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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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生きた細胞・組織を
用いた再生医療

（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）

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）
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（狭義の再生医療）



細胞加工製品の実用化の課題

Ø 有効性と安全性

Ø 有効性と安全性の確保のための品質のあり方

Ø 品質を確保するための 規格設定・特性解析

Ø 適切な規格・試験法にもとづく製造工程設計・機械化・自動化

Ø 確固とした製造工程設計・機械化・自動化による生産性向上

Ø 生産性向上による収益向上・医療の持続可能性確保

細胞の特性
（＝主成分の特性）
を知らないと、製造時に
何を指標に品質管理した

らよいか分からない！



「製品／原料の不均質性」 and/or 「細胞集団の不均一性」

細胞加工製品の代表的な特性

最終製品のロット間や

原料／中間製品のロット間の

品質のばらつき

最終製品中の個々の細胞の間や

原料／中間製品中の

個々の細胞の間の形質のばらつき

「製品／原料の不均質性」 and/or 「細胞集団の不均一性」



国立医薬品食品衛生研究所
現所在地：川崎市殿町国際戦略拠点（2017年度~）

http://www.tokyo-np.co.jp/article/kanagawa/list/201803/images/PK2018030502100044_size0.jpg
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国立医薬品食品衛生研究所

Ø １８７４年 「東京司薬場」として設立

Ø 日本で最も古い国立試験研究機関

Ø 歴代所長 

  

永松東海（初代）、柴田承桂（2代）、後藤新平（5代）、

長井長義（6代）、田原良純（7・9代）…
  石館守三（16代）、内山充（21代）、寺尾允男（22代）、

首藤紘一（23代）、長尾拓（24代）、
 本間正充（31代・現所長）

ハンセン病治療薬
としての「プロミン」
（グルコスルホン
ナトリウム）の開発

エフェドリン発見者

テトロドトキシン
分離成功

東京帝都復興計画

日本初の世界的
ブロックバスター
循環器病治療薬
「ヘルベッサー」

（塩酸ジルチアゼム）
の開発



150年前 の薬学 vs. 戦後の薬学（～現在）

１８７４年 「東京司薬場」として設立

日本で最も古い国立試験研究機関

歴代所長 

  

永松東海（初代）、柴田承桂（2代）、後藤新平（5代）、

長井長義（6代）、田原良純（7・9代）…
 石館守三（16代）、内山充（21代）、寺尾允男（22代）、

首藤紘一（23代）、長尾拓（24代）、
 合田幸広（30代・現所長）

ハンセン病治療薬「プロミン」の合成
初代東大薬学部長

エフェドリン発見者

テトロドトキシン
分離成功

東京帝都復興計画

世界的ブロックバスター
「ヘルベッサー」（塩酸ジルチアゼム）の開発

麻黄

エフェドリン
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プロミン
（グルコスルホンナトリウム）

ヘルベッサー
（ジルチアゼム）

有効成分・作用主体が同定されて初めて
薬理学や毒性学が始まる

https://yakusoutohana.shop-pro.jp/?pid=135385698
https://taberugo.net/2993


学問としての「再生医学」は今どの段階にあるのか？

「生薬」と 「分離科学／分析化学」（ ⇒ 「近代薬学」「近代薬理学」）の関係

= 「細胞加工製品」 と 「？？？」 （⇒「再生医学」）の関係

細胞加工製品＝「細胞集団」の
「真の有効成分細胞」の同定と、それに基づく「薬理学」は、

どうすれば成立するのか？

多様な化学物質の集合体

複雑・多様な細胞の集合体



学問としての「再生医学」は今どの段階にあるのか？

「生薬」と 「分離科学／分析化学」（ ⇒ 「近代薬学」「近代薬理学」）の関係

= 「細胞加工製品」 と 「？？？」 （⇒「再生医学」）の関係

細胞加工製品＝「細胞集団」の
「真の有効成分細胞」の同定と、それに基づく「薬理学」は、

どうすれば成立するのか？

細胞・細胞集団の不均一性を
理解するための技術領域

多様な化学物質の集合体

複雑・多様な細胞の集合体



細胞集団の「不均一性」を理解するための技術が必要

• 例えば、総細胞数が100万個あっても、そのうち

有効性を発揮するのは1万個しかないという場合もありうる。

• このような不均一性を「見える化」することで、その1万個の細胞がど

のような特性を持つのかを明らかにすれば、

有効性に関連する品質特性（重要品質特性, CQA）を発見しやすくな

る

（・・・と期待できる）



事例

不均一性を「見える化」する技術



幹細胞とは、

①分裂して自分自身をコピーする「自己複製能力」と

②様々な細胞へと変化する「分化能力」を併せ持つ

③「未分化な細胞」

のことです

再生医療・細胞治療と「幹細胞」

提供者（ドナー）の不足などから、細胞があまり増えない臓器（例えば心臓や脳）の細胞は、

治療に必要なだけの生きた分を実際に手に入れるのは簡単ではありません。

「体の外（試験管の中など）で増やせないのか？」

⇒実は、心臓や脳などに成熟する前の細胞（未分化な細胞）は増やすことができます。



再生医療・細胞治療と「幹細胞」

幹細胞

• 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

• 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

多能性幹細胞

体性幹細胞

ES細胞
iPS細胞

造血幹細胞（HSC）
間葉系幹細胞（MSC）
神経幹細胞（NSC）など



MSC（間葉系幹細胞／間葉系間質細胞）の様々な機能
https://www.mdpi.com/2306-5354/8/5/69 を改変

培養MSCを主成分とする細胞加工製品は、様々な疾患を対象に国内外で多数開発中

骨・軟骨への分化
（歯槽骨再生，膝軟骨欠損，膝関節症）

炎症の抑制
（GVHD, ARDS,
痔瘻, 脳損傷）

血管新生
（虚血性疾患）

https://www.mdpi.com/2306-5354/8/5/69


⽣着部位の環境（虚⾎）

虚⾎部位

⾎管新⽣因⼦
(e.g., VEGF)

⾎管新⽣

MSC
間葉系幹細胞

⾎流障害

VEGF（⾎管内⽪細胞増殖因⼦; 
vascular endothelial growth factor）

⾎管新⽣を促すタンパク質です。VEGFが⾎管内⽪細
胞に作⽤すると、細胞の分裂や遊⾛、分化などを誘導
し、その結果、既存の⾎管から枝分かれした新たな⾎
管が形成されます（⾎管新⽣）。
https://oncolo.jp/dictionary/vascular-endothelial-growth-factor

https://oncolo.jp/dictionary/vascular-endothelial-growth-factor


⽣着部位の環境を模した実験条件

VEGFの分泌は細胞ロット間で大きくばらつく

細胞の力価
（ポテンシー）
の指標

Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 

↑
低酸素・グルコースなし



シングルセル・トランスクリプトーム解析
通常酸素分圧

＆通常培地環境下の
骨髄由来MSCs

Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 

個々の細胞の遺伝子発現パターンで細胞を分類

11ロット
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Miura T et al., Stem 
Cells 

Transl Med. 
2023;12:379-390. 

https://doi.org/10.1093/stcltm/szad029


hMSC（ヒト間葉系幹細胞／間葉系間質細胞）の科学

hMSCの⺟集団 =プラトンの⾔う「イデア」としてのhMSC＝『⼀般的なhMSC』

研究で使⽤した
特定ロットのhMSC
（＝特定の検体）

hMSCs                                                                                         …⾻髄由来
hMSC

脂肪組織由来
hMSC

臍帯由来
hMSC

⾻髄由来hMSC
11ロット

統計学では、検体数が多数であれば
「母集団のばらつき」は「検体のばらつき」でに近似できるとされる。

同様に、
「母集団中の細胞の不均一性」は、
「検体に含まれる細胞の平均的な不均一性」に類似していると推定できる。

＝各ロット由来のほぼ同数の細胞のデータを全部合せてからクラスタリングすれば、
「検体に含まれる細胞の平均的な不均一性」 を明らかにすることができる。

そこから「母集団 hMSCの不均一性」の姿が推定できる。



⾻髄由来
hMSC
11ロット

BM-MSCs 
(P5)

通常酸素分圧
グルコース
（＋）

骨髄由来hMSCの母集団は、8個程度の
クラスターに分類できると推定できる

「各ロットの不均一性」が「母集団の不均一性」
からどのくらいズレているかが見える

各ロット
において

各クラスター
に属する

細胞の割合
を計算

（次頁横軸）

⾻髄由来
hMSC

⾻髄由来
hMSC
11ロット

Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 

シングルセル・トランスクリプトーム解析



BM-MSCs (P5)
低酸素分圧
グルコース（─）

（縦軸）

虚血条件下
での

VEGF分泌

（横軸）
各ロット
における

各クラスター
に属する

細胞の割合

Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 

用量-作用曲線！

シングルセル・トランスクリプトーム解析

スピアマン順位相関係数
（＆その有意確率）



BM-MSCs (P5)
低酸素分圧
グルコース（─）

CL３で発現上昇している遺伝子
トップ２０

LRRC75Aは虚血環境下の
VEGF分泌に生理的に寄与

Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 

機能阻害実験！

シングルセル・トランスクリプトーム解析
隠れていた重要品質特性

Critical Quality Attributes 
(CQAs)



hMSC（ヒト間葉系幹細胞／間葉系間質細胞）の科学

hMSCの⺟集団 =プラトンの⾔う「イデア」としてのhMSC＝『⼀般的なhMSC』

研究で使⽤した
特定ロットのhMSC
（ ＝特定の検体）

hMSCs                                                                                         …⾻髄由来
hMSC

脂肪組織由来
hMSC

臍帯由来
hMSC

⾻髄由来hMSC
11ロット

⾻髄由来hMSC
別の 4ロット

↑ 
トレーニングセット

↑
テストセット

仮説
CL3で発現するLRRC75A は、

虚⾎下での hMSC からのVEGFの分泌を制御する
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Cluster 3

Cluster 0

Cluster 1

Cluster 2
Cluster 4

Cluster 5

別セットの⾻髄由来hMSC (BM-MSC) におけるCL3様細胞の同定

scRNA-Seq Analysis for the Test Set 
(4 lines: L15 −L18)

The test set data were merged using 
FindTransferAnchors function with the reference 

set and identified a CL3-like population.

Reference Data Set
(L2−SB1)

Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 
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別セットの⾻髄由来hMSC (BM-MSC) におけるCL3様細胞の同定

correlation

% Distribution of Cells 
in Each Line of the 

Test Set to CL3

VEGF Production in 
Each Line 

(During Ischemia)

L15 L16 L17 L18 L15 L16 L17 L18

BM-MSC lines BM-MSC lines

Spearman’s Rank Correlation 
Coefficient

(% Cell Distribution vs. VEGF 
Production During Ischemia)

% Cell Distribution to CL3

Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 

Cluster 3

Cluster 0

Cluster 1

Cluster 2
Cluster 4

Cluster 5



hMSC（ヒト間葉系幹細胞／間葉系間質細胞）の科学

hMSCの⺟集団 =プラトンの⾔う「イデア」としてのhMSC＝『⼀般的なhMSC』

研究で使⽤した
特定ロットのhMSC
（ ＝特定の検体）

hMSCs                                                                                         …⾻髄由来
hMSC

脂肪組織由来
hMSC

臍帯由来
hMSC

⾻髄由来hMSC
11ロット

⾻髄由来hMSC
別の 4ロット

脂肪組織由来
hMSC 4ロット

↑ 
トレーニングセット

↑
テストセット

仮説
CL3で発現するLRRC75A は、

虚⾎下での hMSC からのVEGFの分泌を制御する
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脂肪組織由来hMSC (AD-MSC) におけるCL3様細胞

Clustser3

scRNA-Seq Analysis for 
AD-MSCs (4 Lines)

Expression of LRRC75A 
in AD-MSCs

Spearman’s Rank Correlation 
Coefficient

(% Cell Distribution vs. VEGF 
Production During Ischemia)

FindTransferAnchors
function 

Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 
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脂肪組織由来hMSC (AD-MSC) におけるCL3様細胞

Clustser3

scRNA-Seq Analysis for 
AD-MSCs (4 Lines)

Suppression of VEGF secretion 
in AD-MSCs by LRRC75A siRNA 

In AD-MSCs,
• CL3-like cells contribute to VEGF production under ischemia.
• The expression of LRRC75A is high in CL3-like cells.
• KD of LRRC75A suppresses the secretion of VEGF.

FindTransferAnchors
function 

Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 



hMSC（ヒト間葉系幹細胞／間葉系間質細胞）の科学

hMSCの⺟集団 =プラトンの⾔う「イデア」としてのhMSC＝『⼀般的なhMSC』

研究で使⽤した
特定ロットのhMSC
（ ＝特定の検体）

hMSCs                                                                                         …⾻髄由来
hMSC

脂肪組織由来
hMSC

臍帯由来
hMSC

⾻髄由来hMSC
11ロット

⾻髄由来hMSC
別の 4ロット

脂肪組織由来
hMSC 4ロット

臍帯由来hMSC
5ロット

↑ 
トレーニングセット

↑
テストセット

仮説
CL3で発現するLRRC75A は、

虚⾎下での hMSC からのVEGFの分泌を制御する
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臍帯由来hMSC (UC-MSC) におけるCL3様細胞

scRNA-Seq Analysis for 
UC-MSCs (5 Lines)

Clustser3

FindTransferAnchors
function 

VEGF Production 
in Each Line 

(Normoxia/Ischemia)

(BM-MSCs)

UC-MSCs

Du WJ, et al. Stem Cell 
Res Ther. 2016;7:163. 

Data from
Another Group

(Normoxia)

Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 
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臍帯由来hMSC (UC-MSC) におけるCL3様細胞

scRNA-Seq Analysis for 
UC-MSCs (5 Lines)

Clustser3

FindTransferAnchors
function 

Expression of LRRC75A in UC-MSCs

Significantly fewer cells express high levels of 
LRRC75A in CL3-like cells.

Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 



hMSC（ヒト間葉系幹細胞／間葉系間質細胞）の科学

hMSCの⺟集団 =プラトンの⾔う「イデア」としてのhMSC＝『⼀般的なhMSC』

研究で使⽤した
特定ロットのhMSC
（ ＝特定の検体）

hMSCs                                                                                         …⾻髄由来
hMSC

脂肪組織由来
hMSC

臍帯由来
hMSC

⾻髄由来hMSC
11ロット

⾻髄由来hMSC
別の 4ロット

脂肪組織由来
hMSC 4ロット

臍帯由来hMSC
5ロット

仮説
CL3で発現するLRRC75A は、

虚⾎下での hMSC からのVEGFの分泌を制御する

CONS
ISTEN

T
CONS

ISTEN
T

↑ 
トレーニングセット

↑
テストセット

CONS
ISTEN

T

VERY LIKELY TO BE TRUE!

VERY LIKELY 

TO BE TRUE!!



Miura T et al., Stem Cells Transl Med. 
2023;12:379-390. 

BM-MSCs (P5)
低酸素分圧
グルコース（─）

CL３で発現上昇している遺伝子
トップ２０

LRRC75Aは虚血環境下の
VEGF分泌に生理的に寄与

隠れていたCQAs

シングルセル・トランスクリプトーム解析

血管新生・VEGF分泌の
再現性を期待するなら、
この細胞集団を確保
できるように製造する



「製品／原料の不均質性」 and/or 「細胞集団の不均一性」

細胞加工製品の代表的な特性

最終製品のロット間や

原料／中間製品のロット間の

品質のばらつき

最終製品中の個々の細胞の間や

原料／中間製品中の

個々の細胞の間の形質のばらつき

「製品／原料の不均質性」 and/or 「細胞集団の不均一性」



再生医療・細胞治療と「幹細胞」

幹細胞

• 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

• 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

多能性幹細胞

体性幹細胞

ES細胞
iPS細胞

造血幹細胞（HSC）
間葉系幹細胞（MSC）
神経幹細胞（NSC）など



「原料として優れたES/iPS細胞」とは？
例）ヒト多能性幹細胞株間における各種細胞への分化傾向（propensity）の差

39

Bock et al. Cell. 2011;144:439-52

ヒトiPS/ES細胞株のセル・バンク
を「未分化性」や「多能性」のみで

品質管理していると、
目的とする細胞への分化効率に

バラツキが生じやすい

そのまま使えるか？

特定の製品製造用の
細胞基材としてのセルバンクでは

「目的に適った分化傾向・分化能」
を品質として管理する必要がある

「多能性」は確かにあるが、
株間で「分化傾向」がさまざま
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「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

ウィスキー酵母

ビール酵母

ワイン酵母

目的に合った酵母（素材）を使い分けることで、各品目で美味しい（高品質な）製品を作ります



https://www.suntory.co.jp/whisky/museum/know/hakkou/iroiro.html
を改変

https://www.suntory.co.jp/whisky/museum/know/hakkou/iroiro.html
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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（目的細胞）を製造する」という目的に適った素材
（例：専用の細胞株）またはその規格を選択する（囲い込む）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

ウィスキー酵母

ビール酵母

ワイン酵母

目的に合った酵母（素材）を使い分けることで、各品目で美味しい（高品質な）製品を作ります

「選択性」の正体
の研究

「選択性」の正体
の研究



品質特性指標
バイオマーカー

医薬品製造分野で言う「重要物質特性」
（重要原料特性，CMA: Critical Material Attribute）

最終目的細胞に再現性高く、高効率に分化するヒト多能性幹細胞
を選抜するための、ヒト多能性幹細胞中の特性指標を探し出し、
重要な原料の特性として原料の規格設定に利用

特性指標となる因子の効率的な探索・検証の手法の開発

では、どうしたら「良い素材」を選ぶことができるのか？

「選択性」の正体
の研究



iPS細胞分化傾向マーカーの探索

未分化なiPS 細胞の
各遺伝子における各株の

• mRNA 発現量の順位
• miRNA 発現量の順位

iPS細胞株
10株

胚葉体

マイクロアレイ解析
(mRNA, miRNA) 分化マーカー遺伝子

のqRT-PCR

バイアスをかけずに
分化誘導

• 外胚葉への分化程度の順位
• 中胚葉への分化程度の順位
• 内胚葉への分化程度の順位

iPS 細胞の各株の分化誘導後の

主成分分析
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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
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外胚葉マーカー:45遺伝子 中胚葉マーカー：56遺伝子 内胚葉マーカー：27遺伝子



iPS細胞分化傾向マーカーの探索

未分化なiPS 細胞の
各遺伝子における各株の

• mRNA 発現量の順位
• miRNA 発現量の順位

iPS細胞株
10株

胚葉体

マイクロアレイ解析
(mRNA, miRNA) 分化マーカー遺伝子

のqRT-PCR

バイアスをかけずに
分化誘導

• 外胚葉への分化程度の順位
• 中胚葉への分化程度の順位
• 内胚葉への分化程度の順位

iPS 細胞の各株の分化誘導後の

スピアマン

順位相関係数

Ectoderm

Correlation MicroArray
(Probes)

miRNA Array
(Probes)

Positive 136 3

Negative 92 3

Mesoderm

Correlation MicroArray
(Probes)

miRNA Array
(Probes)

Positive 35 12

Negative 7 1

Endoderm

Correlation MicroArray
(Probes)

miRNA Array
(Probes)

Positive 9 23

Negative 29 0

主成分分析

Probe sets exhibiting statistically significant (P < 0.05)

A B

C

Ti
c

R
-2

A

A
i-1

00

m
c-

iP
S

A
i-1

03

R
-1

A

R
-1

2A

20
1B

7

25
3G

1

40
9B

2

High Medium LowGene expression

Undifferentiation
(mTeSR1/MG)

Microarray analysis

EB differentiation
(N=6, 16days)

TaqMan Array analysis of
Differentiation marker genes

Principal component analysis

Lineage specific differentiation 
propensity rankGene expression rank

Differentiation 
propensity markers

hiPSC
10 lines

Cell line Ectoderm Mesoderm Endodern
201B7 23.5 1.5 1.2
253G1 23.8 -12.6 -9.5
409B2 -11.8 18.5 9.3
Ai-100 -17.7 0.9 5.6
Ai-103 -18.0 0.2 3.0
mc-iPS 28.5 -32.2 -18.1
R-1A 25.4 -2.5 4.4
R-2A -20.3 41.1 18.4
R-12A -19.1 12.1 -0.4

Tic -14.3 -27.0 -13.8

Differentiation lineage

High Medium Low

1st PC Score

D

Mesoderm EndodermEctoderm

mc-iPS
R-1A
253G1
201B7
409B2
Tic
Ai-100
Ai-103
R-12A
R-2A

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

R
an

k 
of

 1
st

 P
C

 s
co

re

*

Spearman’ s Rank
Correlation

hiPSCs EBs TaqMan array PCA

*

A B

C

Ti
c

R
-2

A

A
i-1

00

m
c-

iP
S

A
i-1

03

R
-1

A

R
-1

2A

20
1B

7

25
3G

1

40
9B

2

High Medium LowGene expression

Undifferentiation
(mTeSR1/MG)

Microarray analysis

EB differentiation
(N=6, 16days)

TaqMan Array analysis of
Differentiation marker genes

Principal component analysis

Lineage specific differentiation 
propensity rankGene expression rank

Differentiation 
propensity markers

hiPSC
10 lines

Cell line Ectoderm Mesoderm Endodern
201B7 23.5 1.5 1.2
253G1 23.8 -12.6 -9.5
409B2 -11.8 18.5 9.3
Ai-100 -17.7 0.9 5.6
Ai-103 -18.0 0.2 3.0
mc-iPS 28.5 -32.2 -18.1
R-1A 25.4 -2.5 4.4
R-2A -20.3 41.1 18.4
R-12A -19.1 12.1 -0.4

Tic -14.3 -27.0 -13.8

Differentiation lineage

High Medium Low

1st PC Score

D

Mesoderm EndodermEctoderm

mc-iPS
R-1A
253G1
201B7
409B2
Tic
Ai-100
Ai-103
R-12A
R-2A

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

R
an

k 
of

 1
st

 P
C

 s
co

re

*

Spearman’ s Rank
Correlation

hiPSCs EBs TaqMan array PCA

*

A B

C

Ti
c

R
-2

A

A
i-1

00

m
c-

iP
S

A
i-1

03

R
-1

A

R
-1

2A

20
1B

7

25
3G

1

40
9B

2

High Medium LowGene expression

Undifferentiation
(mTeSR1/MG)

Microarray analysis

EB differentiation
(N=6, 16days)

TaqMan Array analysis of
Differentiation marker genes

Principal component analysis

Lineage specific differentiation 
propensity rankGene expression rank

Differentiation 
propensity markers

hiPSC
10 lines

Cell line Ectoderm Mesoderm Endodern
201B7 23.5 1.5 1.2
253G1 23.8 -12.6 -9.5
409B2 -11.8 18.5 9.3
Ai-100 -17.7 0.9 5.6
Ai-103 -18.0 0.2 3.0
mc-iPS 28.5 -32.2 -18.1
R-1A 25.4 -2.5 4.4
R-2A -20.3 41.1 18.4
R-12A -19.1 12.1 -0.4

Tic -14.3 -27.0 -13.8

Differentiation lineage

High Medium Low

1st PC Score

D

Mesoderm EndodermEctoderm

mc-iPS
R-1A
253G1
201B7
409B2
Tic
Ai-100
Ai-103
R-12A
R-2A

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

R
an

k 
of

 1
st

 P
C

 s
co

re

*

Spearman’ s Rank
Correlation

hiPSCs EBs TaqMan array PCA

*

A B

C

Ti
c

R
-2

A

A
i-1

00

m
c-

iP
S

A
i-1

03

R
-1

A

R
-1

2A

20
1B

7

25
3G

1

40
9B

2

High Medium LowGene expression

Undifferentiation
(mTeSR1/MG)

Microarray analysis

EB differentiation
(N=6, 16days)

TaqMan Array analysis of
Differentiation marker genes

Principal component analysis

Lineage specific differentiation 
propensity rankGene expression rank

Differentiation 
propensity markers

hiPSC
10 lines

Cell line Ectoderm Mesoderm Endodern
201B7 23.5 1.5 1.2
253G1 23.8 -12.6 -9.5
409B2 -11.8 18.5 9.3
Ai-100 -17.7 0.9 5.6
Ai-103 -18.0 0.2 3.0
mc-iPS 28.5 -32.2 -18.1
R-1A 25.4 -2.5 4.4
R-2A -20.3 41.1 18.4
R-12A -19.1 12.1 -0.4

Tic -14.3 -27.0 -13.8

Differentiation lineage

High Medium Low

1st PC Score

D

Mesoderm EndodermEctoderm

mc-iPS
R-1A
253G1
201B7
409B2
Tic
Ai-100
Ai-103
R-12A
R-2A

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

R
an

k 
of

 1
st

 P
C

 s
co

re

*

Spearman’ s Rank
Correlation

hiPSCs EBs TaqMan array PCA

*



A B

C

Ti
c

R
-2

A

Ai
-1

00

m
c-

iP
S

Ai
-1

03

R
-1

A

R
-1

2A

20
1B

7

25
3G

1

40
9B

2

High Medium LowGene expression

Undifferentiation
(mTeSR1/MG)

Microarray analysis

EB differentiation
(N=6, 16days)

TaqMan Array analysis of
Differentiation marker genes

Principal component analysis

Lineage specific differentiation 
propensity rankGene expression rank

Differentiation 
propensity markers

hiPSC
10 lines

Cell line Ectoderm Mesoderm Endodern
201B7 23.5 1.5 1.2
253G1 23.8 -12.6 -9.5
409B2 -11.8 18.5 9.3
Ai-100 -17.7 0.9 5.6
Ai-103 -18.0 0.2 3.0
mc-iPS 28.5 -32.2 -18.1
R-1A 25.4 -2.5 4.4
R-2A -20.3 41.1 18.4
R-12A -19.1 12.1 -0.4

Tic -14.3 -27.0 -13.8

Differentiation lineage

High Medium Low

1st PC Score

D

Mesoderm EndodermEctoderm

mc-iPS
R-1A
253G1
201B7
409B2
Tic
Ai-100
Ai-103
R-12A
R-2A

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10

R
an

k 
of

 1
st

 P
C

 s
co

re

*

Spearman’ s Rank
Correlation

hiPSCs EBs TaqMan array PCA

*

���

��	

135
probes

��	

92
probes

��	��	 ��	��	

35
probes

7
probes

9
probes

29
probes

��� ���

���

��� ���

SALL3� 


� �
���
�
#���


����
����
�!��
!����
#���

# "�#�

���!�
#���


$��"#����

� �







�

�

��$
����

���
�
��
������

�$!��


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・内胚葉で逆相関を示す遺伝子
＝機能的に分化に関与
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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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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

iPS細胞の分化傾向マーカー SALL3

SALL3は分化傾向を調節する分岐器（ポイント）の機能を持つ。



SALL3の分化傾向決定のメカニズム

SALL3

DNMT3B

Promoter Gene body
M M M M M M

SALL3はDNMT3Bに結合し
Gene bodyメチル化を阻害する

WNT3A, WNT5Aなど

SALL3はDNMT3BのGene bodyメチル化を阻害している。
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AMEDプレスリリース

「目的細胞へのなりやすさ」を予測するための
iPS細胞バイオマーカー（外胚葉 vs. 中・内胚葉）
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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（目的細胞）を製造する」という目的に適った素材
（例：専用の細胞株）またはその規格を選択する（囲い込む）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

ウィスキー酵母

ビール酵母

ワイン酵母

目的に合った酵母（素材）を使い分けることで、各品目で美味しい（高品質な）製品を作ります



「目的細胞へのなりやすさ」を予測するための
iPS細胞バイオマーカー （心筋細胞）

ストラテジー



「目的細胞へのなりやすさ」を予測するための
iPS細胞バイオマーカー （心筋細胞）

iPS細胞株間の心筋細胞への分化のしやすさの違い



「目的細胞へのなりやすさ」を予測するための
iPS細胞バイオマーカー （心筋細胞）

ストラテジー



CAGE (Cap Analysis of Gene Expression)

GTGCGCGTCGAATATCGAT

RNA extraction

CAGE library preparation

Sequence

Data processing 

1. Cap trapper
2. Trehalose extension method
3. CAGE library

Sequencing with the next-generation sequencer

• Quality control
• Statistical variation of the obtained sequence
• Extraction of tag sequences
• Clustering
• Mapping 
• Statistical variation of the mapping result
• Visualization with “genome browser” 
• Statistical analysis Different "transcription start point" 

is used for each cell type

Transcription

Promotor     

耐熱性逆転写酵素やcap-trapper法を組み合
わせて転写物の5'末端から約20塩基のタグ配
列を切り出し、塩基配列を決定する実験技法。



「目的細胞へのなりやすさ」を予測するための
iPS細胞バイオマーカー （心筋細胞）

バイオマーカー候補遺伝子の選定



「目的細胞へのなりやすさ」を予測するための
iPS細胞バイオマーカー （心筋細胞）

ストラテジー



「目的細胞へのなりやすさ」を予測するための
iPS細胞バイオマーカー （心筋細胞）

テストセット（13株）でのバイオマーカー候補遺伝子のバリデーション

テストセットにおいても心筋分化能と発現に相関のある遺伝子CXCL4/PF4を同定



「目的細胞へのなりやすさ」を予測するための
iPS細胞バイオマーカー （心筋細胞）

PF4タンパク質での前処理による心筋細胞分化促進作用

iPS細胞をPF4を含む培地で前処理すると、心筋細胞関連遺伝子の発現が高くなる
＝相関のみならず、心筋分化における機能的な関与を示唆
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理研プレスリリース

「目的細胞へのなりやすさ」を予測するための
iPS細胞バイオマーカー （心筋細胞）
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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（目的細胞）を製造する」という目的に適った素材
（例：専用の細胞株）またはその規格を選択する（囲い込む）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

ウィスキー酵母

ビール酵母

ワイン酵母

目的に合った酵母（素材）を使い分けることで、各品目で美味しい（高品質な）製品を作ります
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浮遊培養法（Suspension）
10株のhiPSC株の神経幹／前駆細胞（NS/PC）への分化傾向の解析（浮遊培養法）

浮遊培養系での分化誘導法を用いてNS/PC分化誘導を行い、NPC細胞マーカーのPAX6, SOX1, NESの発現量をqRT-
PCRを用いて定量した。10株のhiPSC株間においてNS/PC細胞マーカーの発現に違いが認められた。つまり、hiPSC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。
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接着培養法（Adhesion）

接着培養系での分化誘導法を用いてNS/PC分化誘導を行い、NPC細胞マーカーのPAX6, SOX1, NESの発現量をqRT-PCRを
用いて定量した。接着培養法の分化誘導系においても、hiPSC株間においてNS/PC細胞マーカーの発現に違いが認められた。

10株のhiPSC株の神経幹／前駆細胞（NS/PC）への分化傾向の解析（接着培養法）
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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NS/PC分化傾向の高い株と定義した。
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10株のhiPSC株のNS/PC分化傾向の順位



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

２種類の分化方法で共通して有意な相関を示した遺伝子を抽出することにより、神経分化予測マーカーとして信頼性の高い遺伝子
を選別した。その結果、神経分化と有意かつ強い負の相関（P<0.01）を示す遺伝子ROR2を神経分化予測マーカー候補として同定
した。ROR2は、Wntシグナル伝達においてWNTの受容体であると報告されている。

NS/PC分化予測マーカー候補遺伝⼦の同定

負相関：発現が低い株が分化しやす
い

正相関：発現が高い株が分化しやす
い
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10株のROR2発現量 ROR2 Knock-down株の作製
（親株：R-2A株）

ROR2 Knock-down株のNPC分化

Adhesion

R-2A株を親株にレンチウイルスベクターを用いshRNAを導入し、ROR2 Knock-down株を作製した。ROR2 KD株をNS/PC分化
誘導すると、NS/PC分化マーカーが有意に増加した。
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NS/PC分化予測マーカー候補遺伝子ROR2の機能解析



Clariom D array (Control vs ROR2 KD)

Neural crest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 KD株を用いた神経分化過程における経時的・網羅的遺伝子発現解析



ROR2は分化過程におけるhiPSCの上皮間葉転換（EMT）に機能的に寄与する

ROR2 KD株のNS/PC分化期におけるEMT関連遺伝子の発現

Control
or

ROR2 KD

qRT-PCR
MMP2, FN1

ROR2 EMT Neural crest

NPC分化誘導

MMP2

FN1

ROR2はEMT関連遺伝子の発現の活性化

に関与していることが知られている。また、
Neural crestはEMTを経て形成される。

ROR2 KD株の神経分化において、 EMT関連遺伝子であるMMP2およびFN1遺伝子の発現も抑制された。



Ø 2種類のNS/PC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NS/PC分化
予測マーカーROR2を同定した。

Ø ROR2をKnock-downすると、NS/PC分化が促進されることから、ROR2は機能的に
NS/PC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 KD株では、NS/PC分化過程においてNeural crest分化に重要なZIC1の発現が
著しく抑制されていた。

Ø ROR2 KD株では、NS/PC分化期にお
いてEMT関連遺伝子がControl株に比
べて低下していたことから、ROR2は
EMTを介したNS/PC分化とNeural
crest分化の分岐の調節に関与してい
ることが示唆された。

ROR2 に関する結論＆考察

EMT EMT
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「目的細胞へのなりやすさ」を予測するための
iPS細胞バイオマーカー （神経幹細胞／神経前駆細胞）



本日の結論
Ø 細胞加工製品の原料や有効成分である細胞は複雑で不均質・不均一であるため、認識しうる品質特性を

すべて列挙したとしても、製品の有効性や安全性の再現性を保証するための最終製品の重要品質特性

（CQA）や原料の重要物質特性（重要原料特性，CMA）をすべて特定・管理することは、ほぼ不可能。

Ø 細胞加工製品の「真の有効成分細胞」の特定、隠れた特性の理解や、細胞加工製品の原料（例：iPS細

胞）の隠れた特性の理解には、細胞集団内の不均一性（例：MSCの亜集団）や細胞集団間の不均質性

（例：iPS細胞株間）をその効力・有効性にもとづき分類・理解するための新たな科学、言わば 、
Stem Cell Pharmacotaxonomy「幹細胞薬理分類学」 が必要。

Ø 各種のトランスクリプトーム解析や画像解析などに基づき、力価／有効性と関連する細胞亜集団やバイ

オマーカーを同定することは、有効な細胞加工製品の合理的で柔軟かつ再現性の高い製造方法の確立

（確固としたCQA/CMAに基づく規格設定）に役立つと考えられる。

Ø これらは、知財（新規作用機序・有効成分）や薬価（画期性加算・有用性加算）の獲得にもつながりうる。

Ø つまり、細胞加工製品の価値向上、品質や供給の安定性・継続性が期待できるということです。

薬理学のセンスが必要！
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