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研究成果の概要（和文）：当教室では、以前より、樹状細胞(dendritic cell ; DC)を用いた細胞傷害性T細胞
(CTLs;cytotoxic T lymphocytes)による抗腫瘍効果の有用性を報告してきた。今回、消化器固形癌の癌胎児性抗
原(CEA)遺伝子導入マウスiPS細胞由来DCs(miPSDCs-CEA)を作成し、CEA transgenic mouseを用いて、
miPSDCs-CEAワクチンによる特異的CTLsの誘導、抗腫瘍効果を検討した。結果、miPSDCs-CEAワクチンによるCEA
特異的CTLの誘導、および著明な腫瘍増殖抑制効果を認めた。今後、ヒト消化器癌に対して臨床応用をめざす予
定である。

研究成果の概要（英文）：We have reported an effective antitumor immune response of cytotoxic T 
lymphocytes (CTLs) by vaccine therapy using dendritic cells (DCs). Moreover, we have used the 
induced pluripotent stem (iPS) cell-derived DCs (iPSDCs). In the present study, we used 
carcinoembryonic antigen (CEA) of gastrointestinal cancers, and examined an actual antitumor effect 
using a CEA transgenic mouse model. We adenovirally transduced the CEA gene into mouse iPSDCs 
(miPSDCs) and immunized mice once with the genetically modified DCs. The cytotoxic activity of CTLs 
and the therapeutic efficacy of this vaccination were assayed. Our results showed significantly 
higher cytotoxicity against MC38-CEA and significantly higher therapeutic efficacy in mice 
administered with miPSDCs-CEA than in mice immunized with PBS and miPSDCs-LacZ. Therefor, this 
vaccination strategy using genetically modified iPSDCs expressing CEA may be useful for future 
clinical application against patients with a gastrointestinal cancer.

研究分野：腫瘍免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 我々は、以前より癌特異的免疫療法として、
樹状細胞(dendritic cell ; DC)を用いた細
胞 傷 害 性 T 細 胞 (CTL;cytotoxic T 
lymphocyte)による抗腫瘍効果の有用性を報
告してきた。我々は、マウス大腸癌細胞株
CT26の腫瘍抗原遺伝子gp70をGM-CSF遺伝子
と同時に DC に導入し、この DC をマウスに投
与することで CT26 に対する極めて強い CTL
の抗腫瘍免疫反応が誘導されることを報告
した(Clin Cancer Res 8:2742-2749,2002, 
Oncology 68: 163-170,2005)。さらに改良を
加え、IL-12 の遺伝子やユビキチン遺伝子を
腫瘍抗原遺伝子導入 DC に同時導入し、強力
な CTL の誘導を証明した(Int J Caner 
120:585-593,2006, Int J Oncol 28: 947- 
953,2006, Int J Oncol 31:931-939,2007, 
Cancer Sci. 99:407-13,2008, Cancer Lett. 
305:32-9, 2011)。また、さらには DC の安定
し た 増 幅 を 目 的 と し 、 iPS(induced 
pluripotent stem cell)細胞から DC を分化
させ、その機能が骨髄細胞由来の DC の機能
を担保することも証明した(Int J Cancer. 
2014; 134:332-41.)。このように CTL を活
性化させる免疫遺伝子治療は特異的に癌細
胞を攻撃する最も有効な癌治療法の一つで
あり、その治療法を癌幹細胞に応用すること
は極めて有用であると考える。 
 
２．研究の目的 
 当初、本研究は、iPS 細胞から直接大量に、
癌幹細胞特異的抗原を標的とした細胞傷害
性 T細胞を作製し、さらに効率的で強力な癌
幹細胞に対する癌免疫療法を構築し、究極の
癌免疫治療を確立することを目的に開始し
た。しかし、消化管癌幹細胞マーカー発現
adenovirus vector の作製および調整、iPS
細胞から CTL への誘導に難渋したため、消化
器固形癌の癌胎児性抗原(carcinoembryonic 
antigen, CEA)遺伝子導入 iPS-DCs を作成し、
CEA transgenic mouse を用いて、CEA 遺伝子
導入 iPS-DCs それによる CTL の誘導、増強効
果を検討した。 
 
３．研究の方法 
Ⅰ．CEA transgenic mouse の再生  
 胚細胞の状態である C57BL/6J-TgN(CEAGe) 
18FJP mice（Dr F.James Primus より供与）
を本学動物実験施設にて繁殖させる。生まれ
てきた Tg mouse は、その tail の genome DNA
中の CEA 遺伝子の存在を PCR にて確認する。
以下の実験ではこの Tg mouse を使用する。  
 
Ⅱ．マウス iPS 細胞株の樹状細胞（DC）への
分化誘導 
 マウス iPS 細胞は,iPS-MEF-Ng-20D-17 を
使用(RIKEN CELL BANK より購入) 
(Step1）マウス iPS 細胞株をゼラチンコート
し非動化した OP9 細胞を seed された６well 
dish に播種し、αMEM 下で共培養する。 

(Step2)Step1 で回収した細胞を，OP9 細胞を
seed された 150 ㎜ dish に播種し、α
MEM/GM-CSF 下で共培養する。 
(Step3)Step2 で回収した細胞を、90 ㎜ dish
に播種し、R-10/GM-CSF 下で共培養する。 
(Step4)Step3 で回収した細胞を、90 ㎜ dish
に播種し、R-10/TNFα/GM-CSF 下で共培養す
る。 
 
Ⅲ．CEA 遺伝子導入マウス iPS−DC の樹立 
 分化誘導した iPS-DC に、Adenovirus を用
いて遠心法にて、CEA 遺伝子を導入する。遺
伝子導入後 48 時間後の CEA 発現を
intracellular FACS で確認し実験に用いる。
また、コントロール遺伝子として LacZ を用
いる。 
 
Ⅳ.CEA 遺伝子導入 iPS-DC ワクチンによる特
異的細胞障害性 T細胞（以下 CTL）の誘導 
1. C57BL/6J-TgN(CEAGe)18FJP mice に DC 
vaccine(1×106)を投与する. 
各 group n=6 
group 1 : PBS  
group 2 : miPS-DC-LacZ 
group 3 : miPS-DC-CEA 
2. Day14 に sacrifice し，脾臓を摘出する。
これを target cell と共に 5 日間培養する。
target cell は MC38-CEA(CEA(+)) 、 
MC38(CEA(-))、YAC-1(NK 感受性(+))を使用。 
3. 51Cr を用いて Cr-release assay を行う。 
 
Ⅴ.腫瘍抗原遺伝子導入iPS-DCワクチンによ
る腫瘍増殖抑制効果 
1.Day0 
C57BL/6J TgN(CEA Ge) 18FJP miceに MC38-CEA
を 1×10⁶投与する。 
2.Day5 
C57BL/6J TgN(CEA Ge) 18FJP mice に DC 
vaccine(1×106)を投与する。  
各 group n=7 
group 1 : PBS  
group 2 : miPS-DC-LacZ 
group 3 : miPS-DC-CEA 
 
４．研究成果 
(1) マウス iPS 細胞株の樹状細胞（DC）への
分化誘導 
 形態的にも Monocytes 由来 DCs(MoDCs)と同
等 

 
 
(immaturemiPSDCs)   ( mature miPSDCs))      



(Iwamoto H et al. Int J Cancer. 2014; 
134:332-41.) 
 
(2) CEA 遺伝子導入マウス iPSDCs の作製 
①表面マーカーCD11c, CD80, CD86, I-Abの確
認 
②CEA遺伝子導入マウスiPSDCsのCEA発現の
確認 
 DCs と adenovirus vector (100 MOI ) を
混合させ、37°C、2000g、2 時間遠心して感
染後、TNFαにて 48 時間 maturation させ、 
CEA の発現を確認。 

 
(3) CEA 遺伝子導入マウス iPSDCs ワクチンに
よる特異的 CTLs の誘導 
①IFNγ Secretion Assay ： 
 CEA 遺伝子導入マウス iPS−DC を投与した
マウスの脾細胞は、CEA 発現 MC38 に対して有
意に高い IFNγの産生を認めた(＊P<0.001; 
n=6 for each group)。 

②Tetramer assay: 
 CEA 遺伝子導
入iPS-DCワクチ
ンによる T 細胞
は、CEA 特異的
CD8+T 細胞であ
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

③ CEA 遺伝子導入マウス iPSDCs を投与した
マウスの CTL は、PBS、LacZ 遺伝子導入マウ
ス iPSDCs を投与したマウスと比較して、有
意に CEA 発現 MC38 に対する細胞障害活性を
認めた(P<0.01)。 

 
(4) 皮下腫瘍モデルにおける腫瘍増殖抑制
効果の検討 
 CEA 発現 MC38 の皮下腫瘍モデルにおいて、
CEA遺伝子導入マウスiPSDCsによるワクチン
効果は、コントロール群（PBS、LacZ 遺伝子
導入マウス iPSDCs）と比較して、有意に抗腫
瘍効果を認めた（＊P<0.01）。一方、CEA を発
現していない MC38 に対する抗腫瘍効果は認
めなかった(＊＊P<0.05) 
 

 
 
 以上より、1)CEA transgenic mouse におい
て，CEA 遺伝子導入マウス iPSDCs ワクチンに
より CEA 特異的 CTL の誘導が可能であり、
MC38-CEA に対し高い細胞障害活性を示すこ
とを明らかにした。2)皮下腫瘍モデルを用い
た検討において、CEA 遺伝子導入マウス
iPSDCs ワクチンは、MC38-CEA に対する著明
な腫瘍増殖抑制効果を認めることを証明し
た。  
 本結果から、今後、ヒト消化器癌に対して
臨床応用をめざし、さらに強力な CTL の開発
を進めていく予定である。 
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