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研究成果の概要（和文）：次世代型シークエンサーを用いて、癌組織に浸潤するB細胞(TIB)に発現するB細胞レ
セプター(BCR・抗体)を網羅的に解析・同定する研究を行った。治療効果の得られた場合にはBCRのクローナリテ
ィーは低く、治療効果のなかった場合にはBCRは非常にオリゴクローナルであった。BCRのクローナリティーの変
化が治療結果の原因なのか結果であるのか解析を進めている。抗腫瘍効果の得られなかった癌に浸潤するB細胞
が産生する抗体と、治療効果が得られた複数の個体に共通する抗体の作製を行い、抗原の解明等を進めている。

研究成果の概要（英文）：We have examined B cell receptor (BCR)(antibody) expressed on tumor 
infiltrating B cells (BCRs) by next generation sequencing (NGS).In the tumors that were effectively 
rejected by immune therapies, BCR clonality was less. Besides, BCRs were highly oligoclonal when we 
examined TIBs in the immune therapy-resistant tumors, suggesting specific infiltration of TIBs. We 
now analyze whether alteration of BCR clonality is causes or results of the difference of 
therapeutic effects. Moreover, we made antibodies produced by TIBs that clonaly infiltrating in 
resistant tumors and antibodies produced by TIBs commonly observed in several rejected tumors, and 
we are now going to define their antigens.

研究分野： 免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
これまで、申請者はマウスモデルを用いて腫
瘍特異的な細胞傷害性 T 細胞(CTL)の生体内
での誘導および活性化を目的とした抗体療
法の研究において、以下に示すような先進的
な報告を行ってきた。 
(1)細胞死を誘導する TNF 関連アポトーシス
誘導リガンド(TRAIL)の発癌や転移に対する
免疫学的監視機構の発見。(Nature Med. 
2001:7:94-100,J.Exp.Med.2001:193:661-67
0, 2002:195:161-169) 
(2)TRIL に対する細胞死誘導レセプターであ
るDR5に対するアゴニスティック抗体を用い
た抗体単独治療の開発。(J.Exp.Med.2004: 
199:437-448) 
(3) 世界で初めての化学発癌した癌をも完
全に拒絶しうる、抗 DR5 抗体と、抗原提示細
胞の活性化を行う抗 CD40 抗体および CTL を
活性化する抗CD137(4-1BB)抗体の3種抗体の
併用(trimAb)により癌特異的CTLを効果的に
誘導する抗体療法の開発。(Nature Med. 
2006:12:693-698) 
(4) 免疫チェックポイントを抑制する抗体
による癌組織内の免疫学的環境の改善によ
り、trimAb 療法による癌特異的免疫療法の奏
効率を向上させる治療法の探索。(J. Immunol. 
2010:184:5493-5501) 
その後、東大医科学研究所で発見された癌特
異的に強発現し癌細胞としての特性の維持
に重要な役割をする遺伝子に由来のする複
数の癌抗原(oncoantigen)エピトープの探索
研究や、これらを用いた癌ワクチン療法の臨
床研究を多くの施設と共同で行った。(J. 
Transl.Med.11:291.2013.,OncoImmunology 
2(11):e27010.2013.他) 
これらのマウスモデルでの研究およびヒト
臨床試験は、腫瘍特異的な CTL の誘導により
癌治療を目指す研究である。これらの研究の
過程で、マウス癌組織やヒト癌組織に予想よ
りも多くのB細胞が浸潤していることに気づ
いた。それまでにも、癌組織に腫瘍組織内浸
潤 B 細胞(TIB)が存在することは報告されて
いた。TIB は、いくつかのマウスモデル実験
における免疫抑制性のB細胞に関する報告か
ら regulatory T 細 胞 や MDSC (Myeloid 
derived suppressor cell)と伴に、癌組織中
で抗腫瘍免疫を抑制していると想定されて
いるが、その明確な抗腫瘍免疫における生理
学的意義、作用機序等は全く明らかにされて
いない。さらに、この TIB が産生する抗体の
特異性は全く明らかにされておらず、従って、
このTIBの産生する抗体の抗腫瘍免疫におけ
る意義も不明である。 
この様に TIB の存在が知られていたものの、
その抗腫瘍免疫における意義の研究が進ま
なかったのは、細胞培養なしに TIB が産生す
る抗体を解析できず、また全ての TIB が産生
する抗体を網羅的かつ定量的に同定する方
法がなかったためである。本申請研究の連携
研究者である相模原病院臨床研究センター

の鈴木隆二は、次世代シークエンサーを用い
て組織から得られた mRNA を用いて、T細胞レ
セプターを網羅的かつ定量的に解析する技
術 を 開 発 し て い た (BMC Immunol 2016; 
17:38.)。申請者は、この連携研究者との協
同研究で、組織から得られた mRNA を用いて
網羅的に B 細胞レセプター(抗体)を含めた B
細胞に発現する分子を網羅的かつ定量的に
解析する技術を開発している。この技術を応
用すれば、網羅的かつ定量的にTIBおよびTIB
の産生する抗体の遺伝子情報を迅速に解
読・同定することができ、また人工的に TIB
の産生する抗体を作製することが可能であ
る。この解析で得られた結果は、すぐに臨床
応用可能な抗腫瘍抗体の開発につながるも
のと考え本研究を発案した。近年、癌に対す
る抗体療法は抗 Her2 抗体の様な抗腫瘍抗体
に加え、免疫チェックポイントを阻害する抗
CTLA4抗体や抗PD-1/PD-L1抗体の応用も進み、
臨床的にめざましい成果を上げている。しか
し、標的分子の数が限られているために、治
療可能な癌腫が限られている。本研究により
見出される抗体とその標的分子は、新たな免
疫療法への開発へと速やかにつながるもの
と期待される。 
 
２．研究の目的 
癌治療における抗体療法は臨床的に成果を
上げているが、標的分子の数が限られており、
治療対象となる癌腫が限られ、新たな標的分
子の同定が期待されている。本研究では、癌
組織から得られた mRNA を、申請者が連携研
究者と伴に開発した次世代シークエンサー
を用いた網羅的・定量的解析法により解析し、
癌組織に浸潤する B 細胞(TIB)および、その
産生する抗体の抗腫瘍免疫における意義を
明らかにする。さらに人工的に TIB の産生す
る抗体を作製し、抗体の認識する抗原を同定
し、新たな分子を標的とした抗体療法を開発
することを最終目標に掲げて研究を進める。 
(1)癌組織に浸潤する TIB に発現する B 細胞
レセプター（BCR、抗体）を含めた分子を網
羅的に解析・同定する。 
(2)TIB の産生する抗体を人工的に作製する。 
(3)SEREX 法等を用いて抗体が認識する抗原
を明らかにする。 
(4)抗体改変遺伝子操作技術を用いて臨床応
用可能な新規抗腫瘍抗体（ヒトキメラ抗体ま
たは完全ヒト化抗体）を作製し、臨床的に成
果を上げうる新規標的分子の探索と抗体療
法を開発する。 
(5)免疫療法が奏功している癌組織内の TIB
と、免疫治療を回避し増殖している癌組織内
のTIBに発現する免疫関連遺伝子を比較しな
がら機能的解析も行うことで、TIBおよび TIB
の産生する抗体の抗腫瘍免疫における意義
を明らかにする。 
これは、長期間の細胞培養なしに TIB の産生
する抗体を同定し作製する世界最速の新規
抗腫瘍抗体の作製技術を用いて、TIB の機能



を基礎免疫学的に明らかにすると同時に、抗
腫瘍免疫療法に応用可能な機能分子と抗体
を見出し開発する画期的な研究である。 
 
３．研究の方法 
(1)免疫治療モデルにおける治療効果と TIB
の相関の解析 
①B16メラノーマ細胞およびCMS5線維肉腫細
胞モデル 
gp100 は B16 メラノーマー細胞に発現するメ
ラノーマー抗原で、このgp100に特異的なCTL
として Pmel-1(Thy1.1 陽性)が樹立されてい
る。また、メチルコラントレン(MCA)誘導の
CMS5 繊維肉腫細胞には、変異型細胞外シグナ
ル制御キナーゼ（mERK）抗原が癌抗原として
発現していることが示されており、mERK に特
異的な CTL として DUC18 が樹立されている。
B16 メラノーマー細胞の系では 1〜10x105 個
の Pmel-1 CTL(Thy1.1 陽性)を Th1.2 陽性の
B6 マウスに i.v.移入した 1 日後に B16 メラ
ノーマー細胞 5x105 個を皮下移植する。CMS5
繊維肉腫細胞の系では 1〜10x105 個の DUC18 
CTL を BALB/c マウスに i.v.移入した 1 日後
に CMS5 繊維肉腫細胞 5x105 個を皮下移植す
る。癌細胞の移植と同日および 5日後、10 日
後に regulatory T 細胞の除去を行う抗 CD4
抗体(GK1.5)、免疫チェックポイント阻害抗
体として知られている抗 CTLA4(CD154)抗体
(UC10-4F10) 、抗 PD-1(CD279) 抗体 (RMP1- 
14)、または免疫を活性化する抗 CD40 抗体
(FGK45)、抗 CD137(4-1BB)抗体(3H3)、抗
GITR(CD279)抗体(DTA-1)、抗 OX40(CD134)抗
体(OX86)またはコントロール抗体を 200g 
i.p.投与する。癌細胞移植から 5 日後、7 日
後、10 日後、14 日後と癌の増殖を確認し、
退縮傾向にある癌と治療をエスケープし増
殖傾向にある癌に分ける。14〜25 日後に、そ
れぞれの群から癌組織を採取し、mRNA を得る
と伴に、リンパ球を単離し、CD19 の発現によ
り TIB の比率を解析する。また TIB を分離し
て、癌に浸潤するリンパ球および TIB の mRNA
を取得する。B16 メラノーマモデルでは、そ
の中の Pmel-1 CTL の比率を Thy1.1 の発現に
より解析する。得られた mRNA は網羅的解析
に用いる。 
②4T1-HA 乳癌および EG7 リンフォーマモデ
ル 
gp100やmERKより抗原性が高い外来性抗原を
遺伝子導入により発現させた癌細胞を用い
る実験系では、より顕著に免疫療法の効果が
見られ、明確な差のある結果が得られると考
えられる。influenza hemagglutinin (HA)
遺伝子を導入した乳癌細胞 4T1-HA 細胞や、
EL4 リンフォーマ細胞に OVA 遺伝子が導入
された EG7 細胞をマウスに移植し、HA 特異
的CTLクローン(CL4)またはOVA特異的CTL
クローン(OT-1)を i.v.移入する系でも同
様の解析を行う。4T1-HA 乳癌細胞または EG7
リンフォーマ細胞を 5x105 個、それぞれ
BALB/cマウスまたはB16マウスに皮下移植し、

同日に抗原特異的CTLを1〜5x106個i.v.移入
する。①と同様に 5 日後、10 日後、15 日後
に 免疫を活性化する抗体、免疫抑制を解除
する抗体、またはコントロール抗体を 200g 
i.p.投与する。癌細胞移植から 5 日後、7 日
後、10 日後、15 日、20 日、25 日後と癌の増
殖を確認し、退縮傾向にある癌と治療をエス
ケープし増殖する癌に分ける。20 日または
25 日後に、それぞれの群から癌組織を採取し、
mRNA を得ると伴に、リンパ球を単離し、CD19
の発現によりTIBの比率を解析する。またTIB
を分離して、癌に浸潤するリンパ球および
TIB の mRNA を取得する。得られた mRNA は網
羅的解析に用いる。 
③メチルコラントレン(MCA)による線維肉腫
の発癌モデル 
臨床に非常に近い実験モデルと考えられ、
MCA で発癌した癌には、CMS5a の様に何らか
の内在性癌抗原(neoantigen)が発現する可
能性が高いことが示唆されており、かつ、
trimAb 療法で癌の退縮および拒絶が可能で
ある。そこで、MCA による発癌モデルで、癌
の大きさが長径で 5mm に達した時点から、5
日おきに抗 DR5 抗体(MD5-1)、抗 CD40 抗体
(FGK45)、抗 CD137 抗体(3H3)を同時に 200g 
i.p.投与する(trimAb 療法)。その日から 5日
後、7 日後、10 日後、15 日、20 日後と癌の
増殖を確認し、退縮傾向にある癌と治療をエ
スケープし増殖する癌に分ける。20 日後に、
それぞれの群から癌組織を採取し、mRNA を得
ると伴に、リンパ球を単離し、CD19 の発現に
より TIB の比率を解析する。また TIB を分離
して、癌に浸潤するリンパ球および TIB の
mRNA を取得する。得られた mRNA は網羅的解
析に用いる。 
(2)免疫学的解析 
上記のモデルで腫瘍と同時に、脾臓、所属リ
ンパ節、非所属リンパ節からリンパ球の懸濁
液を調整し、種々の表面マーカーを用いたフ
ローサイトメトリーにより免疫担当細胞集
団を同定し、細胞数の経時的変化を解析する。 
(3)mRNA を用いた TIB に発現する遺伝子と
BCR(抗体)の網羅的かつ定量的解析 
得られた癌組織およびリンパ球、TIB から通
法に従って mRNA を抽出する。これを BCR の
相補的二本鎖DNAの両端にアダプターを付加
した後にアダプタープライマーを用いて遺
伝子増幅することで非バイアス的に増幅す
る新規手法で、多様な BCR を発現した B細胞
の存在比率を変えずに定量的に解析する。こ
の結果を、大規模な遺伝子配列情報を高速処
理し、BCR 遺伝子の高速検索を行うクラウド
型バイオインフォマティクス遺伝子解析ソ
フトウェアにより、数Ｇｂの遺伝子情報につ
いて既存のリファレンス配列に対して相同
性検索を行い、各領域配列のアサインメント
を行うとともに、分類、集計作業を一括して
行い、BCR の頻度解析や分布・分散解析、さ
らには試料間での類似性の解析を行う。 
(4)抗体の作製と抗原の同定 



頻度が高い抗体遺伝子に関しては、即座にそ
の抗体遺伝子を発現ベクターに組み込み、大
腸菌または
この抗体を
る抗原の同定を進める。同時に得られた抗体
を用いて実験系に用いた癌細胞株、マウス皮
下で増殖している
縮している癌の組織切片の染色を行い、抗原
分子の発現頻度等の解析を行う。抗原を強発
現する細胞が見出された場合には、その細胞
を用いての抗原同定を行う。
(5) 抗体の改変
治療効果の得られそうな新たな抗体の候補
が得られた場合には、抗体改変遺伝子操作技
術を用いて臨床応用可能な新規抗腫瘍抗体
（ヒトキメラ抗体または完全ヒト化抗体）を
作製する。
機能性等をヒト由来の細胞を使って確認し、
臨床応用の可能性を探る。
 
[倫理面への配慮
「動物愛護管理法」、「実験動物の飼養及び保
管並びに苦痛軽減に関する基準」、「動物実験
の適正な実施に向けたガイドライン」、「厚生
労働省の所轄する実施機関における動物実
験等の実施に関する基本指針」を踏まえ、順
天堂大学および
扱の取り決めを遵守して行う。また、遺伝子
改変動物の取り扱いついては「カルタヘナ法」
を順守し、各施設における動物倫理委員会お
よび遺伝子組換え実験安全委員会の審査を
受けて実施する。
 
４．研究成果
外来性抗原
内在性の癌抗原を発現した
用いての、
非常に
細胞と
と TIB
果には共通した傾向が見られた。
いずれの
法で、
場合には
ーが高く
るオリゴクローナルな
た。それに対し、
得られた場合には
ナリティーが低く
潤が示された。それに対して、
られなかった
常にオリゴクローナル
持った
いることが
治療効果に相関する
の変化の結果は、
と一致する
のクローナリティーの低い事
て得られた結果である
ローナリティーの変化

頻度が高い抗体遺伝子に関しては、即座にそ
の抗体遺伝子を発現ベクターに組み込み、大
腸菌または CHO 細胞で、その抗体を作製する。
この抗体を SEREX
る抗原の同定を進める。同時に得られた抗体
を用いて実験系に用いた癌細胞株、マウス皮
下で増殖している
縮している癌の組織切片の染色を行い、抗原
分子の発現頻度等の解析を行う。抗原を強発
現する細胞が見出された場合には、その細胞
を用いての抗原同定を行う。

抗体の改変 
治療効果の得られそうな新たな抗体の候補
が得られた場合には、抗体改変遺伝子操作技
術を用いて臨床応用可能な新規抗腫瘍抗体
（ヒトキメラ抗体または完全ヒト化抗体）を
作製する。その後、その特異性、
機能性等をヒト由来の細胞を使って確認し、
臨床応用の可能性を探る。

倫理面への配慮]
「動物愛護管理法」、「実験動物の飼養及び保
管並びに苦痛軽減に関する基準」、「動物実験
の適正な実施に向けたガイドライン」、「厚生
労働省の所轄する実施機関における動物実
験等の実施に関する基本指針」を踏まえ、順
天堂大学および相模原病院
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