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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離または精製されたヒトの腎臓由来細胞集団において、
　前記細胞集団が、培養中で自己複製し増殖する能力があり、
　前記細胞集団が、細胞表面マーカーHLA IおよびCD44ならびに、Oct-4、Rex-1、Pax-2、
Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または、
GDF5のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、細胞表面マーカーCD133、E-cad
herinおよびWnt-4ならびに、Sox2、FGF4、hTert、SIX2、または、GATA-4のうちの少なく
とも１つの発現について陰性である、細胞集団。
【請求項２】
　請求項１に記載の細胞集団において、
　細胞表面マーカーCD24、CD29、CD49c、CD73、CD166、または、SSEA-4のうちの少なくと
も１つについて陽性であり、細胞表面マーカーHLA II、CD31、CD34、CD45、CD56、CD80、
CD86、CD104、CD105、CD117、CD138またはCD141のうちの少なくとも１つについて陰性で
ある、細胞集団。
【請求項３】
　請求項１に記載の細胞集団において、
　前記細胞が、腎皮質、腎髄質または腎被膜下部位に由来する、細胞集団。
【請求項４】
　請求項１に記載の細胞集団において、
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　前記細胞集団が、栄養因子FGF2、HGF、TGFα、TIMP-1、TIMP-2、MMP-2、または、VEGF
のうちの少なくとも１つを分泌し、栄養因子PDGF-bb、または、IL12p70のうちの少なくと
も１つを分泌しない、細胞集団。
【請求項５】
　単離されたヒトの腎臓由来細胞集団を調製するための方法において、
　メタロプロテアーゼ、中性プロテアーゼ、または、粘液溶解酵素のうちの１つ以上の存
在下で、ヒトの腎臓の被膜下部位、皮質、または、髄質から得られた組織をインキュベー
ションして、前記組織の少なくとも一部を個々の細胞に分解することと、
　前記細胞を、基質上にまくことと、
　前記細胞のうち、細胞表面マーカーHLA IおよびCD44ならびに、Oct-4、Rex-1、Pax-2、
Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または、
GDF5のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、細胞表面マーカーCD133、E-cad
herinおよびWnt-4ならびに、Sox2、FGF4、hTert、SIX2、または、GATA-4のうちの少なく
とも１つの発現について陰性である細胞サブセットを同定することと、
　前記ヒトの腎臓由来細胞集団を提供するために、前記細胞サブセットを単離することと
、
　を含む、方法。
【請求項６】
　ヒトの患者における腎臓の細胞に関わる異常を治療するための薬物候補をスクリーニン
グするための方法において、
　（ａ）ヒトの腎臓の被膜下部位、皮質、または、髄質から得られた、単離または精製さ
れたヒトの腎臓由来細胞集団を提供する工程であって、
　　前記集団が、培養中で自己複製し増殖する能力があり、
　　前記細胞集団が、細胞表面マーカーHLA IおよびCD44ならびに、Oct-4、Rex-1、Pax-2
、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または
、GDF5のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、細胞表面マーカーCD133、E-c
adherinおよびWnt-4ならびに、Sox2、FGF4、hTert、SIX2、または、GATA-4のうちの少な
くとも１つの発現について陰性である、
　工程と、
　（ｂ）試験管内で自己複製し増殖する能力、または、向上した能力を有する細胞を含む
細胞組成物を入手するための増殖条件下で、前記ヒトの腎臓由来細胞集団を培養する工程
と、
　（ｃ）工程（ａ）または（ｂ）から入手された前記培養された細胞を、前記薬物候補に
曝露する工程と、
　（ｄ）前記細胞の生存に対する、あるいは、前記細胞の形態的、機能的、もしくは、生
理的な特徴、および／または、分子生物学的特性に対する前記薬物候補の効果の存在また
は不存在を検出する工程であって、
　　それにより、細胞生存、前記細胞の形態的、機能的、もしくは、生理的な特徴、およ
び／または、前記細胞の分子生物学的特徴を変える効果が、腎臓の細胞異常を治療するた
めの前記薬物候補の活性を示す、
　工程と、
　を含む、方法。
【請求項７】
　腎細胞機能に影響する試験物質の毒性を分析するための方法において、
　（ａ）ヒトの腎臓の被膜下部位、皮質、または、髄質から得られた、単離または精製さ
れたヒトの腎臓由来細胞集団を提供する工程であって、
　　前記細胞集団が、培養中で自己複製し増殖する能力を有し、細胞表面マーカーHLA I
およびCD44ならびに、Oct-4、Rex-1、Pax-2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、C
XC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または、GDF5のうちの少なくとも１つの発現につい
て陽性であり、細胞表面マーカーCD133、E-cadherinおよびWnt-4ならびに、Sox2、FGF4、
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hTert、SIX2、または、GATA-4のうちの少なくとも１つの発現について陰性である、
　工程と、
　（ｂ）前記細胞集団を、前記試験物質に曝露する工程と、
　（ｃ）前記集団中の前記細胞の生存、あるいは、前記集団中の前記細胞の形態的、機能
的、もしくは、生理的な特徴、および／または、分子生物学的特性に対する前記試験物質
の効果の存在または不存在を検出する工程であって、
　　それにより、前記集団中の前記細胞の細胞生存、形態的、機能的、もしくは、生理的
な特徴、および／または、前記集団中の前記細胞の分子生物学的特徴を変える効果が、腎
細胞機能に対する前記試験物質の前記毒性を示す、
　工程と、
　を含む、方法。
【請求項８】
　ヒトの患者の疾病を遺伝子治療により治療するための遺伝子改変された細胞において、
　単離または精製されたヒトの腎臓由来細胞集団であって、前記細胞集団が、培養中で自
己複製し増殖する能力があり、細胞表面マーカーHLA IおよびCD44ならびに、Oct-4、Rex-
1、Pax-2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7
、または、GDF5のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、細胞表面マーカーCD
133、E-cadherinおよびWnt-4ならびに、Sox2、FGF4、hTert、SIX2、または、GATA-4のう
ちの少なくとも１つの発現について陰性である、腎臓由来細胞集団を提供し
　前記単離または精製されたヒトの腎臓由来細胞集団の少なくとも１つを、遺伝子改変し
て、治療用の遺伝子産物を産生し、
　前記遺伝子改変された細胞を培養中で増殖する、
工程を含むことにより調製される、遺伝子改変された細胞。
【請求項９】
　請求項１に記載の細胞集団において、細胞表面マーカーHLA II、CD88およびCD86のうち
の少なくとも１つの発現について陰性である、細胞集団。
【請求項１０】
　請求項８に記載の遺伝子改変された細胞において、細胞表面マーカーHLA II、CD88およ
びCD86のうちの少なくとも１つの発現について陰性である、細胞。
【請求項１１】
　請求項９に記載の細胞集団において、前記細胞集団が、同種移植によるヒトの患者に対
し非免疫原性であり、その治療に使用される、細胞集団。
【請求項１２】
　請求項１０に記載の遺伝子改変された細胞において、前記細胞が、同種移植によるヒト
の患者に対し非免疫原性であり、その治療に使用される、細胞。
【請求項１３】
　請求項１～４および１１のいずれか１項に記載の細胞集団において、虚血性腎組織疾患
を減少させるか、取り除くため、または、ヒトの患者の外傷、年齢、代謝傷害もしくは毒
性傷害、疾患、または、突発性損失に起因して損傷した腎臓の組織、器官、成分、または
、構造を置換するため、のものである、細胞集団。
【請求項１４】
　請求項１２に記載の遺伝子改変された細胞において、虚血性腎組織疾患を減少させるか
、取り除くため、または、ヒトの患者の外傷、年齢、代謝傷害もしくは毒性傷害、疾患、
または、突発性損失に起因して損傷した腎臓の組織、器官、成分、または、構造を置換す
るため、のものである、細胞。
【請求項１５】
　請求項６または７に記載の方法において、
　前記細胞の前記形態的、機能的、もしくは、生理的な特徴が、尿細管の形成、または、
BMPもしくはBMPレセプターの発現である、方法。
【請求項１６】
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　請求項７に記載の方法において、
　前記試験物質の毒性上昇が、尿細管の形成低下、または、BMPもしくはBMPレセプターの
発現低下として測定される、方法。
【発明の詳細な説明】
【開示の内容】
【０００１】
〔関連出願に対する相互参照〕
　本願は、2006年10月12日に出願した米国仮出願第60/829,238号の利益を主張するもので
あり、参照により全体を本明細書に組み入れる。
【０００２】
〔発明の分野〕
　本発明は、概して、哺乳動物の腎組織から単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞
集団に関する。本発明は、更に、哺乳動物腎臓由来細胞集団の単離および精製のための方
法に関する。腎疾患を治療するための方法は、単離または精製された腎臓由来細胞集団を
、哺乳動物患者に投与することにより、提供される。
【０００３】
〔発明の背景〕
　腎臓に対する腎毒性発作および虚血性発作により、急性腎不全がもたらされ、ほとんど
の場合、急性尿細管壊死として表れる。急性腎不全後の腎臓機能の回復は、機能的な尿細
管上皮による壊死した尿細管細胞の置換に依存する。その上、糸球体毛細血管内皮および
管周囲毛細血管内皮の著しい増殖応答が、虚血性傷害後に観察される。上皮の再生および
内皮の再生が起こらないか、または、それらが低下しているために、尿細管間質性腎臓瘢
痕および慢性腎臓疾患に、患者が罹りやすいのかもしれない。新たに生成された腎臓細胞
の起源は一義的には定義されていないのだが、他の器官との相似により、器官特異的な多
能性細胞（すなわち、腎臓幹細胞）が、新しい細胞の前駆体として示唆されてきている。
しかしながら、成体の腎臓前駆細胞の同定はなされていない。Bussolati et al., Americ
an J. of Pathology, 166: 545-555, 2005参照。
【０００４】
　腎臓前駆細胞の単離および培養を示す、より確定的な証拠はない。にもかかわらず、ほ
んのわずかな研究室が、このような細胞を同定し単離するためのいくつかの試みを行って
いる。例えば、げっ歯類の研究により、腎乳頭が成体の腎臓幹細胞の適所であることが示
された。更なる実験により、単離された腎乳頭細胞がある程度の多分化能性の分化を有し
、腎臓皮質に直接注射された場合に、それらは腎臓実質組織に生着することが示された。
これらの結果は、腎乳頭が腎臓の維持および修復に関与する腎臓前駆細胞集団の適所であ
ることを示唆している。しかしながら、ヒト腎臓中の、この前駆体適所の存在は、まだ決
定されていない。Oliver et al., J. of Clinical Investigation, 114: 795-804, 2004
参照。国際公開番号第2005/021738号参照。
【０００５】
　推定されるヒト前駆細胞を、死体の腎臓の腎臓組織から単離した。これらの細胞の単離
は、表面マーカーCD133を標的とした磁気ビーズ細胞分離に基づいた。更なる実験により
、腎臓由来CD133+細胞が、培養中で増殖し、試験管内で上皮細胞または内皮細胞に分化す
る能力を有することが示された。SCIDマウスへの移植の際、CD133+細胞は、腎臓上皮マー
カーを発現する尿細管構造を形成した。その上、グリセロールにより誘導された尿細管壊
死のあるマウスへの静脈注射においては、CD133+細胞は、傷害のある腎組織に遊走し、そ
こに統合された。Bussolati et al., American J. of Pathology, 166: 545-555, 2005参
照。これらのデータは、前駆細胞がヒト腎組織に存在し、腎臓の修復に役割を果たしてい
るかもしれないことを示している。しかしながら、成体の腎組織に存在するCD133+細胞集
団は非常に少なく、したがって、同種を基にした細胞治療のためには非実用的である。器
官特異的幹細胞を同定するための近年のアプローチは、前駆細胞がHoechst 33342染料を
排出する能力に基づく単離方法を利用している。この能力を示す細胞は、SP［サイドポピ
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ュレーション(side-population)］細胞と呼ばれ、様々な程度の幹細胞の特徴を示してい
る。研究は、げっ歯類腎臓の腎臓間質には、SP細胞が含まれることを示している。その上
、腎臓SP細胞が急性腎不全のマウスに注入された。Hishikawa et al., J. of Cell Biolo
gy, 169: 921-928, 2005参照。これらの細胞は、間質腔に遊走し、損傷した腎臓組織の修
復において役割を果たしているように思われた。しかしながら、ヒト腎組織でのSP細胞の
存在は、まだ決定されていない。細胞治療で使用するための哺乳動物またはヒトの腎臓由
来細胞の改良された供給源であって、正常な哺乳動物またはヒトの腎組織から単離され、
細胞培養中で成長できる、改良された供給源が、本分野では必要とされている。
【０００６】
〔発明の概要〕
　本発明は、哺乳動物腎組織から単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団を提供
する。哺乳動物腎臓由来細胞集団の単離および精製のための方法を提供する。特有の哺乳
動物腎臓由来細胞集団は、表現型の特徴（例えば、形態、成長能、表面マーカー表現型、
初期発生遺伝子発現、および、腎臓発生遺伝子発現）により特徴づけられる。表面マーカ
ーおよび遺伝子発現の表現型は、培養中の哺乳動物腎臓由来細胞集団の複数継代後も保有
される。
【０００７】
　本発明の１つの態様では、単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団を提供し、
細胞集団は、培養中で自己複製し増殖する能力があり、細胞集団は、Oct-4、Rex-1、Pax-
2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、また
は、GDF5のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、Wnt-4
、SIX2、または、GATA-4のうちの少なくとも１つの発現について陰性である。１つの実施
態様では、細胞は、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうち
の少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうち
の少なくとも１つの発現について陰性である。
【０００８】
　更なる態様では、単離又は精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団は、細胞表面マーカー
HLA I、CD24、CD29、CD44、CD49c、CD73、CD166、または、SSEA-4のうちの少なくとも１
つについて陽性であり、細胞表面マーカーHLA II、CD31、CD34、CD45、CD56、CD80、CD86
、CD104、CD105、CD117、CD133、CD138、CD141、または、E-cadherinのうちの少なくとも
１つについて陰性である。１つの実施態様では、細胞集団は、表面マーカーHLA I、CD166
、または、SSEA-4のうちの少なくとも１つについて陽性であり、細胞表面マーカーHLA II
、CD80、CD86、CD133、CD141、または、E-cadherinのうちの少なくとも１つについて陰性
である。更に別の実施態様では、細胞集団は、細胞表面マーカーHLA Iについて陽性であ
り、細胞表面マーカーHLA II、CD80、または、CD86のうちの少なくとも１つについて陰性
である。細胞集団は、好ましくは、哺乳動物患者における同種移植について非免疫原性で
ある。哺乳動物腎臓由来細胞集団は、栄養因子FGF2、HGF、TGFα、TIMP-1、TIMP-2、MMP-
2、または、VEGFのうちの少なくとも１つを分泌してもよい。好ましくは、細胞集団は、
栄養因子PDGF-bb、または、IL12p70のうちの少なくとも１つを分泌しない。
【０００９】
　哺乳動物腎臓由来細胞集団は、腎被膜下部位、腎皮質、または、腎髄質に由来してもよ
い。哺乳動物腎臓由来細胞集団は、腎臓前駆細胞を含んでもよい。哺乳動物腎臓由来細胞
集団は、ヒト、霊長類、または、げっ歯類に由来してもよい。
【００１０】
　本発明の別の態様は、哺乳動物患者における虚血性腎疾患を治療するための方法に関す
るものであり、その方法は、哺乳動物患者に、上記の単離または精製された哺乳動物腎臓
由来細胞集団の治療上有効な量を投与し、それにより、哺乳動物患者における虚血性腎疾
患を減少させるか、または、取り除くことを含む。
【００１１】
　また、哺乳動物患者において、外傷、年齢、代謝傷害もしくは毒性傷害、疾患、または
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、突発性損失に起因して損傷した腎臓の組織、器官、成分、または、構造を置換するため
の方法も提供する。その方法は、哺乳動物患者に、単離または精製された哺乳動物腎臓由
来細胞集団の治療上有効な量を投与し、それにより、損傷した組織もしくは器官を減らす
か、もしくは、取り除き、哺乳動物患者における腎機能を回復させることを含む。
【００１２】
　本発明の更なる態様は、哺乳動物腎臓由来細胞集団を選択的に濃縮または単離するため
の方法に関する。この方法は、哺乳動物の腎臓の被膜下部位、皮質、または、髄質から組
織を入手することと、メタロプロテアーゼ、中性プロテアーゼ、または、粘液溶解酵素の
存在下で組織をインキュベーションすることと、細胞を組織培養容器にまくことと、Oct-
4、Rex-1、Pax-2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC-R4、Sox-17、EpoR、BMP
2、BMP7、または、GDF5のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4
、hTert、Wnt-4、SIX2、または、GATA-4のうちの少なくとも１つの発現について陰性であ
る細胞集団を同定することと、哺乳動物腎臓由来細胞集団を単離することとを含む。更な
る態様では、細胞集団は、細胞表面マーカーHLA I、CD24、CD29、CD44、CD49c、CD73、CD
166、または、SSEA-4の少なくとも１つについて陽性であり、細胞表面マーカーHLA II、C
D31、CD34、CD45、CD56、CD80、CD86、CD104、CD105、CD117、CD133、CD138、CD141、ま
たは、E-cadherinのうちの少なくとも１つについて陰性である。
【００１３】
　また、哺乳動物患者における疾患を遺伝子治療により治療するための方法も提供し、そ
の方法は、上記の哺乳動物の腎組織に由来する哺乳動物腎臓由来細胞集団を単離すること
と、単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団を、治療上の遺伝子産物を産生する
ように遺伝子改変することと、遺伝子改変された細胞を培養中で増殖することと、哺乳動
物患者において望ましい遺伝子産物を産生するため、および、哺乳動物患者における疾患
を減少させるか、または、取り除くために、遺伝子改変された細胞を投与することと、を
含む。
【００１４】
　更なる態様では、哺乳動物患者における腎臓の細胞に関わる異常を治療するための潜在
的な薬物候補をスクリーニングするための方法を提供し、その方法は、（ａ）患者由来の
哺乳動物の腎細胞または腎組織に由来する、単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞
集団を準備する工程であって、その細胞は培養中で自己複製し増殖する能力があり、その
細胞集団が、Oct-4、Rex-1、Pax-2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC-R4、S
ox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または、GDF5のうちの少なくとも１つの発現について陽性で
あり、Sox2、FGF4、hTert、Wnt-4、SIX2、または、GATA-4のうちの少なくとも１つの発現
について陰性である、工程と、（ｂ）試験管内で自己複製し増殖するための能力、または
、向上した能力を有する細胞を含む細胞組成物を入手するための増殖条件下で、哺乳動物
腎臓由来細胞集団を培養する工程と、（ｃ）工程（ａ）または工程（ｂ）において培養さ
れた細胞を、潜在的な薬物候補に曝露する工程と、（ｄ）細胞の生存に対する、あるいは
、細胞の形態的、機能的、もしくは、生理的な特徴、および／または、分子生物学的な特
性に対する、潜在的な薬物候補の効果の存在または不存在を検出する工程であって、それ
により、細胞生存、細胞の形態的、機能的、もしくは、生理的特徴、および／または、分
子生物学的特性を変える効果が、潜在的な薬物候補の活性を示す、工程と、を含む。更な
る態様では、細胞集団は、細胞表面マーカーHLA I、CD24、CD29、CD44、CD49c、CD73、CD
166、または、SSEA-4のうちの少なくとも１つについて陽性であり、細胞表面マーカーHLA
 II、CD31、CD34、CD45、CD56、CD80、CD86、CD104、CD105、CD117、CD133、CD138、CD14
1、または、E-cadherinのうちの少なくとも１つについて陰性である。
【００１５】
　また、単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団の培養における自己複製および
増殖に影響する試験物質の毒性を解析するための方法も提供する。この方法は、（ａ）哺
乳動物の腎組織に由来する、単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団を培養する
工程であって、細胞は培養中で自己複製し増殖する能力があり、細胞集団が、Oct-4、Rex
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-1、Pax-2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP
7、または、GDF5のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert
、Wnt-4、SIX2、または、GATA-4のうちの少なくとも１つの発現について陰性である、工
程と、（ｂ）工程（ａ）における培養細胞を、試験物質に曝露する工程と、（ｃ）細胞の
生存に対する、あるいは、細胞の形態的、機能的、もしくは、生理的特徴、および／また
は、分子生物学的特性に対する、試験物質の効果の存在または不存在を検出する工程であ
って、それにより、細胞生存、細胞の形態的、機能的、もしくは生理的特徴、および／ま
たは、分子生物学的特性を変える効果が、試験物質の活性を示す、工程とを含む。更なる
態様では、細胞集団は、細胞表面マーカーHLA I、CD24、CD29、CD44、CD49c、CD73、CD16
6、または、SSEA-4のうちの少なくとも１つについて陽性であり、細胞表面マーカーHLA I
I、CD31、CD34、CD45、CD56、CD80、CD86、CD104、CD105、CD117、CD133、CD138、CD141
、または、E-cadherinのうちの少なくとも１つについて陰性である。
【００１６】
〔発明の詳細な説明〕
≪概略≫
　本発明は、哺乳動物の腎組織から単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団を提
供する。哺乳動物の腎組織から細胞を単離し精製するための方法を提供する。特有の哺乳
動物腎臓由来細胞集団は、表現型の特徴（例えば、形態、成長能、表面マーカー表現型、
腎臓発生遺伝子発現、初期発生遺伝子発現、または、腎保護遺伝子発現）により特徴付け
られる。表面マーカーおよび遺伝子発現の表現型は両方とも、培養中の哺乳動物腎臓由来
細胞集団の複数継代後も保有される。
【００１７】
　単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団を提供し、その細胞集団は培養中で自
己複製し増殖する能力がある細胞集団であり、細胞集団は、Oct-4、Rex-1、Pax-2、Cadhe
rin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または、GDF5
のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、Wnt-4、SIX2、
または、GATA-4の少なくとも１つの発現について陰性である。単離または精製された哺乳
動物腎臓由来細胞集団は安定であり、細胞培養中で自己複製し増殖する能力がある。１つ
の実施態様では、細胞は、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1
のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4
のうちの少なくとも１つの発現について陰性である。単離または精製された哺乳動物腎臓
由来細胞集団が、細胞表面マーカーHLA Iについて陽性であり、細胞表面マーカーHLA II
、CD80、または、CD86のうちの少なくとも１つについて陰性であるという発見により証明
されているように、細胞集団は、哺乳動物患者における同種移植について非免疫原性であ
る。
【００１８】
　哺乳動物腎臓由来細胞集団は、栄養因子FGF2、HGF、TGFα、TIMP-1、TIMP-2、MMP-2、
または、VEGFのうちの少なくとも１つを分泌しうるが、栄養因子PDGF-bb、または、IL12p
70のうちの少なくとも１つを分泌しない。細胞集団は、ヒト、霊長類、または、げっ歯類
の腎被膜下部位、腎皮質、または、腎髄質に由来することができる。哺乳動物腎臓由来細
胞集団には、腎前駆細胞が含まれてもよい。腎前駆細胞は、異なる細胞系統（例えば、脂
肪細胞、または、骨芽細胞）に分化する能力がある。
【００１９】
　本発明の哺乳動物腎臓由来細胞集団は、虚血性腎疾患における腎臓の再生のための、ま
たは、哺乳動物患者における外傷、年齢、代謝傷害もしくは毒性傷害、疾患、または、突
発性損失に起因して損傷した腎臓の組織、器官、成分、もしくは、構造を置換するような
治療処置のための、細胞治療において有用である。
【００２０】
　本発明は、当然に変動することができる特定の方法、試薬、化合物、組成物、または、
生物システムに限定されないことが理解されるべきである。また、本明細書で用いる用語
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も、特定の実施態様のみを説明するために用いられ、限定することを意図するものではな
いことも理解されるべきである。本明細書および添付した特許請求の範囲において用いら
れるように、単数形“a”、“an”、“the”には、別に明確に内容を述べない限り、複数
の指示対象が含まれる。したがって、例えば、“a cell（細胞）”との言及には、２個以
上の細胞の組み合わせおよび同様のものが含まれる。
【００２１】
　計測可能な値（例えば、量、期間、および、同様のもの）に言及する場合、本明細書で
用いる用語「約」は、特定した値から±20％または±10％、より好ましくは±５％、更に
好ましくは±１％、更に好ましくは±0.1％の変動を含むことを意味し、このような変動
が、開示した方法を行うために適切である。
【００２２】
　別に定義しない限り、本明細書で用いる全ての技術用語および科学用語は、発明に関連
する分野における通常の技術を有する者のうちの１人により、共通して理解されるものと
同じ意味を持つ。本明細書で説明したものと同様または等価な任意の方法および材料を、
本発明を試験するための実施で用いることができるが、好ましい材料および方法は、本明
細書に記載されている。本発明を説明し、特許請求するに際し、以下の用語が用いられる
だろう。
【００２３】
　「本発明の細胞」とは、哺乳動物腎臓由来細胞集団、および、分化した細胞または脱分
化した細胞を含む、それらの細胞集団に由来する細胞を言う。哺乳動物腎臓由来細胞集団
は、Oct-4、Rex-1、Pax-2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC-R4、Sox-17、E
poR、BMP2、BMP7、または、GDF5のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox
2、FGF4、hTert、Wnt-4、SIX2、または、GATA-4のうちの少なくとも１つの発現について
陰性であることができる。
【００２４】
　「分化」は、非特殊化した（「コミットしていない」）細胞、または、あまり特殊化し
ていない細胞が、例えば、腎細胞のような特殊化した細胞の特色を獲得する過程である。
「分化した、または、分化を誘導した細胞」は、細胞系統内でより特殊化した（「コミッ
トした」）地位につく細胞である。用語「コミットした」とは、分化過程に適用する場合
、通常環境下で、特定の細胞型もしくは細胞型のサブセットへと分化し続けるだろう時点
まで、また、通常環境下で、異なる細胞型へと分化することができないか、または、あま
り分化していない細胞に戻ることができない時点まで、分化経路が進行した細胞を言う。
「脱分化」とは、細胞が、細胞系統内のあまり特殊化（すなわち、コミット）していない
地位に戻る過程を言う。本明細書中で用いるように、細胞の「系統」は、細胞の遺伝形質
、すなわち、細胞がどんな細胞から生じたか、また、どんな細胞を生じさせることができ
るかということを定義する。細胞系統は、発生および分化の遺伝的スキーム内に、細胞を
位置付ける。「系統特異的マーカー」とは、目的の系統の細胞の表現型と特異的に関連し
た特徴を言い、コミットしていない細胞が目的の系統まで分化するかどうかを判定するた
めに用いることができる。
【００２５】
　広義には、「前駆細胞」は、それ自身よりも更に分化した子孫細胞を作り出す能力があ
り、更に、前駆体の集合を補充する能力を保有する細胞である。この定義によると、幹細
胞は、最終的に分化した細胞の直前の前駆体であるため、それ自身もまた前駆細胞である
。本発明の細胞に言及する場合、以下のとおり詳細に説明するように、広義の「前駆細胞
」を用いてもよい。前駆細胞は、狭義には、分化経路における中間体である細胞（すなわ
ち、それは幹細胞から生じ、成熟した細胞型または細胞型のサブセットの産生における中
間体である）として、しばしば定義される。このタイプの前駆細胞は、概して、自己複製
できない。したがって、本明細書中でこのタイプの細胞について言及する場合、「非複製
前駆細胞」または「中間前駆細胞」もしくは「前駆細胞」と呼ばれるだろう。分化した細
胞は、それ自身も多分化能性細胞等に由来する多分化能性細胞に由来することができる。
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これらの多分化能性細胞のそれぞれを幹細胞と見なすことができるが、細胞型の範囲には
かなりの変動を生じる可能性がある。また、分化した細胞には、より高い発生能力を有す
る細胞を生ずる能力があるものもある。このような能力は、生得的なものであることがで
きるし、あるいは、様々な因子による処理により、人工的に誘導することができる。「増
殖」は、細胞数の増加を指す。
【００２６】
　本明細書で用いられるような「腎前駆細胞」は、等しい能力の娘細胞を産生することに
加えて、細胞（例えば、脂肪細胞または骨芽細胞）を生ずることができるか、または、１
つ以上の組織型（例えば、腎組織）を生ずることができる、哺乳動物腎臓由来細胞である
。「腎前駆細胞」または「腎臓前駆細胞」は、成体または胎児の腎組織から実質的に生み
出された多分化能性細胞または多能性細胞である。これらの細胞は、多能性幹細胞を特徴
付ける特性を有することが知られてきている。その特性には、急速増殖および他の細胞系
統へ分化する能力が含まれる。「多分化能性」腎前駆細胞は、複数の細胞系統（例えば、
腎臓細胞系統、脂肪細胞系統、または、骨芽細胞系統）を生み出すことができる。腎臓前
駆細胞は、初期発生の遺伝子マーカー、腎臓発生の遺伝子マーカー、後腎間葉系遺伝子マ
ーカー、および、後腎間葉の生存を促進する遺伝子についての遺伝子発現プロファイルを
示す。例えば、腎前駆細胞は、Oct-4およびRex-1を含むがこれに限定されない遺伝子の発
現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTERT、および、Wnt-4を含むがこれに限定されない
遺伝子の発現について陰性であるような遺伝子発現プロファイルを示す。
【００２７】
　単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団は、安定であり、細胞培養中で自己複
製し増殖する能力がある。哺乳動物腎臓由来細胞集団は、Oct-4、Rex-1、Pax-2、Cadheri
n-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または、GDF5の
うちの少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、Wnt-4、SIX2、ま
たは、GATA-4のうちの少なくとも１つの発現について陰性である細胞として、表現型上同
定されている。更なる態様では、哺乳動物腎臓由来細胞集団は、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7
、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり
、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうちの少なくとも１つの発現について陰性である
として同定されている。
【００２８】
　「組織」とは、特定の特殊な機能を一緒に行う、同様に特殊化した細胞の群または層を
言う。「器官」とは、組織層が、微細構造を形成するための細胞－細胞相互作用および／
または細胞－マトリックス相互作用のいくつかの形式を維持する、２つ以上の隣接した組
織層を言う。
【００２９】
　「腎臓」とは、腹部中の一対の器官のうちの１つを言う。腎臓は、血液から老廃物を（
尿として）除去し、赤血球産生を刺激するエリスロポエチンを産生し、血圧調節において
役割を果たしている。腎臓は、適正な水と電解質のバランスを維持し、酸－塩基濃度を調
節し、代謝老廃物を含む血液をろ過し、その後尿として排泄するために機能する。
【００３０】
　「初代培養」とは、組織から単離された多くの異なる細胞型の相互作用を可能にする細
胞の混合細胞集団を言う。用語「初代」とは、組織培養の分野における通常の意味である
。「培養中で自己複製し増殖する能力がある」とは、細胞培養中で成長し分裂し、細胞マ
ーカーにより、また、母細胞から娘細胞への栄養因子の分泌により測定されるような、実
質的に同じ表現型を維持する哺乳動物腎臓由来細胞集団を言う。哺乳動物腎臓由来細胞集
団の複製中のいくつかの時点で、表現型は、腎臓由来細胞のより特殊化した、または、よ
り分化した状態へと変化することができる。
【００３１】
　また、本発明の哺乳動物腎臓由来細胞集団は、細胞増殖および分化を促進する条件下で
、患者への投与の前に培養することもできる。これらの条件には、試験管内での増殖およ
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びコンフルエンスを可能にするために細胞を培養することであって、その時点で凝集体ま
たはクラスターを形成し、GDF5、BMPを分泌し、または、BMPもしくはEPOレセプターを発
現するように細胞を作ることができる、細胞を培養することが含まれる。
【００３２】
　培養中の細胞を説明するために、様々な用語が用いられる。「細胞培養」とは、概して
、生きた生物から採取され、制御条件下（例えば、「培養中」）で育てた細胞を言う。「
初代細胞培養」は、生物から直接採取された細胞、組織、または、器官を、最初の二次培
養前に培養することである。細胞成長および／または分裂を容易にする条件下の成長培地
に、細胞を置いた場合、細胞は培養中で「増殖」し、その結果、より大きな細胞集団が形
成される。細胞が培養中で増殖する場合、細胞増殖速度は、時折、細胞が数において倍加
するために必要な時間の長さによって測定される。これを「倍加時間」と呼ぶ。
【００３３】
　「細胞組成物」とは、細胞の調合物を言い、その調合物は、細胞に加えて、細胞培養培
地のような非細胞成分（例えば、タンパク質、アミノ酸、核酸、ヌクレオチド、コエンザ
イム、抗酸化剤、金属、および、同様のもの）を含むことができる。更に、細胞組成物は
、細胞成分の成長または生存率に影響しないが、特定の形式で（例えば、カプセル化のた
めのポリマーマトリックス、または、製薬調合物として）細胞を提供するために用いられ
る、成分を有する。
【００３４】
　「培養培地」は、本分野で理解され、「成長培地」としても共通して知られており、概
して、生きている細胞の培養のために用いられる任意の物質または調合物を言う。したが
って、「組織培養」とは、その構造および機能を保存するための組織（例えば、器官始原
の腎被膜下部位、腎皮質、もしくは、腎髄質の外植片、または、試験管内での成体器官の
外植片）の維持または成長を言う。「細胞培養」とは、試験管内での細胞の成長を言う。
増幅した哺乳動物腎臓由来細胞集団の組織および細胞培養調合物は、様々な形式をとるこ
とができる。例えば、「懸濁培養」とは、細胞が適切な培地中に懸濁されると共に増加す
る培養を言う。同様に、「連続流培養」とは、細胞の成長（例えば、生存率）を維持する
ための新鮮な培地の連続流中における細胞または外植片の培養を言う。
【００３５】
　「細胞株」は、初代細胞培養の１回以上の二次培養により形成された細胞集団である。
二次培養の各ラウンドは、継代と呼ばれる。細胞を二次培養するとき、その細胞は「継代
された」と言う。特定の細胞集団、すなわち、細胞株は、時折、継代された回数で呼ばれ
るか、または特徴付けられる。例えば、10回継代した培養細胞集団は、「P10」培養と呼
ばれるかもしれない。初代培養、すなわち、細胞の組織からの単離後初めての培養は、P0
と表される。最初の二次培養後、細胞は２番目の培養（P1、または、１代継代）と呼ばれ
る。２番目の二次培養後、細胞は３番目の培養（P2、または、２代継代）となる、等。継
代期間中、多くの集団倍加が存在するかもしれないことが、当業者によって理解されるだ
ろう。したがって、培養の集団倍加数は通常、継代数よりも多くなる。継代間の期間中、
細胞の増殖（すなわち、集団倍加数）は、多くの因子に依存する。その因子には、播種密
度、基質、培地、継代と継代との間の時間が含まれるが、これに限定されない。
【００３６】
　「馴化培地」は、特定の細胞、または、細胞集団が培養され、その後、それらが除去さ
れた培地である。細胞が培地中で培養される間、これらの細胞は、他の細胞への栄養的な
補助を提供しうる細胞因子を分泌する。このような栄養因子には、ホルモン、サイトカイ
ン、細胞外マトリックス（ECM）、タンパク質、抗体、および、顆粒が含まれるが、これ
に限定されない。細胞因子を含む培地が、馴化培地である。
【００３７】
　概して、「栄養因子」は、細胞の生存、成長、増殖、成熟、分化、および／または、維
持を促進するか、あるいは細胞活性の向上を刺激する物質として定義される。「栄養的な
補助」とは、細胞の生存、成長、増殖、成熟、分化、および／または、維持を促進するか
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、あるいは細胞活性の向上を刺激する能力を言うために、本明細書中で用いられる。本発
明の哺乳動物腎臓由来細胞集団は、栄養因子を産生し、その栄養因子には、増殖因子、サ
イトカイン、および、分化因子が含まれるが、これに限定されない。栄養因子には、FGF2
、HGF、TGFα、TIMP-1、TIMP-2、VEGF、MMP-2、または、これらの組み合わせが含まれる
が、これに限定されない。
【００３８】
　「非免疫原性」とは、大部分の処理した哺乳動物患者において、有害な免疫応答（すな
わち、哺乳動物患者の健康を損なう免疫反応、または、処理した哺乳動物患者で治療応答
を妨げる免疫反応）を誘発しない細胞または細胞集団を言う。
【００３９】
　「遺伝子」とは、遺伝子産物をコードする核酸配列を言う。遺伝子は、遺伝子の発現の
ために必要とされる配列情報（例えば、プロモーター、エンハンサー等）を選択的に含む
。用語「ゲノムの」は、生物のゲノムに関する。
【００４０】
　「遺伝子発現」とは、RNA産物への遺伝子の転写を言い、選択的に、１つ以上のポリペ
プチド配列への翻訳を言う。
【００４１】
　「遺伝子発現データ」とは、遺伝子発現の異なる態様に関する情報を含む１セット以上
のデータを言う。データセットには、細胞または細胞由来サンプル中の標的転写物の存在
、標的転写物の相対量および絶対量、特異的遺伝子の発現を誘導するような様々な処置の
能力、ならびに、特定の遺伝子の発現を異なるレベルに変化させるような様々な処置の能
力に関する情報が、選択的に含まれる。
【００４２】
　「遺伝子発現プロファイル」とは、選択した発現条件が存在しない場合（すなわち、基
準もしくは対照）、または、その条件に応答する場合（例えば、１またはいくつかの時点
での、標準化合物もしくは試験化合物の存在下でのインキュベーション）の複数の遺伝子
の発現レベルの説明を言う。遺伝子発現を、各遺伝子について転写されたmRNAの絶対量の
観点から、対照細胞と比較して試験細胞で転写されたmRNAの割合および同様のものとして
、表現することができる。また、それは、患者における個々の遺伝子の発現および個々の
遺伝子組の発現を言う。
【００４３】
　培養した脊椎動物細胞について言及する場合、用語「老化」（「複製老化」または「細
胞老化」とも）とは、有限の細胞培養に起因する特性、すなわち、限られた集団倍加数よ
りも多く成長できないこと（時折、「ヘイフリック限界」という）を言う。細胞老化は、
最初に線維芽様細胞を用いて説明されたが、培養中でうまく成長することができるほとん
どの正常ヒト細胞型が、細胞老化を経験する。異なる細胞型の試験管内での寿命は変化す
るが、最大の寿命は一般的に、100回の集団倍加よりも少ない（これは培養中で、老化し
、ゆえに、培養物が分裂できないようになった細胞のすべてについての倍加数である）。
老化は経過時間には依存しないが、むしろ、培養物が経験した細胞分裂数または集団倍加
数により測定される。したがって、必須増殖因子を除去することにより休眠させられた細
胞は、増殖因子を再導入すると成長および分裂を再開することができ、その後、継続的に
成長した同等の細胞と同じ倍加数を実行することができる。同様に、様々な数の集団倍加
後、細胞を液体窒素中で凍結し、その後解凍し培養する場合、それらは、培養中で未凍結
のまま維持した細胞と実質的に同じ倍加数を経験する。老化細胞は死んだ細胞でも、死に
つつある細胞でもない。それらは、実際にプログラム細胞死（アポトーシス）に耐えてい
るし、３年間は分裂しない状態で維持されている。これらの細胞は、生存しているし、代
謝的には活性であるが、分裂しない。老化細胞の非分裂状態は、任意の生物学的、科学的
、または、ウイルス因子によって元に戻ることはまだわかっていない。
【００４４】
　「標準成長条件」とは、二酸化炭素約５％、温度約35～39℃、より好ましくは37℃、お
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よび、相対湿度約100％を含む標準的な大気条件を言う。
【００４５】
　「ED50」は、最大応答または最大効果の50％を生じる薬物用量を意味する。
【００４６】
　「有効量」とは、意図した結果（哺乳動物腎臓由来細胞の増殖を含む）を出すために、
すなわち、疾患もしくは状態を、本発明の細胞、調合物、および、組成物により治療する
ために、または、治療すべき患者内の細胞を移植するのを達成するために有効な増殖因子
、サイトカイン、細胞、調合物、または、組成物のような成分の濃度を言う。増殖因子、
サイトカイン、細胞、調合物、または、組成物のような成分の有効量は、細胞増殖速度、
および／または、細胞の分化状態での変化をもたらす。
【００４７】
　「投与すること」または「投与」とは、治療目的で、本発明の細胞、調合物、または、
組成物を患者に送達する過程を言う。細胞、調合物、または、組成物を、非経口（例えば
、静脈内および動脈内経路、ならびに、他の適切な非経口経路）、経口、皮下、吸入、ま
たは、経皮を含む多くの方法で投与することができる。本発明の細胞、調合物、および、
組成物は、患者の臨床状態、投与の部位および方法、用量、患者の年齢、性別、体重、お
よび、医師にとって既知の他の因子に配慮した適正な医療行為にしたがって投与される。
【００４８】
　「動物」または「哺乳動物患者」とは、哺乳動物、好ましくはヒト、霊長類、ラット、
または、マウスのような哺乳動物を言う。同様に本発明の方法により治療されるべき「患
者（“subject” or “patient”）」は、本発明の細胞、調合物、組成物による治療（予
防的な治療を含む）が提供される、ヒトまたはヒトではない動物のいずれかを意味するこ
とができる。特定の動物（例えば、ヒトの患者）に特異的な状態または疾患状態の治療に
ついては、その用語はその特定の動物を指す。「ドナー」とは、患者における使用のため
に腎臓細胞または腎細胞を提供する個体（ヒトを含む動物）を言う。
【００４９】
　「移植する（“transplanting”、“grafting”）」、「植え込む（“implanting”）
」「移植（“transplantation”、“graft”）」は、好ましい効果（例えば、患者の組織
への損傷を修復すること、あるいは、例えば、事故または他の活動により引き起こされた
、器官もしくは組織への疾患、傷害もしくは外傷、遺伝的損傷、または、環境発作を治療
すること）を細胞が示すことが意図される患者の体内の部位に、本発明の細胞、調合物、
および、組成物を送達する過程を述べるために用いられる。また、移植に影響を与える体
の適切な部位への細胞遊走による任意の投与形式によって、細胞、調合物、および、組成
物を体の離れた部位に送達することもできる。
【００５０】
　「外植片」とは、体から採取され、人工培地中で育てられた器官の部分を言う。
【００５１】
　「生体外で（“ex vivo”）」とは、体から採取され、試験管内で一次的に培養され、
体に戻された細胞を言う。
【００５２】
　「本質的に」「本質的に有効」、または、「本質的に純粋」とは、少なくとも20+％、3
0+％、40+％、50+％、60+％、70+％、80+％、85+％、90+％、または、95+％有効であり、
より好ましくは少なくとも98+％有効であり、最も好ましくは99+％有効である細胞集団、
または、方法を言う。したがって、所与の細胞集団を濃縮するための方法は、標的細胞集
団の少なくとも約20+％、30+％、40+％、50+％、60+％、70+％、80％、85％、90％、また
は、95％が濃縮され、好ましくは細胞集団の少なくとも約98％が濃縮され、最も好ましく
は細胞集団の少なくとも約99％が濃縮される。ある実施態様では、本発明の哺乳動物腎臓
由来細胞集団の濃縮された集団における細胞は、本質的に哺乳動物腎臓由来細胞（例えば
、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうちの少なくとも１つ
の発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうちの少なくとも１つ
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の発現について陰性である細胞）から成る。
【００５３】
　「単離された」または「精製された」とは、天然状態から「人の手により」変化させる
ことを言う。すなわち、天然で生じた任意のものを、それが元の環境から除去された場合
、“単離された”または両方として定義する。また、「単離された」は、混入物（すなわ
ち、細胞とは異なる物質）から分離された組成物（例えば、哺乳動物腎臓由来細胞集団）
も定義する。ある態様では、細胞集団または組成物は、天然では関係しているかもしれな
い細胞や材料を実質的に含まない。哺乳動物腎臓由来細胞に関して、「単離された」もし
くは「精製された」または「実質的に純粋」とは、全細胞集団を構成する哺乳動物腎臓由
来細胞集団に関して、少なくとも約50％、少なくとも約75％、好ましくは少なくとも約85
％、より好ましくは少なくとも約90％、および、最も好ましくは少なくとも95％純粋であ
る、哺乳動物腎臓由来細胞集団を言う。言い換えると、用語「実質的に純粋」とは、続い
て起こる培養および増幅の前の、元の増幅されていない単離された集団における、系統に
コミットした腎細胞を、約50％未満、好ましくは約30％未満、好ましくは約20％未満、よ
り好ましくは約10％未満、最も好ましくは5％未満含む、本発明の哺乳動物腎臓由来細胞
集団を言う。細胞集団または細胞組成物の純度を、本分野で周知の適切な方法により判定
することができる。
【００５４】
　「遺伝子治療」とは、疾患または異常の治療処置のための細胞に、新しい遺伝情報を伝
達し、安定に挿入することを言う。本明細書の観点では、哺乳動物患者に遺伝子治療を投
与するための様々な方法が、本分野の当業者にとって明らかであるだろう。遺伝子治療技
術は、本明細書において説明されている。外来遺伝子を、伝達遺伝子を細胞集団全体に導
入するために増殖される細胞へ伝達する。したがって、外来遺伝子を潜在的に発現するだ
ろう様々な系統を産生するだろうから、本発明の細胞および組成物は、遺伝子伝達の標的
であることができる。
【００５５】
　本発明の方法にしたがって精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団、または、それらの前
駆体は、腎臓の異常（例えば、虚血性腎損傷、腎臓機能不全、腎移植、または、腎臓細胞
がん）を治療するために用いることができる。細胞もしくは組織、または、それから再生
された機能性腎組織を、腎臓機能における急性または慢性の衰退を治療するために、患者
に投与することができる。機能性腎臓細胞または再生した腎臓組織を、腎細胞のドナーま
たは別の患者に植え込むことができる。また、腎臓細胞またはその前駆体を、人工腎臓系
（例えば、中空で繊維のろ過システムを基にしたシステム）を構築するためにも用いるこ
とができる。
【００５６】
　本発明の細胞、細胞調合物、および、細胞組成物を、哺乳動物患者に投与される免疫原
として用いることができる。本発明にしたがって得られた哺乳動物腎臓由来細胞集団の投
与は、様々な方法により達成することができる。哺乳動物患者へ細胞を免疫源として投与
する方法には、免疫化、直接接触による膜への投与（例えば、ふき取りまたはこすりつけ
装置による）、粘膜への投与（例えば、エアロゾルによる）、および、経口投与が含まれ
るが、これに限定しない。免疫化は受動的または能動的であることができるし、腹腔内注
射、皮内注射、および、局部注射を含む異なる経路を通じて、免疫化を起こすことができ
る。免疫化の経路およびスケジュールは、抗体刺激および産生のための一般的に確立され
た従来方法に従う。哺乳動物患者（特にマウス）、および、それ由来の抗体産生細胞は、
哺乳動物ハイブリドーマ細胞株の産生のための基礎として役立つよう、操作することがで
きる。
【００５７】
　本発明の哺乳動物腎臓由来細胞集団組成物は、疾患のモデルシステムを準備するために
用いることができる。本発明の哺乳動物腎臓由来細胞組成物は、化合物を産生するために
も用いることができ、この化合物には、増殖因子、ホルモン、サイトカイン、および、免
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疫刺激化合物が含まれるが、これに限定されない。本発明の哺乳動物腎臓由来細胞集団は
、FGF2、HGF、TGFα、TIMP-1、TIMP-2、VEGF、もしくは、MMP-2、または、それらの組み
合わせを含むがこれに限定されない因子を分泌し、栄養因子PDGF-bb、もしくは、IL12p70
、または、それらの組み合わせのうちの少なくとも１つを分泌しない。
【００５８】
　ある態様では、本発明は、哺乳動物腎臓由来細胞集団または哺乳動物の腎前駆細胞の増
殖または分化に関与する遺伝子、タンパク質、および、他の代謝物を、同定し培養するこ
とができる培養系を提供する。本発明の培養系における細胞は、哺乳動物腎臓由来細胞、
または、哺乳動物の腎前駆細胞の産生を刺激するメカニズムおよび化合物を決定するため
に、他の細胞（例えば、分化した細胞）と比較することができる。
【００５９】
　本発明の細胞組成物は、哺乳動物腎臓由来細胞集団の分化で発現するか、または、その
分化において重要な遺伝子をスクリーニングするために用いることができる。使用可能な
スクリーニング方法は、差異表示分析(Representational Difference Analysis)（RDA）
、または、例えばSA-lacZによるジーントラップ法を含む。D. P. Hill and W. Wurst, 19
93, Methods in Enzymology, 225: 664参照。ジーントラップ法は、哺乳動物腎臓由来細
胞の分化または活性に影響する優性変異を（例えば、遺伝子産物の特定部位を欠失させる
ことにより）誘導するために用いることができ、また、これらの細胞の分化において発現
するか、または、重要である遺伝子の同定を可能にするために用いることができる。
【００６０】
　増加した哺乳動物腎臓由来細胞数を含む本発明の増殖した細胞調合物を、患者の免疫系
を高めるために用いることができる。細胞調合物は、患者の免疫系および／または腎臓系
の強化、または、再構築を容易にするだろう。免疫原性抗原（例えば、ウイルス性、細菌
性、寄生虫性、または、がん抗原）を発現するベクターにより、哺乳動物腎臓由来細胞集
団を形質移入することができる。この形質移入された哺乳動物腎臓由来細胞集団を、疾患
を患う哺乳動物患者を治療し、それにより、ウイルス疾患、細菌疾患、もしくは、寄生虫
疾患を減少させるか、もしくは、取り除き、または、がんもしくは悪性新生物疾患を減少
させるか、もしくは、取り除くために用いることができる。
【００６１】
　本発明は、更に、生物的な薬剤または薬理的な薬剤に対する細胞応答を特徴付けるため
に、哺乳動物腎臓由来細胞集団を用いる治療方法を提供する。その方法は、統計的に有意
な個体集団から哺乳動物腎臓由来細胞を単離すること、哺乳動物腎臓由来細胞集団の細胞
培養を複数確立するために、統計的に有意な個体集団から哺乳動物腎臓由来細胞を培養増
殖すること、１つ以上の生物的な薬剤または薬理的な薬剤に、哺乳動物腎臓由来細胞培養
物を接触させること、１つ以上の生物的な薬剤または薬理的な薬剤に対する１つ以上の細
胞応答を同定すること、および、統計的に有意な集団における個体由来の哺乳動物腎臓由
来細胞培養物の１つ以上の細胞応答を比較することを伴う。
【００６２】
　また、本発明は、治療のために、哺乳動物腎臓由来細胞、または、特異的に分化した哺
乳動物腎臓由来細胞集団を用いる治療方法も提供し、その方法は、特異的に分化した細胞
を患者に投与することを含む。それは更に、内因性遺伝子またはトランスジーンを選択的
に発現するように遺伝子操作された哺乳動物腎臓由来細胞の使用、および、疾患を治療す
る目的で動物に移植／投与するために生体内で成長させた哺乳動物腎臓由来細胞集団の使
用を提供する。例えば、哺乳動物腎臓由来細胞集団に由来する分化した細胞は、腎臓の尿
細管、血管、間質、または糸球体構造に関する異常を治療するために用いることができる
。例えば、糸球体基底膜の疾患（例えば、Alport症候群）、尿細管輸送異常（例えば、Ba
rtter症候群、シスチン尿症、または、腎性尿崩症）、様々な病因の進行性腎疾患（例え
ば、糖尿病腎症、または、糸球体腎炎）、Fabry病、高シュウ酸尿症を治療するために、
また、急性尿細管壊死からの回復を加速するために、その細胞を用いることができる。
【００６３】
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　また、哺乳動物腎臓由来細胞集団に由来する分化した細胞は、急性腎不全、急性腎炎症
候群、鎮痛薬腎症、アテローム腎疾患、慢性腎不全、慢性腎炎、先天性ネフローゼ症候群
、末期腎疾患、Goodpasture症候群、IgM糸球体間質の増殖性糸球体腎炎、間質性腎炎、腎
臓がん、腎がん、副腎腫、腎細胞腺がん、腎損傷、腎感染、腎傷害、腎臓結石、ループス
腎炎、膜性増殖性GN I、膜性増殖性GN II、膜性腎症、微小変形群、壊死性糸球体腎炎、
腎芽細胞腫、腎石灰沈着症、腎性尿崩症、腎症-IgA、ネフローゼ（ネフローゼ症候群）、
多発性嚢胞腎、連鎖球菌感染後GN、逆流性腎症、腎動脈塞栓症、腎動脈狭窄、腎臓異常、
腎乳頭壊死、腎尿細管アシドーシスＩ型、腎尿細管アシドーシスII型、腎臓下部灌流（re
nal underperfusion）、または、腎静脈血栓症のような異常を治療するためにも用いるこ
とができる。
【００６４】
　哺乳動物腎臓由来細胞集団は、哺乳動物に細胞を生着するために用いることができ、組
織特異的な代謝機能、酵素機能、構造機能、または、他の機能を回復するか、または、修
正するために自家細胞、同種細胞、または、異種細胞を哺乳動物に投与することを含む。
細胞を、細胞型の生体内での分化を引き起こすように、哺乳動物に生着するために用いる
ことができ、また、哺乳動物腎臓由来細胞を哺乳動物に投与するために用いることができ
る。細胞、または、試験管内もしくは生体内で分化した子孫細胞は、遺伝的疾患、退行性
疾患、または、がん疾患の過程を修正するために用いることができる。
【００６５】
　哺乳動物腎臓由来細胞集団を、例えば、がんの治療、自己免疫疾患の治療における化学
療法もしくは放射線療法からの患者の回復に役立つための治療薬、または、レシピエント
における耐性を誘導するための治療薬として用いることができる。
【００６６】
　本発明は更に、哺乳動物腎臓由来細胞集団の遺伝子プロファイリングの方法、および、
データバンクにおけるこの遺伝子プロファイリングの使用を提供する。また、薬物探索に
役立つデータベースで遺伝子プロファイリングした哺乳動物腎臓由来細胞の使用を提供す
る。
【００６７】
　本発明は更に、人工腎臓を形成するために、キャリア装置または足場と併用して、哺乳
動物腎臓由来細胞から分化した哺乳動物腎臓由来細胞集団または細胞を用いることを提供
する。適切なキャリア装置は、本分野で周知である。例えば、キャリア装置は、分化した
哺乳動物腎臓由来細胞集団とともに用いる場合、中空で繊維基材の装置であることができ
る。本発明は更に、中空で繊維基材の装置の内側を覆う単離された哺乳動物腎臓由来細胞
集団に生体外の血液を接触させることにより、患者の血液から毒素を除去するための方法
を提供する。
【００６８】
　その上、上記に説明した方法において、許容可能なマトリックス（例えば、薬学上許容
可能なマトリックス）とともに細胞を投与する。マトリックスは生物分解性であることが
できる。また、マトリックスは、追加的な遺伝物質、サイトカイン、増殖因子、または、
細胞の成長および分化を促進するような他の因子も提供する。また、細胞は、投与の前に
カプセル化することもできる。カプセル化した細胞を、ポリマーカプセル内に含むことが
できる。
【００６９】
　本明細書中で説明されるキャリア装置、足場、または、マトリックスを準備するために
用いられるポリマーは、生体分解性であり、生体適合性である。生体分解性ポリマーは、
湿った体の組織にさらされると小さな断片へと急速に分解する。断片はその後、体内に吸
収されるか、体を通過するかのいずれかである。特に、生体分解した断片は、体に吸収さ
れるか、または体を通過し、その結果、断片の永続的な形跡または残渣は全く体に保有さ
れていないため、永続的な慢性異物反応を誘発しない。
【００７０】
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　使用可能な適切な生体適合性・生体吸収性ポリマーの例には、脂肪族ポリエステル、ポ
リ（アミノ酸）、コポリ（エーテル－エステル）、ポリアルキレンオキサレート、ポリア
ミド、ポリ（イミノカーボネート）、ポリオルトエステル、ポリオキサエステル、ポリア
ミドエステル、アミン基を持つポリオキサエステル、ポリ（無水物）、ポリホスファゼン
、生物分子、および、それらの混合物から成る群から選択されるポリマーが含まれる。本
発明ために、脂肪族ポリエステルには、ラクチド（乳酸、Ｄ－ラクチド、Ｌ－ラクチド、
および、メソラクチドを含む）、グリコリド（グリコール酸を含む）、ε－カプロラクト
ン、ｐ－ジオキサノン（１，４－ジオキサン－２－オン）、トリメチレンカーボネート（
１，３－ジオキサン－２－オン）、トリメチレンカーボネートのアルキル誘導体、δ－バ
レロラクトン、β－ブチロラクトン、γ－ブチロラクトン、ε－デカラクトン（epsilon-
 decalactone）、ヒドロキシ酪酸塩（反復単位）、ヒドロキシ吉草酸塩（反復単位）（hy
droxyvalerate (repeating units)）、１，４－ジオキセパン－２－オン（1 ,4-dioxepan
-2-one）（その二量体１，５，８，１２－テトラオキサシクロテトラデカン－７，１４－
ジオン（1,5, 8,12- tetraoxacyclotetradecane- 7,14-dione）を含む）、１，５－ジオ
キセパン－２－オン、６，６－ジメチル－１，４－ジオキサン－２－オン、２，５－ジケ
トモルホリン（2,5-diketomorpholine）、ピバロラクトン（pivalolactone）、α，α－
ジエチルプロピオラクトン（alpha, alpha- diethylpropiolactone）、エチレンカーボネ
ート、エチレンオキサレート（ethylene oxalate）、３－メチル－１，４－ジオキサン－
２，５－ジオン、３，３－ジエチル－１，４－ジオキサン－２，５－ジオン、６，８－ジ
オキサビシクロオクタン－７－オン（6,8- dioxabicycloctane-7- one）、および、それ
らのポリマー混合物のホモポリマーおよびコポリマーが含まれるが、これに限定されない
。
【００７１】
　１つの実施態様では、本発明のために有用なポリマーは、脂肪族ポリエステルであって
、脂肪族ポリエステルには、ラクチド（乳酸、Ｄ－ラクチド、Ｌ－ラクチド、および、メ
ソラクチドを含む）、グリコリド（グリコール酸を含む）、ε－カプロラクトン、ｐ－ジ
オキサノン（１，４－ジオキサン－２－オン）、トリメチレンカーボネート（１，３－ジ
オキサン－２－オン）、トリメチレンカーボネートのアルキル誘導体、δ－バレロラクト
ン、β－ブチロラクトン、γ－ブチロラクトン、ε－デカラクトン、ヒドロキシ酪酸塩（
反復単位）、ヒドロキシ吉草酸塩（反復単位）、１，４－ジオキセパン－２－オン（その
二量体１，５，８，１２－テトラオキサシクロテトラデカン－７，１４－ジオンを含む）
、１，５－ジオキセパン－２－オン、６，６－ジメチル－１，４－ジオキサン－２－オン
、および、それらのポリマー混合物のホモポリマーおよびコポリマーが含まれるが、これ
に限定されない。別の実施態様では、天然ポリマーも本発明のために適しており、この天
然ポリマーには、コラーゲン、ゼラチン、キチン、ヒアルロン酸、エラスチン、フィブロ
ネクチンおよび同様のものが含まれるが、これに限定されない。合成および天然ポリマー
の組み合わせも用いることができる。
【００７２】
　遺伝子治療の別の適用は、細胞中に薬物耐性遺伝子を伝達することにより、正常な哺乳
動物腎臓由来細胞に薬剤耐性を提供することによって、通常危険であると見なされる高濃
度の薬物の使用を可能にする。特に、抗がん薬に対する薬物耐性を有する遺伝子を伝達す
ることにより（例えば、哺乳動物腎臓由来細胞を含む増殖した細胞調合物へ、複数の薬物
耐性遺伝子を伝達すること）、高濃度の抗がん薬を用いた治療を実行することが可能にな
る。
【００７３】
　腎臓系に関連する以外の疾患は、分泌タンパク（例えば、ホルモン、酵素、サイトカイ
ン、増殖因子および同様のもの）の欠乏に関する疾患であれば、哺乳動物腎臓由来細胞集
団を含む増殖した細胞調合物を用いることにより治療することができる。不足したタンパ
ク質は、適切なプロモーターの制御下にある哺乳動物腎臓由来細胞集団へ、標的タンパク
質をコードした遺伝子を伝達することにより、誘導し、発現することができる。タンパク
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質の発現を、生体内での天然の発現により得られるのと同じ活性を得るために制御するこ
とができる。
【００７４】
　また、細胞における特定の遺伝子産物の発現を制御するため、または、病気に対する感
受性を抑制するために、リボザイム、アンチセンス核酸、もしくは、同様のものをコード
する遺伝子、または別の適切な遺伝子を、遺伝子哺乳動物腎臓由来細胞集団へ挿入するこ
とも可能である。例えば、哺乳動物腎臓由来細胞集団を、腎臓における病原（HIV、HTLV-
I、および、HTLV-IIを含むが、これに限定されない）の成長を妨げることができるアンチ
センス核酸またはリボザイムを発現するために、遺伝子改良することができる。
【００７５】
　哺乳動物腎臓由来細胞集団を含む細胞調合物を、例えば、従来の静脈内投与により、細
胞を移植するレシピエントである哺乳動物患者に導入することができる。
【００７６】
　本発明は、哺乳動物腎臓由来細胞を形成する能力を有する細胞の増殖、分化、または、
生存に影響を与える薬剤を同定するための方法を特色とする。このような薬剤の例は、小
分子、抗体、および、細胞外タンパク質である。同定された薬剤を、動物における安全性
および効率についてプロファイリングし、評価することができる。別の態様では、本発明
は、上記の方法により同定された薬剤に細胞を接触させることによって、哺乳動物腎臓由
来細胞集団を形成する能力を有する細胞の増殖、分化、または、生存に影響を与える方法
を予定する。同定した薬剤を、製薬調合物として処方することができる。
【００７７】
≪哺乳動物腎臓由来細胞集団の遺伝子操作≫
　本発明の哺乳動物腎臓由来細胞集団を、任意の様々なベクターを用いて操作することが
できる。そのベクターは、組込みウイルスベクター（例えば、レトロウイルスベクターも
しくはアデノ随伴ウイルスベクター）、非組込み複製ベクター（例えば、パピローマウイ
ルスベクター、SV40ベクター、アデノウイルスベクター）、または、複製欠損ウイルスベ
クターを含むが、これに限定されない。DNAを細胞に導入する他の方法には、リポソーム
、エレクトロポレーション、パーティクルガンの使用、または、ダイレクトDNAインジェ
クションによるものが含まれる。
【００７８】
　好ましくは、プロモーターまたはエンハンサー配列、転写ターミネータ、ポリアデニル
化部位、および、特に選択マーカーのような、１つ以上の適切な発現調節因子により制御
されたDNAにより、または、それらに効果的に関係して制御されたDNAにより、宿主細胞を
形質転換または形質移入する。
【００７９】
　外来DNAの導入後、操作された細胞は、濃縮培地で成長し、その後、選択培地に移すこ
とができる。外来DNA中の選択マーカーは、選択に対して耐性を与え、細胞の染色体に外
来DNA（例えば、プラスミド）を安定に組み込み、順にクローン化し、細胞株へと増殖す
ることができる病巣（foci）を形成するように、細胞を育てることを可能にする。この方
法は、遺伝子産物を発現する細胞株を操作するために有利に用いることができる。
【００８０】
　任意のプロモーターは、挿入遺伝子の発現を駆動するために用いることができる。例え
ば、ウイルスプロモーターには、CMVプロモーター／エンハンサー、SV40、パピローマウ
イルス、エプスタイン・バーウイルス、または、エラスチン遺伝子プロモーターが含まれ
るが、これに限定されない。好ましくは、目的の遺伝子の発現を制御するために用いられ
る制御因子により、遺伝子の調節された発現が可能になるべきであり、その結果、産物は
生体内で必要な場合のみ合成される。一過性の発現が望ましい場合、好ましくは、非組込
みおよび／または複製欠損ベクター中に構成プロモーターを用いる。あるいは、必要な場
合、誘導プロモーターを、挿入遺伝子の発現を推進するために用いることができる。
【００８１】
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　誘導プロモーターには、メタロチオネインおよび熱ショックタンパク質と関連したもの
が含まれるが、これに限定されない。組織特異性を示す転写制御部位の例が説明されてい
る。例えば、エリスロポエチンプロモーターは、腎組織に特異的であり、high-capacity 
(type 2) Na+/glucose cotransporter遺伝子（Sglt2）は、腎臓の初期近位尿細管におい
てのみ発現する遺伝子であり、human organic anion transpoter 3（hOAT3/SLC22A8）は
、腎臓の近位尿細管において、主に発現する。
【００８２】
　本発明の細胞を、植え込み部位での炎症または拒絶を促進する因子の発現を「ノックア
ウト」するように遺伝子操作することができる。標的遺伝子発現レベルまたは標的遺伝子
産物の活性レベルを減少させるための負の調節技術を以下に説明する。本明細書で用いる
「負の調節」とは、調節処理がない標的遺伝子産物のレベル、および／または、その活性
と比較した際の標的遺伝子産物のレベル、および／または、その活性の減少を言う。哺乳
動物腎臓由来細胞に存在する遺伝子の発現を、多くの技術［例えば、相同組換え技術を用
いて完全に遺伝子を不活性化することによる発現の抑制（一般的に「ノックアウト」と呼
ばれる）を含む］を用いて減少、または、ノックアウトすることができる。通常、陽性選
択マーカー（例えば、neo）により、標的遺伝子に由来する正常なmRNAの産生を阻害し、
結果的に遺伝子の不活化を生じることで、タンパク質の重要な領域をコードするエキソン
が阻害される。また、遺伝子の一部を欠失させることにより、または、遺伝子全体を欠失
させることにより、遺伝子は不活化される。ゲノム内で非常に離れた標的遺伝子に対して
ホモロジーの２つの領域を備えたコンストラクトを使用することにより、２つの領域に介
在する配列を欠失させることができる（Mombaerts et al., 1991, Proc. Nat. Acad. Sci
. U.S.A. 88:3084参照）。
【００８３】
　また、標的遺伝子活性のレベルを減少させるために、標的遺伝子の発現を抑制するアン
チセンス、DNAザイム、および、リボザイム分子を、本発明にしたがって用いることがで
きる。例えば、主要組織適合遺伝子複合体（HLA）の発現を抑制するアンチセンスRNA分子
は、免疫応答の観点で、最も多用途であることが示されている。アンチセンスRNA分子に
は、SiRNAオリゴヌクレオチド、または、SiRNAオリゴヌクレオチドを産生するcDNAが含ま
れるが、これに限定されない。更に、三重らせん分子は、標的遺伝子活性のレベルを減少
させる際に利用することができる。
【００８４】
　これらの技術は、L.G. Davis et al.編著、1994, Basic Methods in Molecular Biolog
y, 2nd ed., Appleton & Lange, Norwalk, Conn.に詳細に説明されており、参照により全
体を本明細書に組み入れる。
【００８５】
　本発明の細胞が遺伝子操作されたならば、抗炎症遺伝子産物（例えば、GM-CSF、TNF、I
L-1、IL-2、または、他の炎症サイトカインについての中和抗体のイディオタイプに対応
するペプチドまたはポリペプチド）を産生することにより、腎疾患の病徴を改善すること
を可能にするために、患者にそれらを直接植え込むことができる。
【００８６】
　あるいは、上記のような、患者にその後植え込まれる新しい組織を試験管内で産生する
ために、遺伝子操作された細胞を用いることができる。
【００８７】
≪移植のための哺乳動物腎臓由来細胞集団の使用≫
　本発明の治療方法は、哺乳動物腎臓由来細胞集団、または、個体へと分化形質転換した
細胞の植え込みを伴う。本発明の哺乳動物腎臓由来細胞集団（例えば、Eya1、WT1、FoxD1
、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうちの少なくとも１つの発現について陽性
であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうちの少なくとも１つの発現について陰性
である細胞集団）は、その細胞集団が、細胞表面マーカーHLA Iについて陽性であり、細
胞表面マーカーHLA II、CD80、または、CD86のうちの少なくとも１つについて陰性である
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という発見により証明されるように、同種または自家のものであり、治療上必要とされる
部位またはその部位の「ホーム」へと、その細胞集団を送達することができる。本発明の
細胞はその場で分化し、または、内因性細胞へ栄養的な補助を提供することができる。ヒ
トにおける適切な細胞植え込み用量を、腎疾患または虚血を治療するための細胞の活性（
例えば、GDF5産生）または細胞密度のいずれかに関連して存在する情報から決定すること
ができる。試験管内培養および生体内動物実験から、産生されたホルモンの量が定量され
、それは植え込まれた材料の適当用量を計算する際に用いることができる。その上、追加
的な植え込みがなされるか、または、植え込まれる材料を結果的に減らすかどうかを決定
するために、患者をモニターすることができる。
【００８８】
　植え込まれた細胞の分化、生存、または、活性を高めるために、追加の因子を加えるこ
とができる。その因子には、増殖因子（例えば、形態形成タンパク質、または、コルチコ
ステロイド）、抗酸化剤もしくは抗炎症剤（例えば、シクロスポリン、スタチン、ラパマ
イシン、および、p38キナーゼインヒビター）が含まれる。
【００８９】
　移植した細胞の血管新生および生存を高めるために、血管新生因子（例えば、VEGF、PD
GF、または、FGF2）を単独で、または、その因子と、CD34+、CD34+/CD117+細胞を含む内
皮細胞もしくはその前駆体、ヒト臍帯組織由来細胞、馴化培地、細胞または細胞可溶化物
により生み出された細胞外マトリックスとの組み合わせを加えることができる。
【００９０】
　哺乳動物腎臓由来細胞集団を、疾患、または、結果的に、罹患または低下した平均余命
を生ずるような慢性状態を治療するために、用いることができる。これらの状態および疾
患には、急性腎不全、急性腎炎症候群、鎮痛薬腎症、アテローム腎疾患、慢性腎疾患、慢
性腎炎、先天性ネフローゼ症候群、末期腎疾患、Goodpasture症候群、IgM糸球体間質の増
殖性糸球体腎炎、間質性腎炎、腎臓がん、腎がん、副腎腫、腎細胞腺がん、腎損傷、腎感
染、腎傷害、腎臓結石、ループス腎炎、膜性増殖性GN I、膜性増殖性GN II、膜性腎症、
微小変形群、壊死性糸球体腎炎、腎芽細胞腫、腎石灰沈着症、腎性尿崩症、糖尿病網膜症
、腎症－IgA、ネフローゼ（ネフローゼ症候群）、多発性嚢胞腎、連鎖球感染後GN、逆流
性腎症、腎動脈塞栓症、腎動脈狭窄、腎臓異常、腎乳頭壊死、腎尿細管アシドーシスI型
、腎尿細管アシドーシスII型、腎臓下部灌流、または、腎静脈血栓症が含まれるが、これ
に限定されない。臨床管理戦略は、しばしば、損傷された組織（例えば、尿細管、糸球体
、ニューロン、グリア細胞、心筋）の置換または修復よりもむしろ、更なる損傷または傷
害を妨げることに重点を置く。臨床管理戦略は、外因性ステロイド、および、合成非細胞
性調合薬により治療することを含み、様々な成功度を有し、この成功度は、ステロイドま
たは合成薬の持続的投与次第であることができる。
【００９１】
　１つ以上の他の成分を、移植した細胞に加えることができ、それには、本分野で既知の
１つ以上の種類のコラーゲンのような選択された細胞外マトリックス成分、および／また
は、増殖因子、多血小板血漿、および、薬物が含まれる。細胞処方に通常組み入れること
ができる増殖因子には、本分野で既知の、あるいは、将来同定されるであろう１つ以上の
組織増殖因子が含まれ、それらには、BMPs、GDFs、IGF-I、IGF-II、または、成長ホルモ
ンが含まれるが、これに限定されない。あるいは、本発明の細胞を、栄養因子を発現し産
生するために遺伝子操作することができる。本発明の細胞の遺伝子操作の詳細は、開示の
中に提供され、本分野の当業者には既知である。細胞処方に有用に組み込まれてもよい薬
物には、抗炎症化合物、血管新生促進化合物、抗アポトーシス化合物、ならびに、局部麻
酔薬が含まれる。
【００９２】
≪移植のための哺乳動物腎臓由来細胞集団のカプセル化≫
　哺乳動物腎臓由来細胞集団、例えば、その細胞集団は、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2
、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2
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、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうちの少なくとも１つの発現について陰性であり、また
、その細胞集団が、細胞表面マーカーHLA Iについて陽性であり、細胞表面マーカーHLA I
I、CD80、または、CD86のうちの少なくとも１つについて陰性であるという発見により証
明されているように同種または自家のものであり、混合リンパ球反応において観察される
ように免疫系において認識されなくてもよいし、免疫応答を減らすものであってもよい。
【００９３】
　好ましくは、分化した細胞は、免疫拒絶を避けるよう治療される患者に由来する。しか
しながら、自家細胞が利用可能でない場合、細胞が必要とする栄養および酸素、ならびに
、細胞が分泌する治療因子（例えば、ホルモンまたはBMP-7、GDF5）を透過するが、免疫
体液因子および細胞を透過しないカプセルの中に分化した細胞をカプセル化することが有
用であるかもしれない。好ましくは、カプセルの材料は、低刺激性であり、標的組織に簡
単に安定に位置付けられ、植え込まれた構造に更なる保護を提供する。
【００９４】
　免疫拒絶からの保護もまた、本分野で既知の任意の方法にしたがって、分化した細胞の
遺伝子改良により提供することができる。自己抗体およびCTL耐性細胞を、米国特許第5,2
86,632号、同第5,320,962号、同第5,342,761号、国際公開第90/11354号、同92/03917号、
同93/04169号、同95/17911号に開示されたような方法を用いて産生することができる。あ
るいは、分化形質転換された耐性細胞の選択は、自己抗体、または、IDD関連CTLもしくは
IDD特異的自己抗原で活性化されたCTLの存在下で、これらの細胞を培養することによって
達成される。これらの技術の結果として、抗体またはTリンパ球によるメカニズム依存性
の破壊に対して、向上した耐性を有する細胞が生成される。このような細胞は、本明細書
で開示したような適切な宿主における適切な組織に植え込まれることができ、自己免疫過
程による破壊に対して向上した耐性を有する。
【００９５】
　同様に、分化した細胞のヒト白血球抗原（HLA）プロファイルを、選択的に反復過程に
より、改良することができる。その過程において、分化した細胞を正常な同種リンパ球に
曝露し、生存細胞を選択する。あるいは、分化した細胞の表面からHLAマーカーを取り除
くために、部位特異的な突然変異誘発アプローチが用いられ、それにより生み出された改
良された分化細胞は、このような植え込みの必要性に応じて、レシピエント哺乳動物に植
え込まれる。
【００９６】
　具体例では、ネオマイシン耐性遺伝子neoを運ぶアデノ随伴ウイルス（AVV）ベクターシ
ステムを用いる。AAVを、真核細胞に形質移入するために用いることができる（Laface et
 al. (1988) Virology 162:483参照）。その上、フレオマイシン耐性遺伝子を運ぶpBABE
－bleoシャトルベクターシステムが用いられる（Morgenstein et al. (1990) Nucleic Ac
ids Res. 18:3587参照）。このシャトルベクターを、本明細書で説明するように、ヒト細
胞を有用な遺伝子で形質転換するために用いることができる。
【００９７】
≪哺乳動物腎臓由来細胞集団の冷凍保存および預け入れ≫
　本発明の哺乳動物腎臓由来細胞集団は、冷蔵保存し、「細胞銀行」で維持または保管す
ることができる。本発明の細胞の冷凍保存は、既知の方法にしたがって実行することがで
きる。例えば、限定するものではないが、細胞は、5～10％グリセロールとともに、また
は、グリセロールを含まないで、0～95％FBS、および、冷凍保護剤の0～10％ジメチルス
ルホキシド（DMSO）を更に含む培養培地のような「凍結培地」に、例えば、約0.5～10×1
06細胞／mLの密度で懸濁することができる。あるいは、炭水化物（グルコース、スクロー
ス、マルトース、および、トレハロースを含むが、これに限定されない）のような他の冷
凍保護剤を用いてもよい。細胞をガラスもしくはプラスチック製のアンプル、または、他
の容器に分注し、その後封をし、速度制御された冷凍庫の冷凍室に移す。冷凍の最適な速
度は、実験的に決定することができる。プログラム可能速度の冷凍庫は、例えば、融解熱
を通じて－１～－10℃／分の温度変化を与えることができるものを用いることができる。
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アンプルを-180℃にした後、液体窒素保存場所に移す。冷凍保存された細胞は、何年もの
期間保管することができるが、生存率を維持するために少なくとも５年ごとに確認すべき
である。
【００９８】
　本発明の冷凍保存された細胞は、細胞の銀行を構成し、その一部を、解凍することによ
り「引き出す」ことができ、その後必要とされるように用いられることができる。解凍す
ることは、概して、例えば、アンプルを液体窒素から37℃水浴に移すことにより、迅速に
実行されるべきである。解凍されたアンプルの中身は、10％FBSで調整されたDMEMのよう
な適切な培地を含む培養容器に、無菌条件下で即座に移されるべきである。
【００９９】
≪薬物効果または毒性の試験管内スクリーニングのための哺乳動物腎臓由来細胞集団の使
用≫
　本発明の哺乳動物腎臓由来細胞集団を、調合薬、増殖／調節因子、および、抗炎症剤の
効果および細胞毒性について、非常に様々な化合物をスクリーニングするために、試験管
内で用いることができる。この目的のために、本発明の細胞、または、上記の組織培養物
は、試験管内で維持され、試験されるべき化合物にさらされる。細胞毒性化合物の活性は
、培養中で細胞を損傷または殺す能力により測定することができる。このことは、生体染
色技術により簡便に評価することができる。増殖／調整因子の効果は、試験管内での生細
胞数を分析することにより（例えば、全細胞計数、および、差異のある細胞計数により）
、評価することができる。このことは、標準の細胞学的および／または組織学的な技術（
タイプ特異的細胞抗原を規定する抗体を用いる免疫細胞化学技術の使用を含む）を用いて
達成することができる。上記の懸濁培養または三次元システムのいずれかにおいて、本発
明の細胞に対する様々な薬物の効果を判定することができる。
【０１００】
　本発明の細胞および組織を、生理的または病理的条件の研究のためのモデルシステムと
して用いることができる。例えば、本発明の哺乳動物腎臓由来細胞集団は、例えば、急性
腎不全、慢性腎不全、腎臓がん、腎がん、副腎腫、腎細胞の腺がん、腎臓損傷、腎感染、
腎傷害、腎臓結石、ループス腎炎、多発性嚢胞腎、または、腎静脈血栓症のような疾患状
態を研究するために用いることができる。
【０１０１】
　また、本発明の細胞および組織を、サイトカイン、増殖因子（例えば、EPO）、および
、炎症メディエーター（例えば、IL-1、TNFおよびプロスタグランジン）の作用のメカニ
ズムを研究するためにも用いることができる。その上、細胞毒性および／または調合薬は
、腎疾患または腎虚血を逆転させるか、減少させるか、または、妨げ、さもなくば、腎組
織の調和した成長を高めるもののような、特定の患者に対して最も効果的であるものにつ
いてスクリーニングされることができる。試験管内で効果が証明された薬剤は、その後、
治療的に患者を治療するために用いることができるだろう。
【０１０２】
≪生物分子を産生するための哺乳動物腎臓由来細胞集団の使用≫
　更なる実施態様では、本発明の哺乳動物腎臓由来細胞集団は、高収量で生物産物を産生
するために、試験管内で培養することができる。例えば、特定の目的の生物産物（例えば
、増殖因子、調節因子、または、ペプチドホルモン）を天然に産生するか、あるいは生物
産物を産生するよう遺伝子操作されたかのいずれかのこのような細胞は、例えば、三次元
細胞培養システムを用いて、クローン的に増殖することができる。細胞が栄養培地に生物
産物を排出する場合、標準分離技術（例えば、数例をあげると、ディファレンシャルタン
パク質沈降、イオン交換クロマトグラフィ、ゲルろ過クロマトグラフィ、電気泳動、およ
び、HPLC）を用いて、使用済みの培地または馴化培地から、産物を簡単に単離することが
できる。「バイオリアクター」は、供給のためのフロー法を利用するために用いることが
できる（例えば、試験管内での三次元培養）。
【０１０３】
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　本質的に、新鮮な培地が三次元培養物中を通っているので、生物産物は、培養物から洗
い出され、その後、上記のように外部流から単離することができる。
【０１０４】
　あるいは、目的の生物サンプルは、細胞の中に残ったままであることができ、したがっ
て、その収集のために、細胞を可溶化することが必要である可能性がある。その後、１つ
以上の任意の上記に述べた技術を用いて、生物産物を精製することができる。
【０１０５】
≪投与方法≫
　本明細書で説明した方法において、哺乳動物腎臓由来細胞集団（例えば、Eya1、WT1、F
oxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうちの少なくとも１つの発現について
陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうちの少なくとも１つの発現について
陰性である細胞）の治療上効果的な量は、患者により安全に受容される細胞の最大数から
、虚血性腎組織における新しい血管形成の誘導のため、または、虚血性腎組織への血流量
をたかめるためのいずれかか、腎被膜下部位、腎皮質、または、腎髄質組織を修復または
再生するか、のために必要とされる細胞の最小数までの範囲であることができる。概して
、哺乳動物腎臓由来細胞集団の治療上有効な量は、患者の体重kg当たり少なくとも１×10
4細胞であり、最も一般的には、各細胞型１×107細胞／kgよりも多い必要はない。好まし
くは、哺乳動物腎臓由来細胞集団は、自家であるかまたは患者とHLA適合性であるが、他
の個体もしくは種、または、遺伝子操作した近交ドナー系統、または、試験管内での細胞
培養から、哺乳動物腎臓由来細胞集団を単離することができる。単離または精製された哺
乳動物腎臓由来細胞集団は、細胞表面マーカーHLA Iについて陽性であり、細胞表面マー
カーHLA II、CD80、または、CD86について陰性である。細胞集団は、哺乳動物患者におけ
る同種移植について非免疫原性である。
【０１０６】
　哺乳動物腎臓由来細胞集団の治療上有効な量は、製薬上許容可能なキャリアまたは賦形
剤中に懸濁することができる。このようなキャリアには、基本の培養培地に、１％血清ア
ルブミン、生理食塩水、緩衝生理食塩水、デキストロース、水、コラーゲン、アルギン酸
、ヒアルロン酸、フィブリン接着剤、ポリエチレングリコール、ポリビニルアルコール、
カルボキシメチルセルロース、および、それらの組み合わせを加えたものを含むが、これ
に限定されない。処方は投与の形式に適するべきである。したがって、本発明は、ヒトの
腎臓由来細胞集団（例えば、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-
1のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-
4のうちの少なくとも１つの発現について陰性である細胞）を、患者における虚血性腎組
織を治療するための医薬の製造のために産生するヒト腎組織の使用を提供する。いくつか
の実施態様では、医薬は、更に、増殖因子、ケモカイン、または、サイトカインのような
組換えポリペプチドを含む。更なる実施態様では、医薬は、ヒト腎臓由来細胞集団を含む
。医薬を製造するために用いられる細胞は、本明細書で説明した方法のために提供される
様々なもののうちいずれかを用いて、単離され、由来し、または、濃縮することができる
。
【０１０７】
　哺乳動物腎臓由来細胞調合物、または、組成物は、ヒトへの静脈内投与のために適した
製薬組成物として、通常の手順にしたがって処方される。一般的に、静脈内投与、動脈内
投与、または、腎被膜内への投与のための組成物は、無菌等張水性緩衝液中の溶液である
。また、必要ならば、組成物は、注入部位での任意の痛みを寛解させるための局所麻酔剤
も含むことができる。概して、成分は、別々に、または、単位用量の形（例えば、活性薬
剤の量を示すアンプルのような密閉容器中の冷凍保存された濃縮物として）でともに混ぜ
てのいずれかで、供給される。組成物が注入により投与される場合、無菌医薬品グレード
の水または生理食塩水を含む注入ボトルで分注することができる。組成物が注射により投
与される場合、注射のための無菌水または生理食塩水のアンプルが提供され、それにより
投与の前に成分を混ぜることができる。



(23) JP 5450072 B2 2014.3.26

10

20

30

40

50

【０１０８】
　製薬上許容可能なキャリアは、組成物を投与するために用いられる特定の方法により決
定されるのと同様に、投与される特定の組成物により部分的に決定される。したがって、
非常に様々な製薬組成物の適切な処方がある［例えば、Alfonso R Gennaro編著Remington
: The Science and Practice of Pharmacy（前著、Remington's Pharmaceutical Science
s 20th ed.）Lippincott, Williams & Wilkins, 2003を参照のこと。これは、参照により
本明細書に全体を組み入れる。］。製薬組成物は、概して無菌で実質的に等張なものとし
て処方され、また、米国食品医薬品局の優良製造規範（GMP）規則のすべてを完全に遵守
して処方される。
【０１０９】
　患者に細胞を投与するための様々な方法は、本明細書の観点では、本分野の当業者に明
らかだろう。このような方法には、患者における標的部位への細胞の注入が含まれる。細
胞は、患者への注入または植え込みによる導入を容易にする送達装置に挿入されることが
できる。このような送達装置には、レシピエント患者の体に細胞および液体を注入するた
めのチューブ（例えば、カテーテル）が含まれうる。好ましい実施態様では、チューブは
、さらに針（例えば、シリンジ）を有し、この針を通じて、本発明の細胞を患者の望まし
い部位へ導入することができる。好ましい実施態様では、哺乳動物腎臓由来細胞集団を、
カテーテルを通じた血管への投与のために処方してもよい（ここで、用語「カテーテル」
とは、血管に物質を送達するための任意の様々なチューブ状システムを含むことを意図す
る）。あるいは、細胞を、足場の中またはその上に挿入することができる。足場には、織
物、編み物、組み物、メッシュ、不織布のような織物構造、穴の開いたフィルム、スポン
ジ、フォーム、中空でないまたは多孔質のビーズのようなビーズ、マイクロ粒子、ナノ粒
子、ならびに、同様のものが含まれるが、これに限定されない。細胞を、様々な異なった
形式で送達するために調製することができる。例えば、細胞は溶液またはゲルの中に懸濁
することができる。本発明の細胞が生存したままである製薬上許容可能なキャリアまたは
希釈剤とともに、細胞を混ぜることができる。製薬上許容可能なキャリアおよび希釈剤に
は、生理食塩水、水性緩衝液、溶媒、および／または、分散媒が含まれる。このようなキ
ャリアおよび希釈剤の使用は、本分野では周知である。溶液は、好ましくは、無菌の流体
であり、しばしば等張であるだろう。好ましくは、溶液は製造および保管条件下で安定で
あり、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、アスコルビン酸、チメロサー
ル、および、同様のものの使用により、細菌や真菌のような微生物の汚染活動から保存さ
れる。
【０１１０】
　哺乳動物腎臓由来細胞集団（例えば、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、ま
たは、Rex-1のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、ま
たは、Wnt-4のうちの少なくとも１つの発現について陰性である細胞）の投与方法には、
全身注射、腎臓内注射、静脈内注射、または、動脈注射、および、意図された活性部位に
おける組織への直接注射が含まれるが、これに限定されない。調合物を、任意の従来経路
、例えば、注入またはボーラス注入により投与することができ、他の生物活性剤とともに
投与することができる。投与は好ましくは全身投与である。最も好ましくは、投与部位は
、意図された活性部位に近接しているか、またはその活性部位に最も近い。患者が全虚血
に侵されている場合、静脈内投与のような全身投与が好ましい。メカニズムに制約される
ことを意図することなく、哺乳動物腎臓由来細胞集団を含む組成物は、投与されると、傷
害により産生された走化性因子に反応して、例えば腎臓の、虚血組織まで遊走するか、ま
たは帰る（home）。本発明の方法により治療することができる虚血組織には、腎臓虚血が
含まれるが、これに限定されない。
【０１１１】
　本明細書で説明した方法は、組換えポリペプチドまたは薬剤を提供し、それらは、細胞
の投与と組み合わせて、患者に投与される。ポリペプチドまたは薬物は、細胞の投与の前
、それと同時に、または、その後に患者に投与することができる。１つの好ましい実施態
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様では、組換えポリペプチドまたは薬物は、血管新生、脈管形成、またはその両方を促進
する。別の実施態様では、組換えポリペプチドまたは薬物は、哺乳動物腎臓由来細胞集団
の増殖または分化を促進する。１つの実施態様では、組換えポリペプチドは、VEGF、FGF2
、SDF、CXCR-4、もしくは、CXCR-5、または、それらの断片であり、虚血組織に対して治
療活性を保有している。
【０１１２】
　特に、本発明の方法は、ヒトにおける腎虚血の治療のための治療上の脈管形成のために
有用である。本発明の方法にしたがった哺乳動物腎臓由来細胞（例えば、Eya1、WT1、Fox
D1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうちの少なくとも１つの発現について陽
性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうちの少なくとも１つの発現について陰
性である細胞）の投与を、単一の治療として、または、外科的な、および／もしくは、内
科的な治療モダリティに対する補助として用いることができる。例えば、本明細書で説明
した腎虚血の治療のための方法は、腎臓がん、腎感染、腎損傷、腎移植、または、腎臓結
石のための治療と組み合わせて用いることができる。本明細書で説明した方法は、外科的
な治療後の虚血部位の不完全な血行再建を有する、したがって、虚血部位を有するが生存
力のある腎組織を有する、患者のために特に有用である。本発明の方法による治療上の脈
管形成から顕著な利益を得ることができる患者は、血行再建技術にはあまり良くない標的
であるような血管から供給された正常に機能しない灌流により危険にさらされた、広範囲
の生存可能な腎組織を有する者である。
【０１１３】
　哺乳動物腎臓由来細胞集団（例えば、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、ま
たは、Rex-1のうちの少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、ま
たは、Wnt-4のうちの少なくとも１つの発現について陰性である細胞）の治療上有効な量
は、患者により安全に受容される細胞の最大数である。好ましい注入経路が腎臓内である
ため、最大用量は、血管が充満したり、詰まったりしないように、細胞が注入される血管
の大きさを考慮するべきである。虚血性腎組織における新たな血管形成を誘導するために
必要な細胞の最小数は、不必要な実験をすることなく、用量漸増研究により、実験的に決
定することができる。例えば、このような用量漸増は、体重kg当たりおよそ104個の哺乳
動物腎臓由来細胞集団から開始することができるだろう。
【０１１４】
　本発明の１つの態様は、更に、製薬処方であって、（ａ）哺乳動物腎臓由来細胞集団（
例えば、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうちの少なくと
も１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうちの少なくと
も１つの発現について陰性である細胞）、および、製薬上許容可能なキャリアを含む、製
薬処方を提供する。いくつかの実施態様では、処方は、104個～109個の哺乳動物腎臓由来
細胞を含む。更なる実施態様では、処方は、カテーテルによる投与のために調製される。
【０１１５】
　本発明の実施には、適切に、また、別に示されていない限り、本分野の技術内である細
胞生物学、細胞培養、分子生物学、形質転換生物学、微生物学、ウイルス学、組換えDNA
、および、免疫学の従来技術が用いられるだろう。このような技術は文献に記載されてい
る。例えば、Sambrook・Russell編著、Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 3rd E
d. (Cold Spring Harbor Laboratory Press: 2001)；論文：Methods In Enzymology (Aca
demic Press, Inc., N. Y.)；Harlow・Lane著、Using Antibodies, Second Edition, Col
d Spring Harbor Press, New York, 1999；Bonifacino・Dasso・Lippincott-Schwartz・H
arford・Yamada編著、Current Protocols in Cell Biology, John Wiley and Sons, Inc.
, New York, 1999を参照のこと。
【０１１６】
　他の実施態様および使用が、本開示を考慮して、当業者に明らかであるだろう。
【０１１７】
＜典型的な実施態様＞
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≪ヒト腎臓由来細胞の単離≫
　National Disease Research Interchange（NDRI, ペンシルベニア州フィラデルフィア
）から、正常なヒト腎臓を入手した。血液と壊死組織片を除去するために、ダルベッコ変
法イーグル培地（DMEM-low glucose；Invitrogen, カリフォルニア州カールズバッド）ま
たはリン酸緩衝生理食塩水（PBS；Invitrogen）で、各々の腎臓を洗浄した。腎臓の外側
の皮質部位、内側の髄質部位、および、被膜下部位から、組織を切り出した。その後、組
織が細かなパルプ状に刻まれるまで、組織培養プレート中でそれらの組織を機械的に分離
した。その後、50mLコニカルチューブに、組織を移した。その後、優良製造規範（GMP）
酵素混合液［コラーゲナーゼ（NB6, N0002779；Serva Electrophoresis GmbH,ドイツハイ
デルベルク）0.25ユニットPZ活性／mL、ディスパーゼ（Dispase II 165859；Roche Diagn
ostics Corporation,インディアナ州インディアナポリス）2.5ユニット／mL、ヒアルロニ
ダーゼ（Vitrase；ISTA Pharmaceuticals,カリフォルニア州アーバイン）１ユニット／mL
を含む］、または、非GMPグレード酵素混合液［コラーゲナーゼ（Sigma,ミズーリ州セン
トルイス）500ユニット／mL、ディスパーゼ（Invitrogen）50ユニット／mL、およびヒア
ルロニダーゼ（Sigma）5ユニット／mLを含む］のいずれかで、組織を消化した。腎臓由来
細胞もディスパーゼ50ユニット／mLで単離した。酵素混合液を、腎臓上皮成長培地（REGM
）（Cambrex,メリーランド州ウォーカーズビル（Walkersville, MD））または間葉系幹細
胞成長培地（MSCGM）（Cambrex）と組み合わせた。組織を入れたコニカルチューブ、培地
、および、消化酵素を、オービタルシェーカーで225rpm、１時間、37℃でインキュベーシ
ョンした。
【０１１８】
　消化物を150×g、５分間遠心分離し、上澄みを吸引した。結果的な細胞ペレットを、RE
GMまたはMSCGM 20mLに再懸濁した。細胞懸濁液を、40ミクロンナイロンBD FALCON細胞ろ
過器（BD Biosciences,カリフォルニア州サンノゼ）でろ過した。ろ過物を培地（全量50m
L）に再懸濁し、150×g、５分間遠心分離した。上澄みを吸引し、新しい培養培地50mLに
細胞ペレットを再懸濁した。この過程をさらに２回くり返した。
【０１１９】
　最後の遠心分離後、上澄みを吸引し、新しい培養培地５mLに細胞ペレットを再懸濁した
。Guava装置（Guava Technologies,カリフォルニア州ヘーワード）を用いて、生細胞数を
決定した。その後、２％ゼラチンまたはラミニンコート組織培養フラスコ上に、5,000細
胞／cm2の播種密度で細胞をまき、低酸素大気（低酸素圧）または正常な大気（正常酸素
圧）のいずれかで培養した。ドナー情報と、腎臓由来細胞集団を単離するのに用いた成長
条件とを、表１に示す。単一の細胞に由来する腎細胞のクローンを入手するために、限界
希釈法を行った。全体で、異なる24個の条件を用い、異なる4名の死亡ドナー（年齢39歳
、46歳、21歳、10歳）から細胞を単離した。
【０１２０】
〔実施例２〕
≪腎臓由来細胞の形態≫
　単離後７日目、光学顕微鏡で腎臓由来細胞集団を判定し、細胞の形態的特徴を観察した
。すべての単離条件で、上皮の形態を有する細胞が常に生じている（表１）。
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【表１】

【０１２１】
　このデータは、腎臓由来細胞を、任意の年齢または性別のドナーから単離することがで
きること、同様に、様々な成長培地組成または培養条件を用いて単離することができるこ
とを示している。単離手順の簡便さと一貫性は、腎臓由来細胞が、細胞を基にした治療で
用いるための有益な細胞供給源であることを示している。
【０１２２】
〔実施例３〕
≪腎臓由来細胞の成長能≫
　腎臓由来細胞は、培養中で広範囲に広がることができ、短時間で著しくたくさんの数の
細胞を生成することができる。これは同種細胞治療の開発のための基準である。
【０１２３】
　REGMまたはMSCGMを入れたT75フラスコ上に、5,000細胞／cm2で、腎臓由来細胞をまき、
５％二酸化炭素、37℃で培養した。細胞を2～5日ごとに継代した。Guava装置（Guava Tec
hnologies,カリフォルニア州ヘーワード）を用いて、各継代で、細胞数を計数し、生存率
を測定した。老化に達するまで、細胞集団を数週間連続して継代した。その研究時間間隔
の間、細胞が１回を超える集団倍加ができなくなった場合、老化と決定した。その後、集
団倍加［ln(最終細胞収量／まいた細胞の初期数)／ln2］を計算した。
【０１２４】
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　核型分析のために、T25フラスコに、単離22および単離23由来の４代継代および10代継
代の腎臓由来細胞をまき、一晩付着させた。その後、フラスコをREGMで満たし、核型分析
を行った。
【０１２５】
　表２は、試験した単離についての成長データの概要である。ドナーの年齢、組織供給源
、または、細胞を単離するために用いた酵素に関しては、細胞成長特徴に対して顕著な効
果はない。
【０１２６】
　単離22および単離23に対して、４代継代および10代継代の両方で、核型分析を行った。
両方とも、４代継代および10代継代で、正常な核型を示した。
【表２】

【０１２７】
　平均して、老化での集団倍加（PD）は28.5回であり、平均生存率は97.6％であった。
【０１２８】
　要約すると、腎臓由来細胞は、培養中で強い成長能を有している。ヒト全腎臓１つから
生じる細胞の全数を推定するために、これらのデータを用いることができる。もし腎組織
のすべてを加工し、その結果細胞を、31回の集団倍加まで培養するならば、ヒト全腎臓１
つから、全体で推定1.89×1016個の細胞が生産されるだろう。したがって、１回の細胞の
治療用量が、１人あたり１×108個であることを考えると、単一の腎臓から単離した腎臓
由来細胞は、１億８９００万人の患者を治療するのに十分だろう。つまり、これらの細胞
は、同種を基にした細胞治療で用いるための非常に増殖可能な細胞供給源である。
【０１２９】
〔実施例４〕
≪腎臓由来細胞の表面マーカー表現型≫
　表面マーカー表現型を決定するために、腎臓由来細胞に対して、フローサイトメトリー
分析を行った。実施例１の単離のうちの９つに由来する細胞を、T75フラスコ上のREGM中
、37℃、５％二酸化炭素で、４代継代および10代継代まで増殖した。付着した細胞をPBS
で洗浄し、TrypLE Select（Gibco,ニューヨーク州グランドアイランド）で剥がした。細
胞を採取し、遠心分離し、３％(v/v)FBSを含むPBSに、２×105細胞／mLの濃度で再懸濁し
た。細胞懸濁液100μLに特異的抗体を加え、混合液を、暗所、４℃で、30～45分間インキ
ュベーションした。インキュベーション後、細胞をPBSで洗浄し、余分な抗体を除去する
ために遠心分離した。細胞をPBS 500μLに再懸濁し、フローサイトメトリーにより分析し
た。フローサイトメトリー分析を、Guava装置（Guava Technologies,カリフォルニア州ヘ
ーワード）で行った。表面マーカーの表現型を特徴付けるために用いた抗体を、表３に示
す。
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【表３】

【０１３０】
　すべての表面マーカーの表現型データの概要を、表４に示す。試験した単離すべてが、
CD24、CD29、CD44、CD49c、CD73、CD90、CD166、SSEA-4、および、HLA Iについて陽性染
色を示し、CD31、CD34、CD45、CD56、CD80、CD86、CD104、CD105、CD117、CD133、CD138
、CD141、E-cadherin、および、HLA IIについて陰性染色を示した。その上、分析した単
離すべてが、複数世代（10代継代）増殖し、その表面マーカーの表現型をなお保有してい
た。
【０１３１】
　これらの細胞は、HLA Iを発現するが、HLA II、CD80、または、CD86を発現しない。こ
れらの細胞の発現特徴は、宿主免疫系を回避する細胞能力を反映する。これらのデータは
、腎臓由来細胞が非免疫原性であり、組織タイピングまたは免疫抑制を必要することなく
、細胞を患者に投与することができることを示している。
【０１３２】
　要約すると、これらのデータは、複数のドナーに由来する腎臓由来細胞を、様々な条件
（表１）で単離することができ、それらの細胞は、その表面マーカーの表現型をなお維持
することを示している。その上、CD24およびSSEA-4のような推定される前駆体マーカーが
発現するが、E-cadherinのような成熟－系統コミットマーカーは発現しない。つまるとこ
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ろ、腎臓由来細胞は非免疫原性であり、それゆえに同種細胞治療で用いるための細胞の魅
力的な供給源である。
【表４】

【０１３３】
〔実施例５〕
≪腎臓由来細胞の遺伝子発現≫
　単離１、２、17～23に由来する細胞から、RNA抽出キット（RNeasy Mini Kit；Qiagen,
カリフォルニア州バレンシア）を用いて、RNAを抽出した。RNAをDEPC処理水50μLで溶出
し、-80℃で保管した。ランダムヘキサマーをTaqMan逆転写試薬（Applied Biosystems,カ
リフォルニア州フォスターシティ）とともに用いて、25℃ 10分間、37℃ 60分間、95℃ 1
0分間で、RNAを逆転写した。サンプルを-20℃で保管した。表５に記載したプライマーを
用いて、従来のPCR（ポリメラーゼ連鎖反応）により、選択した遺伝子を調査した。cDNA
サンプルに対して、RT2 PCRプライマーセット（SuperArray Biosciences Corp,メリーラ
ンド州フレデリック）を用いて、PCRを行った。
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【表５】

【０１３４】
　プライマーを、cDNA １μLおよび２×ReactionReady（商標）SYBR Green PCRマスター
ミックス（SuperArray Biosciences）とともに業者の指示どおり混ぜ、ABI Prism 7000シ
ステム（Applied Biosystems,カリフォルニア州フォスターシティ）を用いて、PCRを行っ
た。サーマルサイクル条件は、まず50℃ ２分間、95℃ 10分間、その後、95℃ 15秒間、6
0℃ １分間を34サイクルである。GAPDHについて、Applied Biosystems のGAPDHプライマ
ー（カタログ番号402869）、cDNA溶液１μL、および、１×AmpliTaq Goldユニバーサルミ
ックスPCR反応バッファー（Applied Biosystems, カリフォルニア州フォスターシティ）
を用い、業者の指示にしたがって、PCRを行った。最終PCR反応のプライマー濃度は、フォ
ワードプライマーおよびリバースプライマーの両方について、0.5μモルであり、TaqMan
プローブは加えなかった。サンプルを２％(w/v)アガロースゲルに泳動し、エチジウムブ
ロマイド（Sigma,ミズーリ州セントルイス）で染色した。667 Universal Twinpackフィル
ム（VWR International,ニュージャージー州サウスプレーンフィールド）、および、焦点
距離Polaroid（商標）カメラ（VWR International, ニュージャージー州サウスプレーン
フィールド）を用いて、画像を取り込んだ。分析した各遺伝子について、最終PCR産物を
ゲルから切り出し、DNA配列決定により標的配列を確認した。
【０１３５】
＜RT-PCR分析＞
　分析した細胞単離物はすべて、一貫して安定な遺伝子発現プロファイルを示した。初期
発生遺伝子マーカー（Oct-4、Rex-1、Sox2、FGF4、hTert）、腎臓発生遺伝子マーカー（P
ax-2、WT-1、Eya-1、Wnt-4、BMP-7、Cadherin-11、FoxD1）、後腎間葉遺伝子マーカー（P
ax-2、Eya-1、WT-1、Six2、FoxD1）、および、後腎間葉の生存を促進する遺伝子（BMP-7
）の発現を検出するために、単離１、２、17～23に対して、RT-PCR分析を行った。その上
、内胚葉遺伝子（NF3B、CXC-R4、Sox-17、GATA-4）のような他の発生遺伝子の発現、なら
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びに、腎臓の修復を促進するか、または、腎臓疾患を治療する際に治療価値を有する遺伝
子マーカー（Epo、EpoR、BMP-7、BMP-2、GDF5）の発現を分析した。
【０１３６】
　表６に示すように、単離すべてが、Oct-4およびRex-1について陽性発現を示し、Sox2、
FGF4、hTERT、および、Wnt-4について陰性発現を示した。単離17～23は、Pax-2、WT1、Ca
dherin-11、および、FoxD1について陽性発現を示した。単離22および23は、Eya-1、Sox-1
7、および、CXCR-4について陽性発現を示し、GATA-4について陰性発現を示した。単離17
～23は、EpoRを発現したが、Epoを発現しなかった。単離17～22は、BMP-2、BMP-7、およ
び、GDF5を発現した。その上、単離すべてが、複数世代（10代継代）増殖することができ
、それらの遺伝子発現表現型をなお保有することができる。
【０１３７】
　要約すると、腎臓由来細胞は、初期発生および腎臓発生に関与する遺伝子を発現する。
それらは、後腎間葉についてのマーカーや、腎臓前駆細胞についてのマーカーを発現する
。それらは、内胚葉マーカー、ならびに、腎臓修復および管形成に関与する因子を発現す
る。
【０１３８】
　全体として、これらのデータは、腎臓由来細胞が、損傷した腎組織を保護するか、また
は、修復するための、細胞を基にした治療のために用いることができるような推定される
腎臓前駆細胞の供給源であることを示している。
【０１３９】
〔実施例６〕
≪栄養因子分泌分析≫
　腎臓由来細胞は、腎臓を保護し修復するような栄養因子を絶えず産生することが示され
た。したがって、これらの細胞は、腎臓疾患を治療するための治療薬として役立つかもし
れない。
【０１４０】
　各々にREGM 15mLを入れた、各単離につき１つのT75フラスコ中に、5,000細胞／cm2で、
単離17～21由来の３代継代の細胞をまいた。細胞を、５％二酸化炭素、37℃で培養した。
一晩培養後、培地を、血清を含まない培地［DMEM-low glucose（Gibco）、0.1％（ｗ/ｖ
）ウシ血清アルブミン（Sigma）、ペニシリン（50ユニット/mL）、およびストレプトマイ
シン（50μg/mL）］に交換し、更に８時間培養した。血清を含まない馴化培地を、インキ
ュベーション終了時に、14,000×g、５分間の遠心分離により収集し、-20℃で保管した。
【０１４１】
　細胞をPBSで洗浄し、TrypLE Select（Gibco）４mLを用いて剥がし、各フラスコ中の細
胞数を推定するためにGuava装置（Guava Technologies,カリフォルニア州ヘーワード）で
計数した。その後、Searchlightプロテオームアレイ（Pierce Biotechnology Inc.）を用
いて、以下の栄養因子について、サンプルをELISAで解析した。その栄養因子とは、組織
メタロプロテアーゼ阻害物質１（TIMP-1）、組織メタロプロテアーゼ阻害物質２（TIMP-2
）、血小板由来上皮増殖因子bb（PDGF-bb）、ケラチノサイト増殖因子（KGF）、肝細胞増
殖因子（HGF）、塩基性線維芽細胞増殖因子（FGF2）、血管内皮増殖因子（VEGF）、ヘパ
リン結合上皮増殖因子（HB-EGF）、単球走化性タンパク質１（MCP-1）、インターロイキ
ン６（IL-6）、インターロイキン８（IL-8）、トランスフォーミング増殖因子α（TGFα
）、脳由来神経栄養因子（BDNF）、ストロマ細胞由来因子１ｂ（SDF1b）、毛様体神経栄
養因子（CNTF）、塩基性神経成長因子（b-NGF）、ニューロトロフィン３（NT-3）、成長
関連オンコジーンα（GRO-α）、インターロイキン1b（IL-1b）、インターロイキン12p40
（IL-12p40）、インターロイキン12p70（IL-12p70）、インターロイキン11（IL-11）、イ
ンターロイキン15（IL-15）、マトリックスメタロプロテアーゼ２（MMP-2）、マトリック
スメタロプロテアーゼ９（MMP-9）、アンジオポエチン２（ANG-2）、および、ヒト成長ホ
ルモン（HGH）である。
【０１４２】
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＜栄養因子産生の分析＞
　27個の異なる増殖因子およびサイトカインの分泌を、単離17～21において分析した。結
果を表７に要約する。すべての単離が、300pg／mL／１×106細胞／８時間よりも多いTIMP
-1、TIMP-2、VEGF、および、MMP-2を分泌した。それらは、50～300pg／mL／１×106細胞
／８時間のFGF2およびHGFを、また、1～50 pg／mL／１×106細胞／８時間のKGF、PDGF-bb
、b-NGF、IL-12p40、および、IL-11を分泌した。SDF-1、ANG-2、HGH、および、IL-12p70
は検出されなかった。
【０１４３】
　要約すると、このデータは、腎臓由来細胞が、損傷した腎組織を保護し修復するための
いくつかの栄養因子を分泌することを示している。例えば、FGF2、HGF、および、TGFαは
、腎臓の修復と結びついている。腎臓由来細胞は、増加した濃度および一定の濃度でこれ
らの因子を分泌する。したがって、これらの細胞は、腎疾患を標的とした治療における使
用のための細胞の有益な供給源である。
【表７】

【０１４４】
〔実施例７〕
≪ポリエステル足場上での腎臓由来細胞の成長≫
　器官組織を再建するために利用することができる基礎材料が明らかに必要とされている
。合成ポリエステル足場上で、腎組織工学に応用するための基礎ビルディングブロック材
料として役立つ組織様構造を生み出すように、腎臓由来細胞を成長させた。
【０１４５】
　いくつかのポリエステルの溶媒キャスト膜上で、腎臓由来細胞を成長させた。100mm直
径の35/65ポリ（ε－カプロラクトン－co－グリコリド）（PCL/PGA）フィルムを調製した
。無水１，４－ジオキサン（Aldrich,ウィスコンシン州ミルウォーキー）380g中に、35/6
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5 PCL/PGA（Ethicon,ニュージャージー州サマービル）（固有粘度＝0.45dL/g）20gを70℃
で溶解することにより、５重量％ポリマー溶液を調製した。100×15mm NALGENEポリメチ
ルペンテンペトリ皿（Fisher Scientific,ペンシルベニア州ピッツバーグ）上に、ポリマ
ー溶液3.5mLを注ぐことにより、フィルムを成型した。
【０１４６】
　100mm直径の45/55ポリ（ε－カプロラクトン－co－グリコリド）（PCL/PGA）フィルム
を調製した。無水１，４－ジオキサン（Aldrich,ウィスコンシン州ミルウォーキー）380g
中に、45/55 PCL/PGA（Ethicon,ニュージャージー州サマービル）（固有粘度＝1.88dL/g
）20gを70℃で溶解することにより、５重量％ポリマー溶液を調製した。100×15mm NALGE
NEポリメチルペンテンペトリ皿（Fisher Scientific,ペンシルベニア州ピッツバーグ）上
に、ポリマー溶液3.5mLを注ぐことにより、フィルムを成型した。
【０１４７】
　55mm直径の45/55ポリ（ε－カプロラクトン－co－グリコリド）（PCL/PGA）フィルムを
調製した。無水１，４－ジオキサン（Aldrich,ウィスコンシン州ミルウォーキー）360g中
に、45/55 PCL/PGA（Ethicon,ニュージャージー州サマービル）（固有粘度＝1.88dL/g）4
0gを70℃で溶解することにより、10重量％ポリマー溶液を調製した。55×15mmポリプロピ
レンペトリ皿（Ted Pella Inc.,カリフォルニア州レディング）上に、ポリマー溶液5.0mL
または2.5mLを注ぐことにより、フィルムを成型した。
【０１４８】
　55mm直径の40/60ポリ（ε－カプロラクトン－co－L－ラクチド）（PCL/PGA）フィルム
を調製した。無水１，４－ジオキサン（Aldrich,ウィスコンシン州ミルウォーキー）360g
中に、40/60 PCL/PLA（Birmingham Polymers, Inc.,アラバマ州バーミングハム）（固有
粘度＝1.20dL/g）40gを溶解することにより、10重量％ポリマー溶液を調製した。55×15m
mポリプロピレンペトリ皿（Ted Pella Inc.,カリフォルニア州レディング）上に、ポリマ
ー溶液5.0mLを注ぐことにより、フィルムを成型した。
【０１４９】
　すべてのキャスト膜をゆるくふたをして、流速30.48m／分（100フィート／分）で稼動
しているドラフトの中に４日間置いた。70℃の真空オーブン（（13.33～26.66Pa(0.1～0.
2mmHg））中で最低４日間更に乾燥させることにより、フィルムから残った溶媒を除去し
た。室温まで冷却した後、室温で一晩、100％エタノールでインキュベーションすること
によりフィルムを滅菌した。その後、フィルムを風乾し、PBSで洗浄し、単離17または単
離18由来の細胞を、REGM中、5,000細胞／cm2でフィルム上にまき、37℃で４～９日間培養
した。
【０１５０】
＜ポリエステル足場上での腎臓由来細胞の成長の分析＞
　表８に要約するように、様々な溶媒成型ポリエステルフィルム上、REGM中で、単離17ま
たは単離18を培養した。各々の場合につき、PCL/PGA基材の足場が、完全な細胞単層の成
長を補助した。その上、細胞単層構造を維持したまま、細胞／フィルム組み合わせ構築物
は成型皿から持ち上げられた。これらの腎臓由来細胞／フィルム構築物は、組織工学適用
における細胞シート材料として用いることができる。
【表８】

【０１５１】
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〔実施例８〕
≪試験管内での腎臓由来細胞細管形成≫
　腎臓由来細胞を４代継代および10代継代で解凍し、その後、66％ vitrogen 100（３mg/
mL）（Cohesion Technologies,カリフォルニア州パロアルト）を含むＩ型コラーゲン溶液
中で、4×104細胞／mLの単一細胞懸濁液へと摩砕した。小さな区画に分かれていない網の
膜の上に、懸濁液中の細胞をまくことができる。その後、コラーゲンをゲル化させるため
、コラーゲン／細胞混合液を、37℃、５％二酸化炭素、95％大気で30分間インキュベーシ
ョンし、その後、培養培地を加えた。細胞は７日間にわたり３日ごと摂食させる。７日目
、培養物を様々な濃度の肝細胞増殖因子で処理し、更に、細管形成が観察されるまで培養
した。
【０１５２】
　これらの観察は、腎臓由来細胞が試験管内で尿細管構造へと自己組織化することができ
ることを示している。これらの構造は、薬物スクリーニングおよび毒性解析の開発だけで
なく、腎臓再建適用のためのビルディングブロックとして価値がある。
【０１５３】
〔実施例９〕
≪薬物スクリーニングおよび毒性解析のための腎臓由来細胞≫
　ヒト腎臓由来細胞は、新規の治療分子の試験管内での探索および安全性評価のための新
しい機会を提供する。腎臓由来細胞に由来する細管は、新規な腎臓再生薬または腎保護薬
の探索のための腎発生モデルシステムだけでなく、腎毒性モデルシステムの開発を可能に
する。この腎臓由来細胞の薬物探索および毒性解析プラットフォームシステムは、腎疾患
の治療のための新しい化合物の研究および開発を向上させるだろう。
【０１５４】
　腎臓由来細胞は、実施例８で説明した方法を用いて、96穴プレートのウェルに、5,000
細胞／cm2でまくことができる。これらのプレートは、細管形成を高めたり、阻害したり
する能力について、様々な化合物および小分子を試験するための解析システムとして役立
つ。様々な化合物の効果を決定するために、個々のウェルを、細管形成および細管の枝分
かれネットワークの形成について、光学顕微鏡により分析する。その上、実施例５で説明
した方法を用いて、各ウェル中の細胞に対して、RT-PCRを実施することができる。
【０１５５】
　腎臓由来細胞を、96穴フォーマット中で培養することができ、様々な化合物および小分
子薬物を加えることにより、細管形成が調節されうる。異なる増殖因子および薬物が、腎
臓由来細胞の細管形成および枝分かれを誘導するかもしれないし、BMP-7、BMP-2、GDF5、
BMP receptor-1、および、BMP receptor-2の遺伝子発現を増加させるかもしれない。これ
らの遺伝子のアップレギュレーションは、細管形成の向上と相関している。また、BMP-7
の増加は、損傷した腎臓において、試験薬物がBMP-7を高めることにより、腎臓の修復を
促進するだろうということも示唆している。同様に、遺伝子発現のダウンレギュレーショ
ンまたは欠如は、腎臓修復を刺激する試験薬物の能力の低下だけでなく、細管形成の抑制
または細胞毒性の抑制と相関する。
【０１５６】
　要約すると、BMP分子およびそのレセプターの発現に加えて細管を形成する腎臓由来細
胞能力の開拓により、新規の薬物探索および毒性解析プラットフォームシステムを開発す
る機会が与えられる。この解析システムは、腎疾患を治療するための新しい化合物の研究
および開発を強化するだろう。
【０１５７】
〔実施例１０〕
≪腎臓由来細胞の多分化能性≫
　腎臓由来細胞は、脂肪細胞および骨芽細胞へ分化する能力がある前駆細胞の潜在的な供
給源である。このデータは、腎臓由来細胞の多分化能性の性質を示し、前駆細胞としての
特徴を更に説明する。
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【０１５８】
　分化解析のために、脂肪形成分化培地（DMEM/F12、3％FCS、33μMビオチン、17μMパン
トテン酸、100nMインスリン、1μMデキサメタゾン、0.25μg/mLアンフォテリシンＢ、お
よび、0.25mM IBMX）、または、骨形成分化培地（DMEM、10％ FCS、0.2mMアスコルビン酸
、25mM β－グリセロリン酸、500nMデキサメタゾン、および、20nＭグルタミン）に変更
する前１週間、腎臓由来細胞を、REGM中、5％CO2、37℃の培地で培養することができる。
２日ごとに培地を交換しながら、更に３週間、細胞を培養することができ、その後、４％
パラホルムアルデヒドで10分間固定することができる。脂肪細胞を、15分間のナイルレッ
ド染色（Molecular Probes；PBS中に1:2000）により同定する。骨芽細胞を、0.1mg/mL Fa
st Blue BB塩（Sigma）、0.1mg/mL ナフトールAS-MXリン酸塩（Sigma）、および、2 mM M
gCl2を含む0.1M Tris-HCl（pH 8.5）を用いたアルカリホスファターゼ解析により同定す
る。画像をNikon TS 100 ECLIPSE倒立顕微鏡に接続したNikonデジタルカメラで撮影する
。10T1/2細胞を、分化解析における陽性対照として用いた。
【０１５９】
　脂肪形成培地中に入れて３週間後、腎臓由来細胞の細胞質画分内にナイルレッド染色さ
れた脂肪滴の蓄積により、脂肪細胞を同定することができる。骨形成培地中に入れて３週
間後、REGMのみにおける腎臓由来細胞成長と比較して、アルカリホスファターゼ活性にお
ける増加により、骨芽細胞を同定することができる。
【０１６０】
　要約すると、このデータは、更に、腎臓由来細胞が、少なくとも２つの別々の細胞系統
、脂肪細胞および骨芽細胞に分化する能力がある潜在的な前駆細胞であることを示してい
る。したがって、これらの細胞は、腎臓再生および細胞治療適用のための細胞の供給源で
ある。
【０１６１】
〔実施例１１〕
≪生体内での腎臓由来細胞の細管形成≫
　３枚の35/65 PCL/PGA（10cm直径×2mm厚）フィルムに、ヒト腎臓由来細胞（10,000細胞
/cm2）をまき、REGM（Cambrex）中、37℃、５％二酸化炭素で、８日間（実施例７で説明
したとおり）培養した。35/65 PCL/PGAフォーム足場を、米国特許第6,355,699号（参照に
より全体を本明細書に組み入れる）に記載の方法にしたがって準備した。その後、細胞／
フィルム構築物をフィルム成型皿から除去し、３層に積み重ね、35/65 PCL/PGAフォーム
足場支持体に取り付けた。この構築物を更に24時間培養し、植え込み前に３×３mm2の正
方形の細片に切った。その後、インプラントをPBSで洗浄し、輸送のために、PBSを入れた
６穴プレートに移した。
【０１６２】
　インプラントをSCIDマウスの背面の外側胸－腰部の皮下に、左右対称に植え込んだ。オ
スのSCIDマウス（Fox Chase SCID CB 17SC系統）を、Taconic Inc.（ニューヨーク州ハド
ソン）から購入した。それらは５週齢であった。各SCIDマウスに２つのインプラントを入
れた。マウスの背に２つの皮膚の切込み（およそ５mm長）を入れた。切込みは、正中線の
両側に１つずつ、触診された腸骨稜の頭側約５mmの腰部に横に位置している。その後、小
さなポケットを作るために、皮膚を下層結合組織から離し、インプラントを切込みの約10
mm頭側に置いた。皮膚の切込みを、Reflex 7金属創傷クリップで閉じた。３週間後、イン
プラントを皮下のポケットから除去し、10％ホルマリン中で固定し、パラフィンワックス
中に包埋し、切片化し、ヘマトキシリンおよびエオシン（H&E）で染色し、光学顕微鏡技
術を用いて病理学者により評価した。
【０１６３】
　腎臓由来細胞は、PCL/PGAフィルムの層内で細管様構造を形成した。これらの細管は、
明確な上皮壁および明らかな管腔を示した。腎臓由来細胞は、フォーム足場を浸潤し、細
胞外マトリックスを沈着し、密な組織様構造を形成した。その上、フォーム内の腎臓由来
細胞は、血管新生および血管ネットワーク形成を刺激した。
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【０１６４】
　要約すると、ヒト腎臓特異的細胞は、生体内の微環境にさらした後に、細管構造を形成
した。腎臓由来細胞の微環境シグナルに応答する能力および細管を形成するよう細胞に指
令する能力は、更に、これらの細胞の腎臓前駆体の性質を示している。その上、細胞はフ
ォーム足場へと遊走し、血管新生を促進した組織様構造を形成した。このデータは、腎尿
細管を再建するための、および、究極的には腎組織工学適用における使用のための細胞ビ
ルディングブロックとしての腎臓由来細胞の有用性を示している。
【０１６５】
〔実施例１２〕
≪腎臓由来細胞は腎疾患の動物モデルにおいて腎保護的である≫
　腎臓由来細胞は、腎臓修復および腎臓再生に関係するいくつかの栄養因子を分泌する（
実施例６を参照のこと）。したがって、腎傷害を抱えている動物に、腎臓由来細胞を投与
する場合、細胞は、損傷した腎臓を保護し修復する栄養因子を産生するだろう。腎不全の
異なる３つの動物モデル、すなわち、薬物により誘導された傷害、虚血－再流傷害、およ
び、尿管閉塞により誘導された傷害における腎保護について、腎臓由来細胞を試験するだ
ろう。
【０１６６】
＜腎不全の誘導＞
　虚血／再流傷害を、以下のように誘導する。マウスを十分な水とともに清潔なかごに入
れる。毛を刈って手術部位を準備する。マウス（メーン州バーハーバーのThe Jackson La
boratory,から購入される６～８週齢のC57BL/6Jマウス）を、ケタミン（100mg/kg）およ
びキシラジン（mg/kg）を腹腔内に注射して麻酔する。麻酔のレベルは、足指つまみ反射
がないことにより判定する。
【０１６７】
　麻酔したマウスを、背面を下にして置き、腹部をベタジンで消毒する。小さな正中線上
の切込みを、まず皮膚に、その後腹膜筋に入れる。腸をやさしく脇に移動し、腎臓を露出
させ、腎臓動脈を同定する。血管クランプを用いて、両方の腎臓動脈を25～30分締め付け
る。この間、マウスを、水循環性加熱パッドを用いてあたたかく保つ。また、露出された
部位も、無菌の温生理食塩水および温生理食塩水に浸した無菌のガーゼ片であたたかく保
つ。30分後、クランプを除去し、腹膜壁を１つまたは２つの不連続な縫合糸で縫合し、皮
膚を創傷クリップで閉じる。薬物により誘導した腎不全は、マウスにシスプラチン（５ま
たは10mg/kg）を単一皮下注射することにより、行う。
【０１６８】
　尿管閉塞により誘導された腎不全を、マウスにおいて、以下のように生じさせる。マウ
スをイソフルオラン（１～３％）で麻酔し、腹部を剃り、70％アルコールで洗浄後、ベタ
ジンで処理する。正中線上の腹部切込みを２cm入れ、腹壁を開く。左の腎臓および尿管を
脂肪がないように解剖する。２つの8-0非吸収性結び目を尿管に作り、その後結紮部間で
切除する。腸を腹部にもどし、筋層を4-0Dexonで閉じ、皮膚をステープルで閉じる。
【０１６９】
＜細胞移植＞
　細胞注入の時に、腎臓由来細胞を37℃（水浴）で解凍し、PBSで２回洗浄し、PBS 1mLに
再懸濁する。ヘモサイトメーターを用いて、細胞を計数する。細胞生存率をトリパンブル
ー染料排出により決定する。注射の時に、細胞は75％以上の生存率を有さなくてはならな
い。もし生存率が75％未満ならば、細胞を廃棄するだろう。細胞を、0.5×106細胞／PBS 
300μL、または、0.1×106細胞／PBS 300μLの濃度で再構成する。PBS（キャリア溶媒）
に懸濁した細胞を、26ゲージ針を取り付けた１mLシリンジを用いて、前顔面静脈に注射す
る。虚血／再流研究、および、尿管閉塞により誘導された傷害研究においては、処理群あ
たり10匹のマウスに、細胞またはPBSを傷害の２時間後に注射する。薬物により誘導され
た腎不全研究において、すべての動物が細胞またはPBSを傷害の24時後に受ける。
【０１７０】
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　腎不全誘導前、２、５、７日目に、血液サンプル（50μL）を尾静脈から収集する。HPL
C検出を用いて、血清クレアチニンを分析する。Roche Diagnostics Systems（ニュージャ
ージー州ブランチバーグ）の検出キットを用いて、血中尿素窒素（BUN）濃度を測定する
。
【０１７１】
　腎保護栄養因子の分泌のために、腎臓由来細胞により、腎不全動物モデルにおける腎臓
損傷が妨げられるかもしれない。
【０１７２】
〔実施例１３〕
≪げっ歯類におけるヒト腎臓由来細胞の腎保護効果の評価≫
＜閉塞性腎症疾患のモデル＞
　予備研究の目的は、腎臓傷害の片側尿管閉塞症（UUO）モデルにおけるヒト腎臓由来細
胞（hKDC）の腎保護効果を評価することであった。UUOモデルは、短期閉塞性腎症および
尿細管間質線維症の有効なモデルである。腎保護効率を評価するために、細胞移植後12日
目の傷害のあるマウスにおいて、細胞体内分布、血中尿素窒素（BUN）、血清クレアチニ
ン（SCr）、および、組織傷害を判定した。この報告では、データは、剖検の時点で、傷
害のある腎臓と傷害のない腎臓の両方に、hKDCが存在することを示す。組織判定は、0.2
×10６個のhKDCの投与が、尿管閉塞により誘導された尿細管傷害の全体の程度を測定可能
なほど減少させることを示した。
【０１７３】
　慢性腎疾患（CKD）の多くの異なる病因にもかかわらず、線維症をもたらす尿細管間質
腔内の炎症は、慢性腎不全の組織学的特徴である。CKDに対するアンジオテンシン変換酵
素阻害剤およびアンジオテンシン受容体拮抗剤の広範な使用は、顕著な医療効果を示すけ
れども、これらの薬物は腎臓の線維症を停止するものではほとんどない。したがって、間
質の線維形成を妨げるか、または、線維形成を抑制する新しい戦略を開発することが、近
年の治療標準を改善するための重要な目標である。治療薬および小分子に基づいた治療を
開発することに焦点をおいた努力にもかかわらず、細胞治療に基づくアプローチに対する
調査は限定的である。
【０１７４】
　近年の研究により、骨髄に由来する間葉系幹細胞（MSC）が向腎性であり、薬物および
虚血－再灌流による傷害後の腎臓の修復を助けることが示されてきている。Morigi et. a
l., Mesenchymal stem cells are renotropic, helping to repair the kidney and impr
ove function in acute renal failure. J Am Soc Nephrol. 2004 JuI; 15(7): 1794-804
；Klahr and Morrissey. Obstructive nephropathy and renal fibrosis. Am. J Renal P
hysiol. 2002 Nov; 283(5): F861-75. 2002参照。また、MSCは、グリセロールにより誘導
された急性腎不全を阻害することが可能であることも示された。Herrera et al., Mesenc
hymal stem cells contribute to the renal repair of acute tubular epithelial inju
ry. Int. J MoI Med. 2004 Dec; 14(6): 1035-41参照。興味深いことに、これらのMSCを
介した保護効果は、幹細胞分化メカニズムを通じては機能しないのかもしれず、むしろ、
細胞の傷害を妨げ、上皮および内皮の修復を促進する重要な栄養因子の分泌を通じて機能
するのかもしれない。
【０１７５】
　いくつかの動物モデルにおいて、MSCは実際に急性腎臓傷害の転帰を改善しているが、M
SCが慢性腎疾患における腎不全を遅延させることができるかどうかはまだ決定されていな
い。研究により、移植されたMSCが、Alport疾患のマウスモデルにおける腎臓線維症のマ
ーカーを減少させることに加え、管周囲の毛細血管の損失を妨げることができることが近
年示されている。Ninichuk et al., Multipotent mesenchymal stem cells reduce inter
stitial fibrosis but do not delay progression of chronic kidney disease in colla
gen4A3-deficient mice. Kidney Int. 2006 Jul;70(l): 121-9参照。また、不幸なことに
、この研究は、移植されたMSCが、動物の生存を促進すること、または腎不全の発症を遅
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延させることができなかったことも示している。
【０１７６】
　近年の研究では、マウスUUOモデルにおけるhKDCの腎保護および抗線維効果が調査され
た。閉塞性腎症のUUOモデルは、腎臓の間質内で生じる分子変化および細胞変化を研究す
るための重要なツールであることが示されてきている。このモデルはまた、線維症、およ
び、究極的には多くの慢性腎疾患の進行を停止し、または、逆転さえすることをねらいと
する治療効率を決定することにおいて有用性を示してきている。
【０１７７】
＜方法＞
・動物モデル
　13匹のメスC57BL/6Jマウス（The Jackson Laboratory,メーン州バーハーバー）を、１
～３％のイソフルオランで麻酔した。各動物の腹部を剃り、70％アルコールの後、ベタジ
ンで清潔にした。正中線上の腹部の切込みを入れた。腹壁を開き、腸を胸部の上に引き出
し、湿ったガーゼで保護した。左の腎臓を位置付け、尿管から脂肪がないように解剖した
。２つの8-0非吸収性の結び目を尿管に作った。偽処理群については、結び目を用いなか
った。腸を腹部に戻し、温生理食塩水１cm3を腹膜腔に入れた。その後、筋層を4-0 Dexon
で閉じ、皮膚をステープルで閉じた。イソフルオランを中断し、100％酸素により、歩行
可能になるまで、加熱パッドの上でマウスを回復させた。
【０１７８】
・細胞調合物
　hKDC（ロット番号032906；６代継代）を、実施例１およびCBAT発明報告"Isolation of 
Human Kidney Derived Cells (Study 2)", March 29, 2006, David Colter, Agnes Seyda
, Charito Buensuceso, Walter Laredoで説明されているように単離し、増殖した。HUTC
（ロット番号2512380；６代継代）をStem Cell Internal Venture (ペンシルベニア州ラ
ドナー（Radnor）)から入手した。
【０１７９】
・細胞移植
　動物が手術から回復直後に、HUTCおよび10代継代のhKDCを37℃で解凍し、Ca++/Mg++を
含まないハンクス平衡塩類溶液（HBSS）で２回洗浄し、HBSS１mLに再懸濁した。その後、
ヘモサイトメーターを用いて細胞を計数し、細胞生存率をトリパンブルー染料排出により
決定した。細胞をHBSS中に生きている細胞1.0×106個／mLの濃度で再構築した。その後、
HBSS 200μL中に懸濁された細胞を、27ゲージ針を取り付けた１mLシリンジを用いた尾静
脈注射により移植した。
【表９】

【０１８０】
・体内分布
　すべての動物を細胞移植後12日目に、二酸化炭素窒息により屠殺した。各動物から腎臓
、肺、脳、および、心臓を除去した。その後、各腎臓の半分を組織分析のため10％中性緩
衝ホルマリンで固定した。残りの腎臓の半分および他のすべての器官を液体窒素中で急速
冷凍した。その後、7ｍｍ廃棄可能なローターステータージェネレータープローブを取り
付けたOmni THホモジェナイザーを用いて冷凍された器官すべてをホモジェナイズした（O
mni International, Inc.,ジョージア州マリエッタ）。その後、全RNAを、RNeasyプラス



(39) JP 5450072 B2 2014.3.26

10

20

30

40

50

ミニキット（Qiagen,カリフォルニア州バレンシア）を用いて抽出した。RNAをDEPC処理水
50μLに溶出し、NanoDrop 100（NanoDrop Technologies,デラウェア州ウィルミントン）
を用いて定量した。その後、ランダムヘキサマーおよびTaqman逆転写試薬（Applied Bios
ystems,カリフォルニア州フォスターシティ）を用いて、RNAを逆転写した。その後、ヒト
特異的β２マイクログロブリンプライマープローブ（カタログ番号4310886E、Applied Bi
osystems,カリフォルニア州フォスターシティ）を用いて、PCR反応をcDNAサンプル上で行
った。その後、ABI Prism 7900 HT配列検出システム（Applied Biosystems,カリフォルニ
ア州フォスターシティ）を用いて、PCRを行った。
【０１８１】
・血清化学分析
　剖検の時点で全血を収集し、凝固させ、微遠心分離チューブの中に入れ、血清を他の血
液成分から分離するために、2,500rpmで15分間遠心分離した。その後、血清サンプルをVe
tAce Chemistry Analyzer（Alpha Wassermann Diagnostic Technologies, LLC,ニュージ
ャージー州ウェストコールドウェル）を用いて分析した。
【０１８２】
・組織評価
　固定した腎組織をパラフィンワックスに包埋し、切片にし（5μm厚）、ヘマトキシリン
／エオシン（H&E）、および、マッソン三重染色で染色した。次に、尿細管傷害（尿細管
壊死、拡張、間質細胞湿潤）、および、間質線維症（コラーゲン沈着）について、１～４
の範囲（１＝最小量、２＝軽度、３＝中程度、４＝重度）のスコア指数を用いて、切片を
採点した。評価者には処理群の割り当てがわからないようにした。
【０１８３】
＜結果＞
・体内分布
　移植された細胞の器官内分布を評価するために、RT-PCRに基づいた方法を利用した。ヒ
トβ２マイクログロブリンRNA転写産物に特異的なリアルタイムPCRプライマー／プローブ
を利用した。表１０および表１１に示すように、多くのもので、HUTCおよびhKDCの両方を
検出することができたが、すべての動物で検出できるとはかぎらなかった。偽処理は、ヒ
ト細胞がこれらの動物には全く移植されていないという事実のため、効果的な陰性対照と
して役立った。表１０に示すように、動物１由来の心臓は、３回の重複測定すべてにおい
てCt値を示した。このサンプルの平均Ct値は、36.5であった。したがって、表１０で示さ
れる３回の重複測定すべてが正のCt値を示す場合、正のシグナルが決定され、平均Ct値は
36.5未満である。動物１がヒト細胞を受容していなかったという事実のために、36.5以上
のCt値は、ヒト細胞がまったく検出されないということを示している。表１１に示すよう
に、偽処理した動物由来の組織は、ヒト細胞転写物を全く示さなかった。しかしながら、
HUTCは、試験された５匹の動物のうちの２匹由来の器官で検出された。動物７由来の肺、
傷害のある腎臓、および、傷害のない腎臓において、また、動物８由来の傷害のない腎臓
、脳、肺において、細胞が検出された。hKDCは、試験された５匹の動物のうちの３匹で検
出された。動物11の傷害のある腎臓、傷害のない腎臓、心臓、脳、および、肺において、
細胞が検出された。また、動物12の傷害のある腎臓、傷害のない腎臓、および、心臓にお
いても検出された。動物13の傷害のない腎臓、心臓、および、肺においても、hKDCが検出
された。
【０１８４】
・血清化学
　腎機能を判定するために、BUNおよびSCrを測定した。片側閉塞症モデルにおいて、２つ
の腎臓のうちの１つは傷害のないままである。したがって、動物は、傷害のある腎臓によ
り被る腎機能欠失を補償することができる。残っている傷害のない腎臓のおかげで、BUN
およびSCrは、正常の範囲内であることが期待される。表１２に示すように、BUNおよびSC
r両方の血清レベルは、すべての処理群で変化しないままである。偽処理は、20.7+/-3.2m
g/dLの平均BUN測定値、および、0.4+/-0.06 mg/dLのSCr値を示した。HUTC処理は、結果的
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に、25.6+/-5.0 mg/dLの平均BUN測定値、および、0.4+/-0.07のSCr値をもたらした。hKDC
処理は、結果的に、26.0+/-4.7 mg/dLの平均BUN測定値、および、0.4 +/-0.04 mg/dLのSC
r値をもたらした。
【０１８５】
・組織学
　尿細管傷害、および間質線維症の程度を、偽処理、HUTC処理、hKDC処理した動物由来の
組織切片において、定性的に測定した。表１３に示すように、偽処理は結果的に、最小の
尿細管損傷を生じ、評価した３匹の動物すべてにおいて1.0のスコアであった。HUTC処理
は結果的に、最小の尿細管修復を生じ、平均傷害スコアは4.0であった。しかしながら、H
UTC処理と比較して、hKDC処理は結果的に、尿細管傷害の全体的な程度を減少させ、５匹
すべての動物で3.0の傷害スコアを示した。繊維性の変化に関して、偽処理した動物は、
腎臓の間質内に最小程度のコラーゲン沈着を示し、それゆえ最小の線維症（平均スコア＝
1.0）を示した。しかしながら、HUTCおよびhKDC処理は、軽度の線維症の証拠を示し、そ
れぞれ2.4および2.0の平均スコアを示した。
【０１８６】
　この報告では、hKDCの腎保護効果および抗繊維性効果が説明される。データは、移植後
12日目の傷害のある腎臓および傷害のない腎臓の両方に、移植したヒト細胞が存在するこ
とを示している。hKDC処理は、hUTC処理と比較して、尿細管傷害の全体的な程度において
、測定可能な減少を引き起こした。したがって、この予備研究は、hKDCが、閉塞性腎症の
UUOモデルにおける腎保護効果を誘発することを示している。
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【表１３】

【０１８７】
　本明細書中に引用したすべての刊行物および特許出願は、個々の刊行物または特許出願
それぞれが、あらゆる目的のために参照により組み入れられることを具体的かつ個別に示
されているかのように、あらゆる目的のために参照により全体として本明細書に組み入れ
られる。
【０１８８】
　上記の発明は、理解を明確にするための説明および例として、幾分詳細に説明してきた
が、本発明の教示を踏まえると、添付した特許請求の範囲の精神または範囲から離れるこ
となく、特定の変更および修飾がなされてもよいということが、本分野の通常の知識を有
する者にとっては容易に明らかであるだろう。
　なお、本発明の実施態様は、以下のとおりである。
（１）単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団において、
　前記細胞集団が、培養中で自己複製し増殖する能力があり、
　前記細胞集団が、Oct-4、Rex-1、Pax-2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC
-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または、GDF5のうちの少なくとも１つの発現について
陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、Wnt-4、SIX2、または、GATA-4のうちの少なくとも１つ
の発現について陰性である、細胞集団。
（２）実施態様（１）に記載の細胞集団において、
　Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうちの少なくとも１つ
の発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうちの少なくとも１つ
の発現について陰性である、細胞集団。
（３）実施態様（１）に記載の細胞集団において、
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　細胞表面マーカーHLA I、CD24、CD29、CD44、CD49c、CD73、CD166、または、SSEA-4の
うちの少なくとも１つについて陽性であり、細胞表面マーカーHLA II、CD31、CD34、CD45
、CD56、CD80、CD86、CD104、CD105、CD117、CD133、CD138、CD141、または、E-cadherin
のうちの少なくとも１つについて陰性である、細胞集団。
（４）実施態様（１）に記載の細胞集団において、
　表面マーカーHLA I、CD166、または、SSEA-4のうちの少なくとも１つについて陽性であ
り、細胞表面マーカーHLA II、CD80、CD86、CD133、CD141、または、E-cadherinのうちの
少なくとも１つについて陰性である、細胞集団。
（５）実施態様（１）に記載の細胞集団において、
　細胞表面マーカーHLA Iについて陽性であり、細胞表面マーカーHLA II、CD80、または
、CD86のうちの少なくとも１つについて陰性である、細胞集団。
（６）実施態様（５）に記載の細胞集団において、
　前記細胞集団が、哺乳動物患者における同種移植について非免疫原性である、細胞集団
。
（７）実施態様（１）に記載の細胞集団において、
　前記細胞が、腎皮質に由来する、細胞集団。
（８）実施態様（１）に記載の細胞集団において、
　前記細胞が、腎髄質に由来する、細胞集団。
（９）実施態様（１）に記載の細胞集団において、
　前記細胞が、腎被膜下部位に由来する、細胞集団。
（１０）実施態様（１）に記載の細胞集団において、
　前記細胞集団が、栄養因子FGF2、HGF、TGFα、TIMP-1、TIMP-2、MMP-2、または、VEGF
のうちの少なくとも１つを分泌し、栄養因子PDGF-bb、または、IL12p70のうちの少なくと
も１つを分泌しない、細胞集団。
（１１）実施態様（１）に記載の細胞集団において、
　前記細胞集団が、ヒト細胞、霊長類細胞、または、げっ歯類細胞を含む、細胞集団。
（１２）実施態様（１）に記載の細胞集団において、
　前記細胞集団が、腎臓前駆細胞を含む、細胞集団。
（１３）実施態様（１２）に記載の細胞集団において、
　前記腎臓前駆細胞が、脂肪細胞または骨芽細胞に分化する能力がある、細胞集団。
（１４）哺乳動物患者における虚血性腎疾患を治療するための方法において、
　前記哺乳動物患者に、実施態様（１）～（１３）のうちのいずれかに記載の前記細胞集
団の治療上有効な量を投与し、それにより、前記哺乳動物患者における虚血性腎組織疾患
を減少させるか、または、取り除くこと、
　を含む、方法。
（１５）実施態様（１４）に記載の方法において、
　前記細胞集団の投与が、（ａ）虚血組織へ血液を供給する血管の形成、（ｂ）前記虚血
組織への血流、（ｃ）前記虚血組織への酸素供給、および、（ｄ）それらの組み合わせか
ら選択される効果を誘導する、方法。
（１６）実施態様（１４）に記載の方法において、
　前記細胞の投与が、腎被膜下部位組織、腎皮質組織、または、腎髄質組織の形成を誘導
する、方法。
（１７）実施態様（１４）に記載の方法において、
　前記哺乳動物患者が、ヒト、霊長類、または、げっ歯類である、方法。
（１８）哺乳動物患者において、外傷、年齢、代謝傷害もしくは毒性傷害、疾患、または
、突発性損失のために損傷された腎臓の組織、器官、成分、または、構造を置換するため
の方法において、
　前記哺乳動物患者に、実施態様（１）～（１３）のうちのいずれかに記載の前記細胞集
団の治療上有効な量を投与し、それにより、前記損傷された組織もしくは器官を減少させ
るか、もしくは、取り除き、前記哺乳動物患者における腎機能を回復させること、
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　を含む、方法。
（１９）実施態様（１８）に記載の方法において、
　前記細胞集団の投与が、（ａ）腎組織へ血液を供給する血管の形成、（ｂ）前記腎組織
への血流、（ｃ）前記腎組織への酸素供給、および、（ｄ）それらの組み合わせから選択
される効果を誘導する、方法。
（２０）実施態様（１８）に記載の方法において、
　前記細胞集団の投与が、腎被膜下部位組織、腎皮質組織、または、腎髄質組織の形成を
誘導する、方法。
（２１）実施態様（１８）に記載の方法において、
　前記哺乳動物患者が、ヒト、霊長類、または、げっ歯類である、方法。
（２２）単離された哺乳動物腎臓由来細胞集団を準備するための方法において、
　哺乳動物の腎臓の被膜下部位、皮質、または、髄質から組織を入手することと、
　前記組織の少なくとも一部を個々の細胞に分解するために、メタロプロテアーゼ、中性
プロテアーゼ、または、粘液溶解酵素のうちの１つ以上の存在下で、前記組織をインキュ
ベーションすることと、
　前記細胞を、基質上にまくことと、
　前記細胞のうち、Oct-4、Rex-1、Pax-2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、CXC
-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または、GDF5のうちの少なくとも１つの発現について
陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、Wnt-4、SIX2、または、GATA-4のうちの少なくとも１つ
の発現について陰性である細胞サブセットを同定することと、
　前記哺乳動物腎臓由来細胞集団を提供するために、前記細胞サブセットを単離すること
と、
　を含む、方法。
（２３）実施態様（２２）に記載の方法において、
　前記細胞集団が、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうち
の少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうち
の少なくとも１つの発現について陰性である、方法。
（２４）実施態様（２２）に記載の方法において、
　細胞サブセットを同定する工程であって、
　　前記細胞サブセットが、細胞表面マーカーHLA Iについて陽性であり、細胞表面マー
カーHLA II、CD80、または、CD86のうちの少なくとも１つについて陰性である工程、
　をさらに含む、方法。
（２５）実施態様（２４）に記載の方法において、
　前記細胞集団が、哺乳動物患者における同種移植について非免疫原性である、方法。
（２６）実施態様（２２）に記載の方法において、
　前記組織が、哺乳動物の腎臓の前記皮質に由来する、方法。
（２７）実施態様（２２）に記載の方法において、
　前記組織が、哺乳動物の腎臓の前記髄質に由来する、方法。
（２８）実施態様（２２）に記載の方法において、
　前記組織が、哺乳動物の腎臓の前記被膜下部位に由来する、方法。
（２９）実施態様（２２）に記載の方法において、
　前記基質が、組織培養フラスコ、足場、または、中空で繊維基材の装置である、方法。
（３０）実施態様（２２）に記載の方法において、
　単一の哺乳動物腎臓由来細胞を、限界希釈により単離することと、
　前記単一細胞を、細胞培養中で増殖することと、
　をさらに含む、方法。
（３１）実施態様（２２）に記載の方法において、
　前記組織が、ヒトの腎臓に由来する、方法。
（３２）哺乳動物患者における疾患を遺伝子治療により治療するための方法において、
　培養中で自己複製し増殖する能力がある、単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞



(47) JP 5450072 B2 2014.3.26

10

20

30

40

50

集団を入手することであって、
　　前記細胞集団が、Oct-4、Rex-1、Pax-2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、C
XC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または、GDF5のうちの少なくとも１つの発現につい
て陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、Wnt-4、SIX2、または、GATA-4のうちの少なくとも１
つの発現について陰性である、
　細胞集団を入手することと、
　前記単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団のうちの少なくとも１つの細胞を
、治療上の遺伝子産物を産生するように遺伝子改変することと、
　前記遺伝子改変された細胞を、培養中で増殖することと、
　前記哺乳動物患者における前記疾患を減少させるか、または、取り除くために、前記遺
伝子改変された細胞を、前記哺乳動物患者に投与することと、
　を含む、方法。
（３３）実施態様（３２）に記載の方法において、
　前記細胞集団が、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうち
の少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうち
の少なくとも１つの発現について陰性である、方法。
（３４）実施態様（３２）に記載の方法において、
　前記細胞集団が、細胞表面マーカーHLA Iについて陽性であり、細胞表面マーカーHLA I
I、CD80、または、CD86のうちの少なくとも１つについて陰性である、方法。
（３５）実施態様（３４）に記載の方法において、
　前記細胞集団が、前記哺乳動物患者における同種移植について非免疫原性である、方法
。
（３６）実施態様（３２）に記載の方法において、
　前記遺伝子改変された細胞が、前記哺乳動物患者における腎疾患、腎傷害、腎虚血、ま
たは、遺伝的欠陥を治療するために、前記哺乳動物患者の腎臓に投与される、方法。
（３７）実施態様（３２）に記載の方法において、
　前記哺乳動物患者が、ヒト、霊長類、または、げっ歯類である、方法。
（３８）実施態様（３２）に記載の方法において、
　前記哺乳動物腎臓由来細胞集団が、ヒト、霊長類、または、げっ歯類の腎臓に由来する
、方法。
（３９）実施態様（３８）に記載の方法において、
　前記哺乳動物腎臓由来細胞集団が、ヒトの腎臓に由来し、
　出産前または出産後のヒト患者において、移植後にヒト腎細胞を産生するために、前記
細胞が、子宮内に移植され、
　前記細胞が、前記ヒト患者における前記疾患を減少させるか、または、取り除くために
、ヒトまたは動物における治療上の産物を産生する、方法。
（４０）哺乳動物患者における腎臓の細胞に関わる異常を治療するための薬物候補をスク
リーニングするための方法において、
　（ａ）単離または精製された哺乳動物腎臓由来細胞集団を提供する工程であって、
　　前記集団が、培養中で自己複製し増殖する能力があり、
　　前記細胞集団が、Oct-4、Rex-1、Pax-2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、C
XC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または、GDF5のうちの少なくとも１つの発現につい
て陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、Wnt-4、SIX2、または、GATA-4のうちの少なくとも１
つの発現について陰性である、
　工程と、
　（ｂ）試験管内で自己複製し増殖する能力、または、向上した能力を有する細胞を含む
細胞組成物を入手するための増殖条件下で、前記哺乳動物腎臓由来細胞集団を培養する工
程と、
　（ｃ）工程（ａ）または（ｂ）から入手された前記培養された細胞を、前記薬物候補に
曝露する工程と、
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　（ｄ）前記細胞の生存に対する、あるいは、前記細胞の形態的、機能的、もしくは、生
理的な特徴、および／または、分子生物学的特性に対する前記薬物候補の効果の存在また
は不存在を検出する工程であって、
　　それにより、細胞生存、前記細胞の形態的、機能的、もしくは、生理的な特徴、およ
び／または、前記細胞の分子生物学的特徴を変える効果が、腎臓の細胞異常を治療するた
めの前記薬物候補の活性を示す、
　工程と、
　を含む、方法。
（４１）実施態様（４０）に記載の方法において、
　前記細胞集団が、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうち
の少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうち
の少なくとも１つの発現について陰性である、方法。
（４２）実施態様（４０）に記載の方法において、
　前記細胞の前記形態的、機能的、もしくは、生理的特徴が、尿細管の向上した形成、ま
たは、BMPもしくはBMPレセプターの発現である、方法。
（４３）実施態様（４０）に記載の方法において、
　前記細胞の前記形態的、機能的、もしくは、生理的特徴が、栄養因子FGF2、HGF、TGFα
、TIMP-1、TIMP-2、VEGF、または、MMP-2のうちの少なくとも１つ以上の向上した分泌で
ある、方法。
（４４）実施態様（４０）に記載の方法において、
　前記異常が、虚血性腎疾患、あるいは、哺乳動物患者における外傷、年齢、代謝傷害も
しくは毒性傷害、疾患、または、突発性損失に起因する腎臓の組織、器官、成分、もしく
は、構造に対する損傷である、方法。
（４５）腎細胞機能に影響する試験物質の毒性を分析するための方法において、
　（ａ）培養中で自己複製し増殖する能力がある、単離または精製された哺乳動物腎臓由
来細胞集団を提供する工程であって、
　　前記細胞集団が、Oct-4、Rex-1、Pax-2、Cadherin-11、FoxD1、WT1、Eya1、HNF3B、C
XC-R4、Sox-17、EpoR、BMP2、BMP7、または、GDF5のうちの少なくとも１つの発現につい
て陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、Wnt-4、SIX2、または、GATA-4のうちの少なくとも１
つの発現について陰性である、
　工程と、
　（ｂ）前記細胞集団を、前記試験物質に曝露する工程と、
　（ｃ）前記集団中の前記細胞の生存、あるいは、前記集団中の前記細胞の形態的、機能
的、もしくは、生理的な特徴、および／または、分子生物学的特性に対する前記試験物質
の効果の存在または不存在を検出する工程であって、
　　それにより、前記集団中の前記細胞の細胞生存、形態的、機能的、もしくは、生理的
な特徴、および／または、前記集団中の前記細胞の分子生物学的特徴を変える効果が、腎
細胞機能に対する前記試験物質の前記毒性を示す、
　工程と、
　を含む、方法。
（４６）実施態様（４５）に記載の方法において、
　前記細胞集団が、Eya1、WT1、FoxD1、BMP7、BMP2、GDF5、EpoR、または、Rex-1のうち
の少なくとも１つの発現について陽性であり、Sox2、FGF4、hTert、または、Wnt-4のうち
の少なくとも１つの発現について陰性である、方法。
（４７）実施態様（４５）に記載の方法において、
　前記細胞の前記形態的、機能的、もしくは、生理的な特徴が、尿細管の形成、または、
BMPもしくはBMPレセプターの発現である、方法。
（４８）実施態様（４７）に記載の方法において、
　前記試験物質の毒性上昇が、尿細管の形成低下、または、BMPもしくはBMPレセプターの
発現低下として測定される、方法。
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（４９）実施態様（４５）に記載の方法において、
　前記細胞の前記形態的、機能的、もしくは、生理的な特徴が、栄養因子FGF2、HGF、TGF
α、TIMP-1、TIMP-2、VEGF、または、MMP-2のうちの少なくとも１つ以上の分泌である、
方法。
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