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臨床用HLAゲノム編集iPS細胞株の製造と技術的課題

京都大学iPS細胞研究財団
塚原 正義

筆頭演者は、過去１年間（1月～12月）において、
本演題の発表に関して開示すべきCOIはありません。

利益相反開示
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iPS細胞ストック

HLAホモ

自家移植

マイiPS細胞

ゲノム編集

HLA破壊
iPS細胞ストック

日本人の40％
をカバー

日本人残り60％
世界の大半

2020年～

2025年～

患者さん自身の
iPS細胞

2015年～

7ドナー
27株
臨床用
研究用

臨床用iPS細胞：３つの戦略
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研究用/臨床用ゲノム編集株の作製

臨床用HLAゲノム編集株

• 製造手順の確立
• QC試験
• スクリーニング手順・頻度
• 技術課題の洗い出し

• HLA-A/B/CⅡTA

研究用のHLAゲノム編集

CiRA堀田先生の技術（Xu et.al., Cell Stem Cell, 2019）
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研究用/臨床用ゲノム編集株の作製

日本人第1位のHLA型ホモドナー由来iPS細胞

QHJI（末梢血）研究用株
・Ff-I01s04
・Ff-I14s04

YZWJ（臍帯血）研究用株
・Ff-WJs513
・Ff-WJs524

B C A

CⅡTA

６番

16番

HLA-A24・・・
HLA-B52・・・
HLA-C12

CⅡTA HLA Class2

共通のgRNA
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ゲノム編集株の作製手順

3遺伝子を順番に編集
〇 確実
× 継代数増加

同時に編集
× 変異リスク
◎ 継代数最小

Illustration by M.Todani, CiRA
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iPS細胞凍結バイアル解凍

拡大培養

エレクトロポーレーション

クローン化

スクリーニング

合格株

2種のgRNA/Cas9タンパク質

限界希釈、目視確認

ゲノム編集株の作製手順

HLA-A24
HLA-B52
CⅡTA

共通

QC試験

1cell/well
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スクリーニング：FCM

FCM解析
(HLA-A-/C+)

SangerSeq

分化能評価
(心筋)

HLA-A 編集効率：73%

編集前 編集後

核型解析

全ゲノム解析

研究用株：Ff-I14s04
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スクリーニング：Sanger Sequencing

HLA-Aターゲット部位：一塩基挿入/一塩基欠損

ゲノム編集・前

ゲノム編集・後



CiRA Foundation│第21回日本再生医療学会総会│ 10

スクリーニング：核型解析

B C A

CⅡTA

６番

16番
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スクリーニング：Optical Genome Mapping
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TroponinT陽性率で判定

スクリーニング：心筋分化誘導

ゲノム編集78%

87%

55%

心筋誘導法:
Funakoshi S. et al, 2016
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研究用株スクリーニング結果：まとめ

FCM解析
(HLA-A-/C+)

SangerSeq

分化能評価
(心筋)

73%

核型解析

全ゲノム解析

60%

77%

30%

48%

合格率5%

60株をスクリーニング
→ 3株

臨床株製造
・ 同等以上の製造数
・ スクリーニング数
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臨床株の製造：FCM（HLA-A）

編集前

陰性率
73%

陰性率
22%

研究用

臨床用製造
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Nega cont. No.14 No.31 No.43

HLA-A

HLA-C

ゲノム異常ゲノム異常

臨床株の製造：FCM＆ゲノム解析
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臨床株の製造：No.31株の詳細解析

遺伝子 編集 編集

HLA-A ー3bp アミノ酸欠損 －27bp アミノ酸欠損

HLA-B －6bp 終止コドン ＋194bp フレームシフト

CⅡTA ＋1bp フレームシフト ＋1bp フレームシフト

• HLA-A：ゲノム編集は認められたが、機能欠損に至らず

• HLA-B/CⅡTA：機能欠損
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課題・反省と今後

研究と製造における技術的な橋渡しの困難さを改めて認識

⚫ 製造プロセスの改善
• 製造手順書の改訂/教育訓練（Cas9/gRNAの混合）
• 手技→自動化・機械化（シングルセル播種機）

⚫ スクリーニング試験の迅速化
• HLA誘導＝IFN添加 ⇒ 簡易アッセイ法

⚫ ssDNAの利用
• stop codonへの置換（検討中）

臨床用株の再製造は今年6月開始（配布は来年3月）



ゲノム編集株作製の技術課題・留意点

⚫ Cas9タンパク質とgRNAの混合：編集効率

⚫ シングルセルからのクローン増殖・生存率

⚫ 多重ゲノム編集：大規模ゲノム異常 ⇔ 継代数

⚫ off-target：gRNA設計

⚫ Cas9（平滑末端）⇒ Cpf1（突出末端）

⚫ スクリーニング：簡易化・自動化

元株との乖離
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