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要旨 
 

【背景と⽬的】 

 肺癌による死亡は本邦がん死亡原因で最多である。次世代シーケンサーの登場に
よって肺癌発⽣の原因となる遺伝⼦異常が明らかになり、遺伝⼦異常を標的とした
治療が肺癌患者の⽣命予後を改善してきた。上⽪成⻑因⼦受容体 (epidermal growth 

factor receptor: EGFR) 遺伝⼦変異は東アジアにおける⾮⼩細胞肺癌 (non-small cell 

lung cancer: NSCLC) 症例の 30–50%に認められる。EGFR 変異陽性 NSCLC に対する
EGFR チロシンキナーゼ阻害剤 (EGFR tyrosine kinase inhibitor: EGFR-TKI) は殺細胞性
抗がん剤と⽐して全⽣存期間の延⻑を⽰す標準治療薬である。しかしその優れた治
療効果にも関わらず、⼤多数は最終的に再発するため、治療耐性機構の解明が課題
である。これまでの研究で、EGFR-TKI 治療耐性を来した患者の約半数で、原因と
なる後天性の遺伝⼦変異、増幅、融合が明らかとされてきた。しかし、残り約半数
の患者における治療耐性の原因は解明されていない。 

 我々は以前、EGFR-TKI開始直後から治療耐性を⽰す患者（⼀次耐性）と治療効
果を認める患者の治療前腫瘍環境を免疫組織化学染⾊で⽐較し、前者で単位⾯積あ
たりの腫瘍浸潤 T 細胞数が低下していることを報告した。これは、EGFR 変異陽性
NSCLC 細胞における EGFR-TKI抵抗性の⼀因として免疫逃避が関与する可能性を⽰
唆する。また、EGFR-TKI により腫瘍細胞が I型インターフェロン (IFN) を産⽣し、
この I型 IFN が signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1) を活性化するこ
とで、腫瘍細胞が EGFR-TKI 耐性を獲得することが明らかとされている。こうした
背景は、従来知られている後天的耐性遺伝⼦の獲得による治療耐性とは別に、免疫
逃避を介した耐性機序が存在する可能性を強く⽰唆する。そこで本研究では、
EGFR-TKI により EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞が誘導する内因性または外因性因⼦の
免疫逃避への関わりに着⽬し、検証を⾏った。 

 

【材料と⽅法】 

 内因性因⼦を検討した当科先⾏研究において、EGFR-TKI 処理で EGFR変異陽性
NSCLCの CD24発現が増加することが⽰されていた。そのため、その再現性を
EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞株 (PC9、HCC827、H1975)、EGFR 野⽣型細胞株 

(A549、RERF-LC-Ad1、H522) を⽤い in vitro で検証した。検証には、定量的逆転写
ポリメラーゼ連鎖反応 (quantitative reverse transcription polymerase chain reaction: qRT-
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PCR) およびフローサイトメトリー (flow cytometry: FCM) を使⽤した。In vivo での再
現性に関しては、EGFR-TKIまたは化学療法による治療を受けた患者の治療前・治
療後組織検体における腫瘍細胞 CD24 発現を免疫組織化学染⾊により解析した。
CD24 の治療標的としての検証を⽬的として、EGFR-TKI処理により CD24 発現が増
加した細胞株とヒト末梢⾎由来分化マクロファージを抗 CD24 抗体存在下で共培養
し、抗体依存性細胞貪⾷ (antibody-dependent cellular phagocytosis: ADCP) を FCM で解
析した。 

 次に、EGFR-TKI処理後の細胞培養上清と EGFR-TKI 治療前後の患者⾎液検体か
らセルフリーDNA (cell free deoxyribonucleic acid: cfDNA) を抽出した。この腫瘍由来
cfDNA が腫瘍微⼩環境を変化させる外因性因⼦であることを検証する⽬的で、
stimulator of interferon gene (STING)-knockout THP-1単球を⽤いて、腫瘍由来 cfDNA
が誘導する⾃然免疫応答の解析を⾏った。 

 

【結果】 

 In vitro で、EGFR-TKI処理によって EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞株の⾃然免疫チェ
ックポイント CD24 発現が増加した。In vivo で、EGFR 変異陽性 NSCLC 患者 6⼈中
5⼈で EGFR-TKI 治療後の腫瘍細胞 CD24 発現が増加したが、化学療法群 3 名では
CD24 発現量の変化は認めなかった。CD24 はマクロファージ上に発現する sialic acid 

binding Ig like lectin 10 (Siglec-10) と結合して腫瘍貪⾷を抑制する。先⾏研究で、ヒト
卵巣がんおよび乳がんにおいて、抗 CD24 抗体を⽤いた CD24–Siglec-10 結合の遮断
が腫瘍貪⾷を促進することが⽰されている。NSCLC でも同様のアプローチが有効か
検討した。まず、様々なサイトカインで刺激した末梢⾎由来分化マクロファージの
Siglec-10 発現を解析すると、macrophage colony-stimulating factor (M-CSF)、
interleukin-10 (IL-10) および transforming growth factor beta (TGF-b) で分化させたマク
ロファージは細胞表⾯に Siglec-10 を発現したが、IL-4 で分化させたマクロファージ
は Siglec-10 を発現しなかった。この結果は過去の報告と対照的であり、NSCLC に
おける⾻髄系細胞の多様性を考慮すると、NSCLC では Siglec-10 発現が⼀部のマク
ロファージサブセットに限定されることが⽰唆された。これを踏まえ、Siglec-10 発
現陰性マクロファージにおいても CD24 を標的とした治療効果が得られるか検討す
るため、抗 CD24 抗体を⽤いた ADCP 解析を⾏った。その結果、EGFR-TKI処理し
た EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞が、Siglec-10 発現陰性マクロファージによって抗
CD24 抗体依存性に貪⾷されることが確認された。以上より、EGFR-TKI 治療により
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腫瘍細胞に発現する内因性因⼦ CD24 は、Siglec-10 発現に依存せず ADCP を介して
治療標的となることが明らかになった。 

 EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞を EGFR-TKI処理すると、殺細胞性抗がん剤のパクリ
タキセル処理と⽐較して培養上清中の cfDNA濃度が増加した。⼆本鎖 DNA (double-

stranded DNA: dsDNA) は、細胞内に取り込まれると cyclic GMP-AMP synthase 

(cGAS)-STING経路を介して免疫応答を誘導する。このことから、dsDNA である
cfDNA が免疫応答の誘導を介し、腫瘍微⼩環境を免疫抑制的に変化させることを仮
説とした。まず、EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞から放出された cfDNA が、STING経
路依存性に THP-1（ヒト単球由来細胞株）の interferon regulatory factor (IRF) を活性
化することを⽰した。この IRF活性化が免疫抑制的な腫瘍微⼩環境の変化を引き起
こすか検証するため、I型 IFN が免疫細胞に及ぼす作⽤を解析した。抗腫瘍免疫応
答には T 細胞とその産⽣する IFN-gが不可⽋であり、マクロファージは IFN-gによっ
て T 細胞の遊⾛に必要なケモカイン (CXCL9、CXCL10) を腫瘍微⼩環境に放出す
る。この知⾒をふまえ、cfDNA によって誘導された I型 IFN がこうしたケモカイン
の産⽣を阻害するか検証した。THP-1由来マクロファージを cfDNAまたは IFN-aで
前処理すると、IFN-g刺激による CXCL9産⽣が阻害された。EGFR-TKI によって放
出される腫瘍由来 cfDNA が、IRF経路を活性化して CXCL9産⽣を阻害すること
で、免疫抑制的な腫瘍微⼩環境を形成する外因性因⼦であることが⽰された。 

 以上の結果は cfDNAや I型 IFN が EGFR-TKI 耐性に関与すること、腫瘍微⼩環境
における cfDNA動態のより詳細な解析が必要であることを⽰唆する。しかし、⽣体
内において腫瘍環境 cfDNA濃度や動態を直接解析することは技術的に困難である。
そのため、末梢⾎中の cfDNA濃度を測定することで腫瘍微⼩環境中の cfDNA濃度
を間接的に解析可能か、患者検体を⽤いて検証した。In vitro の結果と対照的に、
EGFR-TKI 治療が奏効した患者では治療後に⾎中 cfDNA濃度が低下した。末梢循環
系と腫瘍微⼩環境において cfDNA の調節メカニズムが異なることが⽰唆された。腫
瘍縮⼩に伴って⾎中 cfDNA濃度が低下したことから、末梢⾎ cfDNA は EGFR-TKI
治療効果を予測するバイオマーカーとして有⽤な可能性がある。 

 

【考察】 

 EGFR-TKI 治療によって EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞で誘導される内因性因⼦の検
討から、EGFR-TKI 治療が腫瘍細胞の⾃然免疫チェックポイント CD24 発現を増加
させ、マクロファージの Siglec-10 発現に依存せず ADCP の治療標的となることを⽰
した。特にトラスツズマブ・デルクステカンのような抗体薬物複合体の著明な抗腫
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瘍効果を考慮すると、CD24 を標的とした抗体治療は EGFR-TKI 耐性を克服する可
能性がある。 

 死滅する EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞から放出された cfDNA が、I型 IFN産⽣経
路を活性化し、マクロファージの CXCL9産⽣を阻害する外因性因⼦であることを
⽰した。CXCL9 は腫瘍微⼩環境へのエフェクターT 細胞動員に必要なケモカインの
ため、CXCL9産⽣阻害によってエフェクターT 細胞の腫瘍環境への誘導が抑制され
ることが、免疫抑制的な腫瘍微⼩環境を形成し、EGFR-TKI 治療耐性を惹起するメ
カニズムの⼀つである可能性がある。患者末梢⾎検体の解析によって末梢循環系と
腫瘍微⼩環境で異なる cfDNA調節メカニズムの存在が⽰唆されたため、今後は⽣体
内腫瘍環境で、cfDNA が誘導する I型 IFN の EGFR-TKI 耐性への寄与を検証する。 

 

【結論】 

 EGFR-TKI 治療が誘導する EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞における内因性および外因
性因⼦が、免疫逃避的な腫瘍微⼩環境を形成する。これらの因⼦を標的とした新規
治療は EGFR-TKI 耐性の克服に繋がる可能性がある。  
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略語表 
 

ADCP   antibody-dependent cellular phagocytosis 

adj.P.Val  adjusted p-value 

AF   Alexa Fluor 

APC   allophycocyanin 

ARMS   amplification refractory mutation system 

ATCC   American Type Culture Collection 

ATP   adenosine triphosphate 

CA19-9  cancer antigen 19-9 

cDNA    complementary deoxyribonucleic acid 

cfDNA   cell-free deoxyribonucleic acid 

CEA   carcinoembryonic antigen 

cGAS   cyclic GMP-AMP synthase 

CTLA4  cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 

CXCL   C-X-C motif ligand 

Cy   cyanine 

DDCt   delta delta threshold cycles 

DMSO   dimethyl sulfoxide 

dsDNA  double-stranded deoxyribonucleic acid 

E19DEL  exon 19 deletion 

ECACC  European Collection of Authenticated Cell Cultures 

EDTA   ethylenediaminetetraacetic acid 

EGFR   epidermal growth factor receptor 

FACS    fluorescence-activated cell sorting 

FBS   fetal bovine serum 

Fc   fragment crystallizable 

FC   fold change 
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FCM   flow cytometry 

FITC   fluorescein isothiocyanate 

FSC-A   forward scatter area 

FSC-H   forward scatter height 

GM-CSF  granulocyte macrophage colony-stimulating factor 

gMFI   geometric mean fluorescence intensity 

IFN   interferon 

IL   interleukin 

IRF   interferon regulatory factor 

ISG   interferon-stimulated gene 

ISRE    interferon-stimulated response elements minimal promoter 

JAK1   Janus kinase 1 

JCRB   Japanese Collection of Research Bioresources Cell Bank 

L858R   leucine-to-arginine substitution at amino acid position 858 

LPS   lipopolysaccharide 

MACS   magnetic activated cell sorting 

M-CSF  macrophage colony-stimulating factor 

mRNA   messenger ribonucleic acid 

NF-kB   nuclear factor kappa B 

ns   not significant 

NSCLC  non-small cell lung cancer 

OD   optical density 

One-way ANOVA  One-way analysis of variance 

PBMC   peripheral blood mononuclear cells 

PBS   phosphate-buffered saline 

PD-1   programmed cell death protein 1 

PD-L1   programmed death-ligand 1 

PE   phycoerythrin 

PerCP-Cy5.5  peridinin-chlorophyll-protein complex conjugate-cyanine 5.5 
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PMA   phorbol 12-myristate 13-acetate 

PNA-LNA PCR peptide nucleic acid-locked nucleic acid locked nucleic acid 
polymerase chain reaction 

PSG   penicillin-streptomycin-L-glutamine 

qRT-PCR  quantitative reverse transcription polymerase chain reaction 

Rag1   recombination activating gene 1 

RIG-I    retinoic acid-inducible gene I 

RLU   relative light unit 

RNA   ribonucleic acid 

RPMI   Roswell Park Memorial Institute 

SEAP   secreted embryonic alkaline phosphatase 

SEM   standard error of mean 

Siglec   sialic acid binding Ig like lectin 

SSC   side scatter 

STAT1   signal transducer and activator of transcription 1 

STING   stimulator of interferon genes 

T790M  threonine-to-methionine substitution at amino acid position 790 

TBK1   tank-binding kinase 1 

TGF-b   transforming growth factor beta 

TKI   tyrosine kinase inhibitor 

  



 10 

緒⾔ 
 

 肺癌による死亡は本邦の 2022 年がん死亡原因で最多である（国⽴研究開発法⼈国
⽴がん研究センター、2024）。肺癌の組織型分類では⾮⼩細胞肺癌（non-small cell 

lung cancer: NSCLC）が全体の約 80%を占める（Sharma et al, 2007）。2000 年代初
頭、次世代シークエンサーの登場（Margulies et al, 2005）によって肺癌発⽣の原因と
なる遺伝⼦異常を網羅的に解析することが可能となった。中でも頻度の⾼い上⽪成
⻑因⼦受容体（epidermal growth factor receptor: EGFR）遺伝⼦変異は東アジア
NSCLC 症例の 30–50%に認められることが報告された（Sharma et al, 2007）。EGFR

変異はエクソン 18 から 24 でコードされるチロシンキナーゼドメインの内、主にエ
クソン 18 から 21 のアデノシン三リン酸（adenosine triphosphate: ATP）結合部位で発
⽣する（Kosaka et al, 2004）。第⼀世代 EGFR チロシンキナーゼ阻害剤（EGFR 

tyrosine kinase inhibitor: EGFR-TKI）は EGFR の ATP 結合部位に競合的に結合し
（Wakeling et al, 2002）、従来の殺細胞性抗がん剤と⽐較して優れた⽣存効果をもた
らすが、⼤多数の患者は耐性を獲得する（Maemondo et al, 2010; Rosell et al, 2012）。
ゲノム解析によって第⼀世代 EGFR-TKI の主な耐性メカニズムである T790M

（threonine-to-methionine substitution at amino acid position 790）変異の獲得が明らかと
なった（Kobayashi et al, 2005; Pao et al, 2005）。第⼆世代 EGFR-TKI は T790M 変異陽
性症例に有効性を⽰さなかったが、第三世代 EGFR-TKIオシメルチニブは T790M 変
異症例の全⽣存期間を延⻑し、現在の未治療 EGFR 変異陽性進⾏ NSCLC に対する
標準治療薬である（Ramalingam et al, 2020）。しかし、ほとんどの患者はオシメルチ
ニブに対しても耐性を獲得する。ゲノム解析により、耐性を獲得したおよそ半数の
症例で後天性の遺伝⼦変異、増幅、融合などの耐性メカニズムが明らかになった
が、残り半数の耐性メカニズムはまだ解明されていなかった（Leonetti et al, 2019）。
これらの背景から、遺伝⼦変異、増幅、融合などのゲノム異常に依存しない新規の
耐性メカニズムを明らかにすることを⽬的とした。 

 我々は以前、EGFR-TKI開始 3ヶ⽉以内に治療耐性を⽰す患者（⼀次耐性）と治
療効果を認める患者の治療前腫瘍環境を免疫組織化学染⾊で⽐較して、前者では腫
瘍浸潤 T 細胞の単位⾯積あたりの数が低下していることを報告した（Takashima et al, 

2018）。Egfr del19マウスから樹⽴された肺癌細胞株を⽤いた担癌モデルで、
recombination activating gene 1 (Rag1) ⽋損マウスではオシメルチニブの治療効果が消
失する（Kleczko et al, 2023）。これらの報告は EGFR 変異陽性細胞の T 細胞免疫逃避
が EGFR-TKI 耐性の⼀因となることを⽰唆する。また、マウスモデルでは、EGFR-
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TKI を programmed cell death protein 1 (PD-1) 阻害薬や cytotoxic T-lymphocyte associated 

protein 4 (CTLA4) 阻害薬と併⽤することで抗腫瘍効果が上乗せされることが知られ
ている（Fu et al, 2024; Sugiyama et al, 2020）。しかし、ヒトでは PD-1または
programmed cell death ligand 1 (PD-L1) 阻害薬と EGFR-TKI の同時・逐次投与は間質
性肺疾患などの重篤な有害事象のリスクが⾮常に⾼い（Oxnard et al, 2020; Schoenfeld 

et al, 2019）。つまり EGFR-TKI と T 細胞活性を⽬的とした免疫チェックポイント阻
害薬併⽤療法の有⽤性が実験的には⽰されるものの、この併⽤療法のヒトへの応⽤
は安全性の観点から実現性が乏しい。それでは、獲得免疫系を直接の標的とせず、
⾃然免疫系を標的とした EGFR-TKI 耐性克服の可能性は想定されるであろうか。近
年、EGFR-TKI により腫瘍細胞が産⽣する I型インターフェロン（interferon: IFN）
が、⾃⼰分泌性に signal transducer and activator of transcription 1 (STAT1) を活性化
し、治療耐性に寄与することが報告された（Gong et al, 2020）。これは、EGFR-TKI

治療耐性に⾃然免疫系が関与することを⽰唆する。本研究では、EGFR-TKI が⾃然
免疫系を変化させて治療耐性を誘導することを仮説とし、EGFR-TKI によって EGFR

変異陽性 NSCLC腫瘍細胞内で変化する分⼦発現（内因性因⼦）と、腫瘍細胞周囲
免疫応答を修飾する分⼦（外因性因⼦）について検証した。 
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実験⽅法 
 

1) 細胞培養および解析⽤の細胞処理 

 細胞培養液は以下を⽤いた（表 1）。 

表 1 本研究で使⽤した細胞培養液の組成 

最終濃度は、それぞれ添加した試薬の細胞培養液中の濃度のこと。表に⽰された細
胞株および試薬の正式名称と販売元を以下に⽰す。Roswell Park Memorial Institute 

(RPMI) 1640 Medium（Gibco, 11875093）; ウシ胎児⾎清（fetal bovine serum: FBS、ニ
チレイ、175012）; ペニシリン–ストレプトマイシン–L-グルタミン溶液 (´ 100)

（penicillin-streptomycin-L-glutamine: PSG、富⼠フィルム和光純薬株式会社、161-

23201）; RPMI 1640 Medium, HEPES（Gibco, 2240089）; THP-1（JCRB0112）; THP1-

Dual（InvivoGen, thpd-nfis）; stimulator of interferon genes (STING)-knockout THP1-Dual
（InvivoGen, thpd-kostg）。 

 

 

 細胞の凍結保存液は最終濃度 10% dimethyl sulfoxide（DMSO）に調製した細胞培
養液を⽤いた。フローサイトメトリー（flowcytometry: FCM）に⽤いる fluorescence-

activated cell sorting（FACS）緩衝液はリン酸緩衝⽣理⾷塩⽔（phosphate-buffere  d 

saline: PBS（–）、富⼠フィルム和光純薬株式会社、166-23555）に FBS を加えて最終
濃度 2%に調製した。Magnetic-activated cell sorting（MACS）法による細胞分離に⽤
いる MACS緩衝液は PBS (–) に FBS と ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）を加
えてそれぞれ最終濃度 2%、2mM に調製した。 

 全ての細胞は 37℃に加温した 5% CO2加湿インキュベータ内で培養した。肺癌細
胞株を継代、凍結保存または実験に使⽤する時は、PBS（–）で洗浄し、インキュベ
ータ内で 3–5分間 0.25%トリプシン–EDTA（Gibco, 25200056）処理した。細胞培養
液で 5倍希釈し、ピペッティングで細胞を回収した。200 ´ g、4°C で 5分間遠⼼分
離し、上清を除いた後に再度細胞培養液で懸濁し、200 ´ g、4°C で 5分間遠⼼分離

培養細胞 培地 添加した試薬 最終濃度
肺癌細胞株 RPMI 1640 Medium FBS 10%

PSG (× 100) × 1
ヒト末梢血単球由来マクロファージ RPMI 1640 Medium, HEPES FBS 10%
THP-1 PSG (× 100) × 1
THP1-Dual
STING-knockout THP1-Dual
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した。上清を除いて細胞を回収した。細胞を凍結保存する時は、1–2 ´ 106個の細胞
を凍結保存液に懸濁し、バイセル（⽇本フリーザー株式会社）に収納し、–80°C で
48時間凍結した後に液体窒素で保存した。 

 ヒト末梢⾎由来分化マクロファージまたは THP-1由来マクロファージを解析に使
⽤する時は、氷冷保存 PBS (–) で 3 回洗浄した後、最終濃度 2.5–5 mM EDTA に調製
した PBS (–) を加え、氷上で 30–60分静置した。ピペッティングで細胞を剥離し、
細胞培養液を含むチューブに回収して 300 ´ g で 10分間遠⼼分離し、上清を除き、
細胞を回収した。 

 

2) 細胞株 

 EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞株 PC9、HCC827、H1975 および EGFR 野⽣型細胞株
A549、H522、RERF-LC-Ad1 は、European Collection of Authenticated Cell Cultures

（ECACC）、American Type Culture Collection（ATCC）、および Japanese Collection of 
Research Bioresources Cell Bank（JCRB）から⼊⼿した（表 2）。 

表 2 本研究で使⽤した NSCLC 細胞株 
E19DEL: exon 19 deletion; L858R: leucine-to-arginine substitution at amino acid position 
858。 

 

 

3) マイコプラズマ汚染の解析 

 細胞株を凍結保存してバンクを作成する毎に MycoAlert PLUS Mycoplasma 

Detection Kit（Lonza, LT07-701）と MycoAlert Assay Control Set（Lonza, LT07-518）を
⽤いて細胞株のマイコプラズマ汚染を解析した。解析時はすべての検体と試薬は室
温で使⽤した。解析の前に少なくとも 48時間培養した細胞から 2 ml の培養上清を
回収し、200 ´ g で 5分間遠⼼分離し、上清 100 µl を解析に使⽤した。MycoAlert 

reagent 100 µl を添加した 5分後に、積算 1秒に設定した GloMaxルミノメーター
（Promega）で発光を測定した（測定値 A）。次に、MycoAlert substrate 100 µl を添加

細胞株 EGFR変異 組織型 供給元
PC9 E19DEL 腺癌 ECACC
HCC827 E19DEL 腺癌 ATCC
H1975 L858R/T790M 腺癌 ATCC
A549 – 腺癌 JCRB
H522 – 腺癌 ATCC
RERF-LC-Ad1 – 腺癌 JCRB
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して 10分後に再度発光を測定した（測定値 B）。測定値 B と測定値 A の⽐率を⽤い
て以下の基準でマイコプラズマ感染を判定した。⽐率 0.9未満：マイコプラズマ感
染陰性、⽐率 1.2超：マイコプラズマ感染陽性。 

 

4) EGFR-TKIまたはパクリタキセルによる細胞増殖阻害実験 

 EGFR 変異陽性または EGFR 野⽣型 NSCLC 細胞株を、20 nM オシメルチニブ
（Cayman Chemical, 16237）、200 nM ゲフィチニブ（富⼠フィルム和光純薬株式会
社、184475-35-2）、400 nM アファチニブ（Selleck, S1011）（いずれも最終濃度）また
は本⽂中に記載された濃度の殺細胞性抗がん剤パクリタキセル（Cayman Chemical, 

10461）を加えた細胞培養液で 72時間培養した。細胞数はトリパンブルー（Sigma-

Aldrich, T8154）と⾎球計算盤（AS ONE, 03-405-1）を⽤いて計測した。セルフリー
デオキシリボ核酸（cell-free deoxyribonucleic acid: cfDNA）濃度測定⽤に培養液を
200 ´ g で 5分間遠⼼分離し、上清を–80°C で保存した。それぞれ 3つの technical 
replicate を作成し、統計学的評価を⾏った。 

 

5) リボ核酸（ribonucleic acid: RNA）の抽出と定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応
（quantitative reverse transcription polymerase chain reaction: qRT-PCR） 

 回収したセルペレットから培養液をピペッティングで出来る限り取り除き、液体
窒素で急冷した後に–80°C で保存した。保存したセルペレットは 7 ⽇以内に Qiagen 

RNeasy Mini Kit（Qiagen, 74104）を⽤いて RNA を抽出した。Nanodrop（Thermo 

Fisher Scientific）を⽤いて抽出した RNA の核酸濃度を測定し、260 nm/280 nm の吸
光度⽐が 2.0 以上であることを確認した。1000 ng の RNA から PrimeScript II 1st strand 

cDNA Synthesis Kit（タカラバイオ、6210A）を⽤いた逆転写反応によって相補的
DNA（complementary DNA: cDNA）を合成した。 

 cDNA産物と SYBR Green PCR Master Mix and SYBR Green RT-PCR Reagents Kit

（Applied Biosystems, 4309155）を⽤いて qRT-PCR を⾏った。CD24 を特異的に認識
するプライマー（forward primer 5’-CTCCTACCCACGCAGATTTATTC-3,’ reverse 

primer 5’-AGAGTGAGACCACGAAGAGAC-3’）と GAPDH を特異的に認識するプラ
イマー（forward primer 5’-GACAGTCAGCCGCATCTTCT-3,’ reverse primer 5’- 

ACCAAATCCGTTGACTCCGA-3’）を⽤いた。CD24 の相対的な遺伝⼦発現量は
GAPDH を内在性コントロールに置き、delta delta threshold cycles (DDCt) 法で算出し
た。 



 15 

 

6) ヒト末梢⾎単核細胞（peripheral blood mononuclear cell: PBMC）の分離 

 EDTA⼊り採⾎管に 20 ml の末梢⾎を回収し、400 ´ g、室温で 10分間遠⼼分離し
た。上層の⾎漿成分を回収し、cfDNA濃度測定⽤に–80°C で保存した。下層の⾎球
成分を 20 ml の室温 RPMI 1640 Medium, HEPES と混合し総量 40 ml とした。この混
合液 20 ml ずつを、それぞれ 10 ml の Ficoll-Paque plus（GE HealthCare Life Sciences, 

17-1440）の上に混ざらないように静かに重層した。遠⼼機の加速、減速を最⼩に設
定して 400 ´ g、室温で 40分間遠⼼分離し、中間層から PBMC を回収し、400 ´ g で
10分間遠⼼分離した。上清を除いた後に細胞数を計測し 1.5 ´ 107 細胞あたり 1 ml の
バンバンカー（⽇本ジェネティクス株式会社、CS-04-001）で懸濁した。バイセルに
収納し、–80°C で 48時間凍結した後に液体窒素で保存した。 

 

7)	ヒト末梢⾎由来分化マクロファージの分化	

 PBMC 1 ´ 107個あたり 80 µl の MACS緩衝液で懸濁し、20 µl の CD14 MicroBeads

（Miltenyi Biotec, 130-050-201）を加えた。4°C で 15分静置した後に 1–2 ml の MACS

緩衝液で洗浄し、300 ´ g で 10分間遠⼼分離した。上清を除いた後、500 µl の
MACS緩衝液で懸濁し、MACS LS Column（Miltenyi Biotec, 130-042-401）を⽤いた
ポジティブセレクション法で CD14 陽性単球を分離した。この時全細胞に占める
CD14 陽性細胞の割合は allophycocyanin-cyanine 7 (APC-Cy7) 標識抗 CD14モノクロ
ーナル抗体（Biolegend, clone: 63D3）またはアイソタイプコントロール抗体
（Biolegend, clone: MOPC-21）を⽤いて FCM で確認した（「結果」図 9 を参照）。
CD14 陽性単球は細胞培養液で 3.5 ´ 105 細胞/ml の濃度に希釈し、24⽳プレートの 1

⽳あたりに 1 ml ずつ播種した。表 3 に記載したサイトカインを加え、7–10 ⽇間培養
した。 

表 3 ヒト末梢⾎由来分化マクロファージの培養プロトコル 

Day 0 に 1 ml の細胞培養液にそれぞれのサイトカインを添加して培養開始した。表
に点を⽰したタイミングで、500 µl の培養液を吸引除去後に 500 µl の培養液とサイ
トカインを加えた。アスタリスクを記した⽇に FCM で表⾯マーカーの発現を解析し
た。表に⽰されたサイトカインの正式名称と培養液中の濃度を以下に⽰す。マクロ
ファージコロニー刺激因⼦（macrophage colony-stimulating factor: M-CSF, Miltenyi 

Biotec, 130-096-491): 50 ng/ml; 顆粒球マクロファージコロニー刺激因⼦（granulocyte 
macrophage colony-stimulating factor: GM-CSF, Miltenyi Biotec, 130-095-372): 50 ng/ml; 
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トランスフォーミング増殖因⼦（transforming growth factor-b1: TGF-b、富⼠フィルム
和光純薬株式会社、209-16544): 50 ng/ml; インターロイキン-10（interleukin-10: IL-10, 

Miltenyi Biotec, 130-093-948): 50 ng/ml; IL-4 (Miltenyi Biotec, 130-093-915): 20 ng/ml; リ
ポポリサッカライド（lipopolysaccharide: LPS、富⼠フィルム和光純薬株式会社、
129-05461): 100 ng/ml, IFN-g (富⼠フィルム和光純薬株式会社、093-05631): 50 ng/ml。 

 

 

 

8) 抗体依存性細胞貪⾷（antibody-dependent cellular phagocytosis: ADCP） 

 標的腫瘍細胞を、蛍光標識を⽬的として 150 nMカルセイン-AM（富⼠フィルム和
光純薬株式会社、349-07201）を⽤いて氷上で 20分染⾊した。細胞培養液で⼆度洗
浄し、上清を除いて 1 ´ 106 細胞/ml の濃度に懸濁し最終濃度 20 µg/ml の抗 CD24モ
ノクローナル抗体（GeneTex, clone: SN3）またはアイソタイプコントロール抗体
（Sigma-Aldrich, clone: MOPC-21）を添加した。末梢⾎由来分化マクロファージを回
収して 5 ´ 105 細胞/1 ml の濃度で懸濁した。オートクレーブで滅菌した 1.5 ml O-リ
ングレススクリューキャップチューブ（WATSON 深江化成グループ、1394-150-c）内
に 1 ´ 105個の標的細胞と 5 ´ 104個の末梢⾎由来分化マクロファージを総量 200 µl

の培養液として調製し、100 ´ g で 1分間遠⼼後、CO2インキュベータ内で 9時間培
養した。その際通気性を担保する⽬的でチューブの蓋を緩めた。実験系に応じて
ADCP を阻害する⽬的で、最終濃度 5 µM となるようにサイトカラシン D（Sigma-
Aldrich, C8273）を添加した（Schulz et al, 2019）。 

 

マクロファージ サイトカイン Day 0 3 4 6 7 9 10

GM-CSF GM-CSF ● ● ● ＊

GM-CSF/IFN-g/LPS GM-CSF ● ● ● ＊

IFN-g ●
LPS ●

M-CSF M-CSF ● ● ● ＊

M-CSF/IL-4 M-CSF ● ● ● ＊

IL-4 ●
M-CSF/IL-10/TGF-b M-CSF ● ● ● ● ＊

IL-10 ● ● ●
TGF-b ● ● ●

M-CSF/IL-4/IL-10/TGF-b M-CSF ● ● ● ● ＊

IL-4 ● ● ●
IL-10 ● ● ●
TGF-b ● ● ●
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9) cfDNA の抽出と THP-1 細胞株を⽤いた実験 

 細胞培養上清と患者⾎漿から MagMAX Cell-Free DNA Isolation Kit（Thermo Fisher 

Scientific, A29319）を⽤いて cfDNA を抽出した。cfDNA の濃度は Qubit dsDNA HS 
Assay Kit（Thermo Fisher Scientific, Q33231）を⽤いて測定した。 

 ⾃然免疫シグナル伝達経路の活性評価は、THP-1、THP1-Dual、STING-knockout 

THP1-Dual 細胞株を⽤いた。THP-1 細胞株は急性単球性⽩⾎病患者の末梢⾎単球成
分から樹⽴された。THP1-Dual は、THP-1 細胞の interferon-stimulated response 

elements（ISRE）と結合した interferon-stimulated gene（ISG）54 minimal promoter の
制御下に分泌型ルシフェラーゼレポーター遺伝⼦である Lucia 遺伝⼦が導⼊されて
いる。また、IFN-b minimal promoter と結合した nuclear factor kappa B（NF-kB）の制
御下に分泌型アルカリホスファターゼ（secreted embryonic alkaline phosphatase: 

SEAP）レポーター遺伝⼦が導⼊されている。これらの遺伝⼦導⼊によって、レポー
ター活性を測定することで interferon regulatory factor（IRF）と NF-kB の活性を評価
することが出来る。導⼊遺伝⼦を維持する⽬的で、⼀回の継代おきに Blasticidin

（InvivoGen, ant-bl-l）と Zeocin（InvivoGen, ant-zn-l）の選択抗⽣剤をそれぞれ最終
濃度 10 µg/ml、100 µg/ml で培養液に加えた。解析の 24時間前からはこれらの選択
抗⽣剤は培養液に加えずに培養した。微⽣物汚染による⾃然免疫系の活性化を最⼩
限に防ぐため、Normocin（InvivoGen, ant-nr-l）を最終濃度 50 µg/ml で細胞培養液に
添加した。 

 レポーター解析では、1 ´ 105個の THP1-Dualまたは STING-knockout THP1-Dual 細
胞株を細胞培養液で希釈して平底 96⽳プレートに播種し、以下のいずれかを加えて
24時間培養した（各濃度は培養液中の濃度）：リポフェクタミン 3000（Thermo 

Fisher Scientific, L3000001）で処理した 50 ng/ml cfDNA、陽性対照として 500 ng/ml 

LPSまたは 10,000 U/ml IFN-a2a（Miltenyi Biotec, 130-093-873）、陰性対照としてリポ
フェクタミンまたは無添加。リポフェクタミンは DNA を細胞内にトランスフェク
ションするために⽤いられる試薬である。IRF活性は、培養上清にルシフェラーゼ
活性測定試薬である QUANTI-Luc（Invivogen, rep-qlc1）を加え、直ちに GloMaxル
ミノメーターで測定した。NF-kB活性は、培養上清にアルカリホスファターゼ活性
測定試薬である QUANTI-Blue Solution（InvivoGen, rep-qbsl）を常温で加えて 6時間
培養し、655 nm に設定した iMarkマイクロプレートリーダー（BIO-RAD）で測定し
た。 

 C-X-C motif ligand 9/10（CXCL9/10）発現阻害解析では、3 ´ 105個の THP-1 細胞を
細胞培養液で希釈して 24⽳プレートに播種し、最終濃度 150 nM の phorbol 12-
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myristate 13-acetate（PMA, Sigma-Aldrich, P8139）を添加した培養液で 24時間培養し
た。その後以下のいずれかを添加して 24時間培養した（各濃度は培養液中の濃
度）：1 µg/ml Poly (dA:dT)/リポフェクタミン、100 ng/ml PC9 cfDNA/リポフェクタミ
ン、20,000 U/ml IFN-a2a、またはネガティブコントロールとしてリポフェクタミン。
その後、最終濃度 100 ng/ml の IFN-gを加えてさらに 24時間培養した。この時、シグ
ナル伝達タンパク質やサイトカイン、ケモカインを細胞内に留まらせるための試薬
として、モネンシン（BD Biosciences, 554724）を添加した。 

 

10) FCM 

 全ての細胞は 4°C で 30分間、遮光して染⾊した。免疫細胞の染⾊前は、Human 

TruStain FcX（Biolegend, 422302）を 1/50 の濃度に調製して細胞を懸濁し、10分間
4°C で静置した。これによって fragment crystallizable（Fc）受容体への⾮特異的な抗
体の結合を防ぎ、⾮特異的標識を最⼩限にした（Fc ブロック）。染⾊後、細胞を
FACS緩衝液で⼆度洗浄し、FACS緩衝液で再懸濁して FCM 解析に⽤いた。 

 死細胞染⾊には、Zombie Aqua Fixable Viability Kit（Biolegend, 400612）と Po-Pro-1

（Invitrogen, P3581）を⽤いた。Zombie Aqua は最終濃度 1/200 に調製して抗体染⾊時
に⽤いた。Po-Pro-1 は最終濃度 1/2000 に調製して抗体染⾊後に⽤いた。 

 免疫チェックポイントの細胞表⾯発現は、表 4 に⽰した抗体を⽤いて解析した。 

表 4 FCM による免疫チェックポイントの細胞表⾯発現解析に⽤いた抗体 

標的欄に記載の無い抗体は、アイソタイプコントロールとして⽤いた。濃度は、染
⾊に⽤いた濃度のこと。 PE: phycoerythrin。

 

 

 1 細胞あたりに結合する CD24 抗体の PE分⼦数を QuantiBRITE Beads（BD 

Biosciences, 340495）を⽤いて測定した。このキットにはそれぞれ異なる数の PE分
⼦が結合した 4種類のビーズが含まれており、それぞれの種類のビーズの geometric 

標的 標識 クローン 販売元 カタログ番号 濃度 アイソタイプ
CD24 PE ML5 Biolegend 311106 1:200 Mouse IgG2a, k
CD47 PE CC2C6 Biolegend 323108 1:200 Mouse IgG1, k
PD-L1 PE MIH3 Biolegend 374512 1:200 Mouse IgG1, k
‒ PE MOPC-21 Biolegend 400114 1:200 Mouse IgG1, k
‒ PE MOPC-173 Biolegend 400244 1:200 Mouse IgG2a, k

CD24 AF647 SN3 Santa Cruz sc-19585 1:200 Mouse IgG1, k
CD24 – Polyclonal Proteintech 10600-1-AP 1:50 Rabbit IgG
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mean fluorescence intensity（gMFI）と共に log10スケールで線形回帰分析のグラフを
描くことが出来る（図 1）。⽬的の細胞集団の PE gMFI をこの回帰式に当てはめるこ
とで、1 細胞あたりの PE分⼦数を算出できる。同じ抗体を⽤いる限り、抗体に対す
る PE分⼦の⽐率は実験間で⼀定であるため、1 細胞あたりに結合する抗体数、つま
り細胞に発現する受容体数を独⽴した実験間で⽐較することができる。 

 

 

図 1  QuantiBRITE Beads を⽤いた 1 細胞あたりの PE分⼦数の定量⽅法 

(A) QuantiBRITE Beads の 4つの異なる蛍光強度のピークを⽰した代表的な FCM ヒ
ストグラム。(B) それぞれのビーズの log10 (PE分⼦数) に対する log10 (PE gMFI) を⽰
した線形回帰式。データは少なくとも 4 回の独⽴した実験の代表である。 

 

 ヒト末梢⾎由来分化マクロファージの細胞表⾯マーカーを表 5 に⽰したモノクロ
ーナル抗体を⽤いて解析した。 

表 5 ヒト末梢⾎由来分化マクロファージ細胞表⾯マーカーの FCM 解析に⽤いた
モノクローナル抗体 

標的欄に記載の無い抗体は、アイソタイプコントロールとして⽤いた。濃度は、Fc

ブロック後の最終的な染⾊濃度のこと。FITC: fluorescein isothiocyanate; PerCP-Cy5.5: 
peridinin-chlorophyll-protein complex conjugate-cy5.5.  

PE 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
0
1
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3
4
5

Log10（ビーズあたりのPE分⼦数）
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g 1
0（
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 g

M
FI
）
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y = 0.9705x – 0.6669
R2 = 0.9996
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 PMA で分化させた THP-1由来マクロファージは表 6 に⽰したモノクローナル抗体
で解析した。抗 CD11b 抗体と Zombie Aqua による細胞表⾯染⾊の後、FACS緩衝液
で細胞を⼆度洗浄した。その後 BD Cytofix Cytoperm Plus Fixation/Permeabilization 

Solution Kit with BD Golgistop（BD Biosciences, 554715）を⽤いて CXCL9 と CXCL10

の細胞内染⾊を⾏った。キットを⽤いて細胞を三度洗浄した後に、FACS緩衝液で
再懸濁して FCM を⾏った。 

表 6 THP1由来マクロファージの FCM 解析に⽤いたモノクローナル抗体 

標的欄に記載の無い抗体は、アイソタイプコントロールとして⽤いた。濃度は、Fc

ブロック後の最終的な染⾊濃度のこと。

 

 

 全ての検体は BD FACS Canto II（BD Biosciences）と FlowJo（BD Biosciences）を
⽤いて解析した。 

 

11) 臨床検体 

標的 標識 クローン 販売元 カタログ番号 濃度 アイソタイプ
CD47 FITC CC2C6 Biolegend 323106 1:200 Mouse IgG1, k
CD80 FITC 2D10 Biolegend 305206 1:200 Mouse IgG1, k
‒ FITC MOPC-21 Biolegend 400110 1:200 Mouse IgG1, k

PD-L1 PE MIH3 Biolegend 374512 1:200 Mouse IgG1, k
CD11b PerCP-Cy5.5 M1/70 Biolegend 101228 1:200 Rat IgG2b, k
‒ PE MOPC-21 Biolegend 400114 1:200 Mouse IgG1, k

CD11b APC M1/70 Biolegend 101212 1:200 Rat IgG2b, k
CD163 APC GHI/61 Biolegend 333609 1:200 Mouse IgG1, k

Siglec-10 APC 5G6 Biolegend 347606 1:200 Mouse IgG1, k
‒ APC MOPC-21 Biolegend 400142 1:200 Mouse IgG1, k

CD14 APC-Cy7 63D3 Biolegend 367107 1:200 Mouse IgG1, k
‒ APC-Cy7 MOPC-21 Biolegend 400128 1:200 Mouse IgG1, k

標的 標識 クローン 販売元 カタログ番号 濃度 アイソタイプ
CXCL9 PE J1015E10 Biolegend 357903 1:50 Mouse IgG2a, k
CXCL10 PE J034D6 Biolegend 519503 1:100 Mouse IgG2a, k
‒ PE MOPC-173 Biolegend 400244 1:200 Mouse IgG2a, k

CD11b APC M1/70 Biolegend 101212 1:200 Rat IgG2b, k
‒ APC RTK4530 Biolegend 400612 1:200 Rat IgG2b, k
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 NSCLC 患者 9⼈の組織検体を免疫組織化学染⾊で解析した。腫瘍細胞の EGFR 変
異は peptide nucleic acid-locked nucleic acid locked nucleic acid polymerase chain reaction 

(PNA-LNA PCR) clamp methodまたは Scorpion amplification refractory mutation system 

(ARMS) method を⽤いて確認した。また、EGFR 変異陽性 NSCLC 患者 4⼈の⾎漿を
⽤いて末梢⾎中の cfDNA濃度を測定した。EGFR-TKI 治療効果判定は RECISTガイ
ドラインに準拠して⾏った。患者背景は表 8 ならびに表 9 に⽰した。本研究参加患
者全員から⽂書によるインフォームド・コンセントを得た。本研究プロトコルは北
海道⼤学病院（プロトコール番号: 019–0261、019–0468、020–0346）および信州⼤学
医学部附属病院（protocol code: 611）の倫理審査委員会の承認を得て、「⼈を対象と
した医学系研究に関する倫理指針」に従って実施した。 

 

12) 免疫組織化学染⾊ 

 ホルマリン固定した組織を 4 µm切り出し、キシレンと蒸留⽔で段階的に希釈した
アルコールを⽤いて脱パラフィンした後に、VENTANA BenchMark ULTRA（Roche 

Diagnostics）を⽤いて免疫染⾊を⾏った。抗 CD24 抗体（Thermo Fisher Scientific、
クローン：SN3）を⽤いて CD24 発現を測定した。腫瘍細胞における CD24 発現スコ
アは、1スライドあたりの陽性細胞率（0–100%）と、染⾊強度（陰性、弱陽性、中
等度陽性、強陽性）を⽤いて評価した。単核球や好中球などの炎症細胞はしばしば
中等度の CD24 発現強度を⽰す。このことを利⽤し、20%超の腫瘍細胞が炎症細胞よ
り強い染⾊強度を⽰す場合はスコア 3、20%超の腫瘍細胞が中等度陽性もしくは
20%未満の腫瘍細胞が強陽性を⽰す場合にスコア 2、スコア 2 より低い発現を⽰す場
合にはスコア 1、発現が全く⾒られない場合にはスコア 0 と判断した（図 2）。判定
者は患者背景、治療歴情報から隔離された状態で CD24 発現強度の判定を⾏った。 
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図 2 免疫組織化学染⾊による患者検体の CD24 発現スコア代表例 

 

13) 統計学的解析 

 統計学的解析は Prism（GraphPad Software, Inc.）を⽤いて⾏った。2群間の⽐較解
析は Welch の t検定を⽤いた。多重⽐較は Welch の t検定と Benjamini、Krieger、
Yekutieli らによる two-stage step-up 法を⽤いた。図 14B では、⼀元配置分散分析
（One-way analysis of variance: One-way ANOVA）と Dunnett の検定を⽤いて 3群間の
⽐較解析を⾏った。図 19B では、One-way ANOVA を⽤いた。P値は < 0.05、調整 p
値 (q値) は < 0.01 をもって統計学的有意差の有無を判断した。 

 

14) 公共データベースを⽤いた遺伝⼦発現解析 

 NCBI GEO（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）から正規化されたマイクロアレイデ
ータを取得した。R の Bioconductor limma パッケージを使⽤して遺伝⼦発現量の差を
解析した。細胞表⾯に発現する分⼦をスクリーニングするため、Cell Surface Protein 

Atlas 14 に登録された遺伝⼦、または cluster of differentiation に属する遺伝⼦を解析
した。データは ggplot2 を使⽤してボルケーノプロットで図⽰した。  

20μm

Score 0 Score 1

Score 2 Score 3
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結果 
 

EGFR-TKI処理は EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞株の CD24 発現を増加させる 

 EGFR-TKI 耐性を誘導する細胞内因性の免疫逃避メカニズムの検討において、公
共データセットを⽤いた当科先⾏研究で、EGFR-TKI 処理によって EGFR変異陽性
NSCLC細胞の CD24発現が増加することが⽰されていた（図 3）。 

 

 

図 3 当科先⾏研究：EGFR 変異陽性細胞株で EGFR-TKI処理によって変動する
遺伝⼦発現のスクリーニング 

EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞株の PC9（左）、HCC2279（右）を EGFR-TKI（それぞ
れゲフィチニブ、エルロチニブ）で処理し、遺伝⼦発現を解析したマイクロアレイ
の公共データセット（左: GSE75308; 右: GSE57156）。未処理と EGFR-TKI処理で変
動した遺伝⼦発現をボルケーノプロットで⽰した。FC: fold change; adj.P.Val: adjusted 
p-value. 

	

CD24 は免疫応答を負に制御し（Chen et al, 2009）、NSCLC 予後不良と関連すること
（Kristiansen et al, 2003a）が知られており、EGFR-TKI による CD24 発現が治療耐性
に関与している可能性が考えられた。まずは再現性の検証のため、in vitro で EGFR

変異陽性 NSCLC 細胞株を EGFR-TKI処理し、CD24 を含む⾃然免疫チェックポイン
ト（Barkal et al, 2019; Gordon et al, 2017; Jaiswal et al, 2009）の発現変化を解析した。
細胞株は北海道⼤学腫瘍内科学教室で保有していた EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞株
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PC9、HCC827、H1975 と EGFR 野⽣型 NSCLC 細胞株 A549 を⽤いた。H1975 は
T790M 変異を持ち（表 2）、第⼀世代および第⼆世代 EGFR-TKI に耐性を⽰すため
（Kobayashi et al, 2005; Pao et al, 2005）、本実験では第三世代 EGFR-TKI であるオシ
メルチニブを使⽤した（図 4）。 

 

 

図 4 オシメルチニブ処理後 EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞株における⾃然免疫チェ
ックポイント発現変化の解析 

オシメルチニブで 72時間処理、または未処理の EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞株
（PC9、HCC827、H1975）と、EGFR 野⽣型 NSCLC 細胞株（A549）における CD24

発現の FCMヒストグラム。3 回の独⽴した実験の代表データを⽰す。 

 

CD47 発現は、オシメルチニブ処理の有無で変化しなかった。PD-L1 発現変化は細胞
株間で⼀貫性のある結果が得られなかった。オシメルチニブ処理した全ての EGFR

PC9

CD47CD24 PD-L1

HCC827

H1975

A549

EGFR-TKI処理
未処理
アイソタイプ抗体
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変異陽性細胞で CD24 発現が増加し、EGFR 野⽣型の A549 細胞では CD24 発現変化
は認めなかった。この結果から、当科先⾏研究（図 3）と再現性を持って、EGFR-

TKI処理で EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞における CD24 発現が増加することが⽰唆さ
れた。しかし、今回の実験で⽤いた A549 細胞はベースライン（オシメルチニブ未
処理）で CD24 ⾼発現細胞集団が混在しており、EGFR 野⽣型細胞におけるオシメル
チニブ処理の影響を過⼩評価する可能性があった。そのため A549 を解析から除外
してオシメルチニブ処理の影響を再検証した。A549 に代わる新たな陰性対照を探す
⽬的で EGFR 野⽣型細胞株の CD24 発現を評価し、CD24低発現 NSCLC 細胞株 H522
と RERF-LC-Ad1 を⾒出した（図 5）。 

 

 

図 5 EGFR 野⽣型 NSCLC 細胞株 H522 と RERF-LC-Ad1 は CD24低発現である 

EGFR 野⽣型 NSCLC 細胞株 H522 と RERF-LC-Ad1 の CD24 発現を⽰した FCMヒス
トグラム。  

 

EGFR 変異陽性細胞株の HCC827 細胞もベースラインで CD24 ⾼発現集団が混在して
いたことから解析から除外した。ベースライン CD24低発現の EGFR 変異陽性細胞
株（PC9、H1975）と EGFR 野⽣型細胞株（H522、RERF-LC-Ad1）、合計 4種類の細
胞株を⽤いてオシメルチニブ処理による CD24 発現変化を再度検証した。結果、
EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞株で CD24 発現が増加し、EGFR 野⽣型 NSCLC 細胞株
では増加しないことが翻訳産物レベル（タンパク質）（図 6A、B）と転写産物レベ
ル（messenger RNA: mRNA）（図 6C）の両⽅で⽰された。 

 

H522 RERF-LC-Ad1
抗体あり
抗体なし

CD24
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図 6 オシメルチニブ処理によって EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞株 CD24 発現が翻
訳産物レベル、転写産物レベル両⽅で増加する 

NSCLC 細胞株を in vitro で 72時間オシメルチニブ処理し、CD24 発現を評価した。
(A) FCM のヒストグラム。4 回の独⽴した実験の代表例を⽰す。(B) 1 細胞あたりに
発現する CD24 受容体数の⽐較。4つの独⽴した実験の平均 ± 標準誤差（standard 

error of mean: SEM）を⽰す。⼀細胞あたりに発現する CD24 受容体数の計算⽅法は
「実験⽅法 (10)」を参照。(C) qRT-PCR を⽤いて求めた CD24 翻訳産物レベルの発
現。2 回の独⽴した実験から、technical replicate を平均 ± SEM で⽰す（n = 3）。*q < 

0.01, ns: not significant。 
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これら 4つの NSCLC 細胞株がマイコプラズマ汚染されていないことを確認した
（表 7）。 

表 7 NSCLC 細胞株のマイコプラズマ汚染解析結果 

詳細な実験⽅法は、「実験⽅法 (3)」の項⽬を参照。 

 

 

 次に、CD24 発現誘導が第三世代 EGFR-TKI（オシメルチニブ）特有か、EGFR-

TKI で共通して⾒られるかを検証するため、PC9 と H522 を第⼀世代（ゲフィチニ
ブ）および第⼆世代（アファチニブ）の EGFR-TKI で処理した。オシメルチニブを
⽤いた実験結果と同様に、PC9 で CD24 発現が増加し H522 では変化しなかった（図
7）。 

 

細胞株 Reading A Reading B B/A コンタミネーション
実験1

陰性対照 10751 1098 0.102130034
H522 6368 2985 0.46875 陰性
陽性対照 5253 600707 114.3550352

実験2
陰性対照 22543 3664 0.162533824
H1975 6643 2733 0.411410507 陰性

RERF-LC-Ad1 5905 2476 0.419305673 陰性
陽性対照 3215 173050 53.82581649

実験3
陰性対照 6072 480 0.079051383
PC9 4117 1474 0.35802769 陰性

陽性対照 2964 199272 67.23076923
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図 7 第⼀世代、第⼆世代 EGFR-TKI処理で EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞株の
CD24 発現が増加する 

EGFR 変異陽性細胞株 PC9 と EGFR 野⽣型細胞株 H522 を 72時間オシメルチニブ、
ゲフィチニブ、アファチニブ処理し、CD24 発現を評価した FCMヒストグラム。2 回
の独⽴した実験の代表例を⽰す。1st-gen: 第⼀世代; 2nd-gen: 第⼆世代; 3rd-gen: 第三世
代 

 

これらの結果から、EGFR 下流のシグナル伝達経路の阻害が、EGFR 変異陽性
NSCLC 細胞における CD24 発現増加を誘導することが⽰された。 

 

EGFR-TKI 治療は EGFR 変異陽性 NSCLC 患者腫瘍細胞 CD24 発現を増加させる 

 次に EGFR 変異陽性 NSCLC 患者 6⼈のゲフィチニブまたはエルロチニブ治療前
後の検体と、EGFR 野⽣型 NSCLC 患者 3⼈の殺細胞性抗がん剤治療前後の検体を免
疫組織化学染⾊で解析した（表 8）。EGFR 変異陽性 NSCLC 患者の治療後検体のい
ずれからも、EGFR-TKI 耐性を獲得する T790M 遺伝⼦変異は検出されなかった。In 

vitro での結果と同様に、EGFR 変異陽性患者 6 例中 5 例において、腫瘍細胞の CD24

発現は EGFR-TKI 治療後に増加していた。⼀⽅、殺細胞性抗がん剤による治療を受
けた EGFR 野⽣型患者では、CD24 発現は変化しなかった（図 8）。 

表 8 EGFR-TKIまたは殺細胞性抗がん剤治療を受けた患者の臨床的特徴 

現在喫煙者は過去 1ヶ⽉以内に喫煙歴がある患者を⽰す。治療前検体、治療後検体

アイソタイプ抗体
未処理
オシメルチニブ処理 (3rd-gen)
ゲフィチニブ処理 (1st-gen)
アファチニブ処理 (2nd-gen)

PC9 H522

CD24
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はそれぞれ治療前後の検体採取部位を⽰す。

  

 

 

図 8 EGFR-TKI 治療は NSCLC 患者腫瘍細胞 CD24 発現を増加させる  

NSCLC 患者腫瘍細胞の EGFR-TKIまたは殺細胞性抗がん剤治療前後の CD24 発現ス
コアを⽰す。CD24 発現スコアの算出⽅法は「実験⽅法 (12)」欄を参照。 

 

この結果から、⽣体内でも EGFR シグナル伝達経路の阻害が EGFR 変異陽性 NSCLC
の CD24 発現を誘導することが⽰された。 

 

EGFR-TKI 治療で誘導される腫瘍細胞発現 CD24 は抗体依存性細胞貪⾷
（antibody-dependent cellular phagocytosis: ADCP）を介した治療標的となる 

 CD24 はヒトでは sialic acid binding Ig like lectin 10（Siglec-10）、マウスでは Siglec-

F との結合を介して免疫応答を負に制御する（Chen et al, 2009）。乳がんおよび卵巣
がんでは、CD24–Siglec-10 の結合をモノクローナル抗体で遮断するとマクロファー
ジによる CD24 発現腫瘍の貪⾷作⽤が増強し、抗腫瘍免疫応答が促進される（Barkal 

患者 年齢 性別 喫煙歴 PS 組織型 EGFR 変異 治療前検体 治療後検体
患者1 85 ⼥ なし 1 腺癌 L858R 胸⽔ 胸⽔
患者2 74 ⼥ なし 0 腺癌 L858R リンパ節 肺
患者3 51 ⼥ あり 3 NSCLC E19DEL 肺 リンパ節
患者4 64 男 現在喫煙者 1 腺癌 L858R 肺 肺
患者5 50 ⼥ 現在喫煙者 1 腺癌 E19DEL 肺 胸⽔
患者6 66 ⼥ なし 2 腺癌 E19DEL 胸⽔ 胸⽔
患者7 72 ⼥ なし 0 腺癌 None 肺 肺
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et al, 2019）。EGFR-TKI 治療で腫瘍細胞に CD24 発現が誘導されることから、NSCLC

でも同様に抗 CD24 抗体が CD24–Siglec-10 結合を遮断して腫瘍貪⾷作⽤を増強し、
抗腫瘍免疫応答を増強するか検証した。まずは Siglec-10 発現マクロファージを誘導
するため、PBMC から CD14 陽性単球を MACS 法で分離した（図 9）。 

 

 

図 9 MACS 法によって分離した細胞の CD14 陽性率は 90% 以上である 

CD14 MicroBeads を⽤いた MACSポジティブセレクション法で PBMC から分離した
細胞集団における CD14 発現の FCMヒストグラム。データは少なくとも 3 回の独⽴
した実験の代表である。 

 

分離した CD14 陽性単球からマクロファージを異なる培地条件下で分化させ、これ
らのマクロファージにおける Siglec-10 の発現を評価した。M-CSF、TGF-b、IL-10 で
分化させたマクロファージは Siglec-10 を発現したが、他のサイトカインで分化させ
たマクロファージは発現しなかった（図 10）。 

CD14

抗体あり
抗体なし

97%
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図 10  M-CSF、TGF-b、IL-10 で分化させたヒト末梢⾎由来分化マクロファージ
は Siglec-10 を発現する 

様々なサイトカインで分化させたヒト末梢⾎由来分化マクロファージにおける
Siglec-10 の発現を⽰した FCMヒストグラム。詳細な培養プロトコルは「実験⽅法 

(7) 」を参照。データは 3⼈の健常ドナーの末梢⾎を⽤いた少なくとも 3 回の独⽴し
た実験の代表例である。 
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興味深い点は、既報とは異なり（Barkal et al, 2019）、IL-4 で分化させたマクロファ
ージが Siglec-10 を発現しなかったことである。IL-4 によるシグナル伝達が⾏われて
いない可能性を除外するために、ヒトマクロファージで IL-4 によって発現が誘導さ
れる（Zhang et al, 2024）、PD-L1 の発現を解析した（図 10）。IL-4刺激で PD-L1 の発
現が誘導されたことから、IL-4 シグナル伝達の⽋損によって Siglec-10 が誘導されな
かった可能性は低い。また、検体ドナーの個体差が影響している可能性を排除する
ため、異なる 3⼈の健常⼈の PBMC からマクロファージを分化させたが、再現性を
もって Siglec-10 は誘導されなかった。IL-4 が Siglec-10 を誘導しない原因は本研究で
は明確に同定できなかったが、in vitro の末梢⾎由来分化マクロファージ誘導系で
は、Siglec-10 の発現が⼀部のマクロファージサブセットに限定されることが⽰唆さ
れた。さらに、NSCLC における⾻髄系細胞集団の可塑性（Zilionis et al, 2019）を考
慮すると、腫瘍関連マクロファージの⼀部のみが Siglec-10 を発現している可能性が
ある。よって、CD24–Siglec-10 結合の遮断のみを治療の⽬的とした場合、NSCLC で
は抗 CD24 抗体の治療効果が⼗分に発揮できない可能性があった。そこで、Siglec-

10 発現陰性マクロファージが抗 CD24 抗体を介して NSCLC 細胞を貪⾷するか検証
した。マクロファージを CD24 発現細胞株の A549 と共培養し、抗 CD24 抗体が Fc‒
Fc 受容体結合を介した ADCP（Nimmerjahn et al, 2007）を誘導するか、パイロット
実験を⾏った（図 11）。  
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図 11  ヒト末梢⾎由来分化マクロファージを⽤いた CD24 発現 NSCLC 細胞貪⾷
のパイロット実験 

ヒト末梢⾎由来分化マクロファージと 10 nMカルセイン-AM で染⾊した A549 細胞
を抗 CD24 抗体（上⼆段）またはコントロール抗体（下⼆段）を添加して 2時間共
培養した。ダブレット除去を⾏った場合（それぞれの上段）と⾏わなかった場合
（それぞれの下段）の FCMドットプロット。FSC-A: forward scatter area; FSC-H: 
FSC-height; SSC: side scatter. 

 

抗 CD24 抗体を添加して培養すると、全⽣細胞中 1.88%の細胞が CD11b とカルセイ
ン-AM の両マーカー陽性（図 11、⼆段⽬）で、コントロール抗体を添加した場合、
両マーカー陽性細胞の割合は 0.25%だった（図 11、四段⽬）。この結果から抗 CD24

抗体依存性にマクロファージが腫瘍細胞を認識し接着することが分かった。ダブレ
ット除去を⾏うと抗 CD24 抗体を添加した細胞の CD11b とカルセイン-AM の両マー
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カー陽性率は 0.11%だった（図 11、⼀段⽬）。FCM による貪⾷解析の特徴を考慮す
ると、マクロファージが腫瘍細胞表⾯に接着しているが、腫瘍細胞をマクロファー
ジの内部に取り込んでいない（腫瘍細胞を貪⾷していない）ことを⽰唆している。
よって、続く実験では、細胞貪⾷を引き起こすために、共培養時間を延⻑した。ま
た、カルセイン-AM と CD11b（PerCP-Cy5.5 標識）の蛍光強度が⽐較的弱く、陽性
細胞群が正確に評価できない可能性が考えられたため、カルセイン-AM の濃度調整
を⾏い、抗 CD11b 抗体を PerCP-Cy5.5 標識から APC 標識に変更することで、相対的
に蛍光強度を⾼め、かつ蛍光の漏れ込みを最⼩限にした（図 12）。 

 

 

図 12 FCM を⽤いた貪⾷解析のためのカルセイン-AM⾄適濃度の検証 

A549 細胞を様々な濃度のカルセイン-AM で染⾊し、蛍光強度と他蛍光への漏れ込み
を評価したドットプロット。  

 

さらに、EGFR-TKI 治療後の NSCLC における抗 CD24 抗体の治療効果をより正確に
評価するために、EGFR 野⽣型細胞株の A549 に代わり、EGFR 変異陽性細胞株の
PC9 を⽤いた（図 13）。 
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図 13  ヒト末梢⾎由来分化マクロファージを⽤いた CD24 発現 EGFR 変異陽性
NSCLC 細胞貪⾷の検証 

M-CSFマクロファージをオシメルチニブ処理後に 50 nMカルセイン-AM で染⾊した
PC9 と抗 CD24 抗体を添加して 6–9時間共培養した。ダブレット除去を⾏った場合
（それぞれの上段）と⾏わなかった場合（それぞれの下段）のドットプロット。 

 

結果、コントロール抗体を添加して培養すると全⽣細胞の内 0.68%が CD11b・カル
セイン-AM両マーカー陽性だったのに対し（図 13 下、四段⽬）、抗 CD24 抗体を添
加して培養すると同細胞集団は全⽣細胞の 2.07%であり（図 13 下、⼆段⽬）、ダブ
レット除去後も全⽣細胞の 2.05%だった（図 13 下、⼀段⽬）。Siglec-10 発現陰性マ
クロファージは、9時間の培養で抗 CD24 抗体依存性に PC9 を貪⾷することが⽰唆
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された。さらに、CD11b とカルセイン-AM の両マーカー陽性集団がマクロファージ
による腫瘍細胞の貪⾷を反映していることを確認するために、マクロファージの貪
⾷を阻害する試薬として知られるサイトカラシン D（Schulz et al, 2019）を⽤いて同
様の解析を⾏った（図 14）。 
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図 14 EGFR-TKI によって誘導される CD24 は ADCP の標的となる 

M-CSFマクロファージをオシメルチニブ処理後に 150 nMカルセイン-AM で染⾊し
た PC9 と抗 CD24 抗体を添加して 9時間共培養した。 (A) ドットプロットの代表
例。少なくとも 2 回の独⽴した実験から⽰す。(B) 全マクロファージに占める腫瘍貪
⾷マクロファージの割合。少なくとも 2 回の実験から technical replicate を平均 ± 

SEM で⽰す。**p < 0.01。 

 

抗 CD24 抗体を添加して培養すると全⽣細胞中の CD11b/カルセイン-AM両マーカー
陽性細胞集団は 3.94%だったが（図 14A、中段）、サイトカラシン D を⽤いると同細
胞集団は 0.2%とほぼ消失した（図 14A、下段）。このことから、同細胞集団はマク
ロファージがカルセイン-AM 陽性 PC9 を貪⾷した細胞集団を反映していることが分
かった。そして、抗 CD24 抗体を添加して培養すると、コントロール抗体を⽤いた
場合と⽐較して有意に細胞貪⾷率が増加した（図 14B）。これらの結果から、EGFR-

TKI 治療で EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞に内因性に発現する CD24 は、マクロファー
ジ Siglec-10 発現に依存せず、ADCP による治療標的となることが⽰された。 

 

EGFR-TKI は EGFR 変異陽性細胞から cfDNA放出を促進し、STING経路依存性に
I型 IFN産⽣経路を活性化する 

 ここまでは、EGFR-TKI が誘導する EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞の内因性免疫逃避
機構に焦点を当ててきた。次に、EGFR-TKI 治療によって腫瘍細胞が放出する、腫
瘍微⼩環境を外因性に修飾する分⼦に注⽬する。cfDNA は近年、リキッドバイオプ
シーとしてがんの診断や予後解析などに⽤いられており（Cescon et al, 2020）、アポ
トーシスやネクローシスなどの細胞死によって放出される（Hu et al, 2021）。この知
⾒から、EGFR-TKI による治療が EGFR 変異陽性 NSCLC の細胞死を誘導し、cfDNA

が放出されることで、免疫抑制的な腫瘍微⼩環境を形成する仮説を⽴てた。この仮
説を検証するために EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞をオシメルチニブで処理し、培養
上清中の cfDNA濃度を測定した。その結果、オシメルチニブ処理後、培養上清中の
cfDNA の放出が増加した。（図 15）。 
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図 15 EGFR-TKI処理は EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞の cfDNA放出を促進する 

20 nMオシメルチニブまたは 3.5 nM パクリタキセルで 72時間処理した EGFR 変異陽
性細胞株の細胞数（上段）と培養上清中の cfDNA 濃度（下段）。データは少なくと
も 2 回の独⽴した実験から、technical replicate を平均 ± SEM で⽰した。*p < 0.05, **p 

< 0.01, ****p < 0.0001。 

 

cfDNA放出が EGFR-TKI処理特有の現象か、細胞増殖阻害共通の現象か検証するた
めに、殺細胞性抗がん剤であるパクリタキセルを対照として使⽤した。オシメルチ
ニブと同程度に細胞増殖を阻害するパクリタキセルの⾄適濃度について事前に検討
を⾏った後（図 16）、オシメルチニブと同様に細胞を処理し、培養上清中の cfDNA

濃度を⽐較した。結果、オシメルチニブとパクリタキセルいずれも細胞増殖を同程
度に阻害したが、パクリタキセル処理後の cfDNA濃度はオシメルチニブ処理後と⽐
較して低かった（図 15）。 
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図 16 PC9処理に⽤いるパクリタキセルの⾄適濃度の検証 

様々な濃度のパクリタキセルまたは 20 nM のオシメルチニブで 72時間処理した PC9

の細胞数を⽰す。Osi: 20 nM オシメルチニブ。 

 

パクリタキセル処理した細胞の培養上清中で cfDNA濃度が⽐較的低かった原因とし
て、パクリタキセルが cfDNA の抽出を阻害した可能性を考慮した。この可能性を検
証するために、培養上清にパクリタキセルを添加した状態で cfDNA を抽出した。パ
クリタキセルの存在下でも cfDNA は抽出され、この可能性は否定された（図 17）。 

 

 

図 17 培養上清にパクリタキセルを添加後も cfDNA は抽出される 

オシメルチニブで処理した PC9 の培養上清にパクリタキセルを添加、または添加せ
ずに cfDNA を抽出し、測定した cfDNA濃度。 
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よって、EGFR-TKI処理は、パクリタキセル処理より多くの cfDNA を腫瘍細胞から
放出させることが⽰された。次に、EGFR-TKI によって放出される cfDNA が腫瘍微
⼩環境を免疫抑制的に変化させる可能性を検証した。 

 ⼆本鎖 DNA（double-stranded DNA: dsDNA）は、細胞内に取り込まれると cyclic 

GMP-AMP synthase (cGAS)-STING経路を介して免疫応答を引き起こす（Dvorkin et 

al, 2024; Woo et al, 2014）。そこで、dsDNA である cfDNA が免疫応答を引き起こすこ
とを仮説とし、cfDNA を THP-1単球細胞株にトランスフェクションし、⾃然免疫シ
グナル伝達経路の活性を評価した。EGFR-TKI処理によって EGFR 変異陽性 NSCLC

細胞から放出される cfDNA が、THP-1単球細胞株において STING依存性に IRF経
路を有意に活性化することが⽰された（図 18）。 

 

図 18 EGFR-TKI処理によって EGFR 変異陽性 NSCLC から放出された cfDNA は
STING依存的に I型 IFN産⽣経路を活性化する 

LPS、IFN-a2a、腫瘍細胞由来 cfDNA（PC9 と H1975）+ リポフェクタミン、または
リポフェクタミンで 24時間処理した THP-1-Dual および THP-1-Dual STING-KO 細胞
株における IRF と NF-kB活性を⽰す。データは少なくとも 2 回の独⽴した実験か
ら、technical replicate を平均 ± SEM で⽰した。*q < 0.01, ns: not significant。RLU: 
relative light unit; OD: optical density.  

 

これらのことから、EGFR-TKI によって腫瘍細胞から放出される cfDNA が近傍の免
疫細胞に作⽤し、I型 IFN産⽣経路を活性化することが⽰唆された。 
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EGFR-TKI によって EGFR 変異陽性細胞から放出される cfDNA は CXCL9産⽣を
阻害する 

 さらに、腫瘍細胞由来の cfDNA と、cfDNA によって誘導される I型 IFN が免疫逃
避に関与するか調べた。抗腫瘍免疫応答には、T 細胞と T 細胞が産⽣する IFN-gが不
可⽋である（Dighe et al, 1994; Shankaran et al, 2001）。IFN-gがマクロファージに作⽤
することで産⽣される CXCL9/10 は T 細胞をさらに腫瘍環境へ誘導し、抗腫瘍免疫
応答を活性化する（House et al, 2020）。我々は、cfDNAや I型 IFN が IFN-gによる
CXCL9/10 の誘導を阻害し、免疫逃避的な腫瘍微⼩環境に変化させるという仮説を
⽴てた。この仮説を実証するため、THP-1由来マクロファージを cfDNAまたは IFN-
a2a で前処理し、その後 IFN-gで刺激した（図 19）。 

 



 43 

 

図 19 マクロファージにおいて IFN-g処理で誘導される CXCL9産⽣は、cfDNA処
理によって阻害される 

PMA で分化させた THP-1マクロファージを、リポフェクタミン、Poly (dA:dT) + リ
ポフェクタミン、腫瘍由来 cfDNA (PC9) + リポフェクタミン、または IFN-a2a で前処
理した後、IFN-gで処理した。(A) PMA で分化させた THP-1マクロファージにおける
CXCL9 と CXCL10 の発現を⽰すドットプロット。データは 3 回の独⽴した実験の代
表である。(B) PMA分化 THP-1マクロファージにおける CXCL9または CXLC10 陽
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性マクロファージの割合。データは 3 回の独⽴した実験による平均値 ± SEM で⽰
した。**p < 0.01。⾚：染⾊、⻘：アイソタイプ抗体。 

 

未処理のマクロファージは IFN-g刺激で CXCL9 を発現したのに対し、cfDNA、IFN-

aで前処理したマクロファージは CXCL9 を発現しなかった。CXCL10 発現は、
cfDNA、IFN-aで前処理しても変化しなかった。この結果から、EGFR-TKI によって
死滅する腫瘍細胞由来の cfDNA は、外因性に免疫細胞の I型 IFN産⽣経路を活性化
し、マクロファージの CXCL9産⽣を阻害することが⽰された。 

 

オシメルチニブ奏効後の患者末梢⾎ cfDNA濃度は低下する 

 われわれの in vitro での実験結果は、EGFR-TKI によって腫瘍増殖が抑制されると
cfDNA の放出が促進されること、cfDNA は I型 IFN を介して CXCL9産⽣を阻害
し、免疫逃避的な腫瘍微⼩環境を形成することを⽰唆している。しかしながら、腫
瘍微⼩環境における cfDNA の濃度や動態を直接解析することは技術的に困難であ
る。近年末梢⾎のがん細胞由来 cfDNA 解析が、腫瘍微⼩環境の解析と⽐較して患者
侵襲が⼩さく、繰り返し測定可能であるなどの利点から、がん患者の診断や予後の
予測に広く⽤いられている（Cescon et al, 2020; Mok et al, 2015; Schøler et al, 2017）。
我々は、末梢⾎中の cfDNA濃度を測定することで間接的に腫瘍微⼩環境の cfDNA

濃度解析が可能か検証した。オシメルチニブに対して奏効を⽰した EGFR 変異陽性
NSCLC 患者 4⼈を解析した結果（表 9）、治療奏効患者では、4⼈中 4⼈で⾎中
cfDNA濃度が治療後に減少した（図 20）。これは、in vitro でオシメルチニブ処理後
の cfDNA濃度が増加したことと対照的であり、腫瘍微⼩環境と末梢循環系で異なる
cfDNA調節メカニズムが存在する可能性が⽰唆された。本研究において、全患者で
末梢⾎ cfDNA濃度が腫瘍縮⼩と相関して低下していることからは、末梢⾎ cfDNA

濃度は病勢を反映する腫瘍マーカーとして役割を持つ可能性が考えられる。特に、
carcinoembryonic antigen（CEA）や cancer antigen 19-9（CA19-9）などの腫瘍マーカ
ーが病勢を反映せず、末梢⾎で測定可能な腫瘍マーカーが存在しない患者群で有⽤
となることが期待される。 
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図 20 オシメルチニブ奏効後の患者末梢⾎ cfDNA濃度は低下する 
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EGFR 変異陽性 NSCLC 患者のオシメルチニブ⼀次治療（1 ⽇⽬から開始）前後の標
的病変（左）と cfDNA濃度、腫瘍マーカー（右）を⽰す。 

 

表 9 オシメルチニブ治療を受けた患者の臨床的な特徴 

前治療は EGFR-TKI 治療前に⾏った治療を⽰す。 

 

 

  

患者 年齢 性別 喫煙歴 PS 組織型 EGFR 変異 癌の状態 前治療
患者10 79 ⼥性 なし 0 腺癌 E19DEL 転移 なし

患者11 71 男性 あり 1 腺癌 L858R 転移再発 放射線化学療法

患者12 74 ⼥性 なし 0 腺癌 E19DEL 転移 なし

患者13 82 男性 あり 0 腺癌 L861Q 転移再発 外科的切除
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考察 
 

 本研究では、EGFR-TKI 治療が EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞の CD24 発現を誘導す
ることを明らかにした。CD24 の発現は、NSCLC を含むいくつかの固形腫瘍で予後
不良と関連する（Kristiansen et al, 2003a; Kristiansen et al, 2003b; Nakamura et al, 

2017）。乳がんおよび卵巣がんで CD24 が予後不良に寄与するメカニズムの⼀つとし
て、CD24 はマクロファージに発現する Siglec-10 と結合することで貪⾷を抑制する
「Don’t eat me signal」として機能する（Barkal et al, 2019）。この研究では CD24また
は Siglec-10 の遺伝⼦⽋損、あるいは抗 CD24または抗 Siglec-10モノクローナル抗体
による治療は、CD24–Siglec-10 結合の遮断を介して、CD24 を発現するさまざまな腫
瘍細胞の貪⾷を促進することが⽰されている。しかしながら我々の研究結果は、
NSCLC において Siglec-10 を発現するマクロファージは、腫瘍関連マクロファージ
の⼀部であることを⽰唆した。よって、CD24–Siglec-10 結合の遮断のみを治療の⽬
的とした場合、NSCLC では抗 CD24 抗体の治療効果が⼗分に発揮できない可能性が
あった。そこで、Siglec-10 発現陰性マクロファージが抗 CD24 抗体を介して抗腫瘍
効果を発揮するか検証し、Siglec-10 発現陰性マクロファージが EGFR 変異陽性
NSCLC 細胞に対して ADCP を発揮することを⽰した。トラスツズマブ・デルクステ
カンのような抗体薬物複合体（antibody–drug conjugate: ADC）の優れた治療効果を考
慮すると（Modi et al, 2022; Shitara et al, 2020）、CD24 を標的とした ADC などの抗体
治療が EGFR-TKI 耐性を克服するための有効な戦略となる可能性がある。しかし、
CD24 はさまざまな正常細胞にも発現している（Fang et al, 2010）。そのため、EGFR

を標的とした抗体治療のセツキシマブなどと同様に（Van et al, 2009; Vermorken et al, 

2008）、CD24単独を標的とした抗体治療には標的外毒性に対する懸念がある。そこ
で、これらの標的外毒性を軽減する治療戦略として、例えばアミバンタマブのよう
な⼆重特異性抗体（Cho et al, 2024; Passaro et al, 2024; Zhou et al, 2023）や、dual-

receptor T-cell platform（Dao et al, 2024; Xu et al, 2018）などのように CD24 と EGFR

の両⽅を同時に標的とすることが考えられる。こうした治療の有効性を検証するた
めにはさらなる研究が必要である。 

 また、EGFR-TKI処理が死滅する腫瘍細胞から cfDNA放出を促進し、STING経路
依存性に IRF を活性化することを⽰した。I型 IFN は抗腫瘍 T 細胞応答を活性化す
る上で極めて重要である（Diamond et al, 2011; Hildner et al, 2008）。しかし、慢性ウ
ィルス感染モデルにおいて I型 IFN は免疫応答を減弱させる（Teijaro et al, 2013; 

Wilson et al, 2013）。近年マウス担癌モデルで、腫瘍の IFNAR ± IFNGR を⽋損すると
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抗 CTLA4 抗体の治療効果が改善し、抗 IFNAR1 抗体または Janus kinase 1（JAK1）
阻害薬が抗 PD-L1/抗 CTLA-4 抗体併⽤療法の治療効果を改善することが⽰された
（Benci et al, 2016; Mathew et al, 2024）。同グループはさらに、初めの 6週間抗 PD-1

抗体に腫瘍縮⼩が⾒られなかった NSCLC 患者で、JAK1 阻害剤の併⽤後に腫瘍縮⼩
が⾒られることを報告した（Mathew et al, 2024）。この結果は、腫瘍細胞における I

型 IFN経路の阻害が抗 PD-1 抗体の治療感受性を改善したことを⽰している。EGFR-

TKI においても、腫瘍細胞の I型 IFN経路の活性化が耐性に関与し、抗 IFNAR1 抗
体の併⽤が EGFR-TKI の治療効果を改善する（Gong et al, 2020）。この研究では、
EGFR-TKI によって retinoic acid-inducible gene I (RIG-I)‒tank-binding kinase 1 (TBK1)‒
IRF3 経路を介して「腫瘍細胞から」I型 IFN が分泌され、⾃⼰分泌性に腫瘍細胞の I

型 IFN経路を活性化し、治療耐性化するメカニズムが⽰されている。我々のデータ
は、EGFR-TKI によって腫瘍細胞から放出される cfDNA を介して、I型 IFN産⽣を
誘導する cGAS–STING–TBK1–IRF3経路が「免疫細胞で」活性化されることを⽰し
た。これは、傍分泌性に腫瘍細胞の I型 IFN経路を活性化し、EGFR-TKI 耐性を誘
導する新しいメカニズムを⽰唆するものである。 

 また、cfDNA および I型 IFN が、IFN-gで刺激されたマクロファージの CXCL9産
⽣を阻害することを⽰した。CXCL9 は腫瘍微⼩環境へのエフェクターT 細胞の動員
に必要なケモカインである（House et al, 2020）。EGFR-TKI 治療による腫瘍増殖抑制
効果には獲得免疫が必要であるため（Kleczko et al, 2023）、EGFR-TKI処理によって
死滅する腫瘍細胞が放出する cfDNA が I型 IFN の産⽣を誘導し、CXCL9産⽣を阻
害することが EGFR-TKI 治療耐性メカニズムの⼀つとして考えられる。 

 我々のヒト検体を⽤いた解析では、ヒト末梢⾎における cfDNA濃度は EGFR-TKI

治療奏効例で低下していた。EGFR-TKI は in vitro では腫瘍細胞からの cfDNA放出を
促進したため、末梢循環系と腫瘍局所で cfDNA の調節メカニズムが異なることが⽰
唆される。本研究は in vitro での実験データが主であり、こうした腫瘍微⼩環境の⾃
然免疫応答調節メカニズムについて、⽣体内でさらなる解析が必要である。今後の
研究展開として、マウスモデルやヒト検体を⽤いた腫瘍微⼩環境の解析について次
に述べる。 

 EGFR 変異陽性 NSCLC のマウスモデルとして、ヒト EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞
株の免疫不全マウスへの⽪下移植モデル（Wakeling et al, 2002）が⽤いられている。
ヒト肺癌細胞株を⽤いるため EGFR-TKI 治療の腫瘍細胞への影響が評価しやすい
が、正常な宿主免疫応答下で治療の影響が解析できない。この点、ヒト EGFR 遺伝
⼦変異を導⼊したマウス細胞株の⽪下移植モデル（Sugiyama et al, 2020）では正常な
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宿主免疫応答が保持される。しかし、後天的に分⼦⽣物学的⼿法を⽤いて EGFR 遺
伝⼦変異を導⼊するため、腫瘍細胞の発⽣が EGFR 変異に依存しておらず、EGFR-

TKI 治療の腫瘍増殖抑制効果を完全に再現できない可能性がある。近年ではマウス
Egfr del19 と Trp53 遺伝⼦の肺選択的な⽋損によって腫瘍を形成し、同種マウス肺に
移植するモデルで、オシメルチニブ治療が Rag1依存性（獲得免疫依存性）に腫瘍増
殖を抑制することが⽰されている（Kleczkl et al, 2023）。ドライバー遺伝⼦変異であ
る Egfr と Trp53 を先天的に導⼊して腫瘍を形成しているため腫瘍細胞のパッセンジ
ャー変異が少なく、腫瘍のネオアンチゲン特異的な抗腫瘍免疫応答が弱い可能性は
あるが、正常な宿主免疫応答下で EGFR-TKI 治療の影響を解析するモデルとして適
するかもしれない。こうしたマウスモデルを応⽤し、Tmem173⽋損マウス、Ifnar1

⽋損マウス、および Ifnar1⽋損腫瘍細胞を⽤いることで、cfDNAや I型 IFN が腫瘍
微⼩環境に与える影響と EGFR-TKI 治療耐性との関連性を明らかにすることが期待
される。また近年、免疫チェックポイント阻害薬の術前補助療法の前後で患者検体
を解析する⼿法が積極的に⽤いられている（Hu et al, 2023; Luoma et al, 2022; Yang et 

al, 2024）。追加の侵襲なしに免疫チェックポイント治療前後の患者検体を解析でき
ることが⼤きな利点である。EGFR-TKI を⽤いたネオアジュバント治療についても
臨床試験が⾏われており（Blakely et al, 2024）、同様の研究アプローチで EGFR-TKI
治療前後の患者腫瘍微⼩環境を解析可能と考えられる。 

 本研究は、EGFR-TKI 治療が⾃然免疫チェックポイント分⼦ CD24 発現を誘導す
ること（内因性因⼦）、EGFR-TKI により死細胞から放出される cfDNA によって I型
IFN産⽣経路が活性化し CXCL9産⽣を阻害すること（外因性因⼦）で、免疫抑制的
な腫瘍微⼩環境を形成することを新たに⽰した。これは、EGFR-TKI 治療耐性を克
服する、⾃然免疫系を標的とした新たな治療戦略を提唱するものである。 
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総括および結論 
 

1 本研究によって以下の知⾒が得られた。 

・EGFR-TKI 治療により in vitro と in vivo両⽅で EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞におけ
る⾃然免疫チェックポイント CD24 の発現が増加する。 

・EGFR-TKI 治療を受けた EGFR 変異陽性 NSCLC に発現する CD24 はマクロファー
ジ Siglec-10 発現に依存せず抗体治療の標的となる。 

・死滅する EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞から放出される cfDNA は I型 IFN産⽣経路
を活性化し、CXCL9産⽣を阻害する。 

 

2 新知⾒の意義 

 EGFR-TKI 治療は、EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞における⾃然免疫チェックポイン
ト CD24 発現を内因性に増加させる。また、腫瘍細胞から cfDNA放出を促進して外
因性に免疫細胞を刺激し、I型 IFN を介して CXCL9産⽣を抑制する。本研究では、
こうした EGFR-TKI 治療で誘導される免疫逃避が、治療耐性に寄与する可能性を⽰
した。こうした新知⾒は、本邦 NSCLC の 50%を占める EGFR 変異陽性肺癌におけ
る EGFR-TKI 耐性を克服する新規治療に繋がり、国⺠健康福祉を改善する可能性を
秘める。 

 

3 今後の研究展開 

 EGFR-TKI 治療によって EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞に発現する CD24 が抗体治療
の標的となることを⽰したが、CD24 は正常細胞にも発現していることから、CD24

単独を標的とした治療は標的外毒性が懸念される。こうした標的外毒性を軽減し抗
腫瘍効果を⾼める治療戦略として、CD24/EGFR を同時に標的とする⼆重特異性抗体
や dual-receptor T-cell platform の開発が期待される。また、EGFR-TKI 治療によって
EGFR 変異陽性 NSCLC 細胞から放出される cfDNAや I型 IFN が、EGFR-TKI 治療耐
性を引き起こす可能性を⽰した。今後は、これらの阻害療法の有効性について⽣体
内で検証を⾏う必要がある。今回明らかにした知⾒を元に、⾃然免疫を標的とした
治療戦略を通じて、EGFR-TKI 耐性を克服する新規治療を開発する。   
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