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研究成果の概要（和文）：癌免疫療法の標的として癌の遺伝子変異に由来する抗原が注目されている。そこで、複雑な
遺伝子変異を持つ肺がん患者に対して免疫療法を開発するために、患者個々で異なる遺伝子変異に由来する抗原を認識
した腫瘍浸潤リンパ球(TIL)を使用することの有効性を調べることを目的とした。肺がん患者の手術切除組織からTILを
培養する技術を確立した。また、同時にがん細胞株の樹立も試みており、今後TILの自己がん細胞に対する傷害性を確
認していく。さらに次世代シーケンサー解析により遺伝子変異由来抗原の候補をあげ、TILの認識抗原を同定する。こ
れらの解析により肺がん患者でのTILを使用した個別化細胞移入療法の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）：Recent clinical data confirm the long-standing evidence from experimental cancer 
models. The antigens encoded by the tumor-specific somatic mutations are potentially best targets for 
adoptive T cell therapy. Tobacco smoke-associated lung cancers often carry 100-200 somatic mutations. In 
addition, the majority of all these mutations are individually specific. To develop cancer immunotherapy 
for lung cancer, we evaluated the potential of tumor infiltrating lymphocytes (TILs) that recognize 
mutated antigens. We could expanded TILs and also tried to establish cancer cell lines from tumor tissues 
of lung cancer patients. Analysis of the cytotoxicity of TILs against autologous cancer cells is a future 
challenge. Furthermore, the next generation sequencing approach is carried out to identify the antigens 
recognized by TILs. This study may provide a personalized immunotherapy for lung cancer patients 
targeting autologous tumor-specific mutated antigens.

研究分野：腫瘍免疫学

キーワード： 肺がん　遺伝子変異由来抗原　腫瘍浸潤リンパ球
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１．研究開始当初の背景 
 
がんの治療法として、外科療法、化学療法、
放射線療法の 3大療法に続く 4番目の方法と
して大きな期待が寄せられているものに免
疫療法がある。中でも強力な免疫療法として
細胞移入療法が知られている。海外ではメラ
ノーマを中心に進められており、化学療法や
X 線照射による体内のリンパ球除去と、体外
で大量培養した腫瘍浸潤リンパ球 (Tumor 
Infiltrating Lymphocytes: TIL) 移入を組
み合わせることで 70%以上の患者に有効であ
ったことが報告されている。理由として、メ
ラノーマでは紫外線の影響により遺伝子変
異が多く生じていると言われており、実際に
自己腫瘍を認識できるTILの認識抗原を調べ
てみると多くは遺伝子変異に由来するペプ
チドであることも近年報告されている。しか
し、副作用の強さや TIL 大量培養の困難さな
どから、未だ多くのがん患者に行える治療法
ではない。 
 
肺がんにおいても喫煙者の肺がんに代表さ
れるように多くの遺伝子変異が生じており、
変異の種類や数は患者毎に大きく異なるこ
とが知られている。一方、腫瘍内には TIL が
多く浸潤していることも確認できており、こ
れらのTILが遺伝子変異に由来するペプチド
を認識していることが予想される。これらよ
り、肺がんに対して免疫療法を開発するため
には、多くの患者に共通する腫瘍抗原を同定
し標的を絞った治療を行うよりも、患者個々
で異なる遺伝子変異に由来する様々な抗原
を認識できるTILを使用することが有効なの
ではないかと考え本研究を計画した。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、このような肺がん患者に対する
免疫療法を開発するために、患者個々で異な
る遺伝子変異に由来する抗原を認識した TIL
を使用することの有効性を調べることを目
的とした。具体的には、肺がん組織から TIL
と腫瘍細胞を培養し、TIL が自己腫瘍細胞を
認識できるかどうかを確認するとともに、
TIL の認識抗原の同定を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 抗原ペプチド同定法の検討 
 
次世代シーケンサーにより同定したアミノ
酸置換を伴う遺伝子変異に起因する抗原ペ
プチド候補の中から実際にTILが認識してい
るペプチドを同定するには、自己のターゲッ
ト細胞にペプチドを提示させ、TIL との反応
性を調べる必要がある。当初は、オーバーラ
ップペプチドを作製する計画であったが、候

補となる遺伝子変異一つに対して９種類の
ペプチドを作製する必要があるため、患者一
人に100種類以上ある遺伝子変異各々に対し
てペプチドを用意することは非常に困難で
ある。そのため、変異部位を含む長鎖ペプチ
ド、あるいは長鎖ペプチドを発現する DNA ま
たは mRNA を細胞に導入し、ペプチドを提示
させることとした。そこでまず自己のターゲ
ット細胞にペプチドを提示させる方法とし
て、抗原ペプチドを含む長鎖ペプチドをコー
ドする mRNA を in vitro 合成し、細胞に導入
し発現させる方法を検討した。 
実験系構築のためのモデル抗原として細胞
から内因性に提示されることが既に確認さ
れている Glypican-3 (GPC3)を用い、CTL に
は我々が以前樹立した GPC3 ペプチド特異的
CTL クローンを使用した。 
 
(2) 肺がん患者組織検体を使用した解析 
 
未治療の肺がん患者を対象とし、肺がん組織
切除検体を使用する研究計画を立て、国立が
ん研究センター研究倫理審査委員会に申請
し、研究許可を得た。 
 
まず、肺がんの切除検体から TIL を培養する
技術を確立した。TIL は高濃度 IL-2 を添加し
培養した。手術切除検体を分散処理し、３つ
に分けそれぞれ TIL、腫瘍細胞、線維芽細胞
と し て 増 殖 さ せ た 。 腫 瘍 細 胞 は
Patient-derived xenograft (PDX)として免
疫不全マウスに移植し、がん細胞株の樹立を
試みた。TIL が自己の腫瘍に反応するかどう
かを細胞傷害性試験とIFN-γELISPOTアッセ
イにより確認した。ネガティブコントロール
の正常細胞として線維芽細胞を使用した。 
 
腫瘍組織と正常組織の一部から DNAと RNA を
抽出し、次世代シーケンサー解析によりアミ
ノ酸置換を伴う遺伝子変異やがんで高発現
している遺伝子を同定する。同定した候補ペ
プチドの中からTILとの反応性を調べること
によりTILの認識抗原とそのエピトープペプ
チドを同定する。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 抗原ペプチド同定法の検討 
 
GPC3 全長の mRNA、および GPC3 由来長鎖ペプ
チドの mRNA を in vitro 合成した。合成した
mRNA を導入したターゲット細胞と GPC3 ペプ
チド特異的 CTL クローンを共培養し、IFN-γ
の産生を ELISPOT 解析にて調べた。その結果
GPC3 タンパクがターゲット細胞内で発現し
プロセスされ、ペプチドが HLA 分子に結合し
て提示され、CTL クローンによって認識され
ることが確認された。また、一過性の発現で
あることやタンパク発現と抗原提示の時間



差を考慮し mRNA 導入から CTL クローンと反
応させるまでの時間を検討すると、CTL クロ
ーンの反応は大きく異なり、最適な時間の設
定を行った。これらより次世代シーケンサー
解析から選出した多数の遺伝子変異由来候
補ペプチドの中からTILが認識する抗原ペプ
チドを効率良くハイスループットに同定す
るための実験系を確立した。 
 
(2) 肺がん患者組織検体を使用した解析 
 
インフォームドコンセントにより同意が得
られた肺がん患者の手術切除検体を使用し、
TIL の培養を行った。2 週間以内に TIL の増
殖が確認され、TIL 培養の技術を確立した。
フローサイトメーターでの解析により、増殖
した細胞はCD8陽性T細胞、CD4陽性T細胞、
NK 細胞を多く含むリンパ球であることを確
認した。 
正常組織を使用した培養からは、線維芽細胞
を増殖させた。フローサイトメーターでの解
析により、増殖した線維芽細胞はHLA-class I
分子を細胞表面に高発現していることが確
認され、自己の HLA を持つ有用なターゲット
細胞として使用できる見込みを得た。 
また、Patient-derived xenograft (PDX)の
技術によるがん細胞株の樹立も試みており、
今後TILの自己がん細胞に対する傷害性を確
認していく。また、次世代シーケンサー解析
により遺伝子変異由来抗原の候補をあげ、
TIL との反応性を調べることで TIL の認識抗
原を同定する。これらの解析により肺がん患
者でのTILを使用した個別化細胞移入療法の
開発を目指す。 
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