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研究成果の概要（和文）：iPS細胞由来ミエロイドラインからマクロファージを作成し、悪性黒色腫に対しる有
効性をマウスモデルで検討した。免疫系が正常なマウスで、すべて同系統の腫瘍、iPS細胞由来マクロファージ
（iPS-MP）を用いて、抗腫瘍サイトカインであるIFN-βを導入したiPS-MPが免疫不全マウスのときと同様に有効
であることを確認した。さらに強力な効果を求めてIL-15を遺伝子導入したiPS-MP（iPS-MP-IL-15）を作成し
た。IFN-βを導入したiPS-MPがもっとも強い効果を示したが、iPS-MP-IL-15を併用した場合、さらに上乗せ効果
を示した。

研究成果の概要（英文）：We have established iPS-cell derived myeloid cell lines. iPS-cell derived 
macrophages (iPS-MP) can be differentiated from them. The efficacy of iPS-MP against mouse melanoma 
was analyzed. We used the mice, tumor and iPS cells from same genetic background. The mice was 
C57BL6, so the mice has normal immune system. We observed the same efficacy of IFN-βintroduced 
iPS-MP as immunodeficiency mice. Furthermore, we established IL-15 introduced iPS-MP(iPS-MP-IL=15). 
iPS-MP-IL=15 showed the synergic effect upon the iPS-MP-IFN-β.

研究分野：がん免疫療法
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
【研究の学術的背景】 
１）国内外の研究動向及び位置づけ 
2013年、Science誌が選ぶ Breakthrough of 
the Yearに癌免疫療法が選ばれた。そこには
２つの理由があった。一つは、抗 CTLA-4抗
体（イピリムマブ）と抗 PD-1 抗体（ニボル
マブ）に代表される免疫チェックポイント阻
害 剤 の 登 場 で あ り 、 も う 一 つ は 、
CAR(chimeric antigen receptor: キメラ抗
原受容体)導入 T 細胞による細胞移入療法
（ACT）の研究開発が進んでいることであっ
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をプロックす
ることで働き、奏功率は約 10%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
療法特有の効果を有する。ニボルマブは 2014
年本邦において世界に先駆けて承認された。
さらにこれらの２剤を併用すると、53%の奏
効率をもたらすことが示されている。
(Wolchok JD, et al. N Engl J Med.2013) 一
方、これまで ACTについては、米国 NIHの
グループが研究を牽引してきた。ACTのメラ
ノーマに対する効果は、奏効率 72％と現在で
も最も強力な免疫療法といえる。(Rsenberg 
SA, et al. Curr Opin Immunol.)しかし、治療
に用いる腫瘍浸潤リンパ球（TIL）の培養が
困難な点、患者ごとに細胞を準備するためコ
ストがかかる点から汎用化は極めて困難で
ある。最近は CARを用いる ACTが注目され
ており、リンパ腫に対する CD19 の CART
細胞療法が臨床試験において良好な成果を
上げている。(Kochenderfer JN, et al. Blood 
2012) ところが、メラノーマでは CAR が認
識する良い細胞表面抗原がないため、異なる
アプローチが必要である。免疫系の司令塔で
ある樹状細胞療法の有用性も種々の臨床試
験により示されてきたが(Palucka K, et al. 
Nat Rev Cancer. 2012)、実際には、進行期癌
患者の末梢血中から十分な数と質の樹状細
胞を準備することが困難である。つまり、メ
ラノーマ治療の免疫療法によるブレークス
ルーはまだ始まったばかりであり、一定の有
効性が示された今こそ、より強力な免疫療法
の開発が求められている。上述した ACT の
問題点を解決する革新的な方法として、研究
代用者らは iPS細胞をソースとすることを提
唱してきた。iPS 細胞を用いることのメリッ
トは、治療に必要な細胞を無限に in vitroで
作成、準備できること、遺伝子改変を用いて
細胞に免疫調整機能を持たせることができ
ることである。 
２）これまでの研究成果 
研究代表者らは以前、ES 細胞から樹状細胞
を誘導する研究を行っていたが、山中らによ
る iPS細胞の発明をうけ、iPS細胞から樹状
細胞を誘導する研究、さらには腫瘍を直接攻
撃するエフェクター細胞としてのマクロフ
ァージを誘導する研究に移行した。前年度ま
でに、研究代表者と研究協力者である熊本大

学免疫識別分野の千住覚准教授らは、ヒト
iPS 細胞から免疫調整機能を持った樹状細胞
および抗腫瘍効果を有するマクロファージ
への分化誘導に成功していた。マクロファー
ジは以前より種々の癌組織の周囲に浸潤す
る性質を持つことが知られており、癌の増殖
を 促 進 す る TAM 
(tumor-associated-macrophages)の存在が
報告されている。腫瘍組織に浸潤するマクロ
ファージの性質を活かし、かつ強力な抗腫瘍
効果を発揮するように遺伝子改変した iPS細
胞由来マクロファージ(iPS-MP)を用いるの
が本計画の大きな柱のひとつであった。 
 
２．研究の目的 
遺伝子改変して免疫調整機能を持たせた
iPS細胞由来ミエロイドライン（iPS-ML）
を使い、樹状細胞（iPS-DC）およびマクロ
ファージ（iPS-MP）を作成し、マウスモ
デルにてメラノーマに対する新規免疫細胞
療法を開発する。また、メラノーマの免疫療
法において、理想的な癌抗原を同定すること、
鋭敏な診断マーカーを開発することも重要
である。cDNAマイクロアレイ解析から見出
した癌特異抗原、また診断マーカーとしての
microRNAについても検討し、メラノーマに
おける理想的な新規癌抗原の同定、および
早期診断マーカーの開発も行うことを目的
とした。  
 
３．研究の方法 
iPS-MP に関しては、まず in vivo の実験から
開始し、ヒト iPS 細胞を用いたときと同等の
強力な抗腫瘍効果が得られるかどうかを検
討した。標的としては、B6マウスと遺伝的背
景の同じマウスメラノーマであるB16を用い
る。腹膜播種モデルで抗腫瘍効果を検討した。
その際、B16 にルシフェラーゼ（Luc）遺伝子
を導入し、マウス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 を用いた。このシステムでは
標的腫瘍が生着したことをイメージングで
確認してから、治療を開始、経時的に腫瘍を
定量化できる。また、Luc を用いることで、
in vitroの実験でも腫瘍が傷害されたときに
放出されるluc活性をルミノメーターで定量
化することができるため、正確な比較検討が
可能である。これらのシステムを用いて、
iPS-ML にレンチウイルスベクターを用いて
IFN-βおよびIL-15などの免疫制御に関わる
遺伝子導入し、抗腫瘍効果を検討した。また、
iPS 細胞による細胞治療を臨床応用にもって
いくためには、腫瘍化のリスクを検証するこ
とが極めて重要である。本研究に用いる
iPS-ML は、cMYC、BMI1、MDM2 を導入するこ
とで、M-CSF 依存性に in vitro で 3 ヶ月間増
殖が可能である。これは治療に必要な十分な
数の細胞を準備できるという点で利点があ
るが、白血化のリスクもはらんでいる。我々
はこの問題を解決するために臨床応用には、



allogeneic（HLA 適合の他者）の iPS-ML を使
用することを想定している。理論的には、HLA
を適合させた allogenic な iPS-ML を用いれ
ば、投与後すぐにはホストの免疫によって排
除されず、抗腫瘍効果を発揮した後に、マイ
ナー組織適合抗原に対する免疫反応により
拒絶される。完全に MHC が同一なマウスと、
一部 MHCをシェアする semiallogenic なマウ
スを用いて、腫瘍化や自己免疫現象の有無を
検証した。 
 また、cDNA マイクロアレイ解析から見出し
た癌特異抗原 CDCA1 について、ヒトメラノー
マ組織での発現を確認し、臨床データとの相
関を検討した。さらに、ヒトメラノーマ細胞
を用いて、機能解析を行った。 
 
４．研究成果 
免疫系が正常なマウス（C57BL/6 以下 B6 マウ
ス）で、すべて同系統の腫瘍（マウスメラノ
ーマ；B16-BL6）、iPS 細胞由来マクロファー
ジ（iPS-MP）を用いて、IFN-βを導入した
iPS-MP が免疫不全マウスのときと同様に有
効であることを確認した。さらに、より強い
臨床効果を目指し、IL-15 を遺伝子導入した
iPS-MP（iPS-MP-IL-15）を作成した。ルシフ
ェラーゼ遺伝子を導入した B16-BL6 を B6 マ
ウスに腹膜播種させ、腫瘍の生着を確認後、
遺伝子改変していない iPS-MP、iPSMP- 
IL-15、IFN-βを導入した iPS-MP にて治療比
較を行った。IFN-βを導入した iPS-MP がも
っとも強い効果を示したが、iPS-MP-IL-15 を
併用した場合、さらに上乗せ効果を示した。
そ の 効 果 発 現 メ カ ニ ズ ム と し て 、
iPS-MP-IL-15 を投与したマウス体内で、NK
細胞の活性化が起こっていることをYAC-1ア
ッセイを用いて確認した。また、B6 マウス、
B6 マウス由来の iPS-MP で治療した場合、投
与した iPS-MP が腫瘍化したが、一方で MHC
の一座が異なる 129 細胞由来の ES 細胞由来
のマクロファージ（ES-MP）で治療した場合
は、拒絶され腫瘍化しないことを確認した。
またなんら自己免疫現象がおきていないこ
とも確認した。この実験は、将来の臨床応用
の際に、HLA をシェアするが、一部異なる他
人のiPS細胞で転移性メラノーマを治療する
ことを想定したものであり、iPS-MP 療法の安
全性を示すものと考えている。 
また、メラノーマの免疫療法において、鋭
敏な診断マーカーを開として、免疫療法施行
前後の血清中の microRNA について microRNA
アレイにて解析、さらに抗体アレイを用いて、
タンパク質解析を行った。結果として、いく
つかのバイオマーカー候補を見出し、その有
用性を検討中である。 
 一方、がん免疫においては、今後複合免
疫療法の方向性に向かうと考えている。そこ
で、より抗原特異的な免疫を活性化するため
に、上述したような方法と同時に、抗原特異
的な免疫療法の開発も必要と考えている。そ
こで、がん部と非がん部を比較した cDNA マ

イクロアレイ解析から見出した癌特異抗原
CDCA1 について、ヒトメラノーマ組織での発
現を確認し、臨床データとの相関を検討した。
CDCA1 は細胞分裂における動原体と微小管の
結合を安定させるのに必須の物質であり、細
胞周期の維持に不可欠な物質であるとされ
ている。細胞株での CDCA1 すべての悪性黒色
腫細胞株で良性コントロールであるメラノ
サイト培養株 NHEM と比較し CDCA1 の高発現
を認めた。ヒトサンプルを用いた免疫染色に
よる解析では、色素細胞母斑２０例中 25%が
陽性であったのに対して、メラノーマ原発巣
では 56 例中 75%が陽性、転移巣 14 例中 64%
が陽性と、有意にメラノーマで陽性率が高か
った。メラノーマの病理タイプ別に分類して
も、その陽性立に有意差はなかった。一方、
病期別にその陽性率を解析したところ、ステ
ージ 0 すなわち表皮内メラノーアでは、3 例
中１例の 33%で陽性。ステージ１（13症例）
で 62%、ステージ２（16 症例）では 81％、ス
テージ３（17 症例）では 82%、ステージ４(6
症例)では、100％陽性であった。つまり、病
期があがるごとに、CDCA1 の陽性率は上がる
傾向を示した。さらに主成分分析を用いて、
予後関連因子（CDCA1、病期、潰瘍の有無、
Ttumor thickness）など、これまで予後と関
係することがいわれていた因子をスコア化
し、免疫染色した症例をクラスター解析した
ところ、症例を５つのグループに編成できた。
これをコックス比例ハザードモデルにて解
析したところ、CDCA1 が発現しているグルー
プにおいて、発現していないグループに比べ
て、有意に予後が悪いことが明らかとなった。
すなわち、CDCA1 は、メラノーマが進展する
ごとにその陽性率が上がり、陽性なほど、予
後が悪いことが示唆された。つまり、メラノ
ーマにとって、重要な分子であると考えてい
る。さらに、ヒトメラノーマ細胞を用いて、
機能解析を行った。CDCA1をsiRNAを用いて、
メラノーマ細胞株でノックダウンし、細胞の
増殖、遊走、浸潤へ影響を解析したところ、 
細胞増殖においてのみ有意に低下した。以上
より、CDCA1 はメラノーマの進展、とくに増
殖に関与していること示唆された。今後は、
上述のマクロファージ療法とともに、CDCA1
のようながん特異抗原を標的とした免疫療
法の併用を検討していくべきであると考え
られた。 
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