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(57)【要約】
　多能性間質細胞（ＭＳＣ）集団の免疫調節ポテンシャ
ルを評価する方法が提供される。本方法の態様は、ＭＳ
Ｃ集団の試料中のＭＳＣに関連するＣＤ５４／ＩＬ－６
の量を評定するステップであって、それによりＣＤ５４
／ＩＬ－６結果を得るステップと、得られたＣＤ５４／
ＩＬ－６結果に基づきＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャ
ルの評価を提供するステップとを含む。また、本方法の
実施に用途が見出されるシステム及びキットも提供され
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　多能性間質細胞（ＭＳＣ）集団の免疫調節ポテンシャルを評価する方法であって、
　（ａ）前記ＭＳＣ集団のＭＳＣに関連するＣＤ５４／ＩＬ－６の量を評定して、ＣＤ５
４／ＩＬ－６結果を得るステップと、
　（ｂ）前記ＣＤ５４／ＩＬ－６結果に基づき前記ＭＳＣ集団の前記免疫調節ポテンシャ
ルの評価を提供するステップと
　を含むことを特徴とする方法。
【請求項２】
　前記評定するステップは、
　ＣＤ５４に特異的に結合する第１の検出可能標識及びＩＬ－６に特異的に結合する第２
の検出可能標識に前記ＭＳＣ集団の試料を接触させて、標識された試料を作製するステッ
プと、
　標識された試料中のＭＳＣに関連する第１及び第２の標識の量を定量化して、前記ＣＤ
５４／ＩＬ－６結果を得るステップと
　を含むことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＭＳＣ集団を作製するステップをさらに含むことを特徴とする請求項１又は２に記
載の方法。
【請求項４】
　試料をタンパク質輸送阻害剤で処理するステップをさらに含むことを特徴とする請求項
１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　ＩＬ－６に特異的に結合する第２の検出可能標識に試料を接触させる前に前記試料を固
定試薬で処理するステップをさらに含むことを特徴とする請求項１～４のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項６】
　ＩＬ－６に特異的に結合する第２の検出可能標識に試料を接触させる前に前記試料を透
過処理試薬で処理するステップをさらに含むことを特徴とする請求項１～５のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項７】
　ＭＳＣ免疫調節ポテンシャルの指標となる１つ以上の追加のバイオマーカーに特異的に
結合する１つ以上の追加の検出可能標識に試料を接触させるステップをさらに含むことを
特徴とする請求項１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　第１及び第２の検出可能標識が各々、特異的結合ドメインと標識ドメインとを含むこと
を特徴とする請求項１～７のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　前記定量化するステップは、前記試料から蛍光発光極大データを得るステップを含むこ
とを特徴とする請求項２～８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記試料から光散乱データを得るステップをさらに含むことを特徴とする請求項９に記
載の方法。
【請求項１１】
　前記定量化するステップは、フローサイトメトリーを含むことを特徴とする請求項２～
１０のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記評価を提供するステップは、前記ＣＤ５４／ＩＬ－６結果が閾値を上回るときに前
記ＭＳＣ集団を高度な免疫調節ポテンシャルを有すると同定するステップを含むことを特
徴とする請求項１～１１のいずれか一項に記載の方法。
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【請求項１３】
　フローチャネルと、
　前記フローチャネルのアッセイ領域から光を受け取るように構成された検出器モジュー
ルと、
　請求項１～１２のいずれか一項に記載の方法に従って前記検出器モジュールから第１及
び第２の信号を受け取り、且つＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルの評価を出力するよう
に構成された信号処理モジュールと
　有することを特徴とするシステム。
【請求項１４】
　請求項１～１２のいずれか一項に記載の方法によって作製されることを特徴とする試料
。
【請求項１５】
　請求項１～１２のいずれか一項に記載の多能性間質細胞（ＭＳＣ）集団の免疫調節ポテ
ンシャルの評価に用いられるキットであって、
　ＣＤ５４に特異的に結合する第１の検出可能標識と、
　ＩＬ－６に特異的に結合する第２の検出可能標識と
　を含むことを特徴とするキット。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　本分野で間葉系幹細胞とも称される多能性間質細胞（ＭＳＣ）には、その再生特性及び
免疫調節ポテンシャル故に多くの治療用途がある。国際細胞治療学会（Ｉｎｔｅｒｎａｔ
ｉｏｎａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ）は、プラス
チックに対するその接着、そのＣＤ７３、ＣＤ９０及びＣＤ１０５発現、並びに複数の間
葉系譜、特に骨芽細胞、脂肪細胞及び軟骨芽細胞を生じるそのポテンシャルによってＭＳ
Ｃを分類している。しかしながら、ＭＳＣ集団の違いは由来組織及び培養条件によっても
たらされるため、ＭＳＣの確定的な定義はない。ＭＳＣは典型的には免疫抑制性であり、
Ｔ細胞及びＢ細胞の増殖を阻害し、ある一部のＴ細胞が調節性Ｔ細胞に分化するのを促進
し、及び樹状細胞への単球分化を阻害することが示されている。ＩＦＮ－γ及び／又はＴ
ＮＦ－αへの曝露などによってＭＳＣが活性化すると、この免疫調節ポテンシャルは典型
的には増加する。可溶性因子及び直接的な細胞間接触の両方が、ＭＳＣ免疫調節活性の機
構である。
【０００２】
　かかる免疫調節ポテンシャルのため、ＭＳＣは、限定はされないが、移植片対宿主病、
クローン病、及び多発性硬化症を含めた自己免疫疾患並びに／又は炎症性疾患の細胞治療
候補となる。その単離及び臨床規模への拡大が容易であること、凍結保存後も効力が維持
されること、及び同種異系ＭＳＣ移植時に有害反応が誘発されないことを含めたさらなる
要因によって、ＭＳＣは細胞治療のさらに強力な候補となる。
【０００３】
　ＭＳＣは、典型的には骨髄又は脂肪組織から採取される。ＭＳＣ及びＭＳＣを生じる幹
細胞は比較的まれである（多くの場合に全体に占める割合は僅かである）ため、ＭＳＣは
典型的には治療での使用に先立ちインビトロで拡大される。由来組織及びＭＳＣを拡大す
る培養条件などの要因が、得られるＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャル及び効力に影響を
及ぼし、ひいてはそれらが細胞ベースの治療に使用されるＭＳＣ集団の質に影響し得ると
理解される。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】米国特許出願公開第２０１０／０１７２８８５号明細書
【発明の概要】
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【０００５】
　多能性間質細胞（ＭＳＣ）集団の免疫調節ポテンシャルを評価する方法が提供される。
本方法の態様は、ＭＳＣ集団の試料中のＭＳＣに関連するＣＤ５４／ＩＬ－６の量を評定
するステップであって、それによりＣＤ５４／ＩＬ－６結果を得るステップと、得られた
ＣＤ５４／ＩＬ－６結果に基づきＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルの評価を提供するス
テップとを含む。また、本方法の実施に用途が見出されるシステム及びキットも提供され
る。
【図面の簡単な説明】
【０００６】
【図１】多能性間質細胞（ＭＳＣ）、骨髄球及びリンパ球集団をフローサイトメトリーに
よって分離するためのゲーティング手法を提示する。細胞集団は、前方散乱（ＦＳＣ）及
び側方散乱（ＳＳＣ）並びにＣＤ４５、ＣＤ７３、ＣＤ１４及びＣＤ３発現の組み合わせ
に基づき分離される。各集団は、種々の条件下（例えば、単独又は共培養、刺激前及び刺
激後）で表面マーカー及び／又はサイトカインについてさらに選別することができる。こ
の特定のゲーティング手法では、リンパ球サブセット（赤色）は、ＣＤ３ゲーティングに
起因して主としてＴ細胞からなる。
【図２Ａ】Ｔ細胞のＩＦＮ－γ発現及びＴ細胞増殖に対するＭＳＣの免疫調節活性を示す
フローサイトメトリーアッセイの結果を提示する。図２Ｂ及び図２Ｃでアッセイされる末
梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）、具体的にはＣＤ３＋　Ｔ細胞を得るために用いられるゲーテ
ィング手法を提示する。
【図２Ｂ】Ｔ細胞のＩＦＮ－γ発現及びＴ細胞増殖に対するＭＳＣの免疫調節活性を示す
フローサイトメトリーアッセイの結果を提示する。静止ＰＢＭＣ、刺激ＰＢＭＣにおける
ＩＦＮ－γ発現を示す。刺激ＰＢＭＣは単独で培養するか、又は骨髄（ＢＭ　ＭＳＣ）若
しくは脂肪組織（ＡＴ　ＭＳＣ）のいずれかに由来するＭＳＣとの共培養で培養した。
【図２Ｃ】Ｔ細胞のＩＦＮ－γ発現及びＴ細胞増殖に対するＭＳＣの免疫調節活性を示す
フローサイトメトリーアッセイの結果を提示する。図２Ｂに関して記載される条件下にお
けるＰＢＭＣのｖｉｏｌｅｔ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｄｙｅ（ＶＰＤ）染色を示
す。
【図３Ａ】ＢＭ　ＭＳＣ又はＡＴ　ＭＳＣにおけるＣＤ５４、ＣＤ２７４及びＩＬ－６の
発現を示すフローサイトメトリーアッセイの結果を提示する。ＭＳＣを得るのに有用なゲ
ーティング手法を示す。
【図３Ｂ－１】ＢＭ　ＭＳＣ又はＡＴ　ＭＳＣにおけるＣＤ５４、ＣＤ２７４及びＩＬ－
６の発現を示すフローサイトメトリーアッセイの結果を提示する。刺激ＰＢＭＣとの共培
養前（赤色の囲み）及び共培養後のＢＭ　ＭＳＣ及びＡＴ　ＭＳＣにおけるＣＤ５４、Ｃ
Ｄ２７４、及びＩＬ－６の発現を示す。
【図３Ｂ－２】ＢＭ　ＭＳＣ又はＡＴ　ＭＳＣにおけるＣＤ５４、ＣＤ２７４及びＩＬ－
６の発現を示すフローサイトメトリーアッセイの結果を提示する。刺激ＰＢＭＣとの共培
養前（赤色の囲み）及び共培養後のＢＭ　ＭＳＣ及びＡＴ　ＭＳＣにおけるＣＤ５４、Ｃ
Ｄ２７４、及びＩＬ－６の発現を示す。
【図４Ａ】静止ＢＭ　ＭＳＣ及びＡＴ　ＭＳＣにおけるＣＤ５４及びＩＬ－６の発現を示
すフローサイトメトリーアッセイの結果を提示する。ＣＤ５４及びＩＬ－６がＢＭ　ＭＳ
Ｃと比較してＡＴ　ＭＳＣでより高発現であることを示す。
【図４Ｂ】静止ＢＭ　ＭＳＣ及びＡＴ　ＭＳＣにおけるＣＤ５４及びＩＬ－６の発現を示
すフローサイトメトリーアッセイの結果を提示する。ＢＭ　ＭＳＣと共培養したＴ細胞と
対照的に、ＡＴ　ＭＳＣと共培養したＴ細胞においてＩＦＮ－γ発現が低下したことを示
す。
【図４Ｃ】静止ＢＭ　ＭＳＣ及びＡＴ　ＭＳＣにおけるＣＤ５４及びＩＬ－６の発現を示
すフローサイトメトリーアッセイの結果を提示する。ＢＭ　ＭＳＣと比較して、ＡＴ　Ｍ
ＳＣと共培養したＴ細胞の増殖が低下したことを示す。
【発明を実施するための形態】
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【０００７】
　多能性間質細胞（ＭＳＣ）集団の免疫調節ポテンシャルを評価する方法が提供される。
本方法の態様は、ＭＳＣ集団の試料中のＭＳＣに関連するＣＤ５４／ＩＬ－６の量を評定
するステップであって、それによりＣＤ５４／ＩＬ－６結果を得るステップと、得られた
ＣＤ５４／ＩＬ－６結果に基づきＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルの評価を提供するス
テップとを含む。また、本方法の実施に用途が見出されるシステム及びキットも提供され
る。
【０００８】
　本発明をさらに記載する前に、本発明は記載される特定の実施形態に限定されず、その
ため当然ながら異なり得ることが理解されるべきである。また、本発明の範囲は添付の特
許請求の範囲によってのみ限定されるため、本明細書で使用される用語法は特定の実施形
態を説明するためのものに過ぎず、限定する意図はないことも理解されるべきである。
【０００９】
　値の範囲が提供される場合、文脈上特に明確に指示されない限り下限の単位の１０分の
１に至るまでの、その範囲の上限及び下限の間にある各中間値並びにその指定範囲におけ
る任意の他の指定値又は中間値が、本発明の範囲内に包含されることが理解される。これ
らのより小さい範囲の上限及び下限は、独立に、そのより小さい範囲に含まれ得るととも
に、また、指定範囲における任意の具体的に除外される限界値を条件として、本発明の範
囲内に包含される。指定範囲が限界値の一方又は両方を含む場合、それらの含まれる限界
値の一方又は両方を除外する範囲もまた本発明に含まれる。
【００１０】
　本明細書に記載される方法は、記載されるイベントの論理的に可能な任意の順序で、並
びに記載されるイベント順序で実施し得る。
【００１１】
　特に定義されない限り、本明細書で使用される全ての科学技術用語は、本発明が属する
技術分野の当業者が一般的に理解するのと同じ意味を有する。本発明の実施又は試験にお
いては、本明細書に記載されるものと同様の又は均等な任意の方法及び材料もまた使用し
得るが、ここで好ましい方法及び材料を記載する。
【００１２】
　本明細書において言及する全ての刊行物は、それらの刊行物の引用が関連する方法及び
材料を開示及び記載するため、参照により本明細書に援用される。
【００１３】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用されるとき、文脈上特に明確に指示されない
限り、単数形「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」、及び「その（ｔｈｅ）」は複数形
の指示対象を含むことに留意されなければならない。さらに、特許請求の範囲は任意選択
の要素を除外するように起案され得ることが留意される。従って、この記述は、特許請求
の範囲の要素の記載に関連して「もっぱら」、「のみ」などの排他的な用語の使用、又は
「否定的な」限定の使用に対する先行詞として機能することが意図される。
【００１４】
　本開示を読むと当業者には明らかであるように、本明細書に記載及び例示される個々の
実施形態の各々は、本発明の範囲又は趣旨から逸脱することなく他のいくつかの実施形態
のいずれかの特徴と容易に分離し得る又はそれと組み合わせ得る個別的な構成要素及び特
徴を有する。記載されるいずれの方法も、記載されるイベント順序で、又は論理的に可能
な任意の他の順序で実施することができる。
【００１５】
　本明細書で考察される刊行物は、もっぱら本願の出願日より前のそれらの開示について
提供される。本明細書のいかなる事項も、先行発明を理由として本発明がかかる刊行物に
先行する権利を有しないことを認めるものと解釈されてはならない。さらに、提供される
刊行日は実際の刊行日と異なることがあり、実際の刊行日を独立に確認する必要があり得
る。
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【００１６】
　本発明の実施形態をさらに説明するにあたって、最初に本方法の実施形態の態様をさら
に詳細に記載する。次に、本発明の方法の実施に用い得るシステム及びキットの実施形態
を概説する。
【００１７】
方法
　上記に要約したとおり、本発明の実施形態は、多能性間質細胞（ＭＳＣ）集団の免疫調
節ポテンシャルを評価する方法に関する。ＭＳＣはプラスチック接着性であってよく、骨
芽細胞、脂肪細胞、筋芽細胞及び軟骨芽細胞などの複数の間葉系譜への分化能を有する。
ヒトＭＳＣは表面マーカーＣＤ７３、ＣＤ９０、及びＣＤ１０５が陽性で、表面マーカー
ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１４、ＣＤ１１ｂ、及びＣＤ１９が陰性であり得る。加えて、
ＣＤ２７１、ＣＯＸ２、ＩＤＯ、ＣＤ２７４、ＣＤ４４、ＣＤ１６６、ＳＴＲＯ－１など
の他のマーカーが、ヒトＭＳＣ若しくはそのサブセットの同定及び／又は特徴付けにおい
て有用であり得る。ＭＳＣ集団及びＭＳＣ表面マーカーの詳細な考察は、Ｈａｓｓ　Ｒ．
ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　Ｃｏｍｍｕｎ　Ｓｉｇｎａｌ．（２０１１）１４；９：１２を
参照することができる。
【００１８】
　特定の態様では、ＭＳＣ集団は、初めに哺乳類組織から細胞（ＭＳＣ及び／又は幹細胞
（ＳＣ）を含む）を得ることによって作製し得る。哺乳類組織はヒト、非ヒト霊長類、マ
ウス、又は別の好適な哺乳動物から得ることができる。組織は、骨髄、脂肪組織、末梢血
、又はＭＳＣの作製に好適な別の組織であってもよい。
【００１９】
　組織からの細胞の単離には、必要に応じて適切な分散液又は懸濁液が用いられ得る。溶
液は、好都合にはウシ胎仔血清、ヒト血小板溶解物又は他の因子を補足した、低濃度、例
えば５～２５ｍＭの許容される緩衝液と併せた平衡塩類溶液、例えば、通常生理食塩水、
ＰＢＳ、ハンクス平衡塩類溶液等であってもよい。好都合な緩衝液としては、ＨＥＰＥＳ
、リン酸緩衝液、乳酸緩衝液等が挙げられる。分離された細胞は、細胞の生存能力を維持
する任意の適切な培地中に収集され得る。ｄＭＥＭ、ＨＢＳＳ、ｄＰＢＳ、ＲＰＭＩ、イ
スコフ培地等を含めた様々な培地が市販されており、細胞の性質に基づき用いることがで
き、多くの場合にウシ胎仔血清又はヒト血小板溶解物が補足される。
【００２０】
　次に得られた細胞をＭＳＣの作製及び／又は拡大に好適な条件下で培養し得る。培養条
件は１代以上の継代、場合によっては１０代又はそれ未満の継代を含み得る。培養条件は
、細胞における多能性を維持するための１つ以上の因子を含み得る。かかる因子の例とし
ては、ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）、ヒト血小板溶解物、多能性を誘導／維持するための遺伝
子のトランスフェクト用ベクター等が挙げられる。ＭＳＣ集団は、必要に応じて使用前に
（例えば、５％以上のＤＭＳＯ中に及び液体窒素温度で）凍結し得る。
【００２１】
　上記に記載したとおりのＭＳＣは、必要に応じて、分化を促進することなく増殖を促進
する培養条件を使用して培養下で継続的に増殖させることができる。細胞は、ウシ胎仔血
清又は無血清補充物の存在下で分化させることなく培地、例えばＤＭＥＭ、ＲＰＭＩ等に
維持することができる。細胞は、プロテアーゼ、例えばトリプシン、コラゲナーゼ等を使
用して７５～９５％コンフルエンスで継代し得る。ＭＳＣの多能性に起因して、及びＭＳ
Ｃはその由来組織中に比較的まれであるにも関わらず（多くの場合に全体に占める割合は
僅かである）、培養下で増殖させるＭＳＣは、臨床適用に好適なレベルまでエンリッチさ
せ得る。
【００２２】
　特定の態様では、ＭＳＣ又はＭＳＣの前駆体であるＳＣをエンリッチすることにより実
質的に純粋なＭＳＣ集団を得ることができ、ここではそれを行うのに好都合な任意のプロ
トコルを利用し得る。例えば、非ＭＳＣ表面マーカーに特異的に結合する抗体（又は別の
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結合分子）にコンジュゲートしたビーズを使用して、非ＭＳＣ細胞を枯渇させ得る。ＭＳ
Ｃ表面マーカーに特異的な抗体にコンジュゲートしたビーズを使用して、ＭＳＣを他の細
胞と分離し得る。別の例では、蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳ）機器で図１に示すも
のと同様のゲーティング手法を用いてＭＳＣ集団を精製し得る。
【００２３】
　ＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルとは、ＭＳＣ集団が特定の免疫細胞、例えばＴ細胞
、Ｂ細胞、ＮＫ細胞、若しくはそれらの組み合わせの増殖及び／又は活性化を抑制する能
力であり得る。ＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルにはまた、集団中のＭＳＣが免疫細胞
の発生を調節する能力（例えば、調節性Ｔ細胞へのＴ細胞分化を誘導する、樹状細胞への
単球分化を阻止する等）も含まれ得る。例えば、図２に示されるとおり、骨髄由来のＭＳ
Ｃ（ＢＭ　ＭＳＣ）又は脂肪組織由来のＭＳＣ（ＡＴ　ＭＳＣ）を刺激ＰＢＭＣと共培養
すると、Ｔ細胞のＩＦＮ－ｙ発現及び増殖の両方が減弱した。
【００２４】
　本方法の一部の例では、試料（例えば、アリコート）をＭＳＣ集団から得てアッセイす
ることにより、試料を得た元のＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルの評価が得られる。Ｍ
ＳＣ集団の試料（本明細書では「アリコート」及び「試料」と同義的に用いられる）は、
本明細書に開示される方法の態様において使用する前に培養され（例えば、上記のＭＳＣ
集団に関する記載と同様の条件下で）、及び／又は凍結され得る。
【００２５】
　本発明の態様は、目的のＭＳＣ集団の試料を１つ以上の検出可能標識と接触させて標識
された試料を得るステップを含む。検出可能標識は特異的結合ドメインと標識ドメインと
を含み得る。用語「特異的結合」、「特異的に結合する」などは、溶液又は反応混合物中
の他の分子又は部分に対するドメインの優先的結合（例えば、一方の結合対メンバーの、
同じ結合対の他方の結合対メンバーに対するもの）を指す。特異的結合ドメインは、細胞
内の特定のエピトープに（例えば、共有結合的又は非共有結合的に）結合し得る。特定の
態様では、特異的結合ドメインは標的に非共有結合的に結合する。そのような場合、特異
的結合ドメインと結合標的（例えば、ＣＤ５４、ＩＬ－６又は別のバイオマーカー）との
会合は、１０-5Ｍ以下、１０-6Ｍ以下、例えば１０-7Ｍ以下、例えば１０-8Ｍ以下、例え
ば、１０-9Ｍ以下、１０-10 Ｍ以下、１０-11 Ｍ以下、１０-12 Ｍ以下、１０-13 Ｍ以下
、１０-14 Ｍ以下、１０-15 Ｍ以下、例えば１０-16 Ｍ以下のＫＤ（解離定数）によって
特徴付けられ得る。様々な異なる種類の特異的結合ドメインを捕捉リガンドとして用い得
る。目的の特異的結合ドメインとしては、限定はされないが、抗体結合剤、タンパク質、
ペプチド、ハプテン、核酸等が挙げられる。用語「抗体結合剤」は、本明細書で使用され
るとき、ポリクローナル若しくはモノクローナル抗体又は目的の分析物に結合するのに十
分な断片を含む。抗体断片は、例えば、単量体Ｆａｂ断片、単量体Ｆａｂ’断片、又は二
量体Ｆ（ａｂ）’２断片であってもよい。また、抗体工学によって作製される分子、例え
ば、一本鎖抗体分子（ｓｃＦｖ）、若しくは重鎖及び軽鎖の定常領域を置き換えてキメラ
抗体を作製するか、又は定常領域及び可変領域のフレームワーク部分の両方を置き換えて
ヒト化抗体を作製することによりモノクローナル抗体から作製されるヒト化若しくはキメ
ラ抗体も用語「抗体結合剤」の範囲内である。
【００２６】
　標識ドメインは、例えば、蛍光発光極大、蛍光偏光、蛍光寿命、光散乱、質量、分子質
量、又はそれらの組み合わせに基づき検出可能であり得る。特定の態様では、標識ドメイ
ンはフルオロフォア（即ち、蛍光標識、蛍光色素等）であってもよい。フルオロフォアは
、分析適用（例えば、フローサイトメトリー、イメージング等）における使用に好適な多
くの色素のいずれからも選択することができる。種々の供給者、例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）及びＥｘｃｉｔｏｎ（Ｄａｙｔｏｎ，ＯＨ）
などから多数の色素が市販されている。マイクロパーティクルに組み込み得るフルオロフ
ォアの例としては、限定はされないが、４－アセトアミド－４’－イソチオシアナトスチ
ルベン－２，２’ジスルホン酸；アクリジン及び誘導体、例えば、アクリジン、アクリジ
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ンオレンジ、アクリジンイエロー、アクリジンレッド、及びアクリジンイソチオシアネー
ト；５－（２’－アミノエチル）アミノナフタレン－１－スルホン酸（ＥＤＡＮＳ）；４
－アミノ－Ｎ－［３－ビニルスルホニル）フェニル］ナフタルイミド－３，５ジスルホネ
ート（ルシファーイエローＶＳ）；Ｎ－（４－アニリノ－１－ナフチル）マレイミド；ア
ントラニルアミド；ブリリアントイエロー；クマリン及び誘導体、例えば、クマリン、７
－アミノ－４－メチルクマリン（ＡＭＣ、クマリン１２０）、７－アミノ－４－トリフル
オロメチルクマリン（クマリン１５１）；シアニン及び誘導体、例えばシアノシン、Ｃｙ
３、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、及びＣｙ７；４’，６－ジアミニジノ－２－フェニルインドー
ル（ＤＡＰＩ）；５’，５”－ジブロモピロガロール－スルホンフタレイン（ブロモピロ
ガロールレッド）；７－ジエチルアミノ－３－（４’－イソチオシアナトフェニル）－４
－メチルクマリン；ジエチルアミノクマリン；ジエチレントリアミンペンタアセテート；
４，４’－ジイソチオシアナトジヒドロ－スチルベン－２，２’－ジスルホン酸；４，４
’－ジイソチオシアナトスチルベン－２，２’－ジスルホン酸；５－［ジメチルアミノ］
ナフタレン－１－スルホニルクロリド（ＤＮＳ、塩化ダンシル）；４－（４’－ジメチル
アミノフェニルアゾ）安息香酸（ＤＡＢＣＹＬ）；４－ジメチルアミノフェニルアゾフェ
ニル－４’－イソチオシアネート（ＤＡＢＩＴＣ）；エオシン及び誘導体、例えばエオシ
ン及びエオシンイソチオシアネート；エリスロシン及び誘導体、例えばエリスロシンＢ及
びエリスロシンイソチオシアネート；エチジウム；フルオレセイン及び誘導体、例えば５
－カルボキシフルオレセイン（ＦＡＭ）、５－（４，６－ジクロロトリアジン－２－イル
）アミノフルオレセイン（ＤＴＡＦ）、２’７’－ジメトキシ－４’５’－ジクロロ－６
－カルボキシフルオレセイン（ＪＯＥ）、フルオレセインイソチオシアネート（ＦＩＴＣ
）、フルオレセインクロロトリアジニル、ナフトフルオレセイン、及びＱＦＩＴＣ（ＸＲ
ＩＴＣ）；フルオレサミン；ＩＲ１４４；ＩＲ１４４６；緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）
；造礁サンゴ蛍光タンパク質（Ｒｅｅｆ　Ｃｏｒａｌ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ：ＲＣＦＰ）；Ｌｉｓｓａｍｉｎｅ（登録商標）；リサミンローダミン、ルシフ
ァーイエロー；マラカイトグリーンイソチオシアネート；４－メチルウンベリフェロン；
オルトクレゾールフタレイン；ニトロチロシン；パラロザニリン；ナイルレッド；オレゴ
ングリーン；フェノールレッド；Ｂ－フィコエリトリン；ｏ－フタルジアルデヒド；ピレ
ン及び誘導体、例えばピレン、ピレンブチレート及びスクシンイミジル１－ピレンブチレ
ート；リアクティブレッド４（Ｃｉｂａｃｒｏｎ（登録商標）ブリリアントレッド３Ｂ－
Ａ）；ローダミン及び誘導体、例えば６－カルボキシ－Ｘ－ローダミン（ＲＯＸ）、６－
カルボキシローダミン（Ｒ６Ｇ）、４，７－ジクロロローダミンリサミン、ローダミンＢ
スルホニルクロリド、ローダミン（Ｒｈｏｄ）、ローダミンＢ、ローダミン１２３、ロー
ダミンＸイソチオシアネート、スルホローダミンＢ、スルホローダミン１０１、スルホロ
ーダミン１０１のスルホニルクロリド誘導体（テキサスレッド）、Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－
テトラメチル－６－カルボキシローダミン（ＴＡＭＲＡ）、テトラメチルローダミン、及
びテトラメチルローダミンイソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）；リボフラビン；ロゾール
酸及びテルビウムキレート誘導体；キサンテン；又はそれらの組み合わせが挙げられる。
当業者に公知の他のフルオロフォア又はそれらの組み合わせ、例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）及びＥｘｃｉｔｏｎ（Ｄａｙｔｏｎ，ＯＨ）か
ら利用可能なものもまた使用し得る。蛍光標識は蛍光発光極大に基づき、及び任意選択で
光散乱又は光減衰にさらに基づき識別可能であり得る。
【００２７】
　他の態様において、標識ドメインは、例えば国際公開第２０１０／０９７０７０号パン
フレットとして公開されている国際特許出願ＰＣＴ／米国特許出願公開第２０１２／０２
０９５０号明細書（その開示は参照により本明細書に援用される）に記載されるとおりの
、マスサイトメトリーで用いられる飛行時間型質量分析器によるなど、質量分析によって
検出可能な金属同位体であってもよい。
【００２８】
　特定の態様では、ＭＳＣ集団の試料は、ＣＤ５４に特異的に結合する第１の検出可能標
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識と接触させる（例えば、それに曝露する、それで染色する、それによって標識する）。
細胞間接着分子１（ＩＣＡＭ－１）としても知られるＣＤ５４は、インテグリン（ＣＤ１
１ａ／ＣＤ１８及びＣＤ１１ｂ／ＣＤ１８）に結合し、それにより細胞間相互作用を安定
化させると理解されている。ヒトＣＤ５４については、他の場所の中でも特に、「ｏｍｉ
ｍ．ｏｒｇ／ｅｎｔｒｙ／１４７８４０？ｓｅａｒｃｈ＝ｃｄ５４＆ｈｉｇｈｌｉｇｈｔ
＝ｃｄ５４」の前に「ｈｔｔｐ：／／」を置くことにより作られるアドレスを有するウェ
ブサイトに記載される。ＭＳＣ集団の試料はまた、ＩＬ－６に特異的に結合する第２の検
出可能標識と接触させてもよい。ＩＬ－６活性はコンテクストに依存し、炎症誘発特性及
び抗炎症特性の両方を有する。ヒトＩＬ－６については、他の場所の中でも特に、「ｏｍ
ｉｍ．ｏｒｇ／ｅｎｔｒｙ／１４７６２０？ｓｅａｒｃｈ＝ｉｌ６＆ｈｉｇｈｌｉｇｈｔ
＝ｉｌ６」の前に「ｈｔｔｐ：／／」を置くことにより作られるアドレスを有するウェブ
サイトに記載される。
【００２９】
　特定の態様では、本方法は、例えば、ＭＳＣ集団の試料において試料（及びその中の細
胞）を第２の検出可能標識と接触させる前に、ＭＳＣ集団の試料をタンパク質輸送阻害剤
で処理するステップを含み得る。タンパク質輸送阻害剤の例としてはブレフェルジンＡ及
びモネンシンが挙げられ、しかしながら必要に応じて他のタンパク質輸送阻害剤もまた用
いられ得る。ＭＳＣ集団をタンパク質輸送阻害剤で前処理することにより、前処理なしに
は検出が困難である通常分泌されるタンパク質（ＩＬ－６及び他のサイトカインなど）を
蓄積させることが可能となり得る。ＭＳＣ集団は、通常分泌されるタンパク質が蓄積する
のに十分な時間、例えば５分～１日、３０分～６時間、又は１時間～２時間にわたりタン
パク質輸送阻害剤で前処理され得る。
【００３０】
　特定の態様では、本方法は、例えば、試料を第１及び第２の検出可能標識と接触させる
前、試料を第２の検出可能標識と接触させる前、並びに／又は試料を第２の検出可能標識
と接触させた後に、試料を固定するステップを含み得る。試料の細胞は、パラホルムアル
デヒド、グルタルアルデヒド、メタノール、アセトン、ホルマリンなどの、いくつかの細
胞固定剤（即ち、固定試薬）のいずれか、又はそれらの任意の組み合わせに曝露すること
によって固定し得る。必要に応じて他の固定液及び固定方法が用いられてもよい。固定時
間は様々であってよく、場合によっては１分～１時間、例えば５分～３０分の範囲である
。固定を行う温度は様々であってよく、場合により温度は－３０℃～３０℃の範囲である
。
【００３１】
　特定の態様では、試料を第２の検出可能標識と接触させる前に、試料は透過処理剤で処
理され得る。透過処理により、第２の検出可能標識が試料中の細胞に侵入し、ＩＬ－６に
特異的に結合することが可能となり得る。透過処理は前述の固定の前、その後、又はそれ
と同時に行われ得る。試料の細胞は、メタノール、アセトン又はデタージェント（例えば
、トリトン、ＮＰ－４０、サポニン、ｔｗｅｅｎ　２０、ジギトニン、ｌｅｕｃｏｐｅｒ
ｍ等）などの、いくつかの細胞透過処理剤のいずれか、又はそれらの組み合わせに曝露す
ることによって透過処理し得る。透過処理時間は様々であってよく、場合によっては１分
～１時間、例えば５分～３０分の範囲である。透過処理を行う温度は様々であってよく、
場合により温度は０℃～５０℃の範囲であり得る。
【００３２】
　ＭＳＣ集団の試料は、任意選択で１つ以上の追加の検出可能標識と接触させ得る。追加
の検出可能標識は、追加の目的のバイオマーカー（例えば、ＭＳＣ免疫調節ポテンシャル
の指標となるバイオマーカー）に特異的に結合し得る。例えば、追加のバイオマーカーは
、ＣＤ２７１、ＣＯＸ２、ＩＤＯ、ＣＤ２７４、ＣＤ４４、ＣＤ１６６、ＳＴＲＯ－１、
又はＭＳＣ細胞間相互作用、増殖、及び／若しくは免疫調節ポテンシャルにおいて役割を
果たすと考えられる任意の他のバイオマーカーであり得る。任意選択で、追加のバイオマ
ーカーはＭＳＣを他の細胞型と識別するのに有用であり得る。
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【００３３】
　試料は検出可能標識（例えば、第１、第２、及び／又は追加の検出可能標識）と同時に
又は逐次的に接触させ得る。試料は、十分な量の検出可能標識と、検出可能標識をその特
異的な標的（例えば、ＣＤ５４、ＩＬ－６、追加のバイオマーカー等）に結合させるのに
十分な期間にわたって接触させ得る。例えば、試料は、５分～数時間、例えば３０分～２
時間にわたり接触させ得る。接触ステップの間、試料は任意の好都合な温度、例えば凍結
温度と室温との間に維持し得る。次に必要に応じて洗浄ステップを実施して、例えば任意
の未結合の検出可能標識及び他の試料構成要素を除去し得る。洗浄は、反応混合物を好適
な洗浄緩衝液（例えば、ＰＢＳ、ＨＥＰＥＳ）と合わせ、細胞を流体と分離することによ
るなど、任意の好都合なプロトコルを用いて実施し得る。所与の洗浄プロトコルは、必要
に応じて１つ以上の個別的な洗浄ステップを含み得る。任意の洗浄プロトコル後、細胞を
好適な液体（例えば、洗浄緩衝液又は別の緩衝液）に再懸濁し得る。
【００３４】
　ＭＳＣ集団の試料を検出可能標識と接触させて標識された試料（例えば、上記に記載し
たとおりの）を得た後、本方法の態様は、試料中のＭＳＣに関連する第１及び第２の検出
可能標識の量を評定する、例えば定量化するステップであって、それによりＣＤ５４／Ｉ
Ｌ－６結果を得るステップを含む。評定は定性的であって、例えばその量が所定の閾値を
上回る又は下回ることの決定であってもよく、又は定量的であって、例えば標的分子のコ
ピー数を代表する値若しくはレベルの決定であってもよい。細胞に関連する、例えば細胞
の表面に結合したり、細胞内部に存在したりするなどの検出可能標識の量は、細胞に関連
する検出可能標識の標識ドメインが生成する信号の強度（例えば、蛍光強度）に基づき評
定、例えば定量化し得る。ＣＤ５４／ＩＬ－６結果は、単一のＭＳＣ内の又は複数のＭＳ
Ｃ間で平均したときの第１及び第２の検出可能標識の定量化された量であり得る。ＣＤ５
４／ＩＬ－６結果はＣＤ５４及びＩＬ－６の発現レベルに関係し得る。本方法は、任意選
択で１つ以上の追加の検出可能標識の量を定量化するステップであって、それによりさら
なる結果（例えば、ＣＤ５４／ＩＬ－６結果について記載される方法のいずれかで定量化
したもの）を得るステップを含み得る。
【００３５】
　特定の実施形態において、検出可能標識（即ち、第１、第２、及び／又は追加の検出可
能標識）の各々の量を定量化するステップは、蛍光発光極大に基づき検出可能標識を識別
するステップを含み得る。例えば、スペクトルのオーバーラップによる２つ以上の検出可
能標識間の蛍光補償を用いて、検出可能標識の各々から得られる信号（例えば、蛍光発光
）を識別し得る。２つ以上の検出可能標識はまた、光散乱、蛍光寿命、励起スペクトル、
又はそれらの組み合わせに基づき識別することもできる。
【００３６】
　場合によっては、検出可能標識はフローサイトメトリーによって定量化されてもよい。
フローサイトメトリーは、液状媒体中の（例えば、標識、サイズ、粒度等の点で）互いに
異なる種々の粒子、例えば細胞又はビーズの間の同定及び識別に多重パラメータデータを
使用する方法論である。フローサイトメトリーによる粒子（例えば、上記に記載したとお
り調製した細胞）の解析では、初めにそれらの粒子を含む液体媒体がフローサイトメータ
ーの流路に導入される。流路にあるとき、粒子は１つ以上の検知領域を実質的に一つずつ
通過し、そこで粒子の各々が個々に単色光源に曝露され、必要に応じて光散乱パラメータ
及び／又は蛍光発光の計測（例えば、２つ以上の光散乱パラメータ及び１つ以上の蛍光発
光の計測）が各粒子について別個に記録される。各粒子について記録されたデータは、必
要に応じてリアルタイムで解析されるか、又はデータストレージ及び解析手段、例えばコ
ンピュータに保存される。米国特許第４，２８４，４１２号明細書は、単一光源を備えた
典型的なフローサイトメーターの構成及び使用を記載しており、一方、米国特許第４，７
２７，０２０号明細書は、二光源を備えたフローサイトメーターの構成及び使用を記載し
ている。これらの特許の開示は参照により本明細書に援用される。３つ以上の光源を有す
るフローサイトメーターもまた用いられ得る。
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【００３７】
　より具体的には、フローサイトメーターでは、懸濁液中の粒子が流路において１つ以上
の検知領域を実質的に一つずつ通過し、各領域において各粒子がエネルギー源によって照
射される。エネルギー源は、レーザー（例えば、Ｈｅ／Ｎｅ、アルゴン）又は適切なフィ
ルタを有する水銀アークランプによって提供されるような単一波長の光を発するイルミネ
ーターを含み得る。例えば、単一の検知領域を有するフローサイトメーターの発光波長と
して４８８ｎｍの光が用いられ得る。２つの個別的な波長の光を発するフローサイトメー
ターには追加の発光波長が用いられてもよく、具体的な目的の波長としては、限定はされ
ないが、５３５ｎｍ、６３５ｎｍなどが挙げられる。
【００３８】
　検知領域と直列に、１つ以上の検出器、例えば光電子増倍管（又は「ＰＭＴ」）などの
集光器を含む検出器モジュールが用いられ、粒子が検知領域を通過し、エネルギー源によ
って照射されるときの各粒子を通過する光（概して前方光散乱と称される）、検知領域を
通る粒子の流れ方向と直角に反射する光（概して直角又は側方光散乱と称される）及び粒
子が蛍光マーカーで標識されている場合には、粒子が発する蛍光が記録される。前方光散
乱（又はＦＳＣ）、直角光散乱（ＳＳＣ）、及び蛍光発光の各々は、粒子毎に（即ち「イ
ベント」毎に）別個のパラメータを含む。従って、例えば、２つの異なる蛍光マーカーで
標識された粒子から２、３、４つ又はそれを超えるパラメータを収集（及び記録）するこ
とができる。
【００３９】
　従って、フローサイトメトリーによる粒子のアッセイでは、必要に応じて粒子を励起光
に曝露し、且つ１つ以上の検出チャネル内の各粒子の蛍光を計測することにより、種々の
量の第１、第２、及び／又は追加の検出可能標識を含み得る粒子が検出され、ユニークに
同定される。励起光は１つ以上の光源からであってもよく、狭帯域であっても、又は広帯
域であってもよい。励起光源の例としては、レーザー、発光ダイオード、及びアークラン
プが挙げられる。粒子及びそれに関連する結合複合体の同定に用いられる検出チャネルに
おいて発せられる蛍光は、単一光源による励起後に計測されてもよく、又は個別的な光源
による励起後に別個に計測されてもよい。別個の励起光源を使用して粒子標識を励起させ
る場合、標識は、使用される励起光源の各々によって全ての標識を励起可能であるように
選択され得る。
【００４０】
　フローサイトメーターは、コンピュータなどのデータ収集、解析及び記録手段をさらに
含み、ここでは各粒子が検知領域を通過するときに発する光散乱及び蛍光について、各検
出器からのデータを複数のデータチャネルが記録する。この解析システムの目的は粒子を
分類してカウントすることであり、ここでは各粒子それ自体が一組のデジタル化パラメー
タ値を呈する。本発明の方法におけるフローサイトメトリーによる粒子のアッセイでは、
フローサイトメーターは、目的の粒子をバックグラウンド及びノイズと区別するため選択
のパラメータに関してトリガが設定され得る。「トリガ」は、パラメータを検出するため
の予め設定された閾値を指す。トリガは典型的には、レーザービームを通る粒子の通過を
検出するための手段として使用される。選択のパラメータの予め設定された閾値を超える
イベントの検出が、粒子の光散乱及び蛍光データの取得をトリガする。アッセイされてい
る媒体中の、閾値未満の応答を生じる粒子又は他の構成要素については、データは取得さ
れない。トリガパラメータは、粒子が光ビームを通過することによって生じる前方散乱光
の検出であり得る。次にフローサイトメーターは粒子の光散乱及び蛍光データを検出して
収集する。
【００４１】
　目的の特定のサブ集団は、試料全体について収集されたデータに基づく「ゲーティング
」によってさらに解析され得る。適切なゲートを選択するため、可能なサブ集団の最良の
分離が得られるようにデータがプロットされる。この手順は、典型的には、二次元ドット
プロット上に前方光散乱（ＦＳＣ）を側方（即ち、直角）光散乱（ＳＳＣ）に対してプロ
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ットすることにより行われる。次にフローサイトメーター操作者が粒子の所望のサブ集団
（即ち、ゲート内にある細胞）を選択し、ゲート内にない粒子を除外する。必要に応じて
操作者はコンピュータ画面上でカーソルを使用して所望のサブ集団の周りに線を描くこと
によりゲートを選択し得る。次に、ゲート内にある粒子のみが、それらの粒子の他のパラ
メータ、例えば蛍光をプロットすることによりさらに解析される。次に蛍光に基づくゲー
ティングを用いて細胞のサブ集団がさらに分離され得る。例えば、ＭＳＣが図１に概説す
る手法に従ってゲーティングされ得る。次にゲーティングされたＭＳＣは、以下に記載す
るとおりさらに評価され得る。
【００４２】
　特定の態様では、本方法は、ＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルの評価を提供するステ
ップをさらに含む。この評価は前述のＣＤ５４／ＩＬ－６結果に基づき得る。任意選択で
さらに、評価はまた、追加の結果（先述のとおり、追加のバイオマーカーに特異的な１つ
以上の追加の検出可能標識の信号から得られる）にも基づき得る。評価はデジタル評価、
定性的評価又は定量的評価として提供され得る。例えば、結果（例えばＣＤ５４／ＩＬ－
６及び／又は追加の結果）が閾値を上回るとき、ＭＳＣ集団は高度な免疫調節ポテンシャ
ルを有するものとして評価され得る。閾値は予め決められてもよく、又は標準化対照に基
づき決定されてもよい。
【００４３】
　一部の実施形態では、ＭＳＣは、ＭＳＣに関連するＣＤ５４に結合した検出可能標識の
蛍光強度中央値（例えば、フローサイトメトリーによって決定するとき）が所定の閾値を
超えるとき、高度な免疫調節ポテンシャルを有すると決定される。例えば、実施形態にお
いて、ＭＳＣは、ＭＳＣに関連するＣＤ５４に結合した検出可能標識の蛍光強度中央値が
２５０以上、例えば５００以上、例えば７５０以上を超えるとき、及び１０００以上の蛍
光強度中央値を含め、高度な免疫調節ポテンシャルを有すると決定され得る。他の実施形
態では、ＭＳＣは、ＭＳＣに関連するＩＬ－６に結合した検出可能標識の蛍光強度中央値
（例えば、フローサイトメトリーによって決定するとき）が所定の閾値を超えるとき、例
えばＭＳＣに関連するＩＬ－６に結合した検出可能標識の蛍光強度中央値が１０００以上
、例えば１５００以上、例えば２０００以上、例えば２５００以上、例えば５０００以上
の閾値を超える場合、及び１００００以上の蛍光強度中央値を含め、高度な免疫調節ポテ
ンシャルを有すると決定される。
【００４４】
　特定の実施形態において、方法は、ＭＳＣが高度な免疫調節ポテンシャルを有するかど
うかを評価するための蛍光強度中央値（ＭＦＩ）閾値を決定するステップをさらに含む。
場合によっては、蛍光強度中央値（ＭＦＩ）閾値は、高い免疫調節ポテンシャルを有する
１つ以上のＭＳＣ集団由来の対照細胞に関連するバイオマーカーに結合した検出可能標識
の蛍光強度中央値を計測することにより決定される。場合によっては、蛍光強度中央値閾
値を決定するステップは、高い免疫調節ポテンシャルを有する２つ以上の異なるＭＳＣ集
団、例えば高い免疫調節ポテンシャルを有する３つ以上の異なるＭＳＣ集団、例えば高い
免疫調節ポテンシャルを有する４つ以上及び例えば５つ以上の異なるＭＳＣ集団由来の対
照細胞に関連するバイオマーカーに結合した検出可能標識の蛍光強度中央値の平均をとる
ステップを含む。一例において、方法は、ＭＳＣに関連するＣＤ５４に結合した検出可能
標識の蛍光強度中央値閾値を決定するステップを含む。別の例において、方法は、ＭＳＣ
に関連するＩＬ－６に結合した検出可能標識の蛍光強度中央値閾値を決定するステップを
含む。
【００４５】
　他の実施形態では、ＭＳＣは、ＣＤ５４に結合した検出可能標識の蛍光強度（例えば、
フローサイトメトリーによって計測するとき）が所定の閾値を超えるＭＳＣ集団の割合が
特定のカットオフポイントを上回るとき、高度な免疫調節ポテンシャルを有すると決定さ
れる。例えば、場合によりＭＳＣは、ＭＳＣ集団の２％以上においてＣＤ５４に結合した
検出可能標識の蛍光強度が所定の閾値を超えるとき、例えば５％以上、例えば１０％以上
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、例えば２５％以上、例えば５０％以上、例えば７５％以上及び例えばＭＳＣ集団の９０
％以上においてＣＤ５４に結合した検出可能標識の蛍光強度が所定の閾値を超えるとき、
高度な免疫調節ポテンシャルを有すると決定される。このような場合に、ＣＤ５４に結合
した検出可能標識の蛍光強度の所定の閾値は、２５０以上、例えば５００以上、例えば７
５０以上、例えば１０００以上、例えば１５００以上の蛍光強度など、及び５０００以上
の蛍光強度を含め、様々であり得る。
【００４６】
　さらに他の実施形態では、ＭＳＣは、ＩＬ－６に結合した検出可能標識の蛍光強度（例
えば、フローサイトメトリーによって計測するとき）が所定の閾値を超えるＭＳＣ集団の
割合が特定のカットオフポイントを上回るとき、高度な免疫調節ポテンシャルを有すると
決定される。例えば、場合によりＭＳＣは、ＭＳＣ集団の２％以上においてＩＬ－６に結
合した検出可能標識の蛍光強度が所定の閾値を超えるとき、例えば５％以上、例えば１０
％以上、例えば２５％以上、例えば５０％以上、例えば７５％以上及び例えばＭＳＣ集団
の９０％以上においてＩＬ－６に結合した検出可能標識の蛍光強度が所定の閾値を超える
とき、高度な免疫調節ポテンシャルを有すると決定される。このような場合に、ＩＬ－６
に結合した検出可能標識の蛍光強度の所定の閾値は、１０００以上、例えば１５００以上
、例えば２０００以上、例えば２５００以上、例えば５０００以上の蛍光強度など、及び
１００００以上の蛍光強度を含め、様々であり得る。
【００４７】
　一部の実施形態では、ＭＳＣは、標準化対照と比較したとき高度な免疫調節ポテンシャ
ルを有すると決定される。一例において、標準化対照は蛍光対照ビーズ又は対照細胞など
の対照粒子であり得る。対照粒子は陽性対照又は陰性対照としての役割を果たし得る。例
えば、高い免疫調節ポテンシャルを有するＭＳＣ集団由来の対照細胞は、比較的高いＣＤ
５４／ＩＬ－６結果（即ち、ＣＤ５４及びＩＬ－６の高発現）を有し得る。対照細胞ＣＤ
５４／ＩＬ－６結果は閾値として設定され得る。標識された試料の検出可能標識の定量化
でこの閾値より高いＣＤ５４／ＩＬ－６結果が得られた場合、この標識された試料のＭＳ
Ｃ集団は高度な（又は高い）免疫調節ポテンシャルを有すると評価され得る。
【００４８】
　特定の実施形態において、方法は、ＭＳＣ集団が陽性対照として用いるのに好適である
かどうかを決定するステップを含む。場合によっては、ＭＳＣ集団は、ＭＳＣが活性化免
疫細胞（例えば、上記に記載したとおりのＴ細胞、Ｂ細胞、ＮＫ細胞、ＰＢＭＣ又はそれ
らの組み合わせ）による１つ以上のバイオマーカーの発現を例えば１０％以上、例えば２
５％以上、例えば５０％以上、例えば７５％以上及び例えば９０％以上、又は２倍以上、
例えば３倍以上、例えば５倍以上及び例えば１０倍以上抑制又は低減する場合、陽性対照
として用いるのに好適であると決定される。例えば、ＭＳＣ集団は、ＭＳＣが活性化Ｔ細
胞によるＣＤ３発現を１０％以上、例えば２５％以上、例えば５０％以上、例えば７５％
以上及び例えば９０％以上抑制又は低減する場合、陽性対照として用いるのに好適である
と決定され得る。他の場合には、ＭＳＣ集団は、ＭＳＣが活性化Ｔ細胞によるＣＤ３発現
を２倍以上、例えば３倍以上、例えば５倍以上減少する場合、活性化Ｔ細胞によるＣＤ３
発現を１０倍以上減少することを含め、陽性対照として用いるのに好適であると決定され
る。
【００４９】
　他の場合には、ＭＳＣ集団は、ＭＳＣが活性化Ｔ細胞によるＩＦＮ－γ発現を１０％以
上、例えば２５％以上、例えば５０％以上、例えば７５％以上及び例えば９０％以上抑制
又は低減する場合、陽性対照として用いるのに好適であると決定される。他の場合には、
ＭＳＣ集団は、ＭＳＣが活性化Ｔ細胞によるＩＦＮ－γ発現を２倍以上、例えば３倍以上
、例えば５倍以上低減する場合、例えば活性化Ｔ細胞によるＩＦＮ－γ発現を１０倍以上
低減する場合、陽性対照として用いるのに好適であると決定される。
【００５０】
　一部の実施形態では、ＭＳＣ集団は、ＭＳＣが所定の閾値を超えるＣＤ５４の蛍光強度
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中央値（例えば、フローサイトメトリーによって決定するとおりの）、例えば、２５０以
上、例えば５００以上、例えば７５０以上を超えるＣＤ５４の蛍光強度中央値及び例えば
１０００以上の蛍光強度中央値を呈する場合、陽性対照として用いるのに好適であると決
定される。他の実施形態では、ＭＳＣ集団は、ＭＳＣが所定の閾値を超えるＩＬ－６の蛍
光強度中央値（例えば、フローサイトメトリーによって決定するとおりの）、例えば、１
０００以上、例えば１５００以上、例えば２０００以上、例えば２５００以上、例えば５
０００以上を超えるＣＤ５４の蛍光強度中央値及び例えば１００００以上の蛍光強度中央
値を呈する場合、陽性対照として用いるのに好適であると決定される。
【００５１】
　さらなる態様では、異なるＭＳＣ集団由来の複数の試料がそれらのＣＤ５４／ＩＬ－６
結果に基づき、及び任意選択でさらにそれらの追加の結果に基づき比較され得る。
【００５２】
　先述のとおり、由来組織及び培養条件は異なる特性（表面マーカー発現など）及び免疫
調節特性を有するＭＳＣ集団をもたらし得る。そのため、ＭＳＣの異なるバッチは異なる
治療有効性を呈し得る。従ってＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルの評価はＭＳＣ治療レ
ジメンの品質管理として用いられ得る。特定の実施形態において、ＭＳＣ集団は、ＭＳＣ
集団が高度な免疫調節ポテンシャルを有するかどうかの評価に基づき、治療的に用いられ
ることも、又は用いられないこともある。
【００５３】
　ＭＳＣの多くのポテンシャル及び公知の治療上の使用が、本明細書に開示される実施形
態の範囲内にある。具体的には、ＭＳＣ集団は、自己免疫及び／又は炎症によって特徴付
けられる疾患、例えば、移植片対宿主病（ＧｖＨＤ）、クローン病、Ｉ型糖尿病、多発性
硬化症、関節リウマチ、強皮症及び当業者に周知されている他の自己免疫疾患及び／又は
炎症性疾患の治療又は予防に使用され得る。クローン病に対するＭＳＣ治験のレビューが
Ｄａｌａｌ　Ｊ　ｅｔ　ａｌ．２０１２，Ｐｅｄｉａｔｒ　Ｒｅｓ．７１（４　Ｐｔ　２
）：４４５－５１によって提供され、その開示は参照により本明細書に援用される。Ｇｖ
ＨＤに対するＭＳＣベースの治療の臨床試験の記載がＬｅ　Ｂｌａｎｃ　Ｋ　ｅｔ　ａｌ
．２００８，Ｌａｎｃｅｔ　１０；３７１（９６２４）：１５７９－８６によって提供さ
れ、その開示は参照により本明細書に援用される。主として自己免疫及び／又は炎症以外
によって特徴付けられる他の疾患、例えば、心筋梗塞、慢性閉塞性肺疾患、及び特定の変
性疾患（例えば、骨形成不全症）の治療におけるＭＳＣの治療上の使用もまた、本明細書
に開示される実施形態の範囲内にある。ＭＳＣ治療の一般的レビューは、Ｐａｒｅｋｋａ
ｄａｎ　Ｂ．ｅｔ　ａｌ．，Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｅｎｇ．（２０１０）１
２：８７－１１７によって提供される。
【００５４】
　本発明の目的上、ＭＳＣ集団はレシピエントに対して同種異系、自家、又は異種であり
得る。ＭＳＣは免疫拒絶から少なくとも部分的に保護されており、従って同種異系移植に
組織適合抗原の完全一致は要求されない。場合によっては、少なくとも１つのＨＬＡ一致
、より通常は２つの一致、３つの一致、４つの一致、５つの一致、又はそれを超える一致
が提供される。移植される細胞の数は、所望される具体的な治療、レシピエントのサイズ
などによって異なり得る。一般に、ヒトについては、ＭＳＣの用量は１０5 細胞、多くの
場合に１０6 細胞、１０7 細胞、又は１０8 細胞又はそれを超える細胞を含み得る。ＭＳ
Ｃの用量は患者に例えば１日１回、週数回、週１回、又は月１回投与され得る。ＭＳＣは
局所的に（例えば、罹患組織の部位又はＭＳＣを罹患組織に送り込み得る部位に）及び／
又は全身的に投与され得る。
【００５５】
　一例において、ＭＳＣは目的の細胞又は組織に隣接して（例えば移植の拒絶を防ぐため
に）投与され得る。移植の目的の細胞としては、限定なしに、心筋細胞及びその前駆体；
例えばニューロン又は網膜などの再生のための神経前駆細胞、膵島細胞、特に膵臓Ｂ細胞
、造血幹及び前駆細胞、筋肉衛星細胞、内皮細胞又はその前駆体などが挙げられる。目的
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の組織としては、肝組織、腎組織、心臓組織、肺組織、皮膚組織、脳組織、脊髄組織、膵
島、網膜組織、骨髄などが挙げられる。
【００５６】
　医薬製剤における一般原則については、Ｃｅｌｌ　Ｔｈｅｒａｐｙ：Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌ
ｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ，ａｎｄ　Ｃｅｌｌｕ
ｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ，ｂｙ　Ｇ．Ｍｏｒｓｔｙｎ＆Ｗ．Ｓｈｅｒｉｄａ
ｎ　ｅｄｓ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ，１９９６が読者
の参考となる。細胞賦形剤及び組成物の任意の付随要素の選択は、投与に使用される経路
及び装置に従って適合され得る。細胞は、注射、カテーテルなどによって導入され得る。
細胞は液体窒素温度で凍結して長期間保存してもよく、解凍すると使用可能であり得る。
【００５７】
装置及びシステム
　本発明の態様は、本方法の実施に用いられるシステムをさらに含む。本発明のシステム
は、ＦＳＣ、ＳＳＣ、蛍光発光極大、光散乱、質量、分子質量等の信号を計測することに
より粒子（例えば、ビーズ、ＭＳＣなどの細胞等）をアッセイするように構成されたフロ
ーサイトメーターを含み得る。本システムは、信号を受け取り、且つＭＳＣ集団の免疫調
節ポテンシャルの評価を出力するように構成された信号処理モジュールをさらに含み得る
。目的のフローサイトメーターとしては、限定されないが、米国特許第４，７０４，８９
１号明細書；同第４，７２７，０２９号明細書；同第４，７４５，２８５号明細書；同第
４，８６７，９０８号明細書；同第５，３４２，７９０号明細書；同第５，６２０，８４
２号明細書；同第５，６２７，０３７号明細書；同第５，７０１，０１２号明細書；同第
５，８９５，９２２号明細書；及び同第６，２８７，７９１号明細書（これらの開示は参
照により本明細書に援用される）に記載される装置が挙げられる。場合によっては、フロ
ーサイトメーターは、フローチャネル、及び、フローチャネルのアッセイ領域から第１の
信号を受け取るように構成された第１の検出器と、フローチャネルのアッセイ領域から第
２の信号を受け取るように構成された第２の検出器とを含む検出器モジュールを含む。フ
ローサイトメーターは、任意選択で、光をフローチャネルのアッセイ領域に当てるように
構成された少なくとも第１の光源をさらに含み得る（ここで場合によりサイトメーターは
２つ以上の光源を含む）。特定の態様では、第１の信号が、ＣＤ５４に特異的に結合する
検出可能標識によって生成されてもよく、及び第２の信号が、ＩＬ－６に特異的に結合す
る検出可能標識によって生成されてもよい。任意選択でさらに、フローサイトメーターは
、１つ以上の追加の信号を検出するための１つ以上の追加の検出器及び／又は光源を含み
得る。１つ以上の追加の信号は、ＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルの指標となるバイオ
マーカーに特異的に結合する１つ以上の追加の検出可能標識によって生成され得る。
【００５８】
　本発明の態様は、第１及び第２の検出器から信号を受け取り、且つＭＳＣ集団の免疫調
節ポテンシャルの評価（例えば、先述のとおり、ＭＳＣ集団が高度な免疫調節ポテンシャ
ルを有するか否か）を出力するように構成された信号処理モジュールをさらに含む。信号
処理モジュールはサイトメーターと単一の装置として一体化されてもよく、又はサイトメ
ーターから分離して、信号処理モジュール及びサイトメーターが互いに例えば有線又は無
線通信プロトコルを介して通信してもよい。信号処理モジュールのさらなる態様は、以下
のコンピュータが関連する実施形態でさらに記載される。
【００５９】
　従って、本発明の態様は、例えば上記に記載したとおりの、第１及び第２の検出可能な
信号の存在を検出するように構成されるシステム、例えばコンピュータベースのシステム
をさらに含む。「コンピュータベースのシステム」とは、本発明の情報を解析するために
使用されるハードウェア手段、ソフトウェア手段、及びデータストレージ手段を指す。本
発明のコンピュータベースのシステムの最小限のハードウェアは、中央演算処理装置（Ｃ
ＰＵ）、入力手段、出力手段、及びデータストレージ手段を含む。当業者は、現在利用可
能なコンピュータベースのシステムのいずれも本発明での使用に好適であることを容易に
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理解し得る。データストレージ手段には、上記に記載したとおりの本情報の記録を含む任
意の製品、又はかかる製品にアクセスすることのできるメモリアクセス手段が含まれ得る
。
【００６０】
　データを「記録する」ため、コンピュータ可読媒体上のプログラミング又は他の情報が
、当該技術分野において公知のとおりの任意の方法を用いて、情報を記憶するためのプロ
セスを参照する。記憶された情報にアクセスするために使用される手段に基づき、任意の
好都合なデータストレージ構造が選択され得る。記憶には、種々のデータプロセッサプロ
グラム及びフォーマット、例えば、ワードプロセッシングテキストファイル、データベー
スフォーマット等を使用することができる。
【００６１】
　「プロセッサ」は、それに必要な機能を果たす任意のハードウェア及び／又はソフトウ
ェアの組み合わせを指す。例えば、本明細書における任意のプロセッサは、電子制御器、
メインフレーム、サーバ又はパーソナルコンピュータ（デスクトップ型又は携帯型）の形
態で利用可能なものなどのプログラム可能なデジタルマイクロプロセッサであってもよい
。プロセッサがプログラム可能である場合、好適なプログラミングはリモート位置からプ
ロセッサに送られてもよく、又はコンピュータプログラム製品（磁気、光学又は固体装置
ベースのいずれであるかに関わらず、携帯型又は固定型コンピュータ可読記憶媒体など）
に予め保存されてもよい。例えば、磁気媒体又は光ディスクがプログラミングを保持する
ことができ、各プロセッサとその対応するステーションで通信する好適なリーダーによっ
て読み出され得る。
【００６２】
　例えば上記に記載したとおりの検出装置及び信号処理モジュールに加え、本発明のシス
テムは複数の追加の構成要素、例えば、データ出力装置、例えばモニタ及び／又はスピー
カ、データ入力装置、例えば、インターフェースポート、キーボード等、流体操作構成要
素、電源等を含み得る。
【００６３】
　場合によっては、システムは、上記に記載される本方法の態様のいずれかに従って調製
されるような試料（例えば、フローチャネルにロードされる）をさらに含み得る。特定の
態様では、フローサイトメーターは蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳ）機器又はマスサ
イトメーターであり得る。別の態様において、システムはフルオリメーターであり得る。
【００６４】
有用性
　本方法及びシステムは、ＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルの評価が所望される種々の
異なる適用に用途が見出される。かかる適用としては、治療レジメンの品質管理及び研究
、並びに予後診断適用が挙げられる。例えば、高度な（又は十分な）免疫調節ポテンシャ
ルを予測する特定のシグネチャ（ＣＤ５４＋ＩＬ６＋）をＭＳＣ集団が示すかどうかの評
価は、ＭＳＣ集団が細胞治療において有用であるかどうかの指針となり、従って品質管理
を通じて標準治療を改良し得る。さらに、２つ以上のＭＳＣ集団を、評価された免疫調節
ポテンシャルに基づき比較することができ、最も高い免疫調節ポテンシャルを有すると評
価されたＭＳＣ集団を治療レジメンに使用し得る。研究適用では、本方法を用いることに
より、ＭＳＣ培養条件がＭＳＣ免疫調節ポテンシャルに及ぼす効果を調べ得る。ＭＳＣベ
ースの細胞治療で治療される患者の予後の評価においては、細胞治療に用いられるＭＳＣ
集団の免疫調節ポテンシャルの評価を使用して転帰を予測し得る。
【００６５】
　本方法及びシステムの上述の適用は、多大な時間を要しない単一のアッセイが関わるも
のであるため好都合である。これは、多くの場合にそれぞれ表面シグネチャ及びサイトカ
インシグネチャの決定に用いられるフローサイトメトリー及びＥＬＩＳＡなど、アッセイ
の組み合わせと比較することができる。さらに、多くの場合にＭＳＣをＰＢＭＣ、Ｔ細胞
、Ｂ細胞、ＮＫ細胞、単球等と共培養することが必要なＭＳＣ免疫調節活性の機能アッセ
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イと比較できる。比較して、本方法及びシステムは、比較的時間のかからない、且つＭＳ
Ｃ以外の細胞型が不要なアッセイを提供する。
【００６６】
　本明細書に記載される方法及び組成物の実施形態はまた、表面マーカーＣＤ５４の発現
に基づく高い免疫調節能力を有するＭＳＣサブセットの精製にも用途が見出される。細胞
精製は、例えば上記に記載したとおりのＦＡＣＳ選別又は磁気選別によって達成すること
ができる。これはＩＬ６検出及び／又は選別と併せて行われても、又はそうでなくてもよ
い。
【００６７】
コンピュータが関連する実施形態
　本発明の態様は、コンピュータが関連する種々の実施形態をさらに含む。具体的には、
前述して記載された方法の定量化及び評価ステップは、コンピュータを使用して実施され
得る。従って、本発明は、第１、第２、及び／又は追加の検出可能標識の量を定量化し、
且つＭＳＣ集団が高度な免疫調節ポテンシャルを有するかどうかの評価を提供するため、
上記の方法を用いて生成されたデータを解析するためのコンピュータベースのシステムを
提供する。
【００６８】
　特定の実施形態において、本方法は、「プログラミング」の形態で物理的コンピュータ
可読媒体にコーディングされ、ここで用語「コンピュータ可読媒体」は、本明細書で使用
されるとき、実行及び／又は処理のためコンピュータに命令及び／又はデータを提供する
ことに関与する任意の記憶媒体又は伝送媒体を指す。記憶媒体の例としては、かかる装置
がコンピュータに内蔵されているか又は外付けかの否かに関わらず、フロッピーディスク
、磁気テープ、ＣＤ－ＲＯＭ、ハードディスクドライブ、ＲＯＭ又は集積回路、光磁気デ
ィスク、又はコンピュータ可読カード、例えばＰＣＭＣＩＡカードなどが挙げられる。フ
ァイルに入っている情報（例えば、１つ以上の「イベント」に関連する光散乱及び／又は
蛍光信号、ＣＤ５４／ＩＬ－６結果、上回る場合にＣＤ５４／ＩＬ－６結果が高度な免疫
調節ポテンシャルを有するＭＳＣ集団の指標となり得る閾値等）はコンピュータ可読媒体
上に「記憶」されることができ、ここで「記憶する」とは、後日コンピュータによってア
クセス可能且つ検索可能であるように情報を記録することを意味する。特定の態様では、
情報は、「永久メモリ」（即ちコンピュータ又はプロセッサへの電源供給の停止によって
消去されないメモリ）又は「非永久メモリ」に記憶され得る。コンピュータハードドライ
ブ、ＣＤ－ＲＯＭ、フロッピーディスク及びＤＶＤは、全て永久メモリの例である。ラン
ダムアクセスメモリ（ＲＡＭ）は非永久メモリの例である。永久メモリ中のファイルは編
集可能且つ書換え可能であり得る。
【００６９】
　特定の態様では、モジュール（先述のシステムの信号処理モジュールなど）は、高度な
免疫調節ポテンシャルを有する間葉系間質細胞（ＭＳＣ）を同定するためのものであり得
る。モジュールは、第１及び第２の信号（蛍光発光極大及び／又は強度、蛍光寿命、光散
乱、質量、分子質量等）を検出器から受け取るように構成され得る。検出器は、例えば、
フローサイトメトリーシステム、フルオリメーター、又は本方法を実施するための任意の
好都合なシステムの一部であり得る。第１の信号は、ＣＤ５４に特異的に結合する第１の
検出可能標識によって生成されてもよく、第２の信号は、ＩＬ－６に特異的に結合する第
２の検出可能標識によって生成されてもよい。任意選択でさらに、モジュールは、ＭＳＣ
免疫調節ポテンシャルの指標となるバイオマーカーに結合する追加の検出可能標識によっ
て生成される１つ以上の追加の信号を受け取るように構成され得る。
【００７０】
　モジュールはまた、第１及び第２の信号を処理してＣＤ５４／ＩＬ－６結果を得るよう
にも構成され得る。任意選択でさらに、モジュールは、１つ以上の追加の信号を処理して
追加の結果を得るように構成され得る。モジュールは、ＣＤ５４／ＩＬ－６結果及び／又
は追加の結果に基づきＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルの評価を出力するように構成さ
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れ得る。モジュールは、ＣＤ５４／ＩＬ－６結果及び／又は追加の結果が閾値を上回るか
どうかに基づき評価を出力し得る。モジュールは、別のＭＳＣ集団及び／又は標準化対照
（例えば、本方法に記載されるとおりの）との比較に基づき閾値を決定するように構成さ
れ得る。さらに、モジュールは、ＣＤ５４／ＩＬ－６結果を得る前に、ＦＳＣ、ＳＳＣ、
及び／又は蛍光に基づきＭＳＣを他の細胞から自動的にゲーティングするように構成され
得る。例えば、モジュールは、図１のゲーティング手法に基づいたり、先述のＭＳＣ表面
マーカーに基づいたりするなどにより、ＭＳＣをゲーティングするように構成され得る。
【００７１】
　特定の態様では、モジュールは、蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳ）システム又はマ
スサイトメトリーシステムの一部であり得る。
【００７２】
キット
　さらに別の態様において、本発明は、本方法を例えば上記に記載したとおり実施するた
めのキットを提供する。本キットは、第１及び第２の検出可能標識並びに任意選択で１つ
以上の追加の検出可能標識を含み得る。第１の検出可能標識がＣＤ５４に特異的に結合し
てもよく、第２の検出可能標識がＩＬ－６に特異的に結合してもよい。検出可能標識（例
えば、第１、第２、及び／又は追加の検出可能標識）は、本方法の態様のいずれかに記載
されるとおりであってよい。加えて、キットは１つ以上のタンパク質輸送阻害剤（例えば
、ブレフェルジンＡ、モネンシン等）を含み得る。キットはまた、１つ以上の細胞固定試
薬、例えば、パラホルムアルデヒド、グルタルアルデヒド、メタノール、アセトン、ホル
マリン、若しくはこれらの任意の組み合わせ、又は緩衝液も含み得る。さらに、キットは
、細胞透過処理試薬、例えば、メタノール、アセトン又はデタージェント（例えば、トリ
トン、ＮＰ－４０、サポニン、ｔｗｅｅｎ　２０、ジギトニン、ｌｅｕｃｏｐｅｒｍ）、
又はこれらの任意の組み合わせ若しくは緩衝液を含み得る。当業者に周知されている他の
タンパク質輸送阻害剤、細胞固定試薬及び細胞透過処理試薬が、本キットの範囲内にある
。
【００７３】
　キットは、フローサイトメトリーアッセイを実施するための試薬をさらに含み得る。前
記試薬の例としては、第１及び第２の検出可能分子の再構成及び希釈の少なくとも一方の
ための緩衝液、細胞試料を第１及び第２の検出可能分子の一方又は両方と接触させるため
の緩衝液、洗浄緩衝液、対照細胞、対照ビーズ、フローサイトメーター校正用の蛍光ビー
ズ及びそれらの組み合わせが挙げられる。
【００７４】
　上記に記載される検出可能標識及び／又は試薬は液体形態又は乾燥（例えば凍結乾燥）
形態で提供され得る。上記の構成要素（検出可能標識及び／又は試薬）のいずれも別個の
容器（例えば、別個のチューブ、ボトル、若しくはマルチウェルストリップ、又はプレー
ト中のウェル）に存在し得る。加えて、１つ以上の構成要素が単一の容器、例えばガラス
又はプラスチック製バイアル、チューブ又はボトルに組み合わされてもよい。
【００７５】
　特定の態様では、キットは１つ以上の標準化対照を含み得る。標準化対照は、対照ビー
ズ又は対照細胞などの対照粒子であり得る。例えば、陰性対照細胞は、免疫調節ポテンシ
ャルが低い及び／又はＣＤ５４／ＩＬ－６の発現が低いＭＳＣ集団由来であってもよい。
陽性対照細胞は、免疫調節ポテンシャルが高度な及び／又はＣＤ５４／ＩＬ－６の発現が
高いＭＳＣ集団由来であってもよい。
【００７６】
　上記の構成要素に加えて、本キットは、本方法の実施に関する説明書をさらに含み得る
。このような説明書は本キットにおいて種々の形態で存在してもよく、キット中にそれら
の形態の１つ以上が存在し得る。このような説明書が存在し得る一つの形態は、好適な媒
体又は基材、例えば情報が印刷される１枚又は複数枚の紙に印刷された情報としての形態
、キットの包装の形態、添付文書の形態等である。さらなる別の手段は、情報が記録され
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ているコンピュータ可読媒体、例えば、ディスケット、ＣＤ、ＤＶＤ、携帯型フラッシュ
ドライブ等であり得る。存在し得るさらなる別の手段は、インターネットを介して使用す
ることにより遠隔サイトで情報にアクセスし得るウェブサイトアドレスである。キットに
おいては任意の好都合な手段が存在し得る。
【００７７】
　以下の例は限定としてではなく、例示として提供される。
【実施例】
【００７８】
実施例１
方法
　刺激した末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を単独で培養し、骨髄由来のＭＳＣ（ＢＭ　ＭＳ
Ｃ）と共培養し、及び脂肪組織由来のＭＳＣ（ＡＴ　ＭＳＣ）と共培養した。Ｔ細胞（Ｃ
Ｄ３＋ＰＢＭＣ）を、図１に概説する手法に従ってゲーティングした。Ｔ細胞によるＩＦ
Ｎ－γ発現及びｖｉｏｌｅｔ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　ｄｙｅ（ＶＰＤ）のレベル
をフローサイトメトリーによってアッセイした。静止ＰＢＭＣを陰性対照として提供した
。
【００７９】
結果（図２）
　刺激ＰＢＭＣとＢＭ　ＭＳＣ又はＡＴ　ＭＳＣのいずれかとの共培養では、ＩＦＮ－γ
発現及びＴ細胞増殖によって計測されるとおりのＴ細胞活性化が抑制される。ＡＴ　ＭＳ
ＣはＴ細胞のＩＦＮ－γ発現をＢＭ　ＭＳＣより強力に抑制する。ＡＴ　ＭＳＣはＴ細胞
増殖を完全に消失させ、一方、ＢＭ　ＭＳＣの阻害は１世代遅れるように見える。
【００８０】
実施例２
方法
　ＢＭ　ＭＳＣ及びＡＴ　ＭＳＣを単独で、又は刺激したＰＢＭＣとの共培養で培養した
。ＢＭ　ＭＳＣを、図１に概説する手法に従ってゲーティングした。ＭＳＣのＣＤ５４、
ＣＤ２７４、及びＩＬ－６発現をフローサイトメトリーによってアッセイした。
【００８１】
結果（図３）
　静止ＡＴ　ＭＳＣは静止ＢＭ　ＭＳＣと比較してより高いレベルのＣＤ５４及びＩＬ－
６を発現する。刺激ＰＢＭＣとの共培養によって活性化すると、ＢＭ　ＭＳＣ及びＡＴ　
ＭＳＣ集団は両方とも、それらの陰性対照と比較してより高いレベルのＣＤ５４、ＣＤ２
７４、及びＩＬ－６を発現する。
【００８２】
実施例３
方法
　静止ＢＭ　ＭＳＣ及び静止ＡＴ　ＭＳＣのＣＤ５４及びＩＬ－６発現をフローサイトメ
トリーによってアッセイした。ＢＭ　ＭＳＣ又はＡＴ　ＭＳＣと共培養した後のＴ細胞の
ＩＦＮ－γ発現及びＶＰＤレベルをフローサイトメトリーによってアッセイした。
【００８３】
結果（図４）
　ＡＴ　ＭＳＣ集団におけるより高いＣＤ５４及びＩＬ－６発現は、ＩＦＮ－γ発現の阻
害及びＴ細胞の増殖によって計測するときの免疫調節の亢進と相関する。
【００８４】
　添付の請求項にもかかわらず、本明細書に記載される開示は、以下の付記によっても定
義される。
　１．多能性間質細胞（ＭＳＣ）集団の免疫調節ポテンシャルを評価する方法であって、
　（ａ）前記ＭＳＣ集団のＭＳＣに関連するＣＤ５４／ＩＬ－６の量を評定するステップ
であって、それによりＣＤ５４／ＩＬ－６結果を得るステップと、
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　（ｂ）ＣＤ５４／ＩＬ－６結果に基づき前記ＭＳＣ集団の前記免疫調節ポテンシャルの
評価を提供するステップと
　を含む方法。
　２．前記評定するステップは、ＣＤ５４に特異的に結合する第１の検出可能標識及びＩ
Ｌ－６に特異的に結合する第２の検出可能標識に前記ＭＳＣ集団の試料を接触させるステ
ップであって、それにより標識された試料を作製するステップと、標識された試料中のＭ
ＳＣに関連する第１及び第２の標識の量を定量化するステップであって、それにより前記
ＣＤ５４／ＩＬ－６結果を得るステップとを含む付記１に記載の方法。
　３．前記ＭＳＣ集団を作製するステップをさらに含む付記１又は２に記載の方法。
　４．前記ＭＳＣ集団が、ヒト組織から幹細胞を得ること及びＭＳＣ作製に好適な培養条
件下で幹細胞を培養することによって作製される付記３に記載の方法。
　５．前記ヒト組織は骨髄である付記４に記載の方法。
　６．前記ヒト組織は脂肪組織である付記４に記載の方法。
　７．前記培養条件はヒト血小板溶解物を含む付記４～６のいずれか一つに記載の方法。
　８．前記培養条件はウシ胎仔血清を含む付記４～６のいずれか一つに記載の方法。
　９．試料を得る前に前記ＭＳＣ集団を培養するステップをさらに含む付記１～８のいず
れか一つに記載の方法。
　１０．試料をタンパク質輸送阻害剤で処理するステップをさらに含む付記１～９のいず
れか一つに記載の方法。
　１１．ＩＬ－６に特異的に結合する第２の検出可能標識に試料を接触させる前に前記試
料を固定試薬で処理するステップをさらに含む付記１～１０のいずれか一つに記載の方法
。
　１２．ＩＬ－６に特異的に結合する第２の検出可能標識に試料を接触させる前に前記試
料を透過処理試薬で処理するステップをさらに含む付記１～１１のいずれか一つに記載の
方法。
　１３．ＭＳＣ免疫調節ポテンシャルの指標となる１つ以上の追加のバイオマーカーに特
異的に結合する１つ以上の追加の検出可能標識に試料を接触させるステップをさらに含む
付記１～１２のいずれか一つに記載の方法。
　１４．第１及び第２の検出可能標識が各々、特異的結合ドメインと標識ドメインとを含
む付記１～１３のいずれか一つに記載の方法。
　１５．前記特異的結合ドメインは抗体又はその結合断片を含む付記１４に記載の方法。
　１６．前記標識ドメインは蛍光標識を含む付記１４又は１５に記載の方法。
　１７．前記標識ドメインは金属同位体を含む付記１４又は１５に記載の方法。
　１８．前記定量化するステップは、前記試料から蛍光発光極大データを得るステップを
含む付記２～１６のいずれか一つに記載の方法。
　１９．前記試料から光散乱データを得るステップをさらに含む付記１８に記載の方法。
　２０．前記定量化するステップは、フローサイトメトリーを含む付記２～１９のいずれ
か一つに記載の方法。
　２１．前記評価を提供するステップは、前記ＣＤ５４／ＩＬ－６結果が閾値を上回ると
きに前記ＭＳＣ集団を高度な免疫調節ポテンシャルを有すると同定するステップを含む付
記１～２０のいずれか一つに記載の方法。
　２２．前記閾値を上回るＣＤ５４／ＩＬ－６結果は、ＭＳＣ集団が所望の免疫調節ポテ
ンシャルを有することを示す付記２１に記載の方法。
　２３．標準化対照に基づき前記閾値を決定するステップをさらに含む付記２１又は２２
に記載の方法。
　２４．前記標準化対照は対照粒子を含む付記２３に記載の方法。
　２５．ＣＤ５４発現に基づき高い免疫調節ポテンシャルを有するＭＳＣサブセットをエ
ンリッチするステップをさらに含む付記１～２４のいずれか一つに記載の方法。
　２６．試料であって、
　多能性間質細胞（ＭＳＣ）集団のアリコートと、
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　ＣＤ５４に特異的に結合する検出可能標識と、
　ＩＬ－６に特異的に結合する検出可能標識と
を含む試料。
　２７．前記アリコートはタンパク質輸送阻害剤で処理されている付記２６に記載の試料
。
　２８．前記アリコートは固定試薬で処理されている付記２６又は２７に記載の試料。
　２９．前記アリコートは透過処理試薬で処理されている付記２６～２８のいずれか一つ
に記載の試料。
　３０．ＭＳＣ免疫調節ポテンシャルの指標となる１つ以上の追加のバイオマーカーに特
異的に結合する１つ以上の追加の検出可能標識と接触させた付記２６～２９のいずれか一
つに記載の試料。
　３１．第１及び第２の検出可能標識が各々、特異的結合ドメインと標識ドメインとを含
む付記２６～３０のいずれか一つに記載の試料。
　３２．前記特異的結合ドメインは抗体又はその結合断片を含む付記３１に記載の試料。
　３３．前記標識ドメインは蛍光標識を含む付記３１に記載の試料。
　３４．前記第１及び第２の検出可能標識は識別可能である付記３３に記載の試料。
　３５．前記第１及び第２の検出可能標識は蛍光発光極大に基づき識別可能である付記３
４に記載の試料。
　３６．前記標識ドメインは金属同位体を含む付記３１に記載の試料。
　３７．標準化対照をさらに含む付記２６～３６のいずれか一つに記載の試料。
　３８．前記標準化対照は対照粒子を含む付記３７に記載の試料。
　３９．前記ＭＳＣ集団はヒトＭＳＣを含む付記２６～３８のいずれか一つに記載の試料
。
　４０．システムであって、
　フローチャネルと、
　前記フローチャネルのアッセイ領域から光を受け取るように構成された検出器モジュー
ルと、
　前記検出器モジュールから第１及び第２の信号を受け取り、且つＭＳＣ集団の免疫調節
ポテンシャルの評価を出力するように構成された信号処理モジュールと
　を有するシステム。
　４１．前記フローチャネルのアッセイ領域に光を当てるように構成された光源をさらに
有する付記４０に記載のシステム。
　４２．前記フローチャネルにＭＳＣ集団の試料がロードされる付記４０又は４１に記載
のシステム。
　４３．前記試料はタンパク質輸送阻害剤で処理されている付記４２に記載のシステム。
　４４．前記試料は固定試薬で処理されている付記４２又は４３に記載のシステム。
　４５．前記試料は透過処理試薬で処理されている付記４２～４４のいずれか一つに記載
のシステム。
　４６．前記試料は、ＣＤ５４に特異的に結合する第１の検出可能標識及びＩＬ－６に特
異的に結合する第２の検出可能標識を含む付記４２～４５のいずれか一つに記載のシステ
ム。
　４７．前記第１の検出可能標識は第１の信号を提供し、前記第２の検出可能標識は第２
の信号を提供する付記４６に記載のシステム。
　４８．前記試料は、ＭＳＣ免疫調節ポテンシャルの指標となる１つ以上の追加のバイオ
マーカーに特異的に結合する１つ以上の追加の検出可能標識を含む付記４６又は４７に記
載のシステム。
　４９．前記信号処理モジュールは、第１及び第２の信号を処理してＣＤ５４／ＩＬ－６
結果を生成するように構成されている付記４０～４８のいずれか一つに記載のシステム。
　５０．前記信号処理モジュールは、ＣＤ５４／ＩＬ－６結果が閾値を上回るかどうかに
基づきＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルの評価を出力するように構成されている付記４
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９に記載のシステム。
　５１．前記閾値を上回るＣＤ５４／ＩＬ－６結果は、ＭＳＣ集団が所望の免疫調節ポテ
ンシャルを有することを示す付記５０に記載のシステム。
　５２．前記信号処理モジュールは、標準化対照に基づき閾値を決定するように構成され
ている付記５０又は５１に記載のシステム。
　５３．前記標準化対照は対照粒子を含む付記５２に記載のシステム。
　５４．前記第１及び第２の信号は蛍光発光である付記４０～５３のいずれか一つに記載
のシステム。
　５５．前記第１及び第２の信号を蛍光発光極大に基づき互いに識別することができる付
記５４に記載のシステム。
　５６．前記第１及び第２の検出可能標識を光散乱に基づきさらに識別することができる
付記５５に記載のシステム。
　５７．多能性間質細胞（ＭＳＣ）集団の免疫調節ポテンシャルの評価を提供するための
モジュールであって、
　ＣＤ５４に特異的に結合する第１の検出可能標識が生成する第１の信号と、ＩＬ－６に
特異的に結合する第２の検出可能標識が生成する第２の信号とを受け取り、
　前記第１及び第２の信号を処理してＣＤ５４／ＩＬ－６結果を求め、及び
　ＣＤ５４／ＩＬ－６結果に基づきＭＳＣ集団の免疫調節ポテンシャルの評価を出力する
　ように構成されるモジュール。
　５８．前記第１及び第２の信号は、フローサイトメトリーシステムの検出器モジュール
から受け取られる付記５７に記載のモジュール。
　５９．前記ＣＤ５４／ＩＬ－６結果が閾値を上回るかどうかに基づきＭＳＣ集団の免疫
調節ポテンシャルの評価を出力するように構成される付記５７又は５８に記載のモジュー
ル。
　６０．前記閾値を上回るＣＤ５４／ＩＬ－６結果は、ＭＳＣ集団が所望の免疫調節ポテ
ンシャルを有することを示す付記５９に記載のモジュール。
　６１．標準化対照に基づき前記閾値を決定するように構成される付記５９又は６０に記
載のモジュール。
　６２．前記標準化対照は対照粒子を含む付記６１に記載のモジュール。
　６３．前記第１及び第２の信号は蛍光発光から得られる付記５７に記載のモジュール。
　６４．蛍光発光極大に基づき前記第１及び第２の信号を互いに識別することができる付
記６３に記載のモジュール。
　６５．１つ以上の追加の信号を受け取るように構成される付記５７に記載のモジュール
。
　６６．前記１つ以上の追加の信号は、ＭＳＣ免疫調節ポテンシャルの指標となる１つ以
上の追加のバイオマーカーによって生成される付記６５に記載のモジュール。
　６７．前記１つ以上の追加の信号を処理して追加の結果を生成するように構成される付
記６６に記載のモジュール。
　６８．前記ＣＤ５４／ＩＬ－６結果及び前記追加の結果に基づきＭＳＣ集団の免疫調節
ポテンシャルの評価を出力するように構成される付記６７に記載のモジュール。
　６９．多能性間質細胞（ＭＳＣ）集団の免疫調節ポテンシャルの評価に用いられるキッ
トであって、
　ＣＤ５４に特異的に結合する第１の検出可能標識と、
　ＩＬ－６に特異的に結合する第２の検出可能標識と
　を含むキット。
　７０．タンパク質輸送阻害剤をさらに含む付記６９に記載のキット。
　７１．固定試薬をさらに含む付記６９又は７０に記載のキット。
　７２．透過処理試薬をさらに含む付記６９～７１のいずれか一つに記載のキット。
　７３．前記第１及び第２の検出可能標識は各々、特異的結合ドメインと標識ドメインと
を含む付記６９～７２のいずれか一つに記載のキット。
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　７４．前記特異的結合ドメインは抗体又はその結合断片を含む付記７３に記載のキット
。
　７５．前記標識ドメインは蛍光標識を含む付記７３又は７４に記載のキット。
　７６．ＭＳＣ免疫調節ポテンシャルの指標となる追加のバイオマーカーに特異的に結合
する追加の検出可能標識をさらに含む付記６９～７５のいずれか一つに記載のキット。
【００８５】
　本明細書に引用される全ての刊行物及び特許出願は、個別の各刊行物又は特許出願が参
照によって援用されることが具体的且つ個別的に示されたものとして参照により本明細書
に援用される。任意の刊行物の引用は出願日より前のその開示に関するものであり、先行
発明を理由として本発明がかかる刊行物に先行する権利を有しないことを認めるものと解
釈されてはならない。
【００８６】
　前述の本発明は、理解を明確にするため説明及び例示としていくらか詳細に記載されて
いるが、当業者には、本発明の教示を踏まえれば、添付の特許請求の範囲の趣旨又は範囲
から逸脱することなくそれに対する特定の変更形態及び改良形態をなし得ることは容易に
明らかである。
【００８７】
関連出願の相互参照
　本願は、米国特許法第１１９条（ｅ）に基づき、２０１３年１１月４日に出願された米
国仮特許出願第６１／８９９，８３５号明細書の出願日に対する優先権を主張し、この仮
特許出願の開示は参照により本明細書に援用される。

【図１】 【図２Ａ】
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