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Background: Immune checkpoint inhibitors show limited efficacy in tumors with

low tumor mutational burden, partly due to insufficient neoantigen presentation.

Methods: We developed a novel approach for neoantigen identification using

circulating tumor cells (CTCs) isolated via leukapheresis and flow cytometry.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were collected from 11 stage IV

cancer patients and 2 healthy volunteers. CTCs were enriched by depleting

CD45+ hematopoietic cells and selecting CD45−Vimentin+ cells, which were

confirmed cytologically to contain malignant cells. Hematopoietic lineage

analysis showed that over 50% of the CTC fraction consisted of non-

hematopoietic cells. DNA extracted from both the CTC and normal

hematopoietic fractions underwent exome sequencing. Neoantigens were

identified using the Ancer
®
bioinformatics platform.

Results: In representative patients with gastric and salivary gland cancers, 94,636

and 46,423 CTCs were isolated, respectively. DNA yields were sufficient for

exome sequencing without amplification or extensive cell culture. A total of 102

(patient with gastric cancer) and 108 (patient with salivary gland cancer)

neoantigens were identified in each subject, including high-ranking T-cell

epitopes derived from single nucleotide variants and frameshift mutations.

According to the same procedures we could successfully identify a large

number of neoantigens from the CTCs of all stage IV cancer patients. This

confirms the feasibility of identifying individual patient-specific neoantigens from

CTCs without requiring tumor biopsies.

Conclusions: This is the first study to demonstrate successful neoantigen

identification using non-amplified CTCs isolated by apheresis and flow

cytometry. The approach provides a minimally invasive, scalable alternative for
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進行期がん患者において、
アフェレーシスを用いた
循環腫瘍細胞（CTC）の分離を通じて
ネオアンチゲンを同定する方法

¹ 東京医科大学 茨城医療センター 総合内科部門 内科（日本・茨城）、² 藤田医科大学（日本・豊明）、³ グランソール奈良（日本・奈良）
⁴ 銘煌CITクリニック（日本・東京）、⁵ 土方クリニック（日本・名古屋）、⁶ Biomedica Solution Inc.（日本・大阪）、
⁷ 武蔵野大学 薬学研究所（日本・東京）、⁸ EpiVax Inc.（米国・ロードアイランド州プロビデンス）、⁹ Novacellum Inc.（日本・東京）

背景：免疫チェックポイント阻害薬は、腫瘍変異負荷の低い腫瘍では効果が限定的であり、その
一因はネオアンチゲン提示の不足にある。 

方法：白血球アフェレーシス（leukapheresis）およびフローサイトメトリーを用いて分離した循
環腫瘍細胞（CTC）に基づき、ネオアンチゲンを同定する新規手法を開発した。末梢血単核球（
PBMC）は、ステージIVがん患者11例と健常ボランティア2名から採取した。CTCの濃縮は、CD45
陽性の造血系細胞を除去し、CD45陰性・Vimentin陽性細胞を選別することで行い、細胞学的検
査により悪性細胞を含むことを確認した。造血系系統解析では、CTC画分の50％超が非造血系
細胞で構成されていることが示された。CTC画分および正常造血系画分の双方から抽出した
DNAに対してエクソームシーケンスを実施した。ネオアンチゲンの同定には、Ancer®バイオイ
ンフォマティクス・プラットフォームを用いた。 

結果：代表例として、胃がんおよび唾液腺がんの患者から、それぞれ94,636個および46,423個
のCTCを分離した。得られたDNA量は、増幅や長期の細胞培養を行わずともエクソームシーケ
ンスに十分であった。各対象において、胃がん患者では102個、唾液腺がん患者では108個のネ
オアンチゲンを同定し、その中には一塩基多型由来変異（SNV）およびフレームシフト変異に由
来するT細胞エピトープが含まれていた。同一手順により、ステージIVがん患者全員のCTCから
多数のネオアンチゲンを同定することに成功した。これは、腫瘍生検を必要とせずに、患者個別
のネオアンチゲンをCTCから同定可能であることを示す。
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neoantigen discovery and may better capture tumor heterogeneity compared to

single-site biopsies. This method holds promise for enabling rapid, personalized

immunotherapy strategies, including peptide vaccines, dendritic cell vaccines,

and mRNA-based treatments.
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Introduction

The advent of immune checkpoint inhibitors, first introduced in

the early 2000s for metastatic melanoma patients, marked a

significant milestone in cancer treatment and brought

immunotherapy into the spotlight (1). Although the complete

response (CR) rate for immune checkpoint inhibitors remains

low, the overall disease control rate (which includes stable disease,

SD) has contributed to prolonged overall survival for many patients

(2, 3). However, the disease-control rate is still only 50% (4),

highlighting the need for new means of improving therapeutic

outcomes. Even though response rates have improved since the

early days of immune checkpoint inhibitor development, the

estimated response rate for ipilimumab—approved for

unresectable or metastatic melanoma – has only improved from

0.14% in 2011 to 12.46% in 2018 (5). The response rate of immune

checkpoint inhibitors varies significantly depending on the patient’s

tumor mutational burden (TMB), cancer type, and concomitant

therapy (6). Immunotherapy drugs have faced a major challenge in

treating patients with low TMB whose tumors harbor a limited

number of potential neoantigens, the targets of T cells unleashed by

checkpoint inhibitors, hindering their efficacy (7). To overcome this

limitation, additional strategies are needed to enhance the

therapeutic effectiveness of immune checkpoint inhibitors.

Neoantigens are tumor-specific antigens produced by tumor cells

through mechanisms such as genomic mutations, dysregulated RNA

splicing, abnormal post-translational modifications, and viral open

reading frames (8). Neoantigens, unlike tumor-associated antigens

(TAAs) which are non-mutated self-antigens, are not subject to

central T cell tolerance and have been shown to be highly

immunogenic (9). Bypassing central tolerance mechanisms enables

the immune system to activate stronger tumor-specific immune

responses. As a result, neoantigen-based therapies have the

potential to significantly improve treatment outcomes by enabling

precise targeting of individual tumors. However, many challenges

remain to be overcome for unlocking personalized tumor therapies

on a large scale. The collection of tumor biopsies, a critical first step in

developing personalized therapies, imposes practical and ethical

constraints and restricts treatment to patients with resectable

tumors. Circulating tumor cells (CTCs), released into the

bloodstream, offer a minimally invasive alternative. CTCs have

served as biomarkers for early detection, prognosis, and treatment

monitoring of cancers (10). Although methods for CTC enrichment

via apheresis and flow cytometry have been reported (11–13), the

utility for neoantigen identification remains unexplored. Here, we

present a novel workflow combining CTC isolation by FACS and

exome sequencing to detect tumor-specific neoantigens directly from

blood, offering a new direction for personalized immunotherapy.

Methods

Patient selection

This study was approved by the institutional review board of

Medical Cooperation “Isokai” (approval number: 201903), the

nonprofit organization “Kodomotachino Kodomotachino

Kodomotachinotameni” (approval number: 21-1), and Musashino

University (approval number: R1-1). Peripheral blood mononuclear

cells (PBMCs) were obtained from eleven stage IV cancer patients

(one with lung cancer, two with pancreatic cancer, one with

ampullary cancer, two with breast cancer, one with hepatocellular

carc inoma, one wi th b i l ia ry tract cancer , one with

rhabdomyosarcoma, one with stomach cancer, and one with

salivary gland cancer) after written informed consent was

obtained. Patients underwent dendritic cell-based immunotherapy

pulsed with tumor-associated antigens at Meiko CIT Clinic or

Kyushu Koseikai Clinic. PBMCs were also collected from two

healthy volunteers as controls after written informed consent was

obtained. Leukapheresis was performed on these volunteers at

Meiko CIT Clinic.

Leukapheresis

PBMCs were obtained from 5-liter leukapheresis procedures

performed on patients and healthy volunteers using the COBE

SPECTRA (Cobe Laboratories, Lakewood, CO, USA), as described

previously (14, 15). The collected cells were then separated by

density gradient centrifugation using Ficoll-Hypaque (Pharmacia

Biotech, Uppsala, Sweden). The light-density fraction, located at the

42.5–50% interface, was carefully recovered for further processing.

The cells were then re-suspended in cold phosphate-buffered saline

(PBS) and incubated on 10 cm plastic dishes (Primaria™™, Becton
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免疫チェックポイント阻害薬が、2000年代初頭に転移性悪性黒色腫の
患者に対して初めて導入され、がん治療における重要な節目となり、免
疫療法を広く注目の的とした（1）。免疫チェックポイント阻害薬の完全
奏効（CR）率は依然として低いものの、病勢安定（SD）を含む全体の病
勢制御率は、多くの患者において全生存期間の延長に寄与してきた（2, 
3）。しかしながら、その病勢制御率はなお50％にとどまり（4）、治療成績
を改善する新たな手段の必要性を示している。免疫チェックポイント阻
害薬の開発初期から反応率は改善してきたとはいえ、切除不能または
転移性悪性黒色腫に承認されたイピリムマブの推定奏効率は、2011
年の0.14％から2018年の12.46％へと向上したにすぎない（5）。免疫チ
ェックポイント阻害薬の奏効率は、患者の腫瘍変異負荷（TMB）、がん種
、併用療法により大きく異なる（6）。チェックポイント阻害薬によって解
放されたT細胞が標的とする潜在的ネオアンチゲンの数が限られる低
TMB患者では、有効性が阻害されやすく、免疫療法薬は大きな課題に
直面している（7）。この制約を克服するには、免疫チェックポイント阻害
薬の治療有効性を高める追加戦略が必要である。 

ネオアンチゲンは、ゲノム変異、RNAスプライシング異常、翻訳後修飾
の異常、ウイルスのオープンリーディングフレームなどの機序により腫
瘍細胞が産生する腫瘍特異的抗原である（8）。腫瘍随伴抗原（TAA）が
非変異の自己抗原であるのに対し、ネオアンチゲンは中枢性T細胞トレ
ランスの対象とならず、高い免疫原性を示すことが知られている（9）。中
枢トレランス機構を回避することで、免疫系はより強力な腫瘍特異的免
疫応答を活性化できる。その結果、ネオアンチゲンに基づく治療は、個
々の腫瘍を精密に標的化することにより、治療成績を大きく改善し得る
可能性を有する。しかし、個別化腫瘍治療を大規模に実現するには、な
お多くの課題を克服する必要がある。個別化治療の開発に不可欠な第
一歩である腫瘍生検の採取は、実務的かつ倫理的制約を伴い、治療対
象を切除可能腫瘍の患者に限定してしまう。血中に放出される循環腫
瘍細胞（CTC）は、低侵襲な代替手段を提供する。CTCは、がんの早期診
断、予後評価、治療モニタリングのバイオマーカーとして用いられてき
た（10）。アフェレーシスおよびフローサイトメトリーによるCTC濃縮法
は報告されているものの（11‒13）、ネオアンチゲン同定への有用性に
ついては未解明である。

そこで本研究では、蛍光活性化セルソーティング（FACS）によるCTC分
離とエクソームシーケンスを組み合わせ、血液から直接、腫瘍特異的ネ
オアンチゲンを検出する新規ワークフローを提示し、個別化免疫療法
に新たな方向性を示す。

本研究は、医療法人「医創会」（承認番号：201903）、特定非営利活動法
人「こどもたちのこどもたちのこどもたちのために」（承認番号：21-1）、
および武蔵野大学（承認番号：R1-1）の審査委員会の承認を受けた。末
梢血単核球（PBMC）は、ステージIVのがん患者11例（肺がん1例、膵が
ん2例、乳頭部がん1例、乳がん2例、肝細胞がん1例、胆道がん1例、横紋
筋肉腫1例、胃がん1例、唾液腺がん1例）から、文書によるインフォーム
ド・コンセント取得後に採取した。その後患者は、銘煌CITクリニックま
たは九州厚生会クリニックにおいて、腫瘍随伴抗原でパルスした樹状
細胞（DC）ベースの免疫療法を受けた。対照として、健常ボランティア2
名からも、文書によるインフォームド・コンセント取得後にPBMCを採取
した。白血球アフェレーシスは、これらのボランティアに対して銘煌CIT
クリニックで実施した。

PBMCは、COBE SPECTRA（Cobe Laboratories, Lakewood, CO, USA）を
用い、既報（14, 15）のとおり患者および健常ボランティアに実施した5
リットルの白血球アフェレーシスにより取得した。回収細胞は、
Ficoll-Hypaque（Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden）を用いた密度
勾配遠心により分離した。軽比重画分は42.5‒50%界面に位置し、以降
の処理のため注意深く回収した。

本手法は、ペプチドワクチン、樹状細胞ワクチン、mRNAワクチン治療を含む、迅速で個別化され
た免疫療法戦略の実現に資する可能性を有する。

キーワード

アフェレーシス、CTC、ネオアンチゲン、CD45、EpCAM、ビメンチン 

はじめに 

方法

患者選択

白血球アフェレーシス
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Dickinson, Mountain View, CA, USA) at 37°C for 30 minutes to

allow adherence. After incubation, the non-adherent cells

(monocyte-depleted PBMCs; m-PBMCs) were collected and

cryopreserved in Cell Banker (ZENOAQ, Fukushima, Japan) for

circulating tumor cell (CTC) isolation. The remaining adherent

cells were used for dendritic cell (DC) preparation.

Flow cytometric analysis and sorting

After thawing, the cryopreserved cells were washed with PBS

containing 2% feta l bovine serum (FBS) and 2 mM

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), then used subsequent

staining analysis and cell sorting. Antibodies were added at

optimal concentrations, followed by incubation at 4°C for 30

minutes, allowing for staining of the target cell populations. The

following antibodies were used in the study: CD45 PE (BioLegend,

San Diego, CA, USA), Cell-Surface Vimentin (CSV, clone 84-1)

APC (Abnova, Taipei, Taiwan), PE mouse IgG1 k isotype control

and APC mouse IgG2b k isotype control (BioLegend), Pacific

Blue™ anti-human Lineage Cocktail (BioLegend), Human

Lineage Cocktail 4 (BD Biosciences Pharmingen), and EpCAM

FITC (Biomab, Taipei, Taiwan). To exclude dead cells, propidium

iodide (PI; Sigma-Aldrich) staining or 7-Aminoactinomycin D

(7AAD) was occasionally used. Cells were analyzed and sorted

using an SH800 cell sorter (Sony, Tokyo, Japan).

Papanicolaou staining

About two to three thousand cells that had been obtained as

described above were suspended in a small amount of PBS, smeared

onto glass slides, and fixed using M-FIX™ Spray (Sigma-Aldrich).

After fixation, the cells were subjected to Papanicolaou staining for

cytological analysis.

Deoxyribonucleic acid extraction

DNA was extracted from the sorted cell fractions using the

QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Germany) according to

the manufacturer’s instructions. The concentration of DNA in all

samples was evaluated by Quantus™ Fluorometer (Promega

Corporation, Madison, WI, USA) using QuantiFluor® ONE

dsDNA System (Promega Corporation). Samples with a DNA

concentration of at least 240 ng were used for exome

sequencing analysis.

Exome sequencing

Exome sequencing was outsourced to the Kazusa DNA

Research Institute (Chiba, Japan).

Exome sequencing conditions
The Twist exome panel was used, covering an approximate

region size of 50 Mbp. Library preparation was performed using

ultrasonic fragmentation with the Picoruptor and the KAPA Hyper

Prep kit.

Analysis conditions
The analysis was conducted at the DNA Chip Research

Institute. Coverage ranged from approximately 100X to 200X

(Seq QC standard), with a target of 10 Gb and surface coverage

of 200X. The reference genome used was hg38. Tumor-normal

somatic analysis was performed using Strelka, and HLA typing was

carried out with Kourami. The custom exome panel covered the

combined gene regions of TWIST Biosciences’ TWIST Alliance

VCGS Exome and TWIST Exome 2.0. Sequencing was run on

Illumina’s NextSeq2000 in 150 base PE mode, generating VCF files.

Neoantigen identification

VCF files generated from the exome sequencing were analyzed

with the Ancer® platform (EpiVax Therapeutics) to identify patient-

specific neoantigens (16). Briefly, paired normal/mutated amino acid

segments were extracted for each mutation yielding non-synonymous

changes. Paired sequences were then assessed by EpiMatrix for the

presence of putative HLA Class I and HLA Class II T-cell epitopes

restricted by the patients’ HLAs. Predicted T-cell epitopes that were

newly detected in tumor sequences or that exhibited a significant

change in EpiMatrix score, as compared to their normal counterpart,

were labeled as neoepitopes. Neoepitopes were further screened with

JanusMatrix to flag and remove those sequences with extensive cross-

conservation with the human proteome. Source mutated sequences

were then trimmed to generate 14- to 25-mer neoantigen sequences

containing non-self HLA Class I and/or HLA Class II neoepitopes.

Neoantigens were subsequently ranked based on their predicted

immunogenicity and assigned an Ancer score.

Results

Flow cytometric analysis of m-PBMCs

Figure 1 shows the results of the flow cytometric analysis of m-

PBMCs from a stage IV patient with ampullary cancer, stained with

anti-EpCAM antibody (Figure 1A) and anti-Vimentin antibody

(Figure 1B). The proport ions of CD45−EpCAM+ and

CD45−Vimentin+ cells were 0.43% and 0.80%, respectively. The

intensity of CD45−EpCAM+ cells staining was considerably lower

than CD45−Vimentin+ cells, making it difficult to conclusively

determine the presence of CD45−EpCAM+ cells in Figure 1A. The

proportion of CD45−EpCAM+ cells and CD45−Vimentin+ cells

were found to be very low in samples collected from two healthy

volunteers, with values of 0.057% and 0.083%, respectively,
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細胞は冷却したリン酸緩衝食塩水（PBS）に再懸濁し、10 cmプラスチッ
クディッシュ（Primaria™™，Becton-Dickinson, Mountain View, CA, 
USA）上で37°C、30分間インキュベートして付着を促した。インキュベー
ト後、非付着細胞（単球除去PBMC；m-PBMC）を回収し、循環腫瘍細胞（
CTC）分離のためCell Banker（ゼノアック、福島、日本）で凍結保存した。
残りの付着細胞は樹状細胞（DC）調製に用いた。

解析はDNAチップ研究所で実施した。カバレッジは約100X～200X（
Seq QC標準）で、目標リード量は10 Gb、サーフェスカバレッジは200X
とした。参照ゲノムはhg38を用いた。腫瘍̶正常の体細胞変異解析は
Strelkaで行い、HLAタイピングはKouramiで実施した。カスタムエクソ
ームパネルは、TWIST BiosciencesのTWIST Alliance VCGS Exomeおよ
びTWIST Exome 2.0の遺伝子領域を統合してカバーした。シーケンシ
ングはIllumina NextSeq2000で150塩基ペアードエンド（PE）モードに
より行い、VCFファイルを生成した。

エクソームシーケンスで得られたVCFファイルをAncer®プラットフォー
ム（EpiVax Therapeutics）で解析し、患者特異的ネオアンチゲンを同定
した（16）。概要として、非同義変化を生じる各変異について、正常配列
と変異配列のアミノ酸セグメントのペアを抽出した。抽出したペア配列
は、患者のHLAに拘束される仮想的なHLAクラスIおよびクラスIIのT細
胞エピトープの存在についてEpiMatrixで評価した。腫瘍配列で新たに
検出された、または正常側と比較してEpiMatrixスコアに有意な変化が
みられた予測T細胞エピトープをネオエピトープとラベル付けした。さ
らにJanusMatrixにより、ヒトプロテオームとの広範な交差保存性を示
す配列をフラグ付けして除外した。次に、変異由来の元配列をトリミン
グして、自己非由来のHLAクラスIおよび／またはクラスIIネオエピトー
プを含む14～25-merのネオアンチゲン配列を作成した。最後に、予測
免疫原性に基づきネオアンチゲンを順位付けし、Ancerスコアを付与し
た。

図1は、乳頭部がんステージIV患者由来のm-PBMCについて、抗EpCAM
抗体（図1A）および抗Vimentin抗体（図1B）で染色したフローサイトメ
トリー解析の結果を示す。CD45－EpCAM+細胞およびCD45－
Vimentin+細胞の割合は、それぞれ0.43％と0.80％であった。CD45－
EpCAM+細胞の染色強度はCD45－Vimentin+細胞よりも著しく低く、
図1AではCD45－EpCAM+細胞の存在を確定的に示すことが困難であ
った。

Twist社のエクソームパネルを使用し、約50 Mbpの領域をカバーした。
ライブラリー調製は、Picoruptorによる超音波断片化とKAPA Hyper 
Prepキットを用いて実施した。

凍結保存細胞を解凍後、2%胎牛血清（FBS）および2 mMエチレンジア
ミン四酢酸（EDTA）を含むPBSで洗浄し、その後の染色解析およびセル
ソーティングに供した。抗体は最適濃度で添加し、4°Cで30分間インキ
ュベートして標的細胞集団を染色した。本研究で使用した抗体は以下
のとおりである：CD45 PE（BioLegend, San Diego, CA, USA）、細胞表面
ビメンチン（CSV、クローン84-1）APC（Abnova, Taipei, Taiwan）、PE 
mouse IgG1 κアイソタイプコントロールおよびAPC mouse IgG2b κ
アイソタイプコントロール（BioLegend）、Pacific Blue™ 抗ヒトLineage
カクテル（BioLegend）、Human Lineage Cocktail 4（BD Biosciences 
Pharmingen）、EpCAM FITC（Biomab, Taipei, Taiwan）。死細胞除外に
は、プロピジウムヨウ化物（PI；Sigma-Aldrich）染色、または7-アミノア
クチノマイシンD（7AAD）を随時用いた。細胞の解析およびソーティン
グは、SH800セルソーター（Sony, Tokyo, Japan）で実施した。

フローサイトメトリー解析およびソーティング

エクソームシーケンス条件

解析条件

ネオアンチゲン固定

m-PBMCのフローサイトメトリー解析

前述の手順で得た約2,000～3,000個の細胞を少量のPBSに懸濁し、ガ
ラススライドに塗抹したのち、M-FIX™スプレー（Sigma-Aldrich）で固定
した。固定後、細胞学的解析のためにパパニコロウ染色を施した。

パパニコロウ染色

ソーティングした各細胞画分からのDNA抽出は、QIAamp DNA Mini 
Kit（Qiagen GmbH, Germany）を用い、製造業者の手順に従って実施し
た。全サンプルのDNA濃度は、QuantiFluor® ONE dsDNA System 
（Promega Corporation）を用い、Quantus™ Fluorometer（Promega 
Corporation, Madison, WI, USA）で評価した。DNA濃度が少なくとも
240 ngのサンプルを、エクソームシーケンス解析に供した。

デオキシリボ核酸の抽出

結果
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FIGURE 1

(A) Flow cytometric analysis of monocyte-depleted PBMCs(m-PBMCs) obtained from an ampullary cancer patient. The y-axis indicates the intensity
of CD45 PE and the x-axis, that of EpCAM FITC. (B) Flow cytometric analysis of m-PBMC obtained from the same patient. The y-axis indicates the
intensity of CD45 PE and the x-axis, that of vimentin APC.

observed for the first volunteer (Figures 2A, B), and 0.072% and

0.057%, respectively, for the second volunteer.

Figure 3 presents the results of the flow cytometric analysis of m-

PBMCs from a stage IV pancreatic cancer patient. The CD45−EpCAM+

fraction (Figure 3A) contained very few cells (0.05%), whereas the

CD45−Vimentin+ fraction (Figure 3B) had a higher cell count at 0.32%.

CD45−Vimentin+ cell staining exhibited higher intensity than

CD45−EpCAM+ cells, a pattern that was consistent in m-PBMCs

across all stage IV cancer patients analyzed in this study.

Epithelial malignant tumor cells typically express the epithelial

marker EpCAM on their surface; however, they often undergo

epithelial-mesenchymal transition (EMT), leading to the loss of

EpCAM and the expression of mesenchymal markers such as

vimentin. EMT is known to occur frequently in pancreatic cancer

(17), which aligns with the results in Figure 3. It is likely that CTCs

from the cancer patients included in this study had undergone

substantial EMT, reducing the number of cells detected with the

anti-EpCAM antibody. Furthermore, reports suggest that CTCs are

more effectively captured by the anti-Vimentin antibody than by

the anti-EpCAM antibody (18). Therefore, the subsequent study

was conducted using the anti-Vimentin antibody. In the flow

cytometric analysis of m-PBMCs obtained from all stage IV

FIGURE 2

(A) Flow cytometric analysis of monocyte-depleted PBMCs(m-PBMCs) obtained from a healthy volunteer. The y-axis indicates the intensity of CD45
PE and the x-axis, that of EpCAM FITC. (B) Flow cytometric analysis of m-PBMC obtained from the same subject. The y-axis indicates the intensity of
CD45 PE and the x-axis, that of vimentin APC.
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健常ボランティア2名から採取した試料では、CD45－EpCAM+細胞お
よびCD45－Vimentin+細胞の割合はいずれも非常に低く、ボランティ
ア1名目ではそれぞれ0.057％および0.083％（図2A、B）、2名目ではそ
れぞれ0.072％および0.057％であった。図3は、膵がんステージIV患者
由来のm-PBMCの解析結果を示す。CD45－EpCAM+画分（図3A）に含
まれる細胞はごくわずか（0.05％）だったのに対し、CD45－Vimentin+
画分（図3B）は0.32％と高かった。CD45－Vimentin+細胞の染色強度
はCD45－EpCAM+細胞より高く、このパターンは本研究で解析したす
べてのステージIVがん患者のm-PBMCで一貫して認められた。

図1
(A) 乳頭部がん患者から得た単球除去PBMC（m-PBMCs）のフローサイトメトリー解析。y軸はCD45 PEの強度、x軸はEpCAM FITCの強度を示す。
(B) 同一患者由来のm-PBMCのフローサイトメトリー解析。y軸はCD45 PEの強度、x軸はVimentin APCの強度を示す。

図2
(A) 健常ボランティアから得た単球除去PBMC（m-PBMCs）のフローサイトメトリー解析。y軸はCD45 PEの強度、x軸はEpCAM FITCの強度を示す。
(B) 同一被験者由来のm-PBMCのフローサイトメトリー解析。y軸はCD45 PEの強度、x軸はVimentin APCの強度を示す。

上皮性悪性腫瘍細胞は一般に細胞表面に上皮マーカーEpCAMを発現
するが、しばしば上皮間葉転換（EMT）を起こし、EpCAMを喪失して
Vimentinなどの間葉系マーカーを発現する。EMTは膵がんで高頻度に
生じることが知られており（17）、図3の結果と整合する。本研究対象患
者のCTCは高度のEMTを経ていた可能性が高く、そのため抗EpCAM抗
体で検出される細胞数が減少していたと考えられる。さらに、CTCは抗
EpCAM抗体よりも抗Vimentin抗体でより効率よく捕捉されるとする報
告もある（18）。このため、以降の研究では抗Vimentin抗体を用いて実
施した。
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FIGURE 3

(A) Flow cytometric analysis of monocyte-depleted PBMCs(m-PBMCs) obtained from a pancreatic cancer patient. The y-axis indicates the intensity
of CD45 PE and the x-axis, that of EpCAM FITC. (B) Flow cytometric analysis of m-PBMC obtained from the same patient. The y-axis indicates the
intensity of CD45 PE and the x-axis, that of vimentin APC.

cancer patients via apheresis, a significant number of cells were

observed in the CD45−Vimentin+ fractions, whereas these fractions

contained very few cells in healthy individuals. This suggested that

the cells in the CD45−Vimentin+ fractions may represent circulating

tumor cells (CTCs). To confirm this hypothesis, the following

experiments were conducted.

Cytology and hematopoietic lineage
investigation of CD45-Vimentin+ fraction
cells

Next, we examined whether cancer cells were present in the

CD45-Vimentin+ fraction by cytological examination. After sorting

the cells in the CD45+Vimentin- and CD45-Vimentin+ fractions,

smeared and fixed cells were stained with Papanicolaou stain, as

shown in Figure 4. Figure 4A shows the results from a stage IV

breast cancer patient: all cells in the CD45+Vimentin- fraction were

normal lymphocytes. In contrast, the CD45-Vimentin+ fraction

contained a cluster of atypical cells, with a pathological diagnosis

of Class V. Figure 4B shows cells from a stage IV hepatocellular

carcinoma patient. Similar to Figure 4A, only normal lymphocytes

(small and large lymphocytes) were observed in the

CD45+Vimentin- fraction. In the CD45-Vimentin+ fraction,

however, a cluster of atypical cells was also seen, with again a

pathological diagnosis of Class V. Based on these results, the CD45-

Vimentin+ fraction, which we presumed to be the CTC fraction,

indeed contains cancer cells.

FIGURE 4

Cytological examination of CD45+Vimentin- and CD45-Vimentin+ fraction cells. Papanicolaou staining was done on smeared and fixed cells.
(A) Cells of CD45+Vimentin- and CD45-Vimentin+ fraction obtained from a stage IV breast cancer patient. (B) Cells of CD45+Vimentin- and CD45-

Vimentin+ fraction obtained from a stage IV breast hepatocellular carcinoma patient.
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図3
(A) 膵がん患者から得た単球除去PBMC（m-PBMCs）のフローサイトメトリー解析。y軸はCD45 PEの強度、x軸はEpCAM FITCの強度を示す。
(B) 同一患者由来のm-PBMCのフローサイトメトリー解析。y軸はCD45 PEの強度、x軸はVimentin APCの強度を示す。

図4
CD45+Vimentin－画分およびCD45－Vimentin+画分細胞の細胞学的検査。塗抹・固定細胞にパパニコロウ染色を実施した。
(A) ステージIV乳がん患者由来のCD45+Vimentin－画分およびCD45－Vimentin+画分の細胞。
(B) ステージIV肝細胞がん患者由来のCD45+Vimentin－画分およびCD45－Vimentin+画分の細胞。

アフェレーシスで得た全ステージIVがん患者のm-PBMCに対するフロ
ーサイトメトリー解析では、CD45－Vimentin+画分に有意な数の細胞
が認められた一方で、健常者では同画分の細胞は極めて少なかった。
これらの所見は、CD45－Vimentin+画分の細胞が循環腫瘍細胞（CTC）
を表している可能性を示唆する。これを検証するため、以下の実験を行
った。

次に、細胞学的検査により、CD45－Vimentin+画分にがん細胞が存在
するかどうかを検討した。

CD45+Vimentin－画分およびCD45－Vimentin+画分で細胞をソーテ
ィングした後、塗抹・固定し、図4に示すようにパパニコロウ染色を行っ
た。図4AはステージIV乳がん患者の結果であり、CD45+Vimentin－画
分に含まれる細胞はすべて正常リンパ球であった。これに対し、CD45
－Vimentin+画分には異型細胞の集簇が認められ、病理診断はClass V
であった。図4BはステージIV肝細胞がん患者の細胞を示す。図4Aと同
様に、CD45+Vimentin－画分では（小型・大型）正常リンパ球のみが観
察された。一方、CD45－Vimentin+画分でも異型細胞の集簇が確認さ
れ、やはり病理診断はClass Vであった。これらの結果に基づき、CTC画
分と推定したCD45－Vimentin+画分には、実際にがん細胞が含まれて
いることが示された。

CD45－Vimentin+画分細胞の細胞学および
造血系系統の検討
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We next examined the proportion of cancer cells within the

CD45-Vimentin+ fraction (CTC fraction). In this analysis, we used

the Human Lineage Cocktail 4 (containing antibodies against CD2,

CD3, CD4, CD7, CD8, CD10, CD11b, CD14, CD19, CD20, CD56,

and CD235a), which reacts with most hematopoietic cells, to assess

the extent of hematopoietic cell contamination in the CTC fraction.

This would enable the estimation of the proportion of cancer cells

within this fraction. Figure 5 shows the lineage analysis of

hematopoietic cells in the CTC fraction of a hepatocellular

carcinoma patient. The CTC fraction of this patient (Figure 5A)

was reanalyzed with anti-CD45 antibody and anti-human Lineage

Cocktail 4, revealing that 71.0% of the cells were non-hematopoietic

(Figure 5B: CD45+Vimentin-, Figure 5C: CD45-Vimentin+),

suggesting that these cells are circulating cancer cells. Table 1

presents the results of hematopoietic lineage analysis in the m-

PBMCs of four additional patients, showing that 50.2% to 73.4% of

the cells in the CTC fraction could be categorized as cancer cells. In

summary, these results confirm the presence of cancer cells in the

CTC fraction, with a purity of at least 50%.

Identification of neoantigens using cells
from the CTC fraction and normal
hematopoietic cells

To achieve accurate neoantigen identification, exome

sequencing must be performed by amplification of DNA or

culturing of CTCs obtained from the circulating tumor cells. This

requires both high purity of the cell population, and a sufficient

quantity of CTCs. The CTC fraction sorted in this study met these

conditions without nucleic acid amplification or cell culture,

allowing us to proceed with exome sequencing and neoantigen

identification. Figure 6 shows the flow cytometric analysis of m-

PBMCs from a stage IV gastric cancer patient. The m-PBMCs from

this patient were divided into four vials, with the analysis of one vial

shown in Figure 6. Sorting was performed to separate the

CD45+Vimentin- fraction (normal hematopoietic fraction),

consisting of normal hematopoietic cells, and the CD45-

Vimentin+ fraction (CTC fraction), mainly composed of CTCs. A

total of 45,665 cells were obtained from the CTC fraction. Sorting of

the normal hematopoietic fraction was stopped once 3 million cells

were collected. Another vial of m-PBMCs was similarly sorted,

yielding 48,971 cells from the CTC fraction. In total, 94,636 cells

were collected from the CTC fraction contained in two vials of m-

PBMCs, and 360 ng of DNA was extracted from these isolated CTC.

Next, 1,260 ng of DNA was extracted from the 3 million cells in the

normal hematopoietic fraction.

Exome sequencing was performed on DNA obtained from the

normal hematopoietic fraction and the CTC fraction, followed by

neoant igen ident ificat ion . Exome sequencing of the

CD45+Vimentin- cells (normal hematopoietic fraction) and the

CD45-Vimentin+ cells (CTC fraction) were carried out, and 102

neoantigens were identified using the Ancer platform in the patient

with gastric cancer. The top ranked 30 neoantigens identified with

Ancer are shown in Table 2, where long neoantigen peptides may

contain multiple overlapping (short) HLA-binding cores. Most

neoantigens were derived from single nucleotide variations

(SNVs), although one neoantigen (ranked #1) was identified from

a frameshift mutation. Figure 7 shows the flow cytometric profile of

a stage IV salivary gland cancer patient, from which CTC were

collected. A total of 603 ng of DNA was extracted from the 46,423

cells in the CTC fraction of this patient. Exome sequencing of the

FIGURE 5

Hematopoietic lineage investigation of CD45-Vimentin+ fraction cells. (A) Flow cytometric analysis of m-PBMC obtained from a hepatocellular
carcinoma patient. The y-axis indicates the intensity of CD45 PE and the x-axis, that of vimentin APC. (B) Flow cytometric lineage analysis of
CD45+Vimentin- fraction cells in (A). The y-axis indicates the event of cells and the x-axis, the intensity of human lineage cocktail 4 Pacific blue. (C)
Flow cytometric lineage analysis of CD45-Vimentin+ fraction cells in (A). The y-axis indicates the event of cells and the x-axis, the intensity of human
lineage cocktail 4 Pacific blue.
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図5
CD45－Vimentin+画分細胞の造血系リニエージ解析。
(A) 肝細胞がん患者由来m-PBMCのフローサイトメトリー解析。y軸はCD45 PEの強度、x軸はVimentin APCの強度を示す。
(B) (A)のCD45+Vimentin－画分細胞のフローサイトメトリーによるリニエージ解析。y軸は細胞イベント数、x軸はhuman lineage cocktail 4 Pacific blueの強度。
(C) (A)のCD45－Vimentin+画分細胞のフローサイトメトリーによるリニエージ解析。y軸は細胞イベント数、x軸はhuman lineage cocktail 4 Pacific blueの強度。

次に、CD45－Vimentin+画分（CTC画分）におけるがん細胞の割合を
検討した。本解析では、CTC画分中の造血系細胞混入の程度を評価す
るため、多くの造血系細胞に反応するHuman Lineage Cocktail 4（CD2
、CD3、CD4、CD7、CD8、CD10、CD11b、CD14、CD19、CD20、CD56、
CD235aに対する抗体を含む）を用いた。これにより、当該画分における
がん細胞の割合を推定できる。図5は、肝細胞がん患者のCTC画分にお
ける造血系リニエージ解析を示す。該患者のCTC画分（図5A）を抗
CD45抗体および抗ヒトLineage Cocktail 4で再解析したところ、細胞の
71.0％が非造血系であることが判明した（図5B：CD45+Vimentin－、図
5C：CD45－Vimentin+）。これは、これらの細胞が循環がん細胞である
ことを示唆する。表1には、さらに4名の患者のm-PBMCにおける造血系
リニエージ解析の結果を示し、CTC画分中の細胞の50.2％から73.4％
ががん細胞に分類可能であったことが示されている。総じて、これらの
結果は、CTC画分に少なくとも50％の純度でがん細胞が存在すること
を確認するものである。

図6は、ステージIV胃がん患者由来のm-PBMCのフローサイトメトリー
解析を示す。同患者のm-PBMCは4本のバイアルに分注し、そのうち1本
の解析結果を図6に示した。ソーティングでは、正常造血細胞から成る
CD45+Vimentin－画分（正常造血画分）と、主としてCTCから成るCD45
－Vimentin+画分（CTC画分）を分離した。CTC画分からは合計45,665
個の細胞を得た。正常造血画分のソーティングは、300万個の細胞が回
収された時点で終了した。別のバイアルについても同様にソーティン
グを行い、CTC画分から48,971個の細胞を得た。結果として、2本の
m-PBMCバイアルに含まれるCTC画分から合計94,636個の細胞を回収
し、これらの分離CTCからは360 ngのDNAを抽出した。次に、正常造血
画分の300万個の細胞から1,260 ngのDNAを抽出した。
正常造血画分およびCTC画分から得られたDNAに対してエクソームシ
ーケンスを実施し、その後ネオアンチゲン同定を行った。CD45+Vi-
mentin－細胞（正常造血画分）およびCD45－Vimentin+細胞（CTC画
分）についてエクソームシーケンスを行い、胃がん患者ではAncerプラ
ットフォームにより102個のネオアンチゲンを同定した。Ancerで同定さ
れた上位30個のネオアンチゲンを表2に示す。ここで、長いネオアンチ
ゲンペプチドには、複数の短いHLA結合コアが重なって含まれる場合
がある。ネオアンチゲンの大半は一塩基変異（SNV）に由来していたが、
1つ（順位1位）はフレームシフト変異に由来していた。図7はステージIV
唾液腺がん患者のフローサイトメトリープロファイルを示し、この患者
からCTCを回収した。

正確なネオアンチゲン同定を達成するには、少数のCTCの場合、DNA
を増幅するか、あるいはCTCを培養してエクソームシーケンスを行う必
要がある。この様な操作を必要としない場合は、細胞集団の高い純度と
、十分量のCTCの双方が求められる。本研究でソーティングしたCTC画
分は、核酸増幅や細胞培養を用いることなくこれらの条件を満たし、エ
クソームシーケンスおよびネオアンチゲン同定を実施可能であった。

CTC画分細胞および正常造血細胞を用いた
ネオアンチゲンの同定
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TABLE 1 Hematopoietic lineage analysis in the m-PBMCs obtained from
stage IV cancer patients.

Cancer Type lineage-(%) lineage+(%)

hepatocellular carcinoma 71.0 29.0

rhabdomyosarcoma 50.2 49.8

biliary tract canccer 73.4 26.6

breast cancer 1 71.2 28.8

breast cancer 2 72.4 27.8

CD45+Vimentin- cells (normal hematopoietic fraction) and the

CD45-Vimentin+ cells (CTC fraction) were carried out, and 108

neoantigens were identified using the Ancer platform in the patient

with salivary gland cancer. The top ranked 30 neoantigens are

shown in Table 3 similar to Table 2. A neoantigen derived from

frameshift mutation (ranked #21) was also detected. According to

the above procedures we could successfully identify a large number

of neoantigens from the CTCs of all stage IV cancer patients

examined to date.

Discussion

CTC collection using apheresis

The development and application of apheresis to isolate

circulating tumor cells (CTCs) represents a significant

advancement in cancer research and therapeutic strategies. Most

studies utilizing apheresis for CTC collection have focused on

FIGURE 6

Flow cytometric analysis of monocyte-depleted PBMCs(m-PBMCs)
obtained from a stage IV gastric cancer patient. The y-axis indicates
the intensity of CD45 PE and the x-axis, that of vimentin APC.
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evaluating treatment efficacy (19–21), prognostic predictions (22,

23), and liquid biopsies (24). The diagnostic leukapheresis

significantly improved the detection frequency of CTCs, making

it a clinically safe and effective method (25). Another study further

emphasized the non-invasive nature of apheresis for collecting a

substantial number of CTCs (26). While recent investigations have

extended into RNA sequencing (27) and transplantation of cultured

mammospheres into nude mice (28), our study is the first to

successfully identify neoantigens using CTCs without nucleic acid

amplification or extensive cell culture. The existence of malignant

cells in CTC fractions was confirmed by cytological examination,

and the lineage investigation by flow cytometric analysis revealed

that at least 50% of cells in CTC fractions were not of hematopoietic

origin, but were instead composed of cancer cells in relatively high

purity. We could determine neoantigens from cancer patients

without obtaining tumor tissue using cells sorted from the CTC

fraction and normal blood cells. This success was enabled by the

ability of our apheresis approach to yield a sufficient number of

highly pure CTCs.

Intratumoral and intertumoral
heterogeneity

Cancer exhibits both intratumoral and intertumoral

heterogeneity, which complicates the identification of neoantigens

that reflect the tumor’s overall profile (29, 30). Studies have shown

that only a small fraction of neoantigens is shared across multiple

metastatic sites, with primary and metastatic lesions sharing an

average of 19.6% of neoantigens in lung cancer cases (31). Another

study revealed that only 4.4% of neoantigens were shared across all

metastatic and primary lesions in a single patient (32). These findings

underscore the necessity of incorporating information from multiple

tumor sites to identify neoantigens that represent the entirety of the

tumor’s genetic landscape. Previous study demonstrated that CTCs

can monitor tumor heterogeneity and provide diagnostic value (11).

In this context, CTCs offer a significant advantage by capturing

genetic variations not detected in bulk analyses of primary tumors,

and the ability of CTCs to provide comprehensive genomic

information is particularly noteworthy. Several studies also indicate

that CTCs may capture genetic variations not detected in bulk tumor

analyses. For example, analyses of melanoma and breast cancer

patients have demonstrated that driver mutations present in both

primary and metastatic lesions can be detected in CTCs, as well as

additional mutations from micrometastatic sites (33, 34). This

evidence suggests that neoantigens identified using CTCs have the

potential to represent the overall heterogeneity of the patient’s cancer,

thereby enhancing the efficacy of personalized immunotherapy.

Advantages of CTC-derived neoantigen
identification

The identification of neoantigens using apheresis-derived

circulating tumor cells (CTCs) provides several distinct

Frontiers in Immunology 07 frontiersin.org

図6
ステージIV胃がん患者から得た単球除去PBMC（m-PBMCs）のフローサイトメトリー解析。 
y軸はCD45 PEの強度、x軸はVimentin APCの強度を示す。

CTC画分46,423個の細胞から、合計603 ngのDNAを抽出した。
CD45+Vimentin－細胞（正常造血画分）およびCD45－Vimentin+細
胞（CTC画分）についてエクソームシーケンスを行い、唾液腺がん患者
ではAncerプラットフォームにより108個のネオアンチゲンを同定した。
上位30個のネオアンチゲンは表3に示し、表2と同様の形式である。フ
レームシフト変異に由来するネオアンチゲン（順位21位）も検出された
。以上の手順により、これまでに解析した全てのステージIVがん患者の
CTCから、多数のネオアンチゲンを同定することに成功した。

循環腫瘍細胞（CTC）を分離するためのアフェレーシスの開発と応用は
、がん研究および治療戦略における大きな前進を意味する。CTC採取
にアフェレーシスを用いた研究の多くは、治療効果の評価（19‒21）、予
後予測（22, 23）、およびリキッドバイオプシー（24）に焦点を当ててきた
。

アフェレーシスによるCTC採取

考察
がんには腫瘍内不均一性と腫瘍間不均一性の両方が存在し、腫瘍全体
像を反映するネオアンチゲンの同定を複雑にする（29, 30）。複数の転
移部位間で共有されるネオアンチゲンはごく一部にとどまり、肺がん症
例では原発巣と転移巣で共有されるネオアンチゲンは平均19.6％であ
ることが示されている（31）。別の研究では、1人の患者において原発巣
およびすべての転移巣に共通するネオアンチゲンはわずか4.4％であ
った（32）。これらの知見は、腫瘍の遺伝学的景観全体を代表するネオ
アンチゲンを同定するためには、複数の腫瘍部位からの情報を取り入
れる必要があることを強調する。先行研究は、CTCが腫瘍不均一性をモ
ニタリングし、診断学的価値を提供し得ることを示している（11）。このこ
とは、CTCは原発腫瘍のバルク解析では検出されない遺伝的変異を捉
え得るという大きな利点を有し、包括的なゲノム情報を提供できる点は
特筆に値する。さらに、いくつかの研究は、CTCがバルク腫瘍解析で検
出されない遺伝的変異を捕捉し得ることを示唆している。例えば、悪性
黒色腫および乳がん患者の解析では、原発巣と転移巣の双方に存在す
るドライバー変異がCTCで検出されるとともに、微小転移部位に由来す
る追加の変異も同定されている（33, 34）。これらのエビデンスは、CTC
を用いて同定されたネオアンチゲンが患者のがん全体の不均一性を
代表し得る可能性を示唆しており、個別化免疫療法の有効性向上に資
することが期待される。

診断目的の白血球アフェレーシスはCTCの検出頻度を大きく改善し、臨
床的に安全で有効な方法であることが示された（25）。別の研究では、
アフェレーシスが多数のCTCを非侵襲的に収集できることがさらに強
調された（26）。近年の検討はRNAシーケンス（27）や培養したマンモス
フェアのヌードマウスへの移植（28）にまで拡がっているが、我々の研究
は、核酸増幅や長期の細胞培養を行うことなく、CTCを用いてネオアン
チゲンを同定することに初めて成功した。CTC画分に悪性細胞が存在
することは細胞学的検査で確認され、フローサイトメトリーによるリニ
エージ解析では、CTC画分中の細胞の少なくとも50％が造血系由来で
はなく、比較的高純度のがん細胞で構成されることが示された。CTC画
分からソートした細胞と正常血液細胞を用いることで、腫瘍組織を採取
することなく患者由来のネオアンチゲンを同定できた。この成功は、我
々のアフェレーシス手法が十分な数の高純度CTCを得られたことにより
可能となった。

腫瘍内および腫瘍間の不均一性

表1　ステージIVがん患者から得たm-PBMCにおける造血系リニエージ解析 
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FIGURE 7

Flow cytometric analysis of monocyte-depleted PBMCs(m-PBMCs)
obtained from a stage IV salivary gland cancer patient. The y-axis
indicates the intensity of CD45 PE and the x-axis, that of vimentin
APC.

advantages in the field of cancer immunotherapy. First, this

approach enables non-invasive tumor sampling, eliminating the

need for invasive biopsies of tumor tissues, which can be

challenging and risky for patients. Second, it facilitates expedited

initiation of personalized treatment strategies, as fresh cancer cells

can be collected promptly for analysis and therapeutic planning.

Third, the identified neoantigens have broad applicability across

various therapeutic modalities, including peptide-based therapies,

dendritic cell vaccines, and mRNA-based treatments, thereby

expanding their potential utility. Lastly, neoantigen-based

therapies have the potential to be combined with immune

checkpoint inhibitors, enhancing their therapeutic efficacy. These

features collectively establish CTC-derived neoantigen

identification as a transformative tool in advancing the precision

and effectiveness of cancer immunotherapy.

While promising, our study has several limitations. First, the

extent to which CTCs reflect the genetic heterogeneity of all tumor

lesions remains to be comprehensively validated. Although our

findings align with existing evidence supporting the representational

capacity of CTCs, further studies are required to confirm this

observation across various cancer types. Second, it should be noted

that CTC isolation by apheresis and FACS may introduce impurities

and sampling bias, as leukocyte contamination and selection based on

surface markers can affect both yield and clonality. Bulk sequencing

may further mask intra-sample heterogeneity by averaging signals

from mixed cell populations (35). Additionally, CTCs themselves are

known to be highly heterogeneous, reflecting only a snapshot of

dynamic clonal evolution and possibly underrepresenting minor

subclones present in primary or metastatic sites (36). To address

these issues, future work should leverage single−cell sequencing or T
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第一に、この手法は非侵襲的な腫瘍サンプリングを可能にし、患者にと
って困難かつリスクとなり得る腫瘍組織の侵襲的生検を不要にする。第
二に、新鮮ながん細胞を迅速に収集できるため、解析および治療計画
を速やかに開始でき、個別化治療戦略の立ち上げを加速する。第三に、
同定されたネオアンチゲンは、ペプチド治療、樹状細胞ワクチン、
mRNAワクチン治療など、多様な治療モダリティに広く適用可能であり
、その利用可能性を拡大する。最後に、ネオアンチゲンに基づく治療は
免疫チェックポイント阻害薬と併用できる可能性があり、その治療効果
を高め得る。これらの特徴により、CTC由来のネオアンチゲン同定は、が
ん免疫療法の精度と有効性を前進させる上で変革的なツールとして位
置づけられる。
有望ではあるものの、本研究にはいくつかの限界がある。第一に、CTC
がすべての腫瘍病変の遺伝的不均一性をどの程度反映するかについ
ては、なお包括的な検証を要する。我々の知見は、CTCの代表性を支持
する既存エビデンスと整合するものの、がん種横断での確認が必要で
ある。第二に、アフェレーシスおよびFACSによるCTC分離では、不純物
やサンプリングバイアスが生じ得る点に留意すべきである。すなわち、
白血球の混入や表面マーカーに基づく選別が、回収率やクローン性に
影響を及ぼし得る。さらに、バルクシーケンシングでは混合集団の平均
化により、サンプル内不均一性が覆い隠される可能性がある（35）。加え
て、CTC自体が高度に不均一である場合、動的なクローン進化の一断面
しか反映せず、原発巣または転移巣に存在するマイナーサブクローン
を過小評価する可能性がある（36）。

図7
ステージIV唾液腺がん患者から得た単球除去PBMC（m-PBMCs）のフローサイトメトリー解
析。y軸はCD45 PEの強度、x軸はVimentin APCの強度を示す。
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employ multiple marker panels during isolation to more accurately

capture CTC diversity and purity across cancer types. Third, the

integration of neoantigen identification with other omics approaches,

such as proteomics and transcriptomics, may provide additional

insights into tumor biology and therapeutic targets. The EpiMatrix

and JanusMatrix tools that are used in Ancer® have been described in

detail, previously (37). Fourth, optimizing the apheresis protocol to

ensure the reproducibility and scalability of CTC collection is essential

for widespread clinical application. Although this study did not assess

the therapeutic utility of neoantigens identified from CTCs, our future

plans include conducting clinical studies or clinical trials with larger

cohorts to obtain clinical data and evaluate T cell responses against

these neoantigens. We anticipate that such analyses will enable

assessment of the immunogenicity of CTC-derived neoantigens.

Furthermore, while this study did not compare neoantigens

identified from CTCs with those derived from surgically resected

tumor tissues, this comparison represents a critical next step. We

intend to undertake this investigation in future research.
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これらの課題に対処するため、今後は単一細胞シーケンスを活用する
か、分離時に複数のマーカーパネルを併用して、がん種横断でCTCの
多様性と純度をより正確に捉えるべきである。第三に、プロテオミクス
やトランスクリプトミクスなど他のオミクス手法とネオアンチゲン同定
を統合することで、腫瘍生物学や治療標的に関する追加の洞察が得ら
れる可能性がある。Ancer®で用いるEpiMatrixおよびJanusMatrixツー
ルについては既報で詳細が記載されている（37）。第四に、CTC採取の
再現性とスケーラビリティを確保するため、アフェレーシス手順の最適
化が広範な臨床応用に不可欠である。本研究では、CTC由来のネオア
ンチゲンの治療的有用性は評価していないが、今後はより大きなコホ
ートで臨床研究／臨床試験を実施し、これらのネオアンチゲンに対す
るT細胞応答を評価する計画である。これらの解析により、CTC由来ネオ
アンチゲンの免疫原性評価が可能になると期待している。さらに、本研
究ではCTCから同定したネオアンチゲンと外科的切除腫瘍組織由来の
ネオアンチゲンとの比較は行っていないが、この比較は重要な次の一
歩であり、今後の研究で実施する予定である。

本研究で提示したオリジナルの成果は本文および補足資料に含まれて
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