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(57)【要約】
　未分化な状態の間葉系幹細胞に特異性が高く、高感度での間葉系幹細胞の同定や高純度
な間葉系幹細胞の調製などを可能にするマーカー分子を提供することを課題とする。ロイ
シンリッチリピート含有免疫グロブリンスーパーファミリーからなる、未分化間葉系幹細
胞マーカー及びその用途が提供される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ロイシンリッチリピート含有免疫グロブリンスーパーファミリー（ISLR）からなる、未
分化間葉系幹細胞マーカー。
【請求項２】
　ISLRが、配列番号１～３のいずれかのアミノ酸配列を含む、請求項１に記載の未分化間
葉系幹細胞マーカー。
【請求項３】
　間葉系幹細胞を含む細胞集団から、ISLRを発現する細胞を選別し、回収するステップを
含む、未分化間葉系幹細胞を調製する方法。
【請求項４】
　間葉系幹細胞を含む細胞集団が、骨髄、歯髄、脂肪組織、子宮内膜、臍帯、骨格筋又は
末梢血に由来する、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　ISLRの発現状態を指標として検出することを特徴とする、未分化間葉系幹細胞を検出す
る方法。
【請求項６】
　被検間葉系幹細胞におけるISLRの発現状態を調べるステップを含む、間葉系幹細胞の未
分化性を評価する方法。
【請求項７】
　間葉系幹細胞がヒト細胞である、請求項３～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　抗ISLR抗体を含む、未分化間葉系幹細胞検出用試薬。
【請求項９】
　請求項８に記載の試薬を含む、未分化間葉系幹細胞検出用キット。
【請求項１０】
　ISLRの発現状態を指標として検出することを特徴とする、癌又は線維化疾患の罹患部位
に集積する未分化間葉系幹細胞を検出する方法。
【請求項１１】
　癌が膵癌、大腸癌、又は乳癌であり、線維化疾患が心筋梗塞である、請求項１０に記載
の方法。
【請求項１２】
　ISLRからなる、癌又は線維化疾患の予後推定用バイオマーカー。
【請求項１３】
　癌が膵癌、大腸癌、又は乳癌であり、線維化疾患が心筋梗塞である、請求項１２に記載
の予後推定用バイオマーカー。
【請求項１４】
　ISLRの発現量を指標とした、癌又は線維化疾患患者の予後推定法。
【請求項１５】
　癌が膵癌、大腸癌、又は乳癌であり、線維化疾患が心筋梗塞である、請求項１４に記載
の予後推定法。
【請求項１６】
　抗ISLR抗体を含む、癌又は線維化疾患患者の予後推定用試薬。
【請求項１７】
　癌が膵癌、大腸癌、又は乳癌であり、線維化疾患が心筋梗塞である、請求項１６に記載
の予後推定用試薬。
【請求項１８】
　請求項１６又は１７に記載の試薬を含む、癌又は線維化疾患患者の予後推定用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は間葉系幹細胞マーカーに関する。詳しくは、未分化な状態の間葉系幹細胞に特
異性の高い分子（バイオマーカー）及びその用途に関する。本出願は、２０１５年８月３
日に出願された日本国特許出願第２０１５－１５３７１２号に基づく優先権を主張するも
のであり、当該特許出願の全内容は参照により援用される。
【背景技術】
【０００２】
　間葉系幹細胞（mesenchymal stem cell又はmesenchymal stromal cell。以下、「MSC」
と略称することがある）は骨髄、脂肪組織、歯髄、臍帯、子宮内膜をはじめとして多くの
臓器に存在する細胞であり、培養皿上で特定の条件下で培養すると骨、軟骨及び脂肪に分
化することが知られている。また、間葉系幹細胞は他の細胞群の増殖や分化を促す作用（
trophic effect）及び免疫調整能を有することも知られ、現在ではGVHD（移植片対宿主病
）、脊椎損傷、腎移植後の腎不全、心筋梗塞、末梢閉塞性動脈疾患等の多様な疾患の治療
への応用が期待されている。
【０００３】
　間葉系幹細胞は骨髄では類洞及び細小動脈等の血管周囲に、その他の臓器では毛細血管
周囲に存在することが知られている（非特許文献１）。骨髄では造血幹細胞維持のための
ニッチ細胞として、あるいは骨再生のための骨幹細胞として機能している（非特許文献２
）。骨髄以外の臓器ではペリサイト（血管周皮細胞）あるいは血管周囲の線維芽細胞とし
て存在しており、血管の成熟化に関わるとされている（非特許文献３）。また、癌や各種
線維化疾患において間質の線維化を引き起こす原因がペリサイトの増殖であるとする学説
も存在する（非特許文献４）。
【０００４】
　国際的に以下の条件（１）～（３）を満たす細胞が間葉系幹細胞と定義されている。
　（１）培養皿上で接着する細胞であること
　（２）CD105陽性、CD73陽性、CD90陽性、CD45陰性、CD34陰性、CD14又はCD11bが陰性、
CD79a又はCD19が陰性、HLA-DR陰性であること
　（３）試験管内（in vitro）において骨芽細胞、軟骨芽細胞及び脂肪細胞への分化能を
有すること
【０００５】
　上記（２）に列挙された分子以外にも、Stro-1、PDGF受容体、Sca-1、CD271、CD146な
どが間葉系幹細胞のマーカーとして報告されており、これらのマーカーの組み合わせで間
葉系幹細胞を単離する方法が開発されている（例えば特許文献１を参照）。しかしながら
、上記のCD105、CD73、CD90を含め、いずれのマーカーも上皮細胞や癌細胞、あるいは神
経細胞などに発現しており、間葉系幹細胞に特異的ではない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開第２００９／０３１６７８号パンフレット
【特許文献２】米国特許出願公開第２００５／０２６０６３９　Ａ１号明細書
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Murray, I.R., West, C.C., Hardy, W.R., James, A.W., Park, T.S., 
Nguyen, A., Tawonsawatruk, T., Lazzari, L., Soo, C., and Peault, B. (2014). Natu
ral history of mesenchymal stem cells, from vessel walls to culture vessels. Cel
lular and Molecular Life Sciences 71, 1353-1374.
【非特許文献２】Morrison, S.J., and Scadden, D.T. (2014). The bone marrow niche 
for haematopoietic stem cells. Nature 505, 327-334.
【非特許文献３】Armulik, A., Genove, G., and Betsholtz, C. (2011). Pericytes: De
velopmental, Physiological, and Pathological Perspectives, Problems, and Promise
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s. Developmental Cell 21, 193-215.
【非特許文献４】Kramann, R, Schneider, R. DiRocco, D. Machado, F. Fleig, S., Bon
dzie, A., Henderson, J., Ebert, B., and Humphreys, B. (2015). Perivascular Gli1+
 Progenitors Are Key Contributors to Injury-Induced Organ Fibrosis Cell Stem Cel
l ,16, 51-66.
【非特許文献５】Nagasawa, A., Kubota, R., Imamura, Y., Nagamine, K., Wang, Y., A
sakawa, S., Kudoh, J., Minoshima, S., Mashima, Y., Oguchi, Y., et al. (1997). Cl
oning of the cDNA for a new member of the immunoglobulin superfamily (ISLR) cont
aining leucine-rich repeat (LRR). Genomics 44, 273-279.
【非特許文献６】Nagasawa, A., Kudoh, J., Noda, S., Mashima, Y., Wright, A., Oguc
hi, Y., and Shimizu, N. (1999). Human and mouse ISLR (immunoglobulin superfamily
 containing leucine-rich repeat) genes: genomic structure and tissue expression.
 Genomics 61, 37-43.
【非特許文献７】Homma, S., Shimada, T., Hikake, T., and Yaginuma, H. (2009). Exp
ression pattern of LRR and Ig domain-containing protein (LRRIG protein) in the e
arly mouse embryo. Gene Expression Patterns 9, 1-26.
【非特許文献８】Mandai, K., Guo, T., Hillaire, C.S., Meabon, J.S., Kanning, K.C.
, Bothwell, M., and Ginty, D.D. (2009). LIG family receptor tyrosine kinase-asso
ciated proteins modulate growth factor signals during neural development. Neuron
 63, 614-627.
【非特許文献９】Walter, K., Omura, N., Hong, S.-M., Griffith, M., Vincent, A., B
orges, M., and Goggins, M. (2010). Overexpression of Smoothened Activates the So
nic Hedgehog Signaling Pathway in Pancreatic Cancer-Associated Fibroblasts. Clin
ical Cancer Research 16, 1781-1789.
【非特許文献１０】Allinen, M., Beroukhim, R., Cai, L., Brennan, C., Lahti-Domeni
ci, J., Huang, H., Porter, D., Hu, M., Chin, L., Richardson, A., et al. (2004). 
Molecular characterization of the tumor microenvironment in breast cancer. Cance
r cell 6, 17-32.
【非特許文献１１】Jansen, B.J., Gilissen, C., Roelofs, H., Schaap-Oziemlak, A., 
Veltman, J.A., Raymakers, R.A., Jansen, J.H., Kogler, G., Figdor, C.G., Torensma
, R., et al. (2010). Functional differences between mesenchymal stem cell popula
tions are reflected by their transcriptome. Stem cells and development 19, 481-4
90.
【非特許文献１２】Hsieh, J.-Y., Fu, Y.-S., Chang, S.-J., Tsuang, Y.-H., and Wang
, H.-W. (2010). Functional module analysis reveals differential osteogenic and s
temness potentials in human mesenchymal stem cells from bone marrow and Wharton'
s jelly of umbilical cord. Stem cells and development 19, 1895-1910.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　間葉系幹細胞のマーカーとして数多くの分子が報告されているが、いずれも間葉系幹細
胞以外の細胞にも発現しており特異性は低い。そこで本発明は、未分化な状態の間葉系幹
細胞に特異性が高く、高感度での間葉系幹細胞の同定や高純度な間葉系幹細胞の調製など
を可能にするマーカー分子及びその用途を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　上記課題の下で研究を進める中、本発明者らは細胞膜結合型／分泌型の分子であるロイ
シンリッチリピート含有免疫グロブリンスーパーファミリー（ISLR：immunoglobulin sup
erfamily containing leucine-rich repeat）に着眼し、各種実験を行った。ISLRは1997
年に眼の網膜に発現する分子として遺伝子クローニングされたが、その機能は未だ明らか
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になっていない(非特許文献５、６)。2009年に発表された遺伝子発現解析の論文では、マ
ウス胎児において鰓弓、肢芽、体節、頭部や体幹の間葉系組織に発現していることが報告
されている(非特許文献７)。ISLRの相同遺伝子に相当するISLR2（別名Linx）は神経系組
織を中心に発現することも報告されている（非特許文献８）。また、肺癌、乳癌、膵癌な
どにおいてISLRの発現が正常に比して高いとする報告もある（例えば、特許文献２、非特
許文献９、１０を参照）。但し、いずれの報告においても、同様の挙動を示す多数の遺伝
子の中の一つとしてISLRが掲載されているにすぎず、また、ISLRの機能に関する言及はな
い。一方、間葉系幹細胞における遺伝子発現を網羅的に調べた研究の報告では、発現の上
昇を認める遺伝子のリストにISLRが掲載されている（非特許文献１１、１２）。しかしな
がら、間葉系幹細胞におけるISLRの発現の意義、その機能などは不明である。
【００１０】
　後述の実施例に示す通り、本発明者らの検討の結果、ISLRが間葉系幹細胞に特異的なマ
ーカー分子であることが明らかとなった。ISLRは未分化な状態の間葉系幹細胞に特異性が
高く、これまでに報告された間葉系幹細胞のマーカーとは一線を画する。また、ヒトに限
らずマウスにおいてもISLRが間葉系幹細胞のマーカーになることが判明し、その利用価値
は高い。
【００１１】
　ところで、間葉系幹細胞は腫瘍又は癌の発生部位や転移部位に集積する特性を有すると
の学説がある。しかしながら、集積することの意義、集積した細胞の役割（特に癌の進展
への関与）については諸説あり、その解明が切望されている。本発明者らは、間葉系幹細
胞を特異的に検出するISLRというツールを得たことにより、間葉系幹細胞の集積を視覚的
に捉え、また間葉系幹細胞の存在量を検出することができるようになった。この成果を基
に更に研究を進めた結果、ISLRの発現が癌の進展及び癌患者の予後に関連することが見出
された。また、心筋梗塞のモデル動物を用いた実験によって心筋梗塞の梗塞部位に間葉系
幹細胞が集積する現象が観察されるとともに、ISLRノックアウトマウスでは心筋梗塞後の
予後が有意に悪いことが示され、心筋梗塞等の線維化疾患の進展や予後の評価ないし推定
にもISLRが有用であることが判明した。
　以下の発明は、主として以上の成果に基づく。
　［１］ロイシンリッチリピート含有免疫グロブリンスーパーファミリー（ISLR）からな
る、未分化間葉系幹細胞マーカー。
　［２］ISLRが、配列番号１～３のいずれかのアミノ酸配列を含む、［１］に記載の未分
化間葉系幹細胞マーカー。
　［３］間葉系幹細胞を含む細胞集団から、ISLRを発現する細胞を選別し、回収するステ
ップを含む、未分化間葉系幹細胞を調製する方法。
　［４］間葉系幹細胞を含む細胞集団が、骨髄、歯髄、脂肪組織、子宮内膜、臍帯、骨格
筋又は末梢血に由来する、［３］に記載の方法。
　［５］ISLRの発現状態を指標として検出することを特徴とする、未分化間葉系幹細胞を
検出する方法。
　［６］被検間葉系幹細胞におけるISLRの発現状態を調べるステップを含む、間葉系幹細
胞の未分化性を評価する方法。
　［７］間葉系幹細胞がヒト細胞である、［３］～［６］のいずれか一項に記載の方法。
　［８］抗ISLR抗体を含む、未分化間葉系幹細胞検出用試薬。
　［９］［８］に記載の試薬を含む、未分化間葉系幹細胞検出用キット。
　［１０］ISLRの発現状態を指標として検出することを特徴とする、癌又は線維化疾患の
罹患部位に集積する未分化間葉系幹細胞を検出する方法。
　［１１］癌が膵癌、大腸癌、又は乳癌であり、線維化疾患が心筋梗塞である、［１０］
に記載の方法。
　［１２］ISLRからなる、癌又は線維化疾患の予後推定用バイオマーカー。
　［１３］癌が膵癌、大腸癌、又は乳癌であり、線維化疾患が心筋梗塞である、［１２］
に記載の予後推定用バイオマーカー。
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　［１４］ISLRの発現量を指標とした、癌又は線維化疾患患者の予後推定法。
　［１５］癌が膵癌、大腸癌、又は乳癌であり、線維化疾患が心筋梗塞である、［１４］
に記載の予後推定法。
　［１６］抗ISLR抗体を含む、癌又は線維化疾患患者の予後推定用試薬。
　［１７］癌が膵癌、大腸癌、又は乳癌であり、線維化疾患が心筋梗塞である、［１６］
に記載の予後推定用試薬。
　［１８］［１６］又は［１７］に記載の試薬を含む、癌又は線維化疾患患者の予後推定
用キット。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】ヒト骨髄由来間葉系幹細胞及び皮膚線維芽細胞におけるISLRの発現。ウェスタン
ブロット法によってISLRの発現を調べた。注１：ISLR特異的shRNAを導入したヒト皮膚線
維芽細胞
【図２】ヒト脂肪由来幹細胞におけるISLRの発現。ウェスタンブロット法によってISLRの
発現を調べた。注１：Glyceraldehyde-3- Phosphate Dehydrogenase（内因性コントロー
ル）
【図３】マウス骨髄由来間葉系幹細胞におけるISLRの発現。ウェスタンブロット法によっ
てISLRの発現を調べた。注１：内因性コントロール
【図４】マウス間葉系幹細胞の分化に伴うISLR発現の減少。分化誘導0日目、1日目、7日
目、及び14日目のISLR及び各種マーカー分子の発現をウェスタンブロット法で調べた。注
１：Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase（内因性コントロール）、注２：fatty-
acid binding protein 4（脂肪細胞マーカー）、注３：軟骨芽細胞マーカー、注４：骨芽
細胞マーカー
【図５】ヒト間葉系幹細胞の分化に伴うISLR発現の減少。分化誘導0日目、1日目、7日目
、及び14日目のISLR及び各種マーカー分子の発現をウェスタンブロット法で調べた。注１
：Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase（コントロール）
【図６】間葉系幹細胞の分化に伴うISLR遺伝子mRNAの発現の減少。分化誘導7日目のISLR
のmRNAの発現量を定量的RT-PCRで調べた。
【図７】ISLRの高発現が間葉系幹細胞の分化に及ぼす影響の検証。ISLRを強制発現させた
C3H10T1/2を分化誘導し、0日目及び7日目にISLR、Sox9（軟骨分化のマーカー）、Osteopo
ntin、Runx2（ともに骨分化のマーカー）の発現をウェスタンブロット法で調べた。注１
：軟骨細胞マーカー、注２：骨芽細胞マーカー、注３：骨芽細胞マーカー
【図８】各種培養細胞におけるISLRの発現。ヒト線維芽細胞、血管平滑筋細胞、血管内皮
細胞及び各種上皮細胞（ロンザジャパン株式会社又はZenBio社より購入）におけるISLRの
発現をウェスタンブロット法で調べた。
【図９】膵癌の間質で増殖する間葉系幹細胞におけるISLRの発現。中分化型膵癌および低
分化型膵癌の間質には間葉系幹細胞が集積する。この間葉系幹細胞の存在をISLRの発現を
指標としてIn situハイブリダイゼーション法で調べた。
【図１０】大腸癌組織におけるISLRの発現。中分化型大腸癌および低分化型大腸癌の間質
には間葉系幹細胞が集積する。この間葉系幹細胞の存在をISLRの発現を指標としてIn sit
uハイブリダイゼーション法で調べた。
【図１１】乳癌組織におけるISLRの発現。浸潤性乳管癌の間質には間葉系幹細胞が集積す
る。この間葉系幹細胞の存在をISLRの発現を指標としてIn situハイブリダイゼーション
法で調べた。
【図１２】マウス心筋梗塞モデルの梗塞部位におけるISLRの発現。マウス心筋梗塞モデル
の心筋梗塞部位には間葉系幹細胞が集積する。この間葉系幹細胞の存在をISLRの発現を指
標としてIn situハイブリダイゼーション法で調べた。
【図１３】野生型マウスとISLRノックアウトマウスの心筋梗塞後の生存率の相違。ISLRノ
ックアウトマウスを作製し、心筋梗塞後の生存率を野生型マウスと比較した。
【発明を実施するための形態】
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【００１３】
１．未分化間葉系幹細胞マーカー
　本発明の第１の局面は未分化間葉系幹細胞に特異的発現を認めたマーカー分子、即ち「
未分化間葉系幹細胞マーカー」に関する。「未分化間葉系幹細胞マーカー」とは、未分化
性を保持している間葉系幹細胞であることの指標となる分子をいう。本発明の未分化間葉
系幹細胞マーカー（以下、略して「本発明のマーカー」と呼ぶこともある）を利用すれば
、未分化間葉系幹細胞の検出、測定、標識化、調製（分取・濃縮）、評価等が可能になる
。特に、間葉系幹細胞を含む細胞集団から未分化間葉系幹細胞を調製する上で本発明のマ
ーカーはその利用価値が高い。「未分化間葉系幹細胞」は、骨芽細胞、軟骨芽細胞、脂肪
細胞への分化能を有する。未分化間葉系幹細胞を特定の誘導条件で培養すれば、誘導条件
に対応した細胞系譜に沿って分化する。
【００１４】
　本発明のマーカーはロイシンリッチリピート含有免疫グロブリンスーパーファミリー（
ISLR：immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat）からなる。ISLR
は細胞膜結合型又は分泌型の分子であり、肺癌、乳癌、膵癌などにおいて高発現が認めら
れている（例えば、特許文献２、非特許文献９、１０を参照）。
【００１５】
　公共のデータベースに登録されているISLRのアミノ酸配列とそれをコードする遺伝子配
列を添付の配列表に示す。配列番号と配列の対応関係は以下の通りである。
　配列番号１：ヒトISLRのアミノ酸配列（NCBI Reference Sequence: NP_005536.1, immu
noglobulin superfamily containing leucine-rich repeat protein precursor [Homo sa
piens].）
　配列番号２：マウスISLRのアミノ酸配列（NCBI Reference Sequence: NP_036173.1, im
munoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat protein precursor [Mus m
usculus].）
　配列番号３：ラットISLRのアミノ酸配列（NCBI Reference Sequence: NP_001119772.1 
immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat protein precursor [Rat
tus norvegicus]）
　配列番号４：ヒトISLRのcDNA配列（GeneID:3671、NCBI Reference Sequence: NM_00554
5.3, Homo sapiens immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat (ISL
R), transcript variant 1, mRNA.）
　配列番号５：マウスISLRのcDNA配列（GeneID: 26968、NCBI Reference Sequence: NM_0
12043.4, Mus musculus immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat 
(Islr), transcript variant 1, mRNA.）
　配列番号６：ラットISLRのcDNA配列（GeneID: 686539、NCBI Reference Sequence: XM_
006243176.2, NM_001126300.1, Rattus norvegicus immunoglobulin superfamily contai
ning leucine-rich repeat (Islr), mRNA）
【００１６】
　ヒトISLRにはバリアント（variant 2）の配列（Homo sapiens immunoglobulin superfa
mily containing leucine-rich repeat (ISLR), transcript variant 2, mRNA、アミノ酸
配列：NP_958934.1、cDNA配列：NM_201526.1）が知られている。当該バリアントのアミノ
酸配列は上記のアミノ酸配列（配列番号１）と同一である。
【００１７】
　マウスについてもバリアント（variant 2）の配列（Mus musculus immunoglobulin sup
erfamily containing leucine-rich repeat (Islr), transcript variant 2, mRNA、アミ
ノ酸配列：NP_001182360.1、cDNA配列：NM_001195431.1）が知られている。当該バリアン
トのアミノ酸配列は上記のアミノ酸配列（配列番号２）と同一である。
【００１８】
　尚、ヒトへの適用の場合、ヒト生体中に存在する未分化間葉系幹細胞の指標としてでは
なく、ヒト生体から分離された状態の未分化間葉系幹細胞の指標として本発明のマーカー
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は利用される。
【００１９】
２．未分化間葉系幹細胞の調製
　本発明の第２の局面は本発明のマーカーの用途に関し、未分化間葉系幹細胞を調製する
方法（以下、「本発明の調製法」と呼ぶ）を提供する。本発明の調製法を実施する前の細
胞集団（即ち、本発明の調製法に供される細胞集団）と本発明の調製法によって得られる
細胞集団を比較すると、前者よりも後者の方が未分化間葉系幹細胞の含有率が高いことか
ら、「未分化間葉系幹細胞の調製」を、「未分化間葉系幹細胞の濃縮」、或いは「未分化
間葉系幹細胞の純度（比率）の向上」と言い換えることも可能である。
【００２０】
　未分化間葉系幹細胞はそれ自体が有用であり、例えば再生医療用の移植材料としての利
用が期待される。また、それを分化誘導して得られる各種細胞（骨芽細胞、軟骨芽細胞等
）も特定の組織の再建に利用され得る。更には、間葉系幹細胞の産生するケモカイン、サ
イトカイン、増殖因子なども、様々な疾患の治療への適用が期待される。一方、未分化間
葉系幹細胞は造血幹細胞の維持に重要であることが知られており、造血幹細胞を生体外で
維持する場合の支持細胞としても未分化間葉系幹細胞は利用され得る。従って、未分化間
葉系幹細胞は骨髄移植の分野でも有用である。本発明の調製法によれば、特異性の高いマ
ーカーを用いることから、このように極めて有用性の高い未分化間葉系幹細胞を高純度で
調製することができる。また、効率的な調製も可能になる。
【００２１】
　本発明の調製法は上記本発明のマーカーを利用する。具体的には、本発明の調製法では
以下のステップ、即ち、「間葉系幹細胞を含む細胞集団から、ISLRを発現する細胞を選別
し、回収するステップ」、を行う。以下、当該ステップの詳細を説明する。
【００２２】
　間葉系幹細胞を含む細胞集団は予め用意しておく。当該細胞集団はヒト又は非ヒト動物
（例えばマウス、ラット）の骨髄、歯髄、脂肪組織、子宮内膜、臍帯、臍帯血、骨格筋、
末梢血等から常法で取得することができる。通常、これらの細胞源（細胞ソース、由来）
から採取した試料（例えば、骨髄液、吸引脂肪、骨格筋組織片、血液）に対して物理的処
理（裁断、ピペッティング、フィルタ処理等）や酵素処理（例えば、トリプシン、ディス
パーゼ、コラゲナーゼ、エラスターゼ、パパイン等を使用する）を単独又は併用して行い
、細胞を分離する。好ましくは、細胞塊がない状態にしておく。末梢血などから細胞集団
を用意する場合には溶血処理などによって血球成分を除去しておくことが好ましい。
【００２３】
　上記細胞源から採取した試料又はそこから分離した細胞を培養容器に播種して培養し、
接着性を示した細胞を「間葉系幹細胞を含む細胞集団」として用いることにしてもよい。
換言すれば、本発明の一態様では、接着性細胞を選択するという、従来の間葉系幹細胞の
調製法と同様の方法で得られる細胞集団を「間葉系幹細胞を含む細胞集団」として用いる
。
【００２４】
　本発明の調製法では、間葉系幹細胞を含む細胞集団から、ISLRを発現する細胞を選別し
、回収する。即ち、ISLRの発現を指標として、目的の細胞である未分化間葉系幹細胞を得
る。ISLRを指標とした選別及び回収は、例えば、抗ISLR抗体を利用したフローサイトメト
リー及びセルソーティングで行うことができる。フローサイトメトリー及びセルソーティ
ングによれば特異的且つ効率的にISLR陽性細胞を分取することが可能である。フローサイ
トメトリー及びセルソーティングを実施するための装置（フローサイトメーター及びセル
ソーター）は例えばベックマン・コールター株式会社、日本ベクトン・ディッキンソン株
式会社などから販売されており、それらを利用することができる。基本的な操作法、分取
条件などは装置に添付の取扱説明書に従えばよい。
【００２５】
　フローサイトメトリー以外にも、抗ISLR抗体を用いたアフィニティークロマトグラフィ
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ーあるいは磁気ビーズを用いた磁気細胞分離等によって、ISLR陽性細胞を選別、回収する
ことが可能である。
【００２６】
　フローサイトメトリー、セルソーティング、或いは磁気細胞分離等に用いる抗ISLR抗体
は、ISLR陽性細胞の選別及び回収に利用可能な限り、ポリクローナル抗体、オリゴクロー
ナル抗体（数種～数十種の抗体の混合物）、及びモノクローナル抗体のいずれでもよい。
ポリクローナル抗体又はオリゴクローナル抗体としては、動物免疫して得た抗血清由来の
IgG画分のほか、抗原によるアフィニティー精製抗体を使用できる。抗ISLR抗体は免疫学
的手法、ファージディスプレイ法、リボソームディスプレイ法などを利用して調製するこ
とができる。免疫学的手法によるポリクローナル抗体の調製は次の手順で行うことができ
る。抗原（ISLR又はその一部）を調製し、これを用いてウサギ等の動物に免疫を施す。生
体試料を精製することにより抗原を得ることができる。また、組換え型抗原を用いること
もできる。組換え型ISLRは、例えば、ISLRをコードする遺伝子（遺伝子の一部であっても
よい）を、ベクターを用いて適当な宿主に導入し、得られた組換え細胞内で発現させるこ
とにより調製することができる。
【００２７】
　免疫惹起作用を増強するために、キャリアタンパク質を結合させた抗原を用いてもよい
。キャリアタンパク質としてはKLH（Keyhole Limpet Hemocyanin）、BSA（Bovine Serum 
Albumin）、OVA（Ovalbumin）などが使用される。キャリアタンパク質の結合にはカルボ
ジイミド法、グルタルアルデヒド法、ジアゾ縮合法、MBS（マレイミドベンゾイルオキシ
コハク酸イミド）法などを使用できる。一方、ISLR（又はその一部）を、GST、βガラク
トシダーゼ、マルトース結合タンパク、又はヒスチジン（His）タグ等との融合タンパク
質として発現させた抗原を用いることもできる。このような融合タンパク質は、汎用的な
方法により簡便に精製することができる。
【００２８】
　必要に応じて免疫を繰り返し、十分に抗体価が上昇した時点で採血し、遠心処理などに
よって血清を得る。得られた抗血清をアフィニティー精製し、ポリクローナル抗体とする
。
【００２９】
　一方、モノクローナル抗体については次の手順で調製することができる。まず、上記と
同様の手順で免疫操作を実施する。必要に応じて免疫を繰り返し、十分に抗体価が上昇し
た時点で免疫動物から抗体産生細胞を摘出する。次に、得られた抗体産生細胞と骨髄腫細
胞とを融合してハイブリドーマを得る。続いて、このハイブリドーマをモノクローナル化
した後、抗原に対して高い特異性を有する抗体を産生するクローンを選択する。選択され
たクローンの培養液を精製することによって目的の抗体が得られる。一方、ハイブリドー
マを所望数以上に増殖させた後、これを動物（例えばマウス）の腹腔内に移植し、腹水内
で増殖させて腹水を精製することにより目的の抗体を取得することもできる。上記培養液
の精製又は腹水の精製には、プロテインG、プロテインA等を用いたアフィニティークロマ
トグラフィーが好適に用いられる。また、抗原を固相化したアフィニティークロマトグラ
フィーを用いることもできる。更には、イオン交換クロマトグラフィー、ゲル濾過クロマ
トグラフィー、硫安分画、及び遠心分離等の方法を用いることもできる。これらの方法は
単独ないし任意に組み合わされて用いられる。
【００３０】
　本発明の調製法は未分化間葉系幹細胞に特異性の高いマーカーを利用することから、単
独でも未分化間葉系幹細胞を特異的且つ効率的に調製することを可能にする。しかしなが
ら、未分化間葉系幹細胞の選別に利用可能な他のマーカー分子（例えば、間葉系幹細胞の
マーカーとして知られているCD105、CD73、CD90、CD45、CD34、CD14、CD11b、CD79a、CD1
9、HLA-DR等）の併用を排除或いは制限するものではない。即ち、純度ないし均一性の更
なる向上、特定の細胞集団（例えば特定のマーカー分子の発現によって特徴付けられるも
の）の濃縮等の目的の下、本発明の方法を構成するステップ（ISLRを利用したステップ）



(10) JP WO2017/022472 A1 2017.2.9

10

20

30

40

50

に加え、他のマーカー分子による選別及び回収のステップを行うことにしてもよい。当該
ステップは、ISLRを利用した選別及び回収ステップの前又は後に実施される。
【００３１】
３．未分化間葉系幹細胞の検出
　本発明の第３の局面は未分化間葉系幹細胞の検出に関し、未分化間葉系幹細胞を検出す
る方法（以下、「本発明の検出法」と呼ぶ）、当該方法に用いられる試薬及びキットが提
供される。本発明の検出法は、ISLRの発現状態を指標として未分化間葉系幹細胞を検出す
る点に最大の特徴を有する。本発明の検出法によれば、試料中の未分化間葉系幹細胞を特
異的且つ高感度に検出できる。従って、未分化間葉系幹細胞の同定、可視化、抽出等を可
能にする実験手段（リサーチツール）として本発明の検出法は有用である。
【００３２】
　未分化間葉系幹細胞を含む試料に対して本発明の検出法が適用される。未分化間葉系幹
細胞を含む可能性がある限り、試料は特に限定されない。例えば、生体から採取ないし分
離した組織片や細胞集団、或いはそれらから抽出した細胞集団などを試料として用いるこ
とができる。
【００３３】
　本発明の検出法は典型的にはin vitroで実施されるが、非ヒト動物の試料を用いる場合
や、非ヒト動物に移植したヒト試料中のISLRの発現を検出する場合には、in vivoで実施
することもできる。
【００３４】
　「ISLRの発現状態」を指標とした検出ではISLR mRNA又はISLRタンパク質が検出対象と
なる。即ち、本発明の検出法ではISLR mRNA又はISLRタンパク質の発現を検出する。本発
明において「発現状態」とは発現の程度（レベル）を意味し、発現の有無と発現量を包括
した用語として使用される。従って、本発明の検出法ではISLR mRNA又はISLRタンパク質
の発現に関して定性的又は定量的な検出が行われることになる。
【００３５】
　ISLR mRNAの発現の検出は、ISLR mRNAに特異的なプライマー又はプローブを利用した各
種方法、例えばRT-PCR、定量PCR、in situハイブリダイゼーション、ノーザンブロッティ
ング等によって実施することができる。他方、ISLRタンパク質の発現の検出には、ISLRタ
ンパク質に対して特異的な結合性を示す物質が用いられる。当該物質として、好ましくは
抗ISLR抗体を採用する。抗ISLR抗体によれば特異性の高い検出が可能になる。標識化抗体
を使用すれば、標識量を指標に結合抗体量を直接検出することが可能である。従って、よ
り簡便な検出法を構築できる。その反面、標識物質を結合させた抗ISLR抗体を用意する必
要があることに加えて、検出感度が一般に低くなるという問題点がある。そこで、標識物
質を結合させた二次抗体を利用する方法、二次抗体と標識物質を結合させたポリマーを利
用する方法など、間接的検出方法を利用することが好ましい。ここでの二次抗体とは、抗
ISLR抗体に特異的結合性を有する抗体である。例えばウサギ抗体として抗ISLR抗体を調製
した場合には抗ウサギIgG抗体を使用できる。ウサギやヤギ、マウスなど様々な種の抗体
に対して使用可能な標識二次抗体が市販されており（例えばフナコシ株式会社やコスモ・
バイオ株式会社など）、本発明の検出法の構成に応じて適切なものを適宜選択して使用す
ることができる。
【００３６】
　上記の説明から明らかなように、抗ISLR抗体は未分化間葉系幹細胞の検出に有用である
。そこで本発明は、抗ISLR抗体を含む未分化間葉系幹細胞検出用試薬も提供する。一態様
では抗ISLR抗体は標識化されている。標識化に用いる標識物質としては例えば、フルオレ
セイン、ローダミン、テキサスレッド、オレゴングリーン等の蛍光色素、ホースラディッ
シュペルオキシダーゼ、マイクロペルオキシダーゼ、アルカリ性ホスファターゼ、β－Ｄ
－ガラクトシダーゼ等の酵素、ルミノール、アクリジン色素等の化学又は生物発光化合物
、32P、131I、125I等の放射性同位体、及びビオチンを挙げることができる。
【００３７】
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　本発明は更に、本発明の試薬を構成要素として含む、未分化間葉系幹細胞検出用キット
も提供する。当該キットを用いることにより、本発明の検出法をより簡便に実施すること
ができる。本発明の検出法を実施する際に使用するその他の試薬（緩衝液、反応用試薬、
酵素、酵素の基質など）及び／又は装置ないし器具（容器、反応装置、蛍光リーダーなど
）をキットに含めてもよい。尚、通常、本発明のキットには取り扱い説明書が添付される
。
【００３８】
４．間葉系幹細胞の未分化性評価
　上記の通り、ISLRは未分化間葉系幹細胞のマーカーとして有用であり、ISLRの発現状態
は未分化性の指標となる。そこで本発明の更なる局面は、ISLRの発現状態を指標として判
定することを特徴とする、間葉系幹細胞の未分化性を評価する方法を提供する。本発明の
評価法では、試料（被検間葉系幹細胞）についてISLRの発現状態を調べ、その結果に基づ
き未分化性を維持しているか否か、或いは未分化性の程度を判定する。ISLRの発現状態を
調べるため、ISLR mRNA又はISLRタンパク質が検出される。本発明の評価法では、例えば
、ISLR mRNA又はISLRタンパク質の発現を認める場合に未分化性を維持していると判定す
る。ISLR mRNA又はISLRタンパク質の発現量から未分化性のレベルを判定することにして
もよい。尚、ISLR mRNA又はISLRタンパク質の検出については上記（項目３．の欄）の説
明が援用される。
【００３９】
　本発明の評価法を利用すると、未分化性を維持した間葉系幹細胞（即ち未分化間葉系幹
細胞）を同定したり、選別したりすることが可能になる。即ち、間葉系幹細胞の同定、選
別の手段として本発明の評価法は有用である。一方、間葉系幹細胞の未分化性は間葉系幹
細胞を各種用途に適用する際の有効性、言い換えれば「品質」を表すことにもなる。従っ
て、間葉系幹細胞の品質を評価又は担保するための手段としても本発明の評価法は有用で
ある。
【００４０】
５．癌又は線維化疾患の罹患部位に集積（浸潤）する間葉系幹細胞の検出と患者の予後推
定（評価）
　ISLRの発現が癌の進展及び癌患者の予後に関連するとの知見、及び心筋梗塞等の線維化
疾患の進展や予後の評価ないし推定にもISLRが有用であるとの知見に基づき、本発明は更
なる局面として、癌又は線維化疾患の罹患部位に集積する未分化間葉系幹細胞を検出する
方法、並びに癌又は線維化疾患患者の予後推定法及びそれに利用される試薬・キットを提
供する。
【００４１】
　この局面の検出法では、試料についてISLRの発現状態を調べ、その結果に基づき罹患部
位に間葉系幹細胞が集積しているか否かを判定する。検出結果は疾患の進行状態（例えば
癌組織の分化度）の判定や患者の予後推定（予後推定についての詳細は後述する）に利用
することができる。癌を対象にした場合、癌組織が罹患部位となる。他方、線維化疾患を
対象にした場合の罹患部位は、炎症ないし線維化を生じている部位である。
【００４２】
　典型的には、生体（患者）からバイオプシー（生検）によって或いは手術の際に分離さ
れた病理組織又は病理組織標本を試料として用いる、病理組織の抽出物や、患者由来の血
清、エクソソーム等を試料として用いることにしてもよい。
【００４３】
　癌は特に限定されない。癌を例示すれば、膵癌、大腸癌、乳癌、肺癌、腎臓癌、前立腺
癌、メラノーマである。線維化疾患も同様に限定されるものではなく、代表的なものを挙
げると、心筋梗塞、肺線維症（間質性肺炎）、肝硬変、慢性腎症である。
【００４４】
　検出手段（ISLR mRNAやISLRタンパク質の検出）については上記（項目３．の欄）の説
明が援用されるが、病理組織又は病理組織標本を試料とした場合に適用可能な検出法の具
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体例の一つとして、In situハイブリダイゼーション法を挙げることができる。
【００４５】
　本発明は上記検出法の応用として、癌又は線維化疾患患者の予後推定法も提供する。本
発明の予後推定法ではISLRをバイオマーカーとして用いる。即ち、本発明ではISLRを癌又
は線維化疾患予後推定用マーカーとして患者の予後を推定する。本発明の予後推定法によ
れば、癌患者又は線維化疾患患者の予後推定に有益な情報が得られる。当該情報は例えば
治療方針の決定（効果的な治療法の選択など）に利用される。判定結果を利用することに
よって治療成績の向上、予後改善、患者の生活の質（ＱＯＬ）の向上などがもたらされる
。
【００４６】
　本明細書において「予後推定用バイオマーカー」とは、患者の予後推定の指標となる生
体分子のことをいう。本発明の予後推定法では、患者由来の試料中のISLR発現量を検出す
るステップ（検出ステップ）及び、検出結果に基づき予後を推定するステップ（予後推定
ステップ）を実施する。検出ステップは上記検出法に準ずる。予後推定ステップでは、検
出されたISLR（即ちISLR発現量）を指標として予後を推定する。基本的には、ISLR発現量
が多いと予後が良好であるとの判断基準が採用される。以下、ISLR発現量に基づく評価の
具体例を示す。まず、ISLR発現量と予後とが関連付けられた複数の評価区分を予め設定し
ておく。そして、検出ステップで得られたISLR発現量に基づき、該当する評価区分を決定
する。評価区分の設定に関する具体例として、ISLRの発現の有無に注目した例（例１）と
、ISLRの発現量の程度に注目した例（例２）、発現量の変化に注目した例（例３）を以下
に示す。例３の場合には、通常、少なくとも２回（異なる時点）の検出を行うことになる
。尚、区分名：当該区分に関連付けられるISLR発現量：当該区分に関連付けられる評価結
果の順で記載する。
＜例１＞
　区分１：ISLR陽性である：予後が良い
　区分２：ISLR陰性である：予後が悪い
＜例２＞
　区分１：ISLRの発現を認めず：予後が悪い
　区分２：ISLRの弱い発現を認める：予後が比較的悪い
　区分３：ISLRの中程度の発現を認める：予後が比較的良い
　区分４：ISLRの強い発現を認める：予後が良い
＜例３＞
　区分１：ISLR発現量の増大を認める：予後が良い
　区分２：ISLR発現量の減少を認める：予後が悪い
【００４７】
　評価区分の数、及び各評価区分に関連付けられるISLR発現量及び評価結果はいずれも上
記の例に何らとらわれることなく、予備実験等を通して任意に設定することができる。尚
、本発明における判定・評価は、医師や検査技師など専門知識を有する者の判断によらず
とも自動的／機械的に行うことができる。
【００４８】
　本発明は更に、予後推定用試薬及び予後推定用キットも提供する。予後推定用試薬はIS
LRの検出を可能にするものであり、具体例の一つは抗ISLR抗体である。抗ISLR抗体につい
ては上記（項目３．の欄）の説明が援用される。予後推定用キットは予後推定用を必須の
構成要素とするものであり、上記の「未分化間葉系幹細胞の検出」に使用されるキットに
準ずる。
【実施例】
【００４９】
１．ヒト骨髄由来間葉系幹細胞及び皮膚線維芽細胞におけるISLRの発現
（１）方法と結果（図１）
　ヒト骨髄由来間葉系幹細胞（以下ヒト骨髄MSC）及び皮膚線維芽細胞（いずれもロンザ
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ジャパン株式会社より入手）から細胞抽出液を調製し、当該研究室によって開発された抗
ISLR抗体を用いたウェスタンブロット法によってISLRの発現を調べた。抗ISLR抗体は以下
の方法で調製した。まず、以下の抗原用ペプチド１～３を合成した。
　抗原用ペプチド１：ヒトISLRの229-251番目アミノ酸（CSAPSVQLSYQPSQDGAELRPGF：配列
番号７）
　抗原用ペプチド２：ヒトISLRの344-368番目アミノ酸（LATPGEGGEDTLGRRFHGKAVEGKG：配
列番号８
　抗原用ペプチド３：マウスISLRの341-359番目アミノ酸（NVALATPGEGGEDAVGHKF：配列番
号９）
　次に、抗原用ペプチドをキャリアタンパク質KLHと結合後、ウサギ（抗原用ペプチド１
、３）又はモルモット（抗原用ペプチド２）に免疫した。免疫後に血清を回収し、抗原用
ペプチドを共有結合させたアフィニティーカラムを用いて特異的抗体を精製した。このよ
うにして３種類の抗ISLR抗体を得た。説明の便宜上、抗原用ペプチド１の免疫により得た
抗体を抗ISLR抗体１、抗原用ペプチド２の免疫により得た抗体を抗ISLR抗体２、抗原用ペ
プチド３の免疫により得た抗体を抗ISLR抗体３とそれぞれ呼ぶ。
【００５０】
　抗ISLR抗体２を用いたウェスタンブロットの結果、約50kDaのサイズに確認されるバン
ドを認め、ヒト骨髄MSC及び線維芽細胞におけるISLRの発現が証明された。ヒト骨髄MSC及
び線維芽細胞の培養上清（メディウム）中にもISLRが検出され、ISLRは分泌性因子である
ことも示された。RNA干渉法によってISLRの発現を抑制（ノックダウン）した線維芽細胞
ではISLRのバンドを認めず、本実験で用いた抗体の特異性が示された。尚、PDGF受容体α
及びβ－アクチンは内因性のコントロールとして用いている。
【００５１】
（２）考察
　ヒト骨髄MSC及び皮膚線維芽細胞におけるISLRの発現が確認された。各種臓器より単離
される線維芽細胞はMSCと同様に骨、軟骨、脂肪への分化能を有することも報告されてお
り、線維芽細胞と呼ばれる細胞の少なくとも一部はMSCとしての特徴を備えていることが
報告されている。今回のウェスタンブロット法の結果はヒト骨髄MSCのみならず皮膚線維
芽細胞に含まれるMSCにもISLRが発現している可能性を示唆するものである。
【００５２】
２．ヒト脂肪由来幹細胞におけるISLRの発現
（１）方法と結果（図２）
　脂肪組織には骨髄由来間葉系幹細胞と同等の特徴と機能を有する細胞が存在しているこ
とが知られ脂肪由来幹細胞（adipose tissue-derived stem cell、以下ADSC）あるいは単
にMSCと呼ばれている。ヒトADSC（ロンザジャパン株式会社）から細胞抽出液を調製し、
抗ISLR抗体２を用いたウェスタンブロット法によってISLRの発現を調べた。その結果、ヒ
トADSCにおけるISLRの発現が確認された。尚、GAPDHは内因性のコントロールとして用い
ている。
【００５３】
３．マウス骨髄由来間葉系幹細胞におけるISLRの発現
（１）方法と結果（図３）
　マウス骨髄由来間葉系幹細胞（Cyagen社）から細胞抽出液を調製し、抗ISLR抗体３を用
いたウェスタンブロット法によってISLRの発現を調べた。その結果、マウス骨髄由来間葉
系幹細胞にISLRが発現していることが確認された。また、同細胞を高密度で培養した際に
はISLRの発現が上昇することも確認された。尚、β－チュブリンは内因性のコントロール
として用いている。
【００５４】
４．間葉系幹細胞の分化に伴うISLR発現の減少（マウス間葉系幹細胞株C3H10T1/2を用い
た検証）
（１）方法と結果（図４）
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　マウス間葉系幹細胞の細胞株であるC3H10T1/2を用いて、脂肪、軟骨、及び骨への分化
におけるISLRの発現の変化について検証した。各分化誘導メディウム（ロンザジャパン株
式会社）を添加後、0日、1日、7日、及び14日のISLR及び各種マーカー分子の発現をウェ
スタンブロット法（ISLRの検出には抗ISLR抗体３を使用）で検証した。脂肪、軟骨、骨分
化のいずれにおいても分化誘導後1日でISLRの発現の顕著な低下が観察された。尚、FABP4
は脂肪細胞のマーカー、Collagen IIaは軟骨芽細胞のマーカー、Osteopontinは骨芽細胞
のマーカーとして使用している。
【００５５】
（２）考察
　脂肪、軟骨、骨分化のいずれにおいても分化誘導直後にISLRの発現の顕著な低下が観察
され、ISLRは未分化な状態の間葉系幹細胞のマーカー分子であることが示唆された。
【００５６】
５．間葉系幹細胞の分化に伴うISLR発現の減少（ヒト骨髄MSCを用いた検証）
（１）方法と結果（図５）
　ヒト骨髄MSCを用いて、脂肪、軟骨、及び骨への分化におけるISLRの発現の変化につい
て検証した。各分化誘導メディウム（ロンザジャパン株式会社）を添加後、0日、1日、7
日、及び14日のISLRの発現をウェスタンブロット法（抗ISLR抗体２を使用）で検証した。
脂肪、軟骨、骨分化のいずれにおいても分化誘導後1日目でISLRの発現の顕著な低下が観
察された。
【００５７】
（２）考察
　図４の実験と同様、脂肪、軟骨、骨分化のいずれにおいても分化誘導直後にISLRの発現
の顕著な低下が観察され、ISLRは未分化な状態のヒト骨髄MSCのマーカー分子であること
が示唆された。
【００５８】
６．間葉系幹細胞の分化に伴うISLR遺伝子メッセンジャーRNA（mRNA）の発現の減少（間
葉系幹細胞株C3H10T1/2を用いた検証）
（１）方法と結果（図６）
　間葉系幹細胞株C3H10T1/2を用いて、脂肪、軟骨、及び骨への分化におけるISLRのmRNA
の発現量の変化について検証した。各分化誘導メディウム（ロンザジャパン株式会社）を
添加後、7日後のISLRのmRNAの発現量を定量的RT-PCR法で検証した。脂肪、軟骨、骨分化
のいずれにおいても分化誘導後7日でISLRのmRNAの発現量の顕著な低下が観察された。グ
ラフの縦軸はISLRと内因性コントロールとして用いたGAPDHのmRNAの比として示している
。
【００５９】
（２）考察
　脂肪、軟骨、骨分化のいずれにおいても分化誘導後にISLRのmRNAの発現量の顕著な低下
が観察され、ISLRは未分化な状態の間葉系幹細胞のマーカー分子であることが示唆された
。
【００６０】
７．ISLRの高発現が間葉系幹細胞の分化に及ぼす影響の検証
（１）方法と結果（図７）
　間葉系幹細胞株C3H10T1/2を用いて、ISLRを外因性に強制発現させた場合に、脂肪、軟
骨、及び骨への分化に与える影響について検証した。レトロウイルス発現系を用いてISLR
をC3H10T1/2に強制発現させ、その後に各分化誘導メディウム（ロンザジャパン株式会社
）を添加後、0及び7日のISLR、Sox9（軟骨分化のマーカー）、Osteopontin（骨分化のマ
ーカー）及びRunx2（骨分化のマーカー）の発現をウェスタンブロット法（ISLRの検出に
は抗ISLR抗体３を使用）で検証した。その結果、ISLRの強制発現がSox9、Osteopointin及
びRunx2の発現を抑制することが明らかとなった。
【００６１】
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（２）考察
　軟骨・骨分化のいずれにおいてもISLRの強制発現によってSox9、Osteopontin及びRunx2
の各種分化マーカーの発現の抑制が観察され、ISLRは間葉系幹細胞が未分化な状態を維持
するために必要な分子である可能性が示された。
【００６２】
８．各種培養細胞におけるISLRの発現
（１）方法及び結果（図８）
　ヒト線維芽細胞、血管平滑筋細胞、血管内皮細胞及び各種上皮細胞（ロンザジャパン株
式会社又はZenBio社より購入）の細胞抽出液を調製し、ISLR及び各種マーカー分子に対す
る抗体を用いてウェスタンブロット法（ISLRの検出には抗ISLR抗体２を使用）で検証した
。その結果、ISLRは線維芽細胞以外の細胞には発現していないことが明らかとなった。
【００６３】
（２）考察
　ISLRは間葉系幹細胞、線維芽細胞、脂肪由来幹細胞には発現するが、それ以外の細胞で
は発現していないことが確認され、ISLRがMSCに特異性の高いマーカー分子であることが
示された。
【００６４】
９．膵癌間質に浸潤する間葉系幹細胞におけるISLRの発現
（１）方法及び結果（図９）
　中分化型膵癌および低分化型膵癌におけるISLRの発現をIn situハイブリダイゼーショ
ン法で調べた。矢頭で示すように、中分化型膵癌の間質に集積あるいは浸潤する間葉系幹
細胞においてISLRの発現が高く、間葉系幹細胞が集積ないし浸潤していることが検出され
た。一方で低分化型膵癌ではISLRの発現が見られなかった。また、右図に示すように、IS
LRの発現は患者の良好な予後と相関した。尚、検体採取は次のようにして行った。
【００６５】
　膵癌の患者の手術により得た病理組織標本から鏡検下で腫瘍成分が最も多い領域を選別
し、ISLRの発現をIn situハイブリダイゼーション法で調べた。調べた組織の内、中倍率
視野（20倍対物レンズ）で癌間質に浸潤する線維芽細胞様形態を有する細胞の20％以上に
ISLRが陽性のものをISLR高発現、それより少ないものを低発現としてグループ分けし、そ
れぞれのグループについて手術後累積無増悪生存率をプロットした。In situハイブリダ
イゼーション法によるメッセンジャーRNAの検出であるため、細胞質の一部でもシグナル
が観察される場合に陽性と判定した。
【００６６】
（２）考察
　ISLRは癌組織に浸潤する間葉系幹細胞に発現しており、ISLRにより検出される間葉系幹
細胞の程度は担癌患者の良好な予後を反映することが示された。
【００６７】
１０．大腸癌間質に浸潤する間葉系幹細胞におけるISLRの発現
（１）方法及び結果（図１０）
　中分化型大腸癌および低分化型大腸癌におけるISLRの発現をIn situハイブリダイゼー
ション法で調べた。矢頭で示すように、中分化型大腸癌の間質に集積あるいは浸潤する間
葉系幹細胞においてISLRの発現が高く、間葉系幹細胞が集積ないし浸潤していることが検
出された。一方で低分化型大腸癌ではISLRの発現が見られなかった。
【００６８】
（２）考察
　ISLRは膵癌に加えて大腸癌組織に浸潤する間葉系幹細胞にも発現しており、ISLRが多様
な癌組織に浸潤する間葉系幹細胞を検出するために有用なマーカーである可能性が示唆さ
れた。
【００６９】
１０．乳癌間質に浸潤する間葉系幹細胞におけるISLRの発現
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（１）方法及び結果（図１１）
　浸潤性乳管癌におけるISLRの発現をIn situハイブリダイゼーション法で調べた。矢頭
で示すように、浸潤性乳管癌の間質に集積ないし浸潤する間葉系幹細胞においてISLRの発
現が認められた。
【００７０】
（２）考察
　ISLRは膵癌や大腸癌に加えて乳癌組織に浸潤する間葉系幹細胞にも発現しており、ISLR
が多様な癌組織に浸潤する間葉系幹細胞を検出するために有用なマーカーである可能性が
示唆された。
【００７１】
１１．マウス心筋梗塞モデルの梗塞部位におけるISLRの発現
（１）方法及び結果（図１２）
　マウス心筋梗塞モデルの心筋梗塞部位におけるISLRの発現をIn situハイブリダイゼー
ション法（RNAscope法を用いた）で調べた。8週齢雄の心筋梗塞モデルを用いた。矢頭で
示すように、発症後7日目の心外膜周辺においてISLRが認めらる。即ち、心筋梗塞部位に
おいても間葉系幹細胞が浸潤していることが検出できた。
【００７２】
（２）考察
　ISLRは心筋梗塞部位に集積する間葉系幹細胞に発現しており、ISLRが心筋梗塞などの線
維化疾患においても有用なマーカーになることが示唆された。
【００７３】
１２．野生型マウスとISLRノックアウトマウスの心筋梗塞後の生存率の相違
（１）方法及び結果（図１３）
　ISLRノックアウトマウスを作製し、心筋梗塞後の生存率を野生型マウスと比較した。IS
LRノックアウトマウスは野生型マウスに比較して、心筋梗塞後の予後が有意に悪いことが
明らかとなった。
【００７４】
（２）考察
　心筋梗塞などの線維化疾患の予後にもISLRが関連することが示唆された。
【産業上の利用可能性】
【００７５】
　本発明は未分化間葉系幹細胞のマーカーを提供する。本発明のマーカーは未分化間葉系
幹細胞に高い特異性を示す。当該マーカーを用いた調製法によれば、特に再生医療の分野
で重要且つ有用な未分化間葉系幹細胞を高純度で調製することが可能になる。また、当該
マーカーは未分化間葉系幹細胞の検出や未分化性の評価等にも有用である。
【００７６】
　この発明は、上記発明の実施の形態及び実施例の説明に何ら限定されるものではない。
特許請求の範囲の記載を逸脱せず、当業者が容易に想到できる範囲で種々の変形態様もこ
の発明に含まれる。本明細書の中で明示した論文、公開特許公報、及び特許公報などの内
容は、その全ての内容を援用によって引用することとする。
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