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研究成果の概要（和文）：マウス腫瘍に浸潤している腫瘍特異的な細胞障害性T細胞を回収し、山中因子を導入
することにより、抗CD3刺激無しで増殖する細胞集団を得ることが出来た。これら細胞はTCRからの刺激無しで増
殖することからiPS細胞と判断した。また、得られた増殖細胞からDNAを抽出し、TCRbの遺伝子再構成を確認した
ところ、調べた全ての増殖細胞においてTCRb鎖遺伝子は再構成していた。以上のことから、抗CD3刺激無しで増
殖する細胞はT細胞由来であることが示唆された。また、ヒト末梢細胞障害性T細胞を用いてiPS細胞の樹立を試
みたが、樹立効率が低かったため、今後、培養条件の検討を行い、樹立効率向上を試みる。

研究成果の概要（英文）：By collecting tumor-specific cytotoxic T cells infiltrating the mouse tumor 
and introducing Yamanaka factor, it was possible to obtain a cell population that proliferates 
without anti-CD3 antibody stimulation. These cells were judged as iPS cells because they 
proliferated without TCR stimulation. In addition, we confirmed a gene rearrangement of the TCRb in 
all the proliferating cells examined. From the above, it was suggested that cells proliferating 
without anti-CD3 stimulation are derived from T cells. In addition, we tried to establish iPS cells 
using human peripheral cytotoxic T cells, but the establishment efficiency was low. In the future, 
we will investigate culture conditions and try to improve the establishment efficiency.

研究分野：免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、腫瘍に浸潤したT細胞にin vitroで山中因子を導入しiPS細胞の樹立に成功した。このことから、
iPS細胞化したT細胞は無限増殖能を獲得することにより、個々のT細胞のクローニングが容易となり、腫瘍に浸
潤した個々のT細胞のTCRを同定することが可能となった。この技術を利用することにより、新規がん抗原ならび
にがん抗原を認識するTCRの探索研究が進むと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

進行がんに対して手術、放射線治療ならびに化学療法を組み合わせた集学的治療が行われる。

しかし、多発腫瘍、中枢神経腫瘍または多臓器転移した腫瘍では、手術による腫瘍摘出は困難

である。それら腫瘍に対して、放射線治療ならびに化学療法が主な治療となるが、これら治療

の繰り返しにより腫瘍は放射線治療抵抗性ならびに抗癌剤抵抗性を誘導し、治療が困難になる。

さらに、これら集学的治療は患者への侵襲性が高く、高齢者や合併症・併発症を有する患者に

おいて中断・中止されることが少なくない。腫瘍組織中には腫瘍浸潤リンパ球として T細胞が

腫瘍内部に存在する。その T細胞を腫瘍から取り出し体外で培養・増幅し、患者に再移植する

T 細胞療法(養子免疫療法)は患者への侵襲性が低く、放射線治療または化学療法とは異なる細

胞障害機序でがん細胞に作用し、摘出不能な腫瘍に対しても対象となることから、第 4のがん

治療法として期待された。一方、体外で T 細胞を培養・増殖することにより、疲弊分子 PD-1、

を発現する。PD-1 とそのリガンドとの結合により T細胞は機能を消失し、がん細胞に対する細

胞障害能力が著しく低下する。これらのことから、従来の T細胞療法において期待された臨床

効果が得られていない。しかし、近年、進行性悪性黒色腫患者において抗 PD-1 抗体，抗 CTLA-4

抗体（免疫チェックポイント分子阻害抗体）による抗体療法により劇的な腫瘍縮小効果がある

と報告されたことから、再び T細胞療法が期待されている。 

 

２．研究の目的 

腫瘍に浸潤した細胞障害性 T 細胞がどのようながん抗原を認識する T 細胞レセプター(TCR)

を有するか、腫瘍に浸潤した細胞障害性 T細胞を取り出し、in vitro において細胞障害性 T細

胞に山中因子を導入し iPS 細胞化し、TCR の配列決定、同定ならびに探索することを目的とす

る。 

 

３．研究の方法 

（１）マウス腫瘍浸潤細胞障害性 T細胞の iPS 細胞化 

 マウス皮下にマウス膵臓癌細胞 Pan02 を移植した。腫瘍のサイズが 300mm3に達した時点で腫

瘍を摘出した。摘出した腫瘍をはさみで細切し、Mittenyi 社の miltenyiPD 社 tumor 

dissociation kit を用いて単一細胞懸濁液を得た。抗 CD8 ビーズを加えカラムを通すことによ

り、腫瘍浸潤細胞障害性 T細胞を分離した。細胞障害性 T細胞を抗 CD3/CD28 抗体で刺激し、山

中因子(c-MYC, OCT3/4, SOX2, KLF4)をレトロウイルスを用いて細胞障害性 T細胞に感染・導入

した。 

（２）TCR鎖の遺伝子再構成の確認 

細胞から DNA を抽出し F-VB gcaactcattgtaaacgaaaca, R-JB-1 atgggaagggacgactctgt、また

は R-JB-2 tgaagttgagagctgtctcctactat を用いて PCR を行った。PCR 産物を TA cloning し、塩

基配列を決定し、遺伝子再構成を確認した。 

（３）ヒト末梢細胞障害性 T細胞の iPS 細胞化 

 ボランティアから末梢血を採取した。BD社の Vacutainer CPT を用いて単核球を集め、抗 CD8

ビーズを加えカラムを通すことによって、細胞障害性 T細胞を分離した。山中因子が一つのベ

クターに搭載されている Human Cell Generation All-in-One Vector (Takara Bio）を用い、

細胞障害性 T細胞に遺伝子を導入し、iPS 細胞の樹立を試みた。 

 

４．研究成果 



（１）マウス腫瘍浸潤細胞障害性 T細胞から iPS 細胞の樹立 

 マウス腫瘍に浸潤している腫瘍特異的な細胞障害性 T細胞を回収し、レトロウイルスを用い

て山中因子を導入し、iPS 細胞の樹立を試みた。T細胞は TCR からの刺激無しでは増殖できない

が、山中因子を導入することにより抗 CD3 刺激無しで増殖する細胞集団を得ることが出来た。

TCR からの刺激無しで増殖することから iPS 細胞と判断した。また、得られた増殖細胞から DNA

を抽出し、TCR鎖の遺伝子再構成を確認したところ、調べた全ての増殖細胞において TCR鎖遺

伝子は再構成していた。以上のことから、抗 CD3 刺激無しで増殖する細胞は T細胞由来である

ことが示唆された。 

（２）ヒト末梢細胞障害性 T細胞の iPS 細胞化 

 ヒト末梢細胞障害性 T 細胞にレトロウイルスを用いて山中因子を導入し、iPS 細胞の樹立を

試みた。抗 CD3 刺激無しで増殖する細胞を得ることが出来たが、得られた細胞数は少なく、増

殖細胞の樹立効率はかなり低かった。今後、遺伝子導入の効率、T 細胞ならびに増殖細胞の培

養条件等詳細な条件検討を行い、iPS 細胞の樹立効率を向上させる必要がある。 
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