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研究成果の概要（和文）：パッセンジャー変異を主とする腫瘍特異的遺伝子変異に由来する固有抗原を予測する
システムを構築した。まず肺癌6例のエクソームデータに対して、複数のソフトウェアを用いてミスセンス変異
を検出するアルゴリズムを構築した。続いて、腫瘍特異的変異に対してMHC結合予測ﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑを用いて15例の肺癌
患者の固有抗原を予測した。固有抗原候補の大半は、患者間で共有される頻度の高い変異由来でなく、個々の患
者で異なるパッセンジャー変異に由来するものであることが確認された。そして、エクソームとトランスクリプ
トームデータを組み合わせることで、発現した変異mRNAに由来するn固有抗原候補に効率的に絞り込む手法を確
立した。

研究成果の概要（英文）：We developed algorithm to predict tumor specific antigens derive from 
somatic mutations, so called neoantigens, mostly from passenger mutations. We first identified 
somatic missense mutations in 6 primary lung cancer patients using multiple mutation-call softwares.
 Next, we added MHC binding prediction software and predicted candidate neoantigens in 15 lung 
cancer patients. Most of the predicted neoantigens derived from passenger mutations and were not 
shared among other patients. Finally, we combined transcriptome (RNAseq) data to exome-analysis 
pipeline to reduce false positives of expressed mutant mRNA. Thus, we developed efficient pipeline 
to target passenger mutation that could become candidate neoantigens using exome and RNAseq data. 

研究分野： 肺癌
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１．研究開始当初の背景 
肺癌は癌死因の第１位であり、日本における
年間死亡者数は７万人を超える。近年、患者
個々のゲノム情報に基づいて、治療効果を最
大限に高め、副作用を最小限に抑えることを
目的とした個別化医療が注目を集めている。
癌化とは直接関連がない、いわゆるパッセン
ジャー変異が腫瘍特異的遺伝子変異の大部
分を占めることも網羅的解析より明らかと
なってきたものの、パッセンジャー変異自体
は、分子標的薬の治療標的とは成り得ないた
め、これを利用した個別化医療についての探
究は殆どなされてこなかった。 
 
２．研究の目的 
パッセンジャー変異を主とする腫瘍特異的
遺 伝 子 変 異 に 由 来 す る 固 有 抗 原
(neoantigen)が、細胞傷害性 T細胞の主要な
標的となり、一連の抗腫瘍免疫応答が惹起さ
れていることが近年示された(文献 1,2)。
個々の患者における固有抗原を網羅的に探
索し同定することは、有効な癌免疫治療の開
発において重要である。 
本研究の目的は、個々の患者における網羅的
固有抗原同定システムの構築、検証、そして
最適化である。 
 
３．研究の方法 
(1) 検体採取からDNA/RNAを抽出し変異解析
を行うまでのパイプラインを構築すべく、喫
煙者および非喫煙者各 3 例を含む肺癌患者 6
例の肺癌組織、正常組織(肺または末梢血単
核球)を採取し、エクソーム解析、トランス
クリプトーム(RNAseq)解析を行った。 
(2) 腫瘍特異的遺伝子変異のリストから、
MHC 結合能予測プログラムを用いて固有抗原
候補に絞り込むパイプラインを構築するに
あたり、 
ま ず 既存の オ ンライ ン データ ベ ー ス
Catalogue of Somatic Mutations in Cancer 
(COSMIC）を利用して、肺癌で高頻度に認め
ら れ る 共 通 遺 伝 子 変 異 に 由 来 す る
neoantigen を 同 定 す る パ イ プ ラ イ ン
（off-the-shelf型neoantigen同定パイプラ
イン）を構築した。そして 15 例の肺癌組織、
正常組織に対する次世代シーケンスデータ
を使用して腫瘍特異的遺伝子変異を同定し、
実際の neoantigen 候補を予測するパイプラ
イン構築した。二つのパイプラインを比較し、
off-the-shelf型neoantigen同定パイプライ
ンの妥当性を検証した。 
(3) エクソームシーケンスから同定された
体細胞変異の中には多くの偽陽性や、変異
mRNA の発現の乏しいものも含まれる。網羅的
固有抗原予測パイプラインの最適化にあた
り、RNAseq データを利用して変異 mRNA の発
現量を計算し、neoantigen 候補となり得る遺
伝子変異のリストから偽陽性を減らすこと
ができるか、4症例で検証した。エクソーム・
RNAseq に加えて、腫瘍から抽出した RNA から

cDNA を合成し、キャピラリーシーケンサーと
次世代シーケンサーを用いた cDNA アンプリ
コンシーケンスを行った。アンプリコンシー
ケ ン ス デ ー タ を 用 い て 患 者 固 有 の
neoantigen を予測するアルゴリズムと
RNAseq データを用いて予測するアルゴリズ
ムを比較し、フィルタリングを行う際の最適
な閾値を求めた。 
 
４．研究成果 
(1) まず、喫煙者および非喫煙者各 3例を含
む肺癌患者 6 例の肺癌組織、正常組織(肺ま
たは末梢血単核球)に対して、腫瘍特異的変
異を同定した。 
エクソームシーケンスにて得られたデータ
を、BWA を用いてリファレンスゲノムに整列
させ、Mutect や Varscan などの変異解析ソフ
トを用いて腫瘍特異的体細胞変異を同定し
た。得られたミスセンス変異数を喫煙者・非
喫煙者で比較すると、従来の報告同様、喫煙
者の変異候補数は、非喫煙例の変異候補数を
総じて上回っており、使用した変異解析パイ
プラインの妥当性を確認した(表１)。 
 
 
 
 
 
 
表 1. 複数のソフトウェアで解析した肺癌患者 6

例におけるミスセンス変異数 
また、同定される変異は使用するソフトによ
っても若干の差異があり、複数の変異解析ソ
フトを使用する必要性が確認された。 
(2) まず、患者間で共有される頻度の高い遺
伝子変異を COSMIC から抽出し、MHC 結合能予
測プログラムnetMHCpanを用いて個々の患者
にとって抗原となり得るかを予測したとこ
ろ(図 1A)、15 例で計 132 個の候補（仮想
neoantigen）が得られた。続いて同じ 15 例
のシーケンスデータに対して(1)と同様の変
異解析パイプラインを実行し(図 1B)、計 3016
個の missense 変異を同定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. 固有抗原予測アルゴリズム.(文献 3 より) 

A. Off-the-shelf 型予測パイプライン 
B. 個別化予測パイプライン 

このうち、netMHCpan を用いて MHC 結合能を
予測したところ neoantigen 候補を作り得る
変異は 1875 個だった。COSMIC から抽出され



た仮想 neoantigen 132 個のうち、シーケン
ス デ ー タ か ら 同 定 さ れ た 1875 個 の
neoantigen 候補と一致したものは、4 個（3
症例）のみであった。各患者における
neoantigen の大半は、患者間で共有される頻
度の高いドライバー変異由来でなく、個々の
患者で異なるパッセンジャー変異に由来す
ることが、この一致率の低さの要因だった。
個々の患者におけるシーケンスデータを活
用し、パッセンジャー変異も含めて標的
neoantigen を同定するパイプラインの方が
有用であることが確認された。 
(3) 肺癌 4症例のエクソームシーケンスで同
定された合計361個の腫瘍特異的変異につい
て、RNAseq データから発現解析ソフトウェア
Cufflinks を用いて一定量(fpkm 値 1以上)の
発現のある遺伝子 207 個に絞りこんだ。RNA
から合成した cDNA を PCR で増幅し、キャピ
ラリーシーケンスを行った。解析可能であっ
た 204 個の変異のうち、116 個において変異
mRNA の存在を確認した。 
さらに、次世代シーケンサーを用いて cDNA
アンプリコンシーケンスを行った。次世代シ
ーケンスデータを扱う際は、変異リードの出
現頻度(variant allele frequency; VAF)が
何％以上の際に「変異あり」と認定するか閾
値を設定する必要がある。次世代アンプリコ
ンシーケンスと前述のキャピラリーシーケ
ンスデータを対照し、Receiver-operator 
curve 解析を行った結果 VAF 4%を閾値とする
のが最適であることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. トランスクリプトームシーケンス(RNAseq)
を組み合わせた網羅的固有抗原予測アルゴリズム

(文献 4より) 
そして最終的に、RNAseq データに対してこの
VAF 4%の閾値を用いてフィルタリングを行う
ことで、発現した変異 mRNA の抽出および
neoantigen 候補の予測を効率的に行うこと
ができることを確認した。 
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