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研究成果の概要（和文）：小児白血病および固形腫瘍に対して、末梢血および臍帯血 NK 細胞の

抗腫瘍効果およびその機序について解析した。MLL 再構成型急性リンパ性白血病細胞株や T 細

胞型急性リンパ性白血病細胞株に対して、ドナーNK 細胞の killer cell Ig-like 受容体(KIR)

リガンドを標的腫瘍細胞が持っていない場合、NK 細胞の抗腫瘍効果が増大した。そのため、臍

帯血移植のドナーとして KIR リガンド不一致ドナーを選んだ場合、これらの悪性疾患に対する

移植片対腫瘍効果が期待されると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the effect and the mechanisms of the cytotoxicity of

the peripheral blood (PB) and the cord blood (CB) NK cells against pediatric leukemia

and solid tumors. If donor KIR (killer cell Ig-like receptor) ligand is not

present in the tumor cells, alloreactivity against the recipients' tumor cells

is increased in MLL rearranged acute lymphoblastic leukemia and T-cell acute

lymphoblastic leukemia. Therefore the graft versus tumor effect against these

malignancies could be considerably expected if the KIR ligand incompatible donor

is selected for CBT.
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１．研究開始当初の背景

主要なヒトの抑制性 NK 細胞レセプターで

ある KIRs のうち、CD158b(KIR2DL2/3)は

Group1 に属する HLA-C(Cw1,w3,w7,w8 など)を、

CD158a(KIR2DL1)は Group2 に属する HLA-C

(Cw2,w4,w5,w6など)をリガンドとして認識す

る。同種移植時にドナーが患者にはないGroup

に属する HLA-C を持つ場合、ドナー由来の NK
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細胞クローンは患者細胞上の HLA から抑制シ

グナルが入らないため、患者細胞に対し障害

活性をもたらし、GVL 効果が得られると考え

られている。近年、国外で進行期の急性骨髄

性白血病に対する KIR リガンド(HLA-C)不一

致の同種造血幹細胞移植の GVL 効果が報告さ

れたが、ALL に対しては否定的な意見が多か

った。しかし、進行期の 11q23 転座型 ALL に

対する HLA-C 不一致の末梢血幹細胞ミニ移植

の成功例が報告され、少なくとも一部の ALL

には有用であることが推測された。melanoma、

renal cell carcinoma などの固形腫瘍でも

HLA-C 不一致の同種移植の効果が報告されて

いるが、小児悪性腫瘍に対する報告はわずか

である。これらの KIR リガンド不一致移植療

法はドナーソースが末梢血幹細胞、骨髄に限

られており、臍帯血移植での検討はほとんど

行われていない。

NK 細 胞 の 傷 害 活 性 に は KIR2DL1,
KIR2DL2/3 以外にも多種類の活性化受容体
（ NKp30, NKp44, NKp46, NKG2D, NKG2C,
DAM-1)、抑制性受容体(NKG2A, KIR3DL)、
co-receptor（LFA-1, CD16, CD40ligand)、
それらの ligand(MICA, MICB, ULBPs, HLA-E,
Nectin-2, PVR,HLA-Bw4, ICAM-1, Fc of IgG,
CD40 など)、chemokine (CXC3L)の関与が報告
されている。抗腫瘍剤として臨床治験が行わ
れ て い る Histone deacetylase (HDAC)
inhibitorは白血病細胞にNK活性化受容体の
リガンドを発現させ、細胞傷害活性を増強す
ることが報告された。

２．研究の目的

本研究は 11q23 転座型急性リンパ性白血病

（acute lymphoblastic leukemia : ALL）、

神経芽腫などの難治性小児悪性腫瘍に対し

て KIR リガンド不一致移植ドナーの有用性を

明らかにすることで移植成績の向上をめざ

すとともに、各々の腫瘍/NK 細胞間の主たる

リガンド/受容体の同定、臍帯血も含む NK 細

胞による抗腫瘍効果の増幅を行い、同種造血

幹細胞移植をベースとした NK 細胞療法によ

り小児難治性悪性疾患の治療成績の改善を

めざすものである。本研究により KIR リガン

ド不一致による小児難治性腫瘍に対するド

ナーNK 細胞の抗腫瘍効果が明らかになれば、

移植時に KIR リガンド不一致ドナーを選択す

ることにより移植成績の向上につながる可

能性がある。患者の腫瘍細胞に発現している

NK 細胞のリガンドを同定し、それに対し抗腫

瘍活性の高い NK 細胞を持つドナーの選択を

移植前に行うことにより、治療成績を向上さ

せることが期待される。さらに、抗体療法、

薬剤併用等で NK 細胞による抗腫瘍活性をあ

げることができれば、これを抗腫瘍活性の高

いドナー細胞の選択に加えることにより、さ

らなる効果が期待できるかもしれない。また、

抗腫瘍活性の高い NK 細胞の expansion、誘導

が可能であれば、同種移植後のドナーリンパ

球輸注療法のように NK 細胞を誘導もしくは

体外で増幅した後輸注し、抗腫瘍効果を得る

ことも可能かもしれない。現在、臍帯血バン

クで NK 細胞による allo-reactivity を得る

ことを目的として、ドナー臍帯血における

HLA-C の検索も検討されつつあるが、臍帯血

由来 NK 細胞でも抗腫瘍効果がみとめられれ

ば、患者の状態に合わせて迅速に移植片を獲

得することが可能となり、さらなる移植成績

の向上が期待できる。さらにミニ移植で抗腫

瘍効果が得られるのであれば、小児の移植後

の重大な合併症である成長発達障害などを

防止でき、より安全な移植法が確立できると

考えられる。

３．研究の方法

（1）ドナー末梢血および臍帯血 NK 細胞の NK
レセプター発現と白血病細胞および固形腫
瘍細胞株に対する in vitro での細胞傷害活
性の検討
①ドナー末梢血、臍帯血 NK 細胞表面の活性

型、抑制型 receptor、Co-receotpr の発現
を FCM により測定する。

②腫 瘍 細 胞 上 の NK receptor お よ び
co-receptorのリガンドの発現をFCMで測
定するとともに、これらのリガンドのうち
発現がみられたものに対する blocking、
もしくは末梢血 NK 細胞上の対応するレセ
プターの blocking を行ったのち細胞に対
する 51Cr releasing assay を行い、NK 細
胞傷害活性におけるこれらの分子の影響
を検討する。また、HDACi などの薬剤を添
加した後、これらのリガンドの発現の変化
について検討する。

③健常ドナー末梢血、臍帯血 NK 細胞の白血
病細胞株、神経芽腫細胞株に対する 51Cr
releasing assay 法による細胞傷害活性の
測定。KIR 一致および不一致の影響に関し
ては健常ドナー細胞と腫瘍細胞株を C1C1
ドナー対C1C1細胞株, C1C2ドナー対C1C1
細胞株のように組み合わせ、傷害活性を検



討する。

（2）NK 細胞による細胞傷害のメカニズムお
よび増幅についての解析
細胞傷害時の活性化 NK 細胞の抗 CD107a 抗
体染色による phenotype の同定 ドナーNK
細胞と、エフェクター細胞を共培養した後、
抗 CD56 抗体、抗 CD107a 抗体、および抗 NK
レセプター抗体と３重染色することによ
り、各腫瘍細胞に対する活性化ドナーNK 細
胞の phenotype を同定する。

（3）サイトカインによるドナーNK 細胞の活

性化の増強についての検討

ドナーNK 細胞を feeder layer として放射
線照射した EB-LCL を用いて、リコンビナ
ントヒト IL-2 100U/ml を添加し、2 週間
37℃で培養する。培養前後での細胞数、抗
CD3,CD8,CD56,CD16 抗体、1-①で示した抗
体で染色し、陽性細胞比率をフローサイト
メーターで測定する。さらに腫瘍細胞株と
共培養後の CD107a の発現を測定し、抗腫
瘍活性の変化について検討する。

４．研究成果

（1）−① NK 受容体の発現に関しては、成
人末梢血 NK細胞と比較し臍帯血 NK 細胞で
は KIRs (CD158a, CD158b)はやや低発現で
あり、NKG2D、DNAM-1 は同等の発現を示し、
NKG2A, NKp30, NKp44 の発現が有意に高か
った。臍帯血、末梢血いずれの NK 細胞で
も NKG2D の発現は極めて高かったが、細胞
傷害活性と NKG2D の SNP 型で比較検討した
ところ、臍帯血 NK細胞の細胞傷害活性が、
ドナーの NKG2D の SNP により活性の差があ
ることが示唆された。

（1）−② MLL 再構成 ALL 細胞株表面の
NKG2D リガンドの発現は全体的に低発現だ
ったが、DNAM-1 のリガンドである CD155,
CD112、接着分子の LFA-1, ICAM-1 は全て
の細胞株で発現していた。また、T 細胞型
急性リンパ性白血病が NK 活性化型受容体
NKG2D のリガンドの発現が極めて高かった。
この傷害活性はドナーのNKG2Dのblocking
により著明に抑制され、NKG2D を介しての
細胞傷害活性が強いことが推定された。
これらの細胞株の一部に HDACi である TSA
を添加し、発現の誘導を試みたが、明らか
な発現の変化は認められなかった。
小児難治性腫瘍である Ewing 肉腫、神経芽
腫、骨肉腫、横紋筋肉腫瘍様腫瘍細胞株で
も NK 受容体リガンドを検討したところ、
一部の細胞株で NKG2D リガンドの MICA/B
および DNAM-1 リガンドの発現が高いこと

が確認され、末梢血 NK 細胞による細胞傷
害活性も示された。

（1）−③ 成人末梢血 NK 細胞および臍帯
血NK細胞におけるC1C1型MLL再構成型ALL
細胞株に対する傷害活性は、C1C1 型 NK 細
胞より C1C2 型血 NK 細胞の方が高く、成人
末梢血由来と臍帯血由来でほぼ同等の細
胞傷害活性を有していた。

T細胞型急性リンパ性白血病がNK活性化型
受容体 NKG2Dのリガンドの発現が極めて高
いことにより、末梢血、臍帯血 NK 細胞に
よる T細胞型急性リンパ性白血病に対する
傷害活性は非常に強く、KIR リガンド不一
致ドナーを選択することにより、その効果
がより増強することを確認した。

(2) MLL 細胞と NK 細胞を共培養後、NK 細
胞上の CD107a の発現は、KIR 陰性 NK 細胞
上で最も高い傾向が認められた。また、
KIRL ミスマッチドナーでは、ミスマッチリ
ガンドに対応する受容体を有する NK 細胞
上の CD107a の発現も高い傾向であった。

(3) NK 細胞における CD107a の発現が
IL-2 添加後に著明に増加したことから、
IL-2 添加により NK 細胞傷害活性が上昇す
ることが示唆された。

以上により、一部の小児悪性腫瘍に関し
ては、少なくとも in vitro での KIR リガ
ンド不一致による小児難治性腫瘍に対す
るドナーNK 細胞の抗腫瘍効果が明らかに
なった。また、臍帯血でも成人末梢血と同
様に NK 細胞による細胞傷害活性を有する
ことが判明した。これらの細胞種に関して

MLL+ALL細胞株に対するKIRリガンド一致、不一致

臍帯血NK細胞による細胞傷害活性の比較

K562 KOCL50 KOPN1

C1/C2

C1/C1

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

p<0.05

p<0.05

％

C1C1型ALL細胞株

cytotoxicity



は、移植時に KIR リガンド不一致ドナーを
選択することにより移植成績の向上につ
ながる可能性がある。また、臍帯血の使用
により、患者の状態に合わせて迅速に移植
片を獲得することが可能となり、さらなる
移植成績の向上が期待できる。さらにミニ
移植で抗腫瘍効果が得られるのであれば、
小児の移植後の重大な合併症である成長
発達障害などを防止でき、より安全な移植
法が確立できると考えられる。
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