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研究成果の概要（和文）：iPSC誘導技術を用いて再生したinvariant NKT細胞（re-iNKT）は、ヒト由来の多くの
がん細胞株をin vitroで傷害した。この活性はNK受容体に依存するものであった。また、ゼノグラフトマウスモ
デルにおいて、がんの成長を抑制して、マウス生存を延長した。がん反応性キメラ抗原受容体を発現する
re-iNKT細胞は、がんに対して明らかな傷害活性の増強を示さなかった。re-iNKT細胞は優れた抗腫瘍活性を示
し、がん免疫療法に広く応用可能と考えられた。

研究成果の概要（英文）：The re-iNKT cells by themselves showed the NK cell-like cytotoxicity against
 all of the tested cancer cell lines, which was mediated by NKG2D and DNAM-1. They inhibited the 
growth of K562 chronic myelogenous leukemia in a xenografted mouse model and prolonged the mouse 
survival. We generated the re-iNKT cells expressing a glypican-3 (GPC3)-reactive chimeric antigen 
receptor (CAR). The GPC3-CAR-transduced re-iNKT cells revealed a cytotoxicity against a 
GPC3-expressing SK-Hep1 cancer cell line. However, the strength of the cytotoxicity was equal to 
that of wild-type re-iNKT cells. To clarify the function of GPC3-CAR, we used peripheral 
blood-derived T cells for GPC3-CAR gene transfer. The GPC3-CAR-transduced T cells revealed the 
enhanced cytotoxicity against the GPC3-expressing JHH7 cell line compared to the wild-type T cells, 
indicating that the CAR construct is intact. re-iNKT cells can be a cell platform potentially 
utilized for cancer immunotherapy.

研究分野：がん免疫療法
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
iNKT細胞は、アロ拒絶反応を惹起しないT細胞受容体を持つ為、iPSCから再生したiNKT細胞は、がん治療を目的
とした他家投与用のエフェクター細胞プラットフォームとして有望である。再生iNKT細胞が抗腫瘍効果を示す
「がん細胞」の情報は、学術的、及び 臨床的に重要である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
膵臓癌は最も予後の悪い消化器癌の 1 つであり、有効な治療法がなく診断された患者の生存
期間は、今日でも 10 年前とほとんど変わっていない。また、分子標的薬の恩恵を受けている他
の癌と比較して、膵臓癌患者の治療選択肢は極めて限られている為、より効果的な治療法の開発
が切望されている。 
近年、細胞傷害性 T細胞（CTL）の遺伝子改変により「がん抗原特異性」を賦与して「がん」
の排除を誘導する免疫細胞療法が開発され、一部の患者で優れた抗腫瘍効果が認められ着実に
進歩を続けている。しかしながら、多くの進行がん患者では、① 免疫細胞が疲弊しており、安
定した抗腫瘍効果が得られない、② 免疫抑制性のがん微小環境を改善できない、③ 免疫不全状
態に陥っているがん患者から大量の成分採血を必要とし、患者採血の負担が大きい等の問題を
抱えている。また、個別化医療としての自己細胞治療の費用は極めて高額であり、普遍的に投与
可能な免疫細胞プラットフォームを応用した低コスト化技術の開発が切望されている。 
私達は、iPS 細胞誘導技術を用いてインバリアントナチュラルキラーT（iNKT）細胞と呼ばれ
る特殊な T細胞サブセットの再生に成功した。この iPSC-iNKT 細胞は、iPSC を経由する前の iNKT
細胞と同様に、均一な T細胞受容体 (TCR) を発現して、① CD1d 分子に提示された特定の糖脂
質抗原 (α-GalCer) を認識する ② α-GalCer を負荷した白血病細胞に対して強力な細胞傷害
活性を示す ③ 樹状細胞 (dendritic cell: DC) との相互作用により、IL-12/IL-23 産生バラン
スを制御して免疫抑制性の癌微小環境を改善する等の機能を有している。iPSC-iNKT 細胞は、DC
を活性化することにより免疫系を賦活化する細胞アジュバントとしての機能に優れているが抗
原特異的に癌細胞を傷害することはできない。したがって、癌抗原を特異的に認識する受容体を
iPSC-iNKT 細胞に発現させ、これの強力な細胞傷害活性を癌細胞に向けることができれば、免疫
抑制性の癌微小環境を改善するとともに、癌細胞の選択的排除を誘導する新たな治療法の開発
に資することができる。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、iPSC-iNKT 細胞に癌抗原を認識する受容体（キメラ抗原受容体：chimeric antigen 
receptor）を人為的に発現させ、癌細胞を特異的に傷害する抗腫瘍エフェクター細胞を作製する。
この iPSC-iNKT 細胞をベースとしたエフェクター細胞の機能を明らかにして、これを癌患者に
投与することで、免疫抑制性の癌微小環境を改善するとともに、持続的で強力な膵臓癌の排除を
誘導する新たな免疫療法を開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
健常人末梢血単核球をα-GalCer を用いて複数回刺激することで iNKT 細胞株を樹立した。こ
れにセンダイウイルスベクターを用いてリプログラミング因子を導入して iNKT 細胞由来 iPS 細
胞を作製した。これから中胚葉分化、造血系分化を経由して T 細胞分化を誘導して、再生 iNKT
細胞（re-iNKT 細胞）を構築した。野生型の iNKT 細胞と re-iNKT 細胞の抗原非特異的細胞傷害
活性を比較した。バーキットリンパ腫細胞株（Daudi）、肝臓癌細胞株（JHH7）、非小細胞肺癌細
胞株（PC9）、口腔扁平上皮癌細胞株（SAS）、卵巣癌細胞株（RMG-I）に対する細胞傷害活性を 51Cr
遊離試験によって評価した。また、慢性骨髄性白血病細胞株（K562）を皮下移植した免疫不全マ
ウス（BALB/c-Rag2-/-Jak3-/-）に、野生型の iNKT 細胞、あるいは re-iNKT 細胞を局所投与して
腫瘍の成長、及び 生存期間を評価した。 
一方、GPC3 特異的キメラ抗原受容体を遺伝子導入する為のレトロウイルスベクターを構築し
て、末梢血 CD3+ T 細胞あるいは re-iNKT 細胞の遺伝子改変により GPC3 特異的キメラ抗原受容
体を発現させた抗腫瘍エフェクター細胞を作製した。これらの細胞傷害活性を 51Cr 遊離試験で
評価した。細胞傷害性試験のターゲット細胞として GPC3 を発現する肝臓癌細胞（SK-Hep1-GPC3, 
JHH7）を用いた。 
 
４．研究成果 
 
（1）iNKT 細胞のリプログラミングと再生 iNKT 細胞の構築 
 健常人末梢血単核球より樹立した iNKT 細胞は、CD1d 拘束性にα-GalCer を認識して増殖応答
を示すと共に IFN-γを産生した。樹立した iNKT 細胞株にセンダイウイルスベクター
（SeVdb(KOSM), 302L/SeV18, SV40LTA/TS）を用いて、リプログラミング因子を導入することに
より、ヒトiNKT細胞由来iPS細胞を樹立した（図1）。このiPS細胞をフィーダー細胞（C3H10T1/2）
上に播種して VEGF, SCF, Flt3L を添加して 14日間培養することで中胚葉分化、造血系分化を
誘導した。その後、フィーダー細胞 OP9-DLL1 上に播種して Flt3L, IL-7, IL-2, IL-15 を添加
して 21日間培養することで、再生 iNKT 細胞（re-iNKT 細胞）を誘導した。re-iNKT 細胞は、CD1d
拘束性にα-GalCer を認識して IFN-γを産生した。 
 
 



 
 

 
（2）癌細胞株に対する細胞傷害活性 
 野生型の iNKT 細胞あるいは re-iNKT 細胞の細胞傷害活性を評価した。re-iNKT 細胞は、バー
キットリンパ腫細胞株（Daudi）、肝臓癌細胞株（JHH7）、非小細胞肺癌細胞株（PC9）、口腔扁平
上皮癌細胞株（SAS）、卵巣癌細胞株（RMG-I）に対して細胞傷害活性を示したが、野生型の iNKT
細胞（wt-iNKT 細胞）は、これらの癌細胞株に対して全く細胞傷害活性を示さなかった（図 2）。
re-iNKT 細胞の細胞傷害活性は、抗 CD1d 抗体、抗 HLA-I 抗体で阻害することができず、抗 NKG2D
抗体、抗 DNAM-1 抗体を添加することで阻害した。従って、re-iNKT 細胞は各種癌細胞株に対し
て NK 受容体依存性の細胞傷害活性を有することが示唆された。 
 

 
（3）再生 iNKT 細胞の in vivo における抗腫瘍効果 
 re-iNKT 細胞の抗腫瘍効果を免疫不全マウス（BALB/c-Rag2-/-Jak3-/-）を用いたゼノグラフ
トモデルで評価した。慢性骨髄性白血病細胞株（K562）を皮下移植して野生型の iNKT 細胞、あ
るいは re-iNKT 細胞を局所投与して腫瘍の成長、及びマウス生存を評価したところ、野生型の
iNKT 細胞を投与した群は未治療群と同等の腫瘍の成長が認められ、全く抗腫瘍効果が観察され
なかった。一方、re-iNKT 細胞を投与した群は、腫瘍成長の明らかな抑制が観察された（図 3）。



また、re-iNKT 細胞を投与した群は、マウス生存を延長した（図 3）。 
（4）キメラ抗原受容体を導入した再生 iNKT 細胞の抗腫瘍活性 
 Glypican-3（GPC3）特異的抗体の scFv を T 細胞活性化シグナルドメイン（CD28-4-1BB-CD3ζ）
に接続した第三世代型キメラ抗原受容体（CAR）を遺伝子導入する為のレトロウイルスベクター
を作製した。これを用いて re-iNKT 細胞に GPC3 特異的 CAR 遺伝子を導入した。CAR の発現は、
バイシストロニック配列 T2A にて共発現するタグに対する抗体を用いて確認した。GPC3 特異的
CAR を発現する re-iNKT 細胞は、GPC3 を発現する肝臓癌細胞株（SK-Hep1-GPC3）に対して強力な
細胞傷害活性を示したが、GPC3 特異的 CAR を発現しない re-iNKT 細胞も同等の細胞傷害活性を
示し、CAR 発現による傷害活性の増強は観察されなかった（図 4A）。GPC3 特異的 CAR の性能を評
価するために、健常人末梢血由来 CD3+ T 細胞に GPC3 特異的 CAR を導入して細胞傷害活性を評
価したところ、CAR 遺伝子を導入することにより、GPC3 陽性肝臓癌細胞株 JHH7 に対する細胞傷
害活性が上昇し、作製した CAR 構造に問題がないことが分かった（図 4B）。 
 

 
 
 以上より、re-iNKT 細胞は、強力な NK活性を示して in vitro, in vivo において癌の排除を
誘導できる。これにキメラ抗原受容体を発現させることで更なる抗腫瘍効果の向上は観察され
なかったが、NK 活性介在性の細胞傷害活性を回避する癌に対しては、キメラ抗原受容体を介し
て癌を排除すると考えられる。 
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