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研究成果の概要（和文）：膠芽腫患者切除検体を用いた解析の結果、NKT細胞が認識する特異的抗原提示分子
CD1dが陽性の膠芽腫が存在することを見出した。また、CD1d陽性膠芽腫細胞にNKT細胞特異的糖脂質抗原α
-GalCerを提示させた場合、NKT細胞の腫瘍に対する細胞傷害活性、サイトカイン産生能が増強した。免疫不全マ
ウスを用いて作成したCD1d陽性ヒト膠芽腫モデルにおいて、NKT細胞とα-GalCerを併用する治療実験を行い、
CD1d陽性膠芽腫に対する抗腫瘍効果を認めた。本研究結果は、膠芽腫におけるCD1d発現が膠芽腫患者に対する
NKT細胞を用いた免疫療法の新規標的となりうることを示した。

研究成果の概要（英文）：This study showed that CD1d, an antigen-presenting molecule for invariant 
natural killer T (iNKT) cells, was expressed on several patient glioblastoma cells. CD1d-expressing 
glioblastoma cells presented glycolipid antigens to induce iNKT cell-mediated cytotoxicity in vitro.
 Moreover, intracranial administration of human iNKT cells caused a regression in orthotopic 
CD1d-expressing human glioblastoma xenografts in immunodeficient mice. Thus, CD1d expression may 
represent a novel target for NKT cell-based precision cancer immunotherapy for glioblastoma 
patients. 
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
予後不良な膠芽腫に対する新規治療法の開発は困難を極めている。本研究では、膠芽腫患者の腫瘍組織を解析
し、Natural Killer T(NKT)細胞に対する特異的な抗原提示分子であるCD1d陽性の腫瘍細胞が存在することを見
出した。さらに免疫不全マウスにCD1d陽性細胞株を同所移植して作成した膠芽腫モデルに対して、NKT細胞とNKT
細胞の代表的な糖脂質抗原であるα-GalCerを投与する免疫治療実験を行い、抗腫瘍効果を認めた。これらの結
果は、膠芽腫におけるCD1d発現は、NKT細胞を用いた膠芽腫プレシジョン医療の新規標的となりうることを示し
ている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
グリオーマは、原発性脳腫瘍の約 25％を占める代表的な脳腫瘍である。脳実質内に浸潤性に
増大するため根治症例は少なく、極めて予後の悪い腫瘍である。本研究の対象である膠芽腫は
グリオーマの中で約 35％と高率に存在するが、手術・放射線治療・化学療法を施行しても、生
存期間中央値 15か月、5年生存率 6%程度に留まり、最も悪性度の高い grade 4に分類されてい
る。2005 年の報告により標準治療となった、術後放射線治療とテモゾロミド投与を併用する
Stuppレジメンの成績は、この十数年間改善を認めていない (Stupp R, et al. N Engl J Med 2005)。 
現在種々のがんに対して免疫療法の有効性が示されつつあり、グリオーマに対しても新規治療
法として期待が持たれている。多くの固形腫瘍は、発生・増殖の過程において自己の免疫系に
晒されるが、免疫逃避機構を有することによって発育していくと考えられている。しかし血液-
脳関門に守られた脳実質に発生する脳腫瘍に対しては、抗腫瘍免疫が初期段階では機能せず、
腫瘍による免疫逃避機構が構築されていないため（Proescholdt MA. et al. J Neurosurg. 2001）、免
疫系を用いた治療介入にて排除できる可能性がある。現在までにグリオーマに対し試みられた
免疫療法としては、ペプチドワクチン療法（Schuster J, et al. Neuro Oncol 2015）や腫瘍抗原特異
的樹状細胞療法(Mitchell DA, et al. Nature 2015)、遺伝子組換えヘルペスウイルス製剤治療
(Markert JM, et al. Gene Ther 2000, Markert JM, et al. Mol Ther 2009、Ino Y, et al. Clin Cancer Res 
2006)が報告されており、免疫治療が膠芽腫に有効である可能性が示唆されている。 
千葉大学大学院医学研究院免疫発生学教室では、原発性肺がん患者を対象に Natural Killer T
（NKT）細胞を標的とした免疫細胞療法に関する研究開発を行ってきた。NKT細胞は千葉大学
大学院医学研究院が世界に先駆けて同定したリンパ球集団で、末梢血中に 0.1%以下と非常に少
ない細胞集団であるにも関らず、抗腫瘍免疫を始めとする様々な免疫反応に関与することが知
られている (Taniguchi M, et al. Annu Rev Immunol 2003)。さらに、抗原提示細胞上の CD1d分子
に提示された外来性抗原である糖脂質、-ガラクトシルセラミド(-GalCer)が、NKT 細胞の特
異的な外因性リガンドであることが発見されている(Kawano T, et al. Science 1997)。マウスのが
ん転移モデルにおいては、-GalCerを単独で投与するよりも、樹状細胞に提示させて投与する
細胞治療の方が、より強力な抗腫瘍効果を発揮することが明らかとなっている(Toura I, et al. J 
Immunol 1999)。このような悪性腫瘍に対する NKT細胞を用いた免疫細胞治療の基礎研究およ
び臨床研究の成果から、千葉大学では原発性肺がんおよび頭頸部がんにおいて先進医療に承認
され、現在臨床研究が実施されている。一方、脳腫瘍患者における NKT 細胞免疫系の解析に
ついては、グリオーマ患者の末梢血を用いた報告において、正常人と同等の機能を持った NKT
細胞の存在と、グリオーマにおける CD1dの発現が報告されているが(Dhodapkar KM, et al. Int J 
Cancer 2004)、未だ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
予後が悪い膠芽腫に対する新規治療法の開発は困難を極めている。本申請研究では、膠芽腫と
診断された患者の末梢血および手術時に摘出された腫瘍組織を用いて、NKT細胞を中心とした
各種免疫細胞の機能解析を行い、腫瘍局所における抗腫瘍効果発揮メカニズムを明らかにする。
さらに重症複合免疫不全マウスを用いて作成したヒト膠芽腫マウスモデルを用いて、ヒト樹状
細胞および NKT細胞を投与する免疫治療実験を行う。膠芽腫に対する NKT細胞の抗腫瘍効果
発揮メカニズムを解明するとともに、治療方法の検討を行い、新規治療法開発のための臨床研
究を実施するエビデンスを構築する。 
 
３．研究の方法 
1) 膠芽腫患者の末梢血および腫瘍局所の NKT細胞を中心とした免疫環境の解析 
千葉大学医学部附属病院脳神経外科を受診し膠芽腫の診断が得られた患者に同意を得て、術前
に末梢血を採取し、単核球を比重分離した後に、フローサイトメトリーにより T 細胞、NK 細
胞、NKT細胞などのリンパ球サブセットを同定した。同時に PD-1などの共刺激・抑制分子の
発現解析を行った。さらに手術により摘出された膠芽腫の腫瘍浸潤リンパ球サブセットをフロ
ーサイトメトリーおよび免疫染色にて同定するとともに、共刺激・抑制分子の発現解析を行っ
た。 
2) NKT細胞の膠芽腫細胞に対する細胞傷害活性の評価、サイトカイン産生能の評価 
2-a)ヒト膠芽腫由来の細胞株を用いて、NKT 細胞の膠芽腫細胞に対する細胞傷害活性の評価を
行った。 
2-b)ヒト膠芽腫由来の細胞株を用いて、NKT細胞を腫瘍細胞共培養した際のサイトカイン産生
能の評価を行った。 
3)ヒト膠芽腫マウスモデルにおける NKT細胞の抗腫瘍効果の解析 
3-a)ヒト膠芽腫マウスモデルの確立 
重度複合免疫不全マウスである NOD/Shi-scid IL-2RγKOマウス（NOGマウス）に、ヒト膠芽腫
由来の細胞株を頭蓋内投与にて移植し、ヒト膠芽腫マウスモデルを作成した (Carpenito C, et al. 
Proc Natl Acad Sci USA 2009)。 
3-b)作成したヒト膠芽腫マウスモデルを用いて、下記のモデルを作成した。 
①NKT細胞同時投与群：ヒト膠芽腫由来の細胞株と同時に NKT細胞を頭蓋内投与した。 
②NKT細胞・-GalCer同時投与群：ヒト膠芽腫由来の細胞株と同時に NKT細胞と-GalCerを



頭蓋内投与した。 
③無治療群 
各モデルについて、NKT細胞の抗腫瘍効果を画像により評価するとともに、安楽死後に腫瘍浸
潤リンパ球を回収し、免疫学的解析を行った。 
 
４．研究成果 
1)千葉大学医学部附属病院脳神経外科で膠芽腫と診断された患者の末梢血および手術時に摘
出された腫瘍組織について、フローサイトメトリーを用いて免疫学的解析を行った。膠芽腫手
術検体から分離した腫瘍細胞を用いてフローサイトメトリー解析を行い、抗原提示分子 CD1d
の発現を 15例中 6例（40%）に認めた。膠芽腫手術検体から分離した腫瘍浸潤リンパ球の解析
では、14例全例で CD3+ T細胞の腫瘍浸潤を認めた。一方、腫瘍細胞の CD1d発現にかかわら
ず、NKT細胞は検出されなかった。 
 
2) 4種の膠芽腫細胞株の CD1d発現を検討したところ、U251と T98Gは CD1d陽性細胞株であ
り、U87と U138は CD1d陰性細胞株であった。 
 
3)NKT細胞の膠芽腫細胞に対する細胞傷害活性の
評価を行った。CD1d 陰性細胞株 U87 では、
-GalCer 提示の有無による NKT 細胞の細胞傷害
活性の変化は認められなかったが、CD1d 陽性細
胞株 U251では、-GalCer添加により、NKT細胞
の細胞傷害活性は増強した。 
 
4)腫瘍細胞と共培養した際の NKT細胞のサイトカイン（IFNγ, TNFα）および Granzyme B産生
能の評価を行なった。サイトカイン、Granzyme Bの産生は、α-GalCerを添加した CD1d陽性細
胞株 U251との共培養では、コントロールと比較し増強した。一方、α-GalCerを添加した CD1d
陰性細胞株 U87との共培養では、変化が見られなかった。 
 

5)NOGマウスにヒト膠芽腫由来の CD1d陰性細胞株 U87、CD1d陽性細胞株 U251をそれぞれ安
定して頭蓋内に移植することが可能となり、ヒト膠芽腫マウスモデルを作成した。このヒト膠
芽腫マウスモデルの頭蓋内に NKT 細胞を投与し、腫瘍浸潤リンパ球を回収して経時的な解析
を実施した結果、腫瘍浸潤リンパ球における NKT細胞は経時的に減少を認めた。 
 
6)作成したヒト膠芽腫マウスモ
デルを用いて、NKT 細胞を投与
してその抗腫瘍効果を評価した。
CD1d 陽性細胞株 U251 の腫瘍細
胞移植と同時に NKT 細胞および
α-GalCer を投与した場合、NKT
細胞投与群では非投与群と比較
し、腫瘍増大が抑制される傾向に
あった。また、 NKT 細胞を
α-GalCer とともに投与した群の
生存期間は、コントロール群と比較し有意に延長した。一方、CD1d 陰性細胞株 U87 の腫瘍細
胞移植と同時に NKT 細胞を投与した場合には、NKT 投与群において腫瘍増大は抑制されず、
生存期間にも変化を認めなかった。 

CD1d陽性細胞株 U251に luciferaseを導入し、IVIS Imaging Systemを用いて発光強度にて腫瘍
増殖の評価が可能である CD1d陽性膠芽腫マウスモデルを作成した。腫瘍移植後 1週間目で発
光強度により腫瘍形成を確認後、NKT細胞と α-GalCerを投与した。NKT細胞と α-GalCer投与
後１週目と 2週目の発光強度を比較すると、コントロール群では発光強度が増強したのに対し、
NKT細胞と α-GalCer投与群では発光強度が有意に減弱し、NKT細胞と α-GalCer投与治療によ



る抗腫瘍効果を確認できた。 
 

 膠芽腫における CD1d 発現は、NKT 細胞を用いた膠芽腫プレシジョン医療の新規標的となり
うることが示された。 
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