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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する損傷を有する患者を
治療するための医薬用組成物において、
　医薬用に許容可能なキャリアと、
　前記疾患または傷害を治療するのに有効な量の、ヒト臍帯組織から得られた細胞と、
　を含み、
　前記臍帯組織が、実質的に血液を含まず、
　前記細胞が、
　　培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力を有し、
　　成長のためにＬ－バリンを要求し、
　　少なくとも約５％の酸素中で成長することができ、
　　CD117またはHLA-DRを産生せず、
　　alpha smooth muscle actinを発現し、
　　ヒト線維芽細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルの
interleukin 8、またはreticulon 1を発現する、医薬用組成物。
【請求項２】
　請求項１に記載の医薬用組成物において、
　前記腎臓に対する損傷が、年齢、外傷、毒物曝露、薬物曝露、放射線曝露、酸化、免疫
複合体沈着、または移植片拒絶により引き起こされる、医薬用組成物。



(2) JP 5323845 B2 2013.10.23

10

20

30

40

50

【請求項３】
　請求項１に記載の医薬用組成物において、
　少なくとも１つの他のタイプの細胞をさらに含む、医薬用組成物。
【請求項４】
　請求項１に記載の医薬用組成物において、
　少なくとも１つの薬剤をさらに含む、医薬用組成物。
【請求項５】
　請求項１に記載の医薬用組成物において、
　注射または注入による投与用に処方される、医薬用組成物。
【請求項６】
　請求項１に記載の医薬用組成物において、
　前記細胞が、植え込み可能な装置内にカプセル化される、医薬用組成物。
【請求項７】
　請求項１に記載の医薬用組成物において、
　前記細胞が、マトリクス上に蒔かれる、医薬用組成物。
【請求項８】
　少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する損傷を有する患者を
治療するためのキットにおいて、
　医薬用に許容可能なキャリアと、
　前記疾患または傷害を治療するのに有効な量の、ヒト臍帯組織から得られた細胞であっ
て、
　　前記臍帯組織が、実質的に血液を含まず、
　　前記細胞が、
　　　培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力を有し、
　　　成長のためにＬ－バリンを要求し、
　　　少なくとも約５％の酸素中で成長することができ、
　　　CD117またはHLA-DRを産生せず、
　　　alpha smooth muscle actinを発現し、
　　　ヒト線維芽細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベル
のinterleukin 8、またはreticulon 1を発現する、細胞と、
　少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する損傷を有する患者を
治療するための方法で前記キットを使用するための、使用説明書と、
　を含む、キット。
【請求項９】
　請求項８に記載のキットにおいて、
　前記細胞を培養するための、少なくとも１つの試薬および使用説明書をさらに含む、キ
ット。
【請求項１０】
　請求項８に記載のキットにおいて、
　少なくとも１つの他のタイプの細胞の集団をさらに含む、キット。
【請求項１１】
　請求項８に記載のキットにおいて、
　少なくとも１つの薬剤をさらに含む、キット。
【請求項１２】
　請求項１～７のいずれかに記載の医薬用組成物において、
　ヒト臍帯組織から得られた細胞から準備された可溶化液、細胞外マトリクス、または馴
化培地、
　をさらに含み、
　前記臍帯組織が、実質的に血液を含まず、
　前記細胞が、
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　　培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力を有し、
　　成長のためにＬ－バリンを要求し、
　　少なくとも約５％の酸素中で成長することができ、
　　CD117またはHLA-DRを産生せず、
　　alpha smooth muscle actinを発現し、
　　ヒト線維芽細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルの
interleukin 8、またはreticulon 1を発現する、医薬用組成物。
【発明の詳細な説明】
【開示の内容】
【０００１】
〔関連出願の相互参照〕
　本発明は、２００７年１０月５日に出願された米国仮出願第60/977,775号の利益を主張
するものであり、参照により、内容全体を本明細書に組み入れる。
【０００２】
〔発明の分野〕
　本発明は、概して、細胞に基づいた治療の分野に関する。具体的には、本発明は、疾患
または損傷のある腎臓を修復し再建するための、臍帯由来細胞の使用に関する。
【０００３】
〔発明の背景〕
　特許、公開された出願、技術文献、および学術文献を含むさまざまな刊行物を、本明細
書全体を通じて引用する。これらの引用刊行物を、全体的に、また、あらゆる目的のため
に、参照により本明細書に組み入れる。
【０００４】
　腎臓疾患は、２７０億ドルを超える米国の年間費用負担を伴う、重篤でいまだ解決され
ていない内科的疾患である。現在、４０００万人を上回るアメリカ人が、腎臓疾患の危険
性があるか腎臓疾患に罹っており、罹患率は年につき６％の驚くべき速度で増加している
。したがって、２０２０年までに、推定４人の人々のうちの１人が、透析または腎臓移植
のいずれかを必要とする末期腎疾患（ＥＳＲＤ）に罹るだろう。これらの経済的課題また
は医学的課題を緩和するために、急性腎不全（ＡＲＦ）および慢性腎疾患（ＣＫＤ）の治
療のための、新しい転換技術が必要とされている。
【０００５】
　急性腎不全（急性尿細管壊死とも呼ばれている）は、全入院患者のうちの最大７％が罹
る一般的な症候群である（Kelly et al. (2000) Semin. Nephrol. 1:4-19）。ＡＲＦとは
、老廃物を排出し、尿を濃縮し、電解質を保存するような腎臓の能力が突然失われること
である。ＡＲＦが最もよく発生するのは、個体が腎毒性剤にさらされた後、または、虚血
－再灌流事象の後である。他の原因には、感染、尿路閉塞、ならびにいくつかの血液疾患
および自己免疫疾患が含まれる。これらの傷害には、腎臓の機能的要素であるネフロンに
対する損傷が含まれる。具体的には、近位尿細管の細胞が壊死になる。その後、尿細管細
胞が尿細管基底膜から剥がれ、尿細管内腔を閉塞する。この閉塞により、尿細管内圧が高
まって、ネフロンから周囲の腎実質組織への濾液の漏出が引き起こされる。ネフロン機能
の低下と腎組織での濾液の蓄積とにより、糸球体濾過速度の低下が起こり、最終的に腎不
全が引き起こされる。ＡＲＦは重篤で生命をおびやかす疾患であるが、可逆的である。
【０００６】
　ＡＲＦを減少させたり、取り除いたりすることを目的として、さまざまな治療方法が提
案されてきた。最も注目すべきことには、高度な透析技術が頻繁に用いられている。それ
にも関わらず、透析治療を受けたＡＲＦ患者の致死率は、３０～８０％のままであり、こ
のことは、ＡＲＦの治療において、透析がほとんど治療価値を有さないことを示している
。（Morigi et al. (2004) J. Am. Soc. Nephrol. 15:1794-804）。さらに、薬理学に基
づいた治療法（たとえば、ドーパミン、フロセミド、マンニトール、または心房性ナトリ
ウム利尿ペプチドの投与）は、臨床研究では失敗している（Haug et al. (1993) Transpl
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antation 55:766-772；Lieberthal and Nigam (2000) Am. J. Physiol. Renal Physiol. 
278: F1-F12）。これらのデータは、ＡＲＦ治療法を開発するための従来の戦略が不適当
であり、新たな論理的根拠が満たされなければならないということを示唆している。
【０００７】
　ＡＲＦ後の腎機能の回復は、壊死した尿細管細胞を、機能性の尿細管上皮で置換するこ
とに依存している。傷害の後、尿細管は自己修復することが可能であり、新しい近位尿細
管細胞を形成して、損なわれた細胞または壊死細胞を置換する。新しい尿細管細胞を生じ
る前駆細胞の起源は不明である。しかしながら、尿細管再建は、臓器系が急速に再建され
ることについて説明している幹細胞／ＴＡ細胞（transit-amplifying cell）パラダイム
に従うことが可能である。
【０００８】
　最近の研究では、骨髄細胞由来の間葉系幹細胞（ＭＳＣ）が向腎性であり、薬物および
虚血により誘導されたＡＲＦ後の腎臓の修復を助けることが示されている（Morigi et al
. 2004）。また最近、虚血／再灌流傷害を有するラットにつき、１×１０６細胞のＭＳＣ
を頸動脈内投与することにより、顕著に腎機能が改善することも示された（Togel et al.
 (2005) Am. J. Physiol. Renal Physiol. 289(1):F31-42）。さらに、ＭＳＣの保護効果
は、幹細胞の分化とは独立しており、むしろ腎保護栄養因子の分泌の結果であることが示
された。
【０００９】
　ＡＲＦと対照的に、慢性腎疾患（ＣＫＤ）は、段階的で進行性の腎臓機能の損失である
。それは、概して、不可逆的であり、最終的に末期腎疾患をもたらす。米国では、ＣＤＫ
がますます一般的なものになりつつあり、不良な健康転帰および高い医療費と関連してい
る。National Kidney Foundation（腎財団）は、２０００万人のアメリカ人がＣＫＤに罹
っており、さらに少なくとも２０００万人の人々が、ＣＫＤに罹る危険性があると推定し
ている。もし未治療のままならば、ＣＫＤにより、貧血、電解質平衡異常、骨疾患、心血
管疾患、および腎不全から、重大な罹患率および致死率がもたらされうる。
【００１０】
　進行性腎疾患は、初期の病害（たとえば、高血圧）の組み合わせと、その傷害に対する
その後の順応不良な腎臓応答に起因する。このような応答には、前炎症性および前線維症
性のサイトカインや成長因子の産生が含まれる。したがって、ＣＫＤの進行をゆるやかに
するための１つの戦略は、存在する腎臓損傷を修復するか、元に戻すかすることとともに
、炎症性応答および線維症性応答を改善することである。成長因子の投与によりＣＫＤの
進行をゆるやかにしうることが分かっている。たとえば、片側性尿管閉塞を有するラット
では、bone morphogenic protein-7（BMP-7）が、尿細管萎縮症、間質性炎症、および線
維症を防止した。同様に、ループス腎炎のMRL lpr/lprマウスモデルでは、BMP-7投与によ
り、尿細管間質性線維症および糸球体硬化症が減少した。さらに、多種多様な腎臓傷害の
動物モデルで、hepatocyte growth factorが、抗炎症性および抗線維症性の効果を有する
ことが示されている。治療展望を示した他の因子には、transforming growth factor-β1
、vascular endothelial growth factor（VEGF）、connective tissue growth factor、f
ibroblast growth factor-2（FGF-2）、Interleukin、tumor necrosis factor、およびmo
nocyte chemotactic protein-1が含まれる。これらの研究はすべて、成長因子の投与が、
ＣＫＤの防止処置についての見込みのある治療アプローチであることを示している。
【００１１】
　医学的処置選択が存在するにも関わらず、致死率は非常に高いままであるし、腎臓疾患
の発病は上昇傾向である。したがって、本分野では、改良され、潜在的に病気に効く治療
法が必要とされている。今日、腎疾患の進行を止めることを試みるような、または元に戻
すことさえも試みるような治療的介入は存在しない。本発明は、非常に腎保護的な展望を
示し、また、内因性の腎再建を促進し、壊死した腎細胞を置換し、最終的にＥＳＲＤを防
止するような治療方法を提供する。
【００１２】
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〔発明の概要〕
　１つの態様によると、本発明は、少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの
腎臓に対する損傷を有する患者を治療するための方法を提供する。たとえば、腎臓に対す
る疾患は、年齢、外傷、毒物曝露、薬物曝露、放射線曝露、酸化、免疫複合体沈着、また
は移植片拒絶により引き起こされてもよい。本方法は、疾患または損傷を治療するのに有
効な量で、臍帯組織由来細胞を患者に投与することを含む。好ましくは、細胞が得られた
臍帯組織は、実質的に血液を含まない。好ましくは、臍帯組織由来細胞は、培養において
自己再生および増殖が可能であり、たとえば腎臓表現型へと、分化する能力を有し、成長
のためにＬ－バリンを要求し、少なくとも約５％の酸素中で成長することができ、CD117
またはHLA-DRを産生せず、alpha smooth muscle actinを発現し、ヒト線維芽細胞、間葉
系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルのinterleukin 8、またはret
iculon 1を発現する。ある実施態様では、臍帯組織由来細胞は、oxidized low density l
ipoprotein receptor 1、reticulon、chemokine receptor ligand 3、および／またはgra
nulocyte chemotactic protein 2を発現する。好ましい態様では、臍帯組織由来細胞は、
CD10、CD13、CD44、CD73、およびCD90を発現する。ある実施態様では、臍帯組織由来細胞
は、患者に投与する前に、in vitroで腎系統細胞へと分化するよう誘導される。臍帯組織
由来細胞は、腎臓組織の修復および／または再建を促進するような遺伝子産物を発現する
ように、遺伝子操作されてもよい。本発明のある実施態様では、臍帯組織由来細胞は、少
なくとも１つの他の細胞型ともに投与される。その細胞型は、たとえば、近位尿細管上皮
細胞、ヘンレ係蹄上皮細胞、遠位尿細管細胞、集合細管細胞、糸球体壁細胞、糸球体足細
胞、メサンギウム細胞、血管内皮細胞、間質細胞、または、他の分化多能性幹細胞もしく
は分化万能性幹細胞（multipotent or pluripotent stem cell）であるが、これらに限定
されない。少なくとも１つの他の細胞型は、臍帯組織由来細胞と同時に、その前に、また
はその後に投与されてもよい。本発明のある態様では、臍帯組織由来細胞は、少なくとも
１つの薬剤とともに投与される。薬剤は、臍帯組織由来細胞と同時に、その前に、または
その後に投与されてもよい。本発明のある好ましい態様では、臍帯組織由来細胞は、患者
の腎臓に対して栄養効果を発揮する。本発明のある態様によると、細胞は、注射または注
入により投与されてもよい。ある実施態様では、細胞は、植え込み可能な装置内にカプセ
ル化されて投与される。本発明のある実施態様では、細胞は、細胞を含む装置を植え込む
ことにより投与される。
【００１３】
　別の態様によると、本発明は、少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎
臓に対する損傷を有する患者を治療するための方法であって、臍帯組織由来細胞から準備
された可溶性細胞分画、可溶化液、細胞外マトリクス、または馴化培地を含む組成物を、
患者に投与することによる、方法を提供する。ここで、臍帯組織は、実質的に血液を含ま
ないものであり、細胞は、培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力
を有し、成長のためにＬ－バリンを要求し、少なくとも約５％の酸素中で成長することが
でき、CD117またはHLA-DRを産生せず、alpha smooth muscle actinを発現し、ヒト線維芽
細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルのinterleukin 8
、またはreticulon 1を発現するものである。
【００１４】
　別の態様によると、本発明は、少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎
臓に対する損傷を有する患者を治療するための医薬用組成物であって、医薬用に許容可能
なキャリアと、疾患または傷害を治療するのに有効な量の臍帯組織由来細胞とを含む、医
薬組成物を提供する。ここで、臍帯組織は、実質的に血液を含まないものであり、細胞は
、培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力を有し、成長のためにＬ
－バリンを要求し、少なくとも約５％の酸素中で成長することができ、CD117またはHLA-D
Rを産生せず、alpha smooth muscle actinを発現し、ヒト線維芽細胞、間葉系幹細胞、ま
たは腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルのinterleukin 8、またはreticulon 1を発
現するものである。ある実施態様では、腎臓に対する損傷は、年齢、外傷、毒物曝露、薬
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物曝露、放射線曝露、酸化、免疫複合体沈着、または移植片拒絶により引き起こされても
よい。ある実施態様では、臍帯組織由来細胞は、組成物の処方の前に、in vitroで腎系統
細胞へと分化するよう誘導される。ある実施態様では、臍帯組織由来細胞は、腎臓組織の
修復、および／または再建を促進するような遺伝子産物を発現するように遺伝子操作され
る。ある実施態様では、本医薬組成物には、少なくとも１つの他の細胞型が含まれる。少
なくとも１つの他の細胞型は、近位尿細管上皮細胞、ヘンレ係蹄上皮細胞、遠位尿細管細
胞、集合細管細胞、糸球体壁細胞、糸球体足細胞、メサンギウム細胞、血管内皮細胞、間
質細胞、または、他の分化多能性幹細胞もしくは分化万能性幹細胞であってもよいが、こ
れらに限定されない。ある好ましい実施態様では、本医薬用組成物には、少なくとも１つ
の薬剤がさらに含まれる。ある好ましい実施態様では、本医薬用組成物は、注射または注
入により投与されるよう処方される。本発明の医薬用組成物のある好ましい実施態様では
、臍帯組織由来細胞は、植え込み可能な装置内にカプセル化される。本発明の医薬用組成
物のある実施態様では、細胞はマトリクス上に蒔かれる。
【００１５】
　別の態様によると、本発明は、少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎
臓に対する損傷を有する患者を治療するための医薬用組成物であって、医薬用に許容可能
なキャリアと、臍帯組織由来細胞から準備された可溶化液、細胞外マトリクス、または馴
化培地とを含む、医薬用組成物を提供する。ここで、臍帯組織は、実質的に血液を含まな
いものであり、細胞は、培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力を
有し、成長のためにＬ－バリンを要求し、少なくとも約５％の酸素中で成長することがで
き、CD117またはHLA-DRを産生せず、alpha smooth muscle actinを発現し、ヒト線維芽細
胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルのinterleukin 8、
またはreticulon 1を発現するものである。
【００１６】
　別の実施態様によると、本発明は、少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つ
の腎臓に対する損傷を有する患者を治療するためのキットであって、医薬用に許容可能な
キャリアと、疾患または傷害を治療するために有効な量の臍帯組織由来細胞と、少なくと
も１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する損傷を有する患者を治療するた
めの方法でキットを使用するための使用説明書とを含む、キットを提供する。ここで、臍
帯組織は、実質的に血液を含まないものであり、細胞は、培養において自己再生および増
殖が可能であり、分化する能力を有し、成長のためにＬ－バリンを要求し、少なくとも約
５％の酸素中で成長することができ、CD117またはHLA-DRを産生せず、alpha smooth musc
le actinを発現し、ヒト線維芽細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増
加したレベルのinterleukin 8、またはreticulon 1を発現するものである。ある実施態様
では、キットには、細胞を培養するための少なくとも１つの試薬と、そのための使用説明
書とが含まれる。ある実施態様では、キットには、少なくとも１つの他の細胞型の集団が
含まれる。ある実施態様では、キットには、少なくとも１つの薬剤が含まれる。
【００１７】
　また、本発明により、少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対す
る損傷を有する患者を治療するためのキットであって、医薬用に許容可能なキャリアと、
ヒト臍帯組織から得られた臍帯組織由来細胞から準備された可溶化液、細胞外マトリクス
、または馴化培地と、少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する
損傷を有する患者を治療するための方法でキットの構成要素を用いるための使用説明書と
を含む、キットも提供される。ここで、臍帯組織は、実質的に血液を含まないものであり
、細胞は、培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力を有し、成長の
ためにＬ－バリンを要求し、少なくとも約５％の酸素中で成長することができ、CD117ま
たはHLA-DRを産生せず、alpha smooth muscle actinを発現し、ヒト線維芽細胞、間葉系
幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルのinterleukin 8、またはretic
ulon 1を発現するものである。
【００１８】
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　本発明の前述の特徴および利点や、他の特徴および利点は、添付した図面に示されてい
るとおり、以下の本発明の好ましい実施態様のより具体的な説明から明らかだろう。
【００１９】
〔図面の簡単な説明〕
　図１は、腎臓の損傷および修復実験の実施についての時系列を示している。太い矢印は
、採血および剖検があった時間とともに、シスプラチン、細胞、またはＨＢＳＳビヒクル
のいずれかを注射した時間を示している。
　図２は、腎臓損傷の誘導および臍帯組織由来細胞の移植後の、動物生存率を示している
。処理群数をｘ軸上に示す。
　図３は、マウスにおけるＢＵＮ測定を示している。細胞移植後１日目、３日目、５日目
、７日目で血清サンプルを収集し、ＢＵＮを測定した。エラーバーはＳＥＭを示す。
　図４は、血清クレアチニン測定の結果を示している。エラーバーは標準誤差を示す。（
＊）Ｐ＜０．０３
　図５は、代表的な組織画像を示している。尿細管変性の度合いについて、組織切片をス
コア化した。（Ａ）ビヒクル処理群、（Ｂ）ｈＵＴＣ（０．２ｅ６細胞用量）処理群。顕
著な変性を有する代表的な尿細管。
　図６は、ラットにおけるＢＵＮ分析を示している。エラーバーは標準誤差を示す。＊＊

ｐ値＜０．００５、＊ｐ値＜０．０３
　図７は、ラットにおけるＳＣｒ分析を示している。エラーバーは標準誤差を示す。＊＊

ｐ値＜０．００５、＊ｐ値＜０．０３
　図８は、ラットにおけるＣｒＣｌ分析を示している。エラーバーは標準誤差を示す。＊

ｐ値＜０．０３
【００２０】
〔発明の詳細な説明〕
　明細書および特許請求の範囲全体を通じて、本発明の方法および他の態様に関するさま
ざまな用語が用いられる。このような用語は、他に指定しない限り、本分野における通常
の意味が与えられるだろう。他の具体的に定義された用語は、本明細書で示された定義と
一致するように解釈されるだろう。
【００２１】
　本明細書および添付の特許請求の範囲で用いられるとおり、単数形“a”、“an”、お
よび“the”には、他に明確に内容が指定されない限り、複数のものが含まれる。したが
って、“a cell（細胞）”への言及には、２つ以上の細胞の組み合わせおよび同様のもの
が含まれる。
【００２２】
　本明細書で用いられる用語「約」は、量、期間、および同様のもののような測定可能な
値をいう場合に、±２０％または±１０％、より好ましくは±５％、さらに好ましくは±
１％、なおさら好ましくは±０．１％の、特定の値からの変動を包含することを意味する
。このような変動は、開示の方法を実行するのに適当である。
【００２３】
　「由来（する）」とは、細胞が生物材料から入手されており、成長し、培養において増
殖し、不死化し、または、さもなければin vitroで操作されていることを示すために用い
られる。
【００２４】
　「単離（された）」とは、天然状態から「ヒトの手によって」変えられたことを意味す
る。もし分子または組成物が天然に存在するならば、もともとの環境から変更されている
か、もしくは、取り除かれているか、またはその両方かの場合、その分子または組成物は
「単離されて」いる。
【００２５】
　用語「発現する」、「発現された」、または核酸分子または遺伝子の「発現」とは、遺
伝子産物の生合成、たとえば、ポリペプチドの生合成をいう。
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【００２６】
　「栄養因子」は、細胞の生存、成長、分化、増殖、および／または、成熟を促進する物
質、すなわち、細胞の生物活性を高めるよう刺激する物質である。
【００２７】
　「損傷」とは、腎臓に対する任意の物理的損害、傷害、変性、または外傷をいう。
【００２８】
　「病理」とは、本分野で適した任意の手段により測定されるような、細胞、組織、臓器
、またはシステムの正常状態からの逸脱についての、任意の構造的または機能的な兆候を
いう。
【００２９】
　「疾患」とは、本分野で適した任意の手段により測定されるような、健康状態（すなわ
ち、細胞、組織、臓器、システム、もしくは生物が全体的に機能すること）からの任意の
逸脱、すなわち、機能障害である。
【００３０】
　腎臓の「原発性疾患」は、腎臓に起源し、排他的に腎臓を標的し、実質的に排他的に腎
臓を標的し、または実質的に腎臓を標的とするような任意の疾患である。
【００３１】
　腎臓の「二次疾患」は、腎臓の原発性疾患ではない任意の疾患である。例であって限定
するものではないが、このような疾患は、非排他的に腎臓を標的としてもよいし、偶発的
に腎臓を標的としてもよいし、腎臓に対して広がってもよいし、さもなければ、腎臓に作
用してもよい。この用語は、腎臓の疾患であって、腎臓に対する病理を誘導し、持続し、
または強めるような、体の他の臓器もしくはシステムの感染または疾患、あるいは全身性
疾患から生じた、腎臓の疾患を包含する。
【００３２】
　「腎臓の」とは、１つ以上の腎臓のものを意味するか、その腎臓に関連していることを
意味する。
【００３３】
　「治療する」、「治療すること」、または「治療」とは、疾患、損傷、もしくは病状の
弱化または改善における成功または成功の兆候をいい、任意の客観的または主観的なパラ
メータであって、たとえば、軽減すること、鎮静すること、病兆が消失し、または、疾患
、損傷、もしくは病状を、患者に対してより耐性があるようにすること、変性速度もしく
は衰弱速度をゆるやかにすること、変性の終点をあまり衰弱させないようにすること、患
者の肉体的もしくは精神的な平穏を改善すること、あるいは、生存期間を延ばすこととい
ったパラメータが含まれる。病兆の治療または改善は、客観または主観的なパラメータに
基づくことができ、それには、健康診断、神経検査、および／または、精神鑑定の結果が
含まれる。
【００３４】
　「有効な量」または「治療的に有効な量」は、本明細書では交換可能に用いられており
、化合物、材料、または組成物の量であって、特定の生物学的な結果（たとえば、限定す
るものではないが、本明細書で開示し、説明し、または例示した生物学的な結果）を達成
するのに有効であると本明細書で説明したような量をいう。このような結果には、本分野
で適切な任意の方法により決定された、患者における腎臓疾患または腎臓損傷の治療が含
まれるが、これらに限定するものではない。
【００３５】
　「医薬用に許容可能な」とは、薬理学／毒性学の観点から患者に対して許容可能であり
、また、組成物、処方、安定性、患者許容性、および生体利用性についての物理的／化学
的観点から薬剤師に対して許容可能である特性および／または物質をいう。「医薬用に許
容可能なキャリア」とは、活性成分の生物活性の有効性に干渉せず、投与されたホストに
対して毒性がない培地をいう。
【００３６】
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　本発明によって、臍帯組織由来細胞を投与することで、損傷のある腎臓を修復し再建す
ることができ、それにより、急性腎不全を元に戻し、腎臓に対する発作に冒された動物の
生存を高めるということが見出された。またさらに、このような細胞を動物に投与するこ
とで、傷害のある動物における血中尿素窒素および血清クレアチニンの濃度を標準化する
ことが見出された。したがって、本発明は、少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくと
も１つの腎臓に対する損傷を有する患者を治療するための方法を特徴とする。概して、本
方法は、患者に治療上有効な量の臍帯組織由来細胞を投与することを含み、それにより、
病気に冒された腎臓の修復および／または再建が起こる。
【００３７】
　哺乳動物の臍帯は、満期妊娠または早産妊娠のいずれかの分娩中または分娩直後（たと
えば、生後の娩出、または帝王切開後の外科的な除去の後）に回収することができる。細
胞の単離の前に、たとえば、任意の適切な培地および緩衝液により洗浄することにより、
血液および壊死細胞片を臍帯組織から取り除く。
【００３８】
　機械的な力または酵素消化により、臍帯組織から細胞を単離することができる。好まし
い酵素は、メタロプロテアーゼ、中性プロテアーゼ、および粘液溶解酵素である。たとえ
ば、臍帯組織から細胞を分離するために、コラゲナーゼ、ディスパーゼ、およびヒアルロ
ニダーゼのさまざまな組み合わせを用いることができる。本分野において、このような酵
素処理の多くが、さまざまな組織材料から細胞を単離するために知られていることを、当
業者は理解するだろう。たとえば、LIBERASE（登録商標）Blendzyme（Roche）シリーズの
酵素の組み合わせが、本方法での使用に適している。他の酵素の材料も知られているが、
当業者は、このような酵素をそれらの天然材料から直接得ることも可能である。また、当
業者は、本発明の細胞を単離する際の有用性について、新規のまたは追加の、酵素または
酵素の組み合わせを評価するように設定することもできる。好ましい酵素処理は、０．５
時間、１時間、１．５時間、もしくは２時間、またはそれ以上である。
【００３９】
　単離された細胞を用いて、細胞培養を開始することができる。コーティングしていない
滅菌組織培養容器、または、細胞外マトリクスもしくはリガンド［たとえば、ラミニン、
コラーゲン（天然コラーゲン、変性コラーゲン、または架橋コラーゲン）、ゼラチン、フ
ィブロネクチン、および他の細胞外マトリクスタンパク質］でコーティングした滅菌組織
培養容器のいずれかに、単離された細胞を移す。細胞の持続的な成長を可能にするような
任意の培養培地で、臍帯組織由来細胞を培養する。その培地は、たとえば、ＤＭＥＭ（高
グルコースまたは低グルコース）、アドバンストＤＭＥＭ、ＤＭＥＭ/ＭＣＤＢ２０１、
イーグル基礎培地、ハムＦ１０培地（Ｆ１０）、ハムＦ１２培地（Ｆ１２）、ヘイフリッ
ク培地、イスコブ変法ダルベッコ培地、間葉系幹細胞成長培地（ＭＳＣＧＭ）、ＤＭＥＭ
／Ｆ１２、ＲＰＭＩ１６４０、およびCELL-GRO-FREEであるが、これらに限定されない。
培養培地には、１つ以上の成分を補うことができる。その成分は、たとえば、ウシ胎仔血
清［好ましくは、約２～１５％（ｖ／ｖ）］、ウマ血清、ヒト血清、コウシ胎仔血清、β
－メルカプトエタノール［好ましくは、約０．００１％（ｖ／ｖ）］、１つ以上の成長因
子［たとえば、血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、上皮成長因子（ＥＧＦ）、線維芽細胞
成長因子（ＦＧＦ）、血管内皮成長因子（ＶＥＧＦ）、インスリン様成長因子１（ＩＧＦ
－１）、白血球阻害因子（ＬＩＦ）、およびエリスロポエチン］、アミノ酸（Ｌ－バリン
を含む）、ならびに、細菌汚染を制御するための１つ以上の抗生剤および／または抗真菌
剤（たとえば、ペニシリンＧ、硫酸ストレプトマイシン、アンホテリシンＢ、およびナイ
アシン）を、単独または組み合わせのいずれかで、含む。
【００４０】
　細胞成長が可能な密度で、培養容器に細胞を蒔く。１つの実施態様では、約０～約５容
量％の大気ＣＯ２で、細胞を培養する。ある実施態様では、約２～約２５％の大気Ｏ２で
、好ましくは約５～約２０％の大気Ｏ２で、細胞を培養する。好ましくは、約２５～約４
０℃で培養し、より好ましくは、３７℃で培養する。培養容器中の培地は、静止状態で、
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または、撹拌する（たとえば、バイオリアクターを用いて）ことができる。好ましくは、
低酸化ストレス下で（たとえば、グルタチオン、ビタミンＣ、カタラーゼ、ビタミンＥ、
Ｎ－アセチルシステインを添加して）、臍帯組織由来細胞を成長させる。これは、培養細
胞に対するフリーラジカルの損傷をなくすか、最小限にすることを意味している。
【００４１】
　臍帯組織由来細胞を継代することができる。すなわち、細胞集団が体細胞分裂増殖でき
るような、最初に用いたのと同じ、または、異なる種類の新鮮な培地を含む別の培養容器
へと、臍帯組織由来細胞を取り除くことができる。０代継代から老化の間の任意の時点で
、本発明の細胞を用いてもよい。好ましくは、約３回から約２５回、細胞を継代し、より
好ましくは、約４回から約１２回継代し、好ましくは、１０回または１１回継代する。細
胞のクローン集団が単離されたことを確認するために、クローニングおよび／またはサブ
クローニングを行ってもよい。
【００４２】
　臍帯組織に存在する異なる細胞型を、サブ集団に分離することができる。このことは、
細胞分離のための標準技術を用いて達成してもよい。その技術には、酵素処理、特定の細
胞型のクローニングおよび選択（たとえば、限定するものではないが、形態マーカーおよ
び／または生化学マーカーに基づく選択）、所望の細胞の選択的成長（陽性選択）、望ま
しくない細胞の選択的破壊（陰性選択）、混合集団における異なる細胞凝集力に基づく分
離（たとえば、ダイズアグルチニン）、凍結解凍法、混合集団における細胞の異なる付着
特性、濾過、慣習的な遠心分離およびゾーン遠心分離、遠心分離の水簸（centrifugal el
utriation）（向流遠心分離）、単位重力分離、向流分布、電気泳動、蛍光標識細胞分取
（ＦＡＣＳ）、ならびに、同様のものが含まれるが、これらに限定されない。
【００４３】
　臍帯組織から単離された細胞の例は、２００４年６月１０日にAmerican Type Culture 
Collection（アメリカ培養細胞系統保存機関）に供託した。また、割り当てられたＡＴＣ
Ｃアクセッション番号は以下のとおりである。（１）系統名UMB 022803 (P7)：アクセッ
ション番号PTA-6067、（２）系統名UMB 022803 (P17)：アクセッション番号PTA-6068
【００４４】
　臍帯組織由来細胞は、たとえば、成長特性（たとえば、集団倍化能力、倍加時間、老化
までの継代数）、核型分析（たとえば、正常な核型、母側の系統もしくは子側の系統）、
フローサイトメトリー（たとえば、ＦＡＣＳ分析）、免疫組織化学および／もしくは免疫
細胞化学（たとえば、エピトープの検出）、遺伝子発現プロファイリング［たとえば、遺
伝子チップアレイ、ポリメラーゼ連鎖反応（たとえば、逆転写ＰＣＲ、リアルタイムＰＣ
Ｒ、および慣用的なＰＣＲ）］、タンパク質アレイ、タンパク質分泌［たとえば、血漿凝
固解析またはＰＤＣ馴化培地の分析（たとえば、酵素結合免疫吸着測定（ＥＬＩＳＡ））
による］、混合リンパ球反応（たとえば、ＰＢＭＣの刺激の測定として）、ならびに／ま
たは、本分野で既知の他の方法により特徴付けることができる。
【００４５】
　さまざまな態様では、臍帯組織由来細胞は、以下の成長特性のうちの１つ以上を有する
。それは、培養において成長のためにＬ－バリンを要求すること、約５％から少なくとも
約２０％の酸素を含む大気中で成長できること、培養において老化に達する前に少なくと
も約４０回倍加する能力を有すること、コーティングした培養容器またはコーティングし
ていない培養容器上に付着し増殖することであって、コーティングした組織培養容器が、
ゼラチン、ラミニン、コラーゲン、ポリオルニチン、ビトロネクチン、またはフィブロネ
クチンのコーティングを含むことである。
【００４６】
　ある実施態様では、細胞は正常な核型を有し、細胞が継代される間、維持される。胎盤
に由来する母系細胞から子系細胞を同定し区別するために、核型決定は特に有用である。
核型決定するための方法は、本分野の当業者に利用可能であり、既知である。
【００４７】
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　他の実施態様では、特定のタンパク質の産生により、細胞を特徴付けることができる。
それには、tissue factor、vimentin、およびalpha-smooth muscle actinのうちの少なく
とも１つの産生と、CD10、CD13、CD44、CD73、CD90、PDGFr-alpha、PD-L2、およびHLA-A,
B,C細胞表面マーカーのうちの少なくとも１つの産生とが含まれ、そのことはフローサイ
トメトリーによって検出される。他の実施態様では、細胞は、CD31、CD34、CD45、CD80、
CD86、CD117、CD141、CD178、B7-H2、HLA-G、ならびにHLA-DR、HLA-DP、および／またはH
LA-DQ細胞表面マーカーのうちの少なくとも１つの産生がないことによって特徴付けされ
てもよく、そのことはフローサイトメトリーのような任意の適切な手段によって検出され
る。特に好ましいのは、tissue factor、vimentin、およびalpha-smooth muscle actinの
うちの少なくとも２つを産生する細胞である。さらに好ましいのは、tissue factor、vim
entin、およびalpha-smooth muscle actinの３つのタンパク質すべてを産生する細胞であ
る。
【００４８】
　他の実施態様では、細胞は、interleukin 8、reticulon 1、chemokine (C-X-C motif) 
ligand 1 (melonoma growth stimulating activity, alpha)、chemokine (C-X-C motif) 
ligand 6 (granulocyte chemotactic protein 2)、chemokine (C-X-C motif) ligand 3、
tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3のうちの少なくとも１つをコードする
遺伝子について、線維芽細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞のようなヒト細胞と
比べて、増加した発現を有する。
【００４９】
　さらに他の実施態様では、細胞は、short stature homeobox 2、heat shock 27 kDa pr
otein 2、chemokine (C-X-C motif) ligand 12 (stromal cell-derived factor 1)、elas
tin (supravalvular aortic stenosis, Williams-Beuren syndrome)、Homo sapiens mRNA
、cDNA DKFZp586M2022 (from clone DKFZp586M2022)、mesenchyme homeo box 2 (growth 
arrest-specific homeo box)、sine oculis homeobox homolog 1 (Drosophila)、crystal
lin, alpha B、disheveled associated activator of morphogenesis 2、DKFZP586B2420 
protein、similar to neuralin 1、tetranectin (plasminogen binding protein)、src h
omology three (SH3) and cysteine rich domain、cholesterol 25-hydroxylase、runt-r
elated transcription factor 3、interleukin 11 receptor, alpha、procollagen C-end
opeptidase enhancer、frizzled homolog 7 (Drosophila)、hypothetical gene BC008967
、collagen, type VIII, alpha 1、tenascin C (hexabrachion)、iroquois homeobox pro
tein 5、hephaestin、integrin, beta 8、synaptic vesicle glycoprotein 2、neuroblas
toma, suppression of tumorigenicity 1、insulin-like growth factor binding protei
n 2, 36kDa、Homo sapiens cDNA FLJ12280 fis, clone MAMMA1001744、cytokine recepto
r-like factor 1、potassium intermediate/small conductance calcium-activated chan
nel, subfamily N, member 4、integrin, beta 7、transcriptional co-activator with 
PDZ-binding motif (TAZ)、sine oculis homeobox homolog 2 (Drosophila)、KIAA1034 p
rotein、vesicle-associated membrane protein 5 (myobrevin)、EGF-containing fibuli
n-like extracellular matrix protein 1、early growth response 3、distal-less home
o box 5、hypothetical protein FLJ20373、aldo-keto reductase family 1, member C3 
(3-alpha hydroxysteroid dehydrogenase, type II)、biglycan、transcriptional co-ac
tivator with PDZ-binding motif (TAZ)、fibronectin 1、proenkephalin、integrin, be
ta-like 1 (with EGF-like repeat domains)、Homo sapiens mRNA full length insert c
DNA clone EUROIMAGE 1968422、EphA3、KIAA0367 protein、natriuretic peptide recept
or C/guanylate cyclase C (atrionatriuretic peptide receptor C)、hypothetical pro
tein FLJ14054、Homo sapiens mRNA、cDNA DKFZp564B222 (from clone DKFZp564B222)、B
CL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 3-like、AE binding protein 1、およ
びcytochrome c oxidase subunit VIIa polypeptide 1 (muscle)のうちの少なくとも１つ
をコードする遺伝子について、線維芽細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞のよう
なヒト細胞と比べて、低下した発現を有する。
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【００５０】
　ある実施態様では、細胞は、MCP-1、IL-6、IL-8、GCP-2、HGF、KGF、FGF、HB-EGF、BDN
F、TPO、MIP1b、I309、MDC、RANTES、およびTIMP1のうちの少なくとも１つの分泌により
特徴付けることができる。ある実施態様では、細胞は、TGF-beta2、ANG2、PDGFbb、MIP1a
、およびVEGFのうちの少なくとも１つの分泌がないことにより特徴付けることができ、そ
のことはＥＬＩＳＡにより検出される。
【００５１】
　好ましい実施態様では、細胞は、上記のような成長、タンパク質／表面マーカーの産生
、遺伝子発現、または物質－分泌特性のうちの２つ以上を含む。さらに好ましいのは、そ
れらの特性のうちの３つ、４つ、もしくは５つ、またはそれ以上を含む細胞である。なお
より好ましいのは、それらの特性のうちの６つ、７つ、もしくは８つ、またはそれ以上を
含む細胞である。なおより好ましいのは、上記のような特性すべてを含む細胞である。
【００５２】
　本発明のさまざまな態様に使用するのに好ましい細胞の中には、上記のような特性を有
する細胞があり、より具体的には、正常な核型を有し、継代とともに正常な核型を維持す
る細胞であって、さらに、その細胞は、マーカーCD10、CD13、CD44、CD73、CD90、PDGFr-
alpha、およびHLA-A,B,Cのそれぞれを発現し、挙げられたマーカーに対応する、免疫学的
に検出可能なタンパク質を産生する、細胞がある。なおより好ましいのは、上記のものに
加えて、マーカーCD31、CD34、CD45、CD117、CD141、またはHLA-DR,DP,DQのうちの任意の
ものに対応するタンパク質を産生しない細胞であり、そのことは、本分野において適切な
手段（たとえば、フローサイトメトリー）により検出される。非常に好ましいのは、CD11
7またはHLA-DRを発現しない細胞である。
【００５３】
　非常に好ましい態様では、本方法は、少なくとも１つの疾患または損傷のある腎臓を治
療することが必要とされる患者に対して、ヒト臍帯組織から得られた、または、単離され
た細胞を投与することを含み、その細胞は、培養において自己再生および増殖が可能であ
り、成長のためにＬ－バリンを要求し、少なくとも約５％の酸素中で成長することができ
、CD117またはHLA-DRを産生せず、alpha smooth muscle actinを発現し、ヒト線維芽細胞
、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルのinterleukin 8、ま
たはreticulon 1を発現する。ヒト臍帯組織から単離された細胞を、投与の前に培養で増
殖してもよい。ある実施態様では、ヒト臍帯組織由来細胞から入手された細胞は、少なく
とも腎臓表現型の細胞に分化する能力を有する。臍帯組織由来細胞の腎臓表現型または腎
細胞系統への分化を同定するために、Pax-2、腎上皮前駆細胞により発現される転写因子
の発現を用いてもよい。また、臍帯組織由来細胞の腎細胞分化は、尿細管形成、および、
三次元コラーゲンゲルにおける枝分かれした形態形成によっても示される。
【００５４】
　さまざまな表現型をもたらす系統に沿って分化する能力を有する特定の細胞は、不安定
であり、それゆえに、自発的に分化することができる。現在のところ、本発明の使用のた
めに好ましいのは、たとえば、腎臓細胞系統に沿って、自発的に分化しない細胞である。
好ましい細胞は、成長培地で成長する場合、それらの表面上に産生される細胞マーカーに
関して、また、さまざまな遺伝子の発現パターン（たとえば、核酸アレイまたはポリペプ
チドアレイを用いて、たとえば、遺伝子発現プロファイリングを用いて決定されるような
発現パターン）に関して、実質的に安定である。細胞は、継代の間中、複数の集団倍化を
通じて、たとえば、その表面マーカー特性において、実質的に不変のままである。
【００５５】
　本発明の方法において、他の治療的な細胞とともに、および／または、生物活性のある
薬剤［たとえば、抗血栓形成剤、抗アポトーシス剤、抗炎症剤、免疫抑制剤（たとえば、
シクロスポリン、ラパマイシン）、抗酸化剤、または腎臓損傷もしくは腎臓疾患を治療す
るために本分野で通常使用される他の薬剤（たとえば、エプロジセートおよびトリプトラ
イド）］とともに、臍帯組織由来細胞を投与することができる。HMG-CoAリダクターゼ阻
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害剤（シンバスタチン、プラバスタチン、ロバスタチン、フルバスタチン、セリバスタチ
ン、およびアトルバスタチンを含むが、これらに限定されない）とともに、臍帯組織由来
細胞を投与してもよい。臍帯組織由来細胞は、他の細胞または薬剤と連続して投与するこ
とができるし、他の細胞または薬剤と共投与することができる。また、臍帯組織由来細胞
に由来する可溶化液、可溶性細胞分画、膜リッチ細胞分画、細胞培養培地（たとえば、馴
化培地）、または細胞外マトリクスを、適切に（臍帯組織由来細胞それ自体、および追加
の細胞または薬剤とともに共投与することを含む）、患者に投与することもできる。患者
の治療を指示する医療専門家の判断で、特定の薬剤を選ぶことができるし、患者の特定の
必要性または状態に応じて、その薬剤を変更することができる。選ばれた薬剤は、さまざ
まな目的（たとえば、細胞の投与を容易にすること、腎臓の修復および／または再建を改
善すること、患者の健康全体を改善すること、痛みを減らすこと、移植した細胞の拒絶を
減らすか妨げること、ならびに同様のものを含むがこれらに限定されない）で用いること
ができる。
【００５６】
　腎臓組織の修復および再建を促進することは、臍帯組織由来細胞により分泌される栄養
因子を通じてもよい。たとえば、腎保護効果が、臍帯組織由来細胞パラクリンまたは栄養
因子を介したメカニズムを通じて与えられてもよい。このような因子には、たとえば、he
patocyte growth factor（HGF）、bone morphogenic protein-7（BMP-7）、transforming
 growth factor beta（TGF-β）、matrix metalloproteinase-2（MMP-2）、およびbasic 
fibroblast growth factor（bFGF）が含まれる。臍帯組織由来細胞の投与により、１つ以
上の腎保護因子の連続的な放出が提供されてもよい。臍帯組織由来細胞による栄養的なサ
ポート、または腎保護因子の放出は、１つ以上の腎保護因子の投与に代えて、または、そ
の投与に加えて用いられてもよい。
【００５７】
　本方法は腎臓損傷を治療するために有用である。本方法は、罹病率または減少した余命
を生ずるような、急性腎不全、傷害、または慢性腎疾患を含む腎臓損傷を治療するために
有用である。本発明により、修復され元に戻ることができる損傷の非限定的な例には、腎
臓の任意の部分（または全部）の外科的除去、薬物により誘導された損傷、毒物により誘
導された損傷、酸化により誘導された損傷、環境曝露により誘導された損傷、音波損傷、
熱損傷、低酸素損傷、酸化損傷、ウイルス性の損傷、年齢、老化に関係する損傷、炎症に
より誘導された損傷、免疫細胞により誘導された損傷（たとえば、移植片拒絶）、免疫複
合体により誘導された損傷、および同様のものが含まれる。腎病に関連した５つの主要な
薬物のカテゴリーは、血流過程、代謝過程、線維症過程、炎症過程、または免疫調節過程
を標的とする薬物である。臍帯組織由来細胞は、これらの生理学的な過程のうちの１つ以
上に作用することにより、それらの効果を発揮してもよい。
【００５８】
　本明細書で説明し例示しているとおり、医薬用に許容可能なキャリアと臍帯組織由来細
胞とを含む医薬／治療用の細胞組成物として、細胞を投与することができる。治療用の細
胞組成物は、腎臓細胞経路または系統に沿って分化するよう誘導された臍帯組織由来細胞
を含むことができる。治療用の細胞組成物は、分裂、分化、またはその両方を行うよう患
者の腎臓の細胞を刺激するような細胞または細胞産物を含むことができる。治療用の細胞
組成物が、投与された患者の腎臓の修復および／または再建を誘導し、促進し、または維
持することが好ましい。
【００５９】
　注射により、患者に細胞を投与することができる。たとえば、患者の１つまたは両方の
腎臓に、細胞を直接注射することができるし、腎臓の表面に、隣接した領域に、または、
その後の患者の腎臓へ移動する離れた領域にでさえ、細胞を注射することができる。ある
好ましい態様では、細胞は、疾患または損傷のある領域に存在することができる。特に好
ましいのは、静脈注射することができ、所望の作用部位に適切に局在することができる細
胞である。たとえば、腎臓細胞またはそれらの前駆体が、好ましくは、腎臓、または、そ
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の構造体もしくはサブ構造体に局在し、存在することができる。
【００６０】
　また、マトリクス－細胞複合体のような装置の形態で、細胞を投与することもできる。
装置材料には、生体再吸収材料［たとえば、コラーゲン、３５／６５ポリ（ε－カプロラ
クトン）（ＰＣＬ）／ポリ（グリコール酸）（ＰＧＡ）、Panacryl（商標）生体吸収性構
築物、Vicryl（商標）polyglactin 910、および、自己集合ペプチド］、および非吸収性
材料［たとえば、フルオロポリマー（たとえば、Teflon（登録商標）フルオロポリマー）
、プラスチック、および金属］が含まれるが、これらに限定されない。マトリクスには、
生体適合性足場、格子、自己集合構造、および同様のものが含まれ、生体吸収性かそうで
はない液体、ゲル、または固体である。このようなマトリクスは、治療用細胞治療、外科
的修復、組織工学、および創傷治癒の分野では既知である。好ましくは、マトリクスは、
治療用細胞で事前処理される。より好ましくは、マトリクスは、マトリクスまたはその空
間に密接に関係した細胞により集団化される。細胞はマトリクスに付着することができ、
マトリクス空間内に取り込まれるか、含まれることができる。最も好ましいのは、細胞が
マトリクスと密接に関係して成長するマトリクス－細胞複合体であり、治療的に用いられ
た場合、患者自身の腎臓細胞の成長、修復、および／または再建を刺激しサポートし、ま
た、適切な血管形成も同様に刺激しサポートする。本分野で既知の任意の方法で、マトリ
クス－細胞組成物を患者の体内に導入することができ、その方法には、移植、注入、外科
的付着、他の組織との移植、および同様ものが含まれるが、これらに限定されない。ある
実施態様では、マトリクスは、in vivoで、または、より好ましくはin situで形成され、
たとえば、本発明にしたがって、in situポリマー化ゲルを使用することができる。この
ようなゲルの例は、本分野で既知である。
【００６１】
　また、このような三次元マトリクス（たとえば、足場）に、本発明の細胞を蒔き、in v
ivoに移植することができる。蒔かれた細胞は、フレームワーク上またはその中で増殖し
てもよいし、他の細胞と協働して、または協働せずに、in vivoでの組織置換を助けても
よい。三次元フレームワーク上の臍帯組織由来細胞の成長は、好ましくは、三次元組織の
形成、またはその確立をもたらし、in vivoで（たとえば、損傷または疾患のある組織を
修復、および／または再建するために）利用することができる。たとえば、腎血管の修復
、または、腎系もしくは腎臓構造のさまざまな他の態様についての使用のために、三次元
組織足場を、たとえば、細管構造を形成するために用いることができる。
【００６２】
　三次元フレームワークまたはマトリクス（たとえば、足場、フォーム、またはハイドロ
ゲル）上に、細胞を蒔くことができ、その後投与することができる。フレームワークをさ
まざまな形態（たとえば、実質的に平面、実質的に筒状または管状）に構築することがで
きるし、懸案の修正構造に必要とされ、望まれるかもしれない、完全に自由な形態に形成
することができる。２つ以上の実質的に平面のフレームワークを、他のものの上に重ねて
、ともに固定することができ、必要に応じて、複数層のフレームワークを生成することが
できる。
【００６３】
　ある態様では、細胞は三次元構造上で成長し、また、ある態様では、たとえば、腎臓組
織の修復または再建を刺激し促進する（好ましくは、血管形成を促進し、または維持する
）けれども、細胞は生きているのみであるか、または死んでさえいるものである。
【００６４】
　このような三次元フレームワーク上で、他の腎臓細胞型、または他の軟組織型の前駆細
胞（幹細胞を含む）とともに、細胞を共投与することができる。この三次元システムで成
長する場合、増殖している細胞は、成熟し適切に分離して、in vivoで天然に見出される
対応物と同類の成熟組織の成分を形成する。
【００６５】
　本明細書で説明し例示したマトリクスは、マトリクス構造がその後分解することなく臍
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帯組織由来細胞を支持するように、蒔いた時点から組織移植片が宿主組織によりリモデリ
ングされるまで、細胞を支持するように、または、蒔かれた細胞が、付着し、増殖し、in
 vitroでそれ自体を支持するのに十分な機械強度を有する組織構造へと発達することを可
能にし、その時点でマトリクスが分解されるように、設計することができる。
【００６６】
　本発明の使用のために考えられるマトリクス、足場、フォーム、および自己集合システ
ムは、本発明の細胞に加えて、任意の１つ以上の細胞、成長因子、薬物、または他の成分
（たとえば、組織の治癒、再建、修復、または内方成長を促進し、血管新生または神経分
布を刺激し、さもなければ、治療転帰または本発明の有用性を高め、改良するような生体
活性剤）と組み合わせて植え込むことができる。１つの好ましい態様では、１つ以上のHM
G CoAリダクターゼ阻害剤を含む装置が、臍帯組織由来細胞とともに蒔かれる。HMG CoAリ
ダクターゼ阻害剤は、装置にポンプ送りされてもよい。１つ以上のHMG CoAリダクターゼ
阻害剤は、装置に組み込まれてもよい。ある実施態様では、本発明の細胞を蒔かれた装置
は、１つ以上のHMG CoAリダクターゼ阻害剤で処理される。装置をin vivoに植え込んでも
よい。
【００６７】
　培養において細胞を自由に成長させ、培養から取り除き、三次元フレームワーク上に植
え付けることができる。好ましくは、ある濃度の細胞（たとえば、約１０６～１０７細胞
／ｍＬ）の三次元フレームワークの植え付けにより、比較的より短時間で三次元支持体が
確立する。さらに、ある適用では、所望の結果に応じて、より多い、またはより少ない数
の細胞を用いることが好ましいかもしれない。
【００６８】
　ある態様では、in vivoで見出される細胞微環境を、培養において再現することが有用
であり、細胞がin vivoへの移植の前に成長する程度、または、in vitroで用いられる程
度が変化するかもしれない。移植のために望ましい形態（たとえば、ロープ、管、線維、
および同様のもの）を形成する前、またはその後に、細胞をフレームワーク上に植え付け
ることができる。細胞のフレームワークへの植え付けの後、好ましくは、フレームワーク
を適切な成長培地中でインキュベーションする。インキュベーション期間の間、植え付け
られた細胞は、成長し、フレームワークを覆うだろうし、たとえば、そのフレームワーク
の中の任意の隙間空間を架橋、または部分的に架橋してもよい。必要ではないが、好まし
くは、修復または再建されるべき腎臓組織のin vivo細胞密度を反映する適切な程度まで
、細胞を成長させる。他の実施態様では、たとえフレームワーク上に少ない数であったと
しても、細胞の存在は、内部の健康な細胞の内方成長を促進し、たとえば損傷または傷害
のある組織の治癒を促進する。
【００６９】
　マトリクス、たとえば、本発明の態様のために用いられてもよい足場の例には、マット
（織られているか、編まれているか、より好ましくは不織のマット）、多孔フォームまた
は半多孔フォーム、自己集合ペプチド、および同様のものが含まれる。不織マットは、た
とえば、天然ポリマーまたは合成ポリマーから成る繊維を用いて形成されてもよい。好ま
しい実施態様では、商品名VICRYL（登録商標）（Ethicon, Inc.；Somerville, NJ）で販
売されている、グリコール酸および乳酸の吸収性コポリマー（ＰＧＡ／ＰＬＡ）を用いて
、マットを形成する。たとえば、米国特許第6,355,699号で議論されている、ポリ（ε－
カプロラクトン）／ポリ（グリコール酸）（ＰＣＬ／ＰＧＡ）コポリマーで構成され、た
とえば凍結乾燥のような過程により形成されたフォームもまた、足場として有用であり得
る。ゲルもまた、本発明で用いるのに適切なマトリクスを形成する。例としては、in sit
uポリマー化ゲル、および、たとえば、自己集合するペプチドから構成されるハイドロゲ
ルが含まれる。これらの材料は、組織成長のための支持体としてよく用いられる。in sit
u形成分解可能ネットワークも本発明における使用に適切である（Anseth, K.S. et al., 
2002, J. Controlled Release 78: 199-209；Wang, D. et al., 2003, Biomaterials 24:
 3969-3980；米国特許出願公開第2002/0022676号He et al.参照）。これらの材料は、注
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射に適した液体として処方され、その後、さまざまな手段（たとえば、温度、ｐＨ、光曝
露における変化）により誘導して、in situまたはin vivoで分解可能なハイドロゲルネッ
トワークを形成する。
【００７０】
　フレームワークはフェルトであることができ、そのフェルトは、生体吸収性材料（たと
えば、ＰＧＡ、ＰＬＡ、ＰＣＬコポリマーもしくは混合物、またはヒアルロン酸）から製
造されたマルチフィラメントヤーンから構成されることができる。ヤーンは、圧着、裁断
、梳綿、および穿刺から成る標準的な布地加工技術を用いてフェルトへと作られる。本発
明の細胞を、複合構造であるかもしれないフォーム足場上に蒔くことができる。その上、
三次元フレームワークを、修復し、置換し、または補強されるべき腎臓における特定の構
造、あるいはその腎臓の周囲の特定の構造のような、有用な形態へと成型してもよい。
【００７１】
　本発明の細胞の植え付けの前に、フレームワークを処理し、細胞接着を高めることがで
きる。たとえば、本発明の細胞による植え付けの前に、ナイロンマトリクスを、０．１モ
ル酢酸で処理し、ポリリシン、ＰＢＳ、および／またはコラーゲンでインキュベーション
して、ナイロンをコーティングすることができる。ポリスチレンも、硫酸を用いて、同様
に処理することができる。
【００７２】
　さらに、三次元フレームワークの外側表面を修飾して、細胞の付着または成長、および
組織の分化を改良することができる。それは、たとえば、フレームワークのプラズマコー
ティング、または１つ以上のタンパク質（たとえば、コラーゲン、弾性繊維、細網繊維）
、糖タンパク質、グリコサミノグリカン（たとえば、ヘパリン硫酸、コンドロイチン－４
－硫酸、コンドロイチン－６－硫酸、デルマタン硫酸、ケラチン硫酸）、細胞マトリクス
、および／または、他の材料（たとえば、限定するものではないが、ゼラチン、アルギン
酸塩、アガー、アガロース、および植物ガム）の追加による。
【００７３】
　足場を、非血栓形成のままにする材料を含ませ、または、そのような材料で処理するこ
とができる。また、これらの処理および材料も、内皮成長、移動、および細胞外マトリク
ス沈着を促進し、維持してもよい。これらの材料および処理の例には、天然材料（たとえ
ば、ラミニンおよびＩＶ型コラーゲンのような基底膜タンパク質）、合成材料（たとえば
、ｅＰＴＦＥ）、およびセグメント化ポリウレタンウレアシリコーン［たとえば、PURSPA
N（登録商標）（The Polymer Technology Group, Inc.；Berkeley, CA）］が含まれるが
、これらに限定されない。これらの材料は、さらに処理され、足場を非血栓形成性にする
ことができる。このような処理には、抗血栓形成剤（たとえば、ヘパリン）、および材料
の表面電荷を変化させる処理（たとえば、プラズマコーティング）が含まれる。
【００７４】
　後にフレームワークに植え付けられてもよいし、in vivoでの構造上で成長してもよい
組織特異的な細胞または他の細胞の成長に対して、異なる割合のさまざまな種類のコラー
ゲン（たとえば、フレームワーク上に配置される）が、影響を与えることができる。ある
いは、フレームワークに、所望の適当なコラーゲン型を合成するような細胞の混合物を植
え付けることができる。培養される組織に応じて、フレームワークに植え付けられ、また
は蒔かれた細胞により産生される適当なコラーゲンの種類を選択してもよい。たとえば、
最初の接種材料におけるコラーゲン産生細胞の、エラスチン産生細胞に対する比率を制御
することにより、フレームワークに存在するコラーゲン線維および合成繊維の相対的な量
を調節することができる。たとえば、動脈の内壁はエラスチンに富んでいるので、動脈の
足場は、エラスチンを分泌する平滑筋細胞の共培養物を含むべきである。
【００７５】
　本発明の蒔かれた、または植え付けられた三次元フレームワークは、マトリクスから得
られた培養細胞、またはin vivoで培養されたマトリクスそれ自体のいずれかの移植また
は埋め込みのためのものである。本発明によると、現存する組織を置換または補強するた
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めに、新しいまたは変更された組織を導入するために、人工プロテーゼを修飾するために
、あるいは生物組織または構造体とともに組み入れるために、三次元足場を用いてもよい
。また、限定するものではないが、たとえば、in vivoでの損傷または疾患のある細管組
織の置換のために役立ちうる単層および複層の管状組織を、in vitroで構築するために、
三次元フレームワークを用いることができる。
【００７６】
　足場を、最終的に挿入される、管状の臓器（たとえば、腎杯または尿管）の内周とほぼ
等しい幅の片（たとえば、長方形の形）に切ることができる。細胞を足場上に植え付け、
液体培地中に浮かせ、または懸濁することにより、インキュベーションすることができる
。コンフルエントの適当な段階で、足場の長辺をつなぐことにより、足場を管状に巻き上
げることができる。適当な直径の適切な材料の糸を用いて２つの辺を縫合することにより
、つなぎ目を閉じることができる。
【００７７】
　本発明によると、足場を管状に形成し、臍帯組織由来細胞を植え付け、インキュベーシ
ョンチャンバー中の培地に懸濁することができる。細胞が管腔を閉塞するのを防ぐために
、管状のフレームワークの開口端のうち１つをノズルに固定することができる。このノズ
ルを通して、インキュベーションチャンバーに連結されているソースチャンバーから、液
体培地を押し出すことができ、管状フレームワークの内部を通る流れを作る。培地がソー
スチャンバーを通って再循環できるような収集チャンバーへと導く流出出口に、他の開口
端をつなぐことができる。インキュベーションが完了すると、管をノズルおよび流出出口
から外すことができる。本方法は、Ballermann, B. J., et al.により、国際公開第WO94/
25584号および米国特許出願第08/430,768号に開示されており、ともに参照により全体を
本願に組み入れる。
【００７８】
　本発明によると、概して、以下の任意の方法を用いることで、２つの三次元フレームワ
ークを組み合わせて管状にすることができる。２つ以上の平面フレームワークを互いに上
に重ね、ともに縫合することができる。この２層のシートをその後巻き上げ、上記のよう
に、つないで縫合することができる。
【００７９】
　内層として有用な１つの管状足場に、臍帯組織由来細胞を植え付けて、インキュベーシ
ョンすることができる。２つ目の足場を、管状フレームワークの外形よりも少し大きな幅
の平面の片として成長させることができる。適当な成長が達成された後、管状フレームワ
ークの外側の周りを、平面フレームワークで包み、その後、平面フレームワークの２つの
縁のつなぎ目を閉じ、好ましくは、平面フレームワークを内側の管へと縫合することがで
きる。
【００８０】
　少しだけ異なる直径の２つ以上の管状メッシュを別々に成長させることができる。より
小さな直径のフレームワークを、より大きな直径のフレームワークの内側に挿入し、縫合
することができる。
【００８１】
　これらの方法のうちのいずれかについて、２層の管に対して方法を再び適用することに
より、より多い層を加えることができる。臍帯組織由来細胞の成長の任意の段階で、足場
を組み合わせることができ、組み合わされた足場のインキュベーションを必要なときに続
行することができる。
【００８２】
　管状構築物の管腔態様は、管状構築物の管腔表面を非血栓形成性のままにするような材
料を含む、または、そのような材料により処理することができる。また、これらの処理お
よび材料も、内皮成長、移動、および細胞外マトリクス沈着を促進し、維持してもよい。
これらの材料および処理の例には、天然材料（たとえば、ラミニンおよびＩＶ型コラーゲ
ンのような基底膜タンパク質）、合成材料（たとえば、ｅＰＴＦＥ）、およびセグメント
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化ポリウレタンウレアシリコーン［たとえば、PURSPAN（登録商標）（The Polymer Techn
ology Group, Inc.；Berkeley, CA）］が含まれるが、これらに限定されない。これらの
材料は、さらに処理され、足場を非血栓形成性にすることができる。このような処理には
、抗血栓形成剤（たとえば、ヘパリン）、および材料の表面電荷を変化させる処理（たと
えば、プラズマコーティング）が含まれる。
【００８３】
　ある現在好ましい実施態様では、本方法は、腎臓細胞経路に沿って、腎臓細胞表現型、
または、前駆体、もしくは上記のより原始的な関連物へと分化するように、治療用の分娩
後由来細胞を誘導することを含む。治療用の細胞組成物は、患者の腎臓に統合されること
ができ、あるいは、天然に存在する腎臓幹細胞に対して、分化するように成長または刺激
するためのサポートを提供することができる。細胞可溶化液、または他の異系細胞、同系
細胞、もしくは自家細胞とともに、治療用細胞を共投与することができる。治療用の細胞
組成物を投与する場合、送達された細胞の生存は、それらの使用の成功または結果の決定
因子ではないし、むしろ腎臓の健康、または患者の全体的な健康の改善が転帰の決定因子
である。このように、細胞は、患者の腎臓に、または血管にでさえ統合される必要はなく
、処理前および処理後の患者における腎臓の健康の改善の兆候には、好ましくは、腎臓の
健康の客観的な測定値［たとえば、限定されないが、血清、またはクレアチニン、尿素、
タンパク質、血中尿素窒素（ＢＵＮ）、および浸透圧試験における改善］のうちの少なく
とも１つ、および患者の状態の主観的な診断（自己診断を含む）が含まれる。
【００８４】
　したがって、成功する治療には、腎臓に対して疾患、病理、または外傷を有する患者の
治療であって、別の細胞型の存在下または不存在下で、臍帯組織由来細胞を含む治療用細
胞組成物による、治療が含まれる。限定するものではないが、たとえば、好ましくは、細
胞は、少なくとも部分的に患者に統合され、増幅し、または生存する。他の好ましい実施
態様では、患者は治療から利益を得ているし、たとえば、他の細胞（腎臓に存在する幹細
胞または前駆細胞を含む）の成長をサポートする細胞の能力から利益を得ているし、組織
の内方成長または血管成長から利益を得ているし、また、有用な細胞因子（ケモカイン、
サイトカイン、および同様のもの）の存在から利益を得ているが、細胞は患者に統合もさ
れていないし、増幅もしていない。ある態様では、患者は細胞による治療的処置により利
益を得ているが、細胞は患者の中で持続的な期間生存しない。たとえば、１つの実施態様
では、細胞は、数、生存力、または生化学活性において、段階的に減衰しているし、他の
実施態様では、細胞における減衰が、活性（たとえば、成長、分裂、または生化学活性）
の期間以前であってもよい。他の実施態様では、老化した細胞、生存可能でない細胞、死
んだ細胞でさえ、有用な治療効果を有することができる。
【００８５】
　投与は、好ましくは、in vivoであり、移植、植え込み、注射、融合、カテーテルを通
じた送達、もしくはマトリクス－細胞複合体としての提供、または細胞治療を提供するた
めの分野で既知の他の任意の手段による。
【００８６】
　ある実施態様では、本発明の方法は、腎臓の構造および／または機能における改善、ま
たは全体的な健康に置ける改善について、患者を評価することをさらに含むことができる
。このような評価は、本明細書で説明し例示したようなものを含む本分野で適切な任意の
手段によって行うことができる。
【００８７】
　また、本発明によって特徴とされるのは、本発明の方法を実行するためのキットである
。１つの実施態様では、少なくとも１つの腎臓の疾患、または少なくとも１つの腎臓に対
する損傷を有する患者を治療するためのキットが提供される。キットは、医薬用に許容可
能なキャリアと、その疾患または傷害を治療するために有効な量の、ヒト臍帯組織から得
られた細胞（たとえば、本明細書で説明され例示されたような細胞）と、少なくとも１つ
の腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する損傷を有する患者を治療するための方
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法でキットを使うための使用説明書とを含む。キットは、細胞を培養するための少なくと
も１つの試薬と、使用説明書とをさらに含んでいてもよい。キットは、少なくとも１つの
他の細胞型の集団、および／または、少なくとも１つの薬剤をさらに含んでもよい。
【００８８】
　ある態様では、キットは、医薬用に許容可能なキャリアと、本明細書で説明し例示した
特徴を有する、ヒト臍帯組織から得られた細胞から準備された可溶化液、細胞外マトリク
ス、または馴化培地とを含む。キットは、損傷または疾患のある腎臓の修復および／また
は再建を促進するのに有用である。
【００８９】
　以下の実施例を、本発明をより詳細に説明するために提供する。これらは例示を意図し
ており、発明を限定するものではない。
【００９０】
〔実施例１：臍帯組織由来細胞の単離〕
　臍帯をNational Disease Research Interchange（ＮＤＲＩ；Philadelphia, PA）から
入手した。組織を、正常分娩の後に入手した。層流フードにおいて、細胞単離プロトコル
を無菌的に実行した。血液および壊死組織片を取り除くために、抗真菌剤および抗生剤（
ペニシリン １００ユニット／ｍＬ、ストレプトマイシン １００μｇ／ｍＬ、アンホテリ
シンＢ ０．２５μｇ／ｍＬ）を含むリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）（Invitrogen；Carlsba
d, CA）で臍帯を洗浄した。その後、培地（DMEM-Low glucoseまたはDMEM-High glucose；
Invitrogen）５０ｍＬを入れた１５０ｃｍ２組織培養プレートにおいて、組織を機械的に
分解し、細かいパルプ状になるまで組織を刻んだ。刻まれた組織を５０ｍＬコニカルチュ
ーブへと移した（組織 約５ｇ／チューブ）。その後、組織を、上記の抗真菌剤および抗
生剤を含むDMEM-Low glucose培地またはDMEM-High glucose培地のいずれかの中で消化し
た。ある実験では、コラゲナーゼおよびディスパーゼの酵素混合液を用いた［“Ｃ：Ｄ”
：コラゲナーゼ（Sigma；St Louis, MO）５００ユニット／ｍＬ、およびディスパーゼ（I
nvitrogen）５０ユニット／ｍＬを含むDMEM-Low glucose培地］。他の実験では、コラゲ
ナーゼ、ディスパーゼ、およびヒアルロニダーゼの混合液（“Ｃ：Ｄ：Ｈ”）を用いた（
コラゲナーゼ ５００ユニット／ｍＬ、ディスパーゼ ５０ユニット／ｍＬ、およびヒアル
ロニダーゼ（Sigma）５ユニット／ｍＬを含むDMEM-Low glucose］。組織、培地、および
消化酵素を含むコニカルチューブを、３７℃、２２５ｒｐｍのオービタルシェイカー（En
viron；Brooklyn, NY）で２時間インキュベーションした。
【００９１】
　消化の後、１５０×ｇ、５分間、組織を遠心分離し、上澄みを吸引した。成長培地 ２
０ｍＬ［DMEM: Low glucose（Invitrogen）、１５％（ｖ／ｖ）ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）
（defined bovine serum；ロット番号AND18475；Hyclone；Logan, UT）、０．００１％（
ｖ／ｖ）２－メルカプトエタノール（Sigma）、上記の抗生剤／抗真菌剤 １ｍＬ／１００
ｍＬ］に、ペレットを再懸濁した。細胞懸濁液を７０μｍナイロンセルストレイナー（70
-micrometer nylon cell strainer；BD Biosciences）でろ過した。成長培地を含む追加
のリンス液 ５ｍＬに、ストレイナーを通過させた。その後、細胞懸濁液を４０μｍナイ
ロンセルストレイナー（40-micrometer nylon cell strainer；BD Biosciences）を通過
させ、追加の成長培地 ５ｍＬのリンス液を追加した。
【００９２】
　ろ過物を成長培地（全容量５０ｍＬ）に再懸濁し、１５０×ｇ、５分間、遠心分離した
。上澄みを吸引し、細胞を新しい成長培地５０ｍＬに再懸濁した。この手順をあと２回く
り返した。
【００９３】
　最後の遠心分離で、上澄みを吸引し、細胞ペレットを新しい成長培地５ｍＬに再懸濁し
た。トリパンブルー染色を用いて、生存細胞の数を決定した。その後、細胞を標準条件で
培養した。
【００９４】
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　上記の抗生剤／抗真菌剤を含む成長培地を入れた、ゼラチンコーティングしたＴ－７５
ｃｍ２フラスコ（Corning Inc.；Corning, NY）に、臍帯から単離した細胞を５，０００
細胞／ｃｍ２で蒔いた。２日後（さまざまな実験では、２～４日間、細胞をインキュベー
ションした）、使用後の培地をフラスコから取り除いた。細胞をＰＢＳで３回洗浄し、壊
死組織片および血液由来細胞を取り除いた。その後、細胞に成長培地を補充し、コンフル
エントまで成長させ、１代継代とした（０代継代から約１０日）。その後の継代では（１
代継代から２代継代等）、４～５日で、細胞はサブコンフルエント（７５～８５％コンフ
ルエント）に到達した。これらのその後の継代については、細胞を５，０００細胞／ｃｍ
２で蒔いた。５％二酸化炭素および大気酸素を含む高湿度インキュベーターにおいて、３
７℃で細胞を成長させた。
【００９５】
〔実施例２：フローサイトメトリーによるヒト分娩後由来細胞表面マーカーの評価〕
　フローサイトメトリーを用いて、臍帯組織を特徴づけし、臍帯組織から得られた細胞の
同定についてのプロファイルを提供した。
【００９６】
　ペニシリン／ストレプトマイシンを含む成長培地（Gibco；Carlsbad, CA）で細胞を培
養した。血漿処理したＴ７５組織培養フラスコ、Ｔ１５０組織培養フラスコ、およびＴ２
２５組織培養フラスコ（Corning；Corning, NY）で、細胞をコンフルエントまで成長させ
た。２％ゼラチン（Sigma；St. Louis, MO）を２０分間、室温でインキュベーションする
ことにより、フラスコの成長表面をコーティングした。
【００９７】
　フラスコの付着細胞をＰＢＳで洗浄し、トリプシン／ＥＤＴＡで剥がした。細胞を採集
し、遠心分離し、３％（ｖ／ｖ）ＦＢＳを含むＰＢＳ中に、１×１０７細胞／ｍＬの細胞
濃度で再懸濁した。製造業者の説明書によると、目的の細胞表面マーカーに対する抗体（
下記参照）を、細胞懸濁液１００μＬに加え、４℃、３０分間、暗所で、混合液をインキ
ュベーションした。インキュベーションの後、細胞をＰＢＳで洗浄し、遠心分離して、非
結合抗体を取り除いた。細胞を、ＰＢＳ ５００μＬ中に再懸濁し、フローサイトメトリ
ーで分析した。フローサイトメトリー分析は、FACScalibur装置（Becton Dickinson；San
 Jose, CA）により実行した。
【００９８】
　以下の細胞表面に対する抗体を用いた。
【表１】

【００９９】
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　８代継代、１５代継代、および２０代継代で、細胞を分析し、異なるドナーからの臍帯
組織由来細胞を互いに比較した。さらに、ゼラチンコーティングしたフラスコで培養した
細胞を、非コーティングフラスコで培養した細胞と比較した。
【０１００】
　臍帯組織由来細胞は、CD10、CD13、CD44、CD73、CD90、PDGFr-alpha、およびHLA-A,B,C
の陽性発現を示し、そのことは、ＩｇＧ対照に比べて増加した蛍光値によって示された。
これらの細胞は、CD31、CD34、CD45、CD117、CD141、およびHLA-DR,DP,DQの検出可能な発
現について陰性であり、そのことは、ＩｇＧ対照と同程度の蛍光値によって示された。陽
性曲線の蛍光値における変動が説明された。陽性曲線の平均（すなわち、CD13）および範
囲（すなわち、CD90）が、変動を示していたが、曲線は正常に見えており、均質集団であ
ることを確認した。両方の曲線のそれぞれが、ＩｇＧ対照よりも高い値を示していた。
【０１０１】
　８代継代、１５代継代、および２０代継代の細胞はすべて、CD10、CD13、CD44、CD73、
CD90、PDGFr-alpha、およびHLA-A,B,Cを発現し、そのことは、ＩｇＧ対照に比べて増加し
た蛍光により示された。これらの細胞は、CD31、CD34、CD45、CD117、CD141、およびHLA-
DR,DP,DQに対して陰性であり、そのことは、ＩｇＧ対照と一致する蛍光値により示されて
いた。
【０１０２】
　別々のドナーそれぞれからの単離物は、CD10、CD13、CD44、CD73、CD90、PDGFr-alpha
、およびHLA-A,B,Cの陽性発現を示し、そのことは、ＩｇＧ対照に比べて増加した蛍光値
を反映していた。これらの細胞は、CD31、CD34、CD45、CD117、CD141、およびHLA-DR,DP,
DQの発現については陰性であり、それらは、ＩｇＧ対照と一致する蛍光値を有していた。
【０１０３】
　ゼラチンフラスコおよび非コーティングフラスコ上で増殖した細胞はすべて、CD10、CD
13、CD44、CD73、CD90、PDGFr-alpha、およびHLA-A,B,Cの発現について陽性であり、それ
らは、ＩｇＧ対照に対して増加した蛍光値を有していた。これらの細胞は、CD31、CD34、
CD45、CD117、CD141、およびHLA-DR,DP,DQの発現については、陰性であり、それらは、Ｉ
ｇＧ対照と一致する蛍光値を有していた。
【０１０４】
　このように、臍帯組織由来細胞は、CD10、CD13、CD44、CD73、CD90、PDGFr-alpha、HLA
-A,B,Cについて陽性であり、CD31、CD34、CD45、CD117、CD141、およびHLA-DR,DP,DQにつ
いて陰性である。この同一性は、ドナー、継代、および培養容器表面コーティングを含む
変数における変動において一致していた。個々の蛍光値ヒストグラム曲線の平均および範
囲にはいくつかの変動が見られたが、試験したすべての条件下のすべての陽性曲線は正常
であったし、ＩｇＧ対照よりも高い蛍光値を示していた。これらのことから、細胞は、マ
ーカーの陽性発現を有する均質集団を含むことが確認された。
【０１０５】
〔実施例３：細胞表現型の免疫組織化学的特徴づけ〕
　ヒト臍帯組織を採取し、４℃一晩で、４％（ｗ／ｖ）パラホルムアルデヒド中で浸漬固
定した。以下のエピトープに対する抗体を用いて、免疫組織化学を実行した。vimentin（
１：５００；Sigma；St. Louis, MO）、desmin（１：１５０、ウサギ由来；Sigma、また
は１：３００、マウス由来；Chemicon；Temecula, CA）、alpha-smooth muscle actin（S
MA）（１：４００；Sigma）、cytokeratin 18（CK18）（１：４００；Sigma）、von Will
ebrand Factor（vWF）（１：２００；Sigma）、およびCD34（human CD34 Class III）（
１：１００；DAKOCytomation；Carpinteria, CA）。さらに、以下のマーカーを試験した
。抗ヒトGROalpha-PE（１：１００；Becton Dickinson；Franklin Lakes, NJ）、抗ヒトG
CP-2（１：１００；Santa Cruz Biotech；Santa Cruz, CA）、抗ヒトoxidized LDL recep
tor 1（ox-LDL R1）（１：１００；Santa Cruz Biotech）、および抗ヒトNOGO-A（１：１
００；Santa Cruz Biotech）。固定した標本を外科用メスで処理し、エタノールを含むド
ライアイスバス上のＯＣＴ包埋用化合物（Tissue-Tek OCT；Sakura；Torrance, CA）中に
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置いた。その後、標準クリオスタット（Leica Microsystems）を用いて、凍結ブロックを
切片化し（１０μｍ厚）、染色のためにスライドガラス上に乗せた。
【０１０６】
　免疫組織化学をこれまでの研究と同様に実行した（Messina et al. (2003) Exper. Neu
rol. 184:816-29）。簡単に説明すると、組織切片をリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で洗浄
し、ＰＢＳ、４％（ｖ／ｖ）ヤギ血清（Chemicon；Temecula, CA）、および０．３％（ｖ
／ｖ）Triton（Triton X-100；Sigma）を含むタンパク質ブロッキング溶液に１時間さら
し、細胞内抗原を評価した。目的のエピトープが細胞表面に局在するだろう場合（CD34、
ox-LDL R1）には、エピトープの損失を防ぐために、手順のすべての段階でTritonを省略
した。さらに、一次抗体がヤギ由来である場合（GCP-2、ox-LDL R1、NOGO-A）には、手順
を通じ、ヤギ血清の代わりに３％（ｖ／ｖ）ロバ血清が用いられた。その後、ブロッキン
グ溶液で希釈した一次抗体を、室温、４時間、切片に適用した。一次抗体溶液を除去し、
培養物をＰＢＳで洗浄し、ヤギ抗マウスＩｇＧ－テキサスレッド（１：２５０；Molecula
r Probes；Eugene, OR）、および／または、ヤギ抗ウサギＩｇＧ－Ａｌｅｘａ４８８（１
：２５０；Molecular Probes）、もしくは、ロバ抗ヤギＩｇＧ－ＦＩＴＣ（１：１５０；
Santa Cruz Biotech）とブロッキングとを含む二次抗体溶液を適用した（室温、１時間）
。培養物を洗浄し、１０μＭ ＤＡＰＩ（Molecular Probes）を１０分間適用して、細胞
核を可視化した。
【０１０７】
　Olympus倒立エピ蛍光顕微鏡（Olympus inverted epi-fluorescent microscope）（Olym
pus；Melville, NY）の適当な蛍光フィルタを用いて、蛍光を可視化した。陽性染色は、
対比染色の蛍光シグナルによって示された。デジタルカラービデオカメラおよびImagePro
ソフトウェア（Media Cybernetics；Carlsbad, CA）を用いて、代表的な画像を取り込ん
だ。三重染色サンプルについては、１つの発光フィルタのみを用いて、各画像を一度に撮
影した。
【０１０８】
　臍帯内に見られた細胞のサブセットにおいて、Vimentin、desmin、SMA、CK18、vWF、お
よびCD34マーカーが発現していた。特に、vWFおよびCD34の発現は、臍帯内に含まれる血
管に限定された。CD34+細胞は、最も内側の層（管腔側）に存在した。Vimentinの発現は
、臍帯のマトリクスおよび血管全体に見られた。SMAは、マトリクスと動脈および静脈の
外壁とに限定されたが、血管それ自体には含まれていなかった。CK18およびdesminは、血
管内のみで観察され、desminは、中層および外層に限定された。GROalpha、GCP-2、ox-LD
L R1、およびNOGO-Aの発現は、臍帯組織内では観察されなかった。
【０１０９】
〔実施例４：オリゴヌクレオチドアレイ分析〕
　臍帯組織由来細胞を、線維芽細胞、ヒト間葉系幹細胞、およびヒト骨髄に由来した他の
細胞株と比較するために、Affymetrix GeneChip（登録商標）アレイを用いた。この分析
により、分娩後由来細胞の特徴が提供されるとともに、これらの細胞について特有の分子
マーカーが同定された。
【０１１０】
　患者の同意を得た正常分娩のヒト臍帯を、National Disease Research Interchange（
ＮＤＲＩ；Philadelphia, PA）から入手した。上記に説明したように、組織を受領し、細
胞を単離した。ゼラチンコーティング組織培養プラスチックフラスコ上の成長培地（ＤＭ
ＥＭ－ＬＧを用いた）上で、細胞を培養した。３７℃、５％ＣＯ２で、培養物をインキュ
ベーションした。
【０１１１】
　ヒト皮膚線維芽細胞を、Cambrex Incorporated（Walkersville, MD；ロット番号9F0844
）、およびATCC CRL-1501（CCD39SK）から購入した。１０％（ｖ／ｖ）ウシ胎仔血清（Hy
clone）およびペニシリン／ストレプトマイシン（Invitrogen）を含むＤＭＥＭ／Ｆ１２
培地（Invitrogen；Carlsbad, CA）で、両方の細胞株を培養した。細胞を標準組織処理プ



(23) JP 5323845 B2 2013.10.23

10

20

30

40

50

ラスチック上で成長させた。
【０１１２】
　ヒト間葉系幹細胞（ｈＭＳＣ）を、Cambrex Incorporated（Walkersville, MD；ロット
番号2F1655、2F1656、および2F1657）から購入し、ＭＳＣＧＭ培地（Cambrex）で業者の
説明書にしたがって培養した。３７℃、５％ＣＯ２で、標準組織培養プラスチック上で、
細胞を成長させた。
【０１１３】
　患者の同意のあるヒト腸骨稜骨髄細胞をＮＤＲＩから受領した。Ho, et al.（国際公開
第WO03/025149号）により概説された方法にしたがって、骨髄を加工した。可溶化バッフ
ァー（１５５ｍＭ ＮＨ４Ｃｌ、１０ｍＭ ＫＨＣＯ３、および０．１ｍＭ ＥＤＴＡ，ｐ
Ｈ７．２）に骨髄を、可溶化バッファー２０部に対して骨髄１部の比率で混合した。細胞
懸濁液をボルテックスし、２分間、大気温度でインキュベーションし、５００×ｇ、１０
分間、遠心分離した。上澄みを捨て、１０％（ｖ／ｖ）ウシ胎仔血清および４ｍＭ グル
タミンを補った最小必須培地（Invitrogen）に、細胞ペレットを再懸濁した。細胞を再び
遠心分離し、細胞ペレットを新鮮な培地に再懸濁した。トリパンブルー排除（Sigma；St.
 Louis, MO）を用いて、生存可能な単核細胞をカウントした。組織培養プラスチックフラ
スコに、単核細胞を５×１０４細胞／ｃｍ２で蒔いた。３７℃、５％ＣＯ２、および、標
準大気Ｏ２または５％Ｏ２のいずれかで、細胞をインキュベーションした。培地交換なし
に、細胞を５日間培養した。培養５日後に、培地および非付着細胞を取り除いた。付着細
胞は、培養中で維持された。
【０１１４】
　活発に成長している細胞の培養物を、冷ＰＢＳ中で、細胞スクレーパーにより、フラス
コから取り除いた。３００×ｇ、５分間、細胞を遠心分離した。上澄みを取り除き、細胞
を新鮮なＰＢＳに再懸濁し、再び遠心分離した。上澄みを取り除き、細胞ペレットを瞬間
凍結し、－８０℃で保管した。細胞のｍＲＮＡを抽出し、ｃＤＮＡに転写した。その後、
ｃＤＮＡはｃＲＮＡへと転写され、ビオチン標識された。ビオチン標識ｃＲＮＡをHG-U13
3A GeneChipオリゴヌクレオチドアレイ（Affymetrix；Santa Clara CA）とハイブリダイ
ゼーションさせた。業者の説明書にしたがって、ハイブリダイゼーションおよびデータ収
集を実行した。「マイクロアレイの有意性分析（Significance Analysis of Microarrays
）（ＳＡＭ）」１．２１版コンピュータソフトウェア（Stanford University；Tusher et
 al. (2001) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:5116-21）を用いて、分析を実行した。
【０１１５】
　１４個の異なる細胞集団を分析した。細胞を、継代情報、培養基質、および培養培地と
ともに、表１に一覧にした。
【表２】

【０１１６】
　主成分分析により、データを評価し、細胞で異なるように発現している２９０個の遺伝
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は、細胞ペアの比較について計算されたユークリッド距離を示している。ユークリッド距
離は、細胞型のうち異なって発現した２９０個の遺伝子に基づいた細胞の比較に基づいて
いる。ユークリッド距離は、２９０個の遺伝子の発現間の類似性と反比例している（すな
わち、距離が遠くなるにつれ、あまり類似性がない）。
【表３】

【０１１７】
　以下の表３および表４は、臍帯組織由来細胞において増加した遺伝子の発現（表３）、
および臍帯組織由来細胞において低下した遺伝子の発現（表４）を示している。「プロー
ブセットＩＤ」と名付けられた列は、チップ上の特定の位置に局在する、さまざまなオリ
ゴヌクレオチドプローブのセットについての業者のＩＤコードである。そのオリゴヌクレ
オチドプローブは、ＮＣＢＩ（GenBank）データベース内に特定のアクセッション番号（
列「ＮＣＢＩアクセッション番号」）で見出される配列を含む、命名された遺伝子（列「
遺伝子名」）とハイブリダイゼーションすることができる。
【表４】
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【表５－２】

【０１１８】
　表５、表６、表７は、ヒト線維芽細胞（表５）、ＩＣＢＭ細胞（表６）、およびＭＳＣ
（表７）において増加した遺伝子発現を示している。

【表６－１】

【表６－２】
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【表７】

【表８】

【０１１９】
　以上の分析には、異なる３つの臍帯に由来する細胞、ならびに、異なる２つの皮膚線維
芽細胞株、３つの間葉系幹細胞株、および３つの腸骨稜骨髄細胞株が含まれる。２２，０
００個の遺伝子についてのプローブを含むオリゴヌクレオチドアレイを用いて、これらの
細胞により発現したｍＲＮＡを分析した。結果は、これらの５つの異なる細胞株において
、２９０個の遺伝子が異なる発現をすることを示していた。これらの遺伝子には、臍帯組
織由来細胞で、特異的に増加した７個の遺伝子が含まれる。臍帯組織由来細胞において、
５４個の遺伝子が、他の細胞型と比べて特に低い発現レベルを有することが見出された。
選択された遺伝子の発現をＰＣＲで確認した。これらの結果は、臍帯組織由来細胞が、た
とえば骨髄由来細胞および線維芽細胞と比べて、異なる遺伝子発現プロファイルを有する
ことを示している。
【０１２０】
〔実施例５：臍帯組織由来細胞における細胞マーカー〕
　以上に示したように、臍帯組織由来細胞について、６個の「特徴」遺伝子を同定した。
oxidized LDL receptor 1、interleukin-8、rennin、reticulon、chemokine receptor li
gand 3 (CXC ligand 3)、およびgranulocyte chemotactic protein 2 (GCP-2)。これらの
「特徴」遺伝子は、分娩後由来細胞において相対的に高いレベルで発現した。
【０１２１】
　本実施例で説明する手法を、マイクロアレイデータを検証し、遺伝子発現およびタンパ
ク質発現間の一致／不一致を見出し、また、臍帯組織由来細胞に特有の同定因子の検出の
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ための一連の信頼性のある解析を確立するために実行した。
【０１２２】
　臍帯組織由来細胞（４つの単離物）、および正常ヒト皮膚線維芽細胞（ＮＨＤＦ：新生
児および成人）を、ゼラチンコーティングしたＴ７５フラスコ中のペニシリン／ストレプ
トマイシンを含む成長培地中で成長させた。間葉系幹細胞（ＭＳＣ）を、間葉系幹細胞成
長培地ブリットキット（Mesenchymal Stem Cell Growth Medium Bullet kit）（ＭＳＣＧ
Ｍ；Cambrex；Walkerville, MD）で成長させた。
【０１２３】
　IL-8プロトコルのために、細胞を液体窒素から解凍し、５，０００細胞／ｃｍ２でゼラ
チンコーティングフラスコ上に蒔き、４８時間、成長培地中で成長させた。その後、血清
枯渇培地 １０ｍＬ［DMEM-low glucose（Gibco；Carlsbad, CA）、ペニシリン／ストレプ
トマイシン（Gibco；Carlsbad, CA）、および０．１％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミン（
ＢＳＡ）（Sigma；St. Louis, MO）］中で８時間さらに成長させた。この処理の後、ＲＮ
Ａを抽出し、１５０×ｇ、５分間、上澄みを遠心分離して、壊死細胞片を取り除いた。そ
の後、ＥＬＩＳＡ分析のために、上澄みを－８０℃で凍結した。
【０１２４】
　ヒト新生児包皮由来のヒト線維芽細胞と同様に、ゼラチンコーティングしたＴ７５フラ
スコ中の成長培地において、臍帯由来の分娩後細胞を培養した。１１代継代で、細胞を液
体窒素により凍結した。細胞を解凍し、１５ｍＬ遠心分離チューブに移した。１５０×ｇ
、５分間の遠心分離後、上澄みを廃棄した。培養培地４ｍＬに細胞を再懸濁し、カウント
した。成長培地１５ｍＬを含む７５ｃｍ２フラスコにおいて、３７，５００細胞／フラス
コで、細胞を２４時間成長させた。培地を、８時間の血清枯渇培地に変更した。インキュ
ベーションの終了時に血清枯渇培地を収集し、１４，０００×ｇ、５分間、遠心分離した
（その後、－２０℃で保管した）。
【０１２５】
　各フラスコにおける細胞数を推定するために、トリプシン／ＥＤＴＡ（Gibco；Carlsba
d, CA）２ｍＬを各フラスコに加えた。細胞をフラスコから分離した後、トリプシン活性
を成長培地８ｍＬで中和した。細胞を１５ｍＬ遠心チューブに移し、１５０×ｇ、５分間
、遠心分離した。上澄みを取り除き、成長培地１ｍＬを各チューブに加え、細胞を再懸濁
した。ヘモサイトメーターを用いて、細胞数を推定した。
【０１２６】
　ＥＬＩＳＡ分析（R&D Systems；Minneapolis, MN）を用いて、細胞から血清枯渇培地に
分泌されたIL-8の量を分析した。業者から提供された説明書にしたがって、すべての分析
を試験した。
【０１２７】
　コンフルエント状態の臍帯組織由来細胞および線維芽細胞から、または、IL-8発現のた
めに、上記に説明したように処理した細胞から、ＲＮＡを抽出した。業者の説明書（RNea
syミニキット；Qiagen；Valencia, CA）にしたがって、β－メルカプトエタノール（Sigm
a；St. Louis, MO）を含むバッファーＲＬＴ ３５０ｍＬにより、細胞を可溶化した。業
者の説明書（RNeasyミニキット；Qiagen；Valencia, CA）にしたがって、ＲＮＡを抽出し
、DNase処理（２．７Ｕ／サンプル）（Sigma；St. Louis, MO）にさらした。ＤＥＰＣ処
理水 ５０μＬでＲＮＡを溶出し、－８０℃で保管した。
【０１２８】
　ＲＮＡをヒト臍帯組織からも抽出した。組織（３０ｍｇ）を、２－メルカプトエタノー
ルを含むＲＬＴ緩衝液 ７００ｍＬに懸濁した。サンプルを機械的にホモジェナイズし、
業者の説明書にしたがって、ＲＮＡ抽出を行った。ＤＥＰＣ処理水 ５０μＬでＲＮＡを
抽出し、－８０℃で保管した。TaqMan逆転写試薬（Applied Biosystems；Foster City, C
A）とランダムヘキサマーを用いて、２５℃１０分間、３７℃６０分間、および９５℃１
０分間で、ＲＮＡを逆転写した。サンプルをー２０℃で保管した。
【０１２９】



(29) JP 5323845 B2 2013.10.23

10

20

30

40

50

　分娩後細胞で特別に制御されているものとしてｃＤＮＡマイクロアレイにより同定され
た遺伝子（oxidized LDL receptor、interleukin-8、rennin 、およびreticulonを含む特
徴遺伝子）を、リアルタイムＰＣＲおよび慣習的なＰＣＲを用いてさらに調査した。
【０１３０】
　Assays-on-Demand（商標）を用いて、ｃＤＮＡサンプルに対してＰＣＲを実行した。AB
I Prism 7000 SDSソフトウェアを含む7000配列検出システム（7000 sequence detection 
system）（Applied Biosystems；Foster City, CA）を用いて、業者の説明書（Applied B
iosystems；Foster City, CA）にしたがって、遺伝子発現産物［oxidized LDL receptor 
(Hs00234028)、rennin (Hs00166915)、reticulon (Hs00382515)、CXC ligand 3 (Hs00171
061)、GCP-2 (Hs00605742)、IL-8 (Hs00174103)、およびGAPDH（Applied Biosystems；Fo
ster City, CA）］を、ｃＤＮＡおよびTaqManユニバーサルＰＣＲマスターミックス（Taq
Man Universal PCR master mix）とともに混合した。サーマルサイクル条件は、最初に、
５０℃２分間および９５℃１０分間、その後、９５℃１５秒間および６０℃１分間を４０
サイクルであった。業者の説明書（Applied BiosystemsのABI Prism 7700配列検出システ
ムのためのユーザー紀要第２）にしたがって、ＰＣＲデータを分析した。
【０１３１】
　リアルタイムＰＣＲの結果を確認するために、ABI PRISM 7700（Perkin Elmer Applied
 Biosystems；Boston, Massachusetts, USA）を用いて、通常のＰＣＲを実行した。ｃＤ
ＮＡ溶液 ２μＬ、１×AmpliTaqゴールドユニバーサルミックスＰＣＲ反応バッファー（A
mpliTaq Gold universal mix PCR Reaction buffer）（Applied Biosystems；Foster Cit
y, CA）、および開始変性条件９４℃、５分間を用いて、ＰＣＲを実施した。各プライマ
ーセットについて、増幅を最適化した。IL-8、CXC ligand 3、およびreticulon：９４℃
１５秒間、５５℃１５秒間、および７２℃３０秒間を３０サイクル、rennin：９４℃１５
秒間、５３℃１５秒間、および７２℃３０秒間を３８サイクル、oxidized LDL receptor
およびGAPDH：９４℃１５秒間、５５℃１５秒間、および７２℃３０秒間を33サイクル。
増幅に用いたプライマーを表８に一覧にする。最終ＰＣＲ反応におけるプライマー濃度は
、０．５μＭ GAPDH以外、１μＭであった。GAPDHプライマーについては、業者のTaqMan
プローブが最終ＰＣＲ反応に加えられない点を除いて、リアルタイムＰＣＲと同じもので
あった。サンプルを２％（ｗ／ｖ）アガロースゲルに泳動し、エチジウムブロマイド（Si
gma；St. Louis, MO）で染色した。焦点距離ポラロイドカメラ（focal-length Polaroid 
camera）（VWR International；South Plainfield, NJ）、および６６７ユニバーサルツ
インパックフィルム（667 Universal Twinpack film）（VWR International；South Plai
nfield, NJ）を用いて、画像を撮影した。
【表９】

【０１３２】
　冷４％（ｗ／ｖ）パラホルムアルデヒド（Sigma-Aldrich；St. Louis, MO）により、室
温１０分間、細胞を固定した。０代継代（Ｐ０）（単離後直接）の１つの単離物および１
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１代継代（Ｐ１１）の２つの単離物、ならびに線維芽細胞（Ｐ１１）を用いた。以下のエ
ピトープに対する抗体を用いて、免疫細胞化学を実行した。vimentin（１：５００；Sigm
a；St. Louis, MO）、desmin（１：１５０；Sigma－ウサギ由来、または１：３００；Che
micon；Temecula, CA－マウス由来）、alpha-smooth muscle actin（SMA）（１：４００
；Sigma）、cytokeratin 18（CK18）（１：４００；Sigma）、von Willebrand Factor（v
WF）（１：２００；Sigma）、およびCD34（human CD34 Class III）（１：１００；DAKOC
ytomation；Carpinteria, CA）。さらに、１１代継代の分娩後細胞に対して、以下のマー
カーを試験した。抗ヒトGROalpha-PE（１：１００；Becton Dickinson；Franklin Lakes,
 NJ）、抗ヒトGCP-2（１：１００；Santa Cruz Biotech；Santa Cruz, CA）、抗ヒトoxid
ized LDL receptor 1（ox-LDL R1）（１：１００；Santa Cruz Biotech）、および抗ヒト
NOGA-A（１：１００；Santa Cruz Biotech）。
【０１３３】
　リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で培養物を洗浄し、ＰＢＳ、４％（ｖ／ｖ）ヤギ血清（Ch
emicon；Temecula, CA）、および０．３％（ｖ／ｖ）Triton（Triton X-100；Sigma；St.
 Louis, MO）を含むタンパク質ブロッキング溶液に３０分間さらし、細胞内抗原に接触さ
せた。目的のエピトープが細胞表面上に局在する場合（CD34、ox-LDL R1）には、エピト
ープの損失を防ぐために、手順のすべての段階でTriton X-100を省略した。さらに、一次
抗体がヤギ由来である場合（GCP-2、ox-LDL R1、NOGO-A）には、ヤギ血清に代えて、３％
（ｖ／ｖ）ロバ血清を用いた。その後、ブロッキング溶液に希釈した一次抗体を、室温、
１時間、培養物に適用した。一次抗体溶液を除去し、培養物をＰＢＳで洗浄し、ヤギ抗マ
ウスＩｇＧ－テキサスレッド（１：２５０；Molecular Probes；Eugene, OR）、および／
または、ヤギ抗ウサギＩｇＧ－Ａｌｅｘａ４８８（１：２５０；Molecular Probes）、も
しくは、ロバ抗ヤギＩｇＧ－ＦＩＴＣ（１：１５０；Santa Cruz Biotech）とブロッキン
グとを含む二次抗体溶液を適用した（室温で１時間）。その後、培養物を洗浄し、１０μ
Ｍ ＤＡＰＩ（Molecular Probes）を１０分間適用して、細胞核を可視化した。
【０１３４】
　免疫染色後、Olympus倒立エピ蛍光顕微鏡（Olympus；Melville, NY）の適当な蛍光フィ
ルタを用いて、蛍光を可視化した。すべての場合において、陽性染色が、対照染色を超え
る蛍光シグナルを示した。ここで、対照染色においては、一次抗体溶液の適用を除いて、
上記に概説した全体の手順が実施されていた。デジタルカラービデオカメラおよびImageP
roソフトウェア（Media Cybernetics；Carlsbad, CA）を用いて、代表的な画像を取り込
んだ。三重染色サンプルについては、１つの発行フィルタのみを用いて、各画像を一度に
撮影した。その後、層状モンタージュを、Adobe Photoshopソフトウェア（Adobe；San Jo
se, CA）を用いて用意した。
【０１３５】
　フラスコ中の付着細胞をリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）（Gibco；Carlsbad, CA）で洗浄
し、トリプシン／ＥＤＴＡ（Gibco；Carlsbad, CA）で分離した。細胞を採集し、遠心分
離し、１×１０７細胞／ｍＬの細胞濃度で、３％（ｖ／ｖ）ＦＢＳを含むＰＢＳに再懸濁
した。１００μＬ分液をコニカルチューブに移した。細胞内抗原を染色した細胞をPerm/W
ash緩衝液（BD Pharmingen；San Diego, CA）で透過性にした。業者の説明書にしたがっ
て、分液に抗体を加え、４℃、３０分間、暗所で、細胞をインキュベーションした。イン
キュベーション後、細胞をＰＢＳで洗浄し、遠心分離して、余分な抗体を取り除いた。二
次抗体を必要とする細胞を、３％ＦＢＳ １００μＬに再懸濁した。業者の説明書にした
がって、二次抗体を加え、４℃、３０分間、暗所で、細胞をインキュベーションした。イ
ンキュベーション後、細胞をＰＢＳで洗浄し、遠心分離して、余分な二次抗体を取り除い
た。洗浄した細胞を、ＰＢＳ ０．５ｍＬに再懸濁し、フローサイトメトリーにより分析
した。以下の抗体を用いた。oxidized LDL receptor 1（sc-5813；Santa Cruz, Biotech
）、GROa（555042；BD Pharmingen；Bedford, MA）、マウスIgG1 kappa（P-4685およびM-
5284；Sigma）、ヤギ由来ロバIgG（sc-3743；Santa Cruz, Biotech）。フローサイトメト
リー分析をFACScalibur（Becton Dickinson；San Jose, CA）により実行した。
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【０１３６】
　リアルタイムＰＣＲから得られたデータを、ΔΔＣＴ法により分析し、対数軸で表現し
た。reticulonおよびoxidized LDL receptorの発現レベルが、臍帯組織由来細胞で、他の
細胞と比べて高かった。CXC ligand 3およびGCP-2の発現レベルには、分娩後由来細胞と
対照との間に有意差はまったく見られなかった。リアルタイムＰＣＲの結果を通常のＰＣ
Ｒで確認した。さらに、ＰＣＲ産物の配列決定により、これらの観察を確認した。上記に
挙げた通常のCXC ligand 3プライマーを用いた場合には、CXC ligand 3の発現レベルには
、分娩後由来細胞と対照との間で有意差が見られなかった。
【０１３７】
　分娩後細胞におけるcytokine、IL-8の産生を、成長培地培養の分娩後由来細胞および血
清涸渇の分娩後由来細胞の両方で評価した。通常のＰＣＲおよびＰＣＲ産物の配列決定に
より、すべてのリアルタイムＰＣＲデータを確認した。
【０１３８】
　IL-8の存在について、血清を含まない培地で成長させた細胞の上澄みを試験した場合、
臍帯細胞および胎盤細胞のいくつかの単離物に由来する培地で最高量が検出された（表９
）。ヒト皮膚線維芽細胞由来の培地では、IL-8はまったく検出されなかった。
【表１０】

【０１３９】
　免疫細胞化学分析により、選択されたタンパク質の産生について、０代継代のヒト臍帯
に由来する細胞を探索した。単離直後（０代継代）、４％パラホルムアルデヒドで細胞を
固定し、６つのタンパク質（von Willebrand Factor、CD34、cytokeratin 18、desmin、a
lpha-smooth muscle actin、およびvimentin）に対する抗体にさらした。臍帯組織由来細
胞は、alpha-smooth muscle actinおよびvimentinについて陽性であり、１１代継代全体
で一致した染色パターンを有していた。
【０１４０】
　マイクロアレイおよびＰＣＲ（リアルタイムＰＣＲおよび慣習的なＰＣＲの両方）によ
り測定された遺伝子発現レベルの一致は、以下の４つの遺伝子について確立された。oxid
ized LDL receptor 1、rennin、reticulon、およびIL-8。これらの遺伝子の発現は、ＰＰ
ＤＣにおけるｍＲＮＡレベルで異なるように制御されており、IL-8もまたタンパク質レベ
ルで異なるように制御されている。alpha-smooth muscle actinおよびvimentinの発現に
ついて、０代継代のヒト臍帯組織由来の細胞を探索したところ、両方ともについて陽性で
あった。１１代継代を通じて、染色パターンが保存されていた。
【０１４１】
〔実施例６：in vitroでの分娩後由来細胞の免疫学的評価〕
　これらの細胞がin vivoへの移植において引き起こすかもしれない免疫応答を予測する
目的で、分娩後由来細胞（ＰＰＤＣ）を、その免疫学的特性について評価した。HLA-DR、
HLA-DP、HLA-DQ、CD80、CD86、およびB7-H2の存在について、ＰＰＤＣをフローサイトメ
トリーにより分析した。これらのタンパク質は、抗原提示細胞（ＡＰＣ）により発現され
、ナイーブCD4+Ｔ細胞の直接刺激を必要とするものである（Abbas & Lichtman, CELLULAR
 AND MOLECULAR IMMUNOLOGY, 5th Ed. (2003) Saunders, Philadelphia, p. 171）。また
、HLA-G（Abbas & Lichtman, 2003、前述）、CD178（Coumans, et al., (1999) Journal 
of Immunological Methods 224, 185-196）、およびPD-L2（Abbas & Lichtman, 2003、前
述；Brown, et. al. (2003) The Journal of Immunology 170, 1257-1266）の発現につい
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て、細胞株をフローサイトメトリーにより分析した。これらのタンパク質の、胎盤組織に
存在する細胞による発現は、子宮内の胎盤組織の免疫特異的な状態を仲介すると考えられ
ている。胎盤組織由来細胞株および臍帯組織由来細胞株がin vivoで免疫応答を引き起こ
す程度を予測するために、一方向混合リンパ球反応（ＭＬＲ）により、細胞株を試験した
。
【０１４２】
　２％ゼラチン（Sigma；St. Louis, MO）でコーティングしたＴ７５フラスコ（Corning,
 Corning, NY）中のペニシリン／ストレプトマイシンを含む成長培地において、細胞をコ
ンフルエントまで培養した。
【０１４３】
　リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）（Gibco；Carlsbad, CA）で細胞を洗浄し、トリプシン／
ＥＤＴＡ（Gibco；Carlsbad, MO）で分離した。細胞を採取し、遠心分離し、３％（ｖ／
ｖ）を含むＰＢＳに、１×１０７個／ｍＬの細胞濃度で再懸濁した。業者の説明書にした
がって、細胞懸濁液１００μＬに抗体（表１０）を加え、４℃、３０分間、暗所で、イン
キュベーションした。インキュベーション後、細胞をＰＢＳで洗浄し、遠心分離して、非
結合抗体を取り除いた。ＰＢＳ ５００μＬに細胞を再懸濁し、FACSCalibur装置（Becton
 Dickinson；San Jose, CA）を用いて、フローサイトメトリーにより分析した。
【表１１】

【０１４４】
　細胞株Ａとラベルした１０代継代の臍帯組織由来細胞の凍結保存バイアルを、ドライア
イス上からＣＴＢＲ（Senneville；Quebec）に送り、CTBR SOP No. CAC-031を用いて混合
リンパ球反応を実施した。複数の男女のボランティアドナーから、末梢血単核球（ＰＢＭ
Ｃ）を収集した。マイトマイシンＣにより、刺激（ドナー）同種ＰＢＭＣ、自家ＰＢＭＣ
、および分娩後細胞株を処理した。自家およびマイトマイシンＣ処理した刺激細胞を、応
答（レシピエント）ＰＢＭＣに加え、４日間培養した。インキュベーション後、各サンプ
ルに［３Ｈ］チミジンを加え、１８時間培養した。細胞を採取した後、放射性標識された
ＤＮＡを抽出し、シンチレーションカウンターを用いて、［３Ｈ］チミジン取込みを測定
した。
【０１４５】
　レシーバーおよびマイトマイシンＣ処理した同種ドナーの平均増殖を、レシーバーの基
準増殖で割ることにより、同種ドナーに対する刺激指数（ＳＩＡＤ）を計算した。レシー
バーおよびマイトマイシンＣ処理した分娩後細胞株の平均増殖を、レシーバーの基準増殖
で割ることにより、ＰＰＤＣの刺激指数を計算した。
【０１４６】
　６人のヒトボランティア血液ドナーをスクリーニングして、他の５つの血液ドナーとの
混合リンパ球反応において、ロバストな増殖応答を示すだろう単一の同種ドナーを同定し
た。このドナーを、同種陽性対照ドナーとして選択した。残りの５つの血液ドナーを、レ
シピエントとして選択した。同種陽性対照ドナーおよび胎盤細胞株をマイトマイシンＣ処
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理し、５つの同種レシーバーそれぞれとの混合リンパ球反応で培養した。プレートあたり
３つのレシーバーを有する２つの細胞培養プレートを用いて、反応を３回くり返した（表
１１）。平均刺激指数は、６．５（プレート１）～９（プレート２）の範囲であり、同種
ドナー陽性対照は、４２．７５（プレート１）～７０（プレート２）の範囲であった（表
１２）。
【表１２】

【表１３】

【０１４７】
　フローサイトメトリーにより分析された臍帯組織由来細胞のヒストグラムは、HLA-DR,D
P,DQ、CD80、CD86、およびB7-H2の陰性発現を示し、そのことは、ＩｇＧ対照と一致した
蛍光値により示される。このことは、臍帯細胞株が、CD4+Ｔ細胞を直接刺激するのに必要
とされる細胞表面分子を欠いているということを示している。フローサイトメトリーによ
り分析された臍帯組織由来細胞のヒストグラムは、PD-L2の陽性発現を示し、そのことは
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、ＩｇＧ対照に対して増加した蛍光値により示されており、また、そのヒストグラムは、
CD178およびHLA-Gの陰性発現を示し、そのことは、ＩｇＧ対照と一致した蛍光値により示
されている。
【０１４８】
　臍帯組織由来細胞株により実行された混合リンパ球反応において、平均の刺激指数は６
．５～９の範囲であり、同種陽性対照の刺激指数は、４２．７５～７０の範囲であった。
臍帯組織由来細胞株は、刺激タンパク質HLA-DR、HLA-DP、HLA-DQ、CD80、CD86、およびB7
-H2の発現について陰性であり、そのことは、フローサイトメトリーにより測定された。
臍帯組織由来細胞株は、免疫調節タンパク質HLA-GおよびCD178の発現については陰性、ま
た、PD-L2の発現については陽性であり、そのことは、フローサイトメトリーにより測定
された。同種ドナーＰＢＭＣは、HLA-DR,DQ、CD8、CD86、およびB7-H2を発現している抗
原提示細胞を含んでおり、ナイーブCD4+Ｔ細胞の刺激を可能にする。胎盤組織由来細胞お
よび臍帯組織由来細胞上のナイーブCD4+Ｔ細胞の直接刺激に必要とされる抗原提示細胞表
面分子の不存在、および、免疫調節タンパク質PD-L2の存在によって、ＭＬＲにおける、
これらの細胞により示された異系対照と比べて低い刺激指数が、説明されるかもしれない
。
【０１４９】
〔実施例７：臍帯組織由来細胞による栄養因子の分泌〕
　選択された栄養因子についての臍帯組織由来細胞からの分泌を測定した。検出のために
選択された因子には、（１）血管新生活性を有することが知られている因子［たとえば、
肝細胞成長因子（HGF）（Rosen et al. (1997) Ciba Found. Symp. 212:215-26）、単球
走化タンパク質１（MCP-1）（Salcedo et al. (2000) Blood 96;34-40）、インターロイ
キン－８（IL-8）（Li et al. (2003) J. Immunol. 170:3369-76）、ケラチノサイト成長
因子（KGF）、塩基性線維芽細胞成長因子（bFGF）、血管内皮成長因子（VEGF)（Hughes e
t al. (2004) Ann. Thorac. Surg. 77:812-8）、マトリクスメタロプロテアーゼ１（TIMP
1）、アンジオポエチン２（ANG2）、血小板由来成長因子（PDGF-bb）、トロンボポエチン
（TPO）、ヘパリン結合上皮成長因子（HB-EGF）、ストロマ細胞由来因子１α（SDF-1alph
a）］、（２）神経栄養／神経保護活性を有することが知られている因子［たとえば、脳
由来神経栄養因子（BDNF）（Cheng et al. (2003) Dev. Biol. 258;319-33）、インター
ロイキン－６（IL-6）、顆粒球走化性タンパク質２（GCP-2）、形質転換成長因子β２（T
GFbeta2）］、および（３）ケモカイン活性を有することが知られている因子［たとえば
、マクロファージ炎症性タンパク質１α（MIP1a）、マクロファージ炎症性タンパク質１
β（MIP1b）、単球走化性タンパク質１（MCP-1）、Rantes（regulated on activation, n
ormal T cell expressed and secreted）、I309、胸腺および活性化制御ケモカイン（TAR
C）、 Eotaxin、マクロファージ由来ケモカイン（MDC）、IL-8］が含まれる。
【０１５０】
　ヒト新生児包皮に由来するヒト線維芽細胞と同様に、臍帯に由来する細胞を、ゼラチン
コーティングしたＴ７５フラスコ上のペニシリン／ストレプトマイシンを含む成長培地で
培養した。１１代継代で細胞を凍結保存し、液体窒素中で保存した。細胞の解凍後、成長
培地を細胞に加え、その後、１５ｍＬ遠心分離チューブに移し、１５０×ｇ、５分間、細
胞を遠心分離した。上澄みを捨てた。成長培地４ｍＬに細胞ペレットを再懸濁し、細胞を
カウントした。成長培地１５ｍＬを含む７５ｃｍ２フラスコあたり３７５，０００細胞で
、細胞を蒔き、２４時間培養した。８時間にわたって、血清を含まない培地［DMEM-low g
lucose (Gibco)、０．１％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミン（Sigma）、ペニシリン／スト
レプトマイシン（Gibco）］に、培地を変えた。血清を含まない馴化培地を、１４，００
０×ｇ、５分間、遠心分離して、インキュベーションの終了時に収集し、－２０℃で保管
した。各フラスコにおける細胞の数を推定するために、細胞をＰＢＳで洗浄し、トリプシ
ン／ＥＤＴＡ ２ｍＬを用いて分離した。成長培地 ８ｍＬを加えることにより、トリプシ
ン活性を抑制した。１５０×ｇ、５分間、細胞を遠心分離した。上澄みを取り除き、成長
培地 １ｍＬに細胞を再懸濁した。ヘモサイトメーターを用いて、細胞数を推定した。
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【０１５１】
　５％二酸化炭素および大気酸素中、３７℃で、細胞を成長させた。また、５％酸素また
はβ－メルカプトエタノール（ＢＭＥ）中で、胎盤由来細胞（バッチ101503）を成長させ
た。各細胞サンプルにより産生されたMCP-1、IL-6、VEGF、SDF-1alpha、GCP-2、 IL-8、
およびTGF-beta2の量を、ＥＬＩＳＡ解析（R&D Systems；Minneapolis, MN）により測定
した。業者の説明書にしたがって、すべての解析を実行した。
【０１５２】
　SEARCHLIGHT（登録商標）プロテオームアレイ（Pierce Biotechnology Inc.）を用いて
、ケモカイン（MIP1a、MIP1b、MCP-1、Rantes、I309、TARC 、Eotaxin、MDC、IL8）、BDN
F、および血管新生因子（HGF、KGF、bFGF、VEGF、TIMP1、ANG2、PDGF-bb、TPO、HB-EGF）
を測定した。プロテオームアレイは、ウェルあたり２～１６個のタンパク質を量的測定す
るためのマルチプレックスサンドイッチＥＬＩＳＡである。そのアレイは、９６ウェルプ
レートの各ウェルに、４～１６個の異なる捕捉抗体を２×２、３×３、または４×４のパ
ターンでスポッティングすることにより作られる。サンドイッチＥＬＩＳＡの後、プレー
ト全体を画像化して、プレートの各ウェル内の各スポットに生成された化学蛍光シグナル
を取り込む。各スポットにおいて生成されたシグナルの量は、もともとの標準またはサン
プルにおける標的タンパク質の量に比例する。
【０１５３】
　MCP-1およびIL-6は、臍帯組織由来細胞および上皮線維芽細胞によって分泌された（表
１３）。SDF-1alphaは、線維芽細胞によって分泌された。GCP-2およびIL-8は、ＢＭＥま
たは５％Ｏ２の存在下で培養された臍帯組織由来細胞によって分泌された。GCP-2は、ヒ
ト線維芽細胞によっても分泌された。TGF-beta2は、ＥＬＩＳＡ解析では検出できなかっ
た。
【表１４】

【０１５４】
　TIMP1、TPO、KGF、HGF、FGF、HBEGF、BDNF、MIP1b、MCP1、RANTES、I309、TARC、MDC、
およびIL-8は、臍帯組織由来細胞から分泌された（表１４および表１５）。Ang2、VEGF、
またはPDGF-bbは、まったく検出されなかった。
【表１５】
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【表１６】

【０１５５】
　臍帯組織由来細胞は、多くの栄養因子を分泌した。これらの成長因子のいくつか（たと
えば、HGF、bFGF、MCP-1およびIL-8）は、血管形成において重要な役割を果たしている。
他の栄養因子（たとえば、BDNFおよびIL-6）は、神経再建において、重要な役割を有して
いる。
【０１５６】
〔実施例８：HMG-CoAリダクターゼ阻害剤による、増殖したヒト臍帯組織由来細胞上のIFN
-gammaにより誘導されたHLA-DR,DP,DQの発現の阻害〕
　培養増殖したヒト臍帯組織由来細胞（022803 P4）を６ウェル組織培養プレートに蒔き
、ダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）－低グルコース、１５％ウシ胎仔血清（ＦＢ
Ｓ）、ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｐ／Ｓ）、β－メルカプトエタノール（ＢＭＥ
）中で、およそ７０％コンフルエントまで培養した。その後、各HMG-CoAリダクターゼ阻
害剤１０μＭ［ＤＭＳＯに１０ｍＭストック試薬として処方したシンバスタチン酸（Alex
is Biochemicals；Lausen, Switzerland）］、またはＤＭＳＯビヒクル－０．１％（Sigm
a；St. Louis, MO）を含む培地で、細胞を処理し、一晩インキュベーションした。培地を
吸引により除去し、rhIFN-gamma ５００ユニット／ｍＬ（BD Pharmingen；Franklin Lake
s, NJ）および各HMG-CoAリダクターゼ阻害剤１０μＭを含む培地で置換し、３日間インキ
ュベーションした。３日目に、細胞をトリプシンにより採取した。
【０１５７】
　採取された細胞をＰＢＳで１回洗浄し、３％ＦＢＳを含むＰＢＳ １００μＬに、ＦＩ
ＴＣ標識したHLA-DR,DP,DQ（BD Biosciences；Franklin Lakes, NJ）またはＦＩＴＣ標識
したＩｇＧ抗体（BD Biosciences；Franklin Lakes, NJ）２０μＬを含むものに再懸濁し
、１時間インキュベーションした。細胞をＰＢＳで１回洗浄し、ＰＢＳ ５００μＬに再
懸濁し、FACSCaliburフローサイトメーター（BS Biosciences；Franklin Lakes, NJ）で
分析した。
【表１７】

【０１５８】
　表１６に示すとおり、炎症性サイトカインIFN-gammaとともにインキュベーションした
未処理のヒト臍帯組織由来細胞、および０．１％ＤＭＳＯビヒクル対照のヒト臍帯組織由
来細胞は、HLA-DR,DP,DQ発現の増加を示しており、フローサイトメトリーにより検出され
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た増加した蛍光が観察された。HMG-CoAリダクターゼ阻害剤により事前処理され、次いでI
FN-gammaとともにインキュベーションされたヒト臍帯組織由来細胞は、未処理およびビヒ
クル対照と同様のHLA-DR,DP,DQ発現を示した。
【０１５９】
　このデータは、HMG-CoAリダクターゼは、ヒト臍帯組織由来細胞における炎症性サイト
カイン介在性のHLA-DR,DP,DQの発現を阻害するということを示している。
【０１６０】
〔実施例９：薬物により誘導された急性腎不全のげっ歯類モデルにおける、ヒト臍帯組織
由来細胞の腎保護能力〕
　５８匹のメスC57BL/6JマウスをThe Jackson Laboratory（Bar Harbor, Maine）から購
入した。表１７は、本研究で実行された実験計画を示している。
【表１８】

【０１６１】
　１０ｍｇ／ｋｇの濃度でシス－ジアミンジクロロ白金（シスプラチン）（Sigma Co. Ca
t# P4394）を２回皮下注射することにより、マウスに腎不全を誘導し、その後、最初のシ
スプラチン注射後２４～４８時間で、細胞、またはＣａ２＋／Ｍｇ２＋を含まないハンク
ス平衡塩類溶液（ＨＢＳＳ）（Invitrogen；カタログ番号14025、ロット番号1300696）を
注入した。図１は、本研究の実行のための一連の出来事を示している。
【０１６２】
　１０代継代のｈＵＴＣ（ロット番号120304）を単離し増殖し、－１２０℃未満（液体窒
素の蒸気相）で凍結保存した。業者の説明書にしたがって、ｈＭＳＣ（Cambrex (Lonza),
 Walkersville, MD；カタログ番号PT-2501、ロット番号4F1560）を６代継代まで増殖し、
その後凍結保存した。マウスＭＳＣ（ｍＭＳＣ）を新たに単離し増殖した。簡単に説明す
ると、C57BL/6Jマウスの骨髄を、脛骨および大腿骨から、２５ゲージ針を用いて押し出し
た。１０％胎仔血清が補われたイスコブ変法ダルベッコ培地において、１～２×１０６細
胞／ｃｍ２で、骨髄を培養した。非付着細胞を取り除き、播種後４８～７２時間で、培地
を交換し、その後、４日ごとに交換した。組織培養フラスコがコンフルエントに近づいた
とき、培養フラスコからｍＭＳＣを酵素的に取り除いた。２代継代後、ｍＭＳＣを採取し
、移植のために準備した。ｈＵＴＣおよびｈＭＳＣは、正常な核型を示し、病原およびマ
イコプラズマによる汚染はなかった。
【０１６３】
　細胞注入時に、ｈＵＴＣおよびｈＭＳＣを３７℃で解凍し、ＨＢＳＳにより２回洗浄し
た。ヘモサイトメーターを用いて、細胞をカウントし、トリパンブルー染料排出により、
細胞生存力を決定した。０．２×１０６細胞／２００μＬ　ＨＢＳＳまたは０．４×１０
６細胞／２００μＬ　ＨＢＳＳの濃度で、細胞を再構成した。細胞を含むＨＢＳＳまたは
（陰性対照として）ＨＢＳＳ単独を、２７ゲージ針を取り付けた１ｍＬシリンジを用いて
、前顔面静脈に注入した。
【０１６４】
　動物生存率を決定するために、細胞移植後７日目の生存動物の数を、処理群における最
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後７日目で生存している動物は、４３％しかいなかった。しかしながら、ｍＭＳＣおよび
ｈＭＳＣ処理では、ともに９０％の動物が生存した。ｈＵＴＣの低用量（０．２×１０６

細胞）注射では、７日目に７０％の動物が生存しており、ｈＵＴＣの高用量（０．４×１
０６細胞）処理では、５０％の動物が生存していた。
【表１９】

【０１６５】
　シスプラチン注射（１日目）および細胞移植後３日目、５日目、７日目に、尾静脈から
血液サンプル（５０μＬ）を収集した。血液サンプルから血清を調製し、分析の時まで、
ＥＤＴＡ処理したチューブに入れ－８０℃で保管した。血液サンプリングの前一晩、すべ
ての動物から食餌を取り除いた。COBASミラ化学分析器（COBAS Mira Chemical Analyzer
）（Roche；Switzerland）を用いて、血中尿素窒素（ＢＵＮ）測定を実施した。Advia 16
50化学分析器（Advia 1650 Chemical Analyzer）（Bayer；Pittsburgh, PA）を用いて、
血清クレアチニン（Ｓｃｒ）を分析した。
【０１６６】
　傷害の前では、ＨＢＳＳ、ｍＭＳＣ、ｈＭＳＣ、低用量ｈＵＴＣ、および高用量ｈＵＴ
Ｃすべてが、通常のＢＵＮ値を示し、それぞれ１６．８９ｍｇ／ｄＬ、１７．１９ｍｇ／
ｄＬ、１７．２１ｍｇ／ｄＬ、１７．４７ｍｇ／ｄＬ、１７．３３ｍｇ／ｄＬであった（
表１９、図３）。しかしながら、５日目に、すべての処理群が、上昇したＢＵＮレベルを
示していた。ＨＢＳＳ処理では、平均ＢＵＮは６４．３７ｍｇ／ｄＬであり、ｍＭＳＣ処
理では５８．９６ｍｇ／ｄＬであった。しかしながら、ｈＭＳＣおよび低用量ｈＵＴＣ処
理は、ともに低下したＢＵＮ値であり、それぞれ４０．４４ｍｇ／ｄＬおよび５１．３２
ｍｇ／ｄＬであり、また、高用量ｈＵＴＣ処理は、増加したＢＵＮを示し、９７．２８ｍ
ｇ／ｄＬであった。ビヒクルと処理群との間に、統計的な差異は見られなかった。これは
、ＢＵＮ測定で一般的に見られる変動のためである。７日目の測定では、同様の傾向のデ
ータを示した。しかしながら、ビヒクル群のＢＵＮ値において、劇的な低下が見られた。
このことが、移植後７日目の腎機能に対する細胞処理の効果を正確に解析することを困難
にしている。
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【表２０－２】

【０１６７】
　表２０および図４は、５日目の血清サンプルのＳＣｒ測定を示している。ＨＢＳＳおよ
びｍＭＲＳ処理は、それぞれ０．７４ｍｇ／ｄＬおよび０．６６ｍｇ／ｄＬの平均クレア
チニン値であった。ＳＣｒの統計的に有意な低下は、ｈＭＳＣまたは低用量ｈＵＴＣ処理
後に観察された（Ｐ＜０．０３）。ｈＭＳＣ処理は、平均ＳＣｒ値０．４７ｍｇ／ｄＬで
あり、低用量ｈＵＴＣ処理は、平均ＳＣｒ値０．５７ｍｇ／ｄＬであった。
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【表２１】

【０１６８】
　細胞移植後７日目に、処理群あたり２匹のマウスを屠殺し、食塩水による経心腔灌流、
および、その後の４％パラホルムアルデヒドの灌流および浸漬により、組織を固定した。
腎臓をマウスから取り除き、組織学のために加工した。その後、Ｈ＆Ｅ染色した切片を組
織学的損傷について評価した。２名の訓練された病理学者が盲検し、腎尿細管変性の程度
をスコア化した。 
【０１６９】
　ＨＢＳＳ、ｈＭＳＣ、および低用量ｈＵＴＣ処理された動物由来の組織学切片において
、尿細管壊死を定量的に測定した。尿細管変性を、１～４の範囲のスケールでスコア化し
た（１：最小損傷、２：軽度損傷、３：中程度損傷、４：重度損傷）。表２１および図５
に示すとおり、ビヒクルおよびｈＭＳＣ処理ともに軽度の尿細管変性であり、平均傷害ス
コアは２．５であった。しかしながら、低用量ｈＵＴＣ処理は、最小尿細管損傷を示し、
平均傷害スコアは１．９であった。このことは、ｈＵＴＣの腎保護能力を示している。



(42) JP 5323845 B2 2013.10.23

10

20

30

40

【表２２】

【０１７０】
　データは、ｈＵＴＣおよびｈＭＳＣが、シスプラチンにより誘導された腎毒性から腎臓
を保護することを示している。本研究は、非常に高い濃度のシスプラチンを利用しており
、そのため重度の腎毒性のモデルを示している。今後の研究では、より低い致死量以下の
シスプラチンを利用するつもりである。この低用量の腎毒性モデルは、ヒトで観察される
障害の種類をより示すことだろう。さらに、ｈＵＴＣの静脈内投与を、シスプラチン注入
後少なくとも２４時間後に行う。このことは、シスプラチンの血液濃度が非常に低く、ｈ
ＵＴＣの陰性効果があまり発揮されない見込みであることを確認するだろう。
【０１７１】
　傷害のあるマウスを０．２×１０６個のｈＵＴＣで処理することにより、ビヒクル処理
した動物と比較して、生存率が増加し、ＳＣｒが２３％減少し、尿細管変性が減少した。
これらの顕著な発見は、ｈＵＴＣが、薬物により誘導された急性腎不全から腎臓を保護す
るかもしれないということを示している。
【０１７２】
〔実施例１０：シスプラチンにより誘導された腎毒性のラットモデルにおける、ヒト臍帯
組織由来細胞の腎保護効果の評価〕
　腎毒性を３９匹のオスSprague Dawleyラットで誘導した。シス－ジアミンジクロロ白金
（シスプラチン）（Sigma Co.；カタログ番号P4394、ロット番号076K1697）を、細胞投与
前２４時間で、腹腔内（ＩＰ）注射により投与した（６ｍｇ／ｋｇ）。動物に５ｍＬ／ｋ
ｇの容量で投薬し、投薬レベルは、直近に収集した肉体重量に基づいた。
【０１７３】
　１０代継代のｈＵＴＣ（ロット番号Q091506）を単離し増殖し、－１２０℃（液体窒素
気相）で凍結保存した。ｈＵＴＣは正常な核型を示し、病原およびマイコプラズマによる
汚染はなかった。
【０１７４】
　細胞移植時点で、ｈＵＴＣを３７℃で解凍し、ＨＢＳＳで２回洗浄し、適当な濃度でＨ
ＢＳＳに再懸濁した。シスプラチン投与後２４時間、１日目に、ビヒクル［Ｃａ２＋／Ｍ
ｇ２＋を含まないハンクス平衡塩類溶液（ＨＢＳＳ）（Invitrogen；カタログ番号14025
、ロット番号1226569）］、または、ｈＵＴＣを含むＨＢＳＳ ２ｍＬ容量により、約２分
の注入速度の静脈内（ＩＶ）注入によって、動物に１回投与した。表２２の処理群割り当
てを参照のこと。群１はビヒクルのみを受け、群２～４は、動物あたり０．３×１０６細
胞、１×１０６細胞、および３×１０６細胞濃度でｈＵＴＣを受けた。投薬時に、動物は
約７～８週齢であった。
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【表２３】

【０１７５】
　細胞またはビヒクル処理前（１日目）、および、シスプラチン処理後４日後、６日後、
８日後に、尾静脈の穿刺により、血液サンプルを収集した。血液サンプルを血清について
加工し、その後ＢＵＮおよびＳＣｒを、Olympus AU640化学免疫分析器（Olympus AU640 c
hemistry immuno analyzer）を用いて測定した。
【０１７６】
　１日目、４日目、６日目、および８日目に、ＢＵＮおよびＳＣｒについて、血液サンプ
ルを評価した（表２３、図６、図７）。すべての動物にシスプラチンが投与され（群１～
４）、１～４日目のすべての群において、平均ＢＵＮおよびＳＣｒについて著しい増加の
ある同様の基準レベルを示した。すべての処理群が、ＢＵＮおよびＳＣｒレベルに著しい
増加を示しており、処理群平均レベルは、１日目の１２～１３ｍｇ／ｄＬ（Ｂｕｎ）およ
び０．３ｍｇ／ｄＬ（ＳＣｒ）から、４日目の６２～６８ｍｇ／ｄＬ（Ｂｕｎ）および１
．８～２．２ｍｇ／ｄＬ（ＳＣｒ）までの範囲であった。しかしながら、ビヒクル対照動
物（群１）は、６日目に低下した平均ＢＵＮおよびＳＣｒを示し（それぞれ、３４±１０
．４ｍｇ／ｄＬおよび０．８±０．２ｍｇ／ｄＬ）、さらに病状の進んだ８日目に、基準
レベルに達した（それぞれ、１９±４．１ｍｇ／ｄＬおよび０．５±０．１ｍｇ／ｄＬ）
。このことは、腎毒性が一時的であり、８日目の基準値に近いＢＵＮおよびＳＣｒレベル
へと、６日目に逆転しはじめたということを示唆している。同様に、ｈＵＴＣを投与され
た動物（群２～４）についてのＢＵＮおよびＳＣｒレベルは、ビヒクル対照動物（群１）
のものと同程度またはわずかに低いものであった。６日目および８日目における、０．３
×１０６細胞／動物（群２）および１×１０６細胞／動物（群３）の用量レベルでの細胞
処理は、ほとんど効果がないことがわかった。しかしながら、３×１０６細胞／動物（群
４）の用量レベルでのｈＵＴＣによる処理では、６日目の平均ＢＵＮおよびＳＣｒ値に、
顕著な低下が生じた（それぞれ、２０±６．１ｍｇ／ｄＬおよび０．５±０．１２ｍｇ／
ｄＬ）。
【表２４－１】
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【表２４－２】

【０１７７】
　細胞処理前、ならびに４日目、６日目、および８日目（剖検前）に、代謝ケージに動物
を置き、約８～１０時間後に尿サンプルを氷上に収集した。尿容量を測定し、尿収集の全
体時間を記録した。その後、尿サンプルをOlympus AU640化学免疫分析器を用いて、クレ
アチニンについて分析した。クレアチニンクリアランス（ＣｒＣｌ）を、以下の方程式を
用いて決定した。ＣｒＣｌ＝尿クレアチニン（ｍｇ／ｄＬ）×尿容量（ｍＬ／時）／［血
清クレアチニン（ｍｇ／ｄＬ）×体重（ｋｇ）］。
【０１７８】
　１日目、４日目、６日目、および８日目に、尿サンプルをＳＣｒについて評価し、Ｃｒ
Ｃｌを計算した（表２４、図８）。すべての動物にシスプラチンを投与し、１～４日目の
すべての群において、平均ＣｒＣｌ値について劇的な減少のある同様の基準レベルを示し
た。すべての処理群は、ＣｒＣｌに著しい増加を示し、平均レベルは、１日目の２．３０
４～２．５９５ｍＬ／分から４日目の０．３８１～０．４５９ｍＬ／分の範囲であった。
ビヒクル対照動物は、６日目にＣｒＣｌの増加を示し（１．２９０ｍＬ／分）、８日目に
はさらに増加して、基準レベル（１．８０２ｍＬ／分）に達した。このことは、ＣｒＣｌ
レベルについては、腎機能が６日目に改善しはじめ、８日目に基準に近づくという腎毒性
障害の一過性の性質を確認している。同様に、ｈＵＴＣを投与した動物（群２～４）につ
いてのＣｒＣｌは、ビヒクル対照動物のものと同等であるか、わずかに低かった。３×１
０６細胞／動物（群４）の用量レベルでのｈＵＴＣによる処理は、６日目で、ビヒクル対
照と比べて改善されたＣｒＣｌを示した（１．７９２ｍＬ／対ビヒクル対照１．２９０ｍ
Ｌ／分）。

【表２５】

【０１７９】
　シスプラチンにより誘導された腎毒性のラットモデルにおいて、ｈＵＴＣの腎保護効果
が説明されている。３．６ｅ６個のｈＵＴＣの投与により、ビヒクル対照処理と比較して
、ＢＵＮ、ＳＣｒにおける中程度の低下、およびＣｒＣｌにおける増加があった。シスプ
ラチンは、悪性腫瘍の化学療法において用いられる最も一般的な抗腫瘍剤の１つである。
したがって、ｈＵＴＣの投与が、腎毒性障害から腎臓を保護し、究極的には、化学療法を
受けているがん患者の転帰および生活の質を改善する。さらに、ｈＵＴＣ処理は、急性尿
細管壊死の重症度を低下させるかもしれないし、他の医学的介入（たとえば、心臓血管手
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術後に見られるものや、抗菌薬、ヨウ化造影剤、麻酔薬、免疫抑制剤、および鎮痛剤を受
けているうちのいくつかの患者）に関係するＡＲＦさえも予防するかもしれない。
【０１８０】
〔実施例１１：閉塞性腎疾患のげっ歯類モデルにおけるヒト臍帯組織由来細胞の腎保護効
果の評価〕
　この予言的な実施例の目的は、腎傷害の片側性尿管閉塞（ＵＵＯ）モデルにおけるヒト
臍帯組織由来細胞（ｈＵＴＣ）の腎保護効果を評価することである。ＵＵＯモデルは、短
期間の閉塞性腎疾患および尿細管間質性線維症についての有効なモデルである。腎保護効
果を評価するために、細胞移植後１２日目の傷害のあるマウスにおいて、細胞生体内分布
、血中尿素窒素（ＢＵＮ）、血清クレアチニン（ＳＣｒ）、および組織学的傷害を評定す
るだろう。
【０１８１】
　メスC57BL/6Jマウス（The Jackson Laboratory；Bar Harbor, Maine）を、１～３％イ
ソフルオランで麻酔する。各動物の腹部を剃毛し、７０％アルコール、次いでベタジンで
消毒する。中線の腹部切開を行う。腹壁を開き、腸を腰の上に移動し、ぬらしたガーゼで
保護する。左の腎臓を位置づけ、尿管を脂肪がないように切除する。２つの８－０非吸収
性の結び目を、尿管上に作る。その後、腸を腹部に戻し、あたたかい食塩水１ｃｍ３を腹
膜腔内に置く。４－０Dexonで筋肉層を閉じ、ステープルで皮膚を閉じる。イソフランを
中断し、加温パッド上で、マウスが歩行するまで１００％酸素で回復させる。
【０１８２】
　動物が手術から回復直後に、ｈＵＴＣを３７℃で解凍し、Ｃａ２＋／Ｍｇ２＋を含まな
いハンクス平衡塩類溶液（ＨＢＳＳ）中で２回洗浄し、ＨＢＳＳ １ｍＬに再懸濁する。
その後、ヘモサイトメーターを用いて、細胞をカウントし、トリパンブルー染料排出によ
り、細胞生存力を決定する。生存細胞を１．０×１０６細胞／ｍＬの濃度で含むＨＢＳＳ
に、細胞を再構成する。その後、２００μＬのＨＢＳＳに懸濁した細胞を、２７ゲージの
針を取り付けた１ｍＬシリンジを用いて、尾静脈注入により移植する。
【０１８３】
　すべての動物を、細胞移植後１２日目に、二酸化炭素窒息により屠殺する。腎臓、肺、
脳、および心臓を、各動物から取り除く。各腎臓の半分をその後、組織学的分析のために
１０％中性緩衝ホルマリンに固定する。残り半分の腎臓および他の全臓器を、液体窒素で
瞬間凍結する。その後、すべての凍結臓器を、７ｍｍ廃棄可能ローターステータージェネ
レータープローブ（7mm disposable rotor stator generator probe）を取り付けたOmni 
THホモジェナイザー（Omni International, Inc.；Marietta, GA）を用いて、ホモジェナ
イズする。その後、RNeasyプラスミニキット（RNeasy Plus Mini Kit）（Qiagen；Valenc
ia, CA）を用いて、全ＲＮＡを抽出する。ＲＮＡをＤＥＰＣ処理水 ５０μＬに溶出し、N
anoDrop1000（NanoDrop Technologies；Wilmington, DE）を用いて定量する。ＲＮＡをラ
ンダムヘキサマーおよびTaqman逆転写試薬（Applied Biosystems；Foster City, CA）を
用いて逆転写する。ヒト特異的β２マクログロブリンプライマープローブ（カタログ番号
4310886E；Applied Biosystems；Foster City, CA）を用いて、ｃＤＮＡサンプルに対し
てＰＣＲ反応を実行する。ＰＣＲは、ABI Prism 7900 HT配列検出システム（Applied Bio
systems；Foster City, CA）を用いて行う。
【０１８４】
　剖検時に、全血を収集し、凝血させ、微遠心チューブに入れ、２５００ｒｐｍで１５分
間遠心分離して、血清と他の血液成分とを分離する。その後、血清サンプルをVetAce化学
分析器（VetAce Chemistry Analyzer）（Alpha Wassermann Diagnostic Technologies, L
LC；West Caldwell, NJ）を用いて分析する。
【０１８５】
　固定した腎臓組織をパラフィンワックスに埋め込み、切片化し（５μｍ厚）、ヘマトキ
シリン／エオシン（Ｈ＆Ｅ）およびマッソンのトリクロームで染色する。その後、尿細管
傷害（尿細管壊死、拡張、間葉細胞浸潤）および間葉系線維症（コラーゲン沈着）につい
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て、１～４の範囲のスコア化指標を用いて、切片をスコア化する（１：最小、２：軽度、
３：中程度、４：重度）。評価者は処理群割り当てについて盲検である。
【０１８６】
　ヒト臍帯組織由来細胞が、組織学的評価により評価された尿細管傷害の全体の内容を低
下させることが期待される。
【０１８７】
〔実施例１２：慢性腎臓疾患の５／６残存モデルにおける局所的ヒト臍帯組織由来細胞の
腎保護効果の評価〕
　この予言的な実施例の目的は、慢性腎疾患のげっ歯類モデルにおけるｈＵＴＣの局所的
な被膜下移植の腎保護効果を決定することである。
【０１８８】
　これらの実験のために、最初の体重が２００～２５０ｇのＳＤラット（ｎ＝３０；８週
齢、オス）を用いる。ケタミン塩酸塩とキラジン塩酸塩の４：１溶液の腹腔内注射（５ｍ
ｇ／ｋｇ）により、ラットを麻酔する。２段階腎切除法により、腎不全を誘導する。左の
腎臓の上部および下部（１つの腎臓の２／３）を、腎被膜を保存しながら、絹糸結紮を用
いて切除する。１０日後、右の腎臓を取り除き、全体の腎臓量の約１／６を残す（５／６
腎切除）。メチルセルロースによりやさしく圧力をかけて、出血を止め、腹膜および皮膚
を、再吸収性４－０Vicryl縫合糸により、層を閉じる。
【０１８９】
　５／６腎切除法後５週間目に、腎不全を有するラットの残存組織の被膜下に、ｈＵＴＣ
を、フィブリンゲルマトリクスを用いて移植する。ｈＵＴＣ（６０×１０６細胞）を含む
フィブリノゲン溶液（１．０ｍＬ）、および、トロンビン溶液（１．０ｍＬ）を用意する
。ラットを麻酔し、残りの腎臓を中線回復により曝露する。フィブリンおよびトロンビン
溶液を同時に注射するよう設計されたシリンジにより、トロンビンおよび細胞を含むフィ
ブリノゲン溶液の１：１（容量比率）混合物０．１ｍＬを、１８ゲージ皮下注射針で被膜
下空間へ注射する。対照として、５／６腎摘出術のラットにフィブリンマトリクスのみを
注入する。
【０１９０】
　血清サンプルを０日目（５／６腎切除の前）、１日目（細胞移植の日）、７日目、１４
日目、２１日目、２８日目、および３５日目（剖検の日）に入手する。VetAce化学分析器
（Alpha Wassermann Diagnostic Technologies, LLC；West Caldwell, NJ）を用いて、血
中尿素窒素およびクレアチニンを定量する。
【０１９１】
　細胞移植後５週目に、二酸化炭素窒息により、すべての群の動物を屠殺する。組織学お
よび転写分析のために、腎臓を取り除く。ＲＴ－ＰＣＲ分析のために、各腎臓の半分を液
体窒素で瞬間凍結する。研究コーディネーターにより、凍結腎臓組織からメッセンジャー
ＲＮＡを単離し、線維症促進遺伝子および炎症遺伝子を含む低密度マイクロアレイカード
を利用して、転写分析にさらす。下流の組織学的分析のために、残りの腎臓切片を１０％
中性緩衝ホルマリンで固定する。
【０１９２】
　組織学のために固定された腎臓組織を組織学的に加工し、切片化し（５μｍ厚）、およ
びヘマトキシリン／エオシンで染色する。尿細管傷害を評価し、動物用病理学により、ス
コア化する。
【０１９３】
　本研究において、フィブリンに埋め込まれた６．０ｅ６ｈＵＴＣの被膜下移植は、５／
６腎臓切除げっ歯類の腎臓における腎傷害の進行を遅らせることが期待される。対照動物
と比較して、ｈＵＴＣ処理動物における血清クレアチニンおよび血中尿素窒素値はともに
有意に減少することが期待される。さらに、組織学傷害評価は、治療された動物における
尿細管壊死および尿細管拡張の低下を明らかにするだろう。また、ｈＵＴＣ処理したげっ
歯類の腎臓において、対照群の腎臓に比べて、炎症性遺伝子発現の全体の程度が低下して
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いることが観察されることも期待される。
【０１９４】
〔実施の態様〕
　本願の実施態様は、以下のとおりである。
（１）少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する損傷を有する患
者を治療するための方法において、
　前記疾患または損傷を治療するのに有効な量で、ヒト臍帯組織から得られた細胞を、前
記患者に投与することを含み、
　前記臍帯組織が、実質的に血液を含まず、
　前記細胞が、
　　培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力を有し、
　　成長のためにＬ－バリンを要求し、
　　少なくとも約５％の酸素中で成長することができ、
　　CD117またはHLA-DRを産生せず、
　　alpha smooth muscle actinを発現し、
　　ヒト線維芽細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルの
oxidized low density lipoprotein receptor 1、interleukin 8、またはreticulon 1を
発現する、方法。
（２）実施態様（１）に記載の方法において、
　前記細胞が、oxidized low density lipoprotein receptor 1、reticulon、chemokine 
receptor ligand 3、および／またはgranulocyte chemotactic protein 2を発現する、方
法。
（３）実施態様（１）に記載の方法において、
　前記細胞が、CD10、CD13、CD44、CD73、およびCD90を発現する、方法。
（４）実施態様（１）に記載の方法において、
　前記細胞が、注射または注入により投与される、方法。
（５）実施態様（１）に記載の方法において、
　前記細胞が、植え込み可能な装置内にカプセル化されて投与される、方法。
【０１９５】
（６）実施態様（１）に記載の方法において、
　前記細胞が、前記細胞を含むマトリクスの植え込みにより投与される、方法。
（７）実施態様（１）に記載の方法において、
　前記細胞が、少なくとも１つの他の細胞型とともに投与される、方法。
（８）実施態様（７）に記載の方法において、
　前記少なくとも１つの他の細胞型が、ヒト臍帯組織から得られた前記細胞と同時に、該
細胞の前に、または該細胞の後に投与される、方法。
（９）実施態様（１）に記載の方法において、
　前記細胞が、少なくとも１つの薬剤とともに投与される、方法。
（１０）実施態様（９）に記載の方法において、
　前記少なくとも１つの薬剤が、ヒト臍帯組織から得られた前記細胞の投与と同時に、該
細胞の投与前に、または該細胞の投与後に投与される、方法。
【０１９６】
（１１）実施態様（１）に記載の方法において、
　前記細胞が、前記患者の前記腎臓に対して栄養効果を発揮する、方法。
（１２）実施態様（１）に記載の方法において、
　前記腎臓に対する前記損傷が、年齢、外傷、毒物曝露、薬物曝露、放射線曝露、酸化、
免疫複合体沈着、または移植片拒絶により引き起こされる、方法。
（１３）少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する損傷を有する
患者を治療するための医薬用組成物において、
　医薬用に許容可能なキャリアと、
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　前記疾患または傷害を治療するのに有効な量の、ヒト臍帯組織から得られた細胞と、
　を含み、
　前記臍帯組織が、実質的に血液を含まず、
　前記細胞が、
　　培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力を有し、
　　成長のためにＬ－バリンを要求し、
　　少なくとも約５％の酸素中で成長することができ、
　　CD117またはHLA-DRを産生せず、
　　alpha smooth muscle actinを発現し、
　　ヒト線維芽細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルの
oxidized low density lipoprotein receptor 1、interleukin 8、またはreticulon 1を
発現する、医薬用組成物。
（１４）実施態様（１３）に記載の医薬用組成物において、
　前記腎臓に対する損傷が、年齢、外傷、毒物曝露、薬物曝露、放射線曝露、酸化、免疫
複合体沈着、または移植片拒絶により引き起こされる、医薬用組成物。
（１５）実施態様（１３）に記載の医薬用組成物において、
　少なくとも１つの他の細胞型をさらに含む、医薬用組成物。
【０１９７】
（１６）実施態様（１３）に記載の医薬用組成物において、
　少なくとも１つの薬剤をさらに含む、医薬用組成物。
（１７）実施態様（１３）に記載の医薬用組成物において、
　注射または注入による投与用に処方される、医薬用組成物。
（１８）実施態様（１３）に記載の医薬用組成物において、
　前記細胞が、植え込み可能な装置内にカプセル化される、医薬用組成物。
（１９）実施態様（１３）に記載の医薬用組成物において、
　前記細胞が、マトリクス上に蒔かれる、医薬用組成物。
（２０）少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する損傷を有する
患者を治療するためのキットにおいて、
　医薬用に許容可能なキャリアと、
　前記疾患または傷害を治療するのに有効な量の、ヒト臍帯組織から得られた細胞であっ
て、
　　前記臍帯組織が、実質的に血液を含まず、
　　前記細胞が、
　　　培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力を有し、
　　　成長のためにＬ－バリンを要求し、
　　　少なくとも約５％の酸素中で成長することができ、
　　　CD117またはHLA-DRを産生せず、
　　　alpha smooth muscle actinを発現し、
　　　ヒト線維芽細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベル
のoxidized low density lipoprotein receptor 1、interleukin 8、またはreticulon 1
を発現する、細胞と、
　少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する損傷を有する患者を
治療するための方法で前記キットを使用するための、使用説明書と、
　を含む、キット。
【０１９８】
（２１）実施態様（２０）に記載のキットにおいて、
　前記細胞を培養するための、少なくとも１つの試薬および使用説明書をさらに含む、キ
ット。
（２２）実施態様（２０）に記載のキットにおいて、
　少なくとも１つの他の細胞型の集団をさらに含む、キット。
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　少なくとも１つの薬剤をさらに含む、キット。
（２４）少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する損傷を有する
患者を治療する方法において、
　ヒト臍帯組織から得られた細胞から準備された可溶性細胞分画、可溶化液、細胞外マト
リクス、または馴化培地を含む組成物を、前記患者に投与することを含み、
　前記臍帯組織が、実質的に血液を含まず、
　前記細胞が、
　　培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力を有し、
　　成長のためにＬ－バリンを要求し、
　　少なくとも約５％の酸素中で成長することができ、
　　CD117またはHLA-DRを産生せず、
　　alpha smooth muscle actinを発現し、
　　ヒト線維芽細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルの
oxidized low density lipoprotein receptor 1、interleukin 8、またはreticulon 1を
発現する、方法。
（２５）少なくとも１つの腎臓の疾患または少なくとも１つの腎臓に対する損傷を有する
患者を治療するための医薬用組成物において、
　医薬用に許容可能なキャリアと、
　ヒト臍帯組織から得られた細胞から準備された可溶化液、細胞外マトリクス、または馴
化培地と、
　を含み、
　前記臍帯組織が、実質的に血液を含まず、
　前記細胞が、
　　培養において自己再生および増殖が可能であり、分化する能力を有し、
　　成長のためにＬ－バリンを要求し、
　　少なくとも約５％の酸素中で成長することができ、
　　CD117またはHLA-DRを産生せず、
　　alpha smooth muscle actinを発現し、
　　ヒト線維芽細胞、間葉系幹細胞、または腸骨稜骨髄細胞と比べて、増加したレベルの
oxidized low density lipoprotein receptor 1、interleukin 8、またはreticulon 1を
発現する、医薬用組成物。
【図面の簡単な説明】
【０１９９】
【図１】腎臓の損傷および修復実験の実施についての時系列を示す。
【図２】腎臓損傷の誘導および臍帯組織由来細胞の移植後の、動物生存率を示す。
【図３】マウスにおけるＢＵＮ測定を示す。
【図４】血清クレアチニン測定の結果を示す。
【図５】代表的な組織画像を示す。
【図６】ラットにおけるＢＵＮ分析を示す。
【図７】ラットにおけるＳＣｒ分析を示す。
【図８】ラットにおけるＣｒＣｌ分析を示す。
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