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研究成果の概要（和文）：本研究では、腫瘍浸潤T細胞がネオアンチゲンを含めどのような抗原を認識している
かを網羅的に解析し、その抗原とT細胞受容体を予測するシステムを開発することを目的とした。新鮮大腸がん
手術検体検体を採取し、腫瘍浸潤T細胞および患者由来がん細胞の分離・培養、さらにこの腫瘍浸潤T細胞および
患者由来がん細胞を2週間in vitroで共培養することにより、腫瘍反応性T細胞を増殖させる系を開発した。この
腫瘍反応性T細胞のTCR遺伝子を導入したTCR遺伝子導入T細胞を用い、患者由来がん細胞を認識することを確認し
た。しかしながら、必ずしもネオアンチゲンを認識するものではないことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to screen antigens of tumor-infiltrating T 
cells, and establish prediction system for antigen-TCR interactions. We collected fresh surgical 
tissues of colorectal cancer and isolated tumor-infiltrating T cells and patient-derived cancer 
cells (PDCs). We established the system to enrich tumor-reactive T cells by co-culture of 
tumor-infiltrating T cells and PDCs, and obtained TCRs from tumor-reactive T cells. Using 
TCR-engineered T cells, we confirmed that TCRs from tumor-reactive T cells are actually 
tumor-reactive, but not always neoantigen-reactive.

研究分野：腫瘍ゲノム学、腫瘍免疫学

キーワード： 腫瘍浸潤T細胞　ネオアンチゲン　T細胞受容体

  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、腫瘍浸潤T細胞と患者由来がん細胞の共培養により、腫瘍反応性T細胞を増殖できる系を開発した。
この方法は、腫瘍内の腫瘍反応性T細胞の同定、さらには腫瘍反応性T細胞を用いた治療法開発にもつながると考
えられる。さらに、T細胞が認識する抗原の網羅的な探索系の開発も進めており、この系は様々な用途に利用可
能であると考えている。

※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、研究者個人に帰属します。



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の登場により、がん免疫療法は外科療法・化学療法・放射線療法

と並ぶ治療選択肢として確立されてきた。しかしながら、免疫チェックポイント阻害剤は半数以

上の患者では臨床効果が得られないのが現状であり、新規がん免疫療法の標的の同定が求めら

れている。がん免疫療法では、薬ががん細胞を直接殺すのではなく、宿主 (患者) の持つ T細胞

の活性化など抗腫瘍免疫反応を通して効果を発揮する。T細胞は、その表面上に発現する T細胞

受容体 (T cell receptor: TCR) を介して、がん細胞にある"抗原"を認識し、がんを異物 (非自己) 

として攻撃する。がん細胞での体細胞遺伝子変異により生じる本来生体に存在しない変異タン

パク質由来の抗原であるネオアンチゲンはがん患者体内に特異的 CD8+ T 細胞に認識されるこ

とが明らかとなってきている。また、ネオアンチゲンの数が多いがんは免疫チェックポイント阻

害剤への感受性や予後が良いことが報告されおり、ネオアンチゲンはがんの良い治療標的であ

ると考えられる。しかしながら、ネオアンチゲンは個々の患者で違うため、個別化ネオアンチゲ

ンを標的としたがんワクチン・T細胞療法の開発・臨床応用は難しいのが現状である。 

我々は、エクソームおよび RNAシーケンスデー

タからバイオインフォマティクスを用いたネオア

ンチゲン予測法、さらに、peptide-HLAマルチマー

もしくは免疫学的アッセイによるネオアンチゲン

特異的 T 細胞の誘導法を開発し、これまでにいく

つかのネオアンチゲン特異的 T 細胞の誘導に成功

してきたが、ゲノム情報のみからのネオアンチゲン

予測率は数%~20%程度と必ずしも高いとはいえ

ず、ゲノム情報 → ネオアンチゲン候補の予測 → 

ネオアンチゲンペプチドでの実験的な検証 → ネ

オアンチゲン特異的 T細胞の TCRの同定、という

これまでの一方通行の方法では予測率の劇的な改

善は難しい。また、予測したネオアンチゲンペプチドでの実験的な検証には、時間、コストと多

く患者由来血液もしくは組織が必要である。近年、腫瘍局所に高頻度に浸潤している T 細胞の

ほとんどはがん特異的抗原を (0~50%はネオアンチゲンを) 認識していることが報告されてい

る。また、申請者らは、遺伝子変異ではなく翻訳後修飾を受けたタンパク由来のネオセルフ抗原

が腫瘍ないな存在することを明らかにしている。これらの知見より、腫瘍浸潤 T 細胞のレパト

ア解析などにより、腫瘍浸潤 T細胞が認識する抗原を明らかにすることが重要である。 
 
２．研究の目的 
 
ネオアンチゲンを標的とした個別化がん免疫治療は免疫チェックポイント阻害剤が効かない

がんに対しても効果を示す可能性があり、新規がん免疫治療として期待されている。本研究では、

最終的にはネオアンチゲンを標的とした個別化がん免疫療法の実現を目指し、ゲノム解析手法

に加え、免疫ゲノム解析手法、ペプチド解析および立体構造分子シミュレーションなどを駆使し、

個々のがんで標的となっているがん特異的抗原の網羅的解析とそれらを認識する T 細胞を同定

することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(１) 腫瘍浸潤 T細胞および患者由来がん細胞の共培養系の開発 

新鮮大腸がん手術検体より、腫瘍浸潤 T細胞および患者由来がん細胞を分離・培養する。培養

できた腫瘍浸潤 T 細胞および患者由来がん細胞を 2 週間共培養後、INF-γ ELISPOT アッセイに

より検出することにより、腫瘍反応性 T細胞 enrichできるか検討する。2週間共培養後の細胞を



flow cytometryにより CD4および CD8の増殖率、および CD137を用いた活性化 T細胞の検出を

行う。 

 
(２) 腫瘍反応性 T細胞の TCRの同定と TCR遺伝子導入 T細胞の作製 

2週間共培養後の細胞より RNAを抽出し、TCRシ－ケンス解析を行うことにより、enrichし

ている TCR の有無または TCR レパトアの変化を検証する。また、enrich している TCR につい

ては TCRαβを同定し、それらを遺伝子導入した TCR遺伝子導入 T細胞を作製した。 

 

(３) 腫瘍反応性 T細胞の抗原反応性の検証 

2週間共培養後の細胞より enrichした TCRを導入した TCR遺伝子導入 T細胞の抗原反応性を

検証した。TCR遺伝子導入 T 細胞が患者由来がん細胞を認識するか否かを、INF-γ ELISPOT に

より検証した。ネオアンチゲンはエクソームおよび RNAシーケンスデータより予測し、それら

を発現する Tandem minigene constructを作製し、TCR遺伝子導入 T細胞との反応性を検討した。 

 
４．研究成果 
 
(１) 腫瘍浸潤 T細胞および患者由来がん細胞の共培養系の開発 

100 症例以上の新鮮大腸がん手術

検体を単一細胞に分離し、腫瘍浸潤 T

細胞および患者由来がん細胞の培養

を行った。その結果、55%程度で患者

由来がん細胞の樹立に成功、70%で腫

瘍浸潤 T細胞の培養に成功し、40%で

患者由来がん細胞および腫瘍浸潤 T

細胞の培養に成功した。 

5 症例 7 か所の腫瘍浸潤 T 細胞と

患者由来がん細胞の反応性を INF-γ 

ELISPOT アッセイにより検証したと

ころ、反応性 T細胞を検出した。さら

に 2 週間患者由来がん細胞と共培養

することにより、CD8+CD137+ T細胞を enrichできることを示した。 

 
(２) 腫瘍反応性 T細胞の TCRの同定と TCR遺伝子導入 T細胞の作製 

TCR シーケンス解析の結果、上記の C002-#1 の腫瘍浸潤 T 細胞の CD8+CD137+ T 細胞中の

enrichした TCRαβを同定し、それらを導入した TCR遺伝子導入 T細胞を作製した。同様に、3

症例より、患者由来がん細胞との共培養により enrichした TCRαβを同定し、TCR遺伝子導入 T

細胞を作製した。 

 

(３) 腫瘍反応性 T細胞の抗原反応性の検証 

患者由来がん細胞との共培養後 INF-γ ELISPOTアッセイにより、TCR遺伝子導入 T細胞が患

者由来がん細胞を認識することを明らかにした。この結果は、本研究で開発した腫瘍浸潤 T 細

胞と患者由来がん細胞の共培養系で、腫瘍反応性 T 細胞を enrich できることを示している。ま

た、腫瘍反応性 TCRがネオアンチゲンを認識するとは限らないこともあり、腫瘍反応性 TCRが

認識する抗原の網羅的に探索する系の開発を進めている。 
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