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II. 成果の概要（総括研究報告） 

【和文】 

1．初期化メカニズムの解明、安全性の確立 

 初期化メカニズム解明の一環として、初期化関連因子 HHEX/HLX（Yamakawa et al., Stem Cells 2016）

や分化誘導制御因子 NAT1（Sugiyama et al., PNAS 2016）などを同定した。iPS 細胞を用いた移植医

療の安全性確立のため、iPS 細胞から血液細胞 (Nishizawa et al., Cell Stem Cell 2016)、神経細

胞、軟骨細胞等への分化指向性検討や、分化誘導過程で残存する iPS 細胞のマイクロ RNA スイッチに

よる選択的除去システムの開発 (Parr et al., Scientific Reports 2016、Endo et al., Scientific 

Reports 2016)を行った。解析の基盤ツールとして国際幹細胞データガイドライン「MIACARM」を開発

した（Sakurai et al., Stem Cells Translational Medicine 2016）。また各種分化誘導技術の改良や

iPS 細胞ストックを用いた分化能評価、in vivoでの有効性・安全性評価などの臨床に向けた取り組み

も多く実施した。 

2．iPS細胞の作製法および評価法、分化細胞のゲノム評価法の確立  

プラスミド残存の無い iPS 細胞ストックをより効率良く簡便に作製する新たな iPS 細胞ストック作

製法を確立した。品質評価項目のうちプラスミド残存試験について分析法バリデーションを実施し、

判定基準を設定した。ゲノム評価については福井班取り纏め（2016.6.13医政研発 0613第 3号）を受

け、かずさ DNA 研究所・小原先生より癌パネルの導入を行った。また高感度の遺伝子変異検出法とし

てドロップレットデジタル PCR（ddPCR）による解析を導入し、検出限界を設定した。 

3．免疫学的解析 

HLA ホモストックの免疫学的有効性検証の一環として、RPE細胞を用いた臨床研究を実施するために、

理研・阪大・神戸中央市民病院および CiRA の 4 者協定を締結した（2016.6.6）。臨床研究に必要とな

る iPS 細胞ストックおよびそれに付随する情報、申請に必要な製品標準書や SOP を提供した。臨床研

究で使用する iPS 細胞および RPE 細胞のゲノム解析を実施した結果、変異は検出されなかった。 

4．iPS細胞ストックの構築と供給 

  iPS細胞ストックの各データに付与する属性情報を整備し、属性情報を関連付ける階層分類体系を

構築し、データベース上に実装してデータ公開を行った。再生医療実現拠点ネットワークプログラム

参画機関に対する実技指導に関しては、CPCモデル内トレーニングを 7機関・22名に対して実施し、

CPC での操作だけでなく使用機器・器具類の選定や、機器の管理、SOPの作成まで幅広い内容の情報交

換を行った。また規制問題に関して、CiRA内外の分化機関に対して原材料供給者としての支援を行う

と共に、現況の iPS細胞ストックの製造方法が生物由来原料基準に適合していることを確認した。平

成 28年 4月より新たに骨髄バンク新規登録者を対象とするドナーリクルートを開始した。また東京・

丸の内の海上ビル診療所をドナー対応施設として追加した。今年度は 14名の HLAホモドナーより採血

させて頂いた（血小板献血ドナー5名、骨髄バンク・新規登録ドナー2名、骨髄バンク・骨髄等既提供

ドナー7名）。 

 臨床用 iPS細胞ストックの製造に関しては、HLA第 4位及び第 5位の末梢血由来 1次ストックの製

造、および HLA第 2位の末梢血由来 2次ストックの製造を行った。HLA最頻度の臍帯血から昨年度製

造した 2次ストックについて、H28 年 8月に出荷を開始した。しかしながらその後、本来使用すべき

試薬とは異なる試薬を用いた可能性が判明し出荷停止に至ったため、同じ臍帯血から 1次ストックの

再製造を行った。さらに別の最頻度の臍帯血からも 1次ストックの製造を行った。出荷停止に関して

再発防止策を講じると共に経験のある企業との共同研究を通じて製造体制の強化に取り組んだ。臨床
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用 iPS細胞ストックの提供に関しては、審査委員会での審議を経て、10プロジェクト・8機関に提供

を行った。 

その他、国際会議への参加を通じた海外バンクの状況調査、関連する知的財産の取得と他社特許問

題への対応、また iPS 細胞研究に対する潜在的関心層に向けた情報発信など、年度当初の予定を着実

に実施することで、拠点全体を側面からサポートした。 

 

【英文】 

1. Revelation of reprogramming mechanism and establishment of safety of iPS cells 

To facilitate understanding the mechanisms of reprogramming of iPS cells, genes related to 

reprograming, HHEX and HLX (Yamakawa et al., Stem Cells 2016), and a factor that controled cell 

differentiation, NAT1 (Sugiyama et al., PNAS 2016), were identified.  For establishment of 

safety in transplantation medicine using iPS cells, we investigated differentiation capability 

of blood cells (Nishizawa et al., Cell Stem Cell 2016), nerve cells and cartilaginous cells 

derived from iPS cells.  A novel method for selective removal of residual iPS cells in the 

differentiation process by multiple micro-RNA responsive synthetic mRNAs was identified (Parr 

et al., Scientific Reports 2016、Endo et al., Scientific Reports 2016).  Minimum Information 

About a Cellular Assay for Regenerative Medicine (MIACARM) for cellular assay data exchange 

was developed (Sakurai et al., Stem Cells Translational Medicine 2016).  Furthermore, we 

tackled some challenges for the clinical application, including improvement of the 

differentiation technique and process, assessment of differentiation capability of iPS cell 

stock, and evaluation of in vivo effectiveness and safety properties. 

 

2. Establishment of manufacture and evaluation of iPS cells and genomic analysis method of the 

differentiation cells 

  A new efficient and simple manufacturing method for iPS cells without residual plasmids was 

established.  We validated the plasmid clearance, which is one of the assays for iPS cell stock, 

and set the standard.  For evaluating genomic dynamics, cancer panels were introduced from Dr. 

Ohara of Kazusa DNA Research Institute, based on the Fukui report (June 13, 2016. Notification 

No. 0613-3 issued by the Director of the Research and Development Division of MHLW).  We also 

introduced Droplet Digital PCR (ddPCR) method for a high sensitivity detection of gene mutations, 

and set the limit of detection.  

 

3. Immunological impact 

  To confirm the immunological effect of HLA-homozygous iPS cell stock, CiRA concluded an 

agreement with the Kobe City Medical Center General Hospital, Osaka University’s Graduate 

School of Medicine/ Faculty of Medicine, and The RIKEN Center for Developmental Biology on June 

6, 2016, toward the launch of a new clinical research project using retinal pigment epithelial 

(RPE) cells derived from iPS cells.  For this clinical research, information on iPS cell stock 

and related materials, and the product standard code and SOPs were provided to the project.  
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Genomic analysis on the iPS and RPE cells in practical use was conducted and reveled that there 

was no significant mutation in these cells. 

 

4. Construction and provision of iPS cell stock 

  We put attribute information given to each data of iPS cell stock in order, constructed a 

hierarchical classification system related to the attribute information, mounted the system 

on the database, and published the data.  Regarding practical training to participant 

institutions in the Research Center Network for Realization of Regenerative Medicine (the 

Network), we gave CPC-model training to 22 person in 7 institutes, including wide-ranging 

discussion on the CPC manipulation, equipment selection, equipment maintenance, and SOP 

development.  On regulatory issues, a positive support as a iPS cell stock provider was offered 

to both inside and outside CiRA. And we confirmed that iPS cell stock was manufactured in 

compliance of with Japanese Standard for Biological Ingredients (“Sei-gen-ki”).  From April 

of 2016, donor recruitment was newly launched, which was intended for initial registrants in 

marrow donor program.  Kaijou bill clinic at Maru-no-uchi in Tokyo was added to the facilities 

corresponding to our donor recruitment.  In FY 2016, blood collections were conducted from 14 

HLA homozygous donors (5 from platelet donors, 2 from initial bone marrow donors, 7 from existing 

bone marrow donors). 

  Regarding manufacturing clinical-grade iPS cell stock, peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) derived primary cell stock (PCS) with the fourth- and fifth-ranked HLA frequency types, 

and PBMC-derived secondary cell stock (SCS) with the second-ranked type were manufactured.  

Cord blood-derived SCS with the first-ranked type, which was produced in the last FY, was started 

shipping from August of 2016.  However, the shipment was stopped because there was some 

possibility of mix-up of right and wrong reagents for clinical use.  We re-manufactured the 

PCS from the same cord blood donor.  Moreover, another cord blood-derived PCS with the 

first-ranked type was produced.  We implemented measures to prevent the recurrence of such 

suspension, and tackled strengthening the structure for manufacturing through a joint research 

with an experienced company.  With respect to provision of clinical-grade iPS cell stock, it 

was distributed to 10 projects in 8 institutes after the deliberation in the review committee. 

  In addition, we supported the Network from the side-lines with steady implementation of our 

initial plans in this FY, including investigation on the overseas iPS cell banks through 

participation in the international meetings, acquisition of the related intellectual property 

rights, countermeasure for competitors' exclusionary patents, and transmission of information 

toward the public who might be interested in the iPS cell research. 
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