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研究成果の概要（和文）：悪性神経膠腫における腫瘍幹細胞の治療抵抗性および免疫逃避現象を解明するため
に、生体での免疫療法効果判定が可能なマウスグリオーマモデルを作成し免疫療法研究を確立した。病理組織学
検討やフローサイトメトリーによる研究により、WT1は腫瘍幹細胞に多く発現しており、再発症例では、TGFβの
発現増加、CD4陽性Tリンパ球低下、腫瘍細胞のHLA class I分子発現低下を認めた。また、腫瘍血管正常化因子
の併用が、腫瘍内リンパ球浸潤を増加させ腫瘍抑制効果を増強させた。これらの知見を基に、WT1免疫療法に分
子標的治療を併用することにより、免疫逃避現象を克服しより高い腫瘍抑制効果を期待できる可能性が考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：We established research technique using animal model to study resistance to 
current therapies and immune escape phenomenon of cancer initiating cells in malignant gliomas. We 
can estimate effects of cancer immunotherapies in vivo by mouse glioma model. Histopathological and 
molecular cytologic study showed high expression of WT1 protein in glioblastoma initiating cells and
 higher expression of TGF-b, lower level of CD4-positive T lymphocyte and decreased expression in 
tumor samples of HLA class I in recurrent cases. Cancer immunotherapy combined with tumor vessel 
normalization factor induced lymphocyte distribution in glioblastomas and enhanced tumor suppressive
 effects in glioblastoma models. On based on these new findings, WT1 vaccination combined with 
molecular targeting therapies (immune check point inhibitors or tumor vessel normalization factors) 
can overcome immune escape phenomenon of cancer initiating cells and contribute to better clinical 
outcome for glioblastomas.

研究分野： 悪性脳腫瘍、小児中枢神経系腫瘍、腫瘍幹細胞、免疫療法、腫瘍血管新生
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研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性神経膠腫は放射線治療や化学療法が奏功しにくい腫瘍であり、免疫療法や分子標的治療、それらの複合的治
療を含めたカスタムメイドな治療戦略が、患者にとって福音をもたらす可能性がある。生体での免疫療法効果判
定が可能なマウスグリオーマモデルの確立は、悪性神経膠腫の治療開発にとって重要な役割を有すると考えられ
る。この研究を基に、悪性神経膠腫幹細胞の治療抵抗性の解明とともに免疫逃避機構の一端を明らかにできる可
能性が示唆される。また、我々が開発してきたWT1免疫療法に加えて、免疫チェックポイント阻害剤、TGFβ阻害
剤、血管正常化因子などを組み合わせることにより、難治性の悪性神経膠腫の治療改善に貢献できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

近年、薬剤および放射線感受性が低い予後不良な悪性神経膠腫に対する新しい治療法と
して、分子標的治療薬や免疫療法が開発されてきている。特にペプチドワクチンとしては、
VEGFR ペプチド、NY-ESO-1、MAGEA、テーラーメイドワクチン、自家ワクチン、海外でも
EGFRvIII に対するワクチンなど多くのペプチドワクチンを使った治験が脳腫瘍を含む多
くの癌で行われている現状がある。当施設では、再発性悪性神経膠腫を中心として腫瘍共
通の癌遺伝子と考えられる WT1 蛋白を標的とした WT1 ペプチドワクチン療法を行い、その
安全性と有効性を報告してきた。さらに、WT1 特異的 T細胞の割合と数は、テモゾロミド・
放射線併用療法でも上昇傾向を示し、制御性 T 細胞 (以下 Treg)細胞の割合も絶対数は有
意な変化を示さなかった。WT1 ペプチド投与よって反応した WT1 特異的 CD4 陽性ヘルパーT
細胞からの IFN-γ、IL-10 の発現量の検討では、WT1 ペプチドワクチン療法有効群はワク
チン投与 4 週間後から投与終了後にかけて IL-10type のヘルパーT 細胞の反応から
IFN-γtype のヘルパーT 細胞の反応にシフトしており、TMZ 維持療法中に WT1 免疫療法を
行っても効果的に抗腫瘍効果が誘導されると判断できることを示してきた。 
さらに、放射線、テモゾロミド、新生血管抑制薬（ベバシツマブ）、WT1 ペプチドワクチ

ン療法の効果には個体差が観察されることから、患者背景、腫瘍の生物学的因子、放射線
学的因子、免疫学的因子の観点から、治療反応性や予後を予測する因子の同定が治療法の
選択に必要となってきて来ている。さらに、免疫逃避現象の解明については以前より検討
を重ね、手術標本において、WT1, HLA class I 発現、腫瘍内浸潤リンパ球サブセット解析
（CD3,CD4, CD8, CD79α陽性細胞群、Treg、マクロファージなど）と生存解析データとの
関連を示してきた。 
また、悪性神経膠腫の治療抵抗性の原因として腫瘍幹細胞の存在が挙げられる。腫瘍幹

細胞は自己複製能を有し発癌性の維持や促進において重要なサブセットであり、かつ放射
線・化学療法に高度に耐性を有する細胞群と考えられており、このような腫瘍幹細胞の残
存が再発や治療抵抗性の一因と考えられている。よって、前述の免疫療法により腫瘍幹細
胞が抑制出来れば治療成績の改善に繋がることは言うまでもない。しかし近年の報告では、
腫瘍幹細胞は脳腫瘍においても血管周囲に存在し腫瘍幹細胞周囲の微小環境とともに
perivascular niche を形成しており、血管内皮細胞や免疫担当細胞はむしろ腫瘍幹細胞の
生存・活性を維持するように機能しており、高い免疫寛容誘導能を有することも報告され
ている。ところで、我々が行ってきた悪性神経膠腫における腫瘍幹細胞研究として、以前
より同定されている CD133 に加え、新たな悪性神経膠腫幹細胞マーカーとして、ALCAM 
(Activated leukocyte cell adhesion molecule)(以後 ALCAM)が候補になりうることを明
らかにしてきた。 
また、抗腫瘍免疫反応において、systemic な因子と局所（microenvironment）な因子が

あるとされ、WT1 ペプチドワクチンおいては前者の検討は以前より確認してきた。しかし、
最近の研究においては、後者において immunosuppressive な cytokine（TGF-β,VEGF, IL-10
など）、MHC 発現の低下、Treg の infiltration、glioma-infiltrating microglia/tumor 
associated macrophage の局在化などが報告されている。また、多くの癌と同様に、悪性
神経膠腫においても immune checkpoint regulator として、programmed death-1 ligand 
（以下 PD-L1）や cytotoxic T-lymphocyte antigen-4(以下 CTLA-4)の高発現が認められ、
これに対する分子標的治療薬の治験が欧米で行われている現状がある。 
悪性神経膠腫内での ALCAM の浸潤能および血管新生能に関しては、当研究室にて検討中

であるが、perivascular niche や免疫逃避機構を含む治療抵抗性に関わるメカニズムを解
明することは、我が国発信の新たな分子標的治療薬の開発につながる可能性があると考え
る。またさらに、腫瘍血管正常化因子や immune checkpoint regulator やその他の免疫療
法としての PD-L1、CTLA-4 などを標的とする治療の増強効果を明らかにすることで WT1 ワ
クチン療法治療抵抗性の解明に繋がる可能性もあり、悪性神経膠腫における免疫療法の治
療成績を改善させる礎となることを期待するものである。 

 
２．研究の目的 

我々の研究室では、悪性神経膠腫における治療抵抗性の一因と考えられる腫瘍幹細胞の
新たなマーカーとして細胞表面抗原 ALCAM(Activated leukocyte cell adhesion molecule)
を同定し、その機能的役割（浸潤、血管新生、免疫応答）を検討してきた。また、悪性神
経膠腫に対する免疫療法として、脳腫瘍における WT1 の役割解明とともに WT1 ペプチドワ
クチン療法の安全性と有効性を検討してきたが、治療に不応な症例に関しては、その機序
を完全に解明出来ていない。本研究では、悪性神経膠腫における治療抵抗性および腫瘍幹
細胞の免疫逃避現象を解明し、WT1 ペプチドワクチン療法を中心に悪性神経膠腫幹細胞を
標的とした治療法の探索のため、免疫療法を増強する分子標的療法併用療法の開発も視野
に入れ、治療抵抗性を克服する治療法の探索に向けて検討を行う。 

 
３．研究の方法 

悪性神経膠腫における治療抵抗性および腫瘍幹細胞の免疫逃避現象を解明するために、
GBM 患者の臨床検体と凍結保存されているサンプル（合計 100 検体）を対象にして基礎的



な研究を行った。また、さらに現在遂行中の WT1 ペプチドワクチン療法に参加した患者も
対象にした。また、主にマウス脳腫瘍モデルを用いて、腫瘍幹細胞における腫瘍内免疫応
答、腫瘍幹細胞の免疫逃避現象の解明を行うと共に、WT1 ペプチドワクチン療法の腫瘍幹
細胞標的性を高め、効果を増強するための分子標的治療の探索のために、基礎的かつ応用
的な実験を行った。 
臨床検体より得られる primary culture よりフローサイトメトリーを行い腫瘍幹細胞分

画とそれ以外の分画に分離・同定し、WT1 蛋白の発現を比較検討した。また、病理組織検
体を用いて、nestin と WT1 の colocalization を確認し、症例数を増やして検討した。 
ALCAM および sALCAM、WT1 の mRNA およびタンパクレベルでの発現を解析した。どちらの

遺伝子も mRNA に関しては RT-PCR を用いた評価法、蛋白に関しては Western blotting 法が
確立した。また、免疫組織染色における陽性細胞の割合と mRNA 量に相関性があるか検討し
た。さらに、WT1 ペプチドワクチン療法後に再発した症例で同様の解析を行い、WT1 発現量
および腫瘍幹細胞分画での変化を確認した。過去の病理組織検体を用いた研究では、腫瘍
再発前後で、腫瘍内リンパ球の割合や変化などを観察した。 
悪性神経膠腫における治療抵抗性および腫瘍幹細胞の免疫逃避現象を解明するために、

ALCAM knock down 株、sALCAM の強制発現株を作成し、それを免疫不全マウスの脳内に移植
し、mouse xenograft model の作成を確立した。また、ルシフェラーゼ遺伝子導入 WT1 過
剰発現細胞株細胞株（GL261-WT1-Luc）を作成し、生体での免疫療法効果判定が可能なマウ
スグリオーマモデルを作成し動物実験における免疫療法研究を確立にした。アルビノマウ
スに遺伝子組み換えマウスグリオーマ株 GL261-WT1-Luc を定位的に右視床に 3.0 x 10 個注
入し、担脳腫瘍マウスを作成した。また、in vivo イメージングシステム（IVIS）を用い
て生着および発光を確認し、これにいくつかのワクチンを投与することで、生体内での腫
瘍細胞の挙動を確認した。また、治療後にマウス脳内でのリンパ球やサイトカインレベル
を確認することで、WT1 ペプチドワクチンにおける抗腫瘍免疫および免疫逃避現象につい
て検討を行った。抗がん剤（temozolomide）や放射線照射による影響について、それぞれ
の群に分けて、腫瘍形成及びマウスの生存期間に差が生じるかどうかの検討を行った。 
既に同定されている腫瘍幹細胞の他、幹細胞マーカーknock down 細胞及び強制発現株を作
成し、mouse xenograft model（胎児免疫不全マウス）を実験に使用する。xenograft model
内での腫瘍形成能や浸潤能を病理組織学的に解析する。その他、分化能、腫瘍幹細胞の局
在を評価した。さらに、抗がん剤（temozolomide）や放射線照射、血管正常化因子につい
て検討を行った。また、血管正常化因子および分子標的治療薬と免疫療法の併用について
も検討を行った。 

 
４．研究成果 

悪性神経膠腫における腫瘍幹細胞の治療抵抗性および免疫逃避現象を解明するために、
生体での免疫療法効果判定が可能なマウスグリオーマモデルを作成し免疫療法研究を確立
した。病理組織学検討やフローサイトメトリーによる研究により、WT1 発現解析と
ALCAM/WT1 の関係を確認したところ、WT1 は腫瘍幹細胞に多く発現していた。WT1 療法前後
の脳腫瘍組織内解析により、PD-1、PDL1 の発現に有意差は認めなかったが、再発症例では、
TGFβの発現増加、CD4 陽性 Tリンパ球低下、腫瘍細胞の HLA class I 分子発現低下を認め
た。また、腫瘍血管正常化因子と免疫療法の併用が、腫瘍内リンパ球浸潤を増加させ腫瘍
抑制効果を増強させた。これらの知見を基に、WT1 免疫療法に分子標的治療、免疫チェッ
クポイント阻害薬、TGFβ阻害薬などの他の免疫療法を併用することにより、免疫逃避現象
を克服し、より高い腫瘍抑制効果を期待できる可能性が考えられた。さらに、腫瘍幹細胞
成分への影響とその周囲の免疫反応を検証することにより免疫逃避機構の一端を明らかに
できる可能性が示唆された。 
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