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当研究室において開発された温度応答性培養皿によって、培養した細胞に低温処理を行なうだ

けで、移植可能な人工組織の作成が可能となった。これまでに、角膜輪部および自己口腔粘膜

をもちいて作製された培養上皮細胞シートが角膜上皮細胞の幹細胞疲弊症の治療に応用され、

新しい再生医療の一分野、細胞シート工学として、近年注目を集めている。 

 現在、再生医療の為の細胞培養工程は、薬の製造・品質基準である GMP (Good Manufacturing 

Practice) 省令に準拠して行なわれなければならない。当研究所においても細胞シートによる再

生医療を目指すにあたり、GMP に準拠した細胞調製施設、セル・プロセッシング・センター 

(CPC)の運営の立ち上げを行なった。本報告書において、この CPC の施設（ハード）の概要を

述べると共に、その施設管理機構（ソフト）について、合わせて概説する。                               

 
1. 緒言 : 近年ティッシュエンジニアリング

の発展に伴い、失われてしまった組織そのも

のを再生しようという、いわゆる再生医療が

注目を集めている。この新しい医療概念を支

える重要な礎となったティッシュエンジニア

リングは主に、細胞を成長因子等の可溶性因

子、そしてその細胞の足場となる高分子素材

（スキャフォールド）とを組み合わせた移植

グラフトを用いて組織再生を促すという手法

であるといえる。しかしながら、上記手法を

用いて構築される組織は、その構造上、間質

に富む組織に限定されうる恐れがある。そし

てそれは、主に細胞から成り立つ多くの組織

の再生を、どのようにエンジニアリングする

かという新しい問題にたどり着くきっかけで

あったとも考えられる。 

そのような中、当研究室において開発された

温度応答性表面による細胞培養器材の開発は、

上皮組織や筋組織のような細胞に富む組織構

築を目指した再生医療において、有用かつ新

しい組織工学の一手法であると考えられる。

この温度応答性培養表面による細胞シートは、

温度を下げるだけで、シート状に培養した細

胞を回収する事によって作製できる。これは、

トリプシンやディスパーゼといったタンパク

質分解酵素を用いる必要がないため、非侵襲

的に細胞間接着を保持した状態の細胞として

回収することができる。既に上皮組織におい

て、Greenらの開発した 3T3フィーダーレイ

ヤー法によって培養人工皮膚に応用されてき

た。そのような中、東北大学の西田幸二教授

らとの共同研究により、温度応答性培養器材
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による培養上皮細胞シートを用いた角膜上皮

組織再生の臨床応用に成功している。これは、

熱・化学腐蝕やスティーブンス・ジョンソン

症候群といった上皮幹細胞疲弊症によって失

われた視力を、自己角膜輪部あるいは自己口

腔粘膜由来の培養上皮細胞シートによって回

復したというものである。当研究室において

も、表層性食道癌への内視鏡的粘膜切除術お

よび内視鏡的粘膜下層切開剥離術による、術

後の人工潰瘍面の創傷治癒促進を目的として、

移植可能な口腔粘膜上皮細胞由来細胞シート

の作成の為の検討実験を行なっており、大木

らによってイヌのモデルにおいて良好な結果

を得る事に成功した。さらに、村上らの研究

において、温度応答性セルカルチャーインサ

ートを用いる事で、3T3 フィーダーレイヤー

を用いず、さらには自己血清を用いる事で、

重層化したヒト口腔粘膜上皮細胞シートの作

製に成功した。これらの結果から、内視鏡下

にて行なわれた表層性食道癌切除後の人工潰

瘍面の創傷治癒の促進に培養自己口腔粘膜上

被細胞シートの応用に用いる事が可能である

と判断し、臨床研究に乗り出す事にした。 

2. 製品標準書および標準作業手順書（SOP）

の作成 : 現在、培養した細胞を実際の臨床に

用いるには、薬の製造・品質基準である GMP 

(Good Manufacturing Practice) 基準に準拠し

て調製されなければならない。そこで、株式

会社セルシード品質保証部／開発推進室／文

書・資材管理室の協力のもとに、「自己培養口

腔粘膜上皮細胞シート製品標準書」の作成を

行なった。この製品標準書により、口腔粘膜

組織採取工程、口腔粘膜上皮細胞シート作製

工程、品質検査工程、原材料／試薬等の管理、

等の明確な記述がなされた。次に、製品標準

書に示された作業工程が、当研究室ハイテク

リサーチセンターによるセル・プロセシン

グ・センター(CPC)にて運営が可能であるか

どうか考慮した上で、SOPおよび製造指図・

製造記録書の作成を行なった。 

3. 製造施設設計（ハードウェア面） : 今回の

対象とする、ヒト培養口腔粘膜上皮細胞シー

ト作製施設は、取り扱う原材料の特性上、バ

イオハザードの面において対策を考慮しなけ

ればならない。さらにいえば、最終製品（培

養口腔粘膜上皮細胞シート）が、被験者に移

植される事を考慮して、無菌的製造施設であ

る事が求められる。そうした事をふまえ、CPC

は差圧管理、清浄度ゾーニング区分管理、作

業者および原材料・最終製品の導線を考慮し

た設計がなされている。また、施設内に流れ

る空気は、高清浄度を維持する為に、大気を

HEPA（High efficiency particulate air）フィル

ターによって濾過して給気される。Figure 1

は、ゾーニングされた各部屋の室圧および清

浄度、空気の流れ、この CPCにおける、作業

者、原材料・最終製品の理想的と考えられる

動線を示した。採取組織からの細胞調製、培

養、出荷判定等の一連の製造工程は細胞操作

室にて行なわれるが、操作室の室圧が±0paで

あるのに対し、この部屋の作業者の入り口に

あたる前室-3 は+30pa、出口にあたる後室-2

は-15pa、副室-2 は+15pa となっている。こ

れは、空気の流れが示すように、細胞操作室

内の空気は、外部に漏らさない設計となって

いる。これは、原材料のバイオハザード面を
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考慮して設計されて差圧管理がなされている

ことを示す。また、ゾーニングされた清浄度

は、細胞操作室内の安全キャビネット内のク

ラス 100 (100微小粒子数/ft2)を最高清浄度と

して、作業者がそこにたどり着くまでに、非

管理区域からクラス 100,000、10,000へと清

浄度が上がっている事が見てとれる。 

4. 製造施設の管理概要（ソフトウェア面）: こ

れまでに示した CPCは、製造施設性能の点か

らいえば今回のヒト培養口腔粘膜上皮細胞シ

ートの作製に十分対応しうるものであると考

えられる。しかしながら、当施設の本来の性

能を維持する為に、製造施設の管理方法（ソ

フトウェア）についても考えなければならな

い。そこでまず、当施設において、清浄度維

持の指標として空気中微粒子の監視を行って

いる（Figure2 A）。このモニタリングシステ

ムによって、Figure2 Bの示すように、過去の

入室記録からその時の室内空気中微粒子量の

変動について確認をすることができ、その部

屋の清浄度基準を満たしていたかどうかをト

レースする事ができる。また、CPCに持ち込

むものについては、高圧蒸気滅菌をかけるよ

う規定し、前室-1にオートクレーブを設置し、

パスボックスを通じて管理区域内に搬入する

事ができる（Figure2 C, D）。前室-2（Figure2 

E）は、作業者の付着物由来の汚染防止の為に

一次ガウニングを行なう部屋とし、この奥で

作業を行なう場合、例えば材料保管室におい

ては一次ガウニングされていなければならな

い（Figure2 G）。クラス 10,000の管理区域で

ある、細胞操作室（Figure2 F）に入室するに

は、前室-3において二次ガウニングを行なわ

なければならない（Figure2 H）。こうした過

程を経て、細胞操作室まで入室し、実際の細

胞培養操作を行なうが、持ち込んだ検体はバ

イオハザード対応にて扱われる。従って、製

造工程において使われた器具、ガウニング類

は、Figure2 Iに示すように、細胞操作室の出

口にあたる後室-2において高圧蒸気滅菌を行

なうと規定した。これらの規定以外にも、製

造施設管理について、例えば試薬の調製法や

細胞調製／培養工程、施設清掃からガウニン

グ類のクリーニングにいたるまで、すべて

SOPに明記されている（Table 1）。また、こ

こに示された手順書を基に、製造指図・製造

記録書を作製した。Figure3 Aの示す、細胞操

作室内の実際の製造作業工程は、作業者（写

真左）と、製造指図および記録者（写真右）

が示されている。この時つけられた記録書

（Figure3 B, C）は、作業を行った日付、実施

作業、逸脱の有無、記録者のサインが示され

ている。これにより、実際に行なわれる作業

が手順書に則って行なわれ、その時の記録が

残せるような仕組みとなっており、最終製品

のトレーザビリティー、製品保証を担保しう

るように構築されている。 

5. 結語 : 今回、表層性食道癌への内視鏡的粘

膜切除術および内視鏡的粘膜下層切開剥離術

による、術後の人工潰瘍面の創傷治癒促進を

目的とした培養口腔粘膜上皮細胞シート製造

のための設備（ハードウェア）および管理機

構（ソフトウェア）の構築を行なった。これ

らは、GMP基準での製造・品質基準を満足す

べく行ってきたが、原材料ともいうべき被験

者由来口腔粘膜組織自体が、または最終製品
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自体の有効性等において、品質の不確かさを

含むものである為、完全に GMP に対応させ

る事が不可能な点が幾つかある。そのような

問題を抱える中、今回我々は再生医療の為の

GMPに準拠したハード・ソフトの構築および

提案を行なった。これらの事が、今後の再生

医療の為の組織工学的手法による製造工程の

モデルの一つになりうるものである事を期待

する。 
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Figure 1　CPCの施設概要
CPC内のゾーニングされた各部屋の名称、室圧および清浄度、空気の流れ、作業者および原材料・
最終製品の理想的と考えられる動線を示す.

Figure 2　CPC施設内の写真
AおよびB：CPCモニタリングシステム. C：前室-1. D：副室-1. E：前室-2. F：細胞操作室.
G：材料保管室で作業する一次ガウニングされた作業者. H：前室-3において二次ガウニングを
行なった作業者. I：後室-2のオートクレーブ.

Figure 3　CPC施設内における製造工程作業.
A：細胞操作室内での作業工程の様子.  写真左：作業者. 写真右：製造作業指図および記録者. BおよびC：
実際に使用された製造指図・製造記録書.
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Table 1　作成された標準作業手順書（SOP）一覧
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