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研究成果の概要（和文）：がん細胞はそのがん化の過程で、多くの体細胞遺伝子突然変異を蓄積する。遺伝子変
異産物のうち、アミノ酸変異を伴う一部のものはMHCペプチド複合体として細胞表面に提示されT細胞受容体によ
って認識される抗原となる。腫瘍特異的な遺伝子変異に由来するアミノ酸配列を持った抗原はネオアンチゲンと
呼ばれる。ネオアンチゲンは胸腺内で発現を認めないため、中枢性の免疫寛容が誘導されず高い免疫原性を有す
る可能性がり、免疫治療の標的となることが期待されている。次世代シーケンサーを活用してネオアンチゲンと
ネオアンチゲン反応性T細胞を同定する方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：Somatic mutations accumulate in cancer cells during cancer progression. 
Recent studies reported that T cells recognize antigens derived from tumor-specific mutated genes, 
so-called neoantigens, and mediate immune responses against tumor cells. These neoantigens are not 
expressed in the thymus and escape from the mechanism of central tolerance; thereby, their 
immunogenicity is higher than conventional tumor antigens. In this study, we developed the pipeline 
to predict and prioritize neoantigens by integrating RNA-Seq data with whole-exome sequencing. In 
addition, we demonstrated that T cell receptor gene sequencing technique using next-generation 
sequencer is quite useful to detect the expansion of antigen-reactive T cells. It is 1000-times more
 sensitive to detect antigen-reactive T cells than flowcytometry. Integrating these two novel 
techniques allow us to identify neoantigens and neoantigen-reactive T cells.

研究分野： 腫瘍免疫
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年注目されている免疫チェックポイン
ト阻害剤治療では、20-30％程度の患者で臨
床効果が認められるが、内因性の抗腫瘍免疫
応答が増強した患者において効果が得られ
たと考えられている。また、腫瘍における遺
伝子変異が多いほど腫瘍内の免疫応答が活
性化しており、免疫チェックポイント阻害剤
の効果が期待できるのではないかと報告さ
れている。がん細胞はその癌化の過程で多く
の体細胞遺伝子突然変異(somatic mutation)
を蓄積していく。アミノ酸変異を伴う遺伝子
変異産物のうち、一部のものは細胞内でプロ
テアソームによる分解を受けてペプチドに
分解され、MHC クラス I 分子へ結合して細胞
表面に提示される。それが T 細胞受容体によ
って認識される抗原となる。がん細胞特異的
な遺伝子変異に由来する抗原はもともと体
内（正常細胞中）に存在しないため、ネオア
ンチゲン (neoantigen)と呼ばれる。胸腺内に
発現を認めないネオアンチゲンに対しては、
免疫寛容が誘導されないため、高い免疫原性
を有する可能性がある。遺伝子変異が蓄積し
たがん細胞にはネオアンチゲンが存在し、ネ
オアンチゲンに特異的な T細胞受容体（TCR）
を有する T細胞が癌細胞を認識し攻撃を開始
する。腫瘍免疫において、このネオアンチゲ
ンが標的となって一連の免疫応答が誘導さ
れることが示されている。 
 効果的ながん免疫治療を実現するために
は、ネオアンチゲンとネオアンチゲン特異的
T 細胞の両者の同定が求められており、本研
究を実施した。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は、腫瘍免疫の中心となるネ
オアンチゲンと、それを認識する腫瘍特異的
T 細胞の両面から、抗腫瘍免疫応答を解明す
ることである。  
 がん細胞やその周囲の環境による免疫抑
制性の環境により、腫瘍内に存在する腫瘍特
異的 T 細胞（TIL）の増殖は阻害されている
ことが多い。腫瘍特異的な免疫応答が誘導さ
れている患者においても、多彩な免疫抑制メ
カニズムによって、腫瘍特異的な T 細胞の増
殖や活性化が抑制されている。そこで、本研
究において、TCR 遺伝子解析技術と、ネオア
ンチゲン同定システムを活用し、腫瘍特異的
T 細胞を含んだ TIL から TCR 遺伝子をクロー
ニングし、増殖能を持った T 細胞株に遺伝子
導入して腫瘍特異的 T 細胞を再構築し、その
細胞を用いてネオアンチゲンを同定するシ
ステムを構築するための基盤を確立する。 
 
３．研究の方法 
（１）次世代シーケンサーを活用した TCR 遺
伝子解析：末梢血単核細胞（PBMC）から、mRNA
を抽出し、オリゴ dT プライマーを用いた逆

転写後に 5’末端にアダプターを結合させ、
TCR の C 領域に設定したプライマーとのペア
で全長に近い TCRを増幅させた。増幅させた
TCR 遺伝子産物をプールして次世代シーケン
サーで解析した。TTCRα鎖とβ鎖の抗原決定
領域である CDR3 配列を解読した。得られた
TCR 遺伝子配列を元に、末梢血中の T 細胞レ
パトア構成を解析し、抗原特異的 T 細胞免疫
応答の動態を解析した。 
 
（２）次世代シーケンサーと MHC クラス I 分
子結合アルゴリズムを用いた in silico のネ
オアンチゲン予測：エクソームシーケンス
に加えて、全 RNA シーケンスのデータか
ら変異遺伝子の発現量と変異アレルを確認
するステップを加えることにより、より正
確に新生抗原を予測することが可能になる
ことを明らかにした (Cancer Sci. 2017 
Feb;108(2):170-177)。 

 
（３）抗原特異的 T 細胞同定：次世代シーケ
ンサーを用いた TCR遺伝子解析を応用し、抗
原特異的 T細胞遺伝子同定システムを構築し
た。TCR遺伝子配列が既知の pmel-1トランス
ジェニックマウス由来の T細胞を C57BL/6マ
ウスの脾細胞に 0.0001％～1％混入し、抗原
ペプチドで 72時間刺激培養したのちに、TCR
遺伝子解析法とフローサイトメーターによ
る抗原特異的 T 細胞の検出を比較した。 
 
４．研究成果 
（１）次世代シーケンサーを活用した TCR レ
パトアの解析：腫瘍特異的 T 細胞を検出する
ためのシステム構築にむけて、NY-ESO-1 ワク
チン治療を受けた患者の末梢血中のリンパ
球から、限界希釈法を用い 2 つの NY-ESO-1
特異的 CD8T 細胞クローン A および B を樹立
し、その TCR 遺伝子配列を同定した。ワクチ
ン治療前、治療中、治療後の患者末梢血中の
リンパ球の NY-ESO-1 特異的 TCR 遺伝子配列
を次世代シーケンサーで解析した。末梢血中
の全リンパ球から得られた 1.8×10*6リード
の TCR遺伝子配列中、NY-ESO-1特異的 CTLク
ローン A の TCR のリード数は 1.39×10*4
（ 1.2％）クローン B のリード数は 13



（0.0007％）であった。TCR 遺伝子解析法は、
従来の細胞生物学的な免疫モニタリング法
と比較して、非常に定量的であり、かつ高感
度であり、TCR 遺伝子解析法を用いて、腫瘍
免疫応答を詳細に解析することが可能であ
ることを明らかにした。 
 
（２）次世代シーケンサーと MHCクラス I/II
分子結合アルゴリズムを用いた in silico の
ネオアンチゲン予測： 我々は手術で得られ
た4例の肺がん検体からDNA/RNAを抽出
し全エクソンシーケンス（WES）と RNA
シーケンス(RNA-Seq)を実施した。腫瘍特
異的な遺伝子変異のうち、アミノ酸変異を
伴うミスセンス変異は、合計で 361 個検出
された。そのうち、腫瘍での遺伝子発現が
伴うもの（FPKM≧1)は 207 個であった。
腫瘍内での変異アミノ酸を持った遺伝子発
現を確認するため、腫瘍の mRNA から
cDNA を合成し、変異を指摘された領域を
PCR で増幅し、サンガーシーケンス法と次
世代シーケンサー法で検証したところ、腫
瘍内に実際に変異 mRNA の検出はそれぞ
れ 121 と 117 であった。これらの情報をも
とに、（I）WES データの 361、（II）

WES+FPKM≧1、（III）WES+変異の検証、
（IV）WES+RNA-Seq（VAF）の 4 通りの
変異データから NetMHCpan を用いてそ
れぞれの患者の MHC クラス I 分子に結合
するネオアンチゲンを予測すると、（I）224、
（II）124、（III）75、（IV）72 個のネオア
ンチゲンがリストアップされた。抗腫瘍免
疫応答の標的となるネオアンチゲンは、腫
瘍内での遺伝子発現が重要であることから、
（III）,(IV)の手法での正確なネオアンチゲ
ン予測が重要である。 
 
 

（３）抗原特異的 T 細胞同定：ネオアンチゲ
ンとネオアンチゲンに特異的に反応する T細

胞を検出するために、研究成果（２）で同定
されたネオアンチゲンペプチドを合成し、リ
ンパ球を刺激培養することで、ネオアンチゲ
ン反応性 T細胞を検出するシステムを構築し
た。通常のフローサイトメーターによる測定
では、検出限界は 0.01％～0.1％である。 
72 時間の抗原ペプチド刺激で、抗原特異的な
T 細胞の活性化と増殖に伴い、刺激前に
0.001％の細胞が、0.027％まで増殖しており、
バックグラウンドとの差が困難ではあるが、
検出は可能になった。 

抗原特異的 TCRβ 遺伝子の増幅 

 
 我々が開発した 72 時間で増殖した TCR 遺
伝子のコピー数をもとに抗原特異的 T細胞の
同定法では、0.0001～0.0001％の抗原特異的
T 細胞が検出可能であった。 
 これらの技術を統合して、次世代シーケン
サーを活用した新生抗原と特異的 T細胞同定
システムを構築することができた。これによ
り、新生抗原を標的とした抗腫瘍免疫応答の
研究と治療法の開発か可能になると期待さ
れる。 
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