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研究成果の概要（和文）：本研究は肺癌を対象として、癌の転移ルートとなるリンパ節（所属リンパ節）も含め
た腫瘍環境に起きている免疫反応の理解を通じて、新しいがん免疫療法の開発を行うことを目的とする。今回の
研究で発見した、肺癌所属リンパ節において組織常在性に関連するマーカーを発現する新たなT細胞集団は、そ
の作用が肺癌の病態や進行と関連している可能性があることが確認された。また腫瘍から産生され、抗腫瘍免疫
反応を抑制する原因となるタンパク質の候補を新たに複数同定した。今後はこれらの候補タンパク質の作用機序
を明らかにし、免疫抑制状態を解除可能な方法を明らかとすることで、新たながん免疫療法の開発を目指す。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop a new cancer immunotherapy for lung 
cancer by understanding the immune response occurring in the tumor environment including regional 
lymph nodes that are metastasis routes of cancer. The novel T cell population found in this study 
expresses markers associated with tissue residency in regional lymph nodes of lung cancer, and can 
be related to the pathophysiology and progression of lung cancer. In addition, we identified 
multiple protein candidates, which are produced from tumor cell lines to be responsible for the 
suppression of anti-tumor immune responses. 
In the future, we aim to clarify the mechanism of action and the method to overcome the suppression 
of anti-cancer immune responses toward the development of a new cancer immunotherapy.

研究分野： 腫瘍免疫学

キーワード： 免疫療法　肺癌　抗腫瘍免疫抑制
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研究成果の学術的意義や社会的意義
今回発見した新たなT細胞集団が、肺癌の病態や進行と関連している可能性があり、このT細胞をモニターするこ
とで、治療の効果判定や適切な治療法選択のマーカーとなる可能性がある。また腫瘍から産生される免疫抑制タ
ンパク質を介した免疫抑制状態を解除することが可能となれば、全身的な免疫状態の改善につながり、標準治療
となったがん免疫療法の有効性を大きく改善する可能性が高く、がん治療の成績向上に貢献する。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

超高齢社会の到来とともに、高齢者に好発する原発性肺癌の罹患者数･死亡者数は増加の一途

をたどり、年間 7 万人以上が亡くなっている。進行･再発非小細胞肺癌に対する抗癌剤治療での

生存期間中央値(MST)は１年余りと著しく短く、生存期間延長効果は極めて限定的である。また

化学療法においては時に致死的となる副作用が必発であり、有効で安全な新規治療の開発が望

まれている。 
NKT 細胞は、特異的リガンドa-Galactocylceramide (aGalCer) によって活性化され、樹状細胞

の成熟化を誘導すると同時に、急速かつ大量に産生するインターフェロンγ (IFN-g) などによ

りNK細胞やT細胞を活性化し、強力な抗腫瘍効果を発揮する(Fujii, Motohashi et al. Semin Immunol 
2010)。千葉大学では進行・再発非小細胞肺癌を対象に、in vivo での NKT 細胞の活性化を目的と

したaGalCer パルス樹状細胞の臨床研究を数多く行ってきた (Front Immunol 2018)。その成果を

基に 2012 年より先進医療として実施した「aGalCer パルス樹状細胞の第Ⅱ相試験」は 2017 年 8
月に試験を完了し、既報と同様の生存期間延長効果と NKT 細胞特異的免疫反応との相関の可能

性について報告を行った (Toyoda et al. J Immunother Cancer 2020)。しかしaGalCer パルス樹状細

胞の投与によっても臨床効果が得られない NKT 細胞免疫系の機能不全症例や、全身性の免疫抑

制状態が存在する症例に対しては、NKT 細胞免疫系も含めた免疫抑制状態の機序解明とその解

除を目指した新たな治療法の開発が求められている。 
免疫原性が低く、抗腫瘍免疫の存在が疑問視されてきた肺癌において、癌による免疫抑制機

構の一つである免疫チェックポイント分子に対する阻害抗体が、切除不能進行期肺癌の標準治

療となった。しかし免疫系が腫瘍を退縮させる機序を考えると、癌抗原特異的 T 細胞の活性化

と腫瘍組織への遊走から腫瘍浸潤への免疫学的プロセスがすべて機能することが必要である。

そこで、担癌患者の免疫抑制状態を多角的な観点から包括的に評価し、免疫抑制打破に向けて

“Cancer Immunogram”という概念が提示された(Blank et al. Science 2015, Chen et al, Nature 2017)。
これまでの NKT 細胞を標的とした免疫療法の結果を改めて Immunogram に依って検討してみる

と、aGalCer パルス樹状細胞投与により、免疫細胞の腫瘍浸潤能に影響を与えていることや (J 
Clin Immunol 2012)、NKT 細胞による IFN-g産生が腫瘍上の MHC 及び PD-1 リガンド(PD-L1)の発

現を上昇させることが挙げられる (Cancer Immunol Immunother 2016)。IFN-gによって発現上昇し

た抗原提示細胞上の PD-L1 阻害により、活性化 NKT 細胞の抗腫瘍活性が増強することはすでに

示されているが、免疫チェックポイント阻害剤の NKT 細胞への直接の効果については未だ不明

である。 
 

２．研究の目的 
本研究では肺癌を対象として、免疫細胞の腫瘍浸潤や遊走、滞留に関連する分子や、免疫チ

ェックポイント分子など免疫活性化や抑制に関連する分子の発現を、半網羅的手法を用いて明

らかにするとともに、腫瘍が産生する可溶性抑制因子による免疫抑制機序について解析を行い、

NKT 細胞を標的とした免疫療法に併用することで、抗腫瘍免疫抑制を克服可能とする新規複合

免疫療法の開発を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）肺癌腫瘍局所における免疫抑制環境と NKT 細胞の腫瘍浸潤機序の解明 
千葉大学医学部附属病院呼吸器外科を受診し、原発性肺癌の診断にて外科切除を受けた症例及

び内視鏡検査を受けた症例から同意を得て、肺癌腫瘍局所の免疫学的解析を行った。採取された

腫瘍、肺組織、所属リンパ節及び末梢血を用いて、腫瘍浸潤リンパ球(TIL)、腫瘍細胞、リンパ節

単核球及び末梢血単核球(PBMC)を抽出し、Mass cytometer (CyTOF) 及び Flow Cytometry にて、

NKT 細胞を含む各免疫細胞の特異的表面抗原分子や免疫活性化・抑制に関与する分子の発現を

検出した。 
 

（2）腫瘍由来可溶性免疫抑制因子の免疫細胞に対する抑制機序解明 
可溶性因子添加の有無にて誘導した樹状細胞の遺伝子発現プロファイルを比較するために

RNA sequencing を行い、トランスクリプトーム解析を行った。また可溶性因子の産生の有無にて



 

 

腫瘍細胞株を群分けし、RNA sequence にて遺伝子発現を比較するとともに、産生されるタンパ

ク質同定のためのプロテオーム解析を行った。 
 

（3）抗腫瘍効果に優れた NKT 細胞サブセットの同定とその抗腫瘍効果の検討 
肺癌患者末梢血を用いて、NKT 細胞の転写因子を Flow cytometry により解析した。また、特

異的リガンドで活性化した際のサブセットの変化について検討を行った。さらに、担がんマウス

モデルを用いて、抗腫瘍効果に最も作用するサブセットの検出を行った。 
 

４．研究成果 

（1）肺癌腫瘍局所における免疫抑制環境と NKT 細胞の腫瘍浸潤機序の解明 
腫瘍浸潤リンパ球及び所属リンパ節リンパ球の CyTOF を用いた解析では、転移陽性リンパ節

において naïve lymphocyte のマーカーである CD45RA の発現減少の他、CD3+CD8+CD103+ Tissue 
resident 型の memory T 細胞サブセットが有意に増加している可能性を見出した（図 1）。また、

進行期の転移陰性リンパ節にも CD3+CD8+CD103+細胞が高頻度に存在しており、病期の進行と

の関連性が示唆された。肺癌の進行度との関連とともに、この細胞の誘導に関与する抗腫瘍免疫

応答についてさらに明らかにする予定である。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. 所属リンパ節における CD8+CD103+ CD8+T 細胞（赤丸）の同定と転移陰性/陽性リンパ節

中の存在割合 
 

（2）腫瘍由来可溶性免疫抑制因子の免疫細胞に対する抑制機序解明 
培養上清を添加することで樹状細胞からの IL-12 産生を有意に低下させる腫瘍細胞株と、樹状

細胞に影響を与えない腫瘍細胞株の遺伝子発現プロファイルを比較することで、樹状細胞の機

能抑制能を有する腫瘍細胞株で有意に発現上昇する候補タンパクを複数同定することに成功し

た。これら抑制因子の有効な阻害方法の検討を進め、免疫抑制解除方法の確立を目指す。 
 

（3）抗腫瘍効果に優れた NKT 細胞サブセットの同定とその抗腫瘍効果の検討 
抗腫瘍効果肺癌患者末梢血を用いて NKT 細胞とそのサブセットの割合を検討したところ、末

梢血 NKT 細胞割合が有意に低下している症例が多いものの、NKT1 が有意に存在する傾向を認

めた（図 2a）。また、aGalCer 刺激により増殖させた NKT 細胞を用いてサブセットの同定を試み

たところ、培養後には NKT1 が圧倒的に多くを占め、NKT2、NKT17 の増殖はほとんど認められ

なかった（図 2b）。NKT1 は IFN-g産生が有意なサブセットであることから、がん免疫療法にお

けるaGalCer パルス樹状細胞投与の有用性が示唆された。一方、C57BL/6 マウスに肺癌 cell line
を投与して作成した肺癌マウスモデルに対して、aGalCer パルス樹状細胞の投与を行ったところ、

細胞投与前に有意に存在した NKT1 において転写因子 PLZF の発現上昇を認めつつ、抗腫瘍効果

が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. 末梢血及び in vitro 培養後の NKT 細胞 
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