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研究成果の概要（和文）：消化器固形癌患者より，iPS細胞を樹立し，樹状細胞 (DCs) を誘導した．消化器固形
癌と健常人のiPS-DCsの細胞表面マーカー，成熟能，サイトカイン産生能，遊走能は全く同等であった．大腸癌
患者を対象に，CTOS法を用いて，切除標本からのcell line化に成功した．そのうち，4名がCEAを発現してお
り，2名がWT-1を発現しており，候補腫瘍抗原 (TAA)とした．TAA遺伝子導入iPS-DCsを用いて，in vitro CTLを
誘導し，TAA特異的な細胞傷害活性をCrリリースアッセイを行ったところ，全症例においてTAA特異的なCTLの誘
導が確認された．

研究成果の概要（英文）：We investigated whether genetically modified human induced pluripotent stem 
cell (iPS)-derived dendritic cells (hiPSDCs) expressing tumor associated antigen (TAA) could induce 
TAA-specific cytotoxic T cells in patients with gastrointestinal cancer. We differentiated hiPSDCs 
from iPSCs of six patients with colorectal cancer. The surface marker expression, cytokine secretion
 and migratory capacity of the hiPSDCs were equivalent to those of healthy donors. Next, we 
transduced TAA cDNA into the hiPSDCs derived from colorectal cancer patients. Cytotoxic T cells 
activated by hiPSDCs-TAA exhibited TAA-specific cytotoxic activity against the cancer 
tissue-originated spheroid cells expressing TAA.

研究分野：消化器外科

キーワード： iPS細胞　樹状細胞　腫瘍免疫　細胞傷害性Tリンパ球　癌ワクチン　免疫遺伝子治療
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Immune check point inhibitorが着目され，癌免疫治療の有用性は明らかとなったが，それでも有効な症例は限
られている．私達は，iPS細胞は，癌研究，なかでも癌免疫治療の分野において有用な材料であると考える．私
達が目指すテーラーメードiPSDCs癌ワクチン療法は，臨床応用されれば，癌免疫療法においてこれまでのDCワク
チン療法の問題点を克服する新規precision medicineに位置づけられるものと考える．

※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、研究者個人に帰属されます。
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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．本研究では消化器固形癌患者を対象

に，本ワクチンシステムが成り立つか否かを検証した． 
 
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． 
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】ヒト腫瘍抗原 (TAA) 遺伝子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 (iPS-TAA-DC)．iPS-TAA-DC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，TAA特異的な細胞傷害活性を発揮
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． 消化器固形癌患者由来 iPSDCsの分化誘導 
6名の消化器固形癌患者（HLA-A24+）の末梢血単核球より，センダイウイルス
ベクター（DNAVEC Corporation）にて山中 4因子を遺伝子導入し，iPS細胞の
樹立を行った．得られた iPS細胞をMatrigelコートした dishでフィーダーレス
培養を行い，その後 5ステップで分化誘導を行った．第 1に bone 
morphogenetic protein（BMP）4 を添加し 4日間培養した．第 2に vascular 
endothelial growth factor （VEGF）, basic fibroblast growth factor（b-FGF）, stem 
cell factor（SCF）を添加した StemPro-34（Thermo Fisher Scientific）に置き換え
2日間培養した．第 3に SCF, macrophage colony-stimulating factor（M-CSF）, 
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thrombopoietin（TPO）, Fms-related tyrosine kinase（Flt）-3 ligand, interleukin
（IL）-3を添加した StemPro-34に変更し，7日間培養した．第 4にM-CSF, Flt-
3 ligand, granulocyte macrophage colony-stimulating factor（GM-CSF）を添加した
StemPro-34に変更し，3日間培養した．浮遊してくる細胞を CD14抗体で標識
し，auto MACS Pro（Miltenyi Biotec）にて分離した．第 5に回収した細胞を
GM-CSF, IL-4を加え 5日間培養し，その後 maturation cocktail として
prostaglandin E2（PGE2）, IL-1β, IL-6, tumor necrosis factor（TNF）-αを添加し 2
日間培養後に浮遊細胞を回収した． 
 
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 

13 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
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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． TAA遺伝子導入消化器固形癌患者 iPSDCs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 CEAもしくはWT-1発現 adenovirus vectorを
100MOIで混合させ，37°C，2000gにて 2時間遠心して感染後，maturation 
cocktailにて 48時間 maturationした. responderを自己の PBMCs，stimulatorを
CEA遺伝子導入ヒト iPSDCs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．  
 
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 

6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
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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．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 6例中，4例の CTOS
中 CEA が陽性であり，2 例が WT-1
が陽性であり，候補 TAAとした． 

 
プロジェクト IV． TAA遺伝子導入消化器固形癌患者 iPSDCsによる in vitroに
おける細胞傷害活性誘導能の検討 
  6名の大腸癌患者から CEAもし
くはWT-1遺伝子導入 iPSDCsを作
成した．4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 2)．2例のWT-1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)． 
以上より，消化器固形癌を対象とした TAA遺伝子導入 iPSDCsにて得られた
CTLsは自己の CTOS cell lineに対して，細胞傷害活性を有することを証明し
た． 
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