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研究要旨 

研究代表者らは、長年にわたり多能性幹細胞の医療応用に関連する組織適合性の問題に取組んできた。

今日、iPS細胞を用いた再生医療には大きな期待が寄せられ、ヒトのiPS細胞から様々な細胞を作製する

分化誘導技術があいついで報告されている。今後、これらの技術を実用化し医療への応用を進めていく

ためには、iPS細胞を基盤とする再生医療に伴う組織不適合と腫瘍化リスクの問題を解決する必要があ

る。 

 患者個別にiPS細胞を樹立し再生医療に用いることを想定すると、iPS細胞樹立と治療用細胞作成に長

い期間を必要とし、また、非常に高額の費用が必要となると予想される。また、移植細胞からの癌発生

のリスクも懸念されているところである。このような問題を解決し、iPS細胞を用いた再生医療の実用

化に資する目的で、HLAハプロタイプホモ接合iPS細胞の治療用細胞バンク（iPS細胞ストック）の構築

が進められている。迅速な治療用細胞の提供が可能であることや経済性から、iPS細胞ストック由来の

HLA適合アロiPS細胞を使用する方がより現実的であると見られている。しかしながら、iPS細胞ストッ

クには低頻度のHLAハプロタイプに関しては、確率的にホモ接合ドナーの確保が期待できない、という

問題が残されている。すなわち、日本人中約１０〜２０％の低頻度HLAハプロタイプ保持者に関しては、

iPS細胞ストックではカバーされないため、治療を受けることができないことが予想される。 

本研究では、以上のような、iPS細胞を用いた再生医療の実現化に向けて解決しなければならない問

題を解決することを目的としている。低頻度HLAハプロタイプ問題の解決法として、iPS細胞においてHLA

遺伝子あるいはHLA分子の細胞表面への発現に関与するHLA関連遺伝子を改変することにより、iPS細胞

ストックを補完するiPS細胞を作成する技術を開発する。また、iPS細胞由来の分化細胞を用いた再生医

療において懸念される腫瘍形成の問題に対処する目的で、未分化細胞に特異的に高発現するタンパク質

を標的抗原とする免疫療法を開発する。本年度の研究においては、研究の基盤となる遺伝的改変技術の

開発、および、マウスを用いた研究を実施するための実験条件の検討を行なった。 

 

研究分担者 

 

福田恵一  慶應義塾大学循環器内科 教授 
 

中面哲也  国立がん研究センター 
   東病院臨床開発センター 

      免疫療法開発分野 分野長 

 

関 倫久  慶應義塾大学循環器内科 助教 

 

岡田麻里奈 慶應義塾大学循環器内科 助教 

 

 

 

 

Ａ．研究目的 
iPS細胞を用いた再生医療には大きな期待が寄せ

られ、近年、国内外の数多くの研究者がこの分野

に参入している。その結果として、ヒトiPS細胞

から様々な細胞を作製する分化誘導技術が報告

されている。患者個別に樹立したiPS細胞を用い

る再生医療は、iPS細胞樹立と治療用細胞作成に

長い期間を必要とし、また、非常に高額の費用が

必要となると予想される。さらに、移植細胞から

の癌発生のリスクも考慮すると、事前に樹立され

たHLA適合アロiPS細胞を使用する方が現実的と

も考えられている。 

 現在、HLAハプロタイプのホモ接合のiPS細胞を

集積したiPS細胞ストックの構築が進められてい

る。しかしながら、日本人中約１０〜２０％の低



頻度HLAハプロタイプ保持者に関しては、iPS細胞

ストックでカバーしきれない可能性がある。すな

わち、低頻度HLAハプロタイプのみの保持者は、

iPS細胞ストックに由来する分化細胞組織を用い

た治療を受けることができないことが予想され

る。本研究では、以上のようなiPS細胞を用いた

細胞医療の実現化に向けて解決しなければなら

ない、組織不適合の問題を解決することを目的と

している。 

 低頻度HLAハプロタイプ問題の解決法として、

iPS細胞においてHLA遺伝子あるいはHLA分子の細

胞表面への発現に関与する遺伝子を改変するこ

とにより、iPS細胞ストックを補完するiPS細胞を

作成する技術を開発する。また、iPS細胞由来の

分化細胞を用いた再生医療において懸念される

腫瘍形成の問題に対処する目的で、未分化細胞に

特異的に高発現するタンパク質を標的抗原とす

る免疫療法を開発する。本年度の研究においては、

研究の基盤となる遺伝的改変技術の開発、および、

マウスを用いた研究の条件検討に重点をおいた。 

 

Ｂ．研究方法 

研究代表者の千住らの研究グループは、これまで

の研究において、iPS 細胞からミエロイド系血液

細胞を大量生産する技術（iPS-ML 技術）を開発

している。この方法は、ヒト iPS を分化誘導する

ことによりミエロイド系血液細胞(iPS-MC)を作

製するステップ、および、この iPS-MC にレンチ

ウイルスベクターを用いて細胞増殖因子（cMYC

および BMI1 など）を導入するステップからなる。

本研究では、iPS 細胞における HLA 遺伝子改変を

行なうことを最終目標としているが、iPS 細胞は

非常に脆弱であり、遺伝子改変技術を開発するに

あたり、この iPS-ML において HLA あるいは HLA

関連遺伝子の標的破壊を行なうことを当面の目

標とする。 

 本年度の研究では、レンチウイルスベクターを

用いて iPS-ML への遺伝子改変を行なう技術を開

発するべく検討を行った。レンチウイルスベクタ

ーは、293T 細胞への発現プラスミドベクター

（CSIIEF: 理化学研究所 三好浩之博士より分

与をうけたもの）および packaging プラスミドの

導入と超遠心法による細胞培養上清からのウイ

ルス回収により作製•濃縮した。作製したレンチ

ウイルスを直接 iPS-ML に感染させることにより、

遺伝子導入を行なった。 

 分担研究者の福田、関、岡田は、HLA 関連遺伝

子の標的破壊を行なった多能性幹細胞由来の分

化細胞による免疫拒絶の回避に関する研究を開

始した。本年度の研究においては、分化細胞への

組織不適合性に対する評価として、マウス心筋細

胞を用いた実験で評価を行った。まず、TAP 欠損

マウス多能性幹細胞が心筋細胞への分可能を含

む多分化能を有していることを in vitro, in 

vivo の分化実験で確認する。iPS 細胞または ES

細胞を、浮遊培養させ、胚葉体を作成することで

心筋細胞へ分化誘導する。分化誘導した心筋細胞

は各種心筋細胞マーカーを発現し、かつ電気生理

学的に機能的であることを確認する。分化誘導し

た心筋細胞を他系統マウスへ移植し、その生着性

を評価する。移植場所は心臓が望ましいが、生着

性の比較評価が困難である場合は体幹部への移

植を考慮する。移植後 1 週～12 週の範囲で、同

部を病理学的に評価し、心筋細胞の生着性、各種

免疫細胞の遊走を比較し、MHC によるアロ認識反

応を回避することによる移植細胞の生着性への

影響を評価する。 

 分担研究者の中面、関、岡田は、・未分化細胞抗

原を標的とする iPS 細胞再生医療における腫瘍拒

絶法の検討を開始した。iPS 細胞による再生医療に

おいて問題となる、未分化細胞の混入とがん化の問

題を解決するために、未分化細胞特異的抗原と CTL

エピトープの同定を行なった。標的抗原の候補とな

るタンパク質のアミノ酸配列から、ペプチド HLA 結

合予測システム（BIMAS）を用いて HLA-A02、HLA-A24

に結合が予測される 9-10 個のアミノ酸からなるヒ

トとマウスで共通の配列が存在する未分化細胞特

異的 CTL エピトープ候補ペプチドをピックアップ

して合成した。これらの候補ペプチドを用いて、ヒ

ト末梢血単核球を刺激し、あるいは、ヒト HLA 遺伝

子導入マウスに免疫して、誘導された CTL のペプチ

ド特異性を解析することにより、未分化細胞に対し

て特異的に傷害できる CTL を誘導可能なペプチド

を同定した。 

 

（倫理面への配慮） 

動物を用いる実験においては「動物愛護管理法」、

「実験動物の飼養及び保管並びに苦痛軽減に関

する基準」、「動物実験の適正な実施に向けたガイ

ドライン」、「厚生労働省の所轄する実施機関にお



ける動物実験等の実施に関する基本指針」を踏ま

え、各施設における動物取扱の取り決めを遵守し

て、事前に各施設における動物実験委員会承認を

得た後に行う。遺伝子組換え実験については、各

施設の遺伝子組換え実験委員会の承認後に実施

した。また、遺伝子改変動物の取り扱いついては

「カルタヘナ法」を順守し、各施設における動物

実験委員会および遺伝子組換え実験委員会の審

査を受けて実施した。熊本大学大学院生命科学研

究部、慶應大学医学部、および国立がん研究セン

ターでは、教育研究に関わる生命倫理ならびに安

全管理に関する問題を審議して、これらが適切に

遂行されるように、倫理審査委員会が設置され規

則が整備されている。本研究において、倫理審査

委員会の承認が必要な研究においては、各施設の

倫理審査委員会に研究計画書を提出して承認後

に行った。 

 

Ｃ．研究結果 

ヒト iPS 細胞由来のミエロイド細胞において、

レンチウイルスベクターによる遺伝子導入によ

り効率的に遺伝子改変を行ないその機能を修飾

する手法を確立した。さらに、Zinc Finger 

Nuclease を用いた遺伝子の標的破壊により、ヒ

トのiPS細胞あるいはヒトiPS細胞由来のミエロ

イド細胞において、特定の遺伝子を欠失させる手

法も確立した。 

TAP 欠損マウス ES 細胞とコントロールである

ES 細胞(E14)に対して共に hanging brop 法によ

り分化誘導を行ったところ、両者ともに胚葉体を

形成することを確認した。これらを浮遊培養の後

に接着培養へ切り替え、観察を続けたところ両者

ともに拍動する心筋細胞塊の出現を認めた。現在

実験系に用いる心筋細胞を得るためにより高効

率の誘導系の条件を検討中である。また、両者の

アロ移植における細胞の生着性を評価するため

に、両ES細胞をB6系統のマウスの皮下へ注射し、

奇形腫形成の有無を現在確認中である。 

 NIH の Stem Cell Database からマイクロアレイ

のデータを入手し、GeneSpring を用いて未分化

抗原の候補になる分子をリストアップした。具体

的には、OCT3/4、Nanog、NODAL、DGF3、LDN6 お

よび OR1D2 の 6 個の遺伝子であり、これらは、iPS

細胞に高発現し、かつ、正常な体細胞にはほとん

ど発現が認められないものである。まず、この中

から特に発現の差が顕著である OCT3/4 および

NANOG に関して、BIMAS(Bio Informatics and 

Molecular Analysis)を用いて CTL(細胞傷害性 T

細胞)による認識の標的となるエピトープペプチ

ドの探索を開始した。その結果に基づき、日本人

集団において高頻度に認められるHLAクラスIで

あるHLA-A*24:02あるいは02:01に対する結合ア

フィニティーが高いと予測されるペプチド 25 種

（OCT3/4由来13種、Nanog由来12種）に関して、

合成ペプチドを作成した。これらのペプチドを用

いて、ヒト末梢血単核球を刺激し、あるいは、ヒ

ト HLA 遺伝子導入マウスに免疫して、誘導された

CTL のペプチド特異性を解析しているが、今のと

ころ、ペプチド特異的な CTL を誘導できるペプチ

ドの同定には至っていない。 

 

 

Ｄ．考察 

 研究代表者らは、以前の研究において Zinc 

Finger Nuclease を用いた遺伝子の標的破壊によ

り、ヒトの iPS 細胞において TAP2 遺伝子を標的

破壊できることを示している。本年度の研究結果

により、Zinc Finger Nuclease を用いることに

より分化細胞である iPS-ML においても遺伝子の

標的破壊が可能であるということが示された。こ

の結果は、今後の、HLA 関連遺伝子の遺伝子改変

技術を開発していく上で、重要な意味を有する成

果であると考えている。 

 TAP 欠損マウス ES 細胞とコントロールである

ES 細胞(E14)ともに in vitro において従来の心

筋分化誘導系である hanging drop 法が応用可能

であることが確認された。TAP を欠損させた細胞

株においても、in vitro の分化系により機能的

な心筋細胞を作製可能であることが確認された。

今後、現在の培養系をもとにしてさらなる高効率

の系の確立を試みる。また、そののちにアロ移植

の実験系における生着性の評価を行う予定であ

る。 

自己 iPS 細胞を作成し再生医療を実施する手

法は、組織不適合性問題を解決するという観点か

らは理想的である。しかしながら、移植細胞から

腫瘍が発生した場合に、組織不適合による安全機

構が働かないため、この点から考えるとむしろ危

険性が高いとも言える。問題となる未分化細胞の

混入とがん化の問題を解決するために、未分化細



胞特異的抗原と CTL エピトープの同定を試みて

いる。候補ペプチドを合成して、未分化細胞に対

して特異的に傷害できる CTL の誘導を試みてい

るが、今のところ有望な CTL エピトープの同定に

は至っていない。候補抗原・ペプチドの種類を増

やしてさらなる検討を行う。 

 

Ｅ．結論 

iPS細胞に由来するミエロイド系血液細胞の大量

生産技術を確立し、レンチウイルスベクターを用

いて遺伝子導入を行なえることを確認した。 

 TAP 欠損マウス ES 細胞は in vitro で機能的な

心筋細胞に分化可能であり、分化細胞の組織不適

合性評価の実験系に応用可能である可能性が示

唆された。 

 iPS細胞を用いた再生医療後の悪性腫瘍の発生

を未然に防ぐ方法として、未分化細胞において発

現レベルの高いタンパク質を標的抗原として選

択した。そして、それらのタンパク質に由来し

HLA-A*24*02に結合する構造モチーフを有するペ

プチドのワクチンとしての効果の検討を開始し

た。今後は、候補抗原・ペプチドの種類を増やして

さらなる検討を行う必要がある。 
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