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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　骨髄または血液から採取された試料中の細胞を、培地中で培養して増殖させる方法であ
って、採取された試料に添加される抗凝固剤の量を該試料の容積に対して０．２Ｕ／ｍＬ
未満として細胞が抗凝固剤と実質的に接触しない状態で採取されたものであり、かつ、培
地中に存在する抗凝固剤の量が培地の容積に対して０．０２Ｕ／ｍＬ未満であることを特
徴とする、前記方法。
【請求項２】
　同種血清を含む培地において、前記細胞を培養することを特徴とする、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　採取された試料に抗凝固剤を添加しないことを特徴とする、請求項１または２のいずれ
か１項に記載の方法。
【請求項４】
　同種血清が細胞を採取した被験者の自己血清である、請求項２または３のいずれか１項
に記載の方法。
【請求項５】
　前記同種血清が血清癌マーカーおよび／または感染因子について陰性であることが検査
されている、請求項２～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
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　血清癌マーカーが、フェリチン、ＣＥＡ、ＡＦＰ、ＢＦＰ、ＣＡ１２５、ＣＡ１５－３
、ＣＡ１９－９、ＣＡ７２－４、ＳＴＮ、ＤＵＰＡＮ－２、ＳＬＸ、ＳＴ－４３９、ＳＰ
ＡＮ－１、ＳＣＣ、ＰＳＡ、Ｇ－セミノプロテイン、ＴＰＡ、シフラ、ＰＡＰ、ＮＳＥ、
Ｃ－ペプチド、ＰＩＶＫＡ、Ｐｒｏ－ＧＲＰ、ＨＣＧＢ、エラスターゼ、β２マイクログ
ロブリン、Ｓ－ＮＴＸ、抗ｐ５３抗体、ＨＥＲ２からなる群より選ばれる１または２以上
である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　感染因子が、ＨＩＶ、ＡＴＬ、ＨＢ、ＨＣ、梅毒、ヒトパルボウイルスＢ１９からなる
群より選ばれる１または２以上である、請求項５または６に記載の方法。
【請求項８】
　抗凝固剤が、ヘパリン、ヘパリン誘導体またはこれらの塩である、請求項１～７のいず
れかに記載の方法。
【請求項９】
　培地中の血清含有量が、１～２０容積％である、請求項１～８のいずれかに記載の方法
。
【請求項１０】
　細胞が、幹細胞である、請求項１～９のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
　幹細胞が、間葉系幹細胞である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　細胞が、ヒト細胞である、請求項１～１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
　細胞を未分化な状態で増殖させる、請求項１～１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
　骨髄または血液由来の細胞を含む組織修復・再生用医薬を製造する方法であって、請求
項１～１３のいずれかに記載の方法によって骨髄または血液から採取された試料中の細胞
を増殖させ、増殖させた細胞を用いて前記医薬を製造することを特徴とし、前記細胞がＣ
Ｄ２４を発現していないことを特徴とする方法。
【請求項１５】
　骨髄または血液由来の細胞を含む組織修復・再生用医薬を製造する方法であって、請求
項１～１３のいずれかに記載の方法によって骨髄または血液から採取された試料中の細胞
を増殖させ、増殖させた細胞を用いて前記医薬を製造することを特徴とし、前記細胞が表
１記載の陽性ＣＤ抗原群のうち少なくとも９０％が発現し、かつ陰性ＣＤ抗原群の少なく
とも９０％が発現していないことを特徴とする方法。
【請求項１６】
　細胞が間葉系幹細胞であり、医薬が静脈内投与、腰椎穿刺投与、脳内投与、脳室内投与
、局所投与、または動脈内投与される、損傷部位の修復を幇助するための、もしくは加齢
による老化した部位の修復を幇助するための医薬である、請求項１４または１５に記載の
方法。
【請求項１７】
　医薬が疾患あるいは障害の亜急性期以降に投与される医薬である、請求項１６に記載の
方法。
【請求項１８】
　損傷部位が脳である、請求項１６または１７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体から採取した細胞を生体外で迅速かつ大量に増殖させる方法、ならびに
かかる方法によって増殖した細胞、および前記細胞を含む生体組織の修復および再生のた
めの医薬、ならびにかかる医薬を製造する方法に関する。この方法は、特に間葉系幹細胞
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の自家移植のために好適であり、特に神経系組織の修復および再生のために適用され得る
。
【背景技術】
【０００２】
　従来、損傷を受けた神経組織の機能回復は非常に困難と考えられてきたが、近年になっ
て成熟脳においても自己増殖能と多分化能を保持する神経幹細胞が発見されたことを基に
、中枢神経系においても再生医療の研究が精力的に行われている。幹細胞を用いる再生医
療として最も実用化に近いと考えられているのは、損傷された細胞の補充をおこなう細胞
療法である。細胞療法においては、ドナーから提供される細胞（以下、ドナー細胞）を生
体外で培養、増殖、および／または分化誘導し、適切な形態においてレシピエントの生体
内へ投与することによって、レシピエントの損傷された組織細胞を補充する。
【０００３】
　脳神経疾患に対しては、神経系細胞への分化能を有する細胞を組織から抽出後培養し個
体へ移植することが、虚血モデル、外傷モデルなどにおいて試みられている。例えば、本
発明者らは、骨髄細胞中に神経細胞へ分化し得る細胞を含む細胞分画が存在することを既
に見出しており、さらに、ラット脊髄脱髄モデルへこれらの細胞を移植すると脱髄された
神経軸索が再有髄化することを確認している（特許文献１）。
【０００４】
　疾患の治療、特に、脳梗塞による虚血脳疾患など急性期の症状を有する疾患の治療に用
いる場合、ドナー細胞を迅速かつ大量に増殖させることが重要である。生体外で細胞を増
殖させるために、細胞の生存率を向上させ、増殖率を高めるために、様々な試みがなされ
ている。
【０００５】
　例えば、細胞の増殖率の改善のために、種々の増殖促進物質を添加した培地が使用され
ている。例えば、特許文献２においては、白血球阻害因子が細胞増殖の速度を増加させる
ことが開示されており、特許文献３においては、造血細胞を増殖させるための組み替えヒ
ト血清アルブミンを含む培地中が開示されている。特許文献４においては、ビタミンＣお
よび塩基性繊維芽細胞増殖因子を含む培地中で間葉系幹細胞を培養する方法が開示されて
いる。他の増殖因子（例えば、上皮細胞増殖因子、神経細胞増殖因子、肝細胞増殖因子、
トロンボポエチン、インターロイキンなど）の使用もまた公知である。
【０００６】
　より細胞増殖率を高めるような培養基質の開発もなされている。例えば、特許文献５に
おいては、基底膜細胞外基質上で間葉系幹細胞を培養する方法が開示されている。
【０００７】
　また、血清も増殖を促進する物質として一般的に使用される。従来、幹細胞の培養にお
いては、細胞増殖因子として１０～２０％程度のウシ胎児血清（ＦＢＳ）を始めとする異
種動物血清を添加した培地が広く使用されている。しかし、ＦＢＳのような動物血清はロ
ットによる組成の差が大きく、また、ウイルス、プリオンなどの病原体混入の危険性も問
題となっている。
【０００８】
　このような問題に対応すべく、血清を添加しない培地もまた開発されている（例えば、
特許文献２、特許文献３などを参照のこと）。しかし、無血清培地における培養では、血
清添加培地と同等の増殖を得ることは困難であるのが現状である。
【０００９】
　一方、ヒト血清を使用する試みにおいては、倫理的観点から胎児血清の使用は困難であ
るため、成人ヒト血清が使用される（例えば、特許文献６～８を参照のこと）。成人血清
を使用する上での利点は、ドナー細胞を採取した個体と同一の個体の血清を用いることが
可能な点であり、適合性および安全性の観点から非常に好ましい。
【００１０】
　成人血清を使用する場合の問題点は、例えばＦＢＳと比較した場合の増殖促進活性の低
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さである。成人血清は単独では充分な細胞増殖促進活性を示さず、ＦＢＳと同程度の増殖
を得るためには、さらにＦＢＳを添加するか（特許文献６）または他の増殖因子の添加が
不可欠である（特許文献７）。しかしながら、増殖因子などの添加によりＦＢＳと同等の
効果が得られた場合においてですら、先に述べたような急性期の疾患の治療に対応し得る
ような迅速かつ大量の増殖は得られていない。
【００１１】
　一方、従来、生体から採取した細胞を培養・増殖させる方法においては、血液成分を含
む組織または細胞をドナーから採取する際に、血液凝固を阻止するために、ヘパリンが添
加される（例えば、特許文献９、非特許文献１、および非特許文献２などを参照のこと）
。代表的な場合（例えば、通常の骨髄移植における骨髄細胞採取）においては、細胞液の
容積に対するヘパリンの投与量は、数十Ｕ／ｍＬ（約２０～４０Ｕ／ｍＬ）程度であり、
例えば特許文献８は、ヘパリンを５～１５Ｕ／ｍＬ程度の範囲で含有するヘパリン／緩衝
液を骨髄液に添加することを開示している。特許文献２においては、さらに培養培地中に
もヘパリンを含有させる方法が開示されている。
【００１２】
　ヘパリンは、上記のような血液凝固防止の用途の他に、増殖助剤としてもまた用いられ
ており、例えば特許文献４において、ヘパリンには塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ
）とそのレセプターとの親和性を高める作用があることが開示されている。また、特許文
献１０は、ヘパリンを含む硫酸化グリコサミノグリカンの改変体を、神経幹細胞増殖助剤
として開示している。しかしながら、これらヘパリンを用いる方法においても、なお十分
に迅速かつ大量の増殖率は達成し得ないのが現状である。
【００１３】
　ところで、生体は損傷を受けたときに、損傷部位を自律的に修復する機構を有しており
、ある程度の損傷であれば、機能的な障害を残すことなくこれを修復することが可能であ
る。しかしながら、損傷の程度が大きいと、内在的な修復機構だけでは足りず、回復が長
引いたり、さらには、損傷が完全には修復されず、機能的な障害が残ってしまう場合があ
る。従来、このような損傷を受けた生体組織、特に神経組織等の修復は非常に困難と考え
られてきたが、最近になって、多分化能を有する幹細胞の発見を契機に、損傷された細胞
を幹細胞で補う試みがなされつつある。例えば、特許文献１１には、脳梗塞モデルラット
に、疾患の急性期（虚血状態惹起の３～２４時間後）において間葉系幹細胞を投与したと
ころ、顕著な治療効果が得られたことが記載されている。
【００１４】
　しかしながら、損傷を受けてから時間が経過し、損傷部位がある程度安定した亜急性期
以降において、喪失した機能を回復するための有効な手法については、未だ報告がない。
【特許文献１】国際公開第WO02/00849A1号パンフレット
【特許文献２】特表2002-518990号公報
【特許文献３】特開2005-204539号公報
【特許文献４】特開2006-136281号公報
【特許文献５】特開2003-52360号公報
【特許文献６】特開平10-179148号公報
【特許文献７】特開2003-235548号公報
【特許文献８】特開2006-55106号公報
【特許文献９】国際公開第WO01/48147A1号パンフレット
【特許文献１０】特開2005-218308号公報
【特許文献１１】国際公開第ＷＯ２００５／００７１７６号パンフレット
【非特許文献１】高久史麿著、「骨髄移植マニュアル」、初版、内外医学社、1996年、86
頁
【非特許文献２】三浦恭定編、「血液幹細胞培養法」、改訂２版１刷、内外医学社、1989
年、38頁
【発明の開示】
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【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　したがって、本発明の課題は、細胞移植のために生体外で細胞を増殖させる場合におい
て、従来技術の問題を解決し、かつ従来の方法より高い増殖率を得、迅速かつ大量に細胞
を増殖することにある。さらに、増殖させた細胞を用いて、損傷の亜急性期以降に投与し
た場合でも治療効果を有する、実用性の高い組織修復幇助剤を提供することを目的とする
。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
上記の課題を解決するために、本発明者らは、細胞培養における種々の条件および手順を
検証する中で、通常は血液凝固防止の目的で用いられるヘパリンに着目して研究を進めた
ところ、ヘパリンが細胞増殖に対して著しい阻害作用を及ぼしているという知見を得た。
そして、さらに研究を進めた結果、ヘパリンと接触しないような条件下で細胞を培養すれ
ば、ＦＢＳの代わりに同種血清を用いた培養方法においても、優れた増殖効率を有する（
増殖が早い）細胞を取得でき、しかも得られる細胞は分化能が高い安全なものであること
を見出し、本発明を完成するに至った。
【００１７】
　すなわち、本発明は、生体から採取された試料中の細胞を、培地中で培養し増殖させる
方法であって、同種血清を含む培地において、細胞を抗凝固剤と実質的に接触しない状態
で培養する方法に関する。ここで、前記同種血清は血清癌マーカーおよび／または感染因
子について陰性であることが検査されていることが好ましく、また細胞を採取した被験者
自身の自己血清であることが好ましい。
【００１８】
　ここで、血清癌マーカーとしては、例えば、フェリチン、CEA、AFP、BFP、CA125、CA15
-3、CA19-9、CA72-4、STN、DUPAN-2、SLX、ST－439、SPAN－1、SCC、PSA、G－セミノプロ
テイン、TPA、シフラ、PAP、NSE、C-ペプチド、PIVKA、Pro－GRP、HCGβ、エラスターゼ
、β2マイクログロブリン、S-NTX、抗p53抗体、HER2等を挙げることができる。また感染
因子としては、例えば、HIV、ATL、HB、HC、梅毒、ヒトパルボウイルスB19等を挙げるこ
とができる。
【００１９】
　また、本発明は、採取された試料に添加される抗凝固剤の量を該試料の容積に対して５
Ｕ／ｍＬ未満とする、前記方法に関する。
【００２０】
　さらに、本発明は、培養を開始する際の培地中の抗凝固剤の量を０．５Ｕ／ｍＬ未満と
する、前記方法に関する。
【００２１】
　また、本発明は、前記抗凝固剤が、ヘパリン、ヘパリン誘導体またはこれらの塩である
、前記細胞増殖方法に関する。
　本発明は、血清を含む培地中で細胞を増殖させる、前記方法に関する。
【００２２】
　また、本発明は、細胞が由来する動物と同種の動物個体の血清を含有する培地中で細胞
を増殖させる、前記方法に関する。
【００２３】
　さらに、本発明は、自己血清を含有する培地中で細胞を増殖させる、前記方法に関する
。
　本発明はまた、培地中の血清含有量が１～２０容積％である、前記方法に関する。
　本発明は、幹細胞を増殖させる、前記方法に関する。
【００２４】
　また、本発明は、間葉系幹細胞を増殖させる、前記方法に関する。
　さらに、本発明は、ヒトの細胞を増殖させる、前記方法に関する。
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　本発明は、幹細胞を未分化な状態で増殖させる、前記方法に関する。
【００２５】
　本発明はまた、培地中の間葉系幹細胞の密度が５，５００個／ｃｍ２以上になった時点
で継代培養させる、前記方法に関する。
　さらに、本発明は、培地の交換を少なくとも週１回は行う、前記方法に関する。
【００２６】
　本発明は、細胞の総数が１００，０００，０００個以上になるまで継代培養を繰り返し
行う、前記方法に関する。
【００２７】
　本発明は、前記のいずれかの方法によって培養された細胞であって、CD24が発現してい
ないことを特徴とする、単離されたヒト培養細胞に関する。
【００２８】
　本発明はまた、前記のいずれかの方法によって培養された細胞であって、表１記載の陽
性CD抗原群のうち少なくとも９０％が発現し、かつ陰性CD抗原群の少なくとも９０％が発
現していないことを特徴とする、単離されたヒト培養細胞にも関する。
【００２９】
　前記細胞は、さらにヒトでの発現が好ましくない種々の癌関連遺伝子、例えば、EWI-FL
I-1、FUS-CHOP、EWS-ATF1、SYT-SSX1、PDGFA、FLI-1、FEV、ATF-1、WT1、NR4A3、CHOP/DD
IT3、FUS/TLS、BBF2H7、CHOP、MDM2、CDK4、HGFR、c-met、PDGFα、HGF、GFRA1、FASN、H
MGCR、RGS2、PPARγ、YAP、BIRC2、lumican、caldesmon、ALCAM、Jam-2、Jam-3、cadheri
n　II、DKK1、Wnt、Nucleostemin、Neurofibromin、RB、CDK4、p16、MYCN、telomere、hT
ERT、ALT、Ras、TK-R、CD90、CD105、CD133、VEGFR2、CD99、ets、ERG、ETV1、FEV、ETV4
、MYC、EAT-2、MMP-3、FRINGE、ID2、CCND1、TGFBR2、CDKNIA、p57、p19、p16、p53、IGF
-1、c-myc、p21、cyclin　D1、p21のいずれの遺伝子も異常発現していないことを特徴と
する。なお、異常発現とは健常者の発現量に対して有意に高い発現を意味する。
【００３０】
　本発明は、前記細胞を用いて組織修復・再生用医薬を製造する方法に関する。
　また、本発明は、前記細胞を含む組織修復・再生用医薬に関する。
【００３１】
　本発明は、細胞が間葉系幹細胞であり、静脈内投与、腰椎穿刺投与、脳内投与、脳室内
投与、局所投与または動脈内投与される、損傷部位の修復を幇助するための、もしくは加
齢による廊下した部位の修復を幇助するための前記医薬に関する。組織は、特に限定され
ないが、たとえば、脳や脊髄を含む神経系組織、腎臓、膵臓、肝臓、腸、胃、消化器官、
肺臓、心臓、脾臓、血管、血液、皮膚、骨、軟骨、歯、および前立腺等を例示できる。細
胞は好ましくは自己の細胞である。
【００３２】
　好ましい実施形態において、本発明の組織修復・再生用医薬は疾患や障害の亜急性期以
降に投与され、サイトカインの分泌、血管新生および／または神経再生により、損傷部位
の修復を幇助する。
【００３３】
　１つの実施形態において、前記損傷部位は腎臓であり、前記医薬はＢＵＮ値および／ま
たはクレアチニン値の改善によって損傷部位の修復を促す。
【００３４】
　１つの実施形態において、前記損傷部位は膵臓であり、前記医薬は血糖値、血中Ｇｌｕ
　Ａ１濃度および／または血中ＨｂＡ１Ｃ濃度の改善によって損傷部位の修復を促す。
【００３５】
　１つの実施形態において、前記損傷部位が心臓であり、前記医薬は血中プロスタグラン
ジンＤ合成酵素濃度および/または血中ホモシステイン濃度の改善によって損傷部位の修
復を促す。
【００３６】
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　１つの実施形態において、前記損傷部位が肝臓であり、前記医薬はＧＯＴ値、ＧＰＴ値
および／またはγ－ＧＴＰ値の改善によって損傷部位の修復を促す。
【００３７】
　１つの実施形態において、前記損傷部位が脳であり、前記医薬は失語症の指標となるＳ
ＬＴＡ値、知能回復の指標となるＷＡＩＳ－Ｒ値の改善を促し、失語症や認知症を治療し
うる。
【００３８】
　１つの実施形態において、前記損傷部位が前立腺であり、前記医薬はＰＳＡ値の改善に
よって損傷部位の修復を促す。
【００３９】
　本発明の組織修復・再生用医薬の対象となる疾患や障害としては、具体的には、腎障害
、肝障害、糖尿病を含む膵臓障害、前立腺肥大、高脂血症、失語症および認知症を含む高
次脳機能障害、蘇生後脳症、心疾患、脊髄損傷等を挙げることができるが、これらに限定
されない。
【００４０】
　本発明はまた、本発明の細胞を調製するためのキットであって、抗凝固剤が０．５Ｕ／
ｍＬ未満であることを特徴とする培地が充填された容器を含むキットに関する。前記キッ
トは、細胞の調整に必要な他の試薬や器具機材を含んでいてもよく、抗凝固剤は（含む場
合は）、たとえばヘパリンが用いられる。
【００４１】
　さらに本発明は、被験者から単離した細胞を、本発明の方法により培養する工程と、前
記工程で得られた細胞について癌関連遺伝子の発現を検査する工程と、前記検査において
安全性が確認された細胞を前記被験者に投与する工程とを含む、組織修復・再生のための
細胞療法にも関する。ここで、検査対象である癌関連遺伝子としては、前述のものを挙げ
ることができる。
【００４２】
　好ましい態様において、前記細胞療法は、組織が神経系組織であり、細胞が自家の間葉
系幹細胞であり、静脈内投与、腰椎穿刺投与、脳内投与、脳室内投与、または動脈内投与
される、虚血性神経疾患の処置のためのものである。
【発明の効果】
【００４３】
本発明は、従来では細胞増殖に必須または有用と考えられてきた抗凝固剤をごく微量で添
加するか、または抗凝固剤を実質的に添加せず培養を行うことによって、異種血清（ＦＢ
Ｓ）の代わりに同種血清（たとえば、細胞を採取した被験者自身の自己血清）を用いる場
合においても、著しい増殖率の改善が達成され、しかも優れた増殖効率を有する（増殖が
早い）細胞が得られるという、これまでの常識からは全く予測し得ない驚くべき効果を奏
する。自己血清を含まない培養方法は、ＦＢＳを用いた従来の培養法に比較して、得られ
る細胞は安全性と分化能において格段に優れている。
【００４４】
　本発明の医薬は、従来は有効性が想定されていなかった疾患の亜急性期以降に投与した
場合であっても治療効果を奏することから、投与すべき細胞を発症前に調製しておく必要
がなく、発症後に対象から採取して培養すれば足りるため、対象の負担を大幅に軽減する
ことが可能となる。また、本発明の医薬は、静脈内注射により体内の任意の損傷部位の修
復を幇助できるため対象への侵襲が少なく、また、手術の必要がなく、通常の処置室など
で投与できるため、医療提供者の負担や医療コストを削減することができる。さらに、本
発明の医薬は、複数の異なる組織に対して修復幇助効果を奏するため適用範囲が広く、特
に複数の異なる損傷部位を有する対象を同時に効果的に処置することが可能である。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１】図１は、骨髄液に添加するヘパリンの量を０．１Ｕ／ｍＬ（◆）または２６７Ｕ
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／ｍＬ（■）とした場合のヒト間葉系幹細胞の増殖を示すグラフである。
【図２】図２は、骨髄液に極微量（左）または２ｍＬ（右）のヘパリンを添加した場合の
、培養開始から４日後での細胞数を示すグラフである。添加するヘパリンを極微量にする
ことで細胞数は約４０倍に増加した。
【図３】図３は、ヘパリンの添加量を０．１Ｕ／ｍＬとして、ヒト成人血清（◆）または
ＦＢＳ（■）を添加した培地中での間葉系幹細胞増殖を示すグラフである。
【図４】図４は、ラット間葉系幹細胞を、様々な量のヘパリンを添加して１０％ＦＢＳ含
有培地で培養した場合の増殖率を示すグラフである（上から順に、１Ｕ／ｍＬ、１０Ｕ／
ｍＬ、１００Ｕ／ｍＬ、１０００Ｕ／ｍＬ）。
【図５】図５は、ラット間葉系幹細胞を、ヘパリンを添加した培地中で培養した場合（◆
）、または、同量のヘパリンを骨髄液中に添加してその後培地中で培養した場合（■）の
増殖率を示すグラフである。
【図６】図６は、ヘパリンの添加量を０．１Ｕ／ｍＬとして、ヒト成人自己血清（実線）
またはＦＢＳ（点線）のいずれかを添加したαＭＥＭ培地中でのヒト間葉系幹細胞の増殖
を示すグラフである。
【図７】図７は、ヘパリンの添加量を０．１Ｕ／ｍＬ未満として、グルタミンを添加した
場合（◆）またはグルタミン無添加の場合（■）の、ヒト間葉系幹細胞の増殖を示すグラ
フである。
【図８】図８は、ヘパリン未処理（◆）、ヘパリン処理（■）、ヘパリン＋プロタミン処
理後（▲）のラット間葉系幹細胞をＦＢＳ含有培地で培養したときの増殖率を示すグラフ
である。
【図９】図９は、本発明の医薬の治療メカニズムを示した図である。縦軸は症状の軽重、
横軸は発症からの経過時間、矢印は本発明の医薬の投与時期をそれぞれ示す。矢印から右
側において、上側の曲線は投与剤の投与を受けた対象の症状の推移を、下側の曲線は、投
与を受けなかった対象の症状の推移をそれぞれ示す。
【図１０】図１０は、本発明の医薬の投与前（左）および投与の２週間後（右）における
虚血性神経疾患患者の脳ＭＲＩ画像である。損傷部位は白色部分として示される。
【図１１】図１１は、虚血性神経疾患患者の本発明の医薬の投与の前後にわたる脳梗塞レ
ベル（ＮＩＨＳＳ：米国立衛生研究所脳卒中スケール（●）、ＪＳＳ：日本脳卒中学会脳
卒中スケール（■）、ＭＲＳ：修正ランキンスケール（▲））の推移を示すグラフである
。矢印は細胞投与時点を示す。
【図１２】図１２は、本発明の医薬の投与前（左）および投与の１週間後（右）における
虚血性神経疾患患者のサーモグラフィー像である。高温を示す濃色領域が投与の１週間後
において顕著に縮小している。
【図１３】図１３は、本発明の医薬の投与前および投与後における糖尿病患者の血糖値（
ＢＳ：●）、血中Ｇｌｕ　Ａ１濃度（■）および血中ＨｂＡ１Ｃ濃度（▲）の推移を示し
たグラフである。縦軸は左がｍｇ／ｄｌ、右が％を、横軸は投与日を０日とした場合の日
数をそれぞれ示す。矢印は細胞（本発明の医薬）投与時点を示す。
【図１４】図１４は、本発明の医薬の投与前および投与後における前立腺肥大患者のＰＳ
Ａ値の推移を示したグラフである。矢印は細胞（本発明の医薬）投与時点を示す。
【図１５】図１５は、本発明の医薬の投与前および投与後における肝障害病患者のγ‐Ｇ
ＴＰ値（左）とＧＯＴ（右◆）およびＧＰＴ（右■）推移を示したグラフである。矢印は
細胞（本発明の医薬）投与時点を示す。
【図１６】図１６は、本発明の医薬の投与前および投与後における腎障害病患者のβ２－
マイクログロブリン値の推移を示したグラフである。矢印は細胞（本発明の医薬）投与時
点を示す。
【図１７】図１７は、本発明の医薬の投与前および投与後における高脂血症患者の中性脂
肪の推移を示したグラフである。矢印は細胞（本発明の医薬）投与時点を示す。
【図１８】図１８は、本発明の医薬の投与前および投与後における高次脳機能障害患者（
認知症と失語症）のＳＬＴＡテスト結果とＷＡＩＳ－Ｒテスト結果の推移を示したグラフ
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である。
【図１９】図１９は、ラット脳梗塞モデルにおける本発明の医薬の投与による治療効果を
ＭＲＩと血管新生の側面から各群で比較した結果を示す（図中、左から(i)非移植群、(ii
)細胞(1.0×106)静注群、(iii)Angiopoietin遺伝子導入した細胞(1.0×106)静注群、(iv)
VEGF遺伝子導入した細胞(1.0×106)静注群、(v)AngiopoietinとVEGF遺伝子導入した細胞(
1.0×106)静注群：*　p<0.05,　**　p<0.01）。
【図２０】図２０は、ラット脳梗塞モデルにおける本発明の医薬の投与による治療効果を
行動学的側面から各群で比較した結果を示す（図中、左から(i)非移植群、(ii)細胞(1.0
×106)静注群、(iii)Angiopoietin遺伝子導入した細胞(1.0×106)静注群、(iv)VEGF遺伝
子導入した細胞(1.0×106)静注群、(v)AngiopoietinとVEGF遺伝子導入した細胞(1.0×106

)静注群：*　p<0.05,　**　p<0.01）。
【図２１】図２１は、ラット心肺停止モデル（蘇生後脳症）における本発明の医薬の投与
による治療効果をTunnel陽性細胞数（Ａ）、神経細胞数（Ｂ）で評価した結果を示す（左
：対照群、右：細胞投与群：*　p<0.05）。
【図２２】図２２は、ラット心肺停止モデルにおける本発明の医薬の投与による治療効果
をMorris　water　maze　testで評価した結果を示す（*　p<0.05）。
【図２３】図２３は、本発明にかかるヒト間葉系幹細胞を移植した脊髄損傷モデルラット
の運動機能の回復をトレッドミルテストで評価したグラフである（図中、左から６時間後
、１日後、３日後、７日後、１４日後移植）。
【００４６】
　本明細書は、本願の優先権の基礎である特願2007-235436号（2007年9月11日出願）、特
願2007-236499号（2007年9月12日出願）、特願2007-267211号（2007年10月12日出願）、
特願2007-278049号（2007年10月25日出願）、特願2007-278083号（2007年10月25日出願）
の明細書に記載された内容を包含する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００４７】
　以下、本発明による細胞増殖の方法について、詳細に説明する。
　本発明の方法は、生体から採取された試料中の細胞を、培地中で培養して増殖させる方
法であって、同種血清を含む培地において、細胞を抗凝固剤と実質的に接触しない状態で
培養することを特徴とする。前記同種血清は血清癌マーカーおよび／または感染因子につ
いて陰性であることが検査されていることが好ましく、また細胞を採取した被験者自身の
自己血清であることが好ましい。
【００４８】
　本発明において検査される血清癌マーカーとしては、例えば、フェリチン、CEA、AFP、
BFP、CA125、CA15-3、CA19-9、CA72-4、STN、DUPAN-2、SLX、ST－439、SPAN－1、SCC、PS
A、G－セミノプロテイン、TPA、シフラ、PAP、NSE、C-ペプチド、PIVKA、Pro－GRP、HCG
β、エラスターゼ、β2マイクログロブリン、S-NTX、抗p53抗体、HER2を挙げることがで
きる。また、感染因子としては、HIV、ATL、HB、HC、梅毒、ヒトパルボウイルスB19等を
挙げることができる。
【００４９】
　本発明において用いられる試料とは、増殖能を有し、および／または組織の修復・再生
のために有用な細胞を含む体液および／または組織であって、例えば、骨髄液、血液（末
梢血もしくは臍帯血）またはリンパ液などの体液、筋肉組織、骨組織、皮膚、リンパ系組
織、脈管、または消化器などの組織、または胚（ヒト胚を除く）などが挙げられる。生体
から採取された試料は、その試料全体をそのまま、または必要に応じて処理（例えば、不
要な成分の除去、特定の細胞分画の精製、酵素処理など）を行い、本発明による増殖方法
に供する。
【００５０】
　本明細書において「細胞が抗凝固剤と実質的に接触しない」とは、細胞の採取から培養
期間全体のいずれかの時点において使用する抗凝固剤の量を実質的に減少させることを意



(10) JP 4936341 B2 2012.5.23

10

20

30

40

50

味し、例えば、抗凝固剤を、細胞採取のための容器（採血管など）の内壁を抗凝固剤溶液
で濡らす程度に添加するか、もしくは全く添加しないか、または培養を開始する際に試料
中の抗凝固剤を実質的に除去した場合に得られる状態を意味する。
【００５１】
　より迅速かつ大量に細胞増殖を得るためには、試料を採取する際に添加される抗凝固剤
の量が少ないことが好ましく、採取した細胞は、凝血を避けるために採取後速やか（たと
えば、３０分以内）に培養工程に移行させる。より好ましくは、細胞と抗凝固剤とが実質
的に接触しないようにする。以上の操作により、従来のおよそ３～１００倍という驚くべ
き増殖率が得られる。
【００５２】
　本発明の好ましい態様においては、生体から採取された試料に添加される（すなわち、
採取された試料が収められる採血管に予め添加される）抗凝固剤の量を、試料の容積に対
して５Ｕ／ｍＬ未満、好ましくは２Ｕ／ｍＬ未満、さらに好ましくは０．２Ｕ／ｍＬ未満
とする。
【００５３】
　本発明の別の好ましい態様においては、生体から採取された試料中の細胞を培養する際
に、培地中に存在する抗凝固剤の量が、培地の容積に対して０．５Ｕ／ｍＬ未満、好まし
くは０．２Ｕ／ｍＬ未満、最も好ましくは０．０２Ｕ／ｍＬ未満である。より具体的には
、培養を開始する際の抗凝固剤の量が培地の容積に対して０．５Ｕ／ｍＬ未満になるよう
に、予め試料採取のための採血管に投与する抗凝固剤の量を抑えるか、および／または、
培地中に添加する抗凝固剤の量を調整する。
【００５４】
　また、本明細書において「抗凝固剤」とは、体液中または培地中に存在する場合、細胞
表面に結合して、細胞外マトリクスに存在する抗血液凝固作用を有するタンパク質と相互
作用し、細胞と細胞外マトリクス、細胞同士または細胞と基質とが接着することを阻害す
る物質を指し、典型的には、例えば、ヘパリンおよびヘパリン誘導体（例えば、特開2005
-218308A号公報において開示される、ヘパリンを構成するＤ－グルコサミンの６位を脱硫
酸したグリコサミノグリカンなど）またはそれらの塩が用いられる。
【００５５】
　本発明の方法において細胞を増殖させるための培地は、細胞培養の分野において通常使
用される培地であれば特に限定されないが、より迅速かつ大量の増殖を得るためには、血
清含有培地が好ましい。血清含有培地は、本明細書において以下の他の箇所に記載するよ
うな標準培地を基に、培地に対して１２％未満の量で血清を加えたものを使用する。血清
を提供する個体の負担を考えると血清量は少なければ少ないほど好ましいが、所望の迅速
な細胞増殖促進作用が得られる範囲内であることを考慮すると、１％～２０容積％である
ことが好ましく、より好ましくは３～１２％であり、さらに好ましくは５～１０％である
。
【００５６】
　本発明の方法において使用される血清は、哺乳動物の血清であり、培養される細胞が由
来する個体の血清（自己血清）である。ただし、培養される細胞がヒト細胞である場合、
自己血清の採取が困難である場合、異種動物血清（例えばＦＢＳ）、あるいは同種の他個
体の血清（他家血清）を使用しても、細胞が凝固剤と実質的に接触しない状態で培養され
る限り、高い増殖効率は達成しうる。ただし、例えばＦＢＳに比べ、ヒト血清を用いた場
合に、抗凝固剤を添加しないことによる本発明の効果は、より顕著に現れる。血清は、末
梢血由来の血清であっても、臍帯血由来の血清であってもよい。
【００５７】
　本発明の方法によって増殖させる細胞は、血液成分を含む試料から調製し、付着させて
培養する細胞であればよく、例えば、間葉系細胞、間葉系幹細胞、造血幹細胞、臍帯血幹
細胞、角膜幹細胞、肝幹細胞、膵幹細胞などの体性幹細胞、胎児幹細胞などの胚性幹細胞
単核細胞（ヒト胚を除く）の他、骨芽細胞、繊維芽細胞、靱帯細胞、上皮細胞、血管内皮
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細胞などが挙げられるが、これらに限定されない。
【００５８】
　本発明の方法は、その一態様において、幹細胞を増殖させるために好適であり、例えば
、間葉系幹細胞を増殖させるために用いられる。
【００５９】
　間葉系幹細胞とは、間葉系組織の間質細胞の中に微量に存在する多分化能および自己複
製能を有する幹細胞であり、骨細胞、軟骨細胞、脂肪細胞などの結合組織細胞に分化する
だけでなく、神経細胞や心筋細胞への分化能を有することが近年見出されている。
【００６０】
　一態様において、本発明の方法を、ヒトの細胞を増殖させるために用いてもよい。
【００６１】
　本発明の別の態様において、増殖させる細胞はヒト以外の動物（例えば、マウス、ラッ
ト、モルモット、ハムスターなどの齧歯類、チンパンジーなどの霊長類、ウシ、ヤギ、ヒ
ツジなどの偶蹄目、ウマなどの奇蹄目、ウサギ、イヌ、ネコなど）の細胞であってもよい
。
【００６２】
　さらに、本発明の方法の一態様において、幹細胞を未分化な状態で増殖させてもよい。
【００６３】
　一般に、幹細胞は、未分化な状態の方が増殖率および生体内導入後の生存率が高い。例
えば、虚血性脳疾患の処置など、迅速かつ大量の細胞増殖が必要とされる場合においては
、採取した幹細胞を未分化な状態のままで増殖させることによって、短期間に必要な細胞
数を得ることができる。
　あるいは、一定の細胞種へ分化した細胞が所望である場合、幹細胞または芽細胞を未分
化な状態で大量に増殖させ、次いで、所望の細胞種への分化を誘導する既知の成長因子の
添加またはかかる性質を有する遺伝子の導入などによる分化誘導を行うことによって、大
量の分化した細胞を得てもよい。
【００６４】
　本発明の一態様において、培地中の間葉系幹細胞の密度が５，５００個／ｃｍ２以上に
なった時で継代培養させることが好ましい。
【００６５】
　培地における細胞の密度は、細胞の性質および分化の方向性に影響を与える。例えば、
間葉系幹細胞を培養する場合、培地中の細胞の密度が８，５００個／ｃｍ２を超えると、
細胞の性質が変化してしまうため、最大でも８，５００個／ｃｍ２以下で継代培養させる
ことが好ましく、より好ましくは、５，５００個／ｃｍ２以上になった時点で継代培養さ
せる。
【００６６】
　また、本発明の好ましい態様において、培地は、少なくとも週１回交換する。
【００６７】
　培地の交換は、細胞の培養および増殖に必要な栄養素、成長因子、増殖因子などを供給
するため、また、細胞の代謝によって生成する乳酸などの老廃物を除去し、培地のｐＨを
一定に保つために必要である。培地交換の周期は、細胞の種類、培養条件などに依存して
選択されるが、特に、ヒト血清含有培地を使用する場合、血清ドナーの負担を考慮して、
なるべく少ない回数であることが望ましく、例えば、本発明の方法によって間葉系幹細胞
を培養する場合、少なくとも週１回、より好ましくは週１～２回の培地交換を行う。本発
明の方法によって、必要な細胞数を得るまでにかかる培養日数が短縮されるため、培地交
換によって使用される血清の量を抑えることができる。
【００６８】
　本発明の方法の好ましい一態様において、細胞の総数が１００，０００，０００個以上
になるまで継代培養を繰り返し行うことができる。
【００６９】
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　本発明の方法を用いて細胞を培養することにより、通常より３～１００倍高い増殖率が
得られるため、短期間に大量の細胞を得ることができる。必要とされる細胞数は、その細
胞を使用する目的に応じて変化し得るが、例えば、脳梗塞による虚血性脳疾患の治療のた
めの移植に必要とされる間葉系幹細胞の数は、１０，０００，０００個以上と考えられて
いる。本発明の方法を用いた場合、典型的には、１２日間で１０，０００，０００個の間
葉系幹細胞を得ることができる。このような細胞増殖の迅速化はこれまで実現されておら
ず、本発明の方法によって初めて可能になった。そして、この方法で得られる細胞自体も
優れた増殖効率を有する。血清含有培地において実質的にヘパリンを含有させないで培養
することによりこのような迅速な細胞増殖や増殖効率の高い（増殖が早い）細胞の取得が
可能であることは、当業者にとって極めて驚くべきことである。
【００７０】
　本発明の方法で得られる細胞は、分化能が高い安全なものであり、発明者らはこれを「
体性基幹細胞」と名付けた。本発明の方法で得られる「体性基幹細胞」では、特定の遺伝
子の発現量が、異種血清（例えばＦＢＳ）を用いた培養時と比較して変化（発現／非発現
、低減／増加）している。
【００７１】
　例えば表１には、自己血清培養細胞で発現している細胞表面抗原（ＣＤ抗原）群、およ
び、自己血清培養幹細胞で発現していないＣＤ抗原群が示されている。本発明の方法で得
られる細胞は、表１記載の陽性CD抗原群のうち少なくとも９０％が発現し、かつ陰性CD抗
原群の少なくとも９０％が発現していないことを特徴とする。本発明の方法で得られる細
胞は、異種血清（例えばＦＢＳ）培養で発現している分化マーカーＣＤ２４が発現してお
らず、より未分化の状態が維持されていることを特徴とする。
【００７２】
　表３には、５つのケースで共通して増減のみられたサイトカインが示されている。さら
に表４には、５つのケースで共通して発現量に２倍以上の差があった遺伝子群が示されて
いる。これらの表に示されるように、本発明の方法で得られる細胞は、一連の増殖因子を
発現し、特にEGFについては、異種血清（例えばＦＢＳ）を用いた培養方法に比較して、
その発現レベルが高い。これは、本発明の細胞が増殖に有利であることの原因である可能
性を示唆する。
【００７３】
　さらに、表２には、ＦＢＳ培養細胞と自己血清培養細胞において５つのケースで共通し
て増減のみられた増殖因子関連因子が示されている。この表で示されるように、本発明の
方法で得られる細胞では、異種血清（例えばＦＢＳ）を用いた培養方法に比較して癌関連
遺伝子群の発現あるいは発現レベルが少ない。なお、好ましくない癌関連遺伝子としては
、EWI-FLI-1、FUS-CHOP、EWS-ATF1、SYT-SSX1、PDGFA、FLI-1、FEV、ATF-1、WT1、NR4A3
、CHOP/DDIT3、FUS/TLS、BBF2H7、CHOP、MDM2、CDK4、HGFR、c-met、PDGFα、HGF、GFRA1
、FASN、HMGCR、RGS2、PPARγ、YAP、BIRC2、lumican、caldesmon、ALCAM、Jam-2、Jam-3
、cadherin　II、DKK1、Wnt、Nucleostemin、Neurofibromin、RB、CDK4、p16、MYCN、tel
omere、hTERT、ALT、Ras、TK-R、CD90、CD105、CD133、VEGFR2、CD99、ets、ERG、ETV1、
FEV、ETV4、MYC、EAT-2、MMP-3、FRINGE、ID2、CCND1、TGFBR2、CDKNIA、p57、p19、p16
、p53、IGF-1、c-myc、p21、cyclin　D1、p21等を挙げることができる。
【００７４】
　本明細書において、「発現量が低減（または増加）している」は、当該分野において周
知のアルゴリズム（GeneChip　Algorithm（AFFYMETRIX））に基づく「Signal　Log　Rati
o」が「－１≦」または「１≦」（すなわち、遺伝子発現量の比が２倍以上である（表５
））、より好ましくは「－２≦」または「２≦」である（すなわち、遺伝子発現量の比が
４倍以上である）ことが意図される。本明細書において用いられる場合、「表に記載の遺
伝子」は、表に記載された「Probe　Set　ID」によって特定される遺伝子（その遺伝子の
機能を保持した変異体を含む。）が意図される。これらの遺伝子はGene　Symbolで示され
る遺伝子に相当する。Gene　Symbolは米国ＮＣＢＩによって、各遺伝子に一義的に対応付
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けされている名称である。Probe　Set　IDとGene　Symbolの対応の詳細についてはAFFYME
TRIX　社のNetAffixデータベースに記載されており、当業者であれば容易に理解される。
遺伝子について用いられる場合、「変異体」は、「遺伝子変異体」と置換可能に用いられ
、（ｉ）特定された遺伝子の塩基配列に１または数個の塩基が欠失、置換または付加され
た塩基配列からなるもの、（ｉｉ）特定された遺伝子にストリンジェントな条件下でハイ
ブリダイズし得る塩基配列からなるもの、あるいは（ｉｉｉ）特定された遺伝子の塩基配
列と少なくとも８０％同一な塩基配列からなるもの、のいずれかが意図され、いずれの場
合も、特定された遺伝子の機能を保持しているものである。本明細書において用いられる
場合、「遺伝子の機能」は「その遺伝子によってコードされるタンパク質の機能」と置換
可能に用いられる。「表に記載の遺伝子」によってコードされるタンパク質は、機能が周
知のタンパク質であり、その機能を確認するためのアッセイ系も当該分野においてよく知
られている。よって、当業者は、当該分野の周知技術を用いることにより、上述したよう
な遺伝子変異体を容易に作製し得かつその機能を容易に確認し得る。例えば、ハイブリダ
イゼーションの具体的手順および「ストリンジェントな」ハイブリダイゼーション条件に
ついては、「Molecular　Cloning:　A　Laboratory　Manual　第3版,　J.　Sambrookおよ
びD.　W.　Russll編,　Cold　Spring　Harbor　Laboratory,　NY　(2001)」（本明細書中
に参考として援用される。）に記載されている方法のような周知の方法に従って行うこと
ができる。
【００７５】
　本発明において、ＣＤ抗原群が「発現している」、または「発現していない」とは、Af
fymetrix社のGenechip　Operating　Software　(GCOS)のAnalysisモードを使用した場合
の結果が意図される。また、表に記載の遺伝子の機能を保持した遺伝子変異体によってコ
ードされるタンパク質は、表に記載の遺伝子によってコードされるタンパク質の変異体で
あり得る。タンパク質について用いられる場合、「変異体」は、「タンパク質変異体」と
置換可能に用いられ、特定された遺伝子によってコードされるタンパク質のアミノ酸配列
に１または数個のアミノ酸が欠失、置換または付加されたアミノ酸配列からなるものが意
図される。当業者はまた、当該分野の周知技術を用いることにより、上述したようなタン
パク質変異体を容易に作製し得かつその機能を容易に確認し得る。
【００７６】
　本発明に係る細胞は、組織の修復および再生に利用可能な増殖能を有する細胞である。
組織の修復および再生に用いられるドナー細胞としては、自家または他家の組織幹細胞も
しくは体性幹細胞または胚性幹細胞が挙げられる。よって、本発明に係る細胞は、組織幹
細胞、体性幹細胞または胚性幹細胞に由来する細胞であり得る。なお、倫理的な問題、感
染症の危険性、または免疫抑制剤使用の必要性などを考慮すると、自家細胞、とりわけ、
非侵襲的にドナー細胞を確保できる体性幹細胞（例えば、骨髄細胞）に由来する細胞であ
ることが好ましい。
【００７７】
　組織幹細胞、体性幹細胞または胚性幹細胞は哺乳動物個体の組織または体液から供給さ
れ得、これらの細胞の供給源に好ましい組織としては、例えば、筋肉組織、骨組織、脂肪
組織、皮膚、リンパ系組織、脈管、消化器、毛根、歯髄、および胚（ヒト胚を除く）など
が挙げられ、供給源に好ましい体液としては、例えば、骨髄液、血液（末梢血もしくは臍
帯血）およびリンパ液などが挙げられる。特に、修復および再生の対象が神経系組織であ
る場合、ドナー細胞の供給源としては、例えば、骨髄、末梢血、臍帯血、胎児胚、脳など
が挙げられ、修復および再生の対象が造血組織である場合、骨髄、末梢血、臍帯血、胎児
胚などが挙げられる。なお、当業者は、当該分野において周知の技術を用いて、目的の細
胞を容易に調製し得る。
【００７８】
　本発明に係る細胞は、組織の修復および再生に利用可能な細胞であるので、接着性の細
胞であることが好ましく、例えば、間葉系細胞、間葉系幹細胞、造血幹細胞、臍帯血幹細
胞、角膜幹細胞、肝幹細胞、膵幹細胞などの体性幹細胞、胎児幹細胞などの胚性幹細胞単
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核細胞（ヒト胚を除く）の他、骨芽細胞、繊維芽細胞、靱帯細胞、上皮細胞、血管内皮細
胞などの細胞に由来することがより好ましい。なお、急性期の神経疾患の治療に用いるこ
とが意図される場合は、本発明に係る細胞は、幹細胞、特に間葉系幹細胞に由来すること
が好ましい。間葉系幹細胞とは、間葉系組織の間質細胞の中に微量に存在する多分化能お
よび自己複製能を有する幹細胞であり、骨細胞、軟骨細胞、脂肪細胞などの結合組織細胞
に分化するだけでなく、神経細胞や心筋細胞への分化能を有することが近年見出されてい
る。なお、幹細胞は未分化な状態の方が増殖率および生体内導入後の生存率が高いので、
本発明に係る細胞は幹細胞に由来する未分化な状態の細胞であることが好ましい。
【００７９】
　本発明に係る細胞は、ヒト由来の細胞であることが好ましいが、ヒト以外の哺乳動物（
例えば、マウス、ラット、モルモット、ハムスターなどの齧歯類、チンパンジーなどの霊
長類、ウシ、ヤギ、ヒツジなどの偶蹄目、ウマなどの奇蹄目、ウサギ、イヌ、ネコなど）
に由来する細胞であってもよい。
【００８０】
　本明細書において用いられる場合、自己血清は、細胞の由来する個体の血清（自己血清
）であるが、自己血清の使用が困難な場合、他の成人ヒト血清を用いても高い増殖率を得
ることができる。
【００８１】
　上述したように、本発明に係る細胞は、同種、特に自己血清存在下における増殖率が異
種血清存在下における増殖率より高く、しかも安全でより未分化の状態が維持された分化
能の高い細胞である。本発明に係る細胞の培養に用いられる培地としては、細胞の種類、
所望の分化の方向およびレベル、ならびに必要とされる増殖率などに応じて、当該分野に
おいて公知の種々の標準培地（例えば、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）、ＮＰ
ＢＭ、αＭＥＭなど）から適宜選択されるが、ＤＭＥＭが好適に用いられる。
【００８２】
　一局面において、本発明の方法によって培養させた細胞は、組織修復・再生のための医
薬の製造に用いられてもよい。
【００８３】
　本発明の増殖方法で得た細胞を有効成分として含む治療薬を被験体に投与することによ
って、機能を喪失した対象の組織を修復、再生させることができる。特に、間葉系幹細胞
を用いる場合、虚血性脳疾患の脳組織を修復、再生させることが可能である（国際公開WO
02/00849A1号公報を参照のこと）。本明細書において言及される場合、組織の修復、再生
とは、機能の修復、再生と同義であり、治療効果としては、例えば、神経系組織を修復・
再生する場合、神経の保護作用（例えば、軸索の再有髄化）、神経栄養作用（例えば、神
経膠細胞の補充）、脳血管新生作用、神経再生等を含む。すなわち、本発明の方法によっ
て増殖させた細胞を含む医薬の治療効果の実体としては、組織の修復、再生を、現象とし
ては、その組織の機能障害の修復、再生を意味している。増殖させた細胞を組織の修復・
再生のために使用する場合、ドナー細胞のソースがＨＩＶ、ＡＴＬ、ＨＢ、ＨＣ、梅毒、
ヒトパルボウイルスＢ１９などに感染していないことが、予め末梢血により確認されてい
ることが好ましい。
【００８４】
　また、一態様において、本発明の方法によって増殖させた細胞を、疾患または病原体感
染の診断に使用することも可能である。例えば、被験体から採取して体外で増殖させた細
胞中に含まれる癌関連遺伝子の状態を調べることによって発癌の危険性を診断することが
できる。
【００８５】
　また、被験体がプリオン病に感染している場合、通常の検査方法では検出が困難である
が、本発明の方法によって細胞を増殖させることで、迅速に検出感度以上まで異常プリオ
ンを増幅させ、プリオン病の診断を行うことができる。
【００８６】
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　あるいは、本発明の方法によって増殖させた細胞を、インビボまたはインビトロ実験に
使用してもよい。
【００８７】
　本発明の方法によって増殖させた細胞を含む組織修復・再生用医薬としては、例えば、
本発明の方法を用いて生体外増幅された細胞と薬学的に受容可能な希釈剤、賦形剤および
／または基材からなる、注射（例えば、神経前駆細胞、造血幹細胞、肝細胞、膵細胞、リ
ンパ球細胞などを含む注射）および移植用インプラント、（例えば、心筋細胞シート、人
工皮膚、人工角膜、人工歯根、人工関節など）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００８８】
　本発明の方法によって培養させた細胞を含む医薬は、神経系組織の修復・再生のために
用いられてもよい。例えば、自家の間葉系幹細胞を増殖させて、虚血性神経疾患の処置の
ための医薬に用いてもよい。好ましい一態様において、前記医薬に含まれる細胞は、細胞
が投与される被験体に由来する細胞（自家細胞）である。
【００８９】
　かかる細胞療法の対象となる神経系疾患としては、例えば、中枢性および末梢性の脱髄
疾患、中枢性および末梢性の変性疾患、脳卒中（脳梗塞、脳出血、クモ膜下出血を含む）
、脳腫瘍、痴呆を含む高次機能障害、精神疾患、てんかん、外傷性の神経系疾患（頭部外
傷、脳挫傷、脊髄損傷を含む）、脊髄梗塞、ならびにクロイツフェルトヤコブ病、クール
ー病、牛海綿状脳症、スクレイピーなどのプリオン病が挙げられるが、これらに限定され
ない。
【００９０】
　本発明の方法によって増殖される細胞は、神経系疾患以外の疾患の処置においても有用
である。例えば、急性白血病の治療のために、造血幹細胞を生体外増幅して骨髄中に移植
してもよい。通常の骨髄移植においては、自家移植の場合でレシピエントの体重あたり典
型的には２×１０８個、他家移植の場合４×１０８個の細胞数が必要とされ、細胞ドナー
から採取される骨髄液の量は１０００ｍＬに及ぶこともあり得るが、本発明の方法を用い
て生体外で細胞を迅速に増殖させることにより、細胞ドナーの身体的な負担を軽減するこ
とができる。また、ウイルス感染などの治療のために、患者の末梢血から採取したＴリン
パ球を、本発明の方法を用いて生体外で増幅し、同一患者に移植してもよい。
【００９１】
　組織の修復・再生のための細胞補充に用いられるドナー細胞のソースは、自家または他
家の組織幹細胞もしくは体性幹細胞または胚性幹細胞に求め得るが、倫理的な問題、感染
症の危険性、または免疫抑制剤使用の必要性などの困難を考慮すると、自家細胞、とりわ
け、非侵襲的にドナー細胞を確保できる体性幹細胞（例えば、骨髄細胞）を使用する自家
移植療法が望ましい。自家移植療法が困難な場合には、他人または他の動物由来の細胞を
利用することも可能である。ドナー細胞は、培養を開始する際の試料中に含まれる抗凝固
剤の量が５Ｕ／ｍＬ未満であれば、培養の直前に採取された試料に含まれる細胞であって
も、凍結保存した細胞であってもよい。例えば、国際公開WO　2005/001732A1号公報に記
載の治療用細胞の配送支援システムを用いる治療モデルのように、予め自家細胞を増殖し
、凍結保存して、疾患時に投与してもよい。
【００９２】
　細胞のソースは、修復・再生の対象とする特定の組織の細胞種へ分化することが既に分
かっている細胞、例えば、同じ胚葉系の細胞または全能性幹細胞を含むものであることが
望ましいが、ある程度他の胚葉へ分化している幹細胞（例えば、胎児肝細胞）が、神経系
細胞など他の組織の細胞に再分化することも見出されている（例えば、WO　02/00849A1号
公報に記載の細胞）ことを考慮すれば、公知の分化誘導因子などを用いて所望の細胞種へ
の分化を誘導することができるものであれば、異なる胚葉系の細胞を含む組織であっても
よい。
【００９３】
　修復の対象となる組織が神経系の場合、ドナー細胞のソースとして、例えば、骨髄、末
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梢血、臍帯血、胎児胚、脳などに由来する細胞が挙げられる。修復の対象となる組織が造
血組織の場合、骨髄、末梢血、臍帯血、胎児胚などに含まれる、造血幹細胞、臍帯血幹細
胞などが挙げられる。
【００９４】
　神経系組織の修復のために骨髄由来の間葉系幹細胞を利用する場合、以下のような利点
が存在する：１）顕著な効果が期待できる、２）副作用の危険性が低い、３）充分なドナ
ー細胞の供給が期待できる、４）非侵襲的な治療であり自家移植が可能であるので、５）
感染症のリスクが低い、６）免疫拒絶反応の心配がない、７）倫理的問題がない、８）社
会的に受け入れられやすい、９）一般的な医療として広く定着しやすいなど。さらに、骨
髄移植療法は既に臨床の現場で用いられている治療であり、安全性も確認されている。ま
た、骨髄由来の幹細胞は遊走性が高く、局所への移植ばかりか、静脈内投与によっても目
的の損傷組織へ到達し、治療効果が期待できる。
【００９５】
　骨髄液の採取は、例えば、採取源となる動物（ヒトを含む）を麻酔（局所または全身麻
酔）し、胸骨または腸骨に針を刺し、シリンジで吸引することにより行うことができる。
また、出生児に臍帯に直接針を刺し、注射器で吸引して、臍帯血を採取保存しておくこと
は、確立された技術となっている。従来の方法においては、採取した骨髄液中で血液成分
の凝固が起こることを防ぐために抗凝固剤を用いるが、本発明の方法においては、抗凝固
剤を使用しないことは、先に述べたとおりである。
【００９６】
　本発明の方法によって増殖された細胞を含む医薬を損傷組織へ送達する方法として、例
えば、外科的手段による局所移植、静脈内投与、腰椎穿刺投与、局所注入投与、皮下投与
、皮内投与、腹腔内投与、筋肉内投与、脳内投与、脳室内投与、または静脈投与などが考
えられる。また、本発明の方法によって増殖された細胞を、インプラント、細胞シート基
材、人工関節などに含有または播種させて生体内へ移植してもよい。
【００９７】
　患者への細胞の注射による移植は、例えば、神経系の修復のために用いられる場合、移
植する細胞を、人工脳脊髄液や生理食塩水などを用いて浮遊させた状態で注射器に溜め、
手術により損傷した神経組織を露出し、この損傷部位に注射針で直接注入することにより
行うことができる。組織内を移動することができる程度に遊走性の高い細胞（例えば、WO
　02/00849A1号公報に記載の細胞など）の場合、損傷部位の近傍へ移植してもよく、また
、脳脊髄液中への注入によっても効果が期待できる。この場合、通常の腰椎穿刺で細胞を
注入することができるため、患者の手術の必要はなく、局所麻酔のみですむため、病室で
患者を処置できる点で好適である。さらに、静脈内への注入でも効果が期待できる。した
がって、通常の輸血の要領での移植が可能となり、病棟での移植操作が可能である点で好
適である。
【００９８】
　本発明による細胞の増殖に好適な培地は、細胞の種類、所望の分化の方向およびレベル
、ならびに必要とされる増殖率などに応じて選択される。例えば、神経系の修復に用いる
ために間葉系幹細胞を増殖させる場合に好適な培地としては、以下に示すダルベッコ改変
イーグル培地（ＤＭＥＭ）の他、神経前駆細胞標準培地（ＮＰＢＭ：Clontech製）、αＭ
ＥＭ培地などが挙げられるが、これらに限定されない。このような標準培地を基に、上記
のように血清を添加し、さらに必要に応じてアミノ酸等の栄養因子、抗生物質、増殖因子
および／または成長因子などを加える。
【００９９】
　標準培地の具体例としては、以下の成分を以下の濃度（ｍｇ／Ｌ）で含むダルベッコ改
変培地が挙げられる：
ＣａＣｌ２（無水物）：１６０～２４０
ＫＣＬ：３２０～４８０
Ｆｅ（ＮＯ３）３・９Ｈ２Ｏ：０．０８～１．２
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ＭｇＳＯ４（無水物）：８０～１２０
ＮａＣｌ：５１２０～７６８０
ＮａＨＣＯ３：２９６０～４４４０
ＮａＨ２ＰＯ４・Ｈ２Ｏ：１００～１５０
Ｄ－グルコース：３６００～５４００
フェノールレッド：１２～１８
ピルビン酸ナトリウム：８８～１３２
Ｌ－アルギニン・ＨＣｌ：６７～１０１
Ｌ－システィン・２ＨＣｌ：５０～７６
Ｌ－ヒスチジン・ＨＣｌ・Ｈ２Ｏ：３４～５０
Ｌ－イソロイシン：８４～１２６
Ｌ－ロイシン：８４～１２６
Ｌ－リジン・ＨＣｌ：１１７～１７５
Ｌ－メチオニン：２４～３６
Ｌ－フェニルアラニン：５３～７９
Ｌ－セリン：３４～５０
Ｌ－スレオニン：７６～１１４
Ｌ－トリプトファン：１３～１９
Ｌ－チロシン（２ナトリウム塩）：８３～１２５
Ｌ－バリン：７５～１１３
塩化コリン：３．２～４．８
Ｄ－Ｃａ－パントテン酸：３．２～４．８
葉酸：３．２～４．８
ｉ－イノシトール：５．８～８．６
ナイアシンアミド：３．２～４．８
ピリドキサール・ＨＣｌ：３．２～４．８
リボフラビン：０．３～０．５
チアミン・ＨＣｌ：３．２～４．８
【０１００】
　所望により、細胞培養の分野において通常使用される抗生物質（例えば、ペニシリン、
ストレプトマイシンなど）を、単独でまたは併用して使用してもよい。複数の抗生物質を
併用することが好ましく、例えば、ペニシリンとストレプトマイシンとを併用する場合、
培地に対して各０．５～２容積％であり、好ましくは０．８～１．２容積％である。
【０１０１】
　培地に含有される低分子アミノ酸としては、Ｌ-アラニン、Ｌ－アスパラギンサン、Ｌ
－システイン、Ｌ-グルタミン、Ｌ－イソロイシン、Ｌ－メチオニン、Ｌ－フェニルアラ
ニン、Ｌ－プロリン、Ｌ－セリン、Ｌ－スレオニン、Ｌ－チロシン、Ｌ－バリン、Ｌ－ア
スコルビン酸、およびＬ－グルタミン酸が挙げられる。これらのアミノ酸は、細胞培養の
分野において通常使用される培地中に栄養素として含まれているものである。
【０１０２】
　さらに、本発明者らは、グルタミンを培地総量の０．１～２％（重量／容積）で添加す
ることが、間葉系幹細胞の迅速な増殖にとって不可欠であり、さらに、培養中のグルタミ
ンが０．１～２％（重量／容積）を保つように補充を行うことが、迅速な増殖をさらに促
進することを見出した。
【０１０３】
　上記の標準培地に、必要に応じて増殖・成長因子および／または分化誘導因子を添加し
てもよい。増殖・成長因子および分化誘導因子は、所望の分化の方向およびレベル、必要
な増殖率などに応じて選択される。例えば、アスコルビン酸およびニコチンアミドなどの
ビタミン類、ＮＧＦおよびＢＤＮＦなどの神経栄養因子、ＢＭＰなどの骨形成因子、上皮
細胞成長因子、塩基性線維芽細胞成長因子、インスリン様成長因子、ＩＬ－２などのサイ
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トカインが挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０４】
　本発明の細胞培養方法は、具体的には例えば以下のように行う。
　１．上記のようにヘパリン液にて内壁を濡らしたシリンジにて生体から採取した試料を
、１００倍以下の希釈率、好ましくは１０倍以下の希釈率、さらに好ましくは約２倍～６
倍程度の希釈率で、予め３７±０．５℃に保った培地中に加え、培養ディッシュに播種し
、３７±０．５℃、５％の炭酸ガス中でインキュベートする。培地の交換は少なくとも週
１回、典型的には週１～２回行う。培地は、好適な標準培地に血清および必要な助剤を添
加して調製し、ろ過滅菌機により滅菌し、小分けして４℃の保冷庫に保管したものを、予
め３７±０．５℃に保って使用する。３７．５℃を超えると死滅細胞が増え、３６．５℃
未満では生育が遅い。炭酸ガス濃度は５±１％の範囲が好ましい。全ての工程で細胞に接
触する溶液を同様の温度範囲に保つことが、増殖の迅速化を促進する。
【０１０５】
　２．細胞が培養ディッシュ基材に付着した後、培地および培地中に浮遊している血球成
分を吸引して分離、除去する。次いで、洗浄液としてリン酸緩衝食塩水を用いて、付着し
ている幹細胞表面を洗浄する。
【０１０６】
　３．継代は、ディッシュ内の細胞が５,５００個/ｃｍ２以上となる時点を目安として、
細胞密度が８，５００個／ｃｍ２を超えないように、コンフルエントの６０～８０％、好
ましくは６５～７５％になった時点で行う。継代の際は、主としてトリプシンおよび必要
に応じてＥＤＴＡ(エチレンジアミンテトラ酢酸)からなる剥離剤を、ディッシュ１枚あた
り３ｍＬ添加して、３７±５℃で３～５分間のインキュベーションの後、付着した幹細胞
が剥離したことを確認する。分離液を傾斜法にて培地と置換して、培地中の細胞を所定の
遠沈管に移し遠心分離により細胞を遠沈させて継代する。少なくとも間葉系幹細胞の総数
が１００,０００,０００個以上になるまで、培養、培地交換、継代のサイクルを繰り返す
。培地の交換は、少なくとも週１回は行う。
【０１０７】
　以上のサイクルを繰り返すことで、迅速に目的とする細胞数が得られる（例えば、間葉
系幹細胞の場合、１×１０８個の細胞を２週間以内に得ることができる）。
【０１０８】
　所望により、増殖後の細胞の剥離を容易にする細胞足場材を使用することも可能である
。好適な足場材の例としては、多孔質の無機系セラミックス、マイクロピラー（例えば、
日立製作所製ナノピラー細胞培養シート）、不織布、ハニカム膜フィルム等が挙げられる
が、これらに限定されない。
【０１０９】
　本発明の一つの局面において、培養される細胞は、予め、例えば、ＢＤＮＦ遺伝子、Ｐ
ＬＧＦ遺伝子、ＧＤＮＦ遺伝子、若しくはＩＬ－２遺伝子などの、増殖および分化を誘導
する遺伝子を導入されていてもよい。あるいは、培養される細胞は、テロメラーゼ遺伝子
などの不死化遺伝子が導入された不死化した細胞であってもよい。かかる遺伝子の導入に
ついては、例えばWO03/038075A1号公報などにおいて開示されている。
【０１１０】
　上記で例として挙げたような培地、足場剤、助剤、増殖因子および／または遺伝子導入
などから、所望の増殖率および／または特定の細胞種への分化を誘導するような組み合わ
せを選択することは、当業者の能力の範囲内である。
【０１１１】
　本発明の方法によって増殖させた細胞は、そのまま組織の修復・再生のために投与する
ことも可能であるが、治療効率を向上させるために、任意に種々の薬剤を添加した組成物
として、あるいは遺伝子導入により改変し、投与または移植することも考えられる。例え
ば、本発明の方法によって増殖させた細胞の組織内でのさらなる増殖率を向上させる物質
、所望の細胞への分化を促進する物質、もしくは組織内での生存率を向上させる物質の添
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加、および／またはかかる効果を有する遺伝子の導入；移植される細胞が損傷した生体組
織から受ける悪影響を阻止する効果を有する物質の添加、および／またはかかる遺伝子の
導入；ドナー細胞の寿命を延長する物質の添加、および／またはかかる効果を有する遺伝
子の導入；細胞周期を調節する物質の添加、および／またはかかる効果を有する遺伝子の
導入；免疫細胞の抑制を目的とした物質の添加、および／またはかかる効果を有する遺伝
子の導入；エネルギー代謝を活発にする物質の添加、および／またはかかる効果を有する
遺伝子の導入；ドナー細胞の組織内での遊走能を向上させる物質の添加、および／または
かかる効果を有する遺伝子の導入；血流を向上させる物質の添加、および／またはかかる
効果を有する遺伝子の導入などが考えられるが、これらに限定されない。
【０１１２】
　細胞の培養は、好ましくはＧＭＰ基準の細胞調製施設「ＣＰＣ（Cell　Processing　Ce
nter）」で行う。対象へ投与する「臨床グレードの細胞」の調製は、無菌状態で細胞を操
作すべく特別に設計された施設、より具体的には、空調制御、室圧制御、温湿度制御、パ
ーティクルカウンター、ＨＥＰＡフィルターなどにより清潔度が担保されたＣＰＣで行う
ことが好ましい。また、ＣＰＣ施設自体のみならず、ＣＰＣ内で使用する全ての機器は、
バリデーションにより性能が保障され、その機能を、随時モニタリング・記録することが
好ましく、ＣＰＣでの細胞処理操作は、全て「標準手順書」によって厳格に管理・記録す
ることが望ましい。
【０１１３】
　本発明の医薬は、細胞成分として間葉系幹細胞以外の細胞種を含んでもよいが、細胞成
分に占める間葉系幹細胞の割合が高いものが好ましい。したがって、本発明の医薬の好ま
しい態様においては、医薬に含まれる全細胞数に対する間葉系幹細胞数の割合は、５０％
以上、好ましくは７５％以上、より好ましくは８０％以上、さらに好ましくは９０％以上
、より一層好ましくは９５％以上、特に好ましくは９８％以上であり、最も好ましくは間
葉系幹細胞以外の細胞種、例えば造血幹細胞等を実質的に含まない。細胞成分に占める間
葉系幹細胞の割合は、例えば、医薬に含まれる細胞を間葉系幹細胞に特異的な１種または
２種以上のマーカー（例えば、ＣＤ１０５、ＣＤ７３、ＣＤ１６６、ＣＤ９、ＣＤ１５７
などの表面抗原）に対する標識化抗体で標識し、フローサイトメトリー法等で解析するこ
とにより容易に決定することができる。
【０１１４】
　本発明の医薬に含まれる間葉系幹細胞の細胞数は多い程好ましいが、対象への投与時期
や、培養に要する時間を勘案すると、効果を示す最小量であることが実用的である。した
がって、本発明の医薬の好ましい態様において、間葉系幹細胞の細胞数は、１０７個以上
、好ましくは５×１０７個以上、より好ましくは１０８個以上、さらに好ましくは５×１
０８個以上である。
【０１１５】
　上記間葉系幹細胞以外の細胞種としては、神経組織の修復の幇助を企図する場合は、例
えば、骨髄、臍帯血、末梢血または胎児肝より分離して得た、神経系細胞へ分化し得る細
胞であって、Ｌｉｎ－、Ｓｃａ－１＋、ＣＤ１０＋、ＣＤ１１Ｄ＋、ＣＤ４４＋、ＣＤ４
５＋、ＣＤ７１＋、ＣＤ９０＋、ＣＤ１０５＋、ＣＤＷ１２３＋、ＣＤ１２７＋、ＣＤ１
６４＋、フィブロネクチン＋、ＡＬＰＨ＋、コラゲナーゼ－１＋の特徴を有する間質細胞
、あるいはＡＣ１３３＋の特徴を有する細胞などを挙げることができるが、これらに限定
されず、神経系細胞へ分化し得るその他の任意の細胞種を用いることができる。
【０１１６】
　上記間質細胞は、例えば、骨髄細胞、臍帯血細胞から遠心分離して得た細胞分画の中か
ら、ＣＤ４５等の細胞表面マーカーを有する細胞を選択することにより得ることができる
。また、脊椎動物から採取した骨髄細胞、臍帯血細胞を、８００ｇで比重に応じた分離に
十分な時間、溶液中にて密度勾配遠心を行い、遠心後、比重１．０７～１．１ｇ／ｍｌの
範囲に含まれる一定の比重の細胞分画を回収することによっても調製することができる。
ここで「比重に応じた分離に十分な時間」とは、密度勾配遠心のための溶液内で、細胞が
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その比重に応じた位置を占めるのに十分な時間を意味し、通常、１０～３０分間程度であ
る。回収する細胞分画の比重は、好ましくは１．０７～１．０８ｇ／ｍｌの範囲、例えば
、１．０７７ｇ／ｍｌである。密度勾配遠心のための溶液としては、Ｆｉｃｏｌ液やＰｅ
ｒｃｏl液を用いることができるがこれらに制限されない。
【０１１７】
　具体例を示せば、まず、脊椎動物から採取した骨髄液または臍帯血を同量の溶液（ＰＢ
Ｓ＋２％ＢＳＡ＋０．６％クエン酸ナトリウム＋１％ペニシリン－ストレプトマイシン）
溶液に混合し、そのうちの５ｍｌをＦｉｃｏｌ＋Ｐａｑｕｅ液（１．０７７ｇ／ｍｌ）と
混合し、遠心（８００ｇで２０分間）し、単核細胞分画を抽出する。この単核細胞分画を
細胞の洗浄のために培養溶液（αＭＥＭ、１２．５％ＦＢＳ、１２．５％ウマ血清、０．
２％ｉ－イノシトール、２０ｍＭ葉酸、０．１ｍＭ　２－メルカプトエタノール、２ｍＭ
　Ｌ－グルタミン、１μＭ　ヒドロコルチゾン、１％anti-biotic-antimycotic　solutio
n）に混合し、遠心（２０００ｒｐｍ、１５分間）する。次いで、遠心後の上澄みを除去
した後、沈降した細胞を回収し、培養する（３７℃、５％ＣＯ２）。
【０１１８】
　上記ＡＣ１３３＋細胞は、例えば、骨髄細胞、臍帯血細胞、あるいは末梢血細胞から遠
心分離して得た細胞分画の中から、ＡＣ１３３の細胞表面マーカーを有する細胞を選択す
ることにより得ることができる。また、その他の態様として、脊椎動物から採取した胎児
肝細胞を、２０００回転で比重に応じた分離に十分な時間、溶液中にて密度勾配遠心を行
い、遠心後、比重１．０７～１．１ｇ／ｍｌの範囲に含まれる細胞分画を回収し、この細
胞分画から、ＡＣ１３３＋の特徴を有する細胞を回収することによっても調製することが
できる。ここで「比重に応じた分離に十分な時間」とは、密度勾配遠心のための溶液内で
、細胞がその比重に応じた位置を占めるのに十分な時間を意味し、通常、１０～３０分間
程度である。密度勾配遠心のための溶液としては、Ｆｉｃｏｌ液やＰｅｒｃｏｌ液を用い
ることができるがこれらに制限されない。
【０１１９】
　具体例を示せば、まず、脊椎動物から採取した肝臓組織をＬ－１５溶液内で洗浄し、酵
素処理（Ｌ－１５＋０．０１％ＤＮａｓｅＩ、０．２５％トリプシン、０．１％コラーゲ
ナーゼを含む溶液中で、３７℃で３０分間）し、ピペッティングにより単一細胞にする。
この単一細胞となった胎児肝細胞を遠心分離する。これにより得られた細胞を洗浄し、洗
浄後の細胞からＡＣ１３３抗体を利用してＡＣ１３３＋細胞を回収する。これにより胎児
肝細胞から神経系細胞へ分化し得る細胞を調製することができる。抗体を利用したＡＣ１
３３＋細胞の回収は、マグネットビーズを利用して、または、セルソーター（ＦＡＣＳな
ど）を利用して行うことができる。　
【０１２０】
　本発明の医薬は、好ましくは非経口投与製剤、より好ましくは非経口全身投与製剤、特
に静脈内投与製剤である。非経口投与に適した剤形としては、限定することなく、溶液性
注射剤、懸濁性注射剤、乳濁性注射剤、用時調製型注射剤等の注射剤や移植片などが挙げ
られる。非経口投与用製剤は、水性または非水性の等張性無菌溶液または懸濁液の形態で
あることができる。具体的には、例えば、薬理学上許容される担体もしくは媒体、具体的
には、滅菌水や生理食塩水、培地、ＰＢＳなどの生理緩衝液、植物油、乳化剤、懸濁剤、
界面活性剤、安定剤、賦形剤、ビヒクル、防腐剤、結合剤等と適宜組み合わせて、適切な
単位投与形態に製剤化することができる。
【０１２１】
　注射用の水溶液としては、限定することなく、例えば生理食塩水、培地、ＰＢＳなどの
生理緩衝液、ブドウ糖やその他の補助剤を含む等張液、例えばＤ－ソルビトール、Ｄ－マ
ンノース、Ｄ－マンニトール、塩化ナトリウム等が挙げられ、適当な溶解補助剤、例えば
アルコール、具体的にはエタノール、ポリアルコール、例えばプロピレングリコール、ポ
リエチレングリコール、非イオン性界面活性剤、例えばポリソルベート８０、ＨＣＯ－５
０等と併用してもよい。
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【０１２２】
　本発明において、損傷とは、生体が、内的および／または外的要因により全身的もしく
は局所的に何らかの障害を受けることをいう。したがって、本発明における損傷には、種
々の外傷、梗塞、退行性病変、組織破壊など様々な状態が含まれる。また、損傷部位も、
全身の種々の組織、例えば、脳、神経、腎臓、膵臓、肝臓、心臓、皮膚、骨、軟骨等を包
含する。損傷部位は１箇所であっても複数箇所であってもよい。本発明の医薬は、種々の
組織に効果があり、単回の投与で複数箇所の損傷部位を一度に修復することができるため
、損傷部位を複数有する対象の処置に特に有効である。損傷を引き起こす要因としては、
例えば、物理的な外力（事故、火傷、被爆など）、種々の虚血性疾患（脳梗塞、脊髄梗塞
等の虚血性神経疾患、心筋梗塞等の虚血性心疾患など）、種々の炎症、糖尿病、種々の感
染症、自己免疫疾患、腫瘍、毒物への暴露、中枢性および末梢性の脱髄疾患、中枢性およ
び末梢性の変性疾患、脳出血、クモ膜下出血、脳腫瘍、痴呆を含む高次機能障害、精神疾
患、てんかん、クロイツフェルトヤコブ病、クールー病、牛海綿状脳症、スクレイピーな
どのプリオン病などが挙げられるが、これに限定されない。本発明における損傷は、典型
的には組織機能の喪失および/または低下を伴うものを指す。
【０１２３】
　組織機能の喪失および/または低下としては、限定することなく、例えば神経組織であ
れば、痛み、シビレ、感覚鈍麻等の感覚障害、麻痺、ツッパリ、半身不随、ふらつき、歩
行障害、運動緩慢やぎこちなさなどの運動障害、頭痛、記憶障害、意識障害、言語障害、
けいれん、ふるえ、認知症、幻覚、異常行動などの脳機能障害、立ちくらみ、めまい、失
神、排尿障害、発汗障害などの自律神経障害など、腎臓であれば、排泄機能、電解質・水
分バランス等の体液バランスの調節機能、内分泌機能の喪失および／または低下など、膵
臓であれば、外分泌機能および内分泌機能の喪失および／または低下など、肝臓であれば
、物質代謝機能、物質合成機能、外分泌機能の喪失および／または低下など、心臓であれ
ば、血液拍出機能、内分泌機能の喪失および／または低下などを挙げることができる。あ
る組織が障害を受けた場合に生じる具体的な機能の喪失および／または低下、ならびにそ
れに伴う症状は、当業者に知られている。
【０１２４】
　また、損傷部位の修復、再生とは、機能の修復、再生と同義であり、治療効果としては
、例えば、神経系組織を修復・再生する場合、神経の保護作用（例えば、軸索の再有髄化
）、神経栄養作用（例えば、神経膠細胞の補充）、脳血管新生作用、神経再生等を含む。
すなわち、本発明の医薬の治療効果の実体としては、組織の修復、再生を、現象としては
、その組織の機能障害の修復、再生を意味する。例えば、脳の損傷であれば、治療効果の
実体は浮腫の低減、軸索の再有髄化、神経膠細胞の増加、血管新生、神経再生等であるが
、現象的には、脳血流の回復、麻痺の回復、痛みやしびれなどの軽減などとして現れる。
これらの効果は、損傷組織の物理学的検査、例えば、Ｘ線検査、ＣＴ検査、ＭＲＩ検査、
超音波検査、内視鏡検査、バイオプシーなどによって確認することができるほか、種々の
血液学的検査、生化学検査、内分泌学的検査、運動機能検査、脳機能検査、認知機能検査
等によっても確認することができる。
【０１２５】
　本発明の医薬が、損傷部位の「修復を幇助する」とは、典型的には、本発明の医薬の投
与により、本剤の成分が生体の修復機構を支援、補助し、損傷部位の修復が、本剤を投与
しなかった場合と比べて促進、増強されることを意味するが、これに限られず、損傷部位
の損傷の拡大や重篤化の抑制や、進行中の損傷を阻止し、さらにはこれを回復に導くこと
も包含する。本剤の投与により、生体の修復機構が機能するために好適な環境が損傷部位
において醸成される。具体的には、本発明の医薬がもたらす修復の幇助は、限定すること
なく、例えば、サイトカインの分泌、血管新生および／または組織再生によってもたらさ
れ得る（図９参照）。
【０１２６】
　また、本発明の医薬により、例えば、腎不全を伴う損傷腎臓においてはＢＵＮ値および
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／またはクレアチニン値などの腎機能指標の改善、膵臓ランゲルハンス島のインスリン分
泌機能低下を伴う損傷膵臓においては、インスリン分泌や、血糖値、血中Ｇｌｕ　Ａ１濃
度および／または血中ＨｂＡ１Ｃ濃度などの糖尿病指標の改善、虚血性心疾患による損傷
心臓においては血中プロスタグランジンＤ合成酵素濃度および/または血中ホモシステイ
ン濃度などの改善、肝不全を伴う損傷肝臓においてはＧＯＴ値、ＧＰＴ値および／または
γ－ＧＴＰ値などの肝機能指標の改善等がそれぞれもたらされ得る。
【０１２７】
　本発明の医薬の好ましい態様において、該医薬は損傷部位の処置の後に投与される。こ
こで、損傷部位の処置とは、典型的には損傷の超急性期や急性期の処置を意味し、例えば
、損傷の拡大を抑制する処置や、損傷を外科的に修復する処置などが含まれる。また、別
の好ましい態様において、本発明の医薬は、生体に備わる自律的な修復力を幇助すること
を目的として投与する。
【０１２８】
　また、本発明の医薬は、好ましくは、損傷の亜急性期以降に投与する。亜急性期は、損
傷による症状の増悪期（超急性期や急性期）の後におとずれる回復期を指し、例えば、脳
梗塞の場合は、発症後１～２ヶ月の時期を指す。
【０１２９】
　本発明の医薬における間葉系幹細胞として好ましいのは、損傷部位を有する対象から採
取した細胞に由来する、自己間葉系幹細胞である。自己細胞を用いることで、拒絶反応や
、感染などのリスクを回避することができる。また、自己間葉系幹細胞は、損傷発生前に
採取しても、損傷発生後に採取してもよい。損傷発生前に採取する場合は、損傷発生の予
測が通常困難であるため、採取した細胞を、任意に純化・増殖させてから、凍結保存など
の手法で保存しておく必要がある。損傷発生後に採取する場合は、採取した細胞を純化・
増殖させた後、そのまま対象に投与することもできるし、凍結保存などの手法で保存し（
例えば、－１５２℃のディープフリーザーにて）、タイミングを見計らって適宜投与する
こともできる。また、一度に全ての細胞を投与することもできるし、一部を保存しておき
、必要に応じて追加投与することも可能である。
【０１３０】
　なお、本発明における用語「対象」は、任意の生物個体を意味し、好ましくは動物、さ
らに好ましくは哺乳動物、さらに好ましくはヒトの個体である。本発明において、対象は
典型的には何らかの損傷部位を有している。
【０１３１】
　本発明は、生体外で培養した細胞が、生体組織の修復および再生に利用可能な細胞であ
るか否かを評価する評価方法にも利用できる。一実施形態において、本発明に係る評価方
法は、評価すべき細胞において特定の遺伝子の発現量を測定する工程を包含することを特
徴としている。一実施形態において、本発明に係る評価方法は、評価すべき細胞において
表１～４に記載の遺伝子の少なくとも１つの発現量を測定する工程を包含し得る。本実施
形態に係る評価方法は、表１～４に記載の遺伝子の少なくとも１つの、コントロール細胞
における遺伝子の発現量と比較する工程をさらに包含してもよい。
【０１３２】
　本発明において、コントロール細胞は、評価すべき細胞と同じ供給源から調製されかつ
異種血清を用いて培養された細胞が用いられる。コントロール細胞における目的遺伝子の
発現量は、評価すべき細胞における目的遺伝子の発現量を測定する際に同時に測定されて
もよく、予め取得されていてもよい。すなわち、本発明に係る評価方法は、コントロール
細胞における目的遺伝子の発現量を測定する工程をさらに包含してもよい。
【０１３３】
　本発明を用いれば、対象とする遺伝子が表２～４のＢに記載の遺伝子である場合、評価
すべき細胞における目的遺伝子の発現量が、コントロール細胞における該遺伝子の発現量
より低い場合に、生体組織の修復および再生に利用可能な細胞であると評価される。また
、対象とする遺伝子が表２～４のＡに記載の遺伝子である場合、評価すべき細胞における
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目的遺伝子の発現量が、コントロール細胞における該遺伝子の発現量より高い場合に、生
体組織の修復および再生に利用可能な細胞であると評価される。
【０１３４】
　本発明において、遺伝子の発現量の測定は、ｍＲＮＡ量に基づいて行われてもタンパク
質量に基づいて行われてもよい。上述したように、「表に記載の遺伝子」は、表に記載さ
れた「Probe　Set　ID」によって特定される遺伝子（その遺伝子の機能を保持した変異体
を含む。）が意図され、当業者であれば、表中の「Gene　Title」に基づいて容易に理解
されるので、当業者は、ｍＲＮＡ量の測定に必要な配列なツール（例えば、プライマーま
たはプローブ）を容易に構築し得るとともに、タンパク質量の測定に必要な抗体を容易に
入手し得る。また、本発明に係る評価方法は、本実施例に記載のシステムにおいて遺伝子
発現量の比が４倍以上であることを指標にして行われてもよい。
【０１３５】
　本発明に係る評価方法は、評価すべき細胞の同種血清存在下における増殖率と異種血清
存在下における増殖率とを比較する工程を包含してもよい。本発明は、ヒト由来の細胞に
適用されることが好ましく、この場合、異種血清はＦＢＳであることが好ましい。これま
で、ヒト血清は、ＦＢＳと比較して増殖促進活性が著しく劣り、ヒト血清単独では十分な
細胞増殖促進活性を示さないことが知られており、ヒト血清（とくに自己血清）使用時の
細胞増殖率とＦＢＳ使用時の細胞増殖率とを比較することによって生体組織の修復および
再生に利用可能であるか否かを評価し得るということは予期されるものではなかった。
【実施例】
【０１３６】
　以下の実施例は、本発明の方法による細胞の増殖、および本発明の方法によって増殖さ
れた細胞を含む組織の修復・再生のための医薬について、さらに具体的に説明するもので
あり、本発明の範囲を何ら限定するものではない。細胞培養および／または細胞療法の分
野において通常の知識および技術を有する者は、本発明の精神を逸脱しない範囲で、多様
な改変を行うことができる。
【０１３７】
実施例１
　内壁を予め微量のヘパリン（骨髄液１ｍＬあたり０．１Ｕ）で濡らした採血管を用いて
、脳疾患患者から骨髄液を６０ｍＬ採取し、２１０ｍＬの培地中に添加し、総量２７０ｍ
Ｌとした。この骨髄液含有培養液を１８等分して、１５ｍＬずつ１５０ｍｍ径のディッシ
ュ（IWAKI製Tissue　culture　dish　#3030-150）中に播種し、培地を５ｍＬずつ添加し
て１ディッシュあたり総量２０ｍＬとした。播種後、９ディッシュずつ、別々のインキュ
ベーターに静置して、３７±０．５℃、５％の炭酸ガス雰囲気下で培養した。骨髄液は、
予め末梢血の検査によって、ＨＩＶ、ＡＴＬ、ＨＢ、ＨＣ、梅毒、ヒトパルボウイルスＢ
１９等に感染していないことを確認した。
【０１３８】
　培地は、ダルベッコ改変イーグル培地５００ｍＬに、自己末梢血由来の血清５６．８ｍ
Ｌ、抗生物質５．７ｍＬ（ペニシリン１０，０００Ｕ／ｍＬ、ストレプトマイシン１０ｍ
ｇ／ｍＬよりなる）、およびグルタミン５．７ｍＬ（２９２．３ｍｇ／Ｌ）を添加して調
製し、ろ過滅菌し、小分けして４℃の保冷庫に保管したものを、予め３７℃に保って使用
した。
【０１３９】
　４日目に培養容器に付着した間葉系幹細胞を洗浄するに当たって、培地および培地中に
浮遊している血球成分を吸引して分離、除去し、次いで洗浄液としてリン酸緩衝食塩水５
ｍＬを用いて、付着している間葉系幹細胞表面を６回洗浄した。
【０１４０】
　８日目に第一継代を行うにあたり、リン酸緩衝食塩水５ｍＬを用いて洗浄後、付着した
幹細胞を剥離するために、分離液（０．２５％トリプシン－２．２１ｍＭ　ＥＤＴＡ）４
ｍＬをディッシュに添加し、３分間３７℃でインキュベートし、剥れを確認した。付着分
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離させた分離液に同量の培地を加え、傾斜法にて全量を回収した。ディッシュ９枚分の細
胞を遠沈管９本に移して、遠心分離機により８００ｒｐｍで５分間遠心した。分離後各遠
沈管の上澄み液を除去し、ＤＭＥＭを加えて細胞を集めた。集めた細胞溶液を、再度８０
０ｒｐｍで５分間遠心した。遠心分離後、各遠沈管の上澄み液を除去し、培地３００ｍＬ
を加えて細胞を集めた。この細胞溶液をディッシュ１５枚に小分けして継代し、初代培養
と同様に３７±０．５℃、炭酸ガス濃度５％中でインキュベートした。同様の継代操作を
残り９ディッシュについても行った。
【０１４１】
　１３日目に、洗浄、剥離、遠心分離を上記と同様に行い、小分けしたもので細胞数を血
球計測盤で計測したところ、１．１×１０６個に達していたので、更に継代させた。培養
を継続し、２０日目に同様の細胞数計測を行ったところ、細胞総数が１．０×１０８に達
したので、洗浄、剥離、遠心分離を行い、凍結保存液（通常の濾過滅菌したＲＰＭＩ２０
．５ｍＬと、患者から採取した自己血清２０．５ｍＬ、デキストラン５ｍＬ、ＤＭＳＯ　
５ｍＬ）に懸濁して－１５０℃度で凍結した。細胞中の間葉系幹細胞の比率は９８％以上
（ＣＤ１０５陽性（陽性率＝９９．９％）、ＣＤ３４陰性（陰性率＝９８．８％）、ＣＤ
４５陰性（陰性率＝９８．５％）であった。
【０１４２】
比較例１
　試料中のへパリンの含量を２ｍＬ（２６７Ｕ／ｍＬ）に変えた他は全て実施例１と同様
の条件で培養を行った。結果を図１および図２に示す。ヘパリンを極微量（０．１Ｕ／ｍ
Ｌ）しか添加しない場合、培養開始から４日後で、８×１０５個の増殖を得、一方、２ｍ
Ｌのヘパリンを添加した場合、２×１０４個の増殖を得、ヘパリンが微量である場合にお
いて約４０倍の増殖率を得た（図１および図２）。培養を続けた場合、培養開始から１２
日後での細胞数は、ヘパリンを極微量添加した細胞で１．４×１０７個まで増加し、一方
、ヘパリン２ｍＬを添加した細胞は、２．９×１０６個であった（図１）。これらの結果
は、ヘパリンの添加が細胞増殖に対して阻害効果を及ぼすことを示すとともに、抗凝固剤
の添加量がごく微量であるかまたは実質的に添加しなくとも、本発明の方法によって細胞
を迅速に増殖させることが可能であることを確認し、さらに、試料中のヘパリンの量を極
微量とすることによって、著しい増殖率の改善を得ることを示す。
【０１４３】
比較例２
　ヒト末梢血由来の血清の代わりにＦＢＳを用いる他は全て実施例1と同様の条件で、８
日間培養を行った。細胞数計測による間葉系幹細胞の増殖速度の比較を、図３に示す。本
発明の条件下においてヒト間葉系幹細胞を培養する場合、ヒト成人血清を用いた場合、Ｆ
ＢＳを用いた場合と比較して、培養開始から５日後で約２．６倍、８日後で約６倍の増殖
率を得た。この結果は、ヒト骨髄細胞の培養において、試料中のヘパリンの量を極微量と
することによって、ヒト成人血清を使用してＦＢＳより高い増殖率が得られることを示す
。
【０１４４】
比較例３
　ラット間葉系幹細胞を用いて実験を行った。ラット大腿骨２本から採取した骨髄細胞を
、実施例１と同様の培地にヘパリンをそれぞれ１Ｕ／ｍＬ、１０Ｕ／ｍＬ、１００Ｕ、ま
たは１０００Ｕ／ｍＬで添加して培養した。ヒト末梢血由来の血清の代わりにＦＢＳを用
いる他は、全て実施例１と同様の条件で培養を行った。結果を図４に示す。培地中のヘパ
リンの濃度が高くなるほど、増殖に対する阻害効果が高くなることが示された。
【０１４５】
比較例４
　ラット間葉系細胞を用いて、以下のように実験を行った。１群：ラット大腿骨１本より
、ＤＭＥＭ４ｍＬを用いて骨髄液を押し出し、合計４ｍＬ強の試料を得た。この試料を、
ヘパリン１６０Ｕを添加したＤＭＥＭ３６ｍＬに加え、培養を開始した。培地中のヘパリ
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ン濃度は、４Ｕ／ｍＬであった。２群：ラット大腿骨１本より、ヘパリン１６０Ｕを添加
したＤＭＥＭ４ｍＬを用いて骨髄液を押し出し、合計４ｍＬ強の試料を得た。この試料を
、このまま高濃度のヘパリンに曝した状態で、５分間室温で放置した後、ＤＭＥＭ３６ｍ
Ｌに加え、培養を開始した。培地中のヘパリン濃度は、４Ｕ／ｍＬであった。これら２群
の細胞数の変化を、図５に示す。１群において、２群と比較して著しい増殖率の低下が観
察された。この結果は、試料採取の際（または培養に移行する前）に細胞試料にヘパリン
を添加した場合、培養時の培地中にヘパリンを添加した場合と比較して、細胞の増殖効率
が低下するがことを示唆する。
【０１４６】
実施例２
　標準培地としてＤＭＥＭの代わりにαＭＥＭ培地を使用した他は、全て実施例１と同様
の条件で培養を行った。結果を図６に示す。αＭＥＭ培地を用いる場合においても、ヘパ
リンの量を抑えることにより、ヒト血清を用いてＦＢＳよりも迅速な増殖が得られること
を確認した。
【０１４７】
比較例５
　培地中にグルタミンを含まない以外はすべて実施例１と同様にして７日間培養した。細
胞数計測による間葉系幹細胞の増殖速度の比較を、図７に示す。培養開始から１週間後で
、グルタミンを使用する場合において約１．６倍の増殖率が観察された。この結果は、間
葉系幹細胞の迅速な増殖のために、グルタミンの添加が必要であることを示す。
【０１４８】
実施例３
〔方法〕
　ラットの大腿骨３本を採取し、それぞれDMEM（5ml)で骨髄細胞を洗い出し、下記を添加
して３群のサンプルを調製した。
(i)DMEM（5ml)
(ii)DMEM（5ml)+ヘパリンを2μl
(iii)DMEM（5ml)+ヘパリンを2μl+プロタミン2μl
　各サンプルは、DMEMで洗浄し、１０ｍｌの培養液（DMEM+10%FBS+1%penicillin/strepto
mycin+2mM　L-Glutamine)に入れ、１０ｃｍディッシュへ播種し、１４日間培養した。継
代は５，５００個/ｃｍ2を越えた時点で行った。
【０１４９】
〔結果〕
　図８に示すとおり、ヘパリン処理を経ない細胞は、ヘパリン処理を経た細胞と比較して
初期量も多いが、増殖率も高く、それは培養８～１１日において顕著であった。また、ヘ
パリンの活性を阻害する物質であるプロタミンを加えた細胞も、ヘパリン処理を経た細胞
と同様に、初期量も増殖率も低かった。
【０１５０】
実施例４
　細胞がヘパリンと実質的に接触しない状態、すなわち低濃度ヘパリン条件下において、
自己血清培養した間葉系幹細胞とＦＢＳ培養した間葉系幹細胞を比較した。
【０１５１】
　〔ｃＤＮＡの合成および精製〕
　実施例１の方法にしたがい自己血清含有培地で培養した間葉系幹細胞と、比較例２の方
法にしたがいＦＢＳ含有培地で培養した間葉系幹細胞を１×１０７cell/sampleに別々に
調整し、それぞれからRNeasy　Protect　Min　Kit　(QIGEN,Cat.No.74124)を用いてtotal
　RNAを抽出した。細胞の破壊にはQIA　shredder　(QIAGEN,Cat.No.79654)を使用した。
得られたＲＮＡ溶液を０．５μｇ／μｌに調整し、Agilent　2100　Bioanalyzer　(Agile
nt　Technologies)を使用してＲＮＡの品質をチェックした。
【０１５２】
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　GeneChip　Eukaryotic　Poly-A　RNA　Control　Kit　(AFFYMETRIX,　P/N900433)　お
よびMessageAmpII-Biotin　Enhanced　Kit　(Ambion,　Catalog#1791)　を用いて、１ｓ

ｔ　ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡを合成した。具体的には、７０℃にて１０分間反応させた反
応溶液（Ｉ）に、反応溶液（ＩＩ）を加えて２０μｌの反応系で４２℃にて２時間反応さ
せた。
【０１５３】
【化１】

【０１５４】
【化２】

【０１５５】
　続いて、MessageAmpII-Biotin　Enhanced　Kit　(Ambion,　Catalog#1791)を用いて、
２ｎｄ　ｓｔｒａｎｄ　ｃＤＮＡを合成および精製した。具体的には、反応溶液（ＩＩＩ
）を、反応後の反応溶液（ＩＩ）に加えて１００μｌの反応系で１６℃にて２時間反応さ
せ、キットに付属のcDNA　Filter　Cartridgeを用いて、最終的に２４μｌのNuclease-fr
ee　Waterを２回に分けてFilterに添加して溶出することによってｃＤＮＡを精製した。
【０１５６】
【化３】

【０１５７】
　〔ＩＶＴ反応〕
　MessageAmpII-Biotin　Enhanced　Kit　(Ambion,　Catalog#1791)を用いて、ＩＶＴ反
応およびａＲＮＡの精製を行った。具体的には、反応溶液（ＩＶ）を３７℃にて１４時間
反応させた後、６０μｌのNuclease-free　Waterを加えて反応を停止させ、キットに付属
のaRNA　Filter　Cartridgeを用いて、最終的に１００μｌのNuclease-free　WaterをFil
terに添加して溶出することによってａＲＮＡを精製した。得られたＲＮＡ溶液を２０μ
ｇ／３２μｌに調整し、Agilent　2100　Bioanalyzer　(Agilent　Technologies)を使用
してＲＮＡの品質をチェックした。
【０１５８】
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【化４】

【０１５９】
　〔Hybridization　Cocktailの調製〕
　MessageAmpII-Biotin　Enhanced　Kit　(Ambion,　Catalog#1791)を用いて、ａＲＮＡ
をフラグメント化し、Hybridization　Cocktailを調製した。具体的には、反応溶液（Ｖ
）を９４℃にて３５分間反応させた後に、GeneChip　Expression　3’-Amplification　R
eagents　Hybridization　control　kit　(AFFYMETRIX,　P/N900454)を用いてHybridizat
ion　Cocktailを調製し、９９℃にて５分間反応させた後４５℃で５分間反応させた。
【０１６０】
【化５】

【０１６１】
【化６】

【０１６２】
　〔ハイブリダーゼーション〕
　GeneChip　Human　Genome　U133　Plus　2.0　Array　(AFFYMETRIX,　P/N900466)を1×
Hybridization　bufferで満たし、６０ｒｐｍ、４５℃にて１０分間のprehybridization
を行った。その後、1×Hybridization　bufferを除き、調製したHybridization　Cocktai
lで満たして６０ｒｐｍ、４５℃にて一晩hybridizationを行った。
【０１６３】
　〔洗浄および染色〕
　Wash　Buffer　A　(6×SSPE,　0.01%　Tween-20)、Wash　Buffer　B　(100mM　MES,0.1
M　[Na+],　0.05%　Tween-20)　およびWaterをFluidics　Stationにセットし、GCOS　(Ge
neChip　Operating　Software)のプログラムよりPrimingを行った。次いで、Hybridizati
on　Cocktailを除き、Wash　Buffer　Aで満たしたArrayならびにSAPE　Solution　Mix　(
1×Stain　buffer,　2mg/ml　BSA,　10μg/ml　SAPE)およびAntibody　Solution　Mix　(
1×Stain　buffer,　2mg/ml　BSA,　0.1mg/ml　Goat　IgG　Stock,　3μg/ml　biotinyla
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浄および染色を行った。
【０１６４】
　〔スキャン〕
　Gene　Array　ScannerにArrayをセットし、スキャンおよび解析を行った。解析結果を
表１～５に示す。
【０１６５】
【表１】

【０１６６】
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【０１６７】
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【表３】

【０１６８】
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【表４】

【０１６９】
　〔結果〕
　表１には、ＦＢＳ培養細胞と自己血清培養細胞において５つのケースで共通して増減の
みられた細胞表面抗原が示されている。表２には５つのケースで共通して発現に増減のみ
られた増殖因子関連因子が列挙されている。また表３には、５つのケースで共通して発現
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に増減のみられたサイトカインが示されている。さらに表４には、５つのケースで共通し
て発現量に２倍以上の差があった遺伝子群が示されている。
【０１７０】
　表１に示されるとおり、自己血清培養細胞ではＦＢＳ培養細胞で発現している分化マー
カーＣＤ２４が発現しておらず、より未分化状態が維持されていることがわかる。また、
表２～４に示されるとおり、自己血清培養細胞は一連の増殖因子を発現し、いくつかの増
殖因子ではＦＢＳ培養細胞に比較して発現の増加がみられた。さらに、本解析の結果、自
己血清培養細胞では、一連の癌関連遺伝子群の発現は低く、安全性も高いことが確認され
た。
【０１７１】
　以上のことから、本発明の自己血清培養方法では、ＦＢＳを用いることなく、高い増殖
効率で細胞を培養でき、かつ、より安全で高い分化能を有する細胞が得られることが確認
された。
【０１７２】
実施例５
　患者（５２歳、男性）は、虚血性神経疾患（脳梗塞：右内頸動脈閉塞）で、２００７年
２月４日に左半身麻痺を発症し、同年２月１９日、札幌医科大学付属病院へ転院した。治
療前の症状として；左半身麻痺、特に上肢に強い麻痺があり；手を開いたり握ったりする
ことが全く出来ず；物（積木など）を握ったり離したりすることが出来ず；腕を肩の位置
より高く上げることが出来ず；手首を曲げたり伸ばしたりすることも出来なかった。この
患者から、実施例１に記載のとおりに間葉系幹細胞を採取して増殖させ、その全量に、凍
結保存液（通常の濾過滅菌したＲＰＭＩ２０．５ｍＬと、患者から採取した自己血清２０
．５ｍＬ、デキストラン５ｍＬ、ＤＭＳＯ　５ｍＬ）を加え、治療薬を製造した。なお、
骨髄液は、あらかじめ末梢血の検査によって、ＨＩＶ、ＡＴＬ、ＨＢ、ＨＣ、梅毒、ヒト
パルボウイルスＢ１９等に感染していないことを確認した。この治療薬を、３月１９日に
上記の患者に静脈内に３０分間で投与した。副作用は全く認められなかった。
【０１７３】
　結果
　この患者は、細胞治療前は左手指全５指の運動機能不全であったが、細胞投与の翌朝に
は全く動かなかった左手の指が動くようになり、握ったり開いたりができるようになった
。1週間後には運動機能改善が見られ、ステイック運搬運動が可能となった。２週間後に
は、脳梗塞が著明に縮小していることがＭＲＩによって確認された（図１０）。また、手
を握ったり開いたりすることが、より早くできるようになり、積木をつまんだり、離した
りすることもできるようになった。腕も肩の位置より高く上げ、「バンザイ」することが
出来るようになった。肘の曲げ伸ばしおよび手首の曲げ伸ばしも出来るようになった。細
胞治療の前後にわたるこの患者の脳梗塞レベルの推移を、脳梗塞の評価のための周知のス
ケール（ＮＩＨＳＳ：米国立衛生研究所脳卒中スケール、ＪＳＳ：日本脳卒中学会脳卒中
スケール、ＭＲＳ：修正ランキンスケール）を用いて図１１に示す。
【０１７４】
　図１０は、この患者の脳ＭＲＩ画像である。右大脳の脳梗塞で障害された部位（白色部
分）の減縮がみられる。また、図１２は、同じ患者の脳血流画像であるが、治療１週間後
において、損傷部位における脳血流の回復が認められる。これらの結果は、上記の運動機
能回復と合わせて、本投与剤の投与により、亜急性期以降の顕著な改善効果を示すことが
実証された。上記の運動機能回復と合わせて、これらの結果から、本発明の医薬の投与が
亜急性期以降の脳梗塞に対して顕著な改善効果を示すことが実証された。
【０１７５】
実施例６
　患者（５０代、女性）は、ウィリス動脈輪閉塞症（もやもや病）を長期間患っており、
これにより左半身麻痺を発症した。この患者から、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取
、培養し、発症から約２ヶ月後に同患者に静脈内投与した。投与後に行ったＭＲＩ（ＰＷ
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Ｉ）検査により、脳血流の改善が確認された。
【０１７６】
実施例７
　患者（６０代、男性）は、アテローム血栓症により左半身麻痺を発症した。この患者か
ら、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養し、発症から４ヶ月後に同患者に静脈内
投与した。この結果、投与翌日より硬直の緩和と関節可動域の拡大を認め、その後の経過
でも筋力の回復が顕著であり、握力の計測も可能となった（４ｋｇ）。さらに、投与から
約２ヶ月半後には独歩可能となり、左手も実用的に使用できるレベルに回復した。
【０１７７】
実施例８
　患者（５０代、男性）は、アテローム血栓症により左半身麻痺を発症した。この患者か
ら、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養し、発症から６週後に同患者に静脈内投
与した。この結果、投与翌日より指の動きが改善し、その後の経過でも筋力の回復が顕著
であり、握力の計測も可能となった（８ｋｇ）。また、より細かい作業を、より素早く行
えるようになり、割り箸を割ることが可能となるなど、指先の力も回復し、日常生活で役
立つ動作が行えるようになった。
【０１７８】
実施例９
　患者（６０代、男性）は、アテローム血栓症により左半身麻痺を発症した。この患者か
ら、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養し、発症から５週後に同患者に静脈内投
与した。この結果、投与当日の夜より、主に下肢の運動の改善が自覚され、投与翌日には
、手の運動の改善も自覚された。その後の経過でも運動機能の改善が続いている。
【０１７９】
実施例１０
　患者（７０代、男性）は、ラクナ梗塞により左半身麻痺および構語障害を発症した。こ
の患者から、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養し、発症から８週後に同患者に
静脈内投与した。この結果、投与の翌朝より、足の指が動くようになり、肩や肘の動きに
も改善が認められた。そして、投与から３日後には、手の指を動かせる程に回復した。
【０１８０】
実施例１１
　慢性糖尿病患者から、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養し、同患者に静脈内
投与した。この結果、投与前は約１９０ｍｇ／ｄｌ前後であった血糖値が投与後約１ヶ月
で正常値にまで改善したほか、その他の糖尿病指標にも顕著な改善が見られた（図１３）
。
【０１８１】
実施例１２
　前立腺肥大患者から、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養し、同患者に静脈内
投与した。この結果、前立腺肥大の指標であるPSA値が、投与前と比べると投与後では顕
著な改善が見られた（図１４）。
【０１８２】
実施例１３
　肝障害患者から、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養し、同患者に静脈内投与
した。この結果、肝障害の指標であるγ－ＧＴＰ値、ＧＯＴ値、ＧＰＴ値が、投与前と比
べると投与後では顕著な改善が見られた（図１５）。
【０１８３】
実施例１４
　腎障害患者から、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養し、同患者に静脈内投与
した。この結果、腎障害の指標であるβ2-マイクログロブリン値が、投与前と比べると投
与後では顕著な改善が見られたほか、その他の腎障害指標（ＢＵＮ値および／またはクレ
アチニン値）にも顕著な改善が見られた（図１６）。
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【０１８４】
実施例１５
　高脂血症患者から、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養し、同患者に静脈内投
与した。この結果、高脂血症の指標である中性脂肪値が、投与前と比べると投与後では顕
著な改善が見られたほか、その他の高脂血症指標にも顕著な改善が見られた（図１７）。
【０１８５】
実施例１６
　高次脳機能障害/失語症患者から、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養し、同
患者に静脈内投与した。投与前後において、標準失語症検査（ＳＬＴＡ）とウェクスラー
成人知能検査（ＷＡＩＳ－Ｒ）を実施した。この結果、投与前に比較してＳＬＴＡおよび
ＷＡＩＳ－Ｒの値に有意な改善が見られた（図１８）。
【０１８６】
実施例１７
　ヒト健常者から、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養した。ラット脳梗塞モデ
ル（中大脳動脈閉塞モデル）に対して、前述のヒト間葉系幹細胞を調製した。次いで、(i
)非移植群、(ii)細胞(1.0×106)静注群、(iii)Angiopoietin遺伝子導入した細胞(1.0×10
6)静注群、(iv)VEGF遺伝子導入した細胞(1.0×106)静注群、(v)AngiopoietinとVEGF遺伝
子導入した細胞(1.0×106)静注群、に分けて治療を行い、治療効果について比較検討を行
った。治療効果をMRIで評価した結果（図１９Ａ）、(ii)、(iii)、(v)の群で治療効果が
見られたが、その治療効果の強さは、(v)＞(iii)＞(ii)であった。
【０１８７】
　また、治療効果を血管新生の側面から解析した結果（図１９Ｂ）、(ii)、(iii)、(iv)
、(v)の群で治療効果が見られたが、その治療効果の強さは、(v)＞(iii)＞(iv)＞(ii)で
あった。
　また、治療効果を行動学的側面からTreadmill　stress　testを用いて解析した結果（
図２０）、(ii)、(iii)、(v)の群で治療効果が見られたが、その治療効果の強さは、(v)
＞(iii)＞(ii)であった。
【０１８８】
実施例１８
　ヒト健常者から、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養した。ラット心肺停止モ
デルに対して、前述のヒト間葉系幹細胞(1.0×106)を静脈内投与し治療効果を判定した。
治療によりアポトーシスが抑制され（Tunnel陽性の細胞数が減少）（図２１）、生き残っ
た神経細胞の数も多かった（図２２）。また、脳高次機能をMorris　water　maze　test
で評価した結果、治療群で改善が見られた。
【０１８９】
実施例１９
　ヒト健常者から、実施例１と同様に間葉系幹細胞を採取、培養した。Laminectomyした
ラット脊髄（Th　11）にNYU　imactorを用い、脊髄損傷モデルを作成し、６時間後、１日
後、３日後、７日後、１４日後に前述のヒト間葉系幹細胞（1.0　x　106）を大腿静脈よ
り移植し、トレッドミルテストにより経時的に運動評価を行った。すなわち、予め、走る
のを止めると電気ショックを受けるように設計された20　m/minで動くトレッドミル上で
、ラットを１週間に２日、１日２０分走らせることを脳梗塞作成前よりトレーニングして
おいてから、各群における経時的な回復の程度をグラフ化した。横軸は時間、縦軸はmaxi
mum　speed。脊髄損傷後、６時間後および１日後に移植した群で、著明な治療効果が見ら
れた（図２３）。
【０１９０】
　本明細書中で引用した全ての刊行物、特許及び特許出願をそのまま参考として本明細書
中にとり入れるものとする。
【産業上の利用可能性】
【０１９１】
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　本発明は、組織の修復・再生に顕著な効果を示す治療薬の迅速な提供を可能とするもの
であり、この治療薬提供の迅速化により、特に早期の細胞療法が有効な疾患、例えば脳神
経に損傷を受けた患者の脳神経再生などに甚大な効果を有し、さらに、細胞提供者の不足
および身体的負担を軽減する。本発明の方法によって製造される医薬は、治療薬としての
効果は言うまでもなく、迅速に提供されることにより治療効果を増幅し、患者のＱＯＬを
著しく改善するとともに、介護者の負担および介護費用を軽減させることよって、社会的
負担の低減にもつながるものであり、老齢化社会に光明を投げかけるものである。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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【図１１】 【図１２】

【図１３】 【図１４】
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【図１５】 【図１６】

【図１７】 【図１８】
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【図１９】 【図２０】

【図２１】

【図２２】 【図２３】
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