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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、次世代シーケンスによってがん浸潤リンパ球の抗原受容体レパート
リを網羅的に解読し、ゲノミクス的観点から腫瘍免疫の全体像を解明することであった。さらに、がん組織特異
的に存在する抗原受容体配列を基盤として、新規抗がん抗体の開発を試みるなど、新しいがん治療戦略の基盤を
作ることをも目的とした。以下の成果が得られた。
(1) 臨床がん症例の抗原受容体次世代シーケンス・プロトコールが樹立された。(2) がん組織中にドミナントに
存在するT細胞受容体や免疫グロブリンを多数同定できた。(3) 人工発現系を用いて再構築したがん特異的免疫
グロブリン分子について機能的スクリーニングを進めることができた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to comprehensively analyze the antigen 
receptor repertoires of tumor-infiltrating lymphocytes by the next generation sequencing and to 
elucidate the global picture of tumor immunity from the viewpoint of immuno-genetics. Additionally, 
I also aimed to create a basic database to develop new therapeutic strategies against cancers, such 
as novel anti-cancer antibodies, based on antigen receptor repertoire sequences that existed 
dominantly in cancer tissues. The following achievements were obtained. 
(1) Next generation sequencing protocols for the antigen receptor repertoires of tumor-infiltrating 
lymphocytes in clinical cancer tissues were established. (2) A number of T cell receptors and 
immunoglobulins that were specifically and dominantly infiltrated in cancer tissues were identified.
 (3) Functional screening of multiple cancer specific immunoglobulin molecules reconstructed by 
artificial expression system could be carried out. 
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１．研究開始当初の背景 

がん組織には、ヘルパーT細胞(Th),細胞傷

害性T細胞(CTL),制御性T細胞(Treg),B細胞

など多種多彩なリンパ球が浸潤している。そ

もそもリンパ球とは、1つ 1つが異なる抗原

受容体を呈する複雑多彩な細胞集団である

が、がん組織においては、そのなかでもがん

抗原を認識しうる抗原受容体を呈するリン

パ球が集簇して相互に活性化し合い、「がん

免疫システム」が形成されている。この「が

ん免疫」の活性化が強力な抗腫瘍効果を持つ

という臨床治験が続々と報告されるように

なった。しかしながら、がん免疫システムの

全体像については解明されていない部分が

多く、がん免疫療法の開発戦略についても方

向性が定まっていなかった。 

がん免疫システムの包括的理解が困難で

あった最も大きな理由は、従来の技術では、

個々のがん浸潤リンパ球の抗原受容体を網

羅的に解読することが出来なかったという

点にある。つまり、各リンパ球の抗原受容体

構造を知ることが出来ないため、①がん浸潤

リンパ球はクローナルな抗腫瘍免疫反応な

のかどうか、②がん浸潤リンパ球がどのよう

な抗原受容体を発現しているのか、③どのよ

うながん抗原を認識しているのか、などの基

本的な疑問にも答えることが出来なかった。

免疫細胞は、各細胞の抗原受容体遺伝子座が

ゲノム再構成を起こすことで、1つ 1つ異な

る抗原を認識するヘテロ細胞集団となる(ヒ

トでは 1015~25通りの抗原受容体遺伝子配列が

ありうる)。このような多様な細胞集団に対

するゲノム解読は従来法では不可能であり、

次世代シーケンスの登場をもって実現可能

なものとなった。 

このような背景を基盤として、この研究で

は独自の次世代シーケンス・プロトコールを

確立し、がん組織に浸潤するリンパ球が発現

する抗原受容体(T 細胞受容体および免疫グ

ロブリン)レパートリの包括的シーケンシン

グ解析を行うことを目標とした。抗原受容体

プロファイリングを基盤として、がん環境に

浸潤・集簇するリンパ球の特性について定義

づけ、さらにがん環境特異的に存在する抗原

受容体配列の同定を目標とした。次世代シー

ケンサによる抗原受容体完全長シーケンス

技術は、その解析データそのものが遺伝子組

換え技術による再構築系へと応用可能なフ

ォーマットであり、新しい抗がん抗体の開発

や新規がん抗原の同定を効率よく行うこと

ができると期待された。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、次世代シーケンサによっ

てがん浸潤リンパ球の複雑多彩な抗原受容

体遺伝子配列を網羅的に解読し、免疫ゲノミ

クス的観点からがん免疫システムの全体像

を解明することであった。また、抗原受容体

レパートリ解析によって得られたシーケン

ス情報を、新しいがん抗原の同定あるいは新

しい抗がん抗体の開発などといった臨床応

用可能な基盤的成果に繋げてていきたいと

考えた。本研究によって、がん免疫システム

の包括的理解が深まることや、新規がん免疫

療法開発に向けた基盤的データを取得でき

ることが期待された。 

具体的には、以下の項目を目標として研究

を進めた。 

(1) 多くの臨床がん試料について、がん浸潤
リンパ球の抗原受容体遺伝子を次世代シ

ーケンス法によって網羅的に解読し、が

ん環境においてどのようなアミノ酸構造

を持つ抗原受容体が見られるのか、各症

例・各細胞系統について包括的に解明す

る。 

(2) さまざまながん症例で特異的に見られる
抗原受容体構造及び免疫グロブリン構造

を同定する。 

(3) 抗原受容体レパートリを病理所見や臨床
病歴を考慮しながら症例・細胞系統に跨

って統合解析し、「抗原受容体レパートリ

からみた腫瘍免疫」を定義づける。 

(4) 同定された腫瘍特異的 T細胞受容体や免
疫グロブリンの人工的再構築を試み、新

規がん抗原の同定あるいは将来の免疫療

法に応用可能な抗がん抗体の探索を進め

る。 

 

３．研究の方法 

本研究では、がん浸潤リンパ球の複雑多彩

な抗原受容体遺伝子を、独自のプロトコール

に基づく次世代シーケンス技術で全解読す

ることを第一の目標とした。以下の段階で研

究を進めた。 

(1) リンパ球抗原受容体遺伝子の増幅プロト
コールの検討：抗原受容体遺伝子座のさ



まざまな V領域および C領域を標的とし

たプライマーを用いて、凍結がん試料か

ら抽出された RNA を鋳型とした

multiplex PCR を行い、抗原受容体遺伝

子を増幅するためのプロトコールを検討

し、樹立した。 

(2) サンプル採取：凍結保存された多くの臨
床がん試料を薄切・標本化し、がんの病

理学的特性や組織の保存状態などを検討

したうえで本研究の対象症例を選別し、

それらの標本から RNA を抽出した。 

(3) 抗原受容体遺伝子の次世代シーケンス解
析：(1)で樹立されたプロトコールを用い

て、(2)で抽出された RNA を鋳型とする抗

原受容体遺伝子増幅および増幅産物の次

世代シーケンス解析を行った。 

(4) 抗原受容体レパートリと臨床病理学的因
子などを統合解析することによって、が

ん浸潤リンパ球レパートリの特性と臨床

病理学的因子との関連性を解析した。精

製された免疫グロブリン分子の純度や構

造を確認し、抗体分子として実験に利用

可能なことを確認した。 

(5) 腫瘍特異的に存在する免疫グロブリン遺
伝子として同定されたもののうち複数の

例について、遺伝子組換え法によって人

工再構築し、発現・精製した。 

(6) 再構築された免疫グロブリンについて、
その抗原の探索を進めた。また、がん細

胞に対する反応性や細胞増殖への影響を

指標とした機能的スクリーニングを進め、

抗がん抗体として応用可能な免疫グロブ

リンの候補を探索した。 

 

４．研究成果 

 以下の項目の研究成果が得られた。 

(1) がん浸潤リンパ球の抗原受容体次世代
シーケンス・プロトコールの確立 

凍結保存された病理組織検体からの

RNA の抽出、抗原受容体遺伝子(T 細胞受

容体および免疫グロブリン)を標的とし

た multiplex PCR プロトコールの検討、

PCR 増幅産物の精製法についての検討、

次世代シーケンス・プロトコールの検討、

シーケンスデータの解析アルゴリズム

の検討など、各実験段階におけるプロト

コールを洗練化し、凍結保存された臨床

がん試料を使用したがん浸潤リンパ球

の抗原受容体次世代シーケンス・プロト

コールが確立された。 

(2) 多くの臨床がん試料を用いたがん浸潤
リンパ球の抗原受容体レパートリ・プロ

ファイルの取得 

上記で確立された抗原受容体次世代

シーケンス・プロトコールを用いて、さ

まざまな臨床がん症例の凍結試料を用

いた抗原受容体レパートリ・プロファイ

リング(T 細胞抗原受容体および免疫グ

ロブリンのシーケンス解析)を進めた。

各サンプルで少なくとも数十万リード

以上の次世代シーケンス・リードを得る

ことができ、十分な深度の抗原受容体デ

ータベースを取得することができた。 

(3) がん特異的に存在する抗原受容体配列
の探索 

同一症例の非がん部組織と比較して、

がん組織特異的にみられた抗原受容体

遺伝子配列を探索したところ、各症例で

複数のがん特異的配列を同定すること

ができた。複数症例にわたって共通した

がん特異的抗原受容体配列はほとんど

みられなかったが、抗原受容体レパート

リの膨大な多様性を考えると、個人間で

の共通配列がなかったことは矛盾のな

い結果と思われた。 

(4) がん特異的な存在を呈した免疫グロブ
リンの人工発現系による再構築 

この研究計画で確立された次世代シ

ーケンス・プロトコールでは抗原受容体

遺伝子のほぼ全長を解読することが可

能なため、上記で同定されたがん特異的

抗原受容体配列の候補については、シー

ケンス配列を基盤として遺伝子組み換

えによるクローニングが可能である。同

定された複数のがん特異的免疫グロブ

リン遺伝子について、遺伝子組換えクロ

ーニングと人工タンパク発現系を利用

した免疫グロブリン分子の再構築を進

めた。 

(5) 再構築された免疫グロブリン分子につ
いての機能解析 

人工発現系によって再構築された複

数のがん特異的免疫グロブリンの候補

分子について、がん細胞に対する反応性

(フローサイトメーターや蛍光免疫染色

による検討)や増殖抑制能(MTT アッセイ



やリアルタイム細胞数自動計測装置に

よる検討)などの機能解析を行い、新し

い抗がん抗体の候補分子となる免疫グ

ロブリンの探索を進めた。また、がん特

異的 T細胞抗原受容体についても、がん

細胞に対する反応性の評価法および抗

原の同定法などについて検討を進めた。 
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