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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の自己腫瘍反応性を検証し治療への応用方法を検討した。独自に見出した細胞表面マーカーを使用し
て自己腫瘍反応性を持つTILを早期に単離し、さらにTCR遺伝子をクローニングした。また、次世代シーケンサー
解析により患者毎の腫瘍特異的な遺伝子変異を抽出し、TILの認識抗原を同定した。今後さらにTILを若返らせる
ことで増殖能・長期生存能を亢進させ、持続的な抗腫瘍効果を高めた新たな個別化T細胞移入療法の開発をめざ
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. In this study, to develop a personalized immunotherapy, we 
characterized the tumor reactive tumor infiltrating lymphocytes (TILs). Surgically resected tumor 
tissues were obtained from patients with lung cancer. We isolated tumor reactive TILs using 
proprietary cell surface markers and cloned the T cell receptor (TCR) gene. Patient derived 
xenografts (PDX) were generated from some primary tumor tissues, and, the reactivity of TILs against
 autologous PDX cancer cells was evaluated. Furthermore, we performed whole-exome sequencing on 
matched tumor and normal DNA. We identified the mutated antigens recognized by these TILs. In 
future, we will try to develop a novel personalized adoptive T cell therapy with enhanced sustained 
antitumor effect.

研究分野：腫瘍免疫学

キーワード： 腫瘍浸潤リンパ球　個別化医療　ネオアンチゲン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺がんは多くの遺伝子変異を有しており、さらにその多くは患者毎に異なる遺伝子変異であることが報告されて
いる。そのため、これら遺伝子変異由来の抗原を標的とした個別化T細胞療法が実現すれば臨床における治療効
果が期待できる。本研究で得られた成果から、TILの中の自己腫瘍反応性TILを効率よく同定、濃縮することが可
能となった。今後これらの自己腫瘍反応性TILを若返らせて使用することができれば、根治を目標としたがん治
療法として個別化T細胞移入療法を実現できると考えている。

※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 
がんに対する細胞移入療法として、国外ではメラノーマなどに対して腫瘍浸潤リンパ球 (Tumor 
infiltrating lymphocyte: TIL)を体外で大量に増やして体内に戻す臨床試験が行われており、奏
効率 70%以上という劇的な治療効果が報告されている。メラノーマで効果が得られた理由とし
て、①MART-1、gp100などのがん抗原を高発現していることや、②紫外線の影響で生じた多く
の遺伝子変異に由来する抗原が提示されていることがあげられ、これらの免疫原性の高い抗原
が T細胞の標的になり、強力な免疫応答につながると考えられている。 
喫煙者の肺がんに代表されるように、肺がんにおいても遺伝子変異の数が非常に多いことが知
られている。さらに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、遺伝子変異由来抗原に特異的な TIL の潜在能力を示唆する結果も報告さ
れている。一方では、遺伝子変異の種類や数は患者毎に大きく異なることも明らかになっている。 
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 を利用することが有効なのではないかと
考えた。 
一方、TIL を雑多な集団のまま体外で培養する場合、増殖しやすい T 細胞が優位になるため、
必ずしも自己腫瘍を特異的に認識できる TIL を効率よく得られるとは限らない。また、増殖の
過程で疲弊化が起こり、in vivo での抗腫瘍効果に繋がらない可能性もある。Heterogeneity を
持ち、加えて変異を繰り返すがんを根治するためには、がんの様々な抗原を同時に標的とし、体
内で持続的に抗腫瘍効果を発揮し続けることが重要であると考えている。そこで、TILの培養過
程での偏りをなくし様々な抗原に対応するために、自己腫瘍反応性を持つ TIL を培養前に濃縮
して使用することや、若返らせることで増殖能・長期生存能を持たせることにより、従来よりも
効果的な細胞療法を開発することにつながるのではないかと考え本研究を計画した。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、TIL を雑多な集団のまま増やして使用するのではなく、腫瘍を認識できる TIL に
着目し、さらに若返らせることで増殖能・長期生存能を亢進させ、持続的な抗腫瘍効果を高めた
新たな個別化 T細胞移入療法の開発を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
患者ごとに手術で切除した肺がん組織から TIL、線維芽細胞、Patient derived xenograft (PDX)
による腫瘍細胞株を増やし解析に用いた。 
 
（１） 腫瘍を認識できる TIL の早期での単離 
フローサイトメーターを使用し CD107a や PD-1 など TIL の細胞表面マーカーで単離し、増殖さ
せた。培養の方法はこれまで我々が CTL クローンを多数樹立した方法を用いた。また、抗 CD3 抗
体や抗 CD28 抗体、抗 PD-1 抗体などの使用により、フィーダーフリーで大量培養する方法も試み
た。PDX で樹立した自己の腫瘍細胞をターゲットにし、それぞれのマーカーで単離した TIL が自
己腫瘍を認識できるか IFN-γ産生能や細胞傷害性試験などにより評価した。 
 
（２） 自己腫瘍を認識できる TIL が実際に認識している抗原の同定 
次世代シーケンサーを使用し、がん部と非がん部の比較により遺伝子変異由来抗原を同定した。
候補となる抗原のロングペプチドをコードする mRNA を作製し自己の線維芽細胞に導入し抗原提
示させ、TIL との反応性により認識抗原を同定した。 
 
（３） 単離した TIL のがん抗原特異的 T細胞受容体(TCR)を人工的に発現する T細胞の作製 
CD107a をマーカーとして自己腫瘍を認識できる TIL を単離し、10xGenomics を使用して、1細胞
単位で TCR のα鎖、β鎖の遺伝子配列を決定した。 
 
（４） 若返らせることにより、体内に移入した後も増殖能・長期生存能を持つ細胞を作製する 
単離した腫瘍反応性を持つ TIL に Notch リガンドを発現する OP9-DL1 細胞との共培養を行い刺
激することで、iTscm に分化させた。若返らせた T 細胞の細胞表面マーカー、増殖能、生存能、
自己腫瘍反応性を評価した。 
 
 
 
 
４．研究成果 



 
（１）肺がんの手術切除組織を使用して、細胞傷害性顆粒の放出を示す CD107a や免疫チェック
ポイント分子である PD-1 など
をマーカーとして、腫瘍内に浸
潤している様々な抗原を認識
した T細胞(TIL)の中から自己
の腫瘍細胞を認識している
TIL を単離して、濃縮し増殖さ
せた。興味深いことに、PD-1 陽
性 TIL のうち CD107a 陰性分画
はほぼ全ての患者で増殖させ
ることができたのに対し、
CD107a 陽性分画は一部の患者
でしか増殖させることができ
なかった。これは、自己腫瘍反
応性 TIL は、腫瘍内でその増殖
能が顕著に低下している可能
性を示唆している。 
 
（２）組織の DNA, RNA を抽出
し、次世代シーケンサーを使用し、がん部と非がん部の比較により遺伝子変異由来抗原を同定し
た。候補となる抗原のロングペプチドをコードする mRNA を作製し、自己繊維芽細胞に遺伝子導
入して抗原提示させた。TIL との反応性を評価することにより、２例においてそれぞれ 2個と 3
個 TIL の認識抗原を同定した。これらの抗原は患者自身の HLA 型を持つ線維芽細胞に遺伝子導
入して発現させていることから、今回同定された患者個々の遺伝子変異由来抗原は、細胞内でプ
ロセスされ内因性に提示され得る抗原であることを示している。 
 
（３）Patient derived xenograft (PDX)により患者由来がん細胞株が樹立できた症例において、
自己腫瘍反応性 TIL の T cell receptor (TCR)配列解析を行った。TIL とがん細胞の共培養にお
いて CD107a をマーカーとして自己腫瘍反応性 TIL を単離し、シングルセル TCR 解析により TCR
α鎖β鎖配列を同定したところ、複数種類の TCR が存在していた。一方で TCR レパトア解析によ
り、使用した TIL 内での同定した TCR の頻度を調べたところ、一部の自己腫瘍反応性 TCR が TIL
の中に高頻度に含まれていた。 
 
（４）単離し増殖させた自己腫瘍反応性 TIL を若返らせる目的で、OP9-DLL1 との共培養、また
は、ウィルスベクターによる Notch 受容体の転写活性ドメインや Notch 標的因子の強制発現に
より、自己腫瘍応答性 TIL の誘導性ステムセルメモリーT 細胞(iTscm)への誘導試みた。しかし
ながら、TIL の増殖能が低下していることから iTscm 誘導は困難であった。従来の方法は末梢血
活性化 T細胞を使用して最適化された方法であったが、TIL は腫瘍内で疲弊化しているため十分
な細胞増殖出来ず、iTscm 化が進行しないと考えられる。また Notch 受容体の転写活性ドメイン
や Notch の標的因子の cDNA をレトロウイルスを用いて TIL に導入する方法も検討したが、TIL
は遺伝子導入効率も極めて低く遺伝子導入自体が困難であった。 TIL は終末分化した細胞であ
るため、細胞増殖能力、細胞生存率が低く、またエピジェネティックに遺伝子発現が固定化され
ているため、iTscm への転換が困難であったと考えられる。そのため、TIL を増殖させ遺伝子導
入効率を上げるために、最適な刺激方法・培養方法を現在検討しており、今後は自己腫瘍反応性
TIL の単離と、TIL に増殖能・長期生存能を持たせることを組み合わせることで、効果的な細胞
移入療法の開発につなげる。一方で、増殖能を持たせる過程で一部の TIL に偏って絞られてしま
うことが課題である。そのため、自己腫瘍反応性 TIL として単離した様々な抗原を認識している
TIL のレパートリーをできる限り維持しつつ増殖させるための工夫も行っていく。 
 
自己腫瘍反応性 TIL の単離とシングルセル解析により、1細胞単位で TCR のα鎖、β鎖の遺伝子
配列を決定することができている。今後は同定した TCR 遺伝子を末梢血リンパ球に遺伝子導入
する方法も進めていく。TCR 遺伝子導入した末梢血リンパ球においては、これまでの OP9-DLL1
との共培養による方法で iTscm を誘導し若返らせることも可能と思われる。 
これらの研究を通して、患者個々の様々ながん抗原を認識した複数の TIL や TIL の TCR 遺伝子
を利用し、さらに細胞に増殖能・長期生存能を持たせることで、従来よりも効果的な細胞療法の
開発を目指す。 
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