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研究成果の概要（和文）：自己免疫疾患のカニクイザルモデルを作成するため、自己抗原に反応するリンパ球をiPS細
胞から作製することを試みた。線維芽細胞由来のiPS細胞をサイトカイン、フィーダー細胞と培養し、造血幹細胞に類
似する性質をもつ細胞を試験管内で誘導した。この細胞をTリンパ球への分化に必要な信号を生み出す分子を発現する
フィーダー細胞とサイトカインと培養し、成熟Tリンパ球の発現する分子、T細胞抗原受容体を発現する細胞の分化に成
功した。しかしながら、このiPS細胞由来Tリンパ球は自己の細胞に対する反応性は示さなかった。

研究成果の概要（英文）：We sought to establish an autoimmune cynomolgus macaque model using autoreactive T
 lymphocytes derived from iPS cells. iPS cells were derived from fibroblasts in the skin of a cynomolgus m
acaque. The iPS cells were culture with feeder cells in the medium containing cytokines to induce hematopo
ietic stem cells. Furthermore, induced hematopoietic like cells were cultured with feeder cells inducing T
 lymphocyte differentiation in the medium containing cytokines. The cultured cells had T-cell antigen rece
ptors, which were expressed on the surface of mature T lymphocytes. The induced T lymphocytes did not resp
ond to cells from the donor macaque.
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１．研究開始当初の背景 
 自己免疫疾患の病因と治療法の開発のた
めに人の病態を反映する動物モデルが必要
となる。さらに人での治療法の開発を考慮す
るとより人に近い症状と病態を再現できる
霊長類モデルが必要である。しかし、霊長類
の自己免疫疾患モデルは抗原が判明してい
る関節リウマチ（抗原：コラーゲン）、実験
的自己免疫性脳脊髄炎（抗原：ミエリン塩基
性タンパクなど）などに限られる。また、特
定の主要組織適合抗原複合体 (MHC) を有
するサルでしか、これらの疾患を誘導できず、
近交系動物が容易に使用できない霊長類で
は限られた実験しか行われていない。そこで
本研究では iPS細胞から胸腺環境を介さず自
己反応性 T リンパ球を誘導、ドナーサルに移
植することで、自己免疫疾患モデルを作製す
ることを計画した。 
 T リンパ球が胸腺内で分化する時、通常自
己抗原と反応する抗原受容体を発現する細
胞は「負の選択」により除去される。そのた
め、末梢免疫組織には自己反応性 T リンパ球
は存在せず、自己免疫疾患を起こさない。そ
こで胸腺環境を介さずにTリンパ球を分化さ
せれば、負の選択を回避し、自己反応性 T リ
ンパ球を得られるのではないかと発想した。 
 研究開始当初ではマウス iPS細胞からTリ
ンパ球の誘導した報告はあったが、誘導効率
は低く、T リンパ球の機能の解析はされてい
なかった。そのため霊長類 iPS 細胞から機能
を有するTリンパ球の誘導法の開発が必要と
されていた。 
 
２．研究の目的 
 自己免疫疾患の霊長類モデルの作成を目
的とし、自己反応性 T リンパ球を iPS 細胞か
ら樹立する。次に自己反応性 T リンパ球をカ
ニクイザルに移植し、自己免疫疾患を誘導す
る。最後に治療法の開発のために iPS 細胞か
ら免疫抑制性 Treg 細胞の誘導条件の開発を
行う。 
 
３．研究の方法 
（１）カニクイザル iPS 細胞の樹立 
 カニクイザルTリンパ球及び皮膚線維芽細
胞に山中４因子（c-myc, Oct3/4, Klf4, Sox2）
をレトロウイルス・レンチウイルスベクター
を用いて導入し、iPS 細胞を誘導した。マウ
ス胎児線維芽細胞（MEF）上で培養し、継代
を続けた。 
 MEF を 除 去 後 、 iPS 細 胞 を bone 
morphogenetic protein (BMP4, 100 ng/ml)
を含む aggrewell 内で培養し、embryonic 
body を誘導した。 
 
（２）造血幹細胞の誘導 
 embryonic body を X線照射したフィーダー
細胞 C3H/10T½上に加え、L-アスコルビン酸、
vascular endothelial growth factor (VEGF, 
50 ng/ml)及び stem cell factor (SCF, 100 

ng/ml)を含む培養液内で低酸素状態で１週
間培養した。次の１週間は通常酸素濃度＋5%
炭酸ガスの状態で培養した。この時点で CD34
陽性細胞が含まれていることを蛍光標識抗
体とフローサイトメーターで確認した。 
  
（３）リンパ球の誘導 
 Delta-like ligand 1 を発現したフィーダ
ー細胞OP9-DL1をコンフルエントになるまで
培養したシート上で上記の CD34 陽性細胞を
培養した。その際に SCF (10  ng/ml)、Flt3 
ligand (Flt3L, 5 ng/ml)、interleukin-7 
(IL-7, 5 ng/ml)を加えた。１ないし２日お
きに上記３種のサイトカインを含む培養液
を交換した。 
 NOG マウス（リンパ球欠損）に上記の CD34
陽性細胞を移植した。経時的に採血し、蛍光
色素標識抗体で染色し、フローサイトメータ
ーを用いて、サル由来細胞の存在を解析した。  
 カニクイザルBリンパ球ラインは末梢血リ
ンパ球を herpes virus macaca fascicularis 
I (HVMFI)産生細胞の培養上清内で培養し、
不死化させて作製した。 
 
４．研究成果 
（１）カニクイザル iPS 細胞の樹立 



図１ マウスに移植したカニクイザルiPS細
胞が形成した奇形腫。神経、骨、腸管のほか
図に示す以外に軟骨、筋肉、皮膚等にも分化
した。三胚葉に分化し、多能性を持つことが
確認された。 
 
 カニクイザルの末梢血リンパ球と皮膚線維
芽細胞に山中４因子を導入し、iPS 細胞を樹
立した。この細胞をリンパ球欠損マウスの皮
下、精巣に移植したところ、神経、骨、腸管
等への分化が認められ、多能性が確認された
（図１には線維芽細胞由来iPS細胞の結果を
示す）。 
 BMP4を含むaggrewell内でこのiPS細胞を
培養し、embryonic body を作製した。 
 
（２）造血幹細胞の誘導 
 iPS細胞由来 embryonic body をフィーダー
細胞 10T½上で２週間培養すると iPS sac が形
成された。この細胞中の 10ないし 20%が CD34
陽性細胞であった。 
 これらの細胞を抗 CD34 抗体及び抗 VEGF 受
容体 2(VEGFR2)抗体で染色すると、CD34 陽性
VEGFR2 陰性細胞（図２の P3）、CD34 陽性
VEGFR2 陽性細胞（図２の P2）、CD34 陰性
VEGFR2 陰性細胞（図２の P4）に分類された。
CD34陽性VEGFR2陰性細胞は造血幹細胞、CD34
陽性 VEGFR2 陽性細胞は血管・間質細胞の幹
細胞と同様の表現型を示した。従って、セル
ソーターを用いて CD34 陽性 VEGFR2 陰性細胞
を分離した（図２の左上の細胞集団 P3）。 
 

図２ iPS 細胞から誘導された造血幹細胞様
細胞。カニクイザル iPS 細胞をフィーダー細
胞上でサイトカインと２週間培養した。得ら
れた細胞を蛍光色素標識抗体で染色後、フロ
ーサイトメーターで解析、P3 のゲート内の細
胞を分取した。 
 
（３）リンパ球の誘導 
 分取した iPS細胞由来 CD34 陽性 VEGFR2 陰
性細胞をフィーダー細胞 OP9-DLL1 上で SCF、
Flt3L、IL-7 を加えて培養したところ、培養
から４週間後に CD8と CD4 の両方が陽性の細
胞が検出された（図３）。 

 
図３ iPS 細胞由来造血幹細胞から分化した
T リンパ球様細胞。T リンパ球分化用フィー
ダー細胞とサイトカインを加えて培養後、蛍
光色素標識抗体で染色し、フローサイトメー
ターで解析した。正常の胸腺に存在する
CD4CD8 ダブルポジティブ細胞に相当する細
胞が誘導された（赤矢印）。 
 
 CD34 陽性細胞の培養開始から 11 週後、TCR
αβ陽性細胞が検出された。この細胞は CD8
陽性、CD4 陰性であり、キラーT 細胞様の表
現型を持つ細胞であった（図４）。 

 
図４ T 細胞抗原受容体の発現。CD4CD8 ダブ
ルポジティブ細胞の培養を継続し、T 細胞抗
原受容体 TCRαβの発現を解析した。TCRαβ
陽性細胞の多くは CD8 陽性（上図矢印）、CD4
陰性（下図矢印）であった。 



  
（４）リンパ球の機能 
 リンパ球の機能を調べるため、上記 CD8 陽
性 TCR 陽性細胞を抗 CD3 抗体＋抗 CD28 抗体
＋抗 CD49d 抗体で刺激したところ、増殖反応
が見られた（図５上の棒グラフ）。さらに T
リンパ球を自己 B 細胞ライン、アロ（MHC 不
一致他己）B 細胞ライン、MHC 一致他己 B 細
胞ラインと培養したところ、MHC 一致他己 B
細胞ラインに対して増殖反応が見られた（図
５下３個の棒グラフ）。以上より、iPS 細胞よ
り誘導された Tリンパ球は機能を有する T細
胞抗原受容体（TCR）を発現するが、自己抗
原に対する反応性は持たないと考えられた。 
 

図５ iPS 細胞由来 T リンパ球の増殖反応。
カニクイザル iPS細胞由来 Tリンパ球を抗体
（抗 CD3抗体、抗 CD28 抗体、抗 CD49d 抗体）、
あるいは Bリンパ球ラインと培養した。培養
終了 16 時間前にトリチウム標識チミジンを
加え、DNA 複製反応を測定した。T リンパ球
のみを培養した数値を引き、Δcpm として表
示した。 
 
 なお、リンパ球欠損マウスに CD34 陽性細
胞を移植しても、カニクイザル由来の血液細
胞の増加は見られなかった。 
 
 今後、TCR のレパートリーの解析、自己反
応性細胞の誘導のためにカニクイザルMHCを
発現するフィーダー細胞を用いた培養が必
要と考えられる。さらに抑制性 Treg 細胞な
ど特定の機能を有するTリンパ球への分化誘
導条件と産生するサイトカインを解析の上
で、生体内での細胞動態の研究へと進める必
要があると考えられる。 
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