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研究成果の概要（和文）：iPS細胞ストック用いた他家移植では、移植細胞に対する免疫拒絶反応の制御が重大
な問題となる。全HLAタイプを網羅するiPS細胞のストックを作成することは不可能であり、将来多くの患者に適
用可能とするために様々なアプローチが必要である。CRISPR/Cas9によるゲノム編集技術を用い、容易にHLA遺伝
子の一部を改変できたが、場合により改変を起こした細胞を選択するための選択ベクターの利用が有効と思われ
た。樹立したベータ2m欠損iPS細胞はNK細胞の標的となる可能性が危惧されたため、HLA-Aなど単座の欠失細胞の
作成を行うとともにこれらのT,NK細胞への免疫原性を評価する系の開発が重要を指摘した。

　

研究成果の概要（英文）：When stocked iPSCs are utilized to allograft transplantation, immune 
responses to transplanted cells should be controlled.  Since construction of stocked iPSCs covering 
all HLA allo-types are beyond the realm of possibility,  various approaches to overcome the 
difficulty are to be explored.  While we easily manipulated HLA gene locus by CRISPR/Cas9 system, it
 was suggested that some selection cassettes harboring PB sequences is useful to select 
genome-edited cells.  It was raised the possibility that beta;2m-deificient iPSCs would be the 
target of NK cells.  Therefore, instead of all HLA class I, deletion of single HLA gene locus, such 
as HLA-A, would be effective to apply stocked iPSCs to patients who share the HLA allo-type other 
than the deleted HLA-A gene locus.  It is also important to establish the in vivo experimental 
system in which human immune cells are re-constructed and the reactions to iPSC-derived allo 
antigens are validated. 

研究分野：分子生物学、実験動物学、発生工学、分子遺伝学
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１． 研究開始当初の背景 
 
 iPS 細胞による再生医療への応用実現化

の一歩が踏み出され、多くの期待が集まっ

ている。当初は患者自身に由来する iPS細

胞を樹立し、これより各種細胞を分化誘導

させて患者に移植するという、いわゆるオ

ーダーメード医療が指向されていた。実際、

本邦において加齢性黄斑変性患者に行われ

た iPS細胞由来網膜色素上皮細胞移植の第

１例は、患者自身の繊維芽細胞を初期化し

て得られた iPS細胞より分化誘導したもの

が用いられた。その安全性を確認するため

には、ゲノム情報、エピゲノム情報などの

慎重な検査が行われた。高度に品質管理さ

れた iPS細胞の樹立、確保は膨大な手間と

費用を要する。このような状況を踏まえ現

在では、ストックされた iPS細胞を用いた

他家移植を主要戦略とする方向にシフトし

ている。この場合、移植細胞に対する免疫

拒絶反応の制御は、越えなければならない

重大なハードルとなる。 臓器移植に際し

ては免疫抑制剤が汎用されている現状とは

いえ、移植片の長期生着には HLA タイプ

の一致が重要であることは論を待たない。

データベース上には 2400 を大きく上回る

HLAハプロタイプが登録されており、これ

がさらに父方、母方由来の両アリルで発現

することを考えると、すべての HLA ハプ

ロタイプを網羅したストック iPS細胞の構

築がいかに困難であるかが理解できる。こ

の点を踏まえて、HLA遺伝子座ホモ接合ド

ナーから iPS細胞を樹立しストック化する

計画が発表されている。各ハプロタイプの

頻度を考慮しつつ、HLAホモ型のドナーを

用いることは理にかなっている。ホモ型で

は、多型が問題となる遺伝子座位が半分に

なるからである。頻度の高いハプロタイプ

のホモ型ドナーから順番に iPS細胞を樹立

した場合、樹立株数と、これによりカバー

される日本人ハプロタイプの割合を試算し

たグラフが以下に示すものである（図１）。

ここに見られるように、50株樹立でおよそ

65%、250 株樹立で 90%、ほぼ 100%とす

るには 1000株以上の iPS細胞が必要とい

う計算になる。また、希少なハプロタイプ

であればあるほど、ホモ型ドナーが見つか

りにくいという点も見逃すことのできない

重大な問題である。日本人において最も高

頻度のハプロタイプは(A*24:02, B*52:01, 

DRB1*15:02)であるが、これをホモで持つ

人の割合はおよそ 150人に一人である。頻

度20位のハプロタイプ(A*24:02, B*40:02, 

DRB1*15:02)では 53,000 人に一人となる

（図２）。図に示されるように、下順位にな

るほど頻度は飛躍的に少なくなり、500 位

では 830 万人、1000 位では１億人に一人

という計算になる。カバー率を向上させる

ためには、iPS 細部の樹立数を増やすだけ

ではなく、ドナーを探す手間も増大するこ

とになる。希少なハプロタイプを持つ患者

を除外する不公平はもとより望ましいこと

とはいえず、iPS 細胞という大きな技術革

新を国民全員で享受できるようにするため

には、様々な方向からのアプローチがなさ

れなければならない。 

 

 

 



２． 研究の目的 
 本研究では最新の遺伝子工学的手法

を用いて HLA 関連遺伝子座に改変を

施し、希少な HLA 型を持つ患者にも

適用できる「高汎用性 iPS細胞」を作

成する技術、および関連基盤技術の開

発と評価を行うことを目指した。 
 
３． 研究の方法 
 バクテリアの獲得免疫システムであ

る CRISPR/Cas9 システムは、極めて

効率よく、かつ安価に細胞のゲノム配

列を改変することのできる、画期的な

技術である。そこで HLA 遺伝子の一

部を CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編

集技術で破壊した iPS細胞を樹立を試

みるとともに NK細胞による攻撃に対

する in vitroの評価を行った。 

 
４．研究成果 

 HLA 分子は T 細胞の標的となる一方、

NK 細胞による攻撃を回避するためには、

HLA クラス I のすべてを破壊することは

望ましくない。一方、HLAの一部不一致が

T 細胞による拒絶反応を誘起して長期生着

の妨げとなるリスクも避けたい。そこで単

座 HLA遺伝子のみを破壊した iPS細胞の

樹立が有効と考えられた。HLA-A24 を含

むホモ型 iPS細胞からHLA-A24を欠失さ

せると、少なくとも従来より 15 倍のハプ

ロタイプに移植が適用できるようになる。

試算上は、50株の iPS細胞作成で日本人の

約 42%カバーにとどまるのに対し、単座欠

失 iPS細胞では同数で約80%の日本人をカ

バーできることとなる。 

 CRISPR/Cas9 によるゲノム編集は極め

て高効率であるが、欠失に成功した細胞の

選別は行わなければならない。2m欠損の

場合は pan-HLA class I抗体による染色・

フローサイトメーターによる分離で容易で

あったが、単座欠失細胞の場合、当該アロ

タイプを認識する優れた抗体が利用できな

いケースもあり得る。そこで、標的遺伝子

部位の相同組換えを起こした細胞を選択し、

選択後、不要配列を痕跡なく除去するシス

テ ム の 開 発 を 行 っ た 。 こ れ に は

PiggyBac(PB)システムが用いられた。

700-1000bp の arm に

pCAG-GFP-(IRES)-PuroR を挿入したコ

ンストラクトを持つ PB ベクターを作成、

CRISPR/Cas9 適用時に共存させ、薬剤選

択により相同組み換えを起こした細胞を選

択。続いてPB transposaseの導入により、

痕跡なく不要配列を除去した細胞を得るこ

とができた。 

 免疫抑制剤の進歩により、昨今では HLA

型の一致に拘泥せず臓器移植が行われる傾

向にある。しかし、HLA型の一致は明らか

に長期生着に有効で、移植後の QOL 維持

の観点からも、不要な拒絶反応の可能性は

あらかじめ除外することが望ましい。拒絶

反応の中心プレーヤーがT細胞であると考

えた場合には、2m欠損 iPS細胞は一定の

改善を約束するものと思われる。しかし、

この細胞はNK細胞による攻撃の標的とな

る可能性がある。現在これらのリスクは試

験管内の反応のみで評価せざるをえないが、

ヒト T細胞、NK細胞を完全に再現するヒ

ト化マウスの作成が行われれば、より生理

的な条件で評価をすることが可能となるで

あろう。このようなモデル動物の開発が、

今後の展開のために重要な方向性と考える。 
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