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研究要旨 

細胞加工製品の臨床応用における品質・安全性上の課題として造腫瘍性が挙げられ、特に

iPS 細胞加工製品において適切に評価される必要があり、試験法の検証が速やかになされる

ことが重要である。細胞加工製品の実用化促進が期待される国際展開においては、検証され

た造腫瘍性評価法の標準プロトコールの国際的な共有が強く望まれるが、造腫瘍性評価の

国際標準化や国際規制調和は未だなく、国際ガイドラインも未発出である。本研究は、臨床

応用が進む iPS 細胞加工製品について、品質・安全性確保上の大きな課題である造腫瘍性と

ゲノム不安定性の評価法の開発・検証を促進し、先行主導的に国際標準を獲得することで、

再生医療等製品分野での薬事規制における国際調和を促し、日本企業が開発する iPS 細胞

加工製品の国際競争優位を獲得することを目的とする。国際標準化を目指した活動として、

以下の研究を実施した。①in vitro 造腫瘍性試験法の国際標準プロトコールの確立および多

施設検証については、国立医薬品食品衛生研究所（NIHS）と再生医療イノベーションフォ

ーラムの多能性幹細胞安全性評価委員会（FIRM-CoNCEPT）が協働して、浮遊培養細胞の

IL-2 非依存的細胞増殖特性解析試験法の検討を行った。標準プロトコールを作成し、参加

4 施設において、0.01％の割合で正常 T 細胞に混在する形質転換細胞株 MOLT-4 の検出を、

28 日間の培養で達成した。②標準陽性対照細胞に資するゲノム不安定性誘導 iPS 細胞株作

製については、ゲノムに挿入するプラスミドのデザインとその iPS 細胞への導入を行い、薬

剤に応答してがん抑制遺伝子 TP53 を CRISPR/Cas9 で切断する iPS 細胞のクローンを得た。

③官民での国際競争戦略と知財・標準化戦略の検討では、iPS 細胞加工製品の各国の規制と

標準化の動向に関する調査研究を行い、総説論文を作成した。iPS 細胞加工製品の造腫瘍性

試験法の国際標準化の実現には、国際プラットホームで試験法のテーマ化を日本として提

案し、国際合意を得ることが鍵になる。国際的認知を得るには、議論の深化に必要な科学的

なエビデンスが不可欠であり、本研究の成果は、細胞加工製品の造腫瘍性評価およびゲノム

不安定性評価の国際コンセンサスの熟成に資するものであり、国際標準化の促進が期待さ

れる。 
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Ａ．研究目的 

細胞加工製品の臨床応用における品質・

安全性上の課題として造腫瘍性が挙げられ、

特に iPS 細胞加工製品において適切に評価

される必要があり、試験法の検証が速やか

になされることが重要である。細胞加工製

品の実用化促進が期待される国際展開にお

いては、検証された造腫瘍性評価法の標準

プロトコールの国際的な共有が強く望まれ

るが、造腫瘍性評価の国際標準化や国際規

制調和は未だなく、国際ガイドラインも未

発出である。日本では、iPS 細胞加工製品の

造腫瘍性評価について、評価法の確立と国

際標準化を迅速に図るべく、世界に先駆け

て国内で展開され、留意点がいち早くガイ

ドライン化・共有されている。国立医薬品食

品衛生研究所（国立衛研）と再生医療イノベ

ーションフォーラム（FIRM）の多能性幹細

胞安全性評価委員会（FIRM-CoNCEPT）で

は、AMED 研究課題において iPS 細胞由来

製品の造腫瘍性評価に係る多施設検証

（MEASURE プロジェクト）を協働して実

施 し て お り 、 Health and Environmental 

Sciences Institute（HESI）の細胞治療委員会

（CT-TRACS）の国際コンソーシアム活動

にも参加している。しかしながら、iPS 細胞

加工製品の造腫瘍性に関する種々の評価法

の能力と限界に関する検証と国際的認知・

科学的議論がまだ不足しており、最終目標

とする ISO や ICH の国際プラットフォーム

での具体的な提案や議論に至っていない。

さらに iPS 細胞加工製品の造腫瘍性につい

て考慮すべき点として、腫瘍形成を惹起す

るハザードであるゲノム不安定性があるが、

その評価に際して、汎用性・安定性・品質管

理の要求基準を満たす陽性対照細胞が存在

しないことから、製品の腫瘍形成との関連

性における科学的エビデンスが不足してい

る。本研究は、臨床応用が進む iPS 細胞加

工製品について、品質・安全性確保上の大き

な課題である造腫瘍性とゲノム不安定性の

評価法の開発・検証を促進し、先行主導的に



 

国際標準を獲得することで、再生医療等製

品分野での薬事規制における国際調和を促

し、日本企業が開発する iPS 細胞加工製品

の国際競争優位を獲得することを目的とす

る。さらに、再生医療等製品のプラットホー

ム技術の国際標準化と国際標準の活用によ

り、国際市場展開を行う技術の知財確保を

併せた知財・標準化戦略を産学官連携体制

で推進することを目指す。 

 

Ｂ．研究方法 

iPS 細胞加工製品の造腫瘍性試験法の国

際標準化の実現には、ISO や ICH といった

国際プラットホームで、試験法のテーマ化

を日本として提案し、国際合意を得ること

が鍵になる。国際的認知を得るには、議論の

深化に必要な科学的なエビデンスが不可欠

であるため、①標準プロトコールに沿って

in vitro 造腫瘍性試験法の多施設検証をまず

実施し、評価方法の能力と限界を示した。同

時に、造腫瘍性との関連が深いゲノム不安

定性試験法について、②試験法としての妥

当性を判断する陽性対照細胞の作製を開始

した。また、③造腫瘍性およびゲノム不安定

性評価についての国際標準化戦略に向けた

調査研究も実施した。 

 

B-1 in vitro 造腫瘍性試験法の国際標準プ

ロトコールの確立および多施設検証 

T 細胞は浮遊細胞であるため、混在する

形質転換細胞を検出する際に、足場非依存

的に増殖する悪性形質転換細胞を検出する

軟寒天コロニー形成試験法は適用できない。

したがって、不死化細胞を検出する際に用

いる細胞増殖特性解析法を適用することに

なる。HTLV-1 に感染した T 細胞に形質転換

が生じるとインターロイキン 2（IL-2）非依

存的な増殖を示すようになることが報告さ

れている（Science 1995;269(5220):79-81.）。

このことから T 細胞の IL-2 非依存的な増殖

特性が、形質転換細胞を検出する一つの指

標になると考えられている（図 1）。この IL-

2 非依存的増殖をモニターする試験法は、開

発現場で CAR-T 細胞製品の非臨床試験と

して既に利用されているが、陽性対照細胞

の同定とそのスパイク試験は実施されてい

ないことから、検出感度や再現性といった

試験法の性能は確認されていない。標準化

においては、試験法の性能を確認する多施

設検証が必要であるため、FIRM-CoNCEPT

の協力のもと、Axcelead Drug Discovery 

Partners 株式会社、株式会社ボゾリサーチセ

ンター、シミック株式会社および株式会社

Ig-M の 4 施設において、T 細胞の IL-2 非依

存的細胞増殖特性解析試験を実施した。 

 

B-1-1 IL-2 非依存的細胞増殖特性解析試験

法 

ヒト末梢血単核細胞（Lonza）からEasySep 

Human T cell Isolation Kit （ StemCell 

Technologies）で T 細胞を精製した後、3 日

間 CD3/CD28 ビーズ（StemCell Technologies）

で活性化した。マグネットビーズを除去し

た後、1×106個の T 細胞に 10 個 (0.001%)、

100 個 (0.01%)、1000 個 (0.1%)または 10000

個 (1%)の MOLT-4 細胞（ATCC）をスパイ



 

クした（3 日目）。これらの細胞を IL-2 非存

在下で培養を開始し、5 日目に 2 倍希釈し

た。7 日目に 10 倍希釈し、21 日目（多施設

検証 1 回目）または 28 日目（多施設検証 2

回目）まで培養した。継時的に細胞計数を行

い、3、5、7、10、14、17、21、24 および 28

日目の生細胞数をグラフ化し、増殖曲線を

作成した。統計解析は、生細胞数を対数変換

し、two way repeated measures ANOVA の後、

post-hoc テストとして Dunnett's Method を行

い、p < 0.05 を有意差ありとした。 

 

B-2 標準陽性対照細胞に資するゲノム不安

定性誘導 iPS 細胞株作製 

 ゲノム不安定性試験の標準陽性対照細胞

として、コンディショナルにゲノム編集を

起こして、がん関連遺伝子に変異が導入さ

れる iPS 細胞株を作製した。薬剤等でがん

関連遺伝子に適時に変異を誘導するため、

長期の培養・継代による変異蓄積の影響を

除外でき、培養期間や継代数が異なってい

ても、施設間で品質の揃った細胞の使用が

可能になる。ゲノム不安定性誘導 iPS 細胞

株の作製に用いる細胞は、一般的に入手可

能で臨床株と同様な方法で樹立された研究

用 iPS 細胞株から選択した。また変異を導

入するがん関連遺伝子としては、がん組織

で最も変異が報告されているがん抑制遺伝

子 TP53 を採用した。ゲノム不安定性誘導

iPS 細胞株の作製は、株式会社 GenAhead Bio

で行った。 

 

B-2-1 Single Guide RNA 発現プラスミト

ドの調製 

AAVS1 site へのゲノム編集報告例 (Cell 

Stem Cell 2014;15(2):215-226.) より、Single 

Guide RNA (sgRNA) の標的配列として以下

のものとした。  

AAVS1-T2: TGACTGCTTGTAGATGGCCA 

上記配列をもとにオリゴ DNA を化学合

成し、U6 Promotor の下流にライゲーション

することにより sgRNA 発現プラスミドを

作製した。 

 

B-2-2 ドナープラスミドの作製 

Inducible-Cas9発現カセット及びTet-on調

節因子発現カセットを挿入配列とするドナ

ープラスミドを作製した。Inducible-Cas9 発

現カセット挿入ドナープラスミド  (TRE-

Cas9/sgRNA donor) は、 (1) 上流 homology 

arm (HA1) 断片、(2) splicing acceptor (SA) 及

び T2A peptide に よ る puromycin-N-

acetyltransferase (PuroR) 発現カセット、(3) 

U6 promoter 制御の sgRNA 発現カセット、

(4) inducible (TRE3G promoter)-Cas9 発現カ

セット、(5) 下流 homologyarm (HA2) 断片

に分けて調製した。(1), (5) の HA 断片は、

ヒト iPSC 1231A3 (hiPSC-A3) より Tissue 

Genomic DNA Extraction Mini Kit 

(FAVORGEN) を用いて調製したゲノム

DNA を鋳型に、sgRNA の上流配列、下流配

列 (各約 1,500 bp) を増幅して調製した。(2) 

PuroR 発現カセットは、SA-T2A を PuroR の

上流に配置したプライマーを用い、PuroR発

現プラスミドを鋳型とした PCR増幅により

調製した。(3) U6-sgRNA 発現カセットは、



 

U6 promoter と tracr 配列間に TP53 遺伝子

を標的とする sgRNA 配列 (TP53-R175H-

S1534, 5’-AGCACATGACGGAGGTTGTG-

3’) を挿入したプラスミドを人工合成し、

PCR 増幅により調製した。(4) TRE3G-Cas9

発現カセットは、国立医薬品食品衛生研究

所から提供された pTRE3G vector (TaKaRa 

Bio) に Cas9 遺伝子を挿入し、TRE3G-Cas9

発現プラスミドを鋳型とした PCR増幅によ

り調製した。TRE-Cas9/sgRNAdonor は (1) 

から (5) を NEBuilder HiFi DNA Assembly

キット (New England BioLabs) を用いて図

4 (a) の通り Gibson assembly して作製した。

TRE-Cas9 donor は、(3) U6-sgRNA 発現カセ

ッ ト を 除 く フ ラ グ メ ン ト を TRE-

Cas9/sgRNA donor と同様にアセンブルして

作製した。 

Tet-on 調節因子発現カセットを挿入配列

とするドナープラスミド (Tet3G donor) は、

(6) 上流 homology arm (HA1) 断片、 (7) 

splicing acceptor (SA) 及び T2A peptide によ

る aminoglycoside 3′-phosphotransferase 

(NeoR) 発現カセット、(8) Tet-on 調節因子 

(Tet3G) 発現カセット、 (9) 下流 homology 

arm (HA2) 断片に分けて調製した。(6), (9) 

のHA断片は、hiPSC-A3よりTissue Genomic 

DNA Extraction Mini Kitを用いて調製したゲ

ノム DNA を鋳型に、sgRNA の上流配列、

下流配列 (各約1,500 bp) を増幅して調製し

た。(7) NeoR 発現カセットは、SA-T2A を

NeoR の上流に配置したプライマーを用い、

NeoR 発現プラスミドを鋳型とした PCR 増

幅により調製した。(8) Tet3G 発現カセット

はまず、国立医薬品食品衛生研究所から提

供された pCMV-Tet3G plasmid (TaKaRa Bio) 

を鋳型に Tet3G 及び rBGpA シグナル配列を

PCR 増幅し、pCAG vector に NEBuilder HiFi 

DNA Assembly キットを用いて挿入して

CAG-Tet3G 発現プラスミドを作製した。

CAG-Tet3G 発現プラスミドを Sal I 制限酵

素 (New England BioLabs) 及び AgeI 制限酵

素 (New England BioLabs) で消化後、アガロ

ースゲル電気泳動により目的断片の大きさ

のフラグメントをCAG-Tet3G発現カセット

として調製した。Tet3G donor は、(6) から 

(9) の NEBuilder HiFi DNA Assembly キット

を用いて Gibson assembly して作製した。 

 

B-2-3 ドナープラスミドの作製 

hiPSC-A3 及びヒト iPSC 1383D6 (hiPSC-

D6) への transfection は、それぞれ表 1 及び

表 2 に示す条件で、2. の sgRNA 発現プラ

スミド、Streptococcus pyogenes Cas9 発現プ

ラスミド、3. の各ドナープラスミド、及び

puromycin-N-acetyltransferase 発現プラスミ

ドと共に NEPA21 (Nepagene) を用いて

transfection した。transfection 後の細胞は、

HDR Enhancer (Integrated DNA Technologies) 

を終濃度 0、又は 0.5 μg/mL で含む培地で 24 

h 培養した。その後、puromycin を終濃度 0、

0.35、0.6、又は 1.0 μg/mL で培養培地に添加

した。 

 

B-3 官民での国際競争戦略と知財・標準化

戦略の検討 

海外のステークホルダーとのコンセンサ



 

スの熟成を促すため、日米 EU の ICH3 極の

薬事規制と標準化プラットホームの動向に

ついて情報共有を行う必要がある。官民で

の国際競争戦略と知財・標準化戦略の検討

に資する研究として、iPS 細胞加工製品の各

国の規制と標準化の動向に関する調査研究

を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 ヒト由来の生体試料を用いる場合は、国

立医薬品食品衛生研究所「研究倫理審査委

員会規程」を遵守した上で研究を実施した。 

 

Ｃ．研究結果 

C-1 in vitro 造腫瘍性試験法の国際標準プ

ロトコールの確立および多施設検証  

本研究は、浮遊培養細胞である T 細胞に

混在する形質転換細胞を、IL-2 非存在下で

培養することによって検出する試験法の標

準プロトコールの作成と感度を多施設で検

証することを目的とする。ヒト末梢血単核

細胞から単離したT細胞を活性化し、1 × 106

個の T 細胞に、MOLT-4 細胞を 1, 0.1, 0.01

または 0.001％スパイクした。IL-2 非存在下

で 21 日目まで細胞数を計測し、細胞数の継

時変化を観察した。また正常 T 細胞の IL-2

依存的増殖を確認するため、IL-2 存在化で

培養するスパイクなしの正常 T 細胞サンプ

ルも設けた。IL-2 存在下では、T 細胞は 14

日目まで増殖を示し、その後に緩やかな減

少に転じた。また全 4 施設で同様な結果が

得られることを確認できた。一方、IL-2 非

存在下では、7 日目まで IL-2 存在下と同様

な増殖を示したが、それ以降生細胞数が著

しく減少した。この減少は、IL-2 非存在下

の培養による正常 T 細胞の死滅によるもの

である。増殖曲線のパターンは全施設で同

様な結果が観察され、スパイクなしのサン

プルと比較して、概ね 17 日目に 1％スパイ

クサンプルでの細胞数の有意な差が見られ、

21 日目に 0.1％スパイクサンプルでの細胞

数の有意な差が見られた。これらの結果は、

施設の違いにも関わらず、21 日目までの観

察で正常 T 細胞に 0.1％割合でのスパイク

した MOLT-4 細胞が検出できることを示唆

している。しかしながら、21 日目まで培養

を行っても、0.01%スパイクサンプルの立ち

上がりは、全施設において見られなかった。

21 日間の培養では 0.01%スパイクサンプル

の検出が難しいと判断されたため、2 回目の

多施設検証試験では、標準プロトコールを

改訂し、培養期間を延長して、24 日目と 28

日目の細胞計数を含めての検討を行った。2

回目の多施設検証においても、21 日目まで

の観察では同様な結果が得られた。IL-2 存

在下では、T 細胞は 14 日目まで増殖を示し、

その後に緩やかな減少に転じた。一方、IL-

2 非存在下では、生細胞は 7 日目以降著し

く減少し、28 日目では生存率数%もしくは

検出できないレベルまで下がった。また、概

ね 17 日目に 1％スパイクサンプルでの生細

胞数の立ち上がりが見られ、21 日目に 0.1％

スパイクサンプルでの生細胞数の立ち上が

りが見られた。1 回目の多施設検証で立ち上

がりが認められなかった 0.01％スパイクサ

ンプルは、培養期間を延長することにより



 

増加が観察された。スパイクなしに比べて、

施設 A においては 28 日目に、施設 B、C お

よび D においては、24 と 28 日目に有意な

差が確認できた。全施設で正常 T 細胞に混

在する形質転換細胞（MOLT-4）を 0.01％の

高感度で検出する標準プロトコールを確立

した。 

 

C-2 標準陽性対照細胞に資するゲノム不安

定性誘導 iPS 細胞株作製 

先行実施した Tf No. 1-1 から 1-4 の 

puromycin 処理後の生存細胞は乏しかった。

生存コロニーに乏しい場合、ドナープラス

ミド配列の挿入が検出された細胞群からは、

少数のピックアップにより配列挿入株の取

得が見込まれるため、これらの細胞群から

親株配列と挿入ドナープラスミド配列との

つなぎ目領域を増幅するPCR (junction PCR) 

により配列挿入株が含まれる細胞群を選択

することとした。hiPSC-D6 の Tf No. 1-2 及

び 1-1 の細胞群でドナープラスミド配列の

挿入で想定されるサイズの増幅産物が検出

され、これらの細胞群に配列挿入株が含ま

れることが示唆された。  

 

C-3 官民での国際競争戦略と知財・標準化

戦略の検討 

日米 EU の ICH3 極における多能性幹細

胞由来製品に関する規制の概要と、その標

準化に取り組んでいる代表的なコンソーシ

アムについて紹介した。本成果は、総説論文

“Country-specific regulation and international 

standardization of cell-based therapeutic 

products derived from pluripotent stem cells.”の

タイトル名で、国際科学雑誌 Stem Cell 

Reports に受理され、出版中である。要旨の

日本語は以下の通りである。 

『現在，胚性幹細胞や人工多能性幹細胞

などの多能性幹細胞（PSC）を由来とする細

胞治療薬（CTP）が多くの国で開発されてお

り，一部は臨床試験段階にある。CTP は、

国や地域によって分類が異なる。また、有効

性・安全性・品質の評価も、従来の低分子医

薬品やバイオ医薬品とは異なり、生きた細

胞の複雑な特性やアンメットメディカルニ

ーズを反映している。PSC 由来品を含む

CTP の評価については、国際的なガイドラ

インがないため、国や地域による関連法規

の違いに注意する必要がある。PSC 由来

CTP の開発・世界流通を促進するために，

評価手法や規制の標準化・調和を図る国際

コンソーシアムが組織され，活発に活動し

ている。本稿では，米国，欧州連合（および

英国），日本における PSC 由来 CTP の関

連法規の概要と，その標準化に取り組んで

いる代表的なコンソーシアムについて紹介

する。』 

 

Ｄ．考察 

再生医療のような先端的な医療モダリテ

ィについては、安全性や品質の確保のため

の個別の評価技術の国際標準化を推進する

ことが、規制当局の評価・意思決定の効率

化・迅速化に有効である。国際標準化により

iPS 細胞加工製品の造腫瘍性およびゲノム

不安定性評価法の妥当性が認められ、当該



 

評価法を用いた製品の評価が国内外の規制

当局に受け入れられることで、承認申請に

要する日本企業の負担軽減に寄与するとと

もに、製品の国際市場での迅速な普及展開

を図ることができる。すなわち日本での試

験方法・運用等を国際標準化することで、主

要国の規制当局の審査に関する国際規制調

和が促進され、日本で実施した試験と評価

がそのまま海外での承認審査でも活用され

易くなり、国際ビジネス展開の環境整備が

進む。また国際標準化を行う造腫瘍性評価

については、これまでの多施設検証に参加

した日本の製薬企業・CRO で試験方法に関

するトレーニングと技術移転が進展し、製

品の品質試験・非臨床試験でのデータ取得

体制が国内で既に整備されている。国際標

準化された試験方法として海外の規制当局

に認知・受容されれば、海外での治験届・製

造販売承認申請時の迅速な審査のみならず

海外企業から国内 CRO への試験委託増加

が期待される。 

 

E．結論 

iPS 細胞加工製品の造腫瘍性試験法が国

際的認知を得るには、議論の深化に必要な

科学的なエビデンスが不可欠である。本研

究では、in vitro 造腫瘍性細胞検出試験法の

標準プロトコールに沿った多施設検証デー

タを取得して、試験法の頑健性を確認した。

造腫瘍性のハザードであるゲノム不安定性

を評価する試験法については、その妥当性

判断に用いる標準陽性対照細胞の作製に取

り組み、薬剤誘導ゲノム不安定性 iPS 細胞

株のクローンを得た。iPS 細胞加工製品の各

国の規制と標準化の動向に関しては、調査

研究を行って総説論文を発表した。本研究

成果は、細胞加工製品の造腫瘍性評価およ

びゲノム不安定性評価の国際コンセンサス

の熟成に資するものであり、国際標準化の

促進が強く期待される。 
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