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研究成果の概要（和文）：我々は腫瘍抗原遺伝子（TAA）導入iPS細胞由来DCs（iPSDCs）を分化誘導し、従来の骨髄細
胞由来DCs（BMDCs）と比較し、その抗腫瘍効果を検討した。【方法】マウスiPS細胞からTAA遺伝子導入DCsを分化誘導
し、抗原提示細胞としての機能を比較検討した。抗腫瘍効果については、51Cr-release assayおよび皮下腫瘍モデルで
評価した。【結果】TAA遺伝子導入iPSDCsは、BMDCsと同等の抗原提示細胞としての機能を認め、抗腫瘍効果においても
同等であった。【結語】iPSDCsはBMDCsと同等の機能、抗腫瘍効果を認め、今後、臨床応用の可能性が期待できると考
える。

研究成果の概要（英文）：It is generally accepted that the difficulty in obtaining a sufficient number of f
unctional dendritic cells (DCs) is a serious problem in DC-based immunotherapy. We used the induced plurip
otent stem (iPS) cell-derived DCs (iPSDCs). In this study, we examined the capacity of iPSDCs compared wit
h that of bone marrow-derived DCs (BMDCs). We adenovirally transduced the hgp100 gene into DCs and immuniz
ed mice once with the genetically modified DCs. The cytotoxic activity of CD8 (+) cytotoxic T lymphocytes 
(CTLs) and the therapeutic efficacy of the vaccination were assayed. Our results showed that hgp100-specif
ic CTLs exhibited as high a level of cytotoxicity as BMDCs. Moreover, vaccination with the genetically mod
ified iPSDCs achieved as high a level of therapeutic efficacy as vaccination with BMDCs. This study clarif
ied experimentally that iPSDCs have an equal capacity to BMDCs. This vaccination strategy may therefore be
 useful for future clinical application as a cancer vaccine.
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１．研究開始当初の背景 
我々は、以前より癌特異的ワクチン療法と

して、樹状細胞療法の有用性を報告してきた。
樹状細胞(dendritic cell ; DC) は強力な抗
原提示能を有し、効率的にT細胞を活性化し、
微弱な免疫応答を賦活することができる。し
たがって、DCは癌免疫療法においては極めて
重要な tool であり、樹状細胞療法は特異的
に癌細胞を攻撃する非常に有用な癌治療法
の一つである。しかし、樹状細胞療法の大き
な問題点は、細胞量の確保であり、臨床応用
した場合、DC は、末梢血白血球中の単球（モ
ノサイト）を GM-CSF 等のサイトカインを加
えて培養し分化誘導することにより作製さ
れ、末梢血単球は体外で増殖させることがで
きないため、樹状細胞治療に必要な数を得る
ためには、大量の血液をアフェレーシス（成
分採血）処理することにより得られた白血球
中から単球を分離する必要がある。つまり、
末梢血単球由来の DC を用いる方法は、ドナ
ーの負担と細胞供給の不安定性という問題
があり、その臨床的有効性が確認されたとし
ても、医療技術として広く普及するのは非常
に困難であると予想される。そこで無限増殖
能を有する人工多能性幹細胞（iPS 細胞）を
材料として DC を作製することが可能になれ
ば、細胞ドナーへ負担をかけることなく必要
な数のDCを作製できるようになると考えた。 
 
２．研究の目的 
われわれは iPS 細胞由来 DCs（iPSDCs）が

従来の骨髄細胞由来 DCs（BMDCs）と、抗原提
示細胞（APC）として同等の機能を有し、同
等の抗腫瘍効果を示すならば、現在の DCs ワ
クチン療法の問題を解決し、大きく進歩でき
ると考えた。 
本研究ではマウスiPS細胞から腫瘍抗原遺

伝子(TAA)遺伝子導入 DCs を分化誘導し、APC
としての機能を、従来の BMDCs と比較検討し
た。抗腫瘍効果については、51Cr-release 
assay および皮下腫瘍モデルで評価した。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス iPSDCs の分化誘導 
マウス iPS 細胞（iPS-MEF-Ng-20D-17）を 4

ステップで iPSDCs へ分化誘導した。第 1 は
iPS 細胞を、αMEM 培地上で、OP9 細胞を
feeder 細胞として培養する。第 2は、7日目
に細胞を回収し、それらの細胞を、2ME、
rmGM-CSF を含むαMEM 培地上で、新たな OP9
細胞を feeder 細胞として培養する。第 3は、
14 日目に浮遊細胞を回収し、rmGM-CSF、を含
む完全培地上で培養する。第 4は、26 日目に
浮遊細胞を回収し、新たな rmGM-CSF、rmTNF-
αを含む完全培地上で培養する。28 日目に浮
遊細胞を回収する。 
(2)iPSDCs と BMDCs の APC としての機能の評
価 
①成熟能の比較検討 
iPSDCsとBMDCsの成熟能を比較検討するた

めに、それぞれの未成熟、成熟 DCｓにて表面
マーカーの発現（CD11c、CD80、CD86、MHC class
Ⅱ）を flow cytometry にて比較検討した。 
②サイトカイン分泌能の比較検討 
iPSDCsとBMDCsのサイトカイン分泌能を比

較検討するために、それぞれの未成熟、成熟
DCｓにてサイトカインの分泌（IL-12、IFN-
γ）を ELISA 法にて比較検討した。 
③遊走能の比較検討 
iPSDCsとBMDCsの遊走能を比較検討するた

めに、adenovirus vector で gp100 遺伝子導
入したそれぞれの DCsに PKH67 で蛍光標識し
て、マウス（C57BL/6(H-2b)）の右下腹部に
皮下投与し、3 日後に所属リンパ節（鼠径リ
ンパ節）を回収した。回収したリンパ節は凍
結切片を作成し、HE 染色したものと比較して、
蛍光顕微鏡にて観察した。さらにホモジナイ
ズしたものを flow cytometry にて比較検討
した。 
(3)TAA 遺伝子導入 iPSDCs と BMDCs の抗腫瘍
効果の評価 
①In vitro による比較検討 
それぞれ DCs をワクチン投与した際の

gp100 特異的細胞障害性 T 細胞（CTLs）の誘
導能を比較検討するために、gp100 遺伝子導
入したそれぞれのDCsをマウスに皮下投与し、
14 日後に脾臓を回収した。そして抽出した脾
細胞を B16 細胞（gp100(+)）と、5 日間共培
養した。これにより得られた細胞を MACS に
て CD8(+)CTLs を注出した。これを B16細胞、
MC38 細胞、YAC-1 細胞で、51Cr-release assay
にて特異的細胞障害活性を解析した。 
②In vivo による比較検討 
それぞれDCsをワクチン投与した際の腫瘍

増殖抑制効果を比較検討するために、gp100
遺伝子導入したそれぞれの DCs を、B16 皮下
腫瘍モデルマウスに皮下投与し、皮下腫瘍の
大きさを継時的に測定し解析した。 
 

４．研究成果 
（結果） 
(1)マウス iPSDCs の分化誘導 (Fig1A) 
接着細胞であるiPS細胞をプロトコールで

培養すると、第 2 ステップの終わりの 14 日
目には、明るく、小さい、類縁形の浮遊細胞
が得られた。さらに第 3ステップの終わりの
26 日目には、一部に突起の様な不整な部位を
有する未成熟 iPSDCs が得られた。そして第 4
ステップの終わりの28日目には、従来のBMDC
ｓと同様に、強力な樹状突起を有する成熟
iPSDCs が得られた。 
(2)iPSDCs と BMDCs の APC としての機能の評
価 
①成熟能の比較検討 (Fig1B) 
iPSDCsはBMDCsと同様に、TNF-αで成熟し、

CD80、CD86、MHC classⅡの発現の同程度の
上昇を認めた。 
②サイトカイン分泌能の比較検討(Fig1C) 
IL-12、IFN-γ共に、iPSDCs、BMDCs 両方で、

成熟化により、有意なサイトカインの分泌の



上昇を認めた（p<0.001）。またそれぞれの成
熟DCsのサイトカイン分泌能に有意な差は認
められなかった（p＞0.05）。 
③遊走能の比較検討(Fig2A,B) 
回収した所属リンパ節を凍結標本にして、

薄切したものと、それをさらに HE 染色した
ものを、蛍光顕微鏡で観察すると、gp100 遺
伝子を導入したそれぞれの DCs どちらでも、
遊走してきた、蛍光標識された DCs を皮質周
囲などで認めた。また回収した所属リンパ節
をホモジナイズし、PBS で再懸濁したものを
フローサイトメトリーで解析すると、コント
ロールとして用いた、治療していないマウス
のリンパ節と比較して、PHK67 陽性細胞の比
率は、PBS 群が 3.0%であるのに対し、
BMDCs-gp100 群が 11%、iPSDCs-gp100 群が
9.9%であった。 
(3)TAA 遺伝子導入 iPSDCs と BMDCs の抗腫瘍
効果の評価 
①In vitro による比較検討(Fig3A) 
B16 細胞（gp100(+)）では、gp100 遺伝子

を導入したそれぞれのDCs群では他の３群に
比べ有意に高い細胞障害活性を認めたが
（p<0.001）、これらの DCs 群の間には有意差
は認めなかった。一方 MC38 細胞や YAC-1 細
胞では、５群間に有意な差は認めなかった（p
＞0.05）。 
②In vivo による比較検討(Fig3B) 
gp100 遺伝子を導入したそれぞれの DCs 群

では他の３群に比べ有意に高い腫瘍増殖抑
制効果を認めたが（p<0.001）、これらの DCs
群の間には有意差は認めなかった（p＞0.05）。 
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（得られた成果と今後の展望） 
今回のわれわれの研究により、iPSDCs は、

従来の BMDCs と、APC として同等の機能を有
し、同等の抗腫瘍効果を有することが分かっ
た。千住らは、DNA microarrays で iPSDCs と
BMDCs の遺伝子発現プロファイルはほぼ同じ
であると報告している。今回の結果により、
遺伝子のみならず、機能も同等であることが
証明され、iPSDCs が naive DCs の代わりとな
ることを確定させたと考える。これにより
iPSDCs という、十分な量の、機能的な DCs を
得ることができ、DCs ワクチン療法の研究を
大きく前進させることができる。そしてその
先に臨床応用を目指し、究極のテーラーメイ
ド治療である、TAA 遺伝子導入 iPSDCs ワクチ
ン療法を目指す。具体的には、患者の体細胞
から iPS 細胞を作成し、次に TAA 遺伝子を、
iPS 細胞に導入する。そしてその遺伝子導入
された、iPS 細胞を iPSDCs に分化誘導し、最



終的には、このiPSDCsをワクチン投与する。
そのため今後は、まずトランスジェニックマ
ウスを用いたプレクリニカルスタディーに
取り組み、次に人への応用へと研究を進めて
行く予定である。 
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