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Ａ. 研究目的 

iPS 細胞や ES 細胞は奇形腫形成という造腫

瘍性を有しており、これらの多能性幹細胞に

由来する細胞組織加工製品においては、未分

化の多能性幹細胞の残留等により異所性組織

や腫瘍が形成されるおそれがあるため、最終

製品の造腫瘍性の評価と適切な管理が重要な

課題である。体性幹細胞加工製品の場合は、

原材料の細胞に造腫瘍性がほとんどないと考

えられているが、良性腫瘍を含む腫瘍形成及

びがん化の可能性について考察するように、

ヒト体性幹細胞加工医薬品等の品質及び安全

性の確保に関する指針にも定められている。

本研究では滑膜幹細胞の細胞遺伝学的安定性

を調べる目的で、培養後の細胞の染色体検査

を実施した。その結果、5例中 3例に 7番染色

体のトリソミーが検出されたことから、体性

幹細胞でも造腫瘍性の評価を行うことが重要

であると考える。本分担報告書は、滑膜幹細

胞の造腫瘍性を評価するとともに、培養工程

が引き起こす可能性のある、細胞の核型異常

や増殖性の変化を予め評価する工程評価の重

要性を提言するものである。 

 

Ｂ. 研究方法 

1．滑膜幹細胞の染色体検査 

本臨床研究ではモニタリング項目の 1 つと

して、培養 11 日目の滑膜幹細胞の染色体検査

を、外部の臨床検査会社に委託して実施した。

この検査には分裂期の細胞を使用する必要が

あるため、委託先では受領した細胞をさらに 4

日間培養し、培養 15 日目の細胞が分析に用い

られた。細胞をコルセミド処置、固定、染色

し、染色体の過不足や染色体の欠失・転座の
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ニタリング項目として実施した。その結果、被験者の滑膜幹細胞の 5 例中 3 例に 7 番染色体

のトリソミーが検出された。造腫瘍性の有無を軟寒天コロニー形成試験で検討した結果、コ

ロニーは検出されなかったことから、核型異常が検出された滑膜幹細胞が腫瘍形成の原因と

なる可能性は低いと判断した。今回の例を経験し、体性幹細胞でも造腫瘍性の評価を行うこ

とが重要であると考え、どのような方法で評価するのが適切かを考察した。また、核型異常

や増殖性の変化を予め評価する工程評価の重要性を考察した。 
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有無を確認した。 

 

2．軟寒天コロニー形成試験 

染色体の核型異常が見られた細胞は、造腫

瘍性を有する形質転換細胞が発生しているか、

軟寒天コロニー形成試験（足場非依存的増殖

細胞の検出）で確認した。 

 

（倫理面への配慮） 

臨床研究「半月板縫合後の滑膜幹細胞によ

る治癒促進」は東京医科歯科大学医学部ヒト

幹倫理審査委員会の承認を得て実施した。ま

た、ヒト幹細胞を用いる臨床研究として厚生

労働大臣の了承を得て実施した。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．滑膜幹細胞の染色体検査 

5 例とも培養 11 日目の増殖期の細胞を検査

会社に提出したが、検査でさらに 4 日間培養

し、培養 15 目の細胞で検査された。この検査

は、コルセミド処理により細胞分裂のときの

紡錘糸の形成を阻害し、cell cycle を止めて

分裂中期の細胞を確保する必要がある（図 1）。 

分裂中期には各染色体は紡錘体の中央部に

平面をなして並ぶ。この核板（メタフェーズ）

を、臨床細胞遺伝学指導士の資格を有する試

験担当者が顕微鏡で観察し、核型（カリオタ

イプ）を判定した結果、5例中 3例に 7番染色

体のトリソミーが検出された（検出率：4～

10％）。 

 

図 1. 実施した染色体検査の方法 

 
 

 

2．軟寒天コロニー形成試験 

7番染色体のトリソミーが検出された3例で、

軟寒天コロニー形成試験を実施した。滑膜幹

細胞を 1×105 個/60 mm dish の密度で軟寒天

培地に播種し、2週間後にコロニー形成を判定

した。陽性コントロールとしては HeLa 細胞を

用いた。その結果、3例ともコロニーは検出さ

れなかった。 

図 2. 軟寒天コロニー形成試験の結果 
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D: 考察 

臨床研究に参加した被験者の5例中3例に7

番染色体のトリソミーが検出されたが、過去

の文献を調査すると、膝の関節軟骨疾患の患

者由来の滑膜、軟骨、骨棘由来の細胞では、

これまでにも 7番染色体のトリソミーが多数

報告されていた（文献 1～4）。文献 2では、滑

膜組織をコラゲナーゼ処理しただけの培養前

の細胞にも 7番染色体のトリソミーが検出さ

れたと報告されている。また、すでに薬事承

認された自家培養軟骨「ジャック」の審査報

告書（平成 24 年 6月 5日 PMDA）で報告され

ているが、変形性膝関節症患者 3例中 3例の

膝関節軟骨から分離した培養前の軟骨細胞に

7番染色体のトリソミーが検出されている。こ

れらの過去の例からも、膝関節の疾患では、

滑膜や軟骨の細胞に 7番染色体のトリソミー

がモザイクで存在することは珍しくない事例

と思われる。 
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再生医療製品の安全性確保の上で最も重要

なのは、最終製品の造腫瘍性を正しく評価す

ることと考える。in vitro 試験としては、軟

寒天コロニー試験による評価が挙げられる。

iPS 細胞や ES 細胞には分散誘導性細胞死の問

題から、軟寒天コロニー形成試験の適用は難

しいが、滑膜幹細胞にはこのような問題もな

いので、軟寒天コロニー形成試験で造腫瘍性

を評価したのは妥当であったと考える。 

再生医療製品が生着する微小環境において

腫瘍を形成するかを検討するためには、in 

vivo の試験が必要であるが、最終製品にごく

僅かしか混入していないであろう造腫瘍性細

胞を検出するには、より高感度な系が必要で

あろう。近年開発された重度免疫不全の NOG

マウスは、ヒトの細胞や組織の生着性が著し

く高く、ヒト癌細胞を高率に生着させること

が可能である。7番染色体のトリソミーが検出

された 3 例のうち最も検出率が高かった例で

は、トリソミー率は 10％であった。10％の混

入率の造腫瘍性のある細胞であれば、NOG マウ

スの系で腫瘍化を確認することは可能であろ
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う。 

今回、7番染色体のトリソミーが検出された

滑膜幹細胞の造腫瘍性を軟寒天コロニー試験

で検討した結果、コロニー形成が認められな

かったことから、核型異常のある滑膜幹細胞

が、腫瘍形成の原因となる可能性は低いと考

える。しかし、再生医療製品の品質管理とい

う点では、核型異常が培養によって発生した

ものではないということを明らかにする必要

がある。また、原料の組織あるいは組織を酵

素処理した段階で、核型異常を有する細胞が

存在しているか否かを短時間で判定できる検

出法の確立が重要な課題である。 

 

E: 結論  

被験者の滑膜幹細胞の 5 例中 3 例に 7 番染

色体のトリソミーが検出されたが、軟寒天コ

ロニー形成試験でコロニーは検出されず、腫

瘍形成の原因となる可能性は低いと判断した。

体性幹細胞でも核型異常や増殖性の変化を予

め評価する工程評価が重要である。 
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