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要旨 

卵巣明細胞腺癌に発現する Glypican-3(GPC3) 特異的な T 細胞より作成した iPS

細胞より、GPC3発現細胞を特異的に傷害する、CD8αβ T細胞を効率よく分化誘

導する手法の開発に成功した。CD8αβT 細胞は、抗原認識能が高く、より免疫

療法に適した細胞であったが、分化中に CD4 (+)CD8(+)細胞の段階を通過する事

で T Cell Receptor(TCR)の追加再構成が起こり、抗原特異性を失ってしまう事が

わかった。この問題を解決するために、iPS細胞の RAG2遺伝子を CRISPR/Cas9

により欠損させる手法を開発し、TCR の変化を防ぐ事に成功した。RAG2 KO 

GPC3 iPSC-T細胞は、in vitro, in vivo何れにおいても、効率的に卵巣明細胞腺癌

株を含む GPC3 発現腫瘍を傷害する事を確認した。また、同種移植に使用可能

な HLAタイピングがなされた iPS細胞に TCR遺伝子の導入を行い、類似の手法

で抗原特異的 TCR発現同種 iPS細胞由来 CD8αβ T細胞を得た。iPS細胞を元に

した免疫細胞療法は癌抗原を発現する腫瘍に対する有望な治療法になると期待

される。 
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序文 

iPS細胞を利用した癌免疫療法 

1990 年代にがん抗原が同定されて以来 (1)、それまでは外来抗原に対する防御

機能としてのみ働くと考えられていた免疫システムが、がんの発生や進展を阻

止しているという知見が積み重ねられてきた。特に獲得免疫系の中心である T

細胞は腫瘍抗原を識別し、クローン性増殖を行い傷害する事で、がんの免疫監

視を行っている事がわかり、腫瘍特異的 T 細胞を利用した養子免疫療法の研究

は世界中で盛んに行われるようになった。T細胞養子免疫療法は、がん患者の体

内に存在する腫瘍特異的な T 細胞を体外にて拡大培養した後に戻す治療法であ

り、一定の効果が認められる事が報告されている(2) (3) (4) (5)。しかし、治療に

必要な十分量の免疫細胞を確保するには、非常に多くの手間と時間を要する。

また、体外で増殖させた T 細胞は老化が進んでおり、生体内での生存期間が短

いため抗腫瘍効果が弱い (3)。この問題を解決するために、養子免疫用の T細胞

を iPS細胞から作成する手法についての研究が報告された (図 1)(6) (7) (8)。腫

瘍特異的な T Cell Receptor (TCR) を持つ CD8T細胞より iPS細胞を作成すると、

腫瘍特異的 TCR遺伝子を内在する iPS細胞 (T-iPSC)を作る事が出来る。T-iPSC

は TCR 遺伝子を内在しており、TCR transgenic 細胞になっているため、この
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T-iPSCを CD8 T細胞に再分化させることで、疲弊の進んでいない CD8 T細胞を

大量に調達する事が出来るという手法である。 

αβTCRを発現している CD8 T細胞より作成した T-iPSCは、単一のαβTCRを発

現した CD8陽性 T細胞に分化させられる。しかしながら、これまでに報告され

ていた T-iPSCより分化させた CD8 T細胞は、ヒト末梢血中の T細胞と比べ、大

きな違いが一つあった。CD8分子には、CD8αと CD8βのサブユニットが存在し、

末梢血中の CD8 T細胞は CD8αβ陽性で有るのに対し、T-iPSC由来 CD8細胞で

は CD8βの発現が認められていない事が報告されていた。遺伝子発現解析の結果

では、T-iPSC由来 CD8 T細胞はγδ-T細胞と類似しており、T-iPSCは胸腺分化

と異なった経路を辿って CD8 T細胞に分化している事が示唆されていた(9) 。 

胸腺由来の CD8 T細胞では CD8αβヘテロ鎖として存在するが、NK細胞、γδ-T

細胞、腸管上皮細胞間リンパ球 (intestinal intraepithelial lymphocyte IEL)などの免

疫細胞では CD8ααホモ鎖として存在する事が知られている(10)。CD8 は、

TCR-CD3 複合体において、共刺激分子としての働きを持ち、CD8βは特に TCR

と、ターゲット抗原の親和性を上昇させる。T-iPSC 由来の CD8 T 細胞はこの

CD8βの発現を認めない。つまり CD8ααホモダイマーを発現しており、この事が

原因と考えられる、抗原親和性の低下を認めていた(6)。CD8αβ陽性細胞は、生
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体内では CD8 Double positive(DP) 細胞を経由して発生する事が知られており、

iPS 細胞から CD8αβT 細胞を分化させるには分化方法の改良が必要と考えられ

た。 

 

 

 

 

 

図１ iPS 細胞を利用した癌免疫療法 
T細胞より作成した iPS細胞(T-iPS細胞)は、TCR遺伝子を内在している。この
ため、癌抗原に特異的な T 細胞より作成した T-iPS 細胞を分化させる事で、大
量の癌特異的 T細胞を産生する事ができる。 
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TCRの再構成と T細胞分化	  
iPS細胞由来 CD8αβ細胞における TCR遺伝子再構成の可能性 
 

in vitro での T-iPSC 分化法を、生理的な胸腺細胞の分化機構に近づける改良を

行った結果、T-iPSC より CD8αβ細胞を分化させる事が出来る事が報告された

(11)。DP 細胞に適切な強度、条件で刺激を与える事で、CD8αβ細胞は分化可能

である事が明らかになってきた。しかし、これまで T-iPSC由来の CD8αβ細胞に

おける TCR鎖の状態についての報告は存在しなかった。T-iPSCと良く似た状態

と考えられる、TCR トランスジェニック(Tg)細胞に関しては、マウスモデルに

おいて広く研究が進んでいる。TCR-Tg マウスの CD8αβ T 細胞の研究において

は、Tg-TCR以外の内在性に新たな TCRが発現する事が確認されている(12) (13)。

CD8αβ T細胞は、CD4 CD8 DP細胞を経由して分化するが、この DP段階で TCR

遺伝子の再構成を起こす、recombination activating gene 1 and 2 (RAG1 RAG2)遺伝

子の発現がおこる。すると、TCR-β鎖、TCR-α鎖の順に再構成され、新たに機能

的な TCRの発現がおこる(14)。機能的な TCR-β鎖が出来ると、TCR-βと pTαな

らびに CD3 分子で構成される pre-TCR を介したシグナル伝達により、TCR-βは

再構成をやめ、TCR-αが再構成を開始する。TCR-αの再構成は、適切な刺激が入
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り、DP細胞が CD4または CD8 single positive細胞に分化するまで継続され、こ

れにより TCRの多様性が維持されている(15) (16)。TCRトランスジェニックマ

ウスでは、導入した TCR-β から為る pre-TCRを介したシグナル伝達がおこるた

めと考えられる TCR-βの単一性は保たれるが、TCR-α 鎖に関しては、遺伝子再

構成が開始することがわかっていた(13) (16)。T-iPS細胞が、TCRトランスジェ

ニック細胞と類似のものと考えると、CD8αβT細胞を分化させる過程において、

マウスと同様に TCRの再構成がおこり、新たな TCR鎖が作られてしまう事が推

測されていた。 

一方、TCRトランスジェニックマウスにおいては、TCR鎖の再構成を防ぐため

に RAG 遺伝子 KO マウスと交配させるという手段が多用されており、T-iPS 分

化細胞においても、抗原特異性を維持するために RAG遺伝子のノックアウトが

有用と考えられた(17) 。 
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図 2; T細胞分化と、TCR鎖の再構成 
T細胞分化の研究において、T前駆細胞は、TCRβと代替 TCRαから構成される
pre-TCR シグナルにより、CD4 CD8 Double Negative (DN) 細胞から Double 
Positive (DP)細胞への分化が誘導される。この過程で、RAG複合体のさらなる活

性化が起こり、TCRα鎖の再構成が起こる。その後、自己抗原に反応せず、機能
的な TCRを持つ T細胞のみが選択されて、CD8T細胞に分化する事ができる。 
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卵巣明細胞腺癌と Glypican-3 (GPC3) 
 

Glypica-3 (GPC3) はヘパラン酸プロテオグリカンの一種で、GPIアンカーにより

細胞表面に接着しているタンパク質である(18)。元来、肝細胞癌特異的に発現す

る癌蛋白として発見され、正常組織での発現をほとんど認めない事から、免疫

療法のターゲットとして有用視されていた。他種の固形腫瘍においても発現す

る事が近年の研究でわかってきており、メラノーマ、ウィルムス腫瘍、肝芽腫、

肺扁平上皮癌、また婦人科領域においては、卵黄嚢腫瘍、卵巣明細胞腺癌等に

発現する事が知られている(19) (20) (21) (22)。 

卵巣明細胞腺癌 (Ovacian clear cell carcinoma CCC)は、卵巣上皮性腫瘍 (Epithelial 

ovarian carcinoma EOC)の約 10-15%を占めるが、他の卵巣がんと比較し、卵巣が

ん全般の治療に多用される、白金製剤、タキサン製剤に対する耐性を持つ事が

多く確立した治療指針は存在しない。この結果として予後が悪い事が知られて

いる(23) (24) (25)。卵巣明細胞腺癌は子宮内膜症病変と共存することが知られて

おり、発生のメカニズムとの関与が考えられている(23)。卵巣明細胞腺癌、子宮

内膜症は共に日本において近年増加傾向にあり、食生活等のライフスタイルの

変化、初産年齢の上昇などとの関連が疑われている。 
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Wilms’ tumor gene 1	 (WT1) 遺伝子 

ウィルムス腫瘍遺伝子WT1は白血病や多様な固形腫瘍に発現する癌抗原であり、

治療効果、免疫原生、腫瘍特異性、腫瘍産生における役割、抗原発現腫瘍の患

者数等からの評価において、 も有用なターゲットとされている(26)。全世界で

すでにペプチドワクチンの臨床試験が実施されており、臨床効果が報告されて

いる。婦人科領域においても、卵巣がん、子宮頸癌等でのWT1抗原の発現が知

られており、卵巣がんではWT1ペプチドワクチンの臨床効果も報告されている

(27) (28) (29)。今後の発展が期待されるターゲットである。 

 

TCR遺伝子導入 T細胞療法 

がん患者の体内の腫瘍特異的 CTL を拡大培養し、戻す T 細胞養子免疫療法を、

より多くの患者にて適用する方法の 1つとして TCR遺伝子導入法がある。癌抗

原特異的な CTLより TCR遺伝子をα鎖、β鎖ともにクローニングし、2A配列で

つないだ配列を、末消血中の T 細胞に遺伝子導入を行う事で、癌抗原に特異的

な CTL を人為的に短時間で作成する方法である。悪性黒色種に高発現する癌抗

原、MART-1 や NY-ESO-1 をターゲットとした臨床研究にて一定の臨床効果が
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報告されている(30) (31) (32)。この方法の問題点としては、TCR蛋白は CD3分

子と複合体を作る事で細胞表面に発現するが、導入先の T 細胞が内在性に持つ

TCR 蛋白が、CD3 分子を巡り導入 TCR と競合する事で発現を阻害する。また

内在性 TCRと導入 TCRのミスペアリングのために、予測不能で場合によっては

自己反応性を示しうる配列を持つ TCRが産生されてしまう可能性があることが

上げられる。この問題の解決のために、内在性 TCRの発現を抑制する手法とし

て siRNA やジンクフィンガーヌクレアーゼを用いる方法が報告されている(33) 

(34)。 
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図 3; TCR遺伝子導入法の問題点 
外来性の TCRを末梢血中の T細胞に導入すると、内在性の TCRと CD3分子を
取り合うために、発現の低下が見られ、また外来、内在の TCRがミスマッチを
おこし、予想外の特異性を持つ新しい TCR複合体が形成される危険がある。 
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HLA情報の特定された同種移植用 iPS細胞ストックプロジェクト 

臨床において、同種移植に使用可能な細胞バンクのアイデアは既に実現してい

る。幹細胞バンクとしては、臍帯血バンク、骨髄バンク（ドナーレジストリー）

等、現在既に実用化している細胞バンクも存在する。これらに加え、将来的に

iPS細胞バンクを実現させようという取り組みが始まっている。対立遺伝子頻度

の高い HLAハプロタイプをホモ接合で保持した健常人由来の iPS細胞を、各種

揃えたバンクを作成しておけば、同種移植にても長期生着し、また移植後の免

疫抑制処置を必要としない細胞または臓器をこの iPS 細胞から作れるのではな

いかという考えである(35) (36)。実際、HLA-A, -B, -DRB1を一致させた iPS細

胞は不一致の細胞に比べ、免疫細胞による排除を受けにくい事が報告されてい

る(37)。HLA 遺伝子群は多型性に富むため、それらの HLA 遺伝子型を全てマ

ッチさせる事は容易ではない。しかしながら、それぞれの人類集団には比較的

高頻度の HLAハプロタイプが存在する事が知られており、日本人で も高頻度

のハプロタイプ HLA-A*24:02, HLA-B*52:01, HLA-C*12:02, HLA-DRB1*15:02,  

DQB1*06:01,  HLA-DPB1*09:01をヘテロ接合またはホモ接合で保持する個体は

日本人の 8.59%を占めると報告されている。京都大学では、本ハプロタイプをホ
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モ接合で保持する希少なボランティアドナーより iPS 細胞を作成し、一定の頻

度で同種移植に使用可能な細胞として、臨床開発用に各施設への配布を開始し

ている。 
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私は、以下の目的を設定し研究を行った。 

研究目的 

1 ; GPC3特異的 T-iPS細胞の樹立と、その分化	  

1-1 GPC3特異的な CTLより、iPS細胞を作成し(GPC3 T-iPSC)、分化法を 適化

する事で CD8αβ細胞に分化させる。 

1-2 GPC3 T-iPSCより分化させた CD8αβ細胞 TCR鎖の解析を行う。 

 

2;  Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat (CRISPR)ゲノム

編集による、TCR鎖再構成の阻止  

2-1  CRISPRによるゲノム編集を利用し、GPC3 T-iPSCの RAG2 knock out (KO)

株を作製、iPS細胞の性状を確認する。 

2-2  GPC3 T-iPS RAG2 KO 細胞の分化 CD8αβ細胞に関して in vitro, in vivo 

	 	 の卵巣明細胞腺癌株に対する細胞傷害性を検討する。 

3; TCR遺伝子導入 iPS細胞の分化 

iPS 細胞に GPC3 特異的 TCR 遺伝子を導入し、CD8αβ細胞に分化出来るか、ま

たターゲット特異的な細胞傷害性について検討する。 
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実験方法 

1 GPC3特異的 T-iPS細胞の作成 

国立がん研究センター中面哲也博士の研究室にて、HLA-A*02:01 の肝臓癌患者

の末梢血より採取し、クローン化された GPC3 特異的な CTL (38)を元にして

T-iPS細胞を作成した。作成方法としては、既報で報告されているセンダイウイ

ルスベクターを使用する方法を用いた(6)。1x106 細胞の GPC3 CTLを 5x106細

胞の放射線照射処理行った健常人末梢血細胞 (Peripheral blood mononuclear cell 

PBMC)と混合し、5 μg/ml PHA-L (Sigma-Aldrich) , 100 U/ml IL2 (Peprotech) を加

えたα-MEM 培地で刺激を行った。刺激 7日目に、山中 4因子および Sv40遺伝

子をセンダイウイルスベクターで導入行い、MEF(Mouse embryonic fibroblast マ

ウス胎児より自家作成)上に播種した。センダイウイルスベクター感染後、培地

を1週かけて未分化培地( DMEM F12 HAM (SIGMA) , 20% KSR , 10% L-glutamin , 

5ng/ml b-FGF )に置換していった。14日目に、確認できた iPS細胞コロニーをク

ローン化し拡大培養行った。 
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2 TCR鎖シークエンス解析 

1x105細胞の各種細胞より、Total RNAを RNeasy micro kit (Quiagen)を使用して

抽出した。cDNA Synthesis kit (Roche Basel Schweiz) にて cDNA合成後、Repertoire 

Genesis 社 (Osaka Japan)に依頼し、各 TCR 鎖特異的プライマーで増幅後、TCR

鎖の解析ソフトウェアである Repertoire Genesis (RG Repertoire Genesis 

Incorporation Osaka Japan) を利用して、シーケンスを行った。RGでは、TRV TRJ

アレルの選択を調べ、また CDR3領域の配列決定も行った(39)。 

 

3  CRISPRによる iPS細胞のゲノム編集 (RAG2ノックアウト) 

iPS細胞は ROCK inhibitor (Y-27632 Sigma) 入りの培地で 1時間培養後、0.25% 

Trypsin solutionにて単一細胞化した。1x106の iPS細胞と 5 μg Cas9 発現ベクタ

ー、guide-RNA 発現ベクターを混合し、NEPA21 electroporator (Nepagene 

Japan)を用いてエレクトロポレーションにて細胞に導入行った。RAG2遺伝子の

ターゲット guide RNA配列としては、京都大学 iPS細胞研究所、堀田秋津博士

の指導の下に 

GGTTATGCTTTACATCCAGATGGに決定し、発現ベクターを構築した(40)。 
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iPS細胞はエレクトロポレーション後、Y-27632を加えた培地で培養し、コロニ

ーピックにてクローン化した。T7 endnuclease1 による T7E1 アッセイにて、変

異挿入クローンのスクリーニングを行い、TAクローニングを用いたシーケンス

にてゲノム編集成功株を選出した。 

 

4  iPS細胞よりの T細胞分化 

iPS細胞の分化法については、既報の方法を改変して行った(6) (図 4)。iPS細胞

をC3H10T1/2 フィーダー細胞上に播種し rhVEGF 入りのEB 培地で低酸素環境

下にて培養行った。14日目に常酸素下に移動し、5 ng/ml IL-7 , 5 ng/ml Flt-3Lを

加えたα-MEM培地にて OP9-DL1ストローマ細胞と共培養行った。1週間毎に、

浮遊細胞を回収し、新しい OP9-DL1 上に播種を繰り返した。40 日目に回収し

た浮遊細胞を抗 CD3 Ab である 500 ng/ml OKT3 (eBioscience) , 10 nM 

dexamethasone(デキサート	 富士製薬工業) 10 ng/ml IL-7 , 100 U/ml IL-2を含む

α-MEM 培地にて刺激行い CD8αβ陽性 T 細胞を誘導した。誘導した CD8T 細胞

は、3週間毎に放射線照射処理を行った PBMCをフィーダーとして 10 ng/ml IL-7 ,  

5 ng/ml IL-15,  2 μg/ml PHAを加えたα-MEM培地にて刺激、拡大培養を行った。  
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図 4 ; iPS細胞よりの T細胞分化 
C3H10T1/2及び OP9Δ1の 2種類のストローマ細胞と共培養する事で、iPS細胞
を CD8αβ細胞に分化させる 

 

 

5  フローサイトメトリー解析 

フローサイトメトリーには下記の抗体を使用した。CD3-Alexa700(UCHT1), 

CD45-BV510(H130), CD7-APC (CD7-6B7), CD8a-PerCP-cy5(UCHT2), 

CD8b-PE-cy7(SID18BEE), CD28-FITC(CD28.2), CD27-APC (0323) , 抗体は、BD 

Bioscience(San Joe CA USA), Beckman Coulter(Marseille France), Biolegend(San 

Diego CA USA), eBioscience(San Diego CA USA), の各社から購入した。

HLA-A*02:01/GPC3144-152 Dextramer, HLA-A*24:02/GPC3298-306 Dextramer , 

HLA-A*24:02/WT1235-243 Dextramerは IMMUDEX (Frolida USA) から購入した。抗
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体染色したサンプルは、すべて FACS Aria Ⅱ (BD Bioscience) にて解析し、デー

タは FlowJo (Tree Star Ashland OR USA) を用いて処理した。 

 

6 細胞傷害性試験 

T細胞の抗原特異的な反応については、標準的な 51Crリリースアッセイを用い

て行った(41)。ターゲット細胞を 51Crを加えた培地で 1時間培養し、2回洗浄。

ペプチドをパルスする場合は、この後 1 時間ペプチド入りの無血清培地で培養

行った。その後、96穴プレートにターゲット細胞を 5000細胞/well で播種し、

エフェクターT細胞と Effector Target ratio (E/T ratio) を振り分けた上で 5時間の

共培養を行った。培養上清を液体シンチレータと混合し、βカウンターMicro beta 

(Perkin Elmer) で 線 量 を 測 定 し た 。 タ ー ゲ ッ ト 細 胞 と し て は 、

HLA-A*02:01/A*24:02 陽性又は陰性の不死化 B 細胞株 (B-LCL) (理研セルバン

ク), Koc-7c (卵巣明細胞腺癌株 HLA-A*02:01/A*31:01), HepG2 (肝細胞癌株

HLA-A*02:01/A*24:02), sk-Hep-1(HLA-A*02:01/A*24:02), PC9 

(HLA-A*24:02/A*24:02), PC9-WT1(国立がん研究センター、植村靖史博士より提

供)を使用した。 
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7  細胞増殖試験 

細胞増殖に関して、3H チミジンラベルにて解析した。1x105細胞の T 細胞を放

射線照射処理した 5x105ターゲット細胞と 3 日間共培養した後、3H チミジンの

パルスを行った。16 時間後に 3H チミジンの取り込み量を Micro beta (Perkin 

Elmer)で線量を測定した。 

 

8  in vitro CTLイメージング 

分化 CTL の細胞傷害像を in vitro タイムラプスにて撮影行った。T 細胞を Cell 

trackerTM Orange(Thermo Fisher) にてプロトコル通りに染色し、GFP又は、CFSE

でマーキングしたターゲット細胞とガラスボトムディッシュにて共培養行った。

タイムラプス画像は、Biostation-IMQ (Nikon Japan) にて撮影行った。 

 

9  iPS細胞への TCR遺伝子導入 

TCR遺伝子入りのレンチウィルスベクターを作成し、iPS細胞への導入を行った。

レンチウィルスベクターは、慶応大学	 三好浩之博士より供与頂いた、
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CS-UbC-RfA-IRES2-hKO1をバックボーンとし、RfAサイトに TCRβ-2A-TCRα遺

伝子の順で配列を組み込んだベクターを作成した(図 5)。 

導入する TCRは、国立がん研究センター中面哲也博士の研究室にて樹立された

HLA-A*24:02 GPC3特異的 CTLよりクローニングした TCR及び、愛媛大学	 安

川正貴博士より提供頂いた HLA-A*24:02 WT1特異的 CTLよりクローニングし

た TCRの 2種類で行った (42) (43)。 

レンチウィルスベクターを、HEK293T細胞に導入し、得た培養上清をレンチウ

ィルスとして使用した。iPS細胞を 24wellディッシュに 1x105播種し、翌日レン

チウィルスの感染をスピンインフェクション法で行った。感染 1週後に Kusabira 

Orange陽性細胞を FACS ソーティングにて選別し、TCR遺伝子導入細胞を作成

した。 

 

 

 
図 5 ;  TCR導入に用いたレンチウィルスベクターの構造 
TCRβ鎖、TCRα鎖の順に 2A配列で結合し、Ubiquitinプロモーター下に組み込ん
だレンチウィルスベクターを作成し、実験に用いた。 
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10 in vivo  腫瘍モデル 

免疫不全マウスに腫瘍株を異種移植する事で、in vivo 腫瘍 xenograftモデルを作

り、分化 T 細胞の抗腫瘍効果について検討を行った。6-12 週齡の NOD-SCID 

IL2Rγcnull マウスをオリエンタルバイオサービスより購入し、動物の管理は京都

大学の定める施設動物実験規則を遵守した。細胞株は卵巣明細胞腺癌株	 Koc7c

及び、肝細胞癌 HepG2、WT1 導入 PC9 の 3 種類の細胞を使用した。Koc7c, 

PC9-WT1 については、 CMV-Luciferase-EF1a-GFP ベクター (SBI system 

Bioscience)にて産生したレンチウィルスで Luciferaseの発現株を作成し、使用し

た。 

がん細胞の腹膜播種モデルとして、day0 に 5x105細胞の Koc7c-Luc 株または、

PC9-WT1細胞を腹腔内投与 (intra-peritoneum injection IP) 行い、day2,9 の 2回に

分けて、GPC3-iPSC または WT1-TCR-iPSC より分化させた 5-10x106 細胞の

CD8αβT細胞またはコントロール用 PBSを IP投与行った。腫瘍の進展は、毎週

Luciferine 3mg/匹で IP投与し 10分後に IVIS Spectrum(Perkin Elmer)にて発光強度、

範囲の測定を行った。 

固形癌モデルとして、マウス下肢に HepG2又は PC9-WT1を 5x105で皮下腫瘍を
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作成し、計 5 回、5-10x106細胞のエフェクター細胞またはコントロール PBS を

静脈投与行った。週 1-2回の頻度で腫瘍径を測定し、腫瘍体積は、 

腫瘍体積= 1/2 × 短径 2 × 長径 

の計算式により近似値を算出した。 

 

11 免疫染色 

NSG マウスに静脈投与した、iPS 細胞由来 CD8T 細胞について、anti-CD3 

antibody (clone: PS-1 Leica Biosystems),  anti-CD45 antibody (PD7/26 

+2B11 DAKO) を使用して検出した。NSG マウスより摘出した、皮下移植

PC9WT1腫瘍を、4% Paraformaldehyde over night にて固定し、パラフィン

包埋行った。切片作成、及び免疫染色は京都大学総合解剖センターに依頼して

施行した。スライドは BX51 (Olympus Tokyo Japan) にて、観察、撮影を行っ

た。 
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11 統計 

全てのデータは Excel 及び Prism(GraphPad software) を使用し解析した。2群間

の比較には Student t検定、生存期間の比較には log-rank検定を用い、P<0.05を

統計学的有意差を認めるものとした。 
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結果 

1-1  GPC3特異的 CTLよりの iPS細胞樹立 

国立がん研究センター、中面哲也博士の研究室にて樹立された、HLA-A*02:01

の肝臓癌患者の末梢血由来の GPC3特異的な CTL は、HLA-A*02:01及びターゲ

ットの GPC3特異的に細胞傷害性を示す事が知られていた(38)。我々はまずこの

GPC3 CTL にセンダイウイルスベクターにて SV40 Large T 抗原および OKT3, 

Klf4,  Sox2, c-Myc の山中 4因子を導入し、iPS細胞を作成した。作成した中の

１クローンである GPC3 16-1 株(GPC3 T-iPSC)をこの後の実験に使用した。

GPC3-16-1株は、センダイウィルスの残存を認めず、iPS細胞としての性状に問

題を認めなかった。 

 

1-2	 GPC3 T-iPS細胞は CD8αβ  T細胞に分化可能であった 

次に、我々は GPC3-16-1株の T細胞分化を行った。既報の分化法にて分化 day40

日目に CD4 CD8 DP細胞が確認できた。DP細胞に OKT3抗体および、デキサメ

サゾンを加えた刺激を行う事で、CD8αβ陽性細胞に分化させる事に成功した(図

6)(44, 45)。 
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図 6 ;	 GPC3T-iPSCは CD8αβ細胞に分化する 
(左)	 GPC3 T-iPS細胞の分化 40日目での FACS解析。 
(右)	 DP細胞を OKT3 およびデキサメサゾンにて刺激し、47日目での FACS 
	 	  解析。CD8αβ陽性 T細胞の分化が確認できた。 

 
 
 
 
 

1-3  TCR鎖は、DP細胞の段階で特異性を失う 

GPC3 T-iPS 細胞を分化させた細胞は、GPC3 特異性を保っている事がもちろん

望ましい。しかし、マウス胸腺において DP細胞は、適切な刺激を受けて CD8T

細胞に分化するまで、TCRα鎖の再構成を受け続ける事が知られている。In vitro

で分化させたT-iPS細胞由来のDP細胞において、TCR鎖の再構成がおこるのか、
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またおこるならどの程度の割合かを調べるため、我々はまず HLA-A*02:01 GPC3 

Dextramer との結合能にて、GPC3 特異性を確認した。予想した通り、DP 細胞

の段階で約半数の細胞が GPC3 Dextramerと反応せず、GPC3特異性が失われて

いる事がわかった(図 7-A)。また、DPを刺激し分化させた CD8 T細胞において

も同様に Dextramerに反応しない細胞の存在を認めた。この特異性の消失がおこ

る原因を、TCR 鎖の再構成のためと考え、CDR3 領域のシーケンスを行った。

TCRトランスジェニックマウスでの報告と同様に、β鎖は対立遺伝子排除(allelic 

exclusion)のためと考えられる強固な安定性をみせ、再構成は見られなかった(図

7-BC)。これに対し、TCRα鎖は、多様な再構成を認め、DP 細胞段階にて元来

の GPC3特異的な TCRαは 30%程度までの減少を認めた。CD8αβ細胞において

も同様の結果を認め、元通りの TCRα鎖は約 45%であった。 
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図 7 ; DP段階以降で、TCRの再構成が起こる 
(A) GPC3 T-iPS細胞より分化した DP及び CD8SP細胞での GPC3 Dextramer 染
色。DP、CD8SP何れにおいても、Dextramer陰性集団が認められる。 

(B) TCR鎖シーケンス解析による TCRα及び TCRβの VDJ鎖構成。 
(C) DP及び CD8αβ細胞の TCRα鎖 CDR3配列頻度。元の TCRα鎖配列は DP細
胞では 30%以下にまで低下している。 
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2-1  CRISPR-Cas9による GPC3 T-iPSCの RAG2ノックアウト 

T-iPS細胞の分化細胞で、DP細胞以降は特異的な TCRを持つ細胞の割合が減少

してしまうと、養子免疫療法に使える細胞が減少するだけでなく、予期しない

自己抗原を認識するTCRが再構成で産生されうり、不都合である。このためTCR

の再構成を防ぐ方法の開発が必要と我々は考えた。 

Rearrangement Activating Gene (RAG)蛋白は、RAG1 及び RAG2から構成されるが、

マウスの胸腺細胞の分化において、TCR 鎖の再構成を起こすことが知られてい

る(15)。TCRトランスジェニックマウスでの検討では、RAG1または RAG2 ノッ

クアウトマウスと交配させることで、TCRの再構成を防ぐことができることが

知られていた(17)。我々の GPC3 T-iPS細胞の分化細胞においての RAG遺伝子の

発現について、RT-PCR にて確認したところ、T-iPS 分化細胞においても DP 段

階での発現上昇を認めた。このため、CRISPRによるゲノム編集を利用し、GPC3 

T-iPS細胞のRAG2 knockout (KO)株を作製した。RAG2遺伝子特異的な guide-RNA

を設計し、guide-RNA配列及び Cas9蛋白の発現ベクターを GPC3 T-iPS細胞に

エレクトロポレーションにて導入し、KO株を選別した(GPC3 RAG2 KO iPSC)。

TAクローニングにて、両アレル共に RAG2遺伝子に蛋白産生を起こさない変異
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を導入した株であることが確認された。RAG2 KO株は、核型異常を認めず、iPS

細胞としての多分化能についてもテラトーマ形成にて確認することができた(図

8)。 

 

 
 
 
図 8; GPC3 T-iPS細胞の RAG2 KO株の作製と、iPS細胞の性状確認 
(A) GPC3 T-iPSC RAG2 KO株の変異部位シーケンス。両アレルともに、蛋白非
発現性の変異の導入を確認した。 

(B) GPC3 T-iPSC RAG2 KO株を NOGマウス精巣に移植し、12週後に回収した
テラトーマ作製像。3胚葉全てへの分化が確認できる。	  

(C) GPC3 T-iPSC RAG2 KO株の核型解析の結果。46XYであり、異常を認めない。 
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2-2 RAG2 KOにより、TCR遺伝子の再構成を防ぐことが可能であった 

GPC3 RAG2 KO iPS細胞は、親株（WT）と遜色なく DP細胞を経て、CD8αβ細

胞に分化する事が可能であった(図 9)。また、GPC3 Dextramer染色にて、分化し

た DP及び、CD8 T細胞は全細胞が GPC3特異性を持つ事を確認した。TCR鎖の

CDR3 シーケンスにても、α鎖β鎖共にオリジナルの GPC3 特異的な配列以外の

再構成を認めなかった。 
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図 9; RAG2 KOは、TCRの再構成を防ぐ 
(A) RAG2 KO iPSCの分化 DPおよび CD8 T細胞における GPC3 Dextramer染色。 

DP、CD8SP何れにおいても 100%の細胞が GPC3 Dextramerを認識する
事が確認された。 

(B) WT及び RAG2KO分化 DP、CD8SP細胞における Dextramer染色比較。 
	   
(C) GPC3 RAG2 KO分化細胞の TCRαβ鎖 VDJ組み合わせ。 
	  GPC3特異的な TCRαβ鎖以外の配列を検出しなかった。 
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2-3 GPC3-RAG2- KO CD8 T細胞は GPC3発現癌細胞を傷害する 

次に我々は、GPC3-RAG2 KO iPS細胞より分化した CD8 T細胞に関して機能解

析を行った。まず HLA-A*02:01 を発現する B-LCL に GPC3 エピトープペプチ

ドをパルスすることで、HLA 及びターゲット依存性の細胞傷害性を確認した。

GPC3ペプチド濃度依存的に LCLが障害される事が確認でき、GPC3特異的な細

胞傷害性を確認した。また、CD8β発現したCD8αβ細胞は、発現していないCD8αα

細胞に比べ、ターゲットペプチドに対する反応感度が高くなっていることが確

認できた(図 10-A)。また、GPC3発現 HLA-A*02:01肝腫瘍株である、HepG2に

ついても、GPC3-TiPS 細胞由来の CD8αβ細胞は細胞傷害性を示し、他の T-iPS

細胞由来の CD8αβ細胞は、細胞傷害性を認めなかった(図 10-B)。また、GPC3

発現腫瘍株に対する細胞傷害をタイムラプスイメージングで撮影行った所、

GPC3-TiPS-CD8αβ細胞は、ターゲット細胞に反応して遊走し、活性化し、約 5

時時間程度でターゲット細胞の細胞死を引き起こすことが確認できた(図 10-C)。 

次に我々はマウス腫瘍モデルを作成し、in vivoでの GPC3-TiPS-CD8αβ細胞の抗

腫瘍効果について検証を行った。NSGマウス腹腔内に Lucifease遺伝子を発現さ

せた、卵巣明細胞腺癌株 Koc7c を腹腔内注入し、卵巣がん腹膜播種モデルを作
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成後、GPC3-TiPS-CD8αβ細胞の腹腔内投与を行った。治療群では、腫瘍進展の

遅延と有意な生存時間の延長を認めた(図 11)。 

 

 
図 10; RAG2KO GPC3-TiPS細胞由来 CD8αβ細胞は、GPC3特異的に   
      細胞傷害性を示す 
(A) HLA-A0201 LCLに各種濃度で GPC3ペプチドをパルスし、51Crアッセイに	 	 	 	 	  
	  より評価した CD8αβ細胞、CD8α細胞の細胞傷害性  
	  (縦軸: 細胞傷害性	 横軸: ぺプチド濃度 n=3) 
(B) GPC3 iPS T細胞および、他種 T-iPS細胞由来 T細胞(clone TKT 1-7)において                
   の HepG2ターゲットとした細胞傷害性データ  
   (縦軸: 細胞傷害性	 横軸: Effector/Target ratio n=3) 
(C) GPC3-TiPS-CD8αβ細胞によるGPC3発現ターゲット傷害のタイムラプスイメ                           
   ージング。エフェクター細胞が、ターゲットに接着し、細胞死を引き起こし   
   ていく様子が経時的に確認できる。 
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図 11; GPC3-TiPSC-CD8αβ細胞の in vivo 抗腫瘍効果	  
(A) Koc7c細胞を day0に腹腔内投与し作成した卵巣がん腹膜播種モデルでの、

腫瘍進展を IVISにて撮影したもの。コントロール群と比較し、治療群では
腫瘍進展に遅延を認める。 

(B)  PBS群および治療群での Kaplan-Meier曲線で表した生存率 (n=3) 
	 	 log-rank検定にて有意差を認めた (P=0.0224)。 
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3-1 TCR遺伝子導入により、HLAホモストック iPS細胞から抗原特異的な
CD8αβ細胞を誘導できる 

現在、HLA のマッチした iPS 細胞を同種細胞移植に利用する事が検討され始め

ている(37, 46)。免疫細胞療法に関しても、HLA多型が適合した同種移植用 iPS

細胞を分化させる事で産生する事が可能であれば、数多くの人々に、迅速にそ

してより低コストで治療細胞を用意する事が出来る。そこで、私は T-iPS細胞で

出来た事と同様の事が、クローニングした腫瘍特異的な TCR遺伝子を単核球由

来の TCR遺伝子をもたない iPS細胞に導入する事で出来ないか、またその場合

の TCR 鎖の再構成はどうなっているかについて検討を行った。将来的に、iPS

細胞を利用した分化免疫細胞の同種移植療法を視野にいれ、京都大学 iPS細胞研

究所にて、日本人 頻度の HLAハプロタイプをホモで持つ健常人ドナーの末梢

血単核球より作成された iPS 細胞(clone FFI-01, HLA-A*24:02, HLA-B*52:01, 

HLA-C*12:02, HLA-DRB1*15:02,  DQB1*06:01,  HLA-DPB1*09:01, 京都大学、

山中伸弥博士より提供)を実験に使用し、HLA-A*24:02 GPC3特異的 TCR及び、

HLA-A*24:02 WT1特異的 TCRの 2種類をクローニングし上記の iPS細胞株への

遺伝子導入を行った(図 12-A)。TCR 遺伝子を導入した iPS 細胞は、導入マーカ

ーである Kusabira Orange 発現を保ったままで分化した。T 細胞由来でない iPS
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細胞は分化過程において、CD3分子を表面に発現しないが、WT1-TCR導入 iPS

細胞は T-iPS細胞と同様に、CD3の発現を認め、また DP細胞を介して分化した

CD8αβ細胞はWT1 dextramer陽性であった(図 12-B)。全く同様の事が、GPC3特

異的 TCR を導入した iPS 細胞においても確認出来た。分化 CD8αβ細胞の TCR

鎖についてシーケンス解析行ったところ、α鎖β鎖ともに導入した TCR鎖の配列

のみである事が確認された。しかしながら、TCR導入 iPS細胞由来の DP細胞に

ついても、TCR鎖のシーケンス解析を行った所、T-iPS分化細胞とは異なり、多

様な TCRβ鎖の配列を認めた。TCRα鎖については導入した TCR配列しか認めな

かった(図 12-D)。 
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図 12; TCR導入 iPS細胞は導入 TCR特異的な CD8αβ細胞に分化する 
(A) TCR遺伝子導入 iPS細胞の模式図 
(B) WT1 TCR導入 iPS細胞より分化した T細胞の表面マーカープロファイル 
(C) WT1TCR導入 iPS-CD8αβ細胞の TCR鎖シーケンスデータ。導入した配列は

TRBV5-1 TRBJ2-1 TRAV20 TRAJ33であり、導入配列以外を検出しなかった。 
CDR3バリエーションは全て検出誤差内。 

(D)GPC3TCR導入 iPS細胞より分化させた DP細胞及び、CD8αβ細胞の TCR	 	  
	  鎖シーケンスデータ。CD8αβ細胞では導入した配列のみが検出されたが、	 	 	 	  
	  DP細胞では多様な TCRβ鎖と、導入した単一 TCR鎖が検出された。 
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3-2  TCR導入 iPS-CD8αβ細胞は in vitroで HLA、抗原特異的 
	   な細胞傷害性を示す 

HLA-A*24:02 陽性および陰性の B-LCL 細胞にターゲットペプチドをパルスし、

細胞傷害性の発現を検討した所、TCR導入 iPS-CD8αβ細胞は、HLA依存、また

ターゲット濃度による細胞傷害を示すことが確認された(図 13-A)。また、3Hサ

イミジン取り込みによる細胞増殖アッセイにおいても、ペプチド濃度依存的な

細胞増殖を認めた(図 13-B)。各種ターゲット細胞において検討を行い、WT1 お

よび GPC3特異的に細胞傷害性を認める事が確認できた(図 13-C)(図 14)。 
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図 13; WT1 TCR-iPS-CD8αβ細胞は HLA,ターゲットぺプチド特異的な 
	 	   細胞傷害性、増殖能を持つ 
(A) HLA-A*24:02陽性、陰性の B-LCLにWT1ペプチドを各種濃度でパルスした
ターゲットに対するWT1 TCR-iPS-CD8αβ細胞の細胞傷害性。(E/T 4:1 n=3) 

(B) B-LCLにWT1ペプチドを各種濃度でパルスし、WT1 TCR-iPS-CD8ab細胞 
と共培養した場合の 3H-サイミジンによる細胞増殖アッセイ 
(縦軸: 3H取り込み CPM 横軸: ぺプチド濃度 n=3) 

(C) WT1ペプチドパルスした HLA-A*24:02陽性、陰性の LCL, 肺癌細胞株 PC9, 
WT1ペプチドを発現させた PC9-WT1の 4種に対する細胞傷害性。 
(縦軸: 細胞傷害性	 横軸: Effector/Target ratio n=3) 
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図 14 GPC3-TCR導入 iPS-CD8αβ細胞は HLA,ターゲット特異的に 
     細胞傷害性を持つ 
HLA-A*24:02 陽性または陰性の B-LCL に GPC3 ペプチドをパルスし、
GPC3-TCR導入 iPS-CD8αβ細胞と共培養した際の細胞傷害性。HLA-A*24:02陽
性かつ、GPC3ペプチドをパルスしたターゲットのみに反応が認められた。 
縦軸: 細胞傷害活性	 横軸: Effector/Target ratio n=3 
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3-3 TCR導入 iPS-CD8αβ細胞は in vivo腫瘍モデルにおいても効果を	  
	 	 確認出来た 

TCR 導入 iPS-CD8αβ細胞の in vivo での抗腫瘍効果について確認するために、

WT1発現腫瘍株移植マウスにて検討を行った。腹膜播種モデルとして、WT1遺

伝子導入PC9(PC9-WT1)細胞の腹腔内投与行った後に、WT1-TCR導入 iPS-CD8αβ

細胞 (Ff-WT1CD8) 又は、コントロールとして PBS、WT1-TCR導入 PBMC CD8αβ

細胞 (PBMC-WT1 CD8) の 3グループにて実験を行った。WT1-TCR導入 PBMC

は、PBMCにWT1-TCR発現レンチウィルスを感染させ、WT1 Dextramer陽

性細胞を sorting後、拡大培養を行った細胞を使用した。拡大培養後のWT1-TCR

導入 PBMCをWT1 Dextramerにて染色した所、全細胞中の Dextramer陽性

細胞率が低下している事が確認された(図 15)。 

Ff-WT1 CD8治療群は、コントロール PBS群と比べ有意な腫瘍発育の遅延、生存

時間の延長が確認でき、また PBMC-WT1 CD8治療群よりも、高い治療効果を持

つ傾向が見られた。観察期間中に明らかな体重減少、下痢、皮膚症状はなく、

Graft-Versus-Host Desease (GVHD)の兆候は認めなかった(図 16)。次に、固形腫瘍

モデルでの検討として、PC9-WT1 の大腿部皮下への移植を行い、その後同様の

3 群で静脈投与を計 4 回行い腫瘍体積の測定を行った。治療群は PBS 群と比較
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し、明らかな腫瘍体積増大の遅延を認め、35 日目に腫瘍重の計測を行った所、

治療群では有意な減少を認めた(図 17)。また、免疫染色にて、腫瘍周囲組織中

に、CD3 CD45 陽性のエフェクター細胞を検出する事が可能であった(図 18)。 

 

 

 

 

図 15; PBMC に WT1-TCR を導入し、拡大培養した細胞と 
      WT1-TCR-iPS-CD8αβ細胞の WT1 Dextramer 染色 
  
WT1-TCR-iPS-CD8αβ細胞 (Ff WT1) および、WT1-TCR 発現レンチウィルス
を導入し、導入細胞を sorting後、拡大培養を行った CD8T細胞 (PBMC WT1)
のWT1-Dextramer染色。 
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図 16; in vivo腹膜播種モデルにおける WT1 TCR導入 iPS-CD8細胞の 
	 	 	 抗腫瘍効果 
(A) PC9WT1細胞を腹腔内注入し作成した腹膜播種モデルに、計 2回 PBS,  
   Ff WT1細胞又は PBMC WT1細胞を投与した各群における腫瘍進展を 
	  IVISにより評価したもの。 
(B) Kaplan-Meier曲線で表した各群の生存率 ( n=4 p=0.0067) 
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図 17; in vivo皮下腫瘍モデルにおける WT1 TCR導入 iPS-CD8細胞の 
      抗腫瘍効果 
(A) PC9WT1細胞を皮下移植し作成した固形腫瘍モデルに、計 4回 PBS,  
   Ff WT1細胞又は PBMC WT1細胞を投与した各群における腫瘍体積の 
	  測定結果。(n=6 p=0.0076) 
(B) 移植腫瘍を、35日目に摘出し測定した重量。( n=6 p=0.0108) 
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図 18; WT1 TCR導入 iPS-CD8細胞投与群における腫瘍周囲組織での 
	 	   CD3 CD45 免疫染色 
35 日目に皮下移植した PC9WT1 腫瘍を摘出した検体の免疫染色。CD3 CD45
陽性の投与細胞を検出した(scale bar 50μm) 
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考察 

iPS細胞から T細胞を作成するという、本研究で取り組んだ方法論の一つの究極

的な目標は、同種細胞移植による養子免疫療法の実現である(8)。この 終的な

目的に対して、我々は本研究を通じて 3 つの事実を明らかにした。① T-iPS 細

胞を CD8αβ細胞へと分化させると、DP段階で TCRの再構成がおこり、TCR特

異性が失われる事、② T-iPS細胞の段階で RAG2遺伝子をゲノム編集により KO

する事で、TCR 特異性の変化を防ぐ事が出来る事、③ TCR 遺伝子を T 細胞由

来ではないストック iPS細胞に導入する事で、抗原特異的な CD8αβ細胞を分化

させられる事、である。 

1つ目に関しては、T-iPS細胞からの CD8αβ細胞の分化の報告はあるが、その過

程における TCR 鎖の再構成と TCR 多様性については明らかにされていなかっ

た(11)。我々の研究では、培養系を 適化した結果、複数株において TCR-α鎖の

追加再構成が認められ、in vitro の培養系においても、胸腺内の DP 細胞と同様

に TCRの再構成がおこっている事が示された。一方で TCR-β鎖については再構

成を認めず、in vitro培養系においても生理的な allelic exclusionの機構が保た

れていることが示唆された。ヒト造血幹細胞やヒト胚性幹細胞からの培養を含
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め、一般に in vitroで TCR再構成を効率よく観察できる実験系は存在せず、我々

の開発した T-iPS細胞からの分化培養系はヒト Tリンパ球発生の基礎研究ツー

ルとしても有用と考える。 

臨床応用を考える際、CD8αβ細胞は従来の CD8αα細胞に比べターゲット親和性

が高い事が示され、より有用な細胞と言えるが、T-iPS細胞株によっては、元の

TCRα鎖の配列を保っているDP細胞が 10%程度まで減少するというデータがと

れており、特異性を保った CD8αβ細胞の細胞数を確保するには TCR再構成の防

止が必要である。また、再構成後の TCRに自己免疫を引き起こす物が出現する

可能性は否定できず、TCR 再構成の防止の処置をしない場合、特異的な TCR

を維持する細胞を sorting する、拡大培養時にターゲットペプチドを使用する事

で特異定な細胞を選択的に増殖させる等の手間が必要になる。安全性、また簡

便性を考えた場合、TCR再構成の防止は必須であろう(33, 34)。 

RAG2 KOによる T-iPS細胞の TCR再構成防止については、マウス幹細胞にお

ける RAG2 KOは、TCR再構成を防ぐ事が知られていたが、ヒト幹細胞における

RAG2 KOに関する報告はこれまでなかった。近年のゲノム編集技術の進歩は著

しく、我々の実験においても非常に簡便に、また高確率で RAG2 KO変異導入株



 51 

を作成する事が可能であった。ゲノム編集による iPS細胞特性の変化やRAG2 KO

による T細胞分化への負の影響は認めなかった。RAG2 KO T-iPS細胞より分化

した CD8αβ細胞はその 100%が元の TCRのみしか発現しておらず、機能的な細

胞で有る事がわかった。我々の結果は、細胞製剤として均一な細胞を産生する

事を目指す上での RAG2 遺伝子 KO の重要性を示すのみならず、ヒト T 細胞の

分化研究のツールの一つとしてゲノム編集を施した iPS 細胞より分化させた細

胞の利用が有用であることの一つの例と言えるだろう。ゲノム編集が簡便にで

きる事を考えると、T 細胞の機能を高めるため PD1 等の抑制性シグナル分子を

KOするなど、追加で様々な処置をする事の有用性も考えられる。 

本研究では、今後世界中での利用が検討されうる HLA一致 iPS細胞をソースと

する同種移植医療を視野にいれ、腫瘍抗原特異的な TCRを同種移植用の iPS細

胞に導入して分化させる実験を行った。その結果、抗腫瘍効果をもつ機能的な

CD8αβT細胞を得る事が出来た。自己 PBMCに TCR遺伝子や CAR遺伝子を導

入し、自家免疫療法に使用する手法は、様々な臨床試験が既に報告されている

(30-32)。ただ、これらの自家療法の問題点として、個別化療法になるため莫大

なコストがかかる事、また治療に必要な細胞数を確保するための拡大培養に時
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間がかかる事などがあげられる。TCR導入 iPS細胞から、均一な TCRを発現す

る CD8T 細胞を大量産生する事が出来れば、癌の免疫細胞療法をより低コスト

に幅広く使える療法とする事ができる。 

その際、どのような iPS細胞をベースに使用するかは重要な課題である。T-iPS

細胞へ RAG2 KOを施すことによって得られる CD8αβ細胞の TCR頑健性とそ

の有用性は本研究で十分に示されたと考えるが、RAG2 KO を行った、T-iPS

細胞であっても、TCR 遺伝子導入のソースとしての利用には懸念が残る。内在

性の TCR 鎖の存在により、導入 TCR の効率よい発現が得られない、また内在

性および導入した TCR鎖のミスペアリングにより、自己免疫性の細胞が出現し

得るという、末梢血 T細胞を対象とした TCR遺伝子治療が抱える問題は T-iPS

細胞に TCR遺伝子を導入した場合にも同様であると予想される(33)。実際、我々

の使用した TCRベクターを PBMCに導入し、導入細胞について Dextramer解析

を行うと、CD8 陽性細胞における Dextramer 陽性率は 40%程度であった。一方

で、TCR 遺伝子を導入した末梢血単球由来 HLA ホモ iPS 細胞より分化した

CD8αβ細胞はその 100%が導入 TCR のみしか発現していなかった。末梢血単核

球由来の iPS 細胞は内在性の TCR を発現していないため、TCR 導入のベース
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としては T-iPS 細胞より適していると考えられる。今回の治療効果比較実験で

in vivoでの抗腫瘍効果において、TCR導入 PBMCが TCR導入 iPS-CD8細胞に

比べ弱いのは、ターゲット反応性の細胞数の不足がその一因であった事が予測

される。TCR 遺伝子導入 HLA ホモストック由来 CD8αβ細胞のマウス輸注実験

では、投与経路によらず明らかな異種 GVHDは確認出来ず、短期観察時点での

安全性の問題も認めなかった。本 CD8αβ細胞は、細胞数を得るための拡大培養

も問題なく行う事が出来る事から、同種免疫細胞療法に極めて適した細胞と考

える。 

TCR導入 iPS-CD8細胞は、固形腫瘍に対する遊走能、抗腫瘍効果を持つ事を、

私は in vivo マウス皮下腫瘍モデルで示したが、その効果は現在の所限定的であ

る。コントロールである、PBS 投与群のマウスと比べ、治療群では腫瘍増大の

開始は遅延するが、時間経過とともに、腫瘍サイズの増大が確認された。この

原因の一つとして、TCR導入 iPS-CD8細胞は、in vivoにおける生着、増殖能力

が低いという事が挙げられる。TCR 導入 iPS-CD8 細胞の静脈投与後 20 日での

検討において、腫瘍周囲組織への遊走は確認出来たが、末梢血、脾臓細胞にお

ける検出は不可能であった。この問題の改善策として、分化法の改良による細
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胞の質を改善する事と、治療時の投与法を改良する事が挙げられる。細胞の質

自体の改善には、抜本的な細胞分化法、培養法の改善が必要であり、多くの時

間を要する。しかし、TCR遺伝子導入末梢血 CD8T細胞における検討において

は、患者に細胞の投与前処置を加える事や投与細胞の体外培養期間を減少させ

る事により、抗腫瘍効果が増強する事が知られている。T 細胞輸注前処置とし

て、化学療法、放射線照射によるリンパ球減少処置を加えると、輸注 T 細胞の

患者体内での長期維持を可能にし、治療効果が増強する(3, 47)。培養期間の短縮

や、培養液に IL-21を添加する事も輸注細胞の老化を防ぎ、輸注後の長期生着、

機能向上が確認されている(5, 47)。これらの知見を鑑みると、TCR導入 iPS-CD8

細胞においても、リンパ球減少前処置の併用、拡大培養期間の短縮、サイトカ

イン変更などの工夫を加える事で、より長期生着し抗腫瘍効果を高められるこ

とが期待できる。今後は、TCR導入 iPS-CD8細胞の長期生着を目指した投与方

法、経路の詳細な検討が必要であろう。 

今回の実験では、iPS 細胞由来の CD8T 細胞の投与自体による明らかな副作用

は認めなかったが、今後投与細胞の長期生着を目指していくのであれば、安全

性の向上についての注意、工夫が必要になると考えられる。iPS細胞より分化し
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た細胞を体内に長期生着させる際に、未分化な段階の iPS細胞の混入や iPS細

胞の悪性転化による腫瘍形成の危険がある事が動物モデルで報告されている

(48, 49)。この危険を防ぐ既存の安全策の一つとして、herpes simplex virus 

thymidine kinase (HSV-TK) 遺伝子等の自殺遺伝子を導入する方法が挙げられる。

HSV-TKは、抗ウィルス薬として汎用されるガンシクロビルをリン酸化する事で

DNA合成阻害活性を有する毒性物を産生するため、ガンシクロビル投与により

HSV-TK発現細胞のアポトーシスを誘導できる。HSV-TKを導入した iPS細胞は、

移植後にガンシクロビル投与により除去可能である事が知られている(50, 51)。

iPS 細胞由来の CD8T 細胞についても、これらの技術と組み合わせる事で、よ

り安全性の高い細胞にする事が出来ると予想される。今後、検討していく必要

があるだろう。 

私は TCR 導入 iPS-CD8αβ細胞は、導入した TCR のみを発現している事を各種

の TCR遺伝子導入株を用いて確認したが、これらについても RAG2 KOが必要

かについては更なる議論が必要である。我々のデータでは、TCR 導入 iPS 細胞

より分化した DP 細胞は T-iPS 細胞のそれとは異なり、導入した monoclonal 

TCRαおよび oligo clonal な TCRβを発現しているという興味深い結果を得た。
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生理的なマウス胸腺細胞では、機能的な TCRβが再構成されると、その TCRβを

構成成分とする pre-TCRからのシグナルが入り、DP細胞への分化および TCRα

の再構成が開始するという機序が広く知られる。また、本研究で用いた TCR導

入 iPS細胞は、分化過程において CD3 ,TCRαβの発現が T-iPS細胞に比べ低い事

を我々は観察している。これらの事から仮説を立てると、TCR 導入 iPS 細胞の

分化過程における TCRβ発現が不十分な一部の集団では pre-TCR シグナルによ

る allelic exclusion と TCRα鎖遺伝子再構成の機構が十分に働かず、その結果

TCRβのみを再構成した集団が DP細胞に検出されるのではないだろうか。今後

の研究で明らかにしたい点の一つである。 

HLA ハプロタイプホモの iPS 細胞を分化させた細胞や臓器を同種移植用に使用

するという試みは、全世界で検討されている(35, 36)。日本では、京都大学を中

心に高頻度 HLAから順に HLAタイプ別の iPS細胞を作成している。iPS細胞由

来の細胞が、同種移植にてどの程度長期生着するかについては今後の検証が必

要だが、有望な方法論である事は間違いない。T細胞養子免疫療法では、投与後

に長期生着を認めると効果が高い事については上述したが、同種 iPS細胞から抗

原特異的な T 細胞を作成する事の一番のメリットは、ほぼ無限にエフェクター
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細胞を産生できる事である。エフェクター細胞の in vivoでの長期生存を目指す

一方で、繰り返し投与、局所投与、集学的治療での併用など、安全性を保った

上で大量の細胞を投与し、より治療効果を発揮させるための方法の検討を行っ

ていく必要があるだろう。 

本研究において、私は iPS細胞より作成した CD8 T細胞が in vitro, in vivoにお

いて固形腫瘍、播種腫瘍を問わず抗腫瘍効果を持つ事を示した。また、ゲノム

編集、TCR 導入といった遺伝子治療の既存法を組み合わせる事で、より安全で

コントロール可能な CD8T 細胞を作成できる事を示すことが出来た。今回、私

はターゲットとして GPC3及びWT1という 2種類の抗原を用いたが、婦人科腫

瘍において、GPC3 は卵巣明細胞腺癌、胚細胞腫瘍に特異的に発現、また WT1

は子宮頸癌、多様な卵巣腫瘍に発現しておりいずれも非常に有望なターゲット

と考えられる(24, 26, 42)。何れの抗原に関しても、ワクチン療法、TCR療法に

関しての臨床試験が進行中であるが、今後、iPS細胞を利用した同種細胞移植に

よる養子免疫療法についても、研究が進展し、臨床試験に進んでいく事が期待

される。 
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