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I. 総括研究報告 
 
ヒト ES/iPS 細胞の実用化における幹細胞バンクの基盤整備についての研究 

 

 
研究代表者 古江-楠田 美保 

 
独立行政法人 医薬基盤研究所 難病・疾患資源研究部 

ヒト幹細胞応用開発室 研究リーダー 

 

研究要旨：ヒト ES/iPS 細胞の実用化においては、プレマスターバンク、マス

ターバンク、ワーキングセルバンクを設置することが望ましい。実際に実用化

を目指してバンク設置と運営を円滑に行うためには、作業工程などのフローを

事前に構築しておく必要がある。一般細胞バンクにおける品質管理、ならびに

臨床用細胞プロセシングにおける作業工程などについてはすでに策定されて

おり、本研究では、これらに加えるべきヒト幹細胞バンクにおけるデータベー

スの基盤設計、幹細胞としての品質管理に必要な技術の策定など、ヒト幹細胞

バンク運営の基盤システムの基礎設計について研究を行った。 

 
協力研究者 
 
菅－岸本 三佳： 難病・疾患資源

研究部 ヒト幹細胞応用開発室 

特任研究員 
 
分担研究者 
 
水口賢司：独立行政法人医薬基盤研

究所 バイオインフォマティクス

プロジェクト プロジェクトリー

ダー 

 
大沼清：長岡技術科学大学 生物機能

工学専攻 准教授 
 
A. 研究目的 

これまで培養細胞を産業利用する

際においては、細菌などの微生物の利

用と同様に、樹立機関から提供された

資源をストックするプレマスターバ

ンク、さらに種としてのマスターバン

ク、実際に使用するワーキングバンク

を作成して使用することが望ましい
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とされ、培養細胞が資源化されてきた。

しかし、ヒト胚性幹（ES）細胞や人

工多能性幹(iPS)細胞などの多能性幹

細胞を実用化する上においては、従来

の細胞とは異なり、培養過程において

形質が変化しやすく、実用化を目指し

てバンク設置と運営を円滑に行うた

めには、これら細胞の特性検査などを

含めた作業工程などのフローを事前

に構築しておく必要がある。そこで、

実用に資するヒト幹細胞バンクに必

要なデータベースの基盤設計、品質管

理に必要な基盤技術の策定を行い、実

用ヒト幹細胞バンクの基盤システム

を設計について研究することを目的

とする。 
ヒト ES/iPS 細胞などヒト幹細胞を

再生医療のソース、ワクチン作製や生

物製剤原料、創薬研究ツールとして実

用化するために、プレマスターバンク、

統合的に管理するマスターバンク、実

用のためのワーキングセルバンクの

設置が望まれ、共用の基盤システムを

構築しておく必要がある。一般細胞の

バンクは独立行政法人 医薬基盤研究

所の生物資源として JCRB 細胞バンク

が設置されており、微生物検査、ウィ

ルス検査、細胞同定検査（CGH アレイ

検査）など基本的な検査項目について

の作業工程は策定されている。また、

臨床用細胞プロセッシングの作業工

程については、医薬品及び医薬部外品

の製造管理及び品質管理規則に準じ

た工程が臨床研究を行っている各機

関にて策定されている。しかし、ヒト

多能性幹細胞は従来の細胞とは異な

る形質をもつため、ヒト幹細胞特有の

品質管理が必要となる。また、一番の

問題点は、ヒト多能性幹細胞はゲノム

が不安定であり（文献 1､2）、長期に継

代を行う事よりゲノムが変異してし

まう可能性があることが報告されて

いる。そのため、ヒト多能性幹細胞を

治療に用いるためには、できるだけ短

期間で資源化を行った細胞を使うべ

きであるとの見解がでている。海外で

は、国際幹細胞バンキングイニシャテ

ィブ(ISCBI)が臨床用ヒト幹細胞バン

クのためのガイドラインを作成中で

ある（文献 4､5）。国内事情を鑑みたヒ

ト幹細胞バンクの基盤設計が急務で

ある。 

具体的には、下記の３つの観点から

研究を推進する。 

① 効率的な品質管理を行うための

基盤技術の策定  

② 細胞登録システムの基礎設計案

の作成 

③   臨床応用などに資するヒト幹

細胞の品質維持技術の策定 

 

遺伝子発現の解析の方法について

は、水口が分担し、また、細胞品質

評価のうち、表面抗原プロフィール

解析については、大沼が分担した。 

 

B. 研究方法 
 

１．未分化状態でのヒト iPS 細胞の特

性解析 
 

(i) 遺伝子解析 
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未分化状態でのヒト iPS 細胞の特

性を明らかにするため、遺伝子発現プ

ロフィール解析を行った。その検査方

法については、H23 年度に策定を行っ

た国際幹細胞イニシャティブ(ISCI)
にて用いられたStem Cel PCRアレイ

を用いた方法を用いて行った。 
これまで、厚生労働省研究資源バン

ク・細胞バンク（JCRB Cell Bank）
に 登 録 さ れ た ヒ ト iPS 細 胞

JCRB1331 Tic、JCRB1327 Dotocom、

JCRB1437 iPS-TIG-114-4f1、コント

ロールとして京都大学 iPS 細胞研究

所より供与されたヒト iPS 細胞

201B7 、 京 都 大学ヒ ト ES 細 胞

KhES-1(京都大学より分与)、ウィスコ

ンシン大学ヒトＥＳ細胞 H9(Wicell 

Bank より分譲)を検査対象としてき

た。国際幹細胞イニシャティブによる

解析にも用いられた Pluripotency 遺

伝子 PCR アレイを用いて解析し、デ

ータの蓄積を行ってきた。 
今年度には、3 株のヒト iPS 細胞

株；JCRB1341 iPS-TIG120-3f7、
JCRB1363 iPS-TIG120-4f1 及 び

NIHS0693 UTA-SF2-2（以上 JCRB 
Cell Bank）、2 株のヒト ES 細胞株；

KhES-4 及び KhES-5 (京都大学よ

り分与)を追加し、同様の手法で遺伝

子発現プロフィール解析を行い、昨年

度までに蓄積したデータと合わせて、

遺伝子発現プロフィールの細胞株間

の相違や個々の細胞株の特性を示す

遺伝子等について検討した。 

 

 

 

 

【遺伝子プロフィール解析を行った厚生労働省研究資源バンク・細胞バンク（JCRB Cell 

Bank）に登録されたヒト iPS 細胞 NIHS0693 UTA-SF2-2 の細胞情報】 

 

http://cellbank.nibio.go.jp/cellinfo/ips/u-tokyo_ipslist/ 
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【遺伝子プロフィール解析を行った厚生労働省研究資源バンク・細胞バンク（JCRB Cell 

Bank）に登録されたヒト iPS 細胞 JCRB1341 iPS-TIG120-4f3 の細胞情報】 

 

http://cellbank.nibio.go.jp/~cellbank/cgi-bin/search_res_det.cgi?RNO=JCRB1341 
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【遺伝子プロフィール解析を行った厚生労働省研究資源バンク・細胞バンク（JCRB Cell 

Bank）に登録されたヒト iPS 細胞 JCRB1363 iPS-TIG120-4f1 の細胞情報】 

 

http://cellbank.nibio.go.jp/~cellbank/cgi-bin/search_res_det.cgi?RNO=JCRB1363 
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アレイに含まれる遺伝子のリストは表１に示した。 
 

アレイ名 Stem cell PCR array (幹細胞の同定、分化、増殖に関与する 84 遺伝子の

発現プロフィールを解析する) 

アレイ遺伝子 BRIX, CD9, COMMD3, CRABP2, EBAF, FGF5, FOXD3, GABRB3, GAL, GBX2, GDF3, 

GRB7, IFITM1, IFITM2, IL6ST, IMP2, KIT, LEFTB, LIFR, LIN28, Nanog, 

NODAL, NR5A2, NR6A1, PODXL, POU5F1, PTEN, REST, SEMA3A, SFRP2, SOX2, 

TDGF1, TERT, TFCP2L1, UTF1, Xist, ZFP42, FGF4, NOG, CDX2, CGB, EOMES, 

KRT1, GCM1, DDX4, SYCP3, COL1A1, COL2A1, RUNX2, HBB, HBZ, ACTC, NPPA, 

DES, MYF5, MYOD1, T, WT1, CD34, CDH5, FLT1, PECAM1, GCG, IAPP, INS, 

IPF1, PAX4, SST, TAT, AFP, FN1, FOXA2, GATA4, LAMA1, LAMB1, LAMC1, 

PTF1A, SERPINA1, SOX17, GFAP, HLXB9, ISL1, NES, NEUROD1, OLIG2, PAX6, 

SYP, TH  

コントロール

遺伝子 

ACTB, 18S, CTNNB1, DNMT3B, EEF1A1, GAPDH 
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(ii) 未分化マーカータンパクのプロ

フィール解析 
 

ヒト多能性幹細胞のマーカータ

ンパクの発現について 2つの手法を

用いて解析を行い、その結果を比較

した。手法１として、コーニング社

製25cm2プラスチックフラスコを用

いて培養後、細胞を分散し、Tra-1-60、
SSEA-3、SSEA-4、SSEA-1 などの抗

体と反応させて免疫染色を行い、フ

ローサイトメトリーによる解析を

行った。手法２として、同じロット

の細胞を BD 社製６ウェルプレート

にて培養した細胞を４％パラフォ

ルムアルデヒドにて室温で固定し、

免疫染色を行ってイメージアナラ

イザーにてプロフィール解析を行

った。手法１、手法２による解析結

果の比較を行った。 
 

2．細胞登録システムの基礎設計案

についての検討 

 

海外のヒト幹細胞の分譲を行っ

ている機関における細胞登録情報

の収集を行った。また、細胞培養

記録および各種検査結果記録を継

続して記載し、データ化について

検討を行った。 

 

3． 臨床応用などに資するヒト幹

細胞の品質維持技術の策定 

 

(i) フィーダーを用いたヒト

ES/iPS 細胞の培養に関する作業

工程表ならびに作業手順書の作成 

 

昨年度までにフィーダーを用い

たヒト ES/iPS 細胞の解凍・培地交

換、継代、凍結について必要な準

備、作業などのリストアップを行

い、解凍・培地交換、継代、凍結

について作業手順書を作成した。

データベースとして応用できるよ

うにエクセルにて作成した。今年

度は実際にこれらの手順書に従っ

て細胞の解凍・培地交換、継代、

凍結を行い、改善するべき点につ

いて検討し、手順書の改定を行っ

た。 

 

(ii) フィーダーを用いないヒト

ES/iPS 細胞の培養に関する品質

管理法ならびに作業手順書の作成 

 

フィーダー細胞を用いない無血

清培地を用いて培養を行う場合、

その品質管理も従来の培養法を用

いる場合とは異なってくる。東京

大学浅島研究室にて無フィーダ

ー・無血清にて樹立され寄託され

たヒト iPS 細胞 UTA-SF2-2 の資源

化に備えて、 hESF9a 培地を用いた

培養工程における品質管理方法を

これまでに策定した。今年度は策

定した品質管理方法に従いヒト

iPS細胞UTA-SF2-2の資源化を行っ

た。また、解凍・培地交換、継代、
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凍結について作業工程表および作

業手順書を作成した。 

近年、次々と無血清培地が開発さ

れていることから、どの培養条件に

も対応できるような品質維持培養

技術を策定する必要がある。そこで、

これまでに報告されている既知の

組成よりなるフィーダー細胞を用

いない市販の培地； ｍ TeSR1 培

地、TeSR2 培地、TeSR-E8 培地、申

請者が開発した既知組成よりなる

hESF9a 培地、動物由来成分不含

hESF-FX 培地を用いて、複数の培養

技術者がヒト ES/iPS 細胞を 5 継代

にわたって培養を行い、評価や検査

を行って、品質管理法を検討した。 

 

倫理面の配慮 

 

本研究についてヒト試料を用い

てゲノム解析を用う研究を実施す

る場合には「ヒトゲノム･遺伝子解

析研究に関する倫理指針」に、その

他の研究は「臨床研究に関する倫理

指針」に従って行うほか、研究機関

等で定められた倫理規定を遵守し

て研究を遂行した。また、ヒト ES
細胞使用研究に関しては「ヒトＥＳ

細胞の樹立及び使用に関する指針」

に従って行うほか、各研究機関等で

定められた規定を遵守して研究を

遂行した。あらかじめ当該研究機関

の長等の承認、届出、確認等が必要

な研究については研究開始前に所

定の手続きを行っている。 
将来有用な医療に繋がる可能性を

秘めたヒト幹細胞研究が、社会の理

解を得て適正に実施・推進されるよ

う、個人の尊厳と人権を尊重し、か

つ、科学的知見に基づいて有効性及

び安全性を確保できるよう厚生労

働省「ヒト幹細胞を用いる臨床研究

に関する指針」に従い、研究を推進

した。JCRB 細胞バンクならびに難

病バンク運営にかかる倫理問題に

ついて従来より研究・政策提言を行

っている難病疾患資源研究部・増井

徹部長と連携し、研究推進のあり方、

情報公開における問題等に関する

検討も行っている。「ヒト ES 細胞

の品質管理に関する研究」（医薬基

盤研究所）については文部科学大臣

確認済みである。 
 
C. 研究結果 

 

１．未分化状態でのヒト iPS 細胞の

特性解析 
 

ヒト ES/iPS 細胞の培養過程にお

けるヒト幹細胞の未分化マーカー

や早期分化マーカーなどの遺伝子

群の発現の安定性を確認するため

に、Pluripotency PCR アレイを用い

て、対象株について異なる継代数で

複数回、解析した。それらの結果に

ついては、分担研究者・水口らとと

もに、バイオインフォマティック解

析を行ったので、詳細については水

口の項に譲る。 
また、ヒト多能性幹細胞の未分化

マーカータンパクの解析について
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は、分担研究者・大沼の項に譲るが、

昨年度にヒト  iPS 細胞 Tic を用い、

長岡技術科学大学にて培養を行っ

た細胞を固定し、独）医薬基盤研究

所に送付後、免疫染色を行ってイメ

ージアナライザーにより解析を行

って、長岡技術科学大学にて行った

フローサイトメトリーでの解析結

果と比較するという工程を作成し、

実際に比較解析をおこなったとこ

ろ、高い相関性が得られることが確

認された（下図）。フローサイトメ

トリーによる解析を行うためには、

細胞数が必要であり、また、解析を

行うタイミングも限定されるのに

対し、細胞をプレートで培養後固定

して免疫染色を行って解析を行う

場合は、少ない細胞数で解析でき、

また、固定後は随時解析を行うこと

ができ、輸送を行った後に解析を行

うこともできることから、品質評価

法として有用であることが示され

た。今年度はヒト  iPS 細 胞

Tic を用いて策定したこの品質評価

工程に従いヒトES細胞H9、ヒト iPS
細胞 201B7及び253G1について解

析を行い、イメージアナライザーに

よる解析結果がフローサイトメト

リーでの解析結果と高い相関があ

ることを確認した。（結果の詳細に

ついては大沼の項を参照された

い。） 
イメージアナライザーによる未

分化マーカータンパクの解析がヒ

ト幹細胞の品質評価法として特に

有用であり、結果の信頼性も高く、

汎用性もあることが示された。そこ

で、これまで用いてきたヒト多能性
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幹細胞のマーカータンパク発現解

析のための画像解析プロトコルの

改良についても検討した。具体的に

は、これまではフィーダー細胞を用

いてヒト幹細胞の培養を行った場

合に、フィーダー細胞を特異的に染

色できる抗体を用いてフィーダー

細胞を解析対象から除いていたが、

このような抗体染色をしなくとも

フィーダー細胞とヒト幹細胞の細

胞面積や核の大きさの差異等を利

用してヒト幹細胞のみを画像認識

させるというプロトコルへと改良

した。この改良版のプロトコルを用

い、ヒト iPS 細胞 UTA-SF2-2 の品質

評価を行った（上図）。この改良版

のプロトコルは、より汎用性が高く、

フィーダー細胞を用いない培養に

も応用できるものであることが示

された。今後当バンクでも標準の評

価方法として活用していく。 
 

2．細胞登録システムの基礎設計案

についての検討 

 

ヒト幹細胞応用開発室にて資源化

を行った細胞の細胞培養記録およ

び各種検査結果記録は、JCRB 細胞バ

ンクへの情報提供を行い、JCRB 細胞

バンクにおいても情報の管理がな

されている。それらの情報は JCRB

細胞バンクのホームページ

http://cellbank.nibio.go.jp/に

掲載されている。また、資源化を行

った細胞について、厚生労働省「ヒ

ト幹細胞情報化事業」に情報提供を

行い、その情報は

http://www.skip.med.keio.ac.jp/
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へ記載されている。また、収集した

海外の細胞バンクのサイトの情報

は、ヒト幹細胞応用開発室のホーム

ページ

http://www.nibio.go.jp/baiyou/m

yweb1_025.htm に掲載している。H25

年度は、海外の細胞バンクにおける

ヒト ES/iPS 細胞の収集状況および

細胞登録状況について調査を行う

とともに、ヒト幹細胞情報化事業と

連携して、細胞登録システムの基礎

設計案についての検討を行った。新

たに収集した情報についても更

新・掲載の準備を進めている。 
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3． 臨床応用などに資するヒト幹

細胞の品質維持技術の策定 

 

(i) フ ィ ー ダ ー を 用 い た ヒ ト

ES/iPS 細胞の培養に関する作業工

程表ならびに作業手順書の作成 

 

H23 年度に英国の UK Stem Cell 

Bank やスペインアンダルシア Stem 

Cell Bank などにおける分譲バンク

作成工程表を参考にして、資源化工

程表を策定した。その工程表を元に

実際に資源化を行ったところ、それ

ぞれの株間の特性の差により、工程

表に沿って作業が行えない事例が

あった。そこで、H24 年度には、特

性の異なる様ざまな株に対応でき

るよう、また、できるだけ短い継代

数で資源化できるよう作業工程を

改訂した。今年度は改訂した工程表

に従い、ヒト iPS 細胞 Tic ならびに

Skipper の資源化を行い、詳細に検

討を重ね、図に示すような最終版の

作業工程表に改訂した。H24 年度に

作成した作業手順書についても同

様に改訂を行い、JCRB 細胞バンクか

らのiPS細胞の分譲時に添付する取

り扱い説明書として提供を行った。 

 

 （ii) フィーダーを用いないヒト

ES/iPS 細胞の培養に関する品質管

理ならびに作業手順書の作成 

 

昨年度までに策定した作業工程

表をもとに、UTA-SF2-2（東京大学

浅島研究室にて無フィーダー・無血

清にて樹立され寄託されたヒト iPS

細胞株）の資源化を行い、ウシファ

イブロネクチンならびに hESF9a 培

地を用いた培養工程に実際に応用

できた。さらに、今年度に（i）で

策定した最終版の作業工程表がフ

ィーダーを用いない培養工程にも

汎用できることを確認した。一方、

作業手順書は別途作成する必要が

ある。ウシファイブロネクチンなら

びに hESF9a 培地を用いた培養にお

ける解凍、継代、培地交換、凍結の

作業手順書を作成し、細胞分譲時の

添付資料として JCRB 細胞バンクに

提供した。（表  ） 

また、MEF（CF-1）や SNL などの

フィーダー細胞を用いて樹立、培養

されたヒト ES 細胞・iPS 細胞を市販

の TeSR-E8 培地、申請者が開発した

既知組成よりなる hESF9a 培地、動

物由来成分不含hESF-FX培地を用い

て 5 継代以上培養し、評価や検査を

行い、無フィーダー・無血清培養に

馴化させて使用できることを確認

した。 
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[解凍 作業手順書] 
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[培地交換 作業手順書] 
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[継代 作業手順書] 
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[凍結 作業手順書]  
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D. 考察 

 

１．未分化状態でのヒト iPS 細胞の特性

解析 

 

国内外で多くのヒト iPS 細胞が樹立さ

れ、再生医療のソース、ワクチン作製や

生物製剤原料、創薬研究ツールとして実

用化が期待されている。実用化に際して

は、プレマスターバンク、統合的に管理

するマスターバンク、実用のためのワー

キングセルバンクの設置が望まれ、共用

の基盤システムを構築しておく必要があ

る。しかしながら、ヒト ES 細胞とほぼ

同じ特性を持つヒト iPS 細胞においても、

絶対的なマーカーはなく、また、多分化

能を持つがゆえに、未分化状態は不安定

である。これまで細胞バンクにおいて資

源化されてきた培養細胞は、多くが癌細

胞である。細胞増殖速度も速く、解凍後

の生存率も高い。しかし、ヒト iPS 細胞

は癌細胞とは異なり、細胞倍加時間は遅

く、解凍後の生存率も低い。また、培養

過程において細胞形質が変化しやすく、

実用化を目指してバンク設置と運営を円

滑に行うためには、幹細胞特性検査など

を含めた作業工程などのフローを事前に

構築しておく必要がある。そこで、実用

に資するヒト幹細胞バンクに必要なデー

タベースの基盤設計、品質管理に必要な

基盤技術の策定を行い、実用ヒト幹細胞

バンクの基盤システムを設計について研

究を行っている。また、多様な形質をも

つヒト iPS 細胞の標準化は、細胞自体を

標準化するのではなく、品質評価を標準

化することが先決であると考えられ、研

究を進めている。 

未分化マーカーや分化マーカーなど

84 遺伝子を集めた PCR アレイを用いて

遺伝子プロフィールの解析を行うための

プロトコールを策定し、その方法を用い

て各細胞株の未分化状態の品質管理を行

うため、異なる継代数の細胞から RNA

を抽出して Stem Cell PCR アレイ解析

を行い、継代による未分化状態の変化を

確認した。詳細については、分担研究者・

水口の項にゆずるが、継代数が異なるこ

とにより発現が変動する遺伝子と、ほと

んど変動しない遺伝子があることが明ら

かとなった。また、細胞株によって発現

量が大きく異なる遺伝子が複数存在する

ことが明らかとなった。これらの遺伝子

の特徴を理解し、ヒト ES/iPS 細胞の遺

伝子発現プロフィール解析を行っていく

ことが重要である。 

ヒト iPS 細胞における未分化マーカー

タンパク発現のプロフィール解析は、フ

ローサイトメトリーを用いて行われるが、

機器やその操作方法、また、解析操作に

より、しばしば結果が異なる。詳細につ

いては、分担研究者・大沼の項にゆずる

が、フローサイトメトリーによる解析の

ためには、多くの細胞数が必要であり、

解析のタイミングも制限される。本研究

で、イメージアナライザーによって、フ

ローサイトメトリーと同等の解析を行う

ことが可能であることが明らかとなった。

イメージアナライザーによる解析の場合、

プレートに播種された細胞を固定して

4℃で保存し、数週間の期間、保存する

ことが可能である。凍結保存する細胞と

同じロットの細胞を評価しようとする際、
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フローサイトメトリーによる解析の場合

には、凍結と同日に行う必要があるが、

免疫染色の場合には後日解析が可能であ

り、細胞バンクにおける実務効率が向上

する。さらに、今回、分担研究者・大沼

が培養を行ったものを固定後、医薬基盤

研究所に送付し、同所にて免疫染色を行

って解析を行うことが可能であることを

示した。この二施設間でのやりとりは、

複数株について複数回行い、いずれも良

好な結果が得られた。従って、イメージ

アナライザーを用いた解析は、特定の機

関による評価を可能とし、今後、活用さ

れるべきものと考えられる。 

 

2．細胞登録システムの基礎設計案につ

いての検討 

国内外で、ヒト iPS 細胞が多数樹立さ

れ、細胞情報を登録する動きが活発化し

てきている。H23 年度、H24 年度と比較

しても、疾患特異的 iPS 細胞株や遺伝子

操作で作成した亜株（例：GFP 発現細胞

や特定の遺伝子を欠失した細胞）を含む

細胞株など大幅に増加しており、樹立方

法や培養条件などもバラエティーに富む

ものになっている。このような状況に対

応可能な細胞登録システムの構築が必要

である。 

昨今、新しいリプログラム法や維持培

養条件が次々と開発されており、論文に

は詳細に記載されていない場合も多い。

幹細胞バンクなどにおいて資源化する際

には、このようなリプログラム法や維持

培養条件をトレースできるようにするこ

とが重要である。今後は細胞バンクと樹

立機関との情報交換を推進し、互換性の

あるデータベースを構築しておく必要が

ある。このことは、海外の細胞登録機関

へ情報提供して研究を推進するためにも

必須である。 

 

3． 臨床応用などに資するヒト幹細胞

の品質維持技術の策定 

 

ヒト ES/iPS 細胞の培養は、従来研究

ツールとして使われてきた癌細胞に比べ

て、培養が難しく、ちょっとしたピペッ

ト操作、培地交換のタイミング、継代時

の操作時間などによりその後の品質に影

響を与える。従って、小さな作業も含め

て作業手順書を作成することが品質維持

につながると考えら れる。本研究では、

細胞培養工程表、品質評価工程表ならび

に、各培養工程の作業手順書を策定した。

この作業手順書には、詳細な作業手順が

記載され、どのような培養技術・手順を

もってすれば良好に細胞を培養できるか

という品質維持技術についても具体的に

わかりやすく示している。今後は、この

培養手順書を含む本研究成果を活用し、

様々な施設において様々な培養技術者が

ヒト ES/iPS 細胞を安定に培養できるよ

う情報提供に努めていきたい。 

無フィーダーで、既知の組成からなる

無血清培養条件を用いる方が、従来のフ

ィーダー細胞と KSR を用いた培養に比

べて、ロット差なく培養維持できるもの

の、高度な培養の技術も必要であり、些

細な操作が品質に影響を与える。今後、

さらに安定した培養条件が開発されると

ともに、それら培養条件に特有の品質維

持技術を作業手順書に記載することによ
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り、より安定して培養を行うことが可能

となり臨床応用などに資する細胞の資源

化が効率化されると考えられる。 

 

E. 結論 
 
 ヒト iPS 細胞としての幹細胞特性検査

などを効率的に行うためには、様ざまな

工程を考える必要がある。海外のヒト幹

細胞バンクにおいて、複数機関から資源

化工程についての研究論文が発表されて

いるが、このような研究が重要であるこ

とを再認識した。本研究で策定した資源

化のための培養・品質評価工程表は、実

際に日本で樹立された複数のヒト iPS 細

胞株を資源化することが可能であったこ

とから、汎用性のあるものを確立するこ

とができたと言える。しかし、ヒト iPS

細胞は樹立方法や培養方法、細胞そのも

のの特性など株間の差が大きく、また、

今後さらにバラエティーに富んだ樹立方

法、培養方法が確立されていくことから、

実際に資源化を行った際に作業工程表に

合わなくなることも予想される。本研究

を基盤にして、樹立機関との意見交換を

推進できることを願う。 

 

Ｆ．健康危険情報 
 

特筆するべき事項はなし。 
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田隆之、清田泰次郎、古江美保、加
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3. 古江－楠田美保 in vitro 毒性評

価系構築におけるヒトiPS細胞由来
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実験代替法学会 2013 年 12 月 19～
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pluripotent stem cells toward clinical 
application 第 40回日本低温医学会 
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5.三村純代、菅三佳、二川浩樹、古

江－楠田美保 ヒト多能性幹細胞

の単層無血清培養下における神経
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総会 2013 年 11 月 23-24 日 東
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11 月 10 日 三重（鈴鹿医療科学大学

白子キャンパス） 

 
8. 古江－楠田美保 臨床用ヒト

ES/iPS 細胞の培養に使える原材料
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II. 分担研究報告 

 

 

ヒト ES/iPS 細胞遺伝子発現プロフィールのバイオインフォマティクス解析 

 

研究分担者 水口 賢司 
 

独立行政法人 医薬基盤研究所  創薬基盤研究部 

バイオインフォマティクスプロジェクト プロジェクトリーダー 

 

 

研究要旨：現在は、多くのヒト ES/iPS 細胞が国内外の様々な研究所において

樹立され、様々な培養方法により培養され、研究に使用されている。これらの

細胞を治療目的あるいは創薬研究目的のために利用するには、詳細な細胞特性

分析や培養手順の標準化が必要である。これらの細胞株の差異、及び培養条件

の差異を調査するために、我々は、NIBIO ヒト幹細胞応用開発室において出さ

れたヒト ES/iPS 細胞の遺伝子発現解析結果について、バイオインフォマティク

ス分析を行った。 
 

 

 

 

 

A. 研究目的 

 ゲノム解析技術や各種ハイスルー

プット実験技術の進展に伴い、医学生

物学のいずれの分野においても大規

模データの取り扱いは日常的なもの

となり、コンピュータ解析が必須とな

っている。扱われるデータの種類は、

遺伝子発現、相互作用ネットワーク、

タンパク質立体構造など多種多様だ

が、それらの解析には、データベース

技術や統計学、機械学習（コンピュー

タがデータから自動的にルールを抽

出し学習する技術の総称）などの共通

技術が用いられ、これらの基本技術に

支えられ、生物情報からの知識抽出を

目指す分野一般を広い意味でバイオ

インフォマティクスと呼ぶことが多

い。 

 本研究では、各種 ES/iPS 細胞を特

徴付けるために遺伝子発現情報を用

いるが、その最初の段階では、膨大な

データ点（例えば、細胞株数×遺伝子

数×実験条件）から何らかのパターン
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を見いだせるかどうかという探索的

な解析が重要な役割を果たす。階層的

クラスタリングは、その目的のために

一般的に広く用いられる手法であり、

データ点をある共通の特徴を持つ部

分集合（クラスタ）に分割する。例え

ば、各サンプルについて、特定の一群

の遺伝子の発現量（測定値の組）を「遺

伝子発現プロフィール」と呼ぶことに

すると、２つのサンプル間でどの程度

遺伝子発現プロフィールが似ている

かを定義できるので、近い発現プロフ

ィールを持つサンプルから順番に繋

げていくことで、クラスタを構築する

ことができる。 

 これらのクラスタリング結果の可

視化のために、本研究ではヒートマッ

プを用いる。これは、データを行列の

形に整理し（例えば、行が遺伝子で列

がサンプル）、データ値を色で表した

ものである。クラスタリングの結果に

従って行と列の順序を入れ替えるこ

とにより、似た値を持つデータ点が近

接し、視覚的に部分集合を識別するこ

とができる。 

未分化状態で維持培養されたヒト

ES/iPS 細胞は、Oct3/4、Nanog、 

Tra1-60、Tra1-81、Tra2-54、SSEA3、

SSEA4 等の未分化マーカーを発現し、

SSEA1 等の分化マーカーを発現しな

い。このことを判定する免疫染色やフ

ローサイトメトリー(FCM)解析は、細

胞の培養状態、すなわち未分化/分化

状態の比較的解釈が簡単な評価方法

であり、世界中で採用されている。

NIBIO ヒト幹細胞応用開発室におい

ても、この評価方法が細胞の品質管理

のひとつとして採用され、改良・改善

を加えつつ、継続的に運用されている。

しかし、免疫染色や FCM 解析では、

基本的には蛋白質や糖脂質など抗体

の抗原となりうる遺伝子の発現解析

が可能であるが、mRNA レベルの遺

伝子発現の解析が困難である。また、

アフィニティーの高い抗体がある場

合にのみ解析が可能であり、一度に解

析できる蛋白質や糖脂質の数はある

程度限られているため、網羅的に解析

をすることはできない。しかし、ヒト

ES/iPS 細胞を治療目的あるいは創薬

研究目的のために利用するには、詳細

な細胞特性分析や培養手順の標準化

が求められている。そこで、NIBIO

ヒト幹細胞応用開発室では、免疫染色、

FCM 解析と平行して、未分化状態で

維持培養されたヒト ES/iPS 細胞の

RNA レベルの遺伝子発現を網羅的・

定量的に測定するために、細胞株毎、

培養条件ごとにRNAサンプルを採取

し、PCR アレイをおこなってきた。

我々は、NIBIO ヒト幹細胞応用開発

室において蓄積された PCR アレイ測
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定結果をより詳細に解析し、細胞株の

差異、及び培養条件の差異を調査する

ことを第一の目的とし、バイオインフ

ォマティクス解析を進めた。さらに、

より迅速且つ正確で詳細な遺伝子発

現プロフィール解析を進めるための

解析手順を策定することを目的とし、

アレイデータの取り扱い方法につい

ての検討を行った。 

 

 

B. 研究方法 

 
未分化状態でのヒト ES/iPS 細胞の

遺伝子発現プロフィール解析 

 

NIBIO ヒト幹細胞応用開発室にお

いて、未分化状態でのヒト ES/iPS 細

胞の特性を明らかにするため、未分化

維持培養をおこなったヒトES/iPS細

胞から RNA を抽出し、  Human 

Stem Cell Pluripotency Array

（Applied Biosystems）を用い、定

量 RT-PCR による遺伝子発現プロフ

ィール解析が行われた。その検査方法

は、H23 年度に策定を行った国際幹

細胞イニシャティブ(ISCI)にて策定

された方法と同様のものあった。 

この PCR アレイ（Human Stem 

Cell Pluripotency Array）において発

現量が測定される遺伝子は 96 遺伝子

であり、このうち 6 遺伝子（ATCB、

RAF1、CTNNB1、GAPD、EEFA1、

18S）はハウスキーピング遺伝子と呼

ばれる一般に発現量が変化しにくい

とされる遺伝子群、残る 90 遺伝子が

本来の解析対象の遺伝子群である（表

2）。各遺伝子の発現量の測定結果は

CT 値（ある一定の核酸量が測定され

るまでに必要な PCR の増幅回数；遺

伝子発現量が高いと CT 値は低い）

として表される。ハウスキーピング遺

伝子をコントロールとしてこの CT

値に補正をかけ、サンプル間で遺伝子

発現量を直接比較できるように算出

したものがΔCT 値である。我々は、

まず、ΔCT 値を算出する際のコント

ロールとして適切なハウスキーピン

グ遺伝子 3 遺伝子（ATCB、RAF1、

GAPD）を選抜し、これらをもとに算

出されたΔCT値を用いて解析を進め

た。 

階層的クラスタリングは、R 統計ソ

フ ト ウ ェ ア

（http://www.r-project.org）の hclust

関数で実行し、距離としてユークリッ

ド距離を使用、average-linkage のク

ラスタリングを行った。ヒートマップ

は、 R による gplot パッケージ中の

heatmap2 関数により作成した。 

 

C. 研究結果 
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ハウスキーピング遺伝子群： 

 

前述したとおり、ハウスキーピング

遺伝子群は一般的に発現量の変化し

にくいものとされている。しかしなが

ら、ヒト ES/iPS 細胞においてはハウ

スキーピング遺伝子群の発現の挙動

が一般細胞と異なり、必ずしも一定で

ないということが我々の解析によっ

ても明らかとなった。そこで、このバ

イオインフォマティクス解析におい

ては、ΔCT 値による解析をより正確

なものにするために、ATCB、RAF1、

および GAPD の 3 遺伝子のみをコン

トロール遺伝子として取り扱うこと

と決定した。 

 

プレ解析： 

 

NIBIO ヒト幹細胞応用開発室にお

いて、ヒト ES/iPS 細胞の未分化維持

培養過程におけるヒト幹細胞の未分

化マーカーや早期分化マーカーなど

の遺伝子群の発現の安定性を確認す

る た め に 、 Human Stem Cell 

Pluripotency Array を用いて、対象

株について異なる継代数で複数回、測

定された。その結果について、我々は

まず、上記のコントロール遺伝子を用

いてΔCT 値の算出を行った。 

 

遺伝子発現プロフィール解析 

 

これまでに、このサンプルごとのΔ

CT値比較解析により、同一の細胞株、

同一の培養方法によってえられた細

胞サンプルであっても、継代数が異な

る場合、発現量が一定している遺伝子

がある一方、ある程度発現量の異なる

遺伝子が存在することが明らかとな

った。つまり、未分化維持培養を続け

ていたとしても、継代ごとに遺伝子発

現プロフィールが異なるということ

である。我々は、このことに注目をし

て、より詳細にサンプル間の遺伝子発

現プロフィール解析を行った。 

UTA-SF2-2 は、東京大学浅島研究

室にて無フィーダー・無血清にて樹立

され寄託されたヒト iPS 細胞である。

NIBIO ヒト幹細胞応用開発室では、

UTA-SF2-2 の資源化にあたり、ウシ

フ ァ イ ブ ロ ネ ク チ ン な ら び に 

hESF9a 培地を用いた無フィーダ

ー・無血清の培養工程における品質管

理法を策定し、実際に資源化をおこな

っている。その過程で、品質管理の一

環として、RNA サンプルを 3 回、異

なる継代数で採取し、遺伝子発現プロ

フィール解析が行われた。遺伝子発現

プロフィールは 3 サンプル間で非常

によく一致し、このサンプルにおいて
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遺伝子発現が安定していることが明

らかとなった。 

一方、Dotcom は分化誘導に適して

いるため資源化細胞の需要も高いが、

一般には安定して未分化に維持して

培養することが難しいとされている。

この Dotcom は未分化維持培養の過

程においても、たびたび分化する傾向

があるため、資源化や研究で品質管理

を行った場合に、免疫染色や FCM 解

析の結果、未分化細胞の割合が通常よ

り低い（全体の 80％以下）と判定さ

れることがある。今回、このバイオイ

ンフォマティクス解析をおこなった

サンプルは、少なくとも 80％以上未

分化細胞が含まれるという細胞集団

のサンプルから RNA を抽出し、遺伝

子発現を測定したものであるが、個々

のサンプル間の遺伝子発現プロフィ

ールは大きく異なる場合があること

が判明した。つまり、免疫染色や FCM

解析の未分化/分化マーカー発現解析

のみでは判明しなかった遺伝子発現

の変化が、PCR アレイによる網羅的

遺伝子発現測定とバイオインフォマ

ティクス解析を組み合わせることに

よって詳細に解析できたということ

を示している。
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図 1 遺伝子発現プロフィール解析例（ヒートマップ） 

32 サンプル（8 細胞株）について 90 遺伝子の発現量をΔCT 値で示したもの。

各サンプル（横軸）について、遺伝子発現プロフィールの類似度をユークリッ

ド距離によって定義し、階層的クラスタリングを行なうと共に、各遺伝子（縦

軸）についてサンプル群による発現パターンで階層的クラスタリングを行なっ

た。 
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図 2 各細胞株を特徴付ける遺伝子発現パターンの比較 

まず 8 つの各細胞株毎に、各遺伝子の発現量の分布を計算した。次に、各細胞

株と各遺伝子に対して、発現量分布の 25%-75%の範囲が別の細胞株の対応する

範囲と重なる場合には 1 を重ならない場合には 0 を与えた。最後に、他の全て

の細胞株との比較でこの数を足し合わせたものを元の細胞株と遺伝子に割り当

てた（最小が 0 で最大が 7。この数を「細胞株非特異的発現量」と呼ぶ）。ヒー

トマップは、細胞株非特異的発現量を示したもので、遺伝子と細胞株のそれぞ

れについて、階層的クラスタリングを実行している。 
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D. 考察 

 

図２から、限られた少数の遺伝子の

みが、細胞株に特異的な発現分布を示

すことがわかった。特に、UTA は他

の細胞株に比べて、より多くの特異的

な遺伝子を持っている。また、Dotcom

と Tic は、この解析による遺伝子発現

パターンの観点からは極めて類似し

ていることが示された。（但し、分化

マーカーとして知られている GCM1、

LAMB1、NES の発現量分布は、Tic

に特異的である。）さらに、KhES4

と KhES5 は同じクラスタに入るこ

とが示された。 

本報告には示していないが、同様の

解析を特定のマーカー遺伝子のみに

ついて行なったところ、各細胞株（特

に UTA）を特徴付ける遺伝子のほと

んどは、分化マーカーであることが分

かった。 

本研究で新たに定義した「細胞株非

特異的発現量」は、各遺伝子の発現量

分布がどの程度、細胞株に固有かを定

量化した点がユニークだと考えられ

る。これまでに報告された類似の解析

のほとんどが、細胞株ペアの比較にと

どまるのに対して、この量を用いるこ

とで、3 つ以上の細胞株についての特

徴を解析することが可能になった。 

但し、ここで定義した「細胞株非特

異的発現量」は、その遺伝子の発現量

の大小を示しているわけではない点

に注意する必要がある。特異的な遺伝

子として同定されたものが、各細胞株

でどのような発現量を示すかは元の

データに戻って調べねばいけない。 

本研究では、遺伝子の数に比べてサ

ンプル数は比較的少ない（各細胞株に

3-5 サンプル）ため、発見された遺伝

子発現パターンが細胞株を十分に代

表できているかどうかについては、今

後の実験で検証していく必要がある

だろう。そのためにも、本研究で得ら

れた網羅的な遺伝子発現情報などの

データを蓄積し、将来の解析と組み合

わせられる形で整理しておくことが

重要である。 

 

 

E. 結論 

 
 網羅的遺伝子発現測定とバイオイ

ンフォマティクス解析を組み合わせ、

ヒトES/iPS細胞の株間の差異や細胞

の培養の状態の微妙な差異をより正

確に的確に検出できることが確認さ

れた。ヒト iPS 細胞としての幹細胞

特性検査の結果を効率的に解析して

いくためには、バイオインフォマティ

クス解析が不可欠である。その際に、

遺伝子発現プロフィールだけでなく、
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培養工程、培養に使用したマテリアル、

染色体数や免疫染色・FCM 解析結果

等の品質評価の情報をトレースでき

るようセットで情報を管理していく

ことが、より発展した品質管理につな

がり、より詳細な細胞特性解析を可能

にするだろう。今後は、このような膨

大な情報を適切に管理し、解析に役立

てていくことがより一層重要になっ

てくる 
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FACS解析・バイオインフォマティクス解析 
 

研究分担者 大沼清 
 

長岡技術科学大学・産学融合トップランナー養成センター 

特任准教授 

 

 

研究要旨：ヒト ES・iPS 細胞が様々な研究者により樹立・培養されているが、

ヒト ES・iPS 細胞の培養は難しく、施設や担当者により細胞状態が異なるとい

う問題がある。そこで、異なる施設における細胞の状態を、統一的・定量的に

検査・管理するため、イメージングサイトメトリー(I-FACS)解析に着目した。

昨年度までの研究で、FACS 解析と I-FACS 解析での結果を比較した結果、非常に

強い相関が得られた。今年度に於いては、異なる 3 つの細胞株を用いて複数回

の実験を行い、同様の結果が得られた。本研究により、様々な施設で培養して

いる細胞の状態を、幹細胞バンクにおいて統一的に測定できる品質管理法の作

業工程が策定できた。今後は多面的に検証し、実用化に向け改訂する。 

 

 

 

 
A. 研究目的 

ヒト胚性幹（ES）細胞[1]、誘導

多能性幹（iPS）[2, 3]を再生医療や

創薬へ応用・実用化する研究が盛ん

である。特に日本に於いては目覚ま

しく進んでいる。昨年は、再生医療

推進法が成立した。また、網膜色素

変性症の治療を目的とした臨床試験

が理化学研究所を中心に開始された。

ヒトiPS細胞より網膜の細胞を分化

図 1: FACS 解析と顕微鏡観察と I-FACS 解析 
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誘導し、それをシート状に加工して

移植する計画である。更には、日本

製薬工業協会（製薬協、東京都中央

区、手代木功会長）は昨年（2013年）、

ヒトiPS細胞を用いた薬剤の安全性

評価ツール検証のためのコンソーシ

アム（ヒトiPS細胞応用安全性評価コ

ンソーシアム）を立ち上げ、約40社

が参加している。 

このようなヒト幹細胞を用いた

実用化の流れの中で、品質の管理が

大きな問題となっている[4]。ヒトPS

細胞は分化し易いため、同じ研究者

が培養していても、1回の継代で状態

が大きく変わってしまい、同じ手法

で実験をしても得られる結果が大き

く異なる事が頻繁に起こる。2014年3

月に京都で行われた日本再生医療学

会に於いても、細胞の品質管理、標

準化などに関して多くの発表があっ

た。幹細胞を資源としてあつかうバ

ンク運営においては、このような研

究所・研究者による違いを無くし、

誰もが同じ結果が得られるような品

質管理のための基準の策定が非常に

重要となる[4]。 

本研究課題では、FACS解析と顕微

鏡観察との両方の利点を併せ持つイ

メージングサイトメトリー（I-FACS）

を利用し、遠隔地のヒトiPSユーザー

の細胞の培養状態を管理するための

プラットホームを作る事を目標とし

ている（図 1）。I-FACSは顕微鏡観察

とFACS解析は相補うような形の解析

法で近年注目されている。培養細胞

SSEA1  

10% 

SSEA3  

88% 

SSEA4  

94% 

Tra1-60  

89% 

Tra 1-60 

92% 

SSEA1 

0.7% 

SSEA3 

95.8% 

SSEA4 

89.5% 

a 

c

b 

c 

図 2： 昨年度の実験。培養施設（長岡技
術科学大学）での FACS 解析結果と、検
査施設（医薬基盤研）に於ける I-FACS 解
析結果の比較。培養施設に於いて培養した
ヒト iPS 細胞を FACS 解析した結果（a）
と、その姉妹培養した細胞を固定して検査
施設に送付して I-FACS で解析した結果
（b）と、両者の比較（c）。 
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を剥がさずに広範囲の写真を自動的

に撮り、1個1個の細胞の蛍光量を定

量解析する。細胞を剥がさず空間情

報を保ったまま解析するため、顕微

鏡観察と同じように熟練の技術者が

細胞状態を診断できるうえ、FACS解

析と同等の定量解析が可能となる。 

昨年度は、主に3項目に関して検

討した。１）固定ヒトiPS細胞の送付、

２）フィーダー細胞の除去、３）上

記１）２）の方法を用いて実際にヒ

トiPS細胞のTic株を培養し、一部を

顕微鏡観察とFACS解析し、一部を固

定して医薬基盤研へ送付してI-FACS

で解析した。両者の結果を比較・解

析した結果、強い相関が得られた（図 

2）。 

本年度は、同様の実験を3種の細

胞株（ヒトiPS細胞のTic株、201B7

株、253G1株）を用い、統計的な解析

ができるように実験を繰り返すと共

に、データの解析方法、特に閾値の

変化による結果の違いに関して検討

した。 

 

B. 研究方法 

 

ヒト iPS 細胞の培養 
 
昨年度と同様、ヒト iPS 細胞の培養

法は、一般的に行われている培養法に

準じた[2, 5, 6]。ヒト iPS 細胞 Tic 株

は成育医療センターで樹立され、医薬

基盤研究所・JCRB 細胞バンクを通じ

て入手した（資源番号：JCRB1331）
[7]。ヒト iPS 細胞 201B7 株[2]と
253G1 株[8]は理研 BRC 細胞バンク

（つくば、茨城）より、ナショナルバ

イオリソースプロジェクトを通じて

入手した。細胞の培養は以下の通り。

D-MEM/F12 に KSR 、

2-mercaptoethanol 、 MEM 
non-essential amino acids、bFGF、
Penicillin-Streptomycin を加えた培

地 (KSR 培地)を用いて、フィーダ細

胞 (MEF)上で 37 ℃、5% CO2 に設

定したインキュベータで培養した。継

代はまず、培養皿から培地を除き、ヒ

ト iPS 細胞解離液（CTK 溶液[5]）を

0.5 ml 加えて、3 分間静置した．その

後、ヒト iPS 細胞解離液を除き、KSR
培地を 2 ml 加えてピペッティングし、

細胞懸濁液を 15 ml チューブに移し

た。このチューブを 10 ×g、1 分間遠

心し、上清を除き、KSR 培地を 1 ml
加えた。MEF を培養している培養皿

から MEF 培地を除き、KSR 培地に 5 
μM ROCK inhibitor[9]を加え、ヒト

iPS 細胞懸濁液を 1/6～1/3 加え、播

種した。継代の 2 日後から毎日、培

地を交換した。MEF は、D-MEM に

0.9% Penicillin-Streptomycin、9% 
FBS を加えた培地を用いてインキュ

ベータで培養した。フィーダ細胞は、

継代 3 回目の MEF を mitomycin C
で 90 分間処理し、0.1% ゼラチンコ

ート培養皿に播種し、調製した。 
 

ヒト iPS 細胞の送付 
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細胞を送付する際、気泡の混入し、細

胞が破壊ないようにするため、昨年度

確立した以下の方法を使用した。手短

に述べる。hiPS 細胞を培養している 6
ウェルプレートから培地を除き、カル

シウム、マグネシウム入りのリン酸緩

衝溶液（PBS+/+）で 2 回洗浄した後、

カルシウム、マグネシウム入りの 4% 
ホルマリン溶液を各ウェルに 500μl
加えて室温で 20 分間静置して固定し

た。PBS+/+で 2 回洗浄した後、各ウ

ェルを PBS+/+で満たし、気泡が残ら

ないように容器全体をプラスチック

パラフィンフィルム（パラフィルム、 
Pechiney Plastic Packaging 
Company, Menasha, WI, USA）で覆

い、その上からプレートの蓋で押さえ、

更に蓋をパラフィルムで固定した。6
ウェルプレートは緩衝材で覆い、ダン

ボールに詰め、宅配便で冷蔵（4 度）

で送付した。 
 
未分化状態でのヒト iPS 細胞のフロ

ーサイトメトリ解析方法の検討 
 

FACS 解析の手順も昨年度と同様、

以下の通り[6]。培養皿から培地を除

き、PBS で 2 回洗浄した。PBS を除

き、0.02% EDTA-PBS を 1 ml 加えて

インキュベータで 15 分間静置した。

1 mg/ml BSA-PBS を加え、ピペッテ

ィングして細胞懸濁液を 15 ml チュ

ーブに移した。このチューブを 400 
×g、3 分間遠心し、上清を除き、500
μl の 4%ホルマリンを加えて室温で

20 分間静置した。細胞を固定後、400 
×g、3 分間遠心して上清を除き、1
×107~3×107 cells/ml になるように

1 mg/ml BSA-PBS で調製した。細胞

懸濁液を20μlずつ15 mlチューブに

移し、10 mg/ml BSA-PBS で 1/50 に

希釈した一次抗体（下記）を 20μl
加えた。これらの一次抗体を加えた

15 ml チューブはアルミ箔で遮光し、

4℃で一晩静置した。一次抗体を除去

するため、チューブに PBS を 4ml 加
え、600 ×g、3 分間遠心して上清を

除いた。一次抗体を反応させたチュー

ブには 10 mg/ml BSA-PBS で 1/250
に希釈した Alexa Fluor 488 標識二

次抗体を 20μl 加えた。さらに、各チ

ューブに PE 標識した抗 feeder 抗体

（ 130-096-094 、 Milteny Biotec 
K.K.）を加えた。これは、フィーダ

ー細胞を標識・除去し、ヒト ES・iPS
細胞のみを解析するために加えた。

15 ml チューブはアルミ箔で遮光し、

4℃で 30 分間静置した。二次抗体を

除去するため、チューブに PBS を

4ml 加え、600 ×g、3 分間遠心して

上清を除いた。各チューブに 1 mg/ml 
BSA-PBS を 500μl 加えた。その後、

JSAN セルソーター（ベイバイオサイ

エンス株式会社、兵庫)を用いて、フ

ローサイトメトリ解析を行った。 
ヒトES/iPS細胞の未分化マーカー

として以下の４抗体を使用した。抗

Stage specific Embryonic Antigen 3 

(SSEA3)抗体（mouse monoclonal IgM, 

clone MC-631, R&D, Cat# MAB1434, 

1/100) 、 抗 Stage specific Embryonic 
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Antigen 4 (SSEA4) 抗 体 （ mouse 

monoclonal IgG3, Cat# sc-21704, Santa 

Cruz Biotechnology, 1/100）、抗 Tra 1-60

抗 体 (mouse monoclonal IgM, Cat# 

sc-21705, Santa Cruz, 1/100)。抗 Oct3/4

抗体（rabbit polyclonal IgG、Cat# sc-9081, 

SantaCruz1, 1/500）。更に、分化し始め

た細胞を確実に検出するために、以下

の代表的な初期分化マーカーも一つ

使用した。抗 Stage specific Embryonic 

Antigen 1 (SSEA1) 抗 体 （ mouse 

monoclonal IgM, Cat# sc-21702, Santa 

Cruz, 1/100） 
 

データ解析 
 

FACS解析データとI-FACS解析デー

タの比較をするため、マイクロソフト

エクセル、及びバイオインフォマティ

クスの分野をはじめ、工学などの幅広

い分野で使われている統計解析用の

オープンリソースのフリーソフトの

Rを使用した（http://www.r-project.org/）。 

 

倫理面の配慮 

 

ヒト iPS 細胞は、JCRB 細胞バン

ク（医薬基盤研究所）及び、理研細胞

バンク（理化学研究所）より所定の手

続きを経て入手した。文部科学省から

の通知（平成 20 年 2 月 21 日付 19
文科振第 852 号）にある禁止事項（着

床前のヒト胚へのヒトｉＰＳ細胞の

導入、ヒトｉＰＳ細胞から除核卵への

核移植などにより個体を発生させる

研究、ヒトへのヒトｉＰＳ細胞の移植、

ヒトｉＰＳ細胞を導入した着床前の

動物胚からの個体産生、生殖細胞の作

製）は行わなかった。 
全研究は、法令及び、長岡技術科学

大学の内規を遵守し、所定の手続きと

審査を経た上で、専用の実験室内で行

った。更に、将来有用な医療に繋がる

可能性を秘めたヒト幹細胞研究が、社

会の理解を得て適正に実施・推進され

るよう、個人の尊厳と人権を尊重し、

かつ、科学的知見に基づいて有効性及

び安全性を確保できるよう厚生労働

省「ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関

する指針」に従い、研究を推進した。 
 
 
C. 研究結果 
 
FACS解析と I-FACS解析データの所

見 
 
今年度は 3 つの細胞株（201B7 株、

253G1 株、Tic 株）で、それぞれ 3 回

以上実験を行った。201B7 株 [2]、
253G1 株[8]は京都大学でレトロウィ

ルスによる遺伝子導入で樹立された

株で、前者は 4 遺伝子（OCT3/4, SOX2, 
KLF4, C-MYC）、後者は 3 遺伝子

（OCT3/4, SOX2, KLF4）を使用して

いる。Tic 株[7]は成育医療センターに

於いてレトロウィルスによる 4 遺伝

子（OCT3/4, SOX2, KLF4, C-MYC）を

遺伝子導入して樹立された株である。 
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ヒト PS 細胞の未分化性を FACS と

I-FACS で検査するため、ヒト ES・iPS
細胞の未分化マーカーとして広く使

われている Stage specific Embryonic 
Antigen 3 (SSEA3)、SSEA4、Tra 1-60
の 3 種類に加え、より正確性を期すた

めに転写因子の Oct3/4 も未分化マー

カーを用いた。また、初期分化マーカ

ーとして SSEA1 を用いた。培養施設

（長岡技科大）では同じ細胞を 10cm
培養皿、6 ウェルプレートで培養し、

10cm培養皿の方はFACS解析を行い、

6 ウェルプレートは固定・透過した後

に診断施設（医薬基盤研究所）に送付

し I-FACS 解析を行い、両者の結果を

比較した。 
3 株で行った結果を一見して分か

る通り、3 つの細胞株でほぼ同様の結

果が得られている（図 3）。4 つの未

分化マーカー（OCT3/4、SSEA3、
SSEA4、TRA-1-60）の値が、横軸（検

査施設における I-FACS）と縦軸（培

養施設における FACS）の両方が大き

い値をとっている（グラフ右上に点が

集中している）。それに対し、初期分

化マーカーの SSEA1 が横軸・縦軸共

に低い値をとっている（グラフ左下に

点が集中している）。以上の事から、

全ての細胞に於いて、FACS、I-FACS
解析の両方において未分化性が高い

ことが確認できた。 
細かくデータを見ると、FACS、

I-FACS データの間で違いも見られた。

4 つの未分化マーカーに関しては、横

軸の値が全て 80%以上であるのに対

し、縦軸の値は 80%以下の点が多く、

c

図 3： 3 つのヒト iPS 細胞株での、培養施
設（長岡技科大）における FACS 解析結果と、
検査施設（医薬基盤研）に於ける I-FACS 解
析結果の比較。使用した細胞は、京都大学山
中研の 201B7 株（a）、253G1 株（b）、及び
成育医療センターの Tic 株（c）。縦軸、横軸
はそれぞれ FACS 解析、I-FACS 解析した各
マーカーの陽性率。SSEA1 は初期分化マー
カーでその他は未分化マーカー。 

a 

b 

c 
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中には 40%を下る点もみられる。ま

た、SSEA1 の結果に於いては、横軸

の値が全て 10%以下であるのに対し、

縦軸の値はほとんどが 10%以上であ

り、中には 40%以上の点もみられる。

以上のことから、検査機関での

I-FACS 結果（縦軸）は培養機関にお

ける FACS 結果（縦軸）に比べて、未

分化率が安定して高い値を示してい

る事が示唆される。 
更に、細胞株間でも違いが観察され

た。201B7 株（図 3a）は SSEA1 の横

軸の値より縦軸の値が高めだったこ

とから、培養機関における FACS 解析

では初期分化マーカーの発現率が高

く見積もられたことになる。また、

253G1 株（図 3b）は SSEA3 の横軸の

値より縦軸の値が低めであったこと

から、培養機関における FACS 解析で

は未分化マーカーの一つの発現率が

低く見積もられたことになる。ただし、

これらの細胞は別々の時期に培養し、

解析されたため、必ずしも細胞の個性

を表しているのではないかもしれな

い。 
総合して示唆されることは、

I-FACS の解析結果は安定している事

である。 
 
FACS解析と I-FACS解析データの

相関 
 
FACS 解析と I-FACS 解析の結果を

比較するため、図 3 に示したデータを

元にピアソンの相関係数を算出した

（図 4）。各実験の中で 5 つのマーカ

ーから相関係数を計算し、その値を平

均した。その結果、201B7、253G1、
Tic の全ての株で相関係数の平均値が

0.8 以上であった。相関係数は、今回

のデータの様に、2 つのデータを比較

する場合に用いられる指標で、両デー

タが比例関係に近いほど 1 に近くな

り、ランダムの場合０に近付く。3 つ

の株で 0.8 以上であったため、強い相

関がある（比例関係に近い）と言える。

以上の結果より、異なる機関で培養・

送付しても途中で細胞状態が変化せ

ず、適切に診断が行われることが明ら

かとなった。 
 
 
閾値の問題 
 
FACS 解析を実際に行う際に良く

問題になるのが、ゲートの取り方であ

る。理想的には、特異的抗体を用いな

い陰性コントロール（図 5a 青）と、

特異的抗体を用いたデータとの蛍光

図 4：FACS 解析と I-FACS 解析の相関。4
つの細胞株で行っている。201b7 株（B7）、
253G1 株（G1）、Tic 株、それとヒト ES 細
胞の H9。H9 に関しては、医薬基盤研内で
培養され、更に FACS 解析と I-FACS 解析
の両方が行われた。 
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シグナル（図 5a 赤）が完全に分離す

る（片方が 100:0、もう片方が 0:100）
条件で測定し、その間に閾値を設けれ

ば良い（図 5a）。しかし、実際には分

布のすそ野が広がり、両者が完全に分

離できない場合がほとんどである（図 

2、図 5b）。そのため、適当な基準を

元にポジティブ率を算出する。そのた

め、閾値をどこに設定するかに任意性

があり、結果の値も変わる。特に、別々

の装置で測定してその陽性率に偏り

がないかどうか判定する場合、閾値の

取り方により結果が逆転することも

予想される。 
今回は閾値を少し変えてみて、どの

くらい影響が有るかを確認してみた。

具体的には陰性コントロールの陽性

率を I-FACS の解析では 1%とし、

FACS 解析の時には 1%（図 4）と 2%
（図 5c）の両方で比較してみた。そ

の結果、FACS の結果のみ 2%とした

ときには相関係数が若干減少したも

のの、ほぼ同様の結果が得られた。 
以上の事から、測定する機関に於い

て閾値が多少ずれても、大まかな結果

は変化しない事が示唆された。 
 
 
D．考察 
 
本研究では、幹細胞バンクに於いて、

様々な施設におけるヒト PS 細胞の状

態を、統一的・定量的に検査・管理す

ることを目標とし、異なる施設で培養

した細胞を送付し、FACS 解析と

I-FACS 解析した比較した。昨年確立

した実験プロトコルの元、3 つの細胞

株でそれぞれ 3 回以上実験を繰り返

した。その結果、どの株でも安定して

強い相関が得られたことから、本研究

で確立した手法は異なる施設で培養

した細胞を同一基準で検査できる事

を示唆する。 
 

複数の細胞株で複数回の実験 
ヒト多能性幹細胞は安定しない。全

ての細胞に分化できる能力を持つが、

この能力は細胞の状態の変化し易さ、

つまり不安定に繋がる。実際、同じ手

法で培養していても培養状態が大き

く変化することがある。更に、細胞株

図 5：FACS のゲート（閾値）の問題。横
軸が各細胞のシグナル強度、縦軸が細胞の
割合。A：陰性コントロール（青）と、特
異的抗体を使用したデータ（赤）が、完全
に分離している場合（A）と、分離してい
ない場合（B）の模式図。ポジティブ率は
それぞれの右下部（100％と 96.4%）。 

a 

c 

b 
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により未分化状態や分化し易さに大

きな違いがある。そのため、単一の細

胞株だけで調べるのではなく、複数の

細胞株を使って調べることが通例と

なっている。 
昨年度は 1 細胞株のみを用いて実

験系を確立し、今年は 3 株で複数回行

った。その結果、実験回毎にバラつき

が観測され、更に細胞株ごとにも結果

が異なった。この結果は細胞の株の違

いを反映している可能性と、異なると

きに行った実験であるから違う可能

性があり、どちらであるかは今回の実

験だけからは判断できない。 
ただし、複数回行った実験結果はい

ずれも同じような傾向にあった。

FACS の結果と I-FACS の結果が強く

相関していたため、このバラつきは実

験誤差の範囲内として許容すること

ができる事が示唆される。単一のマー

カーを使って診断する事はエラーが

出やすいが、今回の様に複数のマーカ

ーを用い、複合的に診断することによ

り、細かい違いがキャンセルされ、安

定した結果が得られると期待できる。 
 

閾値の問題 
今 回 は 異 な る 機 械 （ FACS と

I-FACS）を用い、異なる施設（長岡

技術科学大学と医薬基盤研究所）に於

いて解析を行った。FACS 解析ではど

の領域をネガティブとし、どの領域を

ポジティブと判断するかに任意性が

ある。解析する細胞や抗体によっては

少しの閾値のズレで結果が大きく変

わる事もある。今回は閾値を少し変化

させた時に結果が大きく変わらない

事から、我々の作成したプロトコルが

適切に働いていることが示唆される。 
 
 

E．結論 
本研究では、異なる施設（長岡技術

科学大学と医薬基盤研究所）間で細胞

を送付し、更に一般に普及している

FACS 解析と、これまでに本研究課題

で代表者らが構築した I-FACS 解析と

の比較を、3 つの細胞株で複数回実験

して比較した。その結果、どの細胞株

でも高い相関が得られた。従って、遠

隔地での細胞培養施設に於いて、一般

的な試薬・設備・方法で細胞を固定・

送付し、医薬基盤研でそれを解析する

ことにより、細胞状態を的確に診断で

きる事が示された。以上の事から、ヒ

ト PS 細胞を少量の試料･低コストで

測定できる品質管理法を策定できた

と言える。 
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