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研究成果の概要（和文）：進行期の乳房外Paget病の予後は極めて不良で、有効な新規治療法が望まれる。乳房
外Paget病に対するγδT細胞療法の有効性を検討するため、ヒト末梢血単核球から分離培養したγδT細胞を用
いて様々な実験を行った結果、γδT細胞を単純に乳房外Paget病のcancer tissue-originated spheroidや血管
肉腫の腫瘍細胞株と共培養するだけでは、抗腫瘍効果がみられなかった。一方、一連の実験で、γδT細胞に対
して様々な処理を加えることで乳房外Paget病に対して抗腫瘍効果を検討する上で貴重な情報が得られた。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of advanced extramammary Paget's disease is extremely poor, 
and novel effective treatments are needed. To investigate the efficacy of gamma delta T cell therapy
 for extramammary Paget's disease, we performed various experiments using gamma delta T cells 
isolated and cultured from human peripheral blood mononuclear cells. As a result, we found that 
simply co-culturing gamma delta T cells with cancer tissue-originated spheroids of extramammary 
Paget's disease or tumor cell lines of angiosarcoma did not induce an antitumor effect. On the other
 hand, a series of experiments provided valuable information for investigating the antitumor effect 
of gamma delta T cells on extramammary Paget's disease by adding various treatments.

研究分野：皮膚科学

キーワード： 乳房外Paget病　γδT細胞
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳房外Paget病は、おもに高齢者の外陰部や腋窩、臍部に生じる皮膚悪性腫瘍である。進行期の乳房外Paget病に
対する治療法は確立しておらず、その予後は極めて不良で、有効性・安全性の高い治療法を開発することは急務
である。本研究において、ヒト末梢血単核球から分離したVδ2Vγ9T細胞を単純に乳房外パジェット病の腫瘍細
胞と共培養するだけでは、抗腫瘍効果がみられなかったが、一連の実験過程で、今後Vδ2Vγ9T細胞に対して
様々な処理を加えることで乳房外Paget病に対して抗腫瘍効果を検討する上で貴重な情報が得られたことから、
将来の新たな治療法の開発に貢献することが期待できる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 

乳房外 Paget 病 (EMPD)は、おもに高齢者の外陰部や腋窩、臍部に生じる皮膚悪性腫瘍である。

早期に発見すれば、外科的切除によって治癒が見込まれるが、進行期の EMPD に対する治療法は

確立しておらず、タキサン系をはじめとする化学療法を行っても全生存期間は 16.6～20.6 ヶ月、

無増悪生存期間は 6.0～9.0 ヶ月とその予後は極めて不良である。一般に皮膚悪性腫瘍は露光部

に好発するため自ら気づくことが多いが、外陰部の皮膚腫瘍は他者だけでなく自ら観察するこ

とも困難なために、EMPD は進行してから受診する例が少なくない。今後、国内の高齢者の割合

が増加することもあり、進行期の EMPD に対する有効かつ安全性の高い治療法を開発し普及させ

ることは急務である。 

 悪性腫瘍の治療法の開発には、腫瘍細胞株を用いた in vitro での検討や、腫瘍細胞株を移植

した高度免疫不全マウスでの検討が一般的である。しかし、これまで EMPD の腫瘍細胞株が存在

しなかったために、EMPD の治療法に関する研究が進んでいないのが現状である。本研究代表者

と分担者は、EMPD 患者の腫瘍検体からがん細胞を調製し三次元培養する新しい方法（cancer 

tissue-originated spheroid (CTOS) 法を用いて、2020 年に世界で初めて EMPD の腫瘍細胞を培

養、調製（以下、EMPD-CTOSs）し、高度免疫不全マウス（NOD/Scid マウス）への異種移植実験で

EMPD 特有の 3次元構造を再現することに成功した。われわれが確立した EMPD-CTOSs を用いるこ

とにより、EMPD の新しい治療法の研究が飛躍的に進展することが期待される。 

 悪性腫瘍に対する治療法の中で、腫瘍細胞に対して生体が有する免疫能を活用した免疫療法

には、細胞傷害性 T細胞療法や活性化リンパ球治療法があるが、細胞の培養調製や腫瘍特異性な

ど実際の臨床応用には多くの課題がある。免疫チェックポイント阻害薬も、自己免疫反応の誘導

による副作用が臨床上の問題となることが多い。γδT細胞療法は、変異型 p53 遺伝子を持つが

ん細胞に蓄積するイソペンテニルピロリン酸 (IPP)やその代謝産物を認識する Vγ9Vδ2 T 細胞

受容体 (TCR)を発現するγδT細胞によって、MHC 非拘束性にがん細胞を攻撃する免疫療法で、

いくつかのがんを対象に安全で忍容性がある治療法として臨床応用されている。EMPD は変異型

p53 を高率に発現するため、EMPD に対するγδT細胞療法の効果が期待されるが、その効果を検

討した報告はみられない。また、さまざまながんに対してγδT細胞療法で完全奏功や部分奏功

が得られることは未だに少ないのが現状だが、γδT細胞の抗腫瘍作用を高める新たな方法を見

いだせれば、EMPD だけでなくさまざまながんに対するより有効な γδT 細胞療法の開発に貢献

できると期待される。 

 
２．研究の目的 
 

近年、黄色ブドウ球菌を感染させた樹状細胞が γδT 細胞を活性化すること、細胞表面の Toll

様受容体 (TLR)8 を刺激した単球がγδT細胞を活性化することなど、機能を修飾した単球と共

培養することで γδT 細胞の活性を増強できる可能性を示唆する報告がみられるが、単球や樹

状細胞などの抗原提示細胞の機能修飾による γδT 細胞の抗腫瘍活性の増強を検討した研究は

みられない。また、細胞表面に発現する Siglecs は自己細胞成分に対する免疫反応を減弱させる

免疫チェックポイント分子の一つとして知られている。γδT 細胞上の Siglec-10 が CD52 を介

してリンパ球、単球、樹状細胞の機能を減弱させることや、がん細胞には Siglec-10 のリガンド

である CD24 や Siglec-15 が高発現していることなどの報告から、Siglecs などの免疫チェック



ポイントシグナルを阻害することにより γδT 細胞の抗腫瘍活性を増強できる可能性が示唆さ

れるが、その可能性を検証した報告はみられない。 

 そこで本研究では、我々が確立した EMPD-CTOSs を用いて EMPD に対する γδT 細胞療法の効

果を検討するとともに、単球の機能修飾によるγδT 細胞の抗腫瘍活性の増強効果や、Siglecs

由来のシグナルを阻害することによる γδT 細胞の抗腫瘍活性の増強効果を詳細に解析するこ

とにより、EMPD だけでなくさまざまながんに対するより有効な γδT 細胞療法の開発に貢献す

ることを目指す。 

 
３．研究の方法 
 

これまで検討がなされていない EMPD に対するγδT細胞療法の効果を明らかにするため、以下

の実験を行う。 

・健常ヒトから採取した末梢血単核球をIL-2とIPPの存在下で10日間培養した後に、抗γδTCR

抗体と磁気ビーズを用いてポジティブセレクションして、高純度の Vγ9Vδ2T 細胞を得る。 

・培養した EMPD-CTOSs と Vγ9Vδ2 型 T 細胞を 6 時間共培養した後に LDH-release 法を行い、

EMPD に対する γδT 細胞の抗腫瘍作用を解析する。その培養上清中のインターフェロン 

(IFN)-γ、インターロイキン (IL)-17 の濃度を ELISA で測定する。 

・NOD/Scid マウスの皮下に EMPD-CTOSs を移植して腫瘍の直径が 10mm に達したところで、ヒト

Vγ9Vδ2T 細胞を 4 日ごとに計 5 回尾静脈から投与または腫瘍および周囲に局所投与し、経

時的に腫瘍サイズ、病理学的変化、体重、生存期間、他臓器への転移などを解析することで、

γδT細胞養子免疫療法の効果を検討する。 

・EMPD に対する γδT 細胞療法の効果を予測する因子を検討するため、異なる患者から得た

EMPD-CTOSs の p53 遺伝子の変異の割合をダイレクトシーケンス法で、IPP やその代謝産物の

濃度を高速液体クロマトグラフィーで計測し、上記の in vitro、養子免疫療法のγδT細胞

療法の効果との関連を解析する。 

単球上の TLRs を介した刺激がγδT細胞の抗腫瘍活性に与える影響を検討するため、以下の実

験を行う。 

・ヒト末梢血から抗 CD14 抗体と磁気ビーズで調製した単球を、zymosan (TLR2 リガンド)、

poly(I:C) (TLR3 リガンド)、LPS (TLR4 リガンド)、CpG motif (TLR9 リガンド)などで刺激

した後に、上記で得た Vγ9Vδ2T 細胞と共培養し、その培養上清中のインターフェロン 

(IFN)-γ、インターロイキン (IL)-17 の濃度を ELISA で測定する。また、Vγ9Vδ2T 細胞の

パーフォリンを ELISA で、グランザイム A, B の活性を測定キットで測定して解析する。 

・各 TLR リガンドで刺激した単球の存在下およびその培養上清の存在下で培養した Vγ9Vδ2 型

T 細胞と EMPD-CTOSs を共培養し、in vitro での抗腫瘍活性を評価する。 

・皮下に EMPD-CTOSs を移植した NOD/Scid マウスの尾静脈または腫瘍局所に、各 TLR リガンド

で刺激した単球の存在下およびその培養上清の存在下で培養した Vγ9Vδ2 型 T 細胞を投与

し、経時的に腫瘍サイズ、病理学的変化、体重、生存期間、他臓器への転移などを解析するこ

とで、γδT細胞養子免疫療法への効果を検討する。 

 

さらに、免疫チェックポイントシグナルを阻害することによるγδT細胞の抗腫瘍活性への影 

響を検討するため、以下の実験を行う。 

  



・CD24-Siglec-10 シグナル、CD54-Siglec-10 シグナル、Siglec-15 シグナルをブロックするこ

とでγδT 細胞の抗腫瘍活性が増強するかを検討するため、抗 CD24 抗体、抗 CD54 抗体、抗

Siglec-10 抗体、抗 Siglec-15 抗体の存在下に単球と Vγ9Vδ2T 細胞を共培養し、その培養

上清中のインターフェロン (IFN)-γ、インターロイキン (IL)-17 の濃度を ELISA で測定す

る。また、Vγ9Vδ2T 細胞のパーフォリンを ELISA で、グランザイム A, B の活性を測定キッ

トで測定して解析する。 

・各抗体の存在下で単球とともに培養した Vγ9Vδ2 型 T 細胞と EMPD-CTOSs を共培養し、in 

vitro での抗腫瘍活性を評価する。 

・皮下に EMPD-CTOSs を移植した NOD/Scid マウスの尾静脈または腫瘍局所に、各抗体の存在下

で単球と共培養した Vγ9Vδ2 型 T 細胞を投与し、経時的に腫瘍サイズ、病理学的変化、体重、

生存期間、他臓器への転移などを解析することで、γδT細胞養子免疫療法への効果を検討す

る。 

・皮下に EMPD-CTOSs を移植した NOD/Scid に抗 Siglec-10 抗体、抗 Siglec-15 抗体を投与して

γδT細胞養子免疫療法を行い、その効果を検討する。 

・EMPD に対する γδT 細胞療法の効果を予測する因子を検討するため、異なる患者から得た

EMPD-CTOSs の Siglec-10, Siglec-15 の発現をフローサイトメトリーで測定して、上記の in 

vitro、養子免疫療法のγδT細胞療法の効果との関連を解析する。 

 
４．研究成果 
 

まず、末梢血単核球から分離培養できるγδT細胞（Vδ2Vγ9T 細胞）の割合を検討した。末

梢血より単核球を分離し、14 日間培養を行い、フローサイトメトリーを用いて Vγ9陽性 CD3

陽性細胞を確認したところ、4から 5%程度の Vδ2Vγ9T 細胞を確認した。健常ヒトから採取し

た末梢血単核球中には Vδ2Vγ9T 細胞は末梢 T細胞の 10%未満しか含まれていないことが確認

できたため、Vδ2Vγ9T 細胞がリン酸化抗原によって活性化し、増殖する性質を利用し、ゾレ

ドロネートによる刺激を加えて培養したところ、14 日後には培養単核球中の 90%以上が Vγ9陽

性 CD3 陽性細胞の Vδ2Vγ9T 細胞へ分化、増殖していることを確認した。また、実験に用いる

Vδ2Vγ9T 細胞の増殖についての至適条件を検討するために、培養期間を変えて Vγ9陽性 CD3

陽性細胞の割合を確認したところ、11 日から 14 日にかけて 90%の細胞が Vγ9陽性 CD3 陽性細

胞であったのに対し、28 日目では 90%を下回るようになり、また死細胞が増加していることが

確認できた。以上より、in vitro で培養、増殖させた Vδ2Vγ9T 細胞は 11 日から 14 日の間に

実験に用いるのが最適であると結論づけた。 

次に、ヒト末梢血由来 Vδ2Vγ9T 細胞の EMPD に対する抗腫瘍効果を検討するため、EMPD の腫瘍

組織より分離、培養した CTOS（Cancer tissue-originated spheroid）を用いた基礎実験を行っ

た。CTOS に in vitro で増殖させた Vδ2Vγ9T 細胞を共培養させ、CTOS の形態、大きさの変化を

解析したが、対照群（T細胞共培養群）、Vδ2Vγ9T 細胞共培養群ともに CTOS 細胞が消失し、対

照群との有意な変化は認められなかった。また、同様に血管肉腫の腫瘍細胞株である ISO-HAS に

対し Vδ2Vγ9T 細胞を共培養させ、抗腫瘍効果を検討した。対照群（T細胞共培養群）に対し V

δ2Vγ9T 細胞共培養群ではやや抗腫瘍効果がみられたが、有意差はみられなかった。 

さらに、Vδ2Vγ9T 細胞の細胞毒性を LDH assay を用いて数値的に評価するために、接着細胞で

ある ISO-HAS との共培養実験も行った。時間による細胞毒性の違いを検討したところ、ISO-HAS

では約半日経過した時点で細胞毒性が出てきていたが、Vδ2Vγ9T 細胞共培養群は対照群（T細

胞共培養群）と比較して細胞毒性が弱い結果となり、予想していた結果と反対の結果となった。 



これまでの実験結果から、Vδ2Vγ9T 細胞を単純に EMPD の CTOS と共培養するだけでは、抗腫瘍

効果がみられなかったが、一連の実験過程で、今後 Vδ2Vγ9T 細胞に対して様々な処理を加える

ことで EMPD に対して抗腫瘍効果を検討する上で貴重な情報が得られた。 
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