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研究成果の概要（和文）：本研究では、個々のがん患者で同定されるがん特異的遺伝子変異に対する免疫応答を
網羅的に解析した。その結果、遺伝子変異（特にパッセンジャー変異）に由来する新規抗原（ネオアンチゲン）
は高い免疫原性をもち、抗原特異的Ｔ細胞反応を効率よく誘導することが確認された。本研究成果は抗腫瘍免疫
応答におけるネオアンチゲンの重要性を示唆し、“遺伝子変異を標的とした個別化がん免疫治療”という新規が
ん治療法の発展に寄与すると思われる。

研究成果の概要（英文）：We comprehensively investigated immune responses to tumor-specific gene 
mutations identified in individual cancer patients. The detailed immunological analyses have 
demonstrated that neoantigens derived from tumor-specific mutations (especially passenger mutations)
 show high immunogenicity and induce antigen-specific T cell responses efficiently. Our findings 
suggest that neoantigens might play critical roles in anti-tumor immunity, and could provide 
important information for further development of “personalized cancer immunotherapy targeting 
mutation-derived neoantigens” as a novel cancer treatment modality.

研究分野： 腫瘍免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
がん免疫療法は外科療法、化学療法、放射

線療法に次ぐ、新世代がん治療法として注目
を浴びてきた。現在まで国内外の多くの研究
グループにより、がん抗原に対する特異的免
疫応答の誘導を目指すがんワクチンの臨床試
験が試みられてきたが、その治療効果はがん
種や患者によって限定的であり、残念ながら
第 4 のがん治療法として公認されるには至っ
ていない（Sasada T, et al, Eur J Cancer, 
2010）。研究代表者は、ハーバード大学
Dana-Farber Cancer Institute および久留米
大学において免疫モニタリング部門の責任者
として多数のがんワクチン臨床試験（Ho V, 
Sasada T, et al, Proc Natl Acad Sci U S A, 
2009; Zhang W, Sasada T, et al, Clin Cancer 
Res, 2010; Burkhardt UE, Sasada T, et al, 
J Clin Invest, 2013）に参加してきた。しか
し、遺伝子変異のない自己抗原を標的とした
がんワクチン療法では、ワクチン抗原に対す
る低い免疫反応（負の選択や免疫寛容による
high avidity なＴ細胞の消失）やがん細胞で
の抗原喪失（免疫監視機構からの逃避）、など
の問題がしばしば観察された。こうした経験
から、１）免疫系からは“非自己”として認
識されるために強力な特異的Ｔ細胞反応を誘
導する、２）がん悪性化に関与する遺伝子変
異を標的とした場合にはがん細胞での抗原喪
失（免疫監視機構からの逃避）が起こりにく
い、などの特性を期待できる、“遺伝子変異を
標的とした免疫療法”に着目した。 
研究代表者は 2011 年より、“遺伝子変異を

標的とした免疫療法”の妥当性を検証する目
的で、がん悪性化に関与する既知の遺伝子変
異（ドライバー変異）のアミノ酸配列に由来
する抗原エピトープの同定を試みてきた。こ
れまでに、大腸がん、膵臓がんなどにおいて
高頻度に認められる変異型 KRAS、肺がんにお
いて高頻度に認められる変異型 EGFR などの
遺伝子変異に由来する抗原エピトープを同定
しているが、これら変異したアミノ酸配列は
免疫系からは“非自己”として認識されるた
めに極めて高い抗原特異的Ｔ細胞反応を誘導
することが確認されている。たとえば、EGFR
チロシンキナーゼ阻害薬治療後に耐性になっ
た非小細胞肺がん患者の約半数に認められる
T790M 点突然変異のアミノ酸配列に由来する
HLA-A2拘束性抗原エピトープを同定し報告し
た(Yamada T et al, PLoS One. 2013, 8(11): 
e78389)が、このエピトープは現在有効な治療
法のない T790M 陽性の肺がん患者に新しい治
療法を提供できるものと期待され、早期臨床
試験を現在計画中である。 
最近の医生物学、特に次世代シーケンサー

（NGS）の急速な進歩に伴いがんの全ゲノム解
析も可能となり、細胞がん化の原因となる遺

伝子変化も各個人のレベルで比較的容易に解
析することが可能となった。それに伴い変異
遺伝子の機能を制御する分子標的治療薬を用
いた個別化治療が臨床医学分野では一般化さ
れつつあるが、変異遺伝子を標的とした免疫
療法に関しては十分に検討されてきたとは言
い難い。研究代表者はこれまで変異型 KRAS、
変異型 EGFR などの既知の遺伝子変異に由来
する抗原エピトープを同定してきたが、がん
細胞の遺伝子変異に対する免疫応答をより広
く、詳細に解明するために、個々のがん患者
における遺伝子解析により同定されるがん特
異的な遺伝子変異に対する免疫反応を網羅的
に解析する本研究を提案した。 
 

２．研究の目的 
次世代シーケンサー（NGS）を用いてがん細

胞から同定された遺伝子変異に対する免疫応
答を個々のがん患者において網羅的に解析し、
“遺伝子変異を標的とした免疫療法”の可能
性を科学的に検討した。具体的には、 
(1) NGS による遺伝子（エクソーム）解析に
より、個々のがん患者由来のがん細胞に存在
する遺伝子変異を同定した。 
(2) 健常者やがん患者のリンパ球を用いて、
遺伝子変異由来のペプチドに対する免疫反応
を網羅的に解析し、免疫原性・特異性を検討
した。 
なお、本研究は臨床応用を視野に入れた研

究であり、“遺伝子変異情報をもとにした個別
化がん免疫治療”という新しいがん治療の一
分野を確立するための基盤的情報を創出する
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
がん患者由来のがん組織から同定した遺伝

子変異に対する特異的免疫応答を、以下の方
法により解析した。 
(1) 胃がん、大腸がんに特異的に存在する遺
伝子変異の同定：がん患者由来のがん組織お
よび非がん組織より genomic DNA および RNA
を抽出した。NGS を用いて genomic DNA のエ
クソーム解析を実施し、がん組織に特異的に
存在する遺伝子変異（ミスセンス変異）を同
定した。なお、変異遺伝子が患者がん組織で
発現していることを real-time PCR あるいは
RNAseq 解析で確認した。 
(2) 変異配列を含む長鎖ペプチドの合成：上
記解析で同定した遺伝子変異のうちで、HLA
結合能予測サーバー（IEDB; IMMUNE EPITOPE 
DATABASE AND ANALYSIS RESOURCE)により日本
人に頻度の高い HLA Class I 型（HLA-A2402
あるいは HLA-A0201）に結合すると予測され
るペプチド配列（9-12mer）を含む、パッセン
ジャー変異を選択した。また、同定した遺伝
子変異から、がん悪性化に関与すると報告さ



れているドライバー変異を選択した。HLA 
Class I 拘束性および HLA Class II 拘束性の
特異的免疫反応を同時に解析できるように、
変異配列を中央に配し前後 13mer のアミノ酸
配列を含む長鎖ペプチド（27mer）を合成した。 
(3) 変異遺伝子特異的な免疫反応の解析：健
常人あるいは遺伝子変異を同定した患者に由
来する末梢血単核球（PBMC）を長鎖ペプチド
（3-5 個のペプチドを混合したもの）をパル
スした抗原提示細胞により複数回刺激するこ
とで、ペプチド抗原特異的なＴ細胞を誘導し
た。抗原特異的にサイトカイン（IFN-, IL-4）
を産生する CD8 陽性Ｔ細胞および CD4 陽性Ｔ
細胞をフローサイトメトリー（サイトカイン
細胞内染色法）で解析することにより、特異
的Ｔ細胞反応を検出した（解析プロトコール
の概略を下図に示す）。 

(4) 変異配列に対する特異性は、変異配列を
含まない野生型ペプチドに対する反応性と比
較することにより検討した。また、各 HLA 
Class II（DP, DQ, DR）のブロッキング抗体
存在下での抗原特異的サイトカイン産生を解
析することにより、HLA Class II 拘束性を検
討した。 
 
４．研究成果 
(1) がん患者由来のパッセンジャー変異に対
する免疫反応の網羅的解析 
① 胃がん患者でのがん細胞特異的な遺伝子
変異の同定 
胃がん患者（7 名）由来のがん組織および

非がん組織の遺伝子（エクソーム）データを
解析したところ、がん細胞特異的に存在する
遺伝子変異（ミスセンス変異）が 20 個-84 個
（平均 57 ± 21.8 個）同定された。各々の
胃がん組織に多数の遺伝子変異が含まれてお
り全てを同時に解析できないため、とりあえ
ず、2名の胃がん患者（胃がん１：HLA-A2402
陽性、遺伝子変異 72 個；胃がん２：HLA-A0201
陽性、遺伝子変異 84 個）から同定された遺
伝子変異に関して検討することとした。 
② 変異配列を含む長鎖ペプチドの合成 
胃がん１および胃がん２から同定された遺

伝子変異のうちで、HLA 結合能予測サーバー
（IEDB）による解析で HLA-A2402 あるいは
HLA-A0201 への binding score の高いペプチ
ド配列（9-12mer）を含む遺伝子変異を 49 個
選択した。さらに、選択した変異遺伝子の患
者がん組織での発現を real-time PCR あるい
は RNAseq 解析で確認したところ、30 個の変
異遺伝子ががん組織で発現していることが確
認された。従って、これら 30 個の遺伝子変異
から変異配列を中央に配し前後 13mer のアミ
ノ酸配列を含む長鎖ペプチド（27mer）を合成
した。 
③ 健常人由来 PBMC を用いた遺伝子変異特
異的Ｔ細胞反応の解析 
 抗原特異的T細胞を誘導するために健常人
（18 名）由来 PBMC を長鎖ペプチド（3-5 個の
ペプチドの混合）で刺激したのち、サイトカ
イン細胞内染色法により抗原特異性を解析し
た（解析例を下図に示す）。 

 30 個のペプチドのうち 27 個 (90%)で、少
なくとも健常人１名の PBMC から抗原特異的
Ｔ細胞が誘導された。なお、複数の健常人に
おいて抗原特異的Ｔ細胞を誘導したペプチド
は 15 個であった（18 名中 5名の PBMC から特
異的Ｔ細胞を誘導したペプチドが 1 個、4 名
の PBMC から特異的Ｔ細胞を誘導したペプチ
ドが 3個、3名の PBMC から特異的Ｔ細胞を誘
導したペプチドが 4個、2名の PBMC から特異
的Ｔ細胞を誘導したペプチドが 7 個、1 名の
みの PBMC から特異的Ｔ細胞を誘導したペプ
チドが 12 個であった）。ただし、18名中 6名
の健常人 PBMC においては、いずれのペプチド
に対しても特異的Ｔ細胞反応を認めなかった。 
 30 個中 14 個 (47%)のペプチドが特異的
CD8 陽性Ｔ細胞（HLA Class I 拘束性）を、23
個 (77%)のペプチドが特異的 CD4 陽性Ｔ細胞
（HLA Class II 拘束性）を誘導した。なお、
11個 (37%)のペプチドでは特異的 CD8陽性Ｔ
細胞と特異的 CD4 陽性Ｔ細胞の両方が誘導さ
れた。以上の結果から、遺伝子変異由来抗原
は特異的 CD4 陽性Ｔ細胞をより高頻度に誘導
することが判明した。 
 変異配列への特異性を確認するために、対
応する野生型（変異配列を含まない）ペプチ
ドに対する反応性と比較したところ、現在ま
でに解析可能であった HLA Class I 拘束性を
示す 6 ペプチド中 4 個（67%）、HLA Class II



拘束性を示す 7ペプチド中 5個（71%）が変異
配列のみに特異的に反応するＴ細胞を誘導し
た（解析例を下図に示す）。 

 HLA Class II 拘束性を検討するために各
HLA Class II（DP, DQ, DR）特異的なブロッ
キング抗体の影響を調べたところ、現在まで
に解析可能であった 12個のペプチドのうち 6
個（50%）が複数の HLA Class II に拘束性を
示した。 
 変異配列を含むペプチドとそれに対応す
る野生型（変異配列を含まない）ペプチドを
用いて抗原特異的Ｔ細胞を誘導することによ
り、両者の免疫原性を比較した。健常人 4 名
由来の PBMC を変異ペプチドあるいは野生型
ペプチドで刺激したのち、サイトカイン細胞
内染色法により抗原特異的Ｔ細胞の誘導効率
を比較したところ、いずれの健常人由来 PBMC
においても変異ペプチドのほうが抗原特異的
Ｔ細胞の誘導効率が高い傾向にあった。 
④ 患者由来 PBMC を用いた遺伝子変異特異
的Ｔ細胞反応の解析 
 遺伝子変異を同定した患者（胃がん１およ
び胃がん２）に由来する PBMC を長鎖ペプチド
（3-5個のペプチドの混合）で刺激したのち、
サイトカイン細胞内染色法により抗原特異性
を解析した。胃がん１患者由来 PBMC では 1種
の混合ペプチドで、胃がん 2患者由来 PBMC で
は 2 種の混合ペプチドで抗原特異的Ｔ細胞が
誘導できた。ただし、利用可能な PBMC の細胞
数に制限があったため、さらに詳細な検討は
できなかった。 
⑤ 以上のように、複数の健常人において特
異的免疫反応を誘導する変異由来ペプチドが
多数同定されたことから、パッセンジャー変
異の免疫原性の高さが確認された。なお、検
討した変異ペプチドの過半数において、変異
配列にのみに特異的に反応するＴ細胞が誘導
されたことから、免疫反応の特異性の高さが
確認された。 
 
(2) がん患者由来のドライバー変異に対する
免疫反応の解析 
① 胃がん患者（７名）および大腸がん患者
（2 名）由来のがん細胞の遺伝子解析結果か
ら，ドライバー変異として報告のある 10 種類
の遺伝子変異（ミスセンス変異）を同定した。 
② 選択した遺伝子の変異配列を含む 10 個
の長鎖ペプチド（27mer）を合成し、健常者（16

名）の PBMC を用いて免疫原性を検討したとこ
ろ、3 個（30％）のペプチドで特異的なＴ細
胞が誘導された。なお、これらのうち 2 個の
ペプチドは同一健常者において抗原特異的
CD8 陽性Ｔ細胞（HLA Class I 拘束性）および
抗原特異的 CD4 陽性Ｔ細胞（HLA Class II 拘
束性）の両方を誘導した。また、１個のペプ
チドは抗原特異的 CD4 陽性Ｔ細胞（HLA Class 
II 拘束性）のみを誘導した。なお、複数の健
常人（2 人）に対して抗原性を示すペプチド
は 1 個（10％）のみで、多数の健常者末梢血
Ｔ細胞が反応を示す免疫原性の高い抗原エピ
トープは同定できなかった。 
③ 変異配列への特異性を確認するために、
対応する野生型（変異配列を含まない）ペプ
チドに対する反応性と比較したところ、3 個
ともに変異配列のみに特異的に反応するＴ細
胞を誘導することが判明した。 
④ HLA Class II 拘束性を検討するために各
HLA Class II（DP, DQ, DR）特異的なブロッ
キング抗体の影響を調べたところ、1 個のペ
プチドで複数の HLA Class II 型に拘束性を示
した。 
⑤ 前記（１）での解析で明らかとなったパ
ッセンジャー変異由来抗原の免疫原性の高さ
に比較して、ドライバー変異由来抗原の免疫
原性は低いことが示唆された。 
 
(3) 考察 
最近、悪性黒色腫、非小細胞肺がん、腎細

胞がん、頭頸部がん、ホジキン病、など各種
がんに対する免疫チェックポイント阻害剤
（抗 CTLA-4 抗体や抗 PD-1 抗体）の臨床効果
が科学的に証明され国内外で医薬品としての
承認を受けたことから、“第 4の治療法”とし
てがん免疫療法の実用化、普及に対する期待
が高まっている。ただし、これら注目される
薬剤も免疫学的な視点からは“非特異的”が
ん免疫療法に他ならず、非特異的に活性化さ
れたＴ細胞集団の中にがん特異的なＴ細胞が
含まれる場合にのみ抗腫瘍効果が得られる。  
実際の各種がんでの臨床試験では、臨床効果
を示す患者は多くて20-30%程度に限られると
報告されており、今後がん免疫療法をさらに
発展させるためには、がん特異的なＴ細胞を
選択的に増やす“特異的”がん免疫療法の開
発が不可欠と考えられる。 
遺伝子変異に由来する新規抗原（ネオアン

チゲン）は高い免疫原性が期待できるうえに、
自己免疫反応による有害事象が問題となる心
配が少ないため、特異的がん免疫療法の格好
の標的であると思われる。本研究での遺伝子
変異に対する網羅的解析により、パッセンジ
ャー変異の免疫原性および特異性の高さが検
証されたが、本研究の成果は “遺伝子変異を
標的とした個別化がん免疫治療”（下図）とい



う新しいがん治療分野の確立に寄与するもの
と思われる。 
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