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研究成果の概要（和文）： 

初期化学療法に同期した集学的治療のひとつとして WT1 免疫療法を行う妥当性、安全性および

相乗効果を、詳細な免疫担当細胞の機能解析を行い検討した。① 悪性神経膠腫患者における

WT1特異的 T 細胞の割合と数は、テモゾロミド・放射線（TMZ/RT 併用療法）の治療前 0.196%か

ら TMZ/RT併用療法 6週終了後に 0.256%と上昇傾向を示した。Treg細胞の割合は WT1療法前が

4.83%から TMZ/RT 併用療法 6 週終了後には 7.50%と増加したが、絶対数は有意な変化を示さな

かった。②「悪性神経膠腫に対するテモゾロミド併用 WT1ペプチドワクチン療法の第Ⅰ相臨床

多施設共同研究」を平成 22 年 5 月から実施した結果、安全性は確保され、併用による有意なリ

ンパ球総数の減少は見られなかった。③ WT1ペプチド投与よって反応した WT1特異的 CD4 陽性

ヘルパーT細胞からの IFN-γ、IL-10の発現量を RT-PCR により評価した結果、WT1 ペプチドワ

クチン療法有効群はワクチン投与 4 週間後から投与終了後にかけて IL-10type のヘルパーT 細

胞の反応から IFN-γtypeのヘルパーT 細胞の反応にシフトしていた。④ 総括すると、TMZ 維持

療法中に WT1免疫療法を行っても効果的に抗腫瘍効果が誘導されると考えられた。 

研究成果の概要（英文）： 
The safety and clinical responses of immunotherapy targeting the WT1 combined with 
chemotherapy against the patients with newly diagnosed malignant glioma were investigated. 
①The frequency of WT1-specific cytotoxic T lymphocytes in blood was increased from 0.196% 
to 0.256% during the combined treatment of TMZ/RT for 6 weeks. The frequency of Treg cells 
was increased from 4.8% to 7.5% during the combined treatment of TMZ/RT for 6 weeks, but 
the cell count was not changed. ②”Phase I clinical trial of WT1 immunotherapy combined 
with temozolomide chemotherapy against the patients with newly diagnosed malignant 
glioma” was performed and was safe. ③Expression of IFN-γand IL-10 from WT1-specific 
CD4+ helper T cells were investigated by RT-PCR. In patients who responded, a clear inverse 
correlation between IL-10-type and IFN-gamma-type WT1(332)-specific Th response was 
detected at pre- and 4 weeks post-vaccination. ④ Based on these results, WT1 
immunotherapy combined with TMZ chemotherapy was safe and produced a immune-response. 
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１．研究開始当初の背景 

最近の分子生物学的研究により多くの癌抗

原が免疫治療の標的とされ、 Wilms’ 

tumor-1 (WT1)もその一つとして、白血病な

どの血液悪性疾患やほとんどすべての種類

の固形癌で高発現していることを確認した。

基礎研究として、ヒトの WT1 特異的細胞障

害性 T リンパ球(ＣＴＬ)を誘導できる CTL

エピトープを同定した。また、マウスに移

植された肺がん細胞や白血病細胞がその

CTL エピトープペプチドを癌ワクチンとし

て投与することにより高率に拒絶されるこ

とも示した。そのうえで WT1 がワクチン療

法の標的抗原となり得ると考え、白血病お

よび固形癌に対する WT1 癌ワクチン療法の

第Ⅰ相および第Ⅰ/Ⅱ相試験を行い十分な

安全性と有効性があることを明らかにした。

さらに悪性グリオーマ 73 例の 96％が WT1

陽性であり、WT1 の発現度が腫瘍増殖悪性

度に相関することを明らかにし、再発膠芽

腫に対する第Ⅱ相 WT1 免疫療法を行った結

果、21例で再発後治療開始からの 6 ヶ月後

無増大生存率 33.3％と優れた成績を得た。

これは最新の TMZ 化学療法の再発膠芽腫に

対する 6ヶ月後無増大生存率 18－24％に比

べて有意に優れており、さらに副作用が

grade 2以下の局所発赤と腫脹のみであり、

化学療法と同等以上の効力、安全性が示さ

れた。そのなかでペプチド反応症例にほぼ

共通している因子は、ペプチド投与開始ま

でに化学療法が長期間施行されていない、

かつ腫瘍量が大きくないことであった。つ

まり初期治療の一環としてペプチドワクチ

ン療法に入ることが極めて重要であろうと

思われ、本研究では、術後初期化学療法に

同期した集学的治療のひとつとして WT1 免

疫療法を行う妥当性、安全性および相乗効

果を、治療前後の細胞性免疫反応を中心と

した詳細な機能解析により追求した。 
 
２．研究の目的 

再発神経膠芽腫に対して WT1ペプチドを用い

た第Ⅱ相免疫療法を行い、有効性および安全

性が明らかになったが、反応症例に共通して

いることは初期化学療法が長期間施行され

ていないこと、腫瘍量が大きくないことであ

った。つまり初期治療の一環としてペプチド

ワクチン療法に入ることが極めて重要であ

ろうと思われた。そのことより本研究では、

術後初期化学療法に同期した集学的治療の

ひとつとして WT1免疫療法を行う妥当性、安

全性および相乗効果を、動物モデル、トラン

スレーショナル研究を通して、治療前後の細

胞性免疫反応を中心とした詳細な機能解析

により追求する。WT1 特異的細胞障害性 T リ

ンパ球、WT1 特異的 CD4 陽性ヘルパーT 細胞

の免疫応答、エフェクター分画などを解析し、

WT1免疫療法に併行した TMZ化学療法や INF-

β投与が全体として抑制系あるいは増加系

に働くか検討する。その結果が、WT1 免疫療

法と化学療法を併用した新規集学的治療と

して確立されることを目的とする。 
 
３．研究の方法 

（1）マウスを用いた WT1 特異的 CTL の in 

vivo 機能解析 

①正常マウス、WT1発現グリオーマ株（203G）

を脳内移植した同系マウス（C57BL/6）を用

いて個体レベルで WT1 特異的 CTLの in vivo 

機能解析する。 

②正常群、担脳腫瘍群に WT1ペプチド投与群、

非投与群を掛け、さらに a) TMZ投与 b)INF-

β投与による WT1特異的 CTLの誘導や活性化

に対する影響やそのメカニズムを解析する。

抑制性 T リンパ細胞（Treg）の動態も同様に

解析する。ラット個体からは末梢血、骨髄、

脾臓、腫瘍部（WT1 発現グリオーマ細胞を脳

内移植した部位）、リンパ節など部位別組織

の免疫担当細胞の変化および組織構造の変

化を解析する 

（2）悪性グリオーマ患者における未治療時

および WT1単独免疫療法時の検査解析 

①悪性グリオーマ患者未治療時および WT1単

独免疫療法時の WT1特異的 CTL分画解析 

細胞をCD27/CD45RAで 2 重染色し、FACS解析

によりナイーブ  T細胞の表現形である

CD27+CD45RA+の比率を求める。さらに同様の

解析によりナイーブ細胞分画、エフェクター

細胞分画の比率を求めWT1 免疫治療による免

疫細胞の動態情報を把握する。 さらに、WT1

免疫療法併用集学的治療でのWT1 特異的CTL

をCD27/CCR7/CD11aの各リンパ球抗細胞表面

抗原抗体と 4重染色を行い、ヒトでの細胞性

免疫応答の動態を把握する。それらによりa) 

TMZ、あるいはb) INF-βの投与が全体として

WT1 免疫反応を抑制系あるいは増加系に働く

か検討する。 

②悪性グリオーマに特異的な抑制性 T 細胞

（Treg）の免疫療法前後の動態把握 

CD4/CD25の 2重染色を行い、FACS解析により

CD4+T細胞に占めるCD4+CD25highT細胞あるい

はCD4+Foxp3+ T細胞の比率でTregの割合を求

める。免疫療法によって血中あるいは腫瘍局



所におけるTregがどのように変化するか、ま

たその変化のメカニズムと臨床意義につい

て解明する。 

③上記の基盤研究を元に、臨床治験として初

発悪性グリオーマ患者における a)WT1免疫療

法＋TMZ 化学療法併用治療および b)WT1 免疫

療法＋INFβ併用治療を行う。それぞれで免

疫動態の検査解析を行う。 
 
４．研究成果 

（1）マウスグリオーマ細胞 203Gは WT1を発

現していることを免疫染色で確認した。WT1

発現グリオーマ株（203G）を脳内移植した同

系マウス（C57BL/6）で、個体レベルで WT1

特異的 CTLは誘導され上昇していた。しかし

ながらその治療群を作成する段階で、すでに

ヒトに対して第Ⅰ相臨床試験が開始され、

WT1特異的 CTLの誘導や活性化に対する影響、

あるいは抑制性 Tリンパ細胞（Treg）の動態

も解析された。 

（2）①悪性神経膠腫患者におけるWT1特異的

T細胞の割合と数が、テモゾロミド・放射線

治療（TMZ/RT併用療法）によりどのように変

化するかを調べた。すなわち、初発悪性神経

膠腫患者 22 名を対象に、TMZ/RT併用療法開

始前と 6 週終了後に末梢血リンパ球中CD8 陽

性T細胞、制御性T(Treg)細胞、ナチュラルキ

ラー(NK)細胞、ナチュラルキラーT(NKT)細胞

の割合と数を測定した。ＷＴ１免疫治療患者

12 名には、WT1 特異的T細胞の割合と数、そ

の中の 4 分画(ナイーブ細胞、セントラルメ

モリー細胞、エフェクターメモリー細胞、エ

フェクター細胞)の割合も測定した。結果、

リンパ球数は、WT1 療法前の 1300cells/mm3が、

TMZ/RT併用療法 6週終了後に 631cells/mm3と

有意に減少した。CD8 陽性T細胞、NK細胞、NKT

細胞の割合は変化を認めなかったが、絶対数

が有意に減少した。Treg細胞の割合はWT1 療

法前が 4.83%からTMZ/RT併用療法 6 週終了後

には 7.50%と増加したが、絶対数は有意な変

化を示さなかった。WT1 特異的T細胞は治療前

0.196%が、TMZ/RT併用療法 6 週終了後に

0.256%と上昇傾向を示した。WT1特異的T細胞

の中の 4 分画の割合に変化は認めなかった。

結論として、Treg細胞はTMZ/RT併用療法によ

って割合が増加するという所見が得られた。

WT1 特異的T細胞はTMZ/RT併用療法によって、

数は有意に減少したが割合は増加傾向を示

し、その後のTMZ維持療法中、一部の患者で

増加した。TMZ維持療法中にWT1免疫療法を行

うことにより効果的に抗腫瘍効果が誘導さ

れる可能性が考えられた。 

②「悪性神経膠腫に対するテモゾロミド併用

WT1 ペプチドワクチン療法の第Ⅰ相臨床多施

設共同研究」を平成 22年 5 月から実施し、6

名に対してその安全性・有効性を検討した。

TMZ/RT 初期治療終了後に TMZ5 日間連続投与

を 1カ月ごとに繰り返し、その間に WT1を毎

週計 7回投与し、安全性を評価、有効群はそ

の後も継続して 2週間に 1度投与を繰り返し

た。結果、安全性は確保され、併用による有

意なリンパ球総数の減少は見られなかった。

③ WT1ペプチド投与による有効性と WT1特異

的 CD4 陽性ヘルパーT 細胞の免疫応答との関

係を解析した。すなわち WT1CTL epitope 投

与によって反応した WT1特異的 CD4陽性ヘル

パーT 細胞からの IFN-γ、IL-10 の発現量を

RT-PCRにより評価した。結果、WT1ペプチド

ワクチン療法有効群はワクチン投与 4週間後

から投与終了後にかけて IL-10typeのヘルパ

ーT 細胞の反応から IFN-γtype のヘルパーT

細胞の反応にシフトしていた。④ 総括する

と、WT1特異的 T 細胞は TMZ/RT併用療法によ

って、数は有意に減少したが割合は増加傾向

を示し、その後の TMZ維持療法中、一部の患

者で増加した。TMZ 維持療法中に WT1 免疫療

法を行うことにより効果的に抗腫瘍効果が

誘導される可能性が考えられた。 

インターフェロンβをアジュバントとして

併用した場合の免疫動態については期間内

での臨床試験は遂行できなかった。 
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