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研究成果の概要（和文）：マウス腫瘍細胞株CMS7担癌マウスにおいて実際に免疫応答を惹起する変異抗原の同定
のため、独自開発した免疫応答測定法を用いて高免疫原性変異抗原ペプチド（ｍSnd1）を同定した。また、新規
開発の免疫応答測定法の従来法に対する優位性を確認するとともに、実際に同定した変異型Snd1ペプチドを用い
たワクチンにより腫瘍治療効果が得られること、すなわちmSnd1に対する免疫応答が腫瘍退縮に寄与することを
確認した。本研究開発で樹立したCMS7担癌マウスモデルと新規免疫応答測定法は今後の有効な複合免疫療法開発
にとって重要な基盤となると考えられる。

研究成果の概要（英文）：We successfully identified a mutated antigen (mutated Snd1 derived epitope 
peptide; YAPCRGEF ) that actually elicits an robust immune response in CMS7 tumor-bearing mice by 
utilizing a newly developed immune response detection method. Furthermore, we confirmed not only the
 superiority of the newly developed immune response detection method to the conventional method but 
also mSnd1 long-peptide vaccination has a therapeutic effect, that is, the immune response to mSnd1 
causes tumor regression. The CMS7 tumor-bearing mouse model and the novel immune response detection 
method established in this research are considered to be important bases for the development of 
effective combined immunotherapy in the future.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究開発において樹立したマウス腫瘍細胞株CMS7担癌マウスにおける変異型Snd1ペプチドへの免疫応答モデル
は、今後に期待される治療効果の高い複合免疫療法開発への重要な基盤になると考えられ、学術的意義が高いと
考えられる。また、今後益々、個別化がん治療が進展していくと考えられるが、その際には本研究開発で確立し
た迅速・鋭敏な免疫応答測定法が個々の患者の高免疫原性変異抗原の同定に役立つことも十分に予想され、社会
的意義も大きいと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 抗チェックポイント抗体の臨床における有効性実証に始まる大きな医療変革の中で、抗チェ
ックポイント抗体治療の有効性の中核となる、「治療効果に寄与する、抗チェックポイント抗体
治療により活性化される T細胞がどのような抗原を認識しているのか」の問いに対して、「腫瘍
ゲノム変異に起因する腫瘍特異的な変異抗原を認識している可能性が高い」ことが明らかにな
ってきた。しかし、このような理解の進展の一方で、効果の低い患者が相当数存在することが
臨床的に明らかとなり、抗チェックポイント抗体治療の単剤での限界が明確となっていた。治
療不応性の要因として、「CD8 陽性 T細胞が腫瘍局所に浸潤できていない」あるいは「腫瘍局所
には多様な免疫抑制環境が存在する」こと等が報告され、それらの要因を打破しつつ変異抗原
への免疫応答を増強し治療効果に結び付けるために、他の治療法との併用による複合免疫療法
開発の必要性が強く示唆され始めていた。その候補として、放射線治療、化学療法剤・分子標
的薬、阻害剤等の薬剤・アジュバント、あるいはがんワクチン等の治療法が提唱されていた。 
上記の背景から、研究代表者らは有効な複合療法を開発するためには動物モデルの基盤整備

が必要と考えた。複合療法間での比較解析の際には腫瘍増殖抑制効果と共に免疫応答の変動・
増強を測定することが望まれるが、そのためには免疫原性が高く実際にマウス T細胞に認識さ
れている変異抗原を同定すること必須となる。しかしながら、変異抗原は個々の腫瘍に特異的
であり、且つ数的に非常に膨大であることが同定に向けての大きな課題であった。 
 
２．研究の目的 
従来、IFN-g ELISPOT 法あるいはテトラマー等の測定法が免疫応答解析に用いられてきたが、

これら測定法には細胞分離・培養といった時間的・手技的な問題点があり、特に多数の抗原に
対する免疫応答測定が必要になる場合にこれらの点が大きな障害となっていた。本研究では、
この問題を解決するため、CXCR3 リガンド(ケモカイン CXCL9)を免疫応答の指標として使用し、
さらに、逆転写定量 PCR 法(qRT-PCR)を用いることで、より迅速・鋭敏・網羅的な独自の免疫応
答測定法の確立を目的とした。さらに、この手法を用いて、マウス腫瘍細胞株をモデルに免疫
原性の高い変異抗原の同定を実際に進め、得られた成果を利用し応用することで有効な複合免
疫療法の開発基盤を作製することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）各種マウス腫瘍株の NGS 解析（エクソーム/RNA-seq）を進める。得られた変異遺伝子情
報から変異ペプチドのマウス MHC に対する親和性を In silico において予測し、それらの結果
を基にマウスＴ細胞に認識される候補変異抗原ペプチドを作製し、独自開発の免疫応答測定法
を用いて実際に高免疫原性変異抗原を同定可能か検討する。 
 
（２）様々な治療法・治療薬と抗チェックポイント抗体との複合療法において、変異抗原に対
する免疫応答の広がり・強度の変化と治療効果との相関を検討し、最適の併用療法を探索する。 
 
４．研究成果 
（１）マウス腫瘍細胞株 CMS7(BALB/c マウス由来)担癌マウスでの変異抗原ペプチドに対する
免疫応答の検出を新規免疫応答測定法を用いて試みた。CMS7 腫瘍の NGS 解析を行い、腫瘍特異
的な遺伝子変異の同定を行った。次に、変異部位を含む配列から MHC クラスＩに提示される可
能性の高いエピトープ(8～10mer)をソフトウェア（IEDB; http://www.iedb.org/）を用いて選
択し、さらに RNA 転写数の多さを基準に上位約 60種を選択しペプチド合成を行った。腫瘍接種
後 18 日後の担癌マウス脾細胞 1x106 個に対し各ペプチドを添加 3 時間後に RNA を回収し
CXCL9mRNA 量の変動を測定した。陰性コ
ントロールとして DMSO 投与群を使用し
ている。結果、図 1に示すように、抗チ
ェックポイント抗体による治療を行っ
た群において変異遺伝子 Snd1 に由来す
る変異ペプチド（mSnd1; YAPCRGEF）に
対する著明な免疫応答が検出され、無治
療群においてもmSnd1に対する免疫応答
が検出された。また、この免疫応答は変
異の無い野生型 Snd1 ペプチドに対して
は検出されず、変異型ペプチド特異的な
免疫応答であることを確認している。  
無治療群での免疫応答検出は予想外

であるとともに、抗チェックポイント抗
体治療により、実際に変異抗原に対する
免疫応答が増強されていることを明ら
かにすることができた。 
 



（２）上記の結果から、開発した新規免疫
応答測定法は鋭敏な測定法であることが
強く示唆されたため、従来法である IFN-g 
ICS(Intracellular Cytokine Staining)法
との検出感度の比較解析を実施した。CMS7
担癌マウスを用い、上記同様のスケジュー
ルで IFN-g ICS 法での解析を行った。結果、
図２に示すように、IFN-g ICS 法では、抗
チェックポイント抗体治療群ではmSnd1に
対する免疫応答が検出できるものの、無治
療群、すなわち担癌のみの群では mSnd1 に
対する免疫応答が検出できなかった。この
結果は、独自開発の新規免疫応答測定法が
鋭敏な検出法であることを明確に示すと
考えられた。 
 
（３）次に、担癌マウスで免疫応答が検出された
mSnd1 ペプチド（8mer）が実際に高免疫原性ペプチ
ドであるかを検討するため、mSnd1 ペプチドワクチ
ン予防投与による腫瘍増殖抑制試験を行った。
BALB/cマウスに1週間間隔で2回ワクチンを投与し、
最終ワクチンの1週間後にCMS7腫瘍の担癌を行った。
アジュバントとして PolyIC を用いたが、アジュバン
ト単独では抗腫瘍効果が認められず、その一方でワ
クチン投与群では明確な腫瘍増殖抑制効果が認めら
れた（図３）。この結果により、CMS7 腫瘍細胞株で
同定された mSnd1 ペプチドが免疫原性の高い変異抗
原ペプチドであることが明らかとなった。 
 
（４）次に、治療モデルでの変異抗原ペプチドワクチンの効果を検討した。使用したペプチド
は３１mer のロングペプチド（中心に変異アミノ酸を置く）を使用した。CMS7 腫瘍細胞株担癌
3 日後にワクチン投与を 2 回行った。コントロールとして野生型ロングペプチドを使用した。
結果、図４に示すように、野生型ロングペプチドワクチンでは治療効果が認められない一方で、
変異型ロングペプチドでの治療により、抗
腫瘍効果が明確に認められた。この結果は、
mSnd1 に対する免疫応答が腫瘍退縮に明ら
かに関与することを示すと考えられた。こ
のような結果から、本研究開発で樹立した
CMS7 腫瘍担癌 BALB/ｃマウスモデル(変異
Snd1 モデル)は、今後の有効な複合免疫療
法の開発基盤となると考えられる。本研究
開発に引き続き、他の腫瘍細胞株にも同様
の解析を行い、検討を続けていく予定であ
る。 
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