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研究要旨  

JCRB 研究資源バンクは厚生労働省が主管する研究資源バンクであり、創薬・疾患研究等

を推進する目的で設置運営されている。その中でも細胞バンクは 1400 株にもおよぶ細胞資

源を保有しており、年間４３００アンプル程度を国内外の研究者に提供している。また、

創薬支援の観点から発光細胞や遺伝子改変細胞の資源化を進めており、これら有用細胞資

源の品質管理ならびに品質評価法開発を通じて、生命科学研究の研究基盤の構築を目指し

ている。本研究では創薬・疾患研究等の支援のための細胞資源化を行うとともに、細胞を

扱う研究者の安全を確保する目的のため、細胞品質管理としてのウイルススクリーニング

検査を継続実施し、細胞資源の登録情報として研究者へ提供することにより研究者の安全

を確保し、細胞資源のウイルス汚染状況の調査研究を行った。その結果、ヒト由来細胞を

中心に８０５検体を検査し、６７検体（６６細胞）でウイルス検査陽性の結果を得ること

が出来、細胞資源のウイルス汚染の現状を把握することができた。さらに、細胞品質管理

の一環として細胞のクロスコンタミネーションの有無を確認する目的で STR 分析を実施し

てデータベース(STR profile database)を構築してきた(1999 年以来継続)。その結果多く

のヒト細胞にクロスコンタミネーションのあることを明らかにしてきたが国際的にも大き

な問題になりつつある。本年度、国際共同研究として The International Cell Line 

Authentication Committee (ICLAC)による活動を行い、クロスコンタミ細胞リストの更新

公表等を行いながら、科学的根拠に基づくクロスコンタミ細胞のレビュー及び認定を実施

するとともに、論文審査や研究費申請の際に審査員が使用できる Cell Line Checklist を



作成し、科学雑誌編集担当者等への配布を開始した。今後、更なる検査項目の追加を行い、

世界最高水準の細胞資源を保有する細胞バンクを目指す。 

 

A. 研究目的 

研究に用いる培養細胞の品質管理は非常

に重要であり、研究によって得られた成果

に非常に大きく寄与するが、研究者が研究

に用いる培養細胞の品質に無関心であるの

が現状である。細胞バンクとしてこれら細

胞品質の保証を責務と考え、新たな品質管

理法の開発ならびに品質評価法の開発を通

じて、提供する細胞の高品質化を図り、こ

れらの情報を、細胞バンクとして分譲する

細胞の付加情報として整備することを目的

とした。 

本研究では創薬・疾患研究に有用な研究

資源の拡充を行うとともに、細胞のウイル

ススクリーニング検査による細胞品質の高

度化、細胞認証のために必要なデータベー

スの構築を実施した。 

B. 研究方法 

＜創薬・疾患研究に有用な細胞の資源化＞  

ホタルのルシフェラーゼ遺伝子を導入した

発光がん細胞 8 株ならびにマウスホモ変異

体 ES 細胞 15 株の増殖、品質管理、保管を

実施し、供給体制の確立を行った。 

＜細胞の品質管理法の開発ならびに品質評

価＞  

①細胞のウイルススクリーニング検査 

・ 細胞株からのゲノム DNA の抽出  

培養細胞から Amersham 社製 GenomicPrep 

もしくは、QIAGEN 社製 AllPrep を用いて

ゲノム DNA を抽出した。  

・検査プレートの作成 

東京医科歯科大学 清水らの方法でウイル

ス検出用プライマーを付着乾燥させた検査

用プレートを宅配便にて受け取り、検査に

使用した。用いたプライマーの種類は表２

にまとめた。 

・ウイルスゲノムの増幅 

2xbuffer, RT-taq, RNase-Free H2O から

なる Master Mix に細胞の totalRNA を 100 

ng/well となるように加え、Prism7300（ア

プライドバイオシステムズジャパン）で

50℃30 分処理後、PCR 反応：95℃15 分処理

後、94℃15 秒,60℃60 秒の反応を 45 サイク

ルで行った。  

②マイコプラズマ汚染検査 

検査試料となる培養上清を用意し、

MycoAlert Reagent, MycoAlert Substrate

を溶解させた。室温で15分間静置し、検査

試料（100μL）にMycoAlert Reagent（100

μL）を加えて、室温で5分間静置した。ル

ミノメーターで測定 （測定値A）後、

MycoAlert Substrate（100μL）を加え室温

で10分間静置し、ルミノメーターで測定 

（測定値Ｂ）した。判定は測定値ＢとＡの

比率を求め（B/A）、比率が１以上の時をマ

イコプラズマ陽性と判定した。 

③がん遺伝子プロファイル 

 次世代シークエンサーIonPGM を使用して

50個のがん関連遺伝子に関するリシークエ

ンスを実施した。 



＜細胞認証に関わる国際共同研究＞  

クロスコンタミネーション細胞のリストを

ATCC、DSMZ、など世界の細胞バンクならび

に細胞生物学研究者とともに作成・更新し

た。また、論文審査・研究費審査の際に使

用する為の Cell Line Checklist を作成し、

細胞誤認排除のための活動を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

＜創薬・疾患研究に有用な細胞の資源化＞  

共同研究者の高崎健康福祉大学村上先生よ

り寄託されたホタルのルシフェラーゼ遺伝

子導入がん細胞（発光がん細胞）のうち、

乳がん 2 種、子宮内膜がん 1 種、食道がん

（小細胞がん）1 種、皮膚がん（有棘細胞

がん）2 種（表１）などの発光がん細胞の

資源化を実施した。また、現在 JCRB 細胞バ

ンクにおいて利用数が多く、他の細胞バン

クに登録をされていない細胞 16 種（表２）

に関して遺伝子導入による発光化を実施し

ている。またホモ変異体マウス ES 細胞株に

関しても３２種の細胞の分譲体制を整備し

た（表３）。 

＜細胞の品質管理法の開発ならびに品質評

価＞  

① 細胞のウイルススクリーニング検査 

DNA 試料を用いたウイルス検査法による

ウイルス検査を細胞バンクに登録されてい

るヒト由来細胞で継続実施し、８０５細胞

種の検査を終了した。細胞資源のウイルス

検査法を実施し、細胞資源の登録情報とし

て研究者へ提供することにより研究者の安

全を確保するとともに、細胞資源のウイル

ス汚染状況の確認を行った。その結果、ヒ

ト由来細胞を中心に８０５検体を検査し、

６７検体（６６細胞）でウイルス検査陽性

の結果（確定検査未実施を含む）を得るこ

とが出来、細胞資源のウイルス汚染の現状

を把握することができた。 

② マイコプラズマ汚染検査 

本年度資源化した細胞６４種のうち、１

３細胞種（陽性率 20.3%）においてマイコ

プラズマ汚染が認められた。 

③ がん遺伝子プロファイル 

 次世代シークエンサーIonPGM を使用して

50個のがん関連遺伝子に関するリシークエ

ンスを実施し、食道がん細胞を中心に４０

株の解析を実施した。その結果を細胞情報

として付加するためのデータベース作成に

着手し、データの見せ方に関する検討を行

った。 

＜細胞認証に関わる国際共同研究＞  

昨年度までに、国際共同研究として The 

International Cell Line Authentication 

Committee (ICLAC)を立ち上げ、ガイドライ

ン、SOP、クロスコンタミ細胞リストの公表

等を行いながら、科学的根拠に基づくクロ

スコンタミ細胞のレビュー及び認定を実施

した。本年度はクロスコンタミ細胞のリス

トの更新、クロスコンタミ細胞の新規レビ

ューのほかに Cell Line Checklist (図１)

の作成を行い、論文審査及び研究費申請の

際に厳正な審査を行って頂き、細胞誤認が

排除できるよう活動を行った。また国内細

胞バンクの連携により細胞認証に必要なデ

ータベースの構築を実施し、検索サイトの



整備を行った（図２）。 

Ｄ．考察 

＜創薬・疾患研究に有用な細胞の資源化＞  

 発光がん細胞は高崎健康福祉大学の村上

先生により作製され、非常に多くの発光細

胞資源が寄託されており、世界最大規模の

発光細胞コレクションとなっている。発光

細胞はその細胞特性によりマウスに移植し

た際にがん細胞を麻酔下のマウスで継時的

に細胞の動態を観察できる利点があり、創

薬研究には非常に有用な細胞となっている。

本年度新たに乳がんや皮膚がんなどを中心

に珍しいがんの種類における発光細胞の分

譲体制を確立することができた。今後これ

らの細胞を用いた研究が発展し、創薬につ

ながることを期待したい。また、現在肝臓

がん細胞を中心に JCRB 細胞バンクにしか

登録の無い細胞で非常によく利用されてい

る細胞の発光資源化を進めており、これら

の細胞ができるだけ早く分譲できるよう体

制整備を進める予定である。 

 ホモ変異体マウス ES 細胞に関しては、奈

良県立医科大学の堀江先生らによって作製

され、変異した遺伝子の機能評価を行うの

に非常に有用な細胞資源であると考えられ

る。本年度までに３２種の細胞の分譲体制

を整備したが、今後さらなる資源の拡充に

努め、創薬・疾患研究のための資源の拡充

を行う予定である。 

＜細胞の品質管理法の開発ならびに品質評

価＞  

① 細胞のウイルススクリーニング検査 

JCRB細胞バンクで保有するヒト由来細胞株

を中心にウイルススクリーニング検査を継

続実施し、DNA 試料を用いたウイルス検査

は既に８０５細胞株の検査を行った。その

検査の中で、ウイルス陽性と判定されたの

は６７検体（６６細胞株）であり、そのほ

とんどが文献報告されているウイルス汚染

であった。しかし、一部は文献報告のない

ウイルス汚染であり、非常に興味深い知見

が得られたと考えられる。 

② マイコプラズマ汚染検査 

研究に用いる細胞のマイコプラズマ汚染

の状況は高い汚染率を示しており、我々が

過去に行った調査研究においては約２５％

の細胞がマイコプラズマに汚染されている

と考えられる。これらの汚染細胞を用いて

行った研究の信頼性・再現性にはその研究

の信憑性を疑われるケースが多く、膨大な

研究費・研究労力が無駄にあることが考え

られる。その意味では細胞バンクが提供す

る細胞の品質保証は絶対的であり、そこに

こそ細胞バンクの存在意義があると考えら

れる。本年度資源化した細胞６４種のうち、

１３細胞種（陽性率 20.3%）においてマイ

コプラズマ汚染が認められた。検出された

汚染は 1 つの研究室内で多くの細胞に汚染

が広がった例であり、細胞培養培地、試薬、

培養器具の共有などにより水平に汚染拡大

したと考えられる。この事象は他の多くの

研究室でも日常的に起こっていることと考

えられ、これらの汚染排除には１．マイコ

プラズマに関する知識の普及、２．簡単に

検査できる方法の普及などにより研究者へ

の啓発活動が重要になると考えられる。こ



れらの責務も細胞バンクとして果たしてい

くよう、折に触れてマイコプラズマ汚染の

影響、細胞の微生物汚染の影響に関する情

報発信に勤めたい。また、本年度より日本

薬局方改正のためのマイコプラズマ否定試

験に関する共同研究を実施し、核酸増幅法

による確実かつ有用なマイコプラズマ否定

試験を日本薬局方に収載するべく研究活動

を実施した。 

③ がん遺伝子プロファイル 

 次世代シークエンサーIonPGM を使用して

50個のがん関連遺伝子に関するリシークエ

ンスを実施し、食道がん細胞を中心に４０

株の解析を実施した。これらの情報はがん

細胞のプロファイル情報として有益であり、

これらの情報を付加することでがんの悪性

度や分化度、転移能などを予測することが

可能となり、これらをターゲットとした創

薬への応用が期待できる細胞資源となる。

今後これらの情報をデータベース化し細胞

情報として付加することで研究者が資源を

選択する際の有用情報となることを期待し

ている。 

＜細胞認証に関わる国際共同研究＞  

細胞のクロスコンタミネーションは世界的

にも重要な事項として問題視されている。

このクロスコンタミネーションによって多

くの研究報告の信憑性が疑われ、多くの研

究費・研究労力の浪費に繋がっているのは

間違いのない事実である。既に報告されて

いる間違った細胞を利用した研究も後を絶

たず、これらが及ぼす研究社会への影響は

計り知れないものだと考えられる。本年度

実施した、Cell Line Checklist の作成・

配布は論文審査ならびに研究費申請の際に

審査員がしっかりとした審査を行い、細胞

誤認を排除するための方策であり、これが

効果を上げ実際に細胞誤認がなくなるよう

今後も活動を継続する予定である。 

E. 結論 

 培養細胞研究資源を使用した研究の質を

高めるために、細胞バンクの果たす役割は

大きく、研究者が必要とする細胞資源をラ

インナップするとともに研究に使用する細

胞の出来る限りの保証を代行することが大

きな役割であると考えられる。細胞の品質

評価法開発ならびに特性解析技術の開発は

研究者により良い細胞資源を提供するため

に必須であり、これらの継続的な研究実施

が不可欠なものである。研究社会において

日本人研究者が良い成果を出すため、その

基盤整備を怠ることは出来ない。今後、本

研究班で資源化した細胞が細胞ツールとし

て創薬・疾患研究に貢献し、研究が進展・

発展する可能性があり、そのために必要な

情報を付加する技術を開発することが出来

た。また、細胞バンクが永続的に細胞のコ

ンタミネーションやマイコプラズマ汚染、

ウイルス汚染チェックなどの品質管理技術

の情報と研究者に必要な細胞資源の情報を

提供して責務を遂行してゆくため、本研究

班の継続実施が重要であると考えられる。 

 

F. 健康危険情報 

 適用なし。 
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4） 家村将士、小堀眞季、小澤みどり、
平山知子、川口英子、大谷梓、樅
山明日香、塩田節子、小原有弘 
DNA 多型解析によって明らかとな
ったヒト培養細胞のクロスコンタ

ミネーションの現状 DNA 多型学
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国内会議 
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DNA 多型解析によって明らかとなっ
たヒト培養細胞のクロスコンタミ
ネーションの現状 家村将士、小堀
眞季、小澤みどり、平山知子、川口
英子、大谷梓、樅山明日香、塩田節
子、小原有弘 日本DNA多型学会 第
２２回学術集会 11 月（仙台） 
 
研究ツールとしての培養細胞の活
用と問題点、小原有弘 日本薬学会
東海支部講演会 1月（名古屋） 
 
日局参考情報「バイオテクノロジー
応用医薬品/生物起源由来医薬品の
製造に用いる細胞基材に対するマ
イコプラズマ否定試験」の PCR 法の
見直しに関する研究 内田恵理子、
古田美玲、菊池裕、窪崎敦隆、遊佐
精一、宮原美知子、佐々木裕子、小
原有弘、大谷梓、松山晃文、大倉華
雪、山口照英、日本薬学会第 134 年
会 3月（熊本） 
 
マイコプラズマ否定試験に利用可
能な標準菌株および標準DNAの調製 
窪崎敦隆、菊池裕、宮原美知子、遊
佐精一、島崎愛加、石橋侑季、鈴木
俊宏、小原有弘、大谷梓、佐々木裕
子、松山晃文、大倉華雪、古田美玲、
内田恵理子、山口照英、日本薬学会
第 134 年会 3月（熊本） 
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表１ 本年度分譲可能となった発光がん細胞 



 

表２ 現在遺伝子改変中のがん細胞一覧 

 

 
表３ 分譲可能となったホモ変異体マウス ES 細胞 

 



 

図１ 国際共同研究によって作成した Cell Line Checklist の内容 

 

 

図２ 現在構築中の細胞認証に関するデータベース検索サイト（見本） 


