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研究成果の概要（和文）：近年、様々ながん免疫を標的とする薬剤が開発されているが、それらの標的となる細
胞集団や分子学的特徴は十分に明らかではない。最近、我々は10XGenomics技術を応用して、多数の表面マーカ
ー解析と網羅的トランスクリプトーム解析・レパトア解析を単一細胞レベルで同時に実現できる技術を開発した
（CITE-seq）。本研究では、この新規単一細胞解析技術を用いて、マウス腫瘍モデルにおける免疫チェックポイ
ント分子やその阻害剤が、がん免疫微小環境に与える影響を網羅的に解明した。

研究成果の概要（英文）：In recent years, several agents targeting immune checkpoint molecules have 
been developed. However, the effect of such immune checkpoints and their inhibitors on tumor 
microenvironment remains unclear. Recently, we have developed a novel single-cell technology, which 
enables us to investigate transcriptome, many surface markers, and T-cell and B-cell receptor 
repertoires at the same single cell. Here, using this novel single-cell technology, we have 
investigated the role of immune checkpoint molecules and the effect of their inhibitors in mouse 
tumor models.

研究分野： 腫瘍生物学

キーワード： がん免疫　シングルセル解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、申請者が開発した革新的な単一細胞解析技術をがん免疫分野に初めて応用する試みである。今後、臨
床検体におけるがん免疫微小環境や、それらの相互作用の解析など様々な研究への応用が可能であり、がん免疫
研究の進展に大いに貢献できることが期待される。さらに、本研究性からに基づいて、がん免疫を標的とする薬
剤の最適な組み合わせが検討されたり、バイオマーカー開発が進んだりすることが期待され、今後のがん免疫を
標的とした治療戦略の改善に資すると予想される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年、抗 PD-1 抗体や抗 CTLA-4 抗体を用いた免疫チェックポイント阻害療法の登場により、が

ん免疫療法が脚光を浴びているが、その奏効率は未だ十分ではなく、がん免疫を標的とした治療

戦略の改善が望まれている（SL Topalian, Cancer Cell, 2015）。最近では、これらの抗体以外

に、抗 LAG-3 抗体、抗 4-1BB アゴニスト抗体など様々な腫瘍免疫を標的とする薬剤が開発されて

いる。これらの薬剤の標的となる細胞集団はそれぞれ異なると考えられるが、これまでにほとん

ど理解が得られていない。これらの免疫療法の活性において、遺伝子変異により生じたネオアン

チゲンや高発現しているオンコアンチゲンが重要であることが知られているが、このような抗

原を特異的に認識する T 細胞の表面マーカーや遺伝子発現プロファイルなどの特徴、免疫チェ

ックポイント阻害薬投与時の変化などは明らかではない。 

 がん免疫微小環境の解析方法

として、マスサイトメトリー

（CyTOF）による表面マーカー解

析や、10X Genomics 技術を用い

た単一細胞トランスクリプトー

ム解析が導入されつつある。こ

れらの方法には一長一短がある

ため、両者を同時に解析するこ

とが最適であるが、それを実現

するのは困難であった。最近、

CITE-seq と呼ばれる、オリゴヌ

クレオチドを結合させた抗体を

用いることで、表面マーカーの検出を次世代シーケンスで定量可能なリードアウトで代替する

ことを可能とする技術が開発された（M Stoeckius, Nat Method, 2017）。我々は既に本技術を導

入し、10X Genomics 技術を応用して、多数の表面マーカー解析と網羅的トランスクリプトーム

解析・レパトア解析を単一細胞レベルで同時に実現できる技術とその解析パイプラインを開発

している（未発表）。 

 

２．研究の目的 

本研究においては、この新規に開発した単一細胞解析技術を用いて、マウス腫瘍モデルにおい

て免疫チェックポイント分子やその阻害剤が免疫微小環境に与える影響の網羅的な解析を試み

る。さらに、抗 PD-1 抗体や抗 CTLA-4 抗体、抗 LAG-3 抗体などの様々な種類の腫瘍免疫を標的と

する薬剤やその併用を試すことにより、それぞれの薬剤の及ぼす効果の類似点や相違点を明ら

かにし、最適な組み合わせを同定することを目指す。さらに、ネオアンチゲン由来ペプチドと MHC

分子の複合体の多量体にオリゴヌクレオチドを結合させて、CITE-seq により検出することによ

り、ネオアンチゲン特異的 T 細胞を単一細胞レベルで解析することを目指す。これらを通して、

がん免疫微小環境を細胞・分子レベルで詳細に解明し、免疫チェックポイント阻害療法の改善の

糸口を見出すことを目標とする。 

 

３．研究の方法 

（１）マウス腫瘍モデルにおける免疫チェックポイント分子やその阻害剤の効果評価系の構築 

 まず、がん免疫のマウス腫瘍モデルの頻繁に用いられている MC38、CT26、A20 などの細胞株を

同系マウスに皮下移植し、抗 PD-1 抗体や抗 CTLA-4 抗体、抗 LAG-3 抗体、抗 4-1BB アゴニスト抗

体、あるいはその組み合わせを投与して、コントロール抗体と比較した。腫瘍径、CD4 および CD8

陽性 T細胞の割合などの評価を行い、実験条件を決定した。 

 

（２）新規単一細胞解析技術を用いたマウス腫瘍モデルにおける免疫チェックポイント阻害剤

図：フローサイトメトリーと次世代シーケンスによる 
表面マーカー解析の比較 



の効果の検証 

腫瘍組織から浸潤した免疫担当細胞を分離し、骨髄系、T細胞系、B 細胞系などに特徴的な表

面マーカーを認識する 30～40 種類のオリゴヌクレオチドを結合させた抗体で染色した後、10X 

Genomics の単一細胞トランスクリプトーム解析および B 細胞や T 細胞に対する単一細胞レパト

ア解析によりライブラリ作成を行い、次世代シーケンサーにより解読した（CITE-seq）。得られ

たデータは Cellranger アルゴリズムによりマッピング、遺伝子発現カウント、B・T細胞受容体

カウントを行った後に、遺伝子発現、表面マーカー、および、レパトア解析を実施した（既に本

解析パイプラインも作成済み）。特に、免疫チェックポイント阻害剤により変化する細胞集団を

同定し、同一の単一細胞で遺伝子発現や表面マーカー、B・T 細胞受容体多様性を評価すること

で、分子レベルでの特徴を明らかにすることを目指した。 

 

（３）ネオアンチゲン・MHC 複合体マルチマーを用いた腫瘍特異的 T 細胞の単一細胞解析 

MC38 細胞株では Reps1 や Adpgk、Dpagt1 遺伝子変異がネオアンチゲンとして機能すること(M 

Yadav, 2014, Nature)、CT26 細胞株では gp70 抗原がオンコアンチゲンとして作用すること(JE 

Slansky, 2000, Immunity)が報告されている。本研究では、これらの抗原を含むペプチドと MHC

の複合体マルチマーを作成し、上記の実験系において腫瘍抗原特異的な T 細胞を検出可能か確

認した。さらに、このペプチド・MHC マルチマーに DNA バーコードとして機能するオリゴヌクレ

オチドを結合させた dCODE デキストラマー（Immudex）を作成した。そのデキストラマーの性能

評価を行った。 

 

４．研究成果 

（１）マウス腫瘍モデルにおける免疫チェックポイント分子やその阻害剤の効果評価系の構築 

 マウス腫瘍モデルにおける免疫チェックポイント阻害剤の効果評価系の構築を行った。まず、

がん免疫のマウス腫瘍モデルの頻繁に用いられている MC38、CT26、A20 などの細胞株を同系マウ

スに皮下移植し、抗 PD-1 抗体や抗 CTLA-4 抗体、抗 LAG-3 抗体、抗 4-1BB アゴニスト抗体、ある

いは、その組み合わせを投与して、コントロール抗体と比較した。腫瘍径、CD4 および CD8 陽性

T細胞の割合などの評価を行い、最適な実験条件を決定することが出来た。 

 

（２）新規単一細胞解析技術を用いたマウス腫瘍モデルにおける免疫チェックポイント阻害剤

の効果の検証 

マウス腫瘍モデルにおける各免疫チェックポイントを標的とした場合の微小環境の変化を

CITE-seq で解析することに焦点を当てた。まず、MC38、CT26、A20 などの細胞株に PD-L1 を始め

とする複数の免疫チェックポイントが発現していることを確認した。さらに、各免疫チェックポ

イントを標的とした場合に微小環境の変化をフローサイトメトリーや病理学的検索、および

CITE-seq で評価した結果、CD8 T 細胞の割合や表現型の変化が確認されただけでなく、それ以外

の様々な免疫微小環境に存在する細胞や分子の変化を起こしていることが見出された。さらに、

同じ細胞株を用いて一部の免疫チェックポイントを遺伝学的に高発現させた場合に、各免疫チ

ェックポイントを標的とした場合と逆の変化が観察された。現在、この一部の変化の生物学的意

義を検証中である。これらの結果は、CITE-seq などによるシングルセル解析ががん微小環境の

強力な解析ツールであることを示唆している。 

 

（３）ネオアンチゲン・MHC 複合体マルチマーを用いた腫瘍特異的 T 細胞の単一細胞解析 

 ネオアンチゲン・MHC 複合体マルチマーを用いた腫瘍特異的 T 細胞の単一細胞解析を行った。

抗原を含むペプチドと MHC の複合体マルチマーを作成し、上記の実験系において腫瘍抗原特異

的な T細胞を検出可能か検討したが、このような細胞は少数であり、シングルセル解析では検出

困難なことが判明した。 
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