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研究成果の概要（和文）：肺癌への個別化免疫療法を開発する目的で、患者特異的かつ癌細胞でのみ発現する新
規癌抗原を探索した。まずは肺癌患者から末梢血単核球（正常細胞）と悪性胸水（癌細胞）を採取し、悪性胸水
中の癌細胞で初代培養を行った。同一患者から採取した単核球と癌細胞由来のゲノムで、次世代シークエンサー
を利用してエクソーム解析を行った。ある1名の肺癌患者から得られた正常細胞と癌細胞のゲノムデータを比較
検討したところ、389カ所のIndelと6616カ所のSNPsからなる遺伝子変異が検出された。HLAモチーフ検索プログ
ラムを用いて、癌細胞のみに発現する新規癌抗原の候補を複数個同定した。

研究成果の概要（英文）：To develop a personalized immunotherapy of lung cancer, we searched for a 
new tumor antigen specific to tumor cells. We collected peripheral blood mononuclear cells and 
malignant pleural effusion, and established primary cultures of cancer cells derived from pleural 
effusion. Whole-exome sequencing of mononuclear cells and cancer cells derived from the same patient
 identified 389 indels and 6616 SNPs. We found several candidates for new tumor antigens using the 
computational algorithm to identify HLA-binding peptides.

研究分野： 呼吸器内科学
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１．研究開始当初の背景 
肺癌に対する治療は、分子標的薬や抗 PD-1

抗体（免疫チェックポイント阻害薬）の発見
により劇的に進歩し、予後も改善している。
とはいえ、依然として予後不良の疾患であり、
未だに日本における部位別がん死亡率が第 1
位の疾患である。 
予後のさらなる改善のために、新規の治療

オプションの導入が望まれる。選択肢の一つ
として、免疫療法は以前から注目されてきた
が、肺癌への免疫療法の応用は、前述の抗
PD-1 抗体の有効性が示されたことも受けて
一層の注目を集めつつある。癌免疫療法にお
ける免疫細胞の標的分子としては、癌細胞に
のみ発現する”癌抗原”が最も望ましいが、肺
癌治療研究においてこのような癌抗原を探
索し、免疫療法の標的として利用する試みは
行われていない。 
 
２．研究の目的 
 肺癌患者の肺癌細胞と正常細胞を同一患
者から採取し、ゲノム DNA のエクソーム解
析を行うことで検出される変異遺伝子の中
から患者特異的な癌抗原ペプチドを抽出す
る。こうして得られた患者特異的かつ癌細胞
でのみ発現する変異遺伝子由来の癌抗原を
見出し、それを標的とする細胞障害性 T リン
パ球（cytotoxic T lymphocyte : CTL）を人工的
に作成する。iPS 細胞技術を用いて、この CTL
を大量に作成し、CTL の癌細胞に対する殺細
胞効果を調べることにより、肺癌の個別化免
疫療法開発の可能性を追求することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
実験①癌組織と正常組織の採取 
広島大学病院を受診した成人肺癌患者を対
象とした。さらに肺癌患者から癌細胞を十分
量採取するために、癌性胸水が病理学的に証
明された患者に対象を絞った。これらの患者
のうち、研究内容を十分理解した上で自身の
意思で研究への協力を決定し、文書で承諾の
得られた症例から胸水（肺癌組織として採
取）および末梢血（正常組織として採取）を
採取した。採取した胸水中の癌細胞を用いて
通常培養およびスフェロイド培養による初
代培養を試みた。また、採取された末梢血を
HLA 研究所へ提出し、HLA 遺伝子型を調べ
た（Luminex 法）。 
さらに、腫瘍浸潤性リンパ球を採取した。
Ficoll Paque PLUS（GE Healthcare）を 75%濃
度に希釈し、患者から採取した胸水を遠心分
離することで癌細胞と単核球をそれぞれの
バンドに分離形成し、単核球相を腫瘍浸潤性
リンパ球として抽出 1,2)し、冷凍保存した。 
 
実験②次世代シークエンサー 
HLA型がA24:02あるいはA02:01であった患
者のうち、初代培養に成功した癌細胞および
末梢血から DNeasy Blood & Tissue Kit

（QIAGEN）を用いて、それぞれの DNA を
抽出した。 
DNA を 3 µg ずつ準備し、SureSelect XT 
Reagents 16 反応（Agilent）および Human All 
exon V6 16 反応（Agilent）を用いて、Hiseq2500
（Illumina）で全エクソーム解析を行った。解
析は Rapid Run mode、Paired-end sequencing、
100bp で、4 レーンずつ行った。 
 
実験③変異遺伝子の抽出 
全エクソーム解析で得られたゲノムデータ
から VarScan を用いて、バリアントを検索し
た。正常組織（末梢血 DNA）では検出されず、
癌組織（初代培養細胞 DNA）でのみ検出され
る遺伝子変異を SNPs と indel に分け抽出し、
一覧とした。その中から変異の頻度が高く、
有意な変異であることが予想される遺伝子
変異を複数個候補とする。 
 
実験④HLA モチーフ検索プログラム 
日本電気株式会社の所有する HLA モチーフ
検索プログラムを用いて、実験③で得られた
変異遺伝子によりコードされるアミノ酸の
前後 10 個のアミノ酸配列と HLA クラス I と
の結合予測を行い、結合度の高い変異ペプチ
ドを数個候補に挙げ、テトラマーを合成する。 
 
４．研究成果 
実験①癌組織と正常組織の採取 
悪性胸水を持つ肺癌患者計 11 名から同意を
取得し、検体を採取した。HLA 遺伝子型はう
ち 7 名で検査した（Table 1）。 
 
Table 1. 患者一覧 
 

No. age sex histology HLA type
1 79 Male Adenocarcinoma 0201
2 58 Female Adenocarcinoma 2402
3 54 Male Small cell carcinoma 0201,0206
4 75 Female Adenocarcinoma 0201,2402
5 72 Male Small cell carcinoma ND
6 46 Female Adenocarcinoma ND
7 64 Male Adenocarcinoma ND
8 71 Male Adenocarcinoma 0201,3101
9 72 Female Adenocarcinoma ND

10 64 Female Adenocarcinoma 1101,3101
11 73 Male Adenocarcinoma 2402 

 
上記症例のうち、初代培養に成功したものは
No.2、8、11 の 3 例であった。No.2（Figure 1）
と No.11（Figure 2）の顕微鏡所見を下記に示
す。 
 
Figure 1. No.2 の初代培養（×200） 
 



 
Scale bar means 100 µm 
 
Figure 2. No.11 の初代培養（×200） 

 
Scale bar means 100 µm 
 
実験②次世代シークエンサー 
実験①で初代培養に成功し、かつ HLA 遺伝
子型が A24:02 あるいは A02:01 であった 3 例
に対して、全エクソーム解析を行った。 
 
実験③変異遺伝子の抽出 
全エクソーム解析を行った 3 例のうち、まず
は No.11 のゲノムデータを用いて VarScan に
よるバリアント検索を行った。 
正常細胞由来と癌細胞由来のゲノムの間に
差がみられたのは、Indel で 389 か所 、SNPs
で 6616 か所であった。このうち、正常組織
では検出されず、癌細胞のみで検出され、遺
伝子変異により有意な蛋白変化がおこると
予想されたものは Indel で 2 か所、SNPs で 22
カ所であった（Table 2）。 
 
Table 2 変異遺伝子（No.11） 

Indel

chrom osom e position reference variant Intensity protein type of variant

chr17 7673717 T TG H IG H TP 53 fram eshift_variant

chr17 43091904 TA T H IG H B RC A1 fram eshift_variant

SN Ps

chrom osom e position reference variant Intensity protein type of variant

chr1 58782755 C A H IG H JU N stop_gained

chr3 38698081 C T M O D ER ATE SC N 10A m issense_variant

chr3 122704716 C T H IG H P ARP 14 protein_protein_contact

chr3 179230077 G A H IG H PIK 3C A protein_protein_contact

chr4 9782999 G A M O D ER ATE D RD 5 m issense_variant

chr7 27163677 G A H IG H H O X A9 stop_gained

chr7 55173985 A G M O D ER ATE EG FR m issense_variant

chr7 55191822 T G M O D ER ATE EG FR m issense_variant

chr8 102225992 C T M O D ER ATE R RM 2B m issense_variant

chr10 8055779 C G M O D ER ATE G ATA3 m issense_variant

chr11 77130647 C T H IG H M YO 7A stop_gained

chr11 83168832 C T M O D ER ATE PC F11 m issense_variant

chr12 109191707 C T H IG H A C A C B stop_gained

chr16 3966286 T C M O D ER ATE A D C Y9 m issense_variant

chr17 8828897 C T M O D ER ATE P IK 3R6 m issense_variant

chr18 69010949 C T H IG H C C D C 102B stop_gained

chr19 1108816 G C M O D ER ATE SB N O 2 m issense_variant

chr19 1421218 G T M O D ER ATE D A ZA P1 m issense_variant

chr19 8953602 G T M O D ER ATE M U C 16 m issense_variant

chr19 10499701 G T M O D ER ATE K EA P1 m issense_variant

chr20 58855159 C T M O D ER ATE G N AS m issense_variant

chrX 139204105 C T H IG H FG F13 start_lost 
 
実験④HLA モチーフ検索プログラム 
HLA モチーフ検索プログラムを用いて、実験
③で得られた変異遺伝子によってコードさ
れるアミノ酸を中心としたアミノ酸配列と
HLA クラス I（HLA A24:02）との結合予測を
行った。計 227 通りのアミノ酸配列について
検討を行った。A2402 との結合予測数値が高
いものから順に 25 個の変異を候補に挙げた
（Table 3）。 
 
Table 3. HLA 結合予測リスト（No.11） 

No. protein sequence A2402 score
1 SCN10A TYIIISFLI 5.9232
2 RRM2B KLKTDEKYF 5.4909
3 PARP14 TLQEVHFLL 5.4217
4 GNAS PQPKASCSL 5.3854
5 GATA3 ALPEEVDVL 5.2954
6 PARP14 LHPSDHENI 5.293
7 PARP14 KTLQEVHFL 5.0658
8 RRM2B KDLPHWNKL 5.0083
9 PCF11 GPVGTPLWF 4.9703
10 DAZAP1 PHNCVETEL 4.9671
11 SCN10A YIIISFLII 4.9657
12 SCN10A FLIIVNMYI 4.916
13 ADCY9 GVIGTTKLL 4.9037
14 PCF11 TPLWFEGPI 4.8926
15 GATA3 LPEEVDVLF 4.8806
16 PCF11 PPGPVGTPL 4.8632
17 GATA3 YMDAAQYAL 4.8606
18 SCN10A IVNMYIAVI 4.8369
19 SCN10A TTYIIISFL 4.8152
20 MUC16 SPLPVTSLL 4.8096
21 PARP14 LKTLQEVHF 4.7795
22 ACACB INLLETESF 4.762
23 TP53 KKGEPHHEL 4.7596
24 DAZAP1 VETELREYF 4.7425
25 PCF11 PGPVGTPLW 4.6053  

 
今後、上記の上位数個のアミノ酸配列につい
てテトラマーを合成し、まずは患者由来の腫
瘍浸潤リンパ球がこのテトラマーを認識す
るかどうかを評価予定である。さらに、iPS



細胞技術を用いた、癌抗原特異的な CTL の作
成と癌細胞に対する殺細胞効果を調べるこ
とも検討している。 
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