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膵癌および大腸癌に対する

NK細胞効果のインビトロ研究

In-vitro study for NK activity against pancreatic and colon cancer. 

鳥居奈央吉浦健太

Nao TORII and Keota YOSHIURA 

1 . はじめに

リンパ球の 1種であるナチュラルキラー

(NK)細胞は、自然免疫系における主要なエフ

ェクター細胞であり、その標的は感染した外来

病原体に限らず、自身の体内に発生した癌細胞

に対しても攻撃することができる。癌細胞は、

健常なヒトにおいても常に生じていて、 NK細

胞が監視し、異常細胞が増える前に殺僻してい

る。このように癌の発生、進展に重要な役割を

果たしていることから、この NK細胞の能力を

さらに発揮させる方法が、癌の予防およぴ治療

の有効な対策になることが期待される。われわ

れは、これまで、大腸癌細胞株DID-1と、 NK

細胞株 KHYG-1を用い、 NK細胞が大腸癌細

胞を攻撃することを顕微鏡下に確認し、定撒的

評価ができるモデルを作製し報告した I)2)。

2014年の日本人の癌の部位別の死亡数は、肺

癌、大腸癌、胃癌、膵臓癌、肝癌の順であり、

これら主要な癌の 5年相対生存率は大腸癌、

胃癌は 70%程度、肺癌、肝臓癌は 30%程度で

あるが、膵癌は 8%と極端に低い。膵癌の 5

年相対生存率の低さは、発見が困難なため発見

された時はすでに進行していること、比較的早

く発見できて手術をしても再発が多いこと、手

家政学部食物栄妥学科

術以外の治療手段である従来の抗癌剤や放射線

が効きにくいことが原因とされる。癌に対する

化学療法は、分子標的薬の登場により大きく進

歩したが、膵癌では、現在エルロチニプが使用

可能になったにすぎず、いまだに膵癌の治療は

困難であり、新しい治療法が求められている。

そこで、本研究では、膵癌細胞株を用いて、

NK細胞による抗癌モデルを作製し、アポトー

シスに関連する検討等をおこなった。

2. 材料と方法

細胞株および培養法

NK細胞株は KHYG-1 (独立行政法人医薬基

盤研究所JCRB細胞バンク）、様的となる癌細

胞株は大腸癌細胞 DLD-1およぴ膵癌細胞株

SUIT-2 (東北大学加齢医学研究所医用細胞資

源センター）を用いた。基本培養液は、 RPMI-

1640 (シグマ）に、 10%牛胎児血消 (FBS)、

ペニシリン (lOOU/ml)/ストレプトマイシン

(looμg/ ml) (ライフテクノロジー）を添加し

たものとした。 KHYG-1細胞の培疫には、基

本培養液に 50ng/mLヒトリコンビナントイン

ターロイキン 2(hrIL2 : ORF Genetics)を添

加した。培養細胞は、大気に二酸化炭索 (5%)
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を加えた 37℃恒温梢で培養した。

食品成分

黒酵母由来グルカン (/3-1,3-1,6-グルカン）

を東京化成工業より購入した。

生存細胞数の評価

96穴プレートに、 DLD-1細胞または SUIT-2

細胞を播種し、 24時間培簑した後、 KHYG-1

細胞を加え、さらに 24時間培養した。その後、

ウェルをリン酸塩緩衝液 (PBS)で 2回洗浄し、

プレートの底面に付着した生存癌細胞数を、

Cell Counting Kit-8 (CCK-8 ; 同仁化学研究所）

で測定した。具体的には、洗浄後のウェルに、

キット中の WST-8試薬を含む培地を加え 3時

間培養し、生細胞が産生する NADHの還元活

性により生じたホルマザンの吸光度 (450nm;

対照 630nm)を測定した。

アポトーシスの観察

NK細胞に攻撃された SUIT-2細胞がアポト

ーシスを起こしていることを示すために、

NucView 488 (Biotium, Inc. USA)を用いてカ

スパーゼ活性を可視化した。 SUIT-2細胞をチ

ァンバースライドに播種し 16時間培養し定着

させた後、 KHYG細胞を加え、 8時間後、お

よぴ24時間後、培養液を除去し、 NucView

488溶液 (5μM)を加え室温で30分間インキ

ュベートした。その後、チァンパーをはずし、

カバーガラスをかぶせ、蛍光顕微鏡で観察した。

培養液中グランザイム Bおよぴパーフォリン

浪度の測定

24穴プレートに、 DLD-1細胞または SUIT-2

細胞を 10,000個播種し、 16時間培養し付着さ

せた後、同数の KHYG-1細胞を加え、 8、16、

およぴ24時間培養後、培養液を採取し、

100G、5分間遠心し上1行を採取した。測定は

ELISAキット (HumanGranzyme B ELISA Kit、

Human Perforin ELISA Kit: Diaclone, France) 

を用いた。具体的には、キット中のキャプチャ

一抗体を結合したプレート上に検体とピオチン

化抗 GranzymeB抗体またはビオチン化抗

Perforin抗体を入れ、室温で 3時間インキュ

ベートした。その後、 3回洗浄し、ストレプト

アビジン -HRPを加え室温で30分間インキュ

ベートした。 3回洗浄後、 TMB基質を加え 10

分間反応させた後 2M硫酸で反応を停止し、

発色した検液の吸光度 (450nm:対照 630nm)

を測定した。キットに付属する標品を用い検批

線(-1000 pg/ml) を作成し、吸光度を浪度

に換算した。

統計処理

2群間の平均値の差は t検定を用い、 p<
0.05を有意とした。

3. 結果

KHYG-1細胞がSUIT-2細胞を死滅させると

きの Effector/Target比

96ウェルの培養プレートに 5,000個の

SUIT-2細胞を播種し、 24時間培養し底面に定

滸させ、そこに KHYG-1細胞を添加し、 24時

間培養後の生存癌細胞を検討したところ、図 1

に示すように、加える KHYG-1細胞を増やす

ほど、癌細胞の生存数は減少した。

SUIT-2細胞におけるアポトーシスの観察

SUIT-2細胞に KHYG細胞を添加して 8時

間後およぴ24時間後、 NucView488を作用さ

せた。 NucView488は、蛍光物質を結合したカ

スパーゼ-3基質であり、細胞内に浸透した後、

細胞中のカスパーゼ-3により切断され、切断

された部分が核内に移行し DNAに結合し蛍光

を発する。アポトーシスを起こしている細胞で

はカスパーゼ-3が誘導されているため、蛍光

で標識される”。共培養 8時間後において、ア

ポトーシス細胞の出現が確認された（図 2A、

B)。24時間後においては、核 DNAが分断さ
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図 l 培必巾のSUIT-2科11/J也に KHYG-1細胞を加え

共培必 24 時 IIIJ後、培必プレート底rmに付li ~Iこ存
している SUIT-2細胞数を測定した。IGiYG-1糾l
胞を）Illえない楊合を対!!(!(C) 100%とした。E/T

比はKHYG細胞数と SUIT-2細胞数の比をぷす。
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hr 

図 3 A: DLD-1細胞と KHYG-1細胞の共培必、ま

たは SUIT-2細胞と IOIYG-1細胞の共培投後、

各時JIilにおける培1'i'」:.i11f中のグランザイム B沢

I父。B:DLD-1細胞と KHYG-1細胞の共培投、

またはSUIT-2細胞と KHYG-1細胞の共培1冷後、

各11.'jJIIJにおけるJ沿i:J・.ii'f中のバーフォリン漑度。
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培滋上i1りについて各サイトカインを ELISAで

測定した。図 3Aはグランザイム Bの各培投

時間における上ii'f中漑度を示す。KHYG-1単

独 ではほとんど分泌されていないが、 DLD-1

細胞 との共培投によ り分泌され、上梢中涙度の

労lリJな上昇がみられた。一方、SUIT-2細胞と

の共培投においても、分泌が刺激されているが、

DLD-1との共培投に比べて低い。図 3Bは各

培~II寺 1 111 における 」濯i中のパーフォリン濃度を

示す。パーフォ リンは共培投前の培投上梢で

5.5 /lg/mlあり、 DLD-1との共培妥、 SUIT-2

との共培必いずれにおいても、 8時間では大き

な変化はなく 、16時間、 24時間の培i足l.:.消に

おいて涙炭が 2倍程度」こ外している。

D
 

図 2 培必巾のSUIT-2細胞に l<HYG絹lllJ也を加え共

培ぅIi!8時 l月後 (A,B) または 24時 IIIJ後の、

NucView処珊後の敬光顕微鋭'lj'.兵。A,Cは

400X。B,Dは、それぞれA,Cの中の矢印の細胞

の拡大像。
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れている（象が確認された。これはアポ トーシス

後期をあらわす（図 2C、D)。

グランザイム Bおよぴパーフォリン漑殷測定

24穴プレートに、 DLD-1細胞ま たは SUIT-2

細胞を 10,000個播種し 16時間培妥後、 I<YYG

細胞を同数個加え、 8、16および24時間後の
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以前われわれは、大）助癌細胞株 DLD-1細胞

に対する NK細胞株 l<HYD-1の抗拙モデルを

作製し報告したが、本研究では、あらたに、悪

性度が邸く治療が困難な膵椒i細胞株 SUIT-2を

祁人した。図 1に示すように、癌細胞に対す

るNK細胞の比 (E/T比）が 2:1から 4:1で、

柑i細胞は半減している。大)j品癌 DLD-1細胞で

は、既報で示したように、 E/T比 1: 8程度

で癌細胞は半減したので、大腸癌 DLD-1に比

べ、膵堀 SUIT-2は、同数の癌細胞を夕じ滅させ

るために 10倍以 ヒの NK細胞が必要である こ

とになり、膵癌細胞の NK細胞に対する抵抗性

を反映していると息われる。

本研究では、 SUIT-2細胞が KHYG-1細胞の

攻幣によ りアボ トー シスを起こしていることを

確認する ため、カ スパーゼ-3活性の発現を蛍

光観察 した。Iii2Aに示すように KHYG-1紅II

胞添）~II後 8 時 1111 で、カスパーゼ I拗性の細胞が

多数確認さ れた。カスバーゼに より遊離した蛍

光物質は核に移行し DNAに結合するため、

DNAの形態が観察されるが、屈l2Bのよう に

核全体に DNAが11がっている像は、アボト ー

シスの初期をあらわすと考えられる。一方、図

2Cは、 KHYG-1細胞添1JII24時間後であるが、

視野の中に粒状の蛍光が散在しているが、これ

らは核を含む細胞が分断したアポ トー シス小体

であり 、またカスパーゼI傷性細胞の核が分断し

た像（屈I2D)は、DNAの断片化を反映して

おり、アポト ーシスが進行 した状態と考えられ

る。

NK細胞の攻幣により癌細胞にアポ トー シス

を起こしていることが観察されたので、 NK細

胞が分泌するアボ トーシス惹起物烈であるグラ

ンザイム Bとパーフォ リンの分泌械を測定し

た。パーフ ォリンは、癌細胞J朕に孔をあけ、そ

こからグランザイ ムBが細胞内に流入 しアポ

トーシスを惹起する。結呆に示 したように、 グ

ランザイム Bは、共培捉前はほと んど分泌さ

考察4. 
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l文14 A:OL0-1細胞(10,000個）に I<.HYG-1細胞(250

個）を共培必したときの、 fl-グルカンがDLD-1

細胞の生存中に'1-える影押。B:SU!T-2絹1111包(5,000

個）にKHYG-1細胞 (2,500個）を共培投したと

きの、 fl-グルカンがSUIT-2細胞の生イi・半に与

える彩秤。

KO 。

(3ーグルカ ンの KHYG細胞機能に対する；杉評

DLD-1細胞または SUIT-2細胞と I<HYG-1

細胞の共培投の各系において、 (3-グルカンを

添加し、その影秤を検討した。96穴プレート に、

DLD-1細胞は 10,000個播種し、殴IYG細胞は

250個派加した。SUIT。2細胞は 5,000個播種し、

l<HYG細胞は 2,500個派1111した。各共培投系に、

(3 -グルカン (100ng/ml)を添）UIIした。DLD-1

細胞 （図 4A)、SUIT-2細胞 (j;:(j48)とも、

I<HYG-1 と 共培投 したと きの~iVi細胞の生存数

が、 (3-グルカンの存在下で低下する領向があ

るが、統計学的な有意差は認めなかった。
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れていないが、癌細胞との接触に反応して分泌

されている。 DLD-1細胞との共培養では、

SUIT-2細胞との共培養に比べ、 8、16、24時

間とも浪度が 4倍程度麻い。パーフォリンは、

共培養前にも分泌されているが、癌細胞との接

触に反応して分泌が充進している。ただし、

DLD-1細胞との共培養と SUIT-2細胞との共

培養の培養上消中の涙度に大きな差はない。こ

のように KHYG-1細胞のグランザイム Bの分

泌反応がDLD-1細胞には大きく SUIT-2細胞

には小さいが、これが前述の SUIT-2細胞に対

する E/T比がDLD-1細胞に対するときより大

きいことに関連している可能性がある。また、

NK細胞の活性化が膵癌では抑制されていると

の議論がある。例えば、健常人の NK細胞や

NK細胞株のグランザイム Bやパーフォリン祇

白の発現が、単独培養あるいは正常膵管細胞の

ときに比べ、膵癌細胞株との共培養で低下した

と報告されている 4)0 

NK細胞は、 NK細胞上の NKG2Dが癌細胞

上の NKG2Dリガンドである MICA/Bを認識

することで攻撃するが、 NK細胞の監視から逃

れている癌細胞は MICA/Bを発現していない。

最近、抗てんかん薬のバルプロ酸に、膵癌細胞

の MICA/Bの発現を上げる作用がみつかり、

抗癌効果が期待される 5)。

ほかにも膵癌が免疫系の攻撃から逃れるメカ

ニズムがある。膵癌細胞は PD-1リガンド

(PD1L) を発現し、 PD1Lが細胞偽害性T細

胞に発現する PD-1に結合し T細胞の活性化を

抑制する 6)。PD1Lは多くの癌に発現しており、

PD1LとPD1の結合を阻止する目的で抗 PD1

モノクローナル抗体が開発され、分子標的薬二

ポルマプとして、悪性黒色腫、非小細胞肺癌、

腎細胞癌の治療に用いられて大きな効果を上げ

ているが、膵癌では現在のところ認可されてい

ない。

さらに本研究では、大腸癌と膵癌の両方の系

で、 f3-グルカンが、 KHYG細胞の機能に与え

る影評を検討した。 f3 —グルカンは、グルコー

スが {3-グリコシド結合してできた多糖であり、

きのこ類などに含まれる食物繊維である。古来

より数々のきのこ類が薬用として用いられてき

たが、その成分の一つが f3-グルカンである”。

今日では、 f3-グルカンの免疫活性化作用が知

られ、癌の治療に有効であることが示され、シ

イタケ由来のレンチナンや、かわらたけ由来の

クレスチンは、薬剤として認可されている。た

だし単剤での抗癌効果は認められず、レンチナ

ンは、再発胃癌、手術不能胃癌に対して、抗癌

剤のテガフールとの併用で用いられる。また、

クレスチンは、術後の胃癌、結腸癌、直腸癌に

おける化学療法との併用、あるいは小細胞肺癌

に対する化学療法等との併用で用いられる。ま

た、末期息者への B・グルカンの投与が、免疫

活性を上げたという報告もある 8)。今回の実験

系では、黒酵母山来 f3-グルカン (lOOng/ml)

の明らかな効果は示されなかったが、条件を変

えて実験を続ける必要がある。

5. 結び

本研究では、膵癌細胞株SUIT-2とNK細胞

株 KHYG-1の共培養系をあらたに作製し、大

腸癌細胞株 DLD-1とKHYG-1の共培養系と比

較検討した。 E/T比は、 SUIT-2細胞の系が

DLD-1細胞の系より 10倍以上高く、 SUIT-2

細胞がDLD-1細胞に比べ、 NK細胞の殺偽カ

に抵抗性があることが示された。アポトーシス

関連物質の検討により、各共培養系におけるパ

ーフォリンの分泌はほぽ同等であったが、グラ

ンザイム Bの分泌がSUIT-2の共培養系におい

て明らかに低値であり、 NK抵抗性と関連して

いる可能性が示唆された。今回作製した実験系

は、いろいろな食品成分の NK細胞の効果に対

する影孵などの検討に有用と思われる。
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