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研究成果の概要（和文）：コロナ禍は本研究に大きな影響を与えた。しかし、それがわれわれが持つ歯髄細胞ス
トックの活用に繋がる、新しいトレーサビリティシステムの開発に繋がった。大学発スタートアップ起業にもつ
ながり、ブロックチェーンを使った医療用トレーサビリティシステムとして注目を集めている。特定のHLA領域
をターゲットにしたゲノム編集についても、特許等の問題が少なく低コストなzinc finger nucleaseの高い特異
性と切断活性の有用性を再発見することができた。これらの成果は総説として発表、ならびに論文準備中であ
る。

研究成果の概要（英文）：COVID-19 cast a significantly negative impact on this research. However, we 
already had a large stock of dental pulp cells derived from wisdom teeth, that could be used for our
 research in place of deciduous teeth we planed at initial stage. The shortage of new tooth 
collection lead us to construct a traceability system based on a blockchain technology. We also 
built a startup company, Shizui Laboratory Co., Ltd., and the new blockchain based-system applicable
 for medical application is attracting a large attention. We also found that traditional zinc finger
 nuclease (ZFN) is superior to novel CRISPR/dCas9-BE3　system for HLA locus specific genome editing.
 The activity and specificity of ZFN was remarkably high and will be used for HLA genome editing. We
 have published one review article and a preparing another paper to be published. 

研究分野：再生医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
現在再生医療技術を用いた治療が、自家移植から他家細胞移植にシフトしつつある。われわれは、少数の細胞ラ
インで多くの患者に適合するiPS細胞ストック構築に寄与できる２つの研究成果をあげることができた。ひとつ
は、zinc finger nucleaseによるゲノム編集が特異性と活性の双方で優れた性質を持つことの再確認。もうひと
つは、ゲノム編集を含めたトレーサビリティ情報を記録するシステムをブロックチェーン技術を用いて構築でき
たことである。ブロックチェーンは生成型AIとともに、近年注目されている技術であり、個人情報等の厳格な管
理が必要な医療分野での活用が期待されている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
現在の再生医療の問
題は、同種移植（他家移
植）を前提とした細胞供
給システムが十分に機
能しておらず、自家移植
という非常にコスト高
な方法に偏っているこ
とである。そのため、１
ラインで多くの患者に
適合して、移植拒絶を受
けにくい iPS 細胞スト
ックやユニバーサル
ES/iPS 細胞の作製な
ど、少数の細胞ラインを多くの患者に移植するための試みがなされている。 
これまでわれわれは、同じ HLA ハプロタイプを持つ両親から 25%の確率で産まれてくる
HLA ハプロタイプホモ（HHH）ドナー収集を中心に研究を進めてきた。統計的には日本人の
約 1％が、HHHドナーとなる。iPS 細胞研究財団では、骨髄バンク、臍帯血バンク、日本赤十
字社の協力のもと、日本人人口カバー率 50%以上を達成する iPS 細胞ストックプロジェクトが
進行中である。臨床サイドでは、実際にHHH-iPS 細胞由来の網膜色素上皮が患者に移植され、
パーキンソン病に対する細胞移植臨床研究も開始された。しかし、この先 50%を超える高い人
口カバー率を達成していくには、これまでよりもはるかに多くの数のドナーをスクリーニング
しなければならないことが分かっている。 
われわれは、18 年間の歯髄細胞ならびに iPS 細胞研究の経験から、日本人人口の 96%以上を
カバーできる他家移植用の iPS 細胞ストックをゲノム編集技術によって構築し、それを安全に
供給するためのブロックチェーンをベースしにたトレーサビリティシステムが必要と考えて、
研究を続けてきた（図）。 
 
 
２．研究の目的 
 
日本骨髄バンクの HLA データベースから試算したところ、700 人のドナーを集めれば 100
種類以上の HLA ハプロタイプを持つ細胞が収集できることがわかった。われわれは、これら
の細胞の一方のHLAハプロタイプを不活化した擬似的なHHH細胞（HLA ヘミ細胞）を作り
出せば、iPS 細胞ストックの人口カバー率は 96%を超えると予想した。また世界に目を向けれ
ば、異なる人種ごとに 0.1%以上の出現頻度を持つ HLA ハプロタイプについて HLA ヘミ細胞
を作り出せば、世界人口の 7 割以上をカバー可能な世界規模の iPS 細胞ストックが構築でき
る。これは倫理的問題や、免疫抑制剤が必要ない、理想的な細胞移植医療を実現する画期的な
打開策であると考えられる。さらにわれわれは、供給が限られる血液や智歯と比較して、供給
が安定しており、同じドナーから複数回得られる医療廃棄物である乳歯にも着目している。本



研究においては、他家細胞移植医療の普及を目的として、Zinc Finger Nuclease (ZFN)と最新
のCRISPR/dCas9-BE3（ゲノム切断しない塩基編集酵素）による、特定のHLA遺伝子のノッ
クアウト効率を比較し、特異性が高く効率の良い HLA ゲノム編集ツールを探索した。また、
その工程を含めたトレーサビリティ情報を恒久的かつ施設横断的に共有できるブロックチェ
ーンシステムを開発した。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 乳歯細胞の採取とHLA検査 
今回、岡山大学（共同研究者：上岡寛）で得られる乳歯や唾液からDNAを抽出して、ゲノ
ム編集に適したHLA型を持つドナーをスクリーニングしようと試みた。乳歯は複数回の入手
機会があり、必要なHLA 型を持つドナーを施設横断的に追跡できるトレーサビリティシステ
ムがあれば、たとえ別の医療機関であっても次回の乳歯抜歯時に細胞を採取できる。今回は、
コロナ禍下でドナー確保が困難だったため、トレーサビリティシステム構築を中心に研究を
おこなった。 
(2) 最新のゲノム編集技術の導入と ZFNとの比較 
永久歯由来歯髄細胞に、CRISPR/dCas9-BE3 システム（文献①）を導入してHLAヘミ細胞
作製をこころみた。CRISPRdCas9-BE3 は DNA 切断活性を持たない dCas9 と、塩基置換活
性を持つ酵素（Base Editor, BE）を融合させ、ターゲット遺伝子を切断することなく、塩基の
変異を導入できる技術である。一方比較対照として、従来からわれわれが設計してきたHLA-
A*02 特異的 ZFN を用いて同じ細胞を用いてゲノム編集をおこない、ゲノム配列解析によっ
てオフターゲット変異の部位や頻度を詳細に調べた。 
(3) 細胞の移送・培養・ゲノム編集に関するトレーサビリティの実現 
共同研究先企業と協力して、最新の Symbol ブロックチェーン技術を使った細胞トレーサビ
リティシステム「ShizuiNet」を構築しサーバーを立ち上げた。パブリックブロックチェーン
を用いることによって施設間での情報共有ができ、細胞凍結保存等の正確な記録も恒久的に
残すことができるようにシステム設計した。細胞 ID を個人情報を完全に切り離した上で公
開すれば、政府機関等の第三者による検証も可能になるため、情報保護に配慮したうえでで
きるだけ情報がオープンになるよう設計した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 研究開始直後より、新型コロナ感染症の広がりによって岡山大学病院での歯科診療が大
きな制限を受けた。ドナーとなるはずの小児の受診がほぼなくなり、同意を得て乳歯を採取
しても感染拡大のリスクが高いため、乳歯の収集や輸送を諦めざるを得なかった。細胞移送
を記録するためのデバイスも、学外者の出入りが大きく制限を受けたため、施設をまたいで
のテストはほぼ不可能な状態が続いた。そのため、岐阜大学が保有する 300 人分の歯髄細
胞ストックにユニークな IDを付与し、細胞凍結保存容器内での位置情報とともにブロック
チェーンに記録するデバイスを開発し、シミュレーションによる PoC を進めた。また、世
界中の研究者が利用できるように、48 ドナー分の歯髄細胞を理化学研究所バイオリソース
研究センターに寄託し、配布が始まっている。 
(2) ZFN と CRISPR/dCas9-BE3 を比較検討した結果、ZFN が高いノックアウト効率を示し



たのに対して、CRISPR/dCas9-BE3 では目的のノックアウト細胞をまったく得ることがで
きなかった。gRNA の設計を変えても結果は同じで、少なくとも HLA-A*02 遺伝子をター
ゲットとした場合の編集効率は、ZFN の方が大きく勝っていると考えられた。ゲノム編集
後、HLA-A*02 陰性画分をソーティングによって純度 97%まで高め、ゲノム解析をおこな
ったところ、HLA-A*02 領域に集中的に変異が見つかった。ターゲットサイト上流の約
200̃300bp の範囲で遺伝子が読めない領域が現れ、今回用いた ZFN の変異導入活性と特
異性の高さが示唆された。しかし、HLA-A*02と似た配列を持つ偽遺伝子HLA-H*01にも、
類似の欠失領域が見つかった。PCRを用いた塩基配列解析では、HLA-A と HLA-Hが融合
したと考えられる配列も発見された。 
以上のことから、HLA-A*02 の特定の領域に対しては、CRISPR/dCas9-BE3 の変異導入活
性は ZFN に比べて大きく劣っており、認識配列の短さから特異的な gRNA 設計も難しく、
本目的には使用できないとわかった。さらに、認識配列が長く活性と特異性の高い ZFNで
あっても、偽遺伝子の類似配列にオフターゲット変異が導入されていた。最新のリファレン
ス配列として用いられるヒトゲノム配列データも、偽遺伝子やHLA遺伝子の高い多型性に
ついてはまだ十分に網羅できておらず、特定のHLA アリルに高い特異性を持つゲノム編集
技術の開発には、歯髄細胞や iPS 細胞を用いたさら
なる技術革新が必要であろう。 
(3) 新規の乳歯細胞の供給が絶たれたため、われわれ
が保有する永久歯歯髄細胞ストックと iPS細胞につ
いて棚卸し整理をおこなった。その一部は、理化学
研究所バイオリソース研究センターに寄託し、配布
も始まっている。細胞培養プロトコールの標準化
や、高い精度で細胞の移動、培養、保管、遺伝子導
入などを記録する、新しいトレーサビリティ技術の
開発を進め、ベンチトップでのバーコード読み取り
のみで正確かつ証明性を提供できる記録システム
を目指した。産学官連携推進本部の協力で、ブロッ
クチェーンを取り扱う大学発スタートアップしず
い細胞研究所（代表：手塚建一）を立ち上げ、地元企業である 4D Pocket 社と共同で、細
胞凍結チューブなどにつけられたバーコードを読み取って、ブロックチェーンに記録する
デバイス「CellPi」を開発した（写真）。さらに、ブロックチェーン企業テックピューロ社
との共同研究で、データを取りまとめるサーバーを中心としたブロックチェーンデータベ
ースシステム「ShizuiNet」を Symbol ブロックチェーン上に構築した（文献②）。ブロック
チェーンを用いた精度の高い医療用トレーサビリティ事例は国内外でも注目を集め始めて
おり、新聞やネット媒体で取り上げられた。さらに、医療用大麻や米、自然薯などの農産物
トレーサビリティに関する共同研究も開始している。 
 今回、コロナ禍は本研究に大きな影響を与えた。しかし、それがわれわれが持つ歯髄細胞
ストックの活用に繋がり、新しいトレーサビリティシステムが完成した。ゲノム編集につい
ても、必ずしも新しい技術が全ての局面で優れているとは限らず、特許が切れ枯れた技術で
ある ZFNの高い特異性と切断活性の有用性を再発見することができた。トレーサビリティ
の概要は総説（文献③）にまとめ、ZFNによるHLA 領域への特異的変異導入についても論
文準備中である。 
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