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序章（はじめに） 

 がん免疫療法は第 4の治療法として注目され、抗 programmed cell death 1（PD-1）抗体が様々

ながん種で承認され、目覚ましい発展を遂げてきた。しかし、抗 PD-1抗体単剤での奏効率は

20～40%程度であり、十分に高いとはいえず、さらなるがん免疫療法の開発が望まれている。 

 T 細胞はメバロン酸経路の中間代謝物イソペンテル二リン酸（IPP）を抗原として認識す

る。また、ビスホスホネート製剤（BPs）であるゾレドロン酸（ZOL）による IPPの細胞質内

蓄積作用により、 T細胞は主要組織適合遺伝子複合体（MHC）が欠失した腫瘍に対しても、

抗腫瘍活性を示すエフェクター細胞として機能する。γδ T 細胞療法を臨床応用するためには、

明らかにすべき問題点が 2 つ存在し、1点目は T 細胞の増幅効率の個人差で、2 点目は PD-

1/PD-1-ligand 1（PD-L1）経路による抗腫瘍活性の減弱化の可能性である。これらの問題点を

解決すべく、本研究では T 細胞療法の臨床応用に向けて最適なドナー選択するための体外

増幅培養における増幅効率を予測できるバイオマーカーを探索し、次に γδ T細胞の殺腫瘍細

胞作用に対する PD-1/PD-L1 経路の影響について検討した。 

 

第 1章 γδ T 細胞の体外増幅培養における予測可能なバイオマーカーの探索 

 インフォームド・コンセントが得られた 20 名の健常人における γδ T 細胞の増幅効率を算

出した結果、105.9～2236.2 倍（中央値 932.6 倍）であった。体外増幅培養では、ZOL により

末梢血単核球（PBMCs：peripheral blood mononuclear cells）中の単球に蓄積した IPPに γδ T 細

胞が反応し、IL-2によって増幅する。初めに、免疫細胞を活性化するために処置している IL-

2に着目し、γδ T 細胞における IL-2受容体 α鎖（CD25）について検討した。CD25 の発現強

度は培養 6日目にかけて発現上昇し、培養 11日目では CD25 の発現が低下した。この結果よ

り、培養 6 日目の CD25 の発現強度と、γδ T 細胞の増幅効率の相関を解析したところ、有意

な正の相関（*p < 0.05）を示した。培養 6日目よりも早期の予測因子を見つけるために、PBMCs

中に存在する単球に着目した。PBMCsから単球を除いて増幅培養を行うと、通常培養と比べ

て γδ T 細胞の増幅効率が減少した。また、培養 3日目での CD25 の発現強度も通常培養と比

べ低下したことから、単球が γδ T細胞における CD25 の発現に寄与することが示唆された。

次に、γδ T細胞は抗原提示細胞の細胞膜上に発現する糖タンパク質Butyrophilin 3A1（BTN3A1）

を認識して活性化することから、γδ T細胞の増幅効率と培養前の単球における BTN3A1 の発

現強度の相関の有無を検討した。その結果、培養前の単球細胞膜上に発現する BTN3A1 の発

現強度と培養 6日目（**p < 0.01）および 11 日目（*p < 0.05）の γδ T 細胞の増幅効率は、有

意に正に相関した。また、増幅効率の悪いドナーの末梢血単核球に対してキメラタンパク質



 

 

BTN3A1-Fc を添加すると、通常培養に比べて γδ T 細胞の増幅効率が増加した。以上のことか

ら、単球細胞膜上の BTN3A1 の発現強度が γδ T細胞の増幅効率を予測できる有用なバイオマ

ーカーとなることが示された。 

 

第 2章 γδ T 細胞の抗腫瘍効果における PD-1/PD-L1経路の影響 

 次に本章では、 T 細胞療法開発に向けたもう 1 つの問題点として掲げる PD-1/PD-L1 経

路の T 細胞の抗腫瘍効果に及ぼす影響について解析した。前章で増幅した γδ T 細胞におい

て PD-1 の発現強度を比較すると、PD-1 の発現強度が高いドナーが観察された。そこで、増

幅した γδ T 細胞とがん細胞を共培養し、γδ T 細胞の殺腫瘍細胞作用における PD-1/PD-L1 経

路の影響について解析した。15 株のヒトがん細胞株のうち、UMUC3、T24 および T24cis 細

胞株（膀胱がん細胞株）、H2052 および H2452 細胞株（中皮腫細胞株）、ならびに乳がん細胞

株 MDA-MB-231 細胞では、PD-L1 が高く発現していた。これらの PD-L1 高発現細胞株に対

して ZOLを前処置し、抗 PD-1抗体を用いて阻害した γδ T細胞を共培養すると、γδ T 細胞の

抗腫瘍活性は有意に上昇しなかった。一方、ZOL を前処置したがん細胞株に発現する PD-L1

に対して阻害抗体を処置し、γδ T 細胞と共培養すると、一部のがん細胞株（UMUC3、T24、

T24cis、H2052、H2452、MDA-MB-231）において、抗腫瘍活性が有意に上昇した。次に、PD-

L1 低発現細胞株（A549、MKN28）および PD-L1 高発現株（MDA-MB-231、T24）に対して

PD-L1を small interfering RNA（siRNA）によりノックダウンし、抗腫瘍活性を検討した。そ

の結果、PD-L1 ノックダウン株に対する抗腫瘍活性は変化せず、抗 PD-1 抗体阻害時および

PD-L1 siRNA 処置時の γδ T 細胞の抗腫瘍活性は、PD-1/PD-L1 経路による抑制を受けないこ

とを示した。そこで、Fc受容体である CD16 を発現する γδ T細胞は抗体依存性細胞傷害活性

を有することが報告されていることから、抗 PD-L1抗体による抗腫瘍効果の増強は抗体依存

性細胞傷害によるものと推察し、CD16の発現をフローサイトメトリーにて検証した。その結

果、一部の γδ T細胞は CD16 を発現し、抗 PD-L1 抗体により有意に抗腫瘍活性が上昇した細

胞株と上昇しなかった細胞株との間で PD-L1の発現強度を比較すると、前者の細胞株の方が

PD-L1 の発現強度が有意に高いことが示された。さらに、がん細胞株における PD-L1 の発現

強度と抗 PD-L1抗体併用時の抗腫瘍効果の変化量との間において相関解析を行うと、これら

の間には有意に正の相関を示した（***p < 0.001）。したがって、抗 PD-L1抗体併用時の抗腫

瘍活性の上昇に γδ T 細胞による抗体依存性細胞傷害が関与していると考えた。 

 

総括 

 本研究により、単球の細胞表面上における BTN3A1 の発現強度が γδ T細胞の増幅効率を予

測できる有用なバイオマーカーとなることが明らかとなった。さらに、増幅培養して得られ

た γδ T 細胞の抗腫瘍活性は PD-1/PD-L1 経路による抑制を受けないことが明らかとなった。

これらのことは、増幅前の患者末梢血中の単球に発現する BTN3A1 発現強度により増幅可能

な患者を層別化でき、増幅された γδ T 細胞は PD-1および PD-L1の発現に影響されず抗腫瘍

効果が期待できることを示唆している。以上のことから、本研究の成果は、γδ T 細胞を用い

たがん免疫療法の臨床応用に貢献できるものと考える。  
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序論（はじめに） 

 

がん免疫療法の歴史は、1800年代後半にWilliam Coleyらが「悪性腫瘍患者で、細菌感染に

よりがんが退縮する」ことの発見に端を発し、このことを契機に炎症・免疫をがん治療に応

用する試みが始まった (1)。がん細胞は宿主から非自己と認識されるがん抗原を有するため、

自己の免疫機構により排除されるがん免疫応答として「がん免疫監視機構」が 1950 年代に提

唱された (2)。免疫細胞による監視機構の提唱により、これまで様々な免疫細胞を用いた細胞

免疫療法が実施されたが、免疫チェックポイント阻害薬が上市されるまでのがん治療におけ

る細胞免疫療法は治療効果が乏しい治療法であった（Table 1）。 

 

Table 1. Clinical studies of adoptive cell therapy 

Cell source 
Tumor 

（Number of case） 
Clinical response Reference 

CTL 
Melanoma 

（n=10） 
MR：3、SD：6、PD：2 (3) 

TIL 
Melanoma 

（n=10） 
CR：1、PR：1、SD：3、PD：5 (4) 

NK cell 

Ovarian cancer

（n=14） 
PR：4、SD：8、PD：1、NE：1 

(5) 
Breast cancer 

（n=6） 
SD：4、PD：2 

NKT cell 
Head and neck SCC

（n=10） 
PR：5、SD：5 (6) 

CTL, cytotoxic T lymphocyte; TIL, tumor infiltrating lymphocyte; SCC, squamous cell carcinoma; CR, 

complete response; PR, partial response; MR, minor response; SD, stable disease; PD, progressive 

disease; NE, not evaluable for response 

 

免疫細胞による監視機構が存在するにもかかわらず、がんは顕在化するため、発がんに至

る過程での免疫系の役割を 3 つに分類し、免疫系が、がんに与える影響をまとめた「がん免

疫編集」が提唱された (7)。免疫系が発がんからがんの進展に関わる過程は、排除相、平衡相

ならびに逃避相の 3 つに分けられている。紫外線や放射線等の外界からの刺激により生体内

に出現したがん細胞は、腫瘍抗原を標的とした免疫系からの攻撃を受けて排除され、生体の

恒常性が維持される（排除相）。排除されなかったがん細胞は、免疫系からの攻撃とがん細胞

自身の増殖とが均衡した平衡状態に移行する（平衡相）。さらに、がん細胞が、腫瘍抗原の発

現低下や免疫抑制能を獲得すると、免疫監視機構を回避できるようになる（逃避相）。即ち、

免疫系による選択圧のもと免疫監視の回避能力をもつがん細胞が選択される。このがん免疫

編集という仮説を支持する知見が蓄積した結果、がんの治療法として外科的切除、化学療法

ならびに放射線療法の従来の標準的治療に加えて、がん免疫療法が第 4 の治療法として注目
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され、免疫チェックポイント阻害薬として、抗 programmed cell death 1（PD-1）抗体ならびに

抗 cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4（CTLA-4）抗体が様々ながん種で承認され、目覚

ましい発展を遂げてきた (8)。PD-1/PD-ligand 1（PD-L1）経路は免疫機能抑制システムに重要

な経路であり、当経路を阻害することによって抗腫瘍免疫を再賦活化することで抗 PD-1抗体

が幅広いがん種に対して用いられてきた。抗 PD-1抗体はこれまでに悪性黒色腫や非小細胞肺

がんにおいて承認されてきたが、その奏効率は 10～30%前後である (9-11)。したがって、PD-

1 経路阻害薬の奏効率をさらに上乗せするような最適な併用療法の開発や他の免疫療法の開

発が盛んに行われている (12)。 

がんの発生から進展に関わる過程で、がんの進展を妨げる免疫担当細胞として、非自己抗

原を貪食する単球・マクロファージ、細胞性免疫に関わる T細胞、液性免疫に関わる B細胞、

免疫担当細胞への抗原提示を主たる機能とする樹状細胞等が存在し、これら免疫担当細胞を

用いたがんに対する治療法をがん細胞免疫療法という。T 細胞は α 鎖と β 鎖からなる T cell 

receptor（TCR）を有する αβ T 細胞と γ 鎖と δ 鎖からなる γδ T 細胞に分けられる。末梢に存

在する T 細胞のほとんどは αβ T 細胞であり、樹状細胞上の major histocompatibility complex

（MHC）分子上に提示された抗原ペプチドを αβ T 細胞受容体にて認識し、その抗原を有する

非自己を攻撃する。一方、γδ T 細胞は皮膚や粘膜に多く存在する Vδ1 T細胞と末梢血液に存

在する Vδ2 T 細胞に大別され、そのうち Vδ2 T 細胞は寄生虫などの外来微生物のイソプレノ

イド合成経路で産生される非ペプチド性の phosphoantigen（pAg）を γδ T細胞受容体にて認識

し、pAgを有する非自己を攻撃する (13)。また、Vδ2 T 細胞は末梢血 T細胞中の 3～5%程度

を占め、TCR可変領域として Vγ9鎖と Vδ2鎖からなる二量体で構成されている (14)。Vγ9Vδ2 

T 細胞（以下、γδ T 細胞は Vγ9Vδ2 T細胞を指す）は、MHC非拘束的に病原性細菌や原生生

物由来での非メバロン酸経路（1-Deoxy-D-xylulose 5-phosphate（DOXP）経路）の（E）-4-ヒド

ロキシ -3- メチル -2- ブテニル二リン酸（ HMBPP ： (E)-4-Hydroxy-3-methyl-but-2-enyl 

pyrophosphate）や、真核生物でのメバロン酸経路の Isopentenyl pyrophosphate（IPP）を認識し、

増殖ならびに活性化し IFN-γ や TNF-αを産生する（Schema 1） (15-17)。 
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Schema 1. Antigen recognition mechanisms of γδ Tcells 

γδ T cells recognize non-peptidic compounds termed phosphoantigens (pAg), which are derived from a 

dysfunctional mevalonate pathway (e.g., isopentenyl pyrophosphate (IPP)) or from a 1-Deoxy-D-

xylulose 5-phosphate (DOXP) pathway in microorganisms (e.g., (E)-4-hydroxy-3-methyl-but-2-enyl 

pyrophosphate (HMBPP)). Activated γδ T cells can then kill cancer cells by releasing interferon-γ (IFN-

γ), tumor necrosis factor-α (TNF-α), and cytolytic granules such as perforin and granzyme B. 

 

さらに興味深いことに、γδ T 細胞はビスホスホネート製剤（BPs）と IL-2 の併用により著

明に体外増幅でき、BPs で前処置したがん細胞に対して抗腫瘍効果を示すことが明らかにさ

れてきた (18-23)。これは、BPs により細胞内のイソプレノイド経路が阻害され、上流に蓄積

した IPPを γδ T 細胞が認識するためである (24)。また、未だ抗原認識様式は完全に解明され

ていないが、近年 pAg の認識には Butyrophilin3A1（BTN3A1）が必須であることが報告され

ている (25-27)。Butyrophilin（BTN）は免疫グロブリンスーパーファミリーに属し、ジスルフ

ィド結合で安定化された 2 つの細胞外免疫グロブリンドメインで構成された糖タンパク質で

ある。ヒトでは、BTNファミリーは 7つの BTN1A1、BYN2A1、BTN2A2、BTN2A3、BTN3A1、

BTN3A2、BTN3A3 に分かれ、BTN3A2 を除き、ほとんどの BTN は細胞内にアミノ酸約 180

個の配列の B30.2 ドメインを有する (28)。BPs であるゾレドロン酸によって細胞内に蓄積し

た IPPは BTN3A1 の B30.2 ドメインに結合し、BTN3A1 を介して γδ T細胞は活性化し、IFN-

γ や TNF-αを産生する (29-31)。 

これらの知見をふまえ、これまで様々ながん種に対し ex vivo で培養した γδ T 細胞を用いた

養子免疫療法の臨床試験が行われており (32-44)、その忍容性は示されてきたが、γδ T細胞の
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全身投与では有効性が限定的である（Table 2）。治療効果が乏しい要因として、がん細胞数に

対して全身投与した γδ T 細胞数が確保できていないことが考えられている。しかし、膀胱腔

内への γδ T 細胞の投与によりがんの増大を抑制する前臨床研究 (21,22) や胃がんに伴う悪性

腹水を認める患者への γδ T 細胞の腹腔内投与により治療効果を示した症例が報告されており 

(36)、局所空間を利用した γδ T 細胞療法は実用性が実証されている。これらの知見は、より

高いT 細胞/がん細胞比を維持することが本治療法を有効な治療法として確立させるには重

要であることを示唆している。そこで著者は γδ T 細胞療法を臨床応用するためには、明らか

にすべき問題点が 2つ存在すると考えた。1 点目は T細胞の増幅効率の予測である。γδ T細

胞の増幅効率には個人差があることが報告されている (19,45) が、培養前に増幅効率を予測

することができ、大量の γδ T 細胞の増幅可能な患者を層別化できれば、より高い治療効果が

望める。2点目は「がん免疫編集」における PD-1/PD-L1 経路による抗腫瘍活性の減弱化の可

能性である。現在、がん細胞免疫療法に用いられている CTL や CAR-T 細胞はいずれも PD-

1/PD-L1経路により、その抗腫瘍効果が減弱する。その打破のためニボルマブやアテゾリズマ

ブ等の免疫チェックポイント阻害薬が投与されているが、γδ T 細胞の抗腫瘍効果も PD-1/PD-

L1経路に影響を受けるのかは明らかにするべきと考えた。 T 細胞療法の臨床応用における

これらの問題点を解決すべく、本研究では、最適なドナーを選択するための体外増幅培養に

おける増幅効率を予測できるバイオマーカーを探索し、次に γδ T細胞の殺腫瘍細胞作用に対

する PD-1/PD-L1経路の影響について検討した。 
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Table 2. Clinical studies of adoptive transfer by γδ Tcells 

Tumor 

（Number of case） 

Administration 
Clinical 

response 
Reference 

Dose interval 
Dose 

frequency 
Rote 

RCC 

（n=7） 
Every week 6～12 

iv 

- (32) 

RCC 

（n=10） 

Every 3 

weeks 

3 
SD：6 

PD：4 
(33) 16 

8 

MM 

（n=6） 

Every 2 

weeks 

4～8 

（Median 7） 

M-protein level 

decreased：4/6 
(37) 

NSCLC 

（n=10） 

Every 2 

weeks 

3~12 

（Median 6） 

SD：3 

PD：5 

NE：2 

(38) 

RCC 

（n=11） 

Every 3 

weeks 
Average 4.2 

CR：1 

SD：5 

PD：5 

(39) 

NSCLC 

（n=15） 

Every 2 

weeks 
3～12 

SD：6 

PD：6 

NE：3 

(40) 

NSCLC 

（n=25） 

Every 2 

weeks 
6 

PR：1 

SD：16 

PD：8 

(42) 

RCC, renal cell carcinoma; MM, multiple myeloma; NSCLC, non-small cell lung cancer; iv, intravenous 

injection; CR, complete response; PR, partial response; SD, stable disease; PD, progressive disease; NE, 

not evaluable for response 
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第 1章 γδ T 細胞の体外増幅培養における予測可能なバイオマーカーの探索 

 

第 1節 緒言 

 1968年に Fleisch および Russell らが高カルシウム血症モデルラットにおいて BPs の骨吸収

抑制作用を初めて示した (46)。彼らはそれに先立つ 1966 年に、無機ピロリン酸が in vitro に

おいて、リン酸カルシウムの沈着ならびに溶解を阻害することを見出していたが、in vivo に

おいてはホスファターゼによって分解されるため、石灰化や骨吸収に対しては全く効果を示

さないことが明らかとなった (47)。この知見から、酵素的に分解されにくいピロリン酸誘導

体として BPs が合成された (48)。骨粗鬆症、高カルシウム血症、がん性骨破壊に対する治療

薬として用いられている BPs は、P-C-P結合を基本骨格とする骨吸収抑制薬であり、P-C-Pの

炭素原子に付着する側鎖に様々な化学修飾を加えることにより現在までに数多くの BPs が開

発されている (49)。BPs は側鎖の構造中の窒素原子の有無により窒素含有 BPs（パミドロン

酸、アレンドロン酸、イバンドロン酸、リセドロン酸、ゾレドロン酸）と窒素非含有 BPs（エ

チドロン酸、クロドロン酸）に大別される（Table 1-1）。BPs は側鎖の構造中に窒素原子を含

むことで強力な骨吸収抑制活性を示し、パミドロン酸やゾレドロン酸は窒素含有 BPs に該当

する。窒素含有 BPs の標的分子は、マクロファージ細胞株を用いた検討によりメバロン酸経

路の中のファルネシルピロリン酸（FPP：farnesyl pyrophosphate）合成酵素であることが明ら

かにされた (50)。BPs の主要な標的細胞は破骨細胞であるが、一方でパミドロン酸をはじめ

とする BPs の経静脈投与により、約半数で発熱やリンパ球増加などの急性期反応が認められ

る (51)。この末梢血中で増加するリンパ球は γδ T細胞であることが報告されている (52,53)。

BPs は FPP 合成酵素阻害作用により、抗原となる IPP を蓄積させ、γδ T 細胞の増殖を誘導す

る (54)。これらの報告から窒素含有 BPs を用いて活性化させた γδ T細胞を用いるがん免疫療

法が考案された。そして、γδ T 細胞を用いた養子免疫療法では、ゾレドロン酸による IPP 蓄

積作用および IL-2 によるリンパ球増殖作用によって末梢血単核球から γδ T 細胞を増幅培養

する手法が多く用いられてきた（Table 1-2）。しかし、これまでの報告では γδ T 細胞の増幅効

率が低い症例が存在することが示されている (19,45)。γδ T 細胞の増幅効率を予測できるバイ

オマーカーがないため、臨床試験を実施する前に小スケールでテスト培養を実施し、最適な

症例選択を行う臨床試験も存在する (42)。培養前に増幅効率を予測することができ、大量の

γδ T 細胞の増幅可能な患者が選択できれば、局所空間を利用した γδ T 細胞療法においてより

高い治療効果が望める。そこで第 1章では、健常人ドナー20名より末梢血を採取し、γδ T 細

胞の体外増幅培養を行った。 T 細胞療法の臨床応用に向け、γδ T 細胞の増幅効率を算出し、

増幅効率を予測できるバイオマーカーを探索した。 
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Table 1-1. Chemical structure of bisphosphonates 

Non-

nitrogen 

containing 

 

 

Ethidronic acid 

 

Clodronic acid 

nitrogen 

containing 

 

 

Pamidronic acid 

 

 

Alendronic acid 

 

Ibandronic acid 

 

 

Risedronic acid 

 

Zoledronic acid 
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Table 1-2. Conditions for ex vivo-expanded culture in adoptive γδ T cell immunotherapy 

Number of γδ T cells 

/cycle 

Culture conditions 
Refer

ence IL-2 
Agents 

（Conc） 
Serum 

Culture 

days 

0.04～2.8 × 109 350 IU/mL 

（day 0） 

700 IU/mL 

（2 to 3 day 

interval） 

ZOL 

（1 µM） 
10% AB serum 

7～14 

days 
(43) 0.3～2.2 × 109 

0.3～1.9 × 109 

NA 1000 IU/mL 
ZOL 

（5 µM） 
10% autologous serum 

14 

days 

(38) 

0.07～5.2 × 109 1000 IU/mL 
ZOL 

（5 µM） 
autologous serum (37) 

NA 1000 IU/mL 
ZOL 

（5 µM） 
10% autologous serum (40) 

1.7～13.8 × 109 1000 IU/mL 
ZOL 

（5 µM） 
10% autologous serum (41) 

0.06～6.49 × 109 1000 IU/mL 
ZOL 

（5 µM） 
autologous serum (36) 

>1 × 109 1000 IU/mL 
ZOL 

（5 µM） 
10% autologous serum (42) 

IU, international unit; Conc, concentration; NA, not available 
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第 2節 実験方法 

1. 試薬 

ゾレドロン酸は Novartis Pharma AG（Basel、Switzerland）より購入した。recombinant human

（rh）IL-2は FUJIFILM 和光純薬（大阪、日本）より購入した。 

 

2. 末梢血単核球の分離 

20 名の健常人ドナー（Table 1-3）からヘパリンナトリウム（持田製薬、東京）を用いて凝

固阻止した血液 40 mL を等量の phosphate-buffered saline（PBS）（-）で希釈した。その後、3 

mLの希釈血液を 4 mLの Lymphoprep™（Abbot Diagnostics Technologies AS、Oslo、Norway）

の上層に乗せ、600 ×g、室温、30 分間の密度勾配遠心分離を行った。密度勾配遠心分離によ

って形成される末梢血単核球層をスポイト（Thermo Fisher Scientific、Waltham、MA、USA）

で採取し、4℃であらかじめ冷却した cold PBS（-）に回収した。回収した末梢血単核球懸濁液

を 900 ×g、4℃、10分間の遠心分離を行って末梢血単核球を回収した。さらに、末梢血単核球

を 4℃であらかじめ冷却した cold PBS（-）で懸濁し、600 ×g、4℃、10 分間の遠心分離を二度

行った。得られた末梢血単核球は 10% AB 型血清を加えた Yssel’s 培地 (55) に懸濁して培養

した。なお、Yssel’s 培地の組成は Table 1-4に示した。本研究で使用した検体（20-19-17）お

よび AB 型血清（京都薬科大学：20-30、佐賀大学医学部附属病院：2019-12-02）は所属機関

（本学、佐賀大学医学部附属病院）の倫理委員会において承認され、インフォームド・コン

セントを得た上で採取した。 
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Table 1-3. Characteristics of healthy donors 

ID age sex Taking HMG-CoA reductase inhibitors 

HD01 36 M No 

HD02 45 M No 

HD03 57 M No 

HD04 60 M Yes 

HD05 51 F No 

HD06 35 M No 

HD07 37 M No 

HD08 47 F No 

HD09 51 F No 

HD10 43 M Yes 

HD11 60 M No 

HD12 50 M Yes 

HD13 27 M No 

HD14 36 M No 

HD15 48 F No 

HD16 48 M No 

HD17 53 F Yes 

HD18 54 M No 

HD19 52 M No 

HD20 40 M No 

HD, healthy donor; M, male; F, female 

 

Table 1-4. Composition of Yssel’s medium 

IMDM Sigma-Aldrich、St. Louis、MO 500 mL 

2-aminoethanol Nacalai Tesque、Kyoto 3.3 × 10-5 M 

human recombinant insulin FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation 5 mg/L 

Transferrin apo Millipore、Billerica、MA 40 mg/L 

linoleic acid Sigma-Aldrich 2 mg/L 

oleic acid Sigma-Aldrich 2 mg/L 

palmitic acid Sigma-Aldrich 2 mg/L 

penicillin-streptomycin FUJIFILM Wako Pure Chemical Corporation 1% 

L-glutamine Nacalai Tesque 2 mM 

IMDM, Iscove’s modified Dullbecco’s medium 
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3. γδ T 細胞培養 

24 wellプレート（Thermo Fisher Scientific）に末梢血単核球を 2.5 × 106 /well（1.5 mL Yssel’s

培地 /well）の条件で播種後、5 µMのゾレドロン酸を処置し、37℃、5% CO₂の環境下にて 24 

h培養した。その後、培養上清 1.3 mLを Yssel’s培地で培地交換を行い、rhIL-2（100 IU/mL）

を添加した。培養 2日目から培養 5日目まで rhIL-2（100 IU/mL）を添加した。培養 6日目で

は、10% ウシ胎児血清（fetal bovine serum；FBS：Thermo Fisher Scientific）、抗生物質（100 

units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ストレプトマイシン：FUJIFILM 和光純薬）を含む

Roswell Park Memorial Institute（RPMI）1640 を 1.5 mL/well 添加し、1.5 mLずつ新しい well に

移し、各 wellに rhIL-2（100 IU/mL）を添加した。培養 7日目以降では、24 wellプレートから

T-75フラスコ（Thermo Fisher Scientific）に移し、rhIL-2（100 IU/mL）を添加し、10% FBS含

有 RPMI1640を用いて増幅培養した。 

単球非存在下での γδ T 細胞の培養では、“2. 末梢血単核球の分離”によって得られた

peripheral blood mononuclear cells（PBMCs）サンプルから FACS JAZZ（BD Bioscience、Billerica、

MA）により CD14+分画の単球を除き、培養 11日目まで上記の γδ T 細胞培養と同様の方法で

増幅培養を行った。 

BTN3A1-Fc（R&D Systems、MN、USA）を処置して γδ T 細胞を増幅培養する場合では、培

養 1日目に BTN3A1-Fc（5 µg/mL）を処置し、培養 11 日目まで上記の γδ T細胞培養と同様の

方法で増幅培養を行った。なお、BTN3A1-Fc が γδ T 細胞の細胞表面に結合していることを検

出するために、培養 2日目にフローサイトメトリー法により解析した。 

 

4. フローサイトメトリー 

 4-1. γδ T 細胞における表面抗原解析 

  PBMCs 中の γδ T 細胞の割合および γδ T 細胞における CD25 の発現強度をフローサイト

メトリーにより解析した。100 µL の PBS（-）に細胞を 1.0  107 cells/mLになるように調製し、

1.5 mLチューブ（Thermo Fisher Scientific）に回収した。調製後、以下の抗体と反応させた。

抗 CD3-fluorescein isothiocyanate（FITC）抗体（1：20；BD Bioscience、#555332）、抗 TCRγδ-

allophycocyanin（APC）抗体（1：20；BD Bioscience、#555718）、抗 Vδ2- phycoerythrin（PE）

抗体（1：500；BD Bioscience、#555739）、抗 CD25-APC抗体（1：5；BD Bioscience、#555434）

を処置し、20分間、4℃、遮光で反応させた。その後、300 g、5分間の遠心分離を行って細

胞を PBS（-）により 2回洗浄した。 

 4-2. PBMCs 中の単球における表面抗原解析 

  PBMCs 中の単球における BTN3A1 の発現強度をフローサイトメトリーにより解析した。

100 µLの PBS（-）に細胞を 1.0  107 cells/mLになるように調製し、1.5 mLチューブ（Thermo 

Fisher Scientific）に回収した。調製後、以下の抗体と反応させた。抗 CD14-FITC抗体（1：20；

BD Bioscience、#555397）、抗 BTN3A1/2/3-PE抗体（1：10；R&D Systems、#FAB7136P）を処

置し、20分間、4℃、遮光で反応させた。その後、300 g、5分間の遠心分離を行って細胞を

PBS（-）により 2回洗浄した。 

 4-3. γδ T 細胞に結合した BTN3A1-Fc 解析 
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  PBMCs 中の γδ T 細胞に結合した BTN3A1-Fc をフローサイトメトリーにより解析した。

100 µLの PBS（-）に細胞を 1.0  107 cells/mLになるように調製し、1.5 mLチューブ（Thermo 

Fisher Scientific）に回収した。調製後、以下の抗体と反応させた。抗 Vδ2-APC抗体（1：500；

BioLegend、San Diego、CA、#331417）、抗 IgG-Fc-PE 抗体（1：50；eBioscience、San Diego、

CA、#2236816）を処置し、20分間、4℃、遮光で反応させた。その後、300 g、5 分間の遠心

分離を行って細胞を PBS（-）により 2回洗浄した。 

“4-1.  γδ T細胞における表面抗原解析”“4-2. PBMCs 中の単球における表面抗原解析” 

“4-3. γδ T 細胞に結合した BTN3A1-Fc 解析”における細胞懸濁液を 70 µm径のナイロンメ

ッシュ（共進理工、東京）に通した後、LSR Fortessa X-20（BD Bioscience）を用いて解析した。

発現強度の指標として未染色サンプルの蛍光強度の median fluorescence intensity（MFI）と蛍

光標識抗体で染色したサンプルの MFI の比をとった MFI ratio を用い、下記の式より算出し

た（Fig. 1-1）。解析は FlowJo（BD Bioscience）により実施した。 

 

MFI ratio = (MFI obtained with the fluorescent-dye conjugated antibody) / (MFI obtained without 

immunofluorescence staining) 

 

 

Fig. 1-1. Calculation of median fluorescence intensity (MFI) ratio 

The fluorescence intensity ratio was calculated as follows: (Median fluorescence intensity obtained with 

the fluorescent-dye conjugated antibody) / (Median fluorescence intensity obtained without 

immunofluorescence staining). 

 

5. 単球の細胞における BTN3A1 の発現解析 

末梢血単核球を分離後、ゾレドロン酸を 24 時間処理した培養上清を除き、接着細胞を回収

した。その後、回収した細胞のうち CD14+細胞を分取し、全タンパク質を回収した。分取し

た CD14+細胞を RIPA（radioimmuno precipitation assay）buffer（FUJIFILM 和光純薬）で 4.0  

106/100 µLとなるように懸濁した。20分間氷冷し、5分毎にボルテックスを用いて撹拌し、十

分に混和した。その後、13000 g、4℃の環境下で 20 分間遠心し、その上清をサンプルとして

回収した。回収したサンプルはMicro BCATM Protein Assay Kit（Thermo Fisher Scientific）およ
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びマイクロプレートリーダーGlomax®（Promega、Madison、WI、U. S. A）を用いて定量を行

い、0.5 µg/µLになるように Sample Buffer Solution（FUJIFILM 和光純薬工業）、滅菌超純水と

混合し、5分間煮沸してサンプルを調製した。 

調製したサンプルを用い、タンパク質の発現を SDS-PAGE（ sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis）を行い、解析した。12.5% ポリアクリルアミドゲル、200 V

の条件下で電気泳動し、PVDF（poly vinylidene di fluoride）膜 Immobilon🄬-P membrane（Merck 

Millipore）に 100 V、90分間で転写した。非特異的結合を防止するために PVDF 膜を 1% NFDM

（non-fat dry milk）中で 1時間反応させた。ブロッキング剤はポリオキシエチレンソルビタン

モノラウレート（ナカライテスク）を含む tris-buffer saline（TBS；20 mM tris、500 mM 塩化

ナトリウム（ナカライテスク）、pH 8.0）で溶解した。その後、一次抗体として、抗 BTN3A1

（Proteintech、Chicago、IL、#25221-1-AP）および抗 β-actin（Sigma-Aldrich、#A5441）を使用

した。HRP（Horseradish peroxidase）標識抗ウサギ IgG 抗体および抗マウス IgG 抗体（Cell 

Signaling Technology）を二次抗体として使用し、免疫反応性タンパク質に対応するバンドを

ECL Western Blotting Detection Kit（GE Healthcare、 Chicago、IL、U. S. A）を用いて X 線フィ

ルム（ケアストリーム株式会社、東京、日本）に感光させることにより検出した。使用した抗

体とブロッキング剤は Table 1-5に示す。 

 

Table 1-5. Antibodies and blocking agents by Western Blotting 

Primary Ab 
Primary Ab 

concentrations 
Secondary Ab 

Secondary Ab 

concentrations 
Blocking agents 

BTN3A1 1：1000 anti-rabbit IgG 1：1000 1% NFDM 

β-actin 1：10000 anti-mouse IgG 1：1000 1% NFDM 

 

6. 統計解析 

3群以上の比較での統計学的解析は、分散分析法（analysis of variance；ANOVA）を用い、

検定には Bonferroni検定を使用して分析した。統計解析ソフトは GraphPad Prism5（エムデー

エフ、東京）を使用した。2 群間の比較ではWelch の t検定を用いて解析した。得られた実験

結果は、平均値±標準偏差（standard deviation；SD）で表示した。相関分析では、Pearson の相

関係数の検定を用いて有意差検定を行った。危険率 5%以下を統計学的に有意差があると判定

した。 

  



14 

 

第 3節 実験結果 

1. γδ T 細胞の体外増幅培養と増幅効率 

20 名の健常人末梢血単核球よりゾレドロン酸と rhIL-2 を用いて γδ T 細胞の体外増幅培養

を行い、増幅効率を解析した。培養開始前の末梢血単核球中の γδ T 細胞の割合は 0.71-13%

（中央値：1.79%）であり、培養 11日目の γδ T細胞の割合は 50.3-96.6%（中央値：90.0%）で

あった（Table 1-6）。また、20名の末梢血単核球中の γδ T細胞を 11日間体外増幅培養した結

果、増幅効率は 105.9～2236.2 倍（中央値：932.6 倍）であり、γδ T 細胞の増幅効率には個人

差があった。一方、培養 11 日目における CD3+/TCRγδ+の割合にも相違があり、γδ T 細胞の増

幅効率と CD3+/TCRγδ+の割合との間に相関性はないものの（Supplementary Figure 1A）、

CD3+/TCRγδ+の割合の中央値 90%で 2 群に分けると、CD3+/TCRγδ+の純度が 90%を下回る症

例では γδ T 細胞とは異なる細胞集団の増殖した（Supplementary Figure 1B）。 

 

Table 1-6. Profiles in ex vivo culture. 

ID 
CD3+/TCRγδ+（%） 

fold expansion 
Day 0 Day 6 Day 11 

HD01 1.49 57.8 95.2 2236.2 

HD02 1.02 41.8 54.8 2020.1 

HD03 0.87 25.1 50.3 222.9 

HD04 2.40 40.5 58.3 307.7 

HD05 3.12 72.7 62.0 492.8 

HD06 13.0 65.7 94.7 105.9 

HD07 7.17 76.6 96.2 235.2 

HD08 1.79 58.1 90.0 987.7 

HD09 1.88 48.5 96.6 1864.6 

HD10 2.31 67.1 92.7 749.7 

HD11 0.71 38.9 91.8 1152.5 

HD12 2.04 62.9 92.4 1595.3 

HD13 0.71 29.4 67.6 1211.1 

HD14 3.95 48.1 55.2 355.3 

HD15 2.84 62.7 90.0 231.4 

HD16 1.57 55.7 86.9 1018.4 

HD17 1.78 69.6 92.1 965.9 

HD18 1.35 57.6 87.4 925.8 

HD19 4.30 48.2 91.8 939.3 

HD20 1.52 40.6 76.0 477.9 
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2. γδ T 細胞における CD25 の発現と増幅効率の比較 

γδ T 細胞の体外増幅培養では、末梢血単核球を分離し、ゾレドロン酸と rhIL-2 を用いて培

養するため、γδ T 細胞における IL-2 受容体鎖である CD25 の発現と増幅効率について解析

を行った。末梢血単核球を分離後、培養 6 日目、培養 11 日目のそれぞれにおいて γδ T 細胞

上に発現する CD25 をフローサイトメトリーにより解析すると、培養 6 日目に CD25 が発現

し、培養 11日目になると CD25 の発現が低下した（Fig. 1-2A）。次に、健常人 20名の γδ T 細

胞培養 6 日目の CD25 の発現強度をフローサイトメトリーにより解析し、γδ T 細胞の増幅効

率と相関解析を行った。発現強度の指標として未染色サンプルの蛍光強度の中央値である、

陰性 MFI と蛍光標識抗体で染色したサンプルの中央値である陽性 MFI の比をとった MFI 比

を用いて比較した。その結果、健常人 20 名の増幅効率と培養 6 日目の γδ T 細胞の増幅効率

が正に有意に相関した（Fig. 1-2B；p=0.042；R2=0.21）。 

 

 

Fig. 1-2. Expression of CD25 on ex vivo-expanded γδ T cells. 

(A) Flow cytometry analysis of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) derived from HD01 to 

detect expression of CD25 by the CD3+/Vδ2+ T cell population on Days 0, 6, and 11. (B) Correlation 

between the fold expansion of γδ T cells and surface expression of CD25 by γδ T cells. Pearson’s 

correlation analysis of data from 20 healthy donors: r=0.46, R2=0.21, p=0.042. 

Modified from Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 47-54 (2022)  
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3. γδ T 細胞の増幅における単球の機能解析 

γδ T 細胞の体外増幅培養では培養開始時に添加するゾレドロン酸が単球に取り込まれ、γδ 

T 細胞が活性化することが明らかになっている。そこで次に、γδ T 細胞の増幅における単球

の重要性を評価するために、セルソーターFACS JAZZを用いて末梢血単核球から CD14+の単

球を除去し（Fig. 1-3A）、11 日間の体外増幅培養を行った。通常の末梢血単核球から γδ T 細

胞を増幅培養する際、培養 6日目で増殖した γδ T 細胞が凝集塊（クラスター）を形成するが、

CD14+の単球を除いた増幅培養では凝集塊が十分に形成されなかった（Fig. 1-3B）。 

 

 

Fig. 1-3. Comparison of ex vivo culture between PBMCs and monocyte-depleted PBMCs 

(A) Purification of monocyte-depleted PBMCs derived from HD01. After sorting, the cell population 

comprised >95% lymphocytes. (B) Clustering of γδ T cells in response to ZOL is dependent on 

monocytes. 

Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 47-54 (2022)  
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また、HD01、HD02、HD03 の 3 検体を用いて単核球分離後、培養 6 日目、培養 11 日目に

おける γδ T 細胞の割合を通常増幅培養と単球を除いた増幅培養とで比較すると、単球を除い

た増幅培養における CD3+/TCRγδ+の割合は通常増幅培養に比べて減少し（Fig. 1-4A）、通常増

幅培養と単球を除いた増幅培養とで γδ T細胞の増幅効率を比較すると、すべての検体で有意

に減少した（Fig. 1-4B：PBMCs vs. monocyte（-） PBMCs；2024±271.2 vs. 299.4±5.87倍（HD01）、

1679.7±116.3 vs. 60±2.94 倍（HD02）、114.3±16.6 vs. 3.63±0.22 倍（HD03））。 

 

 

Fig. 1-4. Monocytes are required for ZOL-mediated expansion of γδT cells. 

(A) Flow cytometry analysis of PBMCs or monocyte-depleted PBMCs stimulated with ZOL. PBMCs 

isolated from HD01, HD02, and HD03 were examined on Days 0, 6, and 11 to detect expression of CD3 

and TCR γδ (red frames). (B) Fold expansion in the absence or presence of monocytes on Days 0, 6, 

and 11 was calculated as the number of γδ T cells derived from HD01, HD02, and HD03 divided by the 

number at the start of culture. The mean ± SD of three validation runs is shown. The statistical 

significance of differences was determined by two-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni test 

(***p<0.001 vs. monocyte(-) cultures). 

Modified from Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 47-54 (2022)  
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さらに、単球を除いた増幅培養では、γδ T 細胞上に発現する CD25 の発現強度が通常増幅

培養時に比べて有意に低下した（Fig. 1-5）。これらの結果から、γδ T 細胞が増幅するためには

末梢血単核球中の CD14+単球が必要であり、γδ T 細胞における CD25 の発現に寄与すること

が示唆された。 

 

 

Fig. 1-5. Comparison of the expression levels of CD25 on γδ T cells in PBMCs and monocyte-

depleted PBMCs 

Surface expression of CD25 by γδ T cells in PBMCs and monocyte(-) PBMCs, expressed as the MFI 

ratio (FlowJo software). The mean ± SD of three validation runs is shown. The statistical significance 

of differences was determined by an unpaired t-test with Welch’s correction. 

Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 47-54 (2022)  



19 

 

4. 末梢血単核球中の単球の割合と γδ T 細胞の増幅効率との相関性 

 “3. γδ T細胞の増幅における単球の機能解析”において、単球非存在下では γδ T細胞が

増幅できず、単球の存在が γδ T 細胞における IL-2α鎖（CD25）の発現に寄与していることが

示唆された。次に、γδ T細胞の増幅が PBMCs 中の単球の割合に影響されるのかをフローサイ

トメトリーにより解析した。初めに、HD01、HD02 および HD03 における単球の割合を解析

すると、HD01 や HD02と比べて増幅効率の悪い HD03 の単球の割合が多かった（Fig. 1-6A）。

また、20 名の γδ T 細胞の増幅効率と末梢血中の単球の割合との相関性を解析すると、有意な

相関性は得られなかった（Fig. 1-6B）。これらの結果より、γδ T 細胞の増幅効率は抗原提示細

胞として機能する単球の割合のみには依存しないことが示唆された。 

 

 

Fig. 1-6. γδ T cell expansion was independent of the percentage of monocytes. 

(A) Comparison of the percentage of monocytes within the PBMCs population isolated from HD01, 

HD02, and HD03 on Day 0. The mean ± SD of three validation runs is shown. The statistical significance 

of the differences was determined by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni test (not significant 

vs. HD03). (B) Correlation between fold expansion of γδ T cells and the percentage of monocytes within 

the PBMCs population from 20 healthy donors: r=-0.073, R2=0.0053. 

Modified from Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 47-54 (2022)  
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5. 単球における BTN3A1 の発現強度と γδ T 細胞の増幅効率の解析 

γδ T細胞の活性化には BTN3A1 が関与する (25-27) ことから、次に γδ T細胞の増幅効率と

CD14+単球上に発現する BTN3A1 との相関を解析した。初めに、HD01、HD02、HD03 におけ

る CD14+の単球の細胞表面上に発現する BTN3A1 の発現強度をフローサイトメトリーにより

比較した。発現強度の指標として未染色サンプルの蛍光強度の中央値である、陰性 MFI値と

蛍光標識抗体で染色したサンプルの中央値である陽性 MFI値の比をとり、比較した。その結

果、増幅効率の悪い HD03 の PBMCs中に含まれる CD14+単球では、BTN3A1 の発現強度が低

いことがわかった（Fig. 1-7A）。しかし、培養 1日目の単球を回収し、抽出した全タンパク質

における BTN3A1の発現をウエスタンブロッティング法にて解析すると、HD01、HD02、HD03

間における BTN3A1 の発現は同程度であった（Fig. 1-7B）。この結果は、HD03 由来 CD14+単

球における BTN3A1 の発現レベルが低いことを支持し、“1. γδ T 細胞の体外増幅培養と増幅

効率”の結果を併せて考えると、細胞あたりの BTN3A1 の発現レベルが増幅効率に影響する

可能性が示唆された。 
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Fig. 1-7. Expression levels of BTN3A1 by monocytes 

(A) Flow cytometry analysis of BTN3A1 levels on CD14+ cells in PBMCs derived from HD01, HD02, 

and HD03. Cells were examined to detect expression of BTN3A1 on CD14+ cells without stimulation. 

White histograms represent the negative control. Gray histograms indicate the expression levels of 

BTN3A1 from PBMCs on day 0 (gated on CD14+ cells). (B) Comparison of surface expression levels 

was made by calculating the median fluorescence intensity (MFI) ratio (FlowJo software). The statistical 

significance of differences was determined by one-way ANOVA with a post-hoc Bonferroni test 

(*p<0.05 vs. HD03). (C) Western blot analysis of BTN3A1 expression in ZOL-treated monocytes. β-

actin was used to control for equal protein loading. 

Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 47-54 (2022)  
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これらの結果を踏まえ、単球の細胞表面上に発現する BTN3A1 の発現強度と γδ T 細胞の増

幅効率とを相関解析した。その結果、培養 6 日目（Fig. 1-8A；p=0.0053；R2=0.36）および培

養 11日目（Fig. 1-8B；p=0.037；R2=0.22）における増幅効率と単球細胞膜上に発現する BTN3A1

の発現強度が有意に正に相関した。 

 

 

Fig. 1-8. Expansion of γδ T cells is dependent on the level of BTN3A1 expressed on the monocyte 

surface. 

(A) and (B) Correlation between the fold expansion of γδ T cells and surface expression of BTN3A1 on 

monocytes. Pearson’s correlation analysis of 20 healthy donors: r=0.60, R2=0.36, **p<0.01 (Fold 

expansion on Day 6); and r=0.47, R2=0.22, *p<0.05 (Fold expansion on Day 11). 

Modified from Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 47-54 (2022)  
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 さらに、“4. 末梢血単核球中の単球の割合と γδ T 細胞の増幅効率との相関性”の結果も踏

まえ、PBMCs 中に存在する細胞表面上に BTN3A1 が強く発現している BTN3A1high単球の割

合と γδ T細胞の増幅効率との相関の有無を解析した。その結果、培養 6日目における増幅効

率と PBMCs 中に存在する BTN3A1high 単球の割合とでは有意に正に相関し（Fig. 1-9A；

p=0.0055；R2=0.36）、培養 11 日目における増幅効率と PBMCs 中に存在する BTN3A1high単球

の割合とでは正に相関する傾向があった（Fig. 1-9B；p=0.35；R2=0.049）。以上より、単球の細

胞表面上に発現する BTN3A1 の発現強度および PBMCs 中に存在する BTN3A1high単球の割合

が γδ T 細胞の増幅効率に影響を与えることが示唆された。 

 

 

Fig. 1-9. Correlation between expansion of γδ T cells and percentage of CD14+ cells highly 

expressing BTN3A1 in PBMCs. 

(A) and (B) Correlation between the fold expansion of γδ T cells and the percentage of BTN3A1high 

and CD14+ in PBMCs. Pearson’s correlation analysis of 20 healthy donors: r=0.60, R2=0.36, **p<0.01 

(Fold expansion on Day 6); and r=0.22, R2=0.049, p=0.35 (Fold expansion on Day 11).  
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6. BTN3A1-Fc キメラタンパク質の添加による γδ T 細胞の増幅効率の検討 

γδ T細胞の増幅に BTN3A1 からの刺激が必要であることを検証するために、BTN3A1-Fc キ

メラタンパク質を培養 1日目に添加し、体外増幅培養を行った（Fig. 1-10A）。初めに、添加し

た BTN3A1-Fc キメラタンパク質を γδ T 細胞が認識していることを確認するために、抗 IgG-

Fc 抗体にて蛍光標識後、フローサイトメトリーにて解析した。その結果、BTN3A1-Fc キメラ

タンパク質は γδ T細胞に結合していた（Fig. 1-10B）。 

 

 

Fig. 1-10. Ex vivo-expanded culture of γδ T cells treated with BTN3A1-Fc 

(A) Schematic showing BTN3A1-Fc treatment and flow cytometry analysis of ex vivo-cultured cells. 

(B) Binding of BTN3A1-Fc to the surface of CD3+/Vδ2+ T cells on Day 2. PBMCs isolated from HD03 

and stimulated with BTN3A1-Fc were analyzed with flow cytometry by using PE-labelled anti IgG-Fc 

antibody. 

Modified from Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 47-54 (2022)  



25 

 

また、BTN3A1-Fc キメラタンパク質存在下において γδ T 細胞の増幅効率を算出すると、非

存在下と比較して有意に γδ T 細胞の増幅効率が上昇していた（Fig. 1-11：BTN3A1-Fc 非存在

下 vs. BTN3A1-Fc 存在下；88.8±9.64 vs. 144.7±8.65 倍（HD03）；557.1±35.5 vs. 855.4±7.97

倍（HD15））。以上より、BTN3A1 が γδ T細胞の体外増幅培養において予測できるバイオマー

カーの一つになりうることが明らかとなった。 

 

 

Fig. 1-11. BTN3A1-Fc increases the fold expansion of γδ T cells. 

Fold expansion on Days 0, 6, and 11 was calculated as the number of γδ T cells obtained from HD03 

and HD15 divided by the number before stimulation with ZOL. The mean ± SD of three validation runs 

is shown. The statistical significance of differences was determined by two-way ANOVA with a post-

hoc Bonferroni test (***p<0.001 vs. BTN3A1-Fc(-) culture). 

Modified from Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 588, 47-54 (2022)  
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第 4節 考察 

 本章では、PBMCs 中の γδ T 細胞を増幅培養し、経時的なフローサイトメトリーによる解析

を行った。その結果、既報 (19,45) と同様に γδ T 細胞の増幅効率に個人差があり、検討した

症例の中には γδ T 細胞が選択的に増幅せず、他の細胞が増殖した症例が見受けられた。αβ T

細胞や CD3-細胞での培養 6 日目の CD25 の発現をフローサイトメトリーにて解析すると、一

部の細胞が CD25 を発現しており（Supplematary Figure 2）、これらの細胞が IL-2 に反応して

増殖していることが考えられる。増幅効率を予測できるバイオマーカーを探索するため、γδ 

T 細胞を活性化するために処置している IL-2 に着目し、γδ T 細胞における IL-2 受容体 α 鎖

（CD25）について解析すると、培養 6 日目の γδ T 細胞における CD25 の発現強度が γδ T 細

胞の増幅効率と有意に正に相関することを見出した。IL-2が γδ T 細胞に発現する CD25に結

合すると、mitogen-activated protein kinase（MAPK）シグナル伝達経路（ERK、p38、JNK）が

活性化され (56)、γδ T細胞は IL-2のオートクラインやパラクラインによって増幅する (57)。

しかし、PBMCs に対して IL-2処置だけでは γδ T 細胞の活性化が誘導されず、γδ T 細胞のリ

ン酸抗原の認識が必要である (58)。ゾレドロン酸による IPP の蓄積が、磁気ビーズにより分

離した単球細胞内において検出され、それ以外の細胞からは検出されない (59)。また、本検

討では PBMCs から単球を除くと γδ T 細胞の増幅効率が減少し、γδ T 細胞の増幅および CD25

の発現制御には抗原提示細胞として単球が必要であることを示した。よって、γδ T 細胞は単

球内でゾレドロン酸によって蓄積した IPP を認識して活性化することが示唆される。また、

γδ T 細胞におけるトランスクリプトーム解析では、IL-2 単独群と比較してリン酸抗原 IPP＋

IL-2 処置群の方が AP1 ファミリー転写因子 Fos および Jun の発現上昇を見出している (60)。

T 細胞では nuclear factor of activated T cells（NFAT）と activator protein 1（AP-1）が協調的に

CD25 の遺伝子発現制御をする (61) ことから、γδ T 細胞における CD25の発現制御機構とし

て単球内に蓄積した IPP を認識し、NFAT と AP-1 による転写制御により CD25 の発現が上昇

したと考えられる。今回の CD14+細胞を除いた場合での増幅効率の検討は末梢血液より分離

した PBMCsを対照として比較検討したが、CD14+細胞を除いた細胞に対してセルソーターで

分取した CD14+細胞を加えて培養することが本検討のあるべき対照として置くべきであった。

正しい対照群を用いて検討した過去の報告でも、γδ T 細胞のみ分取しても増幅できず、単球

と γδ T 細胞をそれぞれ分取し、共培養することで γδ T 細胞数が上昇していた (62)。一方、

PBMCs から単球を除いた場合の γδ T 細胞の増幅効率は、単球を含む通常培養と比較すると

大きく増幅効率が減少したが、僅かに γδ T 細胞が増殖した。これは、γδ T 細胞自身が ATP-

binding cassette protein A1（ABCA1）を介して細胞外へ放出した外因性 IPP (63,64) により活性

化されたことで、単球非存在下においてわずかに増幅したと考えられる。 

今回のフローサイトメトリーによる検証から単球細胞表面上の BTN3A1の発現強度と γδ T

細胞の増幅効率が正に相関することを見出した。単球には相同性の高い BTN3A2 および

BTN3A3も発現している (65)。BTN3A1および BTN3A3 は細胞内にアミノ酸約 180 個の配列

の B30.2 ドメインを有する (28,29)。一方、BTN3A1/2/3 は二つの細胞外免疫グロブリンドメ

インで構成されており、95%以上の相同性がある (26)。BTN3A1、BTN3A2、BTN3A3 のすべ

てを shRNAによってノックダウンしたHEK293細胞に対してサブファミリーであるBTN3A1、
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BTN3A2、BTN3A3 のそれぞれを発現させ、BPsであるパミドロン酸を処置すると、BTN3A1

発現細胞に対してのみ γδ T 細胞が活性化することが実証された (25)。本研究に使用した抗

BTN3A1/2/3 抗体は BTN3A2 および BTN3A3 に交叉性を持つが、単球内における BTN3A1 遺

伝子発現量は BTN3A2や BTN3A3の発現量と比べて極めて高い (65)。また、γδ T 細胞は BPs

前処置 BTN3A1 発現細胞にのみ反応する (25) ことより、単球の細胞表面上の BTN3A1 の発

現強度に依存して γδ T細胞が増幅し、BTN3A1を高発現する単球の割合が γδ T 細胞の増幅に

重要な役割を果たすと考えている。 

 現在まで γδ T 細胞の抗原認識様式は完全に解明されていないが、BTN3A1 に関する数々の

報告がなされている。一つは、リン酸抗原が BTN3A1の細胞外 IgV様ドメインに直接結合し、

そのリン酸抗原を γδ T 細胞が認識する抗原認識様式 (27) で、もう一つは、細胞内に蓄積し

たリン酸抗原が BTN3A1 の細胞内ドメイン B30.2 に結合し、構造変化した BTN3A1を γδ T 細

胞が認識する抗原認識様式 (29,31) である。さらに、近年では BTN2A1が γδ T 細胞受容体に

おける Vγ9鎖と結合し、BTN2A1-BTN3A1 の複合体を γδ T 細胞受容体を介して認識する抗原

認識様式も報告されている。BTN2A1-Vγ9 鎖と対をなす形として Vδ2 鎖のリガンドとして

BTN3A1 であると推測されている (65,69)。したがって、γδ T細胞の抗原認識には BTN3A1が

重要であることが示唆されている (67)。γδ T 細胞が BTN3A1を介して活性化することは、二

つの抗 BTN3A 抗体（20.1 抗体および 103.2 抗体）による γδ T 細胞の機能解析により発見さ

れた。20.1 抗体はリン酸抗原刺激時と同様に γδ T 細胞を活性化させ、103.2 抗体はリン酸抗

原刺激による TNF-α の産生を阻害する抗体として同定された (25,26)。PBMCs を用いた検討

では、ゾレドロン酸を前処置した単球に対して 103.2抗体を処置すると、Vγ9T細胞の増幅を

抑制することが示されている (62)。 

以上より、本研究では γδ T 細胞の増幅に PBMCs 中の単球が必要であり、単球細胞表面上

に発現する BTN3A1 の発現強度が γδ T 細胞の増幅効率と正に相関することを明らかにした。

本研究の進展により、単球の細胞表面上における BTN3A1の発現強度が γδ T 細胞の増幅効率

を予測できる有用なバイオマーカーとなり、増幅前の患者末梢血中の単球に発現する

BTN3A1 発現強度により増幅可能な患者の層別化が期待される。また、患者を層別化する中

で増幅効率の低いドナーには他のピロリン酸モノエステル化合物 (69) を投与し、大量増幅を

試みることができ、今回の研究結果を用いて患者の層別化ができることは極めて意義深いと

考える。 
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第 5節 小括 

本章では γδ T 細胞の増幅効率を予測できる有用なバイオマーカーを探索し、以下の知見を

得た。 

 

1. γδ T 細胞の増幅効率を予測できるバイオマーカーとして単球の細胞表面上に発現する

BTN3A1 の発現強度が有用である 

 

2. γδ T細胞の増幅には CD14+細胞が必要である。 

 

3. γδ T細胞の増幅効率は単球細胞表面上に発現する BTN3A1の発現強度と正に相関する。 

 

4. 培養 6日目の γδ T細胞における CD25の発現強度と増幅効率が正に相関する。 
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第 2章 γδ T 細胞の抗腫瘍効果における PD-1/PD-L1経路の影響 

 

第 1節 緒言 

がん細胞は、がん抗原および human leukocyte antigen（HLA）の消失、免疫抑制物質の発現

や分泌、免疫抑制性細胞の誘導などを介して、免疫の監視から逃れる機能を獲得した「がん

免疫逃避」状態となる。その中でも PD-1/PD-L1 経路は、免疫逃避において中心的な役割を担

っている。PD-1分子は CD28ファミリーに属する免疫抑制性補助シグナル受容体であり、1992

年に T 細胞の細胞死刺激により発現が誘導されるⅠ型膜タンパク質をコードする遺伝子とし

て単離、同定された (70)。これまでの基礎実験では、PD-1ノックアウトマウスにおけるマウ

スメラノーマ細胞の増殖抑制や、マウス肥満細胞腫株を用いた PD-L1発現の有無による増殖

効果および PD-1/PD-L1 経路阻害抗体による増殖抑制効果が示され (71,72)、抗 PD-1抗体や抗

PD-L1抗体が新たながん治療薬として開発されてきた (73,74)。しかし、現時点における PD-

1/PD-L1阻害抗体単剤での奏効率は 10～30%程度であり、十分に高いものとは言えない（Table 

2-1）(11)。有効性が認められない原因として、primary resistance（自然耐性）と acquired resistance

（獲得耐性）の二つの機序が考えられている。前者は、発がんの過程で免疫系による排除か

ら免れるためにネオ抗原を脱落させたがん（cold tumor）では、はじめから奏効が認められな

いタイプであり (75)、一方、後者は長期にわたる PD-1/PD-L1阻害抗体の使用に伴い耐性を獲

得するタイプである (76,77)。これらの問題を克服するための新たながん免疫療法が望まれて

いる。 

 

Table 2-1. Response rates to anti PD-1 antibody monotherapy 

Study/Agent Tumor Experimental arm 
Primary 

endopoint 
Reference 

KEYNOTE-001 

/pembrolizumab 
Melanoma 

2 mg/kg or 10 mg/kg 

every 3 weeks 
ORR 26% (78) 

KEYNOTE-001 

/pembrolizumab 
NSCLC 

2 mg/kg every 3 weeks or 

10 mg/kg every 2 or 3 

weeks 

ORR 28% (79) 

KEYNOTE-052 

/pembrolizumab 

Uroepithelial 

carcinoma 

200 mg 

every 3 weeks 
ORR 24% (80) 

CheckMate 275 

/nivolumab 

Uroepithelial 

carcinoma 

3 mg/kg 

every 2 weeks 
ORR 28.4% (81) 

KEYNOTE-059 

/pembrolizumab 
Gastric cancer 

200 mg 

every 3 weeks 
ORR 11.2% (82) 

CheckMate 142 

/nivolumab 
Colon cancer 

3 mg/kg 

every 2 weeks 
ORR 31.1% (83) 

ORR, over all response 
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 細胞免疫療法には、能動免疫を強化する樹状細胞ワクチンによる治療法 (84,85) と、受動

免疫療法として体外で増幅した NK 細胞 (5) や T 細胞 (3,4) を用いる養子免疫療法がある。

さらに後者には、既知の抗原特異性をもつ受容体を人工的に導入した遺伝子改変 T 細胞療法

がある。遺伝子改変 T 細胞療法には、CAR-T 細胞療法や TCR-T 細胞療法がある。CAR-T 細

胞療法は、細胞外ドメインとして抗体の部分構造に抗原受容体を、細胞内ドメインとして T

細胞の副刺激分子である CD28 もしくは CD137 と T 細胞受容体構成分子である CD3ζのシグ

ナルドメインを組み合わせたキメラタンパク質を発現させる。TCR-T 細胞療法では、抗原反

応性 T 細胞受容体遺伝子を導入する。近年、抗 CD19 CAR-T 細胞療法が B細胞性血液悪性腫

瘍に対して高い治療効果を発揮している (86,87) ものの、再発が認められるといった臨床的

課題も存在する (88)。さらに、固形がんに対する CAR-T 細胞療法の有効性は非常に低い状況

である (89)。また、TCR-T 細胞療法では 20～50%の奏効率が認められた報告はあるものの、

有効性を発揮できる固形がんの種類は限られている (90)。遺伝子改変 T細胞療法が固形がん

に対して十分な効果を発揮できない原因の一つとして、固形がん組織内に強力な免疫抑制環

境が形成されているため、投与した CAR-T 細胞や TCR-T 細胞が PD-1/PD-L1経路により疲弊

し、その抗腫瘍活性が無力化、減弱化してしまうことが報告されている (91)。その打破のた

めニボルマブやアテゾリズマブ等の免疫チェックポイント阻害薬が投与されているが、γδ T

細胞の抗腫瘍効果も PD-1/PD-L1経路に影響を受けるのかは明らかにすべきと考える。 

 本章では、γδ T 細胞療法を確立するにあたり、体外での培養によって増幅した γδ T 細胞の

抗腫瘍活性における PD-1/PD-L1経路の影響について検証した。 
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第 2節 実験方法 

1. 細胞培養 

ヒト膀胱がん細胞株（UMUC3、T24、T24cis、TCCSUP）、ヒト胃がん細胞株（MKN28、MKN45）、

ヒト肺がん細胞株（A549、SBC-3、SBC-5）、ヒト乳がん細胞株（MDA-MB-231）、ヒト大腸が

ん細胞株（SW480、HT29）、ヒト中皮腫細胞株（211H、H2052、H2452）は American Type Culture 

Collection（ATCC）から入手した。膀胱がん、胃がん、肺がん、中皮腫細胞株は 10% FBS（Sigma-

Aldrich）、抗生物質（100 units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mLストレプトマイシン：FUJIFILM

和光純薬）を含む RPMI1640（FUJIFILM 和光純薬）、大腸がん細胞株および乳がん細胞株は

10% FBS（Sigma-Aldrich）、抗生物質（100 units/mL ペニシリンおよび 100 μg/mL ストレプト

マイシン：FUJIFILM 和光純薬）を含む Dulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM） high glucose

（ナカライテスク）で 37℃、5% CO2の環境下で培養した。 

 

2. γδ T 細胞培養 

末梢血単核球は Ficoll-Paque（GE Healthcare、Little Chalfont、Bucks、UK）を用いて分離し、

分離した末梢血単核球を 10% ヒト AB型血清、5 µM ゾレドロン酸（Novartis Pharma AG）含

有 ALyS505N-0培地（フナコシ、東京、日本）に懸濁し、37℃、5% CO2の環境下で培養した。

24時間後、培養上清 1.3 mLを 10% ヒト AB型血清含有 ALyS505N-0培地で培地交換を行い、

rhIL-2（100 IU/mL）を添加した。培養 2日目から培養 5日目まで rhIL-2（100 IU/mL）を添加

した。培養 6日目では、10% FBS（Sigma-Aldrich）、抗生物質（100 units/mL ペニシリンおよ

び 100 μg/mL ストレプトマイシン：FUJIFILM 和光純薬）を含む RPMI1640 を 1.5 mL/well 添

加し、1.5 mL ずつ新しい well に移し、各 well に rhIL-2（100 IU/mL）を添加した。培養 7 日

目以降では、24 well プレートから T-75フラスコ（Thermo Fisher Scientific）に移し、rhIL-2（100 

IU/mL）を添加し、10% FBS 含有 RPMI1640を用いて増幅培養した。本研究で使用した検体は

所属機関の倫理員会において承認（20-16-09）され、インフォームド・コンセントを得た上で

採血を行った。 

 

3. フローサイトメトリー 

末梢血単核球中の γδ T細胞の割合、γδ T細胞内における脱顆粒分子および interferon-γ（IFN-

γ）の発現、がん細胞における PD-L1の発現をフローサイトメトリーにより解析した。表面抗

原の染色では、100 µLの PBS（-）に細胞を 1.0  107 cells/mL になるように調製し、1.5 mLチ

ューブ（Thermo Fisher Scientific）に回収した。調製後、以下の抗体と反応させた。抗 CD3- FITC

抗体（1：20；BD Bioscience、#555332）、抗 TCRαβ-PE抗体（1：50；BD Bioscience、#564728）

抗 TCRγδ-APC抗体（1：20；BD Bioscience、#555718）、抗 Vδ2TCR抗体（1：500；BD Bioscience、

#555739）、抗 Vγ9TCR-PE（1：100；Biolegend、#331307）、抗 PD-1-PE抗体（1：5；BD Bioscience、

#560908）、抗 PD-L1-APC抗体（1：20；BD Bioscience、#563741）、抗 IgGκ-APC抗体（1：40；

BD Bioscience、#554681）を処置し、20分間、4℃、遮光で反応させた。その後、300 g、4℃、

5 分間の遠心分離を行って細胞を PBS（-）により 2 回洗浄した。細胞内抗原の染色では、γδ 

T 細胞を 1.0 × 106 cells/wellで 24 well プレートに播種後、Phorbol 12-myristate 13-acetate（PMA）
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/ionomycin （eBioscience™ Cell Stimulation Cocktail 500）を 1で加えたのち GolgiStop Protein 

Transport Inhibiter（BD Bioscience）を 1 μL/mLで処置し、各インキュベータ内で 2時間培養し

た。その後、1.5 mL チューブに回収した。回収した細胞を 100 µLの PBS（-）に懸濁し、抗

human TCRγδ-APC抗体を処置し、20分、4℃で反応させた。300 g、4℃、5分間の遠心分離

を行い、細胞を PBS（-）により洗浄した。次に、500 μLの 4% paraformaldehyde（PFA）溶液

を加え、ボルテックスにて混和し、室温、暗所で 15 分間反応させた。PBS（-）で 2 回洗浄し、

0.2% ポリオキシエチレンソルビタンモノラウレート（ナカライテスク）を含む PBS（-）溶液

150 μL加え、室温で 10分間反応させた。抗 Perforin-Alexa Fluor 488抗体（1：20；BD Bioscience）、

抗 Granzyme B-PE抗体（1：20；BD Bioscience）、抗 IFN-γ-PE抗体（1：20；BioLegend）を処

置し、20 分、4℃で反応させた。0.2%ポリオキシエチレンソルビタンモノラウレートで 2 回

洗浄した後、PBS（-）で１回洗浄した。 

細胞懸濁液を 70 µm 径のナイロンメッシュ（共進理工、東京）に通した後、FACS Calibur

（BD Bioscience）を用いて解析した。発現強度の指標として未染色サンプルの蛍光強度のMFI

と蛍光標識抗体で染色したサンプルの MFI の比をとった MFI ratio を用いた。解析は FlowJo

（BD Bioscience）により実施した。 

 

4. 細胞傷害性試験 

がん細胞に対する γδ T細胞の抗腫瘍効果をフローサイトメトリーにより解析した。各がん

細胞を 1 mL の PBS（-）に懸濁し、0.5 µM の Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester

（CFSE：同仁堂、熊本）で 30分間、37℃、遮光で染色を行った。その後、200 g、5分間の

遠心分離を行い、各培養液に交換し、6 well プレート（Thermo Fisher Scientific）に 1  106 

cells/well ずつ播種した。その後、ゾレドロン酸を 5 µMずつ処置し、37℃、5% CO2の環境下

で 18時間培養した。その後、24 wellプレートにがん細胞を 1  105 cells/well ずつ播種し、未

処置群、Effector cell:Target cell (E:T) 比 1:1、E:T 比 10:1 になるように γδ T 細胞を処置し、4

時間共培養した。 

抗 PD-1抗体併用下および抗 PD-L1抗体併用下における γδ T細胞の抗腫瘍効果の検討では、

抗 PD-L1 抗体（eBioscience、#16-5983、clone MIH1）および抗 PD-1 抗体（R&D Systems、

#AF1086）をそれぞれ 10 µg/mLおよび 3 µg/mL の濃度で処置し、20 分間、4℃で反応させた

後にがん細胞と γδ T 細胞を共培養した。各 well の共培養後のサンプルをすべて回収し、200 

g、5分間の遠心分離を行い、500 µLの PBS（-）に懸濁した。 

 T 細胞による細胞傷害による死細胞は、フローサイトメトリーの解析前に Propidium 

iodide（PI）20 µg/mL（FUJIFILM 和光純薬）を処置後、FACS Calibur（BD Bioscience）を用い

て解析した。なお、死細胞の割合は以下の計算式で算出し、データ解析は FlowJo（BD Bioscience）

により実施した。 

 

PI positive cancer cells（%）=（CFSE+PI+ cancer cells/CFSE+ cancer cells） 100 
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5. PD-L1 small interfering RNA（siRNA）によるノックダウンの検証 

PD-L1 に対する siRNA は、siDirect バージョン 2.0（http://sidirect2.rnai.jp/）を用いて設計し

た。設計した PD-L1 siRNA を GeneDesign Inc.（大阪、日本）から購入し、control siRNA を

Thermo Fisher Scientificから購入した（Table 2-2）。がん細胞株（A549、MKN28、T24、MDA-

MB-231）を6 wellプレート（Thermo Fisher Scientific）に2.5  105 cells/wellで播種し、lipofectamine 

RNAiMAX（Thermo Fisher Scientific）を用いて siRNA（1 nM）をトランスフェクションした。

72 時間後に細胞を回収し、フローサイトメトリーにより、PD-L1の発現強度や γδ T細胞の抗

腫瘍効果を検証した。 

 

Tabale 2-2. Sequence of siRNA 

siRNA sequence 

PD-L1 siRNA 

sense 5’-UAUAAAGACAGCAAUAUCCU-3’ 

antisense 5’-GAUAUUUGCUGUCUUUAUAUU-3’ 

 

6. 統計解析 

3群以上の比較での統計学的解析は、分散分析法（analysis of variance；ANOVA）を用い、

検定には Bonferroni検定を使用して分析した。統計解析ソフトは GraphPad Prism5（エムデー

エフ、東京）を使用した。2群間の比較では unpaired-t 検定を用いて解析した。得られた実験

結果は、平均値±標準偏差（standard deviation；SD）で表示した。相関分析では、Pearson の相

関係数の検定を用いて有意差検定を行った。危険率 5%以下を統計学的に有意差があると判定

した。 
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第 3節 実験結果 

1. 増幅した γδ T細胞における PD-1の発現解析 

 前章と同様に、健常人末梢血液より得られた PBMCs 中の γδ T 細胞をフローサイトメトリ

ーにより解析すると CD3+/TCRγδ+の割合の平均（n=3）は 1.02％であり、11日間増幅培養する

と CD3+/TCRγδ+の割合の平均（n=3）は 75.0%であった（Fig. 2-1A）。このドナーにおける γδ 

T 細胞の増幅効率の平均は 1600倍であった（Fig. 2-1B）。また、培養 11 日目での CD3+/TCRγδ+

の γδ T細胞において Vδ2および Vγ9が発現していた（Fig. 2-1C）。さらに、11日間の増幅培

養で得られた γδ T細胞における IFN-γ や細胞傷害性顆粒に含まれる granzymeB、perforin の細

胞内における発現量をフローサイトメトリーにて評価した。granzymeB および perforin は

PMA/ionomycin（Cell Stimulation Cocktail）によって活性化した場合と同程度に発現しており、

IFN-γ は PMA/ionomycin 処置程ではないが、増幅前の PBMCs と比較すると γδ T 細胞内での

発現強度が増大した（Fig. 2-1D）。 
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Fig. 2-1. γδ T cells were expanded ex vivo from a healthy donor’s PBMCs upon stimulation with 

ZOL (5 µM) and rhIL-2 (100 IU/mL). 

(A) Flow cytometric analysis of cell surface antigen designated shows the percentage of γδ T cells on 

day 0 (upper panels) and 11 (lower panels). Phenotypic analysis of CD3+/TCRγδ+ T cells. Representative 

data of three independent experiments are shown. (B) Fold expansion of γδ T cells for 11 days (black 

bar). γδ T cell expansion on day 0 (white bar) was used as the control. (C) Representative data of the 

expression of Vδ2 and Vγ9 on CD3+/TCRγδ+ T cells are shown. White histograms represent the negative 

control. Gray histograms indicate the levels of Vδ2 and Vγ9 from ex vivo culture cells on day 11 (gated 

on CD3+/TCRγδ+ T cells). (D) Intracellular staining for perforin, granzyme B, and IFN-γ in 

CD3+/TCRγδ+ T cells on day 11 were evaluated by flow cytometry. White histograms represent the 

negative control. Gray histograms indicate levels of perforin, granzyme B, and IFN-γ in CD3+/TCRγδ+ 

T cells on day 11. γδ T cells stimulated with Cell Stimulation Cocktail that contains PMA/ionomycin 

(500×) were used as the positive control (dark gray). 

Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 573, 132-139 (2021)  
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 γδ T 細胞の抗腫瘍効果における PD-1/PD-L1経路の影響を検討すべく、体外増幅培養によっ

て得られた γδ T 細胞での PD-1 の発現をフローサイトメトリーにて検討した。その結果、

PBMCs 回収直後、γδ T細胞において PD-1は検出されなかったが、培養 11 日目では PD-1 の

発現が観察された（Fig. 2-2A）。また、前章の健常人ドナーから体外増幅培養して得られた γδ 

T 細胞において PD-1の発現強度が高いドナーが存在した（Fig. 2-2B）。 

 

 

Fig. 2-2. PD-1 expression on ex vivo-expanded γδ T cells 

(A) Expression levels of PD-1 on CD3+/TCRγδ+ T cells on day 0 and day 11 are shown as representative 

data. (B) Comparison of surface expression of PD-1 on γδ T cells between day 0 and day 11. Statistical 

significance of differences was determined using unpaired t test with Welch’s correction (n=15, *p < 

0.05 vs. Day 0). 

Fig. 2-2. (A) from Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 573, 132-139 (2021)  
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2. がん細胞株における PD-L1の発現解析 

 次に、15株の細胞株（膀胱がん、乳がん、中皮腫、胃がん、大腸がん、肺がん）における

PD-L1 の発現をフローサイトメトリーにて解析した。各細胞株において PD-L1 の発現強度は

様々であり、特に膀胱がん細胞株（UMUC3、T24、T24cis）、乳がん細胞株（MDA-MB-231）、

中皮腫細胞株（H2052、H2452）の PD-L1が高発現であった（Fig. 2-3）。 

 

 

Fig. 2-3. Expression levels of PD-L1 on cancer cells. 

Expression of PD-L1 in urinary bladder cancer (UMUC3, T24, T24cis, and TCCSUP), stomach cancer 

(MKN28 and MKN45), lung cancer (A549, SBC-3, and SBC-5), breast cancer (MDA-MB-231), colon 

cancer (SW480 and HT29), and mesothelioma (211H, H2052, and H2452) were investigated using flow 

cytometer. White histograms represent the negative control. Gray histograms indicate the levels of PD-

L1. 

Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 573, 132-139 (2021)  
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3. 抗 PD-1抗体との併用による γδ T 細胞の抗腫瘍効果の検討 

 γδ T 細胞の抗腫瘍効果をフローサイトメトリーにより検証した。フローサイトメトリーに

おいて γδ T 細胞から識別するためにがん細胞を蛍光色素 CFSEで染色し、細胞膜非透過性の

蛍光色素 PI により死細胞の核酸を染色して γδ T 細胞の抗腫瘍効果を PI positive cancer cells

（%）=（CFSE+PI+ cancer cells/CFSE+ cancer cells） 100を用いて算出した。γδ T 細胞とがん

細胞とを 4時間共培養し、CFSE+分画における PI+細胞の割合を γδ T細胞による抗腫瘍効果と

みなした。その結果、ゾレドロン酸前処置によりがん細胞に対する抗腫瘍効果が上昇した（Fig. 

2-4）。 

 

 

Fig. 2-4. ZOL pre-treatment enhanced γδ T cell cytotoxicity. 

Cancer cells were stained with 0.5 µM CFSE and pretreated with or without 5 µM ZOL. Results of 

typical flow cytometric analysis of γδ T cell cytotoxicity in the UMUC3 cell line are shown. G3 and G4 

include nonviable (CFSE+PI+) and viable (CFSE+PI-) target cells, respectively. 

Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 573, 132-139 (2021)  
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 次に、ゾレドロン酸を前処置した PD-L1高発現細胞株を用いて抗 PD-1抗体および γδ T細

胞併用時の抗腫瘍効果を検討した。その結果、抗 PD-1 抗体による γδ T 細胞の抗腫瘍効果の

有意な上昇は観察されなかった（Fig. 2-5）。 

 

 

Fig. 2-5. Anti PD-1 monoclonal antibody (mAb) did not increase γδ T cell cytotoxicity against PD-

L1high tumor cells. 

Comparison of the cytotoxicity of γδ T cells with (white bars) and without anti-PD-1 mAb (black bars) 

against ZOL-pretreated cancer cells at an E:T ratio of 10:1. The mean ± SD of three validation runs 

is presented. Statistical significance of differences was determined using the Student’s t-test (*p < 0.05 

vs. E:T ratio = 10:1) 

Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 573, 132-139 (2021)  
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4. 抗 PD-L1抗体との併用による γδ T 細胞の抗腫瘍効果の検討 

 次に、PD-L1の発現強度が様々ながん細胞株に対して抗 PD-L1抗体を処置し、γδ T 細胞の

抗腫瘍効果における PD-L1 の発現強度による影響について検討した。MKN45 および HT29を

除き、ゾレドロン酸前処置がん細胞に対する抗腫瘍効果の方が高く、一部のがん細胞株

（UMUC3、T24、T24cis、H2052、H2452、MDA-MB-231）において抗 PD-L1抗体によって γδ 

T 細胞の抗腫瘍効果が有意に増大した（Fig. 2-6）。 
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Fig. 2-6. Treatment with the anti-PD-L1 mAb increased the cytotoxicity of γδ T cells against 

certain ZOL-pretreated cancer cells (UMUC3, T24, T24cis, H2052, H2452, and MDA-MB-231 

cells) at an E:T ratio of 10:1. 

Comparison of the ratio of dead cancer cells between the control (white bars), E:T ratio = 1:1 (light gray 

bars), E:T ratio = 10:1 (dark gray bars), and E:T ratio = 10:1 with anti-PD-L1 mAb (black bars). The 

mean ± SD of three validation runs is shown. The statistical significance of differences was determined 

by two way ANOVA (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 vs. E/T ratio = 10:1 with a post hoc 

Bonferroni's test).  
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5. PD-L1ノックダウンがん細胞株に対する γδ T 細胞の抗腫瘍効果の検討 

 さらに、PD-L1 低発現株（A549、MKN28）および PD-L1 高発現株（MDA-MB-231、T24）

の PD-L1をノックダウンし、γδ T細胞の抗腫瘍効果を検討した。PD-L1 siRNAを処置してか

ら 72 時間後、各がん細胞株における PD-L1 の発現強度をフローサイトメトリーにより検討

した。その結果、すべての細胞株において PD-L1 siRNAによって PD-L1 が発現低下した（Fig. 

2-7A）。次に、PD-L1ノックダウン細胞株を用いて γδ T 細胞の抗腫瘍効果を検討したところ、

すべての細胞株において抗腫瘍効果の増大は見受けられなかった（Fig. 2-7B）。これらの結果

より、γδ T 細胞の抗腫瘍効果は PD-1/PD-L1経路による影響を受けることなく発揮することが

示唆された。 
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Fig. 2-7. PD-L1 knockdown did not increase the cytotoxicity of γδ T cells regardless of the 

expression level of PD-L1. 

(A) Flow cytometric analysis of PD-L1 expression after siRNA transfection. Broken line: isotype 

control; solid line: anti-PD-L1-APC; solid line filled with gray: anti-PD-L1-APC (control siRNA); solid 

line filled with black: anti-PD-L1-APC (PD-L1 siRNA). The median fluorescence intensity (MFI) of 

PD-L1 expression was determined for each agent-treated sample. (B) Comparison of the ratio of dead 

cancer cells between control, E/T ratio = 10:1 (white bars), E/T ratio = 10:1 with control siRNA (gray 

bars), and E/T ratio = 10:1 with PD-L1 siRNA groups (black bars). The mean ± SD of three validation 

runs is presented. Statistical significance of differences was determined by two way ANOVA (*p < 0.05, 

**p < 0.01, ***p < 0.001 vs. all samples). 

Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 573, 132-139 (2021)  
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6. γδ T 細胞の抗腫瘍効果における抗体依存性細胞傷害活性の関与の可能性 

 “4. 抗 PD-L1 抗体との併用による γδ T 細胞の抗腫瘍効果の検討”および“5. PD-L1 ノ

ックダウンがん細胞株に対する γδ T 細胞の抗腫瘍効果の検討”により、γδ T 細胞の抗腫瘍効

果の結果に違いが生じた。Fc受容体である CD16を発現する γδ T 細胞は抗体依存性細胞傷害

活性を有することが報告されていることから、抗 PD-L1 抗体による抗腫瘍効果の増強は抗体

依存性細胞傷害によるものと推察し、CD16 の発現をフローサイトメトリーにて検証した。そ

の結果、一部の γδ T 細胞は CD16 を発現していた（Fig. 2-8A）。また抗 PD-L1 抗体により抗

腫瘍活性が有意に上昇した細胞株と有意に上昇しなかった細胞株との間で PD-L1 の発現強度

を比較したところ、前者の細胞株の方が PD-L1の発現強度が有意に高いことを見出した（Fig. 

2-8B）。さらに、がん細胞株における PD-L1 の発現強度と抗 PD-L1 抗体併用時の抗腫瘍効果

の変化量は、有意な正の相関を示した（Fig. 2-8C）。したがって、抗 PD-L1抗体併用時の抗腫

瘍活性の上昇に γδ T 細胞による抗体依存性細胞傷害が関与していると考えた。 
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Fig. 2-8. PD-L1 expression was positively correlated with changes in γδ T cell cytotoxicity induced 

by anti-PD-L1 mAb.  

(A) Flow cytometric analysis of the expression of CD16 in γδ T cells on day 11. White histograms 

represent the negative control. Gray histograms indicate the levels of CD16 (gated on CD3+/TCRγδ+ T 

cells). (B) Comparison of the expression levels of PD-L1 between non-effective and effective cancer 

cell lines. Effective cell lines (UMUC3, T24, T24cis, H2052, H2452, MDA-MB-231) show that 

treatment with the anti-PD-L1 antibody increased the cytotoxicity of γδ T cells against certain ZOL-

pretreated cancer cells at an E/T ratio of 10:1. Statistical significance of differences was determined 

using unpaired t-test with Welch’s correction (*p < 0.05 vs. non-effective cell lines). (C) Correlation 

between the expression level of PD-L1 and the changes in γδ T cell cytotoxicity induced by anti-PD-L1 

mAb. Pearson’s correlation analysis in 15 cell lines with r = 0.81, ***p < 0.001. 

Tomogane M., et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 573, 132-139 (2021)  
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第 4節 考察 

 本章では、体外増幅培養で得られた γδ T 細胞は PD-1 を発現し、γδ T 細胞を用いて抗腫瘍

効果に対する PD-1/PD-L1 経路の影響について検討し、がん細胞株に発現する PD-L1 の発現

強度に関係することなく抗腫瘍効果を発揮することを明らかとした。γδ T 細胞の体外増幅培

養において PD-1の発現は培養 3日目に最も高く、培養 6日目以降となると PD-1 の発現は低

下していく (92-95)。しかし、中には培養 10 日目以降で PD-1 高発現 γδ T 細胞が増幅する場

合もある (92,96)。がん細胞は「がん免疫編集」の過程において、がん細胞上に抑制性受容体

PD-L1 を発現し、PD-1/PD-L1 経路によって T 細胞の活性を抑制する (71,97,98)。本検討に用

いた抗 PD-1 抗体および抗 PD-L1 抗体により PD-1/PD-L1 経路を阻害すると、NK 細胞および

CD8遺伝子導入 Jurkat 細胞の抗腫瘍効果が増大する (99,100)。γδ T 細胞での検討では、PD-L1

高発現細胞株に対して抗 PD-1抗体による抗腫瘍効果は増大せず、一部のがん細胞株に対して

抗 PD-L1 抗体によって抗腫瘍効果が増大したが、PD-L1 ノックダウン細胞株に対して有意な

抗腫瘍効果の変化を認めなかった。このことは、γδ T細胞による抗腫瘍活性には PD-1/PD-L1

経路による影響を受けないことを示している。 

 γδ T細胞はCD16を介して抗体依存性細胞傷害（ADCC：antibody dependent cellular cytotoxicity）

活性を発揮し (101-103)、抗PD-L1抗体に対してもNK細胞によるADCC活性を示す (104,105)。

増幅して得られた一部の γδ T 細胞において CD16 が発現し、抗 PD-L1抗体の併用による抗腫

瘍効果の変化量とがん細胞株における PD-L1 の発現強度が正に相関したことから、抗 PD-L1

抗体を用いた検討では、一部のがん細胞株では γδ T 細胞の抗腫瘍活性に加えて ADCC活性が

発揮されたと考えられる。また、CD16+γδ T 細胞はリツキシマブを介して ADCC 活性を発揮

するが、Fc フラグメントを除去した Fab フラグメントの処置により γδ T 細胞の ADCC 活性

が抑制される (106)。本検討では、抗 PD-L1 抗体の併用による抗腫瘍効果の増大に ADCC 活

性が関与していることは実証できておらず、(106) と同様に Fab フラグメントを用いて追加

検討をすべきであった。また、ADCC に対する感受性はがん細胞によっても異なるため、既

報 (101-103,106) のような他の表面分子に対する抗体でも同様の傾向を示すのかを検討すべ

きだと考える。 

以上より、本研究では γδ T 細胞が PD-L1の発現強度に関係なく抗腫瘍効果を発揮するエフ

ェクター細胞として機能することが示唆された。 
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第 5節 小括 

 本章では、体外増幅培養で得られた γδ T 細胞の抗腫瘍効果における PD-1/PD-L1 経路の影

響について検討し、以下の知見を得た。 

 

1. がん細胞株の PD-L1の発現強度に関係なく γδ T 細胞は抗腫瘍効果を示す。 

 

2. 抗 PD-1抗体の併用では γδ T細胞の抗腫瘍効果が増大しない。 

 

3. 抗 PD-L1 抗体の併用では、一部のがん細胞株に対する γδ T 細胞の抗腫瘍効果が増大す

る。 

 

4. PD-L1ノックダウンはがん細胞株に対する γδ T細胞の抗腫瘍効果を変化させない。 

 

5. 抗 PD-L1抗体処置による γδ T 細胞の抗腫瘍効果の増大は、抗体依存性細胞傷害活性によ

る可能性がある。  
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総括 

 1950年代にがん免疫監視機構が提唱され、様々な免疫細胞を用いた細胞免疫療法が実施さ

れるも、細胞免疫療法は治療効果が不十分な治療法であった。その後、発がんに至る過程で

の免疫系の役割を 3 つに分類した「がん免疫編集」が提唱され、がん免疫療法は第 4 の治療

法として注目され、抗 PD-1 抗体や CAR-T 細胞療法の承認により目覚ましい発展を遂げてき

た。しかし、抗 PD-1 抗体単剤での奏効率はがん種によって異なるものの 20～40%程度であ

り、十分に高いとはいえず、さらなるがん免疫療法の開発が望まれている。γδ T 細胞は 1980

年代に存在が確認された細胞集団 (107-109) であり、リン酸抗原の同定 (110) や BPs による

IPP蓄積作用 (17,111) により様々ながん種に対して γδ T細胞を用いたがん免疫療法の臨床試

験が行われてきた。γδ T 細胞の全身投与は安全で忍容性があるが、有効性が限定的である。

これまでの臨床試験において治療効果が乏しい要因として、がん細胞数に対して全身投与し

た γδ T 細胞数が確保できていないことが考えられている。しかし、膀胱腔内への γδ T 細胞の

投与によりがんの増大を抑制する前臨床研究 (21,22) や胃がんに伴う悪性腹水を認める患者

への γδ T 細胞の腹腔内投与により治療効果を示した症例が報告されており (36)、局所空間を

利用した γδ T 細胞療法の実用性が実証されており、これらの知見は、より高いT 細胞/がん

細胞比を維持することが本治療法を有効な治療法として確立させるには重要であることを示

唆している。 

著者は γδ T 細胞療法を臨床応用するためには、明らかにすべき問題点が 2つ存在すると考

えた。1 点目は T 細胞の増幅効率の予測である。γδ T 細胞の増幅効率には個人差があるこ

とが報告されている (19,45) が、培養前に増幅効率を予測することができ、大量の γδ T細胞

の増幅可能な患者が選択できれば、より高い治療効果が望める。2点目は「がん免疫編集」に

おける PD-1/PD-L1経路による抗腫瘍活性の減弱化の可能性である。現在、がん細胞免疫療法

に用いられている CTLや CAR-T 細胞はいずれも PD-1/PD-L1経路により、その抗腫瘍効果は

減弱される。その打破のため免疫チェックポイント阻害薬が投与されているが、γδ T 細胞の

抗腫瘍効果も PD-1/PD-L1経路に影響を受けるのかは明らかにすべきである。これらの問題点

を解決すべく、本研究では T 細胞療法の臨床応用に向けて最適なドナー選択するための体

外増幅培養における増幅効率を予測できるバイオマーカーを探索し、次に γδ T 細胞の抗腫瘍

効果に対する PD-1/PD-L1経路の影響について検討した。 

 第 1章では、健常人 20名の PBMCs から T細胞の増幅効率を算出し、抗原提示細胞とし

て T 細胞の増幅に関与する単球に着目し、 T細胞の増幅効率と相関するバイオマーカー

を探索した。その結果、単球細胞表面上に発現する BTN3A1の発現強度が T 細胞の増幅効

率と相関し、 T 細胞の増幅効率を予測できるバイオマーカーとして有用であることを明ら

かにした。第 2 章では、増幅培養して得られた T 細胞を用いてがん細胞に対する抗腫瘍効

果における PD-1/PD-L1 経路の影響について検証した。その結果、 T 細胞は PD-L1 の発現

強度に関係なく抗腫瘍効果を発揮するエフェクター細胞として有用であることが示唆された。 

 以上より、著者は増幅前の末梢血中の単球に発現する BTN3A1 発現強度により増幅可能な

患者の層別化に期待でき、この研究成果を受けて、現在患者検体の末梢血中の γδ T細胞の増

幅効率および単球に発現する BTN3A1 について解析を進めている。また、増幅した γδ T細胞
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は PD-1 および PD-L1 の発現に影響されず抗腫瘍効果が期待できることを示唆している。今

回の検討における in vitro での 4時間の共培養では、内在的に発現する PD-L1の発現強度の影

響を受けることなく抗腫瘍効果を発揮した。しかし、γδ T 細胞を投与し、長時間経過した後

も同様に PD-1/PD-L1の影響を受けることなく、 T 胞が抗腫瘍効果を発揮するかは明らかに

する必要はある。IFN-γ はⅡ型 IFN受容体に結合し、JAK1/JAK2-STAT1/STAT2/STAT3-IRF1経

路を介して PD-L1遺伝子の発現を制御する (112-114) ため、PD-L1は T 細胞から産生された

IFN-γ によって発現が上昇する。このことから、γδ T細胞から分泌される IFN-γ によりがん細

胞上の PD-L1 の発現強度が増大し、γδ T 細胞の抗腫瘍効果が PD-1/PD-L1 経路によって減弱

する可能性は残る。しかし、既報 (22) の局所空間を利用した γδ T 細胞療法を基に考察する

と、膀胱内に γδ T 細胞を輸注し、4時間排尿を止めることで in vitro 系と同様の環境を再現で

き、PD-L1 の発現強度に関係なく抗腫瘍効果を発揮することができると考える。本研究は、

患者末梢血中の単球に発現する BTN3A1 発現強度により増幅可能な患者を層別化でき、さら

に増幅された γδ T 細胞は、PD-1 および PD-L1 の発現に影響されず抗腫瘍効果が期待できる

ことを示唆している。本基礎的研究の成果は、新たな免疫療法として γδ T 細胞を用いたがん

免疫療法の臨床応用に貢献できる知見であると考える。  
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Supplematary Figure 1. γδT cell expansion was independent of the percentage of CD3+/TCRγδ+ 

on Day 11. 

(A) Correlation between fold expansion of γδ T cells and the percentage of CD3+/TCRγδ+ cells on Day 

11 from 20 healthy donors: r=0.22, R2=0.048, p=0.35. (B) Comparison of non-γδT cell expansion 

when the percentage of CD3+/TCRγδ+ cells is above 90% and below 90%. Statistical significance of 

differences was determined using unpaired t test with Welch’s correction (*p < 0.05 vs. ≥90 of 

CD3+/TCRγδ+ (%)). 
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Supplematary Figure 2. Expression of CD25 on αβ T cells and CD3- cells. 

Flow cytometry analysis of PBMCs derived from HD02 and HD04 to detect expression of CD25 by 

αβ T cell and CD3- cell population on Day 6.  
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各健常人末梢血液より得られた γδ T 細胞におけるフローサイトメトリーのデータ（培養 0、

6、11日目での CD3/TCRγδ dotplot、培養 0日目の単球に発現する BTN3A1、培養 6日目の γδ 

T 細胞に発現する CD25）は以下の通りである。 

 

HD01 

 

HD02 
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HD19 
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各健常人末梢血液より得られた γδ T 細胞における PD-1 の発現に関するフローサイトメトリ

ーのデータは以下の通りである。 


