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加齢黄斑変性は先進国における 60歳以上の失明原因の第一位であり、本邦でも人口の高

齢化、生活習慣の欧米化に伴い、急速に発症頻度が増加している疾患である。統計では、

現在本邦における視覚障害原因の第４位を占め、この 15 年間で最も顕著に増加した疾患
（4.9％→9.3％、1.97倍）として挙げられている（厚生労働科学研究	 難治性疾患克服研究
事業、網膜脈絡膜・視神経萎縮症に関する研究	 研究報告書、P99-103、平成 20年 3月）。
病状が進行すれば中心視野が障害され、就労が困難になることも多く、社会的損失が非常

に大きい疾患である。近年、光線力学的療法や抗血管内皮細胞増殖因子（VEGF）薬の開発
により、病状の悪化をある程度抑制することが可能となった。しかし、これらの治療はあ

くまで対症療法であり、短期的には効果的であるものの数ヶ月で再発・増悪することが多

い。そのため、2-3ヶ月おきにレーザー照射や硝子体注射が必要であり、これは眼内感染症
の危険性を伴うのみならず、医療費の増大という社会的問題にもつながっている。 
そこでわれわれは、上記のような対処療法ではなく、加齢黄斑変性の発症・進展メカニ

ズムに基づいた根治療法の開発、ひいては１次予防法を確立することを長期目標として研

究を続けている。 
加齢黄斑変性を広義の炎症性疾患とてとらえる考え方は、研究の発展とともに世界的に

受け入れられてきている。代表的なものとしては、補体因子 Hや Toll-like receptor 4など
の一塩基多型が加齢黄斑変性の発症と有意に相関するというものが挙げられる（Science 
2005, .Proc Natl Acad Sci USA 2005）。われわれはこれまでに、加齢黄斑変性巣に集積し
ているマクロファージが酸化リン脂質を認識するスカベンジャーレセプターを発現してい

ること（図 1）（Kamei et al, Invest Ophthalmol Vis Sci 2007）、網膜内の酸化リン脂質量
が年齢とともに増加しており（図 2）、加齢黄斑変性眼では年齢をマッチさせた正常眼に比
べ有意な増加が見られること（図 3）（Suzuki et al, Molecular Vision, 2007）を報告した。



 
図 1．加齢性黄斑変性病巣における、酸化リポ蛋白に対するスカベンジャーレセプターの発現	 

図 2．ヒト網膜内酸化リン脂質	 	 図 3 正常眼と加齢黄斑変性眼における

網膜内酸化リン脂質の比較	 
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さらに、光照射により網膜内の酸化リン脂質、MCP-1（monocyte chemoattractant 
protein-1）がともに有意に(p<0.001)増加していることが免疫染色、ELISAで判明した。そ
れらの増加は 2ヶ月マウスと比べ、12ヶ月マウスで著明であった（図 4）。そして、in vitro
でも ARPE-19（不死化網膜色素上皮細胞）における MCP-1 の発現は、添加酸化リン脂質
の容量に依存して上昇を認めた。最終的にMCP-1の発現誘導を介して、マクロファージの
集積が見られることを見出し、網膜下酸化リン脂質投与による脈絡膜新生血管の誘導に成

功した（図 5）。 

 
図 4．光照射によるマウス網膜内の酸化リン脂質 

 
図 5．網膜下酸化リン脂質投与による脈絡膜新生血管の誘導 



酸化されていないリン脂質の投与や、MCP-1あるいはそのレセプターである ccr-2のノ
ックアウトマウスへの投与では、脈絡膜新生血管は生じなかったことより、酸化リン脂質

がMCP-1の発現を介してマクロファージ集積、脈絡膜新生血管を誘導している可能性を示
唆できた（図 5）。さらに、光ストレス動物モデルの作成・解析を行なったところ、光照射
でマイクログリアが誘導され、慢性炎症を惹起することがわかった。照射条件としては、

連続照射は低照度でも１ヶ月で組織損傷が見られ、３ヶ月で高度となった。１~３日の交互
照射では、大差はなかったが、２日毎のパターンが最も酸化ストレス誘導から慢性炎症を

惹起していた。そして、低照度長期間（4-6ヶ月）光照射により、実際のヒトの病態に類似
した加齢黄斑変性動物モデルを確立した（図 6）。 

 

 
図 6．照度長期間光照射による脈絡膜新生血管誘導 
 
そして、MCP-1（monocyte chemotactic protein-1, 別名 CCL2）、および、そのレセプ

ターである CCR2 のノックアウトマウスを用いると、低照度長期間光照射をおこなっても
脈絡膜新生血管が生じなかったことより、MCP-1 が CNV の発生に重要な役割を担ってい
ることを報告した（Suzuki M, Kamei M, et al. J Cell Sci., 2012）。 

そこで、CCR2 の阻害剤である INCB3344 による、CNV 抑制および退縮の効果を検討
した。INCB3344 投与によりレーザー誘導 CNV の平均面積は INCB3344 投与眼で対象眼
に比べ 42.4%抑制されていた（図７）。そのメカニズムを明らかにするため、病巣へのマク
ロファージの集積を評価し、INCB3344 投与により、レーザー照射早期のマクロファージ
集積が有意に抑制されることを見出した。そして、更にその下流のメカニズムを明らかに

するため、VEGF の発現を評価したところ、マクロファージの集積抑制に伴い、VEGF の
mRNAとタンパク量がともに低下していることが判明した（図 8）（Xie, Kamei, et al. PLoS 

ONE, 2011）。 
 
 



 
図 7．CCR2の阻害剤による脈絡膜新生血管抑制 
 

 

 
図 8．CCR2の阻害剤によるマクロファージ集積抑制、VEGF発現抑制 
 



 
 
さらに、実際の臨床を想定すると、CNVは既に発達してから、患者は受診するので、完

成後の CNVを抑えることができるかが重要になってくる。我々は蛍光眼底造影を用いた実
際の臨床に類似した評価を行ない、長期光照射誘導 CNVにおける CNVサイズは、溶媒投
与の対照群では変化なかった（102%）が、INCB3344投与群では有意な縮小（70.4%、p<0.001）
することが判った（図 9）。これらの結果から、Ccr2アンタゴニストである INCB3344は、
脈絡膜新生血管の発生抑制と退縮効果があることが示され、滲出型加齢黄斑変性の新たな

治療薬になる可能性が示唆された。 

 

 

図 9． 
 
このような成果から、光酸化ストレス→リン脂質酸化→MCP-1上昇→マクロファージ誘

導→VEGF 等分泌→加齢黄斑変性発症（滲出型）と言う機序が存在する可能性を示し、酸
化ストレスや慢性の炎症反応の抑制が、根治療法につながると考える（図 10）。 



 

図 10．発症メカニズムに基づく根治療法の開発 
 
また、加齢黄斑変性の発症には、補体などの免疫系の異常や肺炎クラミジアなどの全身

感染症の関与も報告されているので、我々は、微生物感染によって引き起こされる全身の

免疫系の変化が、AMD発症に関与しないかどうかを、実験的脈絡膜新生血管（CNV）モデ
ルを用い、グラム陰性菌の細胞壁外膜の主要成分であるリポポリサッカライド（LPS）の事
前腹腔内投与の影響を検討した。その結果、低用量の LPS事前投与を行ったマウスの CNV
サイズは、コントロールと比較して有意に減少することを見出した。加齢黄斑変性では肺

炎クラミジアの血中抗体価が高いという報告が複数あることより、当初われわれは、LPS
腹腔内投与により CNV形成が促進されるだろうと予測していた。しかし、実験結果は反対
に、低容量の LPS事前腹腔内投与により、実験的 CNVは有意に抑制された（図 11）。 

 
図 11．低容量 LPS事前腹腔内投与による脈絡膜新生血管抑制 



われわれは、そのメカニズムとして、LPSトレランスが関与しているのではないかと考
えた。そこで、LPS トレランスに関与する主要な分子として報告されている抑制性サイト
カイン・IL-10 に注目した。その結果、LPS 投与後の血中 IL-10 濃度、腹腔マクロファー
ジ・眼内マクロファージでの IL-10発現は有意に上昇していることが判った。そして、IL-10
中和抗体の投与により LPSによる CNV縮小効果は抑制され、さらに、LPS投与マウスか
らの腹腔マクロファージ移入により、無処置マウスにおいても CNVは抑制されることを見
出した。結論として、低用量 LPSの事前投与は、マクロファージの IL-10発現上昇を介し
て CNV形成を抑制すると言える。 
これらのことより、眼局所に限らず、全身における何らかの感染の既往は、CNVを生じ

にくくする可能性があると考えられる。明らかな自覚症状がなくても、subclinical な微生
物感染が、全身の免疫系に様々な変化を起こしうることは様々な報告がある。実際に、多

くの自己免疫疾患やアレルギー疾患、ある種の悪性腫瘍などは、何らかの微生物感染によ

る免疫系の異常・撹乱が、疾患発症に関係する可能性があると報告されている。 

 
図 12．LPS腹腔内投与後の腹腔マクロファージ・眼内マクロファージでの IL-10発現 

 
図 13．LPS投与マウスからの腹腔マクロファージ移入による脈絡膜新生血管抑制 
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または厚生労働省の現在の公式な見解だとは限りません

＜一般論＞ 
ES細胞を用いた再生医療・細胞治療の問題

1)  ES細胞はヒトの胚を壊して取り出したものからつくる⇒ 「倫理的問題」

2)  ES細胞は他人由来の細胞　⇒ 「拒絶反応」の問題

3)  ES細胞は移植後に「がん化」する可能性がある

4)  ES細胞は「クローン技術」が応用可能な点も注意

5)  目的とする細胞種への「効率的な分化誘導方法の開発が必要」

ES細胞を実際に再生医療・細胞治療に使うには、
これらの問題を克服する必要がある

 
2008年4月10日　第45回細胞治療・遺伝子治療諮問委員会（CTGTAC Meeting #45）　 
ヒトES細胞による細胞治療 
!非臨床安全性と患者のモニタリングに関する留意点! 
 http://www.fda.gov/ohrms/dockets/ac/08/briefing/2008-0471B1_1.pdf

!  BACKGROUND　（背景） 
!  Properties of Human Embryonic Stem Cells　（ヒトES細胞の特徴） 

!  PRODUCT CONSIDERATIONS　（製品の留意点） 
!  PRECLINICAL CONSIDERATIONS　（非臨床における留意点） 

!  Animal Models for Preclinical Testing of hESC-derived Cellular Products　（hES細胞製品の非臨床動物モデル） 

!  Immunological Tolerance to Cells of Human Origin　（ヒト由来細胞に対する免疫学的耐性） 
!  Selecting Cell Dose Levels and Starting Cell Populations　（投与量と初回投与細胞集団の選択） 
!  Selecting Site of Cell Administration　（投与部位の選択） 
!  Impact of the Host Microenvironment　（レシピエントの微小環境の影響） 
!  Determining Study Duration　（観察期間の設定） 
!  Safety Assessment　（安全性評価） 

!  CLINICAL CONSIDERATIONS　（臨床における留意点） 
!  DRAFT ADVISORY COMMITTEE DISCUSSION QUESTIONS　（討議すべき課題） 

1.  Inappropriate Differentiation/Tumorigenicity　（不適切な分化／造腫瘍性） 
2.  Characterization of hESC-Derived Cellular Preparations　（hES細胞製品の特性評価） 
3.  Patient Monitoring　（患者のモニタリング） 

 
2011年1月14日採択　CAT（先端医療委員会）　    　　　　 
幹細胞利用医薬品に関する注意点 
Reflection paper on stem cell-based medicinal products 
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2011/02/WC500101692.pdf

1.  Introduction (background)　（背景） 
1.1. Definition and identification of stem cells　（幹細胞の定義と実体） 
1.2. Characteristics of different stem cell types　（細胞種の性質の違い） 

2.  Quality considerations　（品質に関する留意点） 
2.1. General　（一般的留意点） 
2.2. Starting materials  （出発原料） 
2.3. Manufacturing process　（製造工程） 
2.4. Process validation  （工程評価） 
2.5. Characterisation and quality control　（特性評価と品質管理） 

 2.5.1. Identity  （同一性） 
 2.5.2. Purity  （純度） 
 2.5.3. Potency  （力価） 
 2.5.4. Tumourigenicity and genomic stability　（造腫瘍性・遺伝的安定性） 

 
2011年1月14日採択　CAT（先端医療委員会）　    　　　　 
幹細胞利用医薬品に関する注意点（続き） 
Reflection paper on stem cell-based medicinal products 
http://www.ema.europa.eu/docs/en_GB/document_library/Scientific_guideline/2011/02/WC500101692.pdf

3.  Non-clinical considerations　（非臨床での留意点） 
3.1. Animal models  （動物モデル） 
3.2. Biodistribution and niche　（体内分布と微小環境） 
3.3. Tumourigenicity　  （造腫瘍性） 
3.4. Differentiation in vivo　（体内での分化） 
3.5. Immune rejection and persistence　（免疫学的な拒絶と耐性） 

4.  Clinical considerations　（臨床での留意点） 
4.1. Pharmacodynamics （薬力学，作用機序） 
4.2. Pharmacokinetics　  （薬物動態学，体内動態） 
4.3. Dose finding studies （用量設定試験） 
4.4. Clinical efficacy　  （臨床的有効性） 
4.5. Clinical safety　  （臨床的安全性） 
4.6. Pharmacovigilance　（ファーマコビジランス） 



2010年1月　ヒトES細胞由来のオリゴデンドロサイトによる筋萎縮性側索硬化症（ALS）治療の 
臨床試験開始（米国Geron社）

　 

　

⇒　このあと、2011年11月に経済的理由で中止

第1 相臨床試験計画 

!   オープンラベル
!   投与部位：　T3-T10 領域  
!   投与細胞数：　2ｘ106 個 
!   損傷後 7-14 日目の投与    
!   タクロリムスによる一時的な免疫抑制 （60日目には離脱） 

"  一次エンドポイント：安全性 
"  二次エンドポイント：有効性（ASIA Sensory Score, Lower Extremity Motor Score） 
"  MRIスキャンも実施 
"  5年間は定期的通院で、続く9年間は電話でのフォローアップの予定 

 
 
 臨床試験中間報告（2011年10月11日 Geron社発表）　 
  
!  投与された4名に関する安全性データ（投与後最短30日、最長1年間の時点） 
!  術中・術後の合併症無し 
!  投与又はGRNOPC1と関連する有害事象なし. 
!  タクロリムスと関連するマイルドな有害事象は数件 
!  MRIによれば、脊髄中の損傷部位における嚢胞の兆候は無し 
!  予期しない神経学的変性は無し 
!  GRNOPC1に対する免疫反応の兆候も無し ヒトES細胞由来の網膜色素上皮細胞による網膜疾患治療の臨床試験開始 

（米国Advanced Cell Technology社）

ヒトES細胞由来の網膜色素上皮細胞による網膜疾患治療臨床試験中間報告 
（米国Advanced Cell Technology社, 2012年1月）

http://saypeople.com/2012/01/23/embryonic-stem-cells-
successfully-used-in-the-treatment-of-blindness/

#axzz1rYbrQ28c



（続き）

http://www.advancedcell.com/documents/0000/0423/act-corporate- 
presentation--mesa-meeting---october-2012.pdf

Preclinical - Examples

Preclinical  
Survival in the Subretinal Space of NIH-III Mice

Survival 
Time 

(weeks) 

Total 
Number of 
Animals 

Number of Animals 
with Human Cells 
Found in the Eye 

% of Animal with 
Human Cells 

Surviving in the Eye 

4 26 26 100% 
8 19 19 100% 

12 28 28 100% 
36-40  52 48 92% 

No tumours in animals injected with 5-10x104 RPE cells spiked with  
either 0.01%, 0.1%, or 1% undifferentiated hECSs

http://www.advancedcell.com/documents/0000/0423/act-corporate- 
presentation--mesa-meeting---october-2012.pdf

Phase I – Clinical Trial Design

“Data & Safety Monitoring Board”



Preliminary Results

http://www.advancedcell.com/documents/0000/0423/act-corporate- 
presentation--mesa-meeting---october-2012.pdf

Absence of teratoma formation

!  Spectral domain optical coherence tomography 
 スペクトラルドメイン光干渉断層撮影 

!  High resolution digital fundus photography 
 高分析能デジタル眼底撮影 

!  Autofluorescence imaging 
 自家蛍光イメージング 

!  Fluorescein angiography 
 蛍光眼底血管造影

Preliminary Results - Structural

http://www.advancedcell.com/documents/0000/0423/act-corporate-presentation--mesa-meeting---october-2012.pdf

Preliminary Results - Functional

http://www.advancedcell.com/documents/0000/0423/act-corporate-presentation--mesa-meeting---october-2012.pdf

Current Safety Profile

http://www.advancedcell.com/documents/0000/0423/act-corporate-presentation--mesa-meeting---october-2012.pdf



CGH 法を用いた造腫瘍性試験について  

 
国立成育医療研究センター 

梅澤	 明弘 
 
はじめに 
細胞・組織加工医薬品の形質転換を検証する手段として造腫瘍性試験がある。

形質転換がどの程度であり、それが再生医療の受益者である患者の利益と不利

益のバランスを考慮に入れた場合に、許容できるかどうかは個々の事象として

判断することになる。もちろん、その際に、患者に承諾（インフォームド・コ

ンセント）を得ることは不可欠であるが、医師が実際の判断をする際に大きな

役割を果たすことには違いない。現時点までに、培養した細胞を移植すること

で、細胞を移植された患者に腫瘍が発生したという報告はない。これは、樹状

細胞移植、皮膚線維芽細胞移植、間葉系細胞移植、骨髄間質細胞移植、軟骨細

胞移植、角膜への上皮細胞移植を問わず、癌化の報告はない。移植する細胞を

培養することのない骨髄移植および臍帯血移植において、ドナー細胞が白血病

化したという報告はあるものの、その頻度が決して高くないことから造血幹細

胞移植は、変わらぬ高い評価を受けている。前述した「細胞培養が、癌化への

一歩を進むことと」と「現実に施行されている細胞移植にて癌化が報告されて

いないこと」は矛盾する内容であるが、培養過程によるリスクを正確に捉え、

再生医療・細胞移植を進めることが肝要となる。 
 
移植されるべき間葉系細胞の検証は、後の医療評価の際に重要な意味をもつ。

特に安全性に関して、かなりなレベルまで要求される。基本的にいずれの検証

（バリデーション）も産業界、特に検査業務を担う企業、が受け持つことが効

率を考えても有効である。「ヒト細胞は培養過程で癌化するか？生体内に戻した

後に癌化するか？」という細胞移植にかかわる問題が間葉系幹細胞にも当ては

まる。培養細胞における形質転換でみられる、具体的な変化は教科書レベルで

記載されている。これは、個体における癌が、培養細胞で検討することが盛ん

であった 1980年代前半における癌遺伝子研究による。また、形質転換という言
葉は、培養細胞における癌化と理解してください。培養細胞の形質転換では、

表にあげる変化がみられる。特に、免疫不全動物への培養細胞の移植は、形質

転換の生体におけるアッセイでも最も大事である。免疫不全動物は、ヌードマ

ウスを使用することになるものの、NOD/SCIDまたは NOD/SCID/IL-2受容体γ
欠損マウス（NOGマウス）にする必要があるかどうかのコンセンサスは得られ



ていない。移植する場所は、皮下が一般的であるが、各臓器に移植することも

可能である。また、腫瘍化過程にテロメレース活性の出現、つまり hTERT遺伝
子発現は必要不可欠である。hTERT遺伝子の発現が必要でない場合も確認され
ているが、hTERT遺伝子が腫瘍化過程の第一歩であることは間違いないことよ
り、将来的には細胞評価の必須な項目になることはあり得る。 
 
近年、幹細胞を応用した再生医療は実現化に向け動き始めている。米国ではヒ

ト ES細胞製剤を用いた臨床試験が開始され、2010年 10月 11日、Geron社が
ES 細胞由来のオリゴデンドロサイト前駆細胞製剤「GRNOPC-1」の臨床試験
を脊髄損傷の患者を対象に開始した（翌年経営上の理由で撤退）。2012 年 1 月
23日、Advanced Cell Technology社は、2011年に始めた ES細胞により作製
した網膜細胞を用いて加齢黄斑変性症およびスタッガード病の視力を回復させ

ることに成功したという研究成果を、イギリスの医学誌 Lancet に発表した 1)。

我が国でも現在臨床研究計画が進められている。ヒト幹細胞を臨床応用する上

で安全性の確保は、重要な課題の一つである。特に長期間培養を継続する際、

それに伴う細胞の形質変化、ゲノム構造変化などの有無を調べることは非常に

重要である。我々は投与する細胞が形質転換を起こしていないか、腫瘍化して

いないかを調べるツールとして、従来の核型分析試験よりも少ない日数・低コ

ストで実施可能なアレイ CGH解析が有用であると考え検証試験を開始した。 
 
１．アレイ CGH 法とは 
CGH 法 (Comparative Genomic Hybridization： 比較ゲノムハイブリダイゼ
ーション) は、1992 年に Kallioniemi らが、Science 誌で発表した方法であり
2)、FISH 法(Flourescence In Situ Hybridization) 3)を応用し、全染色体を対象

として、ゲノム DNA が増幅 (gain)、欠失 (loss) した領域を調べる方法である。
アレイ CGH 法は、マイクロアレイと CGH 法を組み合わせることで、ハイス
ループットに目的遺伝子、ゲノム DNA領域のコピー数変化の検出を可能にした。
特に、高密度マイクロアレイの登場により、染色体上の約 2kb ごとの位置にプ
ローブが配置できるようになり、解像度が格段に向上した。 

 
アレイ CGH法は、微細ゲノム異常の探索を可能にする技術であり、ゲノムコピ
ー数異常に起因する疾患の病態解明の糸口となる微細ゲノム異常の発見に威力

を発揮している。また、既知の染色体異常症やがんの遺伝子・染色体診断にも

応用されている。FISH法や核型分析では発見できない微細な染色体異常を検出
することができ、また定量 PCR では 1 回の実験でカバーしきれない網羅性で、
全ゲノム領域を解析することができる点がアレイ CGH最大のメリットである。 



 
２．アレイ CGH法手順 
ここでは、Agilent Technologies社 Human Genome CGH マイクロアレイを用
いた標準的な手順について述べる 4)。解析対象サンプル、比較したい正常コント

ロールサンプルをそれぞれ用意し、制限酵素 AluⅠ、RsaⅠを用いて短いサイズに
断片化する。その後ランダムプライマーと Exo-Klenow を用いた反応により、
解析対象サンプルを Cyanine-5(Cy5)という赤い蛍光色素でラベル化し、比較し
たい正常コントロールサンプルをCyanine-3(Cy3)という緑の蛍光色素でラベル
化する。遺伝子領域を中心としたゲノム配列のプローブが網羅的に搭載されて

いるスライドグラス上で、両サンプルの競合的なハイブリダイゼーションを行

う。各プローブの蛍光強度を専用スキャナーを用いてスキャンし、Feature 
Extraction ソフトウエアを用いて蛍光強度を数値に変換し、正規化を行い、対
数表示させ染色体の位置ごとに並べ直す。その後、Genomic Workbenchソフト
ウエアを用いてゲノムコピー数の異常の有無を検出する。実験概要とフローを

（図 1）に示す。 
 
３．ゲノムコピー数の異常の検出 
Genomic Workbench ソフトウエアでは、ADM-2 (Aberration Detection 
Method-2)アルゴリズム 5)を用いた解析が推奨されている。ADM-2 は Window
幅が可変で Log2Ratio の変化が大きい領域を検出できるという特徴を持ってい
る。これは、Homozygous Deletionのように大きな Log2Ratioの変化が起きて
いれば 1プローブでも検出できる高感度アルゴリズムである。Agilent社は閾値
(Threshold) 6.0以上の設定を推奨しているが、ADM-2は変異の幅を大きく検出
する傾向があり、使用するアレイフォーマットやサンプルによって最適値の検

討が必要である。ゲノムコピー数の重複・欠失をわかりやすく表示させるため

に、移動平均の可視化が重要である。例えば移動平均 10 ptの場合は、染色体短
腕側から 10プローブの平均値を計算、表示し、次に一つずらした 10プローブ
の平均値(2プローブ目から 11プローブ目の平均値)、その次に一つずらした 10
プローブの平均値(3 プローブ目から 12 プローブ目の平均値)というように 1 プ
ローブずつ移動した平均値を直線で結ぶ（図 2）。このように可視化することに
よりゲノム全体のコピー数異常を一目で表現することができる。より客観的な

数値データは Aberration Callingとして一覧表としてアウトプットされ、遺伝
子の情報、コピー数異常の度合、領域の長さなどの情報が付加される。尚、移

動平均の値についても ADM-2(Aberration Detection Method-2)アルゴリズム 5)

同様に使用するアレイフォーマットやサンプルによって最適値の検討が必要で

ある。 



 
４．正常 DNA(HAPMAP DNA日本人男性)対骨肉腫 DNAの比較 
まず最初に、解析対象サンプルとして骨肉腫のゲノム DNAと、比較したい正常
コントロールサンプルとしてHAPMAP DNA日本人男性のゲノム DNAをそれ
ぞれ 500マイクログラム用い、Agilent社 SurePrint G3 Human CGH マイク
ロアレイ 8 x 60K（6万プローブ搭載）を使用し、既存プロトコルに従い実験を
行った。ハイブリダイゼーション後のシグナル強度データの正規化を行った後、

ADM-2 (Aberration Detection Method-2)アルゴリズム 5) Threshold = 10を用
いて、ゲノムコピー数の異常を検出したところ、ゲノム上の 19領域でコピー数
異常が見られた（図 3、移動平均 10 ptの図を示す）。また、それぞれのサンプ
ルについて色素入れ替え検証実験を行った。これはラベル化に用いる蛍光色素

を逆転させる実験で、逆転したデータが得られた場合再現性が得られたと判断

する。その結果、前述した結果と再現性があるデータが得られた（図 3）。両者
の図を重ね合わせると再現性について、よりわかりやすく確認ができる。以上

のように、アレイ CGH法を用いて網羅的にかつ微細なゲノムコピー数異常が検
出できることが確認された。 
 
おわりに 
現在、培養軟骨細胞の継代数の差による異常の検出と同じ手法で、ES細胞の継
代数とゲノムレベルでの異常蓄積の関係データを取得する計画を進めている。

最近の研究では、継代数が増えるにつれてゲノム上のある領域にコピー数異常

が見られるという報告がある 6)。培養軟骨細胞の実験・解析で得たノウハウから、

幹細胞安全性評価に適したプローブを選別し幹細胞安全性評価用カスタムをア

レイ作成し、より効率よく高精度にコピー数異常を検出できるシステムを構築

したい。特にゲノム上の癌関連遺伝子領域については、高精度のコピー数異常

を検出できるシステムが必要である。また、現在の実験手法はマニュアル操作

の部分も多く、検査として確立するためにはサンプル調製、ハイブリダイゼー

ションなどの工程について全自動システムを構築する必要がある。本技術は、

幹細胞を応用した再生医療における細胞製剤のゲノム安定性を検証する上で事

実上の標準となる。 
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表.培養細胞の形質転換でみられる変化 

１．	 増殖因子依存性の低下 
２．	 増殖速度の増加 
	  （コロニー状増殖を含む） 

３．	 形態変化 
(ア) 小型化 
(イ) 形が不揃い 
(ウ) アポトーシス 

4. 接触阻止の喪失とパイルアップ 
5. 運動性 
6. 足場依存性の喪失 
(ア) 軟寒天コロニー形成 

7. 分化能の変化 
 

 

 

 



図 1	 アレイ CGH実験概要とフロー 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2	 移動平均(Moving Average) 10pt 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

図 3	 正常 DNA(HAPMAP DNA日本人男性)対骨肉腫 DNAの比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



細胞シートの造腫瘍性  
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培養細胞の安全性 
 
	 本稿では、ヒト細胞の安全性、特に造腫瘍性に関して概説する。体性幹細胞、

体細胞を対象として、生殖細胞や ES細胞、iPS細胞などの多能性幹細胞は対象
としない。 
	 細胞自身の安全性については、様々な指針にあるように、感染に関しては必

須項目、HTLV（アジア以外では不要である可能性はある）、HIV、HBV、HCV、
梅毒は確認すべきだと思います。 
	 議論が分かれる可能性を否定するものではないが、私自身の様々な細胞を扱

ってきた経験からは、抗生剤はむしろ積極的に利用すべきではないかと考えて

いる。インターフェロンやエリスロポエチンといったヒトタンパク質を薬剤と

して遺伝子組換えで生産する細胞、いわゆる細胞基質、たとえば CHO（チャイ
ニーズ・ハムスター卵巣由来株化細胞）といった無限寿命を獲得した細胞株（セ

ルライン）であれば、相当な回数の継代をクリーンルーム内で行っており、完

全に無菌になっているため抗生剤の添加は必要ないと期待できる。むしろ抗生

剤存在下で培養した培地からターゲットとなるヒト組み換えタンパク質を精製

する際に邪魔になるので入れるべきでないという考え方が一般的である。 
	 もちろん、健常人由来の初代培養でも、体表以外から無菌的に採取した組織

から単離した細胞の培養であれば抗生剤が不要である場合もあるものの、口腔

粘膜、皮膚、食道、角膜などの体表由来の組織から単離した細胞の場合、必ず

汚染していると考えるべきであり、抗生剤の積極的利用が必要である。 
	 他の安全性リスクとして、培地にウシ胎児血清あるいは抗生物質等々が添加

されている場合、これらに起因するアレルギーを完全に否定することは不可能

である。事前にパッチテストで調べるとしても、パッチテストでは陰性でも移

植した後にアレルギー反応が出ることも原理的にはありえるため、完全とはい

えない。一方、ウシ胎児血清等を培地へ添加することを止めることができない

場合も多々ある。現状では、すべての成分が明らかになっている完全合成培地

は一般に高価であり、性能的にもウシ胎児血清添加培地に劣る場合も少なくな

い。臨床応用にあたっては、培地への添加物のトレーサビリティの確保、記録、

必要に応じた公開は重要である。 
	 細胞バンクを構築する場合、保存、輸送に関しては、これまでに様々な経験

が世界中にある。細胞生物学者のコンセンサスは、保存そのものは液体窒素温

度－196℃で十分だというものである。むしろ凍結、融解の手法、手技が、融解
後の細胞の生存率、分化能等々に大きく影響を与える。最近では、電気で動く－

150℃のディープフリーザーも市販されており、この温度でも問題がないと考え
られる。ほとんどのセルバンクあるいは細胞の販売をしている企業では、ドラ



イアイス温度－79℃で搬送しており、日本国内もしくは日本からアメリカ、日本
からヨーロッパ程度の時間であれば、これでまったく問題ないことを確認して

いる。 
	 むしろここで強調したいのは、クロスコンタミネーション（交差汚染）の回

避は普通に研究者が考えているよりもはるかに深刻である。クロスコンタミネ

ーションを絶対に回避できる SOPの作成、運用は必須である。この他、大腸菌
や真菌などよりもはるかに小さいマイコプラズマの感染が大きな問題となって

いる。実際、マイコプラズマによる培養施設の汚染が内外の多くの研究機関で

観察された。現状では、この 2 つはかなり深刻で、もっと真剣に検討されるべ
きである。 
 

造腫瘍性試験 
 
	 造腫瘍性試験に関しては複数の方法論が提案されている。軟寒天培養試験は、

正常細胞は接着基質としての足場がなければ増殖できない一方、がん細胞は足

場がなくても増殖できることを利用した試験である。細胞接着性を示さず足場

として機能しない軟寒天の中で細胞を培養し、増殖した細胞をコロニーとして

検出する。たとえば、0.5％の軟寒天に 9,000個の細胞を非常にスパースに（薄
く）播種き、7日間培養してコロニーができるかを見る。ネガティブコントロー
ルとしては、ヒトの正常二倍体の線維芽細胞などを用いる。ポジティブコント

ロールには、HeLaなどのがん由来ヒト株化細胞を用いる。 
	 培養系を用いない造腫瘍性試験として免疫不全動物への移植も一般におこな

われている。たとえば、107個の細胞を 200μLに懸濁し、ヌードマウスの皮下
に移植する。ポジティブコントロールとしてがん由来ヒト株化細胞を用いるが、

現実にはすべてのがん由来ヒト株化細胞で腫瘍ができるわけではない。実際、

HeLa では腫瘍は形成されず、HeLa S3 という亜株（サブタイプ）が用いられ
ている。WHOは細胞基質に用いる細胞の造腫瘍性試験に関するガイドラインを
出しているが、このガイドラインは細胞組織加工製品を対象外としている。 
	 この他、核型解析なども用いられることがあるが、がんの場合と異なりクロ

ーナルでない培養細胞集団に対して、ごく少数の細胞のみを検討するこの方法

では検出感度が低すぎてまったく現実的でない。 
 

ヒト細胞での知見 
 
	 これまでのヒト細胞培養の経験から、ヒト正常二倍体細胞が培養の間に無限

分裂寿命を獲得することはほとんど生じないという認識が、ヒト正常二倍体細

胞をあつかっている細胞生物学者の間でコンセンサスとして共有されている。

逆に、ヒト正常二倍体細胞が培養の間に無限分裂寿命を獲得すると、インパク

トファクターの高いいわゆる一流誌に論文が掲載されている。たとえば、ヒト

正常二倍体表皮細胞が培養の間にスポンティーニアス（自発的）に不死化すな

わち無限分裂寿命を獲得したという論文が 1988 年に Journal of Cell Biology 
(JCB) 誌に掲載されている。JCBは分子細胞生物学分野では Cell誌に次いでイ



ンパクトファクターの高い雑誌である。つまり、ヒト正常二倍体細胞がスポン

ティーニアスに無限分裂寿命を獲得することは大変頻度が低いことなので、イ

ンパクトファクターの高い雑誌に論文が掲載されるということになっている。 
	 トランスフォームして無限寿命を獲得した後に継代を重ねるうちに、細胞分

裂に要する時間（細胞倍加時間）が 50時間から 21時間に短縮していると報告
されている。この間に、軟寒天の中でコロニーを形成する性質を獲得している。

しかし大変興味深いことに、免疫不全動物への皮下移植の結果はネガティブで

腫瘍は一切できていません。分子細胞生物学的には、無限分裂寿命を獲得して

無限回継代ができる（不死化）ようになるということと、造腫瘍性の獲得は同

義でないことがすでに明らかになっている。造腫瘍性の獲得は、不死化の後に

さらに複数の遺伝子変異の蓄積が必要である。さらに腫瘍が悪性化するために

は、さらに多くの変異が必要で、1個や 2個の遺伝子が壊れたからといって、悪
性のがんができるわけではない。 
	 この細胞株の核型解析の結果は、正常ヒト二倍体（46本）が最初は 10％、少
し欠けている細胞が 90％であったものの、継代を重ねていくと 72本から 88本
になるものが 100％となっており、転座などの染色体の異常も観察されている
にもかかわらず造腫瘍性は獲得されていない。 
	 世界で最初に培養細胞を用いた再生医療のヒト臨床応用をおこなったのは、

ハワード・グリーンである。グリーンらは 1975年に、彼自身が樹立したマウス
の胎仔由来線維芽細胞株である 3T3 細胞とヒト正常二倍体表皮細胞を共培養す
ると、ヒト表皮細胞が増殖し、移植に供することができる重層扁平上皮様の組

織が培養系で作れることを報告した。グリーンらは 1980年に熱傷の患者に対し
て患者自身の細胞を用いて作製した培養表皮の移植による治療をおこなった。

その治療成績は New England Journal of Medicine（以下 NEJM）誌に 1984
年に掲載されている。この論文の共著者であるキャロリン・コンプトンという

皮膚科の医師が、約 20年後、2003年に Lancet誌にフォローアップの論文を出
している。コンプトンはこの治療を受けた数 10症例の患者の熱傷部位および正
常部位から皮膚生検をおこない、表皮細胞、真皮線維芽細胞それぞれのテロメ

ア長を検討した。正常部位では、いずれもテロメア長が約 8,000bp で、ほぼ均
一だったが、熱傷部位の表皮に限って 5,000bp 以下と短くなっていた。すべて
の症例において、このようなテロメア長の短縮が観察された。健常人細胞のテ

ロメア長は、年齢にしたがって右肩下がりになることはすでによく知られてい

る。 
	 これが何を意味するかというと、おそらく 20年間、移植した細胞が移植部位
で生存していたということ、もう 1つは、がん化していないということである。
がん化していれば、テロメレースの活性が出てくるので、テロメアが延びる。

すなわちテロメア長が元に戻るか、もしくはもっと長くなるが、そのような延

長は 1症例も観察されていない。 
 

マウスとヒトは違う 
 
	 80歳ぐらい、長い人で 120歳ぐらい生きるヒトと、2年ぐらいしか生きない



マウスの細胞、特に体細胞は非常に異なっている。DNA複製時のエラーを修正
する酵素が複数あるが、マウスでは一般に生殖細胞のみで発現していて、体細

胞での発現は観察されない。一方、ヒトではほとんどすべての体細胞でこの酵

素が発現しており、これがヒトでは寿命が長いことと関係があるのではないか

という指摘がされている。マウスは、2年近く飼育しているとほぼ全個体にがん
を認めます。一方、ヒトの子どもで、先天性に遺伝子異常がある場合は別だが、

そうでない場合は小児のうちに自然にがんを発症する例は非常に少ない。 
	 多くの分子生物学者、細胞生物学者は、遺伝子導入がしやすいとか、トラン

スジェニック動物が簡単につくれるということで、マウスの細胞を一般に利用

しており、継代の間にきわめて高頻度に無限分裂寿命化、不死化を獲得するこ

とを経験している。 
	 老化学では、ヘイフリックの限界という概念が広く知られている。いわゆる

細胞老化である。ヘイフリック自身は 1961年頃から、このような観察を論文に
書いている。ヘイフリックは、ヒト正常二倍体細胞の膨大な培養実験から、胎

児由来であれば 60回から 70回くらい、小児由来では 50回くらい、青年由来で
は 40回くらい、中年由来では 30回くらいで、老人由来では 10回か 20回くら
いで細胞分裂が止まってしまって、それ以上増えないことを見出した。 
	 ドナーの年齢を変える以外に、個体寿命が異なるカエルやトリ、ネズミなど

様々種の細胞を比較をすると、一般に寿命が長い種由来の細胞は分裂できる回

数が多いことがわかる。細胞が分裂できる回数と個体の寿命は、何か関係があ

るのではないかという指摘をした。当時の学問では、細胞がどうやって分裂し

た回数を数えているのかが不明であり、否定的な意見もたくさんあったが、1980
年代に入って、染色体の末端構造であるテロメアが分裂する度に短くなること

が明らかになる。その分子的理由は、DNAポリメレースが、特定の塩基配列の
反復構造であるテロメア領域に結合して、DNAの複製が始まるが、結合部位か
ら下流から DNAの複製が始まるので、結合部位より上流は複製されない。よっ
て、分裂の度にテロメアが短くなる。 
	 これを伸長するために、生殖細胞もしくはがん細胞では、テロメレースとい

う酵素が発現しており、テロメアの短縮が生じない。テロメレースは RNAとタ
ンパクの複合体だが、タンパク部分の DNAを入れ、人工的に外来性の遺伝子で
テロメレース活性を出させると、正常細胞でもテロメアが伸長して、ヘイフリ

ックの限界が延びることまでわかっている。現在ではヘイフリックの限界は、

このように分子的に説明されている。 
	 ヒト細胞の無限寿命化には、SV40やラージ T抗原、EBウイルスなどの外来
遺伝子を入れることが必要である。あるいは、ホルボールエステル等の化学的

刺激が必要であり、上記のとおり、スポンティーニアスな無限寿命化はほとん

ど見られない。 
	 さらに重要なことは、無限寿命化、つまり何回でも継代できるような状態に

なるということは、がん化の第一歩でしかない。「がん化」という表現を使うた

めには、無限分裂寿命を獲得した後に、さらに多数の変異が必要であり、さら

にがんが悪性化するためには、もっと多くの変異が必要で、1個や 2個の遺伝子
が壊れたり変わったりしたからといって、悪性のがんができるわけではない。 



	 これまでに薬事承認を受けた細胞・組織加工製品は、免疫不全動物への移植、

軟寒天コロニー試験、核型分析などの造腫瘍性試験はほとんどされていない。

ヌードマウスや SCID マウスに移植した場合も、短期間フォローアップしてい
るだけで、製品の機能が出るかどうかを調べる試験であり、造腫瘍性試験では

ない。 
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