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要約
マルチカラーフローサイトメトリーの使用は、血液がんや固形がん

の患者診断や治療経過観察の方法を変える可能性を秘めていま

す。個々の細胞において同時測定できるパラメーター数の増加に

伴い、臨床でのフローサイトメトリーアプリケーションの可能性や

影響力は飛躍的に増大しています。このアプリケーションノートで

は、10カラー BD FACSLyric™ フローサイトメーターのマルチパ
ラメーター性能に焦点を当てます。BD FACSLyric™ システムと
BD FACSuite™ ソフトウェアを使用し、健康なドナー由来の末梢
血単核細胞（peripheral blood mononuclear cell：PBMC）にお
ける免疫チェックポイント受容体パネルの発現変化を解析しま 

した。免疫チェックポイントマーカーの発現評価は、候補となる

治療法の選択における情報または、免疫調節薬投与中の患者に

おける治療効果のモニタリングに役立つ可能性があります。この

アプリケーションノートでは、PBMCの ex vivoでの刺激により、
CD3+ T細胞とCD3–リンパ球の双方において免疫チェックポイン

ト受容体の発現レベルが顕著に上昇したことを紹介します。発現

レベルの変化は、刺激時間また刺激濃度に依存していました。

BD FACSLyric™ フローサイトメーターはユーザーに有用な 10カ
ラー解析のデザインまた情報性の高い内容を含むデータの取得

を可能にします。

BD FACSLyric™ フローサイトメーター
製造販売届出番号 07B1X00003000161
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はじめに
臨床におけるフローサイトメトリーは、1980年代に初めてヒト免
疫不全ウイルス感染患者を管理するために使用されました。1-4  
以来、マルチカラー免疫プロファイリング研究の可能性と医療に

与える影響は飛躍的に増大しています。

機器や蛍光色素の性能における重要な進歩、臨床アプリケー

ションの拡大、および最先端のコンピューターテクノロジーを駆

使したデータ分析により、ユーザーは情報性の高い内容を含む

患者データをルーチンで迅速に取得できるようになりました。5-7 
がん患者の診断や管理の手法として、マルチカラーフローサイト

メトリーの使用は特に成功を収めています。例えば EuroFlow 
Consortiumは、臨床的に妥当性が確認また標準化された 8カ
ラーの抗体パネルとして開発され、白血病やリンパ腫の患者の

分類における診断補助として使用されています。8

また、マルチカラー試薬パネルは、急性骨髄性白血病や慢性リン

パ性白血病の患者における微小残存病変の追跡にも役立つ可能

性があります。9-11

がんの特徴として、免疫応答の回避があげられます。12

腫瘍細胞は複数のメカニズムを駆使し、腫瘍微小環境における

発現抗原に対する T細胞の応答を抑制することがあります。13, 14 
例えば、腫瘍抗原による慢性的また持続的な刺激により、腫瘍

組織に浸潤した活性化 CD8+ T細胞の表面には免疫抑制能を持
つ PD-1（programmed cell death 1、CD279）の発現が増加し
ます。PD-1のリガンドである PD-L1（CD274）の腫瘍細胞での
発現は、エフェクター T細胞の活性を抑制し、それによって抗腫
瘍免疫応答を減弱させます。15

PD-1：PD-L1相互作用の阻害療法は、メラノーマ患者において
持続的な臨床反応と腫瘍退縮を誘発します。16-18 PD-1：PD-L1相
互作用以外にも多くの抑制または促進経路があり、免疫応答の

状況における特定の T細胞の活性化または逆の不活性化を総体
的に決定しています。こうした経路のいくつかを図 1に示します。

10個またはそれ以上のパラメーターを個々の細胞において検出
できる高性能なフローサイトメーターの登場は、がん免疫療法の

推進に初期から貢献しました。例えば、メラノーマ患者検体のマ

ルチカラー免疫プロファイリングでは、PD-1highCD8+ T細胞は抗
PD-1療法の効果と相関し無増悪生存期間の継続が認められ、腫
瘍への浸潤の頻度増加を示しました。14 さらに別の研究では、抗
PD-1療法を行ったメラノーマ患者では標的療法の患者に比べ、
腫瘍生検標本中に CD8+ T細胞の頻度が増加していることが示さ
れました。20 こうした成功にもかかわらず、抗 PD-1療法は少数
の患者にしか反応しないようです。つまり、これらの研究が示唆

することは、最適な免疫療法を選択する際また、免疫チェックポ

イント阻害剤に対する患者の臨床反応を予測する際に信頼性の

高いバイオマーカーが必要でありながら、まだそのニーズは満た

されていないということです。21

このアプリケーションノートでは、10カラー BD抗体パネルを用い
た活性化末梢血 T細胞における免疫チェックポイント受容体の特
徴評価および定量法について説明します（図 1参照）。健康なド
ナー由来の PBMCを phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA） + 
ionomycin、抗 CD3抗体 +抗 CD28抗体（CD3 + CD28）、ま
たは phytohemagglutinin（PHA）で刺激しました。データの取
り込みと解析は、BD FACSuite™ ソフトウェアで行いました。免疫
チェックポイント受容体の発現は培養時間や刺激の条件によって

制御されることを示します。PHAや CD3 + CD28刺激に比べ、
PMA + ionomycin刺激は免疫チェックポイント受容体の発現に
最も顕著な変化を引き起こすことが観察されました。腫瘍浸潤に

おける免疫チェックポイント受容体発現の 10カラープロファイ
リングにより、治療法の選択に関する情報や、免疫調節薬による

患者の治療効果のモニタリングに役立つ可能性を示します。

図 1　特定の T細胞の相対的免疫応答性は、組織マクロファージ、抗原提示細胞（樹
状細胞など）、腫瘍細胞との細胞間相互作用を通じて生じる抑制性および刺激性シグナ

ルの組み合わせによって決まります。

（図の出展：Shin et al19）
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方法

健常人ドナーの PBMC刺激および 
細胞培養条件

96ウェルプレートをリン酸緩衝生理食塩水（PBS、非刺激コントロー
ル）、または抗 CD3 ε抗体（クローン UCHT1、BD Biosciences
カタログ番号：555329）の濃度 0.5 µg/mL（低）、2.0 µg/mL（中）、
8.0 µg/mL（高）にて各ウェルを 250 µL使用し、コーティングし
た。コーティングしたプレートを 37℃、5% CO2で 2時間インキュ
ベートし、4°Cで一晩冷却した。翌日、すべてのウェルを PBSで
2回リンスした。健常人ドナー由来の新鮮な PBMCは、BDバキュ
テイナ® CPT™ 単核球分離用採血管を用いて分離した。3人のド
ナーから採取した PBMCは 10% FCSを含む DMEM（Dulbeccoʼs 
Modified Eagle Medium）にプールされ、非刺激コントロール
または CD3でコーティングされたウェルに、各ウェルにつき 3×
105 cells/250 µLで播種した。PBMCの播種後、抗 CD3抗体を
含むウェルには 2 µg/mLの抗 CD28抗体を添加した。対照群の
PBMCのウェルでは、PBSに PHAの濃度を 1 µg/mL（低）、 
3 µg/mL（中）、5 µg/mL（高）加えたもの、または PBS + 500 
ng/mL ionomycinに PMAの濃度を 5 ng/mL（低）、50 ng/mL
（中）、500 ng/mL（高）加えたものでインキュベートした。インキュ
ベートは 37℃、5% CO2で 12時間または 24時間培養。実験
条件、ウェルはトリプリケートで調製し、3ウェルから得られた細
胞をプールし、染色を行った。

BD FACSLyric™を用いた 
データの取得と解析

インキュベーション後、プレートのトリプリケートウェルの細胞を

12× 75 mm, 5 mLチューブにプールし、各培養条件の細胞を 
1本の染色用チューブに集めた。これを遠心（300 gで 7分）
して細胞をペレットにし、PBSで 2回洗浄した。次に、洗浄した
細胞を表 1の 10カラー抗体パネルで染色した。染色は室温、
低光量の条件下で 30分間、BD Horizon™ Brilliant Stain Buffer
（BD Biosciencesカタログ番号：659611）でインキュベートした。
染色後、PBMCを PBSで 2回洗浄し、300 gで 7分間遠心した。
細胞ペレットを染色バッファーに懸濁し、10カラー BD 
FACSLyric™ フローサイトメーター（4-3-3コンフィグレーション）
を使用して測定した。機器設定では lyse/washを調整して使用し
た。データの取得と解析は BD FACSuite™ ソフトウェアで行った。

結果
活性化 T細胞において発現する免疫チェックポイント受容体に対し、10種の特異的な蛍光色素標識抗体（すべて BD Biosciences製品）
を使用しパネルをデザインした。表 1に示すように、パネルには次のものが含まれています：白血球受容体 CD45、T細胞コレセプター
CD3、主要組織適合遺伝子複合体クラス II受容体 HLA-DR、共刺激受容体 CD28、および免疫チェックポイント受容体 CTLA-4（cytotoxic 
T-lymphocyte antigen：CD152）、OX40（CD134）、4-1BB（CD137）、PD-1（CD279）、B7-2（CD86）、PD-L1（CD274）。

標的抗原 別名 クローン 蛍光色素 BD カタログ番号

1 CD45 PTPRC 2D1 APC-H7 560178

2 CD3 n/a SK7 PerCP-Cy™5.5 340949

3 HLA-DR n/a G46-6 BD Horizon™ BV510 563083

4 CD28 n/a CD28.2 PE-Cy™7 560684

5 CD134 OX40 ACT35 PE 555838

6 CD137 4-1BB 4B4-1 APC 550890

7 CD274 PD-L1 M1H1 FITC 558065

8 CD86 B7-2 2331 Alexa Fluor® 700 561124

9 CD152 CTLA-4 BNI3 BD Horizon™ BV421 562743

10 CD279 PD-1 EH12.1 BD Horizon™ BV605 563245

表 1　活性化 T細胞における免疫チェックポイント受容体の特徴評価および定量法の 10カラー抗体パネル。
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エフェクター T細胞の機能は、複数ある受容体のライゲーション
により誘起されるシグナル経路によって制御されています。これ

らのシグナルは促進または抑制のどちらかの作用を有します。例

えば、CD134/OX40や CD137/4-1BBのライゲーションは T細
胞の増殖、生存、機能活性を促進します（図 2参照）。逆に、
CTLA-4/CD152や PD-1/CD279のライゲーションはアポトーシ
ス、アネルギー、機能疲弊を促し、活性化 T細胞のエフェクター
機能を低下させます。つまり、こうした複雑性から、活性化した

T細胞で発現する多様な免疫チェックポイント受容体パネル（ア
ゴニスト、アンタゴニストの両方）を選択することで、免疫チェッ

クポイント阻害剤に対する患者応答を予測するバイオマーカーを

特定できる可能性があります。

図 3には 10カラーの免疫チェックポイント受容体パネルのゲー
ティングストラテジーを示します。簡潔に、CD45+リンパ球を

CD3+の T細胞（オレンジ色のゲート）とCD3–の細胞（青色のゲー

ト）に分けます。次に CD134、CD137、PD-L1/CD274、HLA-
DR、CD86、CD152、PD-1/CD279の発現を両細胞集団におい
て定量します。

図 3に示すように、PMA + ionomycinで刺激したリンパ球で 
は非刺激コントロールに比べ、CD134、CD137、PD-L1/
CD274、HLA-DR、CD86、CD152、PD-1/CD279の発現が増
加することが分かり、このデータは公表されている結果とも一致

しています。32 例えば、CD3+リンパ球（オレンジ色のゲート）では、

中濃度の PMA（50 ng/mL） + ionomycin刺激によりCD134の
発現が増加（41.8%陽性）しますが、これは低濃度刺激の PMA
（5 ng/mL） + ionomycinまたは非刺激コントロールの条件と比較
しより高い数値（それぞれ 20.3%および 0.6%陽性）となってい
ます。これに比べ、活性化により誘起される CD134の発現増加
は CD3–（青色のゲート）では抑えられています（中濃度 PMA
刺激では 9.9%陽性、低濃度 PMA刺激では 1.9%、非刺激コン
トロールでは 0.7%）。同様に、PD-L1/CD274の発現は CD3+ T
細胞では顕著に増加していますが（中濃度 PMA刺激では 43.7%
陽性、低濃度 PMA刺激では 20.2%陽性、非刺激コントロール
では 2.6%陽性）、CD3–リンパ球ではそれほど増加していません

（中濃度 PMA刺激では 24.5%、低濃度 PMA刺激では 16.6%、
非刺激コントロールでは 16.5%）。最後に、活性化により誘起さ
れた CD137の発現は CD3+ T細胞とCD3–リンパ球とでは似た

パターンを示した（高濃度 PMA 刺激でそれぞれ 73.9%、
77.8%）。CD28の発現には変化がありませんでした（データは
記載せず）。

OX40/CD134
T細胞共刺激受容体 CD134のライゲーションは、T細胞の
増殖、生存、機能活性を促進することで、活性化後の T細
胞応答を向上させることが示されています。22 アゴニストの
抗 CD134抗体は患者の抗腫瘍免疫応答を促進する可能性
があります。23 CD134は活性化 T細胞や活性化好中球で発
現します。24

4-1BB/CD137
共刺激受容体 CD137のライゲーションは T細胞の増殖、サ
イトカイン産生、サイトカイン活性、生存を増進します。25 

CD137は活性化 T細胞、樹状細胞、NK細胞、顆粒球に発
現します。4-1BBアゴニストは患者の抗腫瘍免疫応答を促進
する可能性があります。26

PD-L1/CD274
PD-L1/CD274は活性化 T細胞、NK細胞、マクロファージ、
樹状細胞、B細胞に発現します。CD274のライゲーション
は活性化 T細胞の増殖を抑制し、エフェクターサイトカイン
の産生を減少します。27

HLA-DR
HLA-DRはMHCクラス IIの細胞表面受容体で、単球、B
細胞、樹状細胞、活性 T細胞に発現します。HLA-DRの主
な機能はペプチド抗原を T細胞に提示します。28

B7-2/CD86
共刺激受容体 CD86は抗原提示細胞や活性化 T細胞に発現
します。29 CD86は CD28とCTLA-4のリガンドで、この 2つ
の受容体はそれぞれ、休止 T細胞と活性化 T細胞で発現し
ます。31

CTLA-4/CD152
CD152は活性化 T細胞で発現し、T細胞活性の負の調節因
子として機能します。31 また CTLA-4は NK細胞や顆粒球に
おいても発現します。30 CTLA-4のライゲーションを阻害する
モノクローナル抗体は、メラノーマや肺がんの治療に使用さ

れています。31

PD-1/CD279
CD279はアポトーシス、アネルギー、機能疲弊を促進する
ことで T細胞の活性化を抑制します。27 PD-1は活性化 T細
胞、B細胞、単球の細胞表面に発現します。

図 2　活性化 T細胞で発現する免疫チェックポイント受容体
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A B

図 3　 10カラー免疫チェックポイント受容体パネルの 
ゲーティングストラテジー

A. SSClowFSChighに位置する白血球（緑色ドット；上段プロット）か

らCD45+のリンパ球（赤色ドット；中段プロット）をゲーティングし、

次に CD3–（青色ピーク；下段プロット）とCD3+（オレンジ色ピー

ク；下段プロット）リンパ球に展開した。3人の健常人ドナーから
プールした PBMCをウェルに播種し、「方法」の項に記載の方法
で刺激しました。刺激条件ごとにウェルから PBMCを回収して染
色した。代表的なデータを示す。

B. CD134、CD137、PD-L1/CD274、HLA-DR、CD86、CD152、
PD-1/CD279の発現を CD3+ T細胞（オレンジ色）とCD3–（青色）

リンパ球で評価した。健康なドナー由来のPBMCを、ネガティブコン
トロールとして PBSのみで 12時間刺激（左列）、5 ng/mL PMA
と500 ng/mL ionomycinを加えた PBSで 12時間刺激（中列）、
50 ng/mL PMAと500 ng/mL ionomycinを加えた PBSで 12時
間刺激（右列）を行った。プロットでは、それぞれのマーカーに

対して陽性となる CD3+細胞（オレンジ色）とCD3–細胞（青色）

の割合を示す。

データの取得と解析はすべて BDFACSuite™ ソフトウェアで行った。
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図 4　長時間刺激によるチェックポイントマーカー発現
健康なドナー由来の PBMCを抗 CD3抗体でコーティングした 96ウェルプレートで刺激培養した。抗
体濃度は三段階、0.5 µg/mL（低）、2.0 µg/mL（中）、8.0 µg/mL（高）。抗 CD28抗体は濃度 2 µg/
mLで添加した。また、PBMCの PHAによる刺激培養を行った。PHA濃度も三段階、1 µg/mL（低）、
3 µg/mL（中）、5 µg/mL（高）。さらに、PMAによる PBMC刺激培養も行った。三段階の PMA濃度
5 ng/mL（低）、50 ng/mL（中）、500 ng/mL（高）、500 ng/mL ionomycin含む。刺激を与えてい
ない PBMC（UNT）をコントロールとして使用した。CD3+ T細胞の結果を示す。

PMA（中濃度 50 ng/mL） + ionomycin刺激
によりCD3+ T細胞では、CD134、CD137、
PD-L1/CD274、HLA-DR、CD152、PD-1/
CD279の顕著な発現増加を引き起こすこと
が認められたが、CD86では認められなかっ
た。次に、BD FACSLyric™ を使用した 10色
マルチカラー解析を発展し、刺激条件をさら

に追加した。図 4に示すように、健常ドナー
由来の PBMCを PBSのみ（未処理のコント
ロール（UNT））、および次の３種類の刺激
条件で培養した：抗 CD3 +抗 CD28抗体
（CD3 + CD28、青線）、PHA（赤線）、PMA 

+ ionomycin（緑線）。３種の活性化刺激は
それぞれ、刺激濃度を変えて実施し（低、中、

高）、PBMCを 12時間または 24時間刺激
した。

結果、CD3+ T細胞における CD134、PD-
L1/CD274、CD152、PD-1/CD279 の発現
増加は 12時間の PMA + ionomycinによる
活性と PHAによる活性では同様の結果を得
た。逆に、PMA + ionomycinでは PHAの刺
激に比べ、12時間の低濃度と中濃度の刺激
で CD137の発現が顕著に増加した。

最後に、CD3+ T細胞は中濃度（50 ng/mL）
の PMA + ionomycinで 24時間刺激した際
に、HLA-DR、CD86、CD152、PD-1/
CD279の陽性率が最も高くなることが観察
された。測定したほとんどの受容体において、

CD3 + CD28 刺激による発現増加率は、
PMA + ionomycinや PHAによる刺激に比べ
て低くかった。
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結論
免疫チェックポイント療法は、腫瘍微小環境にある細胞を標的とする T細胞の活性抑制能を有する受容体経路を阻害します。免疫組織
染色とは異なり、マルチカラーによる免疫プロファイリングでは表現型と機能の両方を調べることができるため、T細胞活性状態のより
詳細な特性評価が可能です。抗 PD-1や抗 CTLA-4の単独療法は治療患者のごく一部にしか効果がないと思われることから、患者選
択に関する情報や治療効果のモニタリングに役立つ、信頼性の高い予測バイオマーカーを特定する必要性があります。BD FACSLyric™ 
とBD FACSuite™ ソフトウェアを組み合わせることで、有用な 10色マルチカラー解析を行い情報性の高い内容を含む有意義なデータ
を取得できることが、本研究のデータで示されています。また、本研究で示した結果から、免疫チェックポイント阻害薬の開発におけ

るさまざまな治療法の有効性を測定するための有用な手段が得られる可能性があります。
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