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研究成果の概要（和文）：　Nivolumabを投与した切除不能・再発胃癌患者を対象として、治療効果を予測する
バイオマーカーの検索を行った。
　治療開始前と開始6週後において末梢血の好中球/リンパ球比（NLR）を測定し、また末梢血単核球（PBMC）の
CD4、CD8におけるPD-1、TIM-3、TIGIT、LAG-3陽性細胞の測定を行った。Treg、MDSCの測定も行った。有効例で
は治療前後のNLRが維持されており、また治療開始前のCD4+PD-1+細胞、CD8+PD-1+細胞の割合が20%未満であっ
た。
　NLR、治療前のCD4+PD-1+、CD8+PD-1+が、治療効果を予測するバイオマーカーになる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： The purpose of the present study was to explore novel biomarkers that can 
predict the clinical outcome of patients before or during Nivolumab treatment. Neutrophil/lymphocyte
 ratio (NLR) of the peripheral blood, and PD-1, TIM-3, TIGIT, LAG-3 positive cells, Treg, MDSC in 
PBMC were measured by flowcytometry.
 Multivariate analysis showed that the maintenance of NLR during the treatment was a positive 
predictive biomarker of overall survival. Moreover, responder of Nivolumab treatment showed a low 
expression level (<20%) of PD-1 on CD4+, CD8 cells before treatment.
 These results indicate that NLR during the treatment and PD-1 expression on CD4+, CD8 cells before 
treatment may become a useful biomarkers that can predict the clinical outcome of patients receiving
 Nivolumab treatment.   

研究分野：消化器外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
胃癌に対する免疫チェックポイント阻害薬である Nivolumabが保険適用となったが、有効性を予測できるバイオ
マーカーは存在しない。Nivolumabの有効性は約半数であり、しかも非常に高額であるため患者選択は必須であ
る。研究代表者はこれまでに消化器癌に対する数多くの免疫療法の経験から、様々なバイオマーカーの検索を行
ってきたが、その中でも特にCD4, CD8における PD-1,  Tim-3が有用なバイオマーカーになるとの結果を得た。
この経験からNivolumabにおいても免疫担当細胞における免疫チェックポイント分子が、新たなバイオマーカー
になるのではないかとの着想に至り本研究計画を立案した。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 待望の免疫チェックポイント阻害薬 Nivolumab（抗 PD-1 抗体）が、2017 年 9月に日本でも胃
癌に保険適用となった。切除不能・再発胃癌に対する Nivolumab を用いた免疫療法は、有効例
においては長期生存が期待できるため非常に希望の持てる画期的な治療法と言える。しかし無
増悪生存期間が対照であるプラセボに対して有意な延長を示すものの、約 50％の症例ではプラ
セボと同様に 1.5 か月後には腫瘍が増悪しており有効性が認められていない（文献 1，2）。 
しかも Nivolumab の薬価は高額であり、このような高額医療に対して有効例と無効例を治療前
あるいは治療初期のうちに選別できる有効なバイオマーカーを発見することは重要な課題であ
る。 
 
２．研究の目的 
 肺癌における抗 PD-1 抗体では、腫瘍における PD-L1 の発現が治療効果のバイオマーカーと
なり得るが、胃癌における抗 PD-1 抗体では明確な治療効果予測のバイオマーカーが示されてい
ない。これまでのバイオマーカー検索では腫瘍と細胞傷害性 T リンパ球とのインターアクショ
ンのみに注目して、専ら腫瘍における PD-L1 の発現が注目されてきた。本研究ではこれまでの
研究の成果（文献 3）から、胃癌患者の免疫担当細胞間のインターアクションに主眼を置いて
新たなバイオマーカーの検索を行う計画を立てた。すなわち細胞傷害性 Tリンパ球、ヘルパー 
T リンパ球における免疫チェックポイント分子の解析を行い、Nivolumab の効果との関係を検討
した。 
 
３．研究の方法 
（１）対象 
切除不能・再発胃癌に対して Nivolumab を投与した 10 例を対象とし解析を行った。 
 
（２）末梢血好中球/リンパ球比（NLR） 
Nivolumab 投与前と投与 6週間後の末梢血好中球/リンパ球比（NLR）を測定した。 
 
（３）フローサイトメトリーによる解析 
Nivolumab 投与前と投与 6週間後に末梢血を 15ml 採血し末梢血単核球（PBMC）を凍結保存し
た。PBMC を用いてフローサイトメトリーにより CD4、CD8 における PD-1、TIM-3、TIGIT、LAG-3
の測定を行った。また regulatory T-cell (Treg)、myeloid-derived suppressor cell (MDSC)
の測定も行った。PD-1、TIM-3、TIGIT、LAG-3 は、それぞれ Programmed death receptor-1、T 
cell immunoglobulin mucin-3、T-cell immunoreceptor with immunoglobulin and ITIM 
domains、Lymphocyte-activation gene 3 という免疫チェックポイント受容体である。PD-1、
TIM-3、TIGIT、LAG-3 は、それぞれ抗 PD-1 抗体、抗 TIM-3 抗体、抗 TIGIT 抗体、抗 LAG-3 抗体
を用いて PBMC を染色し、その陽性細胞を測定した。 
Treg は CD4+ CD45RA- CD25high として同定される細胞、MDSC は CD11b + CD33+として同定
される細胞とした。 
（４）これらのパラメーターと Nivolumab の治療効果の関係を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）Nivolumab の臨床効果 
10 例の年齢中央値は 68.5 歳(48-78 歳)、男/女=8/2、切除不能/再発=6/4 例、組織型は
tub/por/muc=5/4/1 例で HER2 発現は 1例で陽性、Microsatellite Instability (MSI) は検索
した 9例とも陰性であった。最良治療効果は PR/SD/PD=2/1/7 例で、奏功率 20%、病勢コントロ
ール率は 30％であった。 
 
（２）NLR と臨床効果の関係 
この NLR 増加率に着目し、カットオフ値を中央値の 138.1％とし、それ以上の増加を示した
ものは NLR 上昇群（n=5）、それ以下を NLR 維持群（n=4）で Overal 治療有効（PR/SD, n=3）群
と無効（PD, n=7）群に分け、治療開始前と開始 6週間後の各リンパ球数、NLR、その増加率に
ついて単変量解析を行うと、治療開始から 6週間後の NLR 増加率が、治療有効群で有意に低か
った（p=0.03）。l Survival を比較すると NLR 維持群で有意に予後良好であった
（p=0.044,log-rank 検定）。 
 
（３）フローサイトメトリーによる解析と臨床効果の関係 
 治療有効（PR/SD, n=3）群と無効（PD, n=7）群に分けフローサイトメトリーによる解析と臨
床効果の関係を検討した。尚、陽性細胞の割合や変化率は、平均±標準誤差で示す。 
 
 



①PD-1 
 治療開始前の CD4 における PD-1 陽性細胞の割合は、有効群が 18.6±0.7%、無効群が 22.5±
3.5%と両群間に差はなかったが、有効例では全例 20%未満であったのに対し、無効例では 7例
中 3例で 20%以上であった（有効例と無効例のサイトグラムを図 1に示す）。また、治療開始前
後の CD4 における PD-1 陽性細胞の割合は、有効群が 18.6±0.7 から 3.7±1.1%へ、無効群が
22.5±3.5 から 5.5±1.8%へと低下しており、有効群、無効群ともに治療開始前に比べ治療後
は、PD-1 陽性細胞の割合が有意に低下していた（有効群、無効群ともに p<0.05、図 2）。その
変化率は有効群 0.20±0.07、無効群 0.23±0.06 であり、変化率は両群間に差がなかった。  
 
 
 

図１.有効例と無効例の CD4+PD-1+細胞のサイトグラム 
 有効例と無効例の代表的な CD4+PD-1+細胞のサイトグラムを示す。縦軸が CD4+PD-1+細胞で 
ある。横軸は CD4+TIM-3+細胞。 
 

図２. 有効例と無効例における Nivolumab 投与前後の CD4+PD-1+細胞の推移 
 有効群、無効群ともに治療開始前に比べ治療後は、PD-1 陽性細胞の割合は有意に低下してい
た。治療開始前の PD-1 陽性細胞の割合は、有効例では全例 20%未満であったのに対し、無効例
では 7例中 3例で 20%以上であった。 
 
 
治療開始前の CD8 における PD-1 陽性細胞の割合は、有効群が 15.3±1.7%、無効群が 24.7±
7.1%と両群間に差はなかったが、有効例では全例 20%未満であったのに対し、無効例では 7例
中 4例で 20%以上であった。また、治療開始前後の CD8 における PD-1 陽性細胞の割合は、有効
群が 15.3±1.7 から 4.7±1.0%へ、無効群が 24.7±7.1 から 6.4±1.7%へと低下しており、有効
群、無効群ともに治療開始前に比べ治療後は、PD-1 陽性細胞の割合が有意に低下していた（有
効群、無効群ともに p<0.05、図 3）。その変化率は有効群 0.30±0.05、無効群 0.39±0.18 であ
り、変化率は両群間に差がなかった。 



図３. 有効例と無効例における Nivolumab 投与前後の CD8+PD-1+細胞の推移 
 有効群、無効群ともに治療開始前に比べ治療後は、PD-1 陽性細胞の割合は有意に低下してい
た。治療開始前の PD-1 陽性細胞の割合は、有効例では全例 20%未満であったのに対し、無効例
では 7例中 4例で 20%以上であった。 
 
 
②TIM-3 
治療開始前の CD4 における TIM-3 陽性細胞の割合は、有効群が 7.4±3.1%、無効群が 8.5±
2.1%と両群間に差はなかった。また、治療開始前後の CD4 における TIM-3 陽性細胞の割合は、
有効群が 7.4±3.1 から 8.4±3.0%、無効群が 8.5±2.1 から 6.5±2.3%と、有効群、無効群とも
に治療開始前後に変化がなかった。  
 治療開始前の CD8 における TIM-3 陽性細胞の割合は、有効群が 13.7±1.6%、無効群が 9.2±
1.7%と両群間に差はなかった。また、治療開始前後の CD8 における TIM-3 陽性細胞の割合は、
有効群が 13.7±1.6 から 15.0±2.6%、無効群が 9.2±1.7 から 7.8±1.5%と、有効群、無効群と
もに治療開始前後に変化がなかった。 
 
③TIGIT 
 治療開始前の CD4 における TIGIT 陽性細胞の割合は、有効群が 15.7±0.6%、無効群が 16.5±
2.0%と両群間に差はなかった。また、治療開始前後の CD4 における TIGIT 陽性細胞の割合は、
有効群が 15.7±0.6 から 16.0±0.3%、無効群が 16.5±2.0 から 14.0±1.4%と、有効群、無効群
ともに治療開始前後に変化がなかった。 
 治療開始前の CD8 における TIGIT 陽性細胞の割合は、有効群が 42.5±7.9%、無効群が 45.4±
6.4%と両群間に差はなかった。また、治療開始前後の CD8 における TIGIT 陽性細胞の割合は、
有効群が 42.5±7.9 から 44.6±11.4%、無効群が 45.4±6.4 から 43.1±4.9%と、有効群、無効
群ともに治療開始前後に変化がなかった。 
 
④LAG-3 
 治療開始前の CD4 における LAG-3 陽性細胞の割合は、有効群が 2.2±0.4%、無効群が 2.6±
0.9%と両群間に差はなかった。また、治療開始前後の CD4 における LAG-3 陽性細胞の割合は、
有効群が 2.2±0.4 から 1.9±0.5%、無効群が 2.6±0.9 から 2.0±0.5%と、有効群、無効群とも
に治療開始前後に変化がなかった。 
 治療開始前の CD8 における LAG-3 陽性細胞の割合は、有効群が 4.2±0.7%、無効群が 2.6±
0.5%と両群間に差はなかった。また、治療開始前後の CD8 における LAG-3 陽性細胞の割合は、
有効群が 4.2±0.7 から 5.2±1.6%、無効群が 2.6±0.5 から 2.9±0.7%と、有効群、無効群とも
に治療開始前後に変化がなかった。 
 
⑤Treg 
 治療開始前の Treg の割合は、有効群が 1.5±0.1%、無効群が 1.7±0.3%と両群間に差はなか
った。また、治療開始前後の Treg の割合は、有効群が 1.5±0.1 から 1.8±0.1%、無効群が 1.7
±0.3 から 1.7±0.4%と、有効群、無効群ともに治療開始前後に変化がなかった。 
 
⑥MDSC 
治療開始前の MDSC の割合は、有効群が 28.1±3.8%、無効群が 25.0±2.6%と両群間に差はな
かった。また、治療開始前後の Treg の割合は、有効群が 28.1±3.8 から 26.2±3.2%、無効群
が 25.0±2.6 から 25.5±2.8%と、有効群、無効群ともに治療開始前後に変化がなかった。 



 
（４）結果の考察 
①本研究では、Nivolumab 投与開始から 6週間後の NLR 増加率が治療効果や予後に関連する可
能性が示唆された。 
 
②Nivolumab 投与により CD4+PD-1+細胞の割合、CD8+PD-1+細胞の割合がともに低下することが
明らかとなった。 
 
③Nivolumab 開始前の CD4+PD-1+細胞の割合、CD8+PD-1+細胞の割合が 20%未満の症例が、
Nivolumab 治療の有効例になる可能性が示唆された。 
 
④Nivolumab 治療の有効性を予測するバイオマーカーとして、治療前後の NLR、治療開始前の
CD4+PD-1+細胞の割合、治療開始前の CD8+PD-1+細胞の割合が、候補になる可能性が示唆され
た。 
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