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“Regulatory Science”

…is the science of developing new tools, 
standards, and approaches to assess the safety, 
efficacy, quality, and performance of all FDA-
regulated products.

FDAが所管するあらゆる製品に関し、その

安全性、有効性、品質、性能を評価するための

新しい手段、標準、手法を開発する科学
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http://www.fda.gov/default.htm


新規医薬モダリティの開発の上で
なぜRegulatory Scienceが必須なのか？

• 技術の進歩により登場する新しいタイプの製品の開発の速さに

評価法の開発が追いついていない

（例：再生医療、遺伝子治療、核酸医薬、ゲノム編集）

• 技術の進歩により新しいタイプの分析ツールが開発されても、

医薬品の評価法として使えるのかどうかがわからない

（例：次世代シーケンサー、シングルセル解析技術、人工知能）

Regulatory Science ⇒製品の評価法の開発とバリデーション（検証）



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？

細胞加工製品
の患者への投与

がん化・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？

細胞加工製品（再生医療等製品）の製造
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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？

がん化・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？

細胞加工製品（再生医療等製品）の製造

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
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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？

細胞加工製品
の患者への投与

がん化・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？

細胞加工製品（再生医療等製品）の製造
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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できるのか？

・・・実はよく知られていない

http://2.bp.blogspot.com/-xsnPuk7ojVw/VhR1rwIx0XI/AAAAAAAAzGk/79JHpBLVr9I/s800/jugyou_wakaranai.png
http://2.bp.blogspot.com/-kYQuinh8aNc/WerLEYmy9zI/AAAAAAABHso/3aazM4jSBFck779MnIVxs83fLtAxg2DCQCLcBGAs/s800/pose_tobokeru_.png


新規医薬モダリティ（再生医療等）の実用化で必要なこと

①「新しい製品には新しい考え方を」
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• 低分子医薬品の毒性
低分子医薬品の体（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

低分子医薬品の毒性 vs.細胞加工製品の造腫瘍性

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
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従来の低分子医薬品の毒性試験における
結果の解釈・意思決定の流れ

試験結果は陰性か?
結果はヒトの臨床に
外挿できるか？*

YES

開発・使用を
中止しない

開発・使用を
中止する

YES

* ＝ヒトと動物の感受性の種間差、ヒトの感受性
の個人差などで生じる不確実さによって、リス
クが小さく見積もられることがないように、安全
係数（不確実係数）が組み入れられているか？

安全性の
推定根拠

「ヒトで陽性」との想定の下、リスクマネジ
メントも考慮した場合、ポテンシャルベネ

フィットがリスクを上回るか？

NO

NO

YES

YES

NO

大量投与（例：臨床量の100倍）

低分子医薬品の毒性試験は、
「動物での結果をヒトでの安全性推定の根拠とし、

臨床試験に進むこと」を期待して実施する 11



細胞加工製品のin vivo造腫瘍性試験における
結果の解釈・意思決定の流れ

「ヒトで陽性」との想定の下、リスクマネジ
メントも考慮した場合、ポテンシャルベネ

フィットがリスクを上回るか？

試験結果は陰性か?
結果はヒトの臨床に
外挿できるか？*

YES YES

開発・使用を
中止する

YES

NO

NO

* ＝ヒトと動物の感受性の種間差、ヒトの感受性
の個人差などで生じる不確実さによって、リス
クが小さく見積もられることがないように、安全
係数（不確実係数）が組み入れられているか？

免疫不全動物（マウス）のサイズがヒト
よりも小さいため、ほぼすべてのケースで、

安全係数が1以下になってしまう

細胞加工製品のin vivo造腫瘍性試験は、
「動物での結果をヒトでの安全性推定の根拠とし、臨
床試験に進む」というポジティブな活用はできない

NO＝陽性＝ハザード有り

限定的投与量（臨床量以下）

開発・使用を
中止しない
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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、異種免疫応答

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
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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
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新規医薬モダリティ（再生医療等）の実用化で必要なこと

②「目的に適った評価法を探す・作る」
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開発・審査のパイオニア期

https://www.pmda.go.jp/files/000205399.pdf

「ヒト（同種）由来細胞・組織加工医薬品等の品質及び安全性の確保に関する指針
に係るＱ＆Ａについて」（平成20年，厚労省審査管理課事務連絡）より

16



TPD50 Fold

Nude 4.0×105 1

NOG 1.3 x 104 25

NOG+
Matrigel 7.9 x 10 5,000

HeLa細胞単独皮下投与試験
（WHO TRS 978で推奨のヌードマウス試験の感度）

after Subcutaneous Administration

50%の確率で腫瘍を形成させるためでも
HeLa細胞が40万個も必要

細胞加工製品の品質・安全性評価
には十分な感度とは言えない

WHO TRS 978: 生物製剤*製造時に細胞基材として用いられる細胞株の品質評価ガイドライン
（*再生医療製品の品質・安全性評価は対象外）

Kusakawa et al., Regen Therapy 2015;1:30-7.
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T細胞 マクロファージ 樹状細胞

B細胞 NK細胞
https://hataraku-saibou.com/character/

ヒト由来の細胞の造腫瘍性を動物実験で確認するには
動物側の免疫拒絶を押さえておく必要がある。

NOD.Cg-Prkdcscid Il2rgtm1Sug/Jicマウス（NOGマウス）は、
（公財）実験動物中央研究所で開発されたマウス系統で、

免疫系の細胞が無いまたは重度機能不全を起こしている
＝ヒトの細胞を移植しても、拒絶反応が少ない

重度免疫不全動物への移植実験

造腫瘍性細胞あり

造腫瘍性細胞なし
ヒト由来細胞

Dong H et al., J Biomed Nanotech.2014;10: 2086-106.
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HeLa細胞単独皮下投与試験（ヌードマウスとの感度の比較）

TPD50 Fold

Nude 4.0×105 1

NOG 1.3 x 104 25

NOG+
Matrigel 7.9 x 10 5,000

after Subcutaneous Administration

Kusakawa et al., Regen Therapy 2015;1:30-7.
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新規医薬モダリティ（再生医療等）の実用化で必要なこと

③「各評価法の能力と限界を知る」
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開発・審査のパイオニア期

https://www.pmda.go.jp/files/000205399.pdf

「ヒト（同種）由来細胞・組織加工医薬品等の品質及び安全性の確保に関する指針
に係るＱ＆Ａについて」（平成20年，厚労省審査管理課事務連絡）より
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分散した細胞を
含んだ軟寒天層

細胞の培養液

軟寒天の層

試験目的：足場非依存的増殖（悪性形質転換細胞）の検出

接着性の正常細胞
・・・足場に接着していないと死んでしまう

がん細胞は、
・・・足場が無くても増える

（寒天は細胞の足場とは
ならないが、細胞の移動
を邪魔する）

従来の方法の検出感度
= がん細胞1個

／正常細胞 1,000個
22



デジタル軟寒天コロニー形成試験：感度向上の取り組み

細胞検体

検体を多数の区画に分ける
（がん細胞が区画あたり1個以下なるように）

↓
軟寒天培養正常細胞（接着性）

がん細胞

高容量の細胞イメージ測定装置
を使ってコロニーを検出

軟寒天培養 & サンプル調製

染色
＆
固定

軟寒天の
中で培養

軟寒天
を溶かす

コロニーを沈降させる

ピンボケ

焦点距離内

オートフォーカス
の範囲

(400μm)

オートフォーカス
の範囲

(400μm)

コロニー発見！

各区画でのコロニーの有無は
デジタルデータ(0 or 1)

として表示できる

沈降後の様子
（蛍光イメージ）

明視野 ミトコンドリア 細胞核

低 S/N 比

高 S/N 比

コンセプト

測定方法

一般に、検出シグナルの強さ（S）と
バックグラウンド・ノイズの強さ(N)

の比率（S/N）が高いほど、感度がよい

Kusakawa S, et al. Sci Rep. 2015;5:17892.



正常細胞中に微量に混在するがん細胞を検出する技術
（1000万分の1の割合で混在するがん細胞を検出することが可能に）

イメージ：

東京都（人口約900万人）の中から1人のゾンビを見つけ出すことが可能な技術
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混在形質転換細胞の検出法の能力と限界

25

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週間またはそれ以上

利点

 直接的

 臨床適用相当部位の微小
環境での造腫瘍性を評価
可能

 安価

 悪性形質転換細胞を単
離・特性解析できる

 悪性形質転換細胞を単離・
特性解析できる

 安価で簡便

 良性も悪性も幅広く不死化
細胞を検出

欠点・
留意点

 費用と時間がかかる
 専用動物施設が必要
 良性不死化細胞検出不能

 造腫瘍性細胞の有無は間
接的に判断

 浮遊系細胞には使えない
 良性不死化細胞検出不能

 造腫瘍性細胞の有無は間
接的に判断

 浮遊系細胞には使えない
 良性不死化細胞検出不能
 イメージスキャナーが高価

 造腫瘍性細胞の有無は間
接的に判断

 （良性と悪性を区別できない）

検出限界
または
検出能力

hMSCに 1/1E+6（0.0001％）
の割合で混入するHeLa細胞
（10個）を17%の確率で検出

hMSCに 1/1E+3（0.1％）
の割合で混入するHeLa細胞

（計算上は0.02％）

hMSCに 1/1E+7（0.00001％）
の割合で混入するHeLa細胞

を検出可能

hMSCに 1/1E+6（0.0001％）
の割合で混入するHeLa細胞。
脂肪由来幹細胞に1/1E+5

（0.001％）の割合で混在する不
死化脂肪由来幹細胞

は検出可能

出典

Kusakawa et al., 
Regen Ther. 2015

Kusakawa et al., 
Regen Ther. 2015

Kusakawa et al., 
Sci Rep. 2015

Kono et al., Biologicals. 
2015&2017 

Hasebe-Takada et al., Regen 
Ther. 2016



http://app.famitsu.com/20140305_328167/

ツールの「能力と限界を知る」ことが大切
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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
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Ito E, et al. Sci Rep. 2019;9(1):1881 大阪大学との共同研究

未分化細胞マーカー分子に対する抗体によるフローサイトメトリーによる評価

ヒトiPS細胞に由来する分化細胞（心筋細胞）に残存・混入する
未分化なiPS細胞（造腫瘍性細胞）の検出方法の開発

28

↑
iPS細胞スパイク実験による

検出限界評価

←未分化細胞マーカー分子に対する抗体
によるiPS細胞の残存評価

iPSC:心筋細胞=1:1,000 (0.1%) の混在を検出未分化iPS細胞 iPS細胞由来心筋細胞



Ito E, et al. Sci Rep. 2019;9(1):1881 大阪大学との共同研究

ヒトiPS細胞に由来する分化細胞（心筋細胞）に残存・混入する
未分化なiPS細胞（造腫瘍性細胞）の検出方法の開発

29

↑

iPSC:心筋細胞=1:100,000
の混在を検出可能

LIN28 mRNA

未分化細胞マーカー遺伝子の発現

遺伝子発現（Real Time qRT-PCR）解析による評価

iPS細胞スパイク実験による
検出限界の評価



Ito E, et al. Sci Rep. 2019;9(1):1881

ヒトiPS細胞に由来する分化細胞（心筋細胞）に残存・混入する
未分化なiPS細胞（造腫瘍性細胞）の検出方法の開発

30

重度免疫不全動物（♂ヌードラット）への1E+7個細胞のシートの移植実験による評価（4カ月）

↑

LIN28 mRNA換算で 0.1%以上
のiPS細胞の混在で、腫瘍形成（＋）

大阪大学との共同研究



混在する未分化iPS/ES細胞の検出法

31

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 GlycoStem-HP法

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

所要時間 12-16週間 １日
3時間以下

（培養上清回収から測定まで）

利点
 直接的
 微小環境での造腫瘍性を評価できる

 短時間・簡便
 個々の細胞を解析

 非破壊的
 簡便
 高スループット

欠点・注意点

 費用と時間がかかる
 専用動物施設が必要
 臨床適用相当部位の微小環境での
造腫瘍性を評価可能

 間接的

 既知のマーカー分子を発現する細胞以
外は検出不能

 ゲーティングが結果に影響

 間接的

 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

 培地成分が結果に影響

LLOD
または
検出力

hRPE2.5E+5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）

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

出典
Kanemura et al., Sci Rep. 2013
Yasuda et al., PLoS ONE. 2018

Kuroda et al., PLoS ONE. 2012 Tateno et al., Sci Rep. 2014

試験法 qRT-PCR Droplet Digital PCR Essential-8/LN521培養増幅法

目的 未分化の多能性細胞の検出 未分化の多能性細胞の検出 未分化の多能性細胞の検出

所要時間 6時間 数時間 約1週間

利点

 迅速
 簡便
 高感度

 迅速
 簡便
 高感度

 直接的
 簡便
 残存iPS細胞の特性解析が可能

欠点・注意点

 間接的

 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

 間接的

 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

 時間がかかる

 スループットが低い

LLOD
または
検出力

hRPE中の
0.002%以下のiPS細胞
（マーカー：LIN28）

ヒト心筋細胞中の
0.001%のiPS細胞
（マーカー：LIN28）

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., PLoS ONE. 2012 Kuroda et al., Regen Ther. 2015 Tano et al., PLoS ONE.  2014



「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」
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目次 １．はじめに
２．本文書の位置づけ
３．用語の定義
４．一般的留意点
５．ヒトES/iPS細胞加工製品のための造腫瘍性関連試験

5.1. 原料・原材料の品質特性解析のための造腫瘍性試験
5.2. 中間製品又は最終製品の造腫瘍性細胞の定量のための試験

5.2.1. 中間製品・最終製品の未分化多能性幹細胞検出試験
5.2.1.1. in vitro試験
5.2.1.2. in vivo試験

5.2.2. 中間製品・最終製品の形質転換細胞検出試験
5.2.2.1. in vitro試験
5.2.2.2. in vivo試験

5.3. 最終製品細胞のヒトでの生着部位での腫瘍形成能を評価するための試験
5.3.1. 試験動物の選択
5.3.2. 対照細胞の選択
5.3.3. 試験動物の数
5.3.4. 細胞投与の部位と投与細胞の数および態様
5.3.5. 観察期間
5.3.6. 投与部位の観察
5.3.7. 投与部位の病理学的評価
5.3.8. 結果の解釈

６．ヒト体細胞／体性幹細胞加工製品のための造腫瘍性関連試験
6.1. 原料・原材料の品質特性解析のための造腫瘍性試験
6.2. 最終製品のための造腫瘍性関連試験の留意点

７．遺伝的安定性に関する一般的留意点
参考文献
表１ 残存する未分化iPS/ES細胞の検出法の詳細
表２ 混入する形質転換細胞の検出法の詳細
参考情報（各種試験法プロトコール）

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

厚生労働省
薬生機審発0627第1号通知，令和元年6月27日

同日付パブコメ回答
もご覧ください

“パブリックコメント”と“造腫瘍性”で検索



Ito E, et al. Sci Rep. 2019;9(1):1881

ヒトiPS細胞に由来する分化細胞（心筋細胞）に残存・混入する
未分化なiPS細胞（造腫瘍性細胞）の検出方法の開発
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重度免疫不全動物（♂ヌードラット）への1E+7個細胞のシートの移植実験による評価（4カ月）

↑

LIN28 mRNA換算で 0.1%以上
のiPS細胞の混在で、腫瘍形成（＋）

→ iPS細胞の
混在を回避する
方法の開発
＝品質確保
（→阪大）

大阪大学との共同研究

・・・国衛研には
別の仕事がある
＝品質評価



検
出
限
界
の
壁

（
0

.0
0

1
%
）

104 105 106 107 108 109

1/104 1/105 1/106 1/107 1/108 1/109

脊髄再生 心筋再生

未分化細胞の
検出限界

移植細胞量

選択的分化細胞傷害性ウイルスベクターによる混在iPS細胞（ハザード）の濃縮

研究の背景及び目的

投与細胞量の多い再生医療製品の品質評価および
実用化には、既存の方法の検出限界を超えた新た
な残存ES/iPS細胞の検出法が必須。

• 定量RT-PCR/LIN28法（検出限界0.002%）
• デジタルPCR/LIN28法（検出限界0.001%）
• 造腫瘍性試験/NOGマウス（検出限界〜0.001%）
• ラミニン521/コロニー増幅法（検出限界0.01〜0.001%）

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、ヒトES/iPS
細胞加工製品においては
残存ES/iPS細胞による造
腫瘍性のリスクが存在す
る。

国立衛研で開発された未分化ES/iPS細胞検出法（～H26）

サンプル中の標的遺伝子のコピー数、培養容器のサイズや、マウス
に投与可能な細胞数などに限界があるため、既存の方法では検出
限界の壁（0.001%）を越えることができない。

• 製品の「実用化」には、ヒトES/iPS細胞の除去・残存
を確認する試験法が不可欠であり、臨床研究開始の
ボトルネックとなっている。

• 神経細胞や心筋細胞のヒトへの移植を想定した場合、
既存の方法では未分化細胞の検出感度が足りない
ことが予想される。

iPS細胞
目的細胞

目的外細胞

残存iPS細胞

分化誘導 純化・精製

原料 中間体 製品

目的細胞を選択的に除去することによる
造腫瘍性未分化細胞の高感度検出法の開発

iPS細胞以外を標的とした細胞傷
害性ウイルスベクターによって選
択的にiPS細胞を残す

残存iPS細胞の選択的濃縮

残存iPS細胞を
高感度に検出可能

網膜再生
角膜再生



ヒトiPS細胞に由来する分化細胞に残存・混入する
未分化なiPS細胞（造腫瘍性細胞）の検出方法の開発
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選択的分化細胞傷害性ウイルスベクターによる混在iPS細胞（ハザード）の濃縮

.. ..

大量の目的細胞（砂場の砂）の中に紛れている iPS細胞（砂場に落とした宝石）を探すのは大変だが、

選択的細胞障害性ウイルスベクターによって目的細胞（砂）を除去すれば、

iPS細胞（宝石）を見つけやすくする

Kono K, et al. Sci Rep. 2019;9:3630
Hirai T, et al. Sci Rep. 2021 in press



iPS細胞

導入遺伝子を強力に発現させるために一般的に用いられている
CMVプロモーターは、ヒト多能性幹細胞では不活化している
(Norrman K, et al., PLoS One. 2010;5:e12413.)

CMVプロモーター下流に自殺遺伝子を挿入したベクター
を作製すれば、残存iPS細胞の選択的濃縮が可能なはず

薬剤応答性
自殺遺伝子

CMV

. .. .

目的細胞

目的外細胞

残存iPS細胞

iPS細胞加工製品

残存iPS細胞の選択的濃縮
（iPS細胞以外の細胞の死滅）

濃縮された残存iPS細胞

.

107個に1個のiPS細胞 10３個に1個のiPS細胞

残存iPS細胞

検出不可 検出可

選択的ウイルスベクター
+ 薬剤

選択的分化細胞傷害性ウイルスベクターによる混在iPS細胞（ハザード）の濃縮

研究の背景及び目的



薬剤応答性自殺遺伝子の選択
単純ヘルペスウイルス1型-チミジンキナーゼ（HSV-TK）遺伝子

HSV-TKは、抗ウイルス薬として汎用されているガンシクロビル（GCV）をリン酸化し、
DNA合成阻害活性を有する毒性物質に変化させるため、このHSV-TK遺伝子を導入された細胞は、
GCV投与によりアポトーシスを起こし死滅する。

【本研究で使用する上での問題点】
・目的分化細胞（心筋細胞）は増殖活性が低下しているので、DNA合成を阻害してもアポトーシス
を起こさない可能性がある

・Bystander effectがある（リン酸化されたGCVはgap junctionを通って隣接細胞にも取り
込まれる）ため、HSV-TKを発現しないiPS細胞にも自殺効果がでる可能性がある

Stasi et al., 2011 N ENGL J MED p.1673-1683

iCaspase 9

ヒトFK506結合タンパク質（薬剤との親和性を高くするために
F36Vの変異が入っている）とCaspase 9の組換え融合タンパク質。
AP1903存在下で二量体化し、Caspase 3を活性化する。活性化
されたCaspase 3はDNAのフラグメント化等を起こし、アポトーシス
を誘導する（細胞増殖は必要ない）

選択的分化細胞傷害性ウイルスベクターによる混在iPS細胞（ハザード）の濃縮

実験材料



Kono K, et al. Sci Rep. 2019;9:3630

ヒトiPS細胞に由来する分化細胞（心筋細胞）に残存・混入する
未分化なiPS細胞（造腫瘍性細胞）の検出方法の開発
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選択的分化細胞傷害性AAVウイルスベクターによる混在iPS細胞（ハザード）の濃縮

未分化細胞マーカーの発現量が高い→
＝残存する未分化な細胞の濃縮を示唆
（未分化マーカー遺伝子のmRNA換算で

数十～数百倍の濃縮）
【注意】古い分化プロトコールでの結果。
臨床用にはさらに残存量を下げている。



ヒトiPS細胞に由来する分化細胞（神経前駆細胞）に残存・混入する
未分化なiPS細胞（造腫瘍性細胞）の検出方法の開発

選択的分化細胞傷害性Adウイルスベクターによる混在iPS細胞（ハザード）の濃縮
Hirai T, et al. Sci Rep. 2021

in press

1%の割合でスパイクしたiPS細胞（測定値0.70%）は、
Ad + AP1943処理で27倍（測定値18.86%）濃縮された。

0.70%

18.86%



ヒトiPS細胞に由来する分化細胞（神経前駆細胞）に残存・混入する
未分化なiPS細胞（造腫瘍性細胞）の検出方法の開発

選択的分化細胞傷害性Adウイルスベクターによる混在iPS細胞（ハザード）の濃縮
Hirai T, et al. Sci Rep. 2021

in press

個々の細胞を見ると、生存細胞の中には未分化マーカー (TRA-1-60, rBC2LCN)で強く染まるもの
（赤枠の中＝iPS細胞）は見つからない。むしろ、マーカーで弱く染まる細胞、つまり

神経前駆細胞に分化途中の細胞 (PAX6(+))と他の細胞種に分化している細胞 (PAX6(-))が濃縮

⇒目的細胞を選択的に殺傷するツールで、iPS細胞だけでなく、ごく微量の非目的細胞の量も評価できる

神経前駆細胞のマーカー

未分化細胞のマーカー

hiPSC-NPC



再生医療の実現化で重要なこと

「有効性・安全性の確保」

「移植細胞（細胞加工製品）の品質の確保」

③「各評価法の能力と限界を知る」
↑

②「目的に適った評価法を作る」
↑

①「新しい製品には新しい考え方を」

レギュラトリーサイエンス（評価科学）
41



ヒトiPS細胞由来移植細胞の臨床応用開始

神戸新聞（2014/9/12 ）

残存iPS細胞／造腫瘍性細胞の検出試験法の開発で貢献NIHSNIHS
42



新規医薬モダリティ（再生医療等）の実用化で必要なこと

④「各評価法の再現性・汎用性を知る」

（標準プロトコールを共有する）

43



細胞加工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バリデーション

CROs

PMDA

厚労省

IABS

その他の国際関連
学会・団体

ICH

WHO

OECD

FIRM- CoNCEPT
FIRM- the Committee for Non-Clinical Safety Evaluation 

of Pluripotent Stem Cell-derived ProducT

MEASURE
(Multisite Evaluation Study on 
Analytical Methods for Non-
clinical Safety Assessment of 

HUman-derived 
REgenerative Medical Products)

NIHS

D
is

cu
ss

io
n

s

製薬協

日本

再生医療
学会

研究開発代表者：
佐藤陽治（国衛研)

研究開発協力者

FIRM-CoNCEPT
加盟企業
または
CRO

委託費

研究開発
補助者

D
at

a
D

at
a

HESI

ISCT

試験統括機関（研究開発分担者）

アステラス製薬
大日本住友製薬
富士フイルム
武田薬品工業

テルモ
協和キリン(FY2016-19) Data
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Health and Environmental Sciences Institute 
Developing science for a safer, more sustainable world

Regulatory bodies: Universities/ Research Centers:

Gov./Consortia/NGO: Developers (Therapies and Tools), CROs:

NGO Personalized Medicine 
and Healthcare

(CT-TRACS Multi-Sector Membership, as of Novembr 2020)

Committee members and collaborators from 

> 25 organizations across EU, Japan and USA.

HESI CT-TRACS Membership
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Cytotherapy 2019;21：1095-1111

HESI CT-TRACS 造腫瘍性ワーキンググループのポジションペーパー

Tumorigenicity Assessment of Cell Therapy Products:
The Need for Global Concensus and Points to Consider
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欧州医薬品庁（EMA）非臨床安全性部会の座長



「規制」は開発を妨害するか？

新規医薬モダリティの開発・薬事承認における課題

• 有効性・安全性

• 有効性・安全性を確保するための品質のあり方

• 品質を確保するための規格設定

ルールがなければ、何を、どうやって、どこまで示せば

十分なのか、開発側にも審査側にも分からない

「ルールなくして製品なし」
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