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1 抄録 

目的本研究では、Helicobacter pylori(H.pylori)感染が癌免疫療法の効果を減

弱させるかどうかを検討した。 

デザインマウスモデルを用いて、免疫チェックポイント阻害薬またはワクチンベ

ースの免疫療法が H.pylori感染マウスの腫瘍縮小に有効かどうかを評価し、

ヒトでは非小細胞肺癌(NSCLC)患者における H.pylori抗体陽性とプログラム

細胞死タンパク質 1(PD-1)阻害療法の有効性との相関を評価した。 

結果MC38結腸腺癌または B16-OVA メラノーマ細胞を移植したマウスでは、

抗細胞傷害性 Tリンパ球関連タンパク 4および/またはプログラム細胞死リガ

ンド 1または抗腫瘍ワクチンによる治療を受けた非感染マウスの腫瘍体積が

感染マウスより有意に小さかった。がん免疫療法を受けた感染マウスの腫瘍

では、腸内細菌叢の組成とは無関係に腫瘍特異的 CD8+T細胞の数と活性化

状態の低下が観察された。さらに、in vitro共培養アッセイを実施したところ、感

染マウスの樹状細胞が腫瘍特異的 CD8+T細胞の増殖を低下させることが観



察された。2つの独立したコホートを対象として、レトロスペクティブなヒト臨床

研究を実施した。Dijonコホートでは、抗 PD-1療法による NSCLC患者の生

存期間の短縮に H.pylori抗体陽性患者の生存期間中央値が 6.7カ月であっ

たのに対し、血清抗体陰性患者では 15.4カ月であった(p=0.001)。また、モン

トリオールコホートでは、抗 PD-1療法による NSCLC患者の無増悪生存期間

の短縮に H.pylori抗体陽性患者の生存期間中央値が関連していたことが明ら

かにされた。 

結論本研究では、胃の微生物叢ががん免疫療法に対する反応に影響を及ぼ

すこと、および H.pyloriの血清学的検査ががん免疫療法を個別化するための

強力なツールとなることを初めて明らかにした。 

2 データ利用可能性に関する声明 

妥当な要請があれば、データを入手できる。 
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4 本試験の意義 

5 この主題についてすでに何がわかっているか。 

• 以前の前臨床および臨床研究では、大腸内細菌叢および小腸内細菌

叢ががん免疫療法の有効性に影響を及ぼすことが実証された。 

6 新たな知見は何か。 

• 本研究は、Helicobacter pyloriに感染した宿主の胃内微生物叢ががん

免疫療法に対する反応に影響を及ぼすことを初めて明らかにした。 

7 予見しうる将来の臨床業務にどのような影響を及ぼす可能性があるか。 

• H.pyloriの血清学的検査は、癌免疫療法を個別化するための強力なツ

ールとなるであろう。 

8 Introduction 

免疫チェックポイント阻害薬(ICI)は、がん細胞に対する免疫系の再活性化を目

的とした薬剤であるが、前例のない結果にもかかわらず、大多数の患者は ICI

に反応せず、腸内細菌叢の構成や腫瘍の免疫構成など、いくつかの個人的因

子が耐性と関連している 1。 

Vétizouら 2は、マウスにおける抗細胞傷害性 T細胞関連タンパク 4(CTLA4)

阻害によって誘発される抗腫瘍効果は、腸内微生物叢におけるバクテロイデ

ス・フラギリス、Bacteroides thetaiotaomicronおよびバークホルデリア目の存

在に依存することを実証したほか、他の研究グループからも、治療に反応した

患者では反応しない患者と比較して、アッカーマンシア・ムシニフィラ、

Faecalibacterium prausnitzii、Bifidobacterium属などの腸内の免疫強化菌
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が新たに同定された 3 4さらに重要なこととして、ヒトのデータからは、腸内微

生物叢の組成が抗癌免疫療法の有効性にかなりの影響を及ぼしていることが

明確に示されたほか 3-5、抗菌薬の使用により PD-1(programmed cell death 

protein 1)阻害療法の有効性が損なわれることが明らかにされた。逆説的では

あるが、公表された研究間で ICIに対する反応の重要な指標および/または調

節因子として共通の細菌分類群が明確に特定されなかった。1これは、微生物

叢の分析に関連する技術的な問題や、食事や生活習慣などの地理的要因に

起因する可能性がある。また、患者の便検体のみの分析では重要な情報が見

逃されている可能性もある。実際、小腸微生物叢 7および/または胃の微生物

叢も ICIに対する 

世界人口の 50%の胃粘膜に定着している Helicobacter pylori(H.pylori)は、

慢性感染を維持する免疫抑制環境を確立するために宿主組織を積極的に操

作している 8。H.pyloriは CD4+T細胞 8 9樹状細胞(DC)9-12およびマクロフ

ァージ 8のエフェクター機能を抑制し、制御性 T細胞(Treg)10および骨髄由

来抑制性細胞の産生を促進する 13。これまでの観察により、喘息、ループス、

炎症性腸疾患、好酸球性食道炎などの全身性炎症性疾患は、ヒト集団 14-17

および動物モデル 18-21において H.pylori感染と負の関連があることが実証

されている。このことは、H.pyloriが不均衡な全身性免疫応答を軽減する可能

性を示唆している。抗腫瘍免疫に関連する多数の免疫細胞型に対する

H.pyloriを介した免疫調節の悪影響は、H.pylori感染ががん免疫療法に対す

る反応を低下させる可能性があるという重要な考察を可能にしている。 

9 結果 

10 H.pylori感染は前臨床モデルにおいてがん免疫療法の有効性を低

下させる 

H.pylori感染が ICIの有効性を低下させるかどうかを検討するため、まず

MC38結腸腺癌モデルを用いて、H.pyloriが抗 CTLA4療法の有効性を低下

させるかどうかを評価した(オンライン補足の図 S1Aを参照)。興味深いこと

に、抗 CTLA4/PD-L1(programmed death ligand 1)併用療法 22(オンライン

補足の図 S1Bを参照)。H.pyloriが抗 CTLA4/PD-L1(programmed death 

ligand 1)併用療法 22(オンライン補足の図 S1Bを参照)。図 1Bに示すよう

に、抗 CTLA4/PD-L1(programmed death ligand 1)併用療法 22(オンライン

補足の図 S1Bを参照)。これらの結果から、H.pylori感染マウスは CTLA4遮

断単独または抗 PD-L1との併用に対する反応性が低いことが示された。さら

に、B16-OVA メラノーマモデルを用いて、H.pyloriがワクチンベースのがん免



疫療法の有効性を低下させるかどうかを評価した。腫瘍を有するマウスに

OVA特異的 CD8+T細胞(OT-1細胞)を移入し、CpG23に乳化した OVAペ

プチド(SIINFEKL)で免疫したところ、H.pyloriがワクチンベースのがん免疫療

法の有効性を低下させることが示された。注目すべきことに、ワクチン接種を

受けた非感染マウスの腫瘍体積はワクチン接種を受けた感染マウスの腫瘍体

積よりも有意に小さく(図 1Cを参照)、H.pylori感染マウスはがんワクチンに対

する反応性が低いことが示された。さらに、ワクチン接種を受けた非感染マウ

スの腫瘍体積はワクチン接種を受けた感染マウスの腫瘍体積よりも有意に小

さく(図 1Cを参照)、H.pylori感染マウスはがんワクチンに対する反応性が低

いことが示された。さらに、in situで発生する腫瘍に対する Helicobacter 

felis(H.felis)の胃粘膜感染が Helicobacter felis(H.felis)に及ぼす影響を観察

した。このモデルでは、抗 CTLA4療法が腫瘍量を減少させることが最近明ら

かにされたことから、H.pylori感染が in situで発生する腫瘍に対する免疫療

法の有効性に及ぼす影響を評価した。注目すべきことに、抗 CTLA4療法が腫

瘍量を減少させることが最近明らかにされたことから、アゾキシメタン(AOM)/デ

キストラン硫酸ナトリウム(DSS)結腸癌モデルを選択した(AOM/DSS)。抗

CTLA4療法を受けた非感染マウスの結腸腫瘍数は H. 

11 補足資料 
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図 1 

Helicobacter pylori感染は前臨床モデルにおいてがん免疫療法の有効性

を低下させる。(A)MC38結腸腺癌細胞を注射したマウスに抗

CTLA4(αCTLA4)または IgG2bアイソタイプを対照として腹腔内注射したとこ

ろ、19日目に抗 CTLA4/PD-L1(αCTLA4/αPD-L1)を投与した非感染(NI)マ

ウスと感染(INF)マウスの腫瘍体積は 7匹のマウスで有意に異なっていた

(p<0.01,二元配置分散分析)。(B)抗 CTLA4/PD-L1(αCTLA4/αPD-L1)を投

与した NIマウスと INFマウスの腫瘍体積は 21日目に抗 CTLA4/PD-L1抗

体を投与した NIマウスと INFマウスの腫瘍体積に統計学的に有意な差がみ
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られた(p<0.05,二元配置分散分析)。実験群には 5～8匹のマウスが含まれ

た。(C)抗 CTLA4/PD-L1抗体を投与した NIマウスと INFマウスの腫瘍体積

は 20日目には NIマウスと INFマウスで統計学的に有意な差がみられた

(p<0.05,二元配置分散分析-注射した NIマウスと INFマウスとの間に統計学

的な差が認められた(p<0.0013、Mann-Whitney検定)。実験群には 10匹の

マウスが含まれ、図 1A～Fに記載した実験では、殺処分時に迅速ウレアーゼ

試験及び/又は胃のコロニー形成単位を実施することにより、個々のマウスの

感染状態が確認された(オンライン補足図 S2A～F参照)。CTLA4:細胞傷害

性 T リンパ球関連タンパク質 4、PD-L1:プログラム細胞死リガンド 1。0.009 

0.65 

13 がん免疫療法におけるヘリコバクター-ピロリ媒介性免疫抑制は、ヘ

リコバクター-ピロリによる糞便細菌叢の変化とは無関係である 

著者らは、ヘリコバクター-ピロリによる免疫抑制が腸内微生物叢の組成の調

節に依存するかどうかを検討した。ヘリコバクター-ピロリによる免疫抑制にお

ける腸内微生物叢の役割を評価するために、3種類の実験を実施した。最初

のアプローチとして、同居マウスの糞便微生物叢の組成は非常に類似してい

た。しかし、同居マウスでは、感染マウスから感染していない新生児/成人マウ

スへのヘリコバクター-ピロリの伝播は許容されなかった(オンライン補足図

S2A参照)。B16-OVA メラノーマモデルを用いて、ワクチン接種を受けた非感

染マウスの腫瘍体積がワクチン接種を受けた感染マウスの腫瘍体積よりも有

意に小さいことが観察された(図 2A)。同様に、感染マウスは MC38モデルで

抗 CT LA 4療法に対する反応性が低かった(データは示されていない)。次

に、非感染マウスと感染マウスの腸内微生物叢の 16S rRNA遺伝子配列決

定を行ったところ、定常状態では接種を受けた非感染マウスの腫瘍体積が有

意に小さいことが観察され(図 2B)、Kienesbergerらの研究結果が確認された

26。注目すべきことは、ヘリコバクター-ピロリ感染がラクノスピラ科属と

Erysipelotrichaceae属の細菌コロニー形成を減少させ、Bifidobacterium属

の細菌コロニー形成を増加させることが観察された(図 2C参照)。興味深いこ

とに、非感染マウスは非感染マウスと比較して α多様度が高く、

Bifidobacterium属の細菌コロニー形成が増加することが示された(図 2C参

照)。興味深いことに、非感染マウスと感染マウスの糞便微生物叢は類似して

いたが、B16-OVA メラノーマモデルを用いても同様であった(図 2D参照)。最

後に、ヘリコバクター-ピロリ感染マウスの糞便を非感染マウスに移植し、B16-

OVA メラノーマモデルを用いてがん免疫療法を実施したところ、α多様度が高

くなり、Bifidobacterium属の細菌コロニー形成が増加することがよく観察され

た(図 2D参照)。興味深いことに、非感染マウスと感染マウスの糞便微生物叢



は類似していたが、B16-OVA メラノーマモデルを用いても同様であった(図 2D

参照)。最後に、ヘリコバクター-ピロリ感染マウスの糞便を非感染マウスに移

植し、B16-OVA メラノーマモデルを用いてがん免疫療法を実施したところ、α

多様度が高くなり、Bifidobacterium属の細菌コロニー形成が増加することが

観察された(図 
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図 2 

がん免疫療法における Helicobacter pyloriによる免疫抑制は、H.pyloriが

誘導する糞便微生物叢の変化とは無関係である。(A)共同飼育実験、非感染

(NI)マウス(n=9)および H.pylori感染(INF)マウス(n=10)に B16-OVA腫瘍細

胞を皮下注射してワクチン接種を行ったところ、INFマウスの腫瘍増殖抑制は

極めて限定的であった。ワクチン接種 NIマウスと INFマウスでは 27日目と

30日目の腫瘍量に統計学的な差が認められた(p<0.001、二元配置分散分析

[ANOVA])。殺処分時に NIマウスと INFマウスの胃で迅速ウレアーゼ試験を
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実施したところ、INFマウスでのみ H.pylori感染が検出され、NIマウスでは

検出されなかった(オンライン補足図 S2A参照)。(B)ワクチン免疫療法開始前

の腸内細菌叢の 16S rRNA遺伝子配列決定の Shannon,Inverse 

Simpson and Bray-Curtisに基づく NMDS(Non-metric 

Multidimensional Scaling)解析では、INFマウスは NIマウスに比べて α

の多様性が高く(p=0.02、Mann-Whitney検定)。(C)ワクチン免疫療法開始

前の腸内細菌叢の 16S rRNA遺伝子配列決定を属分類レベルで比較した

P<0.001,二元配置分散分析)。NIレシピエントマウスへの INF便の糞便移植

では、H.pylori感染が成立しないことが観察された(オンライン補足図 S2C)。

(F)抗ウイルス療法(ATB)は、がんワクチンの有効性を高めるものではない。

新生児期に H.pyloriに感染させたマウスには生後 6週目に ATBを投与した

が、ATBから 1カ月後に B16-OVA メラノーマ細胞を生着させてワクチン接種

を行った(オンライン補足図 S1F)。ATBによる H.pylori感染の根絶(オンライ

ン補足図 S2B)は、がんワクチンの有効性を実質的に高めるものではないこと

が観察された(p<0.05,二元配置分散分析)。パネル A-Dおよび Fについて

は、2つの独立した実験を代表するデータを示した。図 2A-Dに記載した実験

では、殺処分時に迅速ウレアーゼ試験および/または胃のコロニー形成単位を

実施することにより、個々のマウスの感染状態を確認した(オンライン補足図

S2A-C参照)。 

14 抗菌薬療法による H.pylori感染症の除菌は、ワクチンベースの免

疫療法の有効性を上昇させない 

著者らは、抗ウイルス療法による H.pylori感染の根絶が、H.pyloriによる癌免

疫療法の効果低下を回復させるかどうかを評価した。感染マウスにおけるワク

チンベースの癌免疫療法の効果は、抗生物質投与によって実質的に救済され

るものではない(図 2F)。癌患者における免疫療法の効果に対する抗生物質投

与の有害な影響が知られていることと併せると 6 29,この結果は、H.pylori感

染を治癒させるための抗生物質投与は、患者における癌免疫療法の効果を高

める上では不十分な選択肢である可能性が最も高いことを示唆している。 

15 H.pyloriは腫瘍特異的免疫応答を阻害する 

次に、免疫系の機能に対するヘリコバクター-ピロリの影響について検討した。

フローサイトメトリー分析を用いて、定常状態における CD8+および CD4+T細

胞、Treg、遊走および常在 DC1細胞、DC2細胞、単球由来 DC、マクロファー

ジおよび単球の絶対細胞数と活性化状態を非感染および感染マウスの脾およ

びリンパ節で分析した。また、血中の T細胞サブセットおよび単球についても

分析した。ヘリコバクター-ピロリ感染が前述の種類の細胞の量と活性化状態

に影響を及ぼさないことが確認された(オンライン補足図 S3および S4参照)。



次に、ヘリコバクター-ピロリが免疫細胞に影響を及ぼさないことが確認され、

ヘリコバクター-ピロリ感染が前述の種類の細胞の量と活性化状態に影響を及

ぼさないことが確認された(オンライン補足図 S3および S4参照)。重要なこと

に、前述の MC38腫瘍移植マウスの臓器/組織/腫瘍から分離した免疫細胞の

フローサイトメトリー分析では、ヘリコバクター-ピロリ単独では抗腫瘍免疫に関

連する免疫細胞集団に実質的に影響を及ぼさないことが示された(オンライン

補足図 S6および S7参照)。最後に、抗 CT LA 4治療を受けた MC38腫瘍

移植マウスにおける免疫細胞の絶対細胞数と活性化状態は、非感染マウスと

感染マウスで同程度であった(オンライン補足図 S8参照)。さらに、腫瘍、

tdLN、ndLNsおよび血液中の絶対細胞数と活性化状態は、非感染マウスと感

染マウスで類似していた(オンライン補足図 S8参照)。これらの結果は、腸内

細菌叢が腫瘍への単球由来細胞の浸潤を調節し、がん治療に対する反応に

影響を及ぼすことを示した Iida et al.(30)の研究結果を思い起こさせるもので

ある。ndLNs 

がん免疫療法の効果は、腫瘍特異的免疫応答の発生に依存する。次に、ヘリ

コバクター-ピロリが腫瘍特異的免疫応答を損なうかどうかを評価した。まず、

感染マウスの腫瘍、ndLNsおよび tdLNから抽出した OT-1細胞のエフェクタ

ー機能とともに、絶対細胞数と分化状態を調べた。感染マウスの ndLNsおよ

び tdLN中の腫瘍特異的 T細胞の数と活性化状態の低下が観察された(図

3A)。LN中の OT-1細胞の数と活性化状態の低下は、一部には感染マウスの

ワクチン接種部位から排液した LNでワクチンによる OT-1細胞の増殖が非感

染マウスと比較して低いことが原因であることが観察された(図 3B)。さらに、感

染マウスの腫瘍では活性化 OT-1細胞の数と活性化状態の低下が観察され

た(図 3A)。注目すべきことに、ヘリコバクター-フェリス感染マウスの腫瘍およ

び tdLN中にも同程度の数と活性化状態の OT-1細胞が認められた(オンライ

ン補足の図 S9Aを参照)。最後に、in vivo死滅アッセイを実施したところ、ヘリ

コバクター-フェリス感染マウスでワクチン接種により産生された OT-1細胞の

細胞傷害活性が非感染マウスおよびヘリコバクター-フェリス感染マウスのそ

れよりも低いことが観察された(図 3Bおよびオンライン補足の図 S9Bを参

照)。以上を総合すると、我々のデータは、ヘリコバクター-フェリス感染マウスで

はワクチンによる腫瘍特異的免疫応答が特異的に低下していることを示してい

る。 
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図 3 

(A)非感染(NI)及び感染(INF)ワクチン接種 B16-OVA腫瘍保有マウスの

tdLN、ndLN及び腫瘍から分離された OT-1 CD8+T細胞の絶対細胞数及び

活性化状態(LN及び腫瘍に対して B16接種後 10日目及び 15日目)。活性

化 OT-1細胞は CD44+CD62L-を有する。(B)左図:NI及び INFマウスの

tdLNにおける増殖 OT-1細胞の割合。右図:ワクチン接種 NI及び INFマウ

スの tdLNにおける OT-1細胞の in vivo細胞傷害活性。(C)H.pyloriの存

在は DCの機能に影響を及ぼす。左図:NI及び INFマウスの tdLNにおける

活性化マーカーCD86の発現。右図:NI及び INFマウスの tdLNにおける

OT-1細胞の ex vivo刺激における増殖 OT-1細胞の頻度。データは 3つの

独立した実験(NI,n=9;INF,n=10)の代表例である。(D)H.pyloriの存在は NI

及び INFマウスの血清中の炎症性サイトカイン(TNFα、IFNγ、IL-6及び IL-

17)濃度によって測定された自然免疫反応に影響を及ぼす。NI及び INF B16-

OVA腫瘍保有マウスに OT-1細胞を注射し、CpGで OVAを接種した。血清

は接種後 1、2及び 3日目に回収された。パネル A～Cについては、データは

3つの独立した実験の代表例である。パネル Dについては、データは 2つの

独立した実験の代表例である。図 3A～Dに記載された実験については、各マ
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ウスの感染状態は、殺処分時に迅速ウレアーゼ試験及び/又は胃のコロニー

形成単位を実施することにより確認された(オンライン補足図 S2E参照)。

ndLNは樹状細胞、MFIは平均蛍光強度、DCは非流出リンパ節、tdLNは腫

瘍流出リンパ節。 

腸内微生物叢は DC機能を調節し、CD8+T細胞のプライミングに影響を及ぼ

すことが以前に報告されている 28 31。このことから、我々は腫瘍免疫応答の

低下がヘリコバクター-ピロリ誘発性の DC欠損と関連している可能性があると

推論した。9-12我々は実際に、感染マウスの tdLNにおける DC1および DC2

細胞の活性化の欠損を B16-OVAの生着からわずか 24時間後に検出した

(図 3C)。次に、in vitro共培養アッセイを実施したところ、感染マウスの脾臓

DCが OT-1細胞の抗原特異的増殖を低下させることが観察された(図 3C)。

総合すると、これらの結果から、ヘリコバクター-ピロリは DC活性化プロセスを

低下させ、それらの交差提示活動を 12 32抑制し、ワクチン接種によって惹起

される腫瘍特異的免疫応答を危険に曝すことが実証された。 

最後に、OVA/CpGワクチン接種後 1日目に感染マウスの血清中の炎症性サ

イトカイン産生が有意に減少したことが観察された(図 3D)。注目すべきことに、

腫瘍ワクチン接種の有効性に極めて重要な役割を果たすサイトカインである

IFNγ(オンライン補足図 S10参照)が感染マウスの血清中で大幅に減少した

(図 3D)。以上のことから、H.pyloriは自然免疫応答(樹状細胞の交差提示活

性およびワクチン誘導性の炎症性サイトカイン産生)を抑制することにより、ワ

クチンベースの免疫療法によって開始される腫瘍特異的免疫応答を低下さ

せ、その有効性を低下させると結論できる。 

16 H.pylori抗体陽性は NSCLC患者における抗 PD 1免疫療法の有

効性低下と関連している 

著者らは、非小細胞肺癌(NSCLC)患者の 2つの独立したコホートを対象とし

て後ろ向き研究を実施し、H.pylori抗体陽性と癌免疫療法の有効性との相関

を評価した。H.pylori抗体陽性は妥当性が確認された市販の ELISA検査を用

いて判定された。Dijon(フランス)の NSCLC患者 60人から成る最初のコホー

トでは、18人の患者の血清中に H.pylori抗原に対する IgG抗体が検出され

た。Montreal(カナダ)の NSCLC患者 29人から成る 2番目のコホートでは、8

人の患者の血清中に H.pylori抗原に対する IgG抗体が検出された。注目す

べきことに、Dijonコホートでは、H.pylori抗体陽性は抗 PD-1療法を受けた

NSCLC患者の無増悪生存期間の明らかな短縮と関連することが明らかにさ

れ(図 4A,p=0.001)、さらに Montrealコホートでは、H.pylori抗体陽性は抗

PD-1療法を受けた NSCLC患者の無増悪生存期間の明らかな短縮と関連す



ることが明らかにされ(図 4B,p<0.05)、全生存期間の数値的な差と関連するこ

とが明らかにされた(H.pylori抗体陽性は抗 PD-1療法の有効性の低下と関連

することが示された(H.pylori抗体陽性は抗 PD-1療法を受けた NSCLC患者

では 21.7カ月)。最後に、Dijonコホートの NSCLC患者から採取したホルマリ

ン固定パラフィン包埋腫瘍から抽出した RNAの RNAseq解析を実施したとこ

ろ、非感染患者と比較して感染患者の腫瘍では単球系細胞数の有意な減少

(図 4C)と I型インターフェロン、IFNγおよび IL-6により誘導される遺伝子発現

の大幅な減少(図 4D)が認められた。これらの結果は、前臨床データ(図 3Dお

よびオンライン補足図 S8C1参照)を想起させるものであり、感染宿主における

H.pyloriによる自然免疫応答の減衰が癌免疫療法の有効性を低下させる可

能性があることを示唆している 30。6.7 15.4 9.3 
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図 4 

(A)Dijon cohort:Dijon コホート(60例)の NSCLC患者における全生存期間

及び全無増悪生存期間。ニボルマブ又はペムブロリズマブ(抗 PD-1モノクロ

ーナル抗体)による治療を受けた NSCLC患者の全生存期間を示す Kaplan-

Meier曲線。ニボルマブ又はペムブロリズマブ(抗 PD-1モノクローナル抗体)
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による治療を受けた NSCLC患者の全生存期間の明確な短縮との関連が認

められた(p=0.001、Coxモデルの単変量の一部としてのWald検定)。

(B)Montreal cohort:Montreal コホート(29例)の NSCLC患者における全

生存期間及び全無増悪生存期間。ニボルマブ又はペムブロリズマブ(抗 PD-1

モノクローナル抗体)による治療を受けた NSCLC患者の全生存期間を示す

Kaplan-Meier曲線。Log-rank(Mantel-Cox)検定*p<0.05。(C)H.pylori感

染は、NSCLC患者の腫瘍中の骨髄系細胞に大きな影響を及ぼす。MCPカ

ウンターソフトウェアを用いて、CD3+T細胞、CD8+T細胞、細胞傷害性リンパ

球、NK細胞、B リンパ球、単球由来細胞(単球系細胞)、骨髄由来樹状細胞、

好中球、内皮細胞及び線維芽細胞の腫瘍浸潤を測定した。我々は、H.pylori

抗体陰性患者の腫瘍では、H.pylori抗体陽性患者と比較して、単球由来細

胞が発現する遺伝子の発現量がかなり高いことを観察した(p=0.01、

Wilcoxon検定)。(D)Gene-set enrichment analysis(GSEA)により、IT中

の NSCLC患者の腫瘍において、I型 IFN、IFNγ及び IL-6によって制御され

る遺伝子の発現量がかなり低いことが明らかにされた。PD-1:programmed 

cell death protein 1。 

17 討論 

本研究では、H.pylori感染がマウスモデルにおいて ICIおよびワクチンベース

のがん免疫療法の活性を部分的に遮断することを示した。機構的には、

H.pyloriが感染宿主の自然免疫応答および適応免疫応答を抑制し、より具体

的には DCの交差提示活性を変化させることで抗腫瘍 CD8+T細胞応答を阻

害することが観察された。さらに、H.pylori抗体陽性は NSCLC患者における

抗 PD 1免疫療法の有効性低下と関連していることを報告した。 

H.pylori感染マウスでは DC活性化過程に欠陥があることが既に報告されて

いる 9-12。これらの DC欠損は、喘息マウスの肺だけでなく胃粘膜、腸間膜リ

ンパ節においても in vivoで観察された 12。注目すべきことに、この H.pylori

による DC低活性化は、喘息マウスにおけるアレルゲン特異的 Th2細胞の活

性化を低下させる。19 34 35本研究では、H.pyloriによる DC欠損が腫瘍特

異的 CD8+T細胞の活性化も低下させるというエビデンスが得られた。

H.pylori感染は DC機能だけでなく、単球および/またはマクロファージの活性

化にも影響を及ぼす。実際、ヒトでは、抗 PD 1治療を受けている NSCLC感

染患者の腫瘍において、単球系細胞数の減少と I型インターフェロン、IFNγお

よび IL-6によって誘導される遺伝子発現の大幅な減少が観察された(図 4C)。

さらに、抗 CT LA 4治療を受けている感染マウスの腫瘍において、活性化単



球数の減少傾向(オンライン補足図 S8)と、ワクチン接種を受けた感染マウス

の血清中における炎症性サイトカインの産生低下が観察された(図 3D)。

H.pyloriが産生する VacA、γ-グルタミルトランスペプチダーゼ、H.pyloriの好

中球活性化タンパク質およびウレアーゼなどの様々な病原因子が骨髄系細胞

の活性を低下させることが報告されている。36追加の実験により、これらの

H.pylori由来因子ががん免疫療法の有効性を低下させる鍵となるか否かが明

らかになる。 

著者らの研究から得られた情報的かつ不可解な知見は、抗ウイルス療法によ

る H.pylori感染の根絶は、がん免疫療法に対する H.pylori誘発性の低反応

性を回復させないというものである。これは、抗ウイルス療法を介した免疫増

強細菌および/または H.pyloriが誘導する免疫系の新生児インプリンティング

37が根絶後も持続する結果である可能性がある。免疫系の機能を持続的に

調節するこのような新生児インプリンティングは、マウスで既に報告されている

38 39。したがって、ワクチン接種などの微生物叢を保護する戦略を用いた

H.pylori除菌は、免疫系がすでにインプリンティングされているため、成功しな

い可能性が高い。 

我々の臨床試験は、欧州と北米の 2つの独立したセンターで実施された。両コ

ホートの結果から、PD-1免疫療法の有効性は NSCLCを有するヘリコバクタ

ー-ピロリ血清反応陽性患者では低いことが明確に示された。この結果が前向

き研究で確認されたという観点からは、2つの重要な臨床的意義がある。第一

に、ヘリコバクター-ピロリ血清反応陽性を検出する血清学的検査は、NSCLC

患者に対する ICIの有効性を予測する上で強力なツールとなる可能性があ

る。今後の臨床試験では、ヘリコバクター-ピロリ血清反応陽性とがん免疫療法

の有効性の低下との間にみられる同様の相関関係を他の種類のがんに罹患

している患者にも適用できるかどうかが確立されるであろう。第二に、ヘリコバ

クター-ピロリ血清反応陽性を交絡因子として考慮することは非常に有用であ

る。交絡因子は、患者の糞便検体中の細菌分類群の同定を妨げ、ICIに対す

る反応に正または負の影響を及ぼす可能性がある。同様に、ヘリコバクター-

ピロリ血清反応陽性は、ICI治療患者における糞便微生物叢移植によってもた

らされる臨床的利益を妨げる可能性もある 40-42。 

要約すると、今回の研究は、がん免疫療法の有効性に関して微生物叢が果た

す主要な役割が認識されていることと一致している 1。しかしながら、今回の研

究では、胃の微生物叢が ICIに対する反応に影響を及ぼすことと、H.pyloriの

血清学的検査ががん免疫療法に関連する患者の治療を個別化するための強

力なツールとなることが初めて明らかにされた。 



18 材料および方法 

19 マウス 

CD45.2+C57BL/6マウスは Charles River(Ecully,France)から入手し、

CD45.1+OT-1 C57BL/6マウスは Gregory Verdeil医師(ローザンヌ大学)か

ら提供を受け、特定の病原体を含まない条件下で飼育され、動物実験はすべ

て動物保護に関する州法に従って実施された。 

20 H.pylori感染症 

マウスに適応させたヒト臨床分離株であるヘリコバクター-ピロリ P49及びヘリ

コバクター-フェリス ATCC 4917943株を、10%ウシ胎児血清(FBS)を添加し

たブレインハートインフュージョン(BHI)を用いて微好気性条件下で培養し、マ

ウスに 2.5×108株のヘリコバクター-ピロリ P49を 2回(4日齢及び 5日齢),又

は 5×107株のヘリコバクター-フェリスを 1回(5日齢)感染させた後、20µLの

BHIを経口投与し、対照群には 20µLの BHIを投与した。コハウジング試験で

は、同じ同腹児にヘリコバクター-ピロリを感染させるか、又は対照として BHI

を投与した新生児を同一ケージ内で離乳させ、感染した同腹児と感染していな

い同腹児に同じ治療を行った。 

21 H.pyloriコロニー形成の評価 

迅速ウレアーゼ試験(Cleartest Servoprax、独)及びヘリコバクター-ピロリコロ

ニー形成単位の定量法を用いて、上述の方法で感染状態を評価した 44。 

22 MC38腫瘍細胞 

Greta Guarda教授(Biochemistry Institute,Lausanne,Switzerland)から提供

された MC38結腸腺癌細胞は、10%FBSおよび 1%ペニシリン/ストレプトマイ

シンを添加した Roswell Park Memorial Institute(RPMI)培地を用いて 37℃、

5%CO2で培養された。 

23 B16-OVA腫瘍細胞 

OVA蛋白を発現する B16-F10マウスメラノーマ細胞(B16-OVA)は、Gregory 

Verdeil医師から提供された 23。細胞は、10%FBS、1%ペニシリン/ストレプト

マイシン、1 mMピルビン酸ナトリウム、10µg/mL G418を添加した RPMI中で

37℃、5%CO2下で培養された。 

24 MC38腫瘍モデルと ICI療法 

MC38腫瘍細胞(5×105)が、新生児期に H.pyloriに感染した CD45.2+成熟雄

マウスの剃毛した側腹部皮膚に皮下注射された。このマウスには、IgG2bアイ

ソタイプ(クローン MPC-11,BioXCell)または抗マウス抗 CT LA 4(クローン



9D9,BioXCell)のいずれかを含む 100μLの PBSが単独で、あるいは抗マウ

ス抗 PD-L 1(クローン 10F.9G2,BioXCell)との併用で腫瘍移植後 7日目、10

日目、13日目および 16日目に投与された。初回は 200μg、以降 3回は

100μgの抗体が腹腔内に注射された。腫瘍移植後 7日目以降は 2-3日毎

に、Vernier callipperを用いて腫瘍体積が縦横に測定された(オンライン補足

図 S1A,B参照)。 

25 AOM/DSS結腸癌モデルと ICI療法 

感染および非感染 C57BL/6マウスに 8週齢時に AOMが腹腔内投与され、

45匹のマウスに 3回の DSSが経口投与され、DSSの最終投与から 10日後

に抗 CT LA 4抗体 100μg(3日間隔で 5回)がマウスに注射され、抗 CT LA 4

抗体の最終投与から 7日後に殺処分された(オンライン補足図 S1D参照)。殺

処分時には、結腸内の腫瘍数を数えた 25。 

26 がんワクチン接種モデル 

B16-OVA メラノーマ細胞(2×105細胞)を、H.pyloriまたは H.felisに新生児感

染させた雌 CD45.2+マウスの剃毛した側腹部皮膚に皮下注射した 6日後に、

CD8a+T細胞分離キット(MACS,Miltenyi Biotec 

GMBH,Solothurn,Switzerland)を用いてリンパ節及び脾臓から CD45.1+OT-

1 CD8+Tリンパ球を分離した後、OT-1 CD8+T細胞(1×106細胞)を接種マウ

スに静脈注射により移入し、翌日には Ovaペプチド(SIINFEKL)10µg及び

CpG 50µgを 100µL PBSに溶解して接種した。OVA+CpGワクチン接種当日

と 24時間後に抗 IFNγ中和抗体(250µg/γ中和抗体(µg/用量、XMG1.2クロ

ーン、BioXcell)を腹腔内投与して、ワクチンによる腫瘍コントロールにおける

IFNγの生物学的役割を評価した(オンライン補足図 S1G参照)。腫瘍移植後

7日目から 2-3日毎にバーニヤカリパスを用いて腫瘍体積を長さと幅に従って

測定した(オンライン補足図 S1C参照)。フローサイトメトリー分析のために、腫

瘍移植後 15日にマウスを犠牲にした。Verdeilローザンヌ大学 

27 抗菌薬治療 

H.pylori感染は、2種類の抗菌薬(アモキシシリン 28.6 mg/kg/日およびクラリ

スロマイシン 14.3 mg/kg/日)とプロトンポンプ阻害薬(オメプラゾール

400μmol/kg/日)の併用(オンライン補足の図 S1Fを参照)により除菌された

46。治療は 7日間継続し、殺処分時の除菌効果は管理された(オンライン補足

の図 S2Bを参照)。 

28 糞便移植 



感染マウスおよび非感染マウスにエンロフロキサシン、アモキシシリンおよびク

ラブラン酸を 3週間投与し 47、感染マウスの糞便 100 mgを毎日 5日間経口

投与した 48。最後の糞便投与から 2週間後に B16-OVA黒色腫モデルを開

始した(オンライン補足図 S1E参照)。 

29 CFSE標識 

OT-1マウスのリンパ節および脾からプールした OT-1 CD8+T細胞を温 PBS

で 2回洗浄した後、温 PBS(2μM)で希釈したカルボキシフルオレセインスクシ

ンイミジルエステル(CFSE,Enzo Life Sciences,Lausen,Switzerland)と 37℃

で 10分間インキュベートした後、細胞を冷 PBSで 1回洗浄し、10%FBSを添

加した RPMIで 2回洗浄した。49個の CFSE標識細胞を in vivo OT-1 

CD8+T細胞増殖試験および in vitro交差提示試験に用いた。 

30 In vivo OT-1 CD8+T細胞の増殖 

成熟 CD45.2+C57BL/6マウスに B16-OVA細胞 2×105個を皮下注射した 6

日後に、CFSE標識 CD45.1+OT-1 CD8+T細胞 1×106個を静脈内注射で

移入し、翌日に腫瘍の対側に OVAペプチド(SIINFEKL)10µgと CpG 50µgを

含む 100µL PBSを皮下注射で免疫した。postimmunisation 3日目にマウス

を殺処分し、tdLNを採取してフローサイトメトリー分析用に処理した。CFSE希

釈液の分析では、CD45.2;CD45.1;CD3および CD8に対する抗体で細胞を

染色した。詳細については、オンライン補足法のフローサイトメトリーの項を参

照のこと。 

31 in vivo殺作用試験 

in vivo殺細胞試験は、Trompette et al.50に記載されているように、CFSEで

標識した標的細胞を静脈注射することにより実施した。脾細胞に OVAペプチ

ド(200μM)を負荷するか、負荷をかけずに 0.5μMまたは 5μMの CSFEで標

識した。2つの標識細胞集団を 1:1の比率で混合してレシピエントマウスに静

脈注射した(オンライン補足図 S1H参照)。14時間後にレシピエントマウスの

脾臓を回収し、CFSElow分画と CFSEhigh分画の比率をフローサイトメトリー

により測定し、OT-1細胞の殺細胞活性を評価した。 

32 CD11c+DC分離 

H.pylori感染及び非感染 CD45.2+C57BL/6マウスの脾臓を採取し、コラゲナ

ーゼ IV(Sigma)及び DNase(Sigma)を加えて 37℃で 20分間インキュベートし

た後、脾臓を 40μmのセルストレーナーでろ過し、10%ウシ胎児血清(FCS)を

添加した RPMIで洗浄し、細胞を MACS緩衝液で洗浄した後、Pan樹状細胞

単離キット(MACS,Miltenyi Biotec GMBH)を用いて CD11c+DCを単離した。 



33 Ex vivo交差プレゼンテーション試験 

CFSEで標識した OT-1 CD8 mmピルビン酸ナトリウム、0.05 mMβ-メルカプ

トエタノール及び 10 mM HEPESを添加した RPMI中で、CFSE標識 OT-1 

CD8+T細胞(2×105個)を 2×105個の CD11c+DCとともに in vitroで培養

し、37℃で 72時間培養後、細胞を回収し、フローサイトメトリーにより分析し

た。EndoFit 

34 血清中の炎症性サイトカインの定量 

LEGENDPlexマウス炎症パネルキット(Biolegend,740446)を用いて、

OVA/CpG免疫後の様々な時点で非感染マウスと感染マウスの血清中の広

範囲のサイトカインを測定し、LSRFortessa細胞分析装置(BD,San 

Jose,California,USA)を用いてデータを収集し、Biolegend社の LEGEND's 

plex data analysis softwareを用いて解析した。 

35 H.pylori IgG ELISA 

ELISA検査のプロトコル(H.pylori IgG ELISA Kit,Genesis Diagnostics)に従

い、患者血漿中の H.pylori IgG抗体を定量し、マイクロプレートリーダー

(Tecan,Infinite M200 Pro)を用いて波長 450 nmにおける吸光度(OD)を測定

した。 

36 統計解析 

GraphPad Prism V.8gを用いて群間の有意水準を計算するために、スチュー

デントの t検定(対になっていない両側検定)、Mann-Whitney検定又は二元配

置分散分析(two-way analysis of variance)検定が用いられた。グラフ及び図

の凡例には、群間の有意水準に関する注釈が付けられている。 

37 Dijon atientコホート 

このコホートには、フランスの 3つの大学病院から IIIB期または IV期の

NSCLCを有し、過去に 1～2ラインの化学療法を受けたことのある 60人の患

者が組み入れられ、全員がプラチナベースの一次治療による治療を受けた。

上皮成長因子受容体、未分化リンパ腫キナーゼ、B-Raf癌原遺伝子セリン/ト

レオニンキナーゼ、ROS1腫瘍原性腫瘍は認められなかった。進行が認めら

れた患者にはニボルマブ 3 mg/kgを 2週間毎に単独で静脈内投与し、4サイ

クル毎に CTスキャンにより腫瘍反応を評価した。腫瘍は採取、保存され、患

者から文書による同意を得た上で使用された。臨床的特徴をオンライン補足表

1に示す。 

38 生存曲線 



単変量および多変量 Cox比例ハザードモデルが構築され、95%信頼区間を

用いてハザード比が推定された。臨床変数のうち、年齢、性別、WHO 

performance status、組織型が評価されたが、有意ではなかった(p値

>0.05)。 

生存確率は Kaplan-Meier法を用いて推定し、生存曲線はログランク検定を用

いて比較した。統計解析は Rソフトウェア(http://www.R-project.org/)を用いて

実施し、グラフは GraphPad Prism V.7.03を用いて作成した。 

39 モントリオール患者コホート 

IC Iによる治療を受けている転移性 NSCLC患者(n=29)が前向き試験に組み

入れられた(オンライン補足表 2)。これらの患者から採取された血液および便

検体は、Montreal lung cancer biobank(Ethics protocol 18.085 

17.035,Montreal,Canada)を介して収集された。試験登録前に、全ての患者

からインフォームド・コンセントが得られた。臨床的特徴をオンライン補足表 2

に示す。CRCHUM 

40 データ利用可能性に関する声明 

妥当な要請があれば、データを入手できる。 

41 倫理声明 

42 公表に関する患者の同意 

必要ない。 

43 倫理面の承認 

治験実施計画書は病院の倫理委員会の承認を受け、ヘルシンキ宣言のガイド

ラインに従って実施された。 
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