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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ABCB5＋真皮間葉系幹細胞を含む幹細胞の集団と共移植されたコラーゲングリコサミノ
グリカンスカフォールドからなる、創傷治癒スカフォールドであって、前記幹細胞の集団
が、
ａ）幹細胞の集団の少なくとも８０％がABCB5＋幹細胞である、
ｂ）組成物の細胞の５０％未満がABCB5（－）細胞である、
ｃ）集団が、５％未満のケラチノサイトおよび／または上皮細胞を含む、
ｄ）幹細胞の集団の少なくとも８５％が、ABCB5＋幹細胞である、または
ｅ）幹細胞の集団の少なくとも９０％が、ABCB5＋幹細胞である、

ことを特徴とする、
前記スカフォールド。
【請求項２】
　請求項１に記載の創傷治癒スカフォールドであって、ABCB5＋幹細胞が、対象の組織か
ら単離され、ABCB5＋幹細胞が前記対象における他の細胞からABCB5に対して特異的な抗体
を用いて分離されたものである、前記創傷治癒スカフォールド。
【請求項３】
　スカフォールドが、架橋されたコラーゲンおよびグリコサミノグリカンの多孔質マトリ
ックスであり、且つコラーゲンがウシ腱コラーゲンである、請求項１または２に記載のス
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カフォールド。
【請求項４】
　スカフォールドが、任意にポリシロキサン（シリコーン）である半透性層を含む、請求
項１～３のいずれか一項に記載のスカフォールド。
【請求項５】
　スカフォールドがメッシュスカフォールドである、請求項１～４のいずれか一項に記載
のスカフォールド。
【請求項６】
　スカフォールドが、約１０～５００マイクロメートル、５０～３５０マイクロメートル
または７０～２００マイクロメートルの孔サイズを有する、請求項１～５のいずれか一項
に記載のスカフォールド。
【請求項７】
　創傷治癒を増強するために有効な少なくとも１の生理活性分子をさらに含む、請求項１
～６のいずれか一項に記載のスカフォールド。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか一項に記載の創傷治癒スカフォールドを含む、創傷治癒を促進
するための組成物。
【請求項９】
　創傷が熱傷または糖尿病性潰瘍である、請求項８に記載の組成物。
【請求項１０】
　スカフォールドと共に陰圧創傷治療に用いるための、請求項８に記載の組成物。
【請求項１１】
　創傷治癒生物学的組織スカフォールドにABCB5＋真皮間葉系幹細胞を含む幹細胞の集団
を播種すること、および組織が形成されるような条件下においてスカフォールドを維持す
ることを含む、組織工学の方法。
【請求項１２】
　生物学的組織スカフォールドが、同種移植片または自家移植片、異種組織あるいは脱細
胞組織である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　創傷治癒を促進する用途のための創傷治癒スカフォールドであって、創傷を創傷治癒ス
カフォールドと接触させ、スカフォールドがABCB5＋真皮間葉系幹細胞を含む幹細胞の集
団と共移植されたスカフォールドを含む、前記創傷治癒スカフォールド。
【請求項１４】
　創傷が眼の創傷である、請求項１３に記載の用途のための創傷治癒スカフォールド。
【請求項１５】
　細胞の集団が眼細胞を含む、請求項１３に記載の用途のための創傷治癒スカフォールド
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願
　本願は、2013年5月10日に出願された米国仮出願第61/822134号、表題「WOUND HEALING 
AND TISSUE ENGINEERING」に対する35 U.S.C.§119(e)下の優先権を主張し、これは、本
明細書においてその全体において参考として援用される。
【０００２】
政府の後援
　本発明は、NIH/NCIに付与された助成金番号5R01CA113796下における政府の支援により
行われた。政府は、本発明において一定の権利を有する。
【０００３】
発明の分野
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　本発明は、コラーゲングリコサミノグリカンスカフォールド（scaffold）におけるABCB
5陽性幹細胞を含む、創傷治癒および組織工学のための方法および組成物に関する。
【背景技術】
【０００４】
発明の背景
　再生医学は、スカフォールドなどの外来性の材料を用いる、組織および器官の修復、再
生、維持および置換を含む。スカフォールドに、初代細胞または幹細胞などの細胞、およ
び組織の増殖を励ますための多様な因子を播種することもできる。しかし、再生医学およ
び組織工学のための適切な材料の設計においては、多くの課題が残されている。
【０００５】
　米国においては毎年１００万を超える新たな慢性創傷が発生し、概算される処置費用は
、数十億ドルに達する。創傷は、個々の器官または器官系の保護的な被覆の欠損として概
念化することができる。この生理学的障壁を失うと、通常では被覆により保護されている
組織は、生物学的区画化の喪失にさらされる。組織がもはや生理学的に区画化されなくな
ると、それは、体液の喪失、微生物による侵入、電解質の不均衡、および幾つかの場合に
おいては代謝不全にさらされる。非区画化された組織により失われる体液として、限定さ
れないが、血液、血漿、リンパ、腸内容物、胆汁、脳脊髄液、粘液が挙げられる。これら
の液体の喪失は、下にある組織の乾燥をもたらし、微生物の侵入を可能にし、潜在的な感
染、および多くの場合において進行性の組織の喪失をもたらす。例えば、下肢における慢
性皮膚創傷の治癒の不能は、病肢の一部または全ての切断をもたらす場合がある。かかる
慢性の下肢の皮膚創傷についての幾つかの病因が存在し、それらは、機械的外傷、熱傷、
放射線照射、動脈不全、静脈鬱血、慢性感染、ニューロパシー、および糖尿病などの全身
性疾患を含む。創傷治癒を改善するための現在の方法は、効果的なドレナージ、感染の予
防、炎症の軽減、ならびに組織および体液の喪失の最小化に力を置いている。
【０００６】
　慢性皮膚創傷は、糖尿病、熱傷、外傷（戦時の持続性の外傷など）、脊髄損傷、および
血管不全などの多様な医学的状態を有する患者にとって、著しい健康問題を提起する。こ
れらの患者の一部は、不動および褥瘡、ならびに糖尿病または末梢血管疾患に起因する慢
性非治癒性潰瘍の帰結として、慢性創傷を発症する危険性がある。出生後のヒトの皮膚に
おける損傷に対する初期状態の応答は、迅速な創傷閉鎖の必要性により駆動され、瘢痕の
形成をもたらすことが運命づけられている。瘢痕は、皮膚の障壁の機能の回復のために十
分である一方で、それらはしばしば、必須の皮膚構造を結合組織で置き換えることにより
、他の正常な機能を損なう。発生中の皮膚が無菌の羊水中に浸漬している、より保護され
た環境である胎生期の生活においては、ヒトの外皮は、完全に、瘢痕なしの再生、すなわ
ち再生的な創傷治癒を行うことができる。成人の幹細胞の固有の可塑性の現在の理解は、
この現象は、生後において再現することができることを示唆する。
【発明の概要】
【０００７】
発明の要旨
　本発明は、ABCB5を発現する幹細胞が分化の可塑性を示し、さらに、単独で、または生
分解性スカフォールドに関して使用される場合に、創傷治癒および／または組織再生を増
強するという発見を組み込み、少なくとも部分的にこれに基づく。
【０００８】
　幾つかの側面において、本発明は、幹細胞の集団と共移植（cograft）されたコラーゲ
ングリコサミノグリカンスカフォールドからなる、創傷治癒スカフォールドであって、こ
こで、前記幹細胞の集団の少なくとも８０％が、ABCB5＋幹細胞である。
【０００９】
　他の側面において、本発明は、幹細胞の集団と共移植されたコラーゲングリコサミノグ
リカンスカフォールドからなる、創傷治癒スカフォールドであって、ここで、組成物の細
胞の５０％未満が、ABCB5（－）細胞である。
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　さらに他の側面において、本発明は、ABCB5＋幹細胞の集団と共移植されたコラーゲン
グリコサミノグリカンスカフォールドからなる、創傷治癒スカフォールドであって、ここ
で、前記細胞集団が、５％未満のケラチノサイトおよび／または上皮細胞を含む。
【００１０】
　ABCB5＋眼幹細胞の集団と共移植されたコラーゲングリコサミノグリカンスカフォール
ドからなる、創傷治癒スカフォールドであって、ここで、前記細胞集団が非眼細胞を含ま
ないものは、本発明の他の側面において提供される。
　対象の組織から単離されたABCB5＋幹細胞の集団と共移植されたコラーゲングリコサミ
ノグリカンスカフォールドからなる、創傷治癒スカフォールドであって、ここで、前記AB
CB5＋幹細胞が、前記対象における他の細胞からABCB5に対して特異的な抗体を用いて分離
されたものであるものは、他の側面において提供される。
　ABCB5＋幹細胞は、ABCB5＋真皮間葉系幹細胞であってもよい。幾つかの態様において、
前記幹細胞の集団の少なくとも８５％または９０％は、ABCB5＋幹細胞である。
【００１１】
　幾つかの態様において、スカフォールドは、架橋されたコラーゲンおよびグリコサミノ
グリカンの多孔質マトリックスである。コラーゲンは、例えば、ウシ腱コラーゲンであっ
てよい。幾つかの態様において、グリコサミノグリカンは、コンドロイチン６硫酸、コン
ドロイチン４硫酸、ヘパリン、ヘパリン硫酸、ケラチン硫酸、デルマタン硫酸、およびそ
れらの組み合わせからなる群より選択される。
　スカフォールドは、ポリシロキサン（シリコーン）などの半透性層を含んでもよい。他
の態様において、スカフォールドは、メッシュスカフォールドである。任意に、スカフォ
ールドは、組織への挿入のために成形されていてもよい。
【００１２】
　幾つかの態様において、スカフォールドは、INTEGRA（登録商標）Meshed Bilayer Woun
d Matrixである。
　スカフォールドは、多様な孔サイズを有していてもよい。例えば、スカフォールドは、
約１０～５００または約５０～３５０または約７０～２００マイクロメートルの孔サイズ
を有していてもよい。
　スカフォールドは、創傷治癒を増強するために有効な少なくとも１の生理活性分子を含
んでもよい。例えば、生理活性分子は、増殖因子、抗炎症剤、創傷治癒剤、抗瘢痕剤、抗
菌剤、細胞接着ペプチド、組織生成調節細胞、核酸、核酸アナログ、タンパク質、ペプチ
ド、アミノ酸、セラミック、およびそれらの組み合わせからなる群より選択されるメンバ
ーであってよい。
【００１３】
　幾つかの態様において、スカフォールドのサイズは、２インチ（ｉｎ）×２インチ（２
５平方ｃｍ）、４インチ×５インチ（１２５平方ｃｍ）、４インチ×１０インチ（２５０
平方ｃｍ）、または８インチ×１０インチ（５００平方ｃｍ）とされる。
　治癒を促進するために、創傷を、本明細書において記載される創傷治癒スカフォールド
と接触させることによる、創傷治癒を促進するための方法は、本発明の他の側面において
提供される。幾つかの態様において、接触させることは、出血を制御するために、組成物
を出血部位に適用することを含む。
　幾つかの態様において、創傷は、熱傷または糖尿病性潰瘍である。
　幾つかの態様において、陰圧創傷治療を、スカフォールドと共に用いる。
【００１４】
　他の態様において、方法は、その後、創傷を処置するために医学的に受容可能な被覆で
創傷を保全することを含んでもよい。
　創傷は、一部の層または全層の創傷、褥瘡、静脈性潰瘍、糖尿病性潰瘍、慢性血管性潰
瘍、トンネル状（tunneled）／穿掘性（undermined）創傷、外科的創傷、外傷性創傷、お
よび滲出性（draining）創傷からなる群より選択され得る。
　本発明は、他の側面において、コラーゲングリコサミノグリカンスカフォールドにABCB
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5＋幹細胞を播種すること、および組織が形成されるような条件下においてスカフォール
ドを維持することによる、組織工学の方法である。幾つかの態様において、組織工学の方
法は、組織再生のための方法であり、スカフォールドは、組織が再生されるような条件下
において維持される。さらに他の態様において、組織再生の方法は、加齢した皮膚を処置
するための方法である。
【００１５】
　生物学的組織スカフォールドにABCB5＋幹細胞を播種すること、および組織が形成され
るような条件下においてスカフォールドを維持することによる組織工学の方法は、本発明
の他の側面において提供される。
　生物学的組織スカフォールドは、例えば同種移植片または自家移植片、異種組織および
／または脱細胞（decellularize）組織であってもよい。
　本発明の他の利点および新規の特徴は、添付の図面と合わせて考慮した場合、本発明の
多様な非限定的な態様の以下の詳細な記載から明らかとなるであろう。本明細書と、参照
により組み込まれる文書とが、矛盾する開示および／または一致しない開示を含む場合、
本明細書が支配するべきである。
【００１６】
　特定の状態の処置のために対象に組成物を投与する幾つかの方法が、本明細書において
開示される。本発明の各々のかかる側面において、本発明は特にまた、特定の状態の処置
における使用のための組成物、ならびにその特定の状態の処置のための医薬の製造のため
の当該組成物の使用を含むことが、理解されるべきである。
【００１７】
　本発明は、その適用において、以下の説明において記載される、または図面において説
明される成分の構造および配置の詳細に、限定されない。本発明は、他の態様、および多
様な方法において実施されるかまたは実行されることが可能である。また、本明細書にお
いて用いられる表現および専門用語は、説明を目的とするものであり、限定的なものとし
てみなされるべきではない。本明細書における「含む（including）」、「含む（compris
ing）」、または「有する（having）」、「含む（containing）」、「含む（involving）
」およびそれらのバリエーションの使用は、その後に列記される項目およびその均等物、
ならびにさらなる項目を包含することを意図される。
【００１８】
図面の簡単な説明
　添付の図面は、原寸で描画されることを意図されない。図面において、多様な図面にお
いて描かれている各々の同一またはほぼ同一の成分は、同様な数値により表される。明確
であることを目的として、全ての成分が全ての図面においてラベルされているわけではな
い。図面においては：
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図１．ABCB5＋細胞の複分化能。ABCB5＋（左パネル）またはABCB5－（右パネル
）ヒト皮膚細胞の、分化の前後におけるスペクトリン（筋形成アッセイ）、CD31（血管新
生アッセイ）、およびTUJ1（神経発生アッセイ）の発現についての免疫蛍光染色（上３列
）。DAPIで核を可視化する。下２列：ABCB5＋（左パネル）またはABCB5－（右パネル）ヒ
ト皮膚細胞の、分化の前後における、オイルレッド（脂肪生成アッセイ）およびアリザリ
ンレッド（骨形成アッセイ）染色。複製標本（ｎ＝３）における、各々のマーカー（筋形
成、血管新生および神経発生アッセイにおいて）についてのピクセル強度の凝集分析、ま
たは陽性に染色された細胞のパーセント（脂肪生成および骨形成アッセイにおいて）を、
右側の棒グラフにおいて示す。*、Ｐ＜０．０５。
【００２０】
【図２】図２．マウスABCB5の遺伝子座およびタンパク質トポロジーの模式図。マウスAbc
b5遺伝子は、２８のエクソンを含み、１２ｑＦ２座においてゲノムDNAの１０２ｋｂにわ
たっている。それは、１１の膜貫通型へリックスおよび５つの細胞外ループを有する１２
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５５ＡＡのタンパク質をコードする。エクソン２３は、ＡＡ９１１～９５７をコードし、
これは、3C2-1D12抗ABCB5抗体結合エピトープを含む細胞外ループを形成する。
【００２１】
【図３】図３．Abcb5 WT（上のパネル）およびAbcb5 KO（下のパネル）マウスの分析。H
＆E染色は、KO動物において、皮下脂肪の減少および平滑筋系の解体を伴う真皮の菲薄化
を示す（倍率はWTおよびKO標本について同じである）。IHCおよびフローサイトメトリー
は、Abcb5ヌル／ヌルマウスにおけるAbcb5タンパク質発現の完全な喪失を示す。ローダミ
ン－123排出研究は、Abcb5ヌル／ヌルマウスにおいて、新規の色素保持細胞集団を同定し
（R1ゲート、右下のパネル）、これは、特徴的なAbcb5の機能であるローダミン－123の排
出1の喪失と一致する。
【００２２】
【図４】図４Ａ－４Ｃ．ABCB5による幹細胞の静止状態の制御。in vivoでBrdUで標識され
たAbcb5 WT（Ｂ）およびAbcb5 KO（Ｃ）マウスから、および未標識のAbcb5 WT対照（Ａ）
からのマウス皮膚細胞の、代表的な二色フローサイトメトリー分析。細胞を抗BrdU FITC
抗体および7-AADで共染色した。細胞周期のＧ０期におけるBrdU陽性細胞を、R1ゲートに
おいて示す。細胞周期のS/G2/M期におけるBrdU陰性細胞は、R2ゲートにおいて表される。
【００２３】
【図５】図５Ａ－５Ｂ．Abcb5 KOマウスとAbcb5 WTマウスとの間における細胞周期の制御
に関与する遺伝子の発現差異。（Ａ）リアルタイムPCR分析により決定される、Abcb5 KO
においてAbcb5 WTマウスに対して下方調節される遺伝子のリスト。（Ｂ）ここで表される
遺伝子は、Abcb5 KOマウスにおいて下方調節される。矢印を伴う線は、既知の遺伝子の相
互作用を示す。p53シグナル伝達、G1/Sチェックポイント制御、サイクリンおよび細胞周
期の制御、ならびにカルシウムシグナル伝達経路などの古典的経路に対する遺伝子の関係
は、矢印なしの線により注解される。遺伝子の関係および相互作用は、Ingenuity Pathwa
y Analysis（Ingenuity, CA）に基づく。
【００２４】
【図６】図６Ａ－６Ｃ．Abcb5 KOおよびAbcb5 WTマウスの比較創傷治癒分析。（Ａ）Abcb
5 WT（上のパネル）およびAbcb5 KO（下のパネル）マウスにおいて作成した全層皮膚創傷
の、代表的な第０日および第７日のデジタル写真。（Ｂ）Abcb5 WT（上のパネル）および
Abcb5 KO（下のパネル）マウスから実験第７日において採取された、中央の創傷の断面、
周囲の皮膚および下にある筋肉組織の代表的なH&E染色。（Ｃ）Abcb5 KOおよびAbcb5 WT
創傷の創傷閉鎖（上のパネル）および炎症間質厚（下のパネル）の定量的分析。
【００２５】
【図７】図７Ａ－７Ｃ．Abcb5 KOおよびAbcb5 WTマウスにおける比較CD31発現分析。（Ａ
）および（Ｂ）、Abcb5 WT（上のパネル）およびAbcb5 KO（下のパネル）マウスから実験
第７日において採取された、中央の創傷の断面、周囲の皮膚および下にある筋肉組織の代
表的なH＆EおよびCD31染色。（Ｃ）Abcb5 KOおよびAbcb5 WTの創傷における、血管性のCD
31＋の層の厚み（上のパネル）および無血管性のCD31－層の厚み（下のパネル）定量的分
析。
【００２６】
【図８】図８．Abcb5 KOおよびAbcb5 WTマウスにおける血管形成の比較分析。Abcb5 WT（
左パネル）およびAbcb5 KO（右パネル）マウスから実験第７日において採取された組織か
らの、中央の創傷の断面の血管層の代表的なCD31染色。
【００２７】
【図９】図９Ａ－９Ｂ．Abcb5 KOにおける、WTマウスの創傷に対する、血管新生に関与す
る遺伝子の発現差異。（Ａ）リアルタイムPCR分析により決定される遺伝子発現レベル。
（Ｂ）Abcb5 KO創傷において下方調節される血管新生促進性サイトカインを示し、ラベル
する。矢印は、血管新生促進効果を示す。抗血管新生性膜貫通型受容体、Bai1は、Abcb5 
KO創傷において過剰発現される。下部におけるバーは、抗血管新生効果を示す。遺伝子の
関係は、Ingenuity Pathway Analysis（Ingenuity, CA）に基づく。
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【００２８】
【図１０】図１０Ａ－１０Ｄ．NSGマウスにおける創傷治癒に対するABCB5＋細胞の効果。
（Ａ）４つの実験群において与えられた創傷の炎症間質厚の定量的分析。（Ｂ）実験第１
４日において採取された創傷断面の代表的なH&E染色。（Ｃ）INTEGRA（登録商標）マトリ
ックス中に注入されたヒト細胞の、移植の１４日後における、ヒト特異的β２Ｍによる検
出。黒矢印は、β２Ｍ＋ヒト細胞クラスターおよび個々のβ２Ｍ＋ヒト細胞を指す。（Ｄ
）ヒト特異的GAPDH、β２－ミクログロブリン、およびローディング対照として用いられ
たマウスβ－アクチンの発現についての、マウス創傷断面のRT-PCR分析。
【００２９】
【図１１】図１１Ａ－１１Ｃ．マウスの背側において移植の８週間後において確立された
ヒト皮膚移植片を示す、ヒトからマウスへの異種移植モデル。（Ａ）ヒト－マウスの皮膚
吻合を示す対応する病理組織学を、（Ｂ）において示す。ヒト異種移植片の創傷形成（Ｃ
）は、創傷形成の０、２、４および７日後の時点（上から下へ）における、特異的な真皮
細胞および細胞外マトリックスエレメントの免疫組織化学的検出を可能にする。
【００３０】
【図１２】図１２．ヒトの再生的創傷治癒におけるABCB5の役割。瘢痕形成およびINTEGRA
（登録商標）スカフォールドにより誘導される再生（scar対scaf）の結果としての治癒応
答の免疫組織化学的プロフィールを調べる比較研究を確認することができる（スカフォー
ルドを有する創傷における、アクチンを発現する筋線維芽細胞の顕著な再整列、および著
しく増強されたABCB5＋真皮細胞の発現に注意する）。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
詳細な説明
　本発明は、部分的に、ABCB5陽性幹細胞を播種されたコラーゲングリコサミノグリカン
スカフォールドが、増強された創傷治癒および組織工学特性を示すという発見に基づく。
本発明のコンストラクトは、組織合成をもたらす独自の再生活性を有することを示した。
増強された組織合成は、組織の修復および生成、ならびに創傷の修復および治癒において
有用である。
【００３２】
　本発明により有用である細胞は、ABCB5陽性幹細胞である。ABCB5は、正常なヒト組織か
らの複能性幹細胞集団の単離のための、新規かつ重要なマーカーである。「ABCB5（＋）
幹細胞」とは、本明細書において用いられる場合、自己再生する能力、および複数の成人
の細胞系列の成熟細胞へと分化する能力を有する細胞を指す。これらの細胞は、細胞表面
におけるABCB5の発現により特徴づけられる。本発明の幾つかの態様において、ABCB5（＋
）幹細胞は、真皮または眼の幹細胞である。
【００３３】
　「ABCB5陽性真皮間葉系幹細胞」とは、本明細書において用いられる場合、自己再生す
る能力、ならびに、骨、脂肪および軟骨などの複数の成人の細胞系列の成熟細胞へと分化
する能力を有する、皮膚の細胞を指す。これらの細胞は、細胞表面におけるABCB5の発現
により特徴づけられる。培養においては、間葉系幹細胞は、特異的な培地を用いて、骨、
脂肪、軟骨および筋細胞へと分化するように誘導することができる（Hirschi KK and, Go
odell MA. Gene Ther. 2002; 9: 648-652.　Pittenger MF, et al., Science. 1999; 284
: 143-147.　Schwartz RE, et al., J Clin Invest. 2002; 109: 1291-1302.　Hirschi K
 and Goodell M. Differentiation. 2001; 68: 186-192.）。
【００３４】
　ABCB5陽性真皮間葉系幹細胞は、皮膚から得ることができる。皮膚は、皮膚を有する任
意の対象に由来していてよいが、幾つかの態様においては、好ましくはヒト皮膚である。
皮膚は、任意の年齢の対象に由来していてよいが、幾つかの態様においては、好ましくは
、青年期または幼児期の皮膚よりも、成人の皮膚である。
【００３５】
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　本発明の他の態様において、ABCB5（＋）幹細胞は、網膜幹細胞である。ABCB5（＋）幹
細胞は、眼の基底角膜縁上皮（basal limbal epithelium）から、または網膜色素上皮（R
PE）から得ることができる（例えば、これらから単離するか、またはこれらから誘導する
）。幾つかの態様において、ABCB5（＋）幹細胞は、ヒトの眼から得る。他のABCB5（＋）
幹細胞の型（例えば角膜中心部から得られるものなど）を、本発明の多様な側面および態
様において用いてもよい。
【００３６】
　ABCB5（＋）幹細胞は、単離してもよい。「単離されたABCB5（＋）幹細胞」とは、本明
細書において用いられる場合、それがもともと見出された生体から取り除かれた細胞、ま
たはかかる細胞の子孫を指す。単離された細胞はまた、天然の環境以外における条件中に
置かれる細胞を指す。かかる細胞は、後で、第２の生体中に導入するか、それ（またはそ
れが由来する細胞または細胞の集団）を単離した生体に再導入することができる。かかる
細胞は、本発明の方法により操作された後で、なお単離された細胞であるものとみなされ
る。用語「単離された」は、当該細胞の、他の細胞との組み合わせもしくは混合物におけ
る、またはin vivoの環境における、後の使用を妨げない。
【００３７】
　ABCB5（＋）幹細胞は、組織（真皮細胞などの皮膚細胞、および基底角膜縁上皮またはR
PEの眼細胞を含む）の試料を単離することにより、対象から得ることができ、次いでABCB
5（＋）幹細胞を精製することができる。試料をABCB5＋幹細胞について多数の方法におい
て濃縮することができることは、当業者には明らかであろう。例えば、細胞上のABCB5細
胞表面分子に結合する抗体または他の結合分子を用いて、幹細胞を選択することができる
。幹細胞は、ドナーから直接的に得ても、凍結保存による貯蔵から回収してもよい。幹細
胞を、例えばABCB5に対する抗体を用いて単離して、後の使用のために、標準的な方法を
用いて培養中に維持するか、例えば液体窒素中で凍結してもよい。
【００３８】
　間葉系幹細胞の分子的表現型を有する特異的に純粋なABCB5＋真皮細胞集団を、健康な
ヒト皮膚の外科標本から、例えば確立された高感度かつ特異的なABCB5モノクローナル抗
体（mAb）を用いて、単離することができる。単離されたABCB5＋真皮幹細胞は、それらが
三胚葉全て、すなわち、外胚葉、中胚葉および内胚葉の細胞系列へと分化するような、複
分化能を有する。
【００３９】
　本発明は、混合された細胞の集団からABCB5（＋）幹細胞を分離するために、例えばモ
ノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、ヒト抗体、キメラ抗体、ヒト化抗体、単鎖抗体
、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ、Ｆｄ、Ｆｖまたは単鎖ＦｖフラグメントなどのABCB5結合分
子を使用する、任意の公的な方法を企図する。したがって、方法は、ABCB5（＋）幹細胞
の集団を産生する方法を含み、該方法は、細胞の細胞懸濁液を提供するステップ；細胞懸
濁液を、ABCB5（＋）細胞上のABCB5を含むエピトープを認識するモノクローナル抗体また
はモノクローナル抗体の組み合わせと接触させるステップ；ならびに細胞懸濁液から、モ
ノクローナル抗体により結合された細胞を分離して回収するステップを含む。モノクロー
ナル抗体は、固相に結合していてもよく、ABCB5＋幹細胞を捕捉するために利用される。
結合した細胞を、次いで、抗体および固相の性質に依存して、公知の方法により固相から
分離してもよい。
【００４０】
　「モノクローナル抗体」とは、本明細書において用いられる場合、抗原の同じエピトー
プに結合する、単クローンの免疫グロブリンの集団から得られる抗体を指す。本発明の細
胞集団を調製するために適切なモノクローナルベースの系として、陽性または陰性選択の
いずれかのための、抗体を利用する磁気ビーズ／常磁性粒子カラム；ビオチンまたはスト
レプトアビジンのアフィニティーに基づく分離；および他の細胞の懸濁液中に混合された
免疫蛍光染色されたLSCの高速フローサイトメトリーソーティングが挙げられる。したが
って、本発明の方法は、表面抗原ABCB5に対して産生させたモノクローナル抗体（例えば
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、ABCB5に選択的に結合するモノクローナル抗体）を用いる、細胞の集団の単離および増
強を含む。幾つかの例において、本明細書において開示される方法において、ABCB5に選
択的に結合する市販の抗体または抗体フラグメントを用いてもよい。かかる抗体は、それ
らが、当該モノクローナル抗体が他の抗原（すなわち、ABCB5以外の抗原）に結合するこ
とができるアフィニティーよりも高いアフィニティーでABCB5に結合するか、またはこれ
に結合することができる場合、ABCB5に選択的に結合するものとみなされる。かかる結合
は、標準的なタンパク質－タンパク質相互作用アッセイ（例えば、抗体－抗原またはリガ
ンド－受容体アッセイ）、例えば、競合アッセイ、飽和アッセイ、または限定することな
く、酵素結合免疫吸着アッセイ、ラジオイムノアッセイおよびラジオイムノフィルター結
合アッセイを含む標準的なイムノアッセイなどにより、測定または決定することができる
。
【００４１】
　ABCB5（＋）幹細胞は、実質的に純粋な調製物として調製することができる。用語「実
質的に純粋」とは、本明細書において用いられる場合、ABCB5（＋）幹細胞以外の細胞を
実質的に含まない調製物を指す。例えば、ABCB5（＋）幹細胞の実質的に純粋な調製物は
、調製物中に存在する全細胞のうちの少なくとも８５％、少なくとも８６％、少なくとも
８７％、少なくとも８８％、少なくとも８９％、少なくとも９０％、少なくとも９１％、
少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくとも９４％、少なくとも９５％、少なくと
も９６％、少なくとも９７％、少なくとも９８％、少なくとも９９％または１００％がAB
CB5（＋）幹細胞である、調製物を構成してもよい。
【００４２】
　本発明の組成物は、例えば、生分解性スカフォールドを含む、創傷治癒を促進する生体
適合性材料などの基質を含む。ABCB5（＋）幹細胞を、例えば、移植のための組織または
組織移植片を形成する基質またはスカフォールドに添加してもよい。スカフォールドは、
コラーゲンおよびグリコサミノグリカンからなる高度に多孔質の格子、すなわちコラーゲ
ングリコサミノグリカンのマトリックスまたはスカフォールドである。コラーゲングリコ
サミノグリカンスカフォールドの例として、米国特許第4,060,081号、同第4,280,954号お
よび同第4,505,266号において列記されるものが挙げられる。コラーゲングリコサミノグ
リカンスカフォールドにおいて有用な他の材料として、限定されないが、コンドロイチン
６硫酸、コンドロイチン４硫酸、ヘパリン、ヘパリン硫酸、ケラタン硫酸、デルマタン硫
酸、キチンおよびキトサンが挙げられる。コラーゲングリコサミノグリカンスカフォール
ドは、血管および周辺組織の細胞が組織腔中からその中に遊走する（「浸潤」として知ら
れるプロセス）、支持体または足場構造として役立つ。浸潤は、新たな組織を作成する原
因となり、これが、スカフォールドが生分解するにつれてこれを置き換える。
【００４３】
　幾つかの態様において、スカフォールドは、INTEGRA（登録商標）である。INTEGRA（登
録商標）は、FDAに承認された無細胞性の真皮性皮膚置換物であって、細胞外マトリック
ス（コラーゲンおよびGAG）からなる。それは、広汎な組織欠損または静脈性下腿潰瘍の
ような非治癒性の創傷の処置において使用されてきた。
【００４４】
　「組成物」とは、本明細書において、単離された細胞調製物またはスカフォールドを指
し、組織スカフォールドおよび人工スカフォールドを含む。本発明の組成物は、幾つかの
例において、単離されたABCB5（＋）幹細胞が濃縮されている。組成物は、ABCB5（＋）幹
細胞が、調製物中に存在する主な細胞サブタイプである場合に、単離されたABCB5（＋）
幹細胞が濃縮されているとみなされる。例えば、ABCB5（＋）幹細胞が濃縮された組成物
は、組成物の細胞のうちの少なくとも５０％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少
なくとも６５％、少なくとも７０％、少なくとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも
８５％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なくとも９８％、少なくとも９９％ま
たは１００％がABCB5（＋）幹細胞である、組成物である。幾つかの態様において、単離
されたABCB5（＋）幹細胞が濃縮された組成物は、組成物の細胞のうちの５０％未満、４
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５％未満、４０％未満、３５％未満、３０％未満、２５％未満、２０％未満、１５％未満
、１０％未満、９％未満、８％未満、７％未満、６％未満、５％未満、４％未満、３％未
満、２％未満または１％未満がABCB5（－）細胞であるものである。幾つかの態様におい
て、組成物の細胞は、真皮細胞のみである。例えば、スカフォールドに、全ての細胞がAB
CB5＋真皮細胞となるように、細胞を播種する。すなわち、幾つかの態様においては、組
成物は、非真皮細胞を含まなくともよい。幾つかの態様において、細胞は、ケラチノサイ
トおよび／または上皮細胞を含まない。幾つかの態様において、組成物の細胞は、眼細胞
のみである。すなわち、幾つかの態様において、組成物は、非眼細胞を含まない。幾つか
の態様において、組成物は、ABCB5（－）眼細胞を含まなくともよい。
【００４５】
　本発明のスカフォールドは、多単シートとして、または複数のコラーゲンの層もしくは
シートを含む積層シートとして、多様な様式においてフォーマットすることができる。あ
る態様において、スカフォールドは、２～１５枚のシートを含む。かかるシートは、ステ
ッチまたは縫合によりまとめられていてもよい。
【００４６】
　特定の態様において、ポリマーはさらに、幹細胞に加えて、生理活性分子、例えば低分
子またはペプチドをさらに含む。生理活性分子は、非共有結合的に、例えば、懸濁液とし
て、粒子、微粒子、もしくはコロイドとしてカプセル化されて、またはこれらの混合物と
して、ポリマー中に組み込まれていてもよい。生理活性分子はまた、生理活性分子のポリ
マーへの結合のための任意の好適な化学を用いて、ポリマー中に共有結合的に組み込まれ
ていてもよい。生理活性分子は、増殖因子、抗菌剤、鎮痛剤、止血剤、血管新生促進剤、
または抗血管新生剤などの、任意の治療上望ましい分子であってよい。例示的な態様にお
いて、ポリマーは、FGF2、NGF、ドキシサイクリン、アモキシシリンおよびポリ－Ｌ－リ
ジンのうちの１または２以上を含む。
【００４７】
　別の特定の態様において、スカフォールドは、少なくとも１０ｃｍの幅を有する。例え
ば、スカフォールドは、少なくとも１０ｃｍの幅および少なくとも１０ｃｍの長さを有し
ていてもよい。したがって、あるスカフォールドは、１００ｃｍ２を超える表面積、例え
ば４００２を有していてもよい。本発明のスカフォールドは、少なくとも８０Ｎまたはそ
れより高い二軸強度（biaxial strength）を有していてもよい。
【００４８】
　本発明の組織スカフォールドは、限定されないが、組織の欠損または創傷を被覆するこ
と、軟部組織などの組織を補強すること、および器官／組織の生成または再生を含む、複
数の適用において用いることができる。したがって、別の側面において、本発明は、損傷
を受けた組織の修復のための方法を特徴とし、該方法は、損傷を受けた組織を本発明のス
カフォールドと接触させることを含む。本発明はさらに、軟部組織の再生を刺激するため
の方法を特徴とし、該方法は、軟部組織を本発明のスカフォールドと接触させることを含
む。スカフォールドが組織と接触させられると、スカフォールドは、スカフォールドの近
傍に位置する組織の増殖を増大させることができる。さらに、スカフォールドは、それが
接着する組織中での血管新生を促進することができる。したがって、別の側面において、
本発明は、組織中の細胞の増殖を刺激するための方法を提供し、該方法は、細胞増殖が刺
激されるように、組織をスカフォールドと接触させることを含む。本発明はさらに、組織
の血管新生を誘導する方法を提供し、該方法は、組織中で血管新生が起こるように、組織
をスカフォールドと接触させることを含む。
【００４９】
　スカフォールドを、皮膚の欠損を充填するために成形してもよい。殆どの場合、これは
、ポリマー繊維をハサミまたはナイフでトリミングすることにより達成することができる
；あるいは、スカフォールドを、加熱または揮発性溶媒中で溶解することにより形成され
るポリマー溶液から鋳造することもできる。
【００５０】
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　間葉系幹細胞は、スカフォールドへの細胞懸濁液の適用により、スカフォールド上に播
種する。これは、スカフォールドを細胞培養容器中に浸漬するか、またはスカフォールド
への細胞の注射もしくは他の直接適用により、達成することができる。
【００５１】
　細胞を播種されたスカフォールドは、標準的な外科的技術を用いて、欠損の部位におい
て移植する。スカフォールドは、in vitroで移植の前に播種しても、播種して速やかに移
植しても、または移植して、次いで細胞を播種してもよい。一態様において、細胞は、ス
カフォールド上またはスカフォールド中に播種し、in vitroで、約１６時間～２０週間に
わたり培養するが、それはより長くともよい。播種または移植の時点における細胞密度は
、状況下において変化するであろう。例えば、細胞密度は、約２５，０００細胞／ｍｍ３

であってよい。当業者は、適切な細胞密度を知っているであろう。
【００５２】
　本明細書において用いられる場合、対象は、例えば、ヒト、非ヒト霊長類、ウシ、ウマ
、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコおよびげっ歯類などの哺乳動物であってよい。ヒトAB
CB5（＋）幹細胞およびヒト対象は、特に重要な態様である。
【００５３】
　幾つかの態様において、単離されたABCB5（＋）幹細胞（例えば、ABCB5（＋）幹細胞移
植片の形態における組成物として、または移植された移植片に送達される細胞の調製物と
して）を、１回以上対象に投与してもよい。したがって、幾つかの態様において、対象に
、単離されたABCB5（＋）幹細胞の複数の用量または移植片（例えば、２、３、４または
それより多く）を、数週間、数か月間または数年間の経過にわたり、投与してもよい。幾
つかの態様において、幹細胞を、最初の投与の後、３か月、６か月、９か月、１２か月、
１８か月、２１か月または２４か月後に、再び投与する。適用の回数および適用の頻度は
、例えば、最初の幹細胞投与／移植の後で達成された細胞の再生の程度に依存し得る。幹
細胞適用の回数および頻度は、医学の専門家（例えば外科医、医師）により決定され得る
。
【００５４】
　本発明の組成物（ABCXB5＋幹細胞を播種したスカフォールド）は、創傷治癒において用
いられる。皮膚および他の器官系におけるほとんどの創傷は、保護的な外層ならびにその
下の層および組織からの細胞および結合組織マトリックスの喪失により特徴づけられる。
皮膚創傷の場合、上皮が、失われる外層である。上皮は、真皮、ならびに脂肪、筋肉およ
び骨などのより深い構造を覆っている。皮膚および他の器官系における大きな創傷の閉鎖
は、典型的には何十億もの細胞の産生、血管ネットワークを通しての栄養、ならびに新生
細胞外マトリックス（ECM）中に存在するタンパク質およびグリコサミノグリカンからの
機械的強度を必要とする。
【００５５】
　用語「創傷」とは、本明細書における目的において、器官および器官系に対する傷害を
広範に指す。皮膚の場合、傷害は、上皮、真皮および／または皮下組織に対するものであ
り得る。皮膚創傷は、創傷の深度に依存して、４つのグレードの内の１つに分類すること
ができる：ｉ）グレードＩ：上皮に限定された創傷；ｉｉ）グレードＩＩ：真皮中に及ぶ
創傷；ｉｉｉ）グレードＩＩＩ：皮下組織中に及ぶ創傷；ならびにｉｖ）グレードＩＶ（
または全層創傷）：骨が露出される創傷（例えば大転子または仙骨などの骨による圧力点
）。用語「一部の層の創傷」とは、グレードＩ～ＩＩＩを包含する創傷を指す；一部の層
の創傷の例として、熱傷性創傷、褥瘡、静脈鬱血性潰瘍および糖尿病性潰瘍が挙げられる
。用語「深い創傷」は、グレードＩＩＩおよびグレードＩＶの両方の創傷を含む。本発明
の方法は、慢性および急性創傷を含む全グレードの創傷を処置するために用いられる。用
語「慢性創傷」とは、３０日以内に治癒しなかった創傷を指す。
【００５６】
　用語「創傷治癒を促進すること」とは、本明細書における目的において、器官または器
官系の正常な生理学的障壁の再構成を可能にすることを指す。皮膚創傷の場合、創傷治癒
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を促進することは、肉芽組織の形成の誘導、および／または創傷の収縮の誘導、および／
または再血管新生の誘導、および／または上皮化（すなわち、上皮中の新たな細胞の生成
）の誘導を含み得る。幾つかの態様において、ABCB5＋細胞は、少なくとも部分的に、例
えばVEGFなどのメディエーターの分泌により機能する場合がある。
【００５７】
　本発明の方法により処置されるべき創傷の型として、限定されないが、以下の多様な種
類の創傷が挙げられる：外科的創傷；外傷性創傷；放射線損傷性創傷；毒物による上皮壊
死性創傷；感染性創傷；腫瘍性創傷；全層創傷；一部の層の創傷；および熱傷性創傷、な
らびに、多様な型の潰瘍から生じる創傷、例えば、皮膚潰瘍、角膜潰瘍、動脈閉塞性潰瘍
、連続的な圧力により誘導される褥瘡および糖尿病性潰瘍、熱傷性潰瘍、傷害性潰瘍、放
射線性潰瘍、薬物により誘導される潰瘍、手術後潰瘍、炎症性潰瘍、胃腸管の潰瘍、単純
潰瘍および他の型の血管障害性潰瘍、ならびに慢性（難治性）潰瘍。
【００５８】
　本発明の多様な態様の方法は、複雑な創傷または治癒が困難な創傷を処置することにお
いて、特に有用である。感染、放射線照射された組織、全身性疾病、薬物療法、患者の年
齢、患者の健康、および対象の栄養状態を含む多くの要因が、創傷治癒プロセスに悪影響
を及ぼし得る。さらに、動脈硬化、長時間の圧力、静脈瘤疾患、および静脈鬱血などの、
末梢の血液循環を妨害する任意のプロセスが、酸素、栄養、化学シグナル、および傷害を
受けた対象における治癒を媒介するために適切な細胞型の送達に悪影響を及ぼし得、これ
は創傷治癒の障害となるであろう。創傷治癒を阻害する要因として、創傷の乾燥、化学療
法またはステロイドなどの薬物療法、および患者の健康および／または栄養状態が悪いこ
とが挙げられる。熱傷、皮膚移植片および多様な型の潰瘍などの、特定の一部の層のおよ
び全層の傷害は、修復に抵抗して、対象にとって著しい疼痛および不快を引き起こす。
【００５９】
　患者の全身健康状態もまた、創傷治癒において重要である。年齢が高くなるにつれ、傷
害を受けた組織を修復する能力は低下する。なぜならば、皮膚がより薄くなり、線維芽細
胞の数および総皮膚コラーゲンの量が減少するからである。アルコール依存症、貧血、糖
尿病、栄養障害、ショックおよび尿毒症などの疾患状態は、創傷部位への酸素および栄養
の送達の妨害をもたらし、それにより治癒プロセスを阻害する。また、単球減少症をもた
らす疾患も、創傷治癒を著しく損ない得る。
【００６０】
　障害を処置するために用いられる薬物療法は、障害された創傷治癒を生じ得る。癌患者
において分裂している細胞を取り除くために用いられる化学療法もまた、かかる患者が創
傷を治癒する能力（これもまた、新たな細胞増殖に依存する）を抑制する。ステロイドは
、３つ全ての相の創傷修復に負の影響を及ぼす：初期の炎症応答を阻害し、新たな上皮お
よび血管組織の産生を遅らせ、瘢痕組織におけるコラーゲンマトリックスを弱化させる。
【００６１】
　細菌による創傷感染は、創傷治癒の延長についての一般的な局所的原因である。ヒト皮
膚は、典型的には、Candida albicans、Staphylococcus epidermidis、Staphylococcus a
ureusおよび幾つかのStreptococcus属の株を含む多数の微生物によりコロニー形成されて
いる。したがって、下にある組織を環境に対して露出する任意の創傷は、常在菌叢に感染
する。よく看護され、高度に血管新生される組織中の創傷は、感染に抵抗するが、一方、
虚血組織中のものは、感染に対してはるかにより感受性である。
【００６２】
　幾つかの態様において、対象は、皮膚創傷を有していてもよい。他の態様において、対
象は、例えば角膜上皮において、眼の創傷（例えば、死んでいるか、損傷を受けたか、ま
たは感染した眼細胞）などの眼の状態を有していてもよい。したがって、角膜上皮は、本
発明により、眼の状態を有する対象において、創傷を有していてもよい。
【００６３】
　幾つかの態様において、本発明のスカフォールドは、創傷に対して圧力を及ぼすデバイ
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スと組み合わせてもよい。創傷内の細胞を、必要に応じて定常的にまたは時間依存的な様
式において機械的に張力または圧迫を誘導するデバイスを用いて、制御された緊張に供し
てもよい。制御された、限局的な力を創傷表面に適用するために、例えば創傷表面上に位
置することができるマトリックス中のマイクロチャンバーなどの微細構造と流体的に連通
する、多数のマイクロチャネルを有するデバイスを用いてもよい。各マイクロチャンバー
に適用される真空圧力（または陽圧）は、マイクロチャネルを介して制御される。用語「
真空圧力」とは、本明細書における目的において、チャンバーまたは対象となる材料中の
圧力であって、参照チャンバー、材料、組織または大気のものよりも規模が低いものを指
す。用語「陽圧」とは、本明細書における目的において、チャンバーまたは対象となる材
料中の圧力であって、参照チャンバー、材料、組織または大気のものよりも規模が高いも
のを指す。用語「圧力」とは、本明細書における目的において、真空圧力または陽圧の両
方を包含することを意図される。本発明のスカフォールドは、圧力を適用するためのデバ
イスより前、後、またはこれと断続的に、創傷に適用することができる。
【００６４】
　創傷治癒は、フィブリン血栓形成、炎症細胞の動員、再上皮化、ならびにマトリックス
の形成およびリモデリングを含む。組織傷害の直後に、血管の破壊が、血液の血管外漏出
、ならびに、フィブリン血栓形成をもたらす、同時の血小板凝集および血液凝固をもたら
す。フィブリン血栓内に捕捉された活性化された血小板は、脱顆粒し、多様なサイトカイ
ンおよび増殖ホルモンを放出する。これらのサイトカインおよび増殖ホルモンは、傷害の
部位へ炎症細胞を動員し、血管新生を刺激し、再上皮化および結合組織収縮に伴う組織の
運動を開始させるために役立つ。
【００６５】
　好中球および単球は、脱顆粒している血小板から放出される増殖因子およびサイトカイ
ン、細菌タンパク質から切断されるホルミルメチオニルペプチド、ならびにフィブリンお
よび他のマトリックスタンパク質のタンパク質分解の副生成物を含む多数の走化性シグナ
ルにより、傷害の部位に動員される。好中球浸潤は数日後に終わるが、創傷部位への単球
の持続的動員により、マクロファージは集合を続ける。活性化されたマクロファージは、
増殖因子およびサイトカインを放出し、それにより、脱顆粒している血小板からのより早
期のシグナルを増幅する。これらのプロセスを補助するために、外因性の因子を創傷に適
用してもよい。
【００６６】
　したがって、本発明の態様はまた、ABCB5＋細胞による可溶性因子の内包を含む方法を
含む。デバイスの創傷上での配置の後で、デバイスに添加された可溶性因子（例えば、上
皮増殖因子などの増殖因子、サイトカイン、PGDF、インスリン様増殖因子、TGF－ベータ
、ケラチノサイト増殖因子サイトカイン、TNF、ケモカイン、走化性ペプチド、組織メタ
ロプロテイナーゼ阻害物質など）は、組織中へと通過する。
【００６７】
　急性および慢性の両方の創傷において、動物モデルにおいて、多数の組み換え増殖因子
が創傷治癒プロセスを加速させ得ることが注目されてきた。これらの組み換え由来の因子
として、血小板由来増殖因子（PDGF）、線維芽細胞増殖因子（FGF）、上皮増殖因子（EGF
）、ならびにトランスフォーミング増殖因子αおよびβ（TGF－αおよびTGF－β）が挙げ
られる。さらに、インスリン、インスリン様増殖因子ＩおよびＩＩ（それぞれIGF－Ｉお
よびIGF－ＩＩ）、インターフェロン（IFN）、インターロイキン（IL）、KGF（ケラチノ
サイト増殖因子）、マクロファージコロニー刺激因子（M-CSF）、血小板由来内皮細胞増
殖因子（PD-ECGF）、ならびに幹細胞因子（SCF）を含む他の組み換え増殖因子は、創傷治
癒プロセスに関与する細胞型の活性化、増殖および／または刺激を促進し得る。
【００６８】
　可溶性因子は、タンパク質であってもよく、または細胞において発現させてもよい。タ
ンパク質、ペプチドまたはポリペプチドとは、アミノ酸のポリマーを指し、これらの用語
は、交換可能に用いられる。ポリマーは、天然または非天然のアミノ酸を含んでよい。タ
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ンパク質またはポリペプチドは、in vitroまたはin vivoで、天然、組み換え、合成また
は他の手段を介して生成することができる。タンパク質またはポリペプチドは、翻訳語修
飾を有していてもよく、または、リン酸化、グリコシル化、ファルネシル化、アセチル化
、メチル化、チオールの酸化などを含むように、化学的に修飾されていてもよい。
【００６９】
　本発明の組成物についての別の使用は、組織再生におけるものである。創傷治癒は、組
織修復または組織再生のいずれかを通して達成することができる。通常瘢痕の形成をもた
らす修復と比較して、組織再生は、正常な構造の完全な形態学的および機能的回復を提供
する。自発的な組織再生は、生後の生命においては起こらない；しかし、それは、少なく
とも部分的に、スカフォールドなどの外因性の生物学的マトリックスにより補助すること
ができる。スカフォールドは、臨床的にはINTEGRA（登録商標）（Integra LifeSciences,
 Plainsboro, N.J.）として知られ、これは、大規模な熱傷を受けた患者における使用に
ついて、ならびに再建の欠陥および慢性創傷の処置について、米国食品医薬品局により承
認されている。再生される皮膚は、器質的に適格であり、完全に血管が形成されており、
接触および熱または低温に対して感受性であるが６、重要な皮膚付属物、例えば、毛包お
よび汗腺を欠いている５。
【００７０】
　ABCB5陽性幹細胞を含む移植片の移植は、INTEGRA（登録商標）により誘導される再生的
な創傷治癒をさらに増強し、再生応答に関連する複能性幹細胞集団の局所アベイラビリテ
ィーの増大のおかげで、皮膚付属物の形成を潜在的に増強するが、ABCB5欠損真皮移植片
はそうではない。創傷治癒応答の著しい改善は、本明細書により、真皮および上皮の同時
再生、ならびに瘢痕形成の減少を伴うことが予測される。
【００７１】
　本発明のこの側面において、ABCB5陽性細胞を播種されたスカフォールドは、分化の誘
導により組織を生成するために用いられる。単離されて精製された間葉系幹細胞は、特異
的培地中での有糸分裂による増殖を通して、未分化状態において増殖させることができる
。これらの細胞を、次いで収集し、機械的刺激、細胞性刺激および生化学的刺激を含む多
数の因子により活性化させて、骨、軟骨および多様な他の型の結合組織へと分化させるこ
とができる。ヒト間葉系幹細胞は、腱、靭帯および真皮などの多様な間葉系組織細胞を生
じる骨芽細胞および軟骨細胞などの細胞へと分化する能力を有し、この能力は、単離の後
で、培養における数集団の増殖にわたり、保持される。したがって、間葉系幹細胞を単離
し、精製し、大量に増殖させ、次いで、骨格および結合組織など（骨、軟骨、腱、靭帯、
筋肉および脂肪など）の特定の型の所望の間葉系細胞へと分化するように活性化すること
ができることにより、骨格および他の結合組織の障害を処置するためのプロセスが存在す
る。用語、結合組織は、本明細書において、特殊化したエレメントを支持する身体の組織
を含むように用いられ、骨、軟骨、腱、靭帯、間質、筋肉および脂肪組織を含む。
【００７２】
　別の側面において、本発明は、結合組織の損傷を修復するための方法に関する。方法は
、修復が必要である結合組織の型に幹細胞が分化するために好適な条件下において、スカ
フォールドを結合組織損傷の領域に適用するステップを含む。
【００７３】
　用語「結合組織欠損」とは、外傷、疾患、年齢、先天性欠損、外科的介入などに起因し
て起こり得る、正常な結合組織と比較した任意の損傷または変則性を含む欠損を指す。結
合組織欠損はまた、例えば美容増強（cosmetic augmentation）のために、骨形成が単独
で望ましい非損傷領域を指す。
【００７４】
　スカフォールドはまた、肝臓疾患の処置においても有用である。肝臓疾患は、肝臓組織
に対する損傷をもたらす肝炎などの疾患を含む。より一般的には、本発明のスカフォール
ドは、限定されないが、以下を含む肝臓の疾患、障害または状態の処置のために用いるこ
とができる：アルコール性肝臓疾患、肝炎（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄなど）、限局的肝病変、原発
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性肝細胞癌、肝臓の大嚢胞性病変、限局的な結節性過形成性肉芽腫性の肝臓疾患、肝肉芽
腫、遺伝性ヘモクロマトーシスなどのヘモクロマトーシス、鉄過剰症候群、急性脂肪肝、
妊娠悪阻、妊娠期の介入性肝臓疾患、肝内胆汁鬱滞、肝不全、劇症肝不全、黄疸または無
症候性の高ビリルビン血症、肝細胞に対する傷害、クリグラー・ナジャー症候群、ウィル
ソン病、アルファ‐１‐アンチトリプシン欠損、ジルベール症候群、高ビリルビン血症、
非アルコール性脂肪性肝炎、ポルフィリン症、非肝硬変性門脈圧亢進症、非肝硬変性門脈
圧亢進症、限局性線維症、住血吸虫症、原発性胆汁性肝硬変、バッド・キアリ症候群、骨
髄移植の後の肝静脈閉塞症など。
【００７５】
　幾つかの態様において、本発明は、本発明のスカフォールドにより神経変性疾患を処置
することに関する。幾つかの場合において、本発明は、神経変性疾患、または神経変性を
もたらし得る神経細胞に対する損傷を有する対象の処置を企図する。神経細胞は、主に、
それらの局所的／領域的なシナプス結合（例えば、局所回路の介在ニューロン、対、長距
離に投射するニューロン）および受容体のセット、ならびに関連する二次メッセンジャー
系に基づいて、分類される。神経細胞は、中枢神経系（CNS）ニューロンおよび末梢神経
系（PNS）ニューロンの両方を含む。多くの異なる神経細胞の型が存在する。例として、
限定されないが、感覚および交感神経系のニューロン、コリン作動性ニューロン、後根神
経節ニューロン、固有受容性ニューロン（三叉神経中脳路核におけるもの）、毛様体神経
節ニューロン（副交感神経系におけるもの）などが挙げられる。当業者は、典型的には細
胞形態学的特徴、細胞特異的マーカーの発現、特定の分子の分泌などを利用して、容易に
神経細胞を同定し、それらをグリア細胞などの非神経細胞と区別することができるであろ
う。「神経変性障害」または「神経変性疾患」とは、本明細書において、末梢神経系にお
ける、または中枢神経系における、進行性のニューロンの喪失が起こる障害として定義さ
れる。これらの障害は、脊髄損傷および頭部外傷などのニューロンの損傷に関連する傷害
を含む。
【００７６】
　慢性神経変性疾患の殆どは、中年期の間の発症により典型的に表され、神経系内の特定
のニューロンのサブセットの急速な変性をもたらし、最終的には、早期の死亡に至る。真
皮間葉系幹細胞を含む組成物は、神経変性疾患を処置するために、単独で、または、これ
らの障害または疾患の処置または予防のために他の治療用化合物の投与と組み合わせて、
対象に投与してもよい。
【００７７】
　神経変性疾患の処置における成人幹細胞の有用性は、記載されてきた。間葉系幹細胞が
、脳卒中を経験したマウスにおいてニューロン様細胞に変化し得ることは、実証されてい
る（Journal of Cell Transplantation Vol. 12, pp. 201-213, 2003）。さらに、骨髄に
由来する幹細胞は、神経細胞に発達し、これは、パーキンソン病、筋委縮性側索硬化症（
ALS）および脊髄損傷を有する患者を処置するために有望である。
【００７８】
　本発明の方法はまた、腎臓疾患に関連する障害の処置において有用である。先に腎臓に
移植された間葉系幹細胞は、腎臓の機能および細胞の再生において、殆ど即座の改善をも
たらすことが実証されている（Resnick, Mayer, Stem Cells Brings Fast Direct Improv
ement, Without Differentiation, in Acute Renal Failure, EurekAlert!, August 15, 
2005）。したがって、本発明のスカフォールドは、腎臓疾患を有する対象に、単独で、ま
たは、腎臓の機能および細胞の再生を改善するために他の治療剤または分析などの手順と
組み合わせて投与してもよい。
【００７９】
　本発明の方法により処置することができる他の疾患は、角膜および肺の疾患を含む。こ
れらの組織における間葉系幹細胞の投与に基づく治療は、正の結果が実証されている。例
えば、ヒト間葉系幹細胞は、損傷を受けた角膜を復元するために用いられてきた（Ma Y e
t al, Stem Cells, August 18, 2005）。さらに、骨髄に由来する幹細胞は、肺の修復お
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よび肺損傷に対する保護のために重要であることが見出された（Rojas, Mauricio, et al
., American Journal of Respiratory Cell and Molecular Biology, Vol. 33, pp. 145-
152, May 12, 2005）。したがって、本発明の真皮間葉系幹細胞はまた、角膜組織または
肺組織の修復において用いることができる。
【００８０】
　ABCB5（＋）幹細胞は、対象に対して自家性（同じ対象から得られるもの）であっても
、対象に対して同種または同系である細胞などの非自家性のものであってもよい。あるい
は、ABCB5（＋）幹細胞は、対象に対して異種性のものであるソースから得てもよい。
【００８１】
　同種性とは、対象と遺伝的に異なるが、対象と同じ種に属するか、またはこれから得ら
れる細胞を指す。したがって、同種性ヒトABCB5（＋）幹細胞は、意図される幹細胞のレ
シピエント以外のヒトから得られる幹細胞である。同系とは、遺伝的に同一または緊密に
関係しており、対象にとって免疫学的に適合性である（すなわち、同一の遺伝子型を有す
る個体または組織からの）細胞を指す。異種性とは、対象と異なる種の生物に由来するか
、またはこれから得られる細胞を指す。
【００８２】
　本発明によるABCB5（＋）幹細胞は、ex-vivoで、またはin vitroで、スカフォールドへ
の適用の前に、またはin vivoで投与の後に、増殖させることができる。したがって、幾
つかの例において、ABCB5発現は、ABCB5（＋）幹細胞を同定し、単離し、クローニングし
、増殖（propagate）させ、in vitroで増殖（expand）させるための基礎を提供する。ABC
B5（＋）幹細胞を他の細胞から分離するための剤、例えば単離されたペプチド、例えばAB
CB5に結合する抗体を使用する、任意の好適な方法を用いることができる。単離されたABC
B5（＋）幹細胞は、例えば組み合わせ培地、栄養補助剤および試薬を用いて、適切な培養
環境において維持することができる。随意に、フィーダー細胞集団、またはフィーダー細
胞集団から得られる条件培地を用いて、ABCB5（＋）幹細胞集団を増殖させてもよい。
【００８３】
　本発明による幹細胞増殖のために用いることができる接着因子、付着因子およびマトリ
ックス因子として、限定することなく、Ｅ－カドヘリン、コラーゲン、フィブロネクチン
、スーパーフィブロネクチン（superfibronectin）、ヘパリン硫酸プロテオグリカン、IC
AM-I、ラミニン、オステオポンチン、プロテオグリカン、Ｅ－セレクチン、Ｌ－セレクチ
ン、VCAMおよびビトロネクチンが挙げられる。
【００８４】
　本発明による幹細胞増殖のために用いることができる生理活性剤および栄養補助剤とし
て、限定することなく、酵素（例えば、カテプシンＧ、Flt-3/Fc）、タンパク質およびペ
プチド（例えば、アクチビンＡ、アルブミン、アンギオゲニン、アンギオポイエチン、BA
X阻害ペプチド、ヘレグリンベータ－１、SMAC/Diablo）、ビタミン、ホルモン、ならびに
多様な他の物質（例えば、Ｌ－アスコルビン酸、デキサメタゾン、EGF、EGF受容体、胚液
（embryonic fluid）（ウシ）、flt3リガンド、プロゲステロン、レチノイン酸、酢酸レ
チニル、トロンボポイエチンおよびTPO）、抗体、ケモカイン、サイトカイン、増殖因子
、ならびに受容体が挙げられる。
【００８５】
　本発明による幹細胞増殖のために用いることができる培養試薬として、限定することな
く、抗生物質（例えば、シクロヘキサミド、エトポシド、ゲンタマイシン、マイトマイシ
ン、ペニシリン－ストレプトマイシン）、古典的培地（例えば、Claycomb培地、ダルベッ
コ改変イーグル培地、イスコフ改変ダルベッコ培地、最小必須培地）、細胞凍結培地－DM
SO、Ｌ－グルタミンを含まないClaycomb培地、Stemline（登録商標）培地（Sigma-Aldric
h, USA）が挙げられる。
【００８６】
　本発明の組成物は、幹細胞、または幹細胞の単離された調製物を含んでよく、該幹細胞
は、グリコサミノグリカンスカフォールドと共移植されたそれらの細胞表面上におけるAB
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CB5の発現により特徴づけられる。組成物は、単離されたABCB5（＋）幹細胞が濃縮された
調製物を含んでも、または実質的に純粋なABCB5（＋）幹細胞の集団を含んでもよい。組
成物は、本明細書において議論されるスカフォールドを包含することを意図される。
【００８７】
　組成物は、幾つかの態様において、細胞の再生および分化を促進するために、さらなる
生理活性剤および栄養補助剤を含んでもよい。本発明により用いることができるかかる生
理活性剤および栄養補助剤は、上に記載されており、限定することなく、多様な酵素、タ
ンパク質およびペプチド、ビタミン、抗体、ケモカイン、サイトカイン、増殖因子ならび
に受容体を含む。幾つかの態様において、組成物は、免疫抑制剤および／または抗脈管形
成剤を含んでもよい。例えば、幾つかの態様において、組成物は、移植片拒絶を予防およ
び／または処置するために用いられ得るシクロスポリン（例えばCyA）を含んでもよい。
幾つかの態様において、組成物は、ベバシズマブ（例えば、AVASTIN（登録商標））を含
んでもよい。抗脈管形成剤の使用は、幾つかの例において、移植後にしばしば生じて移植
片拒絶をもたらし得る血管形成を予防するために用いることができる。幾つかの態様にお
いて、免疫抑制剤および／または抗脈管形成剤は、組成物またはスカフォールドの成分と
して投与されるのではなく、寧ろ、ABCB5（＋）幹細胞の投与の前または後に、独立して
投与される。
【００８８】
　ABCB5＋細胞は、遺伝子的にまたは組み換え的に操作されていてもよい。組み換えとは
、生物、細胞、核酸およびタンパク質を指し得る。組み換え細胞および生物とは、組み換
えDNAを含む細胞および生物である。組み換えDNAとは、天然おいては通常は見出されない
核酸配列を指す。通常、この用語は、一緒にスプライシングされて非天然の生成物を形成
する、２または３以上のDNAのピースを指す。組み換えタンパク質とは、組み換えDNA（す
なわち、天然において生じるものとは異なる核酸）から産生されるタンパク質である。組
み換えタンパク質を産生することにおいて、タンパク質をコードする遺伝子の調節配列は
、通常、天然の遺伝子において起こるものとは異なる。望ましい生物においてそのタンパ
ク質を産生させるために、遺伝子はまた、通常では当該遺伝子を所有しない生物において
配置されていてもよい。
【００８９】
　スカフォールド上に播種される細胞への所望される遺伝子または他の核酸コンストラク
トの挿入は、例えばAusubelら編、1989年、Current Protocols in Molecular Biology（G
reen Publishing Associates, Inc. and John Wiley & Sons, Inc., New York）において
記載されるような、慣用的な遺伝子および組み換え工学の技術を用いて達成することがで
きる。
【００９０】
　真皮間葉系幹細胞を、本明細書においてより詳細に記載されるような、治療的指標にお
いても有用であるタンパク質を発現するように改変してもよい。例えば、細胞は、分化し
た系統への間葉系幹細胞の分化をさらに誘導または促進する少なくとも１の生理活性因子
を産生する核酸を含んでもよく、および／または、細胞は、分泌型メディエーターを産生
する核酸を含んでもよい。骨が形成されている例において、生理活性因子は、多様な組織
増殖因子、特に、BMP-2、BMP-3、BMP-4、BMP-6およびBMP-7からなる群より選択される少
なくとも１つなどの、骨の形態タンパク質を含むTGF－ベータスーパーファミリーのメン
バーであってもよい。他の例において、分泌型メディエーターは、VEGFであってもよい。
【００９１】
　核酸を細胞中に導入するために、多様な技術を使用することができる。かかる技術は、
核酸ＣａＰＯ４沈殿物のトランスフェクション、DEAEと結合した核酸のトランスフェクシ
ョン、目的の核酸を含むレトロウイルスによるトランスフェクション、リポソーム媒介ト
ランスフェクションなどを含む。特定の用途のために、核酸を特定の細胞にターゲティン
グすることが好ましい。かかる例においては、本発明による核酸を細胞中に送達するため
に用いられるビヒクル（例えば、レトロウイルスまたは他のウイルス；リポソーム）は、
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それに付着したターゲティング分子を有する。例えば、標的細胞上の表面膜タンパク質に
対して特異的な抗体、または標的細胞上の受容体に対するリガンドなどの分子を、核酸送
達ビヒクルに結合させるか、または核酸送達ビヒクル中に組み込んでもよい。例えば、リ
ポソームが本発明の核酸を送達するために使用される場合、エンドサイトーシスに関連す
る表面膜タンパク質に結合するタンパク質を、ターゲティングのために、および／または
取り込みを容易にするために、リポソーム形成に組み込んでもよい。
【００９２】
　外来遺伝子材料を真皮間葉系幹細胞中に導入する一方法は、複性欠損レトロウイルスを
用いて細胞に形質導入することによる。複性欠損レトロウイルスは、全てのビリオンタン
パク質の合成を指揮することができるが、感染性粒子を作ることはできない。したがって
、これらの遺伝子改変されたレトロウイルスベクターは、培養細胞における高効率な遺伝
子の形質導入のための一般的な有用性を有する。レトロウイルスは、遺伝子材料を細胞中
に輸送するために後半に用いられてきた。複性欠損レトロウイルスを生成するための標準
的なプロトコル（外来遺伝子材料のプラスミドへの組み込み、プラスミドによるパッケー
ジング細胞株のトランスフェクション、パッケージング細胞株による組み換えレトロウイ
ルスの産生、組織培養培地からのウイルス粒子の回収、およびウイルス粒子による標的細
胞の感染のステップを含む）は、当該分野において提供される。
【００９３】
　レトロウイルスを用いることの主な利点は、ウイルスが、宿主細胞のゲノム中に、治療
剤をコードする単コピーの遺伝子を効率的に挿入し、それにより、当該細胞が分裂する際
に、その子孫に外来遺伝子材料を伝えることを可能にすることである。さらに、LTR領域
中の遺伝子のプロモーター配列は、多様な細胞型において、挿入されたコード配列の発現
を増強することが報告されている。レトロウイルス発現ベクターを用いることの主な不都
合は、（１）挿入変異、すなわち、標的細胞のゲノム中の望ましくない位置への治療剤遺
伝子の挿入（例えば制御されない細胞増殖をもたらすもの）、ならびに（２）ベクターに
より運搬される治療剤遺伝子が標的ゲノム中に組み込まれるための、標的細胞の増殖のた
めの要求である。これらの見かけ上の限定要因にも関わらず、レトロウイルスを介する治
療上有効な量の治療剤の送達は、形質導入の効率が高く、および／または形質導入のため
に利用可能な標的細胞の数が多い場合、有効である。
【００９４】
　真皮間葉系幹細胞の形質転換のための発現ベクターとして有用なさらに別のウイルス候
補は、二本鎖DNAウイルスであるアデノウイルスである。レトロウイルスと同様に、アデ
ノウイルスゲノムは、すなわち、ウイルス自体の産生を制御する遺伝子情報を除去するこ
とにより、遺伝子伝達のための発現ベクターとしての使用のために適応可能である。アデ
ノウイルスは、通常、染色体外の様式において機能するので、組み換えアデノウイルスは
、理論上の挿入変異の問題は有さない。一方で、標的真皮間葉系幹細胞のアデノウイルス
による形質転換は、安定な形質導入をもたらさない場合がある。しかし、より最近になり
、特定のアデノウイルス配列が、キャリア配列に対して染色体内組み込み特異性を与え、
したがって、外来遺伝子材料の安定な伝達をもたらすことが報告されている。
【００９５】
　したがって、当業者には明らかであるように、外来遺伝子材料を真皮間葉系幹細胞中に
輸送するために、多様な好適なベクターが利用可能である。遺伝子置換治療を受け入れら
れる特定の状態のための治療剤を送達するために適切なベクターの選択、および選択され
た発現ベクターの細胞中への挿入のための条件の最適化は、当該分野における通常の技術
の範囲内であり、過度の実験を必要としない。
【００９６】
　したがって、本発明は、真皮間葉系幹細胞を、それらが、ヒト幹細胞において通常は産
生されないか、または少量においてであるが、過剰産生が治療上の利益をもたらすであろ
う状況において産生されるポリペプチド、ホルモンおよびタンパク質を、生物学的に重要
な量において産生するような様式において、遺伝子操作することを可能にする。これらの
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生成物は、次いで、血流または中枢神経系などの身体の他の領域中に分泌される。この方
法において形成され、スカフォールド中に包埋されたヒト幹細胞は、持続的な薬物送達系
として、必要とされる物質の周期的投与（経口摂取、注射、デポー注入などにより）を必
要とする現在のレジメンを置き換えるために役立ち得る。本発明は、ホルモン、酵素およ
び薬物を、かかる物質を必要とするヒトに提供することにおける適用性を有する。それは
、持続的な用量において長期間にわたり必要とされ、修復される組織に関連する、ホルモ
ン（例えば、副甲状腺ホルモン、インスリン）などの物質を提供することにおいて、特に
価値がある。
【００９７】
　ABCB5（＋）幹細胞は、それらから他の細胞、組織および／または全動物を生じること
ができる、全能性、複能性（multipotent）および多能性（pluripotent）幹細胞（例えば
、人工多能性幹細胞（induced pluripotent stem cell：iPSC））を産生させるために、
単離してもよい。したがって、ABCB5（＋）幹細胞を、細胞がスカフォールド中に播種さ
れる前または後に、全能性、複能性および多能性幹細胞になるように直接的に再プログラ
ミングするか、または誘導するための方法が、本発明の幾つかの側面において提供される
。用語「再プログラミング」とは、本明細書において用いられる場合、細胞または細胞の
集団（例えば、ABCB5（＋）幹細胞）の発達能力を逆転させるプロセスを指す。したがっ
て、再プログラミングすることとは、細胞を、より高い発達能力を有する状態に、すなわ
ち、より未分化な状態へと後ろ向きに駆動するプロセスを指す。再プログラミングされる
べき細胞は、再プログラミングの前に、部分的に分化していても、高度に分化していても
よい。幾つかの態様において、再プログラミングは、完全なまたは部分的な分化状態の逆
転、すなわち、細胞の発達能力の、全能性、複能性および多能性状態を有する細胞のもの
への増大を包含する。幾つかの態様において、再プログラミングは、ABCB5（＋）幹細胞
を、当該細胞が胚性幹細胞の発達能力、すなわち胚性幹細胞の表現型を有するように、全
能性、複能性および多能性状態へと駆動することを包含する。再プログラミングはまた、
細胞を、さらなる操作に供された場合に全能性、複能性および多能性状態への再プログラ
ミングを完了するように、より高い感受性にする状態への、細胞の分化状態の部分的な逆
転を包含する。
【００９８】
　全能性、複能性および多能性幹細胞は、幾つかの再プログラミング因子を用いて、ABCB
5（＋）幹細胞から作製することができる（本明細書において「再プログラミングされたA
BCB5（＋）細胞」として言及される）。生じる細胞は、ABCB5（＋）幹細胞よりも高い発
達能力を有し、これは次いで、さらなる操作のための幹細胞のソースとなり得る。「再プ
ログラミング因子」とは、本明細書において用いられる場合、その発現が細胞（例えばAB
CB5（＋）幹細胞）の、より未分化なまたは未分化な状態への、例えば多能性状態または
部分的に多能性状態の細胞への再プログラミングに寄与する、発達能力改変因子を指す。
再プログラミング因子として、OCT4、SOX2、KLF4およびc-MYC（別名「山中因子」として
知られる）が挙げられる。他の再プログラミング因子として、限定することなく、SOX 1
、SOX 3、SOX15、SOX 18、NANOG、KLF1、KLF2、KLF5、NR5A2、LIN28、1-MYC、n-MYC、REM
2、TBX3、TERTおよびLIN28が挙げられる。上記の転写因子のうちの２または３以上の任意
の組み合わせを、単離されたABCB5（＋）幹細胞を再プログラミングするために用いるこ
とができる。細胞を全能性、複能性および多能性状態へと再プログラミングする方法は、
StadtfeldおよびHochedlinger［３３］により記載され、これは本明細書において参考と
してその全体において援用される。
【００９９】
　分化した細胞もまた、再プログラミングされたABCB5（＋）細胞から作製して、スカフ
ォールド中に組み込むことができる。方法は、再プログラミングされたABCB5（＋）細胞
において、より成熟した、分化した細胞型（例えば血液細胞、血小板、間質細胞、骨細胞
、筋細胞、皮膚細胞、脂肪細胞、または神経細胞など）への分化を促進するために必要な
、任意の１または２以上の分化因子を発現させることを含んでもよい。本明細書において
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用いられる場合、用語「分化因子」とは、細胞を所望の細胞型に分化するように誘導する
タンパク質または低分子などの、発達能力改変因子を指す。例えば、分化因子は、細胞の
発達能力を低下させる。特定の細胞型への分化は、１つより多くの分化因子の同時および
／または逐次発現を含んでもよい。方法はさらに、再プログラミングされたABCB5（＋）
細胞を、分化した細胞を形成するように分化を促進するための条件下において増殖させる
ことを含んでもよい。
【０１００】
　「幹細胞」とは、本明細書において用いられる場合、未分化の細胞または部分的に分化
した細胞であって、自己再生する能力を有し、複数の細胞型へと分化する発達能力を有す
るものである。「多能性細胞」とは、様々な条件下において、三胚葉（すなわち、内胚葉
（例えば腸組織）、中胚葉（血液、筋肉および血管を含む）、ならびに外胚葉（皮膚およ
び神経など））全ての特徴的な細胞型に分化する発達能力を有する細胞である。「複能性
」細胞とは、１または２以上の胚葉の細胞へと分化する発達能力を有するが、三胚葉すべ
ての細胞へは分化しない細胞である。これらの細胞は、例えば、例えば造血幹細胞および
神経幹細胞などの成人幹細胞を含む。「全能性」細胞は、胚外組織を含む生体における全
ての分化した細胞へと分化する発達能力を有する細胞である。幹細胞は、分化した表現型
に対する傾向を有していてもよい；しかし、これらの細胞は、逆転して幹細胞の表現型を
再表現するように誘導することができる。このプロセスは、「脱分化」または「再プログ
ラミング」として言及される。
【０１０１】
　本発明のACB5（＋）幹細胞、再プログラミングされたABCB5（＋）細胞、および分化し
た細胞は、これらの細胞型のための標準的な条件下において操作することができる。細胞
の処置は、細胞がスカフォールド中に組み込まれる前または後に、in vitro、ex vivoま
たはin vivoで行うことができる。例えば、細胞は、体内において、または培養培地中に
存在ことができる。操作は、高酸素または低酸素条件下において行うことができる。
【０１０２】
　「培養培地」は、細胞のバイアビリティーを維持し、増殖を支援する栄養を含む。典型
的な培養培地は、塩、緩衝化剤、アミノ酸、ブドウ糖または他の糖、抗生物質、血清また
は血清置換物、および／またはペプチド増殖因子などの他の成分を含む。全能性、複能性
および多能性の誘導および維持における使用のための細胞培養培地、ならびに細胞は、当
該分野において公知である。培養培地はまた、以下のような細胞特異的増殖因子を含んで
もよい：アンジオゲニン、骨形態形成タンパク質－１、骨形態形成タンパク質－２、骨形
態形成タンパク質－３、骨形態形成タンパク質－４、骨形態形成タンパク質－５、骨形態
形成タンパク質－６、骨形態形成タンパク質－７、骨形態形成タンパク質－８、骨形態形
成タンパク質－９、骨形態形成タンパク質－１０、骨形態形成タンパク質－１１、骨形態
形成タンパク質－１２、骨形態形成タンパク質－１３、骨形態形成タンパク質－１４、骨
形態形成タンパク質－１５、骨形態形成タンパク質受容体ＩＡ、骨形態形成タンパク質受
容体ＩＢ、脳由来神経栄養因子、毛様体神経栄養因子、毛様体神経栄養因子受容体－アル
ファ、サイトカイン誘導性好中球走化性因子１、サイトカイン誘導性好中球走化性因子２
－アルファ、サイトカイン誘導性好中球走化性因子２－ベータ、ベータ－内皮細胞増殖因
子、endothelia 1、上皮増殖因子、上皮誘導性好中球誘引剤、線維芽細胞増殖因子４、線
維芽細胞増殖因子５、線維芽細胞増殖因子６、線維芽細胞増殖因子７、線維芽細胞増殖因
子８、線維芽細胞増殖因子ｂ、線維芽細胞増殖因子ｃ、線維芽細胞増殖因子９、線維芽細
胞増殖因子１０、酸性線維芽細胞増殖因子、塩基性線維芽細胞増殖因子、グリア細胞株由
来神経栄養因子受容体－アルファ－１、グリア細胞株由来神経栄養因子受容体－アルファ
－２、増殖関連タンパク質、増殖関連タンパク質－アルファ、増殖関連タンパク質－ベー
タ、増殖関連タンパク質－ガンマ、ヘパリン結合性上皮増殖因子、肝細胞増殖因子、肝細
胞増殖因子受容体、インスリン様増殖因子Ｉ、インスリン様増殖因子受容体、インスリン
様増殖因子ＩＩ、インスリン様増殖因子結合タンパク質、ケラチノサイト増殖因子、白血
病阻害因子、白血病阻害因子受容体－アルファ、神経増殖因子、神経増殖因子受容体、ニ
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ューロトロフィン－３、ニューロトロフィン－４、胎盤増殖因子、胎盤増殖因子２、血小
板由来内皮細胞増殖因子、血小板由来増殖因子、血小板由来増殖因子Ａ鎖、血小板由来増
殖因子ＡＡ、血小板由来増殖因子ＡＢ、血小板由来増殖因子Ｂ鎖、血小板由来増殖因子Ｂ
Ｂ、血小板由来増殖因子受容体－アルファ、血小板由来増殖因子受容体－ベータ、プレＢ
細胞増殖刺激因子、幹細胞因子、幹細胞因子受容体、トランスフォーミング増殖因子－ア
ルファ、トランスフォーミング増殖因子－ベータ、トランスフォーミング増殖因子－ベー
タ－１、トランスフォーミング増殖因子－ベータ－１～２、トランスフォーミング増殖因
子－ベータ－２、トランスフォーミング増殖因子－ベータ－３、トランスフォーミング増
殖因子－ベータ－５、潜在型トランスフォーミング増殖因子－ベータ－１、トランスフォ
ーミング増殖因子－ベータ－結合タンパク質Ｉ、トランスフォーミング増殖因子－ベータ
－結合タンパク質ＩＩ、トランスフォーミング増殖因子－ベータ－結合タンパク質ＩＩＩ
、Ｉ型腫瘍壊死因子受容体、ＩＩ型腫瘍壊死因子受容体、ウロキナーゼ型プラスミノーゲ
ンアクチベーター受容体、血管内皮増殖因子、ならびにこれらのキメラタンパク質および
生物学的または免疫学的に活性なフラグメント。
【０１０３】
　細胞の分化状態は、当該分野において公知のかかる評価を行うための任意の方法を用い
て評価することができる。例えば、本明細書において記載される方法により処置された細
胞の分化状態を、未処置の細胞、または同じ再プログラミングまたは分化因子の発現をも
たらすDNAを送達するためにウイルスベクターを用いてDNAで処置された細胞と比較するこ
とができる。
【０１０４】
　幹細胞の用量は、スカフォールド中に含まれる細胞の数により定義することができ、広
い限度内において変化し得、そして無論、各々の特定の場合における個々の要件に適合さ
せる。用いられる細胞の数は、レシピエントの体重および状態、ならびに当業者に公知の
他の変数に依存するであろう。
【０１０５】
　本発明はまた、上述の組成物のいずれかをキットにおいて提供し、キットは、任意に、
本明細書において記載される状態の処置のための組成物の使用のための説明書を含む。す
なわち、キットは、本明細書において開示される任意の生物学的または化学的機構におけ
る関与のための、組成物の使用の説明を含んでもよい。キットはさらに、状態の症状では
なく、病態を処置することにおける状態の活性度の説明を含んでもよい。すなわち、キッ
トは、本明細書において議論される組成物の使用の説明を含んでもよい。キットはまた、
細胞とスカフォールドとの組み合わせの、疾患の処置のための使用のための説明書を含ん
でもよい。説明書はまた、任意の好適な技術により組成物を投与するために提供されても
よい。キットはまた、真皮間葉系幹細胞の単離および精製に関連する１または２以上の試
薬、すなわちABCB5抗体、および細胞を単離および／または精製するための説明であって
もよい。
【０１０６】
　本明細書において記載されるキットはまた、１または２以上の容器を含んでもよく、こ
れは、組成物および先に記載されるような他の材料を含んでもよい。キットはまた、幾つ
かの場合において、本発明の組成物を混合、希釈、および／または投与するための説明書
を含んでもよい。キットはまた、１または２以上の溶媒、界面活性剤、保存剤および／ま
たは希釈剤（例えば、生理食塩水（０．９％ＮａＣｌ）、または５％デキストロース）を
含む他の容器、ならびに、試料中の成分を混合、希釈、またはかかる処置を必要とする対
象に投与するための容器を含んでもよい。
【０１０７】
　キットの組成物は、任意の好適な形態において、例えば容器としてまたは乾燥粉末とし
て提供することができる。組成物が乾燥粉末として提供される場合、好適な溶媒（これも
また提供することができる）の添加により組成物を再構成することができる。液体形態の
組成物が用いられる態様においては、液体形態は、濃縮されていても、すぐに使える状態
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であってもよい。
【０１０８】
　本発明を下の例によりさらに説明する。例は、決してさらなる限定として解釈されるべ
きではない。本願を通して引用される参考文献（学術文献、発行された特許、公開された
特許出願および同時継続中の特許出願を含む）のすべての全内容は、本明細書により明示
的に参考として援用される。
【０１０９】
例
例１：in vitroおよびin vivoにおけるABCB5＋真皮幹細胞の複能分化可塑性
　本発明者らは、先に、ABCB5がヒト真皮中の間葉系幹細胞集団を同定し、ここでそれは
、膜の過分極をもたらし、膜電位の調節因子として、皮膚前駆体が分化を起こす傾向を決
定することを示した。さらなる研究は、ABCB5が、ヒトメラノーマにおける特異的な分化
可塑性を有する癌幹細胞（CSC）のサブセットに対して、薬物耐性を付与し、およびこれ
を標識し、ここでそれはまた、臨床疾患の進行と相関することを明らかにした。
【０１１０】
　本発明者らは、ABCB5＋皮膚細胞が、網状真皮において存在し、付近の成熟線維芽細胞
、CD31＋内皮細胞およびCD34＋バルジ細胞とは区別し得ることを示した。ABCB5は、ヒト
皮膚標本中の全細胞の内の２．５～５％により発現される。ABCB5＋細胞は、間葉系幹細
胞マーカーCD29（細胞の９９．４８±０．５％において）、CD44（９９．０９±０．９％
）、CD49e（９２．６１±４．０％）、CD90（１００％）、およびCD166（５８．２９±１
９．７％）、ならびに幹細胞マーカーCD133（６．２９±５．１％）を共発現するが、内
皮系列マーカーCD31、造血系列マーカーCD45、および静止状態の線維芽細胞のマーカーCD
34などの分化マーカーについては陰性である。重要なことに、報告されたMSCマーカー（C
D29、CD44、CD49e、CD90およびCD166）について陽性に染色される細胞の区別し得る部分
集団のみが、ABCB5について陽性に染色され、一方、これらの抗原を発現する細胞のうち
の大部分は、ABCB5について陰性であることが見出された。このことは、ABCB5＋細胞が、
間葉系幹細胞の中のユニークな新規の部分集団を表すことを実証している。
【０１１１】
　本発明者らは、ABCB5が、複能性間葉系幹細胞についての、現在利用可能なMSC抗原より
も特異的なマーカーを表すか否かを調べるために、ABCB5＋真皮幹細胞の複能分化可塑性
を、ABCB5－細胞に対して、in vitroおよびin vivoで評価した。
【０１１２】
　本発明者らは、健康なヒト志願者に由来する解離した皮膚細胞懸濁液からの陽性選択に
より単離されたABCB5＋細胞の分化能を調べ、ABCB5－真皮線維芽細胞の分化能と比較した
（図１）。ABCB5＋またはABCB5－細胞を、神経原性、血管原性、筋原性、骨原性または脂
肪生成の系列を誘導する培地において培養し、それらの分化可塑性を、系列特異的マーカ
ー（すなわち、スペクトリン－筋形成、CD31－血管新生、TUJ1－神経発生、オイルレッド
－脂肪生成、およびアリザリンレッド－骨形成）のRNAおよびタンパク質発現の誘導を測
定すること、ならびに系列に特徴的な形態学的変化により評価した（図１）。ABCB5＋真
皮細胞のみが、３つ全ての胚性系列（すなわち、外胚葉性（神経発生）、中胚葉性（筋形
成）および内胚葉性（血管新生）の系列）を生じることができ、ABCB5－真皮細胞はこれ
ができなかった（図１）。
【０１１３】
　ヒトABCB5＋真皮MSCの分化可塑性をさらに精査し、in vivoでのそれらのニッチ非依存
的な複能分化についての能力を決定するために、本発明者らは、急性筋損傷モデルにおけ
る、ヒトABCB5＋皮膚由来細胞の、ABCB5－皮膚由来細胞に対する、in vivoでの筋再生能
力を調べた。ABCB5＋およびABCB5－皮膚細胞を、重篤に易感染性状態であるNOD／SCID／I
L2Rγ－／－（NSG）マウスの心臓毒を注射した前脛骨（TA）筋に注射した。ヒトABCB5＋
およびABCB5－細胞をヒト特異的β２－ミクログロブリン、Δ－サルコグリカンおよびス
ペクトリンと共に注射したマウス筋肉の代表的な免疫蛍光染色を得た。DAPIで核を可視化
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する。注射された筋肉、および注射されていない対照筋肉を、移植の２週間後に採取し、
ヒト由来の全細胞を同定するヒト特異的β２ミクログロブリン（β２Ｍ）、ならびに、分
化したヒト筋細胞により特異的に発現されるがマウス筋細胞によっては発現されないヒト
特異的スペクトリン（SPTBN1）およびデルタ－サルコグリカン（SGCD）の発現について調
べた。免疫染色により、β２Ｍ＋ヒト細胞in both ABCB5＋細胞およびABCB5－細胞を注射
された筋肉の存在が明らかとなり、このことは、移植および生着の成功の指標であるが、
一方で、ABCB5＋を注射されたTA筋肉のみが、SPTBN1＋およびSGCD＋の分化した筋細胞を
含んだ。注射された筋肉および注射されていない対照筋肉のリアルタイムPCR分析は、ABC
B5＋細胞およびABCB5－細胞を注射した筋肉における、ヒト特異的β２Ｍ転写物の発現を
示し、ヒト特異的SPTBN1およびSGCD転写物の発現は、ABCB5＋細胞を注射された筋肉にお
いてのみ示された。したがって、ABCB5は、現在利用可能なMSC抗原に対して実質的に増強
された差別的マーカー機能を有する、複能性ヒト真皮間葉系幹細胞についての高度に特異
的なマーカーを表す。これらの知見は、幹細胞に基づく組織再生のための新規の細胞ソー
スとしてのABCB5＋真皮MSCの能力を強調する。
【０１１４】
例２：Abcb5ノックアウトマウスの幹細胞欠損表現型
　発生および幹細胞の機能におけるABCB5の役割をさらに精査するために、本発明者らは
、第１のコンディショナルAbcb5ノックアウト（ＫＯ）マウスを作製した。近年までに、A
BCB5タンパク質の機能は、ホモ・サピエンスにおいて広汎に研究された。ヒトABCB5遺伝
子は、細胞外および細胞内の両方のATP結合ドメインに挟まれた５つの膜貫通へリックス
を有する、８１２アミノ酸（ＡＡ）のタンパク質をコードする１。本発明者らの先の研究
は、本発明者らのモノクローナル抗ABCB5抗体のクローンのうちの１つである、ヒトABCB5
タンパク質のアミノ酸残基493～508を含む細胞外ループを標的とする3D2-1D12が、ABCB5
により媒介されるローダミン-123色素の排出、膜の分極、およびドキソルビシン輸送を阻
害することを明らかにし１、２５、このことは、当該分子のこの細胞外ループ領域の決定
的な機能的重要性を実証している。本発明者らはまた、先に、対応するABCB5のマウス相
同体であるマウスAbcb5をクローニングした２３。マウスにおけるAbcb5機能を妨害するた
めに、マウス分子の相同部分を標的とした。UCSC Blat検索エンジンを用いて、本発明者
らは、3C2-1D12 ABCB5 mAb結合エピトープと相同なAbcb5タンパク質ドメインをコードす
るマウスゲノム領域が、エクソン２３によりコードされることを同定した。この知見に基
づいて、２つのloxP部位がマウスエクソン２３を挟むように挿入されたコンディショナル
ＫＯコンストラクトを設計した（図２）。
【０１１５】
　機能の完全な喪失の結果を決定するために、接合体期のマウス胚においてCreリコンビ
ナーゼを発現するEIIa-Cre導入遺伝子を用いてAbcb5遺伝子のエクソン２３を削除した４

８、４９。loxP部位の間のゲノム領域の欠失は、ゲノムDNAのPCRにより確認した。ヘテロ
接合性Abcb5ヌル／WTマウスを交雑し、ホモ接合Abcb5ヌル／ヌル変異体を作製し、Abcb5
ヌル／ヌル変異体におけるAbcb5の発現および機能の喪失を、フローサイトメトリー分析
およびローダミン-123排出アッセイにより確認した１（図３）。
【０１１６】
　相対的な静止状態は、多様な哺乳動物の幹細胞集団に起因する顕著な特徴の１つである
５０。皮膚幹細胞は、Bickenbach５１、Morris５２およびCotsarelis５０により開発され
たいわゆる「パルスチェイス（pulse and chase）」DNA標識実験的アプローチを用いて、
周期が遅い細胞として初めに同定された。これらのアプローチは、細胞周期の複製期（Ｓ
期）の間の、標識されたチミジンアナログ、ウリジンの、核DNA中への組み込みに依存す
る。第１に、DNA標識または「パルス」期の間に、細胞または動物を、放射活性により、
または化学的に標識されたウリジン（例えばブロモデオキシウリジン、BrdU）に暴露する
。該ウリジンは次いで、各細胞分裂の間に核DNA中に組み込まれる。標識されたウリジン
（例えばBrdU）暴露を、次いで「チェイス」期の間に取り除き、その後、頻繁に分裂する
細胞により、約４８～７２時間の経過にわたり、標識が失われる。周期の遅い細胞は、し
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かし、長期間にわたりDNA標識を保持することができる；例えば、マウス毛包のバルジ領
域幹細胞は、少なくとも４週間にわたり放射活性標識されたウリジンを保持することがで
き５０、したがって、「標識保持細胞」と名付けられる。
【０１１７】
　ABCB5が、哺乳動物の皮膚における、示された幹細胞表現型と一致する休止状態の標識
保持細胞集団を同定するか否か、および幹細胞の休止状態の維持のために完全なABCB5の
機能が必要であるか否かを決定するために、本発明者らは、Abcb5 WTおよびAbcb5 KOマウ
スにおいて、in vivoでBrdU標識実験を行った。BrdUは、非放射活性ウリジン誘導体であ
って、蛍光標識された抗BrdU抗体を用いて検出することができる。マウスは、分裂が遅い
細胞を標識するように設計された、９日間の毎日の全身（ｉ．ｖ．）BrdU投与の「パルス
」に供され、その後、BrdU処置の停止の後、４週間の無BrdUの「チェイス」期に供される
。解離した全層皮膚細胞懸濁液中のBrdU保持細胞のパーセンテージを、次いで、抗BrdU抗
体染色およびフローサイトメトリーを用いて、Abcb5 WTマウスとAbcb5 KOマウスとの間で
比較した。細胞を、これにより、細胞周期の位置に関する細胞の一覧および特徴づけのた
めに、全DNAに結合する７－アミノ－アクチノマイシンＤ（7-AAD）色素で共染色した（図
４）。フローサイトメトリー分析は、４週間の「チェイス」の後で、Abcb5 WTマウス中の
全BrdU陽性（すなわち標識保持細胞）がＧ０期において見出されたこと（図４Ｂ、ゲート
Ｒ１）、およびこの集団は、Abcb5 KOマウスにおいて７４％減少したこと（図４Ｃ、ゲー
トＲ１）を明らかにした。さらに、Abcb5 KOマウスに由来する全層皮膚細胞懸濁液は、Ab
cb5 WTマウスに由来するものと比較して６７％多いＳ／Ｇ２／Ｍ期における増殖中のBrdU
陰性細胞を示し（図４Ｂおよび４Ｃ、ゲートＲ２）た。このことは、正常なABCB5機能の
抑止が、正常では休止状態にあるABCB5＋細胞の細胞増殖を誘導することを示している。
【０１１８】
　この観察と一致して、細胞周期制御に関与する８４細胞の遺伝子（SABiosciences、カ
タログ番号PAMM-020）のリアルタイムPCR分析は、p53シグナル伝達、Ｇ１／Ｓチェックポ
イント制御、サイクリンおよび細胞周期制御、ならびにカルシウムシグナル伝達経路を含
む、幾つかの古典的な細胞周期経路に関与する２２の分子（Ｇ０／Ｇ１細胞周期チェック
ポイントおよび細胞の休止状態を制御するp53ファミリー（p53およびp63）ならびにcKip
ファミリー（p21およびp27）のメンバーを含む）の、Abcb5 KOマウスにおける著しい下方
調節を明らかにした（図５）。
【０１１９】
　これらの結果は、ABCB5が細胞周期の進行を調節し、幹細胞の休止状態の維持のために
必要とされることを示す。ABCB5機能の抑止は、Ｇ０／Ｇ１細胞周期の進行の重要な負の
制御の抑制、および細胞増殖の増大をもたらす。細胞周期からの離脱は、正常な分化のた
めの必須要件であり、それができないことが、以下の記載されるAbcb5 KOマウスにおける
正常な創傷治癒の障害を説明し得る。データはさらに、哺乳動物の皮膚からの幹細胞の単
離のための機能的に適切なマーカーとしてのABCB5の好適性を支持する。
【０１２０】
例３：Abcb5ノックアウトマウスにおける創傷治癒の障害
　創傷治癒は、４つの連続する期：止血、炎症、増殖および瘢痕形成によるリモデリング
を通して進行する、複雑な現象である５３。本発明者らは、Abcb5 WTおよびAbcb5 KOマウ
スを用いて、正常な創傷治癒のために完全なABCB5の機能が必要とされるか否かを調べた
。１ｃｍ２の皮膚および脂肪層を取り除くことにより全層皮膚創傷を作製し、その後、創
傷治癒の初期の増殖期の間、７日間にわたり、マウスを観察した。外科的手順の直後、お
よび組織の採取の時点（第７日）に創傷を撮影した。実験の終了時に保存したデジタル写
真を、対応する最初の写真と比較して、マウスの遺伝的状態について知らされていない２
人の独立した観察者により、定量的に分析した。
【０１２１】
　これにより、創傷閉鎖は、先に記載されるように５４、Image Jソフトウェアパッケー
ジ（NIH, Bethesda, MD）を用いて、面積測定分析により得られた測定値に基づいて、元
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の創傷のパーセンテージとして計算した。データは、不均等な分散を説明するウェルチ補
正を用いる対応のない（unpaired）ｔ検定を用いて比較した。Abcb5 KOマウス（ｎ＝１５
）は、Abcb5 WTマウス（ｎ＝１９）と比較して、著しく遅延した創傷閉鎖を示した（６３
．６４±７．６％対８７．３３±３．４％、平均値±ＳＥＭ、Ｐ＝０．０１）（図６）。
さらに、両群において、スキャンしたH＆E染色された第７日の創傷の断面において、Aper
io Image Scope software（Vista, CA）を用いて、炎症間質厚を測定し、Abcb5 KO創傷は
、Abcb5 WT創傷と比較して著しく増大した炎症間質厚を示した（８２０．２±６５．６μ
ｍ対５９０．０±３８．８μｍ、平均値±ＳＥＭ、Ｐ＝０．００３）（図６）。
【０１２２】
　新血管新生は、創傷再生の初期ステージの特徴の１つであり、低酸素により誘導される
過剰な筋線維芽細胞増殖の制御（これはケロイド瘢痕形成に寄与すると考えられる）のた
めに重要である（５５において概説される）。先の研究は、創傷血管新生は、主に、既存
の血管からの新たな血管の出芽を通して達成され、新たに形成された血管のうちの一部は
、骨髄前駆体細胞に起源し得ることを示した５６。他の常在幹細胞集団の創傷血管新生へ
の寄与は不明である。本発明者らの、ヒトメラノーマ脈管形成２８におけるABCB5＋細胞
の決定的役割の先の観察に基づいて、本発明者らは、完全なABCB5の機能がまた、創傷を
受けた皮膚における効率的な血管形成のために必須であり得るという仮説を立てた。この
提案の最終版以来生じたさらなる予備研究においてこの仮説を試験するために、上記のよ
うに作製されたマウス皮膚創傷における血管形成を、Abcb5 KOマウスとAbcb5 WTマウスに
おいて、創傷作成の７日後において、内皮マーカーCD31の発現を、創傷床内の血管形成さ
れた層（strata／layer）の厚みに関して、血管形成されていない層に対して比較するこ
とにより分析した。血管性のCD31陽性および無血管性のCD31陰性の層の厚みを、両群にお
いて、スキャンされたCD31染色された第７日の創傷断面において、Aperio Image Scopeソ
フトウェア（Vista, CA）を用いて測定し、Abcb5 KO創傷は、Abcb5 WT創傷と比較して、
有意に減少した血管層の厚み（２７８．５±５１．４５μｍ対４６９．２±４０．３０μ
ｍ、平均値±ＳＥＭ、Ｐ＝０．００６９）、および有意に増大した無血管層の厚み（６２
６．２±４１．１８μｍ対３２４．５±２８．５５μｍ、平均値±ＳＥＭ、Ｐ＜０．００
０１）を示した（図７）。
【０１２３】
　増殖中のCD31陽性血管が、多様な長さに伸びた、よく形成された管腔を備えた分枝チャ
ネルを形成した野生型の動物と比較して、ABCB5 KOの動物からの類似の領域は、局所的に
、CD31陽性の構造を相対的に欠くか、または時々の単発のCD31陽性細胞またはCD31陽性細
胞の小さなクラスターと混じった小血管プロフィールからなった。これらの後者のCD31陽
性細胞は、効率的かつ生産的な治癒応答のために必要とされる成熟血管の分枝ネットワー
クの形成のために必要な、血管原性の出芽が可能な細管へと分化することができないこと
を反映すると考えられる（図８）。
【０１２４】
　この観察と一致して、血管新生に関与する８４の遺伝子（SABiosciences、カタログ番
号PAMM-024Z）のリアルタイムPCR分析は、Abcb5 KO創傷における血管新生促進性サイトカ
イン、すなわち、Csf3、CxCl2、Il1b、Ifng、LepおよびMdkの下方調節、ならびに既知の
抗血管新生分子であるホスファチジルセリン受容体Bai1の上方調節を明らかにし（図９）
、Abcb5 KO創傷において観察された高度に阻害された異常な血管新生パターンについての
最初の説明を提供した。
【０１２５】
　これらの結果は、Abcb5 KOマウスにおける、創傷閉鎖の遅延、増大した炎症間質厚およ
び異常な血管新生により特徴づけられる障害された創傷治癒を実証し、さらに、ABCB5の
、したがって正常な皮膚創傷治癒におけるABCB5＋間葉系幹細胞の、重要な機能的役割を
支持する。
【０１２６】
例４：NSGマウスにおける再生的創傷治癒に対するヒトABCB5＋真皮MSCの効果
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　本発明者らは、以下の４つの処置ステップを用いて、INTEGRA（登録商標）処置されたN
SGマウスにおける創傷治癒に対するヒトABCB5＋真皮MSCの効果を調べた：（１）処置なし
；（２）INTEGRA（登録商標）；（３）INTEGRA（登録商標）を１×１０６のABCB5＋真皮M
SCと共に注射したもの；ならびに（4）INTEGRA（登録商標）を１×１０６のABCB5陽性真
皮細胞と共に注射したもの（図１０Ｂ）。すべての動物において、図６において記載され
るように１ｃｍ２の皮膚および脂肪層を取り除くことにより、全層皮膚創傷を作製した。
群２、３および４における各創傷に、ただちに１ｃｍ２のINTEGRA（登録商標）移植片を
移植し、その後、１×１０６のABCB5＋細胞（群３）または１×１０６のABCB5－細胞（群
４）のいずれかのINTEGRA（登録商標）内注射を行った。実験群２においては、細胞は注
射されなかった。群１は、未処置の実験の対照として用いた。手順の１４日後において、
INTEGRA（登録商標）、周囲の皮膚およびその下の筋肉組織からなる創傷組織を採取した
。すべての群において、スキャンされたH＆E染色された第１４日の創傷断面において、Ap
erio Image Scope software（Vista, CA）を用いて炎症間質厚を測定した。定量的分析は
、INTEGRA（登録商標）およびABCB5＋ヒト真皮MSCで処置されたマウスが、INTEGRA（登録
商標）およびABCB5－真皮細胞で処置されたマウス（６０８．０±４６．７μｍ対８５５
．４±６９．８μｍ、平均値±ＳＥＭ、Ｐ＝０．００９）、INTEGRA（登録商標）単独で
処置されたマウス（８７４．７±４３．３μｍ、Ｐ＝０．０００１）、または未処置のマ
ウス（１０１４±４９．４μｍ、Ｐ＜０．０００１）と比較して、著しく減少した炎症間
質厚を示すことを明らかにした。INTEGRA（登録商標）単独で処置されたマウスと、INTEG
RA（登録商標）およびABCB5－真皮細胞で処置されたマウスとの間に、差異は観察されな
かった。INTEGRA（登録商標）のみによる処置は、炎症間質厚を、未処置の創傷と比較し
て中程度に減少した（図１０Ａ）。注射されたヒト細胞集団の生存を保証するために、移
植片、ヒト起源の全細胞の識別因子であるヒト特異的β２ミクログロブリン（β２Ｍ）の
発現について、さらに調べた。免疫染色により、細胞を注射したINTEGRA（登録商標）移
植片中のβ２Ｍ＋ヒト細胞クラスターならびに個々のβ２Ｍ＋ヒト細胞の存在が明らかと
なった。（図１０Ｃ）。ABCB5＋またはABCB5－のいずれかのヒト真皮細胞を注射されたIN
TEGRA（登録商標）移植片のリアルタイムPCR分析はまた、ヒト特異的GAPDHおよびβ２Ｍ
の転写物の発現を示した。これらは、予測されたとおり、注射されていないINTEGRA（登
録商標）のみで処置された対照（図１０Ｄ）においては検出可能ではなかった。したがっ
て、移植可能なINTEGRA（登録商標）マトリックス中への注射の後の、生ABCB5＋真皮MSC
または生ABCB5－真皮細胞の生着および維持の成功にもかかわらず、ABCB5＋真皮MSCの移
植のみが、創傷を受けたNSGマウスにおいて、炎症間質厚をさらに減少させ、ABCB5－ヒト
真皮細胞はこれを減少させなかった。このことは、この新規のMSC集団の、再生的創傷治
癒をさらに増強するための治療上の特異的な有用性についての、初めの原理証明を提供し
た。
【０１２７】
例５：ヒト化マウスモデル
　マウスモデルは、ヒト疾患の研究のために広く用いられているが、一方で、ヒトと非ヒ
ト種との間では創傷治癒プロセスにおいて実質的な差異が存在する３１。この理由から、
全層ヒト皮膚移植片を免疫不全マウス３２に移植する代替的モデルを用いた。このモデル
においては、皮膚移植片は、ヒト皮膚に組織学的に近似し、それらのヒト表現型を少なく
とも３か月間維持する。形成手術の間に取り除かれた廃棄された正常な成人皮膚試料を、
８週齢の免疫不全NSGマウスへのヒト皮膚移植のために用いた（図１１Ａ、Ｂ）。ヒト皮
膚異種移植片の創傷形成は図１１Ｃにおいて示すように、正常なヒト創傷治癒パターンを
もたらした。
【０１２８】
　さらに、本発明者らは、ヒト患者における再生的な創傷治癒に対するINTEGRA（登録商
標）スカフォールド移植の効果を、移植を受けていない創傷から（図１２、上のパネル）
、またはINTEGRA（登録商標）スカフォールド移植片を移植されたヒト患者の創傷から（
図１２、下のパネル）得た生検において試験した。比較分析により、瘢痕形成（INTEGRA
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結果としての、治癒応答の免疫組織化学的プロフィールが明らかとなった。これは、創傷
を有するスカフォールド（INTEGRA（登録商標）、図１２、下のパネル）におけるアクチ
ンを発現する筋線維芽細胞の再整列、および著しく増強されたABCB5＋真皮細胞の発現に
より特徴づけられる。
【０１２９】
　これらの結果は、INTEGRA（登録商標）スカフォールドの移植およびその結果としてのA
BCB5＋真皮MSCの動態化が、瘢痕形成を介する創傷治癒とは対照的に、再生的な創傷治癒
を優先的に誘導することを示す。したがって、ヒトABCB5＋真皮MSCは、INTEGRA（登録商
標）により媒介される再生的な創傷治癒を、著しくかつ選択的にさらに増強し（図１０）
、翻訳的に最も適切なヒト皮膚創傷治癒実験において、ヒトABCB5＋真皮MSC／INTEGRA（
登録商標）スカフォールド共移植の治療的効力を実証する。
【０１３０】
　真皮間葉系幹細胞は、正常な治癒応答が、漸進的な創傷閉鎖および生理学的な瘢痕形成
をもたらす整然たる様式において起こるためのバランスを提供するために必要とされる。
本発明者らは、Abcb5 KOマウスにおいて損なわれた真皮幹細胞機能は、不十分な治癒また
は過剰な治癒のいずれかとなり得る異常な創傷治癒応答をもたらすことを予想した。治癒
の欠損は、褥瘡において観察されるような皮下組織の喪失として、または静脈性潰瘍にお
いて観察されるような再上皮化の不全として、または糖尿病性潰瘍において観察されるよ
うな壊死‐感染の併発として、顕れ得る。組織学的には、創傷治癒の欠損は、過剰な好中
球浸潤、およびコラーゲン破壊をもたらすMMP-9コラゲナーゼ分泌の増加３により特徴づ
けられ得る。対照的に、肥厚性瘢痕は、増幅された炎症応答と、その結果であるTGF－β5
8を含む増殖因子の過剰産生とに起因するコラーゲン沈着の増加により特徴づけられる。
【０１３１】
参考文献
【表１－１】
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【表１－３】
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【表１－４】

【０１３２】
　本明細書において引用されるすべての参考文献は、参照により完全に組み込まれる。本
発明の少なくとも１の態様の幾つかの側面をこのように記載してきたことにより、当業者
は、多様な改変、修飾および改善を容易に想起するであろうことが理解されるべきである
。かかる改変、修飾および改善は、本開示の一部であることが意図され、本発明の精神お
よび範囲のうちであることが意図される。したがって、上記の説明および図面は、単なる
例である。
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