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I. 基本情報 

 

事  業  名 ： （日本語）再生医療実現拠点ネットワークプログラム（再生医療の実現化ハイウェイ） 

      （英 語）Research Center Network for Realization of Regenerative Medicine  

(Highway Program for Realization of Regenerative Medicine) 

 

研究開発課題名： （日本語）iPS 細胞技術を基盤とする血小板製剤の開発と臨床試験 

      （英 語）Development and clinical studies of platelet preparations based on  

induced pluripotent stem (iPS) cell-techniques 

 

研究開発担当者 （日本語）国立大学法人京都大学 iPS 細胞研究所・教授 江藤浩之 

所属 役職 氏名： （英 語）Kyoto University, Center for iPS Cell Research and Application, Professor, 

Koji Eto 

 

実 施 期 間： 平成 28 年 4月 1日 ～ 平成 29年 3月 31日 

 

研究開発分担者  （日本語）京都大学 iPS 細胞研究所・准教授・斎藤 潤 (京都大学病院 iPS 細胞臨床

開発部副部長） 

所属 役職 氏名： （英 語）Kyoto University, iPS Cell Research and Application, Associate Professor, 

Megumu Saito 

 

研究開発分担者 （日本語）京都大学大学院医学研究科・教授・高折晃史 

所属 役職 氏名： （英 語）Kyoto University Graduate School of Medicine, Professor, Akifumi Takaori 

 

研究開発分担者   （日本語）京都大学大学院医学研究科・教授・平家俊男 (京都大学病院 iPS 細胞臨

床開発部部長) 
所属 役職 氏名： （英 語）Kyoto University Graduate School of Medicine, Professor, Akifumi Takaori 

 

研究開発分担者  （日本語）京都大学大学院医学研究科 （京大病院分子細胞治療センター：CCMT） 
教授・前川 平 

所属 役職 氏名： （英 語）Kyoto University Graduate School of Medicine, Professor, Taira Maekawa 
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研究開発分担者  （日本語）京都大学大学院医学研究科 （臨床研究総合センター）・講師・南 学 

所属 役職 氏名： （英 語）Kyoto University Graduate School of Medicine, Junior Associate Professor, 

Manabu Minami 

 

研究開発分担者   （日本語）京都大学大学院医学研究科・教授・小川誠司 

所属 役職 氏名： （英 語）Kyoto University Graduate School of Medicine, Professor, Seishi Ogawa 

 

 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
iPS 細胞由来の血小板製剤の臨床応用への開発戦略は、iPS 細胞から血小板産生前駆細胞となる不死

化巨核球細胞株を樹立してマスターセルバンク化し、この巨核球細胞株マスターセルから拡大培養し

て血小板を製造する方策に基づいている。本研究開発は、自家および同種の臨床開発戦略を同時に進

め、臨床研究あるいは、臨床治験により iPS 細胞由来血小板製剤の安全性を先ず確認することを基本

的な方針としている。 
自家臨床研究での特記すべきことは、ドナーが見つけられない非常に稀な血小板型（HPA タイプ）

の患者について、末梢血単核球由来 iPS 細胞から、より品質の高い不死化巨核球細胞株の樹立に成功

したことである。 
 同種臨床研究および治験への対応では、京都大学 iPS 細胞研究所が提供する iPS 細胞ストッククロ

ーンである YZWJ 株（HLA ホモストック１位）から治験用の巨核球株の樹立に成功し、マスターセル

バンクの製造とそのウイルス等安全性試験の外注にまで進んだ。一方、YZWJ 株の製造工程での逸脱

から、この巨核球細胞株は治験に使用不可であることが決定されたため、臨床試験開始が遅延するこ

とが明らかとなった。 
 それ以外の研究開発の成果として、 
（１）生体内血小板産生機構に関する新たな知見を参考に、血小板産生バイオリアクターの開発とそ

の作動条件の最適化に成功した。 
（２）バイオリアクター以降の製造工程（精製と製剤化工程）における血小板培養液濃縮、血小板洗

浄、残存巨核球株の除去等の製造工程 SOP を最適化した。 
（３）生物由来原料基準を満たす原材料のみを使用する、不死化巨核球細胞株の新規樹立法を確立し

た。 
（４）製造工程に使用する新規薬剤、血小板の GPIb-alpha 切断阻害薬 KP457（血小板機能維持）、お

よびトロンボポイエチン(TPO) の代用薬である低分子化合物 TA-316 に関する論文発表を行っ

た。 
 

The development of iPS cell-derived platelets for clinical application is based on the strategy of 
establishing iPS cell derived immortalized megakaryocyte cell lines (imMKCLs) as platelet precursor cells, 
stocking them into ‘master cell banks’, and producing platelets after expansion culture from imMKCL 
master cells. In this research and development, the basic plan is to develop both autologous and allogeneic 
transfusion products, and then first conduct clinical studies that evaluate safety as the primary endpoint. 

Notably for the autologous platelets, we improved the methodology and eventually succeeded in 
producing an imMKCL of higher quality from peripheral blood mononuclear cell-derived iPS cells of a 
patient with a rare platelet type that was not found among Japanese blood donors.  
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For the development of allogeneic platelets for clinical research or trials, we successfully established 
imMKCLs from YZWJ strain, the 1st ranking homozygous HLA haplotype iPS cell stock clone provided 
from CiRA. We were able to produce a master cell bank and proceed to viral and other safety testing done 
by testing service companies. However, as a result of the decision that this cell line is unusable in clinical 
trials due to a deviation event in manufacturing the YZWJ strain, the start of the clinical test is expected to 
delay. 

 
 
Other achievements in research and development are as follows. 

(1) By referring to novel findings on platelet production mechanisms in the living body, we succeeded in the 
development of a platelet-producing bioreactor and its optimized operation. 

(2) SOPs of manufacturing processes after the bioreactor step (purification and packaging) such as platelet 
culture suspension concentration, washing, removal of residual megakaryocytes etc. were optimized. 

(3) A new method for generating imMKCLs only with materials that satisfy the criteria of biological origin 
materials was established. 

(4) Papers were published on novel drugs used in the manufacturing process: the platelet GPIb-alpha 
cleavage inhibitor agent KP 457 (for maintaining platelet functionality), and thrombopoietin (TPO) 
mimetic small molecule drug that substitute recombinant TPO, TA-316. 
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Mizuno S, Tanaka H, Chiba K, Ito S, Watatani Y, Kakiuchi N, Suzuki H, Yoshizato T, Yoshida K, Sanada 
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（４）特許出願 



1 
 

（報告様式４）                                   

【課題管理番号】16bm0504008h0105 
平成  29年  3月  31日 

 

 

平 成 ２ ８ 年 度  委 託 研 究 開 発 成 果 報 告 書 

 

 

I. 基本情報 

 

事  業  名 ： （日本語）再生医療実現拠点ネットワークプログラム 再生医療の実現化ハイウェイ 

       （英 語）Research Center Network for Realization of Regenerative Medicine, 
                Highway Program for Realization of Regenerative Medicine 
 

研究開発課題名：  （日本語）iPS細胞技術を基盤とする血小板製剤の開発と臨床試験 

（英 語）Development and clinical studies of platelet preparations based on induced 
pluripotent stem (iPS) cell-techniques 

 

研究開発担当者  （日本語）国立大学法人京都大学 iPS細胞研究所・教授 江藤浩之 

所属 役職 氏名：  （英 語）Kyoto University, Center for iPS Cell Research and Application, Professor, Koji Eto 
      

実 施 期 間： 平成 28年 4月 1日 ～ 平成 29年 3月 31日 

 

分担研究      （日本語） 

開発課題名：      （英 語） 

     

研究開発分担者   （日本語） 

所属 役職 氏名： （英 語）  



2 
 

II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

 
 研究開発分担者による報告の場合 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 研究開発代表者による報告の場合 

 
 研究開発分担者による報告の場合 

研究開発代表者：国立大学法人京都大学・iPS細胞研究所 教授・江藤浩之 総括研究報告を参照。 
 
（総括研究報告：和文） 
 江藤浩之教授（京都大学 iPS 細胞研究所）らと株式会社メガカリオンによって試験的に作製された

iPS 細胞由来血小板（iPS-PC）の最終製造工程で巨核球除去を目的としてフィルターA が用いられた

が、巨核球の除去効率が不十分であったため軽遠心法に切り替えた。しかし、同法でも巨核球が多数

混入したため、別の濾過フィルターB を試用した。その結果、これまでの方法と比較して良好な結果が

得られたため、巨核球除去効率の向上を目指して引き続き同フィルターの性能を検討することとなっ

た。 
 濾過フィルターによる精製後の iPS-PC はスワリングも良好であるが、顕微鏡観察や粒度分布解析で

は献血由来 PC と比較して大きな細胞径を有することが明らかとなった。このため、血小板数および混

入巨核球数の測定に用いた血球測定機器の仕様に変更が必要と判断した。 
 血液製剤としての品質評価項目である低浸透圧ショック回復試験および Stop & Flow 法による血

小板形態観察はいずれも評価困難であった。血小板凝集能試験は従来法では測定できず、評価困難

であるが、測定条件を変更することにより、測定可能であった。臨床的意義の高い流路での血小板

粘着・凝集能および血栓形成能については、献血由来血小板と同等かそれ以上の成績を示した。 
   いっぽう、損傷や細胞死の指標としてのアネキシン V の発現についてフローサイトメトリー法で 
  評価したところ、献血由来 PC に比べて iPS-PC での発現が有意に高かった。 

 iPS-PC での血液型抗原の発現については発現していないという確実な結果は得られていない。ま

た HLA、HPA の発現については献血由来の血小板の発現量と比較中である。 
 
  （総括研究報告：英文） 
   The filter A, which was tried out in the final preparation process of platelet products derived 

from iPS cells (iPS-PCs) experimentally established by Prof. Koji Eto (Center for iPS Cell 
Research and Application) and Megakaryon Corp., has been found to be ineffective to purge the 
residual megakaryocytes.  The purging procedure then was switched to brief centrifugation. 
Considerable number of megakaryocytes, however, still remained. We therefore experimentally 
used the micropore filter B. Since the purging efficiency was improved after introducing the 
filter B, we keep thinking of the availability of it for practical use.  

    While iPS-PCs showed good swirling even after purification by the filter B, it was revealed 
    that they have larger diameters than those of donated platelets. This finding made us notice the 
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need for some specification change of the blood cell counter device to exactly measure the 
numbers of iPS-PCs and the residual megakaryocytes, both of which are larger in size compared 
to normal human blood cells.  
 We further assessed the quality of iPS-PCs as blood products by some in vitro tests including 
percent hypotonic shock response and evaluation of platelet shape by a stop and flow method, 
each datum from which was found to be difficult or impossible to evaluate the quality of iPS-PCs 
with precision. Platelet aggregation test cannot be measured by the conventional method and 
evaluation is difficult. But it was measurable by changing measurement condition. On the other 
hand, clinically significant tests such as platelet adhesion, aggregation and thrombus formation 
in a flow channel suggested equivalent or higher hemostatic ability of iPS-PCs compared with 
donated platelets. 
  In addition, the surface expression of Annexin V on iPS-PCs was assessed by flow cytometry. 
We found significantly higher Annexin V expression on iPS-PCs, as compared to that on donated 
platelets. We also examined the blood group antigen expression by iPS-PCs. The surface 
expression of ABO antigen, HLA and HPA on iPS-PCs have not been confirmed yet. We are 
analyzing the surface expression patterns of HLA and HPA on iPS-PCs compared with those on 
donated PCs. 
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