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研究成果の概要（和文）：本研究は、肺癌に対するNKT細胞を用いた免疫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。NK細胞がNKT細胞の抗腫瘍効果に対するアジュバント効果を発揮する
ことに着目し、そのメカニズムを解明するために研究を進めた。NK細胞がNKT細胞のアジュバント効果を発揮す
る液性因子の特定を試みたが関与因子の特定には至らなかった。しかし、その実験過程において、NKT細胞の培
養上清の中にNKT細胞の抗腫瘍活性に関与する因子を特定することに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to develop a new combination therapy to enhance the 
antitumor activity of NKT cell-based immunotherapy. We previously found that NK cells enhance the 
antitumor activity of NKT cells against the leukemic cell line, K562 cells. Therefore, we analyzed 
the mechanisms by which NK cells enhance the antitumor activity of NKT cells. We found that the 
anti-NKT-TCR antibody enhanced the antitumor activity of NKT cells against K562 cells, although we 
could not identify the soluble factor produced by NK cells. On the other hand, anti-NKT-TCR antibody
 treatment did not augment the antitumor activity of NKT cells against lung cancer cell line A549 
cells. In the future, we plan to test if bispecific antibodies, which recognize lung cancer antigen 
and TCR of NKT cells, might enhance the antitumor activity of NKT cells against lung cancer.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、本来の目的であるNK細胞のNKT細胞に対するアジュバント効果を誘導する因子の特定には至らなか
ったものの、その実験過程で抗NKT-TCR抗体が白血病細胞株K562細胞に対して細胞傷害活性を惹起するのに必要
な因子であることを特定し、新たな併用療法の可能性が示唆された。しかし、肺癌細胞株に対しては、抗
NKT-TCR抗体を添加してもNKT細胞の抗腫瘍活性の増強は見られなかった。以上の結果からNKT細胞のTCRシグナル
を活性化し、さらに腫瘍抗原を特異的に認識する二重特異性抗体を使用するなどにより、肺癌をターゲットとし
た新たなNKT細胞療法を開発できるのではないかと考察された。

※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 
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、2018 年には 12 万 5 千人の罹

患者数と 7 万 8 千人の死亡者数が予測されている。さらに高齢者に好発するため、超高齢社会を

迎えた日本における罹患者数は増加の一途をたどることが予想されている。近年の臨床試験の

成功にて肺癌の標準治療となった「免疫チェックポイント阻害剤」は、胆がん状態における免疫

抑制状態の打破を目指した非特異的免疫療法であり、極めて高い注目を集めているものの、有効

性を示す症例は限定的であり、時に免疫関連の重篤な有害事象が生じることから、依然として有

効で安全性の高い新規治療法の開発は喫緊の課題である。 

 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 Natural killer T (NKT) 細胞は、T 
細胞レセプターを介して-ガラクトシルセラミド (-GalCer) を特異的に認識し、活性化する。

活性化した NKT 細胞は、自ら細胞傷害活性を発揮するだけではなく、NK 細胞や細胞傷害性 T
細胞といった他の細胞群を活性化する役割も果たし、強力な抗腫瘍効果を誘導する。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、-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ことを目指した臨床試験を行ってきた。-
GalCer パルス樹状細胞による肺癌治療は、第 3 項先進医療として承認され実施した臨床試験に

て、生存期間延長効果を示した。 
 これらの臨床試験の結果から、ヒト NKT 細胞が肺癌に対して抗腫瘍効果を発揮することは明
らかになりつつある。一方で、NKT 細胞は、健常人末梢血中において多くとも全体の 0.1%ほど
しか存在しない細胞群で、NKT 細胞の腫瘍免疫における他の細胞群との相互作用、細胞レベル
での機能、制御メカニズムに関しては未だ明らかにされていない点が多くある。より強力な次世
代 NKT 細胞療法の開発には、それらの未解明な NKT 細胞の役割を解明することが必要である。
そこで申請者は、他の免疫細胞群の中でも NK 細胞と NKT 細胞との相互作用に着目した。NK
細胞は NKT 細胞と同様に自然免疫を司る細胞群の一つで、NK レセプターを介して直接腫瘍を
認識し IFN-などのサイトカインを産生するだけでなく、自ら細胞傷害活性を発揮する。NKT 細
胞が IFN-、IL-15 などのサイトカイン産生を介して NK 細胞の抗腫瘍効果を増強することは知
られているが、逆に NK 細胞が NKT 細胞に及ぼす作用については解明されていない。そこで
NKT 細胞が発揮する抗腫瘍効果に対して NK 細胞がどのような作用を有するか共培養の系を用
いて検討したところ、NK 細胞には NKT 細胞の細胞傷害活性への有意な増強作用を有するとい
う予備データを得た。 
 
２．研究の目的 
本研究は、肺癌に対する NKT 細胞を用いた免疫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。本研究において、NK 細胞が NKT 細胞の抗腫瘍効果に対す
るアジュバント効果に関与するメカニズムを明らかにすると共に、その効果を利用し抗腫瘍効
果を増強させる因子の特定を試みた。 
 
３．研究の方法 
① NK細胞がNKT細胞の抗腫瘍効果に与えるアジュバント効果の検討 
健常人由来の PBMC から NKT 細胞と NK 細胞をそれぞれマグネットビーズにより分離し、-

GalCer をパルスし放射線照射した PBMC を抗原提示細胞として用いて NKT 細胞を活性化させ
ながら IL-2 の存在下にて NK 細胞との共培養を行った。NK 細胞と共培養した後に NKT 細胞と
再分離した後、白血病細胞株である K562 細胞に対する NKT 細胞傷害活性を測定した。同様の
実験系を用いて、肺癌細胞株である A549 細胞に対する細胞傷害活性を測定した。さらに 9 日間
の共培養期間中において、NK 細胞が NKT 細胞に作用するタイミングを明らかにするために NK
細胞と NKT 細胞の共培養期間を変えて NKT 細胞の細胞傷害活性へ与える変化を検討した。 
 

② NKT 細胞の抗腫瘍効果を増強させる因子の特定 
同様に健常人由来の PBMC から分離した NKT 細胞と NK 細胞の共培養をする際にトランスウ

ェルを用いて NK 細胞と NKT 細胞を分離して培養する群が、直接接触させて培養するコントロ

ール群とを比較して、NKT 細胞の細胞傷害活性が同様に増強されるかを検証した。液性因子の

中でどの分子が関与しているかを特定するためにカラムクロマトグラフィーを用いて分子量ご

との分画に分け、それぞれの分画を NKT 細胞に添加して、細胞傷害活性の増強が得られる分画

を特定した。さらに特定された分画をマススペクトロメトリーにかけ、NKT 細胞の細胞傷害活



性を増強させる因子を特定するためプロテオーム解析を行った。また、特定した因子の添加によ

り NKT 細胞の抗腫瘍活性への影響を、in vitro で解析した。 
 
③ NKT 細胞抗腫瘍活性増強因子を用いた新規免疫併用療法の有効性及びエビデンスの構築 
 ②で特定した因子である抗 NKT-TCR 抗体を用いた新規併用免疫療法の有効性エビデンスを
構築するために、hIL-7/IL-15 NSG マウスに K562 細胞を皮下投与し、皮下腫瘍モデルマウスを
作成した。K562 皮下腫瘍モデルマウスに、ヒト NKT 細胞のみ、または抗 NKT-TCR 抗体を添加
したヒト NKT 細胞を腫瘍局所に投与し、経時的に腫瘍サイズを測定した。さらに肺癌への抗
NKT-TCR 抗体と NKT 細胞免疫療法の併用療法を検討するために、in vitro で抗 NKT-TCR 抗体
を添加し、NKT 細胞の肺癌細胞株 A549 細胞に対する細胞傷害活性、サイトカイン産生能につい
て検証した。 
 

4.研究成果 

① NK細胞がNKT細胞の抗腫瘍効果に与えるアジュバント効果の検討 
 予備実験の結果から、NK 細胞と NKT 細胞を 9 日間共培養すると NKT 細胞の抗腫瘍活性が増
強したため、共培養の期間を 1、3、5、7 日間と変化させ、NKT 細胞の K562 細胞に対する細胞
傷害活性を評価したところ、共培養の期間が 3 日以上で 9 日間の共培養と同じ程度の NKT 細胞
の抗腫瘍活性が増強された。A549 細胞株に対する抗腫瘍効果も同様に検討したが、NK 細胞の
共培養によって NKT 細胞の細胞傷害活性は誘導されなかった。 
 

② NKT 細胞の抗腫瘍効果を増強させる因子の特定 
トランスウェルアッセイの結果から、NK 細胞と NKT 細胞の cell-cell コンタクトは NKT 細胞

の抗腫瘍効果増強には関与せず、液性因子によるものであることが明らかとなった。NK 細胞か
ら産生される液性因子で NKT 細胞の抗腫瘍効果増強に関与する因子の特定を試みる中で、NKT
細胞のみを培養した培養上清中に NKT 細胞の抗腫瘍活性に関
与する因子があることを発見した。そこで、関与する液性因子
を、マススペクトロメトリーを用いたプロテオーム解析により
特定しようと試みたが、候補となる因子は特定されなかった。
NKT 細胞を、マグネットビーズを用いてポジティブセレクショ
ンにてソートする際に使用する抗 NKT-TCR 抗体（抗 V24 抗
体）に着目し、NKT 細胞の培養上清からマウス Ig ビーズを用い
て抗 NKT-TCR 抗体を除去したところ、NKT 細胞の抗腫瘍活性
増強がキャンセルされた (図 1)。以上から、NK 細胞による因子
ではないものの、抗 NKT-TCR 抗体が、NKT 細胞の K562 細胞
に対する細胞傷害活性を増強する因子であることが明らかとな
った。 
 
③ NKT 細胞抗腫瘍活性増強因子を用いた新規免疫併用療法の有効性及びエビデンスの構築 

K562 細胞皮下腫瘍モデルにおいては、抗 NKT-TCR 抗体を
添加した NKT 細胞を投与した群で、腫瘍の増殖が抑制されて
いることが確認された (図 2)。NKT 細胞のみ投与群では、コ
ントロールの PBS 投与群と比較して腫瘍の増殖速度に差が見
られなかったことから、抗 NKT-TCR 抗体の添加が NKT 細胞
の K562 細胞の抗腫瘍効果を in vivo でも増強させることが明
らかとなった。一方で、抗 NKT-TCR 抗体を添加した NKT 細
胞が、肺癌細胞株である A549 細胞に対しても細胞傷害活性を
増強させるかをまず in vitro で検討した。抗 NKT-TCR 抗体を
添加した NKT 細胞は、A549 細胞に対して細胞傷害活性の増
強は示さなかった。また、IFN-、TNF-等のサイトカイン産生
も認められなかった。 
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