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研究成果の概要： 

WT1ワクチン療法を展開するうえでCD8陽性CTLのみならずWT1腫瘍抗原特異的CD4陽性T細胞

（ヘルパーT細胞（Th））の役割を明らかにした。すなわち (1) MHC classⅡ拘束性にマウス

WT1特異的CD4陽性T細胞を誘導できるマウスWT1エピトープを同定し、in vivoで、classⅡ拘

束性WT1特異CD4陽性T細胞によるWT1特異的CTLの誘導活性化に対する影響、およびそのメカニ

ズム解析を行った。（2）ヒトWT1332ペプチドにより、HLA- DRB1*0405のタイプのみならずHLA- 

DRB1*1501、 HLA- DRB1*1502 、HLA- DRB1*0901のタイプに対しても特異的CD4陽性Ｔ細胞の反

応が誘導された。WT13322ペプチドが“promiscuous”に反応するWT1 特異的ヘルパーエピトー

プであり、今後HLA-class Ⅰ拘束性のWT1ペプチドと組み合わせて、さまざまなHLA-class Ⅱ

タイプでＷＴ１特異的ヘルパーペプチドとしてのがんワクチン療法の相乗効果が考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

WT1 が悪性グリオーマを含めてほとん

どすべての種類の固形癌で高発現すること

を明らかにした。また、ヒトの WT1 特異的

細胞障害性 T リンパ球(ＣＴＬ)を誘導する

CTL エピトープを同定した。さらに WT1 ペ

プチドワクチン第Ⅰ相臨床試験を行い、投

与した WT1 ペプチド特異的な CTL が多くの

患者で安全に誘導された。その結果をもと

に私たちは再発膠芽腫に対する WT1 ワクチ
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ン療法第Ⅱ相臨床試験を行い、再発後治療

開始からの6ヶ月後無増大生存率33.3％が

得られた。これは化学療法に比べて有意に

優れており、WT1 免疫療法の今後の発展が

期待できる。しかしながら完全治癒に至っ

た症例はなく、治療初期の段階でより強力

な免疫反応が働く環境を設定することが望

ましいことがわかった。 

２．研究の目的 

がんワクチン療法において抗腫瘍免疫反

応の主体となるのはCD8陽性CTLであるが、

その効果的な活性化や作用にはCD4陽性の

ヘルパーT細胞（Th） の関与が重要である。

その詳細な機能解析と機能増強法の追求が

より強力なＷＴ１免疫療法を展開する上で

必須と考えられ、WT１に対して腫瘍抗原特

異的CD4陽性T細胞の役割を明らかにする。    

すなわち (1)マウスＷＴ１特異的ＣＤ

４陽性Ｔ細胞の in vivo での機能解析さら

にＭＨＣclass II拘束性ＷＴ１ペプチドの

同定 (2) in vivo で、class II 拘束性Ｗ

Ｔ１特異的ＣＤ４陽性Ｔ細胞によるＷＴ

１特異的ＣＴＬの誘導活性化に対する影

響、およびそのメカニズム解析（3）WT1 特

異的CTLの活性化を増強するヒトＷＴ１特

異的 CD4 陽性 T 細胞の機能解析（4）同時

にヒトＷＴ１特異的 CD4陽性 T細胞を誘導

できるＷＴ１ペプチド同定、を目的とした。 

３．研究の方法 

(1) マウスを用いた WT1 特異的 CD4 陽性 T

細胞の in vivo 機能解析  

① WT1特異的CD4陽性T細胞を誘導できる

MHC class II 拘束性マウス WT1 ペプチドを

アンカーモチーフから解析し、候補を選択

し同定する。 

② MHC class II 拘束性の WT1 特異的 CD4

陽性T細胞株、ついでクローンを樹立する。

クローン樹立後、まず最初にそのクローン

が Th1 タイプか Th2 タイプかを検討し、つ

ぎにそのクローンが WT1特異的 CTL誘導に

どのような影響をおよぼすか検討する。 

(2) ヒト WT1 特異的 CD４陽性 T細胞の解析 

① 日本人にもっとも多い HLA class II の

ひとつである HLA-DRB1＊0405 拘束性の WT1

ペプチドの同定を行う。アンカーモチーフ

から解析し候補を選択し同定する。 

② ①で同定したＷＴ１ペプチドを用いて、

HLA-DRB1＊0405 拘束性の WT1 特異的 CD4 陽

性 T 細胞株、ついでクローンを樹立する。

クローン樹立後、そのクローンが Th1 タイ

プか Th2 タイプかを検討し、またそのクロ

ーン自体が細胞障害活性を持つかどうかも

検討する。 

③ ①で同定した WT1 ペプチドが DRB1＊0405

以外のどのような HLA class II 型で WT1 特

異的 CD４陽性 T細胞を誘導できるか、すな

わち“promiscuous 性”を検討する。 

④ ①で同定した class II 拘束性の WT1 ペ

プチド特異的な免疫応答が、悪性グリオー

マ患者中および健常人中でどの程度生じて

いるかを比較検討する。 

４．研究成果 

(1) ＷＴ１特異的ＣＤ４陽性Ｔ細胞を誘導

できるＭＨＣ class II 拘束性マウスＷＴ１

ペプチドを同定した。すなわちマウスＷＴ１

のアンカーモチーフからコンピュータ解析

し、2種類の候補を選択し、ＭＨＣ class II

拘束性にマウスＷＴ１特異的ＣＤ４陽性Ｔ

細胞を誘導できる 15 mer のマウスＷＴ１エ

ピトープを同定した。 

(2) マウス(Ｃ５７ＢＬ／６)と同系統由来

であるマウスグリオーマ細胞２０３Ｇを培

養し、そのグリオーマ細胞がＷＴ１を発現し

ていることを、ＷＴ１抗体による免疫組織化

学的検討により明らかにした。また同じく、

ＭＨＣ class II が発現していることを抗 

class II 抗体を用いた免疫組織学的染色に



 

 

より明らかにした。 

(3) マウスグリオーマ細胞２０３Ｇを定位

的に脳内移植する手法を確立するため、マウ

ス(Ｃ５７ＢＬ／６)を麻酔後、固定装置に装

着、穿頭し基底核部に細胞を 1X107 個注入、

担脳腫瘍マウスモデルとして可能なことを

確認した。また、麻酔後に大後頭孔より大槽

内に腫瘍細胞を注入し、安定して簡便な担脳

腫瘍モデルとして可能なことを確認した。 

(4) ＭＨＣ class II 拘束性のＷＴ１特異的

ＣＤ４陽性Ｔ細胞をフリーサイトメトリー

で分離し培養株を樹立、さらにそのクローン

樹立を行った。 

(5) WT1332 により、HLA- DRB1*0405 のタイプ

のみならず HLA- DRB1*1501、 HLA- DRB1*1502 、

HLA- DRB1*0901 のタイプに対しても特異的

CD4 陽性Ｔ細胞の反応が誘導された。 

(6) これらの HLA classⅡ拘束性 WT1332 特異

的 CD4 陽性Ｔ細胞を株化することに成功し、

培養上で WT1332特異的 CD4 陽性Ｔ細胞株は、

WT1332の刺激によりサイトカインのうち INF-

γを産生したが、IL-4 や IL-10 は誘導されな

かった。すなわち Th-1 タイプのプロファイ

ルであることがわかった。 

(7) さらに HLA- DRB1*1501、 HLA- DRB1*1502

ともに WT1332特異的 CD4 陽性Ｔ細胞は WT1 発

現細胞に反応することを同定し、WT1332 ペプ

チドが免疫応答に関与していることを確認

し た 。 す な わ ち WT13322 ペ プ チ ド が

“promiscuous”に反応する WT1 特異的ヘル

パーエピトープであり、今後 HLA-class Ⅰ拘

束性の WT1 ペプチドと組み合わせて、さまざ

まな HLA-class ⅡタイプでＷＴ１特異的ヘ

ルパーペプチドとしてのがんワクチン療法

の相乗効果が考えられた。 

(8) 年度内に予定していたアジュバントの

選定作業および健常人での HLA class II 拘

束性 WT1特異的免疫応答の解析は年度内にデ

ータは得られなかった。 
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