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研究成果の概要（和文）：３種の抗原を対象に、それぞれに対して特異的な反応性を示すCD4陽性T細胞クローン
を樹立し、iPS細胞へと初期化させた。既存の分化誘導技術を適用してもCD4陽性T細胞への分化に困難を極めた
が、遺伝子改変技術を用いることにより、HLAクラスII拘束性に標的抗原を特異的に認識するCD4陽性再分化T細
胞を誘導することに成功した。具体的には同細胞は、抗原特異的に増殖応答とサイトカイン産生を示すのみなら
ず、樹状細胞を成熟させることによって、抗原特異的細胞傷害性CD8T細胞を誘導する能力を示した。これらの細
胞が示すアジュバント作用は、抗原特異的I型ヘルパーCD4T細胞が示すそれと類似していた。

研究成果の概要（英文）：Three different antigen specific CD4 T cell clones are isolated from human 
peripheral blood and reprogrammed into T-iPS cells. For the purpose of induce HLA Class II 
restricted TCR expressing antigen specific T cells with helper function or regulatory function, 
current T cell differentiation protocol from iPS cell was optimized. Those T cells induced by the 
protocol showed HLA-class II restricted antigen specific proliferation and cytokine production. In 
addition, such HLA Class II restricted TCR expressing re-differentiated T cells showed an adjuvant 
function to induce antigen-specific CD8 CTLs for desired antigen via matulation of dendritic cells. 
The adjuvant effect was similar to teh effect induced by Type I helper T cells.   

研究分野：免疫再生
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
がん治療における免疫反応の重要性は広く知られるところである。iPS細胞は抗原特異的CD8キラーT細胞再生の
ソースとして期待されているが、抗原特異的CD4の再生についての報告はない。本研究では、抗原特異的TCRを発
現しヘルパー機能をもつCD4発現細胞をiPS細胞から誘導することに成功した。キラーT細胞との併用により、治
療効果の向上が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ヒト iPS細胞の発見により、自己の多能性幹
細胞を利用した再生医療実現への展望が大
きく広がった。しかし一方で、iPS 細胞作製
から目的臓器への分化誘導とその臨床応用
を全て自家細胞でまかなうオーダーメード
医療は、何よりも時間面とコスト面、そして
実施施設間での品質管理レベルの差といっ
た面での制約が大きい。京都大学 iPS細胞研
究所（CiRA）ではその問題を解決すること
を目的として、「HLAホモドナー由来 iPS細
胞ストック」プロジェクトが立ち上がってい
る。民族として HLA 多型が比較的良好に保
存されている日本人を対象に、最終的には移
植を必要とする患者さんの 90%以上に少な
くともハプロタイプ（2対の HLAのうちの 1
対）が適合する iPS細胞を供給するプロジェ
クトである。このプロジェクトにより、分化
誘導した各種組織や臓器の HLA ハプロタイ
プ適合移植がどの程度有効であるかが明ら
かにされると考えられる。 
一方で、iPS 細胞ストックを利用する他家移
植治療においては、HLA 抗原以外にも数多
くの同種抗原があるため、免疫抑制剤の併用
なしでは移植片の拒絶を完全に防ぐことは
できない点、また iPS細胞由来臓器ならでは
の腫瘍化リスクが潜在する点など、iPS 細胞
の臨床応用を実現するために積極的に解決
すべき課題は多い。そこで申請者は iPS細胞
の多能性と、CD4T細胞の持つ免疫抑制作用
ならびに免疫賦活作用を利用する新しい問
題解決法、すなわち移植細胞特異性の高い免
疫機能調製法の開発を提案する。（次ページ
の研究概念図参照） 
T細胞は生体防御の中枢であり、抗原特異的
に免疫反応を促進するサブセットや、免疫抑
制に特化したサブセットを有する。これらの
T細胞を体外で分離増幅し、目的に応じて再
び体内に戻す治療が試みられているが、総じ
て成果は上がっていない。その理由として分
離T細胞の抗原特異性を担保することが困難
である点と、体外での分離・増幅に伴って T
細胞機能（生存能、増殖能を含む）が著しく
低下する点が挙げられる。 
申請者らはこの課題克服の Proof of concept
として HIV-1 感染患者から HIV 由来のペプ
チドを特異的に認識する細胞傷害性 T 細胞
（CTL）クローンを単離し、 iPS 細胞
（T-iPSC）を樹立した。そして T-iPSCから
元の T細胞と同一の T細胞受容体（TCR）の
みをクロ―ナルに発現する機能的 CTL を誘
導したのみならず、テロメアの再伸長や増殖
応答性が回復した良質なT細胞へと「若返え」
らせることに成功した。つまり、抗原特異性
を保った有用な機能性T細胞を拡大再生させ
る手法であることを確認したのである
（Nishimura, Kaneko, et al., Cell Stem 
Cell, 2013）。本研究にはこの技術を応用する。 
 
 

２．研究の目的 
本提案は HLAハプロタイプ一致（HLA
ホモ）iPS 細胞から分化誘導させた移植片に
関して、その拒絶を抑える新しい手法をとし
て「再分化 CD4T細胞による移植片特異的な
免疫コントロール」技術を開発することを目
的としている。具体的には、申請者が開発し
た iPS細胞由来のT細胞再分化誘導技術を用
いて、移植片特異的な制御性 T細胞とヘルパ
ーT細胞を誘導し、その機能を評価する。本
研究の作業仮説を実験的に証明することが
できれば、iPS 細胞を利用する新しい免疫コ
ントロール法を提案することが可能になり、
ひいては HLAホモ iPS細胞ストックの有用
性を飛躍的に高めることができる。 
 
３．研究の方法 

(1) HLAホモ iPSC由来の分化細胞を貪
食したレシピエント DCによって、同種抗原
反応性のある移植片特異的なレシピエント
CD4T細胞クローンを誘導できるか？ 
① 移植片ドナーとなるホモ iPSC から分化
細胞を得る（神経、心筋、網膜など）。② 移
植片レシピエント（ハプロタイプ一致）の末
梢血から樹状細胞を得る。③ レシピエント
の樹状細胞にホモ iPSC 由来ドナー分化細胞
を貪食させた後に、レシピエント CD4T細胞
と共培養を行い、移植片の持つ同種抗原に反
応するレシピエントT細胞クローンを樹立す
る。 
研究用の HLA ホモ iPSC は既に樹立されて
おり、そこからの分化細胞誘導技術は確立さ
れている。また末梢血からの樹状細胞誘導や
ヘルパーCD4T細胞クローンの樹立のための
共培養もすでに確立された技術がある。得ら
れるクローンの同種抗原特異性を正しく評
価できるかどうかがこのステップで最も困
難な点であるが、同レシピエント 由来の
iPSC から誘導した分化細胞をコントロール
とすることで、バックグラウンドの軽減が図
れると考えている。また抗原反応性も 3H取
り込み反応や CFSEのみならず、サイトカイ
ン定量や CD40L 発現等を用いて総合的に評
価する。この評価法が確立されるだけでも、
iPSC 由来の移植片細胞の免疫原性の評価に
有用と考える。 

(2)誘導した上記 CD4T 細胞クローンか
ら iPS細胞を樹立し、CD4T細胞への再分化
誘導が可能か？ 
④CD4T 細胞クローンに山中因子を導入し
iPSCを得る。⑤ ストローマ細胞との共培養
によって、CD4/8陽性T細胞まで分化させる。
⑥ 適切な TCR刺激と CD4T細胞誘導、制御
T細胞誘導、ヘルパー1型 T細胞、ヘルパー2
型T細胞それぞれの誘導に有用と考えられて
いる転写因子導入を併用し、CD4T細胞への
分化を完遂させる。 

(3)再分化誘導した CD4T細胞は、抗原特
異的な機能を示すか？ 
⑦(1)で樹立した移植片特異的な同種抗原反



応の検出系を用いて、再分化制御性 CD4 T
細胞による免疫応答抑制を評価する。 
移植片に対する免疫応答の抑制を in vitroで
示すことをこの実験の目的とする。IL-2 と
TGF-β の存在下に FoxP3 の発現によって誘
導される、再分化制御性 T細胞を用いる。そ
れらの再分化制御性 T細胞、ドナー分化細胞
を貪食したレシピエントの DC、ならびに移
植片特異的 CD4T 細胞クローンを共培養し、
3H 取り込み反応や CFSE、サイトカイン定
量や CD40L 発現等を用いて移植片特異的免
疫抑制を総合的に評価する。コントロールに
は同一レシピエント由来で異なる抗原に特
異的な反応を示す CD4T 細胞クローンと抗
原貪食 DCを用いて、その反応を上記の再分
化制御性 T細胞が抑制しないことを示す。⑧ 
(2)の実験でヘルパーCD4T 細胞の再分化に
成功すれば、上記の同種抗原反応検出系を用
いて、同細胞が移植片に対する強力な免疫反
応を惹起できるかどうかを評価する。また再
分化制御性T細胞との混合比を変えた実験を
行い、移植片特異的免疫抑制が解除されるか
どうかを検討する。iPS 細胞に由来する組織
は予想外の腫瘍化を起こす可能性がある。そ
の際に抗原特異性は共通だが、正反対の機能
（免疫応答惹起）を持つ再分化ヘルパーT細
胞があれば、移植片の積極的な排除に用いる
ことができる可能性がある。T細胞からのこ
れらの実験を通じて、「再分化 CD4T 細胞に
よる移植片特異的な免疫コントロール」が可
能であるかどうかを明らかにする。なお、マ
ウスT細胞の iPS細胞化技術は確立されてお
らず、マウス系は本研究に適さない。 
 
４．研究成果 
  26 年度は、同種移植片のソースとなる
HLAホモ iPSC細胞の供給に時間を要したた
め、今年度は先ず 2種のパイロット抗原を標
的とする CD4陽性の抗原特異的 T細胞クロ
ーンを樹立し、iPS細胞へと初期化させた。 
  CD4 陽性細胞への分化系に関する知見
が不十分であることから、諸条件の最適化に
時間を要したが、遺伝子改変技術などを用い
ることにより、抗原特異的な TCR 反応性を
有する再生 T細胞を in vitroで誘導すること
に成功した。具体的にはそれらの抗原刺激に
特異的な増殖応答とヘルパーT細胞様のサイ
トカイン産生を示すことを確認した。更には、
これらの再生T細胞が樹状細胞を介して抗原
特異的 CD 8T 細胞を誘導できるヘルパー様
T細胞であることを確認した。 
  27年度は、まず３種の抗原を対象に、そ
れぞれに対して特異的な反応性を示す CD4
陽性 T細胞クローンを樹立し、iPS細胞へと
初期化させた。既存の分化誘導技術を適用し
ても CD4 陽性 T細胞への分化に困難を極め
たが、遺伝子改変技術を用いることにより、
HLA クラス II拘束性に標的抗原を特異的に
認識する CD4陽性再分化 T細胞を誘導する
ことに成功した（CD4 陽性細胞の製造方法 

特願 2015-203482）。具体的には同細胞は、
抗原特異的に増殖応答とサイトカイン産生
を示すのみならず、樹状細胞を成熟させるこ
とによって、抗原特異的細胞傷害性 CD8T細
胞を誘導する能力を示した。これらの細胞が
示すアジュバント作用は、抗原特異的 I型ヘ
ルパーCD4T細胞が示すそれと類似していた。
実際、CD4 陽性再分化 T 細胞によって樹状
細胞を介して産生された抗原特異的 CD8T
細胞、標的抗原を発現した細胞株を移植され
たマウスへと投与すると、移植片はすみやか
に拒絶された。続いて移植片に対する拒絶反
応を抑制する CD4陽性 T細胞を再生するこ
とを目的として、分化誘導方の開発を試みた。
最適化の過程ではあるが、T細胞受容体刺激
により抑制性のサイトカインを産生する再
分化 T細胞を得ることに成功している。 
また、同種移植片のソースとなる HLA
ハプロタイプ一致 iPS細胞の供給を受け、同
細胞をソースとする再生T細胞の分化誘導に
着手した 。標的抗原に対する T 細胞受容体
遺伝子導入を併用し、所望の抗原反応性を持
たせることに成功している。 
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