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研究成果の概要（和文）：本研究は申請者が一貫して研究してきたiPSDCs癌ワクチン療法の問題点であった、有
効な標的の探求の終着点となる。これまでiPSDCsにネオアンチゲンを形質導入したという報告はなく、極めて新
規性が高い。患者由来のネオアンチゲンを遺伝子導入したiPSDCsを用いた癌ワクチン療法は、免疫学的寛容に陥
ることなく、これまでのTAAを導入したiPSDCs癌ワクチン療法に比べ、より強力な抗腫瘍効果を発揮する。

研究成果の概要（英文）：This study marks the end of the search for effective targets, which has been
 a problem of iPSDCs cancer vaccine therapy that the applicant has consistently studied. To date, 
there have been no reports of iPSDCs being transduced with neoantigens, and this is extremely novel.
 Cancer vaccine therapy using iPSDCs transfected with patient-derived neoantigens does not induce 
immunological tolerance, and exhibits stronger antitumor effects than conventional iPSDCs cancer 
vaccine therapy transfected with TAAs.

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
プロフェッショナルなAPCsであるDCsを用いたDCs癌ワクチンは以前から有望視されてきたが、いくつかの問題点
があった。iPSDCs癌ワクチン療法は、これらの問題点を改善し、より強力な治療戦略であると考えられた。しか
しそのiPSDCs癌ワクチン療法も十分な効果が得られず、より強力な治療標的を探求していた。
今日、免疫治療と言えば免疫チェックポイント阻害剤が隆盛を誇っているが、これはあくまでも癌の砦をはがす
だけで、癌を撃退するには強力な武器が必要である。そしてその武器は自らには安全であるものが適している。
これらの観点からも、本研究は新たな癌免疫療法を開発できる可能性のある非常に重要な研究である。

※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 
（1）本研究の着想に至った経緯 
申請者は前述の通り、iPSCs から APCs である DCs を分化誘導し、これに TAA を遺伝子導入
し、癌ワクチンとして投与する iPSDCs 癌ワクチン療法の基礎研究に従事し、その高い有効性
を報告してきた。しかし一方で、未だに癌ワクチン療法は臨床応用には届いておらず、ブレイク
スルーには強力な治療効果を引き出す、新たな治療標的が必要であった。そのような状況の中、
次世代シーケンサーやバイオインフォーマティックスの技術の進歩により、癌患者個々の全ゲ
ノムの遺伝子変異が同定できるようになったことから、ネオアンチゲンが癌免疫療法の標的と
して脚光を浴びるようになった。ネオアンチゲンは免疫学的寛容による治療効果の減弱をなく
し、患者個々に応じたテーラーメイドの、強力な治療効果を引き出す新たな治療標的となると考
え、より強力な iPSDCs 癌ワクチン療法が開発できるのではないかとの着想に至った。 
（2）関連する国内外の研究動向と位置づけ 
唯一のプロフェッショナルな APCs である DCs を用いた DCs 癌ワクチンは以前から有望視さ
れてきたが、いくつかの問題点から置き去りにされてきた。iPSDCs 癌ワクチン療法は、これら
の問題点を改善し、より強力な治療戦略であると考えられた。しかしその iPSDCs 癌ワクチン
療法も十分な効果が得られず、より強力な治療標的を探求していた。その一方で、次世代シーケ
ンサーを使ってマウスの癌細胞のネオアンチゲンを同定し、それらをマウスにワクチン投与す
ることで抗腫瘍効果を導き出した論文が相次いで報告され、それらのエビデンスに基づき患者
個々のネオアンチゲンを標的とした個別化がんワクチン療法の臨床試験が既に始まっている。
今日、免疫治療と言えば免疫チェックポイント阻害剤が隆盛を誇っているが、これはあくまでも
癌の砦をはがすだけで、癌を撃退するには強力な武器が必要である。そしてその武器は自らには
安全（癌特異的で副作用が少ない）であるものが適している。これらの観点からも、本研究は新
たな癌免疫療法を開発できる可能性のある非常に重要な研究である。 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究は申請者が一貫して研究してきた iPSDCs 癌ワクチン療法の問題点であった、有効な標
的の探求の終着点となる。これまで iPSDCs にネオアンチゲンを形質導入したという報告はな
く、極めて新規性が高く、申請者の業績からその可能性も高いと考えられる。これによりネオア
ンチゲンというより有効な標的を決定し、患者個々に対応した個別化治療の扉をあけ、臨床応用
で十分な効果が挙げれず、停滞している癌ワクチン療法の研究のブレイクスルーとなり、難治性
消化器固形癌の新規の癌免疫療法の開発となる、極めて意義深く世界にインパクトを与える研
究であると考える。 
 
 
 
３．研究の方法 
（１）患者由来のネオアンチゲンの解析 
患者より癌組織を摘出し、次世代シーケンサーを用いて全ゲノム解析を行い、エクソンにおける
遺伝子変異ならびに遺伝子発現量を決定する。そしてそれら遺伝子変異は、同時並行して全ゲノ
ム解析した患者由来の末梢血単核球（PBMCs）の結果と比較し、さらには COSMIC で検索を行い、
遺伝子由来ペプチドの MHC への結合予測は Net MHC Ver4.0 で行う。これらに基づき、そのタン
デムミニ遺伝子を合成し、pCDNA ベクターにクローニングする。これを electroporation により
iPS バンクより入手した iPSCs より分化誘導した iPSDCs に上記ベクターにより、電気穿孔法
（electroporaiton）にて遺伝子導入を行い、その患者独自のネオアンチゲンを発現する iPSDCs
（iPSDCs-neoantigen）を得る。 
（２）患者由来の癌細胞株の樹立（CTOS 法: Proc Natl Acad Sci USA 2011;108(15):6235-6240） 
摘出した患者の癌組織を約 2mm 角に細切し、DMEM/F12 (Thermo Fisher) 10mL に Liberase DH 
(Roche Diagnostics) 100μL (0.26 U/ mL)を添加した酵素液中で、37℃で 2時間インキュベー
トする。これらのポアサイズ 500μm および 250μmの金属メッシュを通過した分画を回収。こ
れを 100μm のナイロンメッシュ、40μmのナイロンメッシュの 順に通して、各フィルター上に
残った小腫瘍片を 8ng/mL bFGF を添加した StemPro® hESC 培地(ともに ThermoFisher)中で翌 
日まで培養し、CTOS を形成させる。そして麻酔下で NOD/SCID マウスの皮下に CTOS を接種して
移植する。 
継代及び実験に使用する場合は腫瘍塊の直径が約 10mm になったところでマウスを頚椎脱臼し腫
瘍塊を取り出す。組織像については腫瘍塊のパラフィン切片を H&E 染色で確認する。 
（３）Winn assay による in vivo での抗腫瘍効果の比較検討 
iPSDCs-neoantigen、iPSDCs-GFP（コントロール）を stimulator、患者由来 PBMCs を responder



として供培養を行い、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 をソートし、癌細胞株 1 に対し CD8+CTLs が 10 の割合で混ぜ合わせ、
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。CTOS NOD/SCID mice の背中に皮下投与する。そして腫瘍のサイズを(short diameter)²
× long diameter × 0.52 を指標とし経時的に評価し、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 
当初患者由来の組織を順次得る予定であったが、コロナ下により、治療以外の外来受診をいただ
くことが困難となり、研究の一部が遅延してしまった。 
（１）患者由来のネオアンチゲンの解析：患者より癌組織を摘出し、次世代シーケンサーを用い
て全ゲノム解析を行い、エクソンにおける遺伝子変異ならびに遺伝子発現量を決定した。そして
それら遺伝子変異は、同時並行して全ゲノム解析した患者由来の末梢血単核球（PBMCs）の結果
と比較し、さらには遺伝子由来ペプチドの MHC への結合予測を行った。これらに基づきタンデ
ムミニ遺伝子を合成し、pCDNA ベクターにクローニングした。これを電気穿孔法にて遺伝子導入
を行い、その患者独自のネオアンチゲンを発現する iPSDCs（iPSDCs-neoantigen）を得た。 
（２）患者由来の癌細胞株の樹立（CTOS 法）：摘出した患者の癌組織を約 2mm 角に細切し、37℃
で 2時間インキュベートした。これらを各種メッシュを通過した、各フィルター上に残った小腫
瘍片をメディウム中で翌日まで培養し、CTOS を形成させた。そして麻酔下で NOD/SCID マウスの
皮下に CTOS を接種して移植した。継代及び実験に使用する場合は腫瘍塊の直径が約 10mm にな
ったところでマウスを頚椎脱臼し腫瘍塊を取り出した。 
（３）Winn assay による in vivo での抗腫瘍効果の比較検討：iPSDCs-neoantigen、iPSDCs-GFP
（コントロール）を stimulator、患者由来 PBMCs を responder として供培養を行い、in vitro
刺激を 3回繰り返すことにより bulk CTLs を得た。次に MACS Pro を用いて CD8+CTLs をソート
し、癌細胞株 1に対し CD8+CTLs が 10 の割合で混ぜ合わせ、CTOS NOD/SCID mice の背中に皮下
投与し、その抗腫瘍効果を判定する予定であったが、先述の通り、コロナ下にて患者由来の組織
を得ることが困難であったため、本実験は結果を得ることができなかった。 
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