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再生医療の微生物安全性検査
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清水 則夫
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基調講演Ⅰ

再生医療実用化の微生物安全性検査

1. 法律、指針等で求められる微生物等の検査

2. プロセスバリデーションとベリフィケーション

3. 新規検査法の開発（ウイルス・マイコプラズマ・無菌）

4. 微生物安全性に関わるデータ収集

5. 微生物安全性確保に向けて

講演内容
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ヒトや動物細胞に培養などの加工を施したものを用いた
新しい医療（再生医療や細胞治療）の実用化

製品としての開発トラック

⇒ 医薬品医療機等法に基づく製造販売承認

⇒ 再生医療等製品の製造販売

医療としての開発トラック

⇒ 再生医療安全確保法による届け出・大臣確認

⇒ 医療機関で医療として実施

再生医療実用化への2つのトラック
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・主な科学的課題

１．微生物安全性

２．造腫瘍性試験のデザインと解釈（特にES/iPS細胞
）

３．最終製品を構成する細胞の特性解析

４．最終製品の免疫原性評価

５．有効性・安全性のフォローアップ

６．・・・・・・

再生医療の問題点

再生医療実現拠点ネットワークプログラム

技術開発個別課題：森尾班
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微生物安全性の確保

・原料がヒトの生きた細胞・組織

⇒ ヒトには多くの微生物が持続感染している
ため、原料への微生物混入は避けられない

・最終製品は生きた細胞加工物

⇒ 除去や滅菌により微生物安全性を担保できない

検査による微生物安全性の確保が重要

再生医療の問題点
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再生医療の安全性確保に関連する主な基準・指針等



再生医療の安全性確保に関連する主な基準・指針等

7

ヒト（同種）体性幹細胞加工医薬品等の品質及び
安全性の確保に関する指針

ドナーの選択基準

特にB型肝炎(HBV)、C型肝炎(HCV)、ヒト免疫不全ウイルス(HIV)感染症、
成人T細胞白血病(HTLV)、パルボウイルスB19 感染症については、問診及び
検査(血清学的試験や核酸増幅法等)により否定すること。

また、サイトメガロウイルス感染、EBウイルス感染及びウエストナイルウイルス
感染については必要に応じて検査により否定すること。

次に掲げるものについては既往歴の聴取、問診等を行うとともに、輸血、移植
医療を受けた経験の有無等からドナーとしての適格性を判断すること。

・梅毒トレポネーマ、クラミジア、淋菌、結核菌等の細菌による感染症

・敗血症及びその疑い ・悪性腫瘍 ・重篤な代謝及び内分泌疾患

・膠原病及び血液疾患 ・肝疾患 ・伝達性海綿状脳症及びその疑い

再生医療の安全性確保に関連する主な基準・指針等
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ヒト（同種）体性幹細胞加工医薬品等の品質
及び安全性の確保に関する指針

最終製品の品質管理

（６）無菌試験及びマイコプラズマ試験

最終製品の無菌性については、あらかじめ試験的検体を用い
て

全製造工程を通じて無菌性を確保できることを十分に評価して

おく必要がある。

・最終製品について、患者に適用する前に無菌性を試験に

より示すこと(一般細菌及び真菌の否定)。

・適切なマイコプラズマ否定試験を実施すること。

・マイコプラズマ否定試験については、検証された核酸増幅法
を用いることでもよい。

再生医療の安全性確保に関連する主な基準・指針等
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ヒト（同種）体性幹細胞加工医薬品等の品質
及び安全性の確保に関する指針

最終製品の品質管理

（７）エンドトキシン

試料中の夾雑物の影響を考慮して試験を実施すること。

規格値は必ずしも実測値によらず、日本薬局方等で示されて

いる最終製品の 1回投与量を基にした安全域を考慮して設定

すればよい ・・・

再生医療の安全性確保に関連する主な基準・指針等

エンドトキシン試験法：日本薬局方に一般試験法として収載

10



ヒト（同種）体性幹細胞加工医薬品等の品質
及び安全性の確保に関する指針

最終製品の品質管理

（８）ウイルス試験

バンク化されておらず、ウインドウピリオドが否定できず、

HBV、HCV、HIV 等を製造工程中に増殖させる可能性の

ある細胞を用いる際には、中間製品、最終製品等についても

ウイルス等の存在を否定する適切な試験を実施すること。

再生医療の安全性確保に関連する主な基準・指針等
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再生医療等製品（ヒト細胞加工製品）の品質、非臨床安全性

及び臨床試験の実施に関する技術的ガイダンス

平成28年6月14日 薬機発第0614043号

厚生労働団人官房参事官殿

独立行政法人医薬品医療機器総合機構 理事長

再生医療等製品の取扱いについては、「再生医療等製品の製造販売承認申請に際し
留意すべき事項について」（平成 26 年 8 月 12 日付け薬食機参発 0812 第 5 号厚生労
働省大臣官房参事官（医療機器・再生医療等製品審査管理担当）通知）等において
示されているところですが、今般、独立行政法人医薬品医療機器総合機構は、再生
医療等製品のうち、ヒト細胞加工製品を開発する際の考え方や留意点を記した技術的
ガイダンスについて別添として取り纏めましたので、報告します。

再生医療の安全性確保に関連する主な基準・指針等
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再生医療等製品においては、設定すべき品質規格や試験、実施
すべき特性解析、非臨床安全性試験の試験項目や試験法等が
整理されていない

・製品がヒト由来であるために動物を用いた評価が限定的

・製品の製造方法、製品の由来（ES 細胞、iPS 細胞、体性幹細胞、

体細胞など）が多種多様である

⇒ 再生医療等製品の品質及び非臨床安全性評価においては、

製品の特性を把握した上で、柔軟かつ合理的にケース・バイ・

ケースでの対応が必要

再生医療等製品の技術的ガイダンス
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原料及び材料となる細胞・組織のウイルス安全性管理

ヒト（同種）由来製品については、原料又は材料となる細胞・組織に
ついてドナーの適格性が十分であることを確認する必要がある。

生物由来原料基準 第 3ヒト由来製品原料総則

・ヒト細胞組織原料等を採取する際は、問診、検診、検査等
により、細菌、真菌、ウイルス等の感染を否定すること

・ウインドウピリオドを勘案した検査または管理がなされて
いること（ウインドピリオドを考慮した再検査）

ウインドウピリオド：ウイルスに感染してから検査で検出
できるようになるまでの空白期間

再生医療等製品の技術的ガイダンス
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○○ 生物由来原料基準 （平成15年厚生労働省告示第210号）

最終改正：「生物由来原料基準の一部を改正する件」

（平成26年９月26日厚生労働省告示第375号）

→ 医薬品医療機器等法第42条に基づき定める基準

○ 「生物由来原料基準の一部を改正する件について」

（平成26年10月２日薬食発1002第27号厚生労働省医薬食品局長通知）

→ 平成26年の改正の施行通知

○ 「生物由来原料基準の運用について」

（平成26年10月２日薬食審査発1002第１号、薬食機参発1002第５号厚生労働省
医薬食品局審査管理課長、厚生労働省大臣官房参事官（医療機器・再生医療
等製品審査管理担当）通知）

→ 生物由来原料基準の運用解釈を示した通知

生物由来原料基準（生原基）
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原料及び材料となる細胞・組織のウイルス安全性管理

最終製品における潜在的なウイルス混入リスクを低減化するために
、
原料又は材料となる細胞・組織についてはドナーの適格性の確認に
加え、セルバンク、中間製品又は最終製品に対し、

日本薬局方参考情報
「日局生物薬品のウイルス安全性確保の基本要件」

平成 12年 2月 22日付け医薬審第 329号
「ヒト又は動物細胞株を用いて製造されるバイオテクノロジー
応用医薬品のウイルス安全性評価」（ICH-Q5A）

を踏まえ、より高いウイルス安全性が確保できるよう管理戦略の
構築が重要

再生医療等製品の技術的ガイダンス
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ヒト又は動物細胞株を用いて製造されるバイオテクノロジー応用医薬品
のウイルス安全性評価 （医薬審第329号 平成12年2月22日）

ICH-Q5A
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ICH-Q5A
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ICH-Q5A

in vitro 試験

様々な細胞株に検体を接種して、細胞の変化などによりウイルスを検出する

in vivo 試験

実験動物に検体を接種して、病的変化の有無などからウイルスを検出する

抗体産生試験

実験動物に検体を接種して、特異抗体の上昇によりウイルスを検出

細胞種特異ウイルス試験

ヒト由来細胞株、ヒト以外の霊長類由来細胞株あるいはげっ歯類以外の動物
由来細胞株である場合は、それぞれの細胞株に適切な試験を適宜実施
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無菌試験及びマイコプラズマ否定試験について

原則として最終製品を試験検体として実施し試験結果を得た後に投与
できるような計画とすることが望ましい。

⇒ 最終製品を検査できる迅速検査法の導入が必要

試験方法は 日本薬局方に準じた試験 が望ましいが、科学的に合理的な
試験方法を採用することが可能

試験方法を選択する際には、採用する試験結果に影響を与えるリスクを慎重に
評価し、必要な分析法バリデーションを実施することが重要である。

⇒ 日本薬局方参考情報に準拠したキット （7種類のマイコプラズマを
10 CFU/mL の検出感度で検出可能）使用する場合でも、自施設で
信頼性のある検査結果が得られることを示す必要がある

再生医療等製品の技術的ガイダンス
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再生医療実用化の微生物安全性検査

1. 法律、指針等で求められる微生物等の検査

2. プロセスバリデーションとベリフィケーション

3. 新規検査法の開発（ウイルス・マイコプラズマ・無菌）

4. 微生物安全性に関わるデータ収集

5. 微生物安全性確保に向けて

講演内容
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ベリフィケーション

市販製品の製造管理及び品質管理の運用においては、原則と

して、プロセスバリデーションの実施が要件とされている。

再生医療等製品での運用には事前に入手可能な検体が制限

され、限られた製造経験から製品化が進められる場合や技術的

限界からプロセスバリデーションの実施が困難な場合が想定

されるため、ベリフィケーションにより品質を確保する手法を規定

再生医療等製品の技術的ガイダンス
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プロセスバリデーション

製造プロセスの品質に寄与する重要工程パラメータ等の変動要因

と品質リスクを特定し、恒常的に品質保証を高いレベルで達成する

⇒ 変動因子が特定したうえで製造管理及び品質管理の方法が

期待される効果を与えるか3ロットで検証する （事前の検証）

ベリフィケーション

プロセスバリデーションにより事前に検証しておくことが望まれるが、

制限された状況で変動要因の理解が十分に進んでいない状況

⇒ 品質リスクマネジメントに基づく品質管理戦略を設定すること

により、製品品質を製造毎に確認する （製造毎の検証）

再生医療等製品の技術的ガイダンス
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審査報告書

平成27年8月11日 独立行政法人医薬品医療機器総合機構

販売名 テムセルHS注

類 別 ヒト細胞加工製品 （ヒト体性幹細胞加工製品）

一般名称 ヒト（同種）骨髄由来間葉系幹細胞

申請者 JCRファーマ株式会社

申請年月日 平成26年9月26日

申請区分 （１の１）新再生医療等製品

審査担当部 再生医療製品等審査部

再生医療等製品（同種）の審査資料
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再生医療等製品（同種）の審査資料

審査結果報告書

［類 別］ ヒト細胞加工製品 二. ヒト体性幹細胞加工製品

［一般名称］ ヒト（同種）骨髄由来間葉系幹細胞

［販 売 名］ テムセルＨS注

［申 請 者］ ＪＣＲファーマ株式会社

［申 請 日］ 平成26年9月26日

【審査結果】

平成27年9月2日の再生医療製品・生物由来技術部会の審議結果は次の
とおりであり、この内容で薬事分科会に報告することとされた。

本品目を承認して差し支えない。 条件および期限付き承認に該当せず、
10年間の再審査指定の対象とすることが適当である。
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★品目の概要

テムセルHS注は、健康成人骨髄液から分離した有核細胞を拡大培養して得られる

ヒト間葉系幹細胞（hM SC）を構成細胞とし、医薬品と同様の薬理的作用による治験

効果を期待して、点滴で静脈に投与される再生医療等製品

★ ドナースクリーニング(抜粋)

血液検査

全血球検査、血液化学検査、ABO及びRh式血液型、HLA適合

血清学的検査及び核酸増幅検査

HIV-1, -2, HC V, HBsAg, HBsAb, HTLV-1,-2, 梅毒トレポネーマ 陰性

HIV-1, HBV-DNA, HC V-RNA, W NV, シャーガス病 （CM V, EBV : 追加）陰性

機構による再生医療等製品の審査概略
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★ ヒト骨髄液以外の生物由来原料等

牛胎児血清

ニュージーランド又はオーストラリア原産、γ線照射（30kG y以上）
外来性ウシウイルス否定試験、エンドトキシン試験、無菌試験、
マイコプラズマ試験

トリプシン

豚膵臓由来、粉末に対する電子線照射（25kG y以上）、γ線照射
（25kG y以上）、ブタパルボウイルス否定試験、エンドトキシン試験
、無菌試験、マイコプラズマ否定試験

ヒト血清アルブミン

製造販売承認を受けた医薬品

機構による再生医療等製品の審査概略
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「ヒト又は動物細胞株を用いて製造されるバイオ
テクノロジー応用医薬品のウイルス安全性評価」
（ICH Q 5Aガイドライン：平成12年2月22 日付 医薬
審第329号 厚生省医薬安全局審査管理課長通知）

★ 構成細胞の管理

DCB (Donor C ellBank)の規格
及び試験方法

機構による再生医療等製品の審査概略
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製品の規格及び試験方法

マイコプラズマ試験：DNA染色法からPCR法（日局）に変更

機構による再生医療等製品の審査概略

29

外来性感染性物質の安全性について

・ヒト骨髄液におけるドナースクリーニングの再検査について

機構は、本品の原料であるヒト骨髄液の生物由来原料基準への適合状況に
ついて、ウインドウピリオドを勘案した再検査が実施されていないことを踏まえ、
外来性感染性物質に係る安全性確保に対する考えを説明するように求めた。

申請者は、「生物由来原料基準の運用について」に基づき、同等の管理が出来
ていることを確認しており、生物由来原料基準への適合状況は問題ないと考え
ていると回答した。

機構は、ウインドウピリオドを勘案した再検査が実施されていないことから、
外来性感染性物質に係る安全性が担保されているとは言い難いと判断した。

しかし、バンクの段階でICH-Q 5Aを踏まえた広範なウイルス等の否定試験が
実施されているため、残存するウイルス安全性のリスクは許容可能と判断した。

機構による再生医療等製品の審査概略
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★ ベリフィケーションの実施について

本品の製造工程について、実生産スケールでプロセス評価が実施されている。

しかし、現時点においては本品の原料である骨髄液の品質特性に由来する
製造工程の変動要因が特定されているとは言えない。

・ 骨髄液の本品製造に係る品質特性の解析がなされておらず、原料及び
製造工程において管理すべき品質が定まっていない

・ 骨髄液ドナー毎の品質のばらつきに起因すると考えられるDCBの規格
不適合ロットが複数認められていること

したがって、プロセスバリデーションで製造品質が恒常的に得られることが確認
できていると判断することは適切ではない。

今後の製造におけるベリフィケーションにより本品の品質確保を行うよう、
品質における管理戦略を見直すことを求めた。

機構による再生医療等製品の審査概略
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★ ベリフィケーションの実施について

申請者は以下のように回答した。

現時点では変動要因が特定できていないことから、管理戦略として

工程内管理項目並びにドナーセルバンク及び製品の規格を設定し、

製造毎にベリフィケーションを実施することにより、目的の製品品質を

確保する管理戦略を構築する。

⇒ 機構は、申請者より提示された工程内管理項目、並びにDCB及び製品

の規格試験により、骨髄液の品質特性の変動により生じうる品質リスクを

管理できると判断し、本品目の品質管理戦略を了承した。

機構による再生医療等製品の審査概略
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ドナーセルバンクの規格及び試験方法（ベリフィケーション）抜粋

機構による再生医療等製品の審査概略

33

製品の規格及び試験方法（ベリフィケーション）

機構による再生医療等製品の審査概略

34



再生医療実用化の微生物安全性検査

1. 法律、指針等で求められる微生物等の検査

2. プロセスバリデーションとベリフィケーション

3. 新規検査法の開発（ウイルス・マイコプラズマ・無菌）

4. 微生物安全性に関わるデータ収集

5. 微生物安全性確保に向けて

講演内容

35

再生医療の微生物安全性確保

新しい微生物検査法の開発

１．ウイルス検査法の開発

２．マイコプラズマ検査法の開発

３．迅速無菌検査法の開発

微生物検査の重要性と安全性確保への対策

36



ウイルス検査

指針等では HIV, HTLV, HBV, HCV, B19が記載されているが・・・

培養中に混入したウイルスが細胞培養中に増殖する恐れがある

⇒ 大量のウイルスが投与される可能性

同種細胞：未感染のウイルスに感染する可能性

自己細胞：量的な問題・場所の問題・変異ウイルスの問題

★ 多種ウイルスの網羅的・迅速・安価な検査系の構築

★ ウイルス感染検体の試験培養によるデータ収集

★ ウイルススパイク試験によるデータ収集

微生物安全性確保への取り組み
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バイオ医薬品へのウイルス迷入が判明した最近の事例

経口弱毒生ヒトロタウイルスワクチン（Rotarix)へ PCV-1が混入

PCV-1: Porcine circoviurs type 1

・サーコウイルス科サーコウイルス属

・ゲノムは、環状一本鎖DNA ゲノムサイズは1759b

・直径約17 nm の球状でエンベロープなし

・哺乳類に感染するウイルスの中で最小

・ブタの感染率 ３０－６０％ ブタへの病原性はない

・ヒトへの感染は報告されていない

微生物安全性確保への取り組み
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経経口弱毒生ヒトロタウイルスワクチン（Rotarix)へ PCV-1が混入

事件のあらまし

・２０１０年：Ｖｉｃｔｏｒｉａらによるが生ワクチンのウイルス多様性の検討過程で
GSK社のＲｏｔａｒｉｘよりPCV-1の全長に相当するＤＮＡを検出

・２月 ９日：ＧＳＫ社が調査を開始

・３月１５日：製品、ＭＣＢ、ＷＣＢ（Ｖｅｒｏ細胞）およびウイルスシードより
PCV-1を検出したことをＦＤＡへ報告 （感染源はブタ由来トリプシン

）

・３月２２日：ＦＤＡよりアナウンス、同日ＧＳＫ社もプレスリリース

・５月 ７日：ＦＤＡは Vaccines and Related Biological Products Advisory
Committee Meeting を開催

Ｒｏｔａｒｉｘは迷入判明時にすでに約３千万人の乳幼児に投与されていたが
市販後の安全性調査では有害事象の報告は無かった

・５月１４日：ＦＤＡ 接種再開を決定

① PCV-1はヒトに感染しない
② ベネフィットがリスクを上回る

バイオ医薬品へのウイルス迷入が判明した最近の事例
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細胞組織加工製品に混入する
可能性のあるウイルス（138種）

40



生物由来原料に混入している可能性のあるウイルス

41

再再生医療材料への混入が懸念される

持続感染・血液感染ウイルス

D NAウイルス：HBV, HSV1, 2, C M V, EBV, VZV, HHV6, 7, 8, JC V, BKV, PVB19

RNA ウイルス：HC V, W NV    レトロウイルス: HIV1,2, HTLV1, 2

（18種を対象として選択）
42



・生体には様々な感染因子（細菌、真菌、マイコプラズマ、原虫、
ウイルス）が持続感染しているため、感染因子混入の可能性を
否定できない

・生きた組織・細胞が原材料となるため、材料の段階で感染因子
の滅菌処理を実施できない

⇒ 最終製品の全数検査が望ましい

・特に重要なウイルスについては、細胞培養への影響や
ウイルス動態に関するデータを予め収集しておくことが重要

⇒ ウイルススパイク試験やウイルス陽性患者由来の
細胞の試験培養

微生物検査の重要性と安全性確保への対策
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日和見ウイルス感染症検査セット：14項目（ウイルス13種類）

マルチプレックスPCR法を用いた網羅的ウイルス検査試薬の開発

• マルチプレックスPCR法により1 wellで1～3項目、7 wellで14項目の検査が可能

• 3種類の蛍光標識プローブによりウイルス種を区別

• PC R反応に必要な全ての試薬 （プライマー・プローブ・酵素・バッファー）を固相

化

• 簡便で迅速性に優れる（試薬のセットアップから1時間以内で結果が得られる）

• 品質は6ヶ月以上安定

44



日和見ウイルス感染症検査セット：14項目（ウイルス13種類）

マルチプレックスPCR法を用いた網羅的ウイルス検査試薬の開発

• マルチプレックスPC R法により1 wellで1～3項目、7 wellで14項目の検査が可能

• 3種類の蛍光標識プローブによりウイルス種を区別

• PC R反応に必要な全ての試薬 （プライマー・プローブ・酵素・バッファー）を固相化

• 簡便で迅速性に優れる（試薬のセットアップから1時間以内で結果が得られる）

• 品質は6ヶ月以上安定

HSV1 （6FAM
）

HHV7 （HEX）

HSV2 （C y5）

HSV1 6FAM
）

HHV7 HEX）

HSV2 C y5）
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網羅的ウイルス検査キット

再生医療用 日和見感染症用（再生医療に転用可能）

46



測定項目
◯EBウイルス
◯TBP:TATA binding protein gene

(細胞DNA量測定用）

単位細胞DNA量当たりの
EBウイルスゲノム量を定量
（EBV copies/μg DNA）

EBVやTBP配列にIC配列を挿入
（IC probe で検出可能）

新規な陽性コントロール核酸を利用した、被検試料中の標的核酸の検出・定量法
2014年10月 国内特許 2015年10月 PCT （本学より出願）

A,B,C：検量線用 D-G：サンプル測定用 （全 well にプライマー・プロー
ブ・酵素を固相化）

固相化試薬を用いた定量系（定量ストリップ）の開発

新型陽性コントロール

従来型陽性コントロール

Internal C ontrol ( IC  )

EBVやTBP配列と完全一致

47

固相化試薬を用いた定量系（定量ストリップ）の開発

細胞から抽出したDNAにはIC
配列が無いので、IC（紫）の
増幅曲線は見られない

スタンダードウェル

A B C

EBV, TBP, IC

スタンダードDNAにはIC配列が
挿入されているので、EBV（青）
、TBP（緑）、IC（紫）の増幅曲
線がみられる

A:105,B:103, C :101 C opies/w ell

サンプルウェル

EBV陽性細胞の抽出DNA 
を段階希釈

EBV, TBP, IC

混入が有った場合

IC 配列が挿入された
スタンダードDNAを添加

EBV（青）、TBP（緑）、
IC（紫）の増幅曲線がみられる

EBV, TBP, IC



再生医療の微生物安全性確保

新しい微生物検査法の開発

１．ウイルス検査法の開発

２．マイコプラズマ検査法の開発

３．迅速無菌検査法の開発

微生物検査の重要性と安全性確保への対策

49

マイコプラズマ検査

日本薬局方（日局）参考情報に準拠した検査が求められる

⇒ 日局17参考情報には核酸増幅法（C法）のバリデーション基準が
記載され、培養法・DNA染色法の代替として用いることが可能に

・検出感度バリデーションの対象菌種7種を指定

・A法（培養法）の代替とする場合：10 CFU/ml の検出感度

・B法（DNA染色法）の代替とする場合：100 CFU/ml の検出感度

微生物安全性確保への取り組み
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再生医療の前臨床試験の際に
マイコプラズマ感染したサルの眼

資料（理化学研究所杉田直先生より）

マイコプラズマ検査の必要性

自然界では宿主特異性を示すが、培養細胞からは血清などの試薬
類や培養に携わる作業従事者等が汚染源となり、種を超えて感染
する

適切なマイコプラズマ否定試験の実施が必要

患者に重篤な感染症をもたらす可能性がある

細胞表面に寄生している
マイコプラズマ

細胞変性を生じず、培養液の混濁も認めら

れない

汚染に気づくことが困難

マイコプラズマ汚染によりサイトカインの発現
異常や染色体異常などを引き起こす

51

マイコプラズマ否定試験 （第十七改正日本薬局方）

日局17参考情報には3種類の試験方法が収載されている

C法（NAT法）

判定 28日 判定 4～7日 判定 1日

要件を満たしたNAT法を用いて適切なバリデーションを実施

NAT法のみで試験可能

B法（指標細胞を用いたDNA染色法）

M ycoplasm a 陰性細胞 M ycoplasm a 陽性細胞M ycoplasm a コロニー

A法（培養法）

52



マイコプラズマ検査

日本薬局方（日局）参考情報に準拠した検査が求められる

⇒ 日局17参考情報には核酸増幅法（C法）のバリデーション基準が
記載され、培養法・DNA染色法の代替として用いることが可能に

・検出感度バリデーションの対象菌種7種を指定

・A法（培養法）の代替とする場合：10 CFU/ml の検出感度

・B法（DNA染色法）の代替とする場合：100 CFU/ml の検出感度

微生物安全性確保への取り組み

日局１７参考情報に準拠したマイコプラズマ検査系の構築

53

マイコプラズマ検出キット（M yco Finder）について

• 142種類のマイコプラズマを検出可能 （in silico)

• 高感度 （日欧米局方収載9種を含む17種の菌種を10 C FU/m Lの感

度で検出可能）

• 試薬の固相化により試薬調製が簡易

• 迅速性（試薬調製から検出までの所要時間は1時間程度）

ププライマー11種類、プローブ6種類を使用した
マルチプレックスPCR

マイコプラズマを検出する方法
2014年 国内特許 2015年 PCT （本学より出願）
2017年2月 PCT出願特許の国内移行が完了、米国譲渡証登録通知が発行
2017年8月 ヨーロッパ公開公報が発行 54



市販キットの特異性（交差反応性）比較

世界的に使われている2社の検査キットに特異性で勝る
特異性 （細菌25種、真菌8種、哺乳動物細胞3種）

A 社

全て交差反応性なし

M yco Finder
(日水製薬)

異性 細

B 社

55

陽性コントロールに特異的配列を挿入し、その配列を検出することで陽性コントロール由来の増幅を判別可能

FAM （青）、HEX（緑）、RO X（オレンジ）の蛍光
シグナルが陽性

陽性コントロール(1000 copies/反応)の増幅曲線

陽性コントロール
特異的プローブ

マイコプラズマ
特異的プローブ

M .ferm entans(10 C FU/m L)の増幅曲線

FAM （青）のみ蛍光シグナルが陽性

陽性コントロール
特異的プローブ

マイコプラズマ
特異的プローブ

マイコプラズマDNA

本キットの陽性コントロール

マイコプラズマ特異的プライマーマイコプラズマ特異的プライマー

マイコプラズマ特異的プローブ

陽性コントロール特異的プローブ

FAM

HEX & RO XFAM

マイコプラズマDNAと識別可能な陽性コントロール
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使用方法（M yco Finder）について

① テストストリップBに濃度調整されたDNA抽出サンプルを25μL添加

② ピペッティングして固相化試薬を溶解した後、テストストリップAに全量を移す

③ ピペッティングして固相化試薬を溶解した後、フラットキャップを装着する

④ リアルタイムPCR装置で検出

操作は４ステップで完了！
試薬調整の時間短縮

試薬調整ミスやコンタミリスクの低減

ストリップ
A

ストリップB

④

サンプル

リアルタイムPCR
装置による検出
（１時間以内）

③②①

フラットキャップ装
着

対応機種
ストリップA：CFX96 Touch(BioRad), LightC yclerDX480(Roche)
ストリップB：0.1m L Tube サイズの機種
＊ABI 7300,7500, Q uantstudio は専用Tubeに移し替え
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• 市販キットを用いる場合はキットの性能（特異性、検出感度等）について

使用者の試験系でも目的とした性能が得られることを確認する

• NATによる分析の評価には核酸の抽出から増幅産物の検出までの

全工程が含まれる

• NATのみで否定試験を実施するには7種のマイコプラズマ全てに

おいて10 C FU/m Lが95%以上の確率で検出される必要がある

• C FU又はそれに相当するコピー数とが明らかにされたマイコプラズマ

参照品が必要

NAT法を用いたマイコプラズマ否定試験 （第十七改正日本薬局方）

試験前の施設バリデーションの実施が必要

58



国内調製されたマイコプラズマ参照品（7菌種）を公的機関から入手できない

国衛研から基盤研・NITEに委託を検討 → 現状では整備が進んでいない

マイコプラズマ参照品の現状

① 濃度既知の参照品パネルをATC Cから入手

① 菌株をNBRCやATC Cから入手し、各施設で参照品を調製する（2～3週間程度）

高価 （1菌種約10万円）で、解凍後は再利用不可

培養・凍結 → C FU値、G C値の測定 → G C /C FU比の評価 （100以内）

国衛研との共同研究

国衛研と同等の参照品を作製することが可能に （国内参照品）

59

M yco Finderを用いた施設バリデーションの実施例

滑膜由来幹細胞に対するマイコプラズマ否定試験 （再生医療研究センター軟骨・半月板再生グループ）

７菌種全てのマイコプラズマにおいて10 
C FU/m Lが100%検出されたため、NATの
みでマイコプラズマ否定試験が実施可能

A.laidlawii M .arginini M .ferm entans

M .hyorhinis M .orale M .pneum oniae

M .salivarium Run controlC ell
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M yco Finderを用いた施設バリデーションの実施例

• マイコプラズマ参照品の提供

• M yco Finderを用いた施設バリデーションの技術指導

ヒトiPS由来 （他家）網膜色素上皮を使用した眼の再生医療 （
理化学研究所 CDB）

移植前のRPE細胞に対し、M yco Finderを用いて検査実施

出典：朝日新聞デジタル

臨床研究 （2017年3月～）

出典：理化学研究所

iPS細胞
(他家)

網膜色素上皮細
胞（RPE細胞）

分化

移植

品質検査

61

再生医療の微生物安全性確保

新しい微生物検査法の開発

１．ウイルス検査法の開発

２．マイコプラズマ検査法の開発

３．迅速無菌検査法の開発

微生物検査の重要性と安全性確保への対策
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無菌試験

日本薬局方（日局）の一般試験法に収載

⇒ 試験期間が14日間必要なため、最終製品の検査に不適

⇒ 日局17参考情報では迅速無菌試験法の導入を推奨

微生物安全性確保への取り組み
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無菌試験

日本薬局方（日局）の一般試験法に収載

⇒ 試験期間が14日間必要なため、最終製品の検査に不適

⇒ 日局17参考情報では迅速無菌試験法の導入を推奨

核酸増幅法による迅速無菌試験法を開発

微生物安全性確保への取り組み

64



迅速無菌試験法の導入背景

滑膜由来培養幹細胞による半月板再生医療
（再生医療研究センター軟骨・半月板再生グループ）

治験申請

PM DA事前面談

迅速無菌試験法導入が条件

NAT法による代替法を開発・導入

治験が許可された

DA事前面

試験法導

る代替法を

験が許可さ

第十七改正日本薬局方参考情報
微生物迅速試験法の今後

今後迅速無菌試験代替法が
使用可能になると予想される

1) 従来法が使用できない場合に迅
速微生物迅速試験法を導入する
場合、その妥当性を検証して迅速
試験法を用いることが出来る。培
養法以外の検出原理を用いた検
査法の導入が期待されること。

2) 真菌やウイルス等にも応用可能
であり、その積極的な活用は関連
分野における微生物管理レベル
の向上に大きく役立ち、微生物汚
染に伴うリスクの低減等に貢献す
ることが期待される。

3) 試験方法のバリデーションでは局
方6菌種を使用すること。
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細菌共通16S rRNA遺伝子 定量PCR 真菌共通18S rRNA遺伝子 定量PCR

検出可能な真菌類
Aspergillus spp, Alternaria spp, Absidia spp, Basidobolus spp, 
C andida spp, C hlm ydoabsidia spp, C onidobolus spp, 
C okerom yces spp, C ryptococcus spp, C unningham ella spp, 
Em ericella spp, Echinosporangium spp, Fusarium  spp,  
Lom entospora spp, Lichtheim ia spp, M icrosporum spp, 
M ucor spp, M alassezia spp, M oltierella spp ,Pseudallescheria
spp, Paecilom yces spp, pneum ocystis spp,  Rhizopus spp, 
Rhizom ucor, Rhodotorula spp,  Saksenaea spp, Trichosporon
spp, 

F R

Probe

F R

Probe

N AT法による迅速無菌試験法の構築 （オリゴ設計・網羅性）

検出可能な代表的細菌種
Haem ophilus influenza, Neisseria m eningitides,
Staphylococcus aureus, M oraxella catarrhalis,
C lostridium  perfringens,Staphylococcus epiderm idis
Streptococcus pneum oniae, M ycobacterium  tuberculosis,
Propionibacterium  acnes, Pseudom onas aeruginosa,
Escherichia coli ,C am pylobacter jejuni,
Bartonella henselae, Rickettsia japonica,
C oxiella burnetii etc 合計39種類が検出可能
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検出感度試験 （局方記載の細菌・真菌6種類による同等性試験）

無菌試験：培養法による検出感度は100 C FU

マイコプラズマ否定試験 NAT法のバリデーシ
ョンを参考に評価
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検出感度試験 （陽性／陰性判定のための基準設定）

細菌3菌種 （B.subtilis, S.aureus, P.aeruginosa）（N=8）

Cq値 32.5でカットオフ

局方収載の細菌4種

C.sporogenes, B.subtilis, S.aureus, P.aeruginosasporog

Cq値 30でカットオフ

局方収載の真菌2種

A. brasiliensis, C .albicansbrasili

104C opy
10 3C opy
10 2C opy

10Copy

10 4C op
10 5C opy

陰性sam pleSpike sam pleStandard

3C op10 3
2C op10 2

opypy10Co1

32.5

1×106個の細胞 （CHO  DG 44）＋ 細菌100 C FU 
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検出感度試験 （局方記載の細菌・真菌6種類による同等性試験）

B.subtilis

S.aureus

P.aeruginosa

C .sporogenes

A. brasiliensis

C .albicans

日局17収載の細菌4種および真菌2種のすべてで100 C FU/m Lが100%検出された

培養法の検出感度を満たしている
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・rRNAはDNAの100～
1000倍多く存在する
・菌の死後RNAは急速
に分解される

市販品には高濃度の
微生物由来の核酸が
混入している

NAT法による迅速無菌試験法のアップグレード

現在 アップグレード

核酸 DNA RNA

対象
一般の
細菌・真菌

広範囲の
細菌・真菌
マイコプラズマ

酵素 低核酸

プライマー
プローブ

高精製
高分子核酸除去

高感度化
生菌・死菌判定

カットオフ値の
設定が容易

網羅性の向上
検査の迅速化

期待されること
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真菌リボソームRNAのサイクル例

• 発現量が多い（リボソーム
RNA全体の25％がリボソ
ームRNA前駆体）

• 菌種間の共通配列が多い
• リボソームRNAよりも代謝
サイクルが速い

オペロン

ターゲットにする

リボソームRNA前駆体を利用した微生物の生死判定方法
2017年 国内特許 2018年 PCT （本学より出願）

rRNA・rRNA前駆体を標的とした生菌・死菌判定法の開発

リボソームRNA前駆体ボソ
菌の死後、分解される
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簡便・迅速な検査系の実用化と統合

リアルタイムPCRを共通プラットホームとした検査システム

反応試薬の固相化

マルチプレックス化

特殊な陽性コントロール
コントロールの混入やキャリーオーバーコ
ンタミネーションによる偽陽性を容易に判
別

網羅性・迅速性に優れ、簡便に使用でき
る

ウイルス 検査キットが市販

マイコプラズマ 検査キットの市販 + 参照品の作製

無菌試験 検査システムの改良、キット化を目指す

統合型迅速微生物等検査系を開発中
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再生医療実用化の微生物安全性検査

1. 法律、指針等で求められる微生物等の検査

2. プロセスバリデーションとベリフィケーション

3. 新規検査法の開発（ウイルス・マイコプラズマ・無菌）

4. 微生物安全性に関わるデータ収集

5. 微生物安全性確保に向けて

講演内容
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ケースバイケース対応を考えるには基礎となるデータが必要

１．原料や培養細胞に関するデータ収集

（ウイルス陽性検体の積極的な試験培養）

２．スパイク試験によるデータ収集

（ウイルス添加による細胞への影響とウイルス動態解析）

再生医療用の原料や細胞製剤への

微生物混入に関するデータ収集

微生物安全性に関わるデータ収集
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ケースバイケース対応を考えるには基礎となるデータが必要

１．原料や培養細胞に関するデータ収集

（ウイルス陽性検体の積極的な試験培養）

２．スパイク試験によるデータ収集

（ウイルス添加による細胞への影響とウイルス動態解析）

再生医療用の原料や細胞製剤への

微生物混入に関するデータ収集

微生物安全性に関わるデータ収集
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DNAウイルス

HSV-1,-2, VZV, C M V, ParvoB19, BKV, JC V

EBV, HHV-7, HHV-8, HBV

RNAウイルス

HIV-1, HIV-2，HC V, HTLV-1，HTLV-2

マイコプラズマ

細菌・真菌培養 エンドトキシン

本学細胞治療センターで実施中の微生物検査

微生物安全性に関わるデータ収集
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受入血液

培養細
胞

HSV1  HSV2   VZV  EBV  C M V  HHV6 7 8    BKV    JC V  PVB19

238 sam ples

224 sam ples

HSV1  HSV2   VZV  EBV  C M V  HHV6 7 8    BKV    JC V  PVB19

微生物安全性に関わるデータ収集（末梢血）

T細胞の活性化培養の前後でのウイルス検出
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ウイルス陽性患者T細胞のCD3AT法による試験培養

・HIV-1 キャリア/ AIDS患者 ⇒ ウイルス量減少

・HTLV-1 キャリア/ ATL患者 ⇒ 感染細胞増幅

・HBV キャリア ⇒ ウイルス量減少

・HCV  キャリア ⇒ ウイルス量減少

・PVB19 キャリア ⇒ ウイルス量減少

・CM V感染症患者 ⇒ ウイルス量減少 ・残存

・EBVキャリア ⇒ ウイルス量減少 ・増幅

・HHV6感染症患者（キャリア） ⇒ ウイルス量減少 ・増幅

微生物安全性に関わるデータ収集（末梢血）
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滑膜幹細胞を利用した再生医療の
ウイルス・マイコプラズマ検査

対象ウイルス・マイコプラズマ

DNA virus: HSV-1, HSV-2, VZV, EBV, HHV6, HHV7, HHV8, C M V, 
B19, HBV, BKV, JC V

RNA & Retro virus: HIV-1, HIV-2, HTLV-1, HTLV-2, HC V

マイコプラズマ (欧州薬局方記載の下記9種類を含む142種類が検出可能)

M . orale, M . arginini, M . ferm entans, M . hyorhinis, M . pneum oniae,
M . synoviae, M . gallisepticum , A. laidlawii, S. citri

対象検体

滑膜 骨髄 (細胞成分、液体成分) 血液 (細胞成分、液体成分)
骨 滑膜由来間葉系幹細胞 (day 14)

微生物安全性に関わるデータ収集（滑膜幹細胞）
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ウイルス検査

・ ウイルス陽性症例数：20 症例中 14 症例

・ ウイルス陽性検体数：126 検体中 30 検体

検体 (内訳) 陽性/検体 内訳

滑膜
5/20 EBV (1)・parvoB19 (4)

骨髄 (細胞成分)
7/19 parvoB19 (6)・HTLV1 (1）

骨髄 (液体成分)
8/19 EBV (1)・VZV (1)・parvoB19 (6)

血液 (細胞成分)
3/17 EBV (1)・parvoB19(1）・HTLVV1(1）

血液 (液体成分)
1/17 parvoB19(1）

骨
6/15 parvoB19 (6)

滑膜由来間葉系幹細胞 (day 14)
0/19

Total
30/126

微生物安全性に関わるデータ収集（滑膜幹細胞）
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滑膜幹細胞を利用した再生医療のウイルス検
査

微生物安全性に関わるデータ収集（滑膜幹細胞）
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マイコプラズマ検査

・ 陽性症例数： 20 症例中 0 症例

・ 陽性検体数：126 検体中 0 検体

陽性検体数/検体数

滑膜
0/20

骨髄 (細胞成分)
0/19

骨髄 (液体成分)
0/19

血液 (細胞成分)
0/17

血液 (液体成分)
0/17

骨
0/15

滑膜由来間葉系幹細胞 (day 14)
0/19

Total
0/126

微生物安全性に関わるデータ収集（滑膜幹細胞）
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ケースバイケース対応を考えるには基礎となるデータが必要

１．原料や培養細胞に関するデータ収集

（ウイルス陽性検体の積極的な試験培養）

２．スパイク試験によるデータ収集

（ウイルス添加による細胞への影響とウイルス動態解析）

再生医療用の原料や細胞製剤への

微生物混入に関するデータ収集

微生物安全性に関わるデータ収集
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ウイルススパイク試験法の開発

・ 対象ウイルス： ヒト免疫不全ウイルス1型（HIV-1）

エプスタイン･バーウイルス（EBV）

ヒトサイトメガロウイルス（CM V）

ヒトパルボウイルスB19型（PVB19）

単純ヘルペスウイルス1型（HSV-1)

・被検細胞：CD34陽性造血幹細胞 骨髄由来間葉系幹細胞

iPS細胞由来網膜色素上皮細胞 iPS細胞

滑膜由来間葉系幹細胞

微生物安全性に関わるデータ収集

84



iPS細胞由来網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞への
ウイルススパイク試験

微生物安全性に関わるデータ収集
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CMV infection

Day 0

Day 3

ウイルス感染による細胞の形態変化（RPE 細胞）

Day 10

ＸＸ４０ Ｘ2００

HSV1 infection

Ｘ４０ Ｘ2００

Day 0

Day 1

Day 3

iPS細胞由来RPE細胞へのウイルススパイク試験
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Day 0

Day 3

Day 7

Ｘ200

ウイルスタンパク質発現の検出（RPE 細胞）

CMV infection HSV1 infection

HSV1 ICP4
(Immediate early antigen )

CMV pp65  
(Immediate early antigen)

Day0

Day1

Day3

RPE 細胞

iPS細胞由来RPE細胞へのウイルススパイク試験
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iiPS細胞由来網膜色素上皮細胞を利用した再生医療の安全性確保

【目的】iPS細胞由来網膜色素上皮（RPE）細胞に対するウイルス
スパイク試験を実施

【結果】 HSV1, C M Vともに感染後ウイルスゲノム量の増加および
ウイルス m RNA・

タンパク質の発現が確認され、感染細胞は死滅した

iPS細胞由来RPE細胞へのウイルススパイク試験
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iPS細胞由来網膜色素上皮細胞を利用した再生医療の安全性確保

【目的】iPS細胞由来網膜色素上皮（RPE）細胞に対するウイルスス
パイク試験を実施

【結果】 HSV1, C M Vともに感染後ウイルスゲノム量の増加および
ウイルス m RNA・タンパク質の発現が確認され、感染細胞
は死滅した

【考察】 １． iPS細胞由来RPE細胞はHSV1とCM Vに高い感受性
を有し、感染後細胞が死滅することが示された

２． iPS細胞ストックを用いる再生医療は同種移植となり
免疫抑制剤投与が必要となるため持続感染ウイルス
の活性化が懸念される
したがって、移植細胞に親和性がある持続感染ウイル
スの感染の可能性を踏まえた治療計画および移植細
胞の安全保証検討すべきである
（第14回日本再生医療学会総会で発表）

iPS細胞由来RPE細胞へのウイルススパイク試験
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再生医療実用化の微生物安全性検査

1. 法律、指針等で求められる微生物等の検査

2. プロセスバリデーションとベリフィケーション

3. 新規検査法の開発（ウイルス・マイコプラズマ・無菌）

4. 微生物安全性に関わるデータ収集

5. 微生物安全性確保に向けて

講演内容
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活性化T細胞

原 材 料 EBV,HHV6,HHV7, C M V, HTLV1, 
B19,HC V, HBV

細胞製剤 EBV, HHV6, HHV7, HTLV1

滑膜細胞 原 材 料 B19, EBV, HTLV1, VZV

iPS由来RPE細胞 培養細胞 HSV1, C M V

C D34陽性細胞 培養細胞 B19

iPS細胞:  培養細胞 HSV1  (C M Vは陰性）
皮膚・末梢血からの汚染？

再生医療を実施する際に注意すべきウイルス
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１．指針に記載のウイルス5種類の検査は必須
（HIV, HTLV, HBV, HCV, B19)

２．上記5種類以外でも混入や増殖の可能性がある持続感染
ウイルスの検査を考慮すべき （ケースバイケースの対応）

３．同種治療ではウインドウピリオドを勘案したドナーの再検査
を考慮すべき

４．製造ロット毎のベリフィケーションによる安全性確保が重要

５．免疫抑制剤投与が必要な治療では、患者に持続感染している
ウイルスが細胞製剤に感染する可能性を考慮した品質管理・
治療戦略を構築すべき

再生医療のウイルス安全性確保
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１．最終製品の検査を目指した迅速検査系の開発と実用化

ウイルス、マイコプラズマ、無菌試験

（4件の特許出願とライセンスアウト：６種類の製品）

２．微生物汚染に関するデータ取得への協力

正常・感染検体の試験培養と正常細胞へのスパイク試験によるデータ取得

（J-TEC、JC Rファーマ、ヘリオス、リンフォテック など）

３．微生物検査実施への協力

技術供与や技術指導

（CiRA、京都府立医大、山口大、タカラバイオ、日水製薬、島津製作所 など）

施設バリデーションへの協力

（参照品の作成と供与 ：理化学研究所、ファーマバイオ、メディネット など）

再生医療を微生物安全性確保への取り組み
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