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研究成果の概要（和文）：「見るだけでがんを攻撃するキラーT細胞を判別する顕微鏡・セルソーターを開発す
ること」をテーマに機能や分化が異なるT細胞の識別法を検討した。動的ゴーストイメージング (GMI: Ghost 
Motion Imaging) 法は、計測された細胞画像情報を、画像に再構成せずにデータのままで活用し、機械学習によ
りその細胞特性を捉えて高速判別する手法である。GMI技術を用いて、抗原刺激を受けて様々な機能を獲得し変
化するT細胞の分化を、従来の細胞表面マーカーに対する蛍光抗体による識別ではなく、イメージ情報によって
のみ識別する手法を確立した。

研究成果の概要（英文）：We utilized GMI (Ghost Motion Imaging) technology to develop a novel cell 
analyzing and sorting system capable of identifying killer T cells that attack cancer simply by 
observing them.　The GMI method utilizes measured cell image data directly without reconstructing 
images, enabling rapid identification of cell characteristics through machine learning. Using GMI 
technology, we established a method to differentiate T cells with different functions and 
differentiation states, which acquire various functions upon antigen stimulation, solely based on 
image information rather than conventional identification via fluorescent antibodies targeting cell 
surface markers.

研究分野： 腫瘍免疫

キーワード： GMI　CTL　キラーT細胞　AI　機械学習　T細胞活性化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CAR-T細胞治療に加えて、腫瘍浸潤リンパ球（TIL）治療がFDAの承認を受けた。これらのT細胞治療は、体外で培
養増殖させたがん特異的T細胞を用いる治療であるため、T細胞の機能と増殖をバランスよく保持した細胞を安全
に効率よく培養する必要がある。そのためには、閉鎖系の自動培養装置の開発が求められており、培養中のT細
胞の状態、機能を把握する必要がある。我々の研究成果は、蛍光抗体などを用いることなく、細胞を観察しその
画像情報のみでT細胞の分化度や機能を識別できることから、閉鎖培養装置に組み込み、T細胞のモニタリングを
可能にし、CAR-TやTIL治療に最適な培養細胞の調製に貢献できる。

※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 
 がん免疫治療の根幹は、がん細胞を特異的に認識し傷害する腫瘍（抗原）特異的 T細胞（キラ
ーT細胞）による抗腫瘍免疫応答である。現在のがん免疫治療の中心である免疫チェックポイン
ト阻害剤は、腫瘍内の免疫抑制性の環境下で機能を喪失（免疫疲弊）した腫瘍特異的 T細胞の再
活性化により抗腫瘍効果を得る治療である。しかしながら、免疫チェックポイント阻害剤による
治療効果が限定的である理由の一つは、腫瘍内では質・量ともに腫瘍特異的 T細胞が不十分であ
ることである。わずかに存在する腫瘍特異的 T 細胞も、免疫チェックポイント阻害剤単独では、
再活性化させ増殖させることが不十分であることが多い。そこで、研究代表者の垣見は、この腫
瘍特異的 T細胞（CTL）を同定し、分離培養して増殖させて直接患者に投与する CTL 治療や、腫
瘍特異的 T 細胞の TCR の遺伝子をクローニングして、新たに増殖能を持った T リンパ球に遺伝
子導入して腫瘍特異的 T細胞を作製して治療に用いる TCR-T 細胞治療の研究開発を進めている。 

 腫瘍特異的 T 細胞は、腫瘍に存在する遺伝子変異によって生じた変異アミノ酸を含んだネオ
アンチゲンを認識することが知られているが、ネオアンチゲンの多くは、パッセンジャー変異と
呼ばれる個々の患者に固有の遺伝子変異産物であるため、ネオアンチゲンを同定することは容
易ではなく、未知であることが多い。ネオアンチゲンが同定できない大多数の患者においては、
MHC テトラマーを用いた腫瘍特異的 T細胞を同定、検出することが困難である。がん免疫治療開
発に従事する垣見にとっては、腫瘍特異的 T 細胞の同定と分離を可能にする新たな技術革新の
導入が必要であった。 

 シンクサイトの研究者らは、高速に細胞の構造情報を取得するイメージング技術と、その情報
をリアルタイムで処理するデータ処理技術に先端マイクロ流体細胞分取技術を融合させた GC 技
術（Science. 2018 Jun 15;360: 1246-1251）の開発に成功し、その技術を再生・細胞医薬領域
に加え、創薬や体外診断の領域へ展開することを目指していた。 

腫瘍特異的 T 細胞（キラーT 細胞）を用いたがん免疫治療法の開発に取り組む研究代表者は、
フローサイトメーターで取り扱うパラメーター数は通常は数１０個に過ぎないが、特徴量の表
現が限られる画像を見ずにデータをそのまま評価する GC 技術を活用すれば、より多くの特徴量
を用いた評価が可能になり、画像イメージから形態だけでなく細胞の機能を把握することが可
能になるのではないかと考えた。従来のフローサイトメーターの情報に、イメージング情報を活
用することで、機能や分化の手移動が異なる T細胞を識別し、延いてはがん抗原・ネオアンチゲ
ンを認識する T 細胞を判別可能にするシステム構築が可能になるのではないかと期待された。
すなわち、顕微鏡を見る（イメージング情報を取得する）だけで、T細胞の機能を評価し、腫瘍
特異的 T細胞（キラーT細胞）を判別する画期的なシステムの構築を目的として本研究を実施し
た。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、「見るだけでがんを攻撃するキラーT 細胞を判別する顕微鏡・セルソーター

を開発すること」である。 

 研究協力者が開発した Ghost Cytometry 
(GC) 技術（Kawamura Y, et al. Science. 
2018 15;360: 1246-1251）は、動的ゴースト
イメージング (GMI: Ghost Motion Imaging) 
法によって計測された細胞画像情報を、画像
に再構成せずにデータのまま活用し、機械学
習によりその細胞特性を捉えて高速判別す
る新手法である。私たち人の知識や識別能力
が追いついていないため、画像への再構成の
ステップでは、せっかく取得した膨大な情報
を圧縮してしまうことになる。それならイメ
ージ情報をそのまま使おうというコンセプト
のもとに、この GC 技術と流体技術を組み合わ
せることによって、毎秒数千細胞のスピードで細胞を判別し分離する世界最速の AI 駆動型イメ
ージングセルソーターが実現されている(THINKCYTE 社：https://thinkcyte.com/)。 



３．研究の方法 
（１）従来の FACS 解析データを教師とする機械学習を用いた腫瘍浸潤 T細胞の解析 
AI には、詳細で正確な学習データセットと検証のためのデータセットが必要である。まず、

がん細胞表面に提示されたがん抗原を認識し、正常細胞には反応せず、がん細胞に対してのみ反
応する腫瘍特異的 T 細胞として、マウスメラノーマ細胞 B16F10 特異的 CTL(pmel-1 TCR トラン
スジェニック T 細胞)と胃がん細胞株 YTN16 特異的 CTL(mCdt1 特異的 CTL 細胞株)の 2 種類のが
ん細胞株に対する CTL を用いた。これらの CTL に対して、それぞれのがん抗原を発現する細胞と
がん抗原を発現しないがん細胞を準備して、CTL と 16 時間共培養した。がん抗原を発現するが
ん細胞と共培養した CTL は、がん抗原を認識して直ちに活性化し、がん細胞を攻撃する。活性化
した CTL は細胞表面に CD69 及び CD137(4-1BB)を発現する。一方、がん抗原を発現しないがん細
胞と共培養した CTL は、活性化も増殖も認めず、がん細胞に対する細胞傷害活性も観察されな
い。 

CTL の活性化、および抗原認識・刺激の有無は、蛍光色素を標識した抗 CD69 抗体あるいは抗
CD137 抗体を用いて、フローサイトメーターで CD69、CD137 の発現を検出し判定した。同時に GMI
データを取得し、教師あり学習に用いた。 

フローサイトメーターで取得した CD69 発現と CD137 発現の有無による抗原刺激有無の判定を
もとに、GMI データを教師データとして、サポートベクターマシーン（SVM）を用いてがん細胞
との共培養あり（抗原認識・刺激有）の CTL と共培養なし（（抗原認識・刺激なし）の CTL の２
群を識別した。 

（２）教師なし学習（UMAP）による活性化 T細胞の分類 
フローサイトメーターの情報を使わず、がん細胞と共培養した活性化 CTL と CTL GMI データ

のみで教師なし学習（UMAP）による分類を行い、未知のサンプルに対する判別能力を検討した。 

 
４．研究成果 
（１）共培養有り無しの pmel-1 細胞の識別 
 がん抗原陽性細胞と共培養し
た pmel-1 細胞の 99.1 ％が
CD137(4-1BB)を発現した。一方、
がん抗原陰性細胞と共培養した
pmel-1 細胞も、IL-2 存在下の培
養でわずかにCD137(4-1BB)を発
現していたが、87.1％の細胞は
CD137(4-1BB)陰性であった。が
ん抗原の認識有り、無し 2 群か
ら、それぞれ 2000 個の細胞から
取得したデータを教師データとして SVM で予測アルゴリズムを構築し、教師データに用いなか
った 2000 個の細胞を評価した。 

 SVM での予測結果と、実
際のがん抗原陽性有無の
細胞との共培養の事実の
一致をみると、感度＝
0.871、特異度＝0.8535、 
ROC-AUC＝0.93 でがん抗
原陽性細胞との共培養で
活性化した T 細胞とがん
抗原陰性細胞との共培養
で活性化されていない T
細胞を識別できた。T 細胞は、16 時間の培養中に、がん抗原なしの細胞との共培養でも 12.9％
の細胞が CD137(4-1BB)を発現していたことを考えると、非常に優れた分類精度が得られたと考
えられた。 

 
（２）CD137(4-1BB)陽性細胞と陰性細胞の教師あり学習 



 がん抗原陽性細胞との培養でも CD137(4-1BB)陰性 CTL が存在し、がん抗原陰性細胞との培養
でも CD137(4-1BB)陽性 CTL が出現することから、より厳密な解析を試みるため、がん抗原陽性
細胞と共培養したCD137(4-1BB)陽性CTLと、がん抗原陰性細胞と培養したCD137(4-1BB)陰性CTL
の 2 群の分類を SVM を用いて試みた。 

予め実際に抗原刺激を
受けて活性化した細胞と
そ う で な い 細 胞 を
CD137(４－１BB)を用いて
厳密に分類したのちに取
得したデータを用いて教
師学習すると、感度＝
0.871、特異度=0.8535、AUC
＝0.930 と、より識別能が
向上した。 

 
（３）共培養有り無しの mCdt1 特異的 CTL 細胞株の識別 
胃がん細胞株 YTN16 に対する mCdt1 特

異的 CTL 細胞株を用いた場合、ｍCdt1 ペ
プチドパルスした抗原陽性細胞と共培養
した 99.1％の細胞が CD137(4-1BB)を発現
した。一方、がん抗原陰性細胞と共培養し
た CTL も、IL-2 存在下の培養でわずかに
CD137(4-1BB)を発現するため、87.2％の細
胞が CD137(4-1BB)陰性であった。すべての細胞が同じ TCR を持つ TCR トランスジェニック細胞
である pmel-1 と異なり、mCdt1 特異的 CTL は、様々な TCR からなるポリクローナルナ細胞集団
であるが、CD137(4-1BB)の発現で評価する T細胞の活性化は pmel-1 細胞と同程度であった。 

 しかしながら、抗原刺激に対
するTCRシグナル強度が異なるこのに
より、活性化による形態の変化の差が
不均一であるため、共培養有り無しだ
けではGMIにオーバーラップが認めら
れ、2000 個の細胞から取得したデータ
を教師データとしてSVMで予測アルゴ
リズムを構築し、教師データに用いな

かった 2000 個の細胞を評したところ ROC-AOC=0.788 と良好な分類精度が得られたが、、均一な
細胞集団である pmel-1 の分類には及ばなかった。 

(4) モデルの学習に使用するモダリティの組合せと分類精度の関係  
 抗原刺激による T 細胞の活性化を蛍光標識抗体を用いずに分類するために用いるモダリティ
を比較した。通常のフローサイトメーターで取得されるFSCとBSCを用いて分類した場合のROC-
AUC を青矢印で示し,GMI を合わせて最も優れた分類を可能にした組み合わせを赤矢印で示した。
Pmel-1 と mCdt1-CTL いずれの場合も、FSC+BSC のみでモデルの学習を行った場合より、GMI 波形
を組み合わせることで分類精度が向上した。Pmel-1 CTL を用いた場合に比べて、mCdtspecific 
CTL line を使った場合の分類は困難であり、FSC+BSC だけでは分類精度が最も低かったが、GMI
を併用することで、かなり識別能が改善した。GMI という新たなモダリティで取得される多数の
パラメーターが、細胞の機能や分化の判別に貢献できることを示すことができた。 
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