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研究成果の概要（和文）：悪性黒色腫に対して、遺伝子改変ヒトiPS細胞由来マクロファージ（iPS-MP）を用いた免疫
療法の開発をマウスモデルで行った。抗腫瘍効果を負荷するために、インターフェロンαおよびβ遺伝子を導入し、腹
膜播種マウスモデルでその効果を検討した。インターフェロン導入iPS-MPは強力な効果を示したが、その理由としては
、サイトカインのオートクラインによって、抗腫瘍に有利なCD169陽性M1マクロファージフェノタイプになったことが
考えられた。
また、新たなメラノーマの治療標的としてFOXM1を見出し、非侵襲的な診断マーカーとして毛髪中micrRNA-221が有用で
あることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We developed immune cell therapy using induced pluripotent stem (iPS) cells. In 
this study, the efficacy of human iPS cell-derived macrophages (iPS-MP) genetically modified to express 
type I IFNs against human melanoma cells was examined. The iPS-ML expressing type I IFNs increased the 
expression of CD169, a marker of M1 macrophages that can activate antitumor immunity. The overexpression 
of type I IFNs in the iPS-ML enhanced the inhibitory effects against the disseminated human melanoma 
cells in SCID mice.
 We also found FOXM1 as a new therapeutic target of melanoma. Furthermore, we identified that hair shaft 
levels of microRNA-221 could be a non-invasive diagnostic tool for melanoma.

研究分野： 悪性黒色腫
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１．研究開始当初の背景 
40 年前にダカルバジンが認可されてから、長
い間進行期メラノーマに対しては有効な治
療法がなかったが、2010 年ついに抗 CTLA-4
抗体（イピリムマブ）全生存期間を延長する
ことが報告された。イピリムマブは活性化し
たリンパ球に発現する抑制分子である
CTLA-4 を阻害することで働き、奏功率は約
20%とそれほど高くないが、有効例は長期生
存するという免疫療法特有の効果を持って
いる。有効性が証明されたもうひとつの薬剤
は BRAF 阻害剤（ベムラフェニブ）である。
正 常 の メ ラ ノ サ イ ト に お い て は
NRAS-BRAF-MEK-ERK シグナルカスケー
ドは分化•増殖•生存といった細胞機能を厳
密に制御しているが、メラノーマでは BRAF
の活性化型の遺伝子変異が約５０％に認め
られる。この変異を有する患者に対してベム
ラフェニブは高い奏功率示し非常に有用で
あるが、時間がたつにつれて耐性ができて無
効になってくることが大きな問題である。つ
まり、上記の２剤はメラノーマ治療における
大きな進歩となったが、この２剤だけではメ
ラノーマ患者を治癒させることはまだ困難
である。本研究の開始当初の状況としては、
メラノーマ治療のブレークスルーがまさに
始まったところであった。つまり免疫療法の
有効性が示されたからこそ、より強力な免疫
療法の開発が求められる、という状況であっ
た。 
 我々は新規免疫細胞療法にさらなるブレ
ークスルーの可能性を見出し、開発を行って
きたわけであるが、既存の免疫細胞治療は、
アフェレーシスにより採取した末梢血単核
球から作成して行われてきた。その奏功率が
上がらない理由としては、全身状態の悪い末
期癌患者からは治療に十分な量のクオリテ
ィーの安定した免疫細胞を準備するのが困
難なこと、効果を強化するための遺伝子改変
が難しいことなどが挙げられる。これらの問
題を解決するために、我々は以前から ES 細
胞由来樹状細胞樹状細胞の研究を行ってき
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
る免疫細胞を無限に in vitro で作成すること
が可能である。しかし、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。ところが、これ
らの問題点は山中らにより iPS細胞作製技術
が発明されたことで解決される見込みとな
り、実現にむけて大きく進展した。我々は iPS
細胞からも ES 細胞とほぼ同様の方法を用い
て、樹状細胞やマクロファージが誘導できる
こと、そしてそれらの免疫細胞が抗腫瘍機能
を保持していることを見出していた。 

２．研究の目的 
(1)本研究では、これまでのマウス ES 細胞お
よびマウスiPS細胞を使用した研究より得て
いる成果をヒト 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こと
を目的としていた。とくに遺伝子改変ヒト
iPS 細胞由来マクロファージ（iPS-MP）を用
いた免疫療法の開発を行うことを第一の目
的とした。まずは、抗腫瘍効果を負荷するた
めに、すでにメラノーマ治療の臨床で用いら
れて実績のあるインターフェロンα（IFN-
α）およびβ（IFN-β）遺伝子を導入し、そ
の効果を検討することとした。 
(2)メラノーマ治療のターゲットとして、理
想的な新規癌抗原を同定するため、候補分子
のヒトメラノーマ組織での発現を確認し、そ
の機能解析を行った。 
(3)メラノーマの早期診断や、転移巣を検知
する鋭敏なマーカーとしての、癌関連タンパ
ク質、microRNA の解析を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト iPS 細胞に IFN-αおよび IFN-β、さ
らに自然免疫を活性化するとされるIL-15遺
伝子の導入を行った。これらの細胞を作成す
る前に、まず iPS 細胞を OP9 フィーダー上で
骨髄系前駆細胞に分化誘導し、そこへさらに
cMYC や BMI-1 遺伝子を導入し不死化した。こ
の iPS 細胞由来のミエロイド系細胞ライン
(iPS-ML)を用いることで、上述のような遺伝
子改変を容易に行うことができ、さらに
M-CSF 存在下に iPS 細胞由来マクロファージ
（iPS-MP）を、GM-CSF 存在下に樹状細胞
（iPS-DC）を無限に得る事ができる。（図１）

遺伝子改変はレンチウイルスを用いた。ヒト
メラノーマ細胞を腹膜播種させた免疫不全
マウスに、各種遺伝子改変 iPS-ML を投与し
てその抗腫瘍効果を検討した。その際、メラ
ノーマの播種を定量化するために、メラノー
マ細胞にルシフェラーゼを遺伝子導入し、ル
シフェラーゼ活性を生きたまま測定するこ
とができる超微弱発光・蛍光イメージングシ
ステム NightOWL 用いた。また、その抗腫瘍
メカニズムについてフローサイトメトリー
による表面マーカー解析あるいは蛍光免疫
染色を用いて解析した。 
(2) 新規癌抗原の同定については、cDNA マイ
クロアレイ解析から同定した新規癌抗原で
ある FOXM1 について、その発現をヒトメラノ
ーマ組織で確認した。さらにメラノーマ細胞



を用いて、その機能解析を行った。 
(3)メラノーマで高発現する分子について関
連する microRNA の解析も行い、血清マーカ
ーとしての有用性、さらには非侵襲的バイオ
マーカーとしての毛髪中 microRNA について
も検討した。 
 
４．研究成果 
(1)免疫不全マウス(SCID)にヒトメラノーマ
細胞を腹膜播種させた後、IFN-α あるいは
IFN-β 遺伝子を導入したヒト iPS-ML を用い
で治療した実験結果を図２に示す。遺伝子導

入していないコントロールの iPS-ML や無治
療観察群にくらべ、IFN-α あるいは β を導
入した iPS-MP は非常に強力な抗腫瘍効果を
示した。また、このとき iPS—ML が、腹腔内
の腫瘍辺縁に浸潤していることを蛍光免疫
染色で証明した。また、この強力な抗腫瘍メ
カニズムがインターフェロンを導入したこ
とでのオートクラインによるフェノタイプ
の変化であることを見出した。具体的には、
CD169陽性のM1マクロファージ様細胞となっ
ていた。ここまでの成果については現在論文
投稿中である。IL-15 に関しては、機能的な
サイトカイン分泌を確認できる細胞がいま
だ得られておらず、検討を重ねている段階で
ある。今後はこれまで得られた成果を免疫系
が正常なマウスで、すべて同系統の腫瘍、
iPS-ML を用いて、副作用の有無とともに検証
していく方針である。 
(2)新規メラノーマ関連抗原として FOXM1 を
同定した。FOXM1 はメラノーマ細胞株および
患者組織で高発現しており、とくに原発巣よ
りも転移巣で有意に発現が上昇していた。メ
ラノーマ細胞株で、FOXM1 をノックダウンす
ると、細胞の増殖、遊走、浸潤のいずれも低
下することを確認した。さらに MAPK や
PI3K/AKT 阻害剤によって、FOXM1 の発現が低
下することを見出した。以上より、FOXM1 は
メラノーマにおける新たな治療ターゲット
になりうると考える。これらの成果について
も論文投稿中である。 
(3) 血清中のmicroRNA(miR)を real time PCR
で測定し、その早期診断マーカーとしての有
用性を見出した。具体的には、miR-9、 
miR-145、miR-150、miR-155、miR-203、miR-205
の発現パターンを解析することにより、転移
の有無を鋭敏に検知することができること

を報告した。（発表論文 34）さらに、以前血
清マーカーの有用性を報告したmiR-221につ
いて、毛髪内でも同様に上昇し、非侵襲的な
マーカーとなりうることを報告した。（発表
論文１）また、血清中のレプチンレセプター
濃度や EGFR 濃度が腫瘍の進展に従い、低下
していくことを見出し、それぞれ論文報告し
た。（発表論文 38、44） 
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