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研究成果の概要（和文）： 樹状細胞は有能な抗原提示細胞であり、抗原特異的な細胞傷害性 T

細胞を効率良く活性化できることから、がん治療への応用が期待されている。しかし、樹状細

胞を効率良く増幅する手法は未だ確立されていない。そこで本研究では、樹状細胞の源である

造血幹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、抗原添加によって造血幹細胞の増幅が可能であることを実証し

た。 

 
研究成果の概要（英文）： Since dendritic cells are potent antigen-presenting cells that can 

efficiently activate antigen-specific cytotoxic T cells, they are promising for application to 

cancer therapy. However, the method to efficiently expand dendritic cells has remained to 

be established. In this study, an artificial cytokine receptor recognizing antigen quite 

different from natural cytokines or growth factors was expressed in a hematopoietic stem 

cell, which is a source of dendritic cells. Consequently, we successfully demonstrated the 

expansion of hematopoietic stem cells via antigen-induced activation of the artificial 

cytokine receptor. 
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１．研究開始当初の背景 

 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尐なく、

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

研究種目：基盤研究（A） 

研究期間：2006～2009   

課題番号：18206083 

研究課題名（和文） 人工受容体を用いた樹状細胞の増幅システムの開発とガン治療への応用 

                     

研究課題名（英文） Development of artificial receptor-based amplification system of 

     dendritic cells for cancer therapy 

研究代表者 

長棟 輝行 （NAGAMUNE TERUYUKI） 

東京大学・大学院工学系研究科・教授 

研究者番号：20124373 

 

 



 

 

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。

２．研究の目的
 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、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的とした。

３．研究の方法
(1)キメラ受容体の分子構築と培養細胞株
Ba/F3 を用いた機能解析
 まず、樹状前駆細胞として、全ての血球の
源である造血幹細胞を選び、造血幹細胞での
増幅効果が示されている受容体として c-mpl
または c-kit をエンジニアリングし、人工受容
体を構築した。具体的には、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)一
本鎖抗体(ScFv)とエリスロポエチン受容体
D2 ドメインで置換したキメラ受容体(S-mpl
または S-kit)を構築した(図 1)。まずは、構築
したキメラ受容体が抗原である FL 標識
BSA(BSA-FL)に応答して増殖シグナルを伝
達できるかどうかを検証するために、IL-3 依
存性 pro-B 細胞株 Ba/F3 を用いて実験を行っ

た。レトロウィルスベクターにキメラ受容体
遺伝子および遺伝子導入細胞のマーカーと
して緑色蛍光蛋白質 EGFP 遺伝子を組み込み、
Ba/F3 細胞に導入後、IL-3 を除去し抗原であ
る BSA-FL を添加した培地で培養し、増殖す
る細胞を得た。得られた細胞が BSA-FL 濃度
依存的に増殖することを増殖アッセイで確
認した。

(2)キメラ受容体による造血幹細胞の in vitro 
増幅と機能解析（図 2）
 キメラ受容体S-mplとS-kitを造血幹細胞に
導入し、抗原である BSA-FL を添加すること
で造血幹細胞を増幅できるかどうかを検証
した。C57BL/6J マウスの骨髄から CD34-KSL
造血幹細胞（CD34-c-Kit+Sca-1+Lin-：Lin-は分
化抗原陰性）をフローサイトメーターで分取
した。これに EGFP のみを発現するネガティ
ブコントロール（IG）、または EGFP とキメ
ラ受容体 S-mpl, S-kit を共発現するレトロウ
ィルスベクター（それぞれ S-mpl、S-kit）を
ウイルス感染効率 Multiplicity of infection 
(MOI) =500 で導入した。その後、リガンド添
加培養として S-mpl キメラに関しては SCF 
only, SCF+TPO, SCF+BSA-FL の 3 条件下,
S-kit キメラに関しては TPO only, TPO+SCF,
TPO+BSA-FL の 3 条件下（SCF 50 ng/ml, TPO 
50 ng/ml, BSA-FL 5 μg/ml）で培養し、増殖ア
ッセイと細胞形態分析を行った。なお、遺伝
子導入なしで培養したネガティブコントロ
ール（－）も作製した。
 また、S-mpl キメラによって増幅された細
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 only 、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 12 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、キメリズム値を算出した。キメリ
ズム値が高いほど、造血幹細胞が増幅された
ことを示す。

図 1 キメラ受容体の模式図 図 2 造血幹細胞の増幅実験の模式図 



 

 

(3)キメラ受容体のシグナル伝達分子結合モ
チーフの改変による増殖シグナル増強 

 (2)の結果より、S-mpl キメラ受容体は増殖
シグナルを伝達したが、内在性の天然型受容
体 c-mpl の増殖シグナルよりも弱いことが分
かった。そこで、造血幹細胞の増殖は STAT5

により正、STAT3 により負に制御されること
が報告されていることに基づいて、より強い
シグナルを伝達可能な受容体を構築するこ
とを考えた。具体的には、S-mpl キメラ受容
体の細胞内ドメインの STAT3 結合モチーフ
を除去した trunc.あるいは STAT3 の結合モチ
ーフ(YxxQ)を STAT5 結合モチーフ（YxxL）
に変異させたQ to Lの２種類のキメラ受容体
を新たに構築した。Ba/F3、造血幹細胞におい
て、これらの新規受容体の機能解析を(1)、(2)

と同様に行った。 

 

４．研究成果 

(1)キメラ受容体の分子構築と培養細胞株
Ba/F3 を用いた機能解析 

 S-mpl、S-kit を Ba/F3 細胞に導入後 BSA-FL

を添加した培地で選択した結果、EGFP 陽性
細胞のみが選択的に増殖した。また、増殖ア
ッセイの結果、選択された細胞はいずれも
BSA-FL 濃度依存的に増殖したことから、キ
メラ受容体発現細胞を抗原により選択的に
増幅できることが示された(図 3、図 4)。 

 

(2)キメラ受容体による造血幹細胞の in vitro 

増幅と機能解析 

 S-mpl または S-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 only、TPO only、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、S-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、S-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(図 5)。さ
らに、 S-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 only 、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 12 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(図 6)。 

 以上より、S-mpl キメラ受容体を用いて遺
伝子導入造血幹細胞を in vitro で選択的に増
幅することに成功した。 
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図 3 S-mpl 発現 Ba/F3 細胞の抗原依存的増殖 

0

200

400

600

800

1000

1200

0 1 2 3 4 5 6

C ulture period  [day]

V
ia

b
le

 c
e

ll
 c

o
n

c
. 

[x
1

03
c

e
ll

s
/m

l]

B S A-FL(5μ g/m l)

B S A-FL (1μ g/m l)

B S A-FL(0 .5μ g/m l)

(-)

IL -3 (2ng /m l)

0

200

400

600

800

1000

1200

0 1 2 3 4 5 6

C ulture period  [day]

V
ia

b
le

 c
e

ll
 c

o
n

c
. 

[x
1

03
c

e
ll

s
/m

l]

B S A-FL(5μ g/m l)

B S A-FL (1μ g/m l)

B S A-FL(0 .5μ g/m l)

(-)

IL -3 (2ng /m l)

図 4 S-kit 発現 Ba/F3 細胞の抗原依存的増殖 
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図 5 S-mpl 発現造血幹細胞の in vitro 増幅 

図 6 S-mpl 発現造血幹細胞の in vivo 移植
実験の結果 
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(3)キメラ受容体のシグナル伝達分子結合モ
チーフの改変による増殖シグナル増強 

 増殖促進効果を上げるため、S-mpl のシグ
ナルが強くなるように受容体を改変した新
規キメラ受容体 S-mpl (trunc.)と S-mpl (Q to L)

を構築した。これらのキメラ受容体を Ba/F3

細胞に導入した結果、trunc.では BSA-FL 依存
的に増殖シグナルを伝達したが、Q to L は
BSA-FL 応答性は見られなかった。これらの
キメラ受容体をマウス造血幹細胞に導入し、
遺伝子導入細胞を、SCF only、SCF＋TPO、
SCF＋BSA-FL で 6 日間培養し、各条件下で
増幅された細胞数を比較した。その結果、
S-mpl(trunc.)導入造血幹細胞では、SCF＋
BSA-FL で増幅した場合には、SCF+TPO で増
幅した場合とほぼ同等の増幅効果が得られ
た(図 7)。以上より、ScFv-c-mpl(trunc.)キメラ
受容体を用いて遺伝子導入造血幹細胞を効
率よく増幅できることが示された。 
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