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緒緒  言言  

 

がん免疫療法の効果が証明されたが、未だ効果は不十分で、抗腫瘍免疫応答の本態解明、効果予測バイオマーカー、

より効果の高い治療が望まれている［1，2］。体細胞変異由来のがん抗原（ネオ抗原）は非自己として扱われ、強い免

疫応答を起こすことができるため、抗腫瘍免疫応答に重要である［3］。従って、ネオ抗原を特異的に認識して腫瘍細胞

を攻撃するエフェクターT細胞が、抗PD-1抗体により活性化して抗腫瘍効果を発揮するとされている［3］。我々はシ

ングルセルシークエンスでT細胞受容体（TCR）も同時に解析することで、T細胞クローンごとに表現型を明らかにし

た［4，5］。この方法で患者由来の腫瘍浸潤リンパ球（TIL）を解析し、同じ患者から樹立した腫瘍細胞株とエフェクタ

ーT細胞をアッセイし、ネオ抗原特異的エフェクターT細胞を正確に同定することに成功した。その網羅的遺伝子発現

データを解析したところ、ネオ抗原特異的エフェクターT細胞がPD-1などの従来から報告のある分子を発現していた

が、より特異的な分子として CXCL13 を同定した［4］。CXCL13 は濾胞性ヘルパーT 細胞（Tfh）／B 細胞を誘導し

腫瘍局所 3 次リンパ様構造（TLS）形成に重要なケモカインであり、ネオ抗原特異的エフェクターT 細胞が自ら      
Tfh／B細胞浸潤・TLS形成を誘導し、様々な抗原に対するエフェクターT細胞を誘導して抗腫瘍効果を発揮している

可能性が考えられた。そこで、ネオ抗原特異的エフェクターT細胞と腫瘍浸潤Tfh／B細胞の関係、その抗腫瘍免疫応

答での役割を解明する目的で本研究を行った。 
まずマウスモデルTIL を解析したところ抗PD-1 抗体に感受性の細胞株ではTfh やB 細胞浸潤が多く、耐性の細胞

株では少なかった。また CD8 陽性エフェクターT 細胞での CXCL13 発現も解析したところ、PD-1 陽性 CD8 陽性    
T 細胞での CXCL13 発現が感受性の細胞株では高かった。そこで、抗 CD8 抗体で CD8 陽性 T 細胞を除去したとこ

ろ、Tfh／B細胞浸潤は有意に減少し、また抗CXCL13抗体でも同様であった。さらにOVAを腫瘍細胞株に導入した

ところ、PD-1陽性CXCL13陽性CD8陽性T細胞浸潤、Tfh／B細胞浸潤も増えた。以上からTILの中でもネオ抗原

特異的エフェクターT 細胞が CXCL13 を介して Tfh／B 細胞浸潤を促し抗腫瘍免疫応答に寄与していることが示唆さ

れた。臨床検体の解析ではB細胞やPlasma細胞の浸潤を確認し、今後BCRの解析を統合する予定である。 
 

方方  法法  

 
11．．ママウウススモモデデルルででのの検検証証  

B6マウスベースで抗PD-1抗体感受性細胞株MC-38、E.G7と耐性細胞株B16F10、LL/2を皮下に移植し、TILを

フローサイトメトリーで解析した。特にPD-1発現やCXCL13発現、Tfh／B細胞浸潤について重点的に解析した。 
22．．除除去去抗抗体体ややブブロロッッキキンンググ抗抗体体ででのの検検証証  

CD8陽性T細胞の影響を明らかにするため、マウスモデルに感受性株を皮下移植して抗CD8抗体によりCD8陽性

T 細胞を除去し、TIL を Tfh／B 細胞浸潤に関してフローサイトメトリーで解析した。さらに抗 CXCL13 抗体でもブ

ロッキングしTILを解析した。 
33．．抗抗原原性性のの検検証証  

MHC クラス I（MHC-I）をCRISPR/Cas9 を用いて腫瘍細胞株で発現を調整してTIL のPD-1 発現やCXCL13 発
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現、Tfh／B細胞浸潤を解析した。さらに、マウスにとってのネオ抗原であるOVAの発現もウィルスを用いて腫瘍細胞

で調整して同様に解析した。OVA の中でも MHC-I に提示される配列と MHC-Ⅱに提示される配列があるため各々の

PD-1発現やCXCL13発現、Tfh／B細胞浸潤への影響を解析した。 
44．．臨臨床床検検体体のの解解析析  
患者由来の TIL を遺伝子発現と BCR を同時にシングルセルシークエンスし評価することで「腫瘍特異的 B 細胞」

の解析を行った。 
 

結結  果果  

  

11．．抗抗PPDD--11抗抗体体感感受受性性ママウウスス腫腫瘍瘍ににははTTffhh／／BB細細胞胞浸浸潤潤がが多多かかっったた  
B6マウスベースで抗PD-1抗体感受性細胞株MC-38、E.G7と耐性細胞株B16F10、LL/2を皮下に移植し、TILを

フローサイトメトリーで解析したところ、感受性株では PD-1 陽性 CXCL13 陽性 CD8 陽性 T 細胞が有意に多く浸潤

していた（図1A）。それに伴いTfh／B細胞浸潤も多かった（図1B）。 
 

 
 

図1．マウスモデルでのPD-1陽性CXCL13陽性CD8陽性T細胞とTfh／B細胞浸潤 
A） 腫瘍細胞株ごとのPD-1陽性CXCL13陽性CD8陽性T細胞浸潤。 
B） 腫瘍細胞株ごとのTfh／B細胞浸潤。 

One-way ANOVA test、** P < 0.01、*** P < 0.001、**** P < 0.0001、ns：not significant。 
  
22．．CCDD88陽陽性性TT細細胞胞由由来来ののCCXXCCLL1133ががTTffhh／／BB細細胞胞浸浸潤潤にに重重要要ででああっったた  
マウスモデルで抗CD8 抗体によりCD8 陽性T 細胞を除去し、感受性株を皮下移植してTIL をTfh／B 細胞浸潤を

解析したところ、Tfh／B 細胞浸潤は有意に減少していた（図 2A）。さらに抗 CXCL13 抗体でもブロッキングし TIL
を解析したところ、同様に減少していた（図2B）。 
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図2．CD8陽性T細胞除去やCXCL13ブロック時のTfh／B細胞浸潤 

A） CD8陽性T細胞除去時のTfh／B細胞浸潤。 
B） CXCL13ブロック時のTfh／B細胞浸潤。 
One-way ANOVA test：**** P < 0.0001。 

 
33．．MMHHCC--IIにに提提示示さされれるる抗抗原原ががTTffhh／／BB細細胞胞浸浸潤潤にに重重要要ででああっったた  
腫瘍細胞株のMHC -I をCRISPR/Cas9 を用いてノックアウトしてTIL のPD-1 発現やCXCL13 発現、Tfh／B 細

胞浸潤を解析したところ、有意に減少していた（図3A）。さらに、マウスにとってのネオ抗原であるOVAを腫瘍細胞

で発現させ、解析したところ、PD-1発現やCXCL13発現、Tfh／B細胞浸潤は有意に増加していた（図3B）。OVAの

中でもMHC-I に提示される配列とMHC-Ⅱに提示される配列があるため各々を発現させてPD-1 発現やCXCL13 発

現、Tfh／B 細胞浸潤を解析したところ、MHC-I に提示されるOVA はTfh／B 細胞浸潤を促したが、MHC-Ⅱに提示

されるOVAでは変化がなかった（図3B）。 

 
図3．MHC-I欠損やネオ抗原導入時のPD-1陽性CXCL13陽性CD8陽性T細胞やTfh／B細胞浸潤 

A） MHC-I欠損時のPD-1陽性CXCL13陽性CD8陽性T細胞やTfh／B細胞浸潤。 
B） ネオ抗原導入時のPD-1 陽性CXCL13 陽性CD8 陽性T 細胞やTfh／B 細胞浸潤。全長OVA

（OVA）とMHC-Iに提示されるOVA（OVA-I）、MHC-Ⅱに提示されるOVA（OVA-Ⅱ）を

それぞれ導入した。 
WT：野生型、One-way ANOVA test：* P < 0.05、** P < 0.01、*** P < 0.001、**** P < 0.0001、ns：
not significant。 
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44．．臨臨床床検検体体ででははBB細細胞胞・・PPllaassmmaa細細胞胞がが多多くく腫腫瘍瘍微微小小環環境境にに浸浸潤潤ししてていいたた  
患者由来のTIL を遺伝子発現とBCR を同時にシングルセルシークエンスし、TIL にB 細胞やPlasma 細胞が多い

ことを明らかにした。今後BCR配列を統合して解析する予定である。 

  

図4．臨床検体由来TILのシングルセルシークエンス 
 

考考  察察  

 
本研究ではヒト TIL のシングルセルシークエンスデータ並びにマウスモデルから腫瘍を特異的に攻撃する PD-1 陽

性CD8陽性T細胞がCXCL13を発現し、Tfh／B細胞の浸潤・TLS形成を促していることが示唆された。特にネオ抗

原である OVA を導入し CD8 陽性 T 細胞が活性化することで、この Tfh／B 細胞の浸潤がさらに促された。一方で

MHC-Ⅱに提示されるOVAではこの現象は観察されず、さらにCD8陽性T細胞を除去することやCXCL13をブロッ

クすることでもTfh／B細胞浸潤は完全にキャンセルされた。したがって、ネオ抗原を認識してがん細胞を直接認識し

て攻撃している CD8 陽性 T 細胞が CXCL13 を産生することで Tfh／B 細胞の浸潤を促して共にがん細胞を攻撃して

いることが示唆された。さらに患者検体のTIL をシングルセルシークエンスすることでB 細胞やPlasma 細胞が多く

浸潤していることを明らかにした。現在BCRのデータを統合し、腫瘍特異的B細胞を明らかにする予定である。 
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