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研究成果の概要（和文）：希少がんの一つである軟部肉腫の治療成績は化学療法の強化を行なっても横ばいとな
っており、免疫治療などの新しい治療方法が求められている。申請者らは免疫治療の一つであるNK細胞療法の治
療効果を細胞株（お皿の上で培養できるようになった細胞）を用いて検討した。
軟部肉腫の一つである滑膜肉腫ではNK細胞を活性化するリガンド（表面抗原）が発現していることがわかった。
血液からNK細胞を培養し、滑膜肉腫細胞株に対する効果を検討したところ短時間でも長時間でも抗腫瘍効果を認
めた。今後は動物実験でも効果を検討する予定である。

研究成果の概要（英文）：The treatment outcome of patients with relapased soft-tissue sarcoma　has 
remained poor despite intensified chemotherapy, and new treatment methods such as immunotherapy are 
urgently required. The applicant investigated the therapeutic efficacy of NK cell therapy, an 
immunotherapy, using cell lines (cells that can now be cultured on a plate).
It was found that synovial sarcoma, one of the soft tissue sarcomas, expresses a ligand (surface 
antigen) that activates NK cells. NK cells were cultured from blood and their effect on a synovial 
sarcoma cell line was examined, and an anti-tumour effect was observed for both short and long 
periods of time. We are now prepared for animal experiments.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで軟部肉腫に対するNK細胞の治療効果を検討した報告はない。
本研究において、滑膜肉腫においてNK細胞を活性化するような分子が高発現していることが明らかとなった。ま
た、細胞株を用いて滑膜肉腫における抗腫瘍効果を明らかにした初めての研究である。
他の固形腫瘍において、NK細胞の治療効果は限られており、実際の臨床応用には様々な課題が残っている。しか
し、本研究により、滑膜肉腫においてNK細胞による治療が有望である可能性が示唆されており、今後も研究を進
める。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
化学療法の導入に伴い、軟部肉腫の治療成績は向上したが、その後横ばいとなっている。そのた
め、免疫療法を含む新規治療法の確立が望まれている。申請者らは軟部肉腫において、HLA class 
I が減弱、消失している症例 が多く存在することを明らかにした。ここから、HLA の消失によ
り活性化される NK 細胞が軟部肉腫に対する新規治療法となりうると考え、治療効果を検討す
るべく、本研究を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は軟部肉腫細胞株における NK 細胞の治療効果を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
①脂肪肉腫や滑膜肉腫の細胞株を用いて NK 細胞を活性化するリガンド（NKp44, NKp30, 
NKp46,NK2GD, DNAM-1 など)の発現についてフローサイトメトリーを用いて解析を行なっ
た。 

②末梢血からヒト末梢血単核細胞を採取、人工抗原掲示 K562 細胞（K562-mb15-41BBL）と１
４日間共培養を行い、CD3-CD56+の細胞を NK 細胞として扱った。 

③肉腫細胞株の NK 細胞の治療効果について WST-8 を用いた cytotoxicity assay、real-
time cell analyzing assay を用いて検討した。NK 細胞数（Effector）と腫瘍細胞数 
(Tumor)の比を変更し、治療効果についての検討を行った。 
④細胞障害性が NK 細胞によるものか CD107a アッセイを用いて評価した。 
⑤Ewing 肉腫においてドラッグスクリーニングを行い、薬剤による治療後に細胞障害活性が増強
するような薬剤の探索を行った。Ewing 肉腫細胞株に対して 48 時間薬剤による治療を行なって
から NK 細胞と共培養をおこない、コントロールに比して NK 細胞の細胞障害性が強まるような
薬剤の同定を行った。 
４．研究成果 
① 粘液型脂肪肉腫、滑膜肉腫において NKP44 リガ

ンド、NK2GD リガンド、DNAM-1 リガンドが
増強していることを確認した(図１)。これにより
NK 細胞が軟部肉腫において、治療する効果を示
す可能性が示唆された。また、本データを元に
NKp44CAR-T 細胞を作成し、その治療効果につ
いて共同研究者の村山が論文報告を行った 1)。 
 
 
 

② １４日間のヒト末梢血単核細胞により 98%の割
合で CD3-CD56+の NK 細胞を採取することがで
きた。今後の細胞障害性に関する実験にはこのNK
細胞を用いた(図 2) 
 

③ 三種類の滑膜肉腫細胞株において、NK 細胞が細
胞障害性を示すことを WST-8 アッセイにより確
認した(図 3)。NK 細胞においては CAR-T 細胞と
比して Effector 細胞が多く必要であると考えられ
た。また、この細胞障害性は長時間にわたり、継続することを確認した（図 4） 

 

 

 

 
 

 



 
④ CD107a アッセイにおいて脱顆粒を認めた。これは本研究における細胞障害性が NK 細胞に

よる効果であることを示唆している（図５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

⑤ Ewing 肉腫細胞株を用いて GSK3B 阻害薬が NK 細胞の細胞障害性を強めることを明らか
にした（図６）。その機序について検討を行い、論文投稿準備中である。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1)Murayama Y, Oike N, et al. NKp44-based chimeric antigen receptor effectively 
redirects primary T cells against synovial sarcoma. Transl Oncol. 25; 2022 
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