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１．研究計画の概要 
 樹状細胞を用いた免疫療法は、免疫系の最
初の段階である樹状細胞の抗原提示を利用し
たもので、他の手法より副作用が少なく、広
範かつ強いガン免疫誘導ができることが見込
まれている。樹状細胞は骨髄の造血前駆細胞
である CD34陽性細胞に由来し、未熟樹状細
胞へと分化して外来抗原を取り込んで提示し、
成熟樹状細胞となる。従って、ガンの治療プ
ロセスとしてはガン患者本人から CD34陽性
細胞を採取して増幅し、必要に応じて未熟樹
状細胞に分化させてガン抗原を取り込ませて
提示させ、患者体内に戻すことが考えられる。 
このプロセスの中で、CD34 陽性細胞の増幅
に関しては、現状では不充分な成果しか挙げ
られていない。既往の方法としては、Flt3リ
ガンド(FL)、幹細胞因子(SCF)、スロンボポエ
チン(TPO)、インターロイキン６(IL-6)、IL-3
を組み合わせて添加した培地中での CD34陽
性細胞の増幅が報告されているが、数ヶ月程
度が細胞増殖・未分化維持の限度であり、未
分化維持増殖はある程度達成できても、同時
に分化も生じてしまうことが問題点である。
従って、天然の受容体とそのリガンドを添加
することでの樹状前駆細胞の増幅には限界が
あると考えられる。 
 そこで、本研究では樹状前駆細胞において
サイトカインや増殖因子とは全く異なる抗原
に応答して増殖シグナルを伝達する人工受容
体を発現させ、その発現量をコントロールす
ることで、分化を抑えて未分化維持増殖だけ
を特異的に長期間達成できるシステムを構築
することを目標とした。 

 
２．研究の進捗状況 
これまでに、造血前駆細胞での増幅効果が示
されている c-mplまたは c-kitの細胞外ドメイ
ンを抗フルオレセイン(FL)抗体の ScFv で置
換したキメラ受容体 (ScFv-c-mpl または
ScFv-c-kit)が、培養細胞株 Ba/F3細胞におい
て、抗原である FL標識 BSA(BSA-FL) 依存
的な増殖シグナルを伝達することを示した。 
 本年度はこれらのキメラ受容体について、
マウス骨髄から取得した造血幹細胞での増幅
効果を検証した。まず、ScFv-c-mpl または
ScFv-c-kit 発現レトロウィルスベクターをマ
ウス造血幹細胞に導入し、遺伝子導入細胞を、
SCF のみ、 TPO のみ、 SCF＋ TPO、
TPO+BSA-FL、および SCF＋BSA-FL 存在
下で５日間培養し、各条件下で増幅された細
胞数と EGFP 陽性率を比べた。その結果、
ScFv-c-kit 導入造血幹細胞ではキメラ受容体
による顕著な増殖は見られなかったが、
ScFv-c-mpl 導入造血幹細胞では、SCF＋
BSA-FL を加えた場合の細胞数が SCF のみ
の場合の４倍以上に増加し、EGFP 陽性細胞
率も増加した。さらに、 ScFv-c-mpl 導入造
血幹細胞について、増幅された細胞が造血幹
細胞の機能を保っているかどうかを調べるた
めに、 SCFのみ 、SCF＋TPOおよび SCF
＋BSA-FL の条件下で増幅した細胞をドナー
細胞とし、競合細胞と同時に放射線処理した
マウスに移植して骨髄再構築能評価を行った。
移植後 20週まで 4週間ごとに採血し、移植細
胞におけるドナー細胞の割合を調べた結果、
SCF＋BSA-FL で増殖誘導したドナーの造血
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幹細胞は SCF のみの場合より高い割合でマ
ウスの生体内に存在した。 
 以上より、ScFv-c-mplキメラ受容体を用い
て遺伝子導入造血幹細胞を選択的に増幅する
ことに成功した。 
 
３．現在までの達成度 
②おおむね順調に進展している。 
理由：造血前駆細胞で増殖シグナルを伝達す
る c-mpl、c-kit を用いたキメラ受容体をすで
に構築し、血球細胞株で機能的であることが
分かった。また造血幹細胞でも増幅効果には
まだ改善の余地があるものの、ScFv-c-mpl キ
メラ受容体が機能的であることが示された。 
 
４．今後の研究の推進方策 
 キメラ受容体の増殖シグナル伝達が弱すぎ
ることが想定されるので、より強いシグナル
が出せるように分子デザインを再考する。具
体的には、サイトカイン受容体においては細
胞内ドメインの C 末端部分はシグナルの負の
制御領域と考えられているので、その部分を
削除したキメラ受容体や、膜貫通ドメインの
相互作用を高める変異受容体、膜貫通ドメイ
ンから細胞内ドメインに続くαへリックス領
域の間にアラニン残基を導入して受容体分子
の角度を回転させ、コンフォメーションを変
化させた受容体を作製する。 
 また、造血前駆細胞の増殖には、c-mpl、
c-kitの他に gp130 も知られていることから、
これらの 3 種類のキメラ受容体を共発現させ
ることで、より効率よい増幅ができるかどう
かを検討する。 
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