
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２４年５月３０日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
 
iPS 細は分化誘導により血管前駆細胞（induced Vascular Progenitor cells, iVP 細胞）へ分化
する。iVP細胞 lysateをパルスした樹状細胞でマウスを免疫すると強い抗腫瘍効果が誘導され、
組織学的に腫瘍血管の減少と血管内皮細胞に反応する液性抗体の誘導が認められた。以上より、
iVP 細胞で宿主を免疫すると腫瘍血管の進展を抑制する免疫反応が誘導され、その結果、抗腫
瘍効果が得られる可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
Induced Pluripotent Stem (iPS) cells are able to differentiate into vascular 
progenitor cells (iVP cells). Immunization of mice with dendritic cells pulsed with 
iVP cell lysate could induce potent antitumor immunity. Development of tumor vascular 
system was significantly suppressed and antibody against vascular endothelial cells 
was induced in the immunized mice. It is suggested that immunization with iVP cells 
could confer antitumor activity by induction of immune response against tumor 
vasculature. 
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１． 研究開始当初の背景 

 
 iPS（induced pluripotent stem）細胞は特
定遺伝子の導入により多くの細胞に分化で

きる能力を獲得した細胞であり、再生医療、
難病の病因解明などに高い期待がよせられ
ている。一方で近年 iPS 細胞の特性を生かし
て iPS細胞をがん治療に応用する試みが開始
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され注目を集めている。 
 がん免疫療法は多種のがん抗原の同定と
抗原特異的細胞傷害性 T 細胞（CTL）の誘
導・活性化機構の解明により近年著しい進歩
を遂げた。がん患者の体内でがん抗原を認識
してがん細胞を破壊する CTL を誘導するた
めのがんワクチンの臨床試験が国内外にお
いて精力的に進められてきた。2010 年、前
立腺癌に対する樹状細胞ワクチン「プリベン
ジ」の有効性が科学的に証明され、米国 FDA
の承認を得て臨床の現場で実用化されたこ
とは特筆に値する。しかし、現時点では多く
のがんワクチンの治療効果は限られており、
進行がんの治療に際しては難渋することが
少なくない。その原因のひとつとして、がん
細胞に発現するがん抗原や CTL の抗原ペプ
チド認識に必須の分子であるMHC class Iの
発現消失がある。このようながん細胞の免疫
逃避機構はがんワクチンなどの免疫療法の
有効性を低下させる要因となっており、その
対策が急がれる。 
 一方、腫瘍組織を構成する腫瘍血管は正常
組織を構成する血管には見られない特殊性
が存在する。活発な増殖能を示す腫瘍血管細
胞の一部は骨髄細胞から由来することが知
られており、正常血管には見られない分子の
発現と抗原性を示す。このことを利用して、
腫瘍血管のみに発現する抗原を認識する
CTL を人為的に誘導・活性化すれば、免疫的
機序により腫瘍血管を傷害して抗腫瘍効果
が得られる可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の目的は多分可能を有する iPS細胞
から血管前駆細胞を分化誘導し、この細胞の
成分を用いて宿主を免疫することにより、腫
瘍血管細胞を傷害する免疫反応を活性化し
て抗腫瘍効果を得るがんワクチンを開発す
ることであり、マウスによる基礎実験系を用
いてこの概念の妥当性を検証する。この方法
が確立されれば、iPS 細胞を用いた新たなが
ん免疫療法の道が開かれる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
 
 iPS細胞は山中博士らにより樹立された
iPS-MEF-Ng-20D-17細胞の分与を受け、iPS
細胞の血管前駆細胞
（inducedVascularProgenitor細胞、iVP細
胞）への分化誘導は Narazakiら（Circulation. 
2008; 118: 498）の方法によった。 
 誘導された iVP細胞と腫瘍血管内皮細胞の
遺伝子発現の共通性を検討するために、iVP
細胞と CMS-4腫瘍組織から単離した VEGFR2
陽性細胞から total RNAを採取し、
microarray方を用いて両者の遺伝子発現の

特性を比較検討した。 
 iVP細胞によるマウス免疫はiVP細胞が有
する２種類のhaplotypeに対するallo免疫反
応を利用してiVP細胞をそのままマウス皮下
に接種する方法と、マウス骨髄細胞から
GM-CSF,IL-4を用いて誘導した樹状細胞
（dendritic cell, DC）にiVP細胞のlysate
をパルスして皮下投与する方法の２種類で
行った。いずれの方法も１週間間隔でiVP細
胞、またはDCを 106/mouseで皮下投与した。 
 皮下移植に用いたマウス腫瘍細胞は腫瘍
血管誘導の強いCMS-4線維肉腫細胞、中等度
の腫瘍血管誘導を示すBNL肝癌細胞、腫瘍血
管誘導の乏しいC26大腸癌細胞の３種類を使
用し、ワクチン効果の比較検討を行った。抗
腫瘍効果の判定は上記免疫マウスの背部皮
下に 106ケの腫瘍細胞を移植し、１週ごとに
腫瘍径を計測すると同時に、全生存期間の比
較を行った。 
 ワクチン効果を担う effector細胞の同定 
のために抗 CD4、CD8 mAb、asialoGM１抗体を
免疫マウスに投与し、CD4+細胞、CD8+T細胞、
NK細胞を depleteした条件下での抗腫瘍効果
を検討した。 
 腫瘍細胞、または血管内皮細胞に対する
CTLの誘導の検討は免疫マウスの脾細胞から
magnetic sortingによりCD8+T細胞を得て
effector細胞とし、腫瘍細胞はCMS-4、血管
内皮細胞はbENDO3細胞を標的細胞として用
いて51CR release法を用いて行った。腫瘍細
胞、血管内皮細胞に対する液性抗体の誘導の
検討は、上記細胞に反応するマウス血清中の
免疫グロブリン（Ig）の存在をanti-mouse Ig
抗体を用いたFACS法により行った。 
 
４．研究成果 
 
 iPS 細は feeder layer, LIF freeで collagen 
Type IV coated dish に培養を移すと３-４日
で小型で敷石状の血管前駆細胞（ induced 
Vascular progenitor cells, iVP 細胞）へ分化
した。。この細胞と CMS-4 腫瘍組織内の血管
細胞 (VEGFR2+)の遺伝子発現をマイクロア
レイで比較すると、両者間には多くの血管関
連遺伝子の共通発現が認められた。 
 この iVP細胞で免疫した BALB/cマウスに
CMS-4 線維肉腫細胞を移植すると、腫瘍の増
殖抑制と生存期間の延長が認められた。この
抗腫瘍効果は未分化な iPS細胞で免疫した場
合より、iVP 細胞で免疫した方が強力であっ
た。iVP 免疫マウスに形成された腫瘍は組織
学上腫瘍血管の減少が認められたため、iVP
細胞で誘導された免疫反応が腫瘍血管の形
成を抑制した可能性が示された。 
 iVP 細胞の cell lysate をパルスした樹状細
胞で BALB/c マウスを免疫すると、免疫マウ
スは CMS-4 に対し強い予防的抗腫瘍効果を



示した。免疫マウスに形成された腫瘍は腫瘍
血管の形成が不良で、CD31+血管内皮細胞と
ASMA+血管周細胞の減少と配列不整が観察
され、Tomato lectin perfusion による検討で
は腫瘍血管の明らかな減少が認められた。 
 CMS-4 腫瘍は血管に富み iVP ワクチンで
強い抗腫瘍効果が得られる。一方、腫瘍血管
の発達が中等度の BNL 肝癌細胞、腫瘍血管
の乏しい C26 大腸癌細胞を用いて同様の実
験を行うと、BNL では中等度の抗腫瘍効果、
C26 では殆ど抗腫瘍効果は見られなかった。
このことより、iVP ワクチンにより誘導され
る抗腫瘍効果は腫瘍血管の豊富な腫瘍ほど
強力である可能性が考えられた。 
 免疫マウスに mAb 投与し CD4+、CD8+細
胞を deplete させると、抗腫瘍効果の抑制は
抗 CD4 抗体を投与した時の方が強かった。
NK 細胞を depletion させても影響はなかっ
た。免疫マウスから脾臓中の CD8+T 細胞を
分離し、これを effector 細胞として CMS-4
腫瘍細胞、bENDO3 血管内皮細胞に対する
細胞傷害活性を測定すると、bENDO3 細胞
に対して強い細胞傷害活性が認められた。ま
た、免疫マウス血清中には bENDO3 細胞に
反応する抗体が誘導されていたが、CMS-4
細胞に対する抗体価は低かった。 
 以上より、iPS 細胞から血管前駆細胞へ分
化した iVP 細胞の成分で宿主を免疫すると、
腫瘍血管に反応する液性抗体が誘導され、そ
の効果により腫瘍血管の発達が抑制され抗
腫瘍効果が得られる可能性が示された。 
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