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研究成果の概要（和文）：本研究により、ブチロフィリン3A1がγδ型T細胞の特異的抗原認識に重要な役割を有してい
ることが明らかになった。その機構として、抗原細胞内に蓄積したイソペンテニルピロリン酸がブチロフィリン3A1の
細胞内領域に結合し、その結合によってもたらされたブチロフィリン3A1の細胞外領域の構造変化が、γδ型T細胞受容
体に特異的に認識されることが示唆された。これは、従来のMHC／ペプチド複合体をαβ型T細胞が認識するコンベンシ
ョナルなT細胞認識機構と全く異なるものである。

研究成果の概要（英文）：It was demonstrated that butyrophilin 3A1 played a critical role in the 
recognition by human gamma delta T cells of specific antigens. The present study suggests that a change 
in the structure of extracellular domain of butyrophilin 3A1 induced by binding of intracellularly 
accumulated isopentenyl diphosphate to intracellular domain of butyrophilin 3A1 is recognized by the 
human gamma delta T cell receptor. This finding argues that alternative systems of specific T cell 
recognition, complementing those for major histocompatibility complex-involved peptide antigen 
recognition by alpha beta T cells, exist for nonpeptide antigen-recognition by human gamma delta T cells.

研究分野： 免疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ビスホスホン酸は、骨粗鬆症、悪性腫瘍の

際の高カルシウム血症改善薬として上市さ

れている。ビスホスホン酸にはエチドロン

酸などの第一世代、パミドロン酸などの第

二世代、ゾレドロン酸などの第三世代があ

り、そのうち第二世代と第三世代のビスホ

スホン酸をがん患者に投与すると治療成績

が改善する傾向のあることが臨床医により

観察されてきた。これら後者二世代のビス

ホスホン酸は、窒素含有型ビスホスホン酸

と称され、腫瘍細胞内のメバロン酸経路の

ファルネシルピロリン酸合成酵素の阻害剤

となる。この酵素阻害作用により、下流の

プレニルピロリン酸が枯渇すると、スモー

ル G タンパクの膜移行が阻害され、腫瘍細

胞が傷害を受ける。また、上流の代謝産物

であるイソペンテニルピロリン酸が蓄積す

ると、細胞傷害性γδ型T細胞が刺激され、

腫瘍細胞が傷害される (Tanaka Y., et al. 

Nature 1995)。 
 
２．研究の目的 

本研究申請においては、抗腫瘍性γδ型 T

細胞を効率よく誘導するために IL-18 がど

の程度有効であるのか、そして、実際のが

ん患者末梢血γδ型T細胞を効率よく増殖

誘導できるのかについて詳細な検討を行う。

具体的には、種々の臨床試験の結果を判断

して、乳がん、腎臓がん、前立腺がんの患

者の末梢血のγδ型T細胞の割合を検討し、

γδ型T細胞の割合の少ない症例を選択す

る。そして、IL-18 の存在下および非存在

下でγδ型T細胞の誘導を行いその効率を

比較検討する。その結果、IL-18 の有効性

が認められた場合には、各種細胞の増殖推

移を経時的に比較検討し、どのようして

IL-18 がγδ型 T 細胞の増殖を亢進するの

か検討する。その際、NK 様の細胞の増殖

が報告されていることから、IL-18 存在下

で増殖誘導されたヘルパーNK 細胞と腫瘍

細胞傷害性γδ型T細胞との相互作用を中

心に細胞免疫学的解析を詳細に行う。 

３．研究の方法 

 まず、乳がん、腎臓がん、前立腺がんな

どに対する新規免疫細胞療法確立のために、

各症例の末梢血中における CD3 陽性細胞

中のγδ型 T 細胞の割合を検討する。この

際、がん患者の末梢血 10 ml をヘパリン採

血し、PBS で希釈後フィコールハイペーク

濃度勾配遠心法を用い、PBMC を調製する。

これらの細胞をRPE標識抗ヒトCD3ｍAb

および FITC 標識抗ヒト Vδ2ｍAb で染色

し FACS 解析する。このようにして 70 症

例の PBMC についてγδ型 T 細胞の割合

を検討する。ここで、一般に、がん患者に

おいてはγδ型T細胞の極端に多い症例と

少ない症例が存在し、後者の場合、γδ型

T 細胞の増殖誘導が困難であることが知ら

れている。そこで、後者の症例から PMBC

を再取得し、IL-18 の存在下および非存在

下でゾレドロン酸により刺激し、γδ型 T

細胞の増殖誘導における IL-18 依存性を確

認する。その際、同時に誘導されてくるこ

とが確認されているNK様細胞もFACS解

析により同定する(Tsuda J., et al. J Immunol 

2011)。ここで、NK 様細胞の増殖誘導と、

γδ型T細胞の増殖誘導との間にどのよう

な関係があるのか検討するために、経時的

に種々のパラメーターの比較解析を行う。

申請者等は、γδ型 T 細胞の抗原を同定し

た際、ピロリン酸系モノエステル系抗原認

識の際には抗原提示細胞は必要ないが

(Tanaka Y., et al. Nature 1995)、窒素含有型ビ

スホスホン酸の認識の際には接着性細胞が

必 須 で あ る こ と を 見 い だ し て い る

(Miyagawa F., et al. J Immunol 2001)。すなわ

ち、γδ型 T 細胞のゾレドロン酸による増

殖誘導の際にはCD14 陽性モノサイト必須

となる。これらのことを総合すると、γδ

型 T 細胞の増殖誘導には、CD14 陽性モノ



サイトによるゾレドロン酸の取り込みと、

抗原提示、IL-18 誘導性 NK 様細胞による

γδ型T細胞の活性化というスキームが考

えられる。そこで、これらの要素を有機的

につなげるために、これらの細胞をそれぞ

れ、AutoMACS Pro および Aria3 によりソ

ーティングし、それら細胞群の相互作用を

免疫細胞生物学的、および、蛍光画像法的

に解析し、どのような段階を経てγδ型 T

細胞が活性化されるのか比較検討する。

NK 様細胞に関しては、通常の IL-2 誘導性

NK 細胞と比較することにより、その免疫

学的特徴を確認する。その際、オミックス

解析を用いる。このように、初年度におい

ては、実際のがん患者で、なおかつ、末梢

血γδ型T細胞の比較的少ない症例に関し

て、γδ型 T 細胞の増殖誘導が IL-18 によ

り亢進するかどうか検討するとともに、そ

の機構に関しての詳細な検討を行う。 

 次に、腎臓がん患者で末梢血γδ型 T 細

胞の比較的少なかった症例に関してγδ型

T 細胞の増殖誘導を行い、IL-18 依存的な

増殖誘導が確認され、また、IL-18 誘導性

ヘルパーNK 細胞との相互作用が確認され

た場合、そのメカニズムに関して詳細な検

討を行う。基本的な予想としては、CD14

陽性モノサイト内にゾレドロン酸が取り込

まれ、イソペンテニルピロリン酸が蓄積し、

γδ型 T 細胞により認識される。その際、

IL-18 誘導性ヘルパーNK 細胞が何らかの

形で関与し、γδ型 T 細胞の増殖誘導を亢

進するという機構である。そこで、第２年

度目は、IL-18 誘導性ヘルパーNK 細胞、

あるいは、腫瘍細胞傷害性γδ型 T 細胞に

特異的なモノクローナル抗体を多数取得し、

それらの相互作用を特異的に阻害する、あ

るいは、亢進するハイブリドーマを選択す

る。具体的な方法としては、定法により末

梢血単核球を調製し、マグネット標識抗ヒ

ト CD3ｍAb と 4℃で混合放置する。緩衝

液で洗浄後、AutoMACS Pro により CD3

陰性画分を取得し、IL-2 および IL-18 の存

在下で 6 日から 8 日間培養する。この様に

して得られたヘルパーNK 細胞をマトリゲ

ルと混合しマウスに投与する。これを 2 週

間おきに 3 回繰り返した後、ヘルパーNK

細胞のみでマウスにブーストをかけ、その

3 日後に脾臓を摘出する。脾臓細胞を調製

した後 SP2/0 ミエローマ細胞と PEG1500

で細胞融合し、2 週間後にハイブリドーマ

の経代を始める。限界希釈法によるモノク

ロ化の後、ヘルパーNK 細胞に特異的なモ

ノクローナル抗体を産生するハイブリドー

マを選択し、RPMI1640 完全培地に馴化し、

凍結保存する。γδ型 T 細胞に関しては、

末梢血単核球を調製し、ゾレドロン酸およ

び IL-2 存在下で培養し、8 日から 10 日後

に99%以上をγδ型T細胞が占めることを

確認後、ヘルパーNK 細胞と同様の方法を

用いて、モノクローナル抗体を産生するハ

イブリドーマを取得する。次に、ヘルパー

NK 細胞特異的抗体とγδ型 T 細胞特異的

抗体を産生するハイブリドーマの培養を行

い、フラスコ法あるいはヌードマウス法を

用いることにより、モノクローナル抗体の

粗標品を調製し、ProteinG Sepharose カ

ラム、あるいは、単純陰イオン交換樹脂を

充填したカラムで精製する。このように得

られたモノクローナル抗体を用いて、

IL-18 誘導性ヘルパーNK 細胞が腫瘍細胞

傷害性γδ型 T 細胞の増殖亢進をする際、

その阻害作用があるかどうか詳細な検討を

行う。 

 最終年度は、初年度で行った、IL-18 誘

導性ヘルパーNK 細胞と通常の NK 細胞と

のオミックスの結果を検討すると共に、第

２年度に取得した IL-18 誘導性ヘルパー

NK 細胞および腫瘍細胞傷害性γδ型 T 細

胞に対する特異的モノクローナル抗体の被

認識構造の探索を行う。これにより、抗原



の取り込みと提示を行うCD14 陽性モノサ

イト、IL-18 依存性ヘルパーNK 細胞、腫

瘍細胞傷害性γδ型T細胞がどのように相

互作用し、最終的にγδ型 T 細胞の増殖誘

導の亢進が生じるのか詳細に解析する。具

体的には、モノクローナル抗体のうち、ウ

ェスタンブロッティング可能な抗体を選択

し、大用量で免疫沈降を行う。この際、非

特異的結合を減らすために比較的厳しい条

件を採用する。この際、抗体分子とマグネ

ットビーズを共有結合でクロスリンクする

ことにより、非特異的タンパクの混入をで

きるだけ避ける。その後、SDS-PAGE で展

開する。同時に通常の IL-2 依存性 NK 細

胞サンプルでも同様の操作を行い、銀染色

による比較の際に、ネガティブバンドの除

去に用いる。このようにして特異的バンド

が得られた場合、イオンスプレイ型質量分

析器を用いて、タンパク質の分析を行い分

子を同定する。また平行して、オミックス

解析で得られた結果との照合を行い、γδ

型T細胞を効率的に増殖誘導するのに必要

な分子の特定を行う。以上の様な研究計画

を遂行した場合、γδ型 T 細胞を効率的に

増殖誘導する技術の確立が容易になること

が期待される。現在、高度医療評価制度の

枠組みで、東京女子医科大学において腎臓

がんに関して、γδ型 T 細胞を利用した新

規がん免疫療法が進められている。ここで

も、一番問題になっている点が、末梢血γ

δ型T細胞の割合の少ない症例をどう扱う

かということである。小林博人准講師らと

の共同研究により、複数回の ex vivoγδ型

T 細胞誘導を行い患者に戻すとγδ型 T 細

胞の割合が徐々に上昇することを見いだし

ている。これらの患者の末梢血において、

本研究課題で見いだされる可能性のあるγ

δ型T細胞活性化因子がどのように推移し

ているかを検討すれば、さらに、γδ型 T

細胞を用いたがん免疫療法を改良できる可

能性がある。このように本研究課題におい

ては、より効率的で、より効果の高い癌免

疫療法を確立するために、種々の比較解析

を行っていく。 

４．研究成果 

本研究課題においては、標的がん細胞およ

び感染細胞に対するモノクローナル抗体、

エフェクター細胞である IL-2/IL-18 誘導

性ヘルパーNK 細胞、γδ型 T 細胞に対す

るモノクローナル抗体の作成を行った。標

的がん細胞および感染細胞に発現する分子

としてブチロフィリン 3A1 がある。そこで、

ブチロフィリン 3A1 の細胞外領域を大腸

菌で封入体として発現させ、リフォールデ

ィング後、陰イオン交換カラムクロマトグ

ラフィーおよびゲル濾過を行い精製した。

ラットをブチロフィリン 3A1 で免疫し、リ

ンパ節をミエローマ細胞 SP2/0 と融合し、

3 株のハイブリドーマを得た。これらの細

胞株に関しては、ELISA 法により抗ブチロ

フィリン 3A1 抗体を産生することを確認

した。また、標的がん細胞および感染細胞

を免疫原として用いてモノクローナル抗体

の作成を行った結果、抗 CD166 抗体産生

ハイブリドーマを 3 株樹立することができ

た。一方、IL-2/IL-18 誘導性ヘルパーNK

細胞に対するモノクローナル抗体産生性ハ

イブリドーマを 2 株樹立したが、これらは

LFA-1に特異的なモノクローナル抗体を産

生していた。γδ型 T 細胞に対するモノク

ローナル抗体に関しては、Vδ1、Vδ2、V

γ2 を有する T 細胞受容体細胞外領域を作

成し、ラットに免疫することによりハイブ

リドーマの樹立を行った。その結果、各受

容体領域に対して 2 株ずつのハイブリドー

マを樹立することができた。また、これら

のハイブリドーマから得られたモノクロー

ナル抗体を標識するために、種々の化学修

飾を行った。具体的な方法として、PEG リ

ンカーを用い、一端に NHS、他端に色素



やビオチンなどをカップリングさせた試薬

の合成し、抗体修飾を行った。また、IL-18

誘導性ヘルパーNK 細胞と通常の NK 細胞

とのオミックスの結果を検討し、IL-18 誘

導性ヘルパーNK 細胞および腫瘍細胞傷害

性γδ型T細胞に対する特異的モノクロー

ナル抗体の被認識構造の探索を行った。こ

れにより、抗原の取り込みと提示を行う

CD14 陽性モノサイト、IL-18 依存性ヘル

パーNK 細胞、腫瘍細胞傷害性γδ型 T 細

胞がどのように相互作用し、最終的にγδ

型T細胞の増殖誘導の亢進が生じるのか詳

細に解析した。具体的には、モノクローナ

ル抗体のうち、ウェスタンブロッティング

可能な抗体を選択し、大用量で免疫沈降を

行った。その後、SDS-PAGE で展開し、イ

オンスプレイ型質量分析器を用いて、タン

パク質の分析を行った。また、オミックス

解析で得られた結果との照合を行い、γδ

型T細胞を効率的に増殖誘導するのに必要

な分子の特定を行った。その結果ブチロフ

ィリン3A1がγδ型T細胞の特異的抗原認

識に重要な役割を有していることが明らか

になった。その機構として、抗原細胞内に

蓄積したイソペンテニルピロリン酸がブチ

ロフィリン 3A1 の細胞内領域に結合し、そ

の結合によってもたらされたブチロフィリ

ン 3A1 の細胞外領域の構造変化が、γδ型

T 細胞受容体に特異的に認識されることが

示唆された。これは、従来の MHC／ペプ

チド複合体をαβ型T細胞が認識するコン

ベンショナルなT細胞認識機構と全く異な

るものである。今後は、これらの結果を基

に、新たながん免疫療法の確立を目指す。 
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