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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ビタミンＤ受容体遺伝子の標的遺伝子であるオステオカルシンの遺伝子或いはオステオ
ポンチンの遺伝子を分別マーカーとし、間葉系幹細胞及び繊維芽細胞において、遺伝子の
発現活性化物質である１，２５水酸化ビタミンＤを添加して活性化した遺伝子の発現及び
／又は該活性化した遺伝子がコードするタンパク質を検出することにより、該遺伝子の間
葉系幹細胞と繊維芽細胞とにおける発現の差を検出して、間葉系幹細胞と繊維芽細胞とを
識別することを特徴とする間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別方法。
【請求項２】
　分別マーカー遺伝子の検出が、定量的又は半定量的ＰＣＲの使用を含んでいることを特
徴とする請求項１記載の間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別方法。
【請求項３】
　定量的又は半定量的ＰＣＲの使用が、ＲＴ－ＰＣＲ法であることを特徴とする請求項２
記載の間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別方法。
【請求項４】
　分別マーカー遺伝子の検出が、該遺伝子の塩基配列とストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズするＤＮＡ配列からなる遺伝子検出用プローブを用いて行われることを特徴と
する請求項１記載の間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別方法。
【請求項５】
　遺伝子検出用プローブが、該遺伝子の塩基配列のアンチセンス鎖の全部又は一部からな
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る請求項４記載の間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別方法。
【請求項６】
　分別マーカー遺伝子がコードするタンパク質の検出が、該タンパク質によって誘導され
、該タンパク質に特異的に結合する抗体を用いて行われることを特徴とする請求項１記載
の間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別方法。
【請求項７】
　抗体が、モノクロナール抗体であることを特徴とする請求項６記載の間葉系幹細胞の繊
維芽細胞からの識別方法。
【請求項８】
　被検細胞中における間葉系幹細胞を、分別マーカー遺伝子がコードするタンパク質に特
異的に結合する抗体を用いた蛍光抗体法により標識化し、該標識化した間葉系幹細胞を分
離・識別することを特徴とする請求項６又は７記載の間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識
別方法。
【請求項９】
　ビタミンＤ受容体遺伝子の標的遺伝子であるオステオカルシンの遺伝子或いはオステオ
ポンチン遺伝子からなる分別マーカー遺伝子検出用のプローブ、及び分別マーカー遺伝子
の発現活性化物質である１，２５水酸化ビタミンＤを装備するか、及び／又は、ビタミン
Ｄ受容体遺伝子の標的遺伝子であるオステオカルシンの遺伝子或いはオステオポンチンの
遺伝子がコードするタンパク質検出用の抗体、及び分別マーカー遺伝子の発現活性化物質
である１，２５水酸化ビタミンＤを装備してなる間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別用
キット。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、間葉系幹細胞の検出、識別・分離に関し、特に、間葉系幹細胞と繊維芽細胞
とでその発現が異なる、間葉系幹細胞検出用遺伝子マーカー及び／又は間葉系幹細胞検出
用タンパク質マーカーを用いた間葉系幹細胞の識別・分離方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　間葉系幹細胞は、哺乳類の骨髄等に存在し、脂肪細胞、軟骨細胞、骨細胞に分化する多
能性の幹細胞として知られている。間葉系幹細胞は、その分化多能性の故に、骨、軟骨、
腱、筋肉、脂肪、歯周組織など、多くの組織の再生医療のための移植材料として注目され
ている（遺伝子医学、Ｖｏｌ．４、Ｎｏ．２（２０００）ｐ５８－６１）。最近、間葉系
幹細胞研究の現状と展望についての総説が発行され、間葉系幹細胞の採取や培養に関する
報告がなされている（実験医学、Ｖｏｌ．１９、Ｎｏ．３（２月号）２００１、ｐ３５０
－３５６）。更に、脂肪組織にも間葉系幹細胞が存在することが報告された（Tissue Eng
ineering, P.A. Zuk et al., Multilineage cells from human adipose tissue : implic
ations for cell-based therapies. 7 : 211-228, 2001）。
【０００３】
　近年、間葉系幹細胞の培養、分化等に関しいくつかの特許出願が公開されている。例え
ば、特表平１１－５０６６１０号公報には、無血清環境下でヒト間葉前駆細胞の生存を維
持する組成物及び方法について、特表平１０－５１２７５６号公報には、間葉系幹細胞の
分化を誘導するために、プロスタグランジン、アスコルビン酸、コラーゲン細胞外基質等
からなる骨誘導因子、分化付随因子、軟骨誘導因子等の生物活性因子と接触させることよ
りなる方法について、特開２０００－２１７５７６号公報には、プロラクチン又はその同
効物の共存下で多能性間葉系幹細胞を培養し、間葉系幹細胞を脂肪細胞へ分化させる方法
について、それぞれ発明が開示されている。
【０００４】
　本発明者は、先に、基底膜細胞外基質の存在下において、または繊維芽細胞増殖因子（
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ＦＧＦ）等の含有培地で間葉系幹細胞を培養することによって、間葉系幹細胞が著しく速
く増殖させ、かつ、その分化能を維持できることを見い出して、従来の培養方法と比較し
て顕著に多くの間葉系幹細胞を得る培養方法を開示した（特開２００３－５２３６０号公
報）。また、間葉系幹細胞の採取に際して、採取母体に安全で、且つ採取が容易な分離採
取を行うために、口腔組織から間葉系幹細胞を分離採取する方法を開示した（特開２００
３－５２３６５号公報）。
【０００５】
　近年、再生医療の進展とともに、間葉系幹細胞は、その分化多能性の故に、骨、軟骨、
腱、筋肉、脂肪、歯周組織など、多くの組織の再生医療のための移植材料として注目され
ている。間葉系幹細胞を、組織の再生医療に利用するためには、まず、この幹細胞を生体
組織から採取し、それを増殖し、更にそれを分化増殖して、組織の調製を行うことが必要
となる。間葉系幹細胞は骨髄や骨膜に存在するが、組織再生医療への実用化のためには、
まず、これらの組織から間葉系幹細胞を安全且つ容易に採取する方法を開発することが必
要である。そして、間葉系幹細胞を組織再生医療へと実用化するためには、間葉系幹細胞
を十分な量確保する技術を開発することが必要である。そのためには、採取した間葉系幹
細胞を分化能力を維持したまま培養増殖させる技術を開発することが重要である。
【０００６】
　本発明者は、上記の通り、間葉系幹細胞の採取に際して、採取母体に安全で、且つ採取
が容易な分離採取を行うための方法を開発した。更に本発明者は、基底膜細胞外基質の存
在下において、あるいは繊維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）等の含有培地で間葉系幹細胞を培
養することによって、間葉系幹細胞をその分化能を維持したまま爆発的に増殖させる方法
を開発した。しかしながら、培養増殖した間葉系幹細胞を再生医療へと実用化するために
は、培養した細胞が間葉系幹細胞であることを確認する必要があり、該間葉系幹細胞を検
出、識別する方法を開発することが必要である。従来、間葉系幹細胞において、該細胞を
特徴づけるマーカー遺伝子の特定はなされてきていなかった。したがって、間葉系幹細胞
を特徴づけるマーカー遺伝子を特定し、間葉系幹細胞を検出、分離・識別する方法を開発
することは、間葉系幹細胞を再生医療へと実用化するために、解決されなければならない
重要な課題である。
【特許文献１】特表平１０－５１２７５６号公報。
【特許文献２】特表平１１－５０６６１０号公報。
【特許文献３】特開２０００－２１７５７６号公報。
【特許文献４】特開２００３－５２３６０号公報。
【特許文献５】特開２００３－５２３６５号公報。
【非特許文献１】遺伝子医学　Ｖｏｌ．４、Ｎｏ．２（２０００）ｐ５８－６１。
【非特許文献２】実験医学　Ｖｏｌ．１９、Ｎｏ．３（２月号）２００１、ｐ３５０－３
５６。
【非特許文献３】Tissue Engineering, P.A. Zuk et al., Multilineage cells from hum
an adi　pose tissue : implications for cell-based therapies. 7 : 211-228, 2001　
。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明の課題は、形態的に類似しており、その区別が困難な間葉系幹細胞と繊維芽細胞
とを、効果的に識別し、分離する方法、特には、間葉系幹細胞と繊維芽細胞とでその発現
が異なる、間葉系幹細胞検出用遺伝子マーカー及び／又は間葉系幹細胞検出用タンパク質
マーカーを用いて間葉系幹細胞の検出、及び識別・分離を行う方法を提供することにある
。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明者は、上記課題を解決すべく鋭意研究する中で、間葉系幹細胞は繊維芽細胞より
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も高いレベルのビタミンＤ応答能を有していること、及び、ビタミンＤ受容体の標的遺伝
子であるオステオカルシン及びオステオポンチンの遺伝子のようなビタミンＤ受容体関連
遺伝子が骨分化を誘導する以前から間葉系幹細胞に発現していることを解明し、該ビタミ
ンＤ受容体の遺伝子又は該遺伝子がコードするタンパク質、或いは該ビタミンＤ受容体関
連遺伝子又は該遺伝子がコードするタンパク質を間葉系幹細胞と繊維芽細胞との分別マー
カーとして用い、被検細胞における該遺伝子及びタンパク質の発現を検出することにより
、間葉系幹細胞と繊維芽細胞との効果的な識別・分離が可能であることを見い出し、本発
明を完成するに至った。また、本発明においては、オステオカルシン遺伝子及びオステオ
ポンチン遺伝子のようなビタミンＤ受容体の標的遺伝子が、１，２５水酸化ビタミンＤの
ような遺伝子の発現活性化物質の添加により、間葉系幹細胞中において、その発現が亢進
されることを見い出し、該亢進した遺伝子の発現を検出することにより、効果的な間葉系
幹細胞の識別・分離が可能であることを見い出し、更に本発明をなした。
【０００９】
　すなわち、間葉系幹細胞は、骨、軟骨、脂肪、筋肉、腱、神経などに分化することから
、再生医療への利用の観点から、これらの組織の障害を修復させるための移植用細胞とし
て期待されている細胞であるが、間葉系幹細胞と繊維芽細胞とは形態的に区別がつかない
ため、従来、間葉系幹細胞であることを確認するためには、in vitroまたは、in vivoで
多分化能を証明する以外に確実な方法はなかった。しかし、間葉系幹細胞を組織再生医療
に実用化するためには、その細胞が間葉系幹細胞であること、及び該間葉系幹細胞が多分
化能を維持していることを予知する必要があり、予め繊維芽細胞との識別を行う方法の開
発が必要とされてきた。今まで、間葉系幹細胞には多くの細胞表面抗原が発現しているこ
とが報告されているが、しかし、これらの細胞表面抗原が間葉系幹細胞に特異的或いは選
択的であることを示す明確な証拠は示されていない。
【００１０】
　本発明者は、多くの細胞表面抗原の発現レベルをヒト間葉系幹細胞とヒト繊維芽細胞と
の間で比較したが、明確な差異を示す抗原はこれまでのところ発見できていない。そこで
、本発明者は、先に、間葉系幹細胞検出用のマーカーとなる遺伝子を見い出すべく、鋭意
探索を行った結果、１３の遺伝子が間葉系幹細胞で特異的に発現していることを見い出し
、該遺伝子を間葉系幹細胞検出用のマーカーとして用いて、間葉系幹細胞と繊維芽細胞を
識別する方法を開発し、特許出願を行った（特願２００３－６３０７７号）。
【００１１】
　本発明者は、更に、間葉系幹細胞と繊維芽細胞とを、効果的に識別し、分離するマーカ
ーについて鋭意探索した結果、間葉系幹細胞では繊維芽細胞よりも高いレベルのビタミン
Ｄ応答能を有していること、及びオステオカルシンの遺伝子のようなビタミンＤ受容体関
連遺伝子が骨分化を誘導する以前から間葉系幹細胞で発現していることを解明し、該ビタ
ミンＤ受容体の遺伝子又はタンパク質、或いは該ビタミンＤ受容体関連遺伝子又はタンパ
ク質が間葉系幹細胞と繊維芽細胞との分別マーカーとして用いることができることを見い
出した。更に、本発明においては、オステオカルシン遺伝子及びオステオポンチン遺伝子
のようなビタミンＤ受容体の標的遺伝子が、活性型１，２５水酸化ビタミンＤのような遺
伝子の発現活性化物質の添加により、間葉系幹細胞中において、その発現が亢進されるこ
とを見い出した。一方、これらの発現は、１，２５水酸化ビタミンＤの添加或いは非添加
に関わらず繊維芽細胞ではほとんど検出できなかった。
【００１２】
　したがって、本発明において、該ビタミンＤ受容体、オステオカルシン遺伝子のような
ビタミンＤ受容体関連遺伝子、更には、活性型１，２５水酸化ビタミンＤのような遺伝子
の発現活性化物質の添加により、その発現が亢進されたオステオカルシン及びオステオポ
ンチンなどのビタミンＤ受容体の標的遺伝子の発現を検出することにより、間葉系幹細胞
の新しいマーカーとして、繊維芽細胞との区別が可能になることが判明したことから、こ
れらの新しいマーカーを用いて、間葉系幹細胞を繊維芽細胞のような他細胞集団から効果
的に識別・分離する方法を構築することが可能となる。また、本発明の方法は、試験管で
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増殖させた間葉系幹細胞の品質を検定することも可能とする。したがって、本発明は、再
生医療への間葉系幹細胞の利用に貢献できるものである。
【００１３】
　すなわち具体的には本発明は、ビタミンＤ受容体遺伝子の標的遺伝子であるオステオカ
ルシンの遺伝子或いはオステオポンチンの遺伝子を分別マーカーとし、間葉系幹細胞及び
繊維芽細胞において、遺伝子の発現活性化物質である１，２５水酸化ビタミンＤを添加し
て活性化した遺伝子の発現及び／又は該活性化した遺伝子がコードするタンパク質を検出
することにより、該遺伝子の間葉系幹細胞と繊維芽細胞とにおける発現の差を検出して、
間葉系幹細胞と繊維芽細胞とを識別することを特徴とする間葉系幹細胞の繊維芽細胞から
の識別方法（請求項１）からなる。
 
【００１４】
　また本発明は、分別マーカー遺伝子の検出が、定量的又は半定量的ＰＣＲの使用を含ん
でいることを特徴とする請求項１記載の間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別方法（請求
項２）や、定量的又は半定量的ＰＣＲの使用が、ＲＴ－ＰＣＲ法であることを特徴とする
請求項２記載の間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別方法（請求項３）や、分別マーカー
遺伝子の検出が、該遺伝子の塩基配列とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする
ＤＮＡ配列からなる遺伝子検出用プローブを用いて行われることを特徴とする請求項１記
載の間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別方法（請求項４）や、遺伝子検出用プローブが
、該遺伝子の塩基配列のアンチセンス鎖の全部又は一部からなる請求項４記載の間葉系幹
細胞の繊維芽細胞からの識別方法（請求項５）からなる。
 
【００１５】
　更に本発明は、分別マーカー遺伝子がコードするタンパク質の検出が、該タンパク質に
よって誘導され、該タンパク質に特異的に結合する抗体を用いて行われることを特徴とす
る請求項１記載の間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別方法（請求項６）や、抗体が、モ
ノクロナール抗体であることを特徴とする請求項６記載の間葉系幹細胞の繊維芽細胞から
の識別方法（請求項７）や、被検細胞中における間葉系幹細胞を、分別マーカー遺伝子が
コードするタンパク質に特異的に結合する抗体を用いた蛍光抗体法により標識化し、該標
識化した間葉系幹細胞を分離・識別することを特徴とする請求項６又は７記載の間葉系幹
細胞の繊維芽細胞からの識別方法（請求項８）や、ビタミンＤ受容体遺伝子の標的遺伝子
であるオステオカルシンの遺伝子或いはオステオポンチン遺伝子からなる分別マーカー遺
伝子検出用のプローブ、及び分別マーカー遺伝子の発現活性化物質である１，２５水酸化
ビタミンＤを装備するか、及び／又は、ビタミンＤ受容体遺伝子の標的遺伝子であるオス
テオカルシンの遺伝子或いはオステオポンチンの遺伝子がコードするタンパク質検出用の
抗体、及び分別マーカー遺伝子の発現活性化物質である１，２５水酸化ビタミンＤを装備
してなる間葉系幹細胞の繊維芽細胞からの識別用キット（請求項９）からなる。
 
【発明の効果】
【００１６】
　本発明により、ビタミンＤ受容体遺伝子及びその関連遺伝子を分別マーカーとし、該遺
伝子の間葉系幹細胞と繊維芽細胞とにおける発現の差を検出して、間葉系幹細胞と繊維芽
細胞とを識別・分離する方法を確立したことにより、その形態において区別の困難であっ
た間葉系幹細胞と繊維芽細胞とを、容易にかつ効果的に分別することが可能となった。こ
のことより、骨、軟骨、脂肪、筋肉、腱、神経等、多分化能を有する間葉系幹細胞を、再
生医療へ利用する場合に障害となっていた繊維芽細胞との分別の問題を克服することがで
き、本発明は間葉系幹細胞の再生医療等への利用に大きく貢献することが期待される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１７】
　本発明は、ビタミンＤ受容体遺伝子及び／又はその関連遺伝子を分別マーカーとし、該
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遺伝子の間葉系幹細胞と繊維芽細胞とにおける発現の差を検出して、間葉系幹細胞と繊維
芽細胞とを識別・分離し、間葉系幹細胞を取得することよりなる。該分別マーカーの発現
の差の検出は、ビタミンＤ受容体遺伝子及び／又はその関連遺伝子の発現の検出、或いは
該遺伝子がコードするタンパク質の検出によって行われる。ビタミンＤ受容体の関連遺伝
子としては、オステオカルシンの遺伝子のような、ビタミンＤ受容体の標的遺伝子を挙げ
ることができる。本発明で間葉系幹細胞と繊維芽細胞との分別マーカーとして用いられる
ビタミンＤ受容体遺伝子及び該遺伝子がコードするタンパク質の塩基配列及びアミノ酸配
列は既に公知であり（Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85, 10, 3294-3298, 1988）、そ
の遺伝子のＤＮＡ配列情報は、ＮＣＢＩの遺伝子データーベースにおいて、アクセッショ
ンナンバー：ＮＭ＿０００３７６によりアプローチすることができる。ビタミンＤ受容体
遺伝子については、いくつかの遺伝子多型が知られている（特開２００１－３３３７９８
号公報、特開２００１－２９０８８号公報、特表２００２－５２５０７４号公報）。
【００１８】
　また、本発明で、間葉系幹細胞と繊維芽細胞との分別マーカーとして用いられるビタミ
ンＤ受容体の標的遺伝子であるオステオカルシンの遺伝子の塩基配列及びオステオカルシ
ンのアミノ酸配列は既に公知であり（J. Biol. Chem. 255, 8685-8691, 1980）、その遺
伝子のＤＮＡ配列情報は、ＮＣＢＩの遺伝子データーベースにおいて、アクセッションナ
ンバー：ＮＭ＿０００７１１によりアプローチすることができる。オステオカルシン（bo
ne gla protein：ＢＧＰ）は、骨の非コラーゲン性タンパク質の約２０％を占めるタンパ
ク質で、ヒトオステオカルシンは、分子量５８００で４９のアミノ酸より構成されている
。
【００１９】
　更に、本発明で、間葉系幹細胞と繊維芽細胞との分別マーカーとして用いられるビタミ
ンＤ受容体の標的遺伝子であるオステオポンチンの遺伝子の塩基配列及びオステオポンチ
ンのアミノ酸配列は既に公知であり（Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83, 8819-8823, 198
6）、その遺伝子のＤＮＡ配列情報は、ＮＣＢＩの遺伝子データーベースにおいて、アク
セッションナンバー：ＮＭ＿０００５８２によりアプローチすることができる。オステオ
ポンチン（bone sialoprotein-1：ＢＳＰ－１）は、骨の主要なリンタンパク質であり、
シアル酸を含む。オステオポンチンは、３０１のアミノ酸よりなり、ホスホセリンを１２
残基、ホスホスレオニンを１残基持っている。
【００２０】
　本発明においては、間葉系幹細胞と繊維芽細胞とにおける上記のような分別マーカー遺
伝子の発現の差を、後記するそれ自体公知の遺伝子の検出手段を用いて検出し、間葉系幹
細胞の識別・分離を行う。本発明の分別マーカー遺伝子の発現を、該遺伝子がコードする
タンパク質として検出する場合には、該タンパク質を用いて該タンパク質に特異的に結合
する抗体を作製し、該抗体を用いて、後記するそれ自体公知の方法で分別マーカータンパ
ク質の間葉系幹細胞と繊維芽細胞とにおける発現を検出し、間葉系幹細胞の識別・分離を
行う。該分別マーカータンパク質の発現の検出に用いる抗体としては、モノクロナール抗
体及びポリクロナール抗体のいずれをも用いることができる。
【００２１】
　本発明においては、間葉系幹細胞において、１，２５水酸化ビタミンＤのような遺伝子
の発現活性化物質の添加により、オステオカルシンの遺伝子やオステオポンチンの遺伝子
のようなビタミンＤ受容体の標的遺伝子の発現が、特異的に亢進されることが見出されて
いる。したがって、本発明においては、遺伝子の発現活性化物質の添加により、オステオ
カルシンの遺伝子やオステオポンチンの遺伝子のような分別マーカー遺伝子の発現を亢進
させ、該亢進された遺伝子の発現を検出することにより、間葉系幹細胞の識別・分離を効
果的に行うことができる。
【００２２】
　本発明において、本発明におけるマーカー遺伝子の発現を検出するには、公知の遺伝子
の発現の検出に用いられている方法を用いることができる。例えば、本発明におけるマー
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カー遺伝子の発現の検出のために、ノーザンブロッティング法を用いることができる。ま
た、本発明における遺伝子マーカーの発現を検出、識別するために、本発明における遺伝
子マーカーのＤＮＡ配列とストリンジェントな条件下でハイブリダイズするＤＮＡ配列を
有するプローブを用いることができる。該プローブを用いて間葉系幹細胞及び繊維芽細胞
における遺伝子の発現を検出するには、公知の方法を用いて適宜実施することができる。
例えば、公知の遺伝子マーカーのＤＮＡ配列から適宜の長さのＤＮＡプローブを作製し、
適宜蛍光標識等の標識を付与しておき、これを被検体とハイブリダイズすることにより、
間葉系幹細胞の検出を行う。該ＤＮＡプローブとしては、公知の遺伝子マーカーの塩基配
列のアンチセンス鎖の全部又は一部からなるマーカー遺伝子検出用プローブを用いること
ができる。また、該プローブを、少なくとも１つ以上を固定化させたマーカー遺伝子検出
用のマイクロアレイ又はＤＮＡチップの形で用いることもできる。
【００２３】
　なお、上記ＤＮＡプローブの作製に際して、本発明の塩基配列において、「マーカー遺
伝子のＤＮＡ配列とストリンジェントな条件下でハイブリダイズする」条件としては、例
えば、４２℃でのハイブリダイゼーション、及び１×ＳＳＣ（０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、０
．０１５Ｍ　クエン酸ナトリウム）、０．１％のＳＤＳ（Sodium dodecyl sulfate）を含
む緩衝液による４２℃での洗浄処理を挙げることができ、６５℃でのハイブリダイゼーシ
ョン、及び０．１×ＳＳＣ、０．１％のＳＤＳを含む緩衝液による６５℃での洗浄処理を
より好ましく挙げることができる。なお、ハイブリダイゼーションのストリンジェンシー
に影響を与える要素としては、上記温度条件以外に種々の要素があり、当業者であれば種
々の要素を組み合わせて、上記例示したハイブリダイゼーションのストリンジェンシーと
同等のストリンジェンシーを実現することが可能である。
【００２４】
　更に、本発明においては、本発明におけるタンパク質マーカーの検出に際して、該タン
パク質によって誘導され、該タンパク質に特異的に結合する抗体を用いることができる。
該抗体としては、モノクローナル抗体及びポリクローナル抗体を挙げることができる。該
抗体の作製は、本発明のポリペプチドマーカーを抗原として、常法により作製することが
できる。本発明の抗体を用いて、被検細胞におけるマーカータンパク質の発現を検出する
には、公知の抗体を用いた免疫学的測定法を用いて実施することができる。該免疫学的測
定法としては、例えばＲＩＡ法、ＥＬＩＳＡ法、蛍光抗体法等の公知の免疫学的測定法を
挙げることができる。
【００２５】
　本発明においては、本発明における遺伝子マーカー及びタンパク質マーカーの検出用プ
ローブ及び／又は検出用抗体を用いて、被検細胞におけるマーカー遺伝子及び／又はマー
カーポリペプチドの発現を検出し、繊維芽細胞と識別して間葉系幹細胞を分離し、取得す
ることができる。被検細胞におけるマーカー遺伝子の検出に際しては、被検細胞の遺伝子
を増幅するために、定量的又は半定量的ＰＣＲを用いることができる。該ＰＣＲとしては
ＲＴ－ＰＣＲ（逆転写ＰＣＲ）を用いることができる。該ＰＣＲを行うに際しては、本発
明におけるマーカー遺伝子を増幅するためのセンスプライマー及びアンチセンスプライマ
ーからなるプライマーを用いる。
【００２６】
　本発明におけるの抗体を用いて蛍光抗体法により、間葉系幹細胞を標識化し、被検細胞
における間葉系幹細胞マーカーポリペプチドの発現を検出し、間葉系幹細胞を識別、分離
することができる。蛍光抗体法により未分化造血細胞を標識化するには、本発明における
タンパク質マーカーに特異的に結合する抗体を蛍光標識し、これを抗原を発現している間
葉系幹細胞に結合させて、間葉系幹細胞を標識化する（直接蛍光抗体法）か、或いは、抗
原を発現している間葉系幹細胞に、未標識の本発明の特異抗体を結合させた後に、標識化
した二次抗体（抗免疫グロブリン抗体）を結合させて間葉系幹細胞を標識化し（間接蛍光
抗体法）、該標識化した間葉系幹細胞を分離、採取する。
【００２７】
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　本発明の間葉系幹細胞の検出、識別に用いるマーカー遺伝子検出用プローブ、該プロー
ブを固定したマーカー遺伝子検出用マイクロアレイ又はＤＮＡチップ、及び本発明におけ
る間葉系幹細胞検出用の抗体は、それらを装備した間葉系幹細胞の識別用キットとして製
品化しておくことができる。
【実施例１】
【００２８】
　以下、実施例により本発明をより具体的に説明するが、本発明の技術的範囲はこれらの
例示に限定されるものではない。
［材料及び方法］
　この実施例では、どの系列にも分化が決定されていない増殖期（７０－８０％コンフル
エント）でのヒト骨髄間葉系細胞とヒト繊維芽細胞の骨、軟骨、脂肪関連遺伝子の発現レ
ベルを比較した。
　ヒト骨髄間葉系細胞（human mesenchymal stem cell）は、腸骨或いは歯槽骨より分離
した。或いは購入した。ヒト繊維芽細胞（human fibloblast）は、購入或いは、歯肉組織
より分離培養した。
　これらの細胞はいずれも、１ｎｇ／ｍｌのｂＦＧＦ及び１０％ウシ胎児血清（ＦＣＳ）
を含む培地を用いて３７℃、５％炭酸ガス存在下にて培養した（Biochemical and Biophy
sical Research Communication, 288, 413-419, 2001）。本実施例では、３～７回継代し
たものを用いた。骨分化はコンフルエントに達した骨分化誘導培地（１０％ＦＢＳ含有α
ＭＥＭに、１００ｎＭデキサメタゾン、１０ｍＭ　β－グリセロールリン酸、５０μｇ／
ｍＬ　アスコルビン酸－２－リン酸を加えた培地）を用いて、３７℃、５％炭酸ガス存在
下にて２８日培養して誘導した（Science 284, 2, 1999）。この条件でヒト骨髄間葉系細
胞の培養系は広範囲に一様にアリザリン赤によって染色されたことから、骨分化と石灰化
が起こっていたことが示された。
【実施例２】
【００２９】
［増殖期でのヒト未分化骨髄間葉系細胞とヒト繊維芽細胞でのマーカー遺伝子の発現レベ
ルの比較］
　各細胞からTrizol Reagent（Invitrogen社製）を用いて全ＲＮＡを抽出後、各全ＲＮＡ
を１μｇを鋳型としてSuperScrit first-strand system or RT-PCR（Invitrogen社製）を
用いて、４２℃、５０分間の逆転写反応を行ってｃＤＮＡを合成した。合成されたｃＤＮ
Ａを鋳型としてAdvantage 2 PCR enzyme system（Clontech社製）を用いて各遺伝子マー
カーを増幅した。９４℃３０分間で変性、６８℃１分間でアニールを３０サイクル行った
。増幅に用いた各遺伝子のプライマー配列を表１にまとめた。増幅した遺伝子を１％アガ
ロースゲルを用いた電気泳動にて分離し、エチジウムブロマイド染色によって染色した。
【００３０】
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【表１】

【００３１】
　増殖期（７０～８０％　コンフルエント）でのヒト未分化骨髄間葉系細胞とヒト繊維芽
細胞でのosteocalcin（オステオカルシン）（図では、ＯＣと略す）,osteopontin（オス
テオポンチン）（ＯＰ）, bone sialoprotein（ＢＳＰ）, alkaline phosphatase（ＡＬ
Ｐ）, type II collagen（Coll 2）, aggrecan（ＡＧＧ）, Sox 9, PPAR-gamma 2（ＰＰ
ＡＲ２）　ｍＲＮＡの発現レベルの比較（図１）。
　増殖用培地で培養した増殖期（７０～８０％　コンフルエント）での未分化骨髄間葉系
細胞は、これまでの研究から予想されたように、増殖が停止していないのでまた骨誘導培
地を添加していないので骨分化していなかった。つまりアリザリン赤染色で染まらず石灰
化していなかった。しかし７個体から分離したヒト未分化骨髄間葉系細胞の全てで（個体
によって発現に強弱があるものの）、最も代表的な骨マーカー遺伝子であるオステオカル
シン　ｍＲＮＡの発現が観察された。一方、４個体から分離したヒト繊維芽細胞はいずれ
もオステオカルシン　ｍＲＮＡを発現していなかった（図１）。
【００３２】
　オステオカルシン（osteocalcin）以外に、オステオポンチン（osteopontin）、bone s
ialoprotein、alkaline phosphataseも骨芽細胞でその発現が上昇することが知られてい
る。しかし、これらのマーカーの発現には個体差があり、個体によって発現しているもの
としていないものがあった。なお４個体から分離したヒト繊維芽細胞では、２個体由来の
細胞できわめて低レベルのalkaline phosphatase　ｍＲＮＡが検出された以外、これらの
発現は観察されなかった（図１）。
　軟骨マーカーであるtype II collagen, aggrecanの発現については、検討したほとんど
の未分化骨髄間葉系細胞で低レベルのaggrecan　ｍＲＮＡが検出されたが、最も重要な軟
骨マーカーtype II collagen　ｍＲＮＡは一例も検出できなかった（図１）。一方、これ
らの軟骨マーカーは（２個体由来の細胞できわめて低レベルのaggrecan　ｍＲＮＡが検出
された以外）、検討した全てのヒト繊維芽細胞で発現していなかった（図１）。
【００３３】
　脂肪細胞マーカーであるPPAR-gamma 2（ＰＰＡＲ２）　ｍＲＮＡは、全ての骨髄間葉系
細胞とヒト繊維芽細胞で発現していたが（図１）、別の脂肪細胞マーカーであるＡＰ２　
ｍＲＮＡはいずれの細胞でも検出できなかった。
　これらの結果は、骨髄間葉系細胞が、未分化であるものの、各分化系列の遺伝子群の全
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体でなくその一部だけ既に発現していることを示している。
【実施例３】
【００３４】
［骨髄間葉系細胞の骨分化誘導前と骨分化後での発現レベルの比較］
　３個体由来の骨髄間葉系細胞において、増殖期と骨分化誘導後の骨マーカーの発現レベ
ルを比較した。オステオカルシンの発現レベルは分化前と分化後でほとんど同等であった
のに対して、他の骨マーカーの発現はいずれも骨分化誘導後に上昇したが、増殖期では著
しく低レベルであったか、検出できなかった（図２）。骨マーカーの発現が部分的である
ため骨髄間葉系幹細胞は増殖期で、骨芽細胞とはならないことが示唆された。
【実施例４】
【００３５】
［ヒト未分化、骨髄間葉系細胞とヒト繊維芽細胞でのビタミンＤの作用の比較］
　３個体由来の骨髄間葉系細胞の増殖期で、１０-8Ｍ　１，２５水酸化ビタミンＤ3（1,2
5-(OH)2 vitamin D3）を添加すると、４８時間以内にオステオカルシンとオステオポンチ
ンの発現が著しく亢進した（図３）。一方、bone sialoprotein, alkaline phosphatase
は、１，２５水酸化ビタミンＤ3には応答しなかった。ヒト繊維芽細胞では、いずれの遺
伝子も１，２５水酸化ビタミンＤ3には応答しなかった。
　表２は、ヒト未分化骨髄間葉系細胞（ＭＳＣ）とヒト繊維芽細胞での、骨マーカー、軟
骨マーカー、脂肪マーカー及びビタミンＤ応答について、多くの個体由来細胞を用いて検
討した結果を示す。
【００３６】

【表２】

【００３７】
［抗オステオカルシン（osteocalcin）抗体を用いたＦＡＣＳ分析］
　まず表面抗原を認識する一次抗体と５×１０5個の細胞を混合し、室温で３０分間イン
キュベーションをする。一次抗体が蛍光で認識されている場合には、洗浄後フローサイト
メーターで測定した。一次抗体が蛍光標識されていない場合には、洗浄後一次抗体に対し
て結合活性を有する蛍光標識された二次抗体と一次抗体が反応した細胞とを混合し、再び
室温で３０分間インキュベーションした。洗浄後、一次抗体と二次抗体で染色された細胞
をフローサイトメーターで測定した。
　図４及び図５は、オステオカルシンに対する抗体を用いて、ＦＡＣＳ分析をした結果を
示す。ビタミンＤの添加によって、８０％以上の増殖期のヒト未分化骨髄間葉系細胞が発
現したのに対して、繊維芽細胞ではビタミンＤを添加してもオステオカルシンを産生する
細胞は検出できなかった。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】本発明の実施例におけて、間葉系幹細胞（ＭＳＣ）と繊維芽細胞において各種遺
伝子マーカー発現レベルの比較を示す図である。
【図２】本発明の実施例において、骨分化誘導前後の間葉系幹細胞の遺伝子マーカー発現
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の変化を示す図である。
【図３】本発明の実施例において、ビタミンＤに対する間葉系幹細胞（ＭＳＣ）及び繊維
芽細胞の応答性を示す図である。
【図４】本発明の実施例において、ＦＡＣＳによるヒト細胞内（ｈＭＳＣ、hFibroblast
）オステオカルシン（Osteocalcin）の検出を示す図である。
【図５】本発明の実施例において、ヒトＭＳＣとヒト繊維芽細胞のオステオカルシン（Os
teocalcin）陽性率の比較を示す図である。

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】
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