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研究成果の概要（和文）：インバリアントNKT（iNKT）細胞はCD1d拘束性に糖脂質を認識することが知られてい
る。しかし本研究によりiNKT細胞がCD1d非依存性の腫瘍認識機構を有することが明らかとなった。iNKT細胞の
CD1d非依存性細胞傷害活性は、NOGマウスにCD1d陰性白血病細胞を移植したヒト白血病マウスにおいても確認さ
れた。これらのことからiNKT細胞養子免疫療法がCD1dの発現に依存せず、ヒト白血病に対して有効である可能性
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Invariant NKT (iNKT) cells are generally known to recognize glycolipid 
presented by CD1d. iNKT cell recognition of CD1d-negative tumor cells is unknown, and direct 
cytotoxicity of iNKT cells toward CD1d-negative tumor cells remains controversial. Here we 
demonstrated that activated iNKT cells recognize leukemia cells in a CD1d-independent manner, 
however, still in a TCR-mediated way. We also showed that iNKT cell in vivo cytotoxicity for 
CD1d-negative leukemia cells in NOG mice. Therefore, adoptive iNKT cell therapy can be effective for
 leukemia independently of CD1d. 

研究分野：血液学

キーワード： NKT細胞　CD1d　白血病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究はiNKT細胞がCD1d拘束性に糖脂質を認識すること以外にもCD1d非依存性に腫瘍認識機構を有することを明
らかにした。このことからiNKT細胞養子免疫療法がCD1dの発現に依存せずヒト白血病に対して有効である可能性
が示唆された。またiNKT細胞のCD1d非依存性細胞傷害活性には複数のNK受容体が関与していること、そしてその
認識にはTCRが重要な役割を担っていることが明らかとなった。このことはiNKT細胞の新たなリガンドの発見に
つながる重要な示唆である。

※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、研究者個人に帰属されます。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
 
１．研究開始当初の背景 
近年、免疫チェックポイント阻害薬やキメラ抗原受容体 T細胞療法の開発に伴い、免疫細胞が
強く抗腫瘍効果を持つことが改めて認識されている。小児白血病診療においても CD19 を標的
分子とした B細胞性急性リンパ性白血病に対するキメラ抗原受容体 T細胞療法に期待が集まっ
ているが、再発が少なくないことや T 細胞性急性リンパ性白血病や骨髄性白血病に対してはま
だ至適な標的分子が定まっていないなど未解決な課題も多い。 
	 Invariant NKT（iNKT）細胞は通常の T細胞と異なり、NK細胞関連マーカーを発現すると
ともに、ヒトにおいては Vα24 と Vβ11 からなる不可変な T 細胞受容体（TCR）を発現する。
HLA非拘束的に、抗原提示分子 CD1dに提示されたαガラクトシルセラミド（αGalCer）を代
表とする糖脂質抗原を認識し、直接的な抗腫瘍効果を示す（Kawano et al. Cancer Res. 1999.）。
iNKT 細胞は白血病細胞に対しても CD1d/αGalCer 依存的に直接的な抗腫瘍効果を示すことが
報告されており（Metelitsa et al. J Immunol. 2001.）、白血病治療において新たな標的分子を提
供する。このことは腫瘍細胞への細胞傷害性顆粒の放出（脱顆粒）を免疫細胞表面上の CD107a
の発現で同定する CD107a assayにおいても確認される（図 1）。一方で iNKT細胞が CD1d陰
性白血病細胞株である K562 に抗腫瘍効果を示している研究と、それに否定的な研究の双方が
報告されており、iNKT 細胞の CD1d 陰性腫瘍細胞に対する直接的な細胞傷害活性の有無は明
らかにされていない（Vivier et al. Nat Rev Immunol. 2012.）。しかし、申請者が行った実験に
おいて iNKT細胞は確かに CD1d陰性 K562を認識して脱顆粒を示した（図２）。研究開始時点
において、この細胞傷害活性がどのようなメカニズムで生じているのかは不明であり、本研究を
行うに至った。 

 
 
２．研究の目的 
	 これまでに iNKT 細胞が CD1d 陰性腫瘍細胞に対し直接的に細胞認識する明らかな証拠やそ
の機序の解明はなされていない。しかし、その腫瘍認識、抗腫瘍効果が明らかとなれば CD1d陽
性白血病に限定されず、CD1d陰性白血病に対してもNKT細胞養子免疫療法の治療効果が期待
できる。そこで本研究では、iNKT細胞における CD1d陰性白血病に対する直接細胞傷害活性の
有無、そしてその機序を明らかとすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１） iNKT細胞の CD1d非依存性腫瘍認識の確認 

Flow cytometry、real-time PCRにおいて CD1d陰性を確認した K562, HL-60, REHの
白血病細胞株、そして CRISPR/Cas9 systemを用いて遺伝子ノックアウト（KO）を行
なった CD1d-KO U937, B2M-KO K562 細胞を用いて、iNKT 細胞の脱顆粒反応を
CD107a assayを用いて評価した。 
 

（２） iNKT細胞の CD1d陰性腫瘍に対する細胞傷害活性 
iNKT細胞と CellTrace Violetで予め染色した腫瘍細胞とを 4時間共培養した後、腫瘍
細胞の死細胞割合を Annexin V/PI で染色することにより解析し、iNKT 細胞の CD1d
陰性腫瘍に対する in vitro細胞傷害活性を評価した。同時にその上清中の IFNg、TNFa
濃度を Cytokine Beads Arrayを用いて評価した。また NOGマウスに K562細胞を移
植した後に、ヒト iNKT細胞を経静脈的に輸注し iNKT細胞の in vivo細胞傷害活性を
評価した。 

 
（３） iNKT細胞におけるNK受容体の発現と細胞傷害活性への関与 

iNKT 細胞表面の NK 受容体の発現（NKG2D, DNAM1, 2B4, LFA-1, CD2, CD16, 
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 2 
KIR2DS1）を Flow cytometryを用いて評価した。また阻害抗体を用いてNK受容体を
ブロックした上で、CD1d陰性腫瘍細胞に対する細胞傷害活性、IFNg産性能を評価した。 
 

（４） iNKT細胞の CD1d非依存性腫瘍認識におけるNK受容体の関与 
NK受容体が CD1d非依存性腫瘍認識に寄与しているか評価するために、各受容体に対
する抗体をその二次抗体を用いて架橋し、単一受容体刺激を加え CD107a assayを行な
った。また単一受容体刺激により脱顆粒を示した NK 受容体を CRISPR/Cas9 system
を用いて KOし、KO細胞における CD1d陰性腫瘍細胞の脱顆粒反応を評価した。 

 
（５） iNKT細胞の CD1d非依存性腫瘍認識における TCRの関与 

CRISPR/Cas9 systemを用いて iNKT細胞の TRACもしくは TRBC遺伝子を KOし、
iNKT細胞のCD1d非依存性腫瘍認識、細胞傷害活性における TCRの役割を評価した。
TCR-KOは iNKT細胞表面のVa24の発現消失とaGalCer-loaded CD1d-tetramerへの
非結合により確認した。 

 
	
４．研究成果	
（１） iNKT細胞の CD1d非依存性腫瘍認識の確認	

iNKT細胞は CD1d陰性白血病株 K562, HL-60, REHを認識し、脱顆粒を示した。また
wild-type U937と CD1d-KO U937、wild-type K562と B2M-KO K562で CD107a発
現は変わらなかった（図３）。このことから iNKT細胞は CD1d非依存性に腫瘍認識す
る機構を有することが示された。また CD1dのみでなく他の CD1 familyやMR1を含
むHLA class Ib分子にも依存していないことが示された。 
	

 
（２） iNKT細胞の CD1d陰性腫瘍に対する細胞傷害活性 

iNKT細胞は CD1d陰性白血病株 K562, HL-60, REHに対して in vitro細胞傷害活性を
示した。同時に Th1サイトカインを分泌することも確認した。またヒト iNKT細胞を投
与することで白血病モデルマウスの生存期間は延長した（図４）。このことから iNKT細
胞の CD1d陰性腫瘍に対する in vivo細胞傷害活性も示された。 
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（３） iNKT細胞におけるNK受容体の発現と細胞傷害活性への関与 

iNKT 細 胞 表 面 に は
DNAM1, 2B4, LFA-1, 
CD2 が安定して発現して
いた（N=10）。NKG2Dは
発現しているドナーと非
発現のドナーが存在し
た。これらの受容体をブ
ロックした後に細胞傷害
活性と IFNg産性能を評価
したところ、いずれの阻
害抗体によっても iNKT
細胞の細胞傷害活性と
IFNg産性能は阻害された
（図５）。このことから、
iNKT 細胞におけるこれ
らの NK 受容体はその細
胞傷害活性に寄与してい
ることが明らかとなっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 

an
ti-

2B
4

an
ti-

LF
A-1

an
ti-

DNAM-1

an
ti-

NKG2D

an
ti-

CD2

K56
2 W

T

b2M
-K

O 5
0

10

20

30

40

50

CD107a_b2mKO_K562V2

%
C

D
10

7a
 

ns

C
D

10
7a

 (%
)

K562U937

C
D

10
7a

 (%
)

U93
7 

CD1d
KO_6

0

10

20

30

Copy of U937_CD1dKO_CD107a

Constant

%
C

D
10

7a
 

ns

K562 HL-60 REH

CD107a

56.8% 59.1% 40.7%

CD1d-KO U937 b2m-KO K562

!���

	��)��� �(3#"�,�)C�

P
er

ce
nt

 s
ur

vi
va

l

5:
1

1.2
5:
1

0.3
1:
1

0

50

100

%
C
yt
ot
ox
ic
ity

Killing_K562

5:1
1.2
5:1

0.3
1:1

0

50

100

Killing_HL60

%
C
yt
ot
ox
ic
ity

5:1
1.2
5:1

0.3
1:1

0

50

100

Killing_REH

%
C
yt
ot
ox
ic
ity

K562 HL-60 REH

C
yt

ot
ox

ic
ity

 (%
)

IF
N
g

(p
g/

m
l)

TN
Fa

(p
g/

m
l)

ET ratio

Log-rank test
p=0.016

Time (Weeks)

K562

0 5 10 15
0

50

100

Copy of survival_weight

Time (weeks)

P
er

ce
nt

 s
ur

vi
va

l

treat

control

0 5 10 15
0

50

100

Copy of survival_weight

Time (weeks)

P
er

ce
nt

 s
ur

vi
va

l

treat

control

treatment

control

REH

Ju
rk

at

K56
2

Ju
rk

at
/a

GalC
er

Non
e

HL-
60

iN
KT al

one

Ju
rka

t

Ju
rka

t/α
GalC

er
K56

2
HL-60 REH

0

1000

2000

3000

4000

purifiedNKT_TNFa_24hr_v2

TN
Fα

 (p
g/

m
l)

***
***

ns

***
***

REH

Ju
rk

at

K56
2

Ju
rk

at
/a

GalC
er

Non
e

HL-
60

iN
KT al

one

Ju
rka

t

Ju
rka

t/α
GalC

er
K56

2
HL-60 REH

0

500

1000

1500

2000

purifiedNKT_IFNg_24hr_v2

IF
N
γ 

(p
g/

m
l) 

***
***

ns

***
***

!���

	��)��� �4"�,�%���) 5�"

NKG2D

DNAM-1
2B

4

LFA
-1

CD2
CD16

KIR
2D

S1
1

10

100

1000

n=10

sa
m

pl
e 

M
FI

 / 
is

ot
yp

e 
M

FI

activating receptors

S
am

pl
e 

M
FI

 / 
is

ot
yp

e 
M

FI
an

ti-
2B

4

an
ti-

LF
A-1

an
ti-

DNAM-1

an
ti-

NKG2D

an
ti-

CD2

an
ti-
NK
G2
D

an
ti-
2B
4

an
ti-
DN
AM
-1

an
ti-
LF
A-
1

an
ti-
CD
2

0

20

40

60

80

K562

%
In
hi
bi
tio
n

NKG2D+ donor NKG2D- donor

*
**

***
***

***

K562

In
hi

bi
tio

n 
of

 
cy

to
to

xi
ci

ty
 (%

)

In
hi

bi
tio

n 
of

 
IF

N
g

re
le

as
e 

(%
) 

K562

an
ti-
NK
G2
D

an
ti-
2B
4

an
ti-
DN
AM
-1

an
ti-
LF
A-
1

an
ti-
CD
2

0

20

40

60

IFNγ

%
In
hi
bi
tio
n

*

*** ***

****

!�� 

	��)����
	�+$�D�.�) 5�"1��*

an
ti-

2B
4

an
ti-

LF
A-1

an
ti-

DNAM-1

an
ti-

NKG2D

an
ti-

CD2

K56
2 W

T

b2M
-K

O 5
0

10

20

30

40

50

CD107a_b2mKO_K562V2

%
C

D
10

7a
 

ns

C
D

10
7a

 (%
)

K562U937

C
D

10
7a

 (%
)

U93
7 

CD1d
KO_6

0

10

20

30

Copy of U937_CD1dKO_CD107a

Constant

%
C

D
10

7a
 

ns

K562 HL-60 REH

CD107a

56.8% 59.1% 40.7%

CD1d-KO U937 b2m-KO K562

!���

	��)��� �(3#"�,�)C�

P
er

ce
nt

 s
ur

vi
va

l

5:
1

1.2
5:
1

0.3
1:
1

0

50

100

%
C
yt
ot
ox
ic
ity

Killing_K562

5:1
1.2
5:1

0.3
1:1

0

50

100

Killing_HL60

%
C
yt
ot
ox
ic
ity

5:1
1.2
5:1

0.3
1:1

0

50

100

Killing_REH

%
C
yt
ot
ox
ic
ity

K562 HL-60 REH

C
yt

ot
ox

ic
ity

 (%
)

IF
N
g

(p
g/

m
l)

TN
F
a

(p
g/

m
l)

ET ratio

Log-rank test
p=0.016

Time (Weeks)

K562

0 5 10 15
0

50

100

Copy of survival_weight

Time (weeks)

P
er

ce
nt

 s
ur

vi
va

l

treat

control

0 5 10 15
0

50

100

Copy of survival_weight

Time (weeks)

P
er

ce
nt

 s
ur

vi
va

l

treat

control

treatment

control

REH

Ju
rk

at

K56
2

Ju
rk

at
/a

GalC
er

Non
e

HL-
60

iN
KT al

one

Ju
rka

t

Ju
rka

t/α
GalC

er
K56

2
HL-60 REH

0

1000

2000

3000

4000

purifiedNKT_TNFa_24hr_v2

TN
Fα

 (p
g/

m
l)

***
***

ns

***
***

REH

Ju
rk

at

K56
2

Ju
rk

at
/a

GalC
er

Non
e

HL-
60

iN
KT al

one

Ju
rka

t

Ju
rka

t/α
GalC

er
K56

2
HL-60 REH

0

500

1000

1500

2000

purifiedNKT_IFNg_24hr_v2

IF
N
γ 

(p
g/

m
l) 

***
***

ns

***
***

!���

	��)��� �4"�,�%���) 5�"

NKG2D

DNAM-1
2B

4

LFA
-1

CD2
CD16

KIR
2D

S1
1

10

100

1000

n=10

sa
m

pl
e 

M
FI

 / 
is

ot
yp

e 
M

FI

activating receptors

S
am

pl
e 

M
FI

 / 
is

ot
yp

e 
M

FI
an

ti-
2B

4

an
ti-

LF
A-1

an
ti-

DNAM-1

an
ti-

NKG2D

an
ti-

CD2

an
ti-
NK
G2
D

an
ti-
2B
4

an
ti-
DN
AM
-1

an
ti-
LF
A-
1

an
ti-
CD
2

0

20

40

60

80

K562

%
In
hi
bi
tio
n

NKG2D+ donor NKG2D- donor

*
**

***
***

***

K562

In
hi

bi
tio

n 
of

 
cy

to
to

xi
ci

ty
 (%

)

In
hi

bi
tio

n 
of

 
IF

N
g

re
le

as
e 

(%
) 

K562

an
ti-
NK
G2
D

an
ti-
2B
4

an
ti-
DN
AM
-1

an
ti-
LF
A-
1

an
ti-
CD
2

0

20

40

60

IFNγ

%
In
hi
bi
tio
n

*

*** ***

****

!�� 

	��)����
	�+$�D�.�) 5�"1��*



 4 
（４） iNKT細胞の CD1d非依存性腫瘍認識におけるNK受容体の関与 

iNKT細胞のNKG2D, DNAM1, 2B4, LFA-1, CD2をそれぞれ架橋し、単一受容体刺激
を加えると、LFA-1, CD2でのみ脱顆粒を示した。iNKT細胞から LFA-1を構成してい
る CD11aと CD2の遺伝子を KOしたところ、脱顆粒は部分的に抑制されたが、KO細
胞においても CD1d陰性細胞を認識していた（図６）。このことからこれらの NK受容
体は共刺激分子としての役割を担っていると考えられ、iNKT細胞の CD1d非依存性腫
瘍認識に中心的に関わっているNK受容体は同定できなった。 

 
（５） iNKT細胞の CD1d非依存性腫瘍認識における TCRの関与 

TCR-KO iNKT細胞では Va24鎖は失われており、aGalCer-loaded CD1d-tetramerと
の結合能は失われることを確認した。TCR-KO iNKT細胞では CD1d陰性白血病細胞に
対する脱顆粒能、IFNg産性能は失われ、細胞傷害活性も低下した（図７）。このことか
ら iNKT細胞は CD1d非依存性腫瘍認識においても TCRに依存していることが明らか
となった。 
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Figure 3 LFA-1 and CD2 contribute to iNKT cell recognition of CD1d-negative tumour cells. a, b, 
Effect of cross-linking of costimulatory receptors on iNKT cell degranulation (a) and release of Th1 
cytokines for 4 h (b). c, Effect of knock out LFA-1 and CD2 genes on iNKT cell degranulation. d, Effect of 
tyrosine kinase inhibitor PP2 on iNKT cell degranulation. Data shown as the mean � s.d. from three 
technical replicates, and representative of two independent experiments. Two-tailed unpaired Student’s t-test 
(a, b, d) and two-tailed unpaired t-test (c) (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).
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Figure 3 LFA-1 and CD2 contribute to iNKT cell recognition of CD1d-negative tumour cells. a, b, 
Effect of cross-linking of costimulatory receptors on iNKT cell degranulation (a) and release of Th1 
cytokines for 4 h (b). c, Effect of knock out LFA-1 and CD2 genes on iNKT cell degranulation. d, Effect of 
tyrosine kinase inhibitor PP2 on iNKT cell degranulation. Data shown as the mean � s.d. from three 
technical replicates, and representative of two independent experiments. Two-tailed unpaired Student’s t-test 
(a, b, d) and two-tailed unpaired t-test (c) (*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001).
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