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(57)【要約】
　本発明は改善された間葉系間質細胞（MSC）調製物及びそれを作製する方法に関する。
本発明は、複数の非血縁（第三者）骨髄ドナーの骨髄単核細胞（BM-MNC）をプールするこ
とによってMSCをBM-MNCから単離するための新たな戦略を提供する。本発明の方法論に従
って製造されたMSC調製物は、個々のドナーのMSC調製物又は複数のドナーから生成された
個々のMSCのプールと比較して安定した増殖能及び増大した免疫抑制能を特徴とする。本
発明によって調製されたMSCは造血幹細胞移植を受けたレシピエント、自己免疫障害の患
者における移植片対宿主病（GvHD）の治療等の医学的用途に、また再生医療における細胞
ベースの療法として特に有用である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　間葉系間質細胞（MSC）を単離するin vitro方法であって、少なくとも2人の遺伝学的に
異なるドナーから得られた骨髄サンプルをプールして、サンプル細胞プールを得ることと
、その後に間葉系間質細を前記サンプル細胞プールから単離することとを含む、方法。
【請求項２】
　（a）少なくとも2人の遺伝学的に異なるドナーから得られた多数の骨髄サンプルを準備
する工程と、
　（b）前記骨髄サンプルをプールしてサンプル細胞プールを得る工程と、
　（c）任意に前記サンプル細胞プールを培養する工程と、
　（d）工程（b）において得られた前記サンプル細胞プールから前記間葉系間質細胞を単
離する工程と、
を含む、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　前記骨髄サンプルが哺乳動物骨髄サンプルであり、前記間葉系間質細胞が哺乳動物間葉
系間質細胞であり、又は該骨髄サンプルがヒト骨髄サンプルであり、該間葉系間質細胞が
ヒト間葉系間質細胞である、請求項1又は2に記載の方法。
【請求項４】
　前記骨髄サンプルが骨髄単核細胞サンプルである、請求項1～3のいずれか一項に記載の
方法。
【請求項５】
　前記骨髄サンプルが少なくとも3人、又は少なくとも4人、又は少なくとも5人、又は少
なくとも6人、又は少なくとも7人、又は少なくとも8人の遺伝学的に異なるドナーから得
られたものである、請求項1～4のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　単離された前記間葉系間質細胞を保管するか、又は単離された該間葉系間質細胞を増加
させる工程を更に含む、請求項1～5のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　hTERT陰性かつ多遺伝子性であることを特徴とする、骨髄単核細胞（BM-MNC）から単離
されたMSCを含む間葉系間質細胞（MSC）調製物。
【請求項８】
　（a）少なくとも95 %のCD73+細胞、1
及び／又は、
　（b）少なくとも95 %のCD90+細胞、1
及び／又は、
　（c）少なくとも95 %のCD105+細胞、1
及び／又は、
　（d）少なくとも95 %のHLAクラスI+細胞、1
及び／又は、
　（e）1 %未満のCD45+細胞、
及び／又は、
　（f）1 %未満のCD14+細胞、
及び／又は、
　（g）1 %未満のCD34+細胞、
及び／又は、
　（h）5 %未満のHLA-DR+細胞、
を含む、請求項7に記載のMSC調製物。
【請求項９】
　（a）、（b）及び（c）、及び／又は（e）、（f）及び（g）を含む、請求項8に記載のM
SC調製物。
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【請求項１０】
　請求項1～6のいずれか一項に記載の方法によって得ることができる、請求項7～9のいず
れか一項に記載のMSC調製物。
【請求項１１】
　少なくとも2つの一遺伝子性の遺伝学的に異なる骨髄サンプルをプールした後、該骨髄
サンプルに含有される間質細胞画分を単離する及び／又は増加させることによって得るこ
とができる、少なくとも2人の遺伝学的に異なる骨髄ドナーに由来する骨髄サンプルを含
む細胞組成物。
【請求項１２】
　間葉系間質細胞を単離する方法における少なくとも2人の遺伝学的に異なる骨髄ドナー
から得られた骨髄単核細胞の混合物又は請求項11に記載の細胞組成物の使用。
【請求項１３】
　薬剤に使用される、請求項7～10のいずれか一項に記載のMSC調製物。
【請求項１４】
　多発性硬化症、1型糖尿病、関節リウマチ、ブドウ膜炎、自己免疫性甲状腺疾患、炎症
性腸疾患（IBD）、強皮症、グレーブス病、狼瘡、クローン病、自己免疫性リンパ増殖性
疾患（ALPS）、脱髄疾患、自己免疫性脳脊髄炎、自己免疫性胃炎（AIG）、自己免疫性糸
球体疾患、移植片対宿主病（GvHD）から選ばれる自己免疫疾患の治療に使用される、請求
項7～10のいずれか一項に記載のMSC調製物又は請求項11に記載の細胞組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は改善された間葉系間質細胞（MSC）調製物及びそれを作製する方法に関する。
本発明は、複数の非血縁（第三者）骨髄ドナーの骨髄単核細胞（BM-MNC）をプールするこ
とによってMSCをBM-MNCから単離するための新たな戦略を提供する。本発明の方法論に従
って製造されたMSC調製物は、個々のドナーのMSC調製物又は複数のドナーから生成された
個々のMSCのプールと比較して安定した増殖能及び増大した免疫抑制能を特徴とする。本
発明によって調製されたMSCは造血幹細胞移植を受けたレシピエント、自己免疫障害の患
者における移植片対宿主病（graft-versus-hostdisease）（GvHD）の治療等の医学的用途
に、また再生医療における細胞ベースの療法として特に有用である。
【背景技術】
【０００２】
　間葉系間質細胞（MSC）は1970年代のFriedensteinet al.による発見以来、免疫調節能
及び再生能に関してin vitro及びin vivoの両方で広範に調査されている。それらの同定
及び予測単離のための独自の細胞表面マーカーがないにもかかわらず、過去10年間でMSC
の多面的機能の解明に多大な進展が見られた。種々の製造業者による臨床的に使用される
MSCの効果を比較するために、国際細胞治療学会（InternationalSociety for Cellular T
herapy）はMSCを規定するための一連の表現型基準及び機能基準を提案している。MSCの表
面上でのHLAクラスII抗原及び共刺激分子の非存在、免疫調節能を有する無数の分子のパ
ラクリン分泌、並びに多くの組織からの予測単離の容易さから、MSCは組織損傷、炎症プ
ロセス及び自己免疫障害等の広範な臨床状態における細胞ベースの治療的戦略の非常に魅
力的な供給源となっている。しかしながら、これら全ての臨床用途について適時に多数の
「既製の」MSCが存在する必要がある。
【０００３】
　これまで、臨床研究の大半は単一骨髄ドナーから生成された間葉系間質細胞（MSC）を
用いて行われていた。MSC調製物の効果はドナー間で著しく異なるため、これらの研究か
ら得られた結果はかなりの程度まで非常に不均一であった。加えて、本発明者ら及び他の
研究者らによりMSCがドナー間だけでなく、集団間でも大きな不均一性をクローンレベル
で示すことが実証された。この顕著な不均一性は、同等の治療効力を有するMSC生成物を
再現性よく生成するために用いることができる臨床製造プロトコルの開発において大きな
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障害となる。
【０００４】
　骨髄サンプルからのヒト間葉系間質細胞の単離プロセスが特許文献1に記載されている
。間葉系間質細胞に結合する抗体が、MSCを骨髄穿刺液又は粉砕骨材料から精製するため
に開発された。骨髄サンプルをFicoll勾配によって分離し、低密度画分を幹細胞単離に使
用する。特許文献1では、組織培養プラスチック上の通常培地中で1日細胞を培養し、幹細
胞を接着させた。その後に培地を交換し、コンフルエントになるまで培地を4日毎に交換
しながら細胞を培養し、MSCを得る。
【０００５】
　特許文献2は単一ドナーからの骨髄由来MSCの単離を開示している。特許文献2は、単一
ドナーに由来するMSC調製物を臨床スケール調製物まで増加させることができることを教
示している。
【０００６】
　MSC調製物を非血縁骨髄ドナー又は骨サンプルの個々の骨髄単核細胞画分から生成した
後にプールすることで、同種異系造血幹細胞移植を受けた骨髄線維症の患者において致死
的出血の治療が可能であることが知られている（非特許文献1）。この研究では、2人の異
なるドナーに由来する臨床グレードMSC調製物を別個に組み合わせることで、応答の可能
性が増大した。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】米国特許第5,486,359号
【特許文献２】国際公開第2012/048093号
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】O Ringden and K LeBlanc, Bone MarrowTransplantation, 2011; 46:11
58-1160
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　上記の従来技術に鑑みると、予測可能な増殖能及び免疫抑制能、並びに最小のバッチ間
変動を有する臨床グレードMSC調製物を調製することが臨床的に引き続き必要とされる。
したがって、本発明が解決しようとする課題は、改善された特徴を有する骨髄サンプルか
らのMSCの作製／単離のためのプロセスを提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　上記の課題は第1の態様では、hTERT陰性かつ多遺伝子性であることを特徴とする、骨髄
単核細胞（BM-MNC）から単離されたMSCを含む間葉系間質細胞（MSC）調製物によって解決
される。好ましい実施の形態では、上記MSCは哺乳動物、好ましくはヒトMSCである。
【００１１】
　「一遺伝子性」という用語は、細胞のサンプル又は組成物を記載する状況で使用される
場合、共通の供給源に由来する又は同じ遺伝的背景を有する細胞を指す。一方、「多遺伝
子性」という用語は異なる供給源に由来し、異なる遺伝的背景を有する細胞の組成物を指
す。本発明において、「多遺伝子性MSC調製物」は異なる遺伝的背景を有するMSC、例えば
少なくとも2人の遺伝学的に異なる骨髄ドナーに由来するMSCを含む組成物である。
【００１２】
　本明細書に記載の発明において、「間葉系間質細胞」及び「間葉系幹細胞」という用語
は、骨髄サンプルから単離された同じ多能性細胞画分の同義の記載と理解されるものとす
る。
【００１３】
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　それらの同種抑制能に関してドナー間変動を最小限に抑えるために、本発明者らは、プ
ールした8人の第三者健常ドナーの骨髄単核細胞（BM-MNC）からGMPに準拠した無血清MSC-
マスターセルバンクを確立する以下の独自の三段階技法を開発した：（i）地方倫理委員
会及びヘルシンキ宣言によって下された承認に完全に一致した、8人の第三者健常ドナー
からの個々のBM-MNCの混合多遺伝子（polygenic）の単離及び凍結保存、（ii）融解後の
プールしたBM-MNCからのMSCの生成及びバイアルにおける凍結保存、並びに（iii）それら
の無血清増加及び「既製」臨床スケール用量の生成のためのMSCサンプルの融解。このよ
うに、本発明者らは、個々の骨髄ドナーから生成されたMSCと比較して一貫して高い同種
抑制能及び一定の増殖能を有する臨床グレードMSC調製物の生成のための驚くほど効果的
なプロトコルを開発した。したがって、このプロトコルは臨床研究者に移植片対宿主病及
び他の炎症性障害の治療のための一貫した品質の臨床グレードMSCをもたらす。相当な初
期費用にもかかわらず、このプロトコルは臨床グレードMSCの免疫抑制性能における一貫
性、再現性及び信頼性を確実にする。
【００１４】
　また別の実施の形態は、上記MSCがTERT陰性であることを更に特徴とする本発明のMSC調
製物に関する。TERTは酵素テロメラーゼの触媒サブユニットであるテロメラーゼ逆転写酵
素（TERT、又はヒトではhTERTと略される）であり、テロメラーゼRNAコンポーネント（TE
RC）とともに不死化細胞の増殖能の維持に必要とされるテロメラーゼ複合体の最も重要な
単位を構成する。本発明のMSC調製物は、hTERT発現の欠如と一致して不死でないMSCを含
むことが示される。
【００１５】
　本発明の付加的な好ましい一実施の形態は、
　（a）少なくとも80 %、好ましくは少なくとも95 %、最も好ましくは少なくとも98 %のC
D73+細胞、及び／又は、
　（b）少なくとも80 %、好ましくは少なくとも95 %、最も好ましくは少なくとも98 %のC
D90+細胞、及び／又は、
　（c）少なくとも80 %、好ましくは少なくとも95 %、最も好ましくは少なくとも98 %のC
D105+細胞、及び／又は、
　（d）少なくとも80 %、好ましくは少なくとも95 %、最も好ましくは少なくとも98 %のH
LAクラスI+細胞、及び／又は、
　（e）10 %未満、好ましくは1 %未満、最も好ましくは0.1 %未満のCD45+細胞、及び／又
は、
　（f）10 %未満、好ましくは1 %未満、最も好ましくは0.5 %未満のCD14+細胞、及び／又
は、
　（g）10 %未満、好ましくは1 %未満、最も好ましくは0.5 %未満のCD34+細胞、及び／又
は、
　（h）10 %未満、好ましくは5 %未満、最も好ましくは1 %未満のHLA-DR+細胞、
を含む、本明細書に記載されるMSC調製物である。
【００１６】
　付加的な一実施の形態では、MSC調製物は、
　（a）少なくとも80 %、好ましくは少なくとも95 %、最も好ましくは少なくとも98 %のC
D73+細胞、及び、
　（b）少なくとも80 %、好ましくは少なくとも95 %、最も好ましくは少なくとも98 %のC
D90+細胞、及び、
　（c）少なくとも80 %、好ましくは少なくとも95 %、最も好ましくは少なくとも98 %のC
D105+細胞、
を含む。
【００１７】
　付加的に、本発明のMSC調製物は、
　（e）10 %未満、好ましくは1 %未満、最も好ましくは0.1 %未満のCD45+細胞、及び、
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　（f）10 %未満、好ましくは1 %未満、最も好ましくは0.5 %未満のCD14+細胞、及び、
　（g）10 %未満、好ましくは1 %未満、最も好ましくは0.5 %未満のCD34+細胞、
を含み得る。
【００１８】
　本発明の課題は、少なくとも2人の遺伝学的に異なるドナーから得られた骨髄サンプル
をプールして、サンプル細胞プールを得ることと、その後に間葉系間質細胞を上記サンプ
ル細胞プールから単離することとを含む、間葉系間質細胞を単離するin vitro方法によっ
て更に解決される。
【００１９】
　本発明に従うMSCを骨髄サンプルから調製又は単離するプロセスは、遺伝学的に異なる
ドナーからの骨髄又は骨髄に由来する単核細胞画分をプールする工程を伴う。したがって
、本発明の方法では少なくとも2つの遺伝学的に異なる骨髄サンプル又は遺伝学的に異な
るBM-MNC画分をプールする。重要なことには、本発明の方法はBMサンプルが依然として異
なる細胞型の混合物を含有する段階で遺伝学的に異なるBMサンプルをプールすることを含
む。したがって、遺伝学的に異なるBM-MNCサンプルをプールした後、MSC画分を該サンプ
ルから精製又は増加させるのが好ましい。MSCの単離の前に細胞をプールすることで、驚
くほど改善された同種抑制能を有するMSC調製物がもたらされる。
【００２０】
　一実施の形態では、本発明による方法は、
　（a）少なくとも2人の遺伝学的に異なるドナーから得られた多数の骨髄サンプルを準備
する工程と、
　（b）上記骨髄サンプルをプールしてサンプル細胞プールを得る工程と、
　（c）任意に、上記サンプル細胞プールを培養する工程と、
　（d）工程（b）において得られた上記サンプル細胞プールから上記間葉系間質細胞を単
離する工程と、
を含む。
【００２１】
　好ましい一実施の形態では、方法は少なくとも2人の遺伝学的に異なるドナーから得ら
れた多数の骨髄サンプルを準備する工程と、単核細胞画分を骨髄サンプルから単離する工
程と、該骨髄単核細胞サンプルをプールしてBM-MNCプールを得る工程と、任意に該BM-MNC
プールを培養する工程と、該BM-MNCプールから上記間葉系間質細胞を単離する工程とを含
む。当然ながら、本明細書で上記及び下記に説明される本発明の方法の全ての付加的な特
別な変形形態は、BM-MNCを骨髄サンプルから単離する工程を含むこの方法論の等しく好ま
しい実施の形態である。
【００２２】
　本発明における「サンプル細胞プール」という用語は、異なる遺伝的背景を有する骨髄
由来細胞の混合物を指すものとする。したがって、本発明のサンプル細胞プールは多遺伝
子性である。最も好ましくは、本発明に従うサンプル細胞プールはMSCが好ましくは80 %
、好ましくは70%、60 %、50 %、40 %、30 %、20 %未満、最も好ましくは10 %未満、更に
より好ましくは5 %未満、1 %未満、最も好ましくは0.1 %未満の低パーセンテージまでし
か存在しないことを特徴とする。
【００２３】
　本明細書で使用される「遺伝学的に異なる」という用語は、骨髄ドナー／被験体間にゲ
ノムレベルで少なくとも1つの差異が存在することを示す。骨髄は2人、3人、4人、5人、6
人、7人、8人、9人、10人、11人、12人、13人、14人、15人、16人、17人、18人、19人、2
0人、25人、30人、35人、40人、45人、50人、55人、60人、65人、70人、75人、80人、85
人、90人、95人、100人又はより多くのドナーから採取することができる。4つ～8つの異
なるドナーサンプルの使用が最も好ましい。
【００２４】
　本発明に従う「骨髄サンプル」は骨髄穿刺液又は海綿状骨片等の骨片であり得る。好ま
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しい実施の形態では、骨髄サンプルは骨髄穿刺液である。骨髄サンプルを採取する方法は
当業者に既知である。上記の本発明の骨髄サンプルは、好ましい一実施の形態において異
なる細胞型の混合物を含む。例えば上記骨髄サンプルは各々、少なくとも1つの非接着性
細胞画分及び少なくとも1つの接着性細胞画分を含む。特定の好ましい一実施の形態では
、上記骨髄サンプルは骨髄単核細胞（BM-MNC）サンプル又は画分である。BM-MNCは骨髄か
ら得られる。
【００２５】
　本発明における「骨髄単核細胞画分」（本明細書で「BM-MNC」とも称される）は、Bリ
ンパ球、Tリンパ球及びNKリンパ球、初期骨髄性細胞、並びに非常に少数の内皮前駆細胞
、造血幹／前駆細胞及び／又は間葉系間質細胞を含有する。
【００２６】
　本発明の好ましい実施の形態では、上記骨髄サンプルは哺乳動物骨髄サンプルであり、
上記間葉系間質細胞は哺乳動物間葉系間質細胞である。該骨髄サンプルがヒト骨髄サンプ
ルであり、該間葉系間質細胞がヒト間葉系間質細胞であるのがより好ましい。
【００２７】
　本発明のまた別の実施の形態は、方法が骨髄単核細胞（BM-MNC）を上記骨髄サンプルの
各々から抽出してBM-MNCサンプルを得る工程（a'）を更に含み、工程（b）において該BM-
MNCサンプルをプールして上記サンプル細胞プールを得る、MSCを単離する前述のプロセス
に関する。上述のように、BM-MNC画分／サンプルはごく少数のMSCを含有する。したがっ
て、本発明の好ましい一実施の形態では、プールされる上記BM-MNCサンプルは該サンプル
中の全細胞当たりの間葉系間質細胞のパーセンテージが80 %、好ましくは70 %、60 %、50
 %、40 %、30 %、20 %未満、最も好ましくは10 %未満、更により好ましくは5 %未満、1 %
未満、最も好ましくは0.1%未満である。
【００２８】
　本明細書に記載の発明において、その実施の形態及び態様の全てで上記骨髄サンプル（
又はBM-MNCサンプル）が少なくとも3人、より好ましくは少なくとも4人、より好ましくは
少なくとも5人、より好ましくは少なくとも6人、より好ましくは少なくとも7人、最も好
ましくは少なくとも8人の遺伝学的に異なるドナーから得られたものであるのが特に好ま
しい。言い換えると、MSC細胞調製物及びその作製方法は、特に好ましい一実施の形態に
おいて少なくとも3つ、より好ましくは少なくとも4つ、より好ましくは少なくとも5つ、
より好ましくは少なくとも6つ、より好ましくは少なくとも7つ、最も好ましくは少なくと
も8つの遺伝学的に異なる細胞サンプルをプールすることを含む。
【００２９】
　BM-MNCを骨髄サンプル、特に骨髄穿刺液から単離する方法は当業者に既知である。しか
しながら、本発明の一実施の形態では、BM-MNCが骨髄サンプルからFicoll勾配等の細胞密
度分離を用いて単離されたものであるのが好ましい。
【００３０】
　プールした後、得られる本発明のサンプル細胞プールを用いてMSCを単離及び精製する
。MSCを骨髄サンプル又はBM-MNCから単離する方法も当該技術分野で既知である。好まし
い本発明の方法は、培養容器から細胞培養培地を一定の間隔で吸引することで浮遊細胞を
単純に除去することによる非接着性細胞と接着性細胞との分離である。培地を複数回交換
することにより、非接着性細胞の画分が一貫して低減する一方で、接着性MSC画分はコン
フルエントになるまで成長し続ける。これらの接着性細胞はMSCである。
【００３１】
　このため、一実施の形態では、本発明の方法の工程（d）が非接着性細胞を上記サンプ
ル細胞プールの培養物から少なくとも1回除去する工程を含むか、又は該サンプル細胞プ
ールを培養した後、少なくとも1つの検出可能な表面マーカー若しくは抗体を用いて上記M
SCを精製するのが好ましい。
【００３２】
　付加的に、本発明の方法は上記単離間葉系間質細胞を保管するか、又は該単離間葉系間
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質細胞を増加させる更なる工程を提供し得る。
【００３３】
　付加的な一態様では、本発明は臨床グレードMSC調製物を作製する方法を含む。この方
法はMSCを単離する上述の方法工程を含むが、臨床的に適用可能なMSCの量を得るまでの単
離MSCの増加を更に含む。本発明のMSCの増加はMSCを単離した直後に続いて行われるか、
又は代替的には単離MSCを凍結保存によって保管し、細胞のアリコートを融解することで
増加プロセスを開始する。MSCを増加させる方法は当該技術分野で既知であり、本願の実
施例の項に例として説明される。
【００３４】
　本発明の別の態様は、少なくとも2人の遺伝学的に異なる骨髄ドナーに由来する骨髄サ
ンプルを含む細胞組成物に関する。代替的には、本発明の細胞組成物は少なくとも2人の
遺伝学的に異なる骨髄ドナーに由来するBM-MNCを含み得る。したがって、本発明の細胞組
成物は好ましくは多遺伝子性である。
【００３５】
　一実施の形態では、本発明の細胞組成物は少なくとも2つの一遺伝子性及び遺伝学的に
異なる骨髄サンプルをプールした後、該骨髄サンプル中に含有される幹細胞画分を単離す
る及び／又は増加させることによって得ることができる。その結果、プールすることによ
り細胞組成物が多遺伝子性となる。
【００３６】
　好ましい一実施の形態では、上記骨髄サンプルは骨髄単核細胞サンプルである。
【００３７】
　この態様の一実施の形態は、
　（a）各自が遺伝学的に異なる骨髄ドナーに由来する少なくとも2つの骨髄サンプルを得
る工程と、
　（b）上記骨髄サンプルの各々から骨髄単核細胞画分を単離して、一遺伝子性骨髄単核
細胞サンプルを得る工程と、
　（c）各々の骨髄サンプルから得られた上記一遺伝子性骨髄単核細胞サンプルをプール
して、多遺伝子性細胞組成物を得る工程と、
を含む方法によって得ることができる本発明の細胞組成物に関する。
【００３８】
　本発明における「骨髄単核細胞画分」は骨髄に由来するこの細胞画分について知られる
標準細胞組成物を含むことが理解される。この点で、上記一遺伝子性単核細胞サンプルを
プールした後、細胞を精製する又は増加させる更なる工程を行い、好ましくは任意のMSC
をそれから単離又は精製することが好ましい。
【００３９】
　本発明のまた別の態様は、間葉系間質細胞を単離する方法における少なくとも2人の遺
伝学的に異なる骨髄ドナーから得られた骨髄単核細胞の混合物の使用を提供する。
【００４０】
　間葉系間質細胞を精製／単離する方法における本明細書で先に記載した細胞組成物の使
用の態様が更に提供される。
【００４１】
　本発明の課題は、本明細書で上記に説明したMSCを単離／精製する方法によって得るこ
とができる間葉系間質細胞によっても解決される。
【００４２】
　本明細書に記載のMSC調製物又はMSCは薬剤に使用されるのが好ましい。MSCは概して広
範な医学的用途に使用される。以下の例に限定されることを意図するものではないが、本
発明のMSCは好ましくは多発性硬化症、1型糖尿病、関節リウマチ、ブドウ膜炎、自己免疫
性甲状腺疾患、炎症性腸疾患（IBD）、強皮症、グレーブス病、狼瘡、クローン病、自己
免疫性リンパ増殖性疾患（ALPS）、脱髄疾患、自己免疫性脳脊髄炎、自己免疫性胃炎（AI
G）及び自己免疫性糸球体疾患等の自己免疫疾患の治療に使用される。特に、本発明のMSC
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調製物は移植片対宿主病（GVHD）の治療に使用される。
【００４３】
　しかしながら、本明細書に記載の発明において、MSC調製物は好ましくは一過性、再発
性又は寛解型の任意の再生疾患又は自己免疫疾患に有用である。本発明のMSC調製物の他
の臨床用途は創傷治癒、角膜潰瘍、脳卒中、又は同種異系幹細胞移植における生着の促進
である。
【００４４】
　MSC投与を伴う細胞療法は例えば、MSCを含有する組織（骨髄）を摘出する工程、MSCを
本明細書に記載の方法に従って単離し、増加させる工程、及び生化学的操作又は遺伝子操
作を行って又は行わずにMSCを被験体／患者に投与する工程に基づく。
【００４５】
　一態様では、本発明は本発明に従って作製された治療量のMSC調製物を投与する工程を
含む、それを必要とする被験体を治療する方法を提供する。
【００４６】
　自己免疫疾患又は移植片対宿主病についての治療量は、約1×105細胞／kg～約1×107細
胞／kgを含有し得る。別の実施の形態では、治療量は約1×106細胞／kg～約5×106細胞／
kgである。別の実施の形態では、治療量は約2×106細胞／kg～約8×106細胞／kgである。
別の実施の形態では、治療量は約2×106細胞／kg、又は約2×106±約10%、約20 %若しく
は約30 %細胞／kgである。別の実施の形態では、治療量は約8×106細胞／kg又は約8×106

±約10%、約20 %若しくは約30 %細胞／kgであり、その間の任意の量又は範囲を含む。本
発明のMSC調製物を考えると、投与される間葉系間質細胞の数は患者の年齢、体重及び性
別、治療される疾患、並びにその程度及び重症度を含む様々な要因によって決まる。
【００４７】
　本発明のMSCは様々な手順によって投与することができる。MSCは静脈内投与、動脈内投
与又は腹腔内投与等によって全身的に投与することができる。間葉系間質細胞は、それを
必要とする器官又は組織への直接注射によって投与することができる。間葉系間質細胞は
局所的に適用することができる。間葉系間質細胞は、外科的処置中にそれを必要とする組
織に直接適用することができる。
【００４８】
　本発明に従う間葉系間質細胞は、血管新生によって緩和、治療又は予防され得る任意の
疾患又は障害の治療、緩和又は予防に用いることができる。このため、例えば間葉系間質
細胞は四肢、すなわち腕、脚、手及び足、並びに頸部又は様々な器官に見られるものを含
む動脈塞栓を治療するために動物に投与することができる。例えば、間葉系間質細胞を用
いて脳に血液を供給する動脈の塞栓を治療することができ、それにより脳卒中を治療又は
予防する。また、間葉系間質細胞を胎児及び生後角膜における血管の治療に使用すること
ができ、糸球体構造化をもたらすために使用することができる。別の実施の形態では、間
葉系間質細胞は内部及び外部の両方の創傷の治療、並びに糖尿病及び鎌状赤血球貧血等の
疾患に起因する皮膚潰瘍を含むが、これらに限定されない足、手、脚又は腕に見られる皮
膚潰瘍の治療に用いることができる。
【００４９】
　さらに、血管新生は胚着床及び胎盤形成に関与するため、間葉系間質細胞を用いて胚着
床を促進し、流産を予防することができる。
【００５０】
　加えて、間葉系間質細胞を、ヒトを含む胎児被験体に投与して、胎児被験体における血
管系の発生を促進することができる。
【００５１】
　別の実施の形態では、軟骨吸収及び骨形成を促進し、正確な成長板形態形成を促進する
ために、間葉系間質細胞を出生児又は胎児の被験体に投与することができる。
【００５２】
　間葉系間質細胞は、治療剤をコードする1つ又は複数のポリヌクレオチドを用いて遺伝
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子操作することができる。ポリヌクレオチドは、適切な発現ビヒクルによって間葉系間質
細胞に送達することができる。間葉系間質細胞を遺伝子操作するために用いることができ
る発現ビヒクルとしては、レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター及びアデノ
随伴ウイルスベクターが挙げられるが、これらに限定されない。本発明のMSCは例えば、T
ERTを過剰発現することにより細胞を不死化するように遺伝子操作することができる。
【００５３】
　また、本発明のMSC調製物又は間葉系間質細胞は幹細胞移植に使用することができる。
【００５４】
　骨置換材料の作製における本発明のMSC調製物又はMSCの使用が更に提供される。
【００５５】
　本発明の別の態様は、MSCの単離／精製のための本明細書に記載の方法のいずれかによ
る方法工程を含む、間葉系間質細胞を含む薬剤を作製する方法である。
【００５６】
　別の実施の形態では、本発明のMSC又は本発明の方法を用いて作製されるMSCは、例えば
それぞれ骨形成、脂肪生成及び軟骨形成誘導培地等の適切な誘導培地で培養されるそれぞ
れの細胞分化誘導条件等の適切な培養条件下で骨芽細胞、脂肪細胞及び／又は軟骨細胞に
分化することができる。一実施の形態では、適切な培養条件及び適切な誘導培地は実施例
に指定されるものである。別の実施の形態では、好適な条件及び培地の例はAubin J E. O
steoprogenitor cell frequency in rat bone marrow stromalpopulations: role for he
terotypic cell-cell interactions in osteoblastdifferentiation. J Cell Biochem. (
1999) 72(3):396-410（骨形成）、Falconi D, Oizumi K, Aubin J E. Leukemia inhibito
ry factorinfluences the fate choice of mesenchymal progenitor cells. Stem Cells.
 (2007)25(2):305-312（脂肪生成）、及びZhang S, Uchida S, Inoue T, ChanM, Mockler
 E, Aubin J E. Side population (SP) cells isolated from fetal ratcalvaria are en
riched for bone, cartilage, adipose tissue and neuralprogenitors. Bone. (2006) 3
8(5):662-670（軟骨形成）に開示されている。
【００５７】
　本発明の一態様では、本発明は培養培地及びその使用説明書の1つ又は複数を含む、本
発明の方法を実行するためのキットを提供する。別の実施の形態では、本発明は本発明の
単離間葉系間質細胞のサンプルと、任意に培養培地、及び／又は実験及び／又は移植にお
ける使用説明書とを含むキットを提供し得る。
【００５８】
　本明細書に記載される間葉系間質細胞（MSC）調製物は、多遺伝子性であり、以下の特
徴の少なくとも1つを有する骨髄単核細胞（BM-MNC）から単離されたMSCを含むことを更に
特徴とする：
　（a）一遺伝子性MSC（単一ドナーから生成された）におけるp21発現と比較して増大し
たp21発現、
　（b）一遺伝子性MSC（単一ドナーから生成された）におけるp53発現と比較して減少し
たp53発現、及び／又は、
　（c）一遺伝子性MSC（単一ドナーから生成された）におけるc-myc発現と比較して減少
したc-myc発現。
【００５９】
　これらの特徴は、記載の本発明のMSC調製物と現行の技術水準の調製物とを区別する代
替的又は付加的な構造的特徴として用いられ得る。一実施の形態では、本発明のMSC調製
物は、一遺伝子性MSC（単一ドナーから生成された）におけるp21発現と比較して増大した
p21発現を有するMSCを含む。本発明のMSCは、一遺伝子性MSC（単一ドナーから生成された
）におけるp53発現と比較して減少したp53発現を更に又は代替的に特徴とし得る。
【００６０】
　本発明は一実施の形態において、上記MSCが一遺伝子性MSC（単一ドナーから生成された
）におけるc-myc発現と比較して減少したc-myc発現を更に又は代替的に特徴とするMSC調
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製物に関する。
【００６１】
　特定の実施の形態では、上記のp21発現の増大は少なくとも2倍、好ましくは少なくとも
3倍、より好ましくは少なくとも4倍であり、及び／又は上記のp53発現の減少は少なくと
も10倍、好ましくは少なくとも20倍であり、及び／又は上記のc-myc発現の減少は少なく
とも10倍、好ましくは少なくとも20倍、最も好ましくは検出不可である。
【００６２】
　本発明の好ましいMSC調製物は上述の特徴（a）～（c）の全てを有するMSCを含む。本発
明の単離MSCは染色体5と染色体9との間に染色体転座を有する少なくとも1つのヒトMSCを
含み、これは本発明のMSCの付加的な特性として用いられ得る。MSCは（a）及び（b）、（
a）及び（c）、又は（b）及び（c）を特徴とするのが好ましい。最も好ましくは、上記MS
Cは（a）、（b）及び（c）を特徴とする。上記のp21、p53、c-myc及び／又はhTERTの発現
の差異が本発明のMSCと単一ドナーから生成された一遺伝子性MSCとの間にあるMSC調製物
も好ましい。
【００６３】
　ここで、本発明を添付の図面及び配列を参照して以下の実施例に更に説明するが、本発
明はそれらに限定されない。本発明の目的上、本明細書で引用される全ての参照文献はそ
の全体が引用することにより本明細書の一部をなす。
【図面の簡単な説明】
【００６４】
【図１】骨髄の採取及び骨髄単核細胞の分離を示す図である。A）骨髄を腸骨稜からの両
側穿刺（bilateral aspiration）により全身麻酔下の8人の健常第三者ドナーから採取し
た。B）骨髄サンプルをバッグに採取し、骨髄穿刺液1 ml当たり7 %～12 %のACD-A及び7 i
.U.～12 i.U.のヘパリンで抗凝固処理した。C）骨髄単核細胞を、Sepax II NeatCellプロ
セス（Biosafe，Switzerland）を用いたFicoll（GE Healthcare，Munich，Germany）密度
遠心分離によって骨髄穿刺液から富化した（enriched）。D）BM-MNCを2回洗浄し、10 %DM
SO/5 %HSA/X-vivoからなる凍結用培地に再懸濁した。E）凍結用培地中の各骨髄ドナーか
らのBM-MNCを含有するバッグを、使用するまで液体窒素の気相中で凍結した。
【図２】骨髄単核細胞からのMSCバンクの生成を示す図である。A）各ドナーの骨髄単核細
胞を含有するバッグを+37℃で融解し、培地で2回洗浄した後、5%血小板溶解物を添加した
一定容量のDMEMにプールした。全ての細胞を1枚の1-CellStackプレート及び11枚の2-Cell
Stackプレートにプレーティングした。B）72時間後に非接着性画分を除去し、接着性細胞
を5 %PLを添加したDMEM中で更に11日間、3日毎に培地を取り換えて更に培養した。MSCが
出現し、80 %コンフルエンスまで成長した後、トリプシン（TrypLE）を用いてMSCを剥離
し、培地で洗浄した後に細胞ペレットを10 %DMSO/5 %HSA/DMEMからなる凍結用培地に再懸
濁した。C）MSCを、各々が1.5×106の継代P1のMSCを含有する210本の凍結用バイアル内で
凍結した。MSCの入ったこの一連のバイアルをMSCバンクと指定した。
【図３】MSC臨床最終生成物の生成を示す図である。A）MSCの入った3本の無作為に選ばれ
た凍結保存バイアルを、初期凍結保存の6週間～8週間後に融解した。B）これらを1枚の1-
CellStack（636 cm2）にプレーティングし、10 %血小板溶解物を含有するDMEM中で6日間
～7日間培養した。培地を3日毎に取り換えた。C）（それらのコンフルエント成長に応じ
て）6日目又は7日目にMSC（P1の終了時）をトリプシンによって剥離させ、洗浄し、8枚の
2-CellStackに2×103MSC/1 cm2の細胞濃度でプレーティングし、更に1週間増加させた。
培地を3、4日毎に取り換え、週末（P2の終了時）にMSCをトリプシンによって剥離させ、2
回洗浄し、細胞数を計数した。これらのMSCを凍結保存し、MSC臨床生成物として指定した
。2、3週間後にそれらの増殖能、分化能及び同種抑制能に関する検証を行った。
【図４】MSCの表現型及びそれらの分化能を示す図である。A）継代2の終了時にMSCバンク
からのアリコートの増加によって生成したMSCを、表1に提示されるような蛍光色素とコン
ジュゲートしたマウス抗ヒト抗体で標識した。B）組織特異的培養培地におけるMSCの培養
は、脂肪細胞及び骨芽細胞へのそれらの分化を誘導した。
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【図５】個々のドナーに由来するMSC及びMSC最終生成物の成長動態を示す図である。A）
各骨髄ドナーに由来する初期数4.4×104のMSCを、1継代（P2の開始から終了時まで）増加
させた。同時に、MSCバンクからの4つのアリコートとともに、8人全てのドナーのMSCをプ
ールし、P2の開始から終了時まで増加させた（MSCプール）。継代2の終了時にMSCをトリ
プシン処理し、それらの数を算出した；ns＝非有意。B）MSCバンクの10本のMSC凍結用バ
イアルを融解し、それらの増殖能を評定するために2継代にわたって増加させた。継代2の
終了時の増加させた全てのバイアルの平均細胞数は5.3×108±5×107MSCであった。C）MS
Cは1継代当たりおよそ4の集団倍加（PD）を示し、したがってPDの累積数（CPD）は8.7±0
.4 PDであった。D）MSC最終生成物が不死細胞でないことを実証するために、それらの成
長動態を12継代にわたって評定し、PDの数を推定した。図に示されるように、これらのMS
Cは継代9～継代12から複製することすらできなかった（n=3）。
【図６】個々のドナーから生成されたMSC及びMSC最終生成物の同種抑制能を示す図である
。A）継代0～継代8の個々のドナーのMSC、及び8人のドナーのMSCを増加前にプールするこ
とによって生成したMSCプール（MSCプール）、及び1つのMSC最終生成物（MSC-140）を継
代2の終了まで増加させた。その後、MSCをトリプシン処理し、培地で2回洗浄し、トリパ
ンブルーによる細胞数及び生存能力の決定後に、それらの同種抑制能を推定するためにML
Rアッセイに使用した。6日目にBrdUを細胞に供給し、翌日に2人のHLA異種ドナーに由来す
る同種異系血液単核細胞の増殖の阻害を評価するためにアッセイを行った。B）6つのMSC
最終生成物（臨床用量）を融解し、洗浄後に細胞をMLRアッセイに直接使用した。これら
の実験の目的は、融解したMSC最終生成物を患者に与えた場合に、2人の同種異系MNCドナ
ーに由来する単核細胞のアロジーン（allogene）誘導増殖を抑制することが可能であるか
否かを解明することであった。
【図７】臨床スケールMSC最終生成物の遺伝的特性化を示す図である。A）継代2の終了時
の臨床グレードMSC最終生成物の正常核型。B）プローブセット5p15（緑色）及び5q35（赤
色）の二色ハイブリダイゼーション後の間期核から、染色体5の正常2倍体パターンが特定
された。C）MYC分離プローブの三色ハイブリダイゼーション後の間期核から、ほぼ全ての
細胞において2つの正常融合シグナルが示された。D）プローブセット5p15及び5q35の二色
ハイブリダイゼーション後に正常2倍体及び異数体パターンを有するMSCの数。分析したMS
Cの総数は396であった。E）染色体8q24に対するMYC分離プローブの三色ハイブリダイゼー
ション後に正常2倍体及び異数体パターンを有するMSCの数。分析したMSCの総数は356であ
った。
【図８】形質転換遺伝子の発現及びMSC最終生成物のキメラ分析を示す図である。A）3つ
の臨床スケールMSC最終生成物における細胞形質転換に関与する遺伝子のRT-PCR分析。全R
NAを3つのMSC最終生成物及び1人のドナー（対照）に由来するMSCから単離した。cDNAへの
転写後に、これを使用してp21、p53及びc-mycの発現をPCRによって定量化した。B）臨床
スケールMSC最終生成物のSTR-PCR分析。臨床グレードMSC最終生成物のMSCからDNAを単離
した後、核DNA上に見られる特定のSTR領域の評価に使用した。8人全てのドナーの遺伝子
型がプールしたMNCから生成されたMSC最終生成物において示された。
【発明を実施するための形態】
【実施例】
【００６５】
材料及び方法
原料採取
　骨髄を腸骨稜からの両側穿刺により全身麻酔下で吸引した。骨髄を骨髄穿刺液1 ml当た
り7 %～12 %のACD-A及び7 i.U.～12 i.U.のヘパリンで抗凝固処理した。
【００６６】
感染性疾患の検査
　感染性疾患マーカーパネルはJACIE及びドイツ幹細胞法（German Stem Cell Act）の最
小必要要件を超えていた。このため、ドナーの精密検査の一環としてHiV1/2、抗HBc、HBs
Ag、抗HCV、抗HTLV1/2（全てのIgM及びIgG）、抗A型肝炎IgM、抗トキソプラズマIgM、抗E
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BV IgM、抗CMVIgM及びTPHAに対する血清反応陰性、並びにHiV、HAV、HBV、HCV及びParvoB
 19に対するNATによる陰性の証拠を探索し、HiV1/2、抗HBc、HBsAg、抗HCV、CMV、TPHA及
び記載のNATについての試験を骨髄提供日に繰り返した。全てのドナーが基準を満たして
いた。さらに、CMVは細胞常在ウイルスであるため、骨髄細胞ペレットにおけるCMVゲノム
に対する陰性を探索した（ゲーテ大学ウイルス学講座（Dept. of Virology, Goethe Univ
ersity）及びBioreliance，Glasgow，UK）。
【００６７】
処理施設
　全てのプロセスを、ドイツ赤十字血液サービス（German Red Cross Blood Service）の
一部であり、その品質管理システムに完全に組み込まれ、州政府からの正式な許可（ドイ
ツ薬事法§20b/c（BMの採取及び検査）及び§13（MSCの生成及び検査）による製造許可）
を有する細胞治療学／細胞処理部門（Department of Cellular Therapeutics/Cell Proce
ssing）（GMP）のクリーンルームスイート（クラスA/B）において完全GMP基準下で行った
。
【００６８】
骨髄処理
　骨髄単核細胞を、Sepax II NeatCellプロセス（Biosafe，Switzerland）を用いたFicol
l（GE Healthcare，Munich，Germany）密度遠心分離によって製造業者による説明のよう
に骨髄穿刺液から富化した。全ての接続を滅菌チューブ溶接（TSCD，Terumo，Duesseldor
f，Germany）によって確立することで、完全に閉じたプロセスを用いた。
【００６９】
濃縮血小板の採取及び血小板溶解物（PL）の生成
　血小板溶解物の出発物質として、PASIII中のおよそ10 %の血漿を含有する1日齢～2日齢
のバフィーコートプール血小板を使用した。血小板はドイツの血液製剤ガイドラインに従
って臨床使用が認められている。最大4つ～6つの濃縮血小板をプールして、1バッチの血
小板溶解物を生成した。血小板をA/B環境で滅菌50 ml容ファルコンチューブに等分し、即
座に-80℃で凍結した。個々のアリコートを少なくとも24時間後に融解し、ブレーキ（加
速8、ブレーキ4）を用いて3774×gで10分間遠心分離した。上清（血小板溶解物）を採取
し、細菌の非存在（BacTAlert，Biomerieux）、並びにMSCの前駆細胞の接着及びMSC増加
を促進する可能性を含む持続放出検査に供した。
【００７０】
血小板溶解物の検査
a）MSCの前駆細胞の接着を促進する血小板溶解物の可能性
　骨髄単核細胞（BM-MNC）を37℃で融解し、5 %PLを添加したDMEMで2回洗浄し、最後の洗
浄後に細胞ペレットを5 UIヘパリン／ml及び5 %又は10 %PLを添加したDMEMに再懸濁した
。BM-MNCを1.71×105/1cm2の密度でプレーティングし、37℃、5 %CO2及び飽和湿度で72時
間インキュベートした。非接着性細胞画分を除去し、一方で接着性細胞を更に11日間更に
培養した。培養培地を3、4日毎に取り換えた。紡錘状細胞（MSC）が70 %～80 %コンフル
エントになった後、トリプシンによって酵素的に剥離させ、それらの数を計数した。この
手順を両方の培地、すなわち5 %PL又は10 %PLのいずれかを添加したDMEMを用いて行った
。
【００７１】
b）MSCを増加させるPLの能力
　血小板溶解物の規格はドイツのガイドラインに挙げられるIDM適合標準（細菌の非存在
、7日間で少なくとも2倍のMSCの凍結保存アリコートの増加）として定められている。こ
れらの基準を満たす血小板のみを臨床MSCプロトコルの生成に使用した。
【００７２】
MSCバンク及び臨床グレード最終生成物の生成
a）MSCバンクの生成
　各ドナーに由来する骨髄単核細胞を含有するバッグを、Plasmathermにおいて+37℃で融
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解した。これらを5 %PLを添加したDMEMを用いて400gで10分間の遠心分離によって2回洗浄
し、規定の容量のDMEM+5 %血小板溶解物で再懸濁した。この工程の後、各ドナーからの細
胞懸濁液をともにプールし、細胞の数を細胞計数器（Sysmex）によって計数した。その後
、細胞懸濁液プールを11枚の2-CellSTACK（1枚の2-CellSTACK当たり：250×106のBM-MNC
／260 mlの培地）及び1枚の単一CellSTACK（1枚の1-CellSTACK当たり：125×106のBM-MNC
／130 mlの培地）にプレーティングした。72時間後に培地交換バッグ（Macopharma，Lang
en，Germany）を使用して非接着性細胞を除去し、接着性細胞をMSCが80 %～90 %コンフル
エントになるまで更に11日間、5 %PLを添加したDMEMとともに更に培養した。この期間中
に培地を3、4日毎に取り換えた。14日目に、MSCの剥離の前に各CellSTACKから5 mlの培養
培地を取り、滅菌ボトルにプールし、好気性及び嫌気性の細菌及び真菌に対する滅菌性に
ついて試験した。その後、細胞を合成TrypLE（Life Technologies，Darmstadt，Germany
）を用いて剥離させ、DMEM+5 %PLで洗浄した後、細胞を400×gで7分間遠心分離した。細
胞ペレットを規定の容量の培地に再懸濁し、細胞を、トリパンブルーを用いて血球計で計
数した。合計で320×106の継代1のMSCが得られた。200万の細胞を、フローサイトメトリ
ーを用いた表現型の決定に使用した。残りのMSCは400×gで7分間遠心分離した。
【００７３】
　細胞を5 %HSA/DMEMに再懸濁し、それによりMSCの数を3×106細胞／mlに調整した。1容
量の細胞懸濁液を20 %DMSO/5 %HSA/DMEMを含有する1容量の冷凍結用培地とゆっくりと混
合した。したがって、MSCの最終濃度は1.5×106/ml（細胞懸濁液）となり、凍結用培地の
最終濃度は10 %DMSO/5 %HSA/DMEMとなった。細胞を210本の凍結用バイアル（各々1.5×10
6の継代1のMSC）に分配した後、Cryoserve速度制御フリーザー（Schoellkrippen，German
y）を用いて確立されたプロトコルに従って凍結保存した。凍結したバイアルを液体窒素
（Tec-Lab，Idstein，Germany）の気相中で保管した。加えて、残りのMSCを凍結用培地と
混合し、滅菌性（好気性及び嫌気性の細菌及び真菌）について試験した。
【００７４】
b）臨床スケールMSC最終生成物の生成
　臨床スケールMSC最終生成物を生成及び実証するために、MSCバンクバイアルをそれらの
凍結保存の6週間～8週間後に無作為に連続して融解した。37℃での融解後、MSCを10 %PL
を含有する培養培地で洗浄し、細胞数生存能力を、トリパンブルー染色を用いて血球計で
評定した。1つのMSCバンクバイアルの細胞を1枚の1-CellStack（636 cm2）にプレーティ
ングし、ヘパリン（5 IU/ml（培地））及びPL 10 %（V/V）を添加したDMEMとともに培養
した。培地を4日目及び6、7日目に取り換え、細胞を、TrypLeを用いて剥離させた後、8枚
の2-CellStack（各々1272 cm2）に継代2として密度2×103細胞／cm2で更にプレーティン
グした。手順を継代1と同様に繰り返し、6、7日目にMSCを摘出した。0.5 %HSA/0.9 %NaCl
で洗浄した後、生存MSCをトリパンブルー染色によって計数した。さらに、臨床スケールM
SCを凍結用培地（5 %HSA及び10%DMSOを含む0.9 %NaCl）に最終継代2 MSCとして再懸濁し
、各々4.2～5.5×107のMSCを45 ml容量の凍結用培地に含有する4つ～7つの凍結用バッグ
（cryobags）に分配した。サンプルをCryoserve速度制御フリーザー（Schoellkrippen、G
ermany）を使用して、確立されたプロトコルを用いて凍結保存し、液体窒素（Tec-Lab，I
dstein，Germany）の気相中で保管した。
【００７５】
品質管理試験
　全ての試験を、融解MSC最終生成物を用いて増加させずに臨床用途のために患者に投与
される状態で行った。
【００７６】
a）細胞の計数及び融解MSCの生存能力
　総細胞計数を、Neubauerチャンバ血球計を用いて行った。MSC生存能力はトリパンブル
ー染色を用いて評定した。
【００７７】
b）表現型特性化
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　フローサイトメトリー分析をMSCに対するISCT最小基準を用いて行った。融解MSCの表現
型を決定するために、融解MSCを表1に提示される以下の蛍光色素コンジュゲートマウス抗
ヒトモノクローナル抗体で染色した。
【００７８】
表1．　MSCの表現型の決定に使用した抗体
【表１】

 
【００７９】
d）MSC最終生成物の同種抑制能の評価
　アロ抗原による反応に対するMSC最終生成物の免疫抑制効果を試験するために、混合リ
ンパ球反応（MLR）を用いた。健常非血縁ドナーからの末梢血単核細胞（PB-MNC）をFicol
l勾配（密度1.077、Biochrom KG，Berlin，Germany）を用いて単離し、PBSで2回洗浄し、
10 %FBS（Invitrogen）を含むRPMI-1640に再懸濁した。2人の非血縁ドナーのPB-MNCを黒
色96ウェルプレートにおいて6日間、単独で（対照群）又は第三者の致死量の放射線を照
射した（30 Gy）MSC最終生成物と1：1のMSC：PB-MNC比（1×105 MSC：1×105 PB-MNC）で
混合して培養した。融解の直後の6つのMSC最終生成物、及びBM-MNCをプールし、本発明者
らのマスターMSCバンクの生成の供給源とした8人全てのドナーのMSCを評定した。全てのM
LRを96ウェルプレートにおいて三連で行った。6日目に、細胞を5-ブロモ-2'-デオキシウ
リジン（BrdU）（Roche Diagnostics GmbH，Mannheim，Germany）とともに24時間インキ
ュベートした。翌日、相対発光量（RLU/s）を照度計1420 Multilabel Counter Victor 3
（PerkinElmer，Rodgau-Juegesheim，Germany）で測定した。PB-MNCの増殖レベルを7日目
にBrdUアッセイを用いて決定した。同種異系MNCの増殖に対するMSC最終生成物の阻害効果
は、以下の式を用いてパーセンテージとして算出した：100－［（MSCの存在下の同種異系
PB-MNCの増殖／MSCなしでのPB-MNCの増殖）×100］。
【００８０】
e）MSC最終生成物のin vitroでの老化の決定
　MSC最終生成物が不死細胞でないことを実証するために、それらの成長動態を12継代に
わたって評定した。各継代について、培地を3、4日毎に取り換え、それらの増殖能に応じ
たTrypLEによるMSCの剥離を行った。それらの成長動態をより正確に推定するために、集
団倍加数（PD）を以下の式を用いて算出した：
　各々の二次培養物のPD：［log 10(NH)－log10(NI)］／log 10(2)（式中、NH＝細胞摘出
数、NI＝細胞の接種数）。
【００８１】
f）MSC最終生成物の分化能
　脂肪生成及び骨形成時の分化能を研究するために、継代2のMSC最終生成物を融解し、適
切な組織特異的誘導培地中でメーカーの取扱説明書（Miltenyi Biotec GmbH）に従って直
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接培養した。
【００８２】
脂肪生成
　脂肪細胞を生成するために、融解MSCの数を1 mlのNHAdipoDiff培地当たり5×104細胞に
調整した。次いで、1.5 mlのかかる細胞懸濁液を、5 %CO2及び95 %超の湿度のインキュベ
ーター内で35 mm細胞培養皿において37℃で培養した。培地を3日毎に取り換え、2、3週間
後に大きな空胞が出現し始めた。30日目に脂肪細胞が球状になり、脂肪滴で満たされた。
これを親油性赤色染料であるOil Red O（Millipore，Schwalbach，Germany）で染色した
。
【００８３】
骨形成
　簡潔に述べると、融解MSCの濃度を1 mlのNHOsteoDiff培地当たり3×104細胞に調整した
。次いで、1.5 mlのかかる細胞懸濁液を、5 %CO2及び95 %超の湿度のインキュベーター内
で35 mm細胞培養皿において37℃で培養した。培地を3日毎に取り換えた。10日目に、骨芽
細胞をそれらの立方体状の外観及び新たに合成された骨基質との結合により形態学的に特
定することができる。これらの細胞は、関与する骨形成原細胞がこの酵素を高レベルで発
現するため、アルカリホスファターゼ染色（Sigma、Deisenhofen、Germany）によって可
視化される。この染色の結果として、骨芽細胞は濃紫色に染色された細胞として現れる。
組織特異的染色を、Soft Imaging System F-View IIカメラ及びcellSens Dimension画像
化ソフトウェアを備えるOlympusIX71顕微鏡を使用して評価した。
【００８４】
g）臨床グレードMSC最終生成物の遺伝的分析
臨床スケールMSC最終生成物の形質転換遺伝子の発現のRT-PCR分析
　RNAをRNeasy mini kit（Qiagen）を用いて抽出し、続いて1 μgの全RNAによる逆転写（
transcription）をVerso cDNA Kit（Thermo Scientific）をランダムヘキサヌクレオチド
とともにそれぞれメーカーの取扱説明書に従って用いて行った。c-myc、p21、p53及びGAP
DH遺伝子については、Quanti Tect SYBRE green qPCR master Mix（Qiagen）を用いてEpp
endorf realplexでリアルタイムPCRを行った。hTERT及びABL遺伝子転写の検出は、Absolu
te qPCR ROX mix（Thermo Scientific）を用いてBiorad MyiQ Cyclerで行った。オリゴヌ
クレオチドはEurofinsMWGで購入した。プライマー配列及び反応ミックスの特異的活性化
期間を除くPCR条件は他で詳細に公表されている。
【００８５】
h）間期蛍光in situハイブリダイゼーション（FISH）
　間期FISH分析を、以下の染色体5及び染色体8のプローブを用いてメーカーの（manufact
urer's）プロトコルに従って行った：染色体5p15（hTERT）及び5q35（NSD1，Kreatech，A
msterdam，NL）の二色プローブ、並びに染色体8q24の三色分離プローブ（MYC，Kreatech
，Amsterdam，NL）。ハイブリダイゼーションシグナルの評価は自動スポット計数システ
ム（Applied Spectral Imaging，Edingen/Neckarhausen，Germany）で行った。各プロー
ブについて300個を超える核をスキャンし、5 %の閾値を用いて分類した。
【００８６】
文書
　MSC細胞バンク、試験用の臨床試料及び公開用の臨床試料の生成の前に、プロセスを小
規模培養物において形式的に実証し、これに基づいて製造指示書（SOP）、バッチ記録、
試験指示書及びプロトコル、並びに仕様書を形式的に規定した。MSC細胞バンク及び臨床
試験に使用される臨床試料の製造許可は州政府から取得した。品質仕様書は、連邦医薬品
庁（Federal drugagency）、Paul Ehrlich Instituteから取得した公式報告書に従って作
成された。
【００８７】
統計分析
　統計的有意性はGraphPad Prism 5ソフトウェア（GraphPad Software，San Diego，CA，



(17) JP 2017-522029 A 2017.8.10

10

20

30

40

50

USA）を用いて分析した。スチューデントt検定を用いて有意性を評定した。0.05未満のP
値を統計的に有意であるとみなした。
【００８８】
実施例1：8人の健常第三者ドナーからの骨髄の採取及びBM-MNCの単離
　書面によるインフォームドコンセントを得た後、ヘルシンキ宣言に完全に一致した地方
倫理委員会による承認を受けたMSCバンク構築（banking）の目的で、各骨髄ドナーから最
大250 mlの付加的な骨髄穿刺液を採取した。合計で8人のドナーから1.66リットルの骨髄
を得た。Ficoll勾配による骨髄単核細胞の単離のために、図1に示されるようにSepax装置
を使用した。この単離手順後の骨髄1 ml当たりのBM-MNCの絶対数は3.3×106±6.3×105細
胞であった。2回の洗浄工程後に8人のドナーから得られたBM-MNCの総数は9.86×109であ
った。これらの細胞を凍結用培地に再懸濁し、バッグに分配し、速度制御フリーザーを使
用してこれを凍結した後、使用するまで液体窒素の気相中で保管した。
【００８９】
実施例2：骨髄単核細胞からの間葉系間質細胞の生成－MSCバンクの確立
　MSCバンクを生成するために、8人のドナーに由来する骨髄単核細胞を融解し、洗浄し、
5 %PLを添加したDMEM中にプールした。MSCの前駆細胞の接着についての血小板溶解物の最
適濃度を解明するために、BM-MNCを5 %及び10 %の両方の濃度のPLとともに培養した。得
られる結果から、5 %濃度の血小板溶解物が10 %濃度のPLよりもBM-MNCの促進及びMSCの生
成にはるかに効果的であることが実証された（図2A）。加えて、これら2つの濃度のPLの
どちらがMSCの臨床スケール増加により良好であるかを求めた。10 %濃度のPLが5 %PLより
もMSCの増加に顕著に効率的であることが見出された（図2B）。さらに、どちらの場合も
無濾過血小板溶解物が濾過したものよりもMSCの生成及び増加に効果的であった（図2C）
。これらの予備実験からMSCバンクを確立する道が開かれた。したがって、各ドナーに由
来するBM-MNCを方法の項に説明されるように融解し、2回洗浄した後、ともにプールし、
その後14日間培養した。9.89×109のBM-MNCから3.2×108の継代1のMSCを生成することが
できた。これらのMSCはCD73、CD90及びCD105等の典型的なMSCのマーカーを発現するが、
造血細胞マーカー、例えばCD14、CD34、CD45に対して陰性であった。これらはHLAクラスI
I抗原を発現せず、高レベルのHLAクラスI抗原を発現した。トリパンブルー染色によると
、凍結前のこれらのMSCの生存能力は95±5 %であった。
【００９０】
　MSCの総数を各々が1.5×106のMSC P1を含有する210本の凍結用バイアルに分配し、最終
的に使用するまで液体窒素の気相中で凍結した。この一連のバイアルをMSCバンクと称し
た。
【００９１】
実施例3：臨床スケールMSC最終生成物の生成及び検証
a）MSCバンクからのバイアルの融解
　臨床スケールMSC最終生成物を生成し、それらの増殖能、分化能及び同種抑制能に関し
て試験するために、凍結保存の6週間～8週間後に本発明者らのバンクから無作為に選ばれ
た3本のMSCバイアルを融解した。3本の融解バイアルからの細胞の平均回収率は1.39×106

生存細胞／バイアル（1.23×106～1.48×106の範囲）であり、生存能力は95.25 %（93.45
 %～96.9 %の範囲）であった。平均して、継代2の終了まで2週間にわたるこれらのMSCの
増加は、470×106の生存MSC（420～548×106MSCの範囲）の生成をもたらした。これらの
サンプルを使用するまでバッグ内で凍結し、臨床スケールMSC最終生成物と称した。
【００９２】
b）MSC最終生成物の免疫表現型検査及びそれらの分化能
　継代2の終了時での臨床最終生成物のMSCは、造血マーカーCD45、CD14、CD34について陰
性であり、HLA-DRを発現しなかった。しかしながら、これらは高レベルのCD73、CD90及び
CD105のような典型的なMSCマーカーを発現した。これらは組織特異的培地において骨芽細
胞及び脂肪細胞へと分化することも可能であった（図4）。
【００９３】
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d）MSCの増殖動態及び老化
　本発明者らのMSCバンクを確立するために8人のドナーに由来する骨髄単核細胞をプール
することの論拠を実証するために、8人の個々のドナーに由来するMSCのinvitro成長を、P
2で各ドナーからプールしたMSC及び同じ継代の4つのMSC最終生成物の成長と比較した（図
5A）。予想通りに、各骨髄ドナーのMSCは0.3×106（ドナー7）から1.7×106MSC（ドナー5
）まで異なる成長動態を示した。8人のドナーのプールしたBM-MNCから生成されたMSC生成
物の平均増殖動態は1.0×106±0.5×106 MSCであり、これは8人のドナーの個々のMSCのプ
ールから生成されたMSCの数である1.1×106と驚くほど良好に相関していた。より興味深
いことに、どちらの値も継代内の4つのMSC最終生成物の増殖により得られたMSCの平均数
である1.085×106±0.1×106 MSCと非常に良好に相関していた。これらの結果から、BM-M
NCをプールすることによって増殖が良好なMSC及び不良のMSCの「算術平均」を生成するこ
とが可能であるという本発明者らの仮説が立証された。
【００９４】
　MSCバンクからの各々のMSC最終生成物がほぼ同じ増殖能を有するという予想を試験する
ために、臨床用途のためのP0から継代2の終了まで増加させた10アリコートのMSCバンクに
おいてこれを分析した。図5Bに示されるように、継代2の終了時での全ての増加させた最
終生成物の平均細胞数は5.3×108±5×107MSCであり、最終生成物の極めて均一な増殖能
が示された。同様に、P1及び継代2の終了時の集団倍加の数は幾分同じであり（4.3 PD／
継代）、PDの累積数は9の値を超えなかった（8.7±0.4）。MSCが不死でないことを試験す
るために、本発明者らのMSCバンクからの3つのMSC最終生成物を12継代にわたって増加さ
せた。図5Dに示されるように、継代5から継代12までにMSCは複製老化を受け、PDの数が急
速に減少しており、これらの細胞が実際に老化し、無制限には増殖しないことが示された
。
【００９５】
e）混合リンパ球反応（MLR）における個々のドナーから単離されたMSC及びMSC最終生成物
の同種抑制能
　MSCはin vitro又はinvivoで同種抑制特性を示すことが示されている。8人のドナーのBM
-MNCのプールから生成されたMSCが個々のドナーから生成されたMSCの平均同種抑制能より
も高い同種抑制能を有し得るという本発明者らの仮説を試験するために、8人の個々のド
ナーに由来する継代2の増加させたMSC、及び8人のドナーのMSCを増加前にプールすること
によって生成したMSCプール（MSCプール）、及び1つのMSC最終生成物（MNCプール由来MSC
バンクから生成された：MSC-140）をMLRに使用した。予想通りに、個々のMSCの同種抑制
能は非常に不均一であり、すなわちこれらのMSCは2人のHLA異種ドナーに由来する血液MNC
のアロ抗原による増殖を全く異なって阻害した。この効果は20 %（ドナー1及び8）～約80
 %阻害（ドナー2及び3）の範囲であった（図6A）。8人のドナーに由来するMSCのプールか
ら生成されたMSCの同種抑制能（MSCプール）は、8人のドナーのMSCの平均抑制能（8人の
ドナーの平均）に等しかった。しかしながら、本発明者らのMSCバンクからの増加させたM
SC-140サンプルの同種抑制能は、MSCプール及び8人のドナーのMSCの平均同種抑制能より
も有意に高かった（それぞれP<0.001、P<0.01）。融解後の本発明者らのMSC臨床生成物が
アロ反応の抑制において均一であるかを評定するために、MSCの入った6本の予備バイアル
を融解し、患者にin vivoで投与される（administered）かのようにMLRアッセイにおいて
直接試験した。図6Bに示されるように、これら6つ全ての臨床MSC生成物はinvitroで一定
の同種抑制効果を示し、アロ反応の抑制におけるそれらの非常に均一な能力が示された。
本明細書で用いられる標的エフェクター比での平均同種抑制能は52 %±8.7 %であった。
【００９６】
実施例4：臨床グレードMSC最終生成物の遺伝的特性化
　in vitro培養は通常、培養細胞の染色体異常の原因となる可能性があるため、本発明者
らの臨床グレードMSC最終生成物がかかる変化を受けるか否かを求めた。およそ350バンド
～400バンドの分解能での25回のMSC有糸分裂の染色体分析では、その全てにおいて正常な
染色体数（正倍数性）が示された（図7A）。しかしながら、およそ300バンドの分解能を
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用いることで、分析した25回の有糸分裂のうち4回で染色体5の短腕と染色体9の短腕との
間に転座が見られた。崩壊点はバンド5p13及び19p13.3において局在化していた。染色体5
p15（hTERT）及び5q35（NSD1）の二色プローブ、並びに染色体8q24の三色分離プローブを
用いた蛍光in situハイブリダイゼーション（FISH）分析から、本発明者らのMSCバンクか
らの臨床グレードMSC最終生成物の大半が両方の染色体について正常2倍体パターンを有す
ることが実証された（図7B、図7C）。プローブセット5p15（緑色）及び5q35（赤色）の二
色ハイブリダイゼーション後の間期核から、97.2 %の細胞が染色体5について正常2倍体パ
ターンを示し、わずか約2.8 %が4倍体ハイブリダイゼーションパターンを示すことが特定
された（図7D）。同様に、MYC分離プローブの三色ハイブリダイゼーション後の間期核（
図7C）では、97 %のMSCが染色体8q24について2つの正常融合シグナルを示し、3 %のMSCが
4倍体シグナルパターンを有していた（図7E）。このため、非常にわずかなMSCしかin vit
roで染色体異常を生じない。
【００９７】
　3つの臨床スケールMSC最終生成物におけるp53、p21及びMyc遺伝子発現の分析から、p21
発現の2倍～5倍の増大、p53遺伝子発現の約6倍～10倍の低減及び癌原遺伝子c-mycの無発
現が示された（図8A）。最も重要なことには、本発明者らのバンクからのMSCの老化挙動
と一致して、3つのMSC最終生成物のいずれもhTERTを発現しないことが実証された（デー
タは示さない）。
【００９８】
　本発明者らのバンクのMSCは8人の第三者ドナーのBM-MNCのプールから生成されるため、
本発明者らはMSCの生成後の各ドナーの相対的寄与に関心を持った。一連の遺伝子マーカ
ーを用いたSTR-PCRによるキメラ分析から、臨床スケールMSC最終生成物における異なる割
合での8つのドナーの存在が示された（図8B）。原則として、臨床生成物における存在の
パーセンテージは個々のドナーから生成されたMSCの増殖能と相関し、すなわち個別によ
り良好に増加したMSCはMSC最終生成物中でもより高い割合で見られた。
【００９９】
実施例5：本発明のMSC調製物で治療した患者の臨床例
患者1　1999年3月26日出生
障害：サラセミアメジャー
　幹細胞移植を行った後、患者はおそらくは移植片対宿主病（GvHD）との関連で免疫学的
多漿膜炎に起因する腹水、関節の腫脹、心外膜液を発症した。本発明のMSCを1回投与する
ことで、合併症なしに進行した。利尿剤との併用治療下で腹水、関節の腫脹及び心外膜液
が消失した。
【０１００】
患者2　2009年12月20日出生
障害：重度無顆粒球症
　幹細胞療法（SCT）の+12日後に、患者は皮膚に激症の（foudroyante）急性GvHD（グレ
ードIV）を示し、これは毎日の2 mg/kgのステロイド及び55 mg/kgのミコフェノール酸モ
フェチル（Mofetilmycophenolat）でも制御不可能であった。2012年11月22日にこの小児
に本発明のMSCを与えた。
【０１０１】
　MSC療法の後、GvHDはMSC投与の28日後に検出されなくなるまでゆっくりではあるが一貫
して減少した。小児はMSCに非常に良好な耐容性を示し、投与後30日間にわたってウイル
ス、細菌又は真菌の感染を示さなかった。
【０１０２】
患者3　2010年3月25日出生
障害：急性リンパ芽球性白血病
　2012年10月16日にHLA不適合血縁ドナーからのSCTが行われた。既にSCTの+14日後に、腸
管にGvHDの初発症候が認められた。ミコフェノール酸モフェチル及びステロイドによる緊
急療法を開始した。これにより症状の相対的改善がもたらされた。しかしながら、長期ス
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テロイド投与にもかかわらずSCTの+35日後もグレードIIの腸管GvHDが残存していた。
【０１０３】
　したがって、本発明のMSCの投与により免疫抑制療法を強化するという決定が下された
。2012年12月12日MSC投与が合併症なしに行われた。SCT投与後30日間にわたって感染は現
れなかった。2013年1月15日には、患者に腸管GvHDの症候は観察されず、任意の治療を必
要としない軽症の皮膚GvHDのみが残存していた。
【０１０４】
患者4　1999年3月25日出生
障害：急性骨髄白血病
2012年9月19日にHLA不適合血縁ドナーからのSCT
　幹細胞移植の5ヶ月後に、患者はスティーブンスジョンソン症候群の臨床症状を発症し
た。患者は記録時にこの臨床像の発症と関連する幾つかの投薬を受けていたため、それぞ
れの投薬を終了した（ボリコナゾール、ペニシリン、コトリモキサゾール）。アデノウイ
ルス感染の検出のために、グルココルチコイドによる免疫抑制療法を実行しないことを決
定した。患者はおそらくスティーブンスジョンソン症候群によって刺激された典型的なGv
HD皮膚病変も発症した。したがって、CSAによる免疫抑制療法を開始した。炎症事象を遅
らせるために、本発明のMSCを投与した。このMSC投与は良好な耐容性を示した。また、グ
ルココルチコイド含有クリームを1日数回投与した。この療法下で、GvHD皮膚病変のほぼ
完全な治癒が見られた。
【符号の説明】
【０１０５】
図面英語
図1
Sacroiliacjoint　仙腸関節
Sacrum　仙骨
Ilium　腸骨
Pubis　恥骨
Ischium　坐骨
Symphysis pubis　恥骨結合
Obturator foramen　閉鎖孔
Anteriasuperior iliac spine　上前腸骨棘
Sacral promontary　仙骨岬角
 
図3
The end of P2　P2の終了時
MSC-Clinicalproduct　MSC臨床生成物
Evaluation ofthree randomly chosen MSC-clinical products　3つの無作為に選ばれたM
SC臨床生成物の評価
 
図4
Events　事象
HLA-Class I　HLAクラスI
Adipocytes　脂肪細胞
Osteoblasts　骨芽細胞
 
図5
MSCs (P2)from 4.4x104 MSCs　4.4×104MSCからのMSC（P2）
Donor　ドナー
Mean　平均
MSC-Pool　MSCプール



(21) JP 2017-522029 A 2017.8.10

10

20

4MSC-Aliquots of the MSC-Bank　MSCバンクの4つのMSCアリコート
Number ofMSCs at the end of P2　P2の終了時のMSCの数
Days inculture　培養日数
Passage　継代
Populationdoublings　集団倍加
Number of PDs　PDの数
Number ofpassages　継代数
 
図6
Inhibition ofMNC-Proliferation　MNC増殖の阻害
Donor　ドナー
MSC-Pool　MSCプール
Mean of 8donors　8人のドナーの平均
 
図7
Cell number　細胞数
Cell type(Classes)　細胞型（クラス）
 
図8
Fold change　倍数変化
Control　対照
Donor-specificgenotype　ドナー特異的遺伝子型
Donor　ドナー

【図１】 【図２】
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【図５】 【図６】
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