
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 21年 3月 31日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 In vivoでのNKT細胞活性化を目的としたDガラクトシルセラミドパルス樹状細胞(DC)療法
後の腫瘍局所におけるNKT細胞免疫系を解析した結果、DC投与により活性化したNKT細胞
の腫瘍への浸潤が明らかに増強していることが判明した。さらに NKT 細胞免疫療法施行症例
の末梢血を用いて cDNA microarray による遺伝子発現解析を行い、免疫反応の増強が認めら
れた症例に特異的な複数の遺伝子発現変化を認めた。 
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１．研究開始当初の背景 
 我々の施設において、Dガラクトシルセラ
ミド(DGalCer)が NKT 細胞に特異的なリガン
ドであることが発見された（Kawano et al. 
Science 1997）。NKT細胞は、種属に一種類し
かない MHC 様分子である CD1d に抗原提示
された糖脂質を、NKT細胞の唯一の VD24抗
原受容体で認識するきわめて単純な全ての

ヒトに共通の免疫系で、強力な抗腫瘍作用を

示す(Kawano et al. Cancer Res 1999) 。活性化
した NKT 細胞は直接的な細胞傷害活性を示
すのみならず、NK細胞や細胞傷害性 CD8+ T
細胞といった自然免疫系、獲得免疫系双方を

橋渡しして活性化する役割を果たし、抗腫瘍

活性を示すと考えられる。これらの研究結果

から NKT 細胞のもつがん転移の抑制能を利
用した免疫細胞治療法の開発に関する研究

を行っている。現在までに、肺癌再発例なら
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びに進行期肺癌症例を対象として、内在性

NKT細胞の活性化を目指すDGalCerパルス樹
状細胞(DC)投与および活性化 NKT 細胞投与
（phase I相当臨床研究）を施行し、その安全
性につき検証してきた(Ishikawa et al. Clin 
Cancer Res 2005, Motohashi et al. Clin Cancer 
Res 2006)。現在はDGalCerパルス DC投与の
Phase I-II試験として 17症例を終え、その安
全性の確認とともに、定量的モニタリングに

よる NKT 細胞免疫系の機能増強ならびに生
存期間の延長を認めた。自然免疫系及び獲得

免疫系共に活性化することが可能な NKT 細
胞免疫療法の開発ができれば、がん治療の研

究領域に貢献できると考え、NKT細胞免疫療
法の抗腫瘍効果発揮メカニズムについて解

析を進めている。 

 
２．研究の目的 
 原発性肺癌進行期に対する NKT 細胞免疫
療法における免疫反応の解析は、唯一繰り返

し採取が可能な末梢血で行い、DGalCer パル
スDC投与に伴う末梢血NKT細胞の有意な変
化を認めた症例が存在した。しかし、実際に

腫瘍が拒絶されると我々が想定している肺

組織における NKT 細胞免疫系の機能解析の
報告は現在までになく、またその方法論もい

まだ確立したものは存在していない。気管支

喘息の研究では、気管支肺胞洗浄液中の解析

にて認められる CD4+ T 細胞のほとんどは
NKT細胞であり、この NKT細胞の Th2タイ
プへの明らかな偏位が認められることが報

告されているが（Akbari et al. N Engl J Med 
2006）、担癌状態での肺組織中の NKT細胞に
関しては全く不明である。本研究では、1）
肺局所での NKT 細胞免疫系の新規評価系の
確立を目指し、原発性肺癌切除標本を用いて

癌組織、正常肺及び所属リンパ節での NKT
細胞免疫系の機能評価方法を確立し、

DGalCer パルス DC 療法による腫瘍局所での、
NKT 細胞特異的免疫反応の解析を進めること
を目指す。さらに 2）免疫療法を行った患者
のうち、現在までに数例の長期安定生存例が

存在するが、この長期生存例の血液を用いて

マイクロアレイ解析を行い、免疫細胞療法効

果判定につながる新規バイオマーカーの発

見を目指すことを目的とする。これは、免疫

療法の症例選択のための非常に良い適応基

準の開発にもつながり、効果が期待できる症

例をあらかじめ選択することが可能となる。 

 
３．研究の方法 
(1)原発性肺癌切除症例での切除肺を用い
た肺内NKT細胞数測定及び機能解析の
検討 

   原発性肺癌の最も多い切除形式は、肺葉
切除である。つまり腫瘍が発生した肺葉ご

と切除するため、正常肺も同時に切除され

る。また片肺全摘や二葉切除などでは、ほ

とんど癌が含まれない肺葉も切除される。

この腫瘍部位及び正常肺組織部位での

NKT細胞を効率よく分離する方法を検討
し、分離された肺内NKT細胞の表面マーカ
ーによる性質の違いや、インターフェロン

-J �IFN�J�やインターロイキン4 (IL-4)など
のサイトカイン産生能を中心に解析を行

う。また、NKT細胞を分離する際に同時に
採取される単核球の解析を行い、NKT細胞
活性化によるNK細胞、CD8+ T細胞への作
用も検討する。 

   採取されたサンプルの一部は分子生
物学的アプローチにて解析を行い、NKT
細胞活性化やサイトカイン産生プロフ

ァイルなどを検討する。 
(2) 進行期肺癌患者で免疫細胞治療を行った
後、長期生存が得られている症例からは、

腫瘍の増殖を抑えるメカニズム解明の可

能性がある。すなわち、NKT細胞特異的免
疫反応が得られ長期生存している症例の

末梢血単核球のmRNAを抽出し、免疫細胞
治療前後で有意に変動している遺伝子を

cDNA マイクロアレイにて解析し、統計学
的手法を用いて遺伝子を選別する。NKT細
胞特異的免疫反応が得られず、予後不良で

あった症例と比較することで遺伝子の同

定を行う。マイクロアレイによる遺伝子発

現解析を行わなかったDGalCer パルス DC
投与後の症例の末梢血単核球からの mRNA
を用いて、real-time PCR により候補遺伝子を
検証する。 

 
４．研究成果 

(1)肺癌術前DGalCerパルス DC 投与後の切除
肺組織での解析 

    まず腫瘍浸潤リンパ球(TIL)の比重分離
による分離方法を確立した。その方法を用

いて TIL、非担癌正常肺組織、所属リンパ
節における VD24+VE11+ NKT 細胞数を
FACS にて解析したところ、切除組織では



TIL 中に最も多くの NKT 細胞の集積を認
めた。またDGalCerパルスDC投与群と非投
与群とを比較すると、DGalCer パルス DC
投与群のTIL中において最も著明な増加を
認めた。この TILにおける細胞浸潤は NKT
細胞特異的で、CD3+ T細胞の集積には変化
を認めなかった。さらに各組織中から

mRNA を抽出し、NKT 細胞特異的 T 細胞
抗原受容体遺伝子である VD24JD18遺伝子
およびT細胞抗原受容体共通の遺伝子であ
る CD遺伝子の mRNA 発現レベルを

real-time PCRにて検討すると、FACSの結
果と同様に、TILにおける NKT細胞特異的
遺伝子の発現が最も高いという結果が得

られた。 

    次いで、切除組織中から抽出した単核球

を in vitro でDGalCer にて再刺激した後の
IFN-J産生を ELISPOT法を用いて定量化し
た。その結果、DGalCerパルス DC投与後の
TIL において、最も高い IFN-J産生能を認め
た。ELISPOT 法による IL-4 産生の測定は検
出限界以下であり、DGalCer パルス DC 投与
により、抗腫瘍効果に重要とされる Th1 タイプ
の免疫反応が誘導されていることが示唆され

た。 

       これらのことより、DGalCer パルス樹状
細胞の投与により、腫瘍に浸潤するリンパ

球中に NKT 細胞が著明に動員され、腫瘍
局所においてTh1タイプの免疫反応優位に
活性化を引き起こし、抗腫瘍効果を発揮し

ている可能性が示唆された。 

    さらに癌組織での免疫組織学的検討を

行った。切除組織での NKT細胞、CD4/8 T
細胞、CD56+ NK細胞、樹状細胞の浸潤を
免疫組織学的に半定量化して評価を行い、

腫瘍浸潤リンパ球中に、CD4/8 T細胞が明
らかに増強して認められる症例が存在す

ることが判明した。 

(2) DGalCerパルスDC投与により IFN-J産生増強
を認め長期生存した症例、および IFN-J産
生増強を認めず予後不良であった症例の

末梢血単核球のmRNAを抽出し、免疫細胞
治療前後で有意に変動している遺伝子を

cDNAマイクロアレイにて抽出した。現在
までにDGalCerパルス DC投与後の効果判
定に有用なバイオマーカーとして複数の候

補遺伝子が同定されている。 
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