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研究成果の概要（和文）：がん抗原特異的なT細胞受容体（TCR）遺伝子をゲノム編集技術を用いて汎用iPS細胞
に導入し(TCR-KI-iPSC)、そのiPS細胞からT細胞を量産するという新たな免疫細胞療法の開発を行った。具体的
戦略として、カセットデッキ構造をiPSCのTCR遺伝子座にノックイン（cKI-iPSC）した後に、外来性TCR遺伝子を
Creシステムを用いてそのcKI-iPSC上で入れ替える形式をとった。このように作製された複数のTCR-KI-iPSCを分
化誘導することで再生CTLを得ることに成功し、抗原特異的にがん細胞殺傷能力を持つことを確認した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel immuno-cell therapy in which cancer-specific T 
cells can be mass-generated from iPS cells that we transduce with cencer antigen-specific T cell 
receptor (TCR) genes using genome editing techonolgy.  In paticular, a cassette deck structure was 
knocked in (cKI-iPSC) at the TCR locus of the iPSC, and then the exogenous TCR genes were replaced 
on that cKI-iPSC using the Cre system. We succeeded in inducing regenerated CTLs from these 
TCR-KI-iPSCs, and confirmed that each had antigen-specific killing activity against cancer cells.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
iPS細胞技術を用いてがん細胞に有効なキラーT細胞を量産できることを示してきました。T細胞を細胞製剤とし
て使うという可能性を大きく広げるものです。しかし、そのことが可能な品質のよいiPS細胞株を作製し同定す
るには長期間を有することも判明しています。ゲノム編集技術を用いて再生医療用のiPS細胞にがんに特異的な
受容体遺伝子を導入することで、上記の問題を解決できないか検証し技術的に可能であることがわかりました。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
iPS細胞技術を用いて T細胞を量産する新しいがん免疫細胞療法の開発を行っている。これまで
に、T細胞を初期化して樹立した iPS細胞（T-iPSC）から抗原特異的な CTL（細胞傷害性リンパ
球）を量産できることを報告してきた。この成果は、T細胞を細胞製剤として使うという可能性
を大きく広げるものである。同時に、T-iPSC を臨床で用いるには経済的にも時間的にもコスト
がかかることが明らかになってきた。患者の末梢血中にはがん抗原（多くは自己抗原）に対する
高親和性の CTLはほとんど存在しないため、iPSCを樹立するために必要な数にまで増幅させる
ことが難しい。また、樹立した複数の T-iPSCから安全性や分化効率について最良のクローンを
選択する作業にも数ヶ月を要する。これらを踏まえれば、症例ごとに T-iPSCを樹立することは
難しい。 
 
 
２．研究の目的 
 
患者ごとに iPSC を樹立するのではなく、外来性にがん抗原特異的な T 細胞受容体(TCR)遺伝子
を汎用性のある iPSCに導入した TCR-iPSCを作製すればこの問題を解決できると考えた。TCR-
iPSCから再生させた CTLの増幅能力および細胞傷害活性は、T-iPSCから再生させた CTLと同
等の性能を有することがわかっている（投稿準備中）。ただ、当初の TCR-iPSC 法ではレンチウ
イルスベクターを用いた遺伝子導入法を用いており、この方法は挿入部位をコントロールでき
ないため、がん化のリスクを完全には否定できないというデメリットがある。本研究では、
CRISPR/Cas9 法を用いて、汎用性のある iPSC の TCR
遺伝子座に外来の TCR遺伝子をノックイン（KI）する
ことによって TCR-KI-iPSCを作製する。がん化の恐れ
がないだけでなく、TCR遺伝子座へのノックインであ
るため、発現レベルや発現のタイミングが安定するこ
とも期待できる。さらに、外来 TCR遺伝子を直接ノッ
クインするのではなく、まずカセットデッキにあたる
コンストラクトをゲノム編集技術を用いて挿入し（カ
セットデッキ KI-iPSC）、その後カセットテープにあた
る TCR 遺伝子を Cre/lox システムを用いて挿入する
RMCE（Recombinase-mediated cassette exchange）システ
ムを採用する（図１）。この方法のメリットは、枠型と
なる iPSCを作製した後は、目的とする TCR遺伝子を
入れ替えるのみで様々な種類の TCR-KI-iPSCの作製が
可能となることである。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究は、将来の臨床応用に向けた開発という位置づけである。そのため、ゲノム編集を施す
iPSC として、京都大学 iPS 細胞研究所が進めている iPS 細胞ストックプロジェクトで樹立され
た HLAハプロタイプホモドナー由来の iPS細胞株（以下 iPSストック株）を用いた。また、外
来 TCR遺伝子としては、WT1および NY-ESO1に特異的な TCR遺伝子を用いた。具体的な実験
の進め方を下記に記す。 
 
(I) ゲノム編集技術を用いて枠型 iPSCを作製し、外来 TCR遺伝子を導入し TCR-KI-iPSCを作製 
 
まず、カセットデッキにあたるコンストラクトとして薬剤耐性遺伝子を Cre 組換え酵素の標的
で挟んだターゲティングベクターを、CRISPR/Cas9法を用いて iPSストック株の TCRβ遺伝子座
の Dβ2上流に挿入し枠型 iPSC（カセットデッキ KI-iPSC（cKI-iPSC））を作製する。次に、カセ
ットテープにあたる外来 TCR 遺伝子を Cre 発現ベクターと一緒に transfection することで cKI-
iPSC上で組換えを行い TCR遺伝子を導入する。それぞれのステップは、薬剤耐性遺伝子を用い
て選択する。 
 
(II) TCR-KI-iPSCからの CTL再生と機能評価 
 
樹立した TCR-KI-iPSCから再生 CTLを誘導する。前駆 T細胞への分化誘導には、OP9/DLL1ス
トローマ細胞との共培養により行い、CD4/CD8 共陽性細胞になったところで抗原ペプチドを提
示した抗原提示細胞との共培養によって TCR刺激を行い、CTLにまで成熟させる。その後、再
生 CTLの機能評価を行う。 
 
 

図１ いろいろな TCR に入れ替えが可能な 
カセットデッキノックイン iPS 細胞 



 
４．研究成果 
 
ⅰ) iPS 細胞へ CRISPR/Cas9 およびガイド RNA の発現ベクターとノックイン用ターゲティング
ベクターとの混合物を transfection し、その後ハイグロマイシンで薬剤選択後に残存した iPS 細
胞コロニーをピックアップし、5つのクローンを樹立した。各クローンから DNAを採取し、目
的のクローンを確認するために PCRを行なった。1株でデッキ構造がヘテロ KI、2株でホモ KI
されていることがわかった。 
 
ⅱ)カセットデッキKI-iPSCへ Cre発現ベクターともに外来 TCR遺伝子の搭載したカセット交換
ベクターを transfection し、この iPSC の lox サイトで外来 TCR 遺伝子をカセットテープとして
入れ替えた。この交換された細胞をピューロマイシンで薬剤選択した。 
 
ⅲ) 最後に、不要なピューロマイシン耐性遺伝子をFLP発現ベクターを上記の iPSCへ transfection
し、ガンシクロビルで薬剤選択し、TCR-KI-iPSCを得た。 
 
ⅳ) このようにして得られた TCR-KI-iPSC の 2 株(WT1-TCR-KI-iPSC と NY-ESO1-TCR-iPSC)用
意し、各 T細胞分化誘導を行った。TCR遺伝子の発現する前駆 T細胞状態（CD4+CD8+細胞）
で、各 TCRが適切に発現していることを確認した（図 2）。最後に、これら前駆 T細胞に各 TCR
刺激を入れ CD8+細胞（CTL）に誘導し増幅させ、細胞傷害活性を調べた。NY-ESO1-TCR-KI-iPSC
は U266（HLA-A2+, NY-ESO1抗原陽性の myeloma細胞株）を殺傷できることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 カセット交換法を用いて作製された各 TCR-KI-iPSC の T 細胞誘導 
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