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研究成果の概要（和文）：HLAクラスIの違いに起因する拒絶反応よって起こる血小板輸血不応症への対応手段と
して、我々はHLAクラスI欠失iPS細胞由来血小板を開発した。本研究では、HLAクラスI欠失iPS血小板とその元と
なるHLAクラスI欠失巨核球株imMKCLを用いた、インビトロNK細胞共培養解析、NK細胞再構成ヒト化マウスを用い
た移植検証、細胞動態ライブイメージング解析、プロテオミクス解析を行った。これらの解析により、HLAクラ
スI欠失iPS血小板の免疫逃避性を再確認するとともに、免疫抑制分子であるTGF-βがこの血小板のNK細胞に対す
る免疫逃避性に寄与することを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：To overcome platelet transfusion refractoriness caused by rejection due to 
HLA class I incompatibility, we developed HLA class I-deficient iPS cell-derived platelets. In this 
study, we performed in vitro NK cell co-culture analysis, transplantation verification using NK 
cell-reconstituted humanized mice, live imaging analysis of cell kinetics, and proteomic analysis 
using HLA class I-deficient iPS platelets and their source, the HLA class I-deficient megakaryocytic
 line (imMKCL). These studies confirmed the immune evasiveness of HLA class I-deficient iPS 
platelets against NK cells, and also suggested that the immunosuppressive molecule TGF-β 
contributes to this unique characteristic.

研究分野：血液学、免疫学、再生医療学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
血小板は、赤血球輸血や骨髄移植、臓器移植と異なり、適合性を考慮しなくとも他者に輸血が可能という特異的
な免疫性質を有する。そのメカニズムはこれまで不詳であったが、本研究はその一端を解明することに貢献す
る。この様な血小板の特徴は、血小板増加をしばしば引き起こすことのある、がんが免疫システムの攻撃を逃れ
ていることに関与している可能性も考えうる。
本研究で示された血小板の免疫を逃れる性質とそのメカニズムは、その応用によって輸血や移植医療の免疫的な
バリアーの克服を一歩進める一方、抑制的に制御することによってがんに対する新たな治療法の開発につながる
可能性がある。

※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 

血小板は血管統合性の維持に必須な血球成分であり、血小板が高度に減少した場合は、脳出

血などの出血に対する予防・治療として血小板輸血が行われる。血小板は免疫原性が低く、通

常は混入する血漿成分による抗 A抗体、抗 B抗体を念頭に ABO型のみ一致したランダム製剤
が投与される。しかしながら、血小板輸血や妊娠を契機に血小板に発現する主に HLA クラス
I（HLA-I）に対する同種抗体が産生されることにより、輸血血小板が拒絶される事が約 5-15％
ある。このような血小板輸血不応症では適合血小板の輸血が必要だが、稀な型や緊急時には供

給不足リスクが高いため、ユニバーサル製剤としての HLA-I 欠失血小板の臨床応用が期待さ
れている。そこで申請者らは、過去に確立した、iPS細胞から樹立する不死化巨核球前駆細胞
株 imMKCLを経由して血小板製剤（iPS血小板）を製造する技術（Nakamura et al, Cell Stem 
Cell 2014）をベースに、遺伝子編集によりHLA-Iの発現を欠失させたユニバーサル血小板を
作出した。 

HLA-I を欠失した細胞は NK 細胞に攻撃されることが知られていることから、NK 細胞に
対する免疫原性の検証を行なったところ、HLA欠失 iPS血小板は NK細胞の攻撃活性を惹起
しないことを見出した。さらにヒト生体内に極めて近い状態を持つNK細胞再構成ヒト化マウ
スを用いて、HLA-I欠失 iPS血小板が野生型と同等に循環することを確認した（Suzuki et al, 
Stem Cell Rep, 2020）。以上のことから、血小板に対するNK細胞に対する免疫原性が低いこ
とが実証されたが、そのメカニズムは不詳であった。 

 
２．研究の目的 
本研究は、HLA-I欠失 iPS血小板を用いることにより、ヒト血小板の NK細胞に対する免疫逃
避のメカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) HLA-I 欠失 iPS 血小板と HLA-I 欠失 imMKCL の NK 細胞に対する免疫原性のインビト

ロ比較検証：iPS 血小板と imMKCL それぞれの、HLA-I 欠失型および野生型を用いて、
NK細胞と共培養を行なって、NK細胞の殺細胞活性マーカーである CD107等の発現をフ
ローサイトメーターで解析する。 
 

(2) HLA-I 欠失 iPS 血小板と HLA-I 欠失 imMKCL の NK 細胞に対する免疫原性の動物モデ
ル検証：MSTRG マウスまたは NSG-SGM マウスにヒト臍帯血由来造血幹細胞を移入し、

ヒト血球の生着後、ヒト IL-15/IL-15Rαを投与してヒト NK細胞を十分に再構成したマウ
ス（NK 細胞再構成ヒト化マウス）をまず準備する。ついで、野生型の細胞と、比較する
HLA-I 欠失型などの細胞をそれぞれを標識して混ぜて、肺や脾臓での生存をフローサイト
メーターを用いて解析する。投与する細胞は、i) iPS 細胞由来造血前駆細胞（iHPC; 野生
型、HLA-I欠失型、HLA-AB欠失型）、ii) imMKCL（野生型とHLA-I欠失型、および K562
細胞）、iii) iPS細胞由来 T細胞（野生型とHLA-I欠失型）の 3種類。 
 

(3) プロテオミクス解析：iPS血小板、imMKCL、赤血球、iPS細胞由来赤芽球株のマス・スペ
クトロメトリー解析を行い、この 4 者の発現タンパクの違いから、NK 細胞免疫に寄与し
得る細胞表面発現分子の候補をリストアップする。 
 

(4) 細胞動態ライブ解析： 
HLA-I 欠失型および野生型の iPS血小板と imMKCLが、NK細胞とどの様な接触容態を
ビトロで示すかタイム・ラプス・イメージング顕微鏡を用いて観察する。その動態により、

HLA-I欠失 iPS血小板がNK細胞と接触しないのか、接触しても活性化させないか、とい
った情報を取得する。 

 



 
４．研究成果 
(1) NK細胞とのインビトロ培養後のフローサイトメリー解析の結果、iPS血小板は HLA-Iの

発現の有無によらずNK細胞の CD107の発現を誘導しなかったが、HLA-I欠失 imMKCL
は野生型に比較して NK 細胞の CD107 の発現を促進した。また iPS 血小板との接触前後
のNK細胞の変化を見ると、imMKCLとの接触ごと比較して、免疫チェックポイント分子
が発現上昇することが判明した。このことは、HLA-I欠失 imMKCLは、HLA-IのNK細
胞活性化抑制作用の欠落により、NK 細胞のサツ細胞活性を惹起するのに対し、HLA-I 欠
失血小板は、免疫チェックポイントリガンドなどを介して NK 細胞の活性化を抑制するこ
とを示唆した。 

 
(2) NK細胞再構成ヒト化マウスの結果 
１.  MSTRGマウスに、iHPC（野生型、HLA-I欠失型、HLA-AB欠失型）または imMKCL

（野生型と HLA-I 欠失型、および K562 細胞）を投与し、肺を解析したところ、HLA-I
欠失型 iHPCと imMKCL、K562細胞はNK細胞の量依存的に排除された一方、HLA-C
を残した HLA-AB欠損 iHPCは野生型と同等の生存を示した。このことは、このマウス
モデルのヒトNK細胞の活性を正確に反映するとともに、HLA-Cを残すことにより、NK
細胞免疫から逃避可能なことをビボで証明した。 

 
２.  NSG-SGM3 マウスに、imMKCL(野生型と HLA-I 欠失型)または iPS 細胞由来 T 細胞

（野生型と HLA-I欠失型）を投与したところ、前者は投与 1日後、後者は 1日後および
3 日後で、欠失型の肺での生存が優位に少なかった。このことは、このマウスモデルが、
異なる種でもヒト NK細胞の活性が同様に見られることを示すとともに、imMKCLは T

Fig. 1. hu-MSTRG mice reject HLA-KO hiPSC-derived cells but not HLA-C-retaining iHPCs depending on human NK cells
A. Experimental design of the hiPSC-derived cell rejection assay in hu-NK-MSTRG mice.
B. Reconstitution of human immune cells in hu-NK-MSTRG mice. Chimerism within CD45þ hematopoietic cells, myeloid cells, B cells, T cells and NK cells, including subsets at the
time of hiPSC-derived cell infusion, for male (M) and female (F) mice is shown.
C. Correlation between the human NK cell reconstitution and rejection of HLA class IeKO imMKCLs and K562 cells relative to WT imMKCLs in the lung.
D. Correlation between the human NK cell reconstitution and rejection of HLA class IeKO and HLA-C-retaining iHPCs relative to WT iHPCs in the lung.
Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney test or unpaired two-tailed t-test for two-group comparisons and a simple linear regression with 95% confidence
intervals (ns: not significant, *p < 0.05, ****p < 0.00001). Each circle represents one mouse; data are from 3 independent experiments for iHPCs and 2 independent experiments for
imMKCLs and K562. i.v., intravenous injection; i.p., intraperitoneal injection.
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細胞と同様にHLA-Iの欠失によりNK細胞に拒絶されることを証明した。 

 
(3) プロテオミクス解析の結果、iPS血小板は、imMKCLに比較して、複数の免疫抑制分子の

発現が高い一方、免疫活性化分子の発現は低かった。中でも TGF-β関連タンパク群の発現
が高かった。そして、発現解析を行うと、全 TGF-βの発現は iPS血小板と imMKCLで同
等ながら、活性型 TGF-βやの発現は iPS血小板で高かった。 

 
 

 
 
 
 

 
(4) 細胞動態ライブ解析では、NK 細胞は、HLA-I 欠失 imMKCL と接触すると攻撃して細胞

融解を引き起こす一方、HLA-I 欠失 iPS 血小板とは接触はするものの、短時間で終わり、
iPS血小板には細胞融解は生じなかった。つまり、iPS血小板と接触は起こるが、持続的な
細胞接着と細胞融解作用は起こらなかった。 

the rejection of HLA class I-depleted cells derived from hiPSCs,
particularly in the lung on the day after the infusion. At the same
time, the rejection of HLA-KO hiPSC-derived cells in hu-NK mice
was shown with imMKCLs and hiPSC-derived T cells.

4. Discussion

The main goal of this study was to evaluate if our endogenous
human NK cells reconstitution strategy is suitable to model the
“missing self” immunity against HLA class I-edited hiPSC-derived
cells. Recently developed immunodeficient mouse strains with
the transgenic expression of human cytokines, such as MSTRG and
NSGS, have enhanced the reconstitution of human hematopoietic

cells upon hHSC transplantation. The transgenic expression of hu-
man M-CSF and GM-CSF enhances the reconstitution of human
myeloid cells, which present hIL-15/hIL-15Rɑ complex on the
cellular membrane to b and g subunits of hIL-15 receptor on NK
cells to support the expansion of NK cells. However, while MISTRG
mice, which have additional human IL-3 and GM-CSF transgenes
compared with MSTRG, were reported to highly reconstitute hu-
man NK cells [11,19], MSTRG mice did not show this reconstitution.
However, by treatingMSTRGmicewith or without hIL-15/hIL-15Ra,
we were able to reconstitute varying levels of human NK cells,
thereby to observe the correlation of human NK cell reconstitution
and the rejection of HLA-KO cells. A similar observation was made
with NSGS mice, which harbor human IL-3 and GM-CSF transgenes

Fig. 3. Hu-NSGS mice reject HLA-KO hiPSC-derived cells depending on human NK cell reconstitution.
A. Experimental design of the hiPSC-derived cell rejection assay in the hu-NSGS model.
B. Correlation between the human NK cell reconstitution and rejection of HLA-KO imMKCLs in the lung.
C. Correlation between the human NK cell reconstitution and rejection of HLA-KO hiPSC-T cells in the lung.
Statistical analyses were performed with a simple linear regression and 95% confidence intervals. Each circle represents one mouse.
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以上の結果から、HLA-I 欠失 imMKCL はビトロでもビボでも NK 細胞免疫を免れないのに
対し、HLA-I欠失 iPS血小板はNK細胞免疫を逃避することが確実に確認された。このことは、
HLA-I 欠失 iPS 血小板の安全性と有効性を担保する基礎データとなる。この免疫逃避性には複
数の分子メカニズムが寄与しうるデータが得られたが、中でも TGF-βが重要であると示唆され
た。 
本研究の成果は、血液免疫学、特に多様な免疫病態に関与する血小板の作用メカニズムに新知

見をもたらす。例えば、がんは血小板増加をしばしば引き起こすが、がんが免疫システムの攻撃

を逃れていることに血小板が関与している可能性も考えうる。このような血小板の免疫を逃れ

る性質は、その応用によって輸血や移植医療の免疫的なバリアーの克服を一歩進める一方、抑制

的に制御することによってがんに対する新たな治療法の開発につながる可能性がある。また構

築したNK細胞再構成ヒト化マウスは再生医療の実用化にあたっての非臨床試験に有用となる。 
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