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(57)【要約】
　本発明は、生体マーカーによって特徴付けられる濃縮された不均質な哺乳類腎細胞集団
、及びその作製方法及びその使用方法に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体マーカーＧＧＴ－１及びサイトケラチンを発現する濃縮された不均質な哺乳類腎細
胞集団。
【請求項２】
　前記生体マーカーがモノクローナル抗体又はポリクローナル抗体によって検出される請
求項１に記載の細胞集団。
【請求項３】
　１８％を超える前記細胞がＧＧＴ－１を発現する請求項１に記載の細胞集団。
【請求項４】
　前記サイトケラチンがＣＫ８、ＣＫ１８、ＣＫ１９及びそれらの組み合わせから選択さ
れる請求項１に記載の細胞集団。
【請求項５】
　前記サイトケラチンの発現のレベルが８０％を超える請求項４に記載の細胞集団。
【請求項６】
　前記サイトケラチンがポリクローナル抗体によって検出される請求項１に記載の細胞集
団。
【請求項７】
　前記細胞集団がＡＱＰを発現する請求項１に記載の細胞集団。
【請求項８】
　前記細胞の４０％未満がＡＱＰ２を発現する請求項１に記載の細胞集団。
【請求項９】
　前記ＡＱＰ２がモノクローナル抗体によって検出される請求項７に記載の細胞集団。
【請求項１０】
　前記哺乳類がヒトである請求項１に記載の細胞集団。
【請求項１１】
　埋め込み及び／又は再生応答を引き出すことに好適な不均質な腎細胞集団を特定する方
法であって、前記方法が、哺乳類の腎臓試料から細胞を単離する工程と、前記単離された
細胞を１以上の標識された検出部分に暴露する工程と、異なる生体マーカーのそれぞれを
発現する細胞の比率を決定する工程とを含み、各標識された検出部分が前記異なる生体マ
ーカーに向けられ、異なる標識で標識される前記方法。
【請求項１２】
　生体マーカーが、ＡＱＰ１、ＡＱＰ２、ＡＱＰ４、カルビンジン、カルポニン、ＣＤ１
１７、ＣＤ１３３、ＣＤ１４６、ＣＤ２４、ＣＤ３１（ＰＥＣＡＭ－１）、ＣＤ５４（Ｉ
ＣＡＭ－１）、ＣＤ７３、ＣＫ１８、ＣＫ１９、ＣＫ４０～６７、ＣＫ７、ＣＫ８、ＣＫ
１８、ＣＫ１９、ＣＫ８／ＣＫ１８／ＣＫ１９の組み合わせ、コネキシン４３、キュビリ
ン、ＣＸＣＲ４（フシン）、ＤＢＡ、Ｅ－カドヘリン（ＣＤ３２４）、ＥＰＯ（エリスロ
ポイエチン）、ＧＧＴ１、ＧＬＥＰＰ１（糸球体上皮タンパク質１）、ヘプトグロビン、
Ｉｔｇｂ１（インテグリンβ１）、ＫＩＭ－１／ＴＩＭ－１（腎臓損傷分子－１／Ｔ－細
胞免疫グロブリン及びムチン含有分子）、ＭＡＰ－２（微小管結合タンパク質２）、メガ
リン、Ｎ－カドヘリン、ネフリン、ＮＫＣＣ（Ｎａ－Ｋ－Ｃｌ－共輸送体）、ＯＡＴ－１
（有機アニオン輸送体１）、オステオポンチン、Ｐａｎ－カドヘリン、ＰＣＬＰ１（ポド
カリキシン－様１分子）、ポドシン、ＳＭＡ（平滑筋α－アクチン）、シナプトポジン、
ＴＨＰ（タム・ホースフォールタンパク質）、ビメンチン、及びαＧＳＴ－１（αグルタ
チオンＳ－トランスフェラーゼ）、及びそれらの組み合わせから選択される請求項１１に
記載の方法。
【請求項１３】
　前記標識された検出部分が抗体である請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　不均質な腎細胞集団を患者に投与することを含む、哺乳類における腎疾患を治療する方
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法であって、前記細胞集団が、ＧＧＴ－１、ＡＱＰ２及びサイトケラチンから成る群から
選択される２以上の生体マーカーを発現する前記方法。
【請求項１５】
　不均質な腎細胞集団を患者に投与することを含む、哺乳類における腎疾患を治療する方
法であって、前記細胞集団内の細胞がそれぞれ１８％及び８０％を超えるＧＧＴ－１及び
ＣＫ１８の発現のレベルを有する前記方法。
【請求項１６】
　不均質な腎細胞集団を患者に投与することを含む、哺乳類における腎疾患を治療する方
法であって、前記細胞集団内の細胞が表１２．４における発現のレベルでＧＧＴ－１、Ａ
ＱＰ２及びＣＫ１８を発現する前記方法。
【請求項１７】
　前記細胞集団がマトリクス上で培養される請求項１５又は１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記細胞集団をゼラチン系の生体材料に浮遊させる請求項１５又は１６に記載の方法。
【請求項１９】
　前記哺乳類がヒトである請求項１５又は１６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願への相互参照
　本出願は、２０１２年１０月２４日に出願された「単離された再生腎細胞及びその使用
」と題する米国特許仮出願番号６１/７１８，１５０及び２０１３年９月１１日に出願さ
れた「腎細胞集団及びその使用」と題する同６１／８７６，６１６の優先権を主張する。
【０００２】
　本開示は一般に、哺乳類の腎臓に由来する濃縮された不均質な細胞集団、該細胞集団を
特定する方法、再生医療の治療法の調製におけるその使用方法、及び哺乳類対象に哺乳類
の腎臓に由来する濃縮された不均質な細胞集団を投与することによって腎疾患を治療する
方法に関する。
【背景技術】
【０００３】
　コラーゲン系及びゼラチン系の生体材料は種々の組織工学の応用に上手く採用されてい
る（Rohanizadeh et al. J Mater Sci. Mater Med 2008; 19: 1173-1182; Takemoto et a
l. Tissue Eng Part A 2008; 14: 1629-1638; Young et al., J Control Release 2005; 
109: 256-274）。これらの高分子は双方とも優れた生体適合性及び低い抗原性を特徴とす
る（Cenni et al. J Biomater Sci. Polym. Ed 2000; 11: 685-699; Lee et al. Int J P
harm 2001; 221: 1-22; Waksman et al. J Immunol 1949; 63: 427-433)；しかしながら
、ゼラチンはコラーゲンの加水分解によって得られるので、後者に対して特定の利点を有
する：（ａ）それは容易に利用可能であり、使用し易い；（ｂ）分子量及びブルーム（す
なわち、物性に対する制御）に関連して選択肢を提供する、及び（ｃ）化学修飾に対して
さらに柔軟性であり、製造に対してさらに直接的である。さらに、生物学的な見地から、
ゼラチンはコラーゲンに類似する細胞適合性及び細胞接着特性を維持している。Ｅｎｇｖ
ａｌｌら、Ｉｎｔ　Ｊ　Ｃａｎｃｅｒ、１９７７；２０：１－５；Ｋｉｍら、Ｏｒａｌ　
Ｓｕｒｇ　Ｏｒａｌ　Ｍｅｄ　Ｏｒａｌ　Ｐａｔｈｏｌ　Ｏｒａｌ　Ｒａｄｉｏｌ　Ｅｎ
ｄｏｄ、２００９；１０８：ｅ９４－１００）．
【０００４】
　その生分解を遅延させて生体内での居留を延長する（組織工学の応用にて）目的で、又
は薬剤放出能力を誂える（薬剤キャリアとして使用する際）目的でこれらの高分子を架橋
するための種々の方法が報告されている。コラーゲン又はゼラチンの化学架橋又は光化学
架橋のための多数の方法が公開されている（Adhirajan et al. J Microencapsul 2007; 2
4: 647-659; Chang et al. Macromol Biosci 2007; 7: 500-507; Gagnieu et al. Biomed
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 Mater Eng 2007; 17: 9-18; Kimura et al. J Biomater Sci Polym Ed 2010; 21: 463-4
76; Ma et al. J Biorned Mater Res A 2004; 71: 334-342; Vandelli et al. Int J Pha
rm 2001; 215: 175-184; Vandelli et al. J Control Release 2004; 96: 67-84）。これ
らの手順の大半は、これらの生体材料の酵素分解への感受性を低下させる及び生体内での
その居留時間を延ばすことを目標としている（Chang et al. supra 2007; Ma et al. sup
ra 2004）。徐放性の薬剤、タンパク質又は核酸のキャリアとして好適なゼラチン系又は
コラーゲン系の生体材料を得るには通常、他の架橋法が採用される（Kimura supra 2010;
 Vandelli supra 2004; Kommareddy et al. Nanomedicine 2007; 3: 32-42; Sehgal et a
l. Expert Opin Drug Deliv 2009; 6: 687-695; Sutter et al. J Control Release 2007
; 119: 301-312）。他の組織工学に適合性の系と同様にコラーゲン及びゼラチンに広く使
用される架橋剤の部類はカルボジイミド類である（Adhirajan supra 2007; Olde Damink 
et al. Biomaterials 1996; 17: 765-773; Pieper et al, Biomaterials 2000; 21: 581-
593; Cornwell et al. Clin Podiatr Med Surg 2009; 26: 507-523）。これらの分子はゼ
ロレングス架橋剤として知られ、架橋される種に存在するカルボキシル官能基と１級アミ
ン官能基との間でのアミド結合の形成に介在することによって作用する。加えて、カルボ
ジイミド類は他の一般的な架橋剤（たとえば、グルタールアルデヒド）に比べて毒性が低
い（Lai et al. J Mater Sci. Mater Med 2010; 21: 1899-1911）。グルタールアルデヒ
ドはＣｕｌｔｉｓｐｈｅｒ（商標）ビーズにて架橋剤として使用される。Ｂｕｒｇの米国
特許第６，９９１，６５２号は対象に送達され得る細胞のための三次元支持構築物を含有
する組織工学複合材料を記載している。
【０００５】
　再生医療の技術は慢性腎臓疾患（ＣＫＤ）に対して次世代の治療選択肢を提供する。Ｐ
ｒｅｓｎｅｌｌらのＷＯ／２０１０／０５６３２８及びｌｌａｇａｎらのＰＣＴ／ＵＳ２
０１１／０３６３４７は、尿細管細胞及びエリスロポイエチン（ＥＰＯ）を産生する腎細
胞集団を含む単離された生物活性のある腎細胞、及びその単離方法及び培養方法、並びに
必要とする対象を細胞集団で治療する方法を記載している。
【０００６】
　たとえば、組織工学及び再生医療の応用における生物活性のある細胞のような活性剤の
必要とする対象への送達に好適である治療用製剤に対するニーズがある。
【０００７】
　腎臓は、血液をきれいに且つ化学的に平衡して保つ多数の機能を行う複雑な臓器である
。老廃物を取り除くことに加えて、腎臓は３つの重要なホルモン：
赤血球を作るように骨髄を刺激するエリスロポイエチン又はＥＰＯと、
血圧を調節するレニンと、
生体における骨及び正常な化学均衡のためにカルシウムを維持するのを助けるビタミンＤ
の活性型であるカルシトリオールと
を放出する。
【０００８】
　これらの機能を実行するために腎臓は多数の異なる細胞型を含む。しかしながら、腎細
胞のすべてが再生反応に必要とされるわけではなく、再生反応を誘発するのに有用な細胞
の組み合わせを特定することは研究の対象となっている。従って、本明細書で開示される
治療用製剤で使用を見いだす不均質な腎細胞集団、すなわち、生物活性のある細胞を特定
する方法に対するニーズが残っている。
【発明の概要】
【０００９】
　本明細書で開示されるのは、哺乳類の腎臓組織に由来する哺乳類の不均質な腎細胞集団
である。哺乳類の腎臓に由来する細胞集団の単離方法及び精製方法が提供される。哺乳類
の腎臓に由来する細胞の独特の集団は、表現型の特徴、たとえば、生体マーカーの表現型
によって特徴付けられる。生体マーカー発現の表現型は培養にて哺乳類の腎臓に由来する
細胞の複数の継代の後、保持され、再生療法の調製に使用するのに好適である。
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【００１０】
　本明細書で記載されるのは、特定の生体マーカーを特徴とするヒト腎細胞集団の精選さ
れた集団及びその使用である。
【００１１】
　ヒト腎細胞集団の精選された集団は再生刺激を提供する少数の細胞を使用するのを可能
にする。この少数は、再生刺激を提供するのと同様に有害な免疫事象の可能性を低くする
ので有利である。選択された腎細胞集団は再生刺激として有効である幹細胞の大きな比率
を必要としない。選択された腎細胞集団は病んだ腎臓から回収され得る。
【００１２】
　態様の１つでは、不均質な腎細胞集団を特定する及び／又は特徴づける方法が提供され
る。一実施形態では、不均質な腎細胞集団は生体マーカーの表現型発現によって特徴付け
られる。特定の実施形態では、腎細胞は、不均質な腎細胞集団上の／における生体マーカ
ーの検出を可能にする１以上の試薬によって特定される。生体マーカーの検出は、好適な
方法、たとえば、免疫蛍光顕微鏡、フローサイトメトリー、ファイバー／光学走査サイト
メトリー、又はレーザー走査サイトメトリーに基づくものによって実施することができる
。一実施形態では、埋め込み及び／又は再生反応を誘発することに好適な不均質な腎細胞
集団を特定する方法、前記方法は、
哺乳類の腎臓試料から細胞を単離する工程と、
前記単離された細胞を１以上の標識された検出部分に暴露する工程と、
生体マーカーのそれぞれを発現する細胞の比率を決定する工程とを含み、
各標識された検出部分は異なる前記生体マーカーに向けられ、異なる標識で標識される。
【００１３】
　一実施形態では、細胞集団は、表１２．２及び１２．３で列記される２以上の生体マー
カーを発現するＳＲＣ細胞集団である。一実施形態では、生体マーカーは表１２．４で提
供されるような発現のレベルを有する。実施形態では、ＳＲＣ集団はそれぞれ１８％及び
８０％を超えるＧＧＴ－１及びＣＫ１８の発現レベルを有する。
【００１４】
　態様の１つでは、活性剤、たとえば、生物活性のある細胞を含有する注射用の治療製剤
が提供される。一実施形態では、注射用製剤は生物活性のある細胞と温度感受性の細胞を
安定化する生体材料とを含む。別の実施形態では、温度感受性の細胞を安定化する生体材
料は（ｉ）約８℃以下で実質的に固体状態及び／又は（ｉｉ）常温以上で実質的に液体状
態を維持する。他の一実施形態では、生物活性のある細胞は本明細書で記載されるような
腎細胞を含む。別の実施形態では、生物活性のある細胞は細胞を安定化する生体材料の容
量全体にわたって実質的に均一に分散される。他の実施形態では、生体材料は約８℃とほ
ぼ常温以上の間で固液遷移状態を有する。一実施形態では、実質的な個体状態はゲル状態
である。別の実施形態では、細胞を安定化する生体材料はヒドロゲルを含む。他の一実施
形態では、ヒドロゲルはゼラチンを含む。他の実施形態では、ゼラチンは約０．５％～約
１％（ｗ／ｖ）で製剤に存在する。一実施形態では、ゼラチンは約０．７５％（ｗ／ｖ）
で製剤に存在する。別の実施形態では、製剤はさらに細胞生存剤を含む。他の一実施形態
では、細胞生存剤は抗酸化剤、酸素キャリア、免疫調節因子、細胞動員因子、細胞付着因
子、抗炎症剤、免疫抑制剤、血管新生因子、及び創傷治癒因子から成る群から選択される
剤を含む。一部の実施形態では、細胞生存剤は抗酸化剤である。一実施形態では、抗酸化
剤は６－ヒドロキシ－２,５,７,８－テトラメチルクロマン－２－カルボン酸である。別
の実施形態では、６－ヒドロキシ－２,５,７,８－テトラメチルクロマン－２－カルボン
酸は約５０μＭ～約１５０μＭにて存在する。他の一実施形態では、６－ヒドロキシ－２
,５,７,８－テトラメチルクロマン－２－カルボン酸は約１００μＭにて存在する。一部
の実施形態では、細胞生存剤は酸素キャリアである。一実施形態では、酸素キャリアはパ
ーフルオロ炭素である。他の実施形態では、細胞生存剤は免疫調節剤である。一実施形態
では、細胞生存剤は免疫抑制剤である。
【００１５】
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　別の態様では、生物活性のある腎細胞を含有する注射用の治療製剤が提供される。一実
施形態では、製剤は、生物活性のある腎細胞と、約０．７５％（ｗ／ｖ）のゼラチンと、
約１００μＭの６－ヒドロキシ－２,５,７,８－テトラメチルクロマン－２－カルボン酸
を含み、その際、製剤は、（ｉ）約８℃以下で実質的に固体状態及び（ｉｉ）常温以上で
実質的に液体状態を有する。別の実施形態では、生物活性のある腎細胞は細胞を安定化す
る生体材料の容量全体にわたって実質的に均一に分散される。他の一実施形態では、生体
材料は約８℃とほぼ常温の間で固液遷移状態を含む。他の実施形態では、実質的な固体状
態はゲル状態である。一部の実施形態では、製剤はさらに細胞生存剤を含む。さらに別の
実施形態では、細胞生存剤は抗酸化剤、酸素キャリア、免疫調節因子、細胞動員因子、細
胞付着因子、抗炎症剤、血管新生因子、及び創傷治癒因子から成る群から選択される剤を
含む。一実施形態では、細胞生存剤は酸素キャリアである。別の実施形態では、酸素キャ
リアはパーフルオロ炭素である。他の一実施形態では、細胞生存剤は免疫調節剤である。
他の実施形態では、細胞生存剤は免疫抑制剤である。
【００１６】
　他の態様の１つでは、本開示は生体適合性ビーズをさらに含む本明細書で記載される製
剤を提供する。一実施形態では、生体適合性ビーズは生体材料を含む。別の実施形態では
、ビーズは架橋される。他の一実施形態では、架橋されたビーズは、架橋されていない生
体適合性ビーズに比べて酵素分解に対して低下した感受性を有する。他の実施形態では、
架橋されたビーズはカルボジイミド架橋されたビーズである。一実施形態では、カルボジ
イミドは、１－エチル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミド塩酸塩（Ｅ
ＤＣ）、ＤＣＣ－Ｎ，Ｎ’－ジクロロヘキシルカルボジイミド（ＤＣＣ）、及びＮ，Ｎ’
－ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＰＣ）から成る群から選択される。別の実施形態
では、カルボジイミドは１－エチル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミ
ド塩酸塩（ＥＤＣ）である。他の一実施形態では、架橋されたビーズは架橋されていない
ビーズに比べて少ない数の遊離の１級アミンを含む。他の実施形態では、遊離の１級アミ
ンの数は約３５５ｎｍにて分光光度計で検出可能である。一部の実施形態では、ビーズは
生物活性のある細胞と共に播かれる。一実施形態では、生物活性のある細胞は腎細胞であ
る。別の実施形態では、製剤はさらに、（ｉ）常温以下で実質的に固体状態及び（ｉｉ）
約３７℃以上で実質的に液体状態を維持する温度感受性の生体材料を含む追加の生体適合
性ビーズを含む。他の一実施形態では、ビーズの生体材料は常温と約３７℃との間で固液
遷移状態を含む。他の実施形態では、実質的に固体状態はゲル状態である。一実施形態で
は、ビーズの生体材料はヒドロゲルを含む。別の実施形態では、ヒドロゲルはゼラチンを
含む。他の一実施形態では、ビーズは約５％（ｗ／ｖ）～約１０％（ｗ／ｖ）にてゼラチ
ンを含む。一部の実施形態では、追加の生体適合性ビーズはスペーサービーズである。他
の実施形態では、スペーサービーズは生物活性のある細胞と共に播かれない。
【００１７】
　別の態様では、本開示の製剤は腎細胞集団によって分泌される生成物を含有する。一実
施形態では、製剤は腎細胞集団及び／又は生物活性のある細胞によって分泌される生成物
を含む。他の一実施形態では、生物活性のある細胞は腎細胞である。別の実施形態では、
生成物は傍分泌因子、内分泌因子及び接触分泌因子の１以上を含む。他の一実施形態では
、生成物は小胞を含む。他の実施形態では、小胞は微小胞を含む。一実施形態では、小胞
はエキソソームを含む。別の実施形態では、小胞は、傍分泌因子、内分泌因子、接触分泌
因子から成る群から選択される分泌された生成物及びＲＮＡを含む。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】本明細書で記載されるＮＫＡ製造工程全体の工程系統図である。
【図２Ａ－２Ｄ】図１で描かれ、本明細書で記載される工程のさらなる詳細を提供する工
程系統図である。
【図３】６人の患者に由来する培養期間中の変動及び細胞の収率を例示するグラフである
。
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【図４】７％ＯｐｔｉＰｒｅｐ（登録商標）密度勾配におけるＳＲＣバンド形成を示す図
である。実施例５を参照のこと。
【図５】ヒトのＳＲＣ集団における腎細胞マーカーの発現を示す棒グラフである。実施例
１２を参照のこと。
【図６】ヒトＳＲＣの酵素活性を示す棒グラフである。実施例１２を参照のこと。
【図７】腎臓へのＮＫＡの注入を示す図である。（Ａ）腎臓皮質に挿入する針。（Ｂ）Ｎ
ＫＡの送達。（Ｃ）腎臓における複数の送達点。（Ｄ）ＮＫＡの最終的な埋没物（例示）
。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本明細書で開示されるのは、たとえば、生物活性のある細胞のような活性剤のための治
療製剤と同様に、その調製方法、及び製剤を必要とする対象の治療方法である。生物活性
のある細胞の製剤は生物活性のある腎細胞（ＢＲＣ）の不均質な混合物又は分画にとって
好適であり得る。生物活性のある腎細胞は、尿細管細胞及びエリスロポイエチン（ＥＰＯ
）を産生する腎細胞を含む単離された腎細胞であり得る。ＢＲＣ細胞集団は濃縮された尿
細管及びＥＰＯを産生する細胞の集団を含み得る。ＢＲＣは健常な個体からの腎細胞分画
に由来する又はそれ自体腎細胞分画である。加えて、健常な個体の相当する腎細胞分画と
比べた場合、特定の細胞成分を欠き得るが、依然として治療特性を保持し得る非健常な個
体から得られる腎細胞分画が提供される。本開示はまた、健常な個体に比べて細胞成分を
欠いている治療上活性のある細胞集団も提供し、その細胞集団は一実施形態では、種々の
疾患状態における自己供給源から単離し、増殖させることができる。
【００２０】
　生物活性のある細胞製剤が本明細書で記載されるが、本開示は種々の他の活性剤を含有
する製剤を企図する。他の好適な活性剤には、限定しないで細胞凝集体、無細胞生体材料
、生物活性のある細胞から分泌される生成物、高分子及び低分子の治療剤と同様にそれら
の組み合わせが挙げられる。たとえば、１つの型の生物活性のある細胞を治療用分子又は
他の型の生物活性のある細胞と共に又はそれを伴わずに生体材料に基づく微小キャリアと
組み合わせてもよく、付着しない細胞を無細胞粒子と組み合わせてもよい。
【００２１】
１．定義
　特に定義されない限り、本明細書で使用される専門用語及び科学用語は、本発明が属す
る技術の当業者によって一般に理解されるものと同じ意味を有する。Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ
ｓ　ｏｆ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ，第３版(Edited by R Lanza, R Lang
er, & J Vacanti),２００７は当業者に本出願で使用される用語の多数に対する一般的な
指針を提供する。当業者は、本発明の実践で使用されればよい、本明細書で記載されるも
のに類似する又は同等である多数の方法及び材料を認識するであろう。
【００２２】
　用語「細胞集団」は本明細書で使用されるとき、好適な組織供給源から、普通、哺乳類
から直接単離することによって得られる多数の細胞を指す。単離された細胞集団はその後
、試験管内にて培養され得る。当業者は、本発明で使用するために細胞集団を単離し、培
養する種々の方法及び本発明で使用するのに好適である細胞集団における種々の数の細胞
を十分に理解するであろう。細胞集団は、臓器又は組織、たとえば、腎臓に由来する未分
画で不均質な細胞集団であり得る。たとえば、不均質な細胞集団は組織生検から又は臓器
全組織から単離され得る。或いは、不均質な細胞集団は、組織生検から又は臓器全組織か
ら樹立される哺乳類細胞の試験管内培養に由来し得る。未分画で不均質な細胞集団は濃縮
されない細胞集団とも呼ばれ得る。一実施形態では、細胞集団は生物活性のある細胞を含
有する。
【００２３】
　用語「生来の臓器」は生きている対象の臓器を意味すべきである。対象は健常であって
もよく又は非健常であってもよい。非健常な対象はその特定の臓器に関連する疾患を有し
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得る。
【００２４】
　用語「生来の腎臓」は生きている対象の腎臓を意味すべきである。対象は健常であって
もよく又は非健常であってもよい。非健常な対象は腎疾患を有し得る。
【００２５】
　用語「再生効果」は、たとえば、腎臓のような生来の臓器に利益を提供する効果を意味
すべきである。効果には、限定しないで、生来の臓器に対する損傷の程度の軽減、又は生
来の臓器の機能における改善、その回復又は安定化が挙げられ得る。腎臓の損傷は、線維
症、炎症、糸球体肥大等の形態であってもよく、対象における生来の臓器に関連する疾患
に関係し得る。
【００２６】
　用語「混加物」は本明細書で使用されるとき、未分画で不均質な細胞集団に由来する２
以上の単離され、濃縮された細胞集団の組み合わせを指す。特定の実施形態によれば、細
胞集団は腎細胞集団である。
【００２７】
　「濃縮された」細胞の集団又は調製物は、出発集団における特定の細胞型の比率よりも
多い比率のその細胞型を含有する出発臓器細胞集団（たとえば、未分画で不均質な細胞集
団）に由来する細胞集団を指す。たとえば、出発腎細胞集団は、第１の、第２の、第３の
、第４の、第５の等の当該細胞集団について濃縮することができる。本明細書で使用され
るとき、用語「細胞集団」、「細胞調製物」及び「細胞プロトタイプ」は相互交換可能に
使用される。
【００２８】
　態様の１つでは、用語「濃縮された」細胞集団は本明細書で使用されるとき、出発集団
におけるＥＰＯを産生することが可能である細胞の比率よりも大きい比率のＥＰＯを産生
することが可能である細胞を含有する出発臓器細胞集団（たとえば、腎生検に由来する細
胞浮遊液又は培養した哺乳類の腎細胞）に由来する細胞集団を指す。たとえば、用語「Ｂ
４」は、出発集団に比べて大きな比率のＥＰＯ産生細胞、糸球体細胞及び血管細胞を含有
する出発腎細胞集団に由来する細胞集団である。細胞集団は１以上の細胞型について濃縮
され得るし、１以上の他の細胞型を枯渇させ得る。たとえば、濃縮されたＥＰＯ産生細胞
集団は、間質線維芽細胞について濃縮され得るし、濃縮されない細胞集団、すなわち、濃
縮された細胞集団が由来する出発細胞集団における間質線維芽細胞及び尿細管細胞に比べ
て尿細管細胞及び集合管上皮細胞を枯渇させ得る。ＥＰＯ濃縮の又は「Ｂ４」の集団を引
用する実施形態すべてにおいて、濃縮された細胞集団は、内在性の生来のＥＰＯ遺伝子か
らの酸素調節可能なＥＰＯ発現によって明らかにされるように、酸素調節性の方法でＥＰ
Ｏを産生することができる細胞を含有する細胞の不均質な集団である。
【００２９】
　別の態様では、出発集団におけるその細胞型の比率よりも高い比率の特定の細胞型、た
とえば、血管細胞、糸球体細胞又は内分泌細胞を含有する濃縮された腎細胞集団も健常な
個体又は対象に由来する出発腎細胞集団と比べたとき、１以上の特定の細胞型、たとえば
、血管細胞、糸球体細胞又は内分泌細胞を欠き得るし、又は欠乏し得る。たとえば、態様
の１つにおける用語「Ｂ４’」又は「Ｂ４プライム」は、健常な個体と比べたとき、出発
検体の病態に応じて１以上の細胞型、たとえば、血管細胞、糸球体細胞又は内分泌細胞を
欠く又は欠乏する出発腎細胞集団に由来する細胞集団である。一実施形態では、Ｂ４’細
胞集団は慢性腎疾患を有する対象に由来する。一実施形態では、Ｂ４’細胞集団は巣状分
節状糸球体硬化症（ＦＳＧＳ）を有する対象に由来する。別の実施形態では、Ｂ４’細胞
集団は自己免疫性糸球体腎炎を有する対象に由来する。別の態様では、Ｂ４’細胞集団は
、１以上の細胞型、たとえば、血管細胞、糸球体細胞又は内分泌細胞で後に枯渇させられ
る又は欠乏する、あらゆる細胞型、たとえば、血管細胞、糸球体細胞又は内分泌細胞を含
む出発細胞集団に由来する細胞集団である。さらに別の態様では、Ｂ４’は、あらゆる細
胞型、たとえば、血管細胞、糸球体細胞又は内分泌細胞を含む出発細胞集団に由来する細
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胞集団であり、１以上の特定の細胞型、たとえば、血管細胞、糸球体細胞又は内分泌細胞
は後に濃縮される。たとえば、一実施形態では、Ｂ４’細胞集団は、血管細胞について濃
縮されてもよいが、糸球体細胞及び／又は内分泌細胞を枯渇させてもよい。別の実施形態
では、Ｂ４’細胞集団は、糸球体細胞について濃縮されてもよいが、血管細胞及び／又は
内分泌細胞を枯渇させてもよい。別の実施形態では、Ｂ４’細胞集団は、内分泌細胞につ
いて濃縮されてもよいが、血管細胞及び／又は糸球体細胞を枯渇させてもよい。別の実施
形態では、Ｂ４’細胞集団は、血管細胞及び内分泌細胞について濃縮されてもよいが、糸
球体細胞を枯渇させてもよい。好まれる実施形態では、Ｂ４’細胞集団は、単独で又は別
の濃縮された細胞集団、たとえば、Ｂ２及び／又はＢ３と混加して、治療特性を保持する
。Ｂ４’細胞集団は、たとえば、実施例、たとえば、実施例１１～１３にて本明細書で記
載される。
【００３０】
　別の態様では、濃縮された細胞集団は、出発集団における一部のＥＰＯ産生細胞と共に
１以上の血管、糸球体及び近位尿細管のマーカーを発現する細胞の比率よりも大きい比率
の、一部のＥＰＯ産生細胞と共に１以上の血管、糸球体及び近位尿細管のマーカーを発現
する細胞を含有する上記で議論したような出発腎細胞集団に由来する細胞集団を指す。た
とえば、用語「Ｂ３」は、出発集団に比べたとき、高い比率の血管細胞及び糸球体細胞と
同様に近位尿細管細胞を含有する出発臓器細胞集団に由来する細胞集団を指す。一実施形
態では、Ｂ３細胞集団は、出発集団と比べたとき、高い比率の近位尿細管細胞を含有する
が、Ｂ２細胞集団と比べたとき、少ない比率の近位尿細管細胞を含有する。別の実施形態
では、Ｂ３細胞集団は、出発集団と比べたとき、一部のＥＰＯ産生細胞と共に高い比率の
血管及び糸球体の細胞マーカーを含有するが、Ｂ４細胞集団と比べたとき、一部のＥＰＯ
産生細胞と共に低い比率の血管及び糸球体の細胞マーカーを含有する。
【００３１】
　別の態様では、濃縮された細胞集団は、出発集団における１以上の尿細管細胞マーカー
を発現する細胞の比率よりも大きい比率の１以上の尿細管細胞マーカーを発現する細胞を
含有する上記で議論されたような出発腎細胞集団に由来する細胞集団も指し得る。たとえ
ば、用語「Ｂ２」は、出発集団と比べたとき、高い比率の尿細管細胞を含有する出発腎細
胞集団に由来する細胞集団を指す。加えて、１以上の尿細管細胞マーカーを発現する細胞
について濃縮された細胞集団（又は「Ｂ２」）は、集合管系に由来する一部の上皮細胞を
含有し得る。１以上の尿細管細胞マーカーを発現する細胞について濃縮された細胞集団（
又は「Ｂ２」）は、ＥＰＯ産生細胞、糸球体細胞及び血管細胞を相対的に枯渇させている
けれども、濃縮された集団は、出発集団に比べて小さな比率のこれらの細胞（ＥＰＯ産生
細胞、糸球体細胞及び血管細胞）を含有し得る。一般に、不均質な細胞集団は、枯渇の前
の不均質な細胞集団に含有される１以上の細胞型の比率に比べて枯渇させた細胞集団が低
い比率のその細胞型を含有するようにその細胞型を枯渇させる。枯渇させられ得る細胞型
は腎細胞の任意の型である。たとえば、特定の実施形態では、枯渇させられ得る細胞型に
は、約１．０４５ｇ／ｍｌ未満の密度を有する集合管及び尿細管系の大きな粒度を持つ、
「Ｂ１」と呼ばれる細胞が挙げられる。特定の他の実施形態では、枯渇させられ得る細胞
型には、細胞残渣及び約１．０９５ｇ／ｍｌを超える密度を有し、「Ｂ５」と呼ばれる粒
度が小さく、生存性の小さい小細胞が挙げられる。一部の実施形態では、尿細管細胞につ
いて濃縮された細胞集団は相対的に、以下：「Ｂ１」、「Ｂ５」、酸素調節可能なＥＰＯ
産生細胞、糸球体細胞及び血管細胞のすべてを枯渇させる。
【００３２】
　用語「低酸素の」培養条件は本明細書で使用されるとき、細胞が大気の酸素レベル（約
２１％）で培養される標準の培養条件に比べて細胞が培養系にて利用可能な酸素レベルの
低下に供される培養条件を指す。非低酸素条件は本明細書では正常な又は酸素正常な培養
条件と呼ばれる。
【００３３】
　用語「酸素調節可能な」は本明細書で使用されるとき、細胞にとって利用可能な酸素の



(10) JP 2016-504017 A 2016.2.12

10

20

30

40

50

量に基づいて遺伝子発現を（上方又は下方に）調節する細胞の能力を指す。「低酸素誘導
可能な」は酸素圧の低下（事前誘導又は出発酸素圧にかかわらず）に応答した遺伝子発現
の上方調節を指す。
【００３４】
　用語「生体材料」は本明細書で使用されるとき、生きている組織への導入に好適である
天然の又は合成の生体適合性材料を指す。天然の生体材料は生物系によって作られる又は
それを起源とする材料である。合成の生体材料は生物系によって作られず又はそれを起源
としない材料である。本明細書で開示される生体材料は天然の及び合成の生体適合性材料
の組み合わせであり得る。本明細書で使用されるとき、生体材料には、たとえば、高分子
のマトリクス及び足場が含まれる。当業者は、生体材料が種々の形態、たとえば、多孔性
泡状物、ゲル、液体、ビーズ、固体で構成されてもよく、１以上の天然の又は合成の生体
適合性材料を含んでもよいことを十分に理解するであろう。一実施形態では、生体材料は
ヒドロゲルになることが可能である溶液の液体形態である。
【００３５】
　用語「調節された放出」又は同等の用語「制御された放出」、「遅延放出」又は「遅い
放出」は、時間をかけて又は個体への投与に続く時間内で一点を越えて生物活性のある細
胞のような活性剤を放出する製剤を指す。製剤に応じて所望の時間の範囲、たとえば、数
分、数時間、数日、数週、又はそれ以上にわたって生じることができる活性剤の調節され
た放出は、実質的に投与単位全体が投与の直後に利用される標準製剤と対照的である。組
織工学及び再生医学の応用については、好まれる調節された放出の製剤は、局所投与（た
とえば、固形臓器への活性剤の直接投与）に続いて複数の時点での活性剤の放出を提供す
る。たとえば、生物活性のある細胞の調節された放出の製剤は、投与の時点で直ちに細胞
の第１の放出を提供し、その後、後の時間に細胞の第２の放出を提供する。活性剤の第２
の放出の時間遅延は最初の投与の数分後、数時間後、又は数日後であり得る。一般に、放
出の遅延の時間は、活性剤の生体材料キャリアがその構造的な完全性を失うのにかかる時
間に相当する。活性剤の遅延放出は、そのような完全性が分解し始めるときに開始し、完
全性が完全に機能しなくなるときに完了する。当業者は放出の他の好適なメカニズムを十
分に理解するであろう。
【００３６】
　用語「貧血」は本明細書で使用されるとき、対象のＥＰＯ産生細胞による機能的なＥＰ
Ｏタンパク質の不適切な産生及び／又は全身循環へのＥＰＯタンパク質の不適切な放出及
び／又は骨髄中の赤芽球がＥＰＯタンパク質に応答できないことによる赤血球数及び／又
はヘモグロビンレベルの欠損を指す。貧血の対象は赤血球の恒常性を維持することができ
ない。一般に、貧血は腎臓機能の低下又は喪失（たとえば、慢性腎不全）を伴って生じる
ことができ、相対的なＥＰＯの欠乏に関連する貧血、化学療法又は抗ウイルス療法（たと
えば、ＡＺＴ）のような骨髄抑制療法に関連する貧血、非骨髄性の癌に関連する貧血、Ｈ
ＩＶのようなウイルスの感染に関連する貧血、及び、たとえば、自己免疫疾患（たとえば
、関節リウマチ）、肝疾患及び多臓器不全のような慢性疾患の貧血が生じる。
【００３７】
　用語「ＥＰＯ欠乏症」はエリスロポイエチン受容体アゴニスト（たとえば、組換えＥＰ
Ｏ又はＥＰＯ類似体）で治療可能である、貧血を含む状態又は障害を指す。
【００３８】
　用語「臓器関連の疾患」は本明細書で使用されるとき、その機能を実施する臓器の能力
の喪失を生じる任意の段階又は程度の急性又は慢性の臓器不全に関連する障害を指す。
【００３９】
　用語「腎疾患」は本明細書で使用されるとき、血液濾過並びに過剰な流体、電解質及び
血液からの老廃物の排泄の機能を実施する腎臓の能力の喪失を生じる任意の段階又は程度
の急性又は慢性の腎不全に関連する障害を指す。腎疾患には貧血のような内分泌機能不全
（エリスロポイエチン欠乏症）及びミネラル不均衡（ビタミンＤ欠乏症）も含まれる。腎
疾患は腎臓を起源とし得るし、又は心不全、高血圧症、糖尿病、自己免疫疾患又は肝疾患
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を含む（が、これらに限定されない）種々の状態に続発し得る。腎疾患は腎臓への急性の
損傷の後に発生する慢性の腎不全の状態であり得る。たとえば、虚血による腎臓への損傷
及び／又は毒性物質への暴露が急性腎不全の原因となり得る；急性の腎臓損傷の後の不完
全な回復が慢性腎不全の発生につながり得る。
【００４０】
　用語「治療」は、腎疾患、貧血、ＥＰＯ欠乏症、尿細管輸送欠損症、又は糸球体濾過欠
損症のための治療処置及び予防的な又は防止性の方策の双方を指し、その際、目的は標的
とされる障害を反転する、防ぐ又は遅らせる（軽減する）ことである。治療を必要とする
者には、腎疾患、貧血、ＥＰＯ欠乏症、尿細管輸送欠損症、又は糸球体濾過欠損症をすで
に有する者、並びに腎疾患、貧血、ＥＰＯ欠乏症、尿細管輸送欠損症、又は糸球体濾過欠
損症を有する傾向がある者、又は腎疾患、貧血、ＥＰＯ欠乏症、尿細管輸送欠損症、又は
糸球体濾過欠損症が予防されるべきである者が挙げられる。用語「治療」には本明細書で
使用されるとき、腎機能の安定化及び／又は改善が含まれる。
【００４１】
　用語「生体内で接触すること」は本明細書で使用されるとき、細胞の濃縮された集団に
よって分泌される生成物と生来の臓器との間での生体内での直接的な接触を指す。たとえ
ば、腎細胞の濃縮された集団（又は腎細胞／腎細胞分画を含有する混加物又は構築物）に
よって分泌される生成物は生体内で生来の腎臓に接触し得る。生体内で直接接触すること
は、実際、傍分泌、内分泌又は接触分泌であり得る。分泌される生成物は本明細書で記載
される様々な生成物の不均質な集団である。
【００４２】
　用語「リボ核酸」又は「ＲＮＡ」は本明細書で使用されるとき、各単位が窒素含有塩基
とリボース糖とリン酸から構成されるヌクレオチド単位の鎖を指す。ＲＮＡは一本鎖又は
二本鎖の形態であってもよい。ＲＮＡは、小胞の一部であってもよく、小胞の中にあって
もよく、小胞に関連してもよい。小胞はエキソソームであり得る。ＲＮＡには限定しない
でｍＲＮＡ、ｒＲＮＡ、小分子ＲＮＡ、ｓｎＲＮＡ、ｓｎｏＲＮＡマイクロＲＮＡ（ｍｉ
ＲＮＡ）、小分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、及び非コーディングＲＮＡが挙げられる。
ＲＮＡは好ましくはヒトのＲＮＡである。
【００４３】
　用語「構築物」は、１以上の合成の又は天然に存在する生体適合性材料で構成される足
場又はマトリクスの表面上に又は表面にて堆積される１以上の細胞集団を指す。１以上の
細胞集団は、１以上の合成の又は天然に存在する生体適合性材料、ポリマー、タンパク質
又はペプチドから構成される生体材料によってコーティングされ、その上に堆積され、そ
れに包埋され、それに付着され、それに播かれ、又はそれに捕捉され得る。１以上の細胞
集団は試験管内で又は生体内で生体材料又は足場又はマトリクスと組み合わせられ得る。
一般に、足場／生体材料を形成するのに使用される１以上の生体適合性材料は、その上に
堆積される細胞集団の少なくとも１つの多細胞で三次元の組織体の形成を指向する、促進
する又は許容するように選択される。構築物を生成するのに使用される１以上の生体材料
も、構築物又は構築物の細胞成分の内在性の宿主組織との分散及び／又は統合を指向する
、促進する又は許容するように、又は構築物又は構築物の細胞成分の生存、生着、認容又
は機能的遂行を指向する、促進する又は許容するように選択され得る。
【００４４】
　用語「マーカー」又は「生体マーカー」は一般にＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質、炭水化
物、又は糖脂質に基づく分子マーカーを指し、培養された細胞集団におけるその発現又は
存在は常法（又は本明細書で開示される方法）によって検出することができ、細胞の特定
の型である培養された細胞集団における１以上の細胞に一致する。そのような生体マーカ
ーには、表Ｘ及びＹで示される遺伝子が挙げられるが、これらに限定されない。マーカー
は、細胞によって、又は、染色体上の特定可能な物理的な位置、たとえば、遺伝子、制限
エンドヌクレアーゼの認識部位、若しくは生来の細胞により発現されるポリペプチドをコ
ードする核酸（たとえば、ｍＲＮＡ）によって発現されるポリペプチドであり得る。マー
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カーは、「遺伝子発現マーカー」と呼ばれる遺伝子の発現される領域、又は既知のコーデ
ィング機能がないＤＮＡの一部の断片であり得る。生体マーカーは細胞に由来する、たと
えば、それから分泌される生成物であり得る。
【００４５】
　用語「生体マーカーシグネチャ」、「シグネチャ」、「生体マーカー発現シグネチャ」
又は「発現シグネチャ」は本明細書では相互交換可能に使用され、その発現が、細胞集団
、たとえば、生物活性のある腎細胞を含む細胞型、たとえば、上皮細胞、尿細管細胞等の
指標である生体マーカーの１つ又は組み合わせを指す。生体マーカーシグネチャは、本明
細書で提供される方法及び製造にて使用するための細胞集団の好適性の指示器として役立
ち得る。一部の実施形態では、生体マーカーシグネチャは「遺伝子シグネチャ」である。
用語「遺伝子シグネチャ」は、「遺伝子発現シグネチャ」と相互交換可能に使用され、そ
の発現が細胞型、たとえば、上皮細胞、尿細管細胞等の指標であるポリヌクレオチドの１
つ又は組み合わせを指す。一部の実施形態では、生体マーカーシグネチャは「タンパク質
シグネチャ」である。用語「タンパク質シグネチャ」は「タンパク質発現シグネチャ」と
相互交換可能に使用され、その発現が細胞型、たとえば、上皮細胞、尿細管細胞等の指標
であるポリペプチドの１つ又は組み合わせを指す。
【００４６】
　用語「発現のレベル」又は「発現レベル」は相互交換可能に使用され、一般に、生物試
料におけるポリヌクレオチド又はアミノ酸生成物又はタンパク質の量、又はポリヌクレオ
チド又はアミノ酸生成物又はタンパク質を発現している細胞の比率のいずれかを指す。「
発現すること」又は「発現」及びその文法的変形は、生物試料における検出可能な量での
ポリヌクレオチド又はアミノ酸生成物又はタンパク質の存在を指す。たとえば、検出可能
である（バックグランド又は対照の値を上回る）タンパク質はタンパク質を発現している
と言われ得る。同様に、試料中の細胞の一部がタンパク質を発現するのであれば、試料は
タンパク質を発現していると言われ得る。別の方法では、試料は、タンパク質を発現して
いる細胞の比率に関する発現のレベルを有すると言われ得る、たとえば、試料における細
胞の６０％がタンパク質を発現するのであれば、そのとき、発現のレベルは６０％である
。
【００４７】
　用語「差次的に発現される遺伝子」、「差次的な遺伝子発現」及び相互交換可能に使用
されるその同義語は、その発現が、第２の細胞又は細胞集団におけるその発現に比べて第
１の細胞又は細胞集団にてさらに高い又はさらに低いレベルに活性化される遺伝子を指す
。その用語にはまた、その発現が培養における第１の細胞又は第２の細胞の継代の間に時
間をかけて異なる段階でさらに高い又はさらに低いレベルに活性化される遺伝子も含まれ
る。差次的に発現される遺伝子は、核酸レベル又はタンパク質レベルで活性化され若しく
は阻害され得るし、又は選択的スプライシングにさらされて異なるポリペプチド生成物を
生じ得ることも理解される。そのような差異は、たとえば、ｍＲＮＡレベルの変化、ポリ
ペプチドの表面発現、分泌又は他の分配によって証拠付けられ得る。差次的な遺伝子発現
には、２以上の遺伝子又はその遺伝子産物の間での発現の比較、又は２以上の遺伝子又は
その遺伝子産物の間での発現の比率の比較、又はさらに第１の細胞と第２の細胞の間で異
なる、同一遺伝子の異なるプロセッシングを受けた２つの産物の比較が含まれ得る。差次
的な発現には、たとえば、第１の細胞と第２の細胞の間での遺伝子又はその発現産物にお
ける一時的な発現パターン又は細胞の発現パターンの質的なと同様に量的な双方の差異が
含まれる。本開示の目的では、「差次的な遺伝子発現」は、第１の細胞及び第２の細胞に
おける所与の遺伝子の発現の間に差異がある場合存在すると見なされる。マーカーの差次
的発現は、細胞集団、混加物又は構築物（第１の細胞）の投与後の患者に由来する細胞（
第２の細胞）における発現に比べて、投与の前の患者に由来する細胞に存在し得る。
【００４８】
　用語「阻害する」、「下方調節する」、「過少発現する」及び「低減する」は相互交換
可能に使用され、１以上のタンパク質若しくはタンパク質サブユニットをコードする遺伝
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子の発現、又はＲＮＡ分子若しくは同等のＲＮＡ分子のレベル、又は１以上のタンパク質
若しくはタンパク質サブユニットの活性が、たとえば、１以上の陽性対照及び／又は陰性
対照のような１以上の対照に比べて低減されることを意味する。過少発現は、細胞集団、
混加物又は構築物の投与後の患者に由来する細胞に比べて投与の前の患者に由来する細胞
に存在し得る。
【００４９】
　用語「上方調節する」又は「過大発現する」は、１以上のタンパク質若しくはタンパク
質サブユニットをコードする遺伝子の発現、又はＲＮＡ分子若しくは同等のＲＮＡ分子の
レベル、又は１以上のタンパク質若しくはタンパク質サブユニットの活性が、たとえば、
１以上の陽性対照及び／又は陰性対照のような１以上の対照に比べて上昇することを意味
するのに使用される。過大発現は、細胞集団、混加物又は構築物の投与前の患者に由来す
る細胞に比べて投与の後の患者に由来する細胞に存在し得る。
【００５０】
　用語「対象」は、たとえば、腎疾患、貧血又はＥＰＯ欠乏症のような臓器関連の疾患の
１以上の兆候、症状又は他の指標を経験している又は経験したことがある治療に適格な患
者を含む単一のヒト対象を意味するべきである。そのような対象には、限定しないで、原
因を問わず、腎疾患、貧血又はＥＰＯ欠乏症と新しく診断される又は以前診断された、再
発又はぶり返しを経験している、又は腎疾患、貧血又はＥＰＯ欠乏症のリスクにある対象
が挙げられる。対象は腎疾患、貧血又はＥＰＯ欠乏症の治療を以前受けていてもよく、又
はそのような治療は受けていなくてもよい。
【００５１】
　用語「患者」は、任意の単一の動物、さらに好ましくは、治療が所望される哺乳類（た
とえば、イヌ、ネコ、ウマ、ウサギ、動物園動物、ウシ、ブタ、ヒツジ、のような非ヒト
動物、及び非ヒト霊長類を含む）を指す。最も好ましくは本明細書の患者はヒトである。
【００５２】
　用語「試料」又は「患者試料」又は「生物試料」は一般に、対象又は患者、体液、生体
組織、細胞株、組織培養物、又は他の供給源から得られる任意の生物試料を意味するべき
である。その用語には、たとえば、腎生検のような組織生検も含まれる。その用語には、
たとえば、培養した哺乳類の腎細胞のような培養細胞も含まれる。哺乳類から組織生検及
び培養細胞を得る方法は当該技術で周知である。用語「試料」が単独で使用されるのであ
れば、それは「試料」が「生物試料」又は「患者試料」であることを依然として意味する
べきであり、すなわち、用語は相互交換可能に使用される。
【００５３】
　用語「試験試料」は本明細書で開示される方法によって治療されている対象に由来する
試料を指す。試験試料は、限定しないで、血液、精液、血清、尿、骨髄、粘膜、組織等を
含む哺乳類対象における種々の供給源を起源とし得る。
【００５４】
　用語「対照」又は「対照試料」は、陰性又は陽性の結果が試験試料における結果を相互
に関連付けるのに役立つことが期待される陰性対照又は陽性対照を指す。好適である対照
には限定しないで、正常な赤血球の恒常性に特有の指標を示すことが知られる試料、貧血
に特有の指標を示すことが知られる試料、貧血ではないことが知られる対象から得られる
試料、及び貧血であることが知られる対象から得られる試料が挙げられる。本明細書で提
供される方法で使用するのに好適な追加の対照には、限定しないで、赤血球生成を調節す
ることが知られる医薬剤（たとえば、組換えＥＰＯ又はＥＰＯ類似体）で治療されている
対象に由来する試料が挙げられる。加えて、対照は、本明細書で開示される方法によって
治療される前の対象から得られる試料であってもよい。追加の好適な対照は、任意の型又
は段階の腎疾患を有することが知られる対象から得られる試験試料、及び任意の型又は段
階の腎疾患を有さないことが知られる対象から得られる試料であってもよい。対照は正常
で健常な対応する対照であってもよい。当業者は本明細書で使用するのに好適な他の対照
を十分に理解するであろう。
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【００５５】
　「再生予後診断」、「再生的予後診断」又は「再生のための予後診断」は一般に本明細
書で記載される細胞集団、混加物又は構築物の投与又は埋め込みの考えられる再生的な経
過又は転帰の予想又は予測を指す。再生予後診断については、予想又は予測は以下：埋め
込み又は投与の後の機能的臓器（たとえば、腎臓）の改善、埋め込み又は投与の後の機能
的な腎臓の発達、埋め込み又は投与の後の改善された腎臓の機能又は許容量の発達、及び
埋め込み又は投与に続く生来の腎臓による特定のマーカーの発現の１以上によって知らさ
れ得る。
【００５６】
　「再生された臓器」は、本明細書で記載されるような細胞集団、混加物又は構築物の埋
め込み又は投与の後の生来の臓器を指す。再生された臓器は、限定しないで、生来の臓器
の機能又は許容量の発達、生来の臓器の機能又は許容量の改善、及び生来の臓器における
特定のマーカーの発現を含む種々の指標を特徴とする。当業者は再生された臓器を特徴づ
けるのに他の指標が好適であり得ることを十分に理解するであろう。
【００５７】
　「再生された腎臓」は本明細書で記載されるような細胞集団、混加物又は構築物の埋め
込み又は投与の後の生来の腎臓を指す。再生された腎臓は、限定しないで、生来の腎臓の
機能又は許容量の発達、生来の腎臓の機能又は許容量の改善、及び生来の腎臓における特
定のマーカーの発現を含む種々の指標を特徴とする。当業者は再生された腎臓を特徴づけ
るのに他の指標が好適であり得ることを十分に理解するであろう。
【００５８】
　用語「細胞凝集体」又は「スフェロイド」は、単層としての増殖とは対照的に３Ｄの増
殖を可能にするように培養された凝集体又は集合体を指す。用語「スフェロイド」は凝集
体が幾何的に球状であることを暗示しないことが言及される。凝集体は明確に定義された
形態によって高度に構造化され得る、又はそれは構造化されない塊であり得る；それは単
一の細胞型若しくは１を超える細胞型を含み得る。細胞は一次単離物又は永続的な細胞株
、又は２つの組み合わせであり得る。この定義に含まれるのはオルガノイド及び器官型培
養物である。
【００５９】
　用語「常温」は本開示の製剤が対象に投与される温度を指す。一般に常温は温度が制御
された環境の温度である。常温は約１８℃～約３０℃の範囲である。一実施形態では、常
温は、約１８℃、約１９℃、約２０℃、約２１℃、約２２℃、約２３℃、約２４℃、約２
５℃、約２６℃、約２７℃、約２８℃、約２９℃、又は約３０℃である。
【００６０】
　単語「標識」は本明細書で使用される場合、核酸プローブ又は抗体のような試薬に直接
又は間接的に抱合され又は融合され、それが抱合され又は融合される試薬の検出を円滑に
する化合物又は組成物を指す。標識はそれ自体が検出可能であり得る（たとえば、放射線
同位元素標識又は蛍光標識）、又は酵素標識の場合、標識は検出可能である基質化合物又
は組成物の化学変化を触媒し得る。その用語は、プローブ又は抗体に検出可能な基質をカ
ップリングする（すなわち、物理的連結）ことによるプローブ又は抗体の直接的な標識と
同様に直接的に標識される別の試薬との反応性によるプローブ又は抗体の間接的な標識を
包含するように意図される。間接的な標識の例には、蛍光で標識された二次抗体を用いた
一次抗体の検出及びそれが蛍光的に標識されたストレプトアビジンによって検出できるよ
うなビオチンによるＤＮＡプローブの末端標識が挙げられる。
【００６１】
　用語「検出」には直接的な検出及び間接的な検出を含む検出する手段が含まれる。
【００６２】
　「キット」は、少なくとも１つの試薬、たとえば、腎疾患の治療のための薬物、又は本
明細書で記載されるような生体マーカーの遺伝子若しくはタンパク質を特異的に検出する
ためのプローブを含む製品（たとえば、包装物又は容器）である。製品は好ましくは本明
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細書で開示される方法を実施するために単位として普及され、流通され、又は販売される
。
【００６３】
２．細胞集団
　本開示の製剤は、腎疾患の治療にて使用するための、特定の生物活性のある成分又は細
胞型について濃縮され、及び／又は特定の不活性の又は望ましくない成分又は細胞型を枯
渇させた、単離された不均質な腎細胞の集団及びその混加物を含有し得る、すなわち、腎
機能の安定化及び／又は改善及び／又は再生を提供することは、その内容全体が参照によ
って本明細書に組み入れられるＰｒｅｓｎｅｌｌらのＵ．Ｓ．２０１１－０１１７１６２
及びＩｌａｇａｎらのＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０３６３４７にて以前記載された。製剤は
、健常個体に比べて細胞成分を欠くが、治療特性を保持する単離された腎細胞の分画を含
有し得る、すなわち、腎機能の安定化及び／又は改善及び／又は再生を提供し得る。本明
細書で記載される細胞の細胞集団、細胞分画及び／又は混加物は、健常個体、腎疾患の個
体、又は本明細書で記載されるような対象に由来し得る。
【００６４】
　本開示は、限定しないで単離された細胞集団、細胞分画、混加物、濃縮された細胞集団
、細胞凝集体、及びそれらの組み合わせを含む種々の生物活性のある細胞集団との使用に
好適である製剤を提供する。実施形態では、生物活性のある細胞集団は生物活性のある腎
細胞である。
【００６５】
生物活性のある細胞集団
　本開示は、必要とする対象における標的の臓器又は組織に投与されるべきである生物活
性のある細胞集団に好適である治療用製剤を企図する。生物活性のある細胞集団は一般に
対象への投与の際、潜在的に治療特性を有する細胞集団を指す。たとえば、必要とする対
象への投与の際、生物活性のある腎細胞集団は対象における腎機能の安定化及び／又は改
善及び／又は再生を提供することができる。治療特性には再生効果が含まれ得る。
【００６６】
　生物活性のある細胞集団には限定しないで、たとえば、胚性幹細胞、羊膜幹細胞、成人
幹細胞（たとえば、造血、乳腺、腸管、間葉、胎盤、肺、骨髄、血液、臍帯、内皮、歯髄
、脂肪、神経、嗅神経、神経堤、精巣）、誘導された多能性幹細胞；遺伝子操作した細胞
；並びに生体の供給源に由来する細胞集団又は組織の外植片が挙げられる。本開示の製剤
は、２０１１年６月９日に出願されたＢａｓｕらのＰＣＴ／ＵＳ１１／３９８５９にて記
載されたような腎臓脂肪に由来する細胞集団と共に；２０１１年３月３日に出願されたＬ
ｕｄｌｏｗらのＵ．Ｓ．２０１０－０１３１０７５及びＬｕｄｌｏｗらのＰＣＴ／ＵＳ１
１／３５０５８にて記載されたような脂肪由来の又は末梢血由来の平滑筋細胞と共に；又
はＡｔａｌａのＵ．Ｓ．６，５７６，０１９にて記載されたような膀胱由来の尿路上皮細
胞若しくは平滑筋細胞と共に使用されてもよく、そのそれぞれは全体として参照によって
本明細書に組み入れられる。生物活性のある細胞集団は実際、単離されてもよく、濃縮さ
れてもよく、精製されてもよく、均質であってもよく、又は不均質であってもよい。当業
者は本開示の製剤で使用するのに好適である他の生物活性のある細胞集団を十分に理解す
るであろう。
【００６７】
　一実施形態では、細胞の供給源は意図される標的の臓器又は組織と同一である。たとえ
ば、腎細胞は、腎臓に投与される製剤で使用される腎臓から供給され得る。別の実施形態
では、細胞の供給源は意図される標的の臓器又は組織と同一ではない。たとえば、エリス
ロポイエチンを発現している細胞は腎臓に投与される製剤で使用される腎臓脂肪から供給
され得る。
【００６８】
　態様の１つでは、本開示は、生物活性のある成分について濃縮され、不活性の又は望ま
しくない成分を枯渇させた腎細胞の不均質集団の特定の亜分画を含有する製剤を提供し、
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出発集団よりも優れた治療成果及び再生成果を提供する。たとえば、本明細書で記載され
る生物活性のある腎細胞、たとえば、Ｂ２、Ｂ４及びＢ３、不活性の又は望ましくない成
分を枯渇させる腎細胞、たとえば、Ｂ１及びＢ５は単独で又は混加されて、腎機能の安定
化及び／又は改善及び／又は再生のために使用される製剤の一部であることができる。
【００６９】
　別の態様では、製剤は、単独で、又は他の生物活性のある亜分画、たとえば、Ｂ２及び
／又はＢ３と混加された場合、治療特性、たとえば、腎機能の安定化及び／又は改善及び
／又は再生を保持する、特定の亜分画Ｂ４、１以上の細胞型、たとえば、血管細胞、内分
泌細胞又は内皮細胞を枯渇させた又は欠損した、すなわちＢ４’を含有する。好まれる実
施形態では、生物活性のある細胞集団はＢ２である。特定の実施形態では、Ｂ２細胞集団
はＢ４又はＢ４’と混加される。他の実施形態では、Ｂ２細胞集団はＢ３と混加される。
他の実施形態では、Ｂ２細胞集団はＢ３及びＢ４の双方と、又はＢ３及び／又はＢ４の特
定の細胞成分と混加される。
【００７０】
　Ｂ２細胞集団は、以下：メガリン、キュビリン、ヒアルロン酸シンターゼ２（ＨＡＳ２
）、ビタミンＤ３　２５－ヒドロキシラーゼ（ＣＹＰ２Ｄ２５）、Ｎ－カドヘリン（Ｎｃ
ａｄ）、Ｅ－カドヘリン（Ｅｃａｄ）、アクアポリン－１（Ａｑｐ１）、アクアポリン－
２（Ａｑｐ２）、ＲＡＢ１７、メンバーＲＡＳ癌遺伝子ファミリー（Ｒａｂ１７）、ＧＡ
ＴＡ結合タンパク質３（Ｇａｔａ３）、ＦＸＹＤドメイン含有イオン輸送調節因子４（Ｆ
ｘｙｄ４）、溶質キャリアファミリー９（ナトリウム／水素交換体）、メンバー４（Ｓｌ
ｃ９ａ４）、アルデヒド脱水素酵素３ファミリー、メンバーＢ１（Ａｌｄｈ３ｂ１）、ア
ルデヒド脱水素酵素１ファミリー、メンバーＡ３（Ａｌｄｈ１ａ３）、及びカルパイン－
８（Ｃａｐｎ８）、及び集合管マーカーアクアポリン－４（Ａｑｐ４）の１以上から成る
群から選択される尿細管細胞マーカーの発現を特徴とする。Ｂ２はＢ３及び／又はＢ４よ
りも大きく、さらに粒状化されるので、約１．０４５ｇ／ｍｌ～約１．０６３ｇ／ｍｌ（
齧歯類）の間、約１．０４５ｇ／ｍｌ～１．０５２ｇ／ｍｌ（ヒト）の間、及び約１．０
４５ｇ／ｍｌ～約１．０５８ｇ／ｍｌ（イヌ）の間の浮遊密度を有する。
【００７１】
　Ｂ３細胞集団は、一部のＥＰＯ産生細胞と共に血液細胞、糸球体細胞、及び近位尿細管
細胞のマーカーの発現を特徴とし、Ｂ２及びＢ４に比べて中間的なサイズ及び粒度である
ので、約１．０６３ｇ／ｍｌ～約１．０７３ｇ／ｍｌ（齧歯類）の間、約１．０５２ｇ／
ｍｌ～約１．０６３ｇ／ｍｌ（ヒト）の間、及び約１．０５８ｇ／ｍｌ～約１．０６３ｇ
／ｍｌ（イヌ）の間の浮遊密度を有する。Ｂ３は、以下：アクアポリン７（Ａｑｐ７）、
ＦＸＹＤドメイン含有イオン輸送調節因子２（Ｆｘｙｄ２）、溶質キャリアファミリー１
７（リン酸ナトリウム）、メンバー３（Ｓｌｃ１７ａ３）、溶質キャリアファミリー３、
メンバー１（Ｓｌｃ３ａ１）、クラウジン２（Ｃｌｄｎ２）、ナプシンＡアスパラギン酸
ペプチダーゼ（Ｎａｐｓａ）、溶質キャリアファミリー２（促進されたグルコース輸送体
）、メンバー２（Ｓｌｃ２ａ２）、アラニル（膜）アミノペプチダーゼ（Ａｎｐｅｐ）、
膜貫通タンパク質２７（Ｔｍｅｍ２７）、アシル－ＣｏＡシンターゼ中鎖ファミリーメン
バー２（Ａｃｓｍ２）、グルタチオンペルオキシダーゼ３（Ｇｐｘ３）、フルクトース－
１、６－二リン酸１（Ｆｂｐ１）、及びアラニングリオキシル酸アミノトランスフェラー
ゼ２（Ａｇｘｔ２）の１以上から成る群から選択されるマーカーの発現を特徴とする。Ｂ
３はまた、血管発現マーカー血小板内皮細胞接着分子（Ｐｅｃａｍ）及び糸球体発現マー
カーポドシン（Ｐｏｄｎ）によっても特徴づけられる。
【００７２】
　Ｂ４細胞集団は、以下：ＰＥＣＡＭ、ＶＥＧＦ、ＫＤＲ、ＨＩＦ１ａ、ＣＤ３１、ＣＤ
１４６；以下：ポドシン（Ｐｏｄｎ）、及びネフリン（Ｎｅｐｈ）の１以上を含有する糸
球体マーカーのセット；並びに未分画（ＵＮＦＸ）のＢ２及びＢ３に比べて酸素調節可能
なＥＰＯを濃縮した集団の１以上を含有する血管マーカーのセットの発現を特徴とする。
Ｂ４はまた、以下のマーカー：ケモカイン（Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフ）受容体４（Ｃｘｃｒ４
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）、エンドセリン受容体Ｂ型（Ｅｄｎｒｂ）、コラーゲンＶ型、アルファ２（Ｃｏｌ５ａ
２）、カドヘリン５（Ｃｄｈ５）、プラスミノーゲン活性化因子、組織（Ｐｌａｔ）、ア
ンギオポイエチン２（Ａｎｇｐｔ２）、キナーゼ挿入ドメインタンパク質受容体（Ｋｄｒ
）、分泌されたタンパク質、酸性のシステインリッチ（オステオネクチン）（Ｓｐａｒｃ
）、セルグリシン（Ｓｒｇｎ）、ＴＩＭＰメタロペプチダーゼ阻害剤３（Ｔｉｍｐ３）、
ウィルムズ腫瘍１（Ｗｔ１）、ウイングレス型ＭＭＴＶ組込み部位ファミリー、メンバー
４（Ｗｎｔ４）、Ｇ－タンパク質シグナル伝達４（Ｒｇｓ４）の調節、血小板内皮細胞接
着分子（Ｐｅｃａｍ）、及びエリスロポイエチン（Ｅｐｏ）の１以上を含有する血管マー
カーセットの発現を特徴とする。Ｂ４はまた、Ｂ２又はＢ３のいずれかと比べて小さく、
粒状化の少ない細胞も特徴とし、約１．０７３ｇ／ｍｌ～約１．０９１ｇ／ｍｌ（齧歯類
）の間、約１．０６３ｇ／ｍｌ～約１．０９１ｇ／ｍＬ（ヒト及びイヌ）の間の浮遊密度
を持つ。
【００７３】
　Ｂ４’細胞集団は、１．０６３ｇ／ｍｌ～１．０９１ｇ／ｍｌの浮遊密度を有し、以下
のマーカー：ＰＥＣＡＭ、ｖＥＧＦ、ＫＤＲ、ＨＩＦ１ａ、ポドシン、ネフリン、ＥＰＯ
、ＣＫ７、ＣＫ８／１８／１９を発現すると定義される。一実施形態では、Ｂ４’細胞集
団は、以下：ＰＥＣＡＭ、ｖＥＧＦ、ＫＤＲ、ＨＩＦ１ａ、ＣＤ３１、ＣＤ１４６の１以
上を含有する血管マーカーのセットの発現を特徴とする。別の実施形態では、Ｂ４’細胞
集団は分泌マーカーＥＰＯの発現を特徴とする。一実施形態では、Ｂ４’細胞集団は以下
：ポドシン（Ｐｏｄｎ）及びネフリン（Ｎｅｐｈ）の１以上を含有する糸球体マーカーセ
ットの発現を特徴とする。特定の実施形態では、Ｂ４’細胞集団は、以下：ＰＥＣＡＭ、
ｖＥＧＦ、ＫＤＲ、ＨＩＦ１ａの１以上を含有する血管マーカーのセットの発現及び内分
泌マーカーＥＰＯの発現を特徴とする。別の実施形態では、Ｂ４’はＢ２又はＢ３のいず
れかと比べて小さく、粒状化の少ない細胞も特徴とし、約１．０７３ｇ／ｍｌ～約１．０
９１ｇ／ｍｌ（齧歯類）の間、約１．０６３ｇ／ｍｌ～約１．０９１ｇ／ｍＬ（ヒト及び
イヌ）の間の浮遊密度を持つ。
【００７４】
　態様の１つでは、本開示は、約１．０６３ｇ／ｍｌ～約１．０９１ｇ／ｍＬの間の密度
を有するエリスロポイエチン（ＥＰＯ）産生細胞、血液細胞、及び糸球体細胞の少なくと
も１つを含有するヒト腎細胞の単離され、濃縮されたＢ４’集団を含有する製剤を提供す
る。一実施形態では、Ｂ４’細胞集団は血管マーカーの発現を特徴とする。特定の実施形
態では、Ｂ４’細胞集団は糸球体マーカーの発現を特徴とする。一部の実施形態では、Ｂ
４’細胞集団は酸素調節可能なエリスロポイエチン（ＥＰＯ）の発現が可能である。
【００７５】
　一実施形態では、製剤はＢ４’細胞集団を含有するが、１．０４５ｇ／ｍｌ～１．０５
２ｇ／ｍｌの密度を有する尿細管細胞を含むＢ２細胞集団を含まない。別の実施形態では
、Ｂ４’細胞集団の製剤は、＜１．０４５ｇ／ｍｌの密度を有する集合管及び尿細管系の
大きな顆粒細胞を含むＢ１細胞集団を含まない。さらに別の実施形態では、Ｂ４’細胞集
団の製剤は、細胞残渣と、低い粒度及び生存性で＞１．０９１ｇ／ｍｌの密度を持つ小細
胞とを含むＢ５細胞集団を含まない。
【００７６】
　一実施形態では、Ｂ４’細胞集団を含有する製剤は、１．０４５ｇ／ｍｌ～１．０５２
ｇ／ｍｌの間の密度を有する尿細管細胞を含むＢ２細胞集団；＜１．０４５ｇ／ｍｌの密
度を有する集合管及び尿細管系の大きな顆粒細胞を含むＢ１細胞集団；及び細胞残渣と、
低い粒度及び生存性で＞１．０９１ｇ／ｍｌの密度を持つ小細胞とを含むＢ５細胞集団を
含まない。一部の実施形態では、Ｂ４’細胞集団は腎疾患を有する対象に由来し得る。
【００７７】
　態様の１つでは、本開示は、第１の細胞集団、１．０４５ｇ／ｍｌ～１．０５２ｇ／ｍ
ｌの間の密度を有する尿細管細胞の単離され、濃縮された集団を含むＢ２と、第２の細胞
集団、約１．０６３ｇ／ｍｌ～約１．０９１ｇ／ｍＬの間の密度を有するエリスロポイエ
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チン（ＥＰＯ）産生細胞及び血液細胞を含むが、糸球体細胞を枯渇させたＢ４’とを含む
ヒト腎細胞の混加物を含有する製剤を提供し、その際、混加物は、＜１．０４５ｇ／ｍｌ
の密度を有する集合管及び尿細管系の大きな顆粒細胞を含むＢ１細胞集団、又は細胞残渣
と、低い粒度及び生存性で＞１．０９１ｇ／ｍｌの密度を持つ小細胞とを含むＢ５細胞集
団を含まない。特定の実施形態では、Ｂ４’細胞集団は血管マーカーの発現を特徴とする
。一実施形態では、Ｂ４’細胞集団は糸球体マーカーの発現を特徴としない。特定の実施
形態では、Ｂ２はさらに集合管上皮細胞を含む。一実施形態では、製剤は、受容体が介在
するアルブミンの取り込みが可能である細胞の混加物を含有する。別の実施形態では、細
胞の混加物は酸素調節可能なエリスロポイエチン（ＥＰＯ）の発現が可能である。一実施
形態では、混加物は試験管内及び生体内の双方で高分子量種のヒアルロン酸（ＨＡ）の産
生を生じる及び／又は刺激することが可能であるＨＡＳ-２を発現する細胞を含有する。
実施形態すべてにおいて、第１と第２の細胞集団は腎臓組織又は培養した腎細胞に由来し
得る（Basu et al. Lipids in Health and Disease, 2011, 10:171）。
【００７８】
　一実施形態では、製剤は生体内送達の際、再生刺激を提供することが可能である混加物
を含有する。他の実施形態では、混加物は生体内送達の際、糸球体濾過、尿細管再吸収、
尿生成、及び／又は内分泌機能の低下を軽減し、それを安定化し、又は改善することが可
能である。一実施形態では、Ｂ４’細胞集団は腎疾患を有する対象に由来する。
【００７９】
　態様の１つでは、本開示は、約１．０６３ｇ／ｍｌ～約１．０９１ｇ／ｍＬの間の密度
を有するエリスロポイエチン（ＥＰＯ）産生細胞、血液細胞、及び糸球体細胞の少なくと
も１つを含むヒト腎細胞の単離され、濃縮されたＢ４’集団を含有する製剤を提供する。
一実施形態では、Ｂ４’細胞集団は血管マーカーの発現を特徴とする。特定の実施形態で
は、Ｂ４’細胞集団は糸球体マーカーの発現を特徴としない。発現されない糸球体マーカ
ーはポドシンであってもよい。一部の実施形態では、Ｂ４’細胞集団は酸素調節可能なエ
リスロポイエチン（ＥＰＯ）の発現が可能である。
【００８０】
　一実施形態では、Ｂ４’細胞集団を含有する製剤は１．０４５ｇ／ｍｌ～１．０５２ｇ
／ｍｌの間の密度を有する尿細管細胞を含むＢ２細胞集団を含まない。別の実施形態では
、Ｂ４’細胞集団製剤は＜１．０４５ｇ／ｍｌの密度を有する集合管及び尿細管系の大き
な顆粒細胞を含むＢ１細胞集団を含まない。さらに別の実施形態では、Ｂ４’細胞集団製
剤は細胞残渣と、低い粒度及び生存性で＞１．０９１ｇ／ｍｌの密度を持つ小細胞とを含
むＢ５細胞集団を含まない。
【００８１】
　一実施形態では、Ｂ４’細胞集団を含有する製剤は、１．０４５ｇ／ｍｌ～１．０５２
ｇ／ｍｌの間の密度を有する尿細管細胞を含むＢ２細胞集団；＜１．０４５ｇ／ｍｌの密
度を有する集合管及び尿細管系の大きな顆粒細胞を含むＢ１細胞集団；及び細胞残渣と、
低い粒度及び生存性で＞１．０９１ｇ／ｍｌの密度を持つ小細胞とを含むＢ５細胞集団を
含まない。一部の実施形態では、Ｂ４’細胞集団は腎疾患を有する対象に由来し得る。
【００８２】
　態様の１つでは、本開示は、１．０４５ｇ／ｍｌ～１．０５２ｇ／ｍｌの間の密度を有
する尿細管細胞の単離され、濃縮された集団を含む第１の細胞集団Ｂ２と、約１．０６３
ｇ／ｍｌ～約１．０９１ｇ／ｍＬの間の密度を有するエリスロポイエチン（ＥＰＯ）産生
細胞及び血液細胞を含むが、糸球体細胞を枯渇させた第２の細胞集団Ｂ４’とを含むヒト
腎細胞の混加物を含有する製剤を提供し、その際、混加物は、＜１．０４５ｇ／ｍｌの密
度を有する集合管及び尿細管系の大きな顆粒細胞を含むＢ１細胞集団、又は細胞残渣と、
低い粒度及び生存性で＞１．０９１ｇ／ｍｌの密度を持つ小細胞とを含むＢ５細胞集団を
含まない。特定の実施形態では、Ｂ４’細胞集団は血管マーカーの発現を特徴とする。一
実施形態では、Ｂ４’細胞集団は糸球体マーカーの発現を特徴としない。特定の実施形態
では、Ｂ２はさらに集合管上皮細胞を含む。一実施形態では、細胞の混加物は、受容体が
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介在するアルブミンの取り込みが可能である細胞の混加物を含有する。別の実施形態では
、細胞の混加物は酸素調節可能なエリスロポイエチン（ＥＰＯ）の発現が可能である。一
実施形態では、混加物は試験管内及び生体内の双方で高分子量種のヒアルロン酸（ＨＡ）
の産生を生じる及び／又は刺激することが可能であるＨＡＳ-２を発現する細胞を含有す
る。実施形態すべてにおいて、第１と第２の細胞集団は腎臓組織又は培養した腎細胞に由
来し得る。
【００８３】
　別の態様では、本開示は、細胞分画又は濃縮した細胞集団（たとえば、Ｂ１、Ｂ２、Ｂ
３、Ｂ４（又はＢ４’）及びＢ５）の組み合わせを含む不均質な腎細胞集団を含有する製
剤を提供する。一実施形態では、組み合わせは約１．０４５ｇ／ｍｌ～約１．０９１ｇ／
ｍｌの間の浮遊密度を有する。他の一実施形態では、組み合わせは約１．０４５ｇ／ｍｌ
未満～約１．０９９ｇ／ｍｌ又は１．１００ｇ／ｍｌの間の浮遊密度を有する。別の実施
形態では、組み合わせは密度勾配による分離によって、たとえば遠心によって決定される
ような浮遊密度を有する。さらに別の実施形態では、細胞分画の組み合わせはＢ１及び／
又はＢ５を枯渇させたＢ２、Ｂ３及びＢ４（又はＢ４’）を含有する。一部の実施形態で
は、細胞分画の組み合わせはＢ２、Ｂ３、Ｂ４（又はＢ４’）及びＢ５を含有するが、Ｂ
１は枯渇させる。Ｂ１及び／又はＢ５を枯渇させた時点で、Ｂ２、Ｂ３及びＢ４（又はＢ
４’）の細胞分画の組み合わせを含有する製剤の調製に先立って組み合わせを続いて試験
管内で培養し得る。
【００８４】
　本開示の発明者らは驚くべきことにＢ１を枯渇させたＢ２、Ｂ３、Ｂ４及びＢ５の試験
管内の培養がＢ５の枯渇を生じることを発見した。一実施形態では、Ｂ５は少なくとも１
、２、３、４又は５回の継代の後、枯渇する。他の一実施形態では、本明細書で記載され
る条件下で継代されるＢ２、Ｂ３、Ｂ４及びＢ５の細胞分画の組み合わせは、継代細胞集
団の約５％未満、約４％未満、約３％未満、約２％未満、約１％未満、又は約０.５％未
満である比率でのＢ５を有する継代細胞集団を提供する。
【００８５】
　別の実施形態では、Ｂ４’は細胞分画の組み合わせの一部である。他の一実施形態では
、Ｂ５の枯渇を試験管内で培養することは低酸素条件下である。
【００８６】
　一実施形態では、製剤は、生体内送達の際、再生刺激を提供することが可能である混加
物を含有する。他の実施形態では、混加物は生体内送達の際、糸球体濾過、尿細管再吸収
、尿生成、及び／又は内分泌機能の低下を軽減し、それを安定化し、又は改善することが
可能である。一実施形態では、Ｂ４’細胞集団は腎疾患を有する対象に由来する。
【００８７】
　好まれる実施形態では、製剤はＢ３及び／又はＢ４との併用でＢ２を含む混加物を含有
する。別の好まれる実施形態では、混加物はＢ３及び／又はＢ４’との併用でＢ２を含む
。他の好まれる実施形態では、混加物は、（ｉ）Ｂ３及び／又はＢ４との併用でＢ２、又
は（ｉｉ）Ｂ３及び／又はＢ４’との併用でＢ２から成る又はから本質的に成る。
【００８８】
　Ｂ４’細胞集団を含有する混加物は非健常対象からも得られるＢ２及び／又はＢ３細胞
集団を含有し得る。非健常対象はＢ４’分画が得られる対象と同じであり得る。Ｂ４’細
胞集団とは対照的に、非健常対象から得られるＢ２及びＢ３細胞集団は通常、健常な個体
に由来する出発腎細胞集団に比べて１以上の特定の細胞型を欠損していない。
【００８９】
　ＰｒｅｓｎｅｌｌらのＷＯ／２０１０／０５６３２８にて記載されたように、Ｂ２及び
Ｂ４の細胞集団は、Ｂ２細胞集団にてさらに具体的に濃縮されるマーカーであるヒアルロ
ン酸シンターゼ－２（ＨＡＳ－２）の作用を介して試験管内及び生体内の双方で高分子量
種のヒアルロン酸（ＨＡ）を発現することが可能であることが見いだされている。５／６
ＮｘモデルにおけるＢ２による処理は、生体内でのＨＡＳ－２の強い発現及び処理した組
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織内での高分子量ＨＡの予想された産生に付随して線維症を軽減することが示された。と
りわけ、未処理のままの５／６ＮｘモデルはＨＡＳ－２の限定された検出及び高分子量Ｈ
Ａの少ない産生を伴った線維症を生じた。理論によって束縛されるのを望まないで、Ｂ２
（及びＢ４によってある程度）によって優勢に産生されるこの抗炎症性の高分子量のＨＡ
は、腎線維症の軽減及び腎再生の助けにて細胞調製物と相乗して作用する。結果的に、本
開示はヒアルロン酸を含む生体材料と共に本明細書で記載される生物活性のある腎細胞を
含有する製剤を包含する。本開示によって企図されるのはまた、埋め込んだ細胞による直
接的な産生又は産生の刺激を介した再生刺激の生体材料成分の提供である。
【００９０】
　態様の１つでは、本開示は、必要とする対象における腎疾患、貧血及び／又はＥＰＯ欠
乏症の治療で使用するためのＥＰＯ産生腎細胞の単離された不均質な集団を含有する製剤
を提供する。一実施形態では、細胞集団は腎生検に由来する。別の実施形態では、細胞集
団は腎組織全体に由来する。他の一実施形態では、細胞集団は腎生検又は腎組織全体から
樹立される哺乳類腎細胞の試験管内培養物に由来する。実施形態すべてにおいて、これら
の集団は、本明細書では濃縮されない細胞集団とも呼ばれる未分画の細胞集団である。
【００９１】
　別の態様では、本開示は、濃縮された亜集団におけるエリスロポイエチン（ＥＰＯ）産
生細胞の比率が出発の又は当初の細胞集団におけるＥＰＯ産生細胞の比率よりも大きくな
るようにさらに濃縮されるＥＰＯ産生腎細胞の単離された集団を含有する製剤を提供する
。一実施形態では、濃縮されたＥＰＯ産生細胞分画は、濃縮されない当初の集団に含有さ
れる間質線維芽細胞及び尿細管細胞に比べて高い比率の間質線維芽細胞及び低い比率の尿
細管細胞を含有する。特定の実施形態では、濃縮されたＥＰＯ産生細胞分画は、濃縮され
ない当初の集団に含有される糸球体細胞、血管細胞及び集合管細胞に比べて高い比率の糸
球体細胞及び血管細胞並びに低い比率の集合管細胞を含有する。そのような実施形態では
、これらの集団は本明細書では「Ｂ４」細胞集団と呼ばれる。
【００９２】
　別の態様では、本開示は、１以上の追加の腎細胞集団と混加されるＥＰＯ産生腎細胞集
団を含有する製剤を提供する。一実施形態では、ＥＰＯ産生細胞集団はＥＰＯ産生細胞に
ついて濃縮された第１の細胞集団、たとえば、Ｂ４である。別の実施形態では、ＥＰＯ産
生細胞集団は、ＥＰＯ産生細胞について濃縮されない第１の細胞集団、たとえば、Ｂ２で
ある。別の実施形態では、第１の細胞集団は第２の腎細胞集団と混加される。一部の実施
形態では、第２の細胞集団は尿細管細胞について濃縮され、それは尿細管細胞の表現型の
存在によって明らかにされ得る。別の実施形態では、尿細管細胞の表現型は尿細管細胞マ
ーカーの１つの存在によって示され得る。別の実施形態では、尿細管細胞の表現型は１以
上の尿細管細胞マーカーの存在によって示され得る。尿細管細胞マーカーには、限定しな
いで、メガリン、キュビリン、ヒアルロン酸シンターゼ２（ＨＡＳ２）、ビタミンＤ３　
２５－ヒドロキシラーゼ（ＣＹＰ２Ｄ２５）、Ｎ－カドヘリン（Ｎｃａｄ）、Ｅ－カドヘ
リン（Ｅｃａｄ）、アクアポリン－１（Ａｑｐ１）、アクアポリン－２（Ａｑｐ２）、Ｒ
ＡＢ１７、メンバーＲＡＳ癌遺伝子ファミリー（Ｒａｂ１７）、ＧＡＴＡ結合タンパク質
３（Ｇａｔａ３）、ＦＸＹＤドメイン含有イオン輸送調節因子４（Ｆｘｙｄ４）、溶質キ
ャリアファミリー９（ナトリウム／水素交換体）、メンバー４（Ｓｌｃ９ａ４）、アルデ
ヒド脱水素酵素３ファミリー、メンバーＢ１（Ａｌｄｈ３ｂ１）、アルデヒド脱水素酵素
１ファミリー、メンバーＡ３（Ａｌｄｈ１ａ３）、及びカルパイン－８（Ｃａｐｎ８）が
挙げられる。別の実施形態では、第１の細胞集団は、限定しないで間質由来の細胞、尿細
管細胞、集合管由来の細胞、糸球体由来の細胞及び／又は血液若しくは脈管に由来する細
胞を含む幾つかの型の腎細胞の少なくとも１つと混加される。
【００９３】
　本開示の製剤は、Ｂ２及び／又はＢ３との混加物の形態で、又は濃縮された細胞集団、
たとえば、Ｂ２＋Ｂ３＋Ｂ４／Ｂ４’の形態でＢ４又はＢ４’を含有するＥＰＯ産生腎細
胞集団を含み得る。
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【００９４】
　態様の１つでは、製剤は、培養系の酸素圧の低下がＥＰＯの発現の誘導を生じるような
ＥＰＯの発現及び酸素への生体応答性を特徴とするＥＰＯ産生腎細胞集団を含有する。一
実施形態では、ＥＰＯ産生細胞集団はＥＰＯ産生細胞について濃縮される。一実施形態で
は、利用可能な酸素の正常な大気（約２１％）のレベルで培養される細胞集団に比べて培
養系での利用可能な酸素レベルの低下に細胞が供される条件下で細胞集団を培養した場合
、ＥＰＯの発現が誘導される。一実施形態では、低い酸素条件で培養されたＥＰＯ産生細
胞は正常な酸素条件で培養されたＥＰＯ産生細胞に比べて高いレベルのＥＰＯを発現する
。一般に、利用可能な酸素の低下したレベル（低酸素培養条件ともいう）での細胞の培養
は、低下した酸素のレベルが利用可能な酸素の正常レベル又は正常酸素レベル（正常又は
正常酸素培養条件ともいう）での細胞の培養に比べて低下することを意味する。一実施形
態では、低酸素細胞培養条件には、およそ１％未満の酸素、およそ２％未満の酸素、およ
そ３％未満の酸素、およそ４％未満の酸素又はおよそ５％未満の酸素で細胞を培養するこ
とが挙げられる。別の実施形態では、正常又は正常酸素培養条件には、約１０％酸素、約
１２％酸素、約１３％酸素、約１４％酸素、約１５％酸素、約１６％酸素、約１７％酸素
、約１８％酸素、約１９％酸素、約２０％酸素、又は約２１％酸素で細胞を培養すること
が挙げられる。
【００９５】
　他の一実施形態では、およそ５％未満の利用可能な酸素で細胞を培養し、大気の（約２
１％）酸素で培養された細胞とＥＰＯの発現レベルを比較することによってＥＰＯの誘導
又は高い発現が得られ、それを観察することができる。別の実施形態では、細胞の培養物
がある期間大気の酸素（約２１％）で培養される第１の培養相と利用可能な酸素レベルが
下げられ、同じ細胞をおよそ５％未満の利用可能な酸素で培養する第２の培養相とを含む
方法によってＥＰＯを発現することが可能である細胞の培養物にてＥＰＯの誘導が得られ
る。別の実施形態では、低酸素条件に応答性であるＥＰＯの発現はＨＩＦ１αによって調
節される。当業者は当該技術で既知の他の酸素操作培養条件が本明細書で記載される細胞
に使用され得ることを十分に理解するであろう。
【００９６】
　態様の１つでは、製剤は、潅流条件への生体応答性（たとえば、ＥＰＯの発現）を特徴
とするＥＰＯを産生する哺乳類細胞の濃縮された集団を含有する。一実施形態では、潅流
条件には、一時的な、間欠的な又は連続的な流体の流れ（潅流）が挙げられる。一実施形
態では、原動力が流れを介して細胞に伝えられるような方法で、細胞が培養される培地を
間欠的に又は連続的に循環させる又は撹拌する場合、ＥＰＯの発現が機械的に誘導される
。一実施形態では、一時的な、間欠的な又は連続的な流体の流れに供された細胞は、それ
らが三次元構造として存在するような又はそのような三次元構造を形成する枠組み及び／
又は空間を提供する物質上に存在するような方法で培養される。一実施形態では、細胞は
多孔性ビーズ上で培養され、振動台、軌道を回る台、又はスピナーフラスコによって間欠
的な又は連続的な流体の流れに供される。別の実施形態では、細胞は三次元足場上で培養
され、足場が固定され、流体が足場を通って又は横切って指向的に流れる用具に入れられ
る。当業者は、当該技術で既知の他の潅流培養条件が本明細書で記載される細胞に使用さ
れ得ることを十分に理解するであろう。
【００９７】
細胞凝集体
　他の態様の１つでは、本開示の製剤は細胞の凝集体又はスフェロイドを含有する。一実
施形態では、細胞凝集体は本明細書で記載される生物活性のある細胞集団を含む。別の実
施形態では、細胞凝集体は、たとえば、腎細胞の混加物、濃縮された腎細胞集団及び腎細
胞分画の組み合わせのような生物活性のある腎細胞を含む。
【００９８】
　特定の実施形態では、本開示の生物活性のある腎細胞は本明細書でさらに記載されるよ
うな３Ｄ形式で培養され得る。一部の実施形態では、用語「オルガノイド」は生来の腎臓
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に一致する表現型及び／又は機能を伴った細胞の蓄積を指す。一部の実施形態では、オル
ガノイドは、所与の組織にて生体内で通常見いだされる種々の系列の細胞の混合された集
団を含む。一部の実施形態では、本開示のオルガノイドは、本開示の細胞が凝集体を形成
する、同様にスフェロイド、オルガノイド又はそれらの組み合わせを形成し得る任意の手
段を介して試験管内で形成される。そのような凝集体、スフェロイド又はオルガノイドは
一部の実施形態では、特定の臓器と一致する構造を仮定する。一部の実施形態では、その
ような凝集体、スフェロイド又はオルガノイドは、特定の臓器の細胞によって通常発現さ
れる表面マーカーを発現する。一部の実施形態では、そのような凝集体、スフェロイド又
はオルガノイドは、特定の臓器の細胞によって通常発現される化合物又は物質を産生する
。特定の実施形態では、本開示の細胞は天然基材、たとえば、ゼラチン上で培養され得る
。他の実施形態では、本開示の細胞は合成基材、たとえば、ＰＧＬＡ上で培養され得る。
【００９９】
活性のない細胞集団
　本明細書で記載されるように、生物活性のある成分について濃縮され、活性のない又は
望ましくない成分を枯渇させた腎細胞の不均質な集団の特定の亜分画は、出発集団よりも
優れた治療成果及び再生成果を提供する。好まれる実施形態では、本開示によって提供さ
れる製剤は、Ｂ１及び／又はＢ５細胞集団を枯渇させている細胞集団を含有する。たとえ
ば、以下：Ｂ２、Ｂ３及びＢ４（又はＢ４’）の２以上の混加物；Ｂ２、Ｂ３及びＢ４（
又はＢ４’）の濃縮された細胞集団はＢ１及び／又はＢ５を枯渇させてもよい。
【０１００】
　Ｂ１細胞集団は、約１．０４５ｇ／ｍｌ未満の浮遊密度を有する集団の細胞を伴った集
合管及び尿細管系の大きな顆粒細胞を含む。Ｂ５細胞集団は、細胞残渣と、低い粒度及び
生存性で約１．０９１ｇ／ｍｌを超える浮遊密度を有する小さな細胞とで構成される。
【０１０１】
細胞集団を単離し、培養する方法
　態様の１つでは、本開示の製剤は、腎臓組織から単離され、及び／又は培養されている
細胞集団を含有する。腎疾患、貧血、ＥＰＯ欠乏症、尿細管輸送欠損症、及び糸球体濾過
欠損症の治療を含む治療用途のために製剤にて使用されるであろう腎細胞成分、たとえば
、濃縮された細胞集団を分離し、単離するために方法が本明細書で提供される。一実施形
態では、細胞集団は、新しく消化された、すなわち、機械的に若しくは酵素的に消化され
た腎臓組織から、又は哺乳類の腎細胞の不均質な試験管内の培養から単離される。
【０１０２】
　製剤は、密度勾配での分離がＢ４’を含むＢ４及びＢ２及び／又はＢ３の分画双方にて
細胞の向上した分布及び組成を提供するのに先立って、低酸素培養条件で培養されている
腎細胞の不均質な混合物を含有し得る。Ｂ２からのＢ４における酸素依存性細胞の濃縮は
、病んだ腎臓及び病んでいない腎臓の双方から単離された腎細胞について観察された。理
論に束縛されることを望まないで、これは、以下現象：（１）低酸素培養期間の間での特
定の細胞成分の選択的な生き残り、死滅又は増殖；（２）低酸素培養に応答して細胞の粒
度及び／又はサイズが変化し、それによって密度勾配分離の間に浮遊密度が変化し、その
後、局在が変化すること；並びに（３）低酸素培養期間に応答して細胞の遺伝子／タンパ
ク質の発現が変化し、それによって勾配の所与の分画の中で細胞の差次的特性が生じるこ
と；の１以上により得る。従って、一実施形態では、製剤は尿細管細胞について濃縮され
た細胞集団を含有し、たとえば、Ｂ２は低酸素耐性である。
【０１０３】
　細胞集団を分離し、単離する例となる技法には、当該集団の中に含有される様々な細胞
型の差次的な比重に基づいた密度勾配による分離が挙げられる。所与の細胞型の比重は、
細胞内の粒度の程度、水の細胞内容量及び他の因子によって影響され得る。態様の１つで
は、本開示は、ヒト、イヌ及び齧歯類を含むが、これらに限定されない多数の種にわたる
細胞集団、たとえば、Ｂ２及びＢ４’を含むＢ４の単離について最適な勾配条件を提供す
る。好まれる実施形態では、密度勾配を用いて、尿細管細胞分画の新規の濃縮集団、すな
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わち、腎細胞の不均質な集団に由来するＢ２細胞集団を得る。一実施形態では、密度勾配
を用いて、ＥＰＯ産生細胞分画の新規の濃縮集団、すなわち、腎細胞の不均質な集団に由
来するＢ４細胞集団を得る。他の実施形態では、密度勾配を用いて、腎臓の尿細管細胞、
糸球体細胞、及び内皮細胞の濃縮された亜集団を得る。一実施形態では、ＥＰＯ産生細胞
及び尿細管細胞は双方とも赤血球及び細胞残渣から分離される。一実施形態では、ＥＰＯ
産生細胞、糸球体細胞、及び血管細胞が、他の細胞型から及び赤血球及び細胞残渣から分
離される一方で、尿細管細胞及び集合管細胞は他の細胞型から及び赤血球及び細胞残渣か
ら付随して分離される。他の一実施形態では、内分泌細胞、糸球体細胞及び血管細胞が他
の細胞型から及び赤血球及び細胞残渣から分離される一方で、尿細管細胞及び集合管細胞
の亜集団は他の細胞型から及び赤血球及び細胞残渣から付随して分離される。
【０１０４】
　態様の１つでは、本開示の製剤は、以下に記載される特定のカギとなる特徴に基づいて
、水中に６０％の非イオン性ヨウ素化化合物イオジキサノールを含むＯＰＴＩＰＲＥＰ（
登録商標）（Ａｘｉｓ－Ｓｈｉｅｌｄ）密度勾配媒体を部分的に用いて生成される細胞集
団を含有する。しかしながら、当業者は、任意の密度勾配又は他の手段、たとえば、本開
示の細胞集団を単離するのに必要な特徴を含む、当該技術で既知の細胞表面マーカーを用
いた免疫的な分離を使用してもよいことを認識するであろう。密度勾配を介した細胞の亜
集団の分離に寄与する同じ細胞の特徴（サイズ及び粒度）を利用してフローサイトメトリ
ー（前方散乱＝フローサイトメトリーを介したサイズの反映、及び側面散乱＝粒度の反映
）を介して細胞の亜集団を分離することができることも当業者によって認識されるべきで
ある。重要なことには、密度勾配媒体は当該の特定の細胞に向かって低い毒性を有するべ
きである。密度勾配媒体が当該の特定の細胞に向かって低い毒性を有するべきである一方
で、本開示は当該細胞の選択過程で役割を担う勾配媒体の使用を企図する。理論によって
束縛されることを望まないで、イオジキサノールを含む勾配によって回収される本明細書
で開示される細胞集団は、負荷工程と回収工程の間で細胞の感知できる喪失があるので、
イオジキサノール耐性である思われるということは、勾配の条件下でのイオジキサノール
への暴露は特定の細胞の排除につながることを示唆している。イオジキサノール勾配の後
、特定のバンドで現れる細胞は、イオジキサノール及び／又は密度勾配への暴露の悪影響
に耐性である。結果として、本明細書で記載される細胞集団の単離及び／又は選択にて軽
度から中程度の腎毒性である追加の造影剤の使用も企図される。加えて、密度勾配媒体は
ヒト血漿中のタンパク質の結合すべきではなく、又は当該細胞の機能に有害に影響すべき
ではない。
【０１０５】
　別の態様では、本開示は蛍光活性化細胞分類（ＦＡＣＳ）用いて腎臓の細胞型を濃縮し
及び／又は枯渇させている細胞集団を含有する製剤を提供する。一実施形態では、腎臓の
細胞型はＢＤのＦＡＣＳＡｒｉａ（商標）又は同等物を用いて濃縮し、及び／又は枯渇さ
せ得る。
【０１０６】
　別の態様では、製剤は磁気細胞分類を用いて腎臓の細胞型を濃縮し及び／又は枯渇させ
ている細胞集団を含有する。一実施形態では、腎臓の細胞型はＭｉｌｔｅｎｙｉのオート
ＭＡＣＳ（登録商標）システム又は同等物を用いて濃縮し、及び／又は枯渇させ得る。
【０１０７】
　別の態様では、製剤は三次元培養の対象とされている腎細胞集団を含み得る。態様の１
つでは、細胞集団を培養する方法は連続的な潅流を介する。一実施形態では、三次元培養
及び連続的な潅流を介して培養された細胞集団は、静的に培養された細胞集団に比べると
、さらに大きな細胞充実性及び相互接続性を示す。別の実施形態では、三次元培養及び連
続的な潅流を介して培養された細胞集団は、そのような細胞集団の静的培養と比べると、
ＥＰＯのさらに高い発現、と同様にカドヘリンのような腎尿細管関連の遺伝子の高い発現
を示す。さらに別の実施形態では、連続的な潅流を介して培養された細胞集団は、静的に
培養された細胞集団に比べると、さらに高いレベルのグルコース及びグルタミンの消費を
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示す。
【０１０８】
　本明細書で記載されるように、本明細書で提供される製剤のための細胞集団を調製する
方法にて低い酸素条件又は低酸素条件が使用され得る。しかしながら、低い酸素を調整す
る工程のない、細胞集団を調製する方法が使用され得る。一実施形態では、正常酸素条件
が使用され得る。
【０１０９】
　当業者は当該技術で既知の単離及び培養の他の方法が本明細書で記載される細胞に使用
され得ることを十分に理解するであろう。
【０１１０】
３．生体材料
　種々の生体材料を活性剤と組み合わせて本開示の治療用製剤を提供し得る。生体材料は
任意の好適な形状（たとえば、ビーズ）又は形態（たとえば、液体、ゲル等）であっても
よい。Ｂｅｒｔｒａｍらの米国の公開された出願２００７０２７６５０７（その全体が参
照によって本明細書に組み入れられる）に記載されたように、高分子のマトリクス又は足
場はいくつもの望ましい構成に成形されて全体的な系、構造又は空間のいくつもの制約を
満たし得る。一実施形態では、本開示のマトリクス又は足場は三次元であってもよく、臓
器又は組織の構造の寸法及び形状に適合するように成形され得る。たとえば、腎疾患、貧
血、ＥＰＯ欠乏症、尿細管輸送欠損症又は糸球体濾過欠損症を治療するための高分子足場
の使用では、三次元（３－Ｄ）マトリクスが使用され得る。種々の異なって成形された３
－Ｄの足場が使用され得る。当然、高分子マトリクスは様々なサイズ及び形状に成形され
て様々な大きさの患者に適合し得る。高分子マトリクスは他の方法でも成形されて患者の
特定のニーズを受け入れ得る。別の実施形態では、高分子のマトリクス又は足場は生体適
合性で多孔性の高分子足場であり得る。足場は、連続気泡ポリ乳酸（ＯＰＬＡ（登録商標
））、セルロースエーテル、セルロース、セルロース性エステル、フッ素化ポリエチレン
、石炭酸、ポリ－４－メチルペンタン、ポリアクリロニトリル、ポリアミド、ポリアミド
イミド、ポリアクリレート、ポリベンゾオキサゾール、ポリカーボネート、ポリシアノア
リールエーテル、ポリエステル、ポリエステルカーボネート、ポリエーテル、ポリエーテ
ルエーテルケトン、ポリエーテルイミド、ポリエーテルケトン、ポリエーテルスルホン、
ポリエチレン、ポリフルオロオレフィン、ポリイミド、ポリオレフィン、ポリオキサジア
ゾール、ポリフェニレンオキシド、ポリフェニレンスルフィド、ポリプロピレン、ポリス
チレン、ポリスルフィド、ポリスルホン、ポリテトラフルオロエチレン、ポリチオエーテ
ル、ポリトリアゾール、ポリウレタン、ポリビニル、ポリフッ化ビニリデン、再生セルロ
ース、シリコーン、尿素－ホルムアルデヒド、コラーゲン、ゼラチン、アルギン酸塩、ラ
ミニン、フィブロネクチン、絹、エラスチン、アルギン酸塩、ヒアルロン酸、アガロース
、又はそれらのコポリマー又は物理的な混合物を含むが、これらに限定されない種々の合
成の又は天然存在する材料から形成され得る。足場の構成は、液体の懸濁液から、軟性の
多孔性足場に、剛性の形状保持型の多孔性足場に及ぶ。一実施形態では、構成はヒドロゲ
ルになることが可能である溶液の液体形態である。
【０１１１】
　ヒドロゲルは種々の高分子材料から形成されてもよく、種々の生物医学応用で有用であ
る。ヒドロゲルは親水性ポリマーの三次元ネットワークとして物理的には記載することが
できる。ヒドロゲルの種類に応じてそれらは種々の比率の水分を含有するが、完全に水に
溶解することはない。その高い水含量にもかかわらず、ヒドロゲルは、親水性残基の存在
のお蔭で大量の液体をさらに結合することが可能である。ヒドロゲルはそのゲル状の構造
を変えることなく広範に膨潤する。ヒドロゲルの基本的な物理的な特徴は、使用されるポ
リマーの特性及び製品の追加の特定の装備に従って特に修飾することができる。
【０１１２】
　好ましくは、ヒドロゲルは、生物学的に不活性であり、生理学的に哺乳類の組織と適合
性であるポリマー、生物学的に導出される物質、合成で導出される物質又はそれらの組み
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合わせで作られる。ヒドロゲルの材料は好ましくは炎症反応を誘導しない。ヒドロゲルを
形成するのに使用することができる他の物質の例には、（ａ）修飾されたアルギン酸塩、
（ｂ）一価のカチオンに暴露することによってゲル化する多糖類（たとえば、ゲランゴム
及びカラーギーナン）、（ｃ）非常に粘性の液体であり又は揺変性であり、構造の緩やか
な変化によって時間をかけてゲルを形成する多糖類（たとえば、ヒアルロン酸）、（ｄ）
ゼラチン又はコラーゲン、及び（ｅ）ポリマーヒドロゲル前駆体（たとえば、ポリエチレ
ンオキシド／ポリプロピレングリコールブロックコポリマー及びタンパク質）が挙げられ
る。米国特許第６，２２４，８９３Ｂ１号はヒドロゲルを作るのに好適である種々のポリ
マー及びそのようなポリマーの化学的特性の詳細な記載を提供している。
【０１１３】
　足場又は生体材料の特徴は、細胞が足場又は生体材料に付着し、相互作用するのを可能
にし得る、及び／又は細胞をその中へ捕捉することができる多孔性の空間を提供し得る。
一実施形態では、多孔性の足場又は生体材料は、多孔性足場として構成される生体材料上
に（たとえば、細胞の付着によって）及び／又は足場の孔の中に（たとえば、細胞の捕捉
によって）細胞の１以上の集団又は混加物が加わる又は堆積するのを可能にする。別の実
施形態では、足場又は生体材料は足場の中での細胞：細胞及び／又は細胞：生体材料の相
互作用を可能にして又は促進して本明細書で記載されたような構築物を形成する。
【０１１４】
　一実施形態では、生体材料は５．１ｋＤＡ～＞２×１０６ｋＤａの範囲のサイズのヒア
ルロン酸（ＨＡ）分子を含有するヒドロゲルの形態でのＨＡで構成される。別の実施形態
では、生体材料は５．１ｋＤＡ～＞２×１０６ｋＤａの範囲のサイズのＨＡ分子も含有す
る多孔性泡形態でのヒアルロン酸で構成される。さらに別の実施形態では、生体材料は連
続気泡構造及び約５０ミクロン～約３００ミクロンの孔サイズを有するポリ乳酸（ＰＬＡ
）系の泡状物で構成される。さらに別の実施形態では、特定の細胞集団、優先的にはＢ２
、しかしＢ４も、特に腎内埋め込みの後、ヒアルロン酸シンターゼ－２（ＨＡＳ－２）を
介した高分子量ヒアルロン酸の合成を直接提供し、及び／又は刺激する。
【０１１５】
　本明細書で記載される生体材料は、たとえば、試験管内又は生体内での特定の外部条件
に応答するようにも設計され、適合させられ得る。一実施形態では、生体材料は温度感受
性（試験管内又は生体内のいずれかで）である。別の実施形態では、生体材料は酵素分解
への暴露に応答するように適合させられる（試験管内又は生体内のいずれかで）。外部条
件への生体材料の応答は本明細書で記載されるように微調整することができる。記載され
る製剤の温度感受性は、製剤における生体材料の比率を調整することによって変えること
ができる。たとえば、最終製剤（たとえば、液体、ゲル、ビーズ等）におけるゼラチンの
温度感受性を調節するように溶液におけるゼラチンの比率を調整することができる。或い
は、生体材料を化学的に架橋して酵素分解に対する大きな耐性を提供し得る。たとえば、
カルボジイミド架橋剤を用いてゼラチンビーズを化学的に架橋し、それによって内在性の
酵素への感受性の低下を提供し得る。
【０１１６】
　態様の１つでは、外部条件への生体材料の応答は生体材料の構造的完全性の喪失に関係
する。温度感受性及び酵素分解への耐性が上記で提供されるけれども、物質の完全性の喪
失が異なる生体材料で生じ得る他のメカニズムが存在する。これらのメカニズムには、熱
力学的なもの（たとえば、融解、拡散（たとえば、生体材料からのイオン性架橋剤の周囲
の組織への拡散）のような相転移）、化学的なもの、酵素的なもの、ｐＨ（たとえば、ｐ
Ｈ感受性のリポソーム）、超音波及び光解離性のもの（光貫通）が挙げられるが、これら
に限定されない。生体材料が構造的な完全性を失う正確なメカニズムは変化するであろう
が、通常、メカニズムは埋め込みの時又は埋め込み後のいずれかで始動する。
【０１１７】
　当業者は、他の種類の合成の又は天然に存在する当該技術で既知の物質を用いて本明細
書で記載されるような足場を形成し得ることを十分に理解するであろう。
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【０１１８】
　態様の１つでは、本明細書で記載されるような構築物は上記で参照された足場又は生体
材料から作られる。
【０１１９】
４．構築物
　態様の１つでは、本開示は、必要とする対象にて腎疾患、貧血又はＥＰＯ欠乏症を治療
するための本明細書で記載される１以上の細胞集団を有する埋め込み可能な構築物を含有
する製剤を提供する。一実施形態では、構築物は、生体適合性材料又は生体材料、１以上
の合成の又は天然に存在する生体適合性材料で構成される足場又はマトリクス、及び付着
及び／又は捕捉によって足場の表面に堆積された又は埋め込まれた本明細書で記載される
細胞の１以上の細胞集団又は混加物で作られる。特定の実施形態では、構築物は、生体材
料と、生体材料成分で被覆された、その上に堆積した、その中に堆積した、それに付着し
た、それに捕捉された、それに埋め込まれた、それに播かれた又はそれに混ぜ合わせられ
た本明細書で記載される細胞の１以上の細胞集団又は混加物とから作られる。濃縮された
細胞集団又はその混加物を含む、本明細書で記載される細胞集団のいずれかをマトリクス
と組み合わせて用いて構築物を形成し得る。
【０１２０】
　態様の１つでは、製剤は本明細書で記載されるような外部条件に応答するように設計さ
れた又は適合させた生体材料で作られる構築物を含有する。その結果、構築物における生
体材料との細胞集団の関連性の性質は外部条件に応じて変化するであろう。たとえば、細
胞集団の温度感受性生体材料との関連性は温度によって変化する。一実施形態では、構築
物は、細胞集団と、約８℃以下で実質的に固体状態及びほぼ常温以上で実質的に液体状態
を有する生体材料とを含有し、その際、細胞集団は約８℃以下では生体材料に浮遊させる
。
【０１２１】
　しかしながら、細胞集団はほぼ常温以上で実質的に自由に生体材料の容量全体にわたっ
て動くことができる。さらに低い温度で実質的に固相にて浮遊させた細胞集団を有するこ
とは、液体における細胞に比べて、たとえば、足場依存性の細胞のように細胞にとって安
定性の利点を提供する。さらに、実質的に固体状態にて浮遊させた細胞を有することは、
以下の利益：（ｉ）細胞の沈殿を防ぐ；（ｉｉ）浮遊させた状態で生体材料に細胞を係留
したままにすることができる；（ｉｉｉ）生体材料の容量全体にわたって細胞がさらに均
一に分散されたままにすることができる；（ｉｖ）細胞凝集体の形成を防ぐ、及び（ｖ）
製剤の保存及び輸送の間で細胞にとってさらに良好な保護を提供する；の１以上を提供す
る。対象への投与につながるそのような特徴を保持することができる製剤は、少なくとも
、製剤における細胞の全体的な健康がさらに良好で均一であり、一貫した投与量の細胞が
投与されるので、有利である。
【０１２２】
　別の実施形態では、構築物の堆積される細胞集団又は細胞成分は、酸素調節可能なＥＰ
Ｏ産生細胞について濃縮された第１の腎細胞集団である。別の実施形態では、第１の腎細
胞集団は、酸素調節可能なＥＰＯ産生細胞に加えて糸球体細胞及び血管細胞を含有する。
一実施形態では、第１の腎細胞集団はＢ４’細胞集団である。他の一実施形態では、構築
物の堆積される細胞集団又は細胞成分には、第１の濃縮された腎細胞集団と第２の腎細胞
集団が含まれる。一部の実施形態では、第２の腎細胞集団は酸素調節可能なＥＰＯ産生細
胞について濃縮されない。別の実施形態では、第２の腎細胞集団は腎尿細管細胞について
濃縮される。別の実施形態では、第２の腎細胞集団は腎尿細管細胞について濃縮され、集
合管上皮細胞を含有する。他の実施形態では、腎尿細管細胞は、限定しないで、メガリン
、キュビリン、ヒアルロン酸シンターゼ２（ＨＡＳ２）、ビタミンＤ３　２５－ヒドロキ
シラーゼ（ＣＹＰ２Ｄ２５）、Ｎ－カドヘリン（Ｎｃａｄ）、Ｅ－カドヘリン（Ｅｃａｄ
）、アクアポリン－１（Ａｑｐ１）、アクアポリン－２（Ａｑｐ２）、ＲＡＢ１７、メン
バーＲＡＳ癌遺伝子ファミリー（Ｒａｂ１７）、ＧＡＴＡ結合タンパク質３（Ｇａｔａ３
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）、ＦＸＹＤドメイン含有イオン輸送調節因子４（Ｆｘｙｄ４）、溶質キャリアファミリ
ー９（ナトリウム／水素交換体）、メンバー４（Ｓｌｃ９ａ４）、アルデヒド脱水素酵素
３ファミリー、メンバーＢ１（Ａｌｄｈ３ｂ１）、アルデヒド脱水素酵素１ファミリー、
メンバーＡ３（Ａｌｄｈ１ａ３）、及びカルパイン－８（Ｃａｐｎ８）を含み得る１以上
の尿細管細胞マーカーの発現を特徴とする。
【０１２３】
　一実施形態では、生体材料又は足場の上に堆積して又はそれと混ぜ合わせられて構築物
を形成する細胞集団は、たとえば、自己供給源のような種々の供給源に由来する。限定し
ないで、同種又は同系（自家の又は同質の）の供給源を含む非自己の供給源も使用に好適
である。
【０１２４】
　当業者は、生体材料に細胞集団を堆積させて又はさもなければそれと混ぜ合わせて構築
物を形成する幾つかの好適な方法があることを十分に理解するであろう。
【０１２５】
　態様の１つでは、構築物は本明細書で記載される使用方法で使用するのに好適である。
一実施形態では、構築物は、任意の病因の腎疾患、貧血、又は任意の病因のＥＰＯ欠乏症
のために治療を必要とする対象への投与に好適である。他の実施形態では、構築物は赤血
球恒常性における改善又はその回復を必要とする対象への投与に好適である。別の実施形
態では、構築物は改善された腎機能を必要とする対象への投与に好適である。
【０１２６】
　さらに別の態様では、本開示は、（ａ）１以上の生体適合性の合成ポリマー又は天然に
存在するタンパク質若しくはペプチドを含む生体材料と、（ｂ）生体材料で被覆された、
その上に又は中に堆積した、それに捕捉された、その中に浮遊させた、その中に埋め込ま
れた及び／又はさもなければそれと混ぜ合わせられた１．０４５ｇ／ｍｌ～１．０５２ｇ
／ｍｌの間の密度を有する尿細管細胞の単離され、濃縮された集団を含む第１の細胞集団
Ｂ２及び１．０６３ｇ／ｍｌ～１．０９１ｇ／ｍｌの間の密度を有するエリスロポイエチ
ン（ＥＰＯ）産生細胞及び血管細胞を含むが、糸球体細胞を枯渇させた第２の細胞集団Ｂ
４’を含む腎疾患を有する対象に由来する哺乳類腎細胞の混加物とを含む、改善された腎
機能を必要とする対象への埋め込みのための構築物を提供する。特定の実施形態では、混
加物は、＜１．０４５ｇ／ｍｌの密度を有する集合管及び尿細管系の大きな顆粒細胞を含
むＢ１細胞集団、又は細胞残渣と、低い粒度及び生存性で＞１．０９１ｇ／ｍｌの密度を
持つ小細胞とを含むＢ５細胞集団を含まない。
【０１２７】
　一実施形態では、構築物は血管マーカーの発現を特徴とするＢ４’細胞集団を含む。一
部の実施形態では、Ｂ４’細胞集団は糸球体マーカーの発現を特徴としない。特定の実施
形態では、混加物は酸素調節可能なエリスロポイエチン（ＥＰＯ）の発現が可能である。
実施形態すべてにおいて、混加物は哺乳類の腎臓組織又は培養された腎細胞に由来し得る
。
【０１２８】
　一実施形態では、構築物は、混加物の捕捉及び／又は付着に好適な三次元（３－Ｄ）の
多孔性生体材料として構成された生体材料を含む。別の実施形態では、構築物は、哺乳類
細胞を埋め込む、付着させる、浮遊させる、又は被覆するのに好適な液体又は半液体とし
て構成された生体材料を含む。さらに別の実施形態では、構築物は、ヒドロゲル形態で優
勢に高い分子量種のヒアルロン酸（ＨＡ）で構成された生体材料を含む。別の実施形態で
は、構築物は、多孔性泡状形態で優勢に高い分子量種のヒアルロン酸で構成された生体材
料を含む。さらに別の実施形態では、構築物は、約５０ミクロン～約３００ミクロンの間
の孔を有するポリ乳酸系の泡状物で構成された生体材料を含む。さらに別の実施形態では
、構築物は、改善された腎機能を必要とする対象にとって自己である腎試料に由来し得る
１以上の細胞集団を含む。特定の実施形態では、試料は腎生検である。一部の実施形態で
は、対象は腎疾患を有する。さらに他の実施形態では、細胞集団は非自己の腎試料に由来
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する。一実施形態では、構築物は赤血球の恒常性を提供する。
【０１２９】
５．腎細胞の表現型の特徴付け
　工程の任意の段階で単離された細胞はその表現型によって特徴付けられ得る。一実施形
態では、細胞は濃縮されている不均質な腎細胞集団である。さらなる実施形態では、濃縮
された不均質な腎細胞集団は低酸素条件下で少なくとも２４時間培養されている。さらに
さらなる実施形態では、濃縮された不均質な腎細胞集団は密度勾配に供されている。
【０１３０】
　試料における種々の生体マーカーの存在（たとえば、発現）及び／又はレベル／量は、
免疫組織化学法（「ＩＨＣ」）、ウエスタンブロット解析、免疫沈降、分子結合アッセイ
、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＦＡ、蛍光活性化細胞分類（「ＦＡＣＳ」）、ＭａｓｓＡＲＲＡＹ
、プロテオミクス、生化学的酵素活性アッセイ、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形成、サザ
ン解析、ノーザン解析、全ゲノム配列決定、定量的リアルタイムＰＣＲ（「ｑＲＴ－ＰＣ
Ｒ」）及び他の増幅型検出方法、たとえば、分枝ＤＮＡ、ＳＩＳＢＡ、ＴＭＡ等）を含む
ポリメラーゼ鎖反応（「ＰＣＲ」）、ＲＮＡ－Ｓｅｑ、ＦＩＳＨ、マイクロアレイ解析、
遺伝子発現プロファイリング、及び／又は遺伝子発現の連続解析（「ＳＡＧＥ」）、と同
様にタンパク質、遺伝子及び／又は組織のアレイ解析によって実施することができる多種
多様なアッセイのいずれか１つを含むが、これらに限定されない、その多くが当該技術で
既知であり、技量のある熟練者によって理解されている多数の方法によって解析すること
ができる。遺伝子及び遺伝子産物の状況を評価するための典型的なプロトコールは、たと
えば、Ａｕｓｕｂｅｌら編、１９９５，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｉｎ　Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｕｎｉｔｓ　２（ノーザンブロット），４（サザン
ブロット），１５（免疫ブロット）及び１８（ＰＣＲ解析）にて見いだされる。Ｒｕｌｅ
ｓ　Ｂａｓｅｄ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ又はＭｅｓｏ　Ｓｃａｌｅ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙから
利用可能なもののような多重免疫アッセイも使用され得る。
【０１３１】
　態様の１つでは、不均質な腎細胞試料における２以上の生体マーカーの存在を検出する
方法が提供され、該方法は、抗体のその同族リガンド（すなわち、生体マーカー）との結
合を可能にする条件下で生体マーカーに向けられた抗体に試料を接触させることと、たと
えば、抗体と生体マーカーとの間に複合体が形成されるかどうかを検出することによって
、結合した抗体の存在を検出することとを含む。一部の実施形態では、１以上の生体マー
カーの存在の検出は免疫組織化学法による。
【０１３２】
　特定の実施形態では、本明細書で提供される抗体のいずれかは不均質な腎細胞試料にお
ける生体マーカーの存在を検出するのに有用である。用語「検出すること」は本明細書で
使用されるとき、定量的な検出又は定性的な検出を包含する。特定の実施形態では、生物
試料はＳＲＣ試料を含む。
【０１３３】
　特定の実施形態では、不均質な腎細胞は、ＡＱＰ１、ＡＱＰ２、ＡＱＰ４、カルビンジ
ン、カルポニン、ＣＤ１１７、ＣＤ１３３、ＣＤ１４６、ＣＤ２４、ＣＤ３１（ＰＥＣＡ
Ｍ－１）、ＣＤ５４（ＩＣＡＭ－１）、ＣＤ７３、ＣＫ１８、ＣＫ１９、ＣＫ４０～６７
、ＣＫ７、ＣＫ８、ＣＫ８／１８、ＣＫ８／１８／１９、コネキシン４３、キュビリン、
ＣＸＣＲ４（フシン）、ＤＢＡ、Ｅ－カドヘリン（ＣＤ３２４）、ＥＰＯ（エリスロポイ
エチン）、ＧＧＴ１、ＧＬＥＰＰ１（糸球体上皮タンパク質１）、ヘプトグロビン、Ｉｔ
ｇｂ１（インテグリンβ１）、ＫＩＭ－１／ＴＩＭ－１（腎臓損傷分子－１／Ｔ－細胞免
疫グロブリン及びムチン含有分子）、ＭＡＰ－２（微小管結合タンパク質２）、メガリン
、Ｎ－カドヘリン、ネフリン、ＮＫＣＣ（Ｎａ－Ｋ－Ｃｌ－共輸送体）、ＯＡＴ－１（有
機アニオン輸送体１）、オステオポンチン、Ｐａｎ－カドヘリン、ＰＣＬＰ１（ポドカリ
キシン－様１分子）、ポドシン、ＳＭＡ（平滑筋α－アクチン）、シナプトポジン、ＴＨ
Ｐ（タム・ホースフォールタンパク質）、ビメンチン、及びαＧＳＴ－１（αグルタチオ
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ンＳ－トランスフェラーゼ）から選択される生体マーカーの検出を可能にする１以上の試
薬によって特定される。特定の実施形態では、生体マーカーはモノクローナル抗体又はポ
リクローナル抗体によって検出される。
【０１３４】
　一実施形態では、検出可能な標識は放射活性のある原子を含んで放射性抱合体を形成す
る。放射性抱合体の製造には種々の放射活性のある同位元素が利用可能である。例には、
２１１Ａｔ、１３１Ｉ、１２５Ｉ、９０Ｙ、１８６Ｒｅ、１８８Ｒｅ、１５３Ｓｍ、２１

２Ｂｉ、３２Ｐ、２１２Ｐｂ及びＬｕの放射性同位元素が挙げられる。放射性抱合体を検
出に使用する場合、それは、シンチグラフ検査用の放射性原子、たとえば、９９Ｔｃ-ｍ
（準安定性の核異性体）あるいは１２３Ｉ、又は核磁気共鳴（ＮＭＲ）画像診断（磁気共
鳴画像診断ＭＲＩとしても知られる）用のスピン標識、たとえば、ヨウ素－１２３、ヨウ
素－１３１、インジウム－１１１、フッ素－１９、炭素－１３、窒素－１５、酸素－１７
、ガドリニウム、マンガン及び鉄を含み得る。
【０１３５】
　１回の試験で１を超える検出可能な標識（色素を含む）が使用される場合、各標識を試
料に存在する他の検出可能なシグナルを実質的に妨害することなく独立して検出すること
ができるように検出可能な標識を選択することが好まれる。たとえば、検出可能な標識（
色素を含む）は検出条件下で異なる色を示す異なる蛍光分子であり得る。
【０１３６】
　検出は、好適な方法、たとえば、免疫蛍光顕微鏡像、フローサイトメトリー、ファイバ
ー／光走査サイトメトリー、又はレーザー走査サイトメトリーに基づく方法によって実施
することができる。
【０１３７】
　一部の実施形態では、細胞における生体マーカーの発現は細胞におけるｍＲＮＡを評価
することによって判定される。細胞におけるｍＲＮＡを評価する方法は周知であり、それ
には、たとえば、相補性のＤＮＡプローブを用いたハイブリッド形成アッセイ（たとえば
、１以上の遺伝子に特異的な標識されたリボプローブを用いたＩｎ　ｓｉｔｕハイブリッ
ド形成、ノーザンブロット及び関連する技法）、及び種々の核酸増幅アッセイ（たとえば
、遺伝子の１以上に特異的な相補性のプライマーを用いたＲＴ－ＰＣＲ、及び他の増幅型
検出方法、たとえば、分枝ＤＮＡ、ＳＩＳＢＡ、ＴＭＡ等）が挙げられる。一部の実施形
態では、試験試料における生体マーカーの発現は参照試料と比較される。たとえば、試験
試料は病んだ組織試料であってもよく、参照試料は正常な組織に由来してもよい。
【０１３８】
　哺乳類に由来する試料は、ノーザンブロット、ドットブロット又はＰＣＲ解析を用いて
ｍＲＮＡについて都合よくアッセイすることができる。加えて、そのような方法は、生物
試料における標的ｍＲＮＡのレベルを決定するのを可能にする１以上の工程（たとえば、
アクチンファミリーのメンバーのような「ハウスキーピング」遺伝子の比較対照のｍＲＮ
Ａ配列を同時に調べることによって）を含むことができる。任意で、増幅された標的ｃＤ
ＮＡの配列を決定することができる。
【０１３９】
　任意の方法には、マイクロアレイ法によって組織又は細胞の試料における標的ｍＲＮＡ
のようなｍＲＮＡを調べる又は検出するプロトコールが含まれる。核酸マイクロアレイを
用いて、試験試料及び対照試料に由来する試験及び対照のｍＲＮＡ試料を逆転写し、標識
してｃＤＮＡプローブを生成する。次いで、固相支持体に不動化された核酸のアレイに対
してプローブをハイブリッド形成させる。アレイは、アレイの各メンバーの配列及び位置
が知られるように構成される。たとえば、その発現が再生反応を引き出すことが可能であ
る細胞集団と相関する遺伝子の選択は固相支持体上にアレイで示され得る。標識されたプ
ローブの特定アレイメンバーとのハイブリッド形成はプローブが由来する試料がその遺伝
子を発現することを示す。
【０１４０】
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　一部の実施形態によれば、存在及び／又はレベル／量は前述の遺伝子のタンパク質の発
現のレベルを観察することによって測定される。特定の実施形態では、方法は、生体マー
カーの結合を可能にする条件下で本明細書で記載される生体マーカーに対する抗体に生物
試料を接触させることと、抗体と生体マーカーとの間で複合体が形成されるかどうかを検
出することとを含む。
【０１４１】
　特定の実施形態では、試料における生体マーカータンパク質の存在及び／又はレベル／
量はＩＨＣ及び染色プロトコールを用いて調べられる。細胞のＩＨＣ染色は試料における
タンパク質の存在を判定する又は検出する信頼できる方法であることが示されている。態
様の１つでは、生体マーカーのレベルは、（ａ）抗体による試料（たとえば、腎細胞試料
）のＩＨＣ解析を行うことと（ｂ）試料における生体マーカーのレベルを測定することを
含む方法を用いて測定される。一部の実施形態では、ＩＨＣ染色の強度は参照値に対して
決定される。
【０１４２】
　ＩＨＣは、たとえば、形態染色及び／又は蛍光Ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形成のよう
な追加の技法と組み合わせて実施され得る。ＩＨＣの２つの一般的な方法：直接アッセイ
と間接アッセイが利用可能である。第１のアッセイによれば、標的抗原への抗体の結合が
直接測定される。この直接アッセイは、さらなる抗体の相互作用なしで視覚化することが
できる、たとえば、蛍光タグ又は酵素で標識した一次抗体のような標識された試薬を使用
する。典型的な間接アッセイでは、抱合されていない一次抗体が抗原に結合し、次いで標
識された二次抗体が一次抗体に結合する。二次抗体が酵素標識に抱合される場合、発色性
の基質又は蛍光基質を加えて抗原の視覚化を提供する。幾つかの二次抗体は一次抗体の異
なるエピトープと反応し得るのでシグナルの増幅が生じる。
【０１４３】
　ＩＨＣで使用される一次抗体及び／又は二次抗体は通常、検出可能な部分で標識される
。一般に以下のカテゴリー：（ａ）たとえば、３５Ｓ、１４Ｃ、１２５Ｉ、３Ｈ、及び１

３１Ｉのような放射性同位元素；（ｂ）コロイド状金粒子；（ｃ）希土類キレート剤（ユ
ーポリウムキレート剤）、テキサス赤、ローダミン、フルオレセイン、ダンシル、リサミ
ン、ウンベリフェロン、フィコクリセリン、フィコシアニン、又はたとえば、ＳＰＥＣＴ
ＲＵＭ　ＯＲＡＮＧＥ７及びＳＰＥＣＴＲＵＭ　ＧＲＥＥＮ７のような市販の蛍光色素分
子及び／又は上述の１以上の誘導体を含むが、これらに限定されない蛍光標識；（ｄ）種
々の酵素／基質標識にグループ分けすることができる多数の標識が利用可能であり、米国
特許第４，２７５，１４９号はこれらの一部の概説を提供している。酵素標識の例には、
ルシフェラーゼ（たとえば、ホタルルシフェラーゼ及び細菌ルシフェラーゼ；米国特許第
４，７３７，４５６号）、ルシフェリン、２，３－ジヒドロフタラジンジオン、リンゴ酸
脱水素酵素、ウレアーゼ、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）のようなペルオキシダ
ーゼ、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、グルコアミラーゼ、リゾチーム
、糖オキシダーゼ（たとえば、グルコースオキシダーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、及
びグルコース－６－リン酸脱水素酵素）、複素環オキシダーゼ（たとえば、ウリカーゼ及
びキサンチンオキシダーゼ）、ラクトペルオキシダーゼ、ミクロペルオキシダーゼ、等が
挙げられる。
【０１４４】
　酵素／基質の組み合わせの例には、たとえば、基質としての過酸化水素を伴った西洋ワ
サビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、発色性基質としてのリン酸パラ－ニトロフェニルを伴
ったアルカリホスファターゼ（ＡＰ）、及び発色性基質（たとえば、ｐ－ニトロフェニル
－β－Ｄ－ガラクトシダーゼ）又は蛍光性基質（たとえば、メチルウンベリフェリル－β
－Ｄ－ガラクトシダーゼ）を伴ったβ－Ｄ－ガラクトシダーゼ（β－Ｄ－Ｇａｌ）が挙げ
られる。これらの一般的な概説については、米国特許第４，２７５，１４９号及び同第４
，３１８，９８０号を参照のこと。
【０１４５】
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　例となる方法では、抗体／生体マーカーの複合体が形成するのに十分な条件下で生体マ
ーカーに特異的な抗体に試料を接触させてもよく、次いで複合体を検出する。生体マーカ
ーの存在は、たとえば、血漿又は血清を含む多種多様な組織及び試料をアッセイするため
のウエスタンブロット及びＥＬＩＳＡ法のような多数の方法のよって検出され得る。その
ようなアッセイ形式を用いた広い範囲の免疫アッセイ法が利用可能であり、たとえば、米
国特許第４，０１６，０４３号、同第４，４２４，２７９号及び同第４，０１８，６５３
号を参照のこと。これらには、非競合型の片側アッセイ及び両側アッセイの双方又は「サ
ンドイッチ」アッセイ、と同様に従来の競合結合アッセイが含まれる。これらのアッセイ
には標識された抗体の標的生体マーカーへの直接結合も含まれる。
【０１４６】
　組織又は細胞の試料における選択された生体マーカーの存在及び／又はレベル／量は機
能又は活性に基づいたアッセイを手段としても調べられ得る。たとえば、生体マーカーが
酵素であれば、組織又は細胞の試料における所与の酵素活性の存在を測定する又は検出す
る当該技術で既知のアッセイを行い得る。
【０１４７】
　特定の実施形態では、試料は、アッセイした生体マーカーの量と使用した試料の質の変
動性における双方の差異、及び実行したアッセイ間の変動性について基準化される。その
ような基準化は、たとえば、ＡＣＴＢのような周知のハウスキーピング遺伝子を含む特定
の基準化生体マーカーのレベルを検出し、組み入れることによって達成され得る。或いは
、基準化は、アッセイした遺伝子すべて又はその大きなサブセットの平均の又は中央値の
シグナルに基づく（大域基準化アプローチ）。遺伝子ごとを基準にして、対象の腫瘍のｍ
ＲＮＡ又はタンパク質の測定され、基準化された量を参照セットで見いだされる量と比較
する。対象当たりの調べた腫瘍当たりの各ｍＲＮＡ又はタンパク質の基準化された発現レ
ベルは、参照セットで測定された発現レベルの比率をして表すことができる。解析される
特定の対象試料で測定される存在及び／又は発現のレベル／量は、百分率でこの範囲内に
入り、それは当該技術で周知の方法によって測定される。
【０１４８】
　実施形態では、サイトケラチンはＣＫ８、ＣＫ１８、ＣＫ１９及びそれらの組み合わせ
から選択される。特定の実施形態では、サイトケラチンはＣＫ８、ＣＫ１８、ＣＫ１９、
ＣＫ８／ＣＫ１８、ＣＫ８／ＣＫ１９、ＣＫ１８／ＣＫ１９又はＣＫ８／ＣＫ１８／ＣＫ
１９であり、その際「／」はそれに隣接するサイトケラチンの組み合わせを指す。実施形
態すべてにおいて、サイトケラチンは約８０％、約８５％、約９０％又は約９５％を超え
る発現のレベルを有する。
【０１４９】
　実施形態では、ＧＧＴはＧＧＴ－１である。実施形態すべてにおいて、ＧＧＴは約１０
％、約１５％、約１８％、約２０％、約２５％、約３０％、約３５％、約４０％、約４５
％、約５０％、約５５％、又は約６０％を超える発現のレベルを有する。
【０１５０】
６．使用方法
　別の態様では、本開示の製剤は疾患の治療のために投与され得る。たとえば、本明細書
で記載される製剤の一部として生物活性のある細胞が生来の臓器に投与され得る。一実施
形態では、生物活性のある細胞は、投与の対象である生来の臓器を供給源としてもよく、
又は標的の生来の臓器ではない供給源に由来してもよい。
【０１５１】
　態様の１つでは、本開示は、本明細書で記載されるような腎細胞集団及び腎細胞の混加
物を含有する製剤によって、必要とする対象にて腎疾患、貧血、又はＥＰＯ欠乏症を治療
する方法を提供する。一実施形態では、方法は、ＥＰＯ産生細胞について濃縮された第１
の腎細胞集団を含む組成物を含有する製剤を対象に投与することを含む。別の実施形態で
は、第１の細胞集団は、ＥＰＯ産生細胞、糸球体細胞及び血管細胞について濃縮される。
一実施形態では、第１の腎細胞集団はＢ４’細胞集団である。別の実施形態では、組成物
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はさらに１以上の追加の腎細胞集団を含み得る。一実施形態では、追加の細胞集団はＥＰ
Ｏ産生細胞について濃縮されない第２の細胞集団である。別の実施形態では、追加の細胞
集団はＥＰＯ産生細胞、糸球体細胞及び血管細胞について濃縮されない第２の細胞集団で
ある。別の実施形態では、組成物は、本明細書で記載される疾患又は障害の治療のための
、生体材料の中に堆積させ、上に堆積させ、中に埋め込まれ、それで被覆され、中に浮遊
させ、又は中に捕捉されて、本明細書で記載されるような埋め込み可能な構築物を形成す
る腎細胞集団又は腎細胞の混加物も含む。一実施形態では、細胞集団は単独で使用され、
又は他の細胞若しくは生体材料、たとえば、ヒドロゲル、多孔性の足場、若しくは生来の
若しくは合成のペプチド若しくはタンパク質との組み合わせで使用されて急性又は慢性の
病態における再生を刺激する。
【０１５２】
　別の態様では、本明細書で開示される方法による対象における腎疾患の有効な治療は、
赤血球生成及び／又は腎機能の種々の指標を介して見ることができる。一実施形態では、
赤血球の恒常性の指標には、限定しないで、ヘマトクリット（ＨＣＴ）、ヘモグロビン（
ＨＢ）、平均赤血球ヘモグロビン（ＭＣＨ）、赤血球数（ＲＢＣ）、網状赤血球の数、網
状赤血球の％、平均赤血球容積（ＭＣＶ）及び赤血球分布幅（ＲＤＷ）が挙げられる。他
の一実施形態では、腎機能の指標には、限定しないで、血清アルブミン、アルブミン対グ
ロブリンの比（Ａ／Ｇ比）、血清リン、血清ナトリウム、腎臓サイズ（超音波によって測
定される）、血清カルシウム、リン：カルシウムの比、血清カリウム、タンパク尿、尿ク
レアチニン、血清クレアチニン、血中尿素窒素（ＢＵＮ）、コレステロールレベル、トリ
グリセリドレベル、及び糸球体濾過率（ＧＦＲ）が挙げられる。さらに、一般的な健康及
び良好状態の幾つかの指標には、限定しないで、体重の増減、生存、血圧（平均全身血圧
、拡張期血圧又は収縮期血圧）及び身体的持久運動能力が挙げられる。
【０１５３】
　別の実施形態では、生物活性のある腎細胞製剤による有効な治療は腎機能の１以上の指
標の安定化によって証拠付けられる。腎機能の安定化は、本明細書の方法によって治療さ
れていない対象における指標に比べたとき、本明細書で提供される方法によって治療され
た対象における同じ指標の変化の所見によって明らかにされる。或いは、腎機能の安定化
は、治療前の対象における指標と比べたとき、本明細書で提供される方法によって治療さ
れた同じ対象における同じ指標の変化の所見によって明らかにされる。第１の指標におけ
る変化は値の増加又は減少であり得る。一実施形態では、本開示によって提供される治療
には、対象にて観察される血中尿素窒素（ＢＵＮ）のレベルが本開示の方法によって治療
されていない類似の病態を持つ対象に比べて低い、対象におけるＢＵＮレベルの安定化が
挙げられ得る。他の一実施形態では、治療には、対象にて観察される血清クレアチニンの
レベルが本開示の方法によって治療されていない類似の病態を持つ対象に比べて低い、対
象における血清クレアチニンレベルの安定化が挙げられ得る。別の実施形態では、治療に
は、対象にて観察されるヘマトクリット（ＨＣＴ）のレベルが本開示の方法によって治療
されていない類似の病態を持つ対象に比べて高い、対象におけるＨＣＴレベルの安定化が
挙げられ得る。別の実施形態では、治療には、対象にて観察される赤血球（ＲＢＣ）のレ
ベルが本開示の方法によって治療されていない類似の病態を持つ対象に比べて高い、対象
におけるＲＢＣレベルの安定化が挙げられ得る。当業者は、本明細書で記載される又は当
該技術で既知である１以上の追加の指標を測定して対象における腎疾患の有効な治療を判
定し得ることを十分に理解するであろう。
【０１５４】
　別の態様では、本開示は対象にて赤血球の恒常性を提供する方法で使用するための製剤
に関する。一実施形態では、方法は、（ａ）本明細書で記載されるような、腎細胞集団、
たとえば、Ｂ２若しくはＢ４’、又は腎細胞の混加物、たとえば、Ｂ２／Ｂ４’及び／又
はＢ２／Ｂ３、又は濃縮された腎細胞集団を含有する製剤を対象に投与する工程と、（ｂ
）対象に由来する生物試料にて、赤血球生成指標のレベルが対照における指標レベルに比
べて異なることを測定する工程とを含み、その際、指標レベルにおける差異は（ｉ）対象
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が投与工程（ａ）に応答性であることを示す、又は（ｉｉ）対象における赤血球の恒常性
を示す。別の実施形態では、方法は、（ａ）本明細書で記載されるような腎細胞集団又は
腎細胞の混加物を対象に投与する工程と、（ｂ）対象に由来する生物試料にて、赤血球生
成指標のレベルが対照における指標レベルに比べて異なることを測定する工程とを含み、
その際、指標レベルにおける差異は（ｉ）対象が投与工程（s）に応答性であることを示
す、又は（ｉｉ）対象における赤血球の恒常性を示す。別の実施形態では、方法は、（ａ
）生体材料又は生体適合性の高分子足場を提供する工程と、（ｂ）本明細書で記載される
方法で生体材料又は足場の上又は中に本開示の腎細胞集団又は腎細胞の混加物を堆積させ
て埋め込み可能な構築物を形成する工程と、（ｃ）構築物を含有する製剤を調製する工程
と、（ｄ）対象に構築物を埋め込む工程と、（ｅ）対象に由来する生物試料にて、赤血球
生成指標のレベルが対照における指標レベルに比べて異なることを測定する工程とを含み
、その際、指標レベルにおける差異は（ｉ）対象が投与工程（ａ）に応答性であることを
示す、又は（ｉｉ）対象における赤血球の恒常性を示す。
【０１５５】
　別の態様では、本開示は、必要とする対象にて腎機能の安定化及び赤血球の恒常性の回
復の双方を提供する方法にて使用するための製剤に関するものであり、前記対象は腎機能
の欠損及び貧血及び／又はＥＰＯ欠乏症の双方を有する。一実施形態では、方法は、以下
の細胞型：尿細管由来の細胞、糸球体由来の細胞、間質由来の細胞、集合管由来の細胞、
間質組織由来の細胞又は血管系に由来する細胞の少なくとも１つを含有する本明細書で記
載されるような腎細胞集団又は腎細胞の混加物を含有する製剤を投与する工程を含む。別
の実施形態では、集団又は混加物はＥＰＯ産生細胞及び尿細管上皮細胞の双方を含有し、
尿細管細胞は以下のマーカー：メガリン、キュビリン、ヒアルロン酸シンターゼ２（ＨＡ
Ｓ２）、ビタミンＤ３　２５－ヒドロキシラーゼ（ＣＹＰ２Ｄ２５）、Ｎ－カドヘリン（
Ｎｃａｄ）、Ｅ－カドヘリン（Ｅｃａｄ）、アクアポリン－１（Ａｑｐ１）、アクアポリ
ン－２（Ａｑｐ２）、ＲＡＢ１７、メンバーＲＡＳ癌遺伝子ファミリー（Ｒａｂ１７）、
ＧＡＴＡ結合タンパク質３（Ｇａｔａ３）、ＦＸＹＤドメイン含有イオン輸送調節因子４
（Ｆｘｙｄ４）、溶質キャリアファミリー９（ナトリウム／水素交換体）、メンバー４（
Ｓｌｃ９ａ４）、アルデヒド脱水素酵素３ファミリー、メンバーＢ１（Ａｌｄｈ３ｂ１）
、アルデヒド脱水素酵素１ファミリー、メンバーＡ３（Ａｌｄｈ１ａ３）、及びカルパイ
ン－８（Ｃａｐｎ８）の少なくとも１つによって特定されている。この実施形態では、対
象の治療は、治療されていない対象又は治療前の対象の指標のいずれかと比べて、赤血球
生成の少なくとも１つの指標の改善に付随した腎機能の少なくとも１つの指標の改善によ
って明らかにされる。
【０１５６】
　態様の１つでは、本開示は、ＥＰＯ産生細胞について濃縮された腎細胞集団又は本明細
書で記載されるようなＥＰＯ産生細胞について濃縮された細胞集団を含有する腎細胞の混
加物を投与することによって、（ｉ）腎疾患、貧血又はＥＰＯ欠乏症を治療する方法、（
ｉｉ）腎機能を安定化する方法、（ｉｉｉ）赤血球の恒常性を回復する方法、又は（ｉｖ
）それらの任意の組み合わせでの使用のための製剤を提供し、その際、投与の有益な効果
はＥＰＯ産生細胞について濃縮されない細胞集団を投与する効果よりも大きい。別の実施
形態では、濃縮された細胞集団は血清の血中尿素窒素（ＢＵＮ）の改善されたレベルを提
供する。別の実施形態では、濃縮された細胞集団は血清におけるタンパク質の改善された
保持を提供する。別の実施形態では、濃縮された細胞集団は血清コレステロール及び／又
はトリグリセリドの改善されたレベルを提供する。別の実施形態では、濃縮された細胞集
団はビタミンＤの改善されたレベルを提供する。一実施形態では、濃縮された細胞集団は
濃縮されない細胞集団に比べて改善されたリン：カルシウムの比を提供する。別の実施形
態では、濃縮された細胞集団は濃縮されない細胞集団に比べてヘモグロビンの改善された
レベルを提供する。さらなる実施形態では、濃縮された細胞集団は濃縮されない細胞集団
に比べて血清クレアチニンの改善されたレベルを提供する。さらに別の実施形態では、濃
縮された細胞集団は濃縮されない細胞集団に比べてヘマトクリットの改善されたレベルを
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提供する。さらなる実施形態では、濃縮された細胞集団は濃縮されない細胞集団に比べて
赤血球数（ＲＢＣ＃）の改善されたレベルを提供する。一実施形態では、ヘマトクリット
の改善されたレベルは正常な健全レベルの９５％まで回復する。さらなる実施形態では、
濃縮された細胞集団は濃縮されない細胞集団に比べて改善された網状赤血球数を提供する
。他の実施形態では、濃縮された細胞集団は濃縮されない細胞集団に比べて改善された網
状赤血球の比率を提供する。さらに他の実施形態では、濃縮された細胞集団は濃縮されな
い細胞集団に比べて赤血球容積分布幅（ＲＤＷ）の改善されたレベルを提供する。さらに
別の実施形態では、濃縮された細胞集団は濃縮されない細胞集団に比べてヘモグロビンの
改善されたレベルを提供する。さらに別の実施形態では、濃縮された細胞集団は、骨髄の
細胞充実度が正常に近く、骨髄：赤血球の比が正常に近くなるように骨髄における赤血球
生成の応答を提供する。
【０１５７】
　別の態様では、本開示は、濃縮した細胞集団を投与することによって（ｉ）腎疾患、貧
血又はＥＰＯ欠乏症を治療する方法、（ｉｉ）腎機能を安定化する方法、（ｉｉｉ）赤血
球の恒常性を回復する方法、又は（ｉｖ）それらの任意の組み合わせでの使用のための製
剤を提供し、その際、本明細書で記載される腎細胞集団又は腎細胞集団の混加物を投与す
る有益な効果は、組換えＥＰＯ（ｒＥＰＯ）を投与することによって提供される有益な効
果と比べた場合、改善された赤血球の恒常性を特徴とする。一実施形態では、集団又は混
加物は、必要とする対象に投与されると、組換えＥＰＯタンパク質の投与に比べて改善さ
れた赤血球の恒常性（ヘマトクリット、ヘモグロビン又はＲＢＣ＃によって測定される）
を提供する。一実施形態では、集団又は混加物は、投与されると、対照におけるヘマトク
リットよりも約１０％の上下に満たない、組換えＥＰＯに比べてヘマトクリット、ＲＢＣ
又はヘモグロビンの改善されたレベルを提供する。さらなる実施形態では、集団又は混加
物の単回の投与又は送達は、投与されると、組換えＥＰＯタンパク質の単回の投与又は送
達が赤血球の恒常性における改善を提供する期間を有意に超える期間の間、治療された対
象にて赤血球の恒常性における改善（ヘマトクリット、ヘモグロビン又はＲＢＣ＃の上昇
によって測定される）を提供する。別の実施形態では、集団又は混加物は、本明細書で記
載されるような用量で投与されると、対応する健常対照における正常レベルの約１１０％
を上回るヘマトクリット、ヘモグロビン又はＲＢＣ＃を生じない。さらなる実施形態では
、集団又は混加物は、本明細書で記載されるような用量で投与されると、本明細書で記載
されるような用量で送達される組換えＥＰＯタンパク質に比べて優れた赤血球の恒常性（
ヘマトクリット、ヘモグロビン又はＲＢＣ＃によって測定される）を提供する。別の実施
形態では、組換えＥＰＯは約１００ＩＵ／ｋｇ、約２００ＩＵ／ｋｇ、約３００ＩＵ／ｋ
ｇ、約４００ＩＵ／ｋｇ、又は約５００ＩＵ／ｋｇの用量で送達される。当業者は当該技
術で既知の組換えＥＰＯの他の投与量が好適であり得ることを十分に理解するであろう。
【０１５８】
　本開示の別の実施形態は、必要とする対象にて腎疾患、貧血又はＥＰＯ欠乏症を治療す
るための薬物を調製するための、必要とする対象にて赤血球の恒常性を提供するための、
必要とする対象にて腎機能を改善するための、又は生来の腎臓に再生効果を提供するため
の、本明細書で記載される濃縮された細胞集団及びその混加物を含む少なくとも１つの細
胞集団、又は本明細書で記載される埋め込み可能な構築物、又は本明細書で記載されるよ
うな分泌産物を含有する製剤の使用を指向する。
【０１５９】
　本開示の別の実施形態は、特定の検証された治療特質に基づく特定の細胞亜集団の選択
に基づいた、特定の病因の腎疾患の治療のための特定の濃縮された細胞集団（本明細書で
記載される）を含有する製剤を指向する。
【０１６０】
　さらに別の態様では、本開示は、１．０４５ｇ/ｍｌ～１．０５２ｇ／ｍｌの間の密度
を有する尿細管細胞の単離され、濃縮された集団を含む第１の細胞集団Ｂ２と、１．０６
３ｇ／ｍｌ～１．０９１ｇ／ｍｌの間の密度を有するエリスロポイエチン（ＥＰＯ）産生
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細胞及び血管細胞を含むが、糸球体細胞を枯渇させた第２の細胞集団Ｂ４’とを含む哺乳
類腎細胞の混加物を含む製剤を対象に投与することを含む、必要とする対象にて腎疾患を
治療する方法にて使用するための製剤を提供し、その際、混加物は、＜１．０４５ｇ／ｍ
ｌの密度を有する集合管及び尿細管系の大きな顆粒細胞を含むＢ１細胞集団、又は細胞残
渣と、低い粒度及び生存性で＞１．０９１ｇ／ｍｌの密度を持つ小細胞とを含むＢ５細胞
集団を含まない。特定の実施形態では、方法は、対象に由来する試験試料にて腎機能の指
標のレベルが対照の指標のレベルと比べて異なることを決定することを含み、その際、指
標のレベルにおける差異は対象における１以上の腎機能の低下の軽減、安定化又は改善を
示す。一実施形態では、方法で使用されるＢ４’細胞集団は血管マーカーの発現を特徴と
する。特定の実施形態では、方法で使用されるＢ４’細胞集団は糸球体マーカーの発現を
特徴としない。一実施形態では、方法で使用される細胞の混加物は酸素調節可能なエリス
ロポイエチン（ＥＰＯ）の発現が可能である。特定の実施形態では、開示の方法によって
治療される腎疾患にはエリスロポイエチン（ＥＰＯ）欠乏症が伴う。特定の実施形態では
、ＥＰＯ欠乏症は貧血である。一部の実施形態では、ＥＰＯ欠乏症又は貧血は対象におけ
る腎不全に続発する。他の一部の実施形態では、ＥＰＯ欠乏症又は貧血は、慢性腎不全、
原発性ＥＰＯ欠乏症、化学療法又は抗ウイルス療法、非骨髄性の癌、ＨＩＶ感染、肝疾患
、心不全、関節リウマチ、又は多臓器系不全から成る群から選択される障害に続発する。
特定の実施形態では、方法で使用される組成物はさらに、１以上の生体適合性の合成ポリ
マー及び／又は天然に存在するタンパク質若しくはペプチドを含む生体材料を含み、その
際、混加物は、生体材料に被覆され、その上又は中に堆積され、中に捕捉され、浮遊させ
られ、埋め込まれ及び／又はさもなければそれと混ぜ合わせられる。特定の実施形態では
、本開示の製剤で使用される混加物は哺乳類の腎臓組織又は培養された哺乳類の腎細胞に
由来する。他の実施形態では、混加物は必要とする対象に対して自己である腎試料に由来
する。一実施形態では、試料は腎生検である。他の実施形態では、製剤は非自己の腎試料
に由来する混加物を含有する。
【０１６１】
　さらに別の態様では、本開示は、それを必要とする対象にて腎疾患、貧血又はＥＰＯ欠
乏症を治療するのに有用な薬物を調製するための、細胞調製物及び本明細書で記載される
混加物又は本開示の埋め込み可能な構築物を含有する製剤の使用を提供する。
【０１６２】
　別の態様では、本開示は、それを必要とする対象にて生来の腎臓の再生方法にて使用す
るための製剤を提供する。一実施形態では、方法は、本明細書で記載される細胞集団、混
加物又は構築物を対象に投与する又は埋め込む工程を含む。再生された生来の腎臓は、限
定しないで、生来の腎臓における機能又は許容量の発達、生来の腎臓における機能又は許
容量の改善、及び生来の腎臓における特定のマーカーの発現を含む多数の指標を特徴とし
得る。一実施形態では、発達した又は改善された機能又は許容量は上記で記載された赤血
球の恒常性及び腎臓の機能の種々の指標に基づいて観察され得る。別の実施形態では、再
生された腎臓は１以上の幹細胞マーカーの差次的な発現を特徴とする。幹細胞マーカーは
、以下：ＳＲＹ（性決定領域Ｙ）－ボックス２（Ｓｏｘ２）；未分化胚性細胞転写因子（
ＵＴＦ１）；マウスからのＮｏｄａｌホモログ（ＮＯＤＡＬ）；プロミニン１（ＰＲＯＭ
１）又はＣＤ１３３（ＣＤ１３３）；ＣＤ２４；及びそれらの任意の組み合わせ（その全
体が参照によって本明細書に組み入れられるＩｌａｇａｎらのＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０
３６３４７を参照のこと）の１以上であり得る。別の実施形態では、幹細胞マーカーの発
現は対照に比べて上方調節される。
【０１６３】
　濃縮された細胞集団及びその混加物を含む本明細書で記載される細胞集団、と同様にそ
れを含有する構築物を用いて生来の腎臓に再生効果を提供し得る。効果は、細胞自体及び
／又は細胞から分泌される生成物によって提供され得る。再生効果は、以下：上皮／間葉
の移行の低減（ＴＧＦ－βシグナル伝達の減衰を介し得る）；腎線維症の軽減；腎炎症の
軽減；生来の腎臓における幹細胞マーカーの差次的発現；埋め込んだ細胞及び／又は生来
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の細胞の腎損傷、たとえば、尿細管損傷の部位への移動；腎損傷、たとえば、尿細管損傷
の部位での埋め込んだ細胞の生着；腎機能の指標（本明細書で記載されるような）の１以
上の安定化；赤血球の恒常性（本明細書で記載されるような）の回復、及びそれらの任意
の組み合わせの１以上を特徴とし得る。
【０１６４】
７．再生をモニターする方法
　別の態様では、本開示は、本明細書で記載される細胞集団、混和物又は構築物を含有す
る製剤の対象への投与又は埋め込みに続く生来の腎臓の再生をモニターする予後診断法を
提供する。一実施形態では、方法は、対象から得た試験試料及び対照試料におけるマーカ
ー発現のレベルを検出する工程を含み、その際、対照試料に比べて試験試料におけるマー
カーの発現の高いレベルは対象における生来の腎臓の再生の予測である。別の実施形態で
は、方法は試料における１以上の幹細胞マーカーの発現の検出を含む。幹細胞マーカーは
、Ｓｏｘ２；ＵＴＦ１；ＮＯＤＡＬ；ＣＤ１３３；ＣＤ２４；及びそれらの任意の組み合
わせから選択され得る（ＩｌａｇａｎらのＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０３６３４７の実施例
１１を参照）。検出工程は、幹細胞マーカーの発現が対照試料に比べて試験試料で上方調
節される又は高いことを判定することを含んでもよく、その際、発現の高いレベルは対象
の生来の腎臓の再生の予測である。他の一実施形態では、幹細胞マーカーのｍＲＮＡの発
現が検出される。他の実施形態では、ｍＲＮＡ発現の検出はＰＣＲに基づく方法、たとえ
ば、ｑＲＴ－ＰＣＲを介し得る。Ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形成をｍＲＮＡ発現の検出
に用い得る。別の実施形態では、抗幹細胞マーカー剤を用いて幹細胞マーカーのポリペプ
チド発現も検出され得る。他の一実施形態では、剤はマーカーに対する抗体である。別の
実施形態では、幹細胞マーカーのポリペプチド発現は免疫組織化学法又はウエスタンブロ
ットを用いて検出される。当業者は、マーカーのｍＲＮＡ発現及び／又はポリペプチド発
現を検出するための他の方法を十分に理解するであろう。
【０１６５】
　別の態様では、本開示は、本明細書で記載される細胞集団、混和物又は構築物を含有す
る製剤の埋め込み又は投与の後での患者の予後評価の方法を提供する。一実施形態では、
方法は、前記対象から得られた試験試料にてマーカーの発現のレベルを検出する工程と、
（ｂ）対照試料に関連するマーカーの発現のレベル（又は対照の参照値）に比べた試験試
料における発現のレベルを決定することと、（ｃ）マーカー発現のレベルの決定に基づい
て患者の再生予後を予測することとを含み、その際、対照試料（又は対照の参照値）に比
べて試験試料におけるマーカーの発現の高いレベルは対象における再生の予測である。
【０１６６】
　他の態様の１つでは、本開示は、本明細書で記載される細胞集団、混和物又は構築物を
含有する製剤の対象への投与又は埋め込みに続く生来の腎臓の再生をモニターする予後診
断法を提供し、その際非侵襲性の方法が使用される。組織生検の代替として、治療を受け
ている対象における再生の成果は、体液、たとえば、尿の検査から評価することができる
。対象に由来する供給源である尿から得られる微小胞は、限定しないで、本開示の細胞集
団による治療によって影響を受けた腎細胞集団に最終的に由来する特定のタンパク質及び
ｍｉＲＮＡを含む特定の成分を含有する。これらの成分には、幹細胞の複製及び分化、ア
ポトーシス、炎症及び免疫調節に関与する因子が含まれ得る。微小胞に関連するｍｉＲＮ
Ａ／タンパク質の発現パターンの一時的な解析は、本開示の細胞集団、混和物又は構築物
を投与されている対象の腎臓の中での再生の成果の連続的なモニタリングを可能にする。
【０１６７】
　対象の尿に流しだされた腎臓に由来する小胞及び／又は腎臓に由来する小胞の管腔内容
物を再生の成果を示す生体マーカーについて解析し得る。
【０１６８】
　一実施形態では、本開示は、腎疾患（ＫＤ）の患者が治療用製剤による治療に応答性で
あるかどうかを評価する方法を提供する。方法は、対照試料における小胞の量と比較して
又は関連して、治療剤で治療されたＫＤ患者から得た試験試料における小胞又はその管腔
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内容物の量を測定する又は検出する工程を含んでもよく、その際、対照試料における小胞
又はその管腔内容物の量に比べて試験試料における小胞又はその管腔内容物の多い又は少
ない量は、治療剤による治療に対する治療された患者の応答性を示す。
【０１６９】
　本開示は、ＫＤ患者における治療剤による治療の有効性をモニターする方法を提供する
。一実施形態では、方法は、対照試料における小胞又はその管腔内容物の量と比較して又
は関連して、治療剤で治療されたＫＤ患者から得た試験試料における小胞の量を測定する
又は検出する工程を含み、その際、対照試料における小胞又はその管腔内容物の量に比べ
て試験試料における小胞又はその管腔内容物の多い又は少ない量は、ＫＤ患者における治
療剤による治療の有効性を示す。
【０１７０】
　本開示は、剤が腎疾患（ＫＤ）を治療するのに有効である患者の亜集団を特定する方法
を提供する。一実施形態では、方法は、対照試料から得られる試料における小胞又はその
管腔内容物の量に比べた、患者亜集団に由来する試料における小胞又はその管腔内容物の
存在と剤の有効性との間での相関を判定する工程を含み、その際、対照試料における小胞
又はその管腔内容物の量に比べて患者亜集団に由来する試料における小胞又はその管腔内
容物の多い又は少ない量は、剤が患者亜集団にてＫＤを治療するのに有効であることを示
す。
【０１７１】
　測定する工程又は検出する工程は、試験試料、たとえば、尿に存在し得るｍｉＲＮＡ又
は他の分泌された生成物の量を解析することを含み得る。
【０１７２】
　非侵襲性の予後診断法は、本明細書で記載される細胞集団、混和物又は構築物の投与又
は埋め込みの前に及び／又は後で対象から尿試料を得る工程を含み得る。小胞及び他の分
泌された生成物は、限定しないで、望ましくない残渣を取り除く遠心を含む標準の技法を
用いて尿試料から単離され得る（それぞれその全体が参照によって本明細書に組み入れら
れるZhou et al. 2008. Kidney Int. 74(5):613-621; Skog et al. U.S. Published Pate
nt Application No. 20110053157）。
【０１７３】
　本開示は、治療に続いて対象にて再生の成果を検出する非侵襲性の方法に関する。方法
には、治療された対象に由来する尿にて小胞又はその管腔内容物を検出することが関与す
る。管腔内容物は１以上のｍｉＲＮＡであってもよい。個々のｍｉＲＮＡの組み合わせ又
はパネルの検出はそのような予後診断法に好適であり得る。例となる組み合わせには、以
下：ｍｉＲ－２４；ｍｉＲ－１９５；ｍｉＲ－８７１；ｍｉＲ－３０ｂ－５ｐ；ｍｉＲ－
１９ｂ；ｍｉＲ－９９ａ；ｍｉＲ－４２９；ｌｅｔ－７ｆ；ｍｉＲ－２００ａ；ｍｉＲ－
３２４－５ｐ；ｍｉＲ－１０ａ－５ｐ；及びそれらの任意の組み合わせの２以上が挙げら
れる。一実施形態では、ｍｉＲＮＡの組み合わせには、２、３、４、５、６、７、８、９
、１０、１１以上の個々のｍｉＲＮＡが含まれ得る。当業者は、他のｍｉＲＮＡ及びｍｉ
ＲＮＡの組み合わせがそのような予後診断法での使用に好適であり得ることを十分に理解
するであろう。追加のｍｉＲＮＡの供給源には、マンチェスター大学のライフサイエンス
部門が主催し、維持しているｈｔｔｐ：／／ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇのｍｉＲＢａｓｅが
挙げられる。
【０１７４】
　当業者は、再生を検出する予後診断法が、本明細書で記載される細胞集団及び構築物は
別として、当該技術で既知の他の治療剤で治療された対象に好適であり得ることを十分に
理解するであろう。
【０１７５】
　一部の実施形態では、決定する工程は、（ｉ）試験試料及び対照におけるマーカー発現
（又は小胞／小胞内容物）の差次的なレベルを測定する；及び／又は（ｉｉ）試験試料及
び対照におけるマーカー発現の差次的なレベルを測定することから得られたデータを解析
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する目的で、好適なプロッセッサによって実行されるソフトウエアプログラムの使用を含
む。好適なソフトウエア及びプロッセッサは当該技術で周知であり、市販されている。プ
ログラムは、たとえば、ＣＤ－ＲＯＭ、フロッピーディスク、ハードドライブ、ＤＶＤ、
又はプロッセッサに関連するメモリのような有形的表現媒体に保存されたソフトウエアで
具体化されるが、当業者は、プログラム全体又はその一部がプロッセッサ以外のデバイス
によって代わりに実行され、及び／又は周知の方法でファームウエア及び／又は専用のハ
ードウエアにて具体化されてもよいことを容易に十分に理解するであろう。
【０１７６】
　決定する工程に続いて、測定結果、知見、診断、予後診断、予測及び／又は治療勧告が
通常記録され、たとえば、技師、医師及び／又は患者に伝えられる。特定の実施形態では
、コンピュータを用いてそのような情報を関心のある関係者、たとえば、患者及び／又は
主治医の伝達する。一部の実施形態では、結果又は診断が伝達される国又は法域とは異な
る国又は法域にてアッセイが実施され、又はアッセイ結果が解析される。
【０１７７】
　好まれる実施形態では、マーカー発現の差次的レベルを有する試験対象にて測定された
マーカー発現のレベルに基づく予後診断、予測及び／又は治療勧告は、アッセイが完了し
、予後診断及び／又は予測が生成された後、できるだけ早く対象に伝達される。結果及び
／又は関連する情報は対象の主治医によって対象に伝達され得る。或いは、結果は、書面
、伝達の電子形態、たとえば、Ｅメール又は電話を含む伝達手段によって試験対象に直接
伝達され得る。伝達は、たとえば、Ｅメール伝達の場合のようにコンピュータの使用によ
って円滑にされ得る。特定の実施形態では、予後試験の結果及び／又は試験から引き出さ
れた結論及び／又は試験に基づく治療勧告を含有する情報が生成され、電気通信で技量の
ある熟練者に精通するコンピュータのハードウェアとソフトウエアの組み合わせを用いて
対象に自動的に送達される。ヘルスケア志向の伝達システムの一例は米国特許第６，２８
３，７６１号に記載されているが、本開示は、この特定の伝達システムを利用する方法に
限定されない。本開示の方法の特定の実施形態では、試料のアッセイ、再生の予後診断及
び／又は予測、及びアッセイ結果又は予後診断の伝達を含む方法工程のすべて又は一部が
多様な（たとえば、外国の）法域で実施され得る。
【０１７８】
　別の態様では、本明細書で記載される予後診断法は、埋め込み及び投与の再生的成功に
関する関心のある関係者への情報を提供する。
【０１７９】
　実施形態すべてにおいて、本明細書で記載されるようなそのような治療を必要とする対
象に再生された腎臓を提供する方法は、本明細書で記載されるような再生の予後診断評価
の埋め込み後工程を含み得る。
【０１８０】
８．生物活性のある細胞製剤
　本明細書で記載される製剤は、対象に投与される生物活性のある腎細胞のような活性剤
のための有利な環境を創る特性を有する生体材料を組み入れる。一実施形態では、製剤は
、活性剤が生体材料と共に製剤化される時点から対象への投与の時点まで有利な環境を提
供する第１の生体材料を含有する。他の一実施形態では、有利な環境は、対象に投与する
のに先立って流体における細胞（本明細書で記載されるような）に対して実質的に固体状
態に浮遊させた生物活性のある細胞を有する利点に関係する。別の実施形態では、第１の
生体材料は温度感受性の生体材料である。温度感受性の生体材料は、（ｉ）約８℃以下で
実質的に固体状態を有し、且つ（ｉｉ）常温以上で実質的に液体状態を有する。一実施形
態では、常温はほぼ室温である。
【０１８１】
　別の態様では、製剤は、製剤化の時点から対象への投与の後の時点まで組み合わせた細
胞のために有利な環境を提供する第２の生体材料と組み合わせた生物活性のある細胞を含
有する。一実施形態では、第２の生体材料によって提供される有利な環境は、対象への投
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与の時点まで、及び投与の後の時間の間、構造的な完全性を保持する生体材料にて細胞を
投与する利点に関する。一実施形態では、埋め込み後の第２の生体材料の構造的な完全性
は数分、数時間、数日又は数週である。一実施形態では、構造的な完全性は1ヵ月未満、
１週間未満、１日未満又は１時間未満である。相対的に短い期間の構造的完全性は、それ
が入れられた組織又は臓器との組み込まれた要素の相互作用に対して妨害又は障壁である
ことなく、制御された取り扱い、配置又は分散で組織又は臓器の標的位置に活性剤と生体
材料を送達することができる製剤を提供する。
【０１８２】
　別の実施形態では、第２の生体材料は、第１の生体材料とは異なる感度を有する温度感
受性の生体材料である。第２の生体材料は、（ｉ）ほぼ常温以下で実質的に固体状態、及
び（ｉｉ）約３７℃以上で実質的に液体状態を有する。一実施形態では、常温はほぼ室温
である。
【０１８３】
　一実施形態では、第２の生体材料は架橋されたビーズである。架橋されたビーズは、本
明細書で記載されるように、架橋の程度に応じて微調整可能な生体内の滞留時間を有し得
る。別の実施形態では、架橋されたビーズは生物活性のある細胞を含み、本明細書で記載
されるように、酵素分解に耐性である。
【０１８４】
　本開示の製剤は、活性剤、たとえば、生物活性のある細胞と組み合わせた第２の生体材
料と共に又はそれを伴わずに、活性剤、たとえば、生物活性のある細胞と組み合わせた第
１の生体材料を含み得る。製剤が第２の生体材料を含む場合、それは温度感受性ビーズで
あってもよく及び／又は架橋されたビーズであってもよい。種々の代表的な製剤が以下の
実施例にて提供される（図３～７も参照）。
【０１８５】
　本明細書で記載される生物活性のある細胞の調製物、混加物及び／又は構築物を生物活
性のある細胞製剤として投与することができる。態様の１つでは、製剤は、細胞と、本明
細書で記載される細胞の調製物、混加物及び／又は構築物に安定性を提供する１以上の生
体材料とを含む。一実施形態では、生体材料は、温度に応じて少なくとも２つの異なる相
又は状態を維持することができる温度感受性の生体材料である。生体材料は、第１の温度
における第１の状態、第２の温度における第２の状態及び／又は第３の温度における第３
の状態を維持することが可能である。第１の、第２の又は第３の状態は実質的に固体状態
、実質的に液体状態、又は実質的に半固体状態又は実質的に半液体状態であり得る。一実
施形態では、生体材料は、第１の温度における第１の状態及び第２の温度における第２の
状態を有し、その際、第１の温度は第２の温度よりも低い。
【０１８６】
　他の一実施形態では、温度感受性の生体材料の状態は約８℃以下の温度では実質的に固
体状態である。他の実施形態では、実質的に固体状態は、約１℃、約２℃、約３℃、約４
℃、約５℃、約６℃、約７℃、又は約８℃で維持される。一実施形態では、実質的に固体
状態はゲルの形態を有する。他の実施形態では、温度感受性の生体材料の状態は常温以上
で実質的に液体状態である。一実施形態では、実質的に液体状態は約３１℃、約３２℃、
約３３℃、約３４℃、約３５℃、約３６℃、又は約３７℃で維持される。一実施形態では
、常温はほぼ室温である。
【０１８７】
　別の実施形態では、温度感受性の生体材料の状態はほぼ常温以下の温度で実質的に固体
状態である。一実施形態では、常温はほぼ室温である。別の実施形態では、実質的に固体
状態は約１７℃、約１６℃、約１５℃、約１４℃、約１３℃、約１２℃、約１１℃、約１
０℃、約９℃、約８℃、約７℃、約６℃、約５℃、約４℃、約３℃、約２℃、約１℃にて
維持される。一実施形態では、実質的に固体状態はビーズの形態を有する。別の実施形態
では、温度感受性の生体材料の状態は約３７℃以上で実質的に液体状態である。一実施形
態では、実質的に液体状態は約３７℃、約３８℃、約３９℃、又は約４０℃で維持される
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。
【０１８８】
　温度感受性の生体材料は、溶液の形態、ビーズの形態、又は本明細書で記載される及び
／又は当業者に既知の他の好適な形態で提供され得る。本明細書で記載される細胞の集団
及び調製物は、温度感受性の生体材料に被覆され、その上に堆積され、その中に埋め込ま
れ、それに付着させ、それに播かれ、浮遊させ、又は捕捉され得る。或いは、温度感受性
の生体材料は、細胞なしで、たとえば、スペーサービーズの形態で提供され得る。
【０１８９】
　他の実施形態では、温度感受性の生体材料は、第１の状態と第２の状態の間で遷移状態
を有する。一実施形態では、遷移状態は、約８℃の温度とほぼ常温の間での固液遷移状態
である。一実施形態では、常温はほぼ室温である。他の一実施形態では、固液遷移状態は
、約８℃、約９℃、約１０℃、約１１℃、約１２℃、約１３℃、約１４℃、約１５℃、約
１６℃、約１７℃、及び約１８℃の１以上の温度にて存在する。
【０１９０】
　温度感受性の生体材料は、所与の温度にてセンチポイズ（ｃＰ）で測定される特定の粘
度を有する。一実施形態では、生体材料は２５℃にて約１ｃＰ～約５ｃＰ、約１．１ｃＰ
～約４．５ｃＰ、約１．２ｃＰ～約４ｃＰ、約１．３ｃＰ～約３．５ｃＰ、約１．４ｃＰ
～約３．５ｃＰ、約１．５ｃＰ～約３ｃＰ、約１．５５ｃＰ～約２．５ｃＰ、又は約１．
６ｃＰ～約２ｃＰの粘度を有する。別の実施形態では、０．７５％（ｗ／ｖ）溶液は３７
℃で約１．０ｃＰ～約１．１５ｃＰの粘度を有する。３７℃での粘度は、約１．０ｃＰ、
約１．０１ｃＰ、約１．０２ｃＰ、約１．０３ｃＰ、約１．０４ｃＰ、約１．０５ｃＰ、
約１．０６ｃＰ、約１．０７ｃＰ、約１．０８ｃＰ、約１．０９ｃＰ、約１．１０ｃＰ、
約１．１１ｃＰ、約１．１２ｃＰ、約１．１３ｃＰ、約１．１４ｃＰ、又は約１．１５ｃ
Ｐであり得る。他の一実施形態では、生体材料はゼラチン溶液である。ゼラチンは溶液に
て約０．５％、約０．５５％、約０．６％、約０．６５％、約０．７％、約０．７５％、
約０．８％、約０．８５％、約０．９％、約０．９５％又は約１％、（ｗ／ｖ）で存在す
る。一例では、生体材料はＰＢＳ中０．７５％（ｗ／ｖ）のゼラチン溶液である。一実施
形態では、０．７５％（ｗ／ｖ）の溶液は２５℃で約１．６ｃＰ～約２ｃＰの粘度を有す
る。一実施形態では、０．７５％（ｗ／ｖ）の溶液は３７℃で約１．０７ｃＰ～約１．０
８ｃＰの粘度を有する。ゼラチン溶液はＰＢＳ、ＤＭＥＭ、又は別の好適な溶媒にて提供
され得る。
【０１９１】
　態様の１つでは、生物活性のある細胞製剤は細胞生存剤も含む。一実施形態では、細胞
生存剤は、抗酸化剤、酸素キャリア、免疫調節因子、細胞動員因子、細胞付着因子、抗炎
症剤、血管形成因子、創傷治癒因子、及び生物活性のある細胞から分泌される生成物から
成る群から選択される。
【０１９２】
　抗酸化剤は他の分子の酸化を阻害する能力を特徴とする。抗酸化剤には、限定しないで
、６－ヒドロキシ－２，５，７，８－テトラメチルクロマン－２－カルボン酸（Ｔｒｏｌ
ｏｘ（登録商標））、カロテノイド、フラボノイド、イソフラボン、ユビキノン、グルタ
チオン、リポ酸、スーパーオキシドジスムターゼ、アスコルビン酸、ビタミンＥ、ビタミ
ンＡ、混合カロテノイド（たとえば、βカロテン、αカロテン、γカロテン、ルテイン、
リコペン、フィトペン、フィトフルエン、及びアスタキサンチン）、セレニウム、コエン
ザイムＱ１０、インドール－３－カルビノール、プロアントシアニジン、レスベラトロー
ル、クエルセチン、カテキン、サリチル酸、クルクミン、ビリルビン、シュウ酸、フィチ
ン酸、リポ酸、バニリン酸、ポリフェノール、フェルラ酸、テアフラビン、及びそれらの
誘導体の１以上が挙げられる。当業者は本開示で使用するのに好適な他の抗酸化剤を十分
に理解するであろう。
【０１９３】
　酸素キャリアは酸素を運び、放出する能力を特徴とする。それらには、限定しないで、
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パーフルオロカーボン及びパーフルオロカーボンを含有する医薬剤が挙げられる。好適な
パーフルオロカーボン系酸素キャリアには、限定しないで、臭化パーフルオロオクチル（
Ｃ８Ｆ１７Ｂｒ）；パーフルオロジクロロタン（Ｃ８Ｆ１６Ｃ１２）；臭化パーフルオロ
デシル；パーフルオブロン；パーフルオロデカリン；パーフルオロトリポピルアミン；パ
ーフルオロメチルシクロピペリジン；フルオソール（登録商標）（パーフルオロデカリン
＆パーフルオロトリポピルアミン）；パーフトラン（登録商標）（パーフルオロデカリン
＆パーフルオロメチルシクロピペリジン）；オキシゲント（登録商標）（臭化パーフルオ
ロデシル＆パーフルオブロン）；オシシト（商標）（パーフルオロ（ｔｅｒｔ－ブチルシ
クロヘキサン））が挙げられる。当業者は、本開示で使用するのに好適な他のパーフルオ
ロカーボン系酸素キャリアを十分に理解するであろう。
【０１９４】
　免疫調節因子には、限定しないで、オステオポンチン、ＦＡＳリガンド因子、インター
ロイキン、形質転換増殖因子β、血小板由来増殖因子、クラステリン、トランスフェリン
、活性化の際調節され、正常なＴ細胞が発現し、分泌するタンパク質（ＲＡＮＴＥＳ）、
プラスミノーゲン活性化因子阻害剤－１（Ｐａｉ－１）、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ－α）
、インターロイキン６（ＩＬ－６）、α－１－ミクログロブリン、及びβ－２－ミクログ
ロブリンが挙げられる。当業者は、本開示で使用するのに好適な他の免疫調節因子を十分
に理解するであろう。
【０１９５】
　抗炎症剤又は免疫抑制剤（以下に記載される）も製剤の一部であり得る。当業者は、本
製剤及び／又は治療で使用するのに好適な他の抗酸化剤を十分に理解するであろう。
【０１９６】
　細胞動員因子には、限定しないで、単球走化タンパク質１（ＭＣＰ―１）及びＣＸＣＬ
－１が挙げられる。当業者は、本製剤及び／又は治療で使用するのに好適な他の細胞動員
因子を十分に理解するであろう。
【０１９７】
　細胞付着因子には、限定しないで、フィブロネクチン、プロコラーゲン、コラーゲン、
ＩＣＡＭ－１、結合組織増殖因子、ラミニン、プロテオグリカン、ＲＧＤ及びＹＳＩＧＲ
のような特異的な細胞接着ペプチドが挙げられる。当業者は、本製剤及び／又は治療で使
用するのに好適な他の細胞付着因子を十分に理解するであろう。
【０１９８】
　血管形成因子には、限定しないで、マトリクスメタロプロテアーゼ１（ＭＭＰ１）、マ
トリクスメタロプロテアーゼ２（ＭＭＰ２）、血管内皮増殖因子Ｆ（ＶＥＧＦ）、マトリ
クスメタロプロテアーゼ９（ＭＭＰ－９）、組織阻害剤又はメタロプロテアーゼ－１（Ｔ
ＩＭＰ－１）、血管内皮増殖因子Ｆ（ＶＥＧＦ）、アンギオポイエチン－２（ＡＮＧ－２
）が挙げられる。当業者は本製剤及び／又は治療で使用するのに好適な他の血管形成因子
を十分に理解するであろう。
【０１９９】
　創傷治癒因子には、限定しないで、角化細胞増殖因子１（ＫＧＦ－１）、組織プラスミ
ノーゲン活性化因子（ｔＰＡ）、カルビンジン、クラステリン、シスタチンＣ、トレフォ
イル因子３が挙げられる。当業者は本製剤及び／又は治療で使用するのに好適な他の創傷
治癒因子を十分に理解するであろう。
【０２００】
　本明細書で記載される生物活性のある細胞から分泌される生成物も細胞生存剤として生
物活性のある細胞製剤に添加され得る。
【０２０１】
　他の態様の１つでは、製剤には、本明細書で記載される温度感受性の生体材料と生体材
料を含有する生体適合性のビーズの集団が含まれる。一実施形態では、ビーズは架橋され
る。架橋は、たとえば、カルボジイミド；アルデヒド（たとえば、フルフラル、アクロレ
イン、ホルムアルデヒド、グルタールアルデヒド、グリセリルアルデヒド）、スクシンイ



(42) JP 2016-504017 A 2016.2.12

10

20

30

40

50

ミド－系架橋剤｛スベリン酸ビス（スルホスクシンイミジル）（ＢＳ３）、グルタル酸ジ
スクシンイミジル（ＤＳＧ）、スベリン酸ジスクシンイミジル（ＤＳＳ）、ジチオビス（
プロピオン酸ジスクシンイミジル）、エチレングリコールビス（コハク酸スルホジスクシ
ンイミジル）、エチレングリコールビス（コハク酸スルホジスクシンイミジル）（ＥＧＳ
）、ビスグルタル酸（スルホジスクシンイミジル）グルタル酸（ＢＳ２Ｇ）、酒石酸ジス
クシンイミジル（ＤＳＴ）｝；エポキシド（エチレングリコールジグリシジルエーテル、
１，４ブタンジオールジグリシジルエーテル）；糖類（グルコース糖及びアルドース糖）
；スルホン酸及びｐ－トルエンスルホン酸；カルボニルジイミダゾール；ゲニピン；イミ
ン；ケトン；ジフェニルホスホリルアジド（ＤＤＰＡ）；塩化テレフタロイル；硝酸セリ
ウム（ＩＩＩ）六水和物；微生物トランスグルタミナーゼ；及び過酸化水素のような当業
者に既知の好適な架橋剤を用いて達成され得る。当業者は、本方法、製剤及び／又は治療
にて使用するのに好適な他の架橋剤及び架橋方法を十分に理解するであろう。
【０２０２】
　一実施形態では、ビーズはカルボジイミド架橋したビーズである。カルボジイミド架橋
したビーズは、１－エチル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カルボジイミド塩酸塩
（ＥＤＣ）、ＤＣＣ－Ｎ，Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミド（ＤＣＣ）及びＮ，Ｎ
’－ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＰＣ）から成る群から選択されるカルボジイミ
ドで架橋され得る。低濃度のＥＤＣで処理したビーズは多数の遊離の１級アミンを有する
ことが期待される一方で、高濃度の架橋剤で処理した試料は１級アミンのほとんどがアミ
ド結合に関わる。３３５ｎｍにて分光光度計で検出できる１級アミンとピクリルスルホン
酸との間の共有結合によって発色する橙色の強度は、試料に存在する１級アミンの数に比
例する。試料に存在するタンパク質のミリグラム当たりで標準化されると、存在する遊離
のアミンの数と架橋に使用されたＥＤＣの当初の濃度との間に逆相関を認めることができ
る。この結果は、反応に使用したカルボジイミドの量によって決定づけされる差次的なビ
ーズの架橋を示す。一般に、架橋されたビーズは架橋されていないビーズに比べて遊離の
１級アミンの数の低下を示す。遊離の１級アミンの数は約３３５ｎｍにて分光光度計にて
検出され得る。
【０２０３】
　架橋されたビーズは架橋されていない生体適合性のビーズに比べて酵素分解への感度の
低下を有し、それによって生体内での微調整可能な滞留時間を持つビーズを提供する。た
とえば、架橋されたビーズはコラゲナーゼのような内在性酵素に耐性である。架橋された
ビーズの提供は、（ａ）所望の部位に付着する細胞の送達及び生来の組織及び血管の供給
の再生及び内方成長のための空間の創製；（ｂ）細胞がその微小環境を樹立し、機能させ
、作り直し、それ自体の細胞外マトリクス（ＥＣＭ）を分泌することができるように十分
長くその部位で存続する能力；（ｃ）周囲の組織による移植細胞の統合の促進；（ｄ）実
質的に固体形態に細胞を埋め込む能力；（ｅ）宿主組織による送達された細胞／材料の組
織内方成長又は統合に対して有意なバリアを提供しない短期の構造的完全性；（ｆ）実質
的に固体形態における生体内の局在送達による埋め込みの間の組織内での細胞の分散の防
止；（ｇ）流体中に浮遊させた細胞に比べて足場依存性細胞の改善された安定性及び生存
性；並びに（ｈ）細胞が送達される際の、（ｉ）実質的に固体形態（たとえば、ビーズに
付着させた）及び（ｉｉ）実質的に液体状態（たとえば、流体中に浮遊させた）における
二相性の放出特性の１以上を円滑にする生体材料の開発及び製造に基づく送達系の一部で
ある。
【０２０４】
　一実施形態では、本開示はゼラチンを含有する架橋されたビーズを提供する。架橋され
ないゼラチンビーズは、完全性を迅速に失い、細胞が注入部位から分散するので生物活性
のある細胞製剤には好適ではない。それに対して、高度に架橋されたゼラチンビーズは注
入部位に長く存続しすぎて、新たなＥＣＭ分泌、細胞の統合及び組織再生を妨げ得る。本
開示は微調整される架橋ビーズの生体内滞留時間を可能にする。生体材料の生分解性を誂
えるために、異なる架橋剤濃度のカルボジイミドを用いる一方で、全体的な反応条件を試
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料すべてについて一定に保った。たとえば、カルボジイミド架橋したビーズの酵素感受性
は、約ゼロ～約１Ｍで架橋剤の濃度を変えることによって微調整することができる。一部
の実施形態では、濃度は、約５ｍＭ、約６ｍＭ、約７ｍＭ、約８ｍＭ、約９ｍＭ、約１０
ｍＭ、約１１ｍＭ、約１２ｍＭ、約１３ｍＭ、約１４ｍＭ、約１５ｍＭ、約１６ｍＭ、約
１７ｍＭ、約１８ｍＭ、約１９ｍＭ、約２０ｍＭ、約２１ｍＭ、約２２ｍＭ、約２３ｍＭ
、約２４ｍＭ、約２５ｍＭ、約２６ｍＭ、約２７ｍＭ、約２８ｍＭ、約２９ｍＭ、約３０
ｍＭ、約３１ｍＭ、約３２ｍＭ、約３３ｍＭ、約３４ｍＭ、約３５ｍＭ、約３６ｍＭ、約
３７ｍＭ、約３８ｍＭ、約３９ｍＭ、約４０ｍＭ、約４１ｍＭ、約４２ｍＭ、約４３ｍＭ
、約４４ｍＭ、約４５ｍＭ、約４６ｍＭ、約４７ｍＭ、約４８ｍＭ、約４９ｍＭ、約５０
ｍＭ、約５５ｍＭ、約６０ｍＭ、約６５ｍＭ、約７０ｍＭ、約７５ｍＭ、約８０ｍＭ、約
８５ｍＭ、約９０ｍＭ、約９５ｍＭ、又は約１００ｍＭである。架橋剤の濃度はまた、約
０．１５Ｍ、約０．２Ｍ、約０．２５Ｍ、約０．３Ｍ、約０．３５Ｍ、約０．４Ｍ、約０
．４５Ｍ、約０．５Ｍ、約０．５５Ｍ、約０．６Ｍ、約０．６５Ｍ、約０．７Ｍ、約０．
７５Ｍ、約０．８Ｍ、約０．８５Ｍ、約０．９Ｍ、約０．９５Ｍ、又は約１Ｍであり得る
。別の実施形態では、架橋剤は、１－エチル－３－［３－ジメチルアミノプロピル］カル
ボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）である。一実施形態では、ＥＤＣ架橋したビーズはゼラチン
ビーズである。
【０２０５】
　架橋されたビーズは播種、付着又は被包に都合が良い特定の特徴を有し得る。たとえば
、ビーズは多孔性表面を有し得る及び／又は実質的に中空であり得る。孔の存在は、多孔
性ではない又は平滑な表面に比べて多数の細胞が付着するのを可能にする細胞付着の多い
表面を提供する。加えて、多孔性構造は、新たな組織の形成を支える多孔性ビーズとの宿
主組織の統合を支援することができる。ビーズは、一般的な粒子分布パターンに相当する
Ｗｅｉｂｕｌｌプロットに適合することができるサイズ分布を有する。一実施形態では、
架橋されたビーズは、約１２０μｍ、約１１５μｍ、約１１０μｍ、約１０９μｍ、約１
０８μｍ、約１０７μｍ、約１０６μｍ、約１０５μｍ、約１０４μｍ、約１０３μｍ、
約１０２μｍ、約１０１μｍ、約１００μｍ、約９９μｍ、約９８μｍ、約９７μｍ、約
９６μｍ、約９５μｍ、約９４μｍ、約９３μｍ、約９２μｍ、約９１μｍ、又は約９０
μｍ未満の平均直径を有する。架橋されたビーズの特徴は鋳造法に応じて変化する。たと
えば、空気の流れを用いて液体ゼラチン溶液をエアロゾル化し、薄層クロマトグラフィ試
薬の噴霧器（ＡＣＥ　Ｇｌａｓｓｗａｒｅ）によって液体窒素中に噴霧する方法を用いて
、前述の特徴を有するビーズを提供する。当業者は、鋳造法のパラメータを調節すること
がビーズの異なる特徴、たとえば、異なるサイズ分布を誂える機会を提供することを十分
に理解するであろう。
【０２０６】
　最終的な生物活性のある細胞製剤に相当する細胞と共にビーズを培養する細胞培養法を
用いた製剤化に先立って、架橋されたビーズの細胞適合性を試験管内で評価する。たとえ
ば、生物活性のある腎細胞製剤の調製に先立ってビーズを一次腎細胞と共に培養し、生細
胞／死細胞アッセイを用いて細胞適合性を確認する。特定の製剤では、生体適合性の架橋
されたビーズを約５％（ｗ／ｗ）～約１５％（ｗ／ｗ）の溶液の容量で溶液中の温度感受
性の生体材料と混ぜ合わせる。架橋されたビーズは溶液の容量の約５％（ｗ／ｗ）、約５
．５％（ｗ／ｗ）、約６％（ｗ／ｗ）、約６．５％（ｗ／ｗ）、約７％（ｗ／ｗ）、約７
．５％（ｗ／ｗ）、約８％（ｗ／ｗ）、約８．５％（ｗ／ｗ）、約９％（ｗ／ｗ）、約９
．５％（ｗ／ｗ）、約１０％（ｗ／ｗ）、約１０．５％（ｗ／ｗ）、約１１％（ｗ／ｗ）
、約１１．５％（ｗ／ｗ）、約１２％（ｗ／ｗ）、約１２．５％（ｗ／ｗ）、約１３％（
ｗ／ｗ）、約１３．５％（ｗ／ｗ）、約１４％（ｗ／ｗ）、約１４．５％（ｗ／ｗ）又は
約１５％（ｗ／ｗ）で存在し得る。
【０２０７】
　別の態様では、本開示は、数分、数時間又は数日程度の期間にわたって分解する生体材
料を含有する製剤を提供する。これは、その後数日、数週間又は数カ月にわたってゆっく
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り分解する固形材料の埋め込みに焦点を置く大きなボディ又は取り組みとは対照的である
。
【０２０８】
　別の態様では、本開示は、送達マトリクスと一緒に生物活性のある細胞と共に播かれる
生体適合性の架橋されたビーズを有する製剤を提供する。一実施形態では、送達マトリク
スは、以下の特性：生体適合性、生分解性／生体吸収性、対象への埋め込みに先立って及
び埋め込みの間実質的に固体状態、埋め込み後の構造的完全性（実質的に固体状態）の喪
失、及び細胞の生存性を支える細胞適合性の環境の１以上を有する。埋め込みの間にスペ
ースを空けた埋め込んだ粒子（たとえば、架橋されたビーズ）を保持する送達マトリクス
の能力は生来の組織の内方成長を向上させる。送達マトリクスが存在しなければ、埋め込
みの間に細胞化されるビーズの圧縮は十分な組織の内方成長には不適切な余地をもたらし
得る。送達マトリクスは固形製剤の埋め込みを円滑にする。加えて、構造的完全性の短い
持続時間は、埋め込みの直後、マトリクスが宿主組織による送達された細胞／材料の組織
内方成長又は統合に対する十分なバリアを提供しないことを意味する。送達マトリクスは
、埋め込みの間に送達された材料が組織の中で分散するのを妨げるのに固形単位の挿入が
役立つので、本明細書で記載される製剤の局在化を提供する。細胞に基づく製剤について
は、固形の送達マトリクスは流体に浮遊させた細胞に比べて足場依存性細胞の安定性及び
生存性を改善する。
【０２０９】
　一実施形態では、送達マトリクスは細胞と共に播かれない生体適合性ビーズの集団であ
る。別の実施形態では、播かれないビーズは個々の細胞／播かれたビーズ全体にわたって
、及びその間にて分散する。播かれないビーズは移植に先立って及び移植直後に個々の細
胞／播かれたビーズ間で「スペーサービーズ」として作用する。スペーサービーズは、第
１の温度で実質的に固体状態及び第２の温度で実質的に液体状態を有する温度感受性の生
体材料を含有し、その際、第１の温度は第２の温度より低い。たとえば、スペーサービー
ズは、本明細書で記載されるものように、ほぼ常温以下で実質的に固体状態及び約３７℃
で実質的に液体状態を有する生体材料を含有する。一実施形態では、常温はほぼ室温であ
る。別の実施形態では、生体材料はゼラチン溶液である。ゼラチン溶液は、約４％、約４
．５％、約５％、約５．５％、約６％、約６．５％、約７％、約７．５％、約８％、約８
．５％、約９％、約９．５％、約１０％、約１０．５％、又は約１１％、（ｗ／ｖ）で存
在する。ゼラチン溶液はＰＢＳ、細胞培養培地（たとえば、ＤＭＥＭ）又は別の好適な溶
媒にて提供され得る。
【０２１０】
　態様の１つでは、本開示は、実質的に固体形態（たとえば、スペーサービーズ）で埋め
込まれ、次いで生体への埋め込みに続いて液化する／融解する又はさもなければ構造的完
全性を喪失する生体材料を含有する製剤を提供する。これは、液体として注入され、次い
で体内で固化することができる材料の使用に焦点を置く相当規模の取り組みとは対照的で
ある。
【０２１１】
　製剤化に先立って、スペーサービーズの温度感受性を評価することができる。スペーサ
ービーズを標識し、非標識の温度非感受性ビーズと混合することができる。次いで混合物
を３７℃でインキュベートして物理的遷移における変化を観察する。高温での標識された
温度感受性ビーズの形状の喪失が経時的に認められる。たとえば、温度感受性ゼラチンビ
ーズはアルシアンブルー色素と共に作製されて物理的遷移のマーカーとして役立つ。青色
のゼラチンビーズをＣｕｌｔｉｓｐｈｅｒＳビーズ（白）混合し、カテーテルに負荷し、
次いで３７℃にて１×ＰＢＳ、ｐＨ７．４中に押し出し、インキュベートする。青色のゼ
ラチンビーズの形状の喪失は異なる時点にて顕微鏡で追跡される。青色のゼラチンビーズ
の物理的状態の変化は長いインキュベート時間と共に顕著になる３０分後、眼に見える。
ビーズは材料の粘性のために完全には分散しない。
【０２１２】
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　本明細書で記載される生物活性のある細胞製剤を用いて腎臓への注入のための腎細胞に
基づく製剤を調製し得る。しかしながら、当業者は、製剤が他の多くの型の生物活性のあ
る細胞集団に好適であることを十分に理解するであろう。たとえば、本開示は任意の固形
の臓器又は組織への注入のための生物活性のある細胞のための製剤を企図する。
【０２１３】
　態様の１つでは、本明細書で記載される生物活性のある細胞製剤は設定された数の細胞
を含有するであろう。一実施形態では、製剤のための細胞の総数は、約１０４、約１０５

、約１０６、約１０７、約１０８、又は約１０９である。一実施形態では、本明細書で記
載される製剤のための細胞の投与量は標的臓器又は標的組織の推定質量又は機能的質量に
基づいて算出され得る。特定の実施形態では、生物活性のある細胞製剤は、製剤による治
療の対象である宿主臓器の重量に基づく細胞の数に相当する投与量を含有する。たとえば
、生物活性のある腎細胞製剤は約１５０グラムのヒト腎臓の平均重量に基づく。一実施形
態では、腎臓のグラム（ｇ）当たりの細胞の数は約６００個／ｇ～約７．０×１０７個／
ｇである。一部の実施形態では、腎臓のグラム当たりの細胞の数は、約６００細胞／ｇ、
約１０００細胞／ｇ、約１５００細胞／ｇ、約２０００細胞／ｇ、約２５００細胞／ｇ、
約３０００細胞／ｇ、約３５００細胞／ｇ、約４０００細胞／ｇ、約４５００細胞／ｇ、
約５０００細胞／ｇ、約５５００細胞／ｇ、約６０００細胞／ｇ、約６５００細胞／ｇ、
約７０００細胞／ｇ、約７５００細胞／ｇ、約８０００細胞／ｇ、約８５００細胞／ｇ、
約９０００細胞／ｇ、約９５００細胞／ｇ、又は約１０、０００細胞／ｇである。
【０２１４】
　他の実施形態では、腎臓のグラム当たりの細胞の数は、約１．５×１０４細胞／ｇ、約
２．０×１０４細胞／ｇ、約２．５×１０４細胞／ｇ、約３．０×１０４細胞／ｇ、約３
．５×１０４細胞／ｇ、約４．０×１０４細胞／ｇ、約４．５×１０４細胞／ｇ、約５．
０×１０４細胞／ｇ、約５．５×１０４細胞／ｇ、約６．０×１０４細胞／ｇ、約６．５
×１０４細胞／ｇ、約７．０×１０４細胞／ｇ、約７．５×１０４細胞／ｇ、約８．０×
１０４細胞／ｇ、約９．５×１０４細胞／ｇである。
【０２１５】
　他の実施形態では、腎臓のグラム当たりの細胞の数は、約１．０×１０５細胞／ｇ、約
１．５×１０５細胞／ｇ、約２．０×１０５細胞／ｇ、約２．５×１０５細胞／ｇ、約３
．０×１０５細胞／ｇ、約３．５×１０５細胞／ｇ、約４．０×１０５細胞／ｇ、約４．
５×１０５細胞／ｇ、約５．０×１０５細胞／ｇ、約５．５×１０５細胞／ｇ、約６．０
×１０５細胞／ｇ、約６．５×１０５細胞／ｇ、約７．０×１０５細胞／ｇ、約７．５×
１０５細胞／ｇ、約８．０×１０５細胞／ｇ、約８．５×１０５細胞／ｇ、約９．０×１
０５細胞／ｇ、又は約９．５×１０５細胞／ｇである。
【０２１６】
　他の実施形態では、腎臓のグラム当たりの細胞の数は、約１．０×１０６細胞／ｇ、約
１．５×１０６細胞／ｇ、約２．０×１０６細胞／ｇ、約２．５×１０６細胞／ｇ、約３
．０×１０６細胞／ｇ、約３．５×１０６細胞／ｇ、約４．０×１０６細胞／ｇ、約４．
５×１０６細胞／ｇ、約５．０×１０６細胞／ｇ、約５．５×１０６細胞／ｇ、約６．０
×１０６細胞／ｇ、約６．５×１０６細胞／ｇ、約７．０×１０６細胞／ｇ、約７．５×
１０６細胞／ｇ、約８．０×１０６細胞／ｇ、約８．５×１０６細胞／ｇ、約９．０×１
０６細胞／ｇ、約９．５×１０６細胞／ｇ、１．０×１０７細胞／ｇ、又は約１．５×１
０７細胞／ｇである。
【０２１７】
　細胞の総数は製剤について選択されてもよく、製剤の容積は正しい投与量に達するよう
に調整されてもよい。
【０２１８】
　一部の実施形態では、製剤は単回投与量又は単回投与量プラス追加の投与量である対象
へ細胞の投与量を含有する。他の実施形態では、投与量は本明細書で記載される構築物を
手段として提供され得る。本明細書で記載される腎細胞集団又は腎細胞集団の混加物の治
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療上有効な量は、対象によって安全に受け取られる細胞の最大数から腎疾患の治療、たと
えば、１以上の腎機能の安定化、低下率の低下又は改善に必要な細胞の最少数まで及ぶこ
とができる。
【０２１９】
　本明細書で記載される腎細胞集団又はその混加物の治療上有効な量を薬学上許容可能な
キャリア又は賦形剤に懸濁させることができる。そのようなキャリアには、基本培養培地
プラス１％血清アルブミン、生理食塩水、緩衝化生理食塩水、デキストロース、水、コラ
ーゲン、アルギン酸塩、ヒアルロン酸、フィブリン糊、ポリエチレングリコール、ポリビ
ニルアルコール、カルボキシメチルセルロース及びそれらの組み合わせが挙げられるが、
これらに限定されない。製剤は投与の方式に適合すべきである。
【０２２０】
　結果的に、本開示は、腎細胞集団又はその混加物、たとえば、Ｂ２細胞集団を単独で、
又はＢ３及び／又はＢ４又はＢ４’細胞集団と混加させて含有する製剤の、対象における
腎疾患を治療するために薬物を製造するための使用を提供する。一部の実施形態では、薬
物はさらに組換えポリペプチド、たとえば、増殖因子、ケモカイン又はサイトカインをさ
らに含む。さらなる実施形態では、薬物はヒト腎臓に由来する細胞集団を含む。薬物を製
造するために使用される細胞は、本明細書で記載される方法に提供される変形物のいずれ
かを用いて単離し、導出し、又は濃縮することができる。
【０２２１】
　腎細胞集団又はその混加物、又は組成物は、ヒトへの投与に適合する医薬組成物として
日常の手順に従って製剤化される。通常、静脈内投与、動脈内投与又は腎被膜内への投与
のための組成物は、たとえば、無菌の等張水性緩衝液中の溶液である。必要に応じて、組
成物は注射部位での疼痛を改善するための局所麻酔剤を含むこともできる。一般に、成分
は、単位剤形で、たとえば、活性剤の量を示すアンプルのような密封した容器における凍
結乾燥した濃縮物として別々に又は一緒に混合して供給される。組成物が点滴で投与され
るべきである場合、無菌の医薬等級の水又は生理食塩水を含有する点滴ビンにそれを分配
することができる。組成物が注射によって投与される場合、成分を投与に先立って混合で
きるように注射用の無菌の水又は生理食塩水のアンプルを提供することができる。
【０２２２】
　薬学上許容可能なキャリアは、投与される特定の組成物によって、と同様に組成物を投
与するのに使用される特定の方法によって部分的に決定される。従って、医薬組成物の多
種多様な好適な製剤がある（たとえば、その全体が参照によって本明細書に組み入れられ
るAlfonso R Gennaro (ed), Remington: The Science and Practice of Pharmacy, forme
rly Remington's Pharmaceutical Sciences 20th ed., Lippincott, Williams & Wilkins
, 2003を参照のこと）。医薬組成物は一般に、無菌で実質的に等張物として、米国食品医
薬品局の製造管理及び品質管理に関する基準（ＧＭＰ）に完全に則って製剤化される。
【０２２３】
　態様の１つはさらに、腎細胞集団、たとえば、Ｂ２細胞集団を単独で、又はＢ３及び／
又はＢ４又はＢ４’細胞集団と組み合わせて含み、薬学上許容可能なキャリアを含む医薬
製剤を提供する。一部の実施形態では、製剤は１０４～１０９個の哺乳類腎臓に由来する
細胞を含む。
【０２２４】
放出制御製剤
　態様の１つでは、本開示の製剤は放出制御製剤として提供される。一般に、制御放出は
、投与の際、第１の活性剤の最初の放出に第２の活性剤の少なくとも１回の追加のその後
の放出が続くことを特徴とする。第１と第２の活性剤は同一であってもよいし、異なって
いてもよい。一実施形態では、製剤は同一製剤における複数の成分を介して制御放出を提
供する。別の実施形態では、制御放出製剤は、製剤の容量全体にわたって活性剤が自由に
移動するのを可能にし、それによって投与の際、標的部位での即時放出を可能にする第１
の成分の一部としての活性剤を含有する。第１の成分は実質的に液相と実質的に固相を有
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する温度感受性の生体材料であってもよく、その際、第１の成分は投与の時点で実質的に
液相である。一実施形態では、製剤の容量全体にわたって実質的に自由に移動し、それに
よって投与の際、標的部位にて即時放出されるような実質的に液相にある活性剤。
【０２２５】
　別の実施形態では、制御放出製剤は、活性剤が第２の成分に付着し、堆積され、被覆さ
れ、埋め込まれ、播かれ又は捕捉され、投与の前及び後で、標的部位に存続する第２の成
分の一部としての活性剤を有する。第２の成分は活性剤がそれに会合することができ、そ
れによって投与の時点で第２の成分からの活性剤の即時放出を妨げる構造要素を含有する
。たとえば、第２の成分は実質的に固体形態、たとえば、生体適合性ビーズで提供され、
架橋されて生体内での酵素分解を妨げ得る又は遅らせ得る。一実施形態では、実質的に固
体形態での活性剤は、投与の前後で製剤内での構造的完全性を保持するので、投与の際、
標的部位に活性剤を即座に放出しない。制御放出製剤に好適なキャリアは本明細書で記載
されているが、当業者は本明細書で使用するのに適する他のキャリアを十分に理解するで
あろう。
【０２２６】
　一実施形態では、製剤は、細胞、ナノ粒子、治療用分子等を含む送達される要素の最初
の迅速な送達／放出を提供し、その後、要素のさらに遅い遅延放出を提供する。本開示の
製剤は、送達される剤が非付着形態（たとえば、溶液中の細胞）及び付着形態（たとえば
、ビーズ又は別の好適なキャリアと一緒での細胞）の双方で提供されるそのような二相性
の放出特性のために設計することができる。最初の投与の際、重荷をおろした剤が送達の
部位に即時に提供される一方で、重荷を負わせた剤の放出は以前付着させた剤が放出され
る時点でキャリア（たとえば、ビーズ）の構造的完全性が機能しなくなるまで遅らせる。
以下で議論するように、放出の他の好適なメカニズムが当業者によって十分に理解される
であろう。
【０２２７】
　放出の時間遅延は活性剤の性質に基づいて調整することができる。たとえば、生物活性
のある細胞製剤における放出の時間遅延は、およそ数秒、数分、数時間又は数日であり得
る。一部の状況では、数週間程度の遅延が適当であってもよい。小分子又は大分子のよう
な他の活性剤については、製剤における放出の時間遅延は、数秒、数分、数時間、数日、
数週又は数カ月程度であり得る。製剤が異なる時間遅延放出特性を提供する異なる生体材
料を含有することも可能である。たとえば、第１の活性剤を伴った第１の生体材料は第１
の放出時間を有してもよく、第２の活性剤を伴った第２の生体材料は第２の放出時間を有
してもよい。第１の活性剤及び第２の活性剤は同一であってもよく、又は異なっていても
よい。
【０２２８】
　本明細書で議論されるように、遅延放出の時間は一般に生体材料の構造的完全性の喪失
のための時間に相当し得る。しかしながら、当業者は遅延放出の他のメカニズムを十分に
理解するであろう。たとえば、活性剤は、特定の生体材料の分解時間、たとえば、高分子
マトリクスからの薬剤の拡散に無関係に時間をかけて連続して放出され得る。加えて、生
物活性のある細胞は、生体材料及び生物活性のある細胞を含有する製剤から離れて生来の
組織に移動することができる。一実施形態では、生物活性のある細胞は生体材料、たとえ
ば、ビーズから離れて生来の組織に移動する。
【０２２９】
　エチレンビニルアセテート、ポリ無水物、ポリグリコール酸、コラーゲン、ポリオルソ
エステル及びポリ乳酸のような生分解性で生体適合性のポリマーを使用することができる
。製剤に吸収を遅らせる剤、たとえば、モノステアリン酸塩及びゼラチンを含めることに
よって注射用製剤の延長された吸収をもたらすことができる。そのような製剤の調製のた
めの多数の方法が特許権を有しており、又は一般に当業者に既知である。たとえば、Ｓｕ
ｓｔａｉｎｅｄ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉ
ｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ編、Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ
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社，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７８を参照のこと。ポリペプチド剤の制御放出又は延長放出
に適用できる追加の方法は、たとえば、そのすべてが参照によって本明細書に組み入れら
れる米国特許第６，３０６，４０６号及び同第６，３４６，２７４号、並びにたとえば、
米国特許出願番号ＵＳ２００２０１８２２５４及びＵＳ２００２００５１８０８にて記載
されている。
【０２３０】
９．投与の方法及び経路
　本開示の生物活性のある細胞製剤は単独で、又は他の生物活性のある成分と組み合わせ
て投与することができる。製剤は固形臓器の内部に組み込んだ組織工学要素を注入し、又
は埋め込んで組織を再生するのに好適である。加えて、製剤は中空臓器の壁に組織工学要
素を注入し、又は埋め込んで組織を再生するのに使用される。
【０２３１】
　態様の１つでは、本開示は、必要とする対象に本明細書で記載される生物活性のある細
胞製剤を提供する方法を提供する。一実施形態では、生物活性のある細胞の供給源は、自
己又は同種、又は同系（自家の又は同質の）、及びそれらの組み合わせであってもよい。
供給源が自己である場合、方法には免疫抑制剤の投与が含まれ得る。好適な免疫抑制剤に
は、限定しないで、アザチオプリン、サイクロホスファミド、ミゾリビン、シクロスポリ
ン、タクロリムス水和物、クロラムブシル、ロベンザリット二ナトリウム、オーラノフィ
ン、アルプロスタジル、グスペリムス塩酸塩、ビオシンソルブ、ムロモナブ、アレファセ
プト、ペントスタチン、ダクリズマブ、シロリムス、ミコフェノール酸モフェチル、レフ
ロノミド、バシリキシマブ、ドルナーゼα、ビンダリド、クラドリビン、ピメクロリムス
、イロデカキン、セデリズマブ、エファリズマブ、エベロリムス、アニスペリムス、ガビ
リモマブ、ファラリモマブ、クロファラビン、ラパマイシン、シプリズマブ、サイレイト
、ＬＤＰ－０３、ＣＤ４、ＳＲ－４３５５１、ＳＫ＆Ｆ－１０６６１５、ＩＤＥＣ－１１
４、ＩＤＥＣ－１３１、ＦＴＹ－７２０、ＴＳＫ－２０４、ＬＦ－０８０２９９、Ａ－８
６２８１、Ａ－８０２７１５、ＧＶＨ－３１３、ＨＭＲ－１２７９、ＺＤ－７３４９、Ｉ
ＰＬ－４２３３２３、ＣＢＰ－１０１１、ＭＴ－１３４５、ＣＮＩ－１４９３、ＣＢＰ－
２０１１、Ｊ－６９５、ＬＪＰ－９２０、Ｌ－７３２５３１、ＡＢＸ－ＲＢ２、ＡＰ－１
９０３、ＩＤＰＳ、ＢＭＳ－２０５８２０、ＢＭＳ－２２４８１８、ＣＴＬＡ４－１ｇ、
ＥＲ－４９８９０、ＥＲ－３８９２５、ＩＳＡｔｘ－２４７、ＲＤＰ－５８、ＰＮＵ－１
５６８０４、ＬＪＰ－１０８２、ＴＭＣ－９５Ａ、ＴＶ－４７１０、ＰＴＲ－２６２－Ｍ
Ｇ、及びＡＧＩ－１０９６（米国特許第７、５６３、８２２号を参照）が挙げられる。当
業者は、他の好適な免疫抑制剤を十分に理解するであろう。
【０２３２】
　主題の開示の治療方法には、本明細書で記載される生物活性のある細胞製剤の送達が関
与する。一実施形態では、意図される利益の部位への細胞の直接投与が好まれる。必要と
する対象は、１以上の濃縮された腎細胞集団、及び／又はそれを含有する混加物又は構築
物から分泌される生成物と一緒に本明細書で記載される生物活性のある細胞製剤に生来の
腎臓を生体内で接触させることによっても治療され得る。
【０２３３】
　分泌された生成物に生来の腎臓を生体内で接触させる工程は、細胞培養培地、たとえば
、調整培地に由来する分泌された生成物の集団を含有する製剤の使用／投与を介して、又
は生体内で生成物を分泌することが可能である濃縮された細胞集団、及び混加物又は構築
物の埋め込みによって達成され得る。生体内で接触させる工程は生来の腎臓に再生効果を
提供する。
【０２３４】
　細胞及び／又は分泌された生成物を対象に投与する種々の手段は、本明細書の観点から
当業者に明らかであろう。そのような方法には対象における標的部位への細胞の注入が挙
げられる。
【０２３５】
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　細胞及び／又は分泌された生成物を送達の用具又は媒体に挿入することができ、それは
対象への注入又は埋め込みによる導入を円滑にする。特定の実施形態では、送達媒体は天
然の物質を含むことができる。他の特定の実施形態では、送達媒体は合成の物質を含むこ
とができる。一実施形態では、送達媒体は臓器の構造を模倣する又は適宜適合する構造を
提供する。他の実施形態では、送達媒体は実際流体様である。そのような送達用具には、
レシピエント対象の体内に細胞及び流体を注入するためのチューブ、たとえば、カテーテ
ルを挙げることができる。好まれる実施形態では、チューブがさらに、細胞がそれを介し
て所望の位置で対象に導入され得る針、たとえば、注射器を有する。一部の実施形態では
、哺乳類の腎臓に由来する細胞集団は、カテーテルを介して血管に投与するために製剤化
される（用語「カテーテル」は血管に物質を送達するための種々のチューブ様の系のいず
れかを含むように意図される）。或いは、細胞は、たとえば、織物、編み物、組みヒモ、
メッシュ、及び不織布のような繊維製品、穴あきフィルム、スポンジ及び泡状物、たとえ
ば、多孔性ビーズのようなビーズ、微粒子、ナノ粒子等（たとえば、Ｃｕｌｔｉｓｐｈｅ
ｒ-Ｓゼラチンビーズ、Ｓｉｇｍａ）を含むが、これらに限定されない生体材料又は足場
の中に又は上に挿入することができる。細胞は種々の異なる形態での送達のために調製す
ることができる。たとえば、細胞は溶液又はゲルに浮遊させることができる。細胞は、細
胞が生きたままである薬学上許容可能なキャリア又は希釈剤と混合することができる。薬
学上許容可能なキャリア又は希釈剤には、生理食塩水、水性緩衝溶液、溶媒及び／又は分
散媒が挙げられる。そのようなキャリア及び希釈剤の使用は当該技術で周知である。溶液
は好ましくは無菌で且つ流体であり、等張であることが多い。好ましくは、溶液は製造及
び保存の条件下で安定であり、たとえば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ア
スコルビン酸、チメロサール等の使用を介して、たとえば、細菌及び真菌のような微生物
の汚染作用に対して保護される。当業者は、細胞集団及びその混加物の送達に使用される
送達媒体は上述の特徴の組み合わせを含むことができることを十分に理解するであろう。
【０２３６】
　単離された腎細胞集団、たとえば、Ｂ２細胞集団を単独で、又はＢ４’及び／又はＢ３
と混加して含有する製剤の投与の方式には、全身性の注入、腎内（たとえば、実質）注入
、静脈内注射又は動脈内注射及び活性の意図される部位での組織への直接的な注入が挙げ
られるが、これらに限定されない。使用される投与の追加の方式には、直接開腹を介した
、直接の腹腔鏡を介した、経皮の又は経皮膚の単回又は複数回の注入が挙げられる。使用
される投与のその上さらなる追加の方式には、たとえば、逆行注入及び尿管腎盂注入が挙
げられる。投与の外科的手段には、たとえば、部分的な腎摘出及び構築物の埋め込み、部
分的な腎摘出、部分的な腎盂摘出、網±腹膜による血管形成、多焦点生検針経路、円錐又
はピラミッドから円筒及び腎極のような代替物のような、しかし、これらに限定されない
１工程手順、と同様に、たとえば、移植のためのオルガノイド／内部生物反応器を含む２
工程手順が挙げられる。一実施形態では、細胞の混加物を含有する製剤は同時に同じ経路
を介して送達される。別の実施形態では、制御された混加物を含む細胞組成物のそれぞれ
は、特定の位置に別々に、又は特定の方法を介して同時に又は一時的に制御された方法で
本明細書で記載される方法の１以上によって送達される。
【０２３７】
　ヒトにおける適当な細胞埋め込みの投与量は、細胞の活性、たとえば、ＥＰＯ産生に関
連する既存の情報から決定することができ、又は前臨床試験で行った投与試験から外挿す
ることができる。試験管内の培養及び生体内での動物実験から、細胞の量を定量し、埋め
込み材料の適当な投与量を算出するのに使用することができる。さらに、追加の埋め込み
を行うことができるかどうか又は結果的に埋め込んだ材料を減らすことができるかどうか
を決定するように患者をモニターすることができる。
【０２３８】
　選択された細胞外マトリクス成分、たとえば、当該技術で既知のコラーゲン又はヒアル
ロン酸の１以上の型、及び／又は増殖因子、血小板濃縮血漿及び薬剤を含む１以上の他の
成分を細胞集団及びその混加物に加えることができる。
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【０２３９】
　当業者は、本明細書で記載される分泌された生成物に好適な種々の製剤及び投与の方法
を十分に理解するであろう。
【０２４０】
１０．製造物品及びキット
　本開示はさらに、本明細書で記載されるような高分子のマトリクス及び足場及び関連す
る物質、及び／又は細胞培養培地及び使用の指示書を含むキットを含む。使用の指示書は
、たとえば、細胞の培養又は細胞及び／又は細胞生成物の投与のための指示書を含有し得
る。一実施形態では、本開示は本明細書で記載されるような足場及び指示書を含むキット
を提供する。さらに別の実施形態では、キットはマーカー発現の検出のための剤、その剤
の使用のための試薬、及び使用の指示書を含む。このキットは、本明細書で記載される細
胞集団、混加物又は構築物の埋め込み又は投与に続く対象における生来の腎臓の再生予後
診断を判定する目的で使用され得る。キットはまた、本明細書で記載される細胞集団、混
加物又は構築物の生物治療有効性を判定するのにも使用され得る。
【０２４１】
　別の実施形態は、必要とする対象の治療に有用な生物活性のある細胞を含有する製造物
品である。製造物品は、容器と、容器上の又はそれに関連したラベル又は添付文書とを含
む。好適な容器には、たとえば、ビン、バイアル、注射器等が挙げられる。容器は、ガラ
ス又はプラスチックのような種々の材料から形成され得る。容器は、状態を治療するのに
有効である組成物を保持し、無菌のアクセスポートを有し得る（たとえば、容器は注射針
で穴開けできるストッパーを有する溶液バッグ又はバイアルであり得る）。製剤における
少なくとも１つの活性剤が本明細書で提供されるような生物活性のある細胞集団である。
ラベル又は添付文書は特定の状態を治療するために製剤が使用されることを示す。ラベル
又は添付文書は患者に製剤を投与するための指示書をさらに含むであろう。本明細書で記
載されるコンビナトリアル療法を含む製造物品及びキットも企図される。添付文書は、そ
のような治療用製品の使用に関する適応、用途、投与量、投与、禁忌、及び／又は警告に
ついての情報を含有する治療用製品の市販包装に通例含まれる指示書を指す。一実施形態
では、添付文書は、たとえば、腎臓の疾患又は障害のような疾患又は障害を治療するのに
製剤が使用されることを示す。それはさらに、他の緩衝剤、希釈剤、充填剤、針及び注射
器を含む商業的な及びユーザーの見地から望ましい他の物質を含み得る。種々の目的、た
とえば、再生の成果の評価に有用であるキットも提供される。尿に由来する小胞及び／又
はその内容物、たとえば、核酸（たとえば、ｍｉＲＮＡ）、本明細書で記載されるような
小胞、エキソソーム等のための検出剤を含有するキットを提供することができる。検出剤
には、限定しないで、核酸のプライマー及びプローブ、と同様に所望の標的の試験管内検
出のための抗体が挙げられる。製造物品と同様に、キットは、容器と、容器上の又はそれ
に関連したラベル又は添付文書とを含む。容器は少なくとも１つの検出剤を含む組成物を
保持する。たとえば、希釈剤及び緩衝液又は対照検出剤を含有する追加の容器が含まれ得
る。ラベル又は添付文書は、試験管内での予後診断又は診断の意図する用途のための指示
書と同様に組成物の記載を提供し得る。
【０２４２】
１１．報告
　本開示の方法は、商業目的で実践される場合、一般に再生予後診断の報告又は要約を作
出する。本開示の方法は、本明細書で記載される細胞集団、混加物又は構築物を含有する
製剤の投与又は埋め込みの前及び後での再生の考えられる経過又は成果の予測を含む報告
を作出するであろう。報告には予後診断に関する指標の情報が含まれ得る。本開示の方法
及び報告はさらに、報告をデータベースに保存することを含むことができる。或いは、方
法はさらに対象に関するデータベースにて報告を創り、報告にデータを追加することがで
きる。一実施形態では、報告は紙の報告であり、別の実施形態では、報告は聴覚報告であ
り、別の実施形態では、報告は電子報告である。報告は医師及び／又は患者に提供される
ことが企図される。報告を受け取ることにはさらに、データ及び報告を含むサーバーコン
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び報告を要求することが含まれ得る。本明細書で提供される方法は全体として又は部分的
に自動化もされ得る。
【０２４３】
　本明細書で説明的に記載される本発明は、本明細書で具体的に開示されない要素（単数
）又は要素（複数）、限定（単数）又は限定（複数）の非存在下で好適に実践され得る。
従って、たとえば、本明細書の各場合では、用語「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ（を含む）」、
「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ（から本質的に成る）」及び「
ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ（から成る）」は他の２つの用語のいずれかと置き換えられ
得る。従って、その用語の１つを用いる本発明の実施形態については、本発明は、これら
の用語の１つがこれらの用語の別のもので置き換えられる別の実施形態も含む。各実施形
態では、用語は確立された意味を有する。従って、たとえば、一実施形態は、多数の成分
を「ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ（を含む）」製剤を包含してもよく、別の実施形態は、同じ成
分「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ（から本質的に成る）」製剤
を包含し、第３実施形態は、同じ成分「ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ（から成る）」製剤
を包含する。採用されている用語及び表現は、限定ではなく記載の用語として使用され、
そのような用語及び表現の使用において示された及び記載された特徴又はその一部の同等
物を排除する意図はないが、請求される本発明の範囲内で種々の改変が可能であることが
認識される。従って、本発明は好まれる実施形態及び任意の特徴によって具体的に開示さ
れてきたが、開示された本明細書の概念の改変及び変更が当業者によって用いられてもよ
く、そのような改変及び変更は添付のクレームによって定義されるような本発明の範囲内
にあると見なされることが理解されるべきである。
【０２４４】
　前述の明細書は当業者が本発明を実践するのを可能にするのに十分である見なされる。
以下の実施例は説明目的のみのために提供され、本発明の範囲を限定することを決して意
図するものではない。実際、本明細書で示され、記載されたものに加えた本発明の種々の
改変は前述の記載から当業者に明らかになるであろうし、添付のクレームの範囲内に入る
。
【０２４５】
　本明細書で引用された特許、特許出願及び参考文献はすべてその全体が参照によって本
明細書に組み入れられる。
【実施例１】
【０２４６】
　この実施例は、不均質な腎細胞集団の単離及び性状分析、及び再生療法製品の製造のた
めの以下の実施例で使用される種々の培地製剤及び溶液の組成を提供する。
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【実施例２】
【０２４７】
不均質で未分画の腎細胞集団の単離
　この実施例は、ヒトからの未分画（ＵＮＦＸ）で不均質の腎細胞集団の単離を説明する
。最初の組織解離を行ってヒト腎臓組織に由来する不均質な細胞浮遊液を生成した。
【０２４８】
　腎生検を介した腎臓組織は不均質の腎細胞集団の供給源物質を提供した。皮質組織、皮
質髄質接合部又は髄質組織の１以上を含む腎臓組織を使用し得る。皮質髄質接合部組織を
使用することが好まれる。瘢痕組織を回避する複数の生検コア（最少２）がＣＫＤ腎臓か
ら求められた。最終ＮＫＡの予定された埋め込みのおよそ４週間前に臨床現場にて治験医
師によって患者から腎臓組織が得られた。組織を実施例１の組織輸送培地に移した。
【０２４９】
　次いで、細胞抽出のために組織を処理する前に入ってくるバイオバーデンを減らすため
に組織を実施例１の組織洗浄溶液で洗浄した。
【０２５０】
　実施例１の消化溶液にて組織を細かく刻み、秤量し、解離させた。得られた細胞浮遊液
をダルベッコの改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）＋１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）（カリフ
ォルニア州、カールスバッドのＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で中和し、洗浄し、無血清、無補
完剤の角化細胞培地（ＫＳＦＭ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に再浮遊させた。次いで細胞
浮遊液を１５％（ｗ／ｖ）イオジキサノール（ＯｐｔｉＰｒｅｐ（商標）、Ｓｉｇｍａ）
勾配に供し、赤血球及び残渣を取り除いた後、実施例１の腎細胞増殖培地にてｃｍ２当た
り２５，０００個の密度で組織培養処理したポリスチレンのフラスコ又はディッシュにて
培養を開始した。たとえば、細胞を２５×１０６細胞／フラスコで１５０ｍｌの５０：５
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０培地にてＴ５００Ｎｕｎｃフラスコに入れてもよい。
【実施例３】
【０２５１】
単離された腎細胞集団の細胞増殖
　腎細胞の増殖は、受け取った組織の量及び受入組織からの腎細胞の単離の成功に左右さ
れる。単離された細胞は必要に応じて凍結保存することができる（以下を参照）。腎細胞
の増殖動態は、個々の患者から単離される細胞の固有の生存性のために試料ごとに異なり
得る。
【０２５２】
　受入組織、表３．１の生存性から生じる細胞の回収の範囲に適合する定義された細胞増
殖の過程が開発された。腎細胞の増殖には、定義された細胞培養手順を用いた腎細胞増殖
培地、表１．１における閉鎖培養容器（たとえば、Ｔ－フラスコ、細胞工場、Ｈｙｐｅｒ
Ｓｔａｃｋｓ（登録商標））での一連の継代が関与する。
【０２５３】
　ヒトの臨床試験のためにＢＰＥを含まない培地を開発してＢＰＥの使用に関連する固有
のリスクを排除した。細胞増殖、表現型（ＣＫ１８）及び細胞機能（ＧＧＴ及びＬＡＰの
酵素活性）を無ＢＰＥ培地で評価し、動物試験で使用したＢＰＥ含有培地と比べた。腎細
胞増殖、表現型及び機能は２つの培地で同等だった（データは示さず）。

【０２５４】
　当初のＴ－フラスコ（継代０）で細胞増殖が認められ、汚染の視覚的兆候がなければす
ぐに、培養培地を置き換え、その後、２～４日ごとに（図２Ｂ）交換した。顕微鏡下での
培養物の視覚的観察によって細胞を評価し、腎細胞の形態を確認した。培養物は、細胞が
一緒にクラスターを作るために閉まった舗装構造と敷石状所見を特徴的に示した。これら
の形態的特徴は増殖の間に変化し、継代のたびに存在しなくてもよい。細胞の増殖の全体
を通して採用された培養容器における様々なレベルの集密度で細胞の画像ライブラリを用
いて細胞培養の集密度を推定した。
【０２５５】
　培養容器が少なくとも５０％の集密度、図２Ｂである場合、腎細胞をトリプシン処理に
よって継代させた。腎細胞増殖培地を含有する容器に剥がした細胞を回収し、数え、細胞
生存率を算出した。各細胞継代で、ＮＫＡ、図２Ｂの形成に必要とされる細胞数を増やす
ために十分な数の培養容器にて５００～４０００個／ｃｍ２で細胞を播いた。５％ＣＯ２

環境での３７℃のインキュベータに培養容器を入れた。上記で記載したように、細胞の形
態及び集密度をモニターし、組織培養培地を２～４日ごとに交換した。表３．２はヒトド
ナーに由来する６つの腎生検の細胞の単離及び増殖の間で観察されたヒト腎細胞の生存率
を列記する。

【０２５６】
　異なる患者に由来する組織の固有の生存率は培養にて様々な細胞の収率を生じる。従っ
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て、各継代で必要とされる細胞継代のタイミング又は培養容器の数及び種類を厳密に定義
して標的の細胞数を達成するのは実践的ではない。通常、腎細胞は２又は３回継代を受け
るが、培養の持続時間及び細胞の収率は細胞の増殖率に応じて変化し得る。これは、６人
の患者に由来する培養の持続時間及び細胞の収率（計算）が示される図３にて例示される
。
【０２５７】
　回収又は継代のためにＥＤＴＡ伴った０．２５％トリプシン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
で細胞を剥がした。生存率はトリパンブルー排除によって評価し、計数は血球計を用いて
手動で、又は自動化Ｃｅｌｌｏｍｅｔｅｒ（登録商標）計数システム（マサチューセッツ
州、ローレンスのＮｅｘｃｅｌｏｍ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）によって行った。
【実施例４】
【０２５８】
培養した細胞の凍結保存
　増やした腎細胞を日常的に凍結保存して個々の患者に由来する細胞増殖の固有の生存率
を調整し、所定の臨床スケジュールで製品を送達した（図２Ｂ）。凍結保存した細胞は別
のＮＫＡ必要とする（たとえば、患者の病気、予期しない過程事象による遅延）事象にお
ける細胞のバックアップ供給源も提供する。細胞を凍結保存し、融解の際生きて機能的な
細胞を回収する条件を確立した。
【０２５９】
　凍結保存については、細胞を約５０×１０６個／ｍｌの最終濃度にて凍結保存溶液（実
施例１を参照）に浮遊させ、バイアルに分注した。約５０×１０６個／ｍｌの細胞を含有
する１ｍｌのバイアルを制御された速度のフリーザーの凍結チャンバーに入れ、予めプロ
グラムされた速度で凍結した。凍結後、製造過程の保存のために細胞を液体窒素フリーザ
ーに移した。
【実施例５】
【０２６０】
ＳＲＣ細胞集団の調製
　凍結保存した細胞から増殖させる最終培養容器から又はスケジュール、図２Ｂに応じて
増やした培養物から直接、選択された腎細胞（ＳＲＣ）を調製することができる。
【０２６１】
　凍結保存した細胞を使用するのであれば、細胞を融解し、最終増殖の一工程のために組
織培養容器に入れた。組織培養容器がおよそ５０～１００％の集密度であれば、細胞はＳ
ＲＣ分離のための処理の用意ができていた。培地の交換及びＮＫＡの最終洗浄が最終生成
物における残留凍結保存溶液を希釈する。
【０２６２】
　最終細胞培養容器が少なくとも５０％の集密度に達するとすぐに、培養容器を３７℃で
５％ＣＯ２環境にて２％酸素に設定した低酸素インキュベータに移し、一晩培養した。図
２Ｃを参照。２％酸素に設定した酸素制御インキュベータにて細胞を４８時間保持し得る
。さらに生理的に関連する低酸素（２％）環境への暴露は細胞の分離効率を改善し、ＶＥ
ＧＦのような低酸素誘導マーカーのさらに大きな検出を可能にした。
【０２６３】
　十分な時間（たとえば、一晩～４８時間）細胞を低酸素条件に暴露した後、ＥＤＴＡを
伴う０．２５％トリプシン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）で細胞を剥がした。生存率はトリパ
ンブルー排除によって評価し、計数は血球計を用いて手動で、又は自動化Ｃｅｌｌｏｍｅ
ｔｅｒ（登録商標）計数システム（マサチューセッツ州、ローレンスのＮｅｘｃｅｌｏｍ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）によって行った。細胞をＤＰＢＳで１回洗浄し、約８５０×１
０６個／ｍｌでＤＰＢＳに再浮遊させた。
【０２６４】
　密度勾配遠心を用い、細胞の浮遊密度に基づいて回収される腎細胞集団を分離した。単
一工程７％イオジキサノール密度勾配溶液（ＯｐｔｉＭＥＭ中ＯｐｔｉＰｒｅｐ；６０％
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（ｗ／ｖ）；実施例１を参照）にて腎細胞浮遊液を分離した。
【０２６５】
　７％ＯｐｔｉＰｒｅｐ勾配溶液を調製し、使用前に所望の密度示す屈折率を測定した（
Ｒ．Ｉ．１．３４５６±０．０００４）。回収した腎細胞を勾配溶液の上に重層した。遠
心管又は細胞処理装置（たとえば、ＣＯＢＥ２９９１）のいずれかにて密度勾配を室温に
て（ブレーキなしで）８００ｇで２０分間遠心した。およそ１．０４５ｇ／ｍｌを超える
浮遊密度を示す細胞分画を遠心後、明瞭なペレット、図４として回収した。１．０４５ｇ
／ｍｌ未満の浮遊密度を維持する細胞を排除し、捨てた。
【０２６６】
　ＳＲＣペレットをＤＰＢＳに再浮遊させた（図２Ｃ）。最終生成物におけるＯｐｔｉＰ
ｒｅｐ、ＦＢＳ、培養培地及び補助的な物質の持ち越しを４回のＤＰＢＳ洗浄と１回のゼ
ラチン溶液の工程によってできるだけ少なくした。
【実施例６】
【０２６７】
治療潜在力のある細胞を正常な及び慢性的に病んだ腎臓組織から単離し、増殖させること
ができる。
　本試験の目的は、高含量解析（ＨＣＡ）を介してヒトＮＫＡ細胞の機能的な特徴づけを
決定することだった。高含量画像化（ＨＣＩ）は、多数の試料にわたって２以上の蛍光プ
ローブ（多重化）用いて複数の細胞内事象の同時画像化を提供する。高含量解析（ＨＣＡ
）は、高含量画像化にて捕捉された複数の細胞パラメータの同時定量測定を提供する。手
短には、標準の生検手順を用いて５人の進行性慢性腎疾患（ＣＫＤ）ヒトの腎臓及び３つ
の非ＣＫＤのヒト腎臓から採取したコア生検から未分画の（ＵＮＦＸ）の培養物を生成し
（Aboushwareb et al., World J Urol 26, 295, 2008)）、独立して維持した。ＵＮＦＸ
の生体外での２回の継代の後、細胞を回収し、密度勾配法（ＢａｓｕらのＷＯ２０１２／
０６４３６９の実施例２に記載された）に供して、亜分画Ｂ２、Ｂ３及び／又はＢ４を含
む亜分画を生成した。
【０２６８】
　ＩｌａｇａｎらのＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０３６３４７の表１０．１にて要約されたよ
うに非ＣＫＤ及びＣＫＤのヒトドナーからヒト腎臓組織を入手した。ＩｌａｇａｎらのＰ
ＣＴ／ＵＳ２０１１／０３６３４７の図４はＨＫ１７及びＨＫ１９試料の組織病理的特徴
を示す。非ＣＫＤ（３／３）及びＣＫＤ（５／５）の腎臓すべてから生体外の培養を確立
した。当該領域（ＲＯＩ）を定義するヒトＮＫＡ細胞におけるアルブミン輸送の高含量解
析（ＨＣＡ）は、ＩｌａｇａｎらのＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０３６３４７の図５（ヒトＮ
ＫＡ細胞におけるアルブミン輸送のＨＣＡ）にて示されている。非ＣＫＤ及びＣＫＤの腎
臓に由来するＮＫＡ細胞におけるアルブミン輸送の定量的な比較はＩｌａｇａｎらのＰＣ
Ｔ／ＵＳ２０１１／０３６３４７の図６にて示されている。ＩｌａｇａｎらのＰＣＴ／Ｕ
Ｓ２０１１／０３６３４７の図６にて示されたように、アルブミン輸送はＣＫＤに由来す
るＮＫＡ培養では損なわれない。尿細管細胞を濃縮したＢ２と尿細管細胞を枯渇させたＢ
４亜分画との間でのマーカーの発現の比較解析はＩｌａｇａｎらのＰＣＴ／ＵＳ２０１１
／０３６３４７の図７(ＣＫ８／１８／１９)にて示されている。
【０２６９】
　尿細管細胞を濃縮したＢ２と尿細管細胞を枯渇させたＢ４亜分画との間でのアルブミン
輸送の比較機能解析はＩｌａｇａｎらのＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０３６３４７の図８にて
示されている。亜分画Ｂ２は近位尿細管細胞にて濃縮されるので、高いアルブミン輸送機
能を示す。
【０２７０】
　アルブミンの取り込み：２４穴コラーゲンＩＶプレート（ＢＤ　Ｂｉｏｃｏａｔ（商標
））にて集密まで増殖させた細胞の培養培地を、１×抗真菌／抗細菌剤及び２ｍＭのグル
タミンを含有するフェノールレッドを含まない、無血清の低グルコースＤＭＥＭ（ｐｒ－
／ｓ－／ｌｇＤＭＥＭ）で１８～２４時間置き換えた。アッセイの直前、細胞を洗浄し、
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ｐｒ－／ｓ－／ｌｇＤＭＥＭ＋１０ｍＭのＨＥＰＥＳ、２ｍＭのグルタミン、１．８ｍＭ
のＣａＣｌ２及び１ｍＭのＭｇＣｌ２と共に３０分間インキュベートした。２５μｇ／ｍ
ｌのローダミンを抱合させたウシアルブミン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に細胞を３０分間
暴露し、氷冷ＰＢＳで洗浄してエンドサイトーシスを止め、直ちに２５μｇ／ｍｌのＨｏ
ｅｃｈｓｔ核色素を含有する２％パラホルムアルデヒドで固定した。阻害実験については
、アルブミン添加の１０分前に１μＭの受容体関連のタンパク質（ＲＡＰ）（ジョージア
州、ノークロスのＲａｙ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を加えた。ＢＤ　Ｐａｔｈｗａｙ（商標）８
５５　Ｈｉｇｈ－Ｃｏｎｔｅｎｔ　ＢｉｏＩｍａｇｅｒ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓ
ｏｎ）によって顕微鏡による画像化及び解析を行った（Kelley et al. Am J Physiol Ren
al Physiol. 2010 Nov;299(5):F1026-39. Epub Sep 8, 2010を参照）。
【０２７１】
　結論として、ＨＣＡは細胞レベルのデータを生じ、他のアッセイ、たとえば、遺伝子又
はタンパク質の発現によって検出可能ではない集団動態を明らかにすることができる。ア
ルブミン輸送（ＨＣＡ－ＡＴ）機能を測定するための定量化できる生体外のＨＣＡアッセ
イを利用してヒトＮＫＡ表現型の成分としてのヒト腎臓の尿細管細胞を特徴づけることが
できる。ＨＣＡ－ＡＴが細胞機能の比較評価を可能にしたということは、アルブミン輸送
のコンピテント細胞がヒトＣＫＤ腎臓に由来するＮＫＡ培養物で保持されたことを示して
いる。ＮＫＡ培養物の特定の亜分画、Ｂ２及びＢ４は表現型及び機能にてはっきり異なる
ことが示され、Ｂ２は高いアルブミン輸送活性を持つ尿細管細胞濃縮分画を表した。ヒト
のＣＫＤに由来するＢ２細胞亜分画は、生体内で有効性を示した（上記で示したように）
齧歯類のＢ２細胞と表現型で及び機能的に類似する。
【実施例７】
【０２７２】
勾配分離の前の低酸素培養はバンドの分布、組成及び遺伝子発現に影響する
　表現型Ｂ２及びＢ４の分布及び組成の対する酸素条件の効果を明らかにするために、様
々な種に由来するネオ腎細胞集団を勾配工程に先立って様々な酸素条件に暴露した。Ｋｅ
ｌｌｅｙら、２０１０、上記にて記載されたように、ラットの細胞単離及び培養開始のた
めの標準の手順を用いて齧歯類のネオ腎臓増強（ＮＫＡ）細胞の調製物（ＲＫ０６９）を
確立した。フラスコはすべて２１％の酸素（大気）条件で２～３日培養した。培地を交換
し、フラスコの半分を２％酸素に設定した酸素制御インキュベータに移動させた一方で、
残りのフラスコを２１％酸素条件でさらに２４時間保持した。次いで上記で記載された標
準の酵素による回収手順を用いて各設定の条件から細胞を回収した。標準の手順に従って
勾配工程を準備し、「正常酸素」（２１％酸素）及び「低酸素」（２％酸素）の培養物を
別々に回収し、隣り合って同一に勾配工程に適用した。双方の条件で４つのバンドとペレ
ットが生成され、勾配全体にわたる細胞の分布は２１％と２％の酸素条件バッチで異なっ
た（表７．１）。具体的には、Ｂ２の収率が低酸素で上昇し、付随してＢ３は減少した。
さらに、Ｂ４に特異的な遺伝子（たとえば、エリスロポイエチン）の発現は、低酸素で培
養された細胞から生成された結果として生じる勾配で上昇した（ＰｒｅｓｎｅｌｌらのＷ
Ｏ／２０１０／０５６３２８の図７３）。
【０２７３】
　ＢａｓｕらのＷＯ２０１２／０６４３６９にて記載されたように、イヌの細胞単離及び
培養（齧歯類の細胞単離及び培養手順に類似する）のための標準の手順を用いてイヌのＮ
ＫＡ細胞調製物（ＤＫ００８）を確立した。フラスコすべてを２１％（大気）酸素条件で
４日間培養し、次いでフラスコのサブセットを低酸素（2％）に２４時間移した一方で、
フラスコのサブセットを２１％で維持した。その後、フラスコの各サブセットを回収し、
同一の勾配工程に供した。ラットの結果に類似して、低酸素で培養したイヌの細胞は、大
気の酸素で培養したイヌの細胞とは異なって勾配全体にわたって分布した（表７．１）。
再び、Ｂ２の収率は、Ｂ３の分布の付随する低下と併せて、勾配工程前の低酸素暴露と共
に上昇した。
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【０２７４】
　上記のデータは、勾配工程の前の低酸素への暴露がＢ２の組成と同様に特定の特殊化さ
れた細胞（エリスロポイエチン産生細胞、血管細胞及び糸球体細胞）のＢ４への分布を高
めることを示している。従って、Ｂａｓｕら、上記にて記載されたような低酸素培養とそ
の後の密度勾配分離は種を越えて「Ｂ２」及び「Ｂ４」の細胞集団を生成する有効な方法
である。
【実施例８】
【０２７５】
自己免疫性糸球体腎炎患者の試料から単離された腎細胞の未分画混合物の性状分析
　自己免疫性糸球体腎炎患者の試料から腎細胞の未分画混合物を上述のように単離した。
腎臓組織から単離し、増やした腎細胞の特定の亜集団の先入観のない遺伝子型組成を明ら
かにするために、定量的リアルタイムＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＴ）解析（Brunskill et al., 
Dev. Cell. 2008 November; 15(5):781-791）を採用して細胞の亜分画間で差次的な細胞
型特異的な及び経路特異的な遺伝子発現パターンを特定した。ＩｌａｇａｎらのＰＣＴ／
ＵＳ２０１１／０３６３４７の表６．１に示されたように、ＨＫ２０は自己免疫性糸球体
腎炎患者の試料である。ＩｌａｇａｎらのＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０３６３４７の表６．
２に示されたように、ＨＫ２０から生成された細胞はｑＲＴＰＣＲによって判定すると糸
球体細胞を欠いている。
【実施例９】
【０２７６】
巣状分節状糸球体硬化症の症例から単離された治療上関連する生物活性のある腎細胞集団
の遺伝的プロファイル
　腎臓組織から単離し、増やした腎細胞の特定の亜集団の先入観のない遺伝子型組成を明
らかにするために、定量的リアルタイムＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）解析（Brunskill et al.
, 上記、2008）を採用して細胞の亜分画間で差次的な細胞型特異的な及び経路特異的な遺
伝子発現パターンを特定した。糸球体の大部分が破壊されている巣状分節状糸球体硬化症
（ＦＳＧＳ）の症例に由来するヒト調製物ＨＫ０２３を回収時でのＢ４分画における糸球
体細胞の存在について評価した。手短には、標準の生検手順を用いて腎臓から採取された
４種のコア生検のそれぞれから未分画（ＵＮＦＸ）の培養物を生成し（Aboushwareb et a
l., World J Urol 26, 295, 2008）、独立して維持した。ＵＮＦＸの生体外での２回の継
代の後、細胞を回収し、ＢａｓｕらのＷＯ２０１２／０６４３６９の実施例６に従って密
度勾配法に供し、齧歯類、イヌ、及び他のヒト検体で実施された研究に基づいて内分泌細
胞、血管細胞及び糸球体細胞について濃縮されることが知られる亜分画Ｂ４を含む亜分画
を生成した。
【０２７７】
　ＨＫ０２３のそれぞれ独立したＵＮＦＸ試料からＢ４分画を別々に回収したが、それは
、１．０６３～１．０９１ｇ／ｍｌの間での浮遊密度を持つ細胞の異なるバンドとして現
れた。各試料からＲＮＡを単離し、定量的リアルタイムＰＣＲによってポドシン（糸球体
細胞マーカー）及びＰＥＣＡＭ（内皮細胞マーカー）の発現について調べた。重度ＦＳＧ
Ｓの症例から生検で生成した試料から予想されるように、Ｂ４分画におけるポドシン（＋
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）の糸球体細胞の存在は矛盾しており、試料の２／４でポドシンは検出できなかった。そ
れに対して、ＰＥＣＡＭ＋血管細胞は生検で開始した培養の４／４でＢ４分画に一貫して
存在した。従って、重度の病態のヒト腎臓でさえ、Ｂ４分画は１．０６３～１．０９１ｇ
／ｍｌの密度範囲で単離することができる。

【０２７８】
　さらに、ＩｌａｇａｎらのＰＣＴ／ＵＳ２０１１／０３６３４７の表７．２で示された
ように、ヒト試料（ＨＫ０１８）は密度勾配遠心の後のｑＲＴＰＣＲによって検出されな
かったポドシン（糸球体細胞マーカー）を表示した。
【実施例１０】
【０２７９】
蛍光活性化細胞分類法（ＦＡＣＳ）を用いた生存可能な腎細胞型の濃縮／枯渇
　蛍光活性化細胞分類法（ＦＡＣＳ）を用いて、単離された一次腎臓組織から１以上の単
離された腎細胞を濃縮してもよく、及び／又は１以上の特定の腎細胞型を枯渇させてもよ
い。
【０２８０】
　試薬：７０％エタノール；洗浄緩衝液（ＰＢＳ）；５０：５０腎細胞培地（５０％ＤＭ
ＥＭ高グルコース）；５０％角化細胞－ＳＦＭ；トリパンブルー０．４％；腎臓内皮細胞
のためのＣＤ３１及び糸球体細胞のためのネフリンのような標的の腎細胞集団に対する一
次抗体；相当するアイソタイプ特異的な蛍光二次抗体；染色緩衝液（ＰＢＳ中で０．０５
％ＢＳＡ）。
【０２８１】
　手順：生物学的な安全キャビネット（ＢＳＣ）を清浄化する標準の手順に従って、一時
単離細胞又は培養細胞に由来する腎細胞の単個細胞浮遊液をＴ５００のＴ／Ｃ処理フラス
コから得て、腎細胞培地に再浮遊し、氷上に置き得る。次いでトリパンブルー排除法によ
って細胞数及び生存率を決定する。腎細胞の濃縮／枯渇については、たとえば、少なくと
も７０％の生存率で１０～５０×１０６個の生細胞の間にて不均質集団から糸球体細胞又
は内皮細胞を得る。次いで１μｇ／０．１ｍｌの染色緩衝液／１×１０６個の細胞（必要
に応じて力価）の出発濃度での標的細胞に特異的な一次抗体で腎細胞の不均質な集団を染
色する。標的抗体を、たとえば、ＣＤ３１ ＰＥ（腎内皮細胞に特異的）のように抱合さ
せることができ、又はネフリン（腎糸球体細胞に特異的）のように未抱合であることがで
きる。
【０２８２】
　次いで光から保護して氷上で又は４℃で細胞を３０分間染色する。３０分間のインキュ
ベートの後、３００×ｇで５分間の遠心によって細胞を洗浄する。次いで抱合したアイソ
タイプ特異的な二次抗体を必要とするかどうか応じてペレットをＰＢＳ又は染色緩衝液の
いずれかに再浮遊させる。細胞が蛍光色素を抱合した一次抗体で標識されるのであれば、
１０７個の細胞当たり２ｍｌのＰＢＳに細胞を再浮遊させ、ＦＡＣＳａｒｉａ又は同等の
セルソーターに進む。細胞が蛍光色素に抱合された抗体で標識されないのであれば、その
ときは、１μｇ／０．１ｍｌ／１０６個の細胞の出発濃度にてアイソタイプ特異的な蛍光
色素抱合の二次抗体で細胞を標識する。
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【０２８３】
　次いで光から保護して氷上で又は４℃で細胞を３０分間染色する。３０分間のインキュ
ベートの後、３００×ｇで５分間の遠心によって細胞を洗浄する。遠心の後、５×１０６

／ＰＢＳのｍｌの濃度でペレットをＰＢＳに再浮遊させ、次いで１２×７５ｍｍ当たり４
ｍｌを無菌チューブに移す。
【０２８４】
　製造元の指示書（ＢＤのＦＡＣＳａｒｉａユーザーマニュアル）によって生細胞の無菌
の仕分けのためにＦＡＣＳａｒｉａを準備する。試料チューブをＦＡＣＳａｒｉａに負荷
し、取得を開始した後、ＰＭＴ電圧を調整する。特定の波長を用いた蛍光強度を用いて腎
臓特異的な細胞型を選択するようにゲートを引く。陰性集団を選択するように別のゲート
を引く。いったん所望のゲートを引いて陽性の標的集団と陰性の集団を内包すると、製造
元の指示書を用いて細胞を仕分けする。
【０２８５】
　１ｍｌの腎細胞培地を満たした１５ｍｌの円錐チューブの１つに陽性の標的集団を回収
し、陰性の集団を別の１５ｍｌの円錐チューブに回収する。回収の後、各チューブの試料
をフローサイトメトリーによって解析し、純度を決定する。回収した細胞を３００×ｇに
て５分間の遠心によって洗浄し、さらなる解析及び実験のためにペレットを腎細胞培地に
再浮遊させる。
【実施例１１】
【０２８６】
磁気細胞分類法を用いた腎細胞型の濃縮／枯渇
　単離された一次腎臓組織から１以上の単離された腎細胞を濃縮してもよく、及び／又は
１以上の特定の腎細胞型を枯渇させてもよい。
【０２８７】
　試薬：７０％エタノール；洗浄緩衝液（ＰＢＳ）；５０：５０腎細胞培地（５０％ＤＭ
ＥＭ高グルコース）；５０％角化細胞－ＳＦＭ；トリパンブルー０．４％；実行緩衝液（
ＰＢＳ、２ｍＭのＥＤＴＡ、０．５％ＢＳＡ）；すすぎ緩衝液（ＰＢＳ、２ｍＭのＥＤＴ
Ａ）；清浄溶液（７０％ｖ／ｖエタノール）；ＭｉｌｔｅｎｙｉＦＣＲブロック試薬；た
とえば、ＣＤ３１（ＰＥＣＡＭ）又はネフリン、又は二次抗体のようなＩｇＧアイソタイ
プ、標的抗体に特異的なＭｉｌｔｅｎｙｉマイクロビーズ。
【０２８８】
　手順：生物学的な安全キャビネット（ＢＳＣ）を清浄化する標準の手順に従って、一時
単離物又は培養物に由来する腎細胞の単個細胞浮遊液を得て、腎細胞培地に再浮遊させる
。次いでトリパンブルー排除法によって細胞数及び生存率を決定する。腎細胞の濃縮／枯
渇については、たとえば、少なくとも７０％の生存率で少なくとも１０６～４×１０９個
までの間の生細胞にて不均質集団から糸球体細胞又は内皮細胞を得る。
【０２８９】
　濃縮／枯渇のアプローチための最良の分離は当該標的細胞に基づいて決定される。たと
えば、ネフリン抗体を用いた糸球体細胞の１０％未満の標的頻度の濃縮については、Ｍｉ
ｌｔｅｎｙｉオートＭＡＣＡ又は同等物、機器プログラムＰＯＳＳＥＬＤＳ（選択モード
での二重陽性選択）を使用する。１０％超える標的頻度の枯渇については、Ｍｉｌｔｅｎ
ｙｉオートＭＡＣＳ又は同等物、機器プログラムＤＥＰＬＥＴＥＳ（選択モードでの枯渇
）を使用する。
【０２９０】
　１５ｍｌの円錐遠沈チューブにて０．０５％ＢＳＡを伴う０．１ｍｌのＰＢＳ当たり１
μｇ／１０６個の細胞を加え、その後４℃にて１５分間インキュベートすることによって
、標的特異的な一次抗体、たとえば、糸球体細胞用のネフリンｒｂポリクローナル抗体で
生細胞を標識する。
【０２９１】
　標識した後、１０７個の細胞当たり１～２ｍｌの緩衝液を加え、その後３００×ｇで５
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分間遠心することによって細胞を洗浄し、未結合の一次抗体を取り除く。洗浄した後、０
．０５％ＢＳＡを伴う０．１ｍｌのＰＢＳ当たり１μｇ／１０６個の細胞でのアイソタイ
プ特異的な二次抗体、たとえば、ニワトリ抗ウサギＰＥを加え、その後４℃にて１５分間
インキュベートする。
【０２９２】
　インキュベートの後、１０７個の細胞当たり１～２ｍｌの緩衝液を加え、その後３００
×ｇで５分間遠心することによって細胞を洗浄し、未結合の二次抗体を取り除く。上清を
除き、１０７個の総細胞当たり６０μｌの緩衝液に細胞ペレットを再浮遊させ、その後、
１０７個の総細胞当たり２０μｌのＦＣＲブロック試薬を加え、次いでよく混合する。
【０２９３】
　２０μｌの直接ＭＡＣＳマイクロビーズ（たとえば、抗ＰＥマイクロビーズ）を加え、
混合し、次いで４℃で１５分間インキュベートする。
【０２９４】
　インキュベートの後、標識容量の１０～２０倍の緩衝液を加え、その後３００×ｇで５
分間細胞浮遊液を遠心することによって細胞を洗浄し、１０８個の細胞当たり５００μｌ
～２ｍｌの緩衝液に細胞ペレットを再浮遊させる。
【０２９５】
　製造元の指示書によって、オートＭＡＣＳシステムを清浄し、オートＭＡＣＳを用いた
磁気細胞分離に備えて準備する。出口ポートの下に新しい無菌の回収チューブを置く。オ
ートＭＡＣＳ細胞分離プログラムを選択する。選択のためにＰＯＳＳＥＬＤＳプログラム
を選択する。枯渇のためにはＤＥＰＬＥＴＥＳプログラムを選択する。
【０２９６】
　標識した細胞を取り込みポートに挿入し、次いでプログラムを開始する。細胞の選択又
は枯渇の後、試料を回収し、使用まで氷上に置く。枯渇させた又は選択した試料の純度は
フローサイトメトリーによって検証する。
【実施例１２】
【０２９７】
濃縮した不均質な腎細胞集団の表現型の特徴づけ
　以下の実施例は実施例５の選択された不均質なヒト腎細胞を特徴づけるフローサイトメ
トリーの使用を詳述する。不均質な腎細胞集団は、その再生潜在力で周知である腎上皮細
胞から主として構成された。他の実質（血管）及び間質（集合管）の細胞は自己細胞集団
にてまばらに存在し得る。
【０２９８】
　フローサイトメトリーを用いた腎細胞マーカーの発現解析によって細胞の表現型をモニ
ターする。細胞の表現型解析は、解析される細胞型に特異的な抗原性マーカーの使用に基
づく。フローサイトメトリー解析は解析される抗原性マーカーを発現する試料集団におけ
る細胞の定量的測定を提供する。
【０２９９】
　腎細胞の表現型の特徴づけに有用であるとして種々のマーカーが文献にて報告されてい
る：（ｉ）サイトケラチン；（ｉｉ）輸送膜タンパク質（アクアポリン及キュビリン）；
（ｉｉｉ）細胞結合分子（アドへリン、分化抗原群、及びレクチン）；及び（ｉｖ）代謝
酵素（グルタチオン）。腎臓全体の消化物に由来する培養物で見いだされる細胞の大半は
上皮細胞及び内皮細胞なので、調べるマーカーはこれら２群に特異的なタンパク質の発現
に焦点を置く。
【０３００】
　サイトケラチンは、多数の種類の上皮細胞によって様々な程度に発現される中間フィラ
メントタンパク質のファミリーである。上皮細胞によって発現されるサイトケラチンのサ
ブセットは上皮の種類に左右される。たとえば、サイトケラチン７、８、１８及び１９は
すべて腎臓及び残りの尿生殖器と同様に消化管及び呼吸器の正常な単層上皮によって発現
される。これらのサイトケラチンは組み合わせて上皮細胞の構造的な完全性に関与する。
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この組み合わせは酸性（Ｉ型）及び塩基性（ＩＩ型）双方のケラチンファミリーを表し、
腎細胞にて豊富に発現されるのが見いだされる（Oosterwijk et al., J Histochem Cytoc
hem, 38(3):385-392, 1990）。本明細書での使用に好まれるサイトケラチンはＣＫ８、Ｃ
Ｋ１８、ＣＫ１９及びそれらの組み合わせである。
【０３０１】
　アクアポリンは、細胞への水の出入りを可能にする一方でイオン及び他の溶質の通過を
妨げる輸送膜タンパク質である。文献では１３のアクアポリンが記載されており、そのう
ち６つが腎臓で見いだされる（Nielsen et al., J Histochem Cytochem, 38(3):385-392,
 2002）。水流を調節するのに厳密な制御を発揮することによるアクアポリン２は水に対
する高い透過性を有するので、水が浸透圧勾配の方向に流れるのを可能にする腎集合管上
皮細胞の原形質膜に関与する（Bedford et al., J Am Soc Nephrol, 14(10):2581-2587, 
2003; Takataet al., Histochem Cell Biol, 130(2):197-209, 2008; Tamma et al., End
ocrinology, 148(3):1118-1130, 2007）。アクアポリン１は近位尿細管の特徴である（Ba
er et al., Cells Tissues Organs:184(1), 16-22, 2006; Nielsen et al., 2002, supra
）。
【０３０２】
　キュビリンは輸送膜受容体タンパク質である。それがタンパク質メガリンと同時局在す
ると、それらは一緒にアルブミンのようなキュビリン結合リガンドの内部移行を促進する
。キュビリンは腸管及び腎臓の上皮の中に局在する（Christensen,. Am J Physiol Renal
 Physiol, 280(4):F562-573, 2001）。
【０３０３】
　ＣＸＣＲ４はＳＤＦ１のケモカイン受容体として役立つ輸送膜タンパク質である。リガ
ンドの結合の際、細胞内カルシウムのレベルは上昇し、ＭＡＰＫ１／ＭＡＰＫ３の活性化
が高められる。ＣＸＣＲ４は腎臓で構成的に発現され、腎臓の発達及び管状形成で重要な
役割を担う（Ueland et al., Dev Dyn, 238(5):1083-1091, 2009）。
【０３０４】
　カドヘリンはカルシウム依存性の細胞付着タンパク質である。それらは４つの群に分類
され、Ｅ－カドヘリンは上皮組織に見いだされ、移動及び増殖を調節することに関与する
。Ｅ－カドヘリンは、腎臓の遠位尿細管を構成する上皮細胞のアドへリン接合部に局在す
ることが見いだされている膜貫通糖タンパク質である（Prozialeck et al., BMC Physiol
, 4:10, 2004; Shen et al., Mod Pathol, 18(7):933-940, 2005）。
【０３０５】
　ＤＢＡ（ドリコス豆凝集素）は、腎集合管構造の表面に運ばれるα－Ｎ－アセチルガラ
クトサミン結合レクチン（細胞結合タンパク質）であり、腎集合管及び遠位尿細管を発生
させる一般的なマーカーと見なされ、マーカーとして使用される（Michael et al., J An
at 210(1):89-97, 2007; Lazzeri et al., J Am Soc Nephrol 18 (12):3128-3138, 2007
）。
【０３０６】
　分化抗原群３１（ＣＤ３１；血小板内皮細胞接着分子、ＰＥＣＡＭ－１としても知られ
る）は内皮細胞と同様に免疫細胞の選択集団によって発現される細胞接着タンパク質であ
る。内皮細胞では、このタンパク質は細胞の境界で濃縮される（DeLisser, 1997）。分化
抗原群１４６（ＣＤ１４６）はアクチン細胞骨格と会合する細胞間接合部で内皮細胞の細
胞接着及び結合に関与する。血管内皮及び平滑筋によって強く発現されて、ＣＤ１４６は
現在内皮細胞系列のマーカーとして使用されており（Malyszko et al., J Clin Endocrin
ol Metab, 89(9):4620-4627, 2004）、ＣＤ３１のイヌ同等物である。
【０３０７】
　γ－グルタミルトランスペプチダーゼ（ＧＧＴ）は、グルタチオンのγ－グルタミル部
分の、アミノ酸、ペプチド又は水であってもよい受容体への転移を触媒してグルタミンを
形成する代謝酵素である。この酵素はまたグルタチオンの合成及び分解並びに細胞膜を横
切るアミノ酸の移行にて役割を担う。ＧＧＴは腎臓の近位尿細管細胞を含む多数の組織の
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細胞膜に存在する（Horiuchi et al., Eur J Biochem, 87(3):429-437, 1978; Pretlow e
t al., J Histochem Cytochem, 35(4):483-487, 1987; Welbourne et al., Am J Physiol
, 277(4 Pt 2):F501-505, 1999）。表１２．１はフローサイトメトリーによって検出され
るようなこれらのマーカーを発現する特定の型の腎細胞のリストを提供する。

【０３０８】
　特定の生体マーカーの表現型について実施例５のＳＲＣ細胞を調べた。
【０３０９】
　免疫表現型タイピングについて：１００μｌの細胞浮遊液に特定の抗体を加え、暗所に
て混合物を４℃で３０～４５分間インキュベートした。インキュベートの後、細胞をＰＢ
Ｓで洗浄し、遠心して過剰な抗体を取り除いた。細胞を細胞／ＰＢＳμｌに再浮遊させ、
フローサイトメトリーによって解析した。ＦＡＣＳａｒｉａフローサイトメータ（Ｂｅｃ
ｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）及びＦｌｏｗＪｏソフトウエア（Ｔｒｅｅｓｔａｒ社）に
よってフローサイトメトリー解析を行った。表面マーカーの表現型を特徴づけるのに使用
した抗体を表１２．２及び１２．３に示す。アイソタイプ特異的な一次抗体の陰性対照を
すべての実験で使用した。適当なアイソタイプが一致する対照を用いて陰性集団にゲート
をかけた。
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【０３１０】
　付着性培養物の最初の組織の解離又はトリプシン処理から細胞浮遊液を生成し、フロー
サイトメトリーで解析して細胞成分を特定した。採用した抗体は表１２．２及び１２．３
（上記）に列記する。アイソタイプ特異的な一次抗体の陰性対照をすべての実験で使用し
た。標識した細胞をＦＡＣＳａｒｉａフローサイトメータ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎ
ｓｏｎ）及びＦｌｏｗＪｏソフトウエア（Ｔｒｅｅｓｔａｒ社）によって解析した。適当
なアイソタイプが一致する対照を用いて陰性集団にゲートをかけた。４℃にて一晩インキ
ュベートした後、細胞をペレットにし、Ｔｒｉｔｏｎ緩衝液（ＰＢＳ中０．２％Ｔｒｉｔ
ｏｎＸ－１００）で洗浄し、蛍光色素ＡｌｅｘａＡ６４７（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）に抱
合させた二次抗体ヤギ抗マウスＩｇＧ２Ａを含有する１ｍｌのＤＢＰＳに再浮遊させ、さ
らに３０分間インキュベートした。次いで細胞を洗浄し、ＦＡＣＳａｒｉａ及びＦｌｏｗ
Ｊｏソフトウエアを用いた製造元の指示書による解析のために１ｍｌのＰＢＳに再浮遊さ
せた。陰性対照として、同じ蛍光色素に抱合させたアイソタイプが一致するモノクローナ
ル抗体と共に並行して細胞をインキュベートした。
【０３１１】
　図５（表現型分布）は集団における各表現型の比率の値としてプロットしたＳＲＣ集団
でのこれらマーカーの定量された発現を示す。
【０３１２】
　ＣＫ８／１８／１９は種を越えて検出される最も一貫して発現される腎細胞タンパク質
である。ＧＧＴ１及びアクアポリン１（ＡＱＰ１）は一貫しているが、様々なレベルで発
現される。ＤＢＡ、アクアポリン２（ＡＱＰ２）、Ｅ－カドヘリン（ＣＡＤ）、ＣＫ７及
びＣＸＣＲ４もさらに変動は大きいが、適度なレベルで認められ、ＣＤ３１／１４６及び
キュビリンは最も発現が低い。表１２．４は、選択されたマーカー、ＳＲＣにおける表現
型の比率値の範囲及び平均、及び選択の論拠を提供する。
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【０３１３】
ＳＲＣ遺伝子の発現
　タンパク質の産生についても調べたアクアポリン２、Ｅ－カドヘリン、キュビリン、Ｖ
ＥＧＦ及びＣＤ３１を含む、ヒト腎臓培養物から単離されたＳＲＣの定量的リアルタイム
ポリメラーゼ鎖反応（ｑＲＴＰＣＲ）による遺伝子発現のプロファイル。表１２．５にお
ける遺伝子型マーカーは腎細胞培養物で見いだされることが予想され得る細胞集団を代表
する。ＮＣＡＤ、キュビリン及びＣＹＰ２Ｒ１は尿細管上皮細胞のマーカーであり、ＡＱ
Ｐ２及びＥＣＡＤは集合管及び遠位尿細管のマーカーである。ポドシン及びネフリンは有
足細胞のマーカーである。ＶＥＧＦ及びＣＤ３１は内皮マーカーである。ＶＥＧＦ及びＥ
ＰＯは種々の異なる組織及び細胞型に存在する関連するｍＲＮＡを伴った酸素応答性遺伝
子である。
【０３１４】
　用いた遺伝子プローブはＴａｑＭａｎから入手した。継代２回のヒト腎細胞を７０～９
０％の集密度で回収した。動物細胞からの全ＲＮＡの精製についてのプロトコールに従っ
て、ＱｉａｇｅｎのＲＮｅａｓｙプラスミニキットを用いて細胞からＲＮＡを精製した。
製造元の指示書に従ってＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎのＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（登録商標）Ｖ
ＩＬＯ（商標）ｃＤＮＡ合成キットを用いて１．４μｇに等しい容量のＲＮＡからｃＤＮ
Ａを生成した。ＳＲＣ集団（ｎ＝３）についての平均したｑＰＣＲデータを表１２．５に
示す。
【０３１５】
　結果は、ＮＣＡＤ、キュビリン及びＣＹＰ２Ｒ１の相対的に高いレベルの発現によって
証拠付けられたように尿細管上皮細胞の集団が存在することを示唆している。遠位集合管
尿細管及び遠位尿細管のマーカーＡＱＰ２及びＥＣＡＤは相対的に低く、ＣＤ３１内皮マ
ーカーはさらに低い（表１２．５）
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【０３１６】
　早期の遺伝子型の評価に基づいて表現型マーカー及び機能的マーカーを選択した。ＶＥ
ＧＦ遺伝子の発現レベルは高く、アクアポリン２遺伝子の発現レベルは低かったが、それ
はタンパク質の解析データに一致する（表１２．４及び表１２．６）。
ＳＲＣの酵素活性
【０３１７】
　ＰｒｅｓｔｏＢｌｕｅの代謝及びＶＥＧＦ及びＫＩＭ－１の産生によって生存細胞の存
在及びＳＲＣの機能を明らかにした。
【０３１８】
　ＳＲＣは調整培地の解析を介して検出することができるタンパク質を活発に分泌する。
細胞の機能は、ＰｒｅｓｔｏＢｌｕｅを代謝する及びＶＥＧＦ（血管内皮増殖因子）及び
ＫＩＭ－１（腎臓損傷分子－１）分泌する細胞の能力によって評価される。
【０３１９】
　ＰｒｅｓｔｏＢｌｕｅを代謝するその能力によって生存可能で機能する細胞をモニター
することができる。ＰｒｅｓｔｏＢｌｕｅ細胞生存性試薬は、細胞透過性で非蛍光の青色
色素である修飾されたレザズリン系のアッセイ試薬である。十分に生存可能で増殖する細
胞に入る際、その色素は、脱水素酵素が関与する天然の細胞過程を介して、蛍光又は吸光
度によって測定することができる明るい赤色蛍光色素分子に還元される。
【０３２０】
　生体分子ＶＥＧＦ及びＫＩＭ－１は、腎臓の損傷及び機能の感度の良い且つ特異的な解
析用非臨床生体マーカーとして提案されたものからの分子の選択を代表する（Sistare, 2
010; Warnock, 2010）。生体内では、これらのマーカーは双方とも尿細管の機能、損傷及
び／又は修復を示し、試験管内では、尿細管上皮細胞の培養の認識された特徴である。Ｋ
ＩＭ－１は、損傷及び細胞の代謝回転の間に脱落するアポトーシス細胞を認識し、貪食す
るのに役立つ腎臓近位尿細管の膜に係留される細胞外タンパク質である。腎細胞によって
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構成的に発現されるＶＥＧＦは、細胞の分裂、移動、内皮細胞の生き残り及び血管出芽を
促進する極めて重要な血管形成因子及び生存促進因子である。ＳＲＣはＶＥＧＦのｍＲＮ
Ａを構成的に発現し（表１２．５）、且つタンパク質を活発に産生する（表１２．６）と
して特徴づけられている。これらのタンパク質は腎細胞及びＳＲＣに暴露された培養培地
にて検出され得る。表１２．６は腎細胞及びＳＲＣの培養に由来する調整培地に存在する
ＶＥＧＦ及びＫＩＭ－１の量を提示する。腎細胞をほぼ集密まで培養した。腎細胞培養物
及びＳＲＣへの一晩の暴露に由来する調整培地をＶＥＧＦ及びＫＩＭ－１について調べた
。

【０３２１】
　腎臓の近位尿細管で見いだされる２つの特定の酵素：ＧＧＴ（γ－グルタミルトランス
ペプチダーゼ）及びＬＡＰ（ロイシンアミノペプチダーゼ）（Chung, 1982, J Cell Biol
. 95(1):118-126）の活性を測定することによってＳＲＣの細胞機能、プレフォーミュレ
ーションも評価した。細胞にてこれらの酵素の活性を測定する方法は、活性のある酵素を
発現している細胞に加えると、切断され、発色性生成物を放出する酵素特異的な基質を溶
液で利用する（Nachlas, 1960 J Biophys Biochem Cytol 7:261-264; Tate, 1974 Proc. 
Natl Acad. Sci. USA 71(9):3329-3333）。細胞に暴露した溶液の吸光度を測定し、それ
は活性酵素から生じる切断生成物の量に対して相対的である。ＧＧＴに利用される基質は
Ｌ－グルタミン酸γ－ニトロアナリド塩酸塩であり、ＬＡＰの基質はＬ－ロイシンｐ－ニ
トロアナリドである。図６はヒトドナー（ＢＰ１～ＢＰ４）から作製した６つのＳＲＣ試
料におけるＬＡＰ及びＧＧＴの活性を示す。
【０３２２】
ＳＲＣの特徴づけの要約
　画像ライブラリにおける画像との培養所見の比較によって細胞を増やしている間、細胞
の形態をモニターした。各細胞継代にて細胞増殖の動態をモニターした。細胞増殖は患者
ごとに変動すると予想される。トリパンブルー色素排除及び／又はＰｒｅｓｔｏＢｌｕｅ
の代謝によってＳＲＣの数及び生存率をモニターした。ＳＲＣはＣＫ１８、ＧＧＴ１の表
現型発現を特徴とする。加えて、ＡＱＰ２の発現をモニターし得る。ＰｒｅｓｔｏＢｌｕ
ｅの代謝並びにＶＥＧＦ及びＫＩＭ－１の産生を生存可能で機能的なＳＲＣの存在のマー
カーとして使用する。ＬＡＰ及びＧＧＴによる遺伝子発現プロファイリング及び酵素活性
の測定によってＳＲＣの機能をさらに解明することができる。
【実施例１３】
【０３２３】
生体材料の調製
　ＮＫＡ（ゼラチン溶液）で使用した生体材料は２つのカギとなるパラメータを特徴とす
る：
　濃度－ゼラチン溶液の濃度は分光光度計用いて２８０ｎｍでの吸光度によって測定する
。ゼラチンの濃度は濃度に対する吸光度の較正曲線から決定される。
【０３２４】
　変換試験－変換試験は、２～８℃の温度でゲルを形成し、維持するゼラチン溶液の能力
及び室温で液化するゲルの視覚評価を提供する。
【０３２５】
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他の生体材料の特徴の解明
　ＮＫＡで使用した生体材料をさらにレオロジー特性及び粘度について特徴づけることが
できる。レオロジー及び粘度の試験は検証目的のみのために行われ、他の業者から入手さ
れる生体材料の拡大された特徴づけに使用されるように意図される。
【０３２６】
　生体材料のレオロジー特性はＣｏｕｅｔｔｅセル型のレオメータの使用を介して先ず４
℃にて、次いで２５℃にて測定することができる。各温度にて少なくとも３０分間試料を
平衡化する。低温での許容可能な保存モジュール（Ｇ’＞１０）は２～８℃のＮＫＡの配
送及び輸送の温度にてゲルを形成し、維持する溶液の能力を反映する。高温での許容可能
な喪失モジュール（Ｇ”＜１０）はＮＫＡの送達及び埋め込みに必要とされる室温で液化
するゲルの能力を反映する。
【０３２７】
　生体材料の粘度は円錐平板粘度計を用い、３７℃で２００～３００ｓ－１の剪断率にて
測定する。１．０５～１．３５ｃＰの範囲の粘度を持つ溶液は１８～２７ゲージの針を介
して効率的に送達され得る。
【０３２８】
　ＮＫＡ製剤の調製では、ゼラチンをＤＰＢＳにて特定された濃度（０．８８±０．１２
％、ｗ／ｖ）に溶解し、ゼラチン溶液を形成する（図２Ｄ）。０．１μｍのフィルターを
介してゼラチン溶液をフィルター滅菌し、チューブに分注した。ＮＫＡの凍結又は製剤化
に先立ってゼラチン溶液の放出のために試料を採取した。製剤化の準備が整ったバルク材
料としてゲル化させたヒドロゲルを保存する、冷蔵する又は凍結する（図２Ｄ）。
【実施例１４】
【０３２９】
ＮＫＡの製剤化
　トリパンブルー色素排除を用いて実施例５に由来する洗浄したＳＲＣを数えた。ゼラチ
ン溶液を冷却保存から取り出し、２６～３０℃に温めることによって液化した。必要とさ
れる数の細胞を含有するＳＲＣ浮遊液の容量を遠心し、最終洗浄工程のために液体ゼラチ
ン溶液に再浮遊させた。この浮遊液を遠心し、ＳＲＣペレットを十分なゼラチン溶液に再
浮遊させて製剤化されたＮＫＡにて１００×１０６個／ｍｌの結果的なＳＲＣ濃度を達成
した（図２Ｄ）。
【０３３０】
　ＮＫＡは無菌の単回使用の１０ｍｌ注射器で提示される。最終容量は、１００×１０６

ＳＲＣ／ｍｌのＮＫＡの濃度及び３．０×１０６ＳＲＣ／腎重量のｇ（ＭＲＩにより推定
された）の標的用量から算出された。
【実施例１５】
【０３３１】
ＮＫＡの充填及びゼラチン
　ＮＫＡ製品は、組織処理及び細胞培養の操作のためのＢＳＣにおけるＮＫＡ包装にて注
射器に無菌的に充填した（図２Ｄ）。生存可能及び非生存可能な試料採取を含む動的空気
試料採取を充填工程の間に行った。
【０３３２】
　製剤化したＮＫＡは５０ｍｌの無菌の遠心チューブに含有された。無菌のカニューレを
１０ｍｌの移送注射器に連結した。カニューレを介して５０ｍｌのチューブから移送注射
器にＮＫＡを手動で引き込んだ。カニューレを外し、ＮＫＡ包装配管の末端で移送注射器
をルアーロック接続金具に接続した。移送注射器にてプランジャーを押すことによってＮ
ＫＡ包装における注射器にＮＫＡを移した。最少８．５ｍｌの製品をＮＫＡ包装における
注射器に移した。注射器を反転させ、プランジャーをゆっくり押すことによって注射器に
捕捉された空気を取り除いた。充填が完了した後、ＮＫＡ包装の配管をＲＦ封止剤で密封
した。移送注射器における残りの製品は５０ｍｌのチューブに戻した。品質管理（放出試
験）試料は５０ｍｌのチューブから取った。２～８℃で冷却しながらＮＫＡ包装を最低２
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時間回転させて細胞を浮遊液で保持し、最終的なゲル化ＮＫＡを形成した（図２Ｄ）。
【０３３３】
　細胞がゼラチン溶液に沈殿しないようにゲル化が起きるには迅速な冷却が必要とされる
。注射器におけるゼラチン溶液の温度を冷蔵条件に置きながらモニターした。迅速な温度
低下が認められた。１時間後、温度は最終温度４．４℃の０．３℃以内に低下した。
【０３３４】
　ゼラチン溶液の冷却はゲル化工程を開始するが、ＳＲＣが保存上ゲルにて浮遊したまま
であるように形成したゲルが安定するには限定された時間量が必要とされた。製剤化され
たＮＫＡを含有する注射器を一晩又は１．２５時間回転させ、次いで一晩直立状態を保持
した。その後、内容物を取り出し、製品の４つの異なる区分で細胞の濃度を測定した。解
析は、４つの区分の間に差異はなかったので、いったんＮＫＡを最低１．２５時間低温で
回転すると測定可能な細胞沈殿は起きないことを示している（データは示さず）。
【実施例１６】
【０３３５】
ＮＫＡの包装及び発送
　ＮＫＡは、ＮＫＡシッパーへの適当な文書と共に包装された。シッパーは臨床現場への
輸送の間、２～８℃の温度範囲を維持するように意図される。冷却して（ゲル化して）製
剤化された製品は３日間の保存可能期間を有する。
【０３３６】
　温度記録計をＮＫＡ包装に含めて配送中の温度をモニターした。ＮＫＡのバッチ番号は
、品質グループによって配送／受取ログブックに記録された固有の患者ＩＤに対して検証
した。ＮＫＡシッパーは宅配業者又は類似の確実な輸送機関を介して臨床現場に発送され
た。
【実施例１７】
【０３３７】
ＮＫＡ（ＳＲＣ細胞集団）の埋め込み
　この実施例は選択された不均質なヒト腎細胞の再生特性を明らかにする。
ＮＫＡの送達系
【０３３８】
　ＮＫＡの送達系は細胞送達に適合性のカニューレ（針）と注射器で構成された。様々な
業者が用語カニューレ及び針を用いて細胞送達製品を記載する。この記載について、用語
カニューレ及び針は相互交換可能に使用される。提案された臨床試験は、ヒトのサイズと
解剖に適合させた動物試験で使用された同じ送達系（カニューレ及び注射器）を利用した
。腹腔鏡外科処置を使用した。
【０３３９】
　ＮＫＡ送達系の主な成分はカニューレだった。ＮＫＡに適合性であるカニューレを用い
た。
【０３４０】
ＮＫＡの埋め込み
　埋め込みの準備では、腎臓への注入の直前にＮＫＡを室温に温めて製品を液化した。
【０３４１】
　細胞送達に適合性の針又はカニューレ及び注射器を介してＮＫＡを腎臓皮質への注入の
対象とした。腎被膜を貫通する穴開け針（カニューレ）の使用によって腎臓皮質への送達
針／カニューレの導入が可能になった。ＮＫＡを含有する注射器を送達針に取り付けＮＫ
Ａを腎臓皮質の複数部位に注入した。図７の模式図は、細胞送達に適合性の針を用いた腎
臓へのＮＫＡ注入の概念及び固形臓器への分布を説明する。
【０３４２】
　ＮＫＡは腎臓皮質に直接送達された。患者におけるＮＫＡの送達は標準的な腹腔鏡処置
を用いた。
【０３４３】
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【図１】 【図２Ａ】
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