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研究成果の概要（和文）：T細胞浸潤の多い肺がんマウスモデルのASB-XIVと、少ないLLC1について、ネオアンチ
ゲンの同定と、複合的免疫治療の検討を行った。どちらのモデルにおいても同定したネオアンチゲンDCワクチン
単独では抗腫瘍効果は十分でなかった。ASB-XIVについては、ネオアンチゲンDC+抗PD-1抗体投与により十分な数
のネオアンチゲン反応性T細胞を腫瘍内に浸潤させることで、強い抗腫瘍効果を誘導できた。LLC1については、
ネオアンチゲンDC+CpG+抗CD38抗体により腫瘍の増殖を抑制することができた。効果的な抗腫瘍免疫応答のため
には、個別の腫瘍内微小環境に応じた併用療法を選択することが重要である。

研究成果の概要（英文）：We identified neoantigens and evaluated combinatorial immunotherapy in a 
mouse model of lung cancer with high T cell infiltration (ASB-XIV) and low T cell infiltration 
(LLC1). Although we identified neoantigens that induce anti-tumor T cell responses in both models, 
neoantigen DC vaccines alone were not sufficient to induce significant anti-tumor effects. For 
ASB-XIV, we induced strong anti-tumor effects by infiltrating a sufficient number of 
neoantigen-reactive T cells into the tumor through the combination of neoantigen DC vaccination and 
anti-PD-1 antibody administration. For LLC1, tumor growth was suppressed by combining neoantigen DC 
vaccination with CpG to infiltrate CD8+ T cells into the tumor and anti-CD38 antibody. Our findings 
suggest that selecting combination therapy tailored to the individual tumor microenvironment is 
crucial.

研究分野：腫瘍免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
腫瘍内微小環境は、患者ごとに異なり、効果的な抗腫瘍免疫応答を誘導するためには、個々の腫瘍内の状態を正
確に把握して、最適な組み合わせの複合的免疫治療を行う必要がある。本研究の意義は、2種類の肺がんマウス
モデルに対して、それぞれに適切な複合的免疫治療を明らかにし、がん免疫治療の個別化、複合化の重要性を示
した点である。加えて、今後の複合的免疫治療の開発において、本研究で同定したネオアンチゲンに特異的なT
細胞をモニタリングすることで、その治療の効果の指標とすることが可能となる。

※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 

抗 PD-1 抗体など免疫チェックポイント阻害剤が登場して、一部の患者には非常に強い効果が

認められたが、肺がんに対しての奏効率は 20-30%程度で十分とは言えない。効果のある患者の

選択のためのバイオマーカーの探索が行われており、非小細胞肺がんで腫瘍内に PD-1hiCD8+T

細胞が多く浸潤している患者では抗 PD-1 抗体の治療効果が高いことが報告されている

(Thommen et al. Nat. Med. 2018) 。腫瘍内に T細胞浸潤の少ない原因としては、リンパ節にお

けるがん抗原特異的 T 細胞のプライミング・活性化が不十分であること、また、リンパ節で活

性化した T 細胞の腫瘍への遊走、浸潤に不具合があることなどが考えられる。前者の場合には

ワクチンにより積極的にがん抗原特異的な T細胞を活性化させることにより、腫瘍内に T細胞

を浸潤させることができるが、後者が原因の場合にはワクチンだけでは抗腫瘍免疫応答を誘導

することはできない。 
 
２．研究の目的 

肺がんでは、腫瘍内に T細胞が多く浸潤している患者には抗 PD-1抗体の治療効果が高いが、 

腫瘍内に T細胞が少ない患者には効かない。本研究では、マウス肺がんモデルのうち、T細胞浸

潤の多い ASB-XIVと、少ない LLC1について、全エクソーム、RNAシークエンスデータを基

に予測したネオアンチゲンの免疫原性と抗腫瘍効果を検討することを目的とした。T細胞浸潤の

少ない LLC1 については、ネオアンチゲンワクチンのみでは腫瘍内に T細胞を浸潤させるのは

難しいと考えられるので、免疫賦活剤を併用することにより、ネオアンチゲン特異的 T 細胞の

腫瘍内浸潤を検討する。 
 
３．研究の方法 

(1) ASB-XIVと LLC1の腫瘍内免疫細胞の検討 

 経時的に腫瘍組織を回収し、フローサイトメトリーおよび RNA-Seq により腫瘍内の免疫細胞

を検討した。 

(2) ASB-XIVと LLC1のネオアンチゲンの予測 

全エクソームシークエンスデータからミスセンスおよび Indel変異を同定し、RNAシークエン

スデータを用いて、発現のある変異に絞り込んだ。NetMHCpanおよびMHCflurryを用いて変

異を含むエピトープのMHCクラス Iとの親和性を予測した。 

(3) ASB-XIV細胞反応性の CTLラインの樹立 

抗 PD-1 抗体投与により ASB-XIV 腫瘍が退縮したマウスの脾臓を ASB-XIV 細胞で刺激をし

て、ASB-XIVに反応する CTLラインを樹立した。 

(4) ネオアンチゲン DCワクチンの検討 

 骨髄細胞を GM-CSF存在下で 8日間培養し、未成熟 DCを誘導した。LPSを加えて一晩培養

して誘導した成熟 DC にショートペプチドを加えて 2 時間培養し、洗浄後マウス皮下に投与し

た。ロングペプチド DCについては、ロングペプチドを未成熟 DCの培養中に加えて一晩培養し

た後、LPSを加えて成熟化を誘導したものを使用した。 

 



４．研究成果 

(1) LLC1と ASB-XIVに対する免疫チェックポイント阻害剤の効果 

 LLC1、ASB-XIV に対して、抗 PD-1 抗体、抗 CTLA-4 抗体を投与し、治療効果を検討した。

LLC1 に対しては、単剤、併用ともに全く効果を示さなかったのに対して、ASB-XIV に対して

は、抗 PD-1抗体は一部のマウスで、抗 CTLA-4抗体はほぼすべてのマウスで抗腫瘍効果を示し

た (Sun et al. Cancers 2021)。 

(2) LLC1と ASB-XIVの腫瘍内免疫細胞の検討 

 フローサイトメトリーの結果、LLC1 には、T 細胞浸潤が非常に少なく、マクロファージ、好

中球、DC などのミエロイド系細胞が多かった。ASB-XIV には、T 細胞が非常に多く浸潤して

いた。RNA-Seqの結果でも、ASB-XIVには LLC1に比べて非常に多くの T細胞浸潤が認めら

れた (Sun et al. Cancers 2021)。 

(3) ASB-XIVのネオアンチゲンの同定 

 抗 PD-1 抗体投与により ASB-XIV 腫瘍が退縮したマウスの脾臓を ASB-XIV 細胞で刺激をし

て、ASB-XIV に反応する CTL ラインを樹立した。予測されたネオエピトープペプチドを 257

個合成し、CTLラインが反応するペプチドのスクリーニングを行った。その結果、CTLライン

は Phf3変異ペプチド(mPhf3)に反応することが明らかとなった(図 1、Sun et al. Int. J. Cancer 

2022)。 

 

 

 

 

 

(4) ASB-XIVに対するネオアンチゲンをターゲットとした免疫治療の検討 

 ASB-XIV 担がんマウスに対して、mPhf3-DC を用いた治療ワクチンを行ったところ、腫瘍増

大は抑えられたが、完全には退縮しなかった。mPhf3-DCと抗 PD-1抗体を併用すると、腫瘍内

のmPhf3反応性CD8+T細胞が増殖し、腫瘍は完全に退縮した (Sun et al. Int. J. Cancer 2022)。 

(5) LLC1に対するネオアンチゲン DCワクチンの検討 

 132個のネオアンチゲンショートペプチドを合成し、ペプチドパルス DCワクチンを行ったと

ころ、25ペプチドがペプチド反応性の CD8+T細胞応答を誘導することが分かった。しかしなが

ら、これら 25 個のショートペプチド DC ワクチンは抗腫瘍効果を示さなかった。これらの 25

ショートペプチドに対応する 19個の 21-merロングペプチドを合成し、DCワクチンを行うと、

19ペプチド全てで、ペプチド反応性の CD8+、CD4+T細胞が誘導された。これらの中で、ロン

グペプチド L82 が有意ではないものの抗腫瘍効果を示す傾向を認めた (Sun et al. Cancers 

2021)。 

Phf3 wild peptidePhf3 mutated peptideASB-XIVunstimulated

IF
N

-γ

CD8

図 1 ASB-XIVのネオアンチゲン同定 

ASB-XIV反応性の CTLラインを ASB-XIV細胞株、変異型、野生型 Phf3ペプチドで刺激し、IFNγ産

生をフローサイトメトリーにより検討した。 



(6) CpG投与による LLC1腫瘍内への CD8+T細胞浸潤の検討 

 LLC1に対するネオアンチゲンDCワクチンの効果を高めるためには、LLC1腫瘍内へのCD8+T

細胞浸潤を増やす必要がある。これまでに、マウス胃がんモデルに対する Toll-like receptor 

ligand 投与を検討し、CpG 投与により腫瘍内 CD8+T 細胞浸潤が増加し、高い抗腫瘍効果を示

すことを示した。LLC1腫瘍に対する CpGの効果を検討したところ、CD8+T細胞の腫瘍内浸潤

が増加したが、単剤では腫瘍の退縮は認めなかった (Sun et al. Cancers 2021)。 

(7) LLC1に対する複合的免疫治療法の検討 

 LLC1 に対するネオアンチゲン DC ワクチンの効果を高めるために、LLC1 が発現する免疫抑

制因子を RNA-Seqにより検討したところ、LLC1は、細胞外アデノシン経路に関係する Cd38, 

Nt5e (CD73)を高発現した (図 2)。そこで、アデノシン受容体アンタゴニストと L82 DCワクチ

ン、CpGの併用治療を行ったが、抗腫瘍効果を認めなかった。一方で、抗 CD38抗体と L82 DC

ワクチン、CpGの併用治療は腫瘍を有意に退縮させた (Sun et al. Cancers 2021)。 
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図 2 各種がん細胞株の細胞外アデノシン経路遺伝子の発現 

ASB-XIV、LLC1、MBT2、MC38、B16F10、Colon26細胞株の RNA-Seqを行った。細胞外アデノ

シン経路に関する遺伝子について、発現量を Z-scoreに変換しヒートマップで表した。 
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