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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

 我々は水疱性角膜症に対する培養ヒト角膜内皮細胞を用いた角膜内皮再生医療の研究開発に取り組んで

いる。細胞表面形質を駆使して、細胞移植治療に用いる細胞は不均質細胞亜集団の混合物であり、細胞移植

に有効性を示すと考えられる目的細胞はその一部に限定されることが判明した。すなわち培養ヒト角膜内皮

細胞は高品質目的細胞、目的外細胞亜集団 X, Y, Z などで構成されていることが分かってきた。細胞（Seeds）

の目的細胞の純度、非目的細胞の混在割合、移入細胞から分泌される、あるいは、細胞移入部位に内在する

生理活性物質との類似性に基づき目的細胞の品質を評価するとともに、生体（Soil）側の因子を評価するこ

とが本事業の目的である。 

本目的の達成に向けて、下記の６つの研究開発を中心に実施した。全ての研究項目について概ね予定通り

の進捗がなされた。連携企業（千寿製薬株式会社）との業務分担も具体化し、近未来の治験申請に向けて、

PMDA との対面相談も数回実施して進めてきた。 

研究開発項目１は「外観試験を超える最終製造物たる培養細胞の品質評価法の実践検証」である。基盤研

究で仮設定の品質規格項目並びに基準値を治験デザインに組み込めるよう新たな評価方法の策定を実施した。
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相転移細胞を排除した相対的に均質な細胞集団でも、目的細胞以外に非目的細胞が混在すると予想されたた

め、その混在の評価法の設定に取り組んだ。 

研究開発項目２・３は「非侵襲的品質評価法としての分泌型 miRNA、代謝産物の有用性検証」である。

培養細胞亜集団のうち、高品質目的細胞の構成割合・純度を非侵襲的に選別定量、評価できる分泌型 miRNA

分子種、培養細胞のエネルギー代謝産物について細胞プロセシングセンター（CPC）生産品を用いて品質評

価法としての有用性を検証した。miRNA に関しては候補 5 種からさらに絞り込み、2 種類の miRNA が目的

細胞から特異的に分泌されていることを確認した。 

また代謝産物に関しては Lactate / Pyruvate と Citrate / Lactate の 2 つの指標に絞り込んだものの、今後の

個別試験法の実用性検証によっては Proline / Serine の指標の採用の可能性も残している。 

研究開発項目４は「ハイブリッドセルカウント法による培養細胞の位相差像定量化技術による培養最終細

胞産物の治験適用適合性評価」である。高品質目的細胞は 1 細胞あたりの面積が小さく、培養における細胞

密度が最も高くなることが判明している。最終製造法に近い方法で作製した培養ヒト角膜内皮細胞でも細胞

面積・細胞密度は正常角膜内皮組織の角膜内皮細胞と同じ水準の細胞面積、細胞密度を示した。 

研究開発項目５は「プロテインマイクロアレイによる培養液、臨床検体中のタンパクの網羅的評価」であ

る。独立行政法人 産業技術総合研究所 創薬分子プロファイリング研究センター（五島直樹チーム長）研究

チームと共同で実施した。同研究チームが有する約２万種のヒトタンパク質およびそれに対する特異的抗体

を基板上に高密度に転写したプロテインマイクロアレイを用いて、水疱性角膜症患者の血清中に含まれるサ

イトカイン・タンパク成分を網羅的解析した。 

研究開発項目６は「培養細胞内の目的細胞、非目的細胞の選択的視覚化技術評価」である。名古屋大学ナ

ノバイオロジー研究センター馬場嘉信研究室と共同で研究を進めた。培養角膜内皮細胞内の目的細胞、非目

的細胞の選択的視覚化技術評価法の確立である。培養ヒト角膜内皮細胞を光量子ドットで標識して、マウス

モデルの前房内に移植して in vivo 組織イメージング手法を用い体内動態を検討した。 

 

 
In our effort to create a novel treatment for patients suffering from bullous keratopathy, we have focused 

on the development of a corneal endothelial regenerative medicine technique involving the injection of 

cultivated human corneal endothelial cells (cHCECs). By using cell-surface ‘cluster of differentiation’ (CD) 

markers, cHCECs were found to be mixtures of non-homogeneous cell subpopulations, as well as ‘target 

cells’ which, although theoretically show the effectiveness, are only part of the subpopulations. In specific, 

cHCEC populations consist of high-quality target cells, as well as non-target subpopulation cells X, Y, Z, 

etc.   

The purpose of this project was to evaluate the quality of cells (i.e., the ‘seeds’) in regard to the 

purity of the target cells, the ratio of target cells and non-target cells, biologically active substances 

secreted from infused cells or in the inherent infused site, and evaluate those obtained from the living 

human tissue (i.e., the ‘soil’). 

In our efforts to successfully accomplish the above-described project, which is aimed for clinical 

trial in the near future, the following 6 research agendas were conducted as planned and with 

successful results. The role of the materialized findings has been shared in coordination with the 

corporate partner (Senju Pharmaceutical Co., Ltd., Osaka, Japan), and several consultations with 

Pharmaceuticals and Medical Devices Agencies have been carried out. 
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Research Agenda 1: To development a novel practical method to assess and confirm the 

quality of cHCECs as a final medical product that exceeds the current testing methods which are tied 

merely to cell appearance. Incorporation with tentative specification values developed via the basic 

research, newly evaluable specification methods were planned for clinical trial. Even though 

phase-transition cells were precluded in the relatively homogeneous cell subpopulation, specific 

evaluation methods were established and addressed due to the expected mixed population of ‘target 

cells’ and ‘non-target cells’. 
Research Agendas 2, 3: To validate the efficacy of using secreted miRNA and metabolites as a 

non-invasive method to evaluate cell quality. Among the cHCEC subpopulation, the composition rate 

and purity of high-quality target cells via non-invasive selection quantification and the secreted 

miRNA molecular species and metabolism of cells cultured at a cell processing center were 

evaluated and confirmed. In regard to the miRNA, 2 miRNA were selected from 5 miRNA candidates 

that are specifically secreted from target cells. In regard to the metabolites, Lactate / Pyruvate and 

Citrate / Lactate were selected for additional analysis. 
Research Agenda 4: To test the conformance of ‘final product’ cHCECs for application in 

clinical trial, phase-contrast microscopy was used to count the number of cells. In culture, high-quality 

target cells were found to exist in a small area per cell and to have the highest cell density. 

Interestingly, cHCECs produced by methods nearly identical to the ‘final production’ methods were 

found to have the same level of cell area and density as that in normal corneal endothelial tissue. 
Research Agenda 5: To comprehensively evaluate the proteins in the culture supernatant and 

clinical specimens via protein microarray, research was conducted in collaboration with Dr. Goshima 

at the National Institute of Advanced Industrial Science and Technology. Using protein microarrays 

containing unique 200,000 human proteins and specific antibodies transcribed on the printed board 

in a highly dense manner, the cytokines and proteins in serum obtained from bullous keratopathy 

patients were comprehensively analyzed.  
Research Agenda 6: To evaluate target cells and non-target cells in the cHCECs via a 

‘selective visualization’ technique, research was conducted in collaboration with Dr. Baba at the 

Nano-Biology Research Center, Nagoya University. Quantum dot labeling conditions were 

determined, and then analyzed with in vivo by fluorescence microscopy imaging of mice infused with 

cHCECs in anterior chamber 
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