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研究成果の概要（和文）：遺伝子変異で生じた新生抗原(ネオアンチゲン)を標的とするがん免疫療法は、有望な
がん治療戦略として期待されるが、患者個別のネオアンチゲンの同定　ネオアンチゲン特異的T細胞の誘導技
術、がん微小環境の改善は課題である。我々は、進行期膵がんに伴うがん性胸水の解析から、患者個別のSMAD4 
P130Lネオアンチゲンを見出し、SMAD4 P130Lネオアンチゲン特異的CD8+T細胞を誘導する抗原提示細胞ワクチン
を確立した。さらに、がん性胸水にCD14+CD68+CD163+TIM-3+マクロファージの存在を明らかにし、免疫抑制環境
を改善させるために標的となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cancer immunotherapy targeting neoantigens derived from genetic mutations in
 cancer would be a promising strategy for individualized treatment. However, despite identifying 
cancer-specific neoantigens, neoantigen vaccination to induce neoantigen-specific T cells with an 
improvement of the immunosuppressive tumor microenvironment is still controversial. Herein, we 
identified cancer-specific SMAD4 P130L neoantigen in a patient with pancreatic cancer who developed 
pleural effusion during the progressive disease. Furthermore, neoantigen vaccines using dendritic 
cells harboring peptides compatible with the human leukocyte antigen could induce SMAD4 P130L 
neoantigen-specific CD8+ T cells. Furthermore, we could identify CD14+CD68+CD163+TIM-3+ macrophages 
in the pleural effusion, suggesting that these M2-type macrophages could be targeted to improve the 
immunosuppressive environment for the efficacy of neoantigen vaccines.

研究分野： 再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果により、患者個別のネオアンチゲンをin silico予測し、優れた誘導能の証明されたネオアンチゲン
ワクチンを患者に投与することで、高い抗腫瘍作用の期待されるがんワクチン療法の確立に繋がると期待され
る。また、がん微小環境のマクロファージは、免疫抑制環境を改善させるために標的となる可能性が示唆され
た。マクロファージを標的とした免疫抑制の解除は、がんワクチンと相乗効果が期待される。本研究成果に基づ
いて、安全性を検証するネオアンチゲン-抗原提示細胞がんワクチン療法の安全性試験(jRCTc040210109)が進行
中である。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
オンコパネルを用いたがんゲノム診断では、遺伝子変異に対する分子標的薬の同定は 10％程

度に過ぎない。がんゲノム診断の限界を改善する上で、個別の患者の遺伝子変異で生じた新生抗
原(ネオアンチゲン)を標的とするがん免疫療法は有望と期待される。免疫抑制環境を解除する
Programmed death receptor-1(PD-1), Programmed cell death ligand-1 (PD-L1)および
Cytotoxic T lymphocytes-related protein-4 (CTLA-4)の免疫チェックポイント阻害薬療法は、
遺伝子変異の頻度が高いがんほど有効性が期待され、遺伝子変異で生じたネオアンチゲンを介
した抗腫瘍作用の関与が示唆される。しかしながら、免疫抑制のがん微小環境下のネオアンチゲ
ン特異的がん免疫応答は未だ詳細に検証されていない。がん性胸腹水には、がん細胞、免疫細胞、
ストローマ細胞が混在し、ネオアンチゲンを標的としたがん免疫の理解に有用な病態モデルと
考えられる。ヒトのがん性胸腹膜炎のモデルは、患者個別のネオアンチゲン同定手法の確立、ネ
オアンチゲン特異的 T細胞の解明に繋がる。さらに、がん微小環境を支えるストローマ細胞の解
析から、どのような免疫抑制環境にあるのかを明らかにすることで、ネオアンチゲンと相乗効果
を促す最適な補助薬の選定が可能である。 
 

２．研究の目的 
本研究では、がんと免疫の本質的な病態のメカニズムの解明が期待できるがん性胸腹膜炎に

注目した。患者個別のネオアンチゲンを同定し、ネオアンチゲン特異的 T細胞の誘導を評価する
ことで、免疫抑制のがん微小環境の解明を目指した。 
 
３． 研究の方法 
(1) がん性胸水細胞を用いた遺伝子変異の同定 
進行期膵がん患者のがん性胸水検体から患者個別のネオアンチゲンを同定するために、がん性
胸水細胞を用いたオンコパネル解析を行った。先行研究よりがん性胸水には、Epithelial cell 
adhesion molecule (EpCAM)＋のがん細胞(腺癌)が確認されており、EpCAM 発現の有無で細胞を
ソーティングし、免疫染色およびシークエンス解析からネオアンチゲン発現を検証した。 

(2) ネオアンチゲン-抗原提示細胞がんワクチンの確立 
ネオアンチゲン特異的 T 細胞の誘導技術を確立するために、ヒト単球を原料として、
interferon-(IFN)および granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)、
human platelet lysate (HPL)を用いた抗原提示細胞(HPL-IFN-DC)を開発した(Watanabe et 
al., Genes Cells, 2021; Kawaguchi et al., Vaccines, 2021;  Date et al., Vaccines, 
2021)。NetMHCpan version 3.4 を用いた in silico 解析から、患者保有の HLA に高い結合が予
測されたネオアンチゲン候補ペプチドを選定し、HPL-IFN-DC に付加させた。がん性胸水由来の
CD8＋T 細胞とネオアンチゲンを搭載した抗原提示細胞を共培養し、ELISpot assay を用いた
IFN-産生細胞の検出から、ネオアンチゲン特異的 T細胞誘導を評価した。 

(3) がん性胸水の細胞集団および免疫チェックポイント分子の検出 
進行期膵がん患者のがん性胸水検体を用いたフローサイトメーター解析から、がん細胞、CD8 
＋T 細胞、マクロファージの免疫チェックポイント分子 PD-1, PD-L1 および TIM-3 発現を検証 
した。 

 
４． 研究成果  
(1) がん性胸水の EpCAM＋がん細胞の SMAD4 P130L 発現 
がん性胸水細胞を用いたオンコパネル解析の結果、SMAD4 

P130L 遺伝子変異を見出した。パパニコロウ染色により EpCAM
＋細胞は腺癌と確認された。SMAD4 P130L 遺伝子変異ががん細
胞で特異的に見られるのか検証を行った。蛍光免疫染色の結
果、EpCAM 発現の有無に関わらずに SMAD4 のタンパク質発現
が確認された(図 1A)。一方で、direct PCR シークエンス解析
から、EpCAM－細胞では非検出であったが、EpCAM＋がん細胞に
おいてSMAD4 P130LのホモジェナスなmRNA発現が観察された
(図 1B)。これらの結果より、がん性胸水に存在する EpCAM＋が
ん細胞は、SMAD4P130L タンパク質を発現し、免疫原性を有する
ネオアンチゲンである可能性が示唆された。 
(2) HLA-A*11:01 拘束性 SMAD4P130Lネオアンチゲンに応答する  
CD8＋T 細胞の検出 
患者保有の HLA-ClassI に対する SMAD4P130Lの in silico 結

合予測の結果、HLA-A*11:01 (SMAD4-Neo1, -Neo2, -Neo3 と呼
称)に対する高い結合親和性の予測されたネオアンチゲン候
補ペプチドを抽出した。野生型と比較して、SMAD4-Neo1, Neo3
は高い結合親和性を示した(SMAD4-Neo1, Wild 332 nM, 
Missense 129 nM; SMAD4-Neo3, Wild 416 nM, Missense 193 



nM)。がん性胸水に存在する CD8＋T 細胞と SMAD4-Neo
抗原パルス自己の抗原提示細胞 HPL-IFN-DC(HLA-
A*11:01, 24:02)を用いて in vitro 拡大誘導を行っ
た。拡大培養後の ELISpot assay から、SMAD4-Neo1 
ペプチド(8mer のSVCVNLYH)によるIFN-産生細胞の
増加が認められた(図 2)。SMAD4-Neo1 ペプチドを野
生型 (WT)に変換した場合 SMAD4-WT(SVCVNPYH)、IFN-
産生細胞の増加は見られなかったことから、SMAD4-
Neo1に対する特異的CD8＋T細胞の免疫応答が明らか
になった。さらに、SMAD4-Neo1 と高い結合が予測さ
れた HLA-A*11:01 拘束性を明らかにするために、SMAD4-WT または SMAD4-Neo1 ペプチドをパルス
した HEV-0271 細胞株 (HLA-A*11:01 をホモジェナスに有する抗原提示細胞)を用いた ELISpot 
assay を行った。SMAD4-Neo1 による特異的 IFN-γ 産生細胞の増加が認められ、がん性胸水にお
いて、HLA-A*11:01 拘束性の SMAD4P130Lネオアンチゲンに応答する CD8＋T 細胞の潜在的な存在が
確認された。我々が開発した抗原提示細胞(HPL-IFN-DC)はネオアンチゲン特異的 T 細胞誘導能
を有することが明らかになった(血小板溶解物を用いた樹状細胞の調製法：PCT/JP2021/040505｜
特願 2020-184317、クラスター制御培養による樹状細胞の調製法：特願 2020-204084)。 
 
(3) がん性胸水のCD8＋T細胞のメモリーサ 
ブセットと SMAD4P130L特異的 CD8＋T 細胞  
誘導の検出  
抗腫瘍免疫を記憶し、作用させるために

は memory T 細胞が重要な役割を担ってい
る(Li et al., Front Oncol,2021)。がん
性胸水に存在する CD8＋memory T 細胞サブ
セットの観点から、SMAD4P130Lネオアンチゲ
ン特異的 CD8＋T 細胞誘導を検証した。進行
期 の が ん 性 胸 水 Malignant pleura 
effusion, MPE 1st), 約 2カ月後 MPE 2nd
の CD8＋T 細胞では central memory T (TCM)の顕著な減少が観察された(43.4% から 7.49%, 図
3A)。興味深い点に、MPE 1st と比較して、MPE 2nd では SMAD4P130Lネオアンチゲン特異的 CD8＋T
細胞の誘導に低下が認められた(図 3B)。これらの結果より、がん性胸水の CD8＋TCMは病勢により
変動し、SMAD4P130Lネオアンチゲン特異的 CD8＋T 細胞の誘導に関与する可能性が示唆された。 
 
(4)がん性胸水の CD14＋CD68＋マクロファージの TIM-3 発現 
進行期膵がん患者のがん性胸水の細胞集団およびそれらの細胞集

団の免疫チェックポイント分子の発現を検討した。がん性胸水 1回
目の提供 MPE 1st では、がん性胸水全細胞の 0.60%、約 2カ月後の
MPE 2nd には、1.28%のがん細胞マーカーEpCAM＋細胞が観察された。
免疫チェックポイント分子の PD-L1 および T cell immunoglobulin 
and mucin domain-containing protein 3 (TIM-3)は EpCAM＋がん細
胞でほとんど発現を認めなかった。一方で、がん性胸水の CD8＋T 細
胞は(MPE 1st, 19.1%; MPE 2nd, 22.6%)、僅かに PD-1 および TIM-
3 発現の増加が観察された(PD-1＋CD8＋T cells: 0.51%から 2.79%; 
TIM-3＋CD8＋T cells:3.26%から 5.24%)。がん性胸水中の CD45＋細胞
には CD14＋CD68＋マクロファージが観察され増加を示した(CD45＋細胞中 0.82%から 4.61%, 図 4
上段)。CD14＋CD68＋マクロファージは PD-L1 発現を認めなかったが、CD163＋TIM-3＋発現の増加が
観察された(CD14＋CD68＋マクロファージの 58.1%から 69.1%, 図 4 下段)。 
 
今後の展望、社会的普及性 
 本研究により、がん性胸水は、患者個別のネオアンチゲンの同定、ネオアンチゲン特異的免疫
動態をモニタリング可能な有用な病態モデルであると明らかになった。がん性胸水の CD8＋TCMは
病勢により変動し、ネオアンチゲン特異的 CD8＋T 細胞の誘導に関与する可能性が示唆された。
さらに、進行期膵がん患者のがん性胸水では、免疫チェックポイント分子 TIM-3＋の CD14＋CD68＋

マクロファージが増加し、免疫抑制のがん微小環境を形成する可能性が示された。TIM-3 を標的
とした今後の研究により、ネオアンチゲンと相乗効果の期待される免疫抑制環境を改善する新
規免疫補助薬の開発に繋がると期待される。開発したネオアンチゲン抗原提示細胞ワクチンに
よるネオアンチゲン特異的 T 細胞誘導能を証明し、安全性を検証するネオアンチゲン-抗原提示
細胞がんワクチン療法の臨床研究が進行中である(jRCTc040210109)。 
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