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緒言 

Non-small cell lung cancer(NSCLC）は、がん関連死の主たる病因である[１]。

治療はステージに応じて、手術・化学療法、放射線療法、分子標的薬などが選

択され[2，3]、近年では免疫チェックポイント阻害剤（Immune Checkpoint 

Inhibitor：ICI）である抗 PD-1/PD-L1(Programmed death receptor-

1/Programmed death-ligand 1)抗体が、新規治療戦略として確立されてきた[4-

7]。しかし、ICI の奏効率は限定的であり、治療効果を予測するバイオマーカー

の発見が求められている[8]。腫瘍関連炎症は、腫瘍浸潤・転移、薬物療法耐性

に関与し、好中球対リンパ球比（Neutrophil-Lymphocyte Ratio：NLR）等は、

がん患者の予後因子として報告されている[9，10]。近年、炎症環境による好中球

活性誘発により、NETs(Neutrophil Extracellular Traps)が癌の進行・転移と関

連があるとの報告が増えている[11-16]。 

 

目的 

我々は、ICI 適応の NSCLC 患者の血漿中 NETs 濃度が予後に関連するか統

計学的手法により評価し、NETs モニタリングが ICI 有効性を示すマーカーと

して妥当か検証した。 
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方法 

本研究は、2017～2021 年にかけて抗 PD-1/PD-L1 抗体治療を受けたステー

ジ III、IV、再発 NSCLC 患者 185 名を対象として研究を実施した。性別、

ECOG-PS、喫煙歴、ドライバー遺伝子変異の有無、組織型、臨床病期、腫瘍

組織における PD-L1 発現、ICI の種類、化学療法併用の有無、治療ラインなど

の臨床情報を取得し、末梢血を用いて WBC、Plt、ALB、LDH、CRP を測定

した。NETs の定量化は ICI 投薬前後の患者末梢血を採取し、遠心分離して血

漿を確保した。ELISA 法によって、ICI 治療開始前後の“シトルリン化ヒストン

H3(CitH3)” 濃度を NETs 代替マーカーとして測定した。 

また、NETs 放出に関連する因子の検索を目的として、98 名の登録患者にお

いて、ICI 投薬前の可溶性免疫メディエーター濃度を測定した。マルチプレッ

クスアッセイにより、97 種類の可溶性免疫メディエーター濃度を測定した。同

様の目的で、98 名の患者の PBMC を用いて RNA シークエンス解析も実行し

た。PBMC は、ICI 投薬前の患者血液から密度勾配遠心分離によって分離し、

Total RNA 分離キットにより RNA 抽出を行った。 cDNA ライブラリーの構

築と RNA シークエンスは、SMART-Seq® v4 Ultra® Low Input RNA キット、

NovaSeq シークエンスシステムを用いて解析し、FastQC でリード品質を確認

し、GRCh38.v99 を参照ゲノムとして Salmon 1.1.0 [17] を使用して、転写産物 
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(Transcripts per Million: TPM) を計算した。 TPM データは、相関分析のた

めに R Studio の「tximport」パッケージ (v1.22.0) [18] を使用して遺伝子レベ

ルまで解析した。  

統計解析手法に関しては、Cox 比例ハザード回帰モデルによる単変量解析を

実施し、Overall Survival(OS) / Progression-free Survival(PFS)と有意に関連す

る因子 (p<0.05)を選択して、多変量解析によって予後に関連する因子を評価

した。また、NETs 濃度の高/低値群間で OS / PFS 期間に有意差が生じるか

Kaplan-Meier 生存曲線によって検討した。グループ間比較は Log-rank 検定に

て実施し、P <0.05 を有意とした。一方、98 名の患者より検出した可溶性免疫

メディエーターまたは PBMC の発現遺伝子濃度と NETs 濃度との相関関係

を、Spearman の順位相関係数分析により評価した。 相関係数(rs)と p 値は、

cor および cor.test R 関数を使用して算出し、調整済み p 値は Benjamini-

Hochberg 法を使用した FDR（False Discovery Rate) によって p.adjust R 関

数を使用して算出した。 FDR<0.05 で相関係数 (rs) >0.3 または<-0.3 の場合

に相関有りとした。NETs 関連遺伝子経路の評価は、Metascape データベース

[19]を使用して、正の相関を示す遺伝子群 (rs>0.3、FDR<0.05)を用いた 

Enrichment 解析を実施した。全ての統計は、IBM SPSS Statistics (version 19; 

IBM Corporation) および R programming language (ver. 4.1.3)を使用した。 
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結果 

全 185 名の特徴を集計しカテゴリ分類した因子に関して、女性(n=44)、

PS(n=66)、非喫煙者(n=33)、遺伝子変異を有する患者数(n=27)、扁平上皮癌

の患者(n=55)、再発患者(n=48)、抗 PD-L1 抗体使用の患者(n=65)、化学療法

併用の患者(n=63)が少数となる傾向にあった。 

Cox 比例ハザード回帰モデルによる単変量解析では、PS、喫煙歴、PD-L1

発現レベル、化学療法併用の有無、治療ライン、ALB、LDH、CRP、NETs 濃

度が OS と有意に関連すると示された (各々 p=0.003、p=0.033、p=0.035、

p=0.019、p=0.025、p<0.001、p=0.006、p=0.024、p<0.001)。 上記 9 因子で

多変量解析を実行すると、PD-L1 発現レベル（ハザード比[HR] 0.589、95%信

頼区間[CI] 0.351～0.975、p=0.039）、ALB（HR 0.397、95%CI 0.224～

0.705、p=0.002）、NETs（HR 1.702、95%CI 1.356～2.137、p<0.001)が OS

と有意な関連性を示した。OS に対する治療前 NETs 濃度の影響を評価するた

め、Kaplan–Meier 生存曲線を作成し、NETs 濃度の中央値 (7.04 ng/mL) を

cut-off 値として 2 群に分けた場合、NETs<7.04 群で OS 延長が示された

(p=0.002)。Cox 比例ハザード回帰モデルによる単変量解析により、性別、喫

煙歴、PD-L1 発現レベル、化学療法併用の有無、治療ライン、ALB、NETs 濃
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度が PFS と有意に関連性が示された (各々、p=0.041、p=0.020、p=0.008、

p=0.015、p=0.016、p=0.007、p＜0.001)。 以上 7 因子を用いた多変量解析で

は、PD-L1 発現レベル (HR 0.539、95% CI 0.367～0.792、p=0.002)および

NETs 濃度(HR 1.566、95% CI 1.323～1.855、p＜0.001)は PFS と有意な関連

性を示した。 PFS に対する治療前 NETs 濃度の影響を評価するため、Kaplan–

Meier 生存曲線を作成し、NETs 濃度の中央値 (7.04 ng/mL) を cut-off 値とし

て 2 群に分けた場合、NETs<7.04 群で PFS 延長が示された(p＜0.001)。 

性別、年齢、PS、喫煙歴、遺伝子変異、組織型、臨床病期、PD-L1 発現レ

ベル、ICI の種類、化学療法併用の有無、治療ライン等の因子により層別した

サブグループにおいて、治療前 NETs 濃度と予後との関連性を評価した。単変

量解析にて全てサブグループ間で治療前 NETs 濃度が OS と関連性を示した。

同様に、女性、喫煙歴なし、遺伝子変異陽性を除く全てのサブグループにおい

て、治療前 NETs 濃度が PFS との関連性を示した。  

NETs 放出に関連する因子の評価のため、98 名の患者において NETs 濃度と

血漿中可溶性免疫メディエーター濃度との相関関係を Spearman の順位相関係

数分析によって評価した。 IL-6、LIGHT、IL-2Ra、IL-8、Pentraxin -3、IL-

11、IL-16、IL-10、TSLP、IFNγ、CXCL2 の 11 種において、有意な相関関

係が示された(rs=0.531、rs=0.478、rs=0.394、rs=0.357、rs=0.348、
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rs=0.342、rs=0.325、rs=0.307、rs=0.307、rs=0.301、rs=0.301)。また、

NETs 濃度と PBMC の遺伝子発現量との相関関係も Spearman の順位相関係数

分析によって評価した。NETs 濃度と正の相関関係を示す 189 の遺伝子群が検

出され Enrichment 解析を実施すると、「好中球脱顆粒経路」が最も有意な経路

として同定された。 

 

考察 

NETs は、がんの予後関連因子であるとの報告がある[11-16]。腫瘍進行・転

移、がん関連血栓症の発生に、NETs が影響することが理由とされるが、ICI

を使用するがん患者における NETs の臨床的意義については、十分に検討され

ていない。本研究では、ICI 治療前の血漿 NETs 濃度が NSCLC 患者の OS / 

PFS に関連すると示し、血漿 NETs 濃度測定が NSCLC 患者の ICI 効果を予測

するバイオマーカーとなる可能性を見出した。 

近年、NETs のがん進行におけるメカニズムは多く報告されており、NETs

内に含まれる好中球顆粒分子が休眠状態のがん細胞を直接再活性化させる特性

や、転移性がん細胞が好中球から NETs 放出させ、がん細胞の浸潤と遊走を誘

導するとされる[26-30]。加えて、NETs は腫瘍微小環境内の免疫細胞を制御する

と報告され、腫瘍由来 IL-8 が CXCR1/2 を介して NETs を放出し、NETs が
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腫瘍細胞を被覆して免疫細胞の介入を妨害する機構や、IL-17 が好中球を刺激

し NETs 放出を促して免疫細胞を排除するとされている。また、NETs に発現

する PD-L1 が細胞傷害性Ｔ細胞を疲弊させるとも示されている[20、31-33]。以上

から、NETs は免疫細胞に対して阻害的・抑制的に作用することで、ICI 治療

抵抗性を来すと考えられる。 

がん患者における NETs 放出のメカニズムとして、炎症性サイトカインによ

る好中球刺激が NETs 放出を促しているとの報告があり、血漿中 IL-6,-8 と

NETs 濃度間に正の相関があることや、IL-1β、IL-6、IL-18、TNF-αに正の

相関があるとの報告もある[20-23, 36]。本研究では、ICI 治療前 NETs 濃度が IL-

6,-8 濃度と正の相関があると示したが、IL-6,-8 は ICI 治療効果予測に有用と報

告もあるため[34-37]、IL-6, -8 が NETs 放出を促すことで ICI の治療効果に影響

していると考えられる。また、PBMC の発現遺伝子解析により、ICI 治療前

NETs 濃度と NETs 形成の要因である好中球脱顆粒経路に相関関係が示され、

がん患者の炎症環境自体が好中球を活性化し NETs 放出を促すことで、ICI 治

療抵抗性をきたしている可能性もある。 

本研究では、血漿 NETs 濃度と ICI 治療適応の NSCLC 患者における予後に

正の相関が認められた。サブグループ解析においても、NETs 濃度の臨床的重

要性は他の因子による影響を受けないことが実証されたため、我々の結果の信
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頼性と妥当性を裏付けるものと考えられる。がん患者体内の炎症環境による好

中球活性化が NETs 放出を誘発し、NSCLC 患者における ICI 治療抵抗性を来

すと考えられ、NETs が ICI 治療の有効性を予測するマーカーになり得る可能

性が示唆された。 
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