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研究成果の概要（和文）：膠芽腫におけるNK細胞の抑制型受容体の機能を解明すべく、本研究では抑制型受容体
KIRを抑制することにより、NK細胞のさらなる活性化が得られるかどうかを検証した。
In vitro実験では、膠芽腫細胞株U87MGおよびT98Gに対するNK細胞および抗KIR2DL1抗体の抗腫瘍効果をRTCAを用
いて検証した。結果、NK細胞単独群では、良好な抗腫瘍効果が得られたが、抗KIR2DL1抗体を併用すると抗腫瘍
効果が減弱する結果となった。同様にU87MGを免疫不全マウスの頭蓋内投与した膠芽腫モデルでの解析において
も、抗KIR2DL1抗体投与群ではNK細胞投与群と比較し生存期間の延長は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：To evaluate the function of the inhibitory receptor of NK cells in 
glioblastoma, this study tested whether further activation of NK cells can be obtained by 
suppressing the inhibitory receptor KIR.In vitro, the antitumor effects of NK cells and anti-KIR2DL1
 antibody on glioblastoma cell lines U87MG and T98G were investigated using RTCA. The results showed
 that the NK cells alone group showed good antitumor effect, but the antitumor effect was attenuated
 when anti-KIR2DL1 antibody was used in combination with NK cells. Similarly, in the analysis of a 
glioblastoma model in which U87MG was administered intracranially to immunocompromised mice, the 
anti-KIR2DL1 antibody-treated group showed no survival advantage over the NK cell-treated group.

研究分野：脳腫瘍

キーワード： glioblastoma　natural killer cell　immune checkpoint
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研究成果の学術的意義や社会的意義
膠芽腫は既存の治療では、完治しえず、代表的な悪性脳腫瘍の一つである。今回、NK細胞の抗腫瘍効果をさらに
高めるべく、抑制性受容体であるKIRに着目して研究を行った。
当初の推測とはことなり、NK細胞と抗KIR2DL1抗体の併用療法は、逆にNK細胞の抗腫瘍活性を減弱している結果
となった。その要因としては、NK細胞におけるKIRの発現がそれほど高くないことや、KIRファミリーの中の他の
受容体であるKIR2DL2/3がより重要な役割を果たしている可能性が示唆された。NK細胞の抗腫瘍効果をさらに増
強すべく、免疫逃避機構の解明が待たれる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
近年がん治療において、立て続けに免疫チェックポイント阻害剤が承認され、悪性黒色腫や肺
癌などのがん治療が大きく改善している。一方、GBMは難治性の脳腫瘍であり、標準的な治療
法では手術後に抗がん剤テモゾロミド (TMZ) と放射線治療を併用するが、5年生存率は 20%に
満たない。GBMに対するチェックポイント阻害薬については、抗 PD-1 抗体であるオプジーボ
ならびに抗 CTLA-4 抗体であるイピリムマブの併用療法は、既存の治療との間に有意差が認め
られなかった (Omuro et al. Neuro-oncology 2017)。その理由として、免疫系が GBMを認識し
ておらず、GBM に浸潤する免疫細胞の頻度が低く、GBM が免疫学的に不活性な状態 
(Immunological cold) であることが挙げられている (Keskin et al. Nature 2019)。我々の実験
結果からも、膠芽腫モデルにおいて、NK細胞と抗 PD-1抗体の併用は相加効果がみられなかっ
た。ナチュラルキラー (NK) 細胞は、初期免疫応答に関与し、免疫応答のきっかけを与える細
胞である。NK細胞は樹状細胞等から分泌される IL-2、IL-12、IL-15 などにより活性化され、
免疫応答を誘導する。また、NK細胞は様々な活性化受容体と抑制性受容体を発現し、それらの
抗原を認識することで反応性が決定される。活性化受容体としては、LFA-1、DNAM-1、NKG2D、
NKp30、NKp40、NKp46などが、抑制性受容体としては、KIR、TIGIT、CD96、CD94/NKG2A、
LAG-3、TIM-3、PD-1、 TGF-βR、IL-1R8、A2A ARが報告されている (Vivier et al. Nature 
Immunol. 2008, Viel et al. Sci. Signal 2016, Kim et al. Front Immunol 2018, Bi et al. Front 
Immunol 2019) 。前述のNK細胞の機能を抑制する受容体とシグナル伝達分子は NK細胞のチ
ェックポイント分子と定義づけられている。 

GBMに対する高純度、高活性のヒト NK細胞を用いた免疫細胞治療において、PD-1/PD-L1 
pathway 以外のチェックポイント阻害分子を阻害することにより、NK 細胞のがん細胞殺傷効
果を増幅する可能性がある。 
 
２．研究の目的 
我々は活性化、抑制性受容体のリガンドの発現を解析しており、NK 細胞に KIR の発現が高
いこと、またそのリガンドである HLA-ABCの発現が高いことを報告してきた。GBMの免疫抑
制環境でも、持続的に免疫応答のきっかけを与え続けるためには、PD-1/PD-L1 pathway 以外
の NK 細胞のチェックポイント分子を阻害する必要がある。私たちはこれまでに、臨床応用可
能な、高純度、高活性のヒト NK細胞を簡単かつ大量に増幅できる培養技術を確立し、NK細胞
に発現する受容体と GBM 細胞に発現するリガンドの発現様式や GBM 細胞に対する強力な増
殖抑制効果、TMZ との相加効果を報告した。GBMに対する高純度、高活性のヒト NK細胞を
用いた免疫細胞治療において、PD-1/PD-L1 pathway 以外のチェックポイント阻害分子を阻害
することにより、NK細胞のがん細胞殺傷効果を増幅することができるかを検証する。 
GBM に対しては、PD-1/PD-L1 以外の pathway が関与している可能性が高いが、NK 細胞治
療と NK細胞の抑制性受容体である KIRをターゲットとした研究は報告されていないため、本
研究の成果は GBM治療に大きく貢献しうる。 
 
３．研究の方法 
①GBM 細胞株と NK細胞/抗 KIR 抗体の共培養実験 
NK 細胞の分離培養は、健常人末梢血より Lymphoprep®を用いた比重遠心分離法によって単核細
胞を分離する。CD3 depletion kit (STEMCELL Tech 社)を用いて CD3 陽性細胞を除去し、高濃度
IL-2 と IL-18 を含む含有 AIM-V 培地にて培養を開始する。以降、細胞の増幅培養に際しては IL-
2 含有 AIM-V 培地にて増幅培養を行う。7～14日間の増幅培養を実施する。本方法を実施した場
合の NK細胞の純度は 90%以上である。 
GBM細胞株である U87MGおよび T98Gと NK細胞を抗 KIR抗体存在下および非存在下で共培養し
増殖抑制効果を解析する。 解析には RTCA S16 (ATCA 社) を使用しリアルタイムで GBM 細胞の
増殖をモニタリングする。 抗 KIR 抗体は Creative Biolabs 社製の Recombinant Human Anti-
KIR2DL1 Antibody (1-7F9)を使用した。 
 
②GBM 細胞株移植 NOG マウスの作製と NK細胞/抗 KIR 抗体薬の投与及び腫瘍形成能の評価 
膠芽腫細胞である U87MG を高度免疫不全 NOG マウスに脳内移植後 7 日目に、以下の 3 群に分け
て、NK 細胞 (107)および抗 KIR 抗体を頭蓋内に直接投与し、生存期間を測定した。3群は Group 
1  対照群 (PBS 投与)、Group 2  NK 細胞投与群、Group 3  抗 KIR 抗体/NK 細胞投与群とした。 
 
４．研究成果 
In vitro 実験では、膠芽腫細胞株 U87MG および T98G に対する NK 細胞および抗 KIR2DL1 抗体の
抗腫瘍効果をリアルタイムセルアナライザー解析により検証した。結果、U87MG および T98G 両
群において、NK 細胞単独群では、良好な抗腫瘍効果が得られたが、抗 KIR2DL1 抗体を併用する
と NK 細胞の抗腫瘍効果が減弱する結果となった。またアポトーシス解析でも、NK 細胞による抗



腫瘍効果はアポトーシスが主たる要因であり、抗 KIR2DL1 抗体の投与におり、アポトーシスが減
少していることが示された。In vivo 実験では、膠芽腫細胞株 U87MG を免疫不全マウスの頭蓋内
投与した膠芽腫モデルでの解析においても、抗KIR2DL1抗体投与群ではNK細胞投与群と比較し、
有意差はないものの、生存期間は短縮する傾向がみられた。当初の予想に反し、NK 細胞と抗
KIR2DL1 抗体の併用療法は、in vitro、in vivo 実験ともに NK細胞の抗腫瘍活性を減弱してい
る結果となった。その要因としては、NK 細胞における KIR の発現がそれほど高くないことや、
KIR ファミリーの中の他の受容体である KIR2DL2/3 がより重要な役割を果たしている可能性が
示唆された。また、我々の培養方法で高純度に培養した NK 細胞のおいては KIR の有する本来の
作用機序が若干異なり、抑制性の機能よりも活性型受容体としての役割が強く発現しているこ
とも示唆される。KIR2DL2/3 の解析も踏まえて、さらなる解析を行っていく必要がある。 
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