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研究成果の概要（和文）：我々は、次世代シーケンスとMHCクラスＩ結合予測法を用いて、遺伝子変異由来の抗原(ネオ
アンチゲン)を同定するシステムを構築した。97症例の腎がんの解析において、ネオアンチゲンの数が多くHLAの発現が
高い集団は予後が良好であり、腫瘍内にCD8、パーフォリン、グランザイムを高発現していた。しかし、腫瘍内ではCTL
A-4、PD-1といった免疫チェックポイント分子の発現が高く、同時に免疫抑制を引き起こしていることが考えられた。
将来、腎がんに対する個別化がん免疫治療を行っていく準備段階として、抗原同定システムを構築し、ネオアンチゲン
の発現と腫瘍内の免疫シグネチャー、そして予後との関連を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We established a method to identify neoantigens derived from tumor-specific 
mutations by combining next generation sequencing (NGS) with MHC class I binding algorism. In 97 clear 
cell renal cell carcinoma (ccRCC), we demonstrated that patients with high neoantigen load and HLA 
expression correlated with better clinical outcomes and also they expressed high CD8A, perforin and 
granzyme A. However, immunosuppressive molecules such as CTLA-4 and PD-1 were also highly expressed in 
the tumor, suggesting that abundant neoepitopes associated with greater antitumor effector immune 
responses were counterbalanced by a strongly immunosuppressive microenvironment. We have created the 
system predicting candidate neoantigens and showed that neoantigen load, antigen presentation machinery, 
and immune signatures determine prognosis in ccRCC. They are prerequisites for individualized cancer 
immunotherapy development in the patients.

研究分野： 腫瘍治療学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 化学発癌剤誘発マウス肉腫は、腫瘍免疫
学の中で最もよく用いられてきた腫瘍の一
つであり、この腫瘍モデルから固有抗原の存
在が初めて示された (Old, L. J. et al. Annu 
Rev Med 15, 167-86,1964)。これまで固有抗
原の高い免疫原性については広く認識され
ていたが（Srivastava PK et al. Immunol 
Today. 9:78-83, 1988）、その同定はあまり
されてこなかった。むしろ、ヒトでは一般に
免疫原性の低い共通抗原の研究に力が注が
れてきた。我々は、次世代シーケンスと MHC
クラス I 結合予測法を用いて、免疫原性の高
い化学発癌剤誘発マウス肉腫からドミナン
トな固有抗原を同定した(Matsushita, H. et 
al. Nature 482:400-4, 2012）。 
(2) ヒトのがんの中で、腎がんはメラノー

マと並んで免疫原性の高い腫瘍の一つであ
る。メラノーマでいくつかの分化抗原やが
ん・精巣抗原(CT 抗原)が同定されてきたのに
対し、腎がんではがん抗原がほとんど同定さ
れていない。今回の新しい方法で、腎がんの
強い固有抗原が同定できれば、サイトカイン
と組み合わせた治療や、樹状細胞を利用した
固有抗原特異的な免疫治療が可能になり、そ
の治療効果が期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、個々の腎がんにおける遺

伝子変異に基づく固有抗原の同定と個別化
がん免疫治療の開発である。手術で切除され
た腎がん組織を用いて、次世代シーケンスと
MHC クラス I 結合予測法を用いて、腫瘍細胞
に発現する免疫原性の高い固有抗原を予測
する。その予測した抗原が、実際に生体内で
免疫反応を起こしているかどうかの検証を
行い、固有抗原を同定する。この新しい方法
を用いた抗原の同定法を一般的なものに発
展させて、個々の腎がん患者に対する、免疫
原性の高い固有抗原を用いた強力な個別化
がん免疫治療の道を開く。 
 
３．研究の方法 
(1)がん組織、正常組織に対して全エクソン
シークエンス、全RNAシークエンスを行った。
調製されたDNAを市販されている全エクソン
領域濃縮キット (イルミナ社、TruSeq Exome 
Enrichment Kit) によって濃縮し、濃縮後の
DNA より次世代シーケンサー用のライブラリ
を構築し、汎用型の次世代シーケンサー(イ
ルミナ社、HiSeq1000) でライブラリに含ま
れる DNA断片の両端から 100塩基を読みとっ
た。得られた DNA の配列情報をリファレンス
ゲノム配列に整列させ、変異解析ソフトによ
り解析し、腫瘍特異的な変異候補を同定した。 
全遺伝子の mRNA レベルでの発現解析プロ

ファイル、およびトランスクリプトームレ
ベルでの変異解析を行った。poly A+ RNA
のみを濃縮した後、市販されている全 RNA
調製キット(イルミナ社、TruSeq RNA Sample 

Preparation Kits v2) によって、次世代シ
ーケンサー用のcDNAライブラリを構築した。
シークエンスによって得られた配列情報を
もとに発現解析を行い、エクソーム解析で絞
り込まれた変異タンパク候補が、実際に腫瘍
細胞内でどの程度発現しているかを予測し、
多数の候補に対しての順位づけを行った。   
Immune Epitope Database の NetMHCpan を

用いて、変異由来の変異ペプチドの MHC クラ
ス Iへのアフィニティ（比較的強いと考えら
れる IC50<500）を指標にして、固有抗原数
を計算した。 
(2) すでにシーケンスの済んだ当院の腎が
ん症例 97 例の全エクソンシークエンスと全
RNA シークエンスのデータを用いて、患者の
変異の数、さらにHLAに結合する親和性の高
い候補ネオアンチゲン (IC50<500) の数をクラ
ス I 結合予測アルゴリズムで決定した。また、
全 RNA シークエンスのデータから、免疫関連
分子の発現を解析し、予後との関連も検討し
た。 
 
４．研究成果 
(1) 候補固有抗原同定システムの構築 
次世代シーケンスとMHCクラスI 結合予測法
を用いた候補固有抗原同定システムを構築
するため、まず、当院で既にがん組織のがん
部と非がん部の両方がセットで入手可能で
あった膵がん組織計 5 例 PK001～PK005 を用
いた。全エクソームシーケンスにより１例あ
たりミスセンス変異を平均128個（78-251個）
同定した。この変異由来の変異ペプチドの
MHC クラス I へのアフィニティ（比較的強い
と考えられる IC50<500）を指標にして、候
補固有抗原数 (HLA-A2あるいはHLA-A24拘束
性のいずれか)を計算したところ、１例あた
り平均 53 個（11-116 個）となった。ヒトの
がん部・非がん部組織を使い、次世代シーケ
ンスを用いた候補固有抗原同定システムを
構築することができた(図１)。 
 

 



(2) 腎がん 97 症例の検討 
当院の腎がん症例 97 例の全エクソンシー

クエンスと全 RNA シークエンスのデータから、
患者個々の変異の数、さらにHLAに結合する
親和性の高い候補ネオアンチゲン (IC50<500) 
の数をクラス I 結合予測アルゴリズムで決定し
た。腫瘍特異的変異の数と予後との間に相関
はなかったが、候補ネオアンチゲンの数を中
央値で high、low に別け、さらに、全 RNA シー
ケンスのデータから HLA の発現を中央値で
high、low に別け全生存期間を検討したところ、
ネオアンチゲンの数が多くHLAの発現が高い
集団は、ネオアンチゲンの数が少なく HLA の
発現が低い集団に比べて全生存期間が延長
する傾向があった（図 2A）。 

また、ネオアンチゲンの数が多く HLA の発
現が高い集団では、腫瘍内の CD8、パーフォ
リン、グランザイムの発現が高く、腫瘍内に強
い抗腫瘍免疫応答が誘導されていた（図 2B）。   
これらの遺伝子発現と予後とに相関はなかっ
たが（図 2C）、CTLA-4、PD-1 といった免疫チ
ェックポイント分子の発現と相関しており（図
2D）、免疫抑制を引き起こしていることが考え
られた。 

これらのデータは、腎がんにおいてネオア
ンチゲンに対する免疫応答が予後に関与して
いる可能性を示しており、また、一部の腎がん
患者が免疫チェックポイント阻害剤に感受性
を示すという事実を裏付けている。以上の結
果は、遺伝子変異由来のネオアンチゲンに対
する T 細胞の免疫応答が、腫瘍の拒絶やコン
トロールに関与している可能性を示している。 

本研究内容は Cancer Immunol Res. 2016 
4(5): 463-71.に発表した。 
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