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(57)【要約】
　細胞の状態を迅速、簡便かつ正確に特定する技術を提供する。
　判別対象になっている細胞の表面に存在している糖鎖又は当該糖鎖を含有している糖鎖
含有サンプルを、液相中で複数種類のレクチンに結合させたまま測定することによって得
た、前記複数種類のレクチンにそれぞれ結合した前記判別対象になっている細胞の量又は
糖鎖含有サンプルの量を用いて細胞の状態を判別する方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　判別対象になっている細胞の持つ糖鎖又は当該糖鎖を含有している糖鎖含有サンプルを
、液相中で複数種類のレクチンに結合させたまま測定することによって得た、前記複数種
類のレクチンにそれぞれ結合した前記判別対象になっている細胞の量又は糖鎖含有サンプ
ルの量を用いて細胞の状態を判別する方法。
【請求項２】
　前記細胞が幹細胞または前駆細胞であることを特徴とする請求項１記載の細胞の状態を
判別する方法。
【請求項３】
　前記幹細胞が体性幹細胞、胚性幹細胞、核移植幹細胞、または、人工多能性幹細胞のい
ずれかであることを特徴とする請求項２記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項４】
　前記体性幹細胞が造血幹細胞、又は、間葉系幹細胞であることを特徴とする請求項３記
載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項５】
　前記細胞が哺乳動物由来、又は、ヒト由来であることを特徴とする請求項２乃至４いず
れか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項６】
　判別する細胞の状態が、細胞の未分化の状態及び、細胞の分化の状態を含むことを特徴
とする請求項１乃至５のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項７】
　判別する細胞の状態が、細胞の分化傾向、又は、細胞の分化に対する抵抗性であること
を特徴とする請求項１乃至５のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項８】
　判別する細胞の状態が、細胞のがん化、又は細胞のがん化の傾向であることを特徴とす
る請求項１乃至５のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項９】
　前記糖含有分子が糖タンパク質、糖ペプチド、糖脂質、プロテオグリカンの中のいずれ
か一種又は複数種であることを特徴とする請求項１乃至８のいずれか一項記載の細胞の状
態を判別する方法。
【請求項１０】
　前記複数種類のレクチンがレクチンアレイ、ELISAプレート、磁気ビーズ、ラテックス
ビーズの中のいずれか一種に固定されていることを特徴とする請求項１乃至９のいずれか
一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１１】
　前記細胞または糖鎖含有サンプルの量が蛍光測定または発光測定によって測定されるこ
とを特徴とする請求項１乃至１０のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１２】
　前記蛍光測定がエバネッセント励起法または共焦点蛍光測定法であることを特徴とする
請求項１１記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１３】
　前記蛍光測定がフローサイトメトリーであることを特徴とする請求項１１記載の細胞の
状態を判別する方法。
【請求項１４】
　細胞状態の判別方法が遺伝子発現解析、または対象となる状態の細胞の特異的マーカー
抗体との結合測定の片方又は両方と組み合わせて行われることを特徴とする請求項１乃至
１３いずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１５】
　細胞状態の判別方法が線形判別分析又は、非線形判別分析によって行われることを特徴
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とする請求項１乃至１３のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１６】
　前記非線形判別分析が、マハラノビス距離による判別分析であることを特徴とする請求
項１５記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１７】
　細胞状態の判別方法が教師あり機械学習手法または半教師あり機械学習手法によるもの
であることを特徴とする請求項１乃至１３のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方
法。
【請求項１８】
　前記機械学習手法がｋ近傍法、ナイーブベイズ分類器、決定木、ニューラルネットワー
ク、サポートベクターマシン、バギング法、ブースティング法、ランダムフォレスト法か
ら選ばれるいずれかの手法によって行われることを特徴とする請求項１７記載の細胞の状
態を判別する方法。
【請求項１９】
　細胞状態の判別方法が、主成分分析、クラスター分析、自己組織化マップから選ばれる
いずれかの手法によって行われることを特徴とする請求項１乃至１３のいずれか一項記載
の細胞の状態を判別する方法。
【請求項２０】
　判別する細胞の状態がヒト胚性幹細胞またはヒト人工多能性幹細胞の未分化および分化
であり、その判別に使用するレクチンがイヌエンジュレクチンI、インゲンマメレクチン(
L)、インゲンマメレクチン(E)、スピンドルツリーレクチンの中のいずれか一種、または
これらの中のいずれかのレクチンにそれぞれ類似の糖結合特異性を持つ分子からなる群か
ら１つまたは複数選択されたものであることを特徴とする請求項１乃至１９のいずれか一
項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項２１】
　判別する細胞の状態がヒト間葉系幹細胞の未分化および骨分化であり、その判別に使用
するレクチンがイヌエンジュレクチンI、ニワトコレクチン、ニホンニワトコレクチン、
キカラスウリレクチン－I、デイゴマメレクチンの中のいずれか一種、またはこれらの中
のいずれかのレクチンにそれぞれ類似の糖結合特異性を持つ分子からなる群から１つまた
は複数選択されたものであることを特徴とする請求項１乃至１９のいずれか一項記載の細
胞の状態を判別する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は細胞の状態の判別に関する。
【背景技術】
【０００２】
　病気や障害による臓器や組織の欠損や不全を、培養した細胞やそれにより得られた組織
を移植することによって回復・治療する医療を再生医療と呼び、実際に皮膚、骨・軟骨、
血管、角膜等の分野では臨床応用が行われている。
【０００３】
　幹細胞研究は、個体の発生と分化という生命の理解に深く関わっていると同時に、幹細
胞から分化した細胞を用いた再生医療への応用につながる。このことにより従来は不可能
だった分野においても再生医療を行えるようになることが期待されている。
【０００４】
　幹細胞の評価方法としては細胞形態による評価、遺伝子発現解析による評価、表面抗原
を用いた評価などが行われている。
【０００５】
　特許文献１には幹細胞の形態観察により細胞分化を診断する方法が述べられている。
【０００６】
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　特許文献２には細胞から採取したDNA中のシトシンのメチル化パターンから細胞の分化
をモニターする方法が述べられている。
【０００７】
　未分化なヒト胚性幹(hES)細胞は、(1)形態的特徴の観察に加えて、(2)アルカリフォス
ターゼ活性陽性、(3)糖脂質であるstage-specific embryonic antigen(SSEA)-3及びSSEA-
4並びにケラタン硫酸プロテオグリカンを認識するTRA-1-60、TRA-1-81の細胞表面マーカ
ー陽性、(4)未分化マーカーの遺伝子OCT3/4, SOX2, NANOGの発現検出、さらには(5)免疫
不全マウスへの移植によるテラトーマ(奇形腫)の形成確認、を行うことによって評価が行
われている。
【０００８】
　細胞の表面には様々なタンパク質、脂質が存在し、様々な抗原が発現していることが知
られている。さらにそれらは糖鎖修飾されているものも多く、細胞の表面は多種多様な糖
鎖に覆われていることが知られている。細胞の種類によってその表面の糖鎖も異なること
から、糖鎖は細胞の顔とも言われている。例えばK. A. Wearneらは蛍光標識レクチンを用
いて、ヒトES細胞の分化前後で様々な糖鎖構造の変化が起っていることを示している（非
特許文献１）。
【０００９】
　特許文献３では、少なくともその糖結合部位が改変されたレクチンを少なくとも１つ以
上含むレクチン群により構成されているか、或いは所定の糖鎖を有する細胞若しくは擬細
胞体に対してパニングすることにより選別したレクチンを少なくとも１つ以上含むレクチ
ン群により構成されるレクチンライブラリを使用した糖鎖解析方法が提案されている。
【００１０】
　特許文献４では、複数の種類のレクチンから所定の解析能を有するレクチンを選別する
方法及びその方法で選別されたレクチンが提案されている。
【００１１】
　特許文献５では、基板を洗浄せずに励起光を作用させて糖鎖に相互作用を示すタンパク
質と糖鎖との相互作用を分析する方法が提案されている。
【００１２】
　特許文献６では、糖鎖結合性タンパク質を複数種配置固定した導光性材料からなる基板
と、該基板の側部端面に光を導入し、該基板表面にエバネッセント波を発生させて蛍光標
識を励起する手段と、該手段により生じた蛍光の強度を上記糖鎖結合性タンパク質の配置
位置毎に測定する蛍光強度測定手段とを有する、糖鎖あるいは複合糖質の解析装置が提案
されている。
【００１３】
　特許文献７では、細胞表層に存在するタンパク質、糖鎖、脂質などの分子の構造情報を
、細胞を破壊せずに観察するためのアレイ基板と、これを用いて細胞表層のプロファイル
を達成する手法が提案されている。
【００１４】
　幹細胞を再生医療へ応用するにあたっては、その品質管理技術は非常に重要である。品
質管理を行うには、未分化及び分化、分化の方向を含めた、幹細胞の状態を判別する技術
が必要となるため、細胞の評価技術、細胞の標準化方法の確立が待たれている。
【００１５】
　例えば、ヒトES細胞においては樹立された細胞株によってその分化傾向に違いがあるこ
とが報告されている（非特許文献２）。
【００１６】
　iPS細胞等のES様細胞においても現時点ではその評価基準はES細胞に拠る他はなく、同
様の課題がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１７】
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【特許文献１】ＷＯ２００６／０５７４４４
【特許文献２】特開２００４－１９４６５５
【特許文献３】特許３６５８３９４
【特許文献４】ＷＯ２００４／０１８５１３
【特許文献５】ＷＯ２００５／０６４３３３
【特許文献６】特開２００７－３３５７
【特許文献７】特開２００８－１８７９３２
【非特許文献】
【００１８】
【非特許文献１】K. A. Wearne et al., Glycobiology 2006, 16, 981-990
【非特許文献２】K. Osafune et al., Nature Biotechnology 2008, 26, 313-315
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１９】
　細胞の状態を維持しつつ増殖させることや、細胞を適切に分化させるためには、細胞の
状態及び変化に関する情報を迅速、簡便かつ正確に評価できることが必要である。
【００２０】
　そこで、本発明が解決しようとするのは、細胞の状態を迅速、簡便かつ正確に判別する
技術の提供である。
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　本願の発明者は上記の課題を解決する手段として、レクチンによる細胞の判別方法につ
いての検討を重ねた結果、細胞の持つ糖鎖の、複数のレクチンに対する結合測定データを
用いて細胞の状態を判別する方法を発明するに至った。
【００２２】
　請求項１記載の発明は、
　判別対象になっている細胞の持つ糖鎖又は当該糖鎖を含有している糖鎖含有サンプルを
、液相中で複数種類のレクチンに結合させたまま測定することによって得た、前記複数種
類のレクチンにそれぞれ結合した前記判別対象になっている細胞の量又は糖鎖含有サンプ
ルの量を用いて細胞の状態を判別する方法
　である。
【００２３】
　請求項２記載の発明は、
　前記細胞が幹細胞または前駆細胞であることを特徴とする請求項１記載の細胞の状態を
判別する方法
　である。
【００２４】
　請求項３記載の発明は、
　前記幹細胞が体性幹細胞、胚性幹細胞、核移植幹細胞、または、人工多能性幹細胞のい
ずれかであることを特徴とする請求項２記載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００２５】
　請求項４記載の発明は、
　前記体性幹細胞が造血幹細胞、又は、間葉系幹細胞であることを特徴とする請求項３記
載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００２６】
　請求項５記載の発明は、
　前記細胞が哺乳動物由来、又は、ヒト由来であることを特徴とする請求項２乃至４いず
れか一項記載の細胞の状態を判別する方法
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　である。
【００２７】
　請求項６記載の発明は、
　判別する細胞の状態が、細胞の未分化の状態及び、細胞の分化の状態を含むことを特徴
とする請求項１乃至５のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００２８】
　請求項７記載の発明は、
　判別する細胞の状態が、細胞の分化傾向、又は、細胞の分化に対する抵抗性であること
を特徴とする請求項１乃至５のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００２９】
　請求項８記載の発明は、
　判別する細胞の状態が、細胞のがん化、又は細胞のがん化の傾向であることを特徴とす
る請求項１乃至５のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００３０】
　請求項９記載の発明は、
　前記糖含有分子が糖タンパク質、糖ペプチド、糖脂質、プロテオグリカンの中のいずれ
か一種又は複数種であることを特徴とする請求項１乃至８のいずれか一項記載の細胞の状
態を判別する方法
　である。
【００３１】
　請求項１０記載の発明は、
　前記複数種類のレクチンがレクチンアレイ、ELISAプレート、磁気ビーズ、ラテックス
ビーズの中のいずれか一種に固定されていることを特徴とする請求項１乃至９のいずれか
一項記載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００３２】
　請求項１１記載の発明は、
　前記細胞または糖鎖含有サンプルの量が蛍光測定または発光測定によって測定されるこ
とを特徴とする請求項１乃至１０のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００３３】
　請求項１２記載の発明は、
　前記蛍光測定がエバネッセント励起法または共焦点蛍光測定法であることを特徴とする
請求項１１記載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００３４】
　請求項１３記載の発明は、
　前記蛍光測定がフローサイトメトリーであることを特徴とする請求項１１記載の細胞の
状態を判別する方法
　である。
【００３５】
　請求項１４記載の発明は、
　細胞状態の判別方法が遺伝子発現解析、または対象となる状態の細胞の特異的マーカー
抗体との結合測定の片方又は両方と組み合わせて行われることを特徴とする請求項１乃至
１３いずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００３６】
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　請求項１５記載の発明は、
　細胞状態の判別方法が線形判別分析又は、非線形判別分析によって行われることを特徴
とする請求項１乃至１３のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００３７】
　請求項１６記載の発明は、
　前記非線形判別分析が、マハラノビス距離による判別分析であることを特徴とする請求
項１５記載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００３８】
　請求項１７記載の発明は、
　細胞状態の判別方法が教師あり機械学習手法または半教師あり機械学習手法によるもの
であることを特徴とする請求項１乃至１３のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方
法
　である。
【００３９】
　請求項１８記載の発明は、
　前記機械学習手法がｋ近傍法、ナイーブベイズ分類器、決定木、ニューラルネットワー
ク、サポートベクターマシン、バギング法、ブースティング法、ランダムフォレスト法か
ら選ばれるいずれかの手法によって行われることを特徴とする請求項１７記載の細胞の状
態を判別する方法
　である。
【００４０】
　請求項１９記載の発明は、
　細胞状態の判別方法が、主成分分析、クラスター分析、自己組織化マップから選ばれる
いずれかの手法によって行われることを特徴とする請求項１乃至１３のいずれか一項記載
の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００４１】
　請求項２０記載の発明は、
　判別する細胞の状態がヒト胚性幹細胞またはヒト人工多能性幹細胞の未分化および分化
であり、その判別に使用するレクチンがイヌエンジュレクチンI、インゲンマメレクチン(
L)、インゲンマメレクチン(E)、スピンドルツリーレクチンの中のいずれか一種、または
これらの中のいずれかのレクチンにそれぞれ類似の糖結合特異性を持つ分子からなる群か
ら１つまたは複数選択されたものであることを特徴とする請求項１乃至１９のいずれか一
項記載の細胞の状態を判別する方法
　である。
【００４２】
　請求項２１記載の発明は、
　判別する細胞の状態がヒト間葉系幹細胞の未分化および骨分化であり、その判別に使用
するレクチンがイヌエンジュレクチンI、ニワトコレクチン、ニホンニワトコレクチン、
キカラスウリレクチン－I、デイゴマメレクチンの中のいずれか一種、またはこれらの中
のいずれかのレクチンにそれぞれ類似の糖結合特異性を持つ分子からなる群から１つまた
は複数選択されたものであることを特徴とする請求項１乃至１９のいずれか一項記載の細
胞の状態を判別する方法
　である。
【発明の効果】
【００４３】
　本発明を用いることによって、細胞の状態を迅速、簡便かつ正確に判別することができ
る。
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【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】本発明の方法に用いるレクチンマイクロアレイに固定されている複数種のレクチ
ンの一例を表す図。
【図２】本発明の方法におけるクラスター分析結果の一例を表す図。
【図３】本発明の方法における主成分分析結果の一例を表す図。
【図４】本発明の方法により未分化細胞群と分化細胞群との判別結果が表された図。
【図５】本発明の方法により未分化細胞群と分化細胞群との判別結果が表された他の例の
図。
【図６】本発明で使用したヒトES細胞とEBの未分化遺伝子マーカーの測定結果を表す図。
【図７】本発明の他の方法における主成分分析結果の一例を表す図。
【図８】本発明の他の方法により未分化間葉系幹細胞群と骨分化細胞群との判別結果が表
された図。
【図９】本発明の更に他の方法におけるクラスター分析結果の一例を表す図。
【図１０】本発明の更に他の方法における主成分分析結果の一例を表す図。
【図１１】本発明の方法により未分化細胞群と分化細胞群との判別結果が表された更に他
の例の図。
【図１２】本発明の方法により分化傾向の異なる細胞群の判別結果が表された例の図。
【図１３】本発明の方法により分化傾向の異なる細胞群の判別結果が表された他の例の図
。
【図１４】本発明の方法により細胞の種類の判別を行ったクラスター分析結果の一例を表
す図。
【図１５】本発明で使用した細胞を遺伝子発現解析データにより判別を行った結果の一例
を表す図。
【図１６】本発明の方法により細胞の由来組織の判別を行ったクラスター分析結果の一例
を表す図。
【図１７】サンプルが細胞抽出物である場合の本発明の方法による判別結果（抗体マイク
ロアレイから得られたシグナル）を表す図。
【図１８】サンプルが細胞抽出物である場合の本発明の方法による判別（クラスター分析
）結果を表わす図。
【図１９】サンプルが細胞抽出物である場合の本発明の方法による判別（主成分分析）結
果を表わす図。
【図２０】サンプルが細胞抽出物である場合の本発明による判別式の精度の検討結果を表
す図。
【図２１】サンプルがヒトES細胞の未分化および分化後の状態である場合の本発明の方法
によるクラスター分析結果の一例を表す図。
【図２２】サンプルがヒト間葉系幹細胞および胎児性癌細胞である場合の本発明の方法に
よるクラスター分析結果の一例を表す図。
【図２３】サンプルがヒト間葉系幹細胞および胎児性癌細胞である場合で、本発明の方法
により目的を特定して判別したときのクラスター分析結果の一例を表す図。
【図２４】サンプルがヒト間葉系幹細胞および胎児性癌細胞である場合で、本発明の方法
により目的を特定して判別したときのクラスター分析結果の他の一例を表す図。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
　本発明による細胞の状態を判別する方法は、判別対象になっている細胞の持つ糖鎖又は
当該糖鎖を含有している糖鎖含有サンプル（例えば、判別対象になっている細胞の持つ糖
鎖を含有している糖鎖含有サンプルである細胞抽出物）を、液相中で複数種類のレクチン
に結合させたまま測定することによって得た、前記複数種類のレクチンにそれぞれ結合し
た前記判別対象になっている細胞の量又は糖鎖含有サンプルの量を用いて細胞の状態を判
別するものである。
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【００４６】
　細胞は多種多様な糖鎖を持っていることから、糖鎖結合分子であるレクチンを一種類で
はなく複数種類、同時に用いることにより、当該複数種類のレクチンのそれぞれに結合し
た判別対象になっている細胞の量を用いて、あるいは、当該複数種類のレクチンのそれぞ
れに結合した判別対象になっている細胞の持つ糖鎖を含有している糖鎖含有サンプル（例
えば、判別対象になっている細胞からの細胞抽出物）の量を用いて細胞の状態を判別する
ものである。
【００４７】
　糖鎖や、糖鎖含有分子とレクチンの結合は抗原抗体反応等の生体分子間相互作用と比較
して弱いことが知られており、そのため従来のELISAプレートを用いた蛍光測定などの手
法では測定時に行われる洗浄工程及び／又は乾燥工程において糖鎖あるいは糖鎖含有分子
とレクチンとの結合が解離してしまい、検出感度が低下すると共に再現性が低下し、測定
精度が低下する。また、乾燥工程における非特異吸着等によるノイズシグナルの発生によ
っても測定精度は低下する。
【００４８】
　そこで、判別対象になっている細胞の持つ糖鎖又は当該糖鎖を含有している糖鎖含有サ
ンプル（例えば、判別対象になっている細胞からの細胞抽出物）とレクチンとの結合測定
には、糖鎖又は糖鎖含有サンプルとレクチンが反応した後、なるべく洗浄を行わず液相の
まま測定を行うことが可能な手法が望ましい。
【００４９】
　洗浄を行わずに液相で測定可能な手法としては、例えば、共焦点蛍光測定法またはエバ
ネッセント励起による蛍光測定法が挙げられる。
【００５０】
　従来の手法では結合した／しないといった定性的な情報しか得られなかったが、上記の
ような液相で測定可能な手法を用いることによって、統計解析に耐えうる定量的なデータ
を再現性よく得ることができるようになる。
【００５１】
　異なる状態の細胞が持つ糖鎖構造の違いは1種類であることは殆どなく複数であると考
えることが妥当である。そのため、細胞の状態を判別するレクチンは1種類ではなく複数
種類を同時に使用することによってその判別の精度が上がると考えられる。
【００５２】
　糖鎖の検出に用いるレクチンは、対象の細胞において違いの小さい、または対象の細胞
に存在しない糖鎖を認識するレクチンは必要がないどころか、そのレクチンから得られる
シグナルが細胞の判別を行う際にノイズとなることもあるため、測定または判別に用いる
レクチンは必要に応じて選別されることが望ましい。
【００５３】
　細胞の判別に使用するレクチンの選別は、判別を行いたい細胞の持つ糖鎖と複数種類の
レクチンとの結合測定を行い、その結果から違いの見られたレクチンを抽出するスクリー
ニングを行うことが望ましい。その測定方法は多種類のレクチンを搭載したレクチンアレ
イを使用することが望ましく、それが判別対象になっている細胞の持つ糖鎖又は当該糖鎖
を含有している糖鎖含有サンプルとレクチンとの結合測定であることから、液相のまま測
定が可能な測定方法によることが望ましい。例えば、共焦点蛍光測定法や、エバネッセン
ト励起法を用いた蛍光測定法を用いることができる。
【００５４】
　レクチンとは糖結合タンパク質として定義されるが、免疫反応の産物である抗糖鎖抗体
はレクチンには含まれない。
【００５５】
　レクチンは植物、真菌類、動物、微生物など様々な生体から得られる。それぞれのレク
チンは糖及び糖鎖に対する特異性を持っている。マンノース、ガラクトース、N-アセチル
ガラクトサミン、フコース、シアル酸などの単糖に対する親和性を持つレクチン、上記の
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単糖を含むオリゴ糖に対して親和性を持つレクチンなどがある。いずれのレクチンも本発
明において使用可能である。
【００５６】
　判別対象になっている細胞の持つ糖鎖を含有している糖鎖含有サンプル（例えば、細胞
抽出物）をサンプルとする場合、細胞から抽出した糖鎖含有分子である糖鎖含有サンプル
と複数レクチンとの結合測定には、ELISAプレート、磁気ビーズ、ラテックスビーズ等を
用いたレクチンバインディングアッセイ、表面プラズモン共鳴法、レクチンアレイなどを
使用できるが、好ましくは、レクチンアレイである。さらには、レクチンアレイは液相状
態で測定が可能な測定方法によることが望ましい。例えば、共焦点蛍光測定法や、エバネ
ッセント場励起法を用いて測定することができる。
【００５７】
　細胞をサンプルとする場合、細胞表面の糖鎖とレクチンとの結合測定にはフローサイト
メトリー、液相状態で測定が可能なELISAプレート、磁気ビーズ、ラテックスビーズ等を
用いたレクチンバインディングアッセイ、表面プラズモン共鳴法、液相状態で測定が可能
なレクチンアレイを用いることができる。
【００５８】
　レクチンアレイとは、担体上に複数のレクチンを固定化し、反応させる糖鎖や、糖鎖含
有サンプルとの結合測定を行うものである。担体はガラス、プラスチック、金属等が用い
られる。例えば、判別対象になっている細胞や、細胞の持つ糖鎖を含む糖鎖含有サンプル
は蛍光標識され、担体に固定されたレクチンと反応させることができる。このときレクチ
ンに結合した蛍光標識された細胞の蛍光強度や、蛍光標識された糖鎖含有サンプルの蛍光
強度が測定でき、その蛍光強度は蛍光標識された細胞の量や、蛍光標識された糖鎖含有サ
ンプルの量に対応して増減する。
【００５９】
　測定された蛍光強度は数値化して扱うことができる。この数値は目的に応じて処理され
ることが望ましい。例えば、細胞の状態の判別を行うには、糖鎖含有サンプル（例えば、
細胞抽出物）又は細胞とレクチンとの結合測定から得られた値は正規化されることが望ま
しい。さらにはその値に対してカットオフが行われることが望ましい。さらには統計解析
処理時にノイズとなりうるシグナルの無いまたは非常に小さいレクチンを解析前に削除す
ることも含まれる。さらにはその値はそれぞれのレクチンの特異性に対応した糖鎖を持つ
糖タンパク質などの標準物質により測定された値により補正されることが望ましい。
【００６０】
　細胞の状態を判別する際に用いるレクチンは、その細胞の持つ糖鎖と複数のレクチンと
の結合測定を行った結果を用いて、判別に必要なレクチンを抽出することもできる。例え
ば、判別を行いたい複数の状態の細胞をサンプルとして、細胞抽出物または細胞と複数種
類のレクチンとの結合測定を行った結果から、それらの状態の細胞において特徴的な違い
を示すレクチンを抽出することができる。レクチンを抽出する手法はｔ検定などの有意差
検定、主成分分析などの統計的手法を用いることができる。
【００６１】
　細胞の状態の判別においては、レクチンとの結合測定だけでなく他の手法を組み合わせ
ることも可能である。例えば、遺伝子発現解析（DNAアレイまたはPCR）、エピジェネティ
クス解析（DNAメチル化解析、ヒストン化学修飾解析）、判別対象となる状態の細胞の特
異的マーカー抗体との結合測定（免疫染色、フローサイトメトリー、ELISA、抗体アレイ
）の結果と組み合わせて、細胞の状態を判別することが可能である。
【００６２】
　前述した本発明の方法によって判別される細胞の状態は、細胞の未分化の状態及び、細
胞の分化後の状態を含むものである。ここで、細胞の未分化の状態には幹細胞及び前駆細
胞を含む。幹細胞は未分化で自己複製能及び多分化能を持つ細胞のことを指し、造血幹細
胞・間葉系幹細胞といった体性幹細胞や、胚性幹細胞(ES細胞)、核移植ES細胞(ntES細胞)
、人工多能性幹細胞(iPS細胞)などを含む。
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【００６３】
　前記において、分化とは幹細胞及び前駆細胞等の未分化の細胞が分化能または多分化能
を喪失し、細胞型に特異的な特性を獲得することである。分化においては細胞の状態が変
化している。
【００６４】
　さらに細胞の状態とは、細胞が未分化であること、多能性を持っていること、分化した
こと、未分化の細胞が持つ分化の傾向、分化に対する抵抗性、細胞ががん化したこと、細
胞のがん化の傾向、細胞の由来種、細胞の由来組織、細胞のウィルス感染、遺伝子操作に
よる細胞の変化を含む。
【００６５】
　細胞の持つ糖鎖を測定するには、細胞から糖鎖含有分子を抽出することも可能である。
その場合、細胞から糖鎖含有分子を抽出する工程を含み、その糖鎖含有分子には糖タンパ
ク質、糖ペプチド、糖脂質、プロテオグリカンが含まれる。または細胞そのものを測定す
ることも可能である。細胞から抽出される糖鎖含有分子は細胞表面に存在する糖鎖含有分
子、すなわち細胞膜から抽出される糖鎖含有分子であることが好ましく、特に細胞膜から
抽出される糖タンパク質であることが好ましい。
【００６６】
　本発明における判別方法を得る手段は統計解析手法または機械学習によるものが好まし
い。特に教師データを用いた判別分析によるものが好ましい。例えば２群の細胞の状態の
判別を行う場合、線形判別分析で十分である場合も多い。しかし線形判別分析は各グルー
プの母分散が等しいとの仮定に基づくことからその適用に制約があることなどから、より
複雑なデータを用いて判別を行う場合または多群のクラス分類を精度良く行う必要がある
場合は、用いるデータに適した手法が必要になる。その手法として、非線形判別分析や機
械学習による判別分析を用いることができる。非線形判別分析としてはマハラノビス距離
による判別分析が挙げられる。機械学習による判別分析としてはｋ近傍法、ナイーブベイ
ズ分類器、決定木、ニューラルネットワーク、サポートベクターマシン、さらにバギング
法、ブースティング法、ランダムフォレスト法といった集団学習が挙げられる。このよう
な手法はパターン認識の分野において発展しており、その知見を本発明においても応用す
ることができる。
【００６７】
　また教師データを用いない解析手法である、主成分分析、階層クラスタリング、非階層
クラスタリング、自己組織化マップといった手法を用いても、既知の状態の細胞データと
共に解析を行うことによって判別方法とすることもできる。
【００６８】
　細胞の判別を行うにあたって必要なレクチンはそれぞれの細胞の状態によって異なる。
それゆえある特定の細胞の状態であるか否かを判別するためのレクチンセット及び判別方
法を提供することができる。さらには判別キットを提供することができる。
【００６９】
　複数の細胞の状態を判別するのに必要なレクチンを含むレクチンセットを作成すること
もできる。これにより複数の細胞の状態または状態の変化を判別するためのレクチンセッ
ト及び判別方法を提供することができる。さらには判別キットを提供することができる。
【００７０】
　上記レクチンセットの抽出には、判別したい状態の細胞または細胞抽出物を複数のレク
チンにより測定した結果から、有意差検定、主成分分析、等の統計的手法によりその状態
間で差の見られるレクチンを抽出する手段を用いることができる
　本発明によれば上記の判別方法により判別された細胞を提供することができる。
【００７１】
　また、その判別された細胞を用いることによって未分化性を維持する方法及びそれに使
用する化合物、分化誘導を行う方法およびそれに使用する化合物のスクリーニング法を提
供することができる。
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【実施例１】
【００７２】
（サンプルがヒトES細胞の未分化及び分化後の状態である場合の判別方法）
　サンプルが細胞抽出物である場合の本発明のヒト未分化細胞判別方法の一例を説明する
。
【００７３】
タンパク質の抽出
　1x106～5x106個のヒト胚性幹(hES)細胞およびhES細胞から分化させた胚葉体(EB)を凍結
保存した細胞ペレットから、CelLytic MEM protein extraction kit（Sigma社製）を用い
て、膜タンパク質を含む疎水性画分を分離抽出した。抽出液を20-60倍希釈してMicro BCA
 protein assay kit (PIERCE社製)を用いてタンパク質濃度を測定した。
【００７４】
膜タンパク質のラベル化
　疎水性画分に含まれるタンパク質0.2μgについて、Cy3-NHS（GEヘルスケア社製）を反
応させ、蛍光標識を行った。反応後、Sephadex G-25カラムを用いて反応液から未反応の
蛍光標識試薬を除いた。
【００７５】
蛍光ラベル化タンパク質とレクチンマイクロアレイとの反応
　蛍光ラベル化タンパク質を最終濃度0.5μg/mlまたは0.25μg/mlになるよう、1%Triton 
X-100, 0.5M Glycine, 1mM CaCl2, 1mM MnCl2 を含む TBS で調製し、レクチンマイクロ
アレイ上に載せ、4℃で一晩反応させた。これによりサンプル中の蛍光標識糖タンパク質
は、それぞれの持つ糖とレクチンの特異性に応じて結合する。
【００７６】
　用いたレクチンマイクロアレイ（LecChip, GPバイオサイエンス社製）には45種類のレ
クチンがそれぞれ3スポットずつ固定化されている。使用した45種類のレクチンは図１に
示されている。
【００７７】
レクチンマイクロアレイの測定
　反応液を取り除き、1％Triton X-100 含有TBSによる洗浄を行った後、エバネッセント
場励起型スキャナー（GlycoStation Reader, GPバイオサイエンス社製）でレクチンマイ
クロアレイの蛍光測定を行った。測定時の露光時間を199msecとして、カメラゲインは70,
 80, 90 ,100, 110の各段階で測定した。
【００７８】
データ前処理
　各レクチンに対する蛍光強度を数値化し、得られた各レクチンの3スポットの数値デー
タを平均したものをレクチンの示した蛍光強度とした。
【００７９】
　タンパク質が多く結合しているレクチンは蛍光強度が強くなることからこれを利用して
糖含有分子と、複数種類のレクチンとの結合を測定し、それぞれのレクチンに結合した糖
含有分子の量を把握するようにしたものである。
【００８０】
　この実施例では、蛍光強度を次の手法で補正し、補正したデータを用いた。すなわち、
久野、板倉ら（J. Proteomics Bioinform. Vol.1 68-72 (2008)）の手法に従い、蛍光強
度は適切な2つのゲインで測定したデータを統合し、高い方のゲインで測定したときに飽
和しているシグナルを補正したデータを用いた。
【００８１】
　サンプル毎の各レクチンのシグナル値は、バックグラウンドの値を引いた後、全レクチ
ンのうちで最大シグナル強度を示したUDAのシグナルを基準値(100)と定めた相対値を求め
、以下の統計処理を行った。
【００８２】



(13) JP WO2010/131641 A1 2010.11.18

10

20

30

40

50

細胞の未分化性を判別する判別式の作成
１）説明変数の抽出
　上記相対値を常用対数に変換した値を用いて、クラスター分析法及び主成分分析法によ
りレクチンのシグナルパターンを解析し、未分化細胞群(hES)と分化細胞群(EB)に分かれ
ることを確認した（図２、 図３）。
【００８３】
　次に、t検定を用いて2群間でシグナルに有意差(p<0.01)のみられるレクチンを抽出した
結果、MAL, PHA(E),EELの3レクチンを得た。
【００８４】
２）判別式の作成
　線形判別分析法を用いて、1)で抽出したレクチンを説明変数とする以下の判別式(1)を
求めた。MAL, PHA(E), EELはそれぞれのレクチンの上記相対値を示す。
【００８５】
　スコアが正の場合は分化細胞、負の場合は未分化細胞と判定される。
【００８６】
F = 2.64 × MAL - 0.018 × PHA(E) -1.26 × EEL -1.17　…………　(1)
【００８７】
３）判別式の検証１
　上記２)で作成した判別式を、hES細胞、EB、ヒト肺組織由来線維芽細胞(MRC5)及びMRC5
由来のiPS細胞をサンプルとして上記と同様に得たレクチンマイクロアレイデータに適用
し、細胞の未分化及び分化の判別を行った（図４）。
【００８８】
　この結果より、hES細胞及びiPS細胞のスコアはマイナスの値を示し、EB及びMRC5のスコ
アはプラスの値を示したことから、この式が未分化の多能性幹細胞の判別に有効であるこ
とが確認された。
【００８９】
４）判別式の検証２
　上記２）で作成した判別式を、３）とは別に測定したヒト羊膜由来間葉系細胞、及び羊
膜由来間葉系細胞由来のiPS細胞をサンプルとして上記と同様に得たレクチンマイクロア
レイデータに適用し、未分化及び分化の判別を行った（図５）。
【００９０】
　この結果より、iPS細胞のスコアはマイナスの値を示し、羊膜由来間葉系細胞のスコア
はプラスの値を示したことから、この式が未分化の多能性幹細胞の判別に有効であること
が確認された。
【００９１】
ｋ近傍法による判別
　上記で抽出した3レクチンのデータを用いて、上記hES細胞及びEBを学習データ、上記MR
C5及びMRC5由来iPS細胞をテストデータとして、k近傍法(k＝3)により判別を行った。その
結果、iPS細胞の21データは全てhES細胞のクラスに、MRC5の3データは全てEBのクラスに
分類された。以上より、この手法が未分化の多能性幹細胞の判別に有効であることが確認
された。
【００９２】
細胞の遺伝子発現解析
　上記ES細胞及び EB（各3株）から抽出したRNAよりcDNAを合成し、hES細胞の未分化マー
カー遺伝子の発現を定量real-time PCR (qRT-PCR)にて測定した。得られた結果についてh
ES細胞の発現量を1とした相対量として示した(図６)。この結果により、本実施例に用い
たEBにおいてはhES細胞が示した未分化性マーカーが大幅に低下していることが確認され
た。
【実施例２】
【００９３】
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（サンプルがヒト間葉系幹細胞の骨芽細胞分化である場合の判別方法）
　サンプルが細胞抽出物である場合の本発明のヒト未分化細胞判別方法の一例を説明する
。
【００９４】
タンパク質の抽出
　1x106～5x106個のヒト間葉系幹細胞と、同細胞を2週間骨芽細胞分化誘導(LONZA,骨芽細
胞分化培地で3日ごと培地交換)した細胞の細胞ペレットから、CelLytic MEM protein ext
raction kitを用いて、膜タンパク質を含む疎水性画分を分離抽出した。抽出液を20-60倍
希釈してMicro BCA protein assay kitを用いてタンパク質濃度を測定した。
【００９５】
膜タンパク質のラベル化
　疎水性画分に含まれるタンパク質0.2μgについて、Cy3-NHSを反応させ、蛍光標識を行
った。反応後、Sephadex G-25カラムを用いて反応液から未反応の蛍光標識試薬を除いた
。
【００９６】
蛍光ラベル化タンパク質とレクチンマイクロアレイとの反応
　蛍光ラベル化タンパク質を最終濃度0.25μg/mlになるよう、1%Triton X-100, 0.5M Gly
cine, 1mM CaCl2, 1mM MnCl2 を含む TBS で調製し、実施例１で使用したものと同じレク
チンマイクロアレイ（LecChip）上に載せ、4℃で一晩反応させた。これによりサンプル中
の蛍光標識糖タンパク質は、それぞれの持つ糖とレクチンの特異性に応じて結合する。
【００９７】
レクチンマイクロアレイの測定
　反応液を取り除き、1％Triton X-100 含有TBSによる洗浄を行った後、エバネッセント
場励起型スキャナー（GlycoStation Reader）でレクチンマイクロアレイの蛍光測定を行
った。測定時の露光時間を199msecとして、カメラゲインは70, 80, 90 ,100, 110の各段
階で測定した。
【００９８】
データ前処理
　各レクチンに対する蛍光強度を数値化し、得られた各レクチンの3スポットの数値デー
タを平均したものをレクチンの示した蛍光強度とした。
【００９９】
　蛍光強度は実施例１と同様の手法により補正したデータを用いた。
【０１００】
　サンプル毎の各レクチンのシグナル値は、バックグラウンドの値を引いた後、全レクチ
ンのうちで最大シグナル強度を示したUDAのシグナルを基準値(100)と定めた相対値を求め
、以下の統計処理を行った。
【０１０１】
細胞の未分化性を判別する判別式の作成
１）説明変数の抽出
　上記相対値を常用対数に変換した値を用いて、主成分分析法によりレクチンのシグナル
パターンを解析し、未分化間葉系幹細胞群と骨分化細胞群に分かれることを確認した（図
７）。
【０１０２】
　次に、t検定を用いて2群間でシグナルに有意差(p<0.01)のみられるレクチンを抽出した
結果、MAL, SNA, SSA, TJA-I, ECAの5レクチンを得た。
【０１０３】
２）判別式の作成
　線形判別分析法を用いて、1)で抽出したレクチンを説明変数とする以下の判別式(2)を
求めた。MAL, SNA, SSA, TJA-I, ECAはそれぞれのレクチンの上記相対値を示す。
【０１０４】
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　スコアが正の場合は分化細胞、負の場合は未分化細胞と判定される。
【０１０５】
　　　　F = -10.81×MAL ＋ 5.87×SNA - 3.19×SSA - 1.49×TJA-I ＋ 16.20×ECA ＋ 
5.97　…………　(2)
【０１０６】
３）判別式の検証
　上記２)で作成した判別式を、上記測定方法と同様に得た間葉系幹細胞及び骨分化細胞
のレクチンマイクロアレイデータに適用し、細胞の未分化性及び分化性の判別を行った（
図８）。
【０１０７】
　この結果より、間葉系幹細胞群はプラスの値を示したことから、この判別式が未分化細
胞と分化細胞の判別に有効であることが確認された。
【実施例３】
【０１０８】
(サンプルがヒトES細胞である場合の未分化性判別方法)
　サンプルが細胞抽出物である場合の本発明のヒト未分化細胞判別方法の一例を説明する
。
【０１０９】
タンパク質の抽出
　hES細胞及びEBを凍結保存した細胞ペレット（1x106～5x106個）から、CelLytic MEM pr
otein extraction kitを用いて、膜タンパク質を含む疎水性画分を分離抽出した。抽出液
を20-60倍希釈してMicro BCA protein assay kitを用いてタンパク質濃度を測定した。
【０１１０】
膜タンパク質のラベル化
　疎水性画分に含まれるタンパク質0.2μgに対してCy3-NHSを反応させ、蛍光標識を行っ
た。反応後、Sephadex G-25カラムを用いて反応液から未反応の蛍光標識試薬を除いた。
【０１１１】
蛍光ラベル化タンパク質とレクチンマイクロアレイとの反応
　蛍光ラベル化タンパク質を最終濃度0.5μg/mlになるよう、1%Triton X-100, 0.5M Glyc
ine, 1mM CaCl2, 1mM MnCl2 を含む TBS で調製し、実施例１で使用したものと同じレク
チンマイクロアレイ（LecChip）上に載せ、20℃で一晩反応させた。これによりサンプル
中の蛍光標識糖タンパク質は、それぞれの持つ糖とレクチンの特異性に応じて結合する。
【０１１２】
レクチンマイクロアレイの測定
　反応液を取り除き、1％Triton X-100 含有TBSによる洗浄を行った後、エバネッセント
場励起型スキャナー（GlycoStation Reader）でレクチンマイクロアレイの蛍光測定を行
った。測定時の露光時間を199msecとして、カメラゲインは80, 90 ,100, 110の各段階で
測定した。
【０１１３】
データ前処理
　各レクチンに対する蛍光強度を数値化し、得られた各レクチンの3スポットの数値デー
タを平均したものをレクチンの示した蛍光強度とした。蛍光強度は実施例１と同様の手法
により補正したデータを用いた。
【０１１４】
　サンプル毎の各レクチンのシグナル値は、バックグラウンドの値を引いた後、全レクチ
ンのうちで最大シグナル強度を示したレクチンのシグナルを基準値(100)と定めた相対値
を以下の統計学的処理のために用いた。全てのサンプルにおいて5未満の上記相対値を示
したレクチンは以下の解析には使用しないこととした。
【０１１５】
非線形判別分析による細胞の判別
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　上記相対値を常用対数に変換した値を用いて、クラスター分析法及び主成分分析法によ
りレクチンのシグナルパターンを解析し、それぞれの細胞群に分かれることを確認した（
図９、 図１０）。
【０１１６】
　上記データから判別に用いるレクチンの例としてUEA-I, MAL, PHA(E), BPL, WFAの5レ
クチンを抽出し、上記hES細胞とEBのデータを学習データとして、上記とは別途、同様の
方法による測定を行い得られたhES細胞とEBのレクチンアレイデータを用い、マハラノビ
ス距離法による未分化細胞の判別分析を行った（図１１）。ここでD1はサンプル細胞とhE
S細胞群の中心との距離、D2はサンプル細胞とEB群の中心との距離を表わし、それぞれの
細胞はこの距離が小さい方の細胞として判別される。
【０１１７】
　この結果、hES細胞5データは全てhES細胞として、EBは全てEBとして判別され、この手
法が未分化細胞の判別に有効であることが示された。
【実施例４】
【０１１８】
（サンプルがヒトES細胞である場合の分化傾向判別方法）
　サンプルが細胞抽出物である場合の本発明のヒトES細胞分化傾向の判別方法の一例を説
明する。
【０１１９】
タンパク質の抽出
　分化傾向が調べられたヒトES細胞株3株（HUES 3, HUES 8, HUES 9）を凍結保存した細
胞ペレット（1x106～5x106個）から、CelLytic MEM protein extraction kitを用いて、
膜タンパク質を含む疎水性画分を分離抽出した。抽出液を20-60倍希釈してMicro BCA pro
tein assay kitを用いてタンパク質濃度を測定した。
【０１２０】
細胞株の分化傾向
　それぞれの細胞株の分化傾向は以下の通りである（K. Osafune et al., Nature Biotec
hnology 2008, 26, 313-315）。HUES 3: 外胚葉、心臓への分化傾向を持つ。HUES 8: 中
胚葉、内胚葉、皮膚、脂肪、血液、内皮、膵臓、肝臓、腸への分化傾向を持つ。HUES 9: 
外胚葉、神経への分化傾向を持つ。
【０１２１】
　膜タンパク質のラベル化、蛍光ラベル化タンパク質とレクチンマイクロアレイとの反応
、レクチンマイクロアレイの測定、データ前処理については実施例３と同様の操作により
行った。
【０１２２】
細胞の判別
　上記により得られた相対値を常用対数に変換した値を用いて、クラスター分析及び主成
分分析法によりレクチンのシグナルパターンを解析したところ、それぞれの細胞株に分か
れることが確認された（図１２、図１３）。
【実施例５】
【０１２３】
（サンプルがヒト間葉系幹細胞およびヒト胎児性癌細胞である場合の判別方法）
　サンプルが細胞である場合の本発明のヒト間葉系幹細胞およびヒト胎児性癌細胞の判別
方法の一例を説明する。
【０１２４】
細胞の回収
　ヒト骨髄由来間葉系幹細胞2株（UEET12、UET13）およびヒト胎児性癌細胞1株（NCR G3
）の培養細胞を5mM EDTA/ 2mM EGTAを含むPBSにより剥離させ回収した。細胞を４％ホル
ムアルデヒドを含むPBSを用いて３０分間室温で固定化し、PBSにより２回洗浄を行った。
【０１２５】
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レクチンによる細胞染色
　固定化した細胞を１μg／ｍLのビオチン化レクチンと６０分間反応させた。細胞はPBS
により２回洗浄し、Alexa488標識ストレプトアビジンと６０分間反応させた。さらに細胞
をPBSにより2回洗浄し、セルストレーナーにより凝集した細胞を除いた。レクチンはWGA
、SSA、SNA、MAH、PNA、BPL、ABA、ACA、PWM、MAL、AAL、LEL、DSA、ConA、PHA(E)、Jaca
lin、HPA、DBA、SBA、PHA(L)、PSAの21種類を使用した。
【０１２６】
フローサイトメトリー測定
　Beckman FC500フローサイトメーターによりフローサイトメトリー測定を行った。レク
チン染色を行った細胞で検出された蛍光シグナルの平均値から、染色していない細胞で検
出されたシグナルを引いた値を測定値とした。21種類のレクチンのシグナルのうち、最も
高い値を示したレクチンのシグナルを1.0として、そのほかのレクチンのシグナルをそれ
に対する相対値として規格化を行った。
【０１２７】
細胞の判別
　上記により得られた測定値を常用対数に変換した値を用いて、21種類のレクチンのうち
、MAL、PHA(L)の2種類の値を用いてクラスター分析により解析したところ、胎児性癌細胞
株と間葉系幹細胞株2種が分かれるという結果が得られた（図１４）。
【０１２８】
　以上より、この手法が細胞の種類の判別に有効であることが確認された。
【実施例６】
【０１２９】
（サンプルが由来組織の異なるヒト間葉系細胞である場合の判別方法）
　サンプルが細胞抽出物である場合の本発明の由来組織の異なるヒト間葉系幹細胞の判別
方法の一例を示す。
【０１３０】
細胞の種類
　それぞれ由来組織が臍帯血由来(UCB302)、骨髄由来（UET13、UBET7、3F0664）および子
宮内膜由来(EPC100)であるヒト間葉系幹細胞株5株をサンプルとした。
【０１３１】
遺伝子発現解析による細胞の判別
　各細胞株の遺伝子発現解析データは、NCBIのGEOデータベース（http://www.ncbi.nlm.n
ih.gov/geo/）に登録されているデータを使用した。各細胞株のIDは3F0664：GSM201145、
UET13：GSM210397、UBET7：GSM210386、UCB302：GSM210404、EPC100：GSM210413である。
【０１３２】
　上記遺伝子発現データを用いてクラスター分析により解析したところ、細胞の由来組織
とは異なるグループ分けがなされるという結果となった（図１５）。
【０１３３】
タンパク質の抽出
　上記各細胞を凍結保存した細胞ペレットから、CelLytic MEM protein extraction kit
を用いて、膜タンパク質を含む疎水性画分を分離抽出した。抽出液を20-60倍希釈してMic
ro BCA protein assay kitを用いてタンパク質濃度を測定した。
【０１３４】
膜タンパク質のラベル化
　疎水性画分に含まれるタンパク質0.2μgについて、Cy3-NHSを反応させ、蛍光標識を行
った。反応後、Sephadex G-25カラムを用いて反応液から未反応の蛍光標識試薬を除いた
。
【０１３５】
蛍光ラベル化タンパク質とレクチンマイクロアレイとの反応
　蛍光ラベル化タンパク質を最終濃度0.25μg/mlになるよう、1%Triton X-100, 0.5M Gly
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cine, 1mM CaCl2, 1mM MnCl2 を含む TBS で調製し、実施例１で使用したものと同じレク
チンマイクロアレイ（LecChip）上に載せ、4℃で一晩反応させた。これによりサンプル中
の蛍光標識糖タンパク質は、それぞれの持つ糖とレクチンの特異性に応じて結合する。
【０１３６】
レクチンマイクロアレイの測定
　反応液を取り除き、1％Triton X-100 含有TBSによる洗浄を行った後、エバネッセント
場励起型スキャナー（GlycoStation Reader）でレクチンマイクロアレイの蛍光測定を行
った。測定時の露光時間を199msecとして、カメラゲインは70, 80, 90 ,100, 110の各段
階で測定した。
【０１３７】
データ前処理
　各レクチンに対する蛍光強度を数値化し、得られた各レクチンの3スポットの数値デー
タを平均したものをレクチンの示した蛍光強度とした。
【０１３８】
　蛍光強度は実施例１と同様の手法により補正したデータを用いた。
【０１３９】
　サンプル毎の各レクチンのシグナル値は、バックグラウンドの値を引いた後、全レクチ
ンのうちで最大シグナル強度を示したUDAのシグナルを基準値(100)と定めた相対値を求め
た。
【０１４０】
細胞の判別
　上記により得られた相対値を常用対数に変換した値を用いて、クラスター分析によりシ
グナルを解析したところ、細胞の由来組織を反映したグループ分けがなされることが確認
された（図１６）。
【０１４１】
　遺伝子解析結果によるクラスター解析では必ずしも同一組織由来の細胞株が同じグルー
プに判別されなかったが、レクチンマイクロアレイによるクラスター解析では同一組織由
来の細胞株が１つのグループに判別された。以上より、レクチンマイクロアレイが細胞の
状態の判別に有効であることが確認された。ただしこれは対象となる細胞によって異なる
であろうから、２つの手法を同時に実施することがより望ましい。
【実施例７】
【０１４２】
（サンプルがヒトiPS細胞の未分化および分化後の状態である場合の判別方法）
　サンプルが細胞抽出物であり、判別する状態がヒト未分化細胞の未分化性及び細胞の分
化度である場合の本発明の判別方法の一例を説明する。
【０１４３】
タンパク質の抽出
　ヒトiPS細胞およびiPS細胞から分化させた胚様体（EB）2種（分化誘導後4日後および16
日後）を凍結保存した細胞ペレットから、CelLytic MEM protein extraction kit を用い
て、親水性画分を分離抽出した。抽出液を20-60倍希釈してMicro BCA protein assay kit
を用いてタンパク質濃度を測定した。
【０１４４】
タンパク質のラベル化
　親水性画分に含まれるタンパク質1μgに対して、Cy3-NHS（GEヘルスケア社製）を反応
させ、蛍光標識を行った。反応後、Sephadex G-25カラムを用いて反応液から未反応の蛍
光標識試薬を除いた。
【０１４５】
蛍光ラベル化タンパク質とレクチン・抗体マイクロアレイとの反応
　　蛍光ラベル化タンパク質を最終濃度0.5μg/mlまたは0.25μg/mlになるよう、1%Trito
n X-100, 0.5M Glycine, 1mM CaCl2, 1mM MnCl2 を含む TBS で調製し、レクチン・抗体
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マイクロアレイ上に載せ、4℃で一晩反応させた。これによりサンプル中の蛍光標識糖タ
ンパク質は、それぞれの持つ糖とレクチンの特異性に応じて結合し、サンプル中のマーカ
ー物質はそれぞれの抗体の特異性に応じて結合する。
【０１４６】
　ここで用いたレクチン・抗体マイクロアレイは、図1に示された45種類のレクチンおよ
びヒトES細胞およびヒトiPS細胞の未分化マーカーであるTRA-1-60, TRA-1-81, SSEA-3, S
SEA-4, Sox2 Oct3/4, Nanogの抗体がそれぞれ2スポットずつ固定化されたものを使用した
。
【０１４７】
レクチンマイクロアレイ・抗体マイクロアレイの測定
　反応液を取り除き、1％Triton X-100 含有TBSによる洗浄を行った後、エバネッセント
場励起型スキャナー（GlycoStation Reader, GPバイオサイエンス社製）でレクチンマイ
クロアレイの蛍光測定を行った。測定時の露光時間を199msecとして、カメラゲインは70,
 80, 90 ,100, 110の各段階で測定した。
【０１４８】
レクチン・抗体マイクロアレイのデータ前処理
　各レクチン及び抗体に対する蛍光強度を数値化し、得られた各レクチンの2スポットの
数値データを平均したものをレクチン及び抗体の示した蛍光強度とした。蛍光強度は実施
例1と同様の手法により補正したデータを用いた。
【０１４９】
レクチンマイクロアレイから得られたシグナルの前処理
　サンプルごとの各レクチンのシグナル値は、バックグラウンドの値を引いた後、全レク
チンのうちで最大シグナル強度を示したレクチンのシグナルを基準値（100）と定めた相
対値を以下の統計学的処理のために用いた。すべてのサンプルにおいて、1未満の上記相
対値を示したレクチンのシグナルを全て1とした。
【０１５０】
抗体マイクロアレイから得られたシグナル
　各サンプルに対して得られたシグナルは、iPS細胞のシグナルを1とした相対値として示
した（図１７）。この結果、本実施例に用いたEBにおいて、未分化マーカーが低下してい
ることが確認され、細胞が未分化性を失っていることが確認できた。また分化誘導後４日
後の細胞と１６日後の細胞とではほとんど違いは見られなかった。
【０１５１】
レクチンによる細胞の判別
　上記により得られた相対値を常用対数に変換した値を用いて、クラスター分析及び主成
分分析法によりレクチンのシグナルパターンを解析したところ、iPS細胞とEBに判別され
ることが確認された（図１８、図１９）。また図１９において、iPS細胞とEBの判別を行
うことができる主成分１(PC1)によって、分化誘導後４日後のEBと１６日後のEBも判別で
きることが示された。すなわちレクチンマイクロアレイ解析では、分化誘導後の状態をも
判別できることが確認された。
【０１５２】
　以上より、レクチン・抗体マイクロアレイにより得られるデータが細胞の状態の判別に
有効であり、未分化性の判別についてはレクチンマイクロアレイと抗体マイクロアレイの
結果を組み合わせることにより明確に判別が可能であること、さらにはレクチンマイクロ
アレイによる解析がより詳細な状態の判別に有効であることが確認された。
【実施例８】
【０１５３】
（サンプルがヒトES細胞の未分化および分化後の状態である場合の判別方法）
　サンプルが細胞抽出物である場合の本発明のヒト未分化細胞判別方法の他の一例を説明
する。
【０１５４】
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　実施例１で行ったものと同様にしてタンパク質の抽出、膜タンパク質のラベル化、蛍光
ラベル化タンパク質とレクチンマイクロアレイとの反応、レクチンマイクロアレイの測定
を行った。また、実施例１と同様にしてデータ前処理を行い、サンプル毎の各レクチンの
シグナル値について相対値を求めた。
【０１５５】
　そして、実施例１と同様にして、前記相対値を常用対数に変換した値を用いて、クラス
ター分析法及び主成分分析法によりレクチンのシグナルパターンを解析し、未分化細胞群
(hES)と分化細胞群(EB)に分かれることを確認した後、t検定を用いて2群間でシグナルに
有意差(p<0.01)のみられるレクチンを抽出した結果、4つのレクチンMAL、 PHA(L)、 EEL
、PHA(E)を抽出した。
【０１５６】
　次いで、この抽出したレクチンの組み合わせと判別精度を検討した。前記に記載した判
別式を用いて、別途にヒト肺組織由来線維芽細胞(MRC5)由来のiPS細胞をレクチンマイク
ロアレイにより測定したデータの、判別式による判別の正否を数値化した。その結果は図
２０の通りであった。
【０１５７】
　このようにして最適な組み合わせとして、PHA(L)、 EELを選択した。　選択したPHA(L)
、 EELでのクラスタリング結果は図２１の通りであった。
【０１５８】
　以上より、判別対象となる状態を特定してレクチンを選別することにより、判別精度が
向上することが確認された。
【実施例９】
【０１５９】
（サンプルがヒト間葉系幹細胞およびヒト胎児性癌細胞である場合の判別方法）
　サンプルが細胞抽出物であり、判別する状態が細胞の種類および細胞の由来組織である
判別方法の一例を説明する。
【０１６０】
タンパク質の抽出
　1x106～5x106個のヒト間葉系幹細胞（余剰指由来細胞（Yub）、余剰指骨髄由来細胞（Y
ub_BMC）、臍帯血由来細胞（UCB）、胎盤由来細胞（PL）、羊膜由来細胞（AM）、骨髄由
来細胞（2F、3F、UET、UEET、UBET）、子宮内膜由来細胞（UtE、EPC）、月経血由来細胞
（Edom））と、ヒト胎児性癌細胞（NCRG3）の細胞ペレットから、CelLytic MEM protein 
extraction kitを用いて、膜タンパク質を含む疎水性画分を分離抽出した。抽出液を20-6
0倍希釈してMicro BCA protein assay kitを用いてタンパク質濃度を測定した。
【０１６１】
膜タンパク質のラベル化
　疎水性画分に含まれるタンパク質0.2μgについて、Cy3-NHSを反応させ、蛍光標識を行
った。反応後、Sephadex G-25カラムを用いて反応液から未反応の蛍光標識試薬を除いた
。
【０１６２】
蛍光ラベル化タンパク質とレクチンマイクロアレイとの反応
　蛍光ラベル化タンパク質を最終濃度0.25μg/mlになるよう、1%Triton X-100, 0.5M Gly
cine, 1mM CaCl2, 1mM MnCl2 を含む TBS で調製し、実施例１で使用したものと同じレク
チンマイクロアレイ（LecChip）上に載せ、4℃で一晩反応させた。これによりサンプル中
の蛍光標識糖タンパク質は、それぞれの持つ糖とレクチンの特異性に応じて結合する。
【０１６３】
レクチンマイクロアレイの測定
　反応液を取り除き、1％Triton X-100 含有TBSによる洗浄を行った後、エバネッセント
場励起型スキャナー（GlycoStation Reader）でレクチンマイクロアレイの蛍光測定を行
った。測定時の露光時間を199msecとして、カメラゲインは70, 80, 90 ,100, 110の各段



(21) JP WO2010/131641 A1 2010.11.18

10

20

30

階で測定した。
【０１６４】
データ前処理
　各レクチンに対する蛍光強度を数値化し、得られた各レクチンの3スポットの数値デー
タを平均したものをレクチンの示した蛍光強度とした。
【０１６５】
　蛍光強度は実施例１と同様の手法により補正したデータを用いた。
【０１６６】
　サンプル毎の各レクチンのシグナル値は、バックグラウンドの値を引いた後、全レクチ
ンのうちで最大シグナル強度を示したUDAのシグナルを基準値(100)と定めた相対値を求め
、以下の統計処理を行った。
【０１６７】
　前記相対値を常用対数に変換した値を用いて、クラスター分析法によりレクチンのシグ
ナルパターンを解析したところ、図２１のように、間葉系幹細胞と胎児性癌細胞の判別、
および細胞の由来を判別することができた。すなわち、クラスター分析法により図１に示
されている４５種類のレクチンのシグナルパターンを解析したところ、図２２のように、
間葉系幹細胞と胎児性癌細胞を判別することができた。
【０１６８】
目的に応じたレクチンの選別
　Yub判別用に4レクチン（GSL I B4, PTL-I, GSL I A4, PNA）を選別した。
【０１６９】
　階層クラスタリング分析により判別を行った結果、Yub由来間葉系幹細胞とその他の細
胞が明確に判別されることが確認された（図２３）。
【０１７０】
　次に、胎児性癌細胞の判別用に2レクチン（MAL, PHA(L)）を選別した。
【０１７１】
　階層クラスタリング分析により判別を行った結果、胎児性癌細胞と間葉系幹細胞が明確
に判別されることが確認された（図２４）。
【０１７２】
　以上、本発明の実施形態、好ましい実施例を説明したが、本発明はこれらに限定される
ものではなく、特許請求の範囲の記載から把握される技術的範囲において種々の形態に変
更可能である。
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【手続補正書】
【提出日】平成23年3月10日(2011.3.10)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　判別対象になっている細胞の持つ糖鎖又は当該糖鎖を含有している糖鎖含有サンプルを
、液相中で複数種類のレクチンに結合させたまま蛍光測定することによって得た、前記複
数種類のレクチンのそれぞれに対する蛍光強度を数値化し、当該数値化された蛍光強度か
ら統計的手法により前記細胞の判別すべき各状態において特徴的な違いが示される複数種
の判別用レクチンを前記複数種類のレクチンの中から抽出し、当該判別用レクチンの前記
数値化された蛍光強度を利用して前記判別対象になっている細胞の状態を判別する方法。
【請求項２】
　前記複数種の判別用レクチンが、イヌエンジュレクチンＩ（ＭＡＬ）、インゲンマメレ
クチン（Ｅ）（ＰＨＡ（Ｅ））、スピンドルツリーレクチン（ＥＥＬ）の中のから選ばれ
る一種以上を含むものであり、判別する細胞の状態が、ヒトＥＳ細胞またはヒトｉＰＳ細
胞の未分化及び分化後の状態であることを特徴とする請求項１記載の細胞の状態を判別す
る方法。
【請求項３】
　前記複数種の判別用レクチンが、イヌエンジュレクチンＩ（ＭＡＬ）、ニワトコレクチ
ン（ＳＮＡ）、ニホンニワトコレクチン（ＳＳＡ）、キカラスウリレクチン－Ｉ（ＴＪＡ
－Ｉ）、デイゴマメレクチン（ＥＣＡ）の中のから選ばれる一種以上を含むものであり、
判別する細胞の状態が、ヒト間葉系幹細胞の未分化及び分化後の状態であることを特徴と
する請求項１記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項４】
　前記複数種の判別用レクチンが、ハリエニシダレクチン－Ｉ（ＵＥＡ－Ｉ）、イヌエン
ジュレクチンＩ（ＭＡＬ）、インゲンマメレクチン（Ｅ）（ＰＨＡ（Ｅ））、ムラサキモ
クワンジュレクチン（ＢＰＬ）、フジレクチン（ＷＦＡ）の中のから選ばれる一種以上を
含むものであり、判別する細胞の状態が、ヒトＥＳ細胞またはヒトｉＰＳ細胞の未分化及
び分化後の状態であることを特徴とする請求項１記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項５】
　前記複数種の判別用レクチンが、ハリエニシダレクチン－Ｉ（ＵＥＡ－Ｉ）、イヌエン
ジュレクチンＩ（ＭＡＬ）、インゲンマメレクチン（Ｅ）（ＰＨＡ（Ｅ））、ムラサキモ
クワンジュレクチン（ＢＰＬ）、フジレクチン（ＷＦＡ）の中のから選ばれる一種以上を
含むものであり、判別する細胞の状態が、ヒトＥＳ細胞またはヒトｉＰＳ細胞の分化傾向
であることを特徴とする請求項１記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項６】
　前記複数種の判別用レクチンが、イヌエンジュレクチンＩ（ＭＡＬ）、インゲンマメレ
クチン（Ｌ）（ＰＨＡ（Ｌ））の中のから選ばれる一種以上を含むものであり、判別する
細胞の状態が、細胞の種類の判別であって、ヒト間葉系幹細胞と、ヒト胎児性がん細胞と
の判別であることを特徴とする請求項１記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項７】
　前記複数種の判別用レクチンが、インゲンマメレクチン（Ｌ）（ＰＨＡ（Ｌ））、スピ
ンドルツリーレクチン（ＥＥＬ）の中のから選ばれる一種以上を含むものであり、判別す
る細胞の状態が、ヒトＥＳ細胞またはヒトｉＰＳ細胞の未分化及び分化後の状態であるこ
とを特徴とする請求項１記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項８】
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　前記複数種の判別用レクチンが、バンデリアマメレクチンＩＢ４（ＧＳＬ－ＩＢ４）、
シカクマメレクチンＩ（ＰＴＬ－Ｉ）、バンデリアマメレクチンＩＡ４（ＧＳＬ－Ｉ、Ａ
４）、ピーナッツレクチン（ＰＮＡ）の中のから選ばれる一種以上を含むものであり、判
別する細胞の状態が、細胞の種類の判別であって、ヒト間葉系幹細胞の由来組織の判別で
あることを特徴とする請求項１記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項９】
　前記糖含有分子が糖タンパク質、糖ペプチド、糖脂質、プロテオグリカンの中のいずれ
か一種又は複数種であることを特徴とする請求項１乃至８のいずれか一項記載の細胞の状
態を判別する方法。
【請求項１０】
　前記複数種類のレクチンがレクチンアレイ、ＥＬＩＳＡプレート、磁気ビーズ、ラテッ
クスビーズの中のいずれか一種に固定されていることを特徴とする請求項１乃至９のいず
れか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１１】
（削除）
【請求項１２】
　前記蛍光測定がエバネッセント励起法または共焦点蛍光測定法であることを特徴とする
請求項１乃至１０のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１３】
　前記蛍光測定がフローサイトメトリーであることを特徴とする請求項１乃至１０のいず
れか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１４】
　細胞状態の判別方法が遺伝子発現解析、または対象となる状態の細胞の特異的マーカー
抗体との結合測定の片方又は両方と組み合わせて行われることを特徴とする請求項１乃至
１２いずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１５】
　細胞状態の判別方法が線形判別分析又は、非線形判別分析によって行われることを特徴
とする請求項１乃至１３のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１６】
　前記非線形判別分析が、マハラノビス距離による判別分析であることを特徴とする請求
項１４記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項１７】
　細胞状態の判別方法が教師あり機械学習手法または半教師あり機械学習手法によるもの
であることを特徴とする請求項１乃至１３のいずれか一項記載の細胞の状態を判別する方
法。
【請求項１８】
　前記機械学習手法がｋ近傍法、ナイーブベイズ分類器、決定木、ニューラルネットワー
ク、サポートベクターマシン、バギング法、ブースティング法、ランダムフォレスト法か
ら選ばれるいずれかの手法によって行われることを特徴とする請求項１６記載の細胞の状
態を判別する方法。
【請求項１９】
　細胞状態の判別方法が、主成分分析、クラスター分析、自己組織化マップから選ばれる
いずれかの手法によって行われることを特徴とする請求項１乃至１３のいずれか一項記載
の細胞の状態を判別する方法。
【請求項２０】
　判別する細胞の状態がヒト胚性幹細胞またはヒト人工多能性幹細胞の未分化および分化
であり、その判別に使用するレクチンがイヌエンジュレクチンＩ（ＭＡＬ）、インゲンマ
メレクチン（Ｌ）（ＰＨＡ（Ｌ））、インゲンマメレクチン（Ｅ）（ＰＨＡ（Ｅ））、ス
ピンドルツリーレクチン（ＥＥＬ）の中のいずれか一種、またはこれらの中のいずれかの
レクチンにそれぞれ類似の糖結合特異性を持つ分子からなる群から１つまたは複数選択さ
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れたものであることを特徴とする請求項１記載の細胞の状態を判別する方法。
【請求項２１】
　判別する細胞の状態がヒト間葉系幹細胞の未分化および骨分化であり、その判別に使用
するレクチンがイヌエンジュレクチンＩ（ＭＡＬ）、ニワトコレクチン（ＳＮＡ）、ニホ
ンニワトコレクチン（ＳＳＡ）、キカラスウリレクチン－Ｉ（ＴＪＡ－Ｉ）、デイゴマメ
レクチン（ＥＣＡ）の中のいずれか一種、またはこれらの中のいずれかのレクチンにそれ
ぞれ類似の糖結合特異性を持つ分子からなる群から１つまたは複数選択されたものである
ことを特徴とする請求項１項記載の細胞の状態を判別する方法。
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