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研究成果の概要（和文）：がん細胞に特異的に生じる体細胞性遺伝子変異に由来するペプチドであるネオアンチ
ゲンは、がん細胞特異的で、高い免疫原性を持っている。がん細胞HLA ClassI/IIに親和性のあるネオアンチゲ
ンペプチド、すなわちより強い抗原性を有したネオアンチゲンを予測し、樹状細胞にパルスし、腫瘍周囲、リン
パ節、末梢血から採取した腫瘍浸潤リンパ球（TIL）より細胞傷害性リンパ球（CTL）誘導に成功した。

研究成果の概要（英文）：Neoantigens, which are peptides derived from somatic gene mutations that 
occur specifically in cancer cells, are cancer cell-specific and highly immunogenic. Neoantigen 
peptides with affinity for cancer cells MHC Class I/II, that is, neoantigens with stronger 
antigenicity are predicted, and pulsed to dendritic cells to generate tumor-infiltrating lymphocytes
 (TILs) collected from surrounding tumors, lymph nodes, and peripheral blood. We succeeded in 
inducing cytotoxic lymphocytes (CTLs) from those TILs.

研究分野：医歯薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん細胞から得られるネオアンチゲンは、精密に個別化された「情報」であるとともに「治療ターゲット」に他
ならない。特に、免疫のメモリー機能に重要な役割を果たすHLA ClassIIに親和性のあるネオアンチゲンは、免
疫機能を強化する上に機能を持続する可能性があることを初めて証明した（Morisaki T, Kubo M, et al. Front
 Immunol, 2023）。
臨床試験を経て承認される多くの薬剤は限りなく高騰し、個人の「経済毒性」のみならず、わが国においては輸
入超過の原因ともなっている。現場で患者さんの個人的・社会的立場に寄り添える国産創薬への可能性を明らか
にした。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
それまでの研究で、がん細胞に特異的に生じる体細胞性遺伝子変異に由来するペプチドである
ネオアンチゲンは、がん細胞特異的で、より高い免疫原性を持っていることを明らかにしてきた
（Morisaki T, et al. Sci Rep 2018 (当時投稿中)）。2018年、Rosenbergらは、腫瘍の遺伝子変
異に特異的な腫瘍浸潤リンパ球（TIL）を強化
することにより、治療抵抗性乳癌を消滅させた
と報告した（Nature Med, 右図はイメージ）。
本研究では、ネオ抗原に対し生体内で実際に反
応を示すリンパ球を選別し、「細胞医薬」とし
て治療に応用することが目的である。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、ネオアンチゲンに対し生体内で実際に反応を示すリンパ球を選別し、「細胞医薬」
として治療に応用することが目的である。具体的には、進行乳癌で手術時に切除する腫瘍に限ら
ず、腋窩等のリンパ節のうち、実際に転移のあるリンパ節サンプルほか、末梢血リンパ球から腫
瘍浸潤リンパ球（TIL）を採取する。ネオ抗原を認識するエピトープを持つリンパ球を抽出し強
化・増殖させる技術が可能となれば、その増殖させたリンパ球を体内に移入する TIL 療法が可
能となり、高い抗腫瘍効果を発揮すると考えられる。本研究で、強化 TIL 療法への道筋が基礎
的に明らかとなれば、副作用は極めて少ない個別化精密医療が実現し、癌治療のパラダイムを大
きく変える可能性がある。 
 
 
３．研究の方法 
（1）乳癌のネオ抗原解析、ネオアンチゲンペプチドの作成 
全エクソーム解析と RNAシークエンスを行い、非同義一塩基置換すなわちアミノ酸置換を伴
う遺伝子変異数を算出、変異ペプチドに応じた RNA 発現と HLA に対する親和性をソフトウエ
アで解析してネオアンチゲンペプチドを予測した。オンコセラピーサイエンス社、Cancer 
Precision Medicine 社と共同研究は始まっており（Morisaki T, Kubo M, Immunol Invest. 13;1-18, 
2020）、導入は順調であった。 

 
 右図の手順に従い、乳癌患者30人
(Luminal A 8人、Luminal B 18人、
TNBC 4 人)から得られた乳癌組織
および末梢血単核球を用いて、NGS
による変異遺伝子解析および HLA
タイピング、in silico による HLA 
Class I/II拘束性のネオアンチゲン予
測解析を行った。ネオアンチゲンペ
プチドの定義は、HLAに対する親和
性が IC50<500nMとした。また、腫
瘍組織の mRNA シーケンスにより
変異遺伝子の発現解析を行った。（2024年 7月日本乳癌学会で発表予定） 
 
（2）各種 TILの機能解析 
進行乳癌で手術時に腫瘍周囲組織、リンパ節、末梢血より TILを保存する。MHC/ペプチド複合
体を蛍光物質で標識し、4量体
化したテトラマー試薬とフロ
ーサイトメトリーを用いて、ネ
オ抗原ペプチドのみを認識す
る T細胞を特異的、定量的に測
定する（MHC テトラマー解
析）。さらに、TILより抽出した
RNA を用いて TCR/BCR レパ
トア解析を行い、次世代シーケ
ンスにより定量的に TCR や
BCR の遺伝子配列を決定し、
TIL クローンの種類や頻度を
解析する（右図）。 
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（3）TIL療法強化におけるネオ抗原ペプチド樹状細胞ワクチンの機能解析 
上記で予測されたネオアンチゲンペプチドを自己 PBMCから樹立した樹状細胞（DC）にパルス
し、TILと共培養する。TILの強化において、免疫チェックポイント阻害薬（ICI）やネオアンチ
ゲンペプチド樹状細胞ワクチンの意義を Elispot 試験、細胞障害試験、マウス移植・治療実験を
用いて解析した。 
 
 
４．研究成果 
（1）乳癌のネオアンチゲン解析、ネオアンチゲンペプチドの作成 
遺伝子変異数の平均は 79.4個(10-312)、非同義一塩基置換(nsSNV)数の平均は 47.9個であった。

HLA Class I拘束性ネオアンチゲン数の平均は 123個(13 - 444)、HLA Class II拘束性ネオアンチゲ
ン数の平均は 2082(191 - 10414)であった。Luminal Aと比較して、Luminal Bおよび TNBCは遺
伝子変異数が多く、その影響でネオアンチゲン数も多かった(HLA class I: 46.6 vs 152, HLA class 
II: 711 vs 2404)。親和性 IC50 < 50nMかつ変異遺伝子の一定の発現(RNAリード数 5以上)と条件
設定をした場合、予測される Class I拘束性ネオアンチゲン数の平均は 4.5個、Class II拘束性ネ
オアンチゲン数の平均は、10.2個となった。 
乳癌では、HLA Class II拘束性のネオアンチゲンの数は HLA Class Iと比較して著明に多かっ
た。Luminal Aと比較して、Luminal Bおよび TNBCはネオアンチゲン数が多かった。実際の治
療標的として絞り込むことを考え、より高精度な予測ツールの開発に向けて研究を進めている。 
 
（2）各種 TILの機能解析 
 HLA ClassI/II 拘束性ネオアンチゲン刺激樹状細胞ワクチン刺激前(Pre)と刺激後(Post)にお
ける末梢血単核球(T リンパ球)の T細胞受容体レパトワ解析を施行した（樹状細胞成熟化につい
ては下(3)を参照）。3例の解析が終わり、症例 3703 についてデータを示す（未発表データ）。 
 
 用いたネオアンチゲンペプチドの数は、HLA class I 拘束性 short peptide 3個、HLA ClassII
拘束性 long peptide 1個である。下図円グラフの一つの区画が一つのクローンを示しており、
0.5%以上の占有率を有するクローンのみそれぞれを一つの区画として表し、0.5%未満の占有率
のクローンはまとめて一つの区
画とした。また、TCRクローン
の 多 様 性 指 数 (inverse 
Simpson’ s Diversity index; 
DI)を計算した（数値が高いほど
多様性が高い。すなわち、特定の
クローンが増えると多様性指数
は減少する）。症例 3703におい
ては、0.5%以上の占有率を有す
るクローンの割合が増加し、DI
も低下した。すなわち、ワクチン
に伴い特異的な T細胞クローン
が増加したことが示唆された。
次に、末梢血リンパ球および一
つの HLA ClassII ネオアンチゲ
ンペプチドを用いてネオアンチゲンぺプチド刺激樹状細胞を 3週間程度共培養し、共培養後の T
リンパ球（CTLと定義）の TCRレパトワ解析をおこなった。1%以上の占有率を有するクローン
の割合が増加し、DI も顕著に低下した。それぞれの症例で、複数のクローンが増加しており、
単一の HLA ClassII拘束性ペプチドで複数の特異的Ｔ細胞が刺激され増殖したことが示唆された。 
 
（3）TIL療法強化におけるネオアンチゲンペプチド樹状細胞ワクチンの機能解析 
ネオアンチゲンペプチド樹状細胞ワクチンの意義
を Elispot 試験、細胞障害試験を用いて解析した症例
3703 についてデータを示す（未発表データ）。 

 
右に樹状細胞の成熟化と樹状細胞ワクチン作製の
過程を示す。回収したネオアンチゲンペプチド樹状細
胞ワクチンを各種 Tリンパ球と共培養した。 
 次に、ネオアンチゲンペプチド樹状細胞ワクチンの
評価を Elispot試験、細胞障害試験で行った。その結果
を下に示す。ネオアンチゲンペプチドとして
NOTCH3-IIを用いた場合に、両試験において強い反応
が誘導されており、強い免疫反応が誘導できているこ
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とが証明された。このことより、ネオアンチゲンペプチド樹状細胞ワクチンは強い免疫反応を誘
導する可能性がある。 
  
以上、すべての結果解析を待って、論文投稿準備中である。この結果を発展させ、臨床試験、臨
床実装へ進むべく検討している。 
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