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1. 研究の背景・目的 

早期の非小細胞肺癌（NSCLC）は外科的切除が標準治療であるが、術後再発が多く予後

不良であり、その克服が社会的に求められている。近年、肺癌を含めた多くの進行癌治療

に免疫療法が大きな成果をもたらした。免疫療法を代表する免疫チェックポイント阻害剤

は、癌細胞へのT細胞の攻撃を活性化することで効果を発揮するが、このT 細胞の攻撃は

癌細胞のもつヒト白血球型抗原（Human leukocyte antigen；HLA）と、それに特異的に

結合するネオアンチゲンが重要な標的となる（1）。この標的なしにT 細胞の攻撃は起こら

ず、癌細胞は見逃されて増殖するとされ、実際に HLA 発現の低下した進行肺癌では、免

疫療法の効果が乏しい傾向にあるとされる（2）。また、HLA発現低下の一因とされるLoss 

of heterozygosity（LOH）が腫瘍免疫上のリスクであることは広く認知されているが（3）、

その多くは従来の解析法を用いた腫瘍組織DNA の第 2 区域までの情報によって定義され

ており、不十分な評価である可能性は否定できない。 

進行癌における HLA とネオアンチゲンに関する研究は数多いが、それらが腫瘍免疫で

果たす役割から推察するに、切除された早期NSCLCで起こる術後再発にも、抗腫瘍効果

の標的となる HLA とネオアンチゲンに何らかの機能障害が発生している可能性がある。

現在HLA とネオアンチゲンについて早期 NSCLC の術後再発との関連性を検討した報告

は少なく、臨床学的有用性は依然不明である。 

本研究の目的は、早期NSCLC の HLA とネオアンチゲンに焦点を当て、術後再発に関

連すると評価された複数の HLA を詳細に選別し、それに特異的に結合するネオアンチゲ

ンの免疫原性を調査することで、正確に術後再発リスクの高い HLA を特定することであ

る。術後再発に強く関連する HLA を少数に絞り込み、その HLA を有するがん細胞株を

樹立し、予測されたネオアンチゲンに特異的に反応するT 細胞を検出する。そのT細胞の
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活性化を測定して免疫原性の評価を行い、将来的には術後再発リスクが高いと評価された

HLA自体を標的にしたネオアンゲン特異的免疫療法の開発への応用を目指す。 

 

2. 研究の対象ならびに方法 

愛知県がんセンター及び関連施設で、根治目的に切除された早期NSCLCの切除検体か

ら、腫瘍組織DNA、腫瘍組織mRNA、正常組織DNA の全エクソームシーケンス解析と

RNA シーケンス解析を次世代シーケンス（Next generation sequencing；NGS）技術を

用いて行い、各々の結果に基づき HLA タイピングソフトウェアで HLA 型を同定し、術

後再発との間に強い相関を示す特定の HLA を探索した。機械学習アルゴリズムを用いた

ネオアンチゲン予測ツールを活用し、それらの HLA に結合が予測されるネオアンチゲン

の候補数を調査し、術後再発との関連性を評価した。同定した術後再発に特異的な HLA

の中から、LOH を示すがん細胞株を樹立し、腫瘍特異的リンパ球（Tumor-infiltrating 

lymphocyte；TIL）のペア検体を得た症例で、TILまたは末梢血中リンパ球から予測した

ネオアンチゲンに特異的に反応するT 細胞を検出し、その活性化を測定した。 

                                         

3. 研究結果 

NSCLC 121 例の腫瘍組織 DNA、腫瘍組織mRNA、正常組織DNA の全エクソームシ

ーケンス解析とRNAシーケンス解析をNGSで実施し、Omixon社のHLAタイピングソ

フトウェアで各々の結果に基づき HLA 型を同定した。さらに東京大学医科学研究所ヒト

ゲノム解析センターのスーパーコンピューターSHIROKANEを用いて、RNAシークエン

スデータから HLA に結合予測されるネオアンチゲンを同定した。腫瘍組織 mRNA によ

る第 3 区域以下までの詳細な解析結果で評価すると、HLA-B のLOH は 9 例（7%）で、

LOHのみでは術後再発予測マーカーとしての有用性は高くなかった（図左上）。申請者ら

は、最大集団であるHetero allele グループ（H 群）を中心に 5 つのAllele タイプに患者

を分類し、 H群とその他（Othersグループ；O 群）に分けて両群を比較した際に、O群

で有意に術後再発の累積発生率が高いことを見出した（図右上）。さらに、HLA-Bに結合

可能なネオアンチゲン候補数では、H群と比較してO群で有意に候補数の減少が認められ

た（図左下）。また、このHLA-BのO群が、病理学的ステージとは独立した予後因子であ

る可能性を発見した（図右下）。 

次に、同定した術後再発に特異的な HLA-B の中から、まず LOH を示すがん細胞株を

樹立し、TILのペア検体を得た症例で、TILまたは末梢血中リンパ球から予測したネオア

ンチゲンに特異的に反応する T 細胞を検出し、その活性化の測定を試みた。具体的には、
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HLA-B が LOH で片 allele となったがん細胞株にレトロウイルスをトランスフェクショ

ンさせ、Loss した HLA-B を導入し Hetero allele へ転換させ、抗生物質による選択プロ

セスでクローニングを実施した後に、フローサイトメトリーを使用して HLA-B の発現増

強の検証を行った。導入した HLA-B に結合が予測されるネオアンチゲンをロードし、T

細胞との共培養を通じてその抗原特異性について評価中である。 

                                         

4. 考察 

今回の検討で、ネオアンチゲン提示能の低下から、術後再発リスクの上昇を引き起こす

HLA-B alleleの存在が示唆された。さらに解析数を増やすことでより特異的な alleleの同

定が出来る可能性があり、また観察期間を延長することで術後の再発だけでなく生存率に

関する評価も可能になるため、今後追加で検討を行う方針である。また、一連の手順を通

じて、HLA-B 遺伝子の導入による T 細胞活性化の変化により、ネオアンチゲンの免疫原

性が評価可能となるだけでなく、NSCLC 術後再発に関与する HLA-B とネオアンチゲン

という、将来的な個別化医療における新たな治療標的の同定に貢献することが期待される。 
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