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研究成果の概要（和文）：健常人末梢血単核球に山中４因子をセンダイウィルスベクターで導入し、iPS細胞を
樹立した。この際はこれまで当科にて行ってきた皮膚線維芽細胞由来のiPS細胞に準じて行った。そしてこれを
これまでに当科で検討、報告してきた、サイトカインカクテルのよりiPS細胞由来樹状細胞（iPSDCs）へ分化誘
導を行った。そしてこのiPSDCsが抗原提示細胞として十分な機能を有していることを確認した。
次にこのiPSDCsにWT1遺伝子を導入し、その抗腫瘍効果を仮想抗原とヒトの癌細胞株を用いてCr release assay
で評価し、腫瘍抗原特異的な抗腫瘍効果を確認した。

研究成果の概要（英文）：Yamanaka 4 factors were introduced into normal human peripheral blood 
mononuclear cells by Sendai virus vector to establish iPS cells. In this case, it was performed 
according to the iPS cells derived from dermal fibroblasts that have been performed in this 
department up to now. Then, this was induced and differentiated into iPS cell-derived dendritic 
cells (iPSDCs) by using the cytokine cocktail, which had been studied and reported in our 
department. Then, it was confirmed that these iPSDCs have a sufficient function as antigen 
presenting cells.
Next, the WT1 gene was introduced into the iPSDCs, and the antitumor effect was evaluated by the Cr 
release assay using a virtual antigen and a human cancer cell line, and the tumor antigen-specific 
antitumor effect was confirmed.

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
本研究ではiPSDCs癌ワクチン療法の標的として，消化器固形癌の80％以上で発現を認め，治療標的として最も有
効であると言われている，WT1特異抗原を用いている．iPSDCsにWT1遺伝子を導入し，その抗原提示細胞としての
機能を確認した．そしてその十分な抗腫瘍効果も確認した．今後は恒常的にWT1遺伝子を発現しているiPSDCsの
分化誘導を確立し，より有効な癌ワクチンの開発を目指す．
そして今日の治療法では治癒しない難治性消化器固形癌の新たな治療戦略の確立を目指す．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
今日，全世界で難治性癌に対する治療法の研究が盛んに行われているが，人類は今をもっても
「癌」を克服できないでいる．近年の癌研究の一つの柱が「第四の治療」として注目されている
癌免疫治療であり，worldwideな臨床試験で治療効果が報告され，「Science」誌の Breakthrough 
of the year 2013に選ばれるなどその可能性が以前より期待されていた．特に免疫チェックポイ
ント阻害剤である坑 PD-1抗体（オプジーボ）は、本邦においても 2014年に悪性黒色腫に対し、
2015年には非小細胞肺癌に対し保険適応が認められた．その一方で消化器固形癌においてはま
だ有効性を十分には示せておらず、腫瘍免疫学的な次の一手が必要とされている。唯一のプロフ
ェッショナルな抗原提示細胞である樹状細胞（DCs）を用いた DCs癌ワクチンは以前から有望
視されてきた．しかし臨床レベルでは 2010年に sipuleucel-Tが IMPACT試験によってその有
効性を認められ FDAから認可されたのみである． 
私達はこれまで DCsに TAA遺伝子を導入しワクチン担体として生体に投与し，TAA特異的免
疫応答を効果的に活性化することで癌細胞を破壊する TAA 遺伝子導入 DCs 癌ワクチン療法の
基礎研究に取り組んできた（ Int J Cancer 2007;120: 585, Int J Oncol 2007;31:931, 
2008;32:459）．さらには今日の DCs癌ワクチン療法の問題点を克服するために私達は iPS細胞
に着目し，マウス iPS細胞から誘導された DCs（iPSDCs）が，naiveな DCsと同等の TAA特
異的抗腫瘍効果を有することを報告し，TAA遺伝子導入 iPSDCs癌ワクチン療法という新たな
治療戦略を立てた（Iwamoto H et al. Int J Cancer 2014;134:332-41）．私達はさらに研究を進
め，ヒト体細胞からヒト iPS細胞を樹立し，iPSDCsに分化誘導することに成功した．現在この
癌ワクチン療法の有効性の検証を様々な角度から行っている． 
本研究では iPSDCs癌ワクチン療法の標的として，消化器固形癌の 80％以上で発現を認め，治
療標的として最も有効であると言われている，WT1 特異抗原を用いて，今日の治療法では治癒
しない難治性消化器固形癌の新たな治療戦略の確立を目指す．これまでヒト iPS 細胞のゲノム
編集は非常に難しいと言われ，私達も iPSDCs への遺伝子導入はすべて iPSDCs へ分化誘導し
てから行ってきた．しかしこれでは導入効率も低く，導入の際の iPSDCs の喪失も大きな問題
であった．近年になり CRISPR 法による効率で簡便なゲノム編集システムが開発され、iPS 細
胞への遺伝子導入でも成果が報告されている．そこでより強力な抗腫瘍効果を得るために，樹立
した iPS 細胞に直接特異抗原を導入し，これから iPSDCs へ分化誘導を行う．これにより高率
に特異抗原を発現している多くの iPSDCs を得ることができる．本研究が臨床応用されれば，
数多くの難治性消化器固形癌患者に大きな希望を与える治療戦略となると確信する． 
２．研究の目的 
WT1特異抗原を恒常的に発現する iPS細胞を iPSDCsへ分化誘導する．このWT1特異抗原導
入 iPS 細胞由来樹状細胞（iPSDCs）刺激で誘導された in vitro 細胞傷害性リンパ球（CTLs）
は，通常の iPSDCs刺激から得られた CTLsよりも高い細胞傷害活性を発揮する．また in vivo
でより腫瘍の増殖を抑制する．さらには高率にWT1特異抗原を発現している iPSDCsはより強
力な TAA特異的な抗腫瘍効果を発揮することを証明する． 
３．研究の方法 
Ⅰ．WT1 特異抗原を恒常的に発現する iPS 細胞（iPS-WT1）の樹立 
健常人（sample 1-5）末梢血単核球（PBMCs）にセンダイウィルスベクターより山中４因子を導
入し，iPS 細胞を樹立する．次に当科にて所蔵している WT1 特異抗原遺伝子を carry する
adenovirus vector より制限酵素にて WT1 特異抗原遺伝子を切り出し，PCR にて鋳型 DNA を調製
する．そして In vitro transcription にて sgRNA を合成し，PCR にて切断確認用のターゲット
DNA 調製し，sgRNA と Cas9 でターゲット DNA を切断する．そして Lipofectamine を用いてリポ
フェクション法にて WT1 特異抗原遺伝子を導入する．同様にコントロールである GFP 遺伝子導
入も行う．その後 Puromycin による薬剤選択培養によりクローニングを行い，それぞれの導入遺
伝子の安定発現株を樹立する．導入遺伝子の発現，導入効率の評価は intracellular-FACS にて
測定する． 
Ⅱ．高率に WT1 特異抗原を発現している iPSDCs-WT1 の分化誘導 
これまでは遺伝子導入は iPSDCs へ分化誘導してから，adenovirus vector にて遺伝子導入をし
ていたため，導入効率が低く，長時間の遠心操作のため生存率も低く，多くの導入遺伝子を発現
している DCs を得ることはとても困難であった．しかし本研究では WT1 特異抗原を導入した iPS
細胞から iPSDCs を分化誘導することで，理論上は 100％導入した WT1 特異抗原を発現している
iPSDCs を得ることができる．これによりより強力な抗腫瘍効果を得ることができると考えられ
る．研究Ⅰで得られた iPS-WT1 及びコントロールの iPS-GFP を，前述の当科のプロトコールによ
り分化誘導し，iPSDCs-WT1 及びコントロールの iPSDCs-GFP を得る．このプロトコールは 5 Step
から成り，Step1 では BMP4 を用いて iPS 細胞から streak-like cell を誘導する．Step2 では
VEGF，basic FGF，SCF を用い KDR⁺CD34⁺の血管芽球様細胞への分化誘導を行う．Step3 では造血
サイトカインにより造血細胞への分化を行う．Step4 では Flt-3 ligand，GM-CSF，M-CSF による
単球への分化を行う．Step5 では CD14 陽性細胞から immature-iPSDCs への分化誘を行う．そし
て GM-CSF，IL-4，TNF-α，LPS により mature-iPSDCs を得る．それぞれの遺伝子導入 iPSDCs の
成熟能を，細胞表面マーカーの発現率を FACS にて測定し，サイトカイン分泌能を ELISA 法にて
測定することにより，これまでに当科で蓄積してきた iPSDCs のデータと比較検討する． 
Ⅲ．WT1 特異抗原を発現している iPSDCs の抗腫瘍効果の比較検討 



iPSDCs-WT1，iPSDCs-GFP を stimulator として PBMCs を responder として，in vitro で３回刺
激し，bulk CTLs を誘導する．この CTLs を CD8+CTLs のみソートし，導入した WT1 特異抗原を発
現しているもの，していないもの含む各種の癌細胞株に対し，Negative control として用意す
る iPSDCs-GFP 由来の CTLs と抗腫瘍効果を in vitro の Cr-release assay 及び in vivo の Winn 
assay で比較検討する． 
１）各種癌細胞株における WT１特異抗原の発現の確認 
intracellular FACSで当科が所蔵している癌細胞株でのWT1特異抗原の発現の有無を確認する．
これとそれぞれの iPS 細胞，癌細胞株の HLA typing の結果を基に，WT1 特異抗原を発現してい
る細胞株，発現していない細胞株をターゲットとして抗腫瘍効果の評価を行うこととする．また
Positive targetとしてPBMCs由来 LCLに特異抗原遺伝子を導入した仮想自己特異抗原発現株を
作製し用いる．またこれまで癌免疫治療の研究に利用する iPS 細胞由来の各免疫細胞は自己 iPS
細胞由来のものであり，HLA 適合の状況による有効性，副作用等の差異を検討されたことはない．
現在 iPS 細胞由来網膜色素細胞の臨床研究が行われているが，これも自己のものであり，非自己
iPS 細胞（一部だけのものも含む HLA 不適合）由来の細胞，組織による研究はまだない．今回可
能であればこの点についても検討したい．そのため日本人に多いとされる HLA 24*2 マッチでの
iPS 細胞と癌細胞株の組み合わせは必ず含むようにして，可能な限り多くの HLA タイプのヒト
iPS 細胞を樹立する． 
２）Cr-release assay による in vitro での抗腫瘍効果の比較検討 
それぞれの導入遺伝子発現 iPSDCs を stimulator，PBMCs を responder として，供培養を行い，
in vitro 刺激にて bulk CTLs を得る．そして CD8+CTLs をソートし，導入した癌幹細胞特異抗原
に特異的な細胞傷害活性を Cr release assay を用いて比較検討する．Positive target は PBMCs
由来 LCL に癌幹細胞特異抗原遺伝子を導入した仮想自己 WT1 特異抗原発現株を用いる． 
３）Winn assay による in vivo での抗腫瘍効果の比較検討 
iPSDCs-WT1，iPSDCs-GFP を stimulator，PBMCs を responder として，供培養 (iPSDCs：PBMCs=1 : 
20)を行い，in vitro 刺激を 3回繰り返すことにより bulk CTLs を得る．次に MACS Pro を用い
て CD8+CTLs をソートする．そして標的癌細胞株 1に対し CD8+CTLs が 10 の割合で混ぜ合わせ，
最終的に 100µL につき標的癌細胞株 1×10⁵ cellsと CD8+CTLs が 1×10⁶ cellsになるように
PBS にて調整する．そしてこれを予め背中の毛を剃っておいた NOD/SCID mice の背中に皮下投与
する．Negative control としてそれぞれの標的癌細胞株を 5匹ずつに 1×10⁵ cellsのみ投与す
る．そして腫瘍のサイズを継時的に評価する．(short diameter)²× long diameter × 0.52 を
指標とし，その値が 2000 を超えた場合はマウスの苦痛を考慮し，安楽処置とする．すべてのマ
ウスを解剖し，腹膜播種，肝転移，脾臓転移などの転移の有無を確認し，ある場合はその数，大
きさを記録する． 
４．研究成果 
健常人（sample 1-3）末梢血単核球（PBMCs）に山中４因子をセンダイウィルスベクターで導入
し iPS 細胞を樹立した．この際はこれまで当科にて行ってきた線維芽細胞由来の iPS 細胞に準
じて行った．今後当科ではこの方法により iPS 細胞を樹立していく．そしてこれをさまざまな方
法により iPSDCs に分化誘導した．その結果サイトカインカクテルにより分化誘導することがも
っとも効率がいいことが明らかになった．そしてこれにより得られた iPSDCs は抗原提示細胞と
して十分な機能を有していることが分かった。今後当科ではこの方法により iPSDCs を分化誘導
していく． 
次にこの iPSDCs に WT1 遺伝子を導入し、その抗腫瘍効果を仮想抗原とヒトの癌細胞株を用いて
Cr release assay で評価し、腫瘍抗原特異的な抗腫瘍効果を確認した． 
一方で iPS 細胞への腫瘍抗原遺伝子の導入は実現しなかった。クリスパー法など新しい方法を
検討したが，恒常的に WT1 遺伝子を発現している iPSDCs は得られなかった．今後は RNA レベル
の導入などを検討し実現を目指したい． 
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