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研究成果の概要（和文）：本研究では、神経芽腫が有する抗腫瘍免疫に対する抑制効果の作用機序解明を目的と
した。神経芽腫細胞株（NLF、GOTO）の培養上清を加えて誘導した単球由来樹状細胞では、本来発現が消失する
CD14の発現持続と、発現が亢進するCD1aの発現低下、細胞性免疫を誘導するIL-12の産生低下を認めた。さら
に、この培養系にて誘導した樹状細胞を用いたNKT細胞の刺激にて、IFN-γ産生の低下を認めることを示した。
これらの結果から、神経芽腫における腫瘍微小環境において、樹状細胞の機能抑制を介した同様の免疫抑制が存
在する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We sought to determine the mechanism by which neuroblastoma inhibits 
antitumor immunity.  When the culture supernatants from neuroblastoma cell lines (NLF, GOTO) were 
added monocyte derived dendritic cell (moDC) culture, cells retained CD14 with lower CD1a expression
 and produced much less IL-12 compared to control moDCs.  Furthermore, IFN-γ production was reduced
 by iNKT cells stimulated with dendritic cells induced by the addition of culture supernatants from 
neuroblastoma cell lines.
These results suggested that immunosuppression via dendritic cell dysfunction may also exist in the 
tumor microenvironment in neuroblastoma.

研究分野：小児がん
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん細胞によって産生される免疫抑制性可溶性因子によって、免疫寛容誘導性樹状細胞(tolerogenic DC)が腫瘍
微小環境で誘導されることが、複数のがん種において報告されている。本研究により、神経芽腫細胞株の培養上
清に含まれる可溶性因子が、tolerogenic DCを誘導し、NKT細胞活性化能を低下させることが示され、神経芽腫
による抗腫瘍免疫に対する免疫抑制機序の一端を明らかにした。

※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 
(1) 神経芽腫の治療成績は、手術、化学療法、放射線療法による集学的治療の進歩により向上
しているものの、進行神経芽腫では長期生存率が未だ 50%未満に留まっていること、また強力
な集学的治療による二次がんの発生など、治療に関連する副作用も大きな問題となっている。
自家造血幹細胞移植併用大量化学療法も含めた強力な治療が行われると、一旦は寛解が得られ
るものの、再発という転帰をたどることが少なくないことから、神経芽腫の治療成績向上のた
め、再発抑制を目的として新規治療が求められている。一方で、神経芽腫の中には自然寛解が
認められる症例が存在することが古くから知られており、その作用機序には免疫系が介在する
ことが推測されている。 
 
(2) 自然免疫系に属するリンパ球である NKT細胞は、特異的なリガンドである αガラクトシル
セラミド(αGalCer)により活性化し、強力な細胞傷害活性を示すとともに、自然免疫系と獲得免
疫系を橋渡しして免疫系全体を賦活し抗腫瘍効果を発揮する。この NKT 細胞を標的とした免
疫細胞療法の開発研究として、当施設では成人の癌種である原発性肺癌を対象として臨床研究
を実施し、その安全性とともに定量的 NKT 細胞特異的免疫反応の検出と、免疫反応と相関し
た全生存期間の延長を報告している。 
 
(3) 近年、新規のがん免疫療法としてがん微小環境における免疫抑制機構を標的とした治療法
の開発が進んでいる。一方、がん細胞によって産生される免疫抑制性可溶性因子を介した抗腫
瘍免疫の抑制応答に関する報告はあるものの、未だその制御によるがん治療は困難であり、新
規治療法開発には結びついていない。実験的には、in vitroでの単球から樹状細胞への分化誘導
系に腫瘍細胞株の培養上清を加えることで、免疫寛容誘導性樹状細胞(tolerogenic DC)が誘導さ
れることが複数報告されているが、神経芽腫における tolerogenic DC 誘導の可能性や、活性化
NKT 細胞が腫瘍産生可溶性因子やそれによって誘導されうる免疫抑制状態に及ぼす影響につ
いては報告が無く、未だ不明な点が多い。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では神経芽腫腫瘍環境における免疫抑制機構を解明することを目的として、神経芽腫
細胞による樹状細胞への抑制効果の検討、神経芽腫細胞が放出する可溶性因子の解析をおこな
った。さらに、神経芽腫における免疫抑制状態の打破を目指した NKT 細胞免疫療法有用性を
明らかにすることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 神経芽腫細胞による樹状細胞への抑制効果を検討するため、単球を IL-4、GM-CSFを用い
て樹状細胞へと分化させる培養系に、神経芽腫細胞株(NLF、GOTO、SH-SY5Y)の培養上清を加
え、樹状細胞上の表面分子の発現と成熟刺激時のサイトカイン産生(IL-12、TNF-α)を測定し、
神経芽腫細胞株の培養上清を加えていない樹状細胞との違いを比較した。また、神経芽腫細胞
株の培養上清を加えて分化させた樹状細胞による NKT 細胞の活性化能を、NKT 細胞から産生
される IFN-γや IL-2などのサイトカインを測定し比較した。 
 
(2) IL-10や TGF-β1などの抑制性サイトカイン、IL-6や IL-1βなどの炎症性サイトカインによ
って、tolerogenic DCが誘導されることが報告されており、神経芽腫細胞株の培養上清に、これ
らのサイトカインが含まれるか解析した。 
 
(3) 神経芽腫細胞株の培養上清に含まれる可溶性因子によって単球由来樹状細胞の分化が阻害
されるメカニズム解析のため、RNA-Sequenceを用いた網羅的遺伝子発現解析をおこなった。 
 
 
４．研究成果 
(1) 単球由来樹状細胞の培養系 1 日目に神経芽腫細胞株の培養上清(NLF-sup、GOTO-sup、
SH-SY5Y-sup)を加え、培養 6日目に OK-432による成熟刺激を加え、培養 7日目における樹状
細胞の表面抗原発現、サイトカイン産生能を測定した。単球由来樹状細胞の分化誘導系に
NLF-sup、GOTO-supを添加すると、本来発現が消失する CD14分子の発現持続と、発現が亢進
する CD1a分子の発現抑制が認められた。また、樹状細胞上の活性化補助シグナル分子 CD40、
CD83、CD86の発現低下を認め、抑制性補助シグナル分子 PD-L1の発現上昇を認めた。さらに、
成熟化刺激を受けた樹状細胞による IL-12、TNF-α産生能が劇的に低下した。一方、SH-SY5Y-sup
では抑制効果が認められなかった。 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 神経芽腫細胞株の培養上清を加えた単球由来樹状細胞の成熟刺激後の 
表面抗原（上段）とサイトカイン産生（下段）の比較 

 
 
続いて、本培養系にて誘導した αGalCerパルス樹状細胞による NKT細胞刺激後の IFN-γ産生
量を比較すると、NLF-sup添加樹状細胞にて減少した。今までの実験から NLF-sup添加樹状細
胞では IL-12の産生能が低下しているため、IL-12によって樹状細胞の NKT細胞活性化能が回
復するかどうか検討した。NKT細胞を αGalCerパルス樹状細胞で刺激させる際に IL-12を添加
すると、NKT細胞から産生される IFN-γの量は controlの樹状細胞と同等まで上昇した。 

図 2（左）αGalCerパルス樹状細胞による NKT細胞刺激後の IFN-γ産生の比較 
（右）NKT細胞刺激時に IL-12添加した条件での IFN-γ産生の比較 

 
(2) 次に、神経芽腫細胞株の培養上清に含まれる抑制因子の解析のために、上清中に含まれる
炎症性サイトカイン(IL-1β、IL-6、TNF-α)と抑制性サイトカイン(IL-10、TGF-β1、VEGF)につ
いて測定したが、VEGF 以外は検出感度以下であった。VEGF に関しては、SH-SY5Y-sup にも
含まれていたため、VEGF 単独の関与は否定的と考えた。一方、単球由来樹状細胞の培養開始
24時間後の上清に含まれるサイトカインの測定では、NLF-supとGOTO-supを添加した系で IL-6
と IL-10の上昇が認められた。IL-6、IL-10は神経芽腫培養株の培養上清には含まれていないた
め、単球から産生されたサイトカインと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 単球由来樹状細胞の培養 24時間後のサイトカイン産生量 
 
 
(3) RNA-Sequenceを用いた網羅的遺伝子発現解析について 
続いて、神経芽腫細胞株から分泌される可溶性因子による単球由来樹状細胞の分化阻害メカ
ニズムを解明するために、RNA-sequenceを用いた網羅的遺伝子発現解析をおこなった。神経芽
腫細胞株の培養上清を添加し誘導した樹状細胞と、コントロールとして培養上清無添にて誘導
した樹状細胞における、それぞれの遺伝子発現量を比較した。さらに、樹状細胞の機能を抑制
する神経芽腫細胞株群と抑制しない細胞株群の網羅的遺伝子発現解析をおこない、抑制する腫
瘍細胞株群で特異的に発現する 32種類の遺伝子を特定した。 
 
(4) 以上の結果より、神経芽腫における腫瘍微小環境では、樹状細胞の機能が抑制され、NKT
細胞免疫系による抗腫瘍免疫応答が阻害されている可能性が示唆された。そのメカニズムとし
て、神経芽腫由来の可溶性因子によって単球から誘導された IL-6、IL-10 が関与している可能
性が示唆された。今後は、RNA-sequenceの結果から同定された遺伝子をノックアウトした神経
芽腫細胞株を作成し、抗腫瘍免疫抑制に関わる遺伝子をさらに特定していく予定である。 
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