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研究成果の概要（和文）：本研究は、肺癌に対するNKT細胞療法の有効性の向上のため、新たな併用免疫療法を
確立することを目的とした。当初は、AhRシグナルが樹状細胞上のPD-1/PD-L2の発現を抑制することでNKT細胞の
活性化能が増強するという仮説に基づき実験を進めてきたが、マウス皮下腫瘍モデルにおいては、NKT細胞療法
に、逆にAhRアンタゴニスト投与を併用することで抗腫瘍効果が増強されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To improve our current iNKT cell-based immunotherapy for lung cancer, I 
sought to develop the combination therapy of iNKT cell-based immunotherapy using aryl hydrocarbon 
receptor (AhR) signaling. I initially focused on the fact that AhR signaling downregulated 
PD-L1/PD-L2 expression on monocyte-derived dendritic cells and enhanced antitumor activity of iNKT 
cells. However, the effect of iNKT cell-based immunotherapy was enhanced by adding AhR antagonist 
instead of AhR agonist in the CT26 s.c. mouse model in vivo. Furthermore, IFN-γ producing cells in 
CD8+ T cells was increased. These data suggest that the combination of AhR antagonist and iNKT 
cell-based immunotherapy can be a better treatment option for cancer patients than the current iNKT 
cell-based immunotherapy. 

研究分野： 免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々の研究施設では、NKT細胞を用いた癌免疫療法の臨床応用として、α-GalCerをパルスした樹状細胞投与によ
りin vivoでNKT細胞を活性化させ抗腫瘍効果を上げる臨床試験を実施し一定の患者における全生存期間の延長が
認められるなどの効果を上げてきた。本研究は、肺癌に対するNKT細胞療法の有効性の向上のため新たな併用免
疫療法の開発を目的とした。AhRシグナルに着目し、AhRアンタゴニスト投与とNKT細胞療法の併用という新規治
療法の可能性を、マウス腫瘍モデルを用いて示唆したことから学術的、社会的に意義のある成果を上げたと考え
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 
原発性肺癌は、罹患率・死亡率ともに高い難治性癌の一つであり、2017 年の罹患者数は 13 万

人、死亡者数は 7 万 8 千人に上ると推定されている。さらに高齢者に好発するため、超高齢社会

を迎える日本における罹患者数は増加の一途をたどっており、新規治療法の開発は喫緊の課題

である。近年、そのような背景の中で、免疫抑制状態の打破を目指した非特異的免疫療法である

「免疫チェックポイント阻害剤」の肺癌における有効性が臨床試験にて示されたことから、免疫

療法は高い注目を集めている。 
 我々の施設で研究を進めている自然免疫系のリンパ球である NKT 細胞は、a-ガラクトシルセ

ラミド(a-GalCer)を特異的に認識することによって活性化する。活性化された NKT 細胞は、自

ら細胞傷害活性を発揮するだけでなく、NK 細胞や細胞傷害性 CD8+T 細胞といった他の細胞群

を活性化する役割も果たし、直接的及び間接的に強力な抗腫瘍活性を誘導する。 
 当施設では、NKT細胞を用いた癌免疫療法の臨床応用として、a-GalCer をパルスした樹状細

胞の投与により in vivo でNKT細胞を活性化させ、抗腫瘍効果を引き上げることを目的とした臨

床試験を行っている。 
 本治療を受けた患者のうち、NKT 細胞による IFN-g産生量が増強した症例においては全生存期

間の延長が認められ一定の効果を上げたと考えられる一方で、反応の乏しい症例も存在したこ

とから、より効果的に NKT 細胞を活性化させ、IFN-gなどのサイトカインの産生量を増加させ

ることが、次世代 NKT 細胞療法の開発をする上での課題であると考えられる。 
 そこで NKT 細胞をより活性化させるために、免疫チェックポイントの１つである

programmed death 1(PD-1)シグナルに着目した一連の実験を行なったところ、以下の事実が明

らかとなった。 
  

• 活性化されたNKT細胞はPD-1受容体を発現し、抗PD-L1抗体を用いてPD-1シグナルを抑制す

るとIFN-gの産生量が増加した(Kamata et al. Cancer Immunol Immunother 2016)。これらの結果

から、NKT細胞の活性化がPD-1シグナルによって抑制されていることが示唆され、その解除

がNKT細胞のより効果的な活性化を誘導することが明らかとなった。 

• 単球由来の樹状細胞を誘導する際に、Aryl hydrocarbon receptor (AhR)のリガンドである FICZ
を添加すると、PD-ligand 1 (PD-L1)及びPD-ligand 2 (PD-L2)の発現が顕著に減少することが示

された。 

• AhRリガンドであるFICZを添加し誘導した単球由来樹状細胞を用いてNKT細胞を活性化す

ると、IFN-g、TNF-aなどのサイトカインの産生量が増加したことから、NKT細胞療法の改善

につながることが予想される。 

• AhRは、多岐にわたる細胞で普遍的に発現しており、そのリガンドが結合することによって

細胞質より核内へと移行して遺伝子の転写調節領域に結合し、多様な遺伝子の発現調節を行

う。特定されているAhRのリガンドには、毒性のダイオキシンの他、トリプトファン代謝産

物やブロッコリー・キャベツなどの野菜に含まれる成分も含まれる。AhRシグナルが細胞の

癌化を促進するという報告がある一方で、AhRリガンドが癌細胞の増殖を抑制することも明

らかにされており、癌とAhRの関係は不明瞭な点が多い。免疫システムにおけるAhRは、

CD4+T細胞のiTreg・Th17・Th22への分化、またはNK細胞の細胞傷害活性に重要な役割を果た

すことが示唆されているが、NKT細胞療法におけるAhRの役割は明らかにされていない。 

 

 以上のことから、下記の仮説を解明すべき学術的「問い」と位置付ける本研究の着想に至った。 
 仮説: AhR シグナルが、樹状細胞上の PD-L1/PD-L2 の発現を抑制することにより免疫チェッ
クポイント機構を解除し、NKT 細胞の抗腫瘍効果を増強させる 
 
２．研究の目的 
本研究は、次世代 NKT 細胞療法の開発を目的とし、現行の NKT 細胞療法と AhR リガンド

投与の併用療法について検討する。さらに上記の仮説を検討するため、本研究では AhR シグナ
ルが樹状細胞に与える影響と、それが NKT 細胞活性化を増強させるメカニズムについて解析す
る。 
 
３．研究の方法 
① AhRシグナルによる樹状細胞上の PD-L1/PD-L2の経時的な発現調節メカニズムの検討 
健常人末梢血より単球を分離し、FICZ を添加して分化誘導した樹状細胞上の PD-L1・PD-L2 の



経時的な発現変化を、フローサイトメトリーにより検証する。また、AhR による PD-L1･PD-L2
の発現調節が、転写レベルもしくはタンパクレベルなのかを確認するために、定量 PCR にて定

量した。 
 

② AhRシグナルによる樹状細胞上の PD-L1/PD-L2の発現調節関連遺伝⼦の網羅的解析 
AhR シグナルが PD-L1/PD-L2 の発現を転写レベルで調節するメカニズムを明らかにするため

に、RNA シークエンシングを用いた網羅的解析により AhR のリガンドを添加し作成した樹状細

胞の遺伝子発現パターンをコントロールの DMSO を添加し誘導した樹状細胞と比較検討した。    
    

③ AhR のリガンドを用いた新規併用免疫療法の有効性及びエビデンスの構築 

AhR リガンドを用いた新規併用免疫療法の有効性のエビデンスを構築するために、Balb/C マウ

ス CT26 細胞皮下腫瘍モデルを用いて NKT 細胞療法を再現した。マウス骨髄細胞に GM-CSF を

添加し分化誘導したa-GalCer パルス樹状細胞を皮下腫瘍マウスモデルに尾静脈投与した。尾静

脈投与の前日にあらかじめ、AhR リガンドもしくは AhR アンタゴニストを腹腔内投与し、AhR
シグナルが NKT 細胞の抗腫瘍活性にどう影響するかを評価した。具体的には経時的に腫瘍サイ

ズを測定した。さらに AhR シグナルの NKT 細胞療法への影響を確認するために、樹状細胞投与

後の NKT 細胞の活性化マーカーの発現、IFN-gの産生量及び細胞傷害性 T 細胞の活性化マーカ

ーの発現、IFN-gの産生量、制御性 T 細胞の割合の変化をフローサイトメトリーにより解析した。

研究計画調書では、NOG マウス肺癌モデルに、ヒト NKT 細胞を投与する条件下にて AhR リガ

ンドの効果を確認する予定であったが、a-GalCer パルスマウス樹状細胞を投与するマウス皮下

腫瘍モデルに変更した。 
 
４．研究成果 
本研究は、肺癌に対する NKT 細胞療法の有効性の向上のため、新たな併用免疫療法を確立す

ることを目的とし下記の項目に取り組んだ。 

① AhRシグナルによる樹状細胞上の PD-L1/PD-L2の経時的な発現調節メカニズムの検討 
単球の樹状細胞培養条件にAhRリガンドであるFICZを添加すると分化した樹状細胞のPD-L1、

PD-L2 の発現が減少した。発現調節が転写レベルによるものなのかを確認するためにリアルタ
イム PCR を行ったところ、mRNA レベルで発現量の差が確認されたことから AhR シグナルに
よる PD-L1、PD-L2 の発現抑制は転写レベルで調節されていることを明らかにした。 
 
② AhRシグナルによる樹状細胞上の PD-L1/PD-L2の発現調節関連遺伝⼦の網羅的解析 
RNA シークエンシングの結果から AhR リガンドである FICZ を添加し作成した樹状細胞では、
複数の遺伝子発現がコントロール樹状細胞と異なることが明らかになった。それらの中から、候
補遺伝子を絞り込んだものの、いずれも PD-L1、PD-L2 の発現調節に関連付けるには至らなかっ
た。 
 

③ AhRのリガンドを用いた新規併用免疫療法の有効性及びエビ

デンスの構築 

AhR シグナルが NKT 細胞療法においてどのように作用するか
を検討するために、CT26 皮下腫瘍モデルマウスにa-GalCer パル
ス樹状細胞を尾静脈投与し、並行して AhR リガンドである FICZ
または AhR アンタゴニストである CH223191 を腹腔内投与した。
FICZ を投与することにより樹状細胞が NKT 細胞をより活性化さ
せ強力な腫瘍効果を発揮するという仮説とは異なり、FICZ を投与
した群においても NKT 細胞療法の治療効果の増強は認められな
かった。一方で、CH223191 を投与した群においては、腫瘍の増殖
が顕著に抑制された（図 1）。さらに、CH223191 を投与した群で
は、CD8+T 細胞による IFN-g産生が増加することが明らかになっ
た（図 2）。以上から、AhR アンタゴニストの投与と NKT 細胞療
法による併用療法の可能性が示唆された。AhR アンタゴニストと
してポリフェノールの成分であるレスベラトロールなどの天然成
分も知られている。今後は、より安全性の高いレスベラトロール
と NKT 細胞療法の併用による抗腫瘍効果の増強効果を検討し、
AhR シグナルと NKT 細胞療法の関係について作用機序の解析を
進める必要がある。 
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