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研究成果の概要（和文）：活性化 NKT細胞のもつ強力な抗腫瘍効果の臨床応用を目指して施行
しているαガラクトシルセラミド (αGalCer)パルス樹状細胞(DC)療法の抗腫瘍効果発揮メカニ
ズム解析のために、肺癌切除標本および気管支鏡下生検サンプルを用いて腫瘍局所における
NKT細胞免疫系を解析した。その結果、αGalCerパルス DC投与により、活性化 NKT細胞の
腫瘍への浸潤増強と CD1d発現低下、IFN-γ産生増強と TGF-β産生低下を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）：To clarify the anti-tumor mechanisms of NKT cells, immune 
responses in the surgically resected lung cancer sample and trans-bronchially collected 
tumor specimens were analyzed. As a results, a dramatic infiltration of activated iNKT 
cells, decreased expression of CD1d, increased IFN-γ production and decreased TGF-β level 
was observed in the tumor microenvironment after NKT cell-target treatment. 
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１．研究開始当初の背景 
NKT細胞は、抗原提示細胞の CD1d分子に
抗原提示された特異的な糖脂質リガンドで
あるαガラクトシルセラミド(αGalCer)を唯
一の Vα24Vβ11抗原受容体で認識し、強力な
抗腫瘍作用を示す。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 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し、
抗腫瘍活性を増強すると考えられている
(Fujii, Motohashi et al. Semin Immunol 
2010)。これらの研究結果から NKT細胞のも
つがん転移抑制能を利用した免疫細胞療法
の開発研究として、進行・再発非小細胞肺癌
症例の内在性 NKT細胞活性化を目指す

αGalCerパルス樹状細胞投与および活性化
NKT細胞投与（phase I相当臨床研究）を施
行し、その安全性・有効性につき検証してき
た（Ishikawa et al. Clin Cancer Res 2005, 
Motohashi et al. J Immunol. 2009, 
Motohashi et al, Clin Cancer Res 2006）。し
かし、NKT細胞を標的とした免疫細胞治療
における腫瘍局所での抗腫瘍効果発揮メカ
ニズムについては、いまだ不明なところが多
い。 
２．研究の目的 
NKT細胞の in vivoでの活性化を目指す
αGalCerパルス樹状細胞治療における免疫
モニタリングには、唯一繰り返し採取が可能
な末梢血が用いられ、細胞投与に伴う末梢血
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NKT細胞の有意な増加やNKT細胞が検出可
能であった。末梢血 NKT細胞分画の有意な
低下は悪性疾患の予後不良と関連するとい
う報告があり、surrogate markerとして有用
な可能性はある。しかし腫瘍が拒絶される肺
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。大腸癌
における免疫染色では、NKT細胞の腫瘍組
織への浸潤が多いほど術後の生存率も良好
との報告があり（Tachibana et al. Clin 
Cancer Res. 2005）、腫瘍局所での NKT細胞
の存在の重要性が示唆されるが、担癌状態で
の肺組織中の NKT細胞の機能に関しては全
く不明である。 
	
 従って本研究では、1）原発性肺癌におけ
るNKT 細胞免疫系の腫瘍局所での評価系の
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法の確立を目指
す。２）進行期肺癌に対する NKT細胞の腫
瘍局所での活性化を目指した NKT細胞免疫
療法の臨床研究において、気管支鏡下で採取
されたリンパ節および腫瘍検体を用いて、
NKT 細胞免疫系の機能解析（NKT細胞の局在
やサイトカイン産生能の検討）を行うことを
目的とする。 
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細胞機能解析の検討	
 
原発性肺癌の切除肺における癌部及び非担
癌正常肺組織部位から分離された肺内 NKT 細
胞のサイトカイン産生能や悪性腫瘍株に対
する細胞傷害活性などを中心に解析を行う。
術前αGalCerパルス樹状細胞療法介入群と
術前無介入群とにおいて、腫瘍浸潤リンパ中
や所属リンパ節、非担癌部単核球中でのNKT
細胞の動態を明らかにするとともに IFN-γ産
生を ELISPOT法にて定量化する。 
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 CD1d発現などを semi-quantitative 
RT-PCRにて検討する。 
	
 
2.	
 αGalCerパルス樹状細胞の局所投与療法
に伴う NKT細胞免疫系の機能解析	
 
αGalCerパルス樹状細胞の所属リンパ節内
投与および腫瘍内投与施行症例において得
られた所属リンパ節および腫瘍生検サンプ
ルを用いて、治療前後での NKT細胞動態を
明らかにするとともに、その活性化状態や他
のリンパ球の動態、抗原提示分子の変化など
を分子生物学的手法を用いて解析する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
1.	
 	
 
術前αGalCerパルス樹状細胞による免疫療

法介入群/非介入群における腫瘍局所の NKT
細胞免疫系の抗腫瘍免疫反応の解析を行い、
免疫療法介入群では非介入群と比較して、腫
瘍浸潤 NKT細胞数の明らかな増加と、in 
vitroでのαGalCerによる再刺激での
ELSPOT法による IFN-γ産生能の増強に加
えて、切除標本の再刺激(-)の状態において
も IFN-γ産生量の増強を real-time PCR法に
よって確認した。また腫瘍および非担癌肺組
織での CD1d発現は、腫瘍組織において有意
に発現が低下していることを確認した。現在
NKT細胞の抗腫瘍効果発揮メカニズムにお
けるCD1d分子の果たす役割について検討し
ている。	
 
2.	
 気管支鏡下に得られた肺癌肺内腫瘍巣お
よび転移リンパ節サンプルの解析	
 
千葉大学呼吸器病態外科学教室にて世界に
先駆けて開発された気管支超音波内視鏡を
用いた縦隔・肺門リンパ節生検手法とこれま
での気管支鏡下腫瘍生検方法を併せて用い
ることで、手術非施行例でも安全に腫瘍およ
びリンパ節から検体が採取可能となった。ま
た腫瘍局所および肺癌所属リンパ節である
縦隔・肺門リンパ節に直接免疫細胞を投与す
ることで、局所免疫系の活性化を効率良くか
つ強力に誘導し、肺癌に対する抗腫瘍効果を
惹起できる可能があることから、免疫細胞の
腫瘍内および縦隔・肺門リンパ節内直接投与
法の基礎的検討およびその臨床応用として、
NKT細胞免疫療法の気管支鏡下投与を行っ
た。その結果、進行肺癌の原発巣や転移リン
パ節では非常に高い TGF-βの mRNAレベル
の発現を認め、気管支鏡による局所免疫治療
によって、治療局所でのリンパ球の集積と
IFN-γ産生の増強を認めた症例が確認できた。
それとともに、全身の免疫反応として末梢血
単核球での IFN-γ産生能の増強を認めた症例
を確認した。これらの治療特異的免疫反応が
認められた症例では抗腫瘍効果が得られて
いる可能性があり、一部の症例では明らかな
腫瘍縮小効果や腫瘍増大の抑制も認めてい
る。今後これらの免疫反応が患者の全生存期
間の延長効果にどの程度反映されていくか、
以前に行った全身投与の免疫治療とも比較
しながら確認していくことが必要である。	
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