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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、neoantigenをターゲットとした肺癌個別化ワクチンの開発である。
そのためにまず、肺癌患者の手術検体から腫瘍特異的遺伝子変異を同定し、MHC結合予測プログラムを用いて患
者ごとのneoantigen候補を予測するアルゴリズムを構築した。さらにRNAseqデータを用いて変異mRNAの発現を伴
う候補に絞り込み、合成した変異ペプチドワクチンと健常人ドナーPBMCを用いて免疫原性を評価した。さらに、
neoantigenワクチンを含む免疫制御法の個別化に向けて、患者ごとの癌免疫サイクルの状態を評価するためのイ
ムノグラムを開発した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to develop personalized lung cancer vaccine 
targeting neoantigens. We established an algorithm to estimate individual potential neoantigens from
 cancer specimens using somatic mutation analysis and MHC binding predictions. Potential neoantigens
 were further prioritized using RNAseq data. Immunogenicity of predicted neoantigens were evaluated 
using healthy donor PBMC. Additionally, aiming for the personalized immunotherapy of lung cancer 
including neoantigen vaccines, we developed an immunogram to evaluate and visualize cancer-immunity 
cycle status in each patient.  

研究分野：肺癌
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１．研究開始当初の背景 
肺癌は癌死因の第１位であり、日本におけ

る年間死亡者数は７万人を超える。全患者の
7 割を占めるとされる切除不能進行非小細胞
肺癌や術後再発に対しては、化学療法、分子
標的薬を中心とした治療が行われるが、予後
は不良である。 

癌患者は一般的に免疫抑制状態にあり、が
んに対する抗腫瘍免疫応答は様々な機序で抑
制されている。その一つに、腫瘍が、本来免疫
応答を制御する免疫チェックポイント分子
（CTLA-4, PD-1/PD-L1 など）を発現/誘導す
ることがあげられる。有効な抗腫瘍免疫応答
を誘導するためには、このような分子の制御
が必要である。近年これらを阻害する抗体治
療薬が開発され、様々な癌種で臨床試験が行
われてきた。そして抗 PD-1/CTLA-4 抗体治療
の臨床試験において、体細胞変異に由来する
新生抗原(neoantigens)に対する免疫応答の
増強が、治療効果に関与している可能性が高
いというエビデンスが蓄積されてきた。1,2 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、neoantigens をターゲ
ットとした肺癌個別化ワクチンの開発であ
る。本研究では neoantigens を予測するた
めのアルゴリズム構築、絞られた候補にお
ける免疫原性の評価、neoantigen ワクチン
の適応評価および免疫制御法の個別化に向
けての多角的評価法の構築を行った。  
 
３．研究の方法 
(1) 検 体 採 取 か ら DNA/RNA を 抽 出 し
neoantigen候補を予測するアルゴリズムを構
築すべく、実際の肺癌患者の腫瘍組織を用い
て、neoantigen の候補となる遺伝子変異を同
定した。原発性肺癌 20 例に対して、腫瘍およ
び正常肺から DNA/RNA を抽出し、次世代シー
ケンサーを用いて whole-exome sequencing 
(WES), RNA sequencing (RNAseq)を行った。
まず、WES データを用いて腫瘍特異的遺伝子
変異を同定した。MHC 結合能予測プログラム
を用いて固有抗原候補に絞り込むパイプライ
ン を 構 築 し た 。 そ こ か ら 予 測 さ れ る
neoantigen 候補のうち、共通抗原として簡便
に絞り込み可能なものがいくつあるか検討し
た。共通変異のリスト作成にあたり既存のオ
ンラインデータベース Catalogue of Somatic 
Mutations in Cancer (COSMIC）を利用した。 
(2) WES データから得られた neoantigen 候補
を、RNAseq データを組み合わせることで実際
に発現する neoantigen 候補に絞り込むアル
ゴリズムを作成した。 
(3) 予測された neoantigen 候補が、実際に
免疫原性のあるエピトープを包含するか確
認するために、neoantigen 候補ペプチドを
合成し、健常人ドナーPBMC を刺激して
IFNγ産生能を評価した。 
(4)Neoantigenワクチンの適応評価を含めて、
患者毎の癌免疫状態を評価することが重要で

ある。Neoantigen の絞り込みに加えて、癌免
疫サイクル(Cancer-Immunity Cycle)に関連
した gene set enrichment 解析や免疫関連遺
伝子に関する発現変動解析を行った。これら
複数の解析結果をスコア化した後に統合し、
レーダーチャートを用いて可視化を行い、腫
瘍内免疫応答に関する多角的解析アルゴリズ
ムを構築した。 
 
４．研究成果 
(1) 東大病院呼吸器外科で手術を実施した原
発性肺癌 15 例に対して、腫瘍および正常肺か
ら DNA を抽出し、WES を行った。変異解析ソフ
ト Mutect, Varscan2 を使い合計 3016 個の腫
瘍特異的ミスセンス変異を同定した。続いて、
これらの各変異に由来する変異ペプチドが患
者にとって抗原となり得るか、MHC クラス I結
合予測プログラム netMHCpan を用いて評価し、
合計1875個のneoantigen候補が同定された。
この 1875 個の neoantigen 候補の中で、今回
の 15 例の肺癌患者間で共有されているもの
は一つもなかった。さらに、既存の癌遺伝子
変異データベース COSMIC から得られた頻度
の高いドライバー変異に由来するneoantigen
候補(off-the-shelf potential neoantigen)
が、今回の肺癌患者で同定された neoantigen
候補に含まれているかを検証した。同定され
た 1875 個の neoantigen 候補のうち、データ
ベースから予測された仮想 neoantigen と一
致したものは 4 個（3 症例）のみであった。
TruSeq-Amplicon Cancer Panel (Illumina
社)および Oncomine Comprehensive Assay 
(Thermo Fisher Scientific 社)の２つのター
ゲットシーケンスパネルを用いた場合に同定
可能な neoantigen 候補も高々32 個に過ぎな
かった（図１）。従って、neoantigen 候補の大
半が患者固有のものであり、共通変異抗原を
標的とした neoantigen ワクチン開発は戦略
として望ましくないことが示唆された。 

図 1. 15 例の肺癌患者において in silico に予測

された neoantigen 候補の数. (文献 3より) 

 

(2) WES データと RNAseq データを組み合わせ
た効率的な neoantigen 候補への絞り込み法
の検証にあたり、肺癌手術症例 4例の次世代
シーケンスデータを用いた。WES で同定され
た体細胞変異のリストについて、変異を含む
領域の cDNA を PCR で増幅し、キャピラリー



シーケンスとアンプリコンシーケンスを実施
した。そこで確認された変異 mRNA の発現
を、RNAseq データから予測し、妥当性を検
証した（図２）。 

図 2. トランスクリプトームシーケンス(RNAseq)

を組み合わせた網羅的固有抗原予測アルゴリズム 

(文献 4より) 

 

RNAseq において変異アリル頻度(variant 
allele frequency; VAF)≧4%の遺伝子変異に
絞り込むことで、WES データのみを使用する
のと比較して、実際に発現のある変異 mRNA を
的確に予測することができた(陽性的中率92%、
陰性的中率 83%) (表１)。 
 

表 1.各変異アリル頻度カットオフ値における 

変異 mRNA の的中率(文献 4より) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(3) この 4 例のうち HLA-A2 をもつ患者 2
例について、予測された HLA-A2 拘束性
neoantigen 候補の免疫原性を検証した。
HLA-A2 拘束性 neoantigen 候補は合計 36
個であり、そのうち 27 個の変異について、
変異・正常ペプチドを合成した。3 人の健常
人ドナー由来 PBMC を各変異ペプチドで
刺激し、10 日間培養した。培養したリンパ
球を変異ペプチドまたは対応する正常ペプ
チドで刺激し、IFN-γ産生量を測定した。
変異ペプチドには反応するが、正常ペプチ
ドには反応しない場合に、変異ペプチド特
異的な免疫原性を有すると判断した。結果、
一人のドナー由来 PBMC において、2 個の
変異ペプチド特異的な免疫原性が確認され
た(図３)。 

図 3. 健常人ドナーPBMC における neoantigen 

候補ペプチド刺激による IFNγ産生能 

(文献 4より) 

 
(4) Neoantigen を標的とした癌ワクチン
や抗 PD-1 抗体、あるいはその組み合わせ
による複合的免疫治療の開発が急がれてい
る中、最適な癌治療を行うためには、患者毎
の癌免疫状態を明らかにすることが求めら
れている。肺癌手術症例 20 例に対し、前項
までの neoantigen 候補の絞り込みに加え
て、RNAseq データを用いた腫瘍浸潤リンパ球
予測および免疫関連遺伝子の発現変動解析を
行い、T 細胞性免疫応答に重要な癌免疫サイ
クル(Cancer-Immunity Cycle)の各ステップ
の状態を in silico で評価し、レーダーチャ
ートで表した（イムノグラム）（図 4）。 

図４.患者ごとの癌免疫サイクルの状態を 

評価するためのイムノグラム 

(文献 5より) 
 
全 20 例のイムノグラムを図５に示す。一人一
人の患者のイムノグラムは多彩なパターンを
示した。 

図 5.肺癌患者 20 例におけるイムノグラム 

(文献 5より) 



その中で、豊富な T 細胞浸潤で特徴づけられ
る T cell-rich 型では、チェックポイント因
子を含む抑制性因子の発現が亢進していた。
このような患者にはチェックポイント阻害剤
を中心とした免疫抑制の解除が有効と予測さ
れた。イムノグラムのパターンと組織型は特
に関連しなかった(図６)。 

図 6.肺癌患者 20 例のイムノグラムを 

T 細胞浸潤の多寡で重ね合わせた場合(上段)と 

組織型ごとに重ね合わせた場合(下段) 

(文献 5より) 
 
T cell-poor 型では樹状細胞の活性化や腫瘍
の抗原提示の段階ですでに Cancer-Immunity 
Cycle が障害されており、十分な T 細胞性免
疫応答が惹起されていない可能性が示唆され
た。このような症例はチェックポイント阻害
剤単剤では有効性が乏しいことが予想される。
Neoantigenワクチンはこのような症例に対し
て も 有 効 で は な い か と 考 え ら れ た 。
Neoantigenワクチンは決して安価に提供でき
る医療ではない。イムノグラムのような多角
的評価法を用いて個々の患者における癌免疫
状態を評価し、個別に免疫制御を実践するこ
とが、neoantigen を標的とした個別化癌ワク
チンの実臨床導入に向けて重要であると考え
られた。 
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