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(57)【要約】
　本発明は、ＳＯＣＳ（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ　ｏｆ　
ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）の発現又は活
性が抑制された間葉系幹細胞で特定の免疫抑制バイオマ
ーカーのレベルを測定するステップを含む免疫疾患治療
のための高効能間葉系幹細胞の選別方法、その方法によ
って選別された高効能間葉系幹細胞及びその高効能間葉
系幹細胞を用いた免疫疾患の治療方法に関する。本発明
は、移植片対宿主病、自己免疫疾患を含む多様な免疫疾
患の臨床的治療のための免疫反応の調節能力を有する機
能的に優れた間葉系幹細胞が得られる有用な方法を提供
することで、免疫疾患の治療法で有用に用いられ得る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＳＯＣＳ（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）の発
現又は活性が抑制された間葉系幹細胞で免疫抑制バイオマーカーのレベルを測定するステ
ップを含む、免疫疾患治療のための高効能間葉系幹細胞の選別方法。
【請求項２】
前記方法は、下記のステップを含むことを特徴とする、請求項１に記載の選別方法：
（ａ）間葉系幹細胞を培養した後ＳＯＣＳの発現又は活性抑制剤を処理するステップ；
（ｂ）前記ＳＯＣＳの発現又は活性が抑制された間葉系幹細胞で免疫抑制バイオマーカー
の発現レベルを測定するステップ；及び
（ｃ）前記発現レベルがＳＯＣＳの発現又は活性抑制剤の未処理対照群と比較して抑制さ
れている場合、免疫疾患の治療のための高効能間葉系幹細胞であると判定するステップ。
【請求項３】
前記方法は、ステップ（ａ）とステップ（ｂ）と間に間葉系幹細胞を高密度で培養するス
テップをさらに含むことを特徴とする、請求項２に記載の選別方法。
【請求項４】
前記免疫抑制バイオマーカーは、ＩＤＯ（ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ　２，３－ｄｉｏｘｙ
ｇｅｎａｓｅ）、ＣＸＣＬ９（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　９）、ＣＸＣＬ
１０（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　１０）、ＣＸＣＬ１１（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍ
ｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　１１）、ＣＸＣＬ１２（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎ
ｄ　１２）、ＰＴＧＥＳ（Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ  Ｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ）、ＣＸ
ＣＲ４（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｙｐｅ　４）、ＣＸＣ
Ｒ７（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｙｐｅ　７）、ＶＣＡＭ
１（Ｖａｓｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　１）、ＩＣＡ
Ｍ１（Ｉｎｔｅｒ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　１）、Ｉ
ＣＡＭ２（Ｉｎｔｅｒ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　２）
、ＴＮＦ－ａｌｐｈａ、Ｂ７－Ｈ１（Ｂ７－ｈｏｍｏｌｏｇ　１）、ＴＲＡＩＬ（ＴＮＦ
－Ｒｅｌａｔｅｄ　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－Ｉｎｄｕｃｉｎｇ　Ｌｉｇａｎｄ）及びＦａｓ
　Ｌｉｇａｎｄからなる群より選択される一つ以上であることを特徴とする、請求項１に
記載の選別方法。
【請求項５】
前記高効能は、免疫抑制能であることを特徴とする、請求項１に記載の選別方法。
【請求項６】
前記間葉系幹細胞は、臍帯、臍帯血、骨髄、脂肪、筋肉、ホウォートンゼリー、神経、皮
膚、羊膜、絨毛膜、脱落膜及び胎盤からなる群より選択されるものに由来することを特徴
とする、請求項１に記載の選別方法。
【請求項７】
前記免疫疾患は、移植片対宿主疾患、臓器移植時の拒絶反応、体液性拒絶反応、自己免疫
疾患又はアレルギー性疾患であることを特徴とする、請求項１に記載の選別方法。
【請求項８】
前記自己免疫疾患は、クローン病、紅斑病、アトピー、関節リウマチ、橋本甲状腺炎、悪
性貧血、アディソン病、第１型糖尿、ルプス、慢性疲労症候群、繊維筋肉痛、甲状腺機能
低下症と亢進症、硬皮症、ベーチェット病、炎症性腸疾患、多発性硬化症、重症筋無力症
、メニエール症候群（Ｍｅｎｉｅｒｅ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、ギラン・バレー症候群
（Ｇｕｉｌｉａｎ－Ｂａｒｒｅ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、シェーグレン症候群（Ｓｊｏｇｒ
ｅｎ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、白斑症、子宮内膜症、乾癬、全身性硬皮症、喘息又は潰
瘍性大腸炎であることを特徴とする、請求項７に記載の選別方法。
【請求項９】
前記ＳＯＣＳ発現抑制剤は、ＳＯＣＳ遺伝子に特異的なｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌ　ｉｎｔ
ｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ＲＮＡ）、ｓｈＲＮＡ（ｓｈｏｒｔ　ｈａｉｒｐｉｎ　ＲＮＡ）、
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ｍｉＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）、ＰＮＡ（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ
ｓ）及びアンチセンスオリゴヌクレオチドからなる群より選択されることを特徴とする、
請求項２に記載の選別方法。
【請求項１０】
前記ＳＯＣＳ活性抑制剤は、ＳＯＣＳタンパク質に特異的な抗体、アプタマー及び拮抗剤
からなる群より選択されることを特徴とする、請求項２に記載の選別方法。
【請求項１１】
前記ステップ（ｂ）のバイオマーカーの発現レベルは、ウエスタンブロッティング、抗体
免疫沈降法、ＥＬＩＳＡ、質量分析法、ＲＴ－ＰＣＲ、競合的ＲＴ－ＰＣＲ（ｃｏｍｐｅ
ｔｉｔｉｖｅ　ＲＴ－ＰＣＲ）、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＲＴ
－ＰＣＲ）、ＲＮａｓｅ保護分析法（ＲＰＡ：ＲＮａｓｅ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ａｓ
ｓａｙ）、ノーザンブロッティング又はＤＮＡチップを用いて測定することを特徴とする
、請求項２に記載の選別方法。
【請求項１２】
請求項１に記載の方法によって選別された、免疫疾患の治療のための高効能間葉系幹細胞
。
【請求項１３】
前記免疫疾患は、移植片対宿主疾患、臓器移植時の拒絶反応、体液性拒絶反応、自己免疫
疾患又はアレルギー性疾患であることを特徴とする、請求項１２に記載の高効能間葉系幹
細胞。
【請求項１４】
前記高効能は、免疫抑制能であることを特徴とする、請求項１２に記載の高効能間葉系幹
細胞。
【請求項１５】
前記間葉系幹細胞は、臍帯、臍帯血、骨髄、脂肪、筋肉、神経、皮膚、羊膜及び胎盤に由
来することを特徴とする、請求項１２に記載の高効能間葉系幹細胞。
【請求項１６】
前記間葉系幹細胞は、自家、他家又は同種異系来由であることを特徴とする、請求項１２
に記載の高効能間葉系幹細胞。
【請求項１７】
請求項１２に記載の高効能間葉系幹細胞を含有する、免疫疾患治療用薬学組成物。
【請求項１８】
請求項１２に記載の高効能間葉系幹細胞を含有する、移植片対宿主疾患治療用薬学製剤。
【請求項１９】
請求項１２に記載の高効能間葉系幹細胞を個体に投与するステップを含む、免疫疾患の治
療方法。
【請求項２０】
請求項１２に記載の高効能間葉系幹細胞の免疫疾患の治療用途。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は、ＳＯＣＳ（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｓｉｇｎａｌｉ
ｎｇ）の発現又は活性が抑制された間葉系幹細胞で特定の免疫抑制バイオマーカーのレベ
ルを測定するステップを含む免疫疾患の治療のための高効能間葉系幹細胞の選別方法、そ
の方法によって選別された高効能間葉系幹細胞及びその高効能間葉系幹細胞を用いた免疫
疾患の治療方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
臓器、組織又は細胞移植は、多様な種類の疾病にかかっている患者の生命を守るのに用い
られる。ヒトの腎臓、肝、心臓、腎臓、肺及び膵臓などの臓器と皮膚などの組織、骨髄な
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ど細胞同種移植（ａｌｌｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ）は、末期臓器不全など難治
性疾患を治療する方法であって、病院で既に一般的に施行されている。また、ヒト以外の
哺乳動物を供与者とする異種移植（ｘｅｎｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ）も同種移
植供与者の不足を代替する方法として活発に研究されている実情である。特に、最近では
、自己自身を永久に再生することができ、適切な条件で身体を構成する多様な種類の細胞
に分化可能な幹細胞の移植が多様な難治性疾患の細胞代替治療法の一つとして提起されて
いる。
【０００３】
一般に、正常に機能する受恵者の免疫体系は、移植された臓器、組織や細胞を「非自己（
ｎｏｎ－ｓｅｌｆ）」と認識して移植片（ｇｒａｆｔ）に対して免疫拒否反応を誘発する
。このような免疫拒否反応は、供与者の組織の同種抗原（ａｌｌｏａｎｔｉｇｅｎｓ）又
は異種抗原（ｘｅｎｏａｎｔｉｇｅｎｓ）を認識する受恵者の免疫システムに存在する同
種反応性（ａｌｌｏｒｅａｃｔｉｖｅ）又は異種反応性（ｘｅｎｏｒｅａｃｔｉｖｅ）Ｔ
細胞により一般的に媒介される。したがって、同種又は異種移植片が長期間生存するため
には、外部抗原を認知する受恵者の免疫体系を避けたり、免疫反応を抑制しなければなら
ない。
【０００４】
移植片対宿主病は、宿主の抗原提示細胞により活性化された供与者のＴ－細胞によって誘
発され、前記細胞は、ターゲット組織（皮膚、腸及び肝）に移動して標的機関の機能異常
を誘発する。移植片対宿主病の１次的標準治療は、高い濃度のステロイドを処方すること
である。しかし、前記患者の５０％は前記１次治療法に反応せず、一旦ステロイド抵抗性
が誘発されると、死亡率が増加することが知られているにもかかわらず、ステロイド抵抗
性移植片対宿主病に対する２次的治療法がなく、追加的な治療代案が必要な実情である。
【０００５】
また、移植片に対する受恵者の免疫反応を避けるために、一般的に受恵者に免疫抑制剤を
投与する。シクロスポリン（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎ）及びタクロリムス（ｔａｃｒｏｌ
ｉｍｕｓ、ＦＫ－５０６）などのようなカルシニューリン（ｃａｌｃｉｎｅｕｒｉｎ）抑
制剤やアザチオプリン（ａｚａｔｈｉｏｐｒｉｎｅ）、ラパマイシン（ｒａｐａｍｙｃｉ
ｎ）、ミコフェノール酸モフェチル（ｍｙｃｏｐｈｅｎｏｌａｔｅ　ｍｏｆｅｔｉｌ）及
びシクロホスファミド（ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ）などのような抗増殖性薬剤
（ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ　ｄｒｕｇ）などが代表的な免疫抑制剤として、
現在、同種腎臓、肝、膵臓、心臓移植などに頻繁に用いられている。
【０００６】
これらの免疫抑制剤は、一日を基準として投与しなければならず、万一、投与を中断する
場合、通常的に免疫拒否反応がもたらされる。したがって、長期間にわたって投与しなけ
ればならないが、そのため、腎臓や肝毒性、高血圧などを誘発し得る。それだけでなく、
これらの薬物は、移植片の同種抗原にのみ反応する免疫細胞にのみ選択的に作用する特異
的免疫抑制剤ではないので、非特異的免疫抑制による日和見感染やリンパ腫のような腫瘍
形成などの副作用を誘発し得る。また他の免疫抑制方法として、ＯＫＴ３、ダクリズマブ
（Ｄａｃｌｉｚｕｍａｂ)又はバシリキシマブ（Ｂａｓｉｌｉｘｉｍａｂ）などの単クロ
ーン抗体を投与する方法があるが、これらもやはり非特異的な免疫抑制剤であって、日和
見感染や腫瘍形成の問題点を有している。したがって、薬物毒性や日和見感染などの問題
点がない新しい免疫抑制法の開発が要求される。
【０００７】
一方、ヒト間葉系幹細胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ、ＭＳＣｓ）
は、多様な組織に由来し、細胞基盤移植又は再生医薬治療において強力な候補者である。
損傷した組織への移動、免疫抑制機能、自家再生及び多分化能のようなＭＳＣｓの特徴は
、その治療的適用の可能性を提示する。現在、ＭＳＣｓの注入又は移植を含む５００個余
りの臨床がｃｌｉｎｉｃａｌｔｒｉａｌｓ．ｇｏｖに登録されている。また、これらのう
ち約２０％がＭＳＣの免疫抑制能に関連する。ＭＳＣｓの免疫抑制特性が明らかにされて
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おり、多くの臨床１相は、生物学的安定性の問題を示さないにもかかわらず、それ以上の
臨床段階では、不備な結果が導き出されている。
【０００８】
さらに、ＭＳＣの標準化のための培養方法又はプロトコルが不在して、同じ授与者の同じ
組織から分離したＭＳＣｓの場合にも表現型的及び機能的多様性が観察されている。した
がって、特定の条件を付与してＭＳＣの機能を促進又は抑制する方法が必要である。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
さて、本発明者らは、免疫抑制能に優れた間葉系幹細胞を選別することができる方案を開
発するために鋭意努力した結果、ＳＯＣＳ（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉ
ｎｅ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）の発現／活性が抑制された間葉系幹細胞で特定の免疫抑制バ
イオマーカーと免疫抑制能との相関関係を見つけ、これらバイオマーカーの発現が増加す
る場合、間葉系幹細胞の免疫抑制能がＳＯＣＳのみ単独抑制された場合より一層向上する
ことを確認し、本発明を完成するに至った。
【００１０】
したがって、本発明は、ＳＯＣＳ（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｓ
ｉｇｎａｌｉｎｇ）の発現又は活性が抑制された間葉系幹細胞で特定の免疫抑制バイオマ
ーカー（ＩＤＯ、ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１、ＣＸＣＬ１２、ＰＴＧＥＳ
、ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＲ７、ＶＣＡＭ１、ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ２、ＴＮＦ－ａｌｐｈａ
、Ｂ７－Ｈ１、ＴＲＡＩＬ、Ｆａｓ　Ｌｉｇａｎｄ）のレベルを測定するステップを含む
免疫疾患の治療のための高効能間葉系幹細胞の選別方法及びそれによって選別された高効
能間葉系幹細胞を提供することを目的とする。
【００１１】
しかし、本発明が達成しようとする技術的課題は、以上で言及した課題に制限されず、言
及しなかったまた他の課題は、下の記載から当業者に明確に理解されるべきである。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
本発明は、ＳＯＣＳ（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｓｉｇｎａｌｉ
ｎｇ）の発現又は活性が抑制された間葉系幹細胞で免疫抑制バイオマーカーのレベルを測
定するステップを含む免疫疾患の治療のための高効能間葉系幹細胞の選別方法を提供する
。
【００１３】
本発明の一具現例によると、前記方法は、下記のステップを含むことを特徴とする。
【００１４】
（ａ）間葉系幹細胞を培養した後ＳＯＣＳの発現又は活性抑制剤を処理するステップ；
（ｂ）前記ＳＯＣＳの発現又は活性が抑制された間葉系幹細胞で免疫抑制バイオマーカー
の発現レベルを測定するステップ；及び
（ｃ）前記発現レベルがＳＯＣＳの発現又は活性抑制剤の未処理対照群と比較して抑制さ
れている場合、免疫疾患の治療のための高効能間葉系幹細胞であると判定するステップ。
【００１５】
本発明の他の具現例によると、前記方法は、前記ステップ（ａ）とステップ（ｂ）の間に
間葉系幹細胞を高密度で培養するステップをさらに含むことを特徴とする。
【００１６】
本発明のまた他の具現例によると、前記免疫抑制バイオマーカーは、ＩＤＯ（ｉｎｄｏｌ
ｅａｍｉｎｅ　２，３－ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ）、ＣＸＣＬ９（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉ
ｆ　ｌｉｇａｎｄ　９）、ＣＸＣＬ１０（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　１０
）、ＣＸＣＬ１１（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　１１）、ＣＸＣＬ１２（Ｃ
－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　１２）、ＰＴＧＥＳ（Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉ
ｎ　Ｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ）、ＣＸＣＲ４（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　ｒｅｃｅ
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ｐｔｏｒ　ｔｙｐｅ　４）、ＣＸＣＲ７（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　ｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ　ｔｙｐｅ　７）、ＶＣＡＭ１（Ｖａｓｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ
　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　１）、ＩＣＡＭ１（Ｉｎｔｅｒ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ａｄｈｅｓｉ
ｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　１）、ＩＣＡＭ２（Ｉｎｔｅｒ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ａｄｈｅ
ｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　２）、ＴＮＦ－ａｌｐｈａ、Ｂ７－Ｈ１（Ｂ７－ｈｏｍｏ
ｌｏｇ　１）、ＴＲＡＩＬ（ＴＮＦ－Ｒｅｌａｔｅｄ　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－Ｉｎｄｕｃ
ｉｎｇ　Ｌｉｇａｎｄ）、Ｆａｓ　Ｌｉｇａｎｄからなる群より選択される一つ以上であ
ることを特徴とする。
【００１７】
本発明のまた他の具現例によると、前記高効能は、免疫抑制能であることを特徴とする。
【００１８】
本発明のまた他の具現例によると、前記間葉系幹細胞は、臍帯、臍帯血、骨髄、脂肪、筋
肉、ホウォートンゼリー、神経、皮膚、羊膜、絨毛膜、脱落膜及び胎盤からなる群より選
択されるものに由来することを特徴とする。
【００１９】
本発明のまた他の具現例によると、前記免疫疾患は、移植片対宿主疾患、臓器移植時の拒
絶反応、体液性拒絶反応、自己免疫疾患又はアレルギー性疾患であることを特徴とする。
【００２０】
本発明のまた他の具現例によると、前記自己免疫疾患は、クローン病、紅斑病、アトピー
、関節リウマチ、橋本甲状腺炎、悪性貧血、アディソン病、第１型糖尿、ルプス、慢性疲
労症候群、繊維筋肉痛、甲状腺機能低下症と亢進症、硬皮症、ベーチェット病、炎症性腸
疾患、多発性硬化症、重症筋無力症、メニエール症候群（Ｍｅｎｉｅｒｅ’ｓ　ｓｙｎｄ
ｒｏｍｅ）、ギラン・バレー症候群（Ｇｕｉｌｉａｎ－Ｂａｒｒｅ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）
、シェーグレン症候群（Ｓｊｏｇｒｅｎ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、白斑症、子宮内膜症
、乾癬、全身性硬皮症、喘息又は潰瘍性大腸炎であることを特徴とする。
【００２１】
本発明のまた他の具現例によると、前記ＳＯＣＳ発現抑制剤は、ＳＯＣＳ遺伝子に特異的
なｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ＲＮＡ）、ｓｈＲＮＡ（ｓｈｏ
ｒｔ　ｈａｉｒｐｉｎ　ＲＮＡ）、ｍｉＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）、ＰＮＡ（ｐｅｐｔ
ｉｄｅ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄｓ）及びアンチセンスオリゴヌクレオチドからなる群
より選択されることを特徴とする。
【００２２】
本発明のまた他の具現例によると、前記ＳＯＣＳ活性抑制剤は、ＳＯＣＳタンパク質に特
異的な抗体、アプタマー及び拮抗剤からなる群より選択されることを特徴とする。
【００２３】
本発明のまた他の具現例によると、前記ステップ（ｂ）のバイオマーカーの発現レベルは
、ウエスタンブロッティング、抗体免疫沈降法、ＥＬＩＳＡ、質量分析法、ＲＴ－ＰＣＲ
、競合的ＲＴ－ＰＣＲ（ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ　ＲＴ－ＰＣＲ）、リアルタイムＲＴ－
ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＲＴ－ＰＣＲ）、ＲＮａｓｅ保護分析法（ＲＰＡ：ＲＮａ
ｓｅ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ）、ノーザンブロッティング又はＤＮＡチップ
を用いて測定することを特徴とする。
【００２４】
また、本発明は、前記方法によって選別された免疫疾患の治療のための高効能間葉系幹細
胞を提供する。
【００２５】
本発明の一具現例によると、前記免疫疾患は、移植片対宿主疾患、臓器移植時の拒絶反応
、体液性拒絶反応、自己免疫疾患又はアレルギー性疾患であることを特徴とする。
【００２６】
本発明の他の具現例によると、前記高効能は、免疫抑制能であることを特徴とする。
【００２７】
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本発明のまた他の具現例によると、前記間葉系幹細胞は、臍帯、臍帯血、骨髄、脂肪、筋
肉、ホウォートンゼリー、神経、皮膚、羊膜又は胎盤に由来することを特徴とする。
【００２８】
本発明のまた他の具現例によると、前記間葉系幹細胞は、自家、他家又は同種異系来由で
あることを特徴とする。
【００２９】
また、本発明は、前記高効能間葉系幹細胞を含有する免疫疾患治療用薬学組成物を提供す
る。
【００３０】
また、本発明は、前記高効能間葉系幹細胞を含有する移植片対宿主疾患治療用薬学製剤を
提供する。
【００３１】
また、本発明は、前記高効能間葉系幹細胞を個体に投与するステップを含む移植片対宿主
疾患などの免疫疾患の治療方法を提供する。
【００３２】
また、本発明は、前記高効能間葉系幹細胞を用いた移植片対宿主疾患などの免疫疾患の治
療用途を提供する。
【発明の効果】
【００３３】
本発明によると、ＳＯＣＳ（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｓｉｇｎ
ａｌｉｎｇ）の発現又は活性が抑制された間葉系幹細胞で特定の免疫抑制バイオマーカー
（ＩＤＯ、ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１、ＣＸＣＬ１２、ＰＴＧＥＳ、ＣＸ
ＣＲ４、ＣＸＣＲ７、ＶＣＡＭ１、ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ２、ＴＮＦ－ａｌｐｈａ、Ｂ７
－Ｈ１、ＴＲＡＩＬ、Ｆａｓ　Ｌｉｇａｎｄ）の組合せが移植片対宿主病を含む免疫関連
疾患において優れた免疫抑制能を有する間葉系幹細胞を選別するためのバイオマーカーと
して用いられ得ることを提示する。
【００３４】
したがって、本発明は、移植片対宿主病、自己免疫疾患を含む多様な免疫疾患の臨床的治
療のための免疫反応の調節能力を有する機能的に優れた間葉系幹細胞が得られる有用な方
法を提供することで、免疫疾患の治療法で有用に用いられ得る。
【００３５】
また、本発明によって選別された間葉系幹細胞を用いた移植片対宿主病の予防及び治療は
、同種異系幹細胞の移植のより高い治療的可能性を示す。
【図面の簡単な説明】
【００３６】
【図１ａ】図１の（ａ）は、ＳＯＣＳをターゲットとするｓｈＲＮＡをＭＳＣに処理して
ＳＯＣＳタンパク質の発現が抑制されたことを確認した赤色蛍光染色の結果である。
【図１ｂ】の（ｂ）は、ＳＯＣＳをターゲットとするｓｈＲＮＡをＭＳＣに処理してＳＯ
ＣＳタンパク質の発現が抑制されたことを確認したウエスタンブロッティングの結果であ
る。
【図２】図２は、ＳＯＣＳが下向き調節されたＭＳＣの免疫抑制能の特性をｉｎ　ｖｉｖ
ｏ移植片対宿主病の動物モデルで確認した結果である。
【発明を実施するための形態】
【００３７】
本発明は、ＳＯＣＳ（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｓｉｇｎａｌｉ
ｎｇ）の発現又は活性が抑制された間葉系幹細胞で免疫抑制バイオマーカーのレベルを測
定するステップを含む免疫疾患の治療のための高効能間葉系幹細胞の選別方法を提供する
。
【００３８】
本発明で、ＳＯＣＳタンパク質は、サイトカイン（ｃｙｔｏｋｉｎｅ）信号伝逹の陰性的
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フィードバック調節因子（ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｆｅｅｄｂａｃｋ　ｒｅｇｕｌａｔｏｒ）
グループに属し、ヤーヌスキナーゼ／信号伝達因子（Ｊａｎｕｓ　ｋｉｎａｓｅ／ｓｉｇ
ｎａｌ　ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ）及び転写（ＪＡＫ／ＳＴＡＴ）経路の活性因子を含んで
いるものとして知られている。
【００３９】
前記ＳＯＣＳは、その種類に制限がなく、例えば、ＣＩＳＨ（Ｃｙｔｏｋｉｎｅｉｎｄｕ
ｃｉｂｌｅ　ＳＨ２－ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ）、ＳＯＣＳ１、ＳＯＣＳ
２、ＳＯＣＳ３、ＳＯＣＳ４、ＳＯＣＳ５、ＳＯＣＳ６、ＳＯＣＳ７であってもよく、最
も好ましくは、ＳＯＣＳ１又はＳＯＣＳ３であってもよい。
【００４０】
本発明で、免疫抑制バイオマーカーに制限はないが、例えば、ＩＤＯ（ｉｎｄｏｌｅａｍ
ｉｎｅ　２，３－ｄｉｏｘｙｇｅｎａｓｅ）、ＣＸＣＬ９（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌ
ｉｇａｎｄ　９）、ＣＸＣＬ１０（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　１０）、Ｃ
ＸＣＬ１１（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　１１）、ＣＸＣＬ１２（Ｃ－Ｘ－
Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　１２）、ＰＴＧＥＳ（Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ　Ｅ
　ｓｙｎｔｈａｓｅ）、ＣＸＣＲ４（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏ
ｒ　ｔｙｐｅ　４）、ＣＸＣＲ７（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ
　ｔｙｐｅ　７）、ＶＣＡＭ１（Ｖａｓｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌｅ　１）、ＩＣＡＭ１（Ｉｎｔｅｒ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　１）、ＩＣＡＭ２（Ｉｎｔｅｒ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ａｄｈｅｓｉｏ
ｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　２）、ＴＮＦ－ａｌｐｈａ、Ｂ７－Ｈ１（Ｂ７－ｈｏｍｏｌｏｇ
　１）、ＴＲＡＩＬ（ＴＮＦ－Ｒｅｌａｔｅｄ　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－Ｉｎｄｕｃｉｎｇ
　Ｌｉｇａｎｄ）、Ｆａｓ　Ｌｉｇａｎｄからなる群より選択される一つ以上であっても
よい。
【００４１】
このとき、ＰＴＧＥＳ（Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ　Ｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ）は、ＰＧ
Ｅ２を合成する機能を、ＶＣＡＭ１（Ｖａｓｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　
Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　１）は、細胞結合機能を、ＣＸＣＲ７（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｃｈｅｍｏｋｉ
ｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｙｐｅ　７）は、ケモカイン（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ）受容体
として幹細胞を炎症部位に募集する機能を、ＩＣＡＭ１（Ｉｎｔｅｒ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ
　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　１）は、炎症細胞の付着、移動に関連する機能
を行うものとして知られている。
【００４２】
また、本発明の選別方法は、（ａ）間葉系幹細胞を培養した後ＳＯＣＳの発現又は活性抑
制剤を処理するステップ；（ｂ）前記ＳＯＣＳの発現又は活性が抑制された間葉系幹細胞
で免疫抑制バイオマーカーの発現レベルを測定するステップ；及び（ｃ）前記発現レベル
がＳＯＣＳの発現又は活性抑制剤の未処理対照群と比較して抑制されている場合、免疫疾
患の治療のための高効能間葉系幹細胞であると判定するステップを含むことができる。
【００４３】
本発明で、前記ステップ（ａ）と（ｂ）との間に間葉系幹細胞を高密度で培養するステッ
プをさらに含むことができ、このとき、高密度培養は、５，０００～２０，０００ｃｅｌ
ｌｓ／ｃｍ２の密度で培養するものであってもよい。
【００４４】
本発明で「高効能」とは、間葉系幹細胞の免疫反応抑制能力に優れて免疫関連疾患の治療
に効果的な効能を有することを意味する。
【００４５】
本発明で「間葉系幹細胞（ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ、ＭＳＣ）」は
、骨、軟骨、脂肪、筋肉細胞を含む多様な中胚葉細胞又は神経細胞のような外胚葉細胞に
も分化する能力を有する多分化能幹細胞（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ
）である。前記間葉系幹細胞は、好ましくは、臍帯、臍帯血、骨髄、脂肪、筋肉、神経、
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皮膚、羊膜、絨毛膜、脱落膜及び胎盤で構成された群から選択されるものに由来し得る。
また、前記間葉系幹細胞は、ヒト、胎児又はヒトを除いた哺乳動物に由来し得る。前記ヒ
トを除いた哺乳動物は、より好ましくは、イヌ科動物、ネコ科動物、サル科動物、ウシ、
ヒツジ、ブタ、ウマ、ラット、マウス又はギニアピッグなどであってもよく、その由来を
制限しない。
【００４６】
本発明で「免疫疾患」は、免疫調節の異常により発生する疾患であれば、制限がないが、
例えば、移植片対宿主疾患、臓器移植時の拒絶反応、体液性拒絶反応、自己免疫疾患又は
アレルギー性疾患であってもよい。
【００４７】
このとき、自己免疫疾患は、その種類に制限はないが、クローン病、紅斑病、アトピー、
関節リウマチ、橋本甲状腺炎、悪性貧血、アディソン病、第１型糖尿、ルプス、慢性疲労
症候群、繊維筋肉痛、甲状腺機能低下症と亢進症、硬皮症、ベーチェット病、炎症性腸疾
患、多発性硬化症、重症筋無力症、メニエール症候群（Ｍｅｎｉｅｒｅ’ｓ　ｓｙｎｄｒ
ｏｍｅ）、ギラン・バレー症候群（Ｇｕｉｌｉａｎ－Ｂａｒｒｅ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、
シェーグレン症候群（Ｓｊｏｇｒｅｎ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、白斑症、子宮内膜症、
乾癬、全身性硬皮症、喘息又は潰瘍性大腸炎であってもよい。
【００４８】
このとき、アレルギー性疾患は、その種類に制限はないが、過敏症（ａｎａｐｈｙｌａｘ
ｉｓ）、アレルギー性鼻炎（ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｒｈｉｎｉｔｉｓ）、喘息（ａｓｔｈｍ
ａ）、アレルギー性結膜炎（ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｃｏｎｊｕｎｃｔｉｖｉｔｉｓ）、アレ
ルギー性皮膚炎（ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ）、アトピー性皮膚炎（ａｔ
ｏｐｉｃ　ｄｅｒｍａｔｉｔｉｓ）、接触性皮膚炎、じんましん、掻痒症、昆虫アレルギ
ー、食品アレルギー又は薬品アレルギーであってもよい。
【００４９】
本発明で、ＳＯＣＳ発現抑制剤は、ＳＯＣＳ遺伝子／ｍＲＮＡに特異的に結合して発現を
阻害するものであれば、制限がなく、例えば、ＳＯＣＳ遺伝子／ｍＲＮＡに特異的なｓｉ
ＲＮＡ（ｓｍａｌｌ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ＲＮＡ）、ｓｈＲＮＡ（ｓｈｏｒｔ　
ｈａｉｒｐｉｎ　ＲＮＡ）、ｍｉＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）、ＰＮＡ（ｐｅｐｔｉｄｅ
　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄｓ）又はアンチセンスオリゴヌクレオチドであってもよい。
【００５０】
本発明で、ＳＯＣＳ活性抑制剤は、ＳＯＣＳタンパク質に結合／競争してその活性を阻害
するものであれば、制限がなく、例えば、ＳＯＣＳタンパク質に特異的な抗体、アプタマ
ー又は拮抗剤であってもよい。
【００５１】
本発明で、バイオマーカーの発現レベルを測定する方法に制限はないが、例えば、タンパ
ク質の発現に対しては、ウエスタンブロッティング、抗体免疫沈降法、ＥＬＩＳＡ、質量
分析法を用いて測定し、ｍＲＮＡの発現に対しては、ＲＴ－ＰＣＲ、競合的ＲＴ－ＰＣＲ
（ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ　ＲＴ－ＰＣＲ）、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－ｔ
ｉｍｅ　ＲＴ－ＰＣＲ）、ＲＮａｓｅ保護分析法（ＲＰＡ：ＲＮａｓｅ　ｐｒｏｔｅｃｔ
ｉｏｎ　ａｓｓａｙ）、ノーザンブロッティング又はＤＮＡチップを用いて測定し得る。
【００５２】
また、本発明は、上記方法によって選別された免疫疾患の治療のための高効能間葉系幹細
胞を提供し、前記間葉系幹細胞の由来に制限はないが、例えば、自家、他家又は同種異系
由来であってもよい。
【００５３】
また、本発明は、前記高効能間葉系細胞を含有する免疫疾患の治療用薬学組成物／薬学製
剤を提供する。
【００５４】
本発明で「薬学組成物」は、既存の治療活性成分、その他補助剤、薬剤学的に許容可能な
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担体などの成分をさらに含み得る。前記薬剤学的に許容可能な担体は、食塩水、滅菌水、
リンゲル液、緩衝食塩水、デキストロース溶液、マルトデキストリン溶液、グリセロール
及びエタノールなどを含む。
【００５５】
前記組成物は、それぞれ通常の方法によって散剤、顆粒剤、錠剤、カプセル剤、懸濁液、
エマルジョン、シロップ、エアロゾルなどの経口剤型、外用剤、坐剤及び滅菌注射溶液の
形態に剤形化して用いられてもよい。
【００５６】
本発明で「投与量」は、患者の体重、年齢、性別、健康状態、食餌、投与回数、投与方法
、排泄率及び疾患の程度などによってその範囲が多様に調節され得ることは当業者に明白
である。
【００５７】
本発明で「個体」とは、疾病の治療を必要とする対象を意味し、より具体的には、ヒト又
は非ヒトである霊長類、マウス（ｍｏｕｓｅ）、ラット（ｒａｔ）、イヌ、ネコ、ウマ及
びウシなどの哺乳類を意味する。
【００５８】
本発明で「薬学的有効量」は、投与される疾患の種類及び程度、患者の年齢及び性別、薬
物に対する敏感度、投与時間、投与経路及び排出割合、治療期間、同時に用いられる薬物
を含む要素及びその他医学分野によく知られた要素によって決定され、前記要素を全て考
慮して副作用なしに最大効果が得られる量で、当業者により容易に決定され得る。
【００５９】
本発明の組成物は、目的組織に到逹できる限り、「投与方法」には制限がない。例えば、
経口投与、動脈注射、静脈注射、経皮注射、鼻腔内投与、経気管支投与又は筋肉内投与な
どが含まれる。一日投与量は、約０．０００１～１００ｍｇ／ｋｇであり、好ましくは、
０．００１～１０ｍｇ／ｋｇであり、一日一回～数回に分けて投与することが好ましい。
【００６０】
以下、本発明の理解を助けるために実施例を提示する。しかし、下記の実施例は、本発明
をより容易に理解するために提供されるものに過ぎず、実施例よって本発明の内容が限定
されるものではない。
【実施例】
【００６１】
実施例１：実験方法
１－１．ヒト組織由来間葉系幹細胞の分離及び培養
本実験は、サムスン医療院の研究審査委員会（Ｉｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ｒｅｖｉｅ
ｗ　Ｂｏａｒｄ；ＩＲＢ）の承認（ＩＲＢ　Ｎｏ．２０１１－１０－１３４）を受け、全
てのサンプルは、事前同意を得て収集した。間葉系幹細胞の分離は、従来知られている方
法で分離した。分離された細胞は、１０％のＦＢＳ（ｆｅｔａｌ　ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒ
ｕｍ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ－Ｇｉｂｃｏ）及び１００Ｕ／ｍＬのペニシリン／ストレプ
トマイシン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ－Ｇｉｂｃｏ）が含まれているＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅ
ｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
－Ｇｉｂｃｏ、Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）培地を用いて２×１０３ｃｅｌｌｓ／ｃｍ２

の密度でシーディングして、３７℃及び５％のＣＯ２条件下で培養した。
【００６２】
１－２．ｓｈＲＮＡ形質感染
ＳＯＣＳ１の発現を阻害するために、脂肪組織由来間葉系幹細胞（ＡＴ－ＭＳＣ）にＳＯ
ＣＳ１　ｓｈＲＮＡ（ｓｈｏｒｔ　ｈａｉｒｐｉｎ　ＲＮＡ）及び赤色蛍光タンパク質（
ＲＦＰ）を発現するアデノウイルスを処理した。具体的に、ＳＯＣＳ１をターゲットとす
るｓｈＲＮＡ配列は、ヒトＵ６プロモーターとＴａｇＲＦＰマーカー遺伝子含有シャトル
ベクター（ｐＯ６Ａ５－Ｕ６－ｍＰＧＫ－ＴａｇＲＦＰ）にクローニングされてｐＯ６Ａ
５－Ｕ６－ｓｈＳＯＣＳ１－ｍＰＧＫ－ＴａｇＲＦＰ発現ベクターで準備し、シャトルベ
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クターのＵ６－ｓｈＲＮＡ－ＳＶ４０－ｐＡ領域は、ＢＡＣベクターに組換えしてトラン
スファーした。回収した組換えアデノウイルス（Ａｄ５－Ｕ６－ｓｈＳＯＣＳ１－ｍＰＧ
Ｋ－ＴａｇＲＦＰ）は、ＨＥＫ－２９３細胞で増殖させ、ＰＴＤ（ｐｒｏｔｅｉｎ　ｔｒ
ａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ　ｄｏｍａｉｎ）であるＨＰ４は、ペプトロン社から購入した。間
葉系幹細胞にアデノウイルスパーティクルをトランスフェクションするために、ＨＰ４（
１００ｎＭ）とともにアデノウイルスパーティクルをＭＯＩ（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ
　ｏｆ　ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ）１００で処理し、室温で３０分間無血清培地に培養した。
以後、培養された細胞をＰＢＳで洗い、Ａｄ－ＲＦＰ－ｓｈＳＯＣＳ１及びＨＰ４　ｐｒ
ｅｐａｒａｔｉｏｎで培養し、２時間後に細胞をＰＢＳで洗って、血清含有培地で培養し
た。選別された間葉系幹細胞は、ＲＦＰ（ｒｅｄ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｐｒｏｔｅ
ｉｎ）を用いた蛍光観察及びウエスタンブロッティングを通じて確認した。
【００６３】
１－３．免疫ブロッティング
細胞を冷たいＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ－Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で洗浄し、３００μＬの冷た
いＲＩＰＡバッファー［１％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、１５０ｍＭのＮａＣｌ、０．１
％のＳＤＳ（ｓｏｄｉｕｍ　ｄｏｄｅｃｙｌ　ｓｕｌｆａｔｅ）及び１％のデオキシコー
ル酸ナトリウムを含む５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ７．５］でプロテアーゼ抑制剤
カクテル（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、Ｉ
Ｌ、ＵＳＡ）で溶出した。細胞の溶出液を４℃で１０分間３０００ｇで遠心分離した後、
上澄み液を収集し、タンパク質の濃度をＢＣＡタンパク質アッセイキット（Ｔｈｅｒｍｏ
　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を用いて決定した。電気泳動のために、３０μ
ｇのタンパク質をサンプルバッファー（１４．４ｍＭのβ－メルカプトエタノール、２５
％のグリセロール、２％のＳＤＳ及び０．１％のブロモフェノールブルーを含む６０ｍＭ
のＴｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨ６．８）内に溶解させ、５分間沸かした後、１０％のＳＤＳリ
デューシングジェル上で分離した。分離されたタンパク質をａ　ｔｒａｎｓ－ｂｌｏｔ　
ｓｙｓｔｅｍ（Ｇｉｂｃｏ－Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を用いてＰＶＤＦ（ｐｏｌｙｖｉｎ
ｙｌｉｄｅｎｅ　ｄｉｆｌｕｏｒｉｄｅ）膜（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ、Ｌｉｔｔｌｅ　Ｃｈａｌｆｏｎｔ、Ｂｕｃｋｉｎｇｈａｍｓｈｉｒｅ、ＵＫ）上に移
動させた。前記ＰＶＤＦ膜を１時間の間室温で５％の脱脂粉乳（ＢＤ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
、ＣＡ、ＵＳＡ）を含むＴＢＳ（１５０ｍＭのＮａＣｌを含む１０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣ
ｌ、ｐＨ７．５）でブロッティングした後、ＴＢＳで３回洗浄し、３％の脱脂粉乳を含む
ＴＢＳＴ（１５０ｍＭのＮａＣｌ及び０．０２％のＴｗｅｅｎ－２０を含む１０ｍＭのＴ
ｒｉｓ、ｐＨ７．５）内の１次抗体（全ての抗体を１：１０００で希釈）と４℃で一晩中
インキュベーションした。翌日、ブロットをＴＢＳＴで３回洗浄し、１時間の間３％の脱
脂粉乳を含むＴＢＳＴ内のＨＲＰ－融合した２次抗体（１：２０００又は１：５０００希
釈）と室温でインキュベーションした。これをＴＢＳＴで３回洗浄した後、タンパク質を
ＥＣＬ検出システム（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）で視覚化した。
【００６４】
１－４．移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）の動物モデル
８～９週齢のＮＯＤ／ＳＣＩＤ免疫欠乏マウス（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ
ｅｓ、Ｂａｒ　Ｈａｒｂｏｒ、ＭＥ）に３００ｃＧｙの全身照射法を行い、２４時間後に
ヒト末梢血液単球細胞を静脈投与した。具体的に、各マウスに２×１０７個のヒト末梢血
液単球細胞を１×１０６個の間葉系幹細胞とともに投与した。以後、同じ個数の間葉系幹
細胞を投与７日目に反復投与した。
【００６５】
実施例２：実験結果
２－１．ＳＯＣＳの発現抑制
ＳＯＣＳ１をターゲットとするｓｈＲＮＡ発現アデノウイルスを脂肪組織由来間葉系幹細
胞（ＡＴ－ＭＳＣ）に形質感染させることで、ＭＳＣでＳＯＣＳの発現抑制を確認した。
その結果、図１の（ａ）及び図１の（ｂ）に示したように、赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ
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ＭＳＣ内のＳＯＣＳ１タンパク質の発現が有意的に抑制されることを確認することができ
た。
【００６６】
２－２．ＳＯＣＳ下向き調節されたＭＳＣのｉｎ　ｖｉｖｏ免疫抑制能の評価
前記実施例２－１で獲得したＳＯＣＳ下向き調節されたＭＳＣが実際に移植片対宿主病（
ＧＶＨＤ）の動物モデルで免疫抑制能を発揮するかを確認した。
【００６７】
その結果、図２に示したように、ｓｈＲＮＡによりＳＯＣＳが下向き調節されたＭＳＣ（
赤色ライン）処理群は、対照群に比べて生存率（免疫抑制能）を顕著に増加させることが
分かった。
【００６８】
２－３．ＳＯＣＳ下向き調節されたＭＳＣで追加の免疫抑制バイオマーカーの発掘
間葉系幹細胞の遺伝子発現にＳＯＣＳ発現抑制が及ぼす影響を確認するために、ＳＯＣＳ
発現抑制剤（ｓｈＲＮＡ）を処理した前後の間葉系幹細胞の遺伝子発現プロファイルを比
較した。その結果、処理前後の形態変化には著しい差がなかったが、遺伝子発現プロファ
イルには多くの差が現われたことを確認した。
【００６９】
実際に、ＳＯＣＳ発現抑制剤（ｓｈＲＮＡ）で処理された間葉系幹細胞で多様な遺伝子発
現が増加し、これらのうちＩＤＯ、ＣＸＣＬ９、ＣＸＣＬ１０、ＣＸＣＬ１１、ＣＸＣＬ
１２、ＰＴＧＥＳ、ＣＸＣＲ４、ＣＸＣＲ７、ＶＣＡＭ１、ＩＣＡＭ１、ＩＣＡＭ２、Ｔ
ＮＦ－ａｌｐｈａ、Ｂ７－Ｈ１、ＴＲＡＩＬ、Ｆａｓ　Ｌｉｇａｎｄ遺伝子は、間葉系幹
細胞の免疫抑制機能に関連していることが分かった。
【００７０】
上述した本発明の説明は例示のためのもので、本発明が属する技術分野において通常の知
識を有した者は、本発明の技術的思想や必須的な特徴を変更しなくても他の具体的な形態
に容易に変形が可能であることが理解できる。したがって、以上で記述した実施例は、全
ての面で例示的なものであり、限定的ではないものとして理解すべきである。
【産業上の利用可能性】
【００７１】
本発明は、移植片対宿主病、自己免疫疾患を含む多様な免疫疾患の臨床的治療のための免
疫反応の調節能力を有する機能的に優れた間葉系幹細胞が得られる有用な方法を提供する
ことで、免疫疾患の治療法で有用に用いられ得る。
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【図１ａ】 【図１ｂ】

【図２】
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【手続補正書】
【提出日】令和1年6月28日(2019.6.28)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＳＯＣＳ（ｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ）の発
現又は活性が抑制された間葉系幹細胞で免疫抑制バイオマーカーのレベルを測定するステ
ップを含む、免疫疾患治療のための高効能間葉系幹細胞の選別方法。
【請求項２】
前記方法は、下記のステップを含むことを特徴とする、請求項１に記載の選別方法：
（ａ）間葉系幹細胞を培養した後ＳＯＣＳの発現又は活性抑制剤を処理するステップ；
（ｂ）前記ＳＯＣＳの発現又は活性が抑制された間葉系幹細胞で免疫抑制バイオマーカー
の発現レベルを測定するステップ；及び
（ｃ）前記発現レベルがＳＯＣＳの発現又は活性抑制剤の未処理対照群と比較して抑制さ
れている場合、免疫疾患の治療のための高効能間葉系幹細胞であると判定するステップ。
【請求項３】
前記方法は、ステップ（ａ）とステップ（ｂ）と間に間葉系幹細胞を高密度で培養するス
テップをさらに含むことを特徴とする、請求項２に記載の選別方法。
【請求項４】
前記免疫抑制バイオマーカーは、ＩＤＯ（ｉｎｄｏｌｅａｍｉｎｅ　２，３－ｄｉｏｘｙ
ｇｅｎａｓｅ）、ＣＸＣＬ９（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　９）、ＣＸＣＬ
１０（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　１０）、ＣＸＣＬ１１（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍ
ｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎｄ　１１）、ＣＸＣＬ１２（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｍｏｔｉｆ　ｌｉｇａｎ
ｄ　１２）、ＰＴＧＥＳ（Ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ  Ｅ　ｓｙｎｔｈａｓｅ）、ＣＸ
ＣＲ４（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｙｐｅ　４）、ＣＸＣ
Ｒ７（Ｃ－Ｘ－Ｃ　ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｙｐｅ　７）、ＶＣＡＭ
１（Ｖａｓｃｕｌａｒ　Ｃｅｌｌ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　１）、ＩＣＡ
Ｍ１（Ｉｎｔｅｒ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　１）、Ｉ
ＣＡＭ２（Ｉｎｔｅｒ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ａｄｈｅｓｉｏｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌｅ　２）
、ＴＮＦ－ａｌｐｈａ、Ｂ７－Ｈ１（Ｂ７－ｈｏｍｏｌｏｇ　１）、ＴＲＡＩＬ（ＴＮＦ
－Ｒｅｌａｔｅｄ　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－Ｉｎｄｕｃｉｎｇ　Ｌｉｇａｎｄ）及びＦａｓ
　Ｌｉｇａｎｄからなる群より選択される一つ以上であることを特徴とする、請求項１に
記載の選別方法。
【請求項５】
前記高効能は、免疫抑制能であることを特徴とする、請求項１に記載の選別方法。
【請求項６】
前記間葉系幹細胞は、臍帯、臍帯血、骨髄、脂肪、筋肉、ホウォートンゼリー、神経、皮
膚、羊膜、絨毛膜、脱落膜及び胎盤からなる群より選択されるものに由来することを特徴
とする、請求項１に記載の選別方法。
【請求項７】
前記免疫疾患は、移植片対宿主疾患、臓器移植時の拒絶反応、体液性拒絶反応、自己免疫
疾患又はアレルギー性疾患であることを特徴とする、請求項１に記載の選別方法。
【請求項８】
前記自己免疫疾患は、クローン病、紅斑病、アトピー、関節リウマチ、橋本甲状腺炎、悪
性貧血、アディソン病、第１型糖尿、ルプス、慢性疲労症候群、繊維筋肉痛、甲状腺機能
低下症と亢進症、硬皮症、ベーチェット病、炎症性腸疾患、多発性硬化症、重症筋無力症
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、メニエール症候群（Ｍｅｎｉｅｒｅ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、ギラン・バレー症候群
（Ｇｕｉｌｉａｎ－Ｂａｒｒｅ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、シェーグレン症候群（Ｓｊｏｇｒ
ｅｎ’ｓ　ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、白斑症、子宮内膜症、乾癬、全身性硬皮症、喘息又は潰
瘍性大腸炎であることを特徴とする、請求項６７に記載の選別方法。
【請求項９】
前記ＳＯＣＳ発現抑制剤は、ＳＯＣＳ遺伝子に特異的なｓｉＲＮＡ（ｓｍａｌｌ　ｉｎｔ
ｅｒｆｅｒｅｎｃｅ　ＲＮＡ）、ｓｈＲＮＡ（ｓｈｏｒｔ　ｈａｉｒｐｉｎ　ＲＮＡ）、
ｍｉＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）、ＰＮＡ（ｐｅｐｔｉｄｅ　ｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ
ｓ）及びアンチセンスオリゴヌクレオチドからなる群より選択されることを特徴とする、
請求項２に記載の選別方法。
【請求項１０】
前記ＳＯＣＳ活性抑制剤は、ＳＯＣＳタンパク質に特異的な抗体、アプタマー及び拮抗剤
からなる群より選択されることを特徴とする、請求項２に記載の選別方法。
【請求項１１】
前記ステップ（ｂ）のバイオマーカーの発現レベルは、ウエスタンブロッティング、抗体
免疫沈降法、ＥＬＩＳＡ、質量分析法、ＲＴ－ＰＣＲ、競合的ＲＴ－ＰＣＲ（ｃｏｍｐｅ
ｔｉｔｉｖｅ　ＲＴ－ＰＣＲ）、リアルタイムＲＴ－ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ　ＲＴ
－ＰＣＲ）、ＲＮａｓｅ保護分析法（ＲＰＡ：ＲＮａｓｅ　ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ　ａｓ
ｓａｙ）、ノーザンブロッティング又はＤＮＡチップを用いて測定することを特徴とする
、請求項２に記載の選別方法。
【請求項１２】
請求項１に記載の方法によって選別された、免疫疾患の治療のための高効能間葉系幹細胞
。
【請求項１３】
前記免疫疾患は、移植片対宿主疾患、臓器移植時の拒絶反応、体液性拒絶反応、自己免疫
疾患又はアレルギー性疾患であることを特徴とする、請求項１２に記載の高効能間葉系幹
細胞。
【請求項１４】
前記高効能は、免疫抑制能であることを特徴とする、請求項１２に記載の高効能間葉系幹
細胞。
【請求項１５】
前記間葉系幹細胞は、臍帯、臍帯血、骨髄、脂肪、筋肉、神経、皮膚、羊膜及び胎盤に由
来することを特徴とする、請求項１２に記載の高効能間葉系幹細胞。
【請求項１６】
前記間葉系幹細胞は、自家、他家又は同種異系来由であることを特徴とする、請求項１２
に記載の高効能間葉系幹細胞。
【請求項１７】
請求項１２に記載の高効能間葉系幹細胞を含有する、免疫疾患治療用医薬組成物。
【請求項１８】
請求項１２に記載の高効能間葉系幹細胞を含有する、移植片対宿主疾患治療用医薬製剤。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００２９
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００２９】
　また、本発明は、前記高効能間葉系幹細胞を含有する免疫疾患治療用医薬組成物を提供
する。
【手続補正３】
【補正対象書類名】明細書
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【補正対象項目名】００３０
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３０】
また、本発明は、前記高効能間葉系幹細胞を含有する移植片対宿主疾患治療用医薬製剤を
提供する。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００５３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００５３】
また、本発明は、前記高効能間葉系細胞を含有する免疫疾患の治療用医薬組成物／医薬製
剤を提供する。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００５４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００５４】
本発明で「医薬組成物」は、既存の治療活性成分、その他補助剤、薬剤学的に許容可能な
担体などの成分をさらに含み得る。前記薬剤学的に許容可能な担体は、食塩水、滅菌水、
リンゲル液、緩衝食塩水、デキストロース溶液、マルトデキストリン溶液、グリセロール
及びエタノールなどを含む。
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