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はじめに 

 
本報告書は、厚生労働科学研究費補助金 難病・がん等の疾患分野の医療の実用化研究事

業の再生医療関係研究分野の一つである「iPS細胞等を用いた移植細胞の安全性データパッ

ケージ構築に関する研究」研究班における平成25年度の研究成果をまとめたものである。 

本研究では、幹細胞治療では被験者保護の観点から、無限の分裂能をもつ多能性幹細胞由

来細胞移植の安全性試験とりわけ腫瘍形成能の評価を主軸としたiPS細胞等多能性幹細胞

由来分化細胞の造腫瘍性試験実施する。iPS細胞の細胞規格が未確定で、未分化状態で多能

性幹細胞の規格を満たしていても、iPS細胞の樹立法の違いによっては、分化誘導の際に最

終分化に至らない細胞の増殖がみられたこと。また多能性幹細胞を未分化培養状態で長期

間培養すると、染色体構造異常が高頻度(約12％、Nature Rev Gen 2012:13 732-44)で出

現するため、移植前の網羅的染色体検査方法の確立が必須であること。さらに、少数の移

植細胞の転移を長期間観察するための適切な生体imaging systemがないこと等、これらの

課題に答える新たな研究を実施する。最終的な安全性パッケージ構築の形としては、iPS細

胞の遺伝子情報を造腫瘍性試験結果と関連づけ、ヒト癌臨床data baseと照合させることで、

臨床に用いられるiPS細胞の分化抵抗性に関する評価を目指す。 

上記のテーマ別研究課題について、平成 25 年度時点 中間報告書（1 年目）として作成

したものであるが、関係者のご参考になれば幸いである。 
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研究要旨 

 幹細胞治療における被験者保護の観点から、無限の分裂能をもつ多能性幹細胞

由来細胞移植の安全性試験とりわけ腫瘍形成能の評価が重要である。当研究課題

は、iPS細胞等多能性幹細胞由来分化細胞の造腫瘍性試験であり、iPS細胞由来ド

ーパミン(DA)産生細胞、神経幹細胞、心筋細胞の造腫瘍性試験を実施し、各案件

開発者に試験デザインと結果をfeed backすることを目的とした研究課題である。

  加えて、iPS細胞等多能性幹細胞で未知なる目的外分化細胞が出現した際におい

て、新規移植細胞生体内動態評価systemを開発することは、細胞の転移性試験や

長期造腫瘍性試験を実施する上で重要な開発toolとなりえる。当研究課題では、こ

れらローブ・ラベリング技術の開発を通じた新規研究・産業分野の開拓を目指す

ものである。 平成25年度では、各種移植案件における基盤形成を目的とし、脳-

線条体移植に要する物品確保と技術習得を図るとともに、造腫瘍性を有する陽性対

照としてU251細胞（アストロサイトーマ: JCRB細胞バンク）を用いた移植部位の

造腫瘍性感度試験を実施するために、U251細胞1.0 x 101 ～ 1.0 x 105 個をNOG

マウスの線条体に移植し、3ヶ月、6ヶ月、12ヶ月と経過観察中である。また、新規

移植細胞生体内動態評価systemを開発としては、移植後の細胞の移植部位におけ

る定着や他の臓器への移動の有無を調べるために、ルシフェラーゼ高発現ベクター

の構築および発現安定株4T1-Luc細胞の樹立を確認した。 

長期造腫瘍性試験における技術構築、ルシフェラーゼ高発現細胞株の樹立、移植

細胞の定着および移動のためのラベリング技術開発等の技術基盤ができた。 



【研究目的】 

当研究課題は、幹細胞治療の被験者保護

の観点から、無限の分裂能をもつ多能性幹

細胞由来細胞移植の安全性試験とりわけ

腫瘍形成能の評価を主軸としたiPS細胞等

多能性幹細胞由来分化細胞の造腫瘍性試

験を実施する。さらに既存の造腫瘍性試験

に加えて転移性評価系として、新たに

Imaging Probe開発を実施し転移性の造腫

瘍性細胞の追跡評価法を開発する事を目

的としている。 

当該年度では、１）慶応義塾と大阪医療

センターとで共同開発している分化プト

ロコールが確定次第、iPS細胞由来神経前

駆細胞 (iPS-NSC)を用いて長期造腫瘍性

安全性試験の実施計画を立案。２）

iPS-NSC移植に伴うNOGマウス線条体移

植Protocolの確立。３）NOGマウス線条体

への造腫瘍性感度試験の実施。４）線条体

移植の組織切片作成法、組織免疫染色の法

の共有Protocolの確立。5) pCAG-Luc-iPベ

クターを導入したマウス乳癌転移モデル

細胞株の樹立を行った。各項目において、

具体的に試験を実施できるように際簿準

備、技術体系を整え次年度より、本格的に

転移性試験やiPS-NSCの長期安定性試験

を実施する体制を整えた。 

 

【結果】 

iPS-NSCの造腫瘍性感度試験としては、

NOGマウスへの線条体（Bregmaより前方

1 mm, 側方2 mmの箇所）へ移植し、造腫

瘍性を有する陽性対照としては、U251細

胞（アストロサイトーマ: JCRB細胞バン

ク）を用いた。具体的には、U251細胞1.0 x 

101 ～ 1.0 x 105 個をNOGマウスの線条

体に移植し、3ヶ、12ヶ月観察中である。

現在、1 x 105個NOG線条体に移植する

ことで、およそ6 - 7週間時点で明らかな脳

肥大が観察している。ヒト細胞特異的抗体

である抗Lamin-A抗体を用いて染色を行

った結果、移植細胞が移植部位（線条体近

辺）から上方に増殖していることを確認し

た。また、新規イメージングProbeの開発

としては、ルシフェラーゼ遺伝子発現ベク

ター(pCAG-Luc-iP, pLenti-Luc-iV) を構

築し、両発現ベクターからルシフェラーゼ

タンパク質の高発現を確認した。その後、



pCAG-Luc-iPベクターを導入したマウス

乳癌由来細胞4T1の安定発現株（4T1-Luc

細胞）を樹立し、マウス乳癌転移モデルを

確立している。 

 

【考察】 

当該年度では、造腫瘍性試験、転移性試

験における基盤要素技術（移植機器の整備、

線条体への移植技術の導入、共有Protocol

の構築、ルシフェラーゼ安定発現細胞株の

樹立）の確立を行った。また、線条体移植

における 

U251細胞1.0 x 101 ～ 1.0 x 105 個を用

いたNOGマウス線条体移植における造腫

瘍性感度試験の結果を3ヶ、6ヶ、12ヶ、15

ヶ月と観察中し、次年度でNOGマウス線条

体への造腫瘍性試験の移植細胞数の結果

について報告する。加えて、マウス乳癌由

来細胞4T1の安定株を用いてマウス転移性

試験を実施予定である。 

以上、移植部位と細胞生着性、転移性との

関係性を総合的に評価し、細胞移植治療に

おける細胞種毎の造腫瘍性試験のあり方

に対する提言の策定を目指す予定である。 
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研究要旨 

 再生医療の細胞移植における安全性の評価において、非侵襲的な評価系すなわ

ちイメージング技術は、最適なツールの一つである。移植後の細胞の移植部位に

おける定着や他の臓器への移動の有無を調べるために、本年度は、移植細胞へル

シフェラーゼ遺伝子を導入し、in vivo で移植細胞の動態を観察できるシステムの

構築を検討した。 

 二種類のルシフェラーゼ遺伝子発現ベクター (pCAG-Luc-iP, pLenti-Luc-iV) 

を構築し、それぞれの発現ベクターがルシフェラーゼタンパク質を発現すること

および、ルシフェラーゼ活性を示すことを確認した。次いで pCAG-Luc-iP ベクタ

ーを導入したマウス乳癌由来細胞 4T1 の安定発現株を樹立（4T1-Luc 細胞）し、

その細胞を用いてマウス乳癌転移モデルを作製した。現在、in vivo イメージング

装置を用いて本細胞の全身分布をどの程度観察できるか詳細に検討している。ま

た、実際の移植細胞である iPS 細胞に遺伝子導入を行う場合を想定し、レンチウ

イルスベクター (pLenti-Luc-iV) の構築についても検討している。 



【研究目的】 

再生医療の細胞移植における安全性につ

いて、非侵襲的な評価系すなわちイメージ

ング技術は、最適なツールの一つである。

移植後の細胞の移植部位における定着や

他の臓器への移動の有無を調べるために、

本年度は、移植細胞へルシフェラーゼ遺伝

子を導入し、in vivoで移植細胞の動態を

観察できるシステムの構築を検討した。 

 

【結果】 

二種類のルシフェラーゼ遺伝子発現ベ

クター (pCAG-Luc-iP, pLenti-Luc-iV) を

構築し、ウエスタンブロット法および免疫

染色により、両発現ベクターからルシフェ

ラーゼタンパク質が発現することを確認

した。また発現したタンパク質がルシフェ

ラーゼ活性を示すかどうか調べるために

活性測定を行い、いずれも高い活性が示さ

れた。次いで、pCAG-Luc-iPベクターを導

入したマウス乳癌由来細胞4T1の安定発現

株（4T1-Luc細胞）を樹立するために、遺

伝子導入後、2週間、 puromycin 処理を行

うことで安定発現株を選択し、その細胞を

用いてマウス乳癌転移モデルを作製した。

安定株4T1-Luc細胞においてルシフェラー

ゼが高発現していることも確認された。 

 

【考察】 

ルシフェラーゼ高発現ベクターの構築

および発現安定株4T1-Luc細胞の樹立がで

きたことで、移植細胞の定着および移動の

観察に本システムが有用であるかどうか、

実際の検討を行うことが可能になった。現

在、in vivo イメージング装置を用いて本

細胞の全身分布がどの程度観察できるか

を詳細に検討している。また、実際の移植

細胞であるiPS細胞に遺伝子導入を行う場

合を想定し、プラスミドベクターのみなら

ず 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 

(pLenti-Luc-iV) による遺伝子導入つい

ても検討を行っている。 
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研究要旨 

当年度では、慶應義塾大学・岡野 栄之グループが推進する『iPS細胞由来神経

前駆細胞を用いた脊髄損傷・脳梗塞の再生医療』を側面から支援し、臨床応用へ

の開発工程を効率化・短縮化させることを目標とする。 

上記の研究グループと造腫瘍性試験に対する業務分担を行い、iPS細胞由来神経

前駆細胞の造腫瘍試験、特に移植後の長期経過観察（1年以上）とSorting後の造

腫瘍性（＋）細胞と（-）細胞のスパイクテストを評価する予定計画を立案した。

加えて本研究では、皮下移植よりも生着率が低いNOGマウス線条体への移植時に

対する造腫瘍性感度試験をU251細胞（アストロサイトーマ: JCRB細胞バンク）

を有する陽性対照として用いた試験を実施した。 



 

＜目的＞ 

慶應義塾大学・岡野 栄之グループが推進

する 『iPS細胞由来神経前駆細胞を用いた

脊髄損傷・脳梗塞の再生医療』 を側面か

ら支援し、臨床応用への研究開発工程を効

率化・短縮化させることを目標とする。当

該グループの分担業務として、iPS細胞由来

神経前駆細胞の造腫瘍試験、特に移植後の

長期経過観察（1年以上）とSorting後の造

腫瘍性（＋）細胞と（-）細胞のスパイクテ

ストを評価する。 

 

＜試験概要＞ 

iPS 細胞由来神経前駆細胞の造腫瘍性試験

として、重篤免疫不全動物である NOG マ

ウスの脳-線条体に被験細胞を投与する試

験系について検討する。平成 25 年度は移植

における基礎的な基盤形成を目的とする。

先ずは、脳-線条体移植に要する物品確保と

技術習得を図った。 次に、造腫瘍性を有

する陽性対照として U251 細胞（アストロ

サイトーマ: JCRB 細胞バンク）を用いて移

植部位における感度を評価する。具体的に

は、U251 細胞 1.0 x 101 ～ 1.0 x 105 個を

NOG マウスの線条体に移植し、3 ヶ月、6

ヶ月、12 ヶ月観察する。U251 細胞の移植

は既に完了しており、今後経過観察をして

いく。線条体移植の試験系では、明らかな

脳肥大化が起きる場合を除き、腫瘤形成の

有無を確認するために、脳を摘出したあと

に組織切片の観察を行う必要がある。その

ため、表 1 で示す観察期間の経過後、剖検

を実施し造腫瘍性を評価する。 

 

 

 

＜試験方法＞ 

NOG マウスの脳-線条体造腫瘍性感度検討

試験 

移植細胞: U251 細胞 

移 植 マ ウ ス : NOG 

（NOD/Shi-scid,IL-2Rrnull） 主に 9 週齢 

移植経路: 両側線条体 

移植細胞数: 1.0 x 101 ～ 1.0 x 105 

観察期間: 3 ヶ月、6 ヶ月、12 ヶ月 

 

造腫瘍性を有する細胞として U251 細胞

（図 1）を使用し、NOG マウスに線条体投

与（Bregma より前方 1 mm, 側方 2 mm の

箇所; 図 2）した。U251 細胞を 1 x 105

個 NOG 線条体に移植すると、およそ 6 - 7

週間時点で明らかな脳肥大が観察される。

その例を図 3、組織切片を図 4 に示した。

移植細胞を同定するためにヒト細胞特異的

抗体である抗 Lamin-A 抗体を用いて染色

を行った。その結果、移植細胞が移植部位

（線条体近辺）から上方に増殖しているこ

とが確認された。 

 

＜今後の予定＞ 

iPS細胞由来神経前駆細胞の製造工程が決

定すれば、それを被験細胞として造腫瘍試

験を開始する。製造工程ではセルソーティ

ング (FACS: Fluorescence-activated cell

 sorting)による選別を行う予定であり、選

別後の造腫瘍性（＋）細胞と（-）細胞のス

パイクテストも併せて評価する。被験細胞

は 1 x 106 個をNOGマウスの線条体に移

植し、3ヶ月、6ヶ月、12ヶ月、15ヶ月 観

察する。また移植細胞に関して、その細胞

集団としての基本情報を取得する（キャラ

クタライゼーション）。具体的には、FACS、
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図 1.
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等の方法を用い る。
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図 2. 線条体移植
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図 3. 

（中）U251

（下）摘出脳

 

 

 

. （上）左側マウス：細胞無し（コントロール）、右側マウス：

U251 細胞移植部位肥大化、

）摘出脳  左側：細胞無（コントロール）、右側：

無処置 

（上）左側マウス：細胞無し（コントロール）、右側マウス：

細胞移植部位肥大化、

左側：細胞無（コントロール）、右側：

U251 細胞移植

d

b

 

（上）左側マウス：細胞無し（コントロール）、右側マウス：

細胞移植部位肥大化、  

左側：細胞無（コントロール）、右側：

細胞移植 
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（上）左側マウス：細胞無し（コントロール）、右側マウス：

左側：細胞無（コントロール）、右側：U251
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（上）左側マウス：細胞無し（コントロール）、右側マウス：U251
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図 4. 

方形で囲んだ領域は下図に相当する。
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4. （上）クリューバー・バレラ染色

方形で囲んだ領域は下図に相当する。

（a - e） ヒト細胞特異的抗体（抗
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(再生医療関係研究分野) 

「iPS細胞等を用いた移植細胞の安全性データパッケージ構築に関する研究」 

 

日時、場所、参加者、議題 順に記載。 

 

 2013年 5月14日 14:00～15:00, RIKEN 分子イメージングセンター  

財団： 川真田、西下  理研：尾上、田原 

1. 研究計画会議   （新規Imaging Probe開発に関する立案、スケジュール） 

 2013年 7月30日 14:00～15:00, 東京  

財団： 川真田、 理研：尾上 

1. 研究計画会議  （新規Imaging Probe開発に関する再立案、スケジュール確認） 

 2013年 10月11日, TEL/Mail―Meeting,  

財団： 川真田、理研：尾上 

1. 研究計画会議   （新規Imaging Probe開発に関する役割分担、スケジュール） 

 2013年 12月3日, TEL/Mail―Meeting,  

財団： 川真田、西下 理研：尾上、田原 

1. 研究計画会議   （H25年度 進捗確認およびH26年度研究計画立案） 

 2013年12月13日 17:00-18:00, Skype Meeting, 財団：川真田、郷、金村、慶応：中村、

堀 

1. 研究計画会議  （造腫瘍安全性試験に対する財団の役割分担） 

 2014年 1月 21日 9:30～18:00, 1. 移殖技術移管 および  2. H25年度 研究会議   

1. NOG-mouse 線条体 移植技術移管 （財団： 西下, 慶応： 堀）  

2. 財団―慶応義塾―大阪医療センター  3者間 H25年度 研究計画会議  (財団：西下、

慶応：中村、堀、大阪医療センター：正札) 

 

その他、Mail連絡等は研究実施に伴い逐次連絡できる状況を作成済み。 
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