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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　中枢神経系の疾病、疾患または病気にかかっているヒト患者の処置用の医療製剤であっ
て、該疾病、疾患または病気が神経変性疾患、脳卒中または中枢神経系の組織または細胞
に対する外傷であり、かつ、ヒトドナー由来の骨髄サンプルから単離されたストロマ細胞
を有効成分として含んでなる、前記医療製剤。
【請求項２】
　ヒトドナーが中枢神経系の疾病、疾患または病気を患っておらず、かつ、該ヒトドナー
が該患者と同一遺伝子型（synergeneic）である、請求項１記載の医療製剤。
【請求項３】
　ヒトドナーがヒト患者である、請求項１記載の医療製剤。
【請求項４】
　中枢神経系の疾病、疾患または病気が脳卒中である、請求項１記載の医療製剤。
【請求項５】
　疾病、疾患または病気が該中枢神経系の組織または細胞に対する損傷である、請求項１
記載の医療製剤。
【請求項６】
　疾病、疾患または病気が神経変性疾患である、請求項１記載の医療製剤。
【請求項７】
　請求項１記載の医療製剤であって、単離されたストロマ細胞が該患者の中枢神経系に投
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与されるものであり、かつ、該単離されたストロマ細胞が該中枢神経系においてそのまま
存在するかまたは複製するものである、前記医療製剤。
【請求項８】
　単離されたストロマ細胞をヒト患者に投与する前に、該細胞がインビトロで培養される
、請求項１記載の医療製剤。
【請求項９】
　単離されたストロマ細胞をヒト患者に投与する前に、治療的タンパク質をコードする単
離された核酸で該単離されたストロマ細胞がトランスフェクトされており、該タンパク質
が該細胞において発現される場合に該タンパク質が該疾病、疾患または病気の処置をもた
らすように働く、請求項１記載の医療製剤。
【請求項１０】
　治療的タンパク質がサイトカイン、ケモカイン、ニューロトロフィン及び抗体よりなる
群から選択される、請求項９記載の医療製剤。
【請求項１１】
　単離されたストロマ細胞をヒト患者に投与する前に、治療的タンパク質をコードする単
離された核酸で該単離されたストロマ細胞がトランスフェクトされており、そのようなタ
ンパク質が該細胞により分泌される場合に該タンパク質が該疾病、疾患または病気の処置
をもたらすように働く、請求項１記載の医療製剤。
【請求項１２】
　単離された核酸がプロモーター／調節配列に操作可能に連結されている、請求項１１記
載の医療製剤。
【請求項１３】
　治療的タンパク質がサイトカイン、ケモカイン、ニューロトロフィン及び抗体よりなる
群から選択される、請求項１１記載の医療製剤。
【請求項１４】
　単離された核酸が突然変異した、機能しないまたは不十分に発現される遺伝子の野生型
コピーであり、該単離された核酸がプロモーター／調節配列に操作可能に連結されており
、そして該単離されたストロマ細胞において発現される、請求項９記載の医療製剤。
【請求項１５】
　単離された核酸が突然変異した、機能しないまたは不十分に発現される遺伝子の野生型
コピーであり、該単離された核酸がプロモーター／調節配列に操作可能に連結されており
、そして該単離されたストロマ細胞から分泌されるタンパク質が生産されるために該スト
ロマ細胞において発現される、請求項１１記載の医療製剤。
【請求項１６】
　ストロマ細胞をヒト患者に投与する前に、マクログリア細胞の実質的に均質な集団の存
在下で該ストロマ細胞が共培養されることにより該細胞を前以て分化されており、それに
より該単離されたストロマ細胞が分化され、そしてマクログリア細胞の表現型特性が獲得
されている、請求項１記載の医療製剤。
【請求項１７】
　単離されたストロマ細胞が免疫学的に分離されている、請求項１記載の医療製剤。
【請求項１８】
　中枢神経系の腫瘍にかかっているヒト患者の処置用の医療組成物であって、ヒトドナー
由来の骨髄サンプルから単離されたストロマ細胞を有効成分として含んでなり、かつ、該
単離されたストロマ細胞がグリオーマ有毒タンパク質をコードする単離された核酸でトラ
ンスフェクトされている前記医療製剤、
【請求項１９】
　グリオーマ有毒タンパク質がFasリガンドである、請求項１８記載の医療製剤。
【請求項２０】
　グリオーマ有毒タンパク質が上皮増殖因子受容体(EGFR)及びCD3に対して導かれる二重
特異性単鎖抗体である、請求項１８記載の医療製剤。
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【請求項２１】
　グリオーマ有毒タンパク質が上皮増殖因子受容体(EGFR)に対して導かれる抗体である、
請求項１８記載の医療製剤。
【請求項２２】
　トランスフェクションがレトロウイルスベクターを用いて実施される、請求項１１記載
の医療製剤。
【請求項２３】
　単離されたストロマ細胞が、脳中に直接移植されるものである、請求項９記載の医療製
剤。
【請求項２４】
　単離されたストロマ細胞が、脳中に直接移植されるものである、請求項１１記載の医療
製剤。
【請求項２５】
　中枢神経系に投与された該単離されたストロマ細胞が該中枢神経系において約１５０日
までの間存在したままかまたは複製される、請求項７記載の医療製剤。
【請求項２６】
　単離されたストロマ細胞が中枢神経系に投与されるものであり、かつ、投与後に、中枢
神経系に投与された該単離されたストロマ細胞の約0.1%がマクログリア細胞、アストロサ
イトまたはニューロンへの分化のマーカーを発現することができる、請求項１記載の医療
製剤。
【請求項２７】
　分化の該マーカーがグリア繊維酸性タンパク質である、請求項２６記載の医療製剤。
【請求項２８】
　中枢神経系の疾病がパーキンソン病である、請求項１記載の医療製剤。
【請求項２９】
　治療的タンパク質が中枢神経系の疾病、疾患または病気において欠失しているかまたは
生産されない神経伝達物質の生合成において必要とされる酵素である、請求項９記載の医
療製剤。
【請求項３０】
　治療的タンパク質が中枢神経系の疾病、疾患または病気において欠失しているかまたは
生産されない神経伝達物質の生合成において必要とされる酵素である、請求項１１記載の
医療製剤。
【請求項３１】
　神経伝達物質がL-DOPAである、請求項２９記載の医療製剤。
【請求項３２】
　神経伝達物質がL-DOPAである、請求項３０記載の医療製剤。
【請求項３３】
　処置がパーキンソン病に見られる表現型の減少をもたらす、請求項３１記載の医療製剤
。
【請求項３４】
　パーキンソン病に見られる表現型がパーキンソン病のラットモデルにおいてアポモルヒ
ネにより誘導される回転である、請求項３３記載の医療製剤。
【請求項３５】
　単離されたストロマ細胞がL-DOPAを少なくとも約3日間合成し、分泌し続ける、請求項
３２記載の医療製剤。
【請求項３６】
　L-DOPAがL-DOPAの代謝産物に転化される、請求項３２記載の医療製剤。
【請求項３７】
　腫瘍がグリオーマである、請求項１８記載の医療製剤。
【発明の詳細な説明】
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【０００１】
【発明の分野】
本発明は、単離されたストロマ細胞を用いる、中枢神経系と関係する疾病、疾患または病
気を患っている哺乳類を処置する組成物及び方法に関する。
【０００２】
【発明の背景】
外傷、腫瘍形成または遺伝的もしくは他の成分を起源として有する哺乳類における神経学
的損傷は、該哺乳類において処置し、そして／または元に戻すことが非常に困難である。
中枢神経系に対する神経学的損傷の一つの処置は神経移植である。この数十年にわたって
、中枢神経系の発生、可塑性及び再生を探るために神経移植が用いられている（McKay、1
997、Science 276:66-71）。また、罹病及び損傷を受けた神経組織の修復及び機能的回復
をもたらすためにも神経移植が用いられている（Bjorklund、1993、Nature 362:414-415
；Olson、1997、Nature Med、3:1329-1335；Spencer等、1992、N.Engl.J.Med.327:1541-1
548；Freed等、1992、N.Engl.J.Med.327:1549-1555；Kordower等、1995、N.Engl.J.Med.3
32:1118-1124；Defer等、1996、Brain 119:41-50；Lopez-Lozano等、1997、Transp.Proc.
29:977-980；Rosenstein、1995、Exp.Neurol.33:106；Turner等、1993、Neurosurg.33:10
31-1037；Kang等、1993、J.Neurosci.13:5203-5211；Andersson等、1993、Int.J.Dev.Neu
rosci.11:555-568；Sanberg等、1997、Nature Med.3:1129-1132）。特に、パーキンソン
病にかかっている一連のヒト患者がヒト胎児の６－9週齢の流産児から得られた中脳細胞
の神経移植により処置されている（Spencer等、1992、N.Engl.J.Med.327:1541-1548；Fre
ed等、1992、N.Engl.J.Med.327:1549-1555；Kordower等、1995、N.Engl.J.Med.332:1118-
1124；Defer等、1996、Brain 119:41-50；Lopez-Lozano等、1997、Transp.Proc.29:977-9
80）。それらの患者の中には、ポジトロン－エミッショントモグラフィーを用いてフルオ
ロドーパの取り込みにより評価した場合に、臨床症状及びドーパミンの合成の両方におい
て著しい改善を示したものがいた（Spencer等、1992、N.Engl.J.Med.327:1541-1548；Fre
ed等、1992、N.Engl.J.Med.327:1549-1555；Kordower等、1995、N.Engl.J.Med.332:1118-
1124；Defer等、1996、Brain 119:41-50）。しかしながら、治療的用途のために胎児組織
を得る方法は、重要な論理学的及び倫理的障壁を提示してきた（Rosenstein、1995、Exp.
Neurol.33:106；Turner等、1993、Neurosurg.33:1031-1037）。また、明らかにドーパミ
ン作動性ニューロンに対する不都合な免疫反応のために（Lopez-Lozano等、1997、Transp
.Proc.29:977-980）、そして胎児組織は糖分解よりむしろ脂質代謝に主に依存しているの
で（Rosenstein、1995、Exp.Neurol.33:106）、ドーパミン作動性ニューロンの約５－10%
のみが生存する。これらの理由のために、神経移植のために適当な繊維芽細胞（Kang等、
1993、J.Neurosci.13:5203-5211）、胎児アストロサイト（Andersson等、1993、Int.J.De
v.Neurosci.11:555-568）及びセルトリ－細胞（Sanberg等、1997、Nature Med.3:1129-11
32）のような代わりの細胞を開発する試みが行われている。
【０００３】
移植により、例えば脳腫瘍、脳外傷、ハンチントン病、アルツハイマー病、パーキンソン
病及び脊髄損傷のような中枢神経系の疾病、疾患または病気を処置するために、ドナー細
胞は容易に利用でき、培養して迅速に増やすことができ、免疫学的に不活性であり、宿主
脳組織において長期間の生存及び組込みが可能であり、そして外来遺伝子の安定なトラン
スフェクション及び長期間の発現が容易にできるべきである（Bjorklund、1993、Nature 
362:414-415;Olson、1997、Nature Med.3:1329-1335）。現在、これらの規準を満たすド
ナー細胞は利用できない。
【０００４】
造血幹細胞に加えて、骨髄は、骨芽細胞、軟骨細胞、脂肪細胞及び筋芽細胞のような非造
血細胞の幹様前駆体を含有する（Owen等、1988、Cell and Molecular Biology of Verteb
rate Hard Tissues中、Ciba Foundation Symposium 136、Chichester、UK、pp.42-60；Ca
plan、1991、J.Orthop.Res.9:641-650；Prockop、1997、Science 276:71-74）。骨髄の非
造血前駆体は、コロニー形成単位繊維芽細胞、間充織幹細胞及び骨髄ストロマ細胞（MSC
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）と様々に呼ばれている。
【０００５】
MSCは、骨髄細胞が哺乳類から取り出され、プラスチック皿に移された場合にそれらの付
着特性を特徴とする間充織前駆細胞である（Friendenstein等、1976、Exp.Hemat.4:267-2
74）。約4時間以内に、MSCはプラスチックに付着し、従って、皿から非付着細胞を除くこ
とにより単離することができる。プラスチックにしっかりと付着する骨髄細胞、すなわち
MSCは詳細に研究されている（Castro-Malaspina等、1980、Blood 56:289-30125；Piersma
等、1985、Exp.Hematol 13:237-243；Simmons等、1991、Blood 78:55-62；Beresford等、
1992、J.Cell.Sci.102:341-351；Liesveld等、1989、Blood 73:1794-1800；Liesveld等、
Exp.Hematol 19:63-70；Bennett等、1991、J.Cell.Sci.99:131-139）。「MSC」及び「ス
トロマ細胞」という用語は本明細書において互換可能に用いられる。
【０００６】
ストロマ細胞は、インビボで骨髄内の微環境の発生に関与すると考えられる。単離した場
合、ストロマ細胞は最初静止しているが、最終的に分裂し始め、従って、それらをインビ
トロで培養することができる。ストロマ細胞の増やした数を樹立し、維持することができ
る。適切な条件下で培養した場合に繊維芽細胞性脂肪細胞性及び骨原性細胞のコロニーを
作製するためにストロマ細胞が用いられている。また、それらを軟骨細胞及び筋芽細胞に
分化させることもできる。それらの付着細胞をヒドロコルチゾンまたは他の選択条件の存
在下で培養する場合、前駆体または骨原性細胞に富んだ集団が得られる（Carter等、1992
、Blood 79:356-364及びBienzle等、1994、Proc.Natl.Acad.Sci USA、91:350-354）。
【０００７】
疾病の処置のためにストロマ細胞を使用するいくつかの例がある。例えば、欧州特許EP 0
,381,490は、ストロマ細胞を用いる遺伝子治療を開示している。特に、血友病の処置方法
が開示されている。インビボで選択組織中に移植した場合に繊維性組織、骨または軟骨を
作るためにストロマ細胞が用いられている（Ohgushi等、1989、Acte.Orthop.Scand.60:33
4-339；Nakahara等、1992、J.Orthop.Res.9:465-476；Niedzwiedski等、1993、Biomateri
als 14:115-121；及びWakitani等、1994、J.Bone & Surg.76A:579-592）。ある報告では
、ストロマ細胞は多孔性セラミックを用いて皮下に（Ohgushi等、1989、Acta.Orthop.Sca
nd．60:334-339）、拡散室中で腹腔内に（Nakahara等、1991、J.Orthop.Res．9:465-476
）、外科的に引き起こした骨欠損中に経皮的に（Niedzwiedski等、1993、Biomaterials 1
4:115-121）移植するかまたは関節軟骨における外科的欠損を修復するためにコラーゲン
ゲル内に（Wakitani等、1994、J.Bone Surg.76A:579-592）移植した場合にインビボで骨
または軟骨を生じるために用いられている。Piersma等（1983、Brit.J.Hematol.94:285-2
90）は、静脈内骨髄移植後に、造血ストロマを構成する繊維芽細胞コロニー形成細胞が宿
主骨髄中に入り、とどまることを開示している。Stewart等(1993、Blood 81:2566-2571)
は、最近、全骨髄細胞の非常に多量の繰り返された投与が、骨髄除去を受けていないマウ
ス中に造血前駆体の長期間の移植をもたらすことを認めた。また、Bienzle等(1994、Proc
.Natl.Acad.Sci.USA、91:350-354)は、骨髄除去なしにイヌにおいて造血細胞を永続的に
移植するためにドナー細胞としてと長期間の骨髄培養物をうまく用いた。ある報告では、
造血前駆体の培養物のための微環境を樹立する細胞として（Anklesaria、1987、Proc.Nat
l.Acad.Sci.USA 84:7681-7685）または造血幹細胞に富んだ集団の供給源として（Kiefer
、1991、Blood 78(10):2577-2582）ストロマ細胞を用いた。
【０００８】
中枢神経系の疾病、疾患及び病気の成功した処置の不足を考えれば、中枢神経系の疾病、
疾患または病気に冒された患者を処置するさらなる方法が以前として必要である。本発明
はこの必要性を満たし、そして先行類似技術の処置の欠陥を克服する。
【０００９】
【発明の要約】
本発明は、中枢神経系の疾病、疾患または病気にかかっているヒト患者の処置方法を含む
。該方法は、ヒトドナーから骨髄サンプルを得ること、該骨髄サンプルからストロマ細胞
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を単離すること及び該単離されたストロマ細胞を該ヒト患者の中枢神経系に投与すること
を含んでなり、その場合、該中枢神経系における該単離されたストロマ細胞の存在は該疾
病、疾患または病気の処置をもたらす。
【００１０】
一つの態様として、ヒトドナーが中枢神経系の疾病、疾患または病気を患っておらず、そ
してヒトドナーが該患者と同一遺伝子型である。
【００１１】
別の態様として、ヒトドナーが該ヒト患者である。
【００１２】
別の態様として、中枢神経系の疾病、疾患または病気が遺伝病、腫瘍、外傷及び脳卒中よ
りなる群から選択される。
【００１３】
別の態様として、疾病、疾患または病気が中枢神経系の組織または細胞に対する損傷であ
る。
【００１４】
さらに別の態様として、疾病、疾患または病気が脳腫瘍である。
【００１５】
一つの態様として、中枢神経系に投与された単離されたストロマ細胞が該中枢神経系にお
いて存在または複製したままである。
【００１６】
別の態様として、単離されたストロマ細胞を投与する前に、それらの細胞をインビトロで
培養する。
【００１７】
さらに別の態様として、単離されたストロマ細胞を投与する前に、治療的タンパク質をコ
ードする単離された核酸で単離されたストロマ細胞をトランスフェクトし、その場合、該
タンパク質がそれらの細胞において発現される場合に該タンパク質が該疾病、疾患または
病気の処置をもたらすように働く。
【００１８】
好ましくは、治療的タンパク質がサイトカイン、ケモカイン、ニューロトロフィン及び抗
体並びにグリオーマ有毒タンパク質よりなる群から選択される。
【００１９】
別の態様として、単離されたストロマ細胞を投与する前に、治療的タンパク質をコードす
る単離された核酸で単離されたストロマ細胞をトランスフェクトし、その場合、そのよう
なタンパク質がそれらの細胞により分泌される場合に該タンパク質が該疾病、疾患または
病気の処置をもたらすように働く。
【００２０】
一つの態様として、単離された核酸がプロモーター／調節配列に操作可能に連結される。
【００２１】
別の態様として、治療的タンパク質がサイトカイン、ケモカイン、ニューロトロフィン、
抗体及びグリオーマ有毒タンパク質よりなる群から選択される。
【００２２】
本発明の方法における単離された核酸は、突然変異した、機能しないまたは不十分に発現
される遺伝子の野生型コピーであってもよく、その場合、該単離された核酸がプロモータ
ー／調節配列に操作可能に連結され、そして単離されたストロマ細胞において発現される
。
【００２３】
本発明のさらに別の態様として、ストロマ細胞を投与する前に、分化した細胞の実質的に
均質な集団の存在下でまたは細胞分化の誘導物質の存在下で該ストロマ細胞を共培養する
ことにより該細胞を前以て分化させ、それにより該単離されたストロマ細胞が分化し、そ
して分化した細胞または誘導物質で処理した細胞に特有の分化表現型の表現型特性を獲得
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する。
【００２４】
別の態様として、単離されたストロマ細胞の投与前に、該細胞をインビトロで培養し、該
細胞中に単離された核酸を導入し、そして該細胞を前以て分化させるという工程の少なく
とも一つを実施する。
【００２５】
さらなる態様として、単離されたストロマ細胞を免疫学的に分離する。
【００２６】
また、本発明は、単離されたストロマ細胞の分化を導く方法も含む。該方法は、分化した
細胞の実質的に均質な集団の存在下でまたは細胞分化の誘導物質の存在下で単離されたス
トロマ細胞を培養することを含んでなり、それにより該単離されたストロマ細胞が分化し
、そして分化した細胞または誘導物質で処理した細胞に特有の分化表現型の表現型特性を
獲得する。
【００２７】
好ましくは、分化した細胞がアストロサイト、マクログリア細胞及びニューロンよりなる
群から選択される。
【００２８】
脳腫瘍が処置される場合、一つの態様として、脳腫瘍がグリオーマである。
【００２９】
治療的タンパク質が用いられる場合、一つの態様として、治療的タンパク質がグリオーマ
有毒タンパク質である。好ましくは、グリオーマ有毒タンパク質がFasリガンド、上皮増
殖因子受容体(EGFR)及びCD3に対して導かれる二重特異性単鎖抗体または上皮増殖因子受
容体(EGFR)に対して導かれる抗体である。
【００３０】
細胞のトランスフェクションを実施するある種の態様として、該トランスフェクションを
レトロウイルスベクターを用いて実施する。
【００３１】
ある種の別の態様として、単離されたストロマ細胞の投与方法が、脳中に直接それらの細
胞を移植することによる。
【００３２】
さらに、別の態様として、中枢神経系に投与された単離されたストロマ細胞が該中枢神経
系において約１５０日までの間存在または複製したままである。
【００３３】
さらに別の態様として、単離されたストロマ細胞を中枢神経系に投与した後、中枢神経系
に投与された該単離されたストロマ細胞の約0.1％がマクログリア細胞、アストロサイト
またはニューロンへの分化のマーカーを発現することができる。好ましくは、分化のマー
カーがグリア繊維酸性タンパク質である。
【００３４】
一つの態様として、中枢神経系の疾病がパーキンソン病である。
【００３５】
別の態様として、治療的タンパク質が用いられる場合、治療的タンパク質が中枢神経系の
疾病、疾患または病気において欠失しているかまたは生産されない神経伝達物質の生合成
において必要とされる酵素である。好ましくは、該神経伝達物質がL-DOPAであり、該処置
がパーキンソン病に見られる表現型の減少をもたらす。また好ましくは、パーキンソン病
に見られる該表現型がパーキンソン病のラットモデルにおいてアポモルヒネにより誘導さ
れる回転である。さらに好ましくは、本発明の方法において用いられる単離されたストロ
マ細胞がL-DOPAを少なくとも約3日間合成し、分泌し続け、そして該L-DOPAがL-DOPAの代
謝産物に転化される。
【００３６】
本発明は、中枢神経系の疾病、疾患または病気に冒されている患者を処置するための組成
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物及び方法を含む。該組成物は、組換えDNA技術を用いて遺伝子的に改変してもしなくて
もよい単離された骨髄細胞である。該方法は、ドナーから骨髄サンプルを得、その骨髄サ
ンプルからストロマ細胞を単離し、そして単離されたストロマ細胞を患者の中枢神経系に
直接投与するという工程を含んでなる。
定義
冠詞「一つ（ａ）」及び「一つ（ａｎ）」は、その冠詞の文法的対象の一つまたは一つよ
り多く（すなわち、少なくとも一つ）をさすために本明細書において用いられる。例とし
て、「一つの要素」は、一つの要素または一つより多くの要素を意味する。
【００３７】
本明細書において用いられる場合、「中枢神経系」は哺乳類の脳及び／または脊髄を含む
と解釈されるべきである。また、その用語はある場合において眼及び視神経を含んでもよ
い。
【００３８】
本明細書において用いられる場合、「ストロマ細胞」、「コロニー形成繊維芽細胞」、「
骨髄ストロマ細胞」、「付着細胞」及び「MSC」は互換可能に用いられ、そして骨細胞、
軟骨細胞及び脂肪細胞の幹細胞様前駆体として働くことができ且つプラスチック皿に付着
するそれらの能力により骨髄から単離することができる骨髄中の細胞の小画分をさすもの
とする。ストロマ細胞はあらゆる動物由来であってもよい。ある態様として、ストロマ細
胞は霊長類、好ましくはヒト由来である。
【００３９】
本明細書において用いられる場合、「付着細胞」という用語はストロマ細胞をさすものと
する。
【００４０】
「非付着細胞」という用語は、本明細書において用いられる場合、造血前駆細胞をさすも
のとする。
【００４１】
本明細書において用いられる場合、「中枢神経系の疾病、疾患または病気」という用語は
、例えば神経変性疾患または原発腫瘍形成のような、中枢神経系の細胞により発現される
遺伝子における遺伝的突然変異により引き起こされ、その結果、そのような突然変異の影
響の一つが中枢神経系の異常な構造及び／または機能により明示される疾病、疾患または
病気をさすものとする。そのような遺伝的欠陥は、中枢神経系の細胞における突然変異し
た、機能しないまたは不十分に発現される遺伝子の結果であってもよい。また、その用語
は、中枢神経系の細胞における遺伝的欠陥それ自体の結果ではなく、むしろ中枢神経系に
由来しない細胞、例えば中枢神経系における転移性腫瘍形成による中枢神経系の浸潤の結
果である中枢神経系における他の異常も包含すると解釈されるべきである。また、その用
語は、中枢神経系の組織に対する直接損傷により引き起こされる中枢神経系に対する外傷
も含むと解釈されるべきである。さらにその用語は、薬物及びアルコール中毒、鬱病、精
神分裂病、セロトニン（seratonin）摂取またはアヘン類受容体を伴う疾病、薬物の代謝
等のような、しかしそれらに限定されない行動障害を含むと解釈されるべきである。また
、その用語は、脳卒中及び塞栓も含むと解釈されるべきである。
【００４２】
本明細書において用いられる場合、「遺伝子欠損を特徴とする疾病、疾患または病気」は
、欠損のある遺伝子及び／または不十分な遺伝子発現がその疾病、疾患または病気に原因
的に関連している疾病、疾患及び病気をさすものとする。遺伝子欠損を特徴とするいくつ
かの周知の疾病、疾患及び病気のいずれかにかかっている個体を当業者は同定することが
できる。
【００４３】
本明細書において用いられる場合、「分泌タンパク質をコードする遺伝子における欠損を
特徴とする疾病、疾患または病気」は、欠損があるかまたは不十分に発現される遺伝子が
、細胞から異常に分泌されるタンパク質をコードする遺伝子欠損を特徴とする疾病、疾患
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または病気をさすものとする。
【００４４】
「異常な分泌」という用語は、正常な、すなわち野生型の欠損のないタンパク質と異なる
ようにタンパク質が細胞においてプロセシングされることを意味する。例えば、正常なタ
ンパク質は特定の構造立体配置で細胞から分泌することができ；そのタンパク質が異なる
立体配置で分泌される場合にこのタンパク質の異常な分泌が起こる可能性がある。さらな
る例として、正常なタンパク質が通常は細胞から分泌される場合、そのタンパク質が細胞
から分泌されないか、または正常なタンパク質の分泌の通常レベルから著しく異なる、す
なわち、より高いかもしくはより低いレベルで細胞から分泌される場合にタンパク質の異
常な分泌が起こる可能性がある。
【００４５】
本明細書において用いられる場合、「有益なタンパク質で処置することができる疾病、疾
患または病気」は、その疾病、疾患または病気の特徴である原因及び／または症状を緩和
するか、減少するか、防ぐか、または緩和、減少もしく予防をもたらすタンパク質の存在
により処置するかまたは予防することができる疾病、疾患または病気をさすものとする。
有益なタンパク質で処置することができる疾病、疾患及び病気は、遺伝子欠損を特徴とす
る疾病、疾患及び病気並びに遺伝子欠損を特徴としないがそれにもかかわらずその疾病、
疾患または病気の特徴である原因及び／または症状を緩和するか、減少するか、防ぐか、
または緩和、減少もしく予防をもたらすタンパク質の存在により処置するかまたは予防す
ることができるものを含む。
【００４６】
本明細書において用いられる場合、「有益なタンパク質」及び「異種起源のタンパク質」
は互換可能であり、そして遺伝子欠損を特徴とする疾病、疾患または病気の疾病または症
状に原因的に関連している欠損遺伝子によりコードされるタンパク質及び／または不十分
な遺伝子発現を補うことができるタンパク質をさすものとする。そのタンパク質の存在は
、疾病、疾患または病気の特徴である原因及び／または症状を緩和するか、減少するか、
防ぐか、または緩和、減少もしく予防をもたらす。
【００４７】
本明細書において用いられる場合、「腫瘍により引き起こされる中枢神経系の組織または
細胞の損傷」は、通常脳における、組織の新たな増殖が起こる中枢神経系の疾病、疾患ま
たは病気をさすものとし、そして制御できず且つ進行性である細胞の増殖を含む。増殖す
る細胞は、中枢神経組織由来であってもよく、またはそれ由来でなくてもよい。
【００４８】
本明細書において用いられる場合、「免疫学的に分離された」、「免疫学的に防御された
」、「免疫学的に中和された」、及び「レシピエントの免疫系から細胞を物理的に分離す
る方法」は、移植した細胞が体の免疫系にさらされないかまたはそれにより除去すること
ができないように、移植した体からのその細胞の封入、閉じ込めまたは他の物理的分離を
さすものとし、その結果、免疫学的に分離された細胞がレシピエントの免疫系から物理的
に分離されるように投与される。免疫学的分離方法の例は、マイクロカプセル化、生体適
合性マトリックス、拡散室、移植できるカートリッジ、膜組立を有する移植装置及び膜を
有する他の容器のような周知の技術及び装置を含むが、それらに限定されない。移植装置
内で体内で細胞を維持することによりそれらを免疫学的に分離することが好ましい。
【００４９】
「単離された核酸」という用語は、天然に存在する状態でそれに隣接する配列から精製さ
れている核酸配列またはセグメントまたはフラグメント、例えば、フラグメントに通常隣
接する配列、例えば天然に存在するゲノム中でフラグメントに隣接する配列からとり出さ
れているDNAフラグメントをさすと解釈されるべきである。また、その用語は、核酸に生
来付随する他の成分、例えば、細胞中で生来それに付随するRNAまたはDNAまたはタンパク
質から実質的に精製されている核酸にも当てはまる。
【００５０】
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本明細書において用いられる場合、「単離された核酸分子」は、古典的トランスフェクシ
ョン（リン酸カルシウムもしくはDEAEデキストランによりもたらされるトランスフェクシ
ョン）、電気穿孔、微量注入、リポソームによりもたらされる導入、化学薬品によりもた
らされる導入、リガンドによりもたらされる導入または組換えウイルスベクター導入のよ
うな、しかしそれらに限定されない方法により細胞中に導入されるまでストロマ細胞にお
いて存在しないかまたはストロマ細胞において十分に高レベルのタンパク質として発現さ
れないものであってもよい。
【００５１】
本明細書において用いられる場合、「遺伝子構築物」は、ストロマ細胞におけるコーディ
ング配列の発現のために十分な要素を有するプロモーター／調節配列に操作可能に連結さ
れた有益なタンパク質をコードするコーディング配列を含む単離された核酸分子をさすも
のとする。
【００５２】
本明細書において用いられる場合、「プロモーター／調節配列」は、プロモーター／調節
配列に操作可能に連結された遺伝子の特異的発現のために必要とされるDNA配列を意味す
る。ある場合には、この配列はコアプロモーター配列であってもよく、そしてある場合に
は、この配列はエンハンサー配列及び組織特異的またはそうでなければ誘導的もしくは構
成的に遺伝子を発現させるために必要とされる他の調節要素を含んでもよい。
【００５３】
２つの核酸配列を「操作可能に連結された」と記述することは、本明細書において用いら
れる場合、一本鎖または二本鎖核酸成分がそれら２つの核酸配列の各々を含んでなり、そ
してそれら２つの核酸配列の少なくとも一方がもう一方に対して特性化される生理学的作
用を及ぼすことができるように２つの配列が核酸成分内で配置されることを意味する。
【００５４】
本明細書において用いられる場合、「異種起源の遺伝子」は遺伝子構築物のコーディング
配列をさすものとする。
【００５５】
「異種起源のタンパク質」は、本明細書において用いられる場合、異種起源の遺伝子によ
りコードされるものである。
【００５６】
本明細書において用いられる場合、「組換え遺伝子物質」及び「組換え遺伝子」という用
語は互換的に用いられ、そしてストロマ細胞中に導入されるゲノムDNA、cDNA、合成DNA及
びRNA、mRNA並びにアンチセンスDNA及びRNAをさすものとする。組換え遺伝子物質は、異
種起源の遺伝子物質であってもよく、または個体もしくは動物において通常見い出される
遺伝子物質のさらに一つのコピーもしくは複数のコピーであってもよい。ヒト疾病疾患ま
たは病気を処置するための方法において製薬学的組成物の成分として細胞を用いる場合、
それらの細胞を形質転換するために用いる組換え遺伝子物質は、個体を処置するため及び
／または細胞をより容易に移植できるようにするために用いられる治療に役立つものとし
て選択されるタンパク質をコードすることができる。
【００５７】
本明細書において用いられる場合、「トランスフェクトしたストロマ細胞」は、古典的ト
ランスフェクション（リン酸カルシウムもしくはDEAEデキストランによりもたらされるト
ランスフェクション）、電気穿孔、微量注入、リポソームによりもたらされる導入、化学
薬品によりもたらされる導入、リガンドによりもたらされる導入または組換えウイルスベ
クター導入のような、しかしそれらに限定されない細胞中に核酸分子を導入するために用
いられるいずれかの技術を用いて遺伝子構築物が与えられているストロマ細胞をさすもの
とする。
【００５８】
本明細書において用いられる場合、「前以て分化させた」という用語は、単離されたスト
ロマ細胞が分化し、そして分化した細胞の表現型特性を獲得するように分化した細胞の実
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質的に均質な集団または分化した細胞の産物または細胞分化の誘導物質と共培養した単離
されたストロマ細胞を意味すると解釈されるべきである。
【００５９】
本明細書において用いられる場合、「表現型特性」という用語は、以下の特性：形態学的
外観、特定のタンパク質の発現、染色パターン及び物質で染色される能力の少なくとも一
つを意味すると解釈されるべきである。
【００６０】
「分化した細胞の実質的に均質な集団」という語句は、本明細書において用いられる場合
、細胞の少なくとも75%が同じ分化した表現型を示す細胞の集団を意味すると解釈される
べきである。
【００６１】
「分化を導く」という語句は、本明細書において用いられる場合、分化した細胞の実質的
に均質な集団の存在下、分化した細胞の産物の存在下または細胞分化の誘導物質の存在下
で未分化の細胞を共培養することにより未分化の細胞において分化した表現型を誘導する
ことを意味すると解釈されるべきである。
【００６２】
本明細書において用いられる場合、「グリオーマ有毒タンパク質」は、グリオーマ細胞の
増殖を阻止し、そして／または殺すことができるタンパク質を意味すると解釈されるべき
である。
記述
本発明は、プラスチックへの付着により単離されかつ哺乳動物の脳に注入されるＭＳＣが
、植え付け、移動しそして中枢神経系の細胞に分化する一方で、他の細胞は前駆細胞とし
てとどまるか、もしくは中枢神経系の細胞に分化する娘細胞を産むという発明に基づく。
この発見は、個体、すなわち哺乳動物、および好ましくは中枢神経系に関連する疾病、疾
患もしくは病気に罹っているヒト患者に正常の適合された(matched)同一遺伝子系のドナ
ーから得られたストロマ細胞を提供すること、もしくは、個体からストロマ細胞を単離す
ること、当該細胞を培養すること、そして、中枢神経系における欠陥と関連する疾病、疾
患もしくは病気の原因である遺伝的欠損はなんでも修正するようにそれらを遺伝子的に改
変することのいずれかによる、個体の成功裏の治療を見込む。
【００６３】
本発明の好ましい一態様において、適合されたドナーもしくは同一個体から得られたスト
ロマ細胞を、病気に罹っているおよび損傷を受けている神経細胞を増加させるもしくは置
き換えるための、中枢神経系に伴う疾病、疾患もしくは病気に罹っている個体に投与する
。ストロマ細胞は好ましくはヒトに投与される。ストロマ細胞は、さらに好ましくはヒト
の脳に投与される。いくつかの態様において、細胞はヒト脳の線条体部分に投与される。
ストロマ細胞の投与の正確な部位は、治療されるべき病変の部位、治療されている疾病の
型、ヒトの年齢および疾病の重篤度などを包含するがしかしこれらに制限されないいずれ
かの数の要因に依存するであろう。投与の部位の決定は、こうした細胞の投与に精通した
当業者の熟練内に十分ある。
【００６４】
ヒトの中枢神経系へのストロマ細胞の投与の様式は、治療されている疾病の型、ヒトの年
齢、当該ストロマ細胞が分化されるか否か、ストロマ細胞がその中に導入された異種ＤＮ
Ａを有するかどうか、などを包含するいくつかの要因に依存して変動してよい。直接に脳
組織中へのストロマ細胞の投与の一例が本明細書の実験の詳細の節に提供される。その実
施例においては、細胞を、最初に、それを通って当該細胞がその後に脳組織中に進められ
る頭蓋の孔を創製することにより、哺乳動物の脳に導入する。細胞は、直接注入、シャン
トを使用すること、もしくは化合物の中枢神経系への導入に当該技術分野で使用されるい
ずれかの他の手段により導入してよい。
【００６５】
ストロマ細胞が中枢神経系の疾病を治療するために哺乳動物、好ましくはヒトで使用され
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てよい、いくつかの方法が存在する。例えば、ストロマ細胞は、中枢神経系への導入後に
分化する前駆細胞として、もしくは中枢神経系への導入前に神経細胞に分化されている細
胞として、または単純に分化せずにそして遺伝子産物の運び屋としてはたらく細胞として
使用してよい。どの状況でも、本明細書に提示されるデータが確立するとおり、当該細胞
は中枢神経系の永続的定住体(resident)となる。これらの細胞は、従って、遺伝病、外傷
もしくは他の傷害の結果として喪失されている中枢神経系中の細胞を置き換えることがで
きる。加えて、中枢神経系への導入前に、ストロマ細胞は、サイトカイン、ニューロトロ
フィンなどのような分子を産生するように遺伝子的に工作されてよく、これらは中枢神経
系中に既に存在する細胞に有益に影響することができる。例えば、その後中枢神経系に導
入される遺伝子的に工作されたストロマ細胞は、いかなる中枢神経系の損傷も修復するた
め、そして／もしくは中枢神経系の腫瘍と闘うために使用することができる。
【００６６】
本明細書に提示されるデータは、ラットアストロサイトとともに共培養されるヒトストロ
マ細胞が、早期アストロサイトのマーカー、神経膠線維酸性タンパク質について陽性にな
ることを確立する。言い換えれば、所望の細胞型とのストロマ細胞の共培養によりストロ
マ細胞の分化を指図することが可能である。さらに、ヒトストロマ細胞を、本明細書に提
示されるデータに従ってマクログリア細胞に転換することが可能である。従って、中枢神
経組織へのそれらの導入の前に所望の表現型に進化するように単離されたストロマ細胞を
前分化させることが、本明細書に提示されるデータに従って可能である。中枢神経系に導
入される単離されたストロマ細胞が、脳組織もしくは脊髄組織中で、稀突起神経膠細胞、
シュヴァン細胞、ニューロンおよびアストロサイトに分化し得ることが、さらに可能であ
る。
【００６７】
これらの考慮に基づき、中枢神経系に直接導入される単離されたストロマ細胞を使用して
治療可能である疾病の型は多い。例えば、新生児および小児のあいだで、当該細胞は、テ
イ－サックス病および関連するザントホフ病、フルラー症候群および関連するムコ多糖症
、ならびにクラッベ病を包含するがしかしこれらに制限されない中枢神経系の多数の遺伝
病の治療に使用することができる。変動する程度まで、これらの疾病はまた脊髄および末
梢神経でも病変を生じさせ、そしてそれらはまた非神経学的影響も有する。これらの疾病
の非神経学的影響が骨髄移植により治療可能であることができる一方、中枢神経系の影響
は骨髄移植にもかかわらず改善しない。本発明の方法は、従って、これらの型の疾病の中
枢神経系の影響を取り扱うのに使用することができる。加えて、新生児および小児におい
て、出生の間もしくは出生後の頭部外傷の治療は、ストロマ細胞をそれらの小児の中枢神
経系に直接導入することにより治療可能である。小児における中枢神経系の腫瘍の形成も
また本発明の方法を使用して治療可能である。
【００６８】
中枢神経系の成人疾病に関しては、単離されたストロマ細胞は、パーキンソン病、アルツ
ハイマー病、脊髄の傷害、卒中、外傷、腫瘍、筋委縮性側索硬化症のような脊髄の変性性
疾病、ハンチントン病および癲癇の治療に有用である。多発性硬化症の治療もまた可能で
あるかも知れない。
【００６９】
脊髄の傷害の治療が本発明の方法を使用して可能である。脊髄の傷害のいくつかの従来技
術の治療方法は、線維芽細胞を使用して動物で脊髄の病変の部位へニューロトロフィンを
送達することを必要とする。この様式で送達されたニューロトロフィンは病変を低下させ
るか、もしくは別の方法で傷害を治療するようはたらく。しかしながら、ストロマ細胞と
異なり、線維芽細胞は、病変の部位で線維症を引き起こす大量のコラーゲンを産生するこ
とを継続し、それによりこの治療の有益な効果を無効にする。従って、遺伝子的に工作さ
れたストロマ細胞を使用する脊髄の病変へのニューロトロフィンの送達は従来技術の方法
を上回る有意の利点を有する。なぜなら、ストロマ細胞は大量のコラーゲンを産生せず、
そして従って線維症を引き起こさないことができるからである。
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【００７０】
本明細書に提示されるデータは、中枢神経系へのストロマ細胞の直接導入が中枢神経系の
疾病の治療に有用であることを確立するとは言え、ある例においては、単離されたストロ
マ細胞はまた眼に関連する疾病もしくは傷害の治療にも有用であることができる。ストロ
マ細胞は、眼に直接注入される場合に、網膜色素上皮、すなわち網膜の後表面の内側を覆
いそして眼の錐状体および杆状体の栄養細胞としてはたらくようである細胞に分化するこ
とができる。あるいは、単離されたストロマ細胞を、ストロマ細胞を眼の細胞とともに共
培養することにより網膜色素上皮に前分化させることが可能であるかも知れない。幹細胞
が眼の細胞を生じさせることは魚類で観察されている。魚の眼は魚の一生の間中成長する
ことを継続する。その例では、網膜色素上皮および網膜の光感受性細胞の双方に分化する
眼の前方端に幹細胞が存在する。単離されたストロマ細胞は、視神経の網膜色素上皮細胞
の変性性疾病を包含する眼の多様な変性性疾病を治療するのに使用することができる。こ
れらの疾病は、高齢者で中央の視覚喪失につながる未知の起源の過程である黄斑変性を包
含するが、しかしこれらに制限されない。糖尿病もしくは動脈硬化から生じる盲目、すな
わち網膜の血管供給(vascular supply)の病変の結果である眼の疾病もまた包含される。
加えて、例えばレーバー先天性黒内障のような希な疾病もまた本発明の方法を使用して治
療可能であるかも知れない。
【００７１】
本発明のいくつかの局面において、中枢神経系に影響を与えかつ遺伝子欠損を特徴とする
疾病、疾患もしくは病気に罹っている個体は、欠損のある(defective)もしくは不完全な(
deficit)神経学的細胞を、正常な神経学的細胞の遺伝子を正しく発現する細胞で補充する
、増加させる、そして／もしくは置き換えることにより治療することができる。個体に導
入されるべきである細胞は、正常な適合されたドナーから得られたストロマ細胞由来であ
ってよいか、もしくは、それらは治療されるべき個体から得られたストロマ細胞であって
よい。当該細胞はまた、欠損を修正するように遺伝子的に改変されてもよい。しかし、こ
れは、当該細胞が遺伝子的に改変され得る唯一の例でない。
【００７２】
本発明の別の態様において、中枢神経系に影響を与えかつ遺伝子欠損を特徴とする疾病、
疾患もしくは病気に罹っている個体は、欠損のある細胞を、正常遺伝子を正しく発現する
細胞で補充する、増加させる、そして／もしくは置き換えることにより治療し得る。当該
細胞は、正常な適合されたドナーから得られたストロマ細胞もしくは治療されるべき個体
から得られたストロマ細胞由来であってよい。当該細胞はまた欠損を修正するように遺伝
子的に改変されてもよい。
【００７３】
中枢神経系に影響を与えかつ遺伝子欠損を特徴とする疾病、疾患もしくは病気の一例は脳
腫瘍である。脳腫瘍に罹っている個体は、正常な適合されたドナーから得られたストロマ
細胞を投与されてよく、このストロマ細胞は正常な脳細胞に分化し、これを、腫瘍細胞を
有する個体の脳細胞を置き換えるもしくは補充するのに使用してよい。正常細胞は脳中の
欠損のある細胞を補償することができる。
【００７４】
代替の一態様においては、ストロマ細胞が脳腫瘍に罹っている個体から単離され、そして
腫瘍細胞を殺すもしくはその複製を別の方法で停止させることが可能な遺伝子が、単離さ
れたストロマ細胞中に挿入される。トランスフェクトされた細胞がその後個体に再導入さ
れる。腫瘍細胞の成長および／もしくは複製が停止され、そして／または腫瘍細胞のアポ
トーシスが誘発される。
【００７５】
本発明の一局面において、中枢神経系の疾病、疾患もしくは病気に罹っている個体は、以
下のとおり治療し得る。単離されたストロマ細胞が得られ、それらが増殖され(expanded)
、そして個体に全身的に投与される。単離／増殖されたストロマ細胞のいくつかは正常な
脳細胞に発達することができる。正常なストロマ細胞は欠損のあるストロマ細胞よりもよ
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り迅速に増殖し、そして増殖された若返らされた集団は、正常細胞のより大きい比率を反
映することができる。従って、ストロマ細胞の増殖されかつ若返らされた集団での中枢神
経系組織の再集団化(repopulation)は、正常な中枢神経系細胞の集団を提供するようには
たらき、これらは中枢神経系組織中の欠損の修正を助長する。また、ストロマ細胞は、中
枢神経系へのストロマ細胞の投与前に、本明細書に提供されるプロトコルに従うことによ
り例えばアストロサイトに前分化されることができる。
【００７６】
欠損のある細胞を、適合されたドナーからの修復された細胞もしくは正常細胞で置き換え
ることに加え、本発明の方法はまた、中枢神経系中に分泌される場合に有益な影響を有す
る所望のタンパク質の発現を助長するのにも使用してよい。すなわち、ストロマ細胞を単
離し、所望のタンパク質をコードする遺伝子を供給し、そして個体の中枢神経系組織に導
入してよい。個体の中枢神経系での所望のタンパク質の発現は、当該個体で治療効果を発
揮する。本発明のこの局面は、その中で治療的タンパク質が個体に投与される遺伝子治療
に関する。
【００７７】
本発明のいくつかの局面に従えば、免疫学的に単離されたトランスフェクトされたストロ
マ細胞を、遺伝子欠損を特徴とする疾病、疾患もしくは病気、および／または遺伝子治療
のアプローチで組換えタンパク質を使用して治療し得る疾病、疾患もしくは病気を治療す
るための細胞治療薬として使用してよい。とりわけ、有益なタンパク質をコードする異種
遺伝子を含んで成る遺伝子構築物がストロマ細胞中に導入される。トランスフェクトされ
たストロマ細胞をその後、免疫学的に単離し、そして、当該タンパク質が発現されそして
中枢神経系の組織、好ましくは脳中に当該細胞により分泌される場合に利益を得るであろ
う個体に埋込む。
【００７８】
免疫学的に単離されたストロマ細胞は細胞治療薬組成物でとりわけ有用である。なぜなら
、異種遺伝子を発現しそして異種タンパク質を産生するための適する宿主であることに加
えて、ストロマ細胞は、それらが免疫学的に単離される場合に好都合に機能するからであ
る。免疫学的に単離されたストロマ細胞は、直接の血管の血液供給(vascular blood supp
ly)を欠く位置に埋込まれる場合に非常に高い生存率を有する。さらに、ストロマ細胞は
容易にかつすぐに得ることができ、それらは培養物中で迅速に増殖し、それらを、免疫学
的に単離された細胞治療薬のための有用な細胞の十分な供給の良好な供給源とする。
【００７９】
本発明に従えば、異種タンパク質をコードするヌクレオチド配列を含んで成る遺伝子構築
物がストロマ細胞中に導入される。すなわち、当該細胞は、その発現が個体に対する治療
効果を有する遺伝子を導入するように遺伝子的に変えられる。本発明のいくつかの局面に
従えば、治療されるべき同一個体もしくは別の個体、または非ヒトの動物から得られたス
トロマ細胞は、欠損のある遺伝子を置き換え、そして／もしくはその発現が個体に対する
治療効果を有する遺伝子を導入するように遺伝子的に変えられてよい。
【００８０】
さらに、本発明に従えば、ストロマ細胞は免疫学的に単離され得るトランスフェクトされ
た細胞を調製しそして異種の有益なタンパク質を発現してそれにより個体中で遺伝子欠損
を修正しそして／もしくは治療的タンパク質を産生するための手段を提供するのに有用で
ある。ストロマ細胞は、比較的容易に単離することができ、また、単離されたストロマ細
胞は、利用可能な細胞の数を増大させるように培養することができる。ストロマ細胞は、
トランスフェクトし得、免疫学的に単離し得、そして皮下の位置のような直接の血液供給
を欠く位置に高程度の生存率を伴って埋込み得る。
【００８１】
いくつかの態様においては、ストロマ細胞を、ＳＶ４０ウイルス、レトロウイルス、アデ
ノウイルスもしくは他の形質転換するウイルスを使用すること、または形質転換する特性
を有するタンパク質を使用することによるように不死化してよい。本発明のいくつかの局
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面においては、疾病、疾患もしくは病気に罹っている個体は、不完全な遺伝子の正常な機
能するコピーを包含する遺伝子構築物を含有する免疫学的に単離されたストロマ細胞を提
供することにより欠損のあるもしくは不完全な遺伝子を補充する、増加させるそして／も
しくは置き換えることにより治療することができる。本発明のこの局面は遺伝子治療に関
し、その中で、個体は、それについてそれらが存在および／もしくは機能が不完全である
遺伝子を提供される。細胞により提供される遺伝子は個体の欠損のある遺伝子を補償する
。なぜなら、当該遺伝子が中枢神経系組織で発現される場合に、個体における疾病、疾患
もしくは病気を緩和もしくは別の方法で治療するようはたらくタンパク質が産生されるか
らである。こうした遺伝子は、好ましくは分泌されるタンパク質をコードする。
【００８２】
ストロマ細胞はトランスフェクトされ、そして個体の中枢神経系に「そうであるように」
もしくは免疫学的に単離された形態で投与される。いくつかの態様において、ストロマ細
胞は、それに対し治療されるべき個体が当該遺伝子の突然変異されないコピーの完全な非
存在を欠点として持つ、または突然変異されない形態の当該タンパク質の非存在もしくは
不十分な発現を欠点として持つ遺伝子でトランスフェクトされる。ストロマ細胞は、発現
可能な形態の遺伝子の突然変異されないコピーでトランスフェクトされる。すなわち、ト
ランスフェクトされた遺伝子によりコードされるタンパク質は、好ましくは分泌性タンパ
ク質としてストロマ細胞により発現されることができる。
【００８３】
欠損のある遺伝子を機能的遺伝子で置き換えることに加え、本発明はまた、生物学的に活
性の治療もしくは予防効果を発揮する所望の分泌性タンパク質を発現するのにも使用して
よい。こうしたタンパク質は、好ましくは当該細胞により分泌される。すなわち、ストロ
マ細胞が単離されることができ、所望のタンパク質をコードする遺伝子を供給されること
ができ、それらはその後、そうであるようにもしくは免疫学的に単離された形態で個体に
投与されることができ、そして所望のタンパク質がその中で発現される。本発明のこの局
面に従えば、単離されたストロマ細胞は、治療的遺伝子を個体に導入するための運び屋、
ならびに細胞が個体に投与される場合はこうした遺伝子の宿主としてはたらく。
【００８４】
こうした態様において、ストロマ細胞は、治療されるべき個体で発現される場合に治療効
果を有するタンパク質をコードする遺伝子でトランスフェクトされる。反復される投与を
必要としてよい個体に直接治療的タンパク質を投与することよりもむしろ、本発明は、治
療的タンパク質を産生する細胞を個体に投与することにより継続的様式で当該個体に当該
タンパク質を投与する手段を提供する。ストロマ細胞は、発現可能な形態でタンパク質を
コードする遺伝子でトランスフェクトされる。すなわち、トランスフェクトされた遺伝子
によりコードされるタンパク質は、好ましくは分泌性タンパク質としてストロマ細胞中で
発現されることができる。従って、本発明は、中枢神経系の疾病、疾患もしくは病気の治
療方法を包含し、ここで、あるタンパク質をコードする遺伝子でトランスフェクトされる
ストロマ細胞が当該個体に投与される。当該タンパク質が発現され、そして治療効果を有
する。治療的タンパク質の例は、サイトカイン、ケモカイン、ニューロトロフィンなどを
包含するがしかしこれらに制限されない。加えて、薬物およびアルコール嗜癖、薬物代謝
に関与する遺伝子、分裂病、うつの治療に関与する遺伝子を包含する、アヘン剤レセプタ
ー、セロトニン取り込みなどを巻き込む疾患のようなしかしこれらに制限されない挙動的
疾患に関与する遺伝子が、これらの疾病および疾患の治療のためのそれらのタンパク質産
物の送達のため、本発明で使用されてよいことが企図される。
【００８５】
遺伝子構築物がストロマ細胞中にトランスフェクトされる全部の場合で、異種遺伝子は、
ストロマ細胞中での遺伝子の発現を達成するために必要とされる適切なプロモーター／調
節配列に操作可能に連結される。こうしたプロモーター／調節配列は、構成的および誘導
可能な、ならびに／もしくは組織特異的および分化特異的なプロモーターを包含するがし
かしこれらに制限されない。構成的プロモーターは、サイトメガロウイルス前初期プロモ
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ーターおよびラウス肉腫ウイルスプロモーターを包含するがしかしこれらに制限されない
。加えて、ハウスキーピング遺伝子の発現を調節するもののようなハウスキーピングプロ
モーターもまた使用してよい。他のプロモーターは、神経膠線維酸性タンパク質をコード
する遺伝子のプロモーターのような、しかしこれらに制限されない、中枢神経系の細胞で
優先的に発現されるものを包含する。加えて、遺伝子発現が誘導可能であるようなプロモ
ーター／調節要素を選択してよい。例えば、テトラサイクリンで誘導可能なプロモーター
を使用してよい（Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈら、１９９７、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２８
３：１５９－１７３）。
【００８６】
遺伝子構築物は、好ましくは、当該ベクターが細胞中にトランスフェクトされる場合にコ
ーディング配列が当該細胞により発現されるような必須のプロモーター／調節配列に操作
可能に連結された異種タンパク質のコーディング配列を包含する発現ベクターとして提供
される。当該コーディング配列は、当該細胞中での当該配列の発現に必要なプロモーター
／調節要素に操作可能に連結される。当該タンパク質をコードするヌクレオチド配列は、
ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡ、合成ＤＮＡもしくはそれらのハイブリッド、またはｍＲＮＡの
ようなＲＮＡ分子であってよい。
【００８７】
プロモーター／調節要素に操作可能に連結された有益なタンパク質をコードするヌクレオ
チド配列を包含する遺伝子構築物は、機能するエピソーム分子として細胞中に存在したま
までよいか、もしくは、それは当該細胞の染色体ＤＮＡ中に組込んでよい。遺伝物質が細
胞に導入されることができ、そこでそれはプラスミドの形態の別個の遺伝物質としてとど
まる。あるいは、宿主細胞の染色体中に組込む可能性がある直鎖ＤＮＡを細胞に導入して
もよい。ＤＮＡを細胞中に導入する場合は、染色体中へのＤＮＡ組込みを促進する試薬を
添加してよい。組込みを促進するのに有用であるＤＮＡ配列もまたそのＤＮＡ分子中に包
含してよい。あるいは、ＲＮＡを細胞中に導入してよい。
【００８８】
遺伝子発現に必要であるプロモーター／調節配列中の要素は：プロモーター、開始コドン
、終止コドンおよびポリアデニル酸化シグナルを包含する。これらの要素が、ストロマ細
胞、もしくは個体へのストロマ細胞の注入後に当該細胞から生じる細胞中で操作可能であ
ることが必要である。さらに、これらの要素が、当該ヌクレオチド配列をストロマ細胞中
で発現し得そして従って当該タンパク質を産生し得るようなあるタンパク質をコードする
ヌクレオチド配列に操作可能に連結されることが必要である。開始コドンおよび終止コド
ンは、一般に、タンパク質をコードするヌクレオチド配列の一部分であると考えられる。
しかしながら、これらの要素がストロマ細胞もしくはストロマ細胞から生じる細胞中で機
能性であることが必要である。同様に、使用されるプロモーターおよびポルアデニル酸化
シグナルは、ストロマ細胞もしくはストロマ細胞から生じる細胞内で機能性でなくてはな
らない。
【００８９】
本発明を実施するために有用なプロモーター／調節配列の例は、サイトメガロウイルスプ
ロモーター、ＳＶ４０のプロモーターおよび多くのレトロウイルスプロモーターのような
、多くの細胞で活性であるプロモーター／調節配列を包含するがしかしこれらに制限され
ない。本発明を実施するために有用なプロモーター／調節配列の他の例は、組織特異的プ
ロモーター／調節配列、すなわちいくつかの組織で機能するがしかし他ではしないプロモ
ーター／調節配列：また、特異的なもしくは一般的なエンハンサー配列を伴うもしくは伴
わないストロマ細胞中で通常発現される遺伝子のプロモーター／調節配列を包含するがし
かしこれらに制限されない。いくつかの態様において、エンハンサー配列を伴いもしくは
伴わずにストロマ細胞中で遺伝子を構成的に発現するプロモーター／調節配列が使用され
る。エンハンサー配列は、適切なもしくは所望の場合にいくつかの態様で提供される。
【００９０】
本発明を実施するために有用なポリアデニル酸化シグナルの例は、ヒトコラーゲンＩポリ
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アデニル酸化シグナル、ヒトコラーゲンＩＩポリアデニル酸化シグナル、およびＳＶ４０
ポリアデニル酸化シグナルを包含するがしかしこれらに制限されない。
【００９１】
発現ベクター中の遺伝物質が発現されるために、プロモーター／調節要素が、当該タンパ
ク質をコードするヌクレオチド配列に操作可能に連結されなければならない。タンパク質
の産生を最大にするために、所望の細胞での遺伝子発現に十分適するプロモーター／調節
配列を選択してよい。さらに、その細胞で最も効率的に転写されるコドンを選択すること
ができる。当業者は、所望の細胞で機能性である発現ベクターとして組換え遺伝物質を製
造し得る。
【００９２】
プロモーター／調節要素を、当該タンパク質の組織特異的発現を助長するよう選択してよ
いこともまた企図される。従って、例えば、異種遺伝子が免疫学的に単離されたストロマ
細胞が埋込まれる組織中で発現されることができるのみであるような、特異的なプロモー
ター／調節配列が提供されてよい。加えて、遺伝子発現が誘導可能であるようなプロモー
ター／調節要素を選択してよい。例えば、テトラサイクリンで誘導可能なプロモーターを
使用してよい（Ｆｒｅｕｎｄｌｉｃｈら、１９９７、Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．２８３
：１５９－１７３）。
【００９３】
異種タンパク質は、好ましくは、ストロマ細胞中での異種タンパク質の輸送および分泌を
指図するシグナル配列を包含する。シグナル配列は、一般に、細胞からの成熟タンパク質
の分泌に際してプロセシングされそして除去される。
【００９４】
細胞中の遺伝子欠損を修正する、当該遺伝物質が個体での遺伝子欠損を修正するように十
分な量および／もしくは機能的状態で別の方法で存在しないタンパク質をコードする、そ
して／またはそれに関連する特定の疾病、疾患もしくは病気の治療もしくは予防において
治療薬として有用であるタンパク質をコードする、いずれかの組換え遺伝物質を細胞に提
供することに加え、こうした終止(termination)が望ましくなる場合は、こうした細胞を
選択的に終止するための一手段を提供するために、遺伝物質を本発明で使用されるストロ
マ細胞中に導入してもまたよい。破壊に細胞の標的を定めるためのこうした手段を、別の
方法で遺伝子的に改変されるべきであるストロマ細胞、ならびにそれに他の組換え遺伝物
質が導入されるべきでないものに導入してよい。
【００９５】
本発明に従えば、単離されたストロマ細胞は、それらを破壊に特別に影響を受けやすくす
る遺伝物質を供給される。例えば、ストロマ細胞は、細胞傷害性の作用物質で特異的に標
的を定められ得るレセプターをコードする遺伝子を提供されてよい。選択的な細胞死を誘
発させるのに使用し得る、発現可能な形態の遺伝子を細胞に導入し得る。こうした系では
、当該遺伝子によりコードされるタンパク質を発現する細胞は、特定の条件下で、または
特定の作用物質の存在もしくは非存在下で標的を定められた殺傷の影響を受けやすい。例
えば、発現可能な形態のヘルペスウイルスのチミジンキナーゼ（ヘルペスｔｋ）遺伝子を
細胞中に導入し得、そして選択的な細胞死を誘発するのに使用し得る。ヘルペスｔｋ遺伝
子を包含する導入された遺伝物質が個体に導入される場合、ヘルペスｔｋが産生されるこ
とができる。埋込まれた細胞を殺すことが望ましいもしくは必要である場合は、薬物ガン
シクロビルを個体に投与し得、これはヘルペスｔｋを産生するいかなる細胞の選択的殺傷
も引き起こすことができる。従って、埋込まれた細胞の選択的破壊を見込む系を提供し得
る。
【００９６】
ストロマ細胞は、ドナーから骨髄細胞を取り出すこと、そしてその細胞を、プラスチック
表面もしくは細胞が接触する他の適切な表面をもつ滅菌容器中に置くことにより得ること
ができる。ストロマ細胞は３０分ないし約３日以内でプラスチック表面に付着することが
できる。最低３０分、好ましくは約４時間後に、付着されない細胞を除去しそして廃棄し



(18) JP 4748855 B2 2011.8.17

10

20

30

40

50

てよい。付着された細胞はストロマ細胞であり、これは当初、非分割性である。しかしな
がら、約２～４日後に、この細胞は増殖することを開始し、そして標準的細胞培養技術を
使用してそれらの数を増大させるように培養し得る。
【００９７】
好ましい態様に従えば、ストロマ細胞は、付加的な補充物を含むもしくは含まない２～２
０％のウシ胎児血清を補充された培地もしくは血清を含まない培地中で培養される。単離
されたストロマ細胞は、当業者に容易に利用可能な公知の技術を使用してトランスフェク
トしてよい。外来遺伝子を、ある遺伝子によりコードされるタンパク質を発現する細胞中
にその遺伝子構築物を導入するために使用される標準的方法を使用してストロマ細胞中に
導入してよい。いくつかの態様において、細胞は、リン酸カルシウム沈殿トランスフェク
ション、ＤＥＡＥデキストラントランスフェクション、電気穿孔法、微小注入法、リポソ
ーム媒介性導入、化学物質媒介性導入、リガンド媒介性導入もしくは組換えウイルスベク
ター導入によりトランスフェクトされる。
【００９８】
いくつかの態様において、組換えアデノウイルスベクターが、所望の配列を有するＤＮＡ
をストロマ細胞中に導入するのに使用される。いくつかの態様において、組換えレトロウ
イルスベクターが、所望の配列を有するＤＮＡをストロマ細胞中に導入するのに使用され
る。いくつかの態様においては、標準的なリン酸カルシウム、ＤＥＡＥデキストランもし
くは液体担体媒介性トランスフェクション技術を、分割する細胞に所望のＤＮＡを組込む
のに使用する。標準的な抗生物質耐性選択技術を、トランスフェクトされた細胞を同定か
つ選択するのに使用し得る。いくつかの態様において、ＤＮＡは微小注入により細胞中に
直接導入される。同様に、公知の電気穿孔もしくは微粒子衝撃技術を、単離されたストロ
マ細胞中に外来ＤＮＡを導入するのに使用し得る。第二の遺伝子が、通常、治療的遺伝子
とコトランスフェクトされるか、もしくはそれに連結される。第二の遺伝子は、頻繁に、
選択可能な抗生物質耐性遺伝子である。トランスフェクトされた細胞は、選択可能な遺伝
子を取り込まない細胞を殺す抗生物質中で細胞を成長させることにより選択し得る。２種
の遺伝子が連結されずそしてコトランスフェクトされる大部分の場合、抗生物質処理を生
き延びる細胞は双方の遺伝子を含有かつ発現する。
【００９９】
ストロマ細胞を単離した後、当該細胞は、単離に際して、もしくはインビトロ培養の期間
の後にヒトに投与し得る。単離されたストロマ細胞は、単離に際して投与してよいか、も
しくは、単離後約１時間以内に投与してよい。一般に、ストロマ細胞は、ドナーが大型で
ありかつレシピエントが幼児である状況では、単離に際して直ちに投与してよい。ストロ
マ細胞を投与前に培養することが好ましい。単離されたストロマ細胞は、１時間から１年
を越えるまで培養し得る。いくつかの好ましい態様においては、単離されたストロマは、
それらを非循環細胞から複製する細胞に転換させるのに十分な時間の期間の間、投与前に
培養される。いくつかの態様において、単離されたストロマ細胞は、３～３０日、好まし
くは５～１４日、より好ましくは７～１０日間培養される。他の態様においては、単離さ
れたストロマ細胞は、４週ないし１年、好ましくは６週ないし１０ヶ月、より好ましくは
３～６ヶ月間培養される。
【０１００】
他の態様において、単離されたストロマ細胞は、それらが中枢神経系の投与の前にアスト
ロサイトもしくは他の神経細胞に分化するように共培養される。
【０１０１】
細胞がトランスフェクトされるはずである場合、単離された非循環性のストロマ細胞が最
初にトランスフェクトされ、そしてその後非循環細胞として投与されるか；単離された非
循環性のストロマ細胞が最初にトランスフェクトされ、その後それらを非循環細胞から複
製する細胞に転換するのに十分な時間の期間の間培養され、そしてその後投与されるか；
単離された非循環性のストロマ細胞が、最初に、それらを非循環細胞から複製する細胞に
転換するのに十分な時間の期間の間培養され、それらがその後トランスフェクトされ、そ
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してその後投与されるか；もしくは、単離された非循環性のストロマ細胞が、最初に、そ
れらを非循環細胞から複製する細胞に転換するのに十分な時間の期間の間培養され、それ
らがその後トランスフェクトされ、それらがその後培養され、そしてその後ヒトに投与さ
れるかのいずれかである。いくつかの態様において、ストロマ細胞が単離され、トランス
フェクトされそして直ちにヒトに投与される。
【０１０２】
ストロマ細胞がトランスフェクションおよび／もしくは投与前に培養されることが好まし
い。単離されたストロマ細胞は、トランスフェクション前に、３～３０日、いくつかの態
様においては５～１４日、他の態様においては７～１０日間培養し得る。トランスフェク
トされたストロマ細胞は、投与前に、３～３０日、いくつかの態様においては５～１４日
、いくつかの態様においては７～１０日間培養し得る。単離されたストロマ細胞は、トラ
ンスフェクション前に、３から３０日、いくつかの態様においては５～１４日、いくつか
の態様においては７～１０日培養し得、そして、トランスフェクションに際して、投与前
に、３～３０日、いくつかの態様においては５～１４日、いくつかの態様においては７～
１０日間付加的に培養し得る。いくつかの態様において、単離されたストロマ細胞は、ト
ランスフェクション前に、４週ないし１年、いくつかの態様においては６週ないし１０ヶ
月、いくつかの態様においては３～６ヶ月間培養される。トランスフェクトされたストロ
マ細胞は、投与前に、４週ないし１年、いくつかの態様においては６週ないし１０ヶ月、
いくつかの態様においては３～６ヶ月間培養し得る。いくつかの態様において、単離され
たストロマ細胞は、トランスフェクション前に、４週ないし１年、いくつかの態様におい
て６週ないし１０ヶ月、いくつかの態様において３～６ヶ月間培養され、そして、トラン
スフェクションに際して、投与前に、４週ないし１年、いくつかの態様において６週ない
し１０ヶ月、いくつかの態様において３～６ヶ月間さらに培養される。
【０１０３】
ヒトへのストロマ細胞の投与のためには、単離されたストロマ細胞を培養皿から取り出し
、生理的食塩水で洗浄し、ペレットに遠心分離し、そしてブドウ糖溶液に再懸濁し、これ
を患者に注入する。いくつかの態様において、骨髄除去が、導入される細胞のための骨中
の空間を作成するために注入前に着手される。シクロスポリンのような作用物質により抑
制される免疫応答もまた考慮しなければならない。骨髄除去は、治療されるべき個体をＸ
線照射すること、シクロホスファミドのような薬物を投与すること、もしくはＸ線照射お
よび薬物投与の組み合わせにより達成することができる。いくつかの態様において、骨髄
除去は、例えば放射活性ストロンチウム、135サマリウムもしくは166ホルミウムのような
転移骨細胞を殺すことが既知の放射性同位元素の投与により生じられる（Ａｐｐｌｅｂａ
ｕｍら、１９９２、Ｂｌｏｏｄ　８０（６）：１６０８－１６１３を参照されたい）。
【０１０４】
骨髄除去がストロマ細胞の投与に先行する場合は、ストロマ細胞の投与は、生存に必要な
血液細胞前駆体を含んで成る非付着細胞の投与により付随されなければならない。こうし
た非付着細胞は、ストロマ細胞の単離において出発原料と同一の使用されるサンプルから
たくわえかつ保存してよいか、もしくは、それらは異なるサンプル由来であり得る。いく
つかの好ましい態様において、非付着細胞はレシピエント／患者により提供される。骨髄
除去を生じさせる処置の前に、患者／レシピエントの骨髄のサンプルを得かつ保存する。
サンプル全体を使用しよいか、もしくは、非付着細胞を単離しそして単離されたストロマ
細胞とともに投与するのに使用してよい。ストロマ細胞の投与とともに投与される非付着
細胞は、ストロマ細胞投与の前もしくは後に別個に投与してよいか、または、投与前に単
離されたストロマ細胞と混合してよい。
【０１０５】
いくつかの態様において、単離されたストロマ細胞は、実験的実施例の節に本明細書に記
述されるような直接注入により脳に投与される。他の態様において、単離されたストロマ
細胞は、単純注入などにより中枢神経系、すなわち脊髄に投与される。
【０１０６】
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１００ｋｇの人当たり約１０5と約１０13個との間の細胞が注入あたりに投与される。い
くつかの態様において、約１．５×１０6と約１．５×１０12個との間の細胞が、１００
ｋｇの人あたり静脈内に注入される。いくつかの態様において、約１×１０9と約５×１
０11個との間の細胞が、１００ｋｇの人あたり静脈内に注入される。いくつかの態様にお
いて、約４×１０9と約２×１０11個との間の細胞が、１００ｋｇの人あたりに注入され
る。いくつかの態様において、約５×１０8個の細胞と約１×１０1個との間の細胞が、１
００ｋｇの人あたりに注入される。
【０１０７】
いくつかの態様において、細胞の単回投与が提供される。いくつかの態様においては複数
の投与が提供される。いくつかの態様において、複数の投与が３～７連続日の経過にわた
って提供される。いくつかの態様においては、３～７投与が３～７連続日の経過にわたっ
て提供される。いくつかの態様においては、５投与が５連続日の経過にわたって提供され
る。
【０１０８】
いくつかの態様においては、１００ｋｇの人あたり約１０5と約１０13個との間の細胞の
単回投与が提供される。いくつかの態様においては、１００ｋｇの人あたり約１．５×１
０8と約１．５×１０12個との間の細胞の単回投与が提供される。いくつかの態様におい
ては、１００ｋｇの人あたり約１×１０9と約５×１０11個との間の細胞の単回投与が提
供される。いくつかの態様においては、１００ｋｇの人あたり約５×１０10個の細胞の単
回投与が提供される。いくつかの態様においては、１００ｋｇの人あたり１×１０10個の
細胞の単回投与が提供される。
【０１０９】
いくつかの態様において、１００ｋｇの人あたり約１０5と約１０13個との間の細胞の複
数の投与が提供される。いくつかの態様において、１００ｋｇの人あたり約１．５×１０
8と約１．５×１０12個との間の細胞の複数の投与が提供される。いくつかの態様におい
て、１００ｋｇの人あたり約１×１０9と約５×１０11個との間の細胞の複数の投与が、
３～７連続日の経過にわたって提供される。いくつかの態様において、１００ｋｇの人あ
たり約４×１０9個の細胞の複数の投与が、３～７連続日の経過にわたって提供される。
いくつかの態様において、１００ｋｇの人あたり約２×１０11個の細胞の複数の投与が、
３～７連続日の経過にわたって提供される。いくつかの態様において、約３．５×１０9

個の細胞の５投与が５連続日の経過にわたって提供される。いくつかの態様において、約
４×１０9個の細胞の５投与が５連続日の経過にわたって提供される。いくつかの態様に
おいて、約１．３×１０11個の細胞の５投与が５連続日の経過にわたって提供される。い
くつかの態様においては、約２×１０11個の細胞の５投与が５連続日の経過にわたって提
供される。
【０１１０】
拡散チャンバー中のストロマ細胞は、Ｂｅｎａｙａｈｕら、１９８９、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｐ
ｈｙｓｉｏｌ．１４０：１－７；Ｍａｒｄｏｎら、１９８７、Ｃｅｌｌ　Ｔｉｓｓｕｅ　
Ｒｅｓ．２５０：１５７－１６５に記述される。遺伝子構築物をストロマ細胞に導入した
後、当該細胞を、直ちに、もしくはインビトロ培養の期間の後に免疫学的に単離し得る。
ストロマ細胞は、それらが免疫学的に単離された後に埋込まれ得る。ストロマ細胞は、容
易に入手可能な出発原料および／もしくは装置を使用するいずれかの数の公知の方法を使
用して免疫学的に単離してよい。ストロマ細胞は、例えば、米国特許第４，３９１，９０
９号、米国特許第４，８０６，３５５号、米国特許第４，９４２，１２９号および米国特
許第５，３３４，６４０号に開示されるものを包含する多くのこうした微小被包化プロト
コルを使用して微小被包化してよい。
【０１１１】
ストロマ細胞は、拡散可能な膜を使用するチャンバー中で個体に投与してよいか、もしく
は、それらをマイクロビーズ中に被包化してよい。別の態様において、ストロマ細胞は、
アミコン　インク（Ａｍｉｃｏｎ，Ｉｎｃ．）（マサチューセッツ州ビバリー）から入手
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可能なもののような中空ファイバー中に含有される。これらのファイバーは、例えば、透
析のためのカートリッジを作成するのに使用される。一端部は、その細胞により作成され
るタンパク質の投薬量が減少されるべきである場合には皮膚の下から引き出され得そして
大きさが減少され得る。当該ファイバーの表面積は非常に大きい。さらに、ファイバー中
の細胞は定期的に洗い流され得そして置き換えられ得る。中空ファイバーは、アミコン　
インク（Ａｍｉｃｏｎ，Ｉｎｃ．）の刊行物第３２３号の５０～５１ページに記述される
。
【０１１２】
同様に、生物適合性マトリックス中のトランスフェクトされたストロマ細胞の組込みは、
免疫学的に単離された状態で細胞を維持しつつ個体への有益なタンパク質の分泌を助長す
る。生物適合性マトリックスの例は、例えば、米国特許第４，９０２，２９５号および米
国特許第４，９９７，４４３号に開示される。いくつかの態様において、トランスフェク
トされたストロマ細胞は、膜集成体である組織埋込み系内にそれらをすっぽり入れること
により免疫学的に単離される。すなわち、細胞は最低１個の多孔質膜を包含する容器中に
維持される。膜集成体内の細胞が免疫学的に単離される一方、有益なタンパク質が当該膜
を通過することにより個体に利用可能にされることができる。膜集成体である埋込み装置
は、米国特許第５，３１４，４７１号および米国特許第５，３４４，４５４号に記述され
るものを包含するがしかしこれらに制限されない。本発明の一態様に従い、２個の１０リ
ング集成体を含んで成る埋込み装置が提供される。各リング集成体は、１個の環状のプラ
スチックリングおよび環の領域を覆う０．３ミクロンのミリポア（ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）
膜を含んで成る。トランスフェクトされたストロマ細胞は、円周で相互に連結される２個
のリング集成体の間に配置される。構築された埋込み装置は好ましくは皮下に埋込まれる
。
【０１１３】
いくつかの好ましい埋込み装置で、約１０5ないし約１０13個の細胞が提供される。免疫
学的に単離される場合に投与されるべき細胞の好ましい範囲は、細胞が免疫学的に単離さ
れない場合に本明細書に記述されるとおりである。免疫学的に単離された細胞は、硬膜下
腔の脳室中もしくは脳および脊柱のクモ膜下腔中に埋込まれてよい。
【０１１４】
ストロマ細胞が免疫学的単離の前に培養されることが好ましい。ストロマ細胞は１時間か
ら１年を越えてまで培養し得る。いくつかの好ましい態様において、ストロマ細胞は、そ
れらを非循環細胞から複製する細胞に転換させるのに十分な時間の期間の間培養される。
いくつかの態様において、ストロマ細胞は、３～３０日、好ましくは５～１４日、より好
ましくは７～１０日間培養される。いくつかの態様において、ストロマ細胞は、４週ない
し１年、好ましくは６週ないし１０ヶ月、より好ましくは３～６ヶ月間培養される。好ま
しい態様において、細胞は、最初にトランスフェクトされてそしてその後免疫学的に単離
され、その後非循環細胞として埋込まれる、単離された非循環性のストロマ細胞；最初に
トランスフェクトされ、その後非循環細胞から複製する細胞に転換するのに十分な時間の
期間の間培養され、その後免疫学的に単離されそしてその後埋込まれる、単離された非循
環性のストロマ細胞；最初に、非循環細胞から複製する細胞に転換するのに十分な時間の
期間の間培養され、その後トランスフェクトされ、その後免疫学的に単離されそしてその
後埋込まれる、単離された非循環性のストロマ細胞；もしくは、最初に非循環細胞から複
製する細胞に転換するのに十分な時間の期間の間培養され、その後トランスフェクトされ
、その後培養され、その後免疫学的に単離され、そしてその後埋込まれる、単離された非
循環性のストロマ細胞のいずれかである。いくつかの態様において、ストロマ細胞は単離
され、トランスフェクトされ、免疫学的に単離され、そして埋込まれる。ストロマ細胞は
、トランスフェクションの前および後、免疫学的単離の前に培養されることが好ましい。
単離されたストロマ細胞は、トランスフェクション前に、３から３０日、いくつかの態様
においては５～１４日、いくつかの態様においては７～１０日、培養し得る。トランスフ
ェクトされたストロマ細胞は、投与前に、３から３０日、いくつかの態様においては５～
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１４日、いくつかの態様においては７～１０日、培養し得る。単離されたストロマ細胞は
、トランスフェクション前に、３から３０日、いくつかの態様においては５～１４日、い
くつかの態様においては７～１０日、培養し得、そして、トランスフェクションに際して
、投与前に３～３０日、いくつかの態様においては５～１４日、いくつかの態様において
は７～１０日間、付加的に培養し得る。いくつかの態様においては、単離されたストロマ
細胞は、トランスフェクション前に、４週ないし１年、いくつかの態様においては６週な
いし１０ヶ月、いくつかの態様においては３～６ヶ月間培養される。トランスフェクトさ
れたストロマ細胞は、埋込み前に、４週ないし１年、いくつかの態様においては６週ない
し１０ヶ月、いくつかの態様においては３～６ヶ月間培養し得る。
【０１１５】
本発明は、以下の実験的実施例への言及によりさらに記述されるであろう。これらの実施
例は具体的説明のみの目的上提供され、そして、別の方法で明記されない限り制限するこ
とを意図されない。従って、本発明は決して以下の実施例に制限されるとして解釈される
べきでないが、しかし、むしろ、本明細書で提供される教示の結果として明らかとなるい
かなるおよび全部の変形物も包含するように解釈されるべきである。
【０１１６】
【実施例】
実施例１：結合組織の前駆細胞としてのストロマ細胞
組織－特異的方法でコラーゲンＩ用のヒト微小－遺伝子(mini-gene)を発現するトランス
ジェニックマウス系統からの細胞を使用して、培養で増殖する骨髄からの前駆間充織細胞
が照射されたマウス中への静脈注入後に骨および他の結合組織の長期前駆体として機能し
うるかどうかを測定した。標識遺伝子は短縮されたプロα１（Ｉ）鎖の合成をもたらすプ
ロコラーゲンＩのヒトプロα１（Ｉ）鎖をコードする内部欠失した微小－遺伝子からなっ
ていた（Khillan et al., 1991, J. Biol. Chem. 266:23373-23379; Pereira et al., 19
83, J. Clin. Invest. 91:709-716; および Sokolov et al., 1993, Biochemistry 32: 9
242-9249）。遺伝子を発現する細胞は、内因性マウス遺伝子に関連するヒト微小－遺伝子
のコピー数が約１００～１でありそして内因性マウス遺伝子により発現されるｍＲＮＡに
関連するヒト微小－遺伝子により発現されるｍＲＮＡの定常状態水準がマウス組織中で約
０.５：１であるトランジェニックマウス系統から得られた。
【０１１７】
間充織前駆体に関して部分的に富んだ骨髄から得られたドナー細胞は標準的プロトコール
を用いて製造された（Friedenstein et al., 1976, Exp Hemat. 4:267-274; Castro-Mala
spina et al., 1980, Blood 56:289-301; Piersma et al., 1985, Exp. Hematol 13:237-
243; Simmons et al., 1991, Blood 78:55-62; Beresford et al., 1992, J. Cell. Sci.
 102:341-351; Liesveld et al., 1989, Blood 73:1794-1800; Liesveld et al., 1990, 
Exp. Hematol 19:63-70; Bennett et al., 1991, J. Cell. Scil 99:131-139）。要する
に、トランジェニックマウスからの長骨の端部を切断し、そして１０％ウシ胎児血清（ア
トランタ・バイオロジカルズ(Atlanta Biologicals)）を含有するα－ＭＥＭ（ミズーリ
州、セントルイスのシグマ・ケミカル・カンパニー(Sigma Chemical Company)）が充填さ
れた加圧注射器で骨髄を抽出した。約１０7個の核生成された細胞を１０％ウシ胎児血清
を含有する２５ｍｌのα－ＭＥＭ中で１７５ｃｍ2のプラスチック培養フラスコ上で平板
培養した。４時間後に、培地を交換することにより非付着細胞を廃棄した。２～４個の繊
維芽細胞－様細胞を含有するフォーカスが２～３日間で現れ、そしてフォーカスは約１週
間で近－集密的コロニーに成長した。トリプシン消化後の収量は１個のフラスコ当たり約
１０7個の細胞であった。細胞のほとんどは繊維芽細胞－様細胞であったが、細胞を位相
差顕微鏡下で検査した時に少数のマクロファージおよび脂肪細胞も見られた。
【０１１８】
約１０5個の培養された付着細胞を、付着細胞の初期単離用に使用したのと同じ条件下で
１７５ｃｍ2フラスコ中で４時間にわたる正常マウスからの骨髄のインキュベーションに
より得られた６×１０5個の非－付着細胞と混合した。０.２～０.４ｍｌのα－ＭＥＭお



(23) JP 4748855 B2 2011.8.17

10

20

30

40

50

よび１０％ウシ胎児血清中の約７×１０5個の細胞の混合物を各々のレシピエント(recipi
ent)マウスの尾静脈の中に注射した。
【０１１９】
同一近交系ＦＶＢ／Ｎ系統からの生後８週間のマウスを137Ｃｕ照射器（アトミック・エ
ネルギー・オブ・カナダ・リミテッド(Atomic Energy of Canada, Ltd.)での照射により
ドナー細胞を受容する準備をした。装置は１１６ｃＧ／分の投与速度を有し、平行な向か
い合った光線配置を有していた。各々の動物は２回ずつ４時間間隔で９.０Ｇｙ（４.５Ｇ
ｙ＋４.５Ｇｙ）を受容した（O'Hara et al., 1991, Exp. Hemat. 19:878-881）。第２回
目の照射から１～２時間後に、標識をつけた付着細胞および正常な非－付着細胞の混合物
を静脈内注射した。細胞注入を受けなかった対照の照射されたマウスは骨髄不全の１０～
１３日後に死亡した。
【０１２０】
ドナー細胞の運命を追跡するために、ヒトＣＯＬＩＡ１微小－遺伝子およびマウス内因性
ＣＯＬＩＡ１遺伝子に対する２種のＰＣＲ検定法を開発した。２－プライマー検定法を用
いると、ヒト対マウス遺伝子の比に関する値は１０-4～約１０+1の範囲にわたり線状であ
り、従って、１個のレシピエント細胞当たり約１０-6～１０-1個のドナー細胞を生じた。
３－プライマー検定法を用いると、値は約１０-3～１０+2の範囲にわたり線状であり、従
って、１個のレシピエント細胞当たり約１０-5～１個のドナー細胞を生じた。
【０１２１】
照射されたマウスの１日後の検定は、骨髄、脾臓、骨、肺または脳内で痕跡量だけのドナ
ー細胞を示した（表１）。７日後に、わずかに高い水準が見られた。３０日および１５０
日では、ドナー細胞の子孫は骨髄、脾臓、骨および肺内の細胞の２.０～１２％を占めた
（表１）。１５０日では、それらは顕微鏡下で石灰化または繊維状組織を含まない切開さ
れた剣状突起軟骨中の細胞の１.５～５.０％を占めた。平均値は１～５カ月の間で減少を
示すように見えたが、骨髄、脾臓、骨および肺に関する合計値における統計学的に意義の
ある減少はこれらの二つの期間の間ではなかった（表１）。照射されなかったマウスの検
定は、同じ時点でドナー細胞の非常に低い水準しか示さなかった（＜０.０００１～０.０
５％）。肺の組織切片のＰＣＲインシトゥ検定は、ドナー細胞の子孫が胞および気管支の
両方の柔組織の中に均一に分布されたことを示した。
【０１２２】
ドナー細胞の子孫が軟骨中に存在することを確認するために、軟骨細胞を剣状突起および
関節軟骨からＤＭＥＭ中の０.５ｍｇ／ｍｌの細菌コラゲナーゼ（ミズーリ州、セントル
イスのシグマ・ケミカル・カンパニー）を用いる３７℃における一夜消化により単離した
。ＰＣＲ検定は、ドナー細胞の子孫が単離された軟骨細胞の２.５％を占めたことを示し
た。
【０１２３】
ドナー細胞が集団化する組織の中で機能的な間充織細胞になったかどうかを測定するため
に、レシピエントマウスから得られた組織をドナー細胞内に含有されるコラーゲンＩ用の
ヒト微小－遺伝子の発現に関してＲＴ－ＰＣＲにより検定した。１５０日で検定された３
匹のマウスでは、微小－遺伝子が骨で発現され、その中の組織は半分以上コラーゲンＩ中
で蛋白質を合成した。骨の中での発現は、大腿骨から単離されそして１週間培養された骨
細胞に対する同様な検定を用いて確認された。コラーゲンＩ用の微小－遺伝子の発現は骨
髄、脾臓および肺ではより可変的であり、その中の組織のコラーゲンＩ合成速度は骨の中
より低い。予期されたように、微小－遺伝子は軟骨中では発現されず、その中の組織の半
分以上で蛋白質がコラーゲンII中で合成されるが、コラーゲンＩの合成はない。コラーゲ
ンＩ用の微小－遺伝子も、標識遺伝子を含有しており且つコラーゲンIIを合成するがコラ
ーゲンＩは合成しないレシピエントマウスから得られた軟骨細胞の培養物の中では発現さ
れなかった。
【０１２４】
ここに表示された結果は、照射されたマウスへの静脈注射後に付着細胞の膨張した培養物
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が数種の結合組織を効果的に集団化することを示す。これらの結果はまた、細胞がコラー
ゲンＩ用の標識遺伝子を組織－特異的な方法で発現しそしてそれらが肺の間葉の柔組織中
に拡散導入されるため、それらはこれらの組織の真の前駆細胞として機能することも示す
。
実施例２：ＭＳＣ類の単離および培養に関する条件
ＭＳＣ類が増殖するが幹細胞－様の表現型を保有するようなＭＳＣ類の培養条件を試験し
た。表Ｉは、骨片を用いるＭＳＣ類の共培養が１週間後に得られた細胞数を増加させたこ
とを立証するデータを与える。同時に、骨を用いる共培養は細胞中のアルカリ性ホスファ
ターゼ（ＡＰａｓｅ）水準を減少させ、それは細胞が骨芽細胞へ分化しなかったことを示
唆する観察結果である。また、タルタレート(tartarate)－耐性の酸ホスファターゼ（Ｔ
ＲＡＰ）の水準における減少もあり、それは細胞が骨芽細胞へ分化しなかったことを示唆
する観察結果である。ＭＳＣ類の二次培養でも同様な効果が観察された。従って、これら
の結果は骨片を用いるＭＳＣ類の共培養がＭＳＣ類の増殖のための改良された条件を与え
ることを示唆する。また、培養された骨片の培地がサイトカイン類および培養中のＭＳＣ
類の増殖のための成長因子の重要な原料であるかもしれない。
【０１２５】
関連実験では、ＭＳＣ類の二次培養物を長期間にわたり保つことができることが見いださ
れた。ＭＳＣ類は培養中に４カ月以上にわたりトリプシン処理および再－平板培養により
継代させることができる。細胞は定常期培養中に非常に安定である。一つの実験では、静
置培養物は４カ月以上にわたり１週間に約１回の再－補給で生存したままであった。別の
実験では、誤って細胞が１カ月にわたり再－補給なしでインキュベーター中に残された時
にもそれらは生存したままであった。
レトロウイルスベクターを用いるＭＳＣ類の安定なトランスフェクション
ＭＳＣ類の感染用ウイルスを得るために、ＬＮＣＺレトロウイルスベクター（Miller et 
al., 1989, Bio Techniques 7:980-990）を改質して、サイトメガロウイルス（ｐＣＭＶ
）用のプロモーターがｌａｃＺ遺伝子の発現を誘発させた（図１）。ベクターはアンフォ
トロピック(amphotropic)ネズミパッケージング細胞系統（ＰＡ３１７）のに安定にトラ
ンスフェクトされた。構成ウイルスプロデューサークローンがＧ４１８選択により単離さ
れ、そしてクローンから得られた上澄み液がＭＳＣ類の感染用に使用された。ＭＳＣ類の
一次培養物（生後３日）に３日間連続して最高力価を有するプロデューサー系統から得ら
れた新しい上澄み液を感染させた。５日後の細胞の染色は、細胞の約１５－２０％が典型
的にｌａｃＺ遺伝子を発現したことを示した。感染細胞の数種の培養物を選択下でＧ４１
８（０.４４μｇ／ｍｌの活性濃度）を用いて５０日間放置した。回収された細胞のほと
んどはｌａｃＺ遺伝子を発現し続けた。ＬＮＣＺの改質も、ｌａｃＺ遺伝子の発現がＣＯ
ＬＡ１遺伝子のプロモーターおよびＣＯＬ２Ａ１遺伝子（ｐＣＯＬ２Ａ１）のプロモータ
ーにより誘発されるように構成された。ｌａｃＺ遺伝子の発現はＭＳＣ類の一次培養物中
で２種の構造ｚｚを用いて好結果を伴って得られた。
実施例３：安定にトランスフェクトされたＭＳＣ類中のｈＧＨ、因子IXまたはＯｂを用い
るヒト遺伝子の長期発現
ＭＳＣ類をマウスから単離しそして引用することにより本発明の内容となる Pereira et 
al., 1995, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:4857-4861 に記載された条件下で培養した
。ＭＳＣ類にレトロウイルスベクターを感染させるかまたは裸のＤＮＡを用いてトランス
フェクトして、ヒト成長ホルモン（ｈＧＨ）、ヒト肥満蛋白質（Ｏｂ）、またはヒト因子
IX用の遺伝子を発現するクローンを得た。ｌａｃＺ遺伝子はレトロウイルスベクターを用
いてマウスのＭＳＣ類中に好結果を伴って導入されているため、同一ベクターの変種が使
用される。同時に、ＭＳＣは電気穿孔法（Andreason et al., 1988, Bio Techniques 6:6
50-660; Toneguzzo et al., 1986, Mol. Call. Biol. 6:703-706）、リポフェクタミンお
よび核注射（Mercer et al., 1992, In: Antisense Strategies, Ann. IV. Y. Acad. Sci
. Biol. 660:209-218）を用いて安定にトランスフェクトされて、より大きい内因性遺伝
子を使用することができる。さらに、レトロウイルスベクターの潜在的な欠点の一部は別
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の導入法を用いて回避される。
【０１２６】
単離および培養の標準的条件を以下に記す：生後６～１０週間のＦＶＢ／Ｎマウスの脛骨
および大腿骨から、骨の端部を切断しそして１～２ｍｌの氷冷α－ＭＥＭおよび１０％ウ
シ胎児血清（ＦＢＳ）を含有する注射器を用いて骨髄を押し出すことにより、全骨髄を得
る。貯蔵した骨髄細胞を静かな振盪により分散させそして自動式カウンター（クールター
(Courter)モデルＺＭ）の中で計数する。２５ｍｌのα－ＭＥＭおよび１０％ＦＢＳ中の
５×１０6～５×１０7個の核が生成された細胞を７５－ｃｍ2培養フラスコ上で平板培養
する。４時間または３日後に、非－付着細胞を培地の交換により除去する。付着細胞を約
４日毎の再補給で１０～１２日間にわたり一次培養物として膨張させる。細胞を０.２５
％トリプシンをおよび１～５ｍＭ ＥＤＴＡを用いる５分間にわたる３７℃での消化とそ
の後の静かなこすりとりにより回収する。細胞を１０％ＦＢＳを有するα－ＭＥＭで希釈
しそして６－ウェル平板の中で９.５ｃｍ2当たり３×１０4～１×１０5個の細胞密度で再
平板培養する。これらの条件下で、細胞の倍化時間は１９～２２時間である。二次培養物
は約４日毎に再補給され、そして同一条件下でトリプシン処理および再平板培養により継
代される。
遺伝子構成体の製造
レトロウイルスベクターＬＮＣＸがこの構成体として使用される。構成体中の使いやすい
クローニング部位が改質された構成体であるｐＲＳＶ－ｌａｃＺ、ｐＣＭＶ－ｌａｃＺ、
ｐＣＯＬ１／ｌａｃＺおよびｐＣＯＬ２－ｌａｃＺを製造するために使用される（図１）
。ｐＣＯＬ１プロモーターは、ヒトＣＯＬ１Ａ１遺伝子の４７６ｂｐのプロモーター、第
一エキソンおよび大部分の第一イントロンを含有する１.４ｋｂ断片である。このプロモ
ーターはトランスジェニックマウスでは無プロモーター形態のＣＯＬ２Ａ１遺伝子を高度
に組織特異的および成長特異的方法で発現することが示されている（Sokolov et al., 19
95, J. Biol. Chem. 270:9622-9629）。ＣＯＬ２Ａ１プロモーターは、発現の組織－特異
性を与える(Bradham et al., 1994, J. Cell Physiol. 158:61-68）ヒトＣＯＬ２Ａ１遺
伝子（Ala-Kokko et al., 1991, J. Biol. Chem. 266:14175-14178）からの１ｋｂ断片で
ある。ｌａｃＺ遺伝子はｈＧＨ遺伝子（ニコルス・ラボラトリーズ(Nichols Laboratorie
s)）、ＯＢ遺伝子（Considine et al., 1995, J. Clin. Invest. 95:2986-2988）または
ヒト因子IX遺伝子（ジェネティック・セラピー・インコーポレーテッド(Genetic Therapy
, Inc.)で置換される。
レトロウイルスベクターの使用
レトロウイルスベクタープロデューサー細胞系統
プロデューサー細胞系統を制定するために、アンフォトロフィック(amphotrophic)レトロ
ウイルスベクターパッケージングネズミ細胞ＰＡ３１７を使用した。細胞を１００ｍｍ皿
の中でレトロウイルスベクターのｐＢＲ３２２領域中で切るＳｃａＩを用いる消化により
線状にされた１５μｇのプラスミドＤＮＡを用いる燐酸カルシウム沈澱工程（プロメガ(P
romega)）により２０％集密度でトランスフェクトした。トランスフェクトから１日後に
、Ｇ４１８（ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ））を培地に１ｍｇ／ｍｌの活性濃度で加えた。ネオマ
イシン－耐性コロニーが随時７～１０日で現れそして機械リングを用いるクローニングに
より単離された。クローンを膨張させそして個々のクローンを二重ウェルの直接染色によ
りｌａｃＺを発現する能力に関して試験した。陽性細胞により製造されるウイルスの力価
は、６－ウェルマイクロリットル平板中で１個のウェル当たり３ｍｌの培地を用いて且つ
４μｇ／ｍｌのポリブレンの存在下で２０％集密度まで成長させたＨＴ－１０８０ヒト腫
瘍細胞に対する５０μｌの培地の１回の添加により検定された。力価は、ｌａｃＺ遺伝子
の発現に関して陽性に染色したＨＴ－１０８０細胞の数を測定することにより検定された
。典型的には、力価は１×１０5～１×１０6であった。
マウスＭＳＣ類のレトロウイルス感染
マウスＭＳＣ類の一次培養物を上記の通りにして製造した。３日後に、非－付着骨髄細胞
を廃棄しそして新しい培地を加えた。細胞に次にレトロウイルスを４μｇ／ｍｌのポリブ
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レンの存在下でウイルス製造の最高力価を有する安定にトランスフェクトされたプロデュ
ーサー細胞からの１／４量の新しい上澄み液培地の添加により感染させた。感染をさらに
２回毎日繰り返した。細胞を次にｌａｃＺ発現のために直接染色するかまたはより大きい
皿に分けそして選択下で０.４ｍｇ／ｍｌのＧ４１８（活性濃度）で放置した。一次培養
物の約１５～２０％はｌａｃＺに関して陽性でありそしてＧ４１８選択に耐えた細胞のほ
とんどがｌａｃＺに関して陽性であった。
リポフェクタミントランスフェクション
ＭＳＣ類の一次培養物を１０％ＦＢＳを含有するα－ＭＥＭの中で１０日間成長させた。
トリプシン処理および軽いこすりとり後に、細胞を６－ウェル平板の中に１個のウェル当
たり１０5個の密度で接種した。細胞を２日間成長させ、次にＰＢＳで２回洗浄しそして
ＤＮＡ－リポフェクタミン錯体を用いてインキュベートした。ＤＮＡ－リポフェクタミン
錯体は下記の通りにして製造された：６μｌのリポフェクタミン（ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ）
を２００μｌのα－ＭＥＭ中の１μｇのＬＮＣＺ ＤＮＡと混合し、室温で３０分間イン
キュベートし、そして８００マイクロリットルのα－ＭＥＭ中にＭＳＣ類を含有する６－
ウェル平板の１つのウェルに加えた。３７℃における６時間のインキュベーション後に、
ＤＮＡ－リポフェクタミン錯体を１０％ＦＢＳを含有する２ｍｌのα－ＭＥＭで置換する
。ＦＢＳ－含有培地中の１８時間のインキュベーション後に、細胞をｌａｃＺに関して染
色するかまたはＧ４１８選択下に置く。陽性クローンが得られるが、明らかに細胞密度が
Ｇ４１８選択後に低すぎるためにそれらはゆっくり成長した。この状況を回避するために
、三種の方式を使用することができる：細胞をより高い密度で平板培養する；共培養細胞
培養挿入物を生存クローン上に選択方法で早めに置きそして新しいＭＳＣ類または挿入物
中の骨片を毎日の基準で入れて（表１参照）成長を刺激するのに必要な細胞因子を与える
；Ｇ４１８を用いるその選択がトランスフェクトされなかった細胞の多くを殺した時に、
ｌａｃＺ遺伝子がチミジンキナーゼに関する選択的遺伝子で置換されているレトロウイル
スＬＮＣＸ（図１）の変種を感染させたＭＳＣ類を培養物に再接種する。従って、レトロ
ウイルスで安定にトランスフェクトされたＭＳＣ類を使用して必要なサイトカイン類、成
長因子、およびＧ４１８中の選択中にトランスフェクトされたＭＳＣ類の初期成長に必要
な細胞相互作用を与える。レトロウイルスで感染した細胞をガングシクロビル(gangcyclo
vir)を用いる負の選択により次に除去してもよい。分配方法
核注射
核注射は一部の細胞をトランスフェクトする手段として非常に有効である。細胞を、微量
注射用領域の輪郭を描く円で印がつけられた２２×２２ｍｍカバースリップを含有する６
０－ｍｍ皿の中で平板培養した。細胞を０.１％ＣＳを含有する培地の中で５日間インキ
ュベートして、微量注射前の成長停止を誘発させた。これらの条件下で、細胞の８～１５
％が５および６日の間の２４時間にわたる連続的標識つけ中に[3Ｈ]チミジンを組み入れ
た。微量注射はエッペンドルフ(Eppendorf)微量注射器および市販のガラス毛管フェムト
チップス(femtotips)を用いる微量操作器が装備されたザイス・アキシオベルト反転顕微
鏡を用いて行われた。カバースリップの輪郭が描かれた領域内の全ての細胞（一般的には
１５０－２００）をＤＮＡを有する核の中に１０ｍＭトリス緩衝液（ｐＨ７.６）中０.０
１－１０μｇ／μｌの範囲の濃度で微量注射した。注射された細胞を次に膨張させそして
上記の通りにして検定した。
電気穿孔法
ＭＳＣ類を０.２５％トリプシンおよび１～５ｍＭ ＥＤＴＡで５分間にわたり室温で処理
しそして次にこすりとりにより回収した。細胞を４,０００×ｇでの１０分間にわたる遠
心により造粒し、そして次にペレットを氷冷ＰＢＳ（ｐＨ７.４）の中に再懸濁させるこ
とにより２回洗浄する。ＭＳＣ類を０.８ｍｌ当たり２×１０6個の細胞に再懸濁させそし
て電気穿孔キュベット（０.４ｃｍ隙間）の中に試料を分けた。細胞を氷上で１０分間イ
ンキュベートし、ＤＮＡを懸濁液（５－５０μｇ）に加え、そして細胞をさらに１０分間
冷却する。細胞懸濁液を次に市販の器具（バイオラド・ジーン・パルサー(BioRad Gene P
ulser)、モデル１６５２０７６）を用いて外から加えられたＤＮＡを保有する細胞の最高
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割合を与える経験的に決められたフィールド強度で電気穿孔する。ＭＳＣ類に関する適切
なフィールド強度を決めるために、０.２５～２.５ｋｖ／ｃｍの範囲で滴定を行った。ｌ
ａｃＺ遺伝子（ＬＮＣＺベクター）を導入しそして次に細胞を電気穿孔から４８～７２時
間後に染色することにより、電気穿孔効果を監視した。
検定
ｈＧＨ
市販のキット（ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ）を有する酵素結合された免疫吸収剤検定法を用いて
６－ウェルマイクロリットル平板中で成長させた細胞のクローンからの培地を検定するこ
とにより、ｈＧＨ遺伝子の発現を監視する。この検定では、０.１ｍｌの２×希釈剤緩衝
液がマイクロリットル平板の１つのウェル当たり加えられる。５分後に、０.１ｍｌの試
験サンプルを加えそして平板を３７℃で３０分間インキュベートする。ウェルを５回洗浄
しそして１つのウェル当たり０.２ｍｌの一次抗体を加える。サンプルを３７℃で３０分
間インキュベートし、そして５回洗浄する。次に０－フェニレンジアミン基質を含有する
０.２ｍｌの基質緩衝液を加える。サンプルを室温で３０分間インキュベートしそして反
応を０.１ｍｌの２Ｎ硫酸の添加により停止させる。サンプルの吸収は４９０ｎｍで評価
される。
Ｏｂ蛋白質
細胞を細胞培地の蛋白質放射免疫検定法を用いてＯＢ遺伝子の発現に関して検定する。ヒ
トＯＢ蛋白質の一次抗体をウサギで、大腸菌発現システムで合成されそして均質となるま
で精製された組み換え蛋白質に対して、成長させた。ヒト蛋白質はマウスに対して非常に
同一性があり、従って、抗－ヒト抗体はマウス蛋白質と交差反応するはずである。そうし
ない場合には、短いマウスｃＤＮＡ（６１９ｎｔ）が大腸菌内で発現され、蛋白質が精製
されそして抗体が製造される。或いは、マウス配列を有する合成ペプチド類を購入しそし
てこれらを使用して抗体を製造する。検定用には、組み換えヒトＯｂ蛋白質にボルトンハ
ンター(BoltonHunter)法により125ヨウ素で放射標識をつけ、その後にセファデックス(Se
phadex)Ｇ－２５を用いてゲル濾過精製する。得られた特異的活性は３０μＣｉ／μｇで
あった。検定用のサンプル（０.２ｍｌ）を一次抗血清（１：２０００希釈度）を用いて
０.１％トリトン(Triton)Ｘ－１００を含有するホスフェートで緩衝した食塩水の中で１
６時間にわたり４℃で０.４ｍｌの合計量で予備インキュベートした。125Ｉ－Ｏｂ蛋白質
（１００μｌ中に担持された３０,０００ｃｐｍ）を次に加えそしてインキュベーション
をさらに２４時間続けた。結合されたＯｂ蛋白質（１２±１％、非特異的結合１.４±０.
１％）を０.１ｍｌのヒツジ抗－ウサギＩｇＧ血清（カリフォルニア州、デービスのアン
チボディーズ・インコーポレーテッド(Antibodies, Inc.)、０.１ｍｌの正常なウサギ血
清（ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ、メリーランド州、ガイセルスブルグ）、および０.１ｍｌの１
０％ポリエチレングリコールの添加により免疫沈澱させた。管を１５分間遠心し（２２０
０ｒｐｍ）、結合していない標識を傾斜しそしてペレット中の放射活性をパッカード(Pac
kard)５０００ガンマカウンター（イリノイ州、ダウネーズ・グロブ(Downers Grove)）中
で計数した。未知サンプル中のＯｂ濃度をロッドバード(Rodbard)の非重量測定４パラメ
ーター論理モデルを用いて計算した。この検定法の検出限度は０.３９ｎｇ／ｍｌである
。検定中変動は１２ｎｇ／ｍｌでは１１.６％であり、１３.１ｎｇ／ｍｌでは２０.８％
の変動であった。
ヒト因子IX
市販のエリザ(ELISA)（アメリカン・バイオプロダクツ・カンパニー(American Bioproduc
ts Company)を用いてｈＧＨ検定（上記）で使用されたものと同様な条件下で遺伝子コー
ドつけ因子IXの発現を検定する。標準的曲線は１－５０ｎｇ／ｍｌ-1でありそして感度の
限度は１ｎｇ／ｍｌ-1であった。検定はマウス因子IXと交差反応しなかった。
実施例４：マウスに安定にトランスフェクトされたＭＳＣ類の全身注入による生理学的に
重要な水準における３つの遺伝子の持続発現
ここに表示された実験は、培養されたＭＳＣ類が全身注入後に骨、軟骨および他の間充織
組織の幹細胞－様前駆体として機能しうることを示した。従って、ｈＧＨ、Ｏｂ蛋白質ま
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たは因子IXを発現するＭＳＣ類を照射されたおよび照射されなかったマウスに注入して遺
伝子の持続発現をインビボで評価する。
ＭＳＣ類の注入
最初に、ＭＳＣ類をマウスにここに記載された条件下で（生後３週間のマウス：３００ま
たは７００グレー(Gray)照射；腹腔内注射；１×１０6個のＭＳＣ；および２×１０8個の
全骨髄細胞）。さらに、静脈注入を腹腔内と比較し、そして比較的低水準のＸ線照射が使
用される。また、帝王切開により細胞を胚にも注入する。予備試験では、５０μｌの５×
１０4ＥＳを７個の１３日目の胚の羊膜中に注射し、７個のうちの６個を生存幼体(pups)
として移した。従って、ＭＳＣ類のイントラウテリン注射は実行可能である。
成長曲線
ｈＧＨの有効なインビボ発現はマウスの成長速度を高めるはずでありそしてＯｂ蛋白質の
発現は飢餓を誘発するはずである。従って、処理されたマウスおよび対照同腹子の体重お
よび寸法が監視される。
遺伝子発現に関する検定
ＭＳＣ類、ｈＧＨおよび因子IXの注入から１週間、１カ月、３カ月、５カ月、１０カ月、
および２０カ月後にマウスの後眼窩叢から血液を得る。ｈＧＨおよび因子IXはエリザによ
り検定され、そしてＯｂ蛋白質は放射免疫検定法で検定される。さらに、ヒト因子IXにお
ける測定可能な増加がエリザで得られる場合には、Smith et al. (1993) Mature Genet. 
5:397-402 に記載された工程で生物学的に活性なヒト因子IXを検定する。この工程では、
ヒト因子IXを最初に微量滴定ウェルの中でモノクローン抗体であるＢＧＩＸ１を用いて捕
獲しそして次に因子XIａにより活性化する。活性因子IXは、因子VIIIと組み合わされて、
因子ＸをＸａに転化させる。因子Ｘａは色素産生(chromogenic)基質であるＳ２７６５を
分裂させて黄色生成物を生ずる。ＢＧＩＸ１－コーテイングされたマイクロリットル平板
および因子VIIIはエルカテック・インコーポレーテッド(Elcatech, Inc.)（ノースカロラ
イナ州、ウィンストン－サレム）から購入した。因子XIａはエンザイム・リサーチ・ラブ
ス・インコーポレーテッド(Enzyme Research Labs, Inc.)（イリノイ州、サウスベンド）
から購入した。
【０１２７】
因子Ｘ、燐脂質溶液、Ｓ－２７６５、およびスロンビン抑制剤である１－２５８１はカビ
・ファーマシア・ヘパー・インコーポレーテッド(Kabi Pharmacia Hepar, Inc.)（オハイ
オ州、フランクリン）から購入した。４種の緩衝液を製造した：Ａ、５０ｍＭトリス(Tri
s)、１５０ｍＭ ＮａＣｌ、１％ＢＳＡ、ｐＨ７.５；Ｂ、１５０ｍＭトリス、５ｍＭ Ｃ
ａＣｌ2、１０ｍｇ／ｍｌゼラチン、ｐＨ７.６；Ｃ、５０ｍＭトリス、１０ｍＭ ＣａＣ
ｌ2、ｐＨ７.５；Ｄ、５０ｍＭトリス、１５０ｍＭ ＮａＣｌ、ｐＨ８.４。等量の下記の
原料を混合することにより因子VIII／Ｘ反応混合物を新たに製造した：因子VIII、緩衝液
Ａ中５Ｕ／ｍｌ；因子Ｘ、緩衝液中１Ｕ／ｍｌ；１－２５８１緩衝液Ａ中３４μｇ／ｍｌ
；ＣａＣｌ2、水中２５ｍＭ；および燐脂質。血漿サンプルを緩衝液Ａの中で希釈しそし
て１００μｌを各々の微量滴定ウェルに加えた。平板を室温で９０分間インキュベートし
そして次に緩衝液Ｂで５回洗浄した。１００μｌの因子XIａ（緩衝液Ｃ中２μｇ／ｍｌ）
を各々のウェルに加えた。３７℃における３０分後に１００μｌのＳ２７６５（緩衝液Ｄ
中０.５ｍＭ）を各々のウェルに加えそして平板を室温で１０分間インキュベートし、そ
の後に酢酸を１０％の最終濃度まで加えることにより反応を停止させる。バイオ－ラド微
量平板読み取り器を用いて４０５ｎｍにおける吸収を測定した。ヒトの正常な貯蔵血漿の
希釈で作成された標準曲線は３－２５ｎｇ／ｍｌから線状であった。この検定はマウス因
子IXと交差反応しなかった。因子IXに関しては、２５０ｎｇ／ｍｌすなわち正常値の５％
の水準が一般的に治療用であると考えられそして１００～１５０ｎｇ／ｍｌが有利である
と考えられる。
実施例５：ＭＳＣ類を皮下拡散室(chamber)を中に入れることによる生理学的に重要な水
準における遺伝子の持続発現
皮下拡散室の中に移植された細胞はヒト患者の治療で少なくとも２つの顕著な利点を有す
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る：免疫応答が回避され、そしてマウス（Benayahu, 1989, J. Cell Physiol. 140:1-7）
、ラット（Mardon et al., 1987, Cell Tissue Res. 250:157-165）またはウサギ（Fried
enstein et al., 1987, Cell Tissue Kinet. 20:263-272）でカプセル中に移植された時
には、明らかにそれらが血管新生を必要としない骨、繊維状組織または軟骨として残存す
るため（Benayahu et al., 1989, 上を見よ; Mardon, et al., 1987, 上を見よ; Owen et
 al., 1988, In: Cell and Molecular Biology of Invertebrate Hard Tissues, Wiley C
hicester, CIBA Foundation Symposium, 136:42-60; Friedenstein et al., 1987, 上を
見よ）、それらは少なくとも６週間生存する(Wakitani, 1994, J. Bone and J.T. Surger
y 76A:579-592）。
室の製造
拡散室は市販の構成部品（ミリポア・コーポレーション(Millipore Corp.)）から組み立
てられそして上記のレポート（Benayahu et al., 1989, 上を見よ; Mardon, et al., 198
7, 上を見よ）に記載されている。要するに、孔寸法を有する膜フィルターを２つのプラ
スチックリングの各々の一面にアクリロイド付着剤を用いて付着する。２つのリングを次
に一緒に付着して室を形成し、寸法は９ｍｍの内径および２ｍｍの厚さ、約１２７ｍｍ3

の容量である。１０4～１０7個のＭＳＣ類を室の中に１つのリング内の孔を通して接種し
そして孔を付着剤でコーテイングされた先が細くなったプラスチック栓で密封する。室を
マウスに麻酔下で背中に皮下移植するかまたは腹腔内移植する。最初に、１つもしくはそ
れ以上の室を離乳したてのマウス（３週間）に挿入する。引き続き、室を生後１週間のマ
ウスに挿入する。生後１週間のマウスでの実験用には、比較的小さい室をマイクロピペッ
ト用のプラスチックチップから切断された円形（５ｍｍ、内径）から製造する。
検定
室の移植から１週間、１カ月、３カ月、５カ月、１０カ月および２０カ月後に後眼窩叢か
ら血液を得る。血漿を上記の通りにしてｈＧＨ、Ｏｂ蛋白質および因子IXに関して検定す
る。
実施例６：拡散チャンバー
図２を参照すれば、拡散チャンバー（１）は、２つの端、第１の端（５）および第２の端
（７）をもつチャンバーバレル（３）を備えていてもよい。バレルは、非毒性手段によっ
て一緒に確保される１個以上のリングをからなっていてもよい。チャンバーは、各端にフ
ィルター、第１のフィルター（９）および第２のフィルター（１１）を固定される。フィ
ルターは、ファクターがチャンバーと哺乳動物体の間を通過できるように、ファクター、
例えばタンパク質にとって多孔性である。フィルター孔径は、約０．２５μｍ以下、好ま
しくは約０．１μｍであってもよい。フィルターは、プラスチック、テフロン、ポリエス
テルもしくは強くて柔軟であり、そして化学的処理を受け付けない、いかなる不活性材料
から作成されてもよい。フィルターは、また、より緊密に密閉できるゴムのガスケットに
より位置を確保されている。場合によっては、チャンバーのバレル部分は、キャップ（示
されていない）によってカバーされている開口部（１３）をもっていてもよい。キャップ
は、それ自体密閉性のゴムの形式にネジが切られていて、そして開口部に固定される。か
くして、チャンバー内容物中への細胞の挿入は、キャップを取り除くことによって開口部
に近づき、そして普通の針および注射器を用いて細胞を挿入することによって実施できる
。チャンバーは、すべての物質、例えば限定されるものではないが、プラスチック、テフ
ロン、ルーサイト、チタン、もしくは哺乳動物にとって無毒であり、良好に許容しうる、
いかなる不活性材料から作成されてもよい。さらに、チャンバーは、滅菌に耐えられなけ
ればならない。
【０１２８】
チャンバーは、必ずしも限定されが次のように：例えば皮下もしくは腹腔内に移植できる
。チャンバーは、移植後約２４～約３０時間目に除去されてもよい。あるいはまた、再充
填可能なチャンバーが使用されて、チャンバーが治療のために再使用され、そして治療後
に空にされてもよい。
実施例７：ラットの脳中への単離ＭＳＣの直接投与
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ドナーＭＳＣおよびアストロサイトの調製
ヒトＭＳＣ（Ｏｗｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８，ｉｎ　Ｃｅｌｌ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ　Ｈａｒｄ　Ｔｉｓｓｕｅｓ，
Ｃｉｂａ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　１３６，Ｃｈｉｃｈｅｓｔｅｒ
，ＵＫ，ｐｐ．４２－６０；Ｃａｐｌａｎ，１９９１，Ｊ．Ｏｒｔｈｏｐ．Ｒｅｓ．９：
６４１－６５０；Ｐｒｏｃｋｏｐ，１９９７，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７６：７１－７４；Ｐ
ｅｒｅｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９２
：４８５７－４８６１；Ｐｅｒｅｉｒａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ
．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９５：１１４２－１１４７）は、年齢１９～４６才の正常な男子お
よび女子ボランティアの腸骨稜から採取された吸引物から増殖された。吸引物を、α－Ｍ
ＥＭ／１０％ＦＢＳにより１：１希釈し、そして密度勾配（Ｆｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ　
Ｐｌｕｓ；１．０７７ｇ／ｍｌ，Ｐｈａｒｍａｃｉａ，ＬＫＢ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ　Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）を通して１０００Ｘｇで３０分間遠心し
た。上澄液および界面物を合わせた後、混合液を、α－ＭＥＭ／１０％ＦＢＳにより約４
０ｍｌに希釈し、そして再び遠心した。核形成細胞、すなわちＭＳＣが、α－ＭＥＭ／１
０％ＦＢＳ中、濃度１ｘ１０7ｍｌで懸濁され、そして細胞は、２５ｃｍ2培養皿中に３Ｘ
１０6／ｃｍ2でプレートされた。ＭＳＣを３日間培養し、そして非付着細胞を、培養物中
の培地を交換することによって除去した。ＭＳＣ培養が集密に達した後、ＭＳＣを、０．
２５％トリプシンおよび１ｍＭＥＤＴＡによる３７℃で３～４分間のインキュベーション
によってプレートからはがした。ＭＳＣを、１：２もしくは１：３希釈し、そしてＭＳＣ
調製操作が３～５継代繰り返された。第２の継代を開始する際に、血小板由来増殖因子（
ＰＤＧＦ－ＡＡ；ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ，Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）５ｎｇ／ｍｌ
を培地に添加した。
【０１２９】
ラットＭＳＣの単離のために、８～１２週令のＬｅｗｉｓ／ＳｓＮＨｓｄ雌ラットから得
られた脛骨および大腿骨が切開された（Ｈａｒｌａｎ　Ｓｐｒａｕｇｅ　Ｄａｗｌｅｙ，
ＩＮ）。骨の末端を切断し、そして骨髄を、注射器と針を使用してＤＭＥＭ（ＧＩＢＣＯ
／ＢＲＬ，Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）５ｍｌを用いて押し出した。全骨髄細胞１
００～２００Ｘ１０6個を、ＤＭＥＭ／１０％ＦＢＳの１７５ｃｍ2組織培養フラスコにプ
レートした。２４時間後、非付着細胞を、培地を交換することによって除去した。細胞が
集密に増殖するように、培地は２～３日毎に交換された。細胞は、０．２５％トリプシン
および１ｍＭＥＤＴＡ存在下のインキュベーションによって前のようにはがされ、それに
続いて細胞は、３～４回継代され、次いで使用まで凍結保存された。
【０１３０】
アストロサイトの１次培養物（Ａｚｉｚｉ，１９９６，Ａｎｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．（前出）
１２１：Ｔ２３６）は、アルビノＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙ成ラット（Ｈａｒｌａｎ
　Ｓｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙ）の脳から得られた。マウスの頭部が断首された後、脳
が、無菌条件下で取り出され、そして氷上の冷ＰＢＳ中に浮かされた。脳脊髄膜および脳
幹は除去され、そして廃棄された。前脳は、機械的に、組織小片に分解され、そして組織
は、ジスパーゼ（ｄｉｓｐａｓｅ）（ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ，Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ，
ＮＹ）２．４単位／ｍｌ存在下で３７℃で３０分間インキュベートされた。１０分間隔で
、組織は、大きい穴のピペットを通してそれらをフラッシュすることによって分解された
。分解された組織を遠心し、そして上澄液を廃棄した。各脳からの残渣をα－ＭＥＭ中に
懸濁し、そして各α－ＭＥＭ／１０％ＦＢＳ培地において、２個の１７５ｃｍ2培養フラ
スコにプレートした。４８時間後、非付着細胞および細胞破片を、培地を交換することに
よって除去し、次いで、培養が集密に増殖するまで、約２週間、４日毎に培地を交換した
。ゆるく付着した細胞を除去するためには、集密培養物を３７℃で１５分間、ジスパーゼ
２．４単位／ｍｌにより処理し、そして培養物を、ロータリーシェーカーにおいて１２０
ｒｐｍで２時間振盪した。脱着した細胞を廃棄した。新鮮培地を、付着細胞に添加し、そ
して培養物を、２４～４８時間再培養した。ゆるく付着した細胞を除去するためのジスパ
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ーゼ処理を、約１週間にわたって３回繰り返した。
【０１３１】
抗体染色では、細胞を、０．２５％トリプシンとともに１～３分間のインキュベーション
によってプレートから剥がした。次いで、細胞を、チャンバースライドにおいて継代培養
した。核を蛍光標識するために、ＭＳＣおよびアストロサイトを、移植前に、ビス－ベン
ズアミド（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）
１μｇ／ｍｌの存在下で２４時間インキュベートした。移植１～２時間前に、培養物を、
無菌の緩衝生理食塩水で３回洗浄し、０．２５％トリプシンとともに１～３分間のインキ
ュベーションによってプレートから剥がした。トリプシンは、２０％血清含有培地の添加
によって中和され、そして細胞が遠心によって単離された。細胞は、血清不含のα－ＭＥ
Ｍ中に約１０，０００細胞／リットルのスラリーとして懸濁された。
【０１３２】
成Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅｙアルビノラット（体重各２００～３００ｇ）が、密閉室
内で酸素中３％ハロタンを用いて麻酔された。麻酔は、キシロジン６ｍｇ／ｋｇおよびケ
タミン６０ｍｇ／ｋｇの混合物の筋肉内注射によって維持された。動物を、清潔な場所に
おいてステロタキシック（ｓｔｅｒｏｔａｘｉｃ）装置に移した。２～５ｍｍ切開が、前
頂側方２ｍｍの頭皮に行われた。バーホールを、歯科用ドリルを用いて前頂側方３ｍｍの
位置の骨に行った。細胞懸濁液約１０μｌを、徐々に３０分かけて、脳表面から深さ４～
５ｍｍの線条体中に注射した。傷を断続的に外科縫合によって閉じ、そして動物を、キシ
ロジン０．６ｍｇ／ｋｇおよびケタミン６ｍｇ／ｋｇによって処置した。５，１４，３０
および７２日間隔で、ラットをキシロジンおよびケタミンを用いる深い麻酔下の心臓内潅
流によって犠牲にした。潅流は、氷冷リン酸緩衝化生理食塩水、続いて３％緩衝化パラホ
ルムアルデヒド、次いで１０％スクロースを用いて行われた。脳を取り出し、前脳をトリ
ム（ｔｒｉｍ）し、そして脳の切片を含むサンプルを直ちに凍結した。
【０１３３】
移植細胞の免疫組織学
１０ミクロン組織切片を、クリオスタットを用いて調製した。脳内の移植部位は、組織切
片中の蛍光標識された細胞を顕微鏡的に同定することによって位置付けられた。凍結切片
を、ゼラチン被覆されたスライドに付着させ、そして素早く５分間冷アセトンに浸漬し、
そしてさらなる処理のために－２０℃で保存した。チャンバースライド中の細胞は、アセ
トンで５分間固定された。免疫細胞化学試験は、室温で実施された。細胞および組織切片
は、２％ヤギ血清および５％胎児ウシ血清を含有するブロッキング抗体により３０分間処
理された。コラーゲンおよびビメンチン（ｖｉｍｅｎｔｉｎ）の標識を必要とする実験で
は、細胞は、さらに、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００により３０分間処理され、次いで、ＰＢＳ
中で洗浄された。１次抗体が、チャンバースライド中の細胞に１～２時間適用された（表
２）。これらの抗体は、組織切片の場合は、２４時間適用された。使用された２次抗体は
、ＦＩＴＣもしくはローダミンのいずれかにカップルされた種特異的ＩｇＧであった。
【０１３４】
蛍光標識された細胞は、肉眼的に見ることができ、そして蛍光顕微鏡を用いて写真撮影さ
れた。蛍光標識された核の数は、線条体の吻側から尾側限界まで切断された８～１０組織
切片において数えられた。この操作は、各脳において、交互に切片が用いられた２個体で
繰り返された。明瞭に標識された核のみが数えられた。死細胞および溶解細胞は、周辺組
織に霞んだ色調を残し、そして明瞭な核染色はなかった。観察された数は、生存している
移植細胞の数を評価するために、切片の総数に外挿された。
【０１３５】
ドナーＭＳＣおよびアストロサイト前駆体
ヒト骨髄から得られるＭＳＣは、プラスチックへのそれらの付着によって単離され、そし
て３～５継代の間増殖された。図３に示されるように、ＰＤＧＦ－ＡＡの添加は、細胞の
増殖速度を増強した。したがって、ＰＤＧＦ－ＡＡが、２～５継代において細胞に添加さ
れて、十分な数のヒトＭＳＣが得られた。しかしながら、ラットＭＳＣは、ＰＤＧＦ－Ａ
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Ａの添加なしに十分に増殖した。また、アストロサイトも、プラスチック培養皿へのそれ
らの強固な付着によって単離された。アストロサイトは、約３週間の１次培養の後に収穫
された。
【０１３６】
表２に示されるように、ヒトＭＳＣは、フィブロネクチン、コラーゲンＩおよびヒトＨＬ
Ａ－ＡＢＣを強く染色した。ヒトＭＳＣは、ビメンチンをかすかに染色し、そしてグリア
繊維酸性タンパク質には陰性であり、一方、ラットアストロサイトは、両方に陽性であっ
た。ラットアストロサイトは、フィブロネクチンをわずかに染色し、そしてコラーゲンＩ
およびヒトＨＬＡ－ＡＢＣには陰性であった。また、ラットアストロサイトは、フォンビ
ルブラント因子およびガラクトセレブロシダーゼＣには陰性であった。
【０１３７】
ヒトＭＳＣは、これらの細胞が培養において継代されるにつれて、外観的に比較的均一に
なることが、既に記されている（Ｂｒｕｄｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｊ．Ｃｅｌｌ
　Ｂｉｏｃｈｅｍ．６４：２７８－２９４）。しかしながら、本研究では、２つの別の集
団が見られた。これらは、大きい平らな細胞の集団と比較的細長いまたはスピンドル型細
胞の集団を含んだ（図４、パネルＡおよびＢ）。ラットＭＳＣでも、また、類似の形態を
もつ２つの別の細胞集団が見られた（図４、パネルＣ）。ラット脳アストロサイトは、外
観的により樹枝状であった。
【０１３８】
線条体における注射後の細胞の生存
ＭＳＣおよびアストロサイトが、ラット脳の線条体に最小の拡散圧を用いて注射された。
５～７２日後に、ラットを殺し、そしてそれらの脳切片を得た。ヘマトキシリンおよびエ
オシンで染色された切片の試験により、ラットアストロサイトもしくはＭＳＣのいずれの
移植部位周辺にも有意な神経膠症がないことが示された（図５、パネルａ）。蛍光標識さ
れた細胞は、容易に、脳切片において検出された。ラットアストロサイトは、先行技術に
おいて既に示されたように、容易に移植された（Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１
９９３，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｄｅｖ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１１：５５５－５６８；Ａｚｉｚｉ，
１９９６，Ａｎｎ．Ｎｅｕｒｏｌ．（前出）１２１：Ｔ２３６；Ｚｈｏｕ　ｅｔ　ａｌ．
，１９９２，Ｊ．Ｃｏｍｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．３１７：１４５－１５５）。類似の結果が、
ラットＭＳＣ（図５，パネルｆ）およびヒトＭＳＣ（図５，パネルｂ－ｅ）を用いて得ら
れた。表３に示されるように、約２０，０００～４２，０００細胞が、回収された脳にお
いて存在していた。注射された細胞数は、１００，０００～１２０，０００の範囲であっ
たので、注入されたヒトＭＳＣの約２０％が５～７２日後に回収された。さらに、３０～
７２日目に回収された注入ヒトＭＳＣの数では、減少が見られた。ラットＭＳＣの場合は
、３３，０００細胞もしくは約３０％が、注入後１４日目に回収された（図５ｆ）。
【０１３９】
移植された細胞の移動
移植されたラットアストロサイトは、移植された神経幹細胞もしくは神経幹細胞の形質転
換細胞系について見られる移動（ＭｃＫａｙ，１９９７，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７６：６６
－７１）と同じように、脳の層を通過して移動する（Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．
，１９９３，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｄｅｖ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１１：５５５－５６８；Ｚｈｏｕ
　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｊ．Ｃｏｍｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．３１７：１４５－１５５）こ
とが、既に記述されている。本発明では、ＭＳＣが類似の様式で移動することを発見した
。ドナー細胞は、反対側の皮質を含む、脳の多くの領域において見い出された（図６）。
細胞は、それらが移動した部位に残存していた。もっとも濃い細胞濃度は、線条体中の吻
尾側軸周囲および脳梁に沿って見い出された。大脳皮質中にはより少数の細胞しかなかっ
た。標識細胞のクラスターは、検査された全時点における側頭葉域において一貫して観察
された。７２日目には、外にある皮質領域においてはより少数の細胞しか見いだされず、
この観察は、３０～７２日目の間の細胞数の明らかな減少と一致した（表３）。
【０１４０】
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移植された細胞の免疫組織学
切片の免疫染色は、ＨＬＡ－ＡＢＣに対する抗体が使用された場合、移植されたヒトＭＳ
Ｃが、また、脳全般において検出される（図６）ということを例証した。ヒトＭＳＣは、
移植前に、コラーゲンＩに対する抗体により染色されるけれども（図７，パネルａ）、同
じ抗体による染色が移植後には見られなかった。かくして、ＭＳＣは、脳組織へ組み込ま
れた後、Ｉ型コラーゲンの合成を止めた。フィブロネクチンに特異的な抗体による細胞の
染色は、移植前に観察され（図７，パネルｂ）、そしてまた、移植後５日目には観察され
なかった（図７，パネルｃ）。
【０１４１】
神経移植（ｎｅｕｒｏｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ）実験の結果は、ラット脳中に注
入されたヒトＭＳＣが、ラットアストロサイトの移植、移動および生存と同様に、移植し
、移動し、そして生存できることを確認した。ラットＭＳＣは、ラットアストロサイトと
類似の様式で挙動した。かくして、ラットおよびヒト細胞は、同じように挙動する。ここ
に提示されたデータは、プラスチック培養皿への付着特性によって、骨髄から単離された
細胞の少なくとも１つのサブセットが、また、アストロサイトと同じ経路において関与で
きることを確認した。その結果は、したがって、ＭＳＣが、ヒトにおける種々の疾病の治
療に関して、細胞および遺伝子両療法のための有用な運搬体（ｖｅｈｉｃｌｅ）であるこ
とを確立する。さらに、移植されたＭＳＣが、コラーゲンＩ型の合成を止めるので、移植
後に大量のコラーゲンを継続して生産することが知られ、したがって、移植部位において
線維症を誘導する繊維芽細胞よりも、これらの細胞は、神経移植にとって一層適当である
。
【０１４２】
ＭＳＣは、神経移植のための細胞としていくつかの利点を有する。特に、それらは、骨髄
から容易に得ることができ、そして培養において拡大できる。また、患者自身のＭＳＣが
、治療のために使用でき、かくして宿主免疫および移植片対宿主病のいかなる随伴問題も
回避できる。さらに、細胞は、ヒトにおける疾病の治療のために遺伝子工学的に改変され
てもよい。
実施例８：ＭＳＣのアストロサイトとの同時培養；ＭＳＣのアストロサイトへの分化
濃度２Ｘ１０5細胞のヒトＭＳＣが、濃度１Ｘ１０5細胞のラットアストロサイトとともに
、ＭＥＭプラス３０％ＦＢＳ（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）からなる培地１０ｍｌ中で同時培養された。ヒト細胞は、同時培養前
にα－ヒトＨＬＡ－ＡＢＣにより蛍光標識された。同時培養５日後、ヒト細胞の約２％が
、また、グリア繊維酸性タンパク質を陽性に染色した。グリア繊維酸性タンパク質は、初
期アストロサイトに対するマーカーであるので、これらの結果は、ヒトＭＳＣのフラクシ
ョンが、ラットアストロサイトとの同時培養中にアストロサイトに分化したことを例証し
ている。
【０１４３】
【表１】
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【０１４４】
ａ　６週令マウスからの総骨髄細胞（２０Ｘ１０6）が、各９．５ｃｍ2ウェルにおいて１
０％ＦＣＳおよびα－ＭＥＭの２ｍｌ中で培養された。非付着細胞が３日目に除去され、
そして培養は、７日目まで新鮮培地中で継続された。ＡＰアーゼおよびＴＲＡＰがアッセ
イされた。
【０１４５】
ｂ　細胞培養インサート（２３ｍｍ；孔径３μｍ；Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）
における骨片（大腿骨１／２および脛骨１／２）との同時培養。
【０１４６】
ｃ　Ｍａｔｒｉｇｅｌでコーティングされたインサートによるｂと同じ。
【０１４７】
ｄ　１０日目の１次培養物が、０．２５％トリプシンおよび１ｍＭＥＤＴＡにより３７℃
で５分間脱着され、続いて静かに掻き取られた。１つのウェルからの細胞（２Ｘ１０5）
が１：４希釈され、そして９．５ｃｍ2ウェルにおいて３日および６日目に培地を変えて
７日間培養された。
【０１４８】
ｅ　ＡＰアーゼおよびＴＲＡＰは、全タンパク質１ｍｇ当たりであった。
【０１４９】
【表２】
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【０１５０】
ａ　アッセイされず
【０１５１】
【表３】

【０１５２】
ａ　２つの異なる観察による別の切片に関する総カウントが、２０％未満で異なった。
実施例９：ラット脳へのヒトＭＳＣの移植；マクログリア細胞へのＭＳＣの分化
中枢神経系におけるニューロン細胞およびグリア細胞は、多能性脳室周囲（ｐｅｒｉｖｅ
ｎｔｒｉｃｕｌａｒ）前駆体から誘導される。骨髄ストロマ細胞は、骨芽細胞、軟骨細胞
および筋管に分化できる骨髄由来の多能性細胞のサブセットであり、そして若干のグリア
細胞もしくはそれらの前駆体の起源になることもできる。
【０１５３】
本実施例において提示されるデータは、ラット脳に移植されたヒト骨髄ストロマ細胞のフ
ラクションが、アストロサイトマーカーグリア繊維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）を発現で
きることを例証する。ここに記述されるように、ヒト骨髄ストロマ細胞（ｈＭＳＣ）は、
神経幹細胞と同じようにラット脳中に組み込まれ、そして移動することが分かった。
【０１５４】
発生の早期段階では、中枢神経系のニューロン細胞およびグリア細胞は、脳室周囲胚帯に
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おける多能性前駆体細胞から誘導される（ＭｃＫａｙ，１９９７，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７
６：６６－７１；Ｌｕｎｄｂｅｒｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．
１４５：３４２－３６０）。グリアおよびニューロン（Ｇｏｕｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）９５：３１６８－３１７１；
Ｋｅｍｐｅｒｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｎａｔ　Ｍｅｄ　４：５５５－５５７
）は、増殖およびターンオーバーを継続する。骨髄は、グリア発生の１つの起源であるか
もしれない（Ｅｇｌｉｔｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ
．Ｓｃｉ．（ＵＳＡ）９４：４０８０－４０８５）。
【０１５５】
ヒト骨髄ストロマ細胞（ｈＭＳＣ）のラット脳中への直接移植の効果が、本明細書の他の
場所に記述されている。ｈＭＳＣは、プラスチックへのそれらの付着によって単離でき、
そして骨芽細胞、脂肪細胞、軟骨細胞および筋管に分化できる骨髄における多能性細胞の
サブセットである（Ｏｗｅｎ，１９８８，Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（前出）１０：
６３－７６；Ｃａｐｌａｎ，１９９１，Ｊ．Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃ　Ｒｅｓ．９：６４
１－６５０）。
【０１５６】
本実施例において示される実験の目的は、ｈＭＳＣが、脳への移植のためのドナー細胞と
して使用できるか否か、そしてその結果、これらの細胞が、ＣＮＳへの遺伝子伝達のため
の運搬体として使用できるか否かを評価することである。さらなる目的は、これらの細胞
の集団が、適当な環境および分化シグナルが与えられれば、脳細胞に発達できるか否かを
決定することである。これらの実験は、神経系における再生および修復へのゴールを促進
する意味を有する。
【０１５７】
神経移植は、このゴールを達成するため、そして個体発生および脳細胞の系統を研究する
ために、従来使用されてきた（ＭｃＫａｙ，１９９７，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７６：６６－
７１；Ｂｊｏｒｋｌｕｎｄ，１９９３，Ｒｅｓｅａｃｈ　Ｐｕｂｌｉｃａｔｉｏｎｓ－Ａ
ｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｒｅｓｅａｃｈ　ｉｎ　Ｎｅｒｖｏｕｓ　＆　Ｍｅｎｔ
ａｌ　Ｄｉｓｅａｓｅ　７１：３６１－３７４；Ｏｌｓｏｎ，１９９７，Ｎａｔ　Ｍｅｄ
　３：１３２９－１３３５；Ｂｊｏｒｋｌｕｎｄ，１９９３，Ｎａｔｕｒｅ　３６２：４
１４－４１５）。神経および非神経両細胞が、移植のために使用されてきた。例えば、パ
ーキンソン病では、ヒト胎児からの中脳細胞が、ヒトの治療のためにドーパミン作動組織
の起源として使用された（Ｂｊｏｒｋｌｕｎｄ，１９９３，Ｒｅｓｅａｃｈ　Ｐｕｂｌｉ
ｃａｔｉｏｎｓ－Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｆｏｒ　Ｒｅｓｅａｃｈ　ｉｎ　Ｎｅｒｖｏ
ｕｓ　＆　Ｍｅｎｔａｌ　Ｄｉｓｅａｓｅ　７１：３６１－３７４；Ｓｐｅｎｃｅｒ　ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９２，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２７：１５４１－１５４８；Ｆｒ
ｅｅｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２７：１５４９－１５
５５；Ｋｏｒｄｏｗｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｊ．Ｃｏｍｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．３８
７：９６－１１３）。多数の患者が、臨床症状および目標測定値、例えば位置－発光断層
写真によるフルオロドーパ取り込みによってアッセイされるドーパミンの合成増加、の両
方において有意な改善を示した（Ｓｐｅｎｃｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｎ．Ｅｎｇ
ｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２７：１５４１－１５４８；Ｆｒｅｅｄ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，
Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．３２７：１５４９－１５５５；Ｋｏｒｄｏｗｅｒ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９９７，Ｊ．Ｃｏｍｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．３８７：９６－１１３；Ｄｅｆｅｒ　ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９６，Ｂｒａｉｎ　１１９：４１－５０）。
【０１５８】
しかしながら、試験されたほとんどの細胞が、それらに関連する難題を有していた。例え
ば、それらは、ヒト胎児細胞として得ることの難しさであったり、またはそれらが、脳へ
の注入後に組み込みおよび移動しなかった（Ｋａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｊ．Ｎ
ｅｕｒｏｓｃ．１３：５２０３－５２１１；Ａｎｄｅｒｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３
，Ｉｎｔ．Ｊ．Ｄｅｖ．Ｎｅｕｒｏｓｃ．１１：５５５－５６８；Ｓａｎｂｅｒｇ　ｅｔ
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　ａｌ．，１９９７，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．３：１１２９－１１３２；Ｉｓａｃｓｏｎ　ｅｔ
　ａｌ．，１９９７，Ｎａｔ．Ｍｅｄ．３：９６４－９６９）。さらに、移植された細胞
の多くは、宿主において生存しない。例えば、ブタ胎児からの中脳神経細胞が、パーキン
ソン病に罹っている患者に神経移植された後、７カ月目には、ドナー細胞の約０．１％が
生存しているだけであった（Ｉｓａｃｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．、１９９７，Ｎａｔ．Ｍｅｄ
．３：９６４－９６９）。
【０１５９】
本明細書の別の場所に記述される実験は、ラット脳への注入後、ｈＭＳＣが、注射部位か
ら数ミリメーター移動したことが分かったことを示した。本実施例に示される実験は、そ
れらの観察を拡大し、そしてｈＭＳＣのフラクションが、ラット脳への注入後に、アスト
ロサイト（ＧＦＡＰ）についてのマーカーを発現している細胞として回収できることを例
証する。
ラットおよびヒトＭＳＣの単離
本明細書の上に記述したように８から１２週令のＬｅｗｉｓ／ＳｓＮＨｓｄメスラット（
Ｈａｒｌａｎ－Ｓｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｙ）から脛骨および大腿骨を切り取ることを通
して、ラットＭＳＣを単離した。前記骨の末端部を切断した後、針とシリンジを用いて骨
髄を５ｍｌのＤＭＥＭ（ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ、Ｇｒｎａｄ　Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）で抽出
した。骨髄細胞全体（１００－２００Ｘ１０6）をＤＭＥＭ／１０％ＦＢＳに入っている
１７５ｃｍ2の組織培養フラスコに塗布した。２４時間後に前記培地を取り替えることで
付着しなかった細胞を除去した。前記細胞が増殖して集密状態になることから前記培地を
２から３日毎に取り替えた。前記細胞を０．２５％のトリプシンおよび１ｍＭのＥＤＴＡ
と一緒にインキュベーションすることで隆起させ（ｌｉｆｔｅｄ）、３または４継代後、
凍結貯蔵する。
【０１６０】
本明細書の上に記述したように、年令が１９から４６才の正常な男性および女性ボランテ
ィアの腸骨りょうから採取した吸引液からヒトＭＳＣを増殖させた。核形成した細胞を密
度勾配（Ｆｉｃｏｌｌ－Ｐｌａｑｕｅ　Ｐｌｕｓ；１．０７７ｇ／ｍｌ；Ｐｈａｒｍａｃ
ｉａ　ＬＫＢ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．、Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ、ＮＪ）
による遠心分離で単離し、α－ＭＥＭ／１０％ＦＢＳに入れて濃度が１ｘ１０7／ｍｌに
なるように懸濁させた後、２５ｃｍ2の培地皿に３ｘ１０6／ｃｍ2塗布した。３日後に付
着しなかった細胞を除去した。この培養物が集密状態に到達した後、前記細胞を０．２５
％のトリプシンおよび１ｍＭのＥＤＴＡと一緒に３７℃で３から４分間インキュベーショ
ンすることで隆起させた。この細胞懸濁液を１：２または１：３に希釈した後、再び塗布
した。この手順を３から５継代繰り返した。第二継代を用いて始めて、前記培地に血小板
誘導成長因子αα（ＰＤＧＦ－ＡＡ；ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ、Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ、
ＮＹ）を５ｎｇ／ｍｌ加えた。
抗体染色および蛍光標識
前記細胞を仕切り付きスライド内で継代培養した後、抗体染色を行った。移植を行う２４
時間前にｈＭＳＣを１－１０μｇ／ｍｌのビス－ベンズアミド（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉ
ｃａｌ　Ｃｏ．、Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）と一緒にインキュベートすることで核の蛍光
標識を実施した。この培養物をラットの脳に注入する１－２時間前に、この培養物を無菌
緩衝食塩水で３回洗浄して０．２５％のトリプシンと一緒にインキュベーションを１－３
分間行うことで隆起させた。血清が２０％入っている培地を添加することでトリプシンを
中和した後、細胞を遠心分離で単離した。この細胞を血清が入っていないα－ＭＥＭに入
れて１μｌ当たり約１０，０００個の細胞が入っているスラリーとして懸濁させた。
ラットの脳へのｈＭＳＣの注入
酸素中３％のハロタンを用いて、成長したＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｙ白皮症ラット（２
００から３００ｇ）に麻酔をかけ、キシロジンが６ｍｇ／ｋｇでケタミンが６０ｍｇ／ｋ
ｇの混合物を筋肉内注射することで保持した。次に、ラットを立体定位装置に入れ、そし
てブレグマの横３ｍｍの所にバーホール（ｂｕｒｒ　ｈｏｌｅ）を開けた。脳の表面から
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４から５ｍｍの深さの所に位置する線条の中に約１０μｌの前記細胞懸濁液を３０分かけ
てゆっくりと注入することを通して、前記ｈＭＳＣを投与した。その傷を割り込み外科縫
合で閉じた後、この動物を０．２ｍｇ／ｋｇのＢｕｐｒｅｎｏｒｐｈｉｎｅで処置するこ
とで回復させた。前記ラットをキシロジンおよびケタミンで深い麻酔下に置きながら、氷
で冷却した燐酸塩緩衝食塩水に続いて３％の緩衝パラホルムアルデヒドそして次に１０％
のスクロースを用いた心臓内潅流を前記ラットに受けさせることで、このラットをと殺し
た。脳を取り出し、前脳を削り取った後、このサンプルを直ちに凍結した。
ヒト細胞（ｈＭＳＣ）がラットの脳で生存することに関する評価
クリオスタット（ｃｒｙｏｓｔａｔ）を用いて脳組織断片を１０ミクロンの厚みで調製し
た。この組織断片内の蛍光標識細胞を顕微鏡で同定することを通して移植部位の位置を確
かめた。凍結断片をゼラチン塗布スライドに付着させ、迅速に冷アセトンに５分間浸漬し
た後、さらなる処理および計数測定を行う目的で－２０℃で貯蔵した。前記線条の吻側か
ら尾側の範囲から切り取った８から１０個の組織断片に存在する蛍光標識核の数を数えた
。２人の試験者が断片を交互に用いることで前記手順を各脳に関して繰り返した。明瞭に
標識されている核の数のみを数えた。死滅した細胞および破壊した細胞は、それを取り巻
く組織内に青色がかった色が発生しそして核の染色が明確には起こらないことで特徴づけ
られた。植え込まれた生存細胞の数を推定する目的で、観察した数を断片の全数に外挿し
た。
細胞培養物の調製
前脳を機械的に分離させて小さい片にしそしてその結果として得た組織をジスペース（ｄ
ｉｓｐａｓｅ）が２．４単位／ｍｌでコラゲナーゼ（ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ、Ｇｒａｎｄ　
Ｉｓｌａｎｄ、ＮＹ）が４５単位／ｍｌの混合物に入れて３７℃で１５分間インキュベー
トすることを通して、ラット脳細胞の培養物を調製した。大きな孔のピペットを用いたフ
ラッシュ洗浄（ｆｌｕｓｈｉｎｇ）を５分間隔で行うことで前記組織を分離させた。この
分離させた組織を遠心分離にかけて、その上澄み液を廃棄した。各脳から得た残渣をα－
ＭＥＭに入れて懸濁させた後、α－ＭＥＭ／１０％ＦＢＳに入っている２個の１７５ｃｍ
2培養フラスコに塗布した。培地を４８時間後に変えそして培養物が集密状態になるまで
約２週間に渡って４日毎に培地を変えることで、付着しなかった細胞およびくずを除去し
た。緩く付着した細胞を除去する目的で、集密状態の培養物に２．４単位／ｍｌのジスペ
ースを用いた処理を３７℃で１５分間受けさせた後、傾斜回転振とう装置を６－７ｒｐｍ
で用いた振とうを２時間受けさせた。脱離した細胞を廃棄した後、付着している細胞に新
鮮な培地を加えて培養物を再びインキュベートした。次に、この細胞をトリプシン（０．
５％）で隆起させた後、計数測定および免疫細胞化学染色を行う目的で仕切り付きスライ
ドに入れて継代培養した。細胞の全数および蛍光標識核を有する細胞の分率を血球計数器
で数えた。
免疫組織化学染色
仕切り付きスライドに入れた細胞をアセトンで５分間固着させた。免疫細胞化学を室温で
実施した。細胞にヤギ血清が１％とウシ胎児血清が１％入っている適切な阻止抗体を用い
た処理を３０分間受けさせた。一次抗体を仕切り付きスライドに１から２時間加えた。用
いた二次抗体はＦＩＴＣまたはローダミンのいずれかに結合する種特異的ＩｇＧｓであっ
た。結果として蛍光標識された細胞を目で確認しかつ蛍光顕微鏡を用いて写真を撮った。
結果
本明細書の上に記述したように、ラットおよびヒト両方のＭＳＣは組織培養プラスチック
にしっかりと付着することから、それらを全骨髄の吸引液から単離するのは容易であった
（またＣａｐｌａｎ、１９９１、Ｊ．Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃ　Ｒｅｓ．９：６４１－６
５０も参照）。図８に、ポリＬ－リシンを塗布したガラスカバースリップ上で培養したラ
ットＭＳＣを示す。この細胞はＶｉｍｅｎｔｉｎで非常に染まり、Ｎｅｓｔｉｎで中程度
に染まり（細胞の４０－６０％）、そしてＧＦＡＰで若干染まり（細胞の１％）、神経Ｓ
１００蛋白質で若干染まりそしてｐ７５神経成長因子レセプタ（ｐ７５ＮＧＦｒ）で若干
染まった。同じ条件下で処理を受けさせたヒトＭＳＣはＶｉｍｅｎｔｉｎに関して陽性で
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あった。しかしながら、ヒトＭＳＣの１５サンプルを越えるサンプルを試験（約１ｘ１０
5細胞／サンプル）したが、ＧＦＡＰに対する抗体で染まった細胞は全く確認されなかっ
た。
【０１６１】
表４に、移植後の選択した日にラットの脳に存在する蛍光標識ｈＭＳＣの数を示す。培養
したｈＭＳＣにビス－ベンズアミドによる蛍光標識を付けて、成長したＳｐｒａｇｕｅ－
Ｄａｗｌｙ白皮症ラットの線条に約１００，０００個の細胞を１０μｌの緩衝液に入れて
ゆっくり注入した。５日間から１２０日間の範囲の選択した時間が経過した後、前記ラッ
トをと殺して脳を取り出した。脳の断片を検査したが、本明細書の別の場所に記述した結
果に一致して、細胞注入部位の回りに存在する白血球のグリオーシスの証拠も浸潤の証拠
も全く確認されなかった。表４に、脳断片に存在する蛍光標識細胞の数を数えることで得
た結果を含める。このデータは、５から３０日後にヒト細胞の約３０％が存在しておりそ
して１２０日後に約１５％存在していることを示している。本明細書に記述するように、
標識を付けた細胞が針の跡に沿って見られたが、この細胞はまた脳の複数の領域にも移行
しており、そのような領域には、反対側皮質および側頭葉領域が含まれる。
【０１６２】
別の１組の実験において、ｈＭＳＣを約１００，０００個注入して７から９０日後にラッ
トの脳を取り出し（表５）、注入部位を含む前脳をＭＥＭと２０％のＦＢＳ中で培養した
。集密状態の一次培養物（図９ａ）を確立した後、前記細胞をトリプシンで隆起させ、血
球計数器および位相差顕微鏡を用いて数を数えた（図９ｂ）。血球計数器および蛍光顕微
鏡を用いて蛍光標識核の数を数え（図９ｃ）そして未標識細胞に対する蛍光標識細胞の比
率を決定した。継代培養物をチャンバスライド（ｃｈａｍｂｅｒ　ｓｌｉｄｅｓ）（ＤＭ
ＥＭ中２０％のＦＢＳ）に塗布した後、間接的な蛍光免疫細胞化学の目的で前記細胞を冷
アセトンまたは３％パラホルムアルデヒドで固着させた。１２個の脳から取り出した６０
個のサンプルを検査した。前記培養物に含まれるヒト細胞をＨＬＡ－ＡＢＣによる染色お
よび核の蛍光標識の両方で同定した。
【０１６３】
前記実験の結果を表５に示す。これらの結果は、前記培養物に含まれる細胞の３から７％
がヒト細胞であることを示している。前記培養物に含まれるヒト細胞の約１％（細胞全体
の約０．１％）がＧＦＡＰに対する抗体で染まった。この比率は経時的に比較的一定のま
まであった。ＧＦＡＰ陽性細胞は上皮様の平らな星状細胞の形態を示した（図１０）。こ
のような培養条件下で処理を受けさせたヒトＭＳＣはＥＤ－１、即ち小グリア細胞の表面
に存在するマーカーに対する抗体で染まらず、従ってこれは小グリア細胞ではなかった（
Ｗｕ他、１９９７、Ｎｅｕｒｏｓｃ．Ｒｅｓ．２８：６７－７５）。
【０１６４】
この実施例に示したデータは、ｈＭＳＣをラットの脳に安定に移植することができること
を実証するデータ（本明細書に記述した）を立証しかつ発展させるデータである。本実施
例に示したデータは、ｈＭＳＣは脳の環境下で生存しかつ移植後少なくとも１５０日に及
んで多数検出可能であることを立証している。以前の研究は、組織をラットの脳に移植す
ることで得られる結果はそのような組織がヒトの脳で示す挙動および生存の良好な指示で
あることを示唆していた（Ｚａｗａｄａ他、１９９８、Ｎａｔ．Ｍｅｄ．４；５６９－５
７４）。移植後に脳が免疫反応の組織学的兆候を示すことも宿主動物が示す挙動が悪化す
ることもなく前記細胞を多数安定に移植することができることは、ｈＭＳＣをヒトの脳へ
の移植で安全に用いることができると言った可能性を拡大するものである。
【０１６５】
このような結果は、また、本明細書に記述した培養条件は注入した細胞を選び出すか或は
前記細胞を不均衡的に増殖させる条件であることも示唆している。星状細胞が豊富な培養
物内で回収したヒト細胞の数（表５）の方がラットの脳に注入した比較的少ない数のｈＭ
ＳＣから予測され得る数よりもずっと多かった（注入したｈＭＳＣは１０5個のみであっ
たがラットの脳には２ｘ１０7個を越える数の細胞が含まれている）ことから、そのよう
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に結論付けることができる。従って、この実施例で行った実験の結果は、ラットの脳に直
接移植した少量のｈＭＳＣから星状細胞が生じ得ることの証拠を与えている。従って、脳
の微細環境はＭＳＣ中の星状細胞族を選び出すか或はＭＳＣの分化を誘発して星状細胞を
生じさせると言った環境である。
【０１６６】
この実施例に示したデータは、ラットの脳に移植したヒト骨髄間質細胞の一部がＧＦＡＰ
を発現させ得ることを立証している。本明細書に記述するように、ｈＭＳＣは、神経幹細
胞に類似した様式でラットの脳に組み込まれかつ移行した。従って、このようなデータは
、また、骨髄に由来する間質細胞は脳内で分化してマクログリア細胞（ｍａｃｒｏｇｌｉ
ａｌ　ｃｅｌｌ）を生じる能力を有することも立証している。
【０１６７】
このような特徴は、ＭＳＣが直接的な細胞治療で用いるに有用であるか或は数多くの中枢
神経系病のエックスビボ（ｅｘ　ｖｉｖｏ）遺伝子治療用のベクターとして用いるに有用
であることを示す他のデータ（本明細書に示した）を支持するものである。
【０１６８】
以前の報告は、特に発生の初期段階または創傷後に末梢血液の小食細胞が中枢神経系の小
グリア細胞をもたらす能力を有することを示していた（Ｌｉｎｇ他、１９９３、ＧＬＩＡ
　７：９－１８；Ｂａｕｅｒ他、１９９６、Ｈｉｓｔｏｃｈ．Ｊ．２８：８３－９７；Ｒ
ｉｎｎｅｒ他、１９９５、ＧＬＩＡ　１４：２５７－２６６）。本研究者らが用いた培養
方法ではそのような細胞が排除されて星状細胞が選び出された可能性がある。成長した哺
乳動物の脳のグリア集団におけるターンオーバー（ｔｕｒｎｏｖｅｒ）はゆっくりではあ
るが明確に起こり得る（Ｒａｋｉｃ、１９８５、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２２７：１０５４－１
０５６）が、星状細胞は成人の脳にとって内因性であると一般に仮定されていた。
実施例１０：骨髄間質細胞を用いたグリオームの治療
悪性濃腫瘍は、米国において毎年約１５，０００人に影響を与えかつ患者の９０％を２年
以内に死亡させる破壊的な病気である（Ｌｅｖｉｎｅ他、１９８９、Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ
：ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　ｏｎｃｏｌｏｇｙ、Ｄａｖ
ｉｔａ他（編集）（Ｌｉｐｐｉｎｃｏｆｆ、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ）、１５５７－１
６１１頁；Ａｚｉｚｉ他、１９９８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｖｉｒｏｌ．４：２０４－２１６；
Ｃｈｕｎｇ他、１９９８、Ｓｕｒｇ．Ｏｎｃｏｌ．Ｃｌｉｎ．Ｎ．Ａｍ．、７：５８９－
６０２；Ｌｉａｎｇ他、１９９８、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．１０：２０１－２
０６）。従って、現在、改良治療法を開発する試みが数多く取られている。本明細書に記
述したように、ヒトの骨髄から得られる細胞のサブセット（ｓｕｂｓｅｔ）［間葉腫幹細
胞または骨髄間質細胞（ｈＭＳＣ）と呼ぶ］をラットの脳に植え付けることができること
を示した。このｈＭＳＣをラットの脳に注入すると、これは取り込まれた後、神経幹細胞
が移行する公知路に沿って移行する。ヒトＭＳＣは如何なる免疫反応も炎症反応も引き起
こさず、３カ月後、その細胞の約１５％を脳内で回収した。また、宿主ラットの脳から調
製した星状細胞豊富培養物を分析した結果、植え付けた少量のｈＭＳＣが分化を起こして
初期星状細胞（ｅａｒｌｙ　ａｓｔｒｏｃｙｔｅｓ）になって、これがグリアの原線維状
酸性蛋白質を発現させることも示した。本明細書に記述したように、ｈＭＳＣを骨髄から
単離しそしてそれに遺伝工学処理を受けさせて外因性遺伝子を発現させるのは比較的容易
なことから（また、Ｏｗｅｎ他、１９８８、Ｉｎ　Ｃｅｌｌ　ｎａｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｖｅｒｔｅｂｒａｔｅ　Ｈａｒｄ　Ｔｉｓｓｕｅｓ、Ｃｉｂ
ａ　Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　１３６、Ｃｈｉｃｈｅｓｔｅｒ、ＵＫ
、４２－６０頁；Ｃａｐｌａｎ、１９９１、Ｊ．Ｏｒｔｈｏｐ．Ｒｅｓ．、９：６４１－
６５０も参照）、それらは治療用遺伝子産物を脳に搬送するための魅力的な運搬手段であ
ると見られる。
【０１６９】
本実施例に、ｈＭＳＣを用いて腫瘍毒性（ｔｕｍｏｒ－ｔｏｘｉｃ）蛋白質を発現させる
ことができそして次にそれをグリオームに注入することでそのような病気の効力のある治
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療を行うことができると言った可能性を試験する目的で細胞培養物中で実施した実験およ
びラットを用いて実施した実験の説明を含める。腫瘍毒性蛋白質を分泌する細胞を遺伝工
学処理する目的で他の研究者が成功裏に用いた実験方策と本質的に同じ方策を本明細書で
も用いた。そのようなプロトコルは本分野の技術者によく知られている。このような実験
の主要な新規性は、脳に植え付けることができるプロデュサー細胞（ｐｒｏｄｕｃｅｒ　
ｃｅｌｌｓ）としてｈＭＳＣを用いること、従ってそれをグリオームに局所的搬送される
腫瘍毒性蛋白質の長期源として働かせる点にある。
【０１７０】
この実施例では、ｈＭＳＣを遺伝工学処理して下記の３種類の腫瘍毒性蛋白質の１つを発
現させて分泌させる（図１１）：（ａ）ある種のグリア芽腫細胞を選択的に殺すことが最
近示されたＦａｓリガンド（ＦａｓＬ）（Ｗｅｌｌｅｒ他、１９９４、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉ
ｎｖｅｓｔ．、９４：９５４－９６４；Ｗｅｌｌｅｒ他、１９９５、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅ
ｓ．、５５：２９３６－２９４４；Ｆｒｅｉ他、９９８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏ　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌ．、８７：１０５－１１３；Ｗｅｌｌｅｒ他、１９９８、Ｂｒａｉｎ　Ｐａｔｈｏｌ．
８：２８５－２９３；Ｎａｇａｔａ、１９９８、Ｉｎｔｅｒｎ．Ｍｅｄ．、３７：１７９
－１８１；Ｓｕｄａ他、１９９３、Ｃｅｌｌ、７５：１１６９－１１７８；Ｌｉ他、１９
９８、Ｔｒａｎｓｐｌ．Ｐｒｏｃ．、３０：９４３；Ｔａｎａｋａ他、１９９７、Ｊ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｌ．、１５８：２３０３－２３０９）；（ｂ）表皮成長因子レセプタ（ＥＧＦ
Ｒ）およびＣＤ３の両方に特異的な二特異的単鎖抗体［このデザインは、抗ＥＧＦＲ抗体
がその分泌された蛋白質をグリオーム細胞に向かわせそして抗ＣＤ３抗体が同じ分子のも
う一方の末端部に活性化Ｔリンパ球を引き寄せてグリオーム細胞を死滅させると言った原
理を基にしている。同様な二特異的単鎖抗体が数多くの癌に関して現在試験されている（
Ｋｕｆｅｒ他、１９９７、Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ、４５
：１９３－１９７；Ｄｅ　Ｊｏｎｇｅ他、１９９７、Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉ
ｍｍｕｎｏｔｈｅｒ、４５：１６２－１６５；Ｂｏｏｋｍａｎ、１９９８、Ｓｅｍｉｎ．
Ｏｎｃｏｌ．２５：３８１－３９６；Ｈｅｌｆｒｉｃｈ他、１９９８、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａ
ｎｃｅｒ、７６：２３２－２３９；Ｊｏｓｔ他、１９９６、Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．３３：２１１－２１９；Ｗｉｃｋｈａｍ他、１９９７、Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７１：７６６
３－７６６９）］；および（ｃ）表皮成長因子レセプタ（ＥＧＦＲ）に対するマウス単鎖
抗体［これは患者の約６０％から得られる悪性グリオーム細胞に豊富に存在しそしてこれ
を前記マウス単鎖抗体に対する125Ｉ標識抗体と一緒に用いることでグリオーム細胞を死
滅させることができる可能性がある（Ｓｎｅｌｌｉｎｇ他、１９９５、Ｈｙｂｒｉｄｏｍ
ａ　１４：１１１－１１４；Ｆａｉｌｌｏｔ他、１９９６、Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．３９：
４７８－４８３；Ｓｔｒａｇｌｉｏｔｔｏ他、１９９６、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ、３
２Ａ：６３６－６４０）］。このような実験のプロトコルは、ＥＧＦＲに対する125Ｉ標
識モノクローナル抗体を用いた臨床試行で現在使用されているプロトコルに類似したプロ
トコルをモデルにしたものである（Ｓｎｅｌｌｉｎｇ他、１９９５、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ
　１４：１１１－１１４；Ｆａｉｌｌｏｔ他、１９９６、Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．３９：４
７８－４８３；Ｓｔｒａｇｌｉｏｔｔｏ他、１９９６、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ、３２
Ａ：６３６－６４０）。
悪性グリオームの通常治療
悪性グリオームに関して現在行われている治療は、主に、外科切除に続く放射線治療から
成る（Ｌｅｖｉｎｅ他、１９８９、Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ：ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ
　ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　ｏｎｃｏｌｏｇｙ、Ｄａｖｉｔａ他（編集）（Ｌｉｐｐｉｎ
ｃｏｔｔ、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ）、１５５７－１６１１頁；Ａｚｉｚｉ他、１９９
８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｖｉｒｏｌ．４：２０４－２１６；Ｃｈｕｎｇ他、１９９８、Ｓｕｒ
ｇ．Ｏｎｃｏｌ．Ｃｌｉｎ．Ｎ．Ａｍ．７：５８９－６０２；Ｌｉａｎｇ他、１９９８、
Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．、１０：２０１－２０６）。高い段階のグリオームの
場合にはしばしば前記治療を化学療法と組み合わせている。そのような治療プロトコルに
よって患者の寿命を数カ月伸ばすことは可能であるが、悪性グリオームの再発率は９０％
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を越えており、かつ手術後の生活の質も劣っている。最近、放射線治療の技術が向上し、
例えばハイパーフラクショネーション（ｈｙｐｅｒ－ｆｒａｃｔｉｏｎａｔｉｏｎ）、放
射線の品質の改良、正常な組織に危害を加えない立体定位治療、および放射線増感物質の
添加などによって、いくらかではあるが結果が改善されてきている。数多くの化学療法剤
が試験されてきているが、その結果はあまり良くなかった（Ｌｅｖｉｎｅ他、１９８９、
Ｉｎ　Ｃａｎｃｅｒ：ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　ｏｎｃ
ｏｌｏｇｙ、Ｄａｖｉｔａ他（編集）（Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉ
ａ）、１５５７－１６１１頁；Ａｚｉｚｉ他、１９９８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｖｉｒｏｌ．４
：２０４－２１６；Ｃｈｕｎｇ他、１９９８、Ｓｕｒｇ．Ｏｎｃｏｌ．Ｃｌｉｎ．Ｎ．Ａ
ｍ．７：５８９－６０２；Ｌｉａｎｇ他、１９９８、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．
、１０：２０１－２０６）。
グリオーム治療用ＦａｓおよびＦａｓＬ
最近、悪性疾患を治療するための分子標的および反応体としてＦａｓ（ＣＤ９５／ＡＰＯ
－１）およびＦａｓＬ（ＣＤ９５Ｌ）がかなりの注目を集めてきている（Ｔｒａｕｔｈ他
、１９８９、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４５：３０１－３０５；Ｎａｇａｔａ他、１９９５、Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ　２６７：１４４９－１４５６）。Ｆａｓは、進歩してきているシトキンレ
セプタ系列の一員であり、そのような系列にはＴＮＦ－αおよびＮＧＦのレセプタが含ま
れる。ＦａｓＬはＴＮＦに同族の細胞毒性シトキンであり、それは感受性標的細胞内でア
ポトーシス様細胞死滅（ａｐｏｐｔｏｔｉｃ　ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ）を誘発する（Ｎａ
ｇａｔａ他、１９９５、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６７：１４４９－１４５６）。このＦａｓＬ
／Ｆａｓ系はＴ細胞仲介細胞毒性、Ｔ細胞ホメオスタシスの調節および発生中の胸腺細胞
選択に関係していると推定されている。膜結合ＦａｓＬは細胞と細胞の接触によってそれ
の細胞毒性を及ぼし得るが、ＦａｓＬのｃＤＮＡを移入させて可溶ＦａｓＬを分泌させた
ＣＯＳ細胞の上澄み液にも有意な細胞毒性が確認されている（Ｒｅｎｓｉｎｇ－Ｅｈｌ他
、１９９５、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．２５：２２５３－２２５８）。Ｆａｓに対す
る抗体はＦａｓＬレセプタを持つ細胞にアポトーシスを誘発する。前記抗体をｎｕ／ｎｕ
マウスに１回注入するとヒトＢ細胞腫瘍の迅速な後退が誘発された（Ｔｒａｕｔｈ他、１
９８９、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４５：３０１－３０５）。しかしながら、Ｆａｓに対する抗
体を野生型マウスに投与すると肝臓内の細胞がアポトーシスを起こすことから致命的であ
る（Ｏｇａｓａｗａｒａ他、１９９３、Ｎａｔｕｒｅ　３６４：８０６－８０９）。
【０１７１】
最近成されたいくつかの報告に、悪性グリオームの治療でＦａｓ／ＦａｓＬ系を利用する
ことが提案された（Ｗｅｌｌｅｒ他、１９９４、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９４：９
５４－９６４；Ｗｅｌｌｅｒ他、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５５：２９３６－２９４４；Ｆ
ｒｅｉ　１９９８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．８７：１０５－１１３；Ｗｅｌｌｅ
ｒ他、１９９８、Ｂｒａｉｎ　Ｐａｔｈｏｌ．８：２８５－２９３）。重要な発見は、正
常な脳組織内にはＦａｓが発現しないことであった（Ｗｅｌｌｅｒ他、１９９８、Ｂｒａ
ｉｎ　Ｐａｔｈｏｌ．８：２８５－２９３；Ｇｒａｔａｓ他、１９９７、Ｂｒａｉｎ　Ｐ
ａｔｈｏｌ．７：８６３－８６９）。ただ１つの例外は内皮細胞であり、それらはインビ
トロにおいてＦａｓ抗体が誘発するアポトーシスに耐える（Ｗｅｌｌｅｒ他、１９９４、
Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９４：９５４－９６４）。それとは対照的に、Ｆａｓおよ
びＦａｓＬは両方とも悪性グリオーム内に発現する（Ｗｅｌｌｅｒ他、１９９８、Ｂｒａ
ｉｎ　Ｐａｔｈｏｌ．８：２８５－２９３）。理由は明らかではないが、ＦａｓとＦａｓ
Ｌの両方が同じグリオーム細胞内に存在しているとアポトーシスがもたらされない。しか
しながら、ＦａｓのｍＲＮＡが全ての一次グリア芽腫内に検出されかつ二次グリア芽腫の
約１／５に検出される。段階ＩからＩＶの星状細胞腫の系統的分析により、ＦａｓのｍＲ
ＮＡのレベルと悪性腫瘍進行が相互に関係していることが示された（Ｗｅｌｌｅｒ他、１
９９８、Ｂｒａｉｎ　Ｐａｔｈｏｌ．８：２８５－２９３）。Ｆａｓ蛋白質の定量により
、発現は主に大きな壊死領域を取り巻くグリオーム細胞内に観察されることが示された。
【０１７２】
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このような観察を基にして、Ｆａｓに対する抗体および可溶ＦａｓＬが培養物中のグリオ
ームに関して試験された（Ｗｅｌｌｅｒ他、１９９４、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉｎｖｅｓｔ．９
４：９５４－９６４；Ｗｅｌｌｅｒ他、１９９５、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５５：２９３
６－２９４４；Ｆｒｅｉ　１９９８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．８７：１０５－１
１３；Ｗｅｌｌｅｒ他、１９９８、Ｂｒａｉｎ　Ｐａｔｈｏｌ．８：２８５－２９３）。
両方ともアポトーシスをもたらしはしたが、ＦａｓＬの方がＦａｓに対する抗体よりも高
い効果を示した。ＦａｓＬは分析した１９の腫瘍細胞系の全部にアポトーシスを誘発した
（Ｆｒｅｉ他、１９９８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．８７：１０５－１１３）。ま
た、ＦａｓＬが腫瘍コロニーの形成に対して示す長期の効果も、分析を受けさせた高い段
階の８グリオームの全部に関して腫瘍コロニー増殖を９０％を越える度合で抑制すると言
った点で、より顕著であった（Ｆｒｅｉ他、１９９８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．
８７：１０５－１１３）。この著者は、彼らの結果を基にして、ＦａｓＬをしょう内また
は腫瘍内投与することはＦａｓを発現する悪性腫瘍細胞の治療にとって有望なアプローチ
であることを示唆した（Ｆｒｅｉ他、１９９８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．８７：
１０５－１１３）。
グリオームを治療するための二特異的ｓｃＦｖ－抗－ＥＧＦＲおよびｓｃＦｖ－抗－ＣＤ
３
現在、数多くの悪性病の治療、例えば卵巣癌の治療（Ｂｏｏｋｍａｎ、１９９８、Ｓｅｍ
ｉｎ．Ｏｎｃｏｌ．２５：３８１－３９６）または結腸直腸癌の治療（Ｋｕｆｅｒ他、１
９９７、Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．４５：１９３－１９７
）で二特異的単鎖抗体（ｓｃＦｖ）が探求されている。例えば、ＣＤ３とトランスフェリ
ンレセプタの両方に特異的な二特異的ｓｃＦｖは、活性化マウス細胞毒性Ｔリンパ球がト
ランスフェリンレセプタ含有ヒト細胞を特異的に破壊するように再び導いた（ｒｅｄｉｒ
ｅｃｔｅｄ）（Ｊｏｓｔ他、１９９６、Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３３：２１１－２
１９）。この二官能性反応体は数ｎｇ／ｍｌの濃度で効果を示す（Ｊｏｓｔ他、１９９６
、Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３３：２１１－２１９）。同様に、ＣＤ３と上皮細胞抗
原の両方に特異的な二特異的ｓｃＦｖを調製して結腸直腸癌を治療することが行われた（
Ｋｕｆｅｒ他、１９９７、Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．４５
：１９３－１９７）。また、腫瘍細胞に由来する膜結合ＩｇＭのイディオタイプとＣＤ３
の両方に特異的な二特異的抗体も調製された。そのような抗体はＢＣＬ１Ｂ細胞リンパ腫
マウスの腫瘍をなくすことが示された（Ｄｅ　Ｊｏｎｇｅ他、１９９７、Ｃａｎｃｅｒ　
Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．４５：１６２－１６５）。加うるに、すい臓癌
細胞に見られる抗原とＣＤ３の両方に結合する二特異的ｓｃＦｖも調製された（ＥＧＰ２
；上皮糖蛋白質－２　Ｃ０１７－１Ａ抗原、ＫＳＡ）。その結果として得られた蛋白質は
インビトロにおいて腫瘍破壊の仲介で効果を示した（Ｈｅｌｆｒｉｃｈ他、１９９８、Ｉ
ｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　７６：２３２－２３９）。
【０１７３】
このような報告は、ＣＤ３とＥＧＦＲの両方に特異的なｓｃＦｖを用いた方策の基礎を与
えるものである。ＥＧＦＲに対する二特異的抗体はグリオーム細胞を標的にする、と言う
のは、ＥＧＦＲは正常な脳組織には見られず、高い段階のグリオームの約半分に見られる
からである（Ｓｎｅｌｌｉｎｇ他、１９９５、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　１４：１１１－１１
４；Ｆａｉｌｌｏｔ他、１９９６、Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．３９：４７８－４８３；Ｓｔｒ
ａｇｌｉｏｔｔｏ他、１９９６、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　３２Ａ：６３６－６４０）
。この二特異的ｓｃＦｖのもう一方の末端部は活性化ＣＤ８+Ｔリンパ球に結合してグリ
オーム細胞を死滅させるであろう（例えば図１１の方策ＩＩを参照）。このような方策を
開発する時、Ｔ細胞が外傷後の中枢神経系に入り込み（Ｈｉｒｓｃｈｂｅｒｇ他、１９９
８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．８９：８８－９６）そして複数の硬化症および髄膜
炎を有する患者ばかりでなく正常な対照にも観察された（Ｖｒｅｔｈｅｍ他、１９９８、
Ａｃｔａ　Ｎｅｕｒｏｌ．Ｓｃａｎｄ．９７：２１５－２２０）ことが以前に出版された
出版物に示されていることを注目すべきである。従って、使用する二特異的抗体は細胞毒
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性Ｔ細胞をグリオームに補充すべきである。また、インターロイキン－２を活性化Ｔ細胞
と一緒に投与することもある種の患者には有利であると思われた（Ｈａｙｎｅｓ他、１９
９５、Ｃａｎｃｅｒ　７５：８４０－８５２）。従って、このような方策が不利な影響を
もたらす可能性はない。
グリオームを治療するためのＥＧＦＲに対する抗体
ＥＧＦＲに対する抗体がグリオームの治療で広範に研究され、段階Ｉ（Ｆａｉｌｌｏｔ他
、１９９６、Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．３９：４７８－４８３；Ｓｔｒａｇｌｉｏｔｔｏ，Ｇ
．他、１９９６、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ、３２Ａ：６３６－６４０）および段階ＩＩ
（Ｓｎｅｌｌｉｎｇ他、１９９５、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　１４：１１１－１１４）の両方
の臨床試行で用いられた。この治療の理論的解釈は、ＥＧＦＲを静脈内投与した後にＥＧ
ＦＲが数多くのグリオーム細胞に豊富に存在しかつＥＧＦＲに対する抗体がグリオーム内
に集中することが観察されたことを基にしている。このような観察を基にして、ＥＧＦＲ
に対する125Ｉ標識モノクローナル抗体が調製され、そしてそれがヒトグリオーム細胞内
に存在することが示された。また、予備的段階ＩＩ臨床試行も実施され（Ｓｎｅｌｌｉｎ
ｇ他、１９９５、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　１４：１１１－１１４）、この試行では、ＥＧＦ
Ｒに対する125Ｉ標識モノクローナル抗体がグリア芽腫多形（ｍｕｌｔｉｆｏｒｍｅ）を
伴う６０人の患者に全身投与された。
【０１７４】
その結果、治療は比較的安全でありかつ一次グリア芽腫多形の管理にある程度の有利さを
示し得ることが示された。しかしながら、そのような研究で全身投与された抗体が脳の中
に入るのはそれの約１％のみであることは明らかである（Ｓｎｅｌｌｉｎｇ他、１９９５
、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　１４：１１１－１１４）。
【０１７５】
このような臨床試行が開始されてからＥＧＦＲの腫瘍特異的変異体が同定された（Ｈｉｌ
ｌｓ他、１９９５、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　６３：５３７－５４３；Ｗｉｋｓｔｒａ
ｎｄ他、１９９５、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５５：３１４０－３１４８；Ｗｉｋｓｔｒａ
ｎｄ他、１９９７、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．５７：４１３０－４１４０；Ｏｋａｍｏｔｏ
他、１９９６、Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　７３：１３６６－１３７２；Ｗｉｋｓｔｒａｎ
ｄ他、１９９８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｖｉｒｏｌ．４：１４８－１５８；Ｓｃｈｍｉｄｔ他、
１９９８、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　７５：８７８－８８４；Ｒｅｉｓｔ他、１９９７
、Ｎｕｃｌ．Ｍｅｄ．Ｂｉｏｌ．２４：６３９－６４７）。この腫瘍特異的ＥＧＦＲ（Ｅ
ＧＦＲｖＩＩＩと呼ばれる）は内部欠如（ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｄｅｌｅｔｉｏｎ）を有し
、グリオームの約５０％に存在する。４グループの研究者がＥＧＦＲｖＩＩＩに対するモ
ノクローナル抗体を調製した（Ｈｉｌｌｓ他、１９９５、Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　６３：５３
７－５４３；Ｏｋａｍｏｔｏ他、１９９６、Ｂｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　７３：１３６６－
１３７２；Ｗｉｋｓｔｒａｎｄ他、１９９８、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｖｉｒｏｌ．４：１４８－
１５８；Ｓｃｈｍｉｄｔ他、１９９８、Ｉｎｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　７５：８７８－８８
４）。数多くのグリオーム細胞に見られるＥＧＦＲをより特異的に標的にするそのような
抗体を用いた臨床的試行を開始することにかなりの興味が持たれている。このような実験
は悪性グリオームのより有効で安全な治療を与える可能性がある。
【０１７６】
以下に示す実験によって本実施例に報告する研究の基礎を得た。
可溶Ｆａｓリガンドの分泌をもたらす試験細胞が成功裏に移入されることの立証
可溶形態のＦａｓＬをコード化して発現させる遺伝子を有する細胞を生じさせる目的でＣ
ＯＳ細胞の移入を実施し、この細胞が可溶なＦａｓＬを分泌したことで、この移入は成功
であった。図１２は、可溶（端が切り取られた）ＦａｓＬをコード化するｃＤＮＡを移入
させたＣＯＳ細胞が可溶ＦａｓＬを合成して分泌することを立証するウエスタンブロット
アッセイの画像である。前記ｃＤＮＡはプラスミドｐＳｅｃＴａｇ2／Ｈｙｇに含まれて
いた（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ；本明細書に示す遺伝子構造物の
デザインおよび合成の実施例１０を参照）。前記細胞にリポフェクタミンを用いた過渡的
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移入を受けさせて、Ｒｅｎｓｉｎｇ－Ｅｈｌ他が記述した如きウエスタンブロッティング
による定量を受けさせた（Ｒｅｎｓｉｎｇ－Ｅｈｌ他、１９９５、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．２５：２２５３－２２５８の図２を参照）。レーン１は、移入を受けさせて２日
間インキュベートした細胞（２ｍｌの培地中約５ｘ１０5）から得た細胞溶解産物（１４
μｇの蛋白質）を示している。レーン２：レーン１と同じであるが４日間のインキュベー
ション後である。レーン３：見せ掛け移入を受けさせ（ｍｏｃｋ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅ
ｄ）て４日間インキュベートした細胞から得た細胞溶解産物。レーン４：移入を受けさせ
てインキュベーションを１日行った後の細胞から得た培地（１８μｌ）（濃縮を受けさせ
ていない）。レーン５：レーン４と同じであるが２日間のインキュベーション後である。
レーン６：レーン４と同じであるが４日間のインキュベーション後である。レーン７：見
せ掛け移入を受けさせて４日間インキュベートした細胞から得た培地。レーン４から７に
含まれる拡散した白色の帯は、培地サンプルに含まれる大濃度のアルブミンであり、これ
がウエスタンブロットの背景を減少させている。
【０１７７】
この実験で得たデータから、試験細胞系（ＣＯＳ）に遺伝子が移入された結果として前記
細胞系がＦａｓリガンドの可溶変形を発現させて分泌し得ることは明らかである。
試験細胞が分泌したＦａｓリガンドがＦａｓ含有細胞を殺す
脳組織に含まれるグリオーム細胞を殺す時に用いられるグリオーム毒性蛋白質がｈＭＳＣ
内に生じるようにｈＭＳＣに移入を受けさせることの可能性を立証する目的で下記の実験
を実施した。この実験の結果を下記の如く図１３に示す。図１３ａ－ｄは、可溶ＦａｓＬ
をコード化するｃＤＮＡを過渡的に発現させるＣＯＳ細胞から得た培地が２９３細胞（Ｆ
ａｓ+）の増殖を抑制しかつ殺すことを示す１組の顕微鏡写真の画像である。移入を受け
させて移入後４８時間の時のＣＯＳ細胞から得た１ｍｌの培地に加えて１ｍｌの新鮮な培
地を約５ｘ１０5個の２９３細胞と一緒にインキュベートした。３日間のインキュベーシ
ョンの時の２９３細胞を示す。この処理によって生存可能細胞が９０％を越える度合で減
少した。図１３ａに、見せ掛け移入を受けさせたＣＯＳ細胞から得た１ｍｌの培地と一緒
にインキュベートした対照の２９３細胞を示す。図１３ｂに、可溶ＦａｓＬを発現させる
ＣＯＳ細胞から得た１ｍｌの培地と一緒にインキュベートした試験２９３細胞を示す。位
相差倍率はｘ１００であった。図１３ｃおよび１３ｄに、図１３ｂと同じであるが倍率を
高くしてｘ２００にした時の培養物を示す。細胞の外観は、それらはアポトーシス性（ａ
ｐｏｐｔｏｔｉｃ）であることを示唆している。
外因性遺伝子を発現させるマウスおよびヒトＭＳＣの形質導入を成功裏に行うことができ
ることの立証
マウスおよびヒトＭＳＣが試験外因性遺伝子を発現するようにそれに遺伝工学処理を受け
させることができることを示す目的で、試験的遺伝子であるチロシン水酸化酵素を用いた
実験を実施した。図１４および１５に、このような実験の結果を示し、これは、マウスお
よびヒトＭＳＣが試験外因性遺伝子であるチロシン水酸化酵素を発現するようにそれにレ
トロウイルスベクターを用いた遺伝工学処理を成功裏に受けさせることができることを立
証している。図１４は、試験遺伝子（チロシン水酸化酵素）を含有するレトロウイルス（
ｐＬＮＣＸ）を用いて形質導入を受けさせたラットＭＳＣのウエスタンブロットの画像で
ある。レトロウイルス形質導入の条件は本明細書の実施例１０に記述する如き条件であっ
た。細胞溶解産物およびチロシン水酸化酵素の抗体を用いてウエスタンブロットアッセイ
を実施した。レーン１：ＭＷマーカー。レーン２－５：形質導入を受けさせたＭＳＣの細
胞溶解産物（５または１０μｇの蛋白質）。レーン６：形質導入を受けさせていないＭＳ
Ｃの細胞溶解産物。レーン７：対照細胞（２９３）の細胞溶解産物。図１５は、試験ｃＤ
ＮＡ（チロシン水酸化酵素）を含有するレトロウイルスを用いて形質導入を受けさせたヒ
トＭＳＣが産物（Ｌ－ＤＯＰＡ）を合成および分泌することを示すグラフである。前記細
胞を必須補助因子である５０μＭのテトラヒドロプテリジンと一緒にインキュベートした
後、前記培地内に生じたＬ－ＤＯＰＡをＨＰＬＣで定量した。対照ＭＳＣから得た培地に
は全くＬ－ＤＯＰＡが検出されなかった。
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【０１７８】
図１２および１３に記述した実験で用いた可溶ＦＡＳリガンド用プロモーターおよびｃＤ
ＮＡを図１４および１５に記述した実験で用いたレトロウイルスに転移させることを通し
て、図１１に記述するように、毒性蛋白質、例えばＦａｓＬまたは別のグリオーム毒性蛋
白質などを分泌するＭＳＣを生じさせることができる。本明細書の実施例１０に記述する
ように、グリオーム毒性蛋白質を分泌するように遺伝工学処理を受けさせた前記ＭＳＣが
培養状態のグリオーム細胞の増殖を抑制しかつ殺すと言った有効性を評価することができ
る。更に、本明細書の実施例１０に記述するように、グリオーム毒性蛋白質を分泌するよ
うに遺伝工学処理を受けさせた前記ＭＳＣがラット内のグリオーム細胞の増殖を抑制しか
つ殺すと言った有効性を評価することができる。
ラットの脳へのｈＭＳＣの植え付けおよび移行
本明細書の実施例９に報告するように、ヒト骨髄から得たｈＭＳＣをラットの脳に植え付
けると、これは神経幹細胞の移行で知られる路に沿って移行する（図１６）。より最近に
なって、星状細胞が豊富な培養物を宿主ラットの脳から調製した時に培養物に含まれる少
量のヒト細胞を回収することができることを見い出した。更に、より少ない量のヒト細胞
が初期星状細胞の形態を取っていてグリアの原線維状酸蛋白質、即ち初期星状細胞のマー
カーを含有している（図１０）。表４に示すように、骨髄移植を受けさせたラットから得
た脳断片を評価した結果、１２０日後でもヒト細胞の１５％が存在することが示された。
ラットの脳から得た星状細胞豊富培養物の評価を行った結果、その培養物に含まれる細胞
の約５％がヒト細胞であることが示された。この培養物に含まれるヒト細胞の約１％がグ
リアの原線維状酸性蛋白質の抗体で明確に染まる（表５）。この細胞のいずれもＥＤ－１
に対する抗体で明確には染まらず、従って前記ヒト細胞は小グリア細胞ではなかった。
注入したＭＳＣが新生児マウスの脳が成長している間に増殖
他の実験において、マウスの骨髄間質細胞（ｍＭＳＣ）をマウスから調製して、７日令の
新生児マウスの脳に注入した。脳室の胚ゾーンに前記ｍＭＳＣを約５０，０００個注入し
た。核に前以てビス－ベンズアミド（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．、Ｓｔ．Ｌ
ｏｕｉｓ、ＭＯ）による標識を付けておくことで供与体細胞の検出を行った。１２日およ
び４５日後に供与体細胞を注入部位の所で回収したが、ｈＭＳＣを用いたラット実験の場
合と同様に、それらはまた脳の大きな領域に移行することも確認した（図１６）。倍率を
より高くすることで、前記細胞は線形隊列の状態でそれら自身が配列することを見ること
ができ、外包、脳梁、前交連、前面海馬交連内の白色物跡に沿って移行しかつ線条の繊維
束に沿って移行すると見られる（図１６および１７）。それらはまた反対側半球の線条内
にも見られた。本明細書に記述するように、脳の凍結断片に含まれる蛍光核の数を数える
ことで、１２日後にと殺した１匹のマウスおよび４５日後にと殺した別のマウスの脳に存
在する細胞の数を推定した。表６に示すように、新生児マウスの脳が成長するにつれて供
与体細胞の数が約４０倍増加した。成熟したマウスの脳に含まれるＤＮＡ含有量を定量し
た結果、それに含まれる細胞の数は約１０8個であることが示された。従って、４５日目
の供与体細胞は脳の全細胞の約２％に相当していた。
【０１７９】
マウスの脳の分析により、腫瘍の形成の証拠は全く見られず、このマウスは如何なる神経
学的兆候も腫瘍の症状も全く示さないことが立証された。従って、供与体細胞の増殖は成
長するマウスの脳に含まれる内因性神経幹細胞の増殖と平行して起こる過程であると見ら
れる。
Ｆａｓ、ＦａｓＬおよびＥＧＦＲのｍＲＮＡに関するｈＭＳＣのアッセイ
Ｆａｓ、ＦａｓＬまたはＥＧＦＲをコード化するｍＲＮＡをｈＭＳＣが含有するか否かを
測定する目的で、ｈＭＳＣから得た32Ｐ標識ポリＡ　ＲＮＡをドットブロットアッセイで
用いた。ｈＭＳＣ中にはＦａｓ、ＦａｓＬまたはＥＧＦＲに特異的なｍＲＮＡを検出する
ことができなかった（データは示していない）。このような結果を立証する目的で、ｍＲ
ＮＡに関するＲＴ－ＰＣＲアッセイを実施した。図１８に示す結果は、低いレベルではあ
るがＦａｓＬに特異的なｍＲＮＡが検出されはしたがＦａｓに特異的なｍＲＮＡが存在す
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る証拠は全く見られないことを示している。
ラットにおけるＣ６グリオームモデルで実施した実験
ラットの脳の片側に存在する大脳半球の白色物と灰色物の連結部の縁にＣ６ラットグリオ
ーム細胞（約１００，０００）を注入した。２週間後、凍結断片を調製して、ヘミロトキ
シンおよびエオシンによる染色を受けさせた。図１９に示すように、前記Ｃ６グリオーム
細胞はラットの脳に成功裏に植え込まれた。図１９は、グリオームの縁の輪郭がいかに鮮
明であるかを示しておりかつ異様な核を有するグリオーム細胞が時折見られることを示し
ている。
【０１８０】
グリオーマ細胞に対して毒性のタンパク質を発現及び分泌するためのｈＭＳＣｓの遺伝子
工学
これらの実験の全体の方法は以下のとおり略述することができる。
【０１８１】
（ａ）３つの異なる腫瘍毒性タンパク質の分泌された形態を発現するように設計されてい
るレトロウイルスベクターを製造し（図１１）、（ｂ）レトロウイルスベクターを使用し
てｈＭＳＣｓを感染させ、（ｃ）安定に感染された（ｓｔａｂｌｙ　ｉｎｆｅｃｔｅｄ）
ｈＭＳＣｓをスクリーニングして高レベルの組換え腫瘍毒性タンパク質を分泌するクロー
ンを同定し、そして（ｄ）高産生性クローンを骨芽細胞、軟骨細胞及び脂肪細胞に生体外
で分化するそれらの能力をアッセイして、細胞がそれらの多分化性（ｐｌｕｒｉｐｏｔｅ
ｎｔｉａｌｉｔｙ）を保持していることを確実にする。次いで該クローンを本明細書で述
べた生体外及び生体内でのグリオーマ毒性（ｇｌｉｏｍａ　ｔｏｘｏｃｉｔｙ）のアッセ
イに使用する。
【０１８２】
３つの異なるグリオーマ毒性タンパク質を例として使用する。各々を選ぶための根本理由
は以下に説明する。
【０１８３】
グリオーマ毒性タンパク質としてのＦａｓリガンド（ＦａｓＬ）
ＦａｓＬは本発明で使用するのに好ましい遺伝子である。何故ならば、ａ）可溶性Ｆａｓ
Ｌは悪性グリオーマ細胞においてアポトーシスを誘発するが、ＣＮＳの正常細胞において
は誘発しないことが示され（Ｗｅｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉ
ｎｖｅｓｔ．９４：９５４－９６４；　Ｗｅｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｃａｎ
ｃｅｒ　Ｒｅｓ．５５：２９３６－２９４４；　Ｆｒｅｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｊ
．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．８７：１０５－１１３；　Ｗｅｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，
１９９８，Ｂｒａｉｎ　Ｐａｔｈｏｌ．８：２８５－２９３）、（ｂ）細胞毒性可溶性Ｆ
ａｓＬがここにおいて遺伝子トランスフェクションされたＣＯＳ細胞により分泌され、従
って、ｈＭＳＣｓは可溶性ＦａｓＬを分泌する細胞を発生するための遺伝子工学的を受け
やすいようであり、ｃ）ｈＭＳＣｓは低いレベルのＦａｓＬｍＲＮＡを発現しそしてＦａ
ｓｍＲＮＡを発現しない（図１８）。従って、ｈＭＳＣｓはより高いレベルのＦａｓＬを
合成及び分泌するように一旦遺伝子工学的に操作されるとアポトーシスを受けないようで
あり、ｄ）ｈＭＳＣｓを局所的に注入（ｉｎｆｕｓｉｏｎ）及びエングラフトメント（ｅ
ｎｇｒａｆｔｍｅｎｔ）して可溶性ＦａｓＬを分泌することに基づく治療は全身系毒性（
ｓｙｓｔｅｍｉｃ　ｔｏｘｉｃｉｔｙ）を回避するが長期のタンパク質のソースを与える
からである。これらの実験は、ｈＭＳＣｓにおけるＦａｓＬの発現及びそれからのＦａｓ
Ｌの分泌が、単純ヘルペスチミジンキナーゼ（ｈｅｒｐｅｓ　ｓｉｍｐｌｅｘ　ｔｈｙｍ
ｉｄｉｎｅ　ｋｉｎａｓｅ）（Ｕｃｋｅｒｔ，１９９８，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ．Ｔｈｅｒ．
９：８５５－８６５）のような自殺遺伝子の細胞中の存在又はテトラサイクリン感受性プ
ロモーター（Ｓｔｅｉｎｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ａｒｃｈ．Ｖｉｔｒｏｌ．
１４３：３５４８）のような条件プロモーター（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ　ｐｒｏｍｏｔ
ｏｒ）により調節されうる、その後の実験のための基礎も与える。
グリオーマ毒性遺伝子／タンパク質としてＥＧＦＲ及びＣＤ３の両方に対して特異的な二
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重特異性ｓｃＦｖ
グリオーマ毒性遺伝子としてＥＧＦＲ及びＣＤ３にたいして特異的な二重特異性ｓｃＦｖ
は本発明における使用のための１つの好ましい構築物（ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ）である。何
故ならば、（ａ）それにより発現されたタンパク質は他の悪性疾患（ｍａｌｉｇｎａｎｃ
ｙ）を処理するのに使用されておりそして有望な結果が得られ（Ｋｕｆｅｒ　ｅｔ　ａｌ
．，　１９９７，Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．４５：１９３
－１９７；Ｄｅ　Ｊｏｎｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．．４５：１６２－１６５；　Ｂｏｏｋｍａｎ，Ｓｅｍｉｎ．Ｏ
ｎｃｏｌ．２５：３８１－３９６；　Ｈｅｌｆｒｉｃｈ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｉｎ
ｔ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　７６：２３２－２３９；　Ｊｏｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，
Ｍｏｌｅｃ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．３３：２１１－２１９）、そして（ｂ）この遺伝子の使用
は末梢組織に適用可能であると同様にＣＮＳに適用可能である。その理由はＴリンパ球が
ＣＮＳの病理学的変化中に増加した数でＣＮＳに現れ（Ｈｉｒｓｃｈｂｅｒｇ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９９８，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．８９：８８－９６）、そして更に活性
化されたＴ細胞の注入（ｉｎｆｕｓｉｏｎ）はいくらかの患者において有利であった（Ｈ
ａｙｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃａｎｃｅｒ　７６：８４０－８５２）からである。この
遺伝子は上記した如き自殺遺伝子又は誘導性プロモーターを使用して二重特異性ｓｃＦｖ
の産生を調節するために更に精製することができる（Ｕｃｋｅｒｔ，１９９８，Ｈｕｍ．
Ｇｅｎｅ．Ｔｈｅｒ．９：８５５－８６５；　Ｓｔｅｉｎｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９８，Ａｒｃｈ．Ｖｉｒｏｌ．１４３：３５４８）。
【０１８４】
グリオーマ毒性遺伝子／タンパク質としてＥＧＦＲｖＩＩＩに対するｓｃＦｖ抗体
このグリオーマ毒性遺伝子も好ましい。何故ならば、ａ）この遺伝子の使用の潜在的な危
険及び実行可能性についての多数の情報がＥＧＦＲに対して特異的な125Ｉ標識モノクロ
ーナル抗体を使用して最近のＩＩ期臨床実験（ｃｕｒｒｅｎｔ　ｐｈａｓｅ　ＩＩ　ｃｌ
ｉｎｉｃａｌ　ｔｒｉａｌ）において既に得られており（Ｓｎｅｌｌｉｎｇ　ｅｔ　ａｌ
．，１９９５，Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　１４：１１１－１１４；　Ｆａｉｌｌｏｔ　ｅｔ　
ａｌ．，１９９６，Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．３９：４７８－４８３；　Ｓｔｒａｇｌｉｏｔ
ｔｏ，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　３２Ａ：６３６－６４０）、ｂ）エングラフテッドト
ランスフェクションされた（ｅｎｇｒａｆｔｅｄ　ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ）ｈＭＳＣｓ
を使用してＥＧＦＲに対するｓｃＦｖ抗体を分泌させ、続いて125Ｉ標識抗体をマウスｓ
ｃＦｖに投与するこの二段階方法は、最近使用されるＥＧＦＲに対するモノクローナル12

5Ｉ標識抗体より更に特異的な治療を与えるはずてあり、そしてｃ）このタンパク質の使
用は、特異性がＥＧＦＲに対するマウスｓｃＦｖの結合及びマウスｓｃＦｖに対する125

Ｉ標識抗体の結合の両方において達成されるので、ＥＧＦＲｖＩＩＩに対する125Ｉ標識
抗体の使用よりも更に特異的であるらしいからである。
【０１８５】
上記の外に、レトロウイルスベクターはそれらが導入される細胞において高いレベルの安
定な遺伝子発現を再現可能に生じさせるので、レトロウイルスベクターを使用することが
できる。更に、多様なレトロウイルス構築物が商業的に入手可能であり、そしてｈＭＳＣ
ｓにおいて使用することができる。正常な志願者の腸骨稜（ｉｌｉａｃ　ｃｒｅｓｔｓ）
からの骨髄吸引液（ｍａｒｒｏｗ　ａｓｐｉｒａｔｅｓ）及び器官ドナーの部検（ａｕｔ
ｏｐｓｙ）で得られた椎体（ｖｅｒｔｅｂｒａｌ　ｂｏｄｉｅｓ）からの骨髄（ｍａｒｒ
ｏｗ）を使用してｈＭＳＣｓを単離を単離することができる。椎体からの骨髄も使用する
ことができる。何故ならば、それらは多数のｈＭＳＣｓ（骨髄吸引液当たり１０8の代わ
りに約２×１０9／体（ｂｏｄｙ））を与えるからである。また、ドナー椎体（ｄｏｎｏ
ｒ－ｖｅｒｔｅｂｒａｌ　ｂｏｄｉｅｓ）から得られたｈＭＳＣｓが腸骨吸引液からのｈ
ＭＳＣｓとして脳においてエングラフトされる（ｅｎｇｒａｆｔ）ならば、それらは潜在
的臨床実験のための好ましいソースであることができる。
【０１８６】
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遺伝子構築物の設計及び合成
ＦａｓＬ構築物の場合に、プラスミド（ｐＢＬ－ＫＡ１５）におけるラットＦａｓＬｃＤ
ＮＡはＳｕｄａ　ｅｔ　ａｌ．，（１９３３，Ｃｅｌｌ７５：１１６９－１１７８）に記
載されている。遺伝子の細胞外領域（ＡＴＧ＋ｎｔ３７１～９１０；Ｓｕｄａ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９３３，Ｃｅｌｌ７５：１１６９－１１７８））をＰＣＲ増幅させ、そして配列
をクローニングする。次いでｃＤＮＡを、Ｉｇκ鎖分泌シグナル、ＣＭＶプロモーター、
ｍｙｃ　ｔａｇ、及びハイグロマイシン耐性遺伝子を含む分泌ベクター（ｐＳｅｃＴａｇ
２／Ｈｙｇｒｏ：Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）に移す。次いでフラ
ンキング遺伝子（ｆｌａｎｋｉｎｇ　ｇｅｎｅ）を含む配列を標準レトロウイルスベクタ
ー（ｐＬＮＣＸ：Ｃｌｏｎ　Ｔｅｃｈ　Ｉｎｃ，Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）に移す。
【０１８７】
ＥＧＦＲに対するｓｃＦｖの場合に、レトロウイルスベクターｐＢａｂｅＮｅｏ／ｓｃＦ
ｖ－２２５Ｓが記載されている（Ｊａｎｎｏｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｏｎｃｏｇｅ
ｎｅ　１３；２７５－２８２）。細胞からのタンパク質の分泌を改良するために、Ｊｏｓ
ｔ　ｅｔ　ａｌ．（Ｊｏｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２６
９：２６２６７－２６２７３）により記載された如くしてグリコシル化部位を導入する。
ＥＧＦＲＩに対するｓｃＦｖ抗体遺伝子をＥＧＦＲｖＩＩＩに対するｓｃＦｖのための遺
伝子で置き換える。何故ならば、それは本明細書で引用された参考文献に記載のとおりＥ
ＧＦＲのグリオーマ腫瘍特異的バリアントであるからである。
【０１８８】
ＥＧＦＲ及びＣＤ３の両方に対する二重特異性ｓｃＦｖは本明細書に引用された参考文献
に記載されている。ＣＤ３及びＦＬＡＧエピトープ（Ｗｉｃｋｈａｍ　ｅｔ　ａｌ．，１
９９７，Ｊ．Ｖｉｏｌ．７１：７６６３－７６６９）の両方に対するこの二重特異性ｓｃ
Ｆｖを、抗ＦＬＡＧｓｃＦｖ配列を本発明で使用するためのレトロウイルスベクターｐＬ
ＮＣＸ中のｓｃＦｖ抗ＥＧＦＲ又はｓｃＦｖ抗ＥＧＦＲｖＩＩＩのための配列で置き換え
ることにより変成する（ｍｏｄｉｆｉｅｄ）。
【０１８９】
レトロウイルストランスフェクション
レトロウイルストランスフェクションのために標準プロトコルを使用する。条件は、マウ
スＭＳＣｓを安定にトランスフェクションするのに使用された条件に匹敵し、そして他の
人がｈＭＳＣｓを安定にトランスフェクションするのに使用沙汰条件に匹敵する（Ｇｏｒ
ｄｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．８：１３８５－１３９
４；Ｃｈｕａｈ　ｅｔ　ａｌ，１９９８，Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．９：３５３－３
６５；Ｂｕｌａｂｏｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｊ．Ｈｅｍａｔｏｔｈｅｒ．７：２
２５－２３９）。ベクターを両種指向性ネズミパッケージング細胞系（ａｍｐｈｏｔｒｏ
ｐｉｃ　ｍｕｒｉｎｅ　ｐａｃｋａｇｉｎｇ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅ）に安定にトランスフ
ェクションする（Ｒｅｔｒｏ－Ｐａｃｋ；ＰＴ６７；Ｃｌｏｎ　Ｔｅｃｈ，Ｉｎｃ．Ｐａ
ｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）。構成ウイルス産生体クローン（ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ　ｖ
ｉｒｕｓ　ｐｒｏｄｕｃｅｒ　ｃｌｏｎｅｓ）をＧ４１８又はハイグロマイシンによる選
択により単離し、ウイルス力価（ｖｉｒｕｓ　ｔｉｔｅｒｓ）をＮＩＨ－３Ｔ３細胞上で
アッセイする。高い力価のクローンの上清を使用してｈＭＳＣｓを感染させる。一次培養
物を引き続く三日感染させ、そして細胞を５～１４日間選択下に置いて、安定に発現する
クローンを得る。
【０１９０】
組換え遺伝子発現を、プライマーにたいする既知の遺伝子配列を使用してＲＴ－ＰＣＲア
ッセイにおいて最初にアッセイする。耐性細胞クローンから得られた細胞を含まない上清
を（ｃｅｌｌ－ｆｒｅｅ　ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ）をプールし、そしてアミコン（Ａｍ
ｉｃｏｎ）撹拌装置を使用して４５倍濃縮し、次いでＬＮ－２２９及びＣ６グリオブラス
トーマ細胞の細胞毒性によりアッセイして（Ｆｒｅｉ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｊ．Ｎ
ｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．８７：１０５－１１３；Ｂａｒｔｈ　１９９８，Ｊ．Ｎｅｕｒ
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ｏｏｎｃｏｌ．３６：９１－１０２）、活性なＦａｓＬの分泌を評価する。ｓｃＦｖ抗体
を発現する細胞を評価するために、ｍｙｃ（インビトロゲン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ））
に対する特異的抗体の存在を濃縮媒体中において検出して、レトロウイルスベクターから
発現されるｍｙｃエピトープを検出する。マウスｓｃＦｖに対する抗血清をトランスフェ
クションされたｈＭＳＣｓにより合成されたタンパク質を使用して製造し、そしてアッセ
イにおいて使用する。ウサギにおける抗血清を製造するのにｈＭＳＣｓから得られた不十
分なタンパク質の問題は、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）における組換えタンパク質を製造する
ことにより回避することができる。
【０１９１】
ｈＭＳＣｓの単離及び拡張
ｈＭＳＣｓの単離の方法は実施例９に上記したとおりである。この方法を３～１５回（ｐ
ａｓｓａｇｅｓ）繰り返す。同様な条件を使用して、ヒトドナーからの椎体から得られた
ｈＭＳＣｓを単離しそして増殖する（ｅｘｐａｎｄ）。
【０１９２】
明らかにサンプリングの問題による腸骨稜の吸引液から得られたｈＭＳＣｓのサンプルの
培養物における寿命の変動がある。寿命は、コロニー形成単位（ＣＦＵｓ）を発生するた
めの最初のサンプルの有効性と密接に関係しており、そしてＣＦＵアッセイを使用して培
養物における１５までの倍加（ｄｏｕｂｌｉｎｇｓ）を受けるであろうｈＭＳＣｓのサン
プルを同定することができる。ＣＦＵｓを特徴付けるために、７０～９０％集密性（ｃｏ
ｎｆｌｕｅｎｃｙ）に培養物において拡張されたｈＭＳＣｓを３７℃で５分間トリプシン
－ＥＤＴＡ（ＧＩＢＣＯ，Ｇｒａｎｄ　Ｉｓｌａｎｄ，ＮＹ）を使用して採取し、そして
血球計を使用して計数した。ガラス製パストゥールピペットを頂部で炎に当ててその直径
を減少させた。細胞を狭くなったピペットを通して数回吸って細胞の分離を確実にした。
次いで細胞を完全媒体（α－ＭＥＭ；ＧＩＢＣＯ；２０％ロット選択されたＦＣＳ）、１
Ｘペニシリン－ストレプトマイシン（ＧＩＢＣＯ）及び２ｍＭＬ－グルタミン（ＧＩＢＣ
Ｏ）中で１：１００に希釈した。約１００～２００の細胞を１００ｍｍ組織培養皿（Ｆａ
ｌｃｏｎ，Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｅｎｓｏｎ，Ｌｉｎｃｏｌｎ　Ｐａｒｋ，ＮＪ）で平
板培養し、そして５％加湿ＣＯ2中で３７℃で１０～１４日間インキュベーションした。
培地を吸引し、細胞を１×ＰＢＳで洗浄し、そしてメタノール中の５％クリスタルバイオ
レットで室温で１０分間染色した。染料（ｓｔａｉｎ）を細胞から吸引し、次いで細胞を
蒸留水で２回洗浄した。可視コロニーを計数しそしてＣＦＵｓを平板培養された全体の細
胞の百分率として計算した。
【０１９３】
分化／多分化能のアッセイ
下記の条件を使用してｈＭＳＣｓの骨芽細胞への分化をアッセイした。ｈＭＳＣｓを完全
培地において７０～９０％集密性となるように培養した。培地を骨形成培地（ｏｓｔｅｏ
ｇｅｎｉｃ　ｍｅｄｉｕｍ）（完全培地、１０-8Ｍデキサメタゾン、０．２ｍＭアスコル
ビン酸；Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）及び１０ｍ
Ｍβグリセロールリン酸（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，
ＭＯ）で３日毎に置き換えた。鉱物の付着は通常２～３週間後に観察された。培養物をＰ
ＢＳで洗浄しそして氷冷７０％エタノールの溶液中に１時間固定してアリザリンレッド（
ＡＲ－Ｓ）で染色し、そしてカルシウム鉱物含有率を定量した。培養物をＭｉｌｌｉ－Ｑ
精製水（Ｍｉｌｌｉ－Ｑ　ｐｕｒｉｆｉｅｄ　ｗａｔｅｒ）で洗浄しそして回転させなが
ら４０ｍＭアリザリンレッド－Ｓ、ｐＨ４．２（１ｍｌ／３５ｍｍプレート）で１０分間
染色した。次いで培養物を水で５回洗浄し、続いてＰＢＳで１５分間洗浄して（回転を伴
って）、非特異的ＡＲ－Ｓ染色を減少させた。染色された培養物を撮影し、続いて１０ｍ
Ｍリン酸ナトリウム中の１０％ｗ／ｖセチルピリジニウムクロリド（ＣＰＣ）、ｐＨ７．
０を使用して室温で１５分間定量的抽出処理した。これらのＡＲ－Ｓ抽出物のアリクォー
トを１０％ＣＰＣ溶液中で１０倍希釈し、ＡＲ－Ｓ濃度を分光光度計で５６２ｎｍにおけ
る吸光度測定により決定した。値を結合染料（Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８、Ｈｏｅｃｈｓ
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ｔ　Ｍａｒｉｏｎ　Ｒｏｕｓｓｅｌ，Ｋａｎｓａｓ　Ｃｉｔｙ，ＭＯ）によりアッセイさ
れた全ＤＮＡ含有率について正規化した。
【０１９４】
ｈＭＳＣｓの脂肪細胞への分化を下記の方法を使用して評価した。ｈＭＳＣｓを完全培地
中で９５％集密性となるように培養した。培地を０．５μＭヒドロコルチゾン、１２５ｍ
ＭＩＢＭＸ及び３５ｍＭインドメタシンを含有するＭＨＩカクテルで３日毎に置き換えた
。脂質小胞（ｌｉｐｉｄ　ｖａｃｕｏｌｅｓ）を含む細胞が２～３週間後に観察された。
脂肪の存在をオイルレッドＯ（Ｏｉｌ－ｒｅｄ　Ｏ）染色（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）により検出した。細胞をＰＢＳで洗浄しそして１
０％ホルマリン中に１０分間固定し、そして新たなオイルレッドＯ溶液（３部のオイルレ
ッドＯストック［９９％イソプロピルアルコール中の０．５％オイルレッドＯ］、２部の
蒸留水、中で染色し、５分間混合し、そして１０～１５分間フィルター滅菌した。プレー
トを水で３回洗浄した。１つ以上の脂肪細胞を含むコロニーの数及びコロニー当たり脂肪
細胞の数（平均±Ｓ．Ｄ．）を計数した。
【０１９５】
グリオーマ細胞を殺すのに又はその寿命を制限するのに十分な所望の組換えタンパク質の
分泌の十分なレベルがトランスフェクションされた細胞において観察されるかどうかに基
づいて結果を評価する。
【０１９６】
培養物中の遺伝子工学的に処理されたｈＭＳＣｓの有効性の試験
他の人々により広く使用されてきた標準プロトコルをこれらの実験で使用するが、培養物
に潜在的腫瘍毒性試薬（ｐｏｔｅｎｔｉａｌｌｙ　ｔｕｍｏｒ　ｔｏｘｉｃ　ｒｅａｇｅ
ｎｔ）を加える代わりに、腫瘍毒性タンパク質を分泌するように工学的に処理されたｈＭ
ＳＣｓを加える。
【０１９７】
グリオーマ細胞ソース
β－ガラクトシダーゼ（ｌａｃＺ）遺伝子が挿入されている及び挿入されていないラット
Ｃ６グリオーマ細胞（Ｒａｔ　Ｃ６　ｇｌｉｏｍａ　ｃｅｌｌｓ）及びヒトＴ９８Ｇグリ
オーマ細胞（ｈｕｍａｎ　Ｔ９８Ｇ　ｇｌｉｏｍａ　ｃｅｌｌｓ）はアメリカン・タイプ
・カルチャー・コレクション（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌ
ｅｃｔｉｏｎ）（ＡＴＣＣ）から得られた。更に、確認された病理学的診断を有する１３
ヒトグリオブラストーマ多形腫瘍（ｈｕｍａｎ　ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ　ｍｕｌｔｉ
ｆｏｒｍ　ｔｕｍｏｒｓ）の一次培養物を使用のために製造した。使用することができる
追加のグリオーマ細胞系ＬＮ－１８、ＬＮ－２１５、ＬＮ－２２９、ＬＮ－３０８、ＬＮ
－３１９及びＬＮ－４０５はＷｅｌｌｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，（１９９５，Ｃａｎｃｅｒ　
Ｒｅｓ．５５：２９３６－２９４４）に記載されている。
【０１９８】
腫瘍毒性（Ｔｕｍｏｒ　Ｔｏｘｉｃｉｔｙ）のアッセイ
Ｆｒｅｉ　ｅｔ　ａｌ．（１９９８，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．８７：１０５－１
１３）に記載の条件の如き標準アッセイ条件を使用する。１：１０，０００～１：１の範
囲のｈＭＳＣｓ対ヒトグリオーマ細胞の割合を使用する。ｈＭＳＣｓを殺すことはグリオ
ーマを殺すことから区別される。これは前記したようにビス－ベンズアミド（Ｓｉｇｍａ
　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）によるいずれかの細胞タイプの
先の核標識（ｐｒｉｏｒ　ｎｕｃｌｅａｒ－ｌａｂｅｌｉｎｇ）による。ｓｃＦｖ抗ＥＧ
ＦＲを分泌するｈＭＳＣｓの効果を評価するために（図１１の方法ＩＩＩ）、より複雑な
アッセイを使用することができる。ｓｃＦｖ抗ＥＧＦＲを分泌する細胞の効果を、マウス
ｓｃＦｖに対する125Ｉ標識ウサギＩｇＧを添加して及び添加しないで検査する。125Ｉ標
識ＩｇＧは、細胞混合物のインキュベーションの開始の１２又は４８時間後に０．０３９
～２０μＣｉ／ｍｌの濃度で加える（Ｒｅｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｒｅｓ．５５：４３７５－４３８２）。抗マウスｓｃＦｖの細胞結合を、Ｒｅｉｓｔ
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　ｅｔ　ａｌ．（Ｒｅｉｓｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．．５５
：４３７５－４３８２）により述べられたようにＦＩＴＣｔａｇ及び免疫蛍光顕微鏡検査
法及び放射能標識を使用して評価する。ｓｃＦｖ抗ＥＧＦＲを分泌するｈＭＳＣｓはアポ
トーシスについてはアッセイされない。何故ならば125Ｉは単独で染色体損傷を引き起こ
すからである。
【０１９９】
細胞毒性を評価するために（Ｆｒｅｉ　ｅｔ　ａｌｌ．，１９９８，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍ
ｍｕｎｏｌ、８７：１０５－１１３）、細胞混合物を、１０％熱不活性化ＦＳＣを含有す
る０．５ｍｌＤＭＥＭ中のウエル当たり２×１０5細胞の密度で、２４ウエルのプレート
（Ｆａｌｃｏｎ）中に播種する。２日～１週間インキュベーションの後、培地を捨て、そ
して残りの付着性生細胞（ａｄｈｅｒｅｎｔ　ｖｉａｂｌｅ　ｃｅｌｌｓ）をクリスタル
バイオレット（２０％メタノール中の０．５％）０．３ｍｌで１５分間染色し、水道水（
ｔａｐ　ｗａｔｅｒ）中で洗浄しそして空気乾燥する。細胞生存率（ｃｅｌｌ　ｖｉａｂ
ｉｌｉｔｙ）を、０．３ｍｌの０．０５Ｍクエン酸ナトリウム／５０％エタノール及び０
．１ｍｌ溶液で染料を溶出することにより決定し、溶出された染料溶液を９６ウエルのプ
レート（Ｆａｌｃｏｎ）のウエルに移し、そしてタイターテク・マルチスカン・プレート
読み取り器（Ｔｉｔｅｒｔｅｋ　Ｍｕｌｔｉｓｋａｎ　ｐｌａｔｅ　ｒｅａｄｅｒ）（Ｆ
ｌｏｗ，Ｒｏｃｋｖｉｌｌｅ，ＭＤ）を使用して染料の５４０ｎｍにおける吸光度を測定
する。生存率を対照培養物に対する生存している細胞の百分率として表し、死滅率（ｋｉ
ｌｌｉｎｇ　ｒａｔｅ）は下記式：
％死滅＝１００％－％生存
を使用して計算される。
【０２００】
軟質アガロース中の腫瘍コロニー形成に対する効果（コロニーのサイズ及び細胞死亡）を
評価するために（Ｆｒｅｉ　ｅｔ　ａｌｌ０１９９８，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｉｍｍｕｎｏｌ．
８７：１０５－１１３）、２４ウエル培養プレート（Ｆａｌｃｏｎ）の各ウエルを、０．
７％の低ゲル化シープラークアガロース（ｌｏｗ　ｇｅｌｌｉｎｇ　ｓｅａｐｌａｑｕｅ
　ａｇａｒｏｓｅ）を含有する０．４ｍｌの基部層（ｂａｓｅ　ｌａｙｅｒ）で被覆する
。細胞混合物（６×１０5）を、２０％ＦＣＳ、２ｍＭＮ－アセチル－Ｌ－グルタミン、
１％非必須アミノ酸２０μｇ／ｍｌゲンタマイシン、０．３％低ゲル化シープラークアガ
ロースを含有するＤＭＥＭ１．５ｍｌ中に、同型ベース培養層（ｒｅｐｌｉｃａｔｅ　ｂ
ａｓｅ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｌａｙｅｒｓ）の上で０．５ｍｌを平板培養する前に、再懸濁
させる。次いで培養プレートを冷蔵庫（４℃）に１５分間移し、次いで室温に１０分間移
し、次いで３７℃の培養物インキュベータ（ｃｕｌｔｕｒｅ　ｉｎｃｕｂａｔｏｒ）に移
した。試験された各腫瘍及びサンプルについて再現培養物（ｄｕｐｌｉｃａｔｅ　ｃｕｌ
ｔｕｒｅｓ）を調製した。４～７週間のインキュベーションの後、コロニーをニュートラ
ルレッドで染色しそして倒立顕微鏡を使用して計数する。３０より多くの細胞を含むクロ
ーンをコロニーとして数え、そして３０未満の細胞を含むクローンはクラスターとして数
える。ニュートラルレッド取り込みも測定する。コロニーを染色する前に、アガロース培
養物を０．１ＮＨＣｌで注意深く洗浄する。ニュートラルレッド溶液（３．３ｍｇ／ｍｌ
：Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を０．２ＮＨＣｌ
中の０．１％で使用し、そしてコロニーを室温で１５分間インキュベーションする。次い
でコロニーを０．１ＮＨＣｌで注意深く２回洗浄し、そしてニュートラルレッド陽性コロ
ニーを上記の如くして計数する。平板培養効率は、下記式　　％平板培養効率＝［成長コ
ロニーの数／平板培養細胞の数］×１００
を使用して計算する。
【０２０１】
細胞のアポトーシスも下記のとおりＦｒｅｉ　ｅｔ　ａｌｌ．（１９９８，Ｊ．Ｎｅｕｒ
ｏｉｍｍｕｎｏｌ．８７：１０５－１１３）の条件を使用して評価する。生体外腫瘍細胞
における一本鎖及び二本鎖ＤＮＡ中断（ｂｒｅａｋｓ）の検出を、製造会社の指示に従っ
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て現場の細胞死亡検出キット（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｈｅｉｍ，Ｉｎｄｉａｎａ
ｐｏｌｉｓ，ＩＮ）を使用して行う。簡単に言うと、３×１０6細胞を２５ｃｍ2フラスコ
（Ｆａｌｃｏｎ）中で培養する。しかる後、浮遊細胞並びに付着細胞を円錐形５０ｍｌチ
ューブ（Ｆａｌｃｏｎ）に移し、そして３００Ｘｇで５分間遠心分離によりＰＢＳ（ｐＨ
７．４）中で洗浄する。ペレット化された細胞を、水平シェーカーにおいて室温で３０分
間、０．２ｍｌのＰＢＳ緩衝２％ホルムアルデヒド溶液中で固定する。細胞をＰＢＳ中で
洗浄し、次いでそれらを０．１ｍｌのトリトン－Ｘ１００（０．１％ｗ／ｖ）／クエン酸
ナトリウム（０．１％、ｗ／ｖ）中で４℃で２分間インキュベーションすることにより透
過性にする（ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚｅｄ）。ＴＵＮＥＬ反応（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　
Ｍａｎｈｅｉｍ，）を始める前に、細胞を２回洗浄する。ＴＵＮＥＬ反応混合物（５０μ
ｌ）は、０．３ナノモル（ｎｍｏｌ）ＦＩＴＣ－１２ｄＴＰ、３ナノモルｄＡＴＰ、２５
単位のＴｄＴ及び塩化コバルトを含有する。陰性対照反応は塩化コバルトを省くことによ
り行われる。反応を３７℃で１時間行い、そして２μｌの０．５ＭＥＤＴＡの添加により
中止する。細胞をＰＢＳ中で１回洗浄しそしてエピックス・プロフィル・アナライザー（
Ｅｐｉｃｓ　ｐｒｏｆｉｌｅ　ａｎａｌｙｚｅｒ）を使用して分析する。
【０２０２】
サンプル処理の効果をスチューデントのｔ－検定により比較する。複合処理（ｃｏｍｐｏ
ｓｉｔｅ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）をＡＮＯＶＡにより比較する。決定的パラメーターは、
有意な効果を得るのに必要なｈＭＳＣｓ対グリオーマ細胞の割合である。
【０２０３】
疾患にたいするラットモデルにおける遺伝子工学的に処理されたｈＭＳＣｓの有効性の試
験
この節においては、他の人々により広く使用されている標準プロトコル（Ｂａｒｂａ　ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９３，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．７９：７２９－７３５）を使用するが
、様々の量の遺伝子工学的に処理されたｈＭＳＣｓを、グリオーマ細胞がラットの脳に注
入された後０～１４日の種々の時点で注入する点が変えられている。
【０２０４】
ラットモデル及びｈＭＳＣｓの投与
本明細書で前記したのと本質的に同じプロトコルを使用して脳腫瘍を発生させる。成熟ス
プレーグ・ドーリー・アルビノラット（Ａｄｕｌｔ　Ｓｐｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙ　ａ
ｌｂｉｎｏ　ｒａｔｓ）（２００～３００ｇ）を酸素中の３％ハロタンを使用して麻酔し
、６ｍｇ／ｋｇキシロジン及び６０ｍｇ／ｋｇケタミンの混合物の筋肉内注入により維持
する。ラットを定位（ｓｔｅｒｅｏｔａｘｉｃ）装置に入れ、そして２つのバーホール（
ｂｕｒｒ　ｈｏｌｅｓ）を、ブレグマ（ｂｒｅｇｍａ）に対して３ｍｍ側方に（ｌａｔｅ
ｒａｌ）及び２ｍｍ前方に（ａｎｔｅｒｉｏｒ）作る。グリオーマ細胞懸濁液約１０μｌ
（５０，０００～７５，０００）を、大脳半球の白灰質及び白質接合部（ｇｒｅｙ　ａｎ
ｄ　ｗｈｉｔｅ　ｍａｔｔｅｒ　ｊｕｎｃｔｉｏｎ）の縁（ｍａｒｇｉｎ）に、３０分間
にわたり各部位にゆっくりと注入する（ｉｎｆｕｓｅｄ）。切開部（ｗｏｕｎｄ）を中断
外科縫合糸（ｉｎｔｅｒｒｕｐｔｅｄ　ｓｕｒｇｉｃａｌ　ｓｕｔｕｒｅｓ）で閉じ、そ
して動物を０．６ｍｇ／ｋｇのキシロジン及び６ｍｇ／ｋｇのケタミンで処理する。０～
１４日後の範囲の時点で、遺伝子工学的に処理されたｈＭＳＣｓ１０μｌ（１０，０００
～１００，０００細胞）を１つの部位に注入し、そして第２腫瘍部位への野生型ｈＭＳＣ
ｓの同じ注入を行って対照として使用する。ラットを傾眠（ｌｅｔｈａｌｇｙ）及び不全
麻痺（ｐａｒｅｓｉｓ）の神経学的症状について毎日検査する。ラットを１４～２１日後
に殺し、そのとき対照Ｃ６グリオーマは直径６～１０ｍｍである。ラットをキシロジン及
びケタミンで麻酔し、次いで氷冷リン酸緩衝液、続いて３％緩衝パラホルムアルデヒド及
び１０％スクロースを心臓内に（ｉｎｔｒａｃａｒｄｉａｌｌｙ）灌流する（ｐｅｒｆｕ
ｓｅｄ）。脳を取り出し、前脳を刈り込み（ｔｒｉｍｍｅｄ）、そしてサンプルを直ちに
冷凍する。
【０２０５】
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アッセイ
グリオーマの減少又は処理において遺伝子工学的に処理されたｈＭＳＣｓの有効性は、（
ａ）腫瘍容積の立体学的分析、（ｂ）ラットの長時間の生存、（ｃ）脳の順次の切片（ｓ
ｅｒｉａｌ　ｓｅｃｔｉｏｎｓ）における蛍光的に予備標識されたグリオーマ細胞又はｈ
ＭＳＣｓの計数及び（ｄ）脳からの核の単離及び蛍光的に予備標識されたグリオーマ核の
計数、により測定される。本発明で製造される組換えタンパク質は免疫組織学により検出
することができる。
【０２０６】
腫瘍容積の評価
この評価は、前述のプロトコル（Ｂａｒｂａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｊ．Ｎｅｕｒｏ
ｓｕｒｇ．７９：７２９－７３５）を使用して行われる。ラットを殺しそして４％パラホ
ルムアルデヒドで灌流する。個々の脳を採取し、４％パラホルムアルデヒド中に２４時間
置き、次いで４℃で３０％スクロース中に飽和するまで保存する。脳を４０μｍ切片（ｓ
ｅｃｔｉｏｎｓ）を使用して順次に切断し（ｓｅｒｉａｌｌｙ　ｓｅｃｔｉｏｎｅｄ）、
すべての第５の切片を取り付けそしてＮｉｓｓｌ染色で処理して腫瘍鑑定を助ける。腫瘍
組織を有する染色された脳切片（ｅｖｅｒｙ　ｆｉｆｔｈ　ｓｅｒｉａｌ　４０μｍ　ｓ
ｅｃｔｉｏｎ）を検査しそして腫瘍容積を立体学的に定量する。すべての第５の順次の４
０μｍ切片を検査することにより、脳の各１００μｍ切片が腫瘍の存在について走査され
る。脳内の腫瘍の全容積は、校正されたドットマトリックスグリッドオーバーレイ（ｄｏ
ｔ－ｍａｔｒｉｘ　ｇｒｉｄ　ｏｖｅｒｌａｙ）から腫瘍の上のグリッドドットを計数す
ることにより顕微鏡により定量される。各ドットにより表される容積は、各ドットにより
覆われた面積に各スライスにより表される脳の厚さを乗じた積として計算され、そして全
腫瘍容積は個々の脳切片において測定された腫瘍容積の和として計算される。腫瘍容積は
グラフの形態でプロットされ、そしてマン－ホイットニー（Ｍａｎｎ－Ｗｈｉｔｎｅｙ）
のＵ検定ノンパラメトリック統計分析（Ｕ－ｔｅｓｔ　ｎｏｎｐａｒａｍｅｔｒｉｃ　ｓ
ｔａｔｉｓｔｉｃａｎ　ａｎａｌｙｓｉｓ）により比較される。
【０２０７】
長期間生存のアッセイ
これらの実験（Ｂａｒｂａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３，Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ．７９：
７２９－７３５）は、グリオーマ細胞が１つの部位のみに注入され、続いて遺伝子工学的
に処理された又は野生型のｈＭＳＣｓが同じ部位に注入されるラットを使用して行われる
。ラットを９０日にわたり評価する。動物を毎日観察し、死亡の日を記録し、そして腫瘍
の存在を組織学的に証明する。結果を生存率曲線としてプロットする。
脳切片中のグリオーマ細胞およびｈＭＳＣの検出および特徴づけ
グリオーマ細胞もしくはｈＭＳＣのいずれかを、本明細書に既に記述されたとおり脳への
注入前に１μｇ／ｍｌのビスベンズアミドで２４時間前標識する。ラットを殺し、そして
上述されたとおり灌流する。脳をイソペンタン－ドライアイス中で凍結させ、そして１０
μｍの切片を調製する。凍結された切片をゼラチン被覆されたスライドガラスに付着させ
、そしてすばやく冷アセトン中に５分間浸積し、そしてさらなる処理のため－２０℃で保
存する。蛍光で標識された細胞を、蛍光顕微鏡を使用して可視化しそして写真撮影する。
蛍光で標識された核の数を、線条体の頭側から尾側の限界までで切断された８～１０個の
組織切片中で計数する。この処置を、交互の切片を使用する２名の研究者により各脳で反
復する。明瞭に標識された核のみ計数する。死んだ細胞および溶解された細胞は周囲組織
中に帯青色を残し、そして明瞭な核染色を残さない。観察された数を切片の総数に外挿し
て、生存する植え付けられた細胞の数を推定する。
【０２０８】
グリオーマ細胞もしくはｈＭＳＣのアッセイを確認するため、核を脳から単離する（Ａｕ
ｓｕｂｅｌ、１９９８、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、１，４．１０．６、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，Ｉ
ｎｃ．）。標識されたグリオーマ細胞もしくは標識されたｈＭＳＣのいずれかの注入の後
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、脳を４℃で小片に切断し、そして氷冷ダウンス（Ｄｏｕｎｃｅ）ホモジェナイザーに移
す。組織および細胞を、Ｂ乳棒の５～１０回のひと突きで、もしくは、核が、位相差顕微
鏡検査により測定されるように細胞質標識を含まないようにみえるまで破壊する。核を、
清浄な５０ｍｌの円錐状のポリプロピレン遠沈管に移し、そして４ｍｌのショ糖緩衝液Ｉ
Ｉを添加する（１０ｍＭトリス－ＨＣｌ緩衝液、ｐＨ８．０中２Ｍショ糖、５ｍＭ酢酸マ
グネシウム、０．１ｍＭ　ＥＤＴＡ、１ｍＭ　ＤＴＴ）。サンプルを穏やかにピペットで
上下させることおよび反転により混合する。ショ糖緩衝液ＩＩ（４．４ｍｌ）を、スウィ
ンギングバスケット遠沈管（ポリアロマーＳＷ　４０．１チューブ）に添加し、核層をシ
ョ糖の緩衝材上に添加し、そしてチューブをショ糖緩衝液Ｉ（０．３２Ｍショ糖、３ｍＭ
　ＣａＣｌ2、２ｍＭ酢酸マグネシウム、０．１ｍＭ　ＥＤＴＡおよび１ｍＭ　ＤＴＴお
よび０．５％ＮＰ－４０および１０ｍＭトリス－ＨＣｌ緩衝液、ｐＨ８．０）で口のとこ
ろまで満たす(topped off)。サンプルを、ＳＷ４０．１ローター中４℃で３０，０００×
ｇで４５分間遠心分離する。核を含有するペレットを、１ｍｌあたり約５×１０7個の核
で０．２ｍｌの氷冷グリセロール保存緩衝液に懸濁する。サンプルを液体窒素中－７０℃
で凍結させて保存する。アッセイのためには、核の融解された懸濁液を血球計算板中に置
く。標識された核を、紫外顕微鏡を使用して計数し、そして全部の核を位相差顕微鏡検査
を使用して計数する。
組換えタンパク質分泌についてのアッセイ
ｈＭＳＣにより分泌されたグリオーマの毒性タンパク質を検出するため、脳を、それらを
イソペンタン－ドライアイス（－２２℃）中に置くことにより急激に凍結させ、薄片に切
断し、そして切片を冷アセトン中で固定する。当該切片をその後、ヤギ抗ラットＦａｓＬ
（サンタ　クルズ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ））もしくはヤギ抗マウスＩｇＧ（ジャクソン
（Ｊａｃｋｓｏｎ））のような一次抗体で染色する。これらの抗体はジャクソン　ラブス
（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｌａｂｓ）（フィラデルフィア州チェスター）から得ることができる
。二次抗体は適切なＦＩＴＣ標識された抗体（シグマ　ケミカル　カンパニー（Ｓｉｇｍ
ａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．）、ミズーリ州セントルイス）である。
【０２０９】
実験を、より長い時間の期間の後に同一条件下で反復し得る。例えば、ラットを、これら
の実験で有効であることが示された遺伝子を工作されたｈＭＳＣについて１ないし６ヶ月
後に評価し得そして殺し得る。
【０２１０】
処理されたグリオーマおよび偽処理された対照グリオーマを同一ラットから一貫して比較
する。全部のアッセイからのデータをスチューデントのｔ検定を使用して評価する。
【０２１１】
【表４】
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【０２１２】
【表５】

【０２１３】
【表６】

【０２１４】
実施例１１：骨髄ストロマ細胞は新生児のマウスの脳に注射した後、神経幹細胞として挙
動する
幹細胞は自己再生し、そして多数の、しかし異なる細胞系譜に分化することができる子孫
をつくる能力が特徴である。初期胚から派生した幹細胞はすべての体細胞型に分化するこ
とができるが（Evans and Kaufman,1981,Nature 292:154;Martin,1981,Proc.Natl.Acad.S
ci.USA 78:7634;Pederson,1994,Repord,Fertil.Dev.6:543)、成体の組織に由来するもの
はそれらが存在する組織に特徴的な細胞系譜のみを生産すると考えられている。例えば骨
髄に存在する造血幹細胞は、血液要素のみを生じる（Morrison,1994,Annu.Rev.Cell.Dev.
Biol.11:35)。また幹細胞はそれらの分布が成体組織に限られ、そして骨髄、消化管、生
殖巣、皮膚および脳に見いだされるだけである（Hall and Watt,1989,Development 106:6
19;Morrison et al.,1977,Cell 88:287)。後者の場合は、近づけないことがこのような幹
細胞を中枢神経系疾患の処置に利用することを制限している。
【０２１５】
最近、幾つかの報告で、成体組織中の幹細胞の分化能力は系譜に限定されているという見
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解が調べられた（Tajbakhsh et al.,1994,Neuron 13:813;Bjornson et al.,1999,Science
 283:534)。実際にそのような幹細胞が全能性であり、そしてそれらの分化能力が局所的
なミクロ環境中の特異的な合図に比例する反応により現われるならば、別の皮膚起源に由
来する幹細胞を使用して組織を再構成することが可能かもしれない。
【０２１６】
この実施例の実験は、新生児マウスの脳室下の芽細胞域（subventricular germinal zone
：SVZ)に骨髄ストロマ細胞(MSC)を注射することにより、骨髄に由来する幹細胞が脳中の
神経細胞の運命を選択できるかどうかを決定するために計画した。
均一なMSC群を単離するための免疫抑制法
マウスMSCカルチャーをメスのFVB/N マウスの骨髄から樹立し(ジャクソン ラボズ(Jackso
n Labs)、バー　ハーバー、メリーランド州）、そして７～10日間培養した(Phinney et a
l.,1999,J.Cell.Biochem.72:570)。免疫細胞化学のためには、１-ウェル チャンバースラ
イド(ファルコン:Falcon)で培養した細胞を、PBSで洗浄し、風乾し、氷冷アセトン中で２
分間固定し、再度風乾し、そして次にギムザで染色するか、またはラット抗-マウスCD 16
/CD32(ファミゲン:Pharmigem Fc ブロック)と、１：50希釈で30分間、次にビオチン化CD1
1b抗体(ファミゲン)と1:200希釈で、そして最後にFITC-結合抗-ビオチン抗体(ダコ:Dako)
と1:100希釈でインキューベーションした。スライドはエチジウムブロマイドでカウンタ
ー染色した。
【０２１７】
あるいは細胞を0.25％トリプシンで室温にて５分間処理し、そして次に穏やかに掻き取り
回収した。約２～2.5×106細胞を４℃で60分間、ビオチン化抗-CD11b抗体(ファミゲン)に
結合したアビジンを被覆した常磁性ビーズ（PGC）のスラリーとインキューベーションし
た。ビーズの終濃度は0.05mg/mlであり、そして抗体対ビーズの比率は、10μg/mgであっ
た。ビーズに結合しない細胞を回収し、α－最小必須培地（MEM）で洗浄し、そして次に
１－ウェルチャンバースライド上にまいた。48時間後、細胞を上記のように染色した。す
べての写真はNikon Otpihot-2 顕微鏡で撮影した。
ビス-ベンズイミドを用いたmMSCの蛍光標識
７日間のマウスMSCカルチャーを10μg/mlのビス-ベンズイミド(シグマ:Sigma)と一緒に一
晩インキューベーションし、そして次に免疫-抑制により単離したMSCを血球計算器で計数
し、そして10,000細胞／μl濃度で無血清α-MEM中に再懸濁した。目印としてブレグマを
使用して、全部５μlの約50,000個の細胞を５分間にわたりゆっくりと冷凍麻酔した４日
齢のマウスのSVZにステロタクチック（sterotactic)デバイスで注射した。示した時点で
マウスを屠殺し、４％パラホルムアルデヒドを潅流し、そして30％シュクロースでPBS中
にて凍結保護した。脳を摘出し、そして４つの等しいサイズの皮質切片に大きく分割した
。各切片をOCT化合物中に置き、凍結し、そして10μm厚に冷凍切開した。全部で３匹の動
物を各時点で組織学的分析のために取った。MSC注射を受けた18匹以上の動物で、１匹だ
けが脳中にドナー細胞の移植を示さないことが分かった。
マウス前脳中のドナー細胞の量の計算
冠状の連続切片中で標識した核により覆われた領域を、最初に100×倍率で顕微鏡の網線
を使用して算出した。この領域を次に400×倍の視野の領域により分割した。得られた数
に、次に５つ毎の10μmの切片について400×倍で視野（ｎ＋５）あたりの同じ位相内の蛍
光性の核の数を掛け算する。この方法に基づき、前脳中で予測されるドナー細胞の数は、
各時点について１匹の動物の調査に従い、注射から３日後で100,000、12日後で600,000、
そして45日後で２×106と等しかった。
8-ブロモ-2-デオキシウリジン(BrdU)での細胞標識
５日間成長させたMSCカルチャーに、５μM 8-ブロモ-2-デオキシウリジン(10％FBSを補充
したα-MEM中）を用いて48時間パルスをかけ、PBSで数回洗浄し、そして上記のように免
疫－抑制した。各時点で３匹の動物を組織額的分析に使用した。
mMSCの注射に由来する副作用の評価
最小反応性グリオーシスは、mMSC注射を受けた動物で明らかであったが、注射管の縁に限
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られた。このグリオーシスは塩水のみを注射された動物の模擬実験でも明らかであった。
MSCを注射された動物は、注射から90日後まで明白な行動異常を示さず、これはこれまで
確立された中で最も長い。さらに実験動物の兄妹交配では、MSC注射を受けたメスが成功
裏に子孫を育てることができたことを確認した。
GFAPおよびBrdUの染色
マウスに４％パラホルムアルデヒドを潅流し、そしてパラフィン包埋のために処理した。
BrdUのための免疫組織化学は、抗-BrdU抗体(ダコ社)を前述のように1:500希釈するが（Ga
ge et al.,Proc.Natl.Acad.Sci.92:897)、ギ酸前処理は除いて行った。BrdU染色切片を、
次にGFAPについて二重染色した。切片は10分間、0.25％トリプシンで処理し、続いて20％
の正常ヤギ血清を用いて15分間のブロッキング工程で処理した。1:250希釈のウサギ抗-GF
AP(ダコ社)を、次に室温で30分間適用した。１次抗体は、1:10希釈の金標識したヤギ抗-
ウサギ免疫グロブリン、続いて30分間の銀増感により検出した（ポリサイエンス社:Polys
cience Inc.)。
【０２１８】
MSCは拡張、再生および多くの間充織細胞系譜へ分化することができ(Owen,1988,J.Cell.S
ci,Suppl.10:63；Aubin,1988 J.Cell.Biochem.Suppl.30:73)、すなわち幹細胞の基本的基
準を満たす。典型的には、MSCはそれらのプラスチックへの付着により骨髄から単離され
る（Prockop,1977，Science 276:71)。我々はすでに、様々な同系交配マウス種からこの
方法により得たマウスのMSCカルチャーが、細胞表面レセプターCD11bを発現する骨髄造血
細胞により支配される異質な群を表すことを示した（Phinney et al.,1999,J.Cell.Bioch
em.72:570)。このような考察により、我々は（図２０）に表すようなフィブロブラストイ
ド－形MSCの均一な群を単離するために、免疫抑制に基づく信頼性のある方法の開発が可
能となる。精製後、このような細胞はCD45との免疫反応性を示さず、この群に造血細胞が
全く無いことを示している(データは示さず)。
【０２１９】
蛍光性DNA結合色素であるビス-ベンズイミドで標識した約50,000個のmMSCをマウスの脳に
注射してから３日後、蛍光顕微鏡による凍結切片の直接的調査では、SVZ中に色素で標識
したドナー細胞が明らかとなり、そして脳脊髄幹に沿って後および第３脳室に並び、臭球
に吻側から伸びている。少数の細胞では、脳梁および脈絡叢に並んでいることも明らかで
あった。このような結果は、（図２１Ａ）に表す。時々ドナー細胞が対側性の半球にも見
いだされた。注射に先立ち溶解した50,000のビス-ベンズイミド標識細胞を注射された動
物に由来する凍結切片は、検出可能な蛍光性の核を含まず、これはビス-ベンズイミズが
ドナーから宿主細胞に受動的に輸送されないことを示した。
【０２２０】
注射から12日後に、ドナー細胞は+0.9ブレグマで注射管の近位に最も広く分布し、そして
(図２１ａ～ｃ）に示すように同側の線条に広がり、前交連から上の外包を通って帯状束
皮質に広がった。多くのドナー細胞も、未だに側脳室および脈絡叢に並んでいることが明
らかである。移植から45日後、ドナー細胞を（図２１ｄ）に示すように線条全体にまいた
。注射部位から吻側に移動して、ドナー細胞は（図２１ａ）に表すように外包を越えて語
義感覚（sematosensory）皮質を通り、そしてクモ膜質に沿っていた。
【０２２１】
ドナー細胞は、（図２１ｅ）に表すように脳梁ならびに内部および腹側の海馬交連にも見
られた。このように確立された白質管内で、ドナー細胞は（図２２）に表すように平行で
放射状に並び、それらの脳全体のスパシオテンポラル（spaciotemporal)な分布が単なる
拡散というよりは秩序だった移動プロセスにより媒介されることを示した。色素で標識し
た細胞数の増加は、対側性半球でも明らかであった。蛍光性核の直接的計数に基づく予想
では、ドナー細胞数は40倍以上に増えたことを示した。
【０２２２】
MSCの顕著な増殖はそれらのSVZから線条体および皮質性領域への移動と一緒に、神経膠細
胞症の発生；SVZからのNSCによる前脳の出生後の集落形成、引き続きそれらのマクログリ
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アへの分化（Levison et al.,1993,Development 119:611;Levison and Goldman,1993,Neu
ron 10:201;Zerlin et al.,1995,J.Neurosci,15:7238)を模倣した。したがってMSCは神経
幹細胞の挙動の観点を模倣する。
【０２２３】
この事柄をさらに取り上げるために、このような実験を8-ブロモ-2-デオキシウリジン(Br
dU)で標識した細胞を用いて繰り返した。注射から12日後に、BrdUで標識したドナー細胞
は、（図２３ａ～ｃ）に表すように脳室下域、線条体および同側半球の外包全体で明らか
であり、この分布はビス－ベンズイミドで標識した細胞を用いて見られた分布と同様であ
った。
【０２２４】
二重標識では、グリア繊維酸性タンパク質（GFAP)発現がSVZ中のドナー細胞にはほとんど
無いが、（図２３ｄ）に表すように線条体および海馬の分子層内のドナー細胞のサブセッ
トでは強力に発現したことが明らかとなった。形態学およびそれらのニューロンとの関連
に基づき、BrdUで標識した細胞も希突起膠細胞に分化するように思われた。このような結
果は、骨髄に由来する細胞が脳中に移植され、そしてマクログリアを生じるというこれま
での知見（Eglitis and Mezey,1997,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 95:4080;Azizi et al.,199
8,Proc.Natl.Acad.Sci.USA 95:3908) を、マウスMSCが確立された経路に沿って移動し、
そして新生児の前脳で行われている発育と一致する様式で神経細胞系譜に分化することを
証明することにより広げた。
【０２２５】
ドナーに由来するアストロサイトおよび希突起膠細胞に加えて、BrdUで標識した細胞は(
図２４ａおよびｂ）に表すようにカエハ島内、腹側の前脳皮質中のニューロンリッチ領域
にもに凝集して見いだされ、MSCがニューロンにも分化することを示唆している。これを
確認するために、出生後の神経発生の既知領域内でMSCの分布（Luskin,1993,Neuron 11:1
73;Lois and Alvarez-Buylla,1994,Science 264:1145;Jankovski and Sotelo,1996,J.Com
p.Neurol.371:376;Altman,1972 J.Comp.Neurol.145:353;Hatten and Heintz,1995,Ann,Re
v,Neurosci,18:385)を分析し、そしてBrdUで標識した細胞の有意な比率を(図２４ｃ～ｆ
）に表すように臭球および小脳の両方に見い出した。後者の場合は、（図２４ｅおよびｆ
）に表すようにドナー細胞は特に第４脳室の上衣下腫、外部顆粒層（EGL）および内部顆
粒層（IGL）に見いだされた。このような細胞のほとんどがGFAPを発現せず、したがって
アストロサイトではなかった。それらの特異的な局在化および多さは、それらがこのよう
な領域にまばらに集まっているミクログリアではないことを示している。むしろBrdUで標
識した細胞のこの領域での顕著な分布パターンは、神経前駆物質（neuroprogenitor)につ
いて予想されるパターンに類似し、これは出生後に小脳が発育する間に中でクローン性の
広がりを受け、そして続いてEGLからIGLへの移動し、これによりニューロンになる（Jaco
bson,1991,Developmental Neurobiology,Plenum Press New York;Zhang and Goldman,199
6,Neuron,16:47)。これはまた、胚形成中に成熟し、そして出生後の脳内では有糸分裂性
ではないIGLに隣接するperkinje細胞（Altman and Bayer,1978,J.Comp.Neurol.179:23;Al
tman and Bayer,1985,J.Comp.Neurol.231:42)がもっぱら宿主起源であるという知見とも
合致する。
まとめ
まとめるとこれらのデータは、増殖、確立された経路に沿った移動、線条の、皮質性の、
および小脳の領域内での非分裂的(non-disruptive)散在、ならびに神経細胞系譜への分化
を含む正常な脳の発育の観点に参加することにより、マウスMSCがマウス脳内で神経幹細
胞の挙動を模倣することを証明している。後者はmMSCが異なる皮膚起源の分化した子孫を
生産できること；発育している新生児の脳のミクロ環境に暴露されることにより明らかに
なる能力も証明している。
【０２２６】
このMSCの挙動を弱めることができる脳内の１因子は、FGF2である。このポリペプチド増
殖因子は発育している脳内の芽細胞域に発現し、ここでこの因子は両－能性ニューロン／
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アストログリア細胞前駆体ならびに多－能性NSCの増殖を誘導する（Caday et al.,1990:B
rain Res.Develop.Brain Res.52:241;Grothe and Meisinger,1995,Neurosci.Lett.197:17
5;Hattori et al.,1997,Brain Res.Mol.Brain Res.47:262)。FGF2がMSCに有糸分裂促進的
であり、しかもそれらのインビトロでの分化を防止するという事実は（Phinney et al.,1
999,J.Cell.Biochem.72:570;Oliver et al.,1990,Growth Factors 3:231;Locklin et al.
,1995,Clin,Orthop,Rel.Res.313:27)、このような細胞が脳内で劇的に広がる原因の一部
かもしれない。NGFのような(Caneva et al.,1995,Blood Cell,Molecules & Disease 21:7
3)MSCがレセプターを発現するための他の神経向性事実(fact)も、重要な役割を果たし得
る。
【０２２７】
脳内のMSCの非－分裂的な広い散在は、CNS疾患の細胞療法に重要な意味を有する。MSCは
腸骨稜からの小容量のアスピレートから容易に単離でき、移植のための自家細胞の補充可
能な供給源を提供する。さらにこのような細胞が神経細胞系譜に分化できる能力は、移植
が機能的様式で行えることを示唆している。
実施例１２：パーキンソン病のラットモデルを対象とした処置のために遺伝的に操作した
ラットMSCの使用
マウスおよびヒトのMSCのために、ラットMSC（rMSC)を本明細書にすでに記載したように
（実施例１０）遺伝的に操作してL-DOPAを分泌させた。簡単に説明すると、rMSCはチロシ
ンヒドロキシラーゼ(TH)の遺伝子を含む１つのレトロウイルスで形質導入し、そして次に
GTP-シクロヒドラーゼ(GC)の遺伝子を含む第２のレトロウイルスで形質導入した。GC遺伝
子はチロシンヒドロキシラーゼの必須コファクターであるテトラヒドロプテリジンを提供
する。約100,000個の形質導入した細胞を、本明細書ですでに記載したようにラットの脳
に移植した。次に実験は移植したrMSCが6-ヒドロキシドパミンにより誘起されたパーキン
ソン病をもつラットの線条体に移植した後、L-DOPAを合成し、そして分泌し続けるかどう
かを決定するために行った。
【０２２８】
ラットの脳に移植した後のL-DOPA生産レべルは、Sprague Dawleyを6-ヒドロキシドパミン
により損傷させたラットの線条体を微透析し、続いて上記の遺伝的に操作したrMSC（TH+G
C+）を移植してから３日後にHPLC分析により評価した。透析物は30分毎に３時間、取り出
した。これらの実験結果は、図２５および２６に記載する。図２７に与えるデータは、L-
DOPA生産の指標であるL-DOPAの代謝産物を示す。このような実験結果は、L-DOPAが、形質
導入したrMSCを移植した後に処置したラットの脳内で、皮膚の繊維芽細胞またはアストロ
サイトのいずれかを使用した比較実験で他により得られたものに匹敵する以上のレベルで
生産されたことを示している（Lundberg et al.,1996,Exp.Neurol.139:39-53;Bencrs et 
al.,1996,J.Neurosci.16:4449-4456;Leff et al.,1998,Exp.Neurol.151:249-264)。対照
のラットの脳にはL-DOPAは検出されなかった。
【０２２９】
図２５、２６および２７に与えるデータは、さらにラットの脳中で形質導入したrMSCによ
り合成されたL-DOPAが、L-DOPAおよびドパミンの両方の予想された代謝産物に転化された
ことを示す。
【０２３０】
アポモルヒネが誘導する回転の減少である、パーキンソン病のラットモデルの１つの受け
入れられた表現型も、形質導入したrMSCの移植後に6-ヒドロキシドパミンで損傷したラッ
トで観察された。図２８はこのような実験で得られたデータを含む。ラットは6-ヒドロキ
シドパミンを線条体に注入してパーキンソン病モデルを作出することにより調製した。回
転はアポモルヒネ（0.05mg/kg,sc)の注射により誘導した。示した値はL-DOPA（TH+GC+）
を合成するように形質導入したrMSCを注入した２～５匹のラット、および細胞がテトラヒ
ドロプテリジンを加えなければ培養中にL-DOPAを生産できなくされたチロシンヒドロキシ
ラーゼ(TH)の遺伝子のみで形質導入したrMSCを注入した３匹の対照ラットから得た。グラ
フは約７日後に消えた回転に対する効果を示し、同時に図２５に示す微透析実験ではどの
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時点でL-DOPAがもはや検出されなかったかを示す。
【０２３１】
同様の実験を、ニックＤＮＡの電気穿孔法または自己不活性化レトロウイルスの使用によ
り遺伝子操作したrMSCを使用して行い、中枢神経系に発現した遺伝子のシャットダウンを
導かないrMSCを得た。これによりパーキンソン病の処置を長期化する方法を提供する。
【０２３２】
本明細書で引用した各特許、特許出願および公報は全部、引用により本明細書に編入する
。
【０２３３】
本発明は具体的な態様に関して開示したが、他の態様および本発明の変更も本発明の精神
および範囲から逸脱することなく当業者には考案され得る。前記の特許請求の範囲は、そ
のような態様および均等な変更物をすべて含むものとする。
【図面の簡単な説明】
【図１】　レトロウイルス構築物pCMV-lacZ、pCOL1-lacZ及びpCOL2-lacZの図である。遺
伝子構築物のカセットは：LTR-Neo-プロモーター-LacZ-30LTRである。
【図２】　拡散室の図式説明である。
【図３】　MSCのヒトの増殖に対するPDGF-AAの影響を示すグラフである。以下の記号が示
される：◆、コントロール；▲、2-5ng/ml PDGF；□、2-5ng/ml PDGF；■、2-5ng/ml PDG
F。
【図４Ａ－４Ｆ】　培養したMSC及びアストロサイトの形態学的特徴を示す一連の顕微鏡
写真の像である。図４Ａ及び４Ｂは平らな及び伸びた2種類のヒトMSCを示す。図４Ｃはラ
ットMSCを示す。図４Ｄは移植前のヒトMSCの蛍光標識した核を示す。図４Ｅ及び４Ｆはビ
メンチン及びグリア繊維酸性タンパク質に対する抗体を用いたアストロサイトの間接免疫
蛍光染色を示す。
【図５Ａ－５Ｆ】　成体ラットの線条体における骨髄ストロマ細胞の移植の部位を示す一
連の顕微鏡写真の像である。図５Ａは14日後のヒトMSCの移植の部位を示す。図５Ｂは図
５Ａにおいて示したものに隣接する切片を示し、ここでは、ヒトMSCをHLA-ABCに対する抗
体で染色した。図５Ｃは図５Ａにおけるものに隣接した切片を示し、ここでは、細胞をヒ
トMSCの核蛍光に関して調べた。図５Ｄは７２日後のヒトMSCの移植の部位を示す。図５Ｅ
は３０日後のヒトMSCの図５Ｄにおけるものと同じ移植部位を示す。図５Ｆは１４日後の
ヒトMSCの移植の部位を示す。これらの細胞を核蛍光により調べた。
【図６Ａ及び６Ｂ】　図６Ａ及び６Ｂを含んでなる図６は、脳を通ったMSCの移動を示す
、ラット前脳の一連の線画である。図は細胞注入後４、１４、３０及び７２日で調べた脳
からの合成画である。ヒトMSCの移植及び移動のパターンはラットアストロサイトのもの
に類似する。側頭皮質及び注入部位から最も遠い脳梁の領域に位置する中心から離れた細
胞が最初に消失した。以下の記号が示される：●、ヒトMSC；○、ラットアストロサイト
。
【図７Ａ－７Ｃ】　コラーゲンＩ及びフィブロネクチンに対する抗体染色を示す一連の顕
微鏡写真の像である。図７Ａは移植前にコラーゲンＩに対する抗体で染色されたヒトMSC
を示す。図７Ｂはフィブロネクチンに対する抗体で染色されたヒトMSCを示す。図７Ｃは
ヒトMSCの移植後５日目にフィブロネクチンに対して染色されたラット脳の切片を示す。
【図８Ａ－８Ｄ】　培養したラットMSCの免疫染色を示す一連の顕微鏡写真の像である。
図８Ａは20xの倍率でビメンチンに対する間接免疫蛍光染色を示し（縮尺棒=0.1mm）、こ
こで、挿入物は20xの倍率の繊維芽細胞の陽性コントロールの像である。図８Ｂは40xの倍
率でネスチンに対する間接免疫蛍光染色を示し、ここで、挿入物は同じ視野の相オーバー
レイ（phase overlay）である（縮尺棒=0.1mm）。図８Ｃは４0x倍率でGFAPに対する間接
免疫蛍光染色を示し、ここで、挿入物は20xの倍率のアストロサイトの陽性コントロール
の像である（縮尺棒=0.1mm）。図８Ｄは20xの倍率で相オーバーレイを有するS100に対す
る間接免疫蛍光染色を示す（縮尺棒=0.1mm）。
【図９Ａ－９Ｃ】　HMSCの移植後のラット前脳の一次培養物の定量を示す一連の顕微鏡写
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真の像である。図９Ａはラット前脳混合細胞培養物の非融合領域を示す。HMSCを内在性脳
細胞から形態学的に識別できない。図９Ｂは位相差顕微鏡下で見た血球計算板中の採取し
た培養細胞を示す。図９Ｃは蛍光顕微鏡で視覚化した図９Ｂにおけるものと同じ細胞を示
し、培養の３０日前にラット脳中に移植したビス－ベンズアミド標識したhMSCを示す。
【図１０Ａ－１０Ｄ】　ラット脳のアストロサイトに富んだ培養物からのヒト細胞の回収
を示す一連の顕微鏡写真の像である。hMSCの移植後2週目にラット脳の培養物を調製した
。サンプルを免疫細胞化学的に染色した。図１０Ａ－Ｄは、以下のように染色した培養し
た単離細胞を示す：図１０ＡはGFAPに対する抗体（ウサギにおいて作製したヒトGFAPに対
する、DAKO）での染色を示し；図１０ＢはヒトHLA-ABCに対する抗体（マウスにおいて作
製した、Pharmingen）での染色を示し；図１０Ｃは二重標識抗体での染色を示し（倍率40
x、縮尺棒２５μm）；そして図１０Ｄは培養したラット脳細胞の異なる細胞における二重
標識抗体での染色を示す。
【図１１Ａ、１１Ｂ及び１１Ｃ】　図１１Ａ、１１Ｂ及び１１Ｃを含んでなる図１１は、
腫瘍有毒タンパク質を分泌するようにhMSCを設計するために用いた方法の図式説明の３つ
組である。
【図１２】　可溶性（欠失した）FasLのcDNAでトランスフェクトしたCOS細胞による可溶
性FasLの合成及び分泌を示すウェスタンブロットアッセイの像である。cDNA をプラスミ
ドpSecTag2/Hyg内に含有した。細胞をリポフェクトアミンで一過性にトランスフェクトし
、そしてRensing-Ehl等（1995、Eur.J.Immunol.25:2253-2258）により記述されたように
ウェスタンブロッティングによりアッセイした。レーン１は2日間インキュベートしたト
ランスフェクトした細胞（2mlの培地中約５ｘ１０5）から得られた細胞ライセート（１４
μｇタンパク質）を示す。レーン２：４日のインキュベーション後のレーン１におけるも
のと同じもの。レーン３：４日間インキュベートしたモックトランスフェクトした細胞か
ら得られた細胞ライセート。レーン４：１日間インキュベーション後にトランスフェクト
した細胞からの濃縮していない培地（１８μｌ）。レーン５：２日のインキュベーション
後のレーン４と同じもの。レーン６：４日のインキュベーション後のレーン４と同じもの
。レーン７：４日のインキュベーション後にモックトランスフェクトした細胞から得られ
た培地。備考：レーン４－７における拡散した白色バンドは、ウェスタンブロットのバッ
クグラウンドを下げる培地のサンプル中の高濃度のアルブミンである。
【図１３Ａ－１３Ｄ】　可溶性FasLをコードするcDNAを一過性発現するCOS細胞から得ら
れた培地による293細胞（Fas+）の増殖の阻害及び殺すことを示す一連の顕微鏡写真の像
である。トランスフェクション後48時間でトランスフェクトしたCOS細胞から得られた1ml
の培地を加えた1mlの新しい培地と約５ｘ１０5の293細胞をインキュベートした。インキ
ュベーションの3日目の293細胞を示す。該処置は生細胞を90%以上減らした。図１３Ａは
モックトランスフェクトしたCOS細胞から得られた1mlの培地とインキュベートしたコント
ロール293細胞を示す。図１３Ｂは可溶性FasLを発現するCOS細胞からの1mlの培地とイン
キュベートした試験293細胞を示す。位相差倍率はx100であった。図１３Ｃ及び１３Ｄはx
200のより高倍率で図１３Ｂと同じ培養物を示す。細胞の外観はそれらがアポトーシス的
であることを示唆する。
【図１４】　試験遺伝子（チロシンヒドロキシラーゼ）を含有するレトロウイルス（pLNC
X）を形質導入したラットMSCのウェスタンブロットの像である。レトロウイルス形質導入
の条件は実施例１０で本明細書において記述したとおりであった。細胞ライセート及びチ
ロシンヒドロキシラーゼに対する抗体を用いてウェスタンブロットアッセイを実施した。
レーン１：MWマーカー。レーン２－５：形質導入したMSCの細胞ライセート（５または１
０μｇタンパク質）。レーン６：形質導入していないMSC の細胞ライセート。レーン７：
コントロール細胞(293)の細胞ライセート。
【図１５】　試験 cDNA（チロシンヒドロキシラーゼ）を含有するレトロウイルスを形質
導入したヒトMSCによる産物（L－DOPA）の合成及び分泌を示すグラフである。細胞を必須
補因子５０μＭテトラヒドロプテリジンとインキュベートし、培地中に生産されるL-DOPA
をHPLCによりアッセイした。コントロールMSCから得られた培地中でL-DOPAは検出されな
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かった。
【図１６Ａ－１６Ｆ】　新生児マウスの脳中に注入した後のマウスMSCの移植を示す図の
像及び一連の像である。図１６Ａは注入後12日で蛍光的に標識された核の分布を示す図で
ある。図１６Ｂは左側脳室に隣接した注入部位で蛍光的に標識された核を示す像である。
図１６Ｃはドナー細胞の新たに標識された核を計数するために用いたより高倍率での像で
ある。１２の連続切片を計数した。図１６Ｄは４５日で蛍光的に標識されたドナー細胞の
分布の図である。図１６Ｅは線条体の全体にわたる左側脳室に隣接する注入跡に沿ったド
ナー細胞の外観を示す像である。図１６Ｆは、くも膜硬膜に沿って意味感覚野（sematose
nsory cortex）中に広がり、そして腹側（ventral）海馬交連中に移動するドナー細胞の
検出を示す像である。
【図１７Ａ及び１７Ｂ】　新生児脳中への注入後４５日のドナーマウスMSCの移動をさら
に示す一対の像の像である。それらの像は先に示したものより高倍率であり、そして細胞
がそれら自体直線配置で整列し、外被膜（external capsule）、脳梁、前交連（AC）、腹
側海馬交連（VHC）内の白質領域（white metered tracs）に沿って、そして線条体の繊維
束に沿って移動しているように見えることを示す。
【図１８】　hMSCにおけるFasLをコードするmRNAの低いレベル及びFasをコードする検出
できるmRNAがないことを示すRT-PCRアッセイを示すゲルの像である。Kitagawa等（1998、
Luekemia 12:486-492）により報告されたプライマーを用い、PCRは３０サイクル間であっ
た。レーン１：マーカー。レーン２：β－アクチンのコントロール。レーン３：FasLのア
ッセイ。レーン４：Fasのアッセイ。
【図１９Ａ及び１９Ｂ】　ラット脳におけるC6-グリオーマ細胞の成功した移植を示す一
対の像である。脳切片をH及びEで染色した。図１９Ａは移植した腫瘍と正常な大脳皮質組
織（CTX）の間の境界を低倍率で示す。図１９Ｂは、高倍率(40x)で、奇異核を有するグリ
オーマ細胞（矢印により示される）を示す。
【図２０Ａ－２０Ｄ】　免疫枯渇前及び後のマウスMSC(mMSC)培養物を示す4つ組の像であ
る。図２０Ａ及び２０Ｃは、それぞれ、ギムザでまたはFITCを結合した抗CD11b抗体で染
色し、DAPIで対比染色した免疫枯渇前の7日齢のmMSC培養物を示す。図２０Ｂ及び２０Ｄ
は、それぞれ、ギムザでまたはFITCを結合した抗CD11b抗体で染色し、DAPIで対比染色し
た免疫枯渇後の7日齢のmMSC培養物を示す。
【図２１Ａ－２１Ｅ】　新生児マウス脳中へのマウスMSC移植の時間経過を示す図及び像
である。図２１Ａは、注入後３日(黄色)、１２日(赤色)及び４５日（黒色）でビス－ベン
ズアミドで標識したMSCの散在を示す図である。ドナー細胞の分布が重なっていない脳の
領域を各時点に対して小点で示す。図２１Ｂは注入後１２日でブレグマに約＋0.9mmで側
脳室に隣接するMSCを示す像である。倍率はx100であった。図２１Ｃはx400のより高倍率
で図２１Ｂにおけるものと同じものを示す像である。図２１Ｄは細胞の移植後４５日でブ
レグマに-0.2mmで線条体及び外被膜の全体にわたって明らかなMSCを示す像である。倍率
はx100であった。図２１Ｅは、x100の倍率で腹側海馬交連及び脈絡叢に沿って並ぶドナー
細胞を示す像である。（LV＝側脳室；EC＝外被膜；VHC＝腹側海馬交連）。
【図２２Ａ及び２２Ｂ】　注入後４５日で確立した白質領域に沿ったMSCの配置を示す一
対の像である。図２２Ａは、外被膜（EC）内で平行の放射状配置で向いたビス－ベンズア
ミド標識したMSCを示す。図２２Ｂは、腹側海馬交連（VHC）内で平行の放射状配置で向い
たビス－ベンズアミド標識したMSCを示す。図２２Ａ及び２２Ｂはx400の倍率である。
【図２３Ａ－２３Ｄ】　注入後12日で前脳においてBrdUで標識されたMSCの免疫組織化学
配置を示す４つ組の像である。図２３Ａは、約＋0.9ブレグマで、注入部位と同側の線条
体及び側脳室の、ヘミロトキシン及びエオシン染色した、そして図２３Ｂは抗-BrdU染色
した連続切片を示す。倍率はx40である。図２３Ｃはx400のより高倍率での図２３Ｂにお
ける切片の顕微鏡写真の像であり、外被膜に沿って並ぶBrdU標識されたドナー細胞を示す
。図２３Ｄは、約-2.4ブレグマで海馬分子層におけるX1000倍率のグリア繊維酸性タンパ
ク質（GFAP）に対する抗体で二重標識されたMSC由来のアストロサイト（矢印により示さ
れる）を示す。アストロサイトに分化していないドナー細胞を二重矢印により示す。
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【図２４Ａ－２４Ｆ】　前脳及び小脳の神経に富んだ領域において８－ブロモ－２－デオ
キシウリジン（BrdU）標識されたMSCを示す一連の像である。連続切片の図２４Ａにおい
て示したヘミロトキシン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）染色または図２４Ｂにおいて示した抗-B
rdU染色は、腹側前脳皮質中のカレジャ島（Islands of Calleja）（IＣj）におけるドナ
ー由来の細胞を示す。連続切片の図２４Ｃにおいて示したＨ＆Ｅ染色または図２４Ｄにお
いて示した抗-BrdU染色は、嗅球（OB）の上衣下（subependyma）におけるドナー由来の細
胞を示す。連続切片の図２４Ｅにおいて示したＨ＆Ｅ染色または図２４Ｆにおいて示した
抗-BrdU染色は、小脳の外及び内顆粒層（EGL、IGL）におけるドナー由来の細胞を示す。
倍率はx400であった。
【図２５】　L-DOPAを分泌する遺伝子的に設計したラットMSCで処置したラットの脳にお
いて生産されるL-DOPAのレベルを示すグラフである。遺伝子的に設計したラットMSC（TH+
GC+）の移植後3日のSprague Dawley６－ヒドロキシドーパミン損傷ラットの線条体におい
てミクロ透析（microdialysis）を実施した。約100,000S細胞を移植した。透析物（dialy
sate）を３０分毎に３時間取った。移植前に、チロシンヒドロキシラーゼ（TH）の遺伝子
を含有する一つのレトロウイルスで、次に、GTP－シクロヒドラーゼ(GC)の遺伝子を有す
る別のレトロウイルスでラットMSCに形質導入した。GC遺伝子は、チロシンヒドロキシラ
ーゼの必須補因子のテトラヒドロプテリジンを与える。コントロールラットにおいてL-DO
PAは検出されなかった。
【図２６】　図２５において示したミクロ透析実験からのサンプルにおいてHPLCにより検
出されたL-DOPAのレベルを示すグラフである。図２７において示されるように、３－Ｏ－
メチルDOPA(3-O-MD)及びホモバニリン酸（HVA）は、DOPA代謝の改変経路から生じること
ができる。３，４－ジヒドロキシフェニル酢酸（DOPA-C）はドーパミンの代謝産物である
。
【図２７】　L-DOPAの代謝産物を示す図式説明である。
【図２８】　パーキンソン病のラットモデルにおいてアポモルヒネにより誘導される回転
の減少を示すグラフである。パーキンソン病モデルを作製するために線条体中への６―ヒ
ドロキシドーパミンの注入によりラットを調製した。アポモルヒネの注入（0.05mg/kg、S
C）により回転を誘導した。示した値は、L-DOPAを合成するように導入したrMSCを注入し
た２－5匹のラット（＋ＧＣＴＨ）及びテトラヒドロプテリジンを添加せずに培養してL-D
OPAを生産することができないように細胞をするチロシンヒドロキシラーゼの遺伝子のみ
を形質導入したrMSCを注入した3匹のコントロールラット(TH)からであり、。グラフは、
約７日後に回転に対する効果が消失したことを示し、同時に、図２５において示したミク
ロ透析によりL-DOPAはもはや検出されなかった。
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４Ａ－４Ｆ】
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【図５Ａ－５Ｆ】 【図６Ａ】

【図６Ｂ】 【図７Ａ－７Ｃ】
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【図８Ａ－８Ｄ】 【図９Ａ－９Ｃ】

【図１０Ａ－１０Ｄ】 【図１１Ａ－１１Ｃ】
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【図１２】 【図１３Ａ－１３Ｄ】

【図１４】 【図１５】
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【図１６Ａ－１６Ｂ１】 【図１６Ｂ２－１６Ｆ】

【図１７Ａ－１７Ｂ】 【図１８】
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【図１９Ａ－１９Ｂ】 【図２０Ａ－２０Ｄ】

【図２１Ａ】 【図２１Ｂ－２１Ｅ】
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【図２２Ａ－２２Ｂ】 【図２３Ａ－２３Ｄ】

【図２４Ａ－２４Ｆ】 【図２５】

【図２６】
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【図２７】 【図２８】
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