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研究成果の概要（和文）：我々は、次世代シーケンスとMHCクラス Ｉ結合予測アルゴリズムを組み合わせることで、腫
瘍特異的な遺伝子変異から候補固有抗原を同定するシステムを、膵がん組織を用いて構築した。また、候補固有抗原に
対する免疫反応をマウス生体で検証するアッセイ法も確立した。肺がん6例（喫煙者3例と非喫煙者3例）においては、
遺伝子変異（ミスセンス変異）の数は喫煙者で平均280個に対し、非喫煙者で平均75個であった。予測された候補固有
抗原（エピトープ）の数は、それぞれ平均535個と140個であった。将来の個別化がん免疫治療の準備段階として、抗原
同定システムを構築し、肺がんで候補固有抗原を同定することが可能であった。

研究成果の概要（英文）：　We established the method to identify candidate unique antigens from cancer 
specific mutations in pancreatic cancer specimens by combining next generation sequencing with MHC class 
I binding algorism. We also developed an assay to verify immune responses against those candidate unique 
antigens in mice. In total 6 lung cancer patients consisting of 3 smokers and 3 non-smokers, the numbers 
of genetic mutations (missense mutations) were 280 on average in former versus 75 in latter. Accordingly, 
the numbers of candidate unique antigen-derived T cell epitopes predicted by the algorism were 535 on 
average in former versus 140 in latter. We successfully created the system predicting candidate unique 
antigens and verifying them, which is a prerequisite for individualized cancer immunotherapy development 
in lung cancer patients.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 化学発癌剤誘発マウス肉腫は、腫瘍免疫
学の中で最もよく用いられてきた腫瘍の一
つであり、この腫瘍モデルから固有抗原の存
在が初めて示された (Old, L. J. et al. Annu 
Rev Med 15, 167-86,1964)。これまで固有抗
原の高い免疫原性については広く認識され
ていたが（Srivastava PK et al. Immunol 
Today. 9:78-83, 1988）、その同定はあまり
されてこなかった。むしろ、ヒトでは一般に
免疫原性の低い共通抗原の研究に力が注が
れてきた。我々は、次世代シーケンスと MHC
クラス I 結合予測法を用いて、免疫原性の高
い化学発癌剤誘発マウス肉腫からドミナン
トな固有抗原を同定した(Matsushita, H. et 
al. Nature 482:400-4, 2012）。この拒絶抗
原はミスセンス変異により生じた変異ペプ
チドであった。 
(2) 我々は、次世代シーケンサーを用いて、
喫煙者に発生した肺がんはマウスの化学発
癌剤誘発肉腫と同様、遺伝子変異の数が非常
に多いことを示した。さらに両者で塩基転換
の特徴（C/A または G/T）がよく酷似してい
ることを示した (図 1)。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、個々の肺がんにおける遺伝
子変異に基づく固有抗原の同定と個別化が
ん免疫治療の開発である。手術で切除された
肺がん組織を用いて、次世代シーケンスと
MHC クラス I 結合予測法を用いて、腫瘍細胞
に発現する免疫原性の高い固有抗原を予測
する。その予測した抗原が、実際に生体内で
免疫反応を起こしているかどうかの検証を
行い、固有抗原を同定する。この新しい方法
を用いた抗原の同定法を一般的なものに発
展させて、個々の肺がん患者に対する、免疫
原性の高い固有抗原を用いた強力な個別化
がん免疫治療の道を開く。 
 
３．研究の方法 
(1)がん組織、正常組織に対して、エクソー
ム解析 (全エクソンシークエンス)、トラン
スクリプトーム解析 (全 RNA シークエンス) 
を行った。調製された DNA を市販されている
全エクソン領域濃縮キット (イルミナ社、
TruSeq Exome Enrichment Kit) によって濃
縮し、濃縮後の DNA より次世代シーケンサー
用のライブラリを構築し、汎用型の次世代シ

ーケンサー (イルミナ社、HiSeq1000) でラ
イブラリに含まれる DNA 断片の両端から 100
塩基を読みとった。得られた DNA の配列情報
をリファレンスゲノム配列に整列させ、変異
解析ソフトにより解析し、腫瘍特異的な変異
候補を同定した。 
全遺伝子の mRNA レベルでの発現解析プロ

ファイル、およびトランスクリプトームレベ
ルでの変異解析を行った。poly A+ RNA のみ
を濃縮した後、市販されている全 RNA 調製キ
ッ ト ( イ ル ミ ナ 社 、 TruSeq RNA Sample 
Preparation Kits v2) によって、次世代シ
ーケンサー用のcDNAライブラリを構築した。
シークエンスによって得られた配列情報を
もとに発現解析を行い、エクソーム解析で絞
り込まれた変異タンパク候補が、実際に腫瘍
細胞内でどの程度発現しているかを予測し、
多数の候補に対しての順位づけを行った。   
Immune Epitope Database の NetMHCpan を

用いて、変異由来の変異ペプチドの MHC クラ
ス Iへのアフィニティ（比較的強いと考えら
れる IC50<500）を指標にして、固有抗原数
を計算した。 
(2) 膵がんにおける HLA-A2 拘束性の変異ペ
プチドに関しては、候補ペプチドを人工合成
後、それらを HLA-A2 トランスジェニックマ
ウスに 2回免疫し、マウス生体内で変異ペプ
チド特異的な CTL を誘導できるか検証した。
最終免疫 2週間後に脾臓を採取し、それぞれ
の変異ペプチドと共培養し、IFN-の産生を
IFN ELISPOT と IFN分泌アッセイ法で調べ
た。 
(3)肺がんにおいて、肺がん組織のがん部と
非がん部が両方そろった 6例について、同様
に全エクソームシーケンスと全RNAシーケン
スを行った。膵がんと同様、腫瘍特異的変異
を同定し、全 RNA シーケンスで RNA の発現を
調べ、候補となる固有抗原数を計算した。 
 
４．研究成果 
(1) 候補固有抗原同定システムの構築 
次世代シーケンスとMHCクラスI 結合予測

法を用いた候補固有抗原同定システムを構
築するため、まず、当院で既にがん組織のが
ん部と非がん部の両方がセットで入手可能
であった膵がん組織計 5 例 PK001～PK005 を
用いた。全エクソームシーケンスにより、が
ん部と非がん部のエクソームを比較するこ
とで１例あたり平均 1028 個（719-1673 個）
の腫瘍特異的変異を同定し、その中でコーデ
ィング領域に存在する変異を平均 147 個
（86-299 個）同定した。さらに、全 RNA シ
ーケンスのデータをもとにRNAの発現が見ら
れるものに絞り、最終的には１例あたりミス
センス変異を平均 128 個（78-251 個）同定し
た。この変異由来の変異ペプチドの MHC クラ
ス Iへのアフィニティ（比較的強いと考えら
れる IC50<500）を指標にして、候補固有抗
原数 (HLA-A2あるいはHLA-A24拘束性のいず
れか)を計算したところ、１例あたり平均 53 



個（11-116 個）となった。 

 
膵がん組織を用いて、次世代シーケンスと

MHCクラス I 結合予測法を用いた候補固有抗
原同定システムを構築できた（図 2） 
 
(2) 候補固有抗原の免疫反応の検証 
もっとも変異の多かったPK002で免疫反応

の検証を行った。HLA-A2 拘束性の候補固有抗
原由来変異プチドに対する免疫反応を
HLA-A2 トランスジェニックマウスを用いて
検証した。44個の変異ペプチドのうち 2つの
ペプチド（No.14 と No.33）で、ELISPOT、細
胞内 IFN染色法の両方で強い反応が見られ
た（図 3）。候補固有抗原の中から、実際に免
疫反応を起こす変異ペプチドを同定できた。 
 
(3)肺がんにおける候補固有抗原の同定 
肺がんにおいても、肺がん組織のがん部と

非がん部が両方そろった 6例（喫煙者 3例と
非喫煙者 3例）より、エクソームシーケンス
と RNA シーケンスとを行った。膵がんで行な
った方法をそのまま肺がんに応用し、これま
での報告と同様、喫煙者は非喫煙者に比べミ
スセンス変異が多いことがわかった。喫煙者
で平均 280 個(102-491 個)に対し非喫煙者で
平均 75 個（24-154 個）であった（表１）。 

 
 
膵がんで構築した固有抗原同定システム

を用いて肺がんでも同じ解析を行ったとこ
ろ、ミスセンス変異由来の候補となる
IC50<500 の固有抗原（エピトープ）の数は、
喫煙者で平均 535 個（421-716 個）、非喫煙者
で平均 140 個（51-212 個）であった（図４）。 

 
 
将来、肺がんに対する個別化がん免疫治療

を行っていく準備段階として、候補抗原同定
システムを構築し、固有抗原の候補を同定す
ることが可能であった。今後は、候補固有抗
原由来の変異ペプチドに対する免疫反応を、
膵がんと同様、HLA トランスジェニックを用
いて検討する。また、患者の末梢血リンパ球、
腫瘍浸潤リンパ球の、これらの変異ペプチド
に対する反応性も検討していく。 
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