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フードテックを応用した細胞培養食品の先駆的な調査検討による食品衛生上のハザードや
リスクに係る研究 -リスクプロファイルの作成とモデル細胞実験系による検証・還元- 

（２２ＫＡ１００５） 
 

令和 4年度〜令和 6年度 総合研究報告書 
 

研究代表者 北嶋 聡 
 

国立医薬品食品衛生研究所 安全性生物試験研究センター 毒性部 部長 
 
研究要旨 
 フードテック、すなわち食に関する最先端技術を活用した、食料システムの構築や国民の
健康増進に資する食品の探索などの観点から、従来の生産方法とは異なる新たな方法で作
られる、又はこれまでに食経験のない、若しくはこれまでとは違った方法により摂取される
ような新規食品の研究開発が進められている。この代表例としては、骨格筋細胞といった家
畜・家禽由来の様々な細胞を採取・培養し食肉の代用品を作る、「いわゆる培養肉」（肉と称
するのは適切とは限らないため、以降「細胞培養食品」とする）の研究開発が国内外で進展
している。現時点で国内では、技術の確立や市場化の目途は立っていないが、様々な研究会
の設立をはじめ、研究開発の加速が見込まれ、将来、フードテックを活用した様々な「細胞
培養食品」の上市化が想定され、その安全性評価に向けた課題の抽出について検討すべきタ
イミングを迎えている。本調査研究では、特に「細胞培養食品」に着目し、この食品衛生法
上の取扱いを検討するため、そのハザードやリスクの特定に向けた課題の抽出をおこない、
リスクプロファイルの作成ならびに、想定される今後の動向と方策につき考察することを
目的とする。この際、学術的に能動的な調査に努め、あわせて、「細胞培養食品」のモデル
となり得る独自の細胞培養実験系を用いて、抽出した課題の妥当性について検証し、またこ
の結果を調査の方に還元し、その確度について補強する。＜各年度の目標＞ 令和 4年度：
ハザードやリスクの特定に向けた課題の抽出、令和 5年度：リスクプロファイルの検討と抽
出した課題の妥当性についての検証、令和 6年度：リスクプロファイルの作成及び安全管理
の提案。 
 本研究では具体的には、1）細胞培養食品の食品衛生上のハザードやリスクに係る調査を
行い、2)調査において懸念されたハザードの事象につき、エピジェネティクス解析等を検討
し、また 3)モデルとなるウシやニワトリ由来の細胞の分化増殖過程におけるハザード解析
を検討した。そして、これらの結果を調査(1)の方に還元し、その確度について補強した。
併せて、各種モデル系に係る補完的検討も実施し連携の向上と円滑な進捗を図った。 
 1）については、特に開発動向、ならびに安全性や衛生規制の動向を中心に、Web 上の公
開情報の調査を実施し、それぞれの特徴を抽出した。調査に先立ち、細胞培養食品に関する
便宜的な分類表を用意し、これに基づき調査結果を整理した。令和 4年度（初年度）の検討
では、それぞれの特徴の例として、開発動向としては、シンガポール政府による世界初の承
認事例を挙げることができ、他方、規制動向に関しては、シンガポールをはじめ、EU、オー
ストラリア・ニュージーランドでは、Novel Foodの枠組みの中で細胞培養食品を取り扱っ
ていることを見出したことを挙げることができる。さらに、本調査における検討をもとに、
細胞培養食品に関して想定され得るハザードの抽出を試みた。令和 5年度（昨年度）の調査
検討では、開発動向としては、16 件の開発事例のうち魚介類（サーモン、クロマグロ、ハ
タ、甲殻類等）を開発対象とするものが 6 社と、魚介由来の開発事例が増えている事が窺
え、他方、規制動向に関しては、この時点で細胞培養食品が販売可能となったのはシンガポ
ールと米国、イスラエルの 3か国である事、イスラエルでは世界初となる牛由来の製品が承
認された事、韓国でも承認申請の受付を開始した事を見出し、また FAO と WHO が公表した 
細胞培養食品の安全性に関するレポートでは、各国の規制状況の分析に加えて、潜在的ハザ
ード因子の包括的な検討を行っている事を見出した。以上の調査・検討を踏えて、細胞培養
食品に関して想定され得る潜在的なハザード因子を抽出した。令和 6年度（今年度）の調査
検討では、1)開発動向としては、昨年度の 16 件に引き続き、5社を加えた 21件の開発事例
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を見出し分類表に基づいて整理した。培養の出発材料となる細胞については、初代培養細胞
よりも株化細胞が主流となっており、ES 細胞や iPS 細胞の利用をはじめ、すでに別目的で
産業化されている細胞の利用の可能性や、必ずしも従来の食肉の細胞に近づけようとして
いるとは限らないことを見出した。また、2)規制動向に関しては、細胞培養食品を取り扱う
「規制の枠組み」として、シンガポールと EU では Novel Food の中に細胞培養食品に特化
した規制の枠組みを新たに設定していること、韓国でも暫定規格・基準の認定対象として細
胞培養食品を特定した枠組みを新たに設定したこと、オーストラリア・ニュージーランド及
びイスラエルでは既存の規制枠に新規の食品を評価する Novel Food枠を設けて細胞培養食
品は当該枠で申請・評価が実施されていること、一方、米国には細胞培養食品に特化した枠
組みはなく、既存の規制枠で扱うとしていることを見出した。「上市プロセス」については、
Novel Foodsとして審査・承認を行う、いわば EU型 （シンガポール、EU、オーストラリア・
ニュージーランド、イスラエル及び韓国）と、許認可制ではなく市販前コンサルテーション
を行う、いわば米国型に大別でき、前者では所管する公的機関による安全性審査と市販前承
認が必要であり、他方、後者（米国）では製品に対する許認可制が導入されていないが、FDA
による市販前コンサルテーション（任意）の実施が推奨されており、調査対象としたいずれ
の国・地域においても上市前に安全性の確認を行うプロセスがあることを見出した。細胞培
養食品固有の「安全性審査項目と審査情報の公開」については、シンガポールでは安全性評
価要件の詳細が明示されているものの、審査結果は公開されておらず、審査における判断基
準等は明確になっていないこと、他方、米国では、FDAによる市販前コンサルテーションの
資料が公開されていることを見出した。一方、EU、オーストラリア・ニュージーランド、イ
スラエル及び韓国では、必要な要件は明示されており、審査情報については、EU 及びオー
ストラリア・ニュージーランドで公開されることを見出した。公表されている「承認の事例」
としては、2025 年 3 月の時点において、細胞培養食品の販売が許可又は可能となったのは
シンガポール、米国、イスラエル及び香港のみである。イスラエルでは、2024年 1月 Aleph 
farm社の培養ウシ肉が販売承認を取得し、シンガポールでは、Vow社の培養ウズラ肉を 2024
年 4月に販売承認し、香港では Vow社のウズラ培養肉が 2カ国目となる販売承認を 2024年
11 月に取得した。2025年 3月に、豚由来の培養脂肪が、米国 FDAの市販前コンサルテーシ
ョンを終了し、豚由来のものとしては世界で初めて販売が可能となる見通しである。国際食
品規格の策定等を担う CODEX でも新たな食料源と生産システム（New food sources and 
production systems）の一つとして細胞培養食品に関する議論が展開されている。以上の調
査・検討を踏えて、細胞培養食品に関して想定され得る潜在的なハザード因子を改めて抽出
でき、リスクプロファイルの作成及び安全管理の提案について検討した。なお補完的な検討
として、ハザード要因として懸念される正常型プリオンの発現制御に関し検討することと
した。マウス筋芽細胞由来の C2C12 細胞を用いた解析の結果、細胞増殖因子の添加や 2 次
元から 3次元培養などの培養条件を変化させることにより、その遺伝子発現が、顕著に変動
することを見出し、培養条件の選択理由の重要さに資する成果を得た（北嶋）。 
2)については、令和 4年度（初年度）の検討では、個体生存に必須である様々な細胞応答

に関与する約 800 遺伝子を同定し、この内、脂質代謝に関与する 2 遺伝子に着目し解析し
た結果、セラミド分子の量的変化により、胚葉分化の異常を伴う細胞の分化異常が生じるこ
とを明らかとした。このことは、セラミドシグナルネットワークが個体発生・生存維持に関
係しており、細胞培養食品の作製にあたっては、このシグナルの阻害を避ける必要があると
考える。令和 5 年度（昨年度）から令和 6年度（今年度）に亘る検討では、培養細胞の大量
化において、その利用が期待される一方で、調査においてハザードとして懸念された因子の
一つである転写共役因子 YAP 遺伝子に着目し、肝細胞内で YAP を発現する実験系を構築し
解析したところ、細胞増殖には YAPの活性化が必要であるが、その活性化が強すぎるとがん
発症に至ること、また、YAPの強い活性化はゲノム変化やエピジェネティクス変化を誘導す
ることが示唆された。結論として、細胞増殖のために、YAPを利用する場合には、YAP活性
を適切に制御することが必要であることが示され、この事は、転写共役因子 YAP遺伝子を潜
在的なハザード因子として見出したことの妥当性を表すものと考える (仁科) 。 
3）については、家畜細胞について、令和 4年度（初年度）の検討では、週齢差及び部位差

の比較検討を成熟及び老化マウス内臓（骨格筋、肝、肺、消化管、心）由来の線維芽細胞を
用い発現遺伝子を解析し、その部位（臓器）差を明らかとした。令和 5年度（昨年度）の検
討では、さらに解析を進め、老齢マウス由来の線維芽細胞では、細胞外マトリックス関連遺
伝子群の発現が低下し、免疫・炎症関連遺伝子の発現が亢進することを明らかとし、これら
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が安全性の指標となり得ることが示唆された。また、ウシ気管由来単離平滑筋細胞を用い、
継代による影響を検討したところ、15 継代後の場合、セロトニン系やノルアドレナリン系
の分解系の遺伝子発現低下や糖質コルチコイド系の合成経路の遺伝子発現亢進など、生理
活性物質の産生の継代差について明らかにした。これらの事は、当該生理活性物質を潜在的
なハザード因子として見出したことを表し、また細胞培養食品の作製に際しての、使用する
年齢・臓器部位選択理由の重要さに資する成果と考える。令和 6 年度（今年度）の検討で
は、ウシの大動脈平滑筋細胞を用いて、無血清培地での細胞増殖培養条件検討を行なった。
また、ウシの気管由来単離平滑筋培養細胞について、昨年度の初代培養時と継代培養時での
発現遺伝子の変動結果を踏まえた上で、FBS10%による血清培地で培養した後、無血清培地で
培養することで変動遺伝子群が血清培地培養前（Primary cells）での遺伝子発現に戻る可
塑性を有するか否かを検証した。その結果、血清培地での細胞培養継代によって変動した遺
伝子群は、無血清培地での培養によっても初代培養時の状態に戻ることはなく、遺伝子変動
に可塑性は認められなかった。以上の 3年間の解析結果を踏まえ、細胞培養食品の安全性評
価における一般的なターゲットバリデーションについてまとめた。すなわち、細胞培養食品
に使用する動物に老齢個体は不向きであること、安定した培養技術・環境が求められること、
及び、製品ごとに、生理活性物質の増減を含め、網羅的な遺伝子発現の確認が必要であるこ
と、である（堀）。 
一方、家禽細胞については、令和 4年度（初年度）の検討では、ニワトリ胚砂嚢平滑筋を

用いて検討した結果、他の消化管平滑筋と異なり、細胞増殖時でも例外的に分化状態が維持
されること、またこの培養条件を見出し、また単離細胞と細胞塊という培養条件の違いによ
り細胞の分化状態が異なることを見出した。令和 5年度（昨年度）の検討では、細胞塊から
の平面培養では細胞が密でいるところでは平滑筋分化を維持できるが、細胞間の接着が無
くなると，筋線維芽細胞への変化が促進されることが示唆された。すなわち、ニワトリ胚砂
嚢平滑筋細胞の分化の維持には、細胞間接着が必要であることが示唆されたため、分化状態
を保つために、細胞を密着させたまま培養する、砂嚢平滑筋の三次元（3D）培養系を確立に
向けた予備検討を行なった。令和 6年度（今年度）の検討では、ニワトリ胚の砂嚢平滑筋分
化の維持に向け、ハンギングドロップ法による 3D 培養系を確立に成功した。具体的には、
1%FBS存在下では分化状態を保ったまま 7日間分裂できること、他方、10%FBS あるいは、ニ
ワトリ胚抽出液の存在下では、分裂停止や細胞死が誘導されることが明らかとなった。これ
らの成果は、細胞培養食品の作製に際しての培養条件の選択理由の重要さに資する成果と
考える。一方、培養条件によっては、間充織などの他種の細胞が急速に増殖することが観察
されたことから、元々混入していた目的外細胞の急速な増殖にも注意する必要があること
を明らかとした（福田）。 
このように、細胞培養食品の食品衛生上のハザードやリスクに係る調査を、開発動向、な

らびに安全性や衛生規制の動向を中心に行った結果、それぞれの現状と特徴を整理するこ
とができ、また非意図的な細胞由来生理活性物質や新規のアレルゲンなどの潜在的なハザ
ード因子を抽出して、リスクプロファイルを作成し、安全管理において重要と考えられる点
の提案を行なった。各分担研究における検討は、複数の潜在的なハザード因子を見出したこ
とを表し、また細胞培養食品の作製に際しての、目的に適った細胞を特定する必要性と、使
用する年齢・臓器部位・培養条件などの様々な選択理由の重要さに資する成果と考える。 
本研究により、「細胞培養食品」の食品衛生法上の安全性評価に向けた課題や方策が明らか

となることが期待され、その安全性評価に向けた新たな制度の枠組みの設定といった行政
支援として寄与することが期待される。同時にこの課題への方策を通して、食品衛生法上の
安全性を担保した上での「細胞培養食品」の開発につながれば、その安全性について国際的
にアピールする上でも重要な成果となり得る。以って、振興と規制の両面からの切れ目のな
い俯瞰的・長期的政策立案に寄与することが期待される。 
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Ａ．研究目的 

(背景) フードテック、すなわち食に関す

る最先端技術を活用した、食料システムの

構築や国民の健康増進に資する食品の探

索などの観点から、従来の生産方法とは異

なる新たな方法で作られる、又はこれまで

に食経験のない、若しくはこれまでとは違

った方法により摂取されるような新規食

品の研究開発が進められている。この代表

例としては、骨格筋細胞といった家畜・家

禽由来の様々な細胞を採取・培養し食肉の

代用品を作る「食肉代替食品」の一種であ

る「いわゆる培養肉」の研究開発が国内外

で進展している。一般的に、細胞培養技術

を用いて作られる食品を指すものと考え

られるが、この定義については議論が続い

ている。規制上の正式名称も定まっていな

いが、“肉” と称するのは適切とは限らな

いため、以降「細胞培養食品」とする。現

時点で国内では、技術の確立や市場化の目

途は立っていないが、様々な研究会の設立

をはじめ、研究開発の加速が見込まれ、将

来、フードテックを活用した様々な「細胞

培養食品」の上市化が想定され、その安全

性評価に向けた課題の抽出について検討

すべきタイミングを迎えている。 

 (目的) 本調査研究では、特に「細胞培養

食品」に着目し、この食品衛生法上の取扱

いを検討するため、そのハザードやリスク

の特定に向けた課題の抽出をおこない、リ

スクプロファイルの作成ならびに、想定さ

れる今後の動向と方策につき考察するこ

とを目的とする。この際、学術的に能動的

な調査に努め、あわせて、「細胞培養食品」

のモデルとなり得る独自の細胞培養実験

系を用いて、抽出した課題の妥当性につい

て検証し、またこの結果を調査の方に還元

し、その確度について補強する（先駆的な

調査検討）。 

(必要性) 持続可能な開発目標（SDGs）の

課題に取組む機運の高まりと呼応し、国内

外ともに「細胞培養食品」の開発が革新的

に迅速に進む一方で、食経験がない、ある

いは従来法とは異なる方法により作製さ

れることが想定されることから、その食品

衛生法上の安全性評価に向けた課題の抽

出や方策だては急務となっている。 

(特色・独創的な点) 申請者らは基礎発生

学あるいは畜産獣医学の立場から、本調査

研究の核心である細胞の分化・増殖に関す

る国内を代表するエキスパートであり、ま

た研究代表者の所属する毒性部は、日本に

おける食品の安全性評価に係るセンター

的役割を担うべく、基礎的研究から応用研

究まで幅広い活動を行っているという特

徴を有する。 

 (期待される効果) フードテックを応用

した新開発食品には大きく 3種、すなわち、

大豆などの「植物由来食肉様食品」、昆虫由

来たんぱく質などの「代替たんぱく質製

品」、及び、当該の「細胞培養食品」が存在

するが、この内、食経験がなく、若しくは

これまでとは違った方法により摂取され

るという観点から、リスクプロファイルの

作成が重要となる「細胞培養食品」に特に

着目する。 本調査研究により、「細胞培養

食品」の食品衛生法上の安全性評価に向け

た課題や方策が明らかとなることが期待

され、その安全性評価に向けた新たな制度

の枠組みの設定といった行政支援として

寄与することが期待される。この際、調査

研究だけではなく、この分野を代表する研

究者らにより、実際にモデルとなる細胞培

養系を用いて、検証とその検討結果の還元

というサイクルを通して、ハザード予測の

範囲と精度を含め、課題の妥当性を検証し、

その確度について補強する。同時にこの課

題への方策を通して、食品衛生法上の安全

性を担保した上での「細胞培養食品」の開

発につながれば、その安全性について国際

的にアピールする上でも重要な成果とな

り得る。 
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 また成果物については言うまでもなく、

国内のみならず国際的なコンセンサスを

得られるレベルを以って、「細胞培養食品」

に係る安全性評価法への提案に繋がるよ

うに図る。以って、振興と規制の両面から

の切れ目のない俯瞰的・長期的政策立案に

寄与することが期待される。  

＜各年度の目標＞ 令和 4 年度：ハザード

やリスクの特定に向けた課題の抽出、令和

5 年度：リスクプロファイルの検討と抽出

した課題の妥当性についての検証、令和 6

年度：リスクプロファイルの作成及び安全

管理の提案。 
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Ｂ．研究方法 

本研究では具体的には、1）細胞培養食品

の食品衛生上のハザードやリスクに係る調

査を行い、2)調査において懸念されたハザ

ードの事象につき、エピジェネティクス解

析等を検討し、また 3)モデルとなるウシや

ニワトリ由来の細胞の分化増殖過程におけ

るハザード解析を検討する。そして、これら

の結果を調査(1)の方に還元し、その確度に

ついて補強する。併せて、各種モデル系に係

る補完的検討も実施し、連携の向上と円滑

な進捗を図る。これに呼応するかたちで、 

研究班を次の４つの分担課題によって構成

し、研究を開始した。すなわち、細胞培養食

品の食品衛生上のハザードやリスクに係る

先駆的な調査検討と研究の総括（北嶋）、モ

デル細胞の分化増殖過程におけるエピジェ

ネティクス解析（仁科）、モデル家畜細胞の

分化増殖過程におけるハザード解析（堀）、

モデル家禽細胞の分化増殖過程におけるハ

ザード解析（福田）。 

 令和 4年度（初年度）、令和 5年度（昨年

度）及び令和 6年度（今年度）に亘り、予定

通りに、それぞれの分担研究課題に取り組

んだ。以下に実験方法の概要を示す。 

 

B-1:細胞培養食品の食品衛生上のハザード

やリスクに係る先駆的な調査検討： 

細胞培養食品に関する以下の２項目につ

いて、Web 上の公開情報の調査を実施した。 

1）開発動向 

2）安全性や衛生規制の動向（規制の主体、

安全性確保措置の内容） 

「開発動向」については、細胞培養食品に

関する研究開発を資金面などで推進する米

国の GFI（Good Food Institute）が公開し

ている関連企業データベース から、知名度

や予算獲得状況、開発の進捗状況等を勘案

して、なるべく国や開発品の種類が偏らな

いように、令和 4年度（初年度）は開発企業

12社、令和 5 年度（昨年度）は開発企業 16

社、令和 6年度（今年度）は開発企業 21社

を選定して事例調査の対象とし、各企業の

開発状況について当該企業の公式ホームペ

ージを中心に調査を行った。なお、GFIのデ

ータベースに収載されている細胞培養食品

の開発企業は 2024年 8月の時点で約 180社

にのぼり、すべての開発企業についての網

羅的な調査は困難なことから、前述の 21社

に絞った事例調査とした。 

「安全性や衛生規制の動向」に関する調査

対象国は、日本、比較的議論が進んでいると

思われるシンガポール、米国、欧州、オース

トラリア及びニュージーランドとし、令和 6

年度（今年度）からイスラエル及び韓国を加

えた。各国における規制の主体となる組織、

法律、安全性確保措置などを調査対象とし

た。規制に関する組織として、例えば、日本

では内閣府食品安全委員会、厚生労働省、農

林水産省、環境省、消費者庁を、シンガポー

ルでは SFA（Singapore Food Agency）、米国

では FDA（Food and Drug Administration）、

USDA-FSIS（United States Department of 

Agriculture –  Food Safety and 

Inspection Service）、欧州では EU レベル

で の EFSA （ European Food Safety  

Authority）、各国レベルではイギリスの FSA

（Food Standards Agency）及びオランダの

NVWA （ Nederlandse Voedsel-en 

Warenautoriteit（オランダ語名称）、

Netherlands Food and Consumer Product 

Safety Authority（英語名称））、オーストラ

リア及びニュージーランドでは FSANZ（Food 

Standards Australia New Zealand）を中心

に調査した。さらに、令和 5年度（昨年度）

から WHO等の国際機関も調査対象に含めた。 

また、インターネット検索においては、培

養肉を意味する以下のキーワードで検索を

行った：クリーンミート、細胞農業、純肉、

培養肉、animal free meat、cell-based meat、

cellular agriculture 、 clean meat 、

cultivated meat、cultured meat、in-vitro 

meat、lab-grown meat、slaughter-free meat。   

情報収集を行った期間は、令和 4年度（初

年度）は令和 4年（2022年）6月下旬から 8

月下旬、令和 5年度（昨年度）は令和 5年 8

月中旬から 10月初旬、令和 6年度（今年度）

は令和 6 年 8 月下旬から 10 月下旬であり、

個別に各項目において情報更新の都度、随

時反映した。 
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＜補完的検討としてのプリオンの発現制御 

に関するレポーター遺伝子アッセイ＞ 

補完的検討により、連携の向上と円滑な進

捗を図る。具体的には、ハザード要因として

懸念される正常型プリオンの発現制御に関

し検討することとした。正常型プリオン蛋

白質の筋細胞での遺伝子発現制御を明らか

にするため、令和 4年度（初年度）は、正常

型プリオン蛋白質の筋細胞での遺伝子発現

制御を明らかにするため、株化筋細胞を用

い組織特異的に転写制御される培養条件

（増殖期間、ストレス等）や培地成分（増殖

因子や分化因子等）の有無について検討す

るため、マウス横紋筋由来細胞株 C2C12 及

び比較対象としてマウス神経由来細胞株

Neuro-2a を用い、レポーター遺伝子アッセ

イ系として pNL2.2[NlucP/Hygro]ベクター

にプリオン遺伝子のプロモーター領域約

1000bp を導入したベクターを作製し、マウ

ス由来の筋細胞（C2C12）や神経細胞株

（Neuro2A）を用いた予備検討を実施した。

令和 5 年度（昨年度）は、安定導入株と

Transient transfectionの細胞を用いて、

培養条件等の違いによるプリオン遺伝子の

プロモーター活性の変動を検討した。令和 6

年度（今年度）は、C2C12細胞では、他の細

胞株と比べ高いプロモーター活性を示すが、

この活性への細胞増殖因子の添加や 2 次元

から 3 次元培養などの条件の変化の影響、

及び、この発現制御の詳細を検討するため

に、メチル化領域を欠損させたプロモータ

ーを用いたプロモーターアッセイ系及びリ

アルタイム PCR法により検証を行った。 

 

B-2:モデル細胞の分化増殖過程におけるエ

ピジェネティクス解析： 

B-2-1: 胚葉分化の異常を伴う細胞の分化

異常メカニズムの探索： 

令和 4年度（初年度）は、モデル細胞の分

化増殖過程におけるエピジェネティクス解

析において、遺伝子変異によって、遺伝子発

現変化や代謝産物変化が生じ、細胞分化や

細胞増殖などの細胞応答が異常となる場合

に着目し、２種類の遺伝子欠損マウスデー

タベース（登録数 15211 種類と 7590 種類）

を用いて、個体死となる遺伝子の網羅的ス

クリーニングを行なった。さらに脂質代謝

に関与する２遺伝子に着目し、網羅的な遺

伝子発現（トランスクリプトーム）解析と代

謝産物（メタボローム）解析を行った。以下

に、具体的に記載する。 

初期胚発生に観察される原始線条（PrS）は

中胚葉を生成し、その後の中胚葉以外の内

胚葉や外胚葉由来のほぼすべての器官形成

にも影響を及ぼす。それゆえ、PrS形成の理

解は正常器官形成の理解に重要である。し

かしながら、PrSは微小で一過性の組織であ

るため、その形成機構の解明は困難である。

研究分担者らは、先ず PrS 形成に必須な遺

伝子を同定する目的に、PrSの形成不全が致

死的であることに基づき、2種類のノックア

ウトマウスデータベースを用いて包括的な

スクリーニングを実施した。 

 

データベーススクリーニング 

候補遺伝子は、本文に記載したように MGIデ

ータベース（Mouse Genome Informatics, 

http://www.informatics.jax.org/）および

IMPC データベース（International Mouse 

Phenotyping Consortium）33,34をスクリー

ニングすることにより選定した。本研究で

使用したデータは、2021 年 5 月時点のもの

である。MGIデータベースにおいて、表現型

用 語 「 embryonic lethality between 

implantation and placentation」（ID：

MP:0009850）は、E4.5~E9の間に胚死が起こ

ったことを意味し、この基準で候補遺伝子

を選択した。また、E14以前に胚死滅したこ

とを意味する  "embryonic lethality, 

complete penetrance "は補助的な基準とし

て使用した。IMPCデータベースでは、KOマ

ウス系統のアノテーションを行い、その致

死表現型を報告している。KOマウスが E9以

前に死亡する遺伝子を本研究の候補として

選択した。 

ネットワーク解析には、NetworkAnalysist 

3.0 (https://www.networkanalyst.ca)を使

用した。 

 

ES細胞の培養と分化  

マウス ES（mES）細胞は、先に述べたように

LIF の存在下で培養することにより未分化
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状態に維持した。簡単に説明すると、フィー

ダー細胞非依存性の E14K mES細胞は、15％

ウシ仔牛血清（SFBM30-2362；Equitech-bio、

Texas、USA）を補充したダルベッコ改変イー

グル培地（26400044；Gibco、Massachusetts， 

USA）及び  0.1 mM 2-mercaptoethanol

（M3148；Sigma, Burlington, USA）、LIFを

入れたゼラチンコート皿で保持した。LIFは、

当研究所で以下のように自家生産した。簡

単に説明すると、チャイニーズハムスター

卵巣細胞（CHO）細胞に、LIF-ジヒドロ葉酸

還元酵素（DHFR）を発現するベクターをトラ

ンスフェクションさせた。ベクターの増幅

を誘導するために、メトトレキサート（MTX）

（M8407; Sigma, Burlington, USA）を 0.1

μM でトランスフェクトした CHO 細胞に添

加した。MTX処理を 1週間行った後、CHO-LIF

細胞を MTXフリー培地に移し、LIF産生を行

った。24 時間後、LIF 含有培養上清を回収

し、E14K mES細胞で試験し、多能性維持能

力および mES 細胞の心筋細胞またはニュー

ロンへの分化効率を確認した。 

  mES細胞（3×103）を LIFを含まない培地

で 25μl の吊り下げ滴下で培養し、角皿（栄

研化学、東京、日本）内で EBs を形成させ

た。2 日後、EB をノンコート細菌シャーレ

（IWAKI、東京、日本）に移し、懸濁培養を

行った。6日目に、EBをゼラチンコーティン

グされた組織培養皿（Corning, New York, 

USA）に移して、自発的な「心拍」を示す組

織の領域が顕微鏡で検出できるようになる

10日目まで付着培養を行った。EBは、特に

断りのない限り、培養の 3〜6日目に阻害剤

で処理した。 

 

メタボローム解析  

メタボローム解析は、株式会社ヒューマン・

メタボローム・テクノロジーズ（HMT、山形

県）に委託した。LC-TOF-MS分析前に酵素を

不活性化するため、EBを 10 mlの 5%マンニ

トール溶液で洗浄し、内部標準物質を含む 1 

ml のエタノールで処理した。サンプルを氷

上で 5 分間ウルトラソニケーションにより

ホモジナイズし、その後 4,400×g、4℃で 5

分間遠心分離を行った。上清を乾燥させ、

200μlの 50％2-プロパノールに溶解させた。

LC-TOF-MS は、Agilent 1200 シリーズ RRLC 

システム SL を用いて実施された。化合物

は、正および負のイオン極性モードの両方

で分析された。検出されたピークは、Master 

Hands ver. 2.17.1.11. ピーク面積を評価

し、内部標準物質の面積に正規化しました。

HMT代謝物ライブラリは、m/z値とリテンシ

ョンタイムに基づいてピークに注釈を付け

るために使用した。 

 

RNAseq解析 

RNA配列解析は、タカラバイオ株式会社（日

本、滋賀）に委託した。RNeasy Mini Kits 

(74104; QIAGEN, Hilden, German)を用いて、

製造者の指示に従って total RNA を抽出し

た。抽出した RNAを DNase I (2270B; Takara, 

Shiga, Japan)とインキュベートし、ゲノム

を分解させた。RNAの品質は、まず 1.5％ア

ガロースゲルでの電気泳動で評価し、その

後、吸光光度計で評価した。遺伝子は、fold-

change が 2 より大きいとき、差次的に発現

しているとみなされた。GO解析は、Database 

for Annotation, Visualization and 

Integrated Discovery (DAVID) tool 

(https://david.ncifcrf.gov/)を用いて行

った。 

 

B-2-2: YAP遺伝子の活性化の強弱の効果の

解析 

 令和 5年度（昨年度）及び令和 6年度（今

年度）は、培養細胞の大量化の利用が期待

され、他方で、調査において懸念されたハ

ザードの一つである転写共役因子 YAP遺伝

子に着目し、この活性化の強弱の効果を解

析する目的で、複数種類の活性化型 YAPを

マウス肝に発現誘導した実験系を用いて

検討した。 

YAPの活性化体 YAP (2SA)を発現する環状

プラスミドを、Hydrodynamic 法を用いてマ

ウスの肝臓にモザイク状に導入した。その

後、マウスの肝臓を回収し、組織学的解析、

RNA-seq解析、Whole Exome Sequence (WES)

解析、DNA メチル化解析を行った。ネット

ワーク解析には、NetworkAnalysist 3.0 
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(https://www.networkanalyst.ca)を使用

した。 

 

プラスミド 

Flag タグおよび Myc タグ×5 (5 つの Myc

がタンデムになっている )を付加した

Full-length human YAP cDNAを pLIVEプ

ラスミド (Mirus Bio)の XbaⅠサイトに挿

入した発現ベクターを用いた。IRES型プラ

スミドも同様に Flag-Myc-YAP (2SA)-

IRES-NLS-Cre cDNA を pLIVEプラスミドの

XbaⅠサイトに挿入した発現プラスミドを

用いた。YAP (1SA), YAP (2SA), YAP (5SA)

は PCRを用いてサイト特異的に変異を導入

したものを用いた 7。発現プラスミドに挿

入されたそれぞれの cDNA はマウス AFP エ

ンハンサーおよびマウス Albuminプロモー

ターによって発現が誘導される。 

 

Hydrodynamic tail vein injection 

(HTVi) 

発現プラスミド (20 μg)をマウス体重の

約 10% 量 の TransIT-EE Hydrodynamic 

Delivery Solution (Mirus Bio)に希釈し

た (20-23gのマウスに対して 2 ml)。実験

に使用するマウスの尻尾を 42-50℃のお湯

に 20-30 秒浸し、2.5ml シリンジと 27G の

注射針を用いて発現プラスミドを希釈し

た溶液を尾静脈から約 7－8秒で導入した。 

 

HE染色 

マウス肝臓を 4% paraformaldehyde (PFA)

中、4℃で一晩振盪し、固定した。PFA固定

後 70% EtOH 中で一晩固定した。EtOH固定

後の肝臓は分葉し、Thermo Excelsior ES

を用いてパラフィン置換した。パラフィン

置換した肝臓を用いてパラフィンブロッ

クを作製した。MICROM HM335Eを用いてパ

ラフィンブロックを 5 μm の厚みに薄切し、

切片を作製した。薄切切片の脱パラフィン

は、Xyleneで 15分間×2回、100% EtOHで

10 分間×2 回、90% EtOH で 5 分間×1 回、

70% EtOHで 5分間×1回、流水で軽く洗浄

後、Milli-Qで軽く洗浄する手順で行った。

脱 パ ラ フ ィ ン 後 の 切 片 を Mayer’s 

Hematoxylin で 10 分間染色し、42-45℃の

お湯で 10分間処理した後に、Eosinで 5分

間染色した。染色後の切片は 70% EtOHで 1

分間×1 回、100% EtOH で 3 分間×2 回、

100% EtOHで 5分間×1回、Xyleneで 5分

間×2 回洗浄する手順で透徹し、MOUNT-

QUICK (DAIDO) とカバーグラスを用いて封

入した。組織像の観察及び撮影は、BZ-X710 

(KEYENCE)で行った。 

 

RNAseq解析 

RNA配列解析は、タカラバイオ株式会社（日

本、滋賀）に委託した。RNeasy Mini Kits 

(74104; QIAGEN, Hilden, German)を用いて、

製造者の指示に従って total RNA を抽出し

た。抽出した RNAを DNase I (2270B; Takara, 

Shiga, Japan)とインキュベートし、ゲノム

を分解させた。RNAの品質は、まず 1.5％ア

ガロースゲルでの電気泳動で評価し、その

後、吸光光度計で評価した。遺伝子は、fold-

change が 2 より大きいとき、差次的に発現

しているとみなされた。GO解析は、Database 

for Annotation, Visualization and 

Integrated Discovery (DAVID) tool 

(https://david.ncifcrf.gov/)を用いて行

った。 

 

B-3: モデル家畜・家禽細胞の分化増殖過程

におけるハザード解析： 

上述の調査とエピジェネティクス解析と

併行し、モデル家畜・家禽細胞培養系を用い

たハザードの検証をおこなう。具体的には、

ウシの気管平滑筋細胞や大腸筋線維芽細胞

などを用い（堀）、他方ニワトリでは胚消化

管平滑筋細胞を用い（福田）、継代による遺

伝子発現変動をエンドポイントとして、増

殖効率の違い、エピジェネティクスやがん

化を検討し、調査によって得られる食品安

全性上のハザードの妥当性に還元し、補強
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する。 

B-3-1: モデル家畜細胞の分化増殖過程に

おけるハザード解析： 

令和 4年度（初年度）及び令和 5 年度（昨

年度）共に、C57BL/6J マウスから、大腸と

回腸、並びに腓腹筋を採取した。それぞれの

臓器をコラゲナーゼ処理し、FACS Cell 

Sortingを用いて Platelet Growth Factor 

Receotor α（PDGFRα）を発現する繊維芽細

胞様の間質細胞（以下 Pα陽性繊維芽細胞様

細胞）を採取した（CD31-CD45-PDGFRα+細胞

集団）。大腸と小腸筋層由来の Pα陽性繊維

芽細胞様細胞は 8週齢の雄マウスを用いた。

腓腹筋からの Pα陽性繊維芽細胞様細胞は

成熟マウス（8週齢雄）と老齢マウス（36ヶ

月齢雄）から採取した。さらに、成熟マウス

と老齢マウスの心臓、小腸、肺、脂肪、肝臓

からも Pα陽性繊維芽細胞様細胞を採取し

た。 

 得られた細胞より mRNAを抽出し、タカラ

バイオによる RNAseqデータファイルを作成

し、得られた結果について PCA 解析などの

遺伝子発現解析を行った。 

 屠場よりウシの気管を入手し、気管平滑

筋細胞をコラゲナーゼ/エラスターゼカク

テルにて単離し、DMEM 培地 10% ウシ胎児血

清下で培養した。細胞は 70%コンフレントの

状態で 25代まで継代した。これらの実験を

実験開始時は同一ロットの細胞を用いて二

人の大学院生に同様に実験を行い、初代培

養細胞と 15代培養細胞よりそれぞれ RNAを

抽出した。 

令和 6年度（今年度）は、ウシ大動脈平滑

筋細胞（第 2継代細胞株、TOYOBO CAB35405）

を DMEM 培地 10% ウシ胎児血清下で培養し

た。細胞は 70%コンフレントの状態で 5代ま

で継代して実験に供した。5代継代した細胞

を DMEM無血清培地にて 24時間培養した後、

肝 細 胞 増 殖 因 子 （ Hepatocyte Growth 

Factor ： HGF ） c-Met ア ゴ ニ ス ト

（PepitiGrowth, Tokyo, 日本）30 ng/mLを

添加し培養し、72 時間後に細胞増殖活性を

測定した。 

屠場よりウシの気管を入手し、気管平滑筋

細胞をコラゲナーゼ/エラスターゼカクテ

ルにて単離し、DMEM培地 10% ウシ胎児血清

下で培養した。細胞は 70%コンフレントの状

態で 5 代まで継代した。その時の細胞を集

め total RNAの抽出を行った。また、5代ま

で継代した後に無血清培地にて 24時間ごと

3 回無血清培地にて培養を継続した細胞を

採取し、total RNAの抽出を行った。得られ

た total RNA をもとに、RNAseq解析を行い

変動する遺伝子の比較解析を行った。 

 

B-3-2: モデル家禽細胞の分化増殖過程に

おけるハザード解析： 

令和 4年度（初年度）から令和 6年度（今

年度）に亘り、ヒペコネラ種のニワトリ 14

日胚を用いた。14 日胚の砂嚢、小腸を取り

出し、平滑筋層を単離した。 

 

細胞塊の作成 

単離した14日胚の砂嚢の平滑筋層を眼科

ハサミで細かく切断した後、パスツール

によるピペッティングを行い、 直径0.4

または0.6 mmの細胞塊を作成した。 

 

平面細胞培養 

細胞塊をDMEM培地1または10%ウシ胎児血

清(FBS)条件で、コラーゲンコートしたチ

ャンバースライドに播種した。細胞は5% 

CO2インキュベーターで１、４、７日間培

養した。培養後に残った細胞塊は細胞塊

は固定後，凍結切片作成し、αSmooth 

muscle actin(αSMA)およびcalponin抗体

で免疫染色をおこなった。 

 

ハンギングドロップ培養 

DMEM培地1、10%ウシ胎児血清(FBS)条件ま

たは、DMEM培地50%ニワトリ胚抽出液(EE)

条件を用いた。EEは12日胚の胚全体を取

り出してDMEM培地に1:1で混ぜ、ブレンダ

ーにかけたものを遠心し、その上澄を用

いた。 

シャーレの蓋に20ulの培地を滴下し、培

地の中に細胞塊を入れた後、PSBを入れた

シャーレに蓋を被せることでハンギング

ドロップにし、5% CO2インキュベーターで
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培養した。１、４、７日間培養した細胞塊

は，凍結切片作成後、α SMAおよび

calponin抗体で免疫染色をおこなった。

さらにTuji-1及びN-CAM1抗体でも染色し

た。 

 

EdUによる増殖細胞の検出 

２次元およびハンギングドロップ法で培

養 中 に 、 Click-iT™ EdU Cell 

Proliferation Kit for Imaging, Alexa 

Fluor™ 488 dye (Invitrogen)を用いて、

増殖細胞を検出した。 培養液を100 uM 

EdUを含む培養液に変換し、４時間後に固

定後，細胞塊を回収、薄切し、マニュアル

に従って染色した。 

 

 

（倫理面への配慮） 

 動物実験の計画及び実施に際しては、科

学的及び動物愛護的配慮を十分行い、所属

の研究機関が定める動物実験に関する規程、

指針を遵守した。組換え DNA 実験について

は「遺伝子組換え生物等の使用等の規制に

よる生物の多様性の確保に関する法律」、お

よびこれに基づく政省令・告示に示される

基準に適合し、かつ所属機関の承認を得て

いる。 
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Ｃ．研究結果と考察 

C−１: 細胞培養食品の食品衛生上のハザー

ドやリスクに係る先駆的な調査検討（北

嶋）： 

令和4年度（初年度）、令和5年度（昨年度）、

及び令和6年度（今年度）に亘り、予定通り、

細胞培養食品の食品衛生上のハザードや

リスクに係る調査を、1) 開発動向、ならび

に2) 安全性や衛生規制の動向を中心に調

査を実施した。 

 

C−１−１: 細胞培養食品の開発動向： 

開発企業数の動向としては、令和6年度（今

年度）のGFIの開発企業データベースの調

査から、細胞培養食品全体では2020年以降

に設立した企業数が全体の半数以上を占

め活発化している様相ではあるものの、

2021年をピークに新規参入企業数が減少

していることを見出した。家禽・家畜だけ

でなく、魚介類を開発する企業も約3割存

在しており、魚介類も開発対象として引き

続き注目されている状況が窺えた。 

令和 4年度（初年度）の調査終了時点(2023

年 3 月末)における開発品の上市は、シン

ガポール政府が 2020年 12月に世界で初め

て承認した Eat Just 社（米国）の鶏由来

の細胞培養食品（チキンナゲット）と、翌

2021 年 12 月に承認された同社の鶏由来の

形状の異なる製品（胸肉）の 2品目のみで

あった。しかし、令和 5年度（昨年度）の

調査終了時点（2024 年 4月）では、米国で

も Upside Foods 社と GOOD Meat 社（Eat 

Just 社の細胞培養肉部門を担当する子会

社）の鶏由来の細胞培養食品が販売可能と

なり（2023年 6月）、シンガポールでは Vow

社のウズラ由来の製品が承認され（2024年

4月）、イスラエルでは世界初の牛由来の製

品となる Aleph Farms 社の培養牛ステーキ

が承認されている（2024 年 1 月）。令和 5

年度（昨年度）の 1年間で細胞培養食品が

販売可能となった国は 3か国となり、製品

の数は鶏 4品目、ウズラ 1品目、牛 1品目、

開発企業数は 5社へと拡大したことになる。

さらに、令和 6年度（今年度）の調査終了

時点（2025年 3月）では、香港で Vow社の

ウズラ培養肉が 2カ国目となる販売承認を

取得し（2024年 11月）、米国では Mission 

Barns 社の培養豚脂肪が FDA による市販前

コンサルテーションを終了し、これは豚由

来の製品としては世界初である。まとめる

と、現時点までに販売承認を取得又は販売

が可能となったのは、動物種 3種（鶏、ウ

ズラ、牛）、開発企業 4社（Good Meat社、

Upside Foods社、Aleph Farms社、VOW社）、

国・地域 4つ（シンガポール、米国、イス

ラエル、香港）である。 

各開発企業のホームページを中心とした

調査の結果、細胞培養食品の開発対象とな

っている生物種及び使用されている細胞の

種類は多種多様であり、令和 4 年度（初年

度）は出発材料の種類（初代培養細胞と株化

細胞の区別）がそもそも不明なものが多か

ったが、令和 6年度（今年度）の調査では初

代培養細胞よりも株化細胞が主流となって

いた。FDA と FSANZ が公表した資料による

と、販売可能となった鶏由来の 2 品目と審

査中のウズラ由来の 1 品目の細胞培養食品

には、いずれも株化細胞が使用されている。

多能性を有する幹細胞である ES 細胞や iPS

細胞に関する開発も進められており、前者

は、イスラエル Aleph Farms 社やフランス

Gourmey 社、後者はオランダ Meatable 社な

どである。注目すべきものとして、ワクチン

製造の分野における鳥類の細胞株の細胞培

養食品への利用が挙げられ、この例として、

Eat Just 社（Good Meat 社）及び Gourmey

社）ものを挙げることができる。このように、

すでに別目的で産業化されている細胞も対

象となる可能性がある。また、筋肉や脂肪等

への分化を行わない事例もあり、必ずしも

従来の食肉の細胞に近づけようとしている

とは限らないことになる。 

由来する生物種では、牛や鶏が比較的多

く利用されているようである。また、魚介

類 を 専 門 に 扱 っ て い る 企 業 も あ る

（Finless Foods社やShiok Meats社）。今

年度の調査では、GFIの企業リストにおけ

る開発品種では牛肉が最も多いが、2番目

として魚類、3番目として鶏肉が挙がって
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おり、21件の開発事例のうち魚介類（サー

モン、クロマグロ、ハタ、甲殻類等）を開

発対象とするものが7社と、魚介由来の開

発事例が増えている事が窺えた。特筆すべ

きは、IntegriCulture社（日本）の「食べ

られる培養フォアグラ」すなわち骨格筋で

はなく「肝細胞」を利用した製品開発であ

り、すなわち肉とはいえ骨格筋だけを対象

としていないこととなる。 

また、学術文献や特許の調査から、細胞培

養食品の開発において課題となっている

細胞の大量培養を可能にするための方法

として、培養細胞のコンタクトインヒビシ

ョンや器官サイズを制御する Hippo-YAPシ

グナル伝達経路が注目されていることを

見出した。すなわち、YAP の活性化を介し

て Hippoシグナルを抑制することによって

細胞増殖を促進し、細胞培養密度を高める

ことが期待されている。細胞の大量培養の

工程こそが食品安全上もっとも未知の部

分であること、また、Hippo-YAP シグナル

伝達経路は幹細胞性の維持やがん化など

も制御していることから、この経路に着目

した潜在的なハザードの検討についても、

本研究班のモデル細胞系を用いた分担研

究課題（仁科）において行った。 

 

C−１−２: 安全性や衛生規制の動向： 

シンガポール、米国、欧州、オーストラリア・

ニュージーランド、イスラエル、韓国におけ

る細胞培養食品を取り扱う規制の枠組みと

上市プロセスは、Novel Foodsとして審査・

承認を行う、いわば EU 型（シンガポール、

EU、AUS/NZ、イスラエル及び韓国）と、Novel 

Foodsの枠組みを有しておらず、許認可制で

はなく市販前コンサルテーションを行う、

いわば米国型に大別できる。米国以外の国・

地域では、細胞培養食品は Novel Foods の

枠組みの中で規制され、所管する公的機関

による安全性審査と市販前承認が必要であ

る。シンガポールと EU では Novel Food の

中に細胞培養食品に特化した規制の枠組み

を新たに設定している。米国では製品に対

する許認可制が導入されていないが、FDAに

よる市販前コンサルテーション（任意）の実

施が推奨されており、調査対象としたいず

れの国・地域においても上市前に安全性の

確認を行うプロセスがある。細胞培養食品

としての販売が最初に承認されたのは鶏で、

次いでウズラの申請と続き、当初の開発研

究の中心であった牛や豚のような家畜より

も、家禽の細胞培養食品の上市が先行した。 

各国におけるリスク管理方法の動向とし

ては、安全性評価に必要な情報は示されて

いるが、各開発品の原料となる細胞や製造

方法等が多岐にわたることから、細胞培養

食品全般に適用できる承認基準等を示した

ガイドラインは策定されておらず、市販前

の製品毎に個別の対応が行われている状況

にあることを見出した。各国の規制当局に

よる細胞培養食品の安全性に関する審査情

報の公開状況に着目すると、EU 及びオース

トラリア・ニュージーランドでは、細胞培養

食品または Novel Foodとしての安全性審査

に必要な要件は明示されており審査情報は

公開となるが、一方、評価要件を公表してい

るシンガポールは審査資料及び審査結果を

公開しておらず、許認可制を導入していな

い米国では市販前コンサルテーションの資

料を公開しているのみで、いずれも審査に

おける判断基準等は明確になっていないこ

と、また公表されている申請・評価・承認の

事例としては、2025年3月の時点において、

細胞培養食品が販売可能となった地域はシ

ンガポールと米国、イスラエル、香港の 4か

所で、鶏 4品目（シンガポール、米国）、ウ

ズラ 1品目（シンガポール、香港）、牛 1品

目（イスラエル）に拡大したことを見出した。

これらの情報は随時更新されていくことか

ら、引き続き動向を注視していく必要があ

る。 

 

C−１−３: 潜在的なハザードの抽出及びリ

スクプロファイルの作成： 

令和 5 年度（昨年度）及び令和 6 年度（今

年度）は、FAO と WHO が 2023 年に公表し

た細胞培養食品（cell-based food）の安全

性に関するレポートを検討したところ、こ

のレポートでは、各国（オーストラリアおよ

びニュージーランド、カナダ、中国、欧州（EU、

英国、スイス、ノルウェー、アイスランド）、
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インド、イスラエル、日本、カタール、シン

ガポール、および、米国）の規制状況の分析

に加えて、潜在的ハザード因子の包括的な

検討を行っていることを見出した。このレ

ポートでは、細胞培養食品の製造工程を 4 

つの段階、すなわち、1）細胞の調達、2）細

胞の増殖・生産、3）細胞の採取、および、

4）食品加工に分け、各段階における潜在的

ハザード因子を特定した結果、多くのもの

が既によく知られた従来の食品にも存在す

る因子であったことから、その安全性確保

には適正製造規範や衛生規範、HACCP など

の既存の前提条件プログラムが適用できる

としている。実際、国際食品規格の策定等を

担う CODEX でも新たな食料源と生産システ

ム（ New food sources and production 

systems）の一つとして細胞培養食品に関す

る議論が展開されている。 

また、FAO/WHO は、これらの潜在的ハザー

ド因子に加えて、「潜在的ハザードの特定範

囲に含まれない懸念事項」として、摂取後の

細胞が生存して腫瘍を形成する可能性など

を挙げているが、このレポート作成に係る

テクニカルパネルによる検討において、そ

の可能性は低いと評価されている。FAO/WHO

が特定した合計 54の潜在的ハザード因子に

ついて検討した結果、共通するものに着目

すると、15の因子に集約することができた。 

ハザード因子のタイプとしては、①混入・

汚染、②投入物の非意図的な残留、③食品成

分の変化、④細胞からの非意図的な新規産

生に関する、4つのタイプに分類することが

でき、このうち、特に④を細胞培養食品に特

徴的なハザード因子として抽出した。④に

は、新規毒素やアレルゲン、あるいは内因性

毒素やアレルゲンの増加、細胞由来の遺伝

物質の構造的・化学的変化が含まれている。

また、「潜在的ハザードの特定範囲に含まれ

ない懸念事項」の造腫瘍性については、原料

となる細胞の特性や不死化の方法、培養や

加工の方法によっては、潜在的ハザード因

子として考慮する必要が生じる可能性もあ

ると考えられた。従来の食肉では腫瘍部位

は除外して喫食しないようにしてきたため、

この取り扱いとの整合性の面でも検討が必

要である。 

以上のことを考慮し、現時点で考えられる

リスクプロファイルを作成しまとめた（北

嶋らの分担報告書参照）。リスクプロファイ

ル作成の標準書として「農林水産省及び厚

生労働省における食品の安全性に関するリ

スク管理の標準手順書 」を参考にした。 

ただし、この細胞培養食品のハザード因子

の抽出及びリスクプロファイルの作成につ

いては、細胞培養食品の上市化がままなら

ない現状では、収集した情報が不十分な可

能性が高く、今後も、開発動向とあわせて調

査・検討する必要があると考える。「細胞採

取や培養の方法」「起原細胞の種類」「培養液

中の成分や使用される物質」「遺伝子改変の

有無」「最終製品の分析結果」等、現時点で

は不足している情報も存在するため引き続

き検討していく必要があると考える。 

 

C−１−４: 安全管理において重要と考えら

れる点の提案： 

さらに令和 6年度（今年度）は、FAO/WHOの

レポートに加えて、シンガポール食品庁の安

全性評価要件、米国 FDA の市販前コンサルテ

ーションの資料、FSANZ の評価資料をはじめ

とする諸外国の規制動向、ならびに開発動向

をもとに、細胞培養食品の潜在的なハザード

因子及びリスクプロファイルについて更な

る検討を行ったところ、現時点で細胞培養食

品の安全管理において重要と考えられる点

は、簡潔にまとめると、以下のようになるも

のと思われた。 

 

1_従来の食品にも想定されるハザード因子

に係る安全性の確保には、危害要因分析重要

管理点（HACCP）や適正製造規範（GMP）とい

った既存の手法が適用できるものと考える。 

2_他方、細胞からの意図しない新規の生理

活性物質・アレルゲン・毒素の産生または産

生増加によるものは、細胞培養食品に特徴的

な潜在的ハザード因子と考えられる。 

3_食品は経口的に摂取されることを考慮す

ると、特に、消化液や熱に安定な変異タンパ

ク質や生理活性物質にも注意を払う必要が

あるものと考えられる。なお、消化液でタン

パク質が分解されたとしても、新規のものも
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含め、アレルゲンが存在する可能性は否定で

きないものと考える。 

4_造腫瘍性についても、使用する細胞の種

類によっては注意を払う必要があるものと

考えられる。 

5_「開発の経緯」として、技術的な障壁の

高い商業規模で細胞を増産するための工夫

や、使用した細胞、培養条件等の選択理由に

ついて、ハザードが高まっている可能性が

ないかを検討することが、細胞培養食品の

潜在的な食品衛生上の脆弱性への対処にお

いて重要と考えられる。 

 

特に 2～4 の点については、個々の製品毎

の細胞の種類、遺伝子改変の有無、培養期間、

加熱の有無、摂取量等によって注意を払う

必要がある事項であり、個々の製品毎に、既

存の評価手法の適用により安全が十分に確

保可能かどうか慎重な検討が必要である。

それぞれ新たな評価手法の開発が必要とな

る可能性も考えられる。 

また、5 の開発の経緯に関する点について

は、現時点で上市可能となった製品の公開

資料ではこの情報が乏しいというのが実情

である。しかしながら、実験室レベルで行え

る小規模な細胞培養ではなく、商業規模で

細胞を大量に増殖させることは技術的に最

も難しい課題であり、最も未知の部分でも

あるため、食品安全上の潜在的な脆弱性を

孕んでいる可能性が高いと考える。このよ

うな商業規模での細胞の増産を可能とする

ために行った工夫とその選択理由を含む、

個々の製品の開発の経緯に関する情報につ

いて、ハザードが高まっている可能性がな

いかを慎重に検討する必要があると考える。 

 

＜補完的検討としてのプリオンの発現制御 

に関するレポーター遺伝子アッセイ＞ 

令和4年度（初年度）は、マウスの正常型プ

リオンパク質をコードする遺伝子の上流

1000bpのプロモーター領域を組み込んだレ

ポーター遺伝子発現ベクターを作製し、マウ

ス由来の筋細胞（C2C12）や神経細胞株

（Neuro2A）を用い予備検討を行った。令和

5年度（昨年度）及び令和6年度（今年度）は、

安定導入株とTransient transfectionの細

胞を用いて、培養条件等の違いによるプリオ

ン遺伝子のプロモーター活性の変動を検討

した。また、リアルタイムPCR法によりマウ

スの組織及び細胞株におけるプリオン遺伝

子発現変動の検討も行った。その結果、マウ

ス筋芽細胞由来のC2C12細胞では、培養条件

により他の細胞株と比べ高いプロモーター

活性を示し、細胞増殖因子の添加や2次元か

ら3次元培養などの培養条件の変化により正

常型プリオン遺伝子の発現が顕著に変動す

ることが確認され、特に、細胞増殖亢進時に

プリオン遺伝子発現が増強されることを明

らかとした。正常型プリオン蛋白質は、その

発現の増減の生物学的な意義は明らかとは

なっていないが、プリオン感染に関与する原

因遺伝子であり、製造・加工時の細胞培養時

に想定される細胞増殖に関する培養条件が、

正常型プリオン遺伝子の発現に大きく関与

しうることを示唆した。特に、2次元培養や

IGF添加などの細胞増殖亢進時にプリオン遺

伝子発現が増強されることを見出し、培養条

件の選択理由の重要さに資する成果を得た。

また、遺伝子配列欠損型のプリオン遺伝子プ

ロモーターアッセイ系を用いた結果から、そ

の遺伝子発現制御においては、プリオン遺伝

子プロモーター領域上流のメチル化領域が

関与していることが裏付けられた。 

 

C−２: モデル細胞の分化増殖過程における

エピジェネティクス解析（仁科）： 

 令和 4年度（初年度）は、網羅的スクリー

ニングを行なった結果、個体生存に必須で

ある様々な細胞応答に関与する約 800 遺伝

子を同定し、この内、脂質代謝に関与する 2

遺伝子に着目し解析した結果、セラミド分

子の量的変化により、胚葉分化の異常を伴

う細胞の分化異常が生じることが明らかと

なった。以下、より具体的に記載する。 

C−２-1 致死率に基づくスクリーニングに

より、器官形成に必須な遺伝子を発見： 

PrS 形成に関わる遺伝子を網羅的に同定す
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るため、MGIデータベース（15,211遺伝子）

と IMPCデータベース（7,590系統の KOマウ

ス）の 2つの KOマウスデータベースをスク

リーニングし、その欠損が E10 までに胚性

致死につながる遺伝子を探した。MGIデータ

ベースの遺伝子のうち、463遺伝子のいずれ

かが欠損すると、E4.5から E9の間に胚性致

死となることがわかった。同様に、IMPC デ

ータベースの遺伝子のうち、417遺伝子のい

ずれかを欠損すると、E9.5 以前の胚性致死

が認められた。合計で 812 個の注目遺伝子

が同定され、予想通り PrS 制御遺伝子

Brachyury Tが含まれていた。812個の候補

遺伝子のエンリッチメント解析により、65

の注目すべき細胞機能パスウェイが同定さ

れた。これらの機能パスウェイは、DNA複製、

RNA代謝、エネルギー代謝、シグナル伝達に

必要な遺伝子や、細胞周期や細胞接着など

の多様な細胞応答に関わるネットワークを

形成していた。最も多くの遺伝子（103 個）

が含まれるカテゴリーは「代謝パスウェイ」

（24 位）であった。そこで、この 103 個の

遺伝子を DAVID（Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery）

を用いて分類し、グルコース、ミトコンドリ

ア、核酸、脂質の代謝に関わる遺伝子を同定

しました。これらの代謝経路は、エネルギー

供給に必要なだけでなく、細胞成分の合成

や遺伝子発現のエピジェネティックな制御

など、適切な生命活動に欠かせないプロセ

スとして重要であることがわかりました。

これらの結果から、初期胚の発生には、代謝

を中心とした様々な細胞機能のインタクト

が必要であることが示された。 

 

C−２-2 スフィンゴ脂質代謝経路の阻害に

よるマウス ES細胞の心筋分化の抑制と神経

分化の促進： 

我々は以前、メバロン酸代謝阻害による PrS

形成不全時に、EB 中のスフィンゴミエリン

とスフィンゴシンが増加することを確認し

た。今回、これらの変化の生物学的意義を明

らかにするため、スフィンゴ脂質の代謝に

着目した。スフィンゴ脂質代謝には 3 つの

遺伝子（Serine Palmitoyltransferase Long 

Chain Base Subunit 2 (Sptlc2), UDP-

Glucose Ceramide Glucosyltransferase 

(Ugcg), N-Acylsphingosine 

Amidohydrolase 1 (Asa1)）が寄与すること

がわかっている。PrS形成における SPTLC2、

UGCG、ASAH1タンパク質の役割を調べるため、

これらの酵素の特異的阻害剤（SPTLC2 は

Myriocin16、UGCGは NB-DNJ17、ASAH1は D-

NMAPPD18）のマウス ES細胞分化への影響を

調べた。阻害剤は培養 3-6日目に適用し、10

日目に ES細胞の分化を光学顕微鏡で心筋細

胞拍動を、β-チューブリン III免疫染色で

神経突起形成を検出することで解析した。

その結果、ミリオシンは心筋細胞の拍動と

β-チューブリン III陽性の神経突起の形成

をともに阻害し、PRS形成前に細胞死を起こ

すことがわかった。一方、NB-DNJおよび D-

NMAPPDは、EBの拍動を阻害する一方で、こ

れらの薬剤は用量依存的にβ-チューブリ

ン III 陽性神経突起の形成を促進した。こ

れらのデータは、UGCGと ASAH1が正常な PRS

形成に重要であることを示唆している。 

NB-DNJ による UGCG の阻害や D-NMAPPD によ

る ASAH1 の阻害が、どの時点で細胞拍動を

阻害するかを明らかにするため、各阻害剤

で細胞を 6 期間（1-2 日、3-4 日、5-6 日、

7-10日、1-4、3-6）処理し、10日目の細胞

拍動や神経突起伸長を解析した。1-4 日目、

3-4日目、3-6日目に NB-DNJを投与すると、

細胞拍動は効率的に低下し、神経突起の伸

長が促進された。D-NMAPPD を用いて ASAH1

を阻害した場合も、同様の結果が得られた。

このように、EB の発生 3-6 日目は、特にス

フィンゴ脂質代謝に依存していることが示

唆された。 

UGCG 阻害による PRS 形成の時空間的影響

を明らかにするため、PRSマーカーであるブ

ラキリーTの発現を in situ hybridization

で検出した。EB を NB-DNJ で 3-4 日または

3-6 日処理し、ブラキリーT レベルを 3、4、

5 および 6 の組み合わせによる 4 パターン

で調べた。コントロールの無処理 EB では、

3 日目には Brachyury T の発現は見られな

かったが、4日目にピークを迎え、5日目か

ら 6日目にかけて徐々に減少した。一方、3

日目から 6日目にかけて NB-DNJを処理する

と、Brachyury Tの発現はほぼ抑制された。
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興味深いことに、3-4 日目から NB-DNJ のみ

を適用した場合、ブラキリーTの発現は 4日

目に抑制されたが、NB-DNJ を除去した 5 日

目には回復した。このように、EB 発生 3-4

日目に ASAH1または UGCGを阻害すると、PRS

形成が阻害され、心筋細胞分化が抑制され

る一方で、神経分化が誘導されることがわ

かった。この他、メタボローム解析や RNAseq

解析から、セラミド代謝が PrS 形成に必須

の役割を果たすことが明らかとなった。ス

フィンゴシン-1-リン酸（セラミド誘導体）

は、神経細胞の成熟をポジティブに制御す

ることを明らかにした。これらの結果は、セ

ラミド代謝が PrS の形成と神経細胞分化の

誘導の両方を制御していることを示す。以

上のように、細胞分化に影響を与える因子

の一つとして、セラミド代謝を新たに同定

した。このことは、セラミドシグナルネット

ワークが個体発生・生存維持に関係してお

り、細胞培養食品の作製にあたっては、この

シグナルの阻害を避ける必要があると考え

る。 

 

C−２-3 肝細胞内で YAPを発現する実験系 n

の構築と解析： 

令和 5年度（昨年度）から令和 6 年度（今

年度）に亘り、培養細胞の大量化の利用が期

待され、他方で、調査において懸念されたハ

ザードの一つである転写共役因子 YAP 遺伝

子に着目し、この活性化の強弱の効果を解

析する目的で、複数種類の活性化型 YAP を

マウス肝に発現誘導した実験系を用いて検

討した。YAPの活性化の強さが閾値を超える

と、肝がんが生じること、この時にゲノム

DNAのメチル化変化（エピジェネティック変

化）が生じることを見出した。以下、より具

体的に記載する。 

リン酸化されるアミノ酸残基 Serを Alaに

置換した３種類の YAP 変異体(1SA, 2SA, 

5SA)は、タンパク質の安定性や核への移行

能力に違いがあり 5SA＞2SA＞1SA の順番の

強弱を示す。１）野生型(WT)YAPに比較して、

３種類の活性型 YAP(1SA, 2SA, 5SA、それぞ

れセリン残基を１個アラニンに置換したも

の、２個置換したもの、５個置換したものに

対応する)はすべて肝細胞の増殖を促進す

ることが示された。２）また、YAP(2SA)と

YAP(5SA)は、4ヶ月経過すると肝がん発症を

誘導した。興味深いことに YAP(1SA)は細胞

増殖を促進したが、肝がん発症は誘導しな

かった。次にがん化の原因を探索するため

に、YAP(2SA)発現による遺伝子変異やエピ

ジェネティクス変化の解析を行った。その

結果、３）既に多くのがんで報告されている

ように体細胞ゲノム変化が生じていた。興

味深いことに、アセチル化やメチル化のエ

ピジェネティクス変化も誘導されていた。

以上の結果は、細胞増殖には YAP の活性化

が必要であるが、その活性化強すぎるとが

ん発症に至ること、また、YAPの強い活性化

は予想通り、ゲノム変化やエピジェネティ

クス変化を誘導することを示唆している。 

この事は、転写共役因子 YAP遺伝子を潜在

的なハザード因子として見出したことの妥

当性を表すものと考える。 

 

C−３：モデル家畜・家禽細胞の分化増殖過程

におけるハザード解析： 

C-3-1: モデル家畜細胞の分化増殖過程に

おけるハザード解析（堀）： 

細胞培養食品の品質の鍵を握る因子の一

つとして、用いる細胞を採取する臓器の部

位差や個体の年齢差が考えられる。屠場で

得るウシの臓器を用いた細胞培養系では、

細かい臓器の部位差や個体の年齢差を選択

することは困難である。そこで、令和 4 年

度（初年度）は、マウスを用いて同じ消化管

でも大腸と小腸から繊維芽細胞様の細胞を

採取した。また、老個体と若齢個体の骨格筋

から同じく繊維芽細胞様の細胞を採取した。

それぞれ採取した細胞の遺伝子発現解析を

おこない、臓器部位と個体年齢という二つ

の因子について、細胞培養食品の安全性評

価に関する事項について考察した。 

 （臓器の部位差）マウスの大腸筋層、なら

びに小腸筋層を採取し、Platelet Derived 

Growth Factor (PDGF) α receptor (PDGFR

α)を発現する繊維芽細胞様間質細胞（Pα

陽性繊維芽細胞様細胞）を FACS Cell 

Sorter により採取し、RNAseq 解析を行い、

発現遺伝子の相違について検証した。結果、

同じ消化管筋層の同じ繊維芽細胞様細胞で
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あっても、大腸と小腸では発現遺伝子群は

大きく異なることが明らかになった。 

（個体の年齢）次に、成熟個体マウス（8週

玲）と老個体マウス（36 カ月玲）の腓腹筋

より Pα陽性繊維芽細胞様細胞を FACS cell 

sorter にて採取して RNAseq 解析を行った。

その結果、老化個体より採取した PDGFRα陽

性繊維芽細胞様間質細胞では、炎症や線維

化に関する遺伝子群の発現が亢進している

ことが明らかになった。 

 以上の成績から、細胞培養食品の安全性

基準の一つとして、細胞を採取する臓器の

部位の均一性、細胞を採取する個体年齢の

均一性が重要と考えられた。以上の解析結

果は、細胞培養食品の作製に際しての、使用

する年齢・臓器部位選択理由に資する成果

と考える。 

 令和 5年度（昨年度）は、さらに解析を進

め、6種類の臓器由来の繊維芽細胞における

老齢化による遺伝子発現変動、並びに、ウシ

気管由来単離平滑筋細胞における、継代に

よる遺伝子発現変動影響を検討した。 

 

＜6 種類の臓器の同一細胞における老齢化 

による遺伝子発現変動＞ 

まず、成熟個体と老齢個体から採取した Pα

陽性繊維芽細胞様細胞の発現遺伝子変動に

ついて、心臓、肺、小腸、骨格筋、脂肪、肝

臓について比較検討したところ、線維芽細

胞の遺伝子変動は加齢による差よりも臓器

間での差が大きいこと明らかになった。ま

た、老齢個体から採取した細胞では、炎症関

連遺伝子群の発現がすべての臓器に共通し

て高かった。また、逆に、線維化関連遺伝子

群の発現は全ての臓器に共通して低かった。 

 

＜ウシ気管平滑筋培養細胞系を用いたバイ 

オハザード研究＞ 

ウシの気管より平滑筋細胞を単離し、ウシ

胎児血清を用いて同じロットの細胞から二

人の実験者 A と B が同時にそれぞれ細胞培

養を行い、15 代まで細胞を継代した。初代

培養細胞（P0）、初代継代細（P1）、2代継代

細胞（P2）、5代継代細胞（P5）、10代継代細

胞（P10）、ならびに 15代培養細胞（P15）よ

りそれぞれ RNA を抽出し、RNAseq 解析をお

こない、実験者 A と B による実験手技に由

来すると考えられる発現遺伝子の変動につ

いて解析した。比較的細胞培養実験に熟練

している実験者 A については、P0 から P15

まで継代を追って PCA 解析での分散が変化

したのに対して、細胞培養実験技術に熟練

していない実験者 Bについては、P0から P15

までの継代数に関係なく PCA 解析での分散

がばらつく成績を得た。 

また、生体にとって有害な活性物質の合

成・分解系に係わる遺伝子の細胞継代によ

る発現変動解析において、セロトニン系や

ノルアドレナリン系の分解系の遺伝子発現

の低下と、糖質コルチコイド系の合成経路

の遺伝子発現の亢進が認められたが、ヒス

タミン系については遺伝子発現に継代によ

る有意な差は認められなかった。 

 これらの事は、当該生理活性物質を潜在

的なハザード因子として見出したことを表

し、また細胞培養食品の作製に際しての、使

用する年齢・臓器部位選択理由に資する成

果と考える。 

 

令和 6年度（今年度）は、ウシの大動脈平

滑筋細胞を用いて、無血清培地での細胞増

殖培養条件検討を行なった。また、ウシの気

管由来単離平滑筋培養細胞について、昨年

度の初代培養時と継代培養時との比較検討

結果を踏まえた上で、その際の無血清培地

の影響を検討した。 

 

＜ウシ大動脈平滑筋の無血清培養＞ 

ウシ大動脈平滑筋細胞は 5 代まで 10% FBS

存在下で継代を継続したところ、安定した

平滑筋細胞の形態と増殖を維持していた。5

代継代した細胞を無血清培地に交換し 24時

間培養後、c-Metアゴニスト 30 ng/mLを添

加し培養し、さらに 72時間後に細胞増殖活

性を測定した。結果、c-Metアゴニスト添加

の有無によって細胞数に有意な変動はなく、

有意な細胞増殖活性は得られなかった。今

後、c-Metアゴニストの濃度設定や、将来上

市される予定の PDGF-BB や IGF-1 の代替ペ

プチドなどを用いて、無血清培地での細胞

増殖培養条件の探索をさらに行っていく必

要があると考えられた。 
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＜ウシ気管平滑筋細胞の可塑性＞ 

ウシ気管平滑筋を 10% ウシ胎児血清下で培

養と継代を重ねると発現遺伝子群に変動が

認められ、細胞の脱分化の可能性が考えら

れた（昨年度の成果）。そこで、令和 6年度

（今年度）は血清培地下での変化が無血清

培地に戻すことで発現遺伝子が血清培養前

に戻るか否か、発現遺伝子変動の可塑性に

ついて検証した。結果、ウシ胎児血清下で 5

代まで培養したウシ気管平滑筋細胞の遺伝

子発現パターンは、5代まで培養した細胞を

24 時間 x3 日間無血清培地にて培養した細

胞から得られた遺伝子発現パターンとの間

に差は認められず、継代によって変動した

遺伝子変動に可塑性はないことがわかった。

すなわち、一旦血清存在下で培養したウシ

気管平滑筋細胞は増殖型に脱分化し、発現

する遺伝子パターンは生体内での細胞とは

異なり、もとには戻らない可能性が考えら

れた。今後、無血清培地での培養法の確立後

に、発現する遺伝子群が生体内での遺伝子

発現パターンと同じであるのか検証するこ

とが必要と考えられた。 

以上の 3年間の解析結果を踏まえ、細胞培

養食品の安全性評価における一般的なター

ゲットバリデーションについてまとめた。

すなわち、細胞培養食品に使用する動物に

老齢個体は不向きであること、安定した培

養技術・環境が求められること、及び、製品

ごとに、生理活性物質の増減を含め、網羅的

な遺伝子発現の確認が必要であること、で

ある。 

 

C-3-2: モデル家禽細胞の分化増殖過程に

おけるハザード解析（福田）： 

モデル家禽細胞培養系として、ニワトリの

胚消化管平滑筋細胞に着目し、その中でも

特に砂嚢平滑筋に注目した。一般に細胞の

増殖と分化の維持は相反しているが、砂嚢

平滑筋は発生中に高効率で増殖することが

知られているため、砂嚢平滑筋は他の消化

管平滑筋に比べて、高い増殖下でも平滑筋

細胞の分化の維持ができるのではないかと

考え、砂嚢平滑筋を効率的に増殖させる培

養条件を検討し、そのときの分化状態を調

べた。令和 4年度（初年度）は、ニワトリ 14

日胚の砂嚢から平滑筋層を取り出し、ピペ

ッティングで数 100 個の細胞が含まれる細

胞塊を作り、コラーゲンコートしたディッ

シュに撒き、0、5、10%ウシ胎児血清を含む

DMEM 培地で培養した。その結果、単離細胞

の培養と比べ増殖が速く、細胞塊から多く

のスピンドル型の細胞が這い出し、 7日で

コンフルエントになった。これらの細胞は

αSmooth muscle actinおよび calponin陽

性の細胞であった。これを継代してゆくと、

徐々に、仮足を伸ばし広がった形態の細胞

が増え、6代目には多くが広がった細胞にな

った。それと同時に calponin 陽性細胞の割

合も減っていった。また、核の大きさが大き

くなっているのも観察できた。次に、砂嚢と

比べ、平滑筋の発達が悪い小腸の平滑筋は

砂嚢と同条件で培養した際に、どの様な動

態を見せるかも調べた。砂嚢で増殖が盛ん

な条件で小腸の平滑筋細胞塊を培養したが、

あまり増殖せず、7日目になっても細胞数は

増えなかった上、形態も広がった線維芽細

胞状だった。 

 

C-3-2-1: 三次元培養条件の検討 

これまで、砂嚢平滑筋細胞の培養では、増

殖を抑えるような条件でのみ、分化状態を

保ったまま培養できるとされていた。令和 5

年度（昨年度）は、平滑筋細胞塊をつかった

２次元培養では、細胞塊から這い出た直後

は平滑筋の形態、収縮タンパク質の発現か

ら平滑筋の特徴を保っていると考えられる

が、その外側では細胞密度が下がり筋線維

芽細胞様に変化すること、また、単離細胞の

培養では、すぐに平滑筋の特徴を失うこと

がわかった。このことから令和 6 年度（今

年度）は、平滑筋細胞塊を這い出させること

なく、三次元（3D）で培養すれば、胚の砂嚢

内と同様に、平滑筋が分化を維持したまま

増殖できるのではないかと考え、検討する

こととした。 

 

＜細胞塊の大きさの検討＞ 

令和5年度（昨年度）の終わりに、0.2-

0.6mm 程度の平滑筋細胞塊を用いてハン

ギングドロップ法による3D培養を試みた
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が、結果が安定しなかった。この結果が、

細胞塊の大きさが違うことによる可能性

を追求するため、細胞塊の大きさが直径

0.4 mmのものと0.6mmのもののみを選び、

培養した。厚さはどちらも0.2mm程度だっ

た。直径0.4 mmの細胞塊では培養液によ

らず、培養2日までに細胞塊の直径は

0.3mm程度に縮み、細胞密度が上がり、か

つ球状になった。その後、DMEM-10%FBS条

件では、4日、7日と培養が進むにつれ細胞

塊が大きくなり、0.6-7mmほどの直径の球

となった。DMEM-1%FBS条件では、それほど

大きくはならず、7日目の直径は0.4mmほ

どだった。直径0.6 mmの細胞塊では0.4mm

の細胞塊と同様に2日目までに細胞塊が

縮んだが、その後、細胞塊は大きくならず、

4日を過ぎてから徐々に中心部が黒くな

って、ネクローシスが疑われた。そこで，

この後の解析は直径0.4 mmの細胞塊を使

用することにした。 

 

＜EE培地の検討＞ 

ニワトリ消化管の器官培養では，ニワトリ

胚抽出液(EE)を FBS の代わりに使うことが

多い。そこで、DMEM-50%EE 条件で細胞塊を

培養したところ、2 日までは同様だったが、

4日には塊の中心部が黒くなり、7日には黒

い部分が増えていた。切片からは細胞塊中

心部に細胞が見られず、ネクローシスと思

われた。このため、今後の解析では EEを使

用しないことにした。EE を細胞塊の 2 次元

培養で使った時は、細胞が 2 日でコンフル

エントになるなど、EE 条件の増殖刺激が高

いことが考えられ、それが細胞死の原因と

なっている可能性が高いものと考える。 

 

＜DMEM-1及び 10%FBS 条件での細胞分化の 

解析＞ 

ハンギングドロップ法で培養した細胞塊内

の細胞の分化を解析するため、細胞塊の切

片を作成し、２次元培養の時と同様に、平滑

筋初期マーカーであるαSMA、分化した平滑

筋マーカーとされる calponinの発現を免疫

抗体法で調べた。DMEM-1%FBS条件では 2日、

4 日、7 日を通して、αSMA、calponin とも

に、細胞塊の最も外側に位置する細胞で非

常に強いものの、内部も満遍なく発現して

いた。ただし、砂嚢で見られた平滑筋の束構

造は見られず、細胞は全体で同様の方向に

並んでいるだけだった。DMEM-10%FBS条件で

は、2 日までは DMEM-1%FBS 条件と同様の組

織構築、マーカータンパク質の発現だった

が、4 日では細胞塊の一部に、αSMA，

calponin が両方とも出ていない領域が見ら

れた。7日ではそれがさらに顕著になってお

り、細胞塊の外側にαSMA、calponinが両陰

性の領域が広がっていた。さらに、細胞塊の

最も外側のα SMA 強陽性の細胞では

calponin が発現していないものが多かった。

ここでは，２次元培養でも見られたように，

平滑筋が脱分化している可能性が高い。 

DMEM-10%FBS 条件で 4、7 日に見られる

calponin 陰性の領域がどのような細胞でで

きているのかに興味を持った。そこで，胚の

平滑筋細胞層に含まれると考えられる、間

充織細胞と神経叢の細胞に注目した。切片

を Tuji-1（神経マーカー）および N-CAM1（神

経および砂嚢間充織細胞マーカー）で染色

したところ，Tuji-1は calponin陽性細胞に

隣接して発現が少数見られたものの、塊に

はなっておらず、神経叢の細胞が増殖し、α

SMA，calponin陰性領域ができたとは考えづ

らかった。一方、N-CAM1は Tuji-1と重なる、

少数の強い染色のほかに、弱い染色が細胞

塊内に見られた。この染色はα SMA、

calponin 陰性領域にあることもあったが、

calponin 陽性領域と重なることもあった。

このことは、間充織細胞は calponin陽性の

平滑筋と混じって存在していること、間充

織細胞が増えてαSMA、calponin陰性領域を

作ることがあることを示唆している。 

 

＜DMEM-1及び 10%FBS条件での細胞増殖の 

解析＞ 

DMEM-10%FBS条件では、必ずしも平滑筋だけ

が増えているわけでないことが示唆された

ため、本当に平滑筋細胞塊ハンギングドロ

ップ培養で平滑筋が増殖したのかを EdU の

細胞への取り込みと calponinの免疫染色を

重ねることで解析した。DMEM-1%FBS 条件で
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は、培養 4 日、7 日ともに calponin 陽性細

胞が、EdUを取り込んでいることがわかった。

また、EdU陽性細胞は細胞塊全体に散らばっ

ていた。このことは、平滑筋が分化を維持し

ながら増殖していることを強く示唆してい

る。一方、DMEM-10%FBS 条件では、4日では

calponin 陽性細胞、陰性細胞の両方に EdU

の取り込みが見られ、細胞塊全体に散らば

っていた。7日では、calponin陰性細胞の方

に EdU 陽性細胞が多く、また外側に EdU 陽

性細胞が局在するのが見られた。これは

DMEM-10%FBS 条件が平滑筋より他の細胞種

の増殖条件に合っている可能性がある。 

 

＜２次元培養での細胞塊の分化解析＞ 

平滑筋細胞塊の DMEM-1%FBS条件の３次元培

養で、砂嚢平滑筋の分化を維持しながら増

殖させることに成功したが、２次元培養で

も塊の部分では同じことが起こっている可

能性があるので検証した。直径 0.4mm の細

胞塊をコラーゲンコートしたディッシュに

まき、DMEM-1%FBS 条件で培養後、残った細

胞塊を回収し、 calponinの発現、EdUの取

り込みを解析した。２次元培養では細胞が

次々と這い出すので、細胞塊は小さくなっ

ていたが、細胞塊の中にでは、calponin、 

EdU両陽性の細胞が存在しており、ここでも

平滑筋が分化を維持しながら増殖している

ことが示された。 

 

以上の結果から、砂嚢平滑筋は細胞塊で培

養することで、少なくとも７日間は平滑筋

が分化を維持しながら増殖できることを示

した。細胞塊の外側、つまり、細胞接着が弱

い細胞がαSMA 強陽性、calponin陰性にな

り、脱分化したことを示していることは、昨

年度２次元培養で示された、細胞接着が平

滑筋の分化に重要であることをさらに裏付

ける結果と考えられる。これらの成果は、細

胞培養食品の作製に際しての培養条件の選

択理由の重要さに資する成果と考える。 

また、平滑筋細胞が一般的な細胞の増殖刺

激条件である 10%FBSよりもかなり低い濃度

である 1%FBS で増殖を維持していることは

非常に興味深い。このことが、砂嚢平滑筋が

消化管の他の領域より、よく増殖し、平滑筋

層が著しく厚くなる理由の一つである可能

性がある。また、今回の培養で DMEM-10%FBS

条件下では，細胞塊は大きくなったが、その

原因は平滑筋の増殖が 1%FBS 条件よりも上

がったというよりは、間充織細胞などの他

の細胞種、すなわち目的外細胞が盛んに増

殖したためと考えられる。このことは「細胞

培養食品」を作製する際に、条件をよく整え

ないと、一見増殖し収量は上がるものの、タ

ーゲットではない、コンタミネーションま

たは元々組織中に存在していた少数の細胞

の割合が上昇してしまう可能性を示唆して

おり、細胞培養食品作製におけるリスクと

考えられる。 
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Ｄ．結論 

令和 4年度（初年度）から令和 6年度（今
年度）に亘り、以下のような研究成果を得
た。すなわち、細胞培養食品の食品衛生上
のハザードやリスクに係る調査について
は、特に開発動向、ならびに安全性や衛生
規制の動向を中心に行った結果、それぞれ
の現状と特徴を整理することができた。補
完的な検討として、ハザード要因として懸
念される正常型プリオンの発現制御に関
し検討した結果、細胞増殖因子の添加や 2
次元から 3次元培養などの培養条件を変化
させることにより、その遺伝子発現が、顕
著に変動することを見出し、培養条件の選
択理由の重要さに資する成果を得た。また
非意図的な細胞由来生理活性物質や新規
のアレルゲンなどの潜在的なハザード因
子を抽出して、リスクプロファイルを作成
し、安全管理において重要と考えられる点
の提案を行なった。他方、各分担研究にお
ける検討については、転写共役因子 YAP遺
伝子をはじめ複数の潜在的なハザード因
子として見出したことを表し、また細胞培
養食品の作製に際しての、目的に適った細
胞を特定する必要性と、使用する年齢・臓
器部位・培養条件などの様々な選択理由の
重要さに資する成果を得た。 
本調査研究により、「細胞培養食品」の食
品衛生法上の安全性評価に向けた課題や
方策が明らかとなることが期待され、その
安全性評価に向けた新たな制度の枠組み
の設定といった行政支援として寄与する
ことが期待される。同時にこの課題への方
策を通して、食品衛生法上の安全性を担保
した上での「細胞培養食品」の開発につな
がれば、その安全性について国際的にアピ
ールする上でも重要な成果となり得る。以
って、振興と規制の両面からの切れ目のな
い俯瞰的・長期的政策立案に寄与すること
が期待される。 
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