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研究成果の概要（和文）：当該研究者は研究期間において、質量分析を用いたHLA抗原同定のための高効率分析
手法を新規に確立した。その手法を用いた実際の少量の大腸がん臨床組織検体の比較分析から、がん免疫療法に
おいて汎用性が高く、有用性も高いと考えられるがんドライバー変異を有するネオ抗原の同定に成功した。それ
と合わせて腫瘍特異的なプロセシングの特徴についての所見も得た。また、臨床検体の分析結果に基づいた細胞
株を用いた分析からは、臨床検体と同じドライバー変異を有するネオ抗原を2配列追加同定することに成功し
た。

研究成果の概要（英文）：aDuring the project period, the representative investigator established a 
novel, highly efficient analytical method for HLA antigen identification using mass spectrometry. 
Comparative analysis of a small amount of clinical colorectal cancer tissue specimens using this 
method successfully identified a neoantigen that carries cancer driver mutation. This driver 
mutation-carrying neoantigen was thought to have a potential to become versatile and useful antigen 
in cancer immunotherapy. In addition, the representative investigator also obtained new insights on 
the characteristics of tumor-specific antigen processing from the comparative analysis of clinical 
samples. Based on the results of clinical specimens, the representative investigator further 
analyzed cancer cell lines and succeeded in identifying two more neoantigens that carry same driver 
mutation as clinical specimens.

研究分野： がん免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
質量分析を用いた抗原ペプチドの解析は、実際に細胞外に提示されている抗原情報を直接同定できる唯一の手法
であるが、少量検体からの分析に不得手で、その同定感度の低さが臨書検体の分析においては長年の課題であっ
た。研究代表者が本研究で取り入れたイオンモビリティはこの弱点を克服し、少量検体からでも広範な抗原の同
定を可能とし、さらにがん免疫療法に有用と思われるドライバー変異を有するネオ抗原の同定をも可能とした。
これはがん免疫分野において従来の予測手法を用いた抗原探索と比較して、治療標的とすべき抗原情報の取得が
より短時間かつローコスト、そして確実に行えるようになったという点で価値の高いものであると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ヒトの免疫細胞が自己細胞と非自己細胞を区別するには、Major Histocompatibility Complex 

(MHC)である Human Leukocyte Antigen（HLA）のクラス１の抗原ペプチドが、alpha-chain、beta-
2-microglobulin と呼ばれる他の２つの H L A 複合体形成分子とともに３量体を形成し、細胞外
に提示される必要がある。非自己として認識される抗原ペプチドの中でもがん細胞特有な体細
胞変異を有する抗原ペプチドは特に“ネオ抗原”と呼ばれ、がん細胞を非自己として免疫細胞に
認識させるがん免疫機序に必須である。近年開発が進められているチェックポイント阻害剤な
どがん免疫療法各種に加え、がんワクチンの開発など、いずれのがん免疫療法においても抗原ペ
プチドはがん免疫の作用起点として重要な役割を担う。従来、臨床応用のための抗原探索には、
ゲノム・トランスクリプトームの遺伝学的情報から仮想翻訳したペプチド情報を使い、予測アル
ゴリズムを用いた予測探索が主であった。しかしながらこれら多くの予測アルゴリズムにおい
て得られた候補抗原ペプチド配列では、がん免疫を惹起するような実用的な抗原ペプチドの予
測精度は 10%程度と低く(Sternberg et al., Mol. Cell. Proteomics, 2015)、抗原選択のため
の検証実験における費用対効果の面での大きな課題が残されていた。遺伝学的情報に基づく抗
原ペプチド配列の探索では、候補配列を非常に広くカバーでき、多くの候補配列を得ることがで
きるという利点があるものの、実際にペプチド・タンパク質レベルにまで翻訳され、抗原ソース
としてのペプチド・タンパク質となっているかどうかが明確に考慮できない。また細胞内での輸
送・分解・HLA 複合体形成に至るプロセシングを受け、最終的に細胞外に提示されるという生理
的過程については現状一切考慮できていない。このように、遺伝情報から抗原提示に至るまでの
複雑な細胞内プロセシングを考慮せず、実際には提示され得ない抗原配列をも候補として列挙
するという結果が、非効率な予測につながっている可能性が考えられる。 
質量分析を用いた抗原ペプチド（イムノペプチドとも呼ばれる）の分析は、イムノペプチドミ

クス”と呼ばれ、現在、実際に提示されている抗原ペプチドのアミノ酸配列を、直接同定するこ
とができる唯一の分析手法である。しかしながら、数千〜数万単位の抗原ペプチド配列種を直接
同定できるような高感度イムノペプチドミクスの分析手法は未確立であった。これまでのイム
ノペプチドミクスにおける報告の多くが、細胞株や実験動物由来の実験的試料を用いた解析で
あり、細胞試料であれば 1,000,000,000（1x109）個以上、組織試料に至っては１グラム以上の重
量を数十 mL の溶解液と処して利用するなどした報告がほとんどである。これは実際の臨床現場
において患者術後検体・検査検体など、採取可能と思われる組織量を遥かにしのぐサンプル量で
あり、質量分析が少量検体からの分析を不得手であることが実際のヒト検体からの分析の足枷
となっていた。また、過去のがん細胞、がん組織のみを対象とした分析では、正常組織と比較し
てどのような違いがあるかどうかを検証することができず、個人のイムノペプチドームでの比
較分析も未検討であった。 
がん免疫においてその司令塔たる役割を果たす抗原ペプチドが、実際の患者組織・がん微小環

境下でどのような動態をとるかについて詳細な分析を行うことは、がん免疫治療における有用
抗原の選定、治療奏功予測、併用治療の選択において新規所見をもたらすことが十分に期待でき
る。そのための質量分析系の確立が急務であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
上述の背景を踏まえ、当該研究者はまず質量分析を用いた抗原ペプチドの高効率な直接同定法

の確立を目指す。さらに確立した高効率な分析手法を用い、腫瘍部および非腫瘍部を同一患者か
ら取得した臨床検体を用いた個別化イムノペプチドミクスによる比較分析を行い、腫瘍特異的
な抗原ペプチドの特性について検討を行う。また、がん細胞株横断的分析に基づき、広く抗原に
ついて同定・探索を行う。抗原提示におけるソースタンパク質との量的関係、翻訳後修飾との関
係についても検討を行い、腫瘍特異的な抗原ペプチドのシグネチャーに寄与するプロセシング
機序についての新規所見を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
材料：分析系の確立には大腸癌細胞株である HCT116 細胞の抗原ペプチドサンプルを用いて行

った。個別化イムノペプチドミクス分析には非腫瘍部と腫瘍部を同一患者内で揃えることがで
きた Stage4 の大腸癌１７症例より、組織検体(各 40mg 前後)を用いて分析を行なった。がん種横
断分析には、細胞バンクで分譲され入手可能であった細胞株を用いて行なった。 
質量分析用の抗原ペプチドサンプル作製には、In-house 精製した W6/32 抗体 800ug を Protein 

Sepharose Beads 200 uL に DMP を用いてクロスリンクさせた抗体ビーズを作成し免疫沈降に用
いた。免疫沈降で得られた HLA 複合体は 1% TFA により一量体ごとに解離、そこから抗原ペプチ
ドのみを tC18 SepPak に 20% ACN 溶出液を用いることで回収・濃縮・脱塩処理を行った。回収し
たサンプルは Evaporator にて完全乾固し、質量分析に供するまで-30℃の冷凍庫内で保管した。 
質量分析には、高分解能精密質量分析を可能とする Orbitrap Fusion Lumos Tribrid (Thermo 

Scientific)に、Differential ion mobility-mass spectrometry(DIM-MS)を可能とする微分型イ
オン移動度分析インターフェース FAIMS Pro (Thermo Scientific)をシームレスに搭載したシス



テムを採用して分析を行なった。トラップカラムには PepMap、分析カラムには Aurora Column
を用いた。質量分析における開裂タイプ、開裂エネルギー、検出器タイプ、分解能及びスキャン
スピードなどのパラメーターは全て抗原ペプチドサンプルの分析に最適化した。また FAIMS Pro
を用いた DIM-MS のため、抗原ペプチドの最適 CVについても条件検討を行い、最終的に分析時間
を 60 分とし、CVset 1(CV-40/-60/-80v)、CVset 2(CV-35/-50/-70v)、CVset 3(CV-45/-55/-65v)
という３つの CV 条件を用いることで、１サンプルあたり 3 分析、計 9 分画を用いる DIM-MS イ
ムノペプチドミクス分析系を確立した。 
抗原ペプチドの検索・同定には、がん細胞固有、もしくは患者由来がん細胞固有のネオ抗原の

同定のため、サンプル固有のゲノム情報を反映させたカスタムデータベースを用いるイムノペ
チドゲノミクスアプローチによる検索手法を用いた２。細胞株における変異情報獲得には COSMIC 
CCLP の情報を用い、細胞種ごとにカスタムデータベースを作製した。また臨床検体については
患者末梢血から得たゲノム情報を正常ゲノム情報とし、がん組織由来のゲノムとともに Whole 
Exome Sequencing(WES)を行うことで、がん細胞に固有な変異情報を抽出し、それを反映させた
個別カスタムデータベースを作成、これを用いて検索を行った。検索ソフトには Proteome 
Discoverer version 2.5 を用い、検索エンジンは Sequest HT を用いて行った。抗原ペプチドの
検索時には Variable な修飾条件として、Carbamidomethyl [C]、Oxidation [M]、Protein N-term 
Acetylation、Cysteinylation [C]を加えて検索を行った。また Proteasome は Proteasome 
Enrichment& Activity Assay Kit を用いて回収した。ユビキチン修飾については Variable 修飾
条件として検索を行った。検索によって得られる Peptide Groups を抗原ペプチドの候補配列種
とし、まず一意のアミノ酸配列に絞り込み、さらに HLA クラス１抗原ペプチドの特徴とされる 8
〜15 アミノ酸長で絞り込んだものを、抗原ペプチド候補集団として得た。さらにそこからより
確度の高い H L A ペプチド配列種を抽出するため、NetMHCpan を用いて各サンプルの HLA 型に対
応させた結合予測検索を行い、結合可能配列として予測された抗原ペプチドのみを最終的な HLA
抗原ペプチドとして扱った。また臨床検体で得られた配列情報については、C末端に用いられて
いるアミノ酸種の頻度について検証し、腫瘍特異的な抗原ペプチドの特徴の抽出を試みた。 
 
４．研究成果 
 1.DIM-MS による高感度イムノペプチドミクス分析手法の確立 
 タンパク質やペプチドを対象とした質量分析分野では、
より多くの分析結果（アミノ酸配列）を得るために、サン
プルを分画カラムを用いて複数の分画に分けるという前
分画に供することが一般的である。しかし、この行程によ
りサンプルが少なからずカラムに吸着され、失われてしま
うことが考えられ、イムノペプチドのような個々のペプチ
ド量が少ないサンプルにおいてはこの行程が分析におい
て致命的であることが考えられた。事実、本研究の遂行中
に、実に 3分の１ものサンプルがカラムを用いた前分画中
に失われていることが論文報告された（Nicastri et al., 
Proteomics, 2020）。当該研究者が本研究で用いたイオン
モビリティを活用した DIM-MS では、カラム利用によるサ
ンプルロスを最小限にし、分析に供することが可能とな
る。その結果、HCT116 細胞から、1x107個の細胞数で 4000
配列種を超える抗原ペプチドの同定に成功した。（図１、
上グラフ）2。これは過去の報告では 4000 配列種を超える
抗原ペプチドの同定に 1x109個以上の細胞数が必要であっ
た分析手法と比較して100倍の高感度化に成功したことと
なる。DIM-MS により HLA 抗原ペプチドとして同定された
配列は、アミノ酸長の分布パターンや、各サンプルごとの
HLA 型にフィットするモチーフ配列が unsupervised のク
ラスタリングで得られることなどを確認しており、同定さ
れるペプチドがサンプルに応じた抗原ペプチドの特性を
呈することを確認している。この DIM-MS で得たデータを、
さらに HCT116 に固有の変異を有するタンパク配列を含むカスタムデータベースを用いて検索を
行うと、10以上のネオ抗原が同定されることが明らかになった（図１、下グラフ）。これは、従
来の手法・他のグループの報告例では数個であった同定数を優に２倍以上上回る同定数である。
その他の細胞株についても随時分析を拡大しており、総同定数は数万配列種を超えることを確
認している。また、Proteasome 回収キットを用いることで PSMB8、PSMB9 など、各種プロテアソ
ームが回収できることをウェスタンブロットで確認した。ここからソースペプチドの同定を試
みたが、回収量が少なく分析が困難であった。そこで膵臓癌細胞株にプロテアソーム分解を誘導
することで知られる IFNg で処理したのち、ラベルフリー定量によるプロテオーム解析とイムノ
ペプチドーム解析を同一サンプルで行い、既報文献（Kacen et al., Nature Biotech.,2022）に
基づき２種のユビキチン配列について考慮した検索を行い、ソースタンパク質の量と、抗原ペプ
チドの同定に使用された P	S	M の本数との相関について検討を行った。これはより多く提示され



ている抗原であればより多くの P	S	M がその同定に使用されていることになるためである。その
結果、タンパク量と抗原ペプチド同定に使用される P	S	M の本数の間には相関関係が認められな
いことが明らかとなった。 
2.DIM-MS イムノペプチドミクスによる実臨床検体を用いた個別化イムノペプチドゲノミクス 
上記のように確立した DIM-MS によるイムノペプチ

ドゲノミクス分析手法を用いて、腫瘍部と非腫瘍部
を揃えた実際の臨床組織検体（17症例、計 34検体）
の分析を行った。その結果、１患者あたり平均で
6,582 のイムノペプチドが同定され、全体で 44,815
配列種を同定した（図２）2。また、17症例のうち 2
症例からネオ抗原の直接同定に成功した。同定した
ネオ抗原のうち、一つはがんにおいて発現上昇が報
告されている CPPED1 分子の R228Q 変異(CPPED1-
R228Q)を有するネオ抗原であり、もう一つは正常細
胞のがん化に必須とされる“がんドライバー変異”
として知られる KRAS-G12V を有するネオ抗原であっ
た（図３）2。ドライバー変異を有するネオ抗原は、
がん特異性が高いこと、より多くのがん種で認められること
などから、がん免疫治療の標的として非常に有望視されてい
るが、臨床検体から直接同定された報告はほぼ存在せず、
DIM-MS を用いた分析手法の高感度・高深度分析が示された結
果となった。 
抗原ペプチドの特性抽出のため、同定された個人のイムノ

ペプチドームを、腫瘍部と非腫瘍部に検討したところ、腫瘍
部での同定数が有意に多かった。しかし、分析に用いたサン
プル重量に有意な差は認めなかったものの、サンプル調製に
用いたライセートに含まれるタンパク量は腫瘍部で有意に
高くなっており、タンパク量でノーマライズすると有意差は
消失した。また HLA 複合体を形成する分子の 1 つである
alpha-chain を内在コントロールとしても有意差は消失する
ことから、今回の分析に用いた腫瘍サンプルでは、HLA 複合体の提示量が非腫瘍部と比較して増
えていることが明らかとなった。 
3.個別化イムノペプチドミクスによる腫瘍特異的抗原ペプチドが有する特徴の抽出 

抗原ペプチドの提示において細胞内分解は非常に重要な意味を持つ。関連する分解機序のうち、
第一弾にプロテアソーム分解が起こり、ついでエンドペプチダーゼによる分解が大きく影響す
る。腫瘍と非腫瘍部において細胞内分解のプロセシング過程に差異があれば、イムノペプチドー
ムに含まれる抗原ペプチドの C 末端アミノ酸の出現頻度に差異が認められるのではないかと考
え、その違いについて調べてみたところ、個人のペプチドームを腫瘍部と非腫瘍部とで比較する
と、腫瘍部におけるシステイン末端の抗原ペプチドの増加が有意に認められた(p< 0.01)。逆に
アルギニン末端の抗原ペプチドは減少する傾向（p= 0.058）が、トリプトファン末端の抗原ペプ
チドは増加する傾向がそれぞれ認められた（p= 0.074）（図４、上段）2。この結果を踏まえ、腫
瘍部でのみ認めらえる抗原ペプチドの特性をよ
り詳細に検討するために、個人のイムノペプチ
ドームを a群）腫瘍部でのみ認められた配列、b
群)腫瘍部と非腫瘍部の両方で認められた配列、
c群)非腫瘍部でのみ認められた配列の三つのグ
ループに濃縮し、a 群と b 群で比較検討を行っ
た。その結果、腫瘍部でのみ認められる抗原ペ
プチド a)群では、システインで終わる抗原ペプ
チドが b）群と比較して有意に増加していた（p< 
0.01）。一方でアルギニン末端で終わる抗原ペプ
チドは有意に減少していた(p< 0.05)。また、ト
リプトファン末端で終わる抗原ペプチドは、a群
において有意に増加していることがわかった
(p< 0.05)（図４、下段）2。アルギニン末端の切
り 出 し は 、 炎 症 環 境 下 で 優 位 と な る
immunoproteasome下では相対的に減少すると考
えられており、その一端を示していることが示
唆された。またシステインに関しては全くの新
規所見であり、がん環境下におけるシステイン
末端の切り出し、もしくはシステイン代謝の変
化に影響されている可能性が考えられ、今後明
らかにすべき細胞内プロセシングの課題である
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⼤ 腸癌17症例を個別化イ ムノ ペプチド ーム分析し て得ら れた

患者当たり の抗原ペプチド の同定数と その同定総数
確立した分析手法を用いることで組織検体40mgからでも
数千配列種単位での光源ペプチドの同定が可能となった。
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図３ . 実際の臨床検体から 同定さ れた
KRAS-G12Vのネオ抗原のスペク ト ル（ 上段） 。

同定の真偽検証に用いた同一アミノ酸配列の
合成ペプチドの分析結果を下段に示す。
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図４ .腫瘍特異的抗原ペプチド の特性（ C末端切断） についての解析
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瘍・腫瘍部に共通して認められた配列を分離して検討を行った。腫瘍

特異的な抗原ペプチド群ではC末端がシステインとなる頻度が高かった。
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と考えられる。またトリプトファンに関しては、本研究遂行中に、海外グループにより IFNg 刺
激下でのトリプトファンの欠乏により、翻訳がトリプトファンで途中停止してしまうようなペ
プチドが多数生じること、またそのような異常翻訳ペプチドが抗原ペプチドのソースペプチド
となりうることが報告された（Bartok et al., Nature, 2021）。このことから、今回の腫瘍での
トリプトファン末端抗原ペプチドの上昇はこのようながん生理環境を一部反映した結果である
可能性がある。今後症例数を増やしつつステージ別、がん種別でも同様な個別化イムノペプチド
ミクスの解析が進む中でより腫瘍特異的なシグネチャーが明らかになると考えられる。 
今回、DIM-MS を用いた比較イムノペプチドーム解析により、これまで未知であった腫瘍部特異
的な抗原ペプチドのプロセシングを見出した。これは、正常組織もしくは非腫瘍組織と腫瘍組織
における抗原提示におけるプロセシングの違いを示唆しており、がん細胞のみを用いた検討で
は到達し得ない結果である。このようながん細胞特異的な抗原提示の特徴が、がん免疫治療の応
答性と関連すると仮定した場合、治療奏功予測の予測マーカーの探索に有用であると期待でき
る。このことからも本研究で確立した高感度・高深度イムノペプチドミクスによる実臨床検体、
特に患者個人内での正常部と非腫瘍部と照らし合わせた抗原ペプチド比較分析が今後のがん免
疫医療の治療予測マーカ探索において有用となると考えられた。 
4.がんドライバー変異を有するネオ抗原の同定 
従来の報告では、がん細胞では免疫編集が起きて

いることで抗原ペプチドの提示が低下している可
能性があると言われてきた。多くの癌細胞におい
て遺伝子レベルでは認められるはずのがんドライ
バー変異が、質量分析ではネオ抗原として同定さ
れない理由に免疫編集の影響があると考えられて
きた。しかし、本研究において、Stage 4 の大腸が
ん患者の組織検体からがんドライバー変異として
有名な KRAS-G12V を有する抗原が直接同定され
た。このことは、当該研究者の分析手法を用いれ
ば、これまで検出不可能であったがんドライバー
変異を有するネオ抗原の同定が可能となる可能性
を示唆していた。そこで、米国 NIH のがん研究所
NCI が運営する RAS Consortium の情報をもとに、
KRAS 変異を有する 61 細胞株のうちさらに３種の
細胞株について分析を行った。その結果、新たに
2 つの細胞株から RCM-1 細胞株と、Colo-668 細胞
株からも KRAS-G12V を有するネオ抗原の同定に成
功した（図４）2。また別途、他種の癌細胞株にお
いてもがんドライバー変異を有するネオ抗原の同
定に成功している。一方、KRAS-G12V 変異を有する
ネオ抗原が提示された RCM-1 と同じ HLA 型に同じ
KRAS-G12V 変異を有する QGP-1 細胞株からは今回
ネオ抗原が同定されなかった。このことは、同一
変異、同一 HLA 型を持っていても、同一ネオ抗原
の提示には必ずしもつながらないということを示
しており、抗原提示における複雑さを示す結果で
もあった。 
本研究成果をもとに、今後は目的とするネオ抗原

をさらに効率よく狙い撃ちにする同定手法の確立
を目指し、臨床組織検体及び病理切片からも目的のネオ抗原を高効率に同定する手法の確立へ
と繋げてゆく予定である。 
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