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ヒト末梢血由来単球を用いた新規 iPS 細胞の作出
─免疫制御系細胞を用いたトランスレーショナルリサーチをめざして─

はじめに
　喘息を含むアレルギー疾患は根治できず，薬剤や対
症療法により制御できない病態がまだ多く存在する

1

。
そこで，アレルギーに対する薬剤や現行療法による効
果を補足・増強させる新たな治療法として，がん治療
でも臨床応用されている免疫細胞療法に期待が集まっ
ており，制御性 T 細胞などを用いて病態を制御しよう
とするさまざまな研究が行われている

2

。しかし，免疫
細胞療法の課題の １ つとして，成分採血が複数回必要
な場合が多く，患者の体に負担がかかる。そこで，す
でにがん治療を目指した研究で報告があるように，人
工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cells：iPS
細胞）を治療用細胞の供給源とする

3

ことで，治療に必
要な細胞を繰り返し分化誘導して利用できるのではな
いかと考えられている。
　本稿では，低侵襲かつ複数の免疫系が関与するアレ
ルギー疾患に対するオーダーメイド免疫細胞療法の開
発や研究に応用できる新たなツールとして，筆者らが
作出した単球由来 iPS 細胞について解説する。

１ ．iPS 細胞作出における由来細胞の選択
　iPS 細胞は，高橋，山中らによって 2006 年にマウス
線維芽細胞

4

，2007 年にヒト線維芽細胞
5

を由来細胞とし
て初めて作製され，細胞移植による臨床をめざした再
生医療，病態解明，創薬など幅広い研究領域における
ツールとして注目を集めている。最近，ヒト iPS 細胞
は皮膚線維芽細胞

6

以外に，血液単核球細胞
7, 8

などの由来
細胞から作製され研究に用いられている。iPS 細胞の
特性として，外胚葉，中胚葉，内胚葉の細胞に分化で
きる多分化能を有することが前提であるが，Kim らは
iPS 細胞がリプログラミングの過程において，由来細
胞のエピジェネティックな記憶の影響を受けるため，

由来細胞の種類により iPS 細胞の三胚葉への分化能力
に差が出ることを報告した

9

。一方，Nishizawa らはク
ローンによる iPS 細胞の多分化能の違いは由来細胞の
種類に依存するものではなく，リプログラミングの過
程における DNA メチル化の違いであり，由来細胞に
関係なく異常な DNA メチル化を阻止して良質な iPS
細胞をクローニングすることで，優れた多分化能を有
する iPS 細胞が作製できると提唱している
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。しかし
Nishizawa らの実験結果においても，血液細胞由来
iPS 細胞は血液細胞を由来細胞としない iPS 細胞と比
べて，血液細胞への分化能が高いクローンが多かった
と報告している

10

。
　一方で，細胞移植治療などへの臨床応用を考えた場
合，分化誘導時における iPS 細胞の残存による癌化の
リスクを回避すること，由来細胞を採取する際の患者
に対する侵襲がより低いこと，ゲノム情報の損傷や組
換えによる変異が可能な限り低い由来細胞を採取する
ことが望ましいとされる。わずかな侵襲で iPS 細胞を
作製するための由来細胞を採取する方法として，末梢
血液を採血するのは有用な方法の １ つである。通常の
臨床における採血量で，比較的低侵襲に採取すること
ができる末梢血単核球細胞の中で最も多いリンパ球は，
我々の体内においてすでに免疫反応の影響を受けてお
り，細胞受容体遺伝子や抗体遺伝子に不可逆な組換え
がおこっている。しかし，リンパ球から作製した iPS 細
胞は限られた抗原に反応する免疫細胞への分化誘導に
特化しており

11, 12

，がん治療に向けた研究などへの応用が
報告されている

13

。また，単核球のうち幹／前駆細胞は
末梢血中に含まれる数が 0.01% 以下と非常に少ないた
め，少ない血液量で iPS 細胞を誘導する場合，前段階
として増殖を促すような複数のサイトカインを添加し
た培地を用いて in vitro で増殖培養を行う必要がある。
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で 20 分間反応させ，洗浄後に FACSVantage SE （BD 
Bioscience, San Jose, CA）を用いて CD14＋/CD19− cell
をソーティングして単球を分離した

20

。分離した単球は，
細胞の付着を抑制する 24 multi-well plate （CellSeed 
Inc., Tokyo, Japan）に播種し， １ mL の単球維持培地

19

で浮遊培養した。培養 ２ 日目に市販のセンダイウイル
スベクターの CytoTune®-iPS 2.0 （Medical & Biologi-
cal Laboratories Co., Ltd., Aichi, Japan）を単球に感染
させて遺伝子導入した。遺伝子導入 ３ 日目，浮遊培養
していた単球を cell adherent 24 multi-well plate （BD 
Bioscience）を用いて，予め培養しておいたフィーダ
ー細胞の Mouse embryonic fibroblast：MEF （Orien-
tal Yeast Co., ltd., Tokyo, Japan）の上に播種し，１ mL
の単球維持培地にて培養した。遺伝子導入後 ６ 日目ま
では，毎日，単球維持培地を交換した。遺伝子導入後
７ 日目，培養液を ５ /mL bFGF （ReproCELL Inc., 
Kanagawa, Japan）を添加した Primate ES Cell Me-
dium （ReproCELL Inc.）に交換した。その後，毎日培
地を交換して，遺伝子導入後 ３ 週間後には iPS 細胞様
コロニーが観察されたので，酵素

19

を用いて細胞をプレ
ートから剥離し，PBS にて洗浄後，新しい処理済み
MEF の上に継代培養した。 ２ 回目の継代以降は，
フィーダーフリー培養用基材の Corning®Matrigel®
hESC-qualified matrix（Corning Incorporated, Corn-
ing, NY）に変更し，培地は毎日交換して継代維持を行
った。培養方法の概要を図 １ に示す。クローニングは
96 well cellBIND plate（Corning Incorporated）を用い
て限界希釈法を行い，クローニングした遺伝子導入細
胞について，iPS 細胞としての検証を行った。検証方
法としては，Red-ColorTM AP Staining Kit （System 
Biosciences, Inc., Palo Alto, CA）を用いたアルカリホ
スファターゼ（ALP）染色，TaqMan®real-time PCR 
assays のプロトコルにもとづいた iPS 細胞マーカー遺
伝子：SOX2（Hs00415716_m1），OCT3/4（Hs00742896_
s1），NANOG（Hs04260366_g1）発現の相対定量解析，
免疫蛍光染色による細胞核内の iPS 細胞マーカー蛋白
質である anti-human SOX2 rat monoclonal antibody 

（1：100, Thermo Fisher Scientific Inc.），anti-human 
OCT3/４  rabbit polyclonal antibody （1：500, Medical 

　末梢血液の有核細胞の中で，単球のゲノムは不可逆
な組換え，変異，欠損などがおこっていない

14

ことから，
筆者らは単球に注目した。単球は末梢血液中に ３ 〜 ８
% ほど含まれるため，iPS 細胞を作製する由来細胞と
しては単核球の幹／前駆細胞よりも多い。さらに，単
球は末梢血液において未熟な貪食細胞の １ つであり，
脾臓や血管の中にいる時は単球として存在するが，血
管の外に出ると強力な貪食能をもつマクロファージ，
さらに抗原提示を行う免疫の司令塔である樹状細胞に
分化する

15

。そこで，筆者らは iPS 細胞から免疫細胞を
誘導し，限られた抗原だけではなく多様な抗原と免疫
反応がおこるアレルギーの制御に応用することを目的
とした場合の iPS 細胞の由来細胞として，単球が適し
ていると考えた。

２ ．単球由来 iPS細胞
　iPS 細胞作製のリプログラミング過程において，由
来細胞を一時的に維持培養しなければならないが，単
球は in vitro でほとんど増殖しないため，iPS 細胞を作
製することは容易ではない。これまで唯一，Nakanishi
らが開発した特殊な持続発現型センダイウイルスベク
ター（SeVdp）

16, 17

を用いることで単球由来 iPS 細胞を作
製することに成功したと報告

18

されている。
　筆者らは，細胞増殖に関わるサイトカインを使用せ
ず，細胞活性を維持したシンプルな単球の培養方法を
探索し，さらに培養した単球細胞の染色体を傷つけず
に遺伝毒性がないとされる市販ベクターを用いて，適
切な時期にリプログラミングを行い，フィーダーフリ
ーのヒト単球由来 iPS 細胞（human monocyte-derived 
iPS cells：hM-iPSC）の新しい作製培養法を確立した。
詳細な実験方法については，既に論文報告しているの
でここでは概要を記述する

19

。健常人ボランティアのヒ
ト末梢血 10mL を密度勾配遠心溶液の OptiPrep™ 

（Alere Technologies AS, Oslo, Norway）の上に重層
して 800G，20℃で 20 分間遠心して単核球を分離し
た。Phosphate-buffered saline（PBS）にて ２ 回洗浄
後，単核球に anti-human CD14-FITC labeled anti-
body と anti-human CD19-PE labeled antibody 

（Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA）を ４ ℃

図 １　単球から iPS 細胞作製までの培養フローチャート
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免 疫 染 色 で は， 細 胞 の 核 内 に SOX2，OCT3/4，
NANOG 蛋白質の発現が観察された（図 ３ ）。フローサ
イトメトリーによる解析では，全ての細胞において
SSEA-4 と TRA-1-60 が発現していた。EB では，tu-
bulin-β3，α-SMA，AFP のいずれのマーカーも発現
しており，EB パラフィンブロックの連続標本におい
て，異なる部位に各マーカーが発現していた（図 ４ ）。
　本研究の最も重要なポイントは，採血後に単球の生
存率を高く保ちながら，分化させずに維持し，かつ適
切なタイミングでリプログラミングを開始することで
ある。分離直後の単球の細胞周期は，ほぼ G0/G1 期
であるが，単球維持培地で ３ 日間培養すると細胞は死
滅せず，わずかに細胞周期が動き始めた状態となった

（data not shown）。また，シャーレの中で添加因子を
増やして単球を培養すると分化してしまうため，生体
の血管の中にいる時と比べて貪食能が高くなる。つま
り，必要最低限の培地組成と適切なタイミングで遺伝
子導入してリプログラミングを行うことで，iPS 細胞
で検出される遺伝子や蛋白質を発現し，三胚葉への多

& Biological Laboratories），anti-human NANOG 
mouse monoclonal antibody （1：100, Thermo Fisher 
Scientific Inc.）の発現検証，FACS Can（Becton Dick-
inson）を使用したフローサイトメトリー分析による
iPS 細胞膜蛋白質マーカーである anti-human SSEA-4 
mouse monoclonal antibody, anti-human TRA-1-60 
mouse monoclonal （IgM） antibody （1：100, Abcam 
plc., Cambridge, UK）の発現検証を実施した。また，
遺伝子導入後の細胞の多分化能を確認するために，ク
ローニング後の細胞 １ ×106cells を 24 well 浮遊細胞用
マルチプレートに播種し，１ mL の EB 培地

19

にて培養し
胚様体 embryoid body（EB）の作成を試みた。浮遊培
養 10 日目の EB を回収し，10% 中性緩衝ホルマリン
で室温にて一晩固定した後，パラフィンブロックを作
製した。この EB のパラフィンブロックから ３ ㎛のパ
ラフィン切片連続標本を作製し，発色基質として Liq-
uid 3,3 ’-Diaminobenzidine Tetrahydrochloride 

（DAB）＋ Substrate Chromogen System （Dako, Agi-
lent Technologies, Inc., Santa Clara, CA） を用いた免
疫組織学的染色法により，外胚葉マーカーの蛋白質で
ある anti-human tubulin-β3 mouse monoclonal anti-
body （1：100, Biolegend, Inc., San Diego, CA），中胚
葉マーカーの蛋白質である anti-human alpha smooth 
muscle actin （α-SMA） rabbit polyclonal antibody 

（1：100, Abcam），内胚葉マーカーの蛋白質である
anti-human α-Fetoprotein （AFP） rabbit polyclonal 
antibody（Proteintech Group, Inc., Rosemont, IL） の
発現を検証した。なお，本研究で実施した iPS 細胞の
作製に関する遺伝子組換え実験については，藤田医科
大学組換え DNA 実験安全委員会の審査を受け，承認
を得ている（承認番号：DP16051）。
　結果として，ヒト末梢血から単核球を遠心比重法に
て分離し，さらに CD14＋/CD19− cell をソーティング
して単球のみを分離した（図 ２ A）。単球を浮遊培養し
たところ，細胞同士が接着した細胞凝集体が形成され
た（図 ２ B）。MEF 上に播種した遺伝子導入後の細胞
は，導入後 ２ 週間ほどで小さい細胞が凝集したコロニ
ーを複数形成し始め，導入後 ３ 週間ほどで境界が明瞭
で扁平な iPS 細胞様のコロニーが観察された（図 ２ C）。
３ 継代目以降はフィーダーフリーで細胞を継代維持す
ることが可能となり，継代後も同様に iPS 細胞様のコ
ロニーが形成された（図 ２ D）。クローニング後の細胞
は，ALP が陽性であった（図 ２ E）。Real-time PCR に
よる解析では，SOX2 は遺伝子導入前の単球では検出
感度以下であったが，導入後の細胞では SOX2 遺伝子
が検出された

19

。また，遺伝子導入前の単球に比べて導
入 後 の 細 胞 で は NANOG 遺 伝 子 は 26.4±0.3 倍，
OCT3/4 遺伝子は 13.4±0.2 倍に発現が増加していた。

図 ２　末梢血単球の遺伝子導入前後の細胞形態
末梢血単核球細胞から CD14＋/CD19− cell を sort して単球を分
離した。（A）分離した CD14＋/CD19− cell は，10㎛以上の大き
さで核形不整，空胞を有する単球であった（bar＝10㎛）。（B）
３ 日間浮遊培養したところ，ごくわずかに死細胞が観察された
が，ほとんどは生細胞であり細胞凝集体を形成していた。（C）
遺伝子導入後 ３ 週間ほどで境界が明瞭で扁平な iPS 細胞様のコ
ロニーがフィーダー細胞の上で観察された。（D）継代してフィ
ーダーフリー培養とクローニングを行ったコロニーの形態。（E）
コロニーを形成した全ての細胞は ALP 陽性の細胞であった

（B-E：bar＝100㎛）。

図 ３　クローニング後の細胞の免疫染色
（A）遺伝子導入後の細胞を SOX2 抗体で染色，（B）OCT3/4 抗
体で染色，（C） NANOG 抗体で染色した。いずれの抗体でも細
胞核が陽性に染まっていた（bar＝50㎛）。
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ないように確実に取り除くこと，または（ ２ ）分化誘
導条件を検討して，iPS 細胞から目的とする細胞に全
て確実に分化誘導できる条件を確立することである。
　本研究の最終目的は，iPS 細胞から分化誘導した免
疫細胞を用いて，喘息などを含む根治が難しいアレル
ギー疾患の病態を抗原特異的に制御する新規免疫細胞
療を開発することである。具体的には，患者由来の
iPS 細胞から免疫細胞として未感作リンパ球（Naïve-T 
cell）と樹状細胞を分化誘導

21, 22

し，病態に応じた抗原への
免疫感作とサイトカイン（IL-35

23

など）を添加して共
培養し，抗原特異的な制御性 T 細胞を作製

24

することを
予定している。現在，作出したヒト単球由来 iPS 細胞
を用いて，免疫の司令塔である樹状細胞への分化誘導
実験を実施したところ，樹状細胞のような突起を伸ば
す形態が観察され（図 ５ ），CD209，CD83，HLA-DR
蛋白質を発現し，抗原の添加により MHC クラスⅡ抗
原である HLA-DR を高発現する細胞が増加したとい
う結果を得ている（data not shown）。
　今後，単球由来 iPS 細胞から分化誘導した樹状細胞
を用いて，ナイーブ T 細胞との共培養による活性化と
多様な抗原蛋白質に対する免疫反応性の確認を行う。
さらに，免疫制御系細胞（樹状細胞や制御性 T 細胞）
への高効率で再現性の高い分化誘導プロトコルの確立
が課題であり，疾患モデルマウスを用いた in vivo 免疫
抑制実験なども視野に入れている。また，由来細胞の
異なる iPS 細胞株や，同じ単球由来 iPS 細胞の中でも
複数のクローンを用いた比較実験を実施し，単球由来
iPS 細胞の有用性を詳細に検索していく。
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図 ４　EB 形成と三胚葉マーカーの発現
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図 ５　単球由来 iPS 細胞から分化誘導した樹状細胞
ヒト単球由来 iPS 細胞を用いて，樹状細胞への分化誘導実験を
実施したところ，樹状細胞のような突起を伸ばす形態の細胞が
観察された。
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