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「再生医療等製品」とは

『医薬品，医療機器等の品質，有効性及び安全性の確保等に関する法律』（薬
機法）における「再生医療等製品」とは、次に掲げる物（医薬部外品及び化粧
品を除く）であって、政令で定めるものをいう。

一 次に掲げる医療又は獣医療に使用されることが目的とされている物のうち、
人又は動物の細胞に培養その他の加工を施したもの
イ 人又は動物の身体の構造又は機能の再建、修復又は形成
ロ 人又は動物の疾病の治療又は予防

二 人又は動物の疾病の治療に使用されることが目的とされている物のうち、
人又は動物の細胞に導入され、これらの体内で発現する遺伝子を含有させた
もの



加齢、疾病、損傷、または先天的障害により、組織・器官が
失った機能を修復ないし置換することを目的に、機能的かつ
生きている組織を作り出すプロセス

［ヨーロッパ科学財団の定義］

「細胞治療」 
体外で加工または改変された自己由来、同種由来または
異種由来の細胞を投与することによってヒトの疾病 または
損傷を予防、処置、治療ないし緩和すること

［米国食品医薬品局（FDA）の定義］

「再生医療」

「再生医療」 と 「細胞治療」



細胞加工製品
（細胞加工物）

再生医療
regenerative medicine

細胞治療
cell therapy

生きた細胞を使わない再生医療
（例：細胞を活性化させる因子を投与し、
患者の体内で組織を再生させる方法）

臓器や組織の再生を目的としない細胞治療
（例：免疫細胞の投与によるがん治療）

細胞・組織
［輸血・移植医療］
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（狭義の再生医療）
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遺伝子治療用製品

「薬事法」→「薬機法」
（平成26年11月）
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患者の体内で組織を再生させる方法）

臓器や組織の再生を目的としない細胞治療
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成体内の組織に存在する
幹細胞。一定の限られた種
類の細胞に分化可能。
分裂回数は有限

多能性幹細胞

体性幹細胞 造血幹細胞
間葉系幹細胞
神経幹細胞など

身体を構成する全ての種類
の細胞に分化できる。
分裂回数は無限

再生医療のための「幹細胞」

幹細胞 ES細胞
iPS細胞



ヒトiPS/ES細胞由来移植細胞の臨床応用

国内で実施が承認されたヒトiPS/ES細胞加工物を使用した臨床研究及び治験 ［2023年10月現在］

移植細胞 原料ヒト細胞 適応疾患 実施施設 臨床研究/治験
実施
承認

FIH試験

網膜色素上皮細胞 自己iPS細胞 滲出型加齢黄斑変性 先端医療センター病院 臨床研究 2013 2014

網膜色素上皮細胞 同種iPS細胞 滲出型加齢黄斑変性 神戸市立医療センター etc. 臨床研究 2017 2017

ドパミン神経前駆細胞 同種iPS細胞 パーキンソン病 京都大学 医師主導治験 2018 2018

血小板 自己iPS細胞 再生不良性貧血 京都大学 臨床研究 2018 2019

角膜上皮細胞 同種iPS細胞 角膜上皮幹細胞疲弊症 大阪大学 臨床研究 2019 2019

肝細胞 ES細胞（同種） 先天性尿素サイクル異常症 国立成育医療研究センター 医師主導治験 2019 2019

心筋細胞 同種iPS細胞 虚血性心筋症 大阪大学 医師主導治験 2019 2020

神経前駆細胞 同種iPS細胞 脊髄損傷 慶応義塾大学 etc. 臨床研究 2019 2021

網膜視細胞 同種iPS細胞 網膜色素変性症 神戸市立神戸アイセンター病院 臨床研究 2020 2020

NKT細胞 同種iPS細胞 再発・進行頭頸部がん 千葉大学・理化学研究所 医師主導治験 2020 2020

軟骨 同種iPS細胞 膝関節軟骨損傷 京都大学 臨床研究 2020 2021

心筋細胞 同種iPS細胞 拡張型心筋症 慶応義塾大学 臨床研究 2020 –

網膜色素上皮細胞 同種iPS細胞 網膜色素上皮不全症 神戸市立神戸アイセンター病院 臨床研究 2021 2022
抗GPC3-CAR発現

NK細胞
同種iPS細胞 卵巣がん 京都大学・国立がん研究センター 医師主導治験 2021 2021

角膜内皮細胞 同種iPS細胞 水疱性角膜症 慶応義塾大学 臨床研究 2021 2023

血小板 同種iPS細胞 血小板減少症 メガカリオン・京都大学・CiRA-F 企業治験 2021 2022

心筋細胞 同種iPS細胞 虚血性心不全 ハートシード・慶応義塾大学 企業治験 2021 2023

網膜色素上皮細胞 同種iPS細胞 網膜色素上皮裂孔 住友ファーマ・ヘリオス 企業治験 2023 –



滲出型加齢黄斑変性治療のためのiPS細胞由来網膜色素上皮細胞

臨床研究は、理化学研究所と先端医療

センター病院（神戸市）で行いました
（2014年に世界初となるiPS細胞由来移
植細胞のFIH試験を実施）。

症状 移植RPE細胞による治療

ヒトiPS細胞から分化した網
膜色素上皮（RPE）細胞

滲出型加齢黄斑変性

Choroid



パーキンソン病治療薬としてのiPS細胞由来ドパミン作動性神経細胞

https://www.cira.kyoto-u.ac.jp/e/pressrelease/news/180730-170000.html

2018年8月に京都大学で治験開始（FIH
試験は2018年11月に実施）。
米国においても2023年10月に治験開始。

(画像）患者さんの頭蓋骨に直径12mmの穴を開け、
専用の装置で細胞を注入します。

Dopaminergic 
neuron

Neural stem 
cells

iPS cells

パーキンソン病

パーキンソン病は、黒質と呼ばれる脳の一部
で神経細胞が失われることで発症します。そ
の結果、脳内のドーパミンという化学物質が
減少します。パーキンソン病の3つの主な症
状は以下の通りです：

身体の特定の部分が不随意に揺れる、動き
が鈍くなる、筋肉が硬くなり柔軟性が失われ
る。



細胞は均一か？

幹細胞や前駆細胞の分離・培養（＆バンク化）

目的とする機能
細胞の誘導

望ましくない免疫反応が起こらないようにするには？

免疫隔離
細胞は均一か？変質していないか？

ガン化・腫瘍化
しないのか？

効率よく目的細胞に分化させるには？

細胞・組織の採取
ウイルスなどに
汚染されていないか？

再生医療製品（細胞加工製品）の品質・安全性の確保

細胞加工製品
の患者への投与

①原料の細胞の適格性確保

②
製
造
方
法
,
恒
常
性
確
保

③品質管理



細胞は均一か？

幹細胞や前駆細胞の分離・培養（＆バンク化）

目的とする機能
細胞の誘導

望ましくない免疫反応が起こらないようにするには？

免疫隔離
細胞は均一か？変質していないか？
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再生医療製品（細胞加工製品）の品質・安全性の確保

チェックのための「評価法」がないと、
製品が患者さんに届かない！

細胞加工製品
の患者への投与



何をどう評価すべきなのか？
再生医療等製品（細胞加工物）の実用化における主な科学的課題

1. ウイルス安全性（同種由来 vs. 自己由来）

2. 原材料として供される細胞の特性解析と適格性

3. 細胞基材以外のヒト又は動物起源由来製造関連物質の適格性

4. 細胞基材としてのセル・バンクの樹立と管理のありかた

5. 最終製品の品質の再現性を達成するための包括的な製造戦略、製造工程評価

6. 最終製品を構成する細胞の有効成分としての特性解析

7. 最終製品の必須品質特性の同定と規格設定（最終製品の品質管理）

8. 製法／セル・バンクの変更による新旧製品の同等性の検証

9. 非臨床安全性試験・非臨床POC試験のデザインと解釈

10. 造腫瘍性試験のデザインと解釈 （特にES/iPS細胞由来製品）

11. 最終製品の免疫原性評価

12. 投与細胞の体内での分布・挙動

13. 臨床試験のデザインと解釈

14. 有効性・安全性のフォローアップのあり方
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ヒトES/iPS細胞加工製品の
腫瘍形成リスクに関するハザード（危害要因）

• 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。

• 培養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

iPS細胞
目的細胞

目的外細胞残存iPS細胞

③製品の「実用化」には、未分化ES/iPS細胞や造腫瘍性形質転換細胞の
除去・残留を確認する試験法が不可欠



再生医療等製品（細胞加工製品）の造腫瘍性評価の問題点

再生医療等製品（細胞加工製品）は生きた細胞を含む

＝製品中の細胞が異常増殖をして腫瘍を形成する恐れ

・・・ここまでは誰もが理解できる

では、どうすれば造腫瘍性の評価が可能か？

・・・実はよく知られていなかった



化学物質の毒性 vs. 細胞加工製品の造腫瘍性

• 化学物質の毒性
化学物質の体（細胞・組織・臓器）に対する悪影響

• 細胞加工製品の造腫瘍性
ヒトの体に移植した細胞集団が、

自ら増殖することにより腫瘍を作ってしまう能力

新しいタイプのリスク
＝従来の評価法が

そのまま使えるとは限らない



従来の低分子医薬品の毒性学の考え方を、
細胞加工製品のin vivo造腫瘍性試験に当てはめてはいけない

低分子医薬品の

毒性学

細胞加工製品の
造腫瘍性試験

副作用・毒性の主な原因は、

一定濃度（高濃度）の低分子医薬品が、細胞
の非特異的結合部位（低親和性受容体）に「質
量作用の法則」に従って結合することによる。

高親和性受容体

非特異的結合部位

(低親和性受容体）

低分子医薬品

特異的効果

（薬効）

非特異的効果
（副作用・毒性）

造腫瘍性の主な原因は、

造腫瘍性細胞の存在（または発生）である。

製品の造腫瘍性を決定するのは、生着環境

における製品細胞（に含まれる造腫瘍性細
胞）の絶対数であり、製品細胞の濃度（体積
換算の相対細胞数）ではない。

…同様の
造腫瘍性がある

造腫瘍性細胞：高比率
投与細胞量／体積：少ない

造腫瘍性がある

造腫瘍性細胞：低比率
投与細胞量／体積：多い

プリンシプルが
全く異なる



従来の低分子医薬品の毒性学の考え方を、
細胞加工製品のin vivo造腫瘍性試験に当てはめてはいけない

低分子医薬品の

毒性学

細胞加工製品の

造腫瘍性試験

多くの場合、
任意の投与量
（例：臨床投与量Ｘ安全係数）
の検体を
任意の部位
（例：臨床投与相当部位）

に投与することができる

投与細胞数をできるだけ

多くするならば、
多くの場合、
投与部位が制限される
（例：皮下）

臨床投与相当部位に投与

するならば、
多くの場合、
投与細胞数が制限される
（⇒ 感度低下）

投与量優先 投与部位優先

不純物としての造腫瘍性

細胞の高感度での検出
に利用可能

生着部位で造腫瘍性を

発揮しうる細胞（の親細
胞）の検出のために利用

可能

in vitro試験法で
代替可能



全く新しいヒト細胞加工製品のFirst-in-Human試験の前に
リスク緩和策として何ができるか？

危害（Harm）の
重大性
ハザードの量

X ハザードの影響力

危害（Harm）の
発生確率

X ＝ リス
ク

ヒト細胞加工製品の場合

非臨床試験

ヒトで未経験

感受性における種差、異種拒絶反応

危害の発生確率に関する情報がない

ヒト細胞加工製品のリスク緩和のための基本戦略は…

ハザードを同定・定量し、可能な範囲で低減すること



造腫瘍性関連ガイドラインの策定

臨床研究
再生医療等安全性確保法トラック

• 幹細胞・再生医学戦略作業部会
（文科省、H27.8.7）

– 再生医療の安全性確保に関する考え方についての
早急な整理の必要性

– 細胞の遺伝子変異の研究は不十分で腫瘍化の可
能性についても未解明であるとの指摘

• iPS細胞等を用いた臨床研究を実施する際の移植細
胞の安全性評価の在り方に係る研究

（厚労省・福井班、H27.12～）
– 造腫瘍性を含む安全性に関し、臨床研究における
評価指標・基準の当面の考え方に関する議論

「特定認定再生医療等委員会におけるヒト多能性幹細
胞を用いる再生医療等提供計画の造腫瘍性評価の審
査のポイント」

（H28.6.13，厚労省医政研発課長通知、 R3.3.9，改訂）

薬機法トラック

• 革新的医薬品・医療機器・再生医療製品実用化
促進事業（厚労省、H24～28）

【採択課題】

– 阪大院（医） 心筋・角膜・軟骨製品

– 国成育セ（研究所） ES細胞由来製品

再生医療等製品（ヒト細胞加工製品）のための未
分化・形質転換細胞の検出試験ガイドライン案策
定合同WG（H27～28）
未分化・形質転換細胞の検出、in vivo造腫瘍性試
験の方法・留意点について議論

「ヒト細胞加工製品の未分化多能性幹細胞・形質転換
細胞検出試験、造腫瘍性試験及び遺伝的安定性評価
に関する留意点」

（R1.6.27，厚労省薬生機審発課長通知）

主に考え方（←） （→）主に具体的試験法
ともに両トラックで共通に利用可能なものとなるのが理想的



1. はじめに

• ヒト細胞加工製品中に混在する形質転換細胞及び未分化多能性幹細胞
等の造腫瘍性細胞はハザードであり，その存在量及び種類の情報を把握
することは，ヒト細胞加工製品の品質及び安全性の確保において重要であ
る．  

• 本文書は，ヒト細胞加工製品の品質及び安全性を非臨床的に評価する際
の参考にすべき事項及び留意点のうち，特にヒト細胞加工製品中に混在
する未分化多能性幹細胞及び形質転換細胞について，その代表的検出
試験例を示すと同時に，これらの試験の中から，特定のヒト細胞加工製品
の品質・安全性評価のために実施する試験を選択する際に留意すべき
事項を示すものである． 



「ヒト細胞加工製品の未分化多能性幹細胞・形質転換細胞検出試験、造腫瘍性試験
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Q2「目的外細胞として形質転換細胞が含まれる？」

高感度in vivo試験、細胞増殖特性評価、軟寒天コロニー形成試験等

ヒト細胞加工製品の造腫瘍性関連試験

<目的別に３種類ある>
①原料・原材料の品質特性評価・品質管理のための造腫瘍性試験 
⇒従来のバイオロジクスの細胞基材のためのアプローチ（WHO TRS 978）が適用可能

②中間製品又は最終製品の造腫瘍性細胞の混在を評価するための試験 
③最終製品細胞のヒトにおける生着部位での腫瘍形成能を評価するための試験

Q3「投与細胞が、生着する微小環境で腫瘍を形成するか？」

高感度in vivo試験

高感度in vivo試験、qRT-PCR、フローサイトメトリー、直接培養法等

Q1「どのくらいの未分化ES/iPS細胞が残存しているのか？」

中
間
製
品

最
終
製
品
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5.2. 中間製品又は最終製品の造腫瘍性細胞の混在を評価するための試験 
混在する未分化ES/iPS細胞の検出・定量法 

試験法
in vivo造腫瘍性試験

（NOG x Matrigel, 皮下投与）
フローサイトメトリー qRT-PCR

目的 造腫瘍性細胞の検出 未分化な多能性幹細胞の検出 未分化の多能性細胞の検出

所要時間 17-30週間 １日 約6時間

利点

w 直接的 
w 臨床適用相当部位への移植により
微小環境での造腫瘍性を評価でき
る 

w 短時間・簡便

w 個々の細胞を解析し、マーカー分子
の発現量を評価可能 

w 簡便

w 迅速 
w 簡便

w 高感度

欠点・留意点

w 費用と時間がかかる 
w 専用動物施設が必要
w スループットが低い

w 腫瘍の由来が形質転換細胞か多能

性幹細胞かを区別するには、病理的
評価等が必要 

w 間接的 
w ゲーティングが結果に影響

w 間接的 
w 個々の細胞でのマーカー分子発現
レベルは評価できない

検出能力

又は検出限
界

hRPE2.5 x 105個中に1,000個（0.4%）の割合で
混入するhiPS細胞を50%の確率で検出

hRPE中の0.1%のiPS細胞 
（マーカー:TRA-1-60）

hRPE中の0.002%以下のiPS細胞
（マーカー：LIN28）

出典 Kanemura et al., Sci Rep. 2013 Kuroda et al., PLoS ONE. 2012 Kuroda et al., PLoS ONE. 2012

試験法 Droplet Digital PCR GlycoStem-HP法 Essential-8/LN521培養増幅法

目的 未分化の多能性細胞の検出 未分化な多能性幹細胞の検出 未分化の多能性細胞の検出

所要時間 約6時間 3時間以下
（培養上清回収から測定まで）

約1週間

利点

w 迅速 
w 簡便

w 高感度

w 細胞非破壊的
w 簡便

w 高スループット

w 直接的 
w 簡便
w 残存iPS細胞の特性解析が可能

欠点・留意点

w 間接的 
w 個々の細胞でのマーカー分子発現
レベルは評価できない

w 間接的 
w 個々の細胞でのマーカー分子発現
レベルは評価できない

w 培地成分が結果に影響

w 時間がかかる

w スループットが低い

検出能力

又は検出限
界

ヒト心筋細胞中の0.001%のiPS細胞
（マーカー：LIN28）

HEK293T中の0.05%のiPS細胞
（マーカー：H3+ポドカリキシン）

hMSC中の0.01-0.001%のiPS細胞
（ヒト胚葉体中の0.1-0.01%のiPS細胞 ）

出典 Kuroda et al., Regen Ther. 2015 Tateno et al., Sci Rep. 2014 Tano et al., PLoS ONE.  2014



5.2. 中間製品又は最終製品の造腫瘍性細胞の混在を評価するための試験 
混在する形質転換細胞の検出・定量法

試験法
in vivo造腫瘍性試験

（NOG x Matrigel, 皮下投与） 軟寒天コロニー形成試験
デジタル

軟寒天コロニー形成試験
細胞増殖特性解析

目的 造腫瘍性細胞の検出
足場非依存的増殖

（悪性形質転換細胞）の検出

足場非依存的増殖
（悪性形質転換細胞）の検出

不死化細胞
（形質転換細胞）の検出

所要時間 16週間以上 3-4週間 3-4週間 4週間以上

利点

w 直接的
w 高感度
w 臨床適用相当部位の微

小環境での造腫瘍性を
評価可能

w 安価 
w 悪性形質転換細胞を単

離・特性解析できる

w 高感度
w 悪性形質転換細胞を単

離・特性解析できる

w 安価
w 簡便
w 良性も悪性も幅広く不死

化細胞を検出

欠点・
留意点

w 費用と時間がかかる 
w 専用動物施設が必要
w 腫瘍の由来が形質転換

細胞か多能性幹細胞か
を区別するには、病理的
評価等が必要 

w in vivo 造腫瘍性を示さな
い 不死化細胞は検出不
能 

w 造腫瘍性細胞の有無は
間接的に判断

w 浮遊系細胞には使えな
い

w 悪性形質転換細胞以外
の不死化細胞は検出不
能

w 造腫瘍性細胞の有無は
間接的に判断

w 浮遊系細胞には使えな
い

w 良性不死化細胞検出不
能

w イメージスキャナーが高
価

w 悪性形質転換細胞以外
の不死化細胞は検出不
能 

w 造腫瘍性細胞の有無は
間接的に判断

w 悪性形質転換細胞の有
無を区別できない

検出能力
又は 

検出限界

hMSCに 1/106 (0.0001%) 
の割合で混在するHeLa細胞（10
個）を17%の確立で検出可能

hMSCに 1/103 (0.1%)
の割合で混在するHeLa細胞
（計算上の検出限界は0.02%）

hMSCに 1/107（0.00001%）

の割合で混在するHeLa細胞
① hMSCに 1/106（0.0001%）の

割合で混入するHeLa細胞
② 脂肪由来幹細胞に 1/105

（0.001%）の割合で混入する
不死化脂肪由来幹細胞

出典
Kusakawa et al., 
Regen Ther. 2015

Kusakawa et al., 
Regen Ther. 2015

Kusakawa et al., 
Sci Rep. 2015

① Kono et al., Biologicals. 2015
② Hasebe-Takada et al., Regen

Ther. 2016



5.3. 最終製品のヒトにおける生着部位での腫瘍形成能を評価するための試験

生着部位での投与細胞の腫瘍形成能については生着部位での in vivo 造腫瘍性
試験を行う以外に評価方法はない。その場合に考慮すべき点としては、 

a. 試験動物の選択

b. 対照細胞の選択・試験系の検出能力

c. 試験動物の数

d. 試験検体の投与部位と検体中の細胞数及び検体の形態 

e. 観察期間 

f. 投与部位の観察

g. 投与部位の組織学的評価、投与ヒト細胞の同定や生着していたことの確認、 

分化度を示す組織学的評価 

h. 結果の解釈法

などが挙げられる。特に投与部位は、可能な範囲でヒトでの投与部位に相当する
部位を選択することを考慮する。これは、生着部位の微小環境の違いによって腫
瘍形成能や、腫瘍のタイプが異なるおそれがあり、ヒトへの外挿性を考えるときに
問題となる可能性があるためである。



造腫瘍性評価に関する留意点

     造腫瘍性関連試験系は、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 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



標準化に必要なこと

分析能の多施設検証
＆ コンセンサス

製品中に混在する造腫瘍性細胞の高感度検出法の多施設検証

残存ES/iPS細胞
の検出試験法

悪性形質転換細胞
の検出試験法

当部発の様々な
試験法（例）



開発した試験法の多施設検証（官民共同研究）
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品質・安全性に関する国際的コンセンサス形成

CTPs developers, tool providers:

Universities/ Research Centers:

>100 Par1cipants 

>30 Organizations 

CT-TRACS 
Members
(2022 data)

Government & Regulatory bodies:

NGOs / Consortia:

CTPs developers, tool providers:

Courtesy of Dr. Lucilia Mouriès, HESI
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国際実験コンソーシアムにおける培養増幅法（ＨＥＣアッセイ法）の検証①

細胞: 
未分化iPS細胞: 

þ iPSC : þ ChiPSC18
      Number of spiked cells： þ 0 cells     þ 5 cells þ 15 cells

分化細胞 (バックグラウンド細胞):  
þ iCell Cardiomyocytes (FUJIFIRM Cellular Dynamics)

Number of background cells： þ 1 x 106/well, 6 well plate

培養条件 (分散誘導性アポトーシス阻害剤): þ CEPT (Chroman 1, Emricasan, Polyamines, Trans-ISRIB )

ウェル数/試験回数: 2 wells for 0 cells, 4 wells for 5 or 15 cells, x 3 experiments  

施設数 (4施設):                 AstraZeneca,        Imperial College London,         NIHS,         Takeda Pharmaceuticals

Well: Laminin 521-
coated
Medium: Essential 8 Flex 
w/ CEPT

Watanabe et al., Regen Med. (2023) 18(3), 219-227. 

Short Communication

International evaluation study of a highly
ef!cient culture assay for detection of
residual human pluripotent stem cells in cell
therapies
Takeshi Watanabe*,1, Satoshi Yasuda2 , Connie L Chen3 , Louise Delsing4 , Mick D
Fellows5 , Gabor Foldes6,7, Shinji Kusakawa2, Lucilia Pereira Mouriès3 & Yoji Sato2
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Aim & methods: The Health and Environmental Sciences Institute Cell Therapy-TRAcking, Circulation
& Safety Technical Committee launched an international, multisite study to evaluate the sensitivity
and reproducibility of the highly ef!cient culture (HEC) assay, an in vitro assay to detect residual
undifferentiated human pluripotent stem cells (hPSCs) in cell therapy products. Results: All facilities
detected colonies of human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) when !ve hiPSCs were spiked into
1 million hiPSC-derived cardiomyocytes. Spiking with a trace amount of hiPSCs revealed that repeatability
accounts for the majority of reproducibility while the true positive rate was high. Conclusion: The results
indicate that the HEC assay is highly sensitive and robust and can be generally applicable for tumorigenicity
evaluation of hPSC-derived cell therapy products.

First draft submitted: 7 December 2022; Accepted for publication: 23 January 2023; Published online:
28 February 2023

Keywords: cell therapy products • in vitro assay • multisite study • pluripotent stem cells • tumorigenicity

Human pluripotent stem cells (hPSCs) have the potential to revolutionize regenerative medicine. However, the
potential risk of tumorigenicity due to residual undifferentiated hPSCs persisting in the final product remains a
particular concern, because hPSCs are intrinsically tumorigenic and can form teratomas [1,2]. The establishment
of a robust and internationally harmonized methodology to evaluate the contamination of a cell therapy product
with residual undifferentiated hPSCs is needed not only for product developers but also for regulatory authorities
and patients [1].

A minimum number of hPSCs sufficient to induce teratoma in immunodeficient animals varies and depends
on the administration procedure. For instance, the 50% tumor producing dose – that is, a minimal number of
transplanted cells that generated teratomas in 50% of animals – is reported to be about 100 human induced
pluripotent stem cells (hiPSCs) when cells were subcutaneously injected with Matrigel into severely immunode-
ficient mice [3]. On the other hand, 1 × 105 human embryonic stem cells or 2 × 105 hiPSCs were reported to
be needed to induce teratomas when cells were injected intramyocardially [4] or intravenously [5], respectively. In
clinical applications, it is presumed that approximately 109 cells need to be transplanted into a patient to treat
heart failure [6], and for chimeric antigen receptor-based cell therapies, 1010 cells may be administered [7]. The
recommended sensitivity for the detection of residual undifferentiated hPSCs would be different for each product

Regen. Med. (2023) 18(3), 219–227 ISSN 1746-0751 21910.2217/rme-2022-0207 C© 2023 The Authors
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国際実験コンソーシアムにおける培養増幅法（ＨＥＣアッセイ法）の検証②

Watanabe et al., Regen Med. (2023) 18(3), 219-227. 

iPS細胞5個スパイク
（0.0005%）

iPS細胞15個スパイク
（0.0015%）

iPS細胞由来心筋細胞を用いた4施設の検証で、5個のiPS細胞の検出
（0.0005%）が可能であり、真陽性率は繰り返しなしにおいても平均92%
の数値を示した。

培養後のコロニー形成像
（アルカリホスファターゼ染色）

感度と頑健性
を確認。



まとめ

再生医療等製品

– 新しいタイプの製品なので新しいタイプの特性を持つ

– 既存の品質・安全性試験法が適用できるとは限らない

– ヒト細胞を含む製品の場合、免疫拒絶や動物種差があるので非臨床試

験でリスクの重大性を評価することが難しい

– 先端的な（＝経験の浅い）製品なので、これまでの医薬品等にはない新し

いタイプのリスク（例：造腫瘍性）については、リスクの発生確率の予測も

難しい

– 「重要な有害要因（ハザード）」の同定とそれがどの程度低減されている

かがリスク評価の基本

⇒「重要な有害要因」を定量し、最終製品の段階でどの程度低減できて

いるかを測定する方法がないと、実用化は非常に難しい

レギュラトリーサイエンス⇒製品の評価法の開発と検証



1. ウイルス安全性（同種由来 vs. 自己由来）

2. 原材料として供される細胞の特性解析と適格性

3. 細胞基材以外のヒト又は動物起源由来製造関連物質の適格性

4. 細胞基材としてのセル・バンクの樹立と管理のありかた

5. 最終製品の品質の再現性を達成するための包括的な製造戦略、製造工程評価

6. 最終製品を構成する細胞の有効成分としての特性解析

7. 最終製品の必須品質特性の同定と規格設定（最終製品の品質管理）

8. 製法／セル・バンクの変更による新旧製品の同等性の検証

9. 非臨床安全性試験・非臨床POC試験のデザインと解釈

10. 造腫瘍性試験のデザインと解釈 （特にES/iPS細胞由来製品）

11. 最終製品の免疫原性評価

12. 投与細胞の体内での分布・挙動

13. 臨床試験のデザインと解釈

14. 有効性・安全性のフォローアップのあり方

原
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何をどう評価すべきなのか？
再生医療等製品（細胞加工物）の実用化における主な科学的課題



目的に合った酵母を使い分けることで、各品目で高品質な（美味しい）製品を作ることができる

パン酵母

ビール酵母

ワイン酵

母

網膜神経細胞 血球心筋細胞

「高い再現性で品質の高い最終製品（分化細胞）を製造（誘導）する」
という目的に適った素材（例：専用のiPS細胞株）を選択することが重要

「生きた素材」を使った「ものづくり」

「素材へのこだわり」 「至高の素材」「厳選素材」 「選び抜かれた素材」

清酒酵母



Ø より高効率な分化誘導法を開発する

Ø より高効率に分化するiPS細胞を樹立する

Ø 目的細胞に分化しやすいiPS細胞を選別する

ES/iPS細胞由来再生医療製品の品質に影響
（分化抵抗性による未分化細胞の残存など）

分化傾向予測マーカーの同定

→分化誘導前に目的細胞になりやすい株の選択が可能

ヒトES/iPS細胞の分化傾向

ES/iPS細胞は株間で分化のしやすさ（分化傾向）に

大きなバラツキがある

分化傾向のバラツキに対する解決方法



ヒトiPS細胞の三胚葉への分化傾向

Kuroda et al. Nat Commun (2019) 10:2175

ARTICLE

SALL3 expression balance underlies lineage biases
in human induced pluripotent stem cell
differentiation
Takuya Kuroda1, Satoshi Yasuda 1, Shiori Tachi1,2, Satoko Matsuyama1,3, Shinji Kusakawa1, Keiko Tano1,
Takumi Miura1, Akifumi Matsuyama3 & Yoji Sato1,2,4,5

Clinical applications of human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) are expected, but

hiPSC lines vary in their differentiation propensity. For efficient selection of hiPSC lines

suitable for differentiation into desired cell lineages, here we identify SALL3 as a marker to

predict differentiation propensity. SALL3 expression in hiPSCs correlates positively with

ectoderm differentiation capacity and negatively with mesoderm/endoderm differentiation

capacity. Without affecting self-renewal of hiPSCs, SALL3 knockdown inhibits ectoderm dif-

ferentiation and conversely enhances mesodermal/endodermal differentiation. Similarly,

loss- and gain-of-function studies reveal that SALL3 inversely regulates the differentiation of

hiPSCs into cardiomyocytes and neural cells. Mechanistically, SALL3 modulates DNMT3B

function and DNA methyltransferase activity, and influences gene body methylation of Wnt

signaling-related genes in hiPSCs. These findings suggest that SALL3 switches the differ-

entiation propensity of hiPSCs toward distinct cell lineages by changing the epigenetic profile

and serves as a marker for evaluating the hiPSC differentiation propensity.

https://doi.org/10.1038/s41467-019-09511-4 OPEN
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分化傾向の順位付け
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スピアマンの順位相関解析

分化傾向と相関のある遺伝子の同定

未分化状態の
遺伝子発現プロファイル
（マイクロアレイ）

分化傾向の順位

スピアマンの順位相関
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ヒトiPS細胞の分化傾向マーカー SALL3

仮説

外胚葉になりやすい株は中・内胚葉になりにくい

中・内胚葉になりやすい株は外胚葉になりにくい

外胚葉↔中・内胚葉で逆の相関を示す遺伝子

＝機能的に分化に関与



ヒトiPS細胞株におけるSALL3発現

SALL3 mRNA発現量は、ヒトiPS細胞株間で最大5倍程度の差がある。
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253G1 SALL3KD株 EB分化

中胚葉マーカー 内胚葉マーカー
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253G1 SALL3 KD/OE株 心筋分化誘導
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253G1 SALL3 KD/OE株 神経分化誘導
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未分化
iPS 細胞

SALL3High

SALL3Low

分化

神
経
細
胞

網
膜
皮
膚
細
胞
・・・

心
筋
細
胞

肝
細
胞
骨
細
胞・・・

SALL3

外胚葉

中・内胚葉

ヒトiPS細胞はSALL3の発現が高いと外胚葉に分化しやすく、

逆に発現量が低いと中・内胚葉に分化しやすい

小括

SALL3は分化傾向を調節する分岐器（ポイント）の機能を持つ。



DNAメチル化
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Fig. 1. Structures of Dnmt1, Dnmt3a and Dnmt3b.

PCNA, Proliferating Cell Nuclear Antigen-binding domain;

RFT, Replication Foci Targeting domain; CXXC, CXXC

domain; BAH, Bromo-Adjacent Homology domain; PWWP,

PWWP domain; PHD, Plant Homeobox Domain.

複製DNAのメチル化の維持

発生時における新規のメチル化

DNA methyltransferase

エピジェネティクス・・・DNA配列の変化を伴わず、後天的な修飾により遺伝
子発現が制御され維持される仕組み。DNAのCpG配列のシトシンがメチル化
修飾されるDNAメチル化や、ヒストン修飾が挙げられる。

(A)一般的に、DNAのメチル化によって
転写因子の結合が阻害され遺伝子発現
が抑制される
(B)イントロンのDNAメチル化によってトラ
ンスポゾンをスキップする
(C)Gene bodyのDNAメチル化は転写を
促進する（DNMT3B）



SALL3は3種類のDNMTタンパク質のうち
DNMT3Bとのみ結合している

SALL3はDNMT3Bと結合しメチル化活性を調節する
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PROTOCOL 

For the best results, please read the protocol in its entirety prior to starting your experiment. 
 
Starting Materials 

 
Input Amount: The amount of nuclear extracts for each assay can be between 0.2 µg and 10 µg with 
an optimal range of 5 µg to 10 µg. The amount of purified enzymes can be 0.2 ng to 200 ng, 
depending on the purity and catalytic activity of the enzymes. 
 
Nuclear Extraction: You can use your own method of choice for preparing nuclear extracts. Epigentek 
also offers a nuclear extraction kit (Cat. No. OP-0002) optimized for use with this kit. 
 
Nuclear Extract or Purified DNMT Storage: Nuclear extract or purified DNMT enzymes should be 
stored at –80°C until use. 
 

1. Working Buffer and Solution  Preparation 
 

a. Prepare Diluted MK1 1X Wash Buffer: 
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Schematic procedure of the 
EpiQuik™ DNMT 
Activity/Inhibition Assay Ultra Kit 
(Fluorometric) 

Demonstration of high sensitivity and specificity of DNMT 
activity/inhibition assay achieved by using recombinant DNMT1 with 
the EpiQuik™ DNMT Activity/Inhibition Assay Ultra Kit 
(Fluorometric). 

核画分を使ったDNMT活性測定

SALL3KO株の核画分のDNMT活性は
WT株よりも高い

SALL3はDNMT3BのDNMT活性を阻害していることが予想される

SALL3抗体を用いた免疫沈降実験
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DNMT3B発現抑制はSALL3欠損を部分的に補う
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DNAメチル化解析（ビーズアレイ）

Illumina Human methylation 450 Bead Chip

WT vs 253G1 SALL3 KD

DNAサンプル内の個々のCpGサイトを調べるためにデザインされ

た、ターゲット特異的な長鎖プローブ（45万種類）が結合したビーズ
を使用して、バイサルファイト処理したゲノムDNAの定量的ジェノタ
イピングにより測定

SALL3はGene bodyのメチル化に関与することが示唆された
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Pathway -log(P-value) Overlap Molecules

Axonal Guidance Signaling 1.01E-10 18.2 %

(83/457)

ABLIM1, ABLIM2, ADAM11, ADAM19, ADAMTS2,
ADAMTS7, ADAMTS9, ARHGEF6, ARHGEF12,
ARPC1B, BMP4, BMP7, BMP8A, BMP8B, C9orf3,
CDK5, DPYSL5, ECE2, ECEL1, EFNA3, EPHA2,
EPHA8, EPHA10, EPHB1, EPHB2, EPHB3, FZD5,
GDF7, GLI2, GLI3, GNA14, GNAO1, HHIP, KLB,
LIMK1, LINGO1, MYL5, NFATC4, NOTUM, NTF3,
NTN1, NTNG2, NTRK1, NTRK2, NTRK3, PIK3R6,
PITRM1, PLCB1, PLCB2, PLCD1, PLXND1, PRKAR1B,
PRKCA, PRKCB, PRKCG, RHOD, ROBO3, SEMA3E,
SEMA4A, SEMA6C, SHANK2, SLIT1, SRGAP3, SUFU,
TUBA8, TUBA1A, TUBB3, TUBB4A, UNC5A,
UNC5C, UNC5D, VEGFB, WNT1, WNT6, WNT11,
WNT10A, WNT10B, WNT2B, WNT3A, WNT5A,
WNT5B, WNT7B, WNT9B

Neuropathic Pain Signaling 

in Dorsal Horn Neurons

4.61E-07 24.3 %

(28/115)

CAMK1D, CAMK2B, CAMK2D, GRIA3, GRIN1,
GRIN2C, GRIN2D, GRIN3B, GRM1, GRM5, GRM6,
ITPR1, KCNH2, KCNN4, KCNQ2, KCNQ3, KLB,
NOTUM, NTRK2, PIK3R6, PLCB1, PLCB2, PLCD1,
PRKAR1B, PRKCA, PRKCB, PRKCG, SRC

Basal Cell Carcinoma 

Signaling

5.13E-07 29.2 %

(21/72)

APC2, BMP4, BMP7, BMP8A, BMP8B, FZD5, GLI2,
GLI3, HHIP, SUFU, WNT1, WNT6, WNT11,
WNT10A, WNT10B, WNT2B, WNT3A, WNT5A,
WNT5B, WNT7B, WNT9B

Human Embryonic Stem 

Cell Pluripotency

5.12E-06 21.0 %

(30/143)

BMP4, BMP7, BMP8A, BMP8B, FOXO1, FZD5,
KLB, LEFTY1, NODAL, NTF3, NTRK1, NTRK2,
NTRK3, PIK3R6, S1PR5, SMAD6, SPHK1, TGFB1,
UTF1, WNT1, WNT6, WNT11, WNT10A, WNT10B,
WNT2B, WNT3A, WNT5A, WNT5B, WNT7B,
WNT9B

Molecular Mechanisms of 

Cancer

7.97E-06 15.5 %

(61/394)

ADCY2, ADCY4, ADCY9, ARHGEF3, ARHGEF4,
ARHGEF6, ARHGEF12, ARHGEF19, BMP4, BMP7,
BMP8A, BMP8B, CAMK2B, CAMK2D, CDH1, CDK5,
CDK6, CDK20, CDKN2C, CTNNA2, DHH, FOXO1,
FZD5, GAB2, GNA14, GNAO1, HIPK2, IHH, KLB,
LRP1, MAP2K6, MAPK13, PIK3R6, PLCB1, PLCB2,
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WNT5A, WNT5B, WNT7B, WNT9B

パスウェイ解析

SALL3は、発生に重要なWNT関連遺伝子、BMP関連遺伝子のメチル化を制御する可能性が示された



WNT3A, WNT5Aのメチル化
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BMP4のメチル化
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Figure S9. Binding of DNMT3B to gene bodies is regulated by SALL3.

(A)HumanMethylation450K BeadChip analysis of the BMP4 locus (left) and DHH locus (right). 

Top: schematic of a gene locus on the chromosome. Middle: schematic of a CpG island locus in 

two genes depicted by the UCSC Genome Browser. Bottom: methylation score. Gray vertical bars 

highlight CpG island regions (n = 3). Asterisks highlight probes with a significant difference in the 

methylation score between the control and SALL3 knockdown (P < 0.05, t-test). (B) The ChIP-seq 

data of the BMP4 locus (left) and DHH locus (right) are depicted by the UCSC Genome Browser. 

Top track: SALL3 protein binding to genomic regions in 253G1 control shRNA cells. Middle and 

bottom tracks: DNMT3B protein binding to genomic regions in 253G1 control shRNA cells and 

253G1 SALL3 shRNA cells.
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ヒトiPS細胞の神経前駆細胞/神経幹細胞（NPC/NSC）への分化傾向

1

Vol.:(0123456789)

Scientific Reports |          (2024) 14:690   | https://doi.org/10.1038/s41598-023-51082-4

www.nature.com/scientificreports

ROR2 expression predicts human 
induced pluripotent stem cell 
differentiation into neural stem/
progenitor cells and GABAergic 
neurons
Takuya Kuroda 1,2, Satoshi Yasuda 1,2,3, Satoko Matsuyama 1,4, Takumi Miura 1,2,5, 
Rumi Sawada 1, Akifumi Matsuyama 4, Yumiko Yamamoto 6, Masaki Suimye Morioka 6, 
Hideya Kawaji 6,7, Takeya Kasukawa 6, Masayoshi Itoh 6, Hidenori Akutsu 5, Jun Kawai 2,6 & 
Yoji Sato 1,2,3,8,9*

Despite the development of various in vitro differentiation protocols for the efficient derivation 
of specific cell types, human induced pluripotent stem cell (hiPSC) lines have varing ability to 
differentiate into specific lineages. Therefore, surrogate markers for accurately predicting the 
differentiation propensity of hiPSC lines may facilitate cell-based therapeutic product development 
and manufacture. We attempted to identify marker genes that could predict the differentiation 
propensity of hiPSCs into neural stem/progenitor cells (NS/PCs). Using Spearman’s rank correlation 
coefficients, we investigated genes in the undifferentiated state, the expression levels of which were 
significantly correlated with the neuronal differentiation propensity of several hiPSC lines. Among 
genes significantly correlated with NS/PC differentiation (P < 0.01), we identified ROR2 as a novel 
predictive marker. ROR2 expression in hiPSCs was negatively correlated with NS/PC differentiation 
tendency, regardless of the differentiation method, whereas its knockdown enhanced differentiation. 
ROR2 regulates NS/PC differentiation, suggesting that ROR2 is functionally essential for NS/PC 
differentiation. Selecting cell lines with relatively low ROR2 expression facilitated identification of 
hiPSCs that can differentiate into NS/PCs. Cells with ROR2 knockdown showed increased efficiency of 
differentiation into forebrain GABAergic neurons compared to controls. These findings suggest that 
ROR2 is a surrogate marker for selecting hiPSC lines appropriate for NS/PC and GABAergic neuronal 
differentiations.

Human pluripotent stem cells (hPSCs) can di!erentiate in vitro to form all embryonic germ layers, including the 
ectoderm, and self-renew in vitro1. #is may allow for new applications of hPSC in regenerative medicine and 
cell therapy. #ere have been numerous attempts to introduce human induced pluripotent stem cells (hiPSCs) 
to patients, and some of them are being tested in clinical  trials2,3. In addition, numerous clinical-grade human 
embryonic stem cell and hiPSC lines have recently been established as raw materials for cell-based therapeutic 
products (CTPs)4–6. In the case of autologous transplantation where the patient’s cells are used for treatment, 
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1Division of Cell-Based Therapeutic Products, National Institute of Health Sciences, Kawasaki, Kanagawa, 
Japan. 2Life Science Technology Project, Kanagawa Institute of Industrial Science and Technology, Kawasaki, 
Kanagawa, Japan. 3Department of Quality Assurance Science for Pharmaceuticals, Graduate School of 
Pharmaceutical Sciences, Nagoya City University, Nagoya, Aichi, Japan. 4Center for Reverse TR, Osaka Habikino 
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NPC分化予測マーカーの探索方法

神経前駆細胞（NPC）への分化誘導は浮遊培
養法と接着培養法の2種類で行い、両方の分化
方法で共通して相関のある遺伝子を選択する
ことによりNPC分化予測マーカーを同定した。
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10株のhiPSC細胞株のNPC分化誘導（浮遊培養法）

分化しやすさ＝PAX6, SOX1, NESの発現量を元に評価



10株のhiPSC細胞株のNPC分化誘導（接着培養法）
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分化しやすさ＝PAX6, SOX1, NESの発現量を元に評価



NPCへの分化傾向の順位付け

PAX6, SOX1, NESの遺伝子発現を主成分分析(PCA)を行い第一主成分得点（PC1)を

算出し、PC1の高い株をNPC分化傾向の高い株と定義した。
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NPCへの分化予測マーカー候補遺伝子の同定

4

Vol:.(1234567890)

Scientific Reports |          (2024) 14:690  |  https://doi.org/10.1038/s41598-023-51082-4

www.nature.com/scientificreports/

ROR2 is a marker for NS/PC differentiation propensity of hiPSCs
ROR2 encodes ROR2, a WNT receptor protein, which is essential for inducing hiPSC  di!erentiation15. Although 
WNT is reported that intricately regulated in neuronal di!erentiation, it remains unclear whether ROR2 regulates 
NS/PC di!erentiation in hiPSCs. To examine the role of ROR2 in regulating the NS/PC di!erentiation propen-
sity of hiPSCs, we performed loss-of-function experiments by introducing lentiviral vectors containing ROR2 
shRNA into R-2A cells that showed the lowest propensity for neuronal di!erentiation. "ere was a more than 
#vefold di!erence between the highest and lowest expression levels of ROR2 mRNA in the 10 cell lines, with the 
R-2A line showing the second highest expression level (Fig. 3a). "e knockdown (KD) e%ciency of ROR2 in 
ROR2 KD cells was con#rmed by the expression levels of ROR2 transcripts and proteins (Fig. 3b,c). In addition, 
ROR2 KD showed little e!ect on the mRNA expression of the pluripotency markers (OCT3/4 and LIN28A) in 
undi!erentiated hiPSCs (Fig. 3d). Furthermore, when ROR2 KD cells were subjected to NS/PC di!erentiation 
using the two methods, NS/PCs derived from ROR2 KD cells showed signi#cantly higher expression levels of 
NS/PC marker genes (PAX6, SOX1 and NES) than control cells, except for NES in the adhesion culture method 
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Figure 2.  Identi#cation of predictive markers of NS/PC di!erentiation using rank correlation analysis. (a) 
Expression pro#les for NS/PC marker genes were summarized using PCA. "e number indicates the #rst 
principal component score (PC1) of each NS/PC di!erentiation method among the 10 hiPSC lines. (b) "e line 
graph represents the rank of the PC1 score of each NS/PC di!erentiation method among the 10 hiPSC lines. 
**P < 0.01, Spearman’s rank correlation coe%cients. (c) Venn diagrams illustrate identi#ed NS/PC di!erentiation 
propensity markers that indicated statistically signi#cant correlations (P < 0.01, Spearman’s rank correlation 
coe%cients). Positively correlated genes (le&) and negatively correlated genes (right) were identi#ed as candidate 
marker genes with a common correlation between the two di!erentiation methods. All candidate genes of NS/
PC di!erentiation propensity markers are listed in Table 1.

Table 1.  Potential marker genes showing statistically signi#cant correlations.

Adhesion method Suspension method
Positive Negative Positive Negative
Gene rs Gene rs Gene rs Gene rs

THEMIS 0.867 CSPG5 − 0.903 MCOLN3 0.830 ROR2 − 0.842
RRN3 0.830 ROR2 − 0.891 MEG3 0.794 ZNF280D − 0.818

分化傾向と相関のある遺伝子の同定

未分化状態の
遺伝子発現プロファイル
（マイクロアレイ）

分化傾向の順位

スピアマンの順位相関
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ROR2の発現抑制はNPCへの分化を促進する
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ROR2 Knock-down株の
作製（親株：R-2A株）

ROR2
受容体型チロシンキナーゼ。
Wnt5a/Ca2+シグナル伝達に重

要な役割を果たすWnt受容体
であると報告されている。



ROR2KD細胞のNPC分化過程における経時的・網羅的遺伝子発現解析
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ROR2ノックダウン細胞では、神経堤（neural crest）の分化に重要な転
写因子であるZIC1が著しく抑制されていた
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ROR2は分化過程における上皮間葉転換（EMT）に機能的に寄与する

MMP2

FN1

• EMTは神経堤の形成において

重要な役割を果たすことが報告
されている。

• ROR2 ノックダウン株のNPC分
化において、EMT関連遺伝子で

あるMMP2とFN1遺伝子の発現
が抑制された。



まとめ

Ø 2種類のNPC分化誘導法で共通して有意な負相関を示す

遺伝子としてNPC分化予測マーカーROR2を同定した。

Ø ROR2をノックダウンすると、NPC分化が促進されることか

ら、ROR2は機能的にNPC分化に関与し、汎用性が高い

マーカーであることが示唆された。

Ø ROR2ノックダウン株では、NPC分化過程において神経堤

（NC）の分化に重要なZIC1の発現が、著しく抑制されてい

た。

Ø ROR2は分化過程における上皮間葉転換（EMT）を制御す

ることにより、iPS細胞からNPCへの分化に影響を及ぼすこ

とが示唆された。
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