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研究成果の概要（和文）：本研究では細胞加工物の製造にリスクマネージメントの考え方を取り入れて重要品質
特性（CQA）を設定し、その値を管理しながら工程の改良を検討した。研究の進め方としては、CQA値をiPS細胞
からの分化誘導効率（％）と規定し、CQA値測定を含む細胞純化工程を中心に工程全体を大きく３つに区分し、
前後の工程を管理しながら各工程の改良を検証した。
分化誘導培養は閉鎖系システムによる工数簡略化、細胞純化は無標識での細胞分取、シート作製では培養期間と
細胞密度の管理による最終製品調製をそれぞれ検証し、適正なCQA値を保持したまま各改良が適用可能であるこ
とを示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the concept of risk management was incorporated into the 
production of cell processed products, the Critical Quality Attributes (CQAs) were set, and process 
improvements were examined while controlling the values. The CQAs were defined as the efficiency of 
differentiation induction from iPS cells (%), and the entire process was divided into three major 
processes, with the cell purification process, including the measurement of CQA values, at the 
centre, and the improvement of each process was verified while controlling the processes before and 
after the purification process.
The following improvements were verified: simplification of the number of steps by using the closed 
system for differentiation induction culture, labelled-free cell sorting for cell purification, and 
final product preparation by controlling the culture period and cell density for sheet production, 
respectively.

研究分野：再生医療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
リスクマネージメントに基づく工程管理については、CQA値を軸として管理するスタイルが細胞加工物に対して
も実際に適用可能であると示すことが出来た。
工程の改良内容については、開始当初は蛍光標識の組合せ変更など既存手法での対応を想定していたが、検討の
過程で無標識セルソーターや閉鎖系培養システムなど新規技術を取り入れることにつながった。これらの改良手
法は、無標識セルソーターであれば生物由来原料不使用による感染持込および残留に起因するリスク解消、閉鎖
系培養システムであれば製造作業負担の低減のみならず製造施設簡易化による大幅なコスト削減など、再生医療
実用化に付随した課題解決策を提示することが出来た。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

当研究室では iPS 細胞から眼組

織全体の発生を再現する画期的

な分化誘導方法を開発し、この

技術を基盤として角膜上皮細胞

シートを作製する工程を確立し

た 1。同技術については既に臨床

応用段階に入っており、2019 年

より First-in-human 臨床研究

（JRCT 認定番号:NA8140001）

（図 1.参照）を開始した。臨床

研究における細胞培養加工施設での製造では、使用する細胞の継代数など条件を限定して分化

誘導を行うことで効率的な細胞の純化・分取、および適切な品質の最終品を作製することができ

た。しかし今後の実用化を考慮すると、より効率的な製造工程に改良する必要があると考えられ

た。また近年、細胞を主原料とする製品の製造に対しても、医薬品製造のようにリスクマネージ

メントの観点を開発段階から取り入れる設計思想（QbD: Quality by Design）が推進されている。

このような背景から、本研究においてリスクマネージメントの考え方を導入しつつ製造工程の

改良を試みるに至った。 

 

２．研究の目的 

医薬品の開発・製造においては研究段階から実用化を視野に入れ、効率化のためクリティカルな

重要管理項目に着目した工程設計が行われるようになって来ている。本研究では医薬品製造の

設計思想を細胞製品にも応用し、製造工程に影響を与える重要管理項目を考慮して製造工程を

改良し、効率的な製造工程の確立を行うことを目的として実施することとした。本研究が対象と

するヒト iPS 細胞由来角膜上皮細胞シートの製造においては分化誘導により形成された眼オル

ガノイドから目的とする角膜上皮細胞を分取・純化する工程が、製造効率や最終製品の品質に直

結する最もクリティカルな工程である

（図 2.参照）と考えられたため、この細

胞純化工程において測定される目的細胞

の割合＝分化誘導効率を重要品質特性：

CQA と規定して管理しながら、製造工程

を見直すこととした。また、本品製造の重

要工程である細胞分取の方法の改良も併

せて検討することとした。 

 

３．研究の方法 

リスクマネージメントに基づき製造工程の改良を行う本研究の進め方として、判定基準と設定

した重要品質特性：CQA＝分化誘導効率と、その測定を含む細胞純化工程を中心に据えて検討を

進めることとした（図 3.参照）。CQA 値の管理をすることでその前後の工程も含め、適用した手

法が適正に機能するかを判定しながら、製造工程全体を主に 3 つに区分して各工程の改良を検

討した。 

１）細胞純化工程について、管理の中心となる CQA を分化誘導効率＝目的細胞の割合として実

測値値を測定、取得する重要工程と位置づけた。CQA 値を測定し、それ以前の工程が適切に進

行したかの判定を行うだけでなく、適正な CQA 値を得た中間体細胞のみをその後の工程に進め

ることで、最終製品の質を担保することにもつながる。この工程自体の改良として、当初は蛍光



標識の組合せの見直しを想定していた

が、その検討過程において新たに無標識

で細胞を識別、分取可能なセルソーター：

ゴーストサイトメトリー（協力：シンクサ

イト株式会社）の適用検討を加えること

として、これを本製造に当てはめること

の適切性を検証することとした。 

２）分化誘導工程については、iPS 細胞か

ら本開発品を構成する角膜上皮型細胞を

含む眼オルガノイドを形成する、本技術

の基盤となる部分であり、約 3 カ月の長

期培養を要し製造期間の大部分を占める

工程でもある。本工程を細胞加工施設内

で行うことは時間とコストを多台に要す

るため、予てより作業の簡略化、工数低減による負担軽減が望まれていた。今回の本研究では、

事業化向けた大きなコスト改善も見込める閉鎖式培養システム（協力：東京大学医学部附属病院

ティッシュエンジニアリング部）について、新たに試行した。本試行の結果は、その後の細胞純

化工程における CQA 値の測定により、その適不適を管理することとした。 

３）CQA 値測定後となるシート作製工程については、適切な CQA 値を得た中間体の細胞のみを

用いることで最終製品の質を確保することとなるが、製造ごとの微細な細胞増殖の差異等を緩

衝、吸収して製造の安定性を向上させることを目標に、播種密度と無血清培養期間における細胞

増殖度合いを管理項目として製造の進行調整を行い、最終製品の細胞密度を判定基準として適

切性を検証した。 

 

４．研究成果 

本研究開始当初、製造工程改良については、蛍光標識の組合せ変更など既存手法内での対応を想

定していたが、検討の過程で下記のようにゴーストサイトメトリーや閉鎖系培養システムなど

の新規技術を取り入れることに繋がり、細胞由来製品の実用化についてメリットの大きい改新

を示すことが出来た。本研究で見出した可能性は更なる新規研究、実用化開発へ繋げていけるも

のと考える。 

１）細胞純化工程について、CQA 値となる分化誘導効率を蛍光標識で測定管理した上で無標識

セルソーテイングを試行し、最終製品を作製、評価した（図 4.参照）。CQA 値に関しては、従来

製造データより 10.0%以上を確保していれば、質量ともに適正な純化細胞を分取できることが掴

めていたが、本試行においても 10.0%を超える値を示す検体を用い、該当細胞画分の細胞形態・

構造データを取得した。取得データに基づき、改めて無標識での細胞純化を実際に行ったところ、

最終製品の製造に充分量の細胞の分取に成功した。さらに純化細胞を用いて、製造工程を進め作

製した最終製品を解析したところ、主として角膜上皮細胞から成る細胞加工物であることを確

認した。本工程の改

良内容については、

継続製造した場合

の安定性等に未だ

不透明な部分は残

るものの、無標識で

の新規細胞純化手

法が本開発品の製

造にも適用可能で

あると示すことが



出来た。 

２）分化誘導工程に

ついては、閉鎖系培

養システムの適用に

よる、主として工程

簡略化のための試行

と検証を実施した

（図 5.参照）。分化誘

導工程については、

CQA 値を取得する

重要管理工程の細胞

純化より前の工程となるため、閉鎖系システムを用いた製造工程を実施し、その後に CQA 値を

測定して改良手法の適否を判定することとした。12 週間に及ぶ分化誘導工程を経て得られたオ

ルガノイドを細胞純化工程で解析し分化誘導効率＝CQA 値を測定したところ、11.0%の適性値を

得られた。そのため、その後の製造工程も進行させ、得られた最終製品について評価した結果、

適切な品質を保持していることが確認出来た。本改良によって、分化誘導工程は培地交換作業の

頻度が大幅に減少（1 回/2-3 日から 1 回/2-4 週）したことで、特に長期に及ぶ製造工程の負担が

大きく軽減すると考えられた。 

３）シート作製工程では、前半に血清培養で細胞を増殖させたのち、後半で血清培養に切り替え

て重層化による組織形成を促すことで、最終品である iPS 細胞由来角膜上皮細胞シートを作製す

ることが出来る。細胞密度を工程内での管理項目と設定し、細胞培養実施による検証を行った。

以前には一部で細胞密度の低すぎる細胞シートが出来るケースが認められたため、播種時の細

胞密度と無血清培養期間を調整して、前半工程で適切な密度（confluent）まで細胞が増えた状態

を確認したのちに血清培養に切り替えるという進行ルールへ変更したところ、適切な細胞密度

を保持した細胞シートを安定して形成することが出来た。その際、血清培養期間が変動（3～7 日

間）しても、重層化した細胞シートを維持、形成出来ることも確認した。この検討段階で適正な

シートとして作製したものを用いることで、前臨床研究 2における移植時の免疫特性評価試験を

実施することが出来た。また、“１．開発当初の背景”に前述した iPS 角膜上皮細胞シート移植

の First-in-human 臨床研究（2019-2022）において実施した免疫特性評価試験は、本管理ルールに

則り安定して作製、供給した一定品質の細胞シートを検体に用いることで評価を適正に遂行す

ることが出来た。 

以上のように本研究では、製造工程中に管理項目を設定してその管理値を元に適否判定を行い、

製造を進行させることで最終品の質を確保するという思想に基づく工程の改良を、細胞加工物

の製造を対象に実施し、その基礎となる作法を示すことが出来た。さらに各工程の改良として検

証し適用可能性を示した新規技術については、今後特に大きな発展性が見込まれる。細胞純化工

程の改良では全く新たに無標識での細胞分取技術に取り組み、特に新規性の高い改良要素を見

出すことに成功した。当該技術は細胞加工物の製造への応用だけでなく、再生医療を含む基礎的

研究として新たな分野への発展性も含むため、新規の研究として展開させることも検討中であ

る。分化誘導培養の簡易化を目的に適用した閉鎖系培養システムについては、本研究で示したよ

うな工程簡易化だけでなく、閉鎖系システムであることを活用して細胞加工施設施設を簡略化

することにこそ大きな意義があると考えられる。現在の再生医療等製品の製造コストの多くを

占める施設設置・維持費が削減できれば再生医療の提供価格は劇的に下がり、世界へ発展、普及

を急加速させることも可能となる。本研究での同システム試行の成功により、現在も日本が優位

性を保つ iPS 細胞を用いた再生医療技術の普及、発展に利する開発に先鞭をつけることが出来

た。 
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