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研究成果の概要（和文）：我々は、次世代シーケンスとMHCクラスＩ結合予測法を用いて、遺伝子変異由来の候補固有
抗原を同定するシステムをマウスの胃がんモデルで構築した。これまで29例の胃がん手術組織検体とそのペアーとなる
末梢血単核球(PBMC)を採取し保存した。10例で腫瘍浸潤リンパ球（TIL）における免疫チェックポイント分子の発現及
び腫瘍内の制御性T細胞の浸潤を解析し、胃がんの腫瘍局所の免疫抑制環境を検討した。また、3例で自己腫瘍に特異的
に反応するTILを培養することが可能であった。将来の個別化がん免疫治療の準備段階として、固有抗原同定システム
を構築し、胃がんの固有抗原同定に向けた胃がん組織検体を採取できた。

研究成果の概要（英文）：We established the method to identify unique antigens from cancer specific 
mutations using murine gastric cancer model by combining next generation sequencing with MHC class I 
binding algorism. We obtained cancer tissues and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 29 
gastric cancer patients. We analyzed the expression of immune checkpoint molecules and the infiltration 
of regulatory T cells (Tregs) to understand the immune suppressive tumor microenvironment in 10 patients. 
We successfully cultured tumor infiltrating lymphocytes (TILs) specifically recognizing autologous tumor 
cells from 3 patients. We created the system predicting candidate unique antigens and obtained promising 
samples including cancer tissues and TILs, which are a prerequisite for individualized cancer 
immunotherapy development in gastric cancer patients.

研究分野： 消化器外科学
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１．研究開始当初の背景 
個々のがんの遺伝子異常に基づく固有抗

原の存在は、化学発癌剤誘発マウス肉腫を用
いた移植実験により初めて示された(Old, L. 
J. et al. Annu Rev Med 15, 167-86,1964)。こ
れまで固有抗原の高い免疫原性については
広く認識されていたが（Srivastava PK et al. 
Immunol Today. 9:78-83, 1988）、簡単に同定
する方法がなかったため固有抗原を用いた
免疫治療は実現しなかった。一方で、cDNA 
expression cloning 法、SEREX 法などから
多くの分化抗原、過剰発現に伴う抗原、が
ん・精巣抗原(CT 抗原)などの共通抗原が同定
され、これらの共通抗原を用いた免疫治療が
ヒトに応用されてきた。 
胃がんにおいても、様々な共通抗原をター

ゲットとした免疫療法が臨床応用されてき
た。しかし、例えば、最も有望とされる CT
抗原 NY-ESO-1 や MAGE-A4 などは胃がん
で発現しているものの、その発現頻度は低く
臨床応用は限られていた。したがって胃がん
に発現する強い固有抗原を含めたがん抗原
の同定が必要である。最近、22 例の胃がん組
織のエクソームシーケンス解析で平均114個
のミスセンス変異が認められた（Wang et al. 
Nat. Genetics. 1219-23, 2011）。また他の報
告では 15例の胃がん組織から平均約 50個の
ミスセンス変異が同定された（Zang et al. 
Nat. Genetics. 570-4, 2012）。しかし、これ
らの遺伝子異常由来の固有抗原の解析は行
われていなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、個々の胃がんにおける遺

伝子変異に基づく固有抗原の同定と個別化
がん免疫治療の開発である。手術で切除され
た胃がん組織を用いて、次世代シーケンスと
MHC クラス I 結合予測法を用いて、腫瘍細胞
に発現する免疫原性の高い固有抗原を予測
する。この方法を用いた抗原の同定システム
を発展させて、個々の胃がん患者に対する、
免疫原性の高い固有抗原を用いた強力な個
別化がん免疫治療の道を開く。 
 
３．研究の方法 
(1) 全エクソンシークエンス、全 RNA シーク
エンス解析 
がん組織、正常組織より DNA,RNA を調製し

た。DNA を全エクソン領域濃縮キット (イル
ミナ社、TruSeq Exome Enrichment Kit) に
よって濃縮し、次世代シーケンサー用のライ
ブラリを構築し、汎用型の次世代シーケンサ
ー (イルミナ社、HiSeq1000) でライブラリ
に含まれる DNA断片の両端から 100塩基を読
みとった。得られた DNA の配列情報をリファ
レンスゲノム配列に整列させ、変異解析ソフ
トにより解析し、腫瘍特異的な変異候補を同
定した。全遺伝子の mRNA レベルでの発現解
析プロファイル、およびトランスクリプトー
ムレベルでの変異解析を行った。poly A+ RNA

のみを濃縮した後、市販されている全 RNA 調
製キット(イルミナ社、TruSeq RNA Sample 
Preparation Kits v2) によって、次世代シ
ーケンサー用のcDNAライブラリを構築した。
シークエンスによって得られた配列情報を
もとに発現解析を行い、エクソーム解析で絞
り込まれた変異タンパク候補が、実際に腫瘍
細胞内でどの程度発現しているかを予測し、
多数の候補に対しての順位づけを行った。   
(2)MHC クラス I結合予測 
Immune Epitope Database の NetMHCpan を用
いて、変異由来の変異ペプチドの MHC クラス
I へのアフィニティ（比較的強いと考えられ
る IC50<500）を指標にして、固有抗原数を
計算した 
(3)腫瘍局所の抑制性因子の解析 
腫瘍浸潤リンパ球(CD4T 及び CD8T 陽性細

胞)における免疫チェックポイント分子
（PD-1、Tim-3、LAG3、BTLA）の発現をフロ
ーサイトメトリーで解析し PBMC におけるそ
の発現と比較した。また同様に、CD4T 細胞の
うち、CD45RA-FOXP3high の強い免疫抑制活性
をもつエフェクター型 Treg、抗原刺激により
エフェクター型TregとなるCD45RA+FOXP3low
のナイーブ型 Treg に分類し、それぞれの頻
度を腫瘍局所と PBMC で比較した。 
(4)腫瘍特異的免疫反応の検出 
 手術によって得られた胃がん組織に対し
て物理処理、酵素処理を行い TIL、腫瘍細胞
を含む細胞集団を採取した。TIL はさらに高
濃度の IL-2 で培養した。培養後の TIL の腫
瘍特異性を、TIL のみ、または TIL と腫瘍細
胞を共培養した時の IFN- 産生で検討した。 
 
４．研究成果 
(1)固有抗原同定システムの構築 
ヒトの検体を扱う前に、まず、マウスの胃

がん細胞株を用いて本研究の抗原同定シス
テムの検証実験を行った。胃がん細胞株と
C57BL/6マウスの正常腺胃からDNAを抽出し、
全エクソームシーケンスを実施した。胃がん



細胞と正常細胞を比較することで腫瘍特異
的なミスセンス変異を同定し、さらに RNA シ
ーケンスのデータで発現を認めるミスセン
ス変異由来の固有抗原を MHCクラス I結合予
測法で予測した。胃がんを拒絶した C57BL/6
マウス脾細胞から樹立した細胞傷害性T細胞
（CTL）が、予測した抗原を認識し反応する
かを検証し固有抗原を同定した。このように、
マウスモデルにおいて、次世代シーケンスと
MHCクラス I 結合予測アルゴリズムでマウス
の固有抗原を予測することが可能であった。
さらに、予測した抗原が実際に免疫反応を起
こしていることを検証することが可能であ
った(図１)。 
東京大学医学部遺伝子解析研究倫理審査

委員会と墨東病院倫理委員会において、
「個々のがんの遺伝子変異に基づく固有抗
原の同定と腫瘍内微小環境の解析に基づく
免疫制御法を組み合わせた個別化がんワク
チン治療の開発」の承認を得てから、胃がん
患者の検体を採取し保存した。 

 

(2) 胃がん局所の免疫抑制環境の検討 
胃がん患者の検体を採取し、25 例のがん部

と非がん部の組織と末梢血を採取した。また
29例中19例で腫瘍浸潤リンパ球(TIL)を凍結
保存し、10 例で TIL における免疫チェックポ
イント分子（PD-1, Tim-3, LAG-3, BTLA など）
の発現及び、腫瘍中の制御性 T細胞の浸潤を
検討した。免疫チェックポイント分子の発現
は、PD-1、Tim-3 では、PBMC に比べ TIL で高
い傾向を示した(図 2)。制御性 T 細胞におい
ても、CD45RA-Foxp3high のエフェクター型
TregはPBMCよりもTILで高い傾向を示した。
胃がんの腫瘍局所での免疫抑制環境を把握
できた。 
(3) 腫瘍特異的 TIL の同定 
TIL の腫瘍特異性を IFN- 産生で検討した

ところ、3 例で自己の腫瘍に特異的に反応す
る TIL を同定することが可能であった(図 3、

代表症例 BKT028)。マウスで構築した固有抗
原の同定システムを利用してヒトの胃がん
から抗原を同定できる3例の候補が選別でき
た。つまり、保存してある自己の TIL を用い
て予測した抗原に対する免疫反応を検証す
ることが可能な症例である。 
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