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研究成果の概要（和文）：マウス iPS 細胞あるいは ES 細胞から樹状細胞（DC）を誘導する方法

の効率化についての実験をおこなった。抗腫瘍効果を高めるために、IL-15 を過剰産生する ES

細胞をクローニングし DC への分化誘導をおこなった。また、腫瘍を直接攻撃するエフェクター

細胞としてのマクロファージを iPS 細胞から誘導する実験も行った。ヒトの iPS 細胞から誘導

したマクロファージ単体ではヒト悪性黒色腫を接種した免疫不全（SCID）マウスを用いたモデ

ルにて、抗腫瘍効果は認められなかった。しかし、これにサイトカイン遺伝子を導入した細胞

は著明な抗腫瘍効果を有することを見出した。 

 
研究成果の概要（英文）：We establish a streamlined process to generate the dendritic cells 
from mouse iPS cells and ES cells. To enhance the anti-tumor effect, we generated a ES cell 
clone expressing IL-15. Furthermore, we generated the macrophages derived from human 
iPS cells as an effector cells attacking tumor. The iPS cell derived macrophages itself did 
not show any anti-tumor effects on human melanoma grafted SCID mouse model. However, 
genetically modified cytokine producing iPS macrophages show a potent anti tumor effects. 
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１．研究開始当初の背景 
手術不適応な進行期メラノーマは多くの場
合において、抗癌剤や放射線の感受性も低く、
第４の治療法として有効な免疫療法の開発
が熱望されている。抗原特異的な免疫療法は、
適切な癌抗原を標的とすることにより、抗癌
剤よりも選択的に癌組織を攻撃できる可能
性があり、副作用が少なく、かつ効果の高い
治療法となる可能性を秘めている。米国国立
がん研究所で行われている腫瘍浸潤リンパ
球を用いた T 細胞移入療法は、その奏功率が
72%と極めて有効であると報告されているが、
こうした治療は限定された施設で、臨床研究

として、かつ多額の資金を投入して行われて
いることであり、こういった治療が標準治療
として日本でも行われるようになるとは考
えにくい。(Rosenberg et al. J Clin Oncol, 
2008) ワクチン療法のなかでは、ペプチド、
ウイルスベクター、腫瘍細胞自体を用いるも
のに比べて、樹状細胞を用いたワクチンの奏
功率が最も高いと報告されているが、それで
もその奏効率は 9.6％であり、十分であると
はいえない。(Banchereau et al. Nat Rev 
Immunol, 2005) つまり、より強い効果を持
ち、かつ一般病院でも広く、用いられるよう
な癌ワクチンの開発が求められていた。 
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 これまで樹状細胞療法は、アフェレーシス
により採取した末梢血単核球から作成した
樹状細胞を用いて行われてきた。その奏功率
が上がらない理由のひとつとしては、すでに
抗癌剤治療で骨髄抑制を来した末期癌患者
からは治療に必要な量の、また安定したクオ
リティーの樹状細胞を準備するのが困難で
あること、抗原を負荷する方法としては遺伝
子導入が望ましいにもかかわらず、ウイルス
ベクターを使用する必要があるため行えず、
実際にはペプチドや自己腫瘍細胞などが用
いられていることなどが挙げられる。これら
の問題を解決するために、研究代表者らはこ
れまでに ES 細胞由来樹状細胞樹状細胞
(ES-DC ： Embyonic Stem cell-derived 
Dendritic Cells)の研究を行ってきた。ES 細
胞は無限増殖能を有し、遺伝子導入も電気穿
孔法のみで施行できるため遺伝子改変が容
易であり、より強力な効果を有する樹状細胞
を無限に in vitro で作成することが可能であ
る。研究代表者らは、マウス ES 細胞にメラ
ノーマ関連抗原である glypican-3 (GPC3)、
secreted protein and rich in cysteine 
(SPARC) 、 tyrosinase-related protein 
2(TRP2)、gp100 遺伝子を導入した４種類の
ES-DC を作成した。これらの ES-DC をマウ
スに注射することで、それぞれの抗原特異的
CTL が誘導されることを確認した。また、複
数の抗原を標的とすることで、単一抗原に比
べて、有意に皮下接種あるいは腹膜播種した
腫瘍の増殖が抑制されること、  さらにα
-galactosylceramide(αGalCer)を ES-DC に
負荷することで、NKT 細胞が活性化し、よ
り強力な抗腫瘍効果が得られることを見出
した。  
 ES 細胞由来の分化細胞を用いた医療技術
の実用化を考慮した場合、ヒト ES 細胞の使
用に伴う倫理的な問題に加えて、レシピエン
トと ES 細胞の間の遺伝的背景の差に起因す
る HLA 型の不一致をはじめとする組織不適
合性の問題が、非常に大きな障壁となってい
た。しかしながら、これらの問題点は、最近
の iPS(induced pluripotent stem)細胞作製
技術の開発により解決される見込みとなり、
多能性幹細胞からの分化誘導技術を応用し
た医療技術が実現される可能性が高まった
ていた。 
 一方、新たな治療法の開発と同様に重要な
のは、メラノーマにおける鋭敏なバイオマー
カーの開発である。メラノーマにおいては、
5-S-CD、MIA、S100 などの血清タンパク質
が腫瘍マーカーになりうることが知られて
いるが、いずれも進行期にしか異常値を検出
できず、その感度は低い。より鋭敏に検出で
きるマーカーの開発も熱望されている。 
 最近、血清中の microRNA が従来考えられ
ていたよりはるかに安定して検出可能で、さ

まざまな癌腫でバイオマーカーになりうる
ことが報告されていた。我々は前年度までに、
メラノーマ患者血清中に microRNA-221 が
高発現しており、早期診断マーカーとなりう
ることを報告した。（Kanemaru, Fukushima 
et al. J Dermatol Sci, 2011）本研究では、さ
まざまな血清タンパク質について解析する
だけでなく、microRNA の解析を進め、より
鋭敏なメラノーマの診断マーカーになりう
るかどうかも検討した。 
 
２．研究の目的 
以下の３つを研究の目的とした。 
(1)これまでの ES細胞を使用した研究より得
ている成果を iPS 細胞へ応用し、医療技術と
しての実用化へ向けた研究を進めるもので
ある。抗腫瘍効果を高めるための遺伝子改変
として、IL-15 を iPS 細胞由来樹状細胞に産
生させ、その効果を解析すること。 
(2)メラノーマの免疫療法において、理想的な
癌抗原を同定するために、cDNA マイクロア
レイ解析から見出された新規癌抗原につい
て、ヒトメラノーマ組織での発現を確認し、
新たなメラノーマの免疫療法のターゲット
になりうるかを検討すること。 
(3)血清タンパク質、あるいは最近見出された
血清 microRNA について、メラノーマの新規
バイオマーカーになりうるかどうかを検討
すること。 
 
３．研究の方法 
(1)最終的にはマウス iPS 細胞を用いた実験
を行う予定であるが、まずは実績のある B6
バックグラウンドの ES 細胞をもちいて、
IL-15 遺伝子の導入することとした。それに
より、同一の遺伝子背景をもつ B6 マウスに
おいて、様々な in vivo の免疫学的実験が可
能であるからである。 
一方で、ヒト iPS 細胞を用いた実験を行った。
こちらは、腫瘍を直接攻撃するマクロファー
ジを iPS 細胞から誘導して、抗腫瘍実験を行
った。その際、サイトカイン遺伝子を導入す
ることで、抗腫瘍効果が増強するかを検討し
た。 
(2)新規メラノーマ抗原の同定のため、最近
膵癌における新規抗原として報告された
KIF20A についてメラノーマ組織での発現解
析、患者データと併せた解析を行った。 
(3)EGF レセプター（EGFR）は様々な癌腫にと
いてその進展に関与していることが報告さ
れていた。血清中の EGFR がメラノーマの腫
瘍マーカーになるかどうか患者血清を用い
て検討した。また、最近様々な癌において高
発現し、その SNP がその癌の発症に関与して
いることが報告されている microRNA-146aに
ついて、メラノーマにおける SNP（rs2910164） 
を解析し、メラノーマの病態との関連や、メ



 

 

ラノーマ発生リスクの予測に役立つかどう
かを検討した。 
 
４．研究成果 
(1)マウス iPS 細胞あるいは ES 細胞から樹状
細胞（DC）を誘導する方法の効率化について
の実験をおこなった。抗腫瘍効果を高めるた
めに、IL-15 を過剰産生する ES 細胞をクロー
ニングし DC を分化誘導した。一方で、DC だ
けでなく、腫瘍を直接攻撃するエフェクター
細胞としてのマクロファージを iPS細胞から
誘導する実験も行った。評価系としては、ル
シフェラーゼを導入したヒトメラノーマ細
胞を免疫不全（SCID）マウスの腹膜に播種さ
せ、Night OWL でマウスを生かしたまま腫瘍
の量を定量化する実験系を構築した。あらか
じめ腹膜播種させたメラノーマをヒトの iPS
細胞から誘導したマクロファージで治療す
るモデルで実験を行った。マクロファージ単
体では抗腫瘍効果は認められなかったが、こ
れにサイトカイン遺伝子を導入した細胞は
著明な抗腫瘍効果を有することを見出した。
今後、種々の条件比較、作用メカニズムを解
明した上で論文発表する予定である。 
 
(2)10 種類のヒトメラノーマ細胞株で KIF20A
の mRNA やタンパク質の発現を調べたが、全
ての細胞株で高発現していた。ヒトの検体を
用いた免疫染色による解析では、KIF20A が色
素細胞母斑（ほくろ）において 26 例中 3 例
のみで陽性（12%）であったのに対して、メ
ラノーマでは 51 例中 30 例で陽性であった
(59%)。メラノーマでは腫瘍の厚さ（tumor 
thickness; TT）が予後と相関することがす
でに知られているが、KIF20A 陽性の腫瘍と陰
性の腫瘍の TT を比べると、有意に KIF20A 陽
性の腫瘍のほうが、TT が厚かった。（3.2mm
対 1.9mm, p=0.02）また、サンプル数が少な
いため有意差は見出せなかったが、KIF20A が
原発巣で陽性だった患者と、陰性だった患者
の再発までの期間（無再発生存期間）を比べ
たところ、明らかに KIF20A陽性患者の方が、
再発が早い傾向が見出された。以上について、
論文を発表した。（Acta Derm Venereol.2012） 
また、胆管癌において最近、新たな免疫療法
のターゲットとなりうることが報告された
FOXM1 について解析した。（論文投稿中） 
 
(3)メラノーマ患者血清中の EGFRが健常人に
くらべて、ごく初期の in situ 症例あるいは
stage I 症例で有意に上昇していることを見
出した。また、血清 EGFR 値は興味深いこと
に stage II、III、IV と次第に低下していく
傾向にあった。また数人の患者では原発巣の
手術前と、再発転移した際の血清を 5人分入
手できたが、４人患者で、血清 EGFR 値は低
下していた。また、上述したように原発巣の

厚さ（TT）は予後と相関するが、TT が 2mm 以
上の群と以下の群に分けると、有意に血清
EGFR 値は TT の厚い群で低下していた。以上
の内容を論文発表した。（Clin Exp Dermatol. 
2013） 
 また、50 人のメラノーマ患者および 107 人
の健常人の組織から、ゲノム DNA を抽出し、
microRNA-146a について、メラノーマにおけ
る SNP（rs2910164）について解析した。PCR
産物を制限酵素によって切断されるパター
ンによって、ジェノタイピングをおこなった。
また、このとき組織のジェノタイプが血液か
ら抽出したゲノタイピングと一致すること
を８症例で確認しておいた。メラノーマ症例
において、CC タイプは 15 例 (30.0%)、 CG タ
イプは 35 例(70.0%)で、GG タイプはいなか
った。そして、CG ジェノタイプは有意にコ
ントロール群にくらべて、メラノーマ症例で
有意に増加していた。(P=0.02).さらに入手
できたヒトメラノーマ細胞株のうち CC ジェ
ノタイプは MeWo のみあり、CG タイプや GG タ
イプの細胞株は増殖アッセイ、遊走アッセイ、
浸潤アッセイいずれにおいても、CC タイプの
MeWo よりも強い活性を示した。以上より、メ
ラノーマにおいても SNP（rs2910164）の Gア
リルがメラノーマの発生、進展に関与してい
ることが示唆された。このことは、将来ジェ
ノタイピングでメラノーマ発生のリスクを
スクリーニングできる可能性を示している。
以上のことについても論文発表した。
（Melanoma Res, 2013） 
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