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研究要旨： 
本事業は、自己骨髄間質細胞を用いた新たな歯槽骨再生治療法の安全性と有効性のエビデン
ス創出するための第Ⅰ相/第Ⅱa 相臨床研究を実施するものである。分担研究として、骨髄間
質細胞のセルプロセッシング体制の整備と品質管理、自己血清の調製を行った。本臨床研究
のために細胞調製施設へ設置された遠心機や冷蔵庫設置、空調施設などの工事が施行されて
おり、環境モニタリングを行って清浄度の確認を行った。その後は東大医科研細胞リソース
センターの安全衛生管理基準書に基づいて、浮遊菌、表面付着微生物、パーティクルカウン
ターによる清浄度試験を施行し、これまで問題は認めていない。本臨床研究に使用する機器
について、平成 25 年度中に必要とされるバリデーションを施行した。平成 23 年 6 月より被
験者のリクルートが開始されており、平成 25 年度中に 8 例に対して末梢血の採血と自己血清
の調製を行った。なお、平成 25 年度には、骨髄間質細胞の品質管理方法の改良のため、ＡＬ
Ｐ活性の測定法に関する検討を行なった。
 
A. 研究目的 

本研究では、自己骨髄間質細胞を用い
た新たな歯槽骨再生治療法の安全性と
有効性のエビデンス創出し、薬事法下で
の実用化を目指した第Ⅰ相/第Ⅱa 相臨
床研究を実施する。特に先行する臨床研
究によって得られた課題について検討
し、実用化に向けて改良された細胞調製
法による歯槽骨再生の効果を、先行する
臨床試験の結果と比較する。本臨床研究
では治療用の骨髄間質細胞の培養を行
うため、細胞培養施設（セルプロセッシ
ングルーム、CPC）の整備、およびその
運用管理を行うことが重要である。分担
研究者として、セルプロセッシングを安
全に行うために CPC の整備と運用を担
当する。また、細胞培養に必要となる自
己血清の調製を行う。東大医科研細胞リ
ソースセンターとして、本事業による細
胞プロセッシングが安全に運営される
よう支援することを目的とする。 
 

B. 研究方法 
１． CPC の管理運営 

平成 25 年度には、通常予定されてい
る環境モニタリングに加えて、空調設備
の点検とその後のバリデーションとし
て環境モニタリングを施行した。 
CPC の管理のために、東大医科研細胞

リソースセンターの安全衛生管理基準

書 RCCT-GP01 に基づいて、1週毎に浮遊
菌、表面付着微生物、パーティクルカウ
ンターによる清浄度試験を施行した。 
同様に CPC 内で使用する機器につい

ては、定期的な保守管理が義務付けられ
ている。本臨床研究に使用する機器につ
いて、平成 24 年度中に必要とされる定
期保守点検および校正を施行した。手順
は SOP―D01 から SOP－D21 に従った。 
 

２．自己血清の調製 
平成 23 年 6 月より被験者のリクルー

トが開始されており、本年度は 8 例に対
して、末梢血の採血と自己血清の調製を
行った。 
昨年度より患者からの採血時のリキ

ャップ防止のため、単回使用透析用針
JMS AV フェイスチュラを導入して採
血している。また血清分離の際に、血餅
が分離バッグのチューブ部に詰まるこ
とが多かったことから、血液成分分離バ
ッグ（セルエイド）を導入している。セ
ルエイドは自己血清採取用に独自に開
発されたバッグで、バッグ内に 3 個のビ
ーズが核となり、血液凝固を促進させる
ものである。これまでの症例において、
採取された血清量に有意差は認められ
ていないが、変更後血清凝固の問題は生
じておらず、セルエイドは細胞培養用血
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清の分離用として有用と考えられた。 
 

３．東大医科研細胞リソースセンター 
  細胞保管部門 

「ヒト幹細胞を用いた臨床研究に関
する指針」では、細胞や検体の 10 年間
の保管が義務付けられている。しかしな
がら、それぞれのプロジェクト担当者が
責任を持って長期間の試料保管を行う
ことは困難な場合も想定される。今後の
ヒト幹細胞を用いた臨床研究の支援体
制の整備として、平成 23 年度に細胞リ
ソースセンター内にこれら検体保管の
ための「細胞保管部門」を設置している。
引き続き臨床研究に用いられる細胞お
よび培地の一部の長期保管を担当する。 

 
４．ＡＬＰ測定法に関する検討 

ＡＬＰ活性は骨髄間質細胞の品質管
理のために用いられる指標であり、特
に骨形成性細胞の確認のため使用され
ている。しかしながら、検査には 7か
ら 14 日間程度の分化誘導期間が必要
であることから、細胞増殖能が高い場
合には検査期間中に剥がれるなどの問
題が見られていた。剥離した場合には
測定値が不正確になるものの臨床で用
いる細胞の増殖能を事前に予測するこ
とは困難である。したがって、品質管
理に使用する分化誘導期間と手順書を
見直し、ＡＬＰ活性の基準値に関する
再検討が必要と考えられた。 
研究には購入したヒト骨髄液（ベリ

タス）を用い、2継代目の骨髄間質細
胞を用いた。培養 3日目、7日目、11
日目におけるＡＬＰ活性を測定した。
また、現在の評価には分化誘導群と非
分化誘導群との比であるＡＬＰインデ
ックスを用いている。しかしながら、
この値は非分化誘導群のＡＬＰ活性に
影響を受ける。したがって、より安定
した指標として、分化誘導前と分化誘
導後の細胞のＡＬＰ活性を比較するＡ
ＬＰの有用性についても検討を行なっ
た。 
 
（倫理面への配慮） 
本臨床研究は、臨床研究に関する倫理

指針、ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関
する指針を遵守し、被験者の尊厳と人権
を尊重し、被験者の不利益が利益を越え
ることがないよう充分に配慮して実施
する。特に、被験者に危険が及ぶことの
ないよう、被験者骨髄細胞の採取、骨髄
間質細胞を高品質に維持するように努
め、骨髄間質細胞の移植には細心の注意
をはらう。 
また、被験者には、事前に、ＴＲコー

ディネーターの同席のもとで、研究責任
者又は研究分担者から、本研究の意義、
目的、方法、予期される危険、いつでも
同意を撤回できること等を平易な用語
で説明し、自由意志に基づいて被験者と
なることを、文書により同意を受ける。 
被験者の個人情報は、個人情報管理者を
置き、鍵のかかるロッカー等で厳重に保
管される。 
本研究はヘルシンキ宣言を遵守し、ボ

ランティアからはインフォームドコン
セントを取得した後に組織の採取を行
う。 
なお、購入した骨髄については対象外

であるが、骨髄間質細胞を用いた歯槽骨
再生法に関する基礎的研究については、
東京大学医科学研究所倫理委員会およ
びヒトゲノム倫理委員会における承認
を得ている。 

 
 

C. 結果 
１． CPC の管理運営 

（空調装置メンテナンス後のバリデー
ション） 
 メンテナンス後の環境モニタリング
の結果、CPC（臨床細胞工学室）におい
て清浄度が確認された。結果の一部を
（添付資料１、添付資料２）に示す。 
（CPC 管理） 
（機器のメンテナンス） 
本臨床研究にかかわる機器として、以下
の機器の使用時点検、定期保守点検、お
よび校正を行った。 
・CO2 インキュベーター 
週1回の保守点検、年1回の定期点検。 

・遠心機 
年 1 回定期保守点検。 
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・パーティクルカウンター 
年 1 回校正 

・エアサンプラー 
年 1 回校正 

・電子天秤 
年 1 回校正 

・クリーンベンチ 
年一回の定期点検 
 

２．自己血清の調製 
これまで細胞培養が行われた８例に
ついて自己血清の分離を行っており、
全例で必要とされる血清量が確保され
た。 
 

３．東大医科研細胞リソースセンター 
  細胞保管部門 

「ヒト幹細胞を用いた臨床研究に関す
る指針」に基づく細胞、試料の保管体制
については（添付資料３）を参照。平成
25 年度には、新たに培養、移植が行わ
れた 8例の血清および細胞の一部を同
部門にて保管した。 
 

４．ＡＬＰ測定法に関する検討 

  
分化誘導期間によるＡＬＰ活性の違い
を検討するために、異なる細胞播種密度
のウエルを作成し、3 日、7 日、11 日に
おけるＡＬＰ活性の比較検討を行なっ
た。ＡＬＰ活性は分化誘導期間のみでな

く播種細胞密度にも影響を受けるため、
単純に分化誘導期間による比較は困難
であった。同じ細胞播種密度で比較した
場合には分化誘導期間が長期化するこ
とでＡＬＰ活性は上昇したが、非分化誘
導群との差は明らかであり、骨形成性細
胞の確認操作は、分化誘導期間の影響を
あまり受けていないものと考えられた。 

  
次に、ＡＬＰインデックスとＡＬＰの相
関について検討を行なった。上図のグラ
フはＡＬＰ活性の経時的変化を表す。こ
のサンプルにおけるＡＬＰインデック
スは 4.37、ＡＬＰ比は 3.96 であった。 
検討した 5例すべてで同様の傾向が得ら
れたことから、ＡＬＰ活性を 7 日程度で
測定する限りにおいては、ＡＬＰ比とＡ
ＬＰインデックスはほぼ同様の傾向を
示す事が明らかとなり、ＡＬＰインデッ
クスを使用することは妥当と考えられ
た。 
 

D. 考察 
CPC の管理については東大医科研細

胞リソースセンターの手順書に従って
実施されている。当院 CPC は、国内初
に設立（1997 年）されたものであり、
パイプやパネルの劣化等の老朽化の問
題はあるが、これまでのところ細胞培養
の環境については施設の基準内で推移
しており、安全に細胞を培養できる環境
が維持されているものと考えられる。こ
れまで使用している機器に関する故障
等に対しても適切に対応できている。 
血清分離については、個体差はあるも

のの従来の分離バッグ法と比較して、セ
ルエイドによる分離では、血清量の増加
にはつながらなかったが、予定した十分
量の血清は確保できた。また、セルエイ
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ドではバッグが予め全て閉鎖系で連結
してあるため、煩雑な分離バッグの接続
が不要であり、15 例全例 1 回の遠心に
より血清分離が可能であり、プロセスの
時間短縮につながった。 なお、これま
でのところ血清分離バッグ変更による
細胞の増殖への明らかな影響は認めて
いない。 
臨床研究に用いられた細胞や試料の

保管体制については、今回の臨床研究を
きっかけとして設置されたものではあ
るが、将来的には広く他施設における臨
床研究にも対応することを検討してい
る。今後細胞の調製から保管までを一貫
して扱う施設として整備を行なってい
く予定である。 
再生医療に用いる細胞の品質管理は

重要であるが、特に細胞機能の評価法に
ついては未だ確立していない。骨形成性
細胞にはＡＬＰ活性を用いており、細胞
同一性の指標として有用である。しかし
ながら、異なる増殖能を持つ細胞を扱う
臨床研究では、すべての細胞に同一の手
順を適応することが困難な場合もある。
したがって、増殖能や分化能の異なる細
胞に対しても対応可能な検査プロトコ
ルを確立することが実際的である。今回
の検討から、本臨床研究で用いているＡ
ＬＰインデックスは、もととの細胞の分
化程度に影響を受けにくい指標である
ことが示された。一方、分化誘導期間を
固定することは増殖能の異なる細胞に
は不具合もある。ＡＬＰ活性については
培養 3 日後から 14 日までほぼ一定の傾
向を示す。したがって、細胞の増殖に応
じて適切な分化誘導期間を設定するこ
とが重要と考えられた。本研究の結果か
ら、臨床におけるＡＬＰ活性の評価法に
ついても修正を行なっていく予定であ
る。 

 
E. 結論 

 歯槽骨再生の臨床研究を支援するた
めに、CPC の運営、維持、管理に関す
る検討を行い、これまでのところ細胞培
養を安全に行うことのできる環境を提
供することができた。また、新規血清分
離用バッグセットであるセルエイドは、

閉鎖系かつ効率的な自己血清分離にお
いて有用であった。 今後も必要に応じ
て機器の更新や品質管理に伴う SOP の
整備を行い、さらに安定した細胞調製の
環境整備と手順の効率化を図りたい。 
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ミナー第 61 回日本輸血・細胞治

療学会 (横浜 )2013/5/16 

4) 長村登紀子、何海萍、東條有伸. 臍帯由

来間葉系幹細胞の分離とその応用につ

いて 第 34 回日本炎症・再生医学会(京

都) 2013/7/2 

（海外） 
1) H He,, T Nagamura-Inoue, H Tsunoda, Y 

Yamamoto, Y Mori, and A Tojo, The 

Immunosupressive Effect Of Wharton’s 

Jelly-Derived Mesenchymal Stem Cells 

in vitro, ASH in Asia, Singapore, 

2014/3/29  

2) H He,, T Nagamura-Inoue, H Tsunoda, Y 

Yamamoto, Y Mori, and A Tojo, The 

Immunosupressive Effect Of Wharton’s 

Jelly-Derived Mesenchymal Stem Cells 

in vitro, 55th ASH annual meeting, New 

Orleans  2013/12/8  

3) R. Tanosaki, Y. Okuyama, T. Iseki, M.

 Handa, S. Kino, T. Kumazawa, S. Yo

shida, K. Haraguchi, N. Schimizu, S. S

akai, N. Watanabe, T. Uemura, K. Ikut

a, Y. Kawahara, K. Muroi, T. Nagamur

a-Inoue, M. Takanashi, for the HPC St

udy Group, the Japan Society of Transf

usion Medicine and Cell Therapy (JST

MCT), ASH meeting, New Orleans  20

13/12/7,  

4)  H. Itonaga, M. Iwanaga, K. Aoki, J. 

Aoki, K. Ishiyama, T. Kobayashi, T. 

Sakura, T. Fukuda, T. Yujiri, M. 

Hirokawa, Y. Morishima, T. 

Nagamura-Inoue, Y. Atsuta, T. Ishikawa, 

Y. Miyazaki. Influence of acute and 

chronic graft-versus-host disease on 

outcome after allogeneic hematopoietic 

stem cell transplantation for chronic 
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myelomonocytic leukemia, New Orleans, 

2013/12/7,  

5) Nagamura-Inoue T, Yamamoto Y, Ko

bayashi S , Yuzawa M, He H, Tsuno

da H, and Tojo A. Impact of mTOR

 inhibitor, Everolimus on inducible re

gulatory T cells Derived from Cord 

Blood, International Society of Cellul

ar Therapy (ISCT) Annual meeting, 

New Zealand, 2013 

6) Nagamura-Inoue T, Kodo H, Quality 

Control for New type of Cord Blood/

 Cord Bank for HSCT and others, W

S-1, AisaCORD 2013, Kobe, Japan. 

April 2013 

7) Nagamura-Inoue T, He H, and Tojo 

A. Wharton jelly is a rich source of 

mesenchymal stem cells Symposium 

2-2, AisaCORD 2013, Kobe, Japan. 

April 2013 

 

 H．知的財産権の出願・登録状況 

 1. 特許取得 

1) 長村 登紀子、森 有加、大志茂 純、

中川栄一、村田 究、小山真太郎 発

明の名称：生体組織切断用抑え具, 出

願人：国立大学法人東京大学 椿本チ

ェ イ ン と の 共 同 出 願 , 出 願

日:2013/10/02 特許 2013-006923 

2) 長村 登紀子、森 有加、大志茂 純、

中川栄一、村田 究、小山真太郎, 出

願人：国立大学法人東京大学 椿本チ

ェインとの共同出願, 発明の名称：培

養組織剥離防止プレート  出願

日:2013/10/04 特許 2013-209095 およ

び登録商標; cellamigo®,セルアミオー

ゴ® 

3) 長村 登紀子、森 有加、島津 貴久、

佐瀬 孝一 出願人：国立大学法人東京

大学 日本全薬工業との共同出願 , 

発明の名称：臍帯組織の凍結保存方法、

特 許 出 願 日 ： 2013/12/27, 特 願

2013-273536 

 
 2. 実用新案登録 

なし 

 


