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研究成果の概要（和文）：膠芽腫患者検体の解析の結果、NKT細胞が認識する特異的抗原提示分子 CD1dが陽性の
膠芽腫が存在することを見出した。膠芽腫患者検体を無血清培地で培養し樹立したstem-like cellのCD1d発現は
陰性であったが、これにレチノイン酸を投与して分化誘導するとCD1d発現が増強し、NKT細胞はその特異的糖脂
質抗原α-GalCer依存的に高い細胞傷害活性を示した。CD1d陰性膠芽腫細胞株にCD1dを強制発現させた場合に、
NKT細胞はα-GalCer依存的に高い細胞傷害活性を示した。以上の結果から、CD1d発現が膠芽腫患者に対するNKT
細胞免疫療法の新しい標的となることをまとめ、論文投稿を行った。

研究成果の概要（英文）：This study showed that CD1d, an antigen-presenting molecule for invariant 
natural killer T (iNKT) cells, was expressed on several patient glioblastoma cells. Although CD1d 
expression was low on glioblastoma stem-like cells, retinoic acid, which is the most common 
differentiating agent, upregulated CD1d expression in these cells and induced iNKT cell-mediated 
cytotoxicity. Next, we transiently transfected the CD1d-negative U87 cells with CD1d plasmid. 
CD1d-transfected U87 cells were sensitive to direct NKT cell-mediated cytotoxicity. Thus, CD1d 
expression may represent a novel target for NKT cell-based precision cancer immunotherapy for 
glioblastoma patients. 
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研究成果の学術的意義や社会的意義
予後不良な膠芽腫に対する新規治療法の開発は困難を極め、喫緊の課題となっている。本研究では、膠芽腫患者
検体を解析し、NKT細胞に対する特異的な抗原提示分子であるCD1d陽性の腫瘍細胞が存在することを見出した。
膠芽腫患者検体から樹立したstem-like cellにレチノイン酸を投与して分化誘導するとCD1d発現が増強し、NKT
細胞は高い細胞傷害活性を示した。CD1d陰性膠芽腫細胞株にCD1dを強制発現させた場合にも、NKT細胞は高い細
胞傷害活性を示した。これらの結果は、膠芽腫におけるCD1d発現は、NKT細胞を用いた膠芽腫プレシジョン医療
の新規標的となりうることを示している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
グリオーマは、原発性脳腫瘍の約 25％を占める代表的な脳腫瘍である。脳実質内に浸潤性に増
大するため根治症例は少なく、極めて予後の悪い腫瘍である。本研究の対象である膠芽腫はグリ
オーマの中の約 35％を占め、手術・放射線治療・化学療法を施行しても、生存期間中央値 15か
月、5年生存率 6%程度に留まり、最も悪性度の高い grade 4に分類されている。2005年の報告に
より標準治療となった、術後放射線治療とテモゾロミド投与を併用する Stupp レジメンの成績
は、この十数年間改善を認めていない(Stupp R, et al. N Engl J Med 2005)。再発時の有効な治療も
確立されておらず、新たな治療法の開発が不可欠と考えられている。現在種々のがんに対して免
疫療法の有効性が示されつつあり、グリオーマに対しても新規治療法として期待が持たれてい
る。現在までに試みられた免疫療法としては、ペプチドワクチン療法(Schuster J, et al. Neuro Oncol 
2015)や腫瘍抗原特異的樹状細胞療法(Mitchell DA, et al. Nature 2015)、遺伝子組換ヘルペスウイル
ス製剤治療(Markert JM, et al. Gene Ther 2000, Markert JM, et al. Mol Ther 2009、Ino Y, et al. Clin 
Cancer Res 2006)、膠芽腫自己ワクチン療法(Liau LM, et al. J Transl Med 2018)が挙げられるが、そ
の有効性は定かではない。さらに様々ながん腫に対する有効性が示されている免疫チェックポ
イント阻害剤に関しては、膠芽腫患者に対する抗 PD-1 抗体を用いた第 III 相臨床試験では有効
性は証明されなかった(Deardon DA, et al, Neuro Oncol 2017)。その一方で、グリオーマ細胞に特異
的な表面抗原を認識するキメラ抗原レセプター(CAR)を用いた CAR-T 細胞療法(Migliorini D, et 
al, Clin Cancer Res 2018, Mount CW, et al. Nat Med 2018)が報告され、免疫細胞治療が膠芽腫に有効
である可能性が示唆されている。 
千葉大学では、悪性腫瘍患者に対する NKT細胞を標的とした免疫細胞療法に関する研究開発を
行ってきた。NKT細胞は千葉大学大学院医学研究院が世界に先駆けて同定したリンパ球集団で、
末梢血中に 0.1%以下と非常に少ない細胞集団であるにも関らず、抗腫瘍免疫を始めとする様々
な免疫反応に関与することが知られている(Godfrey DI, et al. Immuity 2018)。さらに、抗原提示細
胞上の CD1d分子に提示された外来性抗原である糖脂質、-ガラクトシルセラミド(-GalCer)が、
NKT細胞の特異的な外因性リガンドであることが発見されている(Kawano T, et al. Science 1997)。
マウスのがん転移モデルにおいては、-GalCer を単独で投与するよりも、樹状細胞に提示させ
て投与する細胞治療の方が、より強力な抗腫瘍効果を発揮する (Fujii S, et al. Front Immunol 2013)。
このような悪性腫瘍に対する NKT細胞を用いた免疫細胞治療の基礎研究および臨床研究の成果
から、当院では原発性肺癌および頭頸部癌において先進医療に承認され、現在臨床研究が実施さ
れている。 
一方、脳腫瘍患者における NKT細胞免疫系の解析については、グリオーマ患者の末梢血解析に
よる正常人と同等の機能を持った NKT細胞の存在(Hunn MK, et al. Clin Cancer Res 2012) と、膠
芽腫細胞株における CD1dの発現(Dhodapkar KM, et al. Int J Cancer 2004)が報告されているが、患
者腫瘍組織における CD1d発現などグリオーマに対する NKT細胞の抗腫瘍効果発揮メカニズム
については未だ不明な点が多い。 
我々は、平成 28年度より当院で膠芽腫と診断された患者の末梢血および手術時に摘出された腫
瘍組織を用いて各種免疫細胞の解析を行って来た。NKT 細胞の特異的な外因性リガンドである
CD1d陽性の腫瘍細胞が、グリオーマには一定の割合で存在することを見出した。さらに、NKT
細胞が-GalCer 依存的に CD1d 陽性膠芽腫に対して抗腫瘍効果を示すことを、細胞傷害アッセ
イと、ヒト膠芽腫モデルに対する治療実験で明らかにしている。 
 
 
２．研究の目的 
予後が悪い膠芽腫に対する新規治療法の開発は困難を極めている。本申請研究では、膠芽腫と診
断された患者の末梢血および手術時に摘出された腫瘍組織を用いて、NKT 細胞を中心とした各
種免疫細胞の機能解析を行う。さらに膠芽腫における NKT細胞を中心とした抗腫瘍免疫系の機
能を明らかとし、臨床研究実施に向けたエビデンスを構築する。 
 
 
３．研究の方法 
1) 膠芽腫患者の末梢血および腫瘍局所の NKT細胞を中心とした免疫環境の解析 
千葉大学医学部附属病院脳神経外科を受診し膠芽腫の診断が得られた患者に同意を得て、術前
に末梢血を採取し、単核球を比重分離した後に、フローサイトメトリーにより T細胞、NK細胞、
NKT細胞などのリンパ球サブセットを同定した。同時に PD-1などの共刺激・抑制分子の発現解
析を行った。さらに手術により摘出された膠芽腫の腫瘍浸潤リンパ球サブセットをフローサイ
トメトリーおよび免疫染色にて同定するとともに、共刺激・抑制分子の発現解析の発現解析を行
った。 
非腫瘍性疾患のコントロールとして適当と思われる頸動脈狭窄症などの脳血管障害患者を対象
に、同意を得て、末梢血を採取し、単核球を比重分離した後に、フローサイトメトリーにより T



細胞、NK細胞、NKT細胞などのリンパ球サブセットを同定した。 
 
2) 膠芽腫 stem-like cellの樹立と分化誘導 
2-a)膠芽腫患切除者検体を、神経幹細胞培養に用いる成長因子を添加した無血清培地で培養して、
膠芽腫 stem-like cellを樹立し、CD1dの発現を評価した。 
2-b)膠芽腫 stem-like cellに、臨床現場で最も一般的な分化剤であるレチノイン酸（RA）を投与し
て分化を誘導した、RA-differentiated cellsを樹立し、その CD1dの発現を評価した。 
 
3）RA-differentiated cellsに対する NKT細胞の細胞障害活性の評価 
RA-differentiated cellsに対する NKT細胞の細胞傷害活性の評価を行った。 
 
4) transfectionにより CD1dを発現させた CD1d陰性膠芽腫 cell lineに対する NKT細胞の細胞傷
害活性の評価 
CD1d陰性 cell lineU87に CD1dを transfectし、これに対する NKT細胞の細胞傷害活性の評価を
行った。 
 
 
４．研究成果 
1)膠芽腫と診断された患者の末梢血および手術時に摘出された腫瘍組織について、フローサイト
メトリーを用いて免疫学的解析を行った。膠芽腫手術検体から分離した腫瘍細胞を用いてフロ
ーサイトメトリー解析を行い、抗原提示分子 CD1dの発現を 15例中 10例（67%）に認めた。膠
芽腫手術検体から分離した腫瘍浸潤リンパ球の解析では、14 例全例で CD3+ T 細胞の腫瘍浸潤
を認めた。一方、腫瘍細胞の CD1d発現にかかわらず、NKT細胞は検出されなかった。 
 
2) 膠芽腫患切除者検体を、神経幹細胞培養に用いる成長因子を添加した無血清培地で培養して、
膠芽腫 stem-like cellを樹立した。CD1d陽性、陰性膠芽腫由来の stem-like cellはいずれも CD1d
陰性であった。 
 
3) )膠芽腫 stem-like cellにレチノイン酸を投与して、RA-
differentiated cellsを樹立した。CD1d陽性、陰性膠芽腫由
来の RA-differentiated cellsはいずれも CD1d陽性であっ
た。さらにリアルタイム RT-PCR も行い、 RA-
differentiated cellsの CD1d mRNAの発現レベルはいずれ
も、膠芽腫 stem-like cellと比較し高いことを確認した。 
 
4) RA-differentiated cellsに対する NKT細胞の細
胞傷害活性の評価を行った。CD1d 陽性膠芽腫
患者検体（No.22）から樹立した RA-differentiated 
cells では-GalCer 処置により、NKT 細胞の細
胞傷害活性は増強した。一方、CD1d 陰性神経
膠芽腫患者検体（No.29）から樹立した RA-
differentiated cells では-GalCer 処置により、
NKT 細胞の細胞傷害活性がわずかに増強した
が、その差は統計的に有意ではなかった。 
 
5) CD1d 陰性 cell lineU87 に CD1d を transfect
し、CD1d 発現率 57.8%の CD1d transfect U87
を作成し、これに対する NKT細胞の細胞傷害
活性の評価を行った。NKT細胞は-GalCer依
存的に、transfection により CD1d を発現させ
た CD1d陰性膠芽腫 cell lineに対して高い細胞
傷害活性を示した。 
このことから、CD1d発現の有無が NKT 細胞
の細胞傷害活性に影響を及ぼすことが確認で
きた。 
 
以上の結果は、膠芽腫における CD1d 発現が、NKT 細胞を用いた膠芽腫プレシジョン医療の新
規標的となりうることを示しており、論文投稿を行った。 
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