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Ａ. 研究目的 

体性幹細胞加工医薬品等の製造において

は、原材料となる組織・細胞の採取や培養

の工程中に絶えず微生物汚染のリスクがあ

り、また最終製品からの微生物クリアラン

スや滅菌操作ができない特性があるため、

微生物汚染の有無・程度を正しく評価し治

療の安全性を確保することが重要である。 

我々はこれまでに、17 種のウイルス（各種

指針に記載のウイルスや持続感染するウイ

ルスを中心に選定）及び、日本・欧州・米

国の３極薬局方のいずれかに記載されてい

るマイコプラズマ 9 種類をすべて検出可能

なマルチプレックス PCR 検査系を確立して

いる。さらに、検出試薬の固相化法を確立

し、分注機およびリアルタイム PCR 機と組

み合わせたウイルス・マイコプラズマの自

動検査システムの開発も進めている。本研

究では、本学細胞治療センターで培養する

滑膜・培養滑膜由来間葉系幹細胞および患

者血液のウイルス・マ 

 

イコプラズマ検査を実施するとともに、滑

膜由来間葉系幹細胞を使用する際の安全性

管理法の確立に資するデータを蓄積するこ

とを目的に研究を実施した。 

 

Ｂ. 研究方法 

１． 検査項目 

DNA ウイルス： HSV1, HSV2, VZV, EBV, 

CMV, HHV6, HHV7, HHV8, BKV, JCV, ParvoB19, 

HBV (12 種類） 

RNA ウイルス: HCV（1 種類） 

レトロウイルス： HIV1, HIV2, HTLV1, 

HTLV2 （4 種類） 

マイコプラズマ： 11 種類のプライマー

と 5 種類のプライマーを使用したマルチプ

レックスPCR法により、遺伝子配列から142

種類のマイコプラズマ属の菌種が検出可能
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と推定される。３極薬局方に記載の 9 種類

を含む 17 種類のマイコプラズマ属の菌種

を 10cfu/ml の感度で検出可能なことを実

証済み。 

 

２．検査検体 

平成 25 年 12 月 5 日に第 1例目として被

験者として組み入れられた 58 歳男性の血

液・滑膜組織・培養 12 日目の滑膜由来間葉

系幹細胞と培養上清を検体として用いた。 

 

３．核酸抽出 

DNA 抽出： QIAamp DNA Mini Kit (QIAGEN) 

を用い、血液・滑膜組織・培養 12 日目の滑

膜由来間葉系幹細胞から DNA の抽出を行っ

た。 

RNA 抽出： RNeasy Mini Kit (QIAGEN) を

用い、血液・滑膜組織・培養 12 日目の滑膜

由来間葉系幹細胞から RNA 抽出を行った。

当該キットは組織又はペレット状となった

細胞から RNA を抽出するキットのため前処

理が必要である。前処理として血液は、細

胞成分と液体成分 (血漿)を遠心分離し、細

胞成分をさらに溶血処理後、白血球のみか

ら RNA の抽出を行った。滑膜組織はホモジ

ナイズ後、RNA の抽出を行った。 培養 12

日目の滑膜由来間葉系幹細胞は、遠心操作

により上清を除去し細胞分画から RNA の抽

出を行った。 

DNA/RNA 同時抽出： QIAamp Min Elute 

Virus spin Kit (QIAGEN) を用い、培養 12

日目の滑膜由来間葉系幹細胞の培養上清及

び血漿から DNA 及び RNA を同時抽出した。 

４．PCR 条件 

DNA ウイルス：固相化 DNA ウイルスセット

を用い、Hot Start 化した Thremo 社の Taq

による 20μlの反応系で、95℃ 10 秒、（95℃ 

5 秒、 60℃ 30 秒）x 45cycle の qPCR 解

析を行った。 

RNA ウイルス・レトロウイルス・マイコプ

ラズマ：固相化 DNA/RNA ウイルス・マイコ

プラズマセットを用い、GeneWorld 社の

GenePlex OneStep qPCR による 20μl の反

応系で、検出セット 42℃ 10 分、95℃ 1 分、

（95℃ 5 秒、60℃ 30 秒）x 45cycle の

qRT-PCR 解析を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、患者検体を用いた臨床研究であ

り、全体の研究は医学部倫理審査委員会の

承認を得て行われている。分担する研究に

関してもその中の一部として含有されてい

る。 

 

C: 結果 

１．患者血液の検査結果 

・ウイルス： HHV7 陽性 定量結果 6.7 x 101 

copies/μg DNA (1.1 x 103 copies/ ml) 

他のウイルスはすべて陰性  

・マイコプラズマ： 陰性 

２．滑膜組織 

・ウイルス： parvoB19陽性 定量結果 1.3 x 

101 copies/μg DNA、HHV7陽性 定量結果 2.0 

x 101 copies/μg DNA 

他のウイルスはすべて陰性 

・マイコプラズマ： 陰性 
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３．培養12日目の滑膜由来間葉系幹細胞 

・ウイルス： すべて陰性 

・マイコプラズマ： 陰性 

４．培養12日目の培養上清 

・ウイルス： すべて陰性 

・マイコプラズマ： すべて陰性 

 

D: 考察 

１．培養前の検査により、患者血液から

HHV7が、滑膜組織からHHV7と parvoB19が

検出された。 HHV7 はほとんどの成人に潜

伏感染しているウイルスであり、ウイルス

ゲノム DNA 量も少ないため病的状態ではな

いと考えられる。また、parvoB19 ウイル

スも多くの成人が既感染であり、持続感染

していたウイルスが血中から検出されるこ

とがある。我々が行った 20 例のボランテ

ィアの血液・滑膜組織の検査でも

parvoB19 ウイルスが最も高頻度に検出さ

れており、今回検出されたウイルスゲノム

量が少ないことから、やはり本被験者が病

的な状況だったとは思われない。 

２．本被験者の滑膜組織から得た細胞は培

養8日目までは順調に増殖したが、12日目

に観察したところ細胞の形態が正常培養時

に見られる紡錘状を呈しておらず細胞密度

も疎らであることが確認され、細胞移植は

中止された。しかし結果に示すように培養

前に少量検出された HHV7 と parvoB19 も培

養 12 日目には陰性化していたことから、

今回の細胞の形態変化と細胞密度が疎とな

った原因とは考えにくい。 

３．今回測定した 18 種類の微生物が細胞

増殖不良の原因とは考えにくく、また無菌

検査やエンドトキシン検査でも陰性だった

ため、微生物汚染が原因とは考えにくい。

培地の濁り等は全くなかったことを考え合

わせると細菌・真菌が原因とは考えられな

いが、検査対象ウイルス以外のウイルスが

感染・増殖し細胞の形態や増殖に影響を与

えた可能性は否定できない。 

４．上記のように何らかのウイルスが増殖

した可能性があるため、現在次世代シーク

エンサーを使用した解析を進めている。実

際には、培養 12 日目の培養細胞・上清か

ら核酸を抽出し、得られたシークエンスデ

ータに含まれるヒトゲノム配列と相同性を

持たないシークエンスデータと既知のウイ

ルスとのホモロジーサーチを行いウイルス

が原因か否か検討する計画で作業を進めて

いる。 

 

E: 結論  

滑膜幹細胞を使用した半月板・関節軟骨の

治癒促進・再生の臨床研究を行う際のウイ

ルス 17 種類と・マイコプラズマの試験を

担当した。被験者の血液と滑膜組織から

HHV7 と parvoB19 が検出されたが（他のウ

イルスはすべて陰性）、培養 12 日目の細胞

と培養液からはウイルスは検出されず、培

養中のウイルス増幅の可能性は否定された。

マイコプラズマはすべて陰性だった。 

 

F: 健康危険情報    

なし 
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