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研究成果の概要（和文）：ヒト白血球抗原（HLA）は、免疫系が自己と非自己を区別する上で重要な役割を果たしてい
る。我々はHLA-A ,B ,DRB1の3ローカスにおいてホモ接合を呈する歯髄細胞を収集している。このようなHLAローカスホ
モの細胞は、他家移植において拒絶されにくいと考えられる。岐阜大学では約300名の提供者から歯髄細胞採取を行い
、３ローカスホモ歯髄細胞を３種類得た。しかし、日本人の７割以上をカバーする細胞を発見するのは困難である。そ
のため、Zinc Finger Nuclease (ZFN)を用いて、HLA遺伝子に変異を導入することにより、疑似的な3ローカスホモの細
胞を作製することを試みた。

研究成果の概要（英文）：Human leukocyte antigen (HLA) plays an important role in rejection of tissues and 
cells transplanted from allogenic donors. In recent days, tissue transplantation is conducted without 
complete matching of HLA because of shortage of the donors. Instead of matching HLA types, 
immnosuppressants are frequently used to prevent immune reaction; however, when the immune system is 
suppressed, there is an increased susceptibility to infectious diseases and cancers.
To solve this problem, usage of HLA haplotype-homo (HHH) donors has been considered in iPS cell therapy. 
HHH donors have a couple of identical HLA gene sets, resulting in presentation of HLA molecules half in 
the variation. Therefore, iPS cells derived from HHH donors are expected to be successfully transplanted 
to many patients with less possibility of rejection.
In this study, we tried to generate iPS cells, phenotypically similar to HHH cells, by directly 
modulating HLA loci of non-HHH cells with Zinc Finger Nucleases (ZFNs).
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１．研究開始当初の背景 
 2007 年に京都大学の山中伸弥教授らに
よって、ヒト皮膚線維芽細胞から iPS細胞
が誘導された（Takahashi et al. Cell 
2007）。ヒト iPS細胞は、ヒト胚性幹細胞
（ES 細胞）と、ほぼ同等の多分化能を持
ち、神経、心筋、網膜など、様々な組織を
形成する細胞を得ることができる。それゆ
え、次世代の医療である、再生医療におい
て、中心的な役割を果たす事が期待されて
いる。 
 われわれは、性別や年齢の異なるドナー
から採取し、HLAタイプが決定された 300
人分以上のヒト歯髄細胞コレクションを有
している。将来の再生医療を支えるのは、
良質の細胞資源であることは明白であり、
幅広いバックグラウンドを持ったドナー細
胞を使える点は、われわれの持つ最大の強
みである。 
 通常 HLA は、両親から異なる遺伝子を
受け継ぐため、われわれは免疫拒絶に重要
な A, B, DRの３ローカスだけでも６種類
の抗原を持っている。しかし、まれに両親
から同じタイプの HLA を受け継いだ、３
種類の抗原のみを持った子供が生まれる。
これを HLA ハプロタイプホモドナーと呼
ぶ。われわれは、37000人をスクリーニン
グすれば、75種類のハプロタイプホモ iPS
細胞を得る事ができ、これだけで日本人の
80％に移植可能になると試算している
（Okita et al. Nature Methods 2011）。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、75種類で日本人の 8割に
適合するHLAハプロタイプホモ iPS細胞を、
ゲノム編集技術によって作り出すことであ
る。HLA ハプロタイプホモドナーは、大規
模なスクリーニングによって発見すること
が可能だが、稀な HLA タイプがホモになる
確率は極めて低い。そのため、近年進歩が著
しいゲノム編集技術を用い、HLA ハプロタ
イプがヘテロなドナー細胞を使って、擬似的
な HLA ハプロタイプホモ細胞を作り出すこ
とを試みた。 
 
３．研究の方法 
 HLA タ イ プ が HLA-A*02,33; 
B*44,-;DRB1*13,- の 歯 髄 細 胞 (DP144) の
HLA-A*02 ローカスの遺伝子を Zinc Finger 
Nuclease(ZFN)によって不活化することによ
って、HLA-A*33,-;B*44,-;DRB1*13,-という、
見かけ上日本人出現頻度2位のハプロタイプ
ホモ細胞と同様の表現型を持つ細胞を作り
出した（図 1）。DP144 細胞にエレクトロポレ
ーション法によって、HLA-A*02 を切断するが、
HLA-A*33 を切断しない ZFN ペアを導入後、抗
HLA-A*02 特異的なモノクローナル抗体(One 
Lambda FH00037)で染色後、FACS-Aria で
HLA-A*02 陰性画分をソーティングした。この
濃縮工程を二回繰り返した後に、ディナベッ

ク社 Cytotune-iPS2.0 を用いて iPS細胞を誘
導した。 
 得 ら れ た iPS 細 胞 ク ロ ー ン
(iPS-DP144’-2)よりゲノム DNA を抽出し、
Exon3 を挟むプライマーによって PCR をおこ
ない、キャピラリーシーケンサーにより変異
位置の同定を試みた。また、変異前の DP144
細胞の DNAとともに、他からバイオに送付し、
illumina社のMiSeqシーケンサーにてHLA領
域の塩基配列をディープシーケンスし、
Conexio Assign v1.0 TruSight HLA Analysis 
SoftwareおよびOmixon社のHLA-Twinにて解
析を行った。 
 
４．研究成果 
 ZFN の導入後、２回の濃縮によって、
ZFN-exon3-3/4 のペアを用いた群で、ほとん
どの細胞が HLA-A*02 陰性となった（図２）。
この陰性画分細胞に山中因子を導入して、得
られた iPS 細胞クローン（iPS-DP144’-2）
を、解析に用いた。 

 キャピラリーシーケンサーによって得ら
れた HLA-A 領域の塩基配列からは、HLA-A*02
と HLA-A*33 が相同組換え修復をしたと思わ



れる結果が得られた。しかし、ZFN によって
切断された領域の塩基配列に不可思議な点
が見受けられたため、次世代シーケンサ
（NGS）を用いて、より詳細な解析を行った。 
 ２種類の HLA ソフトウエアは。ともに
iPS-DP144’-2 クローンの HLA タイプは
HLA-A*33,-;B*44,-;DRB1*13,-のホモと診断
した。しかし HLA-Twin では片方のアリルに
ついて疑義を提示し再解析の必要性を示唆
していた。そこで、汎用ゲノム解析ソフトに
よって、HLA-A*02 の変異領域の解析を試みた
が、HLA-A*02 由来と思われるリードが特定で
きず、変異部位を解析することができなかっ
た。特にHLA-A領域のリードがiPS-DP144’-2
では HLA-A*33 に偏っていたことに注目し、
コントロールのDP144とのカバレッジ比を取
ったところ、ZFN のターゲットサイトを含む
HLA-A の Exon3 部分およびその下流の
intron3 領域のカバー率が DP144 の約半分以
下に低下していた（図３）。このことから、
ZFNによってExon3近辺にHLA-A*02特異的に
大規模な欠失変異が生じた可能性があり、そ
の結果としてExon3を挟むプライマーによっ
て PCRをしても HLA-A 領域の変異部位が同定
できなかったのではないかと考えられた。 
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