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研究成果の概要（和文）：B6マウスに同一の遺伝的背景を持つマウスメラノーマを播種させ、同系統のiPS細胞
由来M1マクロファージ（iPS-MP）で治
療する実験系を用いて研究を行った。OX40Lの遺伝子導入を行なったiPS-MPは、遺伝子改変なしのiPS-MPより
も、有意に腫瘍の播種を抑制した。モデル抗原（OVA）とOVA発現マウスメラノーマ（MO4）を用いた実験におい
て、OVAペプチドを負荷したiPS-MP-OX40Lの投与によりマウス体内でOVA特異的細胞障害性T細胞が脾臓や腫瘍局
所で増加することを確認した。腫瘍内浸潤リンパ球の中においては、制御性T細胞を減少させ、エフェクターT細
胞が増加した。

研究成果の概要（英文）：We reported the efficacy of an immune cell therapy with immortalized myeloid
 cells derived from induced pluripotent stem cells (iPS-ML).  We generated OX40L-overexpressing 
iPS-MP (iPS-MP-OX40L) and investigated their characteristics and in vivo efficacy against mouse 
melanoma. We found that iPS-ML-Zsgreen-OX40L suppressed the progression of B16-BL6 melanoma, and 
prolonged survival of mice with ovalbumin (OVA)-expressing B16 melanoma (MO4). The number of 
antigen-specific CD8+ T cells
was higher in spleen cells treated with OVA peptide-pulsed iPS-MP-OX40L than in those without OX40L.
 The OVA peptide-pulsed iPS-MP-OX40L significantly increased the number of tumor-infiltrating T 
lymphocytes in MO4 tumor. Flow cytometry showed decreased regulatory T cells but increased effector
and effector memory T cells among the TILs. 

研究分野： 腫瘍免疫

キーワード： メラノーマ 　iPS細胞　マクロファージ　がん免疫療法　腫瘍微小環境　免疫細胞療法　サイトカイン
　免疫チェックポイント分子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、がん免疫療法の有効性が明らかとなっていが、その有効率は未だ十分ではない。どうやったら現在の免疫
療法が無効な患者に対して、有効な治療法を確立することができるか、その答えのひとつとして、iPS細胞を用
いた遺伝子改変免疫細胞療法を提案する。免疫を活性化する分子を発現させたiPS細胞由来マクロファージはマ
ウスモデルで強い効果を示した。またその安全性も確認した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
免疫チェックポイント阻害薬はメラノーマだけでなく、多くのがんにおいて患者の長期寛解を

もたらし、がん診療に革命をもたらした。しかし問題は、奏効率が低いことである。BRAF 変異
がない進行期メラノーマ患者には BRAF/MEK 阻害剤は使用できないため、免疫チェックポイ
ント阻害薬が無効な患者には他に治療法がない。免疫チェックポイント阻害薬が無効ながん患
者をどうやって治癒に導くのか？この問いは本研究開始当初、全世界における大きな解決すべ
きテーマであった。2016 年、免疫チェックポイント阻害薬耐性の腫瘍における遺伝子変異を網
羅的に解析した結果、腫瘍細胞において、HLA クラス I やインターフェロン感受性が欠失して
いたことが示されていた。（Zaretsky JM et al. NEJM, 2016）免疫チェックポイント阻害薬がど
れだけ T 細胞を活性化しても、T 細胞が最終的なエフェクター細胞である以上、こういった腫
瘍細胞には無効である。すなわち、がん免疫療法でより多くの患者を治すためには、上述の免疫
逃避を来した腫瘍細胞を攻撃する方法の開発が必要である。 
そこで我々は、がんの局所に遊走し、細胞障害活性をもつ細胞療法として遺伝子改変 iPS 細胞

由来マクロファージ療法の開発を目指した。細胞療法のソースとして iPS 細胞を用いることに
よって、抗腫瘍効果を遺伝子改変にて付与した細胞ワクチンを大量生産することができる。本研
究課題では、免疫チェックポイント阻害薬が無効な状況で、遺伝子改変 iPS 細胞由来マクロフ
ァージにより抗腫瘍効果が得られるか？という問いに対して、マウスモデルで明らかにし、いか
なる遺伝子改変が iPS細胞由来マクロファージ療法の抗腫瘍効果を最も高めるかの検討を行い、
同時に将来の臨床応用にむけた安全性の確認を行うこととした。 
iPS や ES 細胞といった多能性幹細胞から、樹状細胞やマクロファージへの分化誘導を行う方

法は、研究代表者および研究協力者の千住覚らのグループが開発したものであるが、他に英国お
よび米国の計３つの研究グループからも報告されていた。しかし、マウス、サルおよびヒトの ES
細胞、さらにはマウスやヒト iPS 細胞を用いて免疫制御能を有する遺伝子改変マクロファージ
を作製する手法を確立している研究グループは、我々以外には存在せず、極めて独創的である。
本研究により、種々の遺伝子改変 iPS 細胞から誘導されたマクロファージの抗腫瘍効果が、マ
ウスモデルで確認できると予想された。さらに前臨床研究として、腫瘍化や自己免疫現象など
iPS 細胞を治療に用いるリスクを、マウスにおいて検証する基盤的研究成果が得られると考え
た。本研究は、iPS 細胞という日本が世界にさきがけた発見から機能をもった細胞を誘導し、が
ん治療への臨床応用に近付けるという意義を持つと考えていた。 
研究代表者らは 2016 年に、IFN-αあるいは IFN-β遺伝子を導入したヒト iPS-MP を用いて、

免疫不全マウス(SCID)に腹膜播種させたヒトメラノーマ細胞を治療させるモデルにおいてその
治療効果を報告した。（Miyashita A, et al. Cancer Immunol Res. 2016）その際、IFN-β遺伝子
を導入したヒト iPS-MP が最も強力であり、I 型インターフェロンを導入した iPS-MP が M1 マ
クロファージのフェノタイプとなり、腫瘍局所に遊走することを示した。すなわち、通常のマク
ロファージは腫瘍局所で腫瘍関連マクロファージ（TAM）として、がんの進展に寄与してしま
うが、我々の iPS-MP は遺伝子改変によって、TAM とならずに、抗腫瘍効果を発揮する。しか
し、IFN-β遺伝子を導入したヒト iPS-MP でも、マウス腹膜播種の実験系において、メラノー
マを治癒させることはできなかった。また、免疫不全マウスを使用した実験系では、iPS-MP を
投与した宿主の免疫反応を解析できない欠点があった。 
 
 
２．研究の目的 
将来、全国どの施設でも行える汎用化治療として臨床応用を実現化するためには、安定した治

療細胞の準備、すなわち機械による自動大量培養が不可欠と考えている。そこで、我々の研究グ
ループは、ヒト iPS 細胞から分化誘導した骨髄系前駆細胞に、cMYC+BMI1/MDM2 を導入して
不死化し、iPS 細胞由来ミエロイドライン(iPS-ML)を樹立。その後にマクロファージ（iPS-MP）
に分化誘導し、治療に用いる方法をとっている。(Koba C,et al.PLoS One. 2013) iPS-ML の段
階で、I 型インターフェロン、IL-15 といった抗腫瘍サイトカイン、あるいは T 細胞を活性化す
る 4-1BBL や OX40L といった免疫チェックポイント分子の遺伝子導入も容易である。本研究で
は、種々の免疫調整分子を導入して抗腫瘍効果を持たせた iPS-MP を作製し、メラノーマに対す
る抗腫瘍実験をマウスモデルで進めていく方針とした。 
 我々は、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、iPS-
MP を用いて、4-1BBL、OX40L、IL-15 といった免疫を活性化する分子を遺伝子導入すること
の有効性を検証することを目的とした。さらに I 型インターフェロン産生を誘導する STING リ
ガンドの併用も検討することとした。加えて、強力な抗腫瘍免疫応答を誘導した際に、自己免疫
現象や iPS-MP の腫瘍化がおきないか等、安全性を検証することも本研究の重要な目的とした。 
 
 
 



３．研究の方法 
（1）マウスに同一の遺伝的背景を持つメラノーマを播種させ、同系統の iPS-MP で治療する実験 

B6 マウスの iPS-ML に OX40L、4-1BBL、IL-15 を遺伝子導入しそれぞれ iPS-MP を作成した。
また STING リガンドの付与による効果増強を検証した。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、腹膜播種モデルで抗腫瘍効果を検討した。その際には B16
にルシフェラーゼ遺伝子を導入し、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。 

（2）抗腫瘍効果のメカニズム解析 
iPS-MP の in vitro の解析としては、マクロファージとしての特性を確認するため、フロ
ーサイトメトリー解析による細胞表面分子の解析、サイトカイン産生能を評価した。モデ
ル抗原として OVA を用いて、抗原特異的 T 細胞の誘導能、腫瘍内に浸潤しているリンパ球
のプロファイリング等を行なった。 

（3）ヒトへ応用する前臨床研究としての安全性検証 
iPS-MP を投与したマウスを長期間観察し、腫瘍化や自己免疫現象等の副作用発現がないか
検証する。さらに遺伝子改変が免疫系に与える影響を検討した。将来的には、アロ（HLA 適
合の他者）の iPS-MP を使用することを想定しているため、完全に MHC が同一なマウスと、
一部 MHC 異なる semiallogenic な iPS-MP を用いて、上述の遺伝子改変の効果とともに、腫
瘍化や自己免疫現象の有無を検証した。 

 
４．研究成果 
 OX40L、4-1BBL、IL-15 それぞれを強制発現させた iPS-MP を作成した。強発現細胞を濃縮する
ために、導入遺伝子には Zsgreen の蛍光遺伝子を連結した。３つの分子について並行して研究を
進めた。 
 
（1）マウスに同一の遺伝的背景を持つメラノーマを播種させ、同系統の iPS-MP で治療する実験 
免疫系が正常なマウス（B6）で、同系統の腫瘍、同

系統の iPS 細胞から作成した OX40L 遺伝子導入 iPS-
MP（iPS-MP-OX40L）を用いて、その効果を腹膜播種モ
デルで検討した。iPS-MP-OX40L は遺伝子導入してい
ないiPS-MPに比べて有意に腹膜播種を抑制した。（右
上図）しかしこのとき、メラノーマ特異的な抗原ペプ
チドを負荷しても、その効果はいずれの群でも確認
できなかった。 
そこで、標的腫瘍にモデル抗原としての OVA を発現

したマウスメラノーマ（MO4）を用いて、各種 iPS-MP
には、MHC クラス I 拘束性エピトープペプチドを負
荷する実験系で評価を行なった。（下図）この実験系
では、OX40L を遺伝子導入し、かつ OVA ペプチドを負
荷して免疫した群でのみ、腫瘍の抑制効果を認め、マ
ウスの生存期間も延長した。この結果からは OX40L
遺伝子導入 iPS-MP が効果的に抗原特異的な免疫応答を誘導しうることが証明されたが、一方で、
自然抗原を標的とした場合の限界も示す結果となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4-1BBL、および IL-15 に関しても同様の実験を行い、それぞれ遺伝子導入した iPS-MP によって

治療したマウスにおいて有意に腫瘍が抑制されることを確認した。STING リガンド負荷について
も検討を行なったが、同様の傾向を示した。 
 
 



 
 
（2）抗腫瘍効果のメカニズム解析 
前述の実験から、OX40L を導入

した iPS-MP が抗原提示細胞と
して機能する可能性が示され
たため解析を進めた。 
各種iPS-MPでナイーブマウス

を免疫し、10日後に脾臓細胞で
テトラマーアッセイを行なっ
た。OX40L 遺伝子導入 iPS-MP は
OVA 抗原特異的 T 細胞（OVA テ
トラマー陽性細胞）を増加させ
ることを確認した。（右図）
OX40L を用いなくても OVA ペプ
チドを負荷した iPS-MP はナイ
ーブマウスでは検出されない
OVA 特異的 CD8 陽性 T細胞を、15.9%に増加させたが、OX40L 遺伝子導入した群では、52.18%にま
で顕著に増加させた。同様の実験を腫瘍浸潤リンパ球（TIL）でも行い、iPS-MP-OX40L が腫瘍局
所に遊走し、TIL の数を増加させ、さらには TIL 中の腫瘍免疫に抑制的に働く effector Treg 分
画を減少させ、腫瘍免疫のメインプレイヤーである effector T 細胞分画を増加させることを確
認した。 
また、in vitro の解析で、iPS-MP-OX40L が脾臓細胞のサイトカイン産生に与える影響を培養上

清の144種類のサイトカインアレイで解析したところ、OX40L遺伝子導入によって、Granzyme B、
IL-1、IL-2、IL-3,IL-9、IL-12やFN-γといった抗腫瘍効果に有利なサイトカインの上昇、CXCL9、
CXCL10、CCL3、CCL5、CXCL16 等、ヘルパーT細胞(Th1)、キラーT細胞、NK 細胞や NKT 細胞とい
った腫瘍免疫に有利な細胞を呼び寄せるケモカインの上昇を認めた。同様の現象は、4-1BBL の
遺伝子導入の実験系でも示された。また、IL-15 を遺伝子導入した iPS-MP では、とくに NK細胞
を活性化する能力が高かった。 
以上の結果は、遺伝子改変 iPS-MP が腫瘍局所に遊走し、微小環境を変えるうる可能性を示して

いる。 
 
（3）ヒトへ応用する前臨床研究としての安全性検証 
マウス体内に注射した iPS-MP を追跡するために、PKH-26 でラベルし、遺伝子導入していない

iPS-MP、OX40L(Zsgreen 含む)を遺伝子導入した iPS-MP、そして Zsgreen のみを導入した細胞を
マウス腹腔内に注射し観察した。1 日後、2 日後まではいずれの iPS-MP も大網にとどまってい
た。しかし、7日後には OX40L を導入した細胞は明らかに早く消失、すなわち免疫系によって排
除されていた。４週間観察すると、MHC を共有しているマウスであるため、iPS-MP は腹腔内に腫
瘍を形成してくるが、この際明らかにOX40L遺伝子導入iPS-MPは腫瘍形成が少なかった。Zsgreen
のみを導入した細胞でも軽度の腫瘍形成数減少が観察された。これは遺伝子導入細胞を用いた
免疫細胞療法の場合、導入遺伝子の部分がホストにおいて異物と認識されることで、免疫系に排
除されやすいことを示唆すると考えた。このことは、抗腫瘍効果を発現したあとで、遺伝子導入
iPS 細胞由来の免疫細胞が免疫系に排除されるということを示唆しており、すなわちより安全で
ある可能性を示す。 
将来的な臨床応用では、アロすなわち事前に準備された他人の iPS 細胞を用いることを想定し

ている。この場合、HLA が完全に一致していない状況も十分考えられる。そこで、B6 マウスに B6
の iPS-MP と、E14 という MHC クラス I は一致しているが、クラス II が一個だけ異なる ES 細胞
からマクロファージを作成し、4-1BBL の遺伝子導入系で評価した。結果として、MHC がまったく
同じ B6 の iPS-MP に比べて、E14-ES 細胞由来のマクロファージは、遜色ない抗腫瘍効果を発揮
した。以上の結果は、HLA が一部だけ異なる他人由来の iPS 細胞から、事前に OX40L、4-1BBL、
IL-15 など、さまざまな遺伝子改変免疫細胞を準備しておき、患者に迅速に供給する、という将
来的な計画を支持するものである。しかし、いくら他人の iPS 細胞由来であるから排除されると
理論的に考えられても、投与した細胞の腫瘍化は絶対に防がなければならない。今後は、自殺遺
伝子を導入し緊急事態の際は、特定の薬剤投与でリセットできるシステムも計画していく方針
である。 
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