
多種類のヒト細胞不老化による長期的大量培養を
実現する技術開発

髙山 直也

2024/3/12

千葉大学 大学院医学研究院 イノベーション再生医学・准教授



2

本日の内容

✓背景；前駆細胞リプログラミングとは？

✓従来技術の問題点-1

✓従来技術の問題点-2

✓想定される用途

✓実用化に向けた課題

✓共同研究について
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再生医療（細胞療法）の課題

抗老化研究の課題

（１）品質保証細胞の安定供給方法が未確立
（ヒトiPS細胞は、分化の不均一性など細胞供給の安定性が確保できない）

（２）高費用対低効果
（自家細胞療法は、ウイルスクリアランス試験などを個別に実施し、治療開始まで数ヶ月に及ぶ

準備期間と数千万円という高額な治療費が発生）

（１）再現性の高い介在方法が未確立
（ビタミン剤や抗酸化剤、抗老化物質の探求、senolysis研究は再現性が難しく、
確実な若返りの実現には至っていない）

（２）山中初期化因子での細胞系譜制御方法が未解決
（山中因子での一過性不完全リプログラミング法は細胞系列の維持ができない）

現在の細胞治療、抗老化研究の課題



前駆細胞リプログラミングとは？

ヒト多系統老化耐性細胞を用いた混合型細胞療法技術開発

細胞の若返り技術（最終的には人工不老長寿技術開発）



幹・前駆細胞とは何か？
（幹細胞の2つの能力）

幹細胞

前駆細胞

幹細胞

前駆細胞

幹細胞

前駆細胞

自己複製

多分化

自己複製

幹・前駆細胞
全体の1%未満
増殖能力高い

分化細胞
全体の99%以上

例；造血幹細胞、神経幹細胞、間葉系幹細胞など



体細胞を他の細胞の状態に変更させる
（リプログラミング、例；多能性幹細胞）

体細胞
多能性
幹細胞

分化プログラムに従い
２００種類以上の細胞へ変身

リプログラミング
（他の系統の細胞への変換）



前駆細胞リプログラミングとは何か？

幹細胞

前駆細胞

幹細胞

前駆細胞

幹細胞

前駆細胞

幹・前駆細胞へ
若返らせて、大量に
作製する技術に成功

自己複製

多分化

自己複製

大量に存在する分化細胞から、能力の高い
同系列の前駆細胞を生み出す技術
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✓細胞老化耐性獲得技術(大量で均一な質の細胞供給)

✓細胞若返り技術(個体の若返りにもつながりうる)

今回の技術のポイントは2つ
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従来技術とその問題点-1

（１）品質保証細胞の安定供給方法が未確立
（２）高費用対低効果
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従来技術とその問題点-1

(細胞療法)

Takayama, Blood2008, JEM2010 

• iPS細胞毎のクローン間差や、分化試行毎のばらつきにより、安定した目的細胞産生が難しい。

• 目的の細胞になる比率が低いため、大量の培養系と長期間の培養が必要になる。

例えば、1Packの血小板製剤には、3000Lの培養系、1ヶ月以上の培養が必要であり、

培養期間、コストの面から産業化は不可能である。

iPS細胞が臨床応用可能な目的細胞を生み出せるか？
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新技術の特徴・従来技術との比較

iPS cell

胚葉 前駆細胞

iPS細胞は目的の細胞になる比率が低く、非常に大量の培養系・長期間の培養が必要

non-directed cells

目的の細胞の前駆細胞段階で大量増殖する能を付与する

proliferating

Differentiation 

efficiency; 

100 %

(Stock)

=

3,000 Lの培養系

=

30 Lの培養系

世界初
人工血小板輸血の治験開始

従来法

新法
1/100に
減少



血管内皮巨核球 MSCマクロファージ

iPS cell

血管
平滑筋

神経 リンパ球

MBX導入により前駆細胞リプログラミングによる

前駆細胞段階への若返りと老化耐性細胞技術

各系列の
細胞

Dox off（MBX遺伝子オフ）による成熟分化

各系列の
不老化細胞

大量の
成熟細胞

分化誘導
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多種類の細胞の老化耐性獲得と大量増幅技術



不老化巨核球株 不老化マクロファージ株

不老化血管内皮細胞株 不老化血管平滑筋細胞株 不老化MSC株

緑枠：MYC/BMI1
などにより安定した
増殖を達成

Control Control
Control

Control

Cell Stem Cell 2014, Stem Cell Rep 2013, 2019,  特願2022-212691：『細胞分化度の調節方法』

多種類の細胞の老化耐性獲得と大量増幅技術
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iPS cells 前駆細胞 不老化細胞
（dox on）

成熟分化細胞
（dox off）

Differentiation 
stage

増殖期
(Dox-ON)

成熟期
(Dox-OFF)

Genes ON

Dox

Genes OFF

Dox

本特許の
老化耐性細胞システム

iPS-sac formation

Doxycycline添加時（MBX on）の時に増殖して、
Doxycycline除去時（MBX off）に分化が進む。

MBX遺伝子オフ後は成熟分化する

M;c-MYC
B; BMI1
X; BCL-XL
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HAEC_1

HAEC_2HAEC_3
HUVEC_1

HUVEC_2
HUVEC_3

iPS_SeV2

iPS_NB_2

iPS_NB_3

iPS_NB_3_7

iPS_NB_5

iPS_NB_6

imEC_SeV2_ON

imEC_NB5_ON

imEC_NB6_ON

imEC_SeV2_OFF

imEC_NB5_OFF

imEC_NB6_OFF

HAEC_1

HAEC_2

HAEC_3

HUVEC_1

HUVEC_2

HUVEC_3

iPSC

不老化血管前駆細胞
（dox on）

ヒト静脈
血管内皮細胞

不老化血管内皮細胞から
分化した成熟血管内皮細胞
（dox off）

ヒト動脈
血管内皮細胞

RNAシークエンス解析による
性質の近さを距離で示した図。
不老化血管前駆細胞から分化成熟した血管
内皮細胞(赤枠)は、健常者由来血管内皮細
胞(ヒト動・静脈血管内皮細胞；青枠、水色
枠)と性質が同等（距離が近い）である。

不老化血管内皮細胞の例

Dox除去により分化した血管内皮細胞はヒト体内の血管内皮細胞と同等の遺伝子発現パターンを示す



従来技術とその問題点-2

（３）山中初期化因子での細胞若返りでは、
細胞系統が不安定化する



OSK による一過性不完全リプログラミングによる老化の抑制

細胞レベルの若返り

マウス個体レベルの若返り

OSK 3 day 3 day 3 day 3 day 3 day 3 day

ON OFF ON OFF ON OFF

薬剤で遺伝子のスイッチを入れるシステム

細胞内でOSK遺伝子を
3日毎にスイッチON, OFFを繰り返す

山中因子

OSK; OCT4/SOX2/KLF4 16 16



iPS cells

別系統の
細胞

同系列の
前駆細胞への
一部初期化

OSK

OSKは万能因子であり、導入すると一部の細胞で、元の細胞系列が失われてしまう

OSK; 
OCT4/SOX2/KLF4

iPS cells

別系統の
細胞

同系列の
前駆細胞への初期化

大量培養化

MB

MB; c-MYC/BMI1

MB (c-MYC/BMI1) は幹・前駆細胞に発現している因子であり、
導入すると元の細胞系列の前駆細胞のみに戻る

❌

❌

一過性不完全
リプログラミング

前駆細胞
リプログラミング
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一過性不完全リプログラミングと前駆細胞リプログラミングの違い
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OSKでは、間葉系幹細胞への若返りが不完全、増殖しない
MBでは、間葉系幹細胞への若返りが完全、老化耐性獲得し増殖し続ける



iPS

cells

別系統の
細胞

OSK

一過性部分リプログラミング（OCT4/SOX2/KLF4）では
別系統の細胞が出現する

OSKでは、多能性幹細胞（iPS細胞など）のマーカーが上昇するが、
MBでは、上昇しない（系統が維持される）

NANOG (多能性幹細胞のマーカー)
遺伝子の異常発現

OSK; OCT4/SOX2/KLF4
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OSKでは、別系統の細胞が出現するが、
MBでは、出現しない（系統が維持される）

OSK; OCT4/SOX2/KLF4
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山中（OSK）因子による
部分リプログラミング

• 山中（OSK）因子は万能細胞を誘導す
る細胞万能化因子

• オリジナル細胞の特性を失いやすい
(Roux A. Cell Syst 2022)

• 元細胞の性質不安定
• 大量培養不可
• iPS細胞化のリスク有り

MB(X)因子による
前駆細胞リプログラミング

• MB (MYC/BMI1)因子は、幹細胞や前駆細
胞などの増殖の高い細胞で発現している
因子

• オリジナル細胞の系列は保持される

• 元細胞の性質安定保持
• 大量培養可
• iPS細胞化のリスクなし

一過性部分リプログラミング（OCT4/SOX2/KLF4）と
前駆細胞リプログラミング（c-MYC/BMI1）の比較
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本日の内容

✓背景；前駆細胞リプログラミングとは？

✓従来技術の問題点-1

✓従来技術の問題点-2

✓想定される用途

✓実用化に向けた課題

✓共同研究について
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想定される用途

•本技術により多種類の他家移植用細胞の安定供給が可能となる。

•上記以外に、各種細胞からのエクソソームなどの培養上清も供給
可能。

•創薬スクリーニングツールとして活用できる

•また、抗老化薬開発にも繋がる。

具体例
・白血病などに対する移植用の造血幹細胞増幅システム（人工骨髄）
・椎骨不安定症、難治性骨折に対する骨・軟骨再生療法
・細胞上清を用いた創傷治癒薬開発
・動脈硬化抑制薬剤開発ツール



従来法

hiPSC 目的細胞へ
分化誘導

1ヶ月〜

✓ 薬効薬理試験
✓ 安全性試験
✓ ウイルスクリアランス

個別試験 数週間

新法（前駆細胞リプログラミング）

hiPSC
(HLA null)

目的細胞へ
分化誘導

老化耐性
株の樹立 ✓ 薬効薬理試験

✓ 安全性試験
✓ ウイルスクリアランス

バンク化
一括試験

投与可能需要発生

需要発生 投与可能

時間・費用の削減

産業化に向けた質の高い細胞の安定供給
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HLA(自己の細胞の印)欠失
ユニバーサル細胞

センダイウイルスで導入
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血管内皮 巨核球 MSC マクロファージ

特願2022-212691：『細胞分化度の調節方法』

iPS cell

前駆細胞リプログラミングによる

多系統不老化細胞技術

標的臓器毎に
混合比率
最適化

ヒト造血幹細胞増幅用
人工骨髄

CD34+

骨・軟骨
再生

動脈硬化
モデル

進めている研究

創傷治癒

CAR細胞

老化耐性細胞による再生、創薬開発研究
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造血幹細胞移植医療はドナー不足

NEJM2014

50%

世界各国のHLA 8座一致移植の割合

日本

HLA-haplo identical (半合致）移
植の登場
(2012~)により、ドナー不足は大幅
に軽減したが、
依然ドナー確保が困難な症例が存在
する
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ヒト初代細胞による造血幹細胞サポート

• 造血支持細胞は有限増殖
• ドナーに依存する不安定供給
• ドナーによる不均一な質
• 採取時に強い侵襲
（採取不可細胞もあり）

従来法；ドナー依存の造血支持細胞供給

De Lima et al., NEJM 2012

Huge variation of 

supporting capability

MSC from

bone marrow 

Donor

HSC-MSC

coculture

Cord Blood

造血支持細胞の不安定供給

iPSC由来細胞による人工骨髄

• 造血支持細胞は無限増殖
• ドナーに非依存

• 均一で質の高い細胞を半永久的に安定
供

• 遺伝子改変も可能

人工骨髄

本提案の戦略；ヒトiPS細胞由来多系統老化耐性細胞による人工骨髄

Cell Stem Cell 2014, Stem Cell Rep 2013, 2021
特願2022-212691：『細胞分化度の調節方法』

Cord Blood

iPSC

前駆細胞リプログラミング

Donor independent system 

using human iPSCs
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Final Product

質の良い造血支持細胞の安定供給
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MSC 30%  Mac 40%EC 45%  MK 25%

MSC 20%  Mac 10%

EC 30%  MK 25%
MSC 30%  Mac 15%

各ニッシェ細胞を多段階に混合し、
造血幹細胞との共培養で増幅を比較

造血支持細胞の最適な混合比率を決定

CantoII HTS FACSによるハイスループット解析

96well plate 1時間で自動解析 Top 10条件で移植実験

不死化造血支持細胞は事前に増殖抑制処置を行う

1週間培養
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単独種
共培養 造血幹細胞数

単独種との共培養
で最も高い増幅レベル

サイトカインのみ
（コントロール）

複数の造血支持細胞混合により、
単独種よりも

ヒト臍帯血由来造血幹・前駆細胞が増幅 28

混合造血支持細胞によるヒト造血幹・前駆細胞増幅（人工骨髄）
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実用化に向けた課題

• 現在、レンチウイルスベクターを用いた細胞株まで開発済み。

⇨創薬開発や上清を用いた治療には良いが、細胞療法のソースとして安全性が
不十分

• 安全性確保のためには、今後ゲノムに組み込まれないベクター
（センダイウイルスなど）での老化耐性獲得が必要。

• 他家移植（他人への移植）可能なユニバーサル細胞をつくるためHLA
（Human Luekocyte Antigen 、自己の細胞の印）を欠失した細胞株が必要

• 安全性、造腫瘍性評価のため、今後、経時的にゲノム安定性、核型解析、in 
vivo 腫瘍実験が必要。
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hiPSC樹立

従来法
目的細胞へ
分化誘導

P1P0 ・・・ P〜30

✓ 心筋 P
✓ 網膜 P
✓ 神経 P
✓ 血小板 P22

目的細胞の投与継代数

[例]

分化誘導の
前倒し

新法（前駆細胞リプログラミング）

hiPSC樹立

P1P0 P〜15

目的細胞へ
分化誘導

不老化株
の樹立

継代数

バンク化

目的細胞の投与P0 P XX・・・

継代数いくつまで品質が保たれるか？？

各段階(P5, 10, 15, 20, 25)で

➢ in vitro分化実験
➢ 染色体G-banding
➢ in vivo腫瘍試験

機能

安全性

P5
P10
P15
P20

0%
0%
20%
40%

腫瘍発生

P10までは安全？適切な継代数を同定

細胞数 10e7倍
=患者 10e6人分

P5

P10
細胞数 10e13倍
=患者 10e12人分

※10cm x 10枚からスタート
※投与量10e7/人として

MSC 細胞増殖

不老化株

P10まででも充分量の細胞数確保

Days

30
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今後の展望：再生医療の普及

超高齢社会による
✓ ドナー不足
✓ 医療費の増大

従来の自家
細胞ソース

コストの問題
<例> 自家iPS細胞血小板
800万円/Pack
CAR-T細胞 3,000万円/回

様
々
な
問
題
点

時効性の問題
個別にウイルスクリアランス
試験、薬効薬理、安全性試験

不老化
技術

安全な
導入法
(Sendai 

virus, 

mRNA)

低免疫原性
(HLA null)

ユニバーサル細胞を用
いた他家治療用細胞
バンク

低コストの実現
即時投与可

他家移植用ユニバーサル株のバンク化により、
低コスト化し、即時投与可能な細胞療法を確立する
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企業への期待
再生医療（細胞療法）

創薬開発研究

再生医療の3要素
• 細胞
• 足場
• 成長因子

足場技術を持つ、企業との共同研究を希望。
特に整形外科領域、創傷治癒領域

独自の低分子化合物やスクリーニング技術を持つ企業との共同研究を希望。
特に、抗動脈硬化薬、抗骨粗鬆症薬など。
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企業への貢献、PRポイント

•本技術は様々な細胞の大量供給が可能なため、コストダウン、品質
安定性が望める。再生医療製品、創薬開発ツールなどを提供するこ
とで企業に貢献できると考えている。

•様々な臨床グループと共同研究を実施しており、専門領域の医師の
意見を聞ける。

•本技術の導入にあたり必要な追加実験を行うことで科学的な裏付け
を行うことが可能。

•本格導入にあたっての技術指導、担当者の学位取得。



巨核球前駆細胞又は
巨核球細胞の製造方法

国 際 出 願 番 号 ：
PCT/JP2020 / 039
162 （ 出 願 日 ：
2020 年 10 月 16
日）

国際公開番
号 ：
WO2021 / 07556
8

髙山直也、中村壮、江藤
浩之 、他

国立大学法人千葉大学
国立大学法人京都大学

2019/10/17

骨髄系共通前駆細胞(CMP)又は骨
髄球系前駆細胞の増殖性を向上さ

せる方法

国 際 出 願 番 号 ：
PCT/JP2022 // 02
6341 （ 出 願 日 ：
2022 年6月30日）

国際公開番
号 ：
WO2023 / 27715
3

髙山直也、中村壮、江藤
浩之 、他

国立大学法人千葉大学
国立大学法人京都大学

2021/6/30

細胞分化度の調節方法
特願2022 -212691

国際出願準備中

髙山直也,Sudip Kumar 
Paul,中村壮

国立大学法人千葉大学
国立大学法人京都大学

2022 年12月
28日

造血幹細胞及び造血前駆細胞の増
殖を促進する方法

特願2023 -170962
髙山直也, Maria 
Alejandra Kanashir

国立大学法人千葉大学

︣
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産学連携の経歴

•2016 年-2018 年 メガカリオン社と共同研究実施

•その他、現在1社と共同研究実施中
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お問い合わせ先

国立大学法人千葉大学

未来医療教育研究機構

Tel & Fax: 043 -226 -2832

e-mail: mirai -shien@chiba -u.jp



Appendix
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1. Generation of functional platelets from human embryonic stem cells in vitro via ES-sacs, VEGF-
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et al. (8 1 )
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