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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
同種（他家）iPS細胞を用いる再生医療においては、移植した細胞や組織がレシピエントの免疫系に

より異物として認識され拒絶される、すなわち組織不適合が大きな問題となる。免疫機序に起因す

る拒絶を回避するために、通常、免疫抑制剤の使用が必要となるが、免疫抑制剤の使用は、場合によ

っては致死的ともなる免疫不全状態をもたらすこともありうる。本研究では、iPS細胞の医療応用に

伴う組織不適合に関連する問題を解決し、iPS細胞による再生医療を実用化することを目的としてい

る。本研究グループでは、この問題に対処する目的で、HLAあるいは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細胞を作成するという解決法を検討している。 

ZFN、TALEN、あるいはCRISPRなどのゲノム編集技術は、現在、様々な哺乳動物細胞において

遺伝子改変に利用されている。本研究グループでは、以前に、ZFN技術を利用してTAP(Transporter 

associated with Antigen Presentation)を欠損するヒトiPS細胞の作成を行っている。TAPは、TAP

１とTAP２分子から構成され、MHCクラスIに結合して提示されるペプチドを供給するペプチドトラン

スポーターである。TAPを欠損した細胞では、細胞表面上のMHCクラスIの発現レベルが低下し、さら

に、提示されるペプチドの多様性が非常に小さくなる。この結果として、アロMHCクラスIを認識し移

植細胞の拒絶に関与するCD8陽性T細胞の数が非常に少なくなり、拒絶反応を減弱させられると予想

される。多能性幹細胞におけるMHCクラスIの拒絶免疫誘導機能を低下させるモデルとして、TAP欠損

ES細胞をアロ系統のマウスへ移植する実験系の構築を行っている。本年度の研究においては、TAP欠

損ES細胞株を用いた心筋細胞の移植拒絶反応回避による細胞生着の評価系を構築するべく、129系マ

ウスより作製されたTAP欠損ES細胞およびコントロールとなるWTのES細胞を用いて心筋分化誘導の

条件検討を行った。hanging drop法を経て接着系へと条件を変えることでES細胞から心筋細胞を作

成する誘導法を開発していたが、さらに、心筋細胞移植に必要な大量の細胞を作成する分化誘導系

を確立するため、新たな接着培養系を用いた心筋細胞誘導系を確立した。また、129系マウスより作

製されたTAP欠損ES細胞およびコントロールとなるWTのES細胞へレンチウイルスを用いた遺伝子導

入およびクローニングを行い、ルシフェラーゼおよびGFP発現株を作製している。 

 本研究においては、ヒトiPS細胞に対して、CRISPR方を用いたゲノム編集により、HLAそのも

のの遺伝子改変を行う手法の開発も行っている。移植細胞上からMHCクラスIを欠損させることによ

り、アロMHCに特異性を有するCD8陽性T細胞による反応を減弱させ、拒絶を回避できる。 

 iPS細胞を用いる再生医療における重要課題として、さらに、造腫瘍性の問題がある。移植

される最終製品に未分化な細胞が混入した場合に、がん化の原因になりうると考えられる。本研究

グループでは、本年度の研究において、未分化細胞に特異的なT細胞による免疫応答を惹起するため

の標的抗原の同定を行った。この抗原を用いることにより、ワクチン法あるいはT細胞移入による養

子免疫法により、再生医療に伴う造腫瘍性の課題を解決できる可能性がある。 
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A major hurdle in regenerative medicine with allogenic iPS cells is rejection of 
transplanted iPS cell-derived cells or tissues by immune system of the recipients, i. e. the 
issue of histoincompatibility. To avoid rejection, use of immune-suppressive drugs may 
be necessary and this can cause immunosuppression sometimes fatal for the patients. 
This project is aiming at resolution of the issue of histo-incompatibility in iPS cell-based 
regenerative medicine, and intends to provide critical technical basis for application of 
iPS cells to clinical medicine. We have been approaching this issue by modification of 
HLA or HLA-associated genes.  

Genome-editing technologies, such as ZFN, TALEN, and CRISPR, have been 
widely applied for modification of genes of mammalian cells. We have previously 
established TAP-deficient human iPS cell clones by using ZFN technology. TAP 
(Transporter associated with Antigen Presentation), responsible for supply of antigenic 
peptides (T cell epitopes) to be presented by MHC class I, is a heterodimer composed of 
TAP1 and TAP2. In TAP-deficient cells, level of cell surface expression of MHC class I is 
decreased and the diversity of the presented peptides is tremendously reduced. 
Reduction of diversity of antigenic peptides results in decrease of number of CD8+ T cells 
reactive to allogeneic MHC class I that participate in attack of transplanted cells. In this 
project, we are trying to evaluate the feasibility to avoid rejection of transplanted tissues 
by TAP-deficiency. For this purpose, we established a novel experimental system for 
induction of differentiation of mouse and human pluripotent stem cells into 
cardiomyocytes.    

We have also developed a method to generate HLA class I-deficient human iPS 
cells by using CRISPR technology. Deficiency of MHC class I of transplanted cells or 
tissues dramatically decrease the responsiveness of CD8+ cytotoxic T cells against 
allogeneic MHC class I.  

Another critical issue related to iPS cell-based regenerative medicine is 
development of cancer from transplanted cells. Contamination of undifferentiated cells 
in the final products is one of the causes of this problem. In order to solve this problem, 
we have developed a method to exclude contaminated undifferentiated cells by applying 
technology of cancer immunotherapy. We have been trying to identify candidate of target 
antigens that is specifically expressed in undifferentiated cells and immunogenicity to 
induce response of T cells. As a result, we have identified one protein expectedly very 
useful for vaccination therapy or adoptive T cell therapy.    
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