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研究成果の概要（和文）：悪性脳腫瘍である膠芽腫に対して、がんワクチン療法の一つであるWT1ペプチドワク
チン療法と、免疫チェックポイント阻害療法の一つである抗PD-1抗体療法の併用療法を行い、その有効性と各治
療が腫瘍内免疫細胞に及ぼす効果について解析を行った。結果、併用療法は各単独治療より有意に生存期間を延
長した。また、WT1ペプチドワクチンは腫瘍を特異的に攻撃する免疫細胞を腫瘍内に増加させる効果を認めた一
方、抗PD-1抗体は細胞障害性T細胞の不活化抑制効果を認めた。これらの治療は、一般に抗腫瘍免疫サイクルと
呼ばれる一連のがん免疫応答のうち異なる機序に作用しており、併用することで相乗的な効果増強を得られるこ
とを示した。

研究成果の概要（英文）：We  established a mouse glioblastoma model in which tumor cells doubly 
expressed WT1 and PD-L1, and tumor infiltrating immune cells was analyzed in each therapy. We found 
that WT1 vaccine and anti PD-1 antibody therapies work in the different steps of Cancer-Immunity 
Cycle, and that their combination could work synergistically against glioblastoma. We clearly 
demonstrated the distinct difference mechanism in intratumoral immunity between cancer vaccine and 
immune checkpoint inhibitor under the same condition. Our results could provide us with the clear 
evidence for the combination of immunotherapies, and therefore the manuscript will be cited for 
future attempts of the combination immunotherapy.

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
本研究は、膠芽腫に対するWT1ペプチドワクチンと抗PD-1抗体の併用の有効性について初めて報告し、またこれ
らの治療が腫瘍内免疫環境に及ぼす効果の一端を明らかにした。膠芽腫は現在まで有効な根治治療がなく、既存
の治療では十分な治療効果が得られていないため、複合免疫療法は今後膠芽腫の治療の膠芽腫の新たな治療法を
示唆した。

※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 
わが国において小児脳腫瘍は小児がん全体の 20-25%を占め、頻度は白血病に次ぐ２位、死亡率
は１位と小児の死亡原因として重要な位置を占めている。特に、悪性とされる WHO グレード 3
以上の神経膠腫（グリオーマ）、上衣腫、非定型奇形腫様/ラブドイド腫瘍（AT/RT）、その他胎児
性腫瘍については１年生存率 50%以下と予後不良である上、若年ゆえ放射線治療ができない症
例や、放射線や化学療法など治療による有害事象や晩期合併症も問題となる。 
 現在、悪性神経膠腫に対する新しい治療法として免疫療法の開発が進んでおり、現在海外でも
様々ながん抗原に対するペプチドワクチンを使った治験が行われている。その中でも WT1 は
最も有望ながん抗原と考えられ注目されている 1)。我々の研究グループでは、これまで成人の再
発性及び初発悪性神経膠腫に対して WT1 蛋白を標的とした WT1 療法を行い、その安全性と有
効性を報告してきた 2）3)。加えて、成人の WT1 療法前後における腫瘍組織を免疫組織学的に比
較解析した結果、従来報告されてきた神経膠腫の初発・再発時の組織比較の結果と異なり、様々
な免疫逃避反応が治療反応性かつ複合的に起こっていることを明らかにした。この結果より、従
来のWT1療法に免疫チェックポイント阻害剤をはじめ他の治療を組み合わせる複合免疫療法の
有効性が示唆された。 
 近年、組織学的には同じ神経膠腫であっても、成人と小児では異なった遺伝子プロファイルを
もつことが明らかになり、成人と小児の神経膠腫では異なった生物学的性質を持つことが示唆
された。故に小児悪性神経膠腫に関しては成人とは分けて治療効果を基礎的、また臨床的に再検
証する必要があると考えられた。 
 これまで臨床検体の免疫学的解析は成人悪性神経膠腫を中心に行われてきており、小児脳腫
瘍組織において免疫学的にどのような変化が起こっているか報告は少ない。加えて、小児悪性脳
腫瘍に対する複合免疫療法の有効性は臨床的にも動物モデルにおいても検証されていなかった。
しかし神経膠腫以外の小児悪性脳腫瘍についても、我々の研究からは後述するように腫瘍細胞
が比較的高率に WT1 蛋白を発現しており、WT1 療法を中心とした複合免疫療法は有効な治療
がない他の小児悪性脳腫瘍にも適応拡大が可能ではないかと考えられた。 
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２．研究の目的 
悪性脳腫瘍に対する Wilms tumor 1 (WT1)抗原を標的とした WT1 ペプチドワクチン療法（以
下 WT1 療法）に加えて免疫チェックポイント阻害剤などを併用する複合免疫療法（以下 WT1
複合免疫療法）について、臨床検体および動物モデルを用いた基礎研究を実施し、その有効性と
安全性を検証する。第一に既存の臨床検体を免疫学的に解析することにより、悪性脳腫瘍の臨床
検体における免疫応答を解析する。さらに動物モデルを用いて悪性脳腫瘍に対する複合免疫療
法の安全性及び有効性を検討することにより、WT1 複合免疫療法の臨床試験に向けての基礎的
背景を構築し、適応拡大の可能性を探索する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）脳腫瘍動物モデル（同系がん移植モデル）の作成 
遺伝子組み換えによりマウスグリオーマ細胞である GL261 細胞に WT1 とルシフェラー

ゼ遺伝子を導入し、WT1 および PD-L1 を共発現していることを確認した。この GL261-
WT1-luc 細胞を B6 Albino マウスの脳に移植し脳腫瘍モデルを作成した。 

 
（２）WT1 ワクチン＋抗 PD-1 抗体併用療法の有効性の評価   

GL261-WT1-luc 細胞をマウ
ス脳内に移植後、Day5 に IVIS
で腫瘍発光を測定し、腫瘍の生
着を確認した上で抗 PD-1 抗体
および WT1 ワクチン投与をそ
れぞれ単独治療群、併用療法
群、コントロール群に分けて治
療開始した。WT1 ワクチン療
法群において、WT1 ワクチン
は週 WT1 ヘルパーペプチドお



よび WT1 キラーペプチドの混合ワクチンを週１回皮内投与し、抗 PD-1 抗体療法群には抗
PD-1 抗体を週２回、腹腔内投与した。併用群は各単独治療群を組み合わせて同様に治療を
行った。比較対象として、ワクチンを投与しないマウスにはモンタナイド（WT1 ワクチン
アジュバント）のみを週１回、抗 PD-1 抗体を投与しないマウスには溶解液の PBS のみを
週２回投与した。 
これらの治療は IVIS 観察を週 1 回実施しながら day33 まで継続し、腫瘍体積の推移は

IVIS イメージングシステムを用いて週１回追跡した。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 抗体群に分けて生存率を測定した。 

 
 

（３）WT1 ワクチン療法、抗 PD−１抗体療法および併用療法による腫瘍内免疫応答の測定 
 腫瘍移植後、Day19-33 の期間内で IVIS 測定を行い、腫瘍が目視できる大きさの閾値を超えた
個体のみを選択して解析を行った。腫瘍を移植した半球ごと摘出した上で、細胞を dissociation
し、CD45 で positive selection を行った。selection 後の細胞液は、腫瘍内免疫細胞（Tumor 
infiltration immune cells; TIIs） としてフローサイトメトリで解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）脳腫瘍動物モデル（同系がん移植モデル）の作成 
  WT1 を安定して発現し、同時に PD-L1 およびホタルルシフェラーゼを共発現するマウスグリ
オーマ細胞株を樹立し、これを視床に定位的に移植した。移植した腫瘍細胞は脳内で腫瘍塊を形
成し、WT1 ペプチドワクチンおよび抗 PD-1 抗体、またその併用により腫瘍の退縮がみられた。 
 
（２）WT1 ワクチン＋抗 PD-1 抗体併用療法の有効性の評価   
各治療群における生存期間の中央値は、コン
トロールマウスが 27.5 日、WT1 ワクチン投
与マウスが 36.0 日、抗 PD-1 抗体投与マウス
が、61.0 日で、WT1 ワクチン療法、抗 PD-1 抗
体療法の単独治療は、コントロールと比較し
て有意に生存期間を延長した（P<0.05）。また
WT1 ワクチンと抗 PD-1 抗体の併用療法を行
ったマウスは 1 匹を除き全てのマウスが 66
日以上生存し、併用は各単独治療よりも有意
に優れた治療効果を示した（P<0.01）。 
 

 
（３）WT1 ワクチン療法、抗 PD−１抗体療法および併用療法による腫瘍内免疫応答の測定 
発症したマウスの脳組織を採取し、腫瘍内の免疫環境を比較した。WT1 ペプチドワクチンを投与
したマウスでは、CD4+ T 細胞、CD8+ T 細胞、NK細胞、WT1 特異的 CD8+ T 細胞および CD4+ T 細
胞が腫瘍内に大量に浸潤したが、抗 PD-1 抗体を投与したマウスでは、無治療マウスの TIIs と同
程度であった。また抗 PD-1 抗体投与マウスでは、抗 PD-1 抗体が腫瘍浸潤 CD8+ T 細胞表面に検
出され、PD-1 分子の発現は腫瘍浸潤 CD8+ T 細胞の大部分で減少した。併用療法群ではこれら単
独治療時の免疫状態の双方の特徴を認めており、TIIs の総数の増加に加えて CD4 陽性 T 細胞、
CD8 陽性 T細胞、NK細胞の比率の増加を認め、相乗的な抗腫瘍免疫環境が構築されている可能性
が示唆された。 
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