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1. 研究の背景・目的 

神経膠腫に対するがん免疫療法の効果は未だ限定的である 1)。本研究の目的は、神経膠

腫の中で最も悪性度の高い膠芽腫 (GBM) における抗原特異的ながん免疫療法を開発する

ために、ネオアンチゲンを同定することである。近年、メラノーマにおける腫瘍内 CD8+T

細胞のシングルセル解析で腫瘍特異性が腫瘍内 CD8+T細胞の表現型を形成することが明ら

かにされた。つまり、CD8+腫瘍特異的 TILは腫瘍内微小環境における腫瘍抗原との相互作

用により、その表現型は高度疲弊細胞状態 (TEX; Exhausted T cell) に著しく偏った 2)。

従って、TEX-TCR遺伝子を解析・合成して TCR遺伝子導入 T細胞を作成し、NGSより予測さ

れたネオアンチゲンとの免疫応答を検証することで、より正確なネオアンチゲン同定シス

テムを確立できると考えられる。今回まずは、シングルセル RNAシーケンス (scRNA-seq) 

およびシングルセル TCRシーケンス (scTCR-seq) により、GBMにおける腫瘍抗原特異的 T

細胞の候補の特徴を明らかにし、一方で NGSに基づくネオアンチゲンの予測を行った。 

 

2. 研究の対象ならびに方法 

GBM の腫瘍浸潤リンパ球 (TIL) を評価するため、fresh tumor digest を用いてフロー

サイトメトリー解析を行った。TIL中の CD8+ T細胞について scRNA-seqおよび scTCR-seq

を行った。Cell Rangerで作成されたデータは、R studioの Seuratにロードされた。クラ

スタリングのための次元削減は、uniform manifold approximation and projection (UMAP) 

を用いて行った。さらに、我々 (ACC) のデータと公開されている GBMの TILの scRNA-seq

データで統合解析を行った。また、腫瘍検体の全エクソーム解析 (WES)、正常細胞 (PBMC) 

の全エクソーム解析、および RNA-seqによりミスセンス変異やフレームシフト変異、融合

遺伝子を同定した。これらの遺伝子異常のデータから人工知能 (AI) を活用して、それぞ
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れの患者の HLAに結合するネオアンチゲンを予測した (日本電気株式会社（NEC）との共同

研究)。 

 

3. 研究結果 

GBM 20例中 2例 (10％) が豊富な TILを示した。この 2例から、合計約 2万個の CD8+ T

細胞を解析した。UMAPに基づくクラスタリングにより、疲弊マーカーを発現するクラスタ

が優勢であることが明らかになり (図 1)、TEXクラスタを中心に高い TCRクローナリティ

がみられた (図2)。2つの公開データセットとACCのデータを統合して解析したところ (図

3)、TEXクラスタ内では、近年抗原特異的マーカーとしてしばしば報告されている 3)CXCL13

の発現が ACC データで有意に高いことが示された (図 4)。続いて、腫瘍の RNA-seq, WES

データから、NEC の人工知能による抗原予測アルゴリズムに基づいて、ネオアンチゲン候

補が予測された。OK-BT007で計 34個 (ミスセンス変異由来が 18個、フレームシフト変異

由来が 2個、そして融合遺伝子由来が 14個)、OK-BT019で計 27個 (ミスセンス変異由来

が 23個、欠失変異由来が 1個、そして融合遺伝子由来が 3個) のネオアンチゲン候補が同

定された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 図 2 

図 3 図 4 
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4. 考察 

神経膠腫におけるがん免疫療法は未だ有効な結果が得られていないのが現状である。今

回、フローサイトメトリーで TILを解析したところ、GBMでは T細胞の浸潤が非常に少な

く、10%の症例においてのみ豊富な TILが確認された。この極めて immune coldな微小環境

が、免疫チェックポイント阻害剤等の免疫療法が奏功しない理由の一つと考えられる。一

方で、TILが豊富な症例では、他の癌腫と同様に疲弊型 T細胞が浸潤し、CXCL13を高発現

する抗原特異的 T 細胞の候補を検出することができた。当研究室では肺癌に浸潤する TEX

から、肺癌のネオアンチゲンを同定しており 4)、同様の手法を用いて、これらの T 細胞が

認識するネオアンチゲンを同定したいと考えている。すなわち、上記の TCR 遺伝子導入

Jurkat細胞とネオアンチゲン候補となる腫瘍抗原ペプチドとの反応性について、ルシフェ

ラーゼアッセイを用いて検証する。この研究でがん抗原特異的 T細胞を同定することがで

きれば、一部の神経膠腫では抗原特異的な免疫療法の道が開ける可能性がある。 
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