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研究成果の概要（和文）：本研究では、免疫チェックポイント阻害剤治療に対するレスポンダーおよびノンレス
ポンダー患者検体を用いた免疫応答の比較検討により、臨床効果と関わる免疫応答を検討した。末梢血を用いた
網羅的な免疫関連分子発現解析により、CD4陽性CD27陽性Fas陰性セントラルメモリーT細胞の治療後の増加が治
療効果と相関することが明らかになった。また腫瘍局所の解析では、レスポンダーではエフェクターのCD8陽性T
細胞、ノンレスポンダーではCD４陽性制御性T細胞が優位となっていることが示され、今後は多数症例や前向き
での検討を実施し、薬剤投与の判断基準に展開する。

研究成果の概要（英文）：In this study, immunological responses associated with clinical responses by
 immune checkpoint inhibitors, particularly anti-PD-1 monoclonal antibodies (mAb) were investigated.
 Comprehensive analyses by CyTOF with peripheral blood samples revealed that the increase of CD27+
Fas-CD4+ central memory T cells after anti-PD-1 mAb treatment was associated with favorable clinical
 courses. Additionally, the balance of immune responses in tumors corresponded to clinical 
responses; high effector CD8+ T cells in responders and high immune suppressive CD4+ regulatory T 
cells in non-responders, respectively. Prospective studies with larger cohorts should be the next 
step for developing a new treatment guideline.

研究分野： 腫瘍学、免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
抗 PD-1 抗体、抗 CTLA-4 抗体といった免

疫チェックポイント阻害剤は、臨床治験で劇
的な治療効果を示し、悪性黒色腫治療におい
て重要な位置を占めつつある。これらのがん
免疫療法はいくつかの点で従来の殺細胞性
抗がん剤治療と異なることが明らかになっ
てきている。進行期の患者でも臨床効果がえ
えられることや Tail plateau と呼ばれる長期
に渡る臨床効果が期待される反面、投与され
た患者の一部(20-30%程度）でしか治療効果
が見られないことが問題となっている。併用
療法による治療効果の向上も試みられてい
るが、依然として半数を超える患者で、十分
な治療効果が得られていない。よってバイオ
マーカーによる患者の層別化の必要性が示
唆されているが、現在まで適切なバイオマー
カーの同定には至っていない。これは悪性黒
色腫の腫瘍局所の免疫応答の解析技術が未
熟で、これまで免疫チェックポイント阻害剤
治療の臨床効果に関わる悪性黒色腫特異的
CD8+T 細胞応答応答の解析が十分になされ
てこなかったことが原因である。 
 免疫チェックポイント阻害剤治療は宿主
の抗腫瘍免疫応答誘導に治療効果が依存し
ているため、腫瘍局所に CD8+T 細胞が浸潤
していることが治療効果のバイオマーカー
となることが明らかになっている。さらに発
がん過程の遺伝子変異の蓄積により生じた
アミノ酸変異部位が新たな抗原(neo 抗原)、
つまり外来抗原として CD8+T 細胞に認識さ
れることが重要であることも報告されてき
ている。 
研究代表者らは、悪性黒色腫局所検体の処

理技術を確立し、局所に浸潤している制御性
T 細胞(Treg)ががん抗原特異的免疫応答を抑
制し、腫瘍増殖の促進にかかわることを明ら
かにしてきた(Sugiyama D, Nishikawa H et 
al, PNAS, 2013)。また悪性黒色腫で認められ
る自己由来がん抗原 Melan A/MART-1 特異
的CD8+T細胞がTregにより末梢性免疫寛容
（免疫不応答）に陥っているが、外来抗原由
来 CD8+T 細胞には、Treg による免疫寛容が
誘導されないことを報告した (Maeda Y, 
Nishikawa H et al, Science, 2014)。 
以上より、本研究では免疫チェックポイン

ト阻害剤治療をうけた悪性黒色腫患者検体
を用いて、免疫チェックポイント阻害剤治療
の治療効果と相関する免疫応答について検
討し、患者各々の状態に合わせた適切ながん
免疫療法（個別化医療）につなげることが重
要である。 
 
２．研究の目的 
悪性黒色腫に対して臨床応用が進んでい

る免疫チェックポイント分子阻害剤治療で
は、前述の様に治療効果が十分に見られな
い症例も存在するため、治療適応の判断が
難しい。現在では、保険適応となるほぼ全
ての患者が免疫チェックポイント分子阻害

剤治療を受けているが、中には免疫関連副
作用のみがみられ、治療効果が認められな
い症例も存在する。  
本研究では、悪性黒色腫患者の免疫チェ

ックポイント阻害剤治療に対するレスポン
ダーおよびノンレスポンダー患者検体を用
いた免疫応答の比較検討により、臨床効果
と関わる免疫応答を解明し、薬剤投与の判
断基準策定につながる基盤データとするこ
とを目的とする。本研究成果は、がん免疫
療法の問題点の一つを解決し、より多くの
がん種に適応が拡大される免疫チェックポ
イント分子阻害剤治療の適切な患者層別化
が進み、社会的ニーズに大いに貢献するこ
とが期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究では、悪性黒色腫患者の免疫チェ

ックポイント阻害剤（特に抗 PD-1 抗体）
治療に対するレスポンダーおよびノンレス
ポンダー患者検体を用いて、免疫応答を解
析し、抗 PD-1 抗体治療後の治療効果に与
える影響を検討する。また、これらのデー
タを薬剤投与の判断基準につなげるための
基盤検討とする。 

 
1) 抗 PD-1 抗体により治療を受けた悪性黒
色腫患者サンプルを採取し (discovery 
cohort)、CD4、CD8、CTLA-4、CCR7、CD45RA、
FoxP3 等に対する抗体で染色し、フローサ
イトメーターおよび CyTOF で解析し、臨
床効果と相関する T 細胞応答を網羅的に解
析する。 
 
2) 同様の解析を Validation cohort でも実施
し、同定したバイオマーカーの有用性を検
証する。 
 
3) 悪性黒色腫および研究を進める上で免
疫チェックポイント阻害剤が臨床応用され
た非小細胞肺癌の腫瘍局所検体を採取し、
がん細胞（悪性黒色腫細胞）と免疫系が直
接対峙する環境での免疫応答を検討する。
とりわけ、局所に浸潤している Treg ががん
抗原特異的免疫応答を抑制し、腫瘍増殖の促
進にかかわることを明らかにしてきたこと
から (Sugiyama D, Nishikawa H et al, 
PNAS, 2013)、Treg に焦点を当てて、抗 PD-1
抗体治療に対するレスポンダーおよびノン
レスポンダー患者での相違を検討する。特
に Tregs については、CD4+FOXP3+T 細胞
を FOXP3 発現レベルと CD45RA の発現によ
ってナイーブ Tregs、活性化 Tregs および
Non-Tregs に分ける我々が独自に見出した新
規の分類法（Nishikawa H et al, Curr Opin 
Immunol, 2014）により検討する。 
 
 



４．研究成果 
 悪性黒色腫患者の抗 PD-1 抗体治療に対
するレスポンダー(Pt 1, 2)およびノンレス
ポンダー(Pt 3, 4)患者、それぞれ 2 名
(discovery cohort)の治療前後の末梢血検
体を採取し、バイオマーカー探索を実施し
た。 
 

 図１ 悪性黒色腫患者の臨床データと治
療経過。 
 
これらの 4 名の患者検体を 35 分子に対す
る抗体で染色し、抗 PD-1 抗体治療前後で
の免疫関連細胞(CD45 陽性細胞)の動態を
解析した。35 分子発現からクラスタリング
を実施した。次に、レスポンダー(Pt 1, 2)
ではノンレスポンダー(Pt 3, 4)患者での比
較解析を行ったところ、CD4+T 細胞の一
部が治療後に増加しているかとが示された。
一方で CD8+T 細胞には、変化が認められ
なかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 免疫関連細胞の変化の解析。免疫関
連分子発現に基づき、末梢血を tSNE 解析
によりクラスター化し、治療前後で比較し
た（上段）。治療前後での各種免疫細胞の変
化（下段）。 
 

CD4+T 細胞の重要性が示されたことか
ら、より詳細な分画を同定するために、T
細胞の分化、活性化状態の解析を SPADE
解析で実施した。これにより CD4+T 細胞

をより細かな分画に分けることで、抗 PD-1
抗体治療前後の変化を検討した。35 分子の
解析でも従来の naïve (CD45RA+CCR7+)、
central memory (CD45RA-CCR7+) 、
effector memory (CD45RA-CCR7-) 、
terminally differentiated 
(CD45RA+CCR7-) T cells の分画が得られ
るとともに、それぞれに対して詳細な分画
が存在することが明らかになった。抗 PD-1
抗体治療では、3 つの node17、32、61 で
変化が見られることが明らかになった。 

図 3 SPADE 解析による T 細胞分画解析。
35 分子発現による T 細胞のクラスター解
析を行い、抗 PD-1 抗体治療前後で変化の
大きい node (node17、32、61)を同定した。 
 

Node17、32、61 の分子発現をより詳細
に解析するためにそれぞれの node の分子
発現を解析した。Node17、32、61 は central 
memory CD4+T 細胞で、CD27+Fas-分画
であることが明らかになった。 
抗 PD-1 抗体治療前後でレスポンダーで

は central memory CD27+Fas-CD4+T 細
胞が増加し、ノンレスポンダーでは低下し
ていることが明らかになった。 
 

 
図４ Node17、32、61 の分子発現と抗 PD-1



抗体治療前後での変化。それぞれの node
の分子発現お heatmap。Node17、32、61
は central memory CD4+T 細胞で、
CD27+Fas-分画であった(上段)。Central 
memory CD27+Fas-CD4+T細胞の抗PD-1
抗体治療前後の変化（下段）。 
 
  Discovery cohortで得られたデータを確認
するため、別の cohort (validation cohort)で
同様の検討を実施した。Validation cohort で
は 、 特 に central memory 
CD27+Fas-CD4+ T細胞の変化に着目して
検討した。Discovery cohort 同様に validation 
cohort で も central memory 
CD27+Fas-CD4+ T細胞の治療後の増加は
臨床効果と相関していることが示された。 
 

 

図 5 Central memory CD27+Fas-CD4+T 細
胞の抗PD-1抗体治療前後の変化。Validation 
cohort 4 名（レスポンダー2 名、ノンレスポ
ンダー2 名）でも discovery cohort と同様の
動態が認められた。 
 
さらに腫瘍局所での免疫応答の抗 PD-1

抗体治療前後の変化を検討した。患者検体
を治療効果に基づいて解析を実施したとこ
ろ、臨床効果が認められた患者で、CD8+T
細胞優位であることが明らかになった。一
方で臨床効果が認められなかった患者では
Treg 優位であることが示された。 
 

 
図 6 腫瘍局所での Treg (Fr. II CD45RA- 
FoxP3highCD4+ T cells)と CD8+T 細胞比と
抗 PD-1 抗体治療の臨床効果の関連。レス
ポンダーでは CD8+T 細胞優位、ノンレス
ポンダーでは Treg 優位であることが示さ
れた。 PR: partial response、SD: Stable 
disease、PD: progressive disease.  
 
 

本研究成果の中でバイオマーカー候補と
なることが示唆される因子（末梢血の
Central memory CD27+Fas-CD4+T 細胞の変
化、腫瘍局所の Treg の動態）同定され、当
初の予定通り薬剤投与の判断基準につなげ
るための基盤検討を実施できた。今後はよ
り多数症例や前向き検討のため AMED 研
究への展開を予定している。 
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