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研究成果の概要（和文）： 免疫系を制御する制御性T細胞を人工多能性幹細胞(iPS細胞)から分化誘導し、喘息
の新規治療法を追求する。独自の手法でヒト単球由来iPS細胞の作製とリプログラミング時の細胞viabilityにつ
いて数回再現実験に成功した。今まで単球から市販化iPS細胞ベクターを用いてiPS細胞を作製成功例は無いた
め、そのiPS細胞の証明を行った。さらに単球由来iPS細胞からも複数回分化誘導実験を行い単球および樹状細胞
へ分化誘導する事に成功した。分化誘導した樹状細胞は、異なる複数の抗原曝露により樹状細胞の抗原提示能の
指標のHLAClass2:HLA-DRの発現増加を確認しiPS細胞の証明の成果を論文発表した。

研究成果の概要（英文）： We seek to develop a novel therapeutic method for asthma by inducing 
differentiation of regulatory T cells that control the immune system from induced pluripotent stem 
cells (iPS cells).
 We have succeeded in reproducing human monocyte-derived iPS cells and the cell viability during 
reprogramming several times by our original method. Since there have been no reports of successful 
production of iPS cells from monocytes using commercially available iPS cell vectors so far, we have
 been proved as iPS cells. Furthermore, we performed multiple differentiation experiments from 
monocyte-derived iPS cells and succeeded in inducing differentiation into monocytes and dendritic 
cells. Differentiation-induced dendritic cells were confirmed to have increased expression of HLA 
Class 2 HLA-DR, which is an index of dendritic cell antigen-presenting ability, by exposure to 
different antigens.We summarized the results of proof as iPS cells and presented the paper (Cell 
Reprogram 20(6), 347-355, 2018.).
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 現在の治療薬では喘息の病態コントロールが難しい難治性喘息患者が未だに多数存在する。近年、様々領域で
iPS細胞を用いた研究が行われている。ただ、気管支喘息に関しては遅れをとっている。我々はヒトの単球を用
いた新しいiPS細胞研究を行った。
我々は独自の手法で作出することに成功したヒト単球由来iPS細胞の作製実験とリプログラミング時の細胞
viabilityについて数回再現実験に成功した。これまでに単球から市販されているiPS細胞作製ベクターを用いて
iPS細胞を作製することに成功した報告例は無かったため、iPS細胞の作製およびiPS細胞としての証明に関する
成果をまとめた。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１． 研究開始当初の背景 
 気管支喘息は年々死亡率が低下傾向であり、新規喘息薬も開発されているが、現在の治療薬で
は喘息の症状コントロールが難しい難治性喘息患者が未だに多数存在する。 
本研究では喘息を誘発する特異的抗原に反応する免疫系細胞を制御する制御性 T 細胞

(regulatory T Cell：Treg)を人工多能性幹細胞（induced Pluripotent Stem Cell：iPS細胞）か
ら分化誘導し、その細胞を用いた喘息の基本的病態を根本的に制御する新規治療法の可能性を
追求するものである。 
まず平成 29年度の実績として、我々が独自の手法で作出することに成功したヒト単球由来 iPS
細胞の再現実験とリプログラミング時の細胞 viability についての検証を行った。我々の考案し
た培養方法であれば、高生存率を維持したまま細胞周期を保持させることができ、これが単球由
来 iPS細胞の作出に必要な培養条件であることを確認した。 
次に単球由来 iPS 細胞から分化誘導実験を行ったところ、単球への分化誘導は複数回にわたり
再現することができた。単球から樹状細胞への分化誘導にも成功しており、細胞の抗原提示能の
指標となる HLA Class2の HLA-DRの発現を確認した。この HLA-DRの発現に関する再現性
実験は成功しているが、樹状細胞に一部で形態的、かつ CD14 のマクロファージ様細胞が混在
している状況である。今後、より高率的かつ特異的に樹状細胞への分化誘導を検証していく予定
である。 
他方、免疫制御系の細胞である Treg に未熟リンパ球からの誘導作用がある IL-35 について、
実臨床の喘息患者血清中の IL-35を測定するため、サンプルの収集を行っている。予定検体数を
確保しつつあるため、随時測定して、喘息病態と血清 IL-35濃度についての検証を行っていく。 
 

 
２．研究の目的 
これまでの我々の研究において、独自の方法で市販の iPS ベクターを用いて末梢血単球から

iPS細胞を作製することに成功し、論文報告した（Cell Reprogram20(6), 347-355, 2018）。2019
年度の研究成果として、この新しい手法で作成した単球由来 iPS 細胞を用いて、免疫の司令塔
であり、免疫をアクセル的に駆動させる樹状細胞やリンパ球への分化誘導およびアレルギーの
細胞療法としての可能性を見出す、免疫のブレーキ的な役割をはたす免疫制御性細胞への検討
を試みた。単球由来 iPS細胞からマトリゲル上で分化誘導することで、単球（エステラーゼ染色
陽性、貪食能あり、CD45＋、CD14＋、CXCR1＋）、樹状細胞様細胞（CD209＋、CD83＋）に
分化した。 
一方、フィーダー細胞を用いずに比較的短期間でリンパ球（CD4＋）に分化誘導する新たな分
化誘導法の確立がさらに望まれるためこれも含めて研究することとした。 
 
３．研究の方法 
まず平成29年度の実績として、我々が独自の手法で作出することに成功したヒト単球由来iPS
細胞の再現実験とリプログラミング時の細胞 viability についての検証を行った。我々の考案
した培養方法であれば、高生存率を維持したまま細胞周期を保持させることができ、これが単球
由来 iPS 細胞の作出に必要な培養条件であることを確認した。 
次に単球由来 iPS 細胞から分化誘導実験を行ったところ、単球への分化誘導は複数回にわたり
再現することができた。単球から樹状細胞への分化誘導にも成功しており、細胞の抗原提示能の
指標となる HLA Class2 の HLA-DR の発現を確認した。この HLA-DR の発現に関する再現性実験は
成功しているが、樹状細胞に一部で形態的、かつ CD14 のマクロファージ様細胞が混在している
状況である。今後、より高率的かつ特異的に樹状細胞への分化誘導を検証していく予定である。 
他方、免疫制御系の細胞である Treg に未熟リンパ球からの誘導作用がある IL-35 について、実
臨床の喘息患者血清中の IL-35 を測定するため、サンプルの収集を行っている。予定検体数を確
保しつつあるため、さらに随時測定して、喘息病態と血清 IL-35 濃度についての検証を行ってい
く。 
 
４．研究成果 
本研究の主体の１つである単球からの iPS 細胞の作製、さらに単球由来 iPS 細胞からの単球
および樹状細胞への分化誘導について複数回再現実験に成功した。これまでに単球から市販さ
れている iPS 細胞作製ベクターを用いて iPS 細胞を作製することに成功した報告例は無かった
ため、iPS 細胞の作製および iPS 細胞としての証明に関する成果をまとめて、論文発表（Cell 
Reprogram 20(6), 347-355,2018.）した。 
  末梢血リンパ球を用いて、iPS 細胞を作出する内容は多数報告されている。しかし、末梢血 T
細胞は、胸腺から末梢血に流出した段階で、ナイーブ T細胞ではなく、特定の機能や抗原反応性
にのみ特化した T細胞（TCR 遺伝子が組み換え・再構成された細胞）となっていることから、末
梢血 T 細胞から iPS 細胞を作出して、その後さまざまな機能な抗原に反応性を獲得する前段階
のナイーブ T細胞を作製することは非常に難しい。 
これまでの我々の研究において、独自の方法で市販の iPS ベクターを用いて末梢血単球から
iPS 細胞を作製することに成功し、論文報告した（Cell Reprogram20(6), 347-355, 2018）。2019



年度の研究成果として、この新しい手法で作成した単球由来 iPS 細胞を用いて、免疫の司令塔で
あり、免疫をアクセル的に駆動させる樹状細胞やリンパ球への分化誘導およびアレルギーの細
胞療法としての可能性を見出す、免疫のブレーキ的な役割をはたす免疫制御性細胞への検討を
試みた。 
単球由来 iPS 細胞からマトリゲル上で分化誘導することで、単球（エステラーゼ染色陽性、貪
食能あり、CD45＋、CD14＋、CXCR1＋）、樹状細胞様細胞（CD209＋、CD83＋）に分化した。 
一方、フィーダー細胞を用いずに比較的短期間でリンパ球（CD4＋）に分化誘導する新たな分化
誘導法も確立した。 
樹状細胞様細胞にアレルゲンとなる抗原をばく露したところ、抗原提示に関与する HLA-DR の
発現が増強することも明らかとなった。これら一連の結果は論文で報告した（Med Mol Morphol 
2020, Online ahead of print）。制御性細胞への分化誘導において、一部、泡沫状マクロファー
ジ様の細胞も混在しているのが現状であり、分化誘導の方法は更なる検討が必要である。 
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