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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（ａ）骨髄由来の間葉系幹細胞から微小胞を含有する生体液を得るステップ；
（ｂ）細胞デブリを除去するために生体液を清澄化するステップ；
（ｃ）清澄化された生体液にポリエチレングリコールを含む沈殿剤を追加することによっ
て、微小胞を沈殿させるステップ；
（ｄ）沈殿した微小胞を収集するステップ；
（ｅ）沈殿剤を除去するために沈殿した微小胞を洗浄するステップ；および
（ｆ）所望により、保存またはその後の使用のために、該微小胞を溶液中に懸濁し、単離
された微小胞の調製物を産生するステップ
を含む方法であって、微小胞が、創傷治癒、特に皮膚創傷治癒を促進するまたは増強する
ための治療において使用することができる、方法。
【請求項２】
　創傷治癒、特に皮膚創傷治癒を促進するまたは増強するための治療における使用のため
の単離された微小胞を含む医薬組成物であって、単離された微小胞は請求項１に記載の方
法を使用して調製される、医薬組成物。
【請求項３】
　内胚葉由来組織、外胚葉由来組織、中胚葉由来組織、血管組織および付属器構造からな
る群から選択される、病気の、損傷を与えられた、または欠けている皮膚を有する対象に
おける少なくとも１つの組織を再生することにおける使用のための単離された微小胞を含
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む医薬組成物であって、単離された微小胞は請求項１に記載の方法を使用して調製される
、医薬組成物。
【請求項４】
　ポリエチレングリコールの平均分子量が６，０００Ｄａ、８，０００Ｄａ、１０，００
０Ｄａまたは２０，０００Ｄａである、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　沈殿した微小胞が遠心分離法によって収集される、請求項１または４のいずれかに記載
の方法。
【請求項６】
　沈殿した微小胞がろ過によって収集される、請求項１、４または５のいずれかに記載の
方法。
【請求項７】
　生体液が、細胞培養液、および培養細胞由来の液体から選択される、請求項１または４
－６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　ろ過が、約１００ｋＤａの分子量カットオフを有するフィルターを使用することを含む
、請求項６に記載の方法。
【請求項９】
　単離された微小胞が約２ｎｍ～約５，０００ｎｍの範囲にわたる、請求項１または４－
８のいずれかに記載の方法。
【請求項１０】
　単離された微小胞が、免疫親和性、ＨＰＬＣ、タンジェンシャルフローろ過、相分離、
相分割、およびマイクロフルイディクスからなる群から選択される１つ以上の方法を使用
してさらに精製される、請求項１または４－９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　単離された微小胞が有意な炎症応答を引き起こさない、請求項２－３のいずれかに記載
の医薬組成物。
【請求項１２】
　瘢痕形成を低下させるおよび／またはしわ形成を低下させることにおける使用のための
単離された微小胞を含む医薬組成物であって、単離された微小胞は請求項１に記載の方法
を使用して調製される、医薬組成物。
【請求項１３】
　単離された微小胞が、エキソソーム、エクトソーム（ｅｃｔｏｓｏｍｅ）、微粒子、ナ
ノ小胞（ｎａｎｏｖｅｓｉｃｌｅ）、脱粒小胞（ｓｈｅｄｄｉｎｇ　ｖｅｓｉｃｌｅ）、
アポトーシス小体および膜粒子の１つまたは任意の組合せを含む、請求項１または４－１
０のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　病気の、損傷を与えられた、または欠けている皮膚が、全層性熱傷および第２度熱傷か
ら選択される、請求項３に記載の医薬組成物。
【請求項１５】
　処置が必要とされる患者の皮膚創傷を処置することにおける使用のための単離された微
小胞を含む医薬組成物であって、単離された微小胞の医薬組成物は、
（ａ）骨髄由来の間葉系幹細胞から微小胞を含有する生体液を得るステップ；
（ｂ）生体液にポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を追加することによって、微小胞を沈
殿させるステップ
を含んで調製される、医薬組成物。
【請求項１６】
　骨髄由来の間葉系幹細胞が起源において同種である、請求項１５に記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　皮膚創傷が全層性創傷である、請求項１５－１６のいずれかに記載の医薬組成物。
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【請求項１８】
　皮膚創傷が熱傷である、請求項１５－１７のいずれかに記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　熱傷が第２度熱傷および全層性熱傷から選択される、請求項１８に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、医学、細胞生物学、分子生物学、および遺伝学の分野に関する。特に、本発
明は、細胞培養上清および生体液から微小胞を単離し、精製するための方法を提供する。
本発明はまた、創傷治癒を促進するもしくは増強する、組織再生を刺激する、瘢痕組織を
リモデルする、免疫反応を調整する、新生物細胞成長および／もしくは移動性を改変する
、または正常細胞成長および／もしくは移動性を改変するための微小胞の医薬組成物をも
提供する。本発明はまた、診断試薬として使用されることとなる微小胞の組成物および微
小胞の組成物を調製するための方法をも提供する。
【背景技術】
【０００２】
　微小胞は、インビトロおよびインビボにおいて、すべてではないにしても多くの細胞型
によって分泌され、たとえば血液、間質液、尿、唾液、および涙などのような生体液中に
存在する。微小胞は、細胞の形質膜から形成される脂質二重層を含む小胞であり、サイズ
が不均一であり、約２ｎｍ～約５０００ｎｍの範囲にわたる。微小胞が形成される細胞は
、本明細書において「宿主細胞」と呼ばれる。微小胞は、小胞の不均一の集団であり、た
とえば、エクトソーム（ｅｃｔｏｓｏｍｅ）、微粒子、微小胞、ナノ小胞（ｎａｎｏｖｅ
ｓｉｃｌｅ）、脱粒小胞（ｓｈｅｄｄｉｎｇ　ｖｅｓｉｃｌｅ）、および膜粒子を含む。
【０００３】
　微小胞は、それらの膜表面上にそれらの宿主細胞由来の膜タンパク質を持ち、また、た
とえばｍＲＮＡ、ｍｉＲＮＡ、ｔＲＮＡ、ＲＮＡ、ＤＮＡ、脂質、タンパク質、または感
染性粒子などのような、宿主細胞由来の微小胞内の分子を含有してもよい。これらの分子
は、宿主細胞の中に導入された組換え分子に由来してもよいまたはその組換え分子であっ
てもよい。微小胞は、細胞間コミュニケーションにおいて不可欠な役割を果たし、体内で
局部的にかつ末端で作用して、標的細胞と融合することによって細胞において変化を誘発
し、微小胞上におよび／または中に輸送された分子を標的細胞に導入することができる。
たとえば、微小胞は、抗腫瘍性の逆転、癌、腫瘍免疫抑制、転移、腫瘍－間質相互作用、
血管新生、および組織再生に関係してきた。微小胞はまた、それらがたとえば心疾患、Ｈ
ＩＶ、および白血病を含むいくつかの疾患のバイオマーカーを運ぶことが示されたので、
疾患を診断するために使用されてもよい。
【０００４】
　微小胞の重要性にもかかわらず、それらの構造的および機能的完全性を保ちながら、有
用な量で微小胞を単離することは、問題のままである。従来の手順は、サンプルから微小
胞を単離するために超遠心分離法を利用する。
【０００５】
　たとえば、米国特許第７，８０７，４３８号明細書は、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）の
単離のための方法を開示する。方法は、Ｃ型肝炎ウイルスに感染した個人の血漿からの、
エキソソームと称される粒子の分離およびこれらのエキソソーム粒子からのＲＮＡの抽出
を含む。
【０００６】
　他の例では、米国特許出願公開第２００３０１９８６４２Ａ１号明細書は、ワクチン接
種ビヒクルのための、抗原提示細胞中のＭＨＣクラスＩＩに富むコンパートメントに由来
するエキソソームを開示する。
【０００７】
　他の例では、米国特許出願公開第２００６０１１６３２１Ａ１号明細書は、免疫抑制性
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の反応の媒介に使用するための方法および組成物を開示する。組成物は、免疫抑制性の活
性を有するエキソソームを含む。そのようなエキソソームは、樹状細胞およびマクロファ
ージなどのような抗原提示細胞を含む、様々な異なる細胞型に由来してもよい。エキソソ
ームの単離に先立って、細胞は、前記エキソソームの免疫抑制性の活性を増強することが
できる分子を発現するように遺伝的に操作されてもよいおよび／またはサイトカインもし
くはサイトカイン阻害剤などのような、１つ以上の薬剤に曝露されてもよく、これらもま
たエキソソームの免疫抑制性の活性を増強することができる。本発明はまた、免疫系の望
ましくない活性化に関連する疾患および障害の処置のためのそのようなエキソソームの使
用にも関する。本発明はまた、免疫抑制性であることが示された、血清から直接単離され
たエキソソームを含む。
【０００８】
　超遠心分離法は、微小胞に損傷を与えて、小胞の溶解または破裂をもたらし得る。もし
そのような損傷を与えられた微小胞が導入されたとしたら、微小胞に対する損傷は、身体
において副作用を引き起こし得る。
【０００９】
　他の研究者らは、微小胞を単離するための代替方法を試みた。しかしながら、用いられ
た代替方法は、微小胞の亜分画をたびたび単離してしまうまたは非効率的である。たとえ
ば、米国特許出願公開第２０１１００３００８Ａ１号明細書は、間葉系幹細胞によって分
泌され、間葉系幹細胞の少なくとも１つの生物学的特性を含む粒子を開示する。生物学的
特性は、心保護または梗塞サイズの低下などのような、間葉系幹細胞条件培地（ＭＳＣ－
ＣＭ）の生物学的活性を含んでいてもよい。粒子は、小胞またはエキソソームを含んでい
てもよい。
【００１０】
　他の例では、米国特許出願公開第２０１２００７０８５８Ａ１号明細書は、エキソソー
ムの所定のゼータ電位に基づく電荷引力メカニズムにより、酸化鉄（Ｆｅ３Ｏ４）の超常
磁性ナノ粒子を使用して、血小板からエキソソームを単離する方法を開示する。方法は、
所定の正電荷と共にあらかじめ合成され［原文のまま］、生物学的サンプル中に含有され
る負に荷電しているエキソソームに結合する酸化鉄ナノ粒子の使用を含む。インキュベー
ションの間に、カチオン磁性ナノ粒子は、静電的相互作用のためにエキソソームの膜の表
面によって吸収される。磁界への材料の曝露は、ナノ粒子に結合したエキソソームを分離
することを可能にする。この技術の成功は、フローサイトメトリー［原文のまま］による
エキソソームの特徴づけ［原文のまま］によって確認された。この方法は、エキソソーム
が本来の形態学的および構造的特質の改変を受けることなく、単離され、精製されるのを
可能にするので、この目的に適していることが示された。
【００１１】
　他の例では、国際公開第２０１２１６９９７０Ａ１号パンフレットは、対流性クロマト
グラフィー（ｃｏｎｖｅｃｔｉｖｅ　ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ）、流動層、または
共沈殿の適用に関連した、抗体、ウイルス、細胞、および細胞小器官などのような生体物
質の精製における束縛共水和剤（ｃｏｎｓｔｒａｉｎｅｄ　ｃｏｈｙｄｒａｔｉｏｎ　ａ
ｇｅｎｔ）の使用のための材料および方法を開示する。
【００１２】
　そのため、単離された微小胞が続いて疾患の診断、療法、または研究に使用されてもよ
い、損傷のない、十分な量の微小胞を単離し、精製する方法を提供する必要性が残ってい
る。
【００１３】
　本発明は、微小胞の構造的および／または機能的完全性に損傷を与えることなく、生体
液から微小胞を単離するための方法を提供する。本発明はまた、それらの構造的および／
または機能的完全性に損傷を与えることなく、生体液から、エクトソーム、微粒子、微小
胞、ナノ小胞、脱粒小胞、アポトーシス小体、または膜粒子を単離するための方法を提供
する。
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【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】米国特許第７，８０７，４３８号明細書
【特許文献２】米国特許出願公開第２００３０１９８６４２Ａ１号明細書
【特許文献３】米国特許出願公開第２００６０１１６３２１Ａ１号明細書
【特許文献４】米国特許出願公開第２０１１００３００８Ａ１号明細書
【特許文献５】米国特許出願公開第２０１２００７０８５８Ａ１号明細書
【特許文献６】国際公開第２０１２１６９９７０Ａ１号パンフレット
【発明の概要】
【００１５】
　一実施形態では、本発明は、溶媒和の水を移動させることによって細胞培養上清または
生体液から微小胞を沈殿させる沈殿剤を利用する、細胞培養上清または生体液から微小胞
を単離するおよび／または精製するための方法を提供する。
【００１６】
　一実施形態では、本発明は、微小胞の単離調製物を提供する。一実施形態では、微小胞
の単離調製物が、続いて精製される。一実施形態では、微小胞の単離調製物が、エクトソ
ームの調製物を得るために、続いて精製される。一実施形態では、微小胞の単離調製物が
、微粒子の調製物を得るために、続いて精製される。一実施形態では、微小胞の単離調製
物が、ナノ小胞の調製物を得るために、続いて精製される。一実施形態では、微小胞の単
離調製物が、脱粒小胞の調製物を得るために、続いて精製される。一実施形態では、微小
胞の単離調製物が、膜粒子の調製物を得るために、続いて精製される。一実施形態では、
微小胞の単離調製物が、アポトーシス小体の調製物を得るために、続いて精製される。
【００１７】
　一実施形態では、本発明は、血管新生を促進するまたは増強する微小胞の単離調製物を
提供する。一実施形態では、微小胞の単離調製物が、患者において血管新生を促進するま
たは増強する。
【００１８】
　一実施形態では、本発明は、神経細胞再生を促進するまたは増強する微小胞の単離調製
物を提供する。一実施形態では、微小胞の単離調製物が、患者において神経細胞再生を促
進するまたは増強する。
【００１９】
　一実施形態では、本発明は、細胞の増殖を促進するまたは増強する微小胞の単離調製物
を提供する。一実施形態では、微小胞の単離調製物が、患者において細胞の増殖を促進す
るまたは増強する。
【００２０】
　一実施形態では、本発明は、細胞の遊走を促進するまたは増強する微小胞の単離調製物
を提供する。一実施形態では、微小胞の単離調製物が、患者において細胞の遊走を促進す
るまたは増強する。
【００２１】
　一実施形態では、本発明は、創傷治癒を促進するまたは増強する微小胞の単離調製物を
提供する。一実施形態では、創傷が、全層性熱傷である。一実施形態では、創傷が、第２
度熱傷である。
【００２２】
　一実施形態では、本発明は、患者において瘢痕形成を低下させる微小胞の単離調製物を
提供する。
【００２３】
　一実施形態では、本発明は、患者の皮膚においてしわ形成を低下させる微小胞の単離調
製物を提供する。
【００２４】
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　一実施形態では、本発明は、患者において疾患の存在および／または進行を診断するた
めに使用される微小胞の単離調製物を提供する。一実施形態では、疾患が、転移性黒色腫
である。他の実施例では、疾患が、関節リウマチなどのような炎症／自己免疫障害である
。一実施形態では、疾患が、移植片対宿主病である。
【００２５】
　一実施形態では、本発明は、複雑な組織構造の機能的再生および組織化を促進すること
ができる微小胞の単離調製物を提供する。一実施形態では、本発明は、再生不良性貧血を
有する患者において造血組織を再生することができる微小胞の単離調製物を提供する。一
実施形態では、本発明は、上皮組織、間質性組織、神経組織、血管組織、および付属器構
造からなる群から選択される、病気の、損傷を与えられた、または欠けている皮膚を有す
る患者における少なくとも１つの組織を再生することができる微小胞の単離調製物を提供
する。一実施形態では、本発明は、３つすべての胚葉から組織および／または細胞を再生
することができる微小胞の単離調製物を提供する。
【００２６】
　一実施形態では、本発明は、患者の免疫系を調整するために使用される微小胞の単離調
製物を提供する。
【００２７】
　一実施形態では、本発明は、患者の中に移植される組織または細胞の生存を増強する微
小胞の単離調製物を提供する。一実施形態では、患者が、組織または細胞の移植を受ける
前に微小胞の単離調製物により処置される。代替の実施形態では、患者が、組織または細
胞の移植を受けた後に微小胞の単離調製物により処置される。代替の実施形態では、組織
または細胞が、微小胞の単離調製物により処置される。一実施形態では、組織または細胞
が、移植に先立って微小胞の単離調製物により処置される。
【００２８】
　一実施形態では、本発明は、宿主細胞由来のＲＮＡ、ＤＮＡ、およびタンパク質からな
る群から選択される少なくとも１つの分子を含有する微小胞の単離調製物を提供する。一
実施形態では、宿主細胞が、ＲＮＡ、ＤＮＡ、およびタンパク質からなる群から選択され
る少なくとも１つの分子を発現するように操作される。一実施形態では、宿主細胞由来の
ＲＮＡ、ＤＮＡ、およびタンパク質からなる群から選択される少なくとも１つの分子を含
有する微小胞の単離調製物が、治療剤として使用される。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
　本明細書において組み込まれ、本明細書の一部を形成する添付の図面は、本発明の様々
な実施形態を例証し、説明と共に、さらに、本発明の原理について説明し、当業者が本発
明を実施し、使用するのを可能にするように果たす。図面において、同様の参照番号は、
同一のまたは機能的に類似するエレメントを示す。本発明およびその付随する多くの利点
についてのより完全な理解は、それらが、添付の図面に関連して考えられた場合に、以下
の詳細な説明への参照によってよりよく理解されるようになるため、容易に得られるであ
ろう。
【００３０】
【図１】図１は、超遠心分離法によって微小胞を単離するために使用されるプロトコール
の図式的な概要を示す図である。
【図２】図２は、本発明の微小胞単離方法の一実施形態を示す図である。
【図３】図３は、本発明の微小胞単離方法の代替の実施形態を示す図である。
【図４】図４は、生体液の清澄化およびろ過による沈殿した微小胞の収集を容易にする本
発明の装置の一実施形態を示す図である。
【図５】図５は、パネル中に示される倍率での、実施例１において記載される超遠心法に
よって単離された（パネルＡ＆Ｂ）および本発明の方法に従って単離された（パネルＣ＆
Ｄ）ヒト骨髄由来間葉系幹細胞を使用して条件付けられた培地に由来する微小胞の電子顕
微鏡写真を示す。
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【図６】図６は、パネル中に示される倍率での、実施例１において記載される超遠心法に
よって単離された（パネルＡ＆Ｂ）および本発明の方法に従って単離された（パネルＣ＆
Ｄ）ブタ骨髄由来間葉系幹細胞を使用して条件付けられた培地に由来する微小胞の電子顕
微鏡写真を示す。
【図７】図７は、パネル中に示される倍率での、実施例１において記載される超遠心法に
よって単離された（パネルＡ＆Ｂ）および本発明の方法に従って単離された（パネルＣ＆
Ｄ）マウス骨髄由来間葉系幹細胞を使用して条件付けられた培地に由来する微小胞の電子
顕微鏡写真を示す。
【図８】図８は、本発明の方法に従ってヒト血漿から単離された微小胞の電子顕微鏡写真
を示す。パネルＡ～Ｃは、パネル中のスケールバーによって示されるように、倍率を徐々
に増加させた微小胞を示す。
【図９】図９は、本発明の方法に従ってブタ血漿から単離された微小胞の電子顕微鏡写真
を示す。パネルＡ～Ｃは、パネル中のスケールバーによって示されるように、倍率を徐々
に増加させた微小胞を示す。
【図１０】図１０は、本発明の方法に従ってヒト尿から単離された微小胞の電子顕微鏡写
真を示す。パネルＡ～Ｃは、パネル中のスケールバーによって示されるように、倍率を徐
々に増加させた微小胞を示す。
【図１１】図１１は、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞の溶解物、ヒト骨髄由来幹細胞を使用し
て条件付けられた培地から単離され、超遠心分離法（ｈＭＳＣ　ＭＶ超遠心分離機）また
は実施例３において記載される本発明の方法（ｈＭＳＣ　ＰＥＧ沈殿）によって調製され
た微小胞におけるＨＳＰ７０、ＣＤ６３、ＳＴＡＴ３、およびリン酸化ＳＴＡＴ３の発現
を報告するウェスタンブロットを示す図である。実施例３において記載される本発明の方
法によって調製された、ヒト血漿およびヒト尿に由来する微小胞もまた、分析した。それ
ぞれ（ヒト血漿ＰＥＧ沈殿）ならびに（ヒト尿ＰＥＧ沈殿）。
【図１２】図１２は、正常ヒト皮膚線維芽細胞（Ａ）、糖尿病性足潰瘍から得られる皮膚
線維芽細胞（Ｂ）、および圧迫性足潰瘍（ｐｒｅｓｓｕｒｅ　ｆｏｏｔ　ｕｌｃｅｒ）か
ら得られる皮膚線維芽細胞（Ｃ）の増殖に対する、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞を使用して
条件付けられた培地から単離される微小胞の効果を示すグラフである。超遠心分離法（Ｍ
Ｖ　Ｕ／Ｃ）によって単離された微小胞および本発明の方法（ＭＶ　ＰＥＧ）によって単
離された微小胞の効果を比較した。ＰＢＳまたは微小胞を排除した培養培地により処置し
た線維芽細胞は、コントロールとして含めた。増殖は、ＭＴＴアッセイを使用して決定し
た。
【図１３】図１３は、線維芽細胞が、スクラッチされた領域へ遊走する能力によって決定
されるように、ヒト皮膚線維芽細胞の遊走に対する、ヒト骨髄由来間葉系幹細胞を使用し
て条件付けられた培地から単離される微小胞の効果を示す図である。「前処置」と標識さ
れたパネルは、試験処置の追加に先立って細胞が除去された、細胞培養プレートの代表的
なエリアを示す。線維芽細胞遊走の効果は、示す濃度で、本発明の方法（ＰＥＧ沈殿）に
従って単離された微小胞および超遠心分離法（超遠心分離機）によって単離された微小胞
を使用して試験した。ＰＢＳまたは微小胞を排除した培養培地により処置した線維芽細胞
は、コントロールとして含めた。
【図１４】図１４は、線維芽細胞が、スクラッチされた領域へ遊走する能力によって決定
されるように、糖尿病性足潰瘍から得られたヒト皮膚線維芽細胞の遊走に対する、ヒト骨
髄由来間葉系幹細胞を使用して条件付けられた培地から単離される微小胞の効果を示す図
である。「前処置」と標識されたパネルは、試験処置の追加に先立って細胞が除去された
、細胞培養プレートの代表的なエリアを示す。線維芽細胞遊走の効果は、示す濃度で、本
発明の方法（ＰＥＧ沈殿）に従って単離された微小胞および超遠心分離法（超遠心分離機
）によって単離された微小胞を使用して試験した。ＰＢＳまたは微小胞を排除した培養培
地により処置した線維芽細胞は、コントロールとして含めた。
【図１５】図１５は、ヒト皮膚線維芽細胞の中への本発明の微小胞の取込みを示す図であ
る。Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２色素を使用して分析した細胞核は、「Ｈｏｅｃｈｓｔ３
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３３４２」と標識したパネルに示す。ｖｙｂｒａｎｔ色素を使用して分析した細胞は、「
Ｖｙｂｒａｎｔ－Ｄｉｏ」と標識したパネルに示す。ＰＫＨ色素を使用して分析した微小
胞は、「ＰＫＨ標識ＭＶ」と標識したパネルに示す。３つすべての色素から得られた画像
を重ねたパネルは、「合成物」と標識したパネルにおいて見られる。
【図１６】図１６は、ヒト皮膚線維芽細胞の中への本発明の微小胞の取込みを示す図であ
る。Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２色素を使用して分析した細胞核は、「Ｈｏｅｃｈｓｔ３
３３４２」と標識したパネルに示す。ｖｙｂｒａｎｔ色素を使用して分析した細胞は、「
Ｖｙｂｒａｎｔ－Ｄｉｏ」と標識したパネルに示す。ＰＫＨ色素を使用して分析した微小
胞は、「ＰＫＨ標識ＭＶ」と標識したパネルに示す。３つすべての色素から得られた画像
を重ねたパネルは、「合成物」と標識したパネルにおいて見られる。
【図１７】図１７は、関節リウマチに罹患している患者から得られた血漿から本発明の方
法に従って単離された微小胞（ヒト血漿ＭＶ　ＰＥＧ沈殿）；骨髄由来間葉系幹細胞によ
り条件付けられた培地から本発明の方法に従って単離された微小胞（ヒトｈＭＳＣ　ＭＶ
　ＰＥＧ沈殿）；骨髄由来間葉系幹細胞により条件付けられた培地から超遠心分離法を介
して単離された微小胞（ヒトｈＭＳＣ　ＭＶ超遠心分離法）；ＰＢＳコントロール；およ
び排除培地コントロール（ＭＶを排除したｈＭＳＣ条件培地）により処置したヒト皮膚線
維芽細胞の溶解物のウェスタンブロットを示す図である。
【図１８】図１８は、プライマー１を使用して増幅されたＲＮＡ由来の、ＳＫ－ＭＥＬ２
８細胞（レーン３）；プライマー２を使用して増幅されたＲＮＡ由来の、ＳＫ－ＭＥＬ２
８細胞（レーン４）；プライマー１を使用して増幅されたＲＮＡ由来の、ＳＫ－ＭＥＬ２
８細胞により条件付けられた培地から本発明の方法に従って単離された微小胞（レーン５
）；プライマー２を使用して増幅されたＲＮＡ由来の、ＳＫ－ＭＥＬ２８細胞により条件
付けられた培地から本発明の方法に従って単離された微小胞（レーン６）；プライマー１
を使用して増幅されたＤＮＡ由来の、ＳＫ－ＭＥＬ２８細胞（レーン７）；プライマー２
を使用して増幅されたＤＮＡ由来の、ＳＫ－ＭＥＬ２８細胞（レーン８）；プライマー１
を使用して増幅されたＤＮＡ由来の、ＳＫ－ＭＥＬ２８細胞により条件付けられた培地か
ら本発明の方法に従って単離された微小胞（レーン９）；およびプライマー２を使用して
増幅されたＤＮＡ由来の、ＳＫ－ＭＥＬ２８細胞により条件付けられた培地から本発明の
方法に従って単離された微小胞（レーン１０）における、Ｔ１７９９Ａ突然変異を含有す
るＢＲＡＦのエクソン１５を含有する領域の存在を示す図である。
【図１９】図１９は、ＳＫ－ＭＥＬ２８細胞の溶解物およびＳＫ－ＭＥＬ２８細胞により
条件付けられた培地から本発明の方法に従って単離された微小胞の溶解物におけるＶ６０
０Ｅ　ＢＲＡＦの存在を示す図である。
【図２０】図２０は、ヒト皮膚線維芽細胞の中への、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）発現
マウスから得られた骨髄由来幹細胞を使用して条件付けられた培養培地から本発明の方法
に従って単離された微小胞の取込みを示す図である。Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２色素を
使用して分析した細胞核は、「Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２」と標識したパネルに示す。ｖ
ｙｂｒａｎｔ色素を使用して分析した細胞は、「Ｖｙｂｒａｎｔ－Ｄｉｏ」と標識したパ
ネルに示す。ＧＦＰ標識微小胞は、「ＧＦＰ」と標識したパネルに示す。３つすべての色
素から得られた画像を重ねたパネルは、「合成物」と標識したパネルにおいて見られる。
【図２１】図２１は、ヒト皮膚線維芽細胞の中への、ＧＦＰ発現マウスから得られた骨髄
由来幹細胞を使用して条件付けられた培養培地から本発明の方法に従って単離された微小
胞の取込みを示す図である。Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３４２色素を使用して分析した細胞核
は、「Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２」と標識したパネルに示す。ｖｙｂｒａｎｔ色素を使用
して分析した細胞は、「Ｖｙｂｒａｎｔ－Ｄｉｏ」と標識したパネルに示す。ＧＦＰ標識
微小胞は、「ＧＦＰ」と標識したパネルに示す。３つすべての色素から得られた画像を重
ねたパネルは、「合成物」と標識したパネルにおいて見られる。
【図２２】図２２は、創傷の５日後の、（Ａ）未処置動物；（Ｂ）本発明の方法に従って
自己由来骨髄由来間葉系幹細胞を使用して条件付けられた培地から単離された微小胞；（
Ｃ）食塩水；および（Ｄ）超遠心分離法によって自己由来骨髄由来間葉系幹細胞から単離
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された微小胞由来の全層性創傷の組織学的切片を示す図である。
【図２３】図２３は、創傷の７日後の、（Ａ）超遠心分離法によって自己由来骨髄由来間
葉系幹細胞を使用して条件付けられた培地から単離された微小胞；（Ｂ）本発明の方法に
従って自己由来骨髄由来間葉系幹細胞を使用して条件付けられた培地から単離された微小
胞により処置された動物；および（Ｃ）未処置動物上の第二度熱傷の写真を示す。（Ｄ）
は、創傷の７日後の、超遠心分離法によって自己由来骨髄由来間葉系幹細胞を使用して条
件付けられた培地から単離された微小胞により処置された動物における全層性創傷を示す
。矢印は、７日目の、超遠心分離法によって単離された微小胞により処置された全層性創
傷における膿瘍形成を示す（４０×）。これは、本発明の方法に従って調製された微小胞
により処置された全層性創傷において観察されなかった。
【図２４】図２４は、本発明の方法に従って自己由来骨髄由来間葉系幹細胞を使用して条
件付けられた培地から単離された微小胞により処置された動物由来の、創傷の２８日後の
第二度創傷の組織学的スライドを示す。
【図２５】図２５は、食塩水により処置した動物由来の、創傷の２８日後の、第２度創傷
の組織学的スライドを示す。
【図２６】図２６は、本発明の方法に従って自己由来骨髄由来間葉系幹細胞を使用して条
件付けられた培地から単離された微小胞により処置された動物由来の、創傷の２８日後の
全層性創傷の組織学的スライドである。
【図２７】図２７は、本発明の方法に従って自己由来骨髄由来間葉系幹細胞を使用して条
件付けられた培地から単離された微小胞により処置された動物由来の、創傷の２８日後の
全層性創傷の組織学的スライドを示す。Ａは、新しい神経成長（矢印）および血管新生（
円）を示す。Ｂは、新しい神経成長（矢印）を示す。Ｃは、新しい血管成長（矢印）を示
す。
【図２８】図２８は、自己由来骨髄由来間葉系幹細胞を使用して条件付けられた培地に由
来する微小胞により処置した動物における創傷の７日後の全層性創傷の組織学的スライド
である。
【図２９】図２９は、ＧＦＰ標識骨髄の投与後の、照射動物におけるキメラ現象の存在ま
たは非存在を示す図である。
【図３０】図３０パネルＡおよびＢは、ガンマ線照射後の毛の成長に対するＭＳＣ処置の
効果を示す図である。パネルＣは、ＧＦＰ標識骨髄の投与後の、照射動物におけるキメラ
現象の非存在を示す。
【図３１】図３１は、血管新生のインビトロアッセイを使用する、血管形成に対する、本
発明の方法を使用して得られた骨髄由来微小胞の効果を示す図である。上部の３枚のパネ
ルは、本発明の方法を使用して得られた骨髄由来微小胞により処置されたＨＵＶＥＣ細胞
の培養物の、落射蛍光顕微鏡を使用して得られた代表的な画像である（「骨髄穿刺液ＭＶ
」）。下部の３枚のパネルは、ビヒクルコントロールにより処置されたＨＵＶＥＣ細胞の
培養物の、落射蛍光顕微鏡を使用して得られた代表的な画像である（「ビヒクルコントロ
ール」）。
【図３２】図３２は、細胞成長のインビトロアッセイを使用する、細胞成長または増殖に
対する、本発明の方法を使用して得られた骨髄由来微小胞の効果を示す図である。パネル
Ａは、処置の３日後に、本発明の方法を使用して得られた骨髄由来微小胞（「骨髄ＭＶ」
）またはＰＢＳ（「ＰＢＳ」）により処置された正常成人線維芽細胞の培養物の、落射蛍
光顕微鏡を使用して得られた代表的な画像を示す。パネルＢは、処置の３日後に、本発明
の方法を使用して得られた骨髄由来微小胞（「骨髄ＭＶ」）またはＰＢＳ（「ＰＢＳ」）
により処置された正常成人線維芽細胞の培養物中の平均細胞数を示す。
【発明を実施するための形態】
【００３１】
　限定ではなく、本開示を分かりやすくするために、本発明の詳細な説明を、本発明のあ
る特徴、実施形態、または適用を説明するまたは例証する以下のサブセクションに分ける
。
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【００３２】
本発明の微小胞を単離するための方法
　一実施形態では、微小胞が、微小胞を含有する生体液から単離され、
ａ）微小胞を含有する生体液を得るステップ、
ｂ）細胞デブリを除去するために生体液を清澄化するステップ、
ｃ）清澄化された生体液に沈殿剤を追加することによって、微小胞を沈殿させるステップ
、
ｄ）沈殿した微小胞を収集し、沈殿剤を除去するためにその物質を洗浄するステップ、お
よび
ｅ）保存またはその後の使用のために、洗浄された微小胞を溶液中に懸濁するステップを
含む。
【００３３】
　一実施形態では、生体液が、遠心分離法によって清澄化される。代替の実施形態では、
生体液が、ろ過によって清澄化される。
【００３４】
　一実施形態では、沈殿した微小胞が、遠心分離法によって収集される。代替の実施形態
では、沈殿した微小胞が、ろ過によって収集される。
【００３５】
　一実施形態では、微小胞が、微小胞を含有する生体液から単離され、
ａ）微小胞を含有する生体液を得るステップ、
ｂ）細胞デブリを除去するために生体液を清澄化するステップ、
ｃ）清澄化された生体液に沈殿剤を追加することによって、微小胞を沈殿させるステップ
、
ｄ）沈殿した微小胞を収集し、沈殿剤を除去するためにその物質を洗浄するステップ、
ｅ）洗浄された微小胞を溶液中に懸濁するステップ、ならびに
ｆ）核酸、炭水化物、脂質、小分子、および／またはタンパク質内容物を分析するために
微小胞をプロセシングするステップを含む。
【００３６】
　一実施形態では、生体液が、遠心分離法によって清澄化される。代替の実施形態では、
生体液が、ろ過によって清澄化される。
【００３７】
　一実施形態では、沈殿した微小胞が、遠心分離法によって収集される。代替の実施形態
では、沈殿した微小胞が、ろ過によって収集される。
【００３８】
　一実施形態では、本発明は、本発明の方法に従って生体液から微小胞を単離するための
試薬およびキットを提供する。
【００３９】
　生体液は、末梢血、血清、血漿、腹水、尿、脳脊髄液（ＣＳＦ）、痰、唾液、骨髄、滑
液、眼房水、羊水、耳垢、母乳、気管支肺胞洗浄液、精液（前立腺液を含む）、カウパー
腺液または尿道球腺液（ｐｒｅ－ｅｊａｃｕｌａｔｏｒｙ　ｆｌｕｉｄ）、女性の射精液
、汗、糞便、毛、涙、嚢胞体液、胸膜液および腹膜滲出液、囲心腔液、リンパ液、び汁、
乳び、胆汁、間質液、月経分泌物、膿、皮脂、嘔吐物、膣分泌物、粘膜の分泌物、水様便
（ｓｔｏｏｌ　ｗａｔｅｒ）、膵液、鼻腔（ｓｉｎｕｓ　ｃａｖｉｔｙ）からの洗浄液、
気管支肺吸引液、または他の洗浄液であってもよい。
【００４０】
　生体液はまた、胚盤胞腔、臍帯血、または母体の血行路に由来してもよく、これらは胎
児または母体起源のものでありうる。生体液はまた、組織サンプルまたは生検材料に由来
してもよい。
【００４１】
　生体液は、植物細胞の培養物の植物細胞に由来してもよい。生体液は、酵母細胞または
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酵母細胞の培養物に由来してもよい。
【００４２】
　一実施形態では、生体液が、細胞培養培地である。一実施形態では、細胞培養培地が、
本発明の方法に従う微小胞の単離に先立って、組織および／または細胞を使用して条件付
けられる。
【００４３】
　用語「条件付けられた」または「条件培地」は、細胞もしくは組織の集団またはその組
み合わせを成長させ、細胞もしくは組織の集団またはその組み合わせが培地に因子を与え
る培地を指す。あるそのような使用において、細胞もしくは組織の集団またはその組み合
わせは、培地から除去され、細胞が産生する因子が残る。一実施形態では、産生される因
子が、微小胞である。
【００４４】
　培地は、当業者によって選択される任意の適した方法を介して条件付けられてもよい。
たとえば、培地は、欧州特許出願公開第１７８０２６７Ａ２号明細書において記載される
方法に従って培養されてもよい。
【００４５】
　一実施形態では、微小胞が、微小胞の単離に先立ってあらかじめ処置された細胞または
組織から単離される。前処置は、たとえば、特定の培地、少なくとも１つの添加剤、増殖
因子、血清がない培地、またはその組み合わせを含有する培地における培養を含んでいて
もよい。その代わりに、前処置は、添加剤（たとえばインターロイキン、ＶＥＧＦ、転写
因子の誘発因子、転写因子、ホルモン、神経伝達物質、医薬化合物、マイクロＲＮＡ）、
形質転換剤（たとえばリポソーム、ウイルス、トランスフェクトされた薬剤など）と細胞
または組織を接触させることを含んでいてもよい。その代わりに、前処置は、物理的条件
の変化（たとえば低酸素、寒冷ショック、熱ショック）に細胞または組織を曝露すること
を含んでいてもよい。
【００４６】
　一実施形態では、微小胞が、微小胞の単離に先立ってあらかじめ処置された細胞または
組織を使用して条件付けられた培地から単離される。前処置は、たとえば、特定の培地、
少なくとも１つの添加剤、増殖因子、血清がない培地、またはその組み合わせを含有する
培地における培養を含んでいてもよい。その代わりに、前処置は、添加剤（たとえばイン
ターロイキン、ＶＥＧＦ、転写因子の誘発因子、転写因子、ホルモン、神経伝達物質、医
薬化合物、マイクロＲＮＡ）、形質転換剤（たとえばリポソーム、ウイルス、トランスフ
ェクトされた薬剤など）と細胞または組織と接触させることを含んでいてもよい。その代
わりに、前処置は、変化させた物理的条件（たとえば低酸素、寒冷ショック、熱ショック
）に細胞または組織を曝露することを含んでいてもよい。
【００４７】
　一実施形態では、生体液が、植物由来の抽出物である。代替の実施形態では、生体液が
、植物細胞の培養物由来の細胞培養培地である。代替の実施形態では、生体液が、酵母抽
出物である。代替の実施形態では、生体液が、酵母細胞の培養物由来の細胞培養培地であ
る。
【００４８】
　本発明の方法は、任意の温度で実行されていてもよいが、当業者は、ある生体液が分解
し得、また、生体液が分解する温度未満の温度でサンプルが維持される場合、そのような
分解が低下することを容易に認識することができる。一実施形態では、本発明の方法が、
４℃で実行される。代替の実施形態では、本発明の方法の少なくとも１つのステップが、
４℃で実行される。
【００４９】
　ある実施形態では、生体液が、本発明の方法にかけられる前に希釈されてもよい。サン
プルの粘性が、微小胞の許容され得る収量を得るのに大きすぎる場合、希釈は、サンプル
の粘性を低下させるために、粘性の生体液に必要とされてもよい。希釈は、１：２希釈で
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あってもよい。その代わりに、希釈は、１：３希釈であってもよい。その代わりに、希釈
は、１：４希釈であってもよい。その代わりに、希釈は、１：５希釈であってもよい。そ
の代わりに、希釈は、１：６希釈であってもよい。その代わりに、希釈は、１：７希釈で
あってもよい。その代わりに、希釈は、１：８希釈であってもよい。その代わりに、希釈
は、１：９希釈であってもよい。その代わりに、希釈は、１：１０希釈であってもよい。
その代わりに、希釈は、１：２０希釈であってもよい。その代わりに、希釈は、１：３０
希釈であってもよい。その代わりに、希釈は、１：４０希釈であってもよい。その代わり
に、希釈は、１：５０希釈であってもよい。その代わりに、希釈は、１：６０希釈であっ
てもよい。その代わりに、希釈は、１：７０希釈であってもよい。その代わりに、希釈は
、１：８０希釈であってもよい。その代わりに、希釈は、１：９０希釈であってもよい。
その代わりに、希釈は、１：１００希釈であってもよい。
【００５０】
　生体液は、任意の希釈剤により希釈されてもよい、ただし、希釈剤が、微小胞の機能的
なおよび／または構造的な完全性に影響を与えないことを条件とする。当業者は、適した
希釈剤を容易に選択し得る。希釈剤は、たとえばリン酸緩衝食塩水、細胞培養培地、およ
びその他同種のものであってもよい。
【００５１】
　一実施形態では、生体液が、細胞デブリを除去するために遠心力の適用によって清澄化
される。生体液に適用される遠心力は、生体液からあらゆる細胞、溶解した細胞、および
組織デブリを除去するのに十分であるが、適用される遠心力は、微小胞を除去するのには
、大きさ、継続期間、またはその両方が不十分である。生体液は、清澄化を容易にするた
めに希釈を必要としてもよい。
【００５２】
　生体液を清澄化するために使用される遠心力の継続期間および大きさは、たとえば生体
液、生体液のｐＨ、単離された微小胞の所望の純度、単離された微小胞の所望のサイズ、
微小胞の所望の分子量、およびその他同種のものを含む、当業者によって容易に認識され
る多くの因子に従って変動してもよい。一実施形態では、２０００ｘｇの遠心力が、３０
分間、生体液に適用される。
【００５３】
　清澄化された生体液は、微小胞を沈殿させるために沈殿剤と接触させる。一実施形態で
は、沈殿剤が、微小胞を囲み、溶媒和の水を移動させる任意の薬剤であってもよい。その
ような沈殿剤は、ポリエチレングリコール、デキストラン、および多糖からなる群から選
択されてもよい。
【００５４】
　代替の実施形態では、沈殿剤が、微小胞の凝集を引き起こしてもよい。
【００５５】
　代替の実施形態では、沈殿剤が、カルシウムイオン、マグネシウムイオン、ナトリウム
イオン、アンモニウムイオン、鉄イオン、硫酸アンモニウムなどのような有機溶媒、およ
びアルギネートなどのような凝集剤からなる群から選択される。
【００５６】
　清澄化された生体液は、微小胞を沈殿させるのに十分な時間、沈殿剤と接触させる。微
小胞を沈殿させるのに十分な時間は、たとえば生体液、生体液のｐＨ、単離された微小胞
の所望の純度、単離された微小胞の所望のサイズ、微小胞の所望の分子量、およびその他
同種のものを含む、当業者によって容易に認識される多くの因子に従って変動してもよい
。一実施形態では、微小胞を沈殿させるのに十分な時間が、６時間である。
【００５７】
　一実施形態では、清澄化された生体液が、４℃で、微小胞を沈殿させるのに十分な時間
、沈殿剤と接触させる。
【００５８】
　生体液から微小胞を沈殿させるために使用される沈殿剤の濃度は、たとえば生体液、生
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体液のｐＨ、単離された微小胞の所望の純度、単離された微小胞の所望のサイズ、微小胞
の所望の分子量、およびその他同種のものを含む、当業者によって容易に認識される多く
の因子に従って変動してもよい。
【００５９】
　一実施形態では、沈殿剤が、ポリエチレングリコールである。本発明の方法において使
用されるポリエチレングリコールの分子量は、約２００Ｄａ～約１０，０００Ｄａであっ
てもよい。一実施形態では、本発明の方法において使用されるポリエチレングリコールの
分子量が、１０，０００Ｄａを超えてもよい。分子量の選択は、たとえば生体液の粘性、
微小胞の所望の純度、微小胞の所望のサイズ、使用される生体液、およびその他同種のも
のを含む様々な因子によって影響を及ぼされてもよい。
【００６０】
　一実施形態では、本発明の方法において使用されるポリエチレングリコールの分子量が
、約２００Ｄａ～約８，０００Ｄａであってもよいまたはおよそ２００、３００、４００
、６００、１０００、１５００、４０００、６０００、もしくは８０００のいずれかであ
る。
【００６１】
　一実施形態では、本発明の方法において使用されるポリエチレングリコールの分子量が
、約６０００Ｄａである。
【００６２】
　一実施形態では、本発明の方法において使用されるポリエチレングリコールの平均分子
量が、約８０００Ｄａである。
【００６３】
　本発明の方法において使用されるポリエチレングリコールの濃度は、約０．５％ｗ／ｖ
～約１００％ｗ／ｖであってもよい。本発明の方法において使用されるポリエチレングリ
コールの濃度は、たとえば生体液の粘性、微小胞の所望の純度、微小胞の所望のサイズ、
使用される生体液、およびその他同種のものを含む様々な因子によって影響を及ぼされて
もよい。
【００６４】
　ある実施形態では、ポリエチレングリコールが、約５％～２５％ｗ／ｖの濃度の本発明
の濃度において使用される。ある実施形態では、濃度が、約５％、６％、７％、８％、９
％、１０％、１１％、１２％、１３％、１４％、もしくは１５％またはこれらの値のいず
れか２つの間の範囲である。
【００６５】
　一実施形態では、本発明の方法において使用されるポリエチレングリコールの濃度が、
約８．５％ｗ／ｖである。
【００６６】
　一実施形態では、本発明の方法において使用されるポリエチレングリコールの濃度が、
約６％ｗ／ｖである。
【００６７】
　一実施形態では、６０００Ｄａの平均分子量を有するポリエチレングリコールが、８．
５％　ｗ／ｖの濃度で使用される。一実施形態では、ポリエチレングリコールが、０．４
Ｍ塩化ナトリウム中で希釈される。
【００６８】
　一実施形態では、本発明の方法において使用されるポリエチレングリコールの濃度が、
ポリエチレングリコールの平均分子量に反比例する。たとえば、一実施形態では、４００
０Ｄａの平均分子量を有するポリエチレングリコールが、２０％ｗ／ｖの濃度で使用され
る。代替の実施形態では、８０００Ｄａの平均分子量を有するポリエチレングリコールが
、１０％ｗ／ｖの濃度で使用される。代替の実施形態では、２００００Ｄａの平均分子量
を有するポリエチレングリコールが、４％ｗ／ｖの濃度で使用される。
【００６９】
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　一実施形態では、沈殿した微小胞が、遠心力の適用によって収集される。遠心力は十分
であり、微小胞がペレットを形成するのに十分な継続期間、適用されるが、微小胞に損傷
を与えるのには不十分である。
【００７０】
　生体液から微小胞を沈殿させるために使用される遠心力の継続期間および大きさは、た
とえば生体液、生体液のｐＨ、単離された微小胞の所望の純度、単離された微小胞の所望
のサイズ、微小胞の所望の分子量、およびその他同種のものを含む、当業者によって容易
に認識される多くの因子に従って変動してもよい。一実施形態では、沈殿した微小胞は、
６０分間、１００００ｘｇの遠心力の適用によって収集される。
【００７１】
　沈殿した微小胞は、任意の液体により洗浄されてもよい、ただし、液体が、微小胞の機
能的なおよび／または構造的な完全性に影響を与えないことを条件とする。当業者は、適
した液体を容易に選択し得る。液体は、たとえばリン酸緩衝食塩水、細胞培養培地、およ
びその他同種のものであってもよい。
【００７２】
　一実施形態では、洗浄ステップが、沈殿剤を除去する。一実施形態では、微小胞が、１
００ｋＤａ分子量カットオフを有するろ過デバイスを使用して、遠心ろ過を介して洗浄さ
れる。
【００７３】
　単離された微小胞は、任意の液体により懸濁されてもよい、ただし、液体が、微小胞の
機能的なおよび／または構造的な完全性に影響を与えないことを条件とする。当業者は、
適した液体を容易に選択し得る。液体は、たとえばリン酸緩衝食塩水、細胞培養培地、お
よびその他同種のものであってもよい。
【００７４】
　一実施形態では、単離された微小胞は、さらにプロセシングされてもよい。さらなるプ
ロセシングは、特定のサイズの微小胞の単離であってもよい。その代わりに、さらなるプ
ロセシングは、特定のサイズ範囲の微小胞の単離であってもよい。その代わりに、さらな
るプロセシングは、特定の分子量の微小胞の単離であってもよい。その代わりに、さらな
るプロセシングは、特定の分子量範囲の微小胞の単離であってもよい。その代わりに、さ
らなるプロセシングは、特定の分子を持つまたは含有する微小胞の単離であってもよい。
【００７５】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって決定される、約２ｎｍ～約
１０００ｎｍのサイズを有する微小胞の調製物を単離するためにさらにプロセシングされ
る。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって決定される、約２ｎ
ｍ～約５００ｎｍのサイズを有する微小胞の調製物を単離するためにさらにプロセシング
される。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって決定される、約
２ｎｍ～約４００ｎｍのサイズを有する微小胞の調製物を単離するためにさらにプロセシ
ングされる。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって決定される
、約２ｎｍ～約３００ｎｍのサイズを有する微小胞の調製物を単離するためにさらにプロ
セシングされる。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって決定さ
れる、約２ｎｍ～約２００ｎｍのサイズを有する微小胞の調製物を単離するためにさらに
プロセシングされる。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって決
定される、約２ｎｍ～約１００ｎｍのサイズを有する微小胞の調製物を単離するためにさ
らにプロセシングされる。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によっ
て決定される、約２ｎｍ～約５０ｎｍのサイズを有する微小胞の調製物を単離するために
さらにプロセシングされる。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によ
って決定される、約２ｎｍ～約２０ｎｍのサイズを有する微小胞の調製物を単離するため
にさらにプロセシングされる。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法に
よって決定される、約２ｎｍ～約１０ｎｍのサイズを有する微小胞の調製物を単離するた
めにさらにプロセシングされる。
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【００７６】
　一実施形態では、後続の精製が、免疫親和性、ＨＰＬＣ、タンジェンシャルフローろ過
、相分離／分割、およびマイクロフルイディクスからなる群から選択される方法を使用し
て実行される。
【００７７】
　一実施形態では、単離された微小胞が、微小胞上に持つまたは微小胞内に含有される分
子を分析するためにさらにプロセシングされる。分析される分子は、核酸、炭水化物、脂
質、小分子、イオン、代謝物質、タンパク質、およびその組み合わせからなる群から選択
される。
【００７８】
　培養細胞を使用して条件付けられた細胞培養培地を含む生体液：一実施形態では、微小
胞が、培養細胞を使用して条件付けられた培地から得られる。任意の培養細胞または細胞
の集団は、本発明の方法において使用されてもよい。細胞は、幹細胞、初代細胞、細胞株
、組織もしくは器官外植片、またはその任意の組み合わせであってもよい。細胞は、起源
において同種、自己由来、または異種であってもよい。
【００７９】
　一実施形態では、細胞が、骨髄穿刺液に由来する細胞である。一実施形態では、骨髄穿
刺液に由来する細胞が、骨髄由来間葉系幹細胞である。一実施形態では、骨髄穿刺液に由
来する細胞が、単核細胞である。一実施形態では、骨髄穿刺液に由来する細胞が、単核細
胞および骨髄由来間葉系幹細胞の混合物である。
【００８０】
　一実施形態では、骨髄由来間葉系幹細胞が、約４日間までの期間、プラスチック組織培
養フラスコ中で骨髄穿刺液を培養し、その後、非付着細胞を除去するために洗浄すること
によって、骨髄穿刺液から単離される。
【００８１】
　一実施形態では、単核細胞が、フィコール勾配を使用する低密度遠心分離法および界面
で単核細胞を収集することによって、骨髄穿刺液から単離される。
【００８２】
　一実施形態では、本発明の方法に従う微小胞の単離に先立って、細胞が、細胞インキュ
ベーターにおいて、適切な温度および気体混合物（典型的に、哺乳動物細胞について３７
℃、５％ＣＯ２）で培養される、成長させられる、または維持される。培養条件は、それ
ぞれの細胞型について広く変動し、当業者によって容易に決定される。
【００８３】
　一実施形態では、１つまたは１つを超える培養条件が、変動する。一実施形態では、こ
の変動が、様々な表現型をもたらす。
【００８４】
　一実施形態では、細胞が、微小胞単離手順を始めるためにそれらの培養培地中に血清を
必要とする場合、細胞培養培地は、微小胞なしの血清が補足され、次いで、条件付けられ
ることになっている細胞に追加される。微小胞は、条件付けられた細胞培養培地から収集
される。血清は、たとえば超遠心分離法、ろ過、沈殿、およびその他同種のものなどのよ
うな、任意の適した方法によって排除されてもよい。培地、血清濃度、および培養条件の
選択は、たとえば、培養されている細胞型、微小胞の所望の純度、培養細胞の所望の表現
型、およびその他同種のものを含む、当業者によって容易に認識される様々な因子によっ
て影響を及ぼされる。一実施形態では、微小胞単離手順のために条件付けられる細胞培養
培地が、細胞が微小胞単離手順に先立って成長させられる同じタイプの細胞培養培地であ
る。
【００８５】
　一実施形態では、微小胞単離手順を始めるために、細胞培養培地が除去され、無血清培
地が、条件付けられることになっている細胞に追加される。次いで、微小胞は、条件付け
された無血清培地から収集される。培地および培養条件の選択は、たとえば、培養されて
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いる細胞型、微小胞の所望の純度、培養細胞の所望の表現型、およびその他同種のものを
含む、当業者によって容易に認識される様々な因子によって影響を及ぼされる。一実施形
態では、無血清培地が、無血清培地中での細胞の生存を促進するまたは増強する、少なく
とも１つのさらなる因子により補足される。そのような因子は、たとえば、細胞に栄養の
サポートを提供してもよいまたは細胞のアポトーシスを阻害してもよいもしくは予防して
もよい。
【００８６】
　細胞は、細胞が培養培地の中に微小胞を分泌するのを可能にするのに十分な期間、培養
培地中で培養される。細胞が培養培地の中に微小胞を分泌するのを可能にするのに十分な
期間は、たとえば、培養されている細胞型、微小胞の所望の純度、培養細胞の所望の表現
型、微小胞の所望の収量、およびその他同種のものを含む、当業者によって容易に認識さ
れる様々な因子によって影響を及ぼされる。
【００８７】
　次いで、微小胞は、本発明の方法によって培養培地から除去される。
【００８８】
　一実施形態では、微小胞単離手順に先立って、細胞が、抗炎症化合物、抗アポトーシス
性化合物、線維症の阻害剤、血管新生を増強することができる化合物、免疫抑制化合物、
細胞の生存を促進する化合物、化学療法薬、細胞の遊走を増強することができる化合物、
神経性化合物、および増殖因子からなる群から選択される、少なくとも１つの薬剤により
処置される。
【００８９】
　一実施形態において、細胞が微小胞が収集される培地中で培養されるが、細胞は、抗炎
症化合物、抗アポトーシス性化合物、線維症の阻害剤、血管新生を増強することができる
化合物、免疫抑制化合物、細胞の生存を促進する化合物、および増殖因子からなる群から
選択される、少なくとも１つの薬剤により処置される。
【００９０】
　一実施形態では、抗炎症化合物が、米国特許第６，５０９，３６９号明細書において開
示される化合物から選択されてもよい。
【００９１】
　一実施形態では、抗アポトーシス性化合物が、米国特許第６，７９３，９４５号明細書
において開示される化合物から選択されてもよい。
【００９２】
　一実施形態では、線維症の阻害剤が、米国特許第６，３３１，２９８号明細書において
開示される化合物から選択されてもよい。
【００９３】
　一実施形態では、血管新生を増強することができる化合物が、米国特許出願公開第２０
０４／０２２０３９３号明細書または米国特許出願公開第２００４／０２０９９０１号明
細書において開示される化合物から選択されてもよい。
【００９４】
　一実施形態では、免疫抑制化合物が、米国特許出願公開第２００４／０１７１６２３号
明細書において開示される化合物から選択されてもよい。
【００９５】
　一実施形態では、細胞の生存を促進する化合物が、米国特許出願公開第２０１０／０１
０４５４２号明細書において開示される化合物から選択されてもよい。
【００９６】
　一実施形態では、増殖因子が、とりわけ、ＴＧＦ－β１、２、および３を含むＴＧＦ－
βファミリー、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ－２、－３、－４、－５、－６、－７、－
１１、－１２、および－１３）、線維芽細胞増殖因子－１および－２、血小板由来増殖因
子－ＡＡ、－ＡＢ、および－ＢＢ、血小板に富む血漿、インスリン増殖因子（ＩＧＦ－Ｉ
、ＩＩ）増殖分化因子（ＧＤＦ－５、－６、－８、－１０、－１５）、血管内皮細胞由来
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増殖因子（ＶＥＧＦ）、プレイオトロフィン、エンドセリンのメンバーからなる群から選
択される、少なくとも１つの分子であってもよい。他の医薬化合物は、たとえばニコチン
アミド、低酸素誘発性因子１－アルファ、グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）、Ｇ
ＬＰ－１およびＧＬＰ－２ミメティボディ、ならびにＩＩ、エキセンディン－４、ノダル
（ｎｏｄａｌ）、ノギン、ＮＧＦ、レチノイン酸、副甲状腺ホルモン、テネイシン－Ｃ、
トロポエラスチン、トロンビン由来のペプチド、カテリシジン、デフェンシン、ラミニン
、フィブロネクチンおよびビトロネクチンなどのような、接着性細胞外マトリックスタン
パク質の細胞結合ドメインおよびヘパリン結合ドメインを含有する生物学的ペプチド、な
らびにたとえば、米国特許出願公開第２００４／０２０９９０１号明細書および米国特許
出願公開第２００４／０１３２７２９号明細書において開示される化合物などのようなＭ
ＡＰＫ阻害剤を含むことができる。
【００９７】
　一実施形態では、微小胞が、骨髄由来間葉系幹細胞の培養物を使用して条件付けられた
細胞培養培地を含む生体液から単離され、
ａ）骨髄由来間葉系幹細胞の集団を得、細胞を１：４の希釈でフラスコに接種するステッ
プ、
ｂ）細胞が８０～９０％コンフルエントになるまで、培地中で細胞を培養するステップ、
ｃ）細胞デブリを除去するために培地を除去し、清澄化するステップ、
ｄ）清澄化された培養培地に沈殿剤を追加することによって、微小胞を沈殿させるステッ
プ、
ｅ）沈殿した微小胞を収集し、沈殿剤を除去するためにその物質を洗浄するステップ、お
よび
ｆ）保存またはその後の使用のために、洗浄された微小胞を溶液中に懸濁するステップを
含む。
【００９８】
　一実施形態では、微小胞が、骨髄由来単核細胞の培養物を使用して条件付けられた細胞
培養培地を含む生体液から単離され、
ａ）骨髄由来単核細胞の集団を得、細胞を１：４の希釈でフラスコに接種するステップ、
ｂ）細胞が８０～９０％コンフルエントになるまで、培地中で細胞を培養するステップ、
ｃ）細胞デブリを除去するために培地を除去し、清澄化するステップ、
ｄ）清澄化された培養培地に沈殿剤を追加することによって、微小胞を沈殿させるステッ
プ、
ｅ）沈殿した微小胞を収集し、沈殿剤を除去するためにその物質を洗浄するステップ、お
よび
ｆ）保存またはその後の使用のために、洗浄された微小胞を溶液中に懸濁するステップを
含む。
【００９９】
　一実施形態では、骨髄由来間葉系幹細胞が、９５％の加湿空気および５％ＣＯ２中、３
７℃で、２０％ウシ胎児血清および１％ペニシリン／ストレプトマイシン／グルタミンに
より補足されたα－ＭＥＭを含む培地中で培養される。
【０１００】
　一実施形態では、骨髄由来単核細胞が、９５％の加湿空気および５％ＣＯ２中、３７℃
で、２０％ウシ胎児血清および１％ペニシリン／ストレプトマイシン／グルタミンにより
補足されたα－ＭＥＭを含む培地中で培養される。
【０１０１】
　一実施形態では、培地が、遠心分離法によって清澄化される。
【０１０２】
　一実施形態では、沈殿剤が、６０００の平均分子量を有するポリエチレングリコールで
ある。一実施形態では、ポリエチレングリコールが、約８．５ｗ／ｖ％の濃度で使用され
る。一実施形態では、ポリエチレングリコールが、０．４Ｍの最終濃度を有する塩化ナト
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リウム溶液中で希釈される。
【０１０３】
　一実施形態では、沈殿した微小胞が、遠心分離法によって収集される。
【０１０４】
　一実施形態では、単離された微小胞が、リン酸緩衝食塩水を使用し、１００ｋＤａ分子
量カットオフを有する膜を使用して、遠心ろ過を介して洗浄される。
【０１０５】
　血漿を含む生体液：一実施形態では、微小胞が、血漿から得られる。血漿は、健康な個
人またはその代わりに特定の疾患表現型を有する個人から得られてもよい。
【０１０６】
　一実施形態では、微小胞が、血漿を含む生体液から単離され、
ａ）血漿を得、細胞培養培地により血漿を希釈するステップ、
ｂ）希釈された血漿に沈殿剤を追加することによって、微小胞を沈殿させるステップ、
ｃ）沈殿した微小胞を収集し、沈殿剤を除去するためにその物質を洗浄するステップ、お
よび
ｄ）保存またはその後の使用のために洗浄された微小胞を溶液中に懸濁するステップを含
む。
【０１０７】
　一実施形態では、血漿が、培養培地により１：１０に希釈される。
【０１０８】
　一実施形態では、培養培地が、α－ＭＥＭである。
【０１０９】
　一実施形態では、沈殿剤が、６０００の平均分子量を有するポリエチレングリコールで
ある。一実施形態では、ポリエチレングリコールが、約８．５ｗ／ｖ％の濃度で使用され
る。一実施形態では、ポリエチレングリコールが、０．４Ｍの最終濃度を有する塩化ナト
リウム溶液中で希釈される。
【０１１０】
　一実施形態では、沈殿した微小胞が、遠心分離法によって収集される。
【０１１１】
　一実施形態では、単離された微小胞が、リン酸緩衝食塩水を使用し、１００ｋＤａ分子
量カットオフを有する膜を使用して、遠心ろ過を介して洗浄される。
【０１１２】
　骨髄穿刺液を含む生体液：一実施形態では、微小胞が、骨髄穿刺液から得られる。一実
施形態では、微小胞が、骨髄穿刺液の細胞画分から得られる。一実施形態では、微小胞が
、骨髄穿刺液の非細胞画分から得られる。
【０１１３】
　一実施形態では、微小胞が、骨髄穿刺液から培養された細胞から得られる。一実施形態
では、骨髄穿刺液から培養された細胞は、微小胞が単離される細胞培養培地を条件付ける
ために使用される。
【０１１４】
　一実施形態では、微小胞が、骨髄穿刺液を含む生体液から単離され、
ａ）骨髄穿刺液を得、非細胞部分および細胞部分に骨髄穿刺液を分離するステップ、
ｂ）非細胞部分を希釈するステップ、
ｃ）細胞デブリを除去するために、希釈された非細胞部分を清澄化するステップ、
ｄ）希釈された非細胞部分に沈殿剤を追加することによって、非細胞部分中に微小胞を沈
殿させるステップ、
ｅ）沈殿した微小胞を収集し、沈殿剤を除去するためにその物質を洗浄するステップ、お
よび
ｆ）保存またはその後の使用のために、洗浄された微小胞を溶液中に懸濁するステップを
含む。
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【０１１５】
　一実施形態では、非細胞部分が、培養培地により１：１０に希釈される。
【０１１６】
　一実施形態では、培養培地が、α－ＭＥＭである。
【０１１７】
　一実施形態では、希釈された非細胞部分が、遠心分離法によって清澄化される。
【０１１８】
　一実施形態では、沈殿剤が、６０００の平均分子量を有するポリエチレングリコールで
ある。一実施形態では、ポリエチレングリコールが、約８．５ｗ／ｖ％の濃度で使用され
る。一実施形態では、ポリエチレングリコールが、０．４Ｍの最終濃度を有する塩化ナト
リウム溶液中で希釈される。
【０１１９】
　一実施形態では、沈殿した微小胞が、遠心分離法によって収集される。
【０１２０】
　一実施形態では、単離された微小胞が、リン酸緩衝食塩水を使用し、１００ｋＤａ分子
量カットオフを有する膜を使用して、遠心ろ過を介して洗浄される。
【０１２１】
　一実施形態では、細胞部分が、細胞を単離し、収集するためにさらにプロセシングされ
る。一実施形態では、細胞部分が、骨髄由来間葉系幹細胞を単離し、収集するためにさら
にプロセシングされる。一実施形態では、細胞部分が、骨髄由来単核細胞を単離し、収集
するためにさらにプロセシングされる。一実施形態では、細胞部分が、培地を条件付ける
ために使用され、微小胞が後にこれに由来してもよい。
【０１２２】
　一実施形態では、微小胞が、細胞部分から単離される。細胞部分は、微小胞の単離に先
立って、ある期間、インキュベートされてもよい。その代わりに、細胞部分が収集された
直後に、微小胞は、細胞部分から単離されてもよい。
【０１２３】
　一実施形態では、細胞部分がまた、抗炎症化合物、抗アポトーシス性化合物、線維症の
阻害剤、血管新生を増強することができる化合物、免疫抑制化合物、細胞の生存を促進す
る化合物、化学療法薬、細胞の遊走を増強することができる化合物、神経性化合物、およ
び増殖因子からなる群から選択される、少なくとも１つの薬剤により処置される。
【０１２４】
　一実施形態では、抗炎症化合物が、米国特許第６，５０９，３６９号明細書において開
示される化合物から選択されてもよい。
【０１２５】
　一実施形態では、抗アポトーシス性化合物が、米国特許第６，７９３，９４５号明細書
において開示される化合物から選択されてもよい。
【０１２６】
　一実施形態では、線維症の阻害剤が、米国特許第６，３３１，２９８号明細書において
開示される化合物から選択されてもよい。
【０１２７】
　一実施形態では、血管新生を増強することができる化合物が、米国特許出願公開第２０
０４／０２２０３９３号明細書または米国特許出願公開第２００４／０２０９９０１号明
細書において開示される化合物から選択されてもよい。
【０１２８】
　一実施形態では、免疫抑制化合物が、米国特許出願公開第２００４／０１７１６２３号
明細書において開示される化合物から選択されてもよい。
【０１２９】
　一実施形態では、細胞の生存を促進する化合物が、米国特許出願公開第２０１０／０１
０４５４２号明細書において開示される化合物から選択されてもよい。
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【０１３０】
　一実施形態では、増殖因子が、とりわけ、ＴＧＦ－β１、２、および３を含むＴＧＦ－
βファミリー、骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ－２、－３、－４、－５、－６、－７、－
１１、－１２、および－１３）、線維芽細胞増殖因子－１および－２、血小板由来増殖因
子－ＡＡ、－ＡＢ、および－ＢＢ、血小板に富む血漿、インスリン増殖因子（ＩＧＦ－Ｉ
、ＩＩ）増殖分化因子（ＧＤＦ－５、－６、－８、－１０、－１５）、血管内皮細胞由来
増殖因子（ＶＥＧＦ）、プレイオトロフィン、エンドセリンのメンバーからなる群から選
択される、少なくとも１つの分子であってもよい。他の医薬化合物は、たとえばニコチン
アミド、低酸素誘発性因子１－アルファ、グルカゴン様ペプチド－１（ＧＬＰ－１）、Ｇ
ＬＰ－１およびＧＬＰ－２ミメティボディ、ならびにＩＩ、エキセンディン－４、ノダル
、ノギン、ＮＧＦ、レチノイン酸、副甲状腺ホルモン、テネイシン－Ｃ、トロポエラスチ
ン、トロンビン由来のペプチド、カテリシジン、デフェンシン、ラミニン、フィブロネク
チンおよびビトロネクチンなどのような、接着性細胞外マトリックスタンパク質の細胞結
合ドメインおよびヘパリン結合ドメインを含有する生物学的ペプチド、ならびにたとえば
、米国特許出願公開第２００４／０２０９９０１号明細書および米国特許出願公開第２０
０４／０１３２７２９号明細書において開示される化合物などのようなＭＡＰＫ阻害剤を
含むことができる。
【０１３１】
　一実施形態では、細胞部分が、低酸素条件下で培養される。
【０１３２】
　一実施形態では、細胞部分が、熱ショックを受ける。
【０１３３】
　尿を含む生体液：一実施形態では、微小胞が、尿から得られる。尿は、健康な個人また
はその代わりに特定の疾患表現型を有する個人から得られてもよい。
【０１３４】
　一実施形態では、微小胞が、尿を含む生体液から単離され、
ａ）尿サンプルを得るステップ、
ｂ）細胞デブリを除去するために尿を清澄化するステップ、
ｃ）清澄化された尿に沈殿剤を追加することによって、微小胞を沈殿させるステップ、
ｄ）沈殿した微小胞を収集し、沈殿剤を除去するためにその物質を洗浄するステップ、お
よび
ｅ）保存またはその後の使用のために洗浄された微小胞を溶液中に懸濁するステップを含
む。
【０１３５】
　一実施形態では、尿が、遠心分離法によって清澄化される。
【０１３６】
　一実施形態では、沈殿剤が、６０００の平均分子量を有するポリエチレングリコールで
ある。一実施形態では、ポリエチレングリコールが、約８．５ｗ／ｖ％の濃度で使用され
る。一実施形態では、ポリエチレングリコールが、０．４Ｍの最終濃度を有する塩化ナト
リウム溶液中で希釈される。
【０１３７】
　一実施形態では、沈殿した微小胞が、遠心分離法によって収集される。
【０１３８】
　一実施形態では、単離された微小胞が、リン酸緩衝食塩水を使用し、１００ｋＤａ分子
量カットオフを有する膜を使用して、遠心ろ過を介して洗浄される。
【０１３９】
　本発明の代替の実施形態では、生体液が、ろ過によって清澄化される。代替の実施形態
では、沈殿した微小胞が、ろ過によって収集される。代替の実施形態では、ろ過によって
、生体液が清澄化され、沈殿した微小胞が収集される。
【０１４０】
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　ある実施形態では、生体液および／または沈殿した微小胞のいずれかのろ過が、外力の
適用を必要とした。外力は、重力、標準重力、または遠心力のいずれかであってもよい。
その代わりに、外力は、吸引力であってもよい。
【０１４１】
　一実施形態では、本実施形態は、ろ過によって生体液の清澄化を容易にするための装置
を提供する。一実施形態では、本発明は、ろ過によって沈殿した微小胞の収集を容易にす
るための装置を提供する。一実施形態では、本発明は、ろ過による生体液の清澄化および
沈殿した微小胞の収集を容易にするための装置を提供する。一実施形態では、装置がまた
、微小胞を洗浄する。
【０１４２】
　一実施形態では、装置が、図４において示される装置である。この実施形態では、生体
液が、内部のチャンバーに追加される。内部のチャンバーは、内部のチャンバーにおける
微小胞よりも大きなサイズを有するいかなる粒子をも保持しながら、微小胞が通過するの
を可能にするポアサイズを有する第１のフィルターを有する。一実施形態では、内部のチ
ャンバーのフィルターのポアサイズが、１μｍである。この実施形態では、生体液が内部
のチャンバーからフィルターを通過する場合、１μｍを超える粒子が内部のチャンバーに
おいて保持され、他のすべての粒子は、内部のチャンバーの底および第２のフィルターの
間の領域に集まる。
【０１４３】
　第２のフィルターは、微小胞を通過させないポアサイズを有する。一実施形態では、内
部のチャンバーの第２のフィルターのポアサイズが、０．０１μｍである。この実施形態
では、生体液が第２のフィルターを通過する場合、微小胞が、内部のチャンバーの底およ
び第２のフィルターの間の領域において保持され、残りの粒子および体液はすべて、装置
の底に集まる。
【０１４４】
　当業者は、装置が、たとえば、所望のサイズの微小胞を選択するために、様々なポアサ
イズの２つを超えるフィルターを有することができることを容易に認識することができる
。
【０１４５】
　一実施形態では、沈殿剤が、内部のチャンバーにおける生体液に追加される。一実施形
態では、生体液が第１のフィルターを通過した後、沈殿剤が、ろ液に追加される。
【０１４６】
　本発明の装置によって利用されるろ過膜は、任意の適した材料から作製されてもよい、
ただし、ろ過膜は、生体液と反応しないまたは生体液内の構成成分と結合しないことを条
件とする。たとえば、ろ過膜は、たとえばポリエーテルスルホン、ナイロン６、ポリテト
ラフルオロエチレン、ポリプロピレン、ゼータ修飾ガラスマイクロファイバー、硝酸セル
ロース、酢酸セルロース、ポリフッ化ビニリデン、再生セルロースなどのような低結合性
材料（ｌｏｗ　ｂｉｎｄ　ｍａｔｅｒｉａｌ）から作製されてもよい。
【０１４７】
本発明の微小胞
　一実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって決定される、約２ｎｍ～約
５０００ｎｍのサイズを有する。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法
によって決定される、約２ｎｍ～約１０００ｎｍのサイズを有する。代替の実施形態では
、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって決定される、約２ｎｍ～約５００ｎｍのサイ
ズを有する。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって決定される
、約２ｎｍ～約４００ｎｍのサイズを有する。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、
電子顕微鏡法によって決定される、約２ｎｍ～約３００ｎｍのサイズを有する。代替の実
施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって決定される、約２ｎｍ～約２００
ｎｍのサイズを有する。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって
決定される、約２ｎｍ～約１００ｎｍのサイズを有する。代替の実施形態では、本発明の
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微小胞が、電子顕微鏡法によって決定される、約２ｎｍ～約５０ｎｍのサイズを有する。
代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法によって決定される、約２ｎｍ～
約２０ｎｍのサイズを有する。代替の実施形態では、本発明の微小胞が、電子顕微鏡法に
よって決定される、約２ｎｍ～約１０ｎｍのサイズを有する。
【０１４８】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、少なくとも１００ｋＤａの分子量を有する。
【０１４９】
　本発明の方法に従って単離される微小胞は、療法に使用されてもよい。その代わりに、
本発明の方法に従って単離される微小胞は、診断試験に使用されてもよい。その代わりに
、本発明の微小胞は、細胞または組織を改変するまたは操作するために使用されてもよい
。本発明の微小胞が細胞または組織を改変するまたは操作するために使用される場合、微
小胞は、細胞または組織を改変するまたは操作するであろうＲＮＡ、ＤＮＡ、脂質、炭水
化物、タンパク質、薬、小分子、代謝物質、またはその組み合わせにより、添加され、標
識されてもよい。その代わりに、微小胞は、ＲＮＡ、ＤＮＡ、脂質、炭水化物、タンパク
質、薬、小分子、代謝物質、またはその組み合わせを発現するおよび／または含有する細
胞または組織から単離されてもよい。
【０１５０】
診断試験における本発明の微小胞の使用
　本発明の微小胞は、たとえば状態もしくは疾患または疾患のステージもしくは進行など
のような、特定の表現型を同定するバイオマーカーを検出する診断試験において使用する
ことができる。基となる細胞（ｃｅｌｌ－ｏｆ－ｏｒｉｇｉｎ）に特異的な微小胞由来の
バイオマーカーまたはマーカーは、疾患、状態、疾患ステージ、および状態のステージに
ついての処置レジメンを決定するために使用することができ、また、処置効能を決定する
ために使用することもできる。基となる細胞に特異的な微小胞由来のマーカーはまた、未
知の起源の疾患の状態を同定するために使用することもできる。
【０１５１】
　本明細書において使用されるように、用語「バイオマーカー」は、生物学的状態の指標
を指す。それは、正常な生物学的プロセス、病原性のプロセス、または治療的介入に対す
る薬理的な応答の指標として、客観的に測定され、評価される特質である。微小胞の１つ
以上のバイオマーカーは、表現型を特徴付けるために評価することができる。バイオマー
カーは、ＤＮＡまたはＲＮＡなどのような、代謝物質、核酸、ペプチド、タンパク質、脂
質、抗原、炭水化物、またはプロテオグリカンとすることができる。ＲＮＡは、ｍＲＮＡ
、ｍｉＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、ｒＲＮＡ、ｔＲＮＡｓ、ｓｉＲＮＡ、ｈｎＲ
ＮＡ、またはｓｈＲＮＡとすることができる。
【０１５２】
　対象における表現型は、対象から生物学的サンプルを得、サンプル由来の１つ以上の微
小胞を分析することによって特徴付けることができる。たとえば、対象または個人につい
ての表現型の特徴付けは、疾患もしくは状態を検出すること（前駆症状の早期検出を含む
）、疾患もしくは状態の予後診断、診断、もしくはセラノーシス（ｔｈｅｒａｎｏｓｉｓ
）を決定すること、または疾患もしくは状態のステージもしくは進行を決定することを含
んでいてもよい。表現型の特徴付けはまた、特異的疾患、状態、疾患ステージ、および状
態ステージに対する適切な処置または処置効能、疾患進行、特に疾患再発、転移性の伝播
、もしくは疾患回帰の予測および見込み分析を同定することを含むこともできる。表現型
はまた、癌または腫瘍などのような、臨床的に別個のタイプまたはサブタイプの状態また
は疾患とすることもできる。表現型決定はまた、生理学的状態の決定または移植後などの
ような器官障害もしくは器官拒絶反応の評価とすることもできる。本明細書において記載
される産物およびプロセスは、個々の基準に基づく対象の評価を可能にし、これは、処置
における、より効率的でより経済的な決定という利点を提供することができる。
【０１５３】
　表現型は、米国特許第７，８９７，３５６号明細書において列挙される任意の表現型と
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することができる。表現型は、腫瘍、新生物、または癌とすることができる。本明細書に
おいて記載される産物またはプロセスによって検出されるまたは評価される癌は、乳癌、
卵巣癌、肺癌、結腸癌、過形成性ポリープ、腺腫、結腸直腸癌、高度異形成、低度異形成
、前立腺肥大症、前立腺癌、黒色腫、膵癌、脳癌（膠芽腫など）、造血器悪性腫瘍、肝細
胞がん、子宮頸癌、子宮内膜癌、頭頸部癌、食道癌、消化管間質性腫瘍（ＧＩＳＴ）、腎
細胞がん（ＲＣＣ）、または胃癌を含むが、これらに限定されない。結腸直腸癌は、ＣＲ
Ｃ　Ｄｕｋｅｓ　ＢまたはＤｕｋｅｓ　Ｃ～Ｄとすることができる。造血器悪性腫瘍は、
Ｂ細胞慢性リンパ性白血病、Ｂ細胞リンパ腫－ＤＬＢＣＬ、Ｂ細胞リンパ腫－ＤＬＢＣＬ
－胚中心様、Ｂ細胞リンパ腫－ＤＬＢＣＬ－活性化Ｂ細胞様、およびバーキットリンパ腫
とすることができる。表現型はまた、バレット食道などのような前悪性の状態であっても
よい。
【０１５４】
　表現型はまた、炎症疾患、免疫疾患、または自己免疫疾患とすることができる。たとえ
ば、疾患は、炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、クローン病（ＣＤ）、潰瘍性大腸炎（ＵＣ）、骨
盤炎症、脈管炎、乾癬、糖尿病、自己免疫性肝炎、多発性硬化症、重症筋無力症、Ｉ型糖
尿病、関節リウマチ、乾癬、全身性紅斑性狼瘡（ＳＬＥ）、橋本甲状腺炎、グレーブス病
、強直性脊椎炎、シェーグレン症候群、ＣＲＥＳＴ症候群、強皮症、リウマチ性疾患、器
官拒絶反応、移植片対宿主病、原発性硬化性胆管炎、または敗血症であってもよい。
【０１５５】
　表現型はまた、アテローム性動脈硬化症、鬱血性心不全、不安定プラーク、卒中、また
は虚血などのような心臓血管系疾患とすることもできる。心臓血管系疾患または状態は、
高血圧、狭窄症、血管閉塞、または血栓症のイベントとすることができる。
【０１５６】
　表現型はまた、多発性硬化症（ＭＳ）、パーキンソン病（ＰＤ）、アルツハイマー病（
ＡＤ）、統合失調症、双極性障害、うつ、自閉症、プリオン病、ピック病、認知症、ハン
チントン病（ＨＤ）、ダウン症候群、脳血管疾患、ラズムッセン脳炎、ウイルス性髄膜炎
、精神神経全身性エリテマトーデス（ＮＰＳＬＥ）、筋萎縮性側索硬化症、クロイツフェ
ルトヤコプ病、ゲルストマン－ストロイスラー－シャインカー病、伝達性海綿状脳症、虚
血再灌流損傷（たとえば卒中）、脳外傷、微生物感染症、または慢性疲労症候群などのよ
うな神経疾患とすることもできる。表現型はまた、線維筋痛、慢性神経因性疼痛、または
末梢神経因性疼痛などのような状態であってもよい。
【０１５７】
　表現型はまた、細菌、ウイルス、酵母感染症などのような伝染病であってもよい。たと
えば、疾患または状態は、ホイップル病、プリオン病、肝硬変、メチシリン抵抗性黄色ブ
ドウ球菌、ＨＩＶ、肝炎、梅毒、髄膜炎、マラリア、結核、またはインフルエンザであっ
てもよい。ＨＩＶまたはＨＣＶ様粒子などのようなウイルスタンパク質は、ウイルス性の
状態を特徴付けるためにエキソソームにおいて評価することができる。
【０１５８】
　表現型はまた、周生期または妊娠関連性の状態（たとえば子癇前症または早産）、鉄代
謝に関連する代謝性疾患または状態などのような代謝性疾患または状態とすることもでき
る。代謝性疾患または状態はまた、糖尿病、炎症、または周生期の状態とすることもでき
る。
【０１５９】
　たとえば、表現型は、ウェスタンブロット、ＥＬＩＳＡ、ＰＣＲ、およびその他同種の
ものなどのような、任意の適したアッセイ方法を介して検出されてもよい。アッセイ方法
は、１つを超える表現型の多重分析を実行するために組み合わせられてもよい。本発明の
微小胞に適用されてもよいアッセイ方法の例は、国際公開第２００９０９２３８６Ａ３号
パンフレットおよび国際公開第２０１２１０８８４２Ａ１号パンフレットにおいて開示さ
れる。
【０１６０】
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　バイオマーカーがＲＮＡである場合、ＲＮＡは、米国特許第８，０２１，８４７号明細
書において開示される方法によって本発明の微小胞から単離されてもよい。
【０１６１】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許第７，８９７，３５６号明細書において
開示される疾患についての診断試験において利用される。
【０１６２】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許第８，２１１，６５３号明細書において
開示される方法に従って癌についての診断試験において利用される。
【０１６３】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許第８，２１６，７８４号明細書において
開示される方法に従って癌についての診断試験において利用される。
【０１６４】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許第８，２７８，０５９号明細書において
開示される方法に従って前立腺癌についての診断試験において利用される。
【０１６５】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許第８，３４３，７２５号明細書において
開示される方法に従って癌生存についての予後診断のための診断試験において利用される
。
【０１６６】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許第８，３４９，５６８号明細書において
開示される方法に従って癌生存についての予後診断のための診断試験において利用される
。
【０１６７】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許第８，３４９，５６０号明細書において
開示される方法に従って急性リンパ性白血病についての診断試験において利用される。
【０１６８】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許第８，３４９，５６１号明細書において
開示される方法に従って急性リンパ性白血病についての診断試験において利用される。
【０１６９】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、Ｃ型肝炎ウイルスについての診断試験において利
用される。一実施形態では、Ｃ型肝炎ウイルスＲＮＡが、患者におけるＣ型肝炎ウイルス
の存在について試験するために、米国特許第７，８０７，４３８号明細書において記載さ
れる方法に従って本発明の微小胞から抽出される。
【０１７０】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許第８，３４９，５７４号明細書において
開示される方法に従って癌療法に対する患者の応答を決定するための診断試験において利
用される。
【０１７１】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許出願公開第２０１２００５８４９２Ａ１
号明細書において開示される方法に従って悪性腫瘍を診断するための診断試験において利
用される。
【０１７２】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許出願公開第２０１２０２３８４６７Ａ１
号明細書において開示される方法に従って癌または有害な妊娠転帰を診断するための診断
試験において利用される。
【０１７３】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許出願公開第２０１２０２１４１５１Ａ１
号明細書において開示される方法に従って尿中のＨＩＶについての診断試験において利用
される。
【０１７４】
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　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許出願公開第２０１２０３０９０４１Ａ１
号明細書において開示される方法に従って心血管系イベントについての診断試験において
利用される。
【０１７５】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、国際公開第２０１２１１００９９Ａ１号パンフレ
ットにおいて開示される方法に従って心血管系イベントについての診断試験において利用
される。
【０１７６】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、国際公開第２０１２１２６５３１Ａ１号パンフレ
ットにおいて開示される方法に従って心血管系イベントについての診断試験において利用
される。
【０１７７】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、国際公開第２０１３１１０２５３Ａ３号パンフレ
ットにおいて開示される方法に従って心血管系イベントについての診断試験において利用
される。
【０１７８】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、国際公開第２０１２１３５８４４Ａ２号パンフレ
ットにおいて開示される方法に従って黒色腫についての診断試験において利用される。
【０１７９】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、バイオマーカーＢＲＡＦの存在について、本発明
の方法に従って単離される微小胞を試験することによって、転移性黒色腫についての診断
試験において利用される。ＢＲＡＦの存在は、ウェスタンブロットを介してまたはその代
わりにＰＣＲによって決定されてもよい。一実施形態では、転移性黒色腫試験が、野生型
および悪性ＢＲＡＦを検出することができる。一実施形態では、転移性黒色腫試験が、悪
性ＢＲＡＦのスプライス変異体を検出することができる。
【０１８０】
　一実施形態では、転移性黒色腫についての診断試験において利用される微小胞が、図３
において概説されるステップを含む方法を使用して単離される。
【０１８１】
　一実施形態では、微小胞が、転移性黒色腫の存在について診断されることを望む患者か
ら得られる。一実施形態では、微小胞が、患者の血漿から得られる。
【０１８２】
　一実施形態では、転移性黒色腫の存在が、下記の２つのプライマーセットのうちの１つ
を使用してＰＣＲを介して決定される：
配列１：
フォワード：ＡＧＡＣＣＴＣＡＣＡＧＴＡＡＡＡＡＴＡＧＧＴＧＡ
リバース：ＣＴＧＡＴＧＧＧＡＣＣＣＡＣＴＣＣＡＴＣ
増幅産物長：７０
配列２：
フォワード：ＧＡＡＧＡＣＣＴＣＡＣＡＧＴＡＡＡＡＡＴＡＧＧＴＧ
リバース：ＣＴＧＡＴＧＧＧＡＣＣＣＡＣＴＣＣＡＴＣ
増幅産物長：８２
【０１８３】
　他の実施形態では、転移性黒色腫の存在が、マウス抗ＢＲＡＦ　Ｖ６００Ｅ抗体（Ｎｅ
ｗＥａｓｔ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｍａｌｖｅｒｎ、ＰＡ）を使用してウェスタンブ
ロットを介して決定される。
【０１８４】
療法における本発明の微小胞の使用
　本発明の微小胞は、疾患を処置するための療法として使用することができる。
【０１８５】
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　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許出願公開第２００３０１９８６４２Ａ１
号明細書において記載される方法に従ってワクチンとして使用される。
【０１８６】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許出願公開第２００６０１１６３２１Ａ１
号明細書において記載される方法に従って患者の免疫応答を調整するまたは抑制するため
に使用される。
【０１８７】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、国際公開第０６００７５２９Ａ３号パンフレット
において記載される方法に従って患者の免疫応答を調整するまたは抑制するために使用さ
れる。
【０１８８】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、国際公開第２００７１０３５７２Ａ３号パンフレ
ットにおいて記載される方法に従って患者の免疫応答を調整するまたは抑制するために使
用される。
【０１８９】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許第８，２８８，１７２号明細書において
記載される方法に従って患者の免疫応答を調整するまたは抑制するために使用される。
【０１９０】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、国際公開第２０１１０００５５１Ａ１号パンフレ
ットにおいて記載される方法に従って癌のための療法として使用される。
【０１９１】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許出願公開第２０１２０３１５３２４Ａ１
号明細書において記載される方法に従って癌または炎症疾患のための療法として使用され
る。
【０１９２】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、米国特許第８，３４３，４８５号明細書において
記載される方法に従って血管傷害のための療法として使用される。
【０１９３】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、細胞に分子を送達するために使用される。分子の
送達は、疾患を処置するまたは予防するのに有用であってもよい。一実施形態では、送達
が、国際公開第０４０１４９５４Ａ１号パンフレットにおいて記載される方法に従うもの
である。代替の実施形態では、送達が、国際公開第２００７１２６３８６Ａ１号パンフレ
ットにおいて記載される方法に従うものである。代替の実施形態では、送達が、国際公開
第２００９１１５５６１Ａ１号パンフレットにおいて記載される方法に従うものである。
代替の実施形態では、送達が、国際公開第２０１０１１９２５６Ａ１号パンフレットにお
いて記載される方法に従うものである。
【０１９４】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、創傷治癒を促進するまたは増強するために使用さ
れる。一実施形態では、創傷が、全層性熱傷である。一実施形態では、創傷が、第２度熱
傷である。
【０１９５】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、患者における血管新生を促進するまたは増強する
ために使用される。
【０１９６】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、患者における神経細胞再生を促進するまたは増強
するために使用される。
【０１９７】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、患者における瘢痕形成を低下させるために使用さ
れる。
【０１９８】
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　一実施形態では、本発明の微小胞が、患者の皮膚におけるしわ形成を低下させるために
使用される。
【０１９９】
　一実施形態では、本発明の微小胞が、患者における複雑な組織再生を調整するために使
用される。
【０２００】
　一実施形態では、本発明は、複雑な組織構造の機能的再生および組織化を促進すること
ができる微小胞の単離調製物を提供する。一実施形態では、本発明は、再生不良性貧血を
有する患者において造血組織を再生することができる微小胞の単離調製物を提供する。一
実施形態では、本発明は、上皮組織、間質性組織、神経組織、血管組織、および付属器構
造からなる群から選択される、病気の、損傷を与えられた、または欠けている皮膚を有す
る患者における少なくとも１つの組織を再生することができる微小胞の単離調製物を提供
する。一実施形態では、本発明は、３つすべての胚葉から組織および／または細胞を再生
することができる微小胞の単離調製物を提供する。
【０２０１】
　一実施形態では、本発明は、患者の免疫系を調整するために使用される微小胞の単離調
製物を提供する。
【０２０２】
　一実施形態では、本発明は、患者の中に移植される組織または細胞の生存を増強する微
小胞の単離調製物を提供する。一実施形態では、患者が、組織または細胞の移植を受ける
前に微小胞の単離調製物により処置される。代替の実施形態では、患者が、組織または細
胞の移植を受けた後に微小胞の単離調製物により処置される。代替の実施形態では、組織
または細胞が、微小胞の単離調製物により処置される。一実施形態では、組織または細胞
が、移植に先立って微小胞の単離調製物により処置される。
【０２０３】
　一実施形態では、本発明は、宿主細胞由来のＲＮＡ、ＤＮＡ、脂質、炭水化物、代謝物
質、タンパク質、およびその組み合わせからなる群から選択される少なくとも１つの分子
を含有する微小胞の単離調製物を提供する。一実施形態では、宿主細胞が、ＲＮＡ、ＤＮ
Ａ、脂質、炭水化物、代謝物質、タンパク質およびその組み合わせからなる群から選択さ
れる少なくとも１つの分子を発現するように操作される。一実施形態では、宿主細胞由来
のＲＮＡ、ＤＮＡ、脂質、炭水化物、代謝物質、タンパク質およびその組み合わせからな
る群から選択される少なくとも１つの分子を含有する微小胞の単離調製物が、治療剤とし
て使用される。
【０２０４】
　本発明はさらに例証されるが、以下の実施例によって限定されない。
【実施例】
【０２０５】
実施例１：超遠心分離法による細胞培養培地からの微小胞の単離
　この実施例は、微小胞が細胞培養培地または任意の生体液から単離される、典型的な方
法を例証する。細胞培養培地から微小胞を単離するための方法の概要は、図１において示
される。要約すると、細胞は、微小胞なしの血清により補足された培地において培養され
る（血清は、超遠心分離法、ろ過、沈殿などによって微小胞を排除してもよい）。ある期
間、細胞を培養した後に、培地を取り出し、コニカルチューブに移し、４℃で１０分間、
４００ｘｇで遠心分離して、細胞をペレットにする。次に、上清を新しいコニカルチュー
ブに移し、４℃で３０分間、２０００ｘｇで遠心分離して、細胞および細胞デブリをさら
に除去する。これに、もう１回の遠心分離法ステップを続けてもよい（たとえば、さらに
細胞デブリを排除するおよび／またはより大きな微小胞を除去するために、３０分間、１
００００ｘｇ）。結果として生じた上清は、超遠心チューブに移し、均等な重量であるこ
とを確かめるために秤量し、４℃で７０分間、７００００＋ｘｇで超遠心分離して、微小
胞をペレットにする。
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【０２０６】
　この上清は、続いて、廃棄し、ペレットは氷冷ＰＢＳ中に再懸濁する。その溶液は、４
℃で７０分間、７００００＋ｘｇで超遠心分離して、微小胞をペレットにする。微小胞濃
縮ペレットは、わずかな体積（およそ５０～１００μｌ）の適切なバッファー（たとえば
ＰＢＳ）中に再懸濁する。
【０２０７】
実施例２：本発明の方法による細胞培養培地からの微小胞の単離
　この実施例は、微小胞が本発明の方法によって細胞培養培地から単離される方法を示す
。培養細胞を有する培地から微小胞を単離するための方法の概要は、図２および３におい
て示される。要約すると、細胞は、微小胞なしの血清により補足された培地において培養
される（血清は、超遠心分離法、ろ過、沈殿などによって微小胞を排除してもよい）。あ
る期間、細胞を培養した後に、培地を取り出し、コニカルチューブに移し、４℃で１０分
間、４００ｘｇで遠心分離して、細胞をペレットにする。次に、上清を新しいコニカルチ
ューブに移し、４℃で３０分間、２０００ｘｇで遠心分離して、細胞および細胞デブリを
さらに除去する。これに、もう１回の遠心分離法ステップを続けてもよい（たとえば、さ
らに細胞デブリを排除するおよびより大きな粒子を除去するために、３０分間、１０００
０ｘｇ）。
【０２０８】
　次いで、微小胞は、８．５％ｗ／ｖ　ＰＥＧ　６０００および０．４Ｍ　ＮａＣｌを使
用して４℃で沈殿させる。この混合物を３０分間、４℃で１００００ｘｇで回転させる。
上清は除去し、ペレットは、適切なバッファー（たとえばＰＢＳ）中に再懸濁する。それ
は、即時の下流の反応に使用されてもよいまたはさらに精製されてもよい。さらなる精製
手順は、遠心フィルター（たとえば１００ｋＤａのＭＷＣＯ）、免疫親和性、ＨＰＬＣ、
タンジェンシャルフローろ過、相分離／分割、マイクロフルイディクスなどの使用を含む
ことができる。
【０２０９】
実施例３：本発明の方法による骨髄幹細胞を使用して条件付けられた培養培地からの微小
胞の単離
　正常ドナーヒト骨髄は、ＡｌｌＣｅｌｌｓ　ＬＬＣ（Ｅｍｅｒｙｖｉｌｌｅ、ＣＡ、ｈ
ｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｌｌｃｅｌｌｓ．ｃｏｍ）から得た。ＭＳＣは、標準的なプラス
チック付着方法によって単離した。骨髄単核細胞は、メーカーのプロトコール（ＧＥ　Ｈ
ｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｐｉｔｔｓｂｕｒｇｈ、ＰＡ）に従
って、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ　Ｐｒｅｍｉｕｍ（密度：１．０７７ｇ／ｍｌ）を使用
する低密度遠心分離法によって単離した。単核細胞は、界面で収集し、２％ＦＢＳ（Ａｔ
ｌａｎｔａ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ、Ａｔｌａｎｔａ、ＧＡ）を補足したリン酸緩衝食塩水
（ＰＢＳ）中で３回洗浄し、アルファ－最小必須培地（α－ＭＥＭ）（Ｍｅｄｉａｔｅｃ
ｈ　Ｉｎｃ．、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）および２０％　ＦＢＳ、１％ペニシリン／スト
レプトマイシン（Ｌｏｎｚａ、Ａｌｌｅｎｄａｌｅ、ＮＪ）、ならびに１％グルタミン（
Ｌｏｎｚａ）からなるＭＳＣ培地中に再懸濁した。
【０２１０】
　ＭＳＣまたは単核細胞のいずれかの最初の培養物は、組織培養処置皿（ＢＤ　Ｂｉｏｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）中に２～３×１０５細胞／ｃｍで接種し、９
５％の加湿空気および５％　ＣＯ２中３７℃で細胞インキュベーターに置いた。４８～７
２時間後に、非付着細胞を除去し、培養フラスコをＰＢＳにより一度すすぎ、新鮮な培地
をフラスコに追加した。細胞は、８０％コンフルエンスに達するまで成長させ、次いで、
トリプシン－ＥＤＴＡ（Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ
）によって継代した。細胞は、５層多重フラスコ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）の中
に１：４の比で分けた。その代わりに、凍結保存されたＭＳＣを３７℃で解凍し、９５％
の加湿空気および５％ＣＯ２中３７℃で２０％微小胞なしウシ胎児血清および１％ペニシ
リン／ストレプトマイシン／グルタミンを補足したα－ＭＥＭ中で直ちに培養した。それ
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らを上記と同様に増やした。
【０２１１】
　細胞を、８０～９０％コンフルエンスに達するまで、多重フラスコ中で成長させた。フ
ラスコをＰＢＳにより２回すすぎ、１％ペニシリン／ストレプトマイシン／グルタミンを
補足したα－ＭＥＭを追加した。２４時間後、条件培地を５０ｍＬコニカル遠心分離チュ
ーブ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ、Ｗｅｓｔｏｎ、Ｆ
Ｌ）に移し、４℃で１０分間、４００ｘｇで直ちに遠心分離して、あらゆる非付着細胞を
ペレットにした。上清を新しい５０ｍＬコニカル遠心分離チューブに移し、４℃で３０分
間、２０００ｘｇで遠心分離して、細胞および細胞デブリをさらに除去した。
【０２１２】
　上清を収集し、２５０ｍｌ滅菌ポリプロピレン使い捨て容器（Ｃｏｒｎｉｎｇ、Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ、ＮＹ）中に置いた。上清に、８．５ｗ／ｖ％の、ＲＮアーゼおよびプロテアー
ゼなしのポリエチレングリコール平均分子量６０００（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓ
ａｉｎｔ　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）ならびに塩化ナトリウム（最終濃度０．４Ｍ）を追加した
。その溶液を振動させながら一晩、４℃の低温室に置いた。その溶液を５０ｍＬコニカル
遠心分離チューブに移し、３０分間、４℃で１００００ｘｇで遠心分離した。上清をデカ
ントし、微小胞濃縮ペレットをリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中に再懸濁した。微小胞濃縮
溶液をａｍｉｃｏｎ　ｕｌｔｒａ－１５遠心フィルターユニット（公称分子量限界１００
ｋＤａ）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ、ＭＡ）に移し、３０分間５０００
ｘｇで遠心分離した。フィルターユニットをリン酸緩衝食塩水により洗浄し、３０分間５
０００ｘｇでもう一度遠心分離した。濃縮サンプルをフィルターデバイスの底から回収し
た（およそ２００μｌ）。タンパク濃度は、マイクロＢＳＡタンパク質アッセイキット（
Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）によって決定し、濃縮微小胞溶液は、－７０度
で保管したまたは下流の使用（たとえばタンパク質、ＲＮＡ、およびＤＮＡ抽出）のため
にプロセシングした。
【０２１３】
実施例４：本発明の方法による血漿からの微小胞の単離
　およそ６～８ｍｌの血液（ヒトおよびブタ）を静脈穿刺を介して収集し、ＢＤ　Ｖａｃ
ｕｔａｉｎｅｒ　ｐｌａｓｔｉｃ　ＥＤＴＡ　ｌａｖｅｎｄｅｒ　ｔｕｂｅ（ＢＤ　Ｂｉ
ｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）の中に置いた。静脈穿刺チューブを室温
で３０分間、４００ｘｇで遠心分離した。血漿を取り出し（およそ３～４ｍｌ）、新しい
５０ｍｌコニカル遠心分離チューブ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉ
ｃ　Ｉｎｃ、Ｗｅｓｔｏｎ、ＦＬ）の中に置いた。滅菌アルファ－最小必須培地（α－Ｍ
ＥＭ）（Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）を１：１０（血漿対
培地）の比で追加した。
【０２１４】
　その溶液に、８．５ｗ／ｖ％の、ＲＮアーゼおよびプロテアーゼなしのポリエチレング
リコール平均分子量６０００（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓａｉｎｔ　Ｌｏｕｉｓ、
ＭＯ）ならびに塩化ナトリウム（最終濃度０．４Ｍ）を追加した。その溶液を振動させな
がら一晩、４℃の低温室に置いた。その溶液を３０分間、４℃で１００００ｘｇで遠心分
離した。上清をデカントし、微小胞濃縮ペレットをリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中に再懸
濁した。微小胞濃縮溶液をａｍｉｃｏｎ　ｕｌｔｒａ－１５遠心フィルターユニット（公
称分子量限界１００ｋＤａ）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ、ＭＡ）に移し
、３０分間５０００ｘｇで遠心分離した。フィルターユニットをリン酸緩衝食塩水により
洗浄し、３０分間５０００ｘｇでもう一度遠心分離した。濃縮サンプルをフィルターデバ
イスの底から回収した（およそ２００～４００μｌ）。タンパク濃度は、マイクロＢＳＡ
タンパク質アッセイキット（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）によって決定し、
濃縮微小胞溶液は、－７０度で保管したまたは下流の使用（たとえばタンパク質、ＲＮＡ
、およびＤＮＡ抽出）のためにプロセシングした。
【０２１５】
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実施例５：本発明の方法による骨髄穿刺液からの微小胞の単離
　ブタ骨髄を腸骨稜から単離した。皮膚領域は、ポビドンヨード７．５％およびイソプロ
パノール７０％により注意深くきれいにした。１１ゲージ３ｍｍトロカール（Ｒａｎａｆ
ａｃ、Ａｖｏｎ、ＭＡ）を腸骨稜の中に挿入した。骨髄サンプルの凝固を予防するために
吸引シリンジに５０００～１０００ユニットのヘパリンを添加した。およそ２０～２５ｍ
ｌの骨髄を吸引し、その溶液を５０ｍｌコニカル遠心分離チューブに移した。その代わり
に、正常ドナーヒト骨髄（およそ５０　ｍｌ）を、ＡｌｌＣｅｌｌｓ　ＬＬＣ（Ｅｍｅｒ
ｙｖｉｌｌｅ、ＣＡ、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｌｌｃｅｌｌｓ．ｃｏｍ）から得た。
【０２１６】
　５０ｍｌコニカルチューブを室温で３０分間、４００ｘｇで遠心分離した。上清（非細
胞部分）を収集し（５０ｍｌ当たりおよそ１０～１２ｍｌ）、新しい５０ｍｌコニカル遠
心分離チューブ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ、Ｗｅｓ
ｔｏｎ、ＦＬ）の中に置いた。滅菌アルファ－最小必須培地（α－ＭＥＭ）（Ｍｅｄｉａ
ｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）を１：１０（骨髄上清対培地）の比で追
加した。その溶液を新しい５０ｍｌコニカルチューブに移し、４℃で３０分間、２０００
ｘｇで遠心分離した。上清を新しい５０ｍｌコニカルチューブに移し、この溶液に、８．
５ｗ／ｖ％の、ＲＮアーゼおよびプロテアーゼなしのポリエチレングリコール平均分子量
６０００（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓａｉｎｔ　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）ならびに塩化
ナトリウム（最終濃度０．４Ｍ）を追加した。
【０２１７】
　その溶液を振動させながら一晩、４℃の低温室に置いた。その溶液を３０分間、４℃で
１００００ｘｇで遠心分離した。上清をデカントし、微小胞濃縮ペレットをリン酸緩衝食
塩水（ＰＢＳ）中に再懸濁した。微小胞濃縮溶液をａｍｉｃｏｎ　ｕｌｔｒａ－１５遠心
フィルターユニット（公称分子量限界１００ｋＤａ）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅ
ｒｉｃａ、ＭＡ）に移し、３０分間５０００ｘｇで遠心分離した。フィルターユニットを
リン酸緩衝食塩水により洗浄し、３０分間５０００ｘｇでもう一度遠心分離した。濃縮サ
ンプルをフィルターデバイスの底から回収した（およそ２００～４００μｌ）。タンパク
濃度は、マイクロＢＳＡタンパク質アッセイキット（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、
ＩＬ）によって決定し、濃縮微小胞溶液は、－７０度で保管したまたは下流の使用（たと
えばタンパク質、ＲＮＡ、およびＤＮＡ抽出）のためにプロセシングした。
【０２１８】
　細胞部分を収集し、間葉系幹単離または骨髄全部の単離のためにプロセシングした。
【０２１９】
実施例６：本発明の方法による尿からの微小胞の単離
　およそ５００ｍｌの清浄採取ヒト尿を単離し、５０ｍｌコニカルチューブ（Ｔｈｅｒｍ
ｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ、Ｗｅｓｔｏｎ、ＦＬ）の中に置いた
。
【０２２０】
　５０ｍｌコニカルチューブを４℃で３０分間、４００ｘｇで遠心分離した。上清を取り
出し、新しい５０ｍｌコニカル遠心分離チューブ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ、Ｗｅｓｔｏｎ、ＦＬ）の中に置いた。その溶液を新しい５０ｍ
ｌコニカルチューブに移し、４℃で３０分間、２０００ｘｇで遠心分離した。上清を新し
い５０ｍｌコニカルチューブに移し、この溶液に、８．５ｗ／ｖ％の、ＲＮアーゼおよび
プロテアーゼなしのポリエチレングリコール平均分子量６０００（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒ
ｉｃｈ、Ｓａｉｎｔ　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）ならびに塩化ナトリウム（最終濃度０．４Ｍ）
を追加した。
【０２２１】
　その溶液を振動させながら一晩、４℃の低温室に置いた。その溶液を３０分間、４℃で
１００００ｘｇで遠心分離した。上清をデカントし、微小胞濃縮ペレットをリン酸緩衝食
塩水（ＰＢＳ）中に再懸濁した。微小胞濃縮溶液をａｍｉｃｏｎ　ｕｌｔｒａ－１５遠心
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フィルターユニット（公称分子量限界１００ｋＤａ）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅ
ｒｉｃａ、ＭＡ）に移し、３０分間５０００ｘｇで遠心分離した。フィルターユニットを
リン酸緩衝食塩水により洗浄し、３０分間５０００ｘｇでもう一度遠心分離した。濃縮サ
ンプルをフィルターデバイスの底から回収した（およそ２００～４００μｌ）。タンパク
濃度は、マイクロＢＳＡタンパク質アッセイキット（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、
ＩＬ）によって決定し、濃縮微小胞溶液は、－７０度で保管したまたは下流の使用（たと
えばタンパク質、ＲＮＡ、およびＤＮＡ抽出）のためにプロセシングした。
【０２２２】
実施例７：本発明の方法による骨髄細胞の長期培養物由来の培地からの微小胞の単離
　骨髄は、吸引液から得（実施例１を参照されたい）、赤血球は、０．１ｍＭ　ＥＤＴＡ
（Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｖａｎｃｏｕｖｅｒ、ＢＣ）を含有
する０．８％塩化アンモニウム溶液を使用して溶解した。有核細胞は、５分間、４００Ｘ
ｇでウシ胎児血清（Ａｔｌａｎｔａ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ、Ａｔｌａｎｔａ、ＧＡ）クッ
ション下でペレットにした。有核細胞は、５分間、４００ｘｇでペレットにすることによ
ってＭｃＣｏｙｓ　５ａ培地（Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ
）中で洗浄した。細胞を１×１０６細胞／ｍｌの密度で培養培地中に再懸濁し、２５、７
５、または２２５ｃｍ２フラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ、Ｃｏｒｎｉｎｇ、ＮＹ）中で平板培
養した。
【０２２３】
　培養培地は、ＭｃＣｏｙの５ａ培地、１％重炭酸ナトリウム（Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）、０～４％　ＭＥＭ非必須アミノ酸（Ｌｉｆｅ
　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、０～８％　ＭＥＭ必須アミノ酸（Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ）、１％　Ｌ－グルタミン（Ｌｏｎｚａ、Ａｌｌｅｎｄａｌｅ、ＮＪ）、
０．１μＭヒドロコルチゾン（Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、１％ペニシリン
／ストレプトマイシン（Ｌｏｎｚａ）、１２～５％ウシ胎仔血清（Ａｔｌａｎｔａ　Ｂｉ
ｏｌｏｇｉｃｓ）、および１２～５％ウマ血清（Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ）からなった。培養物は３３℃および５％　ＣＯ２でインキュベートした。供給は、
培養の最初の９週間、いかなる培地をも取り出すことなく、培地のもとの体積の半分を追
加して毎週実行した。培養物を９週間を超えて成長させた場合、培養培地の体積をもとの
体積まで低下させ、もとの体積の半分の新鮮な培地を毎週追加した。
【０２２４】
　およそ９週間の培養の後に、もとの培地を取り出し、保管した。細胞をリン酸緩衝食塩
水（ＰＢＳ）により２回洗浄し、ＭｃＣｏｙの５ａ培地、１％重炭酸ナトリウム、０～４
％　ＭＥＭ非必須アミノ酸、０～８％ＭＥＭ必須アミノ酸（Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ）、１％Ｌ－グルタミン（Ｌｏｎｚａ、Ａｌｌｅｎｄａｌｅ、ＮＪ）、および１
％ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｌｏｎｚａ）からなる培地中で２４時間インキュベ
ートした。
【０２２５】
　２４時間後、上清を５０ｍＬコニカル遠心分離チューブ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ
　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ、Ｗｅｓｔｏｎ、ＦＬ）に移し、４℃で１０分間、４０
０ｘｇで直ちに遠心分離して、あらゆる非付着細胞をペレットにした。保管していたもと
の培地を細胞に追加して戻した。上清を新しい５０ｍＬコニカル遠心分離チューブに移し
、４℃で３０分間、２０００ｘｇで遠心分離して、細胞および細胞デブリをさらに除去し
た。
【０２２６】
　上清を収集し、２５０ｍｌ滅菌ポリプロピレン使い捨て容器（Ｃｏｒｎｉｎｇ、Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ、ＮＹ）中に置いた。上清に、８．５ｗ／ｖ％の、ＲＮアーゼおよびプロテアー
ゼなしのポリエチレングリコール平均分子量６０００（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓ
ａｉｎｔ　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）ならびに塩化ナトリウム（最終濃度０．４Ｍ）を追加した
。その溶液を振動させながら一晩、４℃の低温室に置いた。その溶液を５０ｍＬコニカル
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遠心分離チューブに移し、３０分間、４℃で１００００ｘｇで遠心分離した。上清をデカ
ントし、微小胞濃縮ペレットをリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中に再懸濁した。微小胞濃縮
溶液をａｍｉｃｏｎ　ｕｌｔｒａ－１５遠心フィルターユニット（公称分子量限界１００
ｋＤａ）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ、ＭＡ）に移し、３０分間５０００
ｘｇで遠心分離した。フィルターユニットをリン酸緩衝食塩水により洗浄し、３０分間５
０００ｘｇでもう一度遠心分離した。濃縮サンプルをフィルターデバイスの底から回収し
た（およそ２００μｌ）。タンパク濃度は、マイクロＢＳＡタンパク質アッセイキット（
Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）によって決定し、濃縮微小胞溶液は、－７０度
で保管したまたは下流の使用（たとえばタンパク質、ＲＮＡ、およびＤＮＡ抽出）のため
にプロセシングした。
【０２２７】
実施例８：本発明の微小胞の分析
　微小胞のサンプルは、電子顕微鏡法によって分析した。透過型電子顕微鏡法（ＴＥＭ）
については、微小胞のそれぞれの検体を、２０分間、ホルムバールコーティング１５０メ
ッシュ銅製グリッド（Ｅｌｅｃｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｆ
ｏｒｔ　Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ、ＰＡ）上にロードした。グリッドの水気を切り、５分間
、数滴の２％グルタルアルデヒド上で浮かせ、次いで、再留水（ＤＤＯＨ）中で洗浄し、
その後、数滴の４％水性酢酸ウラニルで染色し、ＤＤＯＨ中で複数回洗浄した。グリッド
は、Ｐｈｉｌｉｐｓ　ＣＭ１０電子顕微鏡において８０ｋＶで検査した。
【０２２８】
　図５は、実施例１において記載される超遠心法によって（パネルＡ＆Ｂ）および実施例
３において記載される本発明の方法に従って（パネルＣ＆Ｄ）単離されたヒト骨髄由来間
葉系幹細胞に由来する微小胞の電子顕微鏡写真を示す。図６は、実施例１において記載さ
れる超遠心法によって（パネルＡ＆Ｂ）および実施例３において記載される本発明の方法
に従って（パネルＣ＆Ｄ）単離されたブタ骨髄由来間葉系幹細胞に由来する微小胞の電子
顕微鏡写真を示す。図７は、実施例１において記載される超遠心法によって（パネルＡ＆
Ｂ）および実施例３において記載される本発明の方法に従って（パネルＣ＆Ｄ）単離され
たマウス骨髄由来間葉系幹細胞に由来する微小胞の電子顕微鏡写真を示す。
【０２２９】
　図５～７は、超遠心単離による微小胞と、本発明の方法によって単離された微小胞との
差異を示す。本発明の方法に従って単離された微小胞は、より滑らかな境界線を有し、し
わがなく、より「インタクトに」見える。
【０２３０】
　図８は、本発明の方法に従ってヒト血漿から単離された微小胞の電子顕微鏡写真を示す
。ＰＥＧ単離により実現された形状およびサイズの不均一性は、すべてのタイプの微小胞
が単離されたことを示唆する。同様の不均一性は、本発明の方法に従って単離された、ブ
タ血漿（図９）およびヒト尿（図１０）由来の微小胞において観察された。
【０２３１】
　微小胞のサンプルにおけるタンパク質発現を分析するために、細胞および微小胞をＲＩ
ＰＡバッファー（Ｃｅｌｌ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｄａｎｖｅｒ
ｓ、ＭＡ）中に溶解し、タンパク濃度は、ｍｉｃｒｏＢＳＡアッセイキット（Ｐｉｅｒｃ
ｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）によって推定した。およそ２０マイクログラムの溶解物を
、それぞれのレーンにロードし、膜を一晩、ウサギ抗６３抗体（ＳＢＩ　Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ、Ｍｏｕｎｔａｉｎ　Ｖｉｅｗ、ＣＡ）、ウサギ抗ｈｓｐ７０（ＳＢＩ　Ｂｉｏ
ｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ウサギＳＴＡＴ３（Ｃｅｌｌ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ）、および／またはウサギホスホ－ＳＴＡＴ３（Ｃｅｌｌ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）のいずれかによってプローブした（１：１０００）。
【０２３２】
　エキソソームマーカー（ＨＳＰ　７０およびＣＤ６３）の存在により、本発明の方法が
エキソソームを単離することができることを確認した。さらに、エキソソームはまた、転
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写因子ＳＴＡＴ３および活性化リン酸化形態ホスホ－ＳＴＡＴ３を含有した。図１１を参
照されたい。
【０２３３】
実施例９：線維芽細胞増殖および遊走に対する本発明の微小胞の効果
　創傷治癒を促進するまたは増強する本発明の微小胞の能力を研究するために、微小胞が
皮膚線維芽細胞の増殖を刺激する能力を試験した。正常ヒト成人皮膚線維芽細胞をＬｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）から得た。慢性創傷患者線維芽細
胞（圧迫性足潰瘍および糖尿病性足潰瘍）を、標準的なケアおよび高度創傷ケア処置にも
かかわらず、治癒の証拠を伴わない２年間の継続期間の創傷から、ＩＲＢにより承認され
たプロトコール（ＩＮＤ＃　ＢＢ　ＩＮＤ　１３２０１）下で収集した。正常および慢性
創傷線維芽細胞を、２４ウェル組織培養プレート（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓａ
ｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）上で、ウェル当たり５×１０３細胞で平板培養した。ＭＴＴ細胞増
殖アッセイを０日目および３日目に実行した。微小胞を０日目に追加した。ＰＥＧ単離微
小胞および超遠心単離微小胞の両方は、３日後の両正常および慢性創傷線維芽細胞の増加
性の成長において、ほぼ等価であった。リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）および微小胞を排除
した条件ＭＳＣ培地は、成長をほとんど示さなかった。図１２を参照されたい。
【０２３４】
　同時培養実験では、正常成人線維芽細胞および糖尿病性足潰瘍由来の線維芽細胞を２４
ウェルプレート中に接種した。それぞれのウェルに、１００％培養密度（ウェル当たりお
よそ１×１０５細胞）を実現するように接種した。細胞増殖の影響を予防するために、ス
クラッチの２時間前に、培地を、１０μｇ／ｍｌでマイトマイシンを含有する新鮮な無血
清培養培地と置き換えた。次いで、幅が０．４～０．５ｍｍのスクラッチを残すために、
コンフルエント単層を１ｍｌ滅菌ピペットチップにより掻き傷を付けた。次いで、培養培
地を直ちに除去した（あらゆる取り除かれた細胞と共に）。除去した培地を、微小胞（Ｐ
ＥＧもしくは超遠心分離機由来の）を含有する新鮮な培養培地（１０％ＦＢＳ）、ＰＢＳ
、または微小胞を排除したＭＳＣ条件培地と交換した。スクラッチしたエリアは、スクラ
ッチの直後におよび処置の３日後に、デジタル化された画像を収集することによってモニ
ターした。デジタル化された画像は、倒立ＩＸ８１　Ｏｌｙｍｐｕｓ顕微鏡（Ｏｌｙｍｐ
ｕｓ　Ａｍｅｒｉｃａ、Ｃｅｎｔｅｒ　Ｖａｌｌｅｙ、ＰＡ、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｏ
ｌｙｍｐｕｓａｍｅｒｉｃａ．ｃｏｍ）およびＯＲＣＡ－ＡＧ　Ｈａｍａｍａｔｓｕデジ
タルカメラ（Ｈａｍａｍａｔｓｕ　Ｐｈｏｔｏｎｉｃｓ　Ｋ．Ｋ．、Ｈａｍａｍａｔｓｕ
　Ｃｉｔｙ、Ｓｈｉｚｕｏｋａ　Ｐｒｅｆ．、Ｊａｐａｎ、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈａ
ｍａｍａｔｓｕ．ｃｏｍ）により撮った。処置の３日後に、本発明の方法に従って単離さ
れた微小胞は、最も優れた遊走（本質的に創傷を閉じる）を示し、超遠心分離機に由来す
る微小胞が続いた。コントロール（ＰＢＳ）および微小胞を排除したＭＳＣ条件培地（排
除）は、遊走をほとんど示さなかった。図１３を参照されたい。
【０２３５】
　図１４は、糖尿病性足潰瘍に由来する細胞遊走線維芽細胞に対する微小胞の効果を示す
。図１３における結果と同様に、本発明の方法に従って単離された微小胞は、最も優れた
遊走を誘起し、実施例１において記載される超遠心法を使用して単離された微小胞が続い
た。コントロール（ＰＢＳ）および微小胞を排除したＭＳＣ条件培地（排除）は、遊走を
ほとんど示さなかった。
【０２３６】
実施例１０：細胞の中への本発明の微小胞の取込み
　本発明の方法に従って条件培地から単離されたヒトＭＳＣ微小胞は、メーカーの説明書
（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）に従ってリン脂質細胞リンカ
ー色素ＰＫＨ－２６（赤）により標識した。正常皮膚線維芽細胞は、メーカーの説明書に
従ってＶｙｂｒａｎｔ－Ｄｉｏ（Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）により標識した。正
常皮膚線維芽細胞は、フィブロネクチン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）コーティング４
ウェルＮｕｎｃ＊　Ｌａｂ－Ｔｅｋ＊　ＩＩ　Ｃｈａｍｂｅｒ　Ｓｌｉｄｅｓ（Ｔｈｅｒ
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ｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ、Ｗｅｓｔｏｎ、ＦＬ）上で平板培
養した（ウェル当たり５×１０３細胞）。細胞は、メーカーの説明書に従って核色素Ｈｏ
ｅｃｈｓｔ　３３３４２（Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）により染色した。Ｄｉｏ標
識線維芽細胞は、２４時間、ＰＫＨ－２６標識微小胞により処置した。画像は、倒立ＩＸ
８１　Ｏｌｙｍｐｕｓ顕微鏡およびＯＲＣＡ－ＡＧ　Ｈａｍａｍａｔｓｕデジタルカメラ
により撮った。正常皮膚線維芽細胞（緑色脂質膜色素Ｄｉｏにより染色）は、核周囲の場
所における、ＰＥＧ沈殿によって単離されたＰＫＨ－２６標識ヒトＭＳＣ　ＭＶの取込み
を実証した。図１５および１６を参照されたい。図１６において、微小胞は、核周囲の場
所において見られる。
【０２３７】
実施例１１：関節リウマチについての診断としての本発明の微小胞の使用
　正常皮膚線維芽細胞を、６ウェル組織培養プレート（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）
において１×１０５細胞／ウェルの密度で平板培養した。線維芽細胞は、一晩、血清を欠
乏させ、ＰＢＳ（コントロール）、１０マイクログラムの関節リウマチに罹患している患
者から得られた血漿から本発明の方法に従って単離された微小胞（ヒト血漿ＭＶ　ＰＥＧ
沈殿）；骨髄由来間葉系幹細胞により条件付けられた培地から本発明の方法に従って単離
された微小胞（ヒトｈＭＳＣ　ＭＶ　ＰＥＧ沈殿）；骨髄由来間葉系幹細胞により条件付
けられた培地から超遠心分離法を介して単離された微小胞（ヒトｈＭＳＣ　ＭＶ超遠心分
離法）；ＰＢＳコントロール；および排除培地コントロール（ＭＶを排除したｈＭＳＣ条
件培地）のいずれかにより処置した。線維芽細胞において観察されたＳＴＡＴ３リン酸化
の量は、本発明の方法に従って単離された微小胞においてより多かった。図１７を参照さ
れたい。
【０２３８】
実施例１２：転移性黒色腫についての診断としての本発明の微小胞の使用
　ＢＲＡＦは、Ｂ－Ｒａｆと呼ばれるタンパク質を作製するヒト遺伝子である。ヒト癌に
関連するＢＲＡＦ遺伝子の３０を超える突然変異が同定されてきた。発明者らは、転移性
黒色腫に関連づけられるＢＲＡＦの突然変異形態を増幅するために、ＰＣＲプライマーを
設計した。突然変異は、ＢＲＡＦにおけるエクソン１５におけるＴ１７９９Ａ突然変異で
ある。これは、バリン（Ｖ）のコドン６００でのグルタミン酸（Ｅ）による置換に至る（
以降Ｖ６００Ｅと称す）。この突然変異の存在は、ＢＲＡＦ阻害剤ベムラフェニブによる
処置が必要とされる。
【０２３９】
　ＡＴＣＣ（Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ　ＤＣ、Ｍａｒｙｌａｎｄ）から得られるＳＫ－Ｍｅ
ｌ２８細胞株は、ＢＲＡＦにおけるエクソン１５においてＴ１７９９Ａ突然変異を有する
ことが知られている。本発明の方法に従って単離した微小胞は、ＥＭＥＭ（ＡＴＣＣ）＋
１０％血清（Ａｔｌａｎｔａ　ｂｉｏｌｏｇｉｃｓ、Ａｔｌａｎｔａ、Ｇｅｏｒｇｉａ）
における３日間のインキュベーションによって条件付けた培地から得た。
【０２４０】
　単離した微小胞は、Ｑｉａｇｅｎ（Ｈｉｌｄｅｎ、Ｇｅｒｍａｎｙ）のＡｌｌＰｒｅｐ
　ＤＮＡ／ＲＮＡキットを使用して、ＤＮＡおよびＲＮＡ単離のためにプロセシングした
。ＳＫ－ＭＥＬ２８細胞および微小胞由来のおよそ５０ｎｇのＲＮＡは、ｉＳｃｒｉｐｔ
（商標）　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ　Ｓｕｐｅｒｍｉｘ（Ｂｉｏｒ
ａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）を使用して逆転写した。２μｌの一定分量を、メーカー
の説明書に従って、Ｐｌａｔｉｎｕｍ（登録商標）　ＰＣＲ　ＳｕｐｅｒＭｉｘ（Ｌｉｆ
ｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）を利用してＰＣＲに使用した。そのうえ、ＳＫ－ＭＥＬ２８
細胞および微小胞由来の８０ｎｇのＤＮＡは、メーカーの説明書に従って、Ｐｌａｔｉｎ
ｕｍ（登録商標）　ＰＣＲ　ＳｕｐｅｒＭｉｘを利用してＰＣＲに使用した。ＰＣＲ産物
は、３％アガロースゲル上に流し、Ｂｉｏｒａｄのｇｅｌ－ｄｏｃシステムによって視覚
化した。結果を図１８に示す。
【０２４１】
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　使用したプライマーは
配列１：
フォワード：ＡＧＡＣＣＴＣＡＣＡＧＴＡＡＡＡＡＴＡＧＧＴＧＡ
リバース：ＣＴＧＡＴＧＧＧＡＣＣＣＡＣＴＣＣＡＴＣ
増幅産物長：７０
配列２：
フォワード：ＧＡＡＧＡＣＣＴＣＡＣＡＧＴＡＡＡＡＡＴＡＧＧＴＧ
リバース：ＣＴＧＡＴＧＧＧＡＣＣＣＡＣＴＣＣＡＴＣ
増幅産物長：８２
【０２４２】
　そのうえ、微小胞のサンプルは、ＲＩＰＡバッファー中に溶解し、タンパク濃度は、ｍ
ｉｃｒｏＢＳＡアッセイキットによって推定した。およそ５０マイクログラムを、それぞ
れのレーンにロードし、膜は、マウス抗ＢＲＡＦ　Ｖ６００Ｅ抗体（ＮｅｗＥａｓｔ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｍａｌｖｅｒｎ、ＰＡ）によって一晩、プローブした（１：１０
００）。二次抗体、ヤギ抗マウス（Ｐｉｅｒｃｅ）は、１時間、１：１００００希釈で適
用した。ウェスタンブロットは、ＳＫＭＥＬ２８細胞およびＭＶ溶解物におけるＢＲＡＦ
　Ｖ６００Ｅの検出を示す。
【０２４３】
実施例１３：本発明の方法によるＧＦＰ標識骨髄由来間葉系幹細胞の培養物を使用して条
件付けられた培地からの微小胞の単離
　ヒトユビキチンＣプロモーターの指示下で高感度緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）を発現
するホモ接合性トランスジェニックマウス（Ｃ５７ＢＬ／６－Ｔｇ（ＵＢＣ－ＧＦＰ）３
０Ｓｃｈａ／Ｊ）は、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｂａｒ　Ｈａｒｂｏ
ｒ、Ｍａｉｎｅ）から得た。これらのマウスは、すべての組織においてＧＦＰを発現する
ことが知られている。
【０２４４】
　ＧＦＰマウス（およそ３～４週齢）は、ＣＯ２による窒息によって安楽死させた。肢は
、腰の上および足関節よりも下でカットした。後肢を摘出し、皮膚、筋肉、およびすべて
の結合組織を除去した。次いで、骨を氷冷滅菌１×ＰＢＳの皿に置き、ＰＢＳ中で数回洗
浄した。それぞれの骨の端をはさみで切った。温めた培地（２０％ウシ胎児血清および１
％ペニシリン／ストレプトマイシン／グルタミンを補足したα－ＭＥＭ）を有する１０ｃ
ｃシリンジを骨幹に通過させ、１５０ｍｍプレートの中にすべての骨髄を抽出した。これ
を数回繰り返して、骨髄がすべて取り出されたことを確実にした。細胞混合物は、細胞を
引き離すために数回ピペッティングし、細胞浮遊液は、大きな細胞の塊または骨片を除去
するために、細胞ストレーナ（７０μｍサイズ）（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓａ
ｎ　Ｊｏｓｅ、ＣＡ）に通過させた。
【０２４５】
　最初の培養物は、組織培養処置皿（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ、Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ
、ＣＡ）中に２～３×１０５細胞／ｃｍ２で接種し、９５％の加湿空気および５％　ＣＯ

２中３７℃で細胞インキュベーター中に置いた。７２～９６時間後に、非付着細胞を除去
し、培養フラスコをＰＢＳにより一度すすぎ、新鮮な培地をフラスコに追加した。細胞は
、８０％コンフルエンスに達するまで成長させ、次いで、トリプシン－ＥＤＴＡ（Ｌｉｆ
ｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）によって継代した。細胞は１
：４の比で分けた。
【０２４６】
　その代わりに、凍結保存されたＧＦＰマウス－ＭＳＣを３７℃で解凍し、９５％の加湿
空気および５％Ｃ０２中３７℃で２０％ウシ胎児血清および１％ペニシリン／ストレプト
マイシン／グルタミンを補足したα－ＭＥＭ中で直ちに培養した。それらを上記と同様に
増やした。
【０２４７】
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　細胞を、１００％コンフルエンスに達するまで、フラスコ中で成長させた（およそ１週
間）。上清を５０ｍＬコニカル遠心分離チューブ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉ
ｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ、Ｗｅｓｔｏｎ、ＦＬ）に移し、４℃で１０分間、４００ｘｇで
直ちに遠心分離して、あらゆる非付着細胞をペレットにした。上清を新しい５０ｍＬコニ
カル遠心分離チューブに移し、４℃で３０分間、２０００ｘｇで遠心分離して、細胞およ
び細胞デブリをさらに除去した。
【０２４８】
　上清を収集し、２５０ｍｌ滅菌ポリプロピレン使い捨て容器（Ｃｏｒｎｉｎｇ、Ｃｏｒ
ｎｉｎｇ、ＮＹ）中に置いた。上清に、８．５ｗ／ｖ％の、ＲＮアーゼおよびプロテアー
ゼなしのポリエチレングリコール平均分子量６０００（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓ
ａｉｎｔ　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）ならびに塩化ナトリウム（最終濃度０．４Ｍ）を追加した
。その溶液を振動させながら一晩、４℃の低温室に置いた。その溶液を５０ｍＬコニカル
遠心分離チューブに移し、３０分間、４℃で１００００ｘｇで遠心分離した。上清をデカ
ントし、微小胞濃縮ペレットをリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）中に再懸濁した。微小胞濃縮
溶液をａｍｉｃｏｎ　ｕｌｔｒａ－１５遠心フィルターユニット（公称分子量限界１００
ｋＤａ）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ、ＭＡ）に移し、３０分間５０００
ｘｇで遠心分離した。フィルターユニットをリン酸緩衝食塩水により洗浄し、３０分間５
０００ｘｇでもう一度遠心分離した。濃縮サンプルをフィルターデバイスの底から回収し
た（およそ２００～４００μｌ）。タンパク濃度は、マイクロＢＳＡタンパク質アッセイ
キット（Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ）によって決定し、濃縮微小胞溶液は、
－７０度で保管したまたは下流の使用（たとえばタンパク質、ＲＮＡ、およびＤＮＡ抽出
）のためにプロセシングした。
【０２４９】
　微小胞の細胞取込みを決定するために、正常ヒト皮膚線維芽細胞は、メーカーの説明書
に従ってＶｙｂｒａｎｔ－Ｄｉｏ（Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）により標識した。
正常皮膚線維芽細胞は、フィブロネクチン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）コーティング
４ウェルＮｕｎｃ＊　Ｌａｂ－Ｔｅｋ＊　ＩＩ　Ｃｈａｍｂｅｒ　Ｓｌｉｄｅｓ（Ｔｈｅ
ｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ）上で平板培養した（ウェル当た
り５×１０３細胞）。細胞は、メーカーの説明書に従って核色素Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３３
４２（Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）により染色した。Ｄｉｌ標識線維芽細胞は、２
４時間、ＧＦＰ発現マウスＭＳＣから単離された微小胞により処置した。画像は、倒立Ｉ
Ｘ８１　Ｏｌｙｍｐｕｓ顕微鏡およびＯＲＣＡ－ＡＧ　Ｈａｍａｍａｔｓｕデジタルカメ
ラにより撮った。図２０および２１を参照されたい。重要なことには、これらの画像は、
ＧＦＰを含有する微小胞が細胞によって取込まれたことを示す。
【０２５０】
実施例１４：創傷治癒を促進するまたは増強するための療法としての本発明の微小胞の使
用
　全層性創傷は、１０ｍｍパンチ生検機器を使用して、ブタの背中に作った。微小胞は、
実施例１において記載される方法（「従来の」超遠心分離法による方法」）に従ってまた
は実施例３において記載される方法のいずれかによって、自己由来骨髄由来間葉系幹細胞
を使用して条件付けた培養培地から単離した。３０マイクログラムの微小胞を、創傷時に
ならびに１日目および２日目に局所的な注射によって創傷に投与した。コントロールは、
食塩水により処置したまたは空気への曝露により治癒させた。５日後、動物を安楽死させ
、創傷を検査した。
【０２５１】
　図２２は、創傷の５日後の創傷の組織像を示す。５日目に、本発明の方法に従って（す
なわち、実施例３において記載される方法に従って）単離したマイクロ小胞により処置し
た創傷は、食塩水コントロール、空気曝露コントロール、および超遠心分離法によって調
製した微小胞により処置した創傷よりも、小さく見えた。超遠心分離法によって調製した
微小胞により処置した創傷は、本発明の方法に従って調製した微小胞により処置したもの
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および両方のコントロールと比較して、炎症応答の増強を示した。
【０２５２】
　他の研究では、第二度熱傷創傷は、１００℃まで加熱した黄銅の棒を使用して、ブタの
背中に作った。微小胞は、実施例１において記載される方法（「従来の」超遠心分離法に
よる方法」）に従ってまたは実施例３において記載される方法のいずれかによって、自己
由来骨髄由来間葉系幹細胞を使用して条件付けた培養培地から単離した。３０マイクログ
ラムの微小胞を、創傷時にならびに１日目および２日目に局所的な注射によって創傷に投
与した。コントロールは、食塩水により処置したまたは空気への曝露により治癒させた。
【０２５３】
　実験の過程にわたって（熱傷後２８日目まで）、超遠心分離法によって調製した微小胞
により処置した創傷は、本発明の方法に従って（すなわち、実施例３において記載される
方法に従って）調製した微小胞により処置したものよりも、有意に炎症性であった。図２
３を参照されたい。同様に、超遠心分離法によって調製した微小胞により処置した創傷は
、食塩水コントロールおよび空気曝露コントロールよりも有意に炎症性であった。本発明
の方法に従って調製した微小胞により処置した火傷は、コントロールよりも有意に炎症性
であるようには見えなかった。
【０２５４】
　図２３は、超遠心分離法によって調製した微小胞、本発明の方法に従って調製した微小
胞、および空気曝露コントロールにより処置した創傷の間の、創傷後７日目の炎症におけ
る差異を示す。顕微鏡で、膿瘍形成は、超遠心分離法によって調製した微小胞により処置
した全層性創傷および火傷の両方において見られた。超遠心分離法によって調製した微小
胞で注目された炎症は、炎症カスケードを容易に刺激することができる、損傷を受けた微
小胞によるものと思われる。本発明の微小胞はまた、さらなる粒子を含むことによって、
さらなる利点を与え得る。
【０２５５】
　図２４は、熱傷の２８日後の、本発明の方法によって単離した微小胞により処置した第
二度ブタ火傷を示す。基質の出現と共に、コラーゲンの有意なリモデリングがある。これ
らの発見は、コラーゲンＩＩＩ型形成を伴う皮膚リモデリングを示す。皮膚表皮の誘発も
またあり、真皮に十分に固定されたように見える、厚くなった表皮をもたらす。これらの
発見は瘢痕形成において観察されず、皮膚の再生とより一致している。瘢痕上に形成され
る表皮は、瘢痕真皮に十分に固定できないことにより、再度の損傷を容易に受けやすい。
【０２５６】
　図２５は、熱傷の２８日後の、食塩水により処置した第二度ブタ火傷を示す。平らにな
った表皮を伴う最小限の皮膚の再生がある。有意な乳頭間隆起形成の欠乏は、固定が不十
分な表皮を大いに暗示するものである。これらの発見は、継続的な損傷の危険性を伴う瘢
痕形成をよりはっきりと示す。
【０２５７】
　図２６は、損傷の２８日後の、本発明の方法に従って単離した微小胞により処置した全
層性ブタ創傷を示す。微小胞の適用によっておそらく刺激された、リモデリング真皮への
神経の内方成長（矢印によって示す）がある。神経成長は、血管新生性の応答（円で囲ま
れたエリア）を伴う。神経は、発達した構造であるように見え、単純な軸索発芽によるも
のではない。これは珍しい発見であり、いまだかつて報告されておらず、また、コントロ
ール創傷または超遠心分離法によって調製した微小胞により処置した創傷においても観察
されなかった。これらの観察は、表皮、間質、血管、および神経組織を含むすべての胚葉
から成熟したエレメントを生成する能力を伴う複雑な組織再生を大いに示すものである。
次いで、これらの方法は、外胚葉、内胚葉、および中胚葉由来組織の外傷、炎症、新生物
、および変性障害を含む、多数の状態の処置に広く適用可能であるように思われる。
【０２５８】
　図２７は、損傷の２８日後の、本発明の方法によって単離した微小胞により処置した全
層性ブタ創傷を示す。この図は、図２６において説明される観察をより大きな倍率で示す
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。Ａ）では、神経成長は、血管新生性の応答に関係する経路をたどるように見える。神経
成長が発生学的な発達において血管新生に続くことがよく知られているので、この発見は
興味深い。さらに、これらの発見は、組織再生を示す。Ｂ）は、より高倍率での神経を示
す。Ｃ）は、神経成長に隣接する血管新生をよりいっそう示す。
【０２５９】
　骨形成は、ブタ全層性創傷モデルにおいてすべての処置グループ（コントロールおよび
微小胞処置）において見られた。図２８を参照されたい。動物は、合計１．４４ｍｇの微
小胞を受けた（半分は本発明の方法に従って調製し、半分は超遠心分離法によって調製し
た）。次いで、すべての創傷において骨の形成を刺激する全身性の効果があるように見え
た。骨形成は、より炎症性の創傷においてより生じる傾向があり、局所的な炎症媒介物質
の相乗効果および微小胞の全身性の効果を示唆した。
【０２６０】
実施例１５：骨髄を再配置し、複雑な構造を再生するための療法としての本発明の微小胞
の使用
　Ｃ５７／ＣＪ６（ＧＦＰ－）マウスは、それらの宿主骨髄前駆体を除去するために、２
サイクルの４００ｃＧｙガンマ線照射を致死的に照射した。照射の後に、マウスは、アブ
レイティブフラクショナルエルビウム：ＹＡＧレーザーによりおよそ２ｃｍ２のエリアを
処置した。レーザー処置の後に、プラスチックチャンバーを皮膚に付着させ、同系ＧＦＰ
＋トランスジェニックマウスから得られた骨髄由来細胞をチャンバーに追加した。ＧＦＰ
＋骨髄細胞は、新たに摘出した全骨髄細胞、系列ネガティブ選択骨髄細胞、間葉系幹細胞
、および骨髄完全培養細胞（本出願において記載される）を含んだ。ほんの少数の動物に
おいてしか、キメラ現象を実現することができず、細胞の投与の４～６週間後に循環ＧＦ
Ｐ＋細胞によって検出された。図２９を参照されたい。驚いたことに、多くの動物が、ド
ナー骨髄移植の証拠を伴うことなく、生存した。全体的に（細胞を与えたすべてのグルー
プにおいて）、細胞を受けた３０％の動物が生存した。異なるグループの中で、生存率は
、系列ネガティブ選択細胞（４５％）および新鮮な骨髄細胞（３０％）を受けた動物につ
いて最も高かった。細胞を受けなかったコントロール照射動物は、１００％の死亡率を有
した。サイトカインは、同様に致死的に照射された動物を救出せず、これらの生存動物に
おいて実証することができた機能的ドナー骨髄移植はなかった。送達された細胞によって
分泌される微小胞が、宿主骨髄の回復を担い、これらの動物の生存に至る可能性が高い。
発明者らは、新鮮な骨髄（系列ネガティブ細胞を含む）および間葉系幹細胞が、この効果
を達成し得る十分な量の微小胞を産生することを実証した。
【０２６１】
　他の研究では、Ｃ５７／ＣＪ６（ＧＦＰ－）マウスは、それらの毛の成長を阻害し、そ
れらの骨髄を部分的に除去するために、２サイクルの４００ｃＧｙガンマ線照射を致死的
に照射した。照射の後に、マウスの背中をそり、次いで、マウスは、アブレイティブフラ
クショナルエルビウム：ＹＡＧレーザーによりおよそ２ｃｍ２のエリアを処置した。レー
ザー処置の後に、プラスチックチャンバーを皮膚に付着させ、同系ＧＦＰ＋トランスジェ
ニックマウスから得られた骨髄由来細胞をチャンバーに追加した。ＧＦＰ＋骨髄細胞は、
新たに摘出した骨髄細胞、系列ネガティブ選択骨髄細胞、間葉系幹細胞、および骨髄完全
培養細胞（本出願において記載される）を含んだ。どの動物においても、キメラ現象を実
現することができず、細胞の投与の４～６週間後に循環ＧＦＰ＋細胞によって検出するこ
とができなかった。図３０を参照されたい。レーザー処置のみを受けた動物は、毛の成長
を全く～まさに最小限の短く切り株のようなものしか有しなかった。図３０（Ａ）。骨髄
細胞を与えた動物では、有意で、長く永続的な毛の成長があった。図３０（Ａ＆Ｂ）。こ
れらの発見は、ＧＦＰ＋系列ネガティブ選択細胞および全新鮮ＧＦＰ＋骨髄細胞により処
置されたマウスにおいて非常に劇的であった。毛の成長は、２週間検出することができ、
数か月間、成長し続けることができた。皮膚生検材料を新しい毛が成長しているエリアで
採取したが、ＧＦＰ＋細胞は検出されなかった。骨髄細胞の機能的な移植もまた、ＦＡＣ
Ｓ分析によっていかなる動物においても検出することができなかった。図３０（Ｃ）。図
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２９における実施例と同様に、サイトカインは、毛の成長を回復させるのにこの効果を有
することは実証されなかった。送達された細胞によって分泌される微小胞が、毛の成長の
刺激を担う可能性が高い。
【０２６２】
実施例１６：血管新生を促進しまたは刺激し、線維芽細胞増殖を促進するまたは刺激する
ための本発明の微小胞の使用
　骨髄穿刺液微小胞の単離：およそ２５ｍｌの新鮮な全骨髄を、Ａｌｌｃｅｌｌｓ，　Ｉ
ｎｃ．（Ａｌａｍｅｄａ、ＣＡ）から得た。骨髄は、新しい５０ｍｌコニカル遠心分離チ
ューブに注意深く置き、室温で３０分間、４００ｘｇで遠心分離した。上清を注意深く取
り出し（およそ１５ｍｌ）、新しい５０ｍｌコニカル遠心分離チューブ（Ｔｈｅｒｍｏ　
Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ、Ｗｅｓｔｏｎ、ＦＬ）に置き、４℃で３
０分間、２０００ｘｇで遠心分離した。上清をもう一度注意深く取り出し、新しい５０ｍ
ｌコニカル遠心分離チューブに置き、これに、滅菌アルファ－最小必須培地（α－ＭＥＭ
）（Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．、Ｍａｎａｓｓａｓ、ＶＡ）を１：１０（骨髄上清対
培地）の比で追加した。その溶液に、８．５ｗ／ｖ％の、ＲＮアーゼおよびプロテアーゼ
なしのポリエチレングリコール平均分子量６０００（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓａ
ｉｎｔ　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）ならびに塩化ナトリウム（最終濃度０．４Ｍ）を追加した。
その溶液を振動させながら一晩、４℃の低温室に置いた。その溶液を３０分間、４℃で１
００００ｘｇで遠心分離した。上清をデカントし、微小胞濃縮ペレットをリン酸緩衝食塩
水（ＰＢＳ）中に再懸濁した。微小胞濃縮溶液をａｍｉｃｏｎ　ｕｌｔｒａ－１５遠心フ
ィルターユニット（公称分子量限界１００ｋＤａ）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、Ｂｉｌｌｅｒ
ｉｃａ、ＭＡ）に移し、３０分間５０００ｘｇで遠心分離した。フィルターユニットをリ
ン酸緩衝食塩水により洗浄し、３０分間５０００ｘｇでもう一度遠心分離した。濃縮サン
プルをフィルターデバイスの底から回収した（およそ２００～４００μｌ）。
血管新生アッセイ：血管新生は、内皮管形成アッセイ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）を使用して測定した。
凍結保存された初代ヒト臍静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆ
ｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を、２％低血清成長サプリメント（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を補足したＭｅｄｉｕｍ　２００ＰＲＦ中で
６日間、７５ｃｍ２組織培養のフラスコにおいて成長させた。次いで、細胞は、サプリメ
ントなしの培地を含有する２４ウェル組織培養プレートにおいて３×１０４の密度で平板
培養した。ＨＵＶＥＣ細胞を、骨髄微小胞（およそ１００μｇ）により続いて処置した。
ＰＢＳは、ビヒクルコントロールとして使用した。処置した細胞を、３７℃および５％Ｃ
Ｏ２で６時間インキュベートした。２μｇ／ｍｌの濃度のカルセインＡＭ蛍光色素を、管
形成の可視化のために使用した。蛍光画像は、倒立ＩＸ８１　Ｏｌｙｍｐｕｓ顕微鏡（Ｏ
ｌｙｍｐｕｓ　Ａｍｅｒｉｃａ、Ｃｅｎｔｅｒ　Ｖａｌｌｅｙ、ＰＡ）により撮った。骨
髄ＭＶは、ビヒクル（ＰＢＳ）コントロールと比較して、有意な管形成能力を示した（図
３１を参照されたい）。
成長アッセイ：正常成人線維芽細胞を、アッセイのために、成長培地（５％　ＦＢＳ、１
％グルタミン、１％ペニシリン／ストレプトマイシン）において２４ウェルプレート（１
００００細胞／ウェル）上で平板培養した。一晩のインキュベーションの後に、３つのウ
ェルを無作為に選択し、細胞をＮｕｃＢｌｕｅ　Ｌｉｖｅ　ＲｅａｄｙＰｒｏｂｅｓ　Ｒ
ｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）により染
色した（０日目）。蛍光画像は、ＥＶＯＳ　ＦＬ　Ａｕｔｏ　Ｃｅｌｌ　Ｉｍａｇｉｎｇ
　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｌｉｆｅ　ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用
して撮った。線維芽細胞に、骨髄由来微小胞（およそ１００μｇ）またはＰＢＳ（ビヒク
ルコントロール）を含有する新鮮な培地を再供給し、３日後（３日目）に、細胞を染色し
、画像化した。骨髄由来微小胞処置線維芽細胞は、数がおよそ３倍（０日目と比較して）
およびビヒクルコントロールよりも有意な大きな速度で増加した（図３２、パネルＡおよ
び図３２、パネルＢ）。
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【０２６３】
　本発明の様々な態様が、実施例および好ましい実施形態に対する参照によって上記に例
証されたが、本発明の範囲が前述の説明ではなく、特許法の法則の下で適切に解釈される
以下の請求項によって定められることを認識されたい。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】
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【図１１】 【図１２】
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【図１５】 【図１６】

【図１７】 【図１８】
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【図１９】 【図２０】

【図２１】 【図２２】
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【図２３】 【図２４】

【図２５】 【図２６】
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【図２７】 【図２８】

【図２９】 【図３０】
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【図３１】 【図３２】
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