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研究成果の概要（和文）： 

 抗原特異的T細胞の輸注療法は多くの腫瘍や慢性ウイルス感染症に対して効果的
な治療法と考えられている。しかしその効果は、抗原特異性 T細胞の疲弊現象によって大
きく減ぜられることが知られる。我々はその問題を克服するために抗原特異的 T細胞を初
期化し、そこから T細胞受容体遺伝子再構成（抗原特異性）の保存された iPS細胞を樹立
した。更には、それらの iPS 細胞を T 系譜細胞へ再分化させることに成功した。再分化
した T系譜細胞の抗原特異性は元になった T細胞と同一と考えられた。本手法を発展させ
れば、抗原特異的なメモリーT 細胞を体外で無尽蔵に誘導することが可能と考えられ、治
療開発への展開が期待される。 
 

研究成果の概要（英文）： 
Adoptive immunotherapy with antigen-specific T cells expressing a limited 

TCR repertoire is a promising approach to fighting various types of cancer and chronic 
viral infections; however, the effectiveness of this therapy declines due to exhaustion of 
the antigen-specific T cells. To overcome this problem, we have explored the potential 
of induced pluripotent stem (iPS) cell technology and have generated T cell-derived iPS 
(T-iPS) cells. Furthermore, we have succeeded in redifferentiating T-iPS cells into T 
lineage cells. As was expected, the invariance of the antigen specificity was evidenced 
by the fact that the TCR gene rearrangement patterns in the redifferentiated T lineage 
cells were identical to those in the original T cell. These findings suggest that 
regeneration of antigen-specific immune systems using iPS cell technology will shed 
new light on the field of adoptive immunotherapy. 
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１．研究開始当初の背景 

免疫系において中心的役割を持つ T

細胞は通常一種類の抗原受容体を持ち、抗

原とMHCの両方を認識し、ヘルパー、キ

ラーなどの機能を発揮する。ウイルス感染

や癌免疫の主体となるのがT細胞であるこ

とから、T 細胞をクローナルに増殖し、細

胞治療に用いる試みが行なわれてきた。し

かし、現実には患者からT細胞を取り出し、

in vitro で培養増殖することは意外と難し

く、数は得られたとしても機能や寿命を保

ったまま治療に役立つT細胞を多数得るこ

とは困難である。したがって現状では臨床

効果を確実に得ることができるT細胞によ

る免疫細胞治療を確立することは難しい。

一方で、幹細胞生物学や発生工学の技術が

進みヒト多能性幹細胞が容易に樹立される

ことやラット ES 細胞、iPS 細胞の樹立、

それによるノックアウトラットの作成が技

術的に可能となっている。 

 

２．研究の目的 

以上のような背景のもと、本研究プロ

ジェクトでは患者末梢血からウイルス抗原

や腫瘍特異抗原に対する抗原特異的T細胞

を抗原-テトラマー複合体と FACS を利用

して分離し、そこから効率良く iPS細胞を

樹立する技術を確立する。ここで確立され

た iPS細胞は患者のT細胞クローン由来で

あることから、誘導された T細胞は全て同

一の抗原受容体を発現するはずである。従

ってこの iPS細胞由来のT細胞は全て同じ

抗原特異性・MHC 拘束性を持つことが予

想される。 

 次に樹立された iPS細胞からT細胞

を誘導する方法を確立する。これについて

はこれまでにも ES細胞から T細胞を誘導

する方法が幾つか報告されているが、ここ

では ES細胞ではなく T細胞から誘導した

iPS 細胞を用いるところが特徴といえる。

Ex vivoの胎仔胸腺organ cultureによる方

法に加えて、NOG マウスや、ラット ES

細胞ならびに iPS細胞を利用して作製した

免疫不全ラットを利用して、in vivoでのヒ

ト T細胞誘導を試みる。得られた iPS細胞

由来のT細胞についてその抗原特異性や機

能を確認し、細胞治療への利用の可能性を

探る。 

 

３．研究の方法 

実験 1：担癌患者、ウイルス感染症患者の

細胞障害性 T細胞由来 iPSC の樹立 

癌患者あるいは慢性ウイルス感染

症患者から、疾患抗原特異的 Tリンパ球を

抗原-テトラマー複合体とフローサイトメ

ーターを利用して分離し、 T細胞クローン

に由来する iPSCの樹立を試みた。 

 

実験 2：抗原特異的 TCR遺伝子再構成を持

つ iPSCからの細胞障害性 Tリンパ球の誘

導 

我々が開発したヒト iPSC からの血球誘導

系をもとに、monoclonal TCRへのペプチ

ド/HLA-Class I刺激あるいは HLAトラン

スジェニックマウス胎仔胸腺での組織培養

などを併用して、in vitroでのmonoclonal 

CTL誘導を試みた。また、胸腺内成熟に期

待し て NOG マウ スの生体 内でも

monoclonal CTL誘導を試みた。 

 

実験 3：担癌患者、ウイルス感染症患者

iPSC 由来 CTL の HLA 拘束性細胞傷害能

の評価 

得られた iPSC由来CTLが抗原特



異性を保っていることを、in vitro の系で

評価した。 

 

４．研究成果 

①、細胞障害性 T 細胞由来 iPS（T-iPS）

細胞の樹立 

研究初年度である平成 22 年は、基礎実験

としてまずマウスの末梢 T細胞からの iPS

細胞樹立を試みた。レトロウイルスベクタ

ーで山中 4因子を導入しマウス胎児線維芽

細胞（MEF）フィーダーと共培養を行った

が、MEF からの iPS 細胞誘導とは全く異

なり、マウス T細胞から iPS細胞を得るこ

とはできなかった。誘導時に VPA や

GSK3b阻害剤、MEK阻害剤、p53阻害剤

などを使用しても効率の改善は認められな

かった。マウス末梢血 T 細胞を ground 

state の iPS 細胞へと初期化することは困

難と考え、epiblastタイプの iPS細胞であ

るヒト iPS細胞を末梢血のT細胞から樹立

することを試みた。 

抗原非特異的な CD8 T 細胞、各種のがん抗

原をソースとして、レトロウイルスベクタ

ーによる山中因子導入を行い、CD8陽性 T

細胞をリプログラミングするために必要な

因子と培養条件を絞り込んだ。当初は極め

て効率が悪かったが、平成 23 年度には、

センダイウイルスベクターを用いる手法を

取り入れるなど工夫を重ね、CD8 T細胞の

リプログラミング効率を 0.001%から 0.1%

へと約 100倍向上させた。 

 

②、TCR遺伝子再構成を持つ iPS細胞から

の細胞障害性 Tリンパ球の誘導 

平成 22 年度は、抗原非特異的な手法で得

られた T-iPS 細胞をソースに、in vitro な

らびに in vivo の双方の系を用いて成熟分

化 T細胞を得ることを試みた。in vitroに

おいて、既報では ES 細胞を CD4/CD8 両

陽性T細胞より先の成熟段階に分化誘導す

ることは困難とされているが、サイトカイ

ンとフィーダーの最適化により、CD4ある

いは CD8 陽性の T 細胞分画を僅かに得る

ことが出来た。また、NOD/JAK3(-/-)マウ

スをレシピエントとしてヒト T-iPS細胞由

来の奇形腫を作らせることで、ヒト胎児胸

腺を用いずに CD4あるいは CD8陽性の T

細胞分画を得ることが出来た。平成 23 年

にはT系譜へと分化した細胞とフィーダー

細胞を in vitroで共培養しつつ、サイトカ

イン存在下に TCR 刺激を繰り返すことに

よって、再分化 CD8 陽性細胞の出現効率

を改善した。 

 

実験3：ウイルス感染症患者 iPSC由来CTL

の抗原特異性の評価 

上記の方法でウイルス抗原特異的

な CD8 陽性 T 細胞から iPS 細胞を得た。

それを再分化させて、CD8陽性 T細胞受容

体配列を解析したところ、元の細胞と同一

であることが確認された。T 細胞誘導に関

する現在までの報告では、抗原特異性の確

認にまで至っていないものが多く、本課題

で開発された手法の有用性が示唆された。 

また平成 23 年には再分化 T 細胞

の機能を in vivo で評価するための免疫不

全ラット開発のソースとなる、ラット由来

の iPS 細胞の樹立にも成功し、報告した。 
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