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緒 言 
 
がんは国民死亡原因の第1位であり、このがん死亡率を低下させると共にがん患者のQOLの維持に主眼を置いた包

括的治療戦略を構築することは極めて重要であり、今なお試行錯誤の最中にある。従来の治療技術では成し得なかっ

た”Total tumor cell killing”を達成し得る治療法として免疫の利用が検討され始めて40年近くなる近年、免疫チェック

ポイント阻害剤の登場により、がんに対する免疫の積極的利用に注目が集まるようになった。現時点でPD-1、PD-L1、
CTLA4の阻害抗体は臨床応用されており、これらはいずれもT細胞をエフェクターとする治療戦略として開発されて

きた。しかしその有効性には大きな個人差が見られ、腫瘍細胞におけるHLAや特定の抗原に依存するモダリティであ

ることがその原理的な要因の一つであることは疑う余地も無い。そのため、HLA の発現低下或いは消失、または腫瘍

抗原を認識する CTL が少ないか或いは存在しない症例においては、少なくとも CTL をエフェクターと考えた場合に

は原理的に無力である。また、CAR-T 細胞の登場はその高い奏効率で注目を浴びたものの、やはり特定の抗原に依存

するモダリティの限界は変わらず［1，2］、加えて汎用性の高い”Universal Antigen”なるものも存在していないことが

臨床検体の解析から明らかになった［3］。免疫による治療戦略ががん治療の歴史を変えつつある現在も尚、腫瘍の種類

横断的に治療効果を発揮し得る強力なエフェクター細胞の製剤化が嘱望されているのである。 
そこで本研究では、HLAや特定の抗原に依存性を示さず、腫瘍細胞特異的に高い傷害活性を発揮する独自のNK 細

胞を用いた治療技術を開発することを目的とした。我々はこれまでに、他に類を見ない高活性を示すNK細胞（開発コ

ード：GAIA-102）の作製に成功してきたが［4，5］、その NK 細胞が腫瘍細胞を認識するメカニズムの全貌は明らか

になっていなかった。そこでこれまでに蓄積された知見を元に、1．HLA/KIRミスマッチ、2．Positive/Negative signal
強度の大きく2つの視点から、種々の細胞株に対する傷害活性を指標として『NK細胞が腫瘍細胞を認識するメカニズ

ムの解明』に挑み、その一端を知ることとなった。 
 

方 法 
 
1． NK細胞（GAIA-102）の培養 
健常人ボランティアの末梢血を材料とし、Ficoll Paque PLUS （GE Healthcare、Uppsala、Sweden）および

OptiPrepTM （Axis-Shield Diagnostics Ltd.、Scotland） を用いた比重遠心法によりPBMCを回収、次いでCliniMACS 
CD3 MicroBeads （Miltenyi Biotec、Bergisch Gladbach、Germany）により CD3 陽性細胞を除去したのち、10% 
UltraGROTM （AventaCell BioMedical、New Taipei City、Taiwan） 含有KBM-501（Kohjin Bio、Saitama、Japan）
で14日間の培養を行った。培養はAdoptCell®-NK Kit（Kohjin Bio）のプロトコールに準じて行った。 
本研究で用いたヒト検体の利用については、九州大学医系地区部局臨床研究倫理審査委員会により承認を得ている

（体外培養NK細胞を用いた再生医療等製品の開発のための予備試験、許可番号：29-218、許可期間：平成29年8月

9日〜平成34年3月31日）。 
 
 
 

上原記念生命科学財団研究報告集, 33 (2019)

1



上原記念生命科学財団研究報告集, 33（2019） 
 

 
2 

2．腫瘍細胞株とSpheroid形成 
K562（慢性骨髄性白血病）、IMR32（小児神経芽腫）、HCT116（大腸がん）、SKOV3（卵巣がん）、MCF7（乳がん）、

Raji（バーキットリンパ腫）、Hut78（セザリー症候群）、THP-1（急性単球性白血病）の各細胞株はRPMI-1640（10% 
FBS、1% PS）にて培養を行った。 

IMR32、HCT116、SKOV3、MCF7について、SpheroidはEZ-BindShutTM SP MICROPLATE 96 well （ASAHI 
GLASS CO. LTD.、Tokyo、Japan）を用いて3×10３ cells/mlで播種し、72時間の培養を行うことで作製した。 
3．細胞傷害活性測定 
ターゲットとなる腫瘍細胞株を PKH26（Sigma-Aldrich、St. Louis、MO）で標識し、EZ-BindShutTM SP 

MICROPLATE 96 wellにてNK細胞数：ターゲット細胞数を1：1とし、2時間インキュベートを行った。その後、

死細胞を7-AADで染色し、LSRFortessa（BD Biosciences、Franklin Lakes、NJ）を用いたフローサイトメトリー法

にて解析を行った。傷害活性は以下の式により算出した：（% of target cell lysis in the test－% of spontaneous cell 
death） ／（% of maximum lysis－% of spontaneous cell death）×100。また、生細胞数の算出には AccuCheck 
Counting Beads（Thermo Fisher Scientific K.K.、Waltham、MA）を用いた。 
またADCC活性の測定に際し、適宜以下の抗体医薬品を用いた：UnituxinTM （Dinutuximab; United Therapeutics 

Corporation、Silver Spring、MD）、Poteligeo TM（Mogamulizumab；Kyowa Hakko Kirin Co、Ltd. Tokyo）。いずれ

についても終濃度1 μg/mlとして使用した。 
 

結果および考察 
 
1．腫瘍細胞株に対する傷害活性 
まず始めに、NK細胞の抗腫瘍活性の測定に標準的に用いられるK562の他、種々の組織に由来する腫瘍細胞に対す

る傷害活性の測定を行った。その結果、HLA nullかつNKG2D ligand陰性であるため一般にNK-resistantとして知

られるRajiを含め、K562／IMR32／HCT116／KOV3／MCF7／Hut78に対してE：T = 1：1、2時間の共培養によ

る傷害活性はPrimary NK細胞のそれを大きく上回ることが確認された。 
予想に反して確認された現象が二つある。一つ目は、HCT116／SKOV3／MCF7 について、特に Spheroid を形成

した際に GAIA-102 による傷害活性が上昇するというものである。Primary NK 細胞、並びに研究用に市販されてい

る第二世代Her-2 targeting CAR-T細胞との比較も行ったが、Spheroidに対する浸潤能および傷害能はGAIA-102が

圧倒的に高いことが明らかになった。そのメカニズムは未だ明らかではないが、その一因と考えられるのは特徴的なケ

モカイン／ケモカイン受容体による走化性であった。GAIA-102 は Primary NK と全く異なるケモカイン受容体発現

パターンを示し、CCR5＋／CCR6＋／CXCR3＋という表現系を示す。これは、一般に固形腫瘍による発現量が多いこと

で知られるCCL20、またGAIA-102 自身が多く産生するCCL3/4/5 に対する正の走化性を示すことを示唆しており、

実際にSKOV3／MCF7 においては発現アレイ解析によってSpheroid 形成時にCCL20 の発現が大きく上昇している

ことが確かめられた（data not shown）。今後、この実験系においてこれらケモカインが責任因子であるか否かを確定

する必要があるが、臨床において固形腫瘍に対する高い奏功が期待される結果を得られたことには大きな意義があると

考える。 
もう一つは、GAIA-102 においてPrimary NK より高い傷害活性を示したものの、その他の細胞株に比してGAIA-

102に感受性が低かったTHP-1の挙動についてである。急性単球性白血病細胞であるTHP-1はSpheroidを形成する

ことはなく［6］、別の手段による感受性の低さ解消法が無いかを検討した。すると驚くべきことに、特定の液性因子X
（炎症性サイトカインの一つ、THP-1の増殖性や分化・接着性・形態に影響は無い）を添加するだけでその感受性が大

幅に向上することが明らかになった（図1）。同因子での刺激の有無によるTHP-1の何かしらの変化をGAIA-102が捉

えたものと推察されるが、その原因分子は今尚明らかではなく、新規治療標的分子になり得ると考えられるその因子の

特定を引き続き進める予定である。 
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図1．THP-1に対するGAIA-102による傷害活性 

A） E：T = 1：1、2hrsでの傷害活性。因子X添加時のみ大幅に傷害活性が向上した。 
B） E：T = 1：1、2hrsでの傷害活性。再現性良く因子Xの添加で傷害活性が向上することを確認

した。One-way ANOVA、Tukey-KramerのHSD検定を実施。*P < 0.01。 
 
2．ADCC活性の評価と腫瘍細胞の認識 

NK 細胞が対象細胞を傷害するか否かは、Positive signal（受容体：NKp30／NKG2D／CD16 など）と Negative 
signal（受容体：KIRs／NKG2A／TIGITなど）のバランスで決定されることが知られている。かつてMissing-self仮
説として広く知られた現象（NK 細胞はHLA を欠失した細胞を傷害する現象）はこのルールの一部であったことが分

かる。NK 細胞に備わるPositive signal 受容体の中で ITAM の数が最も多い、つまり1 分子当たりのPositive signal
が最も強いと考えられるのが FcγRIII、即ち CD16 である［7］。そこで、ADCC 活性を持つ抗体医薬品を用いて 1．
GAIA-102 による傷害活性の向上が見られるか、2．抗体医薬品が結合した正常細胞に対して傷害活性を示すか、の 2
点の確認を行った。 
予想していた通り、UnituxinTMはGD2 陽性である IMR32 に対してGAIA-102 をエフェクターとしたADCC 活性

を示し、またPoteligeo TMはCCR4陽性であるHut78に対して同様にADCC活性を示した。一方、微かな不安を抱き

つつ解析を行ったPoteligeo TMによるCCR4陽性の正常細胞（末梢血中CD4陽性T細胞の一部）に対する傷害活性は

観察されず、杞憂に終わった。ここで重要なことは、多くの抗体医薬品が抱える有害事象の一つ、”On-target Off-tumor
効果” ［8］の原因細胞が NK 細胞（GAIA-102 のような体外で活性化培養を経た細胞であっても）ではないことが確

かめられたことであり、臨床での高い安全性が示唆された（図2）。尚、”On-target Off-tumor効果”の原因細胞の一つ

がマクロファージ系細胞であることは既報［9］であるが、この点についても本研究において確認が取れた（data not 
shown）。 

 
 

図2．ADCC活性と安全性 
A）Mogamulizumab存在下における傷害活性。正常細胞には一切傷害活性を示さない。 
B）模式図。図中のHut78 とAllo-PBMC はそれぞれCCR4 陽性でありMogamulizumab が結合する。 
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