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研究成果の概要（和文）： 
ヒトインバリアント NKT (iNKT) 細胞は、α-GalCer を負荷した樹状細胞 (DC) における
IL-12p70 産生を促進し、その一方でオステオポンチン (OPN) 産生を著しく抑制した。また、
iNKT細胞由来の IL-4, IL-13, IFN-γがOPN産生に抑制的に作用していることを明らかにした。
iNKT細胞は DC機能を修飾して OPN産生を抑制することで、がんの増殖や転移に抑制的に作
用することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The present study investigated the role of human iNKT cells in the regulation of 
Osteopontin (OPN) production by dendritic cells (DCs). The activation of iNKT cells by their 
specific ligand α-galactosylceramide inhibits the OPN production by DCs. The 
downregulation of OPN is associated with a production of IL-4, IL-13, and IFN-γ from iNKT 
cells. These findings indicate that iNKT cells modify the DC function to suppress the 
OPN-dependent inflammatory condition that promotes the tumor development. 
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１．研究開始当初の背景 
 
	
 マウス体内でNKT細胞を活性化すると「が
ん」の転移が抑制されることが知られている。
この効果は、主に NKT細胞と樹状細胞 (DC) 
の相互作用によって誘導されるアジュバント
効果（免疫賦活効果）が重要であり、これの
下流で細胞傷害性 T 細胞 (CTL) やナチュラ
ルキラー (NK) 細胞が活性化することによ
るものと考えられてきた。しかしながら、
NKT 細胞の活性化によって得られる抗腫瘍
効果は極めて強力であり、他にも作用点が存

在する可能性が示唆されてきた。卵巣癌組織
は、炎症状態にあり、細胞性免疫応答が著し
く抑制されている。NKT細胞機能を応用して、
免疫抑制状態を解除できれば、予後不良の卵
巣癌患者の生命予後を改善することが可能と
なる。 
 
 
２．研究の目的 
 
	
 本研究課題は、NKT細胞のアジュバント効
果を詳細に解析し、「卵巣癌」に認められる免
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疫抑制状態を解除しうる新たな作用点を探索
する。これを用いて免疫抑制機構を解除する
とともに細胞性免疫応答を惹起する新たな免
疫療法を開発することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 健 常 人 末 梢 血 単 核 球 を
α-galactosylceramide (α-GalCer) にて刺激
して α-GalCer特異的ヒトインバリアント
NKT (iNKT) 細胞の増殖を誘導した。高
速自動セルソーターを使用して、
Vα24+Vβ11+6B11+ヒト iNKT細胞を精製
分離し、7-9 日おきに複数回刺激するこ
とで株化した。さらにヒト iNKT 細胞の
2 つの代表的なサブセット、 CD4-CD8β- 
(DN: double negative) と CD4+CD8β- 
(CD4) をセルソーターにて分離した。 

 
(2) 免疫抑制性ミエロイド細胞と iNKT 細胞
の相互作用を解析することを目的に、末
梢血 CD15+CD11b+ミエロイド細胞を磁
気分離して、血清アミロイド A (SAA) を
負荷した際の IL-10 産生を評価した。そ
の結果、SAA によって誘導される IL-10
は極めて微量であり、また、磁気分離に
よって得られるミエロイド細胞数が極め
て少ないことから、iNKT 細胞との共培
養による評価が困難であることが明らか
となった。 

 
(3) 一方、DCと iNKT細胞の相互作用を解析
することを目的に、末梢血単核球より
CD14 陽性細胞を磁気分離して、ヒトリ
コンビナント IL-4およびGM-CSFを添加
することで、モノサイト由来 DC を誘導
した。これと iNKT 細胞との共培養を行
い、DC における炎症性サイトカイン産
生性を ELISA 法、リアルタイム PCR 法
にて評価した。 

 
(4) iNKT細胞由来の液性因子が OPN産生制
御に関与する可能性の検証は、LPS 刺激
DCあるいは CD40L遺伝子を導入した線
維芽細胞と DC との共培養系により評価
した。 

 
(5) iNKT 細胞が産生する候補液性因子は、
フローサイトメトリーベースのマルチプ
レックスアッセイにより決定した。これ
らに対する中和抗体、リコンビナントサ
イトカインを用いた評価系によって
OPN 産生制御における責任液性因子を
同定した。 

	
 
	
 

４．研究成果	
 
	
 

(1) 活性化 iNKT 細胞は、未成熟 DC および
Toll 様受容体刺激した成熟 DC の IL-12
産生を促進し、OPN産生を抑制した。 

 

 
 
 
 
(2) IL-12p70 産生の上昇と OPN 産生の低下
はα-GalCer濃度依存性に認められた。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

(3) 抗 CD1d抗体、抗 CD40L抗体を用いた阻
害試験により、CD40L以外の他の因子が
OPN抑制に関与することが示唆された。 

 

 
 
 
(4) DC に抗 CD3 抗体刺激した iNKT 細胞の
培養上清を添加したところ OPN 産生が
低下したため、培養上清中に責任分子が

存在することが示唆された。 
 

 
 
 
(5) iNKT 細胞由来の候補サイトカインに対
する中和抗体、およびリコンビナントサ

イトカインを用いた解析により、IL-4, 
IL-13, IFN-γが OPN 産生に抑制的に作用
すること、また、この観察は遺伝子発現

レベルで制御されていることが明らかに

なった。 
 

 
 
(6) iNKT 細胞は、免疫制御の中心的役割を
果たす DCと相互作用し、IL-12産生を促
進して細胞性免疫応答を誘導するととも
に、OPN レベルを低下させ、「がん」の
増殖に適した環境を改善することが示唆
された。 
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