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研究成果の概要（和文）：本研究では、抗PD-1抗体で治療された各種がんにおける末梢血B細胞受容体（BCR）レ
パトア解析の臨床的意義を検討した。非小細胞肺がん患者（計30例）では有効例で治療後のBCRレパトア多様性
が有意に減少し、尿路上皮がん患者（計26例）では有害事象合併例で治療後のBCRレパトア多様性が有意に減少
する傾向にあった。現在、有効例あるいは有害事象合併例の治療後に選択的に増加したB細胞クローンに由来す
るBCRの認識抗原を同定中であり、作用メカニズムとの関連を解明する予定である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have examined the clinical significance of analysis of B 
cell receptor (BCR) repertoires in peripheral blood from cancer patients undergoing anti-PD-1 
antibody therapy. In patients with non-small cell lung cancer (n=30), the diversity of BCR 
repertoires was significantly reduced in those with better anti-tumor responses. In contrast, in 
patients with urothelial cancer (n=26), the diversity of BCR repertoires was significantly reduced 
in those with adverse events. Based on these results, the analysis of BCR repertoires might be 
clinically useful as a biomarker of immune checkpoint blockade. We are now trying to identify the 
antigens recognized by BCR from B cells selectively expanded in patients with better anti-tumor 
responses or adverse events after treatment to elucidate the mechanisms of anti-PD-1 antibody 
therapy.

研究分野：腫瘍免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の結果から、BCRレパトア解析のバイオマーカーとしての有用性が示唆された。なお、BCRレパトア多様性
の臨床的意義はがん種により異なる可能性があるため、さらに詳細な検討が望まれるが、新たな視点から免疫チ
ェックポイント（PD-1/PD-L1）研究の展開が期待できる。本研究の成果は、抗PD-1抗体の作用メカニズムを解明
するとともに、不必要な治療による不利益（有害事象合併・医療費浪費）の回避にもつながる可能性があり、臨
床的意義は大きいと思われる。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) PD-1/PD-L1 などの免疫チェックポイント分子・経路を介した免疫細胞抑制はがんにおけ
る免疫逃避機構のひとつとされ、これを標的とした免疫チェックポイント阻害剤（抗 PD-1/PD-
L1 抗体）による治療が各種がん患者に対して臨床応用されている。わが国においても、悪性黒
色腫、非小細胞肺がん、腎臓がん、古典的ホジキンリンパ腫、頭頸部がん、胃がん、尿路上皮が
んなどに対して抗 PD-1/PD-L1 抗体が医薬品承認され、がん治療におけるパラダイムシフトが起
こりつつある。ただし、抗 PD-1/PD-L1 抗体の奏効率は 10-30%と報告され、患者間で臨床効果が
一定でないうえに重篤な免疫関連有害事象を合併する可能性もあるため、効果の期待できる患
者のみを選別するためのバイオマーカー開発や作用メカニズムの更なる解明が望まれている。
なお、抗 PD-1/PD-L1 抗体は非常に高額(約 1500 万円/年)であるため、対象患者を選別できるバ
イオマーカーを用いた “個別化免疫治療”の開発は医療経済的にも喫緊の課題といえる。 
 
(2) 抗 PD-1/PD-L1 抗体治療は免疫学的な視点からは“非特異的”がん免疫療法に他ならず、
非特異的に活性化された免疫細胞集団の中にがん特異的免疫細胞が含まれる場合に抗腫瘍効果
が得られると推測されている。現在、抗 PD-1/PD-L1 抗体の作用メカニズムとして T細胞活性化
が注目され、治療後の T細胞レパトアの変化と臨床的意義を検討した研究は散見されるが、B細
胞レパトアの臨床的意義に着目した報告はほとんどない。特に、本研究では抗 PD-1 抗体によっ
て活性化する B 細胞クローンの認識抗原と臨床的意義に着目して解析を実施する予定であり、
探索的で独自性の高い研究といえる。PD-1 分子は T 細胞のみならず B 細胞表面にも発現してお
り、また、抗 PD-1/PD-L1 抗体による免疫関連有害事象の多くは B細胞（液性免疫）を介した自
己免疫疾患の病態に酷似することから、抗 PD-1/PD-L1 抗体の作用メカニズムとして B細胞（液
性免疫）の関与が強く疑われる。研究成果として、抗 PD-1/PD-L1 抗体による B細胞活性化の重
要性が証明できれば、これまでとは違った視点から免疫チェックポイント（PD-1/PD-L1）研究の
展開が期待できる。 
 
(3) 現在、抗 PD-1/PD-L1 抗体治療におけるバイオマーカーとして、① 腫瘍組織内のがん細
胞・免疫細胞での PD-L1 発現、② 腫瘍浸潤リンパ球の多寡、③ がん細胞での遺伝子変異の多
寡、などが用いられているが、その臨床的評価は定まっておらず今後の検討が必要である。なお、
これらのバイオマーカー（候補）の解析には治療直前の腫瘍組織を必要とするが、手術適応のな
い進行がん患者での腫瘍組織採取は困難な場合も多い。従って、容易に採取可能な末梢血を用い
た B 細胞レパトア解析のバイオマーカーとしての有用性が証明できれば、その臨床的意義は大
きいと思われる。 
 
２．研究の目的 
(1) 研究代表者らが、予備検討として抗 PD-1 抗体（nivolumab）で治療された非小細胞肺がん
患者 15例の治療前後で末梢血リンパ球（T細胞・B細胞）のレパトアを解析したところ、① 有
効例（CR, PR）あるいは有害事象合併例では治療後に B細胞受容体（BCR）レパトアの多様性が
低下する傾向にあること、② 有効例あるいは有害事象合併例では治療後にある特定の B細胞ク
ローンの頻度が選択的に増加することが多く、本治療の作用メカニズムとの関連が疑われるこ
と、などが示唆された。こうした研究結果から、BCR レパトア解析の臨床的意義や B細胞クロー
ンの認識抗原に関する詳細な検討が、今後の免疫チェックポイント研究の展開に寄与するもの
と考え、本研究計画を着想するに至った。 
 
(2) 本研究の目的は、抗 PD-1 抗体（nivolumab, pembrolizumab）で治療された各種がんにお
いて、① 末梢血 B細胞レパトア解析の臨床的意義（特に、治療効果・有害事象合併を予測する
バイオマーカーとしての有用性）、② 有効例あるいは有害事象合併例において選択的に増殖す
る B細胞クローンの認識する抗原の同定と作用メカニズム（抗腫瘍効果、自己免疫反応）との関
連、を明らかとすることである。本研究は、抗 PD-1 抗体の作用メカニズムを解明するとともに、
不必要な治療による不利益（有害事象合併・医療費浪費）の回避にもつながるため、社会的関心・
要請の極めて高い課題といえる。本研究成果として、BCR レパトア解析のバイオマーカーとして
の有用性が証明されれば、患者に福音となるのみならず、医療経済的な観点からも意義が大きい。 
 
３．研究の方法 
本研究では、抗 PD-1 抗体（nivolumab, pembrolizumab）で治療された非小細胞肺がん患者お
よび尿路上皮がん患者より治療前および治療開始後（6 週後）に採取した末梢血単核球（PBMC）
を用いて、以下の研究を実施する。 
(1) 末梢血 BCR レパトアの多様性変化とバイオマーカーとしての有用性の検討 
① 抗 PD-1 抗体（nivolumab, pembrolizumab）で治療された非小細胞肺がん患者（30例）の治
療前後で採取された PBMC から RNA を抽出した後、次世代シークエンサーによる BCR 遺伝子解析
を実施（外注）し、BCR レパトアを解析する。治療前後における BCR レパトアの多様性変化と臨
床効果あるいは有害事象合併との相関を統計学的に検討し、BCR レパトア解析のバイオマーカー
としての有用性を検証する。 



② 抗 PD-1 抗体（pembrolizumab）で治療された尿路上皮がん患者（計 26例）の治療前後での
BCR レパトアの多様性変化を同様に解析する。臨床効果あるいは有害事象合併との相関を統計学
的に分析し、尿路上皮がんでの BCR レパトア解析の有用性を検証する。 
 
(2) 抗 PD-1 抗体有効例あるいは有害事象合併例において選択的に増殖する B細胞クローンの認
識する抗原の同定 
① 抗 PD-1 抗体有効例あるいは有害事象合併例の治療後に選択的に増加した B 細胞クローンの
発現する BCR（IgG H 鎖および L鎖）の遺伝子配列を同定する。  
② 同定した IgG H 鎖あるいは IgG L 鎖遺伝子を搭載した発現ベクターを作成したのち、両ベク
ターを HEK293 細胞に同時に transfection する。Transfectant の培養上清を回収した後、プロ
テイン Aカラムでの抗体分離、限外濾過による脱塩処理により抗体を精製する。精製した抗体の
各種ヒト細胞株・ヒト組織への反応性を免疫組織染色、ウエスタンブロッティングなどの実験系
で確認する。 
 
４．研究成果 
(1) 非小細胞肺がんにおける末梢血 BCR レパトアの多様性変化とバイオマーカーとしての有用
性の検討 
抗 PD-1 抗体（nivolumab, pembrolizumab）で治療された非小細胞肺がん患者（30 例）の治療
前後で採取された PBMC から RNA を抽出したのち、次世代シークエンサーにより BCR 遺伝子配列
を決定した。治療開始前の BCR レパトア多様性と臨床効果あるいは有害事象合併との間に有意
な相関を認めなかった。一方、BCR レパトア多様性を治療前後で比較したところ、有効（PR）例
では無効（SD・PD）例に比較して、治療後に BCR レパトア多様性が有意に減少する傾向にあった
（t検定 P=0.086；図１）。なお、BCR レパトア多様性の治療前後での変化と有害事象合併との
間に有意な相関を認めなかった。 
さらに、治療前後での BCR レパトア多様性の変化により患者を２群に分けて、無増悪生存との
関連を検討した（Kaplan-Meier 法）。BCR レパトア多様性の減少群では増加群と比較して無増悪
生存期間が有意に延長した（Log-rank 検定 P=0.047；図２）。 

 
 
(2) 尿路上皮がんにおける末梢血 BCR レパトアの多様性変化とバイオマーカーとしての有用性
の検討 
抗 PD-1 抗体（pembrolizumab）で治療された尿路上皮がん患者（計 26例）の治療前後で採取
されたPBMCからRNAを抽出したのち、次世代シークエンサーによりBCR遺伝子配列を決定した。
治療開始前の BCR レパトア多様性と臨床効果あるいは有害事象合併との間に有意な相関を認め
なかった。また、BCR レパトア多様性の治療前後での変化と抗腫瘍効果との間に有意な相関を認
めなかった。一方、BCR レパトア多様性の治療前後での変化と有害事象合併との相関を検討した
ところ、有害事象を合併した患者では治療後の BCR レパトア多様性が有意に減少する傾向にあ
った（t検定 P=0.068）。 
これまでの結果から、抗 PD-1 抗体治療後の BCR レパトア多様性の変化は進行非小細胞がん患
者では治療効果と相関し、進行尿路上皮がん患者では有害事象合併と相関する傾向を認めた。従
って、BCR レパトア多様性の変化の臨床的意義は、がん種により異なる可能性が示唆された。 
 
(3) 抗 PD-1 抗体有効例あるいは有害事象合併例において選択的に増殖する B 細胞クローンの
認識する抗原の同定 
① 上記（１）での次世代シークエンサーによる BCR 遺伝子解析の結果から、有効例・有害事象
合併例の治療後に選択的に増加した B 細胞クローンに由来する BCR の遺伝子配列を同定しよう
としたが、解析データから IgG H 鎖と L 鎖との組み合わせを的確に決定するのが困難であるこ



とが判明した。 したがって、PBMC から B細胞を single cell sorting したのち、個々の B細胞
から IgG H 鎖と L鎖を決定することとした。PBMC を抗ヒト BCR（IgG）抗体で染色したのちに、
セルソーター（FACSAria）を用いて single cell に sort した。 
② 各 single cell より RNA を抽出したのち、PCR 法により IgG H 鎖あるいは IgG L 鎖遺伝子を
増幅した。増幅した PCR 産物を遺伝子解析することにより、頻度の高い B細胞クローンの IgG H
鎖および IgG L 鎖遺伝子の配列を同定した。 
③ 同定した IgG H 鎖あるいは IgG L 鎖遺伝子を搭載した発現ベクターを作成したのち、両ベク
ターを HEK293 細胞に同時に transfect した。Transfectant の培養上清を回収した後、プロテイ
ン Aカラムでの抗体分離、限外濾過による脱塩処理により抗体を精製した。 
④ 現在、精製した抗体の各種ヒト細胞株・ヒト組織への反応性を免疫組織染色、ウエスタンブ
ロッティングなどの実験系で確認中である。 
⑤ 今後、反応する細胞・組織の lysate（抽出液）から免疫沈降法により抗原を精製したのち、
質量分析解析により認識抗原を同定する計画である。さらに、同定した抗原の特徴（発現パター
ン、生体内機能など）から、抗 PD-1 抗体の作用メカニズム（抗腫瘍効果、自己免疫反応）との
関連を考察する計画である。 
 
(4) 研究成果の意義 
本研究の結果から、BCR レパトア解析のバイオマーカーとしての有用性が示唆された。なお、
BCR レパトア多様性の臨床的意義はがん種により異なる可能性があるため、さらに詳細な検討が
望まれるが、新たな視点から免疫チェックポイント（PD-1/PD-L1）研究の展開が期待できる。本
研究の成果は、抗 PD-1 抗体の作用メカニズムを解明するとともに、不必要な治療による不利益
（有害事象合併・医療費浪費）の回避にもつながるため、臨床的意義は大きいと思われる。 
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