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I. 基本情報 

 

事  業  名 ： 再生医療実用化研究事業 

 Research Project for Practical Applications of Regenerative Medicine 

 

補助事業課題名：  ヒト iPS細胞等由来分化細胞の安全性に対するレシピエントの免疫状態の影響評価法の開

発に関する研究 

Development of evaluation methods for the influence of recipients’ 

immunological status to the safety of differentiated cells derived from human 

pluripotent stem cells 

 

補助事業担当者   国立医薬品食品衛生研究所 再生・細胞医療製品部 部長 佐藤 陽治 

所属 役職 氏名： Yoji Sato, Head, Division of Cell-Based Therapeutic Products, National 

Institute of Health Sciences 

      

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

 

分担研究    研究総括、免疫抑制状態の異なる動物モデルの作製と造腫瘍性評価、及び造腫瘍性評価

の体系化に関する研究 

分担課題名： Research management, preparation of different immunodeficient animal models 

and tumorigenicity evaluation, and studies on systematization of 

tumorigenicity evaluation 

     

補助事業分担者    国立医薬品食品衛生研究所 再生・細胞医療製品部 部長 佐藤 陽治 

所属 役職 氏名： Yoji Sato, Head, Division of Cell-based Therapeutic Products, National 

Institute of Health Sciences 
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
 ヒト iPS 細胞由来移植細胞においては、製品毎に移植細胞数や原材料としての iPS 細胞の種類は様々

であり、また免疫抑制剤の使用状況の違いもあることから、適切なモデル動物を用いた造腫瘍性試験を考慮

する必要がある。本研究の目的は、ヒト iPS細胞等の多能性幹細胞由来移植細胞の臨床応用における最大

の縊路とされる造腫瘍性評価に関し、各種細胞特性と臨床適用法に応じた評価法開発・合理的評価法利

用・解釈・運用の体系化に資するデータを蓄積することにある。ヒト細胞の造腫瘍性を試験する際には、異種

であるヒト細胞の生着性を上げるためにヌードマウス等の免疫不全動物が一般的に用いられる。また、その

生着性を評価する指標の一つとして、細胞投与数の異なるいくつかの群における腫瘍形成率から算出され

た TPD50（tumor-producing dose at the 50% endpoint）が使われる。T、B、NK 細胞が欠失した重度の

免疫不全を示す NOG マウス（NOD/Shi-scid, IL-2Rγnullマウス）および BRG マウス（BALB/c, 
Rag2null IL-2Rγnullマウス）は、ヌードマウスに比べてヒト細胞の生着性が非常に高いことから、ヒト iPS 細

胞等を加工した再生医療製品の造腫瘍性試験法への応用が期待されている。昨年度までの研究において、

遺伝的背景が異なる NOG マウスと BRG マウスは、悪性形質転換細胞である HeLa 細胞についてほぼ同

等の TPD50を示すが、ヒト iPS 細胞株の TPD50は BRG マウスに比べて NOG マウスの方が 50 倍低

い値を示すことを既に見出した。そこで H28 年度は、他のヒト iPS 細胞株において生着性を確認す

る目的で、ヒト iPS 細胞 2 株を加えて NOG マウスと BRG マウスを用いた造腫瘍性試験を行った。

50 倍の差が認められた iPS 細胞株とは異なり、追加実験を行ったこれら 2 株では、NOG マウスと

BRG マウスとの間で顕著な生着性の違いは認められなかった。以上の結果より、NOGマウスやBRG
マウスといった遺伝的背景の異なる重度免疫不全動物マウスに依存してヒト iPS 細胞の生着性に株

間の違いがあることが示唆された。次に、NOG マウスや BRG マウスにおけるヒト iPS 細胞株の生

着性の差が、マクロファージの貪食機能の差で説明できるのか検討するため、マウス常在性マクロファー

ジのヒト iPS細胞に対する貪食能を、セルイメージ解析によって定量する ex vivo試験系を新たに樹立した。

この試験法を用いて、NOG マウスおよび BRG マウスに由来する常在性マクロファージのヒト iPS 細胞 3 株

に対する貪食能の評価を行った。その結果、NOG マウスに比べて BRG マウスにおいてヒト iPS 細胞に対

するマクロファージの貪食能が若干高い傾向が見られたが、iPS 細胞株間での貪食能に違いは認められな

かった。このように重度免疫不全マウスの系統に関わらず、ex vivo 試験系における未分化 iPS 細胞の貪食

能に株間の違いは見られなかったことから、奇形腫形成途中での細胞のポピュレーションの株間の違

いが、ホストの生着性の差を生んだ可能性が考えられた。また一方で造腫瘍性評価の体系化・標準化

に関する研究においては、国内外の学会およびシンポジウム等で広く発表を行い、造腫瘍性評価にお

ける考え方について社会的なコンセンサスを得ることに努めた。 
 
 

As for cell therapy products (CTPs) derived from human iPS cells (hiPSCs), their cell 
numbers and types of raw materials are varied. In addition, recipients may use 
immunosuppressive agents for better engraftment of CTPs. Therefore, an animal model should 
be taken into account when considering tumorigenicity tests suitable for CTPs derived from 
hiPSCs. In the present study, we aim to accumulate data on tumorigenicity assessment 
supporting quality attribute and clinical application of hiPSC-derived CTPs, relative to 
development of testing methods and systematization of rational usage and interpretation of the 
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testing. Immunodeficient animals such as nude mice are frequently used for tumorigenicity 
testing of human CTPs because of efficient engraftment of xenogeneic cells. TPD50（tumor-
producing dose at the 50% endpoint） of tumorigenicity testing is calculated from tumor incidence 
at different cell doses and generally used for evaluating engraftment of tumorigenic cells in 
animal models. NOG (NOD/Shi-scid, IL-2Rγnull) mice and BRG (BALB/c, Rag2null IL-2Rγnull) mice, 
both of which show defect in T cells, B cells and NK cells and severely immunodeficient 
phenotypes, are expected to be applied on tumorigenicity testing for hiPSC-derived CTPs because 
of high engraftment compared with nude mice. TPD50 of HeLa cells have exhibited no difference 
between NOG mice and BRG mice when cells were injected with Matrigel. On the contrary, TPD50 
of a hiPSC line in NOG mice has been 50-fold lower than that in BRG mice. Therefore, in this 
year, we performed tumorigenicity testing of other two hiPSC lines with NOG mice and BRG mice 
to further confirm efficiency of hiPSC engraftment. However, no marked difference was observed 
in TPD50 of these two hiPSC lines with NOG and BRG mice. Thus, these results suggest that 
engraftment of hiPSCs is individually different in hiPSC lines, depending on strains of severe 
immunodeficient mice. To test whether activities of macrophages reflect engraftment of hiPSC 
lines in NOG mice and BRG mice, we next developed an ex vivo assay system to evaluate 
phagocytic activities of mouse peritoneal macrophages against hiPSCs with a cell image analyzer. 
Using this ex vivo assay system, we measured phagocytic activities against three iPSC lines in 
macrophages isolated from NOG mice and BRG mice. Although phagocytic activities of 
macrophages in BRG mice tended to be higher than those in NOG mice, neither NOG mice nor 
BRG mice showed any difference in the phagocytic activities against three hiPSC lines. As no 
difference in phagocytic activities of macrophages against the hiPSC lines was observed in 
severely immunodeficient mice using the ex vivo assay, some difference in cell population during 
teratoma formation of hiPSC lines is thought to affect the engraftment in host mice. On the other 
hand, to broadly share the concept on tumorigenicity testing of CTPs, we gave presentations 
about tumorigenicity of CTPs in meetings and conferences held inside or outside Japan.  
 
 

III. 成果の外部への発表 
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6, 37001. 

5. TRPC3-GEF-H1 axis mediates pressure overload-induced cardiac fibrosis. Numaga-Tomita 
T, Kitajima N, Kuroda T, Nishimura A, Miyano K, Yasuda S, Kuwahara K, Sato Y, Ide T, 
Birnbaumer L, Sumimoto H, Mori Y, Nishida M. (2016) Sci. Rep. 6, 39383. 
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第 16 回日本再生医療学会総会，2017/3/8，国内． 
2. 不死化網膜色素上皮細胞マーカーIRM1 の機能解析，口頭，黒田拓也，安田智，中島啓行，松山
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3. 再生医療等臨床研究データベースシステム（RMeD-Japan）の整備，口頭，佐藤陽治，第 16 回

日本再生医療学会総会，2017/3/7，国内． 
4. 次世代シークエンサーによる細胞加工製品の新規ウイルス試験法の開発，口頭，遊佐敬介，前

田洋助，佐藤陽治，苑宇哲，第 16 回日本再生医療学会総会，2017/3/7，国内． 
5. 臨床応用に向けたヒト iPS 細胞由来心筋細胞の凍結保存法の開発，ポスター，大橋文哉，宮川

繁，吉田昇平，齋藤充弘，福嶌五月，増田茂夫，伊東絵望子，伊勢岡弘子，石川烈，鮫島正，佐

藤陽治，澤芳樹，第 16 回日本再生医療学会総会，2017/3/7，国内． 
6. ヒト間葉系幹細胞の分化フラストレート培養における網羅的遺伝子発現解析，澤田留美，森山

幸祐，河野健，田中和沙，佐藤陽治，江端宏之，佐々木沙織，久保木タッサニーヤー，木戸秋

悟，ポスター，第 16 回日本再生医療学会総会，2017/3/7，国内． 
7. ヒト神経前駆細胞の悪性形質転換細胞検出試験，ポスター，草川森士，安田智，黒田拓也，佐

藤陽治，第 16 回日本再生医療学会総会，2017/3/8，国内． 
8. フィーダー細胞 SNL76/7 が産生する内在性レトロウイルスの安全性について，ポスター，苑宇

哲，前田洋助，佐藤陽治，遊佐敬介，第 16 回日本再生医療学会総会，2017/3/8，国内． 
9. Scientific challenges for the safety of cell-based therapeutic products–Development of 

testing methods for tumorigenicity assessment–，口頭，佐藤陽治，World Stem Cell Summit 
16，2016/12/8，国外． 

10. ヒト間葉系幹細胞の培養力学場応答性に関する網羅的遺伝子発現解析，ポスター，澤田留美，

河野 健，田中和沙，佐藤陽治 ，森山幸祐，江端宏之，佐々木沙織，久保木タッサニーヤー，
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口頭，佐藤陽治，第 43 回日本毒性学会学術年会，2016/7/1，国内． 
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cell culture，ポスター，Miura T, Okamura K, Yasuda S, Umezawa A, Sato Y，International 
Society for Stem Cell Research 2016 Annual Meeting，2016/6/23，国外． 
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藤陽治 ，「リスクコミュニケーションのモデル形成事業」市民シンポジウム 再生医療の未来を

創る〜リスクとベネフィットを考える〜，2016/12/23，国内． 



6 
 

2. 再生医療の安全性評価のための科学—新しい医療製品のリスクの発生源をどう測るか—，口頭，佐
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II. 成果の概要（総括研究報告） 
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