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研究成果の概要（和文）：我々はiPS細胞をDCに分化誘導することで，安定した機能と数のDCを供給可能と考
え，iPS細胞由来DC（iPSDC）を使用したワクチン療法の確立を進めている．本研究では，健常人ヒト線維芽細胞
からセンダイウイルスベクターを用いてiPS細胞を樹立し，xenofree培養下にiPSDCの分化誘導に成功した．この
ヒトiPSDCは，末梢血単核球由来のDCと同様の成熟能を認め，また自己仮想targetである，LCL-CEAに対しCEA特
異的な細胞障害性を示し，さらにCEA発現細胞株に対しても同様に細胞障害活性を呈することを確認した．臨床
応用を視野に入れて，消化器固形癌の担癌患者における検討を開始している．

研究成果の概要（英文）：We investigated whether genetically modified human induced pluripotent stem 
cell (iPSC)-derived dendritic cells (hiPSDCs) expressing carcinoembryonic antigen (CEA) could induce
 CEA-specific cytotoxic T cells in a human model, and whether genetically modified mouse iPSDCs 
(miPSDCs) expressing CEA would show an actual antitumor effect using a CEA transgenic mouse model. 
We differentiated hiPSDCs from iPSCs of three healthy donors and transduced the CEA cDNA into 
hiPSDCs. The cytotoxic T cells induced by hiPSDCs-CEA exhibited CEA-specific cytotoxic activity 
against the target cells expressing CEA. Furthermore, in the CEA transgenic mouse model, the 
cytotoxic T cells generated in mice immunized with miPSDCs-CEA showed CEA-specific cytotoxic 
activity against MC38-CEA. Genetically modified iPSDCs expressing CEA is a promising tool for 
clinical application on vaccine therapy against gastrointestinal cancer patients.

研究分野： 腫瘍免疫学
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１． 研究開始当初の背景 
樹状細胞 dendritic cells (DCs)は，T 細胞への

最も効果的な抗原提示能力をもった免疫細胞
である．これまでわれわれの教室では，多くの
DCs ワクチン療法に関する研究を行ってきた．し
かしながら，臨床的に用いる場合，担癌患者か
ら誘導した DCs は成熟能が低く，さらに抗原提
示能が低いとされる．われわれは， iPS 細胞
induced pluripotent stem cells  (iPSCs) が細胞
療法に用いる DCs を作製する材料として有用で
はないかと考えた．Iwamoto らは，マウス iPSDCs
は，bone marrow-derived DCs (BMDCs)と同等
の樹状細胞としての機能及び抗原提示能を有し
ていることを報告した．  
 
２．研究の目的 

本研究では，ヒト iPS 細胞からヒト iPSDCs の分
化誘導を行い，機能に関して Monocyte-derived 
DCs (MoDCs)と比較検討した．さらに消化器固
形癌を対象として， carcinoembryonic antigen 
(CEA)遺伝子導入 iPSDCs を作成し，in vitro で
の cytotoxic T lymphocyte (CTL)誘導能を検討
した． 

 
３．研究の方法 
(1) ヒト iPSDCs の分化誘導 
健常人ドナー( HLA-A24/02 )の皮膚組織か

らヒト皮膚線維芽細胞の初代培養を行い，セ
ン ダ イ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (DNAVEC 
Corporation)にて山中 4 因子を遺伝子導入し，
iPS 細胞の樹立を行った．得られた iPS 細胞
を Matrigel コートした dish でフィーダーレス
培養を行い，その後 5 ステップで分化誘導を
行った．第 1 に bone morphogenetic protein 
(BMP) 4 を添加し 4 日間培養した．第 2 に
vascular endothelial growth factor (VEGF), basic 
fibroblast growth factor (b-FGF), stem cell factor 
(SCF)を添加した StemPro®-34 (Thermo Fisher 
Scientific)に置き換え 2 日間培養した．第 3 に
SCF, macrophage colony-stimulating factor 
(M-CSF), thrombopoietin (TPO), Fms-related 
tyrosine kinase (Flt)-3 ligand, interleukin (IL) -3
を添加した StemPro®-34 に変更し，7 日間培
養した．第 4 に M-CSF, Flt-3 ligand, granulocyte 
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF)
を添加した StemPro®-34 に変更し 3 日間培養
した．浮遊してくる細胞を CD14 抗体で標識
し，auto MACS Pro (Miltenyi Biotec)にて分離
した．第 5 に回収した細胞を GM-CSF, IL-4
を加え 5 日間培養し，その後 2 日間 maturation 
cocktail としてprostaglandin E2 (PGE2), IL-1β, 
IL-6, tumor necrosis factor (TNF) -α を添加し
浮遊細胞を回収した． 

 
(2) ヒト iPSDCs の機能評価 
①成熟能の比較 
 ヒト iPSDCsとMoDCsの表面マーカーの発
現 ( CD11c, CD80, CD83, CD86, CD40, 
HLA-ABC , HLA-DR )に関して，未成熟，成
熟 DCs についてフローサイトメトリーにて

比較検討した． 
②サイトカイン産生能の比較 
 ヒト iPSDCsとMoDCsのサイトカイン産生
能の比較のため，それぞれの未成熟，成熟
DCs にてサイトカインの分泌 ( IFN-γ, 
IL-12p70 )を ELISA 法にて比較検討した． 
③遊走能の比較 
 まず，8.0μm pore transwell plate (Corning)の
lower chamber に 100ng/ml macrophage 
inflammatory protein (MIP)-3β を添加した
AIM-V medium を１ml 加えた．未成熟，成熟
ヒト iPSDCsまたは，MoDCsを 1.5x106 cells/ml
の細胞濃度で AIM-V medium に suspend し，
0.1ml を upper chamber に添加した． 37°C, 5% 
CO2 で 2 時間インキュベートし， lower 
chamber 内に遊走してきた DCs をセルカウン
トし，それぞれ比較検討した． 
 
(3) 腫瘍抗原遺伝子導入 iPSDCs による in 
vitro における細胞障害活性誘導能の検討 
 回収した未成熟DCsとCEA発現 adenovirus 
vector を 100MOI で混合させ， 37℃，2000g
にて 2 時間遠心して感染後，maturation 
cocktail にて 48 時間 maturation した．responder
を自己の PBMCs ，stimulator を CEA 遺伝子
導入 iPSDCs とし，20:1 の割合で 1 週毎に 3
回刺激した．得られた細胞から auto MACS 
Pro にて CD8(+) CTLs を抽出した．ターゲッ
ト細胞として，自己リンパ球から誘導した
lymphoblastoid cell lines (LCL) に CEA を発現
させた LCL-CEA， HLA-A24 拘束性 peptide
で あ る CEA652 peptide を パ ル ス し た
LCL-CEA652 peptide，そして Lac Z 遺伝子を
導入した LCL-LacZ を用い 51Cr-release assay
にて特異的細胞障害活性を解析した．また，
CEA を発現する胃癌細胞株である MKN45，
大腸癌細胞株である HT29，また CEA を発現
していない胃癌細胞株である MKN1 に関し
ても特異的細胞障害活性を示すかどうかも
検討した． 
 
４．研究成果 
(1) ヒト iPSDCs の分化誘導 
 第 3 ステップの後半になると，ドーム状の
胚様体を形成し，第 4 ステップでは小円形の
浮遊細胞を多数認めた．第 5 ステップでは，
樹状突起を持つ淡明な細胞が現れ，maturation
によりその数も多くなった．形態的にも
MoDCs と同様であった． 
図 1 ヒト iPSDCs の分化誘導 
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(2) ヒト iPSDCs の機能評価 
①成熟能の比較 
 ヒト iPSDCs は MoDCs と同様に maturation 
cocktail にて成熟し，表面マーカーである
CD80, CD83, CD86, CD40, HLA-ABC, 
HLA-DR の同程度の発現を認めた． 
②サイトカイン産生能の比較 
 ヒト iPSDCs，MoDCs いずれも，未成熟な
DCs では，ほとんど IFN-γ や IL-12p70 の産生
を認めなかったが，成熟した DCs では，IFN-γ, 
IL-12p70 共に高い産生を認めた(IFN-γ におい
て iPSDCs: MoDCs=131pg/mL:132pg/mL ，
IL-12p70において iPSDCs: MoDCs=239pg/mL: 
191pg/mL)． 
図 2 ヒト iPSDCs のサイトカイン産生能 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
③遊走能の比較 
 ヒト iPSDCs，MoDCs いずれも，未成熟な
DCs では，ほとんど遊走を認めなかったが，
成熟した DCs では，同等な遊走能を認めた． 
図 3 ヒト iPSDCs の CCR7 発現 遊走能 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

(3) 腫瘍抗原遺伝子導入 iPSDCs による in 
vitro における細胞障害活性の検討 

 CEA 遺伝子導入 iPSDCs での刺激により誘
導された CTLs は自己仮想ターゲットである，
LCL-CEA，LCL-CEA652 peptide に対し，
高い細胞障害活性を認めたがLCL-LacZでは
認 め な か っ た (E/T 比 50 に て 34.7% 
vs22.9%vs 15.5% )．また，CEA を発現して
いる cell line である MKN45，HT29 に対し
ても同様に細胞障害活性を認めたが，CEA を
発現していない MKN1 に対しては認めなか
った(E/T 比 50 にて 29.7% vs19.2% vs6.1% )．
以上より，CEA 遺伝子導入 iPSDCs は CEA
特異的に細胞障害活性誘導能を認めること
を証明した． 
図 4 Cr-release assay 
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