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(57)【要約】
本発明は、血管形成をもたらすことによって改善され得る病態を治療するための方法を提
供する。本発明は、一般に、１またはそれより多い血管形成促進因子を発現および／また
は分泌する細胞を投与することによって血管形成をもたらすことを対象とする。本発明は
また、１またはそれより多い血管形成促進因子を発現および／または分泌する細胞の能力
を調節する薬剤を求めてスクリーニングするための創薬方法を対象とする。本発明はまた
、被験体に投与するための細胞の提供に用いられ得る細胞バンクであって、１またはそれ
より多い血管形成促進因子を所望のレベルで発現および／または分泌する細胞を含むバン
クを対象とする。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体において血管形成をもたらすための方法であって、前記方法は：
　１またはそれより多い血管形成促進因子の発現および／または分泌に関し所望の効力を
有する細胞を選択するステップと；
　１またはそれより多い血管形成促進因子の発現および／または分泌に関する所望の効力
に関して前記細胞をアッセイするステップと；
　１またはそれより多い血管形成促進因子の発現および／または分泌に関し前記所望の効
力を有する前記細胞を治療上有効量で、かつ治療結果の達成に十分な時間にわたり前記被
験体に投与するステップとを含み、
　前記細胞は、ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１またはｒｏｘ－１のうちの１または
それより多くを発現し、かつ／または内胚葉、外胚葉および中胚葉のうちの少なくとも２
種の細胞型へと分化することができる非胚性幹非生殖細胞である、方法。
【請求項２】
　被験体において血管形成をもたらすための方法であって、前記方法は：
　１またはそれより多い血管形成促進因子の発現および／または分泌に関し所望の効力を
有する細胞を治療上有効量で、かつ治療結果の達成にわたり十分な時間で前記被験体に投
与するステップを含み、
　前記細胞は、ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１またはｒｏｘ－１のうちの１または
それより多くを発現し、かつ／または内胚葉、外胚葉および中胚葉のうちの少なくとも２
種の細胞型へと分化することができる非胚性幹非生殖細胞であり、投与前に、前記細胞が
この効力を有することに関して確認されている、方法。
【請求項３】
　前記細胞が同種異系である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記被験体が、急性心筋梗塞、慢性心不全、末梢血管疾患、脳卒中、慢性完全閉塞、腎
虚血および急性腎傷害からなる群から選択される状態を有する、請求項１または２に記載
の方法。
【請求項５】
　前記被験体がヒトである、請求項１～４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　細胞バンクを構築するための方法であって、前記方法は：
　１またはそれより多い血管形成促進因子の発現および／または分泌に関し所望の効力を
有する細胞を選択するステップと、
　被験体への将来的な投与のために前記細胞を増殖させ、保存するステップとを含み、
　前記細胞は、ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１もしくはｒｏｘ－１のうちの１もし
くは複数を発現し、かつ／または内胚葉、外胚葉および中胚葉のうちの少なくとも２種の
細胞型へと分化することができる非胚性幹非生殖細胞である、方法。
【請求項７】
　細胞バンクを構築するための方法であって、前記方法は：
　被験体への将来的な投与のために、１またはそれより多い血管形成促進因子の発現およ
び／または分泌に関し所望の効力を有する細胞を増殖させ、保存するステップを含み、
　前記細胞は、ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１もしくはｒｏｘ－１のうちの１もし
くは複数を発現し、かつ／または内胚葉、外胚葉および中胚葉のうちの少なくとも２種の
細胞型へと分化することができる非胚性幹非生殖細胞であり、バンキングの前に、前記細
胞がこの効力を有することに関して確認されている、方法。
【請求項８】
　創薬のための方法であって、前記方法は：
　１またはそれより多い血管形成促進因子の発現および／または分泌に関し所望の効力を
有する細胞を選択するステップと、
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　前記細胞を薬剤に曝露して、１またはそれより多い血管形成促進因子を発現および／ま
たは分泌する前記細胞の能力への前記薬剤の効果を評価するステップとを含み、
　前記細胞は、ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１もしくはｒｏｘ－１のうちの１もし
くは複数を発現し、かつ／または内胚葉、外胚葉および中胚葉のうちの少なくとも２種の
細胞型へと分化することができる非胚性幹非生殖細胞である、方法。
【請求項９】
　創薬のための方法であって、前記方法は：
　１またはそれより多い血管形成促進因子の発現および／または分泌に関し所望の効力を
有する細胞を薬剤に曝露して、１またはそれより多い血管形成促進因子を発現および／ま
たは分泌する前記細胞の能力における前記薬剤の効果を評価するステップを含み、
　前記細胞は、ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１もしくはｒｏｘ－１のうちの１もし
くは複数を発現し、かつ／または内胚葉、外胚葉および中胚葉のうちの少なくとも２種の
細胞型へと分化することができる非胚性幹非生殖細胞であり、前記細胞が、前記所望の効
力を有することに関し選択され、この効力を有することに関して確認されている、方法。
【請求項１０】
　非胚性幹非生殖細胞を含む組成物であって、
　前記非胚性幹非生殖細胞は、ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１もしくはｒｏｘ－１
のうちの１もしくは複数を発現し、かつ／または内胚葉、外胚葉および中胚葉のうちの少
なくとも２種の細胞型へと分化することができ、
　前記非胚性幹非生殖細胞は、親細胞集団の細胞よりも高レベルで１またはそれより多い
血管形成促進因子を分泌する、組成物。
【請求項１１】
　細胞における１またはそれより多い血管形成促進因子の発現を増加させるための方法で
あって、前記方法は：
　前記細胞を、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１βおよびＩＦＮγの組み合わせへと曝露するステッ
プを含み、
　前記細胞は、ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１もしくはｒｏｘ－１のうちの１もし
くは複数を発現し、かつ／または内胚葉、外胚葉および中胚葉のうちの少なくとも２種の
細胞型へと分化することができる非胚性幹非生殖細胞である、方法。
【請求項１２】
　細胞における１またはそれより多い血管形成促進因子の発現を増加させるための方法で
あって、前記方法は：
　前記細胞をプロスタグランジンＦ類似体の組み合わせへと曝露するステップを含み、
　前記細胞は、ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１もしくはｒｏｘ－１のうちの１もし
くは複数を発現し、かつ／または内胚葉、外胚葉および中胚葉のうちの少なくとも２種の
細胞型へと分化することができる非胚性幹非生殖細胞である、方法。
【請求項１３】
　前記プロスタグランジンＦ類似体がラタノプロストである、請求項１２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、血管形成をもたらすことによって改善され得る病態を治療するための方法を
提供する。本発明は、一般に、１またはそれより多い血管形成促進因子（ｐｒｏ－ａｎｇ
ｉｏｇｅｎｉｃ　ｆａｃｔｏｒ）を発現および／または分泌する細胞を投与することによ
って血管形成をもたらすことを対象とする。本発明はまた、１またはそれより多い血管形
成促進因子を発現および／または分泌する細胞の能力を調節する薬剤を求めてスクリーニ
ングする創薬方法（ｄｒｕｇ　ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ｍｅｔｈｏｄ）を対象とする。本発
明はまた、被験体に投与するための細胞を提供するのに用いられ得る細胞バンクであって
、１またはそれより多い血管形成促進因子を所望のレベルで発現および／または分泌する
細胞を含む細胞バンクを対象とする。本発明はまた、１またはそれより多い血管形成促進
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因子を特定の所望のレベルで発現および／または分泌する細胞を含む、医薬組成物等、組
成物を対象とする。本発明はまた、投与予定の細胞の所望の効力を評価するためのアッセ
イを含めた、治療予定の被験体に細胞を投与する前に行われる診断方法を対象とする。本
発明は、治療中の被験体における細胞の効果を評価する治療後診断アッセイをさらに対象
とする。細胞は、次の特徴のうちの１または複数によって特徴付けることのできる非胚性
幹非生殖細胞である：癌化することのない、培養における延長された複製、多能性マーカ
ーであるテロメラーゼ等、複製のマーカーの、延長された発現および広範な分化能。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００２】
　本発明は、概して、血管形成をもたらすための方法を対象とする。
【０００３】
　本発明はまた、血管形成をもたらす１またはそれより多い血管形成促進因子を提供する
ための方法を対象とする。
【０００４】
　血管形成促進因子として、ＦＧＦ、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦＲ、ＮＲＰ－１、Ａｎｇ１、Ａ
ｎｇ２、ＰＤＧＦ（ＢＢホモ二量体）、ＰＤＧＦＲ、ＴＧＦ－β、エンドグリン、ＴＧＦ
－β受容体、ＭＣＰ－１、インテグリンαｖβ３、αｖβ３、α５β１、ＶＥ－カドヘリ
ン、ＣＤ３１、エフリン、プラスミノーゲン活性化因子、プラスミノーゲン活性化因子イ
ンヒビター－１、ｅＮＯＳ、ＣＯＸ－２、ＡＣ１３３、Ｉｄ１／Ｉｄ３、アンジオゲニン
、ＨＧＦ、Ｖｅｇｆ、Ｉｌ－１アルファ、Ｉｌ－８、Ｉｌ－６、Ｃｘｃｌ５、Ｆｇｆα、
Ｆｇｆβ、Ｔｇｆα、Ｔｇｆβ、ＭＭＰ（ｍｍｐ９等）、プラスミノーゲン活性化因子イ
ンヒビター－１、トロンボスポンジン、アンジオポエチン１、アンジオポエチン２、アン
フィレギュリン、レプチン、エンドセリン－１、ＡＡＭＰ、ＡＧＧＦ１、ＡＭＯＴ、ＡＮ
ＧＬＰＴＬ３、ＡＮＧＰＴＬ４、ＢＴＧ１、ＩＬ－１β、ＮＯＳ３、ＴＮＦＳＦ１２およ
びＶＡＳＨ２が挙げられるがこれらに限定されない。
【０００５】
　本発明によれば、血管形成をもたらすことは、１またはそれより多い血管形成促進因子
を天然に（すなわち、組換えによらず）発現および／または分泌する細胞またはこの細胞
で馴化した培地を投与することによって実現することができる。細胞として、胚性幹細胞
の一部の特徴を有するが非胚性組織に由来し、１もしくは複数の血管形成促進因子を発現
および／または分泌する、胚性幹細胞でも生殖細胞でもない細胞が挙げられるがこれに限
定されない。細胞は、１またはそれより多い血管形成促進因子を天然に発現／分泌するこ
とができる（すなわち、発現および／または分泌を活性化するよう遺伝学的にまたは薬学
的に改変されていない）。しかし、天然の発現細胞は、効力を高めるよう遺伝学的にまた
は薬学的改変されていてよい。
【０００６】
　細胞は、ｏｃｔ４等、多能性マーカーを発現することができる。細胞は、テロメラーゼ
等、延長された複製能と関連するマーカーを発現することもできる。多能性の他の特徴と
して、外胚葉、内胚葉および中胚葉のうちの２または３種等、２種以上の胚葉の細胞型へ
と分化する能力を挙げることができる。このような細胞は、培養において不死化または癌
化していてもしていなくてもよい。細胞は、癌化することなく高度に増殖することができ
、また、正常な核型を維持することもできる。例えば、一実施形態において、非胚性幹非
生殖細胞は、培養において５０または６０回以上等、少なくとも１０～４０回の細胞倍加
を経たものでもよく、ここで、細胞は癌化しておらず、正常な核型を有する。細胞は、内
胚葉、外胚葉および中胚葉の胚性系列のうちの２種のそれぞれの少なくとも１種類の細胞
型へと分化することができ、これは、全３種への分化を包含することができる。さらに、
細胞は、テラトーマを産生しないなど、腫瘍原性でなくてもよい。細胞が癌化している、
または腫瘍原性であり、かつ細胞を注入に用いることが望ましい場合、このような細胞は
、ｉｎ　ｖｉｖｏで腫瘍形成できないよう、細胞が腫瘍へと増殖するのを抑制する処置に
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よって無能力化することができる。このような処置は、本技術分野で周知のものである。
【０００７】
　細胞として、次の番号の実施形態が挙げられるがこれらに限定されない。
【０００８】
　１．ｏｃｔ４を発現し、癌化せず、正常な核型を有し、培養において少なくとも１０～
４０回の細胞倍加を経た細胞であって、単離され、増殖した非胚性幹非生殖細胞。
【０００９】
　２．テロメラーゼ、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１またはｓｏｘ－２のうちの１またはそれよ
り多くをさらに発現する、上述の番号１に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００１０】
　３．内胚葉、外胚葉および中胚葉の胚性系列のうちの少なくとも２種類のうちの少なく
とも１種類の細胞型へと分化することのできる、上述の番号１に記載の非胚性幹非生殖細
胞。
【００１１】
　４．テロメラーゼ、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１またはｓｏｘ－２のうちの１またはそれよ
り多くをさらに発現する、上述の番号３に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００１２】
　５．内胚葉、外胚葉および中胚葉の胚性系列それぞれのうちの少なくとも１種類の細胞
型へと分化することのできる、上述の番号３に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００１３】
　６．テロメラーゼ、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１またはｓｏｘ－２のうちの１またはそれよ
り多くをさらに発現する、上述の番号５に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００１４】
　７．癌化せず、正常な核型を有し、培養において少なくとも４０回の細胞倍加を経た細
胞であって、非胚性非生殖組織の培養によって得られる、単離され、増殖した非胚性幹非
生殖細胞。
【００１５】
　８．ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１またはｓｏｘ－２のうちの１ま
たはそれより多くを発現する、上述の番号７に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００１６】
　９．内胚葉、外胚葉および中胚葉の胚性系列のうちの少なくとも２種類のうちの少なく
とも１種類の細胞型へと分化することのできる、上述の番号７に記載の非胚性幹非生殖細
胞。
【００１７】
　１０．ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１またはｓｏｘ－２のうちの１
またはそれより多くを発現する、上述の番号９に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００１８】
　１１．内胚葉、外胚葉および中胚葉の胚性系列それぞれのうちの少なくとも１種類の細
胞型へと分化することのできる、上述の番号９に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００１９】
　１２．ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１またはｓｏｘ－２のうちの１
またはそれより多くを発現する、上述の番号１１に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００２０】
　１３．テロメラーゼを発現し、癌化せず、正常な核型を有する、培養において少なくと
も１０～４０回の細胞倍加を経た細胞であって、単離され、増殖した非胚性幹非生殖細胞
。
【００２１】
　１４．ｏｃｔ４、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１またはｓｏｘ－２のうちの１またはそれより
多くをさらに発現する、上述の番号１３に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００２２】



(6) JP 2013-520509 A 2013.6.6

10

20

30

40

50

　１５．内胚葉、外胚葉および中胚葉の胚性系列のうちの少なくとも２種類のうちの少な
くとも１種類の細胞型へと分化することのできる、上述の番号１３に記載の非胚性幹非生
殖細胞。
【００２３】
　１６．ｏｃｔ４、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１またはｓｏｘ－２のうちの１またはそれより
多くをさらに発現する、上述の番号１５に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００２４】
　１７．内胚葉、外胚葉および中胚葉の胚性系列それぞれのうちの少なくとも１種類の細
胞型へと分化することのできる、上述の番号１５に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００２５】
　１８．ｏｃｔ４、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１またはｓｏｘ－２のうちの１またはそれより
多くをさらに発現する、上述の番号１７に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００２６】
　１９．培養において少なくとも１０～４０回の細胞倍加を経た細胞であって、内胚葉、
外胚葉および中胚葉の胚性系列のうちの少なくとも２種類のうちの少なくとも１種類の細
胞型へと分化することのできる、単離され、増殖した非胚性幹非生殖細胞。
【００２７】
　２０．ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１またはｓｏｘ－２のうちの１
またはそれより多くを発現する、上述の番号１９に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００２８】
　２１．内胚葉、外胚葉および中胚葉の胚性系列それぞれのうちの少なくとも１種類の細
胞型へと分化することのできる、上述の番号１９に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００２９】
　２２．ｏｃｔ４、テロメラーゼ、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１またはｓｏｘ－２のうちの１
またはそれより多くを発現する、上述の番号２１に記載の非胚性幹非生殖細胞。
【００３０】
　一実施形態において、被験体はヒトである。
【００３１】
　１またはそれより多い血管形成促進因子を発現および／または分泌する細胞は、１また
はそれより多い血管形成促進因子を発現および／または分泌して血管形成をもたらすこと
ができる細胞の能力を調節する薬剤を求めてスクリーニングするための創薬方法に用いる
ことができる。このような薬剤として、有機小分子、アンチセンス核酸、ｓｉＲＮＡ、Ｄ
ＮＡアプタマー、ペプチド、抗体、非抗体タンパク質、サイトカイン、ケモカインおよび
化学誘引物質が挙げられるがこれらに限定されない。
【００３２】
　特定の例示的な一実施形態において、効力は、細胞をＴＮＦ－α、ＩＬ－１βおよびＩ
ＦＮ－γの組み合わせへと曝露することにより増強される。他の実施形態において、これ
ら成分のいずれかを個々に用いることができる。さらに別の実施形態において、Ｉｌ１－
α、ＩＬ－６、ＴＧＦ－ｂ、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ１１、ＩＬ１２、ＩＬ１７、ＩＬ１８、
ＩＬ８、ＬＰＳ等のトール様受容体リガンド、ポリ（１：Ｃ）、ＣＰＧＮ－ＯＤＮおよび
ザイモサン等、他のインターロイキンまたはインターフェロン等が挙げられるがこれらに
限定されない他の炎症誘発性分子を用いることができる。別の特定の例示的な一実施形態
において、効力は、細胞をプロスタグランジンＦ類似体であるラタノプロストに曝露する
ことにより増強される。別の一実施形態において、細胞は、プロスタグランジンＦ、その
他の任意のプロスタグランジンＦ２アルファ受容体類似体、Ｅ型プロスタグランジンまた
は類似体に曝露することができる。
【００３３】
　本願に記載されている血管形成効果は、分泌された因子によって生じ得るため、細胞だ
けではなく該細胞を培養することによって得られる馴化培地（またはその抽出物）もこの
効果の達成に有用である。このような培地は、分泌された因子を含有し、従って、細胞の
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代わりに用いる、あるいは細胞に加えることができると思われる。そこで、細胞を用いて
よい場合、馴化培地（またはその抽出物）もまた有効となると思われ、馴化培地を細胞と
置き換えても、それに加えてもよいことを理解されたい。
【００３４】
　血管形成効果を達成する細胞の性質を考慮して、１またはそれより多い血管形成促進因
子を発現および分泌して血管形成をもたらす所望の効力を持つように選択された細胞を収
容する細胞バンクを確立することができる。よって、本発明は、１またはそれより多い血
管形成促進因子を発現および／または分泌する能力に関して細胞をアッセイするステップ
と、所望の効力を有する細胞をバンキング（ｂａｎｋｉｎｇ）するステップを網羅する。
バンクは、被験体に投与する医薬組成物を作製するためのソースをもたらすことができる
。細胞は、バンクから直接的に用いても、使用前に増殖させてもよい。特に、細胞がさら
なる増殖に付される場合、増殖後に、細胞が依然として所望の効力を有することを検証す
ることが望ましい。バンクは、被験体に対し同種異系である細胞の「すぐに入手可能な（
ｏｆｆ　ｔｈｅ　ｓｈｅｌｆ）」使用を可能にする。
【００３５】
　よって、本発明はまた、細胞を被験体に投与する前に行われる診断手順を対象とする。
手順は、１またはそれより多い血管形成促進因子を発現および／または分泌することによ
り血管形成をもたらすことができる細胞の効力を評価するステップを包含する。細胞は、
細胞バンクから取り出して直接的に用いても、投与前に増殖させてもよい。いずれの場合
においても、細胞は、所望の効力について評価することができる。特に、細胞がさらなる
増殖に付される場合、増殖後に、細胞が依然として所望の効力を有することを検証するこ
とが望ましい。あるいは、細胞は被験体から得られ、投与前に増殖することができる。こ
の場合、同様に、細胞は、被験体に戻し投与する前に所望の効力について評価することが
できる（自家）。
【００３６】
　１またはそれより多い血管形成促進因子の発現に関して選択された細胞は、選択手順に
おいて必ずアッセイされるが、治療のために被験体に投与する前に細胞を再度アッセイし
て、細胞が依然として所望のレベルの因子を発現することを確認することが好ましく、賢
明なことがある。発現細胞が増殖されていた場合、あるいは細胞バンク等に任意の期間保
存されて、そこで保存されている間、多くの場合細胞が凍結されている場合、これは特に
好ましい。
【００３７】
　１またはそれより多い血管形成促進因子を発現／分泌する細胞を用いた治療方法に関し
、最初の細胞単離と被験体への投与との間に、因子（複数可）の発現に関する複数の（す
なわち、逐次的な）アッセイを行ってよい。これは、この時間枠内で行われる操作後に細
胞が依然として１またはそれより多い血管形成促進因子を発現／分泌することを確認する
ためのものである。例えば、アッセイは、毎回細胞が増殖した後に実行することができる
。細胞が細胞バンクに保存されている場合、細胞は、保存から取り出した後にアッセイす
ることができる。細胞が凍結されている場合、細胞は、解凍後にアッセイすることができ
る。細胞バンクから得られた細胞が増殖する場合、細胞は、増殖後にアッセイすることが
できる。好ましくは、最終細胞産物（すなわち、被験体に物理的に投与される細胞標本）
の一部をアッセイすることができる。
【００３８】
　本発明は、細胞投与後に有効性を評価するための治療後診断アッセイをさらに包含する
。診断アッセイとして、臨床症状、形態学（例えば、血管の存在）または１もしくは複数
の血管形成バイオマーカーによる血管形成の解析が挙げられるがこれらに限定されない。
【００３９】
　本発明はまた、１またはそれより多い血管形成促進因子を発現および／または分泌して
血管形成をもたらす細胞の効力を評価することによる、細胞の投薬量を確立するための方
法を対象とする。この場合、効力が決定され、それに従って投薬量が調整される。
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【００４０】
　効力は、因子そのものの量を測定することにより評価することができる。効力は、ｉｎ
　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏ血管形成等、因子によってもたらされる効果をアッセ
イすることによって評価することもできる。
【００４１】
　本発明はまた、所望の効力、特に、１またはそれより多い血管形成促進因子の所望の量
の発現および／または分泌を有する細胞の集団を含む組成物を対象とする。このような集
団は、被験体への投与に適した医薬組成物として存在し得る、および／または細胞バンク
（ここから直接細胞を被験体への投与に用いることができる、または投与前に増殖させる
ことができる）に存在し得る。一実施形態において、細胞は、以前の（親）細胞集団と比
べて増強された（増加した）効力を有する。親細胞は、本明細書に定義されている通りの
ものである。増強は、天然の発現細胞の選択によって、あるいは細胞に作用する外因子に
よってなされ得る。
【００４２】
　本発明の方法および組成物は、血管形成が有益となる任意の疾患の治療に有用である。
この疾患として、任意の虚血性状態、例えば、急性心筋梗塞、慢性心不全、末梢血管疾患
、脳卒中、慢性完全閉塞（ｃｈｒｏｎｉｃ　ｔｏｔａｌ　ｏｃｃｌｕｓｉｏｎ）、腎虚血
および急性腎傷害が挙げられるが、これらに限定されない。
【００４３】
　これらの治療のため、１またはそれより多い血管形成促進因子を発現する細胞が投与さ
れると思われる。このような細胞は、該細胞が発現および／または分泌する因子（複数可
）の量について評価され、因子（複数可）の所望の量の発現および／または分泌に関して
選択された可能性がある。
【００４４】
　上述の疾患のいずれの治療の場合、このような細胞、すなわち、状態の治療のための投
与前に因子（複数可）の発現および／または分泌について評価され、所望のレベルの発現
および／または分泌に関して選択された細胞の使用が好都合となり得ることが理解される
。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１】図１は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍが、血管形成をｉｎ　ｖｉｔｒｏで誘導し、複数の
血管形成促進因子を分泌することを示す図である。（Ａ）培養ＨＵＶＥＣを用いた、Ｍｕ
ｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地（ＣＭ）によって誘導されたｉｎ　ｖｉｔｒｏ血管形成の写真。
（Ｂ）各条件における視野毎に形成された管の平均数。（Ｃ）ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ４日目
馴化培地と共にインキュベートした血管形成抗体アレイ。ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによってＶ
ＥＧＦ、ＩＬ－８およびＣＸＬＣ５が分泌される。４種の別個の培養物から得られ３日間
経過した培地におけるＣＸＣＬ５（Ｄ）、ＶＥＧＦ（Ｅ）およびＩＬ－８（Ｆ）タンパク
質濃度は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍが、標準培養条件下でこれらのタンパク質を一貫して発現
することを図示する。
【図２】図２は、ＶＥＧＦが、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの誘導する血管形成に必要とされるこ
とを示す図である。馴化培地からＶＥＧＦを除去すると血管形成が抑制され、（Ａ）完全
なＶＥＧＦ免疫枯渇および抗体特異性が示されるが、一方ＩＬ－８（Ｂ）およびＣＸＣＬ
５（Ｃ）のレベルは影響を受けない。（Ｄ、Ｅ）ＶＥＧＦの免疫枯渇は、ＭｕｌｔｉＳｔ
ｅｍ馴化培地によって誘導される血管形成を低下させる。少なくとも２５０ｐｇ／ｍｌの
ＶＥＧＦ１６５または５０ｐｇ／ｍｌのＶＥＧＦ１２１の添加は、ある程度のレベルの血
管形成の回復に必要とされるが、どちらも活性を完全には回復させなかった。
【図３】図３は、ＩＬ－８が、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの誘導する血管形成に必要であること
を示す図である。馴化培地からＩＬ－８を免疫枯渇すると、血管形成が低下するが、基本
培地へのＩＬ－８の添加は、血管形成の誘導には不十分であった。（Ａ）ＨＵＶＥＣを、
（ａ）内皮成長因子培地（ＥＧＭ）、（ｂ）無血清基本ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ培地、（ｃ）
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４日目の無血清ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ　ＣＭ、（ｄ）ウサギＩｇＧアイソタイプ対照および
（ｅ）ＩＬ－８を免疫枯渇した４日目の無血清ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ　ＣＭと共に１８時間
インキュベートした。（Ｂ）ＩＬ－８は免疫枯渇によって低下する。（Ｃ、Ｄ）ＶＥＧＦ
およびＣＸＣＬ５のレベルは変化しなかった。
【図４】図４は、ＣＸＣＬ５が、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの誘導する血管形成に必要とされる
ことを示す図である。しかし、ＩＬ－８およびＣＸＣＬ５は、血管形成の開始には不十分
である。（Ａ）ＨＵＶＥＣを、（ａ）内皮成長因子培地（ＥＧＭ）、（ｂ）ＥＧＭ＋Ｉｇ
Ｇアイソタイプ対照、（ｃ）ＥＧＭ＋１０ｕｇ／ｍｌのＣＸＣＬ５中和抗体、（ｄ）無血
清基本ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ培地、（ｅ）４日目の無血清ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地単独
（ＣＭ）、（ｆ）ＣＭ＋ＩｇＧアイソタイプ対照、（ｇ）ＣＭ＋ＣＸＣＬ５中和抗体（１
０ｕｇ／ｍｌ）と共に１８時間インキュベートした。（Ｂ、Ｃ）ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ基本
培地へのＩＬ－８（４０００ｐｇ／ｍｌ）またはＣＸＣＬ５（１５０ｐｇ／ｍｌ）の単独
または併用した添加は、血管形成の誘導には不十分であった。
【図５】図５は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍとは異なり、ＭＳＣが血管形成をｉｎ　ｖｉｔｒｏ
で誘導しないことを示す図である。（Ａ）内皮細胞管形成におけるＭＳＣおよびＭｕｌｔ
ｉＳｔｅｍ馴化培地（ＣＭ）の効果の差異を図示するｉｎ　ｖｉｔｒｏ血管形成アッセイ
。（Ｂ）６時間後および２４時間後の内皮細胞管形成におけるＭＳＣおよびＭｕｌｔｉｓ
ｔｅｍ　ＣＭの効果を示すｉｎ　ｖｉｔｒｏ血管形成アッセイの写真。（Ｃ～Ｅ）ＭＳＣ
およびＭｕｌｔｉＳｔｅｍによって分泌されたＣＸＣＬ５、ＶＥＧＦおよびＩＬ－８の濃
度。
【図６】図６は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍおよびＭＳＣが、異なる分泌プロファイルを有する
ことを示す図である。血管形成特異的抗体アレイによる、同一ドナー（３名のドナーの試
料セットを解析）に由来するＭＳＣおよびＭｕｌｔｉＳｔｅｍの馴化培地の解析。（Ａ）
発達した膜の写真は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの分泌プロファイルが、他のドナーのＭｕｌｔ
ｉＳｔｅｍと類似しているが、ＭＳＣの分泌プロファイルと比較した場合、同一ドナーの
ものであっても有意差を示すことを図示する。（Ｂ）ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによるＩＬ－８
の独占的発現等、ＭＳＣ対ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの異なる分泌プロファイルを示すアレイの
半定量的解析。データは、総タンパク質含量に対して正規化した、陽性対照のパーセント
としての平均スポット強度として表示する。
【図７】図７は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍをＣｙｔｏｍｉｘで処理すると、血管形成促進分子
の発現をｉｎ　ｖｉｔｒｏで増加させることを示す図である。ＭｕｌｔｉＳｔｅｍを３日
間成長させ、次に、Ｃｙｔｏｍｉｘ（１０ｎｇ／ｍＬ　ＴＮＦ－α、ＩＬ－１βおよびＩ
ＦＮγ）で２４、４８、７２時間処理した。その後、血管形成促進遺伝子発現のＲＴ－Ｐ
ＣＲ解析のために細胞を収集した。ＣＸＣＬ５、ＦＧＦ２およびＨＧＦ遺伝子発現は全て
、ｃｙｔｏｍｉｘ処理によりベースラインを超えて増加した。その上、これらの条件にお
いてＩＬ－８も増加する。
【図８】図８は、Ｃｙｔｏｍｉｘで処理（４８時間）したＭｕｌｔｉＳｔｅｍにおける血
管形成遺伝子発現の上方制御が、マイクロアレイ解析によっても示されることを示す図で
ある。この図は、制御された血管形成因子のサンプルを示す。マイクロアレイ解析は、Ｃ
ｙｔｏｍｉｘで６または４８時間処理したＭｕｌｔｉＳｔｅｍにおける血管形成促進因子
の増加を示す。ｃｙｔｏｍｉｘで処理したＭｕｌｔｉＳｔｅｍ（各時点でｎ＝６）または
未処理ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ（各時点でｎ＝６）から得られたＲＮＡをＩｌｌｕｍｉｎａマ
イクロアレイチップ（ＨｕｍａｎＨＴ－１２＿Ｖ４）により解析した。２種のＭｕｌｔｉ
Ｓｔｅｍバンクを検査した。この図は、上方制御された血管形成促進遺伝子サンプルの倍
数増加の具体例を示す。ｑＰＣＲによるさらなる確認が必要とされ、これは現在進行中で
ある。
【図９】図９は、Ｃｙｔｏｍｉｘ処理が、ＨＵＶＥＣ管形成アッセイにおいてＭｕｌｔｉ
Ｓｔｅｍの血管形成潜在力を増加させることを示す図である。この図は、血管形成の点数
化を示す。ＣｙｔｏｍｉｘによるＭｕｌｔｉＳｔｅｍの処理は、ＨＵＶＥＣ管形成アッセ
イにおいて血管形成を増加させる。３日後の細胞から収集された無血清馴化培地は、未処
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理ＭｕｌｔｉＳｔｅｍから得られた馴化培地も堅調なＨＵＶＥＣ管形成を行うが、Ｃｙｔ
ｏｍｉｘによる細胞の処理が、血管形成潜在力を増加させたことを示す。Ｌｏｎｚａ　Ｍ
ＳＣから得られた無血清馴化培地は、有意なＨＵＶＥＣ管形成を誘導しなかった。ＭＳＣ
の処理は、血管形成潜在力を僅かに増加させただけであった。ＥＧＭ＝内皮成長培地（陽
性対照）。ＥＢＭ＝無血清基本内皮培地（陰性対照）。
【図１０Ａ】図１０Ａ～Ｃは、プロスタグランジンＦまたはラタノプロスト（プロスタグ
ランジンＦアゴニスト）によるＭｕｌｔｉＳｔｅｍの前処理が、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによ
るｉｎ　ｖｉｔｒｏでの血管形成因子の発現を増加させることを示す図である。プロスタ
グランジンＦ類似体、ラタノプロストによるＭｕｌｔｉＳｔｅｍの処理も、血管形成促進
因子の発現を増加させた。ＭｕｌｔｉＳｔｅｍを用量範囲のラタノプロストで２４、４８
または７２時間処理した。次に、ＲＴ－ＰＣＲにより血管形成促進因子の遺伝子発現を解
析した。ＫＩＴＬＧ（Ａ）、ＨＧＦおよびＶＥＧＦ（Ｂ）ならびにＩｌ－８（Ｃ）の遺伝
子発現は全て増加した。生物学的プロスタグランジンＦもまた、ＶＥＧＦ　Ａレベルを増
加させた（Ｂ）。
【図１０Ｂ】図１０Ａ～Ｃは、プロスタグランジンＦまたはラタノプロスト（プロスタグ
ランジンＦアゴニスト）によるＭｕｌｔｉＳｔｅｍの前処理が、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによ
るｉｎ　ｖｉｔｒｏでの血管形成因子の発現を増加させることを示す図である。プロスタ
グランジンＦ類似体、ラタノプロストによるＭｕｌｔｉＳｔｅｍの処理も、血管形成促進
因子の発現を増加させた。ＭｕｌｔｉＳｔｅｍを用量範囲のラタノプロストで２４、４８
または７２時間処理した。次に、ＲＴ－ＰＣＲにより血管形成促進因子の遺伝子発現を解
析した。ＫＩＴＬＧ（Ａ）、ＨＧＦおよびＶＥＧＦ（Ｂ）ならびにＩｌ－８（Ｃ）の遺伝
子発現は全て増加した。生物学的プロスタグランジンＦもまた、ＶＥＧＦ　Ａレベルを増
加させた（Ｂ）。
【図１０Ｃ】図１０Ａ～Ｃは、プロスタグランジンＦまたはラタノプロスト（プロスタグ
ランジンＦアゴニスト）によるＭｕｌｔｉＳｔｅｍの前処理が、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによ
るｉｎ　ｖｉｔｒｏでの血管形成因子の発現を増加させることを示す図である。プロスタ
グランジンＦ類似体、ラタノプロストによるＭｕｌｔｉＳｔｅｍの処理も、血管形成促進
因子の発現を増加させた。ＭｕｌｔｉＳｔｅｍを用量範囲のラタノプロストで２４、４８
または７２時間処理した。次に、ＲＴ－ＰＣＲにより血管形成促進因子の遺伝子発現を解
析した。ＫＩＴＬＧ（Ａ）、ＨＧＦおよびＶＥＧＦ（Ｂ）ならびにＩｌ－８（Ｃ）の遺伝
子発現は全て増加した。生物学的プロスタグランジンＦもまた、ＶＥＧＦ　Ａレベルを増
加させた（Ｂ）。
【図１１】図１１は、ラタノプロスト（１ｕＭ）処理したＭｕｌｔｉＳｔｅｍの血管形成
潜在力を試験するためのＨＵＶＥＣ管形成アッセイを示す図である。ＨＵＶＥＣ管形成は
、未処理細胞の馴化培地と比較してラタノプロスト処理細胞の馴化培地によりやや増加し
た。単独で培養またはラタノプロスト（１ｕＭ）の存在下で培養したＭｕｌｔｉＳｔｅｍ
から３日目に無血清培地を収集した。基本培地またはラタノプロストを添加した基本培地
は、有意な管形成を誘導しなかった。対照的に、未処理細胞の馴化培地単独または収集後
の培地にラタノプロスト（１ｕＭ）を添加したものは、血管形成を同等のレベルに誘導し
た。ラタノプロストで３日間処理した細胞から収集した無血清馴化培地は、このｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏアッセイにより測定したところ、血管形成潜在力をわずかに増加させた。ＥＧＭ
および血清含有ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ培地を陽性対照とした。ＥＢＭおよび基本無血清培地
を陰性対照とした。
【図１２】図１２は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ血管形成解析が、様々な細胞ロットの効力および
処理プロトコールの検査に利用できることを示す図である。ＨＵＶＥＣ管形成アッセイを
用いることによる血管形成潜在力の測定は、様々な細胞ロット（解凍ａ～ｆ）の細胞の機
能効力または様々な処理条件（解凍－ｆ対２４時間Ａ～Ｆ）の評価に用いることができる
。
【発明を実施するための形態】
【００４６】
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　本発明は、本明細書に記載されている特定の手法、プロトコールおよび試薬等に限定さ
れない（これらは変動し得るため）ことを理解されたい。本明細書で使用される専門用語
は、単に特定の実施形態を説明するためのものであり、特許請求の範囲によってのみ定義
される発明の開示の範囲を限定することを意図しない。
【００４７】
　本明細書における節の見出しは、構成目的のみに用いられ、決して記載されている主題
を限定するものと解釈するべきではない。
【００４８】
　本願の方法および技法は一般に、他に断りがなければ、本技術分野で周知の従来方法に
従って、本明細書を通じて引用および記述されている種々の一般およびより特殊な参考文
献に記載されている通りに実施される。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第３版、Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉ
ｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．（２００１年）ならびにＡｕｓｕｂｅｌら、Ｃｕｒｒｅ
ｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒｅｅｎｅ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ（１９９２年）ならびにＨａｒｌｏｗお
よびＬａｎｅ、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｃｏｌｄ　
Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，　Ｎ．Ｙ．（１９９０年）を参照されたい。
【００４９】
　定義
　本明細書において、「１つの（ａ）」または「１つの（ａｎ）」は、「１つまたは２つ
以上」、「少なくとも１つ」を意味する。本明細書において複数形が用いられている場合
、これは一般に、単数も包含する。
【００５０】
　「細胞バンク」とは、将来的に用いるために成長・保存された細胞の業界用語である。
細胞は、分注して保存することができる。細胞は、保存状態から直接的に用いても、保存
後に増殖させてもよい。投与に利用できる「すぐに入手可能な」細胞があるのは便利なこ
とである。細胞は、直接的に投与できるよう予め薬学的に許容される賦形剤中に保存され
ていても、あるいは保存から取り出したときに適切な賦形剤と混合してもよい。細胞は、
凍結しても、あるいは生存能を保つ他の形態で保存してもよい。本発明の一実施形態にお
いて、１またはそれより多い血管形成促進因子の発現増強に関して選択された細胞の細胞
バンクが作製される。保存状態から取り出した後、被験体に投与する前に、細胞の効力、
すなわち、１またはそれより多い血管形成促進因子の発現レベルを再度アッセイすること
が好ましいことがある。この操作は、本願に記載されている、あるいは本技術分野で公知
の直接的または間接的なアッセイのいずれかを用いて行うことができる。その後、所望の
効力を有する細胞は、次に、治療のために被験体へと投与することができる。バンクは、
治療予定の個体に由来する（胎盤、臍帯血または臍帯マトリックス等、その出生前組織の
、あるいは出生後のいずれかの時点の個体から増殖させた）細胞を用いて作製することが
できる。あるいは、バンクは、同種異系用途の細胞を含有することができる。
【００５１】
　「同時投与」は、２種以上の薬剤の同時または逐次投与等、互いに併せて、一緒に、協
調的に投与することを意味する。
【００５２】
　「含む」は、他に限定されず、必ず指示対象を包含し、他に包含され得るものに関して
全く留保や除外がないことを意味する。例えば、「ｘおよびｙを含む組成物」は、この組
成物中に他の成分が存在しているかに関係なく、ｘおよびｙを含有するあらゆる組成物を
網羅する。同様に、「ｘのステップを含む方法」は、ｘがこの方法における唯一のステッ
プであれ、単にいくつかのステップのうちの１ステップであれ、他のステップがいくつ存
在し得るか関係なく、また、それらと比較してｘがどれほど単純か複雑かに関係なく、ｘ
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が実施されるあらゆる方法を網羅する。「構成される（ｃｏｍｐｒｉｓｅｄ　ｏｆ）」お
よび「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」がルーツの単語を用いた類似の語句は、本明細書にお
いて、「含むこと（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」の同義語として用いられ、同じ意味を持つ
。
【００５３】
　「構成される」は、「含む」の同義語である（上述を参照）。
【００５４】
　「馴化細胞培養培地」は、本技術分野で周知の用語であり、細胞が成長した培地を指す
。本明細書において、この用語は、血管形成または１もしくは複数の血管形成促進因子を
もたらす等、本願に記載されているいずれの結果の達成にも有効な因子の分泌に十分な時
間細胞が成長することを意味する。
【００５５】
　馴化細胞培養培地は、因子を培地に分泌するよう細胞が培養された培地を指す。本発明
の目的において、細胞は、十分な回数の細胞分裂により成長して、有効量のこのような因
子を産生し、培地は、血管形成をもたらすまたは１もしくは複数の血管形成促進因子の供
給等の効果を有することができる。遠心分離、濾過、免疫枯渇（例えば、タグ付き抗体お
よび磁気カラムによる）およびＦＡＣＳ選別等が挙げられるがこれらに限定されない本技
術分野で公知の方法のいずれかにより、培地から細胞を除去する。
【００５６】
　「ＥＣ細胞」は、奇形癌腫と呼ばれる癌の１種の解析から発見された。１９６４年、研
究者らは、奇形癌腫における単一細胞の単離に成功し、これが培養において未分化を維持
したことに注目した。この種の幹細胞は、胚性癌腫細胞（ＥＣ細胞）として知られるよう
になった。
【００５７】
　「有効量」は、一般に、血管形成によってもたらされる所望の局所または全身効果を生
じる量を意味する。例えば、有効量は、有益または所望の臨床結果の効果を生じるのに十
分な量のことである。有効量は、単回投与で一度に与えてもよいし、僅かな量を複数回投
与して有効量を与えてもよい。有効量であると考慮され得る量の正確な決定は、そのサイ
ズ、年齢、傷害および／または治療中の疾患もしくは傷害および傷害発生もしくは疾患発
症からの時間等、各被験体に対する要因それぞれに基づいてよい。当業者であれば、本技
術分野においてルーチンであるこれらの検討に基づき所定の被験体に対する有効量を決定
することができるであろう。本明細書において使用される場合、治療に関する「有効用量
」という用語は、「有効量」と同じものを意味する。
【００５８】
　「有効経路」は、一般に、所望の区画、系または位置へと薬剤を送達させる経路を意味
する。例えば、有効経路は、そこを通って薬剤を投与して、所望の作用部位において有益
または所望の臨床結果の効果を生じるのに十分な薬剤量を与えることのできる経路である
。
【００５９】
　「胚性幹細胞（ＥＳＣ）」は、本技術分野で周知のものであり、多くの様々な哺乳動物
種から調製されている。胚性幹細胞は、胚盤胞として知られる初期胚の内部細胞塊に由来
する幹細胞である。この細胞は、３種の一次胚葉である外胚葉、内胚葉および中胚葉のあ
らゆる派生体へと分化することができる。これは、成体の身体の２２０種を超える細胞型
のそれぞれを包含する。ＥＳ細胞は、胎盤を除く身体のいずれの組織となることもできる
。桑実胚の細胞のみが全能性であり、あらゆる組織および胎盤となることができる。ＥＳ
Ｃに類似の数種の細胞は、除核した受精卵へと体細胞核を核移植することによって作製す
ることができる。
【００６０】
　用語「包含する」の使用は、限定を目的としない。
【００６１】
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　「増加する」または「増加している」は、生物学的事象を完全に誘導することまたは事
象の程度が増加することを意味する。
【００６２】
　「誘導多能性幹細胞（ＩＰＳＣまたはＩＰＳ細胞）」は、例えば、より未分化の表現型
を体細胞に付与する外来遺伝子を導入することによりリプログラムされた体細胞である。
続いて、この細胞は、より未分化の後代へと分化するよう誘導することができる。ＩＰＳ
細胞は、２００６年（Ｙａｍａｎａｋａ、Ｓ．ら、Ｃｅｌｌ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ、１巻
：３９～４９頁（２００７年））に最初に発見されたアプローチの変法を用いて得られた
。例えば、一事例において、ＩＰＳ細胞を作製するため、科学者らは、皮膚細胞から出発
して、次に、レトロウイルスを用いて遺伝子を細胞ＤＮＡに挿入する標準実験技法により
改変した。一事例において、挿入された遺伝子は、細胞を胚性幹細胞様状態に維持するよ
う天然の制御因子として共に作用することが知られた、Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｌｉｆ４お
よびｃ－ｍｙｃであった。これらの細胞は文献に記載されている。例えば、Ｗｅｒｎｉｇ
ら、ＰＮＡＳ、１０５巻：５８５６～５８６１頁（２００８年）；Ｊａｅｎｉｓｃｈら、
Ｃｅｌｌ、１３２巻：５６７～５８２頁（２００８年）；Ｈａｎｎａら、Ｃｅｌｌ、１３
３巻：２５０～２６４頁（２００８年）；およびＢｒａｍｂｒｉｎｋら、Ｃｅｌｌ　Ｓｔ
ｅｍ　Ｃｅｌｌ、２巻：１５１～１５９頁（２００８年）を参照されたい。ＩＰＳＣおよ
びそれを作製するための方法を教示するために、参照によりこれらの参考文献を援用する
。このような細胞は、特異的培養条件（特異的薬剤への曝露）により作製することも可能
である。
【００６３】
　用語「単離された」は、細胞（単数または複数）とｉｎ　ｖｉｖｏにおいて関連する１
もしくは複数の細胞または１もしくは複数の細胞成分と関連しない細胞（単数または複数
）を指す。「濃縮集団」は、ｉｎ　ｖｉｖｏまたは初代培養における１またはそれより多
い他の細胞型と比べた所望の細胞の数の相対的な増加を意味する。
【００６４】
　しかし、本明細書において使用される場合、用語「単離された」は、幹細胞のみの存在
を指し示さない。寧ろ、用語「単離された」は、細胞がその天然の組織環境から取り出さ
れ、正常な組織環境と比べてより高濃度で存在することを指し示す。よって、「単離され
た」細胞集団は、幹細胞に加えて細胞型をさらに包含しても、追加的な組織成分を包含し
てもよい。これは、例えば、細胞倍加の観点から表示することもできる。細胞は、１０、
２０、３０、４０回以上の倍加をｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｅｘ　ｖｉｖｏで経ることがで
き、そのｉｎ　ｖｉｖｏにおける最初の数またはその最初の組織環境（例えば、骨髄、末
梢血、胎盤、臍帯、臍帯血、脂肪組織等）と比べて濃縮されている。
【００６５】
　「ＭＡＰＣ」は、「複能性成体前駆細胞（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ　ａｄｕｌｔ　ｐｒ
ｏｇｅｎｉｔｏｒ　ｃｅｌｌ）」の頭字語である。この用語は、胚性幹細胞でも生殖細胞
でもないが、それら細胞の特徴の一部を有する細胞を指す。ＭＡＰＣは、それぞれ発見さ
れた際に細胞に新規性を付与した数多くの別の説明によって特徴付けることができる。従
って、これは、これらの説明の１または複数によって特徴付けることができる。第一に、
ＭＡＰＣは、癌化（腫瘍化）することなく、正常な核型を有しつつ、培養において延長さ
れた複製能を有する。第二に、ＭＡＰＣは、分化により２種または全３種の胚葉（すなわ
ち、内胚葉、中胚葉および外胚葉）等、２種以上の胚葉の細胞後代を生じることができる
。第三に、ＭＡＰＣは、胚性幹細胞でも生殖細胞でもないが、これら原始細胞型のマーカ
ーを発現することができ、ＭＡＰＣは、Ｏｃｔ３／４（すなわち、Ｏｃｔ３Ａ）、ｒｅｘ
－１およびｒｏｘ－１のうちの１またはそれより多くを発現することができる。ＭＡＰＣ
は、ｓｏｘ－２およびＳＳＥＡ－４のうちの１またはそれより多くを発現することもでき
る。第四に、幹細胞と同じく、ＭＡＰＣは、自己再生することができる、すなわち、癌化
することなく延長された複製能を有する。これは、この細胞が、テロメラーゼを発現する
（すなわち、テロメラーゼ活性を有する）ことを意味する。よって、「ＭＡＰＣ」と命名
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された細胞型は、その新規の性質の一部を介して細胞について説明する別の基本特徴によ
って特徴付けることができる。
【００６６】
　ＭＡＰＣの中の用語「成体（ａｄｕｌｔ）」は制限的ではない。この用語は、非胚性体
細胞を指す。ＭＡＰＣは、核型が正常であり、テラトーマをｉｎ　ｖｉｖｏで形成しない
。この頭字語は、骨髄から単離された多能性細胞を説明するために米国特許第７，０１５
，０３７号明細書において最初に用いられた。しかし、その後、多能性マーカーおよび／
または分化能を有する細胞が発見され、これらは、本発明の目的では、「ＭＡＰＣ」と最
初に命名された細胞と均等のものであってもよい。ＭＡＰＣ型の細胞の基本的な説明は、
上述の「発明の概要」に提示されている。
【００６７】
　ＭＡＰＣは、ＭＳＣよりも原始的な前駆細胞集団を表す（Ｖｅｒｆａｉｌｌｉｅ，　Ｃ
Ｍ．、Ｔｒｅｎｄｓ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１２巻：５０２～８頁（２００２年）；Ｊａ
ｈａｇｉｒｄａｒ，　Ｂ．Ｎ．ら、Ｅｘｐ　Ｈｅｍａｔｏｌ、２９巻：５４３～５６頁（
２００１年）；Ｒｅｙｅｓ，　Ｍ．およびＣ．Ｍ．　Ｖｅｒｆａｉｌｌｉｅ、Ａｎｎ　Ｎ
　Ｙ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ、９３８巻：２３１～２３３頁（２００１年）；Ｊｉａｎｇ，　
Ｙ．ら、Ｅｘｐ　Ｈｅｍａｔｏｌ、３０８９６～９０４頁（２００２年）；ならびに（Ｊ
ｉａｎｇ，　Ｙ．ら、Ｎａｔｕｒｅ、４１８巻：４１～９頁（２００２年））。
【００６８】
　用語「ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ（登録商標）」は、米国特許第７，０１５，０３７号明細書
のＭＡＰＣに基づいた細胞標本、すなわち、上述の非胚性幹非生殖細胞の商品名である。
ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ（登録商標）は、本特許出願に開示されている、特に低酸素かつ高血
清の細胞培養方法に従って調製される。
【００６９】
　「薬学的に許容される担体」とは、本発明において用いられる細胞のための任意の薬学
的に許容される培地である。このような培地は、等張性、細胞代謝、ｐＨその他を保持す
ることができる。これは、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける被験体への投与と適合性であり、従っ
て、細胞送達および治療に用いることができる。
【００７０】
　用語「効力」は、本願に記載されている種々の効果の達成に対する細胞（または細胞か
ら得られた馴化培地）の有効性の程度を指す。よって、効力は、（１）血管形成の提供、
（２）１もしくは複数の血管形成促進因子の発現および／もしくは分泌、または（３）不
適切な血管形成を伴う臨床症状の治療による症状の低下（抑制等）が挙げられるがこれら
に限定されない種々のレベルの効果を指す。
【００７１】
　「始原胚性生殖細胞」（ＰＧまたはＥＧ細胞）を培養して、多くのより未分化の細胞型
を産生するよう刺激することができる。
【００７２】
　「前駆細胞」とは、その高分化した後代の特徴の一部（全部ではない）を有する、幹細
胞の分化において産生された細胞である。「心筋前駆細胞」等、定義された前駆細胞は、
系列にコミットしているが、特異的または高分化細胞型にはコミットしていない。頭字語
「ＭＡＰＣ」の中に用いられている用語「前駆（ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ）」は、これらの
細胞を特定の系列へと限定しない。前駆細胞は、前駆細胞よりも高度に分化した後代細胞
を形成することができる。
【００７３】
　本明細書において使用される用語「低下」は、減少および抑制を意味する。治療の文脈
において、「低下」させることは、１またはそれより多い臨床症状を抑制あるいは寛解す
ることである。臨床症状は、治療しなければ、被験体のクオリティオブライフ（健康）に
悪影響がある、あるいはそうなるであろう１種（または複数種）の症状である。これは、
その最終結果が不適切な血管形成による有害効果を寛解すると思われる、根底をなす生物
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学的効果にも適用される。
【００７４】
　所望のレベルの効力（例えば、１またはそれより多い血管形成促進因子を発現および／
または分泌するための）を有する細胞の「選択」は、細胞の同定（アッセイによる）、単
離および増殖を意味し得る。これは、該細胞が単離された親細胞（ｃａｌｌ）集団よりも
高い効力を有する集団を作り出す可能性がある。「親」細胞集団とは、選択された細胞が
分けられるもとの親細胞を指す。「親」は、実際のＰ１→Ｆ１関係性（すなわち、後代細
胞）を指す。そこで、細胞Ｘが発現細胞であり細胞Ｙが発現細胞ではなく、細胞Ｘおよび
細胞Ｙの混合集団から細胞Ｘが単離される場合、Ｘの単なる分離株は発現増強に分類され
ないであろう。しかし、Ｘの後代細胞がより高度な発現細胞である場合、後代細胞は発現
増強に分類されるであろう。
【００７５】
　１またはそれより多い血管形成促進因子を発現する細胞の選択は、１またはそれより多
い血管形成促進因子の発現／分泌があるか決定するためのアッセイを包含し、また、発現
細胞の獲得も包含するであろう。発現細胞は組換え手段によって因子（複数可）を発現し
ないため、発現細胞は、１またはそれより多い血管形成促進因子を天然に発現することが
できる。しかし、発現細胞は、因子発現を増加させる薬剤と共にインキュベートまたはそ
れに曝露することによって改善することができる。発現細胞が選択される細胞集団は、ア
ッセイを行う前に１またはそれより多い血管形成促進因子を発現することが知られていな
くてもよい。
【００７６】
　選択は、組織中の細胞から行うことができる。例えば、この場合、細胞は、所望の組織
から単離され、培養において増殖し、１またはそれより多い血管形成促進因子の発現／分
泌に関して選択され、選択された細胞がさらに増殖する。
【００７７】
　選択は、培養における細胞等、ｅｘ　ｖｉｖｏの細胞から得ることもできる。この場合
、培養における１またはそれより多い細胞は、１またはそれより多い血管形成促進因子の
発現／分泌についてアッセイされ、得られた１またはそれより多い血管形成促進因子を発
現／分泌する細胞をさらに増殖させることができる。
【００７８】
　細胞は、１またはそれより多い血管形成促進因子の増強された発現／分泌に関して選択
することもできる。この場合、増強された発現細胞が得られた細胞集団は、１またはそれ
より多い血管形成促進因子を既に発現／分泌していてもよい。増強された発現／分泌は、
親発現細胞集団よりも高い細胞当りの平均量（発現および／または分泌）の１またはそれ
より多い血管形成促進因子を意味する。
【００７９】
　より高度な発現細胞が選択される親集団は、実質的に同種（同じ細胞型）となることが
できる。この集団からより高度な発現細胞を得る仕方の１つは、単一の細胞または細胞プ
ールを作製し、これらの細胞または細胞プールを１またはそれより多い血管形成促進因子
の発現／分泌についてアッセイして、１またはそれより多い血管形成促進因子の増強され
たレベルを天然に発現／分泌するクローンを得て（１またはそれより多い血管形成促進因
子の誘導因子で細胞を処理するのとは対照的に）、次に天然の高度な発現細胞であるこの
細胞を増殖させることである。
【００８０】
　しかし、細胞は、因子の内因性細胞遺伝子の因子発現を増強させる１またはそれより多
い薬剤で処理することができる。このように、実質的な同種集団は、発現を増強するよう
処理することができる。
【００８１】
　集団が、実質的に同種でない場合、処理される親細胞集団は、発現増強に関して探求さ
れる少なくとも１００個の発現細胞型、より好ましくは少なくとも１，０００個の細胞、
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さらにより好ましくは、少なくとも１０，０００個の細胞を含有することが好ましい。処
理後、この亜集団を、公知の細胞選択技法により異種集団から回収し、適宜さらに増殖さ
せることができる。
【００８２】
　よって、因子発現の所望のレベルは、所定の先行集団におけるレベルよりも高いレベル
となり得る。例えば、組織由来の初代培養に付され、因子発現を促進するよう特異的に設
計されていない培養条件で増殖し、単離された細胞は、親集団を生じることができる。こ
のような親集団は、細胞当りの平均因子発現を増強するよう処理することができる、ある
いは計画的な処理なしでより高レベルで発現する集団内の細胞（単数または複数）を求め
てスクリーニングすることができる。次に、このような細胞は、より高度な（所望の）発
現の集団を生じるよう増殖させることができる。
【００８３】
　「自己再生」は、その母細胞と同一の分化能を有する複製娘幹細胞を産生する能力を指
す。この文脈で用いられる類似の用語に、「増殖」がある。
【００８４】
　「幹細胞」は、自己再生（すなわち、同じ分化能を有する後代）を経て、より制限され
た分化能の後代細胞を産生することもできる細胞を意味する。本発明の文脈の範囲内では
、幹細胞は、例えば、核移植、より原始的な幹細胞との融合、特異的転写因子の導入また
は特異的条件下での培養による、より分化した脱分化細胞も網羅すると思われる。例えば
、Ｗｉｌｍｕｔら、Ｎａｔｕｒｅ、３８５巻：８１０～８１３頁（１９９７年）；Ｙｉｎ
ｇら、Ｎａｔｕｒｅ、４１６巻：５４５～５４８頁（２００２年）；Ｇｕａｎら、Ｎａｔ
ｕｒｅ、４４０巻：１１９９～１２０３頁（２００６年）；Ｔａｋａｈａｓｈｉら、Ｃｅ
ｌｌ、１２６巻：６６３～６７６頁（２００６年）；Ｏｋｉｔａら、Ｎａｔｕｒｅ、４４
８巻：３１３～３１７頁（２００７年）；およびＴａｋａｈａｓｈｉら、Ｃｅｌｌ、１３
１巻：８６１～８７２頁（２００７年）を参照されたい。
【００８５】
　脱分化は、脱分化を生じ得る特定の化合物の投与またはｉｎ　ｖｉｔｒｏもしくはｉｎ
　ｖｉｖｏにおける物理的環境への曝露によっても行われ得る。幹細胞は、奇形癌腫およ
び胚様体等の一部の他のソース（直接的に内部細胞塊に由来しないとは言えこれらは胚性
組織に由来することから、胚性幹細胞であると考えることができるが）等、異常組織にも
由来し得る。幹細胞は、人工多能性幹細胞のように、幹細胞機能に関連する遺伝子を非幹
細胞に導入することによって作製することもできる。
【００８６】
　「被験体」は、ヒト等の哺乳動物等、脊椎動物を意味する。哺乳動物として、ヒト、イ
ヌ、ネコ、ウマ、ウシおよびブタが挙げられるがこれらに限定されない。
【００８７】
　用語「治療上有効量」とは、哺乳動物において任意の治療応答を生じると決定された薬
剤の量を指す。例えば、有効な治療用薬剤は、患者の生存を延ばすおよび／または顕性臨
床症状を阻害することができる。本明細書における用語の意義範囲内における治療上有効
な治療は、疾患成績それ自体を改善しないとしても、被験体のクオリティオブライフを改
善する治療を包含する。このような治療上有効量は、当業者によって容易に確かめられる
。よって、「治療」するとは、このような量を送達することを意味する。よって、治療は
、不適切な血管形成による病理学的症状を防止または寛解することができる。
【００８８】
　「治療する（ｔｒｅａｔ）」、「治療している（ｔｒｅａｔｉｎｇ）」または「治療（
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）」は、本発明との関連において広範に用いられ、このような用語の
それぞれは、とりわけ、治療法に干渉するおよび／またはそれに起因する等の、欠損、機
能不全、疾患または他の有害過程の防止、寛解、阻害または治癒を網羅する。
【００８９】
　「検証」は、確認を意味する。本発明の文脈において、細胞が、所望の効力の発現細胞



(17) JP 2013-520509 A 2013.6.6

10

20

30

40

50

であることを確認する。この操作により、続いて、有効性が当然予想されるこの細胞を用
いる（治療、バンキング、薬物スクリーニング等に）ことが可能になる。よって、検証と
は、血管形成促進活性を有すると最初に見出された／有すると最初に樹立された細胞が、
実際に該活性を保持していることの確認を意味する。このように、検証は、最初の決定お
よび追跡決定に関与する２イベント過程（ｔｗｏ－ｅｖｅｎｔ　ｐｒｏｃｅｓｓ）におけ
る立証イベントである。第二のイベントは、本明細書において「検証」と称される。
【００９０】
　幹細胞
　本発明は、好ましくは、ヒト、非ヒト霊長類、飼育動物、家畜その他の非ヒト哺乳動物
等、脊椎動物種の幹細胞を用いて実施することができる。このようなものとして、後述の
細胞が挙げられるがこれらに限定されない。
【００９１】
　胚性幹細胞
　最もよく研究されている幹細胞は、胚性幹細胞（ＥＳＣ）であるが、これは無制限の自
己再生および複能性分化能を有するためである。この細胞は、胚盤胞の内部細胞塊に由来
する、あるいは着床後の胚の始原生殖細胞（胚性生殖細胞すなわちＥＧ細胞）に由来する
こともできる。ＥＳおよびＥＧ細胞は、先ずマウスから得られ、後に多くの様々な動物か
ら、そしてより近年では非ヒト霊長類やヒトからも得られるようになった。マウス胚盤胞
または他の動物の胚盤胞へと導入されると、ＥＳＣは、動物のあらゆる組織に寄与するこ
とができる。ＥＳおよびＥＧ細胞は、ＳＳＥＡ１（マウス）およびＳＳＥＡ４（ヒト）に
対する抗体を用いた陽染色によって同定することができる。例えば、そのそれぞれが、胚
性幹細胞ならびにそれを作製および増殖する方法を教示するために参照により援用されて
いる、米国特許第５，４５３，３５７号、第５，６５６，４７９号、第５，６７０，３７
２号、第５，８４３，７８０号、第５，８７４，３０１号、第５，９１４，２６８号、第
６，１１０，７３９号、第６，１９０，９１０号、第６，２００，８０６号、第６，４３
２，７１１号、第６，４３６，７０１号、第６，５００，６６８号、第６，７０３，２７
９号、第６，８７５，６０７号、第７，０２９，９１３号、第７，１１２，４３７号、第
７，１４５，０５７号、第７，１５３，６８４号および第７，２９４，５０８号明細書を
参照されたい。よって、ＥＳＣならびにそれを単離および増殖させるための方法は、本技
術分野で周知のものである。
【００９２】
　胚性幹細胞の効力状態にｉｎ　ｖｉｖｏで影響を及ぼす多数の転写因子および外来サイ
トカインが同定された。第一に言及するべき幹細胞多能性に関与する転写因子は、Ｏｃｔ
４である。Ｏｃｔ４は、転写因子のＰＯＵ（Ｐｉｔ－Ｏｃｔ－Ｕｎｃ）ファミリーに属し
、プロモーターまたはエンハンサー領域内に「オクタマーモチーフ」と呼ばれるオクタマ
ー配列を含有する遺伝子の転写を活性化することのできるＤＮＡ結合タンパク質である。
Ｏｃｔ４は、受精した接合子の卵割期の卵筒が形成されるまでの時期に発現する。Ｏｃｔ
３／４の機能は、分化誘導遺伝子（すなわち、ＦｏｘａＤ３、ｈＣＧ）を抑え、多能性を
促進する遺伝子（ＦＧＦ４、Ｕｔｆ１、Ｒｅｘ１）を活性化させることである。高移動度
群（ＨＭＧ）ｂｏｘ転写因子のメンバーであるＳｏｘ２は、Ｏｃｔ４と協同して、内部細
胞塊において発現される遺伝子の転写を活性化させる。胚性幹細胞におけるＯｃｔ３／４
発現が、あるレベルの間で維持されることが重要である。Ｏｃｔ４発現レベルの＞５０％
の過剰発現または下方制御は、胚性幹細胞運命を変更させ、それぞれ原始内胚葉／中胚葉
または栄養外胚葉を形成するであろう。ｉｎ　ｖｉｖｏにおいて、Ｏｃｔ４欠損胚は、胚
盤胞期へと発生するが、内部細胞塊の細胞は多能性ではない。その代わりに、これは胚外
栄養膜系列に従って分化する。哺乳動物Ｓｐａｌｔ転写因子であるＳａｌｌ４は、Ｏｃｔ
４上流の制御因子であり、従って、発生初期相におけるＯｃｔ４の適切なレベルの維持に
重要である。Ｓａｌｌ４レベルが、ある閾値を下回って低減する場合、栄養外胚葉細胞は
、内部細胞塊へと異所的に増殖するであろう。多能性に必要とされる別の転写因子は、ケ
ルト族の常若の国を表す「ティルナノーグ（Ｔｉｒ　Ｎａｎ　Ｏｇ）」にちなんで名付け
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られたＮａｎｏｇである。ｉｎ　ｖｉｖｏでは、Ｎａｎｏｇは、コンパクション（ｃｏｍ
ｐａｃｔｅｄ）となった桑実胚期から発現し、その後、内部細胞塊限定的となり、着床期
までに下方制御される。Ｎａｎｏｇの下方制御は、多能性細胞の制御されない増殖の回避
および原腸陥入における多系列分化を可能にするために重要となり得る。５．５日目に単
離されたＮａｎｏｇヌル型の胚は、主として胚外内胚葉を含有し、識別可能な胚盤葉上層
を含有しない組織崩壊した胚盤胞からなる。
【００９３】
　非胚性幹細胞
　幹細胞は、殆どの組織において同定されている。恐らく、最も良く特性評価されている
のは、造血幹細胞（ＨＳＣ）である。ＨＳＣは、細胞表面マーカーおよび機能的な特徴を
用いて精製できる中胚葉由来の細胞である。ＨＳＣは、骨髄、末梢血、臍帯血、胎児肝お
よび卵黄嚢から単離されてきた。ＨＳＣは、造血発生を開始し、複数の造血系列を生じる
。致死的に放射線照射された動物へと移植されると、ＨＳＣは、赤血球、好中球－マクロ
ファージ、巨核球およびリンパ系造血細胞プールを再配置することができる。ＨＳＣは、
ある程度の自己再生細胞分裂を行うよう誘導することもできる。例えば、米国特許第５，
６３５，３８７号、第５，４６０，９６４号、第５，６７７，１３６号、第５，７５０，
３９７号、第５，６８１，５９９号および第５，７１６，８２７号明細書を参照されたい
。米国特許第５，１９２，５５３号明細書は、ヒト新生児または胎児造血幹または前駆細
胞を単離するための方法を報告する。米国特許第５，７１６，８２７号明細書は、Ｔｈｙ
－１＋前駆体であるヒト造血細胞およびそれをｉｎ　ｖｉｔｒｏで再生するための適切な
成長培地を報告する。米国特許第５，６３５，３８７号明細書は、ヒト造血細胞およびそ
の先駆細胞を培養するための方法および装置を報告する。米国特許第６，０１５，５５４
号明細書は、ヒトリンパ系および樹状細胞の再構成方法について記載する。よって、ＨＳ
Ｃならびにそれを単離および増殖するための方法は、本技術分野で周知のものである。
【００９４】
　本技術分野で周知の別の幹細胞は、神経幹細胞（ＮＳＣ）である。この細胞は、ｉｎ　
ｖｉｖｏで増殖し、少なくとも一部のニューロン細胞を持続的に再生させることができる
。ｅｘ　ｖｉｖｏで培養すると、神経幹細胞は、増殖し、異なる種類のニューロンおよび
グリア細胞へと分化するよう誘導することができる。脳に移植すると、神経幹細胞が生着
し、神経およびグリア細胞を生じることができる。例えば、Ｇａｇｅ　Ｆ．Ｈ．、Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ、２８７巻：１４３３～１４３８頁（２０００年）、Ｓｖｅｎｄｓｅｎ　Ｓ．Ｎ
．ら、Ｂｒａｉｎ　Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ、９巻：４９９～５１３頁（１９９９年）および
Ｏｋａｂｅ　Ｓ．ら、Ｍｅｃｈ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ、５９巻：８９～１０２頁（１
９９６年）を参照されたい。米国特許第５，８５１，８３２号明細書は、脳組織から得ら
れた複能性神経幹細胞を報告する。米国特許第５，７６６，９４８号明細書は、新生児大
脳半球から神経芽細胞の産生を報告する。米国特許第５，５６４，１８３号および第５，
８４９，５５３号明細書は、哺乳動物神経堤幹細胞の使用を報告する。米国特許第６，０
４０，１８０号明細書は、哺乳動物多分化能ＣＮＳ幹細胞の培養物から分化したニューロ
ンのｉｎ　ｖｉｔｒｏ作製を報告する。国際公開第９８／５０５２６号パンフレットおよ
び国際公開第９９／０１１５９号パンフレットは、神経上皮幹細胞、オリゴデンドロサイ
ト－アストロサイト先駆細胞および系列制限されたニューロン先駆細胞の作製および単離
を報告する。米国特許第５，９６８，８２９号明細書は、胚の前脳から得られた神経幹細
胞を報告する。よって、神経幹細胞ならびにそれを作製および増殖するための方法は、本
技術分野で周知のものである。
【００９５】
　本技術分野において広範に研究されてきた別の幹細胞は、間葉系幹細胞（ＭＳＣ）であ
る。ＭＳＣは、胚性中胚葉に由来し、とりわけ成体の骨髄、末梢血、脂肪、胎盤および臍
帯血等、多くのソースから単離することができる。ＭＳＣは、筋肉、骨、軟骨、脂肪およ
び腱等、多くの中胚葉組織へと分化することができる。この細胞に関して相当数の文献が
存在する。例えば、米国特許第５，４８６，３８９号、第５，８２７，７３５号、第５，



(19) JP 2013-520509 A 2013.6.6

10

20

30

40

50

８１１，０９４号、第５，７３６，３９６号、第５，８３７，５３９号、第５，８３７，
６７０号および第５，８２７，７４０号明細書を参照されたい。同様に、Ｐｉｔｔｅｎｇ
ｅｒ，　Ｍ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２８４巻：１４３～１４７頁（１９９９年）も参照さ
れたい。
【００９６】
　成体幹細胞の別の一例として、脂肪由来成体幹細胞（ＡＤＳＣ）が挙げられるが、これ
は通常、脂肪吸引と、それに続くコラゲナーゼを用いたＡＤＳＣの遊離によって脂肪から
単離される。ＡＤＳＣは、脂肪からより多くの細胞が単離できることを除き、骨髄に由来
するＭＳＣと多くの点で類似している。この細胞は、骨、脂肪、筋肉、軟骨およびニュー
ロンへと分化することが報告されている。単離方法は、米国特許出願公開２００５／０１
５３４４２号明細書に記載されている。
【００９７】
　本技術分野で公知の他の幹細胞は、胃腸幹細胞、表皮幹細胞および「卵円形細胞」とも
呼ばれる肝幹細胞を包含する（Ｐｏｔｔｅｎ，　Ｃ．ら、Ｔｒａｎｓ　Ｒ　Ｓｏｃ　Ｌｏ
ｎｄ　Ｂ　Ｂｉｏｌ　Ｓｃｉ、３５３巻：８２１～８３０頁（１９９８年）、Ｗａｔｔ，
　Ｆ．、Ｔｒａｎｓ　Ｒ　Ｓｏｃ　Ｌｏｎｄ　Ｂ　Ｂｉｏｌ　Ｓｃｉ、３５３巻：８３１
頁（１９９７年）、Ａｌｉｓｏｎら、Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ、２９巻：６７８～６８３頁
（１９９８年）。
【００９８】
　２種以上の胚葉の細胞型へと分化できると報告されている他の非胚性細胞として、これ
らの細胞を教示するためにそのそれぞれが参照により援用する、臍帯血（米国特許出願公
開第２００２／０１６４７９４号明細書を参照）、胎盤（米国特許出願公開第２００３／
０１８１２６９号明細書を参照）、臍帯マトリックス（Ｍｉｔｃｈｅｌｌ，　Ｋ．Ｅ．ら
、Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ、２１巻：５０～６０頁（２００３年））、小型の胚様幹細胞（
Ｋｕｃｉａ，　Ｍ．ら、Ｊ　Ｐｈｙｓｉｏｌ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ、５７別冊５巻：５～
１８頁（２００６年））、羊水幹細胞（Ａｔａｌａ，　Ａ．、Ｊ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｒｅｇ
ｅｎ　Ｍｅｄ、１巻：８３～９６頁（２００７年））、皮膚由来の先駆細胞（Ｔｏｍａら
、Ｎａｔ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ、３巻：７７８～７８４頁（２００１年））および骨髄（
米国特許出願公開第２００３／００５９４１４号および第２００６／０１４７２４６号明
細書を参照）由来の細胞が挙げられるがこれらに限定されない。
【００９９】
　体細胞リプログラミング戦略
　核移植、細胞融合および培養により誘導されたリプログラミング等、数通りの異なる戦
略が、分化した細胞の胚性状態への転換の誘導に用いられてきた。核移植は、体細胞核の
除核卵母細胞への注射に関与し、この細胞を代理母へと移植すると、クローンを生じるこ
とができる（「生殖クローニング」）、あるいは培養において外植すると、遺伝的に一致
した胚性幹（ＥＳ）細胞を生じることができる（「体細胞核移植」、ＳＣＮＴ）。体細胞
とＥＳ細胞との細胞融合は、多能性ＥＳ細胞のあらゆる特色を示す雑種の生成を可能にす
る。培養における体細胞の外植は、多能性または複能性となり得る不死化細胞株を選択す
る。現在、精原幹細胞は、出生後の動物に由来し得る多能性細胞の唯一のソースである。
規定の因子による体細胞の形質導入は、多能性状態へのリプログラミングを開始すること
ができる。これらの実験アプローチは、広範に概説されている（Ｈｏｃｈｅｄｌｉｎｇｅ
ｒ　ａｎｄ　Ｊａｅｎｉｓｃｈ、Ｎａｔｕｒｅ、４４１巻：１０６１～１０６７頁（２０
０６年）およびＹａｍａｎａｋａ，　Ｓ．、Ｃｅｌｌ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ、１巻：３９
～４９頁（２００７年））。
【０１００】
　核移植
　体細胞核移植（ＳＣＮＴ）とも言われる核移植（ＮＴ）は、ドナー体細胞由来の核を除
核した卵母細胞（ｏｇｏｃｙｔｅ）へと導入して、ヒツジのドリー（Ｄｏｌｌｙ）等、ク
ローン動物を作製することを表示する（Ｗｉｌｍｕｔら、Ｎａｔｕｒｅ、３８５巻：８１
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０～８１３頁（１９９７年））。ＮＴによる生きた動物の作製は、高分化細胞等、体細胞
のエピジェネティック状態が、安定的であるが不可逆的に固定されておらず、新たな生物
の発生を導くことが可能な胚性状態へとリプログラムすることができることを証明した。
胚発生および疾患に関与する基本的なエピジェネティックメカニズムを解明するための刺
激的な実験的アプローチの提供に加えて、核クローニング技術は、患者特異的移植医学に
関して潜在力に興味深い。
【０１０１】
　体細胞と胚性幹細胞の融合
　体細胞核の未分化状態へのエピジェネティックリプログラミングは、胚性細胞と体細胞
との融合によって作製されたマウス雑種において証明された。種々の体細胞と胚性癌腫細
胞との（Ｓｏｌｔｅｒ，　Ｄ．、Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｇｅｎｅｔ、７巻：３１９～３２７頁
（２００６年）、胚性生殖（ＥＧ）とのまたはＥＳ細胞との（Ｚｗａｋａ　ａｎｄ　Ｔｈ
ｏｍｓｏｎ、Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ、１３２巻：２２７～２３３頁（２００５年））間
の雑種は、親胚性細胞と多くの特色を共有し、この結果は、多能性表現型がこのような融
合産物において優性であることを指し示す。マウス（Ｔａｄａら、Ｃｕｒｒ　Ｂｉｏｌ、
１１巻：１５５３～１５５８頁（２００１年））と同様に、ヒトＥＳ細胞は、融合後に体
細胞核をリプログラムする潜在力を有する（Ｃｏｗａｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、３０９巻：
１３６９～１３７３頁（２００５年））；Ｙｕら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、３１８巻：１９１７
～１９２０頁（２００６年））。Ｏｃｔ４等、サイレントな多能性マーカーの活性化また
は不活性体細胞Ｘ染色体の再活性化は、雑種細胞における体細胞ゲノムのリプログラミン
グの分子的根拠を与える。ＤＮＡ複製が、多能性マーカーの活性化に必須であること、こ
れは融合２日後に最初に観察され（Ｄｏ　ａｎｄ　Ｓｃｈｏｌｅｒ、Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ
ｓ、２２巻：９４１～９４９頁（２００４年））、ＥＳ細胞におけるＮａｎｏｇの強制的
な過剰発現が、神経幹細胞と融合された場合に多能性を促進すること（Ｓｉｌｖａら、Ｎ
ａｔｕｒｅ、４４１巻：９９７～１００１頁（２００６年））が示唆された。
【０１０２】
　培養により誘導されたリプログラミング
　多能性細胞は、卵割球および胚盤胞の内部細胞塊（ＩＣＭ）（ＥＳ細胞）、胚盤葉上層
（ＥｐｉＳＣ細胞）、始原生殖細胞（ＥＧ細胞）等、胚性ソースならびに出生後の精原幹
細胞（「ｍａＧＳＣｓｍ」「ＥＳ様」細胞）に由来してきた。次に、多能性細胞と共に、
そのドナー細胞／組織を示す。病原性ＥＳ細胞は、マウス卵母細胞に由来する（Ｎａｒａ
ｓｉｍｈａら、Ｃｕｒｒ　Ｂｉｏｌ、７巻：８８１～８８４頁（１９９７年））；胚性幹
細胞は、卵割球に由来した（Ｗａｋａｙａｍａら、Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ、２５巻：９８
６～９９３頁（２００７年））；内部細胞塊細胞（適用できないソース）（Ｅｇｇａｎら
、Ｎａｔｕｒｅ、４２８巻：４４～４９頁（２００４年））；胚性生殖および胚性癌腫細
胞は、始原生殖細胞に由来した（Ｍａｔｓｕｉら、Ｃｅｌｌ、７０巻：８４１～８４７頁
（１９９２年））；ＧＭＣＳ、ｍａＳＳＣおよびＭＡＳＣは、精原幹細胞に由来した（Ｇ
ｕａｎら、Ｎａｔｕｒｅ、４４０巻：１１９９～１２０３頁（２００６年）；Ｋａｎａｔ
ｓｕ－Ｓｈｉｎｏｈａｒａら、Ｃｅｌｌ、１１９巻：１００１～１０１２頁（２００４年
）；およびＳｅａｎｄｅｌら、Ｎａｔｕｒｅ、４４９巻：３４６～３５０頁（２００７年
））；ＥｐｉＳＣ細胞は、胚盤葉上層に由来する（Ｂｒｏｎｓら、Ｎａｔｕｒｅ、４４８
巻：１９１～１９５頁（２００７年）；Ｔｅｓａｒら、Ｎａｔｕｒｅ、４４８巻：１９６
～１９９頁（２００７年））；病原性ＥＳ細胞は、ヒト卵母細胞に由来した（Ｃｉｂｅｌ
ｌｉら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２９５Ｌ８１９巻（２００２年）；Ｒｅｖａｚｏｖａら、Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ、９巻：４３２～４４９頁（２００７年））；ヒトＥ
Ｓ細胞は、ヒト胚盤胞に由来した（Ｔｈｏｍｓｏｎら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２８２巻：１１
４５～１１４７頁（１９９８年））；ＭＡＰＣは、骨髄に由来した（Ｊｉａｎｇら、Ｎａ
ｔｕｒｅ、４１８巻：４１～４９頁（２００２年）；Ｐｈｉｎｎｅｙ　ａｎｄ　Ｐｒｏｃ
ｋｏｐ、Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ、２５巻：２８９６～２９０２頁（２００７年））；臍帯
血細胞（臍帯血に由来）（ｖａｎ　ｄｅ　Ｖｅｎら、Ｅｘｐ　Ｈｅｍａｔｏｌ、３５巻：
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１７５３～１７６５頁（２００７年））に由来した；ニューロスフェア由来細胞は、神経
細胞に由来する（Ｃｌａｒｋｅら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２８８巻：１６６０～１６６３頁（
２０００年））。ＰＧＣまたは精原幹細胞等、生殖細胞系列由来のドナー細胞は、ｉｎ　
ｖｉｖｏにおいて単能性であることが公知であるが、多能性ＥＳ様細胞（Ｋａｎａｔｓｕ
－Ｓｈｉｎｏｈａｒａら、Ｃｅｌｌ、１１９巻：１００１～１０１２頁（２００４年）ま
たはｍａＧＳＣ（Ｇｕａｎら、Ｎａｔｕｒｅ、４４０巻：１１９９～１２０３頁（２００
６年）は、延長したｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養の後に単離できることが示された。これら多能
性細胞型の多くは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ分化およびテラトーマ形成できるが、ＥＳ、ＥＧ、
ＥＣおよび精原幹細胞由来のｍａＧＣＳまたはＥＳ様細胞のみが、出生後キメラを形成し
、生殖系列に寄与することができるため、より厳密な判断基準によると多能性であった。
近年、複能性成体精原幹細胞（ＭＡＳＣ）は、成体マウスの精巣の精原幹細胞に由来し、
この細胞は、ＥＳ細胞とは異なる発現プロファイルを有していた（Ｓｅａｎｄｅｌら、Ｎ
ａｔｕｒｅ、４４９巻：３４６～３５０頁（２００７年））が、着床後マウス胚の胚盤葉
上層に由来するＥｐｉＳＣ細胞と類似していた（Ｂｒｏｎｓら、Ｎａｔｕｒｅ、４４８巻
：１９１～１９５頁（２００７年）；Ｔｅｓａｒら、Ｎａｔｕｒｅ、４４８巻：１９６～
１９９頁（２００７年））。
【０１０３】
　規定の転写因子によるリプログラミング
　ＴａｋａｈａｓｈｉとＹａｍａｎａｋａは、体細胞をＥＳ様状態へと戻すリプログラミ
ングについて報告した（Ｔａｋａｈａｓｈｉ　ａｎｄ　Ｙａｍａｎａｋａ、Ｃｅｌｌ、１
２６巻：６６３～６７６頁（２００６年））。彼らは、４種の転写因子Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ
２、ｃ－ｍｙｃおよびＫｌｆ４を、ウイルスを介して形質導入し、Ｏｃｔ４標的遺伝子Ｆ
ｂｘ１５の活性化を選択した後、マウス胚性線維芽細胞（ＭＥＦ）および成体線維芽細胞
の多能性ＥＳ様細胞へのリプログラムに成功した（図２Ａ）。Ｆｂｘ１５が活性化した細
胞は、ｉＰＳ（人工多能性幹）細胞との造語をあてられ、生きたキメラは作製できなかっ
たが、テラトーマを形成するその能力によって多能性であることを示した。この多能性状
態は、形質導入されたＯｃｔ４およびＳｏｘ２遺伝子の継続的なウイルス発現に依存した
が、一方、内因性Ｏｃｔ４およびＮａｎｏｇ遺伝子は、発現していなかったか、あるいは
ＥＳ細胞よりも低レベルで発現し、これら遺伝子それぞれのプロモーターは、大部分がメ
チル化していることが判明した。この結果は、Ｆｂｘ１５－ｉＰＳ細胞は、ＥＳ細胞と一
致しないが、リプログラミングの不完全状態を表す可能性があるとの結論と一貫した。遺
伝学的実験は、Ｏｃｔ４およびＳｏｘ２が多能性に必須であることを確立したが（Ｃｈａ
ｍｂｅｒｓ　ａｎｄ　Ｓｍｉｔｈ、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ、２３巻：７１５０～７１６０頁（
２００４年）；Ｉｖａｎｏｎａら、Ｎａｔｕｒｅ、４４２巻：５３３～５３８頁（２００
６年）；Ｍａｓｕｉら、Ｎａｔ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ、９巻：６２５～６３５頁（２００
７年））、２種の癌遺伝子ｃ－ｍｙｃおよびＫｌｆ４のリプログラミングにおける役割は
、よく分かっていない。マウスとヒト両方のｉＰＳ細胞は、低効率ではあるがｃ－ｍｙｃ
形質導入なしで得られたため、これら癌遺伝子の一部は、実際にはリプログラミングに不
要である可能性がある（Ｎａｋａｇａｗａら、Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ、２６巻：
１９１～１０６頁（２００８年）；Ｗｅｒｎｉｎｇら、Ｎａｔｕｒｅ、４４８巻：３１８
～３２４頁（２００８年）；Ｙｕら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、３１８巻：１９１７～１９２０頁
（２００７年））。
【０１０４】
　ＭＡＰＣ
　ヒトＭＡＰＣは、米国特許第７，０１５，０３７号明細書に記載されている。ＭＡＰＣ
は、他の哺乳動物で同定されている。例えば、マウスＭＡＰＣも、米国特許第７，０１５
，０３７号明細書に記載されている。ラットＭＡＰＣも米国特許第７，８３８，２８９号
明細書に記載されている。
【０１０５】
　Ｃａｔｈｅｒｉｎｅ　Ｖｅｒｆａｉｌｌｉｅによって最初に単離されたＭＡＰＣを説明
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するために、参照によりこれらの参考文献を援用する。
【０１０６】
　ＭＡＰＣの単離および成長
　ＭＡＰＣ単離方法は、本技術分野で公知のものである。例えば、ここに参照により本明
細書に援用する米国特許第７，０１５，０３７号明細書とこれらの方法を、ＭＡＰＣの特
性評価（表現型）と共に参照されたい。ＭＡＰＣは、骨髄、胎盤、臍帯および臍帯血、筋
肉、脳、肝臓、脊髄、血液または皮膚等が挙げられるがこれらに限定されない複数のソー
スから単離することができる。従って、骨髄吸引液、脳または肝臓生検その他の臓器を得
て、これらの細胞において発現している（または発現していない）遺伝子に応じて当業者
が利用できる正のまたは負の選択技法を用いて（例えば、ここに参照により本明細書に援
用されている上に参照した出願において開示されているアッセイ等、機能的または形態学
的アッセイにより）細胞を単離することが可能である。
【０１０７】
　ＭＡＰＣは、これらの方法のために参照により援用するＢｒｅｙｅｒら、Ｅｘｐｅｒｉ
ｍｅｎｔａｌ　Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ、３４巻：１５９６～１６０１頁（２００６年）お
よびＳｕｂｒａｍａｎｉａｎら、Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ　ａｎｄ　
Ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ：Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ；Ｓ．　Ｄ
ｉｎｇ（編）、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、６３６巻
：５５～７８頁（２０１０年）に記載されている修正方法によっても得られてきた。
【０１０８】
　米国特許第７，０１５，０３７号明細書に記載されているヒト骨髄由来のＭＡＰＣ
　ＭＡＰＣは、一般的な白血球抗原ＣＤ４５または赤芽球特異的グリコホリン－Ａ（Ｇｌ
ｙ－Ａ）を発現しない。細胞の混合集団をフィコールハイパック分離に付した。次に、細
胞を抗ＣＤ４５および抗Ｇｌｙ－Ａ抗体を用いた負の選択に付し、ＣＤ４５＋およびＧｌ
ｙ－Ａ＋細胞集団を枯渇させ、続いて残りのおよそ０．１％の骨髄単核細胞を回収した。
細胞は、フィブロネクチンでコーティングしたウェルに播種して、後述の通りに２～４週
間培養して、ＣＤ４５＋およびＧｌｙ－Ａ＋細胞を枯渇させてもよい。接着骨髄細胞の培
養物において、多くの接着ストローマ細胞は、ほぼ３０回の細胞倍加で複製老化を行い、
より均一の細胞集団が増殖し続け、長いテロメアを維持する。
【０１０９】
　あるいは、正の選択を用いて細胞特異的マーカーの組み合わせにより細胞を単離しても
よい。正のおよび負の選択技法の両方が当業者に利用でき、負の選択目的に適した多数の
モノクローナルおよびポリクローナル抗体も本技術分野において利用でき（例えば、Ｌｅ
ｕｋｏｃｙｔｅ　Ｔｙｐｉｎｇ、Ｖ，　Ｓｃｈｌｏｓｓｍａｎら編、（１９９５年）Ｏｘ
ｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓを参照）、これらは多数のソースから市販
されている。
【０１１０】
　細胞集団の混合物から哺乳動物細胞分離のための技法は、Ｓｃｈｗａｒｔｚらによる米
国特許第５，７５９，７９３号明細書（磁気分離）、Ｂａｓｃｈら、１９８３年（免疫親
和性クロマトグラフィー）およびＷｙｓｏｃｋｉ　ａｎｄ　Ｓａｔｏ、１９７８年（蛍光
標識細胞分取）に記載されている。
【０１１１】
　細胞は、低血清または無血清培養培地において培養することができる。ＭＡＰＣ培養に
用いられる無血清培地は、米国特許第７，０１５，０３７号明細書に記載されている。一
般に用いられている成長因子として、血小板由来成長因子および表皮成長因子が挙げられ
るがこれらに限定されない。例えば、これら全て、無血清培地における細胞成長を教示す
るために参照により援用する、米国特許第７，１６９，６１０号、第７，１０９，０３２
号、第７，０３７，７２１号、第６，６１７，１６１号、第６，６１７，１５９号、第６
，３７２，２１０号、第６，２２４，８６０号、第６，０３７，１７４号、第５，９０８
，７８２号、第５，７６６，９５１号、第５，３９７，７０６号および第４，６５７，８
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６６号明細書を参照されたい。
【０１１２】
　追加的な培養方法
　追加的な実験において、ＭＡＰＣを培養する密度は、約２００細胞／ｃｍ２から約１５
００細胞／ｃｍ２から約２０００細胞／ｃｍ２等、約１００細胞／ｃｍ２または約１５０
細胞／ｃｍ２から約１０，０００細胞／ｃｍ２へと変動し得る。密度は、種間で変動し得
る。その上、最適密度は、培養条件および細胞ソースに応じて変動し得る。所定のセット
の培養条件および細胞のための最適密度の決定は、当業者の技能範囲内のものである。
【０１１３】
　また、約１～５％、特に、３～５％等、約１０％未満の有効大気酸素濃度は、培養にお
けるＭＡＰＣの単離、成長および分化における任意の時点で用いることができる。
【０１１４】
　細胞は、種々の血清濃度下、例えば、約２～２０％で培養することができる。ウシ胎児
血清を用いてよい。より低い酸素分圧と組み合わせてより高濃度、例えば、約１５～２０
％の血清を用いてもよい。細胞は、培養皿に接着する前に選択する必要はない。例えば、
フィコール勾配後、細胞は、例えば、２５０，０００～５００，０００／ｃｍ２で直接的
に播種することができる。接着コロニーを採取し、場合によりプールし、増殖させること
ができる。
【０１１５】
　一実施形態において、実施例の実験手順において、高血清（ほぼ１５～２０％）および
低酸素（ほぼ３～５％）条件を細胞培養に用いた。具体的には、コロニーから得られた接
着細胞を約１７００～２３００細胞／ｃｍ２の密度で１８％血清および３％酸素において
（ＰＤＧＦおよびＥＧＦと共に）播種、継代した。
【０１１６】
　ＭＡＰＣ特異的な実施形態において、補充物は、ＭＡＰＣが、全３種の系列等、２種以
上の胚性系列の細胞型へと分化する能力を保持させる細胞因子または成分である。これは
、Ｏｃｔ３／４（Ｏｃｔ３Ａ）等、未分化状態の特異的マーカーおよび／またはテロメラ
ーゼ等、高い増殖能のマーカーの発現によって指し示すことができる。
【０１１７】
　細胞培養
　下に列挙されている全成分に関して、これら成分を教示するために参照により援用する
米国特許第７，０１５，０３７号明細書を参照されたい。
【０１１８】
　一般に、本発明に有用な細胞は、本技術分野で周知の利用できる培養培地において維持
および増殖させることができる。細胞培養培地に哺乳動物血清の補充も企図される。追加
的な補充物は、最適な成長および増殖に必要な微量要素を細胞に供給するために有利に用
いることもできる。細胞培養においてホルモンを有利に用いることもできる。細胞の種類
および分化細胞の運命に応じて、脂質および脂質担体を細胞培養培地への補充に用いるこ
ともできる。フィーダー細胞層の使用も企図される。
【０１１９】
　培養における細胞は、懸濁液中または細胞外マトリックス成分等、固体支持体に付着さ
せて維持することができる。幹細胞は、多くの場合、Ｉ型およびＩＩ型コラーゲン、コン
ドロイチン硫酸、フィブロネクチン、「スーパーフィブロネクチン」およびフィブロネク
チン様ポリマー、ゼラチン、ポリ－Ｄおよびポリ－Ｌ－リシン、トロンボスポンジンなら
びにビトロネクチン等、その固体支持体への付着を助長する追加的な因子を必要とする。
本発明の一実施形態において、フィブロネクチンが利用される。例えば、Ｏｈａｓｈｉら
、Ｎａｔｕｒｅ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ、１３巻：８８０～８８５頁（２００７年）；Ｍａｔ
ｓｕｍｏｔｏら、Ｊ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ、
１０５巻：３５０～３５４頁（２００８年）；Ｋｉｒｏｕａｃら、Ｃｅｌｌ　Ｓｔｅｍ　
Ｃｅｌｌ、３巻：３６９～３８１頁（２００８年）；Ｃｈｕａら、Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａ
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ｌｓ、２６巻：２５３７～２５４７頁（２００５年）；Ｄｒｏｂｉｎｓｋａｙａら、Ｓｔ
ｅｍ　Ｃｅｌｌｓ、２６巻：２２４５～２２５６頁（２００８年）；Ｄｖｉｒ－Ｇｉｎｚ
ｂｅｒｇら、ＦＡＳＥＢ　Ｊ、２２巻：１４４０～１４４９頁（２００８年）；Ｔｕｒｎ
ｅｒら、Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｍａｔｅｒ　Ｒｅｓ　Ｐａｒｔ　Ｂ：　Ａｐｐｌ　Ｂｉｏｍ
ａｔｅｒ、８２Ｂ巻：１５６～１６８頁（２００７年）；およびＭｉｙａｚａｗａら、Ｊ
ｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｈｅｐａｔｏｌｏｇ
ｙ、２２巻：１９５９～１９６４頁（２００７年））を参照されたい。
【０１２０】
　細胞は、「３Ｄ」（凝集）培養において成長させてもよい。一例として、２００９年１
月２１日に出願された国際出願ＰＣＴ／ＵＳ２００９／３１５２８号明細書が挙げられる
。
【０１２１】
　培養において樹立されると、細胞は、新鮮な状態で用いても、例えば、ＤＭＥＭと４０
％ＦＣＳおよび１０％ＤＭＳＯを用いて凍結ストックとして凍結保存してもよい。当業者
であれば、培養細胞の凍結ストックを調製するための他の方法も利用できる。
【０１２２】
　製剤処方
　製剤処方を教示するために、参照により米国特許第７，０１５，０３７号明細書を援用
する。ある特定の実施形態において、細胞集団は、送達に適応または適した、すなわち、
生理学的適合性の組成物の内に存在する。
【０１２３】
　一部の実施形態において、被験体に投与するための細胞（または馴化培地）の純度は、
約１００％（実質的に同種）である。他の実施形態において、純度は、９５％～１００％
である。一部の実施形態において、純度は８５％～９５％である。特に、他の細胞との混
合物の場合、パーセンテージは、約１０％～１５％、１５％～２０％、２０％～２５％、
２５％～３０％、３０％～３５％、３５％～４０％、４０％～４５％、４５％～５０％、
６０％～７０％、７０％～８０％、８０％～９０％または９０％～９５％となることがで
きる。あるいは、単離／純度は、細胞が、例えば、１０～２０、２０～３０、３０～４０
、４０～５０回以上の細胞倍加を行った場合、細胞倍加の観点から表記することができる
。
【０１２４】
　所定の適用のために細胞を投与するための製剤の選定は、多様な要因に依存するであろ
う。要因のうち顕著なものとして、被験体の種、治療されている病状の特性、被験体にお
けるその状態および分布、投与されている他の治療法および薬剤の特性、投与の最適経路
、経路による生存性、投与計画ならびに当業者にとって明らかな他の要因が挙げられる。
例えば、適切な担体および他の添加物の選定は、的確な投与経路および特定の投薬形態の
特性に依存するであろう。
【０１２５】
　細胞／培地の水性懸濁液の最終製剤は、通常、懸濁液のイオン強度の等張性（すなわち
、約０．１～０．２）および生理的ｐＨ（すなわち、約ｐＨ６．８～７．５）への調整に
関与するであろう。最終製剤は、通常、液体潤滑剤も含有するであろう。
【０１２６】
　一部の実施形態において、細胞／培地は、溶液、懸濁液またはエマルジョン等、単位投
薬量の注射用形態に処方される。細胞／培地の注射に適した製剤処方は、通常、滅菌水溶
液および分散液である。注射用製剤の担体は、例えば、水、生理食塩水、リン酸緩衝食塩
水、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリ
コール等）およびそれらの適切な混合物を含有する溶媒または分散媒となることができる
。
【０１２７】
　当業者であれば、本発明の方法において投与される組成物中の細胞および必要に応じた
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添加物、媒体および／または担体の量を容易に決定することができる。通常、任意の添加
物（細胞に加えた）は、リン酸緩衝食塩水等、溶液中に０．００１～５０ｗｔ％の量で存
在する。有効成分は、約０．０００１～約５ｗｔ％、好ましくは約０．０００１～約１ｗ
ｔ％、最も好ましくは約０．０００１～約０．０５ｗｔ％または約０．００１～約２０ｗ
ｔ％、好ましくは約０．０１～約１０ｗｔ％、最も好ましくは約０．０５～約５ｗｔ％等
、マイクログラム～ミリグラムの規模で存在する。
【０１２８】
　一部の実施形態において、特に、カプセル封入が治療法の有効性を増強する、あるいは
取り扱いおよび／または有効期間において有利である場合、細胞は投与のためにカプセル
封入される。細胞は、埋め込み前に膜やカプセルによってカプセル封入することができる
。利用できる多くの細胞カプセル封入方法のいずれかを用いることが企図される。
【０１２９】
　細胞のマイクロカプセル封入のため、多種多様な材料を種々の実施形態で用いることが
できる。このような材料は、例えば、ポリマーカプセル、アルギン酸－ポリ－Ｌ－リシン
－アルギン酸マイクロカプセル、バリウムポリ－Ｌ－リシンアルギン酸カプセル、アルギ
ン酸バリウムカプセル、ポリアクリロニトリル／ポリ塩化ビニル（ＰＡＮ／ＰＶＣ）中空
繊維およびポリエーテルスルホン（ＰＥＳ）中空繊維を包含する。
【０１３０】
　細胞の投与に用いることのできる細胞のマイクロカプセル封入のための技法は、当業者
にとって公知のものであり、例えば、Ｃｈａｎｇ，　Ｐ．ら、１９９９年；Ｍａｔｔｈｅ
ｗ，　Ｈ．Ｗ．ら、１９９１年；Ｙａｎａｇｉ，　Ｋ．ら、１９８９年；Ｃａｉ　Ｚ．Ｈ
．ら、１９８８年；Ｃｈａｎｇ，　Ｔ．Ｍ．、１９９２年および米国特許第５，６３９，
２７５号明細書（例えば、生物活性分子を安定的に発現する細胞の長期維持のための生体
適合性カプセルについて記載）に記載されている。追加的なカプセル封入方法は、欧州特
許出願公開第３０１，７７７号明細書ならびに米国特許第４，３５３，８８８号、第４，
７４４，９３３号、第４，７４９，６２０号、第４，８１４，２７４号、第５，０８４，
３５０号、第５，０８９，２７２号、第５，５７８，４４２号、第５，６３９，２７５号
および第５，６７６，９４３号明細書に記載されている。前述の全ては、部分的に細胞の
カプセル封入関係し、ここに参照により本明細書に援用する。
【０１３１】
　ある特定の実施形態において、細胞は、バイオポリマーまたは合成ポリマー等、ポリマ
ーに取り込まれる。バイオポリマーの例として、フィブロネクチン、フィブリン、フィブ
リノーゲン、トロンビン、コラーゲンおよびプロテオグリカンが挙げられるがこれらに限
定されない。サイトカイン等、他の因子は上に記述されており、同様にポリマーに取り込
むことができる。本発明の他の実施形態において、細胞は、三次元ゲルの間隙に取り込む
ことができる。大型のポリマーまたはゲルは、通常、外科的に埋め込まれるであろう。十
分に小型の粒子または繊維において処方することのできるポリマーまたはゲルは、他の一
般的でより簡便な非外科的経路により投与することができる。
【０１３２】
　細胞の投薬量は、幅広い限度内で変動し、特定の事例それぞれにおける個々の要件に合
致するであろう。一般に、非経口投与の場合、習慣的に、約０．０１～約２千万細胞／ｋ
ｇ（レシピエント体重）が投与される。細胞数は、レシピエントの体重および状態、投与
の回数または頻度ならびに当業者にとって公知の他の変数に応じて変動するであろう。細
胞は、組織または臓器に適した経路によって投与することができる。例えば、細胞は、全
身投与、すなわち、非経口で静脈内投与することができる、あるいは、特定の組織または
臓器を標的とすることができ、細胞は、皮下投与または特異的な所望の組織への投与によ
り投与することができる。
【０１３３】
　細胞は、約０．０１～約５×１０６細胞／ｍｌの濃度で適切な賦形剤に懸濁することが
できる。注射溶液に適した賦形剤は、緩衝生理食塩溶液または他の適切な賦形剤等、細胞
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およびレシピエントと生物学的および生理学的に適合性の賦形剤である。投与のための組
成物は、妥当な無菌性および安定性を厳守した標準方法に従って処方、作製および保存す
ることができる。
【０１３４】
　リンパ球造血系組織への投与
　これらの組織へと投与するための技法は、本技術分野で公知のものである。例えば、骨
髄内注射は、通常、細胞の後腸骨稜の骨髄腔への直接的な注射に関与し得るが、腸骨稜、
大腿骨、脛骨、上腕骨または尺骨における他の部位も包含し得る。脾臓注射は、脾臓への
Ｘ線検査ガイド注射または腹腔鏡下または開腹手術による脾臓の外科的曝露に関与し得る
。パイエル板、ＧＡＬＴまたはＢＡＬＴ注射は、開腹手術または腹腔鏡下注射手順を必要
とし得る。
【０１３５】
　投薬
　ヒトまたは他の哺乳動物のための用量は、当業者であれば、本開示、本明細書に引用さ
れている文書および本技術分野における知見から、過度に実験することなく決定すること
ができる。本発明の種々の実施形態に従った使用に適切な細胞／培地の用量は、多数の要
因に依存するであろう。一次および補助的治療法のために投与される最適用量を決定する
パラメータは、一般に、次のうち一部または全部を包含するであろう。治療中の疾患およ
びそのステージ；被験体の種、その健康、性別、年齢、重量および代謝速度；被験体の免
疫適格性；投与されている他の治療法；ならびに被験体の病歴または遺伝子型から予想さ
れる潜在的な合併症。パラメータは、次の項目も包含し得る。細胞が、同系、自家、同種
異系または異種であるか；その効力（特異的活性）；有効な細胞／培地の標的となる必要
のある部位および／または分布；ならびに細胞／培地に対する接触性および／または細胞
の生着等、部位のこのような特徴。追加的なパラメータは、他の因子（成長因子およびサ
イトカイン等）との同時投与を包含する。所定の状況における最適用量は、細胞／培地が
処方される仕方、投与の仕方および投与後に細胞／培地が標的部位に局在する程度も考慮
に入れるであろう。
【０１３６】
　細胞の最適用量は、自家単核骨髄移植に用いられる用量範囲に収まってよい。高度に純
粋な細胞調製に関し、種々の実施形態における最適用量は、投与当り１０４～１０８細胞
／ｋｇ（レシピエント質量）の範囲となるであろう。一部の実施形態において、投与当り
の最適用量は、１０５～１０７細胞／ｋｇの間となるであろう。多くの実施形態において
、投与当りの最適用量は、５×１０５～５×１０６細胞／ｋｇとなるであろう。参照によ
り、前述における高用量は、自家単核骨髄移植に用いられる有核細胞の用量と類似する。
低用量の一部は、自家単核骨髄移植に用いられるＣＤ３４＋細胞／ｋｇの数値と類似する
。
【０１３７】
　種々の実施形態において、細胞／培地を初回用量で投与し、その後、さらなる投与によ
って維持することができる。細胞／培地は、当初ある方法によって投与し、その後、同一
方法または１もしくは複数の異なる方法によって投与することができる。レベルは、細胞
／培地の進行中の投与によって維持することができる。種々の実施形態は、静脈内注射に
より初期にまたは被験体におけるそのレベルの維持のために細胞／培地を投与する、ある
いはその両方を行う。多様な実施形態において、患者の状態および本明細書の他に記述さ
れている他の要因に応じて他の投与形態が用いられる。
【０１３８】
　細胞／培地は、広い範囲の時間にわたり多くの頻度で投与することができる。一般に、
治療の長さは、疾患経過の長さ、適用されている治療法の有効性ならびに治療されている
被験体の状態および応答に比例するであろう。
【０１３９】
　用途
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　細胞の投与は、任意の虚血性状態、例えば、急性心筋梗塞、慢性心不全、末梢血管疾患
、脳卒中、慢性完全閉塞、腎虚血および急性腎傷害等が挙げられるがこれらに限定されな
いあらゆる疾病における血管形成の提供に有用である。
【０１４０】
　１またはそれより多い血管形成促進因子の誘導因子は、投与される細胞と投与前に混合
しても、あるいは細胞と同時投与（同時的または逐次的に）してもよい。
【０１４１】
　その上、本願に記載されている生物学的メカニズムの知見により、他の用途が提供され
る。その１つに創薬がある。この態様は、１またはそれより多い血管形成促進因子の発現
および／または分泌を調節する能力に関する、および／または細胞によって分泌される１
またはそれより多い血管形成促進因子の血管形成効果に関する１またはそれより多い化合
物のスクリーニングに関与する。これは、１またはそれより多い血管形成促進因子を発現
および／または分泌する細胞の能力および／または１またはそれより多い血管形成促進因
子の血管形成効果のアッセイに関与する。よって、アッセイは、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏで行われるよう設計することができる。
【０１４２】
　細胞（または培地）は、因子のタンパク質またはＲＮＡを直接的にアッセイすることに
よって選択することができる。これは、ＦＡＣＳおよび他の抗体に基づく検出方法ならび
にＰＣＲおよび他のハイブリダイゼーションに基づく検出方法等、本技術分野において利
用できる周知技法のいずれかによって行うことができる。公知の受容体のいずれかとの結
合等、因子発現のために間接的アッセイを用いることもできる。間接的効果は、因子とそ
の受容体のいずれかとの結合によって誘発される、特異的生物学的シグナル伝達ステップ
／イベントのいずれかのアッセイも包含する。従って、細胞に基づくアッセイを用いるこ
ともできる。１またはそれより多い血管形成促進因子の発現／分泌のアッセイのために下
流標的を用いることもできる。検出は、直接的、例えば、ＲＮＡまたはタンパク質アッセ
イにより行っても、間接的、例えば、これら因子の１またはそれより多い生物学的効果の
生物学的アッセイにより行ってもよい。
【０１４３】
　よって、代用マーカーが、細胞が１またはそれより多い血管形成促進因子を発現／分泌
することの指標として機能する限り、代用マーカーを用いることができる。
【０１４４】
　発現／分泌のアッセイとして、組織試料または細胞におけるＥＬＩＳＡ、ルミネックス
、ｑＲＴ－ＰＣＲ、抗因子ウエスタンブロットおよび因子免疫組織化学が挙げられるがこ
れらに限定されない。
【０１４５】
　細胞および馴化培地における因子（複数可）の定量的決定は、市販のアッセイキット（
例えば、二段階サブトラクティブ抗体ベースアッセイによるＲ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を
用いて実行することができる。
【０１４６】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ血管形成アッセイを用いて、因子の発現／分泌を評価することもでき
る。このようなｉｎ　ｖｉｔｒｏ血管形成アッセイは、本技術分野で周知のものである。
例えば、本願に記載されているＨＵＶＥＣ管形成アッセイ、内皮細胞増殖または遊走アッ
セイ、冠動脈リングアッセイおよびニワトリ漿尿膜アッセイ（ＣＡＭ）を参照されたい。
マトリゲルプラグアッセイ、ニワトリ大動脈弓アッセイおよびマトリゲルスポンジアッセ
イ等、ｉｎ　ｖｉｖｏの血管形成を決定するための周知のアッセイのいずれかを用いてｉ
ｎ　ｖｉｖｏの血管形成アッセイを適用することもできる。
【０１４７】
　本発明のためのさらに別の用途は、臨床投与のための細胞を提供するための細胞バンク
の確立である。一般に、この手順の基礎部分は、種々の治療的臨床背景における投与のた
めの所望の効力を有する細胞を提供することである。
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【０１４８】
　創薬に有用な該アッセイのいずれかを、バンク用の細胞の選択やバンクの細胞の投与の
ための選択に適用することもできる。
【０１４９】
　よって、バンキング手順において、細胞（または培地）は、上述の効果のいずれかを達
成する能力に関してアッセイすることができる。次に、上述の効果のいずれかに対し所望
の効力を有する細胞が選択され、これらの細胞は、細胞バンク作製の基礎をなす。
【０１５０】
　効力が、大規模なコンビナトリアルライブラリーによる細胞のスクリーニングによって
発見された化合物等、外来化合物による治療によって増加できることも企図される。これ
らの化合物ライブラリーは、有機小分子、アンチセンス核酸、ｓｉＲＮＡ、ＤＮＡアプタ
マー、ペプチド、抗体、非抗体タンパク質、サイトカイン、ケモカインおよび化学誘引物
質が挙げられるがこれらに限定されない薬剤のライブラリーとなることができる。例えば
、細胞は、成長および製造手順において任意の時間このような薬剤に曝露することができ
る。唯一の要件は、薬剤が効力を増加させるか否か評価するために行われる所望のアッセ
イに十分な数が存在することである。上述の一般創薬プロセスにおいて見られるこのよう
な薬剤は、バンキング前の最後の継代においてより有利に適用することができる。
【０１５１】
　ＭｕｌｔｉＳｔｅｍへの適用が成功した一実施形態は、次の通りである。細胞は、ドナ
ーから得られた細胞産物が、臨床背景における使用に安全であるか決定するための特異的
試験要件を行い適格とされたこの骨髄ドナーから単離することができる。手作業または自
動化手順のいずれかを用いて単核細胞が単離される。この単核細胞は、培養に付され、細
胞を細胞培養容器の処理表面に付着させる。ＭＡＰＣ細胞は、処理表面において増殖され
、２日目および４日目に培地を交換する。６日目に、細胞は、機械的または酵素的手段に
より処理基質から除去され、細胞培養容器の別の処理表面に再播種される。８および１０
日目に、細胞は、処理表面から除去され、前述同様に再播種される。１３日目に、細胞は
、処理表面から除去され、洗浄され、凍結保護材料と組み合わされ、最終的に液体窒素中
で凍結される。細胞を少なくとも１週間凍結した後、細胞のアリコートが取り出され、効
力、同一性、無菌性に関して試験され、細胞バンクの有用性を決定するための他の試験が
なされる。次に、このバンクにおける細胞は、解凍して、培養に付す、あるいは凍結状態
から出して潜在的な徴候の治療に用いることにより用いることができる。
【０１５２】
　別の用途は、細胞投与後の有効性および有益な臨床効果の診断アッセイである。徴候に
応じて、評価に利用できるバイオマーカーが存在し得る。細胞の投薬量は、効果に応じて
治療中に調整することができる。
【０１５３】
　さらに別の用途は、被験体への細胞の投与に先行する治療前診断として、上述の結果の
いずれかを達成するための細胞の有効性を評価することである。さらに、投薬量は、投与
されている細胞の効力に依存し得る。よって、効力の治療前診断アッセイは、患者に初期
に投与され、場合により、臨床効果のリアルタイム評価に基づき治療中にさらに投与され
る細胞の用量の決定に有用となり得る。
【０１５４】
　本発明の細胞が、治療目的のみならず、正常な血管形成および疾患モデルにおける血管
形成に関与するメカニズムを理解するための研究目的で、ｉｎ　ｖｉｖｏとｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏの両方で、血管形成の提供に用いることができることも理解するべきである。一実施
形態において、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏの血管形成アッセイは、血管形成
に関与することが公知の薬剤の存在下で行うことができる。続いて、これら薬剤の効果を
評価することができる。この種のアッセイは、本発明の細胞によって促進される血管形成
に効果を有する薬剤を求めるスクリーニングに用いることもできる。よって、一実施形態
において、疾患モデルにおいてマイナス効果を逆行させるおよび／またはプラス効果を促
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進する薬剤を求めてスクリーニングすることができる。逆に、正常血管形成モデルにおい
てマイナス効果を有する薬剤を求めてスクリーニングすることができる。
【０１５５】
　組成物
　本発明は、本明細書に記載されているすべての効果を達成するための特異的潜在力を有
する細胞集団も対象とする。上述通り、この集団は、所望の効力を有する細胞の選択によ
って樹立される。この集団は、他の組成物、例えば、特異的な所望の潜在力を有する集団
を含む細胞バンクおよび特異的な所望の効力を有する細胞集団を含有する医薬組成物の作
製に用いられる。
【０１５６】
　一実施形態において、細胞の血管形成潜在力は、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１βおよびＩＦＮ
－γの組み合わせによって増加させることができる。細胞のこの因子組み合わせへの曝露
は、ＣＸＣＬ５、ＦＧＦ２およびＨＧＦ等、血管形成促進遺伝子の発現を増加させる。こ
れらの条件において、ＩＬ－８も増加され得る。
【０１５７】
　細胞をプロスタグランジン－Ｆ類似体ラタノプロストで処理することによって、血管形
成促進分子の分泌を増加させることもできる。ＲＴ－ＰＣＲによって解析された血管形成
促進因子の遺伝子発現は、ＨＧＦ、ＶＥＧＦ、ＫＩＴＬＧおよびＩＬ－８の増加を示す。
生物学的プロスタグランジン－ＦもＶＥＧＦ　Ａレベルを増加させた。
【実施例】
【０１５８】
　（実施例１）
　目的
　虚血性傷害後の外来幹細胞の送達は、免疫および炎症細胞を制御し、アポトーシスを制
限し、新血管新生を刺激し、修復のために宿主組織を補充することによる、傷害組織への
栄養支援による治療利益の提供を示した。以前の結果は、虚血性傷害におけるＭｕｌｔｉ
Ｓｔｅｍの利益メカニズムが、一部には、血管形成を促進することにより新血管新生を誘
導するＭｕｌｔｉＳｔｅｍの能力の結果となり得ることを示唆する。従って、本研究は、
ＭｕｌｔｉＳｔｅｍが血管形成を誘導できるか試験し、この活性の原因となる因子を同定
すると共に、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの血管形成活性をＭＳＣと比較することを目的とする。
【０１５９】
　方法と結果
　十分に確立されたｉｎ　ｖｉｔｒｏヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）血管形成アッ
セイを用いて、本発明者らは、４日後のＭｕｌｔｉＳｔｅｍから収集された馴化培地が、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏの血管形成を誘導することを見出した。本発明者らは、ＶＥＧＦ、ＣＸ
ＣＬ５およびＩＬ－８等、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによって分泌された複数の血管形成促進因
子を同定し、３種の因子全てが、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの誘導する血管形成に必要であるこ
とを見出した。興味深いことに、培養された骨髄由来の間葉系ストローマ細胞（ＭＳＣ）
によるＣＸＣＬ５およびＩＬ－８の発現は見られなかった。ＭｕｌｔｉＳｔｅｍとは対照
的に、ＭＳＣ由来の馴化培地単独は、このｉｎ　ｖｉｔｒｏ系において血管形成を誘導で
きなかった。
【０１６０】
　結論
　ＭｕｌｔｉＳｔｅｍは、ＩＬ－８、ＶＥＧＦおよびＣＸＣＬ５の発現によって部分的に
血管形成を誘導できる。この分泌プロファイルはＭＳＣと相違し、この差異はその機能活
性において反映される。
【０１６１】
　簡約
　十分に確立された血管形成アッセイを用いて、本発明者らは、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍから
収集された馴化培地が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで血管形成を誘導することを見出した。本発明
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者らは、ＶＥＧＦ、ＣＸＣＬ５およびＩＬ－８等、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによって分泌され
た複数の血管形成促進因子を同定し、３種の因子全てが、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの誘導する
血管形成に必要であることを見出した。興味深いことに、ＣＸＣＬ５およびＩＬ－８は、
培養された骨髄由来の間葉系ストローマ細胞（ＭＳＣ）によって発現されなかった。Ｍｕ
ｌｔｉＳｔｅｍとは対照的に、ＭＳＣ由来の馴化培地は、このｉｎ　ｖｉｔｒｏ系におい
て血管形成を誘導できなかった。
【０１６２】
　組織または臓器への血流の欠乏によって特徴付けられる虚血性傷害は、虚血領域への栄
養分および酸素の欠乏によって誘導された組織損傷および細胞死の結果、壊滅的な帰結を
もたらし得る１。急性心筋梗塞（ＡＭＩ）、末梢血管疾患（ＰＶＤ）および脳卒中は、そ
れぞれ心臓、肢および脳への血流の欠乏によって生じる虚血性傷害の３種の一般例である
。これらの状態は、重篤な長期臓器損傷、肢切断、さらには酸素および栄養分の欠乏症か
らの死をももたらし得る。これらの状態の治療は、多くの場合、さらなる組織損傷、細胞
死を防止して炎症を低下させるための傷害領域への迅速な血流回復に重点的に取り組む２

。
【０１６３】
　骨髄由来の大量増殖させた接着性複能性前駆細胞集団であるＭｕｌｔｉＳｔｅｍ（登録
商標）は、ＡＭＩやＰＶＤ等、虚血性傷害後に送達したところ、動物モデルにおいて有益
であることを示した３～６。例えば、媒体対照と比較して、直接的な左前下行枝結紮によ
る心筋梗塞の誘導後に、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍを梗塞巣周囲部位へと送達すると、左心室収
縮能力の改善、瘢痕領域の低下、血管密度の増加および心筋エネルギー特徴の改善がもた
らされた７。マウスおよびヒトＭｕｌｔｉＳｔｅｍは、四肢運動を改善し、血流および毛
細血管密度を増加し、決定的な四肢虚血モデルにおける壊死を減少させることも示した５

。ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ生着が低レベルであり、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの心筋または内皮細胞
への分化が最小であるため、ＡＭＩおよびＰＶＤに対するＭｕｌｔｉＳｔｅｍの利益は、
パラクリン効果に由来すると考えられる。
【０１６４】
　媒体処理対照と比べてＭｕｌｔｉＳｔｅｍ治療したＡＭＩおよびＰＶＤの動物において
観察される血管密度の増加は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍが、血管形成を促進することにより新
血管新生を誘導できることを示唆する。この活性は、ＡＭＩおよびＰＶＤ治療利益の重要
なメカニズムとなり得る。血管密度の増加は、最終的に、血流増加と、それによる傷害部
位への酸素および栄養分の送達をもたらす８～９。
【０１６５】
　多数の研究は、幹細胞が、ＶＥＧＦ等、血管形成促進因子を分泌することにより、血管
形成および新血管新生を促進または増強できることを示した１０～１１。これらの研究に
基づき、本発明者らは、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍが、血管形成を誘導する能力も有するであろ
うと仮定した。従って、血管形成を促進できる因子を分泌するか決定するためにＭｕｌｔ
ｉＳｔｅｍを検査した。血管形成因子イムノブロットアレイを用いて、共通ドナーから確
立されたＭｕｌｔｉＳｔｅｍおよびＭＳＣ培養物由来の馴化培地を試験し、２種の培養条
件間で合致した血管形成因子発現パターンを証明した。
【０１６６】
　ＭｕｌｔｉＳｔｅｍから収集された馴化無血清培地は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの血管形成を
誘導する。ＶＥＧＦ、ＣＸＣＬ５およびＩＬ－８等、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによって分泌さ
れる複数の血管形成促進因子を同定し、免疫枯渇実験により、３種の因子全てが、Ｍｕｌ
ｔｉＳｔｅｍの誘導する血管形成に必要であることを証明した。しかし、これら因子のい
ずれも、単独では血管形成誘導に十分ではない。
【０１６７】
　ＣＸＣＬ５およびＩＬ－８は、培養された骨髄由来の間葉系ストローマ細胞（ＭＳＣ）
によって発現しなかった。ＭｕｌｔｉＳｔｅｍとは対照的に、ＭＳＣ由来の馴化培地は、
このｉｎ　ｖｉｔｒｏ系では血管形成を誘導できなかった。以前の研究は、ＭＳＣが、虚
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血性動物モデルにおいてｉｎ　ｖｉｔｒｏで血管形成を安定化し、血管密度を増加できる
ことを証明したが、一方、近年の研究は、ＭＳＣが、血管形成を阻害し、特定の条件下で
内皮細胞死をもたらすことを示唆した１１～１３。この結果は、ＭＳＣが、内皮細胞との
共培養なしでは血管形成の維持に十分な可溶性因子を分泌しないことを示唆する。総合す
ると、これらの結果は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍおよびＭＳＣが、相違する分泌プロファイル
を有し、この差異が、種々の条件下および背景におけるそれらのパラクリン活性において
反映されることを示唆する。
【０１６８】
　材料と方法
　細胞培養
　以前に記載された通り、ヒトＭｕｌｔｉＳｔｅｍを培養において維持した７。Ｌｏｎｚ
ａ（メリーランド州ウォーカーズビル）からＭＳＣを購入し、サプライヤーのプロトコー
ルに記載されている通りに培養において増殖させた。同一ドナーＭｕｌｔｉＳｔｅｍおよ
びＭＳＣの調製のため、各細胞株に関して以前に記載された条件を用いて、新鮮骨髄から
接着細胞を単離、培養した１４。ヒト臍帯静脈内皮細胞（ＨＵＶＥＣ）（Ｌｏｎｚａ）を
メーカーの説明書に従って２５００細胞／ｃｍ２の濃度で培養において増殖させた。継代
３～５の間ＨＵＶＥＣを用い、３０００細胞／ｃｍ２で接種し、３日間培養し、この期間
でコンフルエンスは、血管形成アッセイに用いる前におよそ７０～８０％となる。
【０１６９】
　無血清馴化培地（ＣＭ）の調製
　ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ培養培地を含有する組織培養フラスコにＭｕｌｔｉＳｔｅｍを播種
した。２４時間後、血清含有培地を除去し、１×ＰＢＳで細胞を洗浄し、成長因子を含有
するが血清を欠くヒトＭｕｌｔｉＳｔｅｍ培養培地を添加した。細胞を培地交換せず４日
間培養し、４日目に無血清馴化培地を収集し、１９００ｒｐｍにて５分間４℃でスピンダ
ウンし、アリコートに分注し、－８０℃で保存した。
【０１７０】
　Ｐａｎｏｍｉｃｓアレイ
　メーカーの説明書に従って、２ｍｌの２倍希釈した４日目の無血清ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ
馴化培地試料を用いてＰａｎｏｍｉｃｓ（カリフォルニア州フリーモント）ヒト血管形成
抗体アレイを実行した。
【０１７１】
　血管形成アレイ
　メーカーの説明書に従って、同一ドナーに由来するＭｕｌｔｉＳｔｅｍおよびＭＳＣか
ら得られた、２ｍｌの２倍希釈した３日目の馴化培地試料を用いて血管形成抗体アレイ（
Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ、ミネソタ州ミネアポリス）を実行した。
【０１７２】
　ＥＬＩＳＡ
　ＥＬＩＳＡ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）によりＩＬ－８、ＶＥＧＦおよびＣＸＣＬ５の
タンパク質レベルを決定した。ＶＥＧＦの全アイソフォームを検出する。エラーバーは、
＋／－標準偏差を表示する。
【０１７３】
　ＶＥＧＦおよびＣＸＣＬ８／ＩＬ－８免疫枯渇
　プロテインＡ－アガロースビーズ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、カリフォルニア州サンタク
ルーズ）は、ＣＭ１ｍｌ当り７５ｌの５０％スラリー濃度で用いた。マウス抗ヒトＶＥＧ
Ｆモノクローナル抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ）は、４ｕｇ／ｍｌ（ＣＭ）濃度で用い、
ウサギ抗ヒトＩＬ－８ポリクローナル抗体（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、マサチューセッツ州ビ
レリカ）は、２ｕｇ／ｍｌ（ＣＭ）で用いた。正常マウスＩｇＧ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ
）およびＣｈｒｏｍＰｕｒｅウサギＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒ
ｃｈ、ペンシルベニア州ウェストグローブ）をアイソタイプ対照として用いた。
【０１７４】
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　抗ＶＥＧＦ、抗ＩＬ－８抗体またはアイソタイプ対照と共に一晩４℃で回転しつつプロ
テインＡ－アガロースビーズをプレインキュベートし、続いて２５００ｒｐｍ、２分間、
４℃でスピンしつつ氷冷１×ＰＢＳで４回洗浄した。６ｍｌアリコートにおいて２時間４
℃で回転しつつＣＭを免疫枯渇し、続いて０．４５Ｍフィルターを通して濾過してあらゆ
る残渣ビーズを取り除いた。マウスＩｇＧ－ＡＣで処理したＣＭをアイソタイプ対照とし
て用いた。組換えヒトＶＥＧＦ１２１（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ、カリフォルニア州サン
ディエゴ）および／またはＶＥＧＦ１６５（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）アイソフォームを
、５０～１０００ｐｇ／ｍｌ範囲の濃度で免疫枯渇ＣＭに加え戻した。
【０１７５】
　ＣＸＣＬ５／ＥＮＡ－７８中和
　１０μｇ／ｍｌ（ＣＭ）濃度のヒトＣＸＣＬ５／ＥＮＡ－７８抗体（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ）を用いて２時間４℃で回転しつつＣＸＣＬ５を中和した。１０μｇｇ／ｍｌ（Ｃ
Ｍ）濃度の正常全ヤギＩｇＧ（Ｊａｃｋｓｏｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ）をアイ
ソタイプ対照として用いた。用いた追加的な対照は、１０μｇ／ｍｌ濃度のヒトＥＮＡ－
７８中和抗体または正常全ヤギＩｇＧのいずれかの入った内皮成長培地（ＥＧＭ、Ｌｏｎ
ｚａ）である。
【０１７６】
　血管形成アッセイ
　成長因子を低下させたマトリゲル（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ、カリフォルニア州サ
ンノゼ）を氷上４℃で一晩解凍し、６．０～６．５ｍｇ／ｍｌ濃度で用い、氷上で氷冷１
×ＰＢＳを用いて希釈した。４００マイクロリットルのマトリゲルを２４ウェル組織培養
プレートの内部ウェルに分配し、１時間３７℃で凝固させた。マトリゲルの添加は氷上で
行い、プレートの外部ウェルに１ｍｌの１×ＰＢＳを充填した。
【０１７７】
　次のプロトコールに従ってＨＵＶＥＣを採集した。細胞を１×ＰＢＳで洗浄し、続いて
０．２５×トリプシン－ＥＤＴＡで短時間リンスし、次に１×ＰＢＳ（残渣血清による）
洗浄によりクエンチした。細胞を内皮細胞基本培地（ＥＢＭ）中に再懸濁し、計数した。
ＨＵＶＥＣをＣＭ、他の実験条件および５５，０００細胞／ｍｌ／ウェル濃度の対照に添
加した。各試料および対照を３回複製してアッセイした。プレートを６時間または１８時
間、５％ＣＯ２および３７℃でインキュベートし、管形成を行わせた。１ウェル当り４視
野、合計１２視野を解析した。１０×対物レンズを用いて写真を撮った。細胞間に形成さ
れた管の数を計数することにより血管形成を点数化した。結果は、視野当りの平均管形成
＋／－ＳＥＭとして表示する。
【０１７８】
　結果
　ＭｕｌｔｉＳｔｅｍは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで血管形成を促進する因子を分泌する
　以前の研究は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによる虚血性傷害の治療は、媒体処理対照と比べて
、傷害領域と境を接する血管密度の増加をもたらし、この結果は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍが
、新血管新生および血管形成を誘導することを示唆することを示した。ＭｕｌｔｉＳｔｅ
ｍが、血管形成を促進する因子を分泌するか試験するため、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの馴化培
地を用いたｉｎ　ｖｉｔｒｏ血管形成アッセイを利用した。ＭｕｌｔｉＳｔｅｍを正常条
件下で２４時間播種した。次に、細胞を無血清条件に移して、４日間で馴化培地を作製し
た。次に、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ管形成アッセイにおいてこの培地を血管形成活性に関して試
験した。自発的血管形成を生じない濃度へと、無血清基本ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ培地または
無血清内皮細胞培地でさらに希釈した成長因子低下マトリゲルに、ＨＵＶＥＣを播種した
。ＨＵＶＥＣを馴化培地、基本培地または内皮成長培地に１８時間播種した。各条件の１
視野当りの管形成の平均数として血管形成を測定した。基本培地における血清単独の存在
は、追加的な因子なしで血管形成を誘導することができる。従って、無血清培地を全実験
に用いた。血清含有内皮細胞培地において堅調で複雑な管形成が観察されたが、無血清内
皮細胞培地または無血清基本ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ培地は、事実上管形成誘導を示さなかっ
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た。本発明者らは、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの４日間培養した無血清馴化培地が、基本培地と
比べて血管形成を誘導したことを見出した（図１Ａ、Ｂ）。
【０１７９】
　血管形成および新血管新生を促進するＭｕｌｔｉＳｔｅｍによって分泌される因子を同
定するため、血管形成抗体アレイによりＭｕｌｔｉＳｔｅｍ無血清馴化培地を解析した（
図１Ｃ）。多くの血管形成促進因子と数種の血管形成抑制因子が、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍに
よって培地に分泌される。最も注目すべきことに、インターロイキン８（ＩＬ－８）と同
様に、ＶＥＧＦはＭｕｌｔｉＳｔｅｍによって分泌され、その両者共に強力な血管形成分
子である１５～１７。別の強力な血管形成サイトカインであるＣＸＣＬ５もＭｕｌｔｉＳ
ｔｅｍによって分泌される（図１Ｄ）１８。ＶＥＧＦ、ＣＸＣＬ５およびＩＬ－８は、４
日目のＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地において生理学的活性レベルで発現する（図Ｄ～Ｆ）
。
【０１８０】
　血管形成誘導に関与する重大な因子としてのＶＥＧＦの役割から、本出願人らは、ＶＥ
ＧＦがＭｕｌｔｉＳｔｅｍの血管形成促進活性に必要であるか検査した１９～２０。ＶＥ
ＧＦ抗体を用いて、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地からＶＥＧＦを免疫枯渇させた。ＶＥＧ
Ｆが培地から完全に枯渇されたことを確実にするため、免疫枯渇した培地のＶＥＧＦレベ
ルをＶＥＧＦ　ＥＬＩＳＡを用いて決定した。ＶＥＧＦのレベルは、馴化培地およびＩｇ
Ｇ単独枯渇した培地と比較して、免疫枯渇した培地において９５％を超えて低下した（図
２Ａ）。ＣＸＣＬ５レベルおよびＩＬ－８レベルは、ＶＥＧＦ免疫枯渇による影響を受け
なかった（図２Ｂ、Ｃ）。ＶＥＧＦなしでは、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地による血管形
成の誘導が低下した（図２、補足図１）。これらの結果は、ＶＥＧＦが、ＭｕｌｔｉＳｔ
ｅｍ馴化培地における血管形成誘導に必要であることを証明する。
【０１８１】
　ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地における血管形成活性維持に必要とされる最小レベルのＶ
ＥＧＦを確立するため、免疫枯渇した培地に増加量のＶＥＧＦを加え戻した。最も研究さ
れた型のＶＥＧＦであるＶＥＧＦ－Ａは、一般にＶＥＧＦと言われるが、ＶＥＧＦ１２１
やＶＥＧＦ１６５等、複数のアイソフォームを有する。これら２種のアイソフォームを別
々に免疫枯渇したＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地へと加え戻して、血管形成の誘導に必要と
される最小量のＶＥＧＦを決定したところ（図２Ａ、Ｃ）、本発明者らは、どちらのアイ
ソフォームも単独では、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地によって以前に観察された血管形成
レベルの完全な回復に十分ではなかったが、２５０ｐｇ／ｍｌのＶＥＧＦ１２１は、ある
程度の血管形成の回復に十分であった（図２Ｃ）ことを見出した。ＶＥＧＦ１６５に関し
、５０ｐｇ／ｍｌは、ある程度の血管形成レベルの回復に十分であり、ＶＥＧＦ１６５を
さらに添加しても、はっきりと認識できる量で血管形成レベルを増加させなかった（図２
Ｄ）。
【０１８２】
　ＣＸＣＬ５およびＩＬ－８は、両者共に正常レベルのＭｕｌｔｉＳｔｅｍの誘導する血
管形成に必要であるが、血管形成の誘導に十分ではない
　ＶＥＧＦは、血管形成に必要とされるが、ＶＥＧＦ単独は、馴化培地に存在する濃度で
は堅調な血管形成の誘導に十分ではない２２～２４。ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによって分泌さ
れる追加的な血管形成因子の同定から、本出願人らは、ＣＸＣＬ５およびＩＬ－８が、Ｍ
ｕｌｔｉＳｔｅｍの血管形成活性に必要であるか検査した。この仮説を試験するため、Ｍ
ｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地からＩＬ－８を免疫枯渇させたところ、９５％低下することを
見出した（図３）。ＥＬＩＳＡによって測定されたＶＥＧＦおよびＣＸＣＬ５レベルは、
ＩＬ－８免疫枯渇した培地において依然として影響されなかった。ＩＬ－８なしでは、Ｍ
ｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地を用いたＨＵＶＥＣのｉｎ　ｖｉｔｒｏ管形成は、約６０％低
下した（図３、補足図ＩＩ）。これらの結果は、ＩＬ－８が、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培
地による血管形成の誘導に必要とされるが、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地は、Ｉｌ－８が
存在しなくてもある程度のレベルの血管形成活性を依然として維持することを示唆する。
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同様に、培地へのＣＸＣＬ５遮断抗体の添加によるＣＸＣＬ５活性の遮断は、ＨＵＶＥＣ
血管形成アッセイにおける管形成の有意な減少をもたらした（図４Ａ）。遮断抗体を含む
がＶＥＧＦおよびＩＬ－８レベルが依然として変化していない培地において、ＣＸＣＬ５
レベルは低下した（補足図ＩＩＩ）。興味深いことに、ＣＸＣＬ５単独、ＩＬ－８単独ま
たはその両方の添加は、基本培地における血管形成の誘導に十分ではなく、この結果は、
これら因子が、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの誘導する血管形成に必要であるが、血管形成の誘導
に十分ではないことを示唆する（図４Ｂ、Ｃ）。
【０１８３】
　ＭＳＣはＶＥＧＦを発現するが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイにおいてＨＵＶＥＣにおけ
る血管形成を開始できない
　ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによって誘導された血管形成レベルが、他の幹細胞株によって誘導
されたレベルと類似しているか評価するため、ＭＳＣの無血清馴化培地を収集し、培養物
における血管形成を誘導するその能力をＭｕｌｔｉＳｔｅｍと比べて試験した。ＭＳＣ馴
化培地は、複数のドナー由来のＭＳＣを用いて反復しても、このアッセイにおける血管形
成を誘導しなかった（図６Ａ、補足図ＩＩＩ）。他の報告は、ＭＳＣが、ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ　ＨＵＶＥＣアッセイにおいて血管形成を誘導できることを示したが、このアッセイは
、播種４～６時間後に解析されて不完全な血管形成を示した、あるいは異なる条件が用い
られていた２５～２７。６時間目に血管形成的な管形成を検査した場合、ＭＳＣおよびＭ
ｕｌｔｉＳｔｅｍの馴化培地両方が、ある程度の管形成を誘導した。しかし、血管形成は
、２４時間目までにＭＳＣ馴化培地では崩壊したが、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地では維
持された（図５）。
【０１８４】
　ＭＳＣ馴化培地におけるＶＥＧＦ、ＣＸＣＬ５およびＩＬ－８の発現を検査したところ
、ＶＥＧＦがＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地よりも高レベルで発現することが判明したが、
一方、ＣＸＣＬ５およびＩＬ－８はＭＳＣ馴化培地において検出可能レベルで発現しなか
った。これらの結果が、無血清培養によって誘導されたアーチファクトではなくＭＳＣの
分泌プロファイルを指し示すことを確認するため、ＭＳＣによって発現されたＶＥＧＦ、
ＩＬ－８およびＣＸＣＬ５のレベルをそれらの正常培養条件下で検査し、ＭｕｌｔｉＳｔ
ｅｍの培養条件下のＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培地において見られたこれら因子のタンパク
質レベルと比べた。これら細胞株のため、本発明者らは、同一ドナーからＭＳＣおよびＭ
ｕｌｔｉＳｔｅｍを得て、２系統間のあらゆる遺伝的変異を排除した。これらの細胞型が
同一ドナーに由来する場合であっても、ＣＸＣＬ５およびＩＬ－８レベルは、ＭＳＣ馴化
培地において検出不能であったが、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ培地においては生理学的活性レベ
ルを発現した（図５Ｂ）。これら細胞系統の分泌プロファイルをさらに検査するため、本
発明者らは、同一ドナーに由来する細胞の血管形成抗体アレイによるＭｕｌｔｉＳｔｅｍ
馴化培地の分泌プロファイルと（図６、補足データＩ）、ＭＳＣ馴化培地の分泌プロファ
イルとを比較した（図６Ａ）。データは、アンジオゲニン、ＨＧＦ、ＩＬ－８、レプチン
、ＴＩＭＰ－４およびＩＧＦＢＰ－１等、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍによって分泌される複数の
血管形成および血管形成抑制因子が存在するが、これらがＭＳＣによって分泌されなかっ
たことを明らかにした。対照的に、ＴＩＭＰ－１（２５倍高い）およびＩＧＦＢＰ－２（
１６倍高い）は、両者共に、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍと比べてＭＳＣにおいてより高レベルで
発現された。ＶＥＧＦおよびＩＧＦＢＰ－３の両方も、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍよりもＭＳＣ
において一貫して高レベルで発現されたが、これはほんの３～４×高レベルであった。総
合すると、これらの結果は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍおよびＭＳＣが、同一ドナーに由来する
場合であっても異なる分泌プロファイルを有し、これらの差異が、細胞株間の機能的差異
に反映されることを指し示す。
【０１８５】
　考察
　骨髄、臍帯血および脂肪組織等、種々の組織から単離された成体幹細胞は現在、急性心
筋梗塞、脳卒中および末梢血管疾患等、虚血性傷害を治療するよう開発されている２８～
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３０。これらの傷害は、罹患組織における酸素および栄養分の初期欠乏のみならず、該領
域におけるその後の炎症からも細胞および組織損傷を誘導する。迅速かつ持続した血流回
復は、虚血性領域内の損傷および炎症を低下させることができる。細胞に基づく治療法の
本来の意図は、外来幹細胞の送達とその後の分化による、傷害後に喪失および損傷した組
織の再生および修復であった。しかし、幹細胞治療法の利益メカニズムを検査するその後
の研究は、細胞型の多くが送達後数日で検出できなくなるため、多くの幹細胞が、主とし
て再生ではなくパラクリン効果によって作用することを示した３１～３３。治療仮説は、
これら細胞集団が、免疫および炎症細胞を制御し、アポトーシスを制限し、新血管新生を
刺激し、修復のために宿主組織を補充することによって、傷害組織へと栄養支援をもたら
し得ることである。利益は、これら経路の動的カスケードに由来する可能性があり、様々
な細胞集団が、特定の経路においてより強力に影響を及ぼし得る。治療のために最も適切
な接着性幹細胞集団の選択は、重要経路に対する所定の集団の効力と、応答を有効に媒介
するための送達時間の両方を反映し得る。従って、比較データを提供するためのこれら経
路の標準化アッセイを確立し、続いてこれら活性のｉｎ　ｖｉｔｒｏ代用を傷害および回
復に相関させることが重要である。
【０１８６】
　複能性成体前駆細胞は、骨髄培養物に由来する接着性成体幹細胞集団である。以前のｉ
ｎ　ｖｉｖｏ研究は、虚血性傷害後にＭｕｌｔｉＳｔｅｍで治療した動物における血管密
度の増加を示した４、７。この研究において、本出願人らは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ管形成ア
ッセイにおいてＭｕｌｔｉＳｔｅｍが、血管形成を誘導できる因子を分泌することを示し
た。さらなる解析は、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍが、ＶＥＧＦ、ＩＬ－８およびＣＸＣＬ５等、
多様な血管形成促進因子を分泌することを明らかにした。これら因子のうちの２種、ＣＸ
ＣＬ５およびＩＬ－８は、ＭＳＣと比べてＭｕｌｔｉＳｔｅｍにおいて非常に差次的に分
泌され、ＭＳＣは、分泌するとしてもＣＸＣＬ５およびＩＬ－８をほとんど分泌しない。
ＶＥＧＦ、ＣＸＣＬ５およびＩＬ－８は全て、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの誘導する血管形成に
必要とされる。これら因子のいずれかの除去または阻害は、血管形成を促進するＭｕｌｔ
ｉＳｔｅｍ馴化培地の能力を大幅に低下させる。ＶＥＧＦ１６５は、血管形成に関与する
主要なアイソフォームである。しかし、ＶＥＧＦ免疫枯渇したＭｕｌｔｉＳｔｅｍ馴化培
地においてＶＥＧＦ１２１またはＶＥＧＦ１６５アイソフォームのいずれかを独立的に用
いても、管形成を１００％に回復できなかったため、複数のＶＥＧＦアイソフォームが、
ＭｕｌｔｉＳｔｅｍの誘導する血管形成の原因となり得る。
【０１８７】
　他の群では、ＶＥＧＦ等、単一の血管形成促進因子を虚血性傷害モデルへと送達するこ
とにより、動物においてある程度の有益効果を得たが、この結果は、ＡＭＩおよびＰＶＤ
等、臨床徴候のために混合された３４、３５。血管形成因子の制御されない発現は、ラッ
トＡＭＩモデルにおいて血管腫形成、関節炎および網膜症ならびに重篤な胸水貯留および
心膜液貯留等、重大な副作用をもたらし得る３４、３６、３７。遺伝子またはタンパク質
送達による単一の血管形成因子の臨床治験の結果は、ＰＶＤに関しては期待外れであった
が、これは恐らく、長期利益に必要とされる現在試験されている因子の不安定性、送達の
困難さ、虚血性組織の不十分な取り込みおよび応答ならびに機能的血行再建を達成するた
めの数種類の同時発生分子の必要等、複数の要因のためであろう。対照的に、幹細胞によ
る虚血性傷害の治療は、単一タンパク質または遺伝子治療に代わる魅力的な治療法を提供
する。虚血性傷害を治療するための幹細胞の使用は、低酸素性および炎症性微小環境に応
答およびホーミングする細胞により、動的均衡を達成して適切な血管形成応答を刺激し、
傷害部位への複数の血管形成因子の直接的な送達をもたらし得る。その上、ＭｕｌｔｉＳ
ｔｅｍ等、幹細胞は、免疫調節および抗アポトーシスメカニズムにより、組織損傷を同時
的に防止することもできる。本研究において、本発明者らは、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍが実際
に、少なくとも３種の血管形成促進因子の発現により血管形成を直接的に誘導できること
を証明する。
【０１８８】
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　ＭＳＣは、高レベルのＶＥＧＦを発現および分泌するが、ＭＳＣの馴化培地は、このｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ系における血管形成の誘導には不十分であった。ＭＳＣは、以前
の研究においてｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける血管形成を安定化することを示した。しかし、
これら研究の多くは、４～６時間等、初期時点において、あるいは異なる条件下で血管形
成を検査する２５～２７、３８。本発明者らは、このような初期時点では、陰性対照にお
いてより高レベルの血管形成バックグラウンドが存在し、これは２４時間目に安定的でな
くなることを見出した。同様に、本出願人らは、ＭＳＣが、６時間目にある程度のレベル
の血管形成を誘導でき、これはその後２４時間の時点までに失われることを見出した。対
照的に、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍは、２４時間目に安定的であり続ける管形成を誘導する。こ
れらの結果は、ＭＳＣが短期の血管形成を支持できるが、他の因子が存在しなければ、こ
の血管形成は安定的ではないことを示唆する。これらの結果は、ＶＥＧＦ単独は、これら
細胞によって発現されるレベルでは安定的な血管形成の開始に十分でないとの初期研究の
データを反映する２４。ＭＳＣにより治療される虚血性傷害における血管密度の増加を示
す以前のｉｎ　ｖｉｖｏ実験の文脈において、ＭＳＣは、内因性炎症細胞または組織前駆
体が血管形成を促進するよう誘導することにより、血管密度を増加させることができる。
【０１８９】
　参考文献
【０１９０】
【化１】

【０１９１】
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【化４】

【０１９４】

【表１】

【０１９５】
　（実施例２）
　ＭｕｌｔｉＳｔｅｍにおける血管形成因子発現の増強
　図７～１２は、血管形成因子の発現が、ＭｕｌｔｉＳｔｅｍ（ＭＡＰＣ）標本において
増加され得ることを示す。
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