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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　無刺激の間葉系幹細胞の集団から免疫学的に極性化された間葉系幹細胞の集団を作り出
すための誘導培地であって、該誘導培地は、
　ａ．Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）リガンド、
　ｂ．エリスロポエチン、および
　ｃ．塩化コバルトもしくはデスフェリオキサミンから選択される低酸素模倣物を含み、
ここで、免疫学的に極性化された間葉系幹細胞の集団は、抗炎症性または免疫抑制性のメ
ディエーターの発現によって特徴づけられた抗炎症性の特徴を有する、誘導培地。
【請求項２】
　Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）リガンドが、０．１μｇ／ｍＬと１００μｇ／ｍＬの
間の濃度でのポリ（Ｉ：Ｃ）またはポリ（Ａ：Ｕ）である、請求項１に記載の誘導培地。
【請求項３】
　エリスロポエチンが、１０ｎｇ／ｍＬ未満の濃度で存在する、請求項１に記載の誘導培
地。
【請求項４】
　低酸素模倣物が塩化コバルトである、請求項１に記載の誘導培地。
【請求項５】
　塩化コバルトが、５μＭと５００μＭの間の濃度で存在する、請求項４に記載の誘導培
地。
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【請求項６】
　インターロイキン４（ＩＬ－４）及び／又はインターロイキン１３（ＩＬ－１３）をさ
らに含む、請求項１に記載の誘導培地。
【請求項７】
　ヒトまたは動物由来の血清を含まない、請求項１に記載の誘導培地。
【請求項８】
　濃縮溶液である、請求項１に記載の誘導培地。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の誘導培地と、無刺激の間葉系幹細胞とを含む細胞
培養物。
【請求項１０】
　無刺激の間葉系幹細胞がヒト間葉系幹細胞である、請求項９に記載の細胞培養物。
【請求項１１】
　無刺激の間葉系幹細胞が多能性幹細胞に由来する、請求項９に記載の細胞培養物。
【請求項１２】
　間葉系幹細胞が、無刺激の間葉系幹細胞の集団と比較して、ＣＸＣＬ９ ｍＲＮＡ、Ｏ
ＡＳ１ ｍＲＮＡ及び／又はＩＳＧ１５ ｍＲＮＡの発現の増加によって特徴づけられる刺
激された状態になる、請求項９に記載の細胞培養物。
【請求項１３】
　無刺激の間葉系幹細胞の集団から免疫学的に極性化された間葉系幹細胞の集団を作り出
すエクスビボでの方法であって、該方法は、
無刺激の間葉系幹細胞の集団を、
　ａ．Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）リガンド、
　ｂ．エリスロポエチン、および
　ｃ．塩化コバルトもしくはデスフェリオキサミンから選択される低酸素模倣物
を含む、組成物と接触させる工程を含み、ここで、免疫学的に極性化された間葉系幹細胞
の集団が、抗炎症性または免疫抑制性のメディエーターの発現によって特徴づけられた抗
炎症性の特徴を有する、方法。
【請求項１４】
　Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）リガンドが、０．１μｇ／ｍＬと１００μｇ／ｍＬの
間の濃度でのポリ（Ｉ：Ｃ）またはポリ（Ａ：Ｕ）である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　エリスロポエチンが、１０ｎｇ／ｍＬ未満の濃度で存在する、請求項１３に記載の方法
。
【請求項１６】
　低酸素模倣物が塩化コバルトである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
　塩化コバルトが、５μＭと５００μＭの間の濃度で存在する、請求項１６に記載の方法
。
【請求項１８】
　組成物がさらに、インターロイキン４（ＩＬ－４）及び／又はインターロイキン１３（
ＩＬ－１３）を含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項１９】
　組成物が、ヒトまたは動物由来の血清を含まない、請求項１３に記載の方法。
【請求項２０】
　無刺激の間葉系幹細胞の集団が、Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）リガンド、エリスロ
ポエチン、および低酸素または低酸素模倣物と同時に接触される、請求項１３に記載の方
法。
【請求項２１】
　組成物が、８時間未満ではあるが、少なくとも３０分間、無刺激の間葉系幹細胞の集団
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と接触している、請求項１３に記載の方法。
【請求項２２】
　ＲＮＡまたはタンパク質いずれかのレベルでＣＸＣＬ９、ＯＡＳ１及び／又はＩＳＧ１
５の発現をモニタリングする工程をさらに含む、請求項１３に記載の方法。
【請求項２３】
　無刺激の間葉系幹細胞の集団から免疫学的に極性化された間葉系幹細胞の集団を作り出
すエクスビボでの方法であって、該方法は、
無刺激の間葉系幹細胞の集団を、０．５～２％の酸素の低酸素条件で、
　ａ．Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）リガンド、および
　ｂ．エリスロポエチン、
を含む、組成物と接触させる工程を含み、ここで、免疫学的に極性化された間葉系幹細胞
の集団が、抗炎症性または免疫抑制性のメディエーターの発現によって特徴づけられた抗
炎症性の特徴を有する、方法。
【請求項２４】
　Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）リガンドが、０．１μｇ／ｍＬと１００μｇ／ｍＬの
間の濃度でのポリ（Ｉ：Ｃ）またはポリ（Ａ：Ｕ）である、請求項２３に記載の方法。
【請求項２５】
　エリスロポエチンが、１０ｎｇ／ｍＬ未満の濃度で存在する、請求項２３に記載の方法
。
【請求項２６】
　組成物がさらに、インターロイキン４（ＩＬ－４）及び／又はインターロイキン１３（
ＩＬ－１３）を含む、請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
　組成物が、ヒトまたは動物由来の血清を含まない、請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　無刺激の間葉系幹細胞の集団が、Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）リガンドおよびエリ
スロポエチンと同時に接触される、請求項２３に記載の方法。
【請求項２９】
　組成物が、８時間未満ではあるが、少なくとも３０分間、無刺激の間葉系幹細胞の集団
と接触している、請求項２３に記載の方法。
【請求項３０】
　ＲＮＡまたはタンパク質いずれかのレベルでＣＸＣＬ９、ＯＡＳ１及び／又はＩＳＧ１
５の発現をモニタリングする工程をさらに含む、請求項２３に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
＜連邦政府資金による研究の記載＞
　本発明は、ＮＩＨ １Ｒ４３ＡＲ０６１９０２－０１および１Ｐ２０ＲＲ２０１５２－
０１；またＤｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｄｅｆｅｎｓｅ ＯＣ０７３１０２およびＯＣ１
１０２１８の下で、アメリカ政府の支援とともになされた。アメリカ政府は、本発明にお
いて特定の権利を有している。
【発明の概要】
【０００２】
　本発明は、新規の幹細胞培養および療法の方法、および分離した均一な細胞表現型を誘
導する、活性化する、またはプライミングして、炎症および免疫を選択的に促進または抑
制するための培養培地組成物を提供し、これは、細胞療法で使用される既知の培養培地お
よび方法よりも有意な利点をもたらしている。本発明は、細胞療法に使用することができ
る、より均一且つ予測可能な、エスクビボで増殖且つ誘導された、プライミングされた、
または活性化された間葉系幹細胞（ＭＳＣ）の集団を提供するために使用され得る。当該
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技術分野において、細胞療法に必要とされる均一且つ効果的な多数の幹細胞を提供するた
めの方法の改善が長年必要とされている。本発明の様々な実施形態の利点は、それらが、
間葉系幹細胞の培養物を、患者への導入後に予測可能な方法で挙動する、均一且つ分離し
た表現型へと誘導する、活性化する、またはプライミングするために使用され得るという
ことである。
【０００３】
　特定の実施形態において、本明細書には、無刺激の間葉系幹細胞の集団から免疫学的に
極性化された間葉系幹細胞の集団を作り出すための誘導培地が開示され、該誘導培地は、
Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）リガンド、エリスロポエチン，および０．５－２％の酸
素または低酸素模倣物を含み、ここで、免疫学的に極性化された間葉系幹細胞の集団は、
抗炎症性または免疫抑制性のメディエーターの発現によって特徴づけられた（ｍａｒｋｅ
ｄ）抗炎症性の特徴を有する。特定の実施形態では、Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）リ
ガンドは、ポリ（Ｉ：Ｃ）である。特定の実施形態では、Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３
）リガンドは、ポリ（Ａ：Ｕ）である。特定の実施形態では、エリスロポエチンは、１０
ｎｇ／ｍＬ未満の濃度で存在する。特定の実施形態では、低酸素模倣物は塩化コバルトで
ある。特定の実施形態では、塩化コバルトは、５μＭと５００μＭの間の濃度で存在する
。特定の実施形態では、誘導培地はさらに、インターロイキン４（ＩＬ－４）を含む。特
定の実施形態では、誘導培地はさらに、インターロイキン１３（ＩＬ－１３）を含む。特
定の実施形態では、誘導培地は、ヒトまたは動物由来の血清を含まない。特定の実施形態
では、誘導培地は濃縮溶液である。特定の実施形態において、本明細書には、誘導培地で
処置された間葉系幹細胞の集団が開示される。特定の実施形態において、本明細書には、
誘導培地で処置されたヒト間葉系幹細胞の集団が開示される。特定の実施形態において、
本明細書には、誘導培地で処置されたイヌ、ネコ、またはウマの間葉系幹細胞の集団が開
示される。特定の実施形態において、本明細書には、誘導培地で処置された間葉系幹細胞
の集団が開示される。特定の実施形態において、本明細書には、誘導培地で処置された間
葉系幹細胞の集団が開示され、ここで、細胞は、無刺激の間葉系幹細胞の集団と比較して
、ＣＸＣＬ９ ｍＲＮＡの発現の増加によって特徴づけられる。特定の実施形態において
、本明細書には、誘導培地で処置された間葉系幹細胞の集団が開示され、ここで、細胞は
、無刺激の間葉系幹細胞の集団と比較して、ＯＡＳ１ ｍＲＮＡの発現の増加によって特
徴づけられる。特定の実施形態において、本明細書には、誘導培地で処置された間葉系幹
細胞の集団が開示され、ここで、細胞は、無刺激の間葉系幹細胞の集団と比較して、ＩＳ
Ｇ１５ ｍＲＮＡの発現の増加によって特徴づけられる。特定の実施形態において、本明
細書には、誘導培地で処置された間葉系幹細胞の集団を含む疾患の処置のための組成物が
開示され、ここで、該疾患は炎症性または自己免疫性の疾患である。特定の実施形態では
、炎症性または自己免疫性の疾患は関節リウマチである。特定の実施形態では、炎症性ま
たは自己免疫性の疾患は炎症性腸疾患である。特定の実施形態では、炎症性または自己免
疫性の疾患は急性視神経炎である。特定の実施形態では、炎症性または自己免疫性の疾患
はクラッベ病である。特定の実施形態では、炎症性または自己免疫性の疾患は糖尿病性網
膜症である。特定の実施形態では、炎症性または自己免疫性の疾患はクローン病である。
特定の実施形態では、炎症性または自己免疫性の疾患は急性肺障害である。
【０００４】
　特定の実施形態において、本明細書には、無刺激の間葉系幹細胞の集団から免疫学的に
極性化された間葉系幹細胞の集団を作り出すための誘導培地が開示され、該誘導培地は、
Ｔｏｌｌ様受容体４（ＴＬＲ４）リガンド、エリスロポエチン、および０．５－２％の酸
素または低酸素模倣物を含み、ここで、免疫学的に極性化された間葉系幹細胞の集団は、
炎症誘発性メディエーターの発現によって特徴づけられた炎症誘発性の特徴を有する。特
定の実施形態では、Ｔｏｌｌ様受容体４（ＴＬＲ４）リガンドは、リポ多糖（ＬＰＳ）で
ある。特定の実施形態では、Ｔｏｌｌ様受容体４（ＴＬＲ４）リガンドは、アミノアルキ
ルグルコサミニド４－リン酸塩である。特定の実施形態では、エリスロポエチンは、１０
ｎｇ／ｍＬ未満の濃度で存在する。特定の実施形態では、低酸素模倣物は塩化コバルトで
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ある。特定の実施形態では、塩化コバルトは、５μＭと５００μＭの間濃度で存在する。
特定の実施形態では、誘導培地はさらに、インターフェロンを含む。特定の実施形態では
、誘導培地はさらに、腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦα）を含む。特定の実施形態では、
誘導培地は、ヒトまたは動物由来の血清を含まない。特定の実施形態では、誘導培地は濃
縮溶液である。特定の実施形態において、本明細書には、誘導培地で処置された間葉系幹
細胞の集団が開示される。特定の実施形態において、本明細書には、誘導培地で処置され
たヒト間葉系幹細胞の集団が開示される。特定の実施形態において、本明細書には、誘導
培地で処置されたイヌ、ネコ、またはウマの間葉系幹細胞の集団が開示される。特定の実
施形態において、本明細書には、誘導培地で処置された間葉系幹細胞の集団が開示され、
ここで、間葉系幹細胞は多能性幹細胞に由来した。特定の実施形態において、本明細書に
は、誘導培地で処置された間葉系幹細胞の集団が開示され、ここで、細胞は、無刺激の間
葉系幹細胞の集団と比較して、ＴＮＦＳＦ１０（ＴＲＡＩＬ）ｍＲＮＡの発現の増加によ
って特徴づけられる。特定の実施形態において、本明細書には、誘導培地で処置された間
葉系幹細胞の集団を含む疾患の処置のための組成物が開示され、ここで、該疾患は癌であ
る。幾つかの実施形態では、癌は卵巣癌である。特定の実施形態では、癌はブドウ膜黒色
腫である。特定の実施形態において、本明細書には、誘導培地で処置された間葉系幹細胞
の集団を含む疾患の処置のための組成物が開示され、ここで、該疾患はウイルス性疾患で
ある。特定の実施形態において、本明細書には、誘導培地で処置された間葉系幹細胞の集
団を含む疾患の処置のための組成物が開示され、ここで、該疾患は細菌感染である。
【０００５】
　特定の実施形態において、本明細書には、無刺激の間葉系幹細胞の集団から免疫学的に
極性化された間葉系幹細胞の集団を作り出すための誘導培地が開示され、該誘導培地は、
０．１μｇ／ｍＬと１００μｇ／ｍＬの間の濃度でのポリ（Ｉ：Ｃ）、１０ｎｇ／ｍＬ未
満の濃度でのエリスロポエチン、および５μＭと５００μＭの間の濃度での塩化コバルト
を含み、ここで、免疫学的に極性化された間葉系幹細胞の集団は、抗炎症性の特徴を有し
、無刺激の間葉系幹細胞の集団と比較して、ＣＸＣＬ９、ＯＡＳ１およびＩＳＧ１５ ｍ
ＲＮＡの発現の増加によって特徴づけられる。
【０００６】
　特定の実施形態において、本明細書には、無刺激の間葉系幹細胞の集団から免疫学的に
極性化された間葉系幹細胞の集団を作り出すための誘導培地が開示され、該誘導培地は、
０．１ｎｇ／ｍＬと１μｇ／ｍＬの間の濃度でのＬＰＳ、１０ｎｇ／ｍＬ未満の濃度での
エリスロポエチン、および５μＭと５００μＭの間の濃度での塩化コバルトを含み、ここ
で、免疫学的に極性化された間葉系幹細胞の集団は、炎症誘発性の特徴を有し、無刺激の
間葉系幹細胞の集団と比較して、ＴＮＦＳＦ１０（ＴＲＡＩＬ）の発現の増加によって特
徴づけられる。
【０００７】
　特定の実施形態において、本明細書には、無刺激の間葉系幹細胞の集団から免疫学的に
極性化された間葉系幹細胞の集団を作り出すための方法が開示され、該方法は、
無刺激の間葉系幹細胞の集団を、Ｔｏｌｌ様受容体３（ＴＬＲ３）リガンド、エリスロポ
エチン、および低酸素または低酸素模倣物を含む、組成物と接触させる工程を含み、ここ
で、免疫学的に極性化された間葉系幹細胞の集団は、抗炎症性または免疫抑制性のメディ
エーターの発現によって特徴づけられた抗炎症性の特徴を有する。特定の実施形態では、
ＴＬＲ３リガンドはポリ（Ｉ：Ｃ）である。特定の実施形態では、ＴＬＲ３リガンドはポ
リ（Ａ：Ｕ）である。特定の実施形態では、エリスロポエチンは、１０ｎｇ／ｍＬ未満の
濃度で存在する。特定の実施形態では、低酸素模倣物は塩化コバルトである。特定の実施
形態では、塩化コバルトは、５μＭと５００μＭの間の濃度で存在する。特定の実施形態
では、組成物はさらに、インターロイキン４（ＩＬ－４）を含む。特定の実施形態では、
組成物はさらに、インターロイキン１３（ＩＬ－１３）を含む。特定の実施形態では、組
成物は、ヒトまたは動物由来の血清を含まない。特定の実施形態では、組成物は濃縮溶液
である。特定の実施形態では、無刺激の間葉系幹細胞の集団は、Ｔｏｌｌ様受容体３リガ
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ンド、エリスロポエチン、および低酸素または低酸素模倣物と同時に接触される。特定の
実施形態では、組成物は、８時間未満ではあるが、少なくとも３０分間、無刺激の間葉系
幹細胞の集団と接触している。特定の実施形態では、該方法はさらに、ＲＮＡまたはタン
パク質いずれかのレベルでＣＸＣＬ９の発現をモニタリングする工程を含む。特定の実施
形態では、該方法はさらに、ＲＮＡまたはタンパク質いずれかのレベルでＯＡＳ１の発現
をモニタリングする工程を含む。特定の実施形態では、該方法はさらに、ＲＮＡまたはタ
ンパク質いずれかのレベルでＩＳＧ１５の発現をモニタリングする工程を含む。特定の実
施形態において、本明細書には、該方法によって処置された間葉系幹細胞の集団が提供さ
れる。特定の実施形態において、本明細書には、該方法によって処置されたヒト間葉系幹
細胞の集団が提供される。特定の実施形態において、本明細書には、該方法によって処置
されたイヌ、ネコ、またはウマの間葉系幹細胞の集団が提供される。特定の実施形態にお
いて、本明細書には、該方法によって処置された間葉系幹細胞の集団が提供され、ここで
、間葉系幹細胞は多能性幹細胞に由来した。特定の実施形態において、本明細書には、該
方法によって処置された間葉系幹細胞の集団が提供され、ここで、細胞は、無刺激の間葉
系幹細胞の集団と比較して、ＣＸＣＬ９ ｍＲＮＡの発現の増加によって特徴づけられる
。特定の実施形態において、本明細書には、該方法によって処置された間葉系幹細胞の集
団が提供され、ここで、細胞は、無刺激の間葉系幹細胞の集団と比較して、ＯＡＳ１ ｍ
ＲＮＡの発現の増加によって特徴づけられる。特定の実施形態において、本明細書には、
該方法によって処置された間葉系幹細胞の集団が提供され、ここで、細胞は、無刺激の間
葉系幹細胞の集団と比較して、ＩＳＧ１５ ｍＲＮＡの発現の増加によって特徴づけられ
る。特定の実施形態において、本明細書には、該方法によって処置された間葉系幹細胞の
集団を含む疾患の処置のための組成物が提供され、ここで、該疾患は炎症性または自己免
疫性の疾患である。特定の実施形態では、炎症性または自己免疫性の疾患は、関節リウマ
チである。特定の実施形態では、炎症性または自己免疫性の疾患は、炎症性腸疾患である
。特定の実施形態では、炎症性または自己免疫性の疾患は、急性視神経炎である。特定の
実施形態では、炎症性または自己免疫性の疾患は、クラッベ病である。特定の実施形態で
は、炎症性または自己免疫性の疾患は、糖尿病性網膜症である。特定の実施形態では、炎
症性または自己免疫性の疾患は、クローン病である。特定の実施形態では、炎症性または
自己免疫性の疾患は、急性肺障害である。
【０００８】
　特定の実施形態において、本明細書には、無刺激の間葉系幹細胞の集団から免疫学的に
極性化された間葉系幹細胞の集団を作り出すための方法が開示され、該方法は、
無刺激の間葉系幹細胞の集団を、Ｔｏｌｌ様受容体４（ＴＬＲ４）リガンド、エリスロポ
エチン、および低酸素または低酸素模倣物を含む、組成物と接触させる工程を含み、ここ
で、免疫学的に極性化された間葉系幹細胞の集団は、炎症誘発性または免疫抑制性のメデ
ィエーターの発現によって特徴づけられた炎症誘発性の特徴を有する。特定の実施形態で
は、ＴＬＲ４リガンドは、リポ多糖（ＬＰＳ）である。特定の実施形態では、ＴＬＲ４リ
ガンドは、アミノアルキルグルコサミニド４－リン酸塩である。特定の実施形態では、エ
リスロポエチンは、１ｎｇ／ｍＬの濃度で存在する。特定の実施形態では、低酸素模倣物
は塩化コバルトである。特定の実施形態では、塩化コバルトは、５μＭと５００μＭの間
の濃度で存在する。特定の実施形態では、組成物はさらに、インターフェロンを含む。特
定の実施形態では、組成物はさらに、腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦα）を含む。特定の
実施形態では、組成物は、ヒトまたは動物由来の血清を含まない。特定の実施形態では、
組成物は濃縮溶液である。特定の実施形態では、無刺激の間葉系幹細胞の集団は、Ｔｏｌ
ｌ様受容体４リガンド、エリスロポエチン、および低酸素または低酸素模倣物と同時に接
触される。特定の実施形態では、組成物は、８時間未満ではあるが、少なくとも３０分間
、無刺激の間葉系幹細胞の集団と接触している。特定の実施形態では、該方法はさらに、
ＲＮＡまたはタンパク質いずれかのレベルでＴＮＦＳＦ１０（ＴＲＡＩＬ）の発現をモニ
タリングする工程を含む。特定の実施形態において、本明細書には、該方法によって処置
された間葉系幹細胞の集団が提供される。特定の実施形態において、本明細書には、該方
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法によって処置されたヒト間葉系幹細胞の集団が提供される。特定の実施形態において、
本明細書には、該方法によって処置されたイヌ、ネコ、またはウマの間葉系幹細胞の集団
が提供される。特定の実施形態において、本明細書には、該方法によって処置された間葉
系幹細胞の集団が提供され、ここで、間葉系幹細胞は多能性幹細胞に由来した。特定の実
施形態において、本明細書には、該方法によって処置された間葉系幹細胞の集団が提供さ
れ、ここで、細胞は、無刺激の間葉系幹細胞の集団と比較して、ＴＮＦＳＦ１０（ＴＲＡ
ＩＬ）ｍＲＮＡの発現の増加によって特徴づけられる。特定の実施形態において、本明細
書には、該方法によって処置された間葉系幹細胞の集団を含む疾患の処置のための組成物
が提供され、ここで、該疾患は癌である。幾つかの実施形態では、癌は卵巣癌である。特
定の実施形態では、癌はブドウ膜黒色腫である。特定の実施形態において、本明細書には
、該方法によって処置された間葉系幹細胞の集団を含む疾患の処置のための組成物が提供
され、ここで、該疾患はウイルス性疾患である。特定の実施形態において、本明細書には
、該方法によって処置された間葉系幹細胞の集団を含む疾患の処置のための組成物が提供
され、ここで、該疾患は細菌感染である。
【０００９】
＜本発明の有用性＞
　様々な成体の組織に由来する、均一なＭＳＣの集団（幹細胞、間葉系幹細胞、骨髄間質
細胞、多能性間質細胞、多能性幹細胞）を誘導する、活性化する、またはプライミングす
るための改善された治療方法および改善された細胞培養方法および培地が必要とされてい
る。ＭＳＣの臨床応用は、適切な質および一貫した治療効果を有する十分な数の細胞を提
供する、再現可能な細胞培養方法および細胞増殖方法を必要とする。異なる培養培地およ
び方法は、成功の程度が様々である。ＭＳＣ培養培地および方法に対する更なる改善がま
だ必要であり、これによって、安全および一貫して再現可能な治療効果を有する細胞療法
で使用される、プライミングされた、活性化された、または誘導された細胞の収量の増加
が確かなものとなる。
【００１０】
　誘導されていない従来のＭＳＣと比較した、誘導された、活性化された、またはプライ
ミングされたＭＳＣの治療効果の効力が、疾患の前臨床モデルにおいて実証されてきた。
抗炎症性誘発の（Ａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｉｎｄｕｃｅｄ）ＭＳＣ治療は
、従来のＭＳＣ治療と比べて有意に改善された方法で、痛みを伴う糖尿病性末梢神経障害
、関節リウマチ、炎症性腸疾患、および急性肺障害のモデルにおいて痛み及び炎症を緩和
した。さらに、抗炎症性誘発のＭＳＣ治療は、多発性硬化症（ＥＡＥ）およびクラッベ病
の前臨床モデルにおいて臨床スコア、歩行運動、および運動機能を改善した。ネズミの免
疫適格性の卵巣癌モデルにおいて、免疫促進性の抗腫瘍性誘発のＭＳＣ細胞ベースの免疫
療法は、腫瘍の増殖および拡大の緩和につながり、一方で従来のＭＳＣ治療は、腫瘍の増
殖および拡大を促進させた。
【００１１】
＜本発明の科学的根拠＞
　特異的なＴｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）の刺激は、ＭＳＣの免疫調節応答に影響する。Ｔ
ｏｌｌ様受容体は「危険」信号を認識し、それらの活性化は、先天性および適応性の宿主
免疫細胞を動員する、深在性の（ｐｒｏｆｏｕｎｄ）細胞および全身性の応答をもたらす
。ＴＬＲを引き起こす危険信号は、ほとんどの組織病変に続いて放出される。危険信号が
免疫細胞を損傷の部位に動員するため、本発明者は、ＭＳＣが同様の方法で動員されるか
もしれないと論じた。本発明者は、ＭＳＣが幾つかのＴＬＲ（例えば、当該技術分野で既
知のＴＬＲ３およびＴＬＲ４）を発現すること、およびそれらの免疫調節因子の遊走、侵
入、および分泌が、特異的なＴＬＲアゴニスト結合（ｅｎｇａｇｅｍｅｎｔ）によって大
幅に影響されることを観察した。特に、本発明者は、低レベルの短期のＴＬＲ－プライミ
ングプロトコルによって、ＴＬＲ４と比較したときのＴＬＲ３の刺激に続くＭＳＣに対す
る多様な結果を観察した。これらの発見に基づいて、本発明者は、単球の文献から手掛か
りを得たＭＳＣに対する新しいパラダイムを提案した。具体的には、ＭＳＣは、ＭＳＣ１
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およびＭＳＣ２として分類された２つの均質に作用する表現型への下流のＴＬＲシグナル
伝達によって、極性化され得る（誘導される、活性化される、またはプライミンングされ
る）。ＴＬＲ４プライミンングされたＭＳＣ、すなわちＭＳＣ１は、大抵の場合、免疫促
進性の炎症メディエーターを発現し、一方で、ＴＬＲ３プライミンングされたＭＳＣ、す
なわちＭＳＣ２は、大抵の場合、抗炎症性または免疫抑制性のメディエーターを発現する
。さらに、本発明者は、末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）とのＴＬＲプライミンングされたＭ
ＳＣの同種異系間（非自己）の共培養が、予想通り、ＭＳＣ２共培養後のＴリンパ球活性
化の抑制およびＭＳＣ１との共培養におけるＴリンパ球活性化の許容をもたらすことを実
証した。ＴＬＲ４活性化による免疫促進性のＭＳＣ１表現型またはＴＬＲ３活性化による
抗炎症性ＭＳＣ２表現型へのＭＳＣの誘導は、均一且つ定義された細胞を確かなものとし
、細胞療法の応用における使用のための定義された且つ予測可能な細胞を提供することに
よって、産業上の障害が解決される。
【００１２】
　ＥＰＯとしても知られるエリスロポエチンは、赤血球生成、すなわち赤血球の産生を制
御する糖タンパク質ホルモンである。それは、骨髄中の赤血球（ｅｒｙｔｈｒｏｐｏｉｅ
ｓｉｓ）（赤血球（ｒｅｄ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ））前駆体のためのサイトカインまたは
細胞シグナル伝達分子である。ヒトＥＰＯは、３４ｋＤａの分子量を有し、ヘマトポイエ
チンまたはヘモポイエチンとも呼ばれる。ＥＰＯは、尿細管周囲毛細血管および尿細管上
皮の小管と密接に関連している腎臓における間質線維芽細胞および肝臓中の類洞周囲細胞
によって生成される。肝臓生成は、発達における初期（胎児期および出生期）に優位を占
めているが、腎臓は、成人における優位なＥＰＯ生成部位である。赤血球生成に加えて、
エリスロポエチンはまた、他の既知の生物学的機能を有している。例えば、それは、生存
促進性の抗アポトーシス（プログラム細胞死）シグナルを提供することによって、ニュー
ロン損傷に対する脳の反応に重要な役割を果たす。ＥＰＯはまた創傷治癒プロセスに関係
する。細胞培養中の組み換えＤＮＡ技術によって、合成エリスロポエチンも生成される。
さらに、幾つかの異なる薬学的なＥＰＯ様の薬剤が、様々なグリコシル化パターンで入手
可能であり、赤血球生成促進剤（ＥＳＡ）と総称されている。ＥＰＯは、本発明において
、早熟な細胞死を防ぐための、および細胞療法で使用される、産出された、プライミング
、活性化、または誘導された細胞の生存を延長するための手段として使用される。
【００１３】
　一貫した酸素供給は、生存、増殖、分化、および遊走を含む、細胞生物学のすべての主
要な態様に影響を与える重要な因子である。典型的には、哺乳動物細胞（幹細胞ではない
）は、強いエネルギー生産を維持する、および正常な細胞機能および細胞生存を保持する
ために、一貫した酸素の供給を必要とする。対照的に、哺乳動物幹細胞は、骨髄の（０．
５％から７％の範囲の酸素分圧を有する）低酸素環境において繁殖且つ存続するように見
える。幾つかの研究は、低酸素環境が、骨髄中で幹細胞の増殖および自己再生能力を維持
するために必要とされることを示した。特に、低下された酸素分圧の効果は、ＭＳＣの短
期培養の後のものであっても、細胞療法でそれらの生着能力を改善する一般法と記載され
てきた。低酸素環境は、本発明において、細胞療法の中で使用される、産出された、プラ
イミング、活性化、または誘導された細胞の自己再生および増殖の潜在能力を維持するた
めの手段として使用される。
【００１４】
＜定義および好ましい値＞
　明確な理解のために、用語が定義され、好ましい値が、本明細書で、および必要に応じ
てテキストの全体にわたって明示される。
【００１５】
　用語「癌」は、身体の一部における細胞の無制御な分裂によって引き起こされた疾患を
意味する。癌は、限定されないが、白血病、リンパ腫、黒色腫、癌腫、肉腫、腺腫、ある
いは遺伝、環境、確率的な機構によって引き起こされた他の悪性の腫瘍または新生物を含
む。
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【００１６】
　用語「幹細胞」は、複数の異なるタイプの細胞を生じさせることができる細胞を意味す
る。用語「間葉系幹細胞」または「ＭＳＣ」は、間葉に元来由来する幹細胞を意味する。
該用語は、骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞、または筋細胞の少なくとも２つ以上に分化す
ることができる細胞を指す。ＭＳＣは、あらゆるタイプの成体組織から分離され得る。典
型的に、ＭＳＣは、骨髄、脂肪組織、臍帯、または末梢血から分離される。本発明の好ま
しい態様では、ＭＳＣは、骨髄または吸引脂肪組織から得られ、これら自体は脂肪組織か
ら得られる。
【００１７】
　用語「分化多能性」および代替的な用語「多能性」は、異なる組織系列の複数のタイプ
の細胞を生じさせることができる細胞を意味する。用語「分化多能性」または「多能性」
はまた、誘導分化多能性幹細胞または誘導多能性幹細胞、あるいは任意の化学的または遺
伝的な手段を使用して多能性段階に誘導された細胞を包含する。特定の実施形態では、本
開示の分化多能性または多能性幹細胞は、間葉系幹細胞である。
【００１８】
　本開示の細胞は、ヒト、霊長類、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ヤギ、ヒツジ、およびブタ
を含む、あらゆる哺乳類種のあらゆる細胞に由来する。細胞は、初代細胞または不死化細
胞株である。
【００１９】
　用語「細胞療法（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｈｅｒａｐｙ）」または「細胞療法（ｃｅｌｌ
－ｂａｓｅｄ ｔｈｅｒａｐｙ）」は、限定されないが、損傷した組織または臓器の交換
または修復、免疫反応の調節、および炎症症状および癌の低減などの、疾患または障害に
関連する１つ以上の症状を予防する、処置する、または改善するためのヒトまたは動物の
細胞の移植を意味する。
【００２０】
　用語「被験体」は、動物、好ましくは非霊長類（例えば、ウシ、ブタ、ウマ、ネコ、イ
ヌ、ラット、またはマウス）または霊長類（例えば、サル、またはヒト）を含む、哺乳動
物を指す。好ましい実施形態では、被験体はヒトである。
【００２１】
　患者また被験体に関して直接使用されるときの用語は「処置する」、「処置」、および
「処置する工程」は、限定されないが、あらゆる癌、あらゆる腫瘍または新生物、炎症性
障害、自己免疫性疾患または移植器官および組織の拒絶を含む免疫介在性疾患を含む、障
害に関連する１つ以上の症状の改善を意味し、ここで、改善は、本発明によって産出され
た免疫調節細胞、または本発明によって産出された免疫調節細胞を含む医薬組成物の、そ
のような処置を必要とする被験体への投与に起因する。
【００２２】
　用語「無刺激の」は、本開示の方法によって処置されていない、極性化されていない、
または誘導されていない細胞集団に言及している。新鮮である又は冷凍された主要な分離
された間葉系幹細胞は、無刺激であると考えられる。Ｔｏｌｌ様受容体リガンド、エリス
ロポエチン、低酸素または低酸素模倣物の少なくとも１つを欠く化合物または組成物で前
に処置された細胞は、無刺激であると考えられる。
【００２３】
　損傷した組織に関して直接使用されるときの用語「修復する」および「修復する工程」
は、損傷した組織の再生などの直接の機構による、および間接の機構、例えば、縮小化炎
症を低減することによって組織形成を可能にすることによる、そのような損傷の改善を意
味する。
【００２４】
　「同種異系」は、同じ種の異なる個体からのものを意味する。個体は、１つ以上の遺伝
子座で異なる遺伝子を有するとき、それらは同種異系であると言われる。対照的に、「自
己（ａｕｔｏｌｏｇｏｕｓ）」は、同じ個体からのものを意味する。



(10) JP 6890538 B2 2021.6.18

10

20

30

40

50

【００２５】
　用語「免疫疾患」は、被験体の免疫反応によって引き起こされた細胞、組織及び／又は
臓器の損傷を特徴とする被験体の疾病を指す。
【００２６】
　用語「自己免疫性疾患」は、被験体の自身の細胞、組織及び／又は臓器に対する免疫反
応によって引き起こされた、細胞、組織及び／又は臓器の損傷を特徴とする被験体の疾病
を指す。本発明によって産出された免疫調節細胞で処置することができる自己免疫性疾患
の実例となる限定しない例は、円形脱毛症、強直性脊椎炎、抗リン脂質症候群、自己免疫
性のアジソン病、副腎の自己免疫性疾患、自己免疫溶血性貧血、自己免疫性肝炎、自己免
疫性の卵巣炎および精巣炎、自己免疫性血小板減少症、ベーチェット病、水疱性類天疱瘡
、心筋症、セリアック病－皮膚炎、慢性疲労免疫機能不全症候群（ＣＦ１ＤＳ）、慢性炎
症性脱髄性多発ニューロパチー、チャーグ－ストラウス症候群、瘢痕性類天疱瘡、ＣＲＥ
ＳＴ症候群、寒冷凝集素症、円板状ループス、本態性混合型クリオグロブリン血症、結合
組織炎－線維筋炎、糸球体腎炎、グレーブス病、ギラン・バレー症候群、橋本甲状腺炎、
特発性肺線維症、特発性血小板減少性紫斑病（ＩＴＰ）、ＩｇＡニューロパチー、若年性
関節炎、扁平苔癬、メニエール病、混合性結合組織病、多発性硬化症、１型糖尿病または
免疫介在性糖尿病、重症筋無力症、尋常性天疱瘡、悪性貧血、結節性多発動脈炎、多発性
軟骨炎、多腺性症候群、リウマチ性多発性筋痛、多発性筋炎および皮膚筋炎、原発性無ガ
ンマグロブリン血症、原発性胆汁性肝硬変症、乾癬、乾癬性関節炎、レイノー現象、ライ
ター症候群、サルコイドーシス、強皮症、進行性全身性硬化症、シェーグレン症候群、グ
ッドパスチャー症候群、スティッフマン症候群、全身性紅斑性狼瘡、紅斑性狼瘡、高安動
脈炎、 側頭動脈炎／巨細胞性動脈炎、潰瘍性大腸炎、ブドウ膜炎、疱疹状皮膚炎の脈管
炎などの脈管炎、白斑、ヴェーゲナー肉芽腫症、抗糸球体基底膜抗体病、抗リン脂質症候
群、神経系の自己免疫性疾患、家族性地中海熱、ランバート・イートン症候群、交感性眼
炎、多内分泌症、乾癬などを含む。
【００２７】
　「免疫障害」は、自己免疫性疾患および免疫介在性の炎症性疾患を含む。
【００２８】
　「免疫介在性の炎症性疾患」は、正常な免疫反応の調節異常に起因する、関係する、ま
たはそれによって引き起こされる、慢性炎または急性炎を特徴とするあらゆる疾患；例え
ば、クローン病、１型糖尿病、関節リウマチ、炎症性腸疾患、乾癬、乾癬性関節炎、強直
性脊椎炎、全身性紅斑性狼瘡、橋本病、移植片対宿主疾患、シェーグレン症候群、悪性貧
血、アジソン病、強皮症、グッドパスチャー症候群、潰瘍性大腸炎、自己免疫溶血性貧血
、不妊症、重症筋無力症、多発性硬化症、バセドー病、血小板減少性紫斑病、ギラン・バ
レー症候群、アレルギー、喘息、アトピー性疾患、動脈硬化症、心筋炎、心筋症、糸球体
腎炎、再生不良性貧血、および臓器移植後の拒絶、を意味する。
【００２９】
　用語「免疫調節」は、限定されないが、免疫反応のダウンレギュレーション、免疫反応
の増強、サイトカインプロファイルの変化によって媒介された炎症状態の変化、細胞毒性
活性および抗体産生、並びに免疫および免疫関連の細胞に対するそれらの効果を含む、免
疫系の１つ以上の生物活性の変更、増幅、阻害または低下を指す。
【００３０】
　用語「炎症性障害」は、炎症、例えば慢性炎症を特徴とする被験体の疾病を指す。炎症
性障害の実例となる限定しない例は、限定されないが、急性視神経炎、糖尿病性神経障害
、クラッベ病、急性肺障害、クローン病、セリアック病、関節リウマチ（ＲＡ）、炎症性
腸疾患（ＩＢＤ）、喘息、脳炎、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ）、炎症性骨溶解症、アレ
ルギー障害、敗血症性ショック、肺線維症（例えば、特発性肺線維症）、炎症性脈管炎（
例えば、　結節性多発動脈炎、ウェーグナー肉芽腫症、高安動脈炎、側頭動脈炎、および
リンパ腫様肉芽腫症、外傷後の脈管の血管形成術（例えば、血管形成術後の再狭窄）、未
分化脊椎関節症、未分化関節症、関節炎、炎症性骨溶解症、慢性肝炎、および慢性のウイ
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ルスまたは細菌感染に起因する慢性炎症を含む。
【００３１】
　用語「ウイルス性疾患」は、ウイルスによって引き起こされた疾患を指す。適切な疾患
は、限定されないが、インフルエンザ、アデノウイルス感染、呼吸器合胞体疾患（Ｒｅｓ
ｐｉｒａｔｏｒｙ Ｓｙｎｃｙｔｉａｌ Ｄｉｓｅａｓｅ）、ライノウイルス感染症、単純
疱疹、水疱瘡（水痘）、麻疹（はしか（Ｒｕｂｅｏｌａ））、風疹（風疹（Ｒｕｂｅｌｌ
ａ））、耳下腺炎（流行性耳下腺炎）、 天然痘（痘瘡）、川崎病、黄熱病、デング熱、
Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、ＮＡＮＢ肝炎、ウイルス性胃腸炎、ウイルス熱、サイトメガロウィ
ルス病、エイズ（ＨＩＶ）、狂犬病、ポリオ、エボラウイルス、出血熱、エプスタイン－
バー、および前の疾患のいずれか引き起こすウイルスによって引き起こされる癌を含む疾
患、を含む。
【００３２】
　用語「細菌感染」は、限定されないが、百日咳、任意の感染に、引き起こす、によって
、１つの、医学的に関連する細菌、ハンセン病、結核、トキシックショック症候群、食中
毒、サルモネラ菌、大腸菌中毒、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕ
ｒｅｕｓ）、クロストリジウム・ディフィシル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ ｄｉｆｆｉｃ
ｉｌｅ）、敗血症、ライム病、コレラ、赤痢などを含む。
【００３３】
　「分離された細胞集団」は、インビボまたはインビトロでの細胞集団に通常関連する１
つ以上の他の細胞集団が実質的にない、ヒトまたは動物の身体から分離された、細胞集団
を意味する。
【００３４】
　用語「リガンド誘導剤」は、そのようなリガンドの生成の増加を結果としてもたらす薬
剤を意味する。Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンドのためのリガンド誘導剤は、増加し
たＴＬＲリガンドを産出し、それ故、ＴＬＲリガンド自体と本質的に同等である。
【００３５】
　用語「ＭＨＣ」（主要組織適合複合体）は、細胞表面抗原を提示するタンパク質をコー
ド化する遺伝子のサブセットを指す。ヒトにおいて、これらの遺伝子は、ヒト白血球抗原
（ＨＬＡ）遺伝子と呼ばれる。略語、ＭＨＣかＨＬＡは交換可能に使用される。
【００３６】
　用語「細胞の集団」は、１を超える任意数の細胞であるが、少なくとも１×１０３の細
胞、少なくとも１×１０４の細胞、少なくとも１×１０５の細胞、少なくとも１×１０６

の細胞、少なくとも１×１０７の細胞、少なくとも１×１０８の細胞、少なくとも１×１
０９の細胞、またはそれ以上の細胞を意味する。細胞の集団はまた、大量の細胞を培養す
るように意図されたバイオリアクターにおいて又は他の産業上の方法で育てられたバッチ
形成（ｂａｔｃｈ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ）での細胞を指す。
【００３７】
　本発明の好ましい実施形態において、始原細胞の集団における幹細胞の少なくとも５０
％、少なくとも５５％、少なくとも６０％、少なくとも６５％、少なくとも７０％、少な
くとも７５％、少なくとも８０％、少なくとも８５％、少なくとも９０％、少なくとも９
１％、少なくとも９２％、少なくとも９３％、少なくとも９４％または少なくとも９５％
（細胞数による％）は、未分化ＭＳＣである。
【００３８】
　細胞表面マーカーに関連して使用されるときの用語「有意な発現」またはその同義語「
陽性」および「＋」は、次のことを意味する、細胞集団において、２０％を超える、好ま
しくは３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％　９５％　９８％　９
９％、または１００％をも超える細胞が、細胞表面マーカーを発現することを意味する。
　細胞表面マーカーの発現は、例えば、従来の方法および装置を使用するバックグラウン
ドシグナル（ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｓｉｇｎａｌ）を超える、フローサイトメトリーに
おける特定の細胞表面マーカーに対するシグナルを示す従来の方法および装置（例えば、
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市販の抗体および当該技術分野で既知の標準プロトコルとともに使用されるＢＥＣＫＭＡ
Ｎ ＣＯＵＬＴＥＲ ＥＰＩＣＳ ＸＬ ＦＡＣＳのシステム）を使用する特定の細胞表面マ
ーカーのためのフローサイトメトリーによって判定され得る。バックグラウンドシグナル
は、従来のＦＡＣＳ分析において各表面マーカーを検出するために使用される特異抗体と
同じアイソタイプの非特異的抗体によって与えられたシグナル強度として定義される。マ
ーカーが陽性であると考えられるように、観察される特定のシグナルは、従来の方法およ
び装置を使用するバックグラウンドシグナルの強度より、２０％強い、好ましくは、３０
％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、５００％、１０００％、５００
０％、１００００％より強い、またはそれ以上である。さらに、前記細胞表面マーカー（
例えば、細胞受容体および膜貫通タンパク質）に対する市販の及び既知のモノクローナル
抗体は、関連する細胞を特定するために使用され得る。
【００３９】
　ｍＲＮＡの発現は、限定されないが、遺伝子発現アレイ（遺伝子チップ）、ｍＲＮＡ－
ＳＥＱ、ノーザンブロット、または逆転写酵素の使用を含んでいる定量的ＰＣＲ（ｑＰＣ
Ｒ）方法を含むポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を含む、任意の適切な技術によって判定
される。ｑＰＣＲ方法は、限定されないが、プローブベースの定量化、例えばＴａｑＭａ
ｎ（登録商標）；色素ベースの定量化、例えばＳＹＢＲグリーン；デジタルＰＣＲを含む
。ｑＰＣＲ方法は、絶対的な定量化方法、またはアクチン、ＧＡＰＤＨ、またはリボソー
ムサブユニットなどのハウスキーピング遺伝子への正規化を必要とする相対的な定量化方
法を使用する方法であり得る。
【００４０】
＜参照による組み込み＞
　本明細書で挙げられるすべての出願、特許、特許出願は、個々の出願、特許、特許出願
がそれぞれ参照により組み込まれるように具体的且つ個別に示される程度に、参照によっ
て本明細書に組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【００４１】
【図１】図１は、ＴＬＲ３リガンドポリ（Ｉ：Ｃ）を使用して抗炎症性の特徴を有するよ
うに極性化されたＭＳＣからＰＣＲアレイを使用して生成された遺伝子発現データを示す
。灰色は、遺伝子発現の少なくとも２倍の誘導を示し；黒色は、遺伝子発現の２倍の低下
を示し；および二重の（ｔｈｉｃｋ）ボックスは、２倍を超えてアップレギュレートされ
、図２における更なる検証（少なくとも２倍低下されたＰＩＡＳ２を除く）のために選択
された、遺伝子を示す。
【図２】図２は、ｑＰＣＲ（ＡとＢ）を使用して図１の実験から選択された遺伝子の検証
を示す。エラーバーはＳＥＭを示す。
【図３】図３は、ＴＬＲ４リガンド（ＭＳＣ１）またはＴＬＲ４リガンド＋ＥＰＯおよび
塩化コバルト（ＭＳＣ１＊）による処置後のＭＳＣ細胞におけるＩＬ－６およびＩＬ－８
の分泌の誘導を示す。
【図４】図４は、ＴＬＲ３リガンド（ＭＳＣ２）またはＴＬＲ３リガンド＋ＥＰＯおよび
塩化コバルト（ＭＳＣ２＊）による処置後のＭＳＣ細胞におけるＣＣＬ５およびＣＸＣＬ
１０の分泌の誘導を示す。
【図５】図５は、ＴＬＲ４リガンド（ｎｏ＊）またはＴＬＲ４リガンド＋ＥＰＯおよび塩
化コバルト（ｗｉｔｈ＊）による処置後の、異なるヒトドナーからのＭＳＣ細胞のＴＮＦ
ＳＦ１０（ＴＲＡＩＬ）の発現による、ＭＳＣ１表現型の誘導を示す。
【図６】図６は、ＴＬＲ３リガンド（ｎｏ＊）またはＴＬＲ３リガンド＋ＥＰＯおよび塩
化コバルト（ｗｉｔｈ＊）による処置後の、異なるヒトドナーからのＭＳＣ細胞のＣＸＣ
Ｌ９の発現による、ＭＳＣ２表現型の誘導を示す。
【図７】図７は、ＴＬＲ４リガンド（ＭＳＣ１）またはＴＬＲ４リガンド＋ＥＰＯおよび
塩化コバルト（ＭＳＣ１＊）による処置後の、ＭＳＣからのＭＳＣ細胞におけるＴＮＦＳ
Ｆ１０（ＴＲＡＩＬ）発現の誘導の時間的経過を示す。
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【図８】図８は、ＴＬＲ３リガンド（ＭＳＣ２）またはＴＬＲ３リガンド＋ＥＰＯおよび
塩化コバルト（ＭＳＣ２＊）による処置後の、ＭＳＣからのＭＳＣ細胞におけるＣＸＣＬ
９発現の誘導の時間的経過を示す。
【図９】図９は、ＴＬＲ４リガンド（ＭＳＣ１）、ＴＬＲ４リガンド＋ＥＰＯおよび塩化
コバルト（ＭＳＣ１＊）、ＴＬＲ３リガンド（ＭＳＣ２）、およびＴＬＲ３リガンド＋Ｅ
ＰＯおよび塩化コバルト（ＭＳＣ２＊）で刺激されたＭＳＣと比較した、無刺激の（陰性
対照）ＭＳＣのトランスウェル遊走アッセイ（ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ 
ａｓｓａｙ）を示す。エラーバーはＳＥＭを示す。
【図１０】図１０は、ＴＬＲ４リガンド（ＭＳＣ１）、ＴＬＲ４リガンド＋ＥＰＯおよび
塩化コバルト（ＭＳＣ１＊）、ＴＬＲ３リガンド（ＭＳＣ２）、およびＴＬＲ３リガンド
＋ＥＰＯおよび塩化コバルト（ＭＳＣ２＊）で刺激されたＭＳＣと比較した、無刺激の（
陰性対照）ＭＳＣの細胞増殖／生存率アッセイを示す。エラーバーはＳＥＭを示す。
【図１１】図１１は、ＴＮＦＳＦ１０（ＴＲＡＩＬ）発現を測定するためのｑＰＣＲアッ
セイの検証を示し：ＴＮＦＳＦ１０（ＴＲＡＩＬ）のプライマーＰＣＲ増幅産物のアガロ
ースゲルを示す。
【図１２】図１２の（Ａ）は、ＭＳＣ２に極性化されたＭＳＣにおけるＣＸＣＬ９発現の
時間的経過を示し；（Ｂ）は、ＣＸＣＬ９のプライマーＰＣＲ増幅産物のアガロースゲル
を示す。
【発明を実施するための形態】
【００４２】
　本発明の実施は、（発明自体を除いて）当業者の技術範囲内にある、細胞培養、分子生
物学、および微生物学の従来の技術を利用する。
【００４３】
　本発明は、エリスロポエチン（ＥＰＯ）と組み合わせた、および低酸素または低酸素模
倣物にさらされた、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンドまたはＴＬＲリガンド誘導剤に
加えて、当該技術分野に既知の及び本明細書に記載される細胞培養培地の追加の標準成分
を含む、間葉系幹細胞の集団のための誘導する、活性化する、極性化する、またはプライ
ミングする培養誘導培地を提供する。
【００４４】
　本発明はまた、エリスロポエチン（ＥＰＯ）と組み合わせた、および低酸素または低酸
素模倣物にさらされた、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンドまたはＴＬＲリガンド誘導
剤を含む、培地誘導サプリメント（ｃｕｌｔｕｒｅ－ｍｅｄｉｕｍ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ 
ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ）を提供し、これは、他の既存の培養培地に加えられ得る。そのよ
うなサプリメントは、異常な成分または他の成分の異常な濃度が特定の状況に適切である
場合に適切であるかもしれない。
【００４５】
　本発明はまた、本発明の培養誘導培地または培地誘導サプリメントを含む密封された培
養容器を提供する。
【００４６】
　本発明はまた、本明細書に開示されるような培養誘導培地を調製する方法を提供し、該
方法は、（ａ）培養培地を得る工程；および（ｂ）エリスロポエチン（ＥＰＯ）と組み合
わせた、および低酸素または低酸素模倣物にさらしたＴｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガン
ドかＴＬＲリガンド誘導剤を、培養培地に加える工程を含む。
【００４７】
　本発明はまた、組成物を提供し、該組成物は、（ａ）本発明による培養培地；および（
ｂ）幹細胞を含む。
【００４８】
　本発明はまた、組成物を提供し、該組成物は、（ａ）本発明による培養培地；および（
ｂ）固体表面を含む。特定の実施形態では、固体表面は、２Ｄ細胞培養に使用される任意
のサイズの組織培養プレート、フラスコおよび瓶を含む、組織培養適合性表面である。特
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定の実施形態では、固体表面は、マイクロキャリアまたは３Ｄ培養に使用される細胞用の
任意の他の支持マトリックスである。
【００４９】
　本発明はまた、間葉系幹細胞の集団を誘導する、活性化する、またはプライミングする
ための本発明の培養培地の使用を提供する。
【００５０】
　本発明はまた、間葉系幹細胞の集団を誘導する、活性化する、またはプライミングする
エスクビボでの方法を提供し、該方法は、（ａ）間葉系幹細胞の集団を提供する工程；（
ｂ）本発明の培養培地を提供する工程；（ｃ）幹細胞を培養培地と接触させる工程；およ
び（ｄ）適切な条件下で細胞を培養する工程を含む。
【００５１】
　一態様では、本発明は、細胞療法剤の製造における、エリスロポエチンと組み合わせた
、および低酸素または低酸素模倣物にさらしたＴｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンドまた
はＴＬＲリガンド誘導剤の使用を提供する。したがって、一実施形態では、本発明はまた
、細胞療法剤の製造の方法を提供し、該方法は、（ａ）間葉系幹細胞の集団を提供する工
程；（ｂ）本発明の培養培地を提供する工程；（ｃ）幹細胞を培養培地と接触させる工程
；および（ｄ）適切な条件下で細胞を培養する工程を含む。本発明はまた、組成物の使用
を提供し、該組成物は、（ａ）本発明による培養培地；および（ｂ）細胞療法剤を製造す
るための幹細胞を含む。本発明はまた、組成物の使用を提供し、該組成物は、（ａ）本発
明による培養培地；および（ｂ）細胞療法剤を製造するための固体表面を含む。
【００５２】
　前記細胞療法剤は、損傷した組織、あるいは限定されないが、自己免疫性疾患、炎症性
障害、および移植器官と組織の拒絶を含む免疫介在性疾患などの炎症性及び／又は免疫性
の障害に関連する１つ以上の症状、および癌の処置、修復、予防、及び／又は改善に使用
するものである。本発明の細胞療法剤は、予防的に又は治療上有効な量の幹細胞および医
薬担体を含む。特に好ましいのは、間葉由来の幹細胞である。これらの細胞タイプの各々
のための投薬および投与レジメンの例は、当該技術分野で既知である。適切な医薬担体は
、当該技術分野で既知であり、好ましくは、米国連邦政府または州政府の規制当局によっ
て承認された、またはＵＳ Ｐｈａｒｍａｃｏｐｅｉａ、またはＥｕｒｏｐｅａｎ Ｐｈａ
ｒｍａｃｏｐｅｉａ、あるいは動物および特にヒトにおいて使用するための他の一般に認
識された薬局方にリストされた医薬担体である。用語「担体」は、治療薬とともに投与さ
れる、希釈剤、アジュバント、賦形剤、またはビヒクルを指す。組成物は、望まれる場合
、少量のｐＨ緩衝剤を含有することもできる。適切な医薬担体の例は、Ｅ Ｗ Ｍａｒｔｉ
ｎによって「Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
」に記載されている。そのような組成物は、被験体への適切な投与のための形態を提供す
るように、適切な量の担体と一緒に、好ましくは精製された形態で予防的に又は治療上有
効な量の予防薬または治療薬を含有する。製剤は投与の様式に合わせるべきである。好ま
しい実施形態では、薬剤は、滅菌されており、被験体、好ましくは動物被験体、より好ま
しくは哺乳動物被験体、および最も好ましくはヒト被験体への投与のための適切な形態に
ある。
【００５３】
　特定の実施形態では、本開示の方法、細胞および誘導培地は、急性疼痛または慢性疼痛
の処置のためのものである。特定の実施形態では、疼痛は具体的な診断に関連付けられて
いない。特定の実施形態では、疼痛は外傷に関連付けられている。特定の実施形態では、
疼痛は背痛である。特定の実施形態では、疼痛は、椎間板ヘルニアまたは椎間板変性症に
関連付けられている。特定の実施形態では、疼痛は神経障害性である。特定の実施形態で
は、疼痛は坐骨神経痛が原因である。
【００５４】
　特定の実施形態では、本開示の方法、細胞および誘導培地は、癌の処置のためのもので
ある。特定の実施形態では、本開示の方法、細胞および誘導培地は、腫瘍の処置のための
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ものである。特定の実施形態では、本開示の方法、細胞および誘導培地は、癌の処置を増
強するためのものである。特定の実施形態では、癌は以下である：成人急性リンパ芽球性
白血病；小児期急性リンパ芽球性白血病；成人急性骨髄白血病；小児期急性骨髄白血病；
副腎皮質癌；エイズ関連の癌；エイズ関連のリンパ腫；肛門癌；虫垂癌；星状細胞腫；非
定型奇形腫様／横紋筋肉腫様腫瘍；基底細胞癌；肝外胆管癌；膀胱癌；骨肉腫、骨肉腫お
よび悪性線維性組織球腫；脳幹神経膠腫；脳腫瘍；中枢神経系胚芽腫；星状細胞腫；頭蓋
咽頭腫；上衣芽細胞腫；脳腫瘍、上衣腫；髄芽腫；髄様上皮腫；中間的な分化を示す松果
体実質腫瘍；テント上原始神経外胚葉腫瘍および松果体芽腫；脳および脊髄の腫瘍；乳癌
；男性乳癌；気管支腫瘍；バーキットリンパ腫；類癌腫；中枢神経系非定型奇形腫様／横
紋筋肉腫様腫瘍；中枢神経系胚芽腫；中枢神経系（ＣＮＳ）リンパ腫、子宮頸癌；一次；
子宮頚癌；小児癌；脊索腫；慢性リンパ球性白血病；慢性骨髄性白血病；慢性骨髄増殖症
候群；結腸癌；結腸直腸癌；頭蓋咽頭腫；悪性皮膚Ｔ細胞リンパ腫；中枢神経系胚芽腫；
子宮内膜癌；上衣芽細胞腫；上衣腫；食道癌；感覚神経芽腫；ユーイング肉腫ファミリー
腫瘍；頭蓋外胚細胞腫瘍；性腺外胚細胞腫瘍；肝臓外胆管癌；眼癌、眼内黒色腫；眼癌、
網膜芽細胞腫；胆嚢癌；胃（Ｇａｓｔｒｉｃ）（胃（Ｓｔｏｍａｃｈ））癌；消化管カル
チノイド腫瘍；消化管間質腫瘍（ＧＩＳＴ）；頭蓋外胚細胞腫；性腺外胚細胞腫；卵巣胚
細胞腫；妊娠性絨毛腫瘍；神経膠腫；ヘアリーセル白血病；頭頸部癌；心臓癌；肝細胞（
肝臓）癌、成人（一次）；肝細胞（肝臓）癌；組織球増殖症、ランゲルハンス細胞；成人
ホジキンリンパ腫；小児期ホジキンリンパ腫；下咽頭癌；眼内黒色腫；島細胞腫（内分泌
膵）；カポジ肉腫；腎臓（腎細胞）癌；腎臓癌；ランゲルハンス細胞組織球症；喉頭癌；
小児期喉頭癌；白血病、急性リンパ芽球性、成人；白血病、急性リンパ芽球性、小児期；
白血病、急性骨髄性、成人；白血病、急性骨髄性、小児期；白血病、慢性リンパ球性；白
血病、慢性骨髄性；白血病、毛様細胞；口唇および口腔の癌；肝臓癌、成人（一次）；肝
臓癌；肺癌、非小細胞性；肺癌、小細胞性；リンパ腫、エイズ関連；リンパ腫、バーキッ
ト；リンパ腫、皮膚Ｔ細胞；リンパ腫、ホジキン、成人；リンパ腫、ホジキン、小児期；
リンパ腫、非ホジキン、成人；リンパ腫、非ホジキン、小児期；リンパ腫、原発性中枢神
経系（ＣＮＳ）；マクログロブリン血症、ワルデンシュトレーム；骨および骨肉腫の悪性
線維性組織球腫；髄芽腫；髄様上皮腫；黒色腫；黒色腫、眼内（目）；メルケル細胞癌；
中皮腫、成人悪性腫瘍；中皮腫；原発不明の転移性頸部扁平上皮癌；口腔癌；多発性内分
泌腺腫症；多発性骨髄腫／形質細胞腫瘍；菌状息肉腫；骨髄異形成症候群；骨髄異形成／
骨髄増殖性腫瘍；骨髄性白血病、慢性；骨髄性白血病、成人急性；骨髄性白血病、小児期
急性；多発性骨髄腫；骨髄増殖症候群、慢性；鼻腔および副鼻腔の癌；鼻咽腔癌；神経芽
細胞腫；非ホジキンリンパ腫、成人；非ホジキンリンパ腫、小児期；非小細胞肺癌；口腔
癌；口腔癌、口唇および口腔咽頭の癌；骨肉腫および骨の悪性線維性組織球腫；卵巣癌；
卵巣上皮癌；卵巣胚細胞腫瘍；卵巣低悪性度腫瘍；膵臓癌；膵臓癌、島細胞腫；乳頭腫症
；副鼻腔および鼻腔の癌；副甲状腺癌；陰茎癌；咽頭癌；中間的な分化を示す松果体実質
腫瘍；下垂体腫瘍；形質細胞腫瘍／多発性骨髄腫；胸膜肺芽腫；妊娠および乳癌；原発性
中枢神経系（ＣＮＳ）リンパ腫；前立腺癌；直腸癌；腎細胞（腎臓）癌；腎盂および尿管
、移行上皮癌；第１５染色体の変化が伴う呼吸器癌（Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ Ｔｒａｃ
ｔ Ｃａｎｃｅｒ）；網膜芽細胞腫；横紋筋肉腫；唾液腺癌；唾液腺癌；肉腫、ユーイン
グ肉腫ファミリー腫瘍；肉腫、カポジ；肉腫、軟部組織、成人；肉腫、軟部組織、小児期
；肉腫、子宮；セザリー症候群；皮膚癌（非黒色腫）；皮膚癌；皮膚癌（黒色腫）；皮膚
癌、メルケル細胞；小細胞肺癌；小腸癌；軟部組織肉腫、成人；軟部組織肉腫、小児期；
扁平上皮癌；原発不明の頸部扁平上皮癌、転移性；胃癌；テント上原始神経外胚葉腫瘍；
Ｔ細胞性リンパ腫、皮膚；精巣癌；咽喉癌；胸腺腫および胸腺癌；甲状腺癌；腎盂および
尿管の移行上皮癌；絨毛腫瘍、妊娠性；原発不明部位、腎盂および尿管の癌腫、移行上皮
癌；尿道癌；子宮癌、子宮内膜；子宮肉腫；ブドウ膜黒色腫；膣癌；外陰癌；ワルデンシ
ュトレームマクログロブリン血症またはウィルムス腫瘍。
【００５５】
　特定の実施形態では、本開示の方法、細胞および誘導培地は、癌、自己免疫性疾患また
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は炎症性障害のための処置を必要とする被験体への投与のためのものである。特定の実施
形態では、本開示の方法、細胞および誘導培地は、異なる投与経路を包含する。特定の実
施形態では、投与経路は、皮下、頭頂間、筋肉内、静脈内、腫瘍内、眼内、網膜内、硝子
体内、または頭蓋内である。
【００５６】
　特定の実施形態では、本開示の方法、細胞および誘導培地は、癌、自己免疫性疾患ある
いは免疫介在性の炎症性疾患のための処置を必要とする被験体への投与のためのものであ
る。特定の実施形態では、本開示の方法、細胞および誘導培地は、異なる投薬頻度を包含
する。特定の実施形態では、本開示の細胞および薬剤は、１日１回、１週間に１回、１か
月に１回、または１年に１回投与される。特定の実施形態では、本開示の細胞および方法
は、１日２回、１週間に２回、１か月に２回、または１年に２回の投与のためのものであ
る。特定の実施形態では、本開示の細胞および方法は、１日３回、１週間に３回、１か月
に３回、または１年に３回の投与のためのものである。特定の実施形態では、本開示の細
胞および方法は、１日４回、１週間に４回、１か月に４回、または１年に４回の投与のた
めのものである。特定の実施形態では、一次治療の後に、維持量が１年に１、２、３、４
、５、６、７、８、９、１０、１１、または１２回投与される。特定の実施形態では、維
持量が、少なくとも１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０年間またはそれ以上の間
継続される。特定の実施形態では、少なくとも１ｘ１０６の細胞が、１回の投与当たりに
投与される。特定の実施形態では、少なくとも２ｘ１０６の細胞が、１回の投与当たりに
投与される。特定の実施形態では、少なくとも３ｘ１０６の細胞が、１回の投与当たりに
投与される。特定の実施形態では、少なくとも４ｘ１０６の細胞が、１回の投与当たりに
投与される。特定の実施形態では、少なくとも５ｘ１０６の細胞が、１回の投与当たりに
投与される。特定の実施形態では、少なくとも６ｘ１０６の細胞が、１回の投与当たりに
投与される。特定の実施形態では、細胞が投与される。特定の実施形態では、少なくとも
７ｘ１０６の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
８ｘ１０６の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
９ｘ１０６の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
１ｘ１０７の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
２ｘ１０７の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
３ｘ１０７の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
４ｘ１０７の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
５ｘ１０７の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
６ｘ１０７の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
７ｘ１０７の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
８ｘ１０７の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
９ｘ１０７の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
１ｘ１０８の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
２ｘ１０８の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
３ｘ１０８の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
４ｘ１０８の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
５ｘ１０８の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
６ｘ１０８の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
７ｘ１０８の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
８ｘ１０８の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
９ｘ１０８の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
１ｘ１０９の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
２ｘ１０９の細胞が、１回の投与当たりに投与される。特定の実施形態では、少なくとも
３ｘ１０９の細胞が、１回の投与当たりに投与される。
【００５７】
　本発明の薬剤は、様々な形態であり得る。これらは、例えば、凍結乾燥された調剤、液



(17) JP 6890538 B2 2021.6.18

10

20

30

40

50

体溶液または懸濁液、注射可能且つ注入可能な溶液などの、半固形、および液体の剤形を
含み、薬剤は注射可能であることが好ましい。
【００５８】
　特定の実施形態では、薬剤は、損傷した組織（好ましくは間葉組織）の処置または修理
のため、及び／又は炎症性及び／又は免疫性の障害に関連する１つ以上の症状の処置、調
節、予防、及び／又は改善のためのものである。したがって、本発明の方法および細胞は
、前記症状のいずれか又はすべてを特徴とするあらゆる障害の処置に使用するものである
。そのような障害の代表的な包括的でないリストは、定義のセクションで提供されている
。特に好ましいのは、免疫介在性の炎症性疾患の処置のための薬剤である。さらに好まし
いのは、糖尿病、関節リウマチ（ＲＡ）、炎症性腸疾患（クローン病及び／又は潰瘍性大
腸炎を含むＩＢＤ）および多発性硬化症（ＭＳ）の処置のための薬剤である。本発明はま
た、間葉系幹細胞の培養のための、エリスロポエチンと組み合わせた、および低酸素また
は低酸素模倣物にさらした、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンドまたはＴＬＲリガンド
誘導剤の使用を提供する。
【００５９】
　本発明の培養培地、サプリメントおよび組成物の具体的な成分および成分の割合は、特
定のニーズおよび応用に従って様々であり得る。同様に、本発明の方法の正確な工程は、
特定のニーズおよび応用に従って様々であり得る。本発明による、培養培地、サプリメン
ト、方法、組成物、および使用は、日常の実験によって最適化され得る。これは、例えば
、望ましい転帰が抗炎症性の治療効果である場合、培養培地、サプリメントまたは組成物
が、エリスロポエチンと組み合わせた、および低酸素または低酸素模倣物（塩化コバルト
またはデスフェリオキサミン）にさらした、ＴＬＲ３リガンドまたはＴＬＲリガンド誘導
剤を明確に含有している場合、対照的に、望ましい転帰が免疫促進性の治療効果である場
合、培養培地、サプリメントまたは組成物が、エリスロポエチンと組み合わせた、および
低酸素または低酸素模倣物にさらした、ＴＬＲ４リガンドまたはＴＬＲリガンド誘導剤を
明確に含有している場合である。本明細書に記載される成分の各々の量は、日常の最適化
によって他の成分とは無関係に最適化され得るか、あるいは１つ以上の成分が加えられ得
るか又は除去され得る。
培養培地は、既知の培養培地または方法とともに又はそれらの代わりに、間葉系幹細胞の
誘導、活性化またはプライミングを試験することによって、それらを支持するその能力に
関して試験され得る。本発明の培養培地、サプリメント、方法、組成物および使用は、よ
り詳細に以下に記載される。
【００６０】
　本発明の誘導培地は、エリスロポエチンと組み合わせた、および低酸素または低酸素模
倣物にさらした、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンドまたはＴＬＲリガンド誘導剤を含
む。一態様では、本発明の誘導培地は、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンドまたはＴＬ
Ｒリガンド誘導剤を含む。代替的な態様では、本発明の誘導培地は、エリスロポエチンを
含み、低酸素または低酸素模倣物にさらされる。さらなる態様では、本発明の誘導培地は
、エリスロポエチンと組み合わせた、および低酸素または低酸素模倣物にさらした、Ｔｏ
ｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンドまたはＴＬＲリガンド誘導剤を含む。特定の実施形態で
は、ＴＬＲリガンドはＴＬＲ４リガンドである。特定の実施形態では、ＴＬＲリガンドは
ＴＬＲ３リガンドである。
【００６１】
　本発明の誘導培地は、エリスロポエチン（ＥＰＯ）と組み合わせた、および低酸素また
は低酸素模倣物にさらした、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンドまたはＴＬＲリガンド
誘導剤の２以上、３以上、４、５、６、７、８、９、１０またはそれ以上の組み合わせを
含み得る。
【００６２】
　本発明の誘導培地は、約１０ミクロモルから約１ｍＭの濃度で、約０．５ｍＵ／ｍＬと
約１００ｍＵ／ｍＬの間のエリスロポエチン（ＥＰＯ）と組み合わせた、および塩化コバ
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ルトまたはデスフェリオキサミンなどの約０．５から約２％の酸素条件（低酸素）または
低酸素模倣物にさらした、約０．１０ピコモル（ｐＭ）と約１００ミリモル（ｍＭ）のＴ
ＬＲリガンドまたはＴＬＲリガンド誘導剤、あるいは上記のＴＬＲリガンドまたはＴＬＲ
リガンド誘導剤、エリスロポエチンおよび低酸素の他の組み合わせを含み得る。
【００６３】
　誘導培地中で使用されるＴＬＲ３リガンドは、ＩＬ４、ＩＬ１３、ポリ（Ａ：Ｕ）、ポ
リ（Ｉ：Ｃ）、およびそれらの組み合わせであり得、インキュベーション、トランスフェ
クション、形質導入によって、担体分子によって、またはそれらの組み合わせによって送
達され得る。好ましくは、ＴＬＲ３リガンドまたはアゴニストは、ポリ（Ｉ：Ｃ）である
。
【００６４】
　誘導培地中で使用されるＴＬＲ４リガンドは、アミノアルキルグルコサミニド　４－リ
ン酸塩、インターフェロン、ＴＮＦ－アルファ、ＧＭ－ＣＳＦ、リポ多糖（ＬＰＳ）、お
よびそれらの組み合わせであり得、インキュベーション、トランスフェクション、形質導
入によって、担体分子によって、またはそれらの組み合わせによって送達され得る。好ま
しくは、ＴＬＲ４リガンドまたはアゴニストは、ＬＰＳである。
【００６５】
　ＴＬＲ３リガンドまたはアゴニストは、上に留意されるような培養培地またはサプリメ
ントにおいて、約１０ｐｇ／ｍＬから約１００μｇ／ｍＬ、約１００ｐｇ／ｍＬから約１
００μｇ／ｍＬ、約１ｎｇ／ｍＬから約１００μｇ／ｍＬ、約５ｎｇ／ｍＬから約１００
μｇ／ｍＬ、約１０ｎｇ／ｍＬから約１００μｇ／ｍＬ、約１００ｎｇ／ｍＬから約１０
０μｇ／ｍＬ、約０．１μｇ／ｍＬから約５０μｇ／ｍＬ、約０．１μｇ／ｍＬから約１
０μｇ／ｍＬ、約０．２５μｇ／ｍＬから約７．５μｇ／ｍＬ、約０．５μｇ／ｍＬから
約５μｇ／ｍＬ、約１μｇ／ｍＬから約２．５μｇ／ｍＬ、および好ましくは約１μｇ／
ｍＬから約１．５μｇ／ｍＬの量で提供され得る。
【００６６】
　特定の実施形態では、ＴＬＲ３リガンドは、ポリ（Ｉ：Ｃ）であり、約１０ｐｇ／ｍＬ
から約１００μｇ／ｍＬ、約１００ｐｇ／ｍＬから約１００μｇ／ｍＬ、約１ｎｇ／ｍＬ
から約１００μｇ／ｍＬ、約５ｎｇ／ｍＬから約１００μｇ／ｍＬ、約１０ｎｇ／ｍＬか
ら約１００μｇ／ｍＬ、約１００ｎｇ／ｍＬから約１００μｇ／ｍＬ、約０．１μｇ／ｍ
Ｌから約５０μｇ／ｍＬ、約０．１μｇ／ｍＬから約１０μｇ／ｍＬ、約０．２５μｇ／
ｍＬから約７．５μｇ／ｍＬ、約０．５μｇ／ｍＬから約５μｇ／ｍＬ、約１μｇ／ｍＬ
から約５μｇ／ｍＬ、および約１μｇ／ｍＬから約２．５μｇ／ｍＬまでの量で提供され
る。特定の実施形態では、ポリ（Ｉ：Ｃ）は、約１μｇ／ｍＬの量で提供される。特定の
実施形態では、ポリ（Ｉ：Ｃ）は、約２μｇ／ｍＬに量で提供される。特定の実施形態で
は、ポリ（Ｉ：Ｃ）は、約３μｇ／ｍＬの量で提供される。特定の実施形態では、ポリ（
Ｉ：Ｃ）は、約４μｇ／ｍＬの量で提供される。特定の実施形態では、ポリ（Ｉ：Ｃ）は
、約５μｇ／ｍＬの量で提供される。特定の実施形態では、ポリ（Ｉ：Ｃ）は、約６μｇ
／ｍＬの量で提供される。特定の実施形態では、ポリ（Ｉ：Ｃ）は、約７μｇ／ｍＬの量
で提供される。特定の実施形態では、ポリ（Ｉ：Ｃ）は、約８μｇ／ｍＬの量で提供され
る。特定の実施形態では、ポリ（Ｉ：Ｃ）は、約９μｇ／ｍＬの量で提供される。特定の
実施形態では、ポリ（Ｉ：Ｃ）は、約１０μｇ／ｍＬの量で提供される。特定の実施形態
では、ポリ（Ｉ：Ｃ）は、約１００ｎｇ／ｍＬ未満の量で提供される。特定の実施形態で
は、ポリ（Ｉ：Ｃ）は、約５０ｎｇ／ｍＬ未満の量で提供される。特定の実施形態では、
ポリ（Ｉ：Ｃ）は、約２０ｎｇ／ｍＬ未満の量で提供される。特定の実施形態では、ポリ
（Ｉ：Ｃ）は、約１０ｎｇ／ｍＬ未満の量で提供される。特定の実施形態では、ポリ（Ｉ
：Ｃ）は、約５０ｎｇ／ｍＬ未満の量で提供される。
【００６７】
　ＴＬＲ４リガンドまたはアゴニストは、上に留意されるような培養培地またはサプリメ
ントにおいて、約１０ｐｇ／ｍＬから約１０μｇ／ｍＬ、約１００ｐｇ／ｍＬから約１０
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μｇ／ｍＬ、約１ｎｇ／ｍＬから約１μｇ／ｍＬ、約５ｎｇ／ｍＬから約１μｇ／ｍＬ、
約１０ｎｇ／ｍＬから約１μｇ／ｍＬ、約１００ｎｇ／ｍＬから約１μｇ／ｍＬ、好まし
くは約５ｎｇ／ｍＬから約５０ｎｇ／ｍＬ、およびまた好ましくは約５ｎｇ／ｍＬから約
２５ｎｇ／ｍＬまでの量で提供され得る。
【００６８】
　特定の実施形態では、ＴＬＲ４リガンドはＬＰＳである。特定の実施形態では、ＬＰＳ
は、約１０ｐｇ／ｍＬから約１０μｇ／ｍＬ、約１００ｐｇ／ｍＬから約１０μｇ／ｍＬ
、約１ｎｇ／ｍＬから約１μｇ／ｍＬ、約５ｎｇ／ｍＬから約１μｇ／ｍＬ、約１０ｎｇ
／ｍＬから約１μｇ／ｍＬ、約１００ｎｇ／ｍＬから約１μｇ／ｍＬ、好ましくは約５ｎ
ｇ／ｍＬから約５０ｎｇ／ｍＬ、およびまた好ましくは約５ｎｇ／ｍＬから約２５ｎｇ／
ｍＬまでの量で存在する。特定の実施形態では、ＬＰＳは、約５ｎｇ／ｍＬの濃度で存在
する。特定の実施形態では、ＬＰＳは、約１０ｎｇ／ｍＬの濃度で存在する。特定の実施
形態では、ＬＰＳは、約１５ｎｇ／ｍＬの濃度で存在する。特定の実施形態では、ＬＰＳ
は、約２０ｎｇ／ｍＬの濃度で存在する。特定の実施形態では、ＬＰＳは、約２５ｎｇ／
ｍＬの濃度で存在する。特定の実施形態では、ＬＰＳは、約３０ｎｇ／ｍＬの濃度で存在
する。特定の実施形態では、ＬＰＳは、約３５ｎｇ／ｍＬの濃度で存在する。特定の実施
形態では、ＬＰＳは、約４０ｎｇ／ｍＬの濃度で存在する。特定の実施形態では、ＬＰＳ
は、約４５ｎｇ／ｍＬの濃度で存在する。特定の実施形態では、ＬＰＳは、約５０ｎｇ／
ｍＬの濃度で存在する。特定の実施形態では、ＬＰＳは、約１００ｎｇ／ｍＬ未満の濃度
で存在する。特定の実施形態では、ＬＰＳは、約５０ｎｇ／ｍＬ未満の濃度で存在する。
特定の実施形態では、ＬＰＳは、約２０ｎｇ／ｍＬ未満の濃度で存在する。特定の実施形
態では、ＬＰＳは、約１０ｎｇ／ｍＬ未満の濃度で存在する。
【００６９】
　特定の実施形態では、本発明の誘導培地は、低酸素または酸素欠乏の環境におけるイン
キュベーションを含む。特定の実施形態では、低酸素環境は、２％未満の酸素を有する。
特定の実施形態では、低酸素環境は、１．５％未満の酸素を有する。特定の実施形態では
、低酸素環境は、１．０％未満の酸素を有する。特定の実施形態では、低酸素環境は、０
．５％未満の酸素を有する。特定の実施形態では、低酸素環境は、０％の酸素を有効に有
する。特定の実施形態では、低酸素環境は、０．５％と２．０％の間の酸素を有する。特
定の実施形態では、低酸素環境は、０．５％と１．５％の間の酸素を有する。特定の実施
形態では、低酸素環境は、０．５％と１．０％の間の酸素を有する。特定の実施形態では
、低酸素環境は、１．０％と２．０％の間の酸素を有する。特定の実施形態では、低酸素
環境は、１．５％と２．０％の間の酸素を有する。
【００７０】
　特定の実施形態では、本発明の誘導培地は、塩化コバルトを含む。特定の実施形態では
、塩化コバルトは、約５０μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、塩化コバルトは
、約１００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、塩化コバルトは、約２００μＭ
の濃度で存在する。特定の実施形態では、塩化コバルトは、約３００μＭの濃度で存在す
る。特定の実施形態では、塩化コバルトは、約４００μＭの濃度で存在する。特定の実施
形態では、塩化コバルトは、約５００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、塩化
コバルトは、約６００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、塩化コバルトは、約
７００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、塩化コバルトは、約８００μＭの濃
度で存在する。特定の実施形態では、塩化コバルトは、約９００μＭの濃度で存在する。
特定の実施形態では、塩化コバルトは、約１ｍＭの濃度で存在する。特定の実施形態では
、塩化コバルトは、約１０μＭから約１ｍＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、塩
化コバルトは、約１０μＭから約８００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、塩
化コバルトは、約１０μＭから約５００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、塩
化コバルトは、約１０μＭから約４００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、塩
化コバルトは、約１０μＭから約３００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、塩
化コバルトは、約５０μＭから約３００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、塩
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化コバルトは、約１００μＭから約３００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、
塩化コバルトは、約１５０μＭから約３００μＭの濃度で存在する。
【００７１】
　特定の実施形態では、本発明の誘導培地は、デスフェリオキサミンを含む。特定の実施
形態では、デスフェリオキサミンは、約５０μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では
、デスフェリオキサミンは、約２００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、デス
フェリオキサミンは、約３００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリ
オキサミンは、約４００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリオキサ
ミンは、約５００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリオキサミンは
、約６００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリオキサミンは、約７
００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリオキサミンは、約８００μ
Ｍの濃度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリオキサミンは、約９００μＭの濃
度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリオキサミンは、約１ｍＭの濃度で存在す
る。特定の実施形態では、デスフェリオキサミンは、約１０μＭから約１ｍＭ濃度で存在
する。特定の実施形態では、デスフェリオキサミンは、約１０μＭから約８００μＭの濃
度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリオキサミンは、約１０μＭから約５００
μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリオキサミンは、約１０μＭから
約４００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリオキサミンは、約１０
μＭから約３００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリオキサミンは
、約５０μＭから約３００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、デスフェリオキ
サミンは、約１００μＭから約３００μＭの濃度で存在する。特定の実施形態では、デス
フェリオキサミンは、約１５０μＭから約３００μＭの濃度で存在する。
【００７２】
　特定の実施形態では、本発明の誘導培地は、エリスロポエチンを含む。特定の実施形態
では、本発明の誘導培地は、組み換えエリスロポエチンを含む。特定の実施形態では、本
発明の誘導培地は、ヒト組み換えエリスロポエチンを含む。特定の実施形態では、エリス
ロポエチンの量は、約０．１ｎｇ／ｍＬと約１．０ｍｇ／ｍＬの間である。特定の実施形
態では、エリスロポエチンの量は、約０．１ｎｇ／ｍＬと約１００ｎｇ／ｍＬの間である
。特定の実施形態では、エリスロポエチンの量は、約０．１ｎｇ／ｍＬと約５０ｎｇ／ｍ
Ｌの間である。特定の実施形態では、エリスロポエチンの量は、約０．１ｎｇ／ｍＬと約
１０ｎｇ／ｍＬの間である。特定の実施形態では、エリスロポエチンの量は、約０．１ｎ
ｇ／ｍＬと約１．０ｎｇ／ｍＬの間である。特定の実施形態では、エリスロポエチンの量
は、約０．２ｎｇ／ｍＬと約０．８ｎｇ／ｍＬの間である。特定の実施形態では、エリス
ロポエチンの量は、約０．３ｎｇ／ｍＬと約０．６ｎｇ／ｍＬの間である。特定の実施形
態では、エリスロポエチンの量は、１０ｍｇ／ｍＬ未満である。特定の実施形態では、エ
リスロポエチンの量は、５ｍｇ／ｍＬ未満である。特定の実施形態では、エリスロポエチ
ンの量は、１ｍｇ／ｍＬ未満である。特定の実施形態では、エリスロポエチンの量は、１
００ｎｇ／ｍＬ未満である。特定の実施形態では、エリスロポエチンの量は、３０ｎｇ／
ｍＬ未満である。特定の実施形態では、エリスロポエチンの量は、１０ｎｇ／ｍＬ未満で
ある。特定の実施形態では、エリスロポエチンの量は、５ｎｇ／ｍＬ未満である。特定の
実施形態では、エリスロポエチンの量は、４ｎｇ／ｍＬ未満である。特定の実施形態では
、エリスロポエチンの量は、１ｎｇ／ｍＬ未満である。特定の実施形態では、エリスロポ
エチンの量は、０．８ｎｇ／ｍＬ未満である。特定の実施形態では、エリスロポエチンの
量は、１ｎｇ／ｍＬ未満である。特定の実施形態では、エリスロポエチンの量は、５Ｕ／
ｍＬ未満である。特定の実施形態では、エリスロポエチンの量は、１Ｕ／ｍＬ未満である
。特定の実施形態では、エリスロポエチンの量は、０．５Ｕ／ｍＬ未満である。特定の実
施形態では、エリスロポエチンの量は、０．１Ｕ／ｍＬ未満である。特定の実施形態では
、エリスロポエチンの量は０．０５Ｕ／ｍＬ未満である。
【００７３】
　細胞誘導培地、典型的に、多数の成分を含有し、これらは培養細胞の維持を支持するた
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めに必要とされる。それ故、本発明の誘導培地は、通常、エリスロポエチンと組み合わせ
た、および低酸素または低酸素模倣物（塩化コバルトまたはデスフェリオキサミン）にさ
らした、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンドまたはＴＬＲリガンド誘導剤に加えて、他
の多くの成分を含有している。適切な成分の組み合わせは、以下の開示を考慮に入れて、
当業者によって容易に製剤され得る。本発明による誘導培地は、一般に、より詳細に以下
に記載されるように、アミノ酸、ビタミン、微量金属、無機塩類、炭素エネルギー源、お
よび緩衝液などの、標準の細胞培養成分を含む栄養液となる。
【００７４】
　本発明の誘導培地は、血清を含有し得る。血清は、生存率および増殖に必要であり得る
細胞因子、非細胞因子、および成分を含有している。ウシ胎児血清（ＦＢＳ）、ウシ血清
（ＢＳ）、子ウシ血清（ＣＳ）、ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）、ウシ新生仔血清（ＮＣＳ）、
ヤギ血清（ＧＳ）、ウマ血清（ＨＳ）、ブタ血清、ヒツジ血清、ウサギ血清、ラット血清
（ＲＳ）などを含む、任意の適切な源から得られた血清が使用され得る。前記ＭＳＣがヒ
ト起源である場合、細胞誘導培地が、好ましくは自己由来のヒト血清を補足されることも
、本発明の範囲内にある。血清が、補体カスケードの成分を不活性化するために必要であ
ると考えられる場合、５５－６５℃で熱失活され得ることが理解される。血清代替物は、
使用される場合、従来の技術に従って、培地の約２容量％と約４０容量％の間で使用され
得る。
【００７５】
　他の実施形態では、本発明の誘導培地は、血清代替物を含有し得る。限定されないが、
インスリン、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、および塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦ
ＧＦ）を含む、限定されないが、血清アルブミン、血清トランスフェリン、セレニウム、
および組み換えタンパク質などの、様々な異なる血清代替製剤（ｓｅｒｕｍ ｒｅｐｌａ
ｃｅｍｅｎｔ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎｓ）が、市販で入手可能であり、当業者に知られ
ている。血清代替物は、使用される場合、従来の技術に従って、培地の約２容量％と約４
０容量％の間で使用され得る。他の実施形態では、本発明の誘導培地は、無血清であり得
る及び／又は血清代替物なしであり得る。無血清培地は、いずれのタイプの動物血清も含
有しない培地である。無血清培地は、幹細胞の異物汚染（ｘｅｎｏ－ｃｏｎｔａｍｉｎａ
ｔｉｏｎ）の可能性を回避することが好ましい。血清代替物なしの培地は、商用の血清代
替製剤を補足されていない培地である。
【００７６】
　本発明の誘導培地は、通常、脱イオン化された蒸留水中で製剤される。本発明の誘導培
地は、典型的に、例えば、紫外線、加熱、照射または濾過によって、汚染を防ぐために使
用前に滅菌される。誘導培地はまた、保存または輸送のために（例えば－２０℃または－
８０℃で）凍結され得る。抗菌剤も、典型的に、細菌、マイコプラズマ、および菌による
汚染を軽減するために、培地中で使用される。培地は、汚染を防ぐために、１つ以上の抗
菌剤または抗生物質を含有し得る。典型的に、使用される抗生物質または抗真菌化合物は
、ペニシリン／ストレプトマイシンの混合物であるが、限定されないが、アンフォテリシ
ン（ファンギゾン（登録商標））、アンピシリン、ゲンタマイシン、ブレオマイシン、ハ
イグロマイシン、カナマイシン、マイトマイシンなども含むことができる。
【００７７】
　本発明の一実施形態では、誘導培地は、エリスロポエチンと組み合わせた、および低酸
素または低酸素模倣物（塩化コバルトまたはデスフェリオキサミン）にさらした、Ｔｏｌ
ｌ様受容体（ＴＬＲ）リガンドまたはＴＬＲリガンド誘導剤によって誘導された細胞の追
加によって調整された培地である。調整培地は、培地を調整するのに十分な時間の間、誘
導培地中で前記細胞の集団を培養し、その後、調整培地を採取することによって生成され
る。調整培地は、使用される場合、哺乳動物細胞、例えばマウス細胞またはヒト細胞上で
調整され得る。間葉系幹細胞の誘導に適した調整培地を生成するために、様々な異なるタ
イプの哺乳動物細胞が使用され得る。
【００７８】
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　誘導培地は、１ｘ製剤、または濃縮製剤、例えば２ｘから２５０ｘ濃縮した培地製剤で
あり得る。１ｘ製剤では、培地中の各成分は、細胞誘導を意図した濃度である。濃縮製剤
では、成分の１つ以上は、細胞誘導を意図した濃度よりも高い濃度で存在する。誘導培地
は、既知の方法、例えば塩沈澱または選択的な濾過を使用して濃縮することができる。濃
縮培地は、水（好ましくは脱イオン化され、蒸留された）、または任意の適切な溶液、例
えば、水性の食塩水、水性の緩衝液、または培養培地）との使用のために希釈され得る。
【００７９】
　本明細書に開示されるような誘導培地は、適切な条件下において、単一継代または集団
倍加に対する分化多能性、未分化、および増殖の状態で、幹細胞の集団を誘導する、活性
化する、プライミングすることが可能であり得る。幹細胞は、本明細書でより詳細に別記
されるような特性を示す場合、分化多能性、未分化、および増殖の状態にあると考えられ
る。適切な条件は、間葉系幹細胞の培養に通常使用される条件から当業者によって選択さ
れ得る。
【００８０】
　本明細書で別記留意されるように、本発明はまた、本発明の誘導培地を含有している密
封された容器を提供する。密封された容器は、汚染を防ぐために、誘導培地の輸送または
保存に好ましい。容器は、バイオリアクター、フラスコ、プレート、瓶、ジャー、バイア
ル、またはバッグなどの、任意の適切な容器であり得る。本明細書で別記留意されるよう
に、本発明はまた、誘導培地を調製する方法を提供し、該方法は、（ａ）培養培地を得る
工程；および（ｂ）エリスロポエチン（ＥＰＯ）と組み合わせた、および低酸素または低
酸素模倣物（塩化コバルトまたはデスフェリオキサミン）にさらした、Ｔｏｌｌ様受容体
（ＴＬＲ）リガンドまたはＴＬＲリガンド誘導剤を培養培地に加える工程を含む。誘導培
地に含められる具体的な成分に依存して、誘導培地を調製するための様々な異なる方法が
想定される。例えば、誘導培地を調製する方法は、（ａ）培養培地を得る工程；および（
ｂ）エリスロポエチン（ＥＰＯ）と組み合わせた、および低酸素または低酸素模倣物（塩
化コバルトまたはデスフェリオキサミン）にさらした、ＴＬＲリガンドまたはＴＬＲリガ
ンド誘導剤を培養培地に加える工程を含み得る。一実施形態では、誘導培地を調製する方
法は、（ａ）培養培地を得る工程；および（ｂ）ＴＬＲリガンド、ＥＰＯおよび塩化コバ
ルトを培養培地に加える工程を含み得る。
【００８１】
　本発明の誘導培地は、間葉系幹細胞の集団を誘導する、活性化する、またはプライミン
グするために使用され得る。したがって、本発明は、間葉系幹細胞の集団を細胞療法のた
めの分離した均一な表現型へと誘導する、活性化する、またはプライミングするための本
明細書に開示されるような誘導培地の使用を提供する。
【００８２】
　特定の実施形態では、本明細書に開示される誘導培地は、限定されないが、以下を含む
、当業者に既知の方法によって測定され得る特定の遺伝子の発現を誘導するか又は減少さ
せる：ＰＣＲ；ｑＰＣＲ；ｑＲＴ－ＰＣＲ；半定量的ＲＴ－ＰＣＲ；デジタルＰＣＲ；ノ
ーザンブロット；ｍＲＮＡ－ＳＥＱ；マイクロアレイなど。特定の実施形態では、本明細
書に開示される誘導培地は、限定されないが、以下を含む、当業者に既知の方法によって
測定され得るタンパク質レベルを増大または低下させる：抗体ベースのアッセイ；酵素結
合抗体免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）；免疫ブロットまたはウエスタンブロット；フロ
ーサイトメトリー、質量分析法など。特定の実施形態では、本明細書に開示される誘導培
地は、限定されないが、以下を含む、当業者に既知の方法によって測定され得る細胞シグ
ナル伝達経路の活性化または緩和を誘導する：キナーゼアッセイ；タンパク質リン酸化／
脱リン酸化測定；タンパク質ユビキチン化／脱ユビキチン化測定；タンパク質アセチル化
／脱アセチル化測定；タンパク質分解／安定性測定；カルシウムまたはジアシルグリセロ
ールなどの二次メッセンジャーの測定；または不活性形態から活性形態への開裂のモニタ
リング。
【００８３】
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　特定の実施形態では、本明細書に開示される誘導培地は、細胞集団の、遺伝子発現、タ
ンパク質レベル、または細胞シグナル伝達経路の測定可能な変化をもたらす。特定の実施
形態では、変化は、遺伝子発現、タンパク質レベルあるいは細胞シグナリングの増加であ
る。特定の実施形態では、変化は、無刺激または対照のサンンプルと刺激または試験のサ
ンプルとの間で測定された統計学的に有意な変化である。特定の実施形態では、無刺激ま
たは対照のサンンプルと刺激または試験のサンプルとの間の変化は、少なくとも２倍、３
倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、またはそれ以上の増加である。特定
の実施形態では、無刺激または対照のサンンプルと刺激または試験のサンプルとの間の変
化は、少なくとも１００倍またはそれ以上の増加である。特定の実施形態では、無刺激ま
たは対照のサンンプルと刺激または試験のサンプルとの間の変化は、少なくとも２倍、３
倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、またはそれ以上の減少である。特定
の実施形態では、無刺激または対照のサンンプルと刺激または試験のサンプルとの間の変
化は、少なくとも１００倍またはそれ以上の減少である。
【００８４】
　特定の実施形態では、ＴＬＲ３リガンドを含む誘導培地は、無刺激の細胞の集団と比較
したときに、少なくとも２倍、以下の遺伝子のいずれかのｍＲＮＡ発現を誘導する：ＣＸ
ＣＬ９；ＥＧＦＲ；ＩＲＦ１；Ａ２Ｍ；ＦＡＳ；ＩＬ２ＲＧ；ＭＭＰ３；ＧＢＰ１；ＩＳ
Ｇ１５；ＦＣＧＲ１；ＮＦＫＢ１；ＮＯＳ２Ａ；ＵＳＦ１；ＹＹ１；ＪＡＫ２；ＳＴＡ２
、ＳＴＡＴ４；ＳＴＡＴ５；ＳＯＣＳ１；またはＩＲＦ１。特定の実施形態では、ＴＬＲ
３リガンドを含む誘導培地は、無刺激の細胞の集団と比較したときに、少なくとも２倍、
以下の遺伝子のいずれかのｍＲＮＡ発現を減少させる：ＥＰＯＲ；Ｆ２Ｒ；ＳＴＡＭ；Ｐ
ＤＧＦＲＡ；ＰＩＡＳ２；ＭＹＣ；ＳＨ２Ｂ１；またはＣＳＦ２ＲＢ。特定の実施形態で
は、ＴＬＲ３リガンドを含む誘導培地は、無刺激の細胞の集団と比較したときに、少なく
とも１０倍、以下の遺伝子のいずれかのｍＲＮＡ発現を誘導する：ＣＸＣＬ９；ＧＢＰ１
；ＩＳＧ１５；ＳＯＣＳ１；ＭＭＰ３；ＪＡＫ２またはＩＲＦ１。特定の実施形態では、
ＴＬＲ３リガンドを含む誘導培地は、無刺激の細胞の集団と比較したときに、少なくとも
２０倍、以下の遺伝子のいずれかのｍＲＮＡ発現を誘導する：ＣＸＣＬ９；ＧＢＰ１；Ｉ
ＳＧ１５；またはＳＯＣＳ１。特定の実施形態では、ＴＬＲ３リガンドを含む誘導培地は
、無刺激の細胞の集団と比較したときに、少なくとも１００倍、ＣＸＣＬ９のｍＲＮＡ発
現を誘導する。
【００８５】
　特定の実施形態では、ＴＬＲ４リガンドを含む誘導培地は、無刺激の細胞の集団と比較
したときに、少なくとも２倍、１０倍、１００倍または１０００倍、ＴＮＦＳＦ１０（Ｔ
ＲＡＩＬ）のｍＲＮＡ発現を誘導する。
【００８６】
　本発明はまた、間葉系幹細胞の集団を誘導する、活性化する、プライミングするエスク
ビボでの方法を提供し、該方法は、（ａ）間葉系幹細胞の集団を提供する工程；（ｂ）本
明細書に開示されるような誘導培地を提供する工程；（ｃ）幹細胞を誘導培地と接触させ
る工程；および（ｄ）適切な条件下で幹細胞を培養する工程を含む。
【００８７】
　特定の実施形態では、本明細書に開示される間葉系幹細胞の集団を誘導する、活性化す
る、プライミングするエスクビボでの方法は、限定されないが、以下を含む当業者に既知
の方法によって測定され得る特定の遺伝子の発現を誘導するか又は減少させる：ＰＣＲ；
ｑＰＣＲ；ｑＲＴ－ＰＣＲ；半定量的ＲＴ－ＰＣＲ；デジタルＰＣＲ；ノーザンブロット
；ｍＲＮＡ－ＳＥＱ；マイクロアレイ；など。特定の実施形態では、本明細書に開示され
る誘導培地は、限定されないが、以下を含む当業者に既知の方法によって測定され得るタ
ンパク質レベルを増大または低下させる：抗体ベースのアッセイ；酵素結合抗体免疫吸着
アッセイ（ＥＬＩＳＡ）；免疫ブロットまたはウエスタンブロット；フローサイトメトリ
ー、質量分析法など。特定の実施形態では、本明細書に開示される間葉系幹細胞の集団を
誘導する、活性化する、プライミングするエスクビボでの方法は、限定されないが、以下
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を含む当業者に既知の方法によって測定され得る細胞シグナル伝達経路の活性化または緩
和を誘導する：キナーゼアッセイ；タンパク質リン酸化／脱リン酸化測定；タンパク質ユ
ビキチン化／脱ユビキチン化測定；タンパク質アセチル化／脱アセチル化測定；タンパク
質分解／安定性測定；カルシウムまたはジアシルグリセロールなどの二次メッセンジャー
の測定；または不活性形態から活性形態への開裂のモニタリング。
【００８８】
特定の実施形態では、本明細書に開示された間葉系幹細胞の集団を誘導する、活性化する
、またはプライミングするエクスビボでの方法は、幹細胞集団の遺伝子発現、タンパク質
レベル、または細胞シグナル伝達経路の、測定可能な変化をもたらす。特定の実施形態で
は、変化は、遺伝子発現、タンパク質レベル、または細胞シグナル伝達の増加である。特
定の実施形態では、変化は、無刺激のまたは対照のサンプルと、刺激のまたは試験のサン
プルとの間で測定した、統計学的に優位な変化である。特定の実施形態では、無刺激のま
たは対照のサンプルと、刺激のまたは試験のサンプルとの間の変化は、少なくとも２倍、
３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、またはそれ以上の増加である。特
定の実施形態では、無刺激のまたは対照のサンプルと、刺激のまたは試験のサンプルとの
間の変化は、少なくとも１００倍またはそれ以上の増加である。特定の実施形態では、無
刺激のまたは対照のサンプルと、刺激のまたは試験のサンプルとの間の変化は、少なくと
も２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、またはそれ以上の減少で
ある。特定の実施形態では、無刺激のまたは対照のサンプルと、刺激のまたは試験のサン
プルとの間の変化は、少なくとも１００倍またはそれ以上の減少である。
【００８９】
特定の実施形態では、ＴＬＲ３リガンドを含む本明細書に開示された間葉系幹細胞の集団
を誘導する、活性化する、またはプライミングするエクスビボでの方法は、無刺激細胞集
団と比較して、以下の遺伝子のいずれかのｍＲＮＡ発現を少なくとも２倍誘導する：ＣＸ
ＣＬ９；ＥＧＦＲ；ＩＲＦ１；Ａ２Ｍ；ＦＡＳ；ＩＬ２ＲＧ；ＭＭＰ３；ＧＢＰ１；ＩＳ
Ｇ１５；ＦＣＧＲ１；ＮＦＫＢ１；ＮＯＳ２Ａ；ＵＳＦ１；ＹＹ１；ＪＡＫ２；ＳＴＡ２
、ＳＴＡＴ４；ＳＴＡＴ５；ＳＯＣＳ１；またはＩＲＦ１。特定の実施形態では、ＴＬＲ
３リガンドを含む本明細書に開示された間葉系幹細胞の集団を誘導する、活性化する、ま
たはプライミングするエクスビボでの方法は、無刺激細胞集団と比較して、以下の遺伝子
のいずれかのｍＲＮＡ発現を少なくとも２倍減少させる：ＥＰＯＲ；Ｆ２Ｒ；ＳＴＡＭ；
ＰＤＧＦＲＡ；ＰＩＡＳ２；ＭＹＣ；ＳＨ２Ｂ１；またはＣＳＦ２ＲＢ。特定の実施形態
では、ＴＬＲ３リガンドを含む本明細書に開示された間葉系幹細胞の集団を誘導する、活
性化する、またはプライミングするエクスビボでの方法は、無刺激細胞集団と比較して、
以下の遺伝子のいずれかのｍＲＮＡ発現を少なくとも１０倍誘導する：ＣＸＣＬ９；ＧＢ
Ｐ１；ＩＳＧ１５；ＳＯＣＳ１；ＭＭＰ３；ＪＡＫ２；またはＩＲＦ１。特定の実施形態
では、ＴＬＲ３リガンドを含む本明細書に開示された間葉系幹細胞の集団を誘導する、活
性化する、またはプライミングするエクスビボでの方法は、無刺激細胞集団と比較して、
以下の遺伝子のいずれかのｍＲＮＡ発現を少なくとも２０倍誘導する：ＣＸＣＬ９、ＧＢ
Ｐ１、ＩＳＧ１５、またはＳＯＣＳ１である。特定の実施形態では、ＴＬＲ３リガンドを
含む本明細書に開示された間葉系幹細胞の集団を誘導する、活性化する、またはプライミ
ングするエクスビボでの方法は、無刺激細胞集団と比較して、ＣＸＣＬ９のｍＲＮＡ発現
を少なくとも１００倍誘導する。
【００９０】
特定の実施形態では、ＴＬＲ４リガンドを含む本明細書に開示された間葉系幹細胞の集団
を誘導する、活性化する、またはプライミングするエクスビボでの方法は、無刺激細胞集
団と比較して、ＴＮＦＳＦ１０（ＴＲＡＩＬ）のｍＲＮＡ発現を少なくとも２倍、１０倍
、１００倍または１０００倍誘導する。
【００９１】
本発明は、細胞治療の方法も提供し、当該方法は、（ａ）間葉系幹細胞の集団を提供する
工程、（ｂ）本発明の誘導媒体を提供する工程、（ｃ）幹細胞集団を誘導媒体と接触させ
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る工程、および（ｄ）適切な条件下で細胞を培養する工程、を含む。
【００９２】
本発明の方法は、本明細書に別記される通り、固体表面に接している細胞を培養すること
を含んでもよい。例えば、（ａ）間葉系幹細胞の集団を提供する工程、（ｂ）本明細書に
開示されるような誘導媒体を提供する工程、（ｃ）幹細胞を誘導媒体と接触させる工程、
および（ｄ）適切な条件下で固体表面に接している細胞を培養する工程、を含む工程を提
供する。本発明は、間葉系幹細胞の集団を拡大する（ｅｘｐａｎｄ）ために、本明細書に
開示されるような誘導媒体および個体表面の使用も提供する。間葉系幹細胞は、支持体上
に接着し、付着し、播種されることもある。典型的に、細胞は、幹細胞の誘導、活性化、
またはプライミングを行う前に、例えば約１００ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２から約１００，００
０ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２の間（例えば、約５００ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２から約５０，０００ｃ
ｅｌｌｓ／ｃｍ２、または、より具体的には、約１，０００ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２から約２
０，０００ｃｅｌｓ／ｃｍ２の間）などの、望ましい密度で蒔かれる。特定の実施形態で
は、細胞密度は２００－１０，０００ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２の間である。
【００９３】
本明細書に開示される方法の工程は、適切な順序で、または同時に、適切に実施すること
ができ、そして、記載された順に実施する必要がないことが認識されよう。例えば、上記
方法で、間葉系幹細胞の集団を提供する工程は、誘導媒体を提供する工程の前、後、また
は同時に実行してもよい。
【００９４】
本発明の方法および使用は、本明細書に開示されるような誘導媒体またはサプリメントを
含んでもよい。したがって、いくつかの実施形態では、本発明の方法は、無清方法および
／または血法代替物なしの方法であり得る。いくつかの実施形態では、本発明の方法は、
フィーダー細胞の層との接触無しで細胞を誘導するために、使用されてもよい。
【００９５】
本発明の好ましい方法および使用は、細胞が増殖してから、冷凍保存されるかつ細胞療法
に使用される前に生じる、間葉系幹細胞の集団を、誘導する、活性化する、またはプライ
ミングするためのものである。
【００９６】
骨髄由来または脂肪組織由来細胞のように、前記の幹細胞集団が成体由来であることが好
ましく、幹細胞が間葉系幹細胞の集団であることがさらに好ましい。
【００９７】
幹細胞培養のための条件は、当業者に既知である。培養は、間葉系幹細胞の付着に適切な
、固体支持体の存在下で実行されることが好ましい。
【００９８】
製造の方法は、（ａ）、（ｂ）、（ｃ）の工程を随意にさらに含み得る。（ａ）本明細書
に開示されるように、培養培地へ細胞を継代する方法（ｂ）適切な条件下でさらに細胞を
培養する方法（ｃ）細胞を誘導する、活性化する、またはプライミングする方法
【００９９】
分化を誘導することのないＭＳＣのエクスビボでの増加が、例えば、特別にスクリーニン
グされた多くの適切な血清（ウシ胎児血清またはヒト血清など）を使用して、長期間の間
に達成され得ることが示されてきた。生存率および収率を測定する方法は、当該技術分野
（例えばトリパンブルー排除）で知られている。
【０１００】
もし必要であれば、本発明の細胞集団の細胞を分離するための、工程および手順のいずれ
かを手動で実行することができる。代替的に、そのような細胞の分離プロセスは、１以上
の適切な装置によって、容易化および／または自動化することができ、例は、当該技術分
野において知られている。
【０１０１】
本発明の実施を、適切な細胞培養容器を支持体として使用して、実行してもよい。様々な
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形状や大きさ（例えば、フラスコ、シングルまたはマルチウェルプレート、シングルまた
はマルチウェルディッシュ、瓶、ジャー、バイアル、バッグ、バイオリアクター）、およ
び様々な異なる材料（例えば、プラスチックまたはガラス）から作られた細胞培養容器は
、当該技術分野において知られている。適切な細胞培養容器は、当業者により容易に選択
され得る。
【０１０２】
本発明は、本明細書に開示されるように培養誘導媒体を生成するために使用され得る培養
培地誘導サプリメントも提供する。「培養培地誘導サプリメント」は、それ自体、間葉系
幹細胞を支持できないが、他の細胞培養培地成分と組み合わせた時に、間葉系幹細胞の培
養を可能にするまたは向上させる成分の混合物である。したがって、サプリメントは、適
切な媒体製剤を生成する目的で、サプリメントと他の細胞培養成分と組み合わせることに
より、本発明の機能的細胞培養培地を生成するために、使用することができる。培養培地
サプリメントの使用は、当該技術分野で周知である。本発明は、エリスロポエチン（ＥＰ
Ｏ）と組み合わせた、および低酸素または低酸素模倣物（塩化コバルトまたはデスフェリ
オキサミン）にさらした、ＴＬＲリガンドまたはＴＬＲリガンド誘導剤を加える工程を含
む、培養培地誘導サプリメントを提供する。サプリメントは、本明細書に開示されたリガ
ンドを含有してもよい。サプリメントは、１以上の追加の細胞培養成分、例えば、アミノ
酸、ビタミン、無機塩類、微量元素、炭素エネルギー源および緩衝液から成る群から選択
された１以上の細胞培養成分も含んでもよい。
【０１０３】
培養培地誘導サプリメントは、濃縮液体サプリメント（例えば、２倍から２５０倍濃縮さ
れた液体サプリメント）でもよく、または乾燥したサプリメントでもよい。液体および乾
燥型のサプリメント両方が、当該技術分野で周知である。サプリメントは凍結乾燥されて
もよい。
【０１０４】
本発明の培養培地誘導サプリメントは、典型的に汚染を防ぐために、例えば、紫外線、加
熱、照射または濾過によって、使用前に滅菌されるだろう。培養培地誘導サプリメントは
、保存または輸送のために（例えば、－２０℃または－８０℃で）凍結してもよい。
【０１０５】
本発明は、本発明の培養培地サプリメントを包含している、密封された容器も提供する。
密封された容器は、汚染を防ぐために、本明細書に開示された培養培地サプリメントの輸
送または保存にとって好ましい。容器は、バイオリアクター、フラスコ、プレート、瓶、
ジャー、バイアルまたはバッグのような、適切な容器でもよい。
【０１０６】
様々な物質が、接着幹細胞の培養のための表面として使用されており、そして、適切な材
料は当業者によって容易に選択され得る。好ましくは、固体表面はプラスチックで構成さ
れるか、代わりにガラスまたは細胞外マトリックスで構成されてもよい。表面は、平面状
、管状、スキャフォールド状、ビーズ状、または繊維状でもよい。
【０１０７】
本発明の組成物は、血清を含んでもよいし、または本明細書に別記されるように、無血清
でおよび／または血清代替物無しでもよい。
【０１０８】
本発明で使用される間葉系幹細胞は、周知の方法を使用して得ることができる（以下を参
照）。様々な種類の間葉系幹細胞は、生体組織源から得られることが好ましいが、胚、胎
児、または生体組織から得られるか否かに関わらず、本発明と共に使用されることが想定
される。
【０１０９】
本明細書に開示された誘導媒体は、哺乳類幹細胞、特にヒト成体幹細胞を培養するために
使用してもよい。本発明と共に使用され得るヒト成体幹細胞は、間葉系幹細胞が好ましい
。マウスまたは霊長類の幹細胞も使用され得る。好ましい実施形態では、幹細胞はヒト骨
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髄由来の幹細胞（ＭＳＣ）である。
【０１１０】
間葉系幹細胞は、例えば、３つ全ての胚葉に特異的なマーカーの、検知可能な発現を示す
細胞へと分化する、細胞の能力を判定することによって、３つ全ての胚葉の細胞へと分化
する能力を用いて、特定され得る。文脈が他に必要としない限り、単数（例えば、「細胞
（ａ　ｃｅｌｌ）」および同等な言及）の言及は、複数（例えば「細胞（ｃｅｌｌｓ）」
）を包含する。
【０１１１】
本発明の誘導媒体は、間葉系幹細胞の集団を誘導する、活性化する、またはプライミング
するために使用することができる。したがって、本発明は、細胞療法のために間葉系幹細
胞の集団を分離した均一な表現型へと誘発する、活性化する、またはプライミングするた
めの、本明細書に開示されるような誘導媒体の使用を提供する。分離した均一な表現型は
、抗炎症のＭＳＣ表現型（ＭＳＣ２）、そして均一な分離した免疫促進性の抗腫瘍ＭＳＣ
表現型（ＭＳＣ１）になり得る。
【０１１２】
均一な分離した抗炎症ＭＳＣ表現型（ＭＳＣ２）のための好ましい誘導方法は、７０－９
０％コンフルエント培養になって１時間、エリスロポエチン（１ｍＵ／ｍＬまたは５ｎｇ
／ｍＬ）との組み合わせた、および低酸素（１％酸素）または低酸素模倣物（塩化コバル
トまたはデスフェリオキサミン、どちらか２００μＭ）にさらした、ポリイノシン・ポリ
シチジン酸（または、ポリ（Ｉ：Ｃ）；１μｇ／ｍＬ）のようなＴｏｌｌ様受容体３（Ｔ
ＬＲ３）リガンドを含有している、培養培地を用いたＭＳＣのインキュベーションである
。
【０１１３】
均一な分離した免疫促進性抗腫瘍ＭＳＣ表現型（ＭＳＣ１）のための好ましい誘導方法は
、７０－９０％コンフルエント培養になって１時間、エリスロポエチン（１ｍＵ／ｍＬま
たは５ｎｇ／ｍＬ）との組み合わせた、および低酸素（１％酸素）または低酸素模倣物（
塩化コバルトまたはデスフェリオキサミン、どちらか２００μＭ）にさらした、リポ多糖
（ＬＰＳ、エンドトキシン１０ｎｇ／ｍＬ）のような、Ｔｏｌｌ様受容体４（ＴＬＲ３）
リガンドを含有している、培養培地を用いたＭＳＣのインキュベーションである。
【０１１４】
エリスロポエチンと組み合わせた、および低酸素または低酸素模倣物（塩化コバルトまた
はデスフェリオキサミン）にさらしたＴＬＲリガンドは、新鮮な培養培地に加えられるか
、または培養サプリメントとして加えられ、１時間細胞を用いてインキュベートされる。
この誘導工程に続いて、ＭＳＣは、細胞および培養物の残骸を除去するために、ＴＬＲリ
ガンドなしで、培養培地または適切な緩衝生理食塩水中で２度洗浄される。理論にも縛ら
れることなく、上記した濃度（またはそれ未満）での短いインキュベーション時間（＜１
時間）および最小限のＴＬＲリガンドの暴露は、望ましい表現型を達成するために重要で
あり、さらにプロトコルが、内因性のＭＳＣが損傷の部位からの距離で直面し、応答する
危険信号の勾配を模倣する。誘発、活性化、またはプライミングされたＭＳＣは、一度洗
浄されると従来の方法で、例えば、３７℃での５秒から１５分間トリプシンとＥＤＴＡ、
またはトリプシン代用物（例えばインビトロゲンからのＴｒｙｐＬＥ）、コラゲナーゼ、
ディスパーゼ、アキュターゼ、または当業者に知られている他の試薬を用いて採取するこ
とができる。細胞採取の後、プライミング、活性化、または誘導されたＭＳＣは、標準的
な方法で凍結保存することができる。
【０１１５】
ＴＬＲ３アゴニストまたはＴＬＲ４アゴニストは、インキュベーション、トランスフェク
ション、担体分子による形質導入によって、または当業者に知られる他の技術によって、
送達され得る。
【０１１６】
細胞は、約１分から約４８０分、約５分から約４７５分、約１０分から約４７０分、約１
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５分から約４００分、約２０分から約１２０分、約２５分から約９０分、約３０分から約
８０分、約３５分から約７０分、約４０分から約６５分、約４５分から約６０分、約５５
分から約６０分、および好ましくは約６０分間、エリスロポエチン（ＥＰＯ）と組み合わ
せた、および低酸素または低酸素模倣物（塩化コバルトまたはデスフェリオキサミン）に
さらした、ＴＬＲリガンドまたはアゴニストリガンドでインキュベーションしてもよい。
【実施例】
【０１１７】
実施例１
ヒト一次ＭＳＣからの、ＭＳＣ２遺伝子発現シグネチャーの誘導
この実験のために、ヒト一次ＭＳＣを、２μｇ／ｍＬのポリ（Ｉ：Ｃ）を含有する無血清
培養培地内で、３７℃および５％ＣＯ２下で６時間インキュベートされた。続いて、細胞
を２度洗浄し、ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ、ｖａｌｅｎｃｉａ、Ｃ
Ａ）を用いてＲＮＡを抽出し、その後、ＴＵＲＢＯ　ＤＮＡ－Ｆｒｅｅ　Ｋｉｔ（Ａｍｂ
ｉｏｎ、Ａｕｓｔｉｎ、ＴＸ）を用いて処理した。ＲＮＡを逆転写し、結果として生じた
ｃＤＮＡを、ｉＣｙｃｌｅｒ　ｉＱ５　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏ
ｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ｂｉｏ－ｒａｄ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ）の製造業者の指示に従っ
て、ＪＡＫ／ＳＴＡＴ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｐａｓｔｈｗａｙ　ＲＴ２　Ｐｒｏｆｉｌ
ｅｒＴＭ　ＰＣＲ　Ａｒｒａｙ（ＳｕｐｅｒＡｒｒａｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ、Ｆｒｅｄ
ｅｒｉｃｋ、ＭＤ）において使用した。未処理および処理群からの生データを、ＧＥａｒ
ｒａｙ　Ａｎａｌｙｚｅｒのソフトウェア（ＳｕｐｅｒＡｒｒａｙ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、
ＭＤ）を用いて、分析した。このアレイは、ＪＡＫ／ＳＴＡＴ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｐ
ａｔｈｗａｙにおいて、８４の異なる遺伝子のＲＮＡ発現レベルを測定する。結果は図１
に示され、２倍以上の誘導を示す遺伝子を灰色で囲んで示し、２倍以上の減少を示す遺伝
子を黒色で囲んで示し、および２倍以上誘導され、さらなる検証に選ばれた遺伝子を二重
に囲んで（２倍以上に減少したＰＩＡＳ２を除く）示した。図２は、図１で選ばれた遺伝
子のさらなるｑＰＣＲ検証を示す。
検証を、図１で分析された同じサンプル上で、遺伝子特異的なプライマーをもちいて、Ｓ
ＹＢＲ　ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを使用して、ｑＰＣＲによって実行した。
【０１１８】
実施例２
ヒト一次ＭＳＣからの、ＭＳＣ１およびＭＳＣ２極性化
ヒト一次ＭＳＣドナーは、ＭＳＣ１またはＭＳＣ２に極性化された。ヒトＭＳＣを、欠如
下（ＭＳＣ１）または０．５ｎｇ／ｍＬのヒト組み換えエリスロポエチン、および２００
μＭの塩化コバルト存在下（ＭＳＣ１＊）のどちらかにおいて、１０ｎｇ／ｍＬのＬＰＳ
を含有している培養培地を使用して、極性化した。ＭＳＣ２細胞を、欠如下（ＭＳＣ２）
または０．５ｎｇ／ｍＬのヒト組み換えエリスロポエチン、および２００μＭの塩化コバ
ルトの存在下（ＭＳＣ２＊）のどちらかにおいて、２μｇ／ｍＬのＰｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）を
含有している培養培地を使用して、極性化した。培養した上清を採取し、その後、前に記
載されたように、Ｂｉｏ－Ｐｌｅｘによってケモカイン／サイトカイン発現の分析を行っ
た。簡潔に言えば、ＭＳＣを２４－ウェルプレートにおいて５０，０００ｃｅｌｌｓの密
度で蒔き、一晩接着させ、それから示されるように、１時間かけてＴＬＲアゴニストをプ
ライミングした。調整培養培地を、４８時間後に収集し、製造業者の指示に従ってＢｉｏ
－Ｐｌｅｘ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ａｓｓａｙｓ　（Ｈｕｍａｎ　Ｇｒｏｕｐ　Ｉ　＆　Ｉ
Ｉ；　Ｂｉｏ－Ｒａｄ，　Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，　ＣＡ）を用いて分析した。これらの実験
を、３つの個別のＭＳＣドナープール上で、少なくとも３回実行した。ＭＳＣ１誘導は、
処方に関わらず、ＩＬ６およびＩＬ８を含有するサイトカインの著しい分泌をもたらす一
方（図３）、ＭＳＣ２誘導は、処方に関わらず、ＩＰ１０（ＣＸＣＬ１０）およびＲＡＮ
ＴＥＳ（ＣＣＬ５）の著しい分泌をもたらす（図４）。エラーバーは、＋／－平均値の標
準誤差（ＳＥＭ）を示す。
【０１１９】



(29) JP 6890538 B2 2021.6.18

10

20

30

40

50

実施例３
ＭＳＣ１およびＭＳＣ２の極性化は、多数のＭＳＣ源にわたって均一である。
３つの異なる商用源からのヒトＭＳＣドナー、および６つまでの異なるドナーを、ＭＳＣ
１に極性化した。ヒトＭＳＣを欠如下（ＭＳＣ１）または０．５ｎｇ／ｍＬのヒト組み換
えエリスロポエチン、および２００μＭの塩化コバルト存在下（ＭＳＣ１＊）のどちらか
において、１０ｎｇ／ｍＬのＬＰＳを含有している培養培地を使用して、極性化した。全
ＲＮＡをｃＤＮＡへ、単離、精製、および逆転写した。定量的リアルタイムＰＣＲを、Ｓ
ＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを用いて、実行した。データを比較定量ＣＴ
法を用いて分析し、１８Ｓ　ｒＲＮＡハウスキーピング遺伝子への標的遺伝子発現を標準
化し、データを未処理の対照に対する倍率増加として示した。ＴＲＡＩＬ遺伝子の発現は
、ＭＳＣ１誘導後に、組み合わせたドナーを含む全てのドナーにおいて、著しく増加した
（図５）。エラーバーは、＋／－ＳＥＭを表す。１：９５℃ ｆｏｒ ０：３０、２：９５
℃ ｆｏｒ ０：１０、３：６８℃ ｆｏｒ ０：３０、Ｐｌａｔｅ Ｒｅａｄ、４：ＧＯＴ
Ｏ２、３９回さらに実施する、プロトコルを用いる、使用されるヒトｃＤＮＡプライマー
：Ｃｘｃｌ９　フォワード－ＣＴＴ　ＴＣＣＴＧＧ　ＣＴＡ　ＣＴＣ　ＣＡＴ　ＧＴＴ（
ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：１）　リバース－ＧＴＴ　ＧＧＴ　ＣＡＣＴＧＧ　ＣＴＧ　ＡＴＣ　
ＴＡＴ　ＡＡ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：２）；　Ｔｒａｉｌ　フォワード－ＣＴＴ　ＣＡＣ　
ＡＧＴ　ＧＣＴ　ＣＣＴ　ＧＣＡ　ＧＴ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：３）　リバース－ＴＴＡ　
ＧＣＣ　ＡＡＣＴＡＡ　ＡＡＡ　ＧＧＣ　ＣＣＣ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：４）；　１８Ｓｒ
　ＲＮＡ　フォワード－ＧＡＧＧＧＡＧＣＣＴＧＡＧＡＡＡＣＧＧ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：
５）、リバース－ＧＴＣＧＧＧＡＧＴＧＧＧＴＡＡＴＴＴＧＣ（ＳＥＱ ＩＤ ＮＯ：６）
。
【０１２０】
３つの異なる商用源からのヒトＭＳＣドナー、および６つまでの異なるドナーを、ＭＳＣ
２に極性化した。ヒトＭＳＣを、欠如下（ＭＳＣ２）または０．５ｎｇ／ｍＬのヒト組み
換えエリスロポエチン、および２００μＭの塩化コバルトの存在下（ＭＳＣ２＊）のどち
らかにおいて、２μｇ／ｍＬのｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）を含有している培養培地を使用して、
極性化した。全ＲＮＡをｃＤＮＡへ、単離、精製、および逆転写した。定量的リアルタイ
ムＰＣＲをＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを用いて、実行した。データを
、比較定量ＣＴ法を用いて分析し、１８Ｓ　ｒＲＮＡハウスキーピング遺伝子への標的遺
伝子発現を標準化し、データを未処理の対照に対する倍率増加として示した。ＣＸＣＬ９
遺伝子の発現は、ＭＳＣ２誘導後に、組み合わせたドナーを含む全てのドナーにおいて、
著しく増加した（図６）。エラーバーは、＋／－ＳＥＭを表す。
【０１２１】
実施例４
ＭＳＣ１およびＭＳＣ２の極性化の時間経過。
ヒトＭＳＣドナーは、ＭＳＣ１に極性化された。ヒトＭＳＣを欠如下（ＭＳＣ１）または
０．５ｎｇ／ｍＬのヒト組み換えエリスロポエチン、および２００μＭの塩化コバルト存
在下（ＭＳＣ１＊）のどちらかにおいて、１０ｎｇ／ｍＬのＬＰＳを含有している培養培
地を使用して、極性化した。細胞を示したように異なる時間で採取した。全ＲＮＡをｃＤ
ＮＡへ、単離、精製、および逆転写した。定量的リアルタイムＰＣＲをＳＹＢＲ　Ｇｒｅ
ｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを用いて、実行した。データを、比較定量ＣＴ法を用いて分
析し、１８Ｓ　ｒＲＮＡハウスキーピング遺伝子への標的遺伝子発現を標準化し、データ
を未処理の対照に対する倍率増加として示した。ＴＲＡＩＬ遺伝子の発現は、ＭＳＣ１誘
導の４時間後に、著しく増加した（図７）。エラーバーは、＋／－ＳＥＭを表す。
【０１２２】
ヒトＭＳＣドナーは、ＭＳＣ２に極性化された。ヒトＭＳＣを欠如下（ＭＳＣ２）または
０．５ｎｇ／ｍＬのヒト組み換えエリスロポエチン、および２００μＭの塩化コバルトの
存在下（ＭＳＣ２＊）のどちらかにおいて、２μｇ／ｍＬのｐｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）を含有し
ている培養培地を使用して、極性化した。細胞を示したように異なる時間で採取した。全
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ＲＮＡをｃＤＮＡへ、単離、精製、および逆転写した。定量的リアルタイムＰＣＲをＳＹ
ＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを用いて、実行した。データを、比較定量ＣＴ
法を用いて分析し、１８Ｓ　ｒＲＮＡハウスキーピング遺伝子への標的遺伝子発現を標準
化し、データを未処理の対照に対する倍率増加として示した。ＣＸＣＬ９遺伝子の発現は
、ＭＳＣ２誘導の４時間後に、著しく増加した（図８）。エラーバーは、＋／－ＳＥＭを
表す。
【０１２３】
実施例５
ＭＳＣ１およびＭＳＣ２の細胞の生体内分布。
ナイーブＭＳＣと比較した、極性化したＭＳＣのインビボ効果を判定する実験を行った。
この実験のために、ヒトナイーブＭＳＣ、ＭＳＣ１およびＭＳＣ２（１００万個の細胞）
を、腹腔内（ＩＰ）注射によって、野性型マウスへと投与し、４時間後にすべての臓器を
採取した。続いて、抽出したＲＮＡを、ヒトＧＡＰＤＨについて分析し、組織ホーミング
を判定するために、マウスＧＡＰＤＨ　ＤＮＡと比較した。その結果を下の表１に示す。
【０１２４】
【表１】

【０１２５】
実施例６
ＭＳＣ極性化の間のエリスロポエチンおよび塩化コバルトを用いるインキュベーションは
、ＭＳＣ１およびＭＳＣ２細胞の遊走および増殖／生存能力を増大させる。
エリスロポエチンおよび低酸素を用いて、または用いないで培養されたＭＳＣの遊走能力
を判定するために、ヒトナイーブＭＳＣ細胞、およびＭＳＣ１またはＭＳＣ２に極性化さ
れた細胞のどちらかを、個別のトランスウェルインサート（８μＭ細孔、５０，０００個
の細胞／インサート）に加えた。ＭＳＣ１細胞を、欠如下（ＭＳＣ１）または０．５ｎｇ
／ｍＬのヒト組み換えエリスロポエチン、および２００μＭの塩化コバルト存在下（ＭＳ
Ｃ１＊）のどちらかにおいて、１０ｎｇ／ｍＬのＬＰＳを含有している培養培地を使用し
て、極性化した。ＭＳＣ２細胞を、欠如下（ＭＳＣ２）または０．５ｎｇ／ｍＬのヒト組
み換えエリスロポエチン、および２００μＭの塩化コバルトの存在下（ＭＳＣ２＊）のど
ちらかにおいて、２μｇ／ｍＬのＰｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）を含有している培養培地を使用して
、極性化した。陰性対照の無血清培養培地（ＳＦＭ）、陽性対照の血清含有成長培養培地
（ＣＣＭ）、または示されるような対応する誘導培養培地のいずれかを含有する２４－ウ
ェルコンパニオンプレート内に、膜を入れた。Ｎｉｋｏｎ　Ｅｃｌｉｐｓｅ　ＴＥ３００
倒立型蛍光顕微鏡を用いて、１６時間のインキュベーション後に、顕微鏡写真を撮影した
。図９は、３回繰り返し行った（ｎ＝３）、３を超える独立して実行された実験の、４つ
の代表的な四分円写真から数えられた、遊走したＭＳＣの代表的なデータを示す。エラー
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バーは、ＳＥＭを示す。
【０１２６】
増殖アッセイは、エリスロポエチンおよび低酸素を用いて、または用いないで培養された
ＭＳＣの、増殖能力および生存率を判定するために用いた。ヒトＭＳＣを欠如下（ＭＳＣ
１）または０．５ｎｇ／ｍＬのヒト組み換えエリスロポエチン、および２００μＭの塩化
コバルト存在下（ＭＳＣ１＊）のどちらかにおいて、１０ｎｇ／ｍＬのＬＰＳを含有して
いる培養培地を使用して、極性化した。ＭＳＣ２細胞を欠如下（ＭＳＣ２）または０．５
ｎｇ／ｍＬのヒト組み換えエリスロポエチン、および２００μＭの塩化コバルトの存在下
（ＭＳＣ２＊）のどちらかにおいて、２μｇ／ｍＬのＰｏｌｙ（Ｉ：Ｃ）を含有している
培養培地を使用して、極性化した。細胞を４８時間、特定の培養培地と共にインキュベー
トした。各サンプルからの細胞増殖および生存率をそれぞれ、ＣｙＱＵＡＮＴ　ａｓｓａ
ｙ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、ＣＡ）およびトリパンブルー分析で分析した
。細胞増殖のために、細胞を９６ウェルプレートにおいて、ウェルあたり５０μ中に１×
１０３ｃｅｌｌｓで３通り播種し、３７℃、５％ＣＯ２で培養した。サンプルを処置の０
、２４、４８、７２および９６時間後に採取し、製造業者によって記載されたように（Ｃ
ｙＱＵＡＮＴ　ａｓｓａｙ、Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、ＣＡ）処理した。示
されるデータは、未処理の対照に対して表される。細胞増殖アッセイを、９６－ウェルプ
レートの８つのウェルに沿って繰り返される各サンプルを用いて、少なくとも３つ別々の
実験で実施した（ｎ＝３）。エラーバーは、ＳＥＭを示す。その結果を（図１０）に示す
。
【０１２７】
実施例７
ＣＸＣＬ９およびＴＮＦＳＦ１０のための、ｑＰＣＲアッセイの検証
ヒトＭＳＣを、ＭＳＣ１へと誘導した。全ＲＮＡをｃＤＮＡへ、単離、精製、および逆転
写した。定量的リアルタイムＰＣＲをＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを用
いて、実行した。データを、比較定量ＣＴ法を用いて分析し、１８Ｓ　ｒＲＮＡハウスキ
ーピング遺伝子への標的遺伝子発現を標準化し、データを未処理の対照に対する倍率増加
として示した。ＴＲＡＩＬ遺伝子の発現は、ＭＳＣ１誘導後に、著しく増加した。エラー
バーは、＋／－ＳＥＭを表す。プライマーの効率および生成物特異性（図１１）を確立し
た。
【０１２８】
ヒトＭＳＣを、ＭＳＣ２へと誘導した。全ＲＮＡをｃＤＮＡへ、単離、精製、および逆転
写した。定量的リアルタイムＰＣＲをＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘを用
いて、実行した。データを、比較定量ＣＴ法を用いて分析し、１８Ｓ　ｒＲＮＡハウスキ
ーピング遺伝子への標的遺伝子発現を標準化し、データを未処理の対照に対する倍率増加
として示した。ＣＸＣＬ９遺伝子の発現は、ＭＳＣ２誘導後に、著しく増加した。エラー
バーは、＋／－ＳＥＭを表す。遺伝子発現の時間経過（図１２のＡ）、および生成物特異
性（図１２のＢ）を確立した。
【０１２９】
本発明は、好ましい実施形態に特に関連して、詳細に記載されているが、本発明を実施す
る原理および様式もまた、本明細書に記載されている。本発明は、開示される特定の形式
に限定されるものとして解釈するべきではなく、限定的であるというよりむしろ実例であ
る。以下の請求項によって記載されるような、本発明の趣旨および範囲から逸脱せずに、
修正、変動および変更が、当業者によって行われてもよい。
【０１３０】
本明細書に、本発明の好ましい実施形態が示され、記載されているが、そのような実施形
態は、ほんの一例としてのみ提供されることは、当業者にとって明らかだろう。多くの変
更、変化および置換が、本発明から逸脱することなく、当業者に想到されるであろう。本
明細書に記載される本発明の実施形態の様々な代案が、本発明の実施において利用される
かもしれないことを理解されたい。以下の請求項は本発明の範囲を定義するものであり、
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これらの請求項の範囲内の方法および構造、ならびにそれらの均等物が、それによって包
含されるものであるということが意図されている。

【図１】 【図２】
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【図１１】
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