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要旨    

  

トラスツズマブは Her2 陽性乳がんに対し、広く用いられる抗体医薬であるが、

その治療効果には差があり、トラスツズマブ治療に対する反応性が低い患者へ

の新たな治療法が求められている。トラスツズマブの抗腫瘍効果には、非特異

的免疫細胞である Natural Killar (NK) 細胞が大きく関与する。腫瘍細胞にト

ラスツズマブが結合すると、NK 細胞は、表面に発現する Fc受容体 3A (FCG3A)

を介してトラスツズマブの Fc 領域と結合し、腫瘍細胞を強く傷害する(トラス

ツズマブ依存性細胞傷害活性)。トラスツズマブの効果は、主に、このトラスツ

ズマブ依存性細部傷害活性によるものであり、NK 細胞を用いた免疫細胞治療は

トラスツズマブの効果を増強する可能性がある。 

 また、トラスツズマブの治療効果に差が生じる原因の一つは、患者 NK 細胞

表面に発現する FCG3A の遺伝子多型であることが知られている。FCG3A 遺伝

子の V 型と F 型の 2 種の多型のうち、V 型 FCGR3A は、トラスツズマブの Fc

領域との結合が強く、腫瘍細胞への強い傷害活性につながる。臨床的にも、V

型を発現する患者では、F 型を発現する患者より、トラスツズマブへの反応性が

良いことが知られている。よって、抗腫瘍効果の高い V 型 FCGR3A 遺伝子を導

入した NK 細胞を用いる遺伝子細胞治療も、トラスツズマブの効果を増強する

新たな治療法となる可能性がある。 
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 そこで、本研究では、トラスツズマブの効果を増強させる新たな免疫細胞治

療の確立を目的とし、NK 細胞療法ならびに V 型 FCGR3A 遺伝子導入 NK 細胞

による遺伝子細胞療法についての検討を行った。 

 NK 細胞細胞療法のためには、選択的な NK 細胞培養法の確立が必要である。

本研究では、健常ボランティア末梢血単核球(PBMC)より、磁気ビーズ抗体を用

いて、CD3 陰性細胞のみをあらかじめ選択してから培養することで、

NK(CD3-/CD56+) 細胞を 99％以上の高純度で培養することができた。培養で

得られた NK 細胞について、NK 活性化マーカーならびに細胞障害活性を評価

すると、いずれも高い値を示した。また、培養して得られた NK 細胞の Her2

陽性乳がん細胞株に対するトラスツズマブ依存性細胞傷害活性は、培養前の

CD3 陰性細胞よりも上昇し、高い値を示した。 

 4 種の乳がん細胞について、Her2/neu 抗原発現とトラスツズマブ依存性細胞

傷害活性の関連を検討すると、発現強度が高い細胞ほどトラスツズマブ依存性

細胞傷害活性が高く、NK 細胞に傷害されやすいという結果が得られた。 

 次に、遺伝子細胞治療の確立のため、V 型 FCGR3A 遺伝子導入細胞の作製を

行った。健常ボランティアPBMCよりV型FCGR3A遺伝子をクローニングし、

組換えレトロウイルスを作製して、F/F 型ボランティアの NK 細胞に導入した

ところ、導入効率を示すためのマーカー遺伝子は高率に発現した。しかし、細

胞傷害活性は、非導入細胞でも導入細胞と同等に、きわめて高い値を示し、導
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入による細胞障害活性の変化を検出できなかった。 

 本研究において、NK 細胞を選択的にかつ強く活性化する培養法を確立する

ことができた。さらに、この培養法で得られた NK 細胞は、高いトラスツズマ

ブ依存性細胞傷害活性を示し、NK 細胞療法とトラスツズマブの併用による効果

の可能性を期待させた。今後は、NK 細胞療法の臨床応用化に向け、担がん患者

の PBMC を用いた培養可能性の検討を行う予定である。一方、遺伝子細胞治療

的アプローチでは、細胞傷害活性が強い V 型 FCGR3A 遺伝子の NK 細胞への

導入には成功したものの、細胞傷害活性試験では、コントロールの非導入細胞

でも非常に高い値を示したために、導入による活性の変化を検出できず、実験

条件の検討が課題となった。 
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1.序論  

 

Her2/neu は主に乳がん細胞表面に発現する腫瘍抗原の 1 種であり、乳がん患

者の 20-25%で過剰発現がみられる[1]。トラスツズマブ（ハーセプチン）は、こ

の Her2/neu 抗原に対するヒト化モノクローナル IgG1抗体で、日本では、2001

年に Her2 陽性の進行・再発乳がんに対する分子標的薬として承認され、その後、

2008 年には、Her2 陽性乳がんに対する術後補助化学療法にも適応が追加され

た。 

トラスツズマブは、化学療法やホルモン療法との併用によって抗腫瘍効果が

高まり、生存が改善することが分かっているが[1]、トラスツズマブ単剤で腫瘍

の縮小効果が認められるのは、Her2/neu を過剰発現する乳がん患者の約 25%に

過ぎず[2]、トラスツズマブの効果を増強するような治療法の開発が必要と考え

られる。 

 トラスツズマブの抗腫瘍機序には、Natural Killer (NK) 細胞が大きく関与す

る[3]。NK 細胞は CD3-/CD56+で定義され[4]、Perforin や Granzyme などの細

胞傷害性酵素を含む顆粒の放出により、非特異的に標的細胞を攻撃する機能（細

胞傷害活性）を持つ[5]。さらに、NK 細胞表面には、抗体の Fc 領域を認識する

Fc受容体が発現している。標的細胞表面のがん抗原にトラスツズマブをはじめ

とする抗体の Fab 領域が結合すると、NK 細胞はこの Fc受容体を介してこれを

認識し、標的細胞を特異的により強く傷害する。これを抗体依存性細胞傷害活
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性（Antibody dependent cellular cytotoxicity; ADCC）と呼ぶ（図 1）[6] [7]。

本研究においては、抗体としてトラスツズマブを用いる場合の抗体依存性細胞

傷害活性を、「トラスツズマブ依存性細胞傷害活性」と表記する。 

 

 

図１ 抗体依存性細胞傷害活性（ADCC） 

 

かつては、トラスツズマブの抗腫瘍効果は、Her2/neu 抗原への結合による、

増殖シグナルの抑制によるものと見なされていたが[8]、近年では、主にこのト

ラスツズマブ抗体依存性細胞傷害活性の機序によるものが大きいとされている

ことから[6] 、NK 細胞を用いた免疫治療は、トラスツズマブの効果を増強する

可能性がある。 

 

NK 細胞療法においては、患者の血液より得た末梢血単核球（PBMC）から、
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NK 細胞を選択的に体外培養し、患者に投与（静注）する（図 2）。NK 細胞は、

非特異的な殺細胞効果の高い細胞として、以前より免疫細胞療法分野で注目さ

れてきた。しかし、インターロイキン－2（IL-2）刺激による大量培養が早くか

ら報告された T リンパ球[9]と異なり、もともと PBMC 中に含まれる割合も少

ない NK 細胞の培養は難しく[10]、実際に、これまで「NK 細胞療法」と呼ばれ

てきた治療法も、投与される細胞浮遊液に含まれる NK 細胞の純度は、それほ

ど高いものではなかった[11]。 

近年、NK 細胞研究に先進的な米国国立衛生研究所（National Institutes of 

Health：NIH）のグループは、PBMC から CD3-/CD56+細胞を選択した後に培

養を行うことで、NK 細胞の選択的な培養に成功し、臨床応用を目指している

[12] 。 

しかし、NIH グループの NK 細胞培養法では、EB virus transformed 

lymphoblast (EBL-LCL) をフィーダー細胞（刺激因子）として使用している[13]。

これに対しては、使用前に放射線照射を行うものの、自己由来でない物質を用

いる培養法は、日本での承認は難しく、また簡便さにも欠ける。 

よって、フィーダー細胞を用いない NK 細胞の培養法を確立し、さらに、こ

の培養 NK 細胞が、高い細胞傷害活性を持つことを明らかにできれば、新たな

NK 細胞療法を確立できると考えられる。また、トラスツズマブ依存性細胞傷害

活性も高値であれば、トラスツズマブと NK 細胞療法の併用療法が期待できる
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可能性もある。 

 

 

 

図 2 NK 細胞療法のモデル 

患者より採取した血液中の末梢血単核球(PBMC)から、NK 細胞を体外で選択的

に培養し、患者に投与する。 

 

 

トラスツズマブに対する治療反応性の低い患者において、その原因のひとつ

は、NK 細胞表面の Fc 受容体の 1 つ、Fc受容体 3A（FCGR3A）の遺伝子多型

によるものであることが知られている[14]。 

NK 細胞表面の FCGR3A には、一塩基多型（single-nucleotide polymorphism, 

SNPs）によって生じる 158 番のアミノ酸多型（V 型=Valine／F 型

=Phenylalanin）があり[15]、この多型によって、トラスツズマブに対する反応

性が異なる。V 型 FCGR3A は、分子構造学的に、トラスツズマブをはじめとす

る抗体の Fc 領域との親和性が強く[16]、乳がん細胞株に対するトラスツズマブ
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細胞傷害活性も高いものになる[14]。一方、F 型 FCGR3A では、抗体の Fc 領

域への親和性が弱く、トラスツズマブ依存性細胞傷害活性も低い（表１）。臨床

的にも、V 型 FCGR3A 発現患者でトラスツズマブ治療への成績がよいことが報

告され、イタリアの Musolino らも、V/V 表現型患者では、V/F ならびに F/F 患

者より、無再発生存率が高いことを示している（図 3）[14, 17]。 

 

表 1 FCGR3A の遺伝子多型による 2 つのタイプ 

 

 
図 3 FCGR3A 表現型と乳がん治療の臨床経過 

トラスツズマブ治療による無再発生存率は、FCGR3A の遺伝子型が V/V 型の乳

がん患者と V/F 型患者、ならびに V/F 型患者と F/F 型患者間において有意に差

があり、V 型 FCGR3A 遺伝子を持つ患者で治療成績が良いことが示唆される。 
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このように、F 型遺伝子を持つ患者でトラスツズマブに対する効果が低いこと

が示されているにも関わらず、これに対する治療法は開発されていない。よっ

て、我々はこれに対し、NK 細胞を用いた遺伝子細胞治療学的なアプローチも合

わせて試みることとした。 

F 型 FCGR3A 患者の NK 細胞に、V 型遺伝子を導入することができれば、こ

れを用いた細胞治療によって、F 型患者のトラスツズマブ反応性を増強できる可

能性がある。この遺伝子治療モデルを、図 4a ならびに図 4b に示す。 

 

 
図 4 a  F/F 型 FCGR3A 発現患者に対する V 型遺伝子導入 NK 細胞を用いた

治療モデル 

F/F 型 FCGR3A 発現患者の NK 細胞に V 型遺伝子を導入、発現させ、細胞傷害

活性の高い NK 細胞を作製し、治療に応用する。 
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図 4 b  実際の遺伝子治療概念図 
F/F 型 FCGR3A 発現患者より採血して得た NK 細胞に、V 型 FCGR3A 遺伝子

を導入、発現させ、ex vivo で拡大培養して静脈内に投与する。 
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2.目的   

 本研究においては、トラスツズマブの効果を増強させる免疫細胞療法の確立

を目的とし、フィーダー細胞を用いない NK 細胞培養法の確立と、培養された

NK 細胞の細胞障害活性の in vitro における検討を行う。また、トラスツズマブ

存在下での細胞障害活性（トラスツズマブ依存性細胞傷害活性）についても評

価する。 

さらに、トラスツズマブの治療効果が十分でない原因の一つである FCGR3A

遺伝子多型に対する遺伝子細胞療法の可能性を検討するため、NK 細胞への V

型 FCGR3A 遺伝子導入と、導入された細胞の細胞傷害活性を評価する。 
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3.方法 

 

3.1 細胞株 

ヒト前骨髄性白血病細胞株 K562、ならびに Her2/neu 陽性ヒト乳がん細胞株

MCF-7、MDA-MB-231、BT-474 および SK-BR-3 (ATCC、Manassas, VA, USA)

を 37℃、5％CO2下にて培養した。培地は、K562、MCF-7 ならびに MDA-MB-231

には RPMI1640 ( Invitrogen Co. Carlsbard, CA)、BT-474 には ATCC Hybri-Care 

Medium（ATCC）、SK-BR-3 には ATCC-formulated McCoy's 5a （ATCC）を、

いずれも 10％非働化 FBS を添加して用いた。 

 

3.2 NK 細胞培養実験のための細胞採取 

 

国立がん研究センター内 IRB 承認【承認番号 2010-103】およびインフォーム

ドコンセント取得の上、11 名の健常ボランティアより PBMC を採取した。これ

を CD3 抗体磁気ビーズならびに MACS LD カラム（MiltenyiBiotec GmbH, 

Gladbach, Germany）を用いたネガティブセレクションにより、CD3 陰性細胞の

みを回収し、解析と培養に使用した。この際、フローサイトメーター解析によ

り、CD3陰性細胞が99％以上であることを確認し、この条件を満たさない場合、

再度セレクション操作を繰り返した。 
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3.3 NK 細胞培養用の培地と培養バッグ 

先行実験において、コージンバイオ社（Kohjin bio., Saitama,Japan）ならび

にフコク社（Fukoku. Co. Ltd., Saitama, Japan）から提供された、複数の培地

ならびに培養バッグでの比較培養実験を行い、最も NK 細胞培養に適し、かつ、

臨床使用可能な培地成分、バッグ原材料のみを用いた KBM570-OK 培地と

TAZETTA-F 閉鎖系バッグシステムを選択した。 

 

3.4 NK 細胞の培養 

選択した CD3 陰性細胞を、1～2×10^6/ml に調整し、調整できた量に応じて

1～2ml では 24well プレート(BD Falcon, NJ, USA)、2～10ml では T-25cm2フ

ラスコ( BD Falcon)を用いて、37℃、5％CO2下で培養した。培地は、10% 非働

化自己血漿を含むKBM570-OK培地（コージンバイオ社、hIL2 : 700U/ml含有）

を用いた。細胞の増殖に応じて、培地を 2-5ml ずつ添加し、7～10 日目に

TAZETTA-F 閉鎖系バッグ（フコク社）へと移した（最終培地量 50-200ml）。

14～29 日間の培養後に回収し、直ちに解析した。 

 

3.5 フローサイトメトリーによる細胞表面マーカー解析 

Day0 CD3 陰性細胞ならびに培養 NK 細胞を、表 2 に従って蛍光ラベル抗体で

染色、FACSCalibur™ and CellQuest software (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
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を用いたフローサイトメトリーにて解析した。 

 

表 2 Day0 CD3 陰性細胞ならびに培養 NK 細胞の表面マーカー解析パネル 

 FITC PE PerCP APC 

1 IgG1 IgG1 IgG1 IgG1 

2 CD56 CD16  CD3 

3 CD56 NKG2D  CD16 

4   7AAD  

 

 

3.6 細胞内サイトカイン解析 

Day0 CD3 陰性細胞ならびに培養 NK 細胞を、BD Cytofix/Cytoperm™キット

(BD) を用いて穿孔、固定させたのち、表 3 に従って染色、フローサイトメトリ

ーにて解析した。 

 

表 3  

Day0 CD3 陰性細胞ならびに培養 NK 細胞の細胞内サイトカイン染色パネル 

 

 FITC 

1 IgG1 

2 CD107a 

3 Perforin 

4 GanzymeB 
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3.7 細胞傷害活性の解析 

細胞障害活性試験は、カルセイン法[18]にて行った。ターゲット細胞を蛍光色

素カルセイン(Calcein-AM; Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Osaka, Japan) にて

標識、エフェクター細胞と、複数のエフェクター/ターゲット比（E/T 比）で混

合し、37℃、5％CO2にて 3 時間培養、培養前後に蛍光強度を測定した。最大遊

離ウェル（ターゲット細胞に界面活性剤（TritonX）添加したもの）をポジティ

ブコントロール、自然遊離ウェル（標的細胞のみ）をネガティブコントロール

として、同時に培養ならびに測定した。 

傷害された標的細胞から放出されるカルセイン量は、各ウェルにおける蛍光

強度の減衰度（反応前蛍光強度と反応後蛍光強度の差）で代表される。この差

の値から、図 5 の式を用いて、各 E/T 比における細胞傷害活性を算出した。ト

ラスツズマブ依存性細胞傷害活性試験においては、上記にトラスツズマブを

600ng/ml 添加して解析した。このトラスツズマブの濃度は、先行実験の結果よ

り、十分に差を検出できる量として設定した。 
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図 5 蛍光色素を用いた細胞傷害活性試験 

標的細胞を蛍光標識し、培養後の蛍光強度の減衰度により、細胞傷害活性％を

算出する。 

 

 

3.8 ボランティア由来末梢血単核球の細胞傷害活性の測定 

V 型 FCGR3A 遺伝子をもつボランティアの末梢血単核球（Peripheral Blood 

Mononuculear Cell: PBMC）では、F 型 FCGR3A 遺伝子を有するボランティ

ア PBMC より、高い細胞傷害活性ならびにトラスツズマブによる細胞傷害活性

増強効果を呈する可能性が大きい。そこで、国立がん研究センター内 IRB の承

細胞傷害活性％= (∆E−∆S) ×100 / (∆M−∆S) % 

∆ E= 実験 well の反応前蛍光強度－反応後蛍光強度 

∆ S = 自然遊離 well の反応前蛍光強度－反応後蛍光強度 

∆ M = 最大遊離 well の反応前蛍光強度－反応後蛍光強度 
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認【承認番号 20-117】およびインフォームドコンセント取得の上、複数の健常

ボランティア PBMC を用いて、Her2/neu 陽性乳がん細胞株 MCF-7 に対する、

トラスツズマブ非存在下ならびに存在下での細胞傷害活性を、方法 3.7 に従って

評価した。 

 

3.9 V 型-FCGR3A-cDNA のクローニングならびにシークエンスの決定 

 

3.8 の細胞傷害活性試験を行うと同時に、ボランティア PBMC から、

RNeasy Mini Kit (QIAGEN-GmbH, Hilden, Germany)を用い、プロトコルに準

じて total cell RNA を抽出、RT-PCR 法を用いて、FCGR3A-cDNA (922bp) を

増幅した 。RT-PCR には、TaKaRa bio Inc.( Shiga, Japan)の PrimeScript® 1st 

strand cDNA Synthesis Kit ならびに PrimeSTAR® HS DNA Polymerase 

(Premix) を使用し、プライマーは、上流: 5’-aaattggtgggtgacagagatg-3’、

(166-187nts) 、下流: 5’-gactgctcttattacccccatg-3’（1067-1088nts）とした。得

られた cDNA を TOPO TA cloning Kit (Invitrogen Co.) を用いて、クローニン

グベクターpCR2.1-TOPO に挿入し（図 6）、24 個のコロニーをピックアップし

たのち、シークエンスを決定した。シークエンシングには、ABI PRISM BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing kits (AB, Foster City, CA) を使用した。

GenBank に登録された FCGR3A 遺伝子の塩基配列との照合により、V 型

FCGR3A 遺伝子が挿入されたベクターを選定した。 



19 
 

 

 
 

図 6 クローニングベクター pCR2.1-TOPO   

健常ボランティア PBMC より得た FCGR3A-cDNA をクローニングベクター

pCR2.1-TOPO のクローニングサイトに挿入、塩基配列を確認ののち、V 型

FCGR3A-pCR2.1-TOPO を選定した。 

 

 

3.10 V 型 FCGR3A 組換えレトロウイルスベクターならびにレトロウイルスの

作成 

 

V 型 FCGR3A-pCR2.1-TOPO から、制限酵素（ApaI,BamHI）を用いて、V

型 FCGR3A-cDNA を切断し、1025bp の DNA 断片を pDON5-LNGFR レトロ

ウイルス作製用ベクター（TaKaRa bio. Inc. Outsu, Shiga）の 1375bp から

1401bp の部位に 挿入し、V 型 FCGR3A-cDNA_pDON5-LNGFR を作製した

（図 7）。pDON5- LNGFR レトロウイルス作製用ベクターには、マーカー遺伝
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子として LNGFR（低親和型神経成長因子受容体; low-affinity nerve growth 

factor receptor、LNGFR）が組み込まれており、導入効率の指標となる。 

さらに、これをパッケージ細胞である PG13 細胞に感染させ、V 型 FCGR3A 

-LNGFR 組換えレトロウイルスを作製した。 

 

 

 

図 7 レトロウイルス作製用ベクター pDON5-LNGFR   

V 型 FCGR3A-cDNA をクローニングベクターpCR2.1-TOPO より切断し、制限

酵素（ApaI,BamHI）を用いて、レトロウイルス作成用ベクターpDON5-LNGFR

のマルチクローニングサイトに挿入した。 

 

 

3.11  F/F 型ボランティア由来 NK 細胞への V 型 FCGR3A 組換えレトロウイ

ルス導入 

F/F 型ボランティア由来 PBMC から、CD3 陰性細胞のみを選択し、3.4 と同

様の条件で培養した。また、感染用プレートとして、Retronectin○R（TaKaRa bio. 
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Inc.）でコーティングしたノントリートメントタイプの 24 ウェルプレート

（Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ）に、V 型 FCGR3A -LNGFR 組換え

レトロウイルスを重層、1000rpm で 2 時間遠心後に洗浄したものを作製してお

いた。Day4 に、培養中の CD3 陰性細胞を回収、0.5×10^6/ml に調整して感染

用プレートに移し、37℃、5％CO2で培養した。同様の操作を翌日も行い 2 回感

染とした。2 回目の感染から 4～5 日目に回収し、遺伝子導入効率、

FCGR3A(CD16) 発現能ならびに細胞傷害活性の解析を行った。 
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4.結果 

 

4.1 培養による NK 細胞数の変化 

 

11 人のドナーから PBMC を採取し、CD3 抗体磁気ビーズを用いたネガティ

ブセレクションにより CD3 陰性細胞を単離し培養した。そのうち 1 例では、長

期培養の影響評価を行い、他の 10 例は 14-23 日目に採取したが、うち 1 例は全

く増殖しなかったため、残り 9 例を解析した。 

Day0のCD3陰性細胞数は 1〜17×10^6、培養後の細胞数は 36〜341.5×10^6、

平均細胞数は 6-36 倍に増殖した（mean±SD : 35±39）。 NK（CD3-/CD56+）細

胞数は、Day0 で 0.9〜13.5× 10^6、培養後 36〜38× 106であり、12〜44 倍に増

殖した（mean±SD : 32± 12）（表 4）。 

29 日間培養したサンプルでは、培養効率は 1.6 倍、最終日生存率（トリパン

ブルー染色）は 50％と低値であった（他 9 サンプル 84±6.0％）。 

 

表 4 総細胞並びに NK 細胞の培養効率
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4.2 Day0 細胞と培養 NK 細胞の表現型 

 

Day0 の CD3 陰性細胞ならびに培養 NK 細胞の表現型をフローサイトメトリ

ーにて分析した。 図 8a に、培養前後の NK 細胞表面マーカーの 9 例の平均値

を示す。NK（CD3-/CD56+）細胞の割合は、Day0 で 73.6±12.9%から培養後

99.3± 0.2％に増加した。CD56 発現は Day0 の 73.0±13.1％から、99.4± 0.3％に

増加した。 CD16（FCGR3A）の発現は、69.4±12.9％から 80.1±22.4％とわず

かに増加し、CD3 の発現は 0.1± 0.0％と低値のままであった。  

NK 活性化マーカーである NKG2D と CD107a は、それぞれ 80.2±6.9％と

69.4±0％から、培養後は 93.3± 0.6％と 85.8±0.8％に増加した。細胞傷害因子で

ある Perforin の発現は 91.2± 5.0％から 99.9±0.0％に増加、GranzymeB は培養

前から 100％発現していた。また、培養前後での表現型の代表的なデータを図

8b、8c に示す。 
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表面マーカー 

 

NK 活性化マーカー 

 

 
図 8a 培養前後の NK 細胞表面マーカー  （9 例の平均値） 
NK（CD3-/CD56+）細胞が選択的に増殖している。また、NK 活性化マーカー

発現も培養後に極めて高かった。 



25 
 

 

 
図 8b 培養前後の NK 細胞の表現型（Dot plot 代表例 ） 
培養後には NK（CD3-/CD56+）細胞が 99％を占めた。 

 
 

図 8c 培養前後の NK 細胞の表現型（Histogram 代表例） 

灰色が培養前、紫色が培養後のデータを示す。CD3 を除くすべてのマーカーで、

培養後に発現が増加した。 
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4.3 培養 NK 細胞の細胞傷害活性（1） 

培養 NK 細胞の細胞傷害活性を、NK 細胞活性評価に一般に用いられる、ヒ

ト前骨髄性白血病細胞株 K562 を用いて評価した。図 9 に 4 例の結果の平均を

示す。培養 NK 細胞の K562 に対する細胞傷害活性は、、E/T:1 においても、60％

以上となる値を示した。 

 

 

 

図 9 培養 NK 細胞の K562 に対する細胞傷害活性 (4 例の平均) 
培養 NK 細胞の K562 に対する細胞傷害活性は、E/T:1 でも 60％を超えた。 

 

 

4.4 NK 細胞の細胞傷害活性（2） 培養による変化 

 

Day0 の CD3 陰性細胞および培養 NK 細胞の、代表的乳がん細胞株 MCF-7

に対する細胞傷害活性を比較した。7 例における結果の平均を図 10 に示す。細
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胞傷害活性は、培養前（day0）より培養後（cultured）で高くなっており、こ

れをE/T:8の値で比較すると、培養前9.7±6.1%、培養後は50.0±13.0%であり、

有意な増加がみられた（P<0.01）。 

 
 

図 10 Day0 CD3 陰性細胞ならびに培養 NK 細胞の乳がん細胞株 MCF-7 に対

する細胞傷害活性（7 例の平均） 

Day0 の CD3 陰性細胞と培養 NK 細胞の、MCF-7 に対する細胞傷害活性を比較

したところ、培養後の細胞傷害活性が有意に高かった。 

 

 

4.5 NK 細胞のトラスツズマブ依存性細胞傷害活性  

まず、乳がん細胞株 MCF-7 の Her2/neu 発現を解析し、95％が陽性であるこ

とを確認した（図 11a）。次に、MCF-7 に対するトラスツズマブ依存性細胞傷害

活性を、Day0 の CD3 陰性細胞および培養 NK 細胞で比較した。E/T:8 におけ

る 7 例の結果の平均は、それぞれ 50.0±13.0%、73.2±13.7%であり、培養後に
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有意に増加していた（p<0.05、図 11b）。 

 

図 11a 乳がん細胞 MCF-7 の 2/neu 発現 

灰色が IgG コントロール、紫色が Her2/neu-FITC 染色のピークを示す。MCF-7

の 95％が Her2/neu 陽性であった。 

 

 

 
 

図 11b 培養前後におけるNK細胞のMCF-7細胞に対するトラスツズマブ依存

性細胞傷害活性 （E/T:8 における 7 例の平均） 
Day0 の CD3 陰性細胞と培養 NK 細胞の、MCF-7 に対するトラスツズマブ依存

性細胞傷害活性を比較したところ、培養後のトラスツズマブ依存性細胞傷害活

性が有意に高かった。 
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4.6 乳がん細胞の Her2/neu 発現とトラスツズマブ依存性細胞傷害活性 

乳がん細胞の Her2/neu 発現がトラスツズマブ依存性細胞傷害活性と関連す

るかを検証するため、MCF-7 に加え、MDA- MB-231、BT-474 ならびに SK-BR-3

の 4 種の乳がん細胞において、Her2/neu 発現強度とトラスツズマブ依存性細胞

傷害活性の比較を行った（図 12）。 左図における白色部分は IgG コントロー

ルを示す。 Her2/neu 発現強度、NK 細胞からのトラスツズマブ依存性細胞傷害

活性とも、低い順に MDA- MB-231、MCF-7、BT-474、SK-BR-3 となっており、

Her2/neu 発現強度と、NK 細胞からのトラスツズマブ依存性細胞傷害活性との

間に関連が見られた。  
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図 12 4 種の乳がん細胞における Her2/neu 発現とトラスツズマブ依存性細胞

傷害活性（E/T : 8） 

Her2/neu 発現が高い細胞ほど、NK 細胞のトラスツズマブ依存性細胞傷害活性

を強く受けていた。左図における白色部分は IgG コントロール。 

 

 

4.7 FCGR3A-cDNA のシークエンシング 

 

2人のボランティア由来PBMCより、FCGR3A-cDNAをクローニングした後、

遺伝子配列を確認したところ、SNP が報告されている第 819 番塩基部位に、a/c

（=t/g）の多型が存在し、それぞれが V/F 型、F/F 型に該当すると考えられた。

また、他のボランティアについては、FCGR3A-cDNAのRT-PCR産物を用いて、

直接にシークエンスを行った（図 13）。全体で 11 人のシークエンスを決定した

ところ、V/F 型が 5 人、F/F 型が 6 人となり、V/V 型は見られなかった。アリル

の発生頻度は V 型が 0.23、F 型が 0.77 であった。 
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図 13  健常ボランティア由来 FCGR3A-cDNA RT-PCR 産物のシークエンス 

SNP が報告されている第 819 番塩基が a/c ヘテロのサンプルと、a/a ホモのサ

ンプルが存在した。 

 

 

4.8 FCGR3A 遺伝子型とトラスツズマブ依存性細胞傷害活性 

 

ボランティア由来 PBMC を用いて、Her2 陽性乳がん細胞株 MCF-7 に対する

トラスツズマブ依存性細胞傷害活性を評価した結果、V/F 型ボランティア由来

PBMC のトラスツズマブ依存性細胞傷害活性は、F/F 型ボランティア由来

PBMC の活性よりも高かった（図 14a）。E/T:20 における平均をみると、V/F

型で 63％、F/F 型で 41％と有意な差が認められた（P<0.05）（図 14b）。 
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図 14a 健常ボランティア由来 PBMC の MCF-7 に対する細胞傷害活性  

上段のグラフにV/F型ボランティア由来PBMCの、下段にF/F型の結果を示す。

FCGR3A 遺伝子が V/F 型の PBMC では、トラスツズマブ存在下の細胞傷害活

性（トラスツズマブ依存性細胞傷害活性）が、F/F 型の PBMC よりも高かった。 
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図 14b  健常ボランティア由来 PBMC の MCF-7 に対する細胞傷害活性

（E/T:20 における結果の比較） 
細胞傷害活性は F/F 型と V/F 型で差はないが、トラスツズマブ依存性細胞傷害

活性は V/F 型で有意に高かった。 

 

 

4.9 F/F 型ボランティア由来 NK 細胞への V 型 FCGR3A 遺伝子導入 

 

Retronectin（TaKaRa bio Inc.）を用い、F/F 型ボランティア由来の NK 細胞

に対して V 型 FCGR3A 遺伝子の導入を行った。マーカー遺伝子 LNGFR の発

現率は 73％であった（図 15a）。 

導入 NK 細胞の細胞傷害活性ならびにトラスツズマブ依存性細胞傷害活性に

ついても検討した。V 型 FCGR3A 遺伝子導入細胞は、乳がん細胞株 MCF-7 に

対し、100%の細胞傷害活性ならびにトラスツズマブ細胞傷害活性を示したが、

予想外に、非導入細胞も同等に高い細胞障害活性を示し（図 15b）、遺伝子導入

による明らかな効果は検出できなかった。 



34 
 

 

 

 

図 15a  F/F 型 NK 細胞への V 型 FCGR3A 遺伝子導入  

導入細胞におけるマーカー遺伝子 LNGFR の発現率は 73％であった。 

 

 

 

 

図 15b FCGR3A 遺伝子導入 NK 細胞の MCF-7 に対する細胞傷害活性 

非導入細胞も遺伝子導入細胞も同様に、極めて強い細胞傷害活性を示し、遺伝

子導入による差は検出できなかった。  
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考察  

 

トラスツズマブは、がん抗原の一つである Her2/neu を過剰発現する乳がん患

者に広く使用される抗体医薬である。しかし、遺伝子多型等を背景とし、トラ

スツズマブ治療に対し、反応性の低い患者がいることが明らかになってきてい

る[2]。よって本研究では、トラスツズマブに反応不良な患者に対する、免疫治

療的アプローチによる新たな治療法の開発について検討した。 

  

トラスツズマブの抗腫瘍効果は、当初、上皮細胞増殖受容体の 1 種である

Her2/neu 抗原をブロッキングすることによる、腫瘍細胞の増殖抑制と考えられ

てきたが[19]、現在では、主に NK 細胞からのトラスツズマブ依存性細胞傷害活

性によって引き起こされると考えられている[20, 21]。 

よって本研究では、高い抗腫瘍効果をもつ培養 NK 細胞により、「トラスツズ

マブ併用 NK 細胞療法」を確立できる可能性もあると考え、選択的な NK 細胞

培養法の確立と、培養で得られた NK 細胞のトラスツズマブ依存性細胞傷害活

性について評価した。 

NK 細胞療法においては、同種または自己末梢血単核球から、ex vivo におい

て培養ならびに活性化した NK 細胞を静注投与する方法が行われる[22]。初期の

臨床試験において、高リスクの急性骨髄性白血病（CML）患者に対し、同種 NK

細胞を直接静注し、臨床的寛解が誘導されて以降、同種または自己 NK 細胞の
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静注は、固形腫瘍を含む他のがん種治療でも数多く試みられてきた[23, 24]。そ

の後、細胞培養技術の最適化と改良も進み、現在では、閉鎖系バッグシステム

を用いた臨床グレードの大規模な培養システムが確立され、そこで調整された

細胞が、すでに腎細胞癌に対する NK 細胞療法に使用されている[25]。 

 しかし、これらの方法においては、PBMC にはそれほど多く含まれない NK

細胞[10]を選択的に培養するため、NK 細胞の増殖刺激を目的として、EBV-CL

（EBV 遺伝子導入により形質転換した B リンパ芽球様細胞株）や、K562- MB15 

- 41BBL 細胞（IL -15 並びに 41BBL K562 遺伝子を導入した細胞株）などのフ

ィーダー細胞を使用している[24, 25] [26]。フィーダー細胞は、使用前の放射線

照射により、生体には安全とみなされているが、自己由来以外の物質は、なる

べく混入させない培養法がより好ましい。そこで我々は、NK 細胞培養に適した

KBM570 -OK 培地と無菌培養バッグを使用して、フィーダー細胞を含まない、

新規培養法の開発を試みた。 

 この培養法により、NK 細胞の割合は、day0 で 73.6%から、培養後に 99.3%

に増加した。培養後の CD56 発現は 99％以上であり、また、CD3 の発現は培養

後も 0.1％と低かった。これらのデータは、NK 細胞が、通常の PBMC 培養で

は優位に増殖する T 細胞の混入を受けることなく、選択的に培養されたことを

示す。本研究での NK 細胞の培養効率は平均 30 倍であり、これは、フィーダー

細胞を用いて、平均 490 倍の培養効率を報告している NIH グループ[27]と比較
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するとかなり低い。しかし、細胞治療では、肺梗塞をはじめとする血栓症のリ

スクが大きいため、大量に投与することはむしろ危険であり、現在の細胞治療

研究においても、第 I 相試験での一般的な投与数は 1×10^6～

1*10^7cells/kgBW である。本研究では、30 ml 相当の末梢血 PBMC から、3～

30×10^7 個の NK 細胞を得られており、将来の臨床応用の可能性に十分つなが

ると考えられる。  

培養 NK 細胞 では、NK 活性化マーカーである NKG2D、CD107a、Perforin

ならびに GranzymeB を発現する細胞の割合は非常に高く、我々が開発した培

養法によって、NK 細胞は、培養されると同時に高度に活性化されていることが

示唆された。 

他に、NK 細胞活性を示すマーカーとして IFN-産生能がある。本研究でも、

培養最終日の培養液中 IFN-濃度を測定したが、20～12000pg/ml と検体による

ばらつきが大きかった。これは、同時に測定した他のサイトカイン

（IL-2,TNFa,IL-4,IL-6,IL-10）も同様であった。細胞培養においては、増殖の

様子に応じた培地（IL-2 含む）の追加が必要となるため、サンプルごとに最終

の培地量や細胞濃度が異なり、IFN-産生能を濃度から評価することは難しく、

評価法の検討が必要と考えられた。 

また、1 例ではあるが長期培養（29 日間）の影響についても評価した。培養

効率は 1.6 倍と悪く、またトリパンブルーで評価した生存率も 50％以下ときわ
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めて不良であった。3 週間を超える培養では、細胞の生存率が下がり、細胞の増

殖も不良となることが示唆される。なお、NK 細胞は容器底面やバッグ内面に接

着して増殖するため、培養途中の剥離操作は増殖に影響する可能性があり、今

回は、増殖曲線の評価は行っていない。 

 

培養 NK 細胞の細胞傷害活性試験では、K562 細胞株に対し、E/T:1 でも 60 %

以上、E/T:4 においては、ほぼ 100％の細胞を殺傷する強い活性が示された。 

培養 NK 細胞の、乳がん細胞株 MCF-7 に対する細胞傷害活性は、培養前の

CD3 陰性細胞より有意に高くなっており、培養によって、NK 細胞は増殖かつ

活性化も受けたことが示唆された。これは、培養後 NK 細胞では NK 活性化マ

ーカーが上昇し、高い値を示していたこととも合致する。 

Her2 陽性細胞株である MCF-7 に対するトラスツズマブ依存性細胞傷害活性

試験でも、やはり培養前 CD3 陰性より培養後 NK 細胞で有意に活性が上昇して

いた。培養後のトラスツズマブ依存性細胞傷害活性は、E/T:8 において 80％を

超しており、培養 NK 細胞療法とトラスツズマブとの併用治療の可能性につな

がることが期待される。NIH のグループも、ボルテゾミブ（プロテアゾーム阻

害薬）存在下で、白血病細胞株である K562 に対する、NK 細胞の細胞傷害活

性が上昇することを報告し[25]、NK 細胞療法と分子標的薬の併用療法の可能性

を示している。 
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さらに、乳がん細胞の Her2/neu 発現と NK 細胞の細胞傷害活性との関連につ

いて、4 種の乳がん細胞、MDA-MB-231、MCF-7、BT-474 ならびに SK-BB-3

を用いて検討したところ、細胞傷害活性の強さは、Her2/neu の発現強度とほぼ

相関していた。よって、トラスツズマブ併用の NK 細胞療法が実際に臨床応用

可能となった場合には、HER2/neu 高発現腫瘍に対し、より有効である可能性

が高い。 

 

次に、トラスツズマブ効果の増強について、遺伝子治療法的アプローチから

の検討を行った。 

NK細胞表面に発現するFc受容体の一つ、FCGR3Aには遺伝子多型が存在し、

これが、トラスツズマブに対する反応性の差に関係する。FCGR3A は、第 819

番塩基の一塩基多型（a/t）に起因するアミノ酸置換（158V/F）の結果、 V 型な

らびに F 型の二種類の表現型を持つ[17]。 V 型 FCGR3A は、トラスツズマブの

Fc 領域に高い親和性を有し、ADCC 活性の増強につながる。一方、F 型 FCGR3A

はトラスツズマブ Fc 領域に対して親和性が低く、ADCC も低い[28]。この

FCGR3A の遺伝子多型は、トラスツズマブ治療の臨床効果と相関し、低親和性

F 型 FCGR3A の患者は、トラスツズマブ治療に反応が低いことが報告されてい

る[14, 17]。 
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 この低親和性 F 型 FCGR3A を持つことが原因となって、トラスツズマブ治療

に対する反応性が低い患者に対する治療法の開発が進められている。その一つ

が、抗体の Fc 領域の糖鎖からフコースを除去する defucosilation（脱フコシル

化）技術の開発であり[29]、この脱フコシル化技術によって、トラスツズマブと

NK 細胞間の結合を増強させ、トラスツズマブを介した細胞傷害活性を増強させ

ることが可能となった。しかし、低親和性 F 型 FCGR3A 患者に対するトラスツ

ズマブの臨床効果改善にまでは至っていない[30]。 

そこで、トラスツズマブの効果を向上させるための新たなアプローチとして、

低親和性 F 型 FCGR3A 患者の NK 細胞に、V 型 FCGR3A 遺伝子を導入して行

う遺伝子細胞治療の可能性について検討した。 

まず、複数の健常ボランティア PBMC を用いて、シークエンスと Her2 陽性

乳がん細胞株 MCF-7 に対するトラスツズマブ依存性細胞傷害活性を評価した

結果、V/F 型ボランティア由来 PBMC のトラスツズマブ依存性細胞傷害活性は、

F/F 型ボランティア由来 PBMC よりも高かった。11 人のシークエンシングの結

果は、V/F 型が 5 人と F/F 型が 6 人であり、V/V 型は見られなかった。、これま

での報告を図 10 に示すように、日本では F/F 型の頻度が高い傾向にあり、実際

にこの遺伝子細胞治療が実現すれば、国内での有用性は大きいと考えられる。 
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図 18 FCGR3A 遺伝子多型のこれまでの報告[14] [15] [30] [31]  

日本では欧米に比して F/F 型が多い。 

 

そこで、V/F 型ボランティア由来 PBMC から V 型 FCGR3A 遺伝子をクロー

ニングし、組換えレトロウイルスを作製して、F/F 型ボランティアの NK 細胞

への導入を行った。 

レトロネクチンを用いた遺伝子導入の結果、マーカー遺伝子 LNGFR の発現
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率は 73％であり、高い導入効率を示すことができたといえる。しかし、トラス

ツズマブ依存性細胞傷害活性の評価においては、遺伝子導入の過程でも細胞の

活性化が起こるため、非導入細胞細胞でも細胞傷害活性が上昇し、遺伝子導入

による差を検出するには至らなかった。今後、導入に伴うトラスツズマブ依存

性細胞傷害活性上昇を検出しうる実験条件の確立が課題となる。 

また、FCGR3A（CD16）の V 型と F 型を見分ける方法を確立し、導入後の

F 型 NK 細胞で V 型 FCGR3A が発現していることを確認する必要もある。V 型

と F 型の差を認識する抗体を用いたフローサイトメトリーによる確認法が報告

されており[32]、今後検討を行う予定である。 

 

本研究においては、トラスツズマブの効果を増強させる新規的治療法の開発

について、乳がん細胞をモデルに検討した。 

NK 細胞療法の開発においては、新規培地と閉鎖系バッグシステムによって、

NK 細胞の純度が高く、安全な培養法が確立され、かつ、この方法により培養さ

れた NK 細胞は、Her2/new 陽性細胞株に対し、高い細胞傷害活性を示しており、

今後の臨床応用が期待される。また、高いトラスツズマブ依存性細胞傷害活性

も示され、トラスツズマブと NK 細胞療法併用の効果に期待がつながる 

また、トラスツズマブと乳がんの組み合わせだけでなく、B 細胞リンパ腫と

リツキシマブ抗体の組み合わせでも、同様の細胞傷害活性増強効果が得られる
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ことが報告され[33]、我々もこれを確認している。今後、その他の抗体について

も、本研究で得られた知見が応用されることが期待される。 

NK 細胞療法の臨床応用化に向け、現在、担がん患者の PBMC を用いた培養

の可能性の検討を進めている。 

F 型 FCGR3A 発現を原因としてトラスツズマブへの反応性が低い患者に対す

る治療法として発案した遺伝子治療においては、現在のところ、遺伝子導入に

よる抗腫瘍効果の増強は示せておらず、さらなる検討が必要である。しかし、

遺伝子導入があまり行われることのなかった NK 細胞に対して、高い効率での

導入可能性を示せたことについては、NK 細胞を用いた今後の遺伝子治療に対し、

期待を広げたものと考えられる。 
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養内分泌外科学の皆様、ならびに、日々の研究生活に多大なるご協力を頂きまし

た国立がん研究センター中央病院幹細胞移植科の皆様に深く感謝いたします。  

 

 

また、東京大学大学院ならびに国立がん研究センター以外の皆様方からも多くの

あたたかいご支援をいただきました。心より深い御礼を申し上げます。支えてい

ただいた皆様方、本当にありがとうございました。  

 

 


