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研究成果の概要（和文）：4-1BB抗体、PD-L1抗体によるγδ T細胞の副刺激を調節することでγδ T細胞の活性状態を
向上させ、更に刺激活性に伴うアポトーシスを抑制することを証明できたが、細胞障害を導くIFNγやパーフォリン、
グランザイムの産生能力の有意な向上は認めず、ヒト膀胱癌細胞株に対する抗腫瘍効果増強についても証明することが
出来なかった。その理由として、培養3日目に最も4-1BB、PD-1を発現するγδ T細胞の割合が多かったが、10日間の培
養によりその割合が減少することが考えられた。そのため培養開始初期のγδ T細胞のみを使用すれば有用性を証明で
きる可能性はあると考える。

研究成果の概要（英文）：Anti-4-1BB antibody and anti-PD-L1 antibody combined with TCR stimulation 
significantly up-regulated CD69 expression and inhibited activation induced cell death of γδ T cells. 
Although anti-4-1BB and anti-PD-L1 antibody enhanced secretion of IFNγ and perforin, granzyme compared 
with TCR stimulation alone, we didn’t observed significant increase. Finally, antitumor effects of γδ 
T cells against human bladder cancer cells didn’t increase upon co-stimulation with both antibodies. 
That is the reason why the ratio of 4-1BB and PD-1 positive γδ T cells decreased after 10 days of 
culture. Therefore, it is needed to use only 4-1BB and PD-1 positive γδ T cells for new adoptive γδ T 
cell therapy regulated through co-stimulatory and co-inhibitory receptor.

研究分野：免疫細胞療法

キーワード： γδ T細胞　PD-1　4-1BB　副刺激
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１．研究開始当初の背景 

 

 近年、骨粗鬆症などに対して使用されるゾ

レドロン酸を用いて自然免疫を司る γδ T細

胞を大量に増殖させ投与する養子免疫療法

が開発され、本邦においても腎細胞癌に対

する臨床試験が行われている※1。他の治療

法と比較して副作用の軽減による QOLの

向上が期待できるが、十分な抗腫瘍効果が

認められていないのが現状である。その理

由として、（1）腫瘍細胞の持つ様々な免疫

回避機構が存在すること、（2）副作用によ

り投与出来る細胞数に制限があることがあ

げられる。これまでに我々は、（1）の打開

策として γδ T細胞に対する免疫回避機構の

ひとつである、腫瘍細胞表面における活性

型受容体 NKG2Dのリガンド発現低下に着

目し、その発現をヒストン脱アセチル化酵

素阻害剤であるバルプロ酸を用いて増強さ

せ、γδ T細胞のヒト膀胱癌細胞株に対する

抗腫瘍効果を向上させることに成功した※2。

更に（2）の打開策として、制限された投与

細胞数でも効率良く抗腫瘍効果を発揮でき

るシステムの開発を検討するため γδ T細胞

が持つ co-receptorを介した副刺激に着目

した。 

  αβ T細胞と同様に、γδ T細胞の活性化

には T細胞受容体（γδ TCR）/ CD3複合体

による刺激（シグナル 1）とともに

co-receptorによる副刺激（シグナル 2）が

必要である。co-receptorとしては

co-stimulatory receptorと co-inhibitory 

receptorが存在する。αβ T細胞においては

いくつかの co-stimulatory receptorが報告

されているが、中でも 4-1BB（CD137）に

よる副刺激の調節が最も効果的であると報

告されている※3。 

 また同様に αβ T細胞においては

co-inhibitory receptorとして PD-1

（programmed cell death-1）が報告され、

このシグナルの遮断による効果が報告され

ている※4。しかし、γδ T細胞におけるこれ

らシグナル 2の効果は未だ検討されていな

いのが現状である。 

 
２．研究の目的 

 

 本研究では co-stimulatory receptorであ

る 4-1BBの刺激と co-inhibitory receptor

である PD-1の遮断による γδ T細胞に与え

る効果を検討する。まず、副刺激による γδ 

T細胞のエフェクター機能の変化を未治療

群、単独治療群、両者の併用群に分けそれ

ぞれ in vitroで検討し、更にマウス膀胱癌

モデルを用いて in vivoでも抗腫瘍効果の

向上ならびに安全性につき検討する。 

 
３．研究の方法 

 

（1）γδ T細胞の 4-1BB、PD-1の発現の検  

   討 

  

 γδ T細胞をはじめ免疫担当細胞はその活

性状態によりレセプターの発現に変化が見

られることが多いと考えられるため、培養

スケジュールを変更して γδ T細胞の

co-receptorの発現を検討する。 

  まず健常人被験者から採血を行い、分離

した末梢血単核球をゾレドロン酸とインタ

ーロイキン2の存在下に10日間培養した後、

MACS ( Magnetic Activated Cell Sorting ) 

を用いて γδ T細胞を精製する。精製した γδ 



T細胞を TCR/CD3刺激した後、24時間毎

に γδ T細胞表面の 4-1BBならびに PD-1

の発現に変化があるかをフローサイトメー

ターを用いて検討する。この実験によりど

のタイミングで副刺激を調節するのが適当

かを明らかにする。 

 

（2）副刺激による γδ T細胞のエフェクター 

     機能の検討 

  

 実験（1）により明らかとなった発現が最

も認められるタイミングで副刺激を調節す

ることにより、γδ T細胞のエフェクター機

能が向上するか否か、抗腫瘍効果が向上す

るか否かを検討する。 

 ①実験（1）同様に精製した γδ T 細胞を

TCR/CD3刺激した後、4-1BB抗体、PD-L1

抗体単独、更に両者を添加してそれぞれ共

培養し、24時間毎に γδ T細胞の CD69の

発現をフローサイトメーターを用いて測定

し、γδ T細胞の活性状態に与える影響を検

討する。また、フローサイトメーターによ

り γδ T細胞の PI、Annexin Vの発現を測

定し副刺激の γδ T細胞のアポトーシスに与

える影響を検討する。 

  

 ②同様に、γδ T細胞を TCR/CD3刺激した

後、4-1BB抗体、PD-L1抗体単独、更に両

者を添加してそれぞれ共培養し、インター

フェロン γ、パーフォリン、グランザイム

等の細胞障害性サイトカイン産生をフロー

サイトメーター、ならびに ELISAを用いて

検討する。期待された副刺激の効果が認め

られない場合はタイムスケジュールを変更

し、前処置後初期での検討を再度行う。 

  

 ③最後に、前処置した γδ T細胞のヒト浸

潤性膀胱癌細胞株（253J、TCCSUP）に対

する抗腫瘍効果について LDH細胞障害試

験を用いて検討する。γδ T細胞の抗腫瘍効

果に最も影響を与える要因はその活性状態

なのかサイトカイン産生能力なのかは不明

であるため、タイムスケジュールは詳細に

検討する。 

 

（3）動物実験 

 実験（1）、（2）における in vitroの実験を

証明するため、マウス膀胱癌モデルを用い

て副刺激を調節した γδ T細胞の抗腫瘍効果

ならびに安全性を検討する。 

 BALB/cマウス皮下に 253J、TCCSUPを

それぞれ 1x107 cells 移植し、腫瘍径が

5mmになった後にマウスを下記の4群に無

作為に振り分ける。 

Ⅰ群（ 未治療群 ） 

Ⅱ群（未前処置 γδ T細胞 投与群） 

Ⅲ群（4-1BB抗体または PD-L1抗体前処置 

   γδ T細胞 投与群）  

Ⅳ群（4-1BB抗体＋PD-L1抗体前処置 γδ T 

     細胞 投与群） 

 

 実験（2）同様に 4-1BB抗体、PD-L1抗体

単独、または両者で前処置した γδ T細胞を

週に 1回 1x106 cellsずつ腹腔内投与する。

週に 1回体重、腫瘍径ならびに腫瘍重量を

計測し、抗腫瘍効果ならびに安全性につい

て検討する。5週をエンドポイントとし安

楽死させた後、摘出腫瘍重量を測定すると

ともに、PD-L1抗体投与による自己免疫疾

患の発生については安楽死後に主要臓器を



摘出して病理学的に検討する。期待された

抗腫瘍効果が得られない場合は γδ T細胞の

投与方法の変更（尾静脈投与等）、投与細胞

数の変更、投与タイミングの変更等を考慮

し、再度検討する。この実験により γδ T細

胞に対する副刺激を調節することで、制限

された投与細胞数においても抗腫瘍効果を

増強させることが出来るかを証明する。 

 
４．研究成果 

（1）γδ T細胞の 4-1BB、PD-1の発現の検 

   討 

  

 精製した γδ T細胞を TCR/CD3刺激し 24

時間後の 4-1BB、PD-1の発現が最大に増強

したため、この時点の γδ T細胞を以後の実

験に使用した。 

 

（2） 副刺激による γδ T細胞のエフェクタ 

    ー機能の検討 

 

 ①γδ T細胞と 4-1BB抗体共培養により

CD69の活性は CD3刺激単独と比較して

1.7倍に有意に向上した。同様に PD-L1抗

体との共培養では 1.3倍と γδ T細胞の活性

状態は向上したが有意差は認めなかった。

更に 4-1BB抗体、PD-L1抗体両者との共培

養では γδ T細胞の活性状態は 1.8倍まで有

意に向上した。（図 1） 

 以上より 4-1BB抗体により γδ T細胞の活

性状態を有意に向上させることが証明でき

た。 

 また、通常の αβT  細胞と同様に γδ T細

胞も活性刺激を受けることによりアポトー

シスが誘導されるが、PD-L1抗体の存在に

よりアポトーシスを呈したγδ T細胞の割合

が有意に減少した。このことから PD-L1抗

体の存在下で活性刺激を受けると、γδ T細

胞はアポトーシスに誘導されにくい可能性

が示唆された。（図 2） 

 

          図 1 

          図 2 

②γδ T細胞と 4-1BB抗体共培養により IFNγ

の産生は 1.2倍に増強し、PD-L1抗体との

共培養では 1.2倍に増強したが、TCR/CD3

単独刺激と比較していずれも有意差を認め

なかった。更に 4-1BB抗体、PD-L1抗体両

者との共培養では IFNγの産生は 1.5倍ま

で増強したが有意差を認めなかった。γδ T

細胞から放出されるパーフォリン、グラン

ザイムに関しても IFNγと同様の結果であ

った。以上より 4-1BB抗体、PD-L1抗体に

よる γδ T細胞の IFNγの産生能力の向上は

認められなかった。（図 3） 

 



 

          図 3 

③ヒト膀胱癌細胞株 TCCSUPに対する抗腫

瘍効果は併用により 1.4倍向上したが有意

差は認めなかった。一方 253Jに対する抗腫

瘍効果は併用でも抗腫瘍効果の向上を認め

なかった。（図 4）E/T比を増やしても同様

の結果であった。（図 5） 

 

 

         （図 4） 

 
                 （図 5） 

 腫瘍細胞株による抗腫瘍効果の違いは

TCCSUPがPD-1のリガンドであるPD-L1

が中等度発現していたのに対して 253Jは

殆ど発現していなかったこと、即ち腫瘍細

胞側のPD-L1発現の程度によるものである

ことをフローサイトメーターで証明した。

以上より PD-L1陽性の腫瘍細胞株である

TCCSUPに対しては γδ T細胞の副刺激を

調節した抗腫瘍効果の向上を認めたが、

TCR/CD3単独刺激と比較して有意差を証

明できなかった。 

  その理由の検索のため、各培養スケジュ

ールにおける γδ T細胞の 4-1BB、PD-1発

現状況のプロファイルを行った。フローサ

イトメーターから培養 3日目に 4-1BB、

PD-1を発現した γδ T細胞の割合が最も多

かったが、10日間の培養後はいずれも過半

数の γδ T細胞が陰性であった。（図 6） 

 

                  （図 6） 

 そのため 10日間の培養の後、全ての γδ T

細胞を使用した本実験では 4-1BB/4-1BB

リガンド経路調節ならびに PD-1/PD-L1経

路遮断の有用性を証明できなかったと考え

る。培養 3日目の γδ T細胞、または 10日

間培養後の陽性 γδ T細胞のみを抽出し、

4-1BB、PD-1陽性 γδ T細胞のみを対象と

すれば有用性を証明できる可能性はあると

考える。しかし、担癌患者の γδ T細胞の培



養効率はもともと悪いことを考慮すると、

更に細胞数を減少させる方法は臨床的に意

義が少ないと考える。 

  以上より本実験では γδ T細胞を用いた

養子免疫療法における 4-1BB/4-1BBリガ

ンド、PD-1/PD-L1を介した副刺激調節の

意義を証明できなかった。 
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