
Mann–Whitney U test を用いる。 

（２）臨床アウトカムと関連する PK データ、イムノバイオマーカーを同定するために、多変
量ロジスティック解析を実施する。さらに、関連性のある PK/PD 指標について、ROC 解
析を実施して、臨床アウトカムに対するカットオフ値、予測の正確性、AUC を算出する。
統計解析は SAS studio 3.4(Basic edition)を用い、有意水準を 0.05 として解析する。 

４．研究成果 
(1) 対象患者のエントリー 
三重大学院学部附属病院にて ICI 単独治療を受けた肺がん患者を対象に臨床研究を実施し（承
認番号 3062）、現在までに 27 名の患者をエントリーした。3か月の治療経過を観察した 22名に
ついて、年齢は 41歳から 84 歳、男性 16名、女性 6名であった。がん組織型は 16名が肺腺癌、
6名が扁平上皮癌であった。EGFR 変異陽性患者は 6名、陰性患者は 13名であった。臨床病期は、
Ⅲ期が 7名、Ⅳ期が 15 名、22名の ICI 治療 3か月間の最終評価は、14名が病勢進行（PD）で
あり、残りの 8名が部分奏効或いは病勢安定（SD）であった。 
（2）non-PD 群と PD群における患者背景、血液免疫学的因子の比較（表） 
① 患者背景の比較 
病勢がコントロールされた
non-PD群8名とPD群14名との患者
背景を比較したところ、エントリー
したすべての女性6名でICIの効果
が悪く PDであった。その他、年齢、
がん組織型、EGFR 変異、臨床病期に
ついては両群で有意な差はみられ
なかった。 
② 血液免疫学的因子の比較 
リンパ球数については、ICI 治療
前、治療後 3週間以内（7－21日）、
治療後 3週間以降について、non-PD
群と PD 群について有意な差はみら
れなかった。 
好中球数については、ICI 治療前
は両群間で有意な差がみられなか
ったが、治療開始 3週間（7－21日）
の検体では、PDの患者で有意に高値
であった（4270 vs 5834, P =0.0154）
(図 1A)。また、投与後 3週以降の検
体についても、有意差はみられなか
ったものの、PD群で高い傾向がみら
れた（P=0.0545）。 
CD8 陽性リンパ球については、膜
蛋白である CD28、内包するサイトカ
インである IFN-γ、TNF-αについて
定量した。CD28 陽性細胞数について、
治療開始前は両群間で差がみられ
なかったが、治療開始 3 週間（7－
21 日）の検体では、non-PD 群で有
意に高値であった（114 vs 56, 
P<0.0222）（図 1B）。また、治療開始
前から治療開始 3週間（7－21日）
にかけて、CD28 陽性細胞数の変化は、
non-PD 群での増加が大きかった（7 
vs -23.5, P=0.0316）（図 1C）。IFN-
γ陽性 CD8 陽性細胞数については、
ICI 治療開始後は non-PD 群で高い
傾向はみられたが、有意な差はみら
れなかった。同様に、TNF-α陽性 

non-PD群およびPD群における患者背景、血液免疫学的因子の比較
non-PD PD P value

No.of patients 8 14
Age 69 (58-82) 69 (41-84) 0.8643
Gender  * 0.0511
  Male 8 8
  Female 0 6
Type of cancer * 0.3512
  Adenocarcinoma 7 9
  Squamous cell 1 5
EGFR mutation 0.3331
 positive 1 5
 negative 6 7
Clinical stage * 0.3462
  III 4 3
  IV 4 11
Lymphocyte counts
  Before ICI therapy 960 (600-2130) 1140(70-1640) 0.9728
  Within 3 weeks after ICI initiation 1015 (571-2250) 1121 (473-1696) 0.9728
  After 3 weeks after ICI initiation 1345 (810-2350) 1120 (716-2110) 0.3154
Neutrophil counts
  Before ICI therapy 3925 (2340-5380) 4735 (2480-13270) 0.1618
  Within 3 weeks after ICI initiation 4270 (1648-5270) 5834 (2510-22551) 0.0154
  After 3 weeks after ICI initiation 3750 (1230-5370) 6120 (2510-23868 0.0545
CD8+CD28+ Tcell counts
  Before ICI therapy 95 (36.0-372) 84 (1-188) 0.5849
  Within 3 weeks after ICI initiation 114 (61-380) 56 (20-146) 0.0222
  After 3 weeks after ICI initiation 112 (46-416) 65 (20-270) 0.122
CD8+IFN+Tcell counts
  Before ICI therapy 80 (38-355) 84(0-450) 0.8255
  Within 3 weeks after ICI initiation 169 (39-564) 101 (16-307) 0.1087
  After 3 weeks after ICI initiation 128 (50-564) 108.5 (18-353) 0.4237
CD8+TNFa+Tcell counts
  Before ICI therapy 4.0 (0-17.2) 3.7 (0-14.1) 0.7585
  Within 3 weeks after ICI initiation 5.5 (0-24) 1.5 (0-28) 0.1901
  After 3 weeks after ICI initiation 2.0 (0-7.0) 2.0 (0-11.0) 0.8570
ICI binding ability to CD8+Tcell (ΔMFI)
  Before ICI therapy 4.3 (0.9-13.6) 5.3 (0-17.1) 0.8377
  Within 3 weeks after ICI initiation 1.6 (0-11) 5.5 (0-17.0) 0.3195
  After 3 weeks after ICI initiation 3.1 (0-29.7) 4.4 (0-21.1) 0.5264
CD56+ cell counts
  Before ICI therapy 45.0 (18.92-120.9) 85.0 (2.59-298.5) 0.0705
  Within 3 weeks after ICI initiation 53.1 (30.8-330.75) 123.6 (16.8-307.0) 0.1087
  After 3 weeks after ICI initiation 123.3 (49.8-330.8) 131.0 (50.1-573.9) 0.8286
CD56+IFN+cell counts
  Before ICI therapy 14.1 (3.35-53.5) 39.9 (0.34-281.77) 0.1423
  Within 3 weeks after ICI initiation 23.1 (15.3-100.2) 48.2 (9.7-292.0) 0.7074
  After 3 weeks after ICI initiation 50.9 (15.1 - 124.6) 55.2 (12.6-506.8) 0.9654
Mann-Whiteney test or Fisher's exact test *



CD8 陽性細胞数、蛍光標識した ICI の CD8 陽性細胞への結合率についても両群間で有意な差は
みられなかった。 
自然免疫に関連する NK細胞（CD3 陰性 CD56 陽性細胞）については、PD群で ICI 治療前（45.0 
vs 85.0, P=0.0705）、治療開始 3週間（7-21 日）（53.1 vs 123.6, P=0.1087）において高い傾
向がみられた。一方、IFN-γ陽性 CD56 細胞数については、ICI 治療前から治療期間を通じて有
意な差はみられなかった。 
現在、抗 PD-1/PD-L1 抗体の効果予測の臨床指標として用いられている PD-L1 発現量について
は、4名について 50%以上であり、それら患者の non-PD 率は 50％であった。 
③ ROC 解析による non-PD の予測精度の解析 
ROC 解析により、non-PD 群と PD 群の 2 群間で有意差がみられた血液免疫学因子について、
non-PD の予測精度を評価した。治療開始 3週間（7-21 日）における好中球数については、カッ
トオフ値は 5300/mm3 と算出され、non-PD をアウトカムとした場合の感度は 100%、特異度は
71.4％、予測正確性は 81.8％であった。AUC は 0.8214 であった。治療開始 3 週間（7-21 日）
における CD28 陽性 CD8 陽性 T 細胞数については、カットオフ値は 60/mm3と算出され、non-PD
をアウトカムとした場合の感度は 100%、特異度は 57.1％、予測正確性は 72.7％であった。AUC
は 0.8036 であった。同様に、治療開始 3週間（7-21 日）における CD28 陽性 CD8 陽性 T細胞数
のベースラインからの増加数については、カットオフ値は 3.5/mm3と算出され、non-PD をアウ
トカムとした場合の感度は 62.5%、特異度は 92.9％、予測正確性は 81.8％であった。AUC は
0.7857 であった。ROC 解析の結果から、治療開始 3週間までの好中球数、CD28 陽性 CD8 陽性 T
細胞数については、non-PD の予測感度が高い指標であることから、カットオフ値以上であれば
ICI の治療効果が高いと考えられた。一方、CD28 陽性 CD8 陽性 T細胞の増加数は、non-PD の予
測特異度が高い指標であったことから、ベースラインからの増加数がカットオフ値に満たない
場合には、ICI の治療効果が得られにくいと考えられた。 
④ 有害事象の発現と血液免疫学的因子との関連性 
治療効果治療期間中に 6 名が ICI 治療後に有害事象を発現した。その内訳は、間質性肺炎 2
名、甲状腺機能亢進症 1名、甲状腺機能低下症 1名、下肢脱力 1名、倦怠感 1名であった。有
害事象を発現した 6名とそれ以外の 16 名について、患者背景および血液免疫因子の相違につい
て 2群間の比較を行った。しかしながら、調査したいずれの項目に対しても、有害事象の発現
状況に有意な差は認められなかった。 
⑤ 結果のまとめ 
 以上より、ICI 治療早期における好中球数や CD28 陽性 CD8 陽性 T細胞数、CD28 陽性 CD8 陽性
T細胞数のベースラインからの増加数は、ICI 治療を予想するバイオマーカーとなる可能性があ
るため、今後も症例数を増やし検討する必要がある。 
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