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研究成果の概要：ヒトナチュラルキラーT（NKT）細胞の血液悪性腫瘍に対する抗腫瘍効果に
ついて検討した。NKT 細胞は、CD1d 分子に拘束され糖脂質を認識するが、CD1d 分
子を発現した腫瘍細胞を直接傷害することが我々も含めて報告されている。しかし

CD1d 分子を高発現している B 細胞性腫瘍などに対して直接の細胞傷害活性がみら
れない場合がある。これに関して、腫瘍細胞による NKT 活性化の抑制メカニズムが
考えられた。実際、NKT 細胞は CD1d 分子を発現した CEM, MOLT4, Jurkat とい
った T 細胞性腫瘍株に対しては高い細胞傷害活性を示すが、同様に CD1d 分子を高
発現している、RAMOS, IM9, BALL1 などの B 細胞性腫瘍株に対しては細胞傷害活
性が認められない。これに対し、NKT 細胞が発現している可能性がある抑制性の NK
レセプターを介した抑制の可能性があるか否かを検討した。Va24+/Vb11+TCR を持
った NKT 細胞においては、抑制性 NK レセプターである NKG2A の発現が確認され
た。またそのリガンドである HLA-E 分子の発現を調べると、細胞傷害活性がみられ
る細胞株のいずれも HLA-E 分子を発現しておらず、また B 細胞性腫瘍株を中心とす
る  CD1d 分子の発現がみられるが細胞傷害活性がみられない腫瘍株においては、
HLA-E 分子を発現していることが確認された。このことより、腫瘍細胞株に発現す
る HLA-E 分子は、NKT 細胞の発現する NKG2A などの抑制性 NK レセプターと相
互作用し、NKT の活性化を抑制し、抗腫瘍作用からエスケープしている可能性が示
唆された。今後、より解析を進め、抑制性 NK レセプターに対するシグナルを阻害

する等により、より効率よく NKT 細胞による癌免疫療法を発展させたいと考える。 
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１．研究開始当初の背景 
ヒトナチュラルキラーT細胞（以下 NKT細

胞）は、近年免疫担当細胞としてその機能が

明らかにされてきたリンパ球である。通常の

T細胞とは異なり、CD1d分子に拘束され、糖

脂質を認識する。NKT細胞は、Th1,Th2型の

多種類のサイトカインを産生しまた FasLや

パーフォリンなどを用いた細胞傷害活性を

発揮し、腫瘍免疫をはじめとして、感染免疫

や自己免疫、移植免疫等多くの免疫応答に関

与することが報告されてきた。 

 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ヒト NKT 細胞を用いた
癌免疫細胞療法の基盤づくりにある。ヒト

NKT 細胞は、IFN-Jや TNF-Dなどを産生し
NK細胞や腫瘍特異的細胞傷害性 T細胞を誘
導、活性化することにより抗腫瘍活性を発揮

することができるが、さらに CD1d発現腫瘍
細胞を直接認識し、パーフォリン・グランザ

イム系を用いて細胞傷害を起こすことが可

能である。T細胞性腫瘍をはじめとして B細
胞性腫瘍や単球系腫瘍など主に血液悪性疾

患における多くの腫瘍細胞は CD1ｄ分子を
発現しているが、必ずしもこれらのすべての

細胞がNKT 細胞に感受性があるわけではな
い。この原因の一つとして、腫瘍細胞が、NKT
細胞の活性化を抑制している可能性がある。

本研究においては、NKT 細胞の CD1ｄ分子
発現腫瘍細胞に対する細胞傷害活性を調べ

るとともに腫瘍によるNKT 細胞の活性化抑
制のメカニズムについて検討する。 
 
３．研究の方法 
３－１ 
健常人より単核球を分離し、D-GalCer (NKT
のリガンド)を添加した単球にて刺激を行う。 

VD24/VE11 TCR共陽性細胞をソートする。
さらにD-GalCer 添加単球にて刺激を繰り返
す。純度の高い NKT 細胞が充分量得られる
まで上記を繰り返す。得られたヒト NKT 細
胞を以下の実験に用いる。 
３－２ 
種々の血液悪性腫瘍細胞株におけるCD1d分
子の発現および HLA-E 分子の発現を標識抗
体とフローサイトメトリーを用いて調べる。

また NKT 細胞において HLA-E 分子のリガ
ンドとなるNKG2A分子の発現を調べる。 
３－３ 
上記３－２で調べた種々の血液悪性腫瘍細

胞株に対し NKT 細胞の細胞傷害活性につい
て 51Cr放出試験を用いて調べる。 
 
４．研究成果 

健常人３名より９８％以上の純度を持つ

NKT細胞を十分量得た。得られたNKT細胞
は a-GalCerを乗せた CD1d-dimerにより特
異的に染まった。また NKT 細胞は、

D�GalCer 添加単球により活性化されこれは
抗CD1d抗体により阻害されるがコントロー
ル抗体では阻害されなかった。またこのNKT
細胞集団はD�GalCer 添加単球による活性化
で IFN-Jおよび IL-4 サイトカインを大量に
産生した。 

NKT 細胞による直接的な細胞傷害活性が
抑制されているメカニズムとして NKT に発
現する抑制性レセプターの関与の可能性を

考え、抑制性NKレセプターであるNKG2A
とそのリガンドである HLA-E 分子の発現を
検討した。初めに、血液悪性腫瘍細胞株の

CD1d 分子および HLA-E 分子発現について
フローサイトメトリーを用いて調べた。T細
胞性腫瘍株である、CEM は CD1dの発現は
+, HLA-Eの発現は陰性, , MOLT4は CD1d



の発現は++, HLA-Eの発現は陰性, Jurkatは
CD1d の発現は++, HLA-E の発現は+/-であ
った。B 細胞性腫瘍株である、RAMOS は
CD1d の発現は++, HLA-E の発現は+, IM9
は CD1d の発現は+, HLA-E の発現は+, 
BALL-1は CD1dの発現は+, HLA-Eの発現
は陰性であった。骨髄球系腫瘍株である

K562は CD1dの発現は陰性, HLA-Eの発現
は＋, HL60は CD1dの発現は陰性, HLA-E
の発現は陰性, U937 は CD1d の発現は+/-, 
HLA-E の発現は陰性, THP-1 は CD1d の発
現は+/-, HLA-Eの発現は陰性であった。次に、
純化した NKT細胞において、抑制性 NKレ
セプターであり HLA-E 分子と結合する
NKG2A分子の発現について調べた。その結
果、NKT細胞においては、十分量のNKG2A
分子が発現していることが確認された。 
次に増幅した NKT 細胞を用いて、血液悪
性腫瘍細胞株に対する NKT 細胞の細胞傷害
活性を 51Cr 放出試験にて調べた。腫瘍細胞
株としては、T 細胞性腫瘍株である、CEM, 
MOLT4, Jurkat, B 細胞性腫瘍株である、
RAMOS, IM9, BALL-1, 骨髄球系腫瘍株で
ある K562, HL60, U937, THP-1を用いた。
エフェクターである NKT 細胞とターゲット
である腫瘍細胞株を様々な比（E/T ratio）で
４時間混合培養し細胞傷害活性の評価を行

った。結果は、T細胞性腫瘍株である、CEM, 
MOLT4, Jurkat, に対してはいずれも高い
細胞傷害活性を示した。また、B細胞性腫瘍
株である、RAMOS, IM9, BALL-1に対して
は、NKT 細胞による細胞傷害活性は認めら
れなかった。骨髄球系腫瘍株においては

K562, HL60に対して細胞傷害活性は認めら
れず、U937, THP-1に対しては細胞傷害活性
が認められた。 
以上の結果より、NKT 細胞が腫瘍細胞株
に対し細胞傷害活性を発揮するのは、標的腫

瘍細胞が CD1d 分子を発現し、かつ HLA-E
分子を発現していない条件の時のみであり、

腫瘍細胞による HLA-E 分子発現が NKT 細
胞の活性を抑制する可能性が示唆された。 
多くの血液悪性腫瘍細胞株では、CD1d 分
子を発現していることが、NKT 細胞による
直接細胞傷害には必須だが、その場合でも

HLA-E 分子など抑制性シグナルが入ること
などにより NKT 細胞による細胞傷害活性が
抑制される可能性が本研究で示唆された。今

後、NKG2A の結合阻害による抑制効果の減
弱またこの系以外での抑制のメカニズムな

どを検討していき、効率の良い NKT 細胞に
よる癌の免疫細胞療法の確立を行っていき

たい。 
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