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研究成果の概要（和文）：  

大学でのトランスレーショナルリサーチにおける効率的な投与製剤の品質保証の方法と
システムの構築を検討した。患者への投与前に迅速に細菌の混入を検出する方法としての
PCR 法は細胞が混入すると感度が低下するため不適であり、グラム染色法が感度、利便性、
即時性から有用であることが示された。調製施設の継続的環境測定では細菌が検出された
場合にはヒト常在菌であり、対象の絞り込みが可能である事が示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 

We studies on the effective quality assurance methods and manufacturing system for 
products utilized in Translational Research of academia. PCR analysis for the 
detection of bacterial contamination in cell products was shown to be useless due to the 
impaired sensitivity. Existence of cells was considered to affect the sensitivity. On the 
other hand, Gram stein was proved to be useful in terms of sensitivity, convenience, 
and instantaneousness. Floating bacteria detected by continuous environmental 
measurement were shown to be human resident ones, and this result indicated that we 
should focus on human resident bacteria, when we operate cell processing facility.   
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１．研究開始当初の背景 

大学における探索型医療研究（トランスレ
ーショナルリサーチ: TR）においては再生療
法、移植療法、自己改変細胞を利用した免疫
療法等の細胞療法が大きな柱である。しかし、
細胞療法の開発における最大の障害は、調製
施設・環境の整備と品質管理である。現在の

GMP を含めた法規・ガイドラインは大学等
の小規模施設を念頭においたものではない
ために実際に適応する場合には多大な労力
を要する。一方、諸外国の大学における承認
申請を前提としない臨床試験のための細胞
調製施設と我が国の差は、構造設備よりも品
質保証のための検査の策定と運用であり、改
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善を恒常的に行い担保するものである。また、
米国第一相試験の品質管理ではグラム染色
と検体保管を柱として、投与前に現実的にチ
ェックする体制となっており、運用との関連
性がますます重視されている。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、大学等の研究機関が推進する
細胞療法を効率的に、そして多くの機関が実
施可能となるように品質保証システムの構
築を、病原体の検出システムという観点から
行う。混入する病原体等の混入の発生場所の
検討、生じやすい作業工程、これらを検討し、
特定の場所の特定の検査というポイントを
押さえ、大学等研究機関で GMP や関連ガイ
ドラインの運用を容易にできるようにする。
また、迅速かつ効率な検査を目的として、上
記の検査では古典的ではあるがグラム染色
の価値を再確認する。これらを通じて、大学
における TR を主とした細胞療法の臨床試験
が迅速かつより効率的に施行することを可
能とすることを目指す。 

 

３．研究の方法 

臨床に用いる調製細胞は、ヒト幹細胞臨床
研究に関する指針では、治験薬 GMP 準拠が求
められているが、その他の指針に準拠する指
針でも準拠することが一般化している。その
基準の検討のためには、調整細胞を投与した
臨床試験の実施計画書と SOP及び調整の記録、
GMP、治験薬 GMP、「ヒト又は動物由来成分を
原料として製造される医薬品等の品質及び
安全性確保について」、米国 FDAによる第一
相試験に関するガイドライン、等を比較検討
する必要があるため行った。これに基づき、
細胞調製施設としての問題点を明らかにす
るために長期間の継続的な浮遊細菌、
Particle の測定を行い、随時改善を実施し   
病原体、汚染ルートの検討を行った。浮遊細
菌は、検出された場合には菌種を同定した。 
 解析に時間を要せず、かつ大学施設で実施
可能な製品品質保証としての細菌検出は、通
常実施されている培養検査との比較対照と
して改善が図れるように検討した。１つはグ
ラム染色であり、本邦では近年は軽視されが
ちであるが米国おける第一相試験での細菌
チェックでは第一義的地位を依然占めてお
り有用性と汎用性の確認を行った。もう１つ
は PCR法である。細菌全体がカバーでき、検
出感度が優れていれば時間的にも主義的に
も優れており、至適条件の検討を含め解析を
行った。 
 
４．研究成果 
細胞調製施設の Particle の測定は、0.3

μm と 0.5μm について約 2 年半継続的に
実施した。入り口、３ブースの通路、ブー

ス、出口と実施した。Particle 持ち込み防
止の措置は行っていたが、下記グラフのよ
うに最も入り口で検出されており、ブース
内ではほぼ検出されなかった。これは３ブ
ースともに同様であり、入り口における
Particle 持ち込み防止策の強化（防塵服の
着衣方法等）が有効と考えられ、この措置
により改善ができた。今後は、入り口での
持ち込みの防止が最も留意する点と考えら
れた。 
 
 
 
 
 
 

 
 浮遊菌の測定では、試験期間中に全測定中
9 回検出された。浮遊菌の同定検査では 7 回
菌群を同定することができ、Escherichia coli, 

Lactobacillus sp. Enterococcus sp. 
Bifidobacterium sp.が同定されたものであ
った。これらはヒトの常在菌であるが、手指
を介しての浮遊が考えられ、手指消毒後の手
袋の着用の徹底が有効と考えられ、無菌操作
における注意点が明らかとなった。また、細
胞調製施設の拭き取りによる菌検査では、ク
リーンベンチからは検出はされなかったが、
構造物から Staphylococcus 群と Candida
群を主に認めた。 

現在血液培養と同様の手法で培養液の一
部を用いて菌培養が行われるのが一般的で
あるが１―2 週間の培養期間を必要とする。
菌の迅速診断について、培養終了後の菌検
査の手法としてグラム染色を検討した。し
かし初期検討において細胞培養中の細胞集
団の塗沫標本では液量が尐なく検討するに
は不十分であること、細胞浮遊液を遠心後
に塗沫した場合には多数の細胞と培養中の
Debris 存在下に染色された菌体を発見す
るには熟練が必要であり、検査に慣れてい
ない者が行う場合には信頼性に乏しい点が
問題と考えられた。そこで Bacterial 16S 
ribosomal RNA をターゲットにした PCR
法について検討した。菌類では 16S rRNA
の conserved sequence部位(91E-13B)が共
通のシークエンスを有していることから、
この部位を認識する primer を作成した。
手法としては、菌コロニープレートからコ
ロニーを適量分取し、生理食塩水に懸濁し
細胞浮遊液（K562 を使用）と混合または
菌単独浮遊液を遠心上清を除去後に滅菌水
を添加し煮沸を行い、再度遠心後に上清を
回収し等量の AmpliTaq Gold Master Mix 
(Applied Biosystems)と混合した。なおよ
り 検 出 感 度 を 上 げ る た め に
DEXPAT,DNase, RNasin 等の有無で検



 

 

討を行った。その結果、細胞浮遊液と菌の
みでは PCR 法でのバンドは検出されなか
ったが、上記 3 試薬の追加によりコントロ
ール（菌のみ）と同様にバンドが検出され
た。これにより PCR 法の至適条件を確立
することができた。 

この至適条件を基に、S. epidermidis

とP. aeruginosaの２系統をヒト由来細胞と
共に培養し最適な検出条件を検討した。こ
の際、培養液、回収した細胞等幾つかの対
象を設定し検討を行った。培養液では高感
度で検出できたものの、細胞のPCR法の検
討では、菌数4 x 106CFU/μlが検出限界で
あった。 

＜結果＞ 
①� S. epidermidis 

検討１：4x10CFU/100μl（正味: 1）～4x107 

CFU/100μl（正味: 1x106） all negative 

検討 2：4x10CFU/100μl（正味: 1）～4x107 

CFU/100μl（正味: 1x106） all negative 

②P. aeruginosa 

検討１：4x10CFU/100μl（正味: 1）～4x107 

CFU/100μl（正味: 1x106）1 log 増加で実施 

・4x106 CFU/100μl（正味: 1x106）: weak + 

・4x107 CFU/100μl（正味: 1x106）：+ 

検討 2：4x10CFU/100μl（正味: 1）～4x107 

CFU/100μl（正味: 1x106）1 log 増加で実施 

・4x106 CFU/100μl（正味: 1x106）: + 

・4x107 CFU/100μl（正味: 1x106）：+ 

また、S. epidermidisのK562存在下での
細胞の状態を変えた実験では5x106CFUが
検出の下限であった。 

これらの結果からは、実際にヒトに投与
できる品質であることを保証することがで
きる感度に達していない事が示された。 

実際の臨床試験もモデルとして混入試験
を設定したが同様であった。これにより、
低遠心で回収した培養液のPCR法と、回収
した細胞の一部を培養液に再度遊離させグ
ラム染色を行うことが最も有効であること
が示された。微生物は環境から混入するこ
とが多いが、細胞調製施設の構造物の拭き
取り検査ではStaphylococcus群とCandida

群を主に認め、浮遊菌からはヒトの常在菌
を認めた結果からは、調製した細胞の移植
直前の品質チェックとしては、グラム染色
と培養液のPCR法が現在の標準的検出方法
であるステリテストと同等の検出力を有し
ており、かつ、実際の臨床試験において、
最終チェックから移植までの許容時間内に
実施が可能と考えられ、実施計画に組み込
むことが可能な時間で容易に行うことがで
きることから、両者を施行することが現在
最も効果的であり、しかも対象となる微生

物を環境測定結果を日常的に把握し、その
傾向を踏まえた対策と併せて評価すること
が有用であると考えられた。しかしながら
、細胞そのものからの検出手法は今回の研
究では実用に達することはなかったので、
今後、新たな手法を開発することが課題で
あることが示された。 
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