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(57)【要約】
　レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞を、ドナー細胞
から製造する製造方法であって、前記ドナー細胞及び前記レシピエントのＨｕｍａｎ　Ｌ
ｅｕｋｏｃｙｔｅ　Ａｎｔｉｇｅｎ（ＨＬＡ）アレルをそれぞれ決定することと、前記レ
シピエントに存在せず前記ドナー細胞に存在するＨＬＡアレルを特定することと、特定さ
れた前記ＨＬＡアレルを破壊又は改変し、前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を
発現しない細胞を含む細胞集団を得ることと、を含み、前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡ
タンパク質を発現しない細胞が前記低抗原性細胞である、製造方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞を、ドナー細胞
から製造する製造方法であって、
　前記ドナー細胞及び前記レシピエントのＨｕｍａｎ　Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ　Ａｎｔｉｇ
ｅｎ（ＨＬＡ）アレルをそれぞれ決定することと、
　前記レシピエントに存在せず前記ドナー細胞に存在するＨＬＡアレルを特定することと
、
　特定された前記ＨＬＡアレルを破壊又は改変し、前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタン
パク質を発現しない細胞を含む細胞集団を得ることと、を含み、
　前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を発現しない細胞が前記低抗原性細胞であ
る、製造方法。
【請求項２】
　前記ドナー細胞及び前記レシピエントの前記ＨＬＡアレルをそれぞれ決定することにお
いて決定される前記ＨＬＡアレルが、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－
Ｃアレルを含む、請求項１に記載の製造方法。
【請求項３】
　前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を発現しない細胞を含む細胞集団を得るこ
との後に、前記細胞集団から前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を発現しない細
胞を回収することを更に含み、
　前記回収することが、
　前記細胞集団にＨＬＡタンパク質発現誘導剤を接触させることと、
　前記ＨＬＡタンパク質発現誘導剤に接触した前記細胞集団における前記ドナー細胞に特
異的なＨＬＡタンパク質の発現を指標として、前記細胞集団から前記ドナー細胞に特異的
なＨＬＡタンパク質を発現しない細胞を回収することと、を含む、
　請求項１又は２に記載の製造方法。
【請求項４】
　前記ＨＬＡタンパク質発現誘導剤が、インターフェロン（ＩＦＮ）－γ、ＩＦＮ－α、
ＩＦＮ－β、インターロイキン（ＩＬ）－４、Ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ　Ｍａｃｒｏｐｈ
ａｇｅ　ｃｏｌｏｎｙ－ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ　Ｆａｃｔｏｒ（ＧＭ－ＣＳＦ）、Ｔｒ
ａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ（ＴＧＦ）－α又はＴＧＦ－βであ
る、請求項３に記載の製造方法。
【請求項５】
　前記低抗原性細胞が多能性幹細胞である、請求項１～４のいずれか一項に記載の製造方
法。
【請求項６】
　ＨＬＡタンパク質発現誘導剤を含む、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低
減された低抗原性細胞の検出用キット。
【請求項７】
　前記ＨＬＡタンパク質発現誘導剤が、ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＬ－４
、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＧＦ－α又はＴＧＦ－βである、請求項６に記載のキット。
【請求項８】
　前記低抗原性細胞が多能性幹細胞である、請求項６又は７に記載のキット。
【請求項９】
　ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＬ－４、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＧＦ－α又はＴＧ
Ｆ－βからなるＨＬＡタンパク質発現誘導剤。
【請求項１０】
　少なくとも１つのＨＬＡアレルが破壊又は改変され、少なくとも１種のＨＬＡタンパク
質を発現可能な細胞。
【請求項１１】



(3) JP WO2019/160077 A1 2019.8.22

10

20

30

40

50

　前記ＨＬＡアレルが、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル又はＨＬＡ－Ｃアレルを含
む、請求項１０に記載の細胞。
【請求項１２】
　レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞であり、破壊又
は改変された前記ＨＬＡアレルが、前記レシピエントに存在しないＨＬＡアレルである、
請求項１０又は１１に記載の細胞。
【請求項１３】
　多能性幹細胞である、請求項１０～１２のいずれか一項に記載の細胞。
【請求項１４】
　Ｃｌａｓｓ　ＩＩ　Ｍａｊｏｒ　Ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　Ｃｏｍｐｌ
ｅｘ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ（ＣＩＩＴＡ）アレル、Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｆ
ａｃｔｏｒ　Ｘ５（ＲＦＸ５）アレル、Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｘ　Ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ（ＲＦＸＡＰ）アレル及びＲｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｆ
ａｃｔｏｒ　Ｘ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　Ａｎｋｙｒｉｎ　Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ（ＲＦＸＡＮＫ）アレルのうち少なくとも１つのアレルが更に破壊又は改変さ
れている、請求項１０～１３のいずれか一項に記載の細胞。
【請求項１５】
　ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレルが破壊され、少なくとも１種のＨＬＡ－Ｃタン
パク質を発現可能な、請求項１０～１４のいずれか一項に記載の細胞。
【請求項１６】
　前記ＨＬＡ－Ｃタンパク質が、ＨＬＡ－Ｃ＊０１：０２アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０２：０
２アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０３：０３アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０３：０４アレル、ＨＬＡ－Ｃ
＊０４：０１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０５：０１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０６：０２アレル、
ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０２アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０８：０
１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊１２：０２アレル及びＨＬＡ－Ｃ＊１６：０１アレルからなる群
より選択される１種のアレルにコードされるタンパク質である、請求項１５に記載の細胞
。
【請求項１７】
　レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞を、ドナー細胞
から製造する製造方法であって、
　前記ドナー細胞のＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル及びＲＦＸＡ
ＮＫアレルのうち少なくとも１つ以上を含むアレルを破壊又は改変すること、を含み、
　前記ＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル又はＲＦＸＡＮＫアレルが
破壊又は改変された細胞が前記低抗原性細胞である、製造方法。
【請求項１８】
　前記低抗原性細胞が多能性幹細胞である、請求項１７に記載の細胞。
【請求項１９】
　ＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル及びＲＦＸＡＮＫアレルのうち
少なくとも１つ以上を含むアレルが破壊又は改変された細胞。
【請求項２０】
　多能性幹細胞である、請求項１９に記載の細胞。
【請求項２１】
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合に
１つの標的とするＨＬＡハプロタイプにしかマッピングされず、ＨＬＡアレル以外の全ゲ
ノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない塩基配列
を、標的塩基配列とするｇＲＮＡ。
【請求項２２】
　前記標的塩基配列が、
　配列番号３、４、７、４５～５２、７２～２４５９のいずれかに記載の塩基配列、又は
　配列番号３、４、７、４５～５２、７２～２４５９のいずれかに記載の塩基配列の５’
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末端において、１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列からなる
、請求項２１に記載のｇＲＮＡ。
【請求項２３】
　前記標的塩基配列が、
　配列番号３、４、７、４５～５２のいずれかに記載の塩基配列、又は
　配列番号３、４、７、４５～５２のいずれかに記載の塩基配列の５’末端において、１
若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列からなる、請求項２１又は
２２に記載のｇＲＮＡ。
【請求項２４】
　前記標的塩基配列が、ＨＬＡ遺伝子のエクソン２又は３にマッピングされる、請求項２
１～２３のいずれか一項に記載のｇＲＮＡ。
【請求項２５】
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合に
２つ以上の標的とするＨＬＡハプロタイプにマッピングされ、ＨＬＡアレル以外の全ゲノ
ムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない塩基配列を
、標的塩基配列とするｇＲＮＡ。
【請求項２６】
　前記標的塩基配列が、
　配列番号５３～５５、２４６０～８０１３のいずれかに記載の塩基配列、又は
　配列番号５３～５５、２４６０～８０１３のいずれかに記載の塩基配列の５’末端にお
いて、１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列からなる、請求項
２５に記載のｇＲＮＡ。
【請求項２７】
　前記標的塩基配列が、
　配列番号５３～５５のいずれかに記載の塩基配列、又は
　配列番号５３～５５のいずれかに記載の塩基配列の５’末端において、１若しくは数個
の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列からなる、請求項２５又は２６に記載の
ｇＲＮＡ。
【請求項２８】
　前記標的塩基配列が、ＨＬＡ遺伝子のエクソン２又は３にマッピングされる、請求項２
５～２７のいずれか一項に記載のｇＲＮＡ。
【請求項２９】
　レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞をゲノム編集に
より製造するための標的塩基配列の特定方法であって、
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、候補塩基配列をマッ
ピングすることと、
　ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、前記候補塩基配列をマ
ッピングすることと、
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合に
１つの標的とするＨＬＡハプロタイプにしかマッピングされず、ＨＬＡアレル以外の全ゲ
ノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない前記候補
塩基配列を、標的塩基配列として特定することと、を含む、方法。
【請求項３０】
　レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞をゲノム編集に
より製造するための標的塩基配列の特定方法であって、
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、候補塩基配列をマッ
ピングすることと、
　ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、前記候補塩基配列をマ
ッピングすることと、
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合に
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２つ以上の標的とするＨＬＡハプロタイプにマッピングされ、ＨＬＡアレル以外の全ゲノ
ムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない前記候補塩
基配列を、標的塩基配列として特定することと、を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、低抗原性細胞の製造方法に関する。より具体的には、低抗原性細胞の製造方
法、低抗原性細胞の検出用キット、細胞、ｇＲＮＡ、及び標的塩基配列の特定方法に関す
る。本願は、２０１８年２月１６日に、日本に出願された特願２０１８－０２６４２１号
に基づき優先権を主張し、その内容をここに援用する。
【背景技術】
【０００２】
　ドナーの細胞を他人であるレシピエント（患者）に移植する他家移植の場合、免疫反応
により移植細胞が拒絶されてしまう。
【０００３】
　細胞の自己と非自己を見分けるために最も重要な役割を果たしているのがＨＬＡ（Ｈｕ
ｍａｎ　Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ　Ａｎｔｉｇｅｎ、ヒト白血球抗原）又は主要組織適合遺伝
子複合体（Ｍａｊｏｒ　ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　ｃｏｍｐｌｅｘ、ＭＨ
Ｃ）と呼ばれる細胞表面タンパク質である。
【０００４】
　ＨＬＡはクラスＩとクラスＩＩに分類されている。クラスＩのＨＬＡタンパク質は体内
のほとんどの種類の細胞で発現している。クラスＩのＨＬＡタンパク質はβ２－Ｍｉｃｒ
ｏｇｌｏｂｕｌｉｎ（Ｂ２Ｍ）とヘテロダイマーを形成して細胞表面へ発現し、ＣＤ８陽
性細胞傷害性Ｔ細胞に対してペプチドを提示し活性化を誘導する機能を担っている。提示
する抗原ペプチドは内因性のものであり、８～１０アミノ酸の長さを持つものが多い。
【０００５】
　ＨＬＡクラスＩに分類されるのは、ＨＬＡ－Ａ遺伝子、ＨＬＡ－Ｂ遺伝子、ＨＬＡ－Ｃ
遺伝子、ＨＬＡ－Ｅ遺伝子、ＨＬＡ－Ｆ遺伝子、ＨＬＡ－Ｇ遺伝子の主に６つの遺伝子で
ある。この他に、多数の偽遺伝子（ＨＬＡ－Ｈ、ＨＬＡ－Ｊ、ＨＬＡ－Ｋ、ＨＬＡ－Ｌ、
ＨＬＡ－Ｐ、ＨＬＡ－Ｔ、ＨＬＡ－Ｕ、ＨＬＡ－Ｖ、ＨＬＡ－Ｗ、ＨＬＡ－Ｘ、ＨＬＡ－
Ｙ等）も知られている。これらの中で特に個人間での配列多様性が大きいのはＨＬＡ－Ａ
遺伝子、ＨＬＡ－Ｂ遺伝子、ＨＬＡ－Ｃ遺伝子の３つであり、移植免疫において自己と非
自己を識別するのに主要な役割を果たしている。
【０００６】
　クラスＩＩのＨＬＡタンパク質は、主に、マクロファージ、樹状細胞、活性化Ｔ細胞、
Ｂ細胞等の免疫細胞で発現している。クラスＩＩのＨＬＡタンパク質は、α鎖とβ鎖がヘ
テロダイマーを形成し、ＣＤ４ヘルパーＴ細胞に対してペプチドを提示し活性化を誘導す
る機能を担っている。提示する抗原ペプチドは外因性のものであり、１５～２４アミノ酸
の長さを持つものが多い。
【０００７】
　ＨＬＡクラスＩＩに分類されるのは、ＨＬＡ－ＤＲ（α鎖：ＨＬＡ－ＤＲＡ、β鎖：Ｈ
ＬＡ－ＤＲＢ）、ＨＬＡ－ＤＱ（α鎖：ＨＬＡ－ＤＱＡ１、β鎖：ＨＬＡ－ＤＱＢ１）、
ＨＬＡ－ＤＰ（α鎖：ＨＬＡ－ＤＰＡ１又はＨＬＡ－ＤＰＡ２、β鎖：ＨＬＡ－ＤＰＢ１
又はＨＬＡ－ＤＰＢ２）である。この他に多数の偽遺伝子（ＨＬＡ－ＤＭＡ、ＨＬＡ－Ｄ
ＭＢ、ＨＬＡ－ＤＯＡ、ＨＬＡ－ＤＯＢ）が存在することも知られている。
【０００８】
　ＨＬＡ遺伝子はその配列多様性によって、細胞レベルで自己と非自己の認識に関わって
いる。他家移植の際、ＨＬＡのマッチングは免疫拒絶を軽減するためにも非常に重要であ
る。例えば、造血幹細胞移植において、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ、ＨＬＡ－Ｃ、ＨＬＡ－
ＤＲの両アレル、すなわち合計８座のアレルにおける抗原性がなるべく一致したドナーを
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見つけ出して移植することが推奨されている。
【０００９】
　また、腎臓移植等の生着率の成績を見ても、ＨＬＡ抗原性の一致度が高い程、生着効率
が有意に高いことが報告されている。
【００１０】
　一方で、細胞表面にＨＬＡ抗原が存在しないことによって誘導される免疫系も存在する
。ＮＫ細胞は複数の抑制型受容体を発現している。例えば、ＨＬＡ－Ｅを認識してＮＫ細
胞の働きを抑制するＣＤ９４とＮＫＧ２Ａの複合受容体は、ＨＬＡ－Ｅが存在しない細胞
を見つけるとＮＫ細胞の活性化を誘導し、攻撃することが知られている。また、ＫＩＲ（
Ｋｉｌｌｅｒ　ｃｅｌｌ　Ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ－ｌｉｋｅ　Ｒｅｃｅｐｔｅｒ
）と呼ばれる受容体ファミリーも存在し、細胞外ドメインの個数に応じて２Ｄと３Ｄに分
類されるほか、細胞内ドメインの長さによって、Ｌ（ロング）とＳ（ショート）に分けら
れる。２ＤＬ１受容体はＨＬＡ－Ｃ２を、２ＤＬ２及び２ＤＬ３受容体はＨＬＡ－Ｃ１を
、２ＤＬ４受容体はＨＬＡ－Ｇを、３ＤＬ１はＨＬＡ－Ｂｗ４を、３ＤＬ２はＨＬＡ－Ａ
３又はＨＬＡ－Ａ１１を認識してＮＫ細胞の活性を抑制することが知られている。ＫＩＲ
には多型があり、例えば日本人のほぼすべて（９８％以上）が２ＤＬ１、２ＤＬ３、３Ｄ
Ｌ４を持つが、２ＤＬ２を持つのは１５％程度と稀であると報告されている。
【００１１】
　ところで、ｉＰＳ細胞やＥＳ細胞等の多能性幹細胞は、様々な細胞種へと分化可能な多
能性を有することから、多能性幹細胞を各種細胞へと分化させたうえで患者に移植する、
細胞治療や再生医療が注目されている。
【００１２】
　実際に、ＥＳ細胞から神経細胞へと分化させ、骨髄損傷患者に移植した例や、ｉＰＳ細
胞から網膜色素上皮細胞へと分化させ、加齢黄斑変性患者に移植した例等が報告されてい
る。このような多能性幹細胞由来細胞を移植する際にも、移植する細胞と患者のＨＬＡ型
を一致させることが重要であるとの報告がある。
【００１３】
　しかしながら、多能性幹細胞は樹立に多大のコストと時間が必要なため、ＨＬＡ型が一
致した細胞を患者ごとに用意することは困難であるという問題がある。この問題を解決す
る手段の一つとして、例えば、特許文献１には、クラスＩのＨＬＡタンパク質の細胞表面
提示に必要なＢ２Ｍ遺伝子を欠失させた細胞が記載されている。
【００１４】
　近年、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９及びガイドＲＮＡ（ｇＲＮＡ）を用いるゲノム編集技術
により、ｇＲＮＡの標的塩基配列依存的にゲノムＤＮＡに二本鎖ＤＮＡ切断（Ｄｏｕｂｌ
ｅ　ｓｔｒａｎｄ　ｂｒｅａｋ、ＤＳＢ）を誘導し、ゲノムＤＮＡの一部を削除すること
や、二本鎖ＤＮＡ切断誘導部位近辺と一部分相同配列を持つ鋳型ＤＮＡをＣａｓ９及びｇ
ＲＮＡと共導入することにより任意のＤＮＡ断片を挿入することが可能となった。
【００１５】
　しかしながら、ゲノム編集技術におけるＤＳＢ誘導は、標的配列に対して認識結合する
ｇＲＮＡの２０塩基程度のスペーサー塩基配列と３～５塩基程度のＰＡＭ配列と呼ばれる
塩基配列によって決定される。このため、ｇＲＮＡの塩基配列が標的部位の塩基配列と一
致しない限り、効率的なＤＳＢ誘導は困難である。
【００１６】
　また、標的部位の塩基配列とよく似た塩基配列、例えば１塩基だけ異なる塩基配列が、
標的部位以外にも存在する場合、誤って標的部位以外の部位にもＤＳＢを誘導してしまい
、望まないゲノム配列変異を誘導してしまうリスク、いわゆるオフターゲット変異リスク
が知られている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１７】



(7) JP WO2019/160077 A1 2019.8.22

10

20

30

40

50

【特許文献１】国際公開第２０１２／１４５３８４号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１８】
　特許文献１に記載された細胞は、Ｂ２Ｍ遺伝子を欠失しているため、クラスＩのＨＬＡ
タンパク質が細胞表面に提示されない。このため、他家移植を行った場合の免疫反応が抑
制されていると考えられる。しかしながら、ＨＬＡタンパク質が細胞表面に提示されない
と、細胞の抗原提示能力が失われてしまう。細胞が抗原提示能力を失うと、Ｂ２Ｍ欠損細
胞がウイルス等の感染を受けた場合や腫瘍化した場合等に、ウイルスや腫瘍由来の抗原を
提示できなくなり、結果的にウイルス及び腫瘍の増殖の手助けをしてしまう恐れがある。
また、ＨＬＡタンパク質が細胞表面に提示されていない細胞は、「ｍｉｓｓｉｎｇ　ｓｅ
ｌｆ」を認識するＮＫ細胞によって攻撃されてしまう。
【００１９】
　そこで、ゲノム編集技術を用いて任意のＨＬＡ遺伝子だけを選択的に破壊することが考
えられる。しかしながら、ＨＬＡ遺伝子は複数存在し、また多くの偽遺伝子を含め、お互
いのＨＬＡ遺伝子の間で配列の相同性が高い。一方で、同じＨＬＡ遺伝子であっても、個
人間での配列多様性が大きいため、あるＨＬＡ遺伝子配列にマッチする標的塩基配列を同
定しても、それが別のドナー由来細胞でも使えるとは限らない。このため、ゲノム編集の
適切な標的配列を決定することは容易ではない。また、従来のゲノム編集技術では、目的
のゲノム編集がなされた細胞を探し出す手間が膨大であった。
【００２０】
　本発明は、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞を製
造する技術を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　本発明は以下の態様を含む。
［１］レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞を、ドナー
細胞から製造する製造方法であって、前記ドナー細胞及び前記レシピエントのＨｕｍａｎ
　Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ　Ａｎｔｉｇｅｎ（ＨＬＡ）アレルをそれぞれ決定することと、前
記レシピエントに存在せず前記ドナー細胞に存在するＨＬＡアレルを特定することと、特
定された前記ＨＬＡアレルを破壊又は改変し、前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパク
質を発現しない細胞を含む細胞集団を得ることと、を含み、前記ドナー細胞に特異的なＨ
ＬＡタンパク質を発現しない細胞が前記低抗原性細胞である、製造方法。
［２］前記ドナー細胞及び前記レシピエントの前記ＨＬＡアレルをそれぞれ決定すること
において決定される前記ＨＬＡアレルが、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬ
Ａ－Ｃアレルを含む、［１］に記載の製造方法。
［３］前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を発現しない細胞を含む細胞集団を得
ることの後に、前記細胞集団から前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を発現しな
い細胞を回収することを更に含み、前記回収することが、前記細胞集団にＨＬＡタンパク
質発現誘導剤を接触させることと、前記ＨＬＡタンパク質発現誘導剤に接触した前記細胞
集団における前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質の発現を指標として、前記細胞
集団から前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を発現しない細胞を回収することと
、を含む、［１］又は［２］に記載の製造方法。
［４］前記ＨＬＡタンパク質発現誘導剤が、インターフェロン（ＩＦＮ）－γ、ＩＦＮ－
α、ＩＦＮ－β、インターロイキン（ＩＬ）－４、Ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ　Ｍａｃｒｏ
ｐｈａｇｅ　ｃｏｌｏｎｙ－ｓｔｉｍｕｌａｔｉｎｇ　Ｆａｃｔｏｒ（ＧＭ－ＣＳＦ）、
Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ（ＴＧＦ）－α又はＴＧＦ－β
である、［３］に記載の製造方法。
［５］前記低抗原性細胞が多能性幹細胞である、［１］～［４］のいずれかに記載の製造
方法。
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［６］ＨＬＡタンパク質発現誘導剤を含む、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応
が低減された低抗原性細胞の検出用キット。
［７］前記ＨＬＡタンパク質発現誘導剤が、ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＬ
－４、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＧＦ－α又はＴＧＦ－βである、［６］に記載のキット。
［８］前記低抗原性細胞が多能性幹細胞である、［６］又は［７］に記載のキット。
［９］ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＬ－４、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＧＦ－α又は
ＴＧＦ－βからなるＨＬＡタンパク質発現誘導剤。
［１０］少なくとも１つのＨＬＡアレルが破壊又は改変され、少なくとも１種のＨＬＡタ
ンパク質を発現可能な細胞。
［１１］前記ＨＬＡアレルが、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル又はＨＬＡ－Ｃアレ
ルを含む、［１０］に記載の細胞。
［１２］レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞であり、
破壊又は改変された前記ＨＬＡアレルが、前記レシピエントに存在しないＨＬＡアレルで
ある、［１０］又は［１１］に記載の細胞。
［１３］多能性幹細胞である、［１０］～［１２］のいずれかに記載の細胞。
［１４］Ｃｌａｓｓ　ＩＩ　Ｍａｊｏｒ　Ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　Ｃｏ
ｍｐｌｅｘ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ（ＣＩＩＴＡ）アレル、Ｒｅｇｕｌａｔｏｒ
ｙ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｘ５（ＲＦＸ５）アレル、Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｘ
　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ（ＲＦＸＡＰ）アレル及びＲｅｇｕｌａｔｏｒ
ｙ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｘ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　Ａｎｋｙｒｉｎ　Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
　Ｐｒｏｔｅｉｎ（ＲＦＸＡＮＫ）アレルのうち少なくとも１つのアレルが更に破壊又は
改変されている、［１０］～［１３』のいずれかに記載の細胞。
［１５］ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレルが破壊され、少なくとも１種のＨＬＡ－
Ｃタンパク質を発現可能な、［１０］～［１４］のいずれかに記載の細胞。
［１６］前記ＨＬＡ－Ｃタンパク質が、ＨＬＡ－Ｃ＊０１：０２アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０
２：０２アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０３：０３アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０３：０４アレル、ＨＬ
Ａ－Ｃ＊０４：０１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０５：０１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０６：０２ア
レル、ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０２アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０
８：０１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊１２：０２アレル及びＨＬＡ－Ｃ＊１６：０１アレルから
なる群より選択される１種のアレルにコードされるタンパク質である、［１５］に記載の
細胞。
［１７］レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞を、ドナ
ー細胞から製造する製造方法であって、前記ドナー細胞のＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５ア
レル、ＲＦＸＡＰアレル及びＲＦＸＡＮＫアレルのうち少なくとも１つ以上を含むアレル
を破壊又は改変すること、を含み、前記ＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰ
アレル又はＲＦＸＡＮＫアレルが破壊又は改変された細胞が前記低抗原性細胞である、製
造方法。
［１８］前記低抗原性細胞が多能性幹細胞である、［１７］に記載の細胞。
［１９］ＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル及びＲＦＸＡＮＫアレル
のうち少なくとも１つ以上を含むアレルが破壊又は改変された細胞。
［２０］多能性幹細胞である、［１９］に記載の細胞。
［２１］全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした
場合に１つの標的とするＨＬＡハプロタイプにしかマッピングされず、ＨＬＡアレル以外
の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない塩
基配列を、標的塩基配列とするｇＲＮＡ。
［２２］前記標的塩基配列が、配列番号３、４、７、４５～５２、７２～２４５９のいず
れかに記載の塩基配列、又は配列番号３、４、７、４５～５２、７２～２４５９のいずれ
かに記載の塩基配列の５’末端において、１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付
加された塩基配列からなる、［２１］に記載のｇＲＮＡ。
［２３］前記標的塩基配列が、配列番号３、４、７、４５～５２のいずれかに記載の塩基
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配列、又は配列番号３、４、７、４５～５２のいずれかに記載の塩基配列の５’末端にお
いて、１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列からなる、［２１
］又は［２２］に記載のｇＲＮＡ。
［２４］前記標的塩基配列が、ＨＬＡ遺伝子のエクソン２又は３にマッピングされる、［
２１］～［２３］のいずれかに記載のｇＲＮＡ。
［２５］全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした
場合に２つ以上の標的とするＨＬＡハプロタイプにマッピングされ、ＨＬＡアレル以外の
全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない塩基
配列を、標的塩基配列とするｇＲＮＡ。
［２６］前記標的塩基配列が、配列番号５３～５５、２４６０～８０１３のいずれかに記
載の塩基配列、又は配列番号５３～５５、２４６０～８０１３のいずれかに記載の塩基配
列の５’末端において、１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列
からなる、［２５］に記載のｇＲＮＡ。
［２７］前記標的塩基配列が、配列番号５３～５５のいずれかに記載の塩基配列、又は配
列番号５３～５５のいずれかに記載の塩基配列の５’末端において、１若しくは数個の塩
基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列からなる、［２５］又は［２６］に記載のｇ
ＲＮＡ。
［２８］前記標的塩基配列が、ＨＬＡ遺伝子のエクソン２又は３にマッピングされる、［
２５］～［２７］のいずれかに記載のｇＲＮＡ。
［２９］レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞をゲノム
編集により製造するための標的塩基配列の特定方法であって、全ＨＬＡハプロタイプのゲ
ノムＤＮＡの塩基配列データに対して、候補塩基配列をマッピングすることと、ＨＬＡア
レル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、前記候補塩基配列をマッピングす
ることと、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングし
た場合に１つの標的とするＨＬＡハプロタイプにしかマッピングされず、ＨＬＡアレル以
外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない
前記候補塩基配列を、標的塩基配列として特定することと、を含む、方法。
［３０］レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞をゲノム
編集により製造するための標的塩基配列の特定方法であって、全ＨＬＡハプロタイプのゲ
ノムＤＮＡの塩基配列データに対して、候補塩基配列をマッピングすることと、ＨＬＡア
レル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、前記候補塩基配列をマッピングす
ることと、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングし
た場合に２つ以上の標的とするＨＬＡハプロタイプにマッピングされ、ＨＬＡアレル以外
の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない前
記候補塩基配列を、標的塩基配列として特定することと、を含む、方法。
【発明の効果】
【００２２】
　本発明によれば、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細
胞を製造する技術を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】（ａ）は、実験例１で抽出したｓｇＲＮＡが標的とするＨＬＡアレルをベン図で
示したものである。（ｂ）は、実験例１で同定したｓｇＲＮＡが、ＨＬＡ－Ａアレル、Ｈ
ＬＡ－Ｂアレル、ＨＬＡ－Ｃアレルのどの場所を標的としているかを示した図である。
【図２】実験例２におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。
【図３】実験例３におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。
【図４】（ａ）は、実験例４におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。
（ｂ）は、実験例４における、ｉＰＳ細胞のＩＦＮ－γ処理とＨＬＡ－Ａタンパク質の発
現量の解析のスケジュールを示す図である。
【図５】（ａ）は、実験例６におけるｓｇＲＮＡの標的部位及び標的塩基を示す図である
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。（ｂ）は、実験例６におけるＴ７エンドヌクレアーゼＩアッセイの結果を示す写真であ
る。
【図６】（ａ）及び（ｂ）は、実験例７におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラ
フである。
【図７】実験例７における各クローンの塩基配列変異の割合を示すグラフである。
【図８】（ａ）及び（ｂ）は、実験例８におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラ
フである。
【図９】（ａ）及び（ｂ）は、実験例８におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラ
フである。
【図１０】（ａ）は、実験例８において回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図
である。（ｂ）は、実験例８において回収した代表例なクローンの塩基配列である。
【図１１】実験例９におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。
【図１２】（ａ）は、実験例９において回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図
である。（ｂ）は、実験例９において回収した代表例なクローンの塩基配列である。
【図１３】（ａ）及び（ｂ）は、実験例１０において回収した各クローンの塩基変異パタ
ーンを示す図である。（ｃ）は、実験例１０において回収した代表例なクローンの塩基配
列である。
【図１４】（ａ）は、実験例１１において回収した各クローンの塩基変異パターンを示す
図である。（ｂ）は、実験例１１において回収した代表例なクローンの塩基配列である。
【図１５】（ａ）は、実験例１１におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフであ
る。（ｂ）は、実験例１１において回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図であ
る。（ｃ）は、実験例１１において回収した代表例なクローンの塩基配列である。
【図１６】（ａ）は、実験例１２におけるｓｇＲＮＡの標的部位を示す図である。（ｂ）
及び（ｃ）は、実験例１２におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。
【図１７】（ａ）は、実験例１２において回収したクローンの塩基変異パターンを示す図
である。（ｂ）は、実験例１２において回収したクローンの塩基配列である。
【図１８】（ａ）は、実験例１３におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフであ
る。（ｂ）及び（ｄ）は、実験例１３において回収した各クローンの塩基変異パターンを
示す図である。（ｃ）及び（ｅ）は、実験例１３において回収した代表例なクローンの塩
基配列である。
【図１９】（ａ）及び（ｂ）は、実験例１４におけるフローサイトメトリーの結果を示す
グラフである。（ｃ）は、実験例１４において回収した各クローンの塩基変異パターンを
示す図である。（ｄ）は、実験例１４において回収した代表例なクローンの塩基配列であ
る。
【図２０】（ａ）は、実験例１５におけるｓｇＲＮＡの標的部位を示す図である。（ｂ）
及び（ｃ）は、実験例１５におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。
【図２１】（ａ）及び（ｂ）は、実験例１６における相同組換えを説明する模式図である
。（ｃ）は、実験例１５におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。
【図２２】（ａ）及び（ｂ）は、実験例１６における塩基配列の解析結果を示す図である
。
【図２３】（ａ）及び（ｂ）は、実験例１７におけるフローサイトメトリーの結果を示す
グラフである。（ｃ）は、実験例１７における塩基配列の解析結果を示す図である。
【図２４】（ａ）は、実験例１８におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフであ
る。（ｂ）は、実験例１８における塩基配列の解析結果を示す図である。
【図２５】（ａ）～（ｅ）は、実験例１９におけるフローサイトメトリーの結果を示すグ
ラフである。
【図２６】（ａ）～（ｆ）は、実験例２０におけるフローサイトメトリーの結果を示すグ
ラフである。
【図２７】（ａ）～（ｅ）は、実験例２１におけるフローサイトメトリーの結果を示すグ
ラフである。
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【図２８】実験例２２の手順を示す模式図である。
【図２９】（ａ）～（ｅ）は、実験例２２におけるフローサイトメトリーの結果を示すグ
ラフである。
【図３０】実験例２３の手順を示す模式図である。
【図３１】実験例２３の結果を示すグラフである。
【図３２】実験例２４の結果を示すグラフである。
【図３３】実験例２５の結果を示すグラフである。
【図３４】（ａ）及び（ｂ）は実験例２６におけるフローサイトメトリーの結果を示すグ
ラフである。（ｃ）は、実験例２６の結果を示すグラフである。
【図３５】（ａ）～（ｇ）は、実験例２７におけるフローサイトメトリーの結果を示すグ
ラフである。
【図３６】実験例２８の結果を示すグラフである。
【図３７】（ａ）～（ｆ）は、実験例２９の結果を示す位相差顕微鏡写真である。
【図３８】（ａ）～（ｆ）は、実験例３０の結果を示す位相差顕微鏡写真である。
【図３９】（ａ）及び（ｂ）は、実験例３１におけるフローサイトメトリーの結果を示す
グラフである。（ｃ）は、実験例３１の結果を示すグラフである。
【図４０】（ａ）及び（ｂ）は、実験例３２におけるフローサイトメトリーの結果を示す
グラフである。（ｃ）は、実験例３２の結果を示すグラフである。
【図４１】（ａ）は、実験例３３における実験スケジュールを説明した図である。（ｂ）
は、実験例３３においてＥＢ由来血球様細胞の蛍光を撮影した結果を示す写真である。（
ｃ）は、実験例３３におけるＥＢ由来血球様細胞の生存率を示すグラフである。
【図４２】（ａ）は、実験例３４におけるフローサイトメトリー解析の結果を示すグラフ
である。（ｂ）は、実験例３４の結果を示すグラフである。
【図４３】（ａ）は、実験例３５におけるフローサイトメトリー解析の結果を示すグラフ
である。（ｂ）は、実験例３５の結果を示すグラフである。
【図４４】（ａ）及び（ｂ）は、実験例３６におけるフローサイトメトリー解析の結果を
示すグラフである。
【図４５】（ａ）は、実験例３７における実験スケジュールを説明した図である。（ｂ）
は、実験例３７においてＥＢ由来血球様細胞の蛍光を撮影した結果を示す写真である。（
ｃ）は、実験例３７におけるＥＢ由来血球様細胞の相対的生存率を示すグラフである。
【図４６】実験例３８の結果を示すグラフである。
【図４７】（ａ）は、実験例３９で使用した５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞のＨＬＡハプロタ
イプ、及び、実験例３９で作製した、ＣＩＩＴＡ遺伝子をノックアウトした５８５Ａ１－
Ｃ７残存細胞のＨＬＡハプロタイプを示す表である。（ｂ）は、実験例３９で得られた各
クローンの塩基変異パターンを示す図である。（ｃ）は、実験例３９で得られた代表例な
クローンの塩基配列である。
【図４８】（ａ）～（ｄ）は、実験例４０におけるフローサイトメトリーの結果を示すグ
ラフである。
【図４９】（ａ）～（ｃ）は、実験例４１におけるフローサイトメトリーの結果を示すグ
ラフである。
【図５０】（ａ）～（ｃ）は、実験例４２の手順を説明する図である。
【図５１】（ａ）は実験例４２におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフである
。（ｂ）は、実験例４２で得られた各サブクローンの塩基変異パターンを示す図である。
【図５２】（ａ）及び（ｂ）は、実験例４２で得られた各サブクローンの塩基変異パター
ンを示す図である。
【図５３】様々な人種におけるＨＬＣ－Ｃアレルのアレル頻度を示す表である。
【図５４】実験例４３で得られた各サブクローンの塩基変異パターンを示す図である。
【図５５】実験例４４で得られた各サブクローンの塩基変異パターンを示す図である。
【図５６】（ａ）及び（ｂ）は、実験例４５におけるフローサイトメトリーの結果を示す
グラフである。
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【図５７】実験例４６におけるフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。
【図５８】実験例４７で得られた各サブクローンの塩基変異パターンを示す図である。
【図５９】実験例４８で得られた各サブクローンの塩基変異パターンを示す図である。
【図６０】実験例４９で得られた各サブクローンの塩基変異パターンを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
［拒絶反応が低減された低抗原性細胞の製造方法］
（第１実施形態）
　第１実施形態の製造方法は、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された
低抗原性細胞を、ドナー細胞から製造する製造方法であって、（ａ）前記ドナー細胞及び
前記レシピエントのＨＬＡアレルをそれぞれ決定することと、（ｂ）前記レシピエントに
存在せず前記ドナー細胞に存在するＨＬＡアレルを特定することと、（ｃ）特定された前
記ＨＬＡアレルを破壊又は改変し、前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を発現し
ない細胞を含む細胞集団を得ることと、を含み、前記ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパ
ク質を発現しない細胞が前記低抗原性細胞である、製造方法である。
【００２５】
　実施例において後述するように、第１実施形態の製造方法によれば、レシピエントに他
家移植した場合の拒絶反応（移植片対宿主病）が低減された低抗原性細胞を製造すること
ができる。また、実施例において後述するように、第１実施形態の製造方法によって製造
した低抗原性細胞は、レシピエントに他家移植した場合においても、レシピエントのＮＫ
細胞によって攻撃されにくい。
【００２６】
　本明細書において、ＨＬＡ遺伝子座を「ＨＬＡアレル」といい、細胞表面に提示された
ＨＬＡタンパク質の抗原多様性を「ＨＬＡ型」という場合がある。以下、各工程について
説明する。
【００２７】
（工程（ａ））
　本工程において、ドナー細胞及びレシピエントのＨＬＡアレルをそれぞれ決定する。ド
ナー細胞は、ヒト細胞であってもよく、非ヒト動物細胞であってもよい。また、ドナー細
胞は多能性幹細胞であってもよいし、分化した細胞であってもよい。本明細書において、
多能性幹細胞は、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）、人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）等を意味す
る。
【００２８】
　また、第１実施形態の製造方法により製造される低抗原性細胞は、ドナー細胞のＨＬＡ
アレルを破壊又は改変した細胞である。したがって、低抗原性細胞はドナー細胞と同様の
多能性幹細胞であってもよいし、分化した細胞であってもよい。
【００２９】
　また、レシピエントは、低抗原性細胞と同種の動物であることが好ましい。レシピエン
トは、実際に移植が予定された患者であってもよいし、将来レシピエントとなりうる仮想
的なＨＬＡアレルを有するレシピエントであってもよい。
【００３０】
　ＨＬＡアレルの決定は、ＰＣＲ－ｒＳＳＯ法（ＰＣＲ－ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｓｅｑｕｅｎ
ｃｅ　Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｏｔｉｄｅ）、ＰＣＲ－ＳＳＰ（Ｓｅｑｕ
ｅｎｃｅ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｒｉｍｅｒ）法、ＰＣＲ－ＳＢＴ（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　
ｂａｓｅｄ　ｔｙｐｉｎｇ）法、次世代シーケンス法等の従来行われている方法により行
うことができ、市販のＨＬＡタイピングキット等を用いて行うことができる。また、全ゲ
ノムシーケンス（ＷＧＳ）、エクソームシーケンス（ＷＥＳ）、ＲＮＡ－ｓｅｑ等の次世
代シーケンサーのシーケンスデータからＨＬＡタイピングを行うソフトウェアとして、Ｈ
ＬＡｒｅｐｏｒｔｅｒ、ＨＬＡ－ＰＲＧ、ｈｌａ－ｇｅｎｏｔｙｐｅｒ、ＰＨＬＡＴ、Ｏ
ｐｔｉｔｙｐｅ、ｎｅＸｔｙｐｅ、Ａｔｈｌａｔｅｓ、ＨＬＡｆｏｒｅｓｔ、ＳＯＡＰ－
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ＨＬＡ、ＨＬＡｍｉｎｅｒ、ｓｅｑ２ＨＬＡ、ＧＡＴＫ　ＨＬＡ　Ｃａｌｌｅｒ等が知ら
れている。
【００３１】
　本工程において決定されるＨＬＡアレルは、細胞移植を行った場合の拒絶反応に関連性
が高いＨＬＡアレルであることが好ましく、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨ
ＬＡ－Ｃアレルを含むことが好ましい。
【００３２】
　本工程において決定されるＨＬＡアレルは、更にＨＬＡ－ＤＲアレル、ＨＬＡ－ＤＱア
レル、ＨＬＡ－ＤＰアレルを含んでいてもよく、更に他のＨＬＡアレルを含んでいてもよ
い。
【００３３】
（工程（ｂ））
　本工程において、レシピエントに存在せずドナー細胞に存在するＨＬＡアレル（以下、
「ドナー特異的ＨＬＡアレル」という場合がある。）を特定する。ドナー特異的ＨＬＡア
レルは、ドナー細胞のＨＬＡアレル及びレシピエントのＨＬＡアレルを比較することによ
り特定することができる。
【００３４】
　ＨＬＡアレルはゲノムＤＮＡ上にコードされた塩基配列であり、ＨＬＡタンパク質をコ
ードしている。ＨＬＡタンパク質の血清学的な分類をＨＬＡ抗原型という。ＨＬＡ抗原型
の特定方法としては、特定のＨＬＡ抗原型を認識する血清や抗体との反応性を解析する方
法や、ＨＬＡアレルのＤＮＡ又はＨＬＡアレルから転写されたＲＮＡの塩基配列を、既存
の対応表やＩＰＤ－ＩＭＧＴデータベース（https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/）等
と照合する方法等が挙げられる。
【００３５】
　ＨＬＡ抗原型とは、一般的にはＨＬＡアレル表記（http://hla.alleles.org/nomenclat
ure/naming.html）の第１区域（２桁表記）の違いを指す場合もあるが、本明細書では、
血清学的には同じＨＬＡ抗原型であってもアミノ酸配列が異なる場合（非同義置換）には
異なるＨＬＡアレルであると判断する。
【００３６】
　具体的には、ＨＬＡアレル表記の第１区域及び第２区域（４桁表記）の違いから同一の
ＨＬＡアレルであるか、異なるＨＬＡアレルであるかを判断する。そして、ＨＬＡアレル
表記の第１区域及び第２区域が一致したＨＬＡアレルは同一のＨＬＡアレルであると判断
する。また、ゲノム編集の標的配列を決定する場合等、ゲノムの塩基配列を区別する必要
がある場合には、第３区域（アミノ酸変異を伴わない翻訳領域内部の塩基置換）や第４区
域（翻訳領域外での塩基置換）の違いも考慮する場合がある。
【００３７】
（工程（ｃ））
　レシピエントに存在しないＨＬＡ抗原型のＨＬＡタンパク質を有する細胞をレシピエン
トに他家移植すると、拒絶反応が生じて移植した細胞が拒絶されてしまう。そこで、本工
程において、ドナー特異的ＨＬＡアレルを破壊又は改変し、前記ドナー細胞に特異的なＨ
ＬＡタンパク質（以下、「ドナー特異的ＨＬＡタンパク質」という場合がある。）を発現
しない細胞を含む細胞集団を得る。
【００３８】
　ここで、ドナー特異的ＨＬＡタンパク質を発現しない細胞とは、ドナー細胞のＨＬＡア
レルの破壊によって特定のＨＬＡタンパク質の発現が陰性となった細胞、又はドナー細胞
のＨＬＡアレルの改変によって特定のＨＬＡ型から別のＨＬＡ型へと変化した細胞である
。
【００３９】
　本工程により得られた、ドナー特異的ＨＬＡタンパク質を発現しない細胞が低抗原性細
胞である。なお、ドナー特異的ＨＬＡタンパク質が存在しない場合には、本工程は不要で
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ある。
【００４０】
　第１実施形態の製造方法により製造される低抗原性細胞は、Ｂ２Ｍ遺伝子が破壊されて
いないことが好ましい。これにより、クラスＩのＨＬＡタンパク質が細胞表面に提示され
、低抗原性細胞をレシピエントに他家移植した場合においても、レシピエントのＮＫ細胞
によって攻撃されにくくなる。また、一部のＨＬＡが破壊されただけであり、残りのＨＬ
Ａが抗原提示能力を保持しているため、当該細胞がウイルス感染した場合や腫瘍化した場
合であっても、抗原提示能力を維持することが可能である。
【００４１】
《ゲノム編集》
　実施例において後述するように、ドナー細胞のＨＬＡアレルの破壊又は改変は、例えば
ゲノム編集により行うことができる。ＨＬＡアレルの破壊は、ＨＬＡアレルを特異的に切
断して二本鎖ＤＮＡ切断（ＤＳＢ）を誘導することにより行うことができる。ＤＳＢの修
復過程で塩基が欠失又は付加されてフレームシフト変異が生じた場合、ＨＬＡアレルが破
壊されて、ＨＬＡタンパク質が発現しなくなる。本明細書において、ＨＬＡアレルの破壊
をＨＬＡアレルのノックアウトという場合がある。
【００４２】
　また、ドナーＤＮＡの存在下でＨＬＡアレルを特異的に切断してＤＳＢを誘導すること
により、ＤＳＢの修復過程で相同組換えを誘導し、ＨＬＡアレルを改変することができる
。具体的には、例えば、実施例において後述するように、ＨＬＡ－Ａ＊０２：０７アレル
をＨＬＡ－Ａ＊０１：０１アレルに改変すること等が可能である。
【００４３】
　ドナーＤＮＡとしては、ゲノムＤＮＡの二本鎖ＤＮＡ切断の位置の前後を含む領域と配
列同一性を有し、且つ所望のＨＬＡアレルをコードするものを使用するとよい。ドナーＤ
ＮＡは、一本鎖ＤＮＡでもよいし、二本鎖ＤＮＡでもよい。また、ドナーＤＮＡは、単一
の塩基配列を有するＤＮＡであってもよいし、複数の塩基配列を有するＤＮＡの混合物で
あってもよい。
【００４４】
　ここで、配列同一性を有するとは、ドナーＤＮＡと標的となるゲノムＤＮＡの二本鎖切
断の位置を含む領域との間で９０％以上の塩基配列が一致することを意味する。ドナーＤ
ＮＡは、ゲノムＤＮＡの二本鎖切断の位置を含む領域と９５％以上の塩基配列が一致する
ことが好ましく、９９％以上の塩基配列が一致することがより好ましい。
【００４５】
　ドナーＤＮＡは、５０～５，０００塩基程度の一本鎖ＤＮＡであってもよいし、５０～
５，０００塩基対程度の二本鎖ＤＮＡであってもよい。ドナーＤＮＡが一本鎖ＤＮＡであ
る場合、ドナーＤＮＡは、ゲノムＤＮＡの二本鎖のうちのいずれの鎖と配列同一性を有し
ていてもよい。
【００４６】
《配列特異的ＤＮＡ切断酵素》
　一般的に、ＤＳＢを誘導してゲノム編集を行うために利用する配列特異的ＤＮＡ切断酵
素は、ＲＮＡ誘導型ヌクレアーゼと人工ヌクレアーゼに大別される。配列特異的ＤＮＡ切
断酵素はＲＮＡ誘導型ヌクレアーゼであってもよく、人工ヌクレアーゼであってもよい。
【００４７】
　配列特異的ＤＮＡ切断酵素は、ゲノムＤＮＡを標的配列特異的に切断して二本鎖切断を
形成するものであれば特に制限されない。配列特異的ＤＮＡ切断酵素が認識する標的配列
の長さは、例えば、１０～６０塩基程度であってよい。
【００４８】
　また、配列特異的ＤＮＡ切断酵素は、例えばニッカーゼを複数組み合わせてＤＮＡを切
断する態様であってもよい。ここで、ニッカーゼとは、二本鎖ＤＮＡのうちの一本鎖にニ
ックを形成する酵素を意味する。例えば、ゲノムＤＮＡ上の近接した位置において、二本
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鎖ＤＮＡの双方の鎖にニックを形成することにより、二本鎖切断を形成することができる
。
【００４９】
　ＲＮＡ誘導型ヌクレアーゼとは、ガイドとなる短鎖ＲＮＡが標的配列に結合し、２つの
ＤＮＡ切断ドメイン（ヌクレアーゼドメイン）を有するヌクレアーゼをリクルートして配
列特異的な切断を誘導する酵素である。ＲＮＡ誘導型ヌクレアーゼとしては、ＣＲＩＳＰ
Ｒ－Ｃａｓファミリータンパク質が挙げられる。ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓファミリータンパ
ク質は大きくクラス１とクラス２に分類されており、クラス１の中にはタイプＩ、タイプ
ＩＩＩ及びタイプＩＶが含まれ、クラス２の中にはタイプＩＩ、タイプＶ及びタイプＶＩ
が含まれる。
【００５０】
　ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓファミリータンパク質としては、例えば、Ｃａｓ９、Ｃｐｆ１、
ＣａｓＸ、ＣａｓＹ、Ｃａｓ１２、Ｃａｓ１３、Ｃ２Ｃ２等が挙げられる。ＲＮＡ誘導型
ヌクレアーゼは、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓファミリータンパク質のホモログであってもよく
、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓファミリータンパク質が改変されたものであってもよい。例えば
、２つ存在する野生型のヌクレアーゼドメインの一方を不活性型に改変したニッカーゼ改
変型のヌクレアーゼであってもよい。あるいは、標的特異性の向上したＣａｓ９－ＨＦや
ＨｉＦｉ－Ｃａｓ９、ｅＣａｓ９等であってもよい。
【００５１】
　Ｃａｓ９は、例えば、化膿性レンサ球菌、黄色ブドウ球菌、ストレプトコッカス・サー
モフィルス、ゲオバチルス・ステアロサーモフィルス等に由来するものが挙げられる。Ｃ
ｐｆ１としては、例えば、アシダミノコッカス、ラクノスピラ、クラミドモナス、フラン
シセラ－ノビサイダ等に由来するものが挙げられる。
【００５２】
　人工ヌクレアーゼは、標的配列に特異的に結合するように設計・作製されたＤＮＡ結合
ドメインと、ヌクレアーゼドメイン（制限酵素であるＦｏｋＩのＤＮＡ切断ドメイン等）
とを有する人工制限酵素である。人工ヌクレアーゼとしては、Ｚｉｎｃ　ｆｉｎｇｅｒ　
ｎｕｃｌｅａｓｅ（ＺＦＮ）、Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　ａｃｔｉｖａｔｏｒ－ｌｉ
ｋｅ　ｅｆｆｅｃｔｏｒ　ｎｕｃｌｅａｓｅ（ＴＡＬＥＮ）、メガヌクレアーゼ等が挙げ
られるがこれらに限定されない。
【００５３】
《配列特異的ＤＮＡ切断酵素の導入》
　ドナー細胞に導入する配列特異的ＤＮＡ切断酵素として、例えば、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａ
ｓを用いる場合、標的塩基配列はｇＲＮＡによって決定される。ｇＲＮＡの詳細について
は後述する。ｇＲＮＡは、ＲＮＡの形態でドナー細胞に導入してもよいし、発現ベクター
の形態でドナー細胞に導入し、細胞内で発現させてもよい。
【００５４】
　ｇＲＮＡをＲＮＡの形態で調製する方法としては、ｇＲＮＡをコードする核酸断片の上
流にＴ７等のプロモーターを付加したコンストラクトを作製して試験管内転写反応で合成
する方法、化学合成する方法等が挙げられる。ｇＲＮＡを化学合成する場合、化学修飾さ
れたＲＮＡを用いてもよい。
【００５５】
　発現ベクターとしては、Ｈ１プロモーター又はＵ６プロモーター等のＰｏｌ　ＩＩＩプ
ロモーターからｇＲＮＡを転写するプラスミドベクターやウイルスベクターが挙げられる
。発現ベクターを用いてｇＲＮＡを発現させる場合には、ｇＲＮＡを恒常的に発現させて
もよいし、発現誘導型プロモーターの制御下で発現させてもよい。
【００５６】
　続いて、Ｃａｓ９を用意する。Ｃａｓ９は、Ｐｏｌ　ＩＩプロモーターから発現する発
現ベクターの形態でドナー細胞に導入してもよいし、精製タンパク質の形態でドナー細胞
に導入してもよい。発現ベクターとしては、トランスポゾンベクター、ウイルスベクター
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、エピソーマルベクター、プラスミドベクター等が挙げられる。
【００５７】
　ｇＲＮＡ及びＣａｓ９のドナー細胞への導入は、ｇＲＮＡ及びＣａｓ９がウイルスベク
ターの形態である場合にはドナー細胞の培地に添加するだけよい。ウイルスベクターとし
ては、例えば、アデノ随伴ウイルスベクター、アデノウイルスベクター、レトロウイルス
ベクター、レンチウイルスベクター、センダイウイルスベクター、バキュロウイルスベク
ター等が挙げられる。
【００５８】
　ｇＲＮＡ及びＣａｓ９が、トランスポゾンベクター、エピソーマルベクター、プラスミ
ドベクター等である場合や、ｇＲＮＡがＲＮＡであり、Ｃａｓ９が精製タンパク質である
場合には、トランスフェクション試薬やエレクトロポレーション法によりドナー細胞に導
入すればよい。
【００５９】
　トランスフェクション試薬としては、例えば、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００、
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００、ＣＲＩＳＰＲＭＡＸ、ＲＮＡＭＡＸ（いずれもサ
ーモフィッシャーサイエンティフィック社）、ＦｕＧＥＮＥ　６、ＦｕＧＥＮＥ　ＨＤ(
いずれもプロメガ社)等を利用することができる。
【００６０】
　また、エレクトロポレーション法は、ＮＥＰＡ２１（ネッパジーン株式会社）、Ｎｅｏ
ｎ（サーモフィッシャーサイエンティフィック社）、４Ｄ－Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ（
ロンザ社）等の機器を利用して行うことができる。
【００６１】
（工程（ｄ））
　工程（ｃ）において、ドナー特異的ＨＬＡタンパク質を発現しない、低抗原性細胞を含
む細胞集団を得ることができる。しかしながら、工程（ｃ）で得られる細胞集団は、目的
とするＨＬＡアレルの破壊又は改変が行われた細胞（低抗原性細胞）以外にも、ＨＬＡア
レルの破壊又は改変が行われなかった細胞、ＨＬＡアレルの破壊又は改変が不完全に行わ
れた細胞等を含んでいる場合がある。そこで、工程（ｃ）の後に、ドナー特異的ＨＬＡタ
ンパク質を発現しない細胞（低抗原性細胞）を回収する工程（ｄ）を更に実施してもよい
。
【００６２】
　工程（ｄ）は、低抗原性細胞を含む細胞集団にＨＬＡタンパク質の発現誘導剤（ＨＬＡ
タンパク質発現誘導剤）を接触させる工程と、前記ＨＬＡタンパク質発現誘導剤に接触し
た前記細胞集団における前記ドナー特異的ＨＬＡタンパク質の発現を指標として、前記細
胞集団から前記ドナー特異的ＨＬＡタンパク質を発現しない細胞を回収する工程とを含む
。細胞集団にＨＬＡタンパク質発現誘導剤を接触させる工程は、例えば細胞集団の培地に
ＨＬＡタンパク質発現誘導剤を添加すること等により行うことができる。
【００６３】
　本工程において、ドナー特異的ＨＬＡタンパク質の発現を指標として前記細胞集団から
ドナー特異的ＨＬＡタンパク質を発現しない細胞を回収するとは、発現したＨＬＡタンパ
ク質の存在を検出し、その存在又は不存在に基づいてドナー特異的ＨＬＡタンパク質を発
現しない細胞を回収することであってよい。
【００６４】
　ＨＬＡタンパク質発現誘導剤としては、ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＬ－
４、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＧＦ－α、ＴＧＦ－β等のサイトカインが挙げられる。これらの発
現誘導剤は、１種を単独で使用してもよいし、２種以上を混合して使用してもよい。
【００６５】
　上記のサイトカインは、ヒト細胞へ用いる場合にはヒト由来のサイトカインであること
が好ましい。ヒトＩＦＮ－γタンパク質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＰ＿０００６
１０．２等であり、ヒトＩＦＮ－αタンパク質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＰ＿０
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７６９１８．１、ＮＰ＿０００５９６．２、ＮＰ＿０６６５４６．１等であり、ヒトＩＦ
Ｎ－βタンパク質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＰ＿００２１６７．１等であり、ヒ
トＩＬ－４タンパク質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＰ＿０００５８０．１、ＮＰ＿
７５８８５８．１、ＮＰ＿００１３４１９１９．１等であり、ヒトＧＭ－ＣＳＦタンパク
質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＰ＿０００７４９．２等であり、ヒトＴＧＦ－αタ
ンパク質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＰ＿００１０９３１６１．１、ＮＰ＿００３
２２７．１、ＮＰ＿００１２９５０８８．１、ＮＰ＿００１２９５０８７．１等であり、
ヒトＴＧＦ－βタンパク質のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＰ＿０００６５１．３、Ｘ
Ｐ＿０１１５２５５４４．１等である。
【００６６】
　上記のサイトカインは、ＨＬＡタンパク質の発現を誘導する活性を有している限り、上
記の各アクセッション番号に記載されるアミノ酸配列に対して変異を有していてもよい。
より具体的には、上記の各アクセッション番号に記載されるアミノ酸配列に対し、１若し
くは数個のアミノ酸が欠失、置換若しくは付加されたアミノ酸配列を有していてもよい。
ここで、１若しくは数個のアミノ酸とは、例えば１～１０アミノ酸、例えば１～５アミノ
酸、例えば１～３アミノ酸であってよい。上記のサイトカインは、更に、シグナルペプチ
ドが除去されたアミノ酸配列を有していてもよい。
【００６７】
　多能性幹細胞は、一般的に未分化状態において、ＨＬＡタンパク質を細胞表面に発現し
ておらずＨＬＡタンパク質の検出が困難であることが知られている。ＨＬＡタンパク質を
提示させるためには分化誘導を行う必要がある。しかしながら、分化誘導プロセスは一般
的に煩雑であり時間もかかる。また、一度分化誘導させた細胞は自発的に未分化状態に戻
らないため、ＨＬＡタンパク質陰性の分化細胞集団を回収したとしても、それはもはや多
能性幹細胞ではない。
【００６８】
　これに対し、発明者らは、上述したＨＬＡタンパク質発現誘導剤を多能性幹細胞に作用
させることにより、多能性幹細胞の多能性を維持したまま、ＨＬＡタンパク質の発現を誘
導することができることを明らかにした。
【００６９】
　これにより、工程（ｄ）で得られた細胞集団におけるＨＬＡタンパク質の発現を誘導し
、目的とするＨＬＡアレルの破壊又は改変が行われた多能性幹細胞（低抗原性細胞）を効
率よく検出し、回収することができる。
【００７０】
　例えば、細胞におけるＨＬＡタンパク質の発現を誘導させた後、細胞を抗ＨＬＡタンパ
ク質抗体で染色することにより、フローサイトメーターでＨＬＡ発現細胞又は非発現細胞
を区別してソーティングにて回収することができる。
【００７１】
　あるいは、抗ＨＬＡタンパク質抗体を磁気ビーズに吸着させて、ＨＬＡタンパク質発現
細胞に接触させ、磁気ビーズが結合した細胞を、磁力を用いて回収することもできる。
【００７２】
　あるいは、培養皿上の特定のＨＬＡタンパク質を発現する細胞を抗ＨＬＡタンパク質抗
体等で標識し、不要な目的外細胞を吸引又はレーザー照射等により除去し、目的とする低
抗原性細胞のみを回収してもよい。
【００７３】
　あるいは、培養皿上のＨＬＡタンパク質発現細胞に、目的外のＨＬＡタンパク質を認識
するＴ細胞を混合し、目的外のＨＬＡタンパク質を発現している細胞だけを攻撃して除去
し、目的とする低抗原性細胞のみを回収してもよい。
【００７４】
　第１実施形態の製造方法は、ドナー細胞のＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸ
ＡＰアレル及びＲＦＸＡＮＫアレルのうち少なくとも１つのアレルを更に破壊又は改変す
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る工程を更に含んでいてもよい。ＣＩＩＴＡ遺伝子は、Ｃｌａｓｓ　ＩＩ　Ｍａｊｏｒ　
Ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　Ｃｏｍｐｌｅｘ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏ
ｒタンパク質をコードする遺伝子である。また、ＲＦＸ５遺伝子は、Ｒｅｇｕｌａｔｏｒ
ｙ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｘ５タンパク質をコードする遺伝子である。また、ＲＦＸＡＰ遺伝子
は、Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｘ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
をコードする遺伝子である。また、ＲＦＸＡＮＫ遺伝子は、Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｆａ
ｃｔｏｒ　Ｘ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　Ａｎｋｙｒｉｎ　Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎをコードする遺伝子である。
【００７５】
　ＣＩＩＴＡ遺伝子は、ＲＦＸ５遺伝子、ＲＦＸＡＰ遺伝子、ＲＦＸＡＮＫ遺伝子と共に
、ＨＬＡクラスＩＩの転写活性化を制御する転写因子をコードしている。したがって、Ｃ
ＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル、ＲＦＸＡＮＫアレルのうち少なく
とも１つが破壊された細胞は、ＨＬＡクラスＩＩタンパク質を発現せず、レシピエントに
他家移植した場合の拒絶反応が更に低減されている。
【００７６】
　ヒトＣＩＩＴＡ遺伝子のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＭ＿０００２４６．３、ＮＭ
＿００１２８６４０２．１、ＮＭ＿００１２８６４０３．１等であり、ヒトＲＦＸ５遺伝
子のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＭ＿０００４４９．３、ＮＭ＿００１０２５６０３
．１等であり、ヒトＲＦＸＡＰ遺伝子のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＭ＿０００５３
８．３等であり、ヒトＲＦＸＡＮＫ遺伝子のＮＣＢＩアクセッション番号はＮＭ＿００１
２７８７２７．１、ＮＭ＿００１２７８７２８．１、ＮＭ＿００３７２１．３、ＮＭ＿１
３４４４０．２等である。
【００７７】
（第２実施形態）
　第２実施形態の製造方法は、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された
低抗原性細胞を、ドナー細胞から製造する製造方法であって、前記ドナー細胞のＣＩＩＴ
Ａアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル及びＲＦＸＡＮＫアレルのうち少なくとも
１つ以上を含むアレルを破壊又は改変すること、を含み、前記ＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ
５アレル、ＲＦＸＡＰアレル及びＲＦＸＡＮＫアレルのうち少なくとも１つ以上を含むア
レルが破壊又は改変された細胞が前記低抗原性細胞である、製造方法である。本実施形態
の製造方法は、ＨＬＡアレルを破壊しない点で上述した第１実施形態の製造方法と主に異
なる。
【００７８】
　上述したように、ＣＩＩＴＡ遺伝子、ＲＦＸ５遺伝子、ＲＦＸＡＰ遺伝子及びＲＦＸＡ
ＮＫ遺伝子の発現は、クラスＩＩのＨＬＡタンパク質の発現に必須であることが知られて
いる。したがって、ＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル、ＲＦＸＡＮ
Ｋアレルのうち少なくとも１つが破壊された細胞は、ＨＬＡクラスＩＩタンパク質を発現
せず、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減されている。
【００７９】
　第２実施形態の製造方法において、ドナー細胞は上述したものと同様の多能性幹細胞で
あってもよいし、分化した細胞であってもよい。
【００８０】
　また、レシピエントは、低抗原性細胞と同種の動物であることが好ましい。レシピエン
トは、実際に移植が予定された患者であってもよいし、将来レシピエントとなりうる仮想
的なＨＬＡアレルを有するレシピエントであってもよい。
【００８１】
　また、上述したように、Ｂ２Ｍアレルを破壊した細胞は、ＨＬＡアレルが野生型であっ
てもＨＬＡクラスＩタンパク質を発現しない。第２実施形態の製造方法は、ドナー細胞の
Ｂ２Ｍアレルを破壊する工程を更に含んでいてもよい。
【００８２】
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　ドナー細胞のＣＩＩＴＡアレル又はＢ２Ｍアレルの破壊は、例えばゲノム編集により行
うことができる。ゲノム編集については上述したものと同様である。
【００８３】
［低抗原性細胞の検出用キット］
　１実施形態において、本発明は、ＨＬＡタンパク質発現誘導剤を含む、レシピエントに
他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞の検出用キットを提供する。本実
施形態のキットにより低抗原性細胞を検出して回収することができる。したがって、本実
施形態のキットは、低抗原性細胞の回収用キットであるということもできる。
【００８４】
　本実施形態のキットにおいて、ＨＬＡタンパク質発現誘導剤は、上述したものと同様で
あり、ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＬ－４、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＧＦ－α、Ｔ
ＧＦ－β等のサイトカインが挙げられる。本実施形態のキットは、これらの発現誘導剤の
うち１種を単独で含んでいてもよいし、２種以上を含んでいてもよい。
【００８５】
　本実施形態のキットにおいて、低抗原性細胞は多能性幹細胞であってもよい。実施例に
おいて後述するように、本実施形態のキットによれば、低抗原性細胞が多能性幹細胞であ
る場合においても、低抗原性細胞の多能性を維持したまま、ＨＬＡタンパク質の発現を誘
導することができる。
【００８６】
［細胞］
（第１実施形態）
　第１実施形態に係る細胞は、少なくとも１つのＨＬＡアレルが破壊又は改変され、少な
くとも１種のＨＬＡタンパク質を発現可能な細胞である。第１実施形態の細胞は多能性幹
細胞であってもよいし、分化した細胞であってもよい。第１実施形態の細胞において、破
壊又は改変された少なくとも１つのＨＬＡアレルはクラスＩ　ＨＬＡアレルであることが
好ましい。
【００８７】
　多能性幹細胞は、通常ＨＬＡタンパク質の発現が弱い。ここで、発現が弱いとは、例え
ば、抗ＨＬＡタンパク質抗体で細胞を染色してフローサイトメトリー解析を行った場合に
、ＨＬＡタンパク質の発現を明確に検出できないことを意味する。
【００８８】
　しかしながら、実施例において後述するように、多能性幹細胞にＨＬＡタンパク質発現
誘導剤を接触させると、ＨＬＡタンパク質の発現が増強される。第１実施形態の細胞にお
いて、「少なくとも１種のＨＬＡタンパク質を発現可能」とは、細胞が、多能性幹細胞等
の、通常ＨＬＡタンパク質の発現が弱い細胞である場合であっても、例えば、上述したＨ
ＬＡタンパク質発現誘導剤を接触させることにより、ＨＬＡタンパク質の発現が増強され
る細胞であることを意味する。また、第１実施形態の細胞は、分化し、ＨＬＡタンパク質
を発現した細胞であってもよい。
【００８９】
　実施例において後述するように、例えば、Ｂ２Ｍアレルを破壊した細胞は、ＨＬＡアレ
ルが野生型であってもＨＬＡクラスＩタンパク質を発現しない。第１実施形態の細胞はこ
のような細胞を含まないものとする。
【００９０】
　第１実施形態の細胞において、破壊又は改変されたＨＬＡアレルは、クラスＩ　ＨＬＡ
アレルを含むことが好ましく、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル又はＨＬＡ－Ｃアレ
ルを含むことが好ましい。
【００９１】
　第１実施形態の細胞は、少なくとも１種のクラスＩ　ＨＬＡタンパク質を発現するため
、レシピエントに他家移植した場合においても、レシピエントのＮＫ細胞によって攻撃さ
れにくくなる。ここで、少なくとも１種のクラスＩ　ＨＬＡタンパク質としては、ＨＬＡ
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－Ｃタンパク質、ＨＬＡ－Ｅタンパク質、ＨＬＡ－Ｇタンパク質等が挙げられる。第１実
施形態の細胞は、一部のＨＬＡが破壊されただけであり、残りのＨＬＡが抗原提示能力を
保持しているため、当該細胞がウイルス感染した場合や腫瘍化した場合であっても、抗原
提示能力を維持することが可能である。
【００９２】
　第１実施形態の細胞は、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗
原性細胞であり、破壊又は改変された前記ＨＬＡアレルが、前記レシピエントに存在しな
いＨＬＡアレルであってもよい。上記の低抗原性細胞は、レシピエントに他家移植した場
合の拒絶反応が低減されている。
【００９３】
　第１実施形態の低抗原性細胞は、レシピエントと同種の細胞であることが好ましく、ヒ
ト細胞であってもよく非ヒト動物細胞であってもよい。レシピエントは、実際に移植が予
定された患者であってもよいし、将来レシピエントとなりうる仮想的なＨＬＡアレルを有
するレシピエントであってもよい。
【００９４】
　第１実施形態の細胞は、ＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル及びＲ
ＦＸＡＮＫアレルのうち少なくとも１つ以上を含むアレルが更に破壊又は改変されていて
もよい。上述したように、ＣＩＩＴＡ遺伝子、ＲＦＸ５遺伝子、ＲＦＸＡＰ遺伝子及びＲ
ＦＸＡＮＫ遺伝子の発現はクラスＩＩのＨＬＡタンパク質の発現に必須であることが知ら
れている。したがって、ＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル、ＲＦＸ
ＡＮＫアレルのうち少なくとも１つが破壊された細胞は、ＨＬＡクラスＩＩタンパク質を
発現せず、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が更に低減されている。
【００９５】
（第２実施形態）
　第２実施形態に係る細胞は、ＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル及
びＲＦＸＡＮＫアレルのうち少なくとも１つ以上を含むアレルが破壊又は改変された細胞
である。上述したように、ＣＩＩＴＡアレル、ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル、ＲＦ
ＸＡＮＫアレルのうち少なくとも１つ以上を含むアレルが破壊又は改変された細胞は、Ｈ
ＬＡクラスＩＩタンパク質を発現せず、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低
減された低抗原性細胞である。
【００９６】
　第２実施形態に係る細胞は、ＨＬＡクラスＩタンパク質を発現していてもよい。第２実
施形態の細胞が、レシピエントへの他家移植に有用な場合がある。
【００９７】
　第２実施形態の細胞は多能性幹細胞であってもよいし、分化した細胞であってもよい。
また、上述したように、Ｂ２Ｍアレルを破壊した細胞は、ＨＬＡアレルが野生型であって
もＨＬＡクラスＩタンパク質を発現しない。第２実施形態の細胞は、ＣＩＩＴＡアレル、
ＲＦＸ５アレル、ＲＦＸＡＰアレル、ＲＦＸＡＮＫアレルのうち少なくとも１つに加えて
Ｂ２Ｍアレルが更に破壊されていてもよい。
【００９８】
　第２実施形態の低抗原性細胞は、レシピエントと同種の細胞であることが好ましく、ヒ
ト細胞であってもよく非ヒト動物細胞であってもよい。レシピエントは、実際に移植が予
定された患者であってもよいし、将来レシピエントとなりうる仮想的なＨＬＡアレルを有
するレシピエントであってもよい。
【００９９】
（低抗原性細胞の用途）
　上述した、第１実施形態及び第２実施形態の細胞は、レシピエントに他家移植した場合
の拒絶反応が低減された低抗原性細胞である。そこで、細胞治療や再生医療に利用するこ
とができる。
【０１００】
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　低抗原性細胞が多能性幹細胞である場合には、例えば、神経細胞、肝細胞、膵島細胞、
心筋細胞、腎細胞、造血幹細胞、細胞傷害性Ｔ細胞等に分化させたうえで、患者に移植し
てもよい。
【０１０１】
　また、低抗原性細胞に遺伝子導入を行ったうえで患者に移植してもよい。例えば、多能
性幹細胞をＴ細胞に分化させたうえでキメラ抗原受容体（ＣＡＲ）を遺伝子導入し、ＣＡ
Ｒ－Ｔ細胞として癌患者等に移植すること等が挙げられる。
【０１０２】
［標的塩基配列の特定方法］
（第１実施形態）
　１実施形態において、本発明は、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減さ
れた低抗原性細胞をゲノム編集により製造するための標的塩基配列の特定方法であって、
全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、候補塩基配列をマッピ
ングすることと、ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、前記候
補塩基配列をマッピングすることと、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列デ
ータに対してマッピングした場合に１つの標的とするＨＬＡハプロタイプにしかマッピン
グされず、ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした
場合にマッピングされない前記候補塩基配列を、標的塩基配列として特定することとを含
む方法を提供する。
【０１０３】
　第１実施形態の方法により、後述する第１実施形態のｇＲＮＡの標的塩基配列を特定す
ることができる。後述するように、第１実施形態のｇＲＮＡは、特定のＨＬＡハプロタイ
プ特異的にＤＳＢを誘導することができ、オフターゲット変異導入のリスクも低い。
【０１０４】
　上述したように、ＨＬＡ遺伝子は多くの偽遺伝子を持ち、お互いのＨＬＡ遺伝子配列の
相同性が高いうえ、個人間での配列多様性が大きい。このため、配列特異的ＤＮＡ切断酵
素を用いたゲノム編集の適切な標的塩基配列を決定することは容易ではない。
【０１０５】
　ＨＬＡ遺伝子特異的な配列特異的ＤＮＡ切断酵素の標的塩基配列の特定は、例えば、次
のようにして行うことができる。まず、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列
データ（既知の全ＨＬＡ遺伝子の塩基配列データ）を入手する。全ＨＬＡ遺伝子の塩基配
列データは、例えば、ＩＰＤ－ＩＭＧＴ／ＨＬＡデータベース（https://www.ebi.ac.uk/
ipd/imgt/hla/）から入手することができる。本データベースには、２０１７年７月現在
、１２，５４４件のＨＬＡクラスＩ遺伝子の塩基配列と４，６２２件のＨＬＡクラスＩＩ
遺伝子の塩基配列が登録されている。
【０１０６】
　続いて、各ＨＬＡアレルの塩基配列から、使用する配列特異的ＤＮＡ切断酵素の標的と
なる塩基配列を抽出する。例えば、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓを配列特異的ＤＮＡ切断酵素と
して用いる場合、３～５塩基程度のＰＡＭ配列（例えば、化膿性レンサ球菌由来Ｃａｓ９
の場合「ＮＧＧ」、アシダミノコッカス由来のＣｐｆ１の場合「ＴＴＴＮ」）を含む、ｇ
ＲＮＡの標的塩基配列として利用可能な塩基配列を抽出し、候補塩基配列とする。
【０１０７】
　本実施形態の方法において、標的塩基配列はＰＡＭ配列を含むものとする。ＰＡＭ配列
を含む標的塩基配列の長さは、配列特異的ＤＮＡ切断酵素により異なる。例えば、配列特
異的ＤＮＡ切断酵素が化膿性レンサ球菌由来Ｃａｓ９である場合、ＰＡＭ配列を含む標的
塩基配列の長さは、１９～３３塩基であることが好ましく、２０～２４塩基であることが
より好ましい。また、配列特異的ＤＮＡ切断酵素がアシダミノコッカス由来のＣｐｆ１で
ある場合、ＰＡＭ配列を含む標的塩基配列の長さは、２０～３４塩基であることが好まし
く、約２４塩基であることがより好ましい。
【０１０８】
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　続いて、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、ＰＡＭ配列
を含む候補塩基配列をマッピングする。
【０１０９】
　マッピングとは、リファレンス塩基配列（ここでは全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮ
Ａの塩基配列データを意味する。）上の、クエリー塩基配列（ここでは候補塩基配列を意
味する。）の配列同一性が高い位置を特定する操作である。クエリー塩基配列とリファレ
ンス塩基配列との配列同一性は、９０％以上であることが好ましく、９５％以上であるこ
とがより好ましく、９９％以上であることが更に好ましく、１００％であることが特に好
ましい。
【０１１０】
　ここで、リファレンス塩基配列に対する、クエリー塩基配列の配列同一性は、例えば次
のようにして求めることができる。まず、リファレンス塩基配列及びクエリー塩基配列を
アラインメントする。続いて、リファレンス塩基配列及びクエリー塩基配列において、一
致した塩基の塩基数を算出し、下記式（１）にしたがって、配列同一性を求めることがで
きる。
　配列同一性（％）＝一致した塩基数／クエリー塩基配列の総塩基数×１００　（１）
【０１１１】
　実施例において後述するように、マッピングは、例えば、Ｂｏｗｔｉｅプログラム（ht
tp://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml）を用いて行うことができる。また、マ
ッピングは、ＢＷＡ、ＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＴ、ＳＯＡＰ、Ｎｏｖｏａｌｉｇｎ、ＴｏｐＨ
ａｔ等の、Ｂｏｗｔｉｅプログラム以外の配列相同性（配列同一性）検索プログラムを用
いて行ってもよい。
【０１１２】
　続いて、ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、前記候補塩基
配列をマッピングする。全ゲノムＤＮＡの塩基配列データとしては、リファレンス・ヒト
ゲノム配列（Ｈｇ１９）等を用いることができる。また、マッピングには、Ｂｏｗｔｉｅ
プログラムや、Ｂｏｗｔｉｅプログラム以外の配列相同性検索プログラムを用いることが
できる。
【０１１３】
　続いて、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングし
た場合に１つの標的とするＨＬＡハプロタイプにしかマッピングされず、ＨＬＡアレル以
外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない
候補塩基配列を、標的塩基配列として特定する。ここで、標的とするＨＬＡハプロタイプ
とは、破壊又は改変する対象のＨＬＡハプロタイプを意味する。
【０１１４】
　実施例において後述するように、第１実施形態の方法により特定した標的塩基配列を標
的塩基配列とするｇＲＮＡ（後述する第１実施形態のｇＲＮＡ）は、標的とする特定のＨ
ＬＡハプロタイプ特異的にＤＳＢを誘導することができ、オフターゲット変異導入のリス
クも低い。
【０１１５】
　ＨＬＡ遺伝子は８つのエクソンで構成されていることが多いが、標的塩基配列は、ＨＬ
Ａ遺伝子のタンパク質コード領域を標的とすることが好ましい。標的塩基配列は、ＨＬＡ
タンパク質の細胞外ドメインをコードするエクソン１、２、３又は４を標的とすることが
好ましく、エクソン２又は３を標的とすることが特に好ましい。
【０１１６】
　あるいは、標的塩基配列を２箇所に設定すると、その間の塩基配列を大きく削除するこ
とも可能である。これを利用するために、ＨＬＡ遺伝子のタンパク質をコードする遺伝子
領域を含むように、２つ以上の標的塩基配列を設計してもよい。
【０１１７】
　また、標的塩基配列は、ＨＬＡ遺伝子以外の別のゲノム領域やミトコンドリアＤＮＡを
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標的としないものであることが好ましい。また、数塩基のミスマッチを許容した場合にお
いても、ＨＬＡ遺伝子以外の領域を標的とする箇所が少ない標的塩基配列を選択すること
が好ましい。
【０１１８】
（第２実施形態）
　１実施形態において、本発明は、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減さ
れた低抗原性細胞をゲノム編集により製造するための標的塩基配列の特定方法であって、
全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、候補塩基配列をマッピ
ングすることと、ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、前記候
補塩基配列をマッピングすることと、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列デ
ータに対してマッピングした場合に２つ以上の標的とするＨＬＡハプロタイプにマッピン
グされ、ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場
合にマッピングされない前記候補塩基配列を、標的塩基配列として特定することとを含む
方法を提供する。
【０１１９】
　第２実施形態の方法は、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対し
てマッピングした場合に２つ以上の標的とするＨＬＡハプロタイプにマッピングされる候
補塩基配列を標的塩基配列として特定する点において、上述した第１実施形態の方法と主
に異なる。
【０１２０】
　第２実施形態の方法において、候補塩基配列、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの
塩基配列データ、全ゲノムＤＮＡの塩基配列データ、マッピングについては、上述した第
１実施形態の方法と同様である。
【０１２１】
　本実施形態の方法により、後述する第２実施形態のｇＲＮＡの標的塩基配列を特定する
ことができる。後述するように、第２実施形態のｇＲＮＡは、複数の標的とするＨＬＡ遺
伝子（又はアレル）を切断することができる。このため、複数のＨＬＡ遺伝子を破壊又は
改変する場合に必要なｇＲＮＡの種類を減らすことができる。これにより、ｇＲＮＡを作
製するコストを減らすことができる。また、使用するｇＲＮＡの種類を減らすことにより
、オフターゲット変異導入のリスクも減らすことができる。
【０１２２】
［ｇＲＮＡ］
（第１実施形態）
　１実施形態において、本発明は、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列デー
タに対してマッピングした場合に１つの標的とするＨＬＡハプロタイプにしかマッピング
されず、ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場
合にマッピングされない塩基配列を、標的塩基配列とするｇＲＮＡを提供する。
【０１２３】
　第１実施形態のｇＲＮＡは、特定のＨＬＡハプロタイプ特異的にＤＳＢを誘導すること
ができ、オフターゲット変異導入のリスクも低い。
【０１２４】
　本実施形態において、ｇＲＮＡは、ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（ｃｒＲＮＡ）とトランス活
性化型ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（ｔｒａｃｒＲＮＡ）との複合体であってもよいし、ｔｒａ
ｃｒＲＮＡとｃｒＲＮＡを組み合わせた単一の合成ｇＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ）であってもよ
い。いずれの構造のｇＲＮＡであっても標的塩基配列特異的にＤＳＢを誘導することがで
きる。
【０１２５】
　標的塩基配列は、上述した方法により特定されたものであることが好ましい。上述した
ように、本明細書では、標的塩基配列は、ＰＡＭ配列を含む塩基配列である。そこで、標
的塩基配列からＰＡＭ配列を除いた塩基配列をｃｒＲＮＡ又はｓｇＲＮＡのスペーサー塩
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基配列に用いる。
【０１２６】
　本実施形態のｇＲＮＡがｓｇＲＮＡである場合、ｓｇＲＮＡの塩基配列は次の塩基配列
とすることができる。
【０１２７】
　まず、標的塩基配列からＰＡＭ配列を除いた塩基配列をスペーサー塩基配列とする。続
いて、スペーサー塩基配列の３’末端に、スキャフォールド配列を連結した塩基配列を設
計する。スキャフォールド配列としては、例えば配列番号３９に記載の塩基配列を使用す
ることができるがこれに限定されない。
【０１２８】
　配列番号３９に記載の塩基配列は、スキャフォールド配列として機能する限り、配列番
号３９に記載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された
塩基配列であってもよい。ここで、１若しくは数個の塩基とは、例えば１～１０塩基、例
えば１～５塩基、例えば１～３塩基であってよい。
【０１２９】
　設計したｓｇＲＮＡは化学合成等により調製することができる。ｓｇＲＮＡは、ＲＮＡ
として調製して直接ドナー細胞に導入してもよいし、ＤＮＡとして調製して発現ベクター
に組み込み、発現ベクターの形態でドナー細胞に導入し、細胞内で発現させてもよい。
【０１３０】
　ｓｇＲＮＡを細胞内で発現させる場合、Ｕ６プロモーターやＨ１プロモーター等のポリ
メラーゼＩＩＩプロモーターを用いることができる。この場合、転写効率を向上させるた
めに、ｓｇＲＮＡの５’末端の塩基配列をＧ又はＧＧに変更してもよい。ｓｇＲＮＡの５
’末端の塩基配列をＧ又はＧＧに変更しても、Ｃａｓ９の切断活性にはほとんど影響がで
ない。
【０１３１】
　例えば、標的塩基配列からＰＡＭ配列を除いた塩基配列が「5’-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
-3’」（配列番号６２）である場合、標的塩基配列を特異的に切断するｓｇＲＮＡの塩基
配列は「5’-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCA
ACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUUUUU-3’」（配列番号６３）とすることができる。
【０１３２】
　本実施形態のｇＲＮＡは、ｃｒＲＮＡとｔｒａｃｒＲＮＡとの複合体であってもよい。
また、ｃｒＲＮＡ及びｔｒａｃｒＲＮＡは、直接ドナー細胞に導入してもよいし、発現ベ
クターの形態でドナー細胞に導入し、細胞内で発現させてもよい。ｃｒＲＮＡ及びｔｒａ
ｃｒＲＮＡを細胞内で発現させる場合、Ｕ６プロモーターやＨ１プロモーター等のポリメ
ラーゼＩＩＩプロモーターを用いることができる。この場合、転写効率を向上させるため
に、ｃｒＲＮＡ又はｔｒａｃｒＲＮＡの５’末端の塩基配列をＧ又はＧＧに変更してもよ
い。ｃｒＲＮＡ又はｔｒａｃｒＲＮＡの５’末端の塩基配列をＧ又はＧＧに変更しても、
Ｃａｓ９の切断活性にはほとんど影響がでない。
【０１３３】
　本実施形態のｇＲＮＡがｃｒＲＮＡとｔｒａｃｒＲＮＡとの複合体である場合、ｃｒＲ
ＮＡ及びｔｒａｃｒＲＮＡの塩基配列は次の塩基配列とすることができる。
【０１３４】
　まず、標的塩基配列からＰＡＭ配列を除いた塩基配列をスペーサー塩基配列とする。続
いて、スペーサー塩基配列の３’末端に、スキャフォールド配列を連結した塩基配列を設
計し、ｃｒＲＮＡの塩基配列とする。例えば、標的塩基配列からＰＡＭ配列を除いた塩基
配列が「5’-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3’」（配列番号６２）である場合、ｃｒＲＮＡの塩
基配列は「5’-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUAUGCUGUUUUG-3’」（配列番号６４）と
することができる。また、ｔｒａｃｒＲＮＡの塩基配列は、例えば、「5’-CAAAACAGCAUA
GCAAGUUAAAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGC-3’」（配列番号６５）
とすることができる。
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【０１３５】
　ｃｒＲＮＡの塩基配列は、ｃｒＲＮＡとして機能する限り、配列番号６４に記載の塩基
配列に対して変異を有していてもよい。より具体的には、配列番号６４に記載の塩基配列
において１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列であってもよい
。ここで、１若しくは数個の塩基とは、例えば１～１０塩基、例えば１～５塩基、例えば
１～３塩基であってよい。
【０１３６】
　また、ｔｒａｃｒＲＮＡの塩基配列は、ｔｒａｃｒＲＮＡとして機能する限り、配列番
号６５に記載の塩基配列において１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された
塩基配列であってもよい。ここで、１若しくは数個の塩基とは、例えば１～１０塩基、例
えば１～５塩基、例えば１～３塩基であってよい。
【０１３７】
　設計したｃｒＲＮＡ及びｔｒａｃｒＲＮＡは、化学合成等により調製することができる
。ｃｒＲＮＡ及びｔｒａｃｒＲＮＡはＲＮＡとして調製して直接ドナー細胞に導入しても
よいし、ＤＮＡとして調製して発現ベクターに組み込み、発現ベクターの形態でドナー細
胞に導入し、細胞内で発現させてもよい。
【０１３８】
　具体的な第１実施形態のｇＲＮＡとしては、配列番号３、４、７、４５～５２、７２～
２４５９のいずれかに記載の塩基配列を標的塩基配列とするｇＲＮＡ、又は、配列番号３
、４、７、４５～５２、７２～２４５９のいずれかに記載の塩基配列の５’末端において
、１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列を標的塩基配列とする
ｇＲＮＡが挙げられる。ここで、１若しくは数個の塩基とは、例えば１～１０塩基、例え
ば１～５塩基、例えば１～３塩基であってよい。例えば、スペーサー配列の５’末端を２
～３塩基短くすることでＤＮＡへの結合能力を下げ、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９の配列認識
特異性を高めることができる。
【０１３９】
　中でも、配列番号３、４、７、４５～５２のいずれかに記載の塩基配列を標的塩基配列
とするｇＲＮＡ、又は、配列番号３、４、７、４５～５２のいずれかに記載の塩基配列の
５’末端において、１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列を標
的塩基配列とするｇＲＮＡが好ましい。実施例において後述するように、これらの塩基配
列を標的塩基配列とするｇＲＮＡにより、ＨＬＡハプロタイプ特異的にＨＬＡアレルを破
壊又は改変し、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞を
製造することができる。
【０１４０】
（第２実施形態）
　１実施形態において、本発明は、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列デー
タに対してマッピングした場合に２つ以上の標的とするＨＬＡハプロタイプにマッピング
され、ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合
にマッピングされない塩基配列を、標的塩基配列とするｇＲＮＡを提供する。
【０１４１】
　具体的な第２実施形態のｇＲＮＡとしては、配列番号５３～５５、２４６０～８０１３
のいずれかに記載の塩基配列を標的塩基配列とするｇＲＮＡ、又は、配列番号５３～５５
、２４６０～８０１３のいずれかに記載の塩基配列の５’末端において、１若しくは数個
の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列を標的塩基配列とするｇＲＮＡが挙げら
れる。ここで、１若しくは数個の塩基とは、例えば１～１０塩基、例えば１～５塩基、例
えば１～３塩基であってよい。例えば、スペーサー配列の５’末端を２～３塩基短くする
ことでＤＮＡへの結合能力を下げ、ＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓ９の配列認識特異性を高めるこ
とができる。
【０１４２】
　中でも、配列番号５３～５５のいずれかに記載の塩基配列を標的塩基配列とするｇＲＮ
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Ａ、又は、配列番号５３～５５のいずれかに記載の塩基配列の５’末端において、１若し
くは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列を標的塩基配列とするｇＲＮＡ
が好ましい。
【０１４３】
　また、上述したように、ポリメラーゼＩＩＩプロモーターからの転写効率を向上させる
ために、ｇＲＮＡの５’末端の塩基配列をＧ又はＧＧに変更してもよい。
【０１４４】
　例えばＨＬＡ－Ａアレルに着目した場合、ＨＬＡ－Ａアレルには父親由来のＨＬＡ－Ａ
遺伝子と母親由来のＨＬＡ－Ａ遺伝子の２つの遺伝子が存在し、それぞれＨＬＡ－Ａ遺伝
子が異なる場合もあれば同一の場合もある。ＨＬＡ－Ａの抗原提示能力等を保持したい場
合、一方のＨＬＡ－Ａ遺伝子だけを切断してノックアウトを誘導し、反対側のＨＬＡ－Ａ
遺伝子は残す必要がある。あるいは、完全ノックアウトを誘導したい場合には、双方のＨ
ＬＡ－Ａ遺伝子を切断する必要がある。
【０１４５】
　一般的に、２つの遺伝子をＣＲＩＳＰＲ－ｇＲＮＡの標的にする場合、２つのｇＲＮＡ
をデザインして別々にＤＮＡ切断を誘導することが一般的である。このため、複数のＨＬ
Ａ遺伝子をノックアウトする場合、それぞれのＨＬＡ遺伝子に特異的なｇＲＮＡを用いる
ことが考えられる。
【０１４６】
　これに対し、実施例において後述するように、発明者らは、ＨＬＡ遺伝子が相互にＤＮ
Ａ配列相同性が高いという特徴を利用して、１つのｇＲＮＡで複数のＨＬＡ遺伝子（例え
ばＨＬＡ－Ａ遺伝子の父親由来配列と母親由来配列の両方、あるいは、ＨＬＡ－Ａ遺伝子
とＨＬＡ－Ｂ遺伝子）の切断誘導が可能なｇＲＮＡを探索した所、このようなｇＲＮＡ配
列を複数同定することができた。
【０１４７】
　実施例において後述するように、第２実施形態のｇＲＮＡを利用することにより、複数
のＨＬＡ遺伝子（又はアレル）を切断する場合に必要なｇＲＮＡの種類を減らすことがで
きる。これにより、ｇＲＮＡを作製するコストを減らすことができる。また、使用するｇ
ＲＮＡの種類を減らすことにより、オフターゲット変異導入のリスクも減らすことができ
る。
【０１４８】
［その他の実施形態］
　１実施形態において、本発明は、ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＬ－４、Ｇ
Ｍ－ＣＳＦ、ＴＧＦ－α又はＴＧＦ－βを有効成分とする、多能性幹細胞の多能性を維持
したままＨＬＡタンパク質の発現を誘導する、ＨＬＡタンパク質発現誘導剤を提供する。
【０１４９】
　１実施形態において、本発明は、多能性幹細胞の多能性を維持したままＨＬＡタンパク
質の発現を誘導する方法であって、多能性幹細胞の培地にＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦ
Ｎ－β、ＩＬ－４、ＧＭ－ＣＳＦ、ＴＧＦ－α又はＴＧＦ－βを添加する工程を備える方
法を提供する。
【実施例】
【０１５０】
　次に実施例を示して本発明を更に詳細に説明するが、本発明は以下の実施例に限定され
るものではない。
【０１５１】
［実験例１］
（ｇＲＮＡの設計）
　ＨＬＡ遺伝子は配列の個人差が大きく、一方でＨＬＡ遺伝子間の相同性が高いことから
、特定のＨＬＡハプロタイプだけを切断するｇＲＮＡの塩基配列を設計することは困難で
あった。具体的には、例えば、ＨＬＡ－Ａ＊０１：０１アレルだけを認識するｇＲＮＡで
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あって、他のＨＬＡ－ＡアレルやＨＬＡ－Ａ以外のＨＬＡ遺伝子、他のゲノム領域を認識
しないｇＲＮＡ配列を設計することは困難であった。
【０１５２】
　そこで、次の方法により、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－Ｃアレル
を認識するｇＲＮＡの標的塩基配列を決定した。まず、ＩＰＤ－ＩＭＧＴ／ＨＬＡデータ
ベース（https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/）から、全ＨＬＡハプロタイプのゲノム
ＤＮＡの塩基配列を含む「hla_gen.fasta」ファイルをダウンロードして入手した。
【０１５３】
　続いて、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列から、「NNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNGG」（配列番号４０）と一致する塩基配列を、ＳｐＣａｓ９のｇＲＮＡ（ｓｇＲＮＡ
）の標的塩基配列の候補として抽出した。
【０１５４】
　続いて、各候補の塩基配列を全ＨＬＡハプロタイプの塩基配列に対してＢｏｗｔｉｅプ
ログラム（http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml）を用いてマッピングし、
各候補の塩基配列がどのＨＬＡ遺伝子に何カ所マッピングするかを解析した。なお、同様
の操作はＢｏｗｔｉｅプログラム以外の配列相同性検索プログラムを用いて行うこともで
きる。
【０１５５】
　続いて、Ｂｏｗｔｉｅプログラムの結果をもとに、各ｓｇＲＮＡが、ＨＬＡ－Ａアレル
、ＨＬＡ－Ｂアレル又はＨＬＡ－Ｃアレルのいずれか１つのみに結合する場合、並びに、
ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレル、ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｃアレル、ＨＬ
Ａ－Ｂアレル及びＨＬＡ－Ｃアレル、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－
Ｃアレル等の２つ以上のＨＬＡアレルに結合する場合に分類した。
【０１５６】
　続いて、全ての候補の塩基配列をリファレンス・ヒトゲノム配列（Ｈｇ１９）に対して
Ｂｏｗｔｉｅを用いてマッピングし、ＨＬＡアレル以外のゲノム領域へとマッピングされ
るかどうかの確認を行った。その結果、ＨＬＡアレルのみにマッピングされる候補の塩基
配列を目的の標的塩基配列として抽出した。
【０１５７】
　図１（ａ）は、本実験例で抽出した標的塩基配列が、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂア
レル、ＨＬＡ－Ｃアレルのいずれを標的とするかをベン図で示したものである。図中の数
字は、ｓｇＲＮＡの標的塩基配列の数を示す。その結果、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂ
アレル又はＨＬＡ－Ｃアレルのいずれか１つのみを標的とするｓｇＲＮＡの標的塩基配列
、並びに、ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレル、ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｃア
レル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－Ｃアレル、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及
びＨＬＡ－Ｃアレル等の２つ以上のＨＬＡアレルを標的とするｓｇＲＮＡの標的塩基配列
を多数決定することができた。
【０１５８】
　図１（ｂ）は、本実験例で同定したｓｇＲＮＡの標的塩基配列が、ＨＬＡ－Ａアレル、
ＨＬＡ－Ｂアレル、ＨＬＡ－Ｃアレルのどの場所を標的としているかを示した図である。
図１（ｂ）中、線で連結されたボックスは各ＨＬＡ遺伝子のエクソンを示し、ＨＬＡ－Ａ
アレルは左側にエクソン１が、ＨＬＡ－ＢアレルとＨＬＡ－Ｃアレルは右側にエクソン１
が存在する。また、「［＋］ｓｔｒａｎｄ　ｓｇＲＮＡｓ」はプラス鎖ＤＮＡを標的とす
る標的塩基配列を示し、「［－］ｓｔｒａｎｄ　ｓｇＲＮＡｓ」はマイナス鎖ＤＮＡを標
的とする標的塩基配列を示し、「Ｕｎｉｑｕｅ　ｋ－ｍｅｒｓ」はヒトゲノム上で一箇所
しか存在しない１０～１６ｍｅｒの塩基配列（「ｋ－ｍｅｒ配列」という。）の集合を示
す。
【０１５９】
　この結果、Ｕｎｉｑｕｅ　ｋ－ｍｅｒｓのピークが高い部位に、多数のｓｇＲＮＡ標的
配列を見出すことができたことが明らかとなった。なお、プラス鎖ＤＮＡ又はマイナス鎖



(28) JP WO2019/160077 A1 2019.8.22

10

20

ＤＮＡのどちらにも相当数の標的塩基配列を見出すことができた。
【０１６０】
　配列番号３、４、７、４５～５２、７２～２４５９に、全ＨＬＡハプロタイプのゲノム
ＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合に１つの標的とするＨＬＡハプロタ
イプにしかマッピングされず、ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対
してマッピングした場合にマッピングされない塩基配列として抽出された塩基配列を示す
。また、下記表１に、一例として、一部の塩基配列について、標的とするＨＬＡアレルの
数及び標的とするＨＬＡアレルを示す。
【０１６１】
【表１】

【０１６２】
　また、配列番号５３～５５、２４６０～８０１３に、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤ
ＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合に２つ以上の標的とするＨＬＡハプロ
タイプにマッピングされ、ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して
マッピングした場合にマッピングされない塩基配列として抽出された塩基配列を示す。ま
た、下記表２に、一例として、一部の塩基配列について、標的とするＨＬＡアレルの数及
び標的とするＨＬＡアレルを示す。
【０１６３】
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【表２】

【０１６４】
　また、下記表３に、全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマ
ッピングした場合に２つ以上の標的とするＨＬＡハプロタイプにマッピングされ、ＨＬＡ
アレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピング
されない塩基配列として抽出された標的塩基配列について、標的とするＨＬＡアレルの数
及び抽出された標的塩基配列の数を示す。
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【０１６５】
【表３】

【０１６６】
［実験例２］
（ｉＰＳ細胞の刺激によるＨＬＡタンパク質の発現誘導１）
　未分化ｉＰＳ細胞を刺激してＨＬＡタンパク質の発現を誘導することを試みた。具体的
には、ｉＰＳ細胞の培地に１００ｎｇ／ｍＬのリポポリサッカライド（ＬＰＳ）、１００
ｎｇ／ｍＬのＴＮＦ－α、又は５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γを添加して４８時間処理後、
抗ＨＬＡ－ＡＢＣ抗体（品番：３１１４１８、ＢＩＯＬＥＧＥＮＤ社）を用いてフローサ
イトメトリー解析を行い、ＨＬＡタンパク質の発現を検討した。
【０１６７】
　図２は、フローサイトメトリーの結果を示すグラフである。その結果、ＩＦＮ－γを添
加するとＨＬＡタンパク質の発現が上昇することが明らかとなった。
【０１６８】
［実験例３］
（ｉＰＳ細胞の刺激によるＨＬＡタンパク質の発現誘導２）
　ｉＰＳ細胞の培地に１０ｎｇ／ｍＬ、５０ｎｇ／ｍＬ、又は１００ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ
－γを添加して４８時間処理後、抗ＨＬＡ－ＡＢＣ抗体（品番：３１１４１８、ＢＩＯＬ
ＥＧＥＮＤ社）を用いてフローサイトメトリー解析を行い、ＨＬＡタンパク質の発現を検
討した。
【０１６９】
　図３は、フローサイトメトリーの結果を示すグラフである。その結果、ＩＦＮ－γを添
加するとＨＬＡタンパク質の発現が上昇することが明らかとなった。その結果、いずれの
濃度においても、ＩＦＮ－γを添加するとＨＬＡタンパク質の発現が上昇することが明ら
かとなった。
【０１７０】
［実験例４］
（ｉＰＳ細胞の刺激によるＨＬＡタンパク質の発現誘導３）
　ｉＰＳ細胞の培地に５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γを添加し、４時間、８時間、１６時間
、２４時間、及び４８時間処理後、抗ＨＬＡ－Ａ２抗体（品番：７４００８２、ＢＤ社）
を用いてフローサイトメトリー解析を行い、ＨＬＡ－Ａ２タンパク質の発現を検討した。
【０１７１】
　図４（ａ）は、フローサイトメトリーの結果を示すグラフである。また、図４（ｂ）は
、ｉＰＳ細胞のＩＦＮ－γ処理とＨＬＡ－Ａタンパク質の発現量の解析のスケジュールを
示す図である。その結果、ＩＦＮ－γ処理時間を長くするほどＨＬＡタンパク質の発現が
高くなることが明らかとなった。また、更なる検討の結果、ｉＰＳ細胞をＩＦＮ－γで４
８時間処理した後、培地からＩＦＮ－γを除去して７日後においてもＨＬＡタンパク質の
発現が持続していることが明らかとなった。
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【０１７２】
［実験例５］
（細胞のＨＬＡハプロタイプ決定）
　以下の方法により、各細胞のＨＬＡハプロタイプ（両親から受け継いだ各ＨＬＡアレル
の対）を決定した。
【０１７３】
　６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞及び１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞については、まず、６０４Ｂ１
　ｉＰＳ細胞のＷＥＳ（Ｗｈｏｌｅ　Ｅｘｏｍｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ）解析結果、及
び、１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞のＷＧＳ（Ｗｈｏｌｅ　Ｇｅｎｏｍｅ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉ
ｎｇ）解析結果に基づいて、それぞれＦＡＳＴＱ配列ファイルを作成した。
【０１７４】
　続いて、各ＦＡＳＴＱ配列ファイルをリファレンス・ヒトゲノム配列（Ｈｇ１９）に対
してマッピングし、ＢＡＭファイルをそれぞれ作成した。続いて、ソフトウェア（名称「
ＨＬＡ－ｇｅｎｏｔｙｐｅｒ」、https://pypi.python.org/pypi/hla-genotyper/0.4.2b1
）を用いて上記の各ＢＡＭファイルを解析し、各細胞のＨＬＡハプロタイプを決定した。
【０１７５】
　また、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞については、抽出したゲノムＤＮＡをＨＬＡ研究所（ht
tp://hla.or.jp/）に送付し、蛍光ビーズ法（ＰＣＲ－ｒＳＳＯ／Ｌｕｍｉｎｅｘ法）に
よるＨＬＡハプロタイプ決定を行った。また、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞については、５８
５Ａ１　ｉＰＳ細胞と同様のＨＬＡハプロタイプ決定も行った。
【０１７６】
　また、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）については、販売先（ＣＴＬ社、Ｗａｋｏ社）がＨ
ＬＡハプロタイプ情報を提供しているものを使用した。
【０１７７】
［実験例６］
（ｓｇＲＮＡのゲノム切断活性の検討）
　実験例１で同定した標的塩基配列を標的とするｓｇＲＮＡの中から、Ａ＊０２：０７ア
レルだけを切断し、Ａ＊３２：０１アレルとは塩基配列が一致しないｓｇＲＮＡである、
Ａ０２０７－ｅｘ３－ｇ１（標的塩基配列を配列番号３に示す。）、Ａ０２０７－ｅｘ３
－ｇ２（標的塩基配列を配列番号４に示す。）及びＡ０２０７－ｅｘ３－ｇ４（標的塩基
配列を配列番号７に示す。）を選択した。
【０１７８】
　なお、以下の各実験例で使用した各ｓｇＲＮＡの塩基配列は、それぞれのｓｇＲＮＡの
標的塩基配列からＰＡＭ配列を除いた塩基配列の３’側に、配列番号３９に記載のスキャ
フォールド配列を連結した塩基配列であった。例えば、標的塩基配列からＰＡＭ配列を除
いた塩基配列が「5’-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN-3’」（配列番号６２）であった場合、使用
したｓｇＲＮＡの塩基配列は「5’-NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUAAA
AUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGUGCUUUUUUU-3’」（配列番号６３）で
あった。また、以下の各実験例では、各ｓｇＲＮＡを発現ベクターの形態で細胞に導入し
、細胞内で発現させて使用した。
【０１７９】
　図５（ａ）はＨＬＡ－Ａのエクソン３の領域に見出されたｓｇＲＮＡの標的部位及び標
的塩基を示す図である。図５（ａ）中、ボックスはＨＬＡ－Ａ＊０２：０７遺伝子のエク
ソンを示し、矢印は各ｓｇＲＮＡの標的塩基配列の位置を示す。また、図５（ａ）には野
生型のＡ＊０２：０７アレルの塩基配列、及び野生型のＡ＊３２：０１アレルの塩基配列
も示す。両アレルで配列が異なる部分を大文字で示し、ｓｇＲＮＡのＰＡＭ配列を下線で
示す。
【０１８０】
　続いて、Ａ０２０７－ｅｘ３－ｇ１、Ａ０２０７－ｅｘ３－ｇ２及びＡ０２０７－ｅｘ
３－ｇ４を、精製Ｃａｓ９タンパク質と共に下記表４のＨＬＡハプロタイプを持つ１３８
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３Ｄ２　ｉＰＳ細胞にそれぞれトランスフェクションした。トランスフェクションは市販
のキット（型式「ＣＲＩＳＰＲ－ＭＡＸ」、品番：ＣＭＡＸ００００３、サーモフィッシ
ャーサイエンティフィック社）を用いて行った。
【０１８１】
【表４】

【０１８２】
　続いて、ゲノムＤＮＡを抽出後、Ｔ７エンドヌクレアーゼＩ（Ｔ７ＥＩ）アッセイによ
り、各細胞における遺伝子変異導入効率を検討した。Ｔ７ＥＩアッセイは次のようにして
行った。
【０１８３】
　まず、ＨＬＡ－Ａ２領域のＡ＊０２：０７アレルを特異的に増幅するプライマーを用い
てＮｅｓｔｅｄ　ＰＣＲを行った。Ｎｅｓｔｅｄ　ＰＣＲには、下記表５に示すプライマ
ーを使用した。
【０１８４】
【表５】

【０１８５】
　続いて、ＰＣＲ産物を精製し、精製後のＰＣＲ産物（４００ｎｇ）に１／１０容量の１
０×ＮＥＢｕｆｆｅｒ２（ＮＥＢ社）バッファーを添加し、９５℃で５分間加熱して二本
鎖ＤＮＡを熱変性した後、徐々に温度を下げることにより再アニーリングした。より具体
的には、９５℃から８５℃まで－２℃／秒で冷却し、８５℃から２５℃まで－０．１℃／
秒で冷却した。
【０１８６】
　続いて、再アニール後のＰＣＲ産物に１０単位のＴ７エンドヌクレアーゼＩ（Ｔ７ＥＩ
、Ｃａｔ．Ｎｏ．Ｍ０３０２Ｓ、ＮＥＢ社）を添加し、３７℃で１５分間処理した。続い
て、反応液量の１／１０容量の０．２５Ｍ　ＥＤＴＡ溶液を添加することによりＴ７ＥＩ
の活性を停止させ、その後サンプルは低温（氷上）を維持した。
【０１８７】
　続いて、Ｔ７ＥＩ処理したＰＣＲ産物を２％アガロースゲル電気泳動し、切断バンドと
未切断バンドのＤＮＡシグナル強度をＩｍａｇｅＪソフトウェアで定量した。
【０１８８】
　図５（ｂ）は各ｓｇＲＮＡを用いた場合のゲノムＤＮＡ変異導入効率をＴ７ＥＩアッセ
イで解析した結果を示す。図５（ｂ）中、「Ｔ７ＥＩ」はＴ７エンドヌクレアーゼＩを示
し、「－」は添加しなかったことを示し、「＋」は添加したことを示す。また、「ｅｘ３
－ｇ１」はＡ０２０７－ｅｘ３－ｇ１を導入した結果であることを示し、「ｅｘ３－ｇ２
」はＡ０２０７－ｅｘ３－ｇ２を導入した結果であることを示し、「ｅｘ３－ｇ４」はＡ
０２０７－ｅｘ３－ｇ４を導入した結果であることを示し、「ＤＭＤ＃１」は陽性対照と
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示す。また、矢頭はＴ７ＥＩにより切断されたバンドを示す。
【０１８９】
　その結果、Ａ０２０７－ｅｘ３－ｇ４　ｓｇＲＮＡが最もゲノム切断活性が高いことが
明らかとなった。
【０１９０】
［実験例７］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト１）
《ＨＬＡタンパク質の発現の確認》
　ＨＬＡの細胞表面での発現を確認するために、ＨＬＡ抗原型Ａ２を持つｉＰＳ細胞株を
２株（１３８３Ｄ２株及び４０４Ｃ２株）選択した。また、ＨＬＡ抗原型Ａ２を持たない
ｉＰＳ細胞株として６０４Ｂ１株を選択した。合計３株の未分化ｉＰＳ細胞に対して、サ
イトカイン未処理の場合と５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間処理した場合において
、抗ＨＬＡ－Ａ２抗体（品番：７４００８２、ＢＤ社）を用いて細胞を染色し、フローサ
イトメトリー解析を行った。
【０１９１】
　図６（ａ）はフローサイトメトリー解析の結果を示すグラフである。その結果、ＩＦＮ
－γ処理によって、１３８３Ｄ２細胞及び４０４Ｃ２細胞においてＨＬＡ－Ａ２の特異的
な発現が確認できた。
【０１９２】
《ＨＬＡアレル特異的ノックアウト》
　続いて、上述したｓｇＲＮＡである、Ａ０２０７－ｅｘ３－ｇ１（標的塩基配列を配列
番号３に示す。）、Ａ０２０７－ｅｘ３－ｇ２（標的塩基配列を配列番号４に示す。）及
びＡ０２０７－ｅｘ３－ｇ４（標的塩基配列を配列番号７に示す。）を、精製Ｃａｓ９タ
ンパク質と共に１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞にそれぞれトランスフェクションした。トラン
スフェクションは市販のキット（型式「ＣＲＩＳＰＲ－ＭＡＸ」、品番：ＣＭＡＸ０００
０３、サーモフィッシャーサイエンティフィック社）を用いて行った。
【０１９３】
　また、ＨＬＡ遺伝子を破壊しないコントロールのｓｇＲＮＡとして、Ｘ染色体上のジス
トロフィン（ＤＭＤ）遺伝子をターゲットとするｓｇＲＮＡ－ＤＭＤ＃１（標的塩基配列
を配列番号６１に示す。）を用いた。
【０１９４】
　続いて、トランスフェクションした各ｉＰＳ細胞をそれぞれ２つのウェル中で継代し、
一方のウェルはサイトカイン未処理のまま維持し、もう一方のウェルは培地に５０ｎｇ／
ｍＬのＩＦＮ－γを添加して４８時間処理した。その後、抗ＨＬＡ－Ａ２抗体（品番：７
４００８２、ＢＤ社）を用いてフローサイトメトリー解析を行った。
【０１９５】
　図６（ｂ）はフローサイトメトリー解析の結果を示すグラフである。その結果、ゲノム
切断活性が最も大きかったＡ０２０７－ｅｘ３－ｇ４　ｓｇＲＮＡを用いた場合に、最も
多くのＨＬＡ－Ａ２抗原が破壊された細胞が出現することが明らかとなった。
【０１９６】
《ｓｇＲＮＡの標的部位の塩基配列の解析》
　続いて、ｓｇＲＮＡ（Ａ０２０７－ｅｘ３－ｇ４）を導入した１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細
胞からゲノムＤＮＡを抽出し、Ａ＊０２：０７アレルを特異的に増幅し、Ａ＊３２：０１
アレルを増幅しないプライマーを用いてＮｅｓｔｅｄ　ＰＣＲを行いｓｇＲＮＡのターゲ
ット部位を増幅した。Ｎｅｓｔｅｄ　ＰＣＲには、下記表６に示すプライマーを使用した
。
【０１９７】
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【表６】

【０１９８】
　続いて、ＰＣＲ産物をＴＡクローニングでｐＧＥＭ－Ｔ－Ｅａｓｙベクター（Ｐｒｏｍ
ｅｇａ社）にクローニングした。続いて、大腸菌コロニーを２１株回収し、サンガーシー
ケンスにより塩基配列を決定した。その結果、１１株は野生型の塩基配列を有していたが
、１０株（欠損４株と挿入６株）には何らかの挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）を生じた
ことが明らかとなった。
【０１９９】
　また、ｓｇＲＮＡ（Ａ０２０７－ｅｘ３－ｇ４）を導入した１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞
を、抗ＨＬＡ－Ａ２抗体（品番：７４００８２、ＢＤ社）で染色し、フローサイトメータ
ーにてＨＬＡ－Ａ２抗原が陰性となった細胞をソートした。ソートしたｉＰＳ細胞からゲ
ノムＤＮＡを抽出し、標的アレルであるＡ＊０２：０７アレルを特異的に増幅するプライ
マー（上述）をそれぞれ用いてのＮｅｓｔｅｄ　ＰＣＲを行った。また、標的ではないＡ
＊３２：０１アレルを特異的に増幅するプライマーをそれぞれ用いてＮｅｓｔｅｄ　ＰＣ
Ｒを行った。Ａ＊３２：０１アレルのＮｅｓｔｅｄ　ＰＣＲには、下記表７に示すプライ
マーを使用した。
【０２００】
【表７】

【０２０１】
　続いて、ＰＣＲ産物をＴＡクローニングでｐＧＥＭ－Ｔ－Ｅａｓｙベクター（Ｐｒｏｍ
ｅｇａ社）にクローニングした。大腸菌コロニーを１６株（Ａ＊０２：０７アレル）及び
１９株（Ａ＊３２：０１アレル）回収し、サンガーシーケンスにより塩基配列を決定した
。続いて、決定した塩基配列に基づいて、配列に欠損があるクローン数、挿入があるクロ
ーン数、そして配列変化の無かったクローン数を計測した。
【０２０２】
　その結果、Ａ＊０２：０７アレルには、１６株の全てのサブクローンにおいて、何らか
の挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が生じていた。一方、Ａ＊３２：０１アレルは、１９
株の全てのサブクローンにおいて野生型の塩基配列であることが確認された。
【０２０３】
　図７は、ｉＰＳ細胞１３８３Ｄ２株にｓｇＲＮＡを導入してゲノム編集を誘導した後、
ＨＬＡ－Ａ２抗原発現によるソーティングを行わなかった場合と、ＨＬＡ－Ａ２抗原発現
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が陰性となった細胞群をソーティングした場合のゲノムＤＮＡ変異導入効率を示すグラフ
である。
【０２０４】
　その結果、ＨＬＡ抗原陰性細胞を分取することにより、Ａ＊０２：０７ターゲットアレ
ルがゲノム編集された細胞の割合が上昇することが明らかとなった。また、非ターゲット
アレルであるＨＬＡ－Ａ＊３２：０１アレルには、全く変異が導入されていないことが確
認された。
【０２０５】
［実験例８］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト２）
　下記表８のＨＬＡハプロタイプを持つ６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊す
ることにより、下記表９に示す仮想的なＨＬＡハプロタイプを持つレシピエントＡに他家
移植を行う場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞を作製した。なお、下記表９に示す
ＨＬＡハプロタイプは、末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「ＬＰ＿１９４」、ＣＴＬ社
）のＨＬＡハプロタイプである。
【０２０６】
　表８及び表９に示すように、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞にはＡ＊０１：０１アレル、Ｂ＊
０７：０２アレルが存在する。そして、これらのＨＬＡアレルは、レシピエントＡには存
在しない。このため、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞又は６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導
された細胞をレシピエントに移植すると、レシピエントＡの持つＴ細胞によって攻撃され
て免疫拒絶が起こってしまう。
【０２０７】
　そこで、拒絶反応を低減するためには、レシピエントＡに存在せずドナー細胞に存在す
るＨＬＡアレルである、Ａ＊０１：０１アレルとＢ＊０７：０２アレルを破壊して、ドナ
ー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を発現しないようにすればよい。
【０２０８】
【表８】

【０２０９】
【表９】

【０２１０】
　上記の実験例１で同定したｓｇＲＮＡの中から、Ａ＊０１：０１アレルだけを切断し、
Ａ＊２４：０２アレルとは塩基配列が一致しないｓｇＲＮＡ２つ（Ａ０１０１－ｅｘ３－
ｇ１（標的塩基配列を配列番号４５に示す。）及びＡ０１０１－ｅｘ３－ｇ２（標的塩基
配列を配列番号４６に示す。））と、Ｂ＊０７：０２アレルだけを切断し、Ｂ＊３７：０
１アレルとは配列が一致しないｓｇＲＮＡ２つ（Ｂ０７０２－ｅｘ２－ｇ１（標的塩基配
列を配列番号４７に示す。）、Ｂ０７０２－ｅｘ２－ｇ２（標的塩基配列を配列番号４８
に示す。））を選択した。
【０２１１】
　続いて、上記各ｓｇＲＮＡをインビトロ転写反応により合成し、精製Ｃａｓ９タンパク
質と共に６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞にそれぞれトランスフェクションした。トランスフェク
ションは市販のキット（型式「ＣＲＩＳＰＲ－ＭＡＸ」、品番：ＣＭＡＸ００００３、サ
ーモフィッシャーサイエンティフィック社）を用いて行った。
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【０２１２】
　ｓｇＲＮＡの導入によりＡ＊０１：０１アレル又はＢ＊０７：０２アレルが切断され、
その修復の過程で遺伝子変異が生じると、Ａ＊０１：０１アレル又はＢ＊０７：０２アレ
ルがノックアウトされ、ＨＬＡ－Ａ１タンパク質又はＨＬＡ－Ｂ７タンパク質を欠失した
細胞が得られる。
【０２１３】
　続いて、各ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激し、ＨＬＡタンパ
ク質を発現誘導した。続いて、各ｉＰＳ細胞を、抗ＨＬＡ－Ａ１抗体（型式「ａｂ３３８
８３」、ａｂｃａｍ社）又は抗ＨＬＡ－Ｂ７抗体（型式「ＭＣＡ９８６」、Ｂｉｏ－Ｒａ
ｄ社）で染色し、フローサイトメトリーでＨＬＡタンパク質陰性細胞の割合を解析した。
【０２１４】
　図８（ａ）及び（ｂ）は、フローサイトメトリー解析の結果を示すグラフである。図８
（ａ）は、Ａ＊０１：０１アレルを破壊したｉＰＳ細胞におけるＨＬＡ－Ａ１タンパク質
の発現量を測定した結果であり、図８（ｂ）は、Ｂ＊０７：０２アレルを破壊したｉＰＳ
細胞におけるＨＬＡ－Ｂ７タンパク質の発現量を測定した結果である。図８（ａ）及び（
ｂ）中、「Ｎｏ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ」はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細胞
の結果を示す。
【０２１５】
　その結果、ｓｇＲＮＡとしてＡ０１０１－ｅｘ３－ｇ１（標的塩基配列を配列番号４５
に示す。）を使用した場合、１１．２％の細胞がＨＬＡ－Ａ１タンパク質を欠失したこと
が明らかとなった。また、ｓｇＲＮＡとしてＡ０１０１－ｅｘ３－ｇ２（標的塩基配列を
配列番号４６に示す。）を使用した場合、１８．９％の細胞がＨＬＡ－Ａ１タンパク質を
欠失したことが明らかとなった。この結果から、Ａ０１０１－ｅｘ３－ｇ２がよりノック
アウト効率の高いｓｇＲＮＡであることが明らかとなった。
【０２１６】
　また、ｓｇＲＮＡとしてＢ０７０２－ｅｘ２－ｇ１（標的塩基配列を配列番号４７に示
す。）を使用した場合、１１．６％の細胞がＨＬＡ－Ｂ７タンパク質を欠失したことが明
らかとなった。また、ｓｇＲＮＡとしてＢ０７０２－ｅｘ２－ｇ２（標的塩基配列を配列
番号４８に示す。）を使用した場合、０．７％の細胞がＨＬＡ－Ｂ７タンパク質を欠失し
たことが明らかとなった。この結果から、Ｂ０７０２－ｅｘ２－ｇ１がよりノックアウト
効率の高いｓｇＲＮＡであることが明らかとなった。
【０２１７】
　この結果から、ノックアウト効率の高かったＡ０１０１－ｅｘ３－ｇ２とＢ０７０２－
ｅｘ２－ｇ１を選択し、Ａ＊０１：０１アレル及びＢ＊０７：０２アレルの双方のノック
アウトを行った。具体的には、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞に、選択した２種類のｓｇＲＮＡ
を精製Ｃａｓ９タンパク質と共にトランスフェクションした。トランスフェクションは市
販のキット（型式「ＣＲＩＳＰＲ－ＭＡＸ」、品番：ＣＭＡＸ００００３、サーモフィッ
シャーサイエンティフィック社）を用いて行った。
【０２１８】
　続いて、ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激し、ＨＬＡタンパク
質を発現誘導した。続いて、ｉＰＳ細胞を抗ＨＬＡ－Ａ１抗体（型式「ａｂ３３８８３」
、ａｂｃａｍ社）及び抗ＨＬＡ－Ｂ７抗体（型式「ＭＣＡ９８６」、Ｂｉｏ－Ｒａｄ社）
で染色し、フローサイトメトリーで解析した。
【０２１９】
　図９（ａ）及び（ｂ）は、フローサイトメトリー解析の結果を示すグラフである。図９
（ａ）中、「Ｎｏ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ」はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細
胞の解析結果であることを示す。また、図９（ｂ）中、「Ａ０１０１－ｅｘ３－ｇ２」及
び「Ｂ０７０２－ｅｘ２－ｇ１」は、これらの２つのｓｇＲＮＡを共導入してＡ＊０１：
０１アレル及びＢ＊０７：０２アレルの双方をノックアウトしたｉＰＳ細胞の解析結果で
あることを示す。
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【０２２０】
　また、ＨＬＡ－Ａ１タンパク質及びＨＬＡ－Ｂ７タンパク質の双方が陰性である細胞集
団から単細胞ソーティングを行い、１５株のサブクローンを回収した。続いて、各サブク
ローンからゲノムＤＮＡを抽出した。続いて、使用したｓｇＲＮＡであるＡ０１０１－ｅ
ｘ３－ｇ２の標的部位（エクソン３）を含む領域、及びＢ０７０２－ｅｘ２－ｇ１の標的
部位（エクソン２）を含む領域をそれぞれ増幅するＰＣＲ反応を行った後、サンガーシー
ケンスにより塩基配列を解析した。
【０２２１】
　図１０（ａ）は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図１０（ａ
）中、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であったことを示し、「－」は欠失変異を有していた
ことを示し、「＋」は挿入変異を有していたことを示す。例えば「－５ｂｐ」は５塩基の
欠損を有していたことを示し、「＋１８ｂｐ」は１８塩基の挿入を有していたことを示す
。図１０（ｂ）では、代表例として２株（＃８及び＃１０）の塩基配列を示す。
【０２２２】
　その結果、１５株中１１株のクローンにおいて、Ａ＊０１：０１アレル及びＢ＊０７：
０２アレルの双方に何らかの挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が生じたことが明らかとな
った。Ｉｎｄｅｌ変異が生じた１１株のクローンの中から、フレームシフト変異を生じた
２株（＃８及び＃１０）を選択し、以下の実験に使用した。
【０２２３】
［実験例９］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト３）
　下記表１０のＨＬＡハプロタイプを持つ５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊
することにより、下記表１１に示す仮想的なＨＬＡハプロタイプを持つレシピエントＢに
他家移植を行う場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞を作製した。なお、下記表１１
に示すＨＬＡハプロタイプは、末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「２０１０１１３２０
３」、Ｗａｋｏ社）のＨＬＡハプロタイプである。
【０２２４】
　表１０及び表１１に示すように、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞にはＢ＊０７：０２アレル、
Ｃ＊０７：０２アレルが存在する。そして、これらのＨＬＡアレルは、レシピエントＢに
は存在しない。このため、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞又は５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化
誘導された細胞をレシピエントに移植すると、レシピエントＢの持つＴ細胞によって攻撃
されて免疫拒絶が起こってしまう。
【０２２５】
　そこで、拒絶反応を低減するためには、レシピエントＢに存在せずドナー細胞に存在す
るＨＬＡアレルである、Ｂ＊０７：０２アレルとＣ＊０７：０２アレルを破壊して、ドナ
ー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を発現しないようにすればよい。
【０２２６】
【表１０】

【０２２７】

【表１１】

【０２２８】
　ｓｇＲＮＡとして、Ｂ＊０７：０２アレル特異的なＢ０７０２－ｅｘ２－ｇ１（標的塩
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基配列を配列番号４７に示す。）及びＣ＊０７：０２アレル特異的なＣ０７０２－ｅｘ３
－ｇ３（標的塩基配列を配列番号４９に示す。）を用いた。また、トランスフェクション
に市販のキット（商品名「４Ｄ－Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ」、型式「Ｖ４ＸＰ－４０３
２」、ロンザ社）を使用した以外は実験例７と同様にして、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ
＊０７：０２アレル及びＣ＊０７：０２アレルの双方のノックアウトを行った。
【０２２９】
　続いて、ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激し、ＨＬＡタンパク
質を発現誘導した。続いて、ｉＰＳ細胞を抗ＨＬＡ－Ｂ７抗体（型式「ＭＣＡ９８６」、
Ｂｉｏ－Ｒａｄ社）で染色し、フローサイトメトリーで解析した。
【０２３０】
　図１１はフローサイトメトリー解析の結果を示すグラフである。図１１中、「Ｎｏ　ｓ
ｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「Ｎｏ　ｔ
ｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ」はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であるこ
とを示し、「Ｂ０７０２－ｅｘ２－ｇ１」及び「Ｃ０７０２－ｅｘ３－ｇ３」は、これら
のｓｇＲＮＡを導入してＢ＊０７：０２アレル及びＣ＊０７：０２アレルの双方をノック
アウトしたｉＰＳ細胞の解析結果であることを示す。
【０２３１】
　また、ＨＬＡ－Ｂ７タンパク質が陰性である細胞集団から単細胞ソーティングを行い、
２８株のサブクローンを回収した。続いて、各サブクローンからゲノムＤＮＡを抽出した
。続いて、使用したｓｇＲＮＡであるＢ０７０２－ｅｘ２－ｇ１の標的部位（エクソン２
）を含む領域、及びＣ０７０２－ｅｘ３－ｇ３の標的部位（エクソン３）を含む領域をそ
れぞれ増幅するＰＣＲ反応を行った後、サンガーシーケンスにより塩基配列を解析した。
【０２３２】
　図１２は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図１２（ａ）中、
「ＷＴ」は野生型の塩基配列であったことを示し、「－」は欠失変異を有していたことを
示し、「＋」は挿入変異を有していたことを示す。図１２（ｂ）では、代表例として３株
（＃２、＃１１及び＃２６）の塩基配列を示す。
【０２３３】
　その結果、複数のクローンにおいて、Ｂ＊０７：０２アレル及びＣ＊０７：０２アレル
の双方に何らかの挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が生じたことが明らかとなった。Ｉｎ
ｄｅｌ変異が生じたクローンの中から、３株（＃２、＃１１及び＃２６）を選択し、以下
の実験に使用した。
【０２３４】
［実験例１０］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト４）
　下記表１２のＨＬＡハプロタイプを持つ５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊
することにより、下記表１３に示す仮想的なＨＬＡハプロタイプを持つレシピエントＣに
他家移植を行う場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞を作製した。なお、下記表１３
に示すＨＬＡハプロタイプは、末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「ＬＰ＿２６６」、Ｃ
ＴＬ社）のＨＬＡハプロタイプである。
【０２３５】
　表１２、１３に示すように、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞にはＢ＊５２：０１アレル、Ｃ＊
１２：０２アレルが存在する。そして、これらのＨＬＡアレルは、レシピエントＣには存
在しない。このため、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞又は５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導
された細胞をレシピエントＣに移植すると、レシピエントＣの持つＴ細胞によって攻撃さ
れて免疫拒絶が起こってしまう。
【０２３６】
　そこで、拒絶反応を低減するためには、レシピエントＣに存在せずドナー細胞に存在す
るＨＬＡアレルである、Ｂ＊５２：０１アレルとＣ＊１２：０２アレルを破壊して、ドナ
ー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を発現しないようにすればよい。
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【０２３７】
【表１２】

【０２３８】

【表１３】

【０２３９】
　ｓｇＲＮＡとして、Ｃ＊１２：０２アレル特異的なＣ１２０２－ｅｘ３－ｇ１（標的塩
基配列を配列番号５０に示す。）を用いた点と、細胞のソーティングを行わなかった点以
外は実験例９と同様にして、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＣ＊１２：０２アレルのノックア
ウトを行い、１７株のサブクローンを得た。なお、細胞のソーティングを行わなかったの
は、抗ＨＬＡ－Ｃ１２のアレル特異的抗体が入手できなかったためである。
【０２４０】
　続いて、各サブクローンからゲノムＤＮＡを抽出した。続いて、使用したｓｇＲＮＡで
あるＣ１２０２－ｅｘ３－ｇ１の標的部位（エクソン３）を含む領域を増幅するＰＣＲ反
応を行った後、サンガーシーケンスにより塩基配列を解析した。
【０２４１】
　図１３（ａ）は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図１３（ａ
）中、「－」は欠失変異を有していたことを示し、「＋」は挿入変異を有していたことを
示す。その結果、ｓｇＲＮＡの標的部位付近に何らかの挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）
が生じたことが明らかとなった。Ｉｎｄｅｌ変異が生じたクローンの中から、フレームシ
フト変異を生じた＃１細胞を選択した。
【０２４２】
　続いて、Ｃ＊１２：０２アレルがノックアウトされた＃１細胞に、ｓｇＲＮＡとしてＢ
＊５２：０１アレル特異的なＢ５２０１－ｅｘ３－ｇ２（標的塩基配列を配列番号５１に
示す。）を導入してＢ＊５２：０１アレルのノックアウトを行い、１２株のサブクローン
（クローン＃１－１～＃１－１２）を得た。なお、細胞のソーティングを行わなかったの
は、抗ＨＬＡ－Ｂ５２のアレル特異的抗体が入手できなかったためである。
【０２４３】
　続いて、各サブクローンからゲノムＤＮＡを抽出した。続いて、使用したｓｇＲＮＡで
あるＢ５２０１－ｅｘ３－ｇ２の標的部位（エクソン３）を含む領域を増幅するＰＣＲ反
応を行った後、サンガーシーケンスにより塩基配列を解析した。
【０２４４】
　図１３（ｂ）は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図１３（ｂ
）中、「Ｍｕｔ」は置換変異を有していたことを示し、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であ
ったことを示し、「－」は欠失変異を有していたことを示す。その結果、ｓｇＲＮＡの標
的部位付近に何らかの変異が生じたことが明らかとなった。図１３（ｃ）では、代表例と
して株＃１－１の塩基配列を示す。
【０２４５】
［実験例１１］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト５）
　下記表１４のＨＬＡハプロタイプを持つ６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊
することにより、下記表１５で示す仮想的なＨＬＡハプロタイプを持つレシピエントＣに
他家移植を行う場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞を作製した。なお、下記表１５
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に示すＨＬＡハプロタイプは、末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「ＬＰ＿２６６」、Ｃ
ＴＬ社）のＨＬＡハプロタイプである。
【０２４６】
　表１４、１５に示すように、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞には、Ａ＊０１：０１アレル、Ｂ
＊３７：０１アレル及びＣ＊０６：０２アレルが存在する。そして、これらのＨＬＡアレ
ルは、レシピエントＣには存在しない。このため、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞又は６０４Ｂ
１　ｉＰＳ細胞から分化誘導された細胞をレシピエントに移植すると、レシピエントの持
つＴ細胞によって攻撃されて免疫拒絶が起こってしまう。
【０２４７】
　そこで、拒絶反応を低減するためには、レシピエントＣに存在せずドナー細胞に存在す
るＨＬＡアレルである、Ａ＊０１：０１アレル、Ｂ＊３７：０１アレル及びＣ＊０６：０
２アレルを破壊して、ドナー細胞に特異的なＨＬＡタンパク質を発現しないようにすれば
よい。
【０２４８】

【表１４】

【０２４９】
【表１５】

【０２５０】
　ｓｇＲＮＡとして、Ａ＊０１：０１アレル特異的なＡ０１０１－ｅｘ３－ｇ２（標的塩
基配列を配列番号４６に示す。）を用いて、実験例９と同様にして、６０４Ｂ１　ｉＰＳ
細胞のＡ＊０１：０１アレルをノックアウトした。続いて、この細胞に、Ｃ＊０６：０２
アレル特異的なｓｇＲＮＡであるＣ０６０２－ｅｘ３－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５
２に示す。）を導入してＣ＊０６：０２アレルのノックアウトを行い、９株のサブクロー
ンを得た。
【０２５１】
　続いて、各サブクローンからゲノムＤＮＡを抽出した。続いて、使用したｓｇＲＮＡで
あるＡ０１０１－ｅｘ３－ｇ２の標的部位（エクソン３）を含む領域、及びＣ０６０２－
ｅｘ３－ｇ１の標的部位（エクソン３）を含む領域をそれぞれ増幅するＰＣＲ反応を行っ
た後、サンガーシーケンスにより塩基配列を解析した。
【０２５２】
　図１４（ａ）は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図１４（ａ
）中、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であったことを示し、「－」は欠失変異を有していた
ことを示し、「＋」は挿入変異を有していたことを示す。その結果、ｓｇＲＮＡの標的部
位付近に何らかの挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が生じたクローンが得られた。図１４
（ｂ）では、Ｉｎｄｅｌ変異が生じたクローンの中から、フレームシフト変異を生じたク
ローン＃３を代表例として塩基配列を示す。
【０２５３】
　続いて、Ａ＊０１：０１アレル及びＣ＊０６：０２アレルがノックアウトされたクロー
ン＃３に、ｓｇＲＮＡとしてＨＬＡ－Ｂアレル特異的なＢ－ｅｘ２－ｇ１（標的塩基配列
を配列番号５３に示す。）を導入してＢ＊３７：０１アレルのみがノックアウトされたク
ローンの取得を試みた。なお、Ｂ－ｅｘ２－ｇ１はＢ＊３７：０１アレル及びＢ＊０７：
０２アレルの両方を標的とするｓｇＲＮＡである。
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【０２５４】
　続いて、ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激し、ＨＬＡタンパク
質を発現誘導した。続いて、ｉＰＳ細胞を抗ＨＬＡ－Ｂ７抗体（型式「ＭＣＡ９８６」、
Ｂｉｏ－Ｒａｄ社）で染色し、フローサイトメトリーで解析した。
【０２５５】
　図１５（ａ）はフローサイトメトリー解析の結果を示すグラフである。図１５（ａ）中
、「Ｎｏ　ｓｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し
、「Ｎｏ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ」はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細胞の解析
結果であることを示し、「Ｂ－ｅｘ２－ｇ１」は、このｓｇＲＮＡを導入してＨＬＡ－Ｂ
アレルをノックアウトしたｉＰＳ細胞の解析結果であることを示す。
【０２５６】
　また、ＨＬＡ－Ｂ７タンパク質が陽性である細胞集団から単細胞ソーティングを行い、
１２株のサブクローン（クローン＃３－１～＃３－１２）を回収した。続いて、各サブク
ローンからゲノムＤＮＡを抽出した。続いて、使用したｓｇＲＮＡであるＢ－ｅｘ２－ｇ
１の標的部位（エクソン２）を含む領域の、標的としたＢ＊３７：０１アレル及び標的と
しなかったＢ＊０７：０２アレルをそれぞれ増幅するＰＣＲ反応を行った後、サンガーシ
ーケンスにより塩基配列を解析した。
【０２５７】
　図１５（ｂ）は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図１５（ｂ
）中、「Ｍｕｔ」は置換変異を有していたことを示し、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であ
ったことを示し、「－」は欠失変異を有していたことを示し、「＋」は挿入変異を有して
いたことを示す。その結果、ｓｇＲＮＡの標的部位付近に何らかの挿入欠失変異（Ｉｎｄ
ｅｌ変異）が生じたクローンが得られた。図１５（ｃ）では、Ｂ＊３７：０１アレルのみ
にＩｎｄｅｌ変異が生じたクローンの中から、２株（クローン＃３－１１及び＃３－１２
）を代表例として塩基配列を示す。
【０２５８】
［実験例１２］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト６）
　下記表１６のＨＬＡハプロタイプを持つ６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊
することにより、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル、ＨＬＡ－Ｃアレルの３遺伝子座
全てをノックアウトした細胞を作製した。図１６（ａ）は本実験例で使用したｓｇＲＮＡ
の標的部位を示す図である。
【０２５９】
【表１６】

【０２６０】
　ｓｇＲＮＡとして、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－Ｃアレルの双方を標的とすることが
できるＢＣ－ｅｘ２－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５４に示す。）を用いて、実験例９
と同様にして、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＢ＊０７：０２アレル、Ｂ＊３７：０１アレル
、Ｃ＊０６：０２アレル及びＣ＊０７：０２アレルをノックアウトした。
【０２６１】
　続いて、ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激してフローサイトメ
トリー解析を行い、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパク質の発現を検討した。
図１６（ｂ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図１６（ｂ）中、「Ｎ
ｏ　ｓｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「Ｎ
ｏ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ」はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細胞の解析結果で
あることを示し、「ＢＣ－ｅｘ２－ｇ１」は、このｓｇＲＮＡを導入してＨＬＡ－Ｂアレ
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ル、ＨＬＡ－Ｃアレルの双方をノックアウトしたｉＰＳ細胞の解析結果であることを示す
。
【０２６２】
　続いて、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパク質の双方が陰性である細胞集団
をソーティングして回収した。続いて、回収した細胞集団に、ＨＬＡ－Ａ遺伝子の両アレ
ルを標的とすることができるＡ－ｅｘ３－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５５に示す。）
を導入し、Ａ＊０１：０１アレル及びＡ＊２４：０２アレルをノックアウトした。
【０２６３】
　続いて、ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激してフローサイトメ
トリー解析を行い、ＨＬＡ－Ａタンパク質、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパ
ク質の発現を検討した。図１６（ｃ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである
。図１６（ｃ）中、「Ｎｏ　ｓｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果
であることを示し、「Ｎｏ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ」はｓｇＲＮＡを導入しなかった
ｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「Ａ－ｅｘ３－ｇ１」は、このｓｇＲＮＡを導
入してＨＬＡ－ＡアレルをノックアウトしたｉＰＳ細胞の解析結果であることを示す。
【０２６４】
　続いて、ＨＬＡ－Ａタンパク質、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパク質の全
てが陰性である細胞集団の単細胞ソーティングを行い、８株のサブクローンを回収した。
続いて、各サブクローンからゲノムＤＮＡを抽出した。続いて、使用したｓｇＲＮＡの標
的部位を含む領域をそれぞれ増幅するＰＣＲ反応を行った後、サンガーシーケンスにより
塩基配列を解析した。
【０２６５】
　図１７（ａ）は、回収したクローンのうちの１つ（クローン＃１）の塩基変異パターン
を示す図である。図１７（ａ）中、「－」は欠失変異を有していたことを示し、「＋」は
挿入変異を有していたことを示す。その結果、Ａ＊０１：０１アレル、Ａ＊２４：０２ア
レル、Ｂ＊０７：０２アレル、Ｂ＊３７：０１アレル、Ｃ＊０６：０２アレル及びＣ＊０
７：０２アレルの全てに挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が生じたクローンが得られたこ
とが確認された。図１７（ｂ）は、クローン＃１の各ＨＬＡアレルの塩基配列を示す。図
１７（ｂ）中、「ＷＴ」は野生型の塩基配列を示す。
【０２６６】
［実験例１３］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト７）
　下記表１７のＨＬＡハプロタイプを持つ５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊
することにより、ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレルがノックアウトされており、Ｈ
ＬＡ－Ｃアレルの一方のみがノックアウトされた細胞を作製した。
【０２６７】
【表１７】

【０２６８】
　ｓｇＲＮＡとして、ＨＬＡ－Ａアレルを標的とすることができるＡ－ｅｘ３－ｇ１（標
的塩基配列を配列番号５５に示す。）と、ＨＬＡ－Ｂアレルを標的とすることができるＢ
－ｅｘ２－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５３に示す。）を用いて、実験例９と同様にし
て、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル及びＢ＊５
２：０１アレルをノックアウトした。
【０２６９】
　続いて、ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激してフローサイトメ
トリー解析を行い、ＨＬＡ－Ａ２４抗原、ＨＬＡ－Ｂ７抗原の発現を検討した。図１８（
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ａ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。
【０２７０】
　続いて、ＨＬＡ－Ａ２４抗原及びＨＬＡ－Ｂ７抗原の双方が陰性である細胞集団の単細
胞ソーティングを行い、１０株のサブクローンを回収した。続いて、各サブクローンから
ゲノムＤＮＡを抽出した。続いて、使用したｓｇＲＮＡの標的部位を含む領域をそれぞれ
増幅するＰＣＲ反応を行った後、サンガーシーケンスにより塩基配列を解析した。
【０２７１】
　図１８（ｂ）は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図１８（ｂ
）中、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であったことを示し、「－」は欠失変異を有していた
ことを示し、「＋」は挿入変異を有していたことを示し、「？」は確定できなかったこと
を示す。その結果、Ａ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル及びＢ＊５２：０１ア
レルの全てに挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が生じたことが明らかとなったクローン＃
３を選択した。図１８（ｃ）に、クローン＃３の塩基配列を示す。
【０２７２】
　続いて、クローン＃３に、Ｃ＊１２：０２アレル特異的なＣ１２０２－ｅｘ３－ｇ１（
標的塩基配列を配列番号５０に示す。）を導入し、Ｃ＊１２：０２アレルをノックアウト
した。続いて、４株のサブクローン（クローン＃３－１～＃３－４）を回収した。続いて
、各サブクローンからゲノムＤＮＡを抽出した。続いて、Ｃ＊０７：０２アレル及びＣ＊
１２：０２アレルをそれぞれ増幅するＰＣＲ反応を行った後、サンガーシーケンスにより
塩基配列を解析した。
【０２７３】
　図１８（ｄ）は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図１８（ｄ
）中、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であることを示し、「－」は欠失変異を有することを
示す。その結果、Ｃ＊０７：０２アレルが残存しており、Ｃ＊１２：０２アレルに挿入欠
失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が生じたクローンが３株（クローン＃３－１、＃３－２、及び
＃３－３）得られたことが確認された。図１８（ｅ）に、代表例としてクローン＃３－１
の塩基配列を示す。
【０２７４】
［実験例１４］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト８）
　下記表１８のＨＬＡハプロタイプを持つ６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊
することにより、ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレルをノックアウトした細胞を作製
した。
【０２７５】
【表１８】

【０２７６】
　ｓｇＲＮＡとして、ＨＬＡ－Ａアレルを標的とすることができるＡ－ｅｘ３－ｇ１（標
的塩基配列を配列番号５５に示す。）と、ＨＬＡ－Ｂアレルを標的とすることができるＢ
－ｅｘ２－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５３に示す。）を用いて、実験例９と同様にし
て、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊０１：０１アレル、Ａ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７
：０２アレル及びＢ＊３７：０１アレルをノックアウトした。
【０２７７】
　続いて、ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激してフローサイトメ
トリー解析を行い、ＨＬＡ－Ａ２４抗原及びＨＬＡ－Ｂ７抗原の発現を検討した。図１９
（ａ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図１９（ａ）中、「Ｎｏ　ｓ
ｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「Ｎｏ　ｔ
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ｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ」はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であるこ
とを示し、「Ａ－ｅｘ２－ｇ１」及び「Ｂ－ｅｘ２－ｇ１」は、これらのｓｇＲＮＡを導
入してＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレルの双方をノックアウトしたｉＰＳ細胞の解析
結果であることを示す。
【０２７８】
　続いて、ＨＬＡ－Ａ２４抗原及びＨＬＡ－Ｂ７抗原の双方が陰性である細胞集団をソー
ティングして回収し、更に、ＨＬＡ－Ａ１抗原の発現を検討した。図１９（ｂ）はフロー
サイトメトリーの結果を示すグラフである。図１９（ｂ）中、「Ｎｏ　ｓｔａｉｎ」は抗
体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「ＨＬＡ－Ａ２４，Ｂ７（
－）ｓｏｒｔｅｄ」はソートしたＨＬＡ－Ａ２４抗原及びＨＬＡ－Ｂ７抗原の双方が陰性
である細胞集団の解析結果であることを示す。
【０２７９】
　続いて、ＨＬＡ－Ａ１抗原が陰性である細胞集団をソーティングして回収し、２３株の
サブクローンを回収した。続いて、各サブクローンからゲノムＤＮＡを抽出した。続いて
、使用したｓｇＲＮＡの標的部位を含む領域をそれぞれ増幅するＰＣＲ反応を行った後、
サンガーシーケンスにより７株の塩基配列を解析した。
【０２８０】
　図１９（ｃ）は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図１９（ｃ
）中、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であったことを示し、「－」は欠失変異を有していた
ことを示し、「＋」は挿入変異を有していたことを示す。その結果、Ａ＊０１：０１アレ
ル、Ａ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル及びＢ＊３７：０１アレルの全てに挿
入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が生じたクローンが６株得られたことが明らかとなった。
代表例としてクローン＃４の塩基配列を図１９（ｄ）に示す。
【０２８１】
［実験例１５］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト９）
　下記表１９のＨＬＡハプロタイプを持つ１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破
壊することにより、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル、ＨＬＡ－Ｃアレルの３遺伝子
座全てをノックアウトした細胞を作製した。図２０（ａ）は本実験例で使用したｓｇＲＮ
Ａの標的部位を示す図である。
【０２８２】
【表１９】

【０２８３】
　ｓｇＲＮＡとして、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－Ｃアレルの双方を標的とすることが
できるＢＣ－ｅｘ２－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５４に示す。）を用いて、実験例９
と同様にして、１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞のＢ＊１５：０２アレル、Ｂ＊５１：０１アレ
ル、Ｃ＊０８：０１アレル及びＣ＊１４：０２アレルをノックアウトした。
【０２８４】
　続いて、ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激してフローサイトメ
トリー解析を行い、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパク質の発現を検討した。
図２０（ｂ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図２０（ｂ）中、「Ｎ
ｏ　ｓｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「Ｎ
ｏ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ」はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細胞の解析結果で
あることを示し、「ＢＣ－ｅｘ２－ｇ１」は、このｓｇＲＮＡを導入してＨＬＡ－Ｂアレ
ル、ＨＬＡ－Ｃアレルの双方をノックアウトしたｉＰＳ細胞の解析結果であることを示す
。
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【０２８５】
　続いて、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパク質の双方が陰性である細胞集団
をソーティングして回収した。続いて、回収した細胞集団に、ＨＬＡ－Ａ遺伝子の両アレ
ルを標的とすることができるＡ－ｅｘ３－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５５に示す。）
を導入し、Ａ＊０２：０７アレル及びＡ＊３２：０１アレルをノックアウトした。
【０２８６】
　続いて、ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激してフローサイトメ
トリー解析を行い、ＨＬＡ－Ａタンパク質、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパ
ク質の発現を検討した。
【０２８７】
　図２０（ｃ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図２０（ｃ）中、「
Ｎｏ　ｓｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「
Ｎｏ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ」はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細胞の解析結果
であることを示し、「Ａ－ｅｘ３－ｇ１」は、このｓｇＲＮＡを導入してＨＬＡ－Ａアレ
ルをノックアウトしたｉＰＳ細胞の解析結果であることを示す。その結果、ＨＬＡ－Ａタ
ンパク質、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパク質の全てが陰性である細胞集団
の存在が確認された。
【０２８８】
［実験例１６］
（ＨＬＡアレルの改変）
　下記表２０のＨＬＡハプロタイプを持つ１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞のＡ＊０２：０７ア
レルを、ゲノム編集によりＡ＊０１：０１アレルに改変する検討を行った。
【０２８９】
【表２０】

【０２９０】
　まず、いずれもｐｉｇｇｙＢａｃトランスポゾンベクターである、二重制御型Ｃａｓ９
発現ベクター及びｓｇＲＮＡ発現ベクターを、１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞に導入し、終濃
度１～１５μｇ／ｍＬのピューロマイシン（Ｃａｔ．Ｎｏ．２９４５５－５４、ナカライ
テスク）又は終濃度１００～２００μｇ／ｍＬハイグロマイシンＢ（Ｃａｔ．Ｎｏ．１０
６８７－０１０、サーモフィッシャーサイエンティフィック社）を用いた約５日間の薬剤
選択により、染色体安定導入細胞集団を得た。
【０２９１】
　二重制御型Ｃａｓ９発現ベクターは、発現誘導及び細胞内局在の双方を制御することが
できるＣａｓ９の発現ベクターである（Ishida et al., Site-specifc randomization of
 the endogenous genome by a regulatable CRISPR-Cas9 piggyBac system in human cel
ls, Sci. Rep., 8: 310, 2018）。本実験例では、ドキシサイクリン（Ｄｏｘ）を細胞の
培地に添加することにより、Ｃａｓ９タンパク質とグルココルチコイド受容体（ＧＲ）と
の融合タンパク質（以下、「Ｃａｓ９－ＧＲタンパク質」という。）の発現を誘導するこ
とができ、細胞の培地にデキサメタゾン（Ｄｅｘ）を添加することにより、Ｃａｓ９－Ｇ
Ｒを核内に移行させることができる二重制御型Ｃａｓ９発現ベクターを使用した。また、
ｓｇＲＮＡとしては、Ａ０２０７－ｅｘ３－ｇ１（標的塩基配列を配列番号３に示す。）
を使用した。
【０２９２】
　図２１（ａ）及び（ｂ）は、本実験例による相同組換えを説明する模式図である。続い
て、相同組換えを誘導するために、Ａ＊０１：０１アレルのエクソン１～３を含む領域を
コードする一本鎖ＤＮＡ（標的塩基配列を配列番号５６に示す。）を作製した。
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【０２９３】
　具体的には、まず、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のゲノムＤＮＡを鋳型として、Ａ＊０１：
０１アレルのエクソン１の上流６７塩基からエクソン３の下流１２４７塩基の部分を、下
記表２１に示すプライマーを用いたＰＣＲで増幅し、ｐＥＮＴＲプラスミドへと組み込み
、ｐＥＮＴＲベクターを作製した。
【０２９４】
【表２１】

【０２９５】
　続いて、このプラスミドＤＮＡをニッキングエンドヌクレアーゼＮｂ．ＢｓｒＤＩ酵素
（型番「Ｒ０６４８Ｓ」、Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｂｉｏｌａｂｓ社）で処理し、ホル
ムアミド変性条件下でアガロース電気泳動を行い、相当するＤＮＡバンドを切り出して精
製し、目的の一本鎖ＤＮＡドナー（ｌｓｓＤＮＡ　ｄｏｎｏｒ、配列番号５６）を調製し
た。
【０２９６】
　続いて、１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞に、二本鎖ＤＮＡ状態であるｐＥＮＴＲベクター（
ｄｓＤＮＡ　ｄｏｎｏｒ）又は調製した一本鎖ＤＮＡ（ｌｓｓＤＮＡ　ｄｏｎｏｒ、配列
番号５６）をそれぞれ導入し、Ｄｏｘ及びＤｅｘを、それぞれ終濃度２μＭ及び１μＭで
添加し、ゲノム編集による相同組換えを誘導した。
【０２９７】
　続いて、各ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激してフローサイト
メトリー解析を行い、ＨＬＡ－Ａ２抗原及びＨＬＡ－Ａ１抗原の発現を検討した。
【０２９８】
　図２１（ｃ）は、フローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図２０（ｃ）中、
「Ｎｏ　ｓｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、
「Ｎｏ　Ｄｏｘ／Ｄｅｘ」はＣａｓ９発現を誘導しなかったｉＰＳ細胞の解析結果である
ことを示し、「ｄｓＤＮＡ　ｄｏｎｏｒ」は、二本鎖ＤＮＡのドナーを導入して相同組換
えを誘導したｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「ｌｓｓＤＮＡ　ｄｏｎｏｒ」は
、一本鎖ＤＮＡのドナーを導入して相同組換えを誘導したｉＰＳ細胞の解析結果であるこ
とを示す。
【０２９９】
　その結果、Ａ２抗原が陰性でＡ１抗原が陽性となった割合は、二本鎖ＤＮＡをドナーと
して用いた場合は０．２％であったのに対し、一本鎖ＤＮＡをドナーとして用いた場合に
は１．６％であった。
【０３００】
　続いて、一本鎖ＤＮＡドナーを用いた相同組換えによりＡ２抗原が陰性となり、かつＡ
１抗原が陽性となった細胞集団をフローサイトメトリーでソーティングし、細胞集団のま
ま、及び単細胞ソーティング後のサブクローンについて、ＨＬＡ－Ａ遺伝子座の塩基配列
を解析した。
【０３０１】
　図２２（ａ）は、細胞集団のまま塩基配列を解析した結果を示す図である。図２２（ａ
）中、「Ｂｕｌｋ」は細胞集団のまま解析した結果であることを示す。その結果、Ａ＊０
２：０７遺伝子座の一部（特にエクソン２とエクソン３の５’側）がＡ＊０１：０１遺伝
子に改変された細胞が混在していることが明らかとなった。
【０３０２】
　また、図２２（ｂ）は、単細胞ソーティングした代表的なサブクローン（クローン＃２
）について塩基配列を解析した結果を示す図である。その結果、Ａ＊０２：０７遺伝子座
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の一部がＡ＊０１：０１遺伝子に改変されたことが明らかとなった。
【０３０３】
［実験例１７］
（Ｂ２ＭノックアウトｉＰＳ細胞の作製１）
　１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞にＣａｓ９を発現するプラスミドベクターとＢ２Ｍ特異的な
ｓｇＲＮＡをトランスフェクションした。ｓｇＲＮＡとしては、Ｂ２Ｍ－ｇ１（標的塩基
配列を配列番号５９に示す。）及びＢ２Ｍ－ｇ２（標的塩基配列を配列番号６０に示す。
）を使用した。
【０３０４】
　続いて、５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激した細胞を抗ＨＬＡ－ＡＢＣ抗体
で染色し、フローサイトメトリー解析を行った。
【０３０５】
　図２３（ａ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図２３（ａ）中、「
Ｎｏ　ｓｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「
Ｎｏ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ」はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細胞の解析結果
であることを示し、「Ｂ２Ｍ－ｇ１」、「Ｂ２Ｍ－ｇ２」は、このｓｇＲＮＡを導入して
Ｂ２ＭアレルをノックアウトしたｉＰＳ細胞の解析結果であることを示す。
【０３０６】
　その結果、ＨＬＡ－Ａタンパク質、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパク質の
全てが陰性である細胞集団の割合は、ｓｇＲＮＡとしてＢ２Ｍ－ｇ１（標的塩基配列を配
列番号５９に示す。）を使用した場合、２．８％であった。また、ｓｇＲＮＡとしてＢ２
Ｍ－ｇ２（標的塩基配列を配列番号６０に示す。）を使用した場合、６．９％であった。
【０３０７】
　続いて、Ｂ２Ｍ－ｇ２　ｓｇＲＮＡの導入により得られた、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ及
びＨＬＡ－Ｃの全てが陰性である細胞集団から単細胞ソーティングにより、クローン＃１
及び＃２の２株のサブクローンを得た。
【０３０８】
　得られた２株のサブクローンを再びＩＦＮ－γで４８時間刺激してフローサイトメトリ
ー解析を行った。図２３（ｂ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図２
３（ｂ）中、「Ｂ２Ｍ－ＫＯ＃１」はクローン＃１の結果であることを示し、「Ｂ２Ｍ－
ＫＯ＃２」はクローン＃２の結果であることを示す。その結果、いずれのクローンにおい
ても、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ及びＨＬＡ－Ｃの全てが陰性であることが確認された。
【０３０９】
　続いて、クローン＃１のＢ２Ｍ遺伝子をＰＣＲ増幅して塩基配列を確認し、挿入欠失変
異（Ｉｎｄｅｌ変異）が導入されたことを確認した。図２３（ｃ）にクローン＃１のＢ２
Ｍアレルの塩基配列を示す。図２３（ｃ）中「ＷＴ」は野生型の塩基配列を示す。
【０３１０】
［実験例１８］
（Ｂ２ＭノックアウトｉＰＳ細胞の作製２）
　６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞に対し、実験例１７と同様の操作を行い、Ｂ２Ｍアレルをノッ
クアウトした。ｓｇＲＮＡとしては、Ｂ２Ｍ－ｇ２（標的塩基配列を配列番号６０に示す
。）を使用した。
【０３１１】
　続いて、５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激した細胞を抗ＨＬＡ－ＡＢＣ抗体
で染色し、フローサイトメトリー解析を行った。
【０３１２】
　図２４（ａ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図２４（ａ）中、「
Ｎｏ　ｓｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「
Ｎｏ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ」はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細胞の解析結果
であることを示し、「Ｂ２Ｍ－ｇ２」は、このｓｇＲＮＡを導入してＢ２Ｍアレルをノッ
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クアウトしたことを示す。その結果、ＨＬＡ－Ａタンパク質、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及び
ＨＬＡ－Ｃタンパク質の全てが陰性である細胞集団が得られたことが明らかとなった。
【０３１３】
　続いて、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ及びＨＬＡ－Ｃの全てが陰性である細胞集団から単細
胞ソーティングにより、クローン＃１、＃２、＃３及び＃４の４株のサブクローンを得た
。
【０３１４】
　続いて、これらのサブクローンのＢ２Ｍ遺伝子をＰＣＲ増幅して塩基配列を確認した。
図２４（ｂ）は塩基配列の解析結果を示す図である。その結果、いずれのサブクローンに
おいても挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が導入されたことが確認された。
【０３１５】
［実験例１９］
（Ｔ細胞活性化試験１）
　（１）下記表２２のＨＬＡハプロタイプを持つ６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例
８で作製した、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊０１：０１アレル及びＢ＊０７：０２アレ
ルをノックアウトしたクローン＃８、（３）同クローン＃１０、（４）下記表２３のＨＬ
Ａハプロタイプを持つ１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞、（５）実験例１８で作製した、Ｂ２Ｍ
アレルをノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞（クローン＃１）を、それぞれ胚様体
（ＥＢ）由来血球様細胞に分化誘導した。
【０３１６】
【表２２】

【０３１７】
【表２３】

【０３１８】
　続いて、下記表２４のＨＬＡハプロタイプを持つ末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「
ＬＰ＿１９４」、ＣＴＬ社、上述したレシピエントＡに相当する。）からソーティングに
より回収したＣＤ８陽性Ｔ細胞をＣＦＳＥ（ケイマンケミカル社）で染色し、ＩＬ－２及
びＩＦＮ－γの存在下で上記の（１）～（５）の各細胞から分化させたＥＢ由来血球様細
胞と８日間共培養した。
【０３１９】
【表２４】

【０３２０】
　共培養後にフローサイトメトリー解析を行い、ＣＦＳＥの蛍光を検討した。図２５（ａ
）～（ｅ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図２５（ａ）～（ｅ）は
、それぞれ、上記（１）～（５）の各細胞から分化させたＥＢ由来血球様細胞と共培養し
たＣＤ８陽性Ｔ細胞の結果である。その結果、各ｉＰＳ細胞のＨＬＡ抗原を特異的に認識
するＴ細胞集団だけが増殖し、ＣＦＳＥが陰性となったことが確認された。
【０３２１】
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［実験例２０］
（Ｔ細胞活性化試験２）
　（１）下記表２５のＨＬＡハプロタイプを持つ５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例
９で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ＊０７：０２アレル及びＣ＊０７：０２アレ
ルをノックアウトしたクローン＃２、（３）同クローン＃１１、（４）同クローン＃２６
、（５）下記表２６のＨＬＡハプロタイプを持つ１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞、（６）実験
例１８で作製した、Ｂ２Ｍをノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞（クローン＃１）
を、それぞれＥＢ由来血球様細胞に分化誘導した。
【０３２２】
【表２５】

【０３２３】
【表２６】

【０３２４】
　続いて、下記表２７のＨＬＡハプロタイプを持つ末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「
２０１０１１３２０３」、Ｗａｋｏ社、上述したレシピエントＢに相当する。）からソー
ティングにより回収したＣＤ８陽性Ｔ細胞をＣＦＳＥ（ケイマンケミカル社）で染色し、
ＩＬ－２及びＩＦＮ－γの存在下で上記の（１）～（６）の各細胞から分化させたＥＢ由
来血球様細胞と８日間共培養した。
【０３２５】
【表２７】

【０３２６】
　共培養後にフローサイトメトリー解析を行い、ＣＦＳＥの蛍光を検討した。図２６（ａ
）～（ｆ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図２６（ａ）～（ｆ）は
、それぞれ、上記（１）～（６）の各細胞から分化させたＥＢ由来血球様細胞と共培養し
たＣＤ８陽性Ｔ細胞の結果である。その結果、各ｉＰＳ細胞のＨＬＡ抗原を特異的に認識
するＴ細胞集団が増殖し、ＣＦＳＥが陰性となったことが確認された。
【０３２７】
［実験例２１］
（Ｔ細胞活性化試験３）
　（１）下記表２８のＨＬＡハプロタイプを持つ６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例
１１で作製した、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊０１：０１アレル、Ｂ＊３７：０１アレ
ル及びＣ＊０６：０２アレルをノックアウトしたクローン＃３－１１、（３）同クローン
＃３－１２、（４）下記表２９のＨＬＡハプロタイプを持つ１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞、
（５）実験例１８で作製した、Ｂ２Ｍをノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞（クロ
ーン＃１）を、それぞれＥＢ由来血球様細胞に分化誘導した。
【０３２８】
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【表２８】

【０３２９】
【表２９】

【０３３０】
　続いて、下記表３０のＨＬＡハプロタイプを持つ末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「
ＬＰ＿２６６」、ＣＴＬ社、上述したレシピエントＣに相当する。）からソーティングに
より回収したＣＤ８陽性Ｔ細胞をＣＦＳＥ（ケイマンケミカル社）で染色し、ＩＬ－２及
びＩＦＮ－γの存在下で上記の（１）～（５）の各細胞から分化させたＥＢ由来血球様細
胞と８日間共培養した。
【０３３１】
【表３０】

【０３３２】
　共培養後にフローサイトメトリー解析を行い、ＣＦＳＥの蛍光を検討した。図２７（ａ
）～（ｅ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図２７（ａ）～（ｅ）は
、それぞれ、上記（１）～（５）の各細胞から分化させたＥＢ由来血球様細胞と共培養し
たＣＤ８陽性Ｔ細胞の結果である。その結果、各ｉＰＳ細胞のＨＬＡ抗原を特異的に認識
するＴ細胞集団が増殖し、ＣＦＳＥが陰性となったことが確認された。
【０３３３】
［実験例２２］
（ＨＬＡ抗原反応性ＣＤ８陽性Ｔ細胞の調製）
　６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡ抗原に反応性を有するＣＤ８陽性Ｔ細胞を調製した。
末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ）由来のＴ細胞には、多様な抗原を認識するＴ細胞が混在し
ている。これらのＴ細胞のうち、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡ抗原に反応性を有する
ＣＤ８陽性Ｔ細胞を刺激して増殖させ、回収した。
【０３３４】
　図２８は本実験例の手順を示す模式図である。図２８に示すように、まず、６０４Ｂ１
　ｉＰＳ細胞をＥＢ由来血球様細胞に分化させた。ＥＢ由来血球様細胞はＣＤ４５陽性白
血球細胞を含む。続いて、ＰＢＭＣに含まれるＣＤ８陽性Ｔ細胞をＣＦＳＥ（ケイマンケ
ミカル社）で染色し、ＩＬ－２及びＩＦＮ－γの存在下で６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分
化させたＥＢ由来血球様細胞と８日間共培養した。
【０３３５】
　続いて、共培養後にフローサイトメトリー解析を行い、ＣＦＳＥの蛍光を検討した。図
２９（ａ）～（ｅ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。
【０３３６】
　図２９（ａ）はＰＢＭＣ細胞集団を他家（アロ）であるＰＢＭＣ細胞集団と共培養した
結果を示し、図２９（ｂ）はＰＢＭＣ細胞集団を６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化させた
ＥＢ由来血球様細胞と共培養した結果を示し、図２９（ｃ）はＰＢＭＣ細胞集団のみを培
養した結果を示し、図２９（ｄ）はＰＢＭＣ細胞集団からソーティングにより回収したＣ
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Ｄ８陽性Ｔ細胞を６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化させたＥＢ由来血球様細胞と共培養し
た結果を示し、図２９（ｅ）はＰＢＭＣ細胞集団からソーティングにより回収したＣＤ８
陽性Ｔ細胞のみを培養した結果を示す。その結果、不適合であるＨＬＡ抗原を特異的に認
識するＴ細胞集団が増殖し、ＣＦＳＥが陰性となったことが確認された。
【０３３７】
　続いて、図２９（ｄ）に示す、ＣＦＳＥが陰性となったＣＤ８陽性Ｔ細胞をソーティン
グして回収し、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡ抗原に反応性を有するＴ細胞を得た。
【０３３８】
［実験例２３］
（Ｔ細胞傷害性試験１）
　図３０は、本実験例の手順を示す模式図である。まず、（１）下記表３１のＨＬＡハプ
ロタイプを持つ６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例８で作製した、６０４Ｂ１　ｉＰ
Ｓ細胞のＡ＊０１：０１アレル及びＢ＊０７：０２アレルをノックアウトしたクローン＃
８、（３）同クローン＃１０、（４）実験例１７で作製した、Ｂ２Ｍをノックアウトした
１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞（クローン＃１）を、それぞれ心筋細胞に分化誘導した。
【０３３９】
【表３１】

【０３４０】
　続いて、各心筋細胞をＩＦＮ－γで刺激し、ＨＬＡタンパク質の発現を誘導した。続い
て、後述する５１Ｃｒリリースアッセイを行うために、培地に５１Ｃｒ（クロム）を添加
して各心筋細胞に取り込ませた。
【０３４１】
　続いて、各心筋細胞の培地に、実験例２２で調製した６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡ
抗原に反応性を有するＣＤ８陽性Ｔ細胞を様々な割合で添加し、各心筋細胞が攻撃された
か否かを検討した。すなわち、エフェクター細胞として実験例２２で調製したＨＬＡ抗原
反応性ＣＤ８Ｔ細胞を、ターゲット細胞として上述したｉＰＳ細胞由来心筋細胞を使用し
た。添加するＣＤ８陽性Ｔ細胞数の割合は、心筋細胞１に対して、０．６２５、１．２５
、２．５、５、１０とした。
【０３４２】
　心筋細胞がＣＤ８陽性細胞に攻撃されると、細胞が傷害を受け、細胞内から５１Ｃｒが
放出される。そこで、培地中に放出された５１Ｃｒを測定することにより、各心筋細胞が
攻撃されたか否かを判断することができる。これを５１Ｃｒリリースアッセイという。５

１Ｃｒでラベル後、何も処理しなかった心筋細胞の上清に含まれる５１Ｃｒの量を０％Ｓ
ｐｅｃｉｆｉｃ　Ｌｙｓｉｓと定義し、界面活性剤（Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ）によって５１Ｃ
ｒでラベルした心筋細胞を処理して死滅させた際に上清中に放出された５１Ｃｒの量から
、通常の培地で５１Ｃｒラベル心筋細胞を培養した際に上清中に放出された５１Ｃｒの量
引いた値を１００％Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　Ｌｙｓｉｓと定義した。
【０３４３】
　図３１は、各心筋細胞が傷害を受けて溶解した割合を示すグラフである。図３１中、「
＊」は、Ｐ＜０．０５で有意差が存在することを示し、「Ｎｏｎ－ｅｄｉｔｅｄ」は、上
記（１）の６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導した心筋細胞の結果であることを示し、
「Ａ１－Ｂ７－＃８」は、上記（２）のクローン＃８から分化誘導した心筋細胞の結果で
あることを示し、「Ａ１－Ｂ７－＃１０」は、上記（３）のクローン＃１０から分化誘導
した心筋細胞の結果であることを示し、「１３８３Ｄ２－Ｂ２Ｍ－＃１」は、上記（４）
のＢ２Ｍをノックアウトした１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞（クローン＃１）から分化誘導し
た心筋細胞の結果であることを示す。
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【０３４４】
　その結果、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導した心筋細胞は、エフェクターＣＤ８
陽性Ｔ細胞の割合を上昇させると傷害の程度が上昇することが明らかとなった。
【０３４５】
　これに対し、Ｂ２Ｍをノックアウトした１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞から分化誘導した心
筋細胞は、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させても傷害を受けないことが明
らかとなった。同様に、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊０１：０１アレル及びＢ＊０７：
０２アレルをノックアウトした、クローン＃８及び＃１０から分化誘導した心筋細胞は、
エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させても傷害を受けないことが明らかとなっ
た。
【０３４６】
　この結果は、ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊することにより、分化誘導して他家移植
した場合の拒絶反応を低減させることができることを示す。
【０３４７】
　また、上記の（２）～（４）の各ｉＰＳ細胞を心筋細胞に分化誘導できたことは、ＩＦ
Ｎ－γ処理により、多能性幹細胞の多能性を維持したまま、ＨＬＡタンパク質の発現を誘
導することができることを示す。
【０３４８】
［実験例２４］
（Ｔ細胞傷害性試験２）
　実験例２３と同様の（１）～（４）のｉＰＳ細胞をＥＢ由来血球様細胞に分化誘導し、
５１Ｃｒリリースアッセイを行った。
【０３４９】
　まず、（１）６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例７で作製した、６０４Ｂ１　ｉＰ
Ｓ細胞のＡ＊０１：０１アレル及びＢ＊０７：０２アレルをノックアウトしたクローン＃
８、（３）同クローン＃１０、（４）実験例１８で作製した、Ｂ２Ｍをノックアウトした
６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞（クローン＃１）を、それぞれＥＢ由来血球様細胞に分化誘導し
た。なお、ＥＢ由来血球様細胞は血球細胞を含む。
【０３５０】
　続いて、各ＥＢ由来血球様細胞の培地に、実験例２２で調製した６０４Ｂ１　ｉＰＳ細
胞のＨＬＡ抗原に反応性を有するＣＤ８陽性Ｔ細胞を様々な割合で添加し、各ＥＢ由来血
球様細胞が攻撃されたか否かを検討した。すなわち、エフェクター細胞として実験例２１
で調製したＨＬＡ抗原反応性ＣＤ８Ｔ細胞を、ターゲット細胞として上述した各ＥＢ由来
血球様細胞を使用した。添加するＣＤ８陽性Ｔ細胞数の割合は、ＥＢ由来血球様細胞１に
対して、０．６２５、１．２５、２．５、５、１０、２０とした。
【０３５１】
　図３２は、各ＥＢ由来血球様細胞が傷害を受けて溶解した割合を示すグラフである。図
３２中、「＊」は、Ｐ＜０．０５で有意差が存在することを示し、「Ｎｏｎ－ｅｄｉｔｅ
ｄ」は、上記（１）の６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結
果であることを示し、「Ａ１－Ｂ７－＃８」は、上記（２）のクローン＃８から分化誘導
したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「Ａ１－Ｂ７－＃１０」は、上記（３
）のクローン＃１０から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「６
０４Ｂ１－Ｂ２Ｍ－＃１」は、上記（４）のＢ２Ｍをノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰ
Ｓ細胞（クローン＃１）から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示す。
【０３５２】
　その結果、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞は、エフェク
ターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させると傷害の程度が上昇することが明らかとなった
。
【０３５３】
　これに対し、Ｂ２Ｍをノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ
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由来血球様細胞は、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させても傷害を受けない
ことが明らかとなった。同様に、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊０１：０１アレル及びＢ
＊０７：０２アレルをノックアウトした、クローン＃８及び＃１０から分化誘導したＥＢ
由来血球様細胞は、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させても傷害を受けない
ことが明らかとなった。
【０３５４】
　この結果は、ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊することにより、分化誘導して他家移植
した場合の拒絶反応を低減させることができることを示す。
【０３５５】
　また、上記の（２）～（４）の各ｉＰＳ細胞をＥＢ由来血球様細胞に分化誘導できたこ
とは、ＩＦＮ－γ処理により、多能性幹細胞の多能性を維持したまま、ＨＬＡタンパク質
の発現を誘導することができることを示す。
【０３５６】
［実験例２５］
（Ｔ細胞傷害性試験３）
　実験例２４とは異なるｉＰＳ細胞を用いた点以外は実験例２４と同様の検討を行った。
まず、（１）下記表３２のＨＬＡハプロタイプを持つ５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞、（２）実
験例９で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ＊０７：０２アレルおよびＣ＊０７：０
２アレルをノックアウトしたクローン＃２、（３）同クローン＃１１、（４）同クローン
＃２６、（５）実験例１８で作製した、Ｂ２Ｍをノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ細
胞（クローン＃１）を、それぞれＥＢ由来血球様細胞に分化誘導した。なお、ＥＢ由来血
球様細胞は血球細胞を含む。
【０３５７】
【表３２】

【０３５８】
　続いて、各ＥＢ由来血球様細胞の培地に、下記表３３のＨＬＡハプロタイプを持つ末梢
血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「２０１０１１３２０３」、Ｗａｋｏ社、上述したレシピ
エントＢに相当する。）由来のエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞を様々な割合で添加し、各
ＥＢ由来血球様細胞が攻撃されたか否かを検討した。エフェクター細胞として、実験例２
０の図２６（ａ）に示す、ＣＦＳＥが陰性となったＰＢＭＣ中のＣＤ８陽性Ｔ細胞をソー
ティングして用いた。また、ターゲット細胞が上述した各ＥＢ由来血球様細胞である。添
加するエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞数の割合は、ＥＢ由来血球様細胞１に対して、０．
６２５、１．２５、２．５、５、１０、２０とした。
【０３５９】
【表３３】

【０３６０】
　図３３は、各ＥＢ由来血球様細胞が傷害を受けて溶解した割合を示すグラフである。図
３３中、「＊」は、Ｐ＜０．０５で有意差が存在することを示し、「Ｎｏｎ－ｅｄｉｔｅ
ｄ」は、上記（１）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結
果であることを示し、「Ｂ７－Ｃ７－＃２」は、上記（２）のクローン＃２から分化誘導
したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「Ｂ７－Ｃ７－＃１１」は、上記（３
）のクローン＃１１から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「Ｂ
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７－Ｃ７－＃２６」は、上記（４）のクローン＃２６から分化誘導したＥＢ由来血球様細
胞の結果であることを示し、「６０４Ｂ１－Ｂ２Ｍ－＃１」は、上記（５）のＢ２Ｍをノ
ックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞（クローン＃１）から分化誘導したＥＢ由来血球
様細胞の結果であることを示す。
【０３６１】
　その結果、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞は、エフェク
ターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させると傷害の程度が上昇することが明らかとなった
。
【０３６２】
　これに対し、Ｂ２Ｍをノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ
由来血球様細胞は、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させても傷害を受けない
ことが明らかとなった。同様に、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ＊０７：０２アレル及びＣ
＊０７：０２アレルをノックアウトした、クローン＃２、＃１１及び＃２６から分化誘導
したＥＢ由来血球様細胞は、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させても傷害を
受けないことが明らかとなった。
【０３６３】
　この結果は、ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊することにより、分化誘導して他家移植
した場合の拒絶反応を低減させることができることを示す。
【０３６４】
　また、上記の（２）～（５）の各ｉＰＳ細胞をＥＢ由来血球様細胞に分化誘導できたこ
とは、ＩＦＮ－γ処理により、多能性幹細胞の多能性を維持したまま、ＨＬＡタンパク質
の発現を誘導することができることを示す。
【０３６５】
［実験例２６］
（Ｔ細胞傷害性試験４）
　下記表３４のＨＬＡハプロタイプを持つ６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞、及び、実験例１８で
作製した、Ｂ２Ｍをノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞（クローン＃１）を、下記
表３５のＨＬＡハプロタイプを持つ末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「ＬＰ＿２６６」
、ＣＴＬ社、上述したレシピエントＣに相当する。）をＣＦＳＥ（ケイマンケミカル社）
でラベリングしたものと混合し、７日間共培養した。
【０３６６】
【表３４】

【０３６７】
【表３５】

【０３６８】
　共培養後にフローサイトメトリー解析を行い、ＣＦＳＥの蛍光を検討した。図３４（ａ
）及び（ｂ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図３４（ａ）及び（ｂ
）中、「６０４Ｂ１－Ｂ２Ｍ－＃１」は、Ｂ２Ｍをノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ
細胞（クローン＃１）と共培養したＰＢＭＣの結果であることを示し、「６０４Ｂ１」は
、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞と共培養したＰＢＭＣの結果であることを示す。
【０３６９】
　その結果、図３４（ａ）に示すように、Ｂ２Ｍをノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ
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細胞（クローン＃１）と共培養したＰＢＭＣには、ＣＤ８陽性、ＣＳＦＥ陰性のＴ細胞が
１１．３％含まれていた。また、図３４（ｂ）に示すように、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞と
共培養したＰＢＭＣには、ＣＤ８陽性、ＣＳＦＥ陰性のＴ細胞が２１．３％含まれていた
。続いて、図３４（ｂ）に示す、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞と共培養したＰＢＭＣから、Ｃ
Ｄ８陽性かつＣＳＦＥ陰性の細胞を、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞としてソーティング
して回収した。
【０３７０】
　続いて、（１）６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１１で作製した、６０４Ｂ１　
ｉＰＳ細胞のＡ＊０１：０１アレル、Ｂ＊３７：０１アレルおよびＣ＊０６：０２アレル
をノックアウトしたクローン＃３－１１、（３）同クローン＃３－１２を、それぞれＥＢ
由来血球様細胞に分化誘導した。なお、ＥＢ由来血球様細胞は血球細胞を含む。
【０３７１】
　続いて、各ＥＢ由来血球様細胞の培地に、回収したエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞を様
々な割合で添加し、各ＥＢ由来血球様細胞が攻撃されたか否かを検討した。すなわち、タ
ーゲット細胞が上記（１）～（３）の各細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞である
。添加するエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞数の割合は、ＥＢ由来血球様細胞１に対して、
０．６２５、１．２５、２．５、５、１０、２０とした。
【０３７２】
　図３４（ｃ）は、各ＥＢ由来血球様細胞が傷害を受けて溶解した割合を示すグラフであ
る。図３４（ｃ）中、「＊」は、Ｐ＜０．０５で有意差が存在することを示し、「Ｎｏｎ
－ｅｄｉｔｅｄ」は、上記（１）の６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血
球様細胞の結果であることを示し、「Ａ１－Ｂ３７－Ｃ６－＃３－１１」は、上記（２）
のクローン＃３－１１から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「
Ａ１－Ｂ３７－Ｃ６－＃３－１２」は、上記（３）のクローン＃３－１２から分化誘導し
たＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示す。
【０３７３】
　その結果、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞は、エフェク
ターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させると傷害の程度が上昇することが明らかとなった
。
【０３７４】
　これに対し、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊０１：０１アレル、Ｂ＊３７：０１アレル
およびＣ＊０６：０２アレルをノックアウトした、クローン＃３－１１及び＃３－１２か
ら分化誘導したＥＢ由来血球様細胞は、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させ
ても傷害を受けないことが明らかとなった。
【０３７５】
　この結果は、ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊することにより、分化誘導して他家移植
した場合の拒絶反応を低減させることができることを示す。
【０３７６】
　また、上記の（２）～（３）の各ｉＰＳ細胞をＥＢ由来血球様細胞に分化誘導できたこ
とは、ＩＦＮ－γ処理により、多能性幹細胞の多能性を維持したまま、ＨＬＡタンパク質
の発現を誘導することができることを示す。
【０３７７】
［実験例２７］
（ＮＫ細胞反応性試験１）
　（１）下記表３６のＨＬＡハプロタイプを持つ６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例
８で作製した、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊０１：０１アレル及びＢ＊０７：０２アレ
ルをノックアウトしたクローン＃８、（３）同クローン＃１０、（４）下記表３７のＨＬ
Ａハプロタイプを持つ１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞、（５）実験例１８で作製した、Ｂ２Ｍ
をノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞（クローン＃１）を、それぞれＥＢ由来血球
様細胞に分化させた。なお、ＥＢ由来血球様細胞はＣＤ４５陽性白血球細胞を含む。
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【０３７８】
【表３６】

【０３７９】

【表３７】

【０３８０】
　また、下記表３８のＨＬＡハプロタイプを持つＰＢＭＣ（型式「ＬＰ＿１９４」、ＣＴ
Ｌ社、上述したレシピエントＡに相当する。）からＣＤ５６陽性細胞（ＮＫ細胞）をソー
ティングにより回収した。続いて、回収したＮＫ細胞を、抗ＣＤ１０７ａ抗体の存在下で
、分化させた各ＣＤ４５陽性白血球細胞と共培養した。この結果、ＮＫ細胞が活性化する
とＣＤ１０７ａ陽性となる。共培養後にフローサイトメトリー解析を行い、活性化したＮ
Ｋ細胞の割合を測定した。
【０３８１】
【表３８】

【０３８２】
　図３５（ａ）～（ｇ）は、フローサイトメトリー解析の結果を示すグラフである。図３
５（ａ）はＮＫ細胞のみを培養して解析した結果である。図３５（ｂ）は６０４Ｂ１　ｉ
ＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞と共培養したＮＫ細胞を解析した結果であ
る。図３５（ｃ）は６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊０１：０１アレル及びＢ＊０７：０２
アレルをノックアウトしたクローン＃８から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞と共培養し
たＮＫ細胞を解析した結果である。図３５（ｄ）は同クローン＃１０から分化誘導したＥ
Ｂ由来血球様細胞と共培養したＮＫ細胞を解析した結果である。図３５（ｅ）は１３８３
Ｄ２　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞と共培養したＮＫ細胞を解析した
結果である。図３５（ｆ）はＢ２Ｍをノックアウトした６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞から分化
誘導したＥＢ由来血球様細胞と共培養したＮＫ細胞を解析した結果である。図３５（ｇ）
は、陽性対照として、ＨＬＡ抗原を発現していないことが知られているＫ５６２細胞と共
培養したＮＫ細胞を解析した結果である。
【０３８３】
　その結果、Ｋ５６２細胞と共培養したＮＫ細胞は、５．９％が活性化したことが明らか
となった。また、ＨＬＡ抗原を発現していない、Ｂ２Ｍをノックアウトした６０４Ｂ１　
ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞と共培養したＮＫ細胞は、３．２％が活
性化したことが明らかとなった。
【０３８４】
　これに対し、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊０１：０１アレル及びＢ＊０７：０２アレ
ルをノックアウトしたクローン＃８及び＃１０では、もう片方のＡ＊２４：０２アレルと
Ｂ＊３７：０１アレルの発現が残っており、そこから分化誘導したＥＢ由来血球様細胞と
共培養したＮＫ細胞は、活性化が抑制されたことが明らかとなった。
【０３８５】
　すなわち、Ｂ２Ｍをノックアウトした細胞は、ＮＫ細胞に有意に攻撃されるのに対し、
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一部のＨＬＡアレルを残存させた細胞は、ＮＫ細胞による攻撃を回避することができるこ
とが明らかとなった。
【０３８６】
［実験例２８］
（多能性確認試験１）
　１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞及び６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞について、（１）未処理の状態
、（２）５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間処理した直後、及び（３）５０ｎｇ／ｍ
ＬのＩＦＮ－γで４８時間処理してから５日後、の各細胞をそれぞれ用意し、ｍＲＮＡを
抽出した。続いて、Ｒｅｖｅｒ　Ｔｒａ　Ａｓｅ　ｑＰＣＲ　ＲＴ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉ
ｘ（Ｔｏｙｏｂｏ社）を用いてｃＤＮＡを合成後、多能性幹細胞で特異的に発現している
ヒトＮＡＮＯＧ　ｃＤＮＡを増幅するプライマー、及び、ｍＲＮＡ総量のコントロールと
して、ヒトＡＣＴＢ　ｃＤＮＡを増幅するプライマーを用いて、定量ＰＣＲを行った。
【０３８７】
　ヒトＮＡＮＯＧ　ｃＤＮＡの増幅に用いたプライマー、及び、ヒトＡＣＴＢ　ｃＤＮＡ
の増幅に用いたプライマーを下記表３９に示す。
【０３８８】
【表３９】

【０３８９】
　図３６はＮＡＮＯＧ遺伝子の発現量を測定した定量ＰＣＲの結果を示すグラフである。
ＮＡＮＯＧ遺伝子の発現量を、「未処理」の１３８３Ｄ２細胞における、ＡＣＴＢ遺伝子
に対するＮＡＮＯＧ遺伝子の発現量を１とした相対値として示した。
【０３９０】
　図３６中、「未処理」はＩＦＮ－γで処理せず、通常の未分化維持条件で培養したｉＰ
Ｓ細胞の結果であることを示し、「ＩＦＮ直後」はＩＦＮ－γで４８時間処理した直後の
細胞の結果であることを示し、「５日後」はＩＦＮ－γで４８時間処理してから５日後の
細胞の結果であることを示す。
【０３９１】
　その結果、多能性マーカーとして広く用いられているＮＡＮＯＧの発現量は、ｉＰＳ細
胞をＩＦＮ－γで４８時間処理しても低下しないことが明らかとなった。この結果は、ｉ
ＰＳ細胞をＩＦＮ－γで処理しても多能性が維持されることを示す。
【０３９２】
［実験例２９］
（多能性確認試験２）
　（１）６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１１で作製した６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞
のＡ＊０１：０１アレル、Ｂ＊３７：０１アレル、Ｃ＊０６：０２アレルを破壊したクロ
ーン＃３－１１、（３）同クローン＃３－１２、（４）実験例１８で作製した６０４Ｂ１
　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍ遺伝子を破壊したクローン＃１、（５）１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞
、（６）実験例１７で作製した１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍ遺伝子を破壊したクロ
ーン＃１を、それぞれ未分化維持条件下で培養し、各細胞の形態を位相差顕微鏡で観察し
た。
【０３９３】
　未分化維持条件での培養は、培地にＡＫ０３Ｎ培地（ＳｔｅｍＦｉｔ、Ａｊｉｎｏｍｏ
ｔｏ社）を用い、細胞マトリックスに、型式「ｉＭａｔｒｉｘ－５１１」（Ｎｉｐｐｉ社
）を用いて行った。
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【０３９４】
　図３７（ａ）～（ｆ）は、それぞれ上記（１）～（５）の各細胞を位相差顕微鏡で撮影
した写真である。スケールバーは１ｍｍである。
【０３９５】
　その結果、ＨＬＡアレルやＢ２Ｍアレルを破壊し、ＩＦＮ－γ処理を行ったｉＰＳ細胞
も、未分化多能性幹細胞に特徴的な扁平コロニーを形成して増殖することが明らかとなっ
た。この結果は、ｉＰＳ細胞をＩＦＮ－γで処理しても多能性が維持されていることを示
す。この結果はまた、ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルやＢ２Ｍアレルを破壊しても多能性が維
持されていることを示す。
【０３９６】
［実験例３０］
（多能性確認試験３）
　（１）６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１１で作製した６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞
のＡ＊０１：０１アレル、Ｂ＊３７：０１アレル、Ｃ＊０６：０２アレルを破壊したクロ
ーン＃３－１１、（３）同クローン＃３－１２、（４）実験例１８で作製した６０４Ｂ１
　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍ遺伝子を破壊したクローン＃１、（５）１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞
、（６）実験例１７で作製した１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍ遺伝子を破壊したクロ
ーン＃１を、それぞれ血球分化誘導条件下で培養し、ＥＢ由来血球様細胞の形態を位相差
顕微鏡で観察した。
【０３９７】
　ｉＰＳ細胞の血球分化誘導は次のようにして行った、まず、未分化ｉＰＳ細胞を超低接
着培養プレート（Ｃｏｒｎｉｎｇ社）に播種し、Ｙ－２７６３３を含むＡＫ０３Ｎ培地で
ＥＢ（胚葉体）を２日間形成させた。続いて、ヒトｂＦＧＦ（オリエンタル酵母社）、ヒ
トＶＥＧＦ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社）、ＩＴＳ（Ｉｎｓｕｌｉｎ－Ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｒｉｎ－Ｓｅｌｅｎｉｕｍ、サーモフィッシャーサイエンティフィック社）、Ｇｌｕｔａ
Ｍａｘ－Ｉ（サーモフィッシャーサイエンティフィック社）、Ｌ－ａｓｃｏｒｂｉｃ　ａ
ｃｉｄ　２－　ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｓｅｓｑｕｉｍａｇｎｅｓｉｕｍ　ｓａｌｔ　ｈｙ
ｄｒａｔｅ（Ｓｉｇｍａ社）、１－Ｔｈｉｏｇｌｙｃｅｒｏｌ（ＭＴＧ、ナカライテスク
社）及びヒトＢＭＰ４（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社）を含むＳｔｅｍＰｒｏ－３４　ＳＦ
Ｍ培地（サーモフィッシャーサイエンティフィック社）で更に３日間培養した後、ヒトＢ
ＭＰ４を除去し、ヒトＳＣＦを添加して２日間培養した。続いて、ヒトＦｌｔ３－Ｌｉｇ
ａｎｄ（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ社）及びヒトＴＰＯ（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ社）を加えて培養
した。その結果、ＥＢ由来血球様細胞が生成された。
【０３９８】
　図３８（ａ）～（ｆ）は、それぞれ分化誘導２２日目の上記（１）～（５）の各ＥＢ由
来血球様細胞を位相差顕微鏡で撮影した写真である。スケールバーは１ｍｍである。
【０３９９】
　その結果、ＨＬＡアレルやＢ２Ｍアレルを破壊し、ＩＦＮ－γ処理を行ったｉＰＳ細胞
も、血球様細胞へと分化誘導が可能であることが明らかとなった。この結果は、ｉＰＳ細
胞をＩＦＮ－γで処理しても多能性が維持されていることを示す。この結果はまた、ｉＰ
Ｓ細胞のＨＬＡアレルやＢ２Ｍアレルを破壊しても多能性が維持されていることを示す。
【０４００】
［実験例３１］
（Ｔ細胞傷害性試験５）
　（１）実験例１７で作製した、下記表４０のＨＬＡハプロタイプを持つ１３８３Ｄ２　
ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞（クローン＃１）、（２）下記表４１
のＨＬＡハプロタイプを持つ５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞を、ＣＦＳＥ（ケイマンケミカル社
）で染色し、下記表４２のＨＬＡハプロタイプを持つ末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式
「ＬＰ＿２７５」、ＣＴＬ社）と７日間共培養した。
【０４０１】
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【表４０】

【０４０２】
【表４１】

【０４０３】
【表４２】

【０４０４】
　共培養後にフローサイトメトリー解析を行い、ＣＦＳＥの蛍光を検討した。図３９（ａ
）及び（ｂ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図３９（ａ）及び（ｂ
）中、「１３８３Ｄ２　Ｂ２Ｍ－ＫＯ＃１」は、Ｂ２Ｍをノックアウトした１３８３Ｄ２
　ｉＰＳ細胞（クローン＃１）と共培養したＰＢＭＣの結果であることを示し、「５８５
Ａ１－ＷＴ」は、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞と共培養したＰＢＭＣの結果であることを示す
。
【０４０５】
　その結果、図３９（ａ）に示すように、Ｂ２Ｍをノックアウトした１３８３Ｄ２　ｉＰ
Ｓ細胞（クローン＃１）と共培養したＰＢＭＣには、ＣＤ８陽性、ＣＳＦＥ陰性のＴ細胞
が存在しなかった。また、図３９（ｂ）に示すように、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞と共培養
したＰＢＭＣには、活性化されてＣＳＦＥ陰性となったＣＤ８陽性Ｔ細胞が２４．４％含
まれていた。続いて、図３９（ｂ）に示す、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞と共培養したＰＢＭ
Ｃから、ＣＤ８陽性かつＣＳＦＥ陰性の細胞を、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞としてソ
ーティングして回収した。
【０４０６】
　続いて、（１）５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１３で作製した、５８５Ａ１　
ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル、Ｂ＊５２：０１アレル、及
びＣ＊１２：０２アレルをノックアウトしたクローン＃３－１、（３）同クローン＃３－
３、（４）後述する実験例４６で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノ
ックアウトした細胞（サブクローニングしていないバルクの細胞）を、それぞれＥＢ由来
血球様細胞に分化誘導した。なお、ＥＢ由来血球様細胞は血球細胞を含む。
【０４０７】
　続いて、各ＥＢ由来血球様細胞の培地に、回収したエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞を様
々な割合で添加し、各ＥＢ由来血球様細胞が攻撃されたか否かを検討した。すなわち、タ
ーゲット細胞が上記（１）～（４）の各細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞である
。添加するエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞数の割合は、ＥＢ由来血球様細胞１に対して、
０．６２５、１．２５、２．５、５、１０、２０とした。
【０４０８】
　図３９（ｃ）は、各ＥＢ由来血球様細胞が傷害を受けて溶解した割合を示すグラフであ
る。図３９（ｃ）中、「＊＊」はＰ＜０．０１で有意差が存在することを示し、「ＷＴ」
は上記（１）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であ
ることを示し、「Ｃ７＃３－１」は上記（２）のクローン＃３－１から分化誘導したＥＢ
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由来血球様細胞の結果であることを示し、「Ｃ７＃３－３」は上記（３）のクローン＃３
－３から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「Ｂ２Ｍ－」は上記
（４）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞から分化誘導し
たＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示す。
【０４０９】
　その結果、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞は、エフェク
ターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させると傷害の程度が上昇することが明らかとなった
。
【０４１０】
　これに対し、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル
、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１２：０２アレルをノックアウトした、クローン＃３
－１及び＃３－３から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞、及び、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞
のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞は、エフェ
クターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させても傷害を受けないことが明らかとなった。
【０４１１】
　この結果は、ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊することにより、分化誘導して他家移植
した場合の拒絶反応を低減させることができることを更に支持するものである。
【０４１２】
［実験例３２］
（Ｔ細胞傷害性試験６）
　（１）実験例１７で作製した、下記表４３のＨＬＡハプロタイプを持つ１３８３Ｄ２　
ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞（クローン＃１）、（２）下記表４４
のＨＬＡハプロタイプを持つ５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞を、下記表４５のＨＬＡハプロタイ
プを持つ末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「ＬＰ＿３２９」、ＣＴＬ社）をＣＦＳＥ（
ケイマンケミカル社）で染色したものと７日間共培養した。
【０４１３】
【表４３】

【０４１４】
【表４４】

【０４１５】
【表４５】

【０４１６】
　共培養後にフローサイトメトリー解析を行い、ＣＦＳＥの蛍光を検討した。図４０（ａ
）及び（ｂ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図４０（ａ）及び（ｂ
）中、「１３８３Ｄ２　Ｂ２Ｍ－ＫＯ＃１」はＢ２Ｍをノックアウトした１３８３Ｄ２　
ｉＰＳ細胞（クローン＃１）と共培養したＰＢＭＣの結果であることを示し、「５８５Ａ
１－ＷＴ」は５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞と共培養したＰＢＭＣの結果であることを示す。
【０４１７】
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　その結果、図４０（ａ）に示すように、Ｂ２Ｍをノックアウトした１３８３Ｄ２　ｉＰ
Ｓ細胞（クローン＃１）と共培養したＰＢＭＣには、ＣＤ８陽性、ＣＳＦＥ陰性のＴ細胞
が存在しなかった。また、図４０（ｂ）に示すように、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞と共培養
したＰＢＭＣには、活性化されてＣＳＦＥ陰性となったＣＤ８陽性Ｔ細胞が１１．７％含
まれていた。続いて、図４０（ｂ）に示す、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞と共培養したＰＢＭ
Ｃから、ＣＤ８陽性かつＣＳＦＥ陰性の細胞を、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞としてソ
ーティングして回収した。
【０４１８】
　続いて、（１）５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１３で作製した、５８５Ａ１　
ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル、Ｂ＊５２：０１アレル、及
びＣ＊１２：０２アレルをノックアウトしたクローン＃３－１、（３）同クローン＃３－
３、（４）後述する実験例４６で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノ
ックアウトした細胞（サブクローニングしていないバルクの細胞）を、それぞれＥＢ由来
血球様細胞に分化誘導した。なお、ＥＢ由来血球様細胞は血球細胞を含む。
【０４１９】
　続いて、各ＥＢ由来血球様細胞の培地に、回収したエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞を様
々な割合で添加し、各ＥＢ由来血球様細胞が攻撃されたか否かを検討した。すなわち、タ
ーゲット細胞が上記（１）～（４）の各細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞である
。添加するエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞数の割合は、ＥＢ由来血球様細胞１に対して、
０．６２５、１．２５、２．５、５、１０、２０とした。
【０４２０】
　図４０（ｃ）は、各ＥＢ由来血球様細胞が傷害を受けて溶解した割合を示すグラフであ
る。図４０（ｃ）中、「＊＊」はＰ＜０．０１で有意差が存在することを示し、「ＷＴ」
は上記（１）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であ
ることを示し、「Ｃ７＃３－１」は上記（２）のクローン＃３－１から分化誘導したＥＢ
由来血球様細胞の結果であることを示し、「Ｃ７＃３－３」は上記（３）のクローン＃３
－３から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「Ｂ２Ｍ－」は上記
（４）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞から分化誘導し
たＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示す。
【０４２１】
　その結果、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞は、エフェク
ターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させると傷害の程度が上昇することが明らかとなった
。
【０４２２】
　これに対し、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル
、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１２：０２アレルをノックアウトした、クローン＃３
－１及び＃３－３から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞、及び、１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細
胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞は、エフ
ェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞の割合を上昇させても傷害を受けないことが明らかとなった。
【０４２３】
　この結果は、ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊することにより、分化誘導して他家移植
した場合の拒絶反応を低減させることができることを更に支持するものである。
【０４２４】
［実験例３３］
（細胞移植実験１）
　（１）５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１３で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細
胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１
２：０２アレルをノックアウトしたクローン＃３－１を、それぞれＥＢ由来血球様細胞に
分化誘導した。続いて、各ＥＢ由来血球様細胞をルシフェラーゼでラベルした。
【０４２５】
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　続いて、実験開始の１時間前に、腹腔内投与により、免疫不全マウス（ＮＯＤ．Ｃｇ－
Ｒａｇ１ｔｍ１ＭｏｍＩｌ２ｒｇｔｍ１Ｗｊｌ／ＳｚＪ（ＮＲＧ）、Ｔｈｅ　Ｊａｃｋｓ
ｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ社）に各細胞をそれぞれ移植した。続いて、実験開始時に、
実験例３２と同様にして調製した、末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「ＬＰ＿３２９」
、ＣＴＬ社）由来のエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞又は培地（対照）を更に腹腔内投与し
た。
【０４２６】
　続いて、細胞移植時（Ｔ細胞注射前）、実験開始から５時間後、１日後、３日後、７日
後に、各マウスにルシフェラーゼの基質であるルシフェリンを投与し、ＩＶＩＳイメージ
ングシステム（商品名「ＩＶＩＳ　Ｓｐｅｃｔｒｕｍ」、ＳＰＩ社）を用いて、ルシフェ
ラーゼでラベルしたＥＢ由来血球様細胞の蛍光を撮影し、移植した細胞の生存率を測定し
た。
【０４２７】
　図４１（ａ）は実験スケジュールを説明した図である。また、図４１（ｂ）は、各マウ
スにおけるＥＢ由来血球様細胞の蛍光を撮影した結果を示す写真である。また、図４１（
ｃ）は、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞をマウスに投与した場合の各ＥＢ由来血球様細胞
の生存率を、Ｔ細胞注射前の蛍光強度を１００％として算出した結果を示す相対的生存曲
線のグラフである。
【０４２８】
　図４１（ｂ）及び（ｃ）中、「ＷＴ」は上記（１）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化
誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「Ｃ７＃３－１」は上記（２）の
クローン＃３－１から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「Ｍｏ
ｃｋ」は対照として培地を投与した結果であることを示し、「Ｔ細胞」は末梢血単核球細
胞（ＰＢＭＣ、型式「ＬＰ＿３２９」、ＣＴＬ社）由来のエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞
を投与した結果であることを示す。
【０４２９】
　その結果、図４１（ｃ）に示すように、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ
由来血球様細胞は、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞の投与後生存率が低下することが確認
された。これに対し、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２
アレル、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１２：０２アレルをノックアウトした、クロー
ン＃３－１から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞は、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞の投
与後でも高い生存率を維持することが明らかとなった。
【０４３０】
　この結果は、ｉＰＳ細胞のＨＬＡアレルを破壊することにより、分化誘導して他家移植
した場合の拒絶反応を低減させることができることを更に支持するものである。
【０４３１】
［実験例３４］
（ＮＫ細胞反応性試験２）
　（１）５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１３で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細
胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１
２：０２アレルをノックアウトしたクローン＃３－１、（３）後述する実験例４６で作製
した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞（サブクローニン
グしていないバルクの細胞）を用意した。下記表４６に５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡ
ハプロタイプを示し、下記表４７に１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞のＨＬＡハプロタイプを示
す。
【表４６】
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【０４３２】
【表４７】

【０４３３】
　また、下記表４８のＨＬＡハプロタイプを持つＰＢＭＣ（型式「ＬＰ＿２７５」、ＣＴ
Ｌ社）からＣＤ５６陽性細胞（ＮＫ細胞）をソーティングにより回収した。続いて、回収
したＮＫ細胞を、抗ＣＤ１０７ａ抗体の存在下で、上述の（１）～（３）の各細胞と共培
養した。この結果、ＮＫ細胞が活性化するとＣＤ１０７ａ陽性となる。共培養後にフロー
サイトメトリー解析を行い、活性化したＮＫ細胞の割合を測定した。
【０４３４】
【表４８】

【０４３５】
　図４２（ａ）は、フローサイトメトリー解析の結果を示すグラフである。図４２（ａ）
中、「＊＊」はＰ＜０．０１で有意差が存在することを示し、「ＷＴ」は上記（１）の５
８５Ａ１　ｉＰＳ細胞の結果であることを示し、「Ｃ７＃３－１」は上記（２）のクロー
ン＃３－１の結果であることを示し、「Ｂ２Ｍ－」は上記（３）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細
胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞の結果であることを示す。
【０４３６】
　その結果、Ｂ２Ｍアレルをノックアウトした細胞と比較して、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞
及びクローン＃３－１では、ＮＫ細胞の活性化を有意に抑制することができたことが明ら
かとなった。続いて、Ｂ２Ｍアレルをノックアウトした細胞で活性化したＮＫ細胞をソー
ティングして回収した。
【０４３７】
　続いて、（４）ＨＬＡ抗原を発現していないことが知られているＫ５６２細胞、（５）
後述する実験例４６で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウト
した細胞（サブクローニングしていないバルクの細胞）、（６）後述する実験例４７で作
製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－Ｃ
アレルをノックアウトした細胞（クローン＃３－５、ＨＬＡ－Ｅ、Ｆ、Ｇアレルは残存し
ている。）、（７）実験例１３で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２ア
レル、Ｂ＊０７：０２アレル、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１２：０２アレルをノッ
クアウトしたクローン＃３－１、（８）同クローン＃３－３、（９）実験例１３で作製し
た、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレルをノックアウトし
た細胞（クローン＃３、ＨＬＡ－Ｃ、Ｅ、Ｆ、Ｇアレルは残存している。）、（１０）５
８５Ａ１　ｉＰＳ細胞の各細胞に対し、活性化したＮＫ細胞を様々な割合で添加し、５１

Ｃｒリリースアッセイを行った。
【０４３８】
　すなわち、エフェクター細胞として上述の活性化したＮＫ細胞を、ターゲット細胞とし
て上述の（４）～（１０）の各細胞を使用した。添加するＮＫ細胞数の割合は、ターゲッ
ト細胞１に対して、０．３３、１、３とした。
【０４３９】
　図４２（ｂ）は上述の（４）～（１０）の各細胞が傷害を受けて溶解した割合を示すグ
ラフである。図４２（ｂ）中、「＊」はＰ＜０．０５で有意差が存在することを示し、「
＊＊」はＰ＜０．０１で有意差が存在することを示し、「Ｋ５６２」は上記（４）のＫ５



(64) JP WO2019/160077 A1 2019.8.22

10

20

30

40

50

６２細胞の結果であることを示し、「Ｂ２Ｍ－」は上記（５）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞
のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞の結果であることを示し、「Ａ－Ｂ－Ｃ－＃５」
は上記（６）のＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－Ｃアレルをノックアウ
トした細胞（クローン＃３－５）の結果であることを示し、「Ｃ７＃３－１」は上記（７
）のクローン＃３－１の結果であることを示し、「Ｃ７＃３－３」は上記（８）のクロー
ン＃３－３の結果であることを示し、「Ａ－Ｂ－＃３」は上記（９）のＨＬＡ－Ａアレル
及びＨＬＡ－Ｂアレルをノックアウトした細胞（クローン＃３）の結果であることを示し
、「５８５Ａ１－ＷＴ」は上記（１０）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞の結果であることを示
す。
【０４４０】
　その結果、ＨＬＡ－Ｃアレルを残存させた細胞は、Ｂ２Ｍをノックアウトした細胞及び
ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－Ｃアレルをノックアウトした細胞と比
較して、ＮＫ細胞による攻撃を有意に回避することができることが明らかとなった。
【０４４１】
［実験例３５］
（ＮＫ細胞反応性試験３）
　（１）５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１３で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細
胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１
２：０２アレルをノックアウトしたクローン＃３－１、（３）後述する実験例４６で作製
した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞（サブクローニン
グしていないバルクの細胞）を用意した。下記表４９に５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡ
ハプロタイプを示し、下記表５０に１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞のＨＬＡハプロタイプを示
す。
【表４９】

【０４４２】
【表５０】

【０４４３】
　また、下記表５１のＨＬＡハプロタイプを持つＰＢＭＣ（型式「ＬＰ＿３２９」、ＣＴ
Ｌ社）からＣＤ３陰性ＣＤ５６陽性細胞（ＮＫ細胞）をソーティングにより回収した。続
いて、回収したＮＫ細胞を、抗ＣＤ１０７ａ抗体の存在下で、上述の（１）～（３）の各
細胞と共培養した。この結果、ＮＫ細胞が活性化するとＣＤ１０７ａ陽性となる。共培養
後にフローサイトメトリー解析を行い、活性化したＮＫ細胞の割合を測定した。
【０４４４】
【表５１】

【０４４５】
　図４３（ａ）は、フローサイトメトリー解析の結果を示すグラフである。図４３（ａ）
中、「＊＊」はＰ＜０．０１で有意差が存在することを示し、「ＷＴ」は上記（１）の５
８５Ａ１　ｉＰＳ細胞の結果であることを示し、「Ｃ７＃３－１」は上記（２）のクロー
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ン＃３－１の結果であることを示し、「Ｂ２Ｍ－」は上記（３）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細
胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞の結果であることを示す。
【０４４６】
　その結果、Ｂ２Ｍアレルをノックアウトした細胞と比較して、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞
及びクローン＃３－１では、ＮＫ細胞の活性化を有意に抑制することができたことが明ら
かとなった。続いて、Ｂ２Ｍアレルをノックアウトした細胞で活性化したＮＫ細胞をソー
ティングして回収した。
【０４４７】
　続いて、（４）ＨＬＡ抗原を発現していないことが知られているＫ５６２細胞、（５）
後述する実験例４６で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウト
した細胞（サブクローニングしていないバルクの細胞）、（６）後述する実験例４７で作
製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－Ｃ
アレルをノックアウトした細胞（クローン＃３－５、ＨＬＡ－Ｅ、Ｆ、Ｇアレルは残存し
ている。）、（７）実験例１３で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２ア
レル、Ｂ＊０７：０２アレル、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１２：０２アレルをノッ
クアウトしたクローン＃３－１、（８）同クローン＃３－３、（９）実験例１３で作製し
た、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレルをノックアウトし
た細胞（クローン＃３、ＨＬＡ－Ｃ、Ｅ、Ｆ、Ｇアレルは残存している。）、（１０）５
８５Ａ１　ｉＰＳ細胞の各細胞に対し、活性化したＮＫ細胞を様々な割合で添加し、５１

Ｃｒリリースアッセイを行った。
【０４４８】
　すなわち、エフェクター細胞として上述の活性化したＮＫ細胞を、ターゲット細胞とし
て上述の（４）～（１０）の各細胞を使用した。添加するＮＫ細胞数の割合は、ターゲッ
ト細胞１に対して、０．３３、１、３とした。
【０４４９】
　図４３（ｂ）は上述の（４）～（１０）の各細胞が傷害を受けて溶解した割合を示すグ
ラフである。図４３（ｂ）中、「＊＊」はＰ＜０．０１で有意差が存在することを示し、
「Ｋ５６２」は上記（４）のＫ５６２細胞の結果であることを示し、「Ｂ２Ｍ－」は上記
（５）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞の結果であるこ
とを示し、「Ａ－Ｂ－Ｃ－＃５」は上記（６）のＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及
びＨＬＡ－Ｃアレルをノックアウトした細胞（クローン＃５）の結果であることを示し、
「Ｃ７＃３－１」は上記（７）のクローン＃３－１の結果であることを示し、「Ｃ７＃３
－３」は上記（８）のクローン＃３－３の結果であることを示し、「Ａ－Ｂ－＃３」は上
記（９）のＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレルをノックアウトした細胞（クローン＃
３）の結果であることを示し、「５８５Ａ１－ＷＴ」は上記（１０）の５８５Ａ１　ｉＰ
Ｓ細胞の結果であることを示す。
【０４５０】
　その結果、ＨＬＡ－Ｃアレルを残存させた細胞は、Ｂ２Ｍをノックアウトした細胞及び
ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－Ｃアレルをノックアウトした細胞と比
較して、ＮＫ細胞による攻撃を有意に回避することができることが明らかとなった。
【０４５１】
［実験例３６］
（ＮＫ細胞反応性試験４）
　（１）５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１３で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細
胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１
２：０２アレルをノックアウトしたクローン＃３－１、（３）後述する実験例４６で作製
した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞（サブクローニン
グしていないバルクの細胞）、（４）ＨＬＡ抗原を発現していないことが知られているＫ
５６２細胞を用意した。下記表５２に５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡハプロタイプを示
し、下記表５３に１３８３Ｄ２　ｉＰＳ細胞のＨＬＡハプロタイプを示す。
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【表５２】

【０４５２】
【表５３】

【０４５３】
　また、下記表５４のＨＬＡハプロタイプを持つＰＢＭＣ（型式「ＬＰ＿１１８」、ＣＴ
Ｌ社）及び下記表５５のＨＬＡハプロタイプを持つＰＢＭＣ（型式「ＬＰ＿２６６」、Ｃ
ＴＬ社）からＣＤ３陰性ＣＤ５６陽性細胞（ＮＫ細胞）をソーティングによりそれぞれ回
収した。続いて、回収したＮＫ細胞を、抗ＣＤ１０７ａ抗体の存在下で、上述の（１）～
（４）の各細胞と共培養した。この結果、ＮＫ細胞が活性化するとＣＤ１０７ａ陽性とな
る。共培養後にフローサイトメトリー解析を行い、活性化したＮＫ細胞の割合を測定した
。
【０４５４】
【表５４】

【０４５５】
【表５５】

【０４５６】
　図４４（ａ）及び（ｂ）は、フローサイトメトリー解析の結果を示すグラフである。図
図４４（ａ）は上記表５４のＨＬＡハプロタイプを持つＰＢＭＣ（型式「ＬＰ＿１１８」
、ＣＴＬ社）由来のＮＫ細胞の結果を示し、図４４（ｂ）は上記表５５のＨＬＡハプロタ
イプを持つＰＢＭＣ（型式「ＬＰ＿２６６」、ＣＴＬ社）由来のＮＫ細胞の結果を示す。
図４４（ａ）及び（ｂ）中、「＊＊」はＰ＜０．０１で有意差が存在することを示し、「
ＷＴ」は上記（１）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞の結果であることを示し、「Ｃ７＃３－１
」は上記（２）のクローン＃３－１の結果であることを示し、「Ｂ２Ｍ－」は上記（３）
の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞の結果であることを示
し、「Ｋ５６２」は上記（４）のＫ５６２細胞の結果であることを示す。
【０４５７】
　その結果、Ｂ２Ｍアレルをノックアウトした細胞と比較して、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞
及びクローン＃３－１では、ＮＫ細胞の活性化を有意に抑制することができたことが明ら
かとなった。
【０４５８】
［実験例３７］
（細胞移植実験２）
　（１）５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍ遺伝子をノックアウトした細胞、（２）実験例
１３で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレ
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ル、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１２：０２アレルをノックアウトしたクローン＃３
－１を、それぞれＥＢ由来血球様細胞に分化誘導した。続いて、各ＥＢ由来血球様細胞を
ルシフェラーゼでラベルした。
【０４５９】
　続いて、実験開始の１時間前に、腹腔内投与により、免疫不全マウス（ＮＯＤ．Ｃｇ－
Ｒａｇ１ｔｍ１ＭｏｍＩｌ２ｒｇｔｍ１Ｗｊｌ／ＳｚＪ（ＮＲＧ）、Ｔｈｅ　Ｊａｃｋｓ
ｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ社）に各細胞をそれぞれ移植した。続いて、実験開始時に、
実験例３４、３５と同様にして調製した、末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「ＬＰ＿３
２９」、ＣＴＬ社）由来の活性化ＮＫ細胞又は培地（対照）を更に腹腔内投与した。下記
表５６にＰＢＭＣ（型式「ＬＰ＿３２９」、ＣＴＬ社）のＨＬＡハプロタイプを示す。
【０４６０】
【表５６】

【０４６１】
　続いて、細胞移植時（ＮＫ細胞注射前）、実験開始から５時間後、１日後、３日後、５
日後、７日後に、各マウスにルシフェラーゼの基質であるルシフェリンを投与し、ＩＶＩ
Ｓイメージングシステム（商品名「ＩＶＩＳ　Ｓｐｅｃｔｒｕｍ」、ＳＰＩ社）を用いて
、ルシフェラーゼでラベルしたＥＢ由来血球様細胞の蛍光を撮影し、移植した細胞の生存
率を測定した。
【０４６２】
　図４５（ａ）は実験スケジュールを説明した図である。また、図４５（ｂ）は、各マウ
スにおけるＥＢ由来血球様細胞の蛍光を撮影した結果を示す写真である。また、図４５（
ｃ）は、ＮＫ細胞をマウスに投与した場合の各ＥＢ由来血球様細胞の生存率を、ＮＫ細胞
注射前の蛍光強度を１００％として算出し、更に各測定時間における相対的生存率を下記
式（Ｆ１）により算出した結果を示すグラフである。図４５（ｃ）中、縦軸の単位は（％
）である。
　相対的生存率（％）＝ＮＫ細胞投与群の生存率（％）／対照群の生存率（％）×１００
　…（Ｆ１）
【０４６３】
　図４５（ｂ）及び（ｃ）中、「Ｂ２Ｍ－」は上記（１）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ
２Ｍ遺伝子をノックアウトした細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であるこ
とを示し、「Ｃ７＃３－１」は上記（２）のクローン＃３－１から分化誘導したＥＢ由来
血球様細胞の結果であることを示し、「Ｍｏｃｋ」は対照として培地を投与した結果であ
ることを示し、「ＮＫ細胞」は末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「ＬＰ＿３２９」、Ｃ
ＴＬ社）由来の活性化ＮＫ細胞を投与した結果であることを示す。
【０４６４】
　その結果、図４５（ｃ）に示すように、Ｂ２Ｍ遺伝子をノックアウトした細胞から分化
誘導したＥＢ由来血球様細胞は、ＮＫ細胞の投与後生存率が低下することが確認された。
これに対し、クローン＃３－１から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞は、活性化ＮＫ細胞
の投与後でも、より高い生存率を維持する傾向が認められた。
【０４６５】
　この結果は、ＨＬＡアレルを一部残存させることにより、他家移植した場合のＮＫ細胞
による攻撃を低減させることができることを更に支持するものである。
【０４６６】
［実験例３８］
（Ｔ細胞及びＮＫ細胞による傷害性試験）
　（１）５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１３で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細
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胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１
２：０２アレルをノックアウトしたクローン＃３－１、（３）後述する実験例４６で作製
した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞（サブクローニン
グしていないバルクの細胞）を、それぞれＥＢ由来血球様細胞に分化誘導した。
【０４６７】
　続いて、各ＥＢ由来血球様細胞の培地に、実験例３１と同様にして、末梢血単核球細胞
（ＰＢＭＣ、型式「ＬＰ＿２７５」、ＣＴＬ社）からソーティングして回収したエフェク
ターＣＤ８陽性Ｔ細胞及び実験例３４と同様にしてＰＢＭＣ（型式「ＬＰ＿２７５」、Ｃ
ＴＬ社）からソーティングして回収した活性化ＮＫ細胞を様々な割合で添加し、５１Ｃｒ
リリースアッセイを行った。
【０４６８】
　すなわち、ターゲット細胞が上記（１）～（３）の各細胞から分化誘導したＥＢ由来血
球様細胞であり、エフェクター細胞が上述のＣＤ８陽性Ｔ細胞及び活性化ＮＫ細胞である
。添加するエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞数の割合は、ＥＢ由来血球様細胞１に対して、
１、３、９とした。また、添加する活性化ＮＫ細胞数の割合は、ＥＢ由来血球様細胞１に
対して、０．３３、１、３とした。
【０４６９】
　図４６は、各ＥＢ由来血球様細胞が傷害を受けて溶解した割合を示すグラフである。図
４６中、「＊」はＰ＜０．０５で有意差が存在することを示し、「＊＊」はＰ＜０．０１
で有意差が存在することを示し、「ＷＴ」は上記（１）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分
化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「Ｃ７＃３－１」は上記（２）
のクローン＃３－１から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「Ｂ
２Ｍ－」は上記（３）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＢ２Ｍアレルをノックアウトした細胞
から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示す。
【０４７０】
　その結果、各ＥＢ由来血球様細胞にエフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞を単独で混合すると
、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞のみが傷害を受けること
が確認された。
【０４７１】
　また、各ＥＢ由来血球様細胞に活性化ＮＫ細胞を単独で混合すると、Ｂ２Ｍアレルをノ
ックアウトした細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞のみが傷害を受けることが確認
された。
【０４７２】
　また、各ＥＢ由来血球様細胞に、エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞及び活性化ＮＫ細胞の
双方を混合すると、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞及びＢ
２Ｍアレルをノックアウトした細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の双方が傷害を
受けるが、Ｃ７＃３－１細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞は傷害の程度が有意に
抑制されたことが明らかとなった。
【０４７３】
　この結果は、ドナー細胞に存在し、レシピエント細胞に存在しないＨＬＡアレルを破壊
し且つドナー細胞とレシピエント細胞で一致するＨＬＡアレルを残存させることにより、
エフェクターＣＤ８陽性Ｔ細胞及び活性化ＮＫ細胞の双方による傷害をいずれも低減させ
ることができることを示すものである。
【０４７４】
［実験例３９］
（ＣＩＩＴＡ遺伝子ノックアウトｉＰＳ細胞の作製）
　ＣＩＩＴＡ遺伝子は、Ｃｌａｓｓ　ＩＩ　Ｍａｊｏｒ　Ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉ
ｌｉｔｙ　Ｃｏｍｐｌｅｘ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒタンパク質をコードする遺伝
子である。上述したように、ＣＩＩＴＡ遺伝子の発現はクラスＩＩのＨＬＡタンパク質の
発現に必須であることが知られている。
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【０４７５】
　実験例１３で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：
０２アレル、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１２：０２アレルをノックアウトしたクロ
ーン＃３－１（以下、「５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞」という場合がある。）のＣＩＩＴＡ
遺伝子をノックアウトした。
【０４７６】
　図４７（ａ）は、５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞及びＣＩＩＴＡ遺伝子をノックアウトした
５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞のＨＬＡハプロタイプを示す表である。ＣＩＩＴＡ遺伝子をノ
ックアウトすることにより、クラスＩＩのＨＬＡタンパク質である、ＨＬＡ－ＤＰ、ＨＬ
Ａ－ＤＱ、ＨＬＡ－ＤＲ等を欠損させることができる。
【０４７７】
　具体的には、５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞に、精製Ｃａｓ９タンパク質と共に、ＣＩＩＴ
Ａアレルを切断するｓｇＲＮＡである、ＣＩＩＴＡ－ｅｘ３ｇ５（標的塩基配列を配列番
号８０１７に示す。）をトランスフェクションし、２８株のサブクローンを得た。トラン
スフェクションは市販のキット（商品名「４Ｄ－Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ」、型式「Ｖ
４ＸＰ－４０３２」、ロンザ社）を用いて行った。
【０４７８】
　続いて、各サブクローンのゲノムのＣＩＩＴＡアレルの塩基配列を解析した。図４７（
ｂ）は、各サブクローンの塩基変異パターンを示す図である。図４７（ｂ）中、「Ｃｌｏ
ｎｅ　ＩＤ」はサブクローン名を示し、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であったことを示し
、「－」は欠失変異を有していたことを示し、「＋」は挿入変異を有していたことを示す
。
【０４７９】
　その結果、図４７（ｂ）に示すように、２８株のサブクローンのうち１５株に、少なく
とも一方のＣＩＩＴＡアレルに欠失変異又は挿入変異が導入されたことが確認された。図
４７（ｃ）では、代表例としてクローン＃３－１－３の塩基配列を示す。
【０４８０】
［実験例４０］
（ＣＤ４陽性Ｔ細胞活性化試験）
　健常人ボランティア＃２１由来の末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ）からソーティングによ
りＣＤ４陽性Ｔ細胞を回収し、ＣＦＳＥ（ケイマンケミカル社）で染色した。
【０４８１】
　続いて、上記のＣＤ４陽性Ｔ細胞を、（１）５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１
３で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル
、Ｂ＊５２：０１アレル、及びＣ＊１２：０２アレルをノックアウトしたクローン＃３－
１（以下、「５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞」という場合がある。）、（３）実験例３９で作
製した、５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞のＣＩＩＴＡ遺伝子をノックアウトした細胞（クロー
ン＃３－１－３）を混合して１週間共培養した。また、比較のために、（４）上記のＣＤ
４陽性Ｔ細胞のみを単独で１週間培養した群も用意した。
【０４８２】
　共培養後にフローサイトメトリー解析を行い、ＣＦＳＥの蛍光を検討した。図４８（ａ
）～（ｄ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図４８（ａ）～（ｄ）中
、「Ｍｏｃｋ」は上記（４）のＣＤ４陽性Ｔ細胞のみを単独で培養した結果であることを
示し、「５８５Ａ１－ＷＴ」は上記（１）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞の結果であることを
示し、「５８５Ａ１－Ｃ７＃３－１」は上記（２）の５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞の結果で
あることを示し、「５８５Ａ１－Ｃ７＋ＣＩＩＴＡ－＃３－１－３」は上記（３）の５８
５Ａ１－Ｃ７残存細胞のＣＩＩＴＡ遺伝子をノックアウトした細胞（クローン＃３－１－
３）の結果であることを示す。
【０４８３】
　その結果、図４８（ａ）に示すように、ＣＤ４陽性Ｔ細胞のみを単独で培養しても、Ｃ



(70) JP WO2019/160077 A1 2019.8.22

10

20

30

40

50

Ｄ４陽性Ｔ細胞は活性化されないことが明らかとなった。
【０４８４】
　また、図４８（ｂ）に示すように、健常人ボランティア＃２１由来のＣＤ４陽性Ｔ細胞
と５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞を共培養すると４５．６％のＣＤ４陽性Ｔ細胞が活性化されて
ＣＦＳＥ陰性となったことが明らかとなった。
【０４８５】
　また、図４８（ｃ）に示すように、健常人ボランティア＃２１由来のＣＤ４陽性Ｔ細胞
と５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞を共培養すると４９．２％のＣＤ４陽性Ｔ細胞が活性化され
てＣＦＳＥ陰性となったことが明らかとなった。
【０４８６】
　また、図４８（ｄ）に示すように、健常人ボランティア＃２１由来のＣＤ４陽性Ｔ細胞
と５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞のＣＩＩＴＡ遺伝子をノックアウトした細胞（クローン＃３
－１－３）を共培養しても、ＣＤ４陽性Ｔ細胞は活性化されないことが明らかとなった。
【０４８７】
［実験例４１］
（ＣＤ４陽性Ｔ細胞、ＣＤ８陽性Ｔ細胞及びＮＫ細胞の活性化試験）
　末梢血単核球細胞（ＰＢＭＣ、型式「ＬＰ＿３２９」、ＣＴＬ社）をＣＦＳＥ（ケイマ
ンケミカル社）で染色した。下記表５７にＰＢＭＣ（型式「ＬＰ＿３２９」、ＣＴＬ社）
のＨＬＡハプロタイプを示す。
【０４８８】
【表５７】

【０４８９】
　続いて、上記のＰＢＭＣを、（１）５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞、（２）実験例１３で作製
した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル、Ｂ＊５
２：０１アレル、及びＣ＊１２：０２アレルをノックアウトしたクローン＃３－１（以下
、「５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞」という場合がある。）、（３）実験例３９で作製した、
５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞のＣＩＩＴＡ遺伝子をノックアウトした細胞（クローン＃３－
１－３）、（４）同クローン＃３－１－６の各細胞から分化させたＥＢ由来血球様細胞、
及び、（５）ＨＬＡ抗原を発現していないことが知られているＫ５６２細胞を混合して１
週間共培養した。また、比較のために、（６）上記のＰＢＭＣのみを単独で１週間培養し
た群も用意した。
【０４９０】
　共培養後にフローサイトメトリー解析を行い、ＣＦＳＥの蛍光を検討した。図４９（ａ
）～（ｃ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図４９（ａ）～（ｃ）中
、「Ｍｏｃｋ」は上記（６）のＰＢＭＣのみを単独で培養した結果であることを示し、「
５８５Ａ１－ＷＴ」は上記（１）の５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から分化誘導したＥＢ由来血
球様細胞の結果であることを示し、「５８５Ａ１－Ｃ７＃３－１」は上記（２）の５８５
Ａ１－Ｃ７残存細胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「５
８５Ａ１－Ｃ７＋ＣＩＩＴＡ－＃３－１－３」は上記（３）の５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞
のＣＩＩＴＡ遺伝子をノックアウトした細胞（クローン＃３－１－３）から分化誘導した
ＥＢ由来血球様細胞の結果であることを示し、「５８５Ａ１－Ｃ７＋ＣＩＩＴＡ－＃３－
１－６」は上記（４）の５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞のＣＩＩＴＡ遺伝子をノックアウトし
た細胞（クローン＃３－１－６）から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞の結果であること
を示し、「Ｋ５６２」は上記（５）のＫ５６２細胞の結果であることを示す。
【０４９１】
　その結果、図４９（ａ）に示すように、ＣＤ８陽性Ｔ細胞は、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞
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から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞に反応し、５１．０％のＣＤ８陽性Ｔ細胞が活性化
されてＣＦＳＥ陰性となったことが明らかとなった。これに対し、５８５Ａ１　ｉＰＳ細
胞から分化誘導したＥＢ由来血球様細胞以外の細胞と共培養しても、２％以下のＣＤ８陽
性Ｔ細胞しか活性化されないことが明らかとなった。
【０４９２】
　また、図４９（ｂ）に示すように、ＣＤ４陽性Ｔ細胞は、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞から
分化誘導したＥＢ由来血球様細胞及び５８５Ａ１－Ｃ７残存細胞から分化誘導したＥＢ由
来血球様細胞に反応し、それぞれ４９．２％及び２６．７％のＣＤ４陽性Ｔ細胞が活性化
されてＣＦＳＥ陰性となったことが明らかとなった。これに対し、その他の細胞と共培養
しても、２％以下のＣＤ４陽性Ｔ細胞しか活性化されないことが明らかとなった。
【０４９３】
　また、図４９（ｃ）に示すように、ＮＫ細胞は、Ｋ５６２細胞に反応し、７９．２％の
ＮＫ細胞が活性化されてＣＦＳＥ陰性となったことが明らかとなった。これに対し、その
他の細胞と共培養しても、７％以下のＮＫ細胞しか活性化されないことが明らかとなった
。
【０４９４】
［実験例４２］
（ＨＬＡ－Ｃ７残存ＣＩＩＴＡ欠損ｉＰＳ細胞の作製）
　日本人において、第３位のＨＬＡアレル頻度をホモに有するｉＰＳストック細胞（Ｆｆ
－Ｘｔ－２８ｓ０５　ｉＰＳ細胞）から、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＣＩ
ＩＴＡアレルをノックアウトした。ノックアウトは１段階及び２段階のゲノム編集により
それぞれ行った。下記表５８にＦｆ－Ｘｔ－２８ｓ０５　ｉＰＳ細胞のＨＬＡハプロタイ
プを示す。
【０４９５】
【表５８】

【０４９６】
　図５０（ａ）～（ｃ）は、本実験例の手順を説明する図である。図５０（ａ）は、ＨＬ
Ａ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＣＩＩＴＡアレルを１段階でノックアウトした手順
を説明する図である。また、図５０（ｂ）及び（ｃ）は、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂ
アレル及びＣＩＩＴＡアレルを２段階でノックアウトした手順を説明する図である。
【０４９７】
　１段階でのノックアウトでは、まず、図５０（ａ）に示すように、Ｆｆ－Ｘｔ－２８ｓ
０５　ｉＰＳ細胞に、ＨＬＡ－Ａアレルを標的とすることができるｓｇＲＮＡであるＡ－
ｅｘ３－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５５に示す。）、ＨＬＡ－Ｂアレルを標的とする
ことができるｓｇＲＮＡであるＢ－ｅｘ２－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５３に示す。
）、及び、ＣＩＩＴＡアレルを標的とすることができるｓｇＲＮＡであるＣＩＩＴＡ－ｅ
ｘ３ｇ５（標的塩基配列を配列番号８０１７に示す。）及び精製Ｃａｓ９タンパク質をト
ランスフェクションした。トランスフェクションは市販のキット（商品名「４Ｄ－Ｎｕｃ
ｌｅｏｆｅｃｔｏｒ」、型式「Ｖ４ＸＰ－４０３２」、ロンザ社）を用いて行った。
【０４９８】
　続いて、ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激してフローサイトメ
トリー解析を行い、ＨＬＡ－Ａ２４抗原及びＨＬＡ－Ｂ７抗原の発現を検討した。図５１
（ａ）はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図５１（ａ）中、「Ｎｏ　ｓ
ｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「Ｎｏ　Ｔ
Ｆ」はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「ＨＬＡ－
Ａ－ｅｘ３ｇ１」は、Ａ－ｅｘ３－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５５に示す。）を導入
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した結果であることを示し、「ＨＬＡ－Ｂ－ｅｘ２ｇ１」は、Ｂ－ｅｘ２－ｇ１（標的塩
基配列を配列番号５３に示す。）を導入した結果であることを示し、ＣＩＩＴＡ－ｅｘ３
ｇ５（標的塩基配列を配列番号８０１７に示す。）はＣＩＩＴＡ－ｅｘ３ｇ５を導入した
結果であることを示す。
【０４９９】
　続いて、ＨＬＡ－Ａ２４抗原及びＨＬＡ－Ｂ７抗原の双方が陰性である細胞集団をソー
ティングして回収し、１５株のサブクローンを得た。続いて、各サブクローンのゲノムの
ＨＬＡ－Ａ２４アレル、ＨＬＡ－Ｂ７アレル及びＣＩＩＴＡアレルの塩基配列を解析した
。図５１（ｂ）は、各サブクローンの塩基変異パターンを示す図である。図５１（ｂ）中
、「Ｃｌｏｎｅ　ＩＤ」はサブクローン名を示し、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であった
ことを示し、「－」は欠失変異を有していたことを示し、「＋」は挿入変異を有していた
ことを示し、「Ｎ．Ｄ．」は塩基配列を決定しなかったことを示す。また、サブクローン
名における「ＡＢＴｏ」は、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＣＩＩＴＡアレル
をノックアウトしたことを意味する。
【０５００】
　その結果、図５１（ｂ）に示すように、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル、ＣＩＩ
ＴＡアレルの全てに挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が検出された、クローン＃１、＃２
、＃３、＃６、＃１３、＃１５を得た。
【０５０１】
　２段階でのノックアウトでは、まず、図５０（ｂ）に示すように、Ｆｆ－Ｘｔ－２８ｓ
０５　ｉＰＳ細胞に、ＨＬＡ－Ａアレルを標的とすることができるｓｇＲＮＡであるＡ－
ｅｘ３－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５５に示す。）、ＨＬＡ－Ｂアレルを標的とする
ことができるｓｇＲＮＡであるＢ－ｅｘ２－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５３に示す。
）及び精製Ｃａｓ９タンパク質をトランスフェクションし、１７株のサブクローンを得た
。トランスフェクションは市販のキット（商品名「４Ｄ－Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ」、
型式「Ｖ４ＸＰ－４０３２」、ロンザ社）を用いて行った。
【０５０２】
　続いて、各サブクローンのゲノムのＨＬＡ－Ａ２４アレル及びＨＬＡ－Ｂ７アレルの塩
基配列を解析した。図５２（ａ）は、各サブクローンの塩基変異パターンを示す図である
。図５２（ａ）中、「Ｃｌｏｎｅ　ＩＤ」はサブクローン名を示し、「ＷＴ」は野生型の
塩基配列であったことを示し、「－」は欠失変異を有していたことを示し、「＋」は挿入
変異を有していたことを示し、「Ｍｕｔ．」は置換変異を有していたことを示す。また、
サブクローン名における「ＡＢｏ」は、ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレルをノック
アウトしたことを意味する。
【０５０３】
　その結果、図５２（ａ）に示すように、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレルの双方に
挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が検出された、クローン＃１４を得た。
【０５０４】
　続いて、図５０（ｃ）に示すように、得られたクローン＃１４にＣＩＩＴＡアレルを標
的とすることができるｓｇＲＮＡであるＣＩＩＴＡ－ｅｘ３ｇ５（標的塩基配列を配列番
号８０１７に示す。）及び精製Ｃａｓ９タンパク質をトランスフェクションし、１２株の
サブクローンを得た。トランスフェクションは市販のキット（商品名「４Ｄ－Ｎｕｃｌｅ
ｏｆｅｃｔｏｒ」、型式「Ｖ４ＸＰ－４０３２」、ロンザ社）を用いて行った。
【０５０５】
　続いて、各サブクローンのゲノムのＣＩＩＴＡアレルの塩基配列を解析した。図５２（
ｂ）は、各サブクローンの塩基変異パターンを示す図である。図５２（ｂ）中、「Ｃｌｏ
ｎｅ　ＩＤ」はサブクローン名を示し、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であったことを示し
、「－」は欠失変異を有していたことを示し、「＋」は挿入変異を有していたことを示し
、「Ｎ．Ｄ．」は塩基配列を決定しなかったことを示す。また、サブクローン名における
「ＡＢｏ＿Ｔｏ」は、ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレルをノックアウトして一度サ
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ブクローニングした後、ＣＩＩＴＡアレルをノックアウトしたことを意味する。
【０５０６】
　その結果、図５２（ｂ）に示すように、ＣＩＩＴＡの双方のアレルにフレームシフト変
異となる挿入欠失変異（Ｉｎｄｅｌ変異）が検出された、クローン＃１４－３、＃１４－
４、＃１４－６、＃１４－１２を得た。
【０５０７】
　図５３は、様々な人種におけるＨＬＣ－Ｃアレルのアレル頻度を示す表である。図５３
中、「ＪＰＮ」は日本人を示し、「ＥＵＲ」は欧州系アメリカ人を示し、「ＡＦＡ」はア
フリカ系アメリカ人を示し、「ＡＰＩ」はアジア人を示し、「ＨＩＳ」はヒスパニックを
示す。また、「アレル頻度」は、各人種におけるアレルの頻度（％）を示し、「ランク」
は頻度の高い順からの順番を示す。
【０５０８】
　図５３に示すように、ＨＬＡ－Ｃ＊０１：０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０２：０２、ＨＬＡ－Ｃ
＊０３：０３、ＨＬＡ－Ｃ＊０３：０４、ＨＬＡ－Ｃ＊０４：０１、ＨＬＡ－Ｃ＊０５：
０１、ＨＬＡ－Ｃ＊０６：０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０１、ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０２、Ｈ
ＬＡ－Ｃ＊０８：０１、ＨＬＡ－Ｃ＊１２：０２、ＨＬＡ－Ｃ＊１６：０１の１２種類の
細胞を作製すれば、上記のいずれの人種においても９３％以上の人口をカバーすることが
できる。
【０５０９】
　すなわち、ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレルを欠失し、上記の１２種類のいずれ
かのＨＬＡ－Ｃアレルを有する細胞、あるいは、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及
びＣＩＩＴＡアレルを欠失し、上記の１２種類のいずれかのＨＬＡ－Ｃアレルを有する細
胞は、細胞治療や再生医療用の細胞として非常に有用である。ここで、細胞は、細胞治療
に用いられる細胞であれば特に限定されず、多能性幹細胞であってもよいし、分化した細
胞であってもよい。具体的には、例えば、ｉＰＳ細胞、Ｔ細胞、造血幹細胞、間葉系幹細
胞等であってよい。
【０５１０】
［実験例４３］
（Ｂ２ＭノックアウトｉＰＳ細胞の作製３）
　実験例４１でも使用したｉＰＳストック細胞（Ｆｆ－Ｘｔ－２８ｓ０５　ｉＰＳ細胞）
から、Ｂ２Ｍアレルをノックアウトした。
【０５１１】
　Ｆｆ－Ｘｔ－２８ｓ０５　ｉＰＳ細胞に、Ｂ２Ｍアレルを標的とすることができるｓｇ
ＲＮＡであるＢ２Ｍ－ｇ２（標的塩基配列を配列番号６０に示す。）及び精製Ｃａｓ９タ
ンパク質をトランスフェクションし、５株のサブクローンを得た。トランスフェクション
は市販のキット（商品名「４Ｄ－Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ」、型式「Ｖ４ＸＰ－４０３
２」、ロンザ社）を用いて行った。
【０５１２】
　続いて、各サブクローンのゲノムのＢ２Ｍアレルの塩基配列を解析した。図５４は、各
サブクローンの塩基変異パターンを示す図である。図５４中、「Ｃｌｏｎｅ　ＩＤ」はサ
ブクローン名を示し、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であったことを示し、「－」は欠失変
異を有していたことを示し、「＋」は挿入変異を有していたことを示す。また、サブクロ
ーン名における「Ｍｏ」は、Ｂ２Ｍアレルをノックアウトしたことを意味する。
【０５１３】
　その結果、図５４に示すように、Ｂ２Ｍアレルにフレームシフト変異を生じたクローン
＃１及び＃３を得た。
【０５１４】
［実験例４４］
（Ｂ２Ｍ及びＣＩＩＴＡノックアウトｉＰＳ細胞の作製）
　実験例４１でも使用したｉＰＳストック細胞（Ｆｆ－Ｘｔ－２８ｓ０５　ｉＰＳ細胞）
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から、Ｂ２Ｍアレル及びＣＩＩＴＡアレルを同時にノックアウトした。
【０５１５】
　Ｆｆ－Ｘｔ－２８ｓ０５　ｉＰＳ細胞に、Ｂ２Ｍアレルを標的とすることができるｓｇ
ＲＮＡであるＢ２Ｍ－ｇ２（標的塩基配列を配列番号６０に示す。）、ＣＩＩＴＡアレル
を標的とすることができるｓｇＲＮＡであるＣＩＩＴＡ－ｅｘ３ｇ５（標的塩基配列を配
列番号８０１７に示す。）及び精製Ｃａｓ９タンパク質をトランスフェクションし、１９
株のサブクローンを得た。トランスフェクションは市販のキット（商品名「４Ｄ－Ｎｕｃ
ｌｅｏｆｅｃｔｏｒ」、型式「Ｖ４ＸＰ－４０３２」、ロンザ社）を用いて行った。
【０５１６】
　続いて、各サブクローンのゲノムのＢ２Ｍアレル及びＣＩＩＴＡアレルの塩基配列を解
析した。図５５は、各サブクローンの塩基変異パターンを示す図である。図５５中、「Ｃ
ｌｏｎｅ　ＩＤ」はサブクローン名を示し、「ＷＴ」は野生型の塩基配列であったことを
示し、「－」は欠失変異を有していたことを示し、「＋」は挿入変異を有していたことを
示す。また、サブクローン名における「ＭＴｏ」は、Ｂ２Ｍアレル及びＣＩＩＴＡアレル
を１段階でノックアウトしたことを意味する。
【０５１７】
　その結果、図５５に示すように、Ｂ２Ｍアレル及びＣＩＩＴＡアレルの双方にフレーム
シフト変異を生じたクローン＃８を得た。
【０５１８】
　また、クローン＃２は、Ｂ２Ｍアレルの片方のみがノックアウトされ、ＣＩＩＴＡアレ
ルは両方ノックアウトされていることが明らかとなった。そこで、実質的にＣＩＩＴＡア
レルのみがノックアウトされた細胞株としてクローン＃２を得た。
【０５１９】
［実験例４５］
（Ｂ２Ｍ及びＣＩＩＴＡノックアウトｉＰＳ細胞におけるＨＬＡタンパク質の発現の検討
）
　実験例４４で作製した、Ｆｆ－Ｘｔ－２８ｓ０５－ＭＴｏ＃２　ｉＰＳ細胞におけるＨ
ＬＡ－ＡＢＣタンパク質の発現を検討した。
【０５２０】
　まず、Ｆｆ－Ｘｔ－２８ｓ０５－ＭＴｏ＃２　ｉＰＳ細胞を５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－
γで４８時間刺激した後、抗ＨＬＡ－ＡＢＣ抗体（品番：３１１４１８、ＢＩＯＬＥＧＥ
ＮＤ社）で染色してフローサイトメトリー解析を行い、ＨＬＡ－Ａタンパク質、ＨＬＡ－
Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパク質の発現を検討した。
【０５２１】
　図５６（ａ）及び（ｂ）は、フローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図５６
（ａ）中、「Ｎｏ　ｓｔａｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であるこ
とを示す。また、図１６（ｂ）中、「Ｆｆ－Ｘｔ－２８ｓ０５－ＭＴｏ＃２」はＦｆ－Ｘ
ｔ－２８ｓ０５－ＭＴｏ＃２　ｉＰＳ細胞の解析結果であることを示す。
【０５２２】
　その結果、Ｆｆ－Ｘｔ－２８ｓ０５－ＭＴｏ＃２　ｉＰＳ細胞は、ＨＬＡ－Ａタンパク
質、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパク質の発現能を維持していることが明ら
かとなった。
【０５２３】
［実験例４６］
（Ｂ２ＭノックアウトｉＰＳ細胞の作製４）
　５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞にＣａｓ９を発現するプラスミドベクターとＢ２Ｍ特異的なｓ
ｇＲＮＡをトランスフェクションした。ｓｇＲＮＡとしては、Ｂ２Ｍ－ｇ２（標的塩基配
列を配列番号６０に示す。）を使用した。
【０５２４】
　続いて、５０ｎｇ／ｍＬのＩＦＮ－γで４８時間刺激した細胞を抗ＨＬＡ－ＡＢＣ抗体



(75) JP WO2019/160077 A1 2019.8.22

10

20

30

40

50

で染色し、フローサイトメトリー解析を行った。
【０５２５】
　図５７はフローサイトメトリーの結果を示すグラフである。図５７中、「Ｎｏ　ｓｔａ
ｉｎ」は抗体で染色しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「Ｎｏ　ＴＦ」
はｓｇＲＮＡを導入しなかったｉＰＳ細胞の解析結果であることを示し、「Ｂ２Ｍ－ｇ２
」は、このｓｇＲＮＡを導入してＢ２ＭアレルをノックアウトしたｉＰＳ細胞の解析結果
であることを示す。
【０５２６】
　その結果、ＨＬＡ－Ａタンパク質、ＨＬＡ－Ｂタンパク質及びＨＬＡ－Ｃタンパク質の
全てが陰性である細胞集団の割合は２７．０％であった。続いて、Ｂ２Ｍ－ｇ２　ｓｇＲ
ＮＡの導入により得られた、ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－Ｂ及びＨＬＡ－Ｃの全てが陰性である
細胞集団をソーティングにより回収した。ここではサブクローニングは行わなかった。
【０５２７】
［実験例４７］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト１０）
　５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル及びＨＬＡ－Ｃアレル
をノックアウトした細胞を作製した。具体的には、実験例１３で作製した、５８５Ａ１　
ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル及びＢ＊５２：０１アレルを
ノックアウトした細胞（クローン＃３）に、精製Ｃａｓ９タンパク質、Ｃ＊０７：０２ア
レル特異的なｓｇＲＮＡ及びＣ＊１２：０２アレル特異的なｓｇＲＮＡをトランスフェク
ションした。
【０５２８】
　Ｃ＊０７：０２アレル特異的なｓｇＲＮＡとして、Ｃ０７０２－ｅｘ３－ｇ３（標的塩
基配列を配列番号４９に示す。）を使用した。また、Ｃ＊１２：０２アレル特異的なｓｇ
ＲＮＡとして、Ｃ１２０２－ｅｘ３－ｇ１（標的塩基配列を配列番号５０に示す。）を使
用した。トランスフェクションには、市販のキット（商品名「４Ｄ－Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃ
ｔｏｒ」、型式「Ｖ４ＸＰ－４０３２」、ロンザ社）を使用した。
【０５２９】
　その後、サブクローニングを行い、６株のサブクローンを得た。続いて、各サブクロー
ンからゲノムＤＮＡを抽出した。続いて、ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０２アレル及びＨＬＡ－Ｃ
＊１２：０２アレルの塩基配列を、サンガーシーケンスにより解析した。
【０５３０】
　図５８は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図５８中、「Ｃｌ
ｏｎｅ　ＩＤ」はサブクローン名を示し、「ＨＬＡ－Ｃ０７」はＨＬＡ－Ｃ＊０７：０２
アレルを示し、「ＨＬＡ－Ｃ１２」はＨＬＡ－Ｃ＊１２：０２アレルを示し、「ＷＴ」は
野生型の塩基配列であったことを示し、「－」は欠失変異を有していたことを示し、「＋
」は挿入変異を有していたことを示す。その結果、クローン＃３－４、＃３－５、＃３－
６、＃３－７では、ＨＬＡ－Ｃの両アレルがノックアウトされたことが確認された。
【０５３１】
［実験例４８］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト１１）
　実験例１３で作製した、５８５Ａ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊２４：０２アレル、Ｂ＊０７：
０２アレル及びＢ＊５２：０１アレルをノックアウトした細胞（クローン＃３）に、精製
Ｃａｓ９タンパク質及びＣ＊０７：０２アレル特異的なｓｇＲＮＡをトランスフェクショ
ンした。
【０５３２】
　Ｃ＊０７：０２アレル特異的なｓｇＲＮＡとして、Ｃ０７０２－ｅｘ３－ｇ３（標的塩
基配列を配列番号４９に示す。）を使用した。トランスフェクションには、市販のキット
（商品名「４Ｄ－Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ」、型式「Ｖ４ＸＰ－４０３２」、ロンザ社
）を使用した。
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【０５３３】
　その後、サブクローニングを行い、６株のサブクローンを得た。続いて、各サブクロー
ンからゲノムＤＮＡを抽出した。続いて、ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０２アレル及びＨＬＡ－Ｃ
＊１２：０２アレルの塩基配列を、サンガーシーケンスにより解析した。
【０５３４】
　図５９は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図５９中、「Ｃｌ
ｏｎｅ　ＩＤ」はサブクローン名を示し、「ＨＬＡ－Ｃ０７」はＨＬＡ－Ｃ＊０７：０２
アレルを示し、「ＨＬＡ－Ｃ１２」はＨＬＡ－Ｃ＊１２：０２アレルを示し、「ＷＴ」は
野生型の塩基配列であったことを示し、「＋」は挿入変異を有していたことを示す。その
結果、クローン＃３－１、＃３－２、＃３－３、＃３－５、＃３－６は、ＨＬＡ－Ｃ＊０
７：０２アレルがノックアウトされ、ＨＬＡ－Ｃ＊１２：０２アレルのみ残存したクロー
ンであることが確認された。
【０５３５】
　図５３を参照しながら上述したように、ＨＬＡ－Ｃ＊０１：０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０２：
０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０３：０３、ＨＬＡ－Ｃ＊０３：０４、ＨＬＡ－Ｃ＊０４：０１、Ｈ
ＬＡ－Ｃ＊０５：０１、ＨＬＡ－Ｃ＊０６：０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０１、ＨＬＡ－Ｃ
＊０７：０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０８：０１、ＨＬＡ－Ｃ＊１２：０２、ＨＬＡ－Ｃ＊１６：
０１の１２種類の細胞を用意すれば、日本人、欧州系アメリカ人、アフリカ系アメリカ人
、アジア人、ヒスパニックのいずれの人種においても９３％以上の人口をカバーすること
ができる。
【０５３６】
　本実験例で作製した細胞は、これらの１２種類の細胞の１つとして使用することができ
る。
【０５３７】
［実験例４９］
（ＨＬＡアレル特異的ノックアウト１２）
　実験例１４で作製した、６０４Ｂ１　ｉＰＳ細胞のＡ＊０１：０１アレル、Ａ＊２４：
０２アレル、Ｂ＊０７：０２アレル及びＢ＊３７：０１アレルをノックアウトした細胞（
クローン＃４）に、精製Ｃａｓ９タンパク質及びＣ＊０７：０２アレル特異的なｓｇＲＮ
Ａをトランスフェクションした。
【０５３８】
　Ｃ＊０７：０２アレル特異的なｓｇＲＮＡとして、Ｃ０７０２－ｅｘ３－ｇ３（標的塩
基配列を配列番号４９に示す。）を使用した。トランスフェクションには、市販のキット
（商品名「４Ｄ－Ｎｕｃｌｅｏｆｅｃｔｏｒ」、型式「Ｖ４ＸＰ－４０３２」、ロンザ社
）を使用した。
【０５３９】
　その後、サブクローニングを行い、１１株のサブクローンを得た。続いて、各サブクロ
ーンからゲノムＤＮＡを抽出した。続いて、ＨＬＡ－Ｃ＊０６：０２アレル及びＨＬＡ－
Ｃ＊１２：０２アレルの塩基配列を、サンガーシーケンスにより解析した。
【０５４０】
　図６０は、回収した各クローンの塩基変異パターンを示す図である。図６０中、「Ｃｌ
ｏｎｅ　ＩＤ」はサブクローン名を示し、「ＨＬＡ－Ｃ０６」はＨＬＡ－Ｃ＊０６：０２
アレルを示し、「ＨＬＡ－Ｃ０７」はＨＬＡ－Ｃ＊０７：０２アレルを示し、「ＷＴ」は
野生型の塩基配列であったことを示し、「－」は挿入変異を有していたことを示し、「＋
」は挿入変異を有していたことを示す。その結果、クローン＃４－２、＃４－６、＃４－
１０、＃４－１１は、ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０２アレルがノックアウトされ、ＨＬＡ－Ｃ＊
０６：０２アレルのみ残存したクローンであることが確認された。
【０５４１】
　図５３を参照しながら上述したように、ＨＬＡ－Ｃ＊０１：０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０２：
０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０３：０３、ＨＬＡ－Ｃ＊０３：０４、ＨＬＡ－Ｃ＊０４：０１、Ｈ
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ＬＡ－Ｃ＊０５：０１、ＨＬＡ－Ｃ＊０６：０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０１、ＨＬＡ－Ｃ
＊０７：０２、ＨＬＡ－Ｃ＊０８：０１、ＨＬＡ－Ｃ＊１２：０２、ＨＬＡ－Ｃ＊１６：
０１の１２種類の細胞を用意すれば、日本人、欧州系アメリカ人、アフリカ系アメリカ人
、アジア人、ヒスパニックのいずれの人種においても９３％以上の人口をカバーすること
ができる。
【０５４２】
　本実験例で作製した細胞は、これらの１２種類の細胞の１つとして使用することができ
る。
【産業上の利用可能性】
【０５４３】
　本発明によれば、レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細
胞を製造する技術を提供することができる。

【図１】 【図２】

【図３】
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【手続補正書】
【提出日】令和2年12月23日(2020.12.23)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１つのＨＬＡアレルが破壊又は改変され、少なくとも１種のＨＬＡタンパク
質を発現可能な細胞。
【請求項２】
　前記ＨＬＡアレルが、ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル又はＨＬＡ－Ｃアレルを含
む、請求項１に記載の細胞。
【請求項３】
　前記ＨＬＡ－Ａアレル、ＨＬＡ－Ｂアレル、及びＨＬＡ－Ｃアレルのうち少なくとも１
種のＨＬＡアレルがホモである、請求項２に記載の細胞。
【請求項４】
　レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞であり、破壊又
は改変された前記ＨＬＡアレルが、前記レシピエントに存在しないＨＬＡアレルである、
請求項１～３のいずれか一項に記載の細胞。
【請求項５】
　多能性幹細胞である、請求項１～４のいずれか一項に記載の細胞。
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【請求項６】
　Ｃｌａｓｓ　ＩＩ　Ｍａｊｏｒ　Ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　Ｃｏｍｐｌ
ｅｘ　Ｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒ（ＣＩＩＴＡ）アレル、Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｆ
ａｃｔｏｒ　Ｘ５（ＲＦＸ５）アレル、Ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｘ　Ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄ　Ｐｒｏｔｅｉｎ（ＲＦＸＡＰ）アレル及びＲｅｇｕｌａｔｏｒｙ　Ｆ
ａｃｔｏｒ　Ｘ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　Ａｎｋｙｒｉｎ　Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎ（ＲＦＸＡＮＫ）アレルのうち少なくとも１つのアレルが更に破壊又は改変さ
れている、請求項１～５のいずれか一項に記載の細胞。
【請求項７】
　ＨＬＡ－Ａアレル及びＨＬＡ－Ｂアレルが破壊され、少なくとも１種のＨＬＡ－Ｃタン
パク質を発現可能な、請求項１～６のいずれか一項に記載の細胞。
【請求項８】
　前記ＨＬＡ－Ｃタンパク質が、ＨＬＡ－Ｃ＊０１：０２アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０２：０
２アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０３：０３アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０３：０４アレル、ＨＬＡ－Ｃ
＊０４：０１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０５：０１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０６：０２アレル、
ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０７：０２アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊０８：０
１アレル、ＨＬＡ－Ｃ＊１２：０２アレル及びＨＬＡ－Ｃ＊１６：０１アレルからなる群
より選択される１種のアレルにコードされるタンパク質である、請求項７に記載の細胞。
【請求項９】
　ドナー細胞のＨＬＡアレルをゲノム編集により破壊又は改変する工程を含む、請求項１
～８のいずれか一項に記載の細胞の製造方法。
【請求項１０】
　前記ゲノム編集が、前記ドナー細胞に配列特異的ＤＮＡ切断酵素を導入して行われる、
請求項９に記載の製造方法。
【請求項１１】
　前記配列特異的ＤＮＡ切断酵素がＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓであり、前記ゲノム編集が、前
記ドナー細胞にｇＲＮＡ及びＣＲＩＳＰＲ－Ｃａｓを導入して行われる、請求項１０に記
載の製造方法。
【請求項１２】
　前記ドナー細胞が多能性幹細胞である、請求項９～１１のいずれか一項に記載の製造方
法。
【請求項１３】
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合に
１つの標的とするＨＬＡハプロタイプにしかマッピングされず、ＨＬＡアレル以外の全ゲ
ノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない塩基配列
を、標的塩基配列とするｇＲＮＡ。
【請求項１４】
　前記標的塩基配列が、
　配列番号３、４、７、４５～５２、７２～２４５９のいずれかに記載の塩基配列、又は
　配列番号３、４、７、４５～５２、７２～２４５９のいずれかに記載の塩基配列の５’
末端において、１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列からなる
、請求項１３に記載のｇＲＮＡ。
【請求項１５】
　前記標的塩基配列が、
　配列番号３、４、７、４５～５２のいずれかに記載の塩基配列、又は
　配列番号３、４、７、４５～５２のいずれかに記載の塩基配列の５’末端において、１
若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列からなる、請求項１３又は
１４に記載のｇＲＮＡ。
【請求項１６】
　前記標的塩基配列が、ＨＬＡ遺伝子のエクソン２又は３にマッピングされる、請求項１
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３～１５のいずれか一項に記載のｇＲＮＡ。
【請求項１７】
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合に
２つ以上の標的とするＨＬＡハプロタイプにマッピングされ、ＨＬＡアレル以外の全ゲノ
ムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない塩基配列を
、標的塩基配列とするｇＲＮＡ。
【請求項１８】
　前記標的塩基配列が、
　配列番号５３～５５、２４６０～８０１３のいずれかに記載の塩基配列、又は
　配列番号５３～５５、２４６０～８０１３のいずれかに記載の塩基配列の５’末端にお
いて、１若しくは数個の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列からなる、請求項
１７に記載のｇＲＮＡ。
【請求項１９】
　前記標的塩基配列が、
　配列番号５３～５５のいずれかに記載の塩基配列、又は
　配列番号５３～５５のいずれかに記載の塩基配列の５’末端において、１若しくは数個
の塩基が欠失、置換若しくは付加された塩基配列からなる、請求項１７又は１８に記載の
ｇＲＮＡ。
【請求項２０】
　前記標的塩基配列が、ＨＬＡ遺伝子のエクソン２又は３にマッピングされる、請求項１
７～１９のいずれか一項に記載のｇＲＮＡ。
【請求項２１】
　前記ｇＲＮＡが請求項１３～２０のいずれか一項に記載されたｇＲＮＡである、請求項
１１に記載の製造方法。
【請求項２２】
　レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞をゲノム編集に
より製造するための標的塩基配列の特定方法であって、
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、候補塩基配列をマッ
ピングすることと、
　ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、前記候補塩基配列をマ
ッピングすることと、
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合に
１つの標的とするＨＬＡハプロタイプにしかマッピングされず、ＨＬＡアレル以外の全ゲ
ノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない前記候補
塩基配列を、標的塩基配列として特定することと、を含む、方法。
【請求項２３】
　レシピエントに他家移植した場合の拒絶反応が低減された低抗原性細胞をゲノム編集に
より製造するための標的塩基配列の特定方法であって、
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、候補塩基配列をマッ
ピングすることと、
　ＨＬＡアレル以外の全ゲノムＤＮＡの塩基配列データに対して、前記候補塩基配列をマ
ッピングすることと、
　全ＨＬＡハプロタイプのゲノムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合に
２つ以上の標的とするＨＬＡハプロタイプにマッピングされ、ＨＬＡアレル以外の全ゲノ
ムＤＮＡの塩基配列データに対してマッピングした場合にマッピングされない前記候補塩
基配列を、標的塩基配列として特定することと、を含む、方法。
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