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II. 成果の概要（総括研究報告） 

 
国立がん研究センター倫理審査委員会に承認済みの「2014-165 肺がんの複雑な遺伝子変異を利用

した腫瘍浸潤リンパ球療法の開発を目指した基礎的検討」の研究を開始した。現時点で 50例の登録

と検体処理が完了している。国立がん研究センター東病院にて手術で切除された肺がん組織検体を

使用した。まず、腫瘍組織、正常組織を使用して ex vivo FACS 解析を行い、自己腫瘍反応性の TIL

中の CTLを早期に単離するためのマーカーの探索を行った。一方、一部の腫瘍組織に IL-2を添加し、

TIL を増殖させた。腫瘍組織の一部を免疫不全マウスに移植し、Patient-derived xenograft (PDX)

としてがん細胞株の樹立を試みた。TIL中の CTLが自己のがん細胞を認識できるかを調べるため、患

者毎の TIL 中の CTL と PDX 腫瘍を共培養し、CD107a 解析を行った。さらに、腫瘍組織と正常組織の

DNA を抽出し、次世代シーケンサー解析を行った。 

50 例中 20 例において肺がん切除検体の腫瘍組織と正常組織を使用した ex vivo FACS 解析を行っ

たところ、正常組織と比較し腫瘍組織内の CTLでは CD107a, PD-1, CD137, Tim-3の発現の上昇が見

られた。一方、肺がんの切除検体 50例の全例において腫瘍組織から TILを増殖させることができた。

また、PDXモデルにて患者由来がん細胞が生着した症例において、増殖させた TIL中の CTLと自己の

PDX がん細胞を共培養したところ、自己腫瘍を認識し CD107a 陽性となる細胞が検出された。CD107a

と PD-1の二重染色で分けてソートした解析では、CD107a+PD-1+細胞が自己腫瘍に反応する TIL中の

CTL の分画であった。さらに 50例中 32例においては次世代シーケンサーによる全エクソーム解析を

行い、腫瘍組織と正常組織の比較により腫瘍特異的な遺伝子変異を抽出し、HLAも同定して、HLAに

結合しうるネオアンチゲンペプチドのリストアップをした。 

肺がん患者の切除検体から得た TILと PDXモデルを使用した CD107aやチェックポイント分子の解
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析により自己腫瘍反応性を持つ TIL中の CTLを単離することが可能となった。今後、TIL中の CTLの

認識抗原を同定することや、早期に単離した自己腫瘍反応性 TIL 中の CTL の TCR をクローニングし

再構築することにも取り組む。 

抗原ペプチド群及びそれを認識する TCR 同定における IVV 法の活用については、概念を検証し、

システムを構築することを目指して、まずはポジコンの系を立ち上げているところである。 

がん抗原及び TCR 予測システムの開発においては、まず、IEDB データベースを用いて、既存の HLA

結合ペプチド予測サイトである NetMHCの性能評価を行った。人工知能を用いた機械学習（ディープ

ラーニング）によって、今後、NetMHCの性能を超えるプログラムを完成させる。 
 

We started a research on "2014-165 Fundamental study aiming at development of tumor 
infiltrating lymphocyte therapy using complicated gene mutation of lung cancer" approved by 
the National Cancer Center Ethics Review Committee. Currently 50 cases of registration and 
specimen processing are completed. Lung cancer tissue specimens excised by surgery at the 
National Cancer Center East Hospital were used. First, ex vivo FACS analysis was performed 
using tumor tissues and normal tissues, and a marker for isolating CTLs in self-tumor reactive 
TILs at an early stage was searched. On the other hand, IL-2 was added to some tumor tissues 
to grow TIL. We transplanted a part of the tumor tissue to immunodeficient mice and tried to 
establish a cancer cell line as Patient-derived xenograft (PDX). In order to investigate whether 
CTL in TIL can recognize autologous cancer cells, CTL in TIL and PDX tumorfor each patient 
were co-cultured and CD 107a analysis was performed. In addition, DNA of tumor tissue and 
normal tissue was extracted and next generation sequencer analysis was carried out. 
In ex vivo assay, we found that the expression of CD107a or co-inhibitory molecules on CD8+ T 

cells in tumor tissues was higher than that in normal tissues. On the other hand, TILs were 
successfully expanded in vitro from all tumor tissues. In addition, using immunodeficiency mice, 
patient derived xenografts (PDX) were generated from some primary tumor tissues, and, the 
reactivity of TILs against autologous PDX cancer cells was evaluated by CD107a assay. Tumor 
reactive CTLs were enriched from TILs by sorting for CD107a+ PD-1+ CD8+ T cells and 
expanded in vitro. Furthermore, the next generation sequencing approach was carried out to 
identify the antigens recognized by TILs. We performed whole-exome sequencing on matched 
tumor and normal DNA isolated from 32 patients with lung cancer. The candidate of mutated 
epitopes (neoantigens) were identified using a peptide-MHC–binding algorithm. 

These results may provide the marker to isolate tumor reactive TILs ex vivo. We will identify 
the antigens recognized by these tumor-reactive CTLs. Combined with bioinformatics prediction 
and the assay with ex vivo isolated TILs, we try to determine useful TCR and that recognized 
antigen for cancer immunotherapy. 

With respect to utilization of IVV method for TCR identification to recognize antigen peptide, 
we are starting up the system of Posicon, aiming at verifying the concept and constructing the 
system. 

In the development of cancer antigen and TCR prediction system, evaluation of existing HLA 
binding peptide prediction site, NetMHC, was performed using the IEDB database. By deep 
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learning using artificial intelligence, we will complete a program that exceeds the performance 
of NetMHC in the future. 
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refractory solid tumors（難治性小児固形腫瘍に対する GPC3 ペプチドワクチン療法の第 I 相試

験），ポスター，Hosono A, Kaneda H, Hara J, Kinoshita Y, Kohashi K, Manabe A, Yoshimura 
K, Nakatsura T，第 58 回日本小児血液・がん学会学術集会（東京）2016/12/15～17，国内． 
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19. インターフェロン α を産生する iPS 細胞由来増殖性ミエロイド細胞を用いたがん免疫療法の開

発，ポスター，土屋伸広，岩間達章，張エイ，得光友美，吉川聡明，澤田雄，田久保圭誉，遠

藤格，中面哲也，植村靖史，第 16 回日本再生医療学会総会（仙台），2017/3/7～9，国内． 
20. CD4-modification of re-differentiated BCR-ABL-specific T cells promote the priming of 

leukemia antigen-specific CTLs via DCs，ポスター，上田格弘, 植村靖史, 張エイ, 喜多山秀一, 
安井裕, 巽美奈子, 劉天懿, 葛島清隆, 清井仁, 金子新，第 75 回日本癌学会学術総会（パシフィ

コ横浜・横浜市）, 2016/10/6/〜8,国内． 
21. 長谷川舞衣, 小沢正晃, 有吉絢香, 大橋広行, 宮本悦子，In vitro virus を利用した疾患にかかわ

る標的タンパク質のケミカルインタラクトーム解析，ポスター，第 39 回日本分子生物学会年会

（横浜），2016/11/30～12/2，国内． 
22. 有吉絢香, 長谷川舞衣, 小沢正晃, 黄麗娟, 金沢水樹, 大橋広行, 宮本悦子，IVV-HiTSeq を用い

た肝細胞がん誘導因子デオキシコール酸（DCA）の標的タンパク質の探索，ポスター，第 39
回日本分子生物学会年会（横浜），2016/11/30～12/2，国内． 

23. 職業性胆管がん一症例に認められた同時多発腫瘍の変異プロファイルの比較，ポスター，三牧

幸代，中森正二，久保正二，木下正彦，戸塚ゆ加里，中釜斉，落合淳志，江角浩安，土原一哉，

第 75 回日本癌学会学術総会，2016/10/6，国内. 
 
 

（３）「国民との科学・技術対話社会」に対する取り組み 
 

1. 中面哲也，がん免疫療法について，杏林大学 がんと共にすこやかに生きる講演会，（対象者：

がん患者、そのご家族、一般市民），2016/6/4，国内． 
2. 中面哲也，最新のがん免疫療法について，株式会社メディクロス 社内勉強会，2016/7/6，国内． 

 

 

（４）特許出願 

   該当なし 
 


	（報告様式４）

