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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ｉｎ ｖｉｔｒｏ又はｅｘ ｖｉｖｏで成体ヒト骨髄幹細胞（ＢＭＳＣ）又は成体ヒト間葉
系幹細胞（ＭＳＣ）から骨芽前駆細胞若しくは骨芽細胞、又は骨芽前駆細胞若しくは骨芽
細胞を含む細胞集団を得る方法であって、前記ＢＭＳＣ又はＭＳＣと、ヒト血漿又は血清
、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）及び形質転換成長因子β（ＴＧＦＢ）とを接触させるこ
とを含む、方法。
【請求項２】
（ａ）ＢＭＳＣ又はＭＳＣを含むヒト被験体の生体試料から細胞を回収する工程、
（ｂ）必要に応じて、（ａ）において回収した細胞から単核細胞を単離する工程、
（ｃ）ヒト血漿又は血清、ＦＧＦ、及びＴＧＦＢを含む培地に（ａ）又は（ｂ）の細胞を
添加すると共に、細胞を基板表面に接着させるような細胞培地混合物を培養する工程、
（ｄ）非接着物を除去すると共に、骨芽前駆細胞若しくは骨芽細胞、又は骨芽前駆細胞若
しくは骨芽細胞を含む細胞集団が得られるような、（ｃ）に規定される培地中の接着細胞
をさらに培養する工程、
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
細胞を、工程（ｃ）及び工程（ｄ）合わせて７日～１８日の期間培養する、請求項２に記
載の方法。
【請求項４】
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工程（ｄ）において得られる細胞又は細胞集団を収集することをさらに含む、請求項２又
は３に記載の方法。
【請求項５】
（ｃ）に規定される培地中で工程（ｄ）からの細胞又は細胞集団を継代すると共に、さら
に培養する工程（ｅ）をさらに含む、請求項２又は３に記載の方法。
【請求項６】
細胞を、工程（ｅ）において３日～１２日の期間培養する、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
ＦＧＦが、ＦＧＦ－１、ＦＧＦ－２又はＦＧＦ－３である、請求項１～６のいずれか一項
に記載の方法。
【請求項８】
ＴＧＦＢが、ＴＧＦＢ－１、ＴＧＦＢ－２又はＴＧＦＢ－３である、請求項１～７のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項９】
ヒト骨芽前駆細胞若しくは骨芽細胞を含む細胞集団であって、前記骨芽前駆細胞若しくは
骨芽細胞が、（１）ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ７３、ＣＤ６３、ＣＤ１６６、アルカリ
ホスファターゼ（ＡＬＰ）若しくは骨－肝臓－腎臓型のＡＬＰの発現を有し、（２）ＣＤ
４５、ＣＤ１４、ＣＤ１９を発現せず、且つ（３）１５％未満の該細胞がＨＬＡ－ＤＲを
発現することを特徴とする、ヒト骨芽前駆細胞若しくは骨芽細胞を含む細胞集団。
【請求項１０】
請求項１～８のいずれか一に記載の方法によって得られる請求項９に記載の細胞集団。
【請求項１１】
骨芽前駆細胞又は骨芽細胞が、オステオカルシン（ＯＣＮ）の発現をさらに有する、請求
項９又は１０に記載の細胞集団。
【請求項１２】
骨関連障害を治療するための医薬の製造における、請求項９～１１のいずれか一項に規定
される細胞集団の使用。
【請求項１３】
細胞集団が同種被験体に投与される、請求項１２に記載の使用。
【請求項１４】
請求項９～１１のいずれか一項に規定される細胞集団を含み、且つ骨病変の部位での前記
細胞集団の投与に好適な、医薬品組成物。
【請求項１５】
骨病変の部位での組成物の投与のための外科用器具を含み、且つ請求項１４に規定される
医薬品組成物をさらに含む装置であって、該骨病変の部位での該医薬品組成物の投与に適
している装置。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、骨髄幹細胞（ＢＭＳＣ）及び間葉系幹細胞（ＭＳＣ）を骨形成分化させる方
法と、上記方法により得ることができる細胞及び細胞集団と、特に骨療法の分野における
その使用とに関する。
【背景技術】
【０００２】
　骨形成分化することができる幹細胞、又は骨形成分化にコミットした細胞の移植は、特
に新たな骨の産生を必要とするような、骨関連疾患の治療のための有望な手段である。
【０００３】
　骨髄幹細胞（ＢＭＳＣ）及び間葉系幹細胞（ＭＳＣ）は、骨障害を治療するために以前
から使用されている（非特許文献１）。しかし、このような比較的未分化の幹細胞を移植
することはできるが、それらの幹細胞は骨形成系列にコミットしていないため、そうして
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移植した幹細胞のかなりの割合が、所望の骨組織の形成に結局寄与しないことがある。
【０００４】
　さらに、骨髄又は他の供給源組織から得ることができるこのような幹細胞の量は不満足
なものであることが多く、グルココルチコイドの使用、若しくはアルコールの乱用に起因
する、又は遺伝的原因による等の様々な状況でさらに低減することさえあり得る。
【０００５】
　特許文献１は、単離したＢＭＳＣ又はＭＳＣのｉｎ　ｖｉｔｒｏでの十分な増殖を達成
し、骨芽細胞の表現型を既に示している細胞を産生する方法を開示したものである。上記
方法では、ヒトＢＭＳＣ又はＭＳＣを、血清又は血漿、及び塩基性線維芽細胞成長因子（
ＦＧＦ）の存在下で培養した。特許文献１は、骨芽細胞を得るためのＦＧＦ及びＴＧＦ成
長因子の特定の組合せを使用することを教示しておらず、その何らかの利点の示唆もして
いない。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開第２００７／０９３４３１号パンフレット
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】Gangji et al., 2005 Expert Opin Biol Ther 5: 437-42
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　ＢＭＳＣ及びＭＳＣから有用な骨芽前駆細胞（osteoprogenitors）、骨芽細胞又は骨芽
細胞表現型細胞を産生する、さらに単純で且つ信頼性を有する方法に対する必要性が存在
する。大幅な細胞増殖を達成する、及び／又はさらなる有利な特性を有する細胞、例えば
同種被験体における組織拒絶反応をあまり引き起こさない細胞等を産生する場合等に、こ
のような方法が特に望まれている。
【０００９】
　このような方法と、それにより得ることができる骨芽細胞表現型細胞とを提供すること
が、本発明の目的である。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、成体幹細胞の、より具体的には骨髄幹細胞（ＢＭＳＣ）及び間葉系幹細
胞（ＭＳＣ）の増殖可能性を、血清又は血漿、線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）及び形質転
換成長因子β（ＴＧＦＢ）の存在下で上記細胞を培養すると、骨形成分化により大幅に増
強することができ、それにより有用な骨芽前駆細胞又は骨芽細胞表現型細胞、及び細胞集
団の量の増大を達成することができることを見出した。
【００１１】
　したがって、一態様では本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｅｘ　ｖｉｖｏでヒト骨髄幹
細胞（ＢＭＳＣ）又はヒト間葉系幹細胞（ＭＳＣ）から骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽
細胞表現型細胞を得る方法であって、上記ＢＭＳＣ又はＭＳＣと、ヒト血漿又は血清、線
維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）、又は生物学的に活性なその変異体若しくは誘導体、及び形
質転換成長因子β（ＴＧＦＢ）、又は生物学的に活性なその変異体若しくは誘導体とを接
触させることを含む、方法を提供する。
【００１２】
　本発明の方法は、処理した幹細胞のかなりの割合、例えば大部分を、骨芽前駆細胞又は
骨芽細胞表現型細胞へと分化させることができる。したがって一態様では、本発明の方法
は、骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞それ自体を得るために利用すること
ができる。
【００１３】
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　しかし、本発明の方法は、概して、骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞の
かなりの部分、例えば大部分を含む細胞集団を産生することができると理解すべきである
。このような細胞集団は、さらなる細胞型を任意に含み得る。
【００１４】
　したがって一態様では、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｅｘ　ｖｉｖｏでヒトＢＭＳ
Ｃ又はヒトＭＳＣから骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞を含む細胞集団を
得る方法であって、上記ＢＭＳＣ又はＭＳＣと、ヒト血漿又は血清、ＦＧＦ、又は生物学
的に活性なその変異体若しくは誘導体、及びＴＧＦＢ、又は生物学的に活性なその変異体
若しくは誘導体とを接触させることを含む、方法を意図する。
【００１５】
　本発明の方法は、多数の移植用の骨形成細胞を生成することを可能にする。このことは
、出発ＢＭＳＣ又はＭＳＣ細胞を得るために被験体から取り出すことが必要な組織の量を
さらに低減することを可能にする。このことは同様に、ＢＭＳＣ又はＭＳＣ細胞の数が減
少した被験体から十分な数の骨形成細胞を得ることを可能にする。また、本方法は、分化
した細胞を患者に移植することができる場合に時間を短縮することを可能にするので、よ
り速い治療法をもたらす。
【００１６】
　一実施の形態では、上述の本発明の方法は、
（ａ）ＢＭＳＣ又はＭＳＣを含むヒト被験体の生体試料から細胞を回収する工程、
（ｂ）必要に応じて、（ａ）において回収した細胞から単核細胞を単離する工程、
（ｃ）ヒト血漿又は血清、ＦＧＦ、又は生物学的に活性なその変異体若しくは誘導体、及
びＴＧＦＢ、又は生物学的に活性なその変異体若しくは誘導体を含む培地に（ａ）又は（
ｂ）の細胞を添加すると共に、細胞を基板表面に接着させるような細胞培地混合物を培養
する工程、
（ｄ）非接着物を除去すると共に、骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞様細胞、又
は骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞様細胞を含む細胞集団が得られるような、（
ｃ）に規定される培地中の接着細胞をさらに培養する工程、
を含み得る。
【００１７】
　上述の方法のいずれかの一実施の形態では、ＢＭＳＣ又はＭＳＣ細胞を、同時に（conc
urrently）、すなわち同時に（simultaneously）、ＦＧＦ及びＴＧＦＢに、又はそれらの
いずれかの生物学的に活性な変異体若しくは誘導体に、曝してもよい。
【００１８】
　上述の方法のいずれかのさらなる実施の形態では、ヒト血漿若しくは血清はＢＭＳＣ若
しくはＭＳＣ細胞に対して自家性（autologous）であってもよく、又はヒト血漿若しくは
血清はＢＭＳＣ若しくはＭＳＣ細胞と同種（allogeneic）（相同（homologous））であっ
てもよい。
【００１９】
　上述の方法のいずれかのさらなる一実施の形態では、非ヒト動物材料（例えば血清成分
等）は、ＢＭＳＣ又はＭＳＣ細胞の培養に使用されない。このことは、ヒトにおける培養
した細胞の異種（xenogenic）拒絶反応のリスクを減少させ、病原体による患者のコンタ
ミネーションのリスクを低減する。
【００２０】
　上述の方法のさらなる好ましい実施の形態は、単独で又は組合せで本発明の細胞及び細
胞集団の提供のさらなる基礎をなす、さらなる特徴、例えばこれらに限定するものではな
いが、インキュベーション時間、継代、成分量等に関する。
【００２１】
　本発明者らは驚くべきことに、本発明の方法を使用して得られる骨芽細胞表現型細胞に
おけるＨＬＡ－ＤＲ主要組織適合性複合体の発現が、特許文献１の方法を適用したときに
観察されるＨＬＡ－ＤＲ発現よりも顕著に低いことをさらに見出した。このようなより低
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いＨＬＡ－ＤＲ発現は、本明細書において得られる骨芽細胞表現型細胞の免疫特権（immu
noprivileged）特性を増強することができることにより、このような細胞の拒絶反応のリ
スクを低減し、同種患者におけるより広範なその適用も可能にする。
【００２２】
　したがって本発明は、従来技術に対する新規且つ有利な特性を示す骨芽細胞表現型細胞
も提供する。したがって複数の態様では、本発明は、本発明の方法を使用して得ることが
できる、又は直接得られる、骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞と、骨芽前
駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞を含む細胞集団とを提供する。
【００２３】
　本発明者らはまた、本明細書で達成した骨芽細胞を分析して、治療法において、特に骨
移植療法において具体的な優位性をもたらすことができる、新たな細胞型と該新たな細胞
型を含む細胞集団とを規定した。
【００２４】
　したがって一態様では、本発明は、ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細
胞と、ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞を含む細胞集団とであって、
上記細胞が、（１）ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ７３、ＣＤ６３、ＣＤ１６６、及びアル
カリホスファターゼ（ＡＬＰ）、より具体的には骨－肝臓－腎臓型のＡＬＰの発現を有し
、（２）ＣＤ４５、ＣＤ１４、ＣＤ１９を発現せず、且つ（３）２５％未満の細胞、好ま
しくは２０％未満の細胞、及びさらにより好ましくは１５％未満の細胞、例えば１０％未
満の細胞、又は７％未満の細胞が、ＨＬＡ－ＤＲを発現する（すなわち、かなりの割合の
細胞がＨＬＡ－ＤＲを発現しない）ことを特徴とする、ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は
骨芽細胞表現型細胞と、ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞を含む細胞
集団とを提供する。
【００２５】
　上述したように、本発明は、本明細書で規定される骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細
胞表現型細胞を含む細胞集団も意図する。代表的な細胞集団は、少なくとも１０％、好ま
しくは少なくとも３０％、より好ましくは少なくとも５０％、例えば少なくとも６０％、
さらにより好ましくは少なくとも７０％、例えば少なくとも８０％、さらにより好ましく
は少なくとも９０％、例えば少なくとも９５％の、本明細書で規定される骨芽前駆細胞、
骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞を含み得る。例えば細胞集団は、５０％未満、好ましく
は４０％未満、さらにより好ましくは３０％未満、さらにより好ましくは２０％未満、さ
らにより好ましくは１０％未満、例えば７％未満、５％未満又は２％未満の、本明細書で
規定される骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞以外の細胞型を含み得る。
【００２６】
　関連する態様は、骨関連障害における、本発明により教示される骨芽前駆細胞、骨芽細
胞若しくは骨芽細胞表現型細胞の、又は骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型
細胞を含む細胞集団の治療的使用、及び上記細胞又は細胞集団を含む対応する医薬品製剤
に関する。
【００２７】
　ここで、本発明のこれらの特徴と、他の特徴とを、以下で、及び添付の特許請求の範囲
でさらに説明し、非限定的な例により例示する。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】血漿と１０ｎｇ／ｍｌのＴＧＦＢ－１とを含有する培地、又は血漿と１０ｎｇ／
ｍｌのＦＧＦ２及び１０ｎｇ／ｍｌのＴＧＦｂ－１の両方とを含有する培地における骨芽
細胞初代培養収率の箱ヒゲ図による比較（ｎ＝４）を示す図である。
【図２Ａ】１０ｎｇ／ｍｌのＴＧＦｂ－１を添加した培地、対添加していない培地におけ
る骨芽細胞培養収率の比較を示す図である。（Ａ）初代培養、（Ｂ）二次培養、（Ｃ）全
体（global）。
【図２Ｂ】同上
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【図２Ｃ】同上
【図３】マトリクスアリザリンレッド染色によりアッセイした、（Ａ）ＦＧＦ２のみ、又
は（Ｂ）ＦＧＦ２及びＴＧＦｂ－１の存在下で培養した細胞による石灰化を示す図である
。
【図４】ＰＨＡにより刺激したＰＢＭＣに対する、ＴＧＦｂ－１／ＦＧＦ２において培養
した細胞の免疫抑制効果を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　本明細書中で使用される場合、単数形「a」、「an」及び「the」は、文脈上他に明確な
指示のない限り、単数及び複数の両方の指示対象を含む。例えば「細胞（a
cell）」は、１つのというより１つ又は複数の細胞を表す。
【００３０】
　本明細書中で使用される場合、「含む（comprising）」、「含む（comprises）」及び
「含む（comprised of）」という用語は、「含む（including）」、「含む（includes）
」、又は「含有する（containing）」、「含有する（contains）」と同義であり、包括的
又は無制限であり、付加的な、記載されていない成員、要素又は方法工程を除外するもの
ではない。
【００３１】
　端点による数値範囲の記載は、その範囲内に含まれる全ての数及び分数、並びに記載さ
れた端点を含む。
【００３２】
　本明細書中で使用される場合、「約（about）」という用語は、パラメータ、量、時間
幅（temporal duration）等の測定可能な値を表す場合には、特定の値の、及び特定の値
から±１０％以下、好ましくは±５％以下、より好ましくは±１％以下、さらにより好ま
しくは±０．１％以下の変動を、開示する発明において実施するのにこのような変動が適
切である限りにおいて、包含することを意味する。修飾語「約」が表す値自体も、具体的
に且つ好ましく開示されると理解すべきである。
【００３３】
　本明細書に引用される全ての文献は、その全体が参照により本明細書中に援用される。
特に、本明細書中で具体的に言及される全ての文献の教示が参照により援用される。
【００３４】
　特に規定のない限り、本発明を開示する際に使用される、技術用語及び科学用語を含む
全ての用語は、本発明が属する技術分野の通常の技術を有する者（当業者）によって一般
的に理解される意味を有する。
【００３５】
１．発明の方法
　発明の概要の節において詳述したように、一態様では、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又
はｅｘ　ｖｉｖｏで、ヒト骨髄幹細胞から、骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型
細胞を得る方法と、骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞を含む細胞集団を得
る方法とに関する。
【００３６】
　本明細書中で使用される場合、骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞の記載
は、概して、骨材料又は骨マトリクスの形成に寄与することができる、又はそれに寄与す
ることができる細胞へと発生することができる細胞を包含する。特に、本発明の方法は、
本発明者らが実験的に実証したように、治療状況において骨形成を回復させるのに有用な
細胞及び細胞集団をもたらす。したがって、骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型
細胞の記載は、任意のこのような有用な、本発明の方法から得られる骨形成系列の細胞を
包含することを望むものと解釈するべきである。
【００３７】
　骨髄は、長骨の髄腔、幾つかのハバース管、及び海綿状骨又は海綿質骨の骨梁の間の空
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間を占有する軟組織である。この用語は、限定するものではないが、特に、若年期の全て
の骨において、及び成人期の限定された部位において（例えば海綿質骨において）見出さ
れる赤色骨髄と、黄色骨髄とを包含する。
【００３８】
　総じて、骨髄は、とりわけ、造血幹細胞、赤血球及び白血球、並びにそれらの前駆体、
間葉系幹細胞（ＭＳＣ）、間質細胞、及びそれらの前駆体、並びに線維芽細胞、網状赤血
球、脂肪細胞を含む細胞群、並びに「間質」と呼ばれる結合組織ネットワークを形成する
細胞を含む複合組織である。
【００３９】
　骨髄細胞は、マウス及びヒトの両方において、全身移植後、多くの多様な組織に寄与す
る。この能力は、例えば、造血幹細胞、間葉系幹細胞及び／又は髄多能性幹細胞等の、骨
髄中に存在する複数の幹細胞の活性を反映し得る。
【００４０】
　したがって、本明細書中で使用される場合、「骨髄幹細胞」又は「ＢＭＳＣ」という用
語は、骨髄中に存在する、特に骨髄試料中に存在する、又は骨髄試料から（部分的に）単
離した、任意の成体幹細胞を表す。骨髄（ＢＭＳＣ）試料は、例えば、被験体の腸骨稜、
大腿骨、脛骨、脊椎、肋骨、又は他の髄空間から得ることができる。ＢＭＳＣという用語
は、ＢＭＳＣの子孫、例えば、被験体の試料から得られるＢＭＳＣのｉｎ　ｖｉｔｒｏ又
はｅｘ　ｖｉｖｏでの増殖により得られる子孫も包含する。
【００４１】
　特定の成分に関して「単離する（isolating）」という用語は、該特定の成分が単離さ
れる組成物の少なくとも１つの他の成分からその成分を分離することを示す。任意の細胞
集団との関係で、本明細書中で使用される場合、「単離（isolated）」という用語は、こ
のような細胞集団が動物又はヒトの身体の一部分を形成しないことも示唆する。
【００４２】
　「幹細胞」という用語は、概して、未だ特殊化しておらず（unspecialised）又は比較
的特殊化の程度が低く且つ増殖能を有する細胞であって、自己再生することができ、すな
わち分化せずに増殖することができ、自身又はその子孫が少なくとも１つの比較的特殊化
の程度の高い細胞型を生じることができる、細胞を表す。この用語は、実質的に無制限に
自己再生することができる幹細胞、すなわち、幹細胞の子孫又は少なくともその一部分が
、母幹細胞の、未だ特殊化していない又は比較的特殊化の程度が低い表現型、分化可能性
、及び増殖能力を実質的に保持している幹細胞と、限定的な自己再生を示す幹細胞、すな
わち、子孫又はその一部分のさらに増殖及び／又は分化する能力が、母細胞と比較して明
らかに低減している幹細胞とを包含する。例えば限定するものではないが、幹細胞は、１
つ又は複数の系列に沿って分化して、増大的に比較的特殊化の程度の高い細胞を産生する
ことができる子孫（このような子孫、及び／又は増大的に比較的特殊化の程度の高い細胞
は、それ自体が本明細書で規定される幹細胞であり得る）、又はさらに、終末的に分化し
た細胞、すなわち完全に特殊化した細胞（有糸分裂後のものであり得る）を産生すること
ができる子孫を生じることができる。
【００４３】
　本明細書中で使用される場合、「成体幹細胞」という用語は、胎生期の、又は出生後の
生物中に存在する、又はそれらから得た（例えばそれらから単離した）幹細胞を表す。
【００４４】
　本発明による好ましい骨髄幹細胞は、少なくとも骨形成（骨）系列の細胞、例えば骨形
成細胞及び／又は骨芽前駆細胞及び／又は前骨芽細胞及び／又は骨芽細胞及び／又は骨細
胞等を生成する可能性を有する。
【００４５】
　好ましくは、少なくとも幾つかの本発明による骨髄幹細胞は、本発明の方法から得られ
る細胞集団に含まれるさらなる細胞、例えば内皮系列の細胞、例えば内皮前駆細胞及び／
又は内皮細胞等を生成する可能性も有し得る。
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【００４６】
　限定するものではないが代表的な、少なくとも骨形成系列の細胞を生成する可能性を有
するＢＭＳＣの種類は、間葉系幹細胞である。本明細書中で使用される場合、「間葉系幹
細胞」又は「ＭＳＣ」という用語は、間葉系系列の、典型的には２つ以上の間葉系系列、
例えば骨細胞（骨）系列、軟骨細胞（軟骨）系列、筋細胞（筋肉）系列、腱細胞（tendon
ocytic）（腱）系列、線維芽細胞（結合組織）系列、脂肪細胞（脂肪）系列及び間質生成
（stromogenic）（髄間質）系列の細胞を生成することができる、成体の、中胚葉由来の
幹細胞を表す。ＭＳＣは、例えば骨髄、血液、臍帯、胎盤、胎生卵黄嚢、皮膚（真皮）、
具体的には胎生期及び青年期の皮膚、骨膜並びに脂肪組織から単離することができる。ヒ
トＭＳＣ、その単離、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの増殖、及び分化は、例えば米国特許第５，４
８６，３５９号明細書、米国特許第５，８１１，０９４号明細書、米国特許第５，７３６
，３９６号明細書、米国特許第５，８３７，５３９号明細書又は米国特許第５，８２７，
７４０号明細書に記載されている。当該技術分野で説明されており、且つ当該技術分野で
説明されている任意の方法により単離される任意のＭＳＣは、このようなＭＳＣが少なく
とも骨細胞（骨）系列の細胞を生成することができるならば、本発明において好適であり
得る。
【００４７】
　ＭＳＣという用語は、ＭＳＣの子孫、例えば動物又はヒト被験体の生体試料から得られ
るＭＳＣのｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｅｘ　ｖｉｖｏでの増殖により得られる子孫も包含する
。
【００４８】
　潜在的には、限定するものではないが、少なくとも幾つかのＭＳＣも、本発明の方法か
ら得られる細胞集団に含まれるさらなる細胞を生成することができることがある。
【００４９】
　実施例において示すように、本発明の方法は、特定の培養条件下で基板表面に接着する
ＢＭＳＣ細胞を選択することを伴う。基板表面、例えばプラスチック表面に接着すること
ができる（単核）細胞を選択することにより、骨髄（又は他の供給源）からＭＳＣを単離
することができることは、当該技術分野で既知である。したがって、いかなる仮説に限定
するものでもないが、本発明者らは、本発明の方法においてはＭＳＣが、ＢＭＳＣから骨
芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞を得ることに、少なくとも部分的に寄与し得ると推測して
いる。
【００５０】
　したがって、一態様では、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ又はｅｘ　ｖｉｖｏでヒト間葉
系幹細胞（ＭＳＣ）から骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞を得る方法であ
って、上記ＭＳＣ細胞と、ヒト血漿又は血清、ＦＧＦ、又は生物学的に活性なその変異体
若しくは誘導体、及びＴＧＦＢ、又は生物学的に活性なその変異体若しくは誘導体とを接
触させることを含む、方法も意図する。
【００５１】
　ＭＳＣは、生体試料中に、例えばＢＭＳＣを含む試料中に含まれることがあり、又は当
該技術分野で既知のように少なくとも部分的に該試料から単離することができる。さらに
、ＭＳＣは、骨髄から、又は骨髄以外のＭＳＣを含む任意の好適な供給源、例えば血液、
臍帯、胎盤、胎生卵黄嚢、皮膚（真皮）、具体的には胎生期及び青年期の皮膚、骨膜並び
に脂肪組織から、少なくとも部分的に単離することができる。
【００５２】
　ＢＭＳＣ細胞は、任意の及び全てのそのサブタイプ、例えばこれらに限定するものでは
ないが、Colter et al. 2000 （PNAS 97（7）:
3213-8）において説明されている「迅速に自己再生する細胞」ＲＳ－１又はＲＳ－２；Go
odellet al. 1997 （Nat Med 3（12）:
1337-45）により説明されている「サイドポピュレーション」（ＳＰ）細胞；その密度が
低いこと（例えば密度勾配遠心分離による）、非接着性、及び骨形成マーカーの発現のレ
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ベルが低いことにより当初同定されている骨形成前駆体（ＯＰ）細胞（Longet
al. 1995. J Clin Invest. 95（2）: 881-7；米国特許第５，９７２，７０３号明細書に
より説明されている）；Krauseet
al. 2001 （Cell 105: 369-377）及びDominici et al. 2004. （PNAS 101 （32）: 11761
-6）により説明されている造血系列及び非造血系列の両方の細胞を生成することができる
原始的前駆体細胞；その他を包含することを意図する。
【００５３】
　骨髄幹細胞集団の複雑性を考慮すると、本発明は、１つ又は複数の特定のＢＭＳＣ型に
限定されるものと考えるべきではないことを理解すべきである。むしろ、本発明の方法に
おいては、例えば上で説明したような１つ又は複数のＢＭＳＣ細胞型が、骨芽前駆細胞、
骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞を得ることに、又は骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しく
は骨芽細胞表現型細胞を含む細胞集団を得ることに、おそらく様々な程度で寄与し得る。
一方、本発明の方法が、特定のＢＭＳＣ集団、例えば他のＢＭＳＣ集団から少なくとも部
分的に単離したＭＳＣも利用し得ることを理解すべきである。
【００５４】
　「ｉｎ　ｖｉｔｒｏ」という用語は概して、動物又はヒトの身体の外側又は外部を示す
。「ｅｘ　ｖｉｖｏ」という用語は典型的には、動物又はヒトの身体から取り出し、身体
の外側で、例えば培養容器中で維持した又は増殖させた組織又は細胞を表す。本明細書中
で使用される場合、「ｉｎ　ｖｉｔｒｏ」という用語は、「ｅｘ　ｖｉｖｏ」を含むと理
解すべきである。
【００５５】
　一実施形態では、ＢＭＳＣ又はＭＳＣは、被験体の生体試料から得られる。
【００５６】
　本明細書中で使用される場合、「被験体」という用語は、動物を、より具体的には非ヒ
ト哺乳動物及びヒト個体を表す。非ヒト動物被験体は、動物の出生前の形態、例えば胚又
は胎児等も含み得る。ヒト被験体は、また、好ましくは胚ではなく、胎児を含み得る。ヒ
ト被験体が好ましい。
【００５７】
　本明細書中で使用される場合、「生体試料」又は「試料」という用語は、概して、生物
源から、例えば個体、器官、組織又は細胞培養物等から得られる試料を表す。動物又はヒ
ト被験体の生体試料は、動物又はヒト被験体から取り出され、その細胞を含む試料を表す
。動物又はヒト被験体の生体試料は、１つ又は複数の組織型と、１つ又は複数の組織型の
細胞とを含み得る。動物又はヒト被験体の生体試料を得る方法は、例えば組織生検又は血
液採取のように、当該技術分野で既知である。
【００５８】
　被験体の有用な生体試料は、そのＢＭＳＣ又はＭＳＣを含む。このような試料は、典型
的には、被験体の骨髄から、例えば腸骨稜、大腿骨、脛骨、脊椎、肋骨、又は他の髄空間
から得ることができる。ＭＳＣを含む別の有用な生体試料は、例えば被験体の血液、臍帯
、胎盤、胎生卵黄嚢、皮膚（真皮）、具体的には胎生期及び青年期の皮膚、骨膜、又は脂
肪組織から得ることができる。
【００５９】
　一実施形態では、ＢＭＳＣ又はＭＳＣは健康な被験体から得ることができ、上記ＢＭＳ
Ｃ又はＭＳＣから得られる骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞の機能性を確保するのに役立
ち得る。
【００６０】
　別の実施形態では、ＢＭＳＣ又はＭＳＣは、骨関連障害のリスクを有し又は該障害を有
し、そのため本発明の方法により上記ＢＭＳＣ又はＭＳＣから得られる骨芽細胞又は骨芽
細胞表現型細胞の投与の利益を特に受け得る被験体から得ることができる。
【００６１】
　本明細書中で使用される場合、「骨関連障害」という用語は、その治療が、障害を有す
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る被験体への骨形成系列細胞、例えば骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞の
投与の利益を受け得る、任意の種類の骨疾患を表す。特に、このような障害は、例えば骨
形成の減少、又は過剰な骨吸収により、骨中に存在する骨芽細胞又は骨細胞の数、生存度
又は機能の減少、被験体中の骨量の減少、骨痩せ、骨の強度又は弾性の損失等により、特
徴づけることができる。
【００６２】
　例えば、しかし限定するものではないが、本発明の骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞の
投与の利益を受けることができる骨関連障害は、局所性又は全身性の障害、例えば任意の
種類の骨粗鬆症又は骨減少症、例えば原発性、閉経後、老人性、コルチコイド誘発性、任
意の二次性、単一性又は多部位性骨壊死、任意の種類の骨折、例えば非癒合、変形癒合、
遅延癒合骨折又は圧迫、骨融合（例えば脊髄融合及び再建）を必要とする病状、顎顔面骨
折、例えば外傷性傷害又は癌外科手術後の骨再構築、頭蓋顔面骨再構築、骨形成不全症、
溶骨性骨癌、パジェット病、内分泌学的障害、低リン酸血症（hypophsophatemia）、低カ
ルシウム血症、腎性骨異栄養症、骨軟化症、無形成骨症、間接リウマチ、副甲状腺機能亢
進症、原発性副甲状腺機能亢進症、二次性副甲状腺機能亢進症、歯周疾患、ゴーハム病（
Gorham-Stout
disease）並びにマクキューン・オールブライト症候群を含み得る。
【００６３】
　本発明の方法では、ＢＭＳＣ又はＭＳＣを、ヒト血漿又は血清、ＦＧＦ、又は生物学的
に活性なその変異体若しくは誘導体、及びＴＧＦＢ、又は生物学的に活性なその変異体若
しくは誘導体と接触させる。
【００６４】
　本明細書中で使用される場合、「接触させる（contacting）」という用語は、直接的に
又は間接的に、１つ又は複数の分子、成分又は材料を別のものと一緒にし、それによりそ
れらの間の相互作用を促進することを意味する。典型的には、成長因子、又は生物学的に
活性なその変異体若しくは誘導体、及びヒト血漿又は血清は、ＢＭＳＣを培養している培
地中にそれらを入れることによりＢＭＳＣと接触させることができる。
【００６５】
　当業者は、ヒト血漿及び血清が、１つ又は複数の成長因子、サイトカイン又はホルモン
を含み得る複雑な生物学的組成物であることを理解している。したがって、記載の成長因
子ＦＧＦ及びＴＧＦＢ、又はそれらのそれぞれの生物学的に活性な変異体又は誘導体が、
血漿又は血清に加えて、すなわちその外から又はその補足として、提供されることが意図
される。
【００６６】
　さらなる一実施形態では、ＢＭＳＣ又はＭＳＣは、ＦＧＦ及びＴＧＦＢに加えて、１つ
又は複数の付加的な、ＦＧＦ及びＴＦＧＢ以外の外から添加した成長因子と接触させるこ
とができる。本明細書中で使用される場合、「成長因子」という用語は、様々な細胞型の
増殖、成長、分化、生存及び／又は移動に影響を与える生物学的に活性な物質であって、
単独で又は他の物質により変調されて、生物中で発生上の、形態上の、及び機能的な変化
をもたらし得る、物質を表す。成長因子は、典型的には成長因子に応答する細胞中に存在
する受容体（例えば表面又は細胞内の受容体）に、リガンドとして結合することにより作
用し得る。本明細書における成長因子は、特に、１つ又は複数のポリペプチド鎖を含むタ
ンパク質性の実体（entity）であり得る。
【００６７】
　好ましい一実施形態では、本発明の方法で使用される任意の１つ若しくは複数の又は全
ての成長因子（本明細書中で使用される場合、成長因子への一般的な言及は、ＦＧＦ及び
ＴＧＦＢ成長因子と、任意の１つ又は複数のさらなる成長因子とを特に包含する）は、ヒ
ト成長因子である。本明細書中で使用される場合、「ヒト成長因子」という用語は、天然
のヒト成長因子と実質的に同じ成長因子を表す。例えば、成長因子がタンパク質性の実体
である場合、その構成ペプチド（複数可）又はポリペプチド（複数可）は、天然のヒト成
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長因子と同一の一次アミノ酸配列を有し得る。本発明の方法におけるヒト成長因子はヒト
細胞の機能に対する望ましい効果を誘発すると予想されるので、このような成長因子の使
用が好ましい。
【００６８】
　「天然」という用語は、人間により人工的に作製されたものと区別することができるも
のとして、自然に見出すことができる対象又は実体を説明するために使用される。例えば
、自然の供給源から単離することができ、実験室において人間による意図的な改変がなさ
れていない、生物中に存在するポリペプチド配列は、天然のものである。特定の実体を、
例えばポリペプチド又はタンパク質を表す場合、この用語は、例えば種及び個体の間の通
常の変動により、自然に発生するその全ての形態及び変異体を包含する。例えば、タンパ
ク質性成長因子を表す場合、「天然」という用語は、種の間の遺伝的な相違、及び個体間
の通常の対立遺伝子の変動による、その構成ペプチド（複数可）又はポリペプチド（複数
可）の一次配列に差異を有する成長因子を包含する。
【００６９】
　本明細書中で使用される場合、「ＦＧＦ」という用語は、成長因子の線維芽細胞成長因
子（ＦＧＦ）ファミリーの任意の及び全ての成員を包含する。特に、本発明の方法で使用
されるＦＧＦは、ＦＧＦ－１、ＦＧＦ－２及びＦＧＦ－３から選択することができ、より
好ましくはＦＧＦ－２である。
【００７０】
　酸性線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ－１）は、一般的に、ヘパリン結合性成長因子１（Ｈ
ＢＧＦ－１）、ａＦＧＦ、β－内皮細胞成長因子又はＥＣＧＦ－βとしても既知である。
代表的なヒトＦＧＦ－１は、Ｕｎｉｐｒｏｔ／Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ（http://www.expasy.
org/）のアクセッション番号Ｐ０５２３０で注釈される一次アミノ酸配列を有するＦＧＦ
－１を含むがこれらに限定されない。当業者は、上記配列が前駆体ＦＧＦ－１のものであ
り、成熟ＦＧＦ－１からプロセシングにより除かれる部分を含み得ることを理解すること
ができる。代表的なヒトＦＧＦ－１は、とりわけJayeet
al. 1986 （Science 233: 541-545）及びHarper et al. 1986 （Biochemistry 25:4097-4
103）によっても説明されている。
【００７１】
　塩基性線維芽細胞成長因子は、一般的に、ＦＧＦ－ｂ、ＦＧＦ－２、ＢＦＧＦ、ＨＢＧ
Ｈ－２、プロスタトロピン（prostatropin）又はヘパリン結合性成長因子２前駆体（ＨＢ
ＧＦ－２）としても既知である。代表的なヒトＦＧＦ－２は、Ｕｎｉｐｒｏｔ／Ｓｗｉｓ
ｓｐｒｏｔのアクセッション番号Ｐ０９０３８で注釈される一次アミノ酸配列を有するＦ
ＧＦ－２を含むがこれらに限定されない。当業者は、上記配列が前駆体ＦＧＦ－２のもの
であり、成熟ＦＧＦ－２からプロセシングにより除かれる部分を含み得ることを理解する
ことができる。代表的なヒトＦＧＦ－２は、とりわけAbrahamet
al. 1986 （EMBO J 5: 2523-8）及びKurokawa et al. 1987 （FEBS Lett 213: 189-94）
によっても説明されている。
【００７２】
　線維芽細胞成長因子３（ＦＧＦ－３）は、一般的に、ＩＮＴ－２原癌遺伝子タンパク質
又はＨＢＧＦ－３としても既知である。代表的なヒトＦＧＦ－３は、Ｕｎｉｐｒｏｔ／Ｓ
ｗｉｓｓｐｒｏｔのアクセッション番号Ｐ１１４８７で注釈される一次アミノ酸配列を有
するＦＧＦ－３を含むがこれらに限定されない。当業者は、上記配列が前駆体ＦＧＦ－３
のものであり、成熟ＦＧＦ－３からプロセシングにより除かれる部分を含み得ることを理
解することができる。代表的なヒトＦＧＦ－３は、とりわけBrooks
et al. 1989 （Oncogene 4: 429-436）によっても説明されている。
【００７３】
　本明細書中で使用される場合、「ＴＧＦβ」又は「ＴＧＦＢ」という用語は、成長因子
の形質転換成長因子β（ＴＧＦＢ）ファミリーの任意の及び全ての成員を包含する。特に
、本発明の方法で使用されるＴＧＦＢは、ＴＧＦＢ－１、ＴＧＦＢ－２及びＴＧＦＢ－３
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から選択することができ、より好ましくはＴＧＦＢ－１である。
【００７４】
　形質転換成長因子β－１は、ＴＧＦＢ－１及びＴＧＦ－β－１としても既知である。代
表的なヒトＴＧＦＢ－１は、Ｕｎｉｐｒｏｔ／Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔのアクセッション番号
Ｐ０１１３７で注釈される一次アミノ酸配列を有するＴＧＦＢ－１を含むがこれらに限定
されない。当業者は、上記配列が前駆体ＴＧＦＢ－１のものであり、成熟ＴＧＦＢ－１か
らプロセシングにより除かれる部分を含み得ることを理解することができる。代表的なヒ
トＴＧＦＢ－１は、とりわけDerynck
et al. 1985 （Nature 316: 701-5）によっても説明されている。
【００７５】
　形質転換成長因子β－２は、ＴＧＦＢ－２、神経膠芽腫由来Ｔ細胞サプレッサー因子、
Ｇ－ＴＳＦ、ＢＳＣ－１細胞成長阻害剤、ポリエルギン（polyergin）又はセテルミン（c
etermin）としても既知である。代表的なヒトＴＧＦＢ－２は、Ｕｎｉｐｒｏｔ／Ｓｗｉ
ｓｓｐｒｏｔのアクセッション番号Ｐ６１８１２で注釈される一次アミノ酸配列を有する
ＴＧＦＢ－２を含むがこれらに限定されない。当業者は、上記配列が前駆体ＴＧＦＢ－２
のものであり、成熟ＴＧＦＢ－２からプロセシングにより除かれる部分を含み得ることを
理解することができる。代表的なヒトＴＧＦＢ－２は、とりわけWebb
et al. 1988 （DNA 7: 493-497）によっても説明されている。
【００７６】
　形質転換成長因子β－３は、ＴＧＦＢ－３としても既知である。代表的なヒトＴＧＦＢ
－３は、Ｕｎｉｐｒｏｔ／Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔのアクセッション番号Ｐ１０６００で注釈
される一次アミノ酸配列を有するＴＧＦＢ－３を含むがこれらに限定されない。当業者は
、上記配列が前駆体ＴＧＦＢ－３のものであり、成熟ＴＧＦＢ－３からプロセシングによ
り除かれる部分を含み得ることを理解することができる。代表的なヒトＴＧＦＢ－３は、
とりわけ、ten
Dijke et al. 1988 （PNAS 85: 4715-4719）及びDerynck et al. 1988 （EMBOJ. 7:
3737-3743）によっても説明されている。
【００７７】
　本発明の方法は、それぞれの成長因子の任意の１つ若しくは複数又は全ての生物学的に
活性な変異体又は誘導体を利用し得る。本発明の方法では、成長因子の「生物学的に活性
な」変異体又は誘導体は、他の条件が実質的に同じである場合、それぞれの成長因子と少
なくとも約同程度の、ＢＭＳＣからの骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞の獲得を達成する
。
【００７８】
　成長因子がその同系（cognate）受容体と結合することによりその効果を発揮する場合
、上記成長因子の生物学的に活性な変異体又は誘導体は、その同系受容体との結合に関す
る成長因子の親和性及び／又は特異性と少なくとも約同程度の高さの、その同系受容体と
の結合に関する親和性及び／又は特異性を示し得る。例えば、上記生物学的に活性な変異
体又は誘導体は、その受容体との結合に関するそれぞれの成長因子の親和性及び／又は特
異性の少なくとも８０％、例えば少なくとも８５％、好ましくは少なくとも９０％、例え
ば少なくとも９０％、又はさらに１００％以上の、同系受容体との結合に関する親和性及
び／又は特異性を有し得る。上述の結合のパラメータは、それ自体が既知のｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏアッセイ又は細胞アッセイを使用して、当業者が容易に確定することができる。
【００７９】
　確立されたアッセイ、例えばｉｎ　ｖｉｔｒｏアッセイ又は細胞アッセイ（例えば細胞
培養における分裂促進活性の測定等）において、所与の成長因子の活性を容易に測定する
ことができる場合、上記成長因子の生物学的に活性な変異体又は誘導体は、このようなア
ッセイにおいて、その成長因子の活性と少なくとも約同程度の高さの活性を示し得る。例
えば、上記生物学的に活性な変異体又は誘導体は、それぞれの成長因子の活性の少なくと
も８０％、例えば少なくとも８５％、好ましくは少なくとも９０％、例えば少なくとも９



(13) JP 5524079 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

０％、又はさらに１００％以上の活性を示し得る。
【００８０】
　ポリペプチドの「変異体」は、そのポリペプチドのアミノ酸配列と実質的に同一である
（すなわち大部分が同一であるが完全に同一ではない）アミノ酸配列を有する。本明細書
において、「実質的に同一」は、少なくとも８５％同一、少なくとも９０％同一、好まし
くは少なくとも９５％同一、例えば少なくとも（least）９９％同一であることを表す。
配列の差異は、１つ又は複数の（one
of more）アミノ酸の挿入（付加）、欠失及び／又は置換により生じ得る。
【００８１】
　２つのポリペプチドの間の配列同一性は、ポリペプチドのアミノ酸配列を最適に整列さ
せること（２つのタンパク質配列の最適なアライメントは、導入したギャップに関するい
ずれかのペナルティを差し引いたペア・スコアの合計を最大化するアライメントであり、
好ましくはアルゴリズム、例えばNeedleman
and Wunsch 1970 （J Mol Biol 48: 443-453）のアルゴリズムを使用する「Ｇａｐ」、又
はSmithand Waterman
1981 （J Mol Biol 147: 195-197）のアルゴリズムを使用する「Ｂｅｓｔｆｉｔ」（例え
ばAccelrysからのＧＣＧ（商標）ｖ．１１．１．２パッケージにおいて利用可能である）
の、コンピュータによる実行により行うことができる）、及び一方でポリペプチドが同じ
アミノ酸残基を含有する、アライメント中における位置の数と、他方で２つのポリペプチ
ドの配列が異なる、アライメント中における位置の数とをスコア化することにより、確定
することができる。２つのポリペプチドは、それらのポリペプチドが所与の位置で異なる
アミノ酸残基を含有する場合（アミノ酸置換）、又は一方のポリペプチドが所与の位置で
アミノ酸残基を含有するが他方のポリペプチドは含有しない場合若しくはその逆の場合（
アミノ酸挿入又はアミノ酸欠失）、アライメントにおいてその位置でその配列が異なる。
配列同一性は、アライメント中の位置の総数に対する、ポリペプチドが同じアミノ酸残基
を含有するアライメント中の位置の割合（百分率）として算出される。配列アライメント
と配列同一性の確定とを実施するためのさらに好適なアルゴリズムは、Altschulet
al. 1990 （J Mol Biol 215: 403-10）により最初に説明されたＢａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ
　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ（ＢＬＡＳＴ）、例えばTatusovaand
Madden 1999 （FEMS Microbiol Lett 174: 247-250）により説明された「Ｂｌａｓｔ　２
　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ」アルゴリズムに基づくものを含む。
【００８２】
　変異体のアミノ酸配列と、その変異体が実質的に同一であるそれぞれのポリペプチドの
アミノ酸配列との間の差異の少なくとも幾つかが、アミノ酸置換を含んでいてもよい。好
ましくは、上記差異の少なくとも８５％、例えば少なくとも９０％、より好ましくは少な
くとも９５％、例えば１００％が、アミノ酸置換であってもよい。好ましくは、上記アミ
ノ酸置換は、保存的であり得る。本明細書中で使用される場合、「保存的置換」という用
語は、或るアミノ酸残基が、別の生物学的に類似のアミノ酸残基により置き換えられてい
ることを示す。保存的置換の非限定的な例は、或る疎水性アミノ酸残基、例えばイソロイ
シン、バリン、ロイシン若しくはメチオニンと別の疎水性アミノ酸残基との置換、又は或
る極性残基と別の極性残基との置換、例えばアルギニンとリジンとの間の、グルタミン酸
とアスパラギン酸との間の、若しくはグルタミンとアスパラギンとの間の置換等を含む。
【００８３】
　本明細書中で使用される場合、ポリペプチドの「変異体」は、具体的には、上記ポリペ
プチドと或る特定の程度の類似性を有するポリペプチドも含む。好ましくは、このような
変異体は、少なくとも９０％の類似性、例えば好ましくは少なくとも９１％の類似性、例
えば少なくとも９２％の類似性、９３％の類似性、より好ましくは少なくとも９４％の類
似性、例えば９５％の類似性、さらにより好ましくは少なくとも９６％の類似性、例えば
少なくとも９７％の類似性、さらにより好ましくは少なくとも９８％の類似性、例えば少
なくとも９９％の類似性を有し得る。
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【００８４】
　２つのポリペプチドの間の配列類似性は、ポリペプチドのアミノ酸配列を最適に整列さ
せること（上記を参照されたい）、及び一方でポリペプチドが同じ又は類似の（すなわち
保存的置換された）アミノ酸残基を含有する、アライメント中における位置の数と、他方
で２つのポリペプチドが別の形で（otherwise）その配列が異なる、アライメント中にお
ける位置の数とをスコア化することにより、確定することができる。２つのポリペプチド
は、それらのポリペプチドが所与の位置で非保存的なアミノ酸残基を含有する場合、又は
一方のポリペプチドが所与の位置でアミノ酸残基を含有するが他方のポリペプチドは含有
しない場合若しくはその逆の場合（アミノ酸挿入又はアミノ酸欠失）、アライメントにお
けるその位置でその配列が別の形で異なる。配列類似性は、アライメント中の位置の総数
に対する、ポリペプチドが同じ又は類似のアミノ酸残基を含有するアライメント中の位置
の割合（百分率）として算出される。
【００８５】
　成長因子変異体は、１つ又は複数のペプチド（複数可）又はポリペプチド（複数可）を
含んでいてもよく、その少なくとも１つが、成長因子のそれぞれの構成ペプチド又はポリ
ペプチドの、上で規定されるような変異体である、
【００８６】
　ポリペプチドの「誘導体」は、１つ又は複数の（one or mode）アミノ酸残基の化学的
変化、及び／又は例えばグリコシル化、リン酸化、アシル化、アセチル化、硫酸化、脂質
化、アルキル化等による、１つ又は複数のアミノ酸残基での１つ又は複数の部分の付加に
より、誘導体化されていてもよい。典型的には、ポリペプチド誘導体中の５０％未満、例
えば４０％未満、好ましくは３０％未満、例えば２０％未満、より好ましくは１５％未満
、例えば１０％未満又は５％未満、例えば４％、３％、２％若しくは１％未満のアミノ酸
が、そうして誘導体化されていてもよい。タンパク質性成長因子誘導体は、１つ又は複数
のペプチド（複数可）又はポリペプチド（複数可）を含んでいてもよく、その少なくとも
１つが、少なくとも１つのアミノ酸残基において誘導体化されていてもよい。
【００８７】
　好ましい一実施形態では、成長因子、又は生物学的に活性なその変異体若しくは誘導体
は、組換体、すなわち、宿主生物（例えば、細菌、例えばこれらに限定するものではない
が大腸菌、サルモネラ・チフィリウム（S.
tymphimurium）、セラチア・マルセセンス（Serratia marcescens）、バチルス・スブチ
リス（Bacillus subtilis）；酵母、例えばサッカロマイセス・セレビシエ（S.cerevisia
e）及びピキア・パストリス（Pichia
pastoris）等；培養植物細胞、例えばとりわけシロイヌナズナ（Arabidopsisthaliana）
及びタバコ（Nicotiana tobaccum）細胞；動物細胞、例えば哺乳動物細胞及び昆虫細胞；
又は多細胞生物、例えば植物若しくは動物）又はそれらの祖先に導入されており、且つ上
記ポリペプチドをコードする配列を含む、組換え核酸分子の発現を通じて宿主生物により
産生される組換体であってもよい。組換え技術により発現させた成長因子、又は生物学的
に活性なその変異体若しくは誘導体の使用は、病原因子の伝染のリスクを低減する。ＴＧ
ＦＢ－１の組換え産生は、とりわけBourdrelet
al. 1993 （Protein Expr Purif 4: 130-40）により説明されている。組換え成長因子は
また、（例えばSigma、BiologicalIndustries、R&D
Systems、Peprotech等から）一般的に市販されている。
【００８８】
　「血漿」という用語は、従来規定されている通りである。血漿は通常、抗凝固剤（例え
ばヘパリン、クエン酸塩、シュウ酸塩又はＥＤＴＡ）によりもたらされた、又はこれらと
接触させた全血の試料から得られる。その後、血液試料の細胞成分を、適切な手法により
、典型的には遠心分離により、液体成分（血漿）から分離する。したがって、「血漿」と
いう用語は、ヒト又は動物の身体の一部分を形成しない組成物を表す。
【００８９】
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　「血清」という用語は、従来規定されている通りである。血清は通常、最初に試料中で
凝血を生じさせること、その後適切な手法により、典型的には遠心分離により、そうして
形成した凝血塊及び血液試料の細胞成分を液体成分（血清）から分離することによって、
全血の試料から得ることができる。凝血は、不活性触媒、例えばガラスビーズ又は粉末に
より促進することができる。或いは、血清は、抗凝固剤及びフィブリンを除去することに
より、血漿から得ることができる。したがって「血清」という用語は、ヒト又は動物の身
体の一部分を形成しない組成物を表す。
【００９０】
　単離した血漿又は血清は、本発明の方法において直接的に使用することができる。それ
らは、後の使用のために、（例えば短期間、例えば約１週間～２週間までに関しては、血
漿若しくは血清のそれぞれの凝固点より高いが常温より低い温度（この温度は通常約４℃
～５℃である）で、又はより長期間に関しては、通常は約－７０℃～約－８０℃で凍結貯
蔵により）適切に貯蔵することもできる。
【００９１】
　単離した血漿又は血清は、特に補体を除去するために、当該技術分野で既知のように熱
失活させることができる。本発明の方法が、その存在下で培養した細胞に対して自家性で
ある血漿又は血清を利用する場合、血漿又は血清を熱失活させることは不必要であり得る
。血漿又は血清が、培養した細胞と少なくとも部分的に同種である場合、血漿又は血清を
熱失活させることが有利であり得る。
【００９２】
　必要に応じて、血漿又は血清はまた、好ましくはポアサイズが０．２μｍ以下の、従来
の微生物学的フィルタを使用して、貯蔵又は使用の前に滅菌してもよい。
【００９３】
　一実施形態では、本発明の方法は、それと接触させるヒトＢＭＳＣ又はＭＳＣに対して
自家性であるヒト血漿又は血清を利用してもよい。血漿又は血清との関連で「自家性」と
いう用語は、血漿又は血清が、上記血漿又は血清と接触させるＢＭＳＣ又はＭＳＣが得ら
れるのと同じ被験体から得られることを示す。
【００９４】
　別の実施形態では、本方法は、それと接触させるヒトＢＭＳＣ又はＭＳＣと「相同」又
は「同種」である、すなわちＢＭＳＣ又はＭＳＣが得られる被験体以外の１つ又は複数の
（プールした）ヒト被験体から得られる、ヒト血漿又は血清を利用してもよい。
【００９５】
　さらなる一実施形態では、本方法は、上で規定されるような、自家性及び相同（同種）
の血漿又は血清の混合物を利用してもよい。
【００９６】
　上述のように、一態様では、本発明の方法は、
（ａ）ＢＭＳＣ又はＭＳＣを含むヒト被験体の生体試料から細胞を回収する工程、
（ｂ）必要に応じて、（ａ）において回収した細胞から単核細胞を単離する工程、
（ｃ）ヒト血漿又は血清、ＦＧＦ、又は生物学的に活性なその変異体若しくは誘導体、及
びＴＧＦＢ、又は生物学的に活性なその変異体若しくは誘導体を含む培地に（ａ）又は（
ｂ）の細胞を添加すると共に、細胞を基板表面に接着させるような細胞培地混合物を培養
する工程、
（ｄ）非接着物を除去すると共に、骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞様細胞、又
は骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞様細胞を含む細胞集団が得られるような（ｃ
）に規定される培地中の接着細胞をさらに培養する工程、
を概して含み得る。
【００９７】
　工程（ｂ）は、従来の方法、例えば密度勾配遠心分離等を使用して、行うことができる
。
【００９８】



(16) JP 5524079 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

　工程（ａ）又は工程（ｂ）由来の細胞懸濁液を、培地、一般的には液体細胞培養培地の
存在下で培養する。典型的には、培地は、当該技術分野で既知の基本培地製剤を含む。多
くの基本培地製剤（例えば、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅ
ｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）から、又はInvitrogen（Carlsbad,
California）から、入手可能）を、本明細書の細胞を培養するために使用することができ
、該培地製剤は、イーグル最小必須培地（ＭＥＭ）、ダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭ
ＥＭ）、α改変最小必須培地（α－ＭＥＭ）、基本必須培地（ＢＭＥ）、ＢＧＪｂ、Ｆ－
１２栄養混合液（Ｈａｍ）、イスコブ改変ダルベッコ培地（ＩＭＤＭ）、又はＸ－Ｖｉｖ
ｏ－１０無血清培地（臨床グレード）（Invitrogen又はCambrex（NewJersey）から入手可
能）と、それらの修正物及び／又は組合せとを含むがこれらに限定されない。上述の基本
培地の組成は概して、当該技術分野で既知であり、培養する細胞に関する必要に応じて培
地の濃度、及び／又は培地添加物を修正又は調整することは、当業者の技能の範囲内であ
る。
【００９９】
　このような基本培地製剤は、哺乳動物細胞の発生に必要な、それ自体が既知の成分を含
有する。例示のためのものであり限定するものではないが、これらの成分は、無機塩（特
に、Ｎａ、Ｋ、Ｍｇ、Ｃａ、Ｃｌ、Ｐ、並びにおそらくＣｕ、Ｆｅ、Ｓｅ及びＺｎを含有
する塩）、生理的緩衝液（例えばＨＥＰＥＳ、重炭酸塩）、ヌクレオチド、ヌクレオシド
及び／又は核酸塩基、リボース、デオキシリボース、アミノ酸、ビタミン、抗酸化剤（例
えばグルタチオン）、並びに炭素源（例えばグルコース、ピルビン酸ナトリウム、酢酸ナ
トリウム）等を含み得る。
【０１００】
　培養における使用のために、基本培地に、１つ又は複数のさらなる成分を供給してもよ
い。例えば、さらなる添加物は、最適な成長及び増殖のための必要な微量元素及び物質を
細胞に供給するために使用することができる。このような添加物は、インスリン、トラン
スフェリン、セレニウム塩、及びそれらの組合せを含む。これらの成分を、ハンクス平衡
塩類溶液（ＨＢＳＳ）、イーグル塩類溶液等を含むがこれらに限定されない塩溶液中に含
めることができる。例えばβ－メルカプトエタノールのような、さらなる抗酸化剤添加物
を添加してもよい。多くの基本培地が既にアミノ酸を含有しているが、例えば溶液中では
安定性がより低いことが知られているＬ－グルタミンのような、幾つかのアミノ酸を後で
添加してもよい。培地に、抗生物質及び／又は抗真菌化合物、例えば、典型的には、ペニ
シリン及びストレプトマイシンの混合物、及び／又は他の化合物、例えばこれらに限定さ
れないが、アンホテリシン、アンピシリン、ゲンタマイシン、ブレオマイシン、ハイグロ
マイシン、カナマイシン、マイトマイシン、ミコフェノール酸、ナリジキシン酸、ネオマ
イシン、ナイスタチン、パロモマイシン、ポリミキシン、ピューロマイシン、リファンピ
シン、スペクチノマイシン、テトラサイクリン、タイロシン及びゼオシン（zeocin）をさ
らに供給してもよい。
【０１０１】
　脂質及び脂質担体も、細胞培養培地に添加するために使用することができる。このよう
な脂質及び担体は、とりわけシクロデキストリン、コレステロール、アルブミン結合型リ
ノール酸、アルブミン結合型リノール酸及びオレイン酸、非結合型リノール酸、アルブミ
ン結合型リノール－オレイン－アラキドン酸、アルブミン非結合型及び結合型オレイン酸
等を含み得るがこれらに限定されない。アルブミンは、同様に、脂肪酸を含まない製剤中
で、使用することができる。
【０１０２】
　複数の実施形態では、ヒト血漿又は血清は、約０．５％～約３０％、好ましくは約１％
～約１５％の割合（血漿又は血清の体積／培地の体積）で、上記培地中に含まれ得る。本
発明の方法は、比較的低量の、例えば約５体積％又は１０体積％以下、例えば約１体積％
、約２体積％、約３体積％又は約４体積％の血漿又は血清により十分に実施することがで
き、ＢＭＳＣを培養するために入手することが必要な血漿又は血清の体積を減少すること
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ができる。
【０１０３】
　ＦＧＦ及びＴＧＦＢは、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞へのＢＭＳＣの分化を誘導す
るのに十分な濃度で、上記培地中に含まれる。典型的には、ＦＧＦ、又は生物学的に活性
なその変異体若しくは誘導体は、０．１ｎｇ／ｍｌ～１００ｎｇ／ｍｌ、好ましくは０．
５ｎｇ／ｍｌ～２０ｎｇ／ｍｌの濃度で、例えば約１９ｎｇ／ｍｌ、１８ｎｇ／ｍｌ、１
７ｎｇ／ｍｌ、１６ｎｇ／ｍｌ、１５ｎｇ／ｍｌ、１４ｎｇ／ｍｌ、１３ｎｇ／ｍｌ、１
２ｎｇ／ｍｌ、１１ｎｇ／ｍｌ、１０ｎｇ／ｍｌ、９ｎｇ／ｍｌ、８ｎｇ／ｍｌ、７ｎｇ
／ｍｌ若しくは６ｎｇ／ｍｌで、又は約５ｎｇ／ｍｌ以下で、例えば約４ｎｇ／ｍｌ、３
ｎｇ／ｍｌ、２ｎｇ／ｍｌ、１ｎｇ／ｍｌ若しくは０．５ｎｇ／ｍｌで、培地中に含まれ
得る。典型的には、ＴＧＦＢ、又は生物学的に活性なその変異体若しくは誘導体は、０．
１ｎｇ／ｍｌ～１００ｎｇ／ｍｌ、好ましくは０．２５ｎｇ／ｍｌ～２０ｎｇ／ｍｌの濃
度で、例えば約１９ｎｇ／ｍｌ、１８ｎｇ／ｍｌ、１７ｎｇ／ｍｌ、１６ｎｇ／ｍｌ、１
５ｎｇ／ｍｌ、１４ｎｇ／ｍｌ、１３ｎｇ／ｍｌ、１２ｎｇ／ｍｌ、１１ｎｇ／ｍｌ、１
０ｎｇ／ｍｌ、９ｎｇ／ｍｌ、８ｎｇ／ｍｌ、７ｎｇ／ｍｌ若しくは６ｎｇ／ｍｌで、又
は約５ｎｇ／ｍｌ以下で、例えば約４ｎｇ／ｍｌ、３ｎｇ／ｍｌ、２ｎｇ／ｍｌ、１ｎｇ
／ｍｌ若しくは０．５ｎｇ／ｍｌで、培地中に含まれ得る。上記値は、培地に外から添加
したそれぞれの成長因子、又は生物学的に活性なその変異体若しくは誘導体の濃度を表す
ことを意図する。
【０１０４】
　一実施形態では、ＢＭＳＣ又はＭＳＣは、ヒト血漿又は血清、ＦＧＦ及びＴＧＦＢ、又
は生物学的に活性なそれらの変異体若しくは誘導体と連続的に接触させることができ、す
なわち上記成分は、本発明の方法においてＢＭＳＣ若しくはＭＳＣ、それらの子孫、及び
／又はそれらから得られる細胞を培養する全ての培地中に含まれる。典型的には、上記血
漿又は血清及び成長因子は、本方法においてＢＭＳＣ又はＭＳＣを培養するために使用さ
れる全ての（新たな）培地中に、実質的に同一のそれぞれの濃度で供給され得る。
【０１０５】
　一実施形態では、（ａ）又は（ｂ）の細胞は、５×１０２細胞／ｃｍ２～５×１０６細
胞／ｃｍ２、好ましくは５×１０３細胞／ｃｍ２～５×１０５細胞／ｃｍ２で、より典型
的には約５×１０４細胞／ｃｍ２で、工程（ｃ）において培養するために、播種され（pl
ated）得る。
【０１０６】
　好ましい一実施形態では、培養容器は、細胞接着を可能にするプラスチック表面を備え
ていてもよい。別の実施形態では、表面は、ガラス表面であってもよい。さらに別の実施
形態では、表面は、細胞の接着及び成長の助けとなる適切な材料、例えばＭａｔｒｉｇｅ
ｌ（登録商標）、ラミニン又はコラーゲンでコーティングすることができる。
【０１０７】
　複数の実施形態では、工程（ｄ）において非接着物を除去する前に、細胞を、約１日間
～８日間、より典型的には約２日間～６日間、より典型的には約４日間付着させることが
できる。
【０１０８】
　典型的には、細胞を、工程（ｃ）及び工程（ｄ）合わせて約７日～約１８日、通常約１
１日～約１５日の期間、より好ましくは約１２日間～１４日間培養することができる。そ
うでなければ、細胞を、工程（ｃ）及び工程（ｄ）合わせて、そのコンフルエンスが約６
０％以上、又は約８０％以上、又は約９０％以上、又はさらに最大１００％に到達するま
で培養してもよい。
【０１０９】
　一実施形態では、工程（ｄ）の後に、本方法は、そうして得られた細胞又は細胞集団を
収集することを含み得る。
【０１１０】
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　別の実施形態では、工程（ｄ）の後に、取得した細胞を、１回以上、典型的には１回又
は２回、より好ましくは１回、継代してもよい。継代数は、細胞集団を培養容器から取り
出し、継代培養、すなわち継代を行った回数を表す。例えば、継代は通常、二価イオンキ
レート剤（例えばＥＤＴＡ又はＥＧＴＡ）、及び／又はトリプシン若しくは好適なプロテ
アーゼを使用する細胞の分離、分離した細胞を再懸濁すること、同じ又は新たな培養容器
中で所望の細胞密度で細胞を再び播種すること、を含み得る。
【０１１１】
　好ましい一実施形態では、上述の工程（ｄ）の後に、本方法は、（ｃ）に規定される培
地中で工程（ｄ）由来の細胞又は細胞集団を、特に１回継代すると共に、さらに培養する
工程（ｅ）をさらに含む。このような工程（ｅ）の後に、細胞又は細胞集団が収集され得
る。
【０１１２】
　継代する工程（ｅ）においては、細胞は、好ましくは、５×１０１細胞／ｃｍ２～５×
１０６細胞／ｃｍ２で、好ましくは５×１０２細胞／ｃｍ２～５×１０４細胞／ｃｍ２で
、より典型的には約５×１０３細胞／ｃｍ２で、さらに培養するために、播種される。
【０１１３】
　典型的には、継代後に細胞は、約３日～約１２日、通常約６日～約１０日の期間、より
典型的には約１週間、工程（ｅ）において培養される。この期間が、細胞の十分な増殖を
もたらす。
【０１１４】
　上で詳述した本発明の方法は、優れた特徴、例えば特に高い増殖速度、及び低いＨＬＡ
－ＤＲ発現を有する、骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞、又は骨芽前
駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞を含む集団を生じ、これらの細胞及び細胞
集団は、患者の骨組織における予防的移植又は治療的移植に好適である。
【０１１５】
　したがって、複数の態様では本発明は、上で説明したような本発明の方法を使用して得
ることができる又は直接得られる、ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型
細胞、又はヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞を含む細胞集団と、
治療法における使用のための、及び／又は骨関連障害（例えば、本明細書において他の箇
所で列挙したような）を治療する際の使用のためのこのような細胞又は細胞集団と、骨関
連障害の治療用の薬物の製造のためのこのような細胞又は細胞集団の使用とに関する。
【０１１６】
　さらなる一態様では、本発明は、本発明の方法により得ることができる又は直接得られ
る、ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞、又はヒト骨芽前駆細胞、
骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞を含む細胞集団を含み、且つ骨病変の部位での投与
に好適な医薬品組成物に関する。
【０１１７】
　一態様では、本発明は、このような治療が必要な被験体における骨疾患を予防及び／又
は治療する方法であって、（ｉ）本発明の方法を実施することであって、上で説明したよ
うなヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞、又はヒト骨芽前駆細胞、
骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞を含む細胞集団を得る、実施すること、及び（ｉｉ
）そうして得られた細胞又は細胞集団を上記被験体に、例えば骨病変（例えば外科手術又
は骨折等）の部位で、投与することを含む、方法にも関する。
【０１１８】
２．本発明の細胞及び細胞集団
　本方法から得られる骨芽細胞のさらなる研究により、骨療法における使用により観察さ
れる有利な特性の基礎となり得る新規な骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞
型を規定することが可能となった。
【０１１９】
　特に一態様では、本発明は、ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞、及
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びヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞を含む細胞集団であって、上記細
胞が、（１）ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ７３、ＣＤ６３、ＣＤ１６６、及びアルカリホ
スファターゼ（ＡＬＰ）、より具体的には骨－肝臓－腎臓型のＡＬＰの発現を有し、（２
）ＣＤ４５、ＣＤ１４、ＣＤ１９を発現せず、且つ（３）２５％未満の細胞、好ましくは
２０％未満の細胞、さらにより好ましくは１５％未満の細胞がＨＬＡ－ＤＲを発現するこ
とを特徴とする、ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞、及びヒト骨芽前
駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞を含む細胞集団を提供する。
【０１２０】
　細胞が特定のマーカーに関して陽性であると言う場合、これは、当業者が、適切な測定
を実施した場合、好適な対照と比較して、そのマーカーに関して、例えば抗体により検出
可能な、又は逆転写ポリメラーゼ連鎖反応により検出可能な（detection）顕著なシグナ
ルの存在又は証拠を結論づけるであろうことを意味する。本方法によりそのマーカーの定
量的評価が可能になる場合、陽性の細胞は、平均して、対照と顕著に異なるシグナル、例
えば、限定するものではないが、対照細胞が生成したかかるシグナルより少なくとも１．
５倍高い、例えば少なくとも２倍、少なくとも４倍、少なくとも１０倍、少なくとも２０
倍、少なくとも３０倍、少なくとも４０倍、少なくとも５０倍高い、又はさらに高いシグ
ナルを生成し得る。
【０１２１】
　上述の細胞特異的マーカーの発現は、当該技術分野で既知の任意の好適な免疫学的手法
、例えば免疫細胞化学的検査若しくは親和性吸着法、ウエスタンブロット分析、ＦＡＣＳ
、ＥＬＩＳＡ等を使用して、又は酵素活性（例えばＡＬＰに関する）の任意の好適な生化
学的アッセイにより、又はマーカーｍＲＮＡの量を測定する任意の好適な手法、例えばノ
ーザンブロット、半定量的若しくは定量的ＲＴ－ＰＣＲ等により、検出することができる
。本開示において列挙したマーカーに関する配列データは既知であり、ＧｅｎＢａｎｋ（
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/）等の公的データベースから得ることができる。
【０１２２】
　さらなる一実施形態では、上記骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞は、外
部環境を石灰化する、又は骨形成培地に曝されたときに、カルシウム含有細胞外マトリク
スを合成する能力の証拠を示している（Jaiswal
et al. 1997. J Cell Biochem 64: 295-312）。カルシウムの細胞内での蓄積、及びマト
リクスタンパク質中への沈着は、例えば４５Ｃａ２＋中で培養すること、洗浄及び再培養
すること、並びにその後細胞内に存在する若しくは細胞外マトリクス中に沈着した放射活
性を確定すること（米国特許第５，９７２，７０３号明細書）により、又はＣａ２＋アッ
セイキット（Sigmaキット＃５８７）を使用して石灰化に関して培養基質をアッセイする
ことにより、又は実施例において説明するように、従来測定することができる。
【０１２３】
　別の実施形態では、上記骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞は、脂肪細胞
系列（例えば脂肪細胞）又は軟骨細胞系列（例えば軟骨細胞）の細胞のいずれか一方に、
好ましくはいずれにも、実質的に分化しない。これらの細胞系列への分化の不存在は、当
該技術分野で確立されている標準的な分化誘導条件（例えばPittenger
et al. 1999. Science 284: 143-7を参照されたい）と、アッセイ方法（例えば誘導され
た場合、脂肪細胞は典型的には脂質蓄積を示すオイルレッドＯで染色され、軟骨細胞は典
型的にはアルシアンブルー又はサフラニンＯで染色される）とを使用して試験することが
できる。脂肪生成分化又は軟骨形成分化への傾向を実質的に欠くとは、典型的には、６５
％未満、又は５０％未満、又は３５％未満、又は２０％未満、又は１０％未満の試験した
細胞が、それぞれの試験に適用したときに、脂肪生成分化又は軟骨形成分化の徴候を示す
ことを意味し得る。
【０１２４】
　さらなる一実施形態では、上記骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞は、オ
ステオカルシン（ＯＣＮ）も発現し得る（特定の実験では、８％～８５％の範囲の細胞が



(20) JP 5524079 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

、ＦＡＣＳにより検出されるＯＣＮを発現した）。
【０１２５】
　さらなる一実施形態では、上記骨芽前駆細胞、骨芽細胞又は骨芽細胞表現型細胞は、骨
シアロタンパク質（ＢＳＰ）も発現し得る（特定の半定量的ＲＴ－ＰＣＲ実験では、細胞
は、弱い～中程度のレベルのＢＳＰを発現した）。
【０１２６】
　本明細書で上で特徴づけを行ったヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型
細胞、又は該ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞を含む集団は、優
れた特徴、例えば特に高い増殖速度、及び低いＨＬＡ－ＤＲ発現を示し、これらの細胞及
び細胞集団は、患者の骨組織における予防的移植又は治療的移植に好適である。
【０１２７】
　したがって、複数の態様では、本発明は、治療法における使用のための、及び／又は骨
関連障害（例えば、本明細書において他の箇所で列挙したような）を治療する際の使用の
ための、本明細書で上で特徴づけを行ったヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞
表現型細胞、又は該ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞を含む細胞
集団と、骨関連障害の治療用の薬物の製造のためのこのような細胞又は細胞集団の使用と
に関する。
【０１２８】
　さらなる一態様では、本発明は、本明細書で上で特徴づけを行ったヒト骨芽前駆細胞、
骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞、又は該ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽
細胞表現型細胞を含む細胞集団を含み、且つ骨病変の部位での投与に好適な医薬品組成物
に関する。
【０１２９】
　一態様では、本発明は、このような治療が必要な被験体における骨疾患を予防及び／又
は治療する方法であって、本明細書で上で特徴づけを行った上記ヒト骨芽前駆細胞、骨芽
細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞、又は該ヒト骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞
表現型細胞を含む細胞集団を上記被験体に、例えば骨病変（例えば外科手術又は骨折等）
の部位で、投与することを含む、方法にも関する。
【０１３０】
３．本発明の細胞及び集団に関連する態様
　以下の記載は、上の１節で説明した方法により得られる又は得ることができる、骨芽前
駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞、及び骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨
芽細胞表現型細胞を含む集団、又は上の２節で特徴づけを行った骨芽前駆細胞、骨芽細胞
若しくは骨芽細胞表現型細胞、及び該骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細
胞を含む細胞集団を含む、上述したさらなる態様に関する。
【０１３１】
　説明したように、本発明の細胞又は細胞集団は、外科手術又は骨折の部位で、ヒト被験
体の骨に導入することができる。本発明の骨芽細胞を骨に導入することは、骨折と、例え
ば本明細書において他の箇所で列挙したもののような骨関連障害との治療において有用で
ある。
【０１３２】
　一実施形態では、骨芽細胞を、分化した骨芽細胞を導入する被験体のＢＭＳＣ又はＭＳ
Ｃから得ることができる（すなわち自家性細胞）。とりわけ本発明の細胞によるＨＬＡ－
ＤＲ発現の低さにより本明細書において利用可能であり得る、別の態様（option）では、
骨芽細胞を、分化した骨芽細胞を導入するヒト被験体以外の（other
that）１つ又は複数のヒト被験体のＢＭＳＣ又はＭＳＣから得ることができる（すなわち
同種細胞）。さらに別の実施形態では、骨芽細胞を、非ヒト動物、好ましくは非ヒト哺乳
動物のＢＭＳＣ又はＭＳＣから得て、ヒト被験体に導入することができる（すなわち異種
細胞）。
【０１３３】
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　上述したように、本発明の骨芽細胞は、医薬品組成物へと製剤化され、医薬品組成物と
して投与され得る。
【０１３４】
　このような医薬品組成物は、本明細書において説明した骨芽細胞に加えて、薬学的に許
容可能な賦形剤、担体、緩衝液、保存料、安定剤、抗酸化剤、又は当業者に既知の他の材
料を含み得る。このような材料は無毒性であるべきであり、細胞の活性を妨げないもので
あるべきである。担体又は他の材料の正確な性質は、投与経路に応じて異なる。例えば、
組成物は、発熱物質を含まず、且つ好適なｐＨ、等張性及び安定性を有する、非経口で許
容可能な水溶液の形態であり得る。薬用製剤の一般的な原理に関しては、Cell
Therapy: Stem Cell Transplantation, Gene Therapy, and CellularImmunotherapy, by
G. Morstyn & W. Sheridan eds., Cambridge UniversityPress, 1996、及びHematopoieti
c
Stem Cell Therapy, E. D. Ball, J. Lister & P.Law, Churchill Livingstone,
2000を参照されたい。
【０１３５】
　このような医薬品組成物は、その中での細胞の生存度を確保するためのさらなる成分を
含有していてもよい。例えば、組成物は、望ましいｐＨ、より通常は中性付近のｐＨを達
成する好適な緩衝系（例えば、リン酸又は炭酸緩衝系）を含んでいてもよく、細胞に対す
る浸透圧ストレスを防ぐ等張条件を確保するための十分な塩を含んでいてもよい。例えば
、これらの目的のための好適な溶液は、当該技術分野で既知の、リン酸緩衝食塩水（ＰＢ
Ｓ）、塩化ナトリウム溶液、リンガー液又は乳酸加リンガー液であり得る。さらに組成物
は、細胞の生存度を増大させ得る担体タンパク質、例えばアルブミンを含んでいてもよい
。
【０１３６】
　医薬品組成物は、骨の創傷及び欠損の修復に有用なさらなる成分を含み得る。例えば、
このような成分は、限定するものではないが、骨形態発生タンパク質、ヒドロキシアパタ
イト／リン酸三カルシウム粒子（ＨＡ／ＴＣＰ）、ゼラチン、ポリ乳酸、ポリ乳酸グリコ
ール酸、ヒアルロン酸、キトサン、ポリ－Ｌ－リジン及びコラーゲンを含み得る。例えば
、骨芽細胞は、脱灰骨マトリクス（ＤＢＭ）、又は複合体を骨形成性（それ自体で骨を形
成する）且つ骨誘導性にする他のマトリクスと組み合わせてもよい。自家性骨髄細胞と共
に同種ＤＢＭを使用する同様の方法により、良好な結果が得られている（Connolly
et al. 1995. Clin Orthop 313: 8-18）。
【０１３７】
　医薬品組成物は、補完的生物活性因子、例えば骨形態発生タンパク質、例えばＢＭＰ－
２、ＢＭＰ－７若しくはＢＭＰ－４、又は任意の他の成長因子を、さらに含んでいてもよ
いし、又はそれらと同時投与してもよい。他の考え得る共存成分は、骨再生を補助するの
に好適なカルシウム又はリン酸塩の無機源を含む（国際公開第００／０７６３９号パンフ
レット）。必要に応じて、細胞調製物を、担体マトリクス又は材料上で投与して、組織再
生を向上させてもよい。例えば、材料は、粒状セラミック、又は生体高分子、例えばゼラ
チン、コラーゲン、オステオネクチン、フィブリノーゲン若しくはオステオカルシンであ
り得る。多孔質マトリクスは、標準的な手法に従って合成することができる（例えば、Mi
kos
et al., Biomaterials 14:323, 1993；Mikos et al., Polymer35:1068, 1994；Cook et
al., J. Biomed. Mater. Res. 35:513, 1997）。
【０１３８】
　代替的に又は付加的に、ＢＭＳＣ若しくはＭＳＣ細胞、又は得られた本発明の骨芽細胞
若しくは細胞集団は、被験体の骨病変、例えば外科手術又は骨折の部位への導入の前に、
対象の核酸で安定的に又は一過性に形質転換することができる。対象の核酸配列は、骨芽
細胞の成長、分化及び／又は石灰化を増強する遺伝子産物をコードするものを含むがこれ
らに限定されない。例えば、ＢＭＰ－２に関する発現系を、難治性骨折又は骨粗鬆症を治



(22) JP 5524079 B2 2014.6.18

10

20

30

40

50

療する目的で、安定に又は一過性に、ＢＭＳＣ又はＭＳＣに導入することができる。ＢＭ
ＳＣ又はＭＳＣを、及び骨芽細胞を形質転換する方法は、当業者に既知である。
【０１３９】
　したがって本発明は、本発明の細胞を１つ又は複数の上述のさらなる成分と混和するこ
とにより、上記医薬品組成物を製造する方法も包含する。
【０１４０】
　さらなる一態様では、本発明は、骨病変の部位での組成物の投与のための外科用器具を
含み、且つ本発明の骨芽細胞若しくは細胞集団、又は上記細胞若しくは細胞集団を含む医
薬品組成物をさらに含む装置であって、骨病変の部位での医薬品組成物の投与に適してい
る装置に関する。例えば、好適な外科用器具は、骨病変の部位で、本発明の細胞を含む液
体組成物を注入することができるものであってもよい。
【０１４１】
　骨芽前駆細胞、骨芽細胞若しくは骨芽細胞表現型細胞、又は細胞集団は、それらが目的
の組織部位に移植され又は移動すること、及び機能が欠損した領域をそれらが再構成又は
再生することができるように、投与してもよい。組成物の投与は、修復される筋骨格部位
に応じて異なる。例えば、骨形成は、組織を再構築する、又は開裂、若しくは人工デバイ
ス、例えば人工股関節置換具を挿入する外科手順に従って促進することができる。他の状
況では、侵襲的な外科手術は必要ではなく、組成物は、注入により、又は（例えば、脊柱
の修復に）誘導性内視鏡を使用して、投与することができる。
【０１４２】
　一実施形態では、上で規定した医薬品細胞調製物は、液体組成物の形態で投与してもよ
い。複数の実施形態では、細胞、又は細胞を含む医薬品組成物は、全身的に、局所的に、
又は病変の部位で、投与してもよい。
【０１４３】
　別の実施形態では、骨芽細胞又は細胞集団を、好適な基板に移して、及び／又は好適な
基板上で培養して、移植部材を提供してもよい。細胞を添加（applied）及び培養するこ
とができる基板は、金属、例えばチタン、コバルト／クロム合金又はステンレス鋼、生物
活性表面、例えばリン酸カルシウム、ポリマー表面、例えばポリエチレン等であり得る。
あまり好ましくはないが、ケイ質材料、例えばガラスセラミックスも、基板として使用す
ることができる。リン酸カルシウムは基板の不可欠な成分ではないが、金属、例えばチタ
ン、及びリン酸カルシウムが、最も好ましい。基板は多孔質又は非多孔質であり得る。
【０１４４】
　例えば、増殖した細胞、又は培養皿で分化させる細胞を、必要に応じて、本発明の液体
栄養培地中で固体支持体をインキュベートすることにより、増殖させ、及び／又は分化プ
ロセスを継続させるために、三次元固体支持体上に移すことができる。細胞は、例えば、
上記細胞を含有する液体懸濁液に上記支持体を含浸させることにより、三次元固体支持体
上に移すことができる。このようにして得られた含浸支持体は、ヒト被験体に移植するこ
とができる。このような含浸支持体を、最終的に移植する前に、液体培養培地中に浸漬す
ることにより、再培養することもできる。
【０１４５】
　三次元固体支持体は、ヒトに移植することができるために、生体適合性を有することが
必要である。三次元固体支持体は、任意の好適な形状、例えば円筒、球、平板、又は任意
の形状の一部分のものであり得る。生体適合性を有する三次元固体支持体に好適な材料の
うち、炭酸カルシウム、特にアラゴナイト、具体的にはサンゴ骨格の形態のアラゴナイト
、アルミナ、ジルコニア、リン酸三カルシウムをベースとする多孔質セラミックス、及び
／又はヒドロキシアパタイト、炭酸カルシウムをヒドロキシアパタイトに変換することが
できる水熱交換により得られる擬似サンゴ骨格、又は他にはアパタイト－珪灰石ガラスセ
ラミックス、生物活性ガラスセラミックス、例えばＢｉｏｇｌａｓｓ（商標）ガラスに特
に言及することができる。
【０１４６】
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　上述の態様及び実施形態を、以下の非限定的な例によりさらに裏づける。
【実施例】
【０１４７】
実験手順
細胞培養及び血漿調製物
　２０ｍｌ～６０ｍｌのヘパリン処置した骨髄（ＢＭ）を、骨疾患を患っている患者の腸
骨稜から、又は健康なボランティアから得た。ＢＭを、リン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ、２ｖ
：ｖ）と混合し、密度勾配フィコール溶液上に重層した。遠心分離後、単核細胞を界面か
ら回収し、ＰＢＳ中で２回洗浄した。並行して、患者又は健康なドナー由来の血清を、乾
燥した管中に流した１６０ｍｌの血液の遠心分離後に得た。細胞を、同種血漿（自家性血
漿を使用することもでき、実質的に同じ結果が得られる）を１５％で、ＦＧＦ２を１０ｎ
ｇ／ｍｌで、ＴＧＦｂ－１を１０ｎｇ／ｍｌで添加したＤＭＥＭ培地中に再懸濁した。細
胞を、１×１０８細胞／１７５ｃｍ２でフラスコに播種し、５％ＣＯ２を含有する３７℃
加湿雰囲気中で維持した。細胞を、１日間付着させた後、初期培地を交換した。７日目及
び１１日目に、さらに２回部分的な培地交換を行った（半量を交換した）。１４日目に、
３７℃で１分間～５分間トリプシン／ＥＤＴＡ溶液を使用して、細胞を分離した。細胞を
計数し、１×１０５細胞／１７５ｃｍ２で播種し、さらに１週間培養した。
【０１４８】
表現型分析
細胞内マーカー及び細胞表面マーカーを、異なる時点（１４日目及び２１日目）で、フロ
ーサイトメトリーにより分析した。細胞表面マーカーに関しては、細胞を、以下の結合型
モノクローナル抗体：抗ＣＤ４５、ＣＤ９０、ＣＤ１０５、ＣＤ７３、ＣＤ１６６、ＣＤ
６３、ＣＤ１４、ＣＤ１９、ＨＬＡ－ＡＢＣ、ＨＬＡ－ＤＲ、ＣＤ２８、ＣＤ８０、ＣＤ
８６及びＣＴＬＡ－４と共に１５分間インキュベートし、その後ＰＢＳで洗浄した後、遠
心分離し、０．３ｍｌのＰＢＳ中に再懸濁した。細胞内マーカー（ＯＣＮ及びＡＬＰ）に
関しては、透過処理キットを使用し、特異的抗ＡＬＰ結合型モノクローナル抗体を、製造
業者（Analis）のプロトコルに従って使用した。その後細胞をＰＢＳで洗浄した後、０．
３ｍｌのＰＢＳ中に再懸濁した。
【０１４９】
ＡＬＰアッセイ
　アルカリホスファターゼ酵素活性を、ｐＮＰＰ（ｐ－ニトロフェニルホスフェート）の
加水分解に基づく生化学的アッセイにより測定した。ｐＮＰＰがＡＬＰにより脱リン酸化
されると、黄色に変色し、分光光度計により４１０ｎｍで検出することができる。細胞の
ＡＬＰ酵素活性は、精製子ウシ腸アルカリホスファターゼ活性に基づく標準曲線と比べて
、２１日目に確定する。ＡＬＰ活性は、タンパク質１ｍｇ当たりのＡＬＰの単位で報告す
る。１単位のＡＬＰは、３７℃、１分で１μｍｏｌのｐＮＰＰを加水分解する。
【０１５０】
石灰化アッセイ
　細胞の石灰化の誘導の可能性を、培養液中に骨形成培地を添加することにより評価した
。１４日目に、１ｃｍ２当たり５７００個の骨形成性（bone-forming）細胞を、０．１μ
Ｍのデキサメタゾン、０．０５ｍＭのアスコルビン酸、及び３ｍＭのグリセロールホスフ
ェートを添加した血漿の存在下で６ウェルプレート中に播種した。２週間の培養後、細胞
を、３．７％ホルムアルデヒド／ＰＢＳ中で固定し、アリザリンレッドにより染色した。
石灰化スコアを、各培養に対して以下のように示した：０＝石灰化せず、１＝石灰化が進
行中、２＝完全に石灰化した。
【０１５１】
Ｔ細胞増殖アッセイ
　１０ｎｇ／ｍｌのＴＧＦｂ－１を添加した又は添加していない、個体Ａ由来の１ｍｌ当
たり２０００個～２００００個の前骨芽細胞（ＰＲＥＯＢａ）を、個体Ｂ由来の１ｍｌ当
たり２０００００個のＴ細胞（ＰＢＭＣｂ）と共に同時培養した。１０μｇ／ｍｌの濃度
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して使用した。細胞を、２４ウェルマイクロタイタープレート中で７日間培養し、培養期
間の最後の１８時間、３Ｈ－チミジンでパルスラベルして（pulsed）、Ｔ細胞増殖を測定
した。細胞を、氷冷ＰＢＳで２回、氷冷５％トリクロロ酢酸（ＴＣＡ）で２回、洗浄した
。最後に、０．１ＮのＮａＯＨ及び０．１％のＴｒｉｔｏｎ－Ｘ１００を含有する溶液に
より、細胞を溶解した。上清を回収し、シンチレーション液と混合して、βカウンターで
分析した。
【０１５２】
結果
血漿及びＴＧＦ、対血漿及びＴＧＦ／ＦＧＦ２
　本発明者らは、１５％同種血漿含有培地に添加した唯一の成長因子としてのＴＧＦｂ－
１の効果を最初に試験した。図１に示したように、ＴＧＦＢ－１のみを添加した初代培養
は、増殖に適切な細胞の量を示すことができなかった：実際に、ＦＧＦ２及びＴＧＦｂ－
１の両方を含有する培地のフラスコから、ＴＧＦｂ－１を単独で含有するフラスコ中のも
のよりも、ほぼ２０倍多い細胞が回収されている（ｐ＝０．０３１７、両側マン・ホイッ
トニー検定）。
【０１５３】
血漿及びＦＧＦ、対血漿及びＴＧＦ／ＦＧＦ２
　同種血漿及びＦＧＦ２を含有し、１０ｎｇ／ｍｌのＴＧＦｂ－１を添加した培地又は添
加していない培地中における、１５人の患者由来の骨芽細胞の増殖速度を評価した（図２
）。以下の実験により、初代培養（１．０７×）、二次培養（２．５×）、及び全体（gl
obal）培養（３．０８×）のいずれにおいても、ＴＧＦｂ－１を添加した血漿において培
養した細胞の増殖の平均収率は、ＴＧＦｂ－１を添加せずに培養した細胞の収率より大幅
に優れていることが示された（表１）。
【０１５４】
表１：ＦＧＦ２及びＦＧＦ２／ＴＧＦｂ－１と共に培養した細胞の培養収率 
【表１】

【０１５５】
　さらに、表２に示したように、ＴＧＦｂ－１と共に培養した細胞の増殖速度は、ＴＧＦ
の不存在下で培養した細胞と比べて、より長期間にわたり維持された。ＦＧＦのみと共に
培養した細胞はおよそ４回の継代後増殖を停止したが、ＦＧＦ２及びＴＧＦｂ－１の両方
の存在下で培養した細胞は、７回目の継代まで増殖し続ける。このことは、８００倍を超
える（８５７．１倍）増殖の増大と言い換えられる。
【０１５６】
表２：ＦＧＦ２及びＦＧＦ２／ＴＧＦｂ－１と共に培養した細胞の累積収率（％）
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【表２】

【０１５７】
細胞表現型
　フローサイトメトリーにより、ＦＧＦ２及びＴＧＦｂ－１の両方を添加した培地中で得
られた細胞の表現型が、ほとんどのマーカーに関して、ＴＧＦｂ－１を添加せずに培養し
た細胞の表現型と類似することが明らかとなった。両方の細胞型が、ＣＤ９０、ＣＤ１０
５、ＣＤ７３、ＣＤ６３、ＣＤ１６６及びＡＬＰを発現していたが、ＣＤ４５、ＣＤ１４
又はＣＤ１９の発現は観察されなかった（表３）。ＦＧＦ２／ＴＧＦｂ－１培養条件にお
けるＡＬＰの発現は、ＦＧＦ２単独条件と比較して低減した（それぞれ、４２．２％対７
３．６％）。
【０１５８】
　さらに、ＴＧＦｂ－１と共にインキュベートした細胞は、この因子を添加せずに培養し
た細胞と比較して、高レベルのＨＬＡ－ＡＢＣ（ＨＬＡ－Ｉ）を発現したが、ＨＬＡ－Ｄ
Ｒの発現は低レベルであった。さらに、試験した全ての同時刺激分子（ＣＤ８０、ＣＤ８
６、ＣＤ２８、ＣＤ４０Ｌ及びＣＴＬＡ－４）の発現は、ＴＧＦｂ－１処理した細胞では
、無視できるレベルであった（表３）。
【０１５９】
表３：１０ｎｇ／ｍｌのＴＧＦｂ－１を添加した、又は添加しない培地中で培養した骨芽
細胞の表現型マーカー（ＦＡＣＳにより陽性とみなされる細胞の百分率） 
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【表３】

【０１６０】
ＡＬＰ酵素活性： 
　細胞のＡＬＰ酵素活性を比色アッセイにより評価し、該アッセイにより、ＴＧＦｂ－１
と共に培養した細胞は、この成長因子を添加せずに培養した細胞と比べて、より低いＡＬ
Ｐ活性を有することが示されている（表４）。これらの結果は、ＦＡＣＳにより測定した
ＡＬＰの発現と強く相関している。
【０１６１】
表４：継代２で、ＦＧＦ２及びＦＧＦ２／ＴＧＦｂ－１において培養した細胞に関するＡ
ＬＰ活性、ＡＬＰ発現及び平均蛍光強度（ＭＩＦ）
【表４】

【０１６２】
石灰化：
　比較的低いＡＬＰ発現であっても、ＦＧＦ２／ＴＧＦｂ－１と共に培養した細胞は、Ｆ
ＧＦ２のみと共に培養した細胞と同様の生物活性（石灰化）を示すことが示された。この
ことは、石灰化により確定した。
【０１６３】
　ＦＧＦ２（Ａ）又はＦＧＦ２／ＴＧＦｂ－１（Ｂ）の存在下で培養した細胞の石灰化は
、同一であった（６５％を超えるウェル表面が石灰化された。図３）。同様に、ＦＧＦ２
において培養した細胞の石灰化スコアの平均（１．７５）は、最大値２のうち、ＦＧＦ２
／ＴＧＦｂ－１において培養した細胞のスコア（１．８３）と重複していた。
【０１６４】
Ｔ細胞の増殖
　ＴＧＦｂ－１の存在下で培養した骨形成性細胞が同種Ｔ細胞による増殖応答を誘導する
どうかを確定するために、末梢血単核（mononucleated）細胞（ＰＢＭＣ）を、漸増数の
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骨形成性細胞（２０００／ｍｌ～２００００／ｍｌ）と共に培養した。表５及び図４に示
したように、ＦＧＦ２／ＴＧＦｂ－１で産生した骨芽細胞は、ＰＢＭＣの同種応答を誘導
せず（左側）、ＰＨＡで刺激したＰＢＭＣの増殖の最大９０％の阻害を誘導することもで
きた。
【０１６５】
表５ Ｔ細胞増殖に対する骨芽細胞の阻害効果（値は、ＰＨＡ／ＰＢＭＣ増殖の百分率と
して表す）。
【表５】

【０１６６】
結論
　免疫特権ＢＭＳＣ又はＭＳＣ由来の骨形成性細胞を迅速且つ顕著に増殖させる方法を開
発するために、これらの細胞成長及び特徴に対するＴＧＦＢの効力を評価した。
【０１６７】
　驚くべきことに、ＴＧＦｂ及び血漿のみを用いる培養条件は、ＭＳＣを増殖させ、骨形
成性細胞へと分化させることができなかったが、ＦＧＦ２との組合せは、非常に顕著な増
殖及び分化の効果（血清／ＦＧＦ単独の１２倍までの増殖）を有している。さらに、ＴＧ
Ｆｂの存在下で培養した細胞の表現型の状態は、間質マーカー及び造血マーカーに関して
は変わらないままであり、ＡＬＰ発現のみがわずかに減少したが、これは、細胞の生物活
性に対して何の効果も有していなかった。
【０１６８】
　興味深いことに、ＴＧＦｂ条件におけるＨＬＡ－ＤＲの発現が、骨細胞において非常に
低い／検出不可能なレベルで存在していた。加えて、混合リンパ球反応では、血漿／ＦＧ
Ｆ条件においてＴＧＦｂの存在下で培養した細胞は、同種反応を誘導しないため同種移植
の場合に免疫拒絶反応を引き起こさないと考えられるので、免疫学的に特権的である。最
終的に、本発明者らは、ＴＧＦｂの存在下で成長する細胞がその生物学的機能を維持して
いることを示した。
【０１６９】
　本発明者らは、ＴＧＦｂを添加した培地の使用が、細胞表現型を変化させずにＢＭＳＣ
又はＭＳＣを骨芽細胞へと増殖させる上で、ＴＧＦｂを添加していない培地条件よりも優
れていると結論することができる。
【０１７０】
　さらなる例では、上で説明した実験手順を、ＦＧＦ２以外のＦＧＦ因子（例えば、ＦＧ
Ｆ－１又はＦＧＦ－３）を使用して、及び／又はＴＧＦｂ－１以外のＴＧＦ因子（例えば
、ＴＧＦｂ－２又はＴＧＦｂ－３）を使用して、実質的に同じ又は類似の様式で行って、
同様の結果及び／又は効果を得ている。
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