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研究成果の概要（和文）：遺伝子変異由来のネオ抗原をターゲットにした腎がんの免疫療法を開発することを目
的とし、5例の腎癌のエクソーム/RNAシーケンスのデータからin silicoのMHC結合予測アルゴリズムを用いて、
121個のHLA-A2拘束性の候補ネオエピトープを同定した。これらのネオエピトープペプチドに対する免疫反応を
まずはHLA-A2トランスジェニックマウスを用いてスクリーニングしたところ、15個のペプチドで強い反応が検出
された。次に、その15個のペプチドに対するヒト正常人PBMCの免疫反応を検討した。PTEN遺伝子変異由来のネオ
エピトープに対して反応を認めた。

研究成果の概要（英文）：For the purpose of developing immunotherapy of renal cell carcinoma (RCC) 
targeting neo-antigens derived from somatic mutations, using in silico MHC binding prediction 
algorithm for the data of the exome/RNA sequencing of 5 RCC cases, 121 HLA-A2 restricted candidate 
neo-epitopes have been identified. The immune response to these neo-epitope peptides first was 
screened using HLA-A2 transgenic mice, strong reaction was detected in 15 peptides. Then, we 
examined the immune responses of human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from HLA-A2 
positive healthy donor for the 15 peptides. The reaction was observed for a neo-epitope derived from
 PTEN gene mutation.

研究分野： 腫瘍免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの腎がん組織からエクソーム/RNAシーケンスにより体細胞変異を同定し、MHC結合予測アルゴリズムを用い
て候補ネオエピトープを同定した。そして、実際に合成したネオエピトープペプチドに対するヒト正常人PBMCの
免疫反応を、人工抗原提示細胞等を利用した我々のアッセイシステムで検出可能であった。本研究を通じて、非
常に頻度の低いヒト末梢血中のネオエピトープ特異的T細胞を検出することが可能な培養法とアッセイ法を確立
することができ、今後、他のがんのネオエピトープの同定にも応用できる可能性が示された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
最近の次世代シーケンスの結果から、メラノーマや肺がんでは体細胞変異の数が他のがん種

に比べて非常に多く、この体細胞変異から生じるがん細胞のみに発現し正常細胞には発現しな
いネオエピトープが免疫系のターゲットとなり、免疫チェックポイント阻害剤の治療効果に寄
与している可能性が報告された(Snyder A, et al. N Engl J Med. 2014; 371 (23): 2189-99., 
Rizvi NA, et al. Science. 2015;348(6230):124-8.)。 
ヒトがんの中で、腎がんはメラノーマと並んで免疫原性の高い腫瘍の一つと考えられている。

腎がんの肺転移が自然退縮した例や、腎臓（原発）摘出後に消失した例が報告されており，腫瘍
の退縮、消失には免疫応答が関係していると考えられる。また、IL-2やIFNが腎がんの標準治療
として用いられ、一部の症例では腫瘍の消失や縮小効果が見られた。さらに、免疫チェックポイ
ント阻害剤である抗PD-1抗体治療において、メラノーマや肺がんとならぶ高い臨床効果が認めら
れた（Topalian SL, et al. N Engl J Med 2012; 366:2443-54）。これらの事実から、腎がんが
メラノーマや肺がんと同様、免疫感受性の高い腫瘍であることが再認識された。 
これまで次世代シーケンスを用いたエクソーム解析により腫瘍における体細胞遺伝子変異を

同定し、それらから生じるネオエピトープを予測するという一連の予測アルゴリズムの開発を
行ってきた(松下、科学研究費基盤 C、2013 年度、長山、科学研究費基盤 C、2014 年度)。淡明
細胞型腎細胞がん（ccRCC）97 症例のエクソームと RNA のシーケンスのデータ(Sato Y. et al. 
Nat Genet. 45(8): 860-867、2013)をもとに、患者の組織適合性抗原 (HLA) を決定し、それぞ
れの HLA に結合する親和性の高いネオエピトープ(IC50<500nM) の数を、ネオエピトープ予測ア
ルゴリズムを用いて決定した。その候補ネオエピトープの数を中央値で high、low に別け、さ
らに、全 RNA シーケンスのデータから HLA の発現を中央値で high、low に別け、生存期間を検
討したところ、HLA-A 拘束性の候補ネオエピトープの数が多く(A-neo≥9)、HLA-A の発現が高い
集団では、生存期間が延長する傾向が見られ、さらに、腫瘍内への CD8 陽性 T細胞の浸潤が多
く、パーフォリンやグランザイムなどの細胞傷害顆粒が発現しており、腫瘍内に強い抗腫瘍免
疫応答が誘導されている特徴が認められた（Matsushita H et al, Cancer Immunol Res, 2016） 
さらに、臨床試験「腎細胞がんに対する樹状細胞ワクチン治療の安全性と有効性の評価」 

(UMIN 000002136)を行っている（前述の ccRCC 97 症例はここに含まれない）。この樹状細胞ワ
クチンは、樹状細胞に自己腫瘍ライセートを導入したワクチンである。そのワクチン治療経過
中に腫瘍ライセートに対する T細胞免疫反応を検出できた症例があった。また、そのような症
例で良好な臨床効果が見られた（Matsushita H et al, Journal for Immunotherapy of Cancer 
2014, 2:30）。腫瘍ライセートには、遺伝子変異由来のアミノ酸変異を伴ったネオエピトープを
網羅的に含んでいる。しかし、この腫瘍ライセートに含まれるネオエピトープは未同定である。 

 
２．研究の目的 
遺伝子変異由来のアミノ酸変異を伴ったネオエピトープが腎がんの抗腫瘍効果、臨床効果に

関与しているという proof of concept（POC）を得て、それをターゲットにした腎がん免疫治
療を開発することが目的である。臨床試験「腎細胞がんに対する樹状細胞ワクチン治療の安全
性と有効性の評価」に登録され、腫瘍ライセート導入樹状細胞ワクチンを受けた患者のエクソ
ーム/RNA シーケンスのデータから、我々の構築してきたネオエピトープ予測アルゴリズムによ
り、候補ネオエピトープを選択し、実際にそのネオエピトープが免疫反応を引き起こすか検証
する。腫瘍ライセートに対する免疫反応、予後がわかっているワクチン治療症例を用いてこの
検証作業を行うことで、我々のネオエピトープ予測アルゴリズムを更に改良し臨床応用に繋げ
る。 
 
３．研究の方法 
(1)患者検体の採取および DNA、RNA の調製 
臨床試験 (UMIN000002136)に登録され、治療を受けた患者の腫瘍組織、近傍正常組織から DNA、

RNA の調製を行った。 
(2)ネオエピトープの予測 
8 例の患者の腎がん腫瘍組織、近傍正常組織の DNA, RNA から全エクソームシーケンスと 腫

瘍組織の RNA シーケンスを行った。 
(3)ネオエピトープペプチド合成   
それぞれの症例につき、選択したアフィニティの高いペプチドをペプチド合成装置 

(Syrowave バイオタージ・ジャパン株式会社)で合成した。 
(4)人工抗原提示細胞(aAPC)の作成 
それぞれの HLA を発現する人工抗原提示細胞(artificial antigen presenting cell, aAPC）

を作成した。K562 に CD86、4-1BBL を導入した細胞株（86BB）に HLA 遺伝子を導入し HLA 発現
86BB 株を得た。 
(5)ネオエピトープ特異的免疫反応の検証 
上記 aAPC を用いて、予測した候補ネオエピトープに対する免疫反応が実際に引き起こされる

かを、細胞内 IFN-gamma 染色法および ELISA 法で検証した。 



４．研究成果 
8 例の腎がん腫瘍組織、近傍正常組織から DNA、RNA の調製を行い、全エクソンシークエンス

と 腫瘍組織の全 RNA シークエンスを行った。エクソー
ム変異解析ソフトMuTectによる8例のミスセンス変異
は平均 44 個(17-65 個)であった。腎がん組織の全 RNA
シークエンスで FPKM (Fragments Per Kilobase of 
transcript per Million fragments sequenced）が１
以上のものを選択した。8 例の患者の HLA-A, -B, -C
に基づき、ミスセンス変異由来で Immune Epitope 
Database (IEDB)の NetMHCpan で IC50が 500nM 以下の
アフィニティの高いネオエピトープを選択した（図１)。 
これらのうちHLA-A2陽性患者5例の腎癌のデータか

ら121個のHLA-A2拘束性の候補ネオエピトープを同定
した。これらのネオエピトープペプチドを合成し、ペ
プチドに対する免疫反応をまずは HLA-A2 トランスジ
ェニックマウスの脾細胞を用いてスクリーニングした。
15個のペプチドに対して強いIFN-gammaの産生が見ら
れた(図２)。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

次に、その 15 個のペプチドに対するヒト正常人 PBMC の免疫反応を検討した。PTEN 遺伝子変異
由来のネオエピトープ(RCC5-045)に対して反応を認めた(図３)。 
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