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研究成果の概要（和文）：小児悪性固形腫瘍の治療成績は目覚ましく向上したが、いまだ一部の腫瘍の予後は著しく不
良である。さらに現行の治療で幸いにも救命できた場合にも、副作用等によりその後のQOLが損なわれることが少なく
ない。本研究ではNKT細胞免疫系を用いた新規免疫細胞療法の開発を行うべく、前臨床的な研究をおこなった。NKT細胞
は担がん小児患者においても検出され、それらをin vitroで増殖させることが可能であることがわかった。さらに患者
由来のNKT細胞は代表的な小児悪性固形腫瘍である神経芽腫の培養細胞株に対し細胞傷害性をもつことが示された。本
研究の結果は新たな免疫細胞療法の開発の礎となると期待される。

研究成果の概要（英文）：The prognosis of patients with pediatric malignant solid tumors have dramatically 
improved, although a part of these tumors are yet aggressive and fatal. Survivors suffer from grave side e
ffects as a result of multimodal therapy, and the QOL of these patients are not satisfactory. In the prese
nt preclinical study, we aimed to develop a novel therapeutic approach for these tumors. NKT cells were de
tected in tumor-burden patients and were expandable in vitro. These cells showed significant cytotoxicity 
against neuroblastoma cell lines. Clinical implication of NKT mediated immunotherapy is awaited on the bas
is of these results.
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１．研究開始当初の背景 
小児悪性固形腫瘍の治療成績は、手術・化

学療法・放射線療法を組み合わせた集学的治
療の進歩によりめざましく向上した。しかし、
進行神経芽腫、進行横紋筋肉腫、ユーイング
ファミリー肉腫など、従来生存の可能性がほ
とんどなかった難治性腫瘍群は、いまなお予
後が極めて不良である。本来ほとんどの小児
悪性固形腫瘍は化学療法に対する感受性が
高く、一旦は腫瘍がほぼ消失した状態となる
ことも少なくないが、そのうちの多数が後に
再発し不幸な転帰をたどる。これら難治性小
児悪性固形腫瘍の治療成績向上には既存の
治療法と異なるアプローチを用いた新規治
療法の開発が急務であると考えられる。 
<NKT 細胞免疫系を標的にしたがん免疫細
胞治療> 
がんに対する免疫療法は、担がん宿主におい
て腫瘍に対する免疫を増強することにより抗
腫瘍効果を得る治療法である。これまでに多
くのがんに対し、生体の免疫応答を高める
種々の工夫をこらした研究が報告されている。
NKT細胞免疫系を標的としたがん免疫細胞
治療は特徴的な細胞傷害性と高い安全性の両
面から近年注目されている免疫療法である。
ヒトNKT細胞はNK受容体とともにVα24J
α18遺伝子でコードされる単一のT細胞抗原
受容体を発現し，さまざまな免疫反応の調節
に関与している。当施設で糖脂質のα-ガラク
トシルセラミド(α-GalCer)がNKT細胞の特
異的リガンドであることが発見されて以来、
活性化NKT細胞の機能が明らかにされてき
た。抗腫瘍免疫におけるNKT細胞の役割とし
て、マウス活性化NKT細胞を介したがん免療
機構の解明により以下のことが明らかになっ
ている。α-GalCerによって活性化された
NKT細胞は，Th1，Th2両タイプのサイトカ
インであるIFN-γおよびIL-4迅速をかつ大量
に産生するほか，さまざまな殺細胞誘導因子
を発現することで，標的のがん細胞に対して
直接細胞傷害活性を示す。それだけでなく、
CD40／CD40Lを介した樹状細胞（以下DC）
の成熟化や，それに引き続いて起こるTh1タ
イプのサイトカイン産生増強により，
NK(natural killer)細胞や細胞傷害性CD8＋
T細胞といった他のエフェクター細胞の標的
細胞傷害活性の増強も行う。このようNKT細
胞が強力な抗腫瘍効果をもつことが示された
結果を受け、当施設ではNKT細胞免疫系を標
的にしたがん免疫細胞治療をおこなってきた。
非小細胞性肺癌および頭頸部癌において、患
者単核球をサイトカインにて分化誘導した
DCにα-GalCerをパルスし提示させたあと患
者の静脈内、あるいは鼻粘膜下に投与すると

いうデザインでphaseI試験を施行したところ、
重篤な副作用や有害事象なく施行可能であっ
た(Ishikawa et al, Clin Cancer Res，2005．
Ishikawa E et al, Int J Cancer, 2005．
Uchida T et al, Cancer Immunol 
Immunother,2008)。また、肺癌患者の末梢血
単核球をα-GalCerとIL-2で共培養し活性化
NKT細胞を誘導し、これを静脈内投与するデ
ザインのphaseI試験もおこなっており、安全
に施行可能であった(Motohashi et al Clin 
Cancer Res,2006)。 
<担がん患者におけるNKT細胞の意義> 

担癌患者における免疫不全は古くから知
られており、がんの進行や再発と密接な関与
があることが指摘されている。肺癌をはじめ
とする複数のがんを罹患する患者の末梢血
中の Vα24 NKT 細胞数が減少していること
が示されており、担癌患者における免疫不全
の一因となっていると考えられている。当施
設におけるこれまでの解析によると、担癌状
態の成人患者血液中の Vα24 NKT 細胞は
その数は健常コントロールに比して少ない
ものの、IFN-γ産生能や細胞傷害性は保たれ
て い る (Motohashi et al,Int J Cancer, 
2002) 。このことはα-GalCer をパルスし提
示させた DC を患者に投与する免疫細胞療法
を成功させる上で非常に重要であると考え
られる。 
<小児悪性固形腫瘍における NKT 細胞> 

一方、小児悪性固形腫瘍における NKT 細
胞の関与についての研究は今日までに散見
されるに過ぎず、担癌患者における NKT 細
胞の機能まで解析した研究は過去にない。以
前から神経芽腫腫瘍組織内に腫瘍浸潤リン
パ球の存在が確認され、その生物学的特性に
おける抗腫瘍免疫の関与が示唆されてきた。
stage4 神経芽腫の腫瘍組織内および血液中
に NKT 細胞が存在することを指摘した報告
によると、腫瘍細胞が産生するケモカインが
外来性の NKT 細胞を誘導する(Metelisa et 
al, J Exp Med 2004)。神経芽腫のほとんどに
CD1d 発現はないが、マウスの系では NKT
細胞がNK細胞を介し神経芽腫細胞株に対し
細胞傷害性を活性化できることが確認され
ており、成人腫瘍と同様に小児腫瘍において
も NKT 細胞を中心とする自然免疫系が腫瘍
の浸潤・転移の抑制に関わっている可能性が
示唆されている。 
２．研究の目的 
本研究は、小児悪性固形腫瘍に対するヒト
NKT 細胞免疫系を標的にした免疫細胞治療
の確立をめざし、小児悪性固形腫瘍患者にお
ける NKT 細胞の局在およびその機能を解析
することを目的とする。 
３．研究の方法 
①未治療および化学療法後の腫瘍組織にお



ける NKT 細胞の発現（real-time PCR） 
腫瘍組織より total RNA を抽出し real-time 
RT-PCR 法にて Vα24-Jα18 RNA の検出を行っ
た。この解析は過去の症例の凍結標本からお
こなうことも可能であり、説明同意の得られ
たサンプルについては新規症例に限らず解
析を行い、年齢・病期・病理組織型などの予
後因子との比較検討をおこなった。 
②末梢血中の CD3positive および Vα
24-,Vβ11-positve 細胞の同定（正常者との
比較） 
Flow cytometry により循環 NKT 細胞分画
の定量をおこなった。正常コントロールは
同年齢の健常患者（他疾患で手術予定の患
者など）の余剰検体を同意取得のもと使用
した。 
CD3,Vα24,Vβ11 の各々に対する抗体を
用い、PI により死細胞を gate out して 3
色識別の flow cytometry をおこなった。 
担癌患者の末梢血は少なくとも治療開始前
と治療終了後の 2 点で検討し、さらに自家
造血幹細胞移植を施行する患者については
前処置前後の末梢血についても検討した。 
③α-GalCer による患者 NKT 細胞の増殖
作用の検討 
患者末梢血を Ficoll-Hypaque technique
により分離し PBMC として解析まで凍結
保存し、PBMC を AIM-V 培地にて 100 U 
IL-2 および 100 ng/mlα-GalCer を加え 7
日間培養した。培養前後の NKT 細胞の定
量を上記方法にて行った。 
④患者 NKT 細胞による細胞傷害性の検討 
神経芽腫細胞株 NB1 を sodium 51Cr- 
chromate で標識する。PBMC を AIM-V
培 地 に て 100 U IL-2 および 100 
ng/mlα-GalCer を加え 7 日間培養 し、
Vα24抗体を用いて MACS システムにより
NKT 細胞を単離する。これを effector 細胞
とし抗原提示細胞で再刺激したのちに、上
記細胞 株とともに 4 時間培養し、51Cr 放
出を定量した。 
⑤NKT 細胞による NK 細胞を介する細胞
傷害性の増強 
実際の生体内では NKT 細胞は局所腫瘍免
疫応答の生後の中心的役割をにない、種々
の方法で NK 細胞や CTL を刺激し間接的
な殺細胞機能 を発揮していると考えられ
ている。NK 細胞との共培養実験をおこな
い、NK 細胞の殺細胞機能に NKT 細胞が
boost をかける事ができるかどうかを検証
した。 
 
 
 
４．研究成果 
①未治療および化学療法後の腫瘍組織にお
ける NKT 細胞の発現（real-time PCR） 

 
神経芽腫 107 例の腫瘍検体より抽出・合成
された cDNA を用い、real-time PCR をお
こなった。 
53 例に NKT 細胞のマーカーである Vα
24-Jα18 RNA が検出された。stage 1, 4s
で発現が高く stage 4 では低発現であった 

 

 

細胞内のNKT細胞浸潤はMYCN増幅の有
無と負の相関にあった。 

 

NKT 細胞浸潤の有無は予後と相関した。 

 

 
②末梢血中の CD3positive および Vα
24-,Vβ11-positve 細胞の同定（正常者との
比較） 
 
担がん状態の患者群と正常コントロール群



とを比較すると末梢血中 NKT 細胞の割合
には有意な差はない。 

 

治療の時期別では造血幹細胞移植後６ヵ月

で NKT 細胞の割合は低値であった。 

 

③α-GalCer による患者 NKT 細胞の増殖

作用の検討 

α-GalCer パルスにより患者 NKT 細胞分

画は 1000-100000 倍に増幅されることが

確認された。 

 
 
④患者 NKT 細胞による細胞傷害性の検討 
 
神経芽腫細胞株 NB1 を sodium 51Cr- 
chromate で標識する。PBMC を AIM-V
培地にて 100 U IL-2 および 100 ng/ml 

α-GalCer を加え 7 日間培養 し、Vα24 抗
体を用いてMACSシステムによりNKT細
胞を単離する。これを effector 細胞とし抗
原提示細胞で再刺激したのちに、上記細胞 
株とともに 4 時間培養し、51Cr 放出を定量
した。NKT 細胞を刺激したものはより協
力な細胞傷害性を示したが、NK 細胞のそ
れに比較するとその作用は弱かった。 
 

 

 
⑤NKT 細胞による NK 細胞を介する細胞
傷害性の増強 
 
神経芽腫培養細胞株NMBを、NK細胞およ
び NKT 細胞共培養し、LDH Cytotoxicity 
Detection 法により殺細胞能を検討したと
ころ、NK 細胞 のみを用いた系にくらべ、
5~10 倍の殺細胞活性を有することが示さ
れた。 
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