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概要 

 

【背景・目的】 

in vivo 造腫瘍性試験は、免疫不全動物にヒト細胞を移植し、動物の体内

で増殖する造腫瘍性細胞を検出することを目的とした試験である。現在、In 

vivo造腫瘍性試験には、主に NOGマウスといった重度免疫不全を呈するマウ

スが用いられている。一方、マウスは体重、サイズ、寿命、臓器の構造などが

ヒトと大きく異なるため、よりヒトに近い大動物を使った試験系の確立が求

められている。ブタは、マウスより生理学的及び解剖学的にヒトとの類似性

が高いため、よりヒトに近い医学研究ツールとして期待できる。近年、ヒト

重症複合型免疫不全症(severe combined immunodeficiency: SCID)の原因遺

伝子であるインターロイキン-2 (IL-2)受容体γ鎖を欠損させた重度免疫不

全ブタ(IL2rg欠損ブタ）が開発された。IL2rg欠損ブタは、NOGマウスと同様

に、ヒトがん細胞を拒絶せず腫瘍形成することが推測され、ヒト細胞の造腫

瘍性試験に利用できる可能性がある。 

本研究では、重度免疫不全を呈する IL2rg 欠損ブタにヒトがん細胞(Hela

細胞)を移植し、その生着や腫瘍性増殖を検討した。そしてこの IL2rg 欠損ブ

タが、ヒト細胞加工製品の in vivo 造腫瘍性試験に利用できる研究用モデル

動物となりうるか検証した。さらに現在、血管再生治療用細胞として開発が

行われているヒト脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cells: DFAT)を臨

床試験と同様の投与方法で IL2rg 欠損ブタに移植し、その腫瘍形成性の有無

を解析した。 
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【方法】 

IL2rg 欠損ブタは、免疫不全ブタ飼育室に設置された免疫不全ブタ用クリー

ンラックシステムを用いて飼育した。ヒト DFATは、脂肪吸引術をうける患者か

ら提供された皮下吸引脂肪組織を細胞原料として、セルプロセッシングアイソ

レータを用いて天井培養法にて調製した。Hela細胞移植実験では、IL2rg欠損ブ

タの皮下または浅臀筋内にマトリゲルとともに Hela 細胞(1 × 106/頭または 1 

× 107/頭)を移植し、移植 1週間後および移植１ヶ月後に移植部位および主要遠

隔臓器の病理学的解析を行った。DFAT 移植実験では、IL2rg 欠損ブタの浅臀筋内

に 1 cm 間隔で 20ヶ所に臨床グレードのヒト DFAT(2 × 107/頭)を移植した。ま

た陰性対照細胞としてヒト皮膚線維芽細胞(Fibroblast)を同様の方法で移植し

た。移植１ヶ月後に移植部位および主要遠隔臓器（脾臓、肺、心臓、肝臓、腎臓、

膵臓）の病理学的解析を行った。また抗ヒトビメンチン抗体を用いた免疫組織染

色により、移植筋肉組織に生着するヒト DFAT の細胞動態を経時的に解析した。 

【結果】 

IL2rg 欠損ブタの形質解析を行った結果、検討したすべての個体で胸腺や腸

管膜リンパ節の欠如が認められ、末梢血中のリンパ球は著明に減少していた。

IL2rg欠損ブタに Hela細胞を異種移植した結果、皮下移植、筋肉内移植共に Hela

細胞は拒絶されず、移植 1 週間後から移植部位に腫瘍形成を示し、移植 1 ヶ月

後には、炎症細胞の浸潤を伴う著明な腫瘍の形成が確認された。一方、主要遠隔

臓器に Hela細胞の転移所見は認められなかった。IL2rg 欠損ブタにヒト DFATを

筋肉内移植した結果、移植 1 ヶ月の時点において移植筋肉組織および主要遠隔
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臓器に腫瘍形成は認められなかった。陰性対照である Fibroblastを移植した

ブタも同様に腫瘍形成は観察されなかった。DFAT移植筋肉組織のヒトビメン

チン染色の結果、移植後 1週間から 12 週間後までヒトビメンチン陽性の DFAT

が移植部位に検出された。 

【結論】 

IL2rg 欠損ブタは Hela 細胞を拒絶せず、移植部位に腫瘍形成を示すことが

明らかになった。一方、ヒト DFAT や Fibroblast を臨床研究と同様の方法で

筋肉内投与しても腫瘍形成は起こらないことが明らかになった。臨床プロト

コルに従い投与されるヒト DFAT は腫瘍形成されることなく安全に筋肉内投

与できることが示された。IL2rg欠損ブタは、既存の免疫不全マウスの欠点を

補完し、移植ヒト細胞の造腫瘍性をより臨床プロトコルに近い形で評価でき

る動物モデルとなりうることが示唆された。 
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緒言 

 

１. 再生医療等製品（ヒト細胞加工製品）の非臨床試験 

再生医療分野において，幹細胞などを用いたヒト細胞加工製品の臨床応用が

進められており，さまざまな器官・組織に由来する細胞からヒトへ投与する製品

が製造され，多様な疾患に対して臨床研究や治験などが行われている。このよう

な再生医療等製品は、治療法としての期待が高い反面、関連する経験や知見の蓄

積が乏しいことに伴う安全性上の懸念が存在する。例えば、胚性幹細胞

（embryonic stem cells: ESC）や人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem 

cells: iPSC）では、未分化状態では、奇形腫といった腫瘍形成能を有すること

が知られている [1]。そのため、最終製品の臨床研究や治験開始の前に、医薬品

と同様、製品として適切な品質が確保されるとともにヒトに投与される際に安

全性上の問題が存在しないかの把握が必要とされている。独立行政法人医薬品

医療機器総合機構（PMDA）では、細胞加工製品の非臨床安全性評価の概要は、「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」として 公表され、非臨床安全性に関する全般的な評価

の考え方が示されている [2]。 

再生医療等製品に含まれる細胞または非細胞成分について，「一般毒性」、「腫

瘍性」、「生命維持に関わる重要な器官・組織への影響」、「製造工程由来不純物」
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および「遺伝子改変に関する事項」などの観点からの評価が必要とされる。一般

的に ESCおよび iPSC由来の再生医療等製品と比較して，成熟細胞や間葉系幹細

胞（mesenchymal stem cells: MSC）に代表される体性幹細胞に由来する再生医

療等製品の造腫瘍性ハザードは非常に低いと考えるが，製造工程や遺伝子改変

等が形質転換細胞の生成に影響することから，「製造工程で生じる悪性形質転換

細胞による悪性腫瘍形成能」および「最終製品自身の悪性腫瘍化能」を有する可

能性はないか、ヒトへ投与する前に評価が必要であるとされている [3]。造腫

瘍性評価として、in vitro 試験の「核型試験」、「軟寒天コロニー形成試験」お

よび in vivo 試験の「免疫不全動物を用いた造腫瘍性試験」が主に実施される。

軟寒天コロニー形成試験は、3-4週間の所要時間で高感度に細胞の足場非依存的

増殖（悪性形質転換細胞）を検出できるが、①造腫瘍性細胞の有無は間接的に判

断しなくてはならない、②浮遊系細胞には利用できない、③良性不死化細胞は検

出できない、といった欠点がある。またヒト iPSCでは、寒天培地内で分散誘導

性細胞死が起こるため、未分化ヒト iPSCの検出には適さないことが報告されて

いる [4]。これに対し、in vivo 造腫瘍性試験は、免疫不全動物にヒト細胞を移

植し、動物の体内で増殖する造腫瘍性細胞を検出することを目的とした試験で

ある。①造腫瘍性細胞の有無を直接的に評価できる、②臨床適用相当部位の微小

環境での造腫瘍性を評価できる、③未分化ヒト iPSC の評価も可能、といった利
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点がある。一方、試験にかかる所要時間は 16週間以上であり、①試験に費用と

時間がかかる、②専用動物施設が必要、といった欠点がある。適切な in vivo 造

腫瘍性試験を行うためには、表 1 [3]のような試験条件が必要であると考えられ

ている。 

 

２. 重度免疫不全マウスを用いた造腫瘍性試験 

免疫不全動物は、異種の細胞に対する拒絶反応を起こさないため、移植細胞

の生体内での生着、分化、増殖の評価ができる。この特性を利用して、免疫不全

動物に被験細胞を移植しその造腫瘍性を評価することができる。現在、in vivo

造腫瘍性試験は、主にげっ歯類由来の免疫不全動物が用いられている。世界保健

機構（World Health Organization: WHO）Technical report Series （TRS）

No.878 Annex 1 は動物を使った生物由来製剤の造腫瘍性試験の唯一の国際的

ガイドラインである [5]。このガイドラインでは、造腫瘍性試験に用いる動物

として、T 細胞欠損ヌードマウスを推奨している。しかしこのガイドラインは

生物製剤製造時に細胞基材として使用する動物細胞株の造腫瘍性評価を主目的

としたものであり、移植用のヒト細胞加工物中に混在する微量の腫瘍細胞を検

出するのには、ヌードマウスは検出感度が十分でないことが知られている [6]。

日本実験動物中央研究所が 2002 年に開発した NOG (NOD/Shi-scid, IL-
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2Rγnull) マウスは、現在最も重度の免疫不全を呈するマウスの一種であり、近

年、造腫瘍性試験に頻用されている[7]。NOG マウスは、免疫不全 NOD-SCIDマウ

スと、免疫細胞の分化・ 成熟に関わるインターロイキン-2受容体の第 3番目の

サブユニット、γ鎖をノックアウトした（IL-2RγKO）マウスを交配して得られ

た系統である。この NOG マウスは T 細胞・B 細胞・NK 細胞・補体活性の欠損

および樹状細胞・マクロファージの機能不全を有しており、ヒト CD34+造血幹細

胞を移植すると生着し、多様な免疫細胞へ分化することが知られている [8]。

Kanemura ら[9]は、マトリゲルで包埋した被験細胞を NOG マウス皮下に移植する

試験系において、ヒト網膜色素細胞 25万個中に 1,000 個(0.4%)の割合で混入す

るヒト iPSC を 50%の確率で検出できることを報告している。また Kusakawa ら

[10]は、同様の試験系において、ヒト MSC 1,000 万個中に 2,000 個(0.002%)の

割合で混入する腫瘍細胞(Hela 細胞)を 50%の確率で検出できることを報告して

いる。この報告では、Hela 細胞の腫瘍性増殖を 50%検出できる細胞数は、ヌー

ドマウスでは、4.0 × 105個であったのに対し、NOG マウスでは 1.3 × 104個で

あり、NOG マウスはヌードマウスに比べて腫瘍細胞の検出感度が約 30 倍高いこ

とが明らかになっている。 

一方、マウスは体重、サイズ、寿命、臓器の構造などがヒトと大きく異なるた

め、造腫瘍性試験においての限界があることも明らかになっている。例えば、臨
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床では静脈内投与などによる全身投与、筋肉内投与、カテーテルを用いた臓器局

所への投与など様々な移植部位とデリバリー方法があるが、マウスでは個体サ

イズや臓器構造の違いから臨床と同じ投与方法が行えず、背中または腹部の皮

下移植といったように代替部位、代替移植方法で評価されることが多い（表 2）。

また安全性が担保された最大投与量を決定する際にも、マウスとヒトでは体重

が大きく異なるため、最大投与量の正確な評価が行えないといった問題点があ

る。したがってよりヒトに近い大動物を使った試験系の確立が求められている。 

 

３. SCID ブタ 

ブタは、マウスより生理学的及び解剖学的にヒトとの類似性が高いため、よ

りヒトに近い医学研究ツールとして役立つことが期待できる。一方、表 1 に示

すように、現在再生医療の薬事承認においてブタの実験は必須項目として求め

られておらず、その試験条件も設定されていない。これまでに重度免疫不全

(SCID)を呈するブタとして、T 細胞やＢ細胞の発達過程の DNA 修復に必要な

ARTEMIS 遺伝子変異を有する自然発症 ARTEMIS 欠損 SCID ブタや、遺伝子改変技

術を用いて T 細胞レセプター及び B 細胞レセプター成熟に必要な VDJ 組換えに

関与する RAG1、RAG2をノックアウトした RAG1/2欠損 SCIDブタなどが開発され

ている [11]。ARTEMIS 欠損 SCIDブタ及び RAG1/2欠損 SCIDブタでは、免疫に関
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与するリンパ球の内、免疫応答の調節や発達の司令塔である T 細胞や液性免疫

の中心となる B 細胞は欠損するが、ウイルス感染細胞や腫瘍細胞を攻撃して破

壊する NK細胞が残存することが知られている。 

また国立研究開発法人 農業・食品産業技術総合研究機構の Suzuki、Onishiら

の研究グループは、2012 年に体細胞クローン技術と遺伝子改変技術を組み合わ

せてヒト重症複合型免疫不全症(SCID)の原因遺伝子である IL-2 受容体 γ 鎖を

欠損させた重度免疫不全ブタ(IL2rg 欠損ブタ）を開発した [12]。IL-2 受容体

γ 鎖遺伝子は、X 染色体上 q13 に存在するため、ホモノックアウト(IL2rg-/-)の

みならず、オスのヘミノックアウト(IL2rg-/Y)でも SCIDの形質を示す。この IL2rg

欠損ブタでは、免疫に必須な器官である胸腺やリンパ節が欠失または高度萎縮

しており、免疫細胞の内、T細胞、NK 細胞が消失している。B細胞は残存してい

るが、抗体産生能は消失している。Suzuki ら [12] はこの IL2rg 欠損ブタに同

種骨髄細胞を移植すると拒絶されずに生着することを報告している。また Nochi

ら[13]はこの IL2rg 欠損ブタに正常免疫能を有する同種骨髄細胞を移植すると

小腸内に孤立リンパ小胞の出現が認められ、移植した骨髄細胞の一部が免疫細

胞に分化したことを報告している。これらの結果は、IL2rg 欠損ブタが非自己細

胞を拒絶せず、長期間生着し細胞機能を獲得する可能性を示唆している。また

IL2rg欠損ブタは、NOG マウスと同様に、ヒトがん細胞を受容し、腫瘍形成する
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ことが推測され、ヒト細胞の造腫瘍性試験に利用できる可能性がある。一方、免

疫機能低下による易感染性により、IL2rg 欠損ブタは通常の飼育環境では２ヶ月

以内に死亡することが明らかになっている。このような理由により、これまでに

IL2rg欠損ブタにヒトがん細胞を移植しその生着、増殖を検討した研究は報告が

ない。 

 

４. 脱分化脂肪細胞（dedifferentiated fat cells: DFAT） 

日本大学の Matsumoto、Kanoらの研究グループでは、これまでに、脂肪組織

から単離した成熟脂肪細胞を「天井培養」という方法で培養することによって得

られる DFAT と呼ばれる細胞が、MSC に類似した高い増殖能と多分化能を獲得す

ることを明らかにした（図 1） [14]。DFAT は骨髄 MSC や脂肪組織に含まれる MSC 

(adipose-derived stem cells: ASC)と共通の細胞表面抗原発現プロファイルを

示し、クローンレベルで脂肪、骨、軟骨、平滑筋への多分化能を示す。マイクロ

アレイ法による網羅的遺伝子解析の結果、DFATの遺伝子発現プロファイルは ASC

と 99.5%以上一致し、両者の形質は非常に類似していることが明らかになった。

また種々の疾患モデル動物に DFATを移植することにより、組織再生、創傷治癒、

血管再生、抗炎症、免疫制御といった MSC に類似した治療効果を示すことが報

告されている [15-24]。さらにマウスやラットを用いた研究で移植した DFATが

生体内で血管、心筋、軟骨などに直接分化し組織再生に寄与することも示されて
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いる[18, 19, 25, 28] 。DFATは治療用細胞として、①ドナー年齢や基礎疾患に

影響されず調製できる。②少量(約 1g)の脂肪組織から高効率に大量調製できる。

③初代培養から均質な細胞が得られる。といった特長を有している。このことか

ら DFAT は、実用性の高い治療用細胞ソースとして有望であると考えられる。 

DFATは、Vascular endothelial growth factor (VEGF)、Hepatocyte growth 

factor (HGF)、Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1)などの血管新生因子を

分泌するともに、ペリサイトや血管内皮細胞といった血管構成細胞への分化能

を有し、安定した高い血管新生能を示すことが報告されている [25-28]。これら

の研究成果を元に、2020 年より日本大学医学部附属板橋病院において重症下肢

虚血(critical limb ischemia: CLI)を対象とした DFAT移植による血管再生細

胞治療の臨床研究を開始している(jRCTb030190212)。この臨床研究では、閉塞性

動脈硬化症(arteriosclerosis obliterans: ASO)に起因し、既存の治療に抵抗

性の CLI 患者を対象として、自家 DFAT 移植治療の安全性と有効性を評価するこ

とを目的としている。具体的には CLI 患者より約 10 ml の吸引脂肪組織を採取

し、施設内の細胞加工施設（CPF）に設置されたアイソレータを用いて脂肪細胞

を単離後、約 5週間培養し、必要数の DFAT細胞を製造後、患者の虚血筋肉内 20

カ所に 0.25 mlずつ移植する（図 2）。主要評価項目は安全性の確認であり、移

植後 52 週までに発現した有害事象について評価する。副次評価項目は有効性の
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評価であり、重症度分類、虚血性疼痛などの変化を評価する。 

本臨床研究の実施にあたり、ヒト DFAT の非臨床安全性試験として、軟寒天

コロニー形成試験、核型試験や、NOG マウスを用いた in vivo造腫瘍性試験を実

施した。 その結果、本臨床研究で使用するヒト DFAT に足場非依存性増殖を示

す細胞の存在や、明らかな染色体異常は認められず、NOG マウスに皮下注射して

も腫瘍形成は認められなかった。これらの非臨床安全性試験の結果より、ヒト

DFATの移植安全性は問題ないことが推定された。一方、PMDA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」では、in vivo 造腫瘍性評価における試験条件として、最終製品を

可能な限り臨床試験と同じ移植部位に同じ条件で移植することが求められてい

る [2]。本臨床研究では、1 × 105/kg （低用量群）または 3 × 105/kg（高用

量群）の DFAT を 1cm 以上の間隔で 0.25 ml ずつ 20 ヶ所に筋肉内投与するプロ

トコールである。今回、臨床研究実施前に行った NOG マウスを用いた in vivo 造

腫瘍性試験では臨床研究と同様の方法で筋肉内移植するのは困難であったため、

代替方法として、右側腹部の皮下１カ所に DFAT 1 × 107個/0.2 ml/頭を移植し

て評価を行った。したがって、この試験結果は、臨床で実施する投与法と大きく

異なるため、移植安全性を正確に評価していないことが危惧される。体重や筋肉

組織の大きさがヒトに近いブタであれば、本臨床研究と同じ移植部位、移植条件
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で検討ができるため、移植部位の微小環境の影響を忠実に模倣できると考えら

れ、より信頼性の高い造腫瘍性の評価ができると予想される。 

 

５. 研究目的 

本研究では、重度免疫不全を呈するIL2rg欠損ブタにヒトがん細胞を移植し、

その生着や腫瘍性増殖を検討する。そしてこの IL2rg 欠損ブタが、ヒト細胞加

工製品の in vivo 造腫瘍性試験に利用できる研究用モデル動物となりうるか明

らかにする。さらに現在、細胞医薬品として開発が行われているヒト DFATを臨

床試験と同様の投与方法で IL2rg 欠損ブタに移植し、その腫瘍形成性の有無を

検討する。 
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材料と方法 

 

１. 実験動物 

本研究の動物実験は日本大学医学部動物実験委員会の指針に従い、日本大学

遺伝子組換え実験実委員会（整理番号：2016医 13）および日本大学動物実験委

員会（承認番号：AP17M006）の承認を得て実施した。IL2rg欠損（IL2rg-/Y）ブタ

は、国立研究開発法人農業生物資源研究所より譲渡を受け、離乳後に日本大学医

学部の免疫不全ブタ飼育室に搬送した。搬送後、免疫不全ブタ飼育室に設置され

た特注型免疫不全ブタ用クリーンラックシステムを用いて飼育した（図 3)。飼

育ケージの換気は HEPAフィルター簡易ファンユニットから各飼育ケージに均等

に送風し、排気はケージ下部より自然排気とし、換気回数は１時間に 20回に設

定した。自動給水は、5 μmのフィルターを通しフラッシング式とした。飼料は

体重に合わせて 300 g～1,000 g/日のブタ用飼料を与えた。感染を予防するた

め、10 kgブタ用飼料の中に、リンコマイシン 20 g、ミヤゴールド 20 g、CTC 散

20 g を配合した。1週間馴化させた後、IL2rg欠損ブタより採血を行い、血算、

血液像、フローサイトメトリーによる白血球分画の解析を行い、野生型ブタとの

比較を行った。 

 

２. 細胞の調製 
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本研究で使用するヒト DFATは、健常ボランティアまたは湘南美容クリニック

にて脂肪吸引術をうける患者から事前に同意を得て、提供された皮下吸引脂肪

組織を細胞原料として調製した。これらの研究は、日本大学医学部附属板橋病院

臨床研究倫理審査委員会の承認を得て実施した（承認番号：RK161011-01健常ボ

ランティア脂肪組織、RK160209-6湘南美容クリニック手術検体）。健常ボランテ

ィアからの脂肪組織採取は、日本大学医学部形成外科に所属する脂肪吸引術に

熟達した医師により、外来処置室おいて局所麻酔下に約 10 ml 脂肪組織を吸引

採取した。DFATの調製は、既報 [29]に従い、脂肪組織をコラゲナーゼ処理、フ

ィルトレーション、低速度遠心分離を行った後、成熟脂肪細胞を含む浮遊層を採

取し、天井培養を行い調製した。調製に用いた基礎培地、血清、酵素などの試薬

はすべて臨床研究で用いている GMP グレードの試薬を用い、日本大学医学部リ

サーチセンターCPF に設置されたセルプロセッシングアイソレータ内で臨床用

細胞の製造法に準じた方法で調製を行った。Hela 細胞（CCL-2, ATCC）およびヒ

ト皮膚由来 fibroblast（normal human dermal fibroblasts, Cat.CC-2511, Lot 

No.0000488388, Lonza Walkersville Inc.）は研究室で凍結保存していたもの

を使用した。DFAT および fibroblast は、20% 胎仔ウシ血清 （fetal bovine 

serum ：FBS, JRH Bioscience)含有 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM, Invitrogen)を用いて 37℃、5% CO2の条件で培養した。Hela 細胞は、10% 
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FBS含有 DMEMを用いて 37℃、5% CO2の条件で培養した。移植用 DFATと fibroblast

は、第 3継代細胞が 90%以上コンフルエントになった時、トリプシン処理を行い

細胞培養フラスコから細胞を剥離させ、生理食塩水で２回洗浄後、生理食塩水に

浮遊させ、2 × 107 個/5 mlの細胞懸濁液を調整した。移植用 Hela 細胞は、細

胞懸濁液とマトリゲル基底膜マトリックス（Corning）を１：１の比率で混合し、

最終細胞濃度 1 × 106 個/ml、または 1 × 107 個/mlに調整した。 

 

３. Hela細胞移植実験 

Hela 細胞移植実験では、WHO TRS No.878 Annex 1 のプロトコルに準拠し

た投与ルートとするため、皮下組織に移植する方法と、臨床研究と同じ投与ルー

トである筋肉組織に移植する方法で検討した。皮下組織移植実験では、IL2rg-/Y

ブタ（雄性、4〜5週齢 ）にミダゾラムを臀部に筋肉内投与(1 mg/kg)して鎮静

させ、セボフルラン 4％による吸入麻酔を施し、Hela 細胞マトリゲル懸濁液 1 ml

（高用量: 1 × 107個/ml, 低用量: 1 × 106個/ml）を 23G 注射針装着したシ

リンジを用いて,それぞれ左右の耳介皮下に注射した（n = 2）。また筋肉内移植

実験では、セボフルラン（2-4%）麻酔下に Hela 細胞マトリゲル懸濁液 1ml（高

用量: 1 × 107個/ml, 低用量: 1 × 106個/ml）を 23G注射針装着したシリン

ジを用いて, それぞれ左右の浅殿筋内１箇所に注射した（n = 2）。筋肉内移植
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の場合は移植部位を同定しやすくするため、注射部位の両側 1cm に入れ墨でマ

ークした。細胞移植後、毎日ブタの一般状態、体表から腫瘍の有無を観察した。

一般状態の悪化が著しく、実験継続不能と判断した場合を人道的エンドポイン

トとした。細胞移植１週間後または１ヶ月後にダゾラムで鎮静してから、セボフ

ルランによる深麻酔下において、脱血よる安楽死とした。安楽死後、移植部位お

よび主要臓器の肉眼的、組織学的評価を行った。 

 

４. DFAT造腫瘍性試験 

DFAT 造腫瘍性試験に用いる移植用 DFAT は、臨床研究で使用するヒト細胞加

工物と同一のものとするため、臨床研究の製造プロトコルに従い調製した DFAT

（2 × 107 個）を 5 mlの生理食塩水に懸濁した細胞懸濁液を用いた。IL2rg-/Y

ブタ (n = 4)を、全身麻酔下に DFAT 懸濁液 5 ml を 23G 注射針装着したシリン

ジ（1 × 106 個 /0.25 ml）に分注し、浅殿筋内に 1 cm の間隔で 20箇所に、合

計 2 × 107個 筋肉内注射した。解析時に移植部位の同定を容易にするため、移

植部位の四隅に入れ墨でマークした (図 4)。陰性コントロールとして DFATの代

わりに Fibroblast懸濁液 5 ml を 23 G注射針装着したシリンジ（1 × 106 個 

/0.25 ml）に分注し、浅殿筋内に 1 cm の間隔で 20箇所に、合計 2 × 107個 筋

肉内注射した (n = 1)。細胞移植後、毎日ブタの一般状態、体表から腫瘍の有無
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を観察した。細胞移植１ヶ月後に安楽死させ、移植筋肉部位および主要臓器の肉

眼的、組織学的評価を行った。 

 

５．DFAT 移植後の生着解析実験 

IL2rg-/Yブタ (n = 3)を、全身麻酔下に DFAT懸濁液 5 ml を 23G 注射針装着

したシリンジ（1 × 106 個 /0.25 ml）に分注し、浅殿筋内に 1 cm の間隔で 20

箇所に、合計 2 × 107個 筋肉内注射した。細胞移植 1週間後(n = 2)および 12

週間後(n = 1)に安楽死させ、移植筋肉部位の組織学的評価を行った。 

 

６．移植筋肉組織および主要臓器の肉眼的評価 

観察期間を終了した個体は、ミダゾラムで鎮静してから、セボフルランによ

る深麻酔下において、脱血よる安楽死とした。安楽死後は、移植部位の皮下組織

および筋肉組織を肉眼で観察してから摘出した。Fibroblast と DFAT 移植の場合

は移植範囲内の筋肉を取り出した後、摘出組織の大きさに応じて移植 1 週間後

の検体は 6 個、移植 1 ヶ月および 3 ヶ月後の検体は 9 個のブロックにそれぞれ

均等に切り出し、10%緩衝ホルマリン液による固定を行った。また胸部と腹部の

中央を切開し、胸腺や腸間膜リンパ節の発達を肉眼的に観察した。その後、心臓、

肺臓、肝臓、脾臓、腎臓、膵臓などを摘出し、外観および切断面の肉眼的観察を
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行った。また組織学的検討を行うために各臓器の一部を取り出し、生理食塩水で

洗浄後 10%緩衝ホルマリン液による固定を行った。 

 

７． 病理組織学的評価 

ホルマリン固定組織標本は常法に従いパラフィンによる包埋処理を行い、5 

μm厚の組織切片標本を作成した。脱パラフィン後、Hematoxylin & Eosin (HE)

染色を行い、光学顕微鏡 (BZ-X710, Keyence)にて観察し、腫瘍性変化、異所性

組織形成、炎症反応の有無などを確認した。また酵素抗体法による免疫組織染色

では、脱パラフィン処理後、抗原賦活処理としてサンプルを target retrieval 

solution (DAKO Cytomation)とともに圧力鍋にて 20 分煮沸した。20 分の復温後

洗浄し、５％ウマ血清を室温で 30 分反応させ、非特異的反応の阻害処理を行っ

た。その後 1次抗体としてウサギ抗ヒトビメンチンモノクローナル抗体（1:100

希釈, SP20,#413551,Nichirei Biosciences）を 4℃一晩反応させた。PBSで洗

浄後、ABC法（Horse Anti-Mouse/Rabbit IgG、Vector）にて室温で 30分ずつ反

応させた。PBSで洗浄後、DAB 基質 (Sigma)を用いて光学顕微鏡で観察しながら

発色させた。その後ヘマトキシリン（武藤化学）を反応させ、核染色した。光学

顕微鏡による観察を行い、ヒト由来細胞の有無とヒト由来細胞異常増殖などを

確認した。実験で使用する抗ヒトビメンチン抗体がヒト細胞を特異的に認識し、
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ブタ細胞に対する交差反応がないことは、予備検討として行った正常ヒト組織

および正常ブタ組織を用いた免疫組織染色にて確認した。また実験時には、陰性

コントロールとしてヒト細胞を移植していない浅殿筋組織に対して同じプロト

コルで免疫染色を行い、染色性がないことを確認した。造腫瘍性の有無について

は「移植されたヒト由来細胞が病理組織学的に増殖性が確認され、悪性または良

性の腫瘍を形成した」場合、造腫瘍性ありと判定した。 

 

8. 統計解析 

血算の結果は、平均 ± 標準誤差として示した。2 群間の連続変数に関しての

統計解析はｔ検定を用いて評価した。P ＜ 0.05 を統計的に有意であると考え

た。統計解析は Excel (Microsoft Corporation) と EZR version 1.54（自治医

科大学さいたま医療センター）を用いて行った。 
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結果 

 

１. lL2rg 欠損ブタの形質解析 

はじめに本研究に用いた IL2rg 欠損ブタの免疫組織の発達の程度や末梢血中

の白血球数を野生型ブタと比較した。免疫組織の肉眼的観察を行った結果、野生

型ブタの気管の両側には胸腺が確認されたが、IL2rg 欠損ブタでは胸腺が欠失し、

胸腺の代わりに脂肪様組織が認められた（図 5)。また野生型ブタの腸間膜組織

にはリンパ節が散在していたが、IL2rg欠損ブタの腸間膜にはリンパ節の発達が

認められなかった。 

末梢血中の白血球数および白血球分画の比較解析を行った結果、野生型ブタ

に対し、Il2rg 欠損ブタの末梢血白血球は有意に少なかった（WT 11,183  ± 

865/μl vs. IL2rg-/Y 5,590 ± 874/μl、P < 0.001）（図 6)。白血球分画検査

では、野生型ブタに比べ IL2rg 欠損ブタでは、特にリンパ球数が著明に減少し

た（WT 7,144 ± 585/μl vs. IL2rg-/Y 277 ± 71/μl、p < 0.001）。一方、好

中球数、単球数は、両者で明らかな違いが認められなかった。末梢血単核球のフ

ローサイトメトリー解析でも、野生型ブタに比べ IL2rg 欠損ブタのリンパ球分

画は著しく減少していることを確認した（図 7）。 

 

２. IL2rg 欠損ブタに対する Hela細胞移植実験 
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IL2rg 欠損ブタにヒトがん細胞（Hela 細胞）を移植し、移植細胞が拒絶され

ずに生着し、腫瘍形成を来すか検討した。まず耳介部皮下組織に Hela 細胞を皮

下注射し、全身状態および移植部位の観察を行った。移植 1 週間後は検討した

全ての個体で全身状態良好であり、局部感染所見も認められなかった。移植 1ヶ

月後には、検討した個体に感染症を疑わせる下痢や右後肢の化膿性炎症所見が

認められた。移植 1 ヶ月後の移植部位には、肉眼的にも確認できる皮下腫瘍を

認めた（図８）。移植細胞数 1 × 106個および 1 × 107個共に腫瘍形成が認め

られ、1 × 107個移植により形成された腫瘍は、1 × 106個よりやや大きい傾

向があった。移植１週間後、または１ヶ月後に腫瘍を摘出し、病理学的解析を行

った。その結果、移植１週間後の HE染色像では、基質であるマトリゲル内に包

埋された腫瘍細胞の増殖像が認められ、しばしばコロニーを形成していた（図

9A)。移植 1 ヶ月後の HE 染色像では、腫瘍細胞が著明に増殖し腫瘍を形成して

いる所見と、大量の好中球や単球と思われる形態を示す炎症細胞の浸潤が認め

られた。ヒト由来細胞を同定するために、ヒトビメンチンに対する免疫組織染色

を行った結果、移植１週間後では、マトリゲル内にビメンチン陽性細胞が集族す

る所見が認められた（図 9B)。移植１ヶ月後では、より大量のヒトビメンチン陽

性細胞が細胞塊を形成している所見が認められた。ヒトビメンチン陽性細胞塊

の周囲や間隙には、炎症細胞の浸潤を示唆するヒトビメンチン陰性の有核細胞
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も多く認められた。 

次に IL2rg欠損ブタの浅殿筋に Hela 細胞 （1 × 106または 1 × 107 個） 

を筋肉内注射し、移植部位の観察を行った。移植１ヶ月後に、移植部位の筋肉を

摘出したところ、筋肉内に腫瘍様組織を認めた（図 10）。筋肉内に形成された腫

瘍組織は、Hela細胞を 1 × 106個および 1 × 107個移植した個体共に認めら

れた。移植１週間後および１ヶ月後に移植筋肉組織を摘出し、病理学的解析を行

った。その結果、HE 染色像では、移植１週間後には、移植部位に一致して筋肉

組織中にマトリゲルとともに腫瘍細胞の増殖像が認められた（図 11A)。移植 1

ヶ月後には腫瘍細胞がさらに増殖し腫瘍を形成し、しばしば正常筋肉組織へ浸

潤している所見が認められた。ヒトビメンチンに対する免疫組織染色を行った

結果、移植１週間後には、HE 染色で認められた腫瘍細胞集族部位に一致してヒ

トビメンチン陽性細胞が認められた（図 11B)。移植 1 ヶ月後には大量のヒトビ

メンチン陽性細胞からなる腫瘍形成とヒトビメンチン陽性細胞が筋肉組織中に

びまん性に浸潤している像が認められた。また皮下移植と同様にヒトビメンチ

ン陰性を示す炎症細胞の浸潤が認められた。Hela 細胞の移植細胞数による違い

としては、1 × 107個移植では、1 × 106個移植に比べ、形成される腫瘍がより

大きく、筋肉内組織への浸潤の程度もより高度であった。 

Hela 細胞移植後の遠隔転移の有無を確認するために、皮下移植、または筋肉
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内移植後の主要臓器（心臓、腎臓、肺臓、肝臓、脾臓、膵臓）を摘出し、腫瘍形

成の有無を観察した。その結果、移植１週間後および移植 1 ヶ月後に解析した

いずれの個体も、各臓器に腫瘍形成を認めなかった（図 12)。また各臓器の一部

から組織切片標本を作製し、組織学的に腫瘍病変の有無を検討した。その結果、

組織学的にも各臓器に腫瘍性病変は認められなかった(図 13A)。また脾臓組織標

本に対してヒトビメンチンに対する免疫染色を実施した。その結果、脾臓組織中

にヒトビメンチン陽性細胞は検出されなかった(図 13Ｂ)。 

以上の結果より、IL2rg 欠損ブタに Hela細胞を移植すると、皮下移植、筋肉

内移植共に拒絶されず、腫瘍形成を示すことが明らかになった。Hela 細胞によ

る腫瘍形成は移植部位に限局しており、少なくとも移植後 1 ヶ月以内に遠隔転

移は認められないことが確認された。 

 

３. IL2rg 欠損ブタを用いた DFAT造腫瘍性試験 

IL2rg 欠損ブタに対する Hela 細胞移植実験の結果から、IL2rg 欠損ブタを用

いたヒト細胞加工製品の腫瘍形成能の評価が可能であることが示唆された。そ

こで、IL2 欠損ブタに対して臨床研究と同様の投与方法でヒト DFAT 筋肉内注射

を行い、移植１ヶ月後をエンドポイントとして、移植筋肉組織および主要臓器の

腫瘍形成の有無を評価した（n = 4）。陰性コントロールとして、ヒト Fibroblast
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を同様の実験プロトコルで移植し、腫瘍形成の有無や生着の程度を DFAT移植し

た個体と比較検討した（n = 1）。検討した検体の臨床所見のまとめを表 3に示

す。DFAT を移植した 4 頭（D1〜D4）、Fibroblast を移植した１頭（F1）ともに、

移植１週間後までは、全身状態は良好で感染を疑わせる所見は認められなかっ

た。移植 1 ヶ月後には、DFAT 移植した 4 頭のうち 3 頭（D1、D2、D4）および

Fibroblast 移植した１頭（F1）は全身状態良好で順調な体重増加が認められた。

一方、DFAT 移植した 1 頭（D3）で下痢および体重増加不良が認められた。また

DFAT 移植した 4 頭のうち 3 頭（D2、D3、D4）には移植部位とは異なる部位（四

肢、肩など）に化膿性炎症所見が認められた。DFAT 移植した１頭（D1）および

Fibroblast 移植した１頭（F1）は、移植 1 ヶ月後も全身状態良好で局所の感染

所見も認められなかった。移植 1 ヶ月後の解剖所見では、全ての検体で胸腺は

低形成を示し、リンパ節は確認されなかった。また主要臓器に化膿性炎症など明

らかな病変は認められなかった。 

移植 1ヶ月後の移植筋肉組織を肉眼的に観察した結果、DFAT移植した 4頭（D1

〜D4）、Fibroblast移植した１頭（F1）共に、移植筋肉組織に腫瘍形成など明ら

かな異常所見は認められなかった（図 14）。また開胸、開腹後、主要臓器を摘出

し肉眼的に観察した結果、DFAT移植した 4頭（D1〜D4）、Fibroblast 移植した１

頭（F1）共に、主要臓器（心臓、腎臓、肺臓、肝臓、脾臓、膵臓）に腫瘍形成な



 

 26 

 

 

どの異常所見を認めなかった（図 15、16）。移植 1ヶ月後の移植部位の筋肉組織

および主要臓器の肉眼所見のまとめを表 4に示す。 

移植 1 ヶ月後の移植筋肉組織を組織学的に観察した結果、DFAT 移植した 4 頭

（D1〜D4）、Fibroblast 移植した１頭（F1）共に、移植筋肉組織に腫瘍性病変や

炎症所見など明らかな異常所見は認められなかった（図 17）。また移植１ヶ月後

の主要臓器の組織学的検討を行った結果、肉眼的所見と同様に検討したすべて

の検体において腫瘍性病変や炎症所見など明らかな異常所見は認められなかっ

た（図 18）。移植 1ヶ月後の移植部位の筋肉組織および主要臓器の組織学的所見

のまとめを表 5 に示す。以上の結果より、DFAT 筋肉内注射により、少なくとも

１ヶ月間までは、移植部位および主要遠隔臓器において腫瘍形成が起こらない

ことが示唆された。 

次に移植細胞の生着の有無を明らかにするために、移植 1 ヶ月後の移植筋肉

組織に対しヒトビメンチンに対する免疫組織染色を行った。その結果、DFAT 移

植した 4頭のうち 3頭（D1、D2、D4）と Fibroblast 移植した１頭（F1）は移植

筋肉組織に少量ながらヒトビメンチン陽性細胞が検出された（図 19、表 5）。DFAT

移植した検体の中には、脂肪細胞様の形態を示すビメンチン陽性細胞も検出さ

れた（図 19 左図）。一方、移植 1ヶ月後の脾臓のヒトビメンチン免疫組織染色

では、検討したすべての検体において、ヒトビメンチン陽性細胞は検出されなか
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った（図 20）。以上の結果より、筋肉内投与された DFAT は fibroblast と同様に

少なくとも１ヶ月間は移植部位に局在し、生存していることが明らかになった。 

次に移植した DFAT の経時的局在変化を明らかにする目的で、IL2rg 欠損ブタ

に対して同様のプロトコルで DFAT を移植し、移植後 1 週間および 12 週間の時

点で安楽死処置を行い、移植筋肉組織を摘出し組織学的検討を行った。その結果、

移植 1 週間後の移植筋肉組織には比較的多数のヒトビメンチン陽性細胞が集族

している所見が認められた。移植 1 ヶ月後にはヒトビメンチン陽性細胞は明ら

かに減少しており、陽性細胞の集族所見はほとんど検出されなかった。移植 12

週間後にも、数は非常に少ないもののヒトビメンチン陽性細胞が検出された。以

上の結果より、IL2rg 欠損ブタ筋肉内に移植された DFAT は、少なくとも移植後

12週間まで移植部位に生着できることが示された。 
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考察 

 

本研究では IL2rg欠損ブタにヒト子宮頸がんに由来する Hela細胞を移植する

実験により、ブタ体内に Hela 細胞が生着し腫瘍増殖することを明らかにした。

Hela細胞は皮下注射のみならず、筋肉内注射でも腫瘍形成が認められた。一方、

正常細胞であるヒト皮膚由来 Fibroblast を移植した場合には、腫瘍形成は起こ

らず、少なくとも移植後１ヶ月間は移植部位に生存していることが確認された。

これらの結果より、IL2rg 欠損ブタがヒト細胞の in vivo 造腫瘍性試験として利

用できることが示唆された。 

これまでに免疫不全ブタに対してヒトがん細胞の生着を検討した研究がいく

つか報告されている[30,31]。Basel ら[30]は、自然発症型 ARTEMIS ノックアウ

ト SCID ブタにヒトメラノーマ細胞(A375SM 細胞)やヒト膵癌細胞(PANC-1)を移

植した結果、検討した 6頭すべてで移植 22日後に腫瘍形成が確認されたと報告

した。Boettcherら[31]は、ART遺伝子をノックアウトした生後 1-5 日の SCID仔

ブタに卵巣がん細胞(OSPC-ARK1細胞)を移植した結果、4頭中 3頭にがん細胞の

増殖が認められたと報告した。Lee ら[32]は、RAG2 遺伝子をノックアウトした

SCIDブタにヒト iPSC を移植した結果、奇形腫を形成させることに成功したと報

告した。今回の研究では、IL2rg欠損ブタを用いて、皮下または筋肉内に移植さ

れたヒトがん細胞(Hela 細胞)が、移植１週間後および１ヶ月後の時点で、腫瘍
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形成をきたすことを初めて明らかにした。 

Hela 細胞はヒト子宮頸部類上皮がんより樹立された細胞株である。正常免疫

能を有する異種動物の体内では生着、増殖することはないが、胸腺を摘出し免疫

機能を低下させた動物の体内では生着、増殖させることができることが知られ

ており、重度免疫不全マウスを用いた造腫瘍性試験の陽性対照細胞として頻用

されている。造腫瘍性試験の国際的ガイドラインである WHO TRS No.878 Annex 

1では、ヌードマウスに対し、陽性対照細胞として 1 × 107個の Hela 細胞を皮

下移植することを標準プロトコルとしている [5]。今回、IL2rg欠損ブタでは移

植する Hela細胞の細胞数が、1 × 107個のみならず１/10の 1 × 106個でも腫

瘍形成が起こることが示された。この所見は、IL2rg 欠損ブタが、少なくともヌ

ードマウスと同等の検出感度でヒトがん細胞を検出できることを示唆している。

ヌードマウスの場合、50%の確率で腫瘍を形成させるために必要な Hela 細胞の

細胞数は 40万個(4 × 105個)であることが報告されている [10]。今後、より

少数の Hela細胞を IL2rg 欠損ブタに移植することにより、どの程度鋭敏にヒト

がん細胞を検出できるか明確にすることが望まれる。同時に、造腫瘍性試験とし

て種々のがん細胞に広く適応するためには、Hela 細胞以外のヒトがん細胞を用

いた検討も必要であると考える。 

本研究では、IL2rg 欠損ブタを用いて臨床試験と同じ、投与部位、細胞数、投
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与経路、投与方法にてヒト DFAT を移植し、腫瘍形成の有無を検討した（表 2）。

その結果、DFAT は移植部位、主要遠隔臓器において腫瘍性増殖は認められなか

った。本研究で用いた DFATの細胞数は 2 × 107個／頭であり、この投与量は、

約 67 kg の患者に臨床研究の高用量（3 × 105個／kg）を投与した細胞数に該

当する。これらの結果から、臨床研究のプロトコルに従い投与される DFATは安

全に筋肉内投与できることが示唆された。再生医療等製品の移植安全性を正確

に評価するためには、移植部位の微小環境の影響をできるだけ一致させるため

に、臨床投与部位に相当する部位での細胞の挙動を評価することが重要である

と報告されている [33]。本研究結果は、NOGマウスを用いた in vivo 造腫瘍性

試験の結果を補完するデータとなりうると考えられる。実際に臨床研究開始前

に実施した PMDAレギュレトリーサイエンス戦略相談対面助言において、本実験

データを DFATの移植安全性試験の一つとして提示しており、その結果、臨床研

究で使用する DFATの品質および安全性について、機構との合意を得るに至って

いる。将来的に in vivo 造腫瘍性試験における IL2rg 欠損ブタの利用方法とし

て、まず国際ガイドラインで規定された検討数 10頭前後の NOG マウスを用いた

方法で造腫瘍性の有無をスクリー二ングした上で、マウスでは検討が困難な臨

床と同じ移植条件（投与ルート、投与デバイス、移植組織など）による試験を数

頭の IL2rg 欠損ブタを使って評価するといった利用方法が想定される。 
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本研究では、臨床研究と同様の方法で筋肉内に移植した DFAT が、移植後 12

週間まで検出することができた。この結果から、DFAT は少なくとも 12週間は移

植部位に局在する可能性が示唆された。また本研究により、IL2rg 欠損ブタはヒ

トがん細胞のみならず、ヒト Fibroblast といった体細胞も拒絶せずに長期間生

着させることが明らかになった。この結果は、IL2rg 欠損ブタが、がん研究のみ

ならず他のいろいろなヒト疾患研究に有益な研究ツールとなりうることが期待

される。例えば、ヒト肝細胞を本免疫不全ブタの体内に移植し生着させた後に、

B型肝炎ウイルスや C 型肝炎ウイルスを感染させることにより、これらの抗ウイ

ルス薬の開発が可能となることが予想される。また未成熟なヒト造血幹細胞を

本免疫不全ブタに移植し、ヒト免疫細胞を保有するキメラピッグを作出するこ

とにより、ヒト免疫不全ウイルス(human immunodeficiency virus: HIV)などに

起因するヒト特異的血液疾患に対する治療法の開発などに利用できると期待さ

れる。 

今回の IL2rg 欠損ブタを用いた DFAT造腫瘍性試験では、以前実施した NOGマ

ウスを用いた試験に比べ、移植部位のヒト DFATの数は著しく少なかった。この

理由の一つとして、IL2rg 欠損ブタはＢ細胞が残存していることから、異種細胞

に対する免疫反応が NOGマウスより起こりやすいことが考えられる。また、DFAT

は MSC や ASC と同様に障害部位に効率的に集積し一定期間生着するが、組織の



 

 32 

 

 

正常化に伴い速やかに消失することが明らかになっている。今回の実験では、

DFAT を健常骨格筋組織に移植しているため移植後早期にアポトーシスを起こし

吸収消失したと考えられる。最近、MSC移植の治療効果は、移植細胞自身の作用

のみならず、アポトーシスを起こした MSC に対する宿主細胞の免疫反応も重要

であることが報告されている [34]。また今回の検討において、Hela 細胞移植後、

移植部位に炎症細胞の浸潤が認められたのに対し、DFAT や fibroblast を移植し

た部位には炎症細胞の浸潤が認められなかった。この理由として DFAT や

fibroblast では Hela 細胞と異なり、治癒しない創傷組織に類似したがん微小環

境を形成しなかったことが挙げられる。特に DFATでは MSCや ASC と同様に免疫

制御や抗炎症に作用する液性因子を分泌することから、炎症細胞の浸潤プロセ

スが誘導されなかったと推測される。 

IL2rg 欠損ブタを用いたヒト細胞の造腫瘍性試験を確立する上で重要な課題

は、どのように感染症を防御するかということがある。IL2rg欠損ブタは通常の

飼育環境では早期に重篤な感染症を起こすため、生存期間は 2 週間から 7 週間

であることが報告されている [12]。このため、SCID ブタの飼育には感染防御対

策を施した専用の施設と適切な無菌操作が必要であることが提唱されている 

[35]。本研究では、免疫不全ブタ専用クリーンラックシステムを用いて、清浄度

が高い環境で IL2rg 欠損ブタを飼育した。また感染症予防目的で、各種抗生物
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質や整腸剤を混合した飼料で飼育した。このような対策により、本研究では多く

の個体で１ヶ月以上安定して実験を行うことが可能であった。一方、移植後１ヶ

月間観察した 5 検体中 3 検体で何かしらの局所感染所見が認められ、そのうち

１検体では消化器感染症に起因すると思われる体重増加不良が認められた。こ

のように、今回の IL2rg 欠損ブタを使った in vivo 造腫瘍性試験では、4週間と

いった比較的短期間における造腫瘍性を評価することは可能である一方、より

長期間の造腫瘍性を評価したり、移植細胞がドナー体内環境に与える影響(細胞

毒性)を正確に評価することは難しいと思われた。今後、安定してより長期間の

評価を可能とする飼育法や試験法の改良が望まれる。例えば今回使用した飼料

にはグラム陽性球菌および一部のグラム陰性桿菌に効果がある抗生物質（リン

コマイシン、CTC散）を混合していたが、これだけでは十分ではない可能性があ

り、真菌などより広い病原体に対する抗菌薬を予防的に投与することも検討す

べきと考える。 

本研究の Limitation として、今回、重度免疫不全動物を用いることから全身

状態低下や感染症のリスクを考慮した結果、大腿動脈切除などによる下肢虚血

は作成せず、健常の筋肉組織に DFAT を投与し評価を行った。今後、より臨床の

病態に近い下肢虚血条件下における移植安全性についても評価することが望ま

れる。 
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まとめ 

 

本研究では、重度免疫不全を呈する IL2rg 欠損ブタにヒトがん細胞(Hela 細

胞)を異種移植し、がん細胞による腫瘍性増殖が起こるか検討した。その結果、

移植された Hela細胞は、皮下移植、筋肉内移植共に拒絶されず、移植 1週間後

から移植部位に腫瘍形成を示すことが明らかになった。また現在、細胞医薬品と

して開発が行われているヒト DFATを臨床試験と同様の投与方法で IL2rg欠損ブ

タに移植し、その腫瘍形成性の有無を検討した。その結果、ヒト DFAT は移植後

１ヶ月の時点で移植筋肉内に検出されるものの、移植部位および主要遠隔臓器

に腫瘍形成性は認められなかった。以上の結果より、臨床研究のプロトコルに従

い投与される DFAT は安全に筋肉内投与できることが示唆された。IL2rg 欠損ブ

タは、既存の免疫不全マウスの欠点を補完し、移植ヒト細胞の造腫瘍性をより臨

床プロトコルに近い形で評価できる動物モデルとなりうることが示唆された。 
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表 1. in vivo 造腫瘍性評価における試験条件 
 (Tsunoda S et al. RSMP 8(2):123—128,2018 [3]） 
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表 2. DFAT 移植方法に関する臨床試験と前臨床移植安全性試験との比較 
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表 3. DFAT 移植による造腫瘍性試験（臨床所見） 
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表 4. DFAT 移植による造腫瘍性試験（腫瘍形成肉眼所見） 
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表 5. DFAT 移植による造腫瘍性試験（組織所見） 
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図 1．脱分化脂肪細胞(dedifferentiated fat cell: DFAT)製造法の概略 
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図 2．重症下肢虚血に対する自家 DFAT 移植 
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図 3．免疫不全ブタ用クリーンラックシステムと飼育ケージの内部 

 

免疫不全ブタ専用飼育室は、クリーンエリアを確保し免疫不全ブタの長期飼育

を可能とする構造となっている。専用飼育室入口には扉内側に軟質塩ビカーテ

ンを取り付け二重扉の構造となっている。飼育装置は、特注型免疫不全ブタ用ク

リーンラックシステムを設置している。ブタ飼育用ケージはステンレス製であ

り、ブタのサイズに合わせて交換可能な樹脂コーティングスノコを備えている。

糞尿はスノコより約 30 cm 下の床に洗い流し、洗浄と消毒が容易な構造となっ

ている。また飼育ケージ内は清浄度が高い環境とする必要があることから、側面

を開閉可能な軟質塩ビカーテンで覆い、HEPA フィルター簡易ファンユニットか

らの送風をケージ天井部分の多孔板付送風ボックスより均等に送風するシステ

ムとなっている。排気はケージ下部より自然排気とし、換気回数を 20 回/時間

に設定している。自動給水システムは 5μmのフィルターを通しフラッシング式

となっている。 
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図 4．IL2rg 欠損ブタを用いた DFAT 造腫瘍性試験の移植方法 

 

IL2rg欠損ブタ（IL2rg-/Y）の浅臀筋細胞移植部位に 5 × 4 cmの四角を書き、

この四角内に 1 cmの間隔で、注射部位 20 箇所をマークし、その各マーク部位

に、DFAT(1 × 106個)または fibroblast(1 × 106個)の細胞懸濁液 0.25 ml を

筋肉内注射した。解析時に移植部位の同定を容易にするため、四角の四隅を入

れ墨でマークした。 
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図 5．IL2rg 欠損ブタの免疫組織の肉眼的所見 

 

上図：野生型ブタ（WT）および IL2rg 欠損ブタ（IL2rg-/Y）における胸腺の状態。

破線部位は胸腺を示す。下図：野生型ブタ（WT）および IL2rg欠損ブタ（IL2rg-

/Y）における腸間膜リンパ節の状態。矢印は腸間膜リンパ節を示す。  
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図 6．IL2rg 欠損ブタの末梢血白血球数、白血球分画検査 

 

野生型ブタ（WT）および IL2rg 欠損ブタ（IL2rg-/Y）から採血を行い、末梢血白

血球数および白血球分画（リンパ球数、好中球数、単球数）の測定を行った。**p 

< 0.001.  
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図 7.  IL2rg 欠損ブタの末梢血フローサイトメトリー検査 

 

野生型ブタ（WT）および IL2rg 欠損ブタ（IL2rg-/Y）から採血を行い、末梢血単

核球のフローサイトメトリー解析を行った。 
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図 8. IL2rg 欠損ブタに対する Hela 細胞皮下移植後の肉眼所見 

 

IL2rg欠損ブタの耳介部皮下組織に Hela 細胞 （1 × 106または 1 × 107 個） 

を皮下注射した。移植直後および移植後 1 ヶ月の移植部位の肉眼像、移植後１

ヶ月の時点で形成された腫瘍組織の肉眼像を示す。破線および矢印は Hela細胞

移植による硬結を示す。 
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図 9. IL2rg欠損ブタに対する Hela細胞皮下移植後の組織学的所見（移植部位） 

 

IL2rg欠損ブタの耳介部皮下組織に Hela 細胞 （1 × 106または 1 × 107 個） 

を皮下注射した。移植後１週間および移植後 1 ヶ月に皮下に形成された腫瘍組

織を摘出し、切片標本を作成後、組織学的検討を行った。A: 腫瘍組織の HE染色

像。Scale bars: 100 μm. B: 腫瘍組織のヒトビメンチンに対する免疫組織染

色像。Scale bars: 100 μm. 
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図 10. IL2rg 欠損ブタに対する Hela細胞筋肉内移植後の肉眼所見 

 

IL2rg欠損ブタの臀部（浅臀筋）筋肉組織に Hela細胞 （1 × 106または 1 × 

107 個） を筋肉内注射した。移植直後および移植後 1 ヶ月の移植部位の肉眼像、

移植後１ヶ月の時点で形成された腫瘍組織の肉眼像を示す。破線および矢印は

形成された腫瘍組織を示す。 
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図 11. IL2rg 欠損ブタに対する Hela細胞筋肉内移植後の組織学的所見 

（移植部位） 

 

IL2rg欠損ブタの臀部（浅臀筋）筋肉組織に Hela細胞 （1 × 106または 1 × 

107 個） を筋肉内注射した。移植後１週間および移植後 1 ヶ月に移植部位筋肉

組織を摘出し、切片標本を作成後、組織学的検討を行った。A: 移植筋肉組織の

HE染色像。Scale bars: 100 μm. B: 移植筋肉組織のヒトビメンチンに対する

免疫組織染色像。Scale bars: 100 μm. 
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図 12. IL2rg 欠損ブタに対する Hela 細胞移植後の肉眼的所見（主要臓器） 

 

IL2rg欠損ブタの耳介部皮下組織および臀部（浅臀筋）筋肉組織に Hela細胞 （1 

× 106または 1 × 107 個） を注射した。移植後１週間および移植後 1ヶ月に

主要臓器（心臓、腎臓、肺臓、肝臓、脾臓、膵臓）を摘出し、腫瘍形成の有無を

観察した。A: 移植後１週間の開腹時の肉眼像。B: 移植後１週間の各臓器の肉

眼像。 
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図 13. IL2rg 欠損ブタに対する Hela 細胞移植後の組織学的所見（主要臓器） 

 

IL2rg欠損ブタの耳介部皮下組織および臀部（浅臀筋）筋肉組織に Hela細胞 （1 

× 106または 1 × 107 個） を注射した。移植後１週間および移植後 1ヶ月に

主要臓器（心臓、腎臓、肺臓、肝臓、脾臓、膵臓）を摘出後、組織切片標本を作

成し、腫瘍形成の有無を観察した。A: 各臓器の HE染色像。Scale bars: 100 μ

m. B: 脾臓のヒトビメンチンに対する免疫組織像。Scale bar: 100 μm. 
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図 14.  IL2rg 欠損ブタを用いた DFAT 造腫瘍性試験 

（移植部位の肉眼的所見） 

 

IL2rg欠損ブタに対し、DFAT（n =4）または Fibroblast（n =1)をそれぞれ 1 × 

106 個 /0.25 mL 生理食塩水に希釈し、浅臀筋 20箇所に合計 2 × 107 個を筋肉

内注射した。移植１ヶ月後に移植筋肉組織および主要臓器を摘出し、腫瘍形成の

有無を肉眼的および組織学的に検討した。DFAT移植した個体と Fibroblast 移植

した個体の移植１ヶ月後の移植筋肉組織の肉眼像（移植部位外観、摘出組織、切

断組織）を示す。 
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図 15.  IL2rg 欠損ブタを用いた DFAT 造腫瘍性試験 

（DFAT 移植した個体の主要臓器の肉眼的所見） 

 

IL2rg欠損ブタに対し、DFAT（n = 4）または Fibroblast（n = 1)をそれぞれ 1 

× 106 個 /0.25 mL 生理食塩水に希釈し、浅臀筋 20 箇所に合計 2 × 107 個を筋

肉内注射した。移植１ヶ月後に移植筋肉組織および主要臓器を摘出し、腫瘍形成

の有無を肉眼的および組織学的に検討した。DFAT 移植した個体の移植１ヶ月後

の開腹時の肉眼像と主要臓器（心臓、腎臓、肺蔵、肝臓、脾臓、膵臓）の肉眼像

を示す。 
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図 16. IL2rg 欠損ブタを用いた DFAT 造腫瘍性試験 

（Fibroblast 移植した個体の主要臓器の肉眼的所見） 

 

IL2rg欠損ブタに対し、DFAT（n = 4）または Fibroblast（n = 1)をそれぞれ 1 

× 106 個 /0.25 mL 生理食塩水に希釈し、浅臀筋 20 箇所に合計 2 × 107 個を筋

肉内注射した。移植１ヶ月後に移植筋肉組織および主要臓器を摘出し、腫瘍形成

の有無を肉眼的および組織学的に検討した。Fibroblast 移植した個体の移植１

ヶ月後の開腹時の肉眼像と主要臓器（心臓、腎臓、肺蔵、肝臓、脾臓、膵臓）の

肉眼像を示す。 
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図 17. IL2rg 欠損ブタを用いた DFAT 造腫瘍性試験 

（移植筋肉組織の組織学的所見） 

 

IL2rg欠損ブタに対し、DFAT（n = 4）または Fibroblast（n = 1)をそれぞれ 1 

× 106 個 /0.25 mL 生理食塩水に希釈し、浅臀筋 20 箇所に合計 2 × 107 個を筋

肉内注射した。移植１ヶ月後に移植筋肉組織および主要臓器を摘出し、腫瘍形成

の有無を肉眼的および組織学的に検討した。DFAT 移植した個体および

Fibroblast 移植した個体の移植１ヶ月後の移植筋肉組織の HE 染色像を示す。

Scale bars: 100 μm. 
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図 18. IL2rg 欠損ブタを用いた DFAT 造腫瘍性試験 

（DFAT 移植後の主要臓器の組織学的所見） 

 

IL2rg欠損ブタに対し、DFAT（n = 4）または Fibroblast（n = 1)をそれぞれ 1 

× 106 個/0.25 mL 生理食塩水に希釈し、浅臀筋 20 箇所に合計 2 × 107 個を筋

肉内注射した。移植１ヶ月後に移植筋肉組織および主要臓器を摘出し、腫瘍形成

の有無を肉眼的および組織学的に検討した。DFAT 移植した個体の移植１ヶ月後

の主要臓器（心臓、腎臓、肺蔵、肝臓、脾臓、膵臓）の HE染色像を示す。Scale 

bars: 100 μm. 
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図 19. IL2rg 欠損ブタを用いた DFAT 造腫瘍性試験 

（移植筋肉組織の免疫組織学的所見） 

 

IL2rg欠損ブタに対し、DFAT（n = 4）または Fibroblast（n = 1)をそれぞれ 1 

× 106 個/0.25 mL 生理食塩水に希釈し、浅臀筋 20 箇所に合計 2 × 107 個を筋

肉内注射した。移植１ヶ月後に移植筋肉組織および主要臓器を摘出し、腫瘍形成

の有無を肉眼的および組織学的に検討した。DFAT 移植した個体および

Fibroblast 移植した個体の移植１ヶ月後の移植筋肉組織のヒトビメンチンに対

する免疫染色像を示す。矢印はヒトビメンチン陽性細胞を示す。 Scale bars: 

100 μm. 
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図 20. IL2rg 欠損ブタを用いた DFAT 造腫瘍性試験 

（脾臓組織の免疫組織学的所見） 

 

IL2rg欠損ブタに対し、DFAT（n = 4）または Fibroblast（n = 1)をそれぞれ 1 

× 106 個/0.25 mL 生理食塩水に希釈し、浅臀筋 20 箇所に合計 2 × 107 個を筋

肉内注射した。移植１ヶ月後に移植筋肉組織および主要臓器を摘出し、腫瘍形成

の有無を肉眼的および組織学的に検討した。DFAT 移植した個体および

Fibroblast 移植した個体の移植１ヶ月後の脾臓組織のヒトビメンチンに対する

免疫染色像を示す。Scale bars: 100 μm. 

  



 

 62 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 21. 移植された DFAT の経時的局在解析 

 

IL2rg欠損ブタに対し、DFATをそれぞれ 1 × 106 個/0.25 mL生理食塩水に希釈

し、浅臀筋 20箇所に合計 2 × 107 個を筋肉内注射した。移植１週間後、4週間

後、12 週間後に移植筋肉組織を摘出し、切片標本を作成した。移植 DFATの生着

を評価するために、酵素抗体法を用いてヒトビメンチンに対する免疫組織染色

を行った。矢印はヒトビメンチン陽性細胞を示す。Scale bars: 100 μm. 
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