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研究成果の概要（和文）：本研究では口腔癌患者由来細胞から無血清培地を用いてフィーダー細胞を使用せず
iPS細胞を樹立・維持し、完全無血清培養系での癌細胞に対する細胞障害活性の高い活性化リンパ球誘導・増殖
させ、口腔癌治療の免疫細胞治療への応用を目指すことを目的とし、以下のとおり実施した。
1.インテグレーションフリー・無フィーダー・無血清培養条件下で誘導した末梢血単核細胞（PBMC）由来hiPS細
胞の未分化性の評価　2. PBMC由来hiPS細胞の分化多能性の評価
3. PBMC由来hiPSCの活性化リンパ球への分化誘導法の検討および活性化リンパ球の細胞障害活性の検討

研究成果の概要（英文）：In this study, we established and maintained iPS cells from oral cancer 
patient-derived cells without using feeder cells in serum-free medium, induced and proliferated 
activated lymphocytes with high cytotoxic activity against cancer cells in a completely serum-free 
culture system, and investigated the following with the aim of applying them to immuno-cell therapy 
for oral cancer treatment.
1. characterization of peripheral blood mononuclear cell (PBMC)-derived hiPS cells induced under 
integration-free, feeder-free, and serum-free culture conditions　2. evaluation of the 
differentiation pluripotency of PBMC-derived hiPS cells　3. evaluation of the induction of 
differentiation of PBMC-derived hiPSCs into activated lymphocytes and evaluation of their cytotoxic 
activity

研究分野：細胞培養

キーワード： 細胞培養　幹細胞　口腔癌　リンパ球

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
PBMC初代培養からヒトiPS細胞の樹立および維持までの全培養過程を、無血清培養条件にてフィーダー細胞を用
いず誘導、および維持することが可能となった。また、センダイウイルスベクター(SeVdp)を使用することで、
均質なiPS細胞を高効率で誘導可能となった。本培養系で樹立したPBMC由来hiPSCから、完全無血清培養系での癌
細胞に対する細胞障害活性の高い活性化リンパ球誘導・増殖を行うことで、不定要素を排除した培養系で、細胞
のもつ本来の細胞増殖・分化のメカニズムや病態を反映することが可能となり、今後は口腔癌の病態解明や治療
薬・治療法の開発に貢献できると考える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

ヒト人工多能性幹細胞(hiPSC)技術を活用した疾患病態の解明や医療応用が期待されるな

か、従来の培養法では動物由来フィーダー細胞や血清を用いた培養条件による不定要素や、

ウイルスベクターによる遺伝子挿入等が問題となり、細胞増殖・分化制御機構や因子を解

析・検討することは難しい。本研究では、これまで当研究室で確立したインテグレーション

フリー・フィーダー細胞フリー・完全無血清培養系にて末梢血由来単核球(PBMC)から人工多

能性幹細胞(hiPSC)を誘導する技術を用い、口腔癌患者に対して当科で行っている活性化リ

ンパ球を用いた免疫細胞治療に準じた培養法を応用し、口腔癌患者より hiPSC を誘導後、細

胞傷害活性の高いリンパ球に再分化させ大量培養し、口腔癌の免疫細胞治療への応用を目

指した。 

 
 
２．研究の目的 

PBMC 初代培養からヒト iPS 細胞の樹立および維持までの全培養過程を、無血清培養条件に

てフィーダー細胞を用いず行い、さらにゲノム DNA への遺伝子挿入がなく、またウイルスの

確実除去が可能なセンダイウイルスベクター(SeVdp)を使用した誘導法で行った報告はな

い。SeVdp は初期化 4遺伝子が同一ベクター上に搭載されているため、樹立したクローンに

よる差異が少なく、均質な iPS 細胞を高効率で誘導可能である。また、無血清条件であるた

め未知の因子の混入がなく、極めて正確に病態の再現が可能となる。本培養系で樹立した

PBMC 由来 hiPSC から、完全無血清培養系での癌細胞に対する細胞障害活性の高い活性化リ

ンパ球誘導・増殖が可能となれば、不定要素を排除した培養系で、細胞のもつ本来の細胞増

殖・分化のメカニズムや病態を反映することが可能となり、口腔癌の病態解明や治療薬・治

療法の開発に寄与するとともに、口腔癌患者への免疫細胞療法のより安全な臨床応用への

実現化に貢献できると考えた。 
 
 
 
３．研究の方法 

これまでに開発したインテグレーションフリー・フィーダー細胞フリー・無血清培地（hESF9）

にてヒト末梢血単核球から iPSC を樹立しているが(Yamasaki et al. PLoS One. 2014)同細

胞を用いた特性解析および特定の細胞系列への分化誘導ならびに機能評価を行った。また、

インテグレーションフリー・フィーダー細胞フリー・完全無血清培養系での PBMC 由来 hiPSC

誘導法において、誘導までの培養期間と採取細胞数の効率化をはかり、より短期間に効率よ

く高品質な hiPSC 誘導可能な条件について検討を行った。なお、PBMC 由来 hiPSC の未分化

性及び分化多能性の評価を in vitro にて行い、in vivo では SCID マウス移植によるテラト

ーマ形成実験にて評価した。PBMC 由来 hiPSC から、OP-9 などのフィーダー細胞を用いるこ

となく、完全無血清培養系での活性化リンパ球誘導法を検討し、純度の高い分化誘導方法を

確立するため、各種成長因子やサイトカインを添加し、細胞障害活性の高い NK細胞といっ

た活性化リンパ球を誘導可能な最適な濃度を探索した。さらに、当研究室で樹立した口腔扁

平上皮癌細胞(J Biol Chem. 1991,266(25):16778-85)を SCID マウス背部皮下に移植した口

腔癌病態モデルを用い、PBMC 由来 hiPSC から誘導した活性化リンパ球の細胞障害活性の検

討を行った。 



 
４．研究成果 

1)インテグレーションフリー・無フィーダー・無血清培養条件での PBMC 由来 hiPSC の誘導

法効率化 

口腔癌患者から採取した PBMC を、無血清培地

RD6FにIL-2を添加した培地にて初代培養を行

い、増殖した活性化リンパ球にセンダイウイル

スベクターSeVdpを用いて初期化4遺伝子を導

入し、本研究室で開発した hESF9 培地を用いて

laminin-E8上に播種しPBMC由来 hiPSCを複数

クローン樹立した。また、SeVdp への感染時期、

ウイルス MOI、感染後の細胞播種密度等につい

て条件検討を行った。 

2)PBMC 由来 hiPSC の未分化性および多分化能の評価 

上記方法にて誘導された PBMC 由来 hiPSC 各クローンにおける未分化マーカー遺伝子および

蛋白発現を RT-PCR 法および蛍光免疫染色法にて検討した。また分化多能性を in vitro お

よび in vivo にて評価した。 

3)口腔癌患者 PBMC 由来 hiPSC のセルバンク化 

当科を受診した口腔癌患者より採取した PBMC 由来 iPS 細胞を冷凍保存し、将来的な活性化

リンパ球への誘導ソースとして細胞バンキングを行った。 

4)PBMC 由来 hiPSC の CD34⁺CD45⁺造血前駆細胞への分化誘導法の検討 

胚様体を誘導後、24 穴プレートに再播種し、当研究

室で確立した活性化リンパ球誘導法に準じて培養後

に、各種抗体を用いて FACS 解析を行い、活性化リン

パ球への分化誘導状態を確認するとともに、未分化

マーカー陽性細胞の残存の有無についても評価し、

純度の高い活性化リンパ球の誘導法について検討し

た。 

5)hiPSC 由来活性化リンパ球の細胞障害活性の検討 

分化誘導された活性化リンパ球の細胞傷害活性について下記項目において評価を行った。 

① in  vitro での細胞障害活性検討 

分化誘導された細胞群から活性化リンパ球以外の血球細胞を磁気標識抗体で取り除き、純

度の高い細胞傷害活性リンパ球を回収し評価した。また、口腔扁平上皮癌細胞株に誘導した

活性化リンパ球を加え、死滅する癌細胞数を指標に細胞傷害活性の評価を行った。 

② 口腔扁平上皮癌(OSCC)病態モデルを用いた in  vivo での細胞障害活性検討 

当研究室で無血清培養条件下に樹立した口腔扁平上皮癌細胞を nude mouse 背部皮下に移植

し腫瘍形成能について評価した。移植 4週後に PBMC 由来 hiPSC から誘導された活性化リン

パ球を背部皮下に注入し、さらに 4週後に得られた腫瘍を摘出し重量を測定し評価した。 
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