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1. Introduction 

 

1.1 細胞外小胞（EV）とは 

細胞は脂質二重膜を有する小胞にタンパク質や核酸などの機能分子を内包し、分泌している

(1)。生体において、分泌された小胞は体液を通じて周囲の細胞や遠隔地の細胞へと運ばれ、受

容した細胞に機能分子を受け渡している。細胞外小胞は生体が有する機能性分子のデリバリーシ

ステムの一員であり、細胞間コミュニケーションツールとして様々な生命現象および疾患に関与す

ることが明らかになってきている(2)。また、コミュニケーションツールとしての用途以外にも、細胞内

の不要物質の排出用途としても利用されていることが報告されている(3)。このような細胞外小胞 

(Extracellular vesicles: EVs)は、その産生経路もしくはサイズによって、エンドソームに由来する

約 100 nm の小胞エクソソーム（Exosome)、細胞膜に由来するマイクロサイズの小胞マイクロベシ

クル（Microvesicle)、死細胞の膜に由来するアポトーシス小体/小胞（Apoptotic body)の 3種類に

分別できる。しかし、これら細胞外小胞の定義が曖昧であることや産生経路に関してはライブイメー

ジング技術による放出の瞬間を捉えない限りは特定することが困難であるため、そして、名称につ

いても実際は統一がなされていなかったため、しばしば混乱を招いていた。そのような状況下で、

2011年に国際細胞外小胞学会（International Society for Extracellular Vesicles: ISEV)が

設立され、ISEVは細胞外小胞の定義や名称の整備、そして研究に関するガイドラインなどの制定

を行なっている。ISEVから上記で述べた細胞外小胞をまとめて“Extracellular Vesicles (EVs)”

という名称の使用を推奨されている(4)。さらに 2018年には ISEVが発行している学会誌 Journal 

of Extracellular Vesicle においてガイドラインとなる Minimal information for studies of 

extracellular vesicles 2018 (MISEV2018)が発表され、その中で EVのサイズや密度によって

medium/large EV (m/lEV)と small EV (sEV)と分けて呼ぶことが推奨された(1)。sEV は 200 

nm 以下であるとされているため、エクソソームは sEV となる。しかし、必ずしもサイズや密度が単

一の小胞を扱えるわけではなく、さらに、それらサイズの正確な測定は難しいため、本報告書では

細胞外小胞を一括りにして EV という名称を使用する。ただし、現在（2022 年 9 月 1 日）、ISEV

では MISEV2018 の改訂版である MISEV2022 の発行準備中であり、上記事項について、変更

もありうる。 

 

1.2 EVの構成分子 

EV は分子の複合体であり、その構成因子は様々なタンパク質をはじめ、microRNA（miRNA）

やmRNAなどの核酸も含まれている。細胞は EVにこれら分子を内包して、他の細胞へと機能性

分子を受け渡し、受け取った細胞はそれに呼応するように表現型(フェノタイプ)の変化などが見ら

れる。EV がもたらす作用は様々であり、分泌される EV は細胞種や同じ細胞であっても周囲の環

境などによって構成分子が異なっている(5)。また、EV は EV マーカーと呼ばれる分子を有してお

り、それらの存在を確認することがEVであることの証明やEVの品質評価に使われるケースもある

が、全てのEVに必ず存在するとは限らない(6)。以上のように、EVは分子の複合体であるため、1
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つ１つの EVが同じ構成要素を持っているとは限らない。さらに EVのサブタイプによっても構成分

子群は異なることも報告されているため(7)、EV と一括りにしても分子群は多様性を持ち、特定の

分子で EV の性質を規定することは、現状では困難である。したがって、EV とは特定の分子を指

す言葉ではなく、細胞由来で数十 nm~数μm サイズの脂質膜に多様な分子を含む複合体のこと

である。 

 

1.3 EVを用いた治療用製剤の開発 

ここで述べるEVを用いた治療用製剤とは、細胞に由来するEVを体内に投与することを想定し

た製剤であり、それらは大きく 2 種類に分けられる。一つは、EV そのものが治療効果を有している

ことを利用した製剤であり、細胞培養上清等からの回収後に、修飾を施さずに用いるものである 

(天然型 EV)。もう一つは、特定の細胞株培養上清液や体液もしくは果汁液などから EV を精製・

回収した後にペプチド付与などの修飾を施したり、EV の供給元である細胞を遺伝子改変したりす

ることで、特定の機能を EV に付与するもの、また特定の治療薬を内包することでドラッグデリバリ

ーシステム（DDS）の担体として利用するものである(改変型 EV)。以下、これら 2 種類の様式ごと

に、その特徴と実用化研究の例を記述する。 

1.3.1 天然型 EVの特徴と治療用製剤としての例 

EV は細胞、組織・臓器に対して様々な作用をもたらす。それら作用の中でも抗炎症作用や免

疫制御作用、組織修復作用などは特定の疾患に対する治療薬として活用できることが期待されて

いる。特に、間葉系幹細胞（Mesenchymal stem cell, MSC）由来の EVに注目が集まっている。

MSC は様々な形で傷害を受けた組織の修復をサポートする能力を持つことが知られており、現在、

再生医療における細胞ソースになると期待されている(8)。近年の研究成果から、MSC が持つ治

療効果は細胞自身が組織の細胞へ分化して修復する場合もあるが、MSC の分泌物(Secretome)

による効果が高いと考えられている。分泌物には様々な EVも含まれており、実際、MSCの EVを

用いた治療効果も多く報告されている(9, 10)。近年ではヒトに対する治療効果も確認されており、

オーストリアとドイツのグループは人工内耳装着による副反応の炎症を抑える目的として内耳に臍

帯由来MSCの EV を添加する臨床試験を行った(11)。その結果、音声知覚の改善が認められた。

また、難聴を引き起こす音響性外傷に関しても、マウスを用いた実験ではあるが、内耳に臍帯由来

MSC の EV を添加(投与)することで、難聴が改善され、騒音による外傷から有毛細胞が保護され

ることが明らかになっており、臍帯由来MSCの EVの治療効果が実証されている(12)。 

また、EV が免疫制御に関わることは、初期の EV 研究で明らかになっており、B 細胞や樹状細

胞（dendrtic cell: DC）由来 EVが抗原提示や CD4陽性 T細胞の活性化に関与することが報告

されている(13-15)。これらの報告から、EVを用いて免疫を活性化させ、ワクチンとして免疫療法に

用いることや予防的に使用する方法が提案されており、2002 年に phase I 試験がメラノーマに対

してフランスで(16)、非小細胞肺癌(NSCLC)の患者に対して米国で臨床試験が行われた(17)。試

験内容は患者由来の単球から樹状細胞を分化させ、がんペプチドで抗原提示させた後に回収し

た EV を皮下などに投与するものであった。さらに、進行した NSCLC に対して、interferon-γ を
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表面に有する樹状細胞由来の EV についての phase II の試験がフランスで 2012-2014 年に行

われた(18)。期待していたほど治療成果は得られなかったようだが、一部の患者でナチュラルキラ

ー細胞を活性化する傾向が見られ、無増悪生存期間の延長が見られている。現在、他のグループ

による臨床試験も行われており、実用化に向けて開発が進んでいる。 

1.3.2  改変型 EVの特徴と治療用製剤の例 

改変型 EV とは天然型 EV に対して、供給元の細胞へ遺伝子導入したりすることで EV 内包物

を変化させた EVや、細胞から分泌後の EVに対して、その表面にペプチド や抗体を付加させた

もの、または物理的な力を加えるなどして、特定の医薬品をEVに内包させたものを指す(19, 20)。

改変型 EV の用途に関しては DDS への利用目的が主であり、その理由として、EV が遠隔臓器

や特定の組織・細胞に機能分子を送達する能力を有しているためである。主にエクソソームなどの

ナノサイズの EVについては、ウイルス性のキャリアと比較して免疫原性、変異原性が低く、生体適

合性を有し、さらに EV に内包された核酸は血中の核酸分解酵素などにも抵抗性があることが報

告されており、安定な DDS キャリアとしての可能性に期待が高まっている。また、EV は送達指向

性を有している可能性が示唆されており、低毒性や安定性に加えて特異性の高いデリバリーシス

テムの構築が期待される(21)。上記の特徴を有した EV に治療薬を内封、または目的に合った機

能を付加した改変型 EVの作製および治療効果の検証がなされている。2011年にイギリス・オック

スフォード大学から EVのDDSキャリアとしての可能性を示唆する報告があった。この報告では樹

状細胞に狂犬病ウイルス特異的糖タンパク質由来ペプチド(RVG ペプチド)を発現させた後に EV

を回収し、エレクトロポレーション法を用いて、siRNAを搭載させている(22)。すなわち、RVGペプ

チドによって神経細胞への送達特異性を持たせ、医薬品として siRNA を封入した DDS 製剤とし

ている。この報告を皮切りに EVを DDSに応用する研究報告が増えてきている。日本からも 2013

年に東京医科大学から EGFR を発現している腫瘍を標的として、EGFR の人工リガンドである

GE11 ペプチドを膜上に搭載した EV を作製した報告がある(23)。さらに、let-7a というがん抑制

miRNA を細胞に導入し、let-7a を多く含む EV を回収して、治療への応用を試みた報告があり、

遺伝子改変による改変型 EV を DDS へと応用している。これらは一例ではあるが、現在、細胞へ

の遺伝子導入によって改変型 EV(DDS 製剤)を分泌させて、それらを回収、もしくは、EV 精製後

に特定の分子を付加したり、医薬品を搭載させたりして DDS 製剤を得る方法が取られている(これ

ら二つを組み合わせる場合もある)。しかし、現在までに実用化は成されておらず、実用化に向けた

問題点が挙げられている。 

 

1.4 開発における問題点 

EV 治療製剤の可能性については、多くの論文や臨床試験からの報告があるが、実際に製品

(治療薬)の製造を行うとなると、レギュラトリーサイエンスに基づく知見は乏しく、様々な課題が散見

されている。以下に、問題点およびチェック項目を列挙する。 

1.4.1 原料の選択 
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EV は細胞に由来する生物活性物質であるが、特定の物質ではなく、由来する細胞や細胞の状

態によって内包物が異なる。したがって、EV治療製剤において、製剤の品質管理の面や目的とす

る活性を有する EV を得るためには、EV の原料となる細胞の品質管理が重要となる。また、細胞

の培養法の確立や培地の品質管理も必要となる。さらに遺伝子改変細胞を使う際の規定をどのよ

うに行うのか決定する必要があるだろう。また、EV の原料としては培養細胞のみならず、例えば、

体液や牛乳由来の EV、さらには果汁などから得られた小胞を DDS に用いる研究があり(21)、培

養などを介さないケースにどのように対応すべきか検討が必要となる。ただし、本報告書では、主

な対象をヒト細胞由来 EV とする。 

1.4.2 安全性 

安全性については 2 通りの安全面での問題点がある。1 つは、EV そのものの安全性である。2

つ目はマイコプラズマやウイルス、エンドトキシン、培地成分などのコンタミネーションに関すること

である。1 つ目に関しては、EV は様々な生理現象および疾患に関与しており、治療効果を示すよ

うな良い効果を示す EV だけではない。例えば、がん細胞に由来する EV は、がんの悪性化を引

き起こすことも知られており(24)、思わぬ副反応が見られる場合もあるため、開発、製造にあたっ

ては十分に配慮が必要である。2 つ目に関しては、2 章にも関わることであるが、EV 以外の成分

による副反応などが挙げられる。マイコプラズマやウイルス、エンドトキシン、培地成分などに関して

は、品質管理でかなり防げる部分があるので、適切な管理手法の構築が重要である。 

1.4.3 EV精製法 

EV 精製法については、現段階でベストな方法は存在せず多くの方法があることが問題となって

いる。論文などでは、超遠心法などを使って検討していることが多いが実用化の際には、多サンプ

ル、多量処理ができないため、そのまま超遠心法を持ち込むことは難しいと考えられる。また、精製

方法によっては EV 以外の不純物の混入が多いため、どのような方法で精製するかを検討する際

に、副反応を減らすためにも、EV の精製度による評価を行うことが重要である。さらに EV のサイ

ズによる活性成分の違いや特定のサイズ以外のEVは有効成分を含まない場合、それは不純物と

して捉えることもできるため、サイズの確認も重要になりうる。その上で活性成分を含む EV のみを

精製する方法などであれば、なお良いと言える。 

1.4.4 有効成分の規定方法および投与量の規定方法 

EV は分子の複合体であるため、全ての分子が有効成分とは限らない。そのため、製剤の組成

成分のリスト化が望ましいが、多様性があるため、全ての組成成分を毎回のロットごとにリスト化する

のは現実的ではないと思われる。したがって、製剤化する際には有効成分ないし、作用機序

（Mode of Action）が明らかになっていることが望ましく、それら有効成分量は最低限明確にするこ

とがさらに望ましい。そのためには、それら有効性に関する in vitro 評価系を確立し用いることが

有用である。しかし、作用機序の解明が困難な場合もあり、そのような場合には、複数の in vitro評

価系を活用して多面的な評価を行うか、必要に応じて in vivo の評価系を用いて、有効性の担保

を行う必要がある。さらに体内に投与する際は、どのような単位で投与するかを明確にすべきであ

る。例えば、EV タンパク質量なのか、EV 粒子数なのか、または有効成分量とするのかなどが考え
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られる。その際、どのような試薬や機器を用いてタンパク質濃度および粒子数の測定を行なったか、

条件等を明らかにし、測定条件を固定する必要がある。 

 

2．製法開発と品質特性解析 

 

2.1 セルバンクの構築とその特性解析 

EV 製剤の品質確保のためには、適切な製造用細胞の単離または細胞株の樹立とその管理が

必要であり、製品品質に影響する各種の特性が生産培養の期間を通じて適切な範囲で維持され

ることが重要である。表 1に示すとおり、EV製剤の製造には、ヒト自己由来細胞、間葉系幹細胞等

のヒト同種由来細胞、iPS 細胞／ES 細胞由来細胞、株化細胞等が用いられる。これらのうち、自

己由来細胞を用いる場合を除き、ICH Q5D ガイドライン(25)等を参照し、セルバンクを構築して、

その適格性を評価した上で、製造に用いる必要がある。  

 

表 1 

細胞ソース 
製造用セルバンクの構

築 

シングルクローンか

らのセルバンク構築 
細胞の均質性* 

初代細胞 
自己 ×（不可能～不要） ×（不可能） × 

同種 ○ △（困難） △ 

iPS/ES細胞由来細胞 ○ ○ ○ 

株化細胞 ○ ○ ○ 

*医薬品製造で既に汎用されている株化細胞を基準にして相対評価した場合 

 

表 1 の他、特定の遺伝子の導入等により作製した遺伝子改変細胞が用いられる場合がある。以

下に、細胞ソースごとの特徴と製造用細胞株の樹立に際しての留意事項、セルバンクの構築と評

価・管理において推奨される事項を示す。これらについては、バイオ医薬品や再生医療等製品で

のセルバンクの構築と管理の手法が参考になる。 

 

細胞ソースごとの特徴と製造用細胞株の樹立に際しての留意事項 

生産培養期間を通じた細胞特性の恒常性を確保するため、可能な場合は、クローン化された細

胞から均質な細胞集団を得て、製造用細胞株を樹立する。均質な細胞集団を得ることが困難な場

合は、不均質な細胞集団の中で、有効成分となる EV を産生する細胞を可能な範囲で明らかにし

ておくことが望ましいが、そのための方法はまだ十分には確立されていない。セルバンク構築に用

いる細胞の単離や細胞株樹立の過程については、その履歴を明確に記録しておく必要がある。 

 

ヒト同種細胞： 
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均質な細胞集団を得ることが難しく、複数の細胞が含まれる可能性がある。ドナーごとにセルバン

クを構築することから、ウイルス安全性が課題となる。また、セルバンクを更新する際には、その前

後における最終産物としての EVの品質の同等性の確保が課題となる。 

 

iPS/ES細胞由来細胞： 

クローン化された細胞から製造用の細胞株を樹立することができるが、表現型が安定であるとは限

らないため、樹立された細胞株およびこれに由来するセルバンクは必ずしも均質な細胞集団でな

い。細胞由来のDNAや、セルバンク中の不純物として存在しうる造腫瘍性細胞に由来するEVが

EV製品に混入することによる造腫瘍性のリスクを考慮する必要があるかもしれない。 

 

株化細胞： 

大量生産が可能であり、製法開発はバイオ医薬品で確立された手法が参考になる。クローン化さ

れた細胞から製造用細胞株を樹立することができるため、均質な細胞集団を用いてセルバンクを

構築することが期待できる。ただし、細胞株を新たに樹立した際は、継代を長期に亘って繰り返し

た際の表現型の安定性に関する情報がないことに注意する。細胞由来の DNA や、セルバンク中

の不純物として混入した造腫瘍性細胞に由来する EV が EV 製品に混入することによる造腫瘍性

のリスクを考慮する必要があるかもしれない。 

 

遺伝子改変細胞の場合は、上記の留意事項に加え、ICH ガイドライン Q5B(26)等を参照して、遺

伝子発現構成体の解析やセルバンクの管理を行う。 

 

セルバンクの構築 

ヒト同種細胞を用いる場合は、適格性が確認されたドナーから採取された原料から調製された細

胞を用い、ドナーセルバンク（DCB）を構築する。iPS/ES 細胞由来細胞、株化細胞、遺伝子改変

細胞の場合は、樹立された細胞からマスターセルバンク（MCB）を構築し、その一部からワーキン

グセルバンク（WCB）を構築する。通常の製造は WCB を用いて行い、WCB の補充が必要な場

合は、MCBから再度細胞を調製し、WCBを更新する。 

構築したセルバンクについては、表 2 に示すように、特性解析試験、純度試験、保存安定性試

験を行い、その適格性を評価する。遺伝子改変細胞を用いる場合は、これらに加えて、遺伝子発

現構成体の評価が必要である。また、生産培養期間を通じた安定性を評価するため、EV 製造の

ための in vitro細胞齢上限の細胞（Limit for in vitro cell age: LIVCA）についても、同様の試

験を行う。 

表 2 

 特性解析試験 純度試験 保存安定性試験 遺伝子発現構成

体* 

DCB ○ ○ △ ― 
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MCB ○ ○ ○ ○ 

WCB ― ― ○ ― 

LIVCA ○ ○ ― ○ 

 *遺伝子改変細胞の場合 

  

セルバンクの特性解析試験 

特性解析試験では、細胞の特性、及び、産生される EV の特性の評価を行う。細胞の特性に関

しては、意図した細胞であることを確認するため、遺伝子型や、アイソザイム分析、細胞表面マーカ

ー分子の発現等の表現型の解析を行う。産生される EV の特性に関しては、本稿の「EV 特有の

品質特性解析」を参考に、その変動が有効性・安全性に影響を及ぼす可能性のある品質特性（す

なわち重要品質特性）の中から生産用細胞の評価に適した項目の解析を行い、意図した特性を持

つ EVが産生されることを確認する。改変型 EVの場合には、改変により意図した分子が EVに含

まれることを確認する。 

 

脚注：間葉系幹細胞については、由来する組織によって細胞の特性が異なることが知られているこ

とから、適切な細胞表面マーカーの確認を含め、必要な特性解析を実施する、 

 

セルバンクの純度試験（ウイルス等の混入汚染物質の評価） 

EV 製剤は粒子径や荷電等の物理的化学的特性がウイルスに類似していることから、精製工程

でのウイルス除去・不活化が難しいと想定される。そのため、製造に用いる細胞については、ICH 

Q5A ガイドラインや再生医療等製品の品質・安全性に関する厚生労働省の諸指針等を参照し、ウ

イルス安全性に関する解析を十分に行う必要がある(27)。レトロウイルス試験、in vitro試験等を行

い、明らかなハザードとして知られている種類の内在性ウイルスあるいはそのようなウイルス様粒子

が検出された細胞は、EV 製剤の製造に使うべきではない。真菌やマイコプラズマ等の細菌による

汚染がないことも確認が必要である。 

 

（製造工程での外来性ウイルス等の混入防止、および、精製工程での除去・不活化の対応につい

ては、本稿 2.4を参照） 

 

遺伝子発現構成体の解析 

遺伝子改変細胞を用いる場合は、遺伝子発現構成体に関する解析が必要である。ICH Q5Bガ

イドライン等を参照し、遺伝子導入に用いるベクターの塩基配列を明らかにするとともに、樹立され

た細胞に導入されている目的遺伝子の全塩基配列、導入遺伝子コピー数の解析を行う。導入され

た目的遺伝子中に挿入や欠損がないことを確認しておく。 

 

in vitro細胞齢の上限（LIVCA）の解析 
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 MCB、WCB、あるいはDCBの解析に加え、EV製造のための最長（またはそれ以上）の培養期

間で到達する in vitro 細胞齢の細胞に関し、特性解析のうち、産生される EV の特性を中心に、

主要な項目に関する解析を行い、生産培養期間を通じて、求められる細胞特性が維持されている

ことを確認する。遺伝子改変細胞を用いる場合は、導入遺伝子の配列やコピー数等についても確

認が必要である。内在性および外来性ウイルスに関する試験も行う。 

 

セルバンクの保存安定性試験 

セルバンクは凍結して保存されるため、定期的に安定性の確認が必要である。保存安定性試験

における評価項目は、セルバンク構築の際に実施した特性解析試験の内容に準じる。 

 

セルバンクの更新 

MCBやWCBは製品ライフサイクルを通じて恒久的に保存されるが、製造に使用する本数によ

っては更新が必要になる。更新が想定される場合は、更新方法と更新時の基準を予め定めておく。

DCBは反復的に新たなドナーから作製されるため、予め定められたDCBの作製方法に従って作

製し、基準への適合性を確認する。いずれの場合も、更新時の基準は、セルバンク構築の際に実

施した特性解析試験や純度試験の結果をもとに設定する。セルバンク更新に際して、ウイルス安

全性の評価は必須である。 

 

2.2 EV製剤の製造方法 

EV 製剤の製造における細胞培養方法は、2.1 で記載されているような細胞ソースを用いること

を基本とし、培養条件によっても分泌されるEVの構成因子が変化するため、恒常性のある培養方

法とウイルスなどの外部環境からの因子の混入を防ぐことが重要である。そのような条件下で細胞

から分泌された EV そのものが目的とした薬理作用の本体であることが EV 治療薬の前提にある。

すなわち、EV の精製過程を経ずに培養上清そのものを製剤とした場合、EV 以外、例えば、EV

に由来しないサイトカインなどが薬理活性の本体である可能性もあるが、そのような場合は EV 製

剤には該当しない。したがって、可能な限り、EV のみを精製することが望ましいが、現状の技術で

は EV とそれ以外の物質を完全に分離することは困難である(28)。この点を踏まえて、培養から有

効成分とする EVを精製・回収し、製剤化する工程における留意事項を下記に示す。 

2.2.1 培養方法 

EV を治療用製剤として使用する場合、用いる細胞の状態やその培養条件によって製造される

EVの品質特性が影響をうけることが想定される。このために細胞の十分な特性解析や恒常性のあ

る EV を製造するための製造工程の確立、及び製造における工程管理が非常に重要となる。さら

に、その上で、EV特有の注意事項を以下に記載する。 

EV の特性上、細胞は培地成分や培養条件およびこれらによって変化する細胞自身の状態を

反映して EV を分泌するため(5)、対象とする EV に求められる品質特性を管理するための工程管

理も重要である。例えば、EV の一種としてアポトーシス小胞が知られているが、アポトーシス小胞
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は死細胞から分泌され、他の EV、エクソソームやマイクロベシクルとは異なる機能・役割を持つとさ

れているため(2)、EV 製剤では不純物となる可能性がある。したがって、培養における死細胞率な

どは、モニターすることが有用な可能性がある。また、上述の通り、細胞の状態やその特性に応じ

て EVの構成分子が異なることが想定され、ウシ胎児血清(Fetal bovine serum: FBS)やサイトカ

インなどの添加因子を含む培養液の組成や培養温度、酸素濃度、CO2 濃度の管理を行うことが重

要である。特に培地に添加する因子などの原材料の安全性やその最終製品での残存性などの評

価が必要である。なお、動物由来成分を含む FBS などの生物由来原料を用いる場合には感染因

子についてのリスクを含めた評価が求められる。またこれらの成分が精製工程において、十分な除

去・低減が行われているかの評価も必要となる。さらに細胞密度もEVの分泌量および構成分子に

関わってくるため、製造スケールアップなどでは、変更前後の同等性・同質性の評価を行うことが

重要となる。したがって、培養から EV 精製までの間に、いくつかチェックポイントを設けることを推

奨する。つまり、細胞を播種した後の細胞の状態(形態や死細胞率、生存率)、EV 精製する前に培

養液中にどの程度 EV が存在するか、またそのうち有効成分がどの程度含まれるかなど、一定の

基準を満たしているかを、精製前に確認すると良い。また、外部環境からの不純物の混入、特にウ

イルスなどの感染因子に関する留意事項の詳細は 2.4に記載している。 

2.2.2 EV精製法 

EV の精製方法は、多様な方法が提唱されているが、開発初期での Pilot スケールでの精製工

程から承認後の商用製造を考慮した開発を行う必要がある。また開発初期では有効成分の特性

が十分に理解されていない可能性があり、精製法も確立されていない場合もあるが、非臨床試験

に用いるロットを製造するまでには精製法を確立しておくことが望ましい。すなわち EV としての有

効成分を十分に単離できない場合であってもその生物活性（有効性）に必要な成分（活性成分

active-ingredient）を明らかにし、活性成分を含む EV の精製法を確立していくことが求められる。

さらに、目的外の EV や培養液成分の混入を低減できるような精製工程を確立する必要がある。ま

た、市販製剤は多数の患者に投与されることが想定され、商用製剤に適用できるようなスケールで

の製造が必要となり、培養スケールの拡大に応じてスケールアップが可能なカラムクロマトグラフィ

ーなどを用いることが望ましい。例えば、分子サイズでふるいをかけるサイズ排除クロマトグラフィー

法や電荷などの物理化学的な性質によって分離する陰イオン交換クロマトグラフィー法を用いるこ

とで、EV の精製、分離実績が既に報告されている(29, 30)。ただし、カラムクロマトグラフィーに限

定する必要はなく、目的とした生物活性を有する EV の特性に合わせて精製法を選択する。以下

にそれぞれの特性を利用した精製法の例と留意事項を記載する。また、いずれの精製法において

も、培養工程終了時に回収したバルクハーベストに対して必要に応じて限外濃縮などの適用を考

慮すること。さらに、いずれの精製過程においても、工程由来不純物（培養工程由来や精製工程

で用いるリガンドやカラム担体など）や目的外の関連物質の除去などの指標を定めた製法を確立

する必要があり、場合によっては、精製前後を比較し、不純物をどの程度除去できたかを指標にす

ることも考えられる。 
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研究段階やラボベースでは、超遠心法による精製が行われることが多いが、上記のような商用

製剤に適用できるようなスケールでの製造が難しく、前処理としてバルクハーベストの濃縮が必須

である。また超遠心同様に研究段階やラボベースでは市販されている EV 精製試薬として、PEG

などのポリマーを用いて低速遠心でEVを沈殿、濃縮する方法があるが、これらは試薬の残留が懸

念される。したがって、精製後の不純物残量を確認する方法の確立が必須である。 

有効成分もしくは活性成分が明らかになっており、さらにそれら物質が EV 膜上のタンパク質な

どの場合、それらを指標に精製する方法として抗体などを用いたアフィニティ精製が有用である。

また、EV マーカーと言われる CD63 や CD9 に対するアフィニティ精製も考えられるが、1.2 項に

述べたように必ずしもこれらマーカーは全ての EVに存在するわけではなく(6)、EV内包分子の多

様性(ヘテロジェナイティ) の観点からも、精製してきた CD63ないし CD9陽性 EVが目的の生物

活性を有するか検討する必要がある。また、抗体などから EV を外し、精製するために用いるバッ

ファー試薬等の不純物の混入による安全性も確認し、必要であれば、さらに別の方法で溶媒を置

換する。 

目的の生物活性を有するEVが、そのサイズにより規定される場合、例えば sEVと言われる 200 

nm 以下の微粒子が目的の生物活性を強く有する場合や、逆に 200 nm 以上の大きな粒子

(m/lEV)が活性を有する場合などは、サイズによる精製も有用である。例えば、サイズ排除クロマト

グラフィーや限外ろ過膜を利用したフィルトレーションによる分離などが該当する。ただし、これらの

方法はタンパク質の凝集体などがサイズ的に同じ大きさとなる場合、不純物としての残留も多くなり

うるので、不純物の残留量の確認方法の確立が必要である。 

 

2.3 EV特有の品質特性解析 

 EV 製剤は細胞を由来として製造されるバイオ医薬品の一種と考えられるため、その品質特性解

析においては、「生物薬品（バイオテクノロジー応用医薬品／生物起源由来医薬品）の規格及び

試験方法の設定」（ICH Q6B）に記載される留意事項が参考になる。 

 これに加え、EV 特有の性質に留意した品質特性解析が必要である。目的とする生物活性や活

性成分を有するEVを可能な限り純化ないしは一定程度の精製を行う製法開発を十分検討した上

で（2.2参照）、その精製方法により得られた EVの性状をEV特有の特性解析により明らかにする

（2.3.1 参照）。一方、EV の分離・精製法はまだ十分に確立していないため、精製後も残存する目

的EV以外の成分の混入に十分注意する必要がある。また、製造工程や保存期間中におけるEV

の安定性（分解物や変化物生成の可能性）にも留意すべきである。想定される不純物や分解物等

については、定性的・定量的検出、混入許容限度の設定、および安全性評価が求められる（2.3.2

参照）。 

2.3.1 EV特有の特性解析 

 EV 特有の特性解析としては、EV 組成、物理的化学的性質、生物活性に関する解析が挙げら

れる。EV は不均一な粒子集団から構成されるため、粒子全体の平均特性値の評価に加え、粒子

ごとの特性値の分布やバラツキを評価することがより重要と考えられる。単一粒子レベルの解像度



12 

 

で EVの不均一性を評価しようとする手法は、EV製剤の品質特性を理解する上で有用と考えられ

るため、そのような解析法を試験項目に組み込むことが望ましい。なお、EV研究分野においては、

新しい精製・分析技術の開発や既存技術の改良が日々進められているため、適時取り入れるべき

である。 

2.3.1.1 組成解析 

分子組成、EVマーカー分子の陽性率、表面分子プロファイルなどに関する解析が挙げられる。

EV の表面や内部に存在するタンパク質、脂質、糖鎖、RNA、代謝物などの EV 関連分子の有無

や定量的解析を行う。また、目的とする活性成分が特定できている場合や、改変型EVを使用する

場合は、目的成分や改変により導入された分子の定性定量解析が必要である。EV マーカー分子

として、テトラスパニン（CD9、CD63、CD81 など）、後期エンドソーム関連因子（Tsg101、Alix な

ど）、などが一般的に知られている。他には、ガングリオシドGM1がエンドソーム由来EVのマーカ

ーとして用いられた例や、主要組織適合性複合体（Major histocompatibility complex: MHC）

クラス II が DC 由来 EV の投与量基準に用いられた例がある。いずれにしろ、現時点ではコンセ

ンサスの取れた EV マーカー分子が存在しないことに留意し、目的に適う EV マーカー分子を複

数組み合わせて解析することが重要である。実際、ISEVガイドライン(31)では、EV画分に特異的

とされるタンパク質もしくは他の EV 関連分子を少なくとも 3 種類、半定量的に解析すべきであると

記載されている。また、MISEV 2018 では、EV は製造・保存過程で分解・変化する可能性がある

ことを考慮し、粒子のトポロジーの評価、つまり EV の構成分子が粒子内部に存在するか、粒子表

面に存在するかを確認することの必要性も追記されている(1)。一方、EV とは関係のない成分（も

しくは関連性が低いと考えられる成分）が不純物として EV 製剤に混入する可能性がある。一例と

して、ミトコンドリアやゴルジ体などの細胞内オルガネラ関連因子や、血清タンパク質などの培養液

由来成分、ウイルス粒子やその断片などが挙げられる。混入が想定される不純物については、そ

れらの検出法や定量法についても検討することが必要である。EV の組成解析には、主にウェスタ

ンブロッティング法や質量分析法といったバルク解析手法が汎用される。一方、フローサイトメトリー

法は、単一粒子レベルで様々な分子組成解析が可能になると期待され、近年精力的に開発が進

められている。 

2.3.1.2 物理的化学的性質に関する解析 

 粒子径、粒子数、表面電位の解析などが挙げられる。電子顕微鏡、原子間力顕微鏡などを用い

る高解像度イメージングは、直接観察により粒子径を測定できるが、統計学的に十分な数のデータ

の取得が実質的に困難である。動的光散乱法（DLS）はサブミクロン領域の微小粒子の粒径分布

の評価に広く用いられる確立された手法であるが、多分散粒子では測定精度が劣化する場合があ

ることに注意する必要がある。単一粒子分析法は、不均一な微小粒子の粒子径および粒子数の

解析に好適と考えられており、ナノ粒子追跡解析（NTA）、抵抗性パルスセンシング法、蛍光相関

分光法（FCS）などが使用されることが多い。粒径分布の測定値は、測定方法（原理）、装置（機種）

によって差異が生じやすいことに留意する必要がある。ゼータ電位については、光散乱法と電気

泳動法を組み合わせた電気泳動光散乱法(ELS)が多く用いられているが、近年、NTA や抵抗性
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パルスセンシング法を改良した単一粒子レベルのゼータ電位の解析装置が開発されている。いず

れの解析においても粒子は凝集せず、１つ１つが分散された状態にあることが求められる。 

2.3.1.3 生物活性および関連分子の評価 

 EVの生物学的性質は、力価試験（Potency assay）により明らかにする(32)。一般に力価試験に

は、医薬品の臨床的作用機序を反映した試験法が用いられる。しかし EV はその特性上、作用機

序を十分に明らかにすることが困難な場合も多い。したがって、できるかぎり EV の作用機序の検

討を行った上で、EV の薬理作用に基づく複数の試験を設定し、多面的に生物活性的特性を明ら

かにすることが望ましい。力価試験は、in vitro での生化学試験に加え、細胞、組織、動物個体な

どを用いて行われる。例えば in vitro 試験では、EV 活性成分（miRNA、mRNA、タンパク質な

ど）の定量測定、酵素活性測定などが挙げられる。また、細胞試験では、細胞増殖、遊走、毒性、

免疫細胞の活性/抑制、遺伝子発現調節、シグナル伝達などを対象とした細胞活性評価が挙げら

れる。得られた活性値については、目的に応じて粒子数やタンパク質量で標準化し、比活性として

評価することが考えられる。EV の生物活性的評価は、EV 特性を明らかにするだけでなく、EV の

品質管理、恒常性担保においても重要である。 

 

2.3.2  EV製剤における不純物 

 EV 製剤は、目的とする活性成分を有する EV（目的 EV、すなわち有効成分）だけでなく、活性

成分を持たない EV（目的外 EV）や製造・保存過程で変化・分解した EV（EV 変化体）などといっ

た EV 関連物質を含むことが予想される。クロマトグラフィー、もしくは表面分子や表面電荷などに

着目した精製工程を検討することにより、目的外 EV や変化体をできるだけ除くことが望ましい。ま

た、EV 製剤製造における培養工程や精製濃縮工程、製剤化工程などにおいて、細胞基材や細

胞培養液、精製濃縮に用いる機器や試薬などを由来として、他の細胞外小胞、ウイルス/ウイルス

様粒子/微生物/マイコプラズマ、培地成分/試薬などの混入の可能性が考えられる。また、作業環

境中の浮遊微粒子やチューブといったラボウェアなどを由来とする人工微小粒子の混入の可能性

も十分に考えられる。一般に EV と同様の粒子径を有するパーティクルは、由来が生物であれ、人

工物であれ、一旦混入すると分離が困難となる場合が多いことに留意する必要がある。したがって、

目的 EV 以外の成分の混入を最小限に抑えることを目的とした、適切な製造工程の設計・管理が

極めて重要である。また、混入が想定される不純物についての定性的・定量的試験法の設定はも

ちろんのこと、有効性・安全性の観点から不純物の許容限度について検討することが重要である。

目的 EV 以外の成分の混入を評価するための指標としては、粒子のプロファイル解析により目的

EV 粒子の割合を評価したり、生物学的試験により EV 製剤の力価測定を行い、粒子数などで標

準化して比較評価したりすることが挙げられる。 

EV 製剤の製造においては、動物由来原料（ヒトを含む）の使用を可能な限り避けることが望まし

い。ヒトまたは動物由来添加物の場合は、ウイルス混入の可能性があることに加え、FBS を使用し

た場合、ウシ血清由来 EV が混入し、予期しない生物活性を発現する恐れがある。一般に動物由

来成分を含まない試薬やリコンビナントタンパク質の使用が推奨される。 
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2.3.3  EVの免疫原性 

 EVの免疫原性については、EV 自身の免疫原性と、EV 以外の成分の免疫原性に分けられる。

前者は、EV の表面抗原により惹起される免疫反応が異なるため、EV の由来する細胞（自家、他

家、細胞種）や表面抗原発現パターンに留意する（4.2.1 参照）。後者は、主に EV 製剤に含まれ

る不純物（2.3.2参照）によるものである。 

 

2.4 EVに混入するウイルス等の感染因子に対する安全性評価 － 製法工程を俯瞰した対策 

EV のウイルス安全性に関して、EV とウイルスの大きさが類似していることや EV が多様な分子

を内包する不均一な構造物であるために、１．製造においてウイルスクリアランス工程を適用するこ

とが困難であること、２．EV がその特性から精製などの工程でウイルスと同じ挙動を示す可能性が

高いことが知られている(33, 34)。このためにウイルス安全性に関しては、ウイルスに汚染されてい

ない細胞を EV の生産基材として用いることが最も重要であり、そのために EV の産生に用いる細

胞のドナーに対してウイルススクリーニングを実施することにより適格性を確認することが重要であ

る。採取された細胞については、多面的にウイルス等の感染因子の検査が実施される。採取され

た細胞・組織より、目的細胞を分離、増幅することによりにセルバンク(2.1参照)が樹立される。一方、

使用の対象者とドナーが同一の者である場合（いわゆる自己製品）は、製造工程への交差汚染の

充分な対策がなされることを前提にドナースクリーニングは必要としない。 

 

樹立されたセルバンクは EV 製造の出発原料であり、GMP に沿った製法の起点となる。このた

め、樹立したセルバンクに対して、ICH Q5A の細胞バンクにおけるウイルス安全性評価に沿った

試験を実施する必要がある。特に内在性のレトロウイルス試験や in vitroウイルス試験、in vivoウ

イルス試験などを実施することによりウイルスの汚染がないことを示す必要がある。 

MCB から製造用に WCB が樹立されることもあるが、ヒト由来細胞が原料であることから

continuous cell line （CCL）を用いるような大きなバンクを作成することが困難な場合もあり、その

ような場合には異なるドナーからの DCB が新たに樹立されていく可能性がある。この場合にはバ

ンクの更新ごとに上記したようなウイルス試験の実施が求められる。 

EV の生産において、例えば生産細胞の培養において生物由来原料を用いる場合にウイルス

等の汚染がないものを用いることが重要である。また製造において不適切な取扱いによるウイルス

等の感染因子の迷入に対する対処が重要となる。 

培養工程で生産されたバルクハーベストに対して外来性ウイルス試験を実施することが求められ

る。バルクハーベストからEVが調製されるが、EVの精製工程においていわゆるウイルスクリアラン

ス工程の適用は困難な場合が多いと想定されることから、ハーベストないしはその後の工程での工

程管理としてウイルス試験が重要となる。特に EV を濃縮する工程が実施される場合には、ウイル

スの混入があった場合にはウイルスも濃縮される可能性が高いため、濃縮後の中間工程製品を対

象として無菌試験やウイルス試験を実施する方が合理的な場合もある。 
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EV に混入する可能性のあるウイルスとしては脂質膜のあるエンベロープウイルスが EV との特

性の類似性から同様の挙動を示す可能性が高いと想定されてきた。一方、非エンベロープウイル

スの中には細胞からの放出に際してエンベロープをもっている場合があることが報告されており。

バルクハーベスト等の試験に際してこのような点について十分配慮する必要がある(35)。 
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【別紙】 生産細胞の樹立から EVの製造 

 － バンク化された同種細胞を用いた EVの製造と各ステップでのウイルス等の安全対策 

 

１． ドナー適格性評価 

ドナースクリーニングとして基本的には血液製剤や再生医療等製品製造時に実施されるドナ

ースクリーニングを参考とした問診や検査を行うことが必要である。 

⚫ ウイルス検査：HBV、HCV、HIV、HTLV-I/II 等についての血清学的検査及び核酸増

幅検査（NAT）を行うと共にウインドウ期を考慮した対策も検討する 

 

⚫ 輸血や移植及び再生医療等を受けたことの有無 

⚫ 硬膜移植や下垂体由来ヒト成長ホルモンの投与の有無 

⚫ 肝炎等の感染履歴を含む病歴 

⚫ 上記以外に梅毒・結核などの感染症の病歴、あるいは細胞ドナーが海外在住である場

合にはそれぞれの地域における疫学的な感染症の発症状況を考慮した検査 

 

検査すべき項目や問診等による病歴の確認については、「安全な血液製剤の安定供給確保

等に関する法律第 25条に基づく健康診断並びに生物由来原料基準 2（1）及び 2（1）に規定

する問診等について」、「生物由来原料基準」、「細胞・組織利用医薬品等の取扱い及び使用

に関する基本的考え方(改定版)」などを参考にすることが必要である(36-38)。 

２． 採取した細胞の検査 

採取・分離した細胞・組織の検査：スクリーニングにおけるウイルス等の検査に加えて採取した

細胞・組織に応じたウイルス等の検査の実施（血液サンプルを用いた Parvovirus B19 で陰

性であっても骨髄細胞では陽性の場合がありえる。また、ヒトヘルペス６型は多くの人で潜伏

感染している場合も多い）。また無菌試験やマイコプラズマ否定試験などの実施が求められる。 

３． バンク化とその特性評価におけるウイルス等の試験 

採取した細胞・組織から目的とする細胞の純化・拡大培養によるバンク化した細胞や DCB：

ICH Q5Aの細胞バンクに対する試験を参考に広範なウイルス検査の実施 

⚫ 電子顕微鏡観察 

⚫ 逆転写酵素活性 

⚫ レトロウイルス感染性試験 

⚫ in vitro ウイルス試験 

⚫ in vivoウイルス試験 

⚫ NAT検査 

NAT 検査の対象としては、生産細胞のドナーであるヒト由来ウイルス及び投与部位・経

路を勘案して感染リスクの高いウイルスなどに着目して選択する必要がある。 
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４． 製造における感染因子に対する安全対策 

WCB（あるいは MCB）を拡大培養して EV を生産する場合には、培養に用いる培地に生

物由来原料を用いる際に安全性の観点からの評価が必要。また生産時における不適切な取

扱いによるウイルス等の感染因子の迷入を防ぐ対策 

５． 製造したバルクハーベストでの試験 

生産された EV を含むバルクハーベストないしは濃縮された中間工程製品等を対象として、

外来性ウイルス検査の実施。 

⚫ in vitro ウイルス試験 

⚫ NAT検査等 

６． 原薬・製剤での試験 

原薬や製剤での無菌試験やマイコプラズマ試験を実施。一般的にバイオ医薬品の原薬や製

剤ではバルクハーベストよりも感度が上昇することはないためにウイルス試験の実施が求めら

れることはない。しかしながら、バイオ医薬品では精製工程でウイルス不活化・除去処理がな

される一方で、EVではウイルス不活化・除去工程が組み入れられないことも想定される。特に

EV の製造では EV の濃縮工程が含まれる可能性が高いために、ウイルスが濃縮される可能

性がある。そのような場合には細菌やウイルスが濃縮される可能性があるため、原薬や製剤で

の無菌試験やウイルス試験が非常に有用な可能性もある。 

 

3．非臨床試験 

 

3.1 薬物動態 

通常の医薬品では、薬物動態を明らかにするために吸収、分布、代謝及び排泄試験が実施さ

れるが、EV製剤は、含まれるEV等が必ずしも均一でないこと、現時点では活性成分を含む特定

のEVを分別し解析する評価法が確立しているとはいえない等の理由により、通常、医薬品で実施

される血中濃度、吸収や排泄速度等の評価は困難と考えられ、薬物動態の評価には技術的限界

がある。また、ヒトから採取した細胞を産生細胞とする天然型のEV製剤については、ヒト由来成分

から構成されると考えられることから代謝や排泄を評価する必要性も少ないと考えられるが、改変

型のEV製剤で化学物質が含まれる場合は、当該物質の曝露量に応じた吸収、分布代謝、排泄を

定量的に評価することが重要と考えられる（3.3.2-2)-(1)-①-iiを参照のこと）。一方、EVの生体内

分布については、過去の報告例を参考に、以下に示した方法により評価することが可能だと考えら

れ、当該EV製剤の薬理学的及び毒性学的な標的臓器、作用持続時間、作用機序の解明にあた

り、重要な情報になりうると考えられる。ただし、いかなる方法でEVを可視化しても、人工的に標識

されたEVが生理学的な動態を反映しない可能性があることについては留意するべきである。 

3.1.1 EVの種類による生体内分布の違い 

EVは、大きく多胞性の後期エンドソームに由来するエクソソーム(sEV) と細胞膜（プラズマ膜）

に由来するマイクロベシクル(lEV)に分けられる。マウスを用いたエクソソーム  (sEV)のPK試験で
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は、腎臓、肝臓、肺、脾臓といった全身への分布が報告されているのに対して、マイクロベシクル 

(lEV)は肝臓への蓄積が優位とする報告が多い(39)。超遠心法やゲル濾過等で分離されたエクソ

ソームを含むEVでのPK検討では、肝臓への有意な分布と共に、腎臓、肝臓、肺、脾臓、膀胱、骨

髄、心臓といった全身への分布が多くの論文で報告され、脳への分布に関する報告も散見される

(40)。 

3.1.2 生体内分布の評価法 

3.1.2.1 EVの標識法 

生体内分布試験に用いる EV標識法には、現時点では以下のような方法がある。 

3.1.2.1.1 細胞膜標識用色素を用いた標識法 

PKH色素やDil色素及び近赤外吸収色素(NIR)のDiRやDiDなど脂溶性色素を用いたEV膜

標識法がある(41)。 

これら色素は、脂質二重膜に挿入される脂質様分子プローブであり、簡単な標識法として多くの

PK試験で採用されているが、調製されたEVの中にリポタンパク質など脂溶性のタンパク質が共存

している場合はそれも染色されるため、誤った結果を招く場合があることに留意すべきである。例え

ば、この標識法を用いたEVの生体内分布試験で観られる肝臓への多量の蓄積は、誤った結果の

一つと考えられている。しかしながら、本標識法は最も簡便であることから、特に開発初期での探索

的な臓器・細胞レベルでの検討に推奨される。 

3.1.2.1.2  EVに特徴的なタンパク質を用いた標識法 

EVに濃縮されるCD63やLamp2や、EVに親和性を持つLactadherinと、gLucやGFPなどの

レポータータンパク質との融合タンパク質、またはEV膜内葉に多いPI(4,5)P2に結合するGag 

(Moloney murine leukemia virus-derived protein) タンパク質とgLucやGFPとの融合タンパ

ク質を用いた標識法がある(42, 43)。 

これらの標識法は、3.1.2.1.1に示した標識法よりも高感度で定量性に富み、in vivoイメージング

に適切と考えられる。しかしながら、用いられるEVタンパク質は全てのEVに共通して同じ量存在

するわけではないため、得られた結果にバイアスが生じる可能性があり、さらに遺伝子操作により

作製されたこれらの融合タンパク質がEVの生物学的特性に変化を及ぼす可能性も懸念されてい

る。したがって、この標識法は高感度ではあるものの、3.1.2.1.1の標識法と合わせ臓器レベルでの

生体内分布の評価に利用することが推奨される。なお、レポータータンパク質がGFPである場合は、

細胞レベルでの検討に推奨されるが、発光を特徴とするgLucの細胞レベルでの検討は推奨され

ない。 

3.1.2.1.3 放射性同位体を用いた標識法 

Lactadherin-streptavidin融合タンパク質とビオチン化125Iまたは99mTcなど放射性同位元素と

を用いた標識法がある(44)。 

これら標識法は、エクソソーム親和性タンパク質であるLactadherinを利用した標識法であり、

現在報告されている標識法として最も感度が高く、定量的in vivoイメージングに適切でありバイア

スもかかりにくいが、動物実験もできるRI施設での作業が必要となる。そのため低用量のEVを用
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いた生体内分布の検討には推奨されるが、中用量や高用量での検討には、3.1.2.1.1か3.1.2.1.2

を用いるべきである。 

3.1.2.1.4  EV内腔の蛍光染色法 

SytoRNASelectやCFSEなどを用いたEV内腔の蛍光染色法がある。 

膜透過性の蛍光色素であるSytoRNASelectやCFSEはEV内の物質との相互作用で蛍光を

発するので、体内動態という点では最もバイアスはかからず良い方法である。しかしながら現状で

は蛍光が弱く十分な感度が得られない可能性がある。タンパク質マーカーが不在なマイクロベシク

ル(lEV)での報告が多く、エクソソーム(sEV)での報告はほとんどないため、エクソソーム(sEV)を用

いたPK検討では、3.1.2.1.1-3.1.2.1.3を用いるべきである。組織染色による細胞レベルの生体内

分布試験で推奨される。 

3.1.2.2 EVの検出法(41-44) 

臓器レベルの検討では、3.1.2.1.1 では IVIS が、3.1.2.1.2 では IVIS と BLI が、3.1.2.1.3 で

は PET、SPECT/CT が、3.1.2.1.3 では IVIS がよく用いられる。蛍光物質を使った場合には、臓

器レベルでの検討とともに、組織染色や組織由来細胞のフローサイトメトリーを用いた細胞レベル

での検討を行う報告が多い。 

3.1.3 臓器・細胞での取り込みに関する解釈 

多くの報告から、投与した EV は、放出細胞の由来や投与する動物種を問わず、全身臓器への

分布を示すようである(39, 40) 。しかしながら、適切なコントロール EVを用い、非臨床試験におけ

る EV の標的臓器や標的細胞以外への分布の増減を観察することは、ヒトでの安全性を予測する

上で有用だと考えられる。これらの評価のためには、目的 EV の複数の標識法による臓器・細胞レ

ベルでの PK 試験を実施するとともに、そのコントロール EV（例： 目的 EV が間葉系幹細胞

(MSC) 由来 EVであれば線維芽細胞由来 EV等、目的 EVが CD8+ T細胞由来 EVであれば

CD4+ T 細胞由来 EV やナチュラルキラー(NK)細胞由来 EV 等、目的 EV が樹状細胞(DC)由

来 EVであればマクロファージ由来 EV等、目的 EVが改変型の EV製剤であれば改変前の EV

製剤等）の投与群を、当該試験に組み入れることが望まれる。安全性が懸念される場合には、

3.1.4のような対応が考えられる。 

3.1.4 標的臓器・細胞以外への分布により、安全性が懸念される場合の方策 

生体内分布試験において目的外の臓器・細胞（非標的細胞）への望ましくない分布が認められ、

その分布を低減したい場合には、以下のような対処法が考えられる。 

 

・ 目的とする EV の EV ポピュレーション（エクソソーム(sEV))かマイクロベシクル(lEV)かなど）

が判明している場合、その EVポピュレーションを可能な限り分離・精製する。 

・ 改変型 EV製剤の場合、標的細胞指向性（標的細胞との結合力）をより高める。 

・ 目的 EV 分画に不要なタンパク質や脂質等が多く含まれる場合、精製度の高い調製法（アフ

ィニティー法やイオン交換法等）を用いて EVを調製する。 
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3.2 薬理試験 

EV 製剤を用いた薬理試験は、低分子薬あるいはタンパク質製剤などで実施される試験と基本

的には同様であり、細胞、組織、動物個体などを用いて、それぞれの疾患に応じた試験を実施す

る。ただし、比較対照群の選択、EV 投与量の単位については EV 特有の事項として、以下のよう

な対応が考えられる。また、EVの活性成分としてはタンパク質や核酸である場合が多く、薬理試験

における動物種差の取り扱いにも注意が必要である。 

3.2.1 比較対照群 

EV の機能研究では、用量反応関係を評価することが基本となる。MISEV2018 に従い、高回

収・低特異的EV単離の場合には、EV含有試料液、EV除去後の試料液、EVのみの 3者間で、

低回収・高特異的 EV 単離の場合には、EV 分画とそれ以外の分画との間での機能活性の定量

的比較が必要である。また、比較対照群として、天然型 EV の場合は異なる生体液や組織・細胞

から採取した天然型の EV 製剤を、改変型の EV 製剤の場合は機能分子を含まないあるいは変

異体に置換えた EVを用いることが考えられる。 

3.2.2 EV投与量の単位 

EV 投与量の単位としては、粒子数や総タンパク質量が広く用いられており、非臨床試験におい

てもこれらの単位の使用が想定される。一方で、これらの単位は EV の純度や質の影響を受けや

すく、安定した試験結果を得づらい場合がある。そのような場合、活性成分が明確であれば、その

含量を EV 活性の単位として用いることも可能である（例えば、IL-2 XXmg 相当、miRNA XX コ

ピー相当など）。一方、機能分子が不明である場合は、代表的な薬理試験において定義した生物

学的力価を単位（ユニット）として用いることも想定される。 

3.2.3 動物種の選択 

EVの機能分子のほとんどはタンパク質や核酸であり、動物種差の影響が大きい為、EV製剤に

対して、ヒトで意図する薬理作用を発現する動物種を選択することが望ましい。当該動物種が得ら

れない場合、バイオテクノロジー応用医薬品等では、動物由来の同等品を用いて評価することも考

えられるが、EV製剤では、動物由来EV製品との同等性を示すことは困難と考えられる。その場合

には、公表されている様々な情報から得られる科学的根拠に基づいて、EV製剤の効力を説明す

る必要がある。 

 

3.3 非臨床安全性試験 

3.3.1．一般原則 

 EV製剤の非臨床安全性試験は、各製品の特性を十分に把握した上で、ケースバイケースで

立案する必要があり、原則として、GLPに従って実施する必要がある。なお、EVの分野における

科学的進歩や経験の蓄積は日進月歩であることから、以下に示した非臨床安全性評価に代わる

新たな戦略や試験方法が開発されれば、それらを非臨床安全性評価に利用することも考えられ

る。 

3.3.2．評価戦略 
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 EV製剤の非臨床安全性評価を実施する上では、他の医薬品と同様に、意図する薬理作用に

より発現するオンターゲット毒性と、意図する薬理作用に関連しないオフターゲット毒性の2つの

観点から、ヒトに投与した際の安全性を評価する必要がある。 

 

1）オンターゲット毒性 

 EV製剤のオンターゲット毒性は、活性成分として含まれるタンパク質、核酸（mRNA, miRNA, 

DNA）等を介して惹起されると考えられ、その作用機序に基づいて評価する必要がある。したが

って、タンパク質に起因するオンターゲット毒性を評価する場合には、「バイオテクノロジー応用

医薬品の非臨床における安全性評価」(45)、mRNAやDNAの場合には、「遺伝子治療用製品

等の品質及び安全性の確保」(46)、miRNAの場合には、「核酸医薬品の非臨床安全性評価に

関するガイドライン」(47)が参考になる。  

 

2）オフターゲット毒性 

(1) 細胞外小胞に関する安全性 

① 一般毒性 

      EV製剤は、様々な種類のEVにより構成され各EVに含まれるタンパク質や核酸の標

的特異性は高いと考えられることから、これらに起因するオフターゲット毒性の懸念は低

く、また種特異性も高いと考えられる。一方、化学修飾（例：修飾核酸、コンジュゲート）な

どを利用した改変型のEV製剤をヒトに投与した際に懸念されるオフターゲット毒性は、科

学的合理的な範囲で、ケースバイケースで評価する必要がある。 

 

i. 天然型のEV製剤 

再生医療等製品で既に用いられている細胞などヒトでの安全性に懸念の少ない細胞

から調製されるEV製剤については、オフターゲット毒性に関連する安全性上の懸念は

少ないと考えられる。したがって、天然型EV製剤のオフターゲット毒性を評価するため

に、独立した試験を実施する必要はなく、オンターゲット毒性を評価する非臨床安全性

試験の中で評価することで十分と考えられる。 

 

ii. 改変型のEV製剤 

ヒトでの安全性が担保されていない化学物質（例えば、バイオコンジュゲート等による

化学修飾）が改変型のEV製剤として利用される場合には、使用される化学物質に注目

し「医薬品の臨床試験及び製造販売承認申請のための非臨床安全性試験の実施につ

いてのガイダンス」(48)（ICH M3）等を参考に非臨床安全性試験を実施することが考え

られる。 

 

② がん化リスク 
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がん細胞由来のEVには、レトロトランスポゾンのRNA及びDNA配列が多く含まれ、レトロト

ランスポゾンを介して、正常細胞にがん細胞由来の悪性形質を伝達しうることが報告されてい

る(49)。さらに、レトロトランスポゾンは、細胞培養に用いられるFBS中にも報告されている

(50-52)。レトロトランスポゾンに起因するこれらのリスクを非臨床試験で評価することは困難で

あるが、少なくともEV製剤を製造する際には、再生医療等製品で既に用いられている細胞な

どヒトでの安全性に懸念の少ない細胞を使用することを優先し、EV製剤の製造工程では

FBS等の使用は可能な限り避けるべきと考えられる。しかしながら、やむを得ず、ヒトでの安

全性が不明な細胞を使用せざるを得ない場合には、少なくとも細胞基材におけるレトロトラン

スポゾン活性を測定して、当該リスクが低いことを確認する必要があろう。  

また、EV製剤のがん原性については、天然型のEV製剤はもちろんのこと、ヒトでの安全

性が担保されていない化学物質が使用されている改変型のEV製剤の場合であっても、臨

床で長期間（6カ月以上）継続して使用されない限り、当該化学物質に関するがん原性試験

を実施する必要はない（「医薬品のがん原性試験に関するガイドライン」(53)。 

 

(2) 不純物 

    EV製剤の製造過程で使用した試薬等の製造工程由来不純物については、製造に関する

情報を踏まえて可能な限り低減化することが重要である。そのうえで、可能な限り製剤に残存

する不純物量を把握し、製剤の非臨床安全性試験成績、公表データ（例えば、毒性プロファ

イル、ヒト内因性物質に関する情報、ヒトへの投与実績）、不純物に関するガイドライン(54-

58)、毒性学的な概念（毒性学的懸念の閾値等）を踏まえて安全性を評価することが適切と考

えられる。 

3.3.3. 非臨床安全性試験の試験デザイン 

１） 動物種の選択 

(1) オンターゲット毒性 

   EV製剤のオンターゲット毒性を評価する上では、通常、EV製剤を投与した際に、ヒトで意

図する薬理作用を発現する1種の動物種で非臨床安全性試験を実施することが適切と考えら

れる。バイオテクノロジー応用医薬品や細胞加工製品では、ヒトで意図する薬理作用を示す

動物が得られない場合、動物由来の同等品等を用いた代替モデルの利用が検討される。し

かしながらEV製剤については、動物由来の同等品との類似性を評価することは困難と考えら

れる。したがって、EV製剤の意図する薬理作用を発現する動物が得られない場合には、公表

されている様々な情報から得られる科学的根拠に基づいて、EV製剤の薬理作用に起因する

有害性（ハザード）を評価して、ヒトでのリスク管理に活かすべきである。 

 

(2) オフターゲット毒性 

  正常なヒト細胞に由来する天然型のEV製剤については、ヒトに投与した際のオフターゲット毒

性の懸念は低いと考えられ、げっ歯類を含むいずれか1種の動物種を用いた毒性試験（例：単回
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投与毒性試験、反復投与毒性試験）の中で評価することで十分と考えられる。一方、改変型の

EV製剤として、ヒトでの安全性が担保されていない化学物質が利用されている場合には、当該

化学物質に着目し、ICH M3を参考に、通常2種の動物種（げっ歯類、非げっ歯類）を用いてオ

フターゲット毒性を評価する必要がある。 

 

２） 用法・用量 

(1) 投与経路及び投与頻度 

  EV製剤の非臨床安全性試験では、原則として、臨床適用経路で、臨床での投与頻度と同等

以上で投与することが望ましい。やむを得ず、臨床適用経路以外の投与経路を選択する場合に

は、投与経路の違いが安全性評価に与える影響を十分に説明する必要がある。また、ヒトや動物

にEV製剤を繰り返し投与しても、生体内での蓄積やそれに伴う毒性所見の増悪が考えにくい場

合には、必ずしも反復投与する必要はない。 

(2) 用量 

  エクソソームには多種多様なタンパク質や核酸が含まれ、EV製剤の生物活性には動物種差

が想定されることを考慮すると、EV製剤のオンターゲット毒性は、ヒトでの量的なリスク評価は困

難であり、有害性（ハザード）を確認するために実施されるものと考えられる。したがって、天然型

のEV製剤での用量段階は、対照群及び投与群の少なくとも2群で評価可能と考えられる。一

方、改変型のEV製剤において、ヒトでの安全性が担保されていない化学物質が利用される場合

には、化学合成医薬品と同様に、用量反応関係が評価できるよう、複数の用量群を設定すること

が望ましい。また、いずれのEV製剤においても、最高用量は、最大耐量（MTD）、投与可能な最

大量（MFD）及び動物福祉（3Rs）を考慮して可能な限り多くのEV製剤を投与することが重要と

考えられる。 

 

３） 回復性 

非臨床安全性試験で重篤な毒性所見が認められ、かつヒトへの外挿性が懸念される場合に

は、ICH M3を参考に回復性を評価する必要がある 

 

４） トキシコキネティクス 

通常の医薬品では、非臨床安全性試験成績のヒトへの外挿性を評価するために、トキシコキネ

ティクスデータ（毒性試験における全身暴露データ）が収集される。しかしながら、EV製剤は必ずし

も均一ではなく、特定のEVを分別して解析する評価法も確立されていないことから、現時点では

EV製剤のトキシコキネティクスを評価することは困難である。さらに、多くのEV製剤については、生

物活性に動物種差があることも考慮すると、ヒトでの安全性を評価する上で、必ずしも非臨床安全

性試験でトキシコキネティクスデータを収集する必要はないと考えられる。一方、改変型のEV製剤

において、ヒトでの安全性が担保されていない化学物質が利用され、その安全性に特段の懸念が

ある場合には、当該化学物質に注目したトキシコキネティクスデータ収集の必要性を検討する。 
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4．臨床開発 

 

4.1 PK/PDや有効性の評価 

薬物による治療効果の最大化と有害作用の最小化を評価するためには PK/PD 試験が重要で

あるが、EV 製剤の生体内濃度を定量することが困難である現状を踏まえると、ADME/PK/PD に

ついては厳密に求める必要はなく、用法・用量と効果・作用について解析することが現実的である。

臨床試験における評価が望ましいが、困難な項目については非臨床試験あるいは in vitro 試験

を実施する。ただし、動物試験のデータは、必ずしもヒトには適用できない点に留意すべきである。

評価する効果・作用については以下の例に示すように疾患や目的ごとに異なる。同じ種類の作用

を持った薬物あるいは関連する作用を持った薬物の併用により主作用が増強される可能性がある

場合、併用による相互作用の検証も必要である。臨床開発における有効性及び安全性評価につ

いては、EV の特殊性として、免疫原性・オンターゲット／オフターゲット毒性に考慮の上、開発手

法としては低分子化合物、RNA・タンパク質医薬品を参照にする。免疫原性に関して反復投与す

る場合には、EV 上の分子に対する抗体産生による効果・作用の減弱の可能性に注意を要する。

また、EV の定量法に関しては、測定条件により値に差が生じることもある為、意図した量が正確に

投与されるか注意が必要である。 

4.1.1 MSC由来 EVによる組織障害の修復及び抗炎症作用 

 MSC 由来 EV は障害を受けた様々な組織の機能修復や抗炎症・線維化抑制効果が期待され

ており、評価項目としては、組織中の炎症性・抗炎症性メディエーター（IL-1β、IL-5、IL-10、IL-

12、ケモカイン、TGF-β1など）、線維化マーカー（コラーゲン 1、フィブロネクチン、αSMA、ヒドロキ

シプロリンなど）、炎症性細胞の浸潤（好中球数、好酸球数、リンパ球数など）、組織機能（例えば、

肺であれば努力肺活量［FVC］、労作時 SpO2、Saint George's Respiratory Questionnaire 

[SGRQ]総スコアなど）、臨床所見（急性増悪発現率）を、対象疾患に応じて組み合わせて評価す

ることが想定される。 

4.1.2 DC由来 EVによる免疫の活性化 

 DC 由来 EV などは T 細胞活性化を誘導してがんあるいは感染症に対する免疫賦活効果が期

待されている。がんに対するワクチンの場合は、キラーT 細胞による細胞傷害活性、ヘルパーT 細

胞の活性化（T 細胞増殖、IL-2・IFN-γ 産生など）、抗原特異的 T 細胞の増加、腫瘍増殖抑制、

奏効率、無増悪生存期間、全生存期間などが評価項目として想定される。感染症に対するワクチ

ンの場合は更に、中和抗体価、発症・重症化予防などが評価項目として想定される。作用発現時

間・持続時間についても可能な限り解析することが望ましい。いずれのワクチンにおいても、アレル

ギー反応（アナフィラキシーショックを含む）、自己に対する免疫誘導など有害作用の評価が重要

である。 

4.1.3 miRNA含有 EVによる疾患関連タンパク質発現の制御 

 EV に含まれる特定の miRNA は疾患関連タンパク質の発現を低下させる効果が期待されてお

り、評価項目としては、miRNA が標的とする疾患関連タンパク質の発現量、その作用発現時間・
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持続時間、それによる細胞活性・細胞機能の変化、臨床上の利益に関係すると考えられる作用

（バイオマーカー、血液検査数値など）、最終的な臨床上の利益（奏効率、重症化率、生存期間な

ど）が挙げられる。miRNA は複数のタンパク質の発現を制御することから、疾患関連タンパク質以

外の発現制御を引き起こす可能性も考えられる。これらオフターゲットのタンパク質発現制御によっ

て引き起こされる可能性のある有害作用の評価が必要である。 

 

4.2 アレルギーや拒絶反応などの好ましくない免疫反応 

同種他家のヒトやヒト以外の動物もしくは植物を由来とする EV をヒトに投与した際には、アレル

ギーや拒絶反応などの好ましくない免疫反応によるリスクも想定されるが、当該リスクを、動物を用

いた非臨床試験で評価する意義は限定的である。したがって、臨床試験においては、以下の観点

から、ヒトでの好ましくない免疫反応に関連するリスクの低減策を検討した上で、慎重に臨床試験を

進める必要がある。 

4.2.1 EVに対する免疫反応 

EV製剤の製造細胞の由来により免疫原性が異なる。 

自己細胞由来の場合は EV 自身の免疫原性を考慮する必要性はない。同種ヒト由来の場合、

EV 自身の発現する組織適合性複合体、特に表面抗原の主要組織適合性複合体 MHC クラス I

および IIの不適合に起因する免疫原性を考慮する必要がある。 

急性移植片対宿主病の治療薬として用いられている MSC など短期的な効果を期待する再生

医療等製品や細胞加工物では免疫抑制剤は用いられていない(59)。また、現時点で米国の臨床

試験登録データベース（ClinicalTrials.gov）等の公開情報を用いた EV 関連臨床試験の調査で

は、MHC についての対応（MHC の一致）を求めている記載は見いだされない。さらに、Human 

leukocyte antigen (HLA)-A及び HLA-B」を発現している血小板輸血（いわゆるランダム血小板

輸血）が我が国を含めグローバルに長年行われていることを考慮すれば、EV 製剤の臨床適用に

おいて MHC を介した重篤な免疫応答の可能性は低く、安全性の観点からの懸念は低いと考えら

れる。 

一方、長期の生着を期待する同種ヒト細胞由来の再生医療等製品や細胞加工物では免疫抑制

剤が使用されており、長期の生着には MHC の不一致による拒絶反応の制御が必要とされている

(60)。急性拒絶や慢性拒絶などの免疫反応の低減として、造血細胞移植の際と同様の考え方、す

なわち MHC クラス I の A 座、B 座、C 座およびクラス II の DR 座をレシピエント（患者）からドナ

ー（投与される EV）方向（いわゆる HVG方向：Host versus graft方向）に可能な限りマッチさせ

ることが有用かもしれない。 

MHC クラスをマッチさせる必要性については、EV製剤が適応される目的を踏まえ、検討するこ

とが重要である。 

4.2.2 EV以外の不純物（抗生物質や培地成分等）に対する免疫反応 

EVを用いた治療製剤に含まれる不純物（抗生物質や培地成分等）についてはアレルギーなど

のリスクが考えられ、当該リスクを回避するために抗ヒスタミン薬、抗炎症薬や解熱鎮痛薬などを適
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宜組み合わせてEV製剤使用前に投与するという選択肢もありうるが、少なくとも当該製剤をヒトに

投与する際には、可能な限り当該リスクを軽減した上で（2.3.2項参照）、被験者及び治験実施者に

対して十分な説明と注意喚起を行う等、適切な臨床での安全管理が必要であろう。 

4.2.3 EVによって誘導される免疫反応 

4.2.1で述べたEVの免疫原性に起因する反応とは逆に、EVによって誘導される免疫反応が意

図する薬理作用（オンターゲット作用）であることもあるが、過剰に発現する可能性に留意すべきで

ある（オンターゲット毒性）（3.3項参照）。例えば、MSC由来EVは意図する薬理効果が免疫抑制で

あることから、過度の免疫抑制がひきおこされることによる感染症の発現の可能性がある。逆にDC

由来EVは免疫反応を活性化することが意図する薬理効果であり（1.3項参照）、過度の免疫反応

（例：サイトカインストームなど）に対して、予防的、治療的に免疫抑制剤等の使用を考慮すべきで

ある。 

 

4.3 ヒト初回投与試験の試験計画 

臨床試験におけるヒトでの安全性担保は極めて重要な課題であり、特にヒトにはじめて投与され

る臨床試験（FIH試験）の実施にあたっては、入手可能なすべての情報を踏まえて、初回投与量、

投与間隔、リスク管理方法等を含む、FIH試験計画を慎重に定める必要がある。 

多くのEV製剤は、種特異性の高いタンパク質、核酸（mRNA, miRNA, DNA）等を介して生物

学的反応を惹起すると想定されることから、FIH試験における初回投与量を動物での非臨床試験

成績から推定することには限界がある。したがって、既に類似したEV製剤での臨床試験成績等が

得られているのであれば、可能な限り当該情報を活用して、初回投与量等を含むFIH試験計画を

立案することが推奨される。一方、類似したEV製剤の情報が利用できない場合には、開発するEV

製剤を用いた非臨床試験成績を利用して、オンターゲット及びオフターゲット毒性の観点から、

FIH試験における初回投与量を検討する必要がある。EV製剤のオンターゲット毒性の観点から、

当該製剤をヒトに投与した際に過剰な薬理作用によって安全性上の重大な懸念が想定される場合

には、「医薬品開発におけるヒト初回投与試験の安全性を確保するためのガイダンスの改訂等に

ついて」」(61)（FIH試験ガイダンス）を参考に、EV製剤の臨床試験における最小薬理作用量

(MABEL)を推定して、初回投与量を設定する必要がある。一方、EV製剤のオンターゲット毒性に

重大な懸念がない場合には、必ずしもMABELを算出する必要はない。また、オフターゲット毒性

の観点から、安全性上の懸念が想定される場合には、EV製剤の一般毒性試験から算出される無

毒性量（NOAEL）に基づいて初回投与量を設定することが求められる。以上を踏まえ、FIH試験

では、MABEL及び/又はNOAELで求められるいずれかの用量のうち低い用量を選択し、適切な

安全係数を乗じた上で初回投与量とすることが適切と考えられる。なお、FIH試験の実施における

その他の留意点については、FIH試験ガイダンス及び「医薬品開発におけるヒト初回投与試験の

安全性を確保するためのガイダンス に関する質疑応答集(Q&A)」(62)が参考になる。 
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