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研究成果の概要（和文）：最適な癌治療を提供するには、患者ごとに最適な治療の組み合わせるのが望ましい。
癌ワクチン、チェックポイント阻害剤、その他免疫制御法を適切に組み合わせることが重要である。 本研究で
は、まずヒト肺癌から得た次世代シーケンスデータを用いて腫瘍内免疫応答を多角的に評価する手法を確立し
た。その手法を用いてマウス肺癌細胞株に対する解析を行い、免疫細胞浸潤を誘導する治療が必要であることが
予測された。個別化ワクチンのみでは効果が乏しかったが、免疫細胞浸潤を誘導する免疫アジュバント（補助
剤）を組み合わせてマウスに投与したところ、腫瘍の増殖が抑制された。

研究成果の概要（英文）：For effective cancer therapy, it is important to choose optimal treatment 
combination for each patient, including personalized cancer vaccines, immunologic adjuvants, and 
checkpoint inhibitors. In our study, we developed an analytical pipeline to evaluate tumor immune 
microenvironment in each tumor using next-generation sequencing data. Then, we applied the pipeline 
to mouse lung cancer cell line LLC-1. Combination therapy of neoantigen vaccine and immune adjuvant 
elicited anti-tumor response in vivo. 

研究分野： 呼吸器外科学

キーワード： 肺癌　遺伝子変異　次世代シーケンサー　ネオアンチゲン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
癌に対する免疫治療の開発が近年盛んに行われているが、最適な癌治療を提供するには、患者毎に異なる癌免疫
微小環境に対して、最適な免疫制御法の組み合わせを見つけなければならない。本研究では、次世代シーケンス
データを用いて腫瘍内免疫応答を多角的に評価する手法を、ヒト肺癌データを用いて開発した。その手法を用い
てマウス肺癌細胞株に対する解析を行い、癌ワクチン、免疫アジュバント（補助剤）等を組み合わせてマウスに
投与したところ、腫瘍の増殖が抑制された。本研究の意義は、癌免疫状態の評価法の開発と、有効な複合免疫治
療の開発の双方に目を向けたという点である。

※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 
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。全患者の 7 割を
占める切除不能進行非小細胞肺癌や術後再発に対しては、過去のランダム化比較試験やそのメ
タアナリシスの結果に基づき、治療効果が得られる確率が高い殺細胞性の抗癌剤を試行錯誤で
投与する治療が行われてきた。近年、患者毎の癌ゲノム解析に基づき、高い治療効果が見込まれ
る治療薬を投与するプレシジョンメディシンが提唱されている。 
近年、免疫チェックポイント阻害薬により、腫瘍内の免疫抑制分子(PD-1 分子/PD-L1 分子)によ
る免疫抑制を阻害すると、免疫が再活性化し抗腫瘍効果が 得られることが明らかになった。一
方、抗 PD-1 抗体による治療効果が得られる患者は 20%程度に過ぎない。チェックポイント阻害
剤が効かない患者をどのように治療するか。それに対する一つの打開策として、我々は腫瘍特異
的な遺伝子変異に由来する変異抗原（neoantigen）を標的とした肺癌ワクチン治療の開発を進め
ている。最適な治療を提供するには、患者ごとに最適な治療の組み合わせるのが望ましい。癌ワ
クチン、チェックポイント阻害剤、その他免疫制御法を適切に組み合わせることが重要であると
推測される。 
 
２．研究の目的 
 本研究の最終目的は、肺癌における腫瘍特異的遺伝子変異産物により生ずる neoantigen を標
的とした癌ワクチン治療と腫瘍内免疫抑制性の環境に対する制御法を併用した革新的ながん免
疫治療体系を構築することである。そのためには、患者毎に異なる癌免疫微小環境に対して、最
適な免疫制御法の組み合わせを見つけなければならない。つまり、癌免疫状態の評価法の開発と、
有効な複合免疫治療の開発の双方に目を向けることが重要である。 
 我々は、腫瘍内微小環境に対する新たな多角的解析アルゴリズムを前研究の一環として開発
した（文献 1）。最初に報告した解析法では、１コホート内での各項目の大小を評価する手法を
用いたが、その方法では症例の追加のたびに全症例のデータを用いて再解析する必要があり、ま
たコホート外の症例と直接比較することができないという弱点を有していた。本研究では、はじ
めに、解析手法をバージョンアップし、アルゴリズムの標準化を行った。 
 続いて、有効な複合免疫治療の開発を目指し、マウスの腫瘍細胞株を用いて、癌免疫微小環境
を評価した。Cold tumor(Non-T-cell inflamed tumor)を Hot tumor (T-cell inflamed tumor)に
変えるべく、次世代シーケンスデータから予測された neoantigen を標的とし、腫瘍抑制効果の
あるワクチンを探索した。我々はこれまでに、ペプチドワクチン刺激のみよりもペプチドで刺激
した樹状細胞(DC)を用いた DC ワクチンのほうが、より腫瘍抑制効果が期待できることを報告
している（文献 2）。今回の実験も、DC ワクチンを用いた。また、当初は CD8+ T 細胞の活性化
を標的とした short peptide を用いたが、芳しい腫瘍抑制効果が得られず、long peptide も用い
て実験を行った。さらに、チェックポイント阻害剤や代謝制御を目的とした抗体も併用し、複合
免疫治療による腫瘍抑制効果を評価した。 
 
３．研究の方法 
（１）基盤研究 B 15H04942（H27-30,代表 中島淳)、基盤研究 C 26462124（H26-29,代表 長山和
弘）で一次解析済みの 20 例の肺癌シーケンスデータを用いて、アルゴリズムの標準化に取り組
んだ。The Cancer Genome Atlas (TCGA)に登録された１０００例を超える肺癌の発現解析デー
タおよび腫瘍特異的変異データをダウンロードした。 
各免疫状態評価項目について、TCGA のデータを用いて標準化を行うスコアリング方法を確立し
た。 
 
（２）ヒトに対して構築したのと同様の次世代シーケンスデータ解析パイプラインを用いて、
C57BL/6 マウスマウス肺癌細胞株 LLC-1 の免疫微小環境を評価した。次に、LLC-1 の neoantigen
候補の予測を行った。エクソーム解析データから、LLC-1 のミスセンス変異を同定し、RNAseq デ
ータから得られた遺伝子発現データを用いてフィルタリングを行った。C57BL/6 マウスの主要組
織適合抗原（MHC）に対する結合能予測を行って、neoantigen 候補を絞り込んだ。Neoantigen ワ
クチン候補ペプチドを合成し、樹状細胞ワクチンを用いて免疫原性を評価した。T細胞の活性化
を認めた neoantigen について、short peptide, long peptide を用いて刺激した DC ワクチン、
免疫アジュバント CpG を組み合わせて、in vivo での腫瘍抑制効果を評価した。 
 
４．研究成果 
（１）自験例２０例について、まず初めに TCGA 解析パイプラインで公表されているものと同じ
ソフトウェアを用いて、発現解析および腫瘍特異的変異の解析を行った。続いて、主として
single sample gene set enrichment analysis (ssGSEA)などの解析法を用いて、TCGA コホート
および自験例について、Cancer-Immunity Cycle に関連した各免疫状態評価項目のスコアを算出
した。そして自験例のスコアについて、TCGA データにおけるスコアの平均値・標準偏差を用い
て標準化した。最終的に、レーダーチャートを用いて各スコアを可視化し、“Immunogram for the 
Cancer-Immunity Cycle (version 2.0)”を作成した(図 1)。 
 
 



図１.癌免疫サイクルを評価するためのイムノグラム v2.0 (Immunogram for the Cancer-
Immunity Cycle v2.0).  
 
（２）マウス肺癌細胞株 LLC-1、マウス胃癌細胞株 YTN2,YTN16 に対して、次世代シーケンスデ
ータ解析を行った。ヒトのデータに対して構築した解析パイプラインと同様の手法をマウスデ
ータに対しても構築し、イムノグラム解析を行った。LLC-1 腫瘍は YTN2,YTN16 と比較して、T細
胞性免疫応答の乏しい cold tumor であることが確認された(図 2)。免疫チェックポイント阻害
剤単剤での腫瘍抑制効果は見込みにくいことが示唆された。 
 

図 2. マウス腫瘍細胞株に対するイムノグラム解析.  
 
LLC-1 に対する癌免疫応答を有効に発揮するには、cold tumor を hot tumor に変える必要があ
る。そこで次に、次世代シーケンスデータから neoantigen 候補を予測し、neoantigen を標的と
したワクチンの免疫原性評価を行った。まず、ヒトに対して構築したのと同じ解析パイプライン 
 

図 3. マウス肺癌細胞株 LLC-1 を用いた neoantigen ワクチン予測フローチャート.  
 
を用いて、neoantigen 候補の予測を行った。エクソーム解析から、マウス肺癌細胞株 LLC-1 の
ミスセンス変異 2536 個を同定した。さらにトランスクリプトーム解析を行い、fpkm>1 であり発



現のある遺伝子 856 個に絞り込んだ。そして、ＭＨＣペプチド結合能予測ﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑを用いて、高
い結合能(IC50<200)である 60 個の neoantigen 候補について変異ペプチド(8-11mer)を合成し、
樹状細胞を刺激してワクチンを実施した。18 個のペプチドで変異ペプチド特異的な免疫応答が
認められたが、Ｔ細胞が活性化されたのは 1個のみであり、その 1個においても腫瘍抑制効果は
確認できなかった。また、IC50>200 の変異ペプチドのうち正常配列ペプチドと比して 10倍以上
結合能が高い 68 個の neoantigen 候補についても変異ペプチドを合成し、樹状細胞を刺激して
ワクチンを実施した。７個のペプチドで変異ペプチド特異的な免疫応答が認められたが、いずれ
も腫瘍抑制効果は確認できなかった（図 3）。 
 
そこで、8-11mer の short peptide で変異ペプチド特異的な CD8+T cell 免疫応答が確認された
25 個について、CD4+T cell の活性化も期待して変異部位を含む 21mer の long peptide の腫瘍
抑制効果を検証することとした。12 個の long peptide が合成可能であり、これを４つのペプ
チドごとの３群(pooled peptides)にわけて実験を行ったところ、#57, #58, #62, #82 の４種の
long peptides からなる pooled peptides で樹状細胞を刺激した DCワクチン群において、腫瘍
抑制効果を認めた（図 4）。 
 

図 4 マウス肺癌細胞株 LLC-1 に対する pooled long peptides を用いた neoantigen 刺激 DC ワク
チンによる腫瘍抑制効果の検証.  
 
Pooled peptides のうち、どの long peptide が最も腫瘍抑制に有効だったかを評価すべく、
long peptides #57, #58, #62, #82 について、ワクチン効果の増強目的として CpG を加えて別
個で上記検証を繰り返した。Long peptide #82 刺激 DC(LP82DC) + CpG 投与群で、５匹中３匹
で腫瘍抑制効果を認めた(図 5)。 
 

図 5 マウス肺癌細胞株 LLC-1 に対する long peptide #82 刺激 DC + CpG による腫瘍抑制効果の
検証.  
 
免疫治療の選択肢は多く、その組み合わせは無限にあり、あらゆる複合免疫治療を検証すること
は不可能である。今後、イムノグラム解析に代謝に関する評価軸を盛り込むことで、最適な複合
免疫治療の組み合わせを効率よく予測するツールに発展させられるかもしれない。 
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