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We previously reported that oral administration of NK-4, a criptocyanine dye, enhances interleukin (IL)-12-depend-
ent interferon (IFN)-g production by lipopolysaccharide (LPS)-stimulated mouse splenocytes. These ˆndings raised a
possibility that NK-4 potentiated IFN-g production by T cells, natural killer (NK) cells or natural killer T (NKT) cells in
response to IL-12 produced by macrophage and dendritic cells. To explore this possibility, we ˆrst analyzed percentages
of T, NK or NKT cells in splenocytes of mice that were administered NK-4 orally for three days. The percentage of NKT
cells in splenocytes from NK-4-treated mice was signiˆcantly (p＜0.05) increased compared to vehicle-treated mice.
When splenocytes were stimulated with a-galactosylceramide (a-GalCer), an NKT cell ligand, IFN-g production by
splenocytes from NK-4-treated mice tended to increase, while no diŠerence in the IL-4 production and proliferation were
observed between the vehicle- and NK-4-treated mice. When IFN-g/IL-4 ratios were calculated in individual mice, the
ratios were signiˆcantly (p＜0.05) elevated in NK-4-treated mice. Furthermore, IL-12 production by a-GalCer-stimulat-
ed splenocytes from NK-4-treated mice was also signiˆcantly (p＜0.05) increased. These results suggest that oral ad-
ministration of NK-4 increases the population of type I NKT cells with potent IFN-g-producing activities. Since IL-12
and IFN-g have been shown to play important roles in anti-tumor immunity as well as in the defence against bacterial in-
fection, our results further imply that NK-4 may provide a potential therapeutic tool in cancer immunotherapy.
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(IL)-12

緒 言

染料は古くからその染色性により，生物学や医学

の分野においても，バクテリアや組織の観察を主な

目的として研究が重ねられてきた．こうした中で，

Domagk によりアゾ色素の一種である赤色プロント

ジルに，連鎖球菌による感染症に対する高い治療効

果があることが見い出された．プロントジルは世界

初のサルファ剤系合成抗菌薬として利用されるとと

もに，その後の微生物感染症に対する化学合成治療

薬の発展につながったといわれている．1)写真乳剤

用の染料として広く用いられてきた感光色素には，

抗菌作用2)を始め抗腫瘍作用，3)抗酸化作用，4)マク

ロファージ活性化作用5)などが報告されており，免

疫賦活剤として，アレルギー治療6,7)やリウマチ治

療8)にも用いられている．また，シアニン系感光色

素には，ヌードマウスに移植したヒト胃がん，ヒト

肺がん，マウス悪性黒色腫等に対し抗腫瘍作用があ

ること，9,10)肝がん治療や胃がん治療に行われるエ

タノールのがん巣内投与系において，エタノールに

シアニン系感光色素を加えることでがんの凝固壊死

を誘導すること，9,11)ラット虚血再灌流モデルにお

ける大脳への傷害を軽減する作用があること12)など

が報告されている．

Natural killer T (NKT）細胞は T 細胞と natural

killer (NK）細胞の両方の性質を併せ持つ第 4 のリ

ンパ球として 1990 年代に分画された．NKT 細胞は

数が非常に少なく，ヒト末梢血においては単核球の

0.1％程度といわれているが，種を超えて保存されて

いることから，極めて重要な機能を持つと考えられ

ている．Helper T (Th）細胞が T cell receptor (TCR)
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Fig. 1. Chemical Structure of NK-4(4,4′-{3-[2(1-ethyl-4-(1-
H ) quinolylidene ) ethylidene ] } propenylene [ bis ( 1-ethyl-
quinoliniumiodide)])
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/CD3 複合体により抗原提示細胞の Major Histo-

compatibility Complex (MHC）クラス II 分子とと

もに提示された抗原ペプチドを認識するのとは対照

的に，NKT 細胞は Va14Vb8（ヒトでは Va24Vb11)

/CD3 複合体により抗原提示細胞の CD1d 分子に結

合したスフィンゴ糖脂質である a-galactosylcer-

amide(a-GalCer）を認識して活性化する．13)活性化

すると interferon ( IFN ) -g や interleukin ( IL ) -4,

IL-10 などのサイトカインを迅速に産生する14)こと

によって，感染免疫，移植免疫，自己免疫，アレル

ギーなどにおいて，免疫制御性リンパ球として重要

な機能を発揮するといわれている．NKT 細胞には

いくつかのサブセットが知られており，特に発現す

る TCRa 鎖の違いによって，上記の単一の a 鎖

（マウスでは Va14Ja18，ヒトでは Va24Ja18）を発

現し，主に腫瘍免疫を促進する type I と，多様な

TCR を有し腫瘍免疫を抑制する type II の 2 種類に

分けられる．Type I NKT 細胞は，未成熟な樹状細

胞の CD1d 分子によって提示された a-GalCer や内

因性の糖脂質との結合並びに，CD40/CD40 ligand

(L）相互作用によって活性化され，IFN-g を産生

する．この CD40-CD40L 相互作用と IFN-g によっ

て未成熟な樹状細胞は成熟化し，抗腫瘍活性を有す

る液性因子である IL-12 の産生を介して，さらに

type I NKT 細胞からの IFN-g 産生を増大させる．15)

この IL-12 や IFN-g が NK 細胞や CD8＋ T 細胞，

マクロファージを活性化し，腫瘍免疫作用を発揮す

る．また，toll-like receptor (TLR）リガンドがこ

れらサイトカイン産生を増強させるともいわれてい

る．

われわれはこれまでに，シアニン系感光色素であ

る NK-4(4,4′-{3-[2(1-ethyl-4-(1-H)quinolylidene)

ethylidene ] } propenylene [ bis ( 1-ethyl quinolinium

iodide)]）を経口投与したマウスの脾臓細胞を

lipopolysaccharide (LPS）で刺激すると，IL-12 産

生を介した IFN-g 産生が増強されることを報告し

た．16)このことから，NK-4 はマクロファージや樹

状細胞から産生される IL-12 に応答して IFN-g を

産生する T 細胞，NK 細胞及び NKT 細胞等の

IL-12 のターゲット細胞を活性化している可能性が

考えられた．そこでわれわれは，この可能性につい

て検討するため，最初に NK-4 を経口投与したマウ

ス脾臓細胞中の T, NK あるいは NKT 細胞の比率

について解析した．その結果，NK-4 の経口投与に

より NKT 細胞の割合が有意に増加している知見を

得た．こうした NK-4 の作用には，NKT 細胞の中

でも特に type I NKT 細胞が深く関与していると考

え，NKT 細胞リガンドである a-GalCer を用いてさ

らに NKT 細胞の活性化作用について検討した．

材 料 と 方 法

1. 標品 NK-4(4,4′-{3-[2(1-ethyl-4-(1-H )

quinolylidene)ethylidene]}propenylene[bis(1-ethyl

quinolinium iodide)], Fig. 1）は，株林原生物化学

研究所（Okayama, Japan）において合成したもの

を重炭酸ナトリウムにより 200 倍希釈（w/w）した

ものを用いた．以下標品濃度は NK-4 あたりの濃度

で表記した．

2. 動物及び試薬 C57BL/6N マウス（メス）

は日本チャールスリバー（Kanagawa, Japan）より

5 週齢で購入し 6 週齢で使用した．a-galactosylcer-

amide (a-GalCer; KRN7000, Funakoshi, Japan),

lipopolysaccharide (LPS, Difco, Detroit, MI, USA),

‰uorescein isothiocyanate (FITC）標識ハムスター

抗マウス T cell receptor b chain (TCRb）抗体

（PharMingen, CA, USA），ビオチン標識マウス抗

マウス NK1.1 抗体（PharMingen），FITC 標識ハ

ムスター抗マウス CD11c 抗体（Miltenyi Biotec,

Auburn, CA, USA), phycoerythrin (PE）標識スト

レプトアビジン（PharMingen），ラット抗マウス

CD16/CD32 抗体（Fc Block, PharMingen）は市

販品を購入した．

3. NK-4 の投与 動物実験においては，株林
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Fig. 2. EŠect of NK-4 on the IFN-g Production by LPS-
stimulated Splenocytes

Splenocytes obtained from vehicle- or NK-4-administered mice were
stimulated with LPS at 5 mg/ml for 72 h. Culture supernatants were collected
and IFN-g levels were determined by speciˆc sandwich ELISA. The data
show the result of one representative experiment of two similar experiments.
A statistically signiˆcant diŠerence (p＜0.05) in the IFN-g levels between ve-
hicle- and NK-4-administered groups was observed.
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原生物化学研究所動物実験指針に従い実施した．

NK-4 は生理食塩水により 100 mg/ml あるいは 300

mg/ml に溶解し，マウスの体重に対し 1 mg/kg あ

るいは 3 mg/kg を胃ゾンデで強制的に投与した．1

日 1 回，3 日間連続投与した翌日に脾臓を摘出し，

脾細胞の浮遊液を調製した．コントロール群とし

て，同濃度に調製した重炭酸ナトリウム溶液を投与

した．

4. サイトカイン産生試験 NK-4 を投与した

各マウスから脾臓を摘出し，細胞浮遊液を調製し

た．脾細胞は氷冷下，トリス塩化アンモニウム

（ACT）溶液（pH 7.6）で 5 分間処理し，赤血球を

溶血させた後，10％ fetal bovine serum (FBS）及び

10 mM HEPES を含む PRMI-1640 培地で洗浄し

た．同培地により適宜種々の濃度に懸濁し，試験に

用いた．

脾細胞は 5×106 個/ml あたり 5 mg/ml LPS ある

いは 100 ng/ml a-GalCer 刺激下，37°C, 5％ CO2 環

境下で培養した．

LPS 刺激による試験は，われわれの以前の報告

における方法16)に従い，刺激時間を 72 時間とし

た．また，a-GalCer 刺激した脾細胞からの IFN-g

並びに IL-4 産生は，刺激後 48 時間で最大となる

が，それに先立って，18 時間から 24 時間後に

IL-12 産生が最大になる17)といわれている．したが

って，培養開始から 18 時間後，48 時間後，あるい

は 72 時間後に上清を回収し，上清中の各種サイト

カイン量を，特異的サンドウィッチ enzyme linked

immunosorbent assay (ELISA）により測定した．

培養上清回収後の細胞については，alamarBlue

(TREK DIAGONOSTIC SYSTEMS, Cleave Land,

OH, USA）を添加した培地により一定時間培養し，

上清の蛍光強度を測定し，細胞の増殖に与える影響

を確認した．

5. フローサイトメーターによる NKT 細胞及

び，樹状細胞の解析 脾細胞はラット抗マウス

CD16/CD32 抗体を反応させた後，NKT 細胞の解

析については FITC 標識抗 TCRb 抗体及びビオチ

ン標識抗 NK1.1 抗体と反応させ，さらに PE 標識

ストレプトアビジンを反応させた．樹状細胞の解析

については，FITC 標識抗 CD11c 抗体を反応させ

た．反応は氷冷下で行い，各反応の終了毎に脾細胞

を 0.5％ BSA を含む PBS で 2 回洗浄した．染色後

の脾細胞は EPICS XL system II フローサイトメー

ター（Beckman Coulter Electronics Inc., Hialeah,

FL, USA）により分析した．

6. 有意差検定 データは平均値±S.D. で示

し，2 群間の平均値の比較は t 検定により Vehicle

群に対する有意差を検定した．3 群間の平均値の比

較は，一元配置分散分析を行い，有意差が認められ

た場合に Turkey 検定による多重比較を行った．い

ずれも p＜0.05 を有意差ありとした．

結 果

1. LPS 刺激 C57BL/6N マウス脾細胞の IFN-g

産生に対する NK-4 の作用 C57BL/6N マウスを

使用するにあたって，BALB/c マウスを使用した前

報16)と同様に NK-4 を経口投与したマウスの脾臓細

胞を LPS で刺激することで，IFN-g 産生の亢進作

用が認められるか否かの確認を行った．C57BL/6N

マウスに対して，NK-4 を 1 mg/kg あるいは 3 mg/

kg で 3 日間経口投与し，翌日脾細胞を調製した．5

mg/ml LPS 存在下で 72 時間培養し，上清中の

IFN-g 量を ELISA により測定した．Figure 2 には

NK-4 1 mg/kg 投与群と vehicle 投与群との比較を

示したが，vehicle 群と比較して，NK-4 投与群で有
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Fig. 3. Oral Administration of NK-4 Increases the Population of NK1.1＋TCRb＋ Cells in Splenocytes
NK-4 was administered orally at 1 mg/kg into C57BL/6N mice (n＝6) daily for 3 days. Splenocytes were analyzed by ‰ow cytometry. The data shows the result

of one representative experiment of four similar experiments. A statistically signiˆcant diŠerence (p＜0.05) in the mean NK1.1＋TCRb＋ cell percentage between ve-
hicle- and NK-4-administered groups was observed.
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意（p＜0.05）に IFN-g 産生量が亢進していた．1

mg/kg 投与群と 3 mg/kg 投与群の間では有意な差

は認められなかったため，以下の実験は 1 mg/kg

で実施した．

2. マウス脾細胞中の NKT 細胞の割合に対する

NK-4 の作用 C57BL/6N マウスに対して NK-4

を 3 日間経口投与し，翌日脾細胞中の NKT 細胞，

NK 細胞及び T 細胞の割合を，抗 NK1.1 抗体及び

抗 TCRb 抗体を用いて解析した．Vehicle 群では脾

臓における NK1.1＋TCRb＋ 細胞（NKT 細胞）の割

合が 2.97±0.26％であったのに対し，NK-4 投与群

では 3.37±0.29％と有意に上昇していた（p＜0.05,

Fig. 3）．一方，NK1.1＋TCRb－ 細胞（NK 細胞）及

び NK1.1－TCRb＋ 細胞（T 細胞）に有意な変化は

みられなかった．

3. a-GalCer 刺激脾細胞の Th1/Th2 サイトカイ

ン産生に対する NK-4 の作用 マウスより調製し

た脾細胞を 100 ng/ml a-GalCer 存在下で 48 時間培

養し，上清中の IFN-g 並びに IL-4 を ELISA によ

り測定した．その結果，NK-4 投与群で IFN-g の産

生が促進される傾向［p＝0.182, Fig. 4(B)］にあっ

た．このとき，IL-4 産生には差はみられなかった

［Fig. 4(C)］．各個体において，IFN-g 産生量と

IL-4 産生量の比率（IFN-g/IL-4 比）を算出した結

果，NK-4 投与群においては有意（ p＜0.01）に

IFN-g/IL-4 比が高く，NK-4 の経口投与により，a-

GalCer の刺激で IL-4 よりも IFN-g 産生能の高い

NKT 細胞が増加していることが示唆された［Fig. 4

(D)］．なお，脾細胞の増殖に差はみられなかった

［Fig. 4(A)］．

4. a-GalCer 刺激脾細胞の IL-12 産生に対する

NK-4 の作用 NKT 細胞からの IFN-g 産生に先

立って，NKT に a-GalCer を提示する樹状細胞から

の IL-12 産生が起こるといわれている．今回，

NK-4 投与マウス脾細胞を a-GalCer 刺激すること

により，IFN-g 産生のみが増加する傾向にあったこ

とから，IL-12 の関与が考えられた．そこで，a-

GalCer 刺激条件下で，培養開始から 18 時間後にお

ける上清中の IL-12 量を測定した結果，NK-4 投与

群で有意（ p＜0.05）に IL-12 産生量が高かった

（Fig. 5）．
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Fig. 4. EŠect of NK-4 on the Proliferation and Cytokine Production by a-GalCer-stimulated Splenocytes
Splenocytes obtained from vehicle- or NK-4-administered mice were stimulated with a-GalCer at 100 ng/ml for 48 h. Culture supernatants were collected and

IFN-g and IL-4 levels were determined by speciˆc sandwich ELISAs. IFN-g/IL-4 ratios were calculated individually. Cell proliferation was assessed by adding
alamarBlueto the culture for 1 h at 37°C and cultured supernatant were determined by ‰uorescence microplate reader. The data show the result of one representa-
tive experiment of four similar experiments. A statistically signiˆcant diŠerence (p＜0.01) in the mean IFN-g/IL-4 ratio between vehicle- and NK-4-administered
groups was observed.

Fig. 5. EŠect of NK-4 on the IL-12 Production by a-GalCer-
stimulated Splenocytes

Splenocytes obtained from vehicle- or NK-4-administered mice were
stimulated with a-GalCer for 18 h. Culture supernatants were collected and
IL-12 levels were determined by speciˆc sandwich ELISA. The data show the
result of one representative experiment of three similar experiments. A
statistically signiˆcant diŠerence (p＜0.05) in the IL-12 levels between vehi-
cle- and NK-4-administered groups was observed.
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考 察

われわれはこれまでに，NK-4 を 1 mg/kg で 3 日

間経口投与した BALB/c マウス脾臓細胞を LPS で

刺激することにより，IFN-g 産生を有意に促進する

ことを報告している．16)同時に，この作用は刺激時

に抗 IL-12 抗体を添加することで抑制されることを

確認している．これらのことから，NK-4 には抗原

提示細胞であるマクロファージや樹状細胞からの

IL-12 産生を増強させ，この IL-12 によって活性化

される T 細胞，NK 細胞及び NKT 細胞の機能を増

強する作用を有する可能性が考えられた．そこで今

回，まず NK-4 によるこれらの細胞群の脾臓細胞中

の割合について解析した．

NKT 細胞の識別にしばしば用いられる代表的な

マーカーは NK1.1 抗原であり，NKT 細胞の機能解

析を目的とする広範囲の実験において，NK1.1 抗

原を発現する C57BL/6 マウスが用いられている．

以前の試験16)で用いた BALB/c マウスは，NK1.1

抗原を発現していない．18)また，BALB/c マウスに

おける NKT 細胞のマーカーとしては Ly49 ファミ

リーなどが知られているが，発現量が低く，解析が

困難であったため，C57BL/6N マウスにおける

NK1.1 抗原による検討を行うことにした．C57BL/
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6N マウスを用いるにあたって，NK-4 の経口投与

により，LPS 刺激下で脾細胞からの IFN-g 産生が

亢進されることの確認を行った結果，C57BL/6N

マウスでも BALB/c マウスと同様の作用が認めら

れた．

NKT 細胞の各臓器における割合は肝臓で 30％，

脾臓で 2％，胸腺で 1％未満といわれており，19)特

に肝臓での発現が高い．しかしながら，免疫系の評

価に用いる臓器としては，われわれの以前の報告16)

と同様に免疫担当細胞を多く含む脾臓が適している

と考え，まず NK-4 を経口投与した C57BL/6N マ

ウス脾臓における，NKT 細胞のポピュレーション

をフローサイトメーターにより解析した．今回のわ

れわれの解析では Vehicle 群マウスの脾細胞におけ

る NK1.1＋TCRb＋ NKT 細胞の割合は 2.97±0.26％

であったのに対し，NK-4 投与群マウスでは 3.37±

0.29％と有意（p＜0.05）に増加することが確認さ

れた（Fig. 3）．このとき，NK1.1＋TCRb－ NK 細胞

や NK1.1－TCRb＋ T 細胞には有意な変化は認めら

れなかったことから，NK-4 には自然免疫と獲得免

疫の両免疫系に重要な役割を果たすといわれる

NKT 細胞を増加させる作用があると考えられる．

次に，NK-4 投与により有意に増加した NKT 細

胞が実際に活性化されているか否かを確認するため，

NKT 細胞を特異的に刺激する a-GalCer 存在下で

48 時間マウス脾細胞を培養し，培養上清中のサイ

トカイン量を測定した．その結果，NK-4 投与マウ

スの脾細胞においては，IFN-g 産生を亢進する傾向

が認められた［Fig. 4(B)］一方で，IL-4 の産生量

には差が認められなかった［Fig. 4(C)］．両群で a-

GalCer 刺激による細胞増殖に差がみられなかった

［Fig. 4(A)］ことから，IFN-g 産生の亢進は単に

NKT 細胞の数が増加したことによるものではなく，

NKT 細胞の活性化による可能性が示唆された．

NKT 細胞にはいくつかのサブセットが知られてお

り，発現する TCRa 鎖の種類によって Va14Ja18

（ヒトでは Va24）を発現する type I と，多様な

TCRa 鎖を発現する type II の 2 種類に分けられ

る．このうち，type I NKT 細胞が発現する TCR と

CD1d は a-GalCer と強い親和性を有し，IL-4 産生

とともに IFN-g 産生を誘導するといわれている．20)

本研究において，NK-4 を経口投与したマウス脾細

胞を a-GalCer 刺激すると，IL-4 よりも IFN-g 産生

能の高い NKT 細胞の比率が上昇することがわかっ

た．腫瘍免疫における NKT 細胞の機能に関しては，

type I NKT 細胞は IFN-g 産生を通じて NK 細胞や

CD8＋ T 細胞の腫瘍免疫を活性化し，これらエフェ

クター細胞からのパーフォリンや nitric oxide

(NO), Fas ligand (FasL）の産生により抗腫瘍作用

を示すと考えられている．21)これらの報告と今回の

われわれの結果を併せて考慮すると，NK-4 は type

I NKT 細胞だけでなく，IFN-g 産生を介して抗腫

瘍エフェクター細胞をも活性化することにより，腫

瘍免疫増強作用を示す可能性が示唆された．

Type I NKT 細胞は，未成熟な樹状細胞が提示す

る抗原を認識し，なおかつ CD40/CD40L 間の相互

作用により IFN-g を産生する17)が，これによって

樹状細胞が成熟化し，IL-12 の産生が亢進されると

ともに NKT 細胞の IL-12 receptor (IL-12R）発現

を上昇させる．15) IL-12 はさらに NKT 細胞を活性

化し，IFN-g の産生を亢進することから，IL-12 産

生は IFN-g 産生に必須と考えられている．17)今回，

脾細胞の a-GalCer 刺激条件下での培養 18 時間後

における IL-12 産生量が，NK-4 投与群で有意に上

昇していたことから，NK-4 投与群における a-Gal-

Cer 刺激による IFN-g 産生亢進は，活性化 NKT 細

胞との相互作用により成熟化した樹状細胞からの

IL-12 産生亢進によるものと考えられる．データに

は示さないが，NK-4 投与した C57BL/6N マウスに

おいても，脾臓における樹状細胞の存在は確認され

た．樹状細胞が成熟化していることの確認及び，亢

進された IL-12 を産生している細胞の特定は，今後

の検討項目であると考えている．

がん細胞に対するキラー活性の発揮には NKT 細

胞の誘導のみでは不十分で，IL-12 によって誘導さ

れる Th1 タイプサイトカインである IFN-g が免疫

反応を助長するアジュバントとして必要である15,22)

一方， type I NKT 細胞から産生される IL-4 や

IL-5, IL-10 といった Th2 サイトカインは腫瘍免疫

に抑制的に働く．23) a-GalCer 刺激した脾細胞からの

IFN-g 及び IL-4 産生量について，個体毎に IFN-g

産生量に対する IL-4 産生量の比率（IFN-g/IL-4 比）

を算出したところ，NK-4 投与群において，IFN-g/

IL-4 比が有意に上昇していた［Fig. 4(D)］．IFN-g

産生量には有意な差はみられなかったものの，

IFN-g/IL-4 比においては両群とも標準偏差値が小
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さく，低い危険率での有意差が認められたことは，

個体毎に評価すると，NK-4 投与群では IL-4 産生能

には変化がない一方で IFN-g 産生能が高まってい

ることのあらわれであると考えられた．これらの結

果からさらに，NK-4 は type I NKT 細胞を活性化

し，樹状細胞の成熟化を促すことで IL-12 産生を亢

進させ，さらに type I NKT 細胞からの IFN-g 産生

を増強させる一方で，腫瘍免疫系に抑制的に働く

IL-4 の産生には影響を与えないことにより，腫瘍

免疫系を増強させる可能性が示された．今後は，実

際にモデル動物を用いた NK-4 による抗腫瘍作用の

確認試験を実施したいと考えている．

a-GalCer はマウスモデルにおいて，抗腫瘍効果

が確認されており，24) a-GalCer の単回投与で NKT

細胞を介した Th1 タイプの免疫反応を引き起こ

す25)ことから，NKT 細胞を活性化するために有効

であると考えられる．しかし，a-GalCer の頻回投

与ではむしろ免疫抑制的に働くといわれており，26)

IL-12 の作用を増強させることのできる NK-4 は，

a-GalCer に代わる NKT 細胞活性化のための有効な

薬剤として期待できると思われる．臨床において，

がん患者の末梢血中の type I NKT 細胞の数が減少

しており，27,28) NKT 細胞の数と予後が相関する29)と

いわれている．また，一部のがん患者においては

type I NKT 細胞の活性化が不十分なため，IFN-g

産生能が低下し，IFN-g/IL-4 比の低下がみられ

る30)ことからも，NK-4 は，がん患者の腫瘍免疫系

の増強に有効な薬剤となる可能性も考えられる．
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