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研究成果の概要（和文）：進行期悪性黒色腫（メラノーマ）の新たな治療選択肢として、iPS細胞から作製した
マクロファージ（免疫細胞の一つ）様の細胞（iPS 細胞由来ミエロイドライン(iPS-ML))を用いた免疫細胞療法
の開発を目指し、研究を行っている。我々が提案する治療は、iPS-MLに遺伝子改変により抗腫瘍効果を持つ分子
（1型インターフェロン、IL-15など）の遺伝子を導入し、これらの分子を産生することで抗腫瘍効果を発揮する
iPS-MLを用いた治療である。マウスのメラノーマ腹膜播種モデルを用いて、マウスiPS-MLによる治療の腫瘍増殖
抑制効果について検討したところ、腫瘍の増殖を抑制できることが確認できた。

研究成果の概要（英文）：We developed immune cell therapy with myeloid cells derived from induced 
pluripotent stem cells (iPS-ML) for advanced malignant melanoma. 
We evaluated the potential of mouse iPS-ML as anticancer effector cells with the use of genetically 
modified mouse iPS-ML, that expressed type 1 IFNs or IL-15, against peritoneally disseminated mouse 
malignant melanoma in allo-graft model.  
We found that mouse iPS-ML expressing type 1 IFNs or IL-15 suppressed the progression of mouse 
melanoma.

研究分野： 腫瘍免疫

キーワード： 新規免疫細胞療法　進行期悪性黒色腫　iPS細胞　細胞増殖シグナル経路

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
手術による根治ができない悪性黒色腫（メラノーマ）に対し、抗PD-1抗体をはじめとする免疫チェックポイント
阻害剤などの治療が近年注目されているが、全ての患者において効果が認められるわけではなく、新たな治療法
の開発が望まれている。我々が提案するiPS細胞を用いた免疫細胞療法の腫瘍増殖抑制効果について検討した結
果、マウスのメラノーマ腹膜播種モデルにおいて、腫瘍の増殖を抑制する効果が認められた。この結果は、治療
に難渋するがん患者に対する治療選択肢の候補としての可能性を示唆させる、意義のある結果であると考える。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
悪性黒色腫（メラノーマ）は、皮膚癌による死亡の約 80％を占める非常に悪性度の高い癌で

あり、日本人においても全世界でもその発生率や死亡者数は増加傾向にある（Jemal A, et al. CA 
Cancer J Clin. 2010）。進行期メラノーマに最も多く用いられてきた化学療法（DTIC）の奏効率は
5～12％、長期寛解率は 2％以下と、その治療効果は十分とは言えなかった。進行期メラノーマ
の予後の改善のためには薬物療法の進歩が必要であり、新たな治療法の開発が望まれている。
2014 年以降、抗 CTLA-4 抗体である ipilimumab や抗 PD-1 抗体である nivolumab 等の免疫チェッ
クポイント阻害剤や、BRAF 阻害剤である dabrafenib、MEK 阻害剤である trametinib 等の分子標
的薬が本邦においても承認され、進行期メラノーマに対する治療は新たな時代を迎えた。また、
免疫チェックポイント阻害剤はがん種横断的に効果が示されてきており、がん治療における免
疫療法が注目されてきているが、これらの薬剤の登場で薬物療法の選択肢は増えたものの、全て
の患者に効果があるわけではない。 
メラノーマでは、その原発巣が自然消退する現象を目にすることから、以前よりメラノーマは

免疫原性が高く、その癌特異抗原を認識して攻撃する T 細胞が他の癌より多く存在することが
言われており、免疫療法のターゲットとして種々の免疫療法が研究されてきた。免疫細胞療法の
一つである細胞移入療法（adoptive cell transfer（ACT））の効果は、奏効率 72％、完全寛解率 40％
と高い効果を示しているが（Rsenberg SA, et al. Curr Opin Immunol. 2009 等）、治療に用いる腫瘍
浸潤 T 細胞（tumor infiltrating lymphocyte（TIL））の培養が難しいことや患者ごとに細胞を準備す
る必要がありコストがかかるため、汎用化が困難な状況である。また、CAR（chimeric antigen 
receptor（キメラ抗原受容体））を用いる ACT が注目されているが、メラノーマでは CAR が認識
する良い細胞表面抗原がないのが現状である。したがって、さらなる新しい治療法の開発が望ま
れている。 
 
２．研究の目的 
この現状を解決すべく、我々は新たな免疫細胞療法として、iPS細胞をソースとした免疫細胞、

なかでもマクロファージ様の細胞を用いた免疫細胞療法を確立することを目的として、研究計
画を立てている。iPS 細胞を用いることのメリットは、治療に必要な十分な数の細胞を in vitro で
作製、準備できること、遺伝子改変を用いて細胞に機能を持たせることができることである。マ
クロファージは、以前より種々のがん組織の周囲に浸潤する性質を持つことが知られている
（Lewis CE, et al. Cancer Res. 2006）。腫瘍組織に浸潤するマクロファージの性質を活かし、かつ、
腫瘍組織局所で強力な抗腫瘍効果を発揮できる免疫細胞療法の開発を目指し、iPS 細胞から分化
誘導したミエロイドライン（iPS-cell–derived myeloid cell line（iPS-ML））に遺伝子改変により 1
型インターフェロン（IFN-β 等）、IL-15 等を遺伝子導入して、1 型インターフェロン、IL-15 等の
産生能を持たせ、腫瘍局所で抗腫瘍効果を発揮できる細胞を用いて、メラノーマに対する腫瘍増
殖抑制効果についての実験を進めていく。 
 
３．研究の方法  
実験としては、免疫系が正常なマウス C57BL/6（B6 マウス）における、B6 マウスメラノーマ

腹腔内播種モデルを用いて、マウス iPS-ML治療の腫瘍増殖抑制効果について検討を進めていく。
マウス iPS-ML に遺伝子導入する抗腫瘍効果を高める分子として IFN-β、IL-15 等の検討を行っ
ていき、効果が認められた場合は、さらにその腫瘍増殖抑制作用のメカニズムを解明するための
実験を行っていく。 
平成２９年度は、マウス iPS-ML に、レンチウイルスベクターシステムを用いて IFN-β、IL-

15Ra 遺伝子の抗腫瘍効果を高める分子の遺伝子を導入し、抗腫瘍効果を持たせた細胞（マウス
iPS-ML-IFNβ、マウス iPS-ML-IL-15/Ra）を作製した、これらの細胞から分化誘導したマクロファ
ージ様細胞を用いて、マウスメラノーマ細胞に対する、その腫瘍増殖抑制効果の検討を行った。
実験系としては、B6 マウスに同系統の腫瘍（B6 マウスメラノーマ細胞）を腹腔内へ移植し、生
着を確認した後に、B6 マウス iPS-ML-IFNβ、iPS-ML-IL-15/Ra を用いて治療（腹腔内投与）を行
い、腫瘍増殖抑制効果を評価した（腹腔内播種モデル）。腫瘍増殖抑制効果の評価法としては、
ルシフェラーゼ定量システムを用いた。予め、ルシフェラーゼ遺伝子をレンチウイルスベクター
システムで B6 メラノーマ細胞株に導入しておくと、解析時にルシフェラーゼの基質であるルシ
フェリンを投与することでルシフェリンが ATP 存在下に酸化され発光反応を起こし、生存腫瘍
細胞を発光を定量化することで評価することができるシステムである。 
平成 30 年度は、得られた腫瘍増殖抑制効果の機序について、iPS-ML-IL-15/Ra に関する評価を

行った。マウス iPS-MLに遺伝子導入した IL-15 はNK細胞を活性化できることがいわれており、
さらに NK 細胞は、MHC classⅠの発現が低下した腫瘍細胞を攻撃できることがいわれている。実
験系としては、B6 マウスに B6 マウスメラノーマ細胞を腹腔内へ移植し、マウス iPS-ML-IL-15Ra
で治療することで、マウス（host）の体内の NK 細胞が活性化され、その NK 細胞が腫瘍細胞に
対する抗腫瘍効果を発揮している可能性が考えられるため、この機序を確認するための in vivo 
priming による NK 細胞の細胞障害アッセイを行い、NK 細胞の活性化がみられるかを検討した。
マウス iPS-ML をコントロールとして、マウス iPS-ML-IL-15Ra を腹腔内に投与後、脾臓内の NK
細胞を取り出し、Yac-1 細胞を用いた LDH アッセイで評価した。 
令和元年度は、治療で用いるマウス iPS-MLの腫瘍化について検討を行った。実験系としては、



B6 マウスの autogenic（自己）な系として B6 マウス iPS-ML 及び B6 マウス iPS-ML/IL-15/Ra を
腹腔内に投与後のマウスの生存の確認を行った。また、本免疫細胞療法が将来において臨床応用
された場合は、allogeneic（HLA 適合の他者）な iPS-ML を用いる方法が想定されるため、allogeneic
な系として 129 マウス ES-ML（129 マウス ES 細胞より作製したミエロイドライン）及び 129 マ
ウス ES-ML/IL-15/Ra を用いた評価も行った。 
 
４．研究成果 
実験の結果、マウスメラノーマの腹腔内播種モデルにおいて、マウス iPS-ML-IFNβ、iPS-ML-

IL15/Ra で治療した群では、未治療群と比較し、腫瘍の増殖を抑制できることが確認できた。マ
ウス iPS-ML-IL15/Ra における腫瘍増殖抑制効果の機序を、host の NK 細胞の活性化という点に
関して検討した結果、マウス iPS-ML-IL-15Ra で治療した群では、マウス iPS-ML で治療した群
と比較し、有意に NK 細胞障害性の上昇が認められた。この結果は、マウス iPS-ML-IL-15Ra 治
療による腫瘍増殖抑制効果の機序を解明する一助になると考えられた。また、治療で用いるマウ
ス iPS-ML の腫瘍化について検討を行った結果、autogenic な系のうち、B6 マウス iPS-ML を投
与したマウス 3 例中 2 例において死亡が認められた。一方 autogenic な系であっても iPS-ML/IL-
15/Ra を投与したマウス（3 例）においては死亡例は認められなかった。また、allogeneic な系に
おいても、129 マウス ES-ML 及び 129 マウス ES-ML/IL-15/Ra のいずれを投与したマウス（各 3
例）において、死亡例は認められなかった。Autogenic な系であっても、抗腫瘍効果を持つ分子
を遺伝子導入していない細胞と遺伝子導入した細胞で、結果に差異を認めた理由の解明につい
ては今後の課題である。 
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