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Summary 　Human 　V α24　natural 　killer　T （NKT ） ce11s 　bearing　an 　im・ariant 　V α 24　Jα 18　 antigen

receptor 　 reeognize 　 a　 specific　 ligand，α
一Galactosylceramide（αGalCer；KRN 　70DO）ill　 a 　 CD 　1．　d−

dependent　manner ．　 Previous　nndings　showed 　that αGalCer−pulsed　dendritic　cells （DCs ）exerted 　a

strong 　anti ．tumor 　 activity 　in　the 　mouse 　tum く）r　nletastatic 　models 　and 　iIltraveIユous 　administration

of αGalCer −pulsed　DCs 　led　to　 V α 14　 NKT 　 cell　 expansi （m 　 in　 the　 lung．　 With　 these　 results ，　 we

perforrned　 the　 NKT 　 ce11 −based　 immunotherapy　 for　 lung　 cancer ．　 In　this　 clinicai 　 research ，　 an

apheresis 　product　was 　used 　to　induce　the　den⊂lritic　cells 　or 　activated 　NKT 　cclls 、　 A 　phase　l　and 　a

phase 　I−II　clin｛cal 　study 　of αGalCer−pulsed　DC 　treatment 　in　patieDts　with 　lung　cancer 　was 　per．
formed ．　 N 〔〕 severe 　 adverse 　ev 辷，nt 　related 　to　the　apheresis 　 or 　treatment 　 was 　 observed ．　 After　the
illjection　 of αGalCer ・pulsed　DCs ，至ncreased 　 numbers 　of 　IFN 一

γ
一producing 　 cells 　 in　the 　peripheral

blo〔｝d　were 　detected　in　10　patients ．　 The 　administration 　of αGa1Cer・puls．　ed 　DCs 　was 　accompanied

by　the　 successful 　 induction　 of 　NKT 　 cel1 ．dependent 　 immune 　 response ＄ and 　 the　 increased　IFN ・

γ
一producing 　 ce ！ls　 in　PBMCs 　 might 　be　 ass 〔〕ciated 　 with 　prolonged 　 surviva1 ．　 These 　 resu ］ts　 are

encouragillg 　 and 　warrant 　further　evaluation 　of　the　survival 　bene飢 of　this　immunotherapy．

Keg 　 words ： apheresis ，　V α24　NKT 　cel1 ，α
一Galactosylceramide ，　dendritic　cells ，　immunotherapy

L は じ め に

　ナチ ュ ラ ル キ ラ ー T （NKT ）細 胞 は 多様 性 の な い

均
一

な T 細 胞 抗 原 受 容 体 と ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー

（NK ） 受容体 を共発 現 し て い る リ ン パ 球 と し て 新 し

く 同 定 さ れ た 細 胞 で あ る 1・2）．ヒ ト NKT 細 胞 は

V α24J α ユ8鎖 と V βn 鎖 で 構成 さ れ て い る 抗 原 受容

体 を 発 現 し，糖 脂質 の α
一ガ ラ ク ト シ ル セ ラ ミ ド

（αGalCer） に よ っ て活性化す る こ と が 判明 し て い る
・a ｝．

　 NKT 細胞 は様々 な免疫 応答 に 関連 し て い る こ と が

報告 さ れ て お り， 特 に 強力な抗腫瘍効果を持 つ こ とが

知 られ て い る
4，5）．活 性 化 した NKT 細 胞 は パ ーフ ォ

リン ／グ ラ ン ザイ ム な ど の 殺 細胞 誘導 囚子 を発現 す る

こ とで 標的細胞 に 対 して 直接細胞傷害活性を示 す．さ

ら に CD 　40／CD 　40　L 経路 を通 じ て 樹状細胞 （DC ） の

成熟化 を引 き起 こ し，DC か ら IL −12 の 産 生 を促す．

ま た 活性化 NKT 細胞 は イ ン タ
ーフ ェ ロ ン （IFN ）一γ

や イ ン タ ーv イ キ ン （IL）
−4 な ど の サ イ トカ イ ン を 短

時 間 に大量 に 産 生 し ， IFN 一
γ は DC か ら の IL　l2 の

作 用 と と もに NK 細胞 や CD 　8 陽性 T 細 胞 の 有す る

細 胞傷害活性 を増強 す る ア ジ ュ バ ン ト効果 を発揮 す る．

以上 の よう に
，

NKT 細胞 は 自然免疫 系 と 獲得免疫 系

を橋渡 しす る機能を有す る （図 1）5｝．

　 我 々 は ex 　 vi 　lo で 調 製 し た α GalCer を パ ル ス し た

DC （α GalCerパ ル ス DC ）を マ ウ ス 腫 瘍転移 モ デ ル

に 投与 し，αGalCer を単独 で マ ウ ス に 投与 し た 群 と

比較 し て 抗腫瘍効果 の 増強 を認 め た こ とを報告 した
7 ｝．

さ ら に ， 投与 し た α GalCer パ ル ス DC が 肺実質 中 に

存 在 す る マ ウ ス NKT 細 胞 の 活 性化 を誘 導 す る こ と

も報 告 し た
s・9）．α Ga1Cerは哺 乳類 の 生体 内 に は 存 在

しな い 外来性抗原で あ る が ， 外来性抗原 の投与 に よ っ

て 人 為 的 に NKT 細胞 の 活性 化 を コ ン トロ ール で き

る こ と は非 常 に 重 要 な こ と で あ り，NKT 細 胞免疫系

に よ る悪性腫瘍の コ ン トロ ール へ の 応用が期待 さ れ た．
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　 　 　 　 　 図 1　 ヒ トNKT 細 胞 の 活 性化 機 構

　抗 原提 示 細胞 上 の CDld 分 子 に 提 示 さ れ た α GalCer／CD 　l　d

複 合体 は，V α24−V β111抗 原 受 容体 に よ っ て 認 識 さ れ る．活

牲 化 さ れ た NKT 細 胞 は，パ ーフ ォ リ ン 〆グ ラ ン ザ イ ム 系，
Fas〆FasL 系 に て 直 接標 的 細 胞 を 傷 害 す る ほ か，　 CD 　4〔）／40　L
を介 し て DC の 成熟化 を促す．す る と DC か ら は IL 　 l　2 が 席 生

され ， NKT 細 胞 か ら産 生 さ れ る IFN ・
γ と と も に NK 細 胞 ，

CTL の 活 性化 を誘 導 す る．

2， NKT 細胞免疫系を用 い た臨床研 究

　 こ れ ま で の NKT 細胞 の 持 つ 抗腫 瘍効 果 発揮 に 関

す る基礎的研究 の 成果 か ら，肺癌 の 治療 へ 臨床応用す

る こ と を 冖指 す トラ ン ス レ ー
シ ョ ナ ル リ サ ーチ を施行

す る こ と と な っ た ．

　2．1NKT 細胞免疫療法に お け る ア フ ェ レ シ ス

　臨床研究に 関わ る ア フ ェ レ シ ス は 千葉大学医学部附

属病 院輸 血 部 の 専任 医師 が行 い
， 採 血 装置 と し て

GAMBRO 社製 Spectra を使用 し て い る．回路 の プ

ラ イ ミ ン グ は 生 理 食 塩 水 に て
， 抗 凝 固剤 と し て は

ACD −A 液 を使 用 し ， 採取 は manual 　mode 　MNC に

て 行 っ て い る．通常 脱 血 ラ イ ン を正 肘 静脈 よ り 19G

の ク ラ ン プ キ ャ ス を使 用 し て 血管確保 後，充 分 な逆流

が ある こ と を確認 し回路に接続，正肘静脈 よ りの 確保

が難 し い 症例で は ， 橈骨動脈 よ り 2｛〕G の 静脈留置カ

テ ーテ ル に て 血管確保 とす る．返 血 は対側前腕静脈 よ

り 20G の 静脈留置 カ テ ーテ ル に て確保 し て い る．採

取 条 件 と し て ， 流速 40ml ／min で 1 回 の 体 外 循 環処

理 景 上限 10L と し採取 を行 い ，ア フ ェ レ シ ス 中，　 Ht

2〜3％ と な る よ う採取ポート を 監視 し微調整 を行 う．

好 中球 の 混 入 を減少 す る 目的 で 回 転速 度 817rpm か

ら 1，001　rpm と した採取 を行 っ て い る
1°）．

　 2．2　 αGalCer パ ル ス DC に よ る Phase 　I試験

　 2｛〕Ol 年 よ り GCP ・GMP を遵 守す る 形で ， 千葉大

学 免疫発生学 と胸 部外科学 共同 で ， 原発性肺癌 に対 し

て 内在性 の NKT 細胞 を活性化す る こ と を 目的 と し

た aGalCer パ ル ス DC 療法 の 第 1相 試 験 を施 行 し

た
ID
．

　投与 に用 い て い る抗原提示細胞 は ， 全末梢血単核球

か ら GM −CSF お よ び IL−2 に て 培養 し た も の で あ り ，

単球山来の 樹状細胞 と比 較 し NKT 細胞 の 活性化能

は劣 ら な い こ と を我々 は報告 し て き た
12 ）．培養細胞中

に 含 まれ る CD 　3＋ T 細胞が TNF 一α の 産 生 を介 し て

単球 由来樹状細胞の 成熟化 を進 め る こ と で ， αGalCer

の提示 能 が 増強 す る と い う特徴 を 持 っ て い る． こ の 培

養方法で は複雑な細胞の 分離精製の プ ロ セ ス を必 要 と

し な い た め ， ア フ ェ レ シ ス で 得 られ た 未梢血 単核球 を

川 い て す ぐ に 培養開始す る こ と が可能で あ る．

　標準治療終了後の手術不能進行期肺癌症例 もし くは

肺癌術後再 発症例 を対 象 と して ， αGalCerパ ル ス DC

の dose　escalation 　study を
’ti1』　11 例 に 施行 した．そ の

結果 ，ア フ ェ レ シ ス や細胞投与 に 伴 う重篤 な副作用 な

く施行 可能 で ある こ とを確認 した．さ ら に DC 最 大数

投与群 の α GalCerパ ル ス DC 投与 に 伴 う末梢血 中 の

NKT 細胞 数 の 変化 が 全例 で 確認 可能 で あ り，特 に 末

稍 血 NKT 細 胞 の 顕 著 な 増 加 と IFN 一
γ 産 生 量 が

mRNA レ ベ ル に お い て 増強 した 1例 を認 め た．臨床

効 果 と し て NKT 細 胞数 の 顕 著 な 増 加が 認 め ら れ た

症例で は ， 肺内腫瘤影 の 増大抑制が 2 年 6 ヶ 月間継続

し ， 約 5 年の 生存期間が得 られ た ．

　 2．3　α Ga1Cer パ ル ス DC の Phase 　I−II試験

　 こ の 結果 を 受 けて ， 2005年か ら標準治療終了 後の

原発性肺癌 進行期症例お よび術後再発症例の 計 17例

に 対 して
，

1× 109 個の α GalCer パ ル ス DC を静脈 内

に 計 4回投与 す る臨床 試験 を施行 した
19）．観察 期 間中

に ア フ ェ レ シ ス や細胞 投与 に 関連 す る重篤 な副作 用 は

認 め ら れず安全 に 施 行 可能 で あ っ た ．NKT 細 胞 特異

的免疫反応 の 解析 で は，末稍血 単核 球 の α GalCer反

応性 IFN 一
γ 産生細胞数の 明 ら か な 増加 を 10例 に 認め

た ．αGalCer 反 応性 の IFN 一
γ産生 細胞 は NKT 細胞

で あ る と報 告 さ れ て い る が
14 ）

， α Ga1Cer パ ル ス DC

投 与後 に は NK 細胞 が加 わ っ て く る こ とが判 明 し て

お り 15・16），本 治 療 に よ り活 性 化 し た NKT 細 胞 の

adjuvant 効果 の
一

つ と考 え て い る．ま た 本治 療後 に

IFN 一
γ 産 生細胞 が 増 加 し た 症 例群 は ， 増 加 を 認 め な

か っ た症例群 と比較 し有意 に 生存期 間 の 延長 を認 め ，

IFN 一
γ産生 が aGa ］Cer パ ル ス DC 投与後 の 生 存期 間

に関す る バ イオ マ ーカ ーと な りう る 可能性が 示唆さ れ

た ．
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CD40 　positive　cells

図 2 細 胞 治 療 後 の IFN 一γ 産 生 増 強 は，培 養 細 胞 表 面 の

　　 CD40 発 現 レベ ル と相 関す る

　全症例 の 全 4 回投与 す べ て に お い て 培 養細 胞 の 表面 抗原 発現

を FACS に て 解 析 し た．解 析 を 行 っ た 表 面 抗 原 で あ る

HLA −DR ，
　 CD 　ll　c，　 CD 　86，

　 CD 　4〔1，　 CD 　83，
　 CD 　l　d の うち ，

CD 　4〔1の 発 現 レ ベ ル の み が αGalCer パ ル ス DC 投与 に よ る 末

悄 血 単 核 球 の IFN一γ 産 生 細 胞 数 の 増 加 率 （f（，ld　incr巳ase ） と

有 意 な 正 の 相 関 関 係 に あ っ た （1・＝Q．86L， ヵ＜ 0，001，

1’earSon ’
s　 correlation 　 cOefflcient ）．図 は 1 回 目の 投 与細胞 の

CD 　40 発 現 レ ベ ル と細 胞 投 与 後 7 凵で の IFN 一
γ産 生 紲「胞 数 の

前値か らの 増加 率 と の 有意 な相関を示 す ．

　投与 し た 培 養細胞 の 細胞 表面抗 原発 現 （11LA −DR ，

CDllc ，　 CD86 ，　 CD4 〔〕，　 CD83 ，　 CDld ） と 末悄 血

単核球の αGalCer 反応性 IFN 一
γ 産生能 と の 関連性に

っ い て精 査 し て み る と ， 培 養細胞 の CD 　40 分子 の 発

現 ．L昇が有意に IFN 一
γ 産 生増強 と関連 し て い る こ と

が 認 め られ （図 2），
マ ウ ス で 示 さ れ て い る NKT 細

胞 と抗 原 提示細胞 間 の CD 　40　L／CD 　40 の 相互 作用 の

重 要性が示 唆 さ れ た
17 ）．

　2．4　NKT 細胞 を用 い た養子免 疫療法 の 臨床 研究

　 NKT 細胞免疫 系 を用 い た 養子免疫療法 と して ，手

術 不能進行期肺癌手術 も し くは 肺癌術 後再発症 例 に 対

す る 活性化 NKT 細胞 療法 を 施行 し た
15 ）．計 6例 に 対

し て 投 与 す る NKT 細 胞数 を 1× 107／m2 　tsよ び 5 ×

10’

／m2 と設 定 し ， ア フ ェ レ シ ス に て 採取 し た 末梢血

単核球 を αGalCer お よ び IL−2 で 培養 し ， 活性化 し た

NKT 細胞 を含む 全培養細胞 を静注に て 投与 した ．結

果 として ， 観察期 間 中 に 重篤 な有害事 象は認 め られず ，

NKT 細 胞 特異 的免 疫 学 的 反応 の 検 討 で は
， 活性 化

NKT 細胞 投与前後で の 末梢血 NKT 細胞 が 3 例 に お

い て 有意な 上 昇 を 認 め た．ま た 活性化 NKT 細胞 投

与 ととも に 末梢血 中 の αGalCer反応性 の IFN 一
γ産 生

細 胞数 の 上 昇 を 認 め た．

3． お わ り に

　NKT 細 胞 免疫 系 を標 的 と した 免疫細胞 療 法 で は

NKT 細胞特異的な 免疫反応が 測定可能 と な り，他施

設 か ら も内在 性 NKT 細 胞 の 活性化 を 目的 と す る

αGa1Cer パ ル ス DC 療法 が 様々 な 悪 性腫 瘍 に対 し て

な さ れ て い る
ls”2° ｝．千葉大学で は原発性肺癌 に加 え

て 頭 頚部 癌 に 対 し て も NKT 細 胞 を標的 と し た 免疫

細胞療法の臨床研究を開始 して お り ， さ らな る発展が

見込 ま れ て い る
21 ｝．今 後 ， NKT 細胞 の 特微 で あ る

adjuvant 効果が さ ら に 発揮で き る よ う， 獲得免疫系

を標的 と した 免疫療法 と の 組み合わ せ な ど
， 他 の 治療

法 と の併用療法 を現在検 討 して い る．さ ら に は現状 の

よ うな標準治療終 了後 の 高度 進 行期 担 癌状 態 で は ，

NKT 細胞 免疫療法 に 対 す る 適切 な症例選 択 も検討が

必要 で ある と思われ る．施行前 の 適切 な症例 選択 が 可

能な バ イオ マ ーカ ーが 解明 さ れれ ば高 い 治療効果 を 上

げる こ とが 可能 と なる と考 え られ，今 ま で の 症例で 得

ら れ た データ を元 に 研究 を進め て い く予 定で あ る．
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