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研究成果の概要（和文）：担癌患者3名より切除腫瘍をCTOS法を用いてcell line化した．またこれら3名より
PBMCを用いてiPS細胞を誘導し，DCへと分化誘導した．CTOSより得たmRNAをivt transcriptionを用いてiPSDCへ
遺伝子導入し，iPSDCs-ivtRNAを作製した．これらを用いて得られたin vitro CTLはCTOSに対して特異的な殺腫
瘍効果を認め，さらにCTOSに発現しているneoantigenに対してimmuno responseを示した．今後，neoantigenを
targetとしたiPSDCワクチン療法の開発が期待される．

研究成果の概要（英文）：Dendritic cells (DCs) are the most potent antigen-presenting cells. Our 
previous studies suggested the significant efficacy of induced pluripotent stem cells (iPSCs) in 
generating DCs for cancer vaccine therapy. In clinical application of DC vaccine therapy, however, 
few DC vaccine systems have shown strong clinical response. To enhance immunogenicity in the DC 
vaccine, we here transfected patient-derived iPSCs with in vitro transcriptional RNA (ivtRNA), which
 was obtained from tumors of three colorectal cancer patients, and investigated the antitumor effect
 of iPSDCs-ivtRNA. Our results revealed that cytotoxic T lymphocytes (CTLs) activated by 
iPSDCs-ivtRNA exhibited cytotoxic activity against the tumor spheroids. Moreover, CTLs induced by 
iPSDCs- ivtRNA recognized neoantigen. Ultimately, our findings revealed that iPSDCs-ivtRNA paves the
 way for a promising personalized DC vaccine therapy.

研究分野：消化器外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在，腫瘍の免疫監視機構の回避をブロックするimmuno check point inhibitorを用いた治療は多くの癌腫でブ
レークスルーとなっているが，腫瘍特異的な免疫応答を賦活化するアクセル作用のワクチン研究は停滞してい
る．本研究では患者さんのiPS細胞より樹状細胞を分化誘導し，それに腫瘍mRNAを導入することで，強力なワク
チン効果を発揮する可能性が示唆された．さらに腫瘍根絶に対して必要不可欠なネオアンチゲンに対しても免疫
応答が確認された．今後がん免疫治療に関して，ブレーキの除去とアクセル作用のバランスが必要であり，本研
究は複合免疫治療の構築に関して，大きく期待される．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
樹状細胞 dendritic cells（DCs）は，T細胞への最も効果的な抗原提示能力をもった免
疫細胞である．これまで私達は，多くの DCsワクチン療法に関する研究を行ってきた．し
かしながら，臨床的に用いる場合，担癌患者から誘導した DCsは成熟能，抗原提示能が低
いとされる．私達は，iPS細胞（iPSCs）が癌細胞免疫療法に用いる DCsを作製する材料
として有用ではないかと考え，これまで精力的に研究を行ってきた．マウスモデル，健常
人モデルにおいて，iPS-DCsは骨髄由来の naïveな DCsと比較して，成熟能，遊走能，
抗原低能すべてにおいて同等であることを立証してきた．現在 DCs腫瘍免疫において通常
の腫瘍抗原(TAA)に対する細胞傷害性 Tリンパ球 (CTL) 誘導はその殺腫瘍効果は弱く，
さらなる腫瘍免疫が必要であると考える．本研究では，担癌患者を用いて，腫瘍のホール
のmRNAを DCsに導入することでmultipleな CTLの誘導を試みた．さらに，この CTL
が腫瘍の neoantigenを認識するか否かを検討した． 
 
２．研究の目的 
これまでの第二外科の基礎研究結果から，iPSDCsはnaïve DCと同等な成熟能，所属リ
ンパ節遊走能，抗原提示能を有する可能性が示唆された．これらはマウス，健常人を用い
ての結果であり，担癌患者のnaïve DCが健常人由来DCよりもfunctionが極端に劣ってい
ることを考えると，iPSDCsはnaïve DCよりも劣るとも勝る可能性があり，新規ワクチン
ツールとして大きく期待できる．しかし，単一のTAA刺激で得られるCTL誘導能には限界
があり，DCsワクチンにおける限界を打破できない．そこで本研究は担癌患者を用いて，
自己腫瘍細胞(CTOS)を用いて，このCTOS由来mRNAをiPSDCsに誘導することで，強力
なCTLを誘導，さらにneoantigenに対するCTL responseを確認することを目的とした． 
本研究では下記の作業仮設のもと，iPS-DCワクチン療法の臨床応用を見据えた癌免疫戦
略を構築する． 
【作業仮説】腫瘍mRNAを恒常的に発現する iPS細胞を樹状細胞 (DC) へと分化誘導す
る (iPSDCs-CTOSivtRNA)．iPSDCs-CTOSivtRNA刺激で誘導された in vitro CTL (細胞
傷害性 Tリンパ球) は自己 Cancer Tissue-Originated Spheroid (CTOS) 法にて得られた
cell lineに対して，腫瘍特異的な細胞傷害活性を発揮する．またこの CTLは CTOSにお
ける neoantigenを認識する．上記作業仮説を立証するべく，消化器固形癌患者を対象に
研究を行った．(UMIN000021105) 
 
３．研究の方法 
プロジェクト I. 短期間で安定して抗原提示能の高い iPS-DCを誘導  
癌患者の末梢血単核球(PBMC)から iPS-DCを誘導するまで、現行の CiRA protocol(SeV-

Cytotune-iPS)では最短でも 60日間を要する．最短での導入法を開発する．PBMCから iPS 
colonyを得るまで(Step 1)の短縮が本法では可能である．最短で 10日間で iPS細胞樹立が
可能である．具体的にはエピソーマルベクターpCXLE-hOCT3/4-shp53-F, pCXLE-hSK, 
pCXLE-hUL(Addgene)を混合する．ゲノム挿入がないため高効率での iPS樹立が可能であ
る．導入したエピソーマルベクターは iPS細胞の継代によりやがて失われていく．しかし、
低頻度であるがゲノム内に挿入されていることがあり，そのためゲノム PCRによりゲノム
挿入が無いことを検証する必要があり，以下のプライマーによりゲノム挿入が消失してい
ることを PCRで確認する．プライマー; pEP4-SF1; TTC CAC GAG GGT AGT GAA CC、
EP4-SR1;TCG GGG GTG TTA GAG ACA AC． 
  また従来の方法では iPS から DC への分化誘導は 28 日間を要する．そこで、step 1 で

VEGF, SCF, bFGF，step 2・3では IL-3, FL3, GM-CSF, M-CSFを添加，step 4では GM-
CSF, M-CSFにさらに IL-4を加え、最終的に TNF-a, LPSを添加することで DCを成熟化
させる new 5 step methodsを採用した．この結果 DCへの分化誘導時間が 14日間に短縮
される．したがって、担癌患者由来 PBMC から iPS由来樹状細胞 (iPS-DC)への分化誘導
は最短で 24日間で可能となる． 
プロジェクト II． 消化器固形癌患者と健常人の iPSDCsの APCとしての機能の評価 
１．成熟能の比較検討 
 iPSDCsの成熟能を比較検討するためにそれぞれの未成熟、成熟 DCsにて表面マーカー
の発現（CD11c，CD80，CD83，CD86，CD40，HLA-ABC，HLA-DR）を flow 
cytometryにて比較検討した． 
２．サイトカイン分泌能の比較検討 
 iPSDCs のサイトカイン分泌能を比較検討するためそれぞれの未成熟，成熟 DCs にてサ
イトカインの分泌（IFN-γ，IL-12p70）を ELISA法にて比較検討した． 
３．遊走能の比較検討 
 8.0μm pore transwell plate（Corning）の lower chamber に 100ng/ml macrophage 
inflammatory protein (MIP)-3βを添加した AIM-V mediumを１ml加えた．未成熟，成熟
ヒト iPSDCs を 1.5x106 cells/ml の細胞濃度で AIM-V medium に suspend し，0.1ml を
upper chamberに添加した．37°C, 5% CO2で 2時間インキュベートし，lower chamber内



に遊走してきた DCsをセルカウントし，それぞれ比較検討した．さらに，flow cytometry
を用いて CCR7の発現をそれぞれ検討した． 
プロジェクト III． Cancer tissue-originated spheroid (CTOS) 法を用いた切除標本由来の
cell line作成の検討 

3 名の消化器固形癌患者の癌組織を採取し，組織から CTOS を作成して，それを拡大培
養し，細胞障害活性の検討における target として使用した．癌組織を細断，酵素処理を行
うことで，CTOS法を行った．また CTOS回収後の濾過液いわゆる flow throughには多量
の癌細胞が含まれているため，TAA発現の確認のため，これを用いて全症例で FACSの解
析を行った． 

CTOSが得られると，その後安定するまで 14日間ほど浮遊培養を行った．この時点では
増殖しないため，3次元培養に移行すると，colony が増大し，増殖が始まり，14 日間程度
培養を行った後，再度，細断し，細胞塊が再度 sphere 状になるまで 10 日間，浮遊培養を
行った．これを 3ヶ月ほど繰り返すことで検討に必要な量の CTOSを得ることが可能であ
った． 
プロジェクト IV． iPSDCs-CTOSivtRNAによる in vitroにおける細胞傷害活性誘導能の
検討 
 回収した未成熟ヒト iPSDCsと iPSDCs-CTOSivtRNAを stimulatorとし， responder
を自己の PBMCsとし，20:1の割合で 1週毎に 3回刺激した．得られた細胞から auto 
MACS Pro にて CD8(+) CTLs を抽出した．ターゲット細胞として，CTOS cell lineを用
い，51Cr-release assayにて特異的細胞傷害活性を解析した．  
プロジェクト V． iPSDCs-CTOSivtRNAによる in vitroにおける CTLの neoantigenに
対する responseの検討 
担癌患者の CTOS細胞より whole genome sequenceを行い，candidate neoantigenを選
定する．選定した neoantigenに対する iPSDCS-CTOSivtRNAで得られた in vitro CTL
の responseを ELISPOT assayで確認する． 
 
４．研究成果 
プロジェクト I． 消化器固形癌患者由来 iPSDCsの分化誘導 

3名の消化器固形癌患者の PBMCからいずれも iPS細胞の樹立が可能であり，分化開始
後 23日目で成熟したヒト iPSDCsが分化誘導された．第 1ステップでは，平坦で粗なコ
ロニーとなり，第 2ステップでは血管内皮様の紡錘
形の細胞集塊を形成した．第 3ステップの後半にな
ると，ドーム状の CD45陽性細胞からなる細胞集塊
を認め，第 4ステップでは単球様の小円形の浮遊細
胞を多数認めた．これらのほとんどは CD14陽性細
胞であった．第 5ステップでは，樹状突起を持つ淡
明な細胞が現れ，maturationによりその数も多くな
った．形態を健常人由来 iPSDCsと比較すると樹状
突起の数や長さ，細胞サイズは類似するものであった 
(図 1)． 
 
プロジェクト II． 消化器固形癌患者と健常人の iPSDCsの APCとしての機能の評価 
１．成熟能の比較検討 
消化器固形癌患者および健常人由来の iPSDCsは同様にmaturation cocktailにて成熟
し，表面マーカーである CD11c, CD80, CD83, CD86, CD40, HLA-ABC, HLA-DRの同程
度の発現を認めた.   
２．サイトカイン分泌能の比較検討 
消化器固形癌および健常人由来の iPSDCsは，いずれも，未成熟な DCsでは，ほとん
ど IFN-γや IL-12p70の産生を認めなかったが，成熟した DCsでは，IFN-γ, IL-12p70は
共に高い産生を認めた（P <0.01）. また，その程度は消化器固形癌患者 健常人で同等で
あった． 
３．遊走能の比較検討 

In vitroでの遊走能の評価では，消化器固形癌および健常
人由来の iPSDCsはいずれも未成熟な DCsではほとんど遊
走を認めなかったが，成熟した DCsでは高い遊走能を認め
た（P <0.01）．また，その程度は，消化器固形癌および健常
人で同等であった. さらに，CCR7の発現を flow cytometry
で評価したところ，消化器固形癌および健常人由来の
iPSDCsはいずれも未成熟な DCsでは CCR7の発現は認め
なかったが, 成熟した DCsでは同等の発現を認めた． 

 
プロジェクト III．  Cancer tissue-originated spheroid 
(CTOS) 法を用いた切除標本由来の cell line作成の検討 



Passage，継代まで行い，安定した
CTOSを得られたのは 13例中 6例で，い
ずれも大腸癌であった(図 2)．この成功率
については既存の報告と同程度であり，手
技的には安定していると考えた．また 3例
中，1 例の CTOS 中 CEA が陽性であっ
た． 

 
プロジェクト IV． iPSDCs-ivtRNAによ
る in vitro における細胞傷害活性誘導能
の検討 
  3名の大腸癌患者から iPSDCs-ivtRNA
を作成した．iPSDCs-ivtRNAでの刺激
により誘導された in vitro CTLsは自己の CTOS cell lineに対し，細胞傷害活性を認めた 
(図 3)．1例の CEA遺伝子導入ヒト iPSDCsでの刺激により誘導された in vitro CTLsは
自己の CTOS cell lineに対し，細胞傷害活性を認めた (図 3)． 
 
プロジェクト V． iPSDCs-CTOSivtRNAによる in vitroにおける CTLの neoantigenに
対する responseの検討 
担癌患者の CTOS細胞より whole genome sequenceを行い，12 candidate neoantigenを
選定した．選定した 12 neoantigenに対する iPSDCS-CTOSivtRNAで得られた in vitro 
CTLの responseを ELISPOT assayで確認したところ，No. 9とNo. 12の neoantigen
に対して spot陽性であった (図 4)． 
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