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研究成果の概要（和文）：抗腫瘍免疫応答において中心的役割を果たす遺伝子変異由来抗原（ネオアンチゲン）
の同定法は確立されていない。本研究では、オルガノイドとして拡大培養した腫瘍組織を用いて、最先端の質量
分析（ペプチドミクス解析）技術によりがん細胞表面のHLA分子に提示されたネオアンチゲンペプチドを効率
的・網羅的に同定する手法を開発した。また、腫瘍組織から分離した腫瘍浸潤リンパ球を用いてオルガノイド組
織およびネオアンチゲンへの反応性を検討した。

研究成果の概要（英文）：No reliable methods have been established to identify gene mutation-derived 
antigens (neoantigens) that play a central role in anti-tumor immune responses. In this study, we 
developed a method to efficiently and comprehensively identify neoantigen peptides presented on HLA 
molecules on the surface of cancer cells by mass spectrometry (peptidomic analysis) using tumor 
organoid cultures. In addition, tumor-infiltrating lymphocytes isolated from tumor tissues were 
examined for their reactivity to organoid tissues and neoantigens.

研究分野： 腫瘍免疫学

キーワード： ネオアンチゲン　オルガノイド　ペプチドミクス解析　遺伝子変異　がん免疫治療　HLA分子　質量分析
計

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん免疫療法開発において、がん抗原、特にネオアンチゲンの同定効率の低さが課題とされている。本研究で
は、微量の腫瘍組織から拡大培養したオルガノイド組織を用いて、ネオアンチゲンを効率的・網羅的に同定する
手法を開発したが、その成果は“がんの免疫学的病態の解明”に寄与するとともに“ネオアンチゲンを標的とし
た個別化がん免疫治療（がんワクチンやT細胞受容体遺伝子導入T細胞療法）”の開発を推進するものと期待され
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 
正常細胞には存在せずがん細胞にだけ特異的に生じる遺伝子変異由来抗原（ネオアンチゲン）

は免疫系から“非自己”として認識され、T細胞を介した強い抗腫瘍免疫応答を誘導することか
ら、抗腫瘍免疫応答において中心的役割を果たす。ネオアンチゲンの同定法としては、がん細胞
特異的な遺伝子変異配列を含み HLA 分子に結合すると予測されるペプチドを Bioinformatics 技
術で選択する手法（reverse immunology 法）が現在一般的である。しかしながら、このアプロ
ーチでは、① 細胞内での抗原プロセシングの過程を予測することが難しい、② ペプチド結合性
を予想できる HLA 型は頻度の高いものに限られ網羅性に欠ける、などの問題点が指摘されてい
る。実際、reverse immunology 法でネオアンチゲン候補と予測されたペプチド配列のうちがん
細胞表面に抗原として提示されるのはごく一部のみ（候補の数%）であると報告されている。 
我々は、reverse immunology 法に代わる方法として、最先端の質量分析（ペプチドミクス解

析）技術を用いてがん細胞表面の HLA 分子に提示されたネオアンチゲンペプチドを効率的・網羅
的に同定する手法を開発中である。現在、少量（3～4mm 角で重量 5～60mg）の手術摘出腫瘍組織
からペプチドミクス解析（LC-MS/MS）技術を用いて点突然変異（一塩基置換）由来ペプチドを同
定する手法を確立しているが、生検検体など微量の腫瘍組織しか採取できない進行がん患者に
対する臨床応用を想定すると、さらに少量の腫瘍組織での解析が望まれる。当初、我々は PDX
（patient–derived xenograft）組織の利用を試みたが、樹立に長時間を要する上に効率が低い
こと、腫瘍の heterogeneity が失われること、などの問題点が明らかとなったため、本研究では
これらの問題が少ないとされるオルガノイド組織を用いる検討を計画した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、オルガノイドとして拡大培養した腫瘍組織を用いてペプチドミクス解析を

実施することにより、ネオアンチゲンを効率的・網羅的に同定するとともに、同定したネオアン
チゲンに特異的な T 細胞の抗腫瘍効果を検証する手法を開発することである。ペプチドミクス
解析技術を用いたネオアンチゲン同定法の開発は国内外の他の研究者らによっても試みられて
いるが、その大半が大量（108～109個）のがん細胞株を用いた検討である。本研究では、微量の
腫瘍組織から拡大培養したオルガノイド組織をペプチドミクス解析に用いることを計画したが、
本研究のように微量の腫瘍組織からネオアンチゲンを同定したとの報告はこれまでになく、独
自性の高い研究といえる。また、患者由来がん細胞を標的として T 細胞の抗腫瘍効果を in 
vitro/in vivo 実験系で検証することは現在技術的に容易ではないが、オルガノイド由来のがん
細胞・組織を用いればネオアンチゲン特異的 T細胞の機能解析も実施可能となる。 
現在、reverse immunology 法により選択されたネオアンチゲンを用いて個別化がんワクチン

療法の早期臨床試験が海外で実施されているが、ネオアンチゲン予測精度の低さが課題とされ
ている。本研究の成果として、ネオアンチゲンを効率的・網羅的に同定できるようになれば、“が
んの免疫学的病態の解明”に寄与するとともに“ネオアンチゲンを標的とした個別化がん免疫治
療（がんワクチンや T細胞受容体（TCR）遺伝子導入 T細胞療法）”の開発を推進する知的・技術
的基盤の確立が期待できる。 
 
３．研究の方法 
神奈川県立がんセンター消化器外科・泌尿器科の協力のもとに、胃がん・腎がん・膀胱がん患

者から入手した腫瘍組織をオルガノイドとして拡大培養し、得られた組織の遺伝子解析・ペプチ
ドミクス解析によりネオアンチゲンペプチド（候補）を効率的かつ網羅的に同定する系を開発し
た。さらに、腫瘍組織から分離した腫瘍浸潤リンパ球を用いてオルガノイド組織およびネオアン
チゲンペプチド（候補）への反応性を検討した。具体的な方法は以下のとおりである。 
(1) 腫瘍組織からオルガノイドの樹立 
腫瘍組織をミンス・洗浄したのち、コラゲナーゼ含有培養液を加え１時間振盪した。懸濁液か

ら細胞を分離し、matrigel-collagen 混合液で再懸濁したのち、24-well plate に播種した。
37℃インキュベーターに 30 分間静置して固相後に培養液を加えて、培地交換を４日毎に、継代
を１－４週間毎に行った。樹立したオルガノイドの病理学的解析を行い、摘出組織での病理学的
解析結果と比較・検討した。 
(2) オルガノイドからのネオアンチゲンの同定 
① オルガノイドの遺伝子解析およびデータベース構築 
オルガノイド組織および同一患者の正常組織（あるいは末梢血単核球）のエクソーム解析・

RNA-Seq 解析によりがん特異的な遺伝子変異を同定した。得られたデータをもとに、変異アミノ
酸を含むペプチドおよびフレームシフトペプチドを同定できるようにペプチドミクス解析用デ
ータベースを症例ごとに構築した。 
② HLA 結合ペプチドの質量分析計解析によるネオアンチゲンの同定 
オルガノイド組織を溶解した後、抗 HLA class I 抗体（clone W6/32）を用いた免疫沈降法に

より、HLA class I 結合ペプチドを遊離、回収した。回収したペプチドを逆相 HPLC で分離・濃
縮したのち、電場型フーリエ変換質量分析計オービトラップとナノ LC システムから構成された



nanoLC-MS/MS システムにより各ペプチドのスペクトルを得た。得られたスペクトルをデータベ
ース検索（上記(2)で構築）することによりネオアンチゲンペプチド配列を同定した。 
(3) 腫瘍浸潤リンパ球を用いたオルガノイドおよびネオアンチゲンへの反応性の検証 
新鮮腫瘍組織から分離した腫瘍浸潤リンパ球（CD3+T 細胞）クローンから TCR 解析用・遺伝子

発現解析用の cDNA ライブラリを作成したのち、シングルセル RNA-Seq 解析を実施した。専用ソ
フトウェア（Cell Ranger、Loupe Browser）を用いて TCR 遺伝子配列の種類・頻度を解析し、頻
度の高い 20 種類の TCR を末梢血単核球（PBMC）に遺伝子導入し TCR-T 細胞を樹立した。TCR-T
細胞を同一患者に由来するオルガノイド細胞と共培養したのち、培養上清中のインターフェロ
ンγ・LDH を測定し TCR-T 細胞の反応性（サイトカイン分泌、細胞障害活性）を評価した。 
さらに、オルガノイド細胞反応性を示した TCR-T 細胞とネオアンチゲンペプチドで処理した

抗原提示細胞（患者由来の EBV 不死化 B 細胞、T2 細胞）とを共培養したのち、培養上清中のイ
ンターフェロンγ・LDH を測定し TCR-T 細胞のネオアンチゲンへの反応性を評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 腫瘍組織からオルガノイドの樹立 
胃がん 4 例、腎がん 10 例、膀胱がん 5 例の手術摘出腫

瘍検体からがん細胞塊を分離・回収し、オルガノイドとし
て拡大培養した。樹立したオルガノイドの病理学的解析
(HE 染色および腫瘍特異抗原の免疫染色)を実施した。図
１として、腎がんオルガノイドの解析例を示す。 
 

(2) オルガノイドからのネオアンチゲンの同定 
① オルガノイドの遺伝子解析およびデータベース構築 
十分な組織量の得られた７例のオルガノイド組織およ

び同一患者の正常組織のエクソーム解析・RNA-Seq 解析に
よりがん特異的な点突然変異、フレームシフト変異を同定
した。得られたデータをもとに、変異アミノ酸あるいはフ
レームシフトに由来するネオアンチゲンペプチド配列を
同定できるようにペプチドミクス解析用データベースを
症例ごとに構築した。 
② HLA 結合ペプチドの質量分析計解析によるネオアン

チゲンの同定 
十分な組織量の得られた７例のオルガノイド組織から、

抗 HLA class I 抗体（clone W6/32）を用いた免疫沈降法により、HLA class I 結合ペプチドを
遊離、回収した。nanoLC-MS/MS システムを用いて回収した HLA class I 結合ペプチドのスペク
トルを得たのち、データベース検索することによりネオアンチゲンペプチド配列を同定した。表
１に同定された HLA class I 結合
野生型ペプチド数およびネオアン
チゲンペプチド（候補）数を示す。
一塩基変異由来のネオアンチゲン
ペプチドは胃がん2例でのみ同定さ
れたが、残り 5 例では同定されなか
った。一方、全例において、フレー
ムシフト由来のネオアンチゲンペ
プチド配列が高頻度に同定された。
本研究の成果として、フレームシフ
ト由来のネオアンチゲンペプチド
を効率的・網羅的に同定する手法を
確立した。 
③ 新鮮腫瘍組織での解析データとの比較 
腎がん 3例の新鮮腫瘍組織（オルガノイド作成に用いた腫瘍と同一患者に由来）から遊離、回

収した HLA class I 結合ペプチドのスペクトルを得たのち、データベース検索することにより
HLA class I 結合野生型ペプチドおよびネオアンチゲンペプチド配列を同定した。同一患者で
の新鮮腫瘍組織とオルガノイド組織での解析データを比較・検討した結果、多くの HLA class I 
結合ペプチドが両者間で共有されていたが、新鮮腫瘍組織あるいはオルガノイドのみに存在す
るペプチドも存在した。この結果から、オルガノイド培養細胞においては培養環境や
heterogeneity の変化により提示される HLA class I 結合ペプチドの種類・量が変化する可能
性が示唆された。 
 

(3) 腫瘍浸潤リンパ球を用いたオルガノイドおよびネオアンチゲンへの反応性の検証 
オルガノイド細胞と同一患者（4例）に由来する腫瘍浸潤 T細胞クローンのシングルセル RNA-

Seq 解析により TCR 遺伝子の種類・頻度を解析した。頻度の高い TCR 遺伝子（患者ごとに 20 種
類）を末梢血単核球（PBMC）に導入し樹立した TCR-T 細胞の、同一患者由来オルガノイド細胞へ



の反応性を評価したとこ
ろ、オルガノイド細胞反応
性を示す TCR は 30%～55%と
患者ごとに異なっていた。
図 2 として、腎がん 2 例に
おける TCR のオルガノイド
細胞反応性および T 細胞ク
ローンでの遺伝子発現の解
析例を示す。 
現在、オルガノイド細胞

反応性を示した TCR-T 細胞
と上記(2)で同定されたネ
オアンチゲンペプチドで処
理した抗原提示細胞（患者
由来の EBV 不死化 B 細胞、
T2 細胞）とを共培養し、ネ
オアンチゲンへの反応性を
評価中である。 
 
(4)まとめ 
本研究の成果として、オ

ルガノイド組織を用いてネ
オアンチゲンペプチドを効
率的・網羅的に同定できる
ことが検証された。本研究
で得られた知的・技術的基
盤により、 “ネオアンチゲ
ンを標的とした個別化がん
免疫治療（がんワクチンや T
細胞受容体（TCR）遺伝子導
入 T 細胞療法）”の展開が期
待される。 
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