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研究成果の概要（和文）：進行直腸癌に対する術前化学放射線療法(CRT)の治療効果における腫瘍浸潤T細胞の多
様性の意義は不明である。我々は、67症例の治療前生検検体のT細胞受容体(TCR)レパトア解析を行った。また、
23症例については手術検体のTCRレパトア解析を行い、CRT前後のTCRレパトアの変化を解析した。TCRレパトアの
多様性(DI)は効果良好群で効果不良群より有意に高く、CRT前後のTCRレパトアの変化の大きい群は小さい群より
無再発生存率が有意に良好であった。治療前のTCRレパトアの複雑性と治療前後の動的な変化が進行直腸癌にお
ける術前CRTの治療効果を予測する有用な指標になる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The significance of T-cell complexity in patients with locally advanced 
rectal cancer treated with neoadjuvant chemoradiotherapy (CRT) remains unknown. High-throughput 
T-cell receptor (TCR) β sequencing was applied to quantify the TCR repertoire of pre-treatment 
biopsies from 67 patients with advanced rectal cancer receiving preoperative CRT. Diversity index 
was used to represent the complexity of the TCR repertoire in a tumor. Changes in TCR repertoire 
before and after CRT were also analyzed in 23 patients. Diversity indices were significantly higher 
for good responders than for non-responders. Larger changes in TCR repertoires before and after CRT 
were correlated with better recurrence-free survival. The complexity and dynamic change in the TCR 
repertoire might serve as a useful indicator of response to CRT in patients with rectal cancer.

研究分野： 大腸外科

キーワード： 直腸癌　術前放射線化学療法　免疫ゲノム解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍浸潤CD8陽性T細胞の密度が直腸癌に対する術前化学放射線療法(CRT)の治療効果と相関することはこれまで
報告されていたが、本研究でははじめて腫瘍浸潤CD8陽性T細胞の密度だけでなくT細胞レパトアの多様性がCRTの
治療効果の予測に有用であることを示した。

※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 
下部進行直腸がんは、術後再発率が約 30%と高く、術後排便障害や永久人工肛門などにより患

者の生活の質（QOL）は大きく低下する。局所再発すれば疼痛や出血をきたし、QOL をさらに低
下させるが、局所再発を抑制する目的で、術前化学放射線療法(chemoradiotherapy: CRT) が標
準治療として行われている。術前 CRT の効果は症例により様々であるが、特にがん細胞が完全
に消失する、病理学的完全奏効 (pathological complete response: pCR)(約 10～15%)症例は良
好な長期成績を示すことが報告されている。最近では術前 CRT により臨床的完全奏効(clinical 
complete response: cCR)が得られた症例に対し、手術を回避し慎重に経過観察を行う watch & 
wait (WW) approach が行われるようになってきた。しかし、MRI や内視鏡などの現存する診断モ
ダリティーでは pCR を正確に予測することは困難であり、WW 症例の約 30%は局所再増大をきた
す。術前 CRT の効果を高精度に予測できれば、効果不良予測群には不必要な術前 CRT の省略や、
より強力な術前全身化学療法と組み合わせるなどの戦略が可能となり、効果良好予測群には高
確率で根治切除が省略可能になると考えられる。 
近年がん局所に浸潤した Tリンパ球 (tumor-infiltrating lymphocytes; TILs) の重要性が

明らかになってきている。T細胞はその表面上に発現する T細胞受容体(T cell receptor: TCR)
を介して、体細胞変異を有するたんぱく質由来のがん特異的抗原であるネオ抗原を認識し、抗腫
瘍効果を示すとされる。これまでに複数のがん腫において、CD8 陽性 TIL が良好な予後と相関す
ることや、TCR レパトアの多様性が抗がん剤や免疫チェックポイント阻害剤の治療効果と相関す
ることが報告されている。しかしながら、直腸がん局所の TCR レパトアの多様性と術前 CRT 治療
効果の相関の有無や、CRT 前後で TCR レパトアの多様性がどのように変化するのかなど、直腸が
んにおいては全く報告がなく不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、CRT 前後の直腸がん組織から抽出した RNA を用いて次世代シークエンサーに

よる TCR レパトア解析を行い、直腸がん術前 CRT の治療効果に寄与する腫瘍周囲の免疫環境の
一端を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) 術前 CRT 施行前の新鮮凍結生検検体(n=67)より laser-capture microdissection より癌細
胞を抽出し、RNeasy Kit (Qiagen, Valencia, CA)を用いて RNA を抽出後、TCR レパトア解析を
行った。ライブラリ調整は iRepertoire multiplex primer set および iR-Processor and iRock 
2.0(iRepertoire, Huntsville, AL, USA)を用いて行い、シーケンスは MiSeq(Illumina, San 
Diego, CA, USA)を用いて行った。また、67 症例のうち 23 症例は切除検体からも RNA を抽出し、
TCR レパトア解析を行った。 
 
(2)術前 CRT の効果判定として、切除検体の病理学的効果判定(tumor regression grade: TRG)
を用いた。癌細胞が全く認められない TRG4 とごくわずかに癌細胞が遺残する TRG3 を効果良好
群とし、ほとんど効果が見られないTRG1を効果不良群とした。癌細胞よりも線維化が有意なTRG2
は効果中間群として今回の解析対象からは予め除外した。 
 
(3) 生検検体における腫瘍浸潤CD8陽性TILの密度を免疫染色およびAperio ImageScope system 
(Leica Biosystems)を用いて評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 術前 CRT 施行前の生検検体から抽出した RNA を用いて、67 症例の TCR レパトア解析を行っ
た。男性 40例/女性 27 例、年齢の中央値 60歳、腫瘍肛門縁距離の中央値:40mm、clinical stage 
II:28 例/III:39 例、効果良好群：32例/効果不良群:35 例であった。 
 レパトア解析により、646,753±155,125(平均±SD)のシーケンスリードを得た。また、HLA 上
の腫瘍抗原の認識に重要な相補性決定領域(complementary determining region 3: CDR3) のア
ミノ酸配列が同一のリード（クロノタイプ）を 1,734±1,212 同定した。上位 10のクロノタイプ
の占める頻度は 1.9%から 89.7% (54.5 ± 23.8%)と症例により大きなばらつきがあった(図 1)。
Diversity index (DI)を計算し、TCR レパトアの多様性の指標とした。DI は効果良好群で効果不
良群より有意に高かった（P=0.0309）。また、DI は ypN(-)症例で ypN(+)症例より有意に高かっ
た（P=0.0309）(図 2)。 
  
 
 
 
 



 
図 1 67 症例の Top10 のクロノタイプの頻度 
 

 
図 2 Diversity index と CRT 治療効果または病理学的リンパ節転移の有無との相関 
 
(2) 腫瘍浸潤 CD8 陽性 TIL 密度と TCR レパトアの DI の相関を解析したところ、ρ=0.2076、
P=0.0970(Spearman)と弱い相関を認めた。多変量解析を行ったところ、腫瘍浸潤 CD8 陽性 TIL 密
度および DI はそれぞれ独立した治療効果の予測因子であった(P<0.001,P=0.049)。CD8 陽性 TIL 
密度 (TILhi/TILlo)および TCR diversity index (DIhi/DIlo)により 4 群にわけて解析すると、
TILhi/DIhi 群で最も治療効果良好の頻度が高く(84.2%)、TILlo/DIlo 群で最も治療効果良好の頻度
が低かった(16.7%)。TILhi/DIlo群および TILlo/DIhi群の治療効果良好の頻度はその中間であった
（52.9%、36.4%）(図 3)。以上より、TCR レパトアの多様性は CRT の治療効果と相関することが
示唆された。 

 
 
図 3 CD8 陽性 TIL 密度および TCR diversity index の組み合わせと CRT 治療効果との相関 
 
(3)23 症例においては切除検体から抽出した RNA を用いて CRT 前後のレパトア解析を行った。DI
は治療後に有意に上昇していた(P=0.0085)。治療効果別に分けて解析すると、効果不良群で DI



は CRT 後有意に上昇していたが(P=0.0074)、効果良好群では有意差は認めなかった
(P=0.6875)(図 4)。DI の増加の有無で無再発生存率に有意差を認めなかった(図 4)。 

 
図 4 TCR レパトアの CRT 前後での変化 
 
TCR 前後でのレパトアの類似度を Morisita-Horn index を用いて解析した。類似度が高いほど
Morisita-Horn index は高値を示す。Morisita-Horn index は再発症例で高い傾向を認め
(P=0.0810)、Morisita-Horn index の高い群では無再発生存率は有意に不良であった(P=0.0270)
（図 5）。以上の結果、CRT 前後の TCR レパトアの多様性の変化が予後予測因子となる可能性が示
唆された。 

 
図 5 CRT 前後での TCR レパトアの変化と再発率の相関 
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