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研究成果の概要（和文）：WT1療法の臨床試験で得られた神経膠腫の検体を用いた解析で、WT1やHLA class 1の
発現量の低下、腫瘍内CD4陽性細胞の減少がWT1療法に対する腫瘍の耐性化に関与している可能性が考えられた。
マウスグリオーマモデルを用いた実験では、WT1ワクチン・抗PD-1抗体併用群はコントロール群、WT1ワクチン単
独群、抗PD-1抗体単独群と比較して生存期間の有意な延長を認めた。
さらにFACSを用いた解析により、WT1ワクチンが腫瘍内免疫細胞浸潤の増加およびMDSCの低下といった腫瘍免疫
環境の変化をもたらすことで抗PD-1抗体療法の効果を増強していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We analyzed specimens taken from the clinical trial for WT1 peptide vaccine 
against glioma.The down regulation of WT1 gene product and HLA class 1 as well as the reduction of 
tumor-infiltrating CD4+ cells were thought to be involved in tumor tolerance against WT1 peptide 
vaccine.
In the animal experimentation with mouse glioma model, the combination group treated with WT1 
peptide vaccine and anti PD-1 antibody showed significantly prolonged survival time comparing with 
the control group, WT1 peptide vaccine group or anti PD-1 antibody group.
FACS analysis revealed that WT1 peptide vaccine enhanced the effect of anti PD-1 antibody through 
changing tumor microenvironment such as increment of tumor infiltrating lymphocyte and decrement of 
MDSC.

研究分野：脳腫瘍
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研究成果の学術的意義や社会的意義
神経膠腫は他のがんと比較しても予後不良な疾患であり、有効な治療法が乏しい。しかも他のがんに比し若年者
に多く、早期から麻痺や高次脳機能障害による生活自立度の低下が認められるため、社会的な影響も大きい疾患
である。本研究を通して、動物実験レベルではあるが、神経膠腫に対するWT1ペプチドワクチン・免疫チェック
ポイント阻害剤併用療法の有効性を示し、その作用機序の一端を明らかにすることができた。臨床試験などさら
なる研究が必要ではあるが、今後、神経膠腫に対する新たな有効な治療法の確立が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 免疫療法は悪性神経膠腫に対する有望な治療法の１つと考えられており、その中でも Wilms 
tumor 1(WT1)は最も有望な癌抗原と考えられていた(1)。我々の研究グループはこれまでに再発悪
性神経膠腫に対する WT1 ペプチドワクチン療法（WT1 療法）の第Ⅱ相臨床試験を行い、他の文献
報告と比較して有意に優れている事を示した(2)。しかしながら Response Rate は 9.5%、Disease 
control rate は 57.1%に過ぎず、十分に満足できる結果ではない。そこで、現在の標準治療であ
る化学放射線療法(Temozolomide/RT)と WT1 療法を組み合わせた、初発悪性神経膠腫に対する第
Ⅰ相臨床試験を行い、その有効性と安全性を示した(3)。さらに、これまでの WT1 CTL ペプチドワ
クチンに加え、WT1 特異的なヘルパーTリンパ球を誘導可能な WT1 ヘルパーペプチドワクチンを
開発し、これらを併用する再発悪性神経膠腫に対する第Ⅰ相臨床試験も行った。 
 一方、近年腫瘍の免疫逃避機構に注目が集まっており、PD-1(programmed death-1)、PD-
L1(programmed death-ligand 1)、CTLA-4(Cytotoxic T-lymphocyte antigen-4)、IDO(Indoleamine 
2,3-dioxygenase)などの免疫調節因子に対する阻害剤は基礎研究・臨床研究で有望な成績が報告
され、すでに一部の悪性疾患においては本邦でも保険承認が得られていた。 
 上述の通り悪性神経膠腫に対する WT1 療法の有効性を示してきたが、治癒に至ったと考えら
れる症例は一部に限られていた。その原因として腫瘍の WT1 療法に対する耐性化が考えられ、そ
の機序として腫瘍の免疫逃避機構の関与が考えられた。そこで、マウスグリオーマモデルを用い
て WT1 療法の効果と腫瘍の免疫逃避機構を解析してきた。その結果、WT1 治療群ではプラセボ群
と比較して有意に生存期間の延長が得られたが、WT1 治療群の多くで最終的に腫瘍の再増大が認
めらた。この再増大した腫瘍組織を免疫組織学的に解析したところ、WT1 療法群ではプラセボ群
と比較して腫瘍内に浸潤した CD8+細胞傷害性 T リンパ球（CTL）の数が有意に増加していたが、
同時に PD-L1 の発現が亢進している個体が散見された。メラノーマでは、腫瘍内に浸潤したリン
パ球数（TIL）と腫瘍の PD-L1 の発現には相関があり(4)、また、BRAF 阻害剤に対する耐性が認め
られた症例では PD-L1 の発現が亢進していた(5)、と報告されている。悪性神経膠腫においても同
様に、WT1 療法によって CTL が腫瘍内に浸潤することで、腫瘍の PD-L1 発現亢進などを介する
免疫逃避機構の結果、腫瘍が WT1 療法に対する耐性を獲得している可能性が高いと考えられる
た。 
 以上より、WT1 ペプチドワクチンと免疫チェックポイント阻害剤の併用療法は悪性神経膠腫に
対する有望な治療法になり得ると考えられた。また、作用機序の観点からも、腫瘍に対する免疫
細胞の攻撃力を高める WT-1 ペプチドワクチンと、腫瘍の免疫細胞に対する防御力を落とす免疫
チェックポイント阻害剤の組み合わせはシナジー効果を生むと推測された。さらに、免疫チェッ
クポイント阻害剤でしばしば問題となる副作用である自己免疫疾患が WT1 療法ではこれまでに
認められていない点からも、認容性の観点から本併用療法が有望であると推測された。 
参考文献 
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２．研究の目的 
 本研究ではマウスグリオーマモデルを用いて WT1 ペプチドワクチン療法と免疫チェックポイ
ント阻害剤（Immune Checkpoint 阻害剤）の併用療法の有効性を検証し、さらに治療による脳内
免疫環境の変化について探索することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)臨床サンプルでの腫瘍内免疫応答の確認 
 WT1 療法の臨床試験で、WT1 治療開始後に腫瘍摘出術が施行された症例（WT1 療法無効例、も
しくは耐性化獲得例と考えられる）の腫瘍組織を用いて腫瘍内免疫応答を解析した。WT1 療法開
始前の検体と開始後の検体を用いて免疫組織染色を行い、腫瘍内浸潤リンパ球(TIL)の数、WT1・
HLA・PD-L1 の発現量、IL-10・TGF-βなどのサイトカイン分泌を分析した。さらに、これらの染
色結果と生存期間の間の相関性を解析した。 
 
(2)動物実験モデルを用いた WT1 ペプチドワクチン・免疫チェックポイント阻害剤併用療法の有
効性の検討 
  細胞株としては、マウスグリオーマ細胞株である GL261 に WT1 遺伝子とホタルルシフェラー
ゼ遺伝子を導入し、安定的に発現する株（GL261-WT1-Luc）を作成した。マウスは C57BL/6 のア
ルビノ系統である B6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl (B6 Albino)を用いた。マウスの頭部に小切開・穿頭を
置き、脳表から 3mm の深さに GL261-WT1-Luc を 3×105個移植し、Day5 に Xenogen IVIS Lumina 
II (IVIS)で撮影し腫瘍の生着を確認した。コントロール群、WT1 ワクチン単独群、抗 PD-1 抗体
単独群、WT1 ワクチン・抗 PD-1 抗体併用群の 4群に分け、Day5 より WT1 ワクチンおよび抗 PD-1
抗体投与を開始した。WT1 ワクチンは WT1 CTL ペプチドワクチンと WT1 ヘルパーペプチドワクチ
ンの混合ワクチンを週１回皮内投与した。PD-1 抗体は 1回 200μg/匹を週 2回腹腔内投与した。



腫瘍体積の推移を IVIS で追跡した。 
 
(3)各治療群における腫瘍内免疫応答の検討 
 上記(2)と同様の実験を行い、Day19-33 に脳を採取し、FACS を用いて TIL の数や分画比率、
MDSC の数を測定した。 

 
４．研究成果 
(1)臨床サンプルでの腫瘍内免疫応答の確認 
 WT1 療法の前後両方の腫瘍摘出検体が入手できた 20 症例で解析を行った。WT1 療法の前後で
比較すると、WT1 療法後の検体では WT1 と HLA class 1 の発現量が有意に低下していた(それぞ
れ p=0.012, p=0.008)。さらに TGF-βの有意な上昇を認めた(p=0.014)。一方で PD-L1 の発現量
には有意差を認めなかった。TIL については CD3,CD8,CD79α,Foxp3,PD-1 陽性細胞については有
意差を認めなかったが、CD4 陽性細胞は WT1 療法後の検体で有意に減少していた(p=0.018)。一
方、生存期間の解析では、WT1 療法開始前の WT1 高発現、HLA class 1 高発現、及び、高 CD4+/CD8+
比が予後良好因子であった。以上の結果より、WT1 療法に対する腫瘍の耐性化の機序として、
WT1,HLA class 1 の発現量の低下や腫瘍内 CD4 陽性細胞の減少が関与している可能性が考えられ
た。また、WT1 療法の前後で PD-1/PD-L1 に変化がなかったことから、WT1 療法と PD-1/PD-L1 を
ターゲットとした免疫チェックポイント阻害剤の併用が有効である可能性が示唆された。 
 
(2)動物実験モデルを用いた WT1 ペプチドワクチン・免疫チェックポイント阻害剤併用療法の有
効性の検討 
 WT1 ワクチン・抗 PD-1 抗体併用群はコントロ
ール群および各単独治療群と比べて生存期間の
有意な延長を認めた。特に抗 PD-1 抗体単独群、
WT1 ワクチン・抗 PD-1 抗体併用群では 100 日間
以上の長期生存が確認された。これらの個体では
IVIS 測定値も低値で維持された。これらの個体
に対して対側の脳に再度 GL261-WT1-Luc を 3×
105個移植したところ、6 例中 5 例で腫瘍は生着
しなかった。以上の結果から、WT1 ペプチドワク
チン療法と抗 PD-1 抗体療法の併用療法はグリオ
ーマに対して有効であると考えられた。 
 
(3)各治療群における腫瘍内免疫応答の検討 
 WT1 ワクチン単独群ではコントロール群と比較して CD4+/CD8+比の有意な上昇が認められた
(p<0.05)。しかし予想に反して腫瘍内に浸潤した WT1 特異的 CTL の増加は確認できなかった。一
方、抗 PD-1 抗体単独群では腫瘍内 CD8 陽性 T細胞の PD-1 発現は低下しており、PD-1 抗体が CD8
陽性 T 細胞上に結合していることが確認された。しかし、コントロール群と比較して
CD4,CD8,CD11b 陽性細胞や NK 細胞の数に変化を
認めなかった。そこで、抗 PD-1 抗体治療開始後
早期に腫瘍が再増大した個体と腫瘍縮小が維持
された個体で比較したところ、後者では MDSC が
有意に少なかった(p<0.05)。さらに、WT1 ワクチ
ン・抗 PD-1 抗体併用群では抗 PD-1 抗体単独群と
比較して腫瘍体積あたりの TIL の増加と MDSC の
減少が確認された(右図、それぞれ p<0.05, 
p<0.05)。以上の結果から、WT1 ワクチンが腫瘍内
免疫細胞浸潤の増加および MDSC の低下といった
腫瘍免疫環境の変化をもたらすことで抗 PD-1 抗
体療法の効果を増強していることが示唆された。 
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