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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

産業技術総合研究所及びバイオ産業情報化コンソーシアムは、基盤技術である①ヒト遺伝子発現リソ

ースと②プロテイン・アクティブアレイについて、H27 年度までに①は細胞システム制御遺伝子約 1,500
種類を追加し、②は約 14,000 タンパク質/基板の高密度アレイ作製による高スループット化を達成した。

再生医療研究における機能的プロテオミクス解析の実施体制が整い、H28 年度から、細胞移植における

細胞の品質評価および移植患者の免疫応答モニタリング技術の開発を実施している。これらの技術によ

り、細胞移植の安全性を、移植前から移植後まで全般に渡って支援することを目指す。具体的な研究開

発内容は以下の通りである。 
 
研究項目 1: プロテインアレイによる細胞移植の安全性評価（移植後の評価） 
1-1. プロテインアレイの検出効率の最適化 

検出シグナルの SN 比の改善を目的に、血清検体とプロテインアレイの効率的な反応条件を検討した。

血清にブロッキング材を添加して抗コムギヒト IgG を吸収することにより、コントロール抗原検出の CV
値 10%未満の目標に対して 5.7%を達成した。 
1-2. プロテインアレイの性能評価及び細胞移植の安全性評価 

約 2 万種のヒトタンパク質を、活性を維持したまま搭載したプロテイン・アクティブアレイを用いて、

京都府立医大木下教授らと角膜内皮培養細胞移植患者血清検体、京大高橋教授らと iPS 細胞由来神経細

胞移植カニクイザル血清検体中の自己抗体の網羅的解析を実施した。何れも陽性抗体が検出され、その

治療前後の検出強度の変動も評価でき、本アレイで生体の免疫応答が評価できることを確認した。特に

後者に関してはヒトタンパク質搭載アレイでカニクイザル血清の抗体評価系が構築できた。また、網羅

的アレイ解析での陽性抗原を搭載したELISA様式抗原結合プレートを作製し、多検体評価系を構築した。 
研究項目 2 : プロテインアレイによる移植細胞の品質管理（移植前の評価） 
2-1. 細胞プロファイリングによる移植細胞の品質管理系の構築 

プロテインアレイを用いて、細胞抽出液中の酵素によるリン酸化反応を検出する技術を開発した。肝

細胞分化誘導システム（タカラバイオ社）を用いて各分化段階の細胞を調製し、リン酸化活性プロファ

イリングを測定し、分化に特徴的なリン酸化活性の検出に成功した。 
2-2. 血清成分を利用した非目的細胞亜集団の選別 
 京都府立医大木下教授らと移植細胞の品質の違いを血清成分の染色によって区別する技術を開発して

いる。H28 年度はプロテインアレイを用いて、血中に含まれる培養角膜内皮細胞品質分別因子（抗体）

の抗原探索を実施した。 
 



3 
 

2-3. 脱細胞マトリクス残存タンパク質の定量プロテオミクス 
 慶應義塾大八木講師らとの共同研究により、ブタ肝臓脱細胞マトリクスを用いて、質量分析用サンプ

ル調製法を確立した。本法にて約 25 種類の脱細胞マトリクス残存タンパク質を同定した。 
研究項目 3： 疾患・再生医療関連遺伝子クローンリソースの提供 
 阪大高倉教授らとの共同研究「Huvec から血管内皮幹細胞へのダイレクトリプログラミング因子の探

索」にて、血管内皮幹細胞で発現が亢進しているマウス遺伝子 47 種類について、ヒトホモログ遺伝子を

選出した。産総研-JBIC のリソースにて未取得であった 36 クローン中 28 クローンの作製を完了した。 
また、京大井上教授らとの共同研究「神経変性疾患タンパク質が結合する受容体・GPCR・チャネル探

索への cDNA リソースの供給」において、GPCR 遺伝子約 300 クローンを選出した。実験系の検証のた

めに HcRed を融合した muscarinic 受容体の 4 つの発現クローンを作製し、供給した。 
 

 

In 2015, National Institute of Advanced Industrial Science and Technology (AIST) and Japan Biological 

Informatics Consortium (JBIC) additively cloned about 1,500 clones of cellar system control genes and 

constructed the high density protein array system (14,000 proteins / array plate). In 2016, we have 

implemented functional proteomics analyses in regenerative medicine research.  By using these 

technologies, we aim to support the safety of cell transplantation from pre-transplant to 

post-transplantation. The research and development contents are as follows. 

Chapter I: Safety evaluation of cell transplantation by protein array (Evaluation after transplantation) 

1-1. Optimization of protein array detection efficiency 

Efficient reaction conditions of serum samples and protein arrays were studied for the purpose of 

improving the S/N ratio of detection signals. By adding blocking material to serum to absorb anti-wheat 

IgG, we achieved 5.7% against the target of C/V value of less than 10% for control antigen detection. 

1-2. Performance evaluation of protein array and safety evaluation of cell transplantation 

With Professor Kinoshita et al. in Kyoto Prefectural University of Medicine (KPUM), comprehensive 

analyses of autoantibodies in sera of patient transplanted corneal endothelial cultured cells were 

performed. With Prof. Takahashi et al. in Kyoto University, autoantibody analysis in serum of cynomolgus 

monkey transplanted neural cells derived from iPS cells was also done. Positive antigens were detected in 

both cases, and change in the intensity of antibody before and after the treatment could be evaluated. 

Especially for the latter, an antibody evaluation system for the serum of cynomolgus monkey could be 

constructed with our human protein array. In addition, antigen binding plate such as ELISA carrying 

antigens which were positive antigens in 1st screening with comprehensive protein array (about 20,000 

proteins) were prepared, and a multi-analyte evaluation system was constructed. Then we were able to 

construct an evaluation system of multiple serum-samples with these plates. 

Chapter 2: Evaluation of cell quality for transplantation by protein array  

(Evaluation before transplantation) 

2-1. Construction of cell quality evaluation system for transplantation by cell profiling 

We developed a technology to detect phosphorylation by enzymes (kinases) in cell extracts on protein 

arrays and constructed phosphorylation activity profiling system. Cells at each differentiation stage were 

prepared using Cellartis Hepatocyte Diff Kit (TAKARA BIO inc.), phosphorylation activity profiling was 
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measured, and the phosphorylation activity characteristic of differentiation stage was successfully 

detected. 

2-2. Selection of non-purpose cell subpopulations using serum components 

By collaborating with Professor Kinoshita et al. in KPUM. We have developed a technique to 

distinguish the quality difference of transplanted cells by staining of serum components.  

2-3. Quantitative proteomic analysis of proteins remaining in decellular matrix 

By collaborating with Dr. Yagi in Keio University, we established a sample preparation method for mass 

spectrometry using porcine liver decellular matrix. Approximately 25 proteins of remaining decellular 

matrix were identified by this method. 

Chapter 3: Construction and supply of clone resources of gene for diseases & regenerative medicine. 

By collaborating with Prof. Takakura in Osaka University, human homolog genes were selected for 47 

mouse genes whose expressions were enhanced in vascular endothelial stem cells. We completed the 

preparation of 32 clones out of 36 clones that had not been acquired at our resources.  

By collaborating with Professor Inoue in Kyoto University, approximately 300 clones of GPCR were also 

selected. For verification of experimental system, 4 expression clones of muscarinic receptor fused with 

HcRed were prepared and supplied. 
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