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　細胞医薬品に求められる品質・安全性評価はガイダンスや指針に示されているが，原料細胞の由来，製品の種類や製造
方法によって必要な評価項目に違いがある。そこで，本稿では細胞医薬品を分類し，それぞれに必要となる品質・安全性
評価項目を整理するとともに，未分化性の評価のためのアルカリフォスファターゼ染色，STR解析を用いた細胞認証および
混入細胞の評価，PCR法を用いたウイルス否定試験や遺伝子導入ベクター残存および核型異常の検出を取り上げて紹介
する。当社では開発初期から商用生産までの各段階で求められる品質・安全性試験や試験法検討などの分析サービスを
提供する体制の整備を進めている。

細胞医薬品に求められる品質・安全性評価
～規制動向と最新技術トピックス～
大阪ラボラトリー　西岡　由紀　／　技術開発センター　北中　淳史・塩谷　幸弓・岩田　美紀

1　はじめに
　再生医療等製品とは，ヒトまたは動物の細胞に培養等の加工を
施した細胞加工製品とin vivo 遺伝子治療用製品に分類することが
できる。なおex vivo 遺伝子治療用製品はヒト細胞加工製品に
含まれる。本稿では，再生医療等製品のうちヒト細胞加工製品を
「細胞医薬品」とする。
　細胞医薬品は生きた細胞を含むため，製造工程の変動の影響を
受けやすく，製品自体のばらつきが大きくなる。このような特徴を
持つ製品は，最終製品の規格試験のみで品質を管理することが
困難である。したがって，原料等の品質管理，中間製品の評価
といった工程管理により，最終製品の品質や安全性を確保する
ことが必要となる。そのためには，製品の種類，特性，臨床適用法
などを踏まえた製品のリスクに基づく適切な試験の実施やデータ
の評価がなされるべきであるが，必要かつ十分な試験項目の選択
やデータの評価は容易ではない。適切な評価項目の設定には，
「ヒト幹細胞等加工再生医療製品の品質及び安全性等評価に共通
の基本となる技術要件・基準・留意事項」（ミニマム・コンセンサス・
パッケージ：MCP）1）が参考になる。一方，試験法についても，

原料細胞の由来（iPS細胞，体性幹細胞，体細胞等）や製造方法
が多種多様であることから，製品の特性を把握して最適な手法
を選択しながら評価法を構築することが求められる。本稿では，
細胞医薬品の品質・安全性評価に焦点を当て，関連する規制動向
や分析技術について紹介する。

2　細胞医薬品に求められる品質・安全性評価
　細胞医薬品には，細胞を懸濁状態で投与する製品（細胞製品）の
ほか，組織を再構築して移植する製品（組織製品）がある。さらに，
細胞製品は細胞移植に用いられるものとex vivo 遺伝子治療に用い
られるものに分けることができる（図1）。これら細胞医薬品の
品質・安全性評価で求められる評価項目について，厚生労働省の
「再生医療等製品（ヒト細胞加工製品）の品質，非臨床試験及び
臨床試験の実施に関する技術的ガイダンスについて」3）および
「品質及び安全性の確保に関する7つの指針」4）～10）をもとに，
由来となる原料細胞，製品の製造方法や種類の違いごとにまとめ
直した（表1）。原料細胞や製品で求められる微生物学的評価，
遺伝子導入ベクター残存および造腫瘍性試験は，原材料として

細胞を用いることや細胞に処理を加える
ことで起こり得るリスクを管理するため
に実施される。その他の評価項目は最終
製品の品質を一定に保ち，恒常的な有効
性を確保することを目的に実施される。
　各分類で実施の要否や実施内容に違い
のある評価項目として，未分化性・分化
能，遺伝子導入ベクター残存および造
腫瘍性試験がある。未分化性・分化能は
原料細胞で実施が求められる評価項目で
あり，体性幹細胞を分化誘導させる場合
や多能性幹細胞（ES細胞や iPS細胞）
において必要である。代表的な評価方法
として，体性幹細胞の場合は骨や脂肪
など目的の細胞に分化できることを
確認する方法が，多能性幹細胞の場合
は未分化マーカーを用いて未分化性を図1　細胞医薬品の種類
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確認する方法がある。残存する遺伝子導入ベクターの評価は，
ウイルスベクターを用いて細胞株を樹立した iPS細胞や，製造
工程において外来遺伝子の導入が行われている場合に必要で
あり，ex vivo 遺伝子治療に用いる細胞製品でも必須の評価項目
となる。造腫瘍性試験は腫瘍形成のリスクとなる造腫瘍性細胞
の存在と生着部位での投与細胞の腫瘍形成リスクを確認する
ために実施する。造腫瘍性細胞には形質転換細胞および未分化
多能性幹細胞があり，未分化多能性幹細胞の残存量を確認する
試験は多能性幹細胞であるES細胞や iPS細胞由来の製品のみ
で求められる。また，原料細胞には自己由来と同種由来がある。
両者で求められる評価項目にほとんど差はないが，同種由来
細胞の場合はドナー由来のウイルスを否定する必要性が高い点，
免疫拒絶反応を回避するために必要に応じてHLAタイピングが
重要となる点が異なる。ただし，これらの評価項目はあくまでも
必要な品質特性を網羅した一般例であるため，取り扱う細胞や
細胞医薬品の特徴を把握したうえで十分に考慮して設定する
必要がある。

3　技術トピックス
　最終製品で評価する主な品質試験項目については，本誌既刊
SCAS NEWS 2018-Ⅱ「多様化する再生医療等製品～評価方法
の開発～」11）で紹介済みであるが，本稿では原料管理，工程管理，
製品品質管理で必要となる試験を含め，新たに提供可能となった
試験項目とその分析技術を紹介する。図2に細胞の採取から製品
化までのどの段階で利用可能な分析技術であるかを示した。

3.1　未分化性の評価：アルカリフォスファターゼ染色
　細胞医薬品の原材料となる ES 細胞および iPS 細胞などの
多能性幹細胞は，未分化性を維持していることの確認が必要と
なる。アルカリフォスファターゼは未分化な状態の多能性幹細胞
で高発現することから，未分化マーカーのひとつとして用いられ
ている。モデル細胞として iPS細胞を未分化維持培養し，アル
カリフォスファターゼ染色を行った結果，顕微鏡観察で染色が
確認できた（図 3）。以上より，本手法は原料細胞の未分化性
の確認に使用可能な方法と判断した。
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図2　本稿で紹介する分析技術 図3　アルカリフォスファターゼ染色例

由来細胞
特性解析 採取収率

生存率
微生物学的
評価

遺伝子導入
ベクター
残存未分化性・分化能 その他※1

体細胞，体性幹細胞 ー 〇 〇 〇 ー　
体性幹細胞（加工時に分化誘導） 〇 〇 〇 〇 ー　

ES細胞 〇 〇 〇 〇 ー　
iPS細胞 〇 〇 〇 〇 △※2

由来細胞
遺伝子
導入の
有無

製品の種類 含量 確認試験 細胞の
純度試験

製造工程
由来
不純物

目的外
生理活性
物質

安全性 力価試験
効能試験
力学的適合性
試験

微生物学的
評価

遺伝子導入
ベクター
残存

造腫瘍性
試験

体細胞
体性幹細胞

無 組織製品，細胞製品（細胞移植） 〇 〇 〇 〇 〇 〇 ー 〇※3 〇
有 細胞製品（細胞移植，ex vivo 遺伝子治療） 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇※3 〇

ES細胞
iPS 細胞

無 組織製品，細胞製品（細胞移植） 〇 〇 〇 〇 〇 〇 ー 〇 〇
有 組織製品，細胞製品（細胞移植，ex vivo 遺伝子治療） 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

品質評価
安全性

微生物学的評価

〇 〇

表1　細胞医薬品に求められる品質・安全性評価
原料細胞

製品

細胞以外の原材料，製造関連物質

※ 1　形態学的特徴，増殖特性，生化学的指標，免疫学的指標，特徴的産生物質，HLAタイピング，遺伝型，表現型などから適宜選択
※ 2　細胞株樹立時にウイルスベクターを用いた場合は確認する

※ 3　原材料として混入する未分化多能性幹細胞の残存確認は不要
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3.2　細胞認証および混入細胞の評価：STR解析
　STR（Short Tandem Repeat）とはゲノム上に存在する
数塩基単位での繰り返し配列で，人によりその繰り返し回数が
異なることから個人識別のために法医学分野で利用されてきた。
細胞医薬品は原料細胞の入手から製品化までに，細胞採取施設，
臨床用セルバンクの調製施設，製品の製造施設など複数の施設
間の運搬が発生する。さらに拡大培養等で培養が長期にわたり，
分化誘導などの複雑な培養工程を経ることもある。いずれの工程
もGMP対応により管理が徹底されるが，細胞の取り違えやクロス
コンタミネーションのリスクが存在する。そこで当社では，各工程
で細胞の由来を確認する方法としてSTR解析の手法を用いた
細胞認証および混入細胞（クロスコンタミネーション）検出法の
開発に取り組んだ。
1）細胞認証
　各細胞から抽出したゲノムDNAをテンプレートとしてPCRに
より24ローカスを増幅・蛍光標識し，キャピラリーシーケンサー
を用いて電気泳動することでSTR解析を行った。細胞認証データ
ベース12）を参考に，Evaluation Value（EV）（式1）が0.8以上
の場合には同一人物由来細胞の可能性が高いと評価した。

　細胞種の同異に関わらず由来が異なる細胞はEVが0.8未満
となり，異なる施設で培養した場合でも由来が同じ細胞ではEV
が1.0となった。以上より，本手法は由来が異なる細胞の取り
違えの検出に利用可能であると判断した（表2）。
2）混入細胞（クロスコンタミネーション）の検出
　クロスコンタミネーションを確認する手法の一つとしてSTR
解析が有用と考え，評価法の検討を行った。2種の株化細胞を
表３に示す各割合で混合し，細胞混合液からゲノムDNAを抽出

しSTR解析を行った。5%以上由来が異なる細胞が混入した
場合，3本以上ピークが検出されたローカスが1箇所以上観察
された（表3）。以上より，STR解析によりクロスコンタミネー
ションを検出できる可能性が示唆された。

3.3　ウイルス否定試験：PCR法
　細胞医薬品の原材料であるヒト細胞や，ヒト・動物由来の製造
関連物質はウイルスに汚染されている可能性がある。また，製造
工程中にウイルスが混入するリスクもある。一方，原材料となる
細胞や製品は生きた細胞を含むことから，バイオ医薬品のように
製造工程中でウイルスの不活化／除去を厳密に行うことは困難
である。したがって，微生物学的評価として，原材料や中間製品
および最終製品でウイルス否定試験を実施し，ウイルスに汚染
していないことの確認が必要となる。
　当社ではウイルス否定試験として核酸増幅法（NAT）を実施
している。ここでは，Virus Test Kit（HIV，HTLV，HCV，
HBV，ParvoB19）Ver.2（タカラバイオ株式会社）（リアル
タイムPCR法）を用いたウイルス検出法の検討例を示す（表4，
図4）。間葉系幹細胞（MSC）中の，ヒト免疫不全ウイルス（HIV），
B型肝炎ウイルス（HBV），C型肝炎ウイルス（HCV），成人
T細胞白血病ウイルス（HTLV）およびパルボウイルスB19
（ParvoB19）の否定試験として評価した。これら5種のウイルス
は，厚生労働省の「品質及び安全性の確保に関する指針」4）～10）

において混在の可能性を否定・確認することが要求されている
ウイルスである。ブランクおよびウイルス陰性の細胞では未検出
となり，特異性に問題はなかった。さらに，MSCからの核酸
抽出液にKit 付属のポジティブコントロール（各ウイルスの合成
核酸）を添加して直線性を確認したところ，濃度依存的に検出
することができ，ウイルスの検出が宿主となる細胞に干渉され
ないことも確認できた。以上より，本検出法はウイルス否定試験
として利用可能と判断した。加えて，ポジティブコントロールの
1/5000相当のコピー数が検出可能であった。

評価細胞 比較細胞 EV値

由来が異なる
細胞

BM-MSC （P社）

PANC-1 0.27
MIA PaCa-2 0.25
HeLa 0.40
PC-9 0.08

MSC （L 社）

PANC-1 0.33
MIA PaCa-2 0.26
HeLa 0.28
PC-9 0.31
BM-MSC （P社） 0.35

hiPSC Cell line18

PANC-1 0.46
MIA PaCa-2 0.39
HeLa 0.28
PC-9 0.17
BM-MSC （P社） 0.37
MSC （L 社） 0.44

由来が同じ
細胞

hiPSC Cell line18 
（当社ワーキングセルバンク）

同細胞 
（他機関ワーキングセルバンク） 1.00

表2　STR解析による細胞の由来の判断

混合比 PANC-1:MIA PaCa-2
（少ない方の割合・混入率（％））

95:5
（5）

90:10
（10）

75:25
（25）

25:75
（25）

10:90
（10）

5:95
（5）

PANC-1単独以外のピーク数 2-4 6-11 17-18 22 22 22
MIA PaCa-2単独以外のピーク数 25 25 25 24 14-17 2-3
3ピーク以上（※）のローカス数 1-3 4-5 10-11 11 7-8 2-3

表3　STR解析による細胞混入検出例

※染色体は2本の組み合わせ＝1種の細胞の場合はローカス当たりのピーク数は最大2本。
　1ローカスに3本ピークが検出されると由来が異なる細胞の混入の可能性が示唆される。

サンプル名 CT

HIV pol

BL UND.
UND.

MSC UND.
UND.

PC 34.346
33.843

MSC+PC 33.246
34.113

HIV LTR

BL UND.
UND.

MSC UND.
UND.

PC 32.357
31.845

MSC+PC 32.309
32.067

HIV2

BL UND.
UND.

MSC UND.
UND.

PC 34.495
34.602

MSC+PC 34.942
35.037

HBV

BL UND.
UND.

MSC UND.
UND.

PC 34.802
33.888

MSC+PC 34.756
34.438

サンプル名 CT

HCV

BL UND.
UND.

MSC UND.
UND.

PC 34.320
34.227

MSC+PC 34.359
34.185

HTLV

BL UND.
UND.

MSC UND.
UND.

PC 33.766
33.341

MSC+PC 33.160
33.306

ParvoB19

BL UND.
UND.

MSC UND.
UND.

PC 33.288
33.177

MSC+PC 33.966
33.603

表4　ウイルス否定試験の検討例 （特異性）

BL：ブランク（水）
MSC：間葉系幹細胞からの核酸抽出液
PC：ポジティブコントロール
　　 （各ウイルスの合成核酸）
UND.：未検出

 （式1）
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3.4　遺伝子導入ベクター残存：PCR法
　遺伝子導入に用いられるベクターが最終製品中に残存している
と，造腫瘍性や増殖性ウイルス出現のリスクとなる。そこで，製造
工程でベクターの希釈または除去の状況を確認するために残存
の評価が必要となる。今回，遺伝子導入した細胞製品の導入ベク
ター残存のモデルとして，MSCから抽出したDNAに市販の
プラスミドベクター（残存ベクターと想定）を添加したサンプル
を用いて検討した事例を紹介する。測定にはドロップレットデジ
タルPCR（ddPCR）およびリアルタイムPCR（qPCR）を使用

した。MSCから抽出したDNAにプラス
ミドベクターを添加したものとプラスミド
ベクター単独を測定した結果，ddPCR
および qPCR のいずれもMSC 由来の
DNAがプラスミドベクターの検出に影響
を及ぼさないことが確認できた。測定結果
は ddPCR法のみ示した（図5）。両者の
検出感度を比較するために，定量下限を確認
したところddPCR法では7コピー /20 μL
反応液であったのに対し，qPCR法では
41コピー /20 μL 反応液であった。以上
より，残存ベクターは qPCR法でも評価
できるが，より高感度で定量下限の低い
ddPCR法の方が適していると考えられる
（表5）。

3.5　核型異常の検出：PCR法
　ヒト細胞では培養により核型変化などの
染色体異常が生じることが知られている。
核型異常は造腫瘍性リスクに関する潜在的
ハザードと推定され，原料細胞やセルバンク
作成時の評価だけでなく，核型変化のリスク

があるとされる細胞加工後の評価にも重要視されている。遺伝
的安定性試験として実施される頻度が高い Gバンド核型解析
法は1細胞の染色体数の変化や転座などを確かめることができ，
遺伝的安定性の指標として有用であるが，評価に日数がかかる
点，定量性に欠ける点に課題がある。近年，PCR法を用いて
簡便に遺伝子異常をスクリーニングできるキットが市販され，
利用されている。各検出法の特徴を比較し，一覧表にまとめた
（表6）。
　hPSC Genetic Analysis Kit（STEMCELL Technologies 
Inc.）はPCR法を分析原理とし，ES/iPS細胞でよく報告され
ている 8 つの染色体領域の変異にターゲットを絞っている。
簡便であることに加え，形態観察やGバンド核型解析法で異常が
認められなくても変異を検出することができる場合がある。ここ
では，当社で保管・管理している iPS細胞の品質確認のために
本Kitを用いてPCR法にて核型異常の検出を実施した事例を紹介
する。継代数の異なる細胞（継代数：24回，29回，37回）の
測定を行った結果，各染色体領域のコピー数に変化は認められず，
iPS細胞は適切に管理されていることが確認できた（図6）。

図4　ウイルス否定試験の検討例（直線性）

図5　遺伝子導入ベクター残存（ddPCR法）　測定例

ddPCR法 qPCR法

概要 絶対定量（検量線作成は不要） 絶対定量（検量線作成が必要）

PCR
阻害物質

1コピー毎の増幅の有無を見ているので，
影響を受けにくい

測定がサイクル数に依存するため，
影響を受ける

感度 20 μL反応液中1コピー以上で検出可能で，
定量下限※1は7コピー/20 μL反応液

定量下限※2は41コピー/20 μL反応液
但し，Nested PCR※3が設定できれば，
数コピー/20 μL反応液の濃度でも検出可能

表5　遺伝子導入ベクター残存におけるddPCR法とqPCR法の比較

※1　信頼性のある定量下限をばらつきが30%の濃度と設定した場合
※2　信頼性のある定量下限をCT値が35以下の濃度と設定した場合
※3　2種類のプライマーセットを用いて2段階でPCRを行うことで，特異性および収量を高める方法

Assay 検出対象 特徴

Gバンド法 逆位，重複，欠失，
転座，異数性

一般的な手法としてよく用いられている，
1細胞の染色体数の変化や転座などの確認が可能
数十個の細胞を解析，低解像度（5Mb以上），
解析が主観的，約1週間の培養が必要

M-FISH法 転座，異数性，
逆位，重複，欠失

転座や異数性の解析が容易
解析が主観的，約1週間の培養が必要

アレイCGH法 重複，欠失，異数性，
不均衡型転座

高解像度，微細な領域の判定が可能
高価な試薬・装置が必要

シーケンス法
（NGS）

逆位，重複，欠失，
均衡型転座，異数性

高解像度，微細な領域の判定が可能
データ解析が複雑，高価な試薬・装置が必要

PCR法 重複，欠失，異数性，
不均衡型転座

簡便，短時間で結果が得られる
既知の核型異常のみ検出可能（ターゲット領域）

表6　核型異常検出法の比較
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4　おわりに
　細胞医薬品は，懸濁状態の細胞製品だけでなく，細胞塊やシート
状に培養したもの，異なる細胞を秩序良く配列した立体構造を
持つ組織製品など多様化しており，品質・安全性評価は製品の特性
や製造方法にあった試験法を設定しなければならない。当社では
様々な分析技術を応用した試験法の開発を行っており，これまでの
医薬品品質評価サービスでの経験を活かして，新規技術について
もデータインテグリティを含めGMPおよび信頼性基準に対応
して試験ができる体制を整えている。さらにバイオ医薬品および
再生医療等製品に特化したGMP対応施設を新規増設（2021年
6月稼働）し，当該分析・評価サービスを強化している。今回
技術トピックスとして紹介した評価方法が提供可能となったこと
で，原料細胞から最終製品まで評価できるようになり，ガイダンス
や指針に示された試験項目はほとんどGMP対応で実施可能と
なった（表7）。以上より，細胞医薬品の治験から市販後の製造に
おける品質・安全性評価だけでなく，原料細胞や製造工程で求め
られる試験やそれらの試験法検討も含めて，開発初期からお客様
をサポートできると考えている。引き続き，細胞医薬品の多様性
に応じた分析・評価技術の開発を進め，再生医療の発展や再生
医療等製品の普及に貢献したい。

岩田　美紀
（いわた　みき）
技術開発センター

塩谷　幸弓
（しおや　さゆみ）
技術開発センター

北中　淳史
（きたなか　あつし）
技術開発センター

西岡　由紀
（にしおか　ゆき）
大阪ラボラトリー
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図6　核型異常の検出結果（PCR法）

評価項目 試験項目 分析技術

含量 細胞数，細胞生存率等 細胞計測
フローサイトメトリー法

確認試験
性状，細胞表現型，
未分化性・分化能，細胞種等，
細胞認証（STR解析）

観察・免疫染色
アルカリフォスファターゼ染色
PCR法
フローサイトメトリー法
キャピラリーシーケンス法

純度試験 細胞表現型，異常増殖等，
混入細胞の確認（STR解析）

観察・免疫染色
PCR法
フローサイトメトリー法
キャピラリーシーケンス法

製造工程由来不純物 製造工程由来不純物質
（血清由来アルブミン，抗生物質等）

LC/MS
GC/MS
ICP-MS法
ELISA法
PCR法

目的外生理活性不純物 生理活性物質等 LC/MS，GC/MS，ELISA法等

安全性

染色体異常，未分化細胞の混入，
軟寒天コロニー形成能，
遺伝子導入ベクター残存，
ウイルス，マイコプラズマ，
エンドトキシン，無菌等

核型解析（G-band，Q-band）※

核型異常の検出（PCR法）
PCR法
微生物関連試験　日局準拠
迅速無菌試験

力価試験
効能試験

タンパク質発現，
生理活性物質の分泌能，
分化能，細胞表現型，細胞増殖能等

ELISA法，細胞アッセイ等

表7　当社にて対応可能な試験項目と分析技術

細胞認証および混入細胞の評価（STR解析）（キャピラリーシーケンス法）についてはGMP対応検討中
青字：技術トピックスとして紹介した項目　　　　※外部委託（信頼性基準対応）


