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研究成果の概要（和文）：がんのドライバー変異由来のネオアンチゲンの同定については、まだ網羅的な解析は
なされていない。我々は、ゲノム解析研究であるHOPEプロジェクトの5,143症例の変異解析データより、5つのド
ライバー変異（TP53, EGFR, PIC3CA, KRAS, BRAF)由来の1万種類以上のペプチド変異配列からin silico 技術を
利用してHLAクラスIにマッチする138個の候補ペプチド配列を同定した。次に不死化B細胞株からゲノム編集技術
を用いて樹立した単一HLAクラスI遺伝子発現クローンを利用したMHC安定化試験を実施し、最終的に27個のドラ
イバー変異由来ネオアンチゲン候補ぺプチドを同定した。

研究成果の概要（英文）：Investigation of immunogenic neoantigens derived from cancer somatic 
mutations has been conducted, but a comprehensive approach to the identification of neoantigens 
based on driver mutations has not been performed. In this study, to explore cancer driver mutations 
as potential targets for immunotherapy, we searched for high-frequency cancer driver mutations and 
extracted mutations in 5 genes, TP53, EGFR, PIC3CA, KRAS and BRAF, using genome sequence data for 5,
143 cancer patients enrolled in the comprehensive genome analysis project HOPE. We selected 138 
driver mutation-derived peptide candidate using in silico analysis and narrow downed them to 27 
peptides using a MHC stabilization assay with monoallelic HLA-class I-expressing B cell clone, which
 was established from TISI cell line by genomic editing. These results suggest that the 
MHC-stabilization assay using a monoallelic HLA-expressing B-cell clone is useful to evaluate the 
antigen-presenting properties of neoantigen peptides.

研究分野：腫瘍免疫

キーワード： ネオアンチゲン　次世代シークエンサー　がんのドライバー変異　がん免疫療法　MHC安定化試験
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年免疫チェックポイント抗体を用いた標準治療が次々と確立され，進行がんの患者においても延命効果が明ら
かになっているが、副作用の問題も指摘されている。一方がんワクチン療法は、副作用はほとんど持たないが、
単独では、奏効率が低く完全な臨床応用までには至っていない。しかし、次世代シークエンサーの普及によりが
んの遺伝子解析が網羅的に施行され、がんの遺伝子変異配列に基づくネオアンチゲンが同定されるようになり、
臨床応用に向けて世界的な研究が開始されている。近年これらのネオアンチゲンワクチンと免疫チェックポイン
ト抗体の併用によりさらなる延命効果も報告されており、将来的に有望な複合的免疫療法と考えられる。

※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 
近年免疫チェックポイント抗体を用いた標準治療が次々と確立され，がん患者の長期生存や治
癒が稀ではなくなり，進行がんの患者においても全身コントロールが良好になった。しかし、免
疫チェックポイント抗体による治療期間が長くなると医療コストや副作用管理の問題があり、
抗体治療の期間を短縮できる併用療法の開発が待たれている。以前より施行されているがんワ
クチン療法は、副作用はほとんど持たないが、ワクチン治療単独では、抗原性や奏効率が低く完
全な臨床応用までには至っていない。しかし、次世代シークエンサーの普及によりがんの遺伝子
解析が網羅的に施行され、がんの遺伝子変異配列に基づくネオアンチゲンが同定されるように
なり、臨床開発に向けて世界的な研究が開始されている。ネオアンチゲンは、がんに特異的であ
り、正常組織には発現しない。特に数は多いが同定が難しいパッセンジャー変異配列ではなく、
数は少ないががんの増殖や進展に関与するドライバー変異由来のネオアンチゲンが注目される
ようになっている。さらにこれらのネオアンチゲンを用いたがんワクチンの効果は、免疫チェッ
クポイント抗体の併用により延命効果が増強されることも報告されており、将来的に有望な複
合的免疫療法と考えられる。 
 
２．研究の目的 
我々は、これまでに 5,000 例の HOPE 登録症例由来のドライバー変異（ミスセンス）配列を選別
し、すでに in silico でのネオアンチゲンペプチド候補配列のスクリー二ングを開始している。
またすでにニボルマブが著効した転移性メラノーマ症例においてネオアンチゲンの同定にも成
功している（Nonomura C, et al., Immunol Lett 2019）。今回の研究課題では、HOPE 登録症例
5,000 例由来の遺伝子変異解析データより腫瘍特異的なドライバー変異由来のネオアンチゲン
候補配列を in silico 解析技術とヒトリンパ球を用いた in vitro での MHC 安定化試験等を通し
て臨床試験に使用できる可能性のあるネオアンチゲンペプチドパネルの作製を目指す。 
 
３．研究の方法 
静岡がんセンターでは、2014 年より網羅的なゲノム解析研究（プロジェクト HOPE）を施行して
おり、全エキソームシークエンス（WES）と遺伝子発現解析（GEP）にて得られたデータを利用し
て免疫ネオアンチゲンの解析が可能となっており、下記のようなネオアンチゲンスクリー二ン
グ用の解析プラットフォーム（図 1）が構築されている。 

 
すでにHOPE研究に登録された約5,000症例の遺伝子変異解析データより検索されたがんドライバ
ー変異[KRAS, PIK3CA, EGFR, TP53, BRAF (ミスセンス）]配列2850個よりhotspot変異であり、
10例以上の頻度で確認された50個の変異配列を抽出している。これらの配列を対象に主にHLA-
Class I(A,B,C)の高頻度タイピング（日本人でのトップ10）ごとにHLA結合活性予測アルゴリズ
ム（NetMHC ver4.0, http://www.cbs.dtu.dk/services/NetMHC/）を利用して各ペプチド配列の
結合および遊離活性を解析した（図2）。結合活性の数値が結合親和性（BA）IC50<1000nMおよ
び遊離親和性（EL）%Rank<1% のペプチド配列183個を対象にペプチド合成を実施する。また上
記にて抽出された高頻度（変異頻度1%以上で検出）のHOPE特異的なドライバー変異に関して
TCGAのゲノムデータベースより同様の方法で抽出した変異配列と、アルゴリズムにて解析した
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結合活性データと合わせて比較検討を実施し、HOPE(日本人)特異的なHLAにマッチしたネオアン
チゲン候補配列の同定も行う。さらに選別した合成変異ペプチド配列を対象にHLA-class Iの単
独遺伝子を発現するB細胞株（monoallelic HLA-class I gene-expressing TISI clone）を利用
してネオアンチゲンの絞り込みを実施する。 
 
４．研究成果 
まず HOPE 研究での変異解析データよりがんドライバー変異[KRAS, PIK3CA, EGFR, TP53, BRAF 
(ミスセンス）]の hot spot 変異 50 個の変異配列を抽出している。このうち変異頻度 1%以上の
変異配列 21 個を選別し、HOPE 研究と TCGA データの比較を実施し、11 個は共通配列であったが、
10 個は、HOPE(日本人)でのみ認められた変異であった(図 3)。またネオアンチゲンスクリーニン
グ行程（図 2）においては、上記の hotspot 変異をもとに、1万種類以上の変異ペプチド配列を
網羅し、in silico 解析アルゴリズムを利用して結合親和性（BA）IC50<1000nM および遊離親和
性（EL）%Rank<1% のペプチドを選別した。次に日本人に多い top10 の HLA-class I タイピング
にマッチした 183 個の変異ペプチド配列を同定した。これらのペプチドのマッチした HLA タイ
ピングは、HLA-A2, A11, A31 が多く、HLA-A24 は非常に少なかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 HOPE 研究におけるネオアンチゲン同定の流れ  図 3 Hotspot ドライバー変異の比較  
 
次に 183 個の変異ペプチド配列の絞り込みを実施するために MHC 安定化試験を行い、HLA 分子に
結合後安定化するペプチドの同定を行った。まず我々は、EBV 不死化 B細胞株（TISI 細胞）から
ゲノム編集技術を用いて HLA-class I (A*0201, A*1101, A*2402)を単独で発現するクローン
（monoallelic HLA-class I gene-expressing B cell）の作製に成功している。 
具体的には、まず HLA 分子の発現に必要な分子で 
ある TAP2 遺伝子をノックアウトし、続いて HLA- 
class I-A, B, C のノックアウト株の作製を行っ 
た。この時点で HLA-class I 遺伝子が欠失して 
おり、従来利用されてきた LCL721.221 cells が 
完全な HLA-null ではないことを考慮すると非 
常に独自性が高いと思われる。最終的に個々の 
HLA-class I 遺伝子をノックインして単一の HLA 
を発現する各クローンを作製している。 
HLA-A*0201, A*1101, A*2402 タイピングにマッチ 
する各ペプチドについて in silico の結合親和性と MHC 
安定化試験のデータを比較するとそれぞれ優れた 
相関（r = 0.6～0.7）が認められた。 
       図 4 単一 HLA 遺伝子発現 B細胞株の作成 
 
最終的に合成した 138 個の変異ペプチドから上記の単一 HLA 遺伝子発現 B 細胞株を用いた MHC
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安定化試験を実施し、27 個のドライバー変異由来のネオアンチゲンペプチドを同定した。この
成果は、すでに論文にて公開予定である（Iizuka A, Akiyama Y, et al., Oncol Lett 2023）。
ここまでの解析結果で問題点が 2つ存在すると考えられる。1つ目は、同定した変異ペプチドに
マッチする HLA-DNA タイピングに関して A24 拘束性のペプチドが少ないことが挙げられる。先
行の欧米の研究では、A24 ペプチドの結合を評価しうるドッキングモデルが乏しくデータが少な
いことが想定される。今後、MHC 安定化試験を利用した HLA-A24 拘束性ペプチドの拾い上げを検
討している。2つ目は、in silico 解析で結合活性の弱いペプチドにおいて MHC 安定化試験で活
性の高いペプチドが存在することである（たとえば HLA-A*1101 拘束性の TP53 変異ペプチド、図
5参照）。この点も in silico の解析行程で結合活性の高いペプチドの漏れを防ぐことが今後の
検討課題となる可能性がある。以上の問題点の改善も含めて、ドライバー変異由来のネオアンチ
ゲンワクチン臨床試験の将来的な実施に向けた基礎的な検討を継続していくものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 HLA-A*1101 拘束性変異ペプチド配列の結合活性の評価 
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