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研究成果の概要（和文）：主に自然免疫を司るγδT細胞は、MHC非拘束性に様々な癌種に対して抗腫瘍効果を発
揮し、γδT細胞免疫療法の臨床試験が既に行われている。しかし全身投与による臨床試験では、治療効果は満
足のいくものはない。そこで本研究では、γδT細胞の効果を最大限に発揮するために未だ臨床試験が行われて
いないγδT細胞膀胱内注入療法に着目し、その治療効果を正所性膀胱癌モデルマウスを用いて検証した。本研
究の結果、γδT細胞膀胱内注入療法は強力な抗腫瘍効果を発揮した。膀胱内γδT細胞注入療法は輸注療法に比
較して、癌組織へのエフェクター細胞の直接の接触が可能な理想的な投与方法であり、今後、臨床応用に向けた
展開が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Human γδT cell immunotherapy has shown promising results in clinical 
trials; however, its antitumor efficacy is limited, including results in solid tumors. Ex-vivo 
expanded γδT cells show potent cytotoxicity against various types of cancer cells in a major 
histocompatibility complex (MHC)-unrestricted manner. Although several clinical trials of systemic 
cancer immunotherapy using γδT cells have been conducted, the results are unsatisfactory. The 
effector (γδT cell)-to-target (tumor cell) (E/T) ratio is an important factor determining 
cytotoxicity.A bladder instillation approach was used to increase the E/T ratio. The efficacy of γ
δT cell immunotherapy was examined in an orthotopic xenograft model. In Vivo Imaging System (IVIS) 
analysis revealed the potent cytotoxicity of weekly intravesical administration of γδT cells.The 
results indicate that the bladder infusion approach may be clinically applicable and could have 
beneficial effects in refractory bladder cancer.
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１．研究開始当初の背景 

膀胱 CIS は、ときに難治性となり、膀胱

全摘の適応となる場合もあるが、膀胱内

BCG 注入療法は特に CIS に対し高い奏効率

を示し、治療法の第一選択となっている。

その抗腫瘍メカニズムは、多岐にわたるが、

癌細胞内に BCG 菌が取り込まれることによ

る細胞傷害性 T細胞（CTL）の活性化が、大

きな役割を担う。しかし、CTL が抗腫瘍効

果を発揮するために必要な MHC を、一部の

癌細胞は欠失しているとされ、BCG 無効症

例も存在する。この為、膀胱 CIS に対する

より低侵襲かつ確実性の高い治療法の開

発が望まれている。 

リンパ球ストレス監視機構を担うとされる

γδT細胞は、CTL とは異なり MHC 非拘束性

の抗腫瘍活性を有する。また、本来 γδT

細胞はリンパ球中の2-3%を占めるに過ぎな

いが、ビスホスホネート製剤（BP）などを

用いたex vivoでの大量増幅法(Tanaka et al, 

Nature 1995)が確立されたことから、近年 

進行肺癌や腎癌に対する臨床試験も開始さ

れており、今後腫瘍免疫療法の一端を担うこ

とが期待されている。 

共同研究者である芦原らは、正所性膀胱癌

マウスモデルを用いて、γδT 細胞の膀胱

内注入療法の有効性、および BCG 注入療法が

有効性を示さないMHCクラスIの欠失した膀

胱癌細胞に対しても、γδT 細胞が抗腫瘍

効果を示すことを報告した（T Yuasa, K Sato, 

E Ashihara., et al. Cancer Immunol 

Immunother. 58:493-502. 2009：図１）。そ

こで、我々は、γδT細胞による免疫療法を

膀胱癌とくに CIS に対する新規治療法とし

て臨床応用することを最終目標として共同

研究を実施する。 

 
 
 
２．研究の目的 
主に自然免疫を司るγδT 細胞は、MHC 非拘

束性に様々な癌種に対して抗腫瘍効果を発

揮し、γδT 細胞免疫療法の臨床試験が既に

行われている。しかし全身投与による臨床試

験では、治療効果は満足のいくものはない。

そこで本研究では、γδT 細胞の効果を最大

限に発揮するために未だ臨床試験が行われ

ていないγδT 細胞膀胱内注入療法に着目し、

その治療効果を正所性膀胱癌モデルマウス

を用いて検証した。更に、T 細胞の感受性

を高めるべく、抗がん剤を併用した免疫複合

療法の可能性を検証するため、標準治療薬で

あるゲムシタビン やシスプラチン、その他

数種類の抗癌剤併用によるγδT 細胞複合免

疫療法による抗腫瘍効果を検討した。 

 
 
３．研究の方法 
1) γδT細胞の分化誘導 

1. 書面にてインフォームドコンセントを

得た健康人の末梢血から単核球を分離

後、IL-2 およびゾレドロン酸(ZOL)を用

いてγδT 細胞を大量培養し、使用まで

凍結保存した。 

2)正所性膀胱癌マウスモデルの作製 

1. ヒト膀胱癌細胞株にルシフェラーゼ遺

伝子を導入した Luc-膀胱がん細胞株を

作製した。 

2. Luc-膀胱がん細胞株を 5-6 週齢の雌の

SCID マウスの尿道から投与し、in vivo 

imaging system(IVIS)にて低侵襲かつ経

時的に評価できる正所性膀胱癌マウス

モデルを作製した。 

3)正所性膀胱癌マウスモデルでのγδT 細胞

の抗腫瘍効果の検討 

1. 癌細胞投与 1週間後に、膀胱がん細胞の

生着を IVIS にて確認した。 

2. 膀胱内に発光を認めた担がんマウスに

対して、凍結保存したγδT 細胞を解凍

し細胞治療に用いる。治療群:γδT細胞

（1×10 7個）+ZOL（5 μM）膀胱内注入、

コントロール群: PBS(-)膀胱内注入を、



それぞれ週１回合計４回経尿道投与し、

各処置で細胞投与４時間後に尿道結紮

糸を抜糸した。治療効果は、治療前に

IVIS を用いて週 1回測定する。なお、評

価項目としては２群での生体発光値の

各個体での経時的変化を定量化した。 

4)ゲムシタビン(GEM)前処置併用によるγδ

T細胞の抗腫瘍効果の検討 

1. GEM の前処置併用により、治療群:GEM（5 

μM)経腹腔内前投与+γδT細胞（1×10 7

個）+ZOL（5 μM）膀胱内注入、コント

ロール群:GEM(5 μM) 経腹腔内前投与

+PBS(-)膀胱内注入を、それぞれ週１回

合計４回経尿道投与し、3)同様の方法で

検討した。 

5)γδT細胞療法の安全性の検討 

本治療法の安全性の確認のため、血算、血液

生化学検査を行った。また組織学的な評価の

ために両群の治療後マウスの膀胱を摘出し

て組織切片を作製して炎症細胞の浸潤の有

無や正常尿路上皮に対しての障害の有無を

検討した。 

 
 
４．研究成果 

1)γδT細胞の分化誘導 

 健康人の末梢血から分離した末梢血単核

球より、IL-2＋ZOL によるγδT 細胞の培養

法を確立した。１１日間の培養で増幅効率は

約 500-800 倍と良好であった。 

2)γδT細胞の抗腫瘍効果の検討 

 フローサイトメトリー法(FCM)、共焦点レ

ーザー顕微鏡を用いた蛍光免疫染色法によ

り抗腫瘍効果を確認しており、in vitro 系に

おけるγδT細胞による抗腫瘍効果は、約60%

以上と良好であった。 

3)標準治療薬併用によるγδT 細胞の抗腫瘍

効果に及ぼす影響の検討 

 抗癌剤を併用した細胞免疫複合療法をテ

ーマに標準治療薬である GEM、CDDP ならびに

他抗癌剤を使用して癌細胞に前処置するこ

とで、GEM の前処置において、殺細胞効果を

認めない低濃度にも関わらず、γδT 細胞の

抗腫瘍効果に相乗効果をもたらす現象を発

見した。        

4)γδT 細胞の抗腫瘍効果を増強させた分子

の探索 

 FCM および RNA 干渉法により、GEM の前処

置による抗腫瘍効果が、γδT 細胞が認識す

る MICA/B の膀胱がん細胞上での発現亢進で

あることを確認した。                                         

5)正所性膀胱癌モデルマウスにおけるγδT

細胞膀胱注入療法の有効性ならびに GEM 併

用による効果 

 Luc-膀胱がん細胞株を用いた正所性膀胱
がんモデルにより、IVIS を用いて非侵襲的に
抗腫瘍効果を評価できる in vivo 実験系を確
立し、γδT 細胞膀胱注入療法の有効性なら
びに GEM 併用による効果を in vivo で検証し
た。第 0日に 1×106個の UMUC3-luc 細胞を経
尿道的に膀胱内に移植した。第７日に IVIS
で生体発光を認めた担がんモデルマウスに
対して、1×107個のT 細胞と ZOL (5 M) を
同時に経尿道的に投与し治療を行った (第 7
日、第 14 日、第 21 日、第 28 日)。治療群の
マウスでは無治療群のマウスと比較して、生
体発光の著明な減弱を認めた。次に GEM の経
腹膜的前処置を 4 回 (第 6 日、第 13 日、第
20 日、第 27 日) を追加したところ、GEM 処
置無し群と比較して GEM 処置群ではT 細胞
治療効果が統計学的に有意に増強した。 

 

 

 以上より、膀胱がん細胞において GEM の抗
腫瘍効果増強の機序に MICA/B-NKG2D 経路が
関与していることが明らかにされ、γδT 細
胞の抗腫瘍効果増強のため MICA/B-NKG2D 経
路が標的経路の 1つであり、標準治療薬を低
濃度で使用することでこの経路によるγδT
細胞の抗腫瘍効果を増強させることが推察
された。本研究の結果から、T 細胞膀胱内
注入療法は強力な抗腫瘍効果を発揮し、さら
に GEM はT 細胞の感受性を増強させること
が示唆された。膀胱内T 細胞注入療法は輸
注療法に比較して、癌組織へのエフェクター
細胞の直接の接触が可能な理想的な投与方
法であり、今後、臨床応用に向けた展開が期
待できる。 

ただし、本検討は細胞株での検討であり、今

後は患者検体を用いた検討、さらに倫理委員



会の承認後、ヒトを対象とした臨床研究にお

いてγδT 細胞膀胱注入療法の安全性および

有効性を検証する必要があると考える。 
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