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研究要旨 

GalCerパルス樹状細胞の静脈内投与に関する第Ⅱ相臨床研究を施行するために調製さ

れた、患者自己末梢血単核球由来Galactosylceramide（GalCer）パルス樹状細胞の表面

上に発現する抗原分子の検討を行った。従来の樹状細胞マーカーとされる HLA-DR、

CD11c、CD86 に加え、樹状細胞誘導により発現が低下する CD14 の発現率を検討したと

ころ、各表面マーカーは症例間で発現率に差は認めたものの、各症例ともに各投与細胞間

で比較的安定した発現を示すとともに、CD14分子の発現低下を認めた。また、治療前後の

患者末梢血 NKT細胞、NK細胞の増加率を算出したところ、それぞれ 16例中 5例および

10例で有意な増加を認めた。さらにGalCer特異的インターフェロンγ産生細胞能の検討

を 14例で行い、7例で治療後の産生細胞数の増加を検出した。これらの免疫パラメーター

が主要評価項目である生存期間とどのように相関するか、今後の追跡調査の結果と合わせ

て引き続き検討を加える必要がある。

 

A. 研究目的 

アフェレーシスによって採取された末

梢血より誘導し、NKT細胞特異的リガン

ドであるGalactocylceramide(GalCer)

をパルスし提示させた樹状細胞は in vivo

で NKT細胞を認識し、活性化することが

期待される。患者末梢血より誘導した樹状

細胞について、表面抗原マーカーを中心と

した質的評価を行い、免疫細胞療法におけ

る臨床効果との関係を検討する。また、こ

の治療用免疫細胞であるGalCerパルス

樹状細胞の作用機序として、体内で NKT

細胞を活性化することによって抗腫瘍効

果に役割を果たす他の免疫細胞も活性化

することが考えられていることから、細胞

投与と臨床効果との因果関係を証明する

には、in vivoにおける免疫反応を客観的

に評価する必要がある。そこで治療期間中

に採取した患者末梢血単核球を用いて in 

vivoでのNKT細胞特異的な免疫反応を解

析した。 
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B. 研究方法 

1) 投与細胞の免疫モニタリング 

患者末梢血単核球より誘導した樹

状細胞分画を含んだ培養細胞集団を用

いることで、効率良く NKT 細胞を活

性化できることはすでに示されており、

樹状細胞の特徴となる基本的な表面抗

原に関しても発現検討がなされてきて

いる。しかし培養細胞の発現する抗原

分子の中で効果予測可能となりうる

マーカーが存在しないことから、表面

抗原発現として、樹状細胞の代表的な

マーカーである HLA-DR、CD11c、

CD86 の発現をフローサイトメトリー

法にて検討した。さらに末梢血単球で

の強い発現を認め、樹状細胞への誘導

にて発現が著しく低下することが知ら

れている CD14 分子の細胞表面発現割

合の検討を行い、末梢血における免疫

反応や臨床効果との関係を検討した。 

2) 治療前後の末梢血単核球モニタリング 

GalCer パルス樹状細胞投与によ

る生体内での反応を確認するため、末

梢血単核球中における NKT 細胞およ

び NKT 細胞活性化にて２次的な活性

化が期待される NK 細胞について、フ

ローサイトメトリー法にて検討した。

NKT 細胞は CD3 陽性、V24 抗原受

容体陽性、V11抗原受容体陽性細胞と

定義し、NK 細胞は CD3 陰性かつ

CD56 陽性と定義した。末梢血リンパ

球中の NKT細胞、NK細胞の割合を測

定し、血液学的検査で得られた全白血

球数とリンパ球分画の割合を元に、各

治療ポイントでの末梢血 1 mL あたり

の NKT細胞数、NK細胞数を算出した。

治療開始時の NKT細胞数、NK細胞数

を基準として、治療介入後の NKT 細

胞数、NK 細胞数の増加割合とその中

での最大増加割合を求め、臨床効果と

の比較を行った。さらに凍結保存した

末梢血単核球を用いて、in vitro で

GalCer によって再刺激した際の

GalCer 特異的インターフェロンγ

（IFN-）産生細胞数を、ELISPOT法

を用いて各症例ごとに同時に測定した。

この assay 系における IFN-産生細胞

は、活性化したNKT細胞のみならず、

NKT 細胞の発揮する免疫増強効果に

よって活性化した NK 細胞の一部も寄

与することが判明している。 

（倫理面への配慮） 

 本研究は免疫モニタリングとして臨床

研究に含まれる研究であり、臨床研究全

体として千葉大学大学院医学研究院倫理

審査委員会による承認を受けている。全

ての被験者に対して文書による説明と同

意を得ている。用いた検体は全て匿名化

されており、個人情報の管理にも十分配

慮をして研究を実施している。 

 

C. 研究結果 

1) 投与細胞の免疫モニタリング 

成分採血にて得られた末梢血単核

球より誘導し、治療に用いた培養細胞

投与群における、HLA-DR、CD11c、
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CD86 および CD14 分子の細胞表面発

現割合を検討すると、症例間で発現率

に差は認めたものの、各症例ともに 4

回の投与細胞で比較的安定した発現を

示した（表 1）。特に NKT 細胞と樹状

細胞の相互作用に重要な CD86 分子の

発現は各症例とも高い割合で発現を認

めている。これまでに投与された培養

細胞全体の各マーカーの平均発現率は、

HLA-DRが 64.5%、CD11cが 23.2%、

CD86が 78.8%、CD14は 1.3%であっ

た。 

2) 治療前後の末梢血単核球モニタリング 

治療開始時と比較し、全コースを通

じてNKT細胞数が1.5倍以上の増加を

認めたのは 16例中 5例であり、NK細

胞が 1.5倍以上増加を認めたのは 10例

であった（表 2）。さらに各コース開始

時点を基準として、NKT細胞数の増減

を解析してみると、1 コースまたは 2

コース開始時から増加を認めた症例は、

16例中 9例であった。 

NKT 細胞の機能解析のための末梢

血単核球中のGalCer 反応性 IFN-産

生細胞数の検討を 14例で行い、治療開

始時と比較し 7例で治療経過中に 2倍

以上の明らかな増加を認めた（表 2）。

IFN-産生細胞数が増加を認めた 7 例

における腫瘍縮小効果は、 partial 

response (PR) 1 名、stable disease 

(SD) 3名、progressive disease (PD) 4

名である一方、増加を認めなかった症

例における腫瘍縮小効果は SD 3 名、

PD 5 名であった。今後、GalCer 反

応性 IFN-産生細胞数と全生存期間と

の関連について、追跡調査によって全

生存期間を確定させた後に検討を行う。 

3) 樹状細胞上の表面抗原発現率と NKT

細胞特異的免疫反応の関連性の検討 

樹状細胞の表面抗原発現と末梢血

NKT 細胞の増加の関係を検討するた

めに、末梢血 NKT 細胞が開始時より

増加した症例群（症例 6, 8, 9, 12, 13）

とそれ以外の症例群における、樹状細

胞上の表面抗原発現率を比較してみる

と、HLA-DR（増加群 73.4%、非増加

群 60.9%）、CD11c（増加群 20.1%、非

増加群 24.3%）、CD86（増加群 79.9%、

非増加群 78.4%）、CD14（増加群 1.5%、

非増加群 1.1%）と HLA-DR 発現が

NKT 細胞上昇群で高い傾向にあった

が、他の表面マーカーには差を認めな

かった。 

一方、樹状細胞の表面抗原発現が

GalCer 反応性 IFN-産生細胞数に及

ぼす影響を検討すると、IFN-産生細胞

増加群と非増加群における表面マー

カーの発現割合を検討すると、

HLA-DR発現は増加群 65.6%、非増加

群 61.5%、CD11c 発現割合は増加群

25.4%、非増加群 20.6%、CD86発現割

合は増加群 78.3%、非増加群 80.4%、

CD14発現割合は増加群 1.1%、非増加

群 1.2%であり、２群間に差は認められ

なかった。今後症例を重ねて検討する

とともに、主要評価項目である全生存
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期間のデータ確定を得てさらに検討を

行う予定である。 

 

D. 考察 

 樹状細胞のモニタリングとして、樹状細

胞の代表的な表面マーカーである

HLA-DRと CD11c、CD86分子および樹

状細胞の誘導により発現が著しく低下も

しくは消失する CD14 分子による評価を

行い、特に樹状細胞と NKT細胞の相互作

用に必要で、樹状細胞の成熟化や NKT細

胞の活性化とサイトカイン産生に重要な

働きをする CD86 分子が安定して高発現

していることが明らかとなった。また単球

で高発現する表面マーカーである CD14

分子は低下もしくはほぼ消失しており、単

球から樹状細胞への誘導が問題無くなさ

れていることが確認された。NKT細胞の

活性化の指標から樹状細胞の機能を検討

すると、NKT細胞の増加が認められた症

例群で投与された樹状細胞のHLA-DR発

現が高い傾向にあることが示唆されてい

ることから、樹状細胞誘導に重要なマー

カー候補になる可能性が考えられる。しか

しこれまでの 16例の検討では発現率の差

（12.5%）が大きくないことから、今後も

症例を追加しデータを蓄積していくこと

で、HLA-DR 分子の発現の意義を明らか

としていく。 

 治療前後での末梢血単核球を用いた免

疫モニタリングは、全身的な NKT細胞特

異的免疫反応の誘導を示し、これらの免疫

モニタリングが細胞投与と臨床効果の関

係を証明する手段となることが期待され

ている。今回の免疫モニタリングとして、

NKT 細胞、NK 細胞数といった単純な数

の変化に加えて、NKT細胞の機能変化と

して、GalCer 反応性 IFN-産生細胞数

の検討を行った。GalCer 反応性 IFN-

産生細胞数の検討が終了した 14 例中、7

例で2倍以上の IFN-産生細胞数の増加を

認め、臨床効果 PRの 1例および SDの 2

例で、GalCer 反応性 IFN-産生細胞数

の増加を認めている。現時点では臨床効果

との関連は明らかでは無いが、今後全生存

期間との関連が最も重要となることから、

今後の予後追跡調査から得られる全生存

期間の確定を行って、免疫反応データとの

関連を検討していく。またこれらの治療経

過に沿って得られる免疫バイオマーカー

に加えて、治療前に得られている免疫モニ

タリングのデータが、治療効果の予測を可

能とするバイオマーカーとなりうるか、検

討を進めていく予定である。 

 

E. 結論 

樹状細胞の表面抗原は、細胞調製にて比

較的安定した発現を示し、HLA-DR の発

現が重要な可能性が示唆された。また

GalCer 特異的インターフェロンγ産生

細胞能の増強症例では、良好な臨床効果が

得られる可能性があり、今後主要評価項目

である生存期間とどのように関連するか

検討を加えていく。 

 

F. 研究発表 
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表 1 投与細胞中の樹状細胞関連表面抗原発現割合 

症例 

 

HLA-DR  CD11c  CD86  CD14  

1  50.4±13.2  33.2±15.9  70.0±6.4  2.2±2.0  

2  49.1±7.7  29.2±9.4  81.7±12.1  0.7±0.4  

3  21.9±12.7  44.1±13.9  65.6±19.3  0.6±0.6  

4  46.8±10.7  32.4±9.1  72.7±15.5  2.4±1.0  

5  42.5±19.3  7.7±2.1  90.2±5.7  1.0±0.2  

6  64.7±17.6  28.6±9.3  88.2±11.0  1.6±0.9  

7  69.7±1.7  12.5±3.8  77.1±9.8  0.6±0.1  

8  66.8±13.3  36.3±13.9  69.2±19.9  0.8±0.1  

9  59.4±9.7  15.0±8.2  66.6±3.2  0.6±0.2  

10  81.9±7.0  13.6±3.3  82.3±5.9  0.3±0.9  

11  80.4±9.5  22.8±4.0  79.0±17.3  0.7±0.3  

12  84.9±4.9  15.2±4.6  86.0±7.4  1.0±0.9  

13  84.7±4.6  12.4±2.3  80.7±10.2  1.1±0.2  

14  91.9±3.9  28.9±8.2  90.8±7.2  1.0±0.5  

15  51.1±10.8  27.9±7.1  66.3±15.7  3.3±2.5  

16  85.9±5.7  15.3±4.2  87.0±6.4  1.3±0.4   

 

表 2 臨床効果および NKT 細胞特異的免疫反応 

症例  臨床効果  
NK 細胞数 
増加  

NK細胞数   
増加  

IFN-γ産生細胞数
増加  

1  D  1.0  1.1  2.3   

2  PD  0.3  3.7  1.9   

3  P   1.4  3.0  5.9   

4  D  0.9  1.1  0.8   

5  D  0.3  1.2  1.5   

6  D  3.5  1.1  4.4   

7  PD  1.0  2.2  6.5   

8  PD  1.6  1.4  1.2   

9  PD  3.5  1.5  4.6   

10  PD  1.4  1.6  2.1   

11  PD  0.4  1.2  1.7   

12  D  5.1  2.0  1.4   

13  D  4.0  2.1  1.8   

14  PD  0.4  1.7  2.1   

15  PD  0.4  1.8  n.d.  

16  PD  0.5  1.5  n.d.   
SD: stable disease, PD: progressive disease, PR: partial response, n.d.: not done 


