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研究成果の概要（和文）：多くのがん患者では、iNKT細胞数の減少や機能低下が観察されており、これを回復す
る方法の開発に期待が寄せられている。私達はiNKT細胞を人工多能性幹細胞（iPSC）まで初期化した後に、
IL-2/15を用いて再分化を誘導する方法を開発した。再生iNKT細胞は、α-ガラクトシルセラミドを認識して増殖
応答とIFN-γ産生を示し、樹状細胞の活性化を介して細胞傷害性T細胞の増殖を誘導した。一方、再生iNKT細胞
は、がん細胞に対してNKG2DとDNAM-1依存性の直接傷害活性を示した。以上より、再生iNKT細胞は、膵臓癌に対
して効果的な免疫療法を提供するプラットフォームとなる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Vα24 invariant natural killer T (iNKT) cells are a subset of T lymphocytes 
implicated in the regulation of broad immune responses. Reduced iNKT cell numbers and function have 
been observed in many patients with cancer. To recover these numbers, we reprogrammed human iNKT 
cells to pluripotency and then re-differentiated them into regenerated iNKT cells in vitro through 
an IL-2/IL-15-based optimized cytokine combination. The re-differentiated iNKT cells showed 
proliferation and IFN-γ production in response to α-galactosylceramide, induced dendritic cell 
maturation and downstream activation of cytotoxic T lymphocytes, and exhibited NKG2D- and 
DNAM-1-mediated NK cell-like cytotoxicity against cancer cell lines.
The immunological features of re-differentiated iNKT cells and their unlimited availability from 
induced pluripotent stem cells offer a potentially effective immunotherapy against pancreatic 
cancer.

研究分野：腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 膵臓癌は、極めて予後の悪い消化器癌の 1
つであり、有効な治療法がなく、膵臓癌と診
断された患者の生存期間は、昔とほとんど変
わっていない。また、分子標的薬の恩恵を受
けている他の癌に比較して、膵臓癌患者の治
療選択肢は極めて限られている為、より効果
的な治療法の開発が切望されている。 
 インバリアントナチュラルキラー T
（iNKT）細胞は、T 細胞とナチュラルキラ
ー（NK）細胞の両方の特徴を有し、多型を
もたないCD1d分子に提示された糖脂質抗原
（α-GalCer）を認識する特殊な T細胞サブセ
ットである。この細胞は、樹状細胞（DC）
との相互作用により、細胞傷害性 T 細胞
（CTL）やナチュラルキラー（NK）細胞を
活性化することにより、抗腫瘍効果を発揮す
ることが知られている。近年、千葉大で実施
された iNKT 細胞療法の臨床試験は、
α-GalCer負荷DCを投与して生体内の iNKT
細胞を活性化させるものであるが、初回治療
だけにもかかわらず平均生存期間が数倍延
長することが示されている。その一方で、治
療対象の 2/3 のがん患者では、iNKT 細胞数
が少ない為、治療を受けることができないの
が現状である。従って、iNKT 細胞の若さと
数を回復できれば広く応用が可能となる。私
達は、疲弊 T細胞クローンから人工多能性幹
細胞（iPSC）を作製（初期化・リプログラミ
ング）し、これから再度分化誘導して得られ
た T細胞は、疲弊マーカーを消失して、テロ
メア長の伸長を示すなどの若返りが得られ、
T細胞機能が回復することを明らかにしてい
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は、iNKT 細胞を多能性幹細胞
のレベルまでリプログラミングした後に、
iNKT細胞（iPSC-iNKT細胞）への分化を誘
導して若返りによる機能改善を図る。これを
膵臓癌患者に投与して、免疫抑制性の癌微小
環境を改善するとともに、持続的で強力な膵
臓癌の排除を誘導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 ヒト iNKT 細胞にリプログラミング
ファクターを導入して iPSC を作製
する。 
② iNKT-iPSCから造血系分化を経由し
て T 細胞への分化誘導を行い、ヒト
iNKT 細胞分化に重要な因子を同定
する。 
③ 分化誘導した iNKT細胞のTCR遺伝
子再構成, 抗原特異性などを解析し
て、機能的な iNKT 細胞であること
を確認する。 
④ DCに賦与する機能的修飾（アジュバ
ント効果）を明らかにする。 

 

４．研究成果 
 
1. iNKT細胞に由来するiPSC（iNKT-iPSC）
の作製 
 ヒト iNKT 細胞株にリプログラミン
グファクター（Oct3/4, Klf4, Sox2, 
c-Myc）を導入して iPS 細胞を樹立し
た（図 1）。樹立された細胞は 3胚葉へ
の分化能を有していた。 
 

 
2. iNKT-iPSC から T細胞への再分化誘導 
 iNKT-iPSC から造血分化、T 細胞分
化の各過程を経て iPS-iNKT 細胞を誘
導した（図 2）。 

 
 以前構築した方法で樹立した
iPSC-iNKT 細胞は、α-GalCer に対す
る反応性が低かったが、分化の最終段
階で IL-2 と IL-15 を入れることで改
善が認められた。この細胞は、マイト
ジェンで複数回刺激しても増殖能が
衰えなかった（図 3）。 
 一方、抗原
刺激あり・な
しの両方にお
い て 、 元 の
iNKT 細胞と類
似した遺伝子
発現パターン
を示したが、
ナイーブ・メ
モリーT 細胞
関連遺伝子の発現が低下しており、NK
細胞に類似する遺伝子発現パターン
もいくつか観察された（図 4, 5）。 

3. サイトカイン産生性と抗原特異性 
 分化誘導した iPSC-iNKT 細胞は、
α-GalCer/CD1d テトラマーで染色す
ることができたが、元の iNKT 細胞に
発現する CD4 分子を発現しなかった
（図 6）。α-GalCer 負荷 DC を用いて



刺激すると IFN-γを産生した（図 7）。 
 
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
  
一方、IL-4 の産生はほとんど観察され
ずTh1傾向のサイトカイン産生性を示
した（data not shown）。これに抗 CD1d
抗体を添加した場合には IFN-γ 産生
が低下すること、さらに CD1d 導入 C1R
細胞株に対して α-GalCer 特異的
IFN-γ 産生を示すことから、CD1d 拘
束性にα-GalCerを認識することを確
認した。 
 T 細胞受容体（TCR）遺伝子配列は、
iNKT-iPSC 及び iPSC-iNKT で全く同
じ遺伝子配列を有し、抗原特異性が維
持されていると考えられた（data not 
shown）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
4. 樹状細胞との相互作用による免疫賦
活効果 
 iPSC-iNKT細胞とα-GalCer負荷DC
を共培養すると、DC における成熟マー
カー（CD86 分子）の発現上昇 及び 
IL-12p70 産生が上昇して、DC の活性
化が誘導された（data not shown, 図
8）。この DC に、がん抗原ペプチドを
負荷して、自己の CD8+ T 細胞を共培養
したところ、抗原特異的 T細胞の増殖
が誘導された（図 9）。この T 細胞は、
がん抗原ペプチドを負荷した細胞株
に強力な細胞傷害活性を発揮した。 
 
 

 
 

 
5. NK 細胞様の細胞傷害活性 
 iPSC-iNKT 細胞は、がん細胞株に抗
原非特異的な細胞傷害活性を示した
（図 10）。阻害試験の結果より、傷害
活性はNKG2Dと DNAM1に依存すること
が明らかとなった。細胞傷害に関与す
る分子群の発現をフローサイトメト
リーで評価したところ、iPSC-iNKT 細
胞は、元の iNKT 細胞と比較して、
perforin, granzyme B, Fas L, NKp44, 
NKp46, NKG2D の発現が高く、DNAM-1
の発現に大きな違いがなかった。 



6. まとめ 
 iPSC-iNKT 細胞は、抗原特異性が明
らかであり、多型のない CD1d 分子で
提示された特定の糖脂質抗原を認識
する。機能的には、元の iNKT 細胞に
類似する部分と異なる部分が観察さ
れたが、元の iNKT 細胞と比較して、
がん免疫療法に有利な機能を兼ね備
えていると考えられる。近年、TCR 遺
伝子改変T細胞療法やキメラ抗原受容
体導入 T 細胞療法が開発されている。
iPSC-iNKT 細胞は、遺伝子改変 T 細胞
のプラットフォームとなる可能性を
秘めている。iPSC の段階で遺伝子改変
操作が容易であり、効果と安全性を高
めることができる。また、無限の提供
を可能にする為、広く応用可能な細胞
製剤としてのポテンシャルを有して
いると考えられる。 
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