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研究成果の概要（和文）：本研究では、翻訳後修飾を受けたタンパク質由来の抗原がT細胞の標的となりうるか
を検証することを目的として、メチル化修飾を受けるがん遺伝子由来タンパク質のメチル化部分に着目し、予想
されるペプチドを情報解析により解析した。HLAに対する親和性を推定し、2種類のペプチドを同定した。これら
ペプチドについて、健常人末梢血を用いた抗原特異的T細胞の誘導実験、ELISPOTアッセイによるスクリーニング
を行い、1種類のメチル化ペプチドが特異的CD8+ T細胞を誘導することを明らかにした。このメチル化ペプチド
特異的CD8+ T細胞のTCRレパトア解析を行い、TCRalpha/betaの配列を同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated whether neo-self peptides derived from 
mutilated proteins encoded by oncogenes. We generated all possible peptides with methylated amino 
acid using bioinformatic approach and predicted their binding affinities to HLA class I molecules. 
Through the analysis, we obtained two possible candidates of methylated proteins which can be 
presented on HLA molecules. From HLA-matched healthy donor’s blood sample, we successfully induced 
methylated peptide-specific T cells for one of them. We also identified the TCRalpha/beta sequences 
of the T cells, and generated TCR-engineered T cells.

研究分野： 腫瘍免疫学

キーワード： 翻訳後修飾　ネオセルフ抗原　T細胞受容体　ネオアンチゲン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、翻訳後修飾（特にメチル化）を受けたタンパク質由来の抗原がT細胞の標的となりうるかを検証し
た。これまでに翻訳後修飾を受けたペプチドがHLA上に提示されていることは報告されていた。本研究では、実
際に初めて翻訳後修飾を受けたペプチドを特異的に認識するT細胞の同定に成功した。本研究の成果は、学術的
にも、また新たながん免疫療法の標的としても大変重要な成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１。研究開始当初の背景 
 
免疫チェックポイント阻害剤は劇的な治療効果を示すが、依然として半数以上の患者では臨

床効果が得られないのが現状である。したがって、がん免疫療法の効果のバイオマーカー、さら

に、新規がん特異的標的が求められる。我々は、体細胞変異由来の抗原である neoantigen (ネオ

抗原) を標的とした免疫治療開発のため、エクソームおよび RNA シーケンスのゲノムデータか

らバイオインフォマティクスにより neoantigen を予測するパイプライン、抗原特異的 T 細胞の

迅速誘導法などを開発してきた。しかしながら、neoantigen を予測するパイプラインの予測率は

5~20%である。実際に、がんに高頻度に浸潤している T 細胞の T 細胞受容体 (TCR) 解析を行い、

その腫瘍反応性を検討した報告では、その抗原は不明であるが半分以上の T 細胞ががんを認識

することが報告されている。また、プロテオーム解析手法を用いて、ヒト白血球抗原 (HLA) 上

に提示されているペプチドを網羅的に解析した結果、リン酸化などの翻訳後修飾を受けたタン

パク質由来のペプチドが検出されたことも報告されている。しかしながら、実際にこれらの HLA

上に提示された翻訳後修飾抗原が T 細胞に特異的に認識されるか否かは報告されていない。 
 
 
２。研究の目的 
 

本研究では、がんの発生・進展に関与しているがん特異的なタンパク質の翻訳後修飾（リン酸

化、メチル化、糖鎖修飾など）を受けたタンパク質由来の抗原が T 細胞の標的となりうるか、さ

らには、がん特異的な治療標的となりうるかを検証することを目的とした。特に、これまでがん

で重要な機能をしていることが分かっているがん遺伝子のメチル化に注目し検討を行った。 
 
 
３。研究の方法 
 
上記の目的を達成するため、以下の実験を行った。 
 
(1) がん特異的メチル化タンパク質由来ペプチドの探索 
 

当研究室で同定してきたものを中心に、これまでに報告されているがん特異的にメチル化さ

れたタンパク質のメチル化部位周辺のアミノ酸情報を取り出し、netMHC を用いて HLA との親

和性を計算した。HLA は日本人で頻度の高い HLA-A24:02、HLA-A02:01 および HLA-A02:06 に

絞り検討した。メチル化ペプチドに対応した予測ツールはないため、メチル化を擬似している

アミノ酸に置換したペプチドを用いて親和性予測を行った。 
 
(2) メチル化ペプチド反応性 T 細胞の誘導 
 

HLA 上に提示されることが予測されたメチル化ペプチドおよびその野生型ペプチドを合成

した。HLA-A02:06/A24:02 の健常人より末梢血を採取し、末梢血単核細胞 (PBMC) を分離した。

Dynabeads CD8 Positive Isolation Kit を用いて、PBMC より CD8+および CD8-細胞を分離し、CD8-
細胞中の単球 (monocyte) より、樹状細胞への分化を誘導し、その樹状細胞 (dendritic cells) に
メチル化または野生型ペプチドをパルスした。ペプチドパルスした樹状細胞と CD8+ T 細胞を

共培養し、ELISPOT アッセイにより INF-γの産生量を測定した。 
 

(3) メチル化ペプチド特異的 T 細胞の TCR の同定 
 

(2) でペプチドパルスした樹状細胞と CD8+ T 細胞を共培養した後の細胞を回収し、total RNA
を抽出した。その total RNA より、SMART 法を用いて TCR シーケンスライブラリを作製した。

同様に、ペプチドパルスしていない樹状細胞と CD8+ T 細胞を共培養したものを陰性コントロー

ルとして用いた。作製した TCR シーケンスライブラリを Illumina MiSeq を用いてシーケンスし



た。TCRレパトア解析にはTcripソフトウェアを用い、メチル化ペプチド特異的なT細胞のTCRαβ
ペアを決定した。 
 
 
４。研究成果 
 
(1) がん特異的メチル化タンパク質由来ペプチドの探索 
 
当研究室で同定してきたものを中心に、これまでに報告されているがん特異的にメチル化さ

れたタンパク質のメチル化部位周辺のアミノ酸情報を取り出し、netMHC を用いて HLA との親

和性を計算したところ、Me ペプチド#1 および Me ペプチド#2 のメチル化ペプチドを候補とし

て同定した。 

 

(2) メチル化ペプチド反応性 T 細胞の誘導 
 
Me ペプチド#1 および Me ペプチド#2 とそれらに対応する野生型ペプチド Wt ペプチド#1 およ

び Wt ペプチド#2 を合成した。HLA-A02:06/A24:02 の健常人より得た PBMC を用いて、各ペプ

チド反応性 T 細胞の誘導を行った後の ELISPOT アッセイの結果、Me ペプチド#1 では、763 ± 

137 spots/2×104 T cells であり、Wt ペプチド#1 の 213 ± 81 spots/2×104 T cells と比較して有意に高

かった (Fig. 1; t-test P = 0.0073)。以上の結果より、Me ペプチド#1 は特異的 T 細胞が存在するこ

とが明らかになった。 

 

 
 

(3) メチル化ペプチド特異的 T 細胞の TCR の同定 
 

Me ペプチド#1 または Wt ペプチド#1 でパルスした樹状細胞、または、ペプチドパルスしてい

ない樹状細胞と CD8+ T 細胞を共培養した後の細胞を回収し、TCR レパトア解析を行い、Me ペ

プチド#1 特異的に増加している TCR 配列を探索した (Fig. 2)。 



 

TCRαおよび TCRβ とも 3 つの dominant な TCR 配列を同定した。さらに、レトロウイルス発現

系を用いて、メチル化ペプチド特異的 T 細胞の TCRα/β を健常人由来 T 細胞に導入した TCR 導

入 T 細胞を作製した。 

以上の結果より、がん細胞での翻訳後修飾を T 細胞が特異的に認識できること、さらに新た

ながんの治療標的として有用である可能性が示唆された。 
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