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Although several biomarkers have been identified to predict prognosis in renal cell carcinoma (RCC),

there are no evidence-based biomarkers to predict the response to immune checkpoint inhibitors. In this

study, we focused on lymphocytes and tumor cells in the tumor microenvironment and investigated whether

immunostaining scoring could predict the best overall response. We evaluated 32 patients with metastatic

RCC (mRCC) who were treated with nivolumab monotherapy between August 2016 and July 2020. We

performed immunostaining for CD8 T cells, TIA-1, PD-L1, and HLA class 1 in RCC tissues and assigned a

score with a maximum of 4 points each, which we defined as histological score. The best overall response of

nivolumab was observed in 4 patients (12.5%) with complete response (CR), 10 patients (31.3%) with partial

response (PR), 5 patients (15.6%) with stable disease (SD), and 13 patients (40.6%) with progressive disease

(PD). There was no significant difference in patient background between the CR＋PR＋SD group (19

patients) and the PD group (13 patients), but CD8 T cells were significantly higher and TIA-1 positive cells

tended to be higher in the CR＋PR＋SD group (CD8 T cell : p＝0.03, TIA-1 : p＝0.07, PD-L1 : p＝0.67,

HLA class 1 : p＝1.00). In univariate analysis, histological score ≥3 tended to contribute to the best overall

response of nivolumab (p＝0.05). There was no significant difference in overall survival or cancer-specific

survival after nivolumab administration between the two groups of patients with histological score ≥3 and

those with histological score ＜3. In conclusion, immunostaining scoring based on CD8 T cells may be able

to predict the efficacy of single-agent nivolumab in patients with mRCC.

(Hinyokika Kiyo 68 : 311-315, 2022 DOI : 10.14989/ActaUrolJap_68_10_311)
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緒 言

腎癌の予後を予測するバイオマーカーはこれまでい

くつか同定されているが，ニボルマブを含めた免疫

チェックポイント阻害薬（ICI）の治療効果を予測す

る，十分なエビデンスのあるバイオマーカーは存在し

ない．今回われわれは，腫瘍微小環境において特にリ

ンパ球，腫瘍細胞に着目し，バイオマーカーになりえ

る因子について免疫染色を行い，スコアリングするこ

とで治療効果が予測できるかを検討した．

対 象 と 方 法

2016年 8月∼2020年 7月の間に，当院および関連施

設においてニボルマブ単剤による治療を受けた転移性

腎癌患者32例を対象とし，後方視的研究を行った．

ニボルマブによる最良治療効果は，RECIST

guideline v1.1 で評価し，効果を認めた群（CR＋PR＋

SD）と認めなかった群（PD）に分け，患者背景，腎

癌病理組織について比較検討した．さらに病理組織に

ついては，CD8 陽性 T 細胞，TIA-1，PD-L1，HLA

class I の 4種類の免疫染色を行い，それぞれの抗体に

ついては順に，クローン 4B11，TIA-1，E1L3N，

EMR8-5 を用いた．

免疫染色によるスコアリングについて詳細を示す．

CD8 陽性T細胞の評価は腫瘍実質に最も浸潤してい

る部位（Fig. 1A）とし，その連続切片で同部位の

TIA-1 を，共に400倍視野で評価した．PD-L1 と HLA

class I は 1 枚の切片全体で染色される割合を評価し

た．各項目についてすべて加点方式とし，CD8 陽性

T細胞は52個以上で 1 点，TIA-1 については，CD8
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Fig. 1. (A) Schematic image of lymphocytes infiltrating tumor cells (red dots). (B)
Immunostaining showing the cells are positive for CD8, TIA-1, PD-L1 and
HLA class I.

Table 1. Patient characteristics

DC
(CR＋PR＋SD)

(n＝19)
PD (n＝13) p

value

Age, years (IQR) 70 (63-76) 68 (54-72) 0.44

Male, n (％) 14 (74) 10 (77) 0.83

Karnofsky PS≤70％, n
(％) 3 (16) 1 (8) 0.49

Sum of diameters of
target resions at baseline,
mm (IQR)

46 (29-135) 41 (26-89) 0.40

Sarcomatoid/rahbdoid
change, n (％) 2 (11) 3 (23) 0.33

Clear cell RCC, n (％) 16 (84) 10 (77) 0.60

Prior nephrectomy, n
(％) 18 (95) 13 (100) 0.40

Number of prior TKI, n
(％) 0.13

1 3 (16) 7 (54)

2 13 (68) 5 (38)

≥3 3 (16) 1 (8)

Number of prior
mTORI, n (％) 0.22

0 17 (89) 13 (100)

1 2 (11) 0 (0)

Number of prior IFN/IL
2, n (％) 2 (11) 2 (15) 0.68

Metastatic site, n (％)

Lung 13 (68) 9 (69) 0.96

Lymph node 4 (21) 6 (46) 0.13

Bone 7 (37) 2 (15) 0.18

Liver 3 (16) 3 (23) 0.60

Others 7 (37) 3 (23) 0.40

DC : disease control rate. CR : complete response. PR : par-
tial response. SD : stable disease. PD : progressive disease.
IQR : interquartile. PS : performance status. RCC : renal cell
carcinoma. TKI : tyrosine kinase inhibitor. mTORI : mam-
malian target of rapamycin inhibitor.

陽性T細胞が52個以上かつ TIA-1 陽性細胞54個以上

で 1 点，PD-L1 は全体視野の10％以上で 1 点，HLA

class I は90％以上で 1点とし，最高 4点でスコアリン

グ（以下 Histological score）した．これらはすべて

AUC のカットオフ値を用いた（Fig. 1B）．また

Histological score 3点以上と 3点未満で 2群に分け，

ニボルマブの最良治療効果に寄与する因子かどうかを

患者背景，血液検査も含めて検討した．さらに，

Histological score で分けた 2群間でニボルマブ開始後

の全生存と癌特異的生存についても比較検討した．

統計学的検討は，Wilcoxon 順位和検定，Fisher の

正確検定，ロジスティック回帰分析，ログランク検定

を用いて行った．いずれも p＜0.05 を統計学的有意

差ありとした．

結 果

ニボルマブの最良治療効果は，CR が 4例（12.5％），

PR が10例（31.3％），SD が 5例（15.6％），PD が13

例（40.6％）であり，効果を認めたと判断した SD 以

上の病勢コントロール率（DCR : disease control rate）

は59.4％であった．

効果を認めた群（以下，DC 群）と認めなかった群

（以下，PD 群）の患者背景を Table 1 に示す．ベース

ラインの腫瘍径の和に有意差はなく，淡明細胞型腎癌

はそれぞれ約80％であった．DC 群の 1例のみ先行的

腎摘除術を施行されていなかったが，生検組織が十分

にあり免疫染色によるスコアリングができると判断し

た症例であった．使用数は違うが，全症例にチロシン

キナーゼ阻害薬（TKI）を含む先行治療が行われてい

た．転移部位は肺が最も多く，次いで骨やリンパ節が

多かったが，いずれの項目についても統計学的有意差
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Table 2. Pathological assessment

DC
(CR＋PR＋SD)

(n＝19)

PD
(n＝13)

p
value

CD8 T cell ≥52 cells, n
(％) 15 (79) 5 (38) 0.03

TIA-1 ≥54 cells, n (％) 11 (58) 3 (23) 0.07

PD-L1 ≥10％, n (％) 5 (26) 2 (15) 0.67

HLA class I ≥90％, n (％) 18 (95) 13 (100) 1.00

Table 3. Factors contributing to the therapeutic
effect of nivolumab

Univariate analysis

OR 95％ CI p
value

Age 1.04 0.97-1.12 0.18

Male 0.84 0.16-4.35 0.83

Karnofsky PS ≤70％ 2.25 0.20-24.4 0.50

Clear cell RCC 1.60 0.26-9.53 0.60

Sarcomatoid/rahbdoid change 0.39 0.05-2.76 0.34

Multiple organ metastasis 1.46 0.35-6.16 0.59

Sum of diameters of target resions at
baseline 1.00 0.99-1.02 0.26

NLR before nivolumab administra-
tion 1.15 0.83-1.58 0.20

PLR before nivolumab administra-
tion 1.00 0.99-1.01 0.23

Immuno-score ≥3 4.58 0.94-22.2 0.05

OR : odds ratio. CI : confidence interval. NLR : Neutrophil
to lymphocyte ratio. PLR : Platelet to lymphocyte ratio.

泌62,08,0◆-2

Fig. 2. Overall survival between the two groups of
patients with histological score ≥ 3 and
those with histological score ＜3.

泌62,08,0◆-3

Fig. 3. Cancer-specific survival between the two
groups of patients with histological score ≥3
and those with histological score ＜3.

Table 4. Prognostic factor of the major tumor
microenvironment components in RCC

Tumor microenvironment element Status Prognosis

Cells

CD8＋ T cells High density Poor

Regulatory CD4＋ T cells High density Poor

Tumor associated Macrophages High density Poor

B cells/Tertiary lymphoid struc-
ture High density Good

Immune checkpoints

LAG3 Overexpression Poor

TIM3 Overexpression Poor

TIGIT Overexpression Poor

PD-L1 Overexpression Poor

を認めなかった．病理学的評価についても 2群で比較

を行い，CD8 陽性T細胞数は DC 群で有意に多く，

TIA-1 陽性細胞数は DC 群で多い傾向がみられた

（Table 2）．

単変量解析では，Histological score 3点以上がニボ

ルマブの最良治療効果に寄与する傾向がみられたが

（p＝0.05），統計学的に有意差のある因子は認めな

かった（Table 3）．また Histological score 3点以上と

3 点未満の 2 群間に，ニボルマブ開始後の全生存

（p＝0.81）と癌特異的生存（p＝0.97）の統計学的有

意差は認められなかった（Fig. 2，3）．さらに有意差

のあった CD8 陽性T細胞52個以上と52個未満の 2群

に分けて解析を行ったが，全生存（p＝0.45）と癌特

異的生存（p＝0.93）に統計学的有意差は認められな

かった．

考 察

本研究では腎癌組織について，腫瘍微小環境におけ

る過去の報告1)から，ICI の効果予測に特に重要と思

われる因子を選択し，検討を行った．リンパ球側の因

子として CD8 陽性T細胞，TIA-1，腫瘍細胞側の因

子として PD-L1，HLA class I の 4種類の免疫染色を

行った．CD8 陽性T細胞が DC 群で有意に多く，こ

れらを加点によりスコアリングした 3点以上の群でニ

ボルマブの最良治療効果を予測できる傾向が見られ

た．

腎癌の腫瘍微小環境における予後予測因子として，
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CD8 陽性 T細胞，制御性 T細胞や腫瘍関連マクロ

ファージなどの密度が高いと予後不良とされ， B細胞

の密度が高いと予後良好であるとされる（Table

4)2~4)．免疫チェックポイント分子としては，LAG3，

TIM3，TIGIT，PD-L1 などが高発現していると予後

不良であるとされる5,6)．このように予後との関連を

示す報告は多いが，ICI の効果を予測する因子として

はいずれも十分なエビデンスがない．腫瘍微小環境を

より正確に解析するためには，腫瘍細胞だけでなく，

免疫細胞も解析する必要がある．本研究では，がん免

疫サイクルにおける各ステップのうち特にエフェク

ター相に焦点を当てた7)．腎癌における ICI への反応

に関して，本研究のような免疫染色を用いたスコアリ

ングで検討した報告はみられない．

今回のスコアリングした 4因子について，免疫学的

観点と他癌腫を含めた過去の報告から以下に選出理由

を述べる．腫瘍細胞が確実に殺傷される条件として，

単に腫瘍組織に CD8 陽性T細胞を認めても，腫瘍実

質ではなく間質に多く局在している場合や，腫瘍細胞

に浸潤していても細胞傷害性を示さない場合は機能し

ているとはいえず，ICI による効果もあまり期待でき

ない．よって，腫瘍実質に浸潤しているのか，間質に

浸潤しているのかを免疫染色を用いて区別することは

特に重要である．

その上で CD8 陽性T細胞が癌抗原を認識するため

に，腫瘍細胞の HLA class I の発現が大前提となる．

さらに CD8 陽性T細胞が機能しているかどうかを判

断するマーカーとして TIA-1 に着目した．TIA-1 は，

細胞質に存在し顆粒球に関連する RNA 結合タンパク

質であり，細胞傷害能を有する細胞に発現していると

される8)．TIA-1 は CD8 陽性T細胞の50∼60％程度

に認められるが，好中球や CD4 陽性T細胞，マクロ

ファージ，NK細胞などにもわずかに認められる9)．

血液悪性腫瘍，骨肉腫，大腸癌で報告が多く，CD8

陽性T細胞との組み合わせでさらに有用なバイオマー

カーになるとされ，TIA-1 を発現する細胞傷害性の高

い活性化T細胞は，免疫療法の指標としても期待され

ている9,10)．

PD-L1 に関して，非小細胞肺癌では ICI の効果を

予測するマーカーと認識されており11)，腎癌でもニ

ボルマブ奏効群で，腫瘍の浸潤部位に PD-L1 の発現

が高い傾向が見られたとの報告はあるが12)，有効な

マーカーであるというエビデンスはない．腫瘍に浸潤

した活性化 CD8 陽性T細胞が産生するインターフェ

ロン γ は，腫瘍細胞における PD-L1 の発現を誘導す

るので，PD-L1 陽性の腫瘍には多数の CD8 陽性細胞

が浸潤しているはずであるが，間質のマクロファージ

や他の免疫細胞も PD-L1 を発現する可能性がある．

本研究では，腫瘍細胞の PD-L1 発現に広く用いられ

る E1L3N クローンを使用したが，癌腫や抗体薬に

よって評価が異なるため判断が難しい場合がある．さ

らに，PD-L1 の発現は腫瘍微小環境のごく一部しか

反映していないため，これだけで抗 PD-1 治療の効果

を予測するのは難しい．以上の理由で今回の 4因子を

選出したが，各因子の重み付けはできておらず，今後

症例を集積してスコアリングの質をより高めたい．

今回は腫瘍細胞に浸潤する CD8 陽性 T細胞のみ

DC 群で有意に多く，その他因子に有意差を認めない

という結果だった．過去の報告と一致しない部分は症

例数の少なさが一番の原因だと考えられるが，今後は

免疫的な作用機序からも TIA-1 をはじめとする複数

の腫瘍微小環境の因子を組み入れた Histological score

が有用な効果予測因子になることを期待したい．

本研究の限界点について述べる． 1点目として，病

理医によって評価が異なる可能性である．本研究では

一般的評価とされる，リンパ球が最も浸潤している

hot spot を基準としたが，腎癌組織は血管が豊富であ

り，腫瘍実質と間質の境界がわかりにくいため，CD8

陽性T細胞が腫瘍細胞に浸潤しているかの評価が難し

い．さらに，TIA-1 はリンパ球以外でも染まり，ほぼ

同じサイズである好中球は，形態的には異なるが判別

困難なこともある．本研究では主に 1人の病理医が評

価を行ったが，複数名で評価してスコアリングの質を

上げることで，より実用化につながると思われる． 2

点目として，TKI を中心としたニボルマブの前治療

の影響である．特に TKI に関しては，樹状細胞の成

熟化や腫瘍血管の正常化など，近年になってより重要

な役割が分かってきている．評価したのはすべて治療

薬が使用される前の腎癌原発巣であることから，再発

病変に関しては TKI の投与により腫瘍微小環境が大

きく変化している可能性があり，転移部位によっても

違うかもしれない． 3点目としては，治療ガイドライ

ンからもニボルマブ単剤の適応が狭く，評価できた症

例が少ないことである．

現在はファーストライン治療として TKI と ICI の

併用，ICI の 2剤併用など多剤併用療法が主軸になっ

たこと，2021年11月，KEYNOTE-564 試験の結果を

ふまえて，腎癌術後補助療法として抗 PD-1 抗体のペ

ンブロリズマブが FDA で承認されたことから，今後

初期治療を選択する上で，本研究での病理学的評価を

より生かせる可能性があると考えられる．

結 語

がん免疫サイクルの各ステップの因子について，

CD8 陽性T細胞を軸とした免疫染色を行いスコアリ

ングすることで，免疫チェックポイント阻害薬の最良

治療効果を予測できる可能性がある．
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