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研究成果の概要（和文）：Invariant NKT細胞はそのT細胞受容体(TCR)でCD1dに提示された糖脂質を介して腫瘍
認識することは知られているが、それ以外の腫瘍認識分子は不明である。そこで本研究ではiPS細胞由来NKT細胞
(iPS-NKT細胞)を用いてそのCD1d非依存性腫瘍認識分子を同定することを目的とした。iPS-NKT細胞はTCR非依存
性にCD1d陰性腫瘍を認識したことから、マスサイトメトリーを用いてiPS-NKT細胞に発現するNK受容体を同定し
た。そして腫瘍細胞上に発現する標的分子をCRISPR libraryを用いて同定した。

研究成果の概要（英文）：Invariant NKT cells are known to recognize tumor cells by detecting 
glycolipids presented on CD1d through their T cell receptor (TCR). However, the identity of other 
molecules involved in tumor recognition remains unknown. Therefore, the objective of this study was 
to identify tumor recognition molecules that function independently of CD1d, using induced 
pluripotent stem cell-derived NKT cells (iPS-NKT cells). These iPS-NKT cells were able to recognize 
CD1d-negative tumors in a TCR-independent manner. NK receptors expressed on iPS-NKT cells were 
identified using mass cytometry, and target molecules expressed on tumor cells were identified by a 
CRISPR library.

研究分野： がん免疫

キーワード： NKT細胞　NK受容体　CRISPRライブラリー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究でiPS-NKT細胞は今回同定したNK受容体とそのリガンドを介して、CD1d非依存性にも腫瘍認識し、細胞傷
害活性を発揮することを明らかにした。このことはiPS-NKT細胞療法がCD1d発現がん細胞に限定されることな
く、当リガンドを発現するがん種にも有効であることを示唆する。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
白血病の治療成績は化学療法の強化により向上しているが、化学療法で寛解導入不応症例や移
植後再発症例ではいまだ長期生存は困難であり、新たな治療戦略が求められている。急性リンパ
性白血病（ALL）においては CD19 を標的とした Bispecific T cell Engager や Chimeric antigen 
receptor T cells を用いた免疫療法がすでに臨床応用されているが、これらの治療後でも再発が
多いことが明らかとなっている。さらに、ALL より治療成績に劣る急性骨髄性白血病（AML）
においては CD19 のような有望な標的はまだ同定されておらず、新規治療開発が求められてい
る。そこで申請者は HLA 非拘束性に抗腫瘍効果を示すことや獲得免疫を誘導することを免疫学
的特徴として有する invariant NKT (iNKT)細胞に注目し、治療開発研究を行なってきている。
iNKT細胞はVa24Vb11-TCRを発現し、抗原提示分子CD1dにより提示された糖脂質を認識し、
CD1d 陽性白血病細胞に対して直接的な細胞傷害活性を発揮する。これに加えて申請者は iNKT
細胞の CD1d 非依存性腫瘍認識の存在を明らかにし、iNKT 細胞養子免疫療法が白血病治療に
有用である可能性を示した(Aoki et al, Cancer Sci, 2020)。しかし、研究開始時点においてその
標的分子は不明である。その標的分子が明らかとなれば CD1d 陽性がん細胞に限定されず、そ
の分子を有する CD1d 陰性がん細胞に対しても NKT 細胞養子免疫療法の治療効果が期待でき
る。 
 
 
２．研究の目的 
 これまでに iNKT 細胞が CD1d 陰性腫瘍細胞に対し直接的に細胞認識する明らかな証拠やそ
の機序の解明はなされていない。そこで本研究では、iNKT 細胞が CD1d 陰性白血病を認識する
標的分子の同定を目的とした。また千葉大学では理化学研究所と共同で iPS 細胞由来 NKT 細胞
（iPS-NKT 細胞）の治療開発に取り組んでおり、今後の NKT 細胞養子免疫療法は iPS-NKT 細
胞を用いることを計画している。そこで本研究では iPS-NKT 細胞を用いて、iNKT 細胞の抗腫
瘍メカニズムを明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１） iPS-NKT 細胞の CD1d 非依存性腫瘍認識と T 細胞受容体（TCR）関与の確認 

iPS-NKT 細胞の CD1d 非依存性腫瘍認識を確認するため、フローサイトメトリー、
PCR を用いて CD1d 陰性を確認した K562 と CD1d-KO U937 白血病細胞株に対して、
iPS-NKT 細胞が腫瘍認識し、脱顆粒反応を示すか CD107a assay を用いて評価した。 
またそこにおける TCR の関与の有無を調べるため、CRISPR/Cas9 system を用いて
TRAC 遺伝子ノックアウト（KO）を行なった TCR-KO iPS-NKT 細胞が CD1d 陰性白
血病細胞に対して、腫瘍認識し、脱顆粒反応を示すか CD107a assay を用いて評価した。 
 

（２） iPS-NKT 細胞に発現する NK 受容体の解析 
iPS-NKT 細胞は K562 に対して脱顆粒反応するのに対して、NKT 細胞株は脱顆粒反
応しないことから両者の違いに注目することとした。この両者がそれぞれ発現する細胞
膜蛋白をマススペクトロメトリー（公益財団法人かずさ DNA 研究所 DIA プロテオー
ム解析）を用いて解析し、それに含まれる NK 受容体を比較した。 

 
（３） iPS-NKT 細胞に認識される K562 細胞上の標的分子解析 

K562 細胞株を CRISPR/Cas9 library を用いて網羅的な遺伝子 KO を行い、iPS-NKT
細胞共培養条件で培養を行なった。iPS-NKT 細胞共培養前後での KO 細胞分布を次世
代シークエンサーを用いて解析した。 
 

（４） 抽出された標的分子のバリデーション 
上記で中種された標的分子を KO した K562 細胞を作成し、iPS-NKT 細胞の脱顆粒反
応と細胞傷害活性を評価した。またそのリガンドを KO した iPS-NKT 細胞の K562 細
胞に対する脱顆粒反応を評価した。 

 
 
４．研究成果 
（１）iPS-NKT 細胞の CD1d 非依存性腫瘍認識と T 細胞受容体（TCR）関与の確認 

まず iPS-NKT 細胞が CD1d 陰性 K562, CD1d-KO U937 に対して脱顆粒反応、細胞傷
害活性を示すことを確認した。このことから iPS-NKT 細胞も CD1d 非依存性腫瘍認識
を行い、細胞傷害を示すことが示された。 
次に CRISPR/Cas9 system を用いて TRAC 遺伝子 KO を行なった iPS-NKT 細胞が、

K562, CD1d-KO U937 に対して脱顆粒反応を示すか確認を行なったところ、TCR 発現
群と TCR KO群では脱顆粒反応に違いを認めなかった。このことから iPS-NKT 細胞は
TCR 非依存性にこれら白血病細胞を認識していることが示された。 



 2 
 

（２）iPS-NKT 細胞に発現する NK 受容体の解析 
iPS-NKT 細胞は TCR 非依存性に K562 を認識していることから NK 受容体に注目し

て解析を行なった。その結果を図に示すが、iPS-NKT 細胞は NKT 細胞株と比較し、多
くの NK 受容体が発現していることが明らかとなった。これらの NK 受容体リガンドの
中に K562 を認識する標的分子が存在することが示唆された。 

 
（３） iPS-NKT 細胞に認識される K562 細胞上の標的分子解析 

CRISPR/Cas9 library を用いて網羅的な遺伝子 KO を行った K562 細胞プールを iPS-
NKT 細胞と 2週間共培養し、共培養前と１週時点、2週間時点の K562 細胞を回収し、
KO 遺伝子分布を解析した。そして共培養前後での遺伝子分布を比較したところ２つの
標的分子が抽出され、その一つは iPS-NKT 細胞で強く発現している NK 受容体リガン
ドであった（分子１）。 
 

（４） 抽出された標的分子のバリデーション 
上記で抽出された分子１を KO した K562 細胞に対する iPS-NKT 細胞の脱顆粒反応、
細胞傷害活性は低下した。また分子１の受容体を KO することによって iPS-NKT 細胞
の K562 細胞に対する脱顆粒反応は低下した。この分子１を発現する Daudi 細胞を用い
ても同様の結果であることを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. iPS-NKT 細胞で強く発現する NK 受容体（赤ドット） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２. CRISPRスクリーニングの結果 
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