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研究成果の概要（和文）：TMB-high症例を含む大腸癌6例におけるネオアンチゲンペプチドの免疫原性を評価し
た結果、高TMB大腸癌症例のネオアンチゲンペプチドはより高い免疫原性を示した。原発・転移巣での比較を行
った結果、約7割は共通の変異であり、約3割が原発巣でのみ確認され転移巣では消失していた。転移巣でのみ新
しく確認された変異は僅か3%程度であった。原発・転移巣共通のネオアンチゲンペプチドは免疫原性が低いこと
が示された。免疫原性が著明に高いネオアンチゲンペプチドは原発巣でのみ見られ、患者PBMCにおけるネオアン
チゲンペプチド/TCR複合体も検出された。

研究成果の概要（英文）：The immunogenicity of neoantigen peptides in colorectal cancer (n=6), 
including a TMB-high case, was evaluated. The results showed that neoantigen peptides in the 
TMB-high case showed higher immunogenicity. Comparison between primary and liver metastases showed 
that about 70% of the mutations were common, and about 30% were identified only in primary tumors 
and disappeared in metastases. Only about 3% of mutations were newly identified only in liver 
metastases. Neoantigen peptides common to both primary and metastases were shown to have low 
immunogenicity. Neoantigen peptides with markedly higher immunogenicity were found only in the 
primary tumor, and a neoantigen peptide/TCR complex was also detected in the PBMCs.

研究分野：消化器外科

キーワード： 癌

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大腸癌肝転移において、原発巣・転移巣のどちらからも検出されるネオアンチゲンについては免疫原性が強く抑
制されている可能性が示唆された。臨床応用には、高免疫原性ネオアンチゲン同定のワークフローの確立だけで
なく、免疫原性抑制解除の必要性が示された。

※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（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 (ICI) の登場により、宿主は癌遺伝子変異抗原 (ネオアンチゲ
ン) をはじめとする腫瘍抗原認識し、癌細胞を破壊する細胞障害性 T細胞 (CTL) を有すること
が明らかとなった。一方、抗 PD1/PD-L1 抗体の奏効率は 0-20%程度にとどまり、その原因として、
腫瘍抗原の量的問題と癌微小環境における抑制性免疫の存在が挙げられる。ネオアンチゲンの
量的問題を解決するためにネオアンチゲンを同定して免疫を増強する試みが行われているが、
一つの遺伝子変異に対応するペプチド候補が数個あるため、ネオアンチゲン由来ペプチドの同
定には、膨大な費用と労力がかかり、新しい方法が待たれる (Hopkins A, et al. Nat Rev 
Gastroenterol Hepatol, 2018)。臨床応用では未だに悪性黒色腫(Ott PA, et al. Nature, 2017)
以外では確固たる報告はなく、膵癌などの幾つかの症例報告に限られる (Balachandran VP, et 
al. Nature, 2017)。消化器癌では免疫チェックポイント阻害剤の効果が限定的である。その原
因として癌微小環境における抑制性免疫と腫瘍の抗原性の低さが挙げられる。膵癌や大腸癌は
特に免疫療法抵抗性であるが、新たな治療戦略が求められている。 
 
 
２．研究の目的 
腫瘍の遺伝子変異により生じた抗原が、実際にどの程度存在し、その抗原由来ペプチドを効率
よく同定する方法を開発することを目的とした。本研究による消化器癌の腫瘍特異的抗原に対
する免疫療法の開発は、消化器癌に対する免疫療法の効果を高めるだけでなく、全てのがん種に
共通する方法論であるため適応範囲が極めて広く新産業の創出など社会に大きく貢献できる。 
 
 
３．研究の方法 
凍結腫瘍組織および reference として末梢血白血球それぞれから、Whole exome sequence を
行った。主要組織からは RNA シークエンスも行い、アミノ酸変異をきたす遺伝子変異と RNA 発現
からネオアンチゲン候補となる変異を抽出し、さらに HLA に高い結合能を有するペプチドを in 
silico で予測した。HLA 結合予測については、日本電気 (NEC) の開発したアルゴリズムを用い
た。さらに、in silico で予測した peptide 配列を linker 配列でつないだ tandem mini-gene を
合成・プラスミドベクター挿入し、これを鋳型に in vitro transcription (IVT) により mRNA
を合成した (図 1)。IVT mRNA を PBMC へエレクトロポレーションにより導入し、in vitro 
sensitization を行った。その後、それぞれの合成ペプチドをパルスした腫瘍細胞株 (C1R.A24) 
と共培養し、IFN-gamma ELISpot assay に供した。ELISpot assay では HIV peptide をネガコン
として、spot 数をカウントして評価した。PBMC 中の ptptide/TCR 複合体の検出には、QuickSwitch 
Quant HLA-A*24:02 Tetramer Lit-PE (MBL) を用いた。 
 

図 1. 変異同定後のワークフロー 
 
 
４．研究成果 
消化器癌 30 例 (大腸癌原発巣 10 例、大腸癌肝転移巣 9例、胃癌 8例、肝細胞癌 13 例、胆道
癌 3例、食道癌 5例、膵癌 3例) について、凍結腫瘍組織並びに末梢血リンパ球を用いた全エク



ソン解析と RNA シークエンスの結果、遺伝子変異の多い MSI-high 腫瘍は 3 例であった。Tumor 
mutation burden を算出したところ、MSI-high の 3 例は TMB>30、それ以外は TMB<15 であった 
(図 2)。MSI-high の 3 例は、micro satellite instability (MSI) を解析した結果いずれも MSI-
high であった。癌腫ごとの TMB の傾向は概ね既報通りであった。 
 

図 2. 消化器癌サンプルにおける Tumor mutation burden (TMB) 
 
コーディング領域 RNA 由来ネオアンチゲンの同定のために、エクソン領域のアミノ酸変異を
伴う遺伝子変異のうち RNA シークエンスにより遺伝子発現が高いタンパクに絞り、さらに HLA 結
合能予測システムにより高い Class I 結合能を持つネオアンチゲン由来ペプチド候補を選択し
た。大腸癌 6例 (HLA-A*24:02) についてのネオアンチゲンペプチド免疫応答試験の結果、cutoff
を 40 とした際に、TMB-high 症例では陽性スポットが多かった。TMB-high (n=1) と TMB-low 
(n=5) を比較すると、高 TMB 大腸癌症例では約 4.2 倍の平均スポット数が示された (図 3)。 
 

図 3. TMB-low/high から同定したネオアンチゲンペプチドの免疫原性 
 
TMB-high 症例は転移性大腸癌であったことから、原発・転移巣での NGS 解析結果の比較を行
った。それぞれの mutation について、原発巣のみ、共通、肝転移巣の 3 群に分類すると、約 7
割は共通の mutation であり、約 3 割が原発巣でのみ確認され転移巣では消失、転移巣でのみ新
しく確認された変異は僅か 3%程度であった。上述の3群からのpeptide について、ELISpot assay
を行った結果、原発・転移巣に共通した peptides は全て spot 数がカットオフ以下であった。著
明な spot 数を示した neoantigen peptide は原発巣でのみ見られ、肝転移巣からは検出されな
かった。また、高い免疫原性を示したペプチドは HLA-A24 トランスジェニックマウスを用いた系
でも ELISpot アッセイから高い免疫原性を示した (図 4)。HLA-A24 トランスジェニックマウス
を用いた系では、原発・転移巣に共通した peptides からもカットオフを超えるスポット数を示
すペプチドが 1つ見られた。 
 



図 4. HLA-A24 トランスジェニックマウスを用いた系での ELISpot アッセイ結果 
 
蛍光標識 MHC/peptide complex tetramer を作製し、患者 PBMC におけるペプチド特異的 TCR 陽
性細胞の検出を試みた所、ELISpot high ペプチド tetramer でも陽性が確認された (図 5)。 
 

図 5. 高免疫原性ネオアンチゲンペプチド/TCR 複合体の患者 PBMC からの検出 
 
 以上より、TMB-low と比較して TMB-high では免疫原性の高い neoantigen が多いことが示され
た。また、原発巣・転移巣の比較から、どちらからも検出される neoantigen については免疫原
性が強く抑制されている可能性が示唆され、さらに、原発巣のみで検出され転移巣では消失する
neoantigen は、対応する TCR を有する T 細胞により排除された可能性が示された。本研究で用
いた手法により、免疫原性の高いネオアンチゲン由来ペプチドを同定することは可能であった
が、臨床応用するためにはさらなる改良が必要である。 
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