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研究成果の概要（和文）：IL-12/15/18の同時刺激によるnatural killer細胞（NK細胞）を刺激した報告は複数
あるが、個々のサイトカイン刺激によるNK細胞の細胞障害性については不明であった。NK細胞はIL-15/18刺激に
より細胞傷害活性が上昇し、IL-12によって低下することがより詳細に示された。炎症疾患に関する研究では、
慢性副鼻腔炎の術前、術中所見から術後経過を推測しうる指標を提唱して、その有用性を解明した。

研究成果の概要（英文）：Although there have been several reports that simultaneously stimulated 
natural killer cells (NK cells) with IL-12, 15, and 18, the cytotoxicity of NK cells by individual 
cytokine stimulation was unknown. This study demonstrated in more detail that NK cells show 
increased cytotoxic activity by IL-15 and 18 stimulation and decreased by IL-12. In the clinical 
research on inflammatory diseases, we proposed scoring systems that can predict the postoperative 
course from the pre- and intra-operative findings of chronic rhinosinusitis, and the usefulness were
 discussed.

研究分野：耳鼻咽喉科・頭頸部外科

キーワード： 免疫学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
悪性腫瘍に対する免疫治療において、natural killer細胞（NK細胞）は重要な役割をもつことが報告されてい
る。サイトカインによる刺激を受けたNK細胞のphenotypeの詳細な機能や分化条件について解明した。炎症疾患
における研究では、慢性副鼻腔炎の術前、術中所見から、術後経過を推測しうる因子を解明できた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 悪性腫瘍に対する免疫治療において、natural killer細胞（NK細胞）は重要な役割をもつこと
が報告されている。この NK 細胞はサイトカインや抗原による刺激により、性質の異なる
phenotype に分化すると報告されるが、NK 細胞の phenotype の詳細な機能や分化条件について
は不明である。また、炎症疾患の中で、好酸球性気道炎症は非好酸球性のものと比較して治療
に抵抗して再発する例が多い。この病態の解明が必要である。 
 
２．研究の目的 
 NK 細胞に対してサイトカインによる刺激を行い、細胞傷害活性の高い NK 細胞に分化・増
殖する条件、およびそれら細胞傷害活性の高い NK細胞が増殖を続けられるための条件を調べ、
悪性腫瘍に対する生体の腫瘍免疫の機構を詳細に検討することである。 
 厚生労働省の指定難病とされる好酸球性副鼻腔炎（eosinophilic chronic rhinosinusitis, ECRS）
の臨床的特徴について、非好酸球性副鼻腔炎（non-ECRS）群と比較検討し、治療成績の向上に
関与する因子を求めることである。 
 
３．研究の方法 

IL-18ノックアウトマウスの脾臓から peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)を採取し、
magnetic-activated cell sorting (MACS)にて CD4, CD8, CD19陽性細胞を除去し、NK細胞を enrich
した。このようにして得られた NK細胞を用いて生細胞数カウント、Western blottingによる細
胞内タンパクの測定、fluorescence activated cell sorter (FACS)を用いた細胞表面抗原の測定および
5-(and -6)-carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)による細胞分裂回数の測定、
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA法)によるサイトカイン分泌量の測定、非 RI細胞傷
害性アッセイキットを用いた NK細胞の細胞傷害活性の測定を行った。 
臨床研究として、慢性副鼻腔炎（chronic rhinosinusitis, CRS）の内視鏡下鼻副鼻腔手術
（endoscopic sinus surgery, ESS）症例を対象として、その臨床的特徴をレトロスペクティブに調
査した。JESREC（Japanese Epidemiological Survey of Refractory 
Eosinophilic Chronic Rhinosinusitis）studyによる基準を満たす
ものを ECRSと診断した。これに該当しない CRSは非 ECRS
（non-ECRS）群とした。CRS保存治療例、腫瘍、外傷例は除
外した。我々が提唱した 10 項目の鼻症状アンケート（nasal 
symptom questionnaire, NSQ; 図 1）を用いて、CRSによる自覚
症状・QOL のスコア化に関する検討した。2015 年 6 月から
2018 年 4 月の間、手術群（ESS を受けた CRS91 例；男性 58
例、女性 33例、年齢中央値 51歳）、およびコントロール群（ボ
ランティア 144 名；男性 52 例、女性 92 例、年齢中央値 25
歳）を対象に NSQに回答してもらった。NSQの妥当性の検討
と自覚症状の術後改善に関与する因子を重回帰分析により求
めた。また、特に ESSでの手術操作が困難である前頭洞炎の
発生に着目した。2015年 4月から 2016年 3月の間に ESS初回術前の CRS93例（186側、男性
64例、女性 29例、平均年齢 49歳）を対象に、前頭洞排泄路における術前 CT所見の混濁像に
ついて検討した。さらに、手術中の副鼻腔および嗅裂部の所見をスコア化（operating score, OP ス
コア）して、その有用性を検討し、術後増悪因子を検討した。2007年 1月から 2015年 12月に、
初回両側 ESSを行った成人 CRS291例（男性 174例、女性 117例、年齢中央値 52歳）を対象
とした。OPスコアは、副鼻腔スコア（0～40点）と嗅裂スコア（0～20点）の合計（0～60点）
とし、術後内視鏡所見（Eスコア）との相関性を調べた。 
 
４．研究成果 
マウス脾臓NK細胞に IL-12/15/18刺激
した実験では、NK 細胞は抗原によらず
サイトカイン単独の刺激により
highly-proliferative NK細胞（effector type）
や long-lived NK細胞（memory type）に
誘導されることを証明した（図 2）。マウ
ス脾臓 NK 細胞は、IL-15 および IL-18
の受容体を発現しており、IL-15/18 の刺
激に対してすばやく反応し、増殖を開始
した。これらの NK細胞は活性化に関わ
るマーカーを発現し、強い細胞傷害活性
を示した（図 3）。NK 細胞はサイトカインを分泌しなかったが、IL-15/18 刺激により IL-12 受
容体（IL-12Rβ1）の発現を増強させ、IL-12刺激によって STAT4が強く活性化され、同時に IFN-
γの分泌を促進した。同時に、IL-15/18 刺激によって生じた活発な増殖は IL-12 によって抑え
られ、細胞傷害活性も低下した。増殖が低下した原因として、細胞周期からの離脱を意味する
細胞内の p21､p27 の増加がみられ、CFSE assayにて細胞分裂回数の低下も確認された。更に、

図 1. 鼻症状アンケート 

図 2. サイトカインによる NK細胞の分化 



免疫抑制性のサイトカインである IL-10 の分泌もみ
られた。 
 各 NK 細胞の表面抗原も変化が認められた。
IL-15/18 刺激で得られた NK 細胞は活性化に関わる
表面抗原を強く発現していた。この NK細胞に IL-12
を添加したところ、活性化に関わる表面抗原の発現
は弱まり、代わりに免疫抑制性の表面抗原である
TIM-3, LAG-3, NKG2Aを強く発現した。さらに、IL-2
および IL-18 の受容体の一部である CD25 および
IL-18Rαも強く発現していた。 
 特筆すべきことは、effector type NKであると考え
られる IL-15/18による刺激で得られた NK細胞にお
いて、免疫チェックポイント分子である PD-1 が強
く発現していたことであり、その他の免疫抑制性の
表面抗原とは逆の傾向を示していたことである（図
4）。さらに、CD25、IL-18Rαを強く発現している
NK細胞に対して IL-2/18にて再度刺激を行ったところ、再度増殖を認め、細胞傷害活性の上昇
やサイトカインの再分泌も確認された。3 種類のサイトカインで刺激された NK 細胞は
memory-type NKである可能性が示唆された。 
 

CRSによる自覚症状・QOLのスコア化に関する臨
床的研究において、NSQスコアは、ROC曲線下面積
（area under the receiver-operating-characteristic curve, 
ROC-AUC；0.9318）、内部一貫性（Cronbach α係数；
0.8696）、再現性（test-retest係数；0.8131）と高い信
頼性を示した。ROC曲線の結果では、臨床的に適切
な NSQスコアのカットオフ値は 4点と考えられた。
NSQスコアは、術前（rs = 0.6007, p < 0.0001）および
術後 VAS（rs = 0.5975, p < 0.0001）と有意な相関を示
した。手術群において、NSQスコアが 3点以上改善
した改善群は 70例（77%）で、それ以下の非改善群
は 21 例（23%）であった。術後の NSQ スコアは、
術前と比較して有意に低下した（n = 91, p < 0.0001）。
多変量解析では、Lund-Mackay スコアリングシステ
ムによる副鼻腔 CTスコアがNSQスコアの改善に有
意な因子であることが明らかになった（p = 0.0481）。
さらに、ESS後の NSQスコアが改善群の割合は、術
前 CT スコア 10 点以上（85%、40/47 例）が 9 点以
下（68%, 30/44例）よりも有意に高かった（p = 0.0474）。 
術前副鼻腔 CT の検討では、前頭洞排泄路におけ
る蜂巣の存在自体は前頭洞炎の発生に有意な影響を
及ぼさなかったが、鼻堤蜂巣（agger nasi cell, ANC）・suprabullar cell（SBC）・frontal ethmoidal cell
（FEC） type 1の炎症像は前頭洞炎の発生に有意な影響を及ぼした。 

CRSの術中所見のスコア化に関する研究で、OPスコアは術前 CTスコアと嗅覚認知域値、術
後の鼻内視鏡スコア（Eスコア）とそれぞれ有意に相関を示した。OPスコア（中央値）は、ECRS
群（26.5点, n = 210）が非 ECRS群（14.0点, n = 81）よりも有意（p < 0.001）に高かった。部位
別の検討では、両群において、前部篩骨洞と上顎洞が高値（炎症が重度）であった。 

OPスコアの重症度分析（軽症 0～20点、中等症 21～40点、重症 41～60点）では、ECRS群
では軽症 32%（n = 67）、中等症 57%（n = 120）、重症 11%（n = 23）が占め、対照的に非 ECRS
群では軽症 63%（n = 51）が中程度 35%（n = 28）および重症 2%（n = 2）よりも優位に占めた。
術後短期（1年未満）および長期（1年以上）ともに Eスコア評価できた 161例（ECRS群 n = 123, 
non-ECRS群: n = 38）において、OPスコアの重症度別に術後 Eスコアの変化の経時的変化を調
べた。ECRS群において、OPスコア軽症（n = 39）では長期 Eスコアも良好に維持されたが、
中等症（n = 76）および重症（n = 8）の長期 Eスコアは有意に増悪した。一方、non-ECRS群で
は重症度にかかわらず長期 Eスコアは良好に維持された。 
 
 【考察】 
 今回我々が用いた IL-12/15/18により NK細胞を刺激する過去の報告は、いずれもこれら 3種
類のサイトカインを同時に加えるプロトコールであった。3 種類のサイトカインで同時刺激さ
れた NK細胞は IFN-γを多量に分泌すること、STAT4が活性化されるという点では一致してい
たが、細胞増殖に関する報告は少なく、細胞傷害活性については一貫した見解がない。過去の
報告では、本研究における effector typeと memory-typeの NK細胞が混在している可能性が考え
られる。IL-15/18刺激により NK細胞は細胞傷害活性が著しく上昇し、effector typeの NK細胞

 

図 3. NK細胞の細胞傷害活性 

 
図 4. NK細胞の PD-1発現 



に変化したと考えられるが、IL-12 によって細胞増殖能や細胞傷害活性は有意に低下した。今
後、NK細胞を用いた免疫治療において、effector type NKを効率的に培養し、更に IL-12をブロ
ックするという手法での治療が有効となる可能性がある。NK細胞における IL-18および IL-12
による生物活性はこれまではっきりしていなかったが、本研究によって、IL-15 により活性化
された NK 細胞の機能や増殖能が IL-18 によって維持されること、IL-15/18 により活性化され
た NK細胞が IL-12によって IFN-γの分泌、STAT4の活性化、さらに p27および p21の活性化
によって細胞周期からの離脱が起こり、細胞増殖が抑えられることなど、詳細な機序を明確に
示すことができた。本研究により、悪性腫瘍に対する腫瘍免疫制御や免疫治療を発展させるこ
とができる可能性がある。 
もう一つ重要な炎症性疾患に関する臨床研究に関しては、慢性副鼻腔炎（CRS）に着目した。
より簡易に患者の自覚症状と OQL を把握するために、我々は既存のアンケートを参照して、
10個の質問に絞った NSQと提唱した。NSQの作成には、その妥当性の証明が必要であった。
そこで鼻副鼻腔疾患の既往がないボランティアにも本研究にご協力いただき、CRS手術症例と
の結果をあわせて妥当性を検討した。マーカーの性能を示す指標 ROC-AUC値は 1に近く、内
部一貫性を示唆する Cronbach α係数、test-retest係数も高い信頼性を示した。本研究により NSQ
スコアのカットオフ値を 4 点と設定することにより、5 点以上では何らかの鼻副鼻腔疾患があ
る可能性を考慮して診療にあたることができる。自覚症状の把握に加えて、鼻副鼻腔の状態を
早期に適切に評価することは、CRSの治療成績を向上させるために非常に重要である。そこで
本研究で、我々は手術所見を示す OPスコアを提唱して検討した。OPスコアは、治療前の鼻副
鼻腔炎および嗅覚障害の重症度、ならびに術後の鼻内所見と有意な相関を認めた。既存のスコ
アおよび検査結果と有意な相関性を示したことは、OP スコアの妥当性を示唆する一助と考え
られる。OPスコアは、ECRSの方が non-ECRSよりも有意に悪かった。とくに、前部篩骨洞と
上顎洞が炎症の強い部位であった。さらに前頭洞排泄路の混濁陰影は前頭洞炎の要因になるこ
とが明らかになり、副鼻腔炎の再発防止のためには、手術で前部篩骨洞から前頭洞の排泄路を
確実に開放して病変を除去することが必要である。術前に重度な鼻副鼻腔炎および嗅覚障害を
有する患者は、術中所見が重度で、術後再発する可能性が高くなるため、より長期的に術後の
経過観察と治療が必要であるといえる。本研究の臨床研究は、副鼻腔手術症例における単一施
設の手術症例についての検討であるため、今後は多施設で共同研究していくことが課題である。 
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