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略号一覧 
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PD-1  programmed cell death-1 

PD-L1  programmed cell death ligand-1 

PFS  progression-free survival 

PMA   phorbol-12-myristate-13-acetate 

RIN  RNA integrity number 

ssGSEA single sample Gene Set Enrichment Analysis 

TAAs  tumor-associated antigens 

TAM  tumor-associated macrophage 

TCGA  The Cancer Genome Atlas 

TCR  T-cell receptor 

TIC  tumor infiltrating cell 

TIDE  Tumor Immune Dysfunction and Exclusion 

TIL  tumor infiltrating lymphocyte 

Tim-3  T-cell immunoglobulin and mucin domain-3 

TME  tumor microenvironment 

TNFα  tumor necrosis factor α 

Treg  regulatory T cell 
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要旨 

胃癌患者 31 症例の、手術検体（腫瘍組織・正常組織）と末梢血検体を用いて、次

世代シーケンサー解析、フローサイトメトリー解析、液性因子解析を行い、胃癌に

おける腫瘍内免疫応答を多層的に解析した。「がん免疫サイクル（Cancer-Immunity 

Cycle）」の概念に基づき、RNA シークエンスデータから抽出した 9 つの評価軸か

らなる「イムノグラム（Immunogram）」で腫瘍内免疫応答を表現した。患者個々に

イムノグラム解析を行い、各評価軸のイムノグラムスコア（IGS, immunogram score）

をもとにクラスター解析を実施したところ、胃癌の腫瘍内免疫応答は、大きく 2 つ

の群（“Immune Hot”と“Immune Cold”）、さらに詳細に 4 つの群（IGS cluster; “hot1”, 

“hot2”, “middle”, “cold”）に分類された。IGS cluster は従来の臨床分類とは相関を認

めなかったが、クラスター毎に、腫瘍、がん抗原数や上皮間葉転換、遺伝子変異、

腫瘍微小環境（TME, tumor microenvironment）、さらには腫瘍浸潤 T 細胞（TIL, 

tumor infiltrating lymphocyte）の機能不全や浸潤排除の有無など、腫瘍内免疫応答が

特徴づけられ、腫瘍内免疫応答の評価に有用と考えられた。“hot1” 群には、TCGA

（The Cancer Genome Atlas）分類の MSI（microsatellite instability）型が多く含まれ、

いずれも遺伝子変異数が多かった。“hot2” 群には、TCGA 分類の EBV（Epstein-Barr 

virus）型が多く含まれていた。“middle” 群には、上皮間葉転換をきたした

Mesenchymal 型が多く集まっていた。 

本研究をもととして、腫瘍内免疫応答の解析に基づいた、胃癌に対する治療法の

開発が期待される。 
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序文 

胃癌について 

世界における胃癌の 2012 年の罹患数および死亡数は、それぞれ 95.2 万人と 72.3

万人と推定され、先進国では減少傾向にあるものの、悪性新生物の罹患数では第 5

位、死亡数では肺癌、肝臓癌に次いで第 3 位を占めている[1]。本邦では、全がんで

年齢調整罹患率が増加している中で、全がん罹患数における胃癌の罹患割合は減少

しているものの、依然として男性では第 1 位、女性では乳癌、結腸・直腸癌に次い

で第 3 位を占めている（2013 年）。また年齢調整死亡率（対人口 10 万人）も男女

それぞれ 69.9、34.1（1980 年）、28.2、9.23（2013 年）と減少しているが、胃癌に

よる死亡数は年間約 4.5 万人と全がん死数 37 万人の約 1/8 を占め、悪性新生物によ

る死因の第 3 位を占めている（2016 年）[2]。 

胃癌の組織学的分類に関しては、本邦における胃癌取扱い規約第 14 版では、高頻

度に出現する腺癌を一般型とし、その他を特殊型としている。腺癌は分化型（乳頭

腺癌、管状腺癌）、未分化型（低分化腺癌、印環細胞癌、粘液癌）に分類される。

分化型癌は腺管形成の良好な癌で膨張性の発育を示し、肉眼形態は境界明瞭な限局

型が多い。進行すると血行性の肝転移が多く、また比較的高齢者に多い。未分化型

癌は腺管形成に乏しくびまん性に浸潤する癌とされ肉眼的に境界不明瞭なものが多

く、リンパ行性転移や腹膜播種が多くみられる。分化型に比し若年者の割合が高い。

国際的には Lauren 分類が用いられることが多く、胃癌を腸型（intestinal type）とび

まん型（diffuse type）に分類する。これは概ね分化型と未分化型に相当する。 

胃癌の病期分類については、UICC-TNM 分類と胃癌取扱い規約が用いられるが、

本邦での日常臨床では胃癌取扱い規約により IA、IB、IIA、IIB、IIIA、IIIB、IIIC、

IV に分類され、病期に基づき治療が選択されることが一般的である。現在の胃癌に
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対する標準治療としては、Stage IA から IIIの限局期の胃癌では、内視鏡的治療や外

科的治療によって治癒を目指す。術後病理所見で pStage II/III（T1 を除く）かつ治癒

切除の場合は、テガフール・ギメラシル・オテラシル（S-1）による術後補助化学療

法が標準治療である。5 年生存率は Stage I：99.1%、Stage II：72.6%、Stage III：

45.9%である。Stage IV の進行胃癌（または再発胃癌）の場合は、症状緩和目的の化

学療法が施行されるが、5 年生存率は 7.2%程度であり、満足のいく治療成績は得ら

れていない。 

 

胃癌に対する免疫治療の現状 

 悪性腫瘍患者では抗腫瘍免疫応答は様々な機序で抑制されている。近年その抑制

因子の一つである免疫チェックポイント分子を抗体で阻害することで、メラノーマ、

肺癌などの患者で生存期間の延長が示された。胃癌でも複数の国際共同試験が行わ

れ、第 III相試験（ATTRACTION-2 試験）において、標準治療不応または不耐容の

切除不能進行・再発胃癌に対して、抗 PD-1（Programmed cell death-1）抗体であるニ

ボルマブがプラセボと比較して、全生存期間（OS, overall survival）を 1.2 ヵ月（5.3

ヵ月 vs 4.1 ヵ月, HR 0.63, 95%CI 0.50-0.78, P<0.0001）延長したことが報告された[3]。

この結果をもとに、本邦でもニボルマブは「がん化学療法後に増悪した治癒切除不

能な進行・再発の胃癌」を効能・効果として 2017 年 9 月 22 日に適応拡大され、

2018 年 1 月改訂の胃癌治療ガイドライン第 5 版ではニボルマブ療法が本邦での三次

治療における標準治療と位置づけられた[4]。 

しかし、免疫チェックポイント阻害薬は非常に高価であり、また重篤な副作用の報

告も多数あり、治療効果が期待できる患者の選別を可能にするバイオマーカーの確

立が求められている。今後、胃癌に対して、免疫チェックポイント阻害薬をさらに
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早期の段階で使用したり、複数の免疫チェックポイント阻害薬や他の抗がん剤・分

子標的薬と併用して、より効果的な治療法を開発したりするために、胃癌における

腫瘍内免疫応答を理解することが急務となっている。 

 

がん免疫サイクル（Cancer-Immunity Cycle）とイムノグラム 

生体内のがん免疫応答は、ダイナミックなシステムとして成り立っており、単一

の因子で評価するのは困難である。がん免疫応答を一連のサイクルとして理解する

「がん免疫サイクル（Cancer-Immunity Cycle）」という概念が広く受け入れられて

おり、次の 7 つのステップからなる（図 1）。①腫瘍組織から腫瘍抗原が放出され、

②腫瘍抗原を樹状細胞などの抗原提示細胞（APC, antigen presenting cell）が取り込み、

MHC 分子に結合させて細胞表面へ提示しつつリンパ節へ遊走する。③リンパ節に到

達した APC は T 細胞へ抗原を提示し、抗原特異的な T 細胞が活性化する。④活性化

T 細胞が腫瘍組織へと遊走し、⑤浸潤する。⑥腫瘍抗原を発現する腫瘍細胞を T 細

胞が認識し、⑦攻撃する。T 細胞に攻撃され細胞死を起こした腫瘍細胞から新たな

腫瘍抗原が放出され、①に戻る[5] 。この一連のサイクルのどのステップが障害され

ても効果的ながん免疫応答の誘導が困難となり、がんは免疫監視機構から逃避する。 

例えば、活性化 T 細胞に発現される細胞傷害性 T リンパ球抗原 4（CTLA-4, 

cytotoxic T-lymphocyte antigen 4）は、樹状細胞上の CD80/CD86 と結合すると、T 細

胞に抑制性のシグナルを伝達する（ステップ③の抑制）。また、活性化 T 細胞に発

現される PD-1 は、腫瘍細胞に発現した PD-L1（programmed cell death ligand-1）と結

合することで、T 細胞に抑制性のシグナルを伝達する（ステップ⑦の抑制）。この

ように免疫応答を制御する作用を持つ分子を免疫チェックポイント分子と呼ぶが、

免疫チェックポイント阻害薬はこれらの抑制作用を阻害することで、停滞していた
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Cancer-Immunity Cycle を再び進行させ、がん免疫応答の再活性化をもたらす。例え

ば、抗 CTLA-4 抗体はステップ③の抑制を解除し、抗 PD-1/PD-L1 抗体はステップ⑦

の抑制を解除する[6] 。しかし、障害されるステップは 1 か所とは限らない。投与さ

れた免疫チェックポイント阻害薬が働くステップ以外のステップが障害されている

場合には、Cancer-Immunity Cycle は回らず、効果的ながん免疫応答の誘導は困難と

なる。また、個々の患者によって障害されるステップが異なるため、個々の患者に

おける問題点を明らかにすることが求められている。 

 

 

図 1 がん免疫サイクル（Cancer-Immunity Cycle） 

がん免疫サイクル（Cancer-Immunity Cycle）は①から⑦に示す 7 つのステップから

なる[5]。この一連のサイクルのどのステップが障害されても効果的ながん免疫応答

の誘導が困難となり，がんは免疫監視機構から逃避する。 

 

非小細胞肺癌や悪性黒色腫、頭頸部癌などでは、免疫組織化学染色による腫瘍細

胞表面の PD-L1 発現が高い症例において、抗 PD-1 抗体の効果が高いことが示され

ている。米国および本邦では、ペムブロリズマブについては、腫瘍細胞の PD-L1 発

現陽性（≥50%）を付帯条件として非小細胞肺癌に対する一次治療薬として承認され
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ている。しかし、これらのがん種でも、PD-L1 陰性例でありながら抗 PD-1 抗体によ

る奏効が得られた例も認めている[7][8][9]。また、腎細胞癌や胃癌などでは、腫瘍細

胞の PD-L1 発現と抗 PD-1 抗体の効果に有意な相関は認めなかった[3][10]。これらの

ことから腫瘍細胞の PD-L1 発現は、抗 PD-L1 抗体の絶対的な効果予測因子とはみな

されておらず、より信頼性の高いバイオマーカーが求められている。 

これまでに、図 2 に示すように、患者由来の末梢血、腫瘍組織（腫瘍細胞・腫瘍

周囲環境）などの解析が進められているが、これらの因子を単一でバイオマーカー

として個別の症例に利用するのは困難であり、末梢血から腫瘍細胞・腫瘍周囲環境

までのがん免疫の全体像を評価することが重要である。 

 

 

図 2 免疫チェックポイント阻害薬のバイオマーカー候補 

これまでに臨床研究から報告されたバイオマーカーを血液、腫瘍周囲環境、腫瘍に

分けて示す。免疫チェックポイント阻害薬は、がん細胞を認識し攻撃する T 細胞の

作用を介してがんの増殖を抑制するため、その作用には多くの分子や細胞が関与し

ている。 

 

Cancer-Immunity Cycle で表現されるように、腫瘍に対するダイナミックな免疫応

答には、様々な因子が関与しているため、単一の因子のみで、免疫チェックポイン

ト阻害薬の治療選択や効果予測に用いることは困難である。末梢血から腫瘍細胞・



 

 

11 

腫瘍周囲環境までのがん免疫の全体像を複合的に体系的に評価する手法が求められ

ている。その一つとして、腫瘍免疫にかかわる情報を抽出して、スコア化し、レー

ダーチャートを用いて可視化するイムノグラムの作成が提唱された[11]。 

これを受けて、東京大学医学部附属病院免疫細胞治療学では、肺がん患者 20 例の

網羅的遺伝子解析データの中から、Cancer-Immunity Cycle の各ステップに関わる免

疫関連遺伝子群の発現データを解析し、Cancer-Immunity Cycle を評価するためのイ

ムノグラム（Immunogram for Cancer-Immunity Cycle）が作成された。レーダーチャ

ートの軸として、1. T 細胞の多寡、2. 腫瘍の抗原性、3. T 細胞のプライミング・活

性化、4. T 細胞の遊走・浸潤、5. T 細胞による腫瘍の認識、6. 抑制性免疫細胞の有

無、7. チェックポイント因子発現の有無、8. その他の抑制性因子の有無、の 8 つの

軸が設定された（図 3）[12] 。 

イムノグラムは、腫瘍への T 細胞浸潤の程度から T-cell-rich、 T-cell-poor、 

intermediate の 3 つのパターンに大別された。例えば、図 3 に示した T-cell-rich のパ

ターンを示す症例では、Cancer-Immunity Cycle における、腫瘍の抗原性から T 細胞

による腫瘍細胞の認識までは障害されていないが、制御性 T 細胞（Treg, regulatory T 

cell）や骨髄性抑制細胞（MDSC, myeloid-derived suppressor cell）の浸潤、免疫チェ

ックポイント因子やその他の抑制因子の発現によって、免疫細胞から腫瘍細胞への

攻撃が抑制されている。このような症例では、免疫チェックポイント阻害療法だけ

でなく、Treg や MDSC などの抑制性細胞を同時に制御することが治療法として提案

される。 
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図 3 イムノグラム（T-cell-rich のパターンを示す症例） 

イムノグラムで T-cell-rich のパターンを示す症例。抑制性因子については発現が低

くほどスコアを高く設定した。抑制性免疫細胞の浸潤、免疫チェックポイント因子

やその他の抑制因子の発現によって，腫瘍細胞への攻撃が抑制されている[12]。 

 

 さらに、イムノグラムは、Cancer-Immunity Cycle のみでなく、例えば、がん-免疫

相互作用に関連する腫瘍の代謝や増殖に関する因子など、評価軸を柔軟に増やすこ

とが可能であり、腫瘍内免疫応答を統合的に理解するために有用なツールであると

期待されている。 

 

本研究では、胃切除術時に得られた組織の DNA/RNA を抽出し、次世代シーケン

サーを用いて得られた情報をもとに、遺伝子発現の解析を行うとともに、新たに 7

つの免疫側の因子に腫瘍側の因子として Glycolysis（解糖系）と Proliferation（細胞

増殖）を加え、9 つの軸でイムノグラム解析を行い、腫瘍内免疫応答を評価した。

さらに、フローサイトメーターを用いた腫瘍浸潤リンパ球（TIL, Tumor Infiltrating 

Lymphocyte）の形質や機能の評価を行い、胃癌に対する免疫治療法開発のための基

盤となる腫瘍内免疫応答の統合的解析を実施した。 
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目的 

 胃癌患者において、患者毎の腫瘍内免疫応答を明らかにして、将来の個別化複合

的がん免疫治療法の基盤となる、腫瘍内免疫応答の評価法を確立することを目的に

本研究を実施した。 

 

 

方法 

対象患者 

共同研究機関である東京都立墨東病院において、2014 年 6 月から 2017 年 10 月ま

でに胃癌・食道胃接合部癌に対して外科手術（姑息的手術を含む）が行われた症例

のうち、後述する解析に十分な量の研究用検体（腫瘍組織、正常組織と末梢血）を

採取できた 31 例に対して解析を行った。手術による切除標本から腫瘍組織および正

常組織を採取し、また手術時に末梢血を採取した。 

手術および周術期、術後の治療は、主治医の判断に基づき、経過観察を含めて標

準治療の範囲内で行われた。臨床診断や組織診断は、胃癌取扱い規約第 14 版[13]に

従って行われた。 

本研究におけるヒト試料を扱った手技・解析については、東京大学医学部附属病

院の倫理指針および 1964 年のヘルシンキ宣言とその後の改正、それに類する倫理指

針を遵守して行われた。本研究は、東京大学大学院医学系研究科および東京大学医

学部附属病院のヒトゲノム・遺伝子解析研究倫理委員会で承認された、臨床研究

「個々のがんの遺伝子変異に基づく固有抗原の同定と腫瘍内微小環境の解析に基づ

く免疫制御法を組み合わせた個別化がんワクチン治療の開発」（承認番号 G3545-

(18)）の一部として行われた。また、共同研究機関である東京都立墨東病院でも同
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課題名で倫理委員会の承認を得て行われた（受付番号 39）。本研究の全対象患者に

おいて研究参加への書面での同意取得を確認した。 

 

臨床検体の処理 

末梢血は、手術時に動脈留置カテーテルからヘパリン管に 30ml 採取した。末梢血

検体は、密度勾配遠心分離法により血漿と末梢血単核球（PBMC, peripheral blood 

mononuclear cells）に分離し、血漿は-80℃の超低温フリーザーで、PBMC は細胞凍結

保存液 BAMBANKER
 
(Nippon Genetics Co. Ltd., Tokyo, Japan) に懸濁して、液体窒素

容器で保存した。 

腫瘍組織および正常組織は、手術時に切除標本から 5mm 大の切片（腫瘍組織 2 片、

正常組織 1 片）にカットして採取した。腫瘍組織 1 片は、培養用として、一部を細

断して酵素処理と自動組織分散・破砕装置 gentleMACS
TM

 Dissociator (Miltenyi Biotec, 

Gladbach, Germany) による処理を行い、新鮮腫瘍分解物（FTD, Fresh tumor digest）を

作成した。FTD は細胞凍害保護液 CP-1 (Kyokuto Pharmaceutical Industrial Co. Ltd., 

Tokyo, Japan) に懸濁して、液体窒素容器で保存した。残りは細断して培地上に播種

し、CTS
TM

 Immune Cell Serum Replacement  (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)を

5％含む RPMI1640 培地で培養し腫瘍細胞株の樹立を試みた。また、さらに 6000 

IU/ml の IL-2 (PROLEUKIN, NIPRO, Osaka, Japan)を添加した培地で TIL を培養した。

3~4 週間の培養で、腫瘍細胞株の樹立あるいは TILの培養に成功した場合には細胞

凍害保護液 CP-1 で懸濁して、解析まで液体窒素容器で保存した。腫瘍組織 1 片と正

常組織 1 片は、遺伝子解析用として、小片に細断して核酸安定試薬である RNA 

later
®
 (Thermo Fisher Scientific) に浸漬し、4℃の冷蔵庫内で一晩以上浸透させた後、-

80℃の超低温フリーザーで凍結保存した。このように保存した検体から、プロトコ
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ルに従い、AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit
®
 (Qiagen) を用いて腫瘍および正

常組織からゲノム DNA と total RNA を抽出した。組織から抽出した DNA と RNA に

は胃癌細胞と周囲浸潤細胞の両者の由来のものが混在している。DNA の品質評価に

は蛍光光度計 Qubit Assay Kit 
®
 (Thermo Fisher Scientific)を用い、濃度≧12.5ng/μl、

DNA 量≧2.0μg（場合によっては 1.0μg まで許容）を満たした検体を解析に用いた。

RNA の品質評価には 2100 Bioanalyzer system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) を

用い、濃度≧20.0ng/μl、RNA 量≧0.4μg（場合によっては 0.1μg まで許容）、RNA 

integrity number (RIN) ≧7.0 を満たした検体を解析に用いた。遺伝子解析用に精製し

た DNA および RNA サンプルは、日本ジーンウィズ株式会社（埼玉県川口市）、

BGI JAPAN（兵庫県神戸市）またはケミカル同仁（東京都港区）に送付され、次世

代シーケンサーによる全エクソームシークエンスおよび RNA シークエンスが行われ

た。 

 

全エクソームシークエンス 

 DNA サンプルは、SureSelect XT Human All Exon Kit v5 (Agilent Technologies)を用

いて、プロトコルに従い標的エクソン領域を選択的に PCR 増幅して DNA シークエ

ンスライブラリーを作成し、次世代シーケンサーHiSeq2000 (Illumina, San Diego, CA) 

を用いて、150 塩基長（bp、 base pair）のペアーエンド法でシークエンスされた。 

 FASTQ 形式で得られた全エクソームシークエンスリード情報を、解析ソフトウェ

ア Burrows-Wheeler Aligner (v0.7.15) [14] および NovoAlign software (v3.01.00. 

Novocraft Technologies, Selangor, Malaysia) を用いて、ヒト参照ゲノム配列

GRCh38/hg38 上にマッピングした。ポストマッピング処理として、Picard (v2.1.1)を

用いて重複リードを除去した後、 Genome Analysis Toolkit (GATK, v.3.7) [15] を用い
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てローカルリアラリインメント及びリキャリブレーションを行い、腫瘍・正常それ

ぞれのサンプルの BAM ファイルを生成した。変異解析ソフト VarScan (v 2.4.2) およ

び Mutect (v.1.1.7) を用いて、体細胞遺伝子変異を検出した [16][17]。 

 

RNA シークエンス 

 RNA サンプルは、SureSelect Strand-Specific RNA library Preparation kit for Illumina 

(Agilent Technologies) を用いて、プロトコルに従い poly-A 選択的 RNA シークエンス

ライブラリーを作成し、次世代シーケンサーHiSeq2000 (Illumina) を用いてシークエ

ンスされた。 

 FASTQ 形式で得られた RNA シークエンスリード情報を、解析ソフトウェア

STAR(v.2.5.2b) [18] を用いて、ヒト参照ゲノム配列 GRCh38/hg38 へ、マッピングを

行った。発現量は、解析ソフトウェア HTSeq (v.0.6.1) [19] を用いて、各遺伝子領域

にマッピングされたリード数を算出した後に、R (The R Project for Statistical 

Computing) [https://www.r-project.org/]を用いて各遺伝子の発現量を fragments per 

kilobase of exon per kilobase of exon per million fragments mapped (FPKM, 全リード数が

100 万リード・各遺伝子の配列長が 1,000 塩基であったと仮定したときのリード数) 

の単位で定量化した。各遺伝子の発現値 FPKM が 1 以上の場合に、有意な発現と判

定した。 
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イムノグラム 

腫瘍内免疫応答を反映する遺伝子群のリストを作成し、イムノグラムの各評価軸

を決定した。Cancer-Immunity Cycle の各ステップに関わる因子は、先行研究での 8

つの軸[12]から 7 つの軸に整理し、腫瘍の代謝や増殖に関わる因子として Glycolysis

（解糖系）、Proliferation（細胞増殖）の 2 つの軸を加えた（評価軸として使用した

遺伝子群の内容を表 1 に示す）。 

次に、TCGA に登録された胃癌 375 例の各遺伝子の発現量（FPKM 値）データを

ダウンロードし、解析ソフトウェア Gene Set Enrichment Analysis (GSEA, v9) [20]を用

いて single sample Gene Set Enrichment Analysis (ssGSEA)を行い、イムノグラムの評価

軸毎に、TCGA に登録された胃癌患者の ssGSEA スコアの平均値と標準偏差を計算

した。つづいて、本研究の 31 症例の RNA シークエンスから得られた各遺伝子の発

現量（FPKM 値）データについて同様に ssGSEA を行い、各症例でイムノグラムの

評価軸毎に得られた ssGSEA スコアを、TCGA データから作成した平均値と標準偏

差を基準として標準化し、Z スコアを計算した。この Z スコアを、先行研究の手法

に基づいて[12]、1~5 点からなるイムノグラムスコア（IGS, Immunogram score）に変

換し、イムノグラムを作成した。 
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表 1 イムノグラムスコア（IGS）算出に用いた遺伝子群 

 Genes 

Innate immunity APOBEC3G, APOL6, CCL4, CCL5, CCND2, CD244, CD247, CD69, 

CD7, CD96, CDK6, CSF2, CST7, CTSW, DPP4, FASLG, GNLY, 

GPR171, GPR18, GRAP2, GZMA, GZMB, GZMH, GZMM, IFNG, 

IL12RB2, IL18R1, IL18RAP, IL2RB, KIR2DL1, KIR2DL4, KIR2DS4, 

KIR3DL2, KLRB1, KLRC3, KLRD1, KLRF1, KLRK1, LCK, LTA, LTB, 

NAALADL1, NCR3, NKG7, OSM, PRF1, PRR5L, PTGDR, PTGER2, 

PTPRCAP, PVRIG, S1PR5, SH2D1A, SOCS1, TBX21, TNFSF14, TRDC, 

TXK, ZAP70 

Priming & 

activation  

ARHGAP22, BIRC3, CCL1, CCL13, CCL17, CCL18, CCL19, CCL20, 

CCL22, CCL5, CCL8, CCR7, CD1B, CD1E, CD80, CD86, CHST7, 

CLIC2, CXCL10, CXCL11, CYP27A1, DHX58, EBI3, ETV3, FPR3, 

HESX1, HTR2B, IDO1, IFI44L, IL12B, IL2RA, KYNU, LAMP3, 

MAP3K13, MMP12, MSC, NR4A3, PDCD1LG2, PLA1A, PLA2G7, 

PTGIR, RASSF4, RSAD2, SIGLEC1, SLC15A3, SLC2A6, SLCO5A1, 

ST3GAL6, TMEM255A, TNFAIP6, TNFRSF11A, TNFRSF4, TREM2  

T cells BCL11B, CCL5, CD2, CD247, CD27, CD3D, CD3E, CD3G, CD6, 

CD69, CD7, CD8A, CD8B, CD96, CRTAM, CST7, CTSW, DPP4, DSC1, 

DUSP2, FCMR, FLT3LG, GNLY, GPR171, GRAP2, GZMA, GZMB, 

GZMH, GZMK, GZMM, ICOS, IGKC, IL7R, ITK, KLRB1, KLRC3, 

KLRC4, KLRD1, KLRF1, KLRK1, LAG3, LCK, LEF1, LIME1, LTB, LY9, 

MAP4K1, MAP9, NCR3, NKG7, PIK3IP1, PRF1, PTGDR, PTPRCAP, 

PVRIG, RASA3, RPL3P7, SH2D1A, SIRPG, TCF7, TRAC, TRAT1, 

TRAV12-2, TRAV13-1, TRBC1, TRDC, UBASH3A, ZAP70 

IFNγ response STAT1, ISG15, IFIT1, MX1, IFIT3, IFI35, IRF7, IFIT2, OAS2, TAP1, 

EIF2AK2, RSAD2, MX2, IRF1, OAS3, TNFSF10, IRF9, CXCL10, IFI44, 

BST2, XAF1, SP110, OASL, PSMB8, IFI44L, IFITM3, DDX60, 

LGALS3BP, GBP4, IRF8, PSMB9, PML, IFIH1, UBE2L6, IFI27, ADAR, 

LY6E, STAT2, CXCL9, IL10RA, PLA2G4A, TRIM21, USP18, PTGS2, 

EPSTI1, C1S, DDX58, IL15, NLRC5, NMI, IDO1, PSMB10, CXCL11, 

ITGB7, SAMHD1, HERC6, CMPK2, SAMD9L, RTP4, PTPN2, PARP14, 

TNFAIP2, IFITM2, PLSCR1, SOCS1, CASP1, ICAM1, WARS, PSME1, 

ISG20, IRF2, TRIM14, FCGR1A, MARCH1 

Inhibitory cells 

(Tregs) 

BARX2, BCL11B, CD2, CD247, CD27, CD28, CD3D, CD3E, CD3G, 

CD4, CD5, CD6, CD70, CD96, CEMP1, CLEC2D, CTLA4, DGKA, 

DPP4, EFNA5, FOXP3, FRMD8, GPR1, GPR171, GPR19, GZMM, 

HIC1, HMGB3P30, ICOS, IL2RA, IL2RB, ITK, KIRREL, LAIR2, LCK, 

LILRA4, LOC126987, LTB, MAP4K1, MBL2, NPAS1, NTN3, PCDHA5, 

PLCH2, PMCH, PTGIR, PTPRG, RCAN3, RYR1, SEC31B, SEPT5, 

SH2D1A, SIRPG, SIT1, SKAP1, SPOCK2, SSX1, TRAC, TRAT1, TRAV9-

2, TRBC1, TYR, UBASH3A, ZAP70 

(MDSC) ADORA3, C11orf96, ARG1, BIN2, C1orf162, CAPS, KIT, ITGAM, 

ITGAX, IL4R, CD14, FUT4, CD163L1, CR2, FCER2, CD274, PECAM1, 
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CR1, CD40, SPN, CD44, COX2, CTR9, EBP, SUPT20H, TMEM255B, 

FCGRT, FERMT3, FLOT1, FLT1, GIMAP7, GLI4, GNA15, GPR34, 

GPSM3, IDO1, IKZF1, IL13, IL18BP, IL1R1, INPP5D, ITGA3, KDR, 

KRIT1, LGALS3, MGAT4A, NAIP, NEK3, NOG, PARVG, PDRG1, 

PIK3R5, PPP1R2P4, PSAP, PTGES2, PTPRE, RNASE1, PRPF31, 

S100A8, S100A9, SELPLG, SLA, SLC36A1, SLC44A1, ST8SIA4, STAT3, 

STAT6, TBXAS1, TGFB1, TGFB2, TGFB3, TFRC, TPP1, VTCN1 

Inhibitory 

molecules 

ARG1, BTLA, CCL2, CCL22, CD163, CD80, CD86, COL17A1, CSF1, 

CTLA4, ENTPD1, FOXP3, GDF15, HAVCR2, HGF, ICOS, IDO1, IDO2, 

IL10, IL13, IL4, IL6, IL6ST, JAK2, KIR2DL1, KIR2DL2, KIR2DL3, 

LAG3, LAIR1, LGALS1, LGALS3, MCL1, MRC1, MSR1, MYC, NT5E, 

PDCD1, CD274, PDCD1LG2, PIM1, PTGS1, PTGS2, PVR, SOCS3, 

STAT3, STAT5B, TGFB1, TIGIT, TIMP1, TNFRSF14, VEGFA, VTCN1 

Recognition of 

tumor cells 

UBA2, SAE1, HUWE1, RNF41, PSMD14, STUB1, ANAPC10, ARIH2, 

SEC24B, UBE2E3, SEC23A, LRRC41, ATG7, RBCK1, SEC61B, WWP1, 

UBE2C, TRIM9, FBXO17, UBE2J2, LRR1, FBXO27, ASB17, ASB11, 

ASB5, ASB6, ASB7, ASB8, ASB9, UBE2F, ASB15, ASB12, PSMA8, 

UBE2U, DTX3L, CTSS, CYBA, CYBB, UBR1, FCGR1A, FCGR1B, 

RNF182, SEC31A, UBOX5, TRIM32, PSME4, FBXW11, UBR2, UBR4, 

SEC61G, MKRN1, CDC26, RNF144B, ANAPC13, RCHY1, WSB1, 

FBXO2, FBXW8, FBXO6, FBXO4, FBXO3, KLHL20, UBE2S, PDIA3, 

ANAPC2, SEC61A1, ANAPC4, UBE2K, HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-F, 

HLA-G, HSPA5 

Glycolysis PGK1, ALDOA, ENO1, TPI1, PFKP, ERO1A, ALDOB, VEGFA, MXI1, 

PKM, HK2, LDHA, EXT1, SLC25A10, GUSB, PFKFB1, PGAM1, PYGB, 

AK4, P4HA1, PMM2, FAM162A, SDC1, EGLN3, PC, B4GALT7, FBP2, 

IGFBP3, CHPF, B3GAT3, CHST12, HS2ST1, MPI, GNPDA1, AKR1A1, 

PPFIA4, B3GAT1, CHPF2, G6PD, MDH2, CHST6, PGLS, PGAM2, 

CHST1, GPC1, TSTA3, ALG1, GFPT1, PRPS1, GOT1, MDH1, 

SLC35A3, GALK1, EGFR, ANGPTL4, CITED2, PLOD2, QSOX1, ME2, 

SPAG4, P4HA2, GAPDHS, ENO2, GOT2, EXT2, SLC25A13, HMMR, 

PDK3, CXCR4, GPC4, ECD, GNE, B4GALT2, FUT8 

Proliferation KIF20A, CDK2, PSMD14, CDKN1A, CDKN1B, STAG1, NDC80, 

CENPA, CENPC, POLD3, NUDC, STAG2, DBF4, KIF2C, ZWINT, 

PMF1, PSMA8, SPC24, SGO2, SGO1, DNA2, E2F1, E2F2, E2F3, SKA1, 

FEN1, MAPRE1, PSME4, CLASP1, ITGB3BP, ORC6, ORC3, POLA2, 

CENPI, AHCTF1, NSL1, FBXO5, RPA4, BIRC5, SKA2, NUP43, 

INCENP, CENPS, KIF2A, LIG1, CENPP, MAD2L1, MCM2, MCM3, 

MCM4, MCM5, MCM6, MCM7, ORC1, ORC2, ORC4, ORC5, 

PAFAH1B1, GMNN, PCNA, GINS2, PLK1, POLA1, POLD1, POLD2, 

POLE, POLE2, ERCC6L, SPDL1, PPP1CC, ZWILCH, CDCA8, 

PPP2CA, PPP2CB 
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ネオアンチゲン候補予測 

 正常組織由来の全エクソームシークエンスデータに対して、解析ソフトウェア

POLYSOLVER (Broad Institute, Cambridge, MA)を用いて HLA クラス I（HLA-A, B, C）

遺伝子型を判定した [21]。各患者において同定された腫瘍特異的な体細胞遺伝子変

異のうち、その患者の HLA クラス Iと結合能の高いアミノ酸置換を伴う一塩基置換

変異（ミスセンス変異）由来のアミノ酸配列パターンを、MHC 結合能計算アルゴリ

ズム [22] により予測して、腫瘍特異的な体細胞遺伝子変異由来の変異タンパクであ

るネオアンチゲンを推定した。HLA クラス I は 8-11 アミノ酸長（8-11mer）のショ

ートペプチド（エピトープ）と結合するため、腫瘍毎に変異アミノ酸部位を中央

（11 番目）に配置した 21mer の変異ペプチド配列のリストを FASTA 形式で作成し、

変異アミノ酸部位を含む 8-11mer の各ペプチド配列と、その患者 HLA-A, B, C の全

ての組み合わせについて、解析ソフトウェア NetMHCpan (v3.0) [23]を用いて MHC

結合能を予測した。それぞれの組み合わせについて 50%阻害濃度（IC50値, 50% 

inhibitory concentration, 値が小さいほど結合能が高いことを示す）を算出し、先行研

究に基づき、予測された IC50値が 500 nM 以下の場合に高結合能エピトープと判定

した [22]。それぞれの腫瘍特異的変異ペプチドについて、1 つ以上の高結合能エピ

トープを有し、かつ該当する遺伝子の FPKM 値が 1 以上で有意に発現している場合

にネオアンチゲン候補と判定した。また、各腫瘍組織のミスセンス変異がネオアン

チゲンを生じる頻度をネオアンチゲン頻度（neoantigen frequency）と定義した[24]。 
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遺伝子変異解析 

全エクソームシークエンスの結果より得られた変異リストのうち Mutect2 Filtering 

(v4.0.1.2) をパスした変異を各検体の変異の総数として解析を行った。Annovar[25]を

用いて変異のアミノ酸変化情報のアノテーションを行い、エクソン領域の非同義変

異（nonsynonymous mutation）およびスプライス部位変異（splice site mutation）に関

して遺伝子毎の図示を行った。 

 

コピー数解析 

全エクソームシークエンス解析により得られた腫瘍・正常部の BAM ファイルか

ら GATK (v 4.0.1.2) [15]を用いてコピー数変異の解析を行った。セグメンテーション

は CBS アルゴリズムを用いた。Bedtools (v2.27.1)[26]を用いて各遺伝子領域における

コピー数変化イベントを検出し遺伝子毎の図示を行った。また、VarScan (v2.3)を用

いて変異を検出し、腫瘍・正常部の比較から、ヘテロ接合性消失（LOH, Loss of 

heterozygosity）を推測し、同様に図示した。 

 

The Cancer Genome Atlas (TCGA) による分子生物学的分類 

TCGA による手法[27]をもとに以下の方法により、サンプルを 4 つのサブタイプに

分類した。 

1．EBV（Epstein-Barr virus）陽性サブタイプの分類 

RNA シークエンス解析により得られた腫瘍部の BAM ファイルから

BioBloom[28] を用いて EBV 由来 mRNA の混入を検出し、リードが検出されたサ

ンプルを EBV 陽性と判定した。 

2．マイクロサテライト不安定性（MSI, microsatellite instability）サブタイプの分類 
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EBV 陰性のサンプルについて、Mutect2 Filtering (v4.0.1.2) をパスした変異から

MSIseq[29]を用いてリファレンス配列内の繰り返し配列領域における挿入・欠失

の頻度を計算し、同領域における挿入・欠失の頻度が大きく他領域における頻度

が少ない検体をマイクロサテライト不安定性（MSI）陽性と判定した。 

3．染色体不安定性（CIN, chromosomal instability）サブタイプ/ ゲノム安定性（GS, 

genomically stable）サブタイプの分類 

上記 2 つに分類されないサンプルについて、コピー数解析により得られたコピ

ー数イベントをもとに各サンプルの非階層クラスタリングを行い、染色体不安定

性（CIN）サブタイプとゲノム安定性（GS）サブタイプの分類を行った。 

 

Asian Cancer Research Group (ACRG) による分子生物学的分類 

Asian Cancer Research Group (ACRG)による胃癌の分子生物学的分類[30]に基づいて、

表 2 に示した 71 遺伝子[31]の発現解析の結果から、サンプルを階層型クラスター解

析で、Mesenchymal, MSS/EMT（間葉系）型と Non-Mesenchymal（非間葉系）型に分

類した（EMT サブセット分類）。Mesenchymal 型では EMT down gene（11 遺伝子）

の発現が低下し、残りの EMT up gene（60 遺伝子）の発現が上昇する。 

 

表 2 EMT サブセット分類に用いた 71 遺伝子 

EMT up 

 (60 genes) 

ADAM23,  ADAMTS1,  AKAP12,  ALPK2,  AP1S2,  ARMCX1,  AXL,  

BICC1,  BNC2,  C16orf45,  C1S,  CLDN11,  CMTM3,  CTGF,  CYBRD1,  

DIO2,  DKK3,  DOCK10,  DPYSL3,  EML1,  EVI2A,  FAM101B,  FAT4,  

FGF2,  FGFR1,  FHL1,  FLRT2,  FSTL1,  GLIPR1,  GNB4,  GNG11,  

HEG1,  IGFBP7,  JAM3,  LEPREL1,  LHFP,  MAP1B,  MMP2,  MRAS,  

MSRB3,  NDN,  NEGR1,  NEXN,  NID1,  PLAGL1,  PMP22,  PRKD1,  

PTGIS,  RBMS3,  RECK,  RFTN1,  SRPX,  TCF4,  TMEM47,  TTC28,  

UCHL1,  VIM,  ZEB1,  ZEB2,  ZFPM2 

EMT down 

(11 genes) 

C19orf21,  CLDN4,  CLDN7,  DSC2,  GOLT1A,  LIPG,  MAP7,  PAK6,  

PKP3,  SH2D3A,  SPINT1 
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TIDE (Tumor Immune Dysfunction and Exclusion) を用いた解析 

グラフィカルユーザインタフェースである TIDE (Tumor Immune Dysfunction and 

Exclusion) [http://tide.dfci.harvard.edu/login/] [40]を用いて、腫瘍組織の RNA シークエ

ンス結果から、腫瘍内に浸潤した T 細胞の機能不全（Dysfunction score）と腫瘍内 T

細胞浸潤の排除（Exclusion score）の程度をそれぞれスコア化し、さらに免疫チェッ

クポイント阻害薬への反応をスコア化して予測した。また、MDSC、腫瘍関連マク

ロファージ（TAM, tumor-associated macrophage）M2、がん間質線維芽細胞（CAF, 

cancer associated fibroblast）の発現を IFNγ の発現とともに解析した。 

 

フローサイトメトリー 

凍結保存した PBMC（または培養した TIL）を核酸分解酵素 Benzonase (Sigma-

Aldrich, St Louis, MO) 50 IU/mLを含む RPMI1640 中で融解し、その分画について、

表 3 に示した各細胞表面マーカーを測定した。 

 

表 3 細胞表面マーカー 

分画 単球 B 細胞 T 細胞 
CD4 陽性 

細胞 

CD8 陽性 

細胞 

細胞表面 

マーカー 
CD45

+
CD14

+
 CD45

+
CD19

+
 CD45

+
CD3

+
 

CD45
+
CD3

+ 

CD4
+
CD8

-
 

CD45
+
CD3

+ 

CD4
-
CD8

+
 

 

解凍した PBMC または TILは、さらに Cytostim (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, 

Germany) あるいは PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate (AdipoGen Life Science, Liestal, 

Switzerland) とイオノマイシン (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) による刺激を加えた後に、

表 4 に示したヒト特異的抗体で染色を行った。コントロールには、未刺激の PBMC

（TIL）を用いた。解析時に死細胞を除くため、サンプルは Zombie Aqua™ Fixable 

Viability Kit (BioLegend, San Diego, CA)で染色した。これらをフローサイトメーター



 

 

24 

Gallios (Beckman Coulter)または CytoFLEX (Beckman Coulter)を用いて測定し、解析ソ

フトウェア Kaluza (Beckman Coulter)を用いて解析を行った。  

 CD8 陽性細胞および CD4 陽性細胞から産生する細胞傷害性サイトカインとしてイ

ンターフェロン γ (IFNγ, interferon-gamma) 、インターロイキン-2 (IL-2, interleukin-2) 、

腫瘍壊死因子 (TNFα, tumor necrosis factor α)、CD8 陽性細胞上および CD4 陽性細胞上

に発現する、活性化マーカーの OX40 (CD134 / TNFR-SF4, Tumor necrosis factor 

receptor superfamily member 4)、 4-1BB (CD137 / TNFR-SF9, Tumor necrosis factor 

receptor superfamily member 9)、 CD69、抑制性分子の T-cell immunoglobulin and mucin 

domain-3 (Tim-3)、PD-1 の発現を測定、解析した。ゲーティングは図 4 に示したよう

に行った。 

 

表 4.1 フローサイトメーター用染色抗体（免疫チェックポイント分子測定） 

抗体名 蛍光色素 クローン メーカー 

CD3 PerCP/Cy5.5 HIT3a BioLegend 

CD4 APC RPA-T4 BioLegend 

CD8 APC/Cy7 HIT8a BioLegend 

PD-1 Brilliant Violet 421™ EH12.2H7 BioLegend 

Tim-3 Alexa Fluor® 488 344823 R&D 

4-1BB Brilliant Violet 421™ 4B4-1 BioLegend 

OX40 PE Ber-ACT35 BioLegend 

CD69 Brilliant Violet 421™ FN50 BioLegend 

 

表 4.2 フローサイトメーター用染色抗体（TIL、 PBMC のサイトカイン測定） 

抗体名 蛍光色素 クローン メーカー 

CD3 PerCP/Cy5.5 HIT3a BioLegend 

CD8 ECD SFCI21Thy2D3 (T8) Beckman Coulter 

IFNγ PE 45.15 Beckman Coulter 

IL-2 APC MQ1-17H12 BioLegend 

TNFα Alexa Fluor® 700 MAb11 BD Pharmingen™ 

PD-1 Brilliant Violet 421™ EH12.2H7 BioLegend 

Tim-3 Alexa Fluor® 488 344823 R&D 
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表 4.3 フローサイトメーター用染色抗体（TIL のサイトカイン測定） 

抗体名 蛍光色素 クローン メーカー 

CD45 Alexa Fluor® 700 2D1 BioLegend 

CD3 Brilliant Violet 605™ UCHT1 BioLegend 

CD4 PE-Cy5.5 SK3 eBioscience 

CD8 APC/Cy7 HIT8a BioLegend 

IFNγ PE 45.15 Beckman Coulter 

IL-2 APC MQ1-17H12 BioLegend 

TNFα PE/Cy7 MAb11 BioLegend 

PD-1 Brilliant Violet 421™ EH12.2H7 BioLegend 

Tim-3 Alexa Fluor® 488 344823 R&D 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 TIL のフローサイトメトリー解析でのゲーティング 

live cells → singlet cell → CD45 陽性 → CD3 陽性 → CD4 または CD8 陽性の順にゲー

ティングし、その後、IFNγ, IL-2, TNFα の発現を解析した。 

Live, live cells; Singlet, singlet cells; SS, side scatter; FS, forward scatter; -H, high; -A, area; 

CD, cluster of differentiation; Tim-3, T-cell immunoglobulin and mucin domain; IFNγ, 

interferon-gamma; IL-2, interleukin-2; TNFα, tumor necrosis factor α 



 

 

図 4 TIL のフローサイトメトリー解析でのゲーティング 



 

 

液性因子の解析 

末梢血から分離した血漿中のサイトカイン・ケモカインや抗体産生などの液性因

子を解析した。 

サイトカイン・ケモカインは、Bio-Plex ヒトサイトカイン GI 27-Plex アッセイパ

ネル(Bio-Rad, Hercules, CA)を用いて、プロトコルに従い 1/4 に希釈した血漿に、ビ

ーズ、検出用抗体、ストレプトアビジンを順に加え、MAGPIX システム (Merck, 

Darmstadt, Germany)で測定した。測定した 27 種のサイトカインを表 5 に示す。 

 

表 5  Bio-Plex ヒトサイトカイン GI 27-Plex アッセイパネルの対象リスト 

FGF basic,  Eotaxin,  G-CSF,  GM-CSF,  IFN-γ,  IL-1β,  IL-1ra,  IL-2,  IL-4,  IL-5,  IL-6,  

IL-7,  IL-8,  IL-9,  IL-10,  IL-12 (p70) ,  IL-13,  IL-15,  IL-17,  IP-10,  MCP-1 (MCAF),  

MIP-1α,  MIP-1β,  PDGF-BB,  RANTES,  TNFα,  VEGF 

  

また、59 種の腫瘍関連抗原（TAAs, tumor-associated antigens）またはがん精巣抗原

（CT 抗原, cancer/testis antigens）のパネル [32] を用いて、ビーズイノムアッセイ法

で各抗原に対する抗体産生を測定した。測定した抗原を表 6 に示す。 

 

表 6 ビーズイノムアッセイ法で抗体産生を測定した抗原のリスト 

MAGE-A1(CT1.1),  BAGE(CT2),  MAGE-B3(CT3.3),  SSX2(CT5.2),  SSX4(CT5.4),  

NY-ESO1(CT6),  SYCP1(CT8),  XAGE1b(CT12.1),  XAGE2(CT12.2),  ACRBP(CT23),  

CSAG2(CT24.2),  DDX53(CT26),  BORIS(CT27),  LUZP4(CT28),  TFDP3(CT30),  

FTHL17(CT38),  NXF2(CT39),  CT45A1(CT45),  HSPB9(CT51),  ZNF165(CT53),  

Cxorf61(CT83),  PLAC1(CT92),  LY6K(CT97),  DPPA2(CT100),  DCAF12(CT102),  

SEMG1(CT103),  NUF2(CT1106),  CEP55(CT111),  SPEF2(2)(CT122),  MAEL(CT128),  

TEKT5(CT149),  WT-1,  Survivin2b,  HSP105,  gp100,  p53,  SOX2,  PSG5,  PSG8,  

CEACAM4,  MAGE-A3(CT1.3),  MAGE-A4(CT1.4),  MAGE-A6(CT1.6),  MAGE-

C1(CT7),  MAGE-C2(CT10),  PAGE5(CT16),  SPA17(CT22),  HORMAD1(CT46),  

CABYR(CT88),  Her2,  CEACAM19,  SPANXD(CT11),  MORC1(CT33),  PBK(CT84),  

ACTL8(CT57),  TSSK6(CT72),  CCDC36(CT74),  SYCE1(CT76),  OIP5(CT86) 
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遺伝子発現変動解析 

2 群間の比較トランスクリプトーム解析では、R パッケージ TCC [33] のグラフィ

カルユーザインタフェースである TCC-GUI (Graphical User Interface for TCC package 

[https://infinityloop.shinyapps.io/TCC-GUI/]) を用いて、R パッケージ DESeq による正

規化、R パッケージ DESeq2 による発現変動解析を行い [34]、FDR (False Discovery 

Rate) のカットオフ値を 0.05 として、発現変動遺伝子（DEG, differential expressed 

genes）を同定した。さらに、遺伝子の発現変動を可視化するために、M-A プロット

（Y 軸, M: 発現変動の大きさの差、X 軸, A: 発現変動の大きさの平均値）、Volcano

プロット（X 軸, Fold change : 2 群間における遺伝子発現の比、Y 軸, p-value: 統計学

的有意差）を描図した。 

 

統計解析 

 階層型クラスター解析には、IGS を用いて、Ward 法によって、ヒートマップおよ

び樹形図を作図した。 

 生存解析には、Kaplan-Meier 法により生存曲線の描図を行い、log-rank 検定を用い

て異なる群間の生存期間の比較を行った。 

対応する 2 群間の比較には Wilcoxon 符号付順位和検定、独立した 3 群以上の群間

の比較には Kruskal-Wallis 検定を用い、事後検定（post hoc test）として各 2 群間の比

較に Steel-Dwass 多重比較検定を用いた。 

 統計解析および作図には、統計解析ソフトウェア EZR (v1.3.7) [35] または JMP Pro 

14 (SAS Institute Japan, Tokyo, Japan)を使用した。統計検定においては特記しない場

合はすべて p<0.05 の場合に統計学的有意差ありと定義した。 
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結果 

対象患者 

 本研究では胃癌・食道胃接合部癌症例 31 例について解析を行った。患者背景につ

いて表 7 に示す。31 例すべてが腺癌であり、食道胃接合部癌は 2 例、胃癌は 29 例で

あった。年齢中央値は 71.2 歳（範囲 57～88 歳）で、根治手術を行った症例（Stage 

I-III）は 25 例、姑息的手術を行った症例（Stage IV）は 6 例であった。術前化学療

法を受けた症例は 1 例のみ（BKT40）であった。術後観察期間は中央値 14.2 カ月

（範囲 1.6-51.2 カ月）であった。 

表 7 患者背景（n=31） 

患者背景 n (%) 

性別 

 男性 

 女性 

 

26 (84) 

5 (16) 

年齢 

 中央値 (歳) 

 範囲 (歳) 

 

71.2 

57-88 

pStage 

 I 

 II 

 III 

 IV 

 

4 (13) 

7 (23) 

14 (45) 

6 (19) 

pT 

 1b 

 2 

 3 

 4a 

 4b 

 

2 (6) 

3 (10) 

15 (48) 

8 (26) 

3 (10) 

組織型 (Lauren 分類) 

 腸型 

 びまん型 

 混合型 

 中間型 

 

19 (61) 

1 (3) 

10 (32) 

1 (3) 

原発巣 

 食道胃接合部（E） 

 上部（U） 

 中部（M） 

 下部（L） 

 

2 (6) 

10 (10) 

7 (23) 

12 (39) 
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肉眼分類（Borrmann 分類） 

 1 型（腫瘤型） 

 2 型（潰瘍限局型） 

 3 型（潰瘍浸潤型） 

 4 型（びまん浸潤型） 

 5 型（分類不能） 

 

2 (6) 

15 (48) 

11 (35) 

2 (6) 

1 (3) 

HER2 

 過剰発現あり 

 過剰発現なし 

 不明 

 

6 (19) 

20 (65) 

5 (16) 

血清抗ヘリコバクターピロリ IgG 抗体 

 陽性 

 陰性 

 

20 (65) 

11 (35) 

術式 

 胃全摘術 

 幽門側胃切除 

 噴門側胃切除 

 バイパス術 

 

15 (48) 

14 (45) 

1 (3) 

1 (3) 

周囲組織に対する浸潤増殖様式 (INF)  

 INFa 

 INFb 

 INFc 

 不明 

 

4 (13) 

19 (61) 

5 (16) 

3 (10) 

リンパ管侵襲 (ly) 

 ly0 

 ly1 

 ly2 

 ly3 

 不明 

 

11 (35) 

5 (16) 

8 (26) 

5 (16) 

2 (6) 

静脈侵襲 (v) 

 v0 

 v1 

 v2 

 v3 

 不明  

 

9 (29) 

2 (6) 

6 (19) 

12 (39) 

2 (6) 

術前化学療法 

 あり 

 なし 

 

1 (3) 

30 (97) 

HER2、 Human Epidermal Growth Factor Receptor 2; 
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イムノグラムによる解析 

患者 31 症例の腫瘍組織の RNA シークエンスによって得られた網羅的トランスク

リプトームの情報の中から、腫瘍内免疫応答の誘導に関する Cancer-Immunity Cycle

の各ステップに関わる因子と、腫瘍の代謝や増殖に関わる因子を抽出し、ssGSEA

を用いてスコア化した。Cancer-Immunity Cycle に関して、1．Innate immunity（自然

免疫系細胞）、2．Priming & activation （T 細胞のプライミング・活性化）、3．T 

cells（T 細胞の多寡）、4．IFNγ response（インターフェロン γ 放出の多寡）、5．

Inhibitory cells（抑制性免疫細胞）、6．Inhibitory molecules（抑制性因子）、7．

Recognition of tumor cells（T 細胞による腫瘍の認識）の 7 つの軸と、腫瘍の代謝や増

殖に関する 8．Glycolysis（解糖系）、9．Proliferation（細胞増殖）の 2 つの軸を統合

して、がん-免疫相互作用にも着目した 9 つの軸を持ったイムノグラムを描いて、各

患者の腫瘍内免疫応答を評価した。患者個々の腫瘍内免疫応答の相違を反映して、

31 症例それぞれに異なった形態のイムノグラムが示された（図 5）。 
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図 5．患者 31 症例のイムノグラム 

患者 31 症例の腫瘍組織のトランスクリプトームデータから、① Innate immunity（自

然免疫系細胞）、② Priming & activation （T 細胞のプライミング・活性化）、③ T 

cells（T 細胞の多寡）、④ IFNγ response（インターフェロン γ 放出の多寡）、⑤ 

Inhibitory cells（抑制性免疫細胞）、⑥ Inhibitory molecules（抑制性因子）、⑦ 

Recognition of tumor cells（T 細胞による腫瘍の認識）、⑧Glycolysis（解糖系）、⑨ 

Proliferation（細胞増殖）に関連する遺伝子発現を single sample Gene Set Enrichment 

Analysis (ssGSEA) を用いてスコア化し、イムノグラムを作成した。 
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イムノグラムスコア（IGS）によるクラスター解析 

イムノグラム作成過程において、評価軸毎に求めたイムノグラムスコア（IGS）

を用いて階層的クラスター解析を行った。図 6 に示すように、患者 31 症例は、 

Innate immunity（自然免疫系細胞の有無）、Priming & activation （T 細胞のプライミ

ング・活性化）、T cells（T 細胞の多寡）、IFNγ response（インターフェロン γ 放出

の多寡）のスコアが高く、腫瘍内免疫応答が活性化されている“Immune Hot”と、そ

れらのスコアが低く、腫瘍内免疫応答が抑制されている“Immune Cold”の 2 つのクラ

スターに大別された。 

 

 

図 6 イムノグラムスコア（IGS）による階層的クラスター解析 

患者 31 症例を、イムノグラム作成過程において評価軸毎に算出されたイムノグラム

スコア（IGS）により階層的クラスター解析した。患者 31 症例は、腫瘍内免疫応答

が活性化されている“Immune Hot”と、抑制されている“Immune Cold”の 2 つのクラス

ターに大別された。さらに“Immune Hot” は 3 つのクラスターに分かれ、患者 31 症

例は最終的に”hot1”, “hot2”, “middle”, “cold”の 4 つのクラスターに分類された。 
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さらに“Immune Hot” は、Recognition of tumor cells（T 細胞による腫瘍の認識）、

Glycolysis（解糖系）、Proliferation（細胞増殖）のスコアがいずれも高い “hot1”、

Glycolysis（解糖系）のスコアが低い “hot2”、Recognition of tumor cells（T 細胞によ

る腫瘍の認識）、Glycolysis（解糖系）、Proliferation（細胞増殖）のスコアが低い

“middle” の 3 つのクラスターに分かれた。胃癌患者 31 症例の腫瘍内免疫応答を、最

終的に”hot1”, “hot2”, “middle”, “cold”の 4 つのクラスター（IGS cluster）に分類した。 

 

免疫関連遺伝子のパネルによるバリデーション 

 IGS による階層的クラスター解析の結果（IGS cluster）の妥当性を検証するため、

患者 31 症例の RNA シークエンス結果を、イムノグラム作成に用いた遺伝子セット

とは異なる免疫関連遺伝子のパネルを用いて解析することで、バリデーションを行

った。RNA シークエンス結果を、イムノグラム作成に用いた遺伝子群とは異なる免

疫関連遺伝子のパネル Immunoduct [https://github.com/msfuji/immunoduct] を用いて解

析した。Immunoduct のパネルを用いて主成分分析（principal component analysis; PCA）

による次元圧縮を行なったところ 、“hot1”と“hot2”, “middle”,  “cold” の各症例が、そ

れぞれが別のグループに分散していた（図 7A）。また、各遺伝子の発現量をヒート

マップで表すと、”hot1”, “hot2”, “middle”, “cold” では発現の高い遺伝子群と低い遺伝

子群に特徴を認めた（図 7B）。これらの結果から、IGS による腫瘍内免疫応答の階

層的クラスター解析の結果は妥当性が高いと考えられた。 

 

図 7 免疫関連遺伝子のパネルによるバリデーション 

患者 31 症例の RNA シークエンス結果を、免疫関連遺伝子のパネル Immunoduct 

[https://github.com/msfuji/immunoduct] を用いて解析した。(A) 主成分分析（principal 

component analysis; PCA）により次元圧縮を行い、31 症例のばらつきを、IGS による

クラスター（IGS cluster）毎に色付けして示した。(B) 各遺伝子の発現量をヒートマ

ップで表し、IGS cluster 毎に示した。 
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図 7B
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IGS によるクラスター（IGS cluster）と臨床的特徴との関係 

 IGS cluster と臨床的特徴との関係を検討し、図 8 に示した。“hot1”, “hot2”, 

“middle”, “cold”の各 IGS cluster と、組織型（Lauren 分類）や肉眼分類（Borrmann 分

類）、原発巣の局在（Locus）、臨床病期（Stage）といった従来の臨床分類におけ

る相関は認めなかった。また、IGS cluster と、ヒト上皮成長因子受容体 2 (HER2, 

human epidermal growth factor receptor 2) の過剰発現の有無（病理組織標本の免疫組織

化学染色が 3+、または 2+かつ蛍光 in situ ハイブリダイゼーション[FISH , 

Fluorescence in situ hybridization] 法陽性の場合を過剰発現ありとする）やヘリコバク

ターピロリ菌感染の有無（血清中の抗ヘリコバクターピロリ IgG 抗体により評価）

の相関も認めなかった。これまでの臨床分類だけでは、腫瘍内の免疫応答の状態を

予測することは困難であった。 

  TCGA Project による胃癌の分子生物学的分類では、胃癌が EB ウイルス陽性

（EBV）（9%）、マイクロサテライト不安定性（MSI）（22%）、ゲノム安定性

（GS）（20%）、染色体不安定性（CIN）（50%）の 4 種に分類された[36]。本研究

における 31 症例の内訳は、EBV 型 3 例（9.7%）、MSI 型 7 例（22.6%）、GS 型 4

例（12.9％）、CIN 型 17 例（54.8％）であり、TCGA project の先行研究と比べて GS

型が少ない傾向にあったが、Fisher の正確検定で有意差は認めなかった（p=0.863）。

このうち EBV 型 3 例は全て”hot2”に集まり、MSI型は 7 例中 5 例が “hot1”に 集まっ

ており、EBV やネオアンチゲンが胃癌におけるがん抗原として腫瘍内免疫応答の誘

導に関与している可能性が示唆された。 
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図 8 IGS によるクラスター解析結果と臨床的特徴の関係 
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図 8 IGS によるクラスター解析結果と臨床的特徴の関係 

IGS によるクラスター（IGS clsuter）と臨床的特徴との関係を示す。Histology, 

Lauren 分類による組織型（緑,Intestinal; 橙, Mixed; 赤, Diffuse）; Borrmann, 肉眼分類

（Borrmann 分類, 1, 腫瘤型; 2, 潰瘍限局型; 3, 潰瘍浸潤型; 4, びまん浸潤型; 5, いずれ

にも分類し難いもの）; Locus, 原発巣の局在（E, 食道胃接合部; U, 上部; M, 中部; L, 

下部）; Stage, 臨床病期（I～IV 期）; HER2, 病理組織標本の HER2 タンパクの過剰発

現の有無（黒, 過剰発現あり, 免疫組織化学染色が 3+または 2+かつ蛍光 in situ ハイ

ブリダイゼーション[FISH , Fluorescence in situ hybridization] 法陽性; 白, 過剰発現な

し）; H.pylori, ヘリコバクターピロリ菌感染の有無（黒, 感染あり, 血清中の抗ヘリコ

バクターピロリ IgG 抗体陽性; 白, 感染なし）; TCGA subset, the Cancer Genome Atlas 

(TCGA) Project による分子生物学的分類[27]（赤, EBV[EB ウイルス陽性]型; 青, 

MSI[マイクロサテライト不安定性]型; 緑, GS[ゲノム安定性]型; 紫, CIN[染色体不安定

性]型）; Nucleotide variations, ヌクレオチド変異数; Neoantigens, ネオアンチゲン数; 

CT antigens, CT 抗原数; ENT subset, Asian Cancer Research Group (ACRG)による胃癌の

分子生物学的分類[30]
 
[31] （桃, Mesenchymal 型; 青, Non-Mesenchymal） 

 

 

 そこで、遺伝子変異に由来するネオアンチゲン、CT 抗原など、腫瘍特異的 T 細胞

が認識するがん抗原について解析した。腫瘍組織と正常組織の全エクソームシーク

エンスにより算出した、31 症例の腫瘍組織中のヌクレオチド変異（Nucleotide 

variations）数とネオアンチゲン（Neoantigens）数は、図 9 に示すように、Kruskal-

Wallis 検定の結果、いずれも“hot1”で有意に多かった（P=0.0056、 P=0.0034）。事後

検定（post hoc test）として Steel-Dwass 多重比較検定により各 cluster 間を比較すると、

両者は“hot1”で“middle”あるいは “cold”と比較して有意に多く（P=0.027、 P=0.021）、

“hot2”と比較して多い傾向にあった（P=0.10）。 
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図 9 IGS cluster 毎のヌクレオチド変異数とネオアンチゲン数 

IGS cluster 毎のヌクレオチド変異数とネオアンチゲン数を Kruskal-Wallis 検定により

比較した。また、事後検定（post hoc test）として Steel-Dwass 多重比較検定を用いて

各 cluster 間を比較した。 

 

 

各 IGS cluster 間で遺伝子変異の出現頻度が高い遺伝子（フィッシャーの正確確率

検定で有意差がある遺伝子）抽出した（図 10）。抽出された変異遺伝子の機能から、

各クラスターの特徴は説明できなかったが、遺伝子変異数は MSI群を含む“hot1”で

多く、“hot2”, “middle”, “cold”の順に少なくなっていた。 

ヌクレオチド変異とネオアンチゲンが多い症例では、図 8 の priming & activation，

T-cell の軸が高値を示し、腫瘍内免疫応答の誘導と腫瘍への T 細胞浸潤が活性化し

ていた。ヌクレオチド変異とそれに伴うネオアンチゲンの存在は、免疫応答の標的

となり、がん抗原として抗腫瘍免疫の誘導に重要であることが示唆された。 
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図 10 各 IGS cluster 間で変異数に有意差がある遺伝子 

各 IGS cluster 間でフィッシャーの正確確率検定で遺伝子変異数に有意差がある遺伝

子を集めて図示した。上段の棒グラフは症例毎の遺伝子変異数の合計を、右列の棒

グラフは遺伝子毎の変異数の合計を示した。 

 

強力な抗腫瘍免疫応答の存在下では、ネオアンチゲンを発現するがん細胞が排除

され、ネオアンチゲンを発現したがん細胞クローンが選択的に排除される免疫編集

（Immunoediting）が起こり、腫瘍組織におけるミスセンス変異数に占めるネオアン

チゲン数の割合であるネオアンチゲン頻度（neoantigen frequency）が低下する。図 

11 に示すように、ネオアンチゲン頻度は、“Immune hot” 群で “Immune cold”群より

低下していた。胃癌においても抗腫瘍免疫応答の存在下では、免疫編集により、ネ

オアンチゲンを発現したがん細胞が消失し、ネオアンチゲンを喪失したがん細胞ク

ローンが選択されていることが示された。 



 

 

42 

Kruskal-Wallis 検定の結果、“cold”, “hot1”, “middle”, “hot2” の順に高かった

（P=0.018）。post hoc test として Steel-Dwass 多重比較検定により各 cluster 間を比較

すると、ネオアンチゲン頻度は、“cold”と比較して“middle”で有意に少なく

（P=0.048）、“hot2”で少ない傾向にあった（P=0.13）。胃癌においても抗腫瘍免疫

応答の存在下（“middle”, “hot2”）では、免疫編集により、ネオアンチゲンを発現し

たがん細胞が消失し、ネオアンチゲンを喪失したがん細胞クローンが選択されてい

ることが示された。免疫編集を受けた腫瘍では、遺伝子変異数から予測されるネオ

アンチゲンより、実際に発現を認めるネオアンチゲン数が減少することが報告され

ている[24]。 

 

 

図 11 IGS cluster 毎のネオアンチゲン頻度 

IGS cluster 毎のネオアンチゲン頻度を Kruskal-Wallis 検定により比較した。また、

post hoc test として Steel-Dwass 多重比較検定を用いて各 cluster 間を比較した。 
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また、CT 抗原（CT antigens）数は、図 12 に示すように、Kruskal-Wallis 検定の結

果、“cold”で有意に多かった（P=0.043）。post hoc test として Steel-Dwass 多重比較

検定により各 cluster 間を比較すると、ネオアンチゲン頻度は、統計学的有意差は認

めなかったが、“cold”で “hot1”, “hot2”, “middle”と比較して多い傾向にあった

（P=0.17、P=0.070、P=0.30）。CT 抗原の機能は未だ不明なものが多いが、がん抗

原として抗腫瘍免疫の標的となるよりも、むしろその機能には、免疫抑制性の作用

が存在する可能性も否定できない[37]。 

 

 

図 12 IGS cluster 毎の CT 抗原数 

IGS cluster 毎の CT 抗原数を Kruskal-Wallis 検定により比較した。また、post hoc test

として Steel-Dwass 多重比較検定を用いて各 cluster 間を比較した。 
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 ACRG による胃癌の分子生物学的分類[30]に基づいて、71 遺伝子[31]の発現解析に

より、31 症例を間葉系（Mesenchymal, 上皮から間葉系への遷移を伴うマイクロサテ

ライト安定; MSS/EMT）型と非間葉系 （Non-Mesenchymal）型に分類（EMT サブセ

ット）したところ、Mesenchymal 型 6 例（19％）、Non-Mesenchymal 型 25 例（81％）

であった（図 13）。Mesenchymal 型 6 例のうち 4 例は“middle”に集まっていた（図

8）。 

 

図 13 31 症例の EMT サブセット分類 

ACRG による胃癌の分子生物学的分類[30]に基づいて、71 遺伝子[31]の発現解析によ

り、31 症例を Mesenchymal,MSS/EMT（間葉系）型と Non-Mesenchymal（非間葉系）

型に分類した。71 遺伝子のうち青枠で囲った 11 遺伝子（EMT down gene）は

Mesenchymal 型で発現が低下する遺伝子群で、残りの 60 遺伝子（EMT up gene）は

Mesenchymal 型で発現が上昇する遺伝子群である。 

 

これらの結果から、腫瘍内免疫応答は従来の臨床分類だけでは予測が困難である

が、腫瘍のヌクレオチド変異数・ネオアンチゲン数、ウイルス抗原などのがん抗原

数や、上皮間葉転換（EMT, epithelial-mesenchymal transition）など、腫瘍側の因子が

密接に関与していることが示唆された。 
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腫瘍の遺伝子異常の解析 

 腫瘍内免疫応答に関する内因性因子として、腫瘍組織と正常組織の全エクソーム

シークエンス結果から、腫瘍の遺伝子異常と腫瘍内免疫応答の関係を検討した。 

 最初に、代表的ながん遺伝子・がん抑制遺伝子の変異を解析した。がん遺伝子・

がん抑制遺伝子のリストとしては、遺伝子パネル検査である Todai OncoPanel で対象

とする DNA 465 遺伝子を用いた。図 14 に示したように、“hot1”でミスセンス変異

（mutation）が多く、 “cold”で増幅（amplification）が多かった。各 IGS cluster を特

徴づけるドライバーオンコジーン（driver oncogene）などの遺伝子変異は認められな

かった。 

 次に、遺伝子変異のうち、抗原ペプチドの産生に関わるプロテアソームやトラン

スポーター遺伝子群や、抗原提示に関する HLA 遺伝子や β2 ミクログロブリン遺伝

子について解析した。図 15 に示したように、抗原提示経路にかかわる遺伝子に絞っ

ても、“hot1”でミスセンス変異（mutation）が多く、 “cold”で増幅（amplification）が

多かった。特に“cold”では全ての症例で抗原提示に関わるいずれかの遺伝子に変異

や欠失を認めた。さらにヘテロ接合性消失（LOH）が加わる機能欠失変異（LOF, 

loss of function）に陥っており、腫瘍免疫における抗原提示経路の重要性が示された。 

 つづいて、インターフェロン γ 経路に関わる遺伝子群について解析した。図 16 に

示したように、“hot1”でミスセンス変異（mutation）が多く、 “cold”で増幅

（amplification）が多かった。特に“cold”では全ての症例でいずれかの遺伝子に LOF

が認められ、腫瘍免疫におけるインターフェロン γ シグナルの重要性が示唆された。 
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図 14 Todai OncoPanel で対象とする DNA 465 遺伝子の異常 

遺伝子パネル検査 Todai OncoPanel で対象とする DNA 465 遺伝子の遺伝子異常を症

例毎に図示した。上段の棒グラフは症例毎の遺伝子異常の総数を、右列の棒グラフ

は遺伝子毎の変異数の合計を示した。 
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図 15 HLA プレゼンテーション経路の遺伝子異常 
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図 16 インターフェロン γ経路の遺伝子異常
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図 15 HLA プレゼンテーション経路の遺伝子異常 

抗原提示に関する HLA 遺伝子や β2 ミクログロブリン遺伝子の異常について解析し

た。上段の棒グラフは症例毎の遺伝子異常の総数を示す。右の棒グラフは全症例で

の遺伝子毎の遺伝子異常の総数を示す。 

 

図 16 インターフェロン γ経路の遺伝子異常 

インターフェロン γ 経路に関わる遺伝子群の遺伝子異常について解析した。上段の

棒グラフは症例毎の遺伝子異常の総数を示す。右の棒グラフは全症例での遺伝子毎

の遺伝子異常の総数を示す。 

 

 

トランスクリプトームによる腫瘍浸潤細胞（TIC）の解析 

 31 症例の腫瘍浸潤細胞（TIC, Tumor Infiltrating Cell）のプロファイルを明らかにす

るために、腫瘍組織の RNA シークエンス結果から、CIBERSORT 法[38]を用いて、

31 症例の TIC の絶対数と種類を解析した。図 17 に示すように、CIBERSORT 法によ

る TIC の絶対数は、“hot2”で多く、 “hot1”, “middle”で中程度、“cold”で少なくなって

おり、Kruskal-Wallis 検定の結果、統計学的に有意であった（P< 0.001）。post hoc 

test としての Steel-Dwass 多重比較検定による各 cluster 間の比較では、“cold で TIC

の絶対数は、“middle”, “hot1”, “hot2”と比較して有意に低かった（P= 0.0042、P= 

0.0042、P= 0.0054）。 
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A 

 

 

B 

 

図 17 腫瘍浸潤細胞（TIC, tumor infiltrating cell）の絶対数と種類 

(A) 腫瘍組織の RNA シークエンス結果から、CIBERSORT 法[38]を用いて、31 症例

の TIC の絶対数と種類を解析した。(B) cluster 毎の TIC の絶対数を、Kruskal-Wallis

検定により比較した。また、post hoc test として Steel-Dwass 多重比較検定を用いて

各 cluster 間を比較した。 
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腫瘍微小環境（TME）の解析 

 腫瘍内免疫応答に関する外因性因子として、腫瘍微小環境（TME, tumor 

microenvironment）[39]を解析した。 

 図 17 に示した CIBERSORT 法[38]による TIC のサブセット解析結果から、代表的

な TME の抑制性因子である Treg について、TIC 中の CD8 陽性 T 細胞と Treg の絶対

数を抜き出して散布図として図 18 に示す。IGScluster に関わらず、CD8 陽性 T 細胞

と Treg には正の相関があった（相関係数: 全体 0.58, hot1 0.54, hot2 0.57, middle 0.50, 

cold 0.43）。 

 

図 18 TIC 中の制御性 T 細胞（Treg） 

CIBERSORT 法[38]による TIC のサブセット解析結果から、TIC 中の CD8 陽性 T 細

胞と Treg の absolute score を抜き出して散布図として示す。 
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次に、腫瘍組織の RNA シークエンス結果から、TIDE
 
[40] を用いて、代表的な

TME の抑制性因子として、MDSC、TAM M2、CAF の発現を IFNγ の発現とともに

解析した。図 19 に示したように、腫瘍内に T 細胞が浸潤している “hot1”と “hot2”で

は IFNγ の発現が高く、腫瘍内 T 細胞が乏しい “middle” や“cold”で低かった。一方で、

“cold”では、MDSC と TAM M2 の発現が、Kruskal-Wallis 検定で有意に高く（P< 

0.001, P< 0.001）、post hoc test としての Steel-Dwass 多重比較検定による各 cluster 間

の比較でも “hot1”, “hot2”, “middle”と比較して有意に高かった。“cold”の症例では腫

瘍免疫抑制的な環境となっていることが示唆された。また、“middle” では CAF の発

現が、Kruskal-Wallis 検定で有意に高く（P= 0.0065）、post hoc test としての Steel-

Dwass 多重比較検定による各 cluster 間の比較でも “middle”と比較して有意に高く、

“hot1”, “hot2”と比較して高い傾向にあった。 
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図 19 腫瘍微小環境（TME）における抑制性因子の解析 

腫瘍組織の RNA シークエンス結果から、TIDE（Tumor Immune Dysfunction and 

Exclusion） 
[40] を用いて、MDSC, (myeloid-derived suppressor cell）、TAM (tumor-

associated macrophage）M2、CAF (cancer associated fibroblast）の発現を IFNγ の発現

とともに解析した。 

(A)発現の程度をスコア化して症例毎に図示した。(B) 各 cluster 毎に発現スコアを、

Kruskal-Wallis 検定により比較した。また、事後検定（post hoc test）として Steel-

Dwass 多重比較検定を用いて各 cluster 間を比較した。 
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 つづいて、TME の影響を受けた結果として、腫瘍内に T 細胞浸潤が認められるに

もかかわらず機能不全に陥る状態を反映する遺伝子群（T 細胞機能不全シグネチャ

ー）と、T 細胞浸潤を伴わない遺伝子群（T 細胞排除シグネチャー）の発現から、

TIDE
 
[40] を用いて、「腫瘍内に浸潤した T 細胞の機能不全（Dysfunction score）」

と「腫瘍内 T 細胞浸潤の排除（Exclusion score）」の程度をそれぞれスコア化した。

さらに Dysfunction score と Exclusion score から、免疫チェックポイント阻害薬への反

応をスコア化して予測した（図 20A）。 

 さらに Dysfunction score と Exclusion score をそれぞれ X 軸と Y 軸にとって散布図

に示したところ（図 20B）、 腫瘍内に機能を保った T 細胞が浸潤している “hot1” 

（図 20B 左下）、腫瘍内に浸潤した T 細胞の機能が損なわれた “hot2” （図 20B 右

下）、腫瘍内 T 細胞浸潤及び機能ともに低下傾向にある“middle”（図 20B 右上）、 

の症例では腫瘍内 T 細胞浸潤が低下しているが、その機能は保たれている “cold”

（図 20B 左上）の傾向が認められた。 

 

 

 

 

 

図 20 腫瘍内に浸潤した T 細胞の機能不全と腫瘍内 T 細胞浸潤の排除 

(A) 腫瘍内に T 細胞浸潤が認められるにもかかわらず機能不全に陥る状態を反映す

る遺伝子群（T 細胞機能不全シグネチャー）と、T 細胞浸潤を伴わない遺伝子群（T

細胞排除シグネチャー）の発現から、TIDE
 
[40] を用いて、腫瘍内に浸潤した T 細胞

の機能不全（Dysfunction score）と腫瘍内 T 細胞浸潤の排除（Exclusion score）の程

度をそれぞれスコア化した。さらに Dysfunction score と Exclusion score から、免疫チ

ェックポイント阻害薬への反応をスコア化して予測した。 (B) Dysfunction score と

Exclusion score をそれぞれ X 軸と Y 軸にとって散布図に示した。 
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図 20 腫瘍内に浸潤した T 細胞の機能不全と腫瘍内 T 細胞浸潤の排除 
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フローサイトメトリーによる TIL と PBMC の比較 

 つづいて、31 症例の TILの表現系（phenotype）と機能（function）を明らかにす

るために、腫瘍組織から酵素処理と機械的分解によって分離し、培養した TILを、

フローサイトメトリーを用いて解析した。 

まず、同一患者の TIL と PBMC で、免疫の活性化マーカー（OX40, 4-1BB, CD69）

および抑制性分子（PD-1, Tim-3）の発現を比較した。Wilcoxon 符号付順位和検定の

結果、図 21 に示すように、TILは PBMC と比較すると、CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽

性 T 細胞のいずれにおいても、抑制性分子だけでなく、活性化マーカーの発現も高

かかった。 

 次に、同一の患者の TILと PBMC のサイトカイン産生能を比較した。T 細胞受容

体（TCR, T cell receptor）を介さずに直接細胞内 Ca
++濃度を上昇させる PMA/イオノ

マイシンによるマイトジェン刺激を用いてリンパ球を刺激し、IFNγ、IL-2、TNFα の

産生を比較した。図 22 に示すように、PBMC と比較して TIL では、 CD8 陽性 T 細

胞で IFNγ と IL-2、CD3 陽性 CD8 陰性 T 細胞（CD4 陽性 T 細胞）で IFNγ と TNFα の

陽性細胞の割合が有意に高値であり、PBMC と比較して TILの方が細胞傷害性サイ

トカインの産生能が高いことが示された。 

 これは、図 21 の結果と矛盾せず、末梢血中のリンパ球には、抗原刺激の経験を受

けたことがないナイーブ T 細胞が多いこと、一方、腫瘍内の T 細胞は既に腫瘍など

の抗原刺激を受けたエフェクター細胞やメモリーT 細胞が多いことを反映している。 
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図 21 TIL と PBMC の免疫チェックポイント分子の発現の比較 

TIL と PBMC で、免疫の活性化マーカー（OX40, 4-1BB, CD69）および抑制性分子（PD-1, Tim-3）の発現割合を、Wilcoxon 符号付

順位和検定を用いて比較した。 
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図 22A 

 



 

 

59 

図 22B 

 

図 22 TIL と PBMC のサイトカイン産生能の比較 

(A) T 細胞受容体（TCR, T cell receptor）を介さずに直接細胞内 Ca
++濃度を上昇させ

る PMA/イオノマイシンによるマイトジェン刺激を用いてリンパ球を刺激し、IFNγ、

IL-2、TNFα の産生をフローサイトメトリーにより比較した。 

(B) IFNγ、IL-2、TNFα を、Wilcoxon 符号付順位和検定を用いて比較した。 

 

フローサイトメトリーによる患者個々の TIL の比較 

 31 症例の TILにおける、CD8 陽性細胞中の、Tim-3、PD-1 など、免疫抑制性分子

の発現を比較した（図 23）。抑制性の免疫チェックポイント分子である Tim-3、 

PD-1 の陽性細胞の発現割合について、Kruskal-Wallis 検定の結果、図 24 に示すよう

に、Tim-3 陽性、PD-1 陽性、Tim-3 陽性かつ PD-1 陽性のいずれの発現割合も TIL内

の各 IGS cluster 間で統計学的有意差を認めず（P=0.146、 P=0.996、 P=0.435）。post 

hoc test としての Steel-Dwass 多重比較検定による各 cluster 間の比較でも、有意差を

認めなかった。 

次に、TILのサイトカイン産生能を解析するため、TCR を介して刺激する試薬

Cytostim と、TCR を介さずに直接細胞内 Ca
++濃度を上昇させる PMA/イオノマイシ
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ンによるマイトジェン刺激を用いて TILを刺激し、IFNγ、TNFα、IL-2 の産生につい

てフローサイトメトリーを用いて評価した。Cytostim による刺激では IFNγ、TNFα、

IL-2 の陽性細胞の発現割合は、図 25 に示すように、Kruskal-Wallis 検定の結果、各

IGS cluster 間で統計学的有意差を認めず（P=0.535、 P=0.509、 P=0.435）、post hoc 

test としての Steel-Dwass 多重比較検定による各 cluster 間の比較でも、有意差を認め

なかった。図 23（最下段）に示すように、31 症例中 28 症例では、TCR 刺激を介さ

ない PMA/イオノマイシンによるマイトジェン刺激によって、Cytostim 刺激時と比較

して IFNγ 陽性細胞の発現割合が上昇した（図 26A に代表的な症例を示す）。腫瘍

内では PD-1 や Tim-3 の発現により TCR シグナルが抑制されており、サイトカイン

産生が低下しているが TCR 非依存的なシグナルに対してはサイトカイン産生能が保

たれていることから、これらの細胞に適切な免疫治療を施すことにより、その機能

を回復することが可能であると期待できる。 

  “cold” のうち、BKT006, BKT010, BKT040 の 3 症例では、Cytostim 刺激時の IFNγ、 

TNFα、IL-2 の陽性細胞の発現がとりわけ低下していた。この 3 例では PMA/イオノ

マイシン刺激でも IFNγ 陽性細胞の発現割合の上昇を認めなかった（図 26B に示

す）。腫瘍内に存在する T 細胞が完全にサイトカイン産生能を喪失している患者が

存在し、このような患者に対しては、おそらく免疫チェックポイント阻害剤などの

免疫療法を実施しても、その機能を回復することが不可能であると予想された。 
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図 23 TIL の表現型（phenotype）と機能（function） 

31 症例の TILにおける、CD8 陽性細胞中の、Tim-3、PD-1 など、免疫抑制性分子の発現とサイトカイン産生割合を図示した。 

TIL, 刺激なし; CS,  Cytostim 刺激; PMA/Ionomycine,  PMA/Ionomycine 刺激
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図 24 各 IGS cluster での TIL における CD8 陽性細胞中の免疫抑制性分子の発現 

各 IGS cluster での TIL における CD8 陽性細胞中の免疫抑制性分子の発現割合を、

Kruskal-Wallis 検定により比較した。また、post hoc test として Steel-Dwass 多重比較

検定を用いて各 cluster 間を比較した。 

 

 

 

図 25  各 IGS cluster での TIL のサイトカイン産生能 

各 IGS cluster での TIL における Cytostim 刺激時のサイトカインの産生割合を、

Kruskal-Wallis 検定により比較した。また、post hoc test として Steel-Dwass 多重比較

検定を用いて各 cluster 間を比較した。 
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図 26A PMA/イオノマイシン刺激による IFNγ陽性細胞の発現（IFNγ陽性細胞の発現が上昇した症例） 

PMA/イオノマイシンによるマイトジェン刺激によって、Cytostim 刺激時と比較して IFNγ 陽性細胞の発現割合が上昇した症例（代

表的な 3 例）の CD8 陽性細胞のフローサイトメトリー結果を示す。 
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図 26B PMA/イオノマイシン刺激による IFNγ陽性細胞の発現 （IFNγ陽性細胞の発現が上昇しなかった症例 

PMA/イオノマイシンによるマイトジェン刺激によって、Cytostim 刺激時と比較して IFNγ 陽性細胞の発現割合が IFNγ 陽性細胞の

発現割合が上昇しなかった 3 症例の CD8 陽性細胞のフローサイトメトリー結果を示す。 
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T 細胞の機能不全を認めた 3 症例の検討 

 “cold”の中で、TCR を介さずに直接細胞内 Ca
++濃度を上昇させる刺激を加えても

サイトカインを産生できない、T 細胞が機能不全に陥った BKT006、 BKT010、 

BKT040 の 3 症例について検討を行った。 

  “cold”の 12 症例を、T 細胞がサイトカイン産生能を完全に喪失していた 3 症例

（機能不全群）と、それ以外の 9 症例の 2 群に分けて、比較トランスクリプトーム

解析を行った。“cold”の 12 症例のカウントデータを、G1 群（T 細胞が機能を完全に

は喪失していない 9 症例）と G2 群（T 細胞機能不全 3 症例）に分けて、TCC-GUI 

(Graphical User Interface for TCC package)を用いて、DESeq による正規化、DESeq2 に

よる発現変動解析を行い[34]、FDR のカットオフ値は q 値 0.05 として、発現変動遺

伝子（DEG）405 種を同定した（表 8）。405 種を q 値の低い順に並べて示す。 

さらに、M-A プロット（Y 軸, M: 発現変動の大きさの差、X 軸, A: 発現変動の大き

さの平均値：図 27A）、Volcano プロット（X 軸, Fold change : 2 群間における遺伝子

発現の比、Y 軸, p-value: 統計学的有意差：図 27B）を描図して遺伝子の発現変動を

可視化した。 

 DEG  405 種のうち、q 値の低い上位 15 位までの遺伝子には、GAGE1, MAGEA8、 

MAGEC1, GAGE2A, XAGE2, GAGE12J といった CT 抗原が含まれていた。 
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表 8-1  T 細胞の機能不全に陥った 3 症例とそれ以外の 9 症例の間の発現変動遺伝子 

1-25 番目 26-50 番目 51-75 番目 76-100 番目 101-125 番目 126-150 番目 151-175 番目 176-200 番目 201-225 番目 

GAGE1 RAB11FIP1 ZAN LTK CHRD C2orf70 PABPC1L TEX14 ARHGAP40 

MAGEA8 ZFP57 CA13 RBPJL PEX5L GOLGA8B FFAR4 RAPSN PANK1 

PLG THPO PADI3 MICAL2 CREB3L1 TP53TG3D EN2 PCDHA1 SAMD5 

MAGEC1 PIWIL3 PLA2G2A SLC39A3 SPATA31C2 LAT KNG1 SQLE HOXA10 

NLRP4 IGFBP1 SCN11A CLDN4 ARL17A SSC4D PTPRR MFSD4B OR13A1 

GAGE2A SMLR1 RFPL4B EBLN2 CEP95 SPERT FST MBOAT4 ONECUT3 

CRP HRC FOXD1 GOLGA8A RAMP1 APCS PYCR1 CRIPAK PNISR 

XAGE2 APOM TRO MAP2K2 ZNF660 C6orf163 PRR3 SLC6A1 ATP6V1H 

TTYH1 PANX2 ADAL C1orf186 TFR2 FER1L5 ZP3 NPIPB4 IL17RB 

WDR87 PCDHB3 MYDGF TNS4 C1orf168 HNRNPCL2 ZNF587 DDX39B NR1I3 

SLC25A18 MRPL54 NCLN NOX1 ZNF548 ZNF638 NFATC2IP NRDE2 KIN 

PRORY APOH CLDN7 CCDC150 TRIM50 THEM6 TBL2 TXLNB MYEOV 

IRX5 ZSCAN23 C1QTNF1 CRTAP DLGAP1 RHOXF2 CLPP HELZ COG1 

GATA2 PROC GPT2 TAT ZNF44 ATAT1 NKTR LFNG MYH3 

GAGE12J UBL4A PLGLB2 SAP30 AES FAM105A FAM218A LRRC37A2 DOHH 

ZSCAN5B CRNDE ATP6V0C PLEKHJ1 KANSL1 C8orf46 RPLP2 TRPM2 TRAF7 

GSPT2 OAZ1 RYR3 TNRC6A HOXA11 POLG2 SEPT14 OSR2 EGFL8 

APOC2 CCDC39 SERPINA11 ALKBH7 RECQL5 CADM1 CCDC73 LMNTD1 GOLGA6L4 

ATP2B2 EEF2 FAM186B STAT4 ZNF154 FXYD5 GOLGA8M LMNB2 FOXF2 

SVOP BPTF ARFGEF3 TBX19 SLCO4A1 PRRT2 MYCBPAP ATP6AP1 TRIM52 

MPZ HFE2 LCTL MRPL17 MSH5 FRMPD1 PITX2 CCNB3 ARTN 

DGKK CCL16 SGTA ZNF793 CXCL16 LIN28A EML6 CD81 STK36 

SLC6A13 PRSS33 HPX CTCFL YJEFN3 PRR5-ARHGAP8 CYP24A1 CCDC85B ARMC12 

KIF25 COL11A2 HOXA13 SEC61A2 DUSP4 NR2C2 PLP2 RHBG SOX2 

EVX1 GPRC5D FEZF1 USP6 VAMP1 UBE2V2 GRIN2D ZMYND15 MYT1L 
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表 8-2  T 細胞の機能不全に陥った 3 症例とそれ以外の 9 症例の間の発現変動遺伝子 

226-250 番目 251-275 番目 276-300 番目 301-325 番目 326-350 番目 351-375 番目 376-400 番目 401-405 番目 

FLG MYL7 CABLES1 NPIPB3 HPS6 IQCA1 S100A11 STK39 

FOXG1 PSCA CSAD STK32A ASB1 AHSA2 TPSD1 ZKSCAN7 

BPIFA1 A2ML1 AQP5 RBM34 TPH1 KCNJ4 ACTN2 GULP1 

LIPH FTSJ3 TRPV1 TTLL9 PDE6B ARHGAP11B ABHD11 C1GALT1C1L 

CDK3 HPCAL4 LY6G5B PIF1 RGS10 EMX1 SPATA25 ANKRD61 

DCX KLB IFT81 HPR SLC38A11 SPESP1 PCDHGA2 

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

TMEM144 AOC2 PPRC1 PHLDA2 DCAF4L1 BNIPL TEKT2 

TPSB2 SSX2 SGK494 ARHGAP8 RTL1 BRSK2 TSPAN15 

ATXN2 PGM1 TRABD2A PPARG ZG16B HCAR3 PAQR4 

CFAP61 CIT GGTLC1 MROH2A NPY1R SLC9A2 LGALS9 

STAMBPL1 MIEN1 NDUFS7 PCDHA5 XKR9 RORA SEC14L6 

SPAG17 LYZ MFSD12 MYO16 CCL3L3 AP3B2 FOXI2 

TP53I13 LRRC37A C16orf90 ZNF334 POR TIGD7 GNPTG 

EEF1AKMT1 KCTD5 COX4I1 RAB2A CLDN2 U2AF1 CEP152 

CYP51A1 ZNF594 MARVELD1 LSR YPEL4 SERPINA12 SPDYE1 

RBM6 FAM118A DUSP8 GOLGA6L9 SULT1C4 RAD54L2 IQCG 

FAHD2A CRB3 RPL13 PIN1 STXBP2 SLC23A2 ITGAD 

VCX2 IRX3 TRIM45 C1orf147 AMDHD1 INTS2 RNH1 

SERPINA3 NAALAD2 CYB5B COTL1 SLFNL1 METRN STX19 

KCNQ1 PNMT ARHGEF18 NPIPB5 TACSTD2 FZR1 FBP1 

TIMM13 FBXW12 TNFRSF11A ZKSCAN8 TNF ITLN1 EPN3 

TAF7L PAX9 ALB MRNIP DNAJC12 ZNF160 KCNE3 

GJA10 NCOA3 KCNC3 ABCA13 MTRNR2L4 SCN5A TMEM70 

CHRM5 PLIN3 UBXN6 PRR15 C17orf80 C1orf216 BET1L 

ASPH TEKT3 GALNT5 CDK5RAP3 PTPRT TALDO1 PKP3 
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図 27  T 細胞の機能不全に陥った 3 症例とそれ以外の 9 症例の関係 

“cold”の 12 症例を、G1 群：T 細胞が機能を完全には喪失していない 9 症例、G2

群： T 細胞機能不全に陥った 3 症例、の 2 群に分けて、TCC-GUI (Graphical User 

Interface for TCC package)を用いて比較トランスクリプトーム解析を行い、同定され

た発現変動遺伝子（DEG）405 種について、(A) M-A プロット（Y 軸, M: 発現変動の

大きさの差、X 軸, A: 発現変動の大きさの平均値）、(B) Volcano プロット（X 軸, 

Fold change : 2 群間における遺伝子発現の比、Y 軸, p-value: 統計学的有意差）を描図

して遺伝子の発現変動を可視化した。 

 

T 細胞の機能不全が、腫瘍抗原による T 細胞刺激の持続による免疫疲弊と関連し

ているのか検討した。“cold”の 12 症例について、機能不全に陥った 3 症例と、それ

以外の 9 症例の 2 群間で、ネオアンチゲン頻度（neoantigen frequency）を比較した。
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図 28 に示すように、ネオアンチゲン頻度の値は、中央値 0.16 対 0.18、P=0.049 と、

T 細胞機能不全症例で低下していた。これらの 3 症例では、まず免疫応答が存在し

て、免疫編集によってネオアンチゲンを発現しているがん細胞のクローンが除外さ

れたのではないかと推測される。抗腫瘍免疫応答によるがん細胞における免疫編集

の形跡が残っていることから、これらの症例で認められた T 細胞の機能不全は、一

度誘導された免疫応答が疲弊したもの（免疫疲弊）と考えられる。 

 

図 28 “cold”での T 細胞機能不全症例とそれ以外の症例でのネオアンチゲン頻度 

“cold”の 12 症例について、T 細胞の機能不全に陥った 3 症例と、それ以外の 9 症例

の 2 群間で、ネオアンチゲン頻度（neoantigen frequency）を、Wilcoxon 符号付順位

和検定を用いて比較した。 

 

また、“cold”の 12 症例を、IGS クラスターのバリデーションに使用した免疫関連

遺伝子のパネル Immunoduct を用いてクラスター解析を行った（図 29）。その結果、

T 細胞機能不全を認めた 3 症例と、それ以外の 9 症例でヒートマップに差異が認め

られ、T 細胞機能不全の 3 症例では、B 細胞系の遺伝子の発現が高い傾向であった。

この結果から、B 細胞系の遺伝子の発現も T 細胞の機能不全に関与している可能性

が考えられる。 
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図 29 “cold”12症例の Immunoduct によるクラスター解析 

“cold”の 12 症例のトランスクリプトームデータを、IGS cluster のバリデーションに使用した免疫関連遺伝子のパネル Immunoduct

を用いてクラスター解析を行った。 
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液性因子の解析 

 腫瘍内免疫応答の状態を末梢血検体から予測が可能かどうかを検討するため、31

症例の末梢血検体を用いて、サイトカイン・ケモカインや抗体産生などの液性因子

を解析した。 

 末梢血検体から血漿を分離し、Bio-Plex ヒトサイトカイン GI 27-Plex アッセイパ

ネルを用いて、蛍光ビーズイムノアッセイ法で、代表的な 27 種類のサイトカインを

測定した。図 30 に示すように、各 IGS cluster 間で特徴的な相違は認めなかった。 

 

 

図 30 末梢血中のサイトカイン 

末梢血検体から血漿を分離し、Bio-Plex ヒトサイトカイン GI 27-Plex アッセイパネ

ル(Bio-Rad, Hercules, CA)を用いて、蛍光ビーズイムノアッセイ法で、代表的な 27 種

類のサイトカインを測定した。 
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 次に、59 種の腫瘍関連抗原（TAAs）またはがん精巣抗原（CT 抗原）のパネル

[32]を用いて、ビーズイムノアッセイ法で分離した血漿中の各抗原に対する抗体産

生を測定した。図 31 に示すように、各 IGS cluster 間で特徴的な相違は認めなかった。 

 

 

図 31 末梢血中のがん抗原に対する抗原抗体反応 

59 種の腫瘍関連抗原（TAAs）またはがん精巣抗原（CT 抗原）のパネル[32]を用い

て、ビーズイムノアッセイ法で分離した血漿中の各抗原に対する抗体産生を測定し

た。 

 

 また、図 22 で示したように、末梢血から分離した PBMC では、TIL と比較して

CD8 陽性細胞でのサイトカインの産生が少なかった。 
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 これらの結果からは、末梢血のアッセイによって腫瘍内免疫応答を評価するのは

困難であることが示唆された。 

 

IGS cluster と予後との関係 

 本研究の IGS cluster が予後と相関するのかを解析した。”hot1”, “hot2”, “middle”, 

“cold”の 4 群間で、Kaplan-Meier 法により全生存期間（OS）、無増悪生存期間（PFS, 

progression-free survival）について生存解析を行った。図 32 に示すように、OS、 

PFS ともに、“hot2”, “middle”, “hot1”, “cold”の順に低下していく傾向が示されたが、

統計学的有意差は示されなかった（P=0.125, P=0.388）。 

A B 

  
 

図 32 IGS cluster で群別化した生存曲線 

”hot1”, “hot2”, “middle”, “cold”の 4 群間で、Kaplan-Meier 法により、全生存期間

（OS）、無増悪生存期間（PFS）について生存解析を行った。  
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考察 

 生体内のがん免疫応答は、ダイナミックなシステムとして成り立っており、単一

の因子で評価するのは困難である。本研究では、がん免疫応答を一連のサイクルと

して評価するために「がん免疫サイクル（Cancer-Immunity Cycle）」の概念に基づ

き、胃癌に対する抗腫瘍免疫応答を解析した。次世代シーケンサー解析を用いた

DNA レベル、mRNA レベルから、フローサイトメトリーを用いた細胞レベル、血中

の液性因子まで、胃癌患者における抗腫瘍免疫応答に関する情報を多層的に統合し

て、免疫病態を検討した。免疫側の因子と腫瘍側の因子の両者でがん免疫応答が規

定される。今回我々は 7 つの免疫側の因子に腫瘍側の因子として Glycolysis（解糖系）

と Proliferation（細胞増殖）を加え、9 つの軸で腫瘍内免疫応答を評価した。 

 

その結果から、胃癌を大きく 2 つの群（“Immune Hot”と“Immune Cold”）、さらに

詳細に 4 つの群（IGS cluster; “hot1”, “hot2”, “middle”, “cold”）に分類した。その特徴

をまとめると、表 9 であった。 

4 つの群のそれぞれの外科手術後の予後は、症例数が少なく統計学的有意差は認

めなかったものの、OS、 PFS は “hot2”, “middle”,  “hot1”, “cold” の順に低下していく

傾向が示めされた（図 32）。腫瘍内免疫応答が活性化されている“hot1” の予後が不

良な傾向であったが、“hot1” では予後良好な “hot2” と比較してイムノグラムでの

Glycolysis（解糖系）のスコアが高く、腫瘍の解糖系が亢進しているために腫瘍増殖

が免疫を凌駕しているためと考えられた。 
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表 9 各 IGS cluster の特徴 

 hot1 hot2 middle cold 

TCGA 分類 MSI型が多い EBV 型が多い   

ヌクレオチド変異数 

ネオアンチゲン数 
多い 少ない 少ない 少ない 

遺伝子変異 多い 中程度 中程度 少ない 

ネオアンチゲン頻度 高い 低い 中程度 高い 

CT 抗原数 低い 低い 低い 高い 

上皮間葉転換 非間葉系 非間葉系 間葉系 非間葉系 

腫瘍浸潤細胞 (CIBERSORT) 多い 多い 中程度 少ない 

抑制性分子の発現  PBMC より TILで高発現 

サイトカイン産生能 PBMC より TILで高発現 疲弊 T 細胞症例あり 

がん遺伝子・がん抑制遺伝子 ミスセンス変異が多い   増幅が多い 

抗原提示経路に関する遺伝子

群 
ミスセンス変異が多い   

増幅が多い 

全例で LOF あり 

IFNγ 経路に関わる遺伝子群 ミスセンス変異が多い   
増幅が多い 

全例で LOF あり 

Treg の発現 (CIBERSORT) 差はなし 

MDSC, TAM M2 の発現    高い 

CAF の発現   高い  

TILの機能不全と浸潤排除 正常 機能不全 (dysfunction) 機能不全かつ浸潤排除 浸潤排除 (exclusion) 

サイトカイン （液性因子） 差はなし 

CT 抗原に対する抗体（液性

因子） 
差はなし 

手術予後 不良 良好 中程度 不良 

提案される治療 ICI（周術期も含む） 
手術 

より早期の ICI 

手術 

ICI＋TGF-β 阻害 

CAR-T/TCR-T/ネオアン

チゲンワクチン+ICI 
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“hot1” 群は、手術予後が不良な一方で、TCGA での分子生物学的分類の MSI型が

多く、ヌクレオチド変異数およびネオアンチゲン数が高値であった。こうした症例

は先行研究でも免疫チェックポイント阻害薬の奏効が期待されており[41][42][43]、

“hot1” 群では、周術期での免疫チェックポイント阻害薬治療などが選択肢となる可

能性がある。 

“hot2” 群は、手術予後が良好なだけではなく、先行研究で免疫チェックポイント

阻害薬の奏効が期待される TCGA 分類の EBV 型[41]が多く含まれていた。また、

TILの機能不全（dysfunction）症例が多いことからも免疫チェックポイント阻害薬の

効果が期待される。一方で、抗腫瘍免疫応答の存在下での、immunoediting によるが

ん細胞の選択が認められている。“hot2” 群では、切除不能進行例や再発例には、

immunoediting が生じる前のより早期での免疫チェックポイント阻害薬治療が選択肢

として推奨される可能性がある。 

腫瘍への T 細胞の浸潤が多い “hot1” 群と“hot2” 群では Glycolysis（解糖系）の IGS

が異なる。両群では T-cells（T 細胞の多寡）の IGS は同程度であるので、Glycolysis

（解糖系）の差は周囲浸潤細胞によるものではなく、胃癌細胞によるものと考えら

れる。免疫応答が強い hot 群が、腫瘍側の代謝因子である Glycolysis（解糖系）によ

り “hot1” 群と“hot2” 群に分類された点は、本研究で得られた新知見である。 

“middle” 群は、上皮間葉転換をきたした Mesenchymal 型が多く集まっていた。ま

た CAF の発現が高く、上皮間葉転換によって CAF が増殖している可能性が考えら

れる。TILは機能不全（dysfunction）かつ浸潤排除（exclusion）されており、免疫チ

ェックポイント阻害薬の奏効は期待できない。CAF が産生する TGF-β は、腫瘍内へ

の T 細胞浸潤を妨げるバリアを形成することが知られており[44]、“middle” 群では
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TGF-β の阻害と免疫チェックポイント阻害薬とを併用することにより奏効が得られ

る可能性もある。 

 “cold” 群は、抗原提示経路およびインターフェロン γ 経路の LOF を認め、MDSC, 

TAM M2 などの抑制性因子の発現が亢進し、TILは浸潤排除（exclusion）されてい

る。さらに高発現の CT 抗原が免疫抑制性に作用している可能性もあり、免疫チェ

ックポイント阻害薬単独では奏効が期待できない。手術予後も不良である。そのた

め“cold” 群では、患者毎に Cancer-Immunity Cycle で障害されてステップを明らかに

し、複数のステップを同時に制御することが必要と考えられる。 

 

また“cold” 群には、T 細胞が疲弊して、Cytostim 刺激でも PMA/イオノマイシン刺

激でもインターフェロン γ 産生が認められない T 細胞機能不全に陥った症例が 12 例

中 3 例（BKT006, BKT010,  BKT040）含まれていた（図 23 最下段）。“cold” 群では、

“hot1”, “hot2”, “middle” 群より、CT 抗原の高発現が認められていたが（図 12,19）、

これら T 細胞が機能喪失した 3 症例では、その他 9 症例との比較トランスクリプト

ーム解析で、発現変動遺伝子の上位に GAGE1, MAGEA8, MAGEC1, GAGE2A, 

XAGE2, GAGE12J といった CT 抗原が並んでいた（表 7）。さらに B 細胞系の遺伝

子が高発現していた（図 29）。CT 抗原や B 細胞が何らかの免疫抑制作用をもつ可

能性が示唆された。 

図 11 で示すように、腫瘍内免疫応答が存在する“hot2”, “middle”では “cold” 群より

ネオアンチゲン頻度が低下しており、腫瘍免疫応答による immunoediting が認めら

れた。図 28 で示すように、“cold” 群を T 細胞が機能喪失した 3 症例（T 細胞機能不

全症例; BKT006, BKT010, BKT040）のとそれ以外の 9 症例（それ以外）で比較した
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ところ、前者 3 例ではネオアンチゲン頻度が低下しており、immunoediting を認める

ことから、一度誘導された免疫応答が疲弊した結果と考えられた。 

T 細胞が機能喪失した 3 症例をより詳細に見ると、イムノグラムの各評価軸の

IGS が、BKT010, BKT040 は Proliferation（細胞増殖）以外で著しく低値であり、

BKT006 は低値ではあるが、まだわずかに保たれている点が異なっていた（図 33）。 

 

 

図 33 T 細胞が疲弊した 3 例のイムノグラム 

T 細胞が機能喪失した 3 症例（BKT006, BKT010, BKT040）のイムノグラムを抜粋

して示す。イムノグラムの各評価軸の IGS が、BKT010, BKT040 は Proliferation（細

胞増殖） 以外で著しく低値であり、BKT006 は低値ではあるがまだわずかに保たれ

ている点が異なっていた。 

 

BKT006 は、液性因子での抗原抗体反応（図 31）や血中のサイトカイン・ケモカ

イン値（図 30）が非特異的に亢進していることから、患者が非特異的な慢性炎症の
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状態であると考えられる。BKT010, BKT040 では、腫瘍の増殖に関わる Proliferation

（細胞増殖） 以外のほとんどすべての評価軸で IGS が低下しきっており、より一層、

免疫疲弊状態が強いことが認められる。このうち BKT40 は、術前化学療法が施行さ

れた症例であり、術前化学療法が免疫応答の疲弊に何らかの関与をしている可能性

も否定はできない。 

これらの症例は、T 細胞が疲弊しきっているため、免疫チェックポイント阻害剤

のように、T 細胞上の免疫抑制分子を介したシグナルを制御する治療だけでは、免

疫応答を再活性化することは不可能である。Cancer-Immunity Cycle の上流のメカニ

ズムに着目し、新しい抗腫瘍免疫応答を誘導する必要がある。CT 抗原やネオアンチ

ゲンを認識できる TCR 遺伝子やキメラ抗原受容体（CAR, Chimeric antigen receptor）

を T 細胞に遺伝子導入した TCR 遺伝子（TCR-T）療法[45] [46]や CAR-T 療法

[47][46]、ネオアンチゲンワクチン療法[48]などの抗腫瘍エフェクター細胞を直接増

やす治療と免疫チェックポイント阻害薬の併用療法などが選択肢となる可能性があ

る。 

 

ダイナミックな抗腫瘍免疫応答は、図 34 に示すように、がんと免疫の相互作用で

複雑に規定される。 
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図 34 Cancer-Immunity Cycle を中心に捉えたがん免疫の全体像 

抗腫瘍免疫応答は、がんと免疫の相互作用で複雑に規定される。がん側の内因性因

子として「がんゲノム」や「エピゲノム」、がん側の外因性の因子として「がん微

小環境」、さらに「生体環境」が大きく関与している。これらのいずれも Cancer-

Immunity Cycle のみでは捉えることが難しく、Cancer-Immunity Cycle もこうした全

体像の中で捉える必要がある。 

 

がん側の内因性因子としては、がんゲノムやエピゲノムの影響が挙げられる。 

遺伝子変異数が多い腫瘍は免疫チェックポイント阻害薬の効果が高いと報告され

ている[42][43]。これは遺伝子変異産物がネオアンチゲンとして免疫の標的分子とし

て認識されることから理解される。本研究の胃癌でも、免疫応答が活性化されてい

る“hot1” 群で遺伝子変異数およびネオアンチゲン数が多かった。 

がん細胞におけるドライバーオンコジーン（driver oncogene）の存在や、それに伴

う遺伝子発現の変化も、積極的に免疫反応に強い影響を与えることが知られている。

例えば、β カテニンによる Wnt シグナルの活性化は、CCL4 の産生低下をきたし、

CD103
+
DC による腫瘍特異的 CD8

+
T 細胞のプライミングが妨げられることが報告さ
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れている[49]。NF-κB シグナルを抑制する PTEN の喪失は、サイトカインや増殖因

子の産生につながり、腫瘍内へのマクロファージや好中球、Treg の浸潤を誘導し、

腫瘍免疫を抑制する[50]。しかし本研究では、各 IGS cluster を特徴づけるようなド

ライバーオンコジーン（driver oncogene）は認められず、胃癌においてはその影響は

限定的である可能性がある。 

一方、免疫反応は強いセレクションプレッシャーとしてがん細胞に作用している。

免疫チェックポイント阻害薬への耐性に関する研究成果から、β2 ミクログロブリン

の欠損による MHC クラス I分子の消失[51]や、インターフェロン γ シグナル経路の

異常[52]による反応性の低下をきたしたがん細胞の出現が、治療抵抗性の原因とな

ることが知られている。本研究でも、免疫応答の低下している “cold” 群でこれらの

LOF が存在していた。 

 

 がん側の外因性の因子として、がん微小環境（TME）[39]においては代謝も深く

関与している。腫瘍と T 細胞の代謝面での競合が免疫抑制性環境の形成に寄与して

いる。T 細胞は TCR に刺激を受けると、細胞内 Ca
2+濃度が上昇し、カルシニューリ

ンが活性化され、脱リン酸化された転写因子 NFAT が核内へ移行することで、IL-2

遺伝子などの転写を促進して活性化する。腫瘍細胞はグルコースを大量に消費して

枯渇させるが、T 細胞はグルコースをエネルギー源として必要とするため、腫瘍に

浸潤すると TCR に刺激を受けても、細胞の Ca
2+濃度は低下し、NFAT の核内への移

行が減少する。このため TILは機能不全 (dysfunction) に陥り、細胞増殖とサイトカ

イン産生が抑制される。グルコースに加えて、アミノ酸や脂肪酸などの栄養素も腫

瘍細胞に大量に消費されると、それを競合する TIL は機能不全 (dysfunction) に陥る。

このように、腫瘍細胞の増殖に伴う代謝が、TILのエフェクター作用を阻害してい



 

 

82 

る[53]。本研究では、 特に “hot2” や “middle”群で T 細胞が機能不全 (dysfunction) に

陥った症例を認めており、こうした症例では、腫瘍細胞を兵糧攻めにする血管新生

阻害薬や殺細胞性抗がん剤による化学療法との併用で、腫瘍増殖を抑制することで

免疫応答を増強することが効果的な可能性がある。 

また T 細胞は、腫瘍内で、腫瘍細胞だけでなく多くの免疫抑制性細胞との間でも

代謝面で競合している。TAM や MDSC では、トリプトファン代謝にかかわる

indoleamine 2, 3-dioxygenase (IDO)の発現誘導とアルギニン代謝にかかわるアルギナ

ーゼの活性化が起こり、トリプトファンとアルギニンが分解され、腫瘍内はアミノ

酸が枯渇する。加えて、低酸素状態では MDSC などにおいて誘導型一酸化窒素合成

酵素（iNOS）が活性化され、反応性窒素種（Reactive Nitrogen Species: RNOS）が産

生される。ペルオキシ亜硝酸（ONOO
-）により TCR がニトロ化されると、その反応

性が抑制される[53]。本研究でも、免疫応答の低下している “cold” 群で TAM や

MDSC が増加していた。こうした症例では、IDO 阻害薬[54]やコロニー刺激因子 1 

受容体(CSF1R) 阻害薬[55]を併用して、免疫抑制性細胞を抑制することで免疫応答を

増強することが効果的な可能性がある。 

また T 細胞の代謝を介した免疫制御や抑制は、メタボリックチェックポイントと

して注目されている。TCR とその共刺激分子 CD28 を介した T 細胞の活性化シグナ

ルには、PI3K/AKT/mTOR 経路が深く関与している。mTOR はその中心的な制御分

子であり、転写因子の c-Myc と HIF-1α を増加させる。c-Myc はグルコーストランス

ポータ― （GLUT） の発現を増強し、グルコースの流入を促進して T 細胞の増殖と

分化を可能にする。また、グルタミントランスポーター （ASCT2） を誘導し、グル

タミノリシスを促進する。HIF-1α は解糖系の酵素の発現を上昇させるとともに、ミ
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トコンドリアの酸素消費を低下させ、TCA 回路を抑制する。mTOR を抑制する

AMPK も重要である[56]。今後、メタボリックチェックポイントをイムノグラムの

評価軸に加えることで、患者個々の腫瘍内免疫応答をさらに踏み込んで解明し、新

規免疫治療につなげることができる可能性がある。 

 

がん-免疫相互作用には、生体環境が大きく関与している。加齢やストレスは免疫

全体に影響を及ぼし、自己免疫疾患を発症する人とそうでない人がいるように、が

んに対する免疫反応が生じやすい人とそうでない人の遺伝的素因が存在すると予測

される。生体環境の因子として、腸内細菌叢と腫瘍免疫の関連が報告されてきてい

る[57]。本研究は、主に腫瘍組織と末梢血からの解析であるため、腸内細菌叢など

の解析は行えなかった。 

 

これらはいずれも Cancer-Immunity Cycle のいずれかのステップに作用し影響を与

えることから、Cancer-Immunity Cycle もこうした全体像の中で捉える必要がある。

本研究では、Cancer-Immunity Cycle の各ステップに関わる因子に加え、腫瘍の代謝

や増殖に関する因子を統合し、がん-免疫相互作用にも着目したイムノグラムを作成

した。しかし、未評価の項目がまだ複数あり、これらをイムノグラムの評価軸に統

合し、胃癌のがん免疫の全体像を解明していくことが今後の課題である。 

 

本研究ではいくつかの制約が存在する。第一に、本研究は単施設からの手術検体

を用いた後ろ向きの研究であり、選択バイアスが存在している可能性がある。第二

に、本研究は対象患者が 31 症例と比較的少数である。症例数を増やすことも検討し

たが、次世代シークエンサーやフローサイトメトリーによる解析を含んだ多層的な
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解析という本研究の性質から実現しなかった。そのため、第三に、本研究の対象患

者には 1 症例の手術関連死亡（BKT063）を含む。生存期間は本研究の主要なアウト

カムでないこともあり、生存期間解析から該当症例の除外は行わなかった。第四に、

本研究の対象は手術治療を受けた患者であり、免疫チェックポイント阻害薬などの

免疫治療を受けた患者ではない。そのため、本研究での腫瘍内免疫応答に基づく分

類が予後に本当に影響しているのかを検討するためには、今後免疫チェックポイン

ト阻害薬などの免疫治療を受けた患者での検討が必要と考えられる。第五に、本研

究では対象患者の病理組織標本での免疫染色などを行っておらず、遺伝子学的検索

と病理組織との対応については評価できなかった。今後、追加の検討が望ましいと

考えられる。第六に、本研究では、腫瘍組織から抽出した DNA と RNA には、胃癌

細胞と周囲浸潤細胞の両者の由来のものが混在している可能性がある。また TILの

培養の過程では一部の細胞のみが選択された可能性や、培養過程で細胞の生物学的

特徴になんらかの変化が生じた可能性も否定できない。これらは実験手法からの制

約と考えられる。  
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結語 

 胃癌の腫瘍内免疫応答の評価法として、「がん免疫サイクル（Cancer-Immunity 

Cycle）」の概念に基づき、がん-免疫相互作用にも着目した「イムノグラム

（Immunogram）」およびイムノグラムスコアによる免疫学的分類（IGS cluster）は、

腫瘍内免疫応答の特徴をよく反映し有用であると考えられた。今後、評価軸を柔軟

に増やしながら、胃癌に対する個別化複合的免疫療治療の開発に応用されることが

期待される。 
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