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研究成果の概要（和文）：担がんモデルマウスにおいて、腫瘍体積の増加と伴って、末梢血中のB220陽性細胞と
CD4陽性細胞の存在比率が変化すること、さらに抗体遺伝子（BCRs）の可変部領域とT細胞受容体（TCRs）α鎖β
鎖の可変部領域のレパトア(多様性)が変化することが明らかになった。さらにそれらの結合特異性を検証するた
めに一本鎖抗体(scFv-Fc)およびscTCR-Fcの構築に成功した。今後も引き続き、得られた可変部を新たな分子標
的医薬品として創薬に活用することを目指しプラットフォームの構築を展開する予定である。

研究成果の概要（英文）：In cancer-bearing model mice, the abundance ratio of B220-positive and 
CD4-positive cells in peripheral blood changes correlate with increasing tumor volume.
It also clarified the changes in the repertoire of the variable region of antibody genes (BCRs) and 
the α chain and β chain of T cell receptor genes (TCRs). 
Furthermore, to verify their binding specificity, we constructed the single-chain antibody (scFv-Fc)
 and scTCR-Fc. In the future, we plan to continue building a platform to utilize the obtained 
variable part as a new molecular-targeted drug discovery drug.

研究分野： 免疫学

キーワード： がん免疫　免疫状態　抗体　レパトア　免疫記憶　バイオマーカー　末梢血

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗体医薬品、がんワクチン、免疫療法などの選択基準や治療の継続性の判断基準が不足している現在、個別の免
疫状態に対応したプレシジョン医療への移行が求められている。そこで担がんモデルマウスにて、独自に確立し
た免疫応答の質的評価となるB細胞とT細胞の可変部領域の多様性解析を進めたところ、免疫状態に応じて変化す
ることを明らかにした。さらにそれらの抗原認識特異性を明らかにするために一本鎖抗体(scFv-Fc)および
scTCR-Fcの構築に成功した。今後は、得られた可変部を新たな分子標的医薬品として創薬に活用することを目指
しプラットフォームの構築を展開する予定である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

(1) 本研究の学術的背景、研究課題の核心をなす学術的「問い」 

 がん病態は、がん細胞の由来や遺伝的因子による個人差が大き

く影響するため、多様である。よって、患者一人一人の病状に合わ

せた個別医療が必要になる。個別医療のうち、近年、免疫担当細胞

の活性化や、抗体医薬品といった分子標的薬などによるがん免疫

治療法が開発されてきた。さらに、プレシジョン医療、すなわち患

者個人のゲノム情報を考慮した個別医療が推進されている。主に、

がん細胞を特異的に認識する細胞障害性 T 細胞の解析が精力的に

勧められてきたが、がん細胞による免疫能力の抑制を阻害するこ

との有効性が明らかになり、PD-1/PD-L1 分子に代表される免疫チ

ェックポイントに関与する分子シグナルの阻害や、制御性 T 細胞

の抑制などが、有効ながん免疫治療法として使用されている。しか

し、治療が効果的である場合とそうでない場合があり、治療を継

続するかどうかの判断が難しい。そこで、がん患者の免疫状態を

正しく把握するバイオマーカーを同定し、治療効果の評価系を確

立することは急務である。 

 これまでの免疫状態を評価する方法としては、病態に関連した

特徴的な免疫担当細胞数の増減(もしくは存在比)や可溶性因子の

濃度変化が、主に使われてきた。例えば、ワクチン効果の評価では

血清抗体価の上昇を指標とする。しかし、抗体価の上昇と予防効果

が必ずしも一致しないことが報告されている。その理由は、増えた

抗体が、効果がある抗体なのか、効果がない抗体なのか不明だからである。免疫担当細胞数の増

減や抗体価の測定は「量的変化」の評価であって、「質的変化」の評価ではない(図２)のである。

そこで、免疫状態を正しく把握するには、「質的変化」として、B 細胞の抗体遺伝子の「多様性」

を考慮し、効果のある抗体を産生する B 細胞を同定し、評価する必要があると考えられる。 

 近年、大腸がんにおいて、がん組織への B 細胞(IgK 陽性)や形質細胞(CD138 陽性)の浸潤があ

る患者の予後が良好であることが報告された(Berntsson et al., Int.J.Cancer 2016)。また抗体医

薬品は、標的の処理だけに留まらず、抗原提示を促進することでワクチン効果を発揮して新たな

抗体が誘導される可能性が示された(DiLillo et al., Cell 2015) 。これらは、患者の体内ではある

特定の抗体の増減が見られ、それががん病態やワクチン効果を規定している可能性を強く示唆

している。ゆえに、がん患者体内の抗体の「質的変化」の評価に有用なバイオマーカーの診断を

通じて、真に予後や治療効果の予想ができると考えられる。 

 これまでの免疫学の重要な「問い」は多様性が形成されるメカニズムの解明であり、その解明

は進んできたが、その多様性の度合いや経時的変動が、機能や病態とどのように関連している

かは、ほとんど分かっていない。この多様度の全貌の解明とその重要性の評価が次世代の「問

い」であると考える。本研究は、がん病態に焦点を絞り多様度を同定し、多様度の全貌解明とそ

の重要性の評価への礎とする。 

 



 

２．研究の目的 

(2) 本研究の目的および学術的独自性と創造性 

 本研究の目的は、がん病態および各種治療時において、

末梢血中記憶B細胞の抗体遺伝子レパトローム解析から

得られる質的変化を規定する要素(①V(D)J 遺伝子の使

用頻度、②突然変異の位置と頻度、③CDR3 領域の長さ、

④含まれるアミノ酸の特徴)の中から、治療法の効果と

相関のあるバイオマーカーを同定することである。さら

に末梢血を対象とするので診断として簡便なリキッド

バイオプシーへの応用も可能である。このバイオマーカ

ーおよび得られる情報は、抗体医薬品、がんワクチン、

免疫細胞療法などのがん免疫療法の選択基準や、治療の

継続性などの判断基準となり、より効果的な治療につな

がり、プレシジョン医療へ貢献できる。 

 本研究の特色・独創的な点は、私の専門である「抗体の解析」を、がん病態の診断と治療に活

かすために、独自に確立した免疫応答の質的評価となる B 細胞の「抗体遺伝子レパトローム解

析法」(図１、図３)を、がん病態に関連する末梢血中記憶 B 細胞を対象に行うことである。 

 

 

３．研究の方法 

マウスリンパ腫細胞株 E.G7-OVA 細胞を C57BL/6N マウスの皮下に移植し、腫瘍体積の経時変

化を測定した。がん移植前と移植後 9 日目と 21 日目に採取した末梢血から、FACS にて B220

陽性細胞と CD4 陽性細胞の存在比率の経時変化を捉えた。それらの細胞をシングルセルソーテ

ィングにてシングルセルレベルに単離し、BCRs と TCRs の可変部領域の塩基配列を特異的プラ

イマーにて増幅した。塩基配列を決定し、質的変化を規定する要素(①V(D)J 遺伝子の使用頻度、

②突然変異の位置と頻度、③CDR3 領域の長さ、④含まれるアミノ酸の特徴)について解析した。 

得られた可変部と定常部を含む発現ベクターに組み込み、293A 細胞に PEI 法にて導入するこ

とにより、人工抗体として培養上清に産生させた。 

 

４．研究成果 

2018 年度(平成 30 年度)には、体液性免疫の主役である抗体に焦点を絞り「抗体の質」を評価

する新たな戦略として「抗体遺伝子レパトローム解析法」を確立できた。がん病態関連免疫応答

の質的評価の解析を進めるために必要となる、担がんマウスモデルを確立した。マウスリンパ腫

細胞株 E.G7-OVA 細胞を皮下に移植し腫瘍体積の経時変化を測定した。9 日目と 21 日目に末梢

血を採取し、FACS にて B220 陽性細胞と CD4 陽性細胞の存在比率を測定したところ、9 日目

に B 細胞の比率が増加し、21 日目には減少していた。CD4 陽性細胞は経時的に減少していた。

B 細胞の抗体遺伝子について可変部領域のレパトローム解析を開始した。 

2019 年度(令和元年度)には、マウスリンパ腫細胞株 E.G7-OVA 細胞の移植前(0 日目)と移植後

9 日目と 21 日目の末梢血より B220 陽性細胞と CD4 陽性細胞をセルソーティングにてシングル

セルに単離した。B 細胞については従来通り BCRs の重鎖と軽鎖の可変部領域を RT-PCR にて

増幅し解析した。2019 年度からは新たに CD4 陽性細胞について、T 細胞受容体(TCRs)の α 鎖



と β鎖の可変部領域も同様な方法で特異的なプライマーを用いて増幅することに成功した。9 日

目に変化があった可変部として抗体重鎖では Vh2-2、Vh1-50、Vh1-4、Vh1-80、Vh5-4、Vh1-47、

抗体軽鎖では Vk10、Vk3-2、Vk8、TCRβ 鎖では Vb12、Vb1、Vb29、Vb26、Vb14 が同定でき

た。 

2020 年度(令和２年度)には、新たに抗体遺伝子の認識特異性の解析を進める上で、従来から問

題となっていた重鎖と軽鎖の多量体形成の効率変動を解消するために、一本鎖抗体(scFv-Fc)の

作製方法を確立した。これは軽鎖の可変部の C 末端と重鎖の N 末端が、スペーサー配列を介し

て連結し IgG 定常部を有する構造をしている。これらを 293A 細胞に PEI 法にて導入し、人工

抗体として培養上清に発現させることに成功した。さらに TCRα 鎖と β 鎖についてレパトロー

ム解析を進めた。 

2021 年度(令和３年度)には、新たに細胞性免疫の主役である T 細胞について、TCRs の認識特

異性を明らかにするために、TCRα鎖の可変部 C 末端と β鎖の可変部 N 末端を、スペーサー配

列を介して連結し IgG 定常部を有する scTCR-Fc を発現するベクターを構築できた。 

 

担がんモデルマウスにおいて、腫瘍体積の増加と伴って、末梢血中の B220 陽性細胞と CD4 陽

性細胞の存在比率が変化すること、さらに抗体遺伝子（BCRs）の可変部と T 細胞受容体（TCRs）

α鎖 β鎖の可変部領域のレパトアが変化することが明らかになった。さらにそれらの結合特異性

を検証するために一本鎖抗体(scFv-Fc)および scTCR-Fc の構築に成功した。今後も引き続き、

得られた可変部を新たな分子標的医薬品として創薬に活用することを目指しプラットフォーム

の構築を展開する予定である。 
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