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研究成果の概要（和文）：癌抗原特異的CTLから作製したT-iPSを再分化過程でRAG2-KOの遺伝子改変を行ったこ
とにより、α鎖再構成でも元来の抗原特異的TCRが発現し抗原特異的CD8+T-iPSを大量生産行うことに成功した。
iPS細胞からの子宮頸部組織幹細胞を樹立した。癌幹細胞はTCAサイクルを利用したエネルギー代謝が効率的に行
われていることを見出し、Focal adhesion kinase (FAK)経路とグルタミン代謝が亢進することを見出した。ヒ
ト末梢血からmDCを作成し、抗原特異的増殖を促す機能を持つことを示し、子宮頸癌患者の末梢血からHPVE7特異
的CTLのクローニングを行う準備を整えた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of our study is to develop a novel therapeutics for human 
papillomavirus (HPV)-related cervical cancer using induced pluripotent stem (iPS) cells and 
reprograming technology of Tcell-derived from iPS cell (T-iPS).  (1) We discovered a methodology for
 reprograming of T-iPS which maintains recognition of specific cancer antigen.  (2) We established 
artificial tissue stem cells (induced reserve cells; iRC) of the cervix away from iPS cells and 
cancer stem cells of cervical cancer derived from the iRC.  (3) We established in vitro system for 
the isolation and expansion of T cells recognizing HPV E7 oncoprotein from cervical cancer patients 
by using their antigen-presenting cells derived from peripheral blood for cloning E7-specific CTL 
which will be immunotherapeutic for cervical cancer.  Our findings suggest our reprograming method 
of T-iPS provide the generation of E7-specific T-iPS and iPS-derived cervical cancer stem cell 
provide novel therapy targeting cancer stem cell.

研究分野： 産婦人科学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)子宮頸癌 
世界的には女性の癌で 2 番目に多い疾患で

あり、国内では罹患年齢のピークが 30-35 才
という最も若年発症の癌である。国内では年
間、約 10000 人が罹患し、約 3000 人が子宮
頸癌によって死亡している。特に若年発症が
増加傾向にある。致死的ではない例でも子宮
を失うことによって若年女性にとっては妊
娠・出産の機会を失うこととなる。また、が
ん検診によって前癌病変（以下 cervical 
intraepithelial neoplasia: CIN3 という）で
早期発見されても、CIN3 に対する標準治療
が外科的手術（子宮頸部円錐切除術）である
ために、治療後の妊娠の際に、早産率が有意
に上昇し、周産期予後を悪化させることが知
られている。子宮頸癌は若年発症であるため
に、死亡率の増加だけでなく、生殖機能喪失
や周産期予後悪化という点で治療法に大きな
問題がある。 
子宮頸癌は、そのほぼ 100%に HPV が検出

され、かつ HPV のウイルス蛋白質 E6, E7 が
恒常的に発現し、癌形質の獲得、維持に必須
であることから HPV ウイルス発癌である。
ウイルス癌蛋白質 E6, E7 のうち、E7 はヒト
での免疫原性があり、かつ CIN3～子宮頸癌
に恒常的に発現し、MHC クラス I 分子によ
って細胞表面に提示されている。したがって
HPV E7 分子は子宮頸癌の癌抗原であり、免
疫療法の良い標的分子と言える。また、ウイ
ルス由来の蛋白質である E7 に対する細胞傷
害性 T 細胞（CTL）を誘導しても宿主細胞を
攻撃することはなく安全性が高い。子宮頸
癌・CIN3 は免疫療法の開発において良いモ
デル疾患でもある。とくに、CIN3 は前がん
病変であり、すぐに浸潤性癌に進展するわけ
ではないため、試験治療の対象としては最適
である。このような背景から CIN3 に対する
E7 を標的にした免疫療法の臨床試験が海外
で数多く実施されている。しかし、実用化さ
れた免疫療法は未だ皆無である。 
 
(2)子宮頸癌に対する免疫療法 
これまでの免疫療法の臨床試験の成績では、

E7 をワクチンキャリアーに搭載して接種す
る癌ワクチン療法であった。これにより末梢
血単核細胞（PBMC）には E7-CTL が誘導さ
れているが、子宮頸部局所の CIN3 病変の退
縮には至っていない。 
その理由として、①CIN3 が上皮内腫瘍で

あることから粘膜免疫が稼働していなかった、
②末梢血中のE7-CTLでは子宮頸部局所に作
用するには不十分であった、という２つが挙
げられている。 
我々は、粘膜免疫システムに癌ワクチンで

刺激することにより子宮頸部粘膜上皮内にホ
ーミングするリンパ球（mucosal T cell）に
E7-CTL を誘導することを考えた。子宮頸部
粘膜から採取されたリンパ球（以下、子宮頸
部リンパ球）には、腸管粘膜の粘膜リンパ組
織（パイエル板等）に由来する mucosal T cell
が多く含まれることを示した。そこで腸管粘
膜への E7 抗原刺激を与えるために乳酸菌を
ワクチンキャリアーとして用い、経口投与す
る癌ワクチンを開発した。HPV16E7 蛋白質
全長を乳酸菌Lactobacillus caseiに発現させ、
死菌化させた薬剤 GLBL101c を製剤化した。
GLBL101c 経口投与によって粘膜免疫優位
にE7-CTLが誘導されることをマウスで確認
した後、「CIN3 に対する乳酸菌を利用した
HPV 治療ワクチン(GLBL-101c Cap.)の探索
的第 I/IIa 相臨床試験」を実施した。17 例の
CIN3患者に対してGLBL101cの経口投与を
施行した。投与量を変化させながら至適量で
あった 1g/日投与群（×5日×4クール）では、
投与開始 9 週の段階で 10 例中 7 例（70%）
が病理学的に CIN1-2 へ退縮した（9 週間の
CIN3 からの自然退縮率は数％）。CIN 退縮群
の子宮頸部リンパ球への E7-CTL 誘導能は、
非退縮群と比して有意に高いことが示された。 
 
(3)免疫療法実用化への進歩的検討 
我々のCIN3患者におけるGLBL101c臨床

試験の結果から、mucosal E7-CTL が CIN3
の退縮に寄与することが示された。しかし、
癌ワクチンでは至適量でも免疫応答の乏しい
患者が存在した。そこで我々は、癌ワクチン
によって体内でE7-CTLを誘導させるのでは
なく、exvivo で製造した mucosal E7-CTL を
エフェクター細胞療法として CIN3 や子宮頸
癌患者に輸注することを考えた。しかし、こ
れまでのエフェクター細胞療法では、抗原特
異的 T 細胞、特に CD8+細胞、が最終分化に
あるリンパ球であるために疲弊していること、
増殖能が少ないこと、輸注しても末梢循環中
で短命であること、が問題となり、実用化の
障壁となってきた。 
そこで本研究では、(mucosal) E7-CTL を

iPS 化することで再生させ、これまでの細胞
療法の持つ障壁を克服し、かつ子宮頸癌や
CIN3 に対する細胞傷害活性を有する次世代
のエフェクター細胞療法の研究・開発を行う
ことをめざして研究を開始した。 
本研究の研究分担者である金子博士、立川

博士は、ウイルス抗原特異的な T 細胞から
iPS 細胞を樹立し（T-iPS 細胞）、再び同じウ
イルス抗原特異性を持った細胞障害性メモリ
ーT 細胞へと再分化させることに成功した。
T 細胞の特長は抗原特異性とサブセットの多
様性であるが、従来から、体外での人為的な
培養操作では十分に機能的な抗原特異的ヒト



T 細胞を大量に産生することは不可能であっ
た。近年、申請者はウイルス疾患患者の疲弊
した T 細胞をソースに、iPS 細胞技術を応用
することにより、十分な機能再生を果たした
抗原特異的 CD8 キラーT 細胞を大量に誘導
できることを示した。またウイルス抗原のみ
ならず、腫瘍関連抗原特異的 T 細胞から樹立
した T-iPS 細胞が、再び同一抗原ペプチドに
特異的に反応するT細胞へと分化することも
示されており、T-iPS 細胞は機能的な抗原特
異的T細胞を体外で恒常的に産生するための
有力なツールとなると考えられる。また、iPS
細胞から誘導された抗原提示細胞がT細胞を
刺激するのに十分な機能を持つことも報告さ
れている。すなわち、抗原特異的 T 細胞から
樹立した T-iPS 細胞は、同一抗原ペプチドに
特異的な機能性再分化T細胞を産生するため
のツールとなりうる。この iPS 技術と免疫療
法を融合させることをめざしたのが本研究の
背景である。 
 
 
２．研究の目的 
 
(1) iPS 技術を応用した子宮頸癌の治療法の

開発  
子宮頸癌に恒常的に発現している癌抗原で

あるヒトパピローマウイルス(HPV)の E7 分
子を標的にした分子標的細胞療法に再生医療
を導入した次世代の細胞療法の開発である。
E7 特異的 T 細胞のうち CD8+エフェクター
細胞（以下、E7-CTL）は子宮頸癌に対する
細胞傷害活性を有する事がわかっているが、
E7-CTL は細胞分化の最終段階にありリンパ
球自体が疲弊しているため、exvivo でヒトで
の効果を期待できるレベルの細胞数を確保す
る事が難しくエフェクター細胞療法には限界
がある。本研究のコンセプトは、子宮頸癌患
者から採取したE7-CTLを再生させるために
iPS 化と再分化によって T-iPS 細胞を樹立し、
E7-CTLのT-iPSを exvivoで大量生産する事
でエフェクター細胞療法を実用化に近づける
事である。再生医療をエフェクター細胞療法
に導入する事で次世代の免疫療法を開発する
事を目的としている。 
 
(2) iPS 技術を用いた子宮頸癌癌幹細胞の特

性解析 
子宮頸癌を治療する上で、もう１つの iPS

技術の応用は、iPS 細胞から癌幹細胞を樹立
して癌幹細胞標的治療法を開発することであ
る。子宮頸癌の癌幹細胞は、組織幹細胞であ
るリザーブ細胞（移行帯の上皮細胞）由来で
あると言われている。リザーブ細胞は、子宮
頸部上皮の幹細胞であり、扁平上皮と腺上皮
に分化する多能性と自己複製能を持っている

と言われている。そこで、本研究では、iPS
細胞からリザーブ細胞へ分化させ、そこに子
宮頸癌と同様の発生機序であるHPV16/18型
を遺伝子導入することによって、癌幹細胞の
特性を見出し、癌幹細胞を標的とする治療法
を探索することを目的とした。 
 
(3) 子宮頸癌に対する細胞療法実用化への基

礎的解析 
 我々が開発した子宮頸癌前がん病変に対す
る粘膜免疫を介した初の免疫療法の臨床研究
では、乳酸菌を利用した癌ワクチンによって
前がん病変患者に HPVE7 蛋白質を特異的に
認識する粘膜リンパ球を誘導することに成功
していた。そこで、その患者から E7 特異的
なリンパ球を抽出し、exvivo でそのリンパ球
を増幅させ、最終的にはクローニングするこ
とを目指した。子宮頸部もしくは末梢血から
リンパ球を分離して、E7 を認識するリンパ
球を回収するための基礎的な検討を目的とし
た。 
 
 
  
３．研究の方法 
 
(1) iPS 技術を応用した子宮頸癌の治療法の

開発 
 T-iPS 細胞を作製するために、iPS の再分
化を行い、抗原特異性がなくならないような
遺伝子導入を試みた。さらに、そこで作製さ
れた抗原特異的 T-iPS（この場合は卵巣癌癌
抗原認識リンパ球）を大量生産し、卵巣癌の
担癌マウスに輸注して、その抗腫瘍効果を検
討した。 
 
(2) iPS 技術を用いた子宮頸癌癌幹細胞の特

性解析 
 iPS 細胞から生殖器上皮への再分化を誘導
し、CA125、ER 等の子宮に特異的な中胚葉
由来細胞を作製した。作製したリザーブ細胞
様細胞の特性を調べた。さらに、HPV16/18
型 E6/E7 を遺伝子導入することで子宮頸癌
癌幹細胞を作製した。 
 子宮頸癌細胞株から、spheroid 形成能のあ
る癌幹細胞様細胞を分離して、通常の癌細胞
との比較を行った。メタボローム解析、抗ア
ポトーシス作用、等を調べ、癌幹細胞の特性
を見出し、さらにその阻害剤を探索した。 
 
(3) 子宮頸癌に対する細胞療法実用化への基

礎的解析 
 HPVE7 発現乳酸菌の臨床研究（CIN3 に対
する第 I/IIa 相試験）で得られた患者の子宮
頸部リンパ球と末梢血リンパ球を用いて、E7
に特異的な CTL の分理を試みた。各患者の



抗原提示細胞を作製し、その存在下で E7 刺
激することで、E7 を認識するリンパ球を増
やすことを試みた。そのうえで、E7 特異的
CTL を抽出することとした。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) iPS 技術を応用した子宮頸癌の治療法の
開発 
  本技術は患者の末梢血から抗原特異的なエ
フェクター細胞を得て、そこから iPS 細胞を
樹立し（T-iPS 細胞）、再び同じ抗原特異性を
持った細胞障害性メモリーT 細胞へと再分化
させる技術である。しかし、再分化の際に
CD4+CD8+T 細胞を経る際に TCR 遺伝子の
再構成が起こってしまい、抗原特異性が喪失
することが問題であった。TCR 遺伝子の再構
成を司る RAG 遺伝子をノックアウトするこ
とによって、CD4+CD8+の段階でも抗原特異
性が維持されることを見出した。これによっ
て、抗原特異的 T-iPS エフェクター細胞の作
製が可能となった。これによりエフェクター
細胞療法を子宮頸癌に応用するための作製工
程が進歩した。 

癌抗原特異的 CTL から作製した T-iPS を
再分化過程の double-negative T 細胞の段
階で RAG2-KO の遺伝子改変を行い、その後
の α 鎖再構成でも、元来の抗原特異的 TCR
が発現しており、その後 42 日間の培養にお
いて抗原特異性が維持された。そこで、38 日
目からの抗原特異的 CD8+T-iPS を非特異的
刺激によって、大量生産を行うことに成功し
た。この実験は卵巣癌の癌抗原である GPC3
に対する特異的 CTL をベースにした検討で
あり、卵巣癌の担癌マウスモデルに輸注する
ことで、その in vivo での抗腫瘍効果を検討
したところ、GPC3 認識 T-iPS 細胞の輸注に
より、ヌードマウスの腫瘍形成能は抑制され
た。CTL による抗腫瘍効果が得らえたと考え
ている。 

子宮頸癌の癌抗原であるE7に対する特異
的 CTL の樹立に時間を要しており、本研究
では子宮頸癌に対する in vivo の検討はでき
なかったが、E7 特異的 CTL を立川医師が作
成中であることから今後子宮頸癌の検討に移
行する予定である。 

 
 

(2) iPS 技術を用いた子宮頸癌癌幹細胞の特
性解析 

iPS からのリザーブ細胞の作製：子宮頸癌
の発生部位である子宮頸部上皮幹細胞、リザ
ーブ細胞が癌幹細胞となることから、iPS 細
胞からのリザーブ細胞の作製した。すなわち、
iPS から中間中胚葉の細胞を作製し、コラー

ゲン培地で上皮化させた。リザーブ細胞のマ
ーカーの発現を確認した。現在、iPS-リザー
ブ細胞に HPV を導入して子宮頸癌癌幹細胞
を樹立を行った。中間中胚葉からの培地条件
を最適化して、p63+, CK8+, CK5+, CA125+, 
ER-, PR-の細胞を作製し、これを iRC とした。
iRC 細胞は、腺上皮、扁平上皮への分化を持
つことを in vitro の三次元培養で示した。更
に、iRC 細胞を癌化させて、子宮頸癌の癌幹
細胞を作成するために、これに HPV16、18
型の E6/E7 を遺伝子導入し、stable cell line
を樹立した。現在、これを in vivo のマウス
に接種し、癌幹細胞の特性を検討している。
iRC 細胞の機能解析により、新規の癌幹細胞
標的治療の開発が期待される。 
一方、子宮頸癌の癌幹細胞を特徴づけるた

めに、非癌幹細胞と癌幹細胞の比較について
メタボローム解析を用いて検討した。癌幹細
胞には、TCA サイクルを利用したエネルギー
代謝が効率的に行われていることを見出し、
その機序に Focal adhesion kinase (FAK)経
路とグルタミン代謝が亢進していることを見
出した。この特異な代謝は mTOR 経路の活
性化を誘導していることから、FAK 阻害剤を
用いると癌幹細胞を標的とする治療法の可能
性を示した。 

 
(3) 子宮頸癌に対する細胞療法実用化への基

礎的解析 
ヒト由来の抗原提示細胞（APC）の有効な

樹立法：ヒト末梢血から 50ng/ml GM-CSF
と 50ng/ml IL-4 を含む培地にて一晩培養し、
TNF-α/IL-1β/IL-6/PGE2 を含む培地にて一
晩培養し、mDC を作成し、抗原特異的増殖
を促す機能を持つことを確認した。 

H28 年度になって、子宮頸部上皮内腫瘍の
患者血中から E7 特異的 CTL を検出した。現
在、クローニングに向けての expansion の条
件を決めている。これが可能となれば、T-iPS
へ導入する予定であり、子宮頸癌に対する細
胞療法に iPS技術を取り入れた新しい免疫療
法を確立されると期待される。 
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