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研究成果の概要（和文）：がんの治療抵抗性の原因として、がん幹細胞の存在が提唱されている。膠芽腫由来の
がん幹細胞におけるネオアンチゲンを探索するために、RNAシーケンスを用いて網羅的に遺伝子発現を解析し、
新たに7種類のネオアンチゲンを見いだした。免疫組織化学法を用いて、3種類のネオアンチゲンが細胞膜に分布
していることを確認した。これらのネオアンチゲンは、膠芽腫の治療標的となる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The existence of cancer stem cells has been proposed as a cause of 
resistance to treatment. To identify neoantigens in glioblastoma-derived cancer stem cells, we 
comprehensively analyzed gene expression using RNA sequencing and identified seven new neoantigens. 
Using immunohistochemistry, we confirmed that three of these neoantigens are distributed on the cell
 membrane. These neoantigens may serve as potential therapeutic targets for glioblastoma.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： グリオーマ　がん幹細胞　ネオアンチゲン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性グリオーマである膠芽腫は、治療後に高い確率で再発し、平均余命は約1年である。グリオーマは強い浸潤
能を有するため、腫瘍細胞が脳の正常部位に深く浸潤し、外科手術では全摘出が困難な場合が多く、再発を引き
起こす。このようなアンメット・メディカル・ニーズが高い悪性脳腫瘍に対して、新たな治療法の開発が望まれ
ている。複数のネオアンチゲンの発見により、プレシジョン・メディシンの開発が推進されることが期待され
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 
 膠芽腫はあらゆる年齢に発生し、原発性脳腫瘍で最も多い腫瘍である。外科的摘出・放射線治
療・化学療法などの集学的治療を行っても、腫瘍は再発し腫瘍死を免れない。平均生存期間は約
1年で、ここ数十年目立った予後の改善がない難治性腫瘍のひとつである。この治療抵抗性の原
因として、がん幹細胞の存在が提唱されている。がん幹細胞が少数でも残存してしまうことで、
がん根治が困難となっているという概念である。私たちは、グリオーマの患者の手術検体から単
離したがん幹細胞が、制御性 T細胞調節因子（ICOSLG）を高発現していることを見いだした。そ
して、ICOSLG が生命予後に影響を及ぼすことを世界に先駆けて証明し、グリオーマの治療にお
ける免疫療法の可能性を提唱した（Neuro Oncol 22(3): 333-44, 2020）。その成果を踏まえて、
グリオーマ由来のがん幹細胞におけるがん特異的抗原（ネオアンチゲン）を探索するために、RNA
シーケンスで網羅的に遺伝子発現を解析した。その結果、悪性腫瘍疾患において開発がすすめら
れている複数のネオアンチゲン（WT1，IL13Rα2，MAGEA3，MUC1）を同定した。 
 脳腫瘍に対する免疫療法は相当数の臨床試験が行われている。WT1 ペプチドワクチン療法は、
再発悪性グリオーマに対する第 II 相臨床試験において、生存期間中央値を 37 週に有意に延長
した（コントロールは 20 週）。また、6 種（MAGE-1，HER-2，AIM-2，TRP-2，gp100，IL13Rα2）
を抗原とした樹状細胞ワクチン療法は、初発悪性グリオーマに対する第 II 相臨床試験
（NCT01280552）において、無増悪生存期間を 9 週間延長させた。しかし、EGFRvIII ペプチドワ
クチン療法は、EGFRvIII 陽性の初発悪性グリオーマに対する第 III 相臨床試験において、全生
存期間を延長できなかった。このように、免疫療法は一定の成果をあげてきているが、グリオー
マの根治には残された課題は多い。 
 
２．研究の目的 
 従来のネオアンチゲンによる、脳腫瘍に対する免疫療法は患者の生存期間を延長しているが、
根治には至っていない。その理由として、標的タンパク質の遺伝子が変異している場合は、がん
幹細胞はネオアンチゲンを発現していない可能性がある。そこで同定したネオアンチゲンにつ
いて、遺伝子変異、スプライシングバリアント、融合遺伝子を解析した。しかし、これら 4 種
（WT1，IL13Rα2，MAGEA3，MUC1）の分子において、がん幹細胞に特異的な遺伝子変異は検出さ
れなかった。従って、膠芽腫由来のがん幹細胞における遺伝子解析の探索範囲を広げ、新たなネ
オアンチゲンの同定を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 本研究は、関西医科大学遺伝子倫理審査委員会および医学倫理委員会に申請を行い、承認
の回答を得てから実施した。転移性脳腫瘍および肺癌由来のがん幹細胞は三次元スフェア培養
法を用いて樹立した（Neuro Oncol 22(3): 333-44, 2020）。手術で切除されたがん組織（0.1–1 
g）をはさみにより細かく刻んだ。細切された組織を細胞剥離液（Accumax；ナカライテスク）2 
mL をいれた試験管に移し、37℃の恒温槽で 5分間振盪（20 回/分）した。細胞培養液 8 mL を加
え混和し、遠心（40 ×g，5 分）した。上清を捨て、細胞培養液 10 mL を加え混和し、超低接着
表面ディッシュ（100 mm；Corning）で培養した。培養は、5％ CO2／95%空気、37℃の湿潤な環
境で行った。細胞培養液は、D-MEM/Ham’s F-12（和光純薬）に、NaHCO3（49 mM）、グルコース
（26 mM）、L-グルタミン（3 mM）、MACS NeuroBrew-21（5 mL；Miltenyi Biotec）、上皮成長因子
（EGF，20 ng/mL；PeproTech）、線維芽細胞増殖因子（bFGF，20 ng/mL；PeproTech）、およびペ
ニシリン（100 U/mL）とストレプトマイシン（0.1 mg/mL）を添加したものを使用した。 
(2) RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて、がん幹細胞から RNA を抽出した。バイオアナライザ
電気泳動システム（Agilent 2100；Agilent）を用いて、RNA の品質を確認した。strand-specific
ライブラリー調製法（NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module；New England Biolabs）
でシーケンスライブラリーを作製した。次世代シーケンサー（NovaSeq 6000；Illumina）を用い
て、ライブラリー調製したサンプルの塩基配列を 1 検体あたり 12 GB で取得した。ソフトウエ
ア FastQC を用いて、クオリティスコアを確認し、シーケンスの品質に問題がなかった。ソフト
ウエア Trimmomatic を用いて、シーケンスリードをトリミングした。ソフトウエア HISAT2 を用
いて、トリミング後のシーケンスリードをリファレンスゲノム（hg38）へマッピングした。リー
ドのマップ率は 86-98%であった。ソフトウエア featureCounts を用いて、マッピングされた raw 
リード数をカウントした。ソフトウエア featureCounts を用いて、マッピングされたフラグメン
トのカウントを行い、TPM 値を算出した。 
(3) 免疫組織化学染色で、一次抗体は抗 NUF2 抗体（HPA076604; Atlas Antibodies）および抗
CD44 抗体（A32849; LS-B16702；LifeSpan Biosciences）を使用した。二次抗体は Alexa Fluor 
Plus 488 標識抗ウサギイムノグロブリン抗体（A32790; Invitrogen）および Alexa Fluor Plus 
647 標識抗ヤギイムノグロブリン抗体（A32849; Invitrogen）を使用した。がん幹細胞を 4%パラ
ホルムアルデヒド溶液で固定した。0.2% TritonX-100 により細胞膜の透過処理を行った。10%正
常ロバ血清（D9663；Sigma-Aldrich）によりブロッキングを行い、一次抗体と蛍光二次抗体を反



応させた。DAPI（4',6-Diamidino-2-phenylindole, 1 μg/ml；同仁化学研究所）を用いて細胞
核を染色した。蛍光は共焦点レーザー顕微鏡（LSM700; Carl Zeiss）を用いて観察し、画像を取
得した。 
 
４．研究成果 
 ネオアンチゲンについて、RNA シーケンス解析で遺伝
子発現量を調べた。その結果、新たに 7種類のネオアン
チゲンの発現を発見した。免疫組織化学法を用いて、膠
芽腫由来のがん幹細胞におけるネオアンチゲンの発現
を検証し、3種類のネオアンチゲンが細胞膜に分布して
いることを確認した（図 1）。これらのネオアンチゲン
は、膠芽腫の治療の標的になる可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
＜引用文献＞ 
① Iwata R, Lee JH, Hayashi M, et al. ICOSLG-mediated regulatory T cell expansion and 

IL-10 production promote progression of glioblastoma. Neuro-Oncology. 2020; 
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図 1 がん幹細胞における蛍光免
疫染色。（A）NUF2、（B）CD44、(C)
マージ、および（D）核染色とのマ
ージ。スケールは 20 μm。 
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