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ABSTRACT ━━ Although a great deal of research on cancer immunotherapy has been conducted using mice,
there are many differences between humans and mice, which is associated with some limitations. Therefore, the
analysis of human clinical specimens is important for elucidating the essence of cancer immunology. Recently, ad-
vances in technology have made it possible to perform comprehensive gene analyses of various clinical speci-
mens. While such analyses are often performed in bulk, we believe that it is important to analyze clinical speci-
mens at the single-cell level in order to understand the role of each cell, including various immune cells, in detail.
Various novel findings have been obtained from such analyses.
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要旨━━がん免疫療法の基盤となる腫瘍免疫研究の多
くがマウスで行われてきたが，ヒトとは相違点も多く限
界があるため，ヒト臨床検体の解析が腫瘍免疫の本態解
明に重要と考えられている．近年，技術革新により網羅
的遺伝子解析が可能になり，腫瘍組織を代表に糞便まで
含め様々な検体が解析されている．これらは塊（バルク）

で行われることが多いが，より精密な解析のためには免
疫細胞を含む不均一な集団の 1細胞解析が重要と思わ
れ，そこから多くの新しい知見が明らかになっている．
索引用語━━トランスレーショナルリサーチ，ネオ抗
原，CD8陽性 T細胞，腫瘍免疫，バイオマーカー

緒 言

抗 PD-1/PD-L1抗体をはじめとした免疫チェックポイ
ント阻害薬（ICI）は肺がんを含む様々ながん種で効果が
証明されている．1-3 しかしながら，年単位で再発がなく
完治したかのような症例もあれば，逆に効果がない上に，
免疫療法特有の副作用が出てしまうような症例も存在
し，効果予測バイオマーカーやより効果が高い治療方法
の開発が求められている．
腫瘍免疫の基礎研究では現在でもマウスが用いられる
ことが多いが，マウスではがん細胞を埋めるといった人
工的な系が多い上に，ヒトとマウスでは免疫という点で

も異なるところが多く，ヒト臨床検体の解析こそが腫瘍
免疫の本態解明のために不可欠であろうと考えている．
そういった観点で，本稿ではがん免疫療法に関するトラ
ンスレーショナルリサーチについて，我々の解析結果も
交えて紹介したい．

効果予測バイオマーカー

肺がんは免疫療法の前に EGFRや ALKなどのドライ
バー遺伝子を標的とした研究と治療が盛んになっていた
経緯もあり，臨床検体を得て効果予測バイオマーカーを
探索するような研究が多くなされてきた．ICIに関連し
て有効性や効果予測のために PD-L1発現，腫瘍浸潤リン
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Figure　1.　Relationship between PD-L1, tumor-infiltrating lymphocytes, and the somatic mutation bur-
den. When the tumor mutation burden is high, the neoantigen load can increase. Such neoantigens acti-
vate effector T cells, which infiltrate the tumor microenvironment to attack tumor cells. Tumor cells 
and other types of surrounding immune cells increase the PD-L1 expression to suppress T cells via the 
PD-1/PD-L1 axis. 
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パ球（TIL），体細胞変異数の 3つがよく研究されている．
しばしば別々に議論されることも多いが，これらは一つ
の流れの上にあるものと考えている．体細胞変異数が多
ければ確率的に体細胞変異由来の非自己として認識され
強い免疫応答を起こすことができるがん抗原（ネオ抗原）
が多くなる．4 そのネオ抗原により抗腫瘍免疫応答の主
役であるエフェクター T細胞が強く活性化し，活性化エ
フェクター T細胞が腫瘍細胞を攻撃するために腫瘍に
浸潤していくが，腫瘍細胞や周辺細胞は T細胞を抑制す
るために免疫チェックポイント分子である PD-L1の発
現を上昇させ，結果的に PD-1を介して T細胞が抑制さ
れる5（Figure 1）．そのような抑制されたエフェクター T
細胞を活性化する治療が ICIであり，この 3つはお互い
関連しあって効果予測バイオマーカーとして成り立って
いると考えている．
PD-L1発現
PD-L1は効果予測バイオマーカーとして既に実臨床

で用いられている．6 IFN-γなどの免疫応答に関わる刺
激によってどんな細胞でも PD-L1を発現する可能性が
ある．したがって T細胞が腫瘍細胞を攻撃する際に
IFN-γを放出すれば周囲の細胞でも発現する可能性があ
る．7 こういった腫瘍微小環境の免疫細胞での PD-L1発
現に注目して実験を行っている報告も複数存在し，腫瘍
細胞の PD-L1発現だけでなく，宿主側の PD-L1発現も
ICIの効果に重要であることがわかってきている．8-10

TIL

腫瘍微小環境には線維芽細胞や血管内皮細胞などの

様々な細胞が含まれているものの，上述のように ICIは
エフェクター T細胞を活性化して抗腫瘍効果を発揮し
ているため，抗腫瘍免疫応答の主役はエフェクター T
細胞である．8,9,11 よって，これまでも腫瘍浸潤エフェク
ター T細胞は様々な方法で解析されてきた．12 もちろ
ん，CD8の免疫染色で CD8陽性エフェクター T細胞の
浸潤が多いと ICIの効果が高い，という事実も非常に重
要である．8,9 しかしながら近年の 1細胞レベルの解析か
らは腫瘍浸潤 CD8陽性エフェクター T細胞の中にも腫
瘍を直接攻撃しているものもあれば，攻撃していない非
特異的なものも混在していることが明らかになってお
り，前者が抗腫瘍免疫応答の本質と思われ，それらを区
別する方法が必要である．10,13

体細胞変異数
次世代シークエンス技術の発展に伴い，網羅的遺伝子
解析が可能となったため全エクソン解析（WES）などか
らネオ抗原を同定する方法が行われている．最もシンプ
ルな解析としては「体細胞変異数」という数だけで評価
する方法があり，実際，ある程度は体細胞変異数がネオ
抗原の発現を反映し，抗腫瘍免疫応答や ICIの効果と相
関するという報告も多い．4,14 さらに遺伝子パネル検査
のパネルを用いて数を予測しているような解析も存在す
るが，15 がん種ごとに数の予測が異なるなどの問題点
や，何よりも体細胞変異数自体も抗腫瘍免疫応答とそれ
ほど相関しない上に，ICIの効果との相関精度も高くな
いという報告もされている．15,16 これらの現状を考える
と単純な数だけで評価することの限界が示唆され，より
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精度の高い評価方法が求められている．

がん抗原の解析

マウスで重要性が指摘されてきたネオ抗原であるがヒ
トでの重要性も明らかになってきており，様々な方法で
同定が試みられている．4,17「体細胞変異数」だけではな
く，HLAに提示されたがん抗原が T細胞受容体（TCR）
を介して T細胞を活性化するため，HLAに提示される
結合強度をコンピューター上で予測し，その強度が強い
ものを「ネオ抗原」としている解析も多い．18 実際に非小
細胞肺がん（NSCLC）の患者検体から個人ごとにネオ抗
原を同定した報告もある．19 しかしながら，実際に免疫
解析しても数多くの候補の中から数個しか反応しないよ
うな場合も多く，20 この方法で得られている「ネオ抗原」
が真にネオ抗原なのかは不明な点が多い．我々もシング
ルセルシークエンスで T細胞側としては 10以上のネオ
抗原特異的 TCRを持つ T細胞が浸潤していたものの，
予測から拾われたネオ抗原候補ペプチドがたった 1個し
か反応しなかったような経験もある．21 またネオ抗原の
中でも抗腫瘍免疫応答を抑制してしまうようなものも存
在していることも明らかにしており，質的な問題もある
とも考えている（論文投稿中）．
他に，ネオ抗原を検出する方法としてがん細胞の HLA
に提示されたペプチドをマススペクトロメトリー（MS）
で解析する方法（HLAリガンドーム解析）がある．近年
これにWESを組み合わせることで，患者ごとの参照
データベースを作ることができるようになり，ネオ抗原
の同定が可能となった（プロテオゲノミクス HLAリガ
ンドーム解析）．この方法では標的となるがん細胞に実際
に提示されているペプチドを直接解析でき，22 肺がんの
細胞株をはじめ，23 メラノーマ24などでも報告されてい
る．さらにこの方法を応用して大腸がん患者の腫瘍検体
から non-coding RNAの一部が断片的に HLA上に提示
されてネオ抗原として提示されていることなどがわかっ
てきた．25

WESは遺伝子をコードしているエクソン領域に由来
する DNAのみを解析する方法であり，全ゲノム解析
（WGS）と比較すると解析する領域を 2％程度に抑える
ことができるためコスト面で有利である．しかしWES
ではエクソン領域以外の塩基置換や染色体の構造変化を
検出することはできない．技術の進歩でWGS自体のコ
ストが低下したため，WESではわからなかった領域の未
知の転写産物がネオ抗原にならないかを検討する試みも
行われるようになった．さらにWGSに加えてロング
リードシークエンス技術の進歩に伴い様々な可能性も広
がってきている．26

腫瘍組織の遺伝子解析

上述のように，次世代シークエンス技術の発展に伴い，
ネオ抗原探索以外の目的でも網羅的遺伝子解析が盛んに
行われている．例えば肺がんでは EGFR遺伝子変異があ
る場合や KRAS変異/SKT11変異がある場合には抗腫
瘍免疫応答が抑制され，ICIの効果が悪いことが報告さ
れている．5,27 他にも肺がん以外も含めてWNTシグナ
ルや PI3Kシグナルなどが活性化している場合には抗腫
瘍免疫応答が抑制されてしまうことも報告されてお
り，28,29 これらの報告は臨床検体のWESや網羅的遺伝
子発現解析から導き出されている．
腫瘍組織は腫瘍細胞だけでなく周辺細胞も含むため，
腫瘍組織の解析は浸潤免疫細胞なども含むことになる．
そこで腫瘍組織の網羅的遺伝子発現解析によって治療効
果の予測や特定の遺伝子による患者選択ができるのでは
ないかという発想でこれまでも数多く解析されてい
る．8,30 免疫応答に関わるような遺伝子発現，具体的には
T細胞が活性化した時に放出される IFN-γ関連の遺伝子
発現（CXCL9，CXCL10，IDO1，CD274［PD-L1をコー
ドする遺伝子］など），エフェクター T細胞の浸潤を反映
するような遺伝子発現（CD8Aなど），細胞傷害性に関わ
る遺伝子発現（GZMA，PRF1など）等々で，ICIが有効
な患者をある程度選択できそうではあるのだが，カット
オフを設定して特定の因子によって十分な効果予測バイ
オマーカーとできるほど精密なものは報告されていな
い．8,30

腫瘍微小環境は非常に不均一な集団であり，それらを
全部まとめた塊（バルク）の解析で「免疫にかかわる遺
伝子発現が高い」といっても，決してそれが真の抗腫瘍
免疫応答を反映しているとは限らず，精度の高い解析に
はなっていないのが現状であろう．そこで，網羅的遺伝
子発現解析から細胞分画を予測するような方法も開発さ
れている．例えば肺腺がんに対して Cell-type Identifica-
tion By Estimating Relative Subsets Of RNA Tran-
scripts（CIBERSORT）という腫瘍組織の網羅的遺伝子発
現解析の結果から白血球の分画を推測するアプリケー
ションを用いて，腫瘍への免疫細胞の浸潤パターンを 4
つのサブタイプに分類するとともに定量化スコアを作成
したところ，サブタイプごとに全生存期間（OS）に違い
があったという報告がある．31,32

しかしながら，バルクでの遺伝子発現だけでは割合を
予想することはできても，どの細胞がどの遺伝子を発現
し実際に何をしているのか，といった詳細まではわから
ない．例えば T細胞ですら腫瘍細胞を攻撃するエフェク
ター T細胞もあれば，それを抑制するような制御性 T
細胞というものもあり，33 バルクで割合の推定はできて
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Figure　2.　Heterogeneity of exhausted T cells. Progenitor exhausted T cells differentiate into terminally differentiat-
ed exhausted T cells. Immune checkpoint inhibitor reinvigorate this progenitor population but not the terminally dif-
ferentiated population.
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も，そこに存在する細胞の詳細な表現型まで明らかにす
ることは困難である．
また TCRは様々な抗原を認識するために非常に多様

性を持っているが，それをシークエンスして，その多様
性を評価するような TCRレパトア解析もしばしば腫瘍
組織で行われている．腫瘍組織で多様性が低く，ある程
度同じ T細胞クローンが集まっている方が，ICIの効果
が高いことが報告されている．9 しかしながらその TCR
が実際に腫瘍細胞を攻撃しているか？ どのような表現
型をした T細胞が持っているか？ まではこの方法で
は同定はできない問題点がある．

免疫細胞の解析

腫瘍微小環境のエフェクター T細胞
上述したように，腫瘍浸潤エフェクター T細胞の中に
も腫瘍細胞を直接攻撃しているものだけでなく，非特異
的なものもいることが明らかになっており，免疫細胞 1
つ 1つの正確な役割を明らかにし，腫瘍免疫応答の本態
に迫るためには 1細胞レベルでの解析は必須であ
る．10,13

腫瘍浸潤エフェクター T細胞を抗体による標識でフ
ローサイトメトリー，マスサイトメトリーや多重免疫染
色などを用いて 1細胞レベルでタンパク発現を解析した
報告では，腫瘍浸潤 PD-1陽性エフェクター T細胞が効
果予測バイオマーカーとして有用であることがいくつか
のグループから報告されており，34,35 我々も同様の結果

を得ている．36 したがって腫瘍浸潤 PD-1陽性エフェク
ター T細胞が腫瘍細胞を直接攻撃している T細胞であ
る可能性が高いと考えられている．
一方で，シングルセルシークエンスは 1細胞レベルで
の網羅的遺伝子発現解析が可能なため，もともと注目し
ていない，標識用の抗体がない分子まで同定することが
できる．特に我々は腫瘍浸潤 T細胞をシングルセルシー
クエンスで TCRまで同時に解析することで PD-1陽性
で「疲弊」と呼ばれるような表現型を呈している CD8
陽性 T細胞（exhausted T細胞）こそが腫瘍細胞を直接
攻撃する T細胞であることを正確に同定し，そこに特異
的に発現する新たな分子も見出している．21 他の研究で
は，PD-1弱陽性 TCF1陽性 CD8陽性 T細胞浸潤が ICI
の効果に関わり，耐性時には PD-1強陽性 CD39陽性
TIM-3陽性 TCF1陰性 CD8陽性 T細胞浸潤が増加する
という結果が報告されている．37 一般に慢性感染症や腫
瘍形成過程では強い慢性的な抗原刺激により T細胞が
exhausted T細胞の状態に陥るとされている．Ex-
hausted T細胞の中にも分化段階があり，ICIによる再活
性化が期待できる progenitor exhausted T細胞が前者
（PD-1弱陽性 TCF1陽性 CD8陽性 T細胞）にあたるが，
さらに疲弊が進むと terminally differentiated exhausted
T細胞として PD-1に加えて TIM-3などの抑制性分子を
発現した後者のような表現型の細胞（PD-1強陽性 CD39
陽性 TIM-3陽性 TCF1弱陽性/陰性 CD8陽性 T細胞）
になってしまい，ICIによる再活性化が期待できなくな



TR in Cancer Immunotherapies―Nishi et al

Japanese Journal of Lung Cancer―Vol 62, No 5, Oct 20, 2022―www.haigan.gr.jp 367

り耐性化してしまうとされている38,39（Figure 2）．
末梢血のエフェクター T細胞など
末梢血は免疫細胞を含み，容易に得られるため，その
免疫解析は多く行われている．特に末梢血免疫細胞サブ
セットを解析し，ICIによる臨床転帰を予測した研究が
あるが，好中球/リンパ球比（NLR）が ICIの効果予測に
有用であることが NSCLCを含めた複数がん種で報告さ
れている．40 他にも NSCLC患者の末梢血における T細
胞免疫を縦断的に調査した報告がある．ICIにより良好
な抗腫瘍効果を得ることができた患者では投与前の
CD62弱陽性 CD4陽性細胞の割合が有意に高かったこ
とが報告されている．41 また，末梢血の疲弊した PD-1
陽性 CD8陽性 T細胞の Ki67の発現が ICI治療後に上
昇する，即ち末梢血の疲弊 T細胞が ICIで活性化するよ
うな場合で効果が高いことが報告されている．42 詳細に
シングルセルシークエンスで解析した報告も存在し，腫
瘍局所と末梢血で共通する TCRを持つエフェクター様
T細胞が ICI治療後に末梢血でクローン拡大することが
効果に関与することを報告している．43 しかしながらこ
の報告では前述の腫瘍細胞を直接攻撃しているであろう
exhausted T細胞は，ほとんど末梢血には存在していな
いため，それらには注目できていない．我々も同様に末
梢血には腫瘍を直接攻撃している exhausted T細胞ク
ローンがほとんど存在しないことを示しており，腫瘍局
所の詳細までは反映できていない可能性もある．21

制御性 T細胞
T細胞の中にはエフェクター T細胞とは逆に抗腫瘍
免疫応答を抑制する制御性 T細胞というものが存在す
る．33 FOXP3陽性で特徴づけられる CD4陽性 T細胞
で，抗腫瘍免疫応答を抑制するためその浸潤が予後不良
因子であることは様々ながん種で報告されている．33 末
梢血の解析にはなるが，NSCLC患者で抗 PD-1/PD-L1
抗体が有効だったのは CD25陽性 CD127弱陽性制御性
T細胞の頻度が治療開始 7日後に有意に減少した集団で
あり，逆にいわゆる hyperprogressive diseaseを経験し
た集団ではその頻度が有意に増加していたという報告が
ある．44 このように制御性 T細胞の存在が ICIの耐性に
関わると予想されたため，様々な解析が行われてい
る．45,46 我々もフローサイトメトリーを用いて，抗 PD-1
抗体により PD-1陽性制御性 T細胞が活性化し，抗腫瘍
免疫応答を抑制してしまい，hyperprogressive disease
が引き起こされることを報告した．47 さらに抗 PD-1/
PD-L1抗体の効果との関係も解析しており，制御性 T
細胞の単純な浸潤量よりはこの PD-1陽性制御性 T細胞
こそが耐性に関わり，PD-1陽性エフェクター T細胞と
のバランスが効果に重要であることを見出している．36

B細胞
抗腫瘍免疫応答における B細胞の役割，特に ICIが投

与された患者における役割はそれほど詳細に解析されて
こなかった．B細胞にも抑制性に働く制御性 B細胞とい
うものが存在し，抗腫瘍免疫応答を抑制しているという
報告もあれば，48,49 逆にシングルセルシークエンスなど
を用いて抗腫瘍免疫応答を活性化し，効果予測バイオ
マーカーとなる可能性についての報告も相次いでなされ
ている．50-52 これらによると特に B細胞浸潤を含む 3次
リンパ様構造（tertiary lymphoid structures；TLS）が
ICIの効果に重要なようである．50-52 他にも NSCLCの
手術検体の 1細胞レベルの解析では CD79Aと CD20の
両方を発現している B細胞の存在が予後と相関すると
報告されている．53 さらに ICI投与後に手術をした患者
検体の病理組織を評価した報告でも，有効例では TLS・
B細胞浸潤が特徴的に見られることが報告されているた
め，54 今後より詳細に大規模な解析が期待される．
Tumor-associated macrophage（TAM），myeloid derived
suppressor cell（MDSC）
抑制性の細胞である TAMやMDSCが ICIの耐性に

関係することは以前からマウスで報告されていた．55,56

実際にヒトでは末梢血にMDSCが多いことが ICIの予
後不良マーカーである可能性が複数報告されており，57

腫瘍組織の網羅的遺伝子発現解析からも TAMや
MDSCの浸潤が多いような遺伝子発現パターンをもつ
患者では ICIの効果が悪いという報告もある．58 他にも
NSCLC患者の腫瘍組織の解析では TAMの PD-L1高発
現が ICIの予後良好マーカーになりうるとも報告されて
いる．59 一方で，TAMやMDSCには定義や可塑性の問
題があり，解析と結果の解釈を難しくしている部分もあ
る．

末梢血の液性因子の解析

免疫細胞同様に容易に検体が得られるため，液性因子
の解析の報告は多い．TNF-α，IFN-γ，IL-6，IL-8，TGF-
βなどのサイトカインが ICIへの反応と有害事象の予測
因子として検討されている．血中の IFN-γレベルの上昇
は ICI有効性と有害事象について正の効果予測バイオ
マーカーとして作用し，逆に IL-8のベースライン高値や
血中レベルの上昇，IL-6と TGF-βの上昇は負の効果予測
バイオマーカーとして作用していると報告されてい
る．60 しかしながら，免疫細胞と同じく液性因子の変化
が腫瘍局所の状況を反映しているかは疑問の余地があ
る．

腸内細菌叢

遺伝子や代謝産物の網羅的解析技術が進歩したことに
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より，腸内細菌叢が ICIの抗腫瘍効果に関係する因子で
あることが明らかになってきている．例えば抗菌薬の投
与が腸内細菌に対して ICIの治療効果を減弱させるよう
な影響を与えるという報告もあれば，61 肺がんも含めた
複数のがん種で ICI投与前のベースライン便サンプルを
16Sメタゲノム解析法，ショットガンメタゲノム解析，選
択した細菌に対する定量ポリメラーゼ連鎖反応を行い，
常在菌の構成と ICIの効果との間に有意な関連が認めら
れたという報告もある．62 他にも ICIによる治療を受け
た NSCLC患者を対象としたレトロスペクティブ解析で
Clostridium butyricumMIYAIRI 588（CBM588）投与群が
非投与群と比較して無増悪生存期間（PFS）と OSを有意
に延長させたという報告もある．これらを踏まえて糞便
移植やプロバイオティクス，プレバイオティクスなどの
臨床試験が行われ，中には有望な結果が報告されている
ものもある．63-66

おわりに

呼吸器内科医として肺がんの治療に関わるようにな
り，細胞傷害性抗癌剤で有害事象のコントロールをしな
がら治療している中に分子標的薬が登場し，そのキレの
よさと有害事象の少なさに驚かされた．そこから時間が
経つとほぼ全例が耐性化し，こんなにいい薬が出てきて
も，がんを克服するというのは難しいことなのだと感じ
た．その後 ICIが登場し，免疫関連有害事象という独特の
有害事象が出現することもあるものの，何年も病勢進行
を認めない患者さんに出会い，いたく感動した記憶があ
る．少ないながらもそのような患者さんが存在するため，
治癒を目指すのであれば免疫療法なのだと意識するよう
になった．がん免疫療法が臨床で使用されはじめて 5年
以上になり，臨床検体を用いた効果予測バイオマーカー
研究も多数行われている．我々の取り組みも含めて様々
なデータを紹介したが，臨床の現場でするには現実的で
はない解析も多く，未だ臨床では PD-L1免疫染色を凌駕
するバイオマーカーは登場していない．研究者目線では
PD-L1発現 50%以上の NSCLCに対する Pembrolizu-
mabの効果は「完璧」ではなく，決して「美しい」とは
言えない結果だが，臨床の現場では「簡便」かつ「許容」
できる結果のため臨床の先生方にも受け入れられている
ものと思っている．6 研究者の追求する「完璧さ」「美し
さ」と臨床の先生方が利用に値する「簡便さ」「許容」の
ギャップを埋めることがトランスレーショナルリサーチ
の役割ではあるのだが，研究者の立場としては「簡便さ」
の中にも，できる限りの「美しさ」を追求したくなるの
である．

本論文内容に関連する著者の利益相反：冨樫庸介［日当・講

演料］小野薬品工業，BMS，MSD，中外製薬［研究費・助成

金などの総額］第一三共株式会社，小野薬品工業，BMS，
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