
愛知県がんセンター（研究所）・腫瘍免疫制御TR分野・分野長

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８３９０１

基盤研究(B)（一般）

2021～2019

肺がん長期生存症例のネオアンチゲンに対する免疫応答の検討

Specific immune responses against tumor antigens in long term survivors of 
cancer

８０５９７７８２研究者番号：

松下　博和（Matsushita, Hirokazu）

研究期間：

１９Ｈ０３５２８

年 月 日現在  ４   ６   ５

円    13,100,000

研究成果の概要（和文）：遺伝子変異由来のネオアンチゲンに対する免疫応答が、肺癌患者の長期生存に寄与す
るかを明らかにするため、当センターで収集した113例の肺癌手術症例を対象として全エクソームシーケンス
（WES)とRNAシーケンス（RNA-seq）を実施した。肺癌患者の腫瘍内の免疫応答を評価するために、新たな腫瘍免
疫微小環境スコア（TIME score）を開発した。免疫チェックポイント阻害剤(ICI)奏功例で、増強されたリンパ
球が認識する腫瘍抗原を同定すべく、人工知能（AI）による抗原の予測とシングルセル解析による腫瘍特異的な
T細胞受容体（TCR）の解析を組み合わせた抗原同定システムを構築した。

研究成果の概要（英文）：To determine whether the immune response to neoantigens derived from gene 
mutations contributes to the long-term survival of lung cancer patients, whole exome sequencing 
(WES) and RNA-seq were performed on 113 lung cancer cases. A new tumor immune microenvironmental 
score (TIME score) has been developed to evaluate the immune response within the tumor of a lung 
cancer patient. In order to identify tumor antigens recognized by enhanced lymphocytes in the case 
showing durable responses to immune checkpoint inhibitor (ICI), an antigen identification system was
 established that combines the prediction of antigens by artificial intelligence (AI) and the 
analysis of tumor-specific T cell receptors (TCRs) by single-cell analysis. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
個々の患者の腫瘍に浸潤するT細胞が認識するネオアンチゲンを同定するために、人工知能（AI）とシングルセ
ル解析を組み合わせた腫瘍抗原の同定システムを構築した。このシステムを活用することで、免疫チェックポイ
ント阻害剤（ICI）奏功例、長期生存症例から、腫瘍の長期のコントロールに関わるT細胞と抗原を同定すること
が可能になる。個々の患者で、鍵となる腫瘍抗原を標的としたがんワクチン療法やT細胞受容体遺伝子導入T細胞
の移入治療への応用が可能になると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
免疫系が、腫瘍の成長を長期にわたって制御できることが、マウスモデルで報告されている。

Schreiber らは、マウスに低用量の化学発がん剤を注射し、がんを長期にわたって平衡状態に保
つマウスモデルを作成した。そして、抗 CD4/CD8/IFN抗体を投与して免疫細胞を除去すること
で、腫瘍が増大してくることを示した（Koebel et al, Nature, 2007）。また、マウス腫瘍から、
CD8 陽性 T細胞が認識するドミナントな抗原（変異型スペクトリン2）を同定し、その抗原消失
が免疫逃避のメカニズムであることを示した(Matsushita et al, Nature, 2012) 。これらの結
果から、腫瘍を平衡状態に保つ免疫細胞は CD4/CD8 陽性 T細胞であり、標的抗原は遺伝子変異由
来のネオアンチゲンである可能性が考えられた。 
がん種を問わず、一定の割合で長期生存がん患者が存在する。ネオアンチゲンに対する免疫応

答が、患者の長期生存に寄与している可能性がある。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、がんを長期に制御しているのはネオアンチゲンに対する持続的な免疫応答

であるという仮説を、長期生存がん患者における腫瘍内のネオアンチゲン、腫瘍内免疫応答、そ
して末梢血中の T 細胞を解析することで検証し、その結果を今後のネオアンチゲンワクチンを
含むがん治療に結びつけることである。 
 
３．研究の方法 
（１）ネオアンチゲンの予測 
当院で治療を受けた肺癌患者を対象とし、腫瘍検体、血液検体を収集した。手術（生検）時の

肺癌組織から DNA と RNA を調製し、全エクソームシークエンス（WES）、RNA シークエンス（RNA-
seq）を行った。末梢血単核細胞（PBMC）の一部から DNA を抽出しコントロールとして使用した。
また、外来通院中の長期生存肺癌患者から PBMC を採取した。遺伝子変異から生じる異常なタン
パク由来の候補ネオエピトープを in silico のアルゴリズムを用いて予測し、約 30-40 個の抗
原エピトープをスクリーニング対象とした。 
（２）腫瘍浸潤 CD8 陽性 T細胞のシングルセル解析 
 腫瘍浸潤リンパ球から、CD8 陽性 T細胞をセルソートし、同一細胞における遺伝子発現と T細
胞受容体（TCR）発現が解析可能なシングルセル解析（CD8T scRNA/TCR-seq）を実施した。Cell 
Ranger によって作成されたデータを Seurat で解析した。Uniform Manifold Approximation and 
Projection によりクラスタリングを行った。 
（３）腫瘍内免疫応答の評価 
腫瘍内の免疫微小環境を評価するために、腫瘍免疫微小環境に関連する遺伝子の発現につい

ては、single-sample gene set enrichment analysis (ssGSEA)を行った。 
 

４．研究成果 
（１）腫瘍免疫微小環境の新たな評価法の開発 
当センターで収集した113例の肺癌手術症例を対象としてWESとRNA-seqを実施した。腫瘍免疫

微小環境を、腫瘍因子、免疫因子、そして免疫を抑制する抗免疫因子の3つに分類して、各因子

図１. RNA-seq のデータから腫瘍免疫微小環境
を腫瘍因子、免疫因子、抗免疫因子の 3つに分
類し、各因子に関連する遺伝子群の発現の偏り
を 数 値 化 (single-sample gene set 
enrichment: ssGSEA)することによってスコア
化を行った。 



に関連する遺伝子セットを、ssGSEAを活用して評価する新しい腫瘍免疫微小環境スコア（TIME 
score）を開発した（図１）。長期の予後データが含まれる990例のTCGAデータで解析したとこ
ろ、肺癌における組織型、遺伝子変異量、抗原特異的免疫応答、シグナル伝達異常等がスコア
に影響を与え、腫瘍スコアが低く、免疫スコアが高く、抗免疫スコアが低い群で予後が良好で
あることがわかった（図２）（Shinohara et al, J Immunother Cancer 2022）。 

 
（２）シングルセル解析を活用した抗原同定 
肺癌患者の腫瘍検体に発現する変異由来のネオアンチゲンを同定するため、まず、WESのデー

タより遺伝子変異を同定した。また、ネオアンチゲン以外のがん・精巣抗原にも着目した。共
同研究機関である日本電気株式会社（NEC）の人工知能（AI）を活用した抗原予測アルゴリズム
により、遺伝子変異由来のネオアンチゲン及びがん・精巣抗原由来の抗原エピトープを予測し
た。末梢血中のB細胞より誘導した抗原提示細胞（B-APC）に、5個ずつプールしたネオアンチゲ
ンペプチドをパルスして、TCR遺伝子導入Jurkat細胞との反応性を検証した。 

腫瘍浸潤リンパ球が認識する、予測抗原を同定するために、検体量が十分保存されていた3症
例において、シングルセル解析（CD8T scRNA/TCR-seq）を実施した。UMAPでクラスタリングを行
った。遺伝子発現解析データに基づき、腫瘍内CD8陽性T細胞の分化、疲弊状態について検討した
（図３）、PDCD1(PD-1)やHAVCR2(Tim-3)などの疲弊化マーカー遺伝子の発現を特徴とする
Tex(exhausted T cell)クラスターと、TCF7やCCR7といった未分化マーカー遺伝子の発現を特徴
とするTm(memory T cell)クラスターに大部分の細胞が属していた。それぞれのクラスターの

図２. 990 症例の肺癌公開データベース
(TCGA データ)を用いて、TIME score と患者
の予後との関連性について検討した。腫瘍ス
コアが高く、免疫スコアが低く、抗免疫スコ
アが高い Thigh/Ilow/Shigh （G5）は最も予後不
良で、その反対の Tlow/Ihigh/Slow（G4）は最も
予後が良好であった。 

図３. （A）肺癌 3例の UMAP を示す。10のクラスターに分けられた。（B）各クラスターに
発現する代表的な遺伝子を示す。（C）Pseudo-time trajectory 解析。矢印は naïve/memory 
T 細胞から exhausted T (tex) 細胞への分化を示す。 



TCR遺伝子情報から、TCRを人工合成し、Jurkat細胞に導入した。TCR遺伝子導入T細胞を、Tex
（exhausted T cell)クラスターのT細胞が、ネオアンチゲンやがん・精巣抗原に反応することを
明らかにし、シングルセル解析を活用したTCR-抗原同定システムを確立した（図４）。 

 
（３）免疫チェックポイント阻害剤奏功例および長期生存症例の検討 
 肺癌の胸水貯留症例で、免疫チェックポイント阻害剤（ICI)に感受性を示した2症例におい
て、（２）で構築したシステムで、ICIで増強されたリンパ球が認識する腫瘍抗原を同定すべ
く、樹立したがん細胞株からWES/RNA-seqを行い、腫瘍抗原エピトープを予測した。また、胸水
リンパ球（CD8陽性T細胞）からシングルセル解析を行った。さらに、長期生存症例7例のうち2
例において、同様に、我々のシステムで末梢血リンパ球が認識する腫瘍抗原を同定すべく、手
術時の腫瘍検体からWES及びRNA-seqを行った。 
 

図４.人工知能（AI）と、シング
ルセル解析を活用した TCR-抗原
同定システム。腫瘍の WES 及び
RNA-seq データから AIにより腫
瘍抗原の予測を行う。シングル
セル解析（CD8T scRNA/TCR-seq）
で腫瘍特異的 T 細胞集団の TCR
を同定する。TCR 遺伝子導入 T細
胞を作製し、腫瘍抗原との反応
性を検討する。 
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Yabuno A, Matsushita H, Hamano T, Tan TZ, Shintani D, Fujieda N, Tan DSP, Huang RY, Fujiwara K,
Kakimi K, Hasegawa K.
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 １．著者名
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〔学会発表〕　計18件（うち招待講演　7件／うち国際学会　1件）

2021年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

松下博和

篠原周一、小室裕康、松井琢哉、重松義紀、波戸岡俊三、庄村心、安達勝利、高尾仁二、大塚崇、大矢由子、中田健男、高橋祐介、岡村文
子、坂倉範昭、黒田浩章、松下博和

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

ネオアンチゲンを標的としたがんワクチン療法

マルチオミクス解析に基づいた腫瘍免疫微小環境スコアの意義

第23回 外科分子細胞治療研究会（招待講演）（招待講演）

第121回 日本外科学会定期学術集会　外科学再興シンポジウム

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Neoantigens Are Critical Targets in Naturally and Therapeutically Induced Immune Responses to
Cancer

Gan To Kagaku Ryoho. 1372-1376

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Matsushita H, Demachi-Okamura A, Takahashi Y. 46

 １．著者名

10.3892/ijo.2020.4975.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Different immunological effects of the molecular targeted agents sunitinib, everolimus and
temsirolimus in patients with renal cell carcinoma.

Int J Oncol. 999-1013

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Kobayashi Y, Yamada D, Kawai T, Sato Y, Teshima T, Yamada Y, Nakamura M, Suzuki M, Matsumoto A,
Nakagawa T, Hosoi A, Nagaoka K, Karasaki T, Matsushita H, Kume H, Kakimi K.
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2021年

2021年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第38回日本呼吸器外科学会学術集会

第38回日本呼吸器外科学会学術集会

第38回日本呼吸器外科学会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

松井琢哉, 松下博和, 黒田浩章, 坂倉範昭, 高橋祐介, 仲田健男, 大矢由子, 中西良一, 奥田勝裕, 横田圭右, 立松勉, 遠藤克彦, 坂根理
司, 小田梨紗

篠原周一, 小室裕康, 松井琢哉, 大矢由子, 仲田健男, 高橋祐介, 岡村文子, 坂倉範昭, 黒田浩章, 松下博和

松井琢哉, 松下博和, 奥田勝裕, 中西良一

小室裕康、高橋祐介、宮本勇作、松本光善、山本裕崇、白橋幸洋、西田玲奈、宮井まなみ、篠原周一、松井琢哉、岡村文子、福山隆、黒田
浩章、松下博和、土井潔、岩田尚

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

肺悪性腫瘍のHLA遺伝子多型による疾患感受性と免疫応答の個体差形成メカニズムの解明

HLA-B1501肺癌患者におけるKK-LC-1に対するTCRの取得

肺悪性腫瘍におけるHuman leukocyte antigen (HLA) 遺伝子多型による疾患感受性及び免疫応答の個体差の形成に関するメカニズムの解明
マルチオミクス解析に基づいた腫瘍免疫微小環境スコアの意義 ネオアンチゲンを標的としたがんワクチン療法

RNA に基づいた腫瘍免疫微小環境スコア（TIME score）の意義

第121回日本外科学会定期学術集会



2021年

2021年

2021年

2021年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第25回日本がん免疫学会総会

第18回日本免疫治療学会学術集会

第38回日本呼吸器外科学会

第18回日本免疫治療学会学術集会　シンポジウム（招待講演）

 ３．学会等名

 ３．学会等名

松下博和

篠原周一，高橋祐介、岡村文子、小室裕康、松井琢哉、大矢由子、黒田浩章、松下博和

 ３．学会等名

 ３．学会等名

篠原周一、高橋祐介、小室裕康、松井琢哉、大矢由子、黒田浩章、松下博和

高橋祐介、篠原周一、松下博和

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

マルチオミクソン解析に基づく腫瘍免疫微小環境スコア（TIME score）の意義

EGFR変異陰性非小細胞肺癌における腫瘍浸潤リンパ球の標的がん抗原の検索

肺癌に対するネオアンチゲンを標的としたがんワクチン療法の開発

マルチオミクソン解析に基づく新たな腫瘍免疫微小環境スコア(TIME score)の開発

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名



2020年

2020年

2020年

2020年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第8回 南大阪肺癌分子腫瘍研究会（招待講演）

日本肉腫学会　オンライン・ライブ特別年次総会（招待講演）

第82回日本血液学会学術集会

第24回日本がん分子標的治療学会学術集会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

松下博和

Hirokazu Matsushita

松下博和

松下博和

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

肺癌に対する抗原特異的がんワクチンの開発

Cancer Immunoediting and Identification of Critical Tumor Neoantigens

ネオ抗原の同定と抗原特異的免疫療法の開発

ネオアンチゲンを標的としたがん免疫療法



2020年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

がん微小環境の評価と免疫療法の適応症例の選択（招待講演）

第29回泌尿器科分子・細胞研究会
 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

19th Symposium for Gene Design and Delivery（招待講演）（国際学会）

第23回日本がん免疫学会総会（招待講演）

 ２．発表標題

 ２．発表標題

Hirokazu Matsushita

松下博和

 １．発表者名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

Reduced neoantigen expression revealed by longitudinal multiomics as a possible immune evasion mechanism in glioma

第32回日本バイオセラピィ学会学術集会総会

腎癌におけるがん免疫療法

Mutation-derived neoantigens as a promising target for cancer vaccine development

 １．発表者名

 １．発表者名

松下博和

Hirokazu Matsushita
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