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ゲノム編集された末梢血幹細胞由来赤血球前駆細胞株は今までにない有用な

不規則抗体同定用パネル血球になりうる
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不規則抗体のスクリーニングと同定検査は，溶血性輸血副反応の予防において重要である．これらの検査は，血漿
中に存在する抗体と赤血球上の抗原との反応性を確認する血清学試験によって行われる．しかし，高頻度抗原に対す
る抗体や複数種の同種抗体が存在する場合には，抗体の同定は困難もしくは不十分となることがある．そのような場
合，対応する抗原を欠く赤血球試薬を使用して同種抗体を同定することは可能であるが，入手が困難な例も存在する．
そのため，本研究では抗体の同定を簡素化するために，赤血球前駆細胞株を使用して高頻度抗原を含む複数の血液型
抗原を欠く抗体同定用パネル赤血球を作製することを目的とした．赤血球前駆細胞株にゲノム編集を行い，11種類
の血液型抗原（RhD，RhC/e，M/N/s，P1，Fya，Jka/Jkb，および Jra）を削除することで最終的には上記の血液型
抗原を欠く Dib発現株の作製に成功した．ゲノム編集後，削除した抗原に対する抗体は反応しない一方で，Dib抗原に
関してはフローサイトメトリーと試験管法によって検出可能であった．この細胞株はゲノム編集後も正常に増殖し，
濃い赤色を呈した後期赤芽球に分化した．これらの結果は，任意の血液型抗原に改変した人工パネル赤血球を作製で
きる可能性を強く示唆しており，輸血前検査の精度向上や血液型システムの研究の進展に貢献することが期待される．
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背 景
輸血検査における不規則抗体スクリーニングおよび
抗体同定検査は，特定の抗原の組み合わせを持つ末梢
血赤血球から調製した複数のパネル細胞を用いた血清
学試験によって行われる１）～３）．しかし，高頻度抗原に対
する抗体および複数種類の同種抗体の同定は，対応す
る抗原を欠失した赤血球を使用しない限り，困難な場
合がある．こうした同種抗体の同定を簡素化するため
に，近年では人工多能性幹細胞（iPS）や造血幹細胞に
遺伝子改変を行い，特定の抗原を発現または欠失した
血液細胞を作製する試みが開始されている４）～７）．一方で，
我々はこれまでに，造血前駆細胞にヒトパピローマウ
イルス（HPV）E6/E7 遺伝子を導入し，その発現をテ

トラサイクリン誘導性プロモーター８）９）で制御すること
により，不死化赤血球前駆細胞株の樹立に成功した．
この赤血球前駆細胞株は無限増殖能と赤血球分化能を
有し，高純度の赤芽球ならびに網赤血球に分化可能で
ある．また，赤血球前駆細胞の段階で不死化している
ことから分化期間を 10日間まで短縮することができ
る１０）～１２）．さらに，赤血球細胞はヘモグロビンを合成し，
分化後に赤色を呈するため，目視判定を伴う血清学試
験において有用である．我々は以前に，ヒト iPS細胞由
来赤血球前駆細胞株（HiDEP）を用いた血清学試験へ
の適用可能性を報告している１３）．HiDEPの凝集感度は
末梢血赤血球より劣るものの，凝集の程度によりスコ
ア化することが可能であり，従来の方法で血清学試験
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（フローサイトメトリーおよび試験管法による凝集試験）
に使用可能であった１３）．しかしながら HiDEPは，倫理
申請上研究目的でのみ使用可能な細胞株であったため，
本研究では検査目的での使用に関する同意を得たドナー
から樹立した末梢血幹細胞由来赤血球前駆細胞株
（PBDEP-4）を使用した１２）．本研究は，PBDEP-4細胞に
対して CRISPR/Cas9１４）～１６）によるゲノム編集技術を用い
て主要血液型抗原（Rh，MN，P1PK，Duffy，Kidd，
JR）を欠損させた細胞株を作製し，抗体同定を簡素化
することを目的とした．Diego血液型については，SLC
4A1 遺伝子の破壊により細胞が脆弱化する可能性があっ
たため，本研究では対象から除外した１７）１８）．上記の主要
血液型抗原の削除完了後，抗 Diegoについてはこの改
変 PBDEP細胞を用いて，他の主要血液型抗原に対する
抗体の有無を考慮することなく検出可能となることが
期待される．本稿ではその成果を報告し，輸血前検査
への適用可能性について考察する．

材料と方法
研究倫理
本研究は日本赤十字社の倫理審査委員会により承認
を受け，関連法規・ヘルシンキ宣言に準拠して実施さ
れた．（倫理審査番号：2018-006，2019-018，2022-014，
2023-002）
維持培養
PBDEP-4細胞は，StemSpan SFEM-II培養液（STEM-
CELL Technologies，Vancouver，Canada）に，human
stem cell factor（50ng/ml，R＆D Systems，Minneapo-
lis，MN，USA），ヒトエリスロポエチン（3U/ml，協
和キリン，東京，日本），デキサメタゾン（10μM，Sigma-
Aldrich，St. Louis，MO，USA），およびドキシサイク
リン（1μg/ml，タカラバイオ，滋賀，日本）を添加し
た培養液にて維持培養した．細胞は，37℃，5% CO2
存在下で培養し，3～4日ごとに 1/20～1/10の割合で継
代した．
赤血球分化誘導
PBDEP-4細胞の赤血球系分化は，Iscove改変Dulbecco
培養液（IMDM，Sigma-Aldrich）を基礎培養液とし，
ウシ胎児血清（FBS，2%，Clontech Laboratories，Moun-
tain View，CA，USA），ヒト AB血漿（3%，国内ドナー
由来），インスリン（10μg/ml，富士フイルム和光，大
阪，日本），ホロトランスフェリン（200μg/ml，富士フ
イルム和光），ヘパリン（3U/ml，富士フイルム和光），
およびペニシリン・ストレプトマイシン・グルタミン
（1%，Thermo Fisher Scientific，Waltham，MA，USA）
を添加した赤血球分化用培養液（Erythroid Differentia-
tion Medium；EDM）にて実施した．分化開始日に，
細胞を 5× 105cells/ml の濃度に再懸濁し，ヒトエリス

ロポエチン（3U/ml）およびドキシサイクリン（1μg/
ml）を添加した EDMにて培養を開始した．3日目には
細胞を 2× 106cells/ml に再懸濁し，ヒトエリスロポエ
チン（3U/ml）を添加した EDMにて 7日目まで培養を
継続した．
試験管法による凝集試験
分化誘導後の PBDEP-4細胞を計数し，0.2%ウシ血清
アルブミン（BSA，富士フイルム和光）を添加したリ
ン酸緩衝生理食塩水（PBS；Sigma-Aldrich）で 2回洗
浄後，0.2% BSA-PBS中に 2× 108cells/ml の濃度で再
懸濁した．空の試験管にモノクローナル抗体またはド
ナー由来血漿を各 100μl 分注し，次いで細胞懸濁液 50
μl（1× 107cells）を添加した．陰性対象には抗体の代
わりに PBS（100μl）を添加した．その後，O.A.E.S．
液（100μl，Ortho Clinical Diagnostics，Raritan，NJ，
USA）を添加して試験管を振盪し，37℃で 15分間イン
キュベートした．1,035×g，45秒遠心後，PBSで洗浄
し，この操作を 3回繰り返した．3回目の遠心後には上
清を除去し，ウサギ抗ヒト IgG（Ortho Clinical Diagnos-
tics）を試験管に添加した．再度よく振盪し，1,035×g，
15秒間遠心した．遠心後，日本輸血・細胞治療学会が
定める血清学試験の基準（輸血のための検査マニュア
ル Ver.1.3.2）に基づき，凝集の程度を評価・スコアリ
ングした．使用した抗体は補足表 1に記載している．
血液型タイピング
PBDEP-4の遺伝子型判定は，既報の方法１３）１９）に従い，

PCR-SSP（PCR-sequence specific primer）およびサン
ガーシーケンシングにより実施した．
細胞形態の観察
Cytospin4（Thermo Fisher Scientific）を用いてスラ
イド標本を作製し，Diff-Quik™染色液（シスメックス
株式会社，兵庫，日本）で染色を行った．画像は，BZ-
X800（KEYENCE，大阪，日本）オールインワン蛍光
顕微鏡で撮影した．
CRISPR/Cas9ベクターの調製
ゲノム編集には，plentiCRISPR-v2および PX458
プラスミドを使用した．plentiCRISPR-v2プラスミドは，
オリゴヌクレオチドのライゲーションを必要とせずそ
のままトランスフェクション可能であり，対象遺伝子
と標的領域を指定して Genscriptのウェブサイトから購
入した．一部の標的遺伝子（ACKR1，ABCG2，SLC14A1）
は，plentiCRISPR-v2を用いて編集した．pSpCas9（BB）-
2A-GFP（PX458）プラスミドは Addgene（https://
www.addgene.org/，プラスミド#48138）より購入した．
残りの標的遺伝子（RHD/CE，A4GALT，GPA/GPB）
に対しては，設計したオリゴヌクレオチド配列をベク
ターにライゲーションして用いた．プロトコルは Pre-
cisionX Cas9 Smart Nuclease Vector System（System
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Biosciences，Palo Alto，CA，USA）に添付のものを使
用した．プラスミドベクターの模式図は補足図 1に，
標的配列は補足表 2に記載した．
エレクトロポレーション
エレクトロポレーションは，Cell Line NucleofectorⓇ

Kit V（Lonza，Basel，Switzerland）を用いて実施した．
1× 106cellsの細胞を，90μl の Solution V，20μl の Sup-
plement 1，および 5μgのCRISPRプラスミドを含む 110
μl のトランスフェクション試薬に懸濁した．懸濁液を
キュベットに移し，T-018プログラムでトランスフェク
ションを行った．トランスフェクション後の細胞は，
37℃，5% CO2維持培養条件下で維持した．
蛍光活性化セルソーティング（FACS）
細胞を 0.2%BSA-PBSで洗浄し，0.2%BSA-PBSに再
懸濁した．FACSは，SH800セルソーター（ソニー株
式会社，東京，日本）を用いて実施した．FSC/SSC
および FSC-H/FSC-Wパラメータにより，生細胞およ
び単一細胞領域にゲートを設定して EGFP（enhanced
green fluorescent protein）ソーティングを実施した．
ソーティングした細胞は 1細胞ずつ 96ウェルプレート
2枚以上に分取し，細胞増殖が確認出来たウェルは順次
スケールアップを行った．
フローサイトメトリー
細胞を 0.2%BSA-PBSで洗浄し，0.2% BSA-PBSに再
懸濁した．一次抗体またはアイソタイプコントロール
10μl を細胞懸濁液に添加し，37℃で 30分間インキュ
ベートした．インキュベート後，細胞を 2回洗浄し，
0.2% BSA-PBSに再懸濁した．続いて，蛍光標識二次抗
体 0.5mgを添加し，4℃で 30分間インキュベートした．
その後，細胞を洗浄し，0.2% BSA-PBSに再懸濁した後，
DxFLEXフローサイトメーター（Beckman Coulter，
Brea，CA，USA）を用いて解析を行った．生存率測定
の際は細胞を 0.2%BSA-PBSで洗浄し，0.2% BSA-PBS
に再懸濁した．7-AAD 10μl と抗 CD233（Band3）0.5
μl を細胞懸濁液に添加し，室温で 15分間インキュベー
トした．インキュベート後，洗浄・再懸濁し，解析を
行った．使用した抗体は補足表 1に記載した．
ポリメラーゼ連鎖反応（PCR）
サンプルDNAは，QIAampⓇDNAmini kit（QIAGEN，

Hilden，Germany）を用いて抽出および精製した．PCR
には KOD Fx neo（TOYOBO，大阪，日本）を用いた．
使用した PCRプライマーは補足表 3に記載した．
サンガーシーケンシング
DNAとシーケンスプライマー（補足表 4）の混合サ
ンプルは，ユーロフィンジェノミクス株式会社（東京，
日本）に外注し，シーケンシング解析を行った．得ら
れた配列データと参照配列のアライメント解析は，A
plasmid editor（ApE）を用いて実施した．

分化 PBDEP- Dib細胞の冷蔵保存
分化 PBDEP- Dib細胞を計数し，10% FBS-IMDM

で洗浄した．遠心後，上清を除去し，細胞を 1× 108cells/
ml の濃度となるように同培養液に再懸濁した．懸濁細
胞は 4℃で 14日または 28日間保存し，使用前に 0.2%
BSA-PBSで洗浄した後，2× 108cells/ml の濃度で再懸
濁し，血清学試験に使用した．

結 果
PBDEP-4の性状解析
維持培養条件下の PBDEP-4細胞を分化誘導条件に移
行し，7日間の分化誘導を行った（図 1A）．7日間の分
化誘導後，PBDEP-4細胞は赤色を呈し，赤血球分化が
進行していた（図 1B）．分化細胞の大部分は後期赤芽球
であり，ごく一部（1.2±0.7%）が脱核細胞であった
（図 1C，補足図 2）．また抗原削除に先立ち，PBDEP-
4の血液型を PCR-SSPまたはサンガーシーケンシング
によって確認した（表 1上段，PBDEP-4）．同細胞の血
液型は日本人集団においては典型的なものであった．
本研究では Rh（RHD/CE），MNS（GPA/GPB），P1PK
（A4GALT），Duffy（ACKR1），Kidd（SLC14A1），Jr
（ABCG2）血液型抗原を標的として，PBDEP-4細胞か
らこれらの抗原の削除を試みた．
PBDEP- Dib細胞の作製と性状解析
PBDEP-4細胞に CRISPR/Cas9発現ベクター（補足

図 1）をエレクトロポレーションで導入し，導入後の細
胞を 1細胞ずつ 96ウェルプレート，2枚以上に分取し
た．分取後の細胞はそのまま拡大培養を行い，顕微鏡
観察により 40～70％コンフルエントに増殖したウェル
から順次，ゲノム DNAの抽出，切断部位近傍の DNA
断片増幅及びシークエンス確認を行い，目的変異が導
入されたクローンを取得した．この操作を RHD，RHCE，
GPA，GPB，A4GALT，ACKR1，SLC14A1，ABCG2
の 8つの遺伝子について実施した．
ゲノム編集後に確認した各標的遺伝子の変異は表 2
の通りとなった．ACKR1 を除くすべての標的遺伝子に
おいてフレームシフト変異が生じ，短縮型タンパク質
へ置換され，標的抗原の発現消失が示唆された．ACKR1
についてはインフレーム変異が生じていたが，過去に
欠失が報告された変異２０）と類似性の高い変異が確認され
た．そこで，対応する抗原の発現をフローサイトメト
リーにより評価した．その結果，すべての標的抗原の
発現消失を改めて確認した．最終的には 8つの標的遺
伝子のノックアウトに成功し，抗 RhD，C，e，M，N，
s，P1，Fya，Jka，Jkb，Jraと反応しない PBDEP-Dib

細胞の樹立に成功した（図 2Aおよび表 1下段，PBDEP
4-Dib）．PBDEP-Dibの倍加時間はわずかに延長し（図 2
B，19時間 vs 22.3時間），一方で分化過程においては細
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図 1　末梢血由来赤血球前駆細胞（PBDEP-4）を用いた赤血球分化
（A）PBDEP-4 細胞の培養および赤血球分化の概略図．SCF：human stem cell factor，EPO：ヒトエリスロポエチン，
DEX：デキサメタゾン，DOX：ドキシサイクリン（B）分化前（pre）および分化後（post）の PBDEP-4 細胞ペレットの外観．
（C）分化前（pre）および分化後（post）の PBDEP細胞の形態．黒の矢頭は脱核赤血球を示している．スケールバー：50 
μm．

表 1　ゲノム編集前後の PBDEP-4 細胞の表現型

Cell Line
Rh MNSs P Diego Duffy Kidd JR

D C c E e M N S s P1 Dia Dib Fya Fyb Jka Jkb Jra

PBDEP-4 ＋ ＋ 0 0 ＋ ＋ ＋ 0 ＋ ＋ 0 ＋ ＋ 0 ＋ ＋ ＋
PBDEP-Dib KO KO KO KO KO KO KO KO KO KO 0 ＋ KO KO KO KO KO

＋：抗原あり　0：抗原なし　KO：削除された抗原

表 2　ゲノム編集後のPBDEP-4 に導入されたアミノ酸変異

Gene Amino acid replacement Remarks

RHD p.Gly61Alafs＊37 frameshift mutation
RHCE p.Leu60Ilefs＊38 frameshift mutation
GPA p.Leu11Valfs＊12 frameshift mutation
GPB p.Leu11Cysfs＊4 frameshift mutation
A4GALT p.Pro16Glnfs＊21 frameshift mutation

ACKR1
p.Gly72_Leu74del

in-frame deletion
p.Val70_Gly72del

SLC14A1 p.Val230Serfs＊7 frameshift mutation
ABCG2 p.Leu28＊ frameshift mutation

胞増殖が促進される傾向を示した（図 2C）．また，赤血
球分化後の細胞形態にも異常は見られなかった（図 2

Dおよび 2E）．脱核率は 2.2±0.6%で，PBDEP細胞よ
りも高くなる傾向を示したが，有意差は無かった（補
足図 2）．
分化 PBDEP- Dib細胞を用いた血清学試験
ゲノム編集を行っていないDib抗原については，フロー
サイトメトリーで高発現状態を維持していることが確
認された（図 3A）．凝集感度については，抗 Dib（モノ
クローナル抗体）および抗 Dib血漿を用いた試験管法に
より，凝集像に基づきスコア化が可能であったが，特
に高希釈（×2,048）条件下では，Dib/Dib型赤血球と比
較して検出感度は低かった（図 3B）．さらに，冷蔵保存
後の凝集感度を評価するために試験管法による血清学
試験を行った．保存 14日後の細胞は分化直後の細胞と
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図 2　PBDEP-4 細胞と PBDEP-Dib 細胞の性状比較
（A）今回削除対象とした抗原（Dib を除く）に対する抗体を用いた PBDEP細胞（PB4，ゲノム編集前）と PBDEP-Dib 細胞（DIB，
ゲノム編集後）のフローサイトメトリー解析．抗体染色サンプルのヒストグラムはアイソタイプコントロールと重ねて示した．
（B）28 日間維持培養した PBDEP-4 および PBDEP-Dib 細胞の増殖曲線．倍加時間は 0日目および 28 日目の細胞数を用いた以
下の式で算出した：倍加時間＝培養期間×ln（2）/ln［最終濃度/初期濃度］（C）分化期間中の細胞数の増殖率．実験は 3回実
施し，グラフは平均値で示され，エラーバーは標準偏差を示している．（D）分化前（pre）および分化後（post）の PBDEP-
Dib 細胞ペレットの外観．（E）分化前（pre）および分化後（post）の PBDEP-Dib 細胞の形態．黒の矢頭は脱核赤血球を示し
ている．スケールバー：50μm．
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図 3　分化 PBDEP-Dib 細胞と抗Dib との反応性
（A）末梢血赤血球（Dib/Dib）および分化 PBDEP-Dib 細胞におけるDib 抗原の発現を，抗Dib モノクローナル抗体を
用いたフローサイトメトリーで解析した．ヒストグラムはアイソタイプコントロール（左端の黒線）と重ねて示した．
（B）抗Dib モノクローナル抗体，抗Dib 血漿，およびヒトAB型血漿を用いた試験管法における末梢血赤血球（Dib/
Dib）および分化 PBDEP-Dib 細胞の凝集像．希釈倍率および凝集スコアは，それぞれ画像の上部および下部に示した．
（C）4℃で 14 日および 28 日間保存した分化 PBDEP-4 細胞の凝集感度（保存期間 0，14，28 日後）．抗Dib モノクロー
ナル抗体，ヒト IgG（アイソタイプコントロール），およびAB型血漿を用いた試験管法による凝集像を示した．画像
上部に抗Dib の希釈倍率，下部には凝集スコアもそれぞれ示した．（D）4℃で 14 日および 28 日間保存した分化 PB-
DEP-4 細胞の生存率．FSC/SSC パラメータにより全細胞集団をゲーティングし，Band3 と 7-AADの染色性によって
細胞集団をBand3＋/7-AAD－（生細胞）Band3－/7-AAD＋ならびにBand3＋/7-AAD＋（死細胞），Band3－/7-
AAD－（細胞デブリ）の 3つに分類した．
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比較すると高濃度の抗体使用時に感度がわずかに劣る
ものの，十分に抗体有無の判定が可能であった．一方
で，28日保存後では，PBS・アイソタイプコントロー
ル・同種抗体を含まない AB型血漿（血漿コントロー
ル）使用条件下においても凝集が認められた（図 3C）．
そこで凝集形成の理由を推定するため，14日および 28
日保存後の細胞を用いて死細胞と Band3発現細胞の割
合をフローサイトメトリーで測定した．冷蔵 14日後の
条件では，全細胞のうち 25.3%が死細胞（Band3－/7-
AAD＋および Band3＋/7-AAD＋），62.4%が生細胞
（Band3＋/7-AAD－）であった．冷蔵 28日後において
は，死細胞の割合は 49.5%，生細胞は 39.4％であり，非
特異的な凝集が見られる状況では死細胞の割合が多い
ことが確認された（図 3D）．

考 察
血清学試験，特に試験管法やゲルカラム法を用いた
凝集試験は，同種抗体の存在を簡便かつ迅速に確認す
る方法である．輸血に伴う溶血性副反応を防止するた
めにも，血清学試験により同種抗体の有無を正確に判
定することは極めて重要である．しかしながら，あら
ゆる不規則抗体の同定が可能なパネル赤血球を日常的
に準備することは困難である．そこで我々は複数の血
液型抗原の削除を試み，Dib抗原以外の主要血液型抗原
を欠く PBDEP-Dib細胞株の作製に成功した．興味深い
ことに，PBDEP-Dib細胞株は，数多くの主要抗原を欠
失しているにもかかわらず，親株と大きく変わらない
倍加時間を示し（図 2B），さらに，ヘモグロビン合成能
（図 1Bと図 2D）や分化誘導中の形態変化（図 1Cと図
2E）にも異常が観察されず，赤血球分化の阻害は見ら
れなかった．
このように，主要な血液型抗原を数多く欠く細胞株
が，大きな支障をきたすことなく増殖及び分化可能な
理由の一つとして，培養細胞株が有する特別な形態維
持機構が存在する可能性が示唆される．実際に，末梢
血 Rh-null赤血球は膜脆弱性や形態異常を示し，溶血し
やすいことが知られている２１）～２３）が，先行研究では培養
細胞株由来 Rh-null赤血球に関する形態異常の明確な記
載は少なく，培養赤血球における RhDおよび RhCE
抗原の欠失は，即時的な溶血を引き起こすほどの深刻
な異常ではない可能性が示唆されている４）７）．また，5
種類の血液型抗原が欠失した細胞株由来赤血球におい
ても，通常の赤血球と同様に，血清学試験に使用可能
であったとの報告もある２０）．このように細胞株由来の赤
血球においては，形態維持に重要な血液型タンパク質
が欠失した場合においても，比較的安定的にその形態
を保持できる可能性がある．加えて，本研究で使用し
た分化 PBDEP-4細胞はほとんど脱核しないため，残存

している核と，核周囲の細胞骨格タンパク質が物理的
に細胞の安定性に寄与している可能性がある．ここに，
今回ゲノム編集の対象から除外した Band3も膜構造の
安定性に寄与していると考えられる．
血液型抗原は膜構造への寄与に加えて細胞機能にも
関与しており，例えば本研究で削除対象としたABCG2
（Jr）および SLC14A1（Kidd）は尿素/尿酸輸送体とし
て機能し，ABCG2の変異は高尿酸血症や痛風の発症リ
スクを上昇させることが報告されている２４）～２８）．また，
A4GALT（P1PK）および ACKR1（Duffy）は，それぞ
れパルボウイルスおよびマラリア原虫の感染に関連し
ており２９）～３４），PBDEP- Dibでは P/P1抗原および Duffy
抗原の欠失により，これら病原体に対する感染抵抗性
を有していると考えられる．従って PBDEP- Dib細胞は，
血液型の責任遺伝子が関与する疾患の研究や感染症研
究における細胞材料としても利用可能であると考えら
れる．
試験管法による凝集試験において，PBDEP-4の凝集

感度は抗原により異なり，末梢血赤血球よりも低い感
度を示すことがあったが，少なくとも一部の抗原につ
いては，抗原責任遺伝子の強制発現により凝集感度が
高められることも確認している．一例として，Fy（a＋
b－）の PBDEP-4細胞に Fyb型 ACKR1 を導入したと
ころ，フローサイトメトリーおよび試験管法で Fyb抗原
の発現と，凝集試験で抗 Fybを検出可能であることが確
認された（補足図 3）．これらの結果は，赤血球前駆細
胞株に遺伝子改変技術を適用することにより，任意の
血液型抗原を発現するパネル細胞を人工的に作出可能
であることを示唆する一例と言える．
保存期間に関しては，10% FBS-IMDM培養液を使用
して PBDEP-Dib細胞は約 2週間の冷蔵保存が可能であ
ることが示されたが，4週間保存後には約半数の細胞が
細胞死を起こしていた．有核赤血球の保存条件は最適
化されておらず，末梢血赤血球と同等の品質を保つた
めには更なる検討が必要である．現時点では，冷蔵条
件下で 14日以内の保存が血清学試験への使用に適して
おり，今後は死細胞の発生を極力抑えるような保存条
件への改良が必要である．上記の課題に加え，本研究
の将来的な検討課題として，現行の培養コストが非常
に高いことが挙げられる．これは維持培養液の価格が
高価であるためであり，培養プロトコルの改良を進め
ているが，現段階では最適化には至っていない．今後
安価な培養液や効率的な培養法が確立されれば，培養
コストに関しては大幅に削減可能である．さらに，ゲ
ルカラム法をはじめとしたハイスループットな検査法
への適用可能性についても今後の検討が必要である．
これまで，有核赤血球はゲルカラムを通過しないと考
えられていたが，Anらの研究グループでは日本では市
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販されていない特定のゲルカラムを用いることで抗原
改変後の有核赤血球による抗体検出に成功している７）．
将来的には，入手可能な類似のゲルカラムを用いるこ
とで PBDEP-4細胞がゲルカラム法にも適用可能となる
ことが期待される．
結論として，PBDEP-4細胞と CRISPR/Cas9システ
ムの併用により，抗原の編集が可能な人工パネル赤血
球の作製が可能であった．PBDEP-4細胞は，O型ドナー
由来末梢血 CD34＋細胞から樹立された赤血球前駆細胞
株であり，我々は同細胞株から 11種類の主要血液型抗
原を削除することにより PBDEP-Dib細胞の作製に成功
した．このゲノム編集された PBDEP-Dib細胞は正常な
増殖能と分化能を保持し，フローサイトメトリーや従
来の試験管法による血清学試験に適用可能だった．本
手法は，他の血液型抗原の改変にも応用可能であり，
ドナー血液および患者血液検体中の同種抗体の迅速な
同定を可能とする人工パネル細胞の作製に貢献するも
のである．また，本研究の成果は輸血前検査の精度向
上のみならず，血液型システムの基礎研究にも大きく
貢献することが期待される．
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補足表 1　使用した抗体一覧

Primary antibody Reactivity Remarks

HIRO-3 RhD human IgG，produced in-house
HIRO-222 RhC human IgM，produced in-house
HIRO-38 Rhe human IgM，produced in-house
HIRO-59 P1 human IgM，produced in-house
Anti-Fya serum Fya Ortho，human IgG
HIRO-133 Jra human IgG，produced in-house
HIRO-183 Jka human IgM，produced in-house
Anti-Jkb Jkb Ortho，human IgM
CBC-3 M（GPA） mouse IgG，produced in-house
CBC-14 N（GPA） mouse IgG，produced in-house
Anti-little s serum little s（GPB） Ortho，human IgG
HIRO-58 Dib human IgG，produced in-house
human IgG Isotype control Jackson，isotype ctrl
Human IgM Isotype control Thermo，isotype ctrl
Mouse IgG Isotype control Jackson，isotype ctrl

Secondary antibody and staining dye Reactivity Remarks

Alexa488 anti-human IgG human IgG Jackson
Alexa647 anti-human IgG human IgG Jackson
Alexa488 anti-human IgM human IgM Jackson
Alexa647 anti-mouse IgG mouse IgG Jackson
BRIC6-FITC＊ CD233（Band3） IBGRL
7-amino actonomycinD（7-AAD） dead cell Beckman
＊生細胞染色に使用

補足表 2　血液型遺伝子の標的配列と使用したプラスミドベクター

Gene DNA sequences Plasmid vector

RHD/RHCE CGTGATGGCGGCCATTGGCT pSpCas9（BB）-2A-GFP（PX458）
GYPA/GYPB ATCTTTGTATTACTATTGTC pSpCas9（BB）-2A-GFP（PX458）
A4GALT GGCTGCTCCGGGGCGCCCCA pSpCas9（BB）-2A-GFP（PX458）
ACKR1 TGCTGCTAGCTAGGATACCC plentiCRISPR v2-crRNA2
SLC14A1 GTGGGAGTTGGTCAGATCTA plentiCRISPR v2-crRNA5
ABCG2 GACAGCTTCCAATGACCTGA plentiCRISPR v2-crRNA2

補足表 3　PCRに用いたプライマー配列

Primer Sequences（5 → 3） Remarks

RHD-Fw CCCTATTTAACAGACAAGAACA PCR primer，forward
RHD-Rev ACCGCGCCTGGCCTAAAACTGT PCR primer，reverse
RHCe-Fw GTTGGTGATTATTGATAAGAAG PCR primer，forward
RHCe-Rev TGCCAGGTGAGTCCTTAAGCTA PCR primer，reverse
GPA-Fw GATACTTATCTCCATCTTTCTCC PCR primer，forward
GPA-Rev TAATAACCCTATGATATTTC PCR primer，reverse
GPB-Fw TTGTTCTGTCTCCCTTTAATGTC PCR primer，forward
GPB-Rev CATTTTACTTTGTTTCTGGCATCGC PCR primer，reverse
A4GALT-Fw CTGTTGTCTAGAAGGCCCGG PCR primer，forward
A4GALT-Rev GCCACCAGGAAAGAGAGGTC PCR primer，reverse
ACKR1-Fw GAGTGTAGTCCCAACCAGCC PCR primer，forward
ACKR1-Rev AGAAACCACCCGCTTCACAA PCR primer，reverse
SLC14A1-Fw TCACCCTCAACACTGATGGA PCR primer，forward
SLC14A1-Rev GGGACGTCACTTGTCCTGTT PCR primer，reverse
ABCG2-Fw ACTGCAGACTTGATATCCCAGAT PCR primer，forward
ABCG2-Rev ACCACACCTGGCTAACTTTTGT PCR primer，reverse
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補足表 4　シークエンスに用いたプライマー配列

Primer Sequences（5 → 3） Remarks

RHD/RHCe seq-Fw TGAGGCTCAAAGAGGCAAAG sequence primer，forward
RHD/RHCe seq-Rev TTCTGGAACCTGTCCTTTCG sequence primer，reverse
GPA seq-Fw CCTGGAAGATAACAGCTAGC sequence primer，forward
GPA seq-Rev TGTGCCATTTCCCCCACATT sequence primer，reverse
GPB seq-Fw CAGGCGCTTAACAACTTGCA sequence primer，forward
GPB seq-Rev ACTAGAAAACTGGATTCGGCCA sequence primer，reverse
A4GALT seq-Fw GACTCCACCGAGCACATGAA sequence primer，forward
A4GALT seq-Rev TTGTGGATCGGGAATGCCAA sequence primer，reverse
ACKR1 seq-Fw GCCTCCTCTGGGTATGTCCT sequence primer，forward
ACKR1 seq-Rev GCTGAGCCATACCAGACACA sequence primer，reverse
SLC14A1 seq-Fw AGGGAAGGGCTGGTGTATCT sequence primer，forward
SLC14A1 seq-Rev GCCCTGATTTTTCATGCAGT sequence primer，reverse
ABCG2 seq-Fw TGAGAGTCAAACATATACCT sequence primer，forward
ABCG2 seq-Rev CAAGCCAGACAAGTCTAACCCT sequence primer，reverse

補足図 1　ゲノム編集に用いたCRISPR/Cas9 ベクターの
模式図
本研究で用いた 2種類の CRISPR/Cas9 ベクターの模式
図．PX458 はプラスミド内にEGFPレポーター遺伝子を
含む（上）．EGFPレポーターを含まない plentiCRISPR 
v2 を使用する際は，EGFP発現プラスミドを共導入した
（下）

補足図 2　PBDEP-4 細胞と PBDEP-Dib 細胞の脱核率
7日間分化誘導した PBDEP-4 細胞と PBDEP-Dib 細胞の脱
核率（脱核細胞数/全細胞数）．n＝3．



日本輸血細胞治療学会誌 第72巻 第 1号 2026年 105

補足図 3　分化誘導した PBDEP-Fyb 細胞を用いた試験管法による凝集試験
分化誘導した PBDEP-Fyb 細胞および赤血球（RBC）を用いた試験管法による抗Fyb（HIRO-299，IgM）を用いた凝集像．
フローサイトメトリーのヒストグラムをその右隣に示した．PBDEP-Fyb 細胞は，親株である PBDEP-4（Fya/Fya）には
発現していないFYB型の ACKR1遺伝子を導入することで樹立された．RBC-1 および RBC-2 は PBDEP-4 のドナー由来で
はなく，それぞれFyb/Fyb および Fya/Fyb の遺伝子型を有する別ドナー由来の赤血球である．抗Fyb の希釈倍率は画像
の上部に，凝集スコアは下部に示されている．
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