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研究成果の概要（和文）：膠芽腫細胞株であるU87MGを用いたNOGマウスへの皮下腫瘍モデルで、NK細胞と抗PD-1
抗体を併用することによる抗腫瘍効果を検討した。結果、コントロール群とNK細胞移植群およびNK細胞/抗PD-1
抗体併用群との間に、overall　survivalに有意差がみられたが、NK細胞移植群とNK細胞/抗PD-1抗体併用群との
間には有意差がみられなかった。今回の実験からは、抗PD-1抗体による治療効果の相乗効果は確認できなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：We established an effective method for the expansion of highly purified 
natural killer(NK) cells derived from human PBMCs. In this study, we examined the combined therapy 
with NK cells and anti PD-1 antibody for NOG mouse with subcutaneous injection of U87MG cells.The 
retro-orbital administration of NK cells and IL-2 prolonged the survival of NOG mice bearing 
U87MG-derived tumors. The administration of anti-PD-1 antibodies with NK cells and IL-2 did not show
 any additive effect on survival.

研究分野： 脳腫瘍
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫は現在の標準治療である手術、放射線療法、化学療法をもってしても予後不良の腫瘍である。我々はこれ
まで免疫治療の1つであるNK細胞について研究を行ってきた。がん細胞ががんに対する免疫監視機構から逃避す
ると、その効果は減弱されうる。脳腫瘍における抗PD-1抗体の治療効果についての報告は少ない。抗PD-1抗体と
NK細胞を併用することにより、膠芽腫モデルに対して両者の相乗効果について検討した。結果、NK細胞において
は、PD-1の発現自体が低く、今回のin vitro実験、in vivo実験ともに、抗PD-1抗体によるNK細胞との相乗効果
は得られなかった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
膠芽腫は現在の標準治療である手術、放射線療法、化学療法をもってしても予後不良の腫瘍

である。一方で膠芽腫に対する免疫療法として細胞傷害性細胞、とりわけ γδT細胞や NK細胞

と呼ばれる MHC(major histocompatibility complex)非拘束性キラー細胞を用いた治療法が現

在注目されており、我々のグループもその治療効果を報告してきた。ただ、γδT細胞や NK細

胞をもってしても、がん細胞自体が免疫抑制系を利用してがんに対する免疫監視機構から逃避

すると、その効果は減弱される。近年 PD-1/PD-L1 pathway によるがん免疫抑制機構の解明が進

んでおり、各種癌腫において臨床応用が進んでいる。ただ、脳腫瘍における抗 PD-1 抗体の治療

効果についての報告は少ない。そこで我々は、近年注目されているチェックポイント阻害剤で

ある抗 PD-1 抗体と γδT 細胞・NK 細胞を併用することにより、治療効果の相乗効果を検討す

る。 

 
２．研究の目的 
従来より Lymphokine-activated killer（LAK）と呼ばれる古典的な NK 細胞輸注療法が膠芽

腫に対して実施されているが、我々はこれまでに LAK 療法に採用されていた培養法よりも NK

細胞の純度(98±2%、LAK は 36±16％)、増幅倍率(206±3倍、LAK は 51±17 倍)が高い培養法を

確立している。これら２つのキラー細胞を用いた免疫療法と抗 PD-1 抗体を併用した免疫細胞化

学療法の効果をより的確に評価するためには in vitro 実験系では不十分であり、マウス等の動

物を用いたin vivo実験系が不可欠である。またヒトとマウスの免疫系には相違点が存在する。

より的確に免疫細胞化学療法の効果を評価するためにはヒト由来の膠芽腫細胞ならびに免疫細

胞を用いて、よりヒトに近い条件下で評価することが求められる。NOG マウスは NOD/Shi-scid

の IL-2 受容体γ鎖をノックアウトした重度免疫不全マウスで、ヒト由来細胞の生着率が高く、

免疫細胞化学療法の膠芽腫退縮効果の判定に適したマウスである（J Immunol. 

191:1993-2000:2013）。 

近年 PD-1/PD-L1 pathway によるがん免疫抑制機構の解明が進んでおり、各種癌腫において臨

床応用が進んでいる。ただ、脳腫瘍における抗 PD-1 抗体の治療効果についての報告は少ない。

また、チェックポイント阻害剤である抗 PD-1 抗体の直接の作用対象であるリンパ球との併用効

果についてはほとんど調べられていないのが現状である。本研究の目的は①in vivo かつヒト

に近い条件下でMHC非拘束性キラー細胞および抗PD-1抗体を用いた免疫細胞化学療法の膠芽腫

退縮効果ならびに安全性を評価する②投与したキラー細胞の体内動態と特性変動、腫瘍移植巣

の組織学的観察と腫瘍細胞の特性変動を評価することである。 

 
３．研究の方法 
本研究では以下のごとくに実験系を作成して検討を行った。①NK細胞およびγδT細胞にお

ける PD-1の発現解析②U87MGならびに T98Gについては PD-1のリガンドであるPD-L1の発現解

析③各膠芽腫細胞株（U87MG,T98G）に対する NK細胞およびγδT 細胞と抗 PD-1 抗体の併用増

殖抑制試験とapoptosis誘導効果解析④NOGマウスに皮下移植した膠芽腫細胞株に対するNK細

胞と抗 PD-1 抗体併用療法の抗腫瘍効果の解析 

実験① 

(1) γδT細胞調整：ヒト末梢血由来γδT 

細胞の増幅培養と純化健常人末梢血よりLymphoprep®を用いた比重遠心分離法によって単核

細胞を分離し、5％自己血漿ならびに高濃度のIL-2 を含むAIM-V 培地に終濃度1μM のゾメ

タ®を培養初発時のみ加えて培養を行う。以後、細胞の増幅培養に際しては IL-2 含有AIM-V 

培地にて増幅培養を行う。14 日間の増幅培養後、MACSを用いてαβT細胞を除去し、γδT



細胞の純度を高める。 

(2) NK細胞の調整：ヒト末梢血由来NK細胞の増幅培養健常人末梢血よりLymphoprep®を用いた比

重遠心分離法によって単核細胞を分離する。MACSを用いて特定の細胞集団を除去し、高濃度

IL-2含有AIM-V培地にて培養を開始する。以降、細胞の増幅培養に際してはIL-2含有AIM-V

培地にて増幅培養を行う。14～21日間の増幅培養を実施する。 

(3) NK細胞およびγδT細胞のPD-1発現に関しては、PE標識anti-human CD279 (PD-1)（clone: 

EH12.2H7)）を用いてフローサイトメーターで解析を行った。 

実験② 

(1) 膠芽腫細胞株：ヒト膠芽腫由来細胞株であるU87MG、T98Gを用いる。2つの細胞株は10%FBS

含有DMEM培地にて37℃、5％CO２、湿度100％の環境で培養を行った。 

(2) U87MG、T98G、のPD-L1の発現解析についてはPE標識anti-human CD274 (PD-L1)（clone: 

29E.2A3）を用いてフローサイトメーターで解析を行い、Relative Fluor escence 

Intensity (RFI)を算出して評価した。 

実験③ 

U87MG、T98G に、14日間培養した NK細胞と抗 PD-1 抗体（opdivo: 小野薬品）を加え、4時

間培養し、MEBCYTO® Apoptosis Kit (MBL 社) を用いて染色を実施する。染色後の細胞に存在

する annexin V 陽性 apoptosis 細胞の頻度をフローサイトメーターを用いて解析した。 膠芽

腫細胞数とNK細胞もしくはγδT細胞数の混合比はそれぞれGBM:NK もしくはGBM:γδT =1:2、

1:1、1:0.5 とした。 

実験④ 

GBM 細胞株(U87MG)を皮下移植した NOG マウスに対する膠芽腫退縮効果を検証するため、NK

細胞と抗 PD-1 抗体の併用実験を行った。U87MG(5 x 106)を NOG マウスの皮下に移植し、1、4、

7日目に Group 1 には PBS と IL-2 (10,000 IU/body)を、Group 2 には NK細胞(1 x 107)と IL-2 

(10,000 IU/body)を、Group 3 には NK細胞(1 x 107)、抗 PD-1 抗体(40 μg/body)ならびに IL-2 

(10,000 IU/body)を眼窩静脈叢より投与した。 

 
４．研究成果 

実験①：NK細胞およびγδT細胞ともに PD-1 発現細胞の頻度は、γδT 細胞が 39.2%、NK 細胞

が 3.3％であり、NK細胞では PD-1 発現細胞の頻度は予想よりかなり低い結果となった。 

実験②：U87MG、T98G、の PD-L1 の発現は、各 GBM 細胞株で若干の差はあるものの、腫瘍細胞に

PD-L1 が発現していた。(RFI 値として、U87MG: 7.12 T98G: 2.78 ) 

実験③：NK細胞投与群およびγδT細胞投与群いずれにおいても、U87MG および T98G に対する

抗 PD-1 抗体によるアポトーシス誘導効果の増強は認めなかった。 

実験④：Group 1 と比較して、NK細胞を投与する Group 2 および 3は有意差をもって生存日数

が延長していた(それぞれ 59.7±15.3、88.3±21.7、81.3±22.6 日)。しかし、抗 PD-1 抗体を

投与している Group 3 では抗 PD-1 抗体を投与していない Group 2 と比較して生存期間に有意差

は認められなかった。 

我々の実験結果から、NK 細胞は in vitro 実験および膠芽腫細胞株 U87MG 由来皮下腫瘍モデ

ルを用いた in vivo 実験においては抗腫瘍効果を発揮していることが証明された。しかしなが

ら、我々が培養した NK 細胞は PD-1 発現細胞の頻度自体が低いため、in vitro 実験、in vivo

実験ともに NK細胞の抗腫瘍効果に対する抗 PD-1 抗体の影響が少なかったものと考えられた。 
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