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平成 23-25 年度厚生労働科学研究費補助金（再生医療実用化研究事業） 

総括研究報告書 

重症低ホスファターゼ症に対する骨髄移植併用同種間葉系幹細胞移植 

研究代表者 竹谷 健 (島根大学医学部附属病院輸血部・講師) 

 

研究要旨 

 先天性骨系統疾患は確立した治療法がなく、致死的な経過をとるか、著しく日常生活

が障害されることが多い。また、国内外で先天性骨系統疾患に対する正常な機械特性を

有する骨を再生する包括的な根治療法は確立されておらず、正常骨を再生する細胞移植

治療の確立は急務である。この疾患の病因として、骨芽細胞の起源である間葉系幹細胞

からの骨化に至るまでの経路が障害されているため、骨化能が正常の同種間葉系幹細胞

による骨再生医療は有望な細胞治療と考えられる。先天性骨系統疾患の 1つである、低

ホスファターゼ症は、骨の石灰化障害を来たす疾患で、周産期および乳児期に発症した

多くの症例は致死的な経過をとる。今回、我々は間葉系幹細胞が骨芽細胞に分化して骨

の石灰化が回復し救命することを目的として、致死的低ホスファターゼ症に対して、同

種骨髄移植を行った後、同じドナーからの間葉系幹細胞を移植する臨床研究を行った。 

1．細胞治療 

2例の重症低ホスファターゼ症に対して、骨髄移植を行った後、間葉系幹細胞移植を

繰り返し投与（5回、9回）した。骨の石灰化が回復して、呼吸状態は安定して、主目

的である、3年生存を達成できた。しかし、正常の骨構造に到達しておらず、骨の脆弱

性は残存している。骨髄移植の有害事象は、移植片対宿主病（GVHD）や甲状腺機能低

下症などを認めたが、後遺症を残さず軽快している。症例 2の治療抵抗性 GVHDに対

して間葉系幹細胞が有効であった。一方、間葉系幹細胞移植の有害事象は生じていない。

よって、骨髄移植併用同種間葉系幹細胞移植は、乳幼児でも安全に行うことができる、

骨の石灰化を回復させることにより生命予後を改善できる治療法である。 

2．成長発達評価 
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 遠城寺・乳幼児分析的発達検査表を用いて経時的に成長発達を評価した結果、運動精

神発達は細胞治療により年齢相当ではないが徐々に伸びていることが明らかとなった。 

3．インフォームドコンセント 

 当該臨床研究を正確に理解して頂いた上で同意してもらうために、複数回説明し、か

つ、同じ病気の疾患を持つご家族との話し合いの場を設けることにより、ご家族が臨床

研究への参加を適切に判断できていると思われた。しかし、移植医療への説明不足と遠

方での治療が臨床研究への参加を躊躇する原因となっていた。 

4．間葉系幹細胞の培養増殖 

骨髄移植と同じドナー由来の骨髄を、セルプロセッシングセンターで培養増殖させ、

品質を保証した間葉系幹細胞を作成することができた。また、骨髄および培養増殖させ

た間葉系幹細胞を空輸搬送して、細胞調整施設および医療機関に適切に輸送することが

できた。 

5．骨形成能の研究 

この研究期間内に同種間葉系幹細胞移植を行った症例の経時的な長期間の画像解析

（レントゲン像・CT像）を行ったところ、骨の石灰化は回復したが、長幹骨の脆弱性

と変形が認められた。また、複数回に用いた間葉系幹細胞の in vitroでの骨形成能を

ALP活性やカルセインの取り込みにより生化学的に検証したところ、培養増殖した間

葉系幹細胞は全て骨分化能を有することが確認できた。 

6．基礎的研究 

1)  疾患モデルマウスを用いた動物実験 

 疾患モデルマウスの骨形成についての形態学的解析では、ホモ接合体のみならず、ヘ

テロ接合体にも異常が疑われた。血清 ALP 値についても、ホモ接合体の検体は得られな

かったが、ヘテロ接合体の ALP 値が野生型に比べ、有意に低かった。 

2) キメリズム解析 

 ドナー由来造血細胞の生着を確認したとともに、ドナー由来間葉系幹細胞が頻度は少

ないが生着していることを証明できた。 

3) 病態の解明 
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 間葉系幹細胞および骨芽細胞の遺伝子発現において、正常と患者で異なる遺伝子発現

パターンを示す遺伝子群は、骨代謝に関わる遺伝子だけでなく細胞内伝達、炎症、細胞

接着に関わる遺伝子、中枢神経系や肺の形成に関わる遺伝子も変動していた。また、

TNSALP遺伝子変異解析では、疾患の重症度と ALP活性が比例することが明らかとな

った。さらに、患者の皮膚線維芽細胞に 5つの遺伝子（Oct3/4, Sox2, Klf4, Nanog, 

Lin28）を導入して iPS細胞を樹立することに成功した。 

4) 間葉系幹細胞の細胞特性 

間葉系幹細胞移植の効果を高めるために、骨髄および臍帯由来間葉系幹細胞の細胞特

性を検討した。臍帯由来間葉系幹細胞は、骨髄由来間葉系幹細胞と比べて、ALP発現、

骨分化および遊走能には大きな差はなかったが、細胞接着に関する CD44の発現は高か

った。 

7．外部評価委員会、当該臨床研究の発展に対する方策 

 臨床研究に対する外部評価委員会を置くことで、現在のプロトコールを改善し適切に

かつ科学的根拠に基づいた臨床研究を行うことができ、また、現在の問題点に対する方

策を明らかにすることができた。現治療では根治療法になり得ない可能性が高いため、

細胞治療による根治療法を確立するために、間葉系幹細胞の細胞特性を向上させた（骨

への遊走能、増殖能、免疫寛容効果に優れた）間葉系幹細胞の分離培養方法の確立およ

び最適な間葉系幹細胞移植方法（骨髄移植、髄腔内投与、臍帯血移植および臍帯由来間

葉系幹細胞移植など）の樹立を行う必要がある。 

8．アンケート調査 

 臨床研究に参加して頂いた家族にアンケート調査を行うことで、患者の目線からこの

臨床研究を評価されることによって、真の意味で目指すべき当該臨床研究の目標が明ら

かとなった。 

まとめ 

本研究によって、骨髄移植併用同種間葉系幹細胞移植が安全に行うことができ、骨形

成に寄与し、生命予後だけでなく患者およびその家族の QOL・ADLの改善につながる

ことが明らかとなった。しかし、正常の骨構造には到達していないため、今後、根治療

法に向けた更なる translational researchが必要である。 
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研究分担者 所属機関名及び所属機関に

おける職名 

山口清次 島根大学医学部小児科 教授 

福田誠司 島根大学医学部小児科 准教

授 

弓場俊輔 産業技術総合研究所・健康工

学研究部門 研究グループ長 

大串始  産業技術総合研究所・健康工

学研究部門 招聘研究員 

 

A. 研究目的 

 低ホスファターゼ症は組織非特異型ア

ルカリホスファターゼ（TNSALP）遺伝

子変異によってALPが生まれつき働かな

いことで正常な骨形成が障害される常染

色体劣性遺伝性疾患である。特に、生後 6

か月以内に発症した場合、重篤な骨形成

障害により、全身の骨が徐々に菲薄化・

消失して、呼吸不全などで乳幼児期に死

亡する。これまで、本疾患に対しては有

効な治療法がなかった。しかし、この患

者に、健常人の骨髄および骨、骨をつく

る骨芽細胞や骨芽細胞に分化する間葉系

幹細胞を移植することによりその提供者

の細胞が患者の骨に到達して骨を作り、

患者が救命されたことが報告されている。

このことから、我々は 2004年に当該疾患

の患者に骨髄、間葉系幹細胞ならびに産

業技術総合研究所（産総研）が独自に開

発した培養骨の移植を行い、救命するこ

とができた経験を持つ。しかし、まだそ

の方法や効果は確立していない。そこで、

我々は間葉系幹細胞が骨芽細胞に分化し

て骨の石灰化が回復し救命することを目

的として、致死的低ホスファターゼ症に

対して、同種骨髄移植を行った後、同じ

ドナーからの間葉系幹細胞を移植する臨

床研究を行うこととした。 

 

1．細胞治療 

 重症の致死的な低ホスファターゼ症の

患者を救命するために、骨髄移植を行っ

た後、繰り返し間葉系幹細胞移植を行う

臨床研究を行った。 

 

2．成長発達評価 

 当該臨床研究を行うことによって救命

し骨の石灰化を改善することはできたが、

その後の成長発達が健康な子どもたちと

同じように進んでいくことが根治療法で

あるし、患者および家族の最も期待する

ことである。したがって、当該臨床研究

を行った患者さんの成長発達の評価を行

った。 

3．インフォームドコンセント 

この臨床研究が確立した治療ではなく、

致死的な疾患に対する治療であるため、

インフォームドコンセントの対応によっ

ては、患者および家族に過度の期待を与

えたり、不必要な負担をかけることが予

想される。したがって、患者および家族

が、この臨床研究を出来る限り正確に理

解して頂いた上で同意してもらうために、

インフォームドコンセントを繰り返しか

つ慎重に行った。 



5 

 

 

4．間葉系幹細胞培養増殖 

本臨床研究に不可欠な同種MSCをセ

ルプロセッシングセンターで培養し、品

質を保証した細胞を調整した。 

 

5．骨形成能の研究 

 間葉系幹細胞移植前にみられる骨格の

脆弱性の改善とドナー間葉系幹細胞が生

着して骨へ分化しているか明らかにする

ために、移植前と移植後における患者の

画像解析を行うとともに、ドナー間葉系

幹細胞の骨分化能を検証した。 

 

6．基礎的研究 

1) 疾患モデルマウスを用いた動物実験 

 本計画では骨形成障害を改善するため

に、同種MSCを患者に移植して骨形成能

を付与することにある。そこで、同疾患

モデルマウスを用いた動物実験において

臨床研究で得られた有効性を検証した。 

2) キメリズム解析 

 移植細胞が骨の石灰化を促進している

か明らかにするために、ドナー由来間葉

系幹細胞のキメリズム解析を行った。 

3) 病態の解明 

これまでの研究・報告では、この疾患

で石灰化障害を来たす原因が明らかでは

ないこと、骨髄移植では石灰化は改善し

ないこと、間葉系幹細胞移植により骨の

石灰化は改善するが、臨床効果が不十分

であることがわかった。また、この疾患

は骨以外に中枢神経系や肺などにも合併

症を引き起こす。したがって、この疾患

の病態を明らかにするために、網羅的遺

伝子発現解析および疾患特異的 iPS細胞

の樹立を行った。 

4) 間葉系幹細胞の細胞特性 

 培養した間葉系幹細胞は静脈内投与し

た場合、骨への遊走能が悪く、ほとんど

肺でトラップされる。また、現在の患者

のドナーは TNSALP遺伝子異常を有す

る保因者であるため、TNSALP遺伝子変

異を認めず（ALPが正常）かつ HLAが

一致したドナーからの造血幹細胞移植お

よび間葉系幹細胞移植が臨床像の更なる

改善に有効であると思われる。したがっ

て、上記条件を満たすドナーを得やすい、

臍帯血移植および同一ドナーの臍帯由来

間葉系幹細胞移植を検討するため、臍帯

由来間葉系幹細胞の細胞特性を骨髄由来

間葉系幹細胞と比較検討した。 

 

7．外部評価委員会・当該臨床研究の発展

に対する方策 

当該臨床研究は、確立した治療ではな

いため、小児医療、整形外科医療、移植

医療、骨代謝、再生医療、周産期医療、

致死性疾患に対する臨床研究および倫理

的配慮などの多岐にわたる分野において、

それぞれの専門性が求められる。当該臨
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床研究を進めるにあたり、それぞれの担

当者を配置して体制を整えている。しか

し、各専門に対する知識および対応に関

しては、我々の体制だけでは十分とは言

えない。したがって、それぞれの分野の

専門家から当該臨床研究をより適切に行

うことができるよう指導を受けるために、

外部評価委員会を開催した。さらに、外

部評価委員会からの指摘を受けて、当該

臨床研究の発展させる方策を検討した。 

 

8．アンケート調査 

臨床研究を行っていく過程で、治療を

受けた患者さんおよびご家族が抱く、病

気の理解、治療への期待度と問題点を共

有することにより、さらなる臨床研究の

発展が望まれる。したがって、本治療を

受けたあるいは受けている患者さんのご

家族の病気の理解度、この臨床研究に望

むこと、問題点などを明らかにするため

にアンケート調査を行った。 

 

B. 研究方法 

1．細胞治療 

 致死的な重症低ホスファターゼ症の診

断後、ALPが正常なドナーから骨髄を提

供していただき、まず患者に骨髄移植を

行う。次に、採取された骨髄の一部を用

いて産総研で培養・増殖した間葉系幹細

胞を、患者に移植する。その後、症状お

よび骨の状態などをみながら、間葉系幹

細胞移植を繰り返し行う。評価項目とし

て、主要評価項目は 3年生存率、副次的

評価項目は、臨床症状（呼吸状態、身体

計測など）、骨の石灰化（生化学検査{ALP、

骨型 ALPなど}、画像検査{全身骨レント

ゲン、胸部レントゲン、骨塩定量など}、

組織学的検査）および有害事象とした。 

 

2．成長発達評価 

患者の身体発育および精神発達に関し

て、遠城寺・乳幼児分析的発達検査表を

用いて経時的に評価した。 

 

3．インフォームドコンセント 

当該臨床研究の計画書ならびに説明書

を用いて、3回説明を行い、また、医療従

事者がいない状態でご家族同士の話し合

いの場を設けた上で、同意を確認するこ

ととした。 

 

4．間葉系幹細胞培養 

 島根大学で採取された骨髄を産総研に

搬送し、セルプロセッシングセンターで

骨髄由来間葉系細胞の培養を行った。培

養は牛胎児血清を含んでいる液体培地に

採取した骨髄を混和し、培養容器を用い

て炭酸ガス培養器内で行った。培養期間

および継代回数は安全性を考え、1ヶ月以

内で継代回数 3回（3次培養）までとし

た。移植当日に間葉系幹細胞を剥離し、
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PBSに浮遊させた状態で島根大学へ搬送

した。また、移植細胞の安全性は、ドナ

ーのウイルス試験を行い、培養中の無菌

検査、マイコプラズマ検査、エンドトキ

シン検査で確認した。 

 

5．骨形成能の研究 

MSC移植後の患者の骨形成に関して

は、島根大学に出張し、実際の患者のレ

ントゲン像および CTにより検討をおこ

なった。また、ドナー同種間葉系幹細胞

の骨分化の評価を、島根大学から搬送さ

れた骨髄から培養増殖された間葉系幹細

胞を用いてALP活性およびカルセインの

取り込みにより行った。 

 

6．基礎的研究 

1) 疾患モデルマウスを用いた動物実験 

 低ホスファターゼ症の原因遺伝子で

ある TNSALP遺伝子変異を導入したマ

ウス(TNALP KOマウス)について、凍結

受精卵から個体復元を行い、当該遺伝子

についてヘテロ接合体の個体（9週齢）を

入手した。この個体と野生型 BL6との交

配を開始し、ヘテロ接合体個体の繁殖を

行った。また、繁殖で得た個体について、

血清ALPの測定、軟X線写真撮影、 CT、

下肢全体のDXA（骨密度）測定を行った。 

2) キメリズム解析 

 移植前後に患者から造血細胞および骨

髄からフローサイトメトリー（FCM）で

単離した間葉系幹細胞の由来（ドナー由

来、レシピエント由来）を検討するため

に、個人識別マーカーである short 

tandem repeatを増幅させ、シークエン

ス解析で塩基配列を決定した。また、ALP

遺伝子変異の有無を調べた。 

3) 病態の解明 

Microarray法を用いて患者および骨髄

提供者（保因者）、正常健康人の間葉系

幹細胞および骨芽細胞の網羅的遺伝子発

現を解析した。また、TNSALP遺伝子変

異体を作成して、ALP活性、ドミナント

ネガティブ効果、骨の石灰化能を検討し

た。さらに、患者線維芽細胞に 5つの遺

伝子（Oct3/4, Sox2, Klf4, Nanog, Lin28）

を導入して iPS細胞の樹立を試みた。 

4) 間葉系幹細胞の細胞特性 

 間葉系幹細胞の遊走能を高めるために、

培養した細胞を剥離する剥離液の検討を

行った。また、臍帯由来間葉系幹細胞の

ALP活性、骨石灰化能および遊走能を検

討した。 

 

7．外部評価委員会、当該臨床研究の発展

に対する方策 

当該臨床研究を適切かつ順調に遂行す

るために、また、重篤な有害事象や予期

せぬトラブルが生じた場合、助言を頂く

ために、それぞれの専門分野の第一人者
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に外部評価委員になって頂き、外部評価

委員会を開催した。また、そこでの指摘

から当該臨床研究の発展のための方策を

検討した。 

 

8．アンケート調査 

本治療を受けたあるいは受けている患

者さんのご家族の病気の理解度、この臨

床研究に望むこと、問題点などを明らか

にするためにアンケート調査を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 当該研究は、島根大学医の倫理委員

会および産総研の倫理委員会の承認を得

た後、「ヒト幹細胞に用いる臨床研究に

関する指針」において平成 22年 6月 21

日に厚生労働大臣の認可を得て行ってい

る。また、本研究は、ヒトゲノム・遺伝

子解析研究に関する倫理指針(平成 16年

12月 28日)に従い、島根大学医の倫理委

員会および産業技術総合研究所の倫理委

員会の承認を得た後、行っている。書面

によるインフォームド・コンセントを取

得後に検体を採取して、使用している。

提供された臍帯は、(1)再生医療、(2)血液

疾患、(3)患者数の少ない難治性疾患の治

療方法の開発や創薬を目指した研究、な

らびに臍帯の保存技術の開発、バンキン

グを目指した研究等、医学の発展を目指

した研究に使用する事を、臍帯を提供し

て頂く妊婦に説明し、同意を得ている。

また、患者由来 iPS細胞も病態解明、治

療法の開発のための使用することを患者

の親権者に説明して同意を得ている。 

 

C. 研究結果 

1．細胞治療 

 これまでの 2症例について、細胞治療

を行った。 

症例 1 

骨髄移植：1歳 2か月の時に、父（HLA2

座ミスマッチ）から骨髄移植を行った。

骨髄は移植 17日目に生着して、造血細胞

は 100%ドナータイプであることを確認

した。移植合併症として、急性 GVHD 

(skin; grade1, Liver; grade 0, Gut; 

grade 0)、粘膜障害（気切口）、肝機能障

害を認めたが、対症療法で軽快した。な

お、移植後 8か月で骨髄はキメラ状態と

なり、ドナー細胞が 10%前後まで低下し

て、そのままの状態で維持している。 

間葉系幹細胞移植：これまで 5回（1歳 2

か月、1歳 6か月、2歳 3か月、2歳 8か

月、3歳 6か月）行った。平均移植細胞

数 1.4×106/kg。  

主要評価項目：現在、4歳 9か月で生存

中である。 

副次的評価項目： 

1）臨床症状 

呼吸機能に関して、間葉系幹細胞移植

を 2回行った後から原病の合併症である
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気管攣縮が消失して、呼吸状態の明らか

な改善を認め、2回目の移植後 5か月頃

からは日中は呼吸器を離脱でき、睡眠時

に補助呼吸を行っている。胸郭もベル状

から樽状に改善している。3歳 6か月ご

ろから、息をとめる動作が出現し、脳波

からてんかんと診断した。抗けいれん薬

で発作は消失し、脳波上もてんかん波は

改善している。身長、体重および四肢の

長さは3歳までは徐々に上昇していたが、

3歳以降は横ばいである。知能は、原病に

よる気管攣縮に伴う低酸素性脳症後遺症

を合併しているが、視力や聴力（補聴器

装着中）は徐々に改善しており、人見知

りが激しく、好き嫌いがはっきりするよ

うになった。 

2）骨の石灰化 

画像検査では、長幹骨の骨端部から

徐々に回復して、骨の石灰化の改善を認

めているが、3歳すぎてから石灰化が停滞

している。また、長幹骨の長さも伸びな

くなっている。生化学検査では、ALPの

低値、尿中 PEAの高値が持続している。

骨形成マーカーは 3歳以降低値を持続し

ている。骨吸収マーカーの NTXと 1CTP

は低下してきた。DXA法による骨塩定量

と筋肉量を測定したところ、骨塩定量は

少しずつ上昇しているが、筋肉量は 3歳

以降横ばいである。しかし、4歳になって、

骨面積が低下している。 
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3）重篤な有害事象 

骨髄移植の有害事象として、甲状腺機

能低下症を合併しているが、甲状腺薬内

服でコントロールが良好である。間葉系

幹細胞移植の有害事象は認めていない。 

 

症例 2 

骨髄移植：生後 7か月の時に、母（HLA1

座ミスマッチ）から骨髄移植を行った。

骨髄は移植 19日目に生着して、造血細胞

は 100%ドナータイプであることを確認

し、現在までその状態を維持している。

移植合併症として、急性 GVHD （皮膚、

消化管）を発症した。皮膚症状はステロ

イドで軽快したが、消化器症状（下痢、

血便）はステロイドやその他の免疫抑制

剤で改善しなかったが、2回目の間葉系幹

細胞を移植した後から、劇的に改善した。

その後、慢性 GVHD（黄疸、肝機能障害）

を来たしたが、間葉系幹細胞移植と免疫

抑制剤により治癒した。 

間葉系幹細胞移植：これまで 9回（7か

月、8か月、10か月、1歳、1歳 2か月、

1歳 5か月、1歳 9か月、2歳、2歳 9か

月）行った。平均移植細胞数 1.8×106/kg。  

主要評価項目：現在、3歳 0か月で生存

中である。 

副次的評価項目： 

1）臨床症状 

呼吸状態に関して、4回目の間葉系幹細

胞移植以降は、気管れん縮が消失し、胸

郭もベル状から樽状に改善しているが、

人工呼吸管理中である。しかし、1歳 9

か月から、息をとめる動作が頻発して、

脳波からてんかんと診断して、抗けいれ

ん薬内服後、症状が消失した。1歳 11か

月の時に、てんかん発作および気管支喘

息発作が重なり、気管れん縮が再増悪し

たため、2歳 0か月の時に 8回目の間葉

系幹細胞移植を行い、移植後 1か月ごろ

から気管れん縮は消失した。2歳 5か月

に、重症肺炎および敗血症を発症し、抗

菌薬の投与などで治癒したが、気管れん

縮が再燃したため、 2歳 9か月に 9回目

の間葉系細胞移植を行い、移植後 2か月

からは認められなくなった。身長、体重

および四肢の長さは徐々に上昇していた

が、2歳以降その上昇スピードが停滞して

いる。頚定および座位が可能となり、食

事は経口摂取であったが、現在は経管栄

養を併用している。知能は遅れているが

少しずつ伸びており、難聴（補聴器装着

中）も徐々に改善している。 

2）骨の石灰化 
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画像検査では、長幹骨および扁平骨と

もに骨の石灰化が徐々に改善しており、

特に頭蓋骨は骨の石灰化を全く認めなか

ったが、移植後に大泉門だけ残してすべ

て石灰化が回復していたが、2歳以降石灰

化が低下している部分がみられている。

生化学検査では、ALPは 1歳 8か月ごろ

から低下していたが、2歳 6か月頃から、

再上昇してきている。尿中 PEAは 1歳頃

をピークに徐々に低下しており、現在は

ピーク時の 25%まで下がった。骨形成マ

ーカーは 2歳からの半年間低下したが、

それ以降再上昇している。また、骨吸収

マーカーは一定の変化がみられない。

DXA法による骨塩定量と筋肉量を測定し

たところ、どちらも上昇傾向がみられた

が、骨面積は 2歳以降低下している。 

3）重篤な有害事象 

骨髄移植の有害事象として、急性

GVHD (skin; grade 2, Liver; grade 0, 

Gut; grade 4)および慢性 GVHD（Liver; 

grade 2）を発症したが、間葉系幹細胞と

免疫抑制剤により軽快した。間葉系幹細

胞移植の有害事象は認めていない。 

 

2．成長発達評価 

遠城寺・乳幼児分析的発達検査法を用

いて、移動運動、手の運動、基本的動作

習慣、対人関係、言語理解を 3か月ごと

に評価した。発語の評価は気管切開を行

っているため未評価とした。2症例ともに、

年齢を重ねるごとに発達しているが、年

齢相当の発達には到達していない。 
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症例 1 

症例 2 

 

3．インフォームドコンセント 

これまで延べ 12例の患者さんのご家

族へインフォームドコンセントを行った。

現時点で、臨床研究に参加、不参加、検

討中がそれぞれ、2例、8例、2例である。

不参加あるいは検討中の 10例中 8例が治

療開始基準を満たさなかったり、経過中

に死亡した。臨床研究を開始している 2

例については、骨髄移植を 1回、間葉系

幹細胞移植を複数回（5回および 9回）

行っている。そのたびに臨床研究の説明

を行い、同意を得た後、治療を行ってい

る。なお、説明の際、ご家族からの質問

が多かった内容として、治療の効果のゴ

ールおよび間葉系幹細胞移植を行う回数

および臨床研究が終了後に治療が必要な

場合の対応であった。しかし、移植医療

への説明不足と遠方での治療が臨床研究

への参加を躊躇する原因となっていた。 

 

4．間葉系幹細胞培養 

 2例の患者に対する間葉系幹細胞移植

用の細胞培養（延べ 14回）を行った。15

～35mLの骨髄を 2～3週間かけて培養し、

いずれの場合も体重(kg)あたり 1×106細

胞以上、細胞生存率 80%以上という規定

の細胞を調製できた。無菌検査、マイコ
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プラズマ検査、エンドトキシン検査等の

安全性試験結果はすべて異常なかった。

また培養した間葉系幹細胞は、骨分化能

を有していることが確認できた。さらに、

骨髄および間葉系幹細胞の搬送（島根大

学産総研）もスムーズかつ安全に行え

た。 

 

5．骨形成能の研究 

 症例 1：移植前にみられた骨端線のキャ

ッピング変化が移植後長期にわたり消失

することを確認し、同部位での石灰化が

継続して存在することを確認した。しか

し、長菅骨脆弱性は残存していた。した

がって、移植による骨形成の促進、特に

関節近傍の骨端部分における骨形成促進

が示唆されるも、長菅骨の皮質骨部の十

分な石灰化の確認は困難であり、菲薄化

の改善は不十分であった。特に大腿骨で

は脆弱性がみられ、結果として骨折を生

じたと思われる。 

症例 2：症例 1にみられるような移植前

のあきらかなキャッピングはみられなか

ったが、非石灰化骨端線が幅広く存在し

ていた。この非石灰化骨端線は移植後に

改善し、長期でも改善していた。しかし、

症例 1と同様に骨皮質の石灰化は不十分

で脆弱性が示唆された。 

同じドナーから複数回移植しているが、

これらの移植ごとにおける骨分化能の比

較が重要と思われ、これまでに移植され

た幹細胞の移植毎の骨形成の比較を ALP

活性とカルセインの取り込みにより行っ

た。variationがみられるも、測定した全

てで dexamethasoneによる ALP活性と

骨基質産生の誘導がみられた。 

 

 

症例 1の骨形成比較 

 

 

症例 2の骨形成比較 
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6．基礎的研究 

1) 疾患モデルマウスを用いた動物実験 

 ヘテロ接合体♂ 5匹と野生型♀10匹

の交配を行い、既報通り、メンデルの法

則に従ってヘテロ接合体が得られた。ま

た、試験的にヘテロ接合体同士の交配か

ら、疾患モデルになりうるホモ接合体も

死産ながら得られた。これら個体の骨形

成についての形態学的解析では、ホモ接

合体のみならず、ヘテロ接合体にも異常

が疑われた。血清 ALP値についても、ホ

モ接合体の検体は得られなかったが、ヘ

テロ接合体の ALP値が野生型に比べ、有

意に低かった。 

移植用のマウスMSCについては、培養

直後から血球系細胞が混入し、磁気ビー

ズによる分離も試みたが、残存血球系細

胞も増殖した。 

2) キメリズム解析 

症例 1に関して、骨髄移植 1か月後の造

血細胞は、100%ドナータイプであったが、

移植 8か月頃から、10~20%台にまでドナ

ー細胞が低下した。その後、現在までこ

の比率を維持している。骨髄から採取し

て培養した間葉系幹細胞は、100%レシピ

エント由来のままである。 

 症例 2に関して、骨髄移植 1か月後か

ら現在まで、100%ドナータイプを維持し

ている。骨髄から採取して培養した間葉

系幹細胞は、100%レシピエント由来のま

まである。 

 2症例ともに、骨髄中のドナー由来間葉

系幹細胞が少ないことが予想されたため、

骨髄から FCMで単離した間葉系幹細胞

のキメリズム解析を行った。単離した間

葉系幹細胞数が少なかったため、short 

tandem repeatの増幅が困難であった。

したがって、TNSALP遺伝子変異を調べ

たところ、正常な TNSALP遺伝子を検出

することができたため、ドナー由来の間

葉系幹細胞が生着していることが明らか

となった。 

3) 病態の解明 

① 網羅的遺伝子解析 

 間葉系幹細胞に関して、正常健康人と

骨髄提供者（保因者）の遺伝子発現に大

きな差は認めなかったが、骨芽細胞にお

いては、正常健康人と骨髄提供者（保因

者）の遺伝子発現に大きな開きがあった。

移植細胞は間葉系幹細胞であるが、その

細胞が骨芽細胞に分化して石灰化に貢献

することを想定している。保因者であっ

ても臨床的に骨の石灰化は問題ないこと

から、個々の遺伝子において、詳細な検

討を行った。 

 階層クラスタリング解析において、間

葉系幹細胞は正常人と保因者が同じ遺伝

子発現パターンを示していたため、患者

と正常人の比較を行った。変動倍率 3で

解析した結果、骨に関わる遺伝子だけで

なく、炎症、細胞内シグナル、細胞接着

に関わる遺伝子も変動していた。さらに、

肺や脳の形成に関わる遺伝子も変動して

いた。 

骨芽細胞は、階層クラスタリング解析に

おいて、正常人、保因者、患者でそれぞ

れの遺伝子発現パターンを示していたが、
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正常人と保因者が臨床的には正常である

ことから、正常人と保因者をまとめて、

患者との比較を行った。変動倍率 3で解

析した結果、間葉系幹細胞同様に、骨に

関わる遺伝子だけでなく、炎症や細胞接

着に関わる遺伝子が変動していた。 

② TNSALP遺伝子変異解析 

19個の TNSALP遺伝子変異体を作成

して、ALP活性を行った。TNSALP遺伝

子野生型に比べて、19個中 15個の変異

体は ALP活性が低く、4個は ALP活性

が高かった。また、ALPを高発現してい

る H-HOS細胞株に変異体を導入したと

ころ、ドミナントネガティブ効果が 19個

中 14個の変異体で認めた。さらに、変異

体の石灰化能を、ALPを低発現している

L-HOS細胞株に導入したところ、19個中

14個の変異体で石灰化能が低下していた。 

③ 疾患特異的 iPS細胞の樹立 

 5つの遺伝子（Oct3/4, Sox2, Klf4, 

Nanog, Lin28）を患者由来皮膚線維芽細

胞に導入した結果、iPS細胞様コロニー

を計 21個ピックアップし、拡大培養を試

みたところ、6クローンが iPS細胞様コ

ロニーの外観を示したが、クローン No.6

のみ一定の増殖速度を示し、ES細胞様の

外観を示すコロニーが生育し続けた。し

かし、通例 5~7日ごとに 3~6倍に増殖す

る iPS細胞が、7~9日で約 1.5倍程度の

増殖しか認められなかった。なお、ALP

染色において、呈色反応が確認できず陰

性を確認した。 

 

4) 間葉系幹細胞の細胞特性 

① 細胞剥離剤の検討 

間葉系幹細胞の細胞特性を向上させる

ために、剥離液の検討を行った。トリプ

シンに比べて、試薬 Aで細胞を剥離した

場合、細胞の遊走能が改善した。 

② 臍帯由来間葉系幹細胞の細胞特性 

ALP発現は骨髄由来間葉系幹細胞と同

程度であった。しかし、CD44の発現は

骨髄由来よりも発現レベルが高かった。 
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骨分化能に関して、基礎培地で臍帯由

来間葉系幹細胞は骨髄由来間葉系幹細胞

のように骨芽細胞に分化し、石灰化能お

よび ALP活性を認めた。しかし、ロット

間の差が認められた。 

また、臍帯由来と骨髄由来の間葉系幹

細胞の遊走能の違いはみられなかった。 

 

7．外部評価委員会、当該臨床研究の発展

に対する方策 

1) 外部評価委員会 

 ① 臨床研究の目的および評価が不明瞭 

本臨床研究の主目的として、3年間生存

することとした。また、副目的として、

臨床症状の改善度（呼吸機能、発育・発

達、身長体重、四肢の長さなど）、骨の

石灰化（血液検査、レントゲン、骨塩定

量など）の改善度、有害事象の評価とし

た。副目的である、骨の石灰化の評価の

生化学的評価に関して、ALP、骨型 ALP

だけでなく、骨形成マーカー（オステオ

カルシン、PINPなど）、骨吸収マーカー

（NTX、デオキシピリノジンなど）を測

定することとした。目的および評価方法

を具体的に明示したことは一定の評価を

受け、外部評価委員の先生方からこの臨

床研究の改善点からの結果に関して詳細

なご意見が頂けた。 

② 症状が改善している客観的データが

ない 

キメリズム解析を造血細胞だけでなく

間葉系幹細胞についても行うこととした。

また、骨の石灰化の評価を経時的に多く

の方法（レントゲン、CT、骨塩定量、病

理標本）で行った。さらに、ドナーの細

胞の生着の評価として、骨生検の ALP染

色を追加すること、異性間 FISHなどで

ドナー細胞を検出することなどを検討し

た。その結果、臨床症状だけでなく石灰

化の改善が明らかとなっただけでなく、

ドナーの細胞が生着していることが証明

できたことから、ドナー由来細胞が石灰

化の改善に寄与していることが明らかと

なった。 

③ 間葉系幹細胞の再投与の基準が不明

確 

2～4か月で臨床的および骨の石灰化の

評価（上述した副目的）が改善しない場

合、間葉系幹細胞を再投与することとし

たところ、再投与がより客観的に行うこ

とができるようになった。 

④ 同胞がドナーになった時の対応 

臨床研究実施計画書に同胞がドナーに

なった時に対応を明示した。 

 

2) 当該臨床研究の発展に対する方策 

① 最適な間葉系幹細胞移植方法の検討 

骨髄移植を受けた患者の間葉系幹細胞

は患者由来のままであることが報告され

ている。また、免疫抑制剤なしにはドナ

ー由来間葉系幹細胞が生着することが困

難であることも明らかとなっている。さ

らに、我々は免疫抑制剤なしに同種間葉

系幹細胞が生着しないことをラットの実
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験で明らかにした。骨髄移植併用による

同種間葉系幹細胞の生着効果を検討する。 

また、ALP遺伝子変異を認めずかつ

HLAが一致したドナーからの造血幹細胞

移植および間葉系幹細胞移植を臨床的に

も倫理的にも得やすい、臍帯血移植およ

び同一ドナーの臍帯由来間葉系幹細胞移

植を検討する。 

さらに、間葉系幹細胞を静脈内投与し

た場合、そのほとんどが肺の毛細血管で

トラップされることが報告されている。

したがって、間葉系幹細胞の homingを

高めるために、骨髄内の直接投与（髄腔

内投与）する方法での検討も必要である。 

② 間葉系幹細胞の生着率向上の必要性 

我々が用いている間葉系幹細胞はドナ

ー由来の骨髄から培養・増殖させた間葉

系幹細胞である。培養した間葉系幹細胞

はヘテロな集団であるため、すなわち、

未分化な状態を維持しているものから、

ある程度分化したものまでさまざまであ

る。したがって、間葉系幹細胞の遊走能、

増殖能および免疫寛容効果を高めるため

に、未分化能を維持して、かつ、骨への

遊走能が高くかつ、増殖能に優れた間葉

系幹細胞の単離培養方法の確立を目指す。 

また、遺伝子改変した患者由来間葉系

幹細胞あるいは疾患特異的 iPS細胞を遺

伝子改変して誘導した間葉系幹細胞を用

いて、自家遺伝子改変間葉系幹細胞移植

の効果も検討する。 

③ ALPの機能解析 

骨の石灰化に関して、患者由来間葉系

幹細胞および骨芽細胞を用いて、drug 

library screeningを行い、骨の石灰化が

改善する small moleculeを同定すること

とした。また、樹立した患者由来 iPS細

胞を用いて、骨以外の組織に分化させて、

それぞれの機能をみることで明らかにす

る。 

 

8．アンケート調査 

臨床研究に参加された理由として、「少

しでも先があるならと思い決意した」、

「この治療を受けることによって後々同

じ疾患の親や子ども達に少しでも希望が

もてるよう、治療法が確立できればと思

った」、「命を失うことはありえず、可

能性として生きることができるにはこれ

しかないと思ったから」であった。 

治療を受けて良かった点として、「呼

吸が楽になった」、「笑顔が見れる。家

に帰ることができた」、「移植をする度

に目に見えて手足が伸び肋骨が大きくな

り健康な子どもに近づいている」、「通

常の子どもを育てるよりも一つ一つの事

が感動に満ちあふれている」というご意

見を頂いた。 

治療を受けて悪かった点として、「骨

髄移植の合併症（GVHDなど）、原病の

合併症（けいれん、気道閉塞など）、薬

の副作用がつらかった」、「脳症を回避

できなかった」、「長期の入院で付き添

いをするため家族全員が我慢を強いられ

る」、「自宅から遠い」というご意見を

頂いた。 
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治療に期待することとして、「普通の

子どものような暮らしができるようにな

ってほしい」、「不自由なく生きていけ

るようになってほしい」というご意見を

頂いた。 

今後の不安について、「いつまで治療

が続くのか」、「身体は本当に大きくな

るのか。呼吸器ははずせるのか」、「ど

れくらい生きられるのか」というご意見

を頂いた。 

 

D. 考察 

1．細胞治療 

これまで 2症例について、細胞治療を

行った。主要評価項目である 3年生存率

は、2症例ともに達成できた。臨床症状に

ついて、呼吸機能の改善は、間葉系幹細

胞移植以降は原病の合併症である気管れ

ん縮が起こらないこと、移植により呼吸

状態が安定することから、間葉系幹細胞

移植が呼吸障害の改善に寄与しているこ

とが示唆された。しかし、呼吸器からの

離脱ができていないこと、気管れん縮が

再燃していることから、永続的な効果を

得るには至っていないため、間葉系幹細

胞の呼吸症状への効果は肺組織への細胞

置換ではなく、骨の石灰化および肺への

trophic actionが関与していると思われ

る。身体発育に関して、間葉系幹細胞移

植の回数に関係なく、2歳過ぎてから身長

と体重の伸びが停滞していることから、

原疾患の症状をこの治療で完全にコント

ロールすることは困難であるかもしれな

い。中枢神経合併症である、精神発達遅

滞や難聴などは徐々に改善はしているが、

年齢相当までは回復していないため、今

後注意深い観察が必要である。 

骨の石灰化に関して、どちらの症例も

間葉系幹細胞移植により骨の石灰化が改

善していたが、移植前の骨の状態により

その改善度が影響する可能性が示唆され

た。また、どちらの症例ともに骨密度や

筋肉量は保たれているが、正常な骨構造

に達しておらず、骨面積が低下傾向にあ

るため、長期間の効果をみていく必要が

ある。 

永続的な効果が得られるかに関して、

間葉系幹細胞を最後に移植してから、症

例 1は 1年以上、症例 2は 4か月経過し

ている。間葉系幹細胞がいつまで生着す

るか不明のため、今後の推移を慎重に評

価する必要がある。また、現時点で臨床

症状ならびに骨の石灰化は、正常な子供

と同程度まで改善がみられていないこと

から、我々の治療プロトコールでは十分

ではないと思われた。 

有害事象に関して、骨髄移植の合併症

は予想範囲内であったが、免疫抑制剤抵

抗性 GVHDは間葉系幹細胞が有効であ

った。間葉系幹細胞移植の有害事象は認

めていないため、乳幼児にも安全に行え

ることが明らかとなった。しかし、どち

らの症例においても甲状腺機能低下症お

よびてんかんを発症した。これが疾患特

異的有害事象なのか、現在のプロトコー

ルの有害事象なのか、慎重に判断する必

要がある。 

 

2．成長発達評価 
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運動精神発達は年齢相当ではないが少

しずつ伸びていることが明らかとなった。

年齢に見合った発達が得られない原因と

して、現在の臨床研究での問題点である、

正常の骨構造に到達できていないことが

考えられる。また、骨以外の障害、特に

中枢神経系障害への効果が不十分である

ことが推測される。 

 

3．インフォームドコンセント 

 我々が複数回説明するだけでなく、臨

床研究を行っている家族との話し合いの

場を設けることにより、臨床研究に参加

するかどうかを適切に判断する時の一助

になっていると思われた。骨髄移植は白

血病や一部の先天性代謝疾患では確立し

た治療であるが、負担の大きな医療であ

る認識が強い。また、臨床研究のため、

治療が島根でしか行えない現状である。

今後、この疾患でのより安全な骨髄移植

方法の確立、後述している通り、根治療

法の確立がこれらの問題をクリアにする

と思われた。 

 

4．間葉系幹細胞培養 

 1例目は 5回、2例目は 9回、移植用間

葉系幹細胞の培養を行ったが、有害事象

は発生しなかった。培養した間葉系幹細

胞は骨分化能を有しており、患者の骨の

石灰化が改善していることから、移植細

胞が臨床症状の改善に寄与している可能

性が示された。  

細胞の搬送は当初、陸路で行っていた

が、実施期間の途中から空路で行うこと

になった。空路の場合は通常 X線検査を

受けなければならないが、航空会社に申

請し、国土交通省から特別に許可を得た

上で X線検査の免除を受けることが可能

となった。ただし搭乗毎に申請が必要で、

許可が下りるまで約 10日を要する。さら

に搭乗便も指定されるため、次便に変更

することさえ不可能であり、急な予定変

更に対応出来ない。今後、医療界全体で

細胞等の航空機搬送の枠組みが必要であ

ると考えられる。 

 

5．骨形成能の研究 

 同種間葉系幹細胞移植により、長期に

わたり骨端における骨格の改善がみられ

ることが確認できた。特に、頭蓋骨の骨

形成は良好であった。この点に比し、四

肢における皮質骨の菲薄化、すなわち骨

の脆弱性が両症例とも残存していた。特

に、症例１ではこれまで見られなかった

大腿骨の骨折がみられ、皮質骨の機械特

性が非常に不十分であることが示唆され

た。これらの結果にみられるように、同

種間葉系幹細胞の移植は患者の長期にわ

たる生存をもたらし、有用であると思わ

れるも、今後さらなる長期にわたり、さ

らなる検証が必要となる。 

 また、移植した間葉系幹細胞はすべて

in vitroでは骨形成能を有していたが、患

者に生着したドナー由来間葉系幹細胞が

非常に少ないため、生体内での骨形成能

や増殖能は明らかにできなかった。培養

した間葉系幹細胞は heterogenousであ

り、その細胞特性も変化するため、骨へ
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の遊走能および増殖能が質的にも量的に

も低いため、臨床効果が不十分であった

可能性が示唆された。 

 

6．基礎的研究 

1) 疾患モデルマウスを用いた動物実験 

  ヘテロ接合体同士の交配で得られた

個体は、同腹仔 3匹で、予備的に加えた

形態学的解析・血清学的解析結果につい

ては個体差の可能性が排除できない。 

 また、これまでに予備的に得たホモ接

合体は全個体死産であり、親の育児放棄

による哺乳障害もその原因の一つとして

考えられる。 

 また、大腿骨から新鮮採取した骨髄細

胞からのMSC分離は、ヒトやラットの

MSCのような接着性の差異、さらに磁気

ビーズによる血球系細胞の選別を利用し

ても困難であり、さらなる培養法の改善

が求められる。 

2) キメリズム解析 

 2症例ともに、骨髄移植後に造血細胞は

ドナータイプに置き換わったが、症例 1

はレシピエント優位のキメラとなってい

る。間葉系幹細胞のキメリズムに関して、

骨髄から培養した間葉系幹細胞では、レ

シピエントタイプしか検出できないが、

FCMにより骨髄液から間葉系幹細胞を

単離して、そのキメリズム解析を行った

ところ、ドナータイプを検出できたが、

ドナータイプとレシピエントタイプの間

葉系幹細胞の割合を同定するほどの検体

が得られなかった。臨床的には、骨の石

灰化の改善が認められている、あるいは

石灰化障害の進行を食い止めることがで

きていることから、生着したドナータイ

プの間葉系幹細胞の効果があると思われ

る。また、症例 1は、造血細胞がレシピ

エント優位な状況にも関わらず骨の石灰

化が改善していることから、間葉系幹細

胞と造血細胞の免疫寛容が生体内で起こ

っている可能性が示唆された。今後、長

期間ドナータイプの間葉系幹細胞が生着

するか経時的に検討していく必要がある。 

3) 病態の解明 

① 網羅的遺伝子解析 

間葉系幹細胞と骨芽細胞に関して、

ALP活性が低下することにより代償的に

骨に関わる遺伝子発現が上昇しているこ

とが明らかとなった。しかし、ALP活性

が低下することで、直接的にあるいは間

接的に骨化に関わる遺伝子発現が低下し

ていることから、ALPに関わる骨化（骨

の石灰化）の機序が明らかにすることが

できると思われる。今後、これらの遺伝

子を詳細に検討して、この疾患の病態を

解明していく予定である。また、特に間

葉系幹細胞において、骨に関わる遺伝子

だけでなく、細胞内伝達、炎症、細胞接

着に関わる遺伝子が変動していた。さら

に、この疾患に合併する肺や中枢神経に

関与する遺伝子も変動していた。したが

って、この疾患が、骨だけでなくさまざ

まな症状に寄与することが遺伝子発現解

析で明らかとなった。 
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② TNSALP遺伝子変異解析 

日本人のこの疾患に認められた遺伝子

変異体を作成したところ、ALP活性およ

び石灰化能が 70%以上の変異体で低下し

ていた。同様に、ドミナントネガティブ

効果も 70%以上の変異体でみとめられた。

ALP活性と石灰化能に関して、臨床の重

症度と一致する変異体が多く認められた

が、一部は臨床像と合わずに ALP活性が

高い変異体もみられたこと、ドミナント

ネガティブ効果を認めた変異体を有する

保因者が、臨床的に正常であること、同

じ TNSALP遺伝子変異体を有する患者

でも骨の石灰化の程度に開きがあること

から、ALP以外に骨の石灰化に関わる因

子が存在する可能性が示唆された。 

③ 疾患特異的 iPS細胞の樹立 

今回患者由来の皮膚線維芽細胞から

iPS細胞を樹立することに成功した。し

かし、iPS細胞様コロニーが多数見られ

るものの、増殖および未分化能維持が乏

しい結果が示された。また、ALP染色は

今回作成した iPS細胞ではすべて陰性で

あった。これらの結果は、ALP染色が陽

性反応を示す事が iPS細胞の確認試験と

して用いられているが、今回の iPS細胞

は低ホスファターゼ症患者由来の細胞

（先天的に ALP遺伝子が変異しており、

ALPの発現がみられない）から作製され

たものであり、ALPの発現が iPS細胞の

増殖および未分化能の維持に重要な役割

を果たしているかもしれない。今後、iPS

細胞の長期的な維持、および樹立までの

増殖能の保持を経時的に検討していき、

また、正常健康人から樹立した iPS細胞

のALPをノックダウンすることによって、

これらの機序を明らかにしていく必要が

ある。 

4) 間葉系幹細胞の細胞特性 

① 細胞剥離剤の検討 

間葉系幹細胞の細胞特性を向上させ

るために、細胞剥離液を検討したところ、

トリプシンよりは遊走能が維持できる剥

離液を同定できた。しかし、生体内で骨

への homingが高くなるかは明らかでな

い。さらに、他の因子の検討も重ねて、

高い遊走能を有する培養間葉系幹細胞を

樹立できるよう検討していく必要がある。 

② 臍帯由来間葉系幹細胞の細胞特性 

骨分化や遊走能において、骨髄由来と

の著しい差は見られなかった。しかし、

接着因子である CD44の発現量が高いこ

とから、in vivoでの生着能が高い可能性

がある。また、骨分化能に関してはロッ

ト間での差が大きかった。このことは、

骨髄由来MSCの培養条件で骨芽細胞へ

分化させたことが原因かもしれない。し

たがって、臍帯由来間葉系幹細胞が十分

に骨分化する条件を詳細に検討する必要

がある。しかし、骨髄由来間葉系幹細胞

もロット間（個人間）で差があることが

報告されている。in vivoでもロット間の

差が大きいかどうかを検討することが重

要であると思われた。 
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7．外部評価委員会、当該臨床研究の発展

に対する方策 

当該臨床研究を適切かつ順調に遂行す

るために、外部評価委員会を開催して、

各専門分野の先生方からご助言を頂いく

ことで、当該臨床研究を改変することに

より、科学的根拠に基づいた臨床研究を

行うことができた。また、これまでの臨

床研究の成果と問題点から、臨床研究の

目的は果たしているが、根治療法にはな

り得ない可能性が高いことが明らかとな

った。したがって、細胞治療による根治

療法を確立するために、最適な間葉系幹

細胞移植方法の確立、間葉系幹細胞の細

胞特性の向上、特に、骨への遊走能・増

殖能・免疫寛容効果に優れた間葉系幹細

胞の分離培養方法の確立を行う必要があ

ると思われた。 

 

8．アンケート調査 

 当該臨床研究を受けた当事者のご家族

にアンケート調査を行うことによって、

治療を受けた側からこの治療についての

評価を頂いた。一定の評価をいただいた

が、この臨床研究の目標が 3年生存率で

あるが、元気で健康な子どもの状態まで

改善したい思いが強いことが改めてわか

った。したがって、臨床研究が終了して

も、継続的に真摯に follow upしていく体

制を構築する必要があると思われた。 

 

E. 結論 

致死的で治療法のない重症低ホスファ

ターゼ症に関して、骨髄移植併用同種間

葉系幹細胞移植が骨の石灰化を改善する

ことにより生命予後を改善できることが

示唆された。また、この治療により生じ

た有害事象も対応可能なものであった。

しかし、正常な骨構造に到達していない

ため、根治療法の確立のために、この疾

患の病態解明だけでなく、最適な間葉系

幹細胞移植方法の確立、間葉系幹細胞の

細胞特性（遊走能、増殖能、免疫寛容効

果）の向上を行う必要がある。根治療法

が確立した場合、生命予後の改善に寄与

し、患者およびその家族の QOL・ADL

の向上だけでなく社会への貢献にもつな

がる。さらに、治療法がない類似疾患や、

酵素補充療法しか治療がない他の代謝疾

患に対する治療へも応用できる可能性が

高いため、医療費や社会福祉費の負担軽

減にもつながると思われる。 

 

F. 健康危険情報 

1. 甲状腺機能低下症 

 甲状腺ホルモン内服で改善 

2. 気管支炎、肺炎、蜂窩織炎 

 抗菌薬で軽快 

3. 高血圧 

 免疫抑制剤の調整・降圧剤で改善 

4. けいれん 

 高血圧の管理・免疫抑制剤の調整で消   

 失 

5. 急性および慢性 GVHD 

 免疫抑制剤の調整・間葉系幹細胞で治    

 癒 
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6. てんかん 

 抗てんかん薬でコントロール良好 

 

G. 研究発表 

 （巻末に別記載） 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1．特許所得：なし 

2．実用新案登録：なし 

3．その他：なし 



25 
 

平成 23-25 年度厚生労働科学研究費補助金（再生医療実用化研究事業） 

分担研究報告書 

重症低ホスファターゼ症に対する骨髄移植併用同種間葉系幹細胞移植 

-細胞治療- 

研究分担者 竹谷健（島根大学医学部附属病院輸血部・講師） 

 

研究要旨 

 致死的で治療法の確立していない骨系統疾患である、重症低ホスファターゼ症 2例

に対して、骨髄移植を行った後、間葉系幹細胞移植を繰り返し投与する細胞治療を行っ

た。主目的である 3年生存率は到達できた。呼吸状態は安定し、身体の発育および骨の

石灰化も徐々に回復するが、発達の伸びが停滞しており、正常の骨構造に到達しておら

ず、骨の脆弱性は残存している。治療が必要な骨髄移植の有害事象（移植片対宿主病、

甲状腺機能低下症など）を認めたが、後遺症を残さず軽快している。一方、間葉系幹細

胞移植の有害事象は生じていない。したがって、当該治療は、年齢相当の成長発達およ

び正常な骨構造の到達には至っていないが、骨の石灰化を回復させ、生命予後の改善に

寄与することができ、乳幼児でも安全に行える治療法であることがわかった。今後、根

治療法としての細胞医療の確立のために、遊走能、増殖能および免疫寛容に優れた間葉

系幹細胞を樹立し、最適な同種間葉系幹細胞方法を確立する必要がある。 

 

研究協力者 

 

山口清次（島根大学医学部小児科・教授） 

金井理恵（島根大学医学部小児科・講師） 

鬼形和道（島根大学医学部小児科・講師） 

小林弘典（島根大学医学部小児科・助教） 

虫本雄一（島根大学医学部小児科・助教） 

堀江昭好（島根大学医学部小児科・助教） 

南憲明 （島根大学医学部小児科・助教） 

美根潤 （島根大学医学部小児科・助教） 

柴田直昭（島根大学医学部小児科・助教） 

三原綾 （島根大学医学部小児科・医員） 

小山千草（島根大学医学部小児科・医員） 

田部有香（島根大学医学部小児科・医員） 

山本慧 （島根大学医学部小児科・医員） 

島根大学医学部附属病院小児センタースタッ

フ一同 

 

A．研究目的 

低ホスファターゼ症は TNSALP 遺伝子変

異によって ALP活性が低下して、正常な骨形成

が障害される常染色体劣性遺伝性疾患である。

特に、生後 6か月以内に発症した場合、重篤な

骨形成障害により、呼吸障害などにより乳幼児

期に死亡する。本疾患に対して国内外で酵素補

充療法の治験が行われているが、確立した治療

法がない。細胞治療に関して、この患者に、健

常人の骨髄および骨、骨をつくる骨芽細胞や骨

芽細胞に分化する間葉系幹細胞を移植すること

によりその提供者の細胞が患者の骨に到達して
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骨を作り、患者が救命されたことが報告されて

いる。このことから、我々は 2004 年に当該疾

患の患者に骨髄、間葉系幹細胞ならびに産業技

術総合研究所（産総研）が独自に開発した培養

骨の移植を行い、救命することができた経験を

持つ。同種骨髄移植だけでは骨が形成されず、

同種骨髄移植後の間葉系幹細胞はほとんどが患

者由来であること、造血細胞は ALPを発現して

いないことから、骨髄移植だけではこの疾患は

治癒できない。したがって、軟骨内骨化および

膜性骨化の両方に骨化に必須の間葉系幹細胞を

移植することが必要となってくる。この疾患の

間葉系幹細胞は、ALPが低く骨形成能も著明に

低下しているため、自己（患者）間葉系幹細胞

を治療に使用できない。よって、骨化能が正常

の同種間葉系幹細胞移植が不可欠である。間葉

系幹細胞移植は、国内外で数多くの臨床研究が

行われている。間葉系幹細胞は多分化能を備え

ており、特に骨芽細胞や軟骨細胞に分化するこ

とから、これまで国内外で骨・軟骨再生治療に

自己間葉系幹細胞が多用されている。それは細

胞源（骨髄、臍帯、滑膜、脂肪、歯髄など）の

採取が比較的容易でその技術も確立しているこ

とと培養操作も容易であること、そして何より

も、多用されているにもかかわらず移植後の腫

瘍発生が国内外で報告されていない安全な幹細

胞であることが大きな理由である。我々は同種

間葉系幹細胞移植により骨を形成することをラ

ットで明らかにしたが、免疫抑制剤が必要とな

る。また、これまでの多くの同種間葉系幹細胞

移植の報告で、ドナー由来間葉系幹細胞は長期

間生着できない。したがって、我々は、根治療

法のない重症低ホスファターゼ症の患者を救う

ことを目的として、免疫細胞の主役を担ってい

る血液細胞を骨髄移植で置き換えて拒絶反応を

防ぐ状態にした後、同じドナーの骨髄から培養

増殖した間葉系幹細胞を経静脈的に移植するこ

とにより生着した間葉系幹細胞が骨芽細胞に分

化して骨を再生させる治療を行った。本臨床研

究の主目的として、3年間生存することとした。

また、副目的として、臨床症状の改善度（呼吸

機能、発育・発達、身長体重、四肢の長さなど）、

骨の石灰化（生化学検査、画像評価、骨塩定量

など）の改善度、有害事象の評価とした。

（UMIN clinical trial ID; 000003828） 

 

B．研究方法 

1. 対象患者 

これまでの報告ならびに我々の疫学調査か

ら、予後不良因子である、①生後 6か月以内に

発症、②呼吸障害の合併、③ALP活性の低い

TNSALP遺伝子変異、を有する患者とした。ま

た、患者由来間葉系幹細胞の骨石灰化能が in 

vitroで低下していることも確認した。

TNSALP遺伝子変異は、患者の末梢血から

DNAを抽出して、全エクソンを直接シークエ

ンスで同定した。同定された遺伝子変異の変異

体をALP活性のない細胞株であるCos7に導入

して、TNSALP遺伝子野性型を導入した細胞株

と比較して、ALP活性を測定した。骨石灰化能

は、患者の骨髄から培養増殖した間葉系幹細胞

を骨分化誘導した後、カルシウム親和性が高い

カルセインの取り込みで評価した。 

 なお、除外症例として、1. 好中球 750/L以

下、血小板 50,000/L以下、2. 血清 Cr 

0.8mg/dL異常、3. T.bil 1.8 mg/dL以上、AST 

160 IU/L以上、4. 24時間 CCr（体表面積補正）

70ml/min/1.73m2以下、5. 治療が必要な心電図

異常を認める、BNP 100pg/mL以上、左室駆出

率 50%以下、6. 活動性感染症がないこと、7.

平坦脳波でないこと、8. Performance status

が保たれていないこと（表情がない、自動運動

がない）とした。 

 

2. 骨髄提供者の選定 

健常人の骨髄および間葉系幹細胞を用いる。

間葉系幹細胞は骨髄に存在するため、健常人の

骨髄を採取する必要がある。患者の家族（2親
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等以内）の中でこの病気ではない人から、最も

適切な間葉系幹細胞をもつ人を症状および血

液検査（ALP、肝機能、腎機能など）、TNSALP

遺伝子検査から選定する。また、骨髄移植を併

用するため、患者および骨髄提供者の HLA検

査を行い、最適な提供者を決定する。 

 骨髄提供者の選定基準は、以下のとおりで

ある。1. 患者のご家族（血縁関係のある 2親等

以内）である、2. 症状および骨レントゲン、骨

密度などから、骨形成が正常に行われている、 

3. 血清 ALPが正常である TNSALP遺伝子が

正常である、または、TNSALP遺伝子異常（保

因者）であっても血清 ALPが正常である、5. 

HLAが一致している、または、一致していな

くても骨髄の生着や重篤な移植後合併症が起

きる可能性が低い、6. 感染症マイナス（HIV（ヒ

ト免疫不全ウイルス）、HBV（B型肝炎）、HCV

（C型肝炎）、HTLV1（成人 T細胞白血病ウイ

ルス）検査結果陰性）である。骨髄提供者の優

先順位は、両親が TNSALP遺伝子異常を認め

てもその表現型が正常であり、患者との HLA

不一致の程度が骨髄移植に耐えうる場合、両親

のどちらかをドナーとする。しかし、両親のど

ちらも、TNSALP遺伝子異常を有し、かつ表現

型が正常でない場合（症状がある場合）、HLA

不一致の程度が高く骨髄移植の合併症である

GVHDや拒絶反応などの重篤な有害事象を発

生する可能性が高い場合にのみ、未成年である

同胞をドナーとする。 

 

3. 骨髄提供者からの骨髄採取 

最適な骨髄提供者に骨髄採取の説明を行い

同意が得られた後、骨髄移植および骨髄から培

養する間葉系幹細胞に必要な量（それぞれ、患

者体重当たり 10-15ml/kg、20-30ml）を採取す

る。 

 

4. 骨髄移植 

1) 移植時期 

重症低ホスファターゼ症の診断が確定した

後、生後 6か月以降に移植を行う。 

 

2) 骨髄移植の前処置 

ブスルファン（BU）、シクロフォスファミド

（CY）、抗胸腺グロブリン（ATG）の 3剤を用

いる。具体的な投与方法は、BU

（0.9-1mg/kg/dose×4回/day、4日間）、シク

ロフォスファミド（50mg/kg/dose、4日間）、

抗胸腺グロブリン（1.25mg/kg/dose、4日間）

とした。 

 

3) 移植片対宿主病（GVHD）の予防 

短期間メソトレキセート(short term MTX、

10-15mg/m2/dose、4日間）およびタクロリム

ス（FK506、0.02～0.04 mg/kg/day、トラフ 

5-10 ng/mLを保つ）を使用した。FK506は、

骨髄移植に準じて、漸減中止とした。 

 

4) その他 

骨髄移植を行うに当たり、抗がん剤の副作用

対策や感染対策、輸血、栄養管理などは通常の

骨髄移植に準じて行う。 

 

5. 間葉系幹細胞の培養増殖 

島根大学で採取された骨髄は産総研に搬送

され、牛胎児血清を含んでいる液体培地を用い

て培養する。牛血清は狂牛病との関連が危惧さ

れているが、牛海綿状脳症の発生していない地

域（ニュージーランドあるいはオーストラリア）

の牛の血清を使用すること、放射線照射などに

よる最大限の滅菌処理を行うことなどで可能

な限りの対処を行う。具体的な培養方法として、

間葉系幹細胞移植用に採取された骨髄

(20-30mL)をヘパリン添加した PBS 

（Phosphate buffered saline）を含む滅菌試験

管に加える。採取された骨髄は、温度管理（10

～30度）されたクーラーボックスに入れて空路

で産総研内セルプロセッシングセンターに搬
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送して培養操作を行う。培養は 20mg/mL硫酸

ゲンタマイシンと 15%牛胎児血清を含んでい

る液体培地（-MEM）に採取した骨髄を混和

し、培養容器を用いて炭酸ガス培養器（5%CO2、

37℃）内で行う。培養容器底面に間葉系幹細胞

が接着し細胞が増殖する。移植に必要な細胞数

を得るために、培養細胞をプロテアーゼ（トリ

プシンに代わる動物由来成分不含の細胞解離

剤：GIBCO recombinant Protease）を用いて

培養容器より剥がし、あらたな培養容器で継代

培養（2次培養）する。培養期間および継代回

数は安全性を考え、1ヶ月以内で継代回数 3回

（3次培養）までとする。培養期間は、14-21

日間である。その後、細胞を剥離し PBSで懸

濁し細胞数および生存率の測定を行なう。細胞

生存率が 80%以上あり移植必要細胞数（体重あ

たり 106個/kg以上を目標とする）が確保でき

ていれば、細胞を新たな PBSで懸濁し滅菌試

験管に移し、同日に上記のクーラーボックスを

使用して島根大学附属病院に空路で搬送する。 

 

6. 間葉系幹細胞移植 

1)移植時期 

骨髄移植 14～21日後 

 

2)患者への間葉系幹細胞の投与 

間葉系幹細胞（移植必要細胞数：患者体重当

たり 106個/kg）は生理食塩水に懸濁後、経静脈

的に 1時間かけて投与する。 

 

7. 再移植の基準と方法 

これまでの報告また我々の経験から、間葉系

幹細胞を単回移植しただけでは正常な骨形成

を回復させることができないことが想定され、

間葉系幹細胞移植を繰り返し行う必要がある。

また、間葉系幹細胞は、同種骨髄移植後の合併

症である、生着不全や GVHD への効果も指摘

されている。特に、本疾患の生命予後が呼吸障

害に依存しており、間葉系幹細胞移植後の呼吸

障害の改善が 1 か月前後でみられることから、

骨髄移植および間葉系幹細胞移植を行った後

に 2－3 か月で呼吸状態が改善しない場合、ま

た、GHVDなどの臨床症状の悪化がみられたり、

骨の石灰化の悪化がみられた場合に、間葉系幹

細胞のみを再投与することとした。この時使用

する間葉系幹細胞は、同じドナーから再び同意

を得た後、骨髄を採取して、上述と同様に培養

増殖された間葉系幹細胞を使用する。 

 

8．移植後の評価 

 臨床症状として、バイタルサイン、呼吸状態

および身体計測を評価した。また、乳幼児の成

長発達評価として、遠城寺式発達指数を用いた。

客観的評価として、ALP、Ca、Pなどの一般的

な血液・尿検査に加えて、骨形成マーカーであ

る骨型 ALP（BAP）、オステオカルシン（OC）、

低カルボキシル化オステオカルシン（ucOC）、

インタクト1型プロコラーゲンNプロペプチド

（intact P1NP）、骨吸収マーカーであるデオキ

シピリジノリン（DPD）、Ⅰ型コラーゲン架橋

N-テロペプチド（NTx）、1 型コラーゲン-C-テ

ロペプチド（1CTP）、酒石酸抵抗性酸性フォス

ファターゼ（TRACP-5b）を測定した。また、

ALPの基質である、尿中 Phosphoethanoamine 

(PEA)も測定した。画像検査として、レントゲ

ンおよび CTによる骨の評価に加えて、DXA法

により、骨密度、骨面積および筋肉量を測定し

た。 

 

（倫理面への配慮） 

当該研究は、島根大学医の倫理委員会および

産業技術総合研究所の倫理委員会の承認を得

た後、「ヒト幹細胞に用いる臨床研究に関する

指針」において平成 22年 6月 21日に厚生労働

大臣の認可を得て行っている。 

 

C．研究結果 

症例 1 
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移植までの経過：胎児期より四肢短縮を指摘

されていた。在胎週数 40週 1日、出生体重

2,942g、正常経腟分娩で出生した。多呼吸を認

め、ALPの低値（7 IU/L）、ALPの基質である

尿中 PEAの高値 (5727.4 nmol/mgCr)、骨の石

灰化不全、骨端部のくる病様変化、狭胸郭から、

周産期型低ホスファターゼ症と診断した。出生

後から呼吸障害を認めたが、生後 3か月に急速

に換気不全が進行したため人工呼吸管理を開

始し、4か月時に気管切開を行った。遺伝子検

査では、TNSALP遺伝子の 1559delTの

homozygous mutationを認めた。この変異体の

ALP活性はほとんどなく、患者由来間葉系幹細

胞の骨形成能の低下を認めた。 

骨髄移植：1歳 2か月の時に、父（HLA2座

(B, DR)ミスマッチ）から骨髄移植を行った（血

液型同型、移植細胞数 3.56×108/kg）。前処置

は BU+CY+ATGで行い、浮腫を認めたが対症

療法で軽快した。GVHD予防として short term 

MTXおよび FK506を使用した。骨髄移植 16

日目に、1回目の間葉系幹細胞移植を行った。

骨髄は移植 17日目に生着して、造血細胞は

100%ドナータイプであることを確認した。骨

髄移植の移植合併症として、急性 GVHD (skin 

grade1, Liver 0, Gut 0)、粘膜障害（気切口）、

肝機能障害を認めたが、対処療法で軽快した。

FK506は移植後 2か月で中止した。骨髄移植後

1歳 4か月および 1歳 5月の時、原病による気

管れん縮を起こし、徐脈を伴うチアノーゼを繰

り返したため、2回目の気管れん縮の後から、

追視障害や視覚障害などの低酸素性脳障害に

よる後遺症がみられた。頭部MRIで、高信号

であった尾状核、被殻が萎縮して高信号域が消

失したため、同部位が低酸素により障害されて

いると思われる。また、骨髄移植後 4か月に甲

状腺機能低下症を発症したため、甲状腺ホルモ

ン（チラーヂン）内服で甲状腺機能が回復して

いる。1歳 6か月に、2回目の間葉系幹細胞移

植を行った。その後、気管れん縮は認めず、呼

吸状態の明らかな改善を認め、2回目の移植後

5ヶ月頃からは日中は呼吸器を離脱し、夜間の

み補助呼吸を行っている。しかし、この頃から、

ドナー由来造血細胞の割合が 10-20%に低下し、

ALPが低値のままで、骨の石灰化も不十分のた

め、2歳 3か月および 2歳 8か月に、3回目お

よび 4回目の間葉系幹細胞移植を行った。3歳

で、座位も可能となり、歩行器による歩行訓練

を開始した。状態の安定を確認して、3歳より

自宅で生活している。3歳 6か月の時に、骨の

石灰化の更なる改善と慢性 GVHDによる肝機

能障害に対して、5回目の間葉系幹細胞移植お

よび FK506を 1年間投与した。同時期より、

息をとめる動作が出現して、脳波からてんかん

と診断し、抗けいれん薬で発作は消失して、脳

波上もてんかん波は改善している。現在、4歳

6か月で、呼吸状態は安定しており、自宅で生

活している。身長、体重および四肢の長さは 3

歳までは徐々に上昇していたが、3歳以降は横

ばいである。原病による気管攣縮に伴う低酸素

性脳症後遺症を合併しているが、視力や聴力

（補聴器装着中）は徐々に改善しており、人見

知りが激しく、好き嫌いがはっきりするように

なった。 

しかし、ALPの低値、骨型 ALPの低値およ

び尿中 PEAの高値は持続しており、生化学的

改善は認めていない。 

画像検査（レントゲン、CT）では、長幹骨の

骨端部から徐々に回復して、骨の石灰化の改善

が全身の骨で認めていたが、3歳すぎてから石

灰化が停滞している。また、3歳頃まで伸長し

ていた長幹骨の長さも変化がなくなってきた。

生化学検査では、ALPの低値は 5回目の間葉系

幹細胞移植後 ALPが 1年間上昇し始めたが一

その後低下している。一方、ALPの基質である

尿中 PEAは高値であるが、5回目の間葉系幹細

胞移植後低下傾向にある。骨形成マーカーは

ALPの推移に一致した変動を示した。一方、

NTX以外の骨吸収マーカーも骨形成マーカー
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の動きに比例して、5回目の間葉系幹細胞移植

後一旦上昇したが再度低下傾向にある。DXA

法による骨塩定量と筋肉量を測定したところ、

骨塩定量は少しずつ上昇しているが、筋肉量は

3歳以降横ばいである。しかし、4歳になって、

骨面積が低下しているため、今後の慎重な経過

観察が必要である。 

重篤な有害事象に関して、骨髄移植による有

害事象として、急性 GVHDを発症したが、免

疫抑制剤により軽快した。甲状腺機能低下症を

合併しているが、甲状腺薬内服でコントロール

が良好である。間葉系幹細胞移植の有害事象は

認めていない。 

 

症例 2 

移植までの経過：妊娠中羊水過多がみられた

が、骨の異常は指摘されていなかった。在胎 41

週 2日、出生体重 3,790g、正常経腟分娩で出

生。出生後、徐々に呼吸状態が悪化して、気管

内挿管後、人工呼吸管理を開始した。ALPが低

値( 9 IU/L)で、レントゲンで、胸郭低形成、骨

幹端の不整を認めたため、周産期型低ホスファ

ターゼ症と診断した。生後 5日に痙攣がありピ

リドキシン内服開始後、痙攣は起きていない。

生後 1か月時に気管切開術を施行した。遺伝子

検査で症例 1と同様の TNSALP遺伝子の

1559delTの homozygous mutationを認めた。

また、生後 6か月頃からこの疾患の合併症であ

る気管れん縮が断続的に起こっていた。 

骨髄移植：生後 7か月の時に、母（HLA1座

(B)ミスマッチ）から骨髄移植を行った（血液型

major mismatch（ドナーB型、レシピエント A

型）、移植細胞数（CD34細胞）8.83×106/kg）。

前処置は BU+CY+ATGを行ったが、ATGに伴

う著明な浮腫を認めたため、ATG を減量した。

GVHD 予防として short term MTX および

FK506 を使用したが、FK506 による高血圧お

よびけいれんを発症したため、FK506を中止し

て、シクロスポリン（CyA）に変更した。骨髄

は移植 19 日目に生着して、造血細胞は 100%

ドナータイプであることを確認し、現在までそ

の状態を維持している。骨髄移植後17日目に、

1 回目の間葉系幹細胞移植を行った。移植合併

症として、急性 GVHD (skin grade2, Liver 0, 

Gut 4)を発症した。皮膚症状はステロイドで軽

快した。しかし、重度の消化器症状（下痢、血

便）はステロイドや FK506、CyA、infliximab

などの免疫抑制剤で改善しなかった。また、

GVHD の 1 つの症状と考えられる腹水の貯留

が出現したが、生後 8 か月（骨髄移植後 51 日

目）時に 2回目の間葉系幹細胞移植を行ったと

ころ、移植後 1週間頃から劇的に症状が改善し

た。なお、これ以降、気管れん縮は認めなくな

った。骨髄移植後 3か月ごろから、慢性 GVHD

である、黄疸および肝機能障害が出現したが、

FK506により治癒した。なお、FK506は 2歳

まで投与した。 

この間、呼吸状態が改善せず、骨の石灰化も

回復しないため、間葉系幹細胞を 10か月から 1

歳 5か月まで計 4回追加投与した。1歳 6か月

ごろから、呼吸状態が安定してきたが、しかし、

酸素化が安定しなかったため、1歳 9か月の時

に、7回目の間葉系幹細胞移植を行った。この

ころから、息をとめる動作が頻発して、脳波か

らてんかんと診断し、抗けいれん薬により、症

状が消失したが、1歳 11か月の時に、てんかん

発作の再燃および気管支喘息発作が重なり、気

管れん縮が再増悪したため、2歳 0か月の時に

8回目の間葉系幹細胞移植を行い、移植後 1か

月ごろから気管れん縮は消失した。2歳 3か月

の時に、在宅に向けて、近医に転院したが、2

歳 5か月に、重症肺炎および敗血症を発症し、

抗菌薬の投与などで治癒した。しかし、重症の

感染症であったため、低栄養から起因する体重

減少も伴い、このころから、気管攣縮が再燃し

たため、2歳 7か月に再度入院となった。2歳 9

か月に 9回目の間葉系細胞移植を行った後から、

体重は元に戻り、気管攣縮も移植後 2か月から
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は認められなくなった。3歳 0か月現在、人工

呼吸器が必要な状態であるが、呼吸状態は安定

している。身長、体重および四肢の長さは徐々

に上昇していたが、2歳以降その上昇スピード

が停滞している。頚定および座位が可能となり、

食事は経口摂取であったが、現在は経管栄養を

併用している。知能は遅れているが少しずつ伸

びており、難聴（補聴器装着中）も徐々に改善

している。 

ALPは 11か月頃から上昇し始めたが、1歳 8

か月ごろから低下した。しかし、2歳 6か月頃

から、再上昇してきている。尿中 PEAは 1歳

ごろをピークに低下傾向にあり、現在はピーク

時の 25%まで下がった。 

骨の石灰化に関して、画像検査（レントゲン、

CT）では、長幹骨および扁平骨ともに骨の石灰

化が徐々に改善しており、特に頭蓋骨は骨の石

灰化を全く認めなかったが、移植後に大泉門だ

け残してすべて石灰化が回復していたが、2歳

以降石灰化が低下している部分がみられてい

る。骨形成マーカーである BAP、OC、ucOC

および intact P1NPは ALPの推移と比例して

いることが明らかとなった。骨吸収マーカーで

ある NTxは低値を持続しているが、DPD、

TRACP-5bおよび1CTPは一定の変化がみられ

ない。DXA法による骨塩定量と筋肉量を測定

したところ、どちらも上昇傾向がみられた。し

かし、2歳以降、骨面積が低下しているため、

今後の慎重な経過観察が必要である。 

重篤な有害事象に関して、骨髄移植による有

害事象として、急性 GVHDおよび慢性 GVHD

を発症したが、間葉系幹細胞と免疫抑制剤によ

り軽快した。また、甲状腺機能低下症を合併し

ているが、甲状腺薬内服でコントロールが良好

である。間葉系幹細胞移植による有害事象は認

めていない。 

 

D. 考察 

細胞治療による治療効果のメカニズムは、1.  

細胞置換（Cellular Replacement）：ホストの

組織・臓器に移植細胞が組み込まれ、機能不全

に陥った細胞を置換することにより機能回復

を行う、2. 栄養効果（trophic action）：移植細

胞が産生する栄養因子、サイトカイン、細胞外

基質の作用により、ホストの細胞への保護効果

あるいは組織の修復能力が高められて機能修

復が行われる、の 2つに大別される。低ホスフ

ァターゼ症に対する同種間葉系幹細胞移植に

よる骨石灰化は前者に該当する。一方、MSC

による急性 GVHD 治療は、間葉系幹細胞が抗

炎症・免疫抑制性サイトカインを放出する性質

を利用したもので、後者に該当する。細胞置換

を期待した治療では、多くの場合、試験管内で

作製された骨・軟骨を患部へ移植する局所投与

がとられてきたが、本疾患を含めた全身症状を

示す骨系統疾患に対しては局所投与では不十

分なため、経静脈的全身投与が必要となる。全

身への同種間葉系幹細胞移植は一過性の効果

を求める GVHD では多数試みられているが、

移植細胞の長期生着が要求される再生医療と

しては我々の試みだけである。 

今回の我々の細胞治療において、主目的であ

る 3年生存率は 2症例ともに達成でき、骨の石

灰化も回復した。臨床症状について、呼吸機能

の改善は、呼吸筋を支える肋骨などの石灰化の

回復に伴い胸郭が樽状に改善していることか

ら、間葉系幹細胞移植が呼吸障害の改善に寄与

していることが示唆された。しかし、呼吸器か

らの離脱ができていないこと、症例 2ではてん

かんや気管支喘息に伴い気管れん縮が再燃し

ていること、酸素が必要であることから、永続

的な効果を得るには至っていない。これは、呼

吸筋を支える肋骨や気管軟骨の脆弱性が正常

化していないことが考えられる。また、呼吸障

害を合併するこの患者は酸素が必要としてい

るため、肺組織の酸素化機能にも障害をされて

いることが考えられる。中胚葉である間葉系幹

細胞が内胚葉である肺組織に置換することも
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動物実験では報告されているが、我々の結果か

らは、ヒトでは同種間葉系幹細胞の肺組織への

置換は非常に低いと思われる。 

身体発育に関して、間葉系幹細胞移植の回数

に関係なく、2 歳過ぎてから身長と体重の伸び

が停滞している。また、この疾患の中枢神経合

併症である、精神発達遅滞や難聴などは徐々に

改善はしているが、年齢相当までは回復してい

ない。さらに、遠城寺式発達評価では、3 歳現

在どちらの症例も、1 歳前後の発達レベルであ

る。これらのことから、この細胞治療で症状の

悪化を防ぐことはできるが、こどもの正常の成

長発達を促すことは難しいと思われた。 

骨の石灰化に関して、どちらの症例も間葉系

幹細胞移植により骨の石灰化が改善していた

が、症例ごとに骨の石灰化の改善度が異なるこ

とは、移植前の骨の状態の違いや、移植する間

葉系幹細胞の生着能や骨分化能の違いが影響

していることが推測される。なお、移植した間

葉系幹細胞の in vitroでの骨形成能（ALP活性

およびカルセインの取り込み）は、variation

が認められるものの、測定した全てがみられた。

興味深いことに、骨の石灰化の回復とともに、

筋肉量の増加がみられた。筋肉が発達すること

により骨が増強される筋骨関連という考えが

あるが、骨の石灰化により二次的に筋肉が増強

する以外に、骨が産生する何らかの因子が筋肉

の発達を促している可能性が示唆された。しか

し、どちらの症例ともに骨密度や筋肉量は保た

れているが、正常な骨構造に達していない。こ

の理由として、骨へ遊走生着する間葉系幹細胞

が少ないこと、生着した間葉系幹細胞の増殖能

が低いこと、および移植した同種間葉系幹細胞

が移植同種免疫により拒絶されることなどに

あると考えられる。今後、正常骨を再生する細

胞移植治療の確立のために、遊走能、増殖能お

よび免疫寛容に優れた間葉系幹細胞を樹立し、

最適な同種間葉系幹細胞方法を確立する必要

がある。また、今回の間葉系幹細胞のドナーが

保因者であることも骨の石灰化が正常に達し

ない要因と考えられるため、ALP が正常かつ

HLAが一致したドナーを選択する方法として、

臍帯血移植と同一ドナーの臍帯由来間葉系幹

細胞移植も念頭に置く必要がある。さらに、

我々は、正常な TNSALP 遺伝子を導入した患

者由来間葉系幹細胞をヌードラットに移植し

たところ、骨を形成することを証明した。また、

骨への取り込みを高めた ALP を遺伝子導入し

た造血幹細胞を疾患モデルマウスに移植して

症状が改善している。これらのことから、同種

だけでなく自家細胞を利用した遺伝子改変細

胞治療も検討していく必要がある。 

生化学検査に関して、ALPと骨形成マーカー

は特徴的な推移を示した。症例 1は骨髄移植お

よび間葉系幹細胞移植後低値のままであった

が、5回目の間葉系幹細胞移植後から 1年間上

昇した。症例 2は骨髄移植後 4か月ごろから上

昇し始めたが、1歳 8か月ごろから低下した。

その後、2歳 6か月頃から再上昇している。こ

の推移に関して、FK506 の関連を考えている。

症例 1は FK506を骨髄移植後 2か月しか投与

せず、5回目の間葉系幹細胞前から慢性 GVHD

の治療として FK506を 1年間投与した。症例 2

は骨髄移植後2歳までの1年7か月間使用した。

FK506 の投与が短期間の場合骨分化を促進す

るが、長期間投与すると骨形成が低下すること

がヒトでもマウスでも報告されている。以上よ

り、FK506は間葉系幹細胞の骨分化には必要で

あるが、その投与期間は慎重に判断する必要が

あると思われた。 

移植した間葉系幹細胞の生着に関して、我々

は、間葉系幹細胞を腸骨から採取した骨髄から

単離して調べたところ、ドナー由来が生着して

いることを明らかにした。しかし、骨髄移植の

骨髄の中にも間葉系幹細胞が存在するため、骨

髄中と培養増殖した間葉系幹細胞の両方ある

いはどちらかが生着しているかを明らかにす

ることはできなかった。また、最後に移植して
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から、症例 1は 1年以上、症例 2は 4か月経過

しているが、ドナー由来間葉系幹細胞が長期間

生着し機能するかは不明のため、今後の推移を

慎重に評価する必要がある。 

骨髄移植の有害事象に関して、感染症はコン

トロール可能であったが、前処置の薬剤による

浮腫を 2例ともに認めている。また、どちらの

症例も GVHD を発症し、特に症例 2 では免疫

抑制剤が十分に使用できなかったことにより

重症の急性消化管 GVHD を発症したが、間葉

系幹細胞移植により劇的に軽快した。間葉系幹

細胞の GVHD への効果はさまざまな報告があ

るが、我々の症例では効果的であった。また、

2 例とも、骨髄移植後甲状腺機能低下症を発症

したが、甲状腺ホルモンを内服することで症状

は認めていない。間葉系幹細胞移植の有害事象

に関して、複数回の間葉系幹細胞の経静脈投与

による有害事象は、投与早期にも投与後長期間

が経過しても認めなかったため、間葉系幹細胞

の静注は乳児にも安全に行えることが明らか

となった。なお、2 例ともに、息をとめるてん

かん発作を発症したが、抗てんかん薬（カルマ

バゼピン）でコントロール良好である。これま

での文献で同様のてんかんの有害事象の報告

がないことから、骨髄移植や間葉系幹細胞移植

とてんかんの関連はないと考えている。なお、

原病の合併症に、てんかんがある。しかし、原

病によるてんかんはビタミン B6 依存性である

ことが多いため、症例を蓄積することでてんか

んの原因が明らかになると思われる。 

  

E. 結論 

致死的で治療法のない重症低ホスファター

ゼ症に関して、骨髄移植併用同種間葉系幹細胞

移植は、正常な成長発達および正常な骨構造を

示すことはできないが、骨の石灰化を回復して、

救命することができた。この原因を明らかにし

て、根治療法としての細胞医療の確立に取り組

む必要がある。 

 

F. 健康危険情報 

1. 甲状腺機能低下症 

 甲状腺ホルモン内服で改善 

2. 気管支炎、肺炎、蜂窩織炎 

 抗菌薬で軽快 

3. 高血圧 

 免疫抑制剤の調整・降圧剤で改善 

4. けいれん 

 高血圧の管理・免疫抑制剤の調整で消失 

5. 急性および慢性 GVHD 

 免疫抑制剤の調整・間葉系幹細胞で治癒 

6. てんかん 

 抗てんかん薬でコントロール良好 

 

G. 研究発表 

 （巻末に別記載） 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1．特許所得：なし 

2．実用新案登録：なし 

3．その他：なし 
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平成 23-25 年度厚生労働科学研究費補助金（再生医療実用化研究事業） 

分担研究報告書 

重症低ホスファターゼ症に対する骨髄移植併用同種間葉系幹細胞移植 

-インフォームドコンセント、外部評価委員会・当該臨床研究の発展に対する方策、

アンケート調査、成長発達評価‐ 

研究分担者 山口清次（島根大学医学部小児科・教授） 

 

研究要旨 

 当該臨床研究を正確に理解して頂いた上で同意してもらうために、複数回説明し、

かつ、同じ病気の疾患を持つご家族との話し合いの場を設けることにより、ご家族が臨

床研究への参加を適切に判断できていると思われた。しかし、移植医療への説明不足と

遠方での治療が臨床研究への参加を躊躇する原因となっていた。また、臨床研究に対す

る外部評価委員会を行うことで、現在のプロトコールを改善し適切にかつ科学的根拠に

基づいた臨床研究が行うことができ、また、現在の問題点に対する方策を明らかにする

ことができた。現治療では根治療法になり得ない可能性が高いため、細胞治療による根

治療法を確立するために、間葉系幹細胞の細胞特性を向上させた（骨への遊走能、増殖

能、免疫寛容効果に優れた）間葉系幹細胞の分離培養方法の確立および最適な間葉系幹

細胞移植方法（骨髄移植、髄腔内投与、臍帯血移植および臍帯由来間葉系幹細胞移植な

ど）の樹立を行う必要がある。臨床研究に参加して頂いた家族にアンケート調査を行う

ことで、患者の目線からこの臨床研究を評価されることによって、真の意味で目指すべ

き当該臨床研究の目標が明らかとなった。遠城寺・乳幼児分析的発達検査表を用いて経

時的に成長発達を評価した結果、運動精神発達は細胞治療により年齢相当ではないが

徐々に伸びていることが明らかとなった。 

 

研究協力者 

 

大薗恵一（大阪大学大学院医学系研究科内科

系臨床医学専攻情報統合医学小児科学・教

授） 

加藤俊一（東海大学医学部基盤診療学系再生

医療科学・教授） 

杉本利嗣（島根大学医学部内科第一・教授） 

鈴宮淳司（島根大学医学部附属病院腫瘍セン

ター・教授） 

服部耕治（甲南女子大学看護リハビリテーシ

ョン学部理学療法学科・教授） 

室月淳（宮城県立こども病院産科・部長） 

矢田昭子（島根大学医学部看護学科臨床看護

学講座小児看護学・准教授） 

竹谷健（島根大学医学部附属病院輸血部・講
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師） 

蓼沼拓（島根大学医学部附属病院リハビリテ

ーション部） 

鳥屋尾ゆう子（島根大学医学部附属病院リハ

ビリテーション部） 

 

Ａ．研究目的 

致死的で治療法のない先天性疾患は、そ

れぞれの疾患単位では頻度は少ないが、そ

の病気を持った患者およびその家族だけで

なく、医療従事者の医療的、経済的および

心理的な負担は計り知れない。重症低ホス

ファターゼ症も、現時点では確立した治療

法がなく、致死的な経過をとる疾患である。

この病気に対して、我々は当該臨床研究を

行っている。この臨床研究も確立した治療

ではないが、インフォームドコンセントの

対応によっては、患者および家族に過度の

期待を与えたり、不必要な負担をかけるこ

とが予想される。したがって、患者および

家族が、この臨床研究を出来る限り正確に

理解して頂いた上で同意してもらうために、

下記の方法でインフォームドコンセントを

行った。 

当該臨床研究は、確立した治療ではない

ため、小児医療、整形外科医療、移植医療、

骨代謝、再生医療、周産期医療、致死性疾患

に対する臨床研究および倫理的配慮などの

多岐にわたる分野において、それぞれの専門

性が求められる。当該臨床研究を進めるにあ

たり、それぞれの担当者を配置して体制を整

えている。しかし、各専門に対する知識およ

び対応に関しては、我々の体制だけでは十分

とは言えない。したがって、それぞれの分野

の専門家から当該臨床研究をより適切に行

うことができるよう指導を受けるために、外

部評価委員会を開催した。また、外部評価委

員会からの指摘を受けて、当該臨床研究の発

展させる方策を検討した。 

臨床研究を行っていく過程で、治療を受

けた患者さんおよびご家族が抱く、病気の理

解、治療への期待度と問題点を共有すること

により、さらなる臨床研究の発展が望まれる。

したがって、本治療を受けたあるいは受けて

いる患者さんのご家族の病気の理解度、この

臨床研究に望むこと、問題点などを明らかに

するためにアンケート調査を行った。 

さらに、当該臨床研究を行うことによっ

て救命し骨の石灰化を改善することはでき

たが、その後の成長発達が健康な子どもたち

と同じように進んでいくことが根治療法で

あるし、患者および家族の最も期待すること

である。したがって、当該臨床研究を行った

患者さんの成長発達の評価を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

1．臨床研究のインフォームドコンセント 

 まず、本疾患であることが判明し、当該

臨床研究について参加の意思がある、あるい

は内容を聞きたい旨の連絡があった場合、ホ

ームページ

（http://www.med.shimane-u.ac.jp/pediatr

ics/2-2/2-2.html）からダウンロードして頂

いた当該臨床研究の計画書ならびに患者説

明書を、ご両親および担当の医療従事者に内

容を確認頂く。内容を確認後、詳細な当該臨

床研究の説明を希望された場合、患者さんの

入院しておられる医療機関に出向いて、ご家

族および医療従事者に直接説明をさせて頂

く。その際、患者さんへの治療の説明だけで

なく、この時点では不明であるが骨髄提供者

に対する説明も行う。この説明の後、ご家族

から参加の意思がある場合、患者さんが治療

開始基準を満たしており、入院中の医療機関

から島根大学医学部附属病院まで移動する

ことが可能なことを確認した後、ご家族に島

根大学医学部附属病院までお越し頂き、当該

臨床研究について説明させて頂く。さらに、
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この治療を受けている、あるいは受けた患者

さんおよびご家族の同意が得られた場合、医

療従事者がいない状態でご家族同士の話し

合いの場を設ける。これらの段階を踏んだ上

で、当該臨床研究への参加の同意を確認した。

また、実際に骨髄移植を行う前に、再度説明

して同意を確認した。なお、同意が得られ治

療を開始した後、間葉系幹細胞を移植するご

とに説明を行い、同意を得ることとした。 

 

2．外部評価委員会・当該臨床研究の発展に

対する方策 

当該臨床研究を適切かつ順調に遂行す

るために、また、重篤な有害事象や予期せぬ

トラブルが生じた場合ご助言を頂くために、

それぞれの専門分野の第一人者に外部評価

委員になって頂き、過外部評価委員会を開催

し、これまでの臨床研究の遂行状況を説明し

て、ご助言、ご指摘を頂いた。外部評価委員

（専門分野）として、大薗恵一先生（小児医

療、低ホスファターゼ症および骨代謝）、加

藤俊一先生（小児医療および移植医療）、杉

本利嗣先生（骨代謝）、鈴宮淳司先生（移植

医療および臨床研究）、服部耕治先生（再生

医療および整形外科医療）、室月淳先生（周

産期医療）、矢田昭子先生（小児致死性疾患

に対する倫理）、計 7名の先生方に就任して

頂いた。各先生方だけでなく、先生方の施設

あるいは研究班、医療チームの先生方、スタ

ッフも参加していただき、それぞれの専門的

な観点からご教示頂き、当該臨床研究を改善

した。また、外部評価委員会から頂いたご指

導・ご助言を、当該臨床研究の発展に活かす

ための方策を検討した。 

 

3．アンケート調査 

 これまで臨床研究に参加して頂いた 2 名

の患者さんのご家族（述べ 5 名）にアンケ

ート調査を無記名で行った。具体的な質問項

目として、低ホスファターゼ症の印象、臨床

研究を受けた理由、臨床研究の利点と問題点、

この治療を継続する不安などである。 

 

4．成長発達評価 

 これまで臨床研究に参加して頂いた 2

名の患者さんの身体発育および精神発達に

関して、遠城寺・乳幼児分析的発達検査表を

用いて経時的に評価した。 

 

（倫理面への配慮） 

当該臨床研究は、臨床研究に関する倫理指

針に従い、島根大学医の倫理委員会の承認を

得た後行っている。 

 

Ｃ．研究結果 

1．臨床研究のインフォームドコンセント 

 これまで延べ 12例の患者さんのご家族

へインフォームドコンセントを行った。現時

点で、臨床研究に参加、不参加、検討中がそ

れぞれ、2例、8例、2例である。不参加あ

るいは検討中の 10例中 8例が治療開始基準

を満たさなかったり、経過中に死亡した。臨

床研究を開始している 2 例については、骨

髄移植を 1 回、間葉系幹細胞移植を複数回

（それぞれ 5回、9回）行っている。そのた

びに臨床研究の説明を行い、同意を得た後、

治療を行っている。なお、説明の際、ご家族

からの質問が多かった内容として、治療の効

果のゴール、間葉系幹細胞移植を行う回数、

ドナーの負担、臨床研究が終了した後の治療

の予定であった。 

 

2．外部評価委員会・当該臨床研究の発展に

対する方策 

1) 外部評価委員会からの指摘による当該

臨床研究の改善点 

① 臨床研究の目的および評価が不明瞭 

本臨床研究の主目的として、3年間生存す
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ることとした。また、副目的として、臨床症

状の改善度（呼吸機能、発育・発達、身長体

重、四肢の長さなど）、骨の石灰化（血液検

査、レントゲン、骨塩定量など）の改善度、

有害事象の評価とした。副目的である、骨の

石灰化の評価の生化学的評価に関して、

ALP、骨型 ALPだけでなく、骨形成マーカ

ー（オステオカルシン、PINP など）、骨吸

収マーカー（NTX、デオキシピリノジンな

ど）を測定することとした。目的および評価

方法を具体的に明示したことは一定の評価

を受け、外部評価委員の先生方からこの臨床

研究の改善点により突っ込んだご意見が頂

けた。 

②症状が改善している客観的データがない 

キメリズム解析を造血細胞だけでなく間

葉系幹細胞についても行うこととした。また、

骨の石灰化の評価を経時的に多くの方法（レ

ントゲン、CT、骨塩定量、病理標本）で行

った。さらに、ドナーの細胞の生着の評価と

して、骨生検の ALP 染色を追加すること、

異性間 FISH などでドナー細胞を検出する

ことなどを検討した。その結果、臨床症状だ

けでなく石灰化の改善が明らかとなっただ

けでなく、ドナーの細胞が生着していること

が証明できたことから、ドナー由来細胞が石

灰化の改善に寄与していることが明らかと

なった。 

③間葉系幹細胞の再投与の基準が不明確 

2～4 か月で臨床的および骨の石灰化の評

価（上述した副目的）が改善しない場合、間

葉系幹細胞を再投与することとしたところ、

再投与がより客観的に行うことができるよ

うになった。 

④同胞がドナーになった時の対応 

臨床研究実施計画書に同胞がドナーにな

った時に対応を明示した。 

 

2) 当該臨床研究の発展に対する方策 

①最適な間葉系幹細胞移植方法の検討 

骨髄の中にも間葉系幹細胞が存在するた

め、骨髄移植だけでも治療効果が得られる可

能性が指摘された。また、ドナーの負担が大

きい。さらに、現在のドナーはすべて保因者

であるため、ALP 活性が低い。保因者は正

常の骨構造を有しているが、in vitroでは骨

の石灰化能は正常健康人よりも低い。以上の

ことが、根治療法となり得ない問題点として

挙げられる。 

→骨髄移植を受けた患者の間葉系幹細胞は

患者由来のままであることが報告されてい

る。また、免疫抑制剤なしにはドナー由来間

葉系幹細胞が生着することが困難であるこ

とも明らかとなっている。しかし、数%はド

ナー由来間葉系幹細胞が骨髄内に生着する

ことも明らかになっている。さらに、我々は

免疫抑制剤なしに同種間葉系幹細胞が生着

しないことをラットの実験で明らかにした

（Kotobuki, et al. 2008）。したがって、同

種ラット骨髄を経静脈的に全身移植した後、

異系ラット間葉系幹細胞を移植して、骨髄移

植による効果を検討することとした。 

また、ALP遺伝子変異を認めず（ALPが

正常）かつHLAが一致したドナーからの造

血幹細胞移植および間葉系幹細胞移植が臨

床像の更なる改善に有効であると思われる

ため、上記条件を満たすドナーを臨床的にも

倫理的にも得やすい、臍帯血移植および同一

ドナーの臍帯由来間葉系幹細胞移植を検討

することとした。 

さらに、間葉系幹細胞を静脈内投与した場

合、そのほとんどが肺の毛細血管でトラップ

されることが報告されている。したがって、

間葉系幹細胞の homingを高めるために、骨

髄内の直接投与（髄腔内投与）する方法での

検討も必要である。 

②間葉系幹細胞の生着率向上の必要性 

間葉系幹細胞の骨への遊走が悪いこと、正
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常の骨構造に到達していないことから、また、

現在の臨床研究では、間葉系幹細胞を移植す

るごとにドナーから骨髄を採取することに

なっているため、間葉系幹細胞移植の生着率

を向上させる必要性を指摘された。 

→我々が用いている間葉系幹細胞はドナー

由来の骨髄から培養・増殖させた間葉系幹細

胞である。培養した間葉系幹細胞はヘテロな

集団であるため、すなわち、未分化な状態を

維持しているものからある程度分化したも

のまでさまざまである。また、現在は、間葉

系幹細胞移植のたびにドナーから骨髄採取

を行っているため、ドナーの負担も大きい。

したがって、間葉系幹細胞の遊走能、増殖能

および免疫寛容効果を高めることが必須で

ある。 

生体内の間葉系幹細胞は損傷した組織や、

炎症部位、がん局所に遊走し、組織修復、抗

炎症作用、がん免疫などに関わっていること

が証明されている。また、培養することで新

鮮な間葉系幹細胞の細胞特性が失われるこ

とが報告されている。したがって、未分化能

を維持して、骨への遊走能が高くかつ、増殖

能に優れた間葉系幹細胞の単離培養方法の

確立を目指すこととした。 

また、我々は正常な ALP遺伝子を導入し

た患者の間葉系幹細胞をラットに移植して、

骨が再生することを明らかにしている

（Katsube Y, et al. Gene Ther, 2010）。また、

この疾患の iPS 細胞の樹立にも成功してい

る。さらに、疾患モデルマウスにおいて、遺

伝子改変した造血幹細胞移植の効果が示さ

れている。したがって、遺伝子改変した患者

由来間葉系幹細胞あるいは疾患特異的 iPS

細胞を遺伝子改変して誘導した間葉系幹細

胞を用いて、自家遺伝子改変間葉系幹細胞移

植の効果も検討することとした。 

③ドナーの負担軽減の取り組み 

 現在の臨床研究では、間葉系幹細胞を移植

するごとにドナーから骨髄を採取するため、

ドナーの負担が大きい。これを改善するため

に、骨髄を培養増殖した間葉系幹細胞を凍結

して、適切な時期に適切な量を投与すること

を検討する必要がある。しかし、骨髄からの

間葉系幹細胞を継代するごとに、未熟性や増

殖性が低下して、また、形質転換が起こるこ

とから、stemnessを維持した間葉系幹細胞

の培養方法を検討することとした。 

④ALPの機能解析 

同じ遺伝子変異を有する重症の患者でも

骨の石灰化の程度が異なるため、また、骨の

石灰化以外の他の症状（特に、肺と中枢神経

系）を認めることが明らかとなったため、

ALPの機能解析を行うよう指摘を受けた。 

→骨の石灰化に関して、患者由来間葉系幹細

胞および骨芽細胞を用いて、健康人のそれら

と遺伝子発現を比較したところ、骨分化や骨

の石灰化に関与する遺伝子発現の差異がみ

られた。それらを参考にして、drug library 

screeningを行って、骨の石灰化が改善する

small molecule を同定することとした。ま

た、患者由来の iPS 細胞を樹立することに

成功したため、骨以外の組織に分化させて、

それぞれの機能をみることで明らかにする

こととした。 

 

3．アンケート調査 

臨床研究に参加された理由として、「少し

でも先があるならと思い決意した」、「この治

療を受けることによって後々同じ疾患の親

や子ども達に少しでも希望がもてるよう、治

療法が確立できればと思った」、「命を失うこ

とはありえず、可能性として生きることがで

きるにはこれしかないと思ったから」であっ

た。 

治療を受けて良かった点として、「呼吸が

楽になった」、「笑顔が見れる。家に帰ること

ができた」、「移植をする度に目に見えて手足
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が伸び肋骨が大きくなり健康な子どもに近

づいている」、「通常の子どもを育てるよりも

一つ一つの事が感動に満ちあふれている」と

いうご意見を頂いた。 

治療を受けて悪かった点として、「骨髄移

植の合併症（GVHDなど）、原病の合併症（け

いれん、気道閉塞など）、薬の副作用がつら

かった」、「脳症を回避できなかった」、「長期

の入院で付き添いをするため家族全員が我

慢を強いられる」、「自宅から遠い」というご

意見を頂いた。 

治療に期待することとして、「普通の子ど

ものような暮らしができるようになってほ

しい」、「不自由なく生きていけるようになっ

てほしい」というご意見を頂いた。 

今後の不安について、「いつまで治療が続

くのか」、「身体は本当に大きくなるのか。呼

吸器ははずせるのか」、「どれくらい生きられ

るのか」というご意見を頂いた。 

 

4．成長発達評価 

 遠城寺・乳幼児分析的発達検査法を用いて、

移動運動、手の運動、基本的動作習慣、対人

関係、言語理解を 3 か月ごとに評価した。

発語の評価は気管切開を行っているため未

評価とした。 

 

症例 1 

 

 

 

症例 2 

 

症例 1 は、原病による気管れん縮による

低酸素性脳症が起こった 1 歳 6 か月にすべ

ての評価項目で低下しているが、その後徐々

に回復している。症例 2 は、移植前を状態

から年齢を重ねるごとに徐々に発達指数は

伸びているが、年齢相当までは到達していな

い。 

  

Ｄ. 考察 

1．臨床研究のインフォームドコンセント 

インフォームドコンセントにより、特に

目的、効果、危険性について複数回説明する

ことにより、また、臨床研究を行っている家

族との話し合いの場を設けることにより、臨

床研究に参加するかどうかを適切に判断す

る時の一助になっていると思われる。新規の

症例への説明について、島根でしか治療を受

けることができないこと、家族の、骨髄移植

および間葉系幹細胞移植が負担の強い治療

であるイメージが強いこと、治療期間が明ら

かでないこと、さらに根治療法になり得るか

わからないことが、治療を受けることへの障

害になっていると思われた。 

 

2．外部評価委員会・当該臨床研究の発展に

対する方策 

当該臨床研究を適切かつ順調に遂行する

ために、外部評価委員会を開催して、各専門

分野の先生方からご助言を頂いくことで、当

該臨床研究を改変することにより、科学的根
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拠に基づいた臨床研究を行うことができた。

また、これまでの臨床研究の成果と問題点か

ら、臨床研究の目的は果たしているが、根治

療法にはなり得ない可能性が高いことが明

らかとなった。したがって、細胞治療による

根治療法を確立するために、最適な間葉系幹

細胞移植方法の確立、間葉系幹細胞の細胞特

性の向上、特に、骨への遊走能・増殖能・免

疫寛容効果に優れた間葉系幹細胞の分離培

養方法の確立を行う必要があると思われた。 

 

3．アンケート調査 

 当該臨床研究を受けた当事者のご家族に

アンケート調査を行うことによって、治療を

受けた側からこの治療についての評価を頂

いた。一定の評価をいただいたが、この臨床

研究の目標が 3 年生存率であるが、元気で

健康な子どもと状態まで改善したい思いが

強いことが改めてわかった。したがって、臨

床研究が終了しても、継続的に真摯に follow 

up していく体制を構築する必要があると思

われた。 

 

4．成長発達評価 

 2症例ともに、運動精神発達は年齢相当で

はないが少しずつ伸びていることが明らか

となった。年齢に見合った発達が得られない

原因として、現在の臨床研究での問題点であ

る、正常の骨構造に到達できていないことが

考えられる。また、骨以外の障害、特に中枢

神経系障害への効果が不十分であることが

推測される。しかし、重症低ホスファターゼ

症の自然歴から考慮すると、運動精神発達が

みられることは細胞治療効果であると思わ

れた。 

 

Ｅ. 結論 

致死的で治療法のない先天性疾患の治療

研究を行う際のインフォームドコンセント

の対応について、患者さんおよび家族に則し

た、適切な判断ができる説明を行うことがで

きることが示唆された。 

臨床研究が始まった後に外部評価委員会

を行うことで、現在のプロトコールを改善し

適切にかつ科学的根拠に基づいた臨床研究

が行うことができ、また、現在の問題点に対

する方策が明らかにすることができた。 

アンケート調査をすることで、患者の目線

からこの臨床研究を評価されることによっ

て、真の意味で目指すべき当該臨床研究の目

標が明らかとなった。 

細胞治療の効果が運動精神発達面でも認

められたが、正常なこどもの発達には到達で

きなかった。今後、この面からも、患者およ

び家族が心から満足して幸せを感じること

ができる治療の確立が重要であると思われ

た。 

 

F. 健康危険情報 

なし 

 

G. 研究発表 

 （巻末に別記載） 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1．特許所得：なし 

2．実用新案登録：なし 

3．その他：なし 
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平成 23-25 年度厚生労働科学研究費補助金（再生医療実用化研究事業） 

分担研究報告書 

重症低ホスファターゼ症に対する骨髄移植併用同種間葉系幹細胞移植 

‐疾患モデルマウスの治療研究および間葉系幹細胞培養増殖‐ 

研究分担者 弓場俊輔(産業技術総合研究所健康工学研究部門研究グループ長) 

研究要旨 

疾患モデルマウスを用いた動物実験を試みるとともに、同種間葉系幹細胞(MSC)の増

殖をセルプロセッシングセンターにて行い、品質を保証した細胞を低フォスファターゼ

症患者に対する移植用として供給した。 

 

A. 研究目的 

 低フォスファターゼ症患者は骨を作る

のに必要なALPが生まれつき正常に働か

ないことにより、骨を作ることが障害さ

れる遺伝性疾患である。本計画では骨形

成障害を改善するために、同種MSCを患

者に移植して骨形成能を付与することに

ある。そこで、分担研究者、弓場は、同

疾患モデルマウスを用いた動物実験にお

いて臨床研究で得られた有効性を検証す

るとともに、同種MSCをセルプロセッシ

ングセンターにて培養し、品質を保証し

た細胞を代表研究者に供給することで臨

床研究を遂行する。 

 

B. 研究方法 

1．疾患モデルマウス 

 低フォスファターゼ症の原因遺

伝子である組織非特異的ALP遺伝

子に変異を導入したマウス

(TNALP KOマウス)について、米

国ジャクソン研究所にて凍結受精

卵から個体復元を行い、当該遺伝

子についてヘテロ接合体の個体（9

週齢）を入手した(図1)。 

図1. TNALP KOマウス（ヘテロ接

合体） 

 



51 

 

 

分担者研究機関の動物施設にて、この個

体と野生型 BL6との交配を開始し、ヘテ

ロ接合体個体の繁殖を行った。また、繁

殖で得た個体について、解析手法の確認

として、軟 X線写真撮影、 CT、下肢全

体の DXA（骨密度）測定を株式会社クレ

ハ分析センターに、血清 ALPの測定をオ

リエンタル酵母株式会社に依頼した。さ

らに、患者同様、新生仔は、未処置では

致死性であるため、ピリドキサール（ビ

タミン B6）投与の細胞移植前の生存維持

にかかる処置についても実験手技を確立

した。一方、移植するマウスMSCは、定

法に従って 8週齢マウス大腿骨内腔より

採取し、培養を行うとともに、対照とし

て市販のマウスMSC（DSファーマ社製 

C57BL/6由来 [passage 6]）も入手して

培養した(図 2)。 

図2. 市販MSC（C57BL/6由来） 

 

2. 間葉系幹細胞培養（詳細は、資料 1） 

 島根大学で採取された骨髄を産総研に

搬送し、セルプロセッシングセンターで

骨髄由来MSCの培養を行った。搬送中は

10～30℃を保つようにした。培養は

20μg/mL硫酸ゲンタマイシンと15%牛胎

児血清を含んでいる液体培地(-MEM)に

採取した骨髄を混和し、培養容器を用い

て炭酸ガス培養器（5%CO2、37℃）内で

行った。移植に必要な細胞数を得るため

に、培養容器底面に接着し増殖したMSC

を、プロテアーゼを用いて培養容器より

剥がし、新たな培養容器で継代培養（2

次培養）した。培養期間および継代回数

は安全性を考え、1ヶ月以内で継代回数 3

回（4次培養）までとした。移植当日に

MSCを剥離し、10mLの PBSに浮遊さ

せた状態で島根大学へ搬送した。また移

植細胞の安全性は、まず骨髄採取に先立

ちドナーのウイルス試験を行い、培養中

の無菌試験、マイコプラズマ否定試験、

エンドトキシン試験で確認した。 

（倫理面への配慮） 

 移植・骨髄採取のたびに島根大にて患

者・ドナーへの説明を行い、同意を得た

上で行った。 

 

C. 研究結果 

1．疾患モデルマウス 

 ヘテロ接合体♂ 5匹と野生型♀10匹の

交配を行い、既報通り、メンデルの法則

に従ってヘテロ接合体が得られた。また、

試験的にヘテロ接合体同士の交配から、

疾患モデルになりうるホモ接合体も死産

ながら得られた。これら個体の骨形成に
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ついての形態学的解析では、ホモ接合体

のみならず、ヘテロ接合体にも異常が疑

われた。血清 ALP値についても、ホモ接

合体の検体は得られなかったが、ヘテロ

接合体のALP値が野生型に比べ、有意に

低かった。 

 移植用のマウスMSCについては、培養

直後から血球系細胞(CD45+, TER119+)

が混入(図3)し、磁気ビーズによる分離(図

4)も試みたが、残存血球系細胞も増殖し

た。 

 図3. 磁気ビーズ分離前のMSC培養  

図 4. 磁気ビーズ分離直後のMSC培養 

 

2．間葉系幹細胞培養 

 2例の患者に

対する間葉系

幹細胞移植用

の細胞培養を

行った (図 5)。

15～35mLの

骨髄を 2～3週

間かけて培養

し、いずれの場

合も体重(kg)あ

たり 1×106細

胞以上、細胞生

存率 80%以上

という規定の

細胞を調製で

きた。無菌検査、

マイコプラズ

マ検査、エンド

トキシン検査

等の安全性試

験結果はすべ

て異常なかっ

た。また培養し

た間葉系幹細

胞は、骨分化能

を有している

ことが確認で

きた。         図 5. CPCスケジュール 

 

D. 考察 

 1．疾患モデルマウスを用いた動物実験 

 ヘテロ接合体同士の交配で得られた個

体は、同腹仔3匹で、予備的に加えた形
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態学的解析・血清学的解析結果について

は個体差の可能性が排除できない。 

 また、これまでに予備的に得たホモ接

合体は全個体死産であり、親の育児放棄

による哺乳障害もその原因の一つとして

考えられる。 

 また、大腿骨から新鮮採取した骨髄細

胞からのMSC分離は、ヒトやラットの

MSCのような接着性の差異、さらに磁気

ビーズによる血球系細胞の選別を利用し

ても困難であり、さらなる培養法の改善

が求められる。 

2．間葉系幹細胞培養 

 1例目は 5回、2例目は 9回、移植用間

葉系幹細胞の培養を行ったが、有害事象

は発生しなかった。培養した間葉系幹細

胞は骨分化能を有しており、患者の骨の

石灰化が改善していることから、移植細

胞が臨床症状の改善に寄与している可能

性が示された。  

細胞の搬送は当初、陸路で行っていた

が、実施期間の途中から空路で行うこと

になった。空路の場合は通常 X線検査を

受けなければならないが、航空会社に申

請し、国土交通省から特別に許可を得た

上で X線検査の免除を受けることが可能

となった。ただし搭乗毎に申請が必要で、

許可が下りるまで約 10日を要する。さら

に搭乗便も指定されるため、次便に変更

することさえ不可能であり、急な予定変

更に対応出来ない。今後、医療界全体で

細胞等の航空機搬送の枠組みが必要であ

ると考えられる。 

 

E. 結論 

疾患モデルマウスである、TNALP KOマ

ウスのホモ接合体個体は生直後からその

維持は困難を極め、治療モデル確立に至

らなかった。移植用マウスMSCについて

も、ラットで可能な通常分離方法では血

球系細胞の分離が難しく、分離方法のさ

らなる改善が求められる。 

本研究計画実施期間全体で、安全性が

担保された移植用間葉系幹細胞を計11回、

島根大学へ供出できた。しかしながら、

ヒト幹細胞臨床研究の計画どおりドナー

より毎回新鮮骨髄を採取し培養した回数

は頻回に及んだ。そのため、原料である

骨髄細胞数、その後の細胞増殖率等が毎

回同一ではなく、品質の管理は決して簡

単なことではなかった。何よりも採取に

かかるドナーの負担が大きいことから、

今後は凍結細胞の利用をぜひとも考慮す

べきである。 

 

F. 健康危険情報 

なし 

 

G. 研究発表 

 （巻末に別記載） 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1．特許所得：なし 

2．実用新案登録：なし 

3．その他：なし
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資料 1 

＜骨髄提供者の細胞培養＞ 

Ⅰ：依頼受付工程 

1. 島根大学附属病院は骨髄提供者名を患者医療機関IDに変換し、産業技術総合研究所

に培養を依頼する。 

2. 産業技術総合研究所は、患者および骨髄提供者がインフォームドコンセントを受け、研究

に同意している事を確認する。また、感染症検査の結果が陰性であること等を確認し、島

根大学附属病院に受け入れの可否を連絡する。 

3. 産業技術総合研究所では患者医療機関IDを更に症例IDに置き換え、当研究所内での

作業には症例IDを用いる。 

 

Ⅱ：運搬容器発送工程 

1. 産業技術総合研究所は搬送専用のクーラーボックスを準備し島根大学附属病院に送る。 

2. 清拭した搬送専用クーラーボックスに患者医療機関IDを記入し、以下の物品を入れてお

く。 

 

 ・ 温度記録計 

 ・ 50mLチューブで二重包装されたアシストチューブ入りヘパリン/PBS溶液 

 ・ チューブラック 

 ・ ヘパリンナトリウム注射液 

 ・ 保冷剤 

 

○ 保冷剤は島根大学附属病院で骨髄採取当日まで凍結しておく。 

 

Ⅲ：骨髄採取工程 
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1. 担当医師は搬送専用クーラーボックスを、島根大学附属病院の手術室や無菌室等の骨

髄採取場所へ持ち込む。 

2. 骨髄提供者の自家骨髄を所定のチューブに採取する。担当医師が必要に応じて、骨髄

採取時にヘパリンナトリウム注射液を用いる。 

3. あらかじめ凍結しておいた保冷剤を搬送専用のクーラーボックスに入れ、担当医師は産

業技術総合研究所まで骨髄を搬送する。搬送中はクーラーボックス内の温度が10℃以上

30℃未満で保たれるようにし、骨髄採取から12時間以内に産業技術総合研究所CPCに

搬入するようにする。 

 

Ⅳ：受入工程 

1. 産業技術総合研究所の居室において、グループ長もしくは管理責任者が骨髄の状態等

の確認をする。 

2. 産業技術総合研究所まで骨髄を搬送した担当医師は、骨髄採取時間や骨髄に関しての

報告を行う。 

3. 製造管理責任者は骨髄採取から12時間以内にＣＰＣへ搬入できることを確認する。同様

に温度記録計より搬送中、骨髄が10℃以上30℃未満に保たれていたことも確認する。 

 

○ 以降は産業技術総合研究所ＣＰＣ細胞調製室での作業 

○ 産業技術総合研究所ＣＰＣ細胞調製室へは、決められた手順に従い入室する。 

○ ＣＰＣ細胞調製室に持ち込む試薬、消耗品についての情報、各工程の作業記録は製造指

示図記録書に記録する。 

 

Ⅴ：FBS（牛胎児血清）培地調製工程 

FBS培地の調製 

1. 分注し凍結保存されているFBSを骨髄採取日の前日にサプライ室薬品保冷庫（冷凍）か

ら必要本数取り出し細胞調製室薬品保冷庫（冷蔵）に移し解凍する。 

2. 硫酸ゲンタマイシン（40ｍｇ/ｍＬ）1ｍＬをＰＢＳ7ｍＬで希釈し5ｍｇ/ｍＬの濃度に調製する。 

3. α-ＭＥＭ 500ｍＬに解凍したFBS 88ｍＬと希釈したゲンタマイシン2.4ｍＬを添加する。 

4. ボトルトップフィルター 150ｍＬ 0.22μｍで吸引濾過する。 
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5. 同様の手順で必要量を調製する。 

6. 調製後のFBS培地を一部採取して持ち出し、無菌試験Ａおよびエンドトキシン試験を行

う。 

 

○ 培養に用いる FBSは牛海綿状脳症の発生していない地域原産で放射線照射処理され

たものを使用する。 

 

 

Ⅵ：細胞培養工程（1次培養） 

（1） 骨髄の播種 

1. 骨髄を採取したアシストチューブは4℃にて900ｒｐｍ、10分間、遠心分離を行う。ただし、

分離が悪ければ追加で遠心分離する。 

2. 遠心分離後の骨髄は、下層から赤血球層、有核細胞層（ｂｕｆｆｙ ｃｏａｔ）、血漿の3層に分

離されるので確認する。 

3. 注意深く血漿を吸引除去する。 

4. 新しい50ｍＬチューブに残った赤血球層と有核細胞層をプールする。 

5. 骨髄を搬送してきたアシストチューブにPBSを添加して、無菌試験Aを行う。 

6. 75ｃｍ2フラスコ当たりの分注量（骨髄＋培地）が15ｍＬとなるように、FBS培地をプールした

赤血球層と有核細胞層に追加する。 

7. フラスコに症例ＩＤ、作業日、継代数を記載する。 

8. フラスコに骨髄を播種する。 

9. 37℃、CO2濃度5％のインキュベータにフラスコを収納し培養する。 

 

（2） 間葉系幹細胞の増殖 

1. 目視にて培養フラスコを観察し、凝固・血餅塊の有無、血球成分の残り具合等を調べる。 

2. 培養上清を吸引除去する。 

3. FBS培地は13mL/Flaskで、出来るだけゆっくり注ぐ。培地量の不足が予想される場合、製

造管理責任者と協議の上、10mL/Flaskとするなど調整する。 

4. ×40、×100の位相差顕微鏡像をデジタルカメラで撮影しスマートメディアにJPEG形式で

保存する。 

5. 細胞増殖の状態、細胞集団の状態を適宜製造管理責任者に伝え、継代の時期等を含め
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た培養スケジュールを再検討する。 

 

○ 上記手順の操作を、細胞が増殖するまで週3回繰り返し行う。 

 

（3） 間葉系幹細胞の回収 

1. TｒｙｐLE Select（動物由来成分不含のトリプシン様酵素）をサプライ室薬品保冷庫（冷蔵）

から必要本数持ちこむ。 

2. ×40、×100の位相差顕微鏡像をデジタルカメラで撮影しスマートメディアにJPEG形式で

保存する。 

3. フラスコの培養上清の一部をチューブに採取し無菌試験Aに出す。 

4. 残りの培養上清は吸引除去する。 

5. PBSにて洗浄する。 

6. TrypLE Selectを75ｃｍ2フラスコに2mL添加し、インキュベーター内で3分間反応させる。3

分間で接着細胞が剥離しない場合、反応時間を延長する（15分以内）。 

7. FBS培地で反応を停止させ、数回Suspensionする。 

8. 50mLチューブに回収後、フラスコ内に残っている細胞をＦＢＳ培地で回収する。 

9. 全ての培養フラスコを上記の手順で処理し間葉系幹細胞を回収する。 

10. 回収した細胞浮遊液の一部をマイクロチューブに採取する。 

11. Nucleo Counterにて死細胞数、全細胞数を測定し、生細胞数を計算する。 

12. 回収した細胞浮遊液は4℃にて900ｒｐｍ、5分間、遠心分離を行ない、培養上清を吸引除

去する。 

13. 5×105ｃｅｌｌｓ/ｍＬにＲｅｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎする。 

14. 継代に必要な細胞浮遊液（5×105ｃｅｌｌｓ/75ｃｍ2）を50mLチューブにとる。 

 

 

Ⅶ：細胞培養工程（2次培養） 

（1） 間葉系幹細胞のフラスコへの播種 

1. 播種する75ｃｍ2フラスコに症例ＩＤ、作業日、継代数を記載する。 

2. 培養スケジュールと培養培地残量より10～13ｍLの範囲でフラスコあたりの培地量を決定

する。 

3. 継代用細胞浮遊液の入った50mLチューブにＦＢＳ培地を加える。 
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4. フラスコに細胞浮遊液を播種する。 

5. 37℃、CO2濃度5％のインキュベータにフラスコを収納し培養する。 

6. マイコプラズマ否定試験用として細胞浮遊液2000μL（1×106 cells）にFBS培地を加え、6 

well plateの2 wellへ播種し、それもインキュベータで培養する。 

7. サプライ室薬品保冷庫（冷蔵）に保存してあるTCプロテクター（動物由来成分不含の細胞

凍結保護液）を必要本数持ち込み、余剰細胞は凍結保存する。 

 

○ 必要細胞数が多い場合は、75ｃｍ2フラスコでは本数が多くなるので、225ｃｍ2フラスコの使

用を製造管理責任者は検討する。その場合、培地量および播種する細胞数は面積に合

わせて調整する。 

 

（2） 間葉系幹細胞の増殖 

1. 培養上清を吸引除去する。 

2. FBS培地は13mL/Flaskで、出来るだけゆっくり注ぐ。培地量の不足が予想される場合、製

造管理責任者と協議の上、10mL/Flaskとするなど調整する。 

3. ×40、×100の位相差顕微鏡像をデジタルカメラで撮影しスマートメディアにJPEG形式で

保存する。 

4. マイコプラズマ否定試験用プレートも2mL/well で培地交換を行う。 

5. 細胞増殖の状態、細胞集団の状態を適宜製造管理責任者に伝え、継代の時期等を含め

た培養スケジュールを再検討する。 

 

○ 上記手順の操作を、細胞が増殖するまで週3回繰り返し行う。 

○ 225ｃｍ2フラスコ使用の場合、培地量は面積に合わせて調整する。 

 

（3） 搬出前、最終培地交換 

1. 培養上清の一部をチューブに採取して持ち出し、無菌試験Bを行う。 

2. 残りの培養上清は吸引除去する。 

3. FBS培地は13mL/Flaskで、出来るだけゆっくり注ぐ。培地量に不足が見られる場合、製造

管理責任者と協議の上、10mL/Flaskとするなど調整する。 

4. ×40、×100の位相差顕微鏡像をデジタルカメラで撮影しスマートメディアにJPEG形式で

保存する 

5. マイコプラズマ否定試験用プレートを持ち出し、マイコプラズマ否定試験を行う。 
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○ 225ｃｍ2フラスコ使用の場合、培地量は面積に合わせて調整する。 

 

（4） 間葉系幹細胞の回収 

1. サプライ室薬品保冷庫（冷蔵）のTｒｙｐLE Selectを必要本数持ち込む。 

2. ×40、×100の位相差顕微鏡像をデジタルカメラで撮影しスマートメディアにJPEG形式で

保存する。 

3. 培養上清の一部をチューブに採取し無菌試験Aに出す。 

4. 残りの培養上清は吸引除去する。 

5. PBSにて洗浄する。 

6. TrypLE Selectをフラスコに2mL（225ｃｍ2フラスコの場合は5ｍＬ）添加し、インキュベータ内

で3分間反応させる。3分間で接着細胞が剥離しない場合、反応時間を延長する（15分以

内）。 

7. FBS培地で反応を停止させ、数回Suspensionする。 

8. 50mLチューブに回収後、フラスコ内に残っている細胞をFBS培地で回収する。 

9. 全ての培養フラスコを上記の手順で処理し間葉系幹細胞を回収する。 

10. 4℃にて900ｒｐ、5分間、遠心分離を行ない、上清を吸引除去する。 

11. 沈殿した全細胞を50ｍＬのPBSに懸濁する。 

12. 4℃にて900ｒｐｍ、5分間、遠心分離を行ない、上清を吸引除去する。（洗浄1回目） 

13. 沈殿した細胞を50ｍＬのPBSに懸濁する。 

14. 細胞浮遊液の一部をマイクロチューブに採取する。 

15. Nucleo Counterにて死細胞数、全細胞数を測定し、生細胞数を計算する。移植に必要な

量（患者体重(kg)×106個以上）の細胞が確保できているか、生存率が80％以上であるか

確認する。 

16. 細胞浮遊液は4℃にて900ｒｐｍ、5分間、遠心分離を行ない、上清を吸引除去する。（洗浄

2回目） 

17. 5×10 5～5×10 6ｃｅｌｌｓ/ｍＬになるようにPBSを用いて細胞浮遊液を調製する。 

18. 参考品等に必要な量の細胞浮遊液を別のチューブにとる。 

19. 残りの移植用細胞浮遊液は4℃にて900ｒｐｍ、5分間、遠心分離を行ない、上清を吸引除

去する。（洗浄3回目） 

20. 新しいＰＢＳを開封し、移植用間葉系幹細胞を10mLのPBSに懸濁する。 

21. 清潔下、安全キャビネット内に滅菌シーツを広げ、シーツ上に新しい50ｍＬチューブとアシ

ストチューブを取り出す。 

22. アシストチューブを差し出し、別の作業者に移植用細胞浮遊液を入れてもらう。このとき、
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元のチューブに残った細胞浮遊液は無菌試験A、エンドトキシン試験に出す。 

23. 移植用間葉系幹細が入ったアシストチューブを50ｍＬチューブに入れ二重包装にする。 

24. 50ｍＬチューブに症例ＩＤと細胞数を記載し、チューブ立てに立てて細胞調製室外に搬出

する。 

25. 製造責任者は細胞保存室にてチューブに記載してある症例ＩＤを患者医療機関ＩＤに変  

換する。 

26. 搬送専用クーラーボックス内へ温度記録計とともに梱包する。 

27. 搬送専用クーラーボックスにも患者医療機関ＩＤを記入して、居室へ運ぶ。 

28. サプライ室薬品保冷庫（冷蔵）に保存してあるTCプロテクター（動物由来成分不含の細胞

凍結保護液）を必要本数細胞調製室へ持ち込み、18.で取り分けておいた細胞は凍結保

存する。 

29. 未使用のFBS培養培地と移植用間葉系幹細胞を懸濁させたＰＢＳはクライオチューブに

採取し参考品として保管する。 

 

○ 細胞数が必要量に満たない場合、Ⅶ：細胞培養工程（2次培養）（1）から繰り返す。ただし、

移植用間葉系幹細胞は、安全性を考慮して培養日数は１ヵ月以内で継代回数3回までと

する。 

 

 

Ⅷ：受渡工程 

1. 居室にて管理責任者または品質管理責任者が安全性試験の結果等を担当医師に説明

し、担当医師は調製した細胞の品質と安全性を判断する。 

2. 担当医師は搬送専用クーラーボックスの中身を確認し、島根大学附属病院まで間葉系幹

細胞を搬送する。搬送中はクーラーボックス内の温度が10℃以上30℃未満で保たれるよ

うにし、移植はＣＰＣを出てから12時間以内に完了するようにする。 

 

Ⅸ：細胞移植工程 

1. 担当医師は搬送専用クーラーボックスのまま、島根大学附属病院の病室に細胞浮遊液を

持ち込む。この時、担当医師は温度記録計から記録を呼び出し、搬送中、搬送専用クー

ラーボックス内が10℃以上30℃未満に保たれていた事を確認する。 
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2. 50ｍＬチューブから細胞浮遊液が入っているアシストチューブを取り出し、沈殿している細

胞を攪拌し注射器で吸引する。 

3. 経静脈的に間葉系幹細胞を投与する。 

4. 担当医師は産業技術総合研究所に、温度記録計の入った搬送専用クーラーボックスを

返却する。製造管理責任者は温度記録計から記録を呼び出し、搬送中、搬送専用クーラ

ーボックス内が10℃以上30℃未満に保たれていた事を確認する。 
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＜間葉系幹細胞の安全性試験＞ 

○ 各試験で使用する試薬についての情報、作業の記録は、オリジナルデータを含め所定の

記録様式を用い、文書として保管する。 

 

エンドトキシン試験 

○ エンドトキシン試験は住化分析センターに委託する。（日本薬局方（ゲル化法）に

準拠） 

 

（１）委託 

1. 培養担当者から試験サンプルを受け取る。委託する検体は、サンプリングした試験

サンプルから安全キャビネット内で無菌的に必要量（2.5mL以上）を分取し、委託

検体名を記載したアシストチューブに移したものとする。 

2. 検体を委託する。 

3. 報告書を受領する際は以下の内容を確認する。 

・ 分析・試験項目  

・ 検体名 

・ エンドトキシン濃度 

・ 委託先責任者、担当者印 

4. 試験結果の受け入れ承認は品質管理責任者が行う。 

 

（２）判定 

承認された報告書のエンドトキシン濃度により、判定を行う。 

・エンドトキシン濃度が<0.5 EU/mLの時、陰性と判定する。（試験終了） 

（*日本薬局方における「生理食塩水」のエンドトキシン濃度は<0.5 EU/mL） 

・ 0.5 EU/mLを超える場合は陽性が疑われるため、要再試験と判断する。 

・ 判定不能（試験無効など）の場合も、要再試験と判断する。 
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（３）再試験および再判定 

要再試験と判断した場合は、品質管理責任者の指示を受け、再サンプリングの上、再試

験を行う。 

1. 製造管理責任者に報告の上、培養担当者に再サンプリングを依頼する。 

2. 手順（１）に従い委託先に再試験の依頼を行う。委託検体名は再試験であることが

明確なものにする。 

3. 手順（２）に従い、試験結果の判定を行う。 

・ 再試験で陰性判定の場合は、当該間葉系幹細胞を陰性と判断する。 

・ 再試験でも陽性が疑われる場合は、ただちに状況を品質管理責任者に報告する。 

品質管理責任者はグループ長と各責任者に報告し、対応を協議する。 

 

（４）陽性判定時の処置 

陽性と判定した場合、当該間葉系幹細胞を不適合品とし、各責任者と担当医師で対応を

協議する。 

 

 

無菌試験（細菌・真菌検査） 

○ 間葉系幹細胞の工程内試験及び調製試液の無菌試験の際は「無菌試験A」を、間葉

系幹細胞の最終試験の際は「無菌試験B」を実施する。  

 

○ 無菌試験を行う際は、専用白衣（青色）を着用する。ディスポーザブルのゴム手袋

を装着し、クリーンベンチ内に入る部位（手、腕）のエタノール消毒を行って検体

を取り扱う。 
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無菌試験A 

○ BacT/ALERT 3D微生物培養システムを利用する。 

○ BacT/ALERT機器にサンプルを播種した専用培養ボトルを設置し、培養および判定

は機器に負う。 

○ 使用する専用ボトルの有効期限を確認し、培養終了予定日が、表示されている月の

最終日を越えないものを用いる。 

 

（１）BacT/ALERT専用培養ボトルへの検体サンプル播種 

1. 培養担当者または試薬の調製者より受け取ったサンプルは試験開始まで室温で保

管する。受け取り後は5時間以内に無菌試験を実施すること。 

2. 安全キャビネット内にサンプル及び以下のものを準備する。すべて70%エタノール

で清拭し、消毒してからキャビネット内に入れること。 

・ 5 mLシリンジ 

・ 21 G注射針 

・ サインペン 

・ BacT/ALERT FA培養ボトル(好気性菌用）サンプル1本につき1つずつ用意する。 

3. ボトルに症例IDから年齢性別を除いたもの（以下、検体ID）、サンプル名、試験

日を記入する。 

4. ボトルから緑のキャップを取り去りゴム部分を70％エタノールで十分に清拭する。 

5. シリンジに針を取り付け、サンプルを2 mL 吸引する。 

6. ボトルのゴム部分に針を立てる。（陰圧によりサンプルが自動的に注入される。） 

7. シリンジを引き抜き、注入部のゴムを70％エタノールで清拭する。 

8. 使用したシリンジ・注射針等の鋭利な感染性廃棄物は安全キャビネット内に備え付

けの専用箱に一時保管し、全ての作業終了後にプラスチック製の医療系廃棄物入れ

に捨てる。(安全のため、リキャップはせずにそのまま廃棄すること) 

9. サンプルの残りはフタをしてパラフィルムで封をし、冷蔵庫で保存する。 

10. ボトルはBacT/ALERT機器に設置し、培養を行う。 
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（２）BacT/ALERT機器への設置、培養 

ボトルの機器への設置、取り出しは必ず1本ずつ行うこと。 

（複数本同時に扱う場合は前のボトルの処理が終わってから次のボトルを取り扱う。） 

1. BacT/ALERTメイン画面からボトル設置ボタンを押し、設置モードへ切替える。 

2. ボトルID入力: バーコードを読み取らせる、またはキーボードにて直接入力する。 

3. 検体受付番号入力: ボトル名を登録する。ボトル名は[検体ID_サンプル名_試験日]

（15文字まで）とする。 

4. ラックを引き出し、緑のランプが点灯しているセルにボトルを設置する。 

5. 各ボトルについて2～4を繰り返す。 

6. 全てのボトルを設置し終わったらラックを閉じる。 

7. 最後にチェックボタンを押し、設置モードを終了する。 

8. 7日間、35℃で培養する。 

 

（３）ボトルグラフの表示と印刷 

培養期間中いつでもボトルグラフの確認が出来る。 

1. メイン画面中央のラック状況確認コマンドからボトルの設置位置を確認する。 

2. メイン画面から画面右下の右矢印ボタンで、セットアップ画面に移動する。 

3. パスワードを入力する。 

4. ボトル編集ボタンを選択する。 

5. 表示したいボトルのセル位置を指定する。 

6. 画面右下のグラフボタンでボトルグラフを表示させる。 

7. 画面右下の印刷ボタンを押し、結果をプリントアウトする。 

 

（４）判定 

試験後、使用した機器に間違いはないか、校正有効期限内であるか、試薬の品名・量・

有効期限に問題はないかを確認の上、判定を行う。 

<1次判定> 
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培養3日目に1次判定を行う。BacT/ALERT の画面に陽性判定表示が出ていないかを確

認する。手順（３）に従いボトルグラフを表示し目視によるCO2量変動の確認を行う。 

・ グラフの上昇が認められない場合、陰性と判定し、培養を続行する。 

・ グラフの上昇が認められる場合、陽性が疑われるため、要再試験と判断する。 

 

<最終判定> 

1. 陰性のまま培養7日間が過ぎたボトルは、メイン画面に判定結果が表示される。（ 陰

性の場合は陰性ボトルのボタンが青色に点灯し、陽性の場合は画面全体が黄色にな

り、陽性ボトルのボタンが点灯する。） 

2. 機器の判定を参考に、以下の判定を行う。 

・ 機器の判定が陰性の場合は、最終判定を陰性と判断する。（試験終了） 

・ 機器の判定が陽性の場合は、要再試験と判断する。 

 

 

（５）再試験および再判定 

要再試験と判断した場合は、品質管理責任者の指示を受け、再サンプリングの上、再試

験を行う。 

1. 製造管理責任者に報告の上、培養担当者に再サンプリングを依頼する。 

2. 再試験前には試薬の使用期限、操作マニュアルのチェックおよび試験機器の稼動状

況のチェックを行う。 

3. 再試験のためのサンプルを培養担当者より受け取り、手順（１）、（２）と同様に

無菌試験を行う。ただし再試験では1サンプルにつきボトル2本に播種する(n=2)。 

4. 手順（４）～（６）に従い判定と処理を行う。 

・ 再試験で2本とも陰性判定の場合、最終判定を陰性とする。（試験終了） 

・ 再試験でいずれか1本または2本とも陽性判定の場合、ただちに品質管理責任者に状

況を報告する。品質管理責任者はグループ長と各責任者に報告し、対応を協議する。 
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（６）陽性判定時の処置 

陽性と判定した場合、当該間葉系幹細胞を不適合品とし、各責任者と担当医師で対応を

協議する。 

 

 

無菌試験B 

○BacT/ALERT 3D微生物培養システム及び寒天平板表面塗抹法を併用する。 

○使用する培地の有効期限を確認し、有効なものを用いること。 

（BacT/ALERT 専用ボトルの場合、培養終了予定日が、表示されている月の最終日を

越えないものを用いる。平板培地は試験実施日が、使用期限内のものを用いる） 

○平板培地は1回の試験につき未開封の培地各1包（10枚）を使用する。 

 

（１）BacT/ALERT 専用培養ボトルへのサンプル播種 

最終培地交換前サンプル(Ⅳ-1)および交換後サンプル(Ⅳ-2)を無菌試験A 手順（１）と

同様に培養ボトルに播種する。 

（ただし1検体につきボトル3本に播種し(n=3)、ボトル名はⅣ-1a, Ⅳ-1b, Ⅳ-1c, Ⅳ-2a, 

Ⅳ-2b, Ⅳ-2cとする） 

 

（２）BacT/ALERT機器への設置、培養 

無菌試験A 手順（２）に従いボトルを機器に設置する。 

（設置した翌日に培養中のボトルから培養液を一部採取し、平板培地に播種する） 
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（３）培養中のボトルの取り出し、平板培地播種 

使用する平板培地は当日まで冷蔵庫に保管し、使用時に室温に戻す。（結露を解消

するため、試験実施1時間程度前に包装を外して安全キャビネット内で静置する） 

1サンプルにつき各培地3枚ずつ(n=3)、計 6 枚を使用する。 

 

1. 安全キャビネット内に以下のものを準備する。 

・ 20 mLシリンジ 

・ 21 G注射針 

・ サインペン又はシール 

・ 15 mLチューブ 

・ トリプケースソイ寒天培地 6枚 

・ サブロー寒天培地 6枚 

2. シャーレのフタにボトル名、日付、培地の種類を記載する。 

3. 無菌試験A 手順（３）に従い、前日にBacT/ALERT機器に設置したボトルの培養

状況を確認する。 

4. Ⅳ-1の3本の内、取り出すボトルを1本選び(例: Ⅳ-1 c)、セル位置の確認をする。ラ

ックを引き出し、選んだボトルを1本引き抜く。 

5. ラックを閉める。 

6. 取り出したボトルの周囲をエタノールでよく清拭した後、安全キャビネット内に入

れる。 

7. ボトルをよく振り、口のゴム部分をエタノールで清拭する。 

8. 注射針を装着したシリンジで、ボトル内溶液を約 9 mL引き抜く。（かなり力が必

要） 

9. 内容液を15 mLチューブに回収する。チューブにはサンプル名を明記する。 

10. 取り出したボトルはゴム部分を清拭し、BacT/ALART機器の元のセルに戻す。他の

ボトルと共に残り 6 日間培養し、機器による判定を行う。 

11. Ⅳ-2ボトルについても同様に（３） 3)～11)を繰り返す。 

12. 回収した内容液は大きな浮遊物（活性炭など）を除くため、遠心する。（500×g、

3 分間）。チューブをクリーンベンチ内へ持ち込む際には、エタノールで清拭する。 

13. 平板培地への播種作業前に、作業用ゴム手袋を滅菌手袋に交換する。 

14. 内容液の上清を 5 mLピペットを用いて 3 mL 吸引し、重ねた平板培地 3 枚に1 
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mL / plate滴下し、シャーレのフタを閉めてすぐに傾け、内容液を広げる。作業中

の汚染を防ぐため、一度に播種する平板培地は 3 枚までとする。 

15. 同様の操作を繰り返し1サンプルあたり 6 枚、合計 12 枚すべての培地に播種する。 

16. 培地はフタをしたまましばらく安全キャビネット内に静置し、内容液を培地に染み

込ませる。(すぐにインキュベータに入れる場合は、結露がない事を確認する) 

17. 培地表面が乾燥した事を確認し、裏返して（フタが下になるようにして）重ね、イ

ンキュベータで7日間培養する。 

・トリプケースソイ寒天培地 30℃ 

・サブロー寒天培地 25℃ 

 

 

（４）最終試験の判定(搬出日) 

４－１.搬出前判定 

平板培地播種後2日目か3日目が搬出日になるので、搬出日の朝に判定を行う。 

1. 平板培地は蓋をしたまま観察する。 

・ すべての培地にコロニーが認められない時、陰性と判定する。 

・ 平板培地はいずれかの培地にコロニーが1つ以上認められた場合、陽性が疑われるた

め、要再試験と判断する。 

2. 培養ボトルは平板培地播種に用いなかった2本について判定を行う。無菌試験A 

（４）に従い、ボトルグラフの目視による確認を行う。 

・ グラフの上昇が認められない場合、陰性と判定する。 

・ グラフの上昇が認められた場合、陽性が疑われるため、要再試験と判断する。 

3. 平板培地の結果と培養ボトルの結果を合わせて搬出前判定を行う。 

・ すべて陰性の判定が出たとき、当該間葉系幹細胞を陰性と判定する。 

・ いずれか１つ以上で陽性が疑われるものがある場合は、品質管理責任者は各責任者

に報告し、対応を協議する。 
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４－２.最終試験（搬出前）の陽性判定時の処置 

陽性と判定した場合、当該間葉系幹細胞を不適合品とし、各責任者と担当医師で対応を

協議する。 

 

 

４－３.搬出準備 

1. 品質管理責任者の指示を得て、BacT/ALERTのボトルグラフをプリントアウトする

(培養ボトルはそのまま培養を続行する)。平板培地はTriplicateの内、1セット( 4 枚)

をインキュベータから取り出す。残りの培地については最終判定日までそのまま培

養を続行する。 

2. 取り出した培地とプリントしたボトルグラフを担当医師に見せ、結果を説明する。 

 

４－４.最終試験の再試験および再判定 

品質管理責任者から指示があった場合、再試験を行う。 

再試験前には試薬の使用期限、操作マニュアルのチェックおよび試験機器の稼動状況の

チェックを行う。 

1. 再試験のためのサンプルを培養担当者より受け取り、手順（１）～（３）に従いボ

トルへの播種および平板培地播種を行う。 

2. 手順４－１に従い最終判定を行う。 

・ 再試験ですべて陰性の判定が出た場合は、最終試験を陰性と判断する（試験終了）。 

・ 再試験でもどれか1つ以上陽性が疑われるものがある場合は、搬出前判定と同様に関

係者で協議を行う。 

 

（５）陽性判定時の処置 
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陽性と判定した場合、当該間葉系幹細胞を不適合品とし、各責任者と担当医師で対応を

協議する。 

 

（６）引渡し後の最終試験判定 

製品引渡し後も培養を続けていた平板培地および培養ボトルについて、平板培地の培養

7日目に最終判定を行うこととする（培養ボトルは培養 8日目にあたる）。 

手順（４）と同様に、判定と処理を行う。 

・ 引渡し後の判定ですべて陰性の判定が出た場合は、最終試験を適合とする。 

・ 引渡し後の判定でどれか 1つ以上で陽性が疑われる場合、搬出前判定と同様に関係

者で協議を行う。 

 

（７）平板培地の写真撮影 

1. BacT/ALERTのボトルグラフをプリントアウトする。平板培地 ( 8 枚)はインキュ

ベータから取り出して、写真撮影を行う。 

2. 培養 7日目に判定を行った後の平板培地をデスクに並べる。 

3. シャーレのフタを取りデジタルカメラで上から撮影する。 

 

 

マイコプラズマ否定試験 

○ 市販 の“Venor GeM Mycoplasma Detection Kit for conventional PCR” （minerva 

biolabs, 一段 PCR 法）を用いる。 

○ 使用する市販の試薬、キットは、全てロット番号と使用期限を確認する。作業はす

べてゴム手袋を着用して行う。 
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（１）DNA回収 

細胞溶解および DNA抽出には PUREGENE Cell and Tissue DNA Isolation Kit 
(QIAGEN)を用いる。 

1. 培養担当者より検体細胞培養プレート (6 well) を受け取る。 
2. プレートから上清を除去し、Cell Lysis solution 300 l ずつ 2 wellに添加する。 
3. セルスクレーパーで細胞を掻きとり、ピペッティングによりしっかりと懸濁する。

1.5 mlチューブ 2本に分けて回収し( 1 well分/tube )、1本を DNA抽出用として
以下に用いる。残りの 1本は再試験に備えるため、試験結果の確認および判定が終
わるまで冷蔵庫で保管する。 

4. RNase A solution 1.5 l を添加し、よく混合した後、 37℃、30 min インキュベ
ートする。 

5. 室温に戻した後、Protein PPT Solution 100 l を添加する。 
6. 白濁するまで激しく vortex する。 
7. 15,000 rpm、 3 min、4℃ にて遠心し、上清を新しい 1.5 ml チューブに移す。 
8. 2-propanol 300 l を加え、ゆっくりと約 50 回転倒混和する。DNA が見えてく
ることを確認する。 

9. 15,000 rpm、3 min、 4℃ にて遠心を行う。 
10. ペレットを確認しながら上清を除去し、70%エタノール 300 l を添加する。 
11. 15,000 rpm、1 min、4℃ にて遠心を行う。 
12. 上清を全て除去する。 
13. ペレットを乾燥させる。 
14. 注射用水 15 - 30 l に溶解し、DNAサンプルとする。溶解する注射用水の量は、
ペレットの大きさで判断する。 
○以下に使用する水は全て同一ロットの注射用水とする。 

 

（２）DNA定量 

1. 測定の 30分前に吸光光度計のスイッチを入れる。 

2. 吸光値測定用サンプル（DNAサンプル 10倍希釈液）を用意する。(DNAサンプル 

2 l + 注射用水 18 l) 

3. パソコンを立ち上げ Genespec-Ⅲ(DNA)を起動させ、プリンタの電源を入れる。 

4. 測定条件を入力する。 

5. [編集]→ 

[測定条件編集]  ・波長範囲：上限 300 nm、下限 220 nm 

 ・光路長: 5mm  

 ・積算回数：32 
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[核酸条件編集] ・計算モード：dsDNA 

 ・希釈率 :10  

6. 10 l測定用セルを注射用水で洗う。 

7. セルに注射用水 10 lを入れてベースラインを測定する。 

8. ベースラインが決定したら測定用 サンプルを 10 l入れて測定する。 

9. 複数のサンプルを測定するときはサンプルごとにシートを替える。 

10. シートにサンプル名(検体 ID、培養時期)、コメント（試験担当者名）を入力する。 

11.  [保存]→[一括ファイル保存]で全てのシートを 1つのファイルとして保存する。 

12. 波形をプリントアウトし、記録用紙の所定の欄に貼り付ける。 

13. Genespec-Ⅲを終了し、吸光光度計の電源を切る。 

14. 測定用サンプルを捨て、使用したセルはMQ水で洗浄して所定の位置に戻す。 
 

（３）上清サンプルの準備 

1. 冷蔵庫から最終検査用培養上清を取り出す。 
2. 安全キャビネット内で、少量を クライオチューブに分注する。 
3. 実験台で 0.2 ml チューブに 50 l を分注する。 
4. PCR 機で 95℃、5 min 加熱し、5 秒間スピンダウンする。 
5. Sample Aとして以下に用いる。 

 

（４）PCR 

PCRには以下のキットを用いる。 

・Venor GeM Mycoplasma detection kit for conventional PCR (minerva biolabs) 

・Ampdirect Plus (島津製作所) 

・Nova Taq Hot Start DNA Polymerase (EMD Biosciences) 

 

1. DNA定量で得られたデータに基づき、DNA サンプルを 100 ng/l になるように
注射用水で希釈し、Sample B として以下に用いる。 

2. 冷凍保存の Venor GeM PCR キットのケースから、Ampdirect Plus (Buffer)、
PCR grade water、Primer/Nucleotide Mix 及び Internal control DNAを取り出
し、解凍する。 

3. 8連チューブを用意し、検体 IDと日付を記入する。 
4. 下表に従い 1.5 ml チューブに（必要サンプル数＋1）サンプル分の PCR Mixture
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を調整する。 
 

   1サンプル分 
6サンプルで 

試験を行う場合 

 Ampdirect Plus 12.5l 87.5l 

PCR grade water  4.87 l 34 l 

Primer/Nucleotide 

Mix 2.5l 17.5 l 

Nova Taq * 0.13 l 1 l 

合計 20 l 140 l 

* Nova Taq (酵素)は混合直前まで冷凍庫で保管し、使用後は直ちに冷凍庫に戻す。 

 

5. よく混合した後、8 連チューブに 20 l ずつ添加する。 
6. 下記の表にしたがって Sample，Internal control DNA，Extra H2O（注射用水）
を加える。 

7. *添加時、内容液がチューブ外面に付着しないように注意する。交差汚染を防ぐた
め、残りのサンプル、試薬類は確実にキャップをして片付ける。マイコプラズマ 
DNA はコントロールとして使用しない。 

 

 

 

8. キャップを確実に閉めて混合し、スピンダウンする。 
9. 以下の条件で PCR を行う。 

Tube No. 1 2 3 4 5 6

Sample name Negative
control

Positive
control

Sample A
(培養上清）

3 +
Internal
control

Sample B
(細胞 DNA)

5 +
Internal
control

PCR mixture 20 20 20 20 20 20
Sample - - 2.5 2.5 2.5 2.5
Internal Control DNA - 2.5 - 2.5 - 2.5
Extra H2O 5 - 2.5 - 2.5 -
Total 25 25 25 25 25 25
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＊最終の保持温度は PCR 機の結露を防ぐため 15℃とする。 

 

10. PCR が終了したら、PCR 産物は電気泳動を行うまで冷蔵庫で保存する。 
 

（５）電気泳動 

1. 以下の通り、サンプルを 2% agarose gelにロードし 100 V、1TAEで 30分程度
泳動する。 

Lane M . 100 bp Ladder Marker 

Lane 1. Negative control 

Lane 2. Positive control 

Lane 3. Sample A 

Lane 4. Sample A + Internal control 

Lane 5. Sample B 

Lane 6. Sample B + Internal control 

2. EtBrで染色して UV照射下で写真を撮る。 
 

（６）結果の確認 

1. 電気泳動写真を見て、以下の試験成立基準を確認する。これら全てが満たされてい

ない場合は試験が成立していないと判断し、PCR をやり直す。いずれの場合も、

非特異的増幅、プライマーダイマーによるバンドは無視する。 

・ Lane 1にバンドが認められない 

・ Lane 2 に 1本（191 bp 付近）のバンドが認められる。 

・ Lane 4, 6 に 1本 (191 bp 付近) のバンドが認められる。 

1 cycle

cool down 15℃ for ∞

Thermal Profile

39 cycles

95℃ for 10 min

94℃ for 30 sec

55℃ for 30 sec

72℃ for 30 sec
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(lane 3, 5 で標的のバンド (265-278 bp) が認められた時は、この基準を満たさ

なくてよい) 

* 191 bp・・・Internal control DNA 増幅産物サイズ 

 

○ Lane2, 4, 6にバンドが認められない場合は、サンプルに反応阻害物質が含まれてい

る可能性があるので、当該サンプルを希釈して PCR をやり直す。培養上清サンプル

は 5 倍に希釈し、加熱処理を行う。 

 

○ 再測定の前には試薬の有効期限、操作手順及び試験機器の点検・校正状況の再確認

を行う。PCRをやり直しても基準を満たさない場合は試験不成立として、品質管理

責任者に状況を報告する。 

 

（７）判定 

手順（６）で基準を満たしたサンプルについて、以下の判定を行う。 

試験に使用した機器に間違いはないか、点検・校正有効期限内であるか、試薬の品名・

量・有効期限に問題はないかを確認の上、判定を行う。いずれの場合も、非特異的増幅、

プライマーダイマーによるバンドは無視する。 

・ Lane 3, 5のいずれにもバンドが認められない場合、陰性と判断する。 

・ Lane 3, 5のいずれかで 265 – 278 bp 間にバンドが認められる場合、陽性と判

断する。 
 

（８）再試験および再判定 

再試験 A 

陽性または擬陽性の判定が出た場合は、品質管理責任者の指示を受け、以下の手順で再

試験 A-1 および A-2を行う。 



77 

 

 

８－１.再試験 A-1および A-2 

1. 本試験で用いた DNA サンプルおよび上清サンプルを希釈し直した上で、手順

（４）に従い PCR を行う（A-1）。 

2. 手順（３）で保管しておいた細胞懸濁液を用いて再度サンプルを調製し、手順（４）

に従い PCR を行う（A-2）。 

3. 手順（６）、（７）に従い、 A-1および A-2 の判定を行う。 

・どちらも陰性の場合、最終判定を陰性とする。 

・どちらか、または両方で陽性の場合、状況を品質管理責任者に報告する。 

 

再試験 B 

再試験 Aでも陽性または擬陽性の判定が出た場合は凍結保存細胞を融解し、以下の手

順で再試験 B-1および B-2を行う。 

 

８－２.参考品からのサンプリング 

1. 凍結保存しておいた細胞の参考品を 1 本 (5 × 105 cells/ml, 500 l) 融解する。 

2. 融解した細胞懸濁液のうち、200 l は培地で洗浄した後、6 well plate の 1 well 

に播種し、培養を行い、再試験 B-2 （手順８－４） に用いる。 

3. 残りの 300 l の細胞懸濁液を用いて再試験 B-1（手順８－３）を行う。  

 

８－３.再試験 B-1 

1 手順８－２で採取した細胞懸濁液 300 l から DNA を抽出、精製して、手順（４）

に従い PCR を行う。 

2 再試験前には試薬の使用期限、操作マニュアルのチェックおよび試験機器の稼動状

況のチェックを行う。 

3 手順（６）、（７）に従い判定を行う。 

・ 陰性の場合は手順８－４に進んで再試験を続行する。 

・ 陽性反応が認められた場合は当該間葉系幹細胞を不適合品とし、状況を品質管



78 

 

理責任者に報告する。 

 

８－４.再試験 B-2 

再試験 B-2には手順８－２で培養を開始した参考品の細胞および再サンプリングした

間葉系幹細胞の培養上清の計 2サンプルを用いて試験を行う。 

1. 製造管理責任者に報告の上、培養担当者に上清の再サンプリングを依頼する。 

2. 2 回の培地交換を経た参考品の培養細胞を用いて、5-1 からの方法に従い DNA サ

ンプルを作製する。 

3. 手順（４）に従い PCR を行う。再試験前には試薬の使用期限、操作マニュアルの

チェックおよび試験機器の稼動状況のチェックを行う。 

4. 手順（６）、（７）に従い判定を行う。 

・ 陰性の場合、最終判定を陰性とする。ただし、再試験 B による判定であること

を品質管理責任者に報告する。 

・ 陽性反応が認められた場合は当該間葉系幹細胞を不適合品とし、状況を品質管

理責任者に報告する。 

 

（９）.陽性判定時の処置 

陽性と判定した場合、当該間葉系幹細胞を不適合品とし、各責任者と担当医師で対応を

協議する。 
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平成 23-25 年度厚生労働科学研究費補助金（再生医療実用化研究事業） 

分担研究報告書 

重症低ホスファターゼ症に対する骨髄移植併用同種間葉系幹細胞移植 

‐骨形成能の研究‐ 

研究分担者 大串 始 (産業技術総合研究所健康工学研究部門 招聘研究員)

研究要旨

この研究期間内に同種間葉系幹細胞の移植をおこなった2症例の長期でのレントゲン

像ならびにCT像の解析をおこなった。症例1では移植前にみられた骨端線のキャッ

ピング変化が移植後長期にわたり消失することを確認し、同部位での石灰化が継続

して存在することを確認した。また、移植前にみられた頭蓋骨の形成不全も改善し、

この良好な石灰化も移植後持続していた。しかし、長菅骨脆弱性は残存していた。

症例2では移植前にみられた非石灰化骨端線の拡張は改善し、さらに長菅骨の変形も

生じなかった。しかし、症例1と同様、骨の脆弱性は残存していた。また、これらの

症例には複数回の移植をおこなったが、この複数回に用いた間葉系幹細胞のin vitro

での骨形成能をALP活性やカルセインの取り込みにより生化学的に検証した。これ

らの検証により、複数回用いた間葉系幹細胞は全て骨分化能を有することが確認で

きた。以上より、本疾患患者に対する同種幹細胞移植の有用性が確認されるも、骨

の脆弱性の問題を解決すべく、さらなる研究が必要である。 

 

A. 研究目的 

低ホスファターゼ症患者は骨を作

るのに必要なALPが生まれつき正常

に働かないことにより、骨を作るこ

とが障害される遺伝性疾患である。

本計画では骨形成障害を改善するた

めに、同種の間葉系幹細胞を患者に

移植して骨形成能を付与することに

ある。しかし、その検証には間葉系

幹細胞移植前にみられる骨成長不全

の改善と、移植に用いる間葉系幹細

胞が骨分化能を有することが必須で

ある。以上の点をふまえて、分担研

究者大串は、継時的な移植後におけ

る患者の画像解析（レントゲン撮影

とCT撮影）をおこなうとともに、こ

れまでに複数回用いたドナー間葉系

幹細胞の骨分化能を検証した。すな

わち、本研究の有用性を骨形成解析

という側面から検討することを目的

とした。 
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B. 研究方法 

 骨成長の画像解析においては島根

大学で通常のレントゲン撮影とCT

撮影をおこなった。ドナー同種間葉

系幹細胞の骨分化は、島根大学から

搬送された骨髄から培養増殖された

間葉系幹細胞(mesenchymal stem 

cell: MSC)を用いて以下の方法によ

りおこなった。 

≪骨分化能解析≫ 

 

・MSCを基礎培地に浮遊し2x104 cell

s/1.5mL /wellで12well plateに播種

する。 

（この時の濃度は5000cells/cm2とな

る） 

・播種翌日（又は細胞接着後）、6 we

llを基礎培地に添加因子3種をそれぞ

れ100分の1ずつ加えた誘導培地（Dex

(+)）に交換する。（コントロールとし

て残りの6 wellは-GPのみ加えた培

地（Dex(-)）に交換する。） 

・Dex(+), Dex(-)各6 wellのうち、5 

wellにCalceinを100分の1加える。 

・添加因子を加えた培地で週2-3回培地

交換をおこない、2週間培養する。 

・イメージアナライザー（タイフーン）

で蛍光強度を測定し、石灰化基質の定

量を行う。 

・DNA bufferを0.5mLずつ各wellへ添

加し、細胞を回収する。 

・回収した細胞を超音波破砕する。 

・DNA量を定量する。 

・ALP活性を測定する。 

・DNA 1gあたりのALP活性を計算す

る。 

基礎培地：15%FBS/MEM（抗生物質

+） 

添加因子 

・-GP：-Glycerophosphate disodi

um salt (CALBIOCHEM: 35675) 

作成法 -GPを精製水に1Mとなるよ

うに溶解→ろ過滅菌 

・Vit.C：L-ｱｽｺﾙﾋﾞﾝ酸ﾘﾝ酸ｴｽﾃﾙﾏｸﾞﾈｼｳ

ﾑ塩n水和物 (Wako: 013-12061) 

作成法 Vit.C をPBSに2.05mg/mL

となるように溶解→ろ過滅菌 

・Dex：Dexamethasone (SIGMA: D-

8893) 

作成法 1mg入りの瓶に1mLのエタノ
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G. 研究発表 

 （巻末に別記載） 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1．特許所得：なし 

2．実用新案登録：なし 

3．その他：なし 
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平成 23-25 年度厚生労働科学研究費補助金（再生医療実用化研究事業） 

分担研究報告書 

重症低ホスファターゼ症に対する骨髄移植併用同種間葉系幹細胞移植 

-キメリズム解析、病態解析、間葉系幹細胞の細胞特性、疾患特異的 iPS 細胞の樹立- 

 

研究分担者 福田 誠司（島根大学医学部小児科 准教授） 

 

研究要旨 

 低ホスファターゼ症は、骨の石灰化障害を来たす疾患である。今回の臨床研究では骨

髄移植を行い、その後骨芽細胞に分化する間葉系幹細胞を複数回移植して、骨の石灰化

を回復させる骨再生医療である。間葉系幹細胞の効果を明らかにするために、移植後の

造血および間葉系幹細胞のキメリズム解析を行った。また、この疾患の病態を明らかに

するために、網羅的遺伝子発現解析、TNSALP遺伝子変異解析および疾患特異的 iPS

細胞の樹立を行った。さらに、間葉系幹細胞の細胞特性を検討した。キメリズム解析に

おいて、ドナー由来間葉系幹細胞が頻度は少ないが生着していることを証明できた。生

着率が低い理由として、間葉系幹細胞の遊走能や生着能が低いことが考えられた。また、

この病態に関して、間葉系幹細胞および骨芽細胞の遺伝子発現について、健康人と患者

で異なる遺伝子発現パターンを示す遺伝子群は、骨代謝に関わる遺伝子だけでなく細胞

内伝達、炎症、細胞接着に関わる遺伝子、中枢神経系や肺の形成に関わる遺伝子も変動

していた。TNSALP遺伝子変異解析では、疾患の重症度と ALP活性が比例することが

明らかとなった。患者の皮膚線維芽細胞に 5つの遺伝子（Oct3/4, Sox2, Klf4, Nanog, 

Lin28）を導入して iPS細胞を樹立することに成功した。しかし、細胞増殖能が低く未

分化能を維持することが困難であったため、未分化マーカーである ALP（この疾患で

は遺伝的に欠損している）がこれらの機能に関与している可能性が示唆された。さらに、

間葉系幹細胞移植の効果を高めるために、骨髄および臍帯由来間葉系幹細胞の細胞特性

を検討した。臍帯由来間葉系幹細胞は、骨髄由来間葉系幹細胞と比べて、ALP発現、

骨分化および遊走能には大きな差はなかったが、細胞接着に関する CD44の発現は高か

った。このことは、移植後に生着する間葉系幹細胞が少ないことを回復させる可能性が

示唆された。 
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A. 研究目的 

 低ホスファターゼ症は、骨および歯

の石灰化障害を来たす常染色体劣性遺

伝疾患である。本研究では、石灰化を

改善するために、骨髄移植併用同種間

葉系幹細胞移植を行っている。これま

での研究・報告では、この疾患で石灰

化障害を来たす原因が明らかではない

こと、骨髄移植では石灰化は改善しな

いこと、間葉系幹細胞移植により骨の

石灰化は改善するが、臨床効果が不十

分である。また、この疾患は骨以外に

中枢神経系や肺などにも合併症を引き

起こす。したがって、移植細胞が骨の

石灰化を促進しているか明らかにする

ために、ドナー由来間葉系幹細胞のキ

メリズム解析を行った。また、この疾

患の病態を明らかにするために網羅的

遺伝子発現解析および疾患特異的 iPS

細胞の樹立を行った。さらに、ドナー

は TNSALP遺伝子異常を有する保因

者であるため、TNSALP遺伝子変異を

認めず（ALPが正常）かつ HLAが一

致したドナーからの造血幹細胞移植お

よび間葉系幹細胞移植が臨床像の更な

る改善に有効であると思われる。した

がって、上記条件を満たすドナーを得

やすい、臍帯血移植および同一ドナー

の臍帯由来間葉系幹細胞移植を検討す

るため、臍帯由来間葉系幹細胞の細胞

特性を骨髄由来間葉系幹細胞と比較検

討した。 

 

B. 研究方法 

1．キメリズム解析 

 移植前後に患者から造血細胞および

骨髄からフローサイトメトリー（FCM）

で単離した間葉系幹細胞の由来（ドナ

ー由来、レシピエント由来）を検討す

るために、個人識別マーカーである

short tandem repeatを増幅させ、シー

クエンス解析で塩基配列を決定した。

また、ALP遺伝子変異の有無を調べた。 

 

2. 病態解明 

 Microarray法を用いて患者および骨

髄提供者（保因者）、正常健康人の間

葉系幹細胞および骨芽細胞の網羅的遺

伝子発現を解析した。また、TNSALP

遺伝子変異体を作成して、ALP活性、

ドミナントネガティブ効果、骨の石灰
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化能を検討した。さらに、患者線維芽

細胞に 5つの遺伝子（Oct3/4, Sox2, 

Klf4, Nanog, Lin28）を導入して iPS

細胞の樹立を試みた。 

 

3．間葉系幹細胞の細胞特性 

 培養した間葉系幹細胞は静脈内投与

した場合、骨への遊走能が悪く、ほと

んど肺でトラップされる。したがって、

間葉系幹細胞の遊走能を高めるために、

培養した細胞を剥離する剥離液の検討

を行った。 

 また、臍帯由来間葉系幹細胞の ALP

活性、骨石灰化能および遊走能を検討

した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、ヒトゲノム・遺伝子解析

研究に関する倫理指針(平成 16年度 12

月 28日)に従い、島根大学医の倫理委

員会および産業技術総合研究所の倫理

委員会の承認を得た後、行っている。

書面によるインフォームド・コンセン

トを取得後に検体を採取して、使用し

ている。また、提供された臍帯は、(1)

再生医療、(2)血液疾患、(3)患者数の少

ない難治性疾患の治療方法の開発や創

薬を目指した研究、ならびに臍帯の保

存技術の開発、バンキングを目指した

研究等、医学の発展を目指した研究に

使用する事を、臍帯を提供して頂く妊

婦に説明し、同意を得ている。また、

患者由来 iPS細胞も病態解明、治療法

の開発のための使用することを患者の

親権者に説明して同意を得ている。 

 

C. 研究結果 

1．キメリズム解析 

 症例 1に関して、骨髄移植 1か月後

の造血細胞は、100%ドナータイプであ

ったが、移植 8か月頃から、10~20%台

にまでドナー細胞が低下した。その後、

現在までこの比率を維持している。骨

髄から採取して培養した間葉系幹細胞

は、100%レシピエント由来のままであ

る。 

 症例 2に関して、骨髄移植 1か月後

から現在まで、100%ドナータイプを維

持している。骨髄から採取して培養し

た間葉系幹細胞は、100%レシピエント

由来のままである。 

 2症例ともに、骨髄中のドナー由来間

葉系幹細胞が少ないことが予想された

ため、骨髄から FCMで単離した間葉系

幹細胞のキメリズム解析を行った。単

離した間葉系幹細胞数が少なかったた

め、short tandem repeatの増幅が困難

であった。したがって、TNSALP遺伝

子変異を調べたところ、正常な

TNSALP遺伝子を検出することができ

たため、ドナー由来の間葉系幹細胞が

生着していることが明らかとなった

（図 1）。 
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たため、患者と正常人の比較を行った。
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る遺伝子だけでなく、炎症、細胞内シ

グナル、細胞接着に関わる遺伝子も変

動していた。さらに、肺や脳の形成に

関わる遺伝子も変動していた。
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に骨に関わる遺伝子発現が上昇してい

ることが明らかとなった。しかし、ALP

活性が低下することで、直接的にある

いは間接的に骨化に関わる遺伝子発現

が低下していることから、ALPに関わ

る骨化（骨の石灰化）の機序が明らか

にすることができると思われる。今後、

これらの遺伝子を詳細に検討して、こ

の疾患の病態を解明していく予定であ

る。また、特に間葉系幹細胞において、

骨に関わる遺伝子だけでなく、細胞内

伝達、炎症、細胞接着に関わる遺伝子

が変動していた。さらに、この疾患に

合併する肺や中枢神経に関与する遺伝

子も変動していた。したがって、この

疾患が、骨だけでなくさまざまな症状

に寄与することが遺伝子発現解析で明

らかとなった。 

2)  TNSALP遺伝子変異解析 

 日本人のこの疾患に認められた遺伝

子変異体を作成したところ、ALP活性

および石灰化能が 70%以上の変異体で

低下していた。同様に、ドミナントネ

ガティブ効果も 70%以上の変異体でみ

とめられた。ALP活性と石灰化能に関

して、臨床の重症度と一致する変異体

が多く認められたが、一部は臨床像と

合わずにALP活性が高い変異体もみら

れたこと、ドミナントネガティブ効果

を認めた変異体を有する保因者が、臨

床的に正常であること、同じ TNSALP

遺伝子変異体を有する患者でも骨の石

灰化の程度に開きがあることから、

ALP以外に骨の石灰化に関わる因子が

存在する可能性が示唆された。 

3) 疾患特異的 iPS細胞の樹立 

 今回患者由来の皮膚線維芽細胞から

iPS細胞を樹立することに成功した。し

かし、iPS細胞様コロニーが多数見られ

るものの、増殖および未分化能維持が

乏しい結果が示された。また、ALP染

色は今回作成した iPS細胞ではすべて

陰性であった。これらの結果は、ALP

染色が陽性反応を示す事が iPS細胞の

確認試験として用いられているが、今

回の iPS細胞は低ホスファターゼ症患

者由来の細胞（先天的に ALP遺伝子が

変異しており、ALPの発現がみられな

い）から作製されたものであり、ALP

の発現が iPS細胞の増殖および未分化

能の維持に重要な役割を果たしている

かもしれない。今後、iPS細胞の長期的

な維持、および樹立までの増殖能の保

持を経時的に検討していき、また、正

常健康人から樹立した iPS細胞の ALP

をノックダウンすることによって、こ

れらの機序を明らかにしていく必要が

ある。 

 

 

3．間葉系幹細胞の細胞特性 

1) 細胞剥離剤の検討 

間葉系幹細胞の細胞特性を向上させ

るために、細胞剥離液を検討したとこ
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ろ、トリプシンよりは遊走能が維持で

きる剥離液を同定できた。しかし、生

体内で骨への homingが高くなるかは

明らかでない。さらに、他の因子の検

討も重ねて、高い遊走能を有する培養

間葉系幹細胞を樹立できるよう検討し

ていく必要がある。 

2) 臍帯由来間葉系幹細胞の細胞特性 

骨分化や遊走能において、骨髄由来

との著しい差は見られなかった。しか

し、接着因子である CD44の発現量が

高いことから、in vivoでの生着能が高

い可能性がある。また、骨分化能に関

してはロット間での差が大きかった。

このことは、骨髄由来MSCの培養条件

で骨芽細胞へ分化させたことが原因か

もしれない。したがって、臍帯由来間

葉系幹細胞が十分に骨分化する条件を

詳細に検討する必要がある。しかし、

骨髄由来間葉系幹細胞もロット間（個

人間）で差があることが報告されてい

る。in vivoでもロット間の差が大きい

かどうかを検討することが重要である

と思われた。 

 

E. 結論 

 今回の検討では、ドナー由来の間葉

系幹細胞が生着していることを証明で

きた。臨床的には改善していることの

エビデンスとなりうるが、長期間生着

するか、検討する必要がある。病態解

析では、ALP変異体の機能を明らかに

することができただけでなく網羅的遺

伝子解析で骨だけでなくそれ以外の症

状を引き起こす機序が明らかとなった。

疾患特異的 iPS細胞の樹立に成功した

ことで、今後、本疾患の障害部位であ

る骨、中枢神経、肺などの細胞に分化

させて、それぞれの機能解析を行い、

病態解明を進めていくことが重要であ

ると思われた。疾患特異的 iPS細胞を

樹立して、それぞれの組織について検

証を行う必要がある。臍帯由来間葉系

幹細胞と骨髄由来間葉系幹細胞の細胞

特性（ALP活性、骨分化能、遊走能）

に大きな違いは認められなかった。ま

た、培養した間葉系幹細胞は剥離液を

変えた程度では細胞特性も大きな違い

はでない。この疾患の根治療法を目指

すためにも、骨への遊走能、増殖能、

免疫寛容効果の優れた間葉系幹細胞の

樹立が不可欠であると思われた。 

 

F. 健康危険情報 

なし 

 

G. 研究発表 

（巻末に別記載） 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

1．特許所得：なし 

2．実用新案登録：なし 
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