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造腫瘍性をもとにした再生医療製品の分類	


•  ヒトES/iPS細胞加工製品	
  
	
  ・・・原料となる細胞に造腫瘍性がある	
  

•  ヒト体細胞/体性幹細胞加工製品	
  
	
  ・・・原料となる細胞に造腫瘍性がない	
  



ヒトES/iPS細胞加工製品の品質・安全性	


l  未分化なES/iPS細胞には腫瘍形成能（造腫瘍性）があることから、	


	
残存ES/iPS細胞による造腫瘍性のリスクが存在する	


l  加工に伴う造腫瘍性形質転換細胞の出現の可能性もある	


未分化ES/iPS細胞・造腫瘍性細胞の残存・混入を防止する工夫が必要	


①分化効率の向上	
   ②純化・精製技術の開発	
  

例）培地成分、サイトカイン、	
  
増殖因子、遺伝子導入、足場材料、	
  

原料細胞の規格設定など	


例）抗体、レクチン、フローサイトメトリー、	
  
磁気ビーズ、メタボロームの応用、	
  

選択的薬剤による処理など	
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目的細胞	


目的外細胞	
残存iPS細胞	




ヒトES/iPS細胞加工製品の品質・安全性	


l  未分化なES/iPS細胞には腫瘍形成能（造腫瘍性）があることから、	


	
残存ES/iPS細胞による造腫瘍性のリスクが存在する	


l  加工に伴う造腫瘍性形質転換細胞の出現の可能性もある	


③製品の「実用化」には、未分化ES/iPS細胞・造腫瘍性細胞の	

除去・残留を確認する試験法が不可欠	


 未分化ES/iPS細胞・造腫瘍性細胞の高感度検出法の開発と評価	


①分化効率の向上	
   ②純化・精製技術の開発	
  ①分化効率の向上	
  

iPS細胞	


未分化ES/iPS細胞・造腫瘍性細胞の残存・混入を防止する工夫が必要	


目的細胞	


目的外細胞	
残存iPS細胞	




iPS細胞（201B7株）	
 網膜色素上皮細胞	


ヒトiPS細胞由来の網膜色素上皮細胞（RPE）	


分化誘導・精製	


RPE特異的タンパク質発現	
 RPE特異的遺伝子発現	




１）軟寒天コロニー形成試験	


２）フローサイトメトリー	


３）qRT-PCR	


in vitro検出法	




96-well plate	


Base Agar Layer	


Cell Agar Layer	


DMEM/10%FBS	
 iPSCs primary RPE

iPSC-derived RPE PA-1 ( spiked in RPE)PA-1（テラトカルシノーマ）	




時間経過（PA-1細胞）	
 検出限界（PA-1細胞）	


シグナルの検出までに3～4週間	
 がん細胞混入量の検出限界は約1%	


3.03 (Limit of detection)	




フローサイトメトリー（TRA-1-60）の下方検出限界（LLOD）	


初代培養RPE	


解析細胞数 105	


抗体：TRA-1-60	
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Gateの設定条件	


初代培養RPEのmain populationより蛍光の	


強い細胞の≤0.05%を含む様に設定	


検出限界	


Gate内細胞数の平均値：26.6	


標準偏差：15.6	


検出限界（平均値＋3xSD）：73.2	
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iPS 2.5x102 cells	


primary RPE 2.5x105cells	

+	


iPS 2.5x101 cells	


SS
C

-A

TRA1-60  TRA1-60

0.1% iPSC spike 0.01% iPSC spike iPSC-derived RPE

 TRA1-60

SS
C

-A

130� 19� 6�

RPE細胞＋iPS細胞スパイク	


iPS由来RPE	


検出限界（平均値＋3xSD）：73.2	
 	
 	
残留・混入iPS細胞の検出限界は約0.1%　　　	
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多能性幹細胞関連遺伝子	

（初代培養RPE）	


検出限界	


NANOG	


OCT3/4	


・初代培養RPE + iPS spike	

・初代培養RPE ５ロット	




LIN28	
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0.002%	


LIN28の発現を指標とすれば5万個（臨床使用量に匹敵）に1個の割合の混入を検出可能	




試験法	
 軟寒天コロニー	

形成試験	


フローサイトメトリー	

	


qRT-PCR	

	


in vivo造腫瘍性試験※	


目的	
 足場非依存的増殖	

（悪性形質転換細胞）の検出	


未分化な多能性細胞の検出	
 未分化の多能性細胞の検出	
 悪性形質転換細胞および	

未分化な多能性細胞の検出	


期間	
 ３０日	
 １日	
 6時間	
 12-16週間	


利点	
 l 安価	
 l 短時間・簡便	


l 個々の細胞を解析	

l 迅速 
l 簡便	

l 定量的 
l 高感度	


l 直接的	

l 微小環境での造腫瘍性を
評価できる	


	


欠点	
 l 間接的	

l 浮遊系細胞には使えない	

l ヒトiPS細胞検出には使用

できない	

（分散誘導性細胞死）	


l 間接的	

l 既知のマーカー分子を発現
する細胞以外は検出不能	


l ゲーティングが結果に影響	


l 間接的	

l 既知のマーカー分子を発現
する細胞以外は検出不能	


l 費用と時間がかかる	


LLOD	

または	

混入率	


RPE中の	

1%のPA-1細胞	


（ヒトテラトカルシノーマ由来細胞）	


RPE中の	

0.1%のiPS細胞	


マーカー:TRA-1-60	


RPE中の	

0.002%以下のiPS細胞	


マーカー:　LIN28	


106個のフィーダー細胞中に含ま
れる245個（0.02％）の	


未分化ES細胞	


in vivo造腫瘍性試験	

との比較	


※Hentze et al., Stem Cell Res. 2009;2:198-210	






LIN28/RT-­‐PCR:他の細胞（心筋）に応用可能か？	
  
	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
   	
  （本総会演題#O-­‐30-­‐4）	
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LIN28/RT-­‐PCR:	
  もっと他の細胞・組織に応用可能か？	


LIN28/ddPCR	


Unpublished	
  Research	
  Data	




新しい検出法の開発	
 	
 	
（本総会演題#O-15-4）	


これまでの検出方法	


Flow	
  cytometry,	
  qRT-­‐PCRによる
未分化マーカーの検出	


Figure 3. Detection of undifferentiated hiPSCs by flow cytometry assay. (A) Flow cytometry analysis of hiPSCs (blue) and primary RPE cells
(red). Cells were fixed, permiabilized and stained with anti-TRA-1-60, anti-TRA-1-81, anti-Sox2, anti-Oct3/4 and anti-Nanog antibodies labeled with
fluorophore. (B) Five lots of primary RPE cells were analyzed by flow cytometry with anti-TRA-1-60 antibody. (C) HiPSCs (0.1%, 2.56102 cells; 0.01%, 25
cells) were spiked into primary RPE cells (2.56105 cells) and analyzed by flow cytometry with anti-TRA-1-60 antibody. (D) Flow cytometry analysis of
hiPSC-derived RPE cells was performed with anti-TRA-1-60 antibody. Ten thousand cells (A) and 16105 cells (B–D) were used for one assay of flow
cytometry analysis. The numbers indicate the quantity of cells contained in the gate.
doi:10.1371/journal.pone.0037342.g003

Sensitive In Vitro Detection of Human iPS Cells

PLoS ONE | www.plosone.org 6 May 2012 | Volume 7 | Issue 5 | e37342

新しい検出方法	


ヒトES/iPS細胞	


ECM-­‐X	
  コート	


ECM-­‐Xを用いた高効率培養法の開発	


長所：簡便、高感度　	
  
短所：間接的	
  
　（細胞の存在を直接証明していない）	


培養によって増幅させることで	
  
直接検出できないか？	


課題：ヒト多能性幹細胞特異的な	
  
分散誘導性細胞死	




ECM-Xを用いた培養系による	

正常細胞（hMSC）に混入するiPS細胞の増幅・検出	


Unpublished	
  Research	
  Data	




Ø LIN28を標的にしたqRT-PCRで、RPEへの0.002％（5万個*に1個）のヒトiPS細胞の混入・
残留が検出可能　　　　 	
 	
 	
　［*加齢横班変性治療時の使用量に相当］	


Ø LIN28/ddPCR法は汎用性が高い可能性が高い	


Ø 造腫瘍性試験系は、試験系の能力と限界を踏まえ、	

	
 	
　　　　　個別の製品で示すべき目的に適うかどうかで取捨選択	


	


Ø  懸念の強い製品についてはタイプの異なる試験をいくつか実施して総合的に	


Ø  未分化iPS細胞をさらに高感度で検出するためには、分化細胞中に残存する未分化細
胞を高効率で培養・増殖させて検出するなどの工夫が必要	


Ø  適切な試験（を組み合わせた）結果・評価についても、	

	
 	
 	
　　　　ヒトでの結果を完全に保証するものではないことに注意	


Ø  各試験法の能力と限界を理解した上で、リスク判断・リスクマネジメント立案＆IC受領 	




「イノベーション」	


	
  
「イノベーションとは、必ずしも画期的な発明を指すわけではない。
既にある技術やアイデアでも、その組み合わせ方次第で、世界を
変えるようなイノベーションを起こせる」	
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