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研究成果の概要（和文）：マウス人工多能性幹細胞（iPSC）からサイトカイン依存性に増殖するミエロイド細胞
（iPSC-pMC）を構築した。これを基盤としてIFN-λ　あるいは FLT3Lを発現するpMC細胞株を樹立した。これら
を担がんマウスに投与したところ、単独投与で、投与部位のみならず遠隔部位のがんの成長を抑制し、免疫系の
活性化による抗腫瘍効果を発揮することが明らかになった。また、2つの細胞に加えてIFNα産生pMCを投与した
場合には、単独投与よりも優れた効果が観察され、臨床応用への期待が持てる結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：Cytokine-dependent proliferation of myeloid cells (iPSC-pMC) was established
 from mouse induced pluripotent stem cells (iPSC). On this basis, we established pMC cell lines 
expressing IFN-λ or FLT3L. When these cell lines were administered to carcinoma-bearing mice, it 
was found that they inhibited the growth of cancer not only at the site of administration but also 
at distant sites, and exerted anti-tumor effects by activating the immune system. In addition, when 
IFNα-producing pMC were administered in addition to the two cell lines, a better effect was 
observed than when they were administered alone, showing promise for clinical application.

研究分野： がん免疫療法

キーワード： がん　免疫　細胞療法

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺がんは早期発見が困難であり、進行がんとして発見されることが多く、本邦ではがん死亡率の第1位を占めて
いる。近年、有効性が明らかにされた免疫チェックポイント阻害剤（ICB）は、遺伝子変異が多いものやPD-L1陽
性のものでも奏効する患者は限定的で、未だ多くの患者で効果が認められず予後不良の疾患であり、新たな治療
法の開発が期待されている。ICB抵抗性の「肺がん」を制御する為には、免疫抑制機構を回避するとともに、が
ん反応性T細胞浸潤を誘導する方法の開発が必要不可欠である。本研究の成果は、免疫チェックポイント阻害剤
抵抗性を示す肺がん患者の生命予後を改善する新たな細胞医療の開発に資する。

※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 
Ⅲ型 IFN は、種々のウイルス感染に対して細胞性免疫応答を惹起する重要なサイトカインで

あり（Front. Immunol. 8: 1707, 2017）、その機能の多くはⅠ型 IFN（IFN-α/β）とオーバー
ラップするが、免疫抑制性の炎症反応を惹起しないという利点を有する為、Ⅰ型 IFN よりも優れ
た抗腫瘍効果を発揮する可能性を秘めている（Front. Immunol. 8: 1668, 2017, Nat. Immunol. 
8: 1035-1045, 2019）。 
抗腫瘍活性を示す分子をがん組織にデリバリーする手段の 1 つとして、抗腫瘍分子を結合し

たがん特異的抗体（抗 EGFR 抗体など）を全身投与する方法がある（Cancer Cell 29: 285-296, 
2016）。しかし、がん特異的表面分子が未知の「がん」に対しては適用が困難である。一方、間
葉系幹細胞（MSC）などの細胞製剤を用いたデリバリー法は、がん特異的表面分子の有無に依存
せずに、投与局所で持続的に抗腫瘍分子を作用させることが可能である（Nat Commun. 7: 10593, 
2016）。 
人工多能性幹細胞（iPSC）から分化誘導した細胞は、MSC よりも広く応用可能な細胞製剤プラ

ットフォームとしてのポテンシャルを有している。私達は iPSC から、サイトカイン依存性に増
殖するミエロイド細胞（iPSC-derived proliferating myeloid cell: iPSC-pMC）を作製する技
術を開発してきた（Cancer Immunol. Res. 3: 668-677, 2015）。これによって少ない費用と労力
で機能的に安定したミエロイド細胞を短期間で大量に提供することが可能となった。本システ
ムは、iPSC あるいは iPSC-pMC の段階で遺伝子改変操作が容易であり、機能修飾によって効果と
安全性を向上させることができる。 
Ⅲ型 IFN は、CD103+樹状細胞（DC）の活性化を介してウイルス反応性 CD8+ T 細胞応答を惹起

して、優れた抗ウイルス効果を発揮する（Nat. Immunol. 20: 1035-1045, 2019）。しかしなが
ら、細胞製剤を用いたⅢ型 IFN デリバリーシステムの抗腫瘍活性は明らかになっていない。 
一方、FLT3L は、ミエロイド系前駆細胞からクロスプレゼンテーション能に優れた CD103+ DC へ
と分化するために必須のサイトカインである。このサイトカインをがん局所にデリバリーする
ことで、CD103+ DC への分化を誘導して、がん反応性 T細胞の初期活性化を促進して優れた抗腫
瘍効果を発揮することが期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究は、iPSC-pMC を基盤として、III 型 IFN 産生能を賦与した新規抗腫瘍細胞製剤を開発す

る。これをがん治療に応用することを予見して、抗腫瘍活性を示す I 型 IFN、あるいは、FLT3L
デリバリーシステムとの併用などによる抗腫瘍効果を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１） iPSC-pMC（pMC-IFN-λおよび pMC-FLT3L）の作製 

OP9（op/op マウス由来の骨髄間質細胞株理研バイオリソース研究センター）から分譲され
た。C57BL/6 マウスの iPSC-pMC は、以前に報告した方法で構築した（Cancer Immunol Res. 
2015 Jun;3(6):668-77. Doi: 10.1158/2326-6066. CIR-14-0117）。iPSC を OP9 フィーダー
細胞上で 20 % FBS 含有α-MEM で 6〜7 日間培養した。その後、中胚葉に分化した細胞を採
取し、新しい OP9 細胞に再播種し、20 % FBS、20 ng/ml GM-CSF、55 mM 2-メルカプトエタ
ノール (2-ME) (Gibco) 含有α-MEM で培養した。13-14 日目、浮遊細胞をピペッティング
により回収した。iPSC由来骨髄細胞（iPS-MC）は、10μg/mL硫酸プロタミン（Sigma-Aldrich）
存在下、c-MYC を発現するレンチウイルスベクターを導入し、20％FBS、30 ng/ml rmGM-CSF、
50 ng/ml rhM-CSF 添加αMEM で培養した。5-6 日後、増殖した骨髄系細胞が出現した（iPSC
由来増殖骨髄系細胞, iPS-pMC）。IFN-λ産生 iPSC-pMC（pMC-IFN-λ）、FLT3L 産生 iPSC-pMC
（pMC-FLT3L）は、IFN-λあるいは FLT3L と Venus を共発現するレンチウイルスベクターを
用いて遺伝子導入して作製し、20 %FBS、30 ng/mL rmGM-CSF および 50 ng/mL rhM-CSF 含有
α-MEM で培養した。遺伝子導入細胞は、Venus の発現を指標にセルソーターで分離した。 

（２） 遺伝子発現コンストラクト 
マウス IFN-λあるいは FLT3L 発現コンストラクトを作製するために、マウス IFN-λあるい
はマウスFLT3Lの合成cDNAを作成した（GenScript）。これらのcDNA断片をプラスミドDNA、
CSII-EF-MCS-IRES-Venus（理研バイオリソースセンター）のマルチクローニングサイト（MCS）
に挿入して発現コンストラクトを作製した。 

（３） 組換えレンチウイルスの作製 
293T 細胞を、Lipofectamine 2000（Thermo Fisher Scientific）を用いて、パッケージン
グプラスミド（pCAG-HIVgp）、Envelope/Rev プラスミド（pCMV-VSV-G-RSV-Rev）、および発
現プラスミドをトランスフェクトした。37℃で 12〜16 時間インキュベートした後、培地を
10 mM Forskolin（Sigma-Aldrich）を含む完全 DMEM 培地に交換した。48時間後、水疱性口
内炎ウイルス G糖タンパク質（VSV-G）で偽型化した HIV-1 ベースのレンチウイルスベクタ
ーを含む上清を採取し、0.45 mm フィルターでろ過した後、Lenti-X Concentrator（Clontech）



を用いて濃縮した。 
（４） サイトカイン依存性細胞増殖能の評価 

96 ウェル培養プレートに各種遺伝子改変を行った pMC（2×10^3/well）を播種し、これに、
培地のみ（コントロール）、GM-CSF (30 ng/mL)、M-CSF (50 ng/mL)、あるいは、GM-CSF と
M-CSF の両者を加えた条件で培養を開始した。MTT（3-（4，5-ジメチルチアゾール-2-イル）
-2，5-ジフェニルテトラゾリウムブロミド；Sigma-Aldrich）を 0, 1, 2, 3, 4 日目に MTT
を加えて、4時間後、プレートを遠心して細胞を沈降させ、上清をタッピングにより除去し
た。その後、各ウェルに 200 μLの DMSO を添加して 5分後、570 nm の吸光度を測定した。 

（５） フローサイトメトリー 
セルソーターで分離した pMC-IFN-λあるいは pMC-FLT3L は Venus の発現を指標に純度をフ
ローサイトメトリーで確認した。遺伝子導入前後の細胞表面マーカーの発現は以下の蛍光
標識抗体（BioLegend）を用いて評価した。Anti-mouse H-2Kb/Db Ab, anti-mouse I-A/E Ab, 
anti-mouse CD40 Ab, anti-mouse CD80 Ab, anti-mouse CD86 Ab, anti-mouse CD11b Ab, 
anti-mouse CD11c Ab, anti-mouse CD33 Ab, anti-mouse F4/80 Ab, anti-mouse CD205 Ab 

（６） サイトカイン ELISA 
pMC-IFN-λ（2.5×10^3/well）を 96 well plate に播種して 24時間後、培養上清中の IFN-
λを DuoSet ELISA Mouse IFN-λ（R&D）で測定した。 

（７） 抗腫瘍効果の判定 
OVA 発現 B16-F10 メラノーマ細胞株（MO4 : 1×10^5）を C57BL/6 マウスの両脚に移植した。
移植後、4日後に、pMC-IFN-λ、pMC-FLT3L、あるいは、我々が以前に報告した pMC-IFN-α
（1×10^6/マウス）を、または、これらの組み合わせを右脚のがん局所に投与した。経時的
に投与局所（右脚）と遠隔部位（左脚）の腫瘍径を測定した。腫瘍の長径が 15mm に達した
時点でマウスを安楽死させた。抗腫瘍効果は、腫瘍径とマウス生存により評価した。 

 
４．研究成果 
（１） pMC-IFN- λ お よ び

pMC-FLT3L の構築 
樹立した pMC-IFN- λと
pMC-FLT3L は、III 型イン
ターフェロン（type III 
IFN）遺伝子、あるいは、
FLT3L 遺伝子と蛍光タンパ
ク（Venus）遺伝子を共発現
する。両者ともに Venus 共
発現して目的のサイトカイ
ンを発現することが示唆さ
れた（図 1）。 

（２） サイトカイン依存性増
殖能 
pMC-IFN- λ お よ び pMC-
FLT3L は、MTT 法による評価
で GM-CSF 依存性に増殖することが分かった。また、この増殖は、M-CSF を添加することで
更に促進することが明らかになった。培地に GM-CSF と M-CSF を添加して培養すると 3ヶ月
以上増殖を続け、大量生産が可能であることが明らかになった（図 2）。 

（３） 表面マーカー発現解析 
pMC-IFN-λおよび pMC-FLT3L は、ともに H-2Kb/Db 陽性, I-A/E 陽性, CD40 陰性, CD80 陽
性, CD86 陽性, CD11b 陽性, CD11c 陽性, CD33 陽性, F4/80 陽性, CD205 陽性であり、ミエ
ロイド系マクロファージ・DC 様の表面マーカー発現パターンを示した。これらの発現は、
III 型インターフェロン（type III IFN）遺伝子、あるいは、FLT3L 遺伝子の導入によって
変化せず、導入前の pMC と同様であった（図 3）。抗原提示分子（MHC-I,MHC-II）、及び共刺
激分子（CD80, CD86）を発現し、抗原提示細胞様のフェノタイプを示し、壊死したがん細胞
を取込み、がん抗原をプロセス・抗原提示して二次的な免疫応答を惹起する可能性が示唆
された。 

（４） サイトカイン産生能 
pMC-IFN-λは、GM-CSF の添加がない培地
の中でも III 型 IFN を産生し、生体内に投
与しても III 型 IFN を継続的に産生して、
効果を発揮する可能性が示唆された（図
4）。 
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（５） In vivo 有効性評価 
C57BL/6 マウスの両脚に OVA
発現メラノーマ細胞株（MO4）
を移植した。移植 4日後、type 
I IFN産生iPSC-pMC、type III 
IFN 産生 iPSC-pMC、および、
FLT3L 産生 iPSC-pMC を単独、
あるいは、これらを組み合わ
せて右脚腫瘍局所に投与し
て、投与部位および遠隔部位
のがんの腫瘍径を経時的に測
定した（図 5, 6, 7）。投与局
所におけるがん抑制効果は、
単独で type I IFN 産生 iPSC-
pMC が最も強く、FLT3L 産生
iPSC-pMC が最も弱かった（図
8）。2 つ以上の組み合わせで
は効果が向上した（図 9）。一
方、遠隔部位におけるがん抑
制効果は、単独では、type I 
IFN 産生 iPSC-pMC が最も強
く、次いで type III IFN 産
生 iPSC-pMC と FLT3L 産生
iPSC-pMC が同等であった（図
10）。2つの組み合わせでは大
きな差を認めなかったが、3
つの組み合わせにより効果
が向上した（図 11）。type III 
IFN 産生 iPSC-pMC は、type I 
IFN産生iPSC-pMCとFLT3L産
生 iPSC-pMC と併用投与することにより、投与部位のみならず遠隔部位のがんを制御するこ
とが明らかとなった。一方、type I IFN 産生 iPSC-pMC、あるいは、type III IFN 産生 iPSC-
pMC の単独投与の場合、あるいは、type I IFN 産生 iPSC-pMC、type III IFN 産生 iPSC-pMC、
FLT3L 産生 iPSC-pMC の 3者を混合投
与した場合には、未治療群と比較し
て著しく生存が延長した（図 12）。 

 
 
考察 
本研究により、tyep I IFN 産生 iPSC-pMC、
type III IFN 産生 iPSC-pMC、FLT3L 産生
iPSC-pMCの3者を混合投与した場合には、
投与部位のみならず遠隔部位のがんの制
御が可能であることが示唆された。私達
は以前、type I IFN 産生 iPSC-pMC（1×
10^6 個）をがんの局所に週 3 回投与する
ことで、投与部位のみならず遠隔部位の
がんを制御できることを報告した（Cell 
Rep. 2019 Oct 1;29(1):162-175.e9.）。
type I IFN は、CD103+DC に作用してがん
反応性 T細胞の初期活性化を促進するが、
同時に免疫抑制機構を作動させ、がんの
治療抵抗性を誘発する。   
本研究では、type I IFN 産生細胞
の投与数を 1/3 まで減らし、type 
III IFN 産生 iPSC-pMC、FLT3L 産生
iPSC-pMC との 3 者の併用で、週 2
回投与においても、投与部位のみ
ならず遠隔部位のがんを制御でき
ることを明らかにした。つまり、
type I IFN のネガティブフィード
バックを最小限に抑えつつ、
CD103+DC 応答を介したがん反応性



T 細胞の活性化を誘導できたのではないかと考える。本システムによる CD103+DC の分化促進、
がん反応性 T細胞応答の促進、ネガティブフィードバックの低下の証明は今後の課題である。今
後はこれに加えて、免疫チェックポイント阻害剤との併用効果を明らかにし、臨床開発への可能
性を検証したい。 
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