
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成 23 年 5 月 31 日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

機関番号：82401 

研究種目：基盤研究 (C) 

研究期間：2008～2010   

課題番号：20591160 

研究課題名（和文） 分子標的療法と NKT 細胞療法による複合的免疫療法の造血器悪性腫瘍へ

の応用 

研究課題名（英文） Combined application of molecular-targeted therapy and NKT 

immunotherapy for hematological malignancy 

研究代表者 

 清水 佳奈子（SHIMIZU KANAKO） 

独立行政法人 理化学研究所 免疫治療モデル開発研究ユニット・ユニットリーダー 

 研究者番号：20391980 

研究成果の概要（和文）：NKT 細胞のアジュバント効果を利用したワクチンとして NKT のリガン

ドであるα-GalCer をパルスした腫瘍(以下 Tumor/Gal)ワクチンの開発をこれまでおこなって

きた。本研究では、このワクチンと抗癌剤、または分子標的療法との併用効果の検討を造血器

腫瘍モデルで行った。その結果、Tumor/Gal ワクチンとの併用効果が認められた。 

 
研究成果の概要（英文）：We have been focusing on the development of anti-tumor vaccine 
using adjuvant activity of NKT cells, which is α-Galcer loaded tumor cells (Tumor/Gal). 
In current study, we evaluated the efficacy of combination of Tumor/Gal with anti-cancer 
drug or molecular-targeted therapy in hematological tumor models. We found the 
possibility of synergistic effect of these approaches. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) NKT 細胞活性化による自然免疫と獲得

免疫の誘導 

NKT 細胞は NK 細胞や細胞と共に自

然免疫を代表するリンパ球であり、CD1d 上

の糖脂質を認識して活性化する。活性化NKT

細胞は IFN-を産生し他の免疫細胞の活性を

促すと共に抗腫瘍効果を発揮する。我々は

NKT 細胞のリガンドであるα-GalCer を負荷

した腫瘍細胞(B16 メラノーマ)（Tumor/Gal,

ここでは B16/Gal）をマウスに静脈内投与す

ることにより B16の皮下接種に対して抵抗性

を示すことを報告してきた。これは、α

-GalCer を提示した腫瘍細胞が NKT, NK 細胞

を活性化し（Shimizu K et al. J Immunol. 

2007, 178:2853)、その後腫瘍細胞は活性化

NKT/NK 細胞により殺傷され、生体内の樹状細

胞により腫瘍抗原のクロスプライミングが



起こることにより腫瘍特異的な T細胞が誘導

され、両者の抗腫瘍免疫が働く為である 

( Shimizu K et al. J. Exp. Med. 2007）。

α-GalCer を提示させた親株の腫瘍細胞と

CD1d 強発現させた腫瘍細胞の自然免疫の活

性化の応答性を比較すると、CD1d の発現強度

が高い方が、より強い NKT 細胞、NK 細胞の活

性化能を有することが判明した。 

一方で、このクロスプライミングが強力に

おこる機構は、活性化した NKT 細胞に CD40L

分子からの樹状細胞へのシグナルが最も重

要である。（Fujii et al. J. Exp. Med. 2003, 

198:267）。このように考えると、NKT 細胞リ

ガンドをパルスした腫瘍細胞による免疫は

自然免疫と獲得免疫を同時に活性化し、より

強力な抗腫瘍免疫の誘導が可能になる新規

性の高い免疫療法である。 

 
 
②NKT 細胞療法の造血器悪性腫瘍への応用 

NKT 細胞は、脾臓、肺、肝臓に多く含ま

れている。これまで我々は、NKT 細胞は骨

髄などの造血組織において数は比較的少な

いものの機能は保たれていることを示して

きた。(Shimizu et al. Nat. Immunol. 2002, 

3:867) また、造血器腫瘍は、他の固型腫瘍と

異なり、腫瘍細胞が数的にも問題なく、比較

的無菌的に採取できやすいことを考えると、

良いターゲットである。 

造血器悪性腫瘍は免疫の場が腫瘍増殖の

場であるものの、必ずしも全ての免疫能が低

下しているわけではない。例えば実際、慢性

骨髄性白血病(CML)患者の NKT 細胞を解析

した結果、CML のイマチニブ効果群におい

ては NKT 細胞の機能が温存されていること

が判明した（Shimizu et al. J Immunol. 2006, 

177:3484）。この現象は白血病状態であって

も宿主の NKT 細胞の免疫応答が起こりうる

ことを示す。 
 
 
２．研究の目的 

本研究では我々がこれまですすめてきた

NKT 細胞のアジュバント効果を利用した免

疫療法の造血器悪性腫瘍治療への応用の可

能性を探る。さらに、従来の抗癌剤や現在

R-CHOP 療法として悪性リンパ腫に使用さ

れている分子標的治療薬であるリツキシマ

ブ(マウスヒトキメラ抗 CD20 抗体)に着目し、

NKT 細胞療法と併用療法における相乗効果

について検討することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 

1)マウス造血器腫瘍細胞株を用いた

Tumor/Gal ワクチンの作成と抗腫瘍効果の検

討 

マウス造血器腫瘍細胞株として単球性白血

病細胞株 WEHI3B, 骨髄腫細胞株 J558, リン

パ腫細胞株 EL4, A20 を用いた。各々の細胞

株の培養中にα-GalCer を 48 時間添加し、

Tumor/Gal ワクチンとして使用した。一部の

細胞株については CD1d またはヒト CD20 を遺

伝子導入した細胞株を作成した。 

2) 抗癌剤との併用効果の検討 

抗癌剤としてミトキサントロン(Mit), シタ

ラビン(Ara-C)、ゲムシタビン(Gem)をまた分

子標的治療薬としてリツキサンを使用した。 

 

４．研究成果 

1) 造血器腫瘍細胞株を用いた Tumor/Gal ワ

クチンを免疫したマウスにおける抗腫瘍効



果 

いずれの腫瘍細胞株をマウスに Live cell と

して静脈内投与すると、マウスは約１ヶ月程

度で腫瘍死する。しかし、図１に示すように

NKT リガンドであるα-GalCer をパルスした

Tumor/Gal ワクチンではマウスは腫瘍細胞を

完全に殺傷し、長期に(6 ヶ月以上)生存する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1Live WEHI3B/Gal ワクチンは静脈内投与

後生体内で NK,NKT 細胞により完全に殺傷さ

れるため、マウスは長期に生存する。 

 

次にワクチン後の抗腫瘍 T細胞の誘導を検討

した。図 2示すように、通常抗腫瘍 T細胞が

存在しなければ腫瘍を拒絶できないといわ

れる皮下接種モデルにおいて、Tumor/Gal ワ

クチンモデルでは腫瘍を拒絶することがで

きた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ Tumor/Gal ワクチン後の抗腫瘍効果 

 

また、このような Tumor/Gal ワクチン後の

抗腫瘍効果は長期にわたり持続することも

明らかになった。図３のようにワクチン後１

年後に腫瘍を皮下接種した場合でも抗腫瘍

効果を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

図３. J558/Galワクチンを接種後１年後に親

株の J558 を皮下接種したところ、コントロ

ールマウス（腫瘍のみを接種した群）では腫

瘍が増大し、マウスが死亡するのに対し、ワ

クチン群では腫瘍を拒絶した。 

 

しかし、上記のようなワクチンモデルに比べ、

白血病細胞株の治療モデルでは腫瘍の増殖

速度が非常に速いため、Tumor/Gal 単独免疫

による有意な生存率の延長に至らなかった。 

 

2) 抗癌剤、分子標的治療薬との併用効果の

検討 

今回 MIT、Ara-C、GEM の 3 種の抗癌剤を低用

量組み合わせることにより、治療効果が認め

られるかどうか検討した。その結果、GEM と

Tumor/Gal の組み合わせの群で生存率の延長

が認められた。 

 

 

 

 

 

 

図４ WHI3B 白血病モデルにおいて

Tumor/Gal と化学療法の併用療法の効果 

このように白血球減少を起こさない程度の

ごく低用量の GEMとの併用で相乗効果が認め



られたことより、併用療法の展開が期待でき

る。GEM については制御性 T細胞や骨髄由来

抑制細胞(Myeloid-derived suppressor 

cells)に対する効果がこれまで報告されて

おり、Tumor/Gal ワクチンとの相乗効果が免

疫細胞のどのような相互作用によるものか、

今後検討していく必要があると考える。 

リツキシマブ(抗 CD20 抗体)を用いた抗体

療法は抗体依存性細胞障害活性(ADCC)を介

し、自然免疫細胞である NK 細胞による殺傷

効果を作用機序として悪性リンパ腫に使用

され効果を上げているものの、やはり再発が

問題となっている (Manches et al. Blood 

2003, 101: 949)。そこで、残存細胞に対す

る抗腫瘍効果を上げる為、この抗体療法と自

然リンパ球を活性化する方法は、両者とも自

然免疫の増強という面で共通であり、相乗効

果が得られれば、理想的な新規療法として期

待できる。 

抗体療法の主となる作用機序は、腫瘍特異的

な抗体が腫瘍に結合し、抗体依存性細胞障害

活性(ADCC)により NK 細胞、マクロファージ

により腫瘍が殺傷されるものであり自然免

疫の活性化は必須であることが判明してい

る。故に両者の免疫療法の確立のためには、

NK 細胞が活性化することが一つの目標とな

る。この部分は、我々がこれまで推進してき

た自然免疫療法の目的と一致しており、応用

可能であると考えられる。実際これまでの研

究でα-GalCer を提示した腫瘍細胞を用いる

ことで NKT 細胞の活性化した後に NK 細胞の

活性化が長期に誘導されることが判明した。

そこで次に Tumor/Gal自体のワクチンとして

の有効性を高める目的として、WEHI3B, A20

にヒト CD20 の遺伝子導入株を用いた研究を

進めたところ抗腫瘍効果の部分的増強を認

めた。併用療法には今後更に開発の余地があ

ると考えている。 
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