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1. 研究の背景と達成目標 

背景：現在の日本社会において 4 人に 1 人ががんで死亡することが示されている。がんに備えたより良い

社会システムの樹立には、がんの早期発見を目指した技術革新や、新たな治療薬の開発などの先進的なア

プローチに加え、個々の患者に合わせた既存のがん治療の最適化が枢要である。本邦では、免疫チェック

ポイント阻害薬 (ICI) が新たながん治療の選択肢として加わり、多様ながんに対して適応拡大され、一部

の症例では長期奏功も得られるようになったが、奏功率は全体の 20% 程度に留まり、奏功例の絞り込み

に有用な高精度なバイオマーカーの樹立が喫緊の課題である。近年のシングルセル解析技術の進展により、

1 細胞シークエンス（single-cell RNA sequencing, scRNA-seq）を用いた腫瘍微小環境の包括的解析が世界

的に加速しており、バイオマーカーの探索にも活用されつつある（Bagaev A et al., Cancer Cell, 2021）。こ

れにより、腫瘍に浸潤する多様な細胞集団の同定や分類に加え、細胞の分化経路や活性化状態の動的変化

を解析することが可能となってきた。一方で、各細胞、特に癌特異的 T 細胞が腫瘍組織内でどのような空

間的配置を取り、どのように相互作用しているかといった“細胞間の空間的関係”を可視化・評価する技術

は、依然として発展途上にある。 

目標：本研究では、腫瘍に浸潤する T 細胞をはじめとする免疫細胞について、1 細胞シークエンスに加え、

多重免疫染色、T 細胞受容体（TCR）レパトア解析、空間トランスクリプトーム解析、ならびに腫瘍浸潤

T 細胞（TIL）の機能解析を実施する。これら複数の解析手法から得られるデータを統合的に解析するこ

とで、癌特異的 T 細胞が腫瘍内のどこに、どのような活性化状態で分布・局在しているのかを可視化・定

量化する新たな解析基盤を構築する。 

2. 主な研究成果と社会、学術へのインパクト 

【開発項目 1】多重免疫染色・空間的遺伝子発現解析の統合的解析基盤の樹立 

Akoya 社の Fusion および Leica 社の Cell DIVE システム、ならびに画像解析ソフトウェア HALO を用

いた統合的解析基盤により、最大 32 種類の免疫関連マーカーによる多重免疫染色に加え、空間的トラ

ンスクリプトーム情報を同時に取得することが可能となった。 

【開発項目 2】癌特異性 T 細胞のもつ TCR のがん組織内での局在を同定 

凍結切片を用いた VISIUM とその基盤を活用した in situ TCR-seq により TCR を同定。クローナル増殖

している TCR の空間的局在を可視化し、癌特異的 TCR の機能的評価も同時に解析可能となった。 

【開発項目 3】臨床検体の前向きな収集 

解析基盤作成および最適化に必要な検体として、胃がん・肺がん・甲状腺がん・腎がんなどを中心に、

125 検体の生検もしくは外科切除検体を集積した。一部は ICI が投与され、治療効果を含めた臨床情報

が紐づいている。 
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3. 研究成果 

【開発項目 1 の成果】 

微小な腫瘍組織検体からより多くの情

報を得るため、最大 32 種類の免疫関連マ

ーカーによる多重免疫染色に加え、空間

的トランスクリプトーム情報を同時に取

得することが可能となった。例として、

甲状腺がんのホルマリン固定ブロックか

ら FFPE 切片を作成。1 枚を空間トラン

スクリプト―ム解析（VISIUM）に使用

し、それと接する 1 枚を Leica 社 Cell 

DIVE によって多重免疫染色を実施し

（32 免疫関連マーカー）、画像ソフト

HALO を用いて解析することが可能と

なった（右図）。 

 

【開発項目 2 の成果】 

凍結切片を用いた VISIUM とその基盤

を活用した in situ TCR-seq により TCR

を同定。クローナル増殖して

いる TCR の空間的局在を可視

化し、癌特異的 TCR の機能的

評価も同時に解析可能となっ

た。例として、非小細胞肺がん

の外科切除検体の一部を凍結

保存し、凍結切片を用いて空

間的トランスクリプトーム解

析 VISIUM を実施。さらに同

一 spot の RNA を用いて、in 

situ TCR-seq を実施した。以

下、クローナルに増殖している TCR が含まれる spot を色付けて示す（右上図）。 

 

さらに、腎臓がんを用いてシングルセル TCR-seq

を行い、クローナルに増幅している TCR を同定。

その TCR を同一患者由来の末梢血 T 細胞に導入し、

TCR-T 細胞を作成した。その TCR-T 細胞を同じ患

者の腫瘍組織から樹立した primary 細胞株と共培養

することで、癌特異的 T 細胞を同定することに成功

した（右下図）。 
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【開発項目 3 の成果】 

胃がん、肺がん、頭頸部がん、乳がんを中心に、合計 125 例の生検または外科的切除検体を収集した。

一部の症例では、免疫チェックポイント阻害剤（ICI）の単独投与、あるいは ICI と化学療法や分子標的

治療薬との併用療法が実施されており、治療効果を含む詳細な臨床情報と対応付けられている。今後は、

この解析基盤から得られるデータを活用し、病理学的に治療奏効が認められた症例（主に術前に ICI を含

む治療を受けた腫瘍組織）において、腫瘍局所で増殖している T 細胞クローンが、tissue residency を有

して腫瘍組織内に局在しているのか、三次リンパ濾胞のようなリンパ組織様構造内に集積しているのか、

あるいは末梢血やリンパ節内に分布しているのかについて、さらなる検討を進める予定である。 

 

4. 今後の展開 

本研究計画においては、空間トランスクリプトーム解析、in situ TCR シークエンス、および多重免疫

染色を同時に実施可能な統合的解析基盤の構築に成功した。本解析基盤の大きな特徴として、癌特異的

CD8 陽性 T 細胞の腫瘍組織内での局在をスライド上で可視化・評価できる点が挙げられ、これまで困難

であった特定の TCR を有する T 細胞の空間的位置情報の取得が可能となった。 

従来、TCR 配列の解析は主にシングルセル RNA-seq により 1 細胞レベルで実施されてきたが、それら

の T 細胞が腫瘍内のどこに存在し、どのような免疫細胞と相互作用しているかを明らかにすることは困

難であった。今回構築した解析基盤により、癌抗原特異的 CD8 陽性 T 細胞が腫瘍組織内でどのように局

在し、抑制性免疫細胞などとの相互作用を通じて機能制限を受けているのかを、空間的・機能的な観点か

ら総合的に解析することが可能となった。この技術的成果を米国の製薬企業に説明したところ、高い評価

を受け、現在、mRNA ワクチンを用いた臨床試験において、治療前後の腫瘍組織を対象としたシングル

セル RNA-seq および in situ TCR-seq の統合解析を実施する附随研究が進行中である。 

課題として、現在の解析基盤は 10x Genomics 社の VISIUM プラットフォームを活用しており、解析可

能なスポットごとのサイズが比較的大きいという技術的な制約が残っている。今後は、それぞれのスポッ

トに含まれる遺伝子変異や、そこから予測される変異由来の非自己抗原との関連性を明らかにすること

で、どのような抗原に対して T 細胞が活性化されやすいのかをより詳細に評価可能な解析基盤へと発展

させる。 
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