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(57)【要約】
　循環するＣＤ１４＋細胞の新規の集団について開示し
、この細胞は、ＣＤ３４を低密度で表面に発現しており
、幹細胞能を与えている。また、この細胞の精製方法、
同定方法及び治療上の使用についても開示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　幹細胞能を付与された成人細胞の同定方法であって、転写因子であるＮＡＮＯＧのＲＮ
Ａ及び／又はタンパク質の発現を測定することを特徴とする方法。
【請求項２】
　細胞表面上にＣＤ１４＋とＣＤ３４＋とが同時に存在することを特徴とする幹細胞集団
。
【請求項３】
　請求項２に記載のＣＤ１４＋ＣＤ３４＋幹細胞集団を末梢血から回収する方法であって
、末梢血中に残存する単核細胞から前記の集団を単離するのに、細胞表面上にＣＤ１４及
びＣＤ３４のマーカーが同時に存在することを検出することを用いることを特徴とする方
法。
【請求項４】
　循環血、臍帯血、骨髄、胎盤、又はヒトの各組織から前記の回収を行うことを特徴とす
る請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　請求項２に記載のＣＤ１４＋ＣＤ３４＋細胞の精製方法であって：
　血液の他の細胞成分からの単核細胞の単離が、密度勾配分離法（密度＝１．０７７ｇ／
Ｌ）により達成され、
　末梢血の単核細胞の集団に存在するＣＤ１４＋細胞の精製が、免疫磁気分離法により、
達成され、
　ＣＤ１４＋ＣＤ３４＋細胞の回収が、ＣＤ１４＋の集団と、蛍光色素を結合した抗ＣＤ
３４抗体と、ジゴキシゲニンを結合した抗蛍光色素抗体と、ビオチンをコンジュゲートし
た抗ジゴキシゲニン抗体と、前もって抗ビオチン抗体をコンジュゲートした蛍光色素リポ
ソーム（Ａｂ－ＣＭＦＬ）とを最終的にインキュベートすることにより、得られる、
　ことを特徴とする方法。
【請求項６】
　請求項２に記載の細胞の使用であって、
　虚血、神経変性疾患若しくは脳血管疾患の処置、及び臓器障害（心臓、腎臓、肺、肝臓
、若しくは膵臓障害、及び泌尿器、視覚、聴覚、嗅覚、皮膚及び／又は粘膜、骨、及び／
又は軟骨性臓器及び組織）の治療、並びに血液病及び免疫不全疾患の処置に有用な医薬組
成物（細胞治療）の調製への使用。
【請求項７】
　請求項２又は５に記載の集団のマーカー用の、特異的試薬のシリーズを有するキットで
あって、請求項２に記載の幹細胞集団の同定及び／又は回収を可能とすることを特徴とす
るキット。
【請求項８】
　前記試薬は、抗体をコンジュゲートした磁性を有する蛍光リポソーム、又は請求項２に
記載の細胞集団の表面上に発現する低いレベルの分子であっても検出可能なその他の二次
反応物質と関連づけられたＣＤ１４及びＣＤ３４のマーカーに特異的な抗体又はプローブ
であることを特徴とする請求項７に記載のキット。
【請求項９】
　前記反応物質、抗体又はプローブは、以下のマーカー：ＮＡＮＯＧ、ＣＤ１１ｃ、ＣＤ
１６、ＣＤ１０５、ＣＤ３１、ＣＤ８６及びＨＬＡ－ＤＲに特異的であり、可能であれば
、請求項２の細胞集団の検出及び／又は回収を可能とするその他の二次反応物質と組み合
わされていることを特徴とする請求項７に記載のキット。
【請求項１０】
　虚血、神経変性疾患若しくは脳血管疾患の処置、及び臓器障害（心臓、腎臓、肺、肝臓
、若しくは膵臓障害、及び泌尿器、視覚、聴覚、嗅覚、皮膚及び／又は粘膜、骨、及び／
又は軟骨性臓器及び組織）の治療、並びに血液病及び免疫不全疾患の処置の方法であって
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、請求項２に記載の幹細胞集団を用いて、１×１０６～１００×１０６細胞の量で、患者
を還流することを含むことを特徴とする方法。
【請求項１１】
　還流の前に、幹細胞の増殖因子、及び／又は組織特異的な分化を惹起する目的の因子を
用いた増幅及び／又は活性化のために、請求項２に記載の幹細胞を処置することを特徴と
する請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　請求項９に記載の病態の処置用の細胞治療が適合しているかどうかの妥当性を評価する
診断方法であって、患者中の細胞の量を、請求項２に従って同定することを特徴とする方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、新規の幹細胞の集団、その精製、及び血管系の病態及びその他のヒトの病態
の処置への使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　現在、成人の末梢血が骨髄に由来する循環する細胞であって成熟内皮細胞（ＥＣｓ）に
分化し得る、いわゆる内皮前駆細胞（ＥＰＣｓ）を含有することは、公知である；この細
胞は、新規の血管壁の形成に貢献する虚血部位に局在化し得る。この特性ゆえ、これらの
細胞は、ｉｎ　ｖｉｖｏの動物モデルにおいても、急性の心筋梗塞及び慢性の虚血性心臓
病の影響を受けた患者においても、組織修復に首尾よく使用されている。
【０００３】
　他方、最終的に分化して成熟した内皮細胞の虚血後の再還流が脈管化を増加させないこ
とも知られており、従って、これらの細胞が分化能を欠失することは明らかである。
【非特許文献１】Ｌａｓａｇｎｉ　Ｌ．ら著、”Ａｎ　ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ　ｓｐｌ
ｉｃｅｄ　ｖａｒｉａｎｔ　ｏｆ　ＣＸＣＲ３　ｍｅｄｉａｔｅｓ　ＩＰ－１０，　Ｍｉ
ｇ　ｅ　Ｉ－ＴＡＣ　ｉｎｄｕｃｅｄ－ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｅｎｄｏｔｈｅｌ
ｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ａｎｄ　ａｃｔｓ　ａｓ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｒ
ｅｃｅｐｔｏｒ　ｆｏｒ　ＰＦ－４”、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．、２００３年、１９７巻、
ｐ．１５３７－１５４９
【非特許文献２】Ｓｃｈｅｆｆｏｌｄ　Ａ．ら著、”Ｈｉｇｈ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ
　ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｆｏｒ　ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ
　ｐｒｏ－　ａｎｄ　ａｎｔｉ－ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ　ｇａ
ｍｍａ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　ａｎｄ　ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－１０　ｏｎ　ｔｈｅ
　ｓｕｒｆａｃｅ　ｏｆ　ｃｙｔｏｋｉｎｅ－ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ”、Ｎａ
ｔ．Ｍｅｄ．、２０００年、６巻、ｐ．１０７－１１０
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　ＥＰＣｓがＣＤ１３３＋細胞、ＣＤ３４＋ＣＤ１４＋細胞、及びＣＤ１４＋ＣＤ３４－

細胞から得られることは、後者が幹細胞能を真に与えるかどうかが未だ明確でないとして
も、周知である。さらに、末梢血及び骨髄における内皮前駆体細胞の実際の数は、未だ議
論の対象である。
【０００５】
　虚血や病態、又は外傷性の障害で障害を受けた組織の再構築へのこれらの細胞への可能
性のある重要性の点で、本技術分野において、深く検討することが明確に関心を集めてい
る。
【０００６】
　また、ＮＡＮＯＧと称される遺伝子について、未成熟の幹細胞の多分化能の再生及び持
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続にキーとなる役割を演じることが言及されていることも周知である。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明は、組織の再構築療法に適用し得る幹細胞の新規の集団を使用することを可能に
し、この細胞の同定及び回収を可能とする。さらに、本発明は、幹細胞能を付与された循
環する細胞の百分率（及び絶対数）を評価する診断キット、及び治療目的でのこの細胞の
精製用キットを実現可能とする。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　事実、ＮＡＮＯＧがヒトの幹細胞を同定するための有用なマーカーであることを驚くべ
きことに発見した。この理由は、臍帯若しくは末梢血、又はＣＤ３４＋細胞から得たＣＤ
１３３＋細胞により発現されているためである。これらは、不便なことに、幹細胞能を付
与されたヒトの細胞である。逆に、ＮＡＮＯＧは、内皮細胞、上皮細胞及び平滑筋細胞、
の初代培養、白血球、及びその他の終局的に分化した細胞種において、発現されていない
（図１）。
【０００９】
　さらに、ＮＡＮＯＧがＥＰＣｓを得るために培養された単核の循環細胞（ｍｏｎｏｎｕ
ｃｌｅａｔｅｄ　ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ　ｃｅｌｌｓ；ＭＮＣ）において高いレベルで
発現されていることも発見した一方、この遺伝子の発現は、細胞が終局的に分化した細胞
及び成熟した内皮細胞の発現型を獲得した場合、消失することも見出し、そのマーカーは
、フォン・ヴィレブランド因子、ＫＤＲ、及びＴｉｅ－２である（図２）。ＥＰＣｓは、
リアルタイムＲＴ－ＰＣＲによる定量分析で示すように、高いレベルで、ＮＡＮＯＧ、Ｃ
Ｄ１４＋、ＣＤ３４＋及びＣＤ１０５＋を発現する（図３）。
【００１０】
　細胞蛍光を用いた表面分析により、これらの細胞は、ＣＤ１４＋、ＣＤ１０５＋、ＣＤ
１１ｃ＋、ＣＤ３１＋、ＣＤ８６＋、ＨＬＡ－ＤＲ＋であり、本発明の細胞の表面上での
ＣＤ３４＋は、通常の細胞蛍光技術では、検出されなかった（表１）。
【００１１】

【表１】

【００１２】
　ＣＤ３４が細胞表面に発現しているかどうかを発見するのに、対応するｍＲＮＡのレベ
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ルが高いことを示唆することにより、より感受性の高い方法が適用されている。特に、抗
体（Ａｂ）を結合した磁性を有する蛍光リポソーム（ｍａｇｎｅｔｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅ
ｎｔ　ｌｉｐｏｓｏｍｅｓ；Ａｂ－ＣＭＦＬ）を使用した細胞蛍光技術がこの目的で使用
されている。蛍光信号を約１００～１０００倍に増加させ得るこの技術により示されるの
は、ほとんど全ての培養細胞がＣＤ１４＋ＣＤ３４＋であることである（図４）。
【００１３】
　上述したように、本発明の細胞集団は、その表面上にＣＤ１４及びＣＤ３４を同時に発
現する細胞からなり、末梢血において、残存する単核細胞からこの集団を単離することが
可能である。上述したように、循環血に加えて、本発明による細胞の単離は、臍帯血、骨
髄、胎盤又はヒトの種々の組織から同時に行い得る。
【００１４】
　培養したＣＤ１４＋ＣＤ３４＋ＥＰＣｓの集団が末梢血に前もって存在する集団の選択
に由来するかどうかを検証するため、密度勾配（密度＝１．０７７ｇ／Ｌ）中での分離に
より、血液に存在する他の細胞要素から単核の細胞を単離した。ＣＤ１４＋細胞は、磁性
を有するカラムを含む正の分離法（ｐｏｓｉｔｉｖｅ　ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ　ｍｅｔｈ
ｏｄ）により、末梢血の単核細胞の集団から精製された。一度細胞の数を同定すると、こ
れらを、超常磁性のマイクロスフェアに結合された抗ＣＤ１４抗体を含有する緩衝液中で
インキュベートし、磁場中のカラムに適用した。カラムを磁場から除いて溶出することに
より、このＣＤ１４＋細胞分画を回収した。
【００１５】
　その後、精製されたＣＤ１４＋細胞分画（９５％以上同質）を、以下の抗体でインキュ
ベートした：つまり、蛍光色素を結合した抗ＣＤ３４抗体、ジゴキシゲニンを結合した抗
蛍光色素抗体、ビオチンを結合した抗ジゴキシゲニン抗体、及び最終的に、前持って抗ビ
オチン抗体を結合した蛍光を有するリポソーム（Ａｂ－ＣＭＦＬ）でインキュベートした
。
【００１６】
　この処置の後、分配機能付き細胞蛍光計を用いて、これらの細胞を分析し、ＣＤ１４＋

ＣＤ３４＋の細胞集団を単離した（純度は、９８％以上）。Ａｂ－ＣＭＦＬ技術を用い、
ＣＤ３４＋をも発現するＣＤ１４＋細胞の百分率を、２４～４０歳の１０人の健常人につ
いて、測定した。ＣＤ１４＋ＣＤ３４＋細胞の百分率は、全ての白血球の１．２～７．５
％であった。
【００１７】
　循環するＣＤ１４＋ＣＤ３４＋細胞がＥＰＣｓの初期の源であることを確認するため、
単核の集団からＣＤ１４＋細胞を精製し、Ａｂ－ＣＭＦＬ技術を用いて、ＣＤ３４＋細胞
とＣＤ３４－細胞とに分割した。残存するＣＤ１４－ＣＤ３４－細胞の集団を、さらなる
コントロールとして、評価した。その後、上記の手段により単離した上記の３つの集団を
、定量ＲＴ－ＰＣＲにより、ＮＡＮＯＧの発現について、検討した。ＮＡＮＯＧの発現は
、分割していないＣＤ１４＋細胞と比較して、ＣＤ１４＋ＣＤ３４＋細胞において、有意
に高いものとなり、ＣＤ１４＋ＣＤ３４－細胞において、有意に低いものとなった（図５
（Ｂ））。
【００１８】
　ＣＤ１４＋ＣＤ３４＋、ＣＤ１４＋ＣＤ３４－及びＣＤ１４－ＣＤ３４－の集団を、上
記の条件下で、ＶＥＧＦ存在下で培養し、１２日目に、ＫＤＲやｖＷＦなどの典型的な内
皮細胞マーカーの発現について、検討した。その結果、両方の集団において、０日目にお
いては、ＫＤＲ及びｖＷＦのｍＲＮＡの発現は、全くないか極めて低いものであった。し
かしながら、これらのマーカーの発現は、ＣＤ１４＋ＣＤ３４＋の集団において、漸次増
加し、１２日目に最大となった一方、ＣＤ１４＋ＣＤ３４－の集団及びＣＤ１４－ＣＤ３
４－の集団での全ての培養期間において、実質的に変化しないままであった。
【００１９】
　ＫＤＲ及びＴｉｅ－２の表面発現に関するフローサイトメーターでの検討により確認し
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たのは、ＣＤ１４＋ＣＤ３４＋の集団の全ての細胞において、基本的にＫＤＲ及びＴｉｅ
－２の両方を発現していた一方で、ＣＤ１４＋ＣＤ３４－の集団及びＣＤ１４－ＣＤ３４
－の集団に由来する細胞では、これらのマーカーは、実質的に発現していないことであっ
た（図６）。
【００２０】
　ＮＡＮＯＧを発現するＥＰＣｓ細胞は、ＣＤ１４＋ＣＤ３４＋が発現した。これらの細
胞は、末梢血に前もって存在するＮＡＮＯＧを発現する循環するＣＤ１４＋ＣＤ３４＋細
胞の培養から選択したものに由来する。
【００２１】
　従って、ＮＡＮＯＧの発現を特徴とするＣＤ１４＋ＣＤ３４＋の集団は、ＥＰＣｓの主
要な源であることは、明らかである。
【００２２】
　従って、血液からの回収、及びＮＡＮＯＧを発現するＣＤ１４＋ＣＤ３４＋細胞の使用
は、血管の障害の処置に重要であり得る。さらに、ＮＡＮＯＧの発現を検討することは、
幹細胞能を有する成人の細胞を同定する有用な方法に相当するかもしれない。多能性の幹
細胞の特徴であるＮＡＮＯＧの発現で示唆されるのは、この幹細胞の集団が、臓器又は組
織の障害を特徴とするその他の種類の病態にも治療上有用であるかもしれないことである
。
【００２３】
　従って、本発明は、虚血、神経変性疾患、及び脳血管性疾患を処置するための細胞療法
、及び臓器（心臓、腎臓、肺、腎臓、若しくは膵臓の障害、泌尿器、視覚、聴覚、嗅覚、
皮膚及び／又は粘膜、骨、及び／又は軟骨性臓器及び組織）の障害の治療、並びに血液病
及び免疫不全疾患の処置に有用であり得る医薬組成物にも関する。
【００２４】
　さらに、血液に存在する細胞の数を同定する能力は、患者において十分な細胞数が存在
するか否かを基礎として、上述の病態の処置用の細胞治療が適合しているかどうかの妥当
性を評価する興味ある診断方法に相当する。
【実施例】
【００２５】
　（実験部）
　ＣＤ１４＋細胞、又はＨＭＶＥＣ細胞（８×１０６細胞／ｍＬ、細胞密度２．５×１０
６細胞／ｃｍ２）を、ヒトフィブロネクチンをコートした培養ディッシュ上に播種し、Ｅ
ＧＭ　Ｓｉｎｇｌｅ　Ｑｕｏｔｅｓ、ＶＥＧＦ（１００ｎｍ／ｍＬ）及び２０％ＦＣＳを
添加した基礎内皮用培地で保持した。
【００２６】
　この細胞から全ＲＮＡを抽出し、染色体ＤＮＡの混入物を除去するため、ＤＮａｓｅＩ
で処理した。非特許文献１に記載の通り、Ｔａｑ－Ｍａｎ　ＲＴ－ＰＣＲを行った。
【００２７】
　Ｔｉｅ－２、ＫＤＲの同定、及びＣＤ１ａの定量は、その後、市販のキット（Ａｐｐｌ
ｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、Ｗａｒｒｉｎｇｔｏｎ、英国）を用いたＴａｑ－Ｍａｎ
アッセイにより、行った。
【００２８】
　ＨＭＶＥＣから調製したｍＲＮＡの希釈系を用いて、標準曲線を描いた。異なるヒトの
組織及び培養中でのＮＡＮＯＧのｍＲＮＡの発現の特異的且つ定量的同定に関し、１２ｐ
　１３．３１にマップされた、マウスのＮＡＮＯＧの遺伝子のヒトの相同分子種を検出し
得る異なるオリゴヌクレオチド対を調製した。
【００２９】
　特異性を確保するため、ＮＣＢＩにおいて、全ヒトゲノムからｔＢＬＡＳＴｎ検索した
上記のオリゴヌクレオチドで増幅される全配列を用いた。
【００３０】
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　特異性を基礎に選択したオリゴヌクレオチド対を、ＶＩＣで標識した蛍光プローブとと
もに、定量Ｔａｑ－ｍａｎ　ＲＴ－ＰＣＲアッセイに使用した。このオリゴヌクレオチド
の特異性及び最適な増幅効率は、ＮＡＮＯＧのｃＤＮＡ配列を有するプラスミドで検討し
た。
【００３１】
　プライマー及びプローブは、以下の通りである。
【００３２】
　ＮＡＮＯＧ：ＶＩＣプローブ、５’－ＴＣＣＡＴＣＣＴＴＧＣＡＡＡＴＧＴＣＴＴＣＴ
ＧＣＴＧＡＧＡＴ－３’
　フォーワード：５’－ＧＡＴＴＴＧＴＧＧＧＣＣＴＧＡＡＧＡＡＡＡＣＴ－３’
　リバース：５’－ＡＧＧＡＧＡＧＡＣＡＧＴＣＴＣＣＧＴＧＴＧＡＧ－３’
【００３３】
　同量のプラスミドＤＮＡを用いた希釈系から得た標準曲線と、実験データとを比較して
、ｍＲＮＡのレベルを定量した。
【００３４】
　細胞表面の分子のフローサイトメトリー分析は、上述の文献に述べた通り行い、その後
、Ａｂ－ＣＭＦＬを行った（非特許文献２参照）。
【００３５】
　この方法により、従来の方法と比較して、蛍光シグナルの強度を１００～１０００倍増
加させることが可能となる。
【００３６】
　Ｌ－リジンでコートした基質上で、ａｃＬＤＬで二重標識したプローブを１時間存在下
で、３７℃、３０分、接着細胞を培養させた；固定した後、ＦＩＴＣで標識したＵｌｅｘ
　ＥｕｒｏｐｅｕｓのアグルチニンＩの存在下でサンプルをインキュベートした。サンプ
ルを退色防止媒体中に載置し、従来の共焦点顕微鏡で検討した。
【図面の簡単な説明】
【００３７】
【図１】幹細胞能を付与されたヒトの細胞、及びその他の組織に由来する細胞における、
異なるＮＡＮＯＧの発現を示す。
【図２】培養ＥＰＣｓにおけるＮＡＮＯＧの発現を示す。
【図３】培養ＥＰＣｓにおける、ｍＲＮＡレベルでの種々のマーカーの発現を示す。
【図４】培養ＥＰＣｓがＣＤ１４＋ＣＤ３４＋細胞であることを示す。
【図５】（Ａ）は、循環するＣＤ１４＋細胞からの、ＣＤ１４＋ＣＤ３４－細胞、及びＣ
Ｄ１４＋ＣＤ３４＋細胞の分離を示し、（Ｂ）は、ＣＤ１４＋ＣＤ３４＋、ＣＤ１４＋Ｃ
Ｄ３４－、及びＣＤ１４＋の３つの異なる集団におけるＮＡＮＯＧの発現を示す。
【図６】ＣＤ１４＋ＣＤ３４＋、ＣＤ１４＋ＣＤ３４－及びＣＤ１４－ＣＤ３４－細胞の
、内皮細胞への異なる分化能、及び内皮に特異的なマーカーの異なる発現能を示す。



(8) JP 2008-524985 A 2008.7.17

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】

【図５】 【図６】



(9) JP 2008-524985 A 2008.7.17

【配列表】
2008524985000001.xml
【手続補正書】
【提出日】平成18年9月14日(2006.9.14)
【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】
　幹細胞能を付与された成人細胞であって、細胞表面にＣＤ１４＋とＣＤ３４＋とが同時
に存在するとともに、幹細胞のマーカーであるＮＡＮＯＧが存在することを特徴とする成
人細胞。
【請求項２】
　請求項１に記載の細胞の同定方法であって、転写因子であるＮＡＮＯＧのＲＮＡ及び／
又はタンパク質の発現を測定することを特徴とする方法。
【請求項３】
　請求項１に記載の幹細胞集団を末梢血から回収する方法であって、末梢血中に残存する
単核細胞から前記の集団を単離するのに、細胞表面上にＣＤ１４及びＣＤ３４のマーカー
が同時に存在することを用いることを特徴とする方法。
【請求項４】
　循環血、末梢血、臍帯血、骨髄、胎盤、又はヒトの各組織から前記の回収を行うことを
特徴とする請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　請求項３及び４に記載の方法であって：
　血液の他の細胞成分からの単核細胞の単離が、密度勾配分離法（密度＝１．０７７ｇ／
Ｌ）により達成され、
　末梢血の単核細胞の集団に存在するＣＤ１４＋細胞の精製が、免疫磁気分離法により、
達成され、
　ＣＤ１４＋ＣＤ３４＋細胞の回収が、ＣＤ１４＋の集団と、蛍光色素を結合した抗ＣＤ
３４抗体と、ジゴキシゲニンを結合した抗蛍光色素抗体と、ビオチンをコンジュゲートし
た抗ジゴキシゲニン抗体と、蛍光色素リポソームとを最終的にインキュベートした後、前
記のＣＤ１４＋ＣＤ３４＋集団を単離するように分配型細胞蛍光計で精製することにより
、得られる、
　ことを特徴とする方法。
【請求項６】
　請求項１に記載の細胞の使用であって、
　虚血、神経変性疾患若しくは脳血管疾患の処置、及び心臓、腎臓、肺、肝臓、若しくは
膵臓障害の処置、並びに泌尿器、視覚、聴覚、嗅覚、皮膚、及び粘膜、骨、及び軟骨性臓
器及び組織の再構築、並びに血液病及び免疫不全疾患の処置に有用な医薬組成物（細胞治
療）の調製への使用。
【請求項７】
　請求項１に記載の集団のマーカー用の、特異的試薬のシリーズを有するキットであって
、請求項５に記載の幹細胞集団の同定及び／又は回収を可能とすることを特徴とするキッ
ト。
【請求項８】
　前記試薬は、抗体をコンジュゲートした磁性を有する蛍光リポソーム、又はその他の二
次反応物質と関連づけられたＣＤ１４及びＣＤ３４のマーカーに特異的な抗体又はプロー
ブであることを特徴とする請求項７に記載のキット。
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