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研究要旨： 我々は、ヒト幹細胞指針に則り、温度応答性培養皿を用いた積層化軟骨細胞
シートによる自己軟骨細胞シート移植を実施し、現在までのところ重篤な有害事象は認め
ず、良好な術後経過である。将来的な普及を目指し、同種軟骨細胞シート移植を検討して
いる。この細胞ソースとして多指症軟骨組織由来細胞を検討した。 
自己軟骨細胞をシート化する際に確立した試験評価方法の Array Comparative 

Genomic Hybridization (aCGH)、G バンド分染法により、細胞ソースの確認及び培養に
より目的外の形質転換を起こしていないことを明らかにするため、通常の培養継代期間を
超えて培養した細胞について安全性評価を実施した。この結果、多指症軟骨組織由来細胞
は、試験評価方法を通じて安全性を判断することができた。 

 

A. 研究目的 

平成 23 年 10 月 3 日に厚生労働大臣通知

（厚生労働省発医政 1003 第 3 号）により、

ヒト幹細胞臨床研究の実施が認められ、自

己細胞を使用した「細胞シートによる関節

治療を目指した臨床研究」を実施している。

現在までに 11 例をエントリーし、8 症例に

実施した。第 1-4 症例は移植後 1 年を経過

し臨床研究を終了した。臨床研究中に重篤

な有害事象の発生も認めず、軟骨細胞シー

ト移植による安全で有効な関節治療効果が

得られており、細胞シート移植による関節

治療効果の検討を進めている。細胞シート

の原料として、自己細胞は、関節軟骨組織

の健常部と滑膜組織を採取し、採取量に制

限があり、シート作製枚数やシート移植の

可能性の有無は事前に判断できない。また、

対象として自己で 1 人、1 回程度の実施が

可能である。今後、細胞シートによる関節

治療の将来的な普及を目指すためには、自

己細胞の課題を解決すべく、細胞の原料と

して同種細胞の可能性を検討することにし

た。同種細胞として、手術時に廃棄される

多指症由来関節軟骨組織を採取することに

より、シートを必要数作製可能となり、ま

た、シートを移植前に試験的に作製するた

め、移植の有無が事前に判断できる。対象

として複数人に複数回の実施が可能となる。 

細胞シートの原料を同種細胞にすること

により、将来的な普及を目指し、同種細胞

シート移植を念頭に自己の安全性評価で用

いた試験方法に従い、同種細胞の安全性を
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確認することを目的とした。薬食発法第

0208003 号第 4 章「細胞・組織加工医薬品

等の非臨床試験」に係る項目「培養期間を

超えて培養した細胞について、目的外の形

質転換を起こしていないことを明らかにす

ること」を確認するため、通常の培養期間

を超えて継代培養した細胞について微細ゲ

ノム異常の探索、ゲノムコピー数異常、が

ん遺伝子、染色体異常の検出などの網羅的

な解析により遺伝子異常を検出することが

出来るとされている aCGH 解析を実施し、

継代培養中の変化を評価した。また、細胞

が保有している核型について異数性の検出

や、転座、欠失等の染色体異常を検出する

ことが出来るとされている G バンド分染法

により染色体核型解析を実施し、細胞の変

異と継代培養中の変化を評価した。 

 

B. 研究方法 

サンプル 

国立成育医療研究センター研究所と東海

大学との間で締結した細胞譲渡契約（研究

名「関節治療を加速する細胞シートによる

再生医療の実現」）により、国立成育医療研

究センター研究所から東海大学へ譲渡され

た多指症軟骨組織由来細胞を用いて本研究

を実施した。 

多指症の手術時に廃棄する指関節の軟骨

組織を分離し、細切後培養して増殖した細

胞を酵素処理により回収し、多指症軟骨組

織由来細胞とした。検体 12 症例（平均年齢

1 歳 4 箇月） を用いて継代培養し、供試す

る細胞を調整した。（例 第 2 継代（P2））

細胞培養 

培地： DMEM/F12 supplemented with 

20% fetal bovine serum (FBS; GIBCO, NY, 

USA) and 1% antibiotics–antimycotic 

(GIBCO, NY, USA) and 50 μg/ml ascorbic 

acid (Wako junyakukougyou Co. Japan) 

培養条件：37 度、5% CO2 

播種数：0.5×104cells/cm2 

 

表 1 サンプル情報 

No. gender age 

1 M 0y11m 

2 M 1y3m 

3 F 0y11m 

4 F 1y2m 

5 F 0y11m 

6 M 1y1m 

7 F 0y11m 

8 F 1y6m 

9 F 1y0m 

10 M 4y6m 

11 F 1y1m 

12 M 0y8m 

（平均年齢：1y4m） 

① aCGH 解析 

上述の各 12 サンプルの細胞を継代培養

して P2、P4、P6、P12 の細胞を調整し、

DNA を抽出した。解析は、チップサイズ 8

×60K 、Moving Average10pt で実施して

細胞培養中における細胞への影響の有無を

確認するため、同一人物の細胞について P2

を標準試料とし、組み合わせを P2 と P4、

P2 と P6、P2 と P12 それぞれについて解析

を実施した。さらに、各組み合わせは蛍光
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色素を入れ替えての dye swap 解析も実施

することにより、データを再確認してデー

タの信頼性を高め、ゲノム DNA の変化が

みられた領域数を数値として検知する。標

準試料との差異を検出するアルゴリズムと

し て Aberration Detection Method-2 

(ADM-2) Threshold 6､7､8､9､10 を用い

て解析を行う。また、細胞培養中に顕微鏡

下で細胞形態の観察を実施する。 

② G バンド分染法 

①と同様の細胞（12 サンプル）の細胞

を継代培養して P1、P6、P12 の細胞を調

整し、解析バンドレベル 300bp～400bp

で、細胞分裂中期（M 期）のよく広がっ

た細胞を用いて、評価基準であるヒト染色

体 に 関 す る 国 際 命 名 規 約 (An 

International System for Human 

Cytogenetic Nomenclature：ISCN)に従

い、20 細胞を核型解析に用いて、細胞ソ

ース由来の核型解析及び同一人物による

各継代の核型解析結果を比較検討した。 

 

C. 結果 

① aCGH 解析 

P2 から P12 まで培養期間中の細胞形態

に異常は認められなかった。各検体の組み

合わせの解析では、Threshold 6､7､8､9､10

により Log2Ratio=0､1､2 と検出され（表 2）、

Threshold 6､7､8､9､10 のうち、Threshold 

10 であるとすべて解析数値は Log2Ratio=0

と検出された。また、dye swap 解析を実施

すると Log2Ratio=1、2 の値が 0 と検出さ

れた。（表 3）。 

表 2 解析結果（標準試料：P2） 

No. P4 P6 P12 
1 0 0 0 
2 0 0 0 
3 0 0 0 
4 0 0 0 
5 0 0 1 
6 0 0 0 
7 0 0 1 
8 0 0 0 
9 0 0 0 
10 2 0 0 
11 1 0 0 
12 2 2 2 

 

表 3 解析結果（表 2 の dye swap） 

No. P4 P6 P12 
1 0 0 0 
2 0 0 0 
3 0 0 0 
4 0 0 0 
5 0 0 0 
6 0 0 0 
7 0 0 0 
8 0 0 0 
9 0 0 0 
10 0 0 0 
11 0 0 0 
12 0 0 0 

 

また、プローブ 10pt 毎に Moving 

Average（移動平均）の値を算出してライン

グラフ化し、染色体毎に染色体のコピー数

異常の検出を基線からのずれとして可視化

させて実施した。可視化した図（図 1）よ

り、細胞は、12 例とも P4、P6、P12 すべ

てにおいて、基線からのずれは正常とみな

される範囲であった。 
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図 1-1 P2 vs.P4 

 

 

図 1-2 P4 vs.P2 dye swap 

 

 

図 1-3 P4 vs.P2 over lap 

 

 

図 1-4 P2 vs.P6 

 

 

図 1-5 P6 vs.P2 dye swap 

 

 

図 1-6 P6 vs.P2 over lap  

 

 

図 1-7 P2 vs.P12 

 

 

図 1-8 P12 vs.P2 dye swap 

 

 

図 1-9 P12 vs.P2 over lap 

図 1-1～図 1-9 Genome View 

 

② G バンド分染法 

解析結果は、各サンプル各継代数ともに

ISCN の基準によると染色体異常と判断さ

れる細胞はなかった。構造変化が検出され

た細胞もあったが、一般的に認められる変

異であるものは基準では正常とみなされる

ものであった（図 2、表 4）。 

 

 
図 2  G バンド分染法（P1） 

 

表 4 核型分析結果  

細胞 ISCN 細胞 ISCN 細胞 ISCN

1 正常核型[20] 正常
正常核型[19]

変異[1]
正常 正常核型[20] 正常

2 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常

3 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常

4 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常

5 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常

6 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常

7 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常

8 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常

9 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常

10 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常

11
正常核型[18]

変異[1]
変異[1]

正常 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常

12 正常核型[20] 正常 正常核型[20] 正常
正常核型[19]

変異[1]
正常

P1
No.

P6 P12

 
 

D. 考察                       

通常用いる培養期間を超えて培養した細

胞は、顕微鏡下において形態に異常は認め

られなかった。また、自己の場合は細胞培

養の継代数が進むにつれて、細胞の増殖性

の低下が認められたため、自己軟骨細胞は、

過継代はシート化に適さないことが示唆さ

れたが、同種細胞の場合は、細胞の増殖性

の低下は認められなかった。 
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aCGH 解析により、少量の DNA から解

析が可能であり、遺伝子の異常検知やがん

関連遺伝子の異常を数値として得られる。

そして、微細な変化を捉えることが可能な

ため、継代培養中における細胞への影響の

有無は、同一人物の細胞の継代数の若いサ

ンプルを標準試料として継代が進んだサン

プルを解析することにより、継代培養中に

よる明らかな遺伝子異常は認められなかっ

たため、細胞への影響は認められないと考

えられた。 

G バンド分染法での染色体核型解析では、

細胞ソース由来の染色体異常の有無を確認

でき、また、継代培養した細胞についても

ほかの変異は、培養過程で継続的に観察さ

れることはなかったため、生体内で自然淘

汰される可能性が高い変化であることが推

察され、細胞に対する継代培養中による影

響は認められないと考えられた。 

また、染色体異常が保存される変異は認

められなかった。 

 

E. 結論 

G バンド分染法により細胞ソース由来の

染色体異常は認められなかった。 

aCGH 解析、G バンド分染法により細胞

培養中によるコピー数の異常は生じないこ

とが確認された。     

両解析により、多指症軟骨組織由来細胞

は、試験法の一般的な基準においては、す

べてのサンプルにおいて異常は認められな

かった。 

しかし、私どもが臨床研究として、細胞

ソースを採用する際の基準としては、より

安全性を担保するために、aCGH 解析、G

バンド分染法の両解析結果において、陽性

ではないが、1 つでも変異がみとめられた

場合は採用せず、陰性の結果のみであるサ

ンプルを臨床研究の細胞ソースとして選択

することにした。 

 

F. 健康危害情報 

本研究による健康危害情報はなかった。 
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