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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、がん患者由来Ｔ細胞の腫瘍反応性・ネオアンチゲン特異性を効率よ
くスクリーニングする手法を開発することである。本研究の結果、複数の細胞表面マーカー（免疫チェックポイ
ント分子PD-1・TIM-3、副刺激分子4-1BB）を同時に発現するＴ細胞が腫瘍反応性を有することが示された。今後
さらに検討が必要であるが、複数の細胞表面マーカーを用いることにより、腫瘍反応性を示すネオアンチゲン特
異的Ｔ細胞を効率的に同定できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to develop the methods to efficiently identify 
tumor-specific T cells recognizing neoantigens in cancer patients. This study demonstrated that T 
cells positive for multiple T cell markers, such as immune checkpoints and co-stimulatory molecules,
 can recognize and respond to tumor cells, suggesting that assessment of multiple T cell markers 
might be useful for efficient identification of tumor-specific T cells recognizing neoantigens. 
These findings could establish the basic knowledge and technology to facilitate clinical application
 of personalized cancer immunotherapy.

研究分野：腫瘍免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん免疫療法を今後さらに発展させるためには、がん特異的なＴ細胞を選択的に活性化させる特異的がん免疫療
法の開発が不可欠である。ネオアンチゲンは高い免疫原性が期待できるうえに自己免疫反応を惹起する心配も少
ないため、特異的がん免疫療法の格好の標的と思われる。本研究によりネオアンチゲンを認識すると思われる腫
瘍反応性Ｔ細胞を効率的に同定できる手法が開発されたことから、本研究の成果は“個別化がん免疫治療”の臨
床応用を加速するための知的・技術的基盤の確立に寄与するものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 正常細胞に存在する野生型の自己抗原は、免疫寛容（“胸腺での負の選択”）のため高反応
性のＴ細胞を誘導できず、免疫原性が弱い。一方、正常細胞には存在せずがん細胞にだけ特異的
に生じる遺伝子変異に由来する抗原（ネオアンチゲン）は免疫系から“非自己”として認識され
るため、高反応性Ｔ細胞を効率よく誘導する。たとえば、最近注目される免疫チェックポイント
阻害剤の臨床効果は、遺伝子変異を多く認めるがん患者で特に高いと報告されているが、この結
果は遺伝子変異由来ネオアンチゲンに対する特異的免疫応答の差によると推察されている。こ
うした報告が次々となされるに従い、正常細胞には存在しない“腫瘍特異抗原”であるネオアン
チゲンが、抗腫瘍免疫応答における主役として最近特に注目されている。がん免疫療法を今後さ
らに発展させるためには、がん特異的なＴ細胞を選択的に活性化させる“特異的”がん免疫療法
の開発が不可欠と考えられる。 
 
(2) 研究代表者は、ハーバード大学 Dana-Farber Cancer Institute、久留米大学、神奈川県立
がんセンターにおいて免疫解析部門の責任者として多数のがんワクチン臨床試験に参加してき
た。その結果、免疫原性の低い野生型自己抗原（“腫瘍関連抗原”）を標的としたワクチン療法の
限界を痛感し、“ネオアンチゲンを標的とした免疫療法”の開発に着手した。現在までに、① 変
異型 EGFR など Driver 変異に由来するネオアンチゲンの同定、 ② 個々のがん患者に特異的な
遺伝子変異に由来するネオアンチゲンに対する免疫反応の網羅的解析、などの研究課題に取り
組み、がん患者由来ネオアンチゲンの免疫原性・特異性の高さを証明してきた。ただし、① こ
れまでは遺伝子変異配列を含む合成ペプチドの刺激により樹立したＴ細胞株を用いてネオアン
チゲン特異性の同定を試みてきたが、ネオアンチゲン特異的Ｔ細胞株樹立の効率が低い（特に、
がん患者検体を用いた場合）、② ネオアンチゲン特異的免疫反応と抗腫瘍効果との関連が確認
できていない、などいくつかの課題も明らかとなった。これら課題を解決するために、本研究で
はがん患者由来 T細胞受容体（TCR）遺伝子を導入したＴ細胞株を用いて腫瘍反応性・ネオアン
チゲン特異性を効率よくスクリーニングする新しいアプローチを提案した。 
 
 
２．研究の目的 
(1) ネオアンチゲンは高い免疫原性が期待できるうえに自己免疫反応を惹起する心配も少な
いため、特異的がん免疫療法の格好の標的と思われる。マウスモデルではがん細胞株の変異遺伝
子に由来するネオアンチゲンが網羅的に解析され、同定された抗原のワクチンとしての有用性
が報告されているが、ヒトでの検討は少ない。本研究の目的は、がん患者由来 T細胞の腫瘍反応
性・ネオアンチゲン特異性を効率よくスクリーニングする手法を開発し、“ネオアンチゲンを標
的とした個別化がん免疫治療”を臨床応用するための知的・技術的基盤を確立することである。
具体的には、① がん患者 T細胞から同定した TCR 遺伝子を導入したＴ細胞株を用いて腫瘍反応
性・ネオアンチゲン特異性を効率的にスクリーニングする系を開発する、②患者由来腫瘍組織を
超免疫不全マウスに移植したゼノグラフト（Patient-Derived Xenograft：PDX）モデルを用いて
ネオアンチゲン特異的Ｔ細胞の抗腫瘍効果を in vivo 実験系で確認する計画である。なお、本研
究では PDX モデルを用いて抗腫瘍効果を確認する予定であるが、こうした in vivo 実験系での
検討はこれまでに報告がなくユニークな研究課題と考える。 
 
(2) 本研究は臨床応用を視野に入れており、これまでに蓄積された腫瘍学・免疫学の基礎的知
見を臨床医学へ還元するための橋渡しとなるものである。本研究の成果により、個々のがん患者
で異なるネオアンチゲンに対する免疫応答を効率的にスクリーニングできる系が確立されれば、
ネオアンチゲンを標的としたワクチン（ペプチド、DNA、RNA、樹状細胞）や TCR 遺伝子導入Ｔ細
胞療法などの “ネオアンチゲンを標的とした個別化がん免疫治療”の臨床応用が大きく加速さ
れるものと期待される。次世代シークエンサーが急速に普及し遺伝子解析が一般化されるにつ
れ、がん特異的遺伝子変化を各個人のレベルで同定することがますます容易になると予想され
るが、本研究の成果により治療抵抗性のがん患者に新たな治療選択肢を提供するための知的・技
術的基盤が確立できるものと期待される。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 腫瘍浸潤リンパ球の発現する TCR の同定と TCR 遺伝子導入Ｔ細胞株の樹立 
腫瘍浸潤リンパ球あるいは末梢血単核球（PBMC）におけるがん抗原特異的Ｔ細胞は各種細胞表
面マーカー（免疫チェックポイント分子、副刺激分子）を発現している。本研究では、腫瘍浸潤
リンパ球から各種細胞表面マーカーを単独あるいは組み合わせて用いて分離したＴ細胞クロー
ンの発現する TCR を同定し、同定した TCR 遺伝子を導入したＴ細胞株を樹立した。 
① 各種細胞表面マーカーを用いたＴ細胞クローンの選択・分離 
比較的大きな摘出標本が入手可能な大腸がん、腎臓がん患者由来の腫瘍組織から各種細胞表
面マーカーを発現するＴ細胞を選択・分離した。具体的には、酵素法、機械的分離法（gentleMACS
™ Dissociator）により腫瘍組織より腫瘍浸潤リンパ球およびがん細胞を分離した。分離した腫



瘍浸潤リンパ球から免疫チェックポイント分子（PD-1 および TIM-3）、副刺激分子（4-1BB）を単
独あるいは複数発現するＴ細胞を cell sorter（BD FACSAria™ II）により single cell として
96 well plate に分離・回収した。 
② 分離したＴ細胞（single cell）から TCR 遺伝子のクローニング・同定 
研究分担者の岸裕幸らが開発（Nat Med. 2013 19(11):1542-6.）した、抗原特異的Ｔ細胞
（single cell）から RT-PCR 法により TCR 遺伝子配列を非常に効率よくクローニング・同定する
方法（hTEC10 system）を用いて、上記①において分離・回収したＴ細胞（single cell）から TCR
遺伝子をクローニング・同定した。 
③ 同定した TCR 遺伝子を導入したＴ細胞株の樹立 
上記②で同定した TCR 遺伝子を搭載した retrovirus vector を作成し、TCR 陰性 Jurkat ヒトＴ
細胞株あるいは健常者末梢血 T細胞に遺伝子導入して TCR 発現細胞株を樹立した。 
 
(2) PDX モデルの作成と腫瘍特異的Ｔ細胞の同定 
① 上 記 (1) で 検 討 し た患 者に由来 する腫 瘍組 織を超免 疫不 全 NSG （ NOD.Cg-
PrkdcscidIl2rgtm1Wjl/SzJ）マウスに移植して PDX モデルを樹立した。移植後約４週間で剖検し
移植腫瘍組織の生着の有無、遠隔転移巣の有無、等を確認するとともに、採取した腫瘍組織を NSG
マウスに再度移植した。この過程を繰り返すことにより、PDX の樹立を試みた。 
② PDX 樹立が確認できたマウスから腫瘍を摘出したのち、遊離した腫瘍細胞を in vitro でオ
ルガノイド培養した。上記(1)で樹立した TCR 遺伝子導入Ｔ細胞株と腫瘍細胞を共培養したのち、
TCR 遺伝子導入Ｔ細胞からのサイトカイン（IFN-）産生を Flowcytometry で確認することによ
り、腫瘍反応性を検討した。 
③ さらに、PDX として樹立した腫瘍細胞を NSG マウスに移植したのち、 in vitro で腫瘍反応
性を示した TCR 遺伝子導入Ｔ細胞、あるいは、非特異的 TCR 遺伝子導入 T細胞（コントロール）
を移入した。腫瘍サイズを測定することにより、特異的Ｔ細胞の抗腫瘍効果を in vivo 実験系で
確認した。 
④ 各種細胞表面マーカーを単独あるいは組み合わせて用いることにより選択・分離した T 細
胞の解析データを比較検討して、より選択的・効率的に腫瘍反応性Ｔ細胞を分離できる方法を確
立した。 
 
(3) 腫瘍特異的Ｔ細胞を用いてネオアンチゲン特異性の確認 
① 上記(2)で PDX として樹立した腫瘍において、がん細胞および正常細胞（非がん部）の次世代
シーケンサー（NGS）解析および RNA-Seq 解析によりがん特異的遺伝子変異（ミスセンス変異）
を同定した。変異アミノ酸配列を中央に配する 23 アミノ酸をコードする長鎖ペプチドを合成し
た。 
② 同一がん患者 PBMC からＢ細胞を分離したのち、CD40L を遺伝子導入した NIH-3T3 細胞で活
性化し抗原提示細胞として用いた。長鎖ペプチドで処理された活性化Ｂ細胞と腫瘍反応性を示
した TCR 遺伝子導入Ｔ細胞とを共培養したのち、サイトカイン（IFN-）産生を Flowcytometry
で確認することにより、ネオアンチゲンへの反応性を検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1) PDX モデルが樹立できた大腸がん患者由来腫瘍検体を用いた解析例を示す。摘出腫瘍組織
から、酵素法、機械的分離法（gentleMACS™ Dissociator）により腫瘍浸潤リンパ球およびがん
細胞を分離した。分離した腫瘍浸潤リンパ球を PD-1、TIM-3、4-1BB に対する抗体で染色したの
ち、3分子陽性（PD-1+、TIM-3+、
4-1BB+）、2 分子陽性（PD-1+、
TIM-3+、4-1BB-）、1 分子陽性
（PD-1+、TIM-3-、4-1BB-）の各
サブセットを cell sorter（BD 
FACSAria™ II）により single 
cell として 96 well plate に分
離・回収した。分離したＴ細胞
（single cell）から RNA を抽出
したのち、RT-PCR 法により TCR
遺伝子配列を同定した。図１に
同定された TCR 遺伝子の CDR3
領域配列とその配列を持つ T細
胞クローンの個数および頻度を
示す。 
 
同定した TCR 遺伝子のうち、3分子陽性サブセットで頻度が高いクローン（図１の①、②、③）
および 1分子陽性サブセットで最も頻度が高いクローン（（図１の④）から同定した TCR 遺伝子
を搭載した retrovirus vector を作成し、TCR 陰性 Jurkat ヒトＴ細胞株あるいは健常者末梢血 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
T 細胞に遺伝子導入して TCR 発現細胞株を樹立した。樹立した TCR 遺伝子導入Ｔ細胞株と同一患
者由来 PDX モデルから摘出した腫瘍細胞とを in vitro で共培養したのち、TCR 遺伝子導入Ｔ細
胞株からのサイトカイン（IFN-）産生を確認したところ、3分子陽性サブセットのうちで最も頻
度の高い TCR 遺伝子を導入したＴ細胞（図１の①）のみが腫瘍反応性を示した（図２）。 
 
さらに、PDX を NSG マウスに移植したのち、 in vitro で腫瘍反応性を示した TCR 遺伝子導入
Ｔ細胞株、あるいは、非特異的 TCR 遺伝子導入 T細胞株（コントロール）を移入した。腫瘍サイ
ズを測定し増殖を観察したところ、腫瘍反応性 TCR 遺伝子導入Ｔ細胞株を移入したマウスでは
移植腫瘍の増殖が低下する傾向にあった（データ示さず）。 
以上の結果から、3分子陽性サブセットのうちで最も頻度の高いＴ細胞クローンが腫瘍反応性
を有することが示された。一方、1分子（PD-1）陽性サブセットで最も頻度の高いＴ細胞クロー
ンでは腫瘍反応性を示さなかった。複数の細胞表面マーカー（PD-1、TIM-3、4-1BB などの免疫
チェックポイント分子、副刺激分子）の発現は、より強い、あるいは、より頻回の抗原刺激を反
映している可能性が高いため、本例のように、ある 1分子（PD-1）だけではなく複数の分子を組
み合わせてバイオマーカーとして用いるほうが、効率的に腫瘍反応性 T 細胞を同定できる可能
性が示唆された。 
 
(2) 上記(1）に記載した解析例と同様に、PDX モデルの樹立できた腎臓がん患者など他のがん
患者由来の腫瘍組織を用いた解析においても、3分子陽性サブセットのうちで最も頻度の高いＴ
細胞クローンが腫瘍反応性を有することが示された（データ示さず）。なお、これらの 3分子陽
性サブセットのうちで最も頻度の高いＴ細胞クローンと同じ CDR3 領域配列を持つＴ細胞クロー
ンが 2分子陽性（PD-1+、TIM-3+、4-1BB-）サブ
セットあるいは 1 分子陽性（PD-1+、TIM-3-、4-
1BB-）サブセットにも存在する（図１）ことから、
腫瘍局所での抗原刺激の強度・頻度により活性度
（疲弊度）の異なる T細胞が混在する可能性が示
唆された。 
 一方、図 3のように 3分子陽性サブセットで認
められるＴ細胞クローンと 1 分子陽性サブセッ
トで認められるＴ細胞クローンとの CDR3 領域配
列に全く重複のない患者も存在するが、こうした
患者では 3 分子陽性サブセットのうち頻度の高
いＴ細胞クローンにおいても腫瘍反応性を認め
なかった（データ示さず）。こうした腫瘍では、
活性度（疲弊度）の異なる T細胞が腫瘍局所に同
時に存在しない（混在しない）ことから、腫瘍局
所で抗原刺激が行われているのではなく、他所で
活性化された腫瘍反応性のない（あるいは、反応
性が失われた）bystander T 細胞が腫瘍局所へ浸
潤している可能性が示唆された。今後、さらに解
析数を増やすことによりこれらの結果・仮説の検
証が望ましいと考えられた。 



 
(3) 上記(1)(2)で腫瘍反応性を認めた TCR 遺伝子導入Ｔ細胞株のがん特異的遺伝子変異由来合
成長鎖ペプチド（23 アミノ酸）への反応性を確認した。合成長鎖ペプチドを pulse した同一が
ん患者由来活性化Ｂ細胞を抗原提示細胞として用いて、TCR 遺伝子導入Ｔ細胞株の認識するネオ
アンチゲンペプチド配列の同定を試みたが、現時点でネオアンチゲンは同定されていない。これ
までの検討では長鎖ペプチドを用いたが、活性化Ｂ細胞による Processing がうまくできずネオ
アンチゲンペプチドが抗原提示されていない可能性があるため、今後は Processing の必要のな
い合成短鎖ペプチドを用いて、TCR 遺伝子導入Ｔ細胞株の認識するネオアンチゲン配列の同定を
試みる予定である。特に、他の研究にて、HLA に結合するネオアンチゲンペプチドのアミノ酸配
列を質量分析計を用いてがん細胞から直接同定する手法を開発しているが、この手法を用いて
Processing の必要のないネオアンチゲン短鎖ペプチド配列を同定し本実験に用いる予定である。 
 なお、合成短鎖ペプチドを用いた解析系
の実現可能性を検討した結果を示す（図
４）。一例として、遺伝子変異 PIK3CA-
H1047R（アミノ酸配列 MKQMNDARH）に特異
的な TCR 遺伝子を搭載した retrovirus 
vector を作成し、健常者末梢血 T細胞に遺
伝子導入してPIK3CA-H1047R 特異的TCR発
現 T 細胞株を樹立した。合成した PIK3CA-
H1047R ペプチド（MKQMNDARH）あるいその
野生型ペプチドをpulseした活性化Ｂ細胞
と PIK3CA-H1047R 特異的 TCR 発現 T細胞株
とを共培養したのち、TCR 遺伝子導入Ｔ細
胞からのサイトカイン（IFN-）産生を
Flowcytometry で検討したところ、ネオア
ンチゲン特異性が確認できた。 
現在、このように合成短鎖ペプチドを用
いて、TCR 遺伝子導入Ｔ細胞株の認識する
ネオアンチゲン配列の同定を試みている。 
 
(4) 本研究の成果として、複数の細胞表面マーカー（免疫チェックポイント分子、副刺激分子）
を用いることにより、腫瘍反応性を示すＴ細胞クローンを効率的に同定できるものと示唆され
た。さらに、腫瘍特異的Ｔ細胞クローンの認識するネオアンチゲンを同定するためには追加の検
討が必要であるが、本研究の成果は“個別化がん免疫治療”の臨床応用を加速するための知的・
技術的基盤の確立に寄与するものと期待される。 
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Tumor responses and early onset cytokine release syndrome in synovial sarcoma patients treated with a novel affinityenhanced
NY-ESO-1-targeting TCR-redirected T cell transfer.

A novel affinity-enhanced NY-ESO-1-targeting TCR-redirected T cell transfer exhibited early-onset cytokine release syndrome
and subsequent tumor responses in synovial sarcoma patients.

Changes in plasma CXCL2 and MMP2 levels reflect response to anti-PD-1 therapy in non-small-cell lung cancer patients.

Changes of BCR repertoire are predictive biomarker for the efficacy of immune checkpoint inhibitor in NSCLC.
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Optimization of chimeric antigen receptor construct targeting malignant mesothelioma antigen.

Enhanced lymphocyte accumulation through chemokine overexpression in tumor microenvironment.
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Inflammatory soluble factors as potential biomarkers in non-small cell lung cancer treated with anti-PD-1 inhibitors.
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Comprehensive analysis of T cells responsive to neoantigens derived from tumor-specific genetic mutations.

大腸がんにおける免疫細胞の形質・機能の解析と免疫抑制機構の解明

Elucidation of potential immune suppressive mechanisms in colorectal cancer

Generation of CAR T cells recognizing malignant mesothelioma specific antigen.
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