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研究成果の概要（和文）：分子レベルで癌抗原WT1特異的免疫応答を解析するために、WT1-CTL(cytotoxic T lymphocyt
e)ペプチドをHLA class I拘束性に、WT1-ヘルパーペプチドをHLA class II拘束性に認識できるT細胞レセプターを、そ
れぞれ、遺伝子クローニングした。ヘルパー活性を持つWT1特異的Th17細胞を同定した。網羅的遺伝子発現解析により
、急性白血病患者末梢血のWT1特異的CTLのeffector-memory分画に、分子的に区別できる２つの細胞集団があることを
示した。
　胸部領域を含む悪性腫瘍に対し、WT1ペプチド免疫治療（WT1ペプチドワクチン）を継続的に行った。

研究成果の概要（英文）：In order to molecularly analyze cancer antigen WT1-specific immune response, we 
cloned a gene for T cell receptor that recognizes WT1-CTL(cytotoxic T lymphocyte) peptide with the 
restriction of HLA class I, and two distinct genes for those that recognize WT1-helper peptide with the 
restriction of HLA class II, respectively. We identified WT1-specific Th17 cells with helper function. 
Using the method for comprehensive analysis of gene expression profiles at a single cell level, we found 
that there are molecularly distinct two subpopulations in effector-memory subset of WT1-specific CTLs in 
peripheral blood mononuclear cells of acute myeloid leukemia patients.
 We successively performed WT1 peptide-based immunotherapy (WT1 peptide vaccine) for patients with 
malignancies, including inoperable thoracic malignant tumors.

研究分野： 腫瘍免疫学
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１． 研究開始当初の背景 
外科治療の適応とならない、あるいは、再

発した肺癌や胸腺癌は難治性であり、これら
を含む呼吸器内科領域（胸部領域）で扱う悪
性腫瘍に対する新しい治療法の開発が望ま
れていた。その新しい治療法のひとつが免疫
治療であった。 
一方、我々は、多くの悪性腫瘍で発現して

いる WT1 タンパクが癌免疫療法の標的抗原
になり得ることを世界に先駆けて発見し、
WT1 を標的とした免疫療法を開発・確立する
ための基礎研究成果を積み重ねてきた。また、
２００１年からは、肺癌などの固形癌や白血
病などの造血器腫瘍患者に対して、実際に、
臨床試験として WT1 ペプチドワクチンを投
与し免疫治療を行ってきた。そして、ワクチ
ン治療による WT1 特異的免疫応答の誘導や
それによると考えられる臨床反応を多く経
験した。 
 上記のように、肺癌や胸腺癌などの胸部悪
性腫瘍を含む悪性腫瘍に対する新しい治療
法の開発が必要とされており、そして、我々
は、その新しい治療法のひとつである癌免疫
療法を発展させるための基礎研究、ならびに、
臨床研究の実績を備えていた。 
 
２．研究の目的 
 早期に発見された肺癌に対しては、手術療
法が第１の治療選択となる。しかしながら、
手術後に再発した肺癌やもともと手術適応
のない肺癌は一般に難治性である。また、そ
の他にも手術不能の胸腺癌などの難治性胸
部悪性腫瘍は存在する。前の「研究開始当初
の背景」のところに記載したように、我々は、
WT1 タンパクが抗腫瘍免疫療法の標的とな
り得ることを世界に先駆けて発見し、また、
WT1 ペプチドワクチンを用いた癌治療の臨
床的成果を有しているので、癌抗原 WT1 を
標的とした癌免疫治療をさらに発展させ、確
立し、難治性悪性腫瘍（上記の手術不能ある
いは再発肺癌など）の治療に役立てることが、
本研究の目的であった。そのために、癌免疫
機構を細胞生物学的、ならびに、分子生物学
的に詳細に解析し、その癌免疫機構を解明す
るための基礎データを集積することを目指
した。また、悪性腫瘍に対する WT1 ペプチ
ドワクチンを用いた免疫治療の臨床試験の
続行やさらなる発展を目指した。同時に、そ
の臨床試験から得られる臨床検体の蓄積（癌
免疫治療時の免疫動態の解析などに有用と
思われる）を図った。 
 
３．研究の方法 
 癌免疫機構を詳細に解析するためには、細
胞レベルでの解析とともに、分子レベル、遺
伝子レベルでの解析が重要である。一方、癌
抗原特異的に反応し癌細胞に障害を与える
上で最も主要な役割を演ずるのは、CD8 陽性
の細胞障害性 T リンパ球（CTL）である。し
たがって、WT1 特異的 CTL が持つ T 細胞レセ

プター（TCR）の遺伝子クローニングを試み
た。また、CTL だけでなく、癌抗原特異的ヘ
ルパーT リンパ球も癌免疫応答において重要
な働きを持つ。したがって、WT1 特異的ヘル
パーT リンパ球が持つ TCR の遺伝子クローニ
ングも試みた。 
 我々が以前に同定したWT1-332ペプチドは、
WT1 特異的 Th1 型ヘルパーT リンパ球を誘導
できる WT1 ヘルパーペプチドである。その
WT1-332 ペプチドが他のタイプのヘルパーT
リンパ球（Th17 など）を誘導できるかどうか
を検証した。 
 前記の CTLは細胞表面抗原の発現パターン
に よ り 、 naïve 、 central memory 、
effector-memory、effector に分類される。
我々は癌免疫応答で重要な役割を演じると
思われるeffector-memory分画に注目し、WT1
特異的 CTLの effector-memory 分画にある細
胞を詳細に解析するために、その遺伝子発現
profile を single-cell レベルで網羅的に解
析した。 
 今まで行っていた WT1 ペプチドを用いた
種々の悪性腫瘍に対する免疫治療の臨床試
験をさらに継続的に行った。そして、癌免疫
応答の解析のための臨床検体を集積・蓄積し
た。 
 
４．研究成果 
 我々は、以前に、WT1 特異的 CTL を
HLA-A*24:02 拘束性に誘導できる改変型
WT1-235 ペプチド（ヒト WT1 タンパクの 235
番目から始まる 9アミノ酸の第 2位を改変）
を同定した。ヒトの癌抗原特異的免疫応答を
より詳細に分子レベルで解析するために、そ
の改変 WT1-235 ペプチドにより誘導された
CTLが持つTCRの遺伝子クローニングを試み、
それに成功した。得られた遺伝子を CD8 陽性
T リンパ球に導入し TCR を発現させ機能解析
を行ったところ、その TCR を発現した CD8 陽
性 T リンパ球は天然型（非改変）WT1-235 ペ
プチドを HLA-A*24:02 拘束性に認識し、そし
て、HLA-A*24:02 拘束性に WT1 発現腫瘍細胞
に殺細胞作用を示した。このように、この TCR
は機能的に active な TCR であることが示さ
れ、今後の研究・実験にも有用であると考え
られた。 
 癌免疫応答が発揮されるには、CD8陽性 CTL
だけでなく、CD4 陽性ヘルパーT リンパ球の
働きも重要である。我々は、以前に、種々の
HLA class II 型拘束性に WT1 特異的 CD4 陽性
ヘルパーT リンパ球を誘導できる WT1-332 ペ
プ チ ド を 同 定 し た 。 今 回 、 我 々 は 、
HLA-DPB1*05:01拘束性にWT1-332ペプチドを
認識できるTCRの遺伝子クローニングを試み、
それに成功した。その TCR 遺伝子を CD4 陽性
T リンパ球に導入したところ、その TCR 発現
CD4 陽性 T リンパ球は WT1 特異的 CTL 誘導に
関してヘルパー活性を示し、得られた TCR は
機能的 TCR であった。また、それは WT1 発現
白血病細胞に殺細胞効果を示し、WT1 特異的



CD4 陽性 T リンパ球はヘルパー機能だけでな
く、殺細胞機能も発揮し得ることが確認され
た。 
 さらに、HLA-DRB1*04:05 拘束性に WT1-332
ペプチドを認識できるTCRを遺伝子クローニ
ングした。遺伝子導入によりその TCR を発現
させた CD4陽性 Tリンパ球の機能解析を行っ
たところ、その TCR 発現 CD4 陽性 Tリンパ球
はWT1発現白血病細胞に対して殺細胞効果を
示し、WT1 特異的 CD4 陽性 T リンパ球は殺細
胞機能を示し得ることがさらに確認された。 
 Th17 細胞も CTLやヘルパーTリンパ球と同
様に癌免疫にて重要な役割を演じているこ
とを示す所見が蓄積されている。今回、Th1
タイプの WT1 特異的ヘルパーT リンパ球を誘
導できるWT1-332ペプチドがWT1特異的Th17
細胞を誘導できるかを検証した。その結果、
ヒ ト の 末 梢 血 を WT1-332 ペ プ チ ド で
Th17-polarizing 条件において刺激すること
により、WT1 特異的 Th17 細胞を誘導すること
ができた。また、その Th17 細胞の機能解析
を行ったところ、ヘルパー活性を示した。こ
のように、癌免疫応答における Th17 細胞の
役割を解析するツールを得た。 
 癌抗原特異的 CTLの effector-memory 分画
の細胞は抗腫瘍免疫応答において重要な役
割を持つと思われる。我々は、急性骨髄性白
血病（AML）患者末梢血中の WT1 特異的 CTL
の effector-memory分画の細胞には遺伝子発
現profileにより区別できる２種類の細胞集
団が存在することを明らかにした。また、WT1
ペプチドワクチン治療により長期寛解を得
た AML 患者と早期に再発した AML 患者では、
ワクチン治療後に、その effector-memory 分
画細胞の遺伝子発現profileが異なった経時
的変化を示していることを見出した。 
 呼吸器（胸部）領域を含む種々の悪性腫瘍
に対してWT1ペプチドワクチン治療を継続的
に施行した。その結果、膵臓癌に対しての WT1
ペプチドワクチンと抗癌剤治療の有用性を
示唆するデータなど、呼吸器領域悪性腫瘍の
免疫治療にも応用し得る結果を得た。 
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