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研究成果の概要（和文）：新鮮乳癌32症例の生検材料を用いたNGSによる全エクソンDNA+RNAの解析では、遺伝子
変異数はトリプルネガティブ乳癌で多い傾向であった。遺伝子変異数はTILとそのPD-L1発現率(免疫染色IHC)、T
細胞活性化マーカーGZMB、予想されるネオアンチゲン候補数とは正の相関を示した。
また、ネオアンチゲン予測解析より得られた変異ペプチドによるパルス樹状細胞に対する自己リンパ球のIFN-γ
産生は、ペプチド濃度依存性に反応が増幅し、ネオアンチゲンパルス樹状細胞で刺激したリンパ球による自己腫
瘍に対する細胞障害性は増強した。以上より、ネオアンチゲンは乳癌微小環境における免疫標的であることが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Analysis of total exon DNA + RNA by next-generation sequencer (NGS) using 
biopsy material from 32 cases of fresh breast cancer showed that the number of gene mutations tended
 to be higher in triple-negative breast cancer. The number of gene mutations showed a positive 
correlation with TIL and PD-L1 expression rate (according to immunostaining IHC), T cell activation 
marker GZMB, and expected number of neoantigen candidates.
Subsequently, the IFN-γ production of autologous lymphocytes against pulsed dendritic cells with 
the mutant peptide obtained by neoantigen predictive analysis was amplified in a peptide 
concentration-dependent manner. In addition, the cytotoxicity of lymphocytes stimulated with 
neoantigen-pulsed dendritic cells to autologous tumors was enhanced. These results suggest that 
neoantigen is an immune target in the breast cancer microenvironment.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： ネオアンチゲン　がん微小環境　腫瘍免疫　乳癌　腫瘍遺伝子変異量　腫瘍浸潤リンパ球　がんゲノム

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NGSを用いた全エクソンDNA+RNAの解析の結果、乳癌におけるネオアンチゲンの存在を確認し、ネオアンチゲンで
刺激されたTリンパ球よって腫瘍に対する細胞障害性は増強されることが示された。副作用の少ない精密個別化
医療として細胞医薬への道を開いた社会的意義は大きい。

※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 

次世代遺伝子解析の進歩により、細胞の遺伝子解析が比較的容易になったことで、正常細胞と

がん細胞における全遺伝子の網羅的な解析を行うことが可能となり、がん細胞に特異的な体細

胞変異抗原を特定できるようになった。この変異に由来するネオ抗原は、正常細胞には認められ

ない非自己抗原であり 1、そのため高い免疫原性を持つと考えられる 2。さらに、腫瘍浸潤リンパ

球(TIL)が認識する抗原はネオ抗原であり 3、ネオ抗原ペプチドを利用したワクチン療法により

ネオ抗原特異的免疫反応が引き起こされることも報告されている 4。 

一方、がんと免疫との関係はこの 10 年で驚くほど研究が進歩したのは周知の通りである。中

でも「免疫チェックポイント」という免疫の自己制御機構、つまり免疫の中心である Tリンパ球

が過剰に機能するのを制御するメカニズムが解明されるともに、この働きを阻害することによ

って、がんに対する免疫反応を最大限に引き出す免疫チェックポイント阻害剤が開発され、がん

征圧にむけて大きな前進がみられた。その代表

である PD-1 抗体の治療効果は、ネオ抗原が多

いほど免疫反応が強く（図 1）、免疫療法の効果

が高いことが知られている 5。 

したがって、ネオ抗原に基づく個別化精密が

ん標的治療の実現が可能となる。また、今まで

日本で培われた免疫細胞療法に新時代の遺伝

子情報を加え、より精密に個別化され、安全性

と効果の高いネオ抗原ペプチドがんワクチン

療法開発が期待される。 

 

1. Schumacher TN. Science. 2015 
2. Hacohen N. Cancer Immunol Res. 2013 
3. Cohen CJ. J Clin Invest. 2015 
4. Carreno BM. Science. 2015 
5. Bouffet E. J Clin Oncol. 2016:  
 

２．研究の目的 

本研究の目的は、がん免疫治療の精密個別化である。がん体細胞遺伝子変異に由来するペプチ

ドであるネオアンチゲンは、がん細胞特異的で、より高い免疫原性があると期待されている。さ

らに、腫瘍に浸潤したリンパ球が認識する抗原はネオアンチゲンであり、その抗原提示がより効

率のよいものであれば、ネオアンチゲン・ペプチドを利用したワクチン療法によりネオアンチゲ

ン特異的免疫反応が引き起こされる。 

本研究では、(1) ネオアンチゲンの解析、(2) ネオアンチゲンと腫瘍免疫機構との関連を解析

し、将来的に(3)ネオアンチゲン・ペプチドを用いた個別化がんワクチン療法開発を目指した。 

 

３．研究の方法 

(1) 情報・試料の管理：難治性・治療抵抗性がんを対象として年間約 20 例計 50例を見込む。コ

ントロールとして血液 2ml（白血球）、腫瘍組織の生検・切除による採取と保存を行った

(RNAlater)。 

(2) ネオアンチゲンの解析：匿名化された試料をオンコセラピー・サイエンス社／Cancer 

Precision Medicine 社（CPM 社）へ送付し、ネオアンチゲンの解析を行った。 

(3) T 細胞の機能解析 

１）T細胞の視覚化：PD-L1と CD3の二重免疫組織化学染

色(IHC)を行い、T細胞を視覚化した（図 3）。 

２）T 細胞活性化の評価：腫瘍浸潤リンパ球の評価を行

い、T 細胞活性化の指標とした。T-bet や GZMB の免疫染

色を行い、機能解析を行った。 

３）腫瘍免疫関連遺伝子変異・発現結果の解析を行った。 

(4) 前臨床治療試験を開始 

１）ネオネオアンチゲン・エピトープペプチドの合成（CPM

社に委託） 

２）ネオネオアンチゲン・樹状細胞ワクチンの作成と治

療の実施（Autologous の系） 
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図1．遺伝子変異の多いがんに対するTリンパ球免疫反応の違い

変異ペプチド（ネオアンチゲン）
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 図３．PD-L1/CD3二重免疫染色（乳がん）

PD-L1陽性細胞（▲）/CD3陽性細胞（? ）



３）ワクチン投与後の反応解析（Elispot 法、Peptide-MHC-tetramer 法）：in vitro モデル 

４）細胞傷害性 T細胞の誘導 

 

 

４．研究成果 

(1) 非同義一塩基置換遺伝子変異数は

TNBCで多い傾向であった。 

遺伝子解析では、非同義一塩基置換すな

わちアミノ酸置換を伴う遺伝子変異数は、

Luminal A、Luminal B、Her2、TNBCの順に

多く、TNBC では平均 98 個、非 TNBC で 29

個と TNBCで多い傾向にあった。 

 

 

 

 

 

 

(2) 遺伝子変異数 (非同義変異;nsSNV)は

TILと正の相関を示した。 

間質 TIL の割合によりスコア化し解析する

と、遺伝子変異数は TIL と有意な正の相関

を示した（右図）。 

 

 

 

(3) 遺伝子変異数(nsSNV)は、TILの PD-L1 発現率(IHC)

と正の相関を示した（左図）。 

TIL：浸潤リンパ球 

IHC：免疫組織染色 

 

 

 

 

 

(4) 遺伝子変異数 (nsSNV)と予想されるネオアンチゲン数とは正の相関を示した（下図）。 
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(5) 変異ペプチドパルス樹状細胞に対する自己リ

ンパ球の IFN-g 産生(ELISPOT) 

合成した 10 種類の変異ペプチドを成熟樹状細胞に

パルスし、末梢血リンパ球を加えて 48 時間共培養

して IFN ガンマの産生を ELISPOT 反応で見た。ペプ

チド 3と９に対する反応が高いことがわかった（右

図）。 

 

 

(6) ペプチド濃度依存性の反応増幅 

ペプチド３、ペプチド９いずれにおいても、IFNガ

ンマの産生は Dose-dependent であった（下図）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(7) ネオアンチゲンパルス樹状細胞で刺激したリンパ球に

よる細胞障害試験 

単球由来樹状細胞を作成し、 反応性ネオ抗原ペプチド を

パルスした末梢血単核球と混合培養を行うことにより細胞

傷害性 T 細胞(CTL)の作製を試みた結果、自己腫瘍細胞に傷

害性のある CTL を誘導できた（上右図）。 

 

(8) 自己腫瘍細胞に対するネオ抗原ペプチドパルス樹状細

胞刺激リンパ球の反応 

ペプチド 9 で刺激したリンパ球を自己腫瘍細胞に加えた時

の IFNγ産生をみた。WT コントロールと比較して有意な反

応の増加がみられた（右図）。 

 

以上、すべての結果は現在投稿し査読中である。 
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