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研究成果の概要（和文）：WT1は有望ながん関連抗原である。進行膵がんに対する抗ガン剤とWT1がんワクチン併
用治療の経過で誘導されるWT1に対する細胞傷害性T細胞，WT1-CTLの質的・機能的変化を評価した。
治療後に誘導されるWT1-CTLの働きとしてエフェクター機能の獲得だけでなく、記憶細胞に分化して抗腫瘍免疫
作用を長期に維持することが、結果、長期の臨床効果に重要であった。臨床効果のあった患者間で共有される
WT1-CTLのT細胞受容体，TCRクローンが存在することを明らかにした。今後これらのTCRを免疫担当細胞に導入す
る新たながん免疫療法の開発につなげる。

研究成果の概要（英文）：WT1 is a promising cancer-associated antigen. We, here, evaluated the 
qualitative and functional changes in WT1-specific cytotoxic T cells, WT1-CTLs, induced during the 
combination therapy with cytotoxic drug and WT1 cancer vaccine for advanced pancreatic cancer 
patients.
It was essential for long-term clinical efficacy that WT1-CTLs, induced after treatment, obtained a 
memory function to maintain their antitumor immunity. Further, we found that some TCR clones of 
WT1-CTLs were shared among patients who had exhibited clinical efficacy. We will link these TCRs to 
the future development of new cancer immunotherapies.

研究分野：がん免疫療法

キーワード： がん免疫療法　がんワクチン　WT1　T細胞受容体　膵臓がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の成果はWT1を標的としたがん免疫療法（細胞療法）の開発につながる。個々の患者のがん特異的なネオ抗
原に対するT細胞受容体の同定が個別化医療となることに対して、汎腫瘍抗原であるWT1に特異的なキラーT細胞
が持つT細胞受容体を同定することは、膵癌のみならずWT1を発現するがんを患った患者に応用が可能であること
を意味する。免疫チェックポイント阻害薬の効果が乏しいとされる、いわゆる“cold”ながんに対する治療戦略
を将来発展させうる１つの成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

（１）GEM 併用 WT1 ペプチドワクチン療法が進行膵臓がん患者の無増悪生存期間を延長：我々

は、有望ながん関連抗原である WT1 を標的としたがん免疫療法（WT1 ペプチドワクチン療法）

の免疫学的基盤研究から臨床研究に至るまで独自に取り組んできた。その中で、極めて難治な

進行膵臓がんに対し標準治療抗がん剤ゲムシタビンと WT1 ワクチンを併用した治療法

（GEM+WT1）と GEM 単独療法を比較するランダム化臨床試験を実施し、GEM+WT1 療法が進行膵が

んの無増悪生存期間（PFS）の延長に寄与することを明らかにした（参考文献 1）。特に WT1 特

異的な細胞傷害性 T細胞(WT1-CTLs)の誘導が著明だった症例で、臨床効果は顕著であった。一

方、GEM+WT1 療法を行ったとしても WT1-CTLs の誘導を認めない、または誘導が極めて乏しい症

例の PFS は GEM 単独群と同様の臨床結果であった。このことは、WT1-CTLs と GEM との相乗効果

によって進行膵臓癌患者の予後改善に寄与できる可能性を示唆する。 

（２）GEM+WT1 療法で WT1-CTLs の誘導を規定している免疫学的因子は何か？：上述した臨床試

験では、GEM+WT1 療法をうけた症例の約半数で WT1-CTLs の誘導を認めた。ワクチンによる抗腫

瘍免疫誘導の有無は、様々な患者背景因子に左右されると推測されるが、特にその免疫学的因

子は何か？どのような WT1-CTLs の質的・機能的な違いが臨床効果の持続に関係するのか？これ

らの「疑問」を解決することが、本治療法の臨床効果を更に改善することにつながる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、進行膵臓がんを対象に実施した GEM+WT1 療法の臨床試験で得られた臨床検体

（血液サンプル）を用いて、特に治療効果発現の中心となる effector 免疫担当細胞の WT1-

CTLs について、免疫学的・分子細胞学的な解析を行い、以下の事柄を明らかにする。 

（１）WT1-CTLs の分化成熟度や抑制性分子発現など「質的評価」または、細胞傷害活性の「機

能的評価」を経時的に解析し、臨床効果と関連する特徴的変化を明らかにする。 

（２）WT1-CTLs の遺伝子発現について、分子生物学的手法を用いた網羅的遺伝子発現解析を 1

細胞レベルで行い、質的・機能的解析結果との関連性を明らかにする。 

（３）WT1-CTLs の clonality を解析し、長期に臨床効果を認めた症例間に共通して維持されう

る TCR レパトアが存在するかどうかを明らかにする。 

更に、以上の結果を基にして「がん関連抗原」かつ「汎腫瘍抗原」である WT1 を標的とした

がん免疫療法の更なる発展に応用できる知見を得ることが目的である。 

 
３．研究の方法 
（１）GEM 併用 WT1 ワクチン療法のスケジュールとサンプル採取 

 転移性または局所進行性膵臓がん患者に対する GEM+WT1 療法のスケジュールは以下の通り。 

ゲムシタビン 1,000mg/m2, day 1, 8, 15 静注 28 日周期 

WT1 ぺプチドワクチン（HLA 拘束性ペプチド 3mg/body＋Montanaide） day 1, 15 皮内投与 

末梢血を各コース day1 の治療薬投与前に採取し、末梢血単核球（PBMC）を回収、凍結保存。 

（２）がん関連抗原 WT1 特異的免疫担当細胞（細胞傷害性 T細胞; WT1-CTLs）の FACS 解析 

末梢血中に誘導される WT1-CTLs の評価は、テトラマー法を用いて FACS 解析を行った（WT1-

CTL 細胞；CD3+, CD8+, WT1126 tet+または WT1235 tet+）。WT1-CTLs の免疫学的成熟分化表現型に

ついて抗 CD45RA 抗体と抗 CCR7 抗体を用いた多重染色で FACS 解析した。表現型の定義：

CD45RA+/CCR7+, naïve; CD45RA-/CCR7+, central memory; CD45RA-/CCR7-, effector memory; 



CD45RA+/CCR7-, effector 

（３）WT1-CTLｓの single cell RNA-seq (scRNA-seq)による網羅的遺伝子発現解析 

 PBMC に抗体と tetramer の他に scRNA-seq 用標識抗体を反応させ、目的とする細胞集団を

FACS sorting し、次世代シークエンサーを用いて scRNA-seq を実施した(図 1)。 

（４）WT1-CTLs の T 細胞受容体（TCR）レパトワ解析 

上述した網羅的遺伝子発現解析と同時に TCR レパトア解析を実施した（図１）。 

（５）誘導された WT1-CTLs から high-avidity T 細胞受容体（TCR）の単離 

 PBMC に WT1 ペプチド刺激を加え、反応し増幅する WT1-CTLs を single cell sorting し、多

くの WT1-CTL クローンを樹立し、それぞれの TCR を単離した。 

 

４．研究成果 

（1）WT1-CTLｓの免疫学的表現型の変化：治療有効例では、治療初期は Effector 型 WT1-CTLs

が誘導され、その後、Memory 型 WT1-CTLs の割合が増加する 

 既報の通り、GEM+WT1 治療後にペプチドに対する遅延

型皮膚反応（DTH）陽性群、または WT1-CTLs が 5倍以上

に増加した群では、その陰性例または 5倍未満の群や GEM

治療群に比べて PFS が有意に延長した（参考文献 1）。今

回、誘導された WT1-CTLs の「質」が経時的にどう変化

するかを評価した。評価対象は、WT1-CTLs が十分に誘導

でき FACS 解析で一定数以上の WT1-CTLs が検出され、継

続して評価できた症例に限定した（n = 13）。 

 治療前の CD8 陽性 T細胞中の WT1-CTLs の割合(%WT1-

CTLs)の中間値は 0.035% [範囲:0.004 – 0.125]だった。治

療後%WT1-CTLs は増加し 3-4 コースでピークに達した(3 コ

ース目：中間値 0.104% [0.039 – 0.527])（図 2）。 

 誘導された WT1-CTLs の免疫学的表現型は治療経過とともに変化した。治療初期（2-3 コー

ス）には WT1-CTLs の誘導・増加とともにその effector phenotype が主として誘導された

(effector 2 コース目：中間値 66.9% [20.0 – 92.1])（図 2）。%WT1-CTLs のピークを越える 4-

5 コース目あたりから memory phenotype の割合が増加した（memory 4 コース目: 中間値 37.7% 

[8.3 – 68.5])（図 2）。 

 GEM+WT1 療法で誘導される WT1-CTLs の質は治療経過とともに変化していた。治療初期には細

胞傷害性作用を発揮する effector WT1-CTLs が強力に誘導され、その後 memory WT1-CTLs が誘

導され、抗腫瘍免疫の強化と維持が得られた結果、臨床効果の持続(PFS 延長)につながったと

推測された。 

 尚、WT1-CTLs のペプチド刺激によるサイトカイン放出刺激試験を含む「機能的評価」を計画

したが、後述する評価系で多くのサンプルが必要で今回の研究課題では実施を見送った。 



（2）WT1-CTLs の 1細胞解析：誘導される WT1-CTLs はその他の CD8+T 細胞と区別される 

 治療で誘導される WT1-CTLs が抗腫瘍効果を発

揮すると考えられるが、その他の CD8+T 細胞と遺

伝子発現から見る機能的な違いを評価するため

scRNA-seq を実施した。今回は、PFS が長く HLA-

A*02:01 を有する症例で、GEM＋WT1 療法後の WT1-

CTLs 誘導が顕著で、その後も維持されていた１例

のサンプルを用いて実施した。第 2コース day1

と第 3コース day1 のサンプルで事前に評価し

た%WT1-CTLs はそれぞれ 0.26% 、0.06％だった。

今回 FACS sorting する tetramer-high の集団は

それぞれ 0.19％、0.02％だった。 

Totalseq-Hashtag 抗体標識した tetramer-high の集団と

tetramer 陰性の集団を FACS sorting し scRNA-seq を行った。

FACS sorting できた第 2コース（Hashtag-1）または第 3コ

ース（Hashtag-3）の tetramer 陽性総細胞数は 499 細胞、第

2コース（Hashtag-2）または第 3コース（Hashtag-4）

tetramer 陰性細胞数はそれぞれ 3085 細胞、1819 細胞で、総

数 5403 細胞数だった（図 3-1）。検出細胞の quality control

を行い、最終的に Hashtag-1, -2, -3, -4 の評価可能細胞数

は、それぞれ 40, 240, 11, 178 個だった。UMAP を作成し細

胞のアノテーションを行うと、5つのクラスターに分離でき

た（図 3-2）。特に tetramer 陽性細胞はクラスター3に局在し

tetramer 陰性細胞と区別された（図 3-2）。クラスター３は、

遺伝子発現様式から effector T 細胞と memory T 細胞に分か

れた。クラスターの変動遺伝子について Heat Map

で確認したところ、tetramer 陽性細胞を含むクラ

スター３には、Granzyme A や Granzyme K の発現が

高く活性化した effector T 細胞であることや、

CD27 発現が高く長期維持する memory T 細胞の存在

を裏付ける結果であった。一方で疲弊マーカー

（CTLA4、PDCD1）の発現も一部含まれていた。次に

Pathway 解析を行って tetramer 陽性細胞と

tetramer 陰性細胞が分離した理由を探索した。クラ

スター３で enrich した pathway には、ユビキチン

介在タンパク分解、細胞接着などの他に、TCR 

signaling pathway といった抗原刺激に関する

pathway が enrich していた（図 3-3）。 

以上より、GEM＋WT1 治療で誘導される WT1-CTLs は WT1 ペプチド抗原刺激によって活性化し

た抗原特異的な effector T 細胞と memory T 細胞であり、その機能はその他の CD8+T 細胞と区

別されることが明らかになった。尚、評価できた tetramer 陽性細胞数が少なく経時的な変化を

とらえることはできなかった。 



（3）WT1-CTLs の 1細胞解析：誘導される WT1-CTLｓは oligoclonal に expand する 

 T 細胞の scRNA-seq では、TCR の V 遺伝子の違いも解析可能

である。同じ症例のサンプルで、tetramer 陽性細胞と tetramer

陰性細胞でそれぞれ使っている V 遺伝子の違いをみる TCR レ

パトア解析を行った。 

heat map で tetramer 陽性細胞と tetramer 陰性細胞の top5

クローンを比較したところ、両者に共通して使われる V遺伝子

はなかった（図 4）。次に WT1-CTLs である tetramer 陽性細胞

に限ってみると、治療第 2コースから第 3コースにかけて末梢

血中で検出される TCR クローンでは、TCRα鎖の TRAVab と TCR

β鎖の TRBVx-z が高頻度に使用されていた（論文作成までそれ

ぞれの V遺伝子は略記とする）。 

以上より、GEM＋WT1 治療で誘導される WT1-CTLs は TCR クロ

ーンとしてその他の CD8+ T 細胞と区別され、治療経過の中で

oligoclonal に expand することが明らかになった。 

（4）WT1-CTLs の WT1126ペプチド特異的 T細胞受容体の単離（preliminary） 

 患者間で共有される TCR クローンが明らかになれば、その TCR を用いた養子免疫療法等への

臨床応用が可能となる。そこで、GEM＋WT1 治療で誘導される WT1-CTLｓのうち、WT1126ペプチド

特異的な high avidity TCR の単離を試みた。同じく GEM+WT1 治療のランダム化試験に参加し

HLA-A*02:01 を有する症例より採取した PBMC から、候補となる High-avidity WT1-CTLs clone

がいくつか選別できた。特記すべきことは、異なる症例であるにも関わらず（３）で単離された

TCRβ鎖の TRBVx-z 遺伝子を持つ TCR が含まれていたことである。今後は単離されたそれぞれの

TCR を評価し、臨床で用いられる TCR であるかどうかを証明していく。 

（5）その他、本研究課題に関連した研究の成果 

① 進行卵巣がんに対する WT1 ワクチン療法で得られた血液サンプルを用い、WT1- CTL と抗 WT1

ペプチド抗体(WT1-IgG)の経時的な評価を行った。WT1 ワクチンによって WT1-CTL または

WT1-IgG が誘導されることと PFS 延長といった臨床効果との間に関連性があることを証明

した。様々な背景因子（慢性炎症、がん性異栄養症）がこれらの免疫誘導に対して負に作用

することを明らかにした。 

② TCR 発現 T 細胞の機能を反映する TCR avidity を正確かつ簡便に評価できるように、HLA 

class I 分子拘束性 WT1 ペプチド特異的 TCR と HLA class II 分子拘束性 WT1 ペプチド特異

的 TCR の functional avidity をそれぞれ評価できる platform 細胞の作製を行った。 
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