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研究成果の概要（和文）：がん特異的な受容体を遺伝子導入するT細胞による免疫療法は優れた治療成績を上げ
ている。この治療効果を向上させるため、造血幹・前駆細胞から”若く”活発なT細胞を産生する方法が提案さ
れている。我々は、以前に、自己複製能と白血球への分化能をもつ人工白血球幹（iLS)細胞を開発することに成
功した。本研究では、このiLS細胞から活性に優れる遺伝子改変T細胞を大量に作製することを目的とした。ま
ず、がん特異的受容体を遺伝子導入したiLS細胞から大量のT細胞を産生することに成功した。そして、このT細
胞は顕著な抗がん活性を示した。したがって、iLS細胞は遺伝子改変T細胞の供給源として有望であることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Genetically engineered T cell therapy has made great strides in cancer 
therapy. However, there are still some obstacles for the success of the therapy, including T-cell 
exhaustion/terminal differentiation during manufacturing processes. Hematopoietic stem/progenitor 
cells have been proposed to generate "young" engineered T cells. We previously investigated a 
leucocyte progenitor cell called induced Leukocyte stem (iLS) cell which has self-renewal capacity 
and differentiation potential to leukocytes. In this project, we had developed engineered T cells 
generated from iLS cells. Cancer-reactive receptor gene was stably transduced into iLS cells. The 
iLS cells generated tremendous amount of the engineered T cells. The engineered T cells showed 
significant anticancer activity with antigen-specific manner. Therefore, iLS cell should be a 
promising cell as a source of the engineered T cells for cancer immunotherapy.

研究分野：がん免疫療法

キーワード： T細胞免疫療法　人工白血球幹細胞　がん免疫療法　T細胞受容体　キメラ抗原受容体
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、iLS細胞からがん免疫細胞療法のための遺伝子改変T細胞を作製することに成功した。これまで、造
血幹・前駆細胞や人工多能性幹細胞から遺伝子改変T細胞を作製する方法が考案されているが、得られる細胞
数、コスト、安全性などの課題があった。本研究で開発したiLS細胞は簡便に作製することができ、一定の条件
でおいてのみ自己複製により増幅することができるので、安全で安価に大量の遺伝子改変Τ細胞が作製できるこ
とが期待される。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
がん特異的な T 細胞受容体（TCR）遺伝⼦改変 T（TCR-T）細胞とキメラ抗原受容体（CAR）
遺伝⼦改変 T（CAR-T）細胞によるがん免疫療法は臨床試験において優れた治療効果が報告さ
れている（Robbins et al., Clin. Cancer Res, 2016）。しかし、現在、その⼤元の細胞として成熟 T
細胞が⽤いられ、作製される遺伝⼦改変 T 細胞の⻑期増殖による⽼化・疲弊化が問題である。
また、TCR-T 細胞において、内在性 TCR とのミスマッチによる抗原認識能の低下と未知抗原
に対する反応性の獲得などが課題となっている。この解決策として、造⾎幹・前駆細胞（HSPC）
から遺伝⼦改変 T 細胞を作製する⽅法が考案されている（Gschweng et al., Immunol Rev, 2014）。
HSPC を利⽤すると、成熟 T 細胞よりも⾼い増殖能と細胞障害活性を有した“若い”T 細胞を得
られる上に、TCR-T 細胞では TCR 再構成前に TCR を導⼊するため対⽴遺伝⼦排除により内在
性 TCR の発現が抑制される（Najima et al., Blood, 2016）。しかし、HSPC は患者から極微量し
か得られないため、治療に⼗分な遺伝⼦改変 T 細胞を作製することは困難である。従って、遺
伝⼦改変 T 細胞の供給源となる新たな細胞が求められている。 
 
２．研究の⽬的 
 我々は、以前に、⽩⾎球（T, B, ミエロイド系細胞）への分化能を持ち無限に増幅する iLS 細
胞を独⾃に開発することに成功した（Ikawa et al., 2015, Stem Cell Rep）。そこで本研究では、iLS
細胞を⽤いた新規がん免疫治療⽤細胞を開発することを⽬的とした。すなわち、iLS 細胞へ、が
ん特異的受容体を導⼊し、CD8陽性 T 細胞へと分化誘導することにより、⾼い抗がん活性を持
つがん特異的 T 細胞を⼤量に作製する技術を開発する。本⽅法はがん治療のみならず、他の疾
患治療にも応⽤することが可能であり、汎⽤性の⾼い T 細胞免疫療法として発展することが期
待される。 
 
３．研究の⽅法 
iLS 細胞は、B 細胞分化に必須の転写因⼦ E2A の働きを阻害する ID3を HSPC へ強制発現し、
B 細胞分化条件下で培養することにより作製・維持される。本研究では、タモキシフェンによる
ID3制御が可能な ID3-ERT2 を⽤いて iLS 細胞を作製した。 
iLS 細胞にがん特異的受容体を遺伝⼦導⼊した iLS 細胞を樹⽴し、オバアルブミン（OVA）特異
的OTI T 細胞受容体（OTI-TCR）もしくは CD19特異的キメラ抗原受容体（CD19-CAR）を安
定発現する iLS 細胞（それぞれ、OTI-TCR iLS 細胞および CD19-CAR iLS 細胞）の樹⽴を試み
た。樹⽴したOTI-TCR iLS 細胞および CD19-CAR iLS 細胞を Delta-like 1（DLL1）を安定発
現するOP9/DLL1 細胞上で培養することで T 細胞への誘導を試みた。さらに、⽣成された T 細
胞の抗原特異的な細胞障害活性を in vitro および in vivo において評価した。 
また、近年、CAR 細胞療法は、T 細胞のみならず、NK細胞やマクロファージを⽤いても有効で
あることが報告されている（Liu et al, 2020, NEJM; Kichinsky et al., 2020, Nat Biotechnol）。そ
こで、CD19-CAR iLS 細胞から NK細胞およびマクロファージを⽣成することも試みた。 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
４−１．がん特異的受容体を安定発現する iLS 細胞の樹⽴ 
OTI-TCR 遺伝⼦および CD19-CAR 遺伝
⼦をレトロウイルスによって iLS 細胞へ
導⼊し、がん特異的受容体を安定発現する
iLS 細胞の樹⽴を試みた。その結果、OTI-
TCR また CD19-CAR を安定して発現す
る iLS 細胞を作製することに成功した。こ
の OTI-TCR iLS 細胞および CD19-CAR 
iLS 細胞は、導⼊遺伝⼦の発現を維持した
まま⻑期に培養できることが確認された。
その結果、例えば、OTI-TCR iLS 細胞で
は、1ヶ⽉間で数百億倍にも増幅させるこ
とに成功した（図１）。 
 
４−２．iLS 細胞からの CD8陽性 T 細胞の作製 
次に、これらの iLS 細胞を T 細胞への誘導を試みた。iLS 細胞をOP9/Delta-like 1(OP9/DLL1)
細胞上で Notch刺激下において培養することで、⾼効率で CD4/CD8ダブルポジティブ（DP）
細胞へと分化誘導させることに成功した。この DP 細胞を、さらに、OVAペプチド（OVA257-264）
を結合する抗原提⽰細胞と共培養することによって、OTI-TCR を発現する CD8 シングルポジ
ティブ T 細胞を作製することに成功した。この T 細胞誘導過程において、CD8 陽性 T 細胞は
分化誘導前の iLS 細胞から 7500倍も増幅させつつ⽣成され、⼤量の免疫細胞療法⽤ CD8陽性
T 細胞が iLS 細胞から作製できることが⽰された。同様にして、CD19-CAR iLS 細胞を T 細胞
誘導した結果、DP 細胞を産⽣させ、抗 CD3/CD28 抗体で刺激することによって、CD8陽性 T
細胞を作製することに成功した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４−３．OTI TCR-iLS 細胞由来 CD8陽性 T 細胞の抗がん活性評価 
次に、OTI-TCR iLS 細胞由来 CD8陽性 T（OTI-TCR T-iLS）細胞の抗原特異的な細胞障害活性
を in vitro にて評価した。OTI-TCR T-iLS 細胞は抗原特異的にサイトカイン産⽣し（図３A）、
OVA安定発現 B16（B16-OVA）細胞に対して⾼い細胞障害活性を有することが認められた（図
３B）。これらの結果をもとに、in vivo 抗腫瘍活性効果試験を B16-OVA 細胞を⽪下移植した担
がんモデルマウスを⽤いて⾏った。OTI-TCR T-iLS 細胞は、OTI 遺伝⼦改変マウスの脾臓から

図１．がん特異的受容体を安定発現する iLS 細
胞の樹立。OTI-TCRを iLS細胞へ遺伝子導入し、
iLS 培養条件下で OTI-TCR iLS 細胞を維持また
増幅させた。（A）樹立直後と 1 ヶ月間培養後の
OTI-TCR iLS細胞のフェノタイプ。（B）1ヶ月間
の培養におけるOTI-TCR iLS細胞の細胞数推移。 
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採取した T 細胞と同程度の⾮常に⾼い抗がん活性を⽰した（図３C）。したがって、がん特異的
TCR を安定導⼊した iLS 細胞から抗原特異的な細胞障害性Τ細胞が産⽣できることが明らかと
なった。 

 
４−4．CD19-CAR iLS 細胞の T 細胞および NK細胞への分化誘導 
我々は、以前に iLS 細胞が NK細胞への分化能も有することを報告している（Ikawa et al., 2015, 
Stem Cell Rep）。そこで、樹⽴した CD19-CAR iLS 細胞から CAR-NK細胞を作製できるかを検
証した。その結果、インターロイキン（IL）-2 および IL-15 を添加し培養することによって、効
率的に CAR-NK細胞を作製することに成功した（図４）。 
また⼀⽅で、我々は、CD19-CAR iLS 細胞からマクロファージを誘導することができるかどう
かも検証した。その結果、報告されているマクロファージ誘導条件下で（Richardson et al., 2015, 
Plos One）、CD19-CAR iLS 細胞から効率的にマクロファージを作製することに成功した（図４）。 
これらの結果から、iLS 細胞は、Τ細胞のみならず、がん免疫細胞法に⽤いる様々な免疫細胞を
⼤量に作製する供給源として有望であることが⽰された。 

 

図３.OTI-TCR iLS 細胞由来

CD8 陽性 T 細胞の抗原特異

的細胞障害活性。（A）OTI-
TCR T-iLS 細胞の抗原特異的

サイトカイン産生能。（B）

OTI-TCR T-iLS 細胞の B 16-
OVA 細胞に対する細胞障害

活性。（C）OTI-TCR T-iLS 細

胞の B16-OVA 移植マウスに

おける抗腫瘍活性効果。比較

対象として、OTI 遺伝子改変

マウスから採取した脾臓由来

の CD8 陽性 T 細胞（OTI-SP）
を活性化した後に投与した。 
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