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研究成果の概要（和文）：最近、癌抗原のT細胞エピトープをペプチドワクチンとして投与する臨床試験が実施されて
いるが期待された効果が認められていないのが現状である。これを改善するために、インバリアントNKT (iNKT) 細胞
に着目し、これに癌抗原特異的TCRを導入して抗腫瘍エフェクター細胞を構築した。TCR導入DN iNKT細胞は、癌抗原特
異的に強力な細胞傷害活性を示した。一方、TCR導入CD4iNKT細胞は、alpha-GalCer負荷樹状細胞に対して大量のIL-12p
70産生を促進し、強力な免疫賦活効果を示した。以上より、iNKT細胞をベースとした抗腫瘍エフェクター細胞は癌の免
疫療法に有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Currently, cancer antigen-derived T cell epitope peptide vaccines are under develo
pment and clinical trials have already been performed. Unfortunately, outcomes have been disappointing. To
 address these issues, we focused on invariant NKT cells that recognize alpha-GalCer presented by CD1d. We
 established iNKT cell-based anti-tumor effector T cells that express a tumor reactive T cell receptor (TC
R). The TCR-transduced CD4-CD8- (DN) iNKT cells were excellent for tumor antigen-specific cytotoxicity. In
 contrast, the TCR-transduced CD4+CD8- (CD4) iNKT cells acted as a cellular adjuvant inducing robust IL-12
p70 production in alpha-GalCer-loaded dendritic cells. Tumor-reactive TCR-expressing iNKT cell that exert 
cytotoxic activity and adjuvant activity may be a powerful tool for cancer immunotherapy.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
膵臓癌は、最も予後の悪い消化器癌の1つで

あり、有効な治療法がなく、膵臓癌と診断された

患者の生存期間は、今日でも 10年前とほとんど

変わっていない。また、分子標的薬の恩恵を受

けている他の癌に比較して、膵臓癌患者の治療

選択肢は極めて限られている為、より効果的な

治療法の開発が切望されている。 

癌に対する抗原特異的免疫療法は、適切な

癌抗原を標的とすることで選択的に癌細胞を攻

撃できるため、抗癌剤よりも副作用が少なく効果

の高い治療法になる可能性を秘めている。最近、

膵臓癌特異抗原由来の T 細胞エピトープを患

者に投与するペプチドワクチンの臨床試験が国

内外の多くの施設で行われている。ところが、①

癌を特異的に傷害する T 細胞を生体内で増殖

させることが困難であること、②癌組織における

免疫抑制性の微小環境を改善できないこと等に

起因して、期待された効果が認められていない

のが現状である。したがって、膵臓癌に対する

抗原特異的免疫療法を有効な医療技術として

確立するためには、免疫賦活効果（アジュバント

効果）を有するとともに、膵臓癌細胞を強力に排

除しうる T細胞を体外で増殖させて、これを生体

内に投与する新たな養子免疫療法を開発するこ

とが必要不可欠である。インバリアントナチュラ

ルキラーT（iNKT）細胞は、均一な T 細胞抗原

受容体（TCR）を発現して、CD1d 分子に提示さ

れた特定の糖脂質抗原 （-galactosylceramide: 

-GalCer）を認識する。iNKT 細胞には、強力な

細胞傷害活性を示すサブセットと樹状細胞

（DC）を賦活化する細胞アジュバントとしての機

能に優れているサブセットが存在する。したがっ

て、HLA クラス I分子拘束性に癌抗原を認識す

る TCR を iNKT細胞に発現させ、これの強力な

細胞傷害活性を膵臓癌細胞に向けることができ

れば、免疫賦活効果を発揮することで免疫抑制

性の癌微小環境を改善するとともに、膵臓癌細

胞の選択的排除を誘導する新たな治療法の開

発に資することができる。 
 

２．研究の目的 
本研究課題は、膵臓癌患者の生命予後を改

善するために、強力な細胞傷害活性と免疫賦

活効果を発揮するヒト iNKT細胞に、癌抗原を認

識する TCR を人為的に発現させ、膵臓癌細胞

を特異的に傷害する抗腫瘍エフェクター細胞を

作製する。この iNKT 細胞をベースとしたエフェ

クター細胞の膵臓癌細胞に対する傷害活性、

DC に賦与する機能的修飾、および効果的な生

体内投与法を明らかにすることで、これを膵臓

癌患者に投与して、免疫抑制性の癌微小環境

を改善するとともに、持続的で強力な膵臓癌の

排除を誘導する新たな免疫療法を開発すること

を目的とした。 

３． 研究の方法 

 ヒト iNKT 細胞サブセットにがん抗原を特異的に

認識する TCRをレトロウィルスを用いて発現させる

ことで抗腫瘍エフェクター細胞を作製する。（１） こ

れを iNKT 細胞本来の抗原、あるいは導入 TCR

が認識する抗原を負荷した DC を用いて刺激し

た際のサイトカイン産生性を比較検討する。次に、

（２）膵臓癌細胞に示す細胞傷害活性を比較検討

して膵臓癌の排除に優れた抗腫瘍エフェクター細

胞を同定する。（３）抗腫瘍エフェクター細胞が DC

に賦与する機能的修飾 (アジュバント効果) を共

培養系により明らかにし、免疫抑制性の癌微小環

境を改善しうるかを検討する。 
４．研究成果 

（１）がん抗原特異的TCRを発現する iNKT細胞

の作製 

 

 

 

 

 

       （図 1） 

MAGE-A4特異的細胞傷害性T細胞（CTL）クロ

ーンの TCR鎖、鎖、および CD8/鎖をレトロ

ウィルスを使用して iNKT細胞に導入した。コント

ロールとして CD8/鎖のみを導入したものを作

製した。導入した TCRを発現する iNKT細胞は、



MAGE-A4 テトラマー、-GalCer テトラマー共陽

性であり、内因性の TCR を保持することが明ら

かとなった（図 1）。また、iNKT 細胞の 2 つの代

表的 な サ ブ セ ッ ト （ CD4+CD8-: CD4 と

CD4-CD8-: DN）の両方に TCRが導入されるこ

とを確認した。 

（２）TCR導入 iNKT細胞のサイトカイン産生 

TCR導入 iNKT細胞とDCを共培養した際の培

養上清中のサイトカインをマルチプレックスアッ

セイで評価した（図２）。 

 
    （図２） 

TCR 導入 iNKT 細胞と-GalCer 負荷 DC を共

培養した場合では、野生型 iNKT 細胞を用いた

場合に比較して、IL-1, IL-2, IL-8, IL-12p70, 

IFN-, TNF-, TNF-の産生が高かった（図２）。

一方、IL-4, IL-5, IL-10 の産生は低かった。

MAGE-A4 ペプチド負荷した DC を用いた場合

では、TCR導入 iNKT細胞との共培養でいくつ

かのサイトカイン産生上昇が認められた。産生

上昇が認められたのは、IL-2, IL-4, IL-5, IL-8, 

IL-10, IL-12p70, IFN-, TNF-, TNF-であった。

一方、野生型 iNKT 細胞との共培養ではサイト

カインの上昇は認められなかった。 

（３）TCR導入 iNKT細胞サブセットの分離 

 
    （図３） 

iNKT細胞には機能的に異なる 2つの代表的な

サブセットが存在する。TCR導入した2つのサブ

セットを高速自動セルソーターを使用して分離し

た（図３）。 

（４）TCR 導入 iNKT 細胞サブセットの細胞傷害

活性 

 

    （図４） 

TCR導入 iNKT細胞サブセットをエフェクター細

胞、T2-A24 をターゲット細胞として細胞傷害性

試験を行った（図４a,b）。TCR 導入した 2 つの

iNKT細胞サブセットは共にMAGE-A4ペプチド

負荷した T2-A24 陽性細胞を傷害した。この傷

害活性は、コンカナマイシン A で阻害されたこと

からパーフォリン依存性の傷害活性であることが

示唆された。TCR 導入 iNKT 細胞はがん抗原

（MAGE-A4）を内因性に発現し、HLA-A24 陽

性である肺癌細胞株 11-18に対して細胞傷害活

性を示した（図４e）。しかし、MAGE-A4 あるいは

HLA-A24 のどちらかを発現しない肺癌細胞株

には反応を示さなかった。この傷害活性は、抗

HLA-I抗体に阻害され、抗CD1d抗体では阻害



されないことから HLA-I拘束性の反応であること

が示唆された。特に DN サブセットをベースとし

たものは細胞傷害活性が強く、CD4サブセットを

ベースとしたものでは傷害活性が弱かった（図４

e）。そこで、MAGE-A4 ペプチドを段階希釈して

細胞傷害活性を評価したところ（ターゲット : 

T2-A24）、DNサブセットをベースとしたものは末

梢血 CD8T 細胞をベースとしたものと同等の傷

害活性を示したが、CD4 サブセットをベースとし

たものは著しく傷害活性が低かった（図４d）。 

（５）DC成熟の評価 

 

    （図５） 

DC に-GalCer あるいは MAGE-A4ペプチドを

負荷して TCR 導入 iNKT 細胞と共培養を行い

DCの成熟状態をCD86発現で評価した（図５）。 

その結果、TCR導入 iNKT細胞は、CD4サブセ

ットおよび DN サブセット共に、-GalCer あるい

はMAGE-A4を負荷した DCの CD86発現を上

昇させ、DC の成熟を誘導することが明らかとな

った（図５）。 

（６）DCにおける IL-12p70産生 

TCR導入 iNKT細胞とDCを共培養し、DCから

産生される IL-12p70 を評価した。その結果、

-GalCer負荷DCとの共培養において、CD4サ

ブセットをベースとした TCR 導入 iNKT 細胞を

用いた場合では、野生型のものより顕著な

IL-12p70 産生が認められた。しかしながら、DN

サブセットをベースとしたものを用いた場合では、

IL-12p70 は検出されなかった。MAGE-A4 ペプ

チド負荷 DC との共培養においては、TCR導入、

野生型を問わず、CD4 サブセット、DN サブセッ

トいずれを用いた場合にも IL-12p70産生は検出

されなかった。以上より、がん抗原特異的 TCR

を導入した DN iNKT 細胞は、がん抗原特異的

にがんを傷害するエフェクター細胞として優れる。

一方、TCR 導入 CD4 iNKT 細胞は、DC の

IL-12p70産生を顕著に上昇させる細胞アジュバ

ントとして優れることが明らかになった。iNKT 細

胞をベースとした抗腫瘍エフェクター細胞は、が

んに対する傷害活性を示すばかりではなく、免

疫賦活効果を発揮して、がんの免疫抑制機構を

解除しうるため、持続的ながんの排除を誘導す

ると考えられる。 
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