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研究成果の概要（和文）：肺がんでは患者毎に異なる多くの遺伝子変異が生じており、腫瘍浸潤Tリンパ球(TIL)
の多くは、これらの抗原を認識していることが予想される。本研究では、手術で切除された肺がん組織検体を使
用し、TILの培養と免疫不全マウスを使用したがん細胞株の樹立を行い、TILの自己腫瘍反応性を検証した。ま
た、次世代シーケンサー解析により腫瘍特異的な遺伝子変異を抽出し、患者ごとのHLAに結合しうるネオアンチ
ゲンペプチドの候補をあげた。今後、TILの認識抗原を同定することや、早期に単離した自己腫瘍反応性TILの
TCRをクローニングし再構築することにも取り組み、個々の患者に対応した細胞移入療法の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）：The antigens encoded by the tumor-specific somatic mutations are potentially
 best targets for cancer immunotherapy. To develop a personalized immunotherapy for lung cancer, we 
characterized the tumor reactive tumor infiltrating lymphocytes (TILs). Surgically resected tumor 
tissues were obtained from 50 patients with lung cancer. We found the marker to isolate tumor 
reactive TILs ex vivo. Patient derived xenografts (PDX) were generated from some primary tumor 
tissues, and, the reactivity of TILs against autologous PDX cancer cells was evaluated. We performed
 whole-exome sequencing on matched tumor and normal DNA. The candidates of mutated epitopes were 
identified. We will identify the antigens recognized by these tumor-reactive TILs. Combined with 
bioinformatics prediction and the assay with ex vivo isolated TILs, we try to determine useful TCR, 
which recognize antigen for cancer immunotherapy.

研究分野： 腫瘍免疫学

キーワード： 肺がん　遺伝子変異由来抗原　腫瘍浸潤リンパ球
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１． 研究開始当初の背景 
 
がんの治療法として、外科療法、化学療法、
放射線療法の 3大療法に続く 4番目の方法と
して大きな期待が寄せられているものに免
疫療法がある。中でも強力な免疫療法として
細胞移入療法が知られている。海外ではメラ
ノーマを中心に進められており、化学療法や
X 線照射による体内のリンパ球除去と、体外
で大量培養した腫瘍浸潤リンパ球（Tumor 
Infiltrating Lymphocytes: TIL） 移入を組
み合わせることで 70%以上の患者に有効であ
ったことが報告されている。理由として、メ
ラノーマでは紫外線の影響により遺伝子変
異が多く生じていることがあげられており、
実際に自己腫瘍を認識できるTILの多くは遺
伝子変異に由来するペプチドを認識してい
たことも近年報告されている。遺伝子変異に
由来するペプチドは、非自己であるため免疫
原性が高く、そのことがメラノーマでの好成
績につながっていると考えられている。しか
し、副作用の強さや CTL 大量培養の困難さな
どから、未だ多くのがん患者に行える治療法
ではない。 
肺がんにおいても喫煙者の肺がんに代表

されるように多くの遺伝子変異が生じてお
り、変異の種類や数は患者毎に大きく異なる。
TIL の多くは、これらの抗原を認識している
ことが予想される。また、近年非小細胞肺が
んにおいて免疫チェックポイント阻害抗体
である抗 PD-1 抗体の治療効果は遺伝子変異
の数と相関しており、遺伝子変異由来ペプチ
ド特異的TILの潜在能力を示唆する結果も報
告されている。これらより、肺がんに対して
免疫療法を開発するためには、多くの患者に
共通する腫瘍抗原を同定するよりも、患者
個々で異なる抗原を認識したTILを使用する
ことが有効なのではないかと考え本研究を
計画した。 
 
２． 研究の目的 
 
肺がん患者に対する免疫療法を開発するた
めに、TIL を体外で増殖させ投与する新たな
個別化免疫細胞療法のモデルを樹立するこ
とを目的とした。具体的には、がん細胞株を
樹立し、TIL が自己のがん細胞を傷害できる
かを確認するとともに、TIL の認識抗原を同
定することにより、多くの患者に共通する抗
原ではなく患者個々で異なるペプチドを認
識したTILを使用することの有用性を検証す
る。 
 
３． 研究の方法 
 
手術で切除された 50 例の肺がん患者組織検
体を使用した。腫瘍組織と正常組織を以下の
4 つに分けて解析を行った。(1) 組織を分散
処理し、ex vivoでTILの表面マーカーのFACS
解析を行った。(2) 腫瘍組織から TIL の培養

を行った。(3) 免疫不全マウスに腫瘍組織片
を移植し、Patient Derived Xenograft (PDX)
として患者の自己腫瘍株を作製した。さらに、
(2) (3)で得られた TIL とがん細胞を使用し、
TIL の自己腫瘍反応性を検証した。(4) DNA
と RNA を抽出し、全エクソーム解析と RNA シ
ーケンス解析により腫瘍特異的な遺伝子変
異を同定した。 
 
４． 研究成果 
 
ex vivo FACS 解析において、正常組織と比較
し腫瘍組織内の CTL では、細胞傷害性顆粒で
あるパーフォリン・グランザイムの放出を示
す CD107a や、補助刺激分子である PD-1, 
CD137, Tim-3 の発現の上昇が見られた。この
ことは、腫瘍組織内には腫瘍細胞を認識して
活性化したCTLが多く存在することを意味し
ており、このようなマーカーにより腫瘍反応
性 TIL を ex vivo で早期に単離できることが
見込まれる。一方、50 例の全例において腫瘍
組織内のTILと正常組織内の線維芽細胞を培
養により増殖させることができた。また、6
例においてはPDXにより自己腫瘍細胞を維持
できている。これらの症例において、増殖さ
せた TIL と自己の PDX がん細胞を使用し TIL
の自己腫瘍反応性を CD107a 解析により評価
したところ、TIL の一部は自己腫瘍を認識し
た。さらに 32 例で行ったがん部・非がん部
のペアの全エクソーム解析データから各患
者の HLA 型を同定し、がん特異的遺伝子変異
を解析し、HLA-ペプチド結合予測アルゴリズ
ムにより各患者のHLA型に結合しうるネオア
ンチゲンペプチドの候補を選定できるよう
になった。現在これらの変異を含むmini gene
とその mRNA を作製し、TIL が認識している抗
原の同定を行っている。これによりペプチド
-HLA 結合予測アルゴリズムでは予測できな
いような細胞内でのプロセッシングも反映
した抗原の同定も見込まれる。今後は、これ
らの症例で肺がん患者のTILが遺伝子変異由
来抗原を認識していることを証明するとと
もに、自己腫瘍を認識できる TIL を早期に単
離し増殖させることや、それらの TCR 遺伝子
をクローニング・再構築することで自己腫瘍
反応性TILを使用した個別化細胞移入療法の
開発を目指す。 
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