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TCR CDR（complementary determining region） 3β

配列が腫瘍との関連で見つかると，腫瘍抗原に応答

する特異的T細胞受容体のCDR3βを同定できる。

腫瘍特異的遺伝子変異が多い（ = neoantigenの種類

が多い）がんほど，腫瘍免疫の誘導は高いと考えら

れ，このレパトア解析は最近注目を集めだした新し

い手法である 2） ，3）。これらの解析法はがん免疫プロ

ファイリングとして，がんの種類及び個々の免疫学

的特性を理解する手立てとして注目されている。

大腸癌組織における免疫イメージングを試みるに

は，大腸癌腫瘍抗原を決定する必要があり，免疫ゲ

ノムプロファイリングが必須である。我々は大腸が

んの腫瘍抗原候補を確定するため，大腸組織の非癌

部及び癌部からDNAを採取し，全エキソーム解析

の結果をもとに抗原エピトープを予測した。さら

に，TCRレパトア解析は，従来の冷凍癌組織を用い

る方法とは異なり，高い精度のレパトア解析が可能

となるよう，薄切切片から癌部のみを採取し，癌部

に高頻度で出現するT細胞受容体のCDR3β 配列を

特定した。

1．はじめに

近年数々の免疫抑制分子が明らかとなり，腫瘍免

疫が成立していることがわかってきた。これらの分

子の阻害を解除する治療法や腫瘍抗原（neoantigen）

を用いた腫瘍ワクチン，腫瘍特異的T細胞を用いた

免疫賦活化治療が注目されている。癌の遺伝子変異

は50-100個と数が多く，これらアミノ酸置換を伴う

腫瘍特異的遺伝子変異がneoantigen候補となる。し

かし，実際にどの体細胞変異ペプチドが非自己とし

てそのヒトのもつ主要組織適合遺伝子複合体 

（MHC, ヒトの場合にはHLA） に提示され腫瘍抗原

として働くか，を明らかにするのは困難であった。

最近NGSデータを用いたHLA遺伝子座位領域の解

析やHLA-neoantigen候補の親和性解析が確立し，

情報学的な手法の発達により，腫瘍特異的細胞傷害

性（CD8＋）T細胞エピトープ，neoantigen候補の同

定ができるようになった 1）。さらにT細胞受容体

（TCR）の遺伝子の多様性解析（レパトア解析）では，

シークエンスデータからT細胞の多様性を定量化で

き，病理組織の場所によってclonal expansionした
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2．対象及び方法

大腸組織の病理診断用ホルマリン固定パラフィ

ン包埋組織から癌組織と非癌部組織をマクロダイ

セクションし，そのDNAを抽出して全エキソー

ム解析を行なった（SureSelect XT Human All Exon, 

HiSeq2500）。高頻度の腫瘍特異的遺伝子変異から，

neoantigen候補を選定する。また，HLA配列の生

データからHLA遺伝子型決定（タイピング）を

HLA-VBSeq（（c） 2015, Tohoku University）を用い

て解析した 4）。また，NetMHCpanを用い，決定し

たHLAタイプに対し，変異でMHCクラス Iと結合

し親和性が上昇する9 merの変異ペプチドを見つ

け，neoantigen候補を割り出した 5）。一方，腸管傍

リンパ節（201）・中間リンパ節（202）からも同病理

診断用ホルマリン固定パラフィン包埋組織を用いて

DNAを抽出し，上記癌組織，非癌部組織DNAとと

もに，TCR-CDR3β領域のレパトア解析を行なった

（iRepertoir-HTBI-vj）。

　

3．結果および考察

全エキソーム解析により，癌部DNAにおいて見

られた体細胞ミスセンス変異は1291個であった。

そのうち変異頻度0.1以上の変異遺伝子115個から，

腸管で発現している遺伝子をpick upし，52個がネオ

アンチゲン候補を生み出す変異遺伝子であるとした。

また，HLA領域のリードから，本検体のHLAのハプ

ロタイプは（A＊31:01:02，A＊24:03:01），（B＊40:01:02，

B＊15:01:01:01），（C＊15:02:01, C＊04:01:01:01）であっ

た。

クラスIのHLAに提示される9 merの抗原のうち，

野生型（wild）のペプチドが癌による変異（mutant）

によってHLAとの親和性が強くなると，そのペプ

チドがneoantigenになる可能性が高い。親和解析

の結果，癌による変異で親和性が上昇したペプチ

ドの種類は84種類であり，その中で親和性が著し

く上昇したペプチドはHLA-A31:01に提示される

GNISVQILR （wild：GNISVQILG, Gene：FAT4）及

び SCYNCGVSR （wild：SCYNCGVSG, Gene：ZC-

CHC2）であった。

癌部・非癌部及びリンパ節201及び202の4箇所に

ついて，TCRレパトアは以下のように観測された。

uniqueなTCR CDR3β配 列 数 /Read数 は， 癌 部

525/14935 （3.5％），非癌部959/41509 （2.3％）である。

また，201/202リンパ節ではそれぞれ2175/87672 

（2.5％），2210/67952 （3.3％）であった。TCRβ鎖はV

（可変）遺伝子断片 52種類，D（多様性）遺伝子断片

2 種類，J（結合）遺伝子断片13種類の組み合わせで

多様性が生み出される。全ての箇所で高頻度に観測

されたCDR3βのV断片は，V27, V20-1, V6-3, V6-1, J

断片は J2-2, J2-3, J2-5, J2-7であった。

癌部浸潤リンパ球のみで観測されたCDR3β配列の

個数は，433であった。癌部浸潤T細胞の多様性

（3.5％）と癌特異性（82％）が示唆された。この中に

clonal expansionした腫瘍特異的T細胞が含まれてい

ると予想される。特に高頻度で観測されたCDR3βア

ミノ酸配列は，ASSHGHLGETQY，ASSLSYWVLEQF，

ASRLNGLASFDTQY，ASPGGPQRDTQY，ASSLRRG-

ANYGYT，ASSYQGPGANVLTであった。

201と202リンパ節のみに共通にみられるCDR3β

配列の個数はたった14 であった。またすべて 4 箇

所で観測された共通のCDR3β配列を持つT細胞の種

類は14で，非癌部では観測されずリンパ節と癌部で

観測されるCDR3β配列はASSLRGGAGNTQY，AS-

SPGTGRYEQY，ASSPARQETQY，ASSATGTSNYEQY，

SARFGGRDTGELF，ASKSRAGGLAAYNEQF，ASKY-

GRGIHKNEQF，ASSVEGPSGELFの8種類であった。

このように，腫瘍特異的T細胞受容体のCDR3β配

列を提示することができたが，レパトア解析であげ

られるT細胞受容体配列にはCD4＋やBystander T 6）

や制御性T細胞も含まれている。癌部浸潤リンパ球

における細胞障害性T細胞を定量化するためには，

CD8のほか，CD39，CD25などの多重染色が必要と

なるだろう。また，腫瘍特異的CD8＋T細胞が実際

エピトープ予測したneoantigen候補と反応するかど

うかは，テトラマーMHC-peptide （neoantigen候補）

及びCD8＋T細胞を用いたアッセイやBiacoreを用

いたTCR-p-MHCのアフィニティー測定が必須であ

り，これらは今後の課題である。
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