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研究成果の概要（和文）：マウス腫瘍モデルにおいてWT1-CTLペプチド単独療法に対しCD4+T細胞の除去、ヘルパ
ーペプチドワクチン併用によるヘルパーCD4+T細胞の併用のいずれも末梢血中のWT1特異的CTLを増殖させた。し
かしCD4+T細胞除去では腫瘍内のWT1特異的CTLは増加せず、WT1ヘルパーペプチド併用が最もWT1特異的CLT浸潤を
増強させた。またWT1ヘルパーペプチド併用群で腫瘍内にオリゴクローナルに増殖したWT1特異的CTLのTCR配列
（1B10)を同定し、この1B10-TCR導入ウイルスベクターを作成した。

研究成果の概要（英文）：Both depletion of CD4+ T cells and combination of helper peptide vaccination
 could enhance the induction of WT1-specific CTL response in periferal bloods by WT1-CTL peptide 
vaccination. But, the frequency of WT1-specific CTLs did not increase by the depetion of CD4+ T 
cells. On the contrary, combination of WT1 helper peptide could induced higher frequencies of 
WT1-specific CTL response than WT1-CTL peptide vaccination alone. There results suggested that WT1 
specific CD4+ T cells were essential to enhance the anti-tumor WT1-CTL response by WT1-CTL peptide 
vaccination. Furtheremore, we identified the array of T cell receptor of intra-tumoral WT1-specific 
CTLs, and named as 1B10-TCR. We also established virus vector which could induce 1B10-TCR.

研究分野： 癌免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
CD4+T細胞にはCTLの活性・抑制の2面性が報告されてきたが、腫瘍内に癌抗原特異的CTLを効果的に誘導するため
にはヘルパーペプチドCD4+T細胞が必要不可欠であることを明らかにした。本知見は今後癌ワクチン療法の開発
において進むべき道を明確にした。また、ヘルプ活性の高い外来性抗原由来のCD4+T細胞は末梢血中では強い誘
導を引き起こしたが、腫瘍内への癌抗原特異的CTL誘導では癌抗原特異的ヘルパーペプチドが有意に増強効果が
すぐれており、腫瘍内の免疫環境においてCD4T細胞-樹状細胞-CD8T細胞の複合体の形成が効果的な抗腫瘍免疫の
誘導に必要である可能性が示唆された。

※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 
 Wilms 腫瘍の原因遺伝子である Wilms Tumor 1 gene によりエンコードされる WT1 蛋白は、アメリ
カがん研究所による 75 種類の癌抗原のランキングで第 1 位と高い評価を受け、申請者らはヒト臨
床試験において様々な癌腫に対し WT1-CTL ペプチドワクチン療法を行いその有用性を示してき
た。ヒト臨床試験における解析では、WT1-CTL ペプチドワクチン療法によりほとんどの症例で末梢
血に WT1 特異的 CD8+T 細胞が誘導されたが、この WT1 特異的 CD8+T 細胞頻度と臨床効果と
が必ずとも相関しない。その原因の１つとして誘導された WT1 特異的 CD8+T 細胞が腫瘍内へ遊
走・浸潤できない可能性が示唆されてきた。そのため、末梢血中に誘導されたWT1特異的CD8+T
細胞の腫瘍内への遊走・浸潤がどのように制御されているかを解明することは、WT1 ペプチドワク
チン療法の効果を高めることに重要である。 
 
 近年、CD4+ヘルパーT 細胞が CTL ペプチドワクチン療法の効果を増強する可能性が示唆され
ており、扁平上皮癌抗原（New York Esophageal Squamous Cell Carcinoma-1: NY-ESO-1)、メラノ
ーマ癌抗原（Melanoma-associated antigen 3 : MAGE-A3）、乳癌関連癌抗原（Human epidermal 
growth factor receptor 2 : HER2）など様々な癌抗原に対して CD4+ヘルパーT 細胞を誘導できる
ヘルパーペプチド配列が同定され、これらを併用した癌ワクチン療法のヒト臨床試験が始まってい
る。申請者らも新たに WT1 特異的 CD4⁺ヘルパーT 細胞を誘導できるマウス・ヒトに共通した WT1
蛋白におけるヘルパーペプチド配列を同定した。一方で抗腫瘍免疫における CD4+T 細胞の役割
に関しては２面性があるとされ、CD4+ヘルパーT 細胞によるヘルプ機能とは逆に制御性 T 細胞な
どの CTL 反応を抑制する CD4+T 細胞も存在する。そのため CTL ペプチドワクチン療法におい
て、ヘルパーペプチドの併用とは逆に抗 CD4 抗体による CD4+T 細胞除去がその効果の増強や
長期維持につながるという報告もある。また、一般に癌細胞は CD4+T 細胞が認識する MHC Class 
II 分子を提示していないことも多く、CD4+T 細胞の主な働きはサイトカインやケモカインによる腫瘍
内免疫環境の改善であるため、ヘルパーペプチドの併用において CTL ペプチドが由来する抗原
とは異なる抗原でもよいという説もある。実際にマウスモデルでは外来性抗原である OVA を標的と
したヘルパーペプチドが癌抗原を標的としたヘルパーペプチドと同程度に CTL ペプチドワクチン
療法の効果を増強したという報告も見られる。 
 
 
２．研究の目的 
（１） マウス腫瘍モデルを用いた WT1-CTL ペプチドワクチン療法において、CD4+T 細胞を介して
腫瘍内への WT1 特異的 CTL 反応を最も高める方法を確定する。また、さらにどのように腫瘍内へ
の WT１特異的 CTL 反応が誘導されたのか、そのメカニズムを解明する。 
 
（２） マウス腫瘍モデルにおいて腫瘍内に誘導された WT1 特異的 CTL から、WT1 を発現する腫
瘍を殺傷できる TCR 配列を同定し、TCR 導入ウイルスベクターを作成する。 
 
 
３．研究の方法 
（１） マウス皮下腫瘍モデルを用い、WT1-CTL ペプチドワクチン療法をベースに、① 抗 CD4 抗
体による CD4+T 細胞除去併用ワクチン群、② WT1 ヘルパーペプチド併用ワクチン群、③ ヘル
パー活性の高い外来性抗原 OVA のヘルパーペプチド併用ワクチン群の 3 群において末梢血お
よび腫瘍内への WT1-CTL 誘導能を比較した。 
 
（２）WT1-126CTL ペプチド・35 ヘルパーペプチド併用ワクチン療法で治療したマウス皮下腫瘍よ
り WT1 特異的 T 細胞を１細胞ずつ単離ソートし、ex-vivo で刺激して増殖させ、増殖した T 細胞の
TCR（1B10）を同定した。この１B10-TCR を導入するウイルスベクターを作成し、1B10-TCR 導入 T
細胞が WT1 特異的に腫瘍細胞を殺傷することを確認した。 
 
 
４．研究成果 
（１） まずは、CD4+T 細胞除去が WT1-CTL ペプチドワクチン療法により末梢血中に誘導される
WT1-CTL の頻度に与える影響を評価した。制御性 T 細胞の除去のタイミングにより癌ワクチン療
法への影響が異なると報告されているため、WT1-CTL ペプチドワクチン療法前、WT1-CTL ペプ
チドワクチン療法後 1 日目、4 日目、8 日目の 4 つのタイミングで抗 CD4 抗体の投与を開始し、そ
れぞれの群において末梢血中に誘導される WT1-CTL 頻度を 1 週間毎に計測したところ、WT1-
CTL ペプチド単独群では投与後 3 週目のピーク時には 6 匹中 2 匹で 0.10%以上に上昇し、最大
約 0.25%まで上昇したのに対し、抗 CD4 抗体を併用群では投与開始時期によらず、いずれの群で
も 6 匹中 5 匹～6 匹で WT1-CTL 頻度は 0.10％以上に上昇し、最大では 0.32～0.39%にまで上昇



した。特に WT1-CTL ペプチドワクチン投与後 1 日目または 8 日目に抗 CD4 抗体の投与を開始
した群では、WT1-CTL ペプチド単独群と比較してピーク時の 3 週目の末梢血中 WT1-CTL 頻度
が有意に増加した。次にヘルパーペプチドの併用を評価したところ、WT1 ヘルパーペプチド併用
群では、6 匹中 5 匹で WT1-CTL 頻度が 0.10%を越え、３週目には最大約 0.82%にまで上昇し、平
均値は約 0.52%であった。一方 OVA ヘルパーペプチド併用群では、6 匹すべてのマウスで WT1-
CTL 頻度が 0.10%を越え、WT1-CTL 反応もは 2 週目にピークとなり、最も反応の高いマウスで約
1.89%にまで上昇し、平均値は約 1.10%であった。 
 
以上の結果より、抗 CD4 抗体併用でもヘルパーペプチド併用でも末梢血中への WT1-CTL 誘導
は増強されるが、WT1-CTL ペプチドワクチン療法時による末梢血中への WT1-CTL の誘導を増
強するためには CD4+T 細胞を除去するよりも、ヘルパーペプチド併用によって CD4+ヘルパーT
細胞の誘導を高めることが強力であることを示した。また、併用するヘルパーペプチドは CTL ペプ
チドと抗原を合わせる必要がなく、外来性抗原である OVA のような強いヘルパー活性を有するヘ
ルパーペプチドがより強いヘルプ機能を有することを示唆した。 
 
（２） CD4+T 細胞除去、ヘルパーペプチド併用がいずれも末梢血中への WT1-CTL 誘導を増強
したため、次にマウス腫瘍モデルにおいて WT1-CTL ペプチドワクチン療法による抗腫瘍免疫をも
増強するか検証した。WT1-CTL ペプチド単独群では平均 0.70%程度であり、抗 CD4 抗体併用群
では 0.3%程度と上昇を認めなかった。WT1 ヘルパーペプチド併用群では平均約 7.84%、OVA ヘ
ルパーペプチド併用群では平均は約 3.45%といずれも WT1-CTL ペプチド単独群と比較して有意
に高頻度の WT1-CTL 浸潤を認めた。特に WT1 ヘルパーペプチド併用群では最大約 26.90%と
強い WT1 特異的 CTL 浸潤を引き起こしていた。以上の結果は、抗 CD4 抗体併用では末梢血中
への WT1-CTL 誘導を増強できても腫瘍内への遊走・浸潤につながらないこと、ヘルパーペプチ
ド併用群間で末梢血中への WT1-CTL 誘導には必ずしも腫瘍が発現する抗原由来のヘルパーペ
プチドを併用する必要はないが、抗腫瘍効果としては腫瘍が発現する抗原由来のヘルパーペプ
チドの併用が最も良い併用条件であることが明らかとなった。 
 
（３） WT1 ヘルパーペプチド併用群では腫瘍内に浸潤する T 細胞のうち最大 26.9%が WT1 特異
的 CTL となるなど強い浸潤を引き起こし、これらの TCR のレパトア解析ではオリゴクローナル増生
を示した。そこで腫瘍内より CD3+CD8+WT1-tetramer+CD44+CD62L+のメモリー形質の WT1 特
異的 CD8+ CTL を 1 細胞ずつ 96well プレートに単離回収し、ex vivo 刺激して増殖させた。増殖
できた CD8+ CTL は腫瘍内で実際に分裂・増殖しているクローンと考えられ、race PCR 法にてＴＣ
Ｒ配列を同定し、1B10-TCR と名付けた。さらにこの 1B10-TCR のα鎖、β鎖を P2A 配列で結合し
た配列を組み込んだレトロウイルスベクターを作成した。マウス脾臓内 CD8+T 細胞にこの 1B10-
TCR 導入ウイルスベクターを感染させ、Cr releasing assay にてＷＴ１特異的な細胞障害活性を評
価した。RMAS 細胞株にＷＴ１ペプチドパルスした細胞は、ペプチドパルスしない細胞に比し有意
に殺傷された。また、WT1 遺伝子を発現したＣ１４９８腫瘍細胞株とＷＴ１遺伝子を導入していない
Ｃ１４９８腫瘍細胞株の比較では、ＷＴ１発現Ｃ１４９８腫瘍細胞株が有意に殺傷された。（下図）。以
上の結果からＷＴ１ヘルパーペプチド併用ペプチドワクチン療法を行ったマウス腫瘍から同定した
1B10-TCR 配列はＷＴ１ペプチドを特異的に認識する TCR であることが確認された。 
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