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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　筋萎縮性側索硬化症の被験体において運動ニューロンの機能を保持するための薬剤であ
って、前記薬剤が臍帯組織由来細胞を含み、前記臍帯組織由来細胞が、実質的に血液を含
まない、ヒト臍帯組織から単離され、培養下での自己複製及び増殖が可能であり、他の表
現型の細胞へと分化する潜在能力を有し、少なくとも４０回の倍加を経ることができ、Ｃ
Ｄ１１７を発現しない、薬剤。
【請求項２】
　前記薬剤が、髄腔内注射で前記被験体に送達された後、前記被験体の寿命が増大し、Ｂ
ａｓｓｏ、Ｂｅａｔｔｉｅ、及びＢｒｅｓｎａｈａｎ（ＢＢＢ）試験、および／または傾
斜面動作試験を用いて測定した場合、前記薬剤を受容しない被験体に比べ、前記被験体で
は、運動活性が、より保持される、請求項１に記載の薬剤。
【請求項３】
　前記細胞が、
　（ａ）ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、ＰＤ－
Ｌ２、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃのそれぞれを発現し、
　（ｂ）ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１
、ＣＤ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、又はＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱのいずれも発現
せず、
　（ｃ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞である、ヒト細胞と比べて、
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インターロイキン８、レチクロン１、及びケモカイン受容体リガンド（Ｃ－Ｘ－Ｃモチー
フ）リガンド３の発現の増大、の特性を有する、請求項１または２に記載の薬剤。
【請求項４】
　筋萎縮性側索硬化症の被験体において運動ニューロンの機能を保持するための薬剤であ
って、前記薬剤が、被験体のための、実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団を含み、前
記臍帯組織由来細胞の集団が、実質的に血液を含まない、ヒト臍帯組織から単離され、培
養下での自己複製及び増殖が可能であり、他の表現型の細胞へと分化する潜在能力を有し
、少なくとも４０回の倍加を経ることができ、
　（ａ）ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、ＰＤ－
Ｌ２、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃのそれぞれを発現し、
　（ｂ）ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１
、ＣＤ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、又はＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱのいずれも発現
せず、
　（ｃ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞である、ヒト細胞と比べて、
インターロイキン８、レチクロン１、及びケモカイン受容体リガンド（Ｃ－Ｘ－Ｃモチー
フ）リガンド３の発現の増大、の特性を有する、薬剤。
【請求項５】
　前記薬剤が、髄腔内注射で前記被験体に送達された後、前記被験体の寿命が増大し、Ｂ
ａｓｓｏ、Ｂｅａｔｔｉｅ、及びＢｒｅｓｎａｈａｎ（ＢＢＢ）試験、および／または傾
斜面動作試験を用いて測定した場合、前記薬剤を受容しない被験体に比べ、前記被験体で
は、運動活性が、より保持される、請求項４に記載の薬剤。
【請求項６】
　前記臍帯組織由来細胞が、ｈＴＥＲＴ又はテロメラーゼを発現しない、請求項１～５の
いずれか１項に記載の薬剤。
【請求項７】
　前記薬剤が、星状細胞、乏突起神経膠細胞、ニューロン、神経前駆細胞、神経幹細胞、
又は他の複能性若しくは多能性の幹細胞のうちの、少なくとも１種の他の細胞型を更に含
む、請求項１～６のいずれか１項に記載の薬剤。
【請求項８】
　前記細胞が、前記被験体の神経系内の、既定の部位に投与される、請求項１～６のいず
れか１項に記載の薬剤。
【請求項９】
　前記細胞が、注射又は注入によって投与される、請求項１～６のいずれか１項に記載の
薬剤。
【請求項１０】
　前記細胞が、静脈内注射又は髄腔内注射によって投与される、請求項１～６のいずれか
１項に記載の薬剤。
【請求項１１】
　前記細胞が、植え込み可能な装置内部に封入されて投与される、請求項１～６のいずれ
か１項に記載の薬剤。
【請求項１２】
　前記細胞が、前記細胞を含むマトリックス又はスカフォールドの植え込みによって投与
される、請求項１～６のいずれか１項に記載の薬剤。
【請求項１３】
　前記細胞が、前記被験体の前記神経系に対して、栄養作用を及ぼす、請求項１～６のい
ずれか１項に記載の薬剤。
【請求項１４】
　前記実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団が、前記被験体の前記神経系に対して、栄
養作用を及ぼす、請求項１～６のいずれか１項に記載の薬剤。
【請求項１５】
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　筋萎縮性側索硬化症の被験体において運動ニューロンの機能を保持するための医薬組成
物であって、薬学的に許容できる担体と、臍帯組織由来細胞と、を含み、前記臍帯組織由
来細胞が、実質的に血液を含まない、ヒト臍帯組織から単離され、培養下での自己複製及
び増殖が可能であり、他の表現型の細胞へと分化する潜在能力を有し、少なくとも４０回
の倍加を経ることができ、
　（ａ）ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、ＰＤ－
Ｌ２、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃのそれぞれを発現し、
　（ｂ）ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１
、ＣＤ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、又はＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱのいずれも発現
せず、
　（ｃ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞である、ヒト細胞と比べて、
インターロイキン８、レチクロン１、及びケモカイン受容体リガンド（Ｃ－Ｘ－Ｃモチー
フ）リガンド３の発現の増大、の特性を有する、医薬組成物。
【請求項１６】
　前記薬剤が、髄腔内注射で前記被験体に送達された後、前記被験体の寿命が増大し、Ｂ
ａｓｓｏ、Ｂｅａｔｔｉｅ、及びＢｒｅｓｎａｈａｎ（ＢＢＢ）試験、および／または傾
斜面動作試験を用いて測定した場合、前記薬剤を受容しない被験体に比べ、前記被験体で
は、運動活性が、より保持される、請求項１５に記載の医薬組成物。
【請求項１７】
　前記臍帯組織由来細胞が、ｈＴＥＲＴ又はテロメラーゼを発現しない、請求項１５また
は１６に記載の医薬組成物。
【請求項１８】
　前記医薬組成物が、星状細胞、乏突起神経膠細胞、ニューロン、神経前駆細胞、神経幹
細胞、又は他の複能性若しくは多能性の幹細胞のうちの、少なくとも１種の他の細胞型を
更に含む、請求項１５または１６に記載の医薬組成物。
【請求項１９】
　前記医薬組成物が、注射又は注入によって投与されるように製剤されている、請求項１
５～１８のいずれか１項に記載の医薬組成物。
【請求項２０】
　前記医薬組成物が、植え込み可能な装置内部に封入されている、請求項１５～１８のい
ずれか１項に記載の医薬組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、その内容の全体が、参照により本明細書に組み込まれる、２００４年６月２
５日出願の米国特許出願第１０／８７７，２６９号の継続出願である、２００９年４月２
４日出願の米国特許出願第１２／４２９，８４９号の、一部継続出願である、２０１１年
２月１４日出願の米国特許出願第１３／０２６，９９５号、また、２００３年６月２７日
出願の米国特許仮出願第６０／４８３，２６４号の利益を主張する、２００９年４月２８
日発行の米国特許第７，５２４，４８９号の利益を主張する。他の関連出願としては、そ
れぞれの内容の全体が、参照により本明細書に組み込まれる、以下の同一所有者の同時係
属出願が挙げられる：２００４年６月２５日出願の米国特許出願第１０／８７７，０１２
号、２００９年３月３１日発行の米国特許第７，５１０，８７３号、２００４年６月２５
日出願の米国特許出願第１０／８７７，４４６号、２００４年６月２５日出願の同第１０
／８７７，４４５号、２００４年６月２５日出願の同第１０／８７７，５４１号、２００
８年８月１９日発行の米国特許第７，４１３，７３４号、２００４年６月２５日出願の米
国特許出願第１０／８７７，００９号、２００９年７月１４日発行の米国特許第７，５６
０，２７６号、２００４年６月２５日出願の米国特許出願第１０／８７６，９９８号、２
００５年１２月２２日出願の同第１１／３１５，９４３号、２００１年１月２５日発行の
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米国特許第７，８７５，２７３号、及び２００４年３月２４日出願の米国特許仮出願第６
０／５５５，９０８号。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、全般的には、筋萎縮性側索硬化症などの、神経系の疾患及び障害に関する、
細胞ベースの療法若しくは再生療法のための、組成物、方法、並びにキットに関する。具
体的には、本発明は、臍帯組織由来細胞を使用する、筋萎縮性側索硬化症の治療のための
、医薬組成物、装置、及び方法を提供する。
【背景技術】
【０００３】
　様々な特許及び他の刊行物が、本明細書の全体を通して参照される。これらの刊行物の
それぞれは、その全体が、参照により本明細書に組み込まれる。
【０００４】
　神経系疾患、並びに中枢神経系及び末梢神経系の他の障害は、その身体的影響のためば
かりではなく、その永続性のために、個人が患う恐れがある最も衰弱性のもののうちに数
えられる。そのような疾患の１つは、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）（別名、ルー・ゲー
リッグ病）である。
【０００５】
　ＡＬＳは、主として運動ニューロンに影響を及ぼし、筋力低下及び筋萎縮を生じさせる
、進行性の神経変性疾患である。この疾患は、運動ニューロンの選択的な早期変性及び早
期死滅によって特徴付けられる。罹患したニューロンは、樹状突起の損失、細胞骨格変化
、並びにタンパク質及び封入体の蓄積を示す。ＡＬＳは、呼吸筋の麻痺から生じる呼吸不
全により、典型的には、僅か数年以内で死に至る、進行性麻痺を生じさせる。発症から死
までの平均罹患期間は、３～５年である。１０年以上生存するＡＬＳ患者は、約１０％に
過ぎない。２０，０００～３０，０００人もの合衆国内の人々が、ＡＬＳを患い、毎年、
更に５，０００人が診断される。
【０００６】
　ＡＬＳの病原機序は、完全には理解されていないが、ミトコンドリア機能不全、酸化ス
トレス、興奮毒性、並びに細胞骨格内、軸索内輸送、タンパク質プロセシング、及びカル
シウム恒常性の変質を含めた、様々なプロセスが、ＡＬＳに寄与すると考えられる（Ｉｌ
ｉｅｖａら（２００９年）、Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．１８７：７６１～７２）。懸命な
努力にも関わらず、疾患経過の遅延に関して明らかとなっている治療選択肢は、極めて限
定されているが、緩和療法では、進歩が遂げられている。同種異系細胞療法は、運動ニュ
ーロンの変性を軽減し、運動ニューロンの機能を保持して寿命を延長する、栄養因子を産
生することによって、ＡＬＳの治療に関する有効な多元的療法を提供することができる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　ＡＬＳの衰弱性効力、及び治療の不足を考慮すると、患者のＡＬＳを治療することによ
り、その患者の生活の質を改善することが、強く必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　提起された問題点は、本明細書で説明される例示的実施形態の、組成物、方法、及びキ
ットによって解決される。本発明は、筋萎縮性側索硬化症などの、神経系の疾患及び障害
に関する、細胞ベースの療法若しくは再生療法に適用可能な、組成物並びに方法を提供す
る。具体的には、本発明は、臍帯組織由来細胞を使用する、神経組織の再生若しくは修復
のための、医薬組成物、装置、及び方法を特徴とする。
【０００９】
　本発明の一態様は、実質的に血液を含まない、単離された臍帯組織由来細胞を特徴とし
、この細胞は、培養下での自己複製及び増殖が可能であり、神経表現型の細胞へと分化す
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る潜在能力を有するものであり、この細胞は、増殖のためにＬ－バリンを必要とし、少な
くとも約５％の酸素中での増殖が可能である。この細胞は、以下の特性のうちの１つ以上
を更に含む：（ａ）培養下で少なくとも約４０回の倍加の潜在能力；（ｂ）コーティング
された、若しくはコーティングされていない、組織培養容器上での付着及び増殖、この場
合、コーティングされた組織培養容器は、ゼラチン、ラミニン、コラーゲン、ポリオルニ
チン、ビトロネクチン、又はフィブロネクチンのコーティングを含む；（ｃ）組織因子、
ビメンチン、及びα平滑筋アクチンのうちの少なくとも１つの産生；（ｄ）ＣＤ１０、Ｃ
Ｄ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、ＰＤ－Ｌ２、及びＨＬＡ－Ａ
、Ｂ、Ｃのうちの少なくとも１つの産生；（ｅ）フローサイトメトリーによって検出され
るような、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１１７、ＣＤ１４
１、ＣＤ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、及びＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱのうちの少な
くとも１つの産生の欠如；（ｆ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞であ
る、ヒト細胞と比べて、インターロイキン８；レチクロン１；ケモカイン（Ｃ－Ｘ－Ｃモ
チーフ）リガンド１（黒色腫増殖刺激活性、α）；ケモカイン（Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフ）リ
ガンド６（顆粒球走化性タンパク質２）；ケモカイン（Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフ）リガンド３
；腫瘍壊死因子、α誘導タンパク質３をコードする遺伝子のうちの、少なくとも１つに関
して増大する、遺伝子の発現；（ｇ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞
である、ヒト細胞と比べて、低身長ホメオボックス２；熱ショック２７ｋＤａタンパク質
２；ケモカイン（Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフ）リガンド１２（ストロマ細胞由来因子１）；エラ
スチン（大動脈弁上狭窄症、ウィリアムズ－ビューレン症候群）；ホモサピエンスｍＲＮ
Ａ；ｃＤＮＡ　ＤＫＦＺｐ５８６Ｍ２０２２（クローンＤＫＦＺｐ５８６Ｍ２０２２由来
）；間葉ホメオボックス２（増殖停止特異的ホメオボックス）；ｓｉｎｅ　ｏｃｕｌｉｓ
ホメオボックスホモログ１（ドロソフィラ）；クリスタリン、α　Ｂ；形態形成のｄｉｓ
ｈｅｖｅｌｅｄ関連アクチベータ２；ＤＫＦＺＰ５８６Ｂ２４２０タンパク質；ニューラ
リン１の類似体；テトラネクチン（プラスミノーゲン結合タンパク質）；ｓｒｃ相同性３
（ＳＨ３）及びシステイン豊富ドメイン；コレステロール２５－ヒドロキシラーゼ；ｒｕ
ｎｔ関連転写因子３；インターロイキン１１受容体α；プロコラーゲンＣ－エンドペプチ
ダーゼエンハンサー；ｆｒｉｚｚｌｅｄホモログ７（ドロソフィラ）；仮定的遺伝子ＢＣ
００８９６７；コラーゲン、ＶＩＩＩ型、α　１；テネイシンＣ（ヘキサブラキオン）；
ｉｒｏｑｕｏｉｓホメオボックスタンパク質５；へファエスチン；インテグリンβ８；シ
ナプス小胞糖タンパク質２；神経芽腫、腫瘍形成抑制１；インスリン様増殖因子結合タン
パク質２、３６ｋＤａ；ホモサピエンスｃＤＮＡ　ＦＬＪ１２２８０　ｆｉｓ、クローン
ＭＡＭＭＡ１００１７４４；サイトカイン受容体様因子１；カリウム中間体／低コンダク
タンスカルシウム活性化チャネル、サブファミリーＮ、メンバー４；インテグリン、β　
７；ＰＤＺ結合モチーフ（ＴＡＺ）を有する転写コアクチベーター；ｓｉｎｅ　ｏｃｕｌ
ｉｓホメオボックスホモログ２（ドロソフィラ）；ＫＩＡＡ１０３４タンパク質；小胞関
連膜タンパク質５（ミオブレビン）；ＥＧＦ含有フィビュリン様細胞外マトリックスタン
パク質１；初期成長応答３；ｄｉｓｔａｌ－ｌｅｓｓホメオボックス５；仮定的タンパク
質ＦＬＪ２０３７３；アルド－ケト還元酵素ファミリー１、メンバーＣ３（３－αヒドロ
キシステロイドデヒドロゲナーゼ、ＩＩ型）；バイグリカン；ＰＤＺ結合モチーフ（ＴＡ
Ｚ）を有する転写コアクチベーター；フィブロネクチン１；プロエンケファリン；インテ
グリン、β様１（ＥＧＦ様リピートドメインを有する）；ホモサピエンスｍＲＮＡ完全長
インサートｃＤＮＡクローンＥＵＲＯＩＭＡＧＥ　１９６８４２２；ＥｐｈＡ３；ＫＩＡ
Ａ０３６７タンパク質；ナトリウム利尿ペプチド受容体Ｃ／グアニル酸シクラーゼＣ（心
房ナトリウム利尿ペプチド受容体Ｃ）；仮定的タンパク質ＦＬＪ１４０５４；ホモサピエ
ンスｍＲＮＡ；ｃＤＮＡ　ＤＫＦＺｐ５６４Ｂ２２２（クローンＤＫＦＺｐ５６４Ｂ２２
２由来）；ＢＣＬ２／アデノウイルスＥ１Ｂ　１９ｋＤａ相互作用タンパク質３様；ＡＥ
結合タンパク質１；シトクロムｃオキシダーゼサブユニットＶＩＩａポリペプチド１（筋
肉）；ニューラリン１の類似体；Ｂ細胞転座遺伝子１；仮定的タンパク質ＦＬＪ２３１９
１；及びＤＫＦＺｐ５８６Ｌ１５１をコードする遺伝子のうちの、少なくとも１つに関し
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て減少する、遺伝子の発現；（ｈ）ＭＣＰ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＧＣＰ－２、ＨＧ
Ｆ、ＫＧＦ、ＦＧＦ、ＨＢ－ＥＧＦ、ＢＤＮＦ、ＴＰＯ、ＭＩＰ１ａ、ＲＡＮＴＥＳ、及
びＴＩＭＰ１のうちの少なくとも１つの分泌；（ｉ）ＥＬＩＳＡによって検出されるよう
な、ＴＧＦ－β２、ＡＮＧ２、ＰＤＧＦｂｂ、ＭＩＰ１ｂ、Ｉ３０９、ＭＤＣ、及びＶＥ
ＧＦのうちの、少なくとも１つの分泌の欠如。
【００１０】
　具体的な実施形態では、臍由来細胞は、細胞型ＵＭＢ　０２２８０３（Ｐ７）（ＡＴＣ
Ｃ受託番号ＰＴＡ－６０６７）、又は細胞型ＵＭＢ　０２２８０３（Ｐ１７）（ＡＴＣＣ
受託番号ＰＴＡ－６０６８）のいずれか一方の、全ての識別特徴を有する。
【００１１】
　特定の実施形態では、臍帯組織由来細胞は、メタロプロテアーゼ活性、粘液溶解活性、
及び中性プロテアーゼ活性を含む、１つ以上の酵素活性の存在下で、単離される。好まし
くは、これらの細胞は、培養下で継代される際に維持される、正常核型を有する。好まし
い実施形態では、この分娩後由来細胞は、フローサイトメトリーによって検出されるよう
な、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、及びＨＬＡ
－Ａ、Ｂ、Ｃのそれぞれを含み、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１１７、ＣＤ１４
１、又はＣＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱのいずれをも含まない。
【００１２】
　本発明の別の態様は、上述のような臍帯組織由来細胞を含む、細胞集団を特徴とする。
一実施形態では、この集団は、実質的に均質な、臍帯組織由来細胞の集団である。具体的
な実施形態では、この集団は、臍帯組織由来細胞のクローン細胞株を含む。別の実施形態
では、この集団は、臍帯組織由来細胞及び少なくとも１種の他の細胞型を含む、不均質な
集団である。特定の実施形態では、この他の細胞型は、星状細胞、乏突起神経膠細胞、ニ
ューロン、神経前駆細胞、神経幹細胞、又は他の複能性若しくは多能性の幹細胞である。
他の実施形態では、細胞集団は、神経系統へと向かう幹細胞の分化を刺激する、１種以上
の因子と接触して培養される。
【００１３】
　臍帯組織由来細胞から調製される、細胞溶解物もまた、本発明による特徴である。この
細胞溶解物は、膜富化画分及び可溶性細胞画分へと、分離することができる。本発明はま
た、細胞が増殖している馴化培地のみならず、臍帯組織由来細胞によって産生される、細
胞外マトリックスもまた特徴とする。
【００１４】
　本発明の別の態様は、神経変性状態を有する患者を治療する方法を特徴とし、この方法
は、上述のような臍帯組織由来細胞を、神経変性状態を治療するための有効量で、患者に
投与することを含む。特定の実施形態では、神経変性状態は、脳外傷、脊髄外傷、又は末
梢神経外傷などの、急性の神経変性状態である。他の実施形態では、神経変性状態は、パ
ーキンソン病、アルツハイマー病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症、腫瘍、多発性
硬化症、若しくは慢性末梢神経損傷などの、慢性又は進行性の神経変性状態である。
【００１５】
　一実施形態では、臍帯組織由来細胞は、投与の前に、神経系統細胞へと分化するように
、インビトロで誘導される。別の実施形態では、これらの細胞は、神経変性状態の治療を
促進する遺伝子産物を産生するように、遺伝子組み換えされる。
【００１６】
　特定の実施形態では、これらの細胞は、星状細胞、乏突起神経膠細胞、ニューロン、神
経前駆細胞、神経幹細胞、又は他の複能性若しくは多能性の幹細胞などの、少なくとも１
種の他の細胞型と共に投与される。これらの実施形態では、他の細胞型は、臍帯組織由来
細胞と同時に、又は臍帯組織由来細胞の前に、若しくは臍帯組織由来細胞の後に、投与す
ることができる。同様に、これらの実施形態又は他の実施形態では、それらの細胞は、神
経治療のための薬などの、少なくとも１種の他の薬剤、又は抗炎症剤、抗アポトーシス剤
、酸化防止剤、若しくは増殖因子などの、別の有益な補助薬と共に投与される。これらの
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実施形態では、それらの他の薬剤は、臍帯組織由来細胞と同時に、又は臍帯組織由来細胞
の前に、若しくは臍帯組織由来細胞の後に、投与することができる。
【００１７】
　特定の実施形態では、これらの細胞は、患者の中枢神経系又は末梢神経系内の、既定の
部位に投与される。それらの細胞は、注射若しくは注入によって、又は植え込み可能な装
置内部に封入されて、あるいは、それらの細胞を含むマトリックス又はスカフォールドの
植え込みによって、投与することができる。
【００１８】
　本発明の一実施形態は、筋萎縮性側索硬化症を治療するための有効量で、患者に臍帯組
織由来細胞を投与することを含む、筋萎縮性側索硬化症の治療方法である。この実施形態
では、臍帯組織由来細胞は、実質的に血液を含まない、ヒト臍帯組織から単離され、培養
下での自己複製及び増殖が可能であり、他の表現型の細胞へと分化する潜在能力を有し、
少なくとも４０回の倍加を経ることができ、（ａ）ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ
７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、ＰＤ－Ｌ２、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃのそれぞれを発
現し、（ｂ）ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１１７、ＣＤ１
４１、ＣＤ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、又はＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱのいずれも
発現せず、（ｃ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞である、ヒト細胞と
比べて、インターロイキン８；レチクロン１；ケモカイン受容体リガンド（Ｃ－Ｘ－Ｃモ
チーフ）リガンド３の発現の増大、の特性を有する。本方法の別の実施形態では、臍帯組
織由来細胞は、ｈＴＥＲＴ又はテロメラーゼを発現しない。更に別の実施形態では、臍帯
組織由来細胞は、注射（例えば静脈内注射、又は髄腔内注射など）又は注入によって投与
される。一実施形態では、臍帯組織由来細胞は、患者の神経系に対して、栄養作用を及ぼ
す。
【００１９】
　本発明の別の実施形態は、有効量の、実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団を、患者
に投与することを含む、筋萎縮性側索硬化症の治療方法である。この実施形態では、臍帯
組織由来細胞は、実質的に血液を含まない、ヒト臍帯組織から単離され、培養下での自己
複製及び増殖が可能であり、他の表現型の細胞へと分化する潜在能力を有し、少なくとも
４０回の倍加を経ることができ、（ａ）ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ
９０、ＰＤＧＦｒ－α、ＰＤ－Ｌ２、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃのそれぞれを発現し、（ｂ
）ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ　１１７、ＣＤ１４１、Ｃ
Ｄ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、又はＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱのいずれも発現せず
、（ｃ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞である、ヒト細胞と比べて、
インターロイキン８；レチクロン１；ケモカイン受容体リガンド（Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフ）
リガンド３の発現の増大の特性を有する。一実施形態では、臍帯組織由来細胞は、ｈＴＥ
ＲＴ又はテロメラーゼを発現しない。別の実施形態では、実質的に均質な臍帯組織由来細
胞の集団は、注射又は注入によって投与される。代替的実施形態では、実質的に均質な臍
帯組織由来細胞の集団は、静脈内注射、又は髄腔内注射によって投与される。更に別の実
施形態では、実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団は、患者の神経系に対して、栄養作
用を及ぼす。
【００２０】
　本発明の更に別の実施形態は、臍帯組織由来細胞を含む医薬組成物を、筋萎縮性側索硬
化症を治療するための有効量で、患者に投与することを含む、筋萎縮性側索硬化症の治療
方法である。この実施形態では、臍帯組織由来細胞は、実質的に血液を含まない、ヒト臍
帯組織から単離され、培養下での自己複製及び増殖が可能であり、他の表現型の細胞へと
分化する潜在能力を有し、少なくとも４０回の倍加を経ることができ、（ａ）ＣＤ１０、
ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、ＰＤ－Ｌ２、及びＨＬＡ－
Ａ、Ｂ、Ｃのそれぞれを発現し、（ｂ）ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ
８６、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１、ＣＤ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、又はＨＬＡ－Ｄ
Ｒ、ＤＰ、ＤＱのいずれも発現せず、（ｃ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨
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髄細胞である、ヒト細胞と比べて、インターロイキン８；レチクロン１；ケモカイン受容
体リガンド（Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフ）リガンド３の発現の増大、の特性を有する。一実施形
態では、臍帯組織由来細胞は、ｈＴＥＲＴ又はテロメラーゼを発現しない。更に別の実施
形態では、臍帯組織由来細胞は、注射（例えば静脈内注射、又は髄腔内注射など）又は注
入によって投与される。一実施形態では、臍帯組織由来細胞は、患者の神経系に対して、
栄養作用を及ぼす。
【００２１】
　本発明の別の態様は、薬学的に許容できる担体及び上述の臍帯組織由来細胞を含む、筋
萎縮性側索硬化症などの神経変性状態を有する患者を治療するための、医薬組成物を特徴
とする。治療される神経変性状態は、急性の神経変性状態の場合もあり、又は慢性若しく
は進行性の状態の場合もある。
【００２２】
　特定の実施形態では、この医薬組成物は、組成物の製剤の前に、神経系統細胞へと分化
するように、インビトロで誘導されている細胞、又は神経変性状態の治療を促進する遺伝
子産物を産生するように、遺伝子組み換えされている細胞を含む。
【００２３】
　特定の実施形態では、この医薬組成物は、星状細胞、乏突起神経膠細胞、ニューロン、
神経前駆細胞、神経幹細胞、又は他の複能性若しくは多能性の幹細胞などの、少なくとも
１種の他の細胞型を含む。これらの実施形態又は他の実施形態では、この医薬組成物は、
神経治療のための薬などの、少なくとも１種の他の薬剤、又は抗炎症剤、抗アポトーシス
剤、酸化防止剤、若しくは増殖因子などの、別の有益な補助薬を含む。
【００２４】
　特定の実施形態では、この医薬組成物は、注射又は注入による投与のために製剤される
。あるいは、この医薬組成物は、それらの細胞が封入される植え込み可能な装置、又はそ
れらの細胞を含むマトリックス若しくはスカフォールドを含み得る。
【００２５】
　本発明の更に別の態様によれば、神経変性状態を有する患者を治療するための、キット
が提供される。このキットは、薬学的に許容できる担体、上述の臍帯組織由来細胞の集団
、及び患者の治療方法でキットを使用するための使用説明書を含む。このキットは、臍帯
組織由来細胞を培養するための、少なくとも１種の試薬及び使用説明書を含み得る。この
キットはまた、神経変性状態を治療するための、少なくとも１種の他の細胞型の集団、又
は少なくとも１種の他の薬剤も含み得る。
【００２６】
　本発明の別の態様によれば、神経変性状態（例えば、筋萎縮性側索硬化症）を有する患
者を治療するための方法が提供され、この方法は、上述の臍帯組織由来細胞から作製され
た調製物を、患者に投与することを含む。そのような調製物は、臍帯組織由来細胞の細胞
溶解物（又はその画分）、臍帯組織由来細胞の細胞外マトリックス、又は臍帯組織由来細
胞が増殖した馴化培地を含み得る。別の態様では、本発明は、薬学的に許容できる担体と
、臍帯組織由来細胞から作製された調製物とを含む、医薬組成物を特徴とし、この調製物
は、臍帯組織由来細胞の細胞溶解物（又はその画分）、臍帯組織由来細胞の細胞外マトリ
ックス、又は臍帯組織由来細胞が増殖した馴化培地とすることができる。本発明のこの態
様を実践するためのキットもまた、提供される。それらのキットは、薬学的に許容できる
担体又は他の薬剤若しくは試薬のうちの１つ以上と、臍帯組織由来細胞からの、細胞溶解
物若しくはその画分、細胞外マトリックス、又は馴化培地のうちの１つ以上と、それらの
キットの構成要素を使用するための使用説明書とを含み得る。
【００２７】
　本発明の他の特徴及び有利点は、以下の「発明を実施するための形態」及び実施例から
、明らかとなるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
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【図１】研究の持続時間の全体にわたる、動物の体重のモニタリング。
【図２】アモルフィン負荷に対する、種々の細胞群の反応。
【図３】研究の持続時間の全体にわたる、左右の頭部旋回の数の差異のモニタリング。
【図４】階段試験を使用する研究の持続時間の全体にわたる、動物による食物の消費のモ
ニタリング。
【図５】以下の評価基準に従って、細胞移植片で実行された（ａ）Ｉｂａ－１、（ｂ）Ｅ
Ｄ－１、及び（Ｃ）ＤＡＰＩ染色の定性的評価を示す、棒グラフ（０＝なし（細胞の不在
）；１＝可視染色；２＝豊富な染色；３＝非常に豊富な染色；４＝濃厚）。
【図６】以下の評価基準に従って、細胞移植片で実行された（ａ）ＧＦＡＰ及び（ｂ）ビ
メンチン染色の定性的評価を示す、棒グラフ（０＝なし（細胞の不在）；１＝可視染色；
２＝豊富な染色；３＝非常に豊富な染色；４＝濃厚）。
【図７】（Ａ）第１群及び第２群、並びに（Ｂ）第３群及び第４群に関する、ＡＬＳのＳ
ＯＤ１（Ｇ９３Ａ）ラットモデルでの、生存性に対するヒト臍帯組織由来細胞（「ｈＵＴ
Ｃ」）の効果。
【図８】対照ビヒクル及びｈＵＴＣを投与された群での、動物の寿命（実施例２１を参照
）。この棒図表は、細胞処置群が、特に第２集団で、疾患発症齢は同様であるが、ビヒク
ル群よりも１５．７５日（２．２５週、Ｐ＜０．０３５）長い寿命を有することを示す。
【図９】ｈＵＴＣを使用して、又はｈＵＴＣを使用せずに治療された動物の、自発運動活
性。Ａは、第１群及び第２群に関する、Ｂａｓｓｏ、Ｂｅａｔｔｉｅ、及びＢｒｅｓｎａ
ｈａｎ（ＢＢＢ）試験スコア。Ｂは、第１群及び群２に関する、傾斜面動作試験スコア。
Ｃは、第３群及び第４群に関する、ＢＢＢスコア。Ｄは、第３群及び第４群に関する、傾
斜面スコア。このデータは、ビヒクル及び細胞処置群での、筋力低下の２つの主要測定の
分離を実証する。
【図１０】１０週集団に関する（全ての被験体に関する）生存曲線。
【図１１】１２週集団に関する（全ての被験体に関する）生存曲線。
【図１２】１２週集団に関する（最後の２対）生存曲線。
【図１３】１０週集団に関する、傾斜面の結果。
【図１４】１０週集団に関する、ＢＢＢスコア。
【図１５】最初の６対に関する、１２週集団に関する傾斜面の結果。
【図１６】最後の２対に関する、１２週集団に関する傾斜面の結果。
【図１７】最初の６対に関する、１２週集団に関するＢＢＢスコア。
【図１８】最後の２対に関する、１２週集団に関するＢＢＢスコア。
【図１９】ＳＯＤ１　Ｇ９３Ａラットからの、クレシルバイオレット染色された腰髄切片
の外観。Ａは、奇数番号の動物からの、クレシルバイオレット染色された腰髄切片の外観
。Ｂは、偶数番号の動物からの、クレシルバイオレット染色された腰髄切片の外観。Ｃは
、通常の動物からの、クレシルバイオレット染色された腰髄切片の外観。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　定義
　本明細書の全体を通して使用される様々な用語を、以下に記載されるように定義する。
【００３０】
　幹細胞は、単一細胞の、自己複製する能力、並びに自己複製前駆細胞、非複製前駆細胞
、及び最終分化細胞を含めた子孫細胞を産生するために分化する能力の双方によって定義
される、未分化細胞である。幹細胞はまた、インビトロで、複数の胚葉（内胚葉、中胚葉
、及び外胚葉）から、様々な細胞系統の機能的細胞へと分化する能力によって、並びに、
移植後に、複数の胚葉の組織を生じさせる能力、及び胚盤胞内への注射後に、全てではな
いが殆どの組織に、実質的に寄与する能力によって、特徴付けられる。
【００３１】
　幹細胞は、その発達能によって、（１）全能性、（２）多能性、（３）複能性、（４）
少能性、及び（５）単能性として分類される。全能性細胞は、全ての胚細胞型及び胚体外
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細胞型を生じさせることが可能である。多能性細胞は、全ての胚細胞型を生じさせること
が可能である。複能性細胞は、細胞系統のサブセットを生じさせることが可能であるが、
全てが、特定の組織、器官、又は生理系の範囲内であるものを含む（例えば、造血幹細胞
（ＨＳＣ）は、ＨＳＣを含む子孫（自己複製）、血球に制限された少能性前駆細胞、並び
に血液の正常成分である全ての細胞型及び要素（例えば、血小板）を産生することができ
る）。少能性の細胞は、複能性幹細胞よりも制限された、細胞系統のサブセットを生じさ
せることができ、単能性の細胞は、単一の細胞系統を生じさせることができる（例えば、
精原幹細胞）。
【００３２】
　幹細胞はまた、それらの肝細胞を得ることができる供給源に基づいても分類される。成
体幹細胞は、全般的には、複数の分化細胞型を含む組織内に見出される、複能性の未分化
細胞である。成体幹細胞は、自己複製することができる。通常の状況下では、成体幹細胞
はまた、その細胞が起源とする組織の、特殊化した細胞型、また恐らくは他の組織型を産
生するように、分化することもできる。胚幹細胞は、胚盤胞期の胚の内部細胞塊からの、
多能性細胞である。胎生幹細胞は、胎児組織又は胎膜を起源とする幹細胞である。分娩後
幹細胞は、出産後に入手可能な胚体外組織、すなわち、胎盤及び臍帯を実質的に起源とす
る、複能性若しくは多能性の細胞である。これらの細胞は、迅速な増殖、及び多くの細胞
系統への分化に関する潜在能力を含めた、多能性幹細胞に固有の特徴を保有することが見
出されている。分娩後幹細胞は、血液由来（例えば、臍帯血から得られる幹細胞のような
）又は非血液由来（例えば、臍帯及び胎盤の非血液組織から得られるような）のものとす
ることができる。
【００３３】
　胚組織は、典型的には、胚（ヒトでは、受精から、約６週間の発達までの期間を指す）
を起源とする組織として定義される。胎児組織は、ヒトでは約６週間の発達から分娩まで
の期間を指す、胎児に由来する組織を指す。胚体外組織は、胚又は胎児に関連するが、胚
又は胎児を起源とはしない組織である。胚体外組織としては、胚体外膜（絨毛膜、羊膜、
卵黄嚢、及び尿膜）、臍帯、及び胎盤（それ自体は、絨毛膜及び母体基底脱落膜から形成
される）が挙げられる。
【００３４】
　分化は、特殊化されていない（「未確定の」）細胞、又は比較的特殊化されていない細
胞が、例えば、神経細胞又は筋細胞などの、特殊化細胞の特徴を獲得するプロセスである
。分化した細胞は、細胞の系統の範囲内で、より特殊化した（「確定した」）状態を呈し
ている細胞である。確定した、という用語は、分化のプロセスに適用される場合、通常の
状況下では、特定の細胞型又は細胞型のサブセットへと分化を継続して、通常の状況下で
は、異なる細胞型へと分化することも、又はより未分化の細胞型に復帰することもできな
い地点まで、分化経路が進行している細胞を指す。脱分化とは、細胞が、細胞の系統の範
囲内で、比較的特殊化されて（又は確定して）いない状態に復帰するプロセスを指す。本
明細書で使用するとき、細胞の系統は、その細胞の遺伝性、すなわち、その細胞がどの細
胞に由来するか、またその細胞がどのような細胞を生じさせることができるかを規定する
。細胞の系統は、発達及び分化の遺伝スキームの範囲内で、その細胞を位置付けるもので
ある。
【００３５】
　広義には、前駆細胞は、それ自体よりも分化した子孫を作り出す能力を有し、かつ前駆
細胞のプールを補充する能力を更に保持する細胞である。その定義によれば、幹細胞自体
もまた、より直接的な、最終分化細胞への前駆体であるため、前駆細胞である。以下でよ
り詳細に説明されるように、本発明の細胞に言及する場合、この広い意味での前駆細胞の
定義を使用することができる。より狭義には、前駆細胞は、分化経路での中間体である細
胞として定義される場合が多く、すなわち、前駆細胞は、幹細胞から生じるものであり、
成熟細胞型又は細胞型のサブセットを産生する際の中間体である。このタイプの前駆細胞
は、全般的には、自己複製が不可能である。したがって、このタイプの細胞が、本明細書
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で言及される場合には、その細胞は、非複製前駆細胞、又は中間的前駆体若しくは中間的
前駆細胞と称される。
【００３６】
　本明細書で使用するとき、神経系統又は神経表現型への分化、という語句は、ＣＮＳ又
はＰＮＳの特定の神経表現型へ、すなわち、ニューロン又はグリア細胞（後者の分類とし
ては、星状細胞、乏突起神経膠細胞、シュワン細胞、及び小膠細胞が挙げられるが、これ
らに限定されない）へ、部分的若しくは完全に確定される細胞を指す。
【００３７】
　本発明の細胞は、全般的には、臍帯組織由来細胞（又はＵＴＣ若しくはｈＵＴＣ）と称
される。それらの細胞はまた、場合によって、臍由来細胞（ＵＤＣ）と称することもでき
る。更には、それらの細胞は、幹細胞又は前駆細胞であるとして説明することができ、後
者の用語は、広義に使用される。由来する、という用語は、その細胞が、それらの生物学
的起源から得られ、インビトロで、増殖されているか又は他の方法で操作されている（例
えば、増殖培地中で培養されて、その集団を増殖させ、かつ／又は細胞株を産生する）こ
とを示すために使用される。臍幹細胞のインビトロ操作、及び本発明の臍由来細胞の独自
の特徴が、以下で詳細に説明される。
【００３８】
　様々な用語が、培養細胞を説明するために使用される。細胞培養物とは、全般的には、
生体から取得され、制御条件下で増殖される（「培養下」又は「培養される」）細胞を指
す。初代細胞培養物は、最初の継代培養の前に、生物から直接取得された細胞、組織、又
は器官の培養物である。細胞は、細胞増殖及び／又は細胞分裂を促進する条件下で、増殖
培地内に定置される場合に、培養増殖して、細胞の大集団を生じさせる。細胞を培養下で
増殖させる場合、細胞増殖の速度は、その細胞の数が倍加するために必要な時間量によっ
て、測定される場合がある。この時間は、倍加時間と称される。
【００３９】
　細胞株は、初代細胞培養物の１回以上の継代培養によって形成される、細胞の集団であ
る。継代培養の各一巡は、１継代と称される。細胞が継代培養される場合、それらの細胞
は、継代されているとして言及される。特定の細胞集団、又は細胞株は、継代された回数
によって言及されるか、又は特徴付けられる場合がある。例えば、１０回継代されている
培養細胞集団は、Ｐ１０培養物と称することができる。初代培養物、すなわち、組織から
細胞を単離した後の、最初の培養物は、Ｐ０と表される。最初の継代培養後には、それら
の細胞は、二次培養物（Ｐ１又は継代数１）として説明される。２回目の継代培養後には
、それらの細胞は、三次培養物（Ｐ２又は継代数２）となる、といった具合である。継代
の期間中には、多くの集団倍加が存在し得るため、培養物の集団倍加の数は、継代の数よ
りも大きいことが、当業者には理解されるであろう。継代の合間の期間中の細胞の増殖（
すなわち、集団倍加の数）は、多くの因子に応じて変化するものであり、それらの因子と
しては、播種密度、基質、培地、増殖条件、及び継代の合間の時間が挙げられるが、これ
らに限定されない。
【００４０】
　馴化培地は、特定の細胞又は細胞の集団が、その中で培養されて、その後取り出された
、培地である。細胞が培地中で培養される場合、それらの細胞は、他の細胞に栄養的支援
を提供することができる細胞因子を、分泌する場合がある。そのような栄養因子としては
、ホルモン、サイトカイン、細胞外マトリックス（ＥＣＭ）、タンパク質、小胞、抗体、
及び顆粒が挙げられるが、これらに限定されない。それらの細胞因子を含む培地が、馴化
培地である。
【００４１】
　全般的には、栄養因子は、細胞の生存、成長、分化、増殖、及び／又は成熟を促進する
か、あるいは細胞の活性の増大を刺激する物質として定義される。栄養因子を介した細胞
間の相互作用は、異なる型の細胞間で発生し得る。栄養因子による細胞相互作用は、本質
的に全ての細胞型で見出され、神経細胞型間の、特に重要な情報伝達の手段である。栄養
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因子はまた、自己分泌方式でも機能することができ、すなわち、細胞は、その細胞自体の
生存、成長、分化、増殖、及び／又は成熟に影響を及ぼす栄養因子を、産生することがで
きる。
【００４２】
　培養脊椎動物細胞に言及する場合、老化という用語（同様に、複製老化又は細胞老化）
は、有限の細胞培養に起因する特性、すなわち、それらの細胞が、有限数の集団倍加（ヘ
イフリック限界と称される場合がある）を超えて増殖する能力がないことを指す。細胞老
化は、最初に、線維芽細胞様細胞を使用して説明されたが、培養下で成功裏に増殖させる
ことができる、殆どの正常ヒト細胞型が、細胞老化を経る。種々の細胞型のインビトロで
の寿命は、様々であるが、その最大寿命は、典型的には、１００回未満の集団倍加である
（これは、全ての培養細胞が老化することにより、その培養物を分裂不能にさせる、倍化
の数である）。老化は、経時的な時間に応じて決定されるものではなく、むしろ、その培
養物が経験している、細胞分裂又は集団倍加の数によって測定される。それゆえ、必須増
殖因子を除去することによって休止させた細胞は、増殖因子が再導入されると、成長及び
分裂を再開して、その後、継続的に増殖させた等価の細胞と同じ数の倍加を実施すること
が可能となる。同様に、様々な数の集団倍加の後に、液体窒素中で細胞を凍結させ、次い
で解凍して培養する場合、それらの細胞は、未凍結のまま維持された培養細胞と実質的に
同じ数の倍加を経る。老化細胞は、死細胞又は死に至りつつある細胞ではなく、実際には
、プログラム細胞死（アポトーシス）に耐性を示し、３年もの長い間、その非分裂状態で
維持されている。これらの細胞は、紛れもなく生存しており、代謝的に活性であるが、分
裂することはない。この老化細胞の非分裂状態は、いずれの生物学的薬剤、化学的薬剤、
又はウイルス剤によっても、可逆性であることは、未だに見出されていない。
【００４３】
　神経変性状態（又は障害）という用語は、中枢神経系あるいは末梢神経系の、急性及び
慢性の状態、障害、若しくは疾患を包含する総称である。神経変性状態は、加齢に関連す
る場合があり、又は損傷若しくは外傷から生じる場合もあり、又は特定の疾患若しくは障
害に関連する場合もある。急性の神経変性状態としては、例えば、物理的若しくは化学的
火傷、深い切創、又は四肢の切断から生じる、脳血管不全、限局性若しくは瀰漫性の脳外
傷、瀰漫性脳傷害、脊髄損傷、又は末梢神経外傷を含めた、神経性細胞の死滅あるいは危
殆化に関連する状態が挙げられるが、これらに限定されない。急性の神経変性障害の例は
、塞栓性閉塞及び血栓性閉塞を含めた脳虚血あるいは脳梗塞、急性虚血後の再潅流、周産
期低酸素虚血傷害、心停止、並びにいずれかのタイプの（硬膜外、硬膜下、くも膜下、及
び脳内などの）頭蓋内出血、並びに頭蓋内病変及び脊髄内病変（挫傷、穿通、剪断、圧迫
、及び裂創などの）、並びに鞭打ち症及び揺さぶられっ子症候群である。慢性の神経変性
状態としては、アルツハイマー病、ピック病、瀰漫性レヴィ小体病、進行性核上性麻痺（
スチール－リチャードソン症候群）、多系統変性症（シャイ－ドレーガー症候群）、神経
変性に関連する慢性癲癇症状、筋萎縮性側策硬化症を含めた運動ニューロン疾患、変性運
動失調症、大脳皮質基底核変性症、グアムのＡＬＳ－パーキンソン－認知症症候群、亜急
性硬化性全脳炎、ハンチントン病、パーキンソン病、シヌクレイン病（多系統萎縮症を含
む）、原発性進行性失語症、線条体黒質変性症、マシャド－ジョセフ病／脊髄小脳失調症
３型及びオリーブ橋小脳変性症、ジル・ドゥ・ラ・トゥレット病、球麻痺及び偽性球麻痺
、球脊髄性筋萎縮症、（ケネディー病）、原発性側索硬化症、家族性痙性対麻痺、ウェル
ドニッヒ－ホフマン病、クーゲルベルク－ヴェランダー病、テイ－サックス病、サンドホ
フ病、家族性痙性病、ウォルファルト－クーゲルベルク－ヴェランダー病、痙攣性不全対
麻痺、進行性多巣性白質脳症、家族性自律神経障害（ライリー－デイ症候群）、並びにプ
リオン病（クロイツフェルト－ヤコブ病、ゲルストマン－シュトロイスラー－シャインカ
－病、クールー及び致死性家族性不眠症が挙げられるが、これらに限定されない）、多発
性硬化症を含めた脱髄性疾患及び障害、並びに白質萎縮症などの遺伝性疾患が挙げられる
が、これらに限定されない。
【００４４】
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　他の神経変性状態としては、ＣＮＳ及びＰＮＳに影響を及ぼす、腫瘍並びに他の腫瘍性
状態が挙げられる。基礎疾患は、増殖性（神経変性ではなく）と見なされるが、周囲の組
織が損なわれる恐れがある。更には、細胞療法を利用して、アポトーシス性又は他の抗腫
瘍性の分子を、例えば、そのような薬剤を産生する遺伝子改変細胞の送達を介して、腫瘍
部位に送達することができる。
【００４５】
　他の神経変性状態としては、とりわけ、多巣性ニューロパチー、感覚性ニューロパチー
、運動ニューロパチー、感覚性運動ニューロパチー、感染症関連ニューロパチー、自律神
経ニューロパチー、感覚性自律神経ニューロパチー、脱髄性ニューロパチー（ギラン・バ
レー症候群、及び慢性炎症性の脱髄性多発ニューロパチーが挙げられるが、これらに限定
されない）、他の炎症性及び免疫性ニューロパチー、薬物によって誘導されるニューロパ
チー、薬理学的処置によって誘導されるニューロパチー、毒素によって誘導されるニュー
ロパチー、外傷性ニューロパチー（圧迫、破砕、裂創、及び分断のニューロパチーが挙げ
られるが、これらに限定されない）、代謝性ニューロパチー、内分泌腺及び腫瘍随伴性ニ
ューロパチーなどの、様々なニューロパチーが挙げられる。
【００４６】
　他の神経変性状態としては、加齢性の認知症と、アルツハイマー病に関連する認知症、
血管性認知症、瀰漫性白質疾患（ビンスヴァンガー病）、内分泌線又は代謝起源の認知症
、頭部外傷及び瀰漫性脳損傷の認知症、拳闘家認知症、並びに前頭葉認知症を含めた、他
の認知症及び記憶喪失を伴う状態とを含む、基礎病因に関わることのない、認知症が挙げ
られる。
【００４７】
　神経変性状態を治療する（又は神経変性状態の治療）という用語は、本明細書で定義さ
れるような神経変性状態の影響を改善すること、又は神経変性状態の進行を遅延、中断、
若しくは逆行させること、又は神経変性状態の発症を遅延若しくは予防することを指す。
【００４８】
　有効量という用語は、インビトロ若しくはインビボでの細胞の増殖及び／又は分化、あ
るいは本明細書で説明されるような神経変性状態の治療を含めた、意図された結果を生じ
させるために有効な、増殖因子、分化剤、栄養因子、細胞集団、若しくは他の薬剤などの
、試薬又は医薬組成物の、濃度あるいは量を指す。増殖因子に関しては、有効量は、約１
ナノグラム／ミリリットル～約１マイクログラム／ミリリットルの範囲とすることができ
る。インビボで患者に投与されるような細胞に関しては、有効量は、数百以下の少なさか
ら、数百万以上の多さまでの範囲とすることができる。具体的な実施形態では、有効量は
、１０３～１０１１の細胞の範囲、より具体的には、少なくとも約１０４の細胞とするこ
とができる。投与される細胞の数は、治療される障害の詳細に応じて決定され、それらの
詳細としては、医薬生物学者には周知の、他の要因の中でも特に、治療されるサイズ又は
総容積／表面積、並びに治療される領域の場所に対する、投与部位の近接性が挙げられる
が、これらに限定されないことが理解されるであろう。
【００４９】
　有効期間（又は時間）及び有効条件という用語は、薬剤又は医薬組成物が、その意図さ
れた結果を達成するために必要であるか、若しくは好ましい、期間あるいは他の制御可能
な条件（例えば、インビトロの方法に関しては、温度、湿度）を指す。
【００５０】
　患者又は被験体という用語は、その医薬組成物を使用して、又は本明細書で説明される
方法に従って治療される、哺乳類、好ましくはヒトを含めた、動物を指す。
【００５１】
　薬学的に許容できる担体（又は培地）という用語は、生物学的に適合可能な担体又は培
地という用語と、互換的に使用することができ、治療的に投与される細胞及び他の薬剤と
適合可能であるばかりではなく、健全な医学的判断の範囲内で、妥当な利益／リスクの比
率に見合った、過度の毒性、炎症、アレルギー反応、若しくは他の合併症を伴わない、ヒ
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ト及び動物の組織と接触させる使用に関しても好適である、試薬、細胞、化合物、材料、
組成物、並びに／あるいは剤形を指す。本明細書でより詳細に説明されるように、本発明
での使用に関して好適な、薬学的に許容できる担体としては、液体材料、反固体材料（例
えば、ゲル）、及び固体材料（例えば、細胞スカフォールド及びマトリックス、管、シー
ト、並びに当該技術分野において既知であり、かつ本明細書でより詳細に説明されるよう
な他の材料）が挙げられる。これらの反固体材料及び固体材料は、身体内部での分解に抵
抗するように（非生分解性）設計することができ、又はそれらの材料は、身体内部で分解
するように（生分解性、生物浸食性）設計することもできる。生分解性材料は、更に、生
体再吸収性又は生体吸収性とすることができ、すなわち、その材料は、体液内に溶解して
吸収される（水溶性植え込み片が一例である）か、あるいは他の材料への転化によって、
若しくは自然経路を通じた崩壊及び排出によって、分解され、最終的に身体から排出され
ることが可能である。
【００５２】
　細胞置換療法に関して、幾つかの用語が使用される。自家移入、自家移植、自己移植片
などの用語は、細胞のドナーが、その細胞置換療法のレシピエントでもある、治療を指す
。同種異系移入、同種異系移植、同種移植片などの用語は、細胞のドナーが、その細胞置
換療法のレシピエントと同じ種のものであるが、同じ個体ではない、治療を指す。ドナー
の細胞が、レシピエントと組織適合的に一致している細胞移入は、同系移入と称される場
合がある。異種移入、異種移植、異種移植片などの用語は、細胞のドナーが、その細胞置
換療法のレシピエントとは異なる種のものである、治療を指す。
【００５３】
　説明
　多岐にわたる原因を有する、急性、慢性、及び進行性の障害並びに疾患を包含する、神
経変性状態は、特定の群若しくは易損性の群の神経細胞の機能障害又は損失を、共通の特
徴として有する。この共通性により、易損性の神経組織若しくは損傷した神経組織の、修
復及び再生のための、類似の治療的手法の開発が可能となり、それらの手法のうちの１つ
が、細胞ベースの療法である。本明細書で説明される、その様々な実施形態では、本発明
は、臍帯組織に由来する前駆細胞及び細胞集団を利用する、神経修復並びに神経再生のた
めの、方法及び医薬組成物を特徴とする。本発明は、いずれの神経変性状態にも適用可能
であるが、従来は治療又は治癒が困難若しくは無効であった、多くの神経障害に関して、
特に好適であることが予期される。それらの神経障害としては、パーキンソン病、アルツ
ハイマー病、ハンチントン病、脳卒中、筋萎縮性側索硬化症、腫瘍、多発性硬化症、脊髄
損傷、及び末梢神経損傷（例えば、糖尿病ニューロパチーに関連するような）が挙げられ
るが、これらに限定されない。本発明の一実施形態では、神経変性状態は、筋萎縮性側索
硬化症（ＡＬＳ）である。
【００５４】
　上記で要約されたように、本発明は、その一態様では、全般的に、実質的に血液を含ま
ない状態にされている、単離された臍帯組織由来細胞（ＵＴＣ）を目的とする。ＵＴＣは
、培養下での自己複製及び増殖が可能であり、神経表現型の細胞へと分化する潜在能力を
有する。特定の実施形態は、そのような細胞を含む集団と、それらの細胞、又はそれらの
成分若しくは産物を含む、医薬組成物と、急性若しくは慢性の神経変性状態を有する患者
の治療のために、その医薬組成物を使用する方法とを特徴とする。臍帯組織由来細胞は、
それらの細胞の、培養下での増殖特性によって、それらの細胞の細胞表面マーカーによっ
て、それらの細胞の遺伝子発現によって、それらの細胞の、特定の生化学的栄養因子を産
生する能力によって、及びそれらの細胞の免疫学的特性によって、特徴付けられている。
【００５５】
　臍由来組織細胞及び胎盤由来組織細胞の調製
　本明細書で説明される方法によれば、哺乳類の胎盤及び臍帯は、満期妊娠若しくは早期
妊娠のいずれかの終了時に、又はその直後に、例えば、出産後の圧出の後に回収される。
その組織は、出産部位から、実験室へと、フラスコ、ビーカー、培養皿、又は袋などの、
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滅菌容器内で移送することができる。この容器は、溶液又は培地を含み得、それらの溶液
又は培地としては、例えば、ダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）若しくはリン酸緩
衝生理食塩水（ＰＢＳ）などの、食塩水、又はウィスコンシン大学液若しくはペルフルオ
ロ化合物溶液などの、移植に使用される器官の移送のために使用される、任意の溶液が挙
げられるが、これらに限定されない。限定するものではないが、ペニシリン、ストレプト
マイシン、アンホテリシンＢ、ゲンタマイシン、及びナイスタチンなどの、１種以上の抗
生物質及び／又は抗真菌剤を、培地若しくは緩衝液に添加することができる。臍及び胎盤
の組織は、ヘパリン含有溶液などの抗凝固溶液で、すすぐことができる。この組織は、細
胞の抽出の前に、約４～１０℃に保つことが好ましい。この組織は、臍由来細胞又は胎盤
由来細胞の抽出の前に凍結させないことが、更により好ましい。
【００５６】
　細胞の単離は、好ましくは、無菌環境内で実施される。臍帯は、当該技術分野において
既知の手段によって、胎盤から分離することができる。あるいは、臍帯及び胎盤は、分離
することなく使用される。血液及び残渣は、好ましくは、細胞の単離の前に、組織から除
去される。例えば、この組織は、限定するものではないが、リン酸緩衝生理食塩水などの
、緩衝溶液で、洗浄することができる。この洗浄緩衝液はまた、限定するものではないが
、ペニシリン、ストレプトマイシン、アンホテリシンＢ、ゲンタマイシン、及びナイスタ
チンなどの、１種以上の抗真菌剤及び／又は抗生物質も含み得る。
【００５７】
　臍帯の全体、胎盤の全体、又はそれらの断片若しくは切片を含む組織は、機械的な力（
細断力又は剪断力）によって脱凝集される。現時点で好ましい実施形態では、この単離手
順はまた、酵素消化プロセスも利用する。多くの酵素が、培養下での増殖を促進するため
の、複合組織マトリックスからの個々の細胞の単離に関して有用であることは、当該技術
分野において既知である。弱い消化性（例えば、デオキシリボヌクレアーゼ、及び中性プ
ロテアーゼであるディスパーゼ）から、強い消化性（例えば、パパイン及びトリプシン）
の範囲にわたって、そのような酵素が市販されている。本明細書に適合する酵素の非網羅
的なリストとしては、粘液溶解酵素活性、メタロプロテアーゼ、中性プロテアーゼ、セリ
ンプロテアーゼ（トリプシン、キモトリプシン、又はエラスターゼなど）、及びデオキシ
リボヌクレアーゼが挙げられる。メタロプロテアーゼ、中性プロテアーゼ、及び粘液溶解
活性から選択される酵素活性が、現時点で好ましい。例えば、コラゲナーゼは、組織から
様々な細胞を単離するために有用であることが既知である。デオキシリボヌクレアーゼは
、一本鎖ＤＮＡを消化することができ、単離中の細胞凝集を最小限に抑えることができる
。好ましい方法は、例えば、コラゲナーゼ及びディスパーゼ、あるいはコラゲナーゼ、デ
ィスパーゼ、及びヒアルロニダーゼを使用する、酵素処理を伴い、そのような方法が提供
される場合、特定の好ましい実施形態では、コラゲナーゼと中性プロテアーゼのディスパ
ーゼとの混合物が、この解離工程で使用される。ヒストリチクス菌由来の少なくとも１種
のコラゲナーゼ、並びにプロテアーゼ活性のディスパーゼ、及びサーモリシンのいずれか
の存在下での消化を採用する方法が、より好ましい。コラゲナーゼ酵素活性及びディスパ
ーゼ酵素活性の双方での消化を採用する方法が、更により好ましい。コラゲナーゼ活性及
びディスパーゼ活性に加えて、ヒアルロニダーゼ活性での消化を含む方法もまた、好まし
い。様々な組織源から細胞を単離するための、そのような多くの酵素処理が、当該技術分
野において既知であることが、当業者には理解されるであろう。例えば、ＬＩＢＥＲＡＳ
Ｅ（商標）Ｂｌｅｎｄｚｙｍｅ（Ｒｏｃｈｅ）シリーズの酵素の組合せが、本方法での使
用に関して好適である。他の酵素の供給源が既知であり、当業者はまた、そのような酵素
を、それらの天然源から直接取得することもできる。当業者はまた、本発明の細胞を単離
する際の有用性に関して、新たな、又は追加的な酵素若しくは酵素の組合せを評価するた
めの設備も、十分に備えている。好ましい酵素処理は、０．５時間、１時間、１．５時間
、又は２時間以上の長さである。他の好ましい実施形態では、組織は、この解離工程の酵
素処理の間、３７℃でインキュベートされる。
【００５８】
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　本発明の一部の実施形態では、組織は、例えば、胎盤の新生児、新生児／母体、及び母
体の態様などの、様々な組織の態様を含む切片へと分離される。次いで、分離された切片
は、本明細書で説明される方法に従って、機械的解離及び／又は酵素的解離によって解離
される。新生児系統又は母体系統の細胞は、当該技術分野において既知の任意の手段によ
って、例えば、Ｙ染色体に関する、核型分析又はその場ハイブリダイゼーションによって
、同定することができる。
【００５９】
　ｈＵＴＣが増殖する、単離された細胞又は組織を使用して、細胞培養を開始する、すな
わち、播種することができる。単離された細胞は、細胞外マトリックス、あるいはラミニ
ン、コラーゲン（天然、変性、又は架橋）、ゼラチン、フィブロネクチン、及び他の細胞
外マトリックスタンパク質などのリガンドでコーティングされるか、若しくはコーティン
グされない、滅菌組織培養容器に移される。ｈＵＴＣは、限定するものではないが、ＤＭ
ＥＭ（高グルコース又は低グルコース）、改良型ＤＭＥＭ、ＤＭＥＭ／ＭＣＤＢ　２０１
、イーグル基本培地、ハムＦ１０培地（Ｆ１０）、ハムＦ１２培地（Ｆ１２）、イスコフ
改変ダルベッコ培地、間葉系幹細胞増殖培地（ＭＳＣＧＭ）、ＤＭＥＭ／Ｆ１２、ＲＰＭ
Ｉ　１６４０、及びＣｅｌｌｇｒｏ　ＦＲＥＥ（商標）などの、細胞の増殖を持続させる
ことが可能な任意の培養培地中で、培養される。この培養培地は、例えば、好ましくは約
２～１５％（ｖ／ｖ）のウシ胎児血清（ＦＢＳ）；ウマ血清（ＥＳ）；ヒト血清（ＨＳ）
；好ましくは約０．００１％（ｖ／ｖ）のβ－メルカプトエタノール（ＢＭＥ又は２－Ｍ
Ｅ）；１種以上の増殖因子、例えば、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、上皮増殖因子（
ＥＧＦ）、線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）、インスリン
様増殖因子－１（ＩＧＦ－１）、白血球阻止因子（ＬＩＦ）、及びエリスロポエチン；Ｌ
－バリンを含めたアミノ酸；例えば、単独若しくは組合せでの、ペニシリンＧ、硫酸スト
レプトマイシン、アンホテリシンＢ、ゲンタマイシン、及びナイスタチンなどの、微生物
汚染を制御するための、１種以上の抗生物質並びに／あるいは抗真菌剤を含めた、１種以
上の構成成分を添加することができる。この培養培地は、好ましくは、増殖培地（ＤＭＥ
Ｍ－低グルコース、血清、ＢＭＥ、及び抗生物質）を含む。
【００６０】
　細胞は、細胞増殖を可能にする密度で、培養容器中に播種される。好ましい実施形態で
は、細胞は、空気中約０～約５体積パーセントのＣＯ２で培養される。一部の好ましい実
施形態では、細胞は、空気中約２～約２５パーセントのＯ２で、好ましくは、空気中約５
～約２０パーセントのＯ２で培養される。細胞は、好ましくは、約２５～約４０℃で培養
され、より好ましくは、約３７℃で培養される。細胞は、好ましくは、インキュベーター
内で培養される。培養容器内の培地は、静的状態とすることができ、又は例えば、バイオ
リアクターを使用して、攪拌することもできる。細胞は、好ましくは、低酸化ストレス下
で（例えば、グルタチオン、ビタミンＣ、カタラーゼ、ビタミンＥ、Ｎ－アセチルシステ
インを添加して）増殖される。「低酸化ストレス」とは、本明細書で使用するとき、フリ
ーラジカルが培養細胞に損傷を与えないか、又は損傷が最低限に抑えられる条件を指す。
【００６１】
　最も適切な細胞培地、培地調製、及び細胞培養技術の選択方法は、当該技術分野におい
て周知であり、Ｄｏｙｌｅら（編）、１９９５年、「ＣＥＬＬ　＆　ＴＩＳＳＵＥ　ＣＵ
ＬＴＵＲＥ：ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＹ　ＰＲＯＣＥＤＵＲＥＳ」、Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　
＆　Ｓｏｎｓ（Ｃｈｉｃｈｅｓｔｅｒ）；Ｈｏ及びＷａｎｇ（編）、１９９１年、「ＡＮ
ＩＭＡＬ　ＣＥＬＬ　ＢＩＯＲＥＡＣＴＯＲＳ」、Ｂｕｔｔｅｒｗｏｒｔｈ－Ｈｅｉｎｅ
ｍａｎｎ（Ｂｏｓｔｏｎ）を含めた、様々な出展で説明され、それらは、参照により本明
細書に組み込まれる。
【００６２】
　単離された細胞又は組織断片を、十分な期間にわたって培養した後に、組織からの遊走
、若しくは細胞分裂のいずれか、又は双方の結果として、ＵＴＣが増殖することとなる。
本発明の一部の実施形態では、ＵＴＣは、継代され、すなわち、最初に使用されたものと
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同じタイプ、若しくは異なるタイプの新鮮培地を収容する、別個の培養容器に取り出され
、その細胞の集団は、有糸分裂的に増殖することができる。本発明の細胞は、継代数０と
老化との間の任意の時点で、使用することができる。この細胞は、好ましくは、約３回～
約２５回継代され、より好ましくは、約４回～約１２回継代され、好ましくは、１０回又
は１１回継代される。クローニング及び／又はサブクローニングを実行することにより、
細胞のクローン集団が単離されていることを確認することができる。
【００６３】
　本発明の一部の態様では、臍帯組織又は胎盤組織内に存在する種々の細胞型は、その細
胞を単離することができるサブ集団へと分画される。このことは、細胞分離のための標準
的技術を使用して達成することができ、それらの標準的技術としては、組織をその構成細
胞へと解離する酵素処理、その後の特定の細胞型のクローニング及び選択、例えば、限定
するものではないが、形態学的マーカー及び／又は生化学的マーカーに基づく選択；所望
される細胞の選択的増殖（正の選択）、不必要な細胞の選択的破壊（負の選択）；例えば
大豆凝集素を使用するような、混合集団中での示差的な細胞凝集能に基づく分離；凍結－
解凍手順；混合集団中での示差的な細胞接着特性；濾過；従来の遠心分離法及びゾーン遠
心分離法；遠心溶出法（対向流遠心分離法）；単位重力分離法；向流分布法；電気泳動；
及び蛍光活性化セルソーター（ＦＡＣＳ）が挙げられるが、これらに限定されない。クロ
ーン選択及び細胞分離技術の概説に関しては、参照により本明細書に組み込まれる、Ｆｒ
ｅｓｈｎｅｙ、１９９４年、「ＣＵＬＴＵＲＥ　ＯＦ　ＡＮＩＭＡＬ　ＣＥＬＬＳ：Ａ　
ＭＡＮＵＡＬ　ＯＦ　ＢＡＳＩＣ　ＴＥＣＨＮＩＱＵＥＳ，３ｒｄ　Ｅｄ．」、Ｗｉｌｅ
ｙ－Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ）を参照されたい。
【００６４】
　培養培地は、例えば、必要に応じて、例えばピペットで、皿から培地を慎重に吸引して
、新鮮培地を補充することによって変更される。インキュベーションは、十分な数又は密
度の細胞が、皿内に蓄積するまで継続される。標準的技術を使用して、又はセルスクレー
パーを使用して、元の外移植組織の切片を取り出し、残余の細胞をトリプシン処理するこ
とができる。トリプシン処理の後、細胞を収集して、新鮮培地に取り出し、上記のように
インキュベートする。一部の実施形態では、培地は、トリプシン処理の約２４時間後に、
少なくとも１回交換して、あらゆる浮遊細胞を除去する。培養下に残存する細胞が、ＵＴ
Ｃであると見なされる。
【００６５】
　ＵＴＣは、凍結保存することができる。したがって、以下でより詳細に説明される、好
ましい実施形態では、自家移入に関する（母又は子のいずれかに関する）ＵＴＣは、子供
の誕生後に適切な分娩後組織から誘導して、次いで、それらのＵＴＣが後に移植に必要と
される事象で利用可能となるように、凍結保存することができる。
【００６６】
　臍由来細胞及び胎盤由来細胞の特性
　臍由来細胞及び胎盤由来細胞は、例えば、増殖特性（例えば、集団倍加能力、倍加時間
、老化までの継代数）、核型分析（例えば、正常核型；母体系統又は新生児系統）、フロ
ーサイトメトリー（例えば、ＦＡＣＳ分析）、免疫組織化学及び／又は免疫細胞化学（例
えば、エピトープの検出に関する）、遺伝子発現プロファイリング（例えば、遺伝子チッ
プアレイ；ポリメラーゼ連鎖反応（例えば、逆転写酵素ＰＣＲ、リアルタイムＰＣＲ、及
び従来のＰＣＲ））、タンパク質アレイ、タンパク質分泌（例えば、血漿凝固アッセイ又
はＰＤＣ－馴化培地の分析によるもの、例えば、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ
）によるもの）、混合リンパ球反応（例えば、ＰＢＭＣの刺激の尺度として）、並びに／
あるいは当技術分野において既知の他の方法によって、特徴付けることができる。
【００６７】
　胎盤組織由来の細胞の例は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌ
ｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ、Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ）に寄託されており、以下のＡＴＣＣ
受託番号が割り当てられている：（１）菌株表示ＰＬＡ　０７１００３（Ｐ８）は、２０



(18) JP 6000982 B2 2016.10.5

10

20

30

40

50

０４年６月１５日に寄託され、受託番号ＰＴＡ－６０７４が割り当てられ；（２）菌株表
示ＰＬＡ　０７１００３（Ｐ１１）は、２００４年６月１５日に寄託され、受託番号ＰＴ
Ａ－６０７５が割り当てられ；（３）菌株表示ＰＬＡ　０７１００３（Ｐ１６）は、２０
０４年６月１６日に寄託され、受託番号ＰＴＡ－６０７９が割り当てられている。臍組織
由来の細胞の例は、２００４年６月１０日に、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕ
ｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎに寄託されており、以下のＡＴＣＣ受託番号が割り当てられ
ている：（１）菌株表示ＵＭＢ　０２２８０３（Ｐ７）は、受託番号ＰＴＡ－６０６７が
割り当てられ；（２）菌株表示ＵＭＢ　０２２８０３（Ｐ１７）は、受託番号ＰＴＡ－６
０６８が割り当てられている。
【００６８】
　様々な実施形態では、それらの細胞は、以下の増殖の特徴のうちの１つ以上を保有する
：（１）培養下での増殖のためにＬ－バリンを必要とする；（２）約５％～少なくとも約
２０％の酸素を含有する大気中での増殖が可能である；（３）老化に到達する前に、培養
下で少なくとも約４０回倍加する潜在能力を有する；（４）コーティングされた、若しく
はコーティングされていない組織培養容器上に付着して増殖し、このコーティングされた
組織培養容器は、ゼラチン、ラミニン、コラーゲン、ポリオルニチン、ビトロネクチン、
又はフィブロネクチンのコーティングを含む。
【００６９】
　特定の実施形態では、それらの細胞は、その細胞が継代される際に維持される、正常核
型を有する。核型分析は、胎盤由来の母体細胞から、新生児細胞を同定して識別するため
に、特に有用である。核型分析に関する方法は、当業者に利用可能であり、既知である。
【００７０】
　他の実施形態では、それらの細胞は、（１）組織因子、ビメンチン、及びα－平滑筋ア
クチンのうちの少なくとも１つの産生；（２）フローサイトメトリーによって検出される
ような、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、及びＨ
ＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃ細胞表面マーカーのうちの少なくとも１つの産生を含めた、特定のタン
パク質の産生によって特徴付けることができる。他の実施形態では、ＵＴＣは、フローサ
イトメトリーによって検出されるような、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、Ｃ
Ｄ８６、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１、ＣＤ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、及びＨＬＡ－
ＤＲ、ＤＰ、ＤＱ細胞表面マーカーのうちの少なくとも１つの産生の欠如によって、特徴
付けることができる。組織因子、ビメンチン、及びα－平滑筋アクチンのうちの少なくと
も２つを産生する細胞が、特に好ましい。タンパク質組織因子、ビメンチン、及びα－平
滑筋アクチンの３つ全てを産生するような細胞が、より好ましい。
【００７１】
　他の実施形態では、それらの細胞は、線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細
胞である、ヒト細胞と比べて、インターロイキン８；レチクロン１；ケモカイン（Ｃ－Ｘ
－Ｃモチーフ）リガンド１（黒色腫増殖刺激活性、α）；ケモカイン（Ｃ－Ｘ－Ｃモチー
フ）リガンド６（顆粒球走化性タンパク質２）；ケモカイン（Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフ）リガ
ンド３；腫瘍壊死因子、及びα誘導タンパク質３のうちの、少なくとも１つをコードする
遺伝子に関して増大する、遺伝子の発現によって特徴付けることができる。
【００７２】
　更に他の実施形態では、細胞は、線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞で
ある、ヒト細胞と比べて、低身長ホメオボックス２；熱ショック２７ｋＤａタンパク質２
；ケモカイン（Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフ）リガンド１２（ストロマ細胞由来因子１）；エラス
チン（大動脈弁上狭窄症、ウィリアムズ－ビューレン症候群）；ホモサピエンスｍＲＮＡ
；ｃＤＮＡ　ＤＫＦＺｐ５８６Ｍ２０２２（クローンＤＫＦＺｐ５８６Ｍ２０２２由来）
；間葉ホメオボックス２（増殖停止特異的ホメオボックス）；ｓｉｎｅ　ｏｃｕｌｉｓホ
メオボックスホモログ１（ドロソフィラ）；クリスタリン、α　Ｂ；形態形成のｄｉｓｈ
ｅｖｅｌｅｄ関連アクチベータ２；ＤＫＦＺＰ５８６Ｂ２４２０タンパク質；ニューラリ
ン１の類似体；テトラネクチン（プラスミノーゲン結合タンパク質）；ｓｒｃ相同性３（
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ＳＨ３）及びシステイン豊富ドメイン；コレステロール２５－ヒドロキシラーゼ；ｒｕｎ
ｔ関連転写因子３；インターロイキン１１受容体α；プロコラーゲンＣ－エンドペプチダ
ーゼエンハンサー；ｆｒｉｚｚｌｅｄホモログ７（ドロソフィラ）；仮定的遺伝子ＢＣ０
０８９６７；コラーゲン、ＶＩＩＩ型、α　１；テネイシンＣ（ヘキサブラキオン）；ｉ
ｒｏｑｕｏｉｓホメオボックスタンパク質５；へファエスチン；インテグリンβ　８；シ
ナプス小胞糖タンパク質２；神経芽腫、腫瘍形成抑制１；インスリン様増殖因子結合タン
パク質２、３６ｋＤａ；ホモサピエンスｃＤＮＡ　ＦＬＪ１２２８０ｆｉｓ、クローンＭ
ＡＭＭＡ１００１７４４；サイトカイン受容体様因子１；カリウム中間体／低コンダクタ
ンスカルシウム活性化チャネル、サブファミリーＮ、メンバー４；インテグリン、β　７
；ＰＤＺ結合モチーフ（ＴＡＺ）を有する転写コアクチベーター；ｓｉｎｅ　ｏｃｕｌｉ
ｓホメオボックスホモログ２（ドロソフィラ）；ＫＩＡＡ１０３４タンパク質；小胞関連
膜タンパク質５（ミオブレビン）；ＥＧＦ含有フィビュリン様細胞外マトリックスタンパ
ク質１；初期成長応答３；ｄｉｓｔａｌ－ｌｅｓｓホメオボックス５；仮定的タンパク質
ＦＬＪ２０３７３；アルド－ケト還元酵素ファミリー１、メンバーＣ３（３－αヒドロキ
システロイドデヒドロゲナーゼ、ＩＩ型）；バイグリカン；ＰＤＺ結合モチーフ（ＴＡＺ
）を有する転写コアクチベーター；フィブロネクチン１；プロエンケファリン；インテグ
リン、β様１（ＥＧＦ様リピートドメインを有する）；ホモサピエンスｍＲＮＡ完全長イ
ンサートｃＤＮＡクローンＥＵＲＯＩＭＡＧＥ１９６８４２２；ＥｐｈＡ３；ＫＩＡＡ０
３６７タンパク質；ナトリウム利尿ペプチド受容体Ｃ／グアニル酸シクラーゼＣ（心房ナ
トリウム利尿ペプチド受容体Ｃ）；仮定的タンパク質ＦＬＪ１４０５４；ホモサピエンス
ｍＲＮＡ；ｃＤＮＡ　ＤＫＦＺｐ５６４Ｂ２２２（クローンＤＫＦＺｐ５６４Ｂ２２２由
来）；ＢＣＬ２／アデノウイルスＥ１Ｂ　１９ｋＤａ相互作用タンパク質３様；ＡＥ結合
タンパク質１；シトクロムｃオキシダーゼサブユニットＶＩＩａポリペプチド１（筋肉）
のうちの、少なくとも１つをコードする遺伝子に関して減少する、遺伝子の発現によって
特徴付けることができる。
【００７３】
　他の実施形態では、それらの細胞は、ＭＣＰ－１、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＧＣＰ－２、
ＨＧＦ、ＫＧＦ、ＦＧＦ、ＨＢ－ＥＧＦ、ＢＤＮＦ、ＴＰＯ、ＭＩＰ１ａ、ＲＡＮＴＥＳ
、及びＴＩＭＰ１のうちの、少なくとも１つの分泌によって特徴付けることができる。代
替的実施形態では、それらの細胞は、ＥＬＩＳＡによって検出されるような、ＴＧＦ－β
２、ＡＮＧ２、ＰＤＧＦｂｂ、ＭＩＰ１ｂ、Ｉ３０９、ＭＤＣ、及びＶＥＧＦのうちの、
少なくとも１つの分泌の欠如によって特徴付けることができる。
【００７４】
　好ましい実施形態では、それらの細胞は、上記の増殖特性、タンパク質／表面マーカー
の産生特性、遺伝子発現特性、又は物質分泌特性のうちの２つ以上を含む。それらの特性
のうちの３つ、４つ、又は５つ以上を含むような細胞が、より好ましい。それらの特性の
うちの６つ、７つ、又は８つ以上を含む細胞が、更により好ましい。上記の特性の全てを
含むような細胞が、現時点では更により好ましい。
【００７５】
　本発明の一実施形態では、それらの細胞は、実質的に血液を含まない、ヒト臍帯組織か
ら単離され、培養下での自己複製及び増殖が可能であり、他の表現型の細胞へと分化する
潜在能力を有し、少なくとも４０回の倍加を経ることができ、（ａ）ＣＤ１０、ＣＤ１３
、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、ＰＤ－Ｌ２、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、
Ｃのそれぞれを発現し、（ｂ）ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ８６、Ｃ
Ｄ１１７、ＣＤ１４１、ＣＤ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、又はＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ
、ＤＱのいずれも発現せず（ｃ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞であ
る、ヒト細胞と比べて、インターロイキン８；レチクロン１；ケモカイン受容体リガンド
（Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフ）リガンド３の発現の増大、の特性を有する、臍帯組織由来細胞で
ある。一実施形態では、これらの臍帯由来細胞はまた、以下の特性のうちの１つ以上も有
し得る；（ａ）因子ＭＣＰ－１、ＭＩＰ１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＧＣＰ－２、ＨＧＦ
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、ＫＧＦ、ＦＧＦ、ＨＢ－ＥＧＦ、ＢＤＮＦ、ＴＰＯ、ＲＡＮＴＥＳ、及びＴＩＭＰ１の
それぞれの分泌；（ｂ）因子ＳＤＦ－１α　ＴＧＦ－β２、ＡＮＧ２、ＰＤＧＦｂｂ、Ｍ
ＩＰ１ａ、及びＶＥＧＦのいずれの分泌もなし。別の実施形態では、これらの臍帯組織由
来細胞は、ｈＴＥＲＴ又はテロメラーゼを発現しない。
【００７６】
　幾つかの態様で本発明と共に使用するために、現時点で好ましい細胞は、とりわけ、上
述の特性を有する臍帯組織由来細胞であり、より具体的には、それらの細胞が、正常核型
を有し、継代で正常核型を維持する場合であり、更には、それらの細胞が、マーカーＣＤ
１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ
、Ｃのそれぞれを発現する場合であり、それらの細胞が、列記されたマーカーに対応する
、免疫学的に検出可能なタンパク質を産生する場合である。前述に加えて、フローサイト
メトリーによって検出されるような、マーカーＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１１
７、ＣＤ１４１、又はＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱのいずれに対応するタンパク質も産生し
ないような細胞が、更により好ましい。
【００７７】
　様々な表現型に導かれる株に沿って分化する潜在能力を有する特定の細胞は、不安定で
あるため、自然発生的に分化する場合がある。例えば、神経株に沿って、自然発生的に分
化することのない細胞が、本発明と共に使用するために、現時点で好ましい。好ましい細
胞は、増殖培地中で増殖させる場合、それらの細胞の表面上に産生される細胞マーカーに
関して、また例えば、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＧＥＮＥＣＨＩＰ（登録商標）を使用して
判定されるような、様々な遺伝子の発現パターンに関して、実質的に安定である。それら
の細胞は、例えば、複数回の集団倍加を経る継代にわたって、それらの表面マーカー特性
を、実質的に一定なまま保持する。
【００７８】
　しかしながら、それらの細胞の１つの特徴は、分化誘導細胞培養条件に、それらの細胞
を曝すことによって、神経系統の表現型へと分化するように、それらの細胞を意図的に誘
導することができる点である。このことは、当該技術分野において既知の１つ以上の方法
によって、達成することができる。例えば、本明細書で例示されるように、臍帯組織由来
細胞は、Ｂ２７（Ｂ２７サプリメント、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、Ｌ－グルタミン、及び
ペニシリン／ストレプトマイシンを含有する、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ－Ａ培地（Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））中、ラミニンでコーティングされたフラスコ
上にプレーティングすることができ、この培地の組合せは、本明細書では、神経前駆細胞
増殖（ＮＰＥ）培地と称される。ＮＰＥ培地には、ｂＦＧＦ及び／又はＥＧＦを更に添加
することができる。あるいは、ＵＴＣは、（１）神経前駆細胞と共に、ＵＴＣを共培養す
ることによって、又は（２）神経前駆細胞の馴化培地中で、ＵＴＣを増殖させることによ
って、インビトロで分化するように誘導することができる。
【００７９】
　ＵＴＣの分化は、伸長した突起を有する双極細胞の形態によって、実証することができ
る。誘導された細胞集団は、ネスチンの存在に関して、陽性に染色することができる。分
化したＵＴＣは、ネスチン、ＴｕＪ１（ＢＩＩＩチューブリン）、ＧＦＡＰ、チロシンヒ
ドロキシラーゼ、ＧＡＢＡ、Ｏ４、及び／又はＭＢＰの検出によって、評価することがで
きる。一部の実施形態では、ＵＴＣは、ニューロスフェアの神経幹細胞形成に固有の、３
次元体を形成する能力を呈している。
【００８０】
　ＵＴＣの集団、改変、成分、及び産物
　本発明の別の態様は、上述のＵＴＣの集団を特徴とする。一部の実施形態では、この細
胞集団は不均質である。本発明の不均質な細胞集団は、少なくとも約５％、１０％、２０
％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、９０％、又は９５％の、本発明
のＵＴＣを含み得る。本発明の不均質な細胞集団は、幹細胞、又は神経前駆細胞などの他
の前駆細胞を更に含み得るか、あるいは完全に分化した神経細胞を更に含み得る。一部の
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実施形態では、この集団は、実質的に均質であり、すなわち、実質的にＵＴＣのみ（好ま
しくは、少なくとも約９６％、９７％、９８％、９９％以上のＵＴＣ）を含む。本発明の
均質な細胞集団は、臍由来細胞を含む。臍由来細胞の均質な集団は、好ましくは、母体系
統の細胞を含まない。細胞集団の均質性は、当該技術分野において既知の任意の方法によ
って、例えば、細胞選別（例えば、フローサイトメトリー）によって、又は既知の方法に
よるクローン増殖によって、達成することができる。それゆえ、好ましい均質なＵＴＣ集
団は、臍帯組織由来細胞のクローン細胞株を含み得る。そのような集団は、極めて望まし
い機能性を有する細胞クローンが単離されている場合、特に有用である。
【００８１】
　また、神経形成経路に沿った幹細胞分化を刺激する、１種以上の因子の存在下、又は条
件下でインキュベートされた細胞の集団も、本明細書で提供される。そのような因子は、
当該技術分野において既知であり、当業者には、分化に好適な条件の決定は、慣用の実験
方法を使用して達成することができる点が、理解されるであろう。そのような条件の最適
化は、統計的実験計画及び分析によって達成することができ、例えば、応答曲面法により
、例えば生物学的培養での、複数の変数の同時最適化が可能となる。現時点で好ましい因
子としては、増殖因子又は栄養因子などの因子、脱メチル化剤、神経系統細胞との共培養
又は神経系統細胞の馴化培地中での培養、並びに神経形成経路又は系統に沿った幹細胞分
化を刺激するための、当該技術分野において既知の他の条件（例えば、Ｌａｎｇ，Ｋ．Ｊ
．Ｄ．ら、２００４年、Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｒｅｓ．７６：１８４～１９２；Ｊｏｈ
ｅ，Ｋ．Ｋ．ら、１９９６年、Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖｅｌ．１０：３１２９～３１４０；Ｇ
ｏｔｔｌｅｉｂ，Ｄ．２００２年、Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．２５：３８１～
４０７を参照）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００８２】
　ＵＴＣはまた、例えば、神経治療的に有用な遺伝子産物を産生するように、又は腫瘍の
治療のための抗腫瘍薬を産生するように、遺伝子改変することもできる。遺伝子改変は、
様々なベクターのうちのいずれかを使用して達成することができ、それらのベクターとし
ては、組み込みウイルスベクター、例えば、レトロウイルスベクター若しくはアデノ随伴
ウイルスベクター；非組み込み複製ベクター、例えば、パピローマウイルスベクター、Ｓ
Ｖ４０ベクター、アデノウイルスベクター；又は複製欠陥ウイルスベクターが挙げられる
が、これらに限定されない。細胞内にＤＮＡを導入する他の方法としては、リポソーム、
電気穿孔法、粒子ガンの使用、又は直接的ＤＮＡ注入によるものが挙げられる。
【００８３】
　宿主細胞は、好ましくは、とりわけ、プロモーター配列若しくはエンハンサー配列、転
写ターミネーター、ポリアデニル化部位などの、１つ以上の適切な発現制御要素、及び選
択マーカーによって制御されるか、あるいは有効に関連するＤＮＡで、形質転換又は形質
移入される。任意のプロモーターを使用して、挿入遺伝子の発現を駆動することができる
。例えば、ウイルスプロモーターとしては、ＣＭＶプロモーター／エンハンサー、ＳＶ　
４０、パピローマウイルス、エプスタイン－バールウイルス、又はエラスチン遺伝子プロ
モーターが挙げられるが、これらに限定されない。一部の実施形態では、目的の遺伝子の
発現を制御するために使用される、これらの制御要素が、遺伝子の調節発現を可能とする
ことにより、インビボで必要とされる場合にのみ、その産物が合成される。一過性発現が
所望される場合には、構成的プロモーターが、好ましくは、非組み込みベクター及び／又
は複製欠陥ベクター内で使用される。あるいは、誘導性プロモーターを使用して、必要と
される際に、挿入遺伝子の発現を駆動することも可能である。誘導性プロモーターとして
は、メタロチオネイン及び熱ショックタンパク質に関連するものが挙げられるが、これら
に限定されない。
【００８４】
　外来ＤＮＡの導入後に、操作された細胞を、富化培地中で増殖させ、次いで、選択培地
に切り替えることができる。外来ＤＮＡ中の選択マーカーは、選択に耐性を付与し、細胞
が、例えば、プラスミド上に、その染色体中に外来ＤＮＡを安定に組み込み、増殖して増
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殖巣を形成することを可能にし、次にこの増殖巣は、クローン化して細胞株へと増殖する
ことができる。この方法は、有利には、遺伝子産物を発現する細胞株を操作するために、
使用することができる。
【００８５】
　本発明の細胞は、植え込み部位での炎症若しくは拒絶反応を促進する因子の発現を、「
ノックアウト」又は「ノックダウン」するように、遺伝子組み換えすることができる。標
的遺伝子発現レベル又は標的遺伝子産物活性レベルの低減のための、負変調技術を、以下
で説明する。「負変調」とは、本明細書で使用するとき、調節処理の非存在下での標的遺
伝子産物のレベル及び／又は活性に対する、標的遺伝子産物のレベル及び／又は活性の低
減を指す。ニューロン又はグリア細胞に天然の遺伝子の発現は、例えば、相同組み換え技
術を使用して遺伝子を不活性化させることによる、発現の阻害を含めた、数多くの技術を
使用して、低減若しくはノックアウトすることができる。典型的には、タンパク質の重要
領域をコードするエクソン（すなわち、その領域に対して５’側のエクソン）が、陽性選
択マーカー、例えばｎｅｏによって干渉され、標的遺伝子からの正常なｍＲＮＡの産生が
妨げられて、その遺伝子の不活性化がもたらされる。遺伝子はまた、遺伝子の一部に欠失
を作り出すことによって、又は遺伝子全体を欠失させることによって、不活性化すること
もできる。ゲノム中で離間している、標的遺伝子に対して２つの相同な領域を有する、構
築物を使用することによって、その２つの領域に介在する配列を、欠失させることができ
る（Ｍｏｍｂａｅｒｔｓら、１９９１年、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．
Ａ．８８：３０８４～３０８７）。アンチセンス、ＤＮＡザイム、リボザイム、低分子干
渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、及び標的遺伝子の発現を阻害する他のそのような分子もまた、
標的遺伝子活性のレベルを低減するために使用することができる。例えば、主要組織適合
遺伝子複合体（ＨＬＡ）の発現を阻害する、アンチセンスＲＮＡ分子は、免疫反応に関し
て、最も汎用的であることが示されている。また更には、標的遺伝子活性のレベルを低減
する際に、３重螺旋分子を利用することもできる。これらの技術は、Ｌ．Ｇ．Ｄａｖｉｓ
ら（編）、１９９４年、「ＢＡＳＩＣ　ＭＥＴＨＯＤＳ　ＩＮ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　Ｂ
ＩＯＬＯＧＹ，２ｎｄ　ｅｄ．」、Ａｐｐｌｅｔｏｎ　＆　Ｌａｎｇｅ（Ｎｏｒｗａｌｋ
，ＣＮ）によって、詳細に説明されている。
【００８６】
　他の態様では、本発明は、ＵＴＣから調製される細胞溶解物及び細胞可溶性画分、又は
ＵＴＣを含む不均質若しくは均質な細胞集団、並びに遺伝子改変されているか、又は神経
形成経路に沿って分化するように刺激されている、ＵＴＣ若しくはその集団を提供する。
そのような溶解物及びその画分は、多くの有用性を有する。インビボでのＵＴＣ溶解物の
可溶性画分（すなわち、実質的に膜を含まない）の使用により、例えば、拒絶反応、又は
他の有害な免疫学的応答を誘発する可能性が最も高い、相当量の細胞表面タンパク質を導
入することなく、有益な細胞内環境を、患者内で同種異系的に使用することが可能となる
。細胞を溶解する方法は、当該技術分野において周知であり、機械的破壊、酵素的破壊、
若しくは化学的破壊、又はこれらの組合せの、様々な手段を含む。そのような細胞溶解物
は、増殖培地中の細胞から、直接調製することができ、それゆえ、分泌された増殖因子な
どを含有するか、又は例えば、ＰＢＳ若しくは他の溶液中で洗浄された、培地を含まない
細胞から調製することができる。洗浄細胞は、好ましい場合には、元の集団密度よりも高
い濃度で、再懸濁させることができる。
【００８７】
　一実施形態では、例えば、細胞を破壊し、その後に細胞画分を分離しないことによって
、細胞溶解物の全体が調製される。別の実施形態では、当該技術分野において既知の慣用
的方法、例えば、遠心分離、濾過、又は同様の方法によって、細胞の可溶性画分から、細
胞膜画分が分離される。
【００８８】
　臍帯組織由来細胞の集団から調製される、細胞溶解物又は細胞可溶性画分は、そのまま
使用するか、例えば限外濾過若しくは凍結乾燥によって更に濃縮するか、又は更に乾燥さ
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せるか、部分的に精製するか、当該技術分野において既知の、薬学的に許容できる担体若
しくは希釈剤と組み合わせるか、又は生物学的製剤、例えば薬学的に有用なタンパク質組
成物などの、他の化合物と組み合わせることができる。細胞溶解物又はその画分は、イン
ビトロ若しくはインビボで、単独で、又は、例えば自家若しくは同系の生細胞と共に、使
用することができる。細胞溶解物は、インビボに導入される場合には、治療部位で局所的
に、又は遠隔に導入して、例えば、必要な細胞増殖因子を、患者に提供することができる
。
【００８９】
　更なる実施形態では、ＵＴＣは、インビトロで培養することにより、生物学的産物を高
収率で産生することができる。例えば、そのような細胞は、目的とする具体的な生物学的
産物（例えば、栄養因子）を天然に産生するか、又は生物学的産物を産生するように遺伝
子操作されており、本明細書で説明される培養技術を使用して、クローン増殖させること
ができる。あるいは、神経系統への分化を誘導する培地中で、細胞を増殖させることがで
きる。いずれの場合でも、その細胞によって産生され、培地中に分泌された生物学的産物
は、例えば、幾つか例を挙げると、示差的タンパク質沈殿法、イオン交換クロマトグラフ
ィー、ゲル濾過クロマトグラフィー、電気泳動、及びＨＰＬＣなどの、標準的な分離技術
を使用して、容易に単離することができる。「バイオリアクター」を使用して、例えば、
インビトロで３次元培養物に栄養を与えるための、フロー法を活用することができる。本
質的には、新鮮培地が、３次元培養物を通過する際、生物学的産物は、培養物から洗い出
され、次いで、上記のように、その流出物から単離することができる。
【００９０】
　あるいは、目的の生物学的産物は、細胞内部に留まる場合があり、それゆえ、その収集
には、上述のように、細胞を溶解させることが必要となる場合がある。次いで、上記の技
術のうちの、任意の１つ以上を使用して、その生物学的産物を精製することができる。
【００９１】
　他の実施形態では、本発明は、以下で説明するような、インビトロ及びインビボでの使
用のための、培養ＵＴＣ由来の馴化培地を提供する。このＵＴＣ馴化培地の使用により、
拒絶反応又は他の有害な免疫学的応答を誘発する恐れがある無傷細胞を導入することなく
、ＵＴＣによって分泌された有益な栄養因子を、患者内で同系異種的に使用することが可
能となる。馴化培地は、培養培地中で細胞を培養し、次いで、その培地から細胞を除去す
ることによって調製される。
【００９２】
　臍帯組織由来細胞の集団から調製される馴化培地は、そのまま使用するか、例えば限外
濾過若しくは凍結乾燥によって更に濃縮するか、又は更に乾燥させるか、部分的に精製す
るか、当該技術分野において既知の、薬学的に許容できる担体若しくは希釈剤と組み合わ
せるか、又は生物学的製剤、例えば薬学的に有用なタンパク質組成物などの、他の化合物
と組み合わせることができる。馴化培地は、インビトロ若しくはインビボで、単独で、又
は、例えば自家若しくは同系の生細胞と共に、使用することができる。この馴化培地は、
インビボに導入される場合には、治療部位で局所的に、又は遠隔に導入して、例えば必要
な細胞増殖因子若しくは栄養因子を、患者に提供することができる。
【００９３】
　別の実施形態では、液体、固体、又は半個体の基質上にＵＴＣを培養することによって
産生される、細胞外マトリックス（ＥＣＭ）が調製、収集され、組織の修復又は置換を必
要とする患者内への、生細胞の植え込みの代替案として利用される。ＵＴＣが、インビト
ロで、本明細書の他の箇所で説明されるような３次元フレームワーク上に、所望の量のＥ
ＣＭがそのフレームワーク上に分泌されるような条件下で、培養される。このことは、そ
の新たな組織を取り出して、例えば注射剤としての、更なる使用のために、そのＥＣＭを
処理することを含む。このことを達成するために、フレームワーク上の細胞を死滅させ、
そのフレームワークから、あらゆる細胞残渣を除去する。このプロセスは、多種多様な方
法で実施することができる。例えば、凍結保存剤を使用することなく、その生組織を液体
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窒素中で急速冷凍することができ、又は細胞が浸透圧に反応して破裂するように、滅菌蒸
留水中に組織を浸漬させることができる。
【００９４】
　細胞を死滅させた後、ＥＤＴＡ、ＣＨＡＰＳ、又は双極性イオン性洗剤などの、穏和な
洗剤すすぎで処理することによって、細胞膜を破壊し、細胞残渣を除去することができる
。あるいは、細胞膜を分解し、細胞内容物の除去を可能とする試薬で、その組織を酵素消
化させ、かつ／又は抽出することができる。そのような酵素の例としては、ヒアルロニダ
ーゼ、ディスパーゼ、プロテアーゼ、及びヌクレアーゼが挙げられるが、これらに限定さ
れない。洗剤の例としては、例えば、アルキルアリールポリエーテルアルコール（ＴＲＩ
ＴＯＮ　Ｘ－１００）、オクチルフェノキシポリエトキシ－エタノール（Ｒｏｈｍ　ａｎ
ｄ　Ｈａａｓ（Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，ＰＡ））、ＢＲＩＪ－３５、ポリエトキシエ
タノールラウリルエーテル（Ａｔｌａｓ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇ
ｏ，ＣＡ））、ポリソルベート２０（ＴＷＥＥＮ　２０）、ポリエトキシエタノールソル
ビタンモノラウラート（Ｒｏｈｍ　ａｎｄ　Ｈａａｓ）、ポリエチレンラウリルエーテル
（Ｒｏｈｍ　ａｎｄ　Ｈａａｓ）などの、非イオン性洗剤；及び、例えば、ドデシル硫酸
ナトリウム、硫酸化高級脂肪族アルコール、分枝鎖又は非分枝鎖中に７～２２個の炭素原
子を含有するスルホン化アルカン及びスルホン化アルキルアレンなどの、イオン性洗剤が
挙げられる。
【００９５】
　ＥＣＭの収集は、例えば、新たな組織が形成されている３次元フレームワークが、生分
解性であるか又は非生分解性であるかに応じて、様々な方法で達成することができる。例
えば、そのフレームワークが、非生分解性である場合には、音波処理、高圧水ジェット、
機械的掻き取り、又は洗剤若しくは酵素での穏和な処理、あるいは上記の任意の組合せを
、そのフレームワークに施すことによって、ＥＣＭを取り出すことができる。
【００９６】
　フレームワークが、生分解性である場合には、例えば、そのフレームワークを溶液中で
分解させるか、又は溶解させることによって、ＥＣＭを収集することができる。あるいは
、生分解性フレームワークが、それ自体ＥＣＭと共に注射することができる材料からなる
場合には、そのフレームワーク及びＥＣＭは、その後の注射のために、全体として処理す
ることができる。あるいは、ＥＣＭは、非生分解性フレームワークからのＥＣＭの収集に
関して上述された方法のうちのいずれかによって、生分解性フレームワークから取り出す
ことができる。全ての収集プロセスは、好ましくは、ＥＣＭを変性させないように設計さ
れる。
【００９７】
　ＥＣＭを収集した後、更にＥＣＭを処理することができる。例えば、ＥＣＭは、音波処
理などによる、当該技術分野において周知の技術を使用して、微粒子へと均質化すること
ができるため、そのＥＣＭは、外科用ニードルの中を通過することができる。ＥＣＭの成
分は、必要に応じて、γ線照射によって架橋することができる。好ましくは、ＥＣＭは、
０．２５～２メガラドで照射することにより、ＥＣＭを滅菌及び架橋することができる。
グルタルアルデヒドなどの、毒性の薬剤を使用する化学架橋も可能であるが、一般的には
好ましくない。
【００９８】
　ＥＣＭ中に存在する様々なタイプのコラーゲンなどの、タンパク質の量及び／又は比率
は、本発明の細胞によって産生されるＥＣＭと、１種以上の他の細胞型のＥＣＭとを混合
することによって、調整することができる。更には、タンパク質、増殖因子、及び／又は
薬物などの、生物学的に活性な物質を、ＥＣＭ中に組み込むことができる。例示的な生物
学的に活性な物質としては、注射部位での治癒及び組織修復を促進する、ＴＧＦ－βなど
のような、組織増殖因子が挙げられる。そのような追加的薬剤は、例えば、細胞溶解物の
全体、可溶性細胞分画、あるいはＵＴＣによって産生される更なる精製成分及び産物と共
に、本明細書で上述された任意の実施形態で利用することができる。
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【００９９】
　ＵＴＣ、ＵＴＣの成分又は産物を含む、医薬組成物
　別の態様では、本発明は、神経変性状態（例えば、筋萎縮性側索硬化症など）の治療の
ための様々な方法で、ＵＴＣ、ＵＴＣ集団、ＵＴＣの成分及び産物を利用する、医薬組成
物を提供する。特定の実施形態は、生細胞（ＵＴＣ単独、又は他の細胞型との混合）を含
む、医薬組成物を包含する。他の実施形態は、ＵＴＣ細胞成分（例えば、細胞溶解物、可
溶性細胞画分、馴化培地、ＥＣＭ、又は前述のうちのいずれかの成分）、又は産物（例え
ば、ＵＴＣによって天然に、若しくは遺伝子改変を通じて産生される、栄養因子及び他の
生物学的因子、ＵＴＣ培養物由来の馴化培地）を含む、医薬組成物を包含する。いずれの
場合でも、この医薬組成物は、当該技術分野において既知の、抗炎症剤、抗アポトーシス
剤、抗酸化剤、増殖因子、神経栄養因子、又は神経再生薬若しくは神経保護薬などの、他
の活性剤を更に含み得る。
【０１００】
　ＵＴＣ医薬組成物に添加することができる、他の成分の実施例としては、幾つか例を挙
げると、（１）他の神経保護薬又は神経有効薬；（２）当該技術分野において既知の１つ
以上のタイプのコラーゲンなどの、選択された細胞外マトリックス成分、並びに／あるい
は増殖因子、多血小板血漿、及び薬剤（あるいは、ＵＴＣは、増殖因子を発現及び産生す
るように、遺伝子組み換えすることもできる）；（３）抗アポトーシス剤（例えば、エリ
スロポエチン（ＥＰＯ）、ＥＰＯミメティボディ、トロンボポエチン、インスリン様増殖
因子（ＩＧＦ）－Ｉ、ＩＧＦ－ＩＩ、肝細胞増殖因子、カスパーゼ阻害剤）；（４）抗炎
症化合物（例えば、ｐ３８　ＭＡＰキナーゼ阻害剤、ＴＧＦ－β阻害剤、スタチン、ＩＬ
－６及びＩＬ－１阻害剤、ＰＥＭＩＲＯＬＡＳＴ、ＴＲＡＮＩＬＡＳＴ、ＲＥＭＩＣＡＤ
Ｅ（登録商標）、ＳＩＲＯＬＩＭＵＳ、及び非ステロイド系抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）（Ｔ
ＥＰＯＸＡＬＩＮ、ＴＯＬＭＥＴＩＮ、及びＳＵＰＲＯＦＥＮなど）；（５）カルシニュ
リン阻害剤、ｍＴＯＲ阻害剤、抗増殖薬、コルチコステロイド、及び様々な抗体などの、
免疫抑制剤あるいは免疫調節剤；（６）プロブコール、ビタミンＣ及びビタミンＥ、補酵
素Ｑ－１０、グルタチオン、Ｌ－システイン、並びにＮ－アセチルシステインなどの、抗
酸化剤；（７）局所麻酔剤が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０１】
　本発明の医薬組成物は、薬学的に許容できる担体又は培地と共に製剤される、ＵＴＣ、
又はその成分若しくは産物を含む。薬学的に許容できる好適な担体としては、水、食塩水
（リンガー液などの）、アルコール、油、ゼラチン、及び炭水化物（ラクトース、アミロ
ース、若しくはデンプンなどの）、脂肪酸エステル、ヒドロキシメチルセルロース、及び
ポリビニルピロリドンが挙げられる。そのような調製物は、滅菌することができ、また必
要に応じて、滑沢剤、防腐剤、安定剤、湿潤剤、乳化剤、浸透圧に影響を及ぼす塩、緩衝
剤、及び着色剤などの、補助剤と混合することができる。本発明での使用に関して好適な
医薬担体は、当該技術分野において既知であり、例えば、Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ
　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ（１７ｔｈ　Ｅｄ．Ｍａｃｋ　Ｐｕｂ．Ｃｏ．（Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ
））及び国際公開第９６／０５３０９号で説明されている。
【０１０２】
　排他的ではないが、典型的には、ＵＴＣの成分又は産物を含むが、生細胞を含まない医
薬組成物は、液体として（又は経口送達が適切である場合には、固形錠剤、カプセル剤な
どとして）製剤される。これらの医薬組成物は、標的神経組織への薬剤及び生体分子の送
達を達成するための、当該技術分野において既知の、許容可能な任意の経路による投与に
関して、製剤することができ、それらの経路としては、経口、鼻腔、眼、及び静脈内を含
めた非経口が挙げられるが、これらに限定されない。非経口投与の具体的な経路としては
、ポンプ装置を使用するか、あるいは使用しない、頭蓋内ニードル若しくは脊椎内ニード
ル及び／又はカテーテルを介した送達による、筋肉内、皮下、腹腔内、脳内、心室内、脳
室内、髄腔内、大槽内、脊髄内、及び／又は脊髄周辺の投与経路が挙げられるが、これら
に限定されない。
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【０１０３】
　ＵＴＣ生細胞を含む医薬組成物は、典型的には、液体、半個体（例えば、ゲル）、又は
個体（例えば、神経組織工学に関して適切であるような、マトリックス、スカフォールド
など）として製剤される。液体組成物は、標的神経組織への生細胞の送達を達成するため
の、当該技術分野において既知の、許容可能な任意の経路による投与に関して、製剤され
る。典型的には、これらの投与としては、限定するものではないが、ポンプ装置を使用す
るか、あるいは使用しない、頭蓋内ニードル若しくは脊椎内ニードル及び／又はカテーテ
ルを介した送達による、眼内、脳内、心室内、脳室内、髄腔内、大槽内、脊髄内、及び／
又は脊髄周辺の投与の経路を含めた、投与の経路による、拡散方式での、あるいは神経系
の疾患又は障害の部位に標的化された、ＣＮＳ又はＰＮＳ内への注射若しくは注入が挙げ
られる。
【０１０４】
　半個体又は個体の担体中に生細胞を含む、医薬組成物は、典型的には、神経系の疾患又
は障害の部位での外科的植え込みに関して、製剤される。液体組成物もまた、外科的手技
によって投与することができる点が、理解されるであろう。具体的な実施形態では、半個
体又は個体の医薬組成物は、非生分解性若しくは生分解性とすることができる、半透性の
ゲル、格子、細胞スカフォールドなどを含み得る。例えば、特定の実施形態では、外来性
の細胞を、それらの周囲から隔離するが、それらの細胞が、周囲の神経細胞に生体分子（
例えば、神経栄養因子）を分泌及び送達することを可能にすることが、望ましいか、若し
くは適切である場合がある。これらの実施形態では、細胞は、移植細胞を宿主組織から物
理的に隔離する、非生分解性の選択的透過性障壁によって取り囲まれた、生きているＵＣ
Ｔ、又はＵＴＣを含む細胞集団を含む、自律的植え込み片として製剤される。そのような
植え込み片は、「免疫防護性」と称される場合があるが、これは、それらの植え込み片は
、薬理学的に誘導される免疫抑制の非存在下で、免疫細胞及び巨大分子が、移植細胞を死
滅させることを防ぐ能力を有するためである（そのような装置及び方法の概説に関しては
、例えば、Ｐ．Ａ．Ｔｒｅｓｃｏら、２０００年、Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ
　Ｒｅｖ．４２：３～２７を参照）。
【０１０５】
　本発明の一実施形態では、臍帯組織由来細胞を含む医薬組成物、臍帯組織由来細胞を含
む実質的に均質な集団、若しくは臍帯組織由来細胞は、静脈内注射及び／又は髄腔内注射
によって投与される。別の実施形態では、臍帯組織由来細胞を含む医薬組成物、臍帯組織
由来細胞を含む実質的に均質な集団、若しくは臍帯組織由来細胞は、静脈内注射及び／又
は髄腔内注射によって、繰り返し投与される。
【０１０６】
　他の実施形態では、本発明の医薬組成物に関して、多種多様な分解性ゲル及び分解性ネ
ットワークが利用される。例えば、持続放出性製剤に関して特に好適な、分解性材料とし
ては、ポリ（乳酸）、ポリ（乳酸－コ－グリコール酸）、メチルセルロース、ヒアルロン
酸、コラーゲンなどの、生体適合性ポリマーが挙げられる。薬物送達ビヒクル中の分解性
ポリマーの構造、選択、及び使用は、Ａ．Ｄｏｍｂら、１９９２年、Ｐｏｌｙｍｅｒｓ　
ｆｏｒ　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　３：２７９を含めた、幾つかの
刊行物で概説されている。
【０１０７】
　他の実施形態では、例えば、損傷若しくは断裂した脊髄、又は断裂した四肢の神経索な
どの、大きい神経系の障害部位の修復に関しては、生分解性の、好ましくは生体再吸収性
若しくは生体吸収性の、スカフォールド又はマトリックス上、若しくはそれらの中に、細
胞を送達することが望ましいか、あるいは適切な場合がある。これらの典型的な３次元生
体材料は、スカフォールドに付着されるか、スカフォールド内部に分散されるか、又はス
カフォールド内に封入された細胞外マトリックス内に組み込まれる、生細胞を含む。身体
の標的領域内に植え込まれた後、これらの植え込み片は、宿主組織と一体化され、それら
の移植細胞が、徐々に確立されていく（例えば、Ｐ．Ａ．Ｔｒｅｓｃｏら、２０００年、
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上記参照；また、Ｄ．Ｗ．Ｈｕｔｍａｃｈｅｒ、２００１年、Ｊ．Ｂｉｏｍａｔｅｒ．Ｓ
ｃｉ．Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｅｄｎ．１２：１０７～１７４も参照）。
【０１０８】
　本発明で使用することができる、スカフォールド又はマトリックス（「フレームワーク
」と総称される場合がある）材料としては、不織布マット、多孔質発泡体、又は自己集合
性ペプチドが挙げられる。不織布マットは、例えば、商標名ＶＩＣＲＹＬ（Ｅｔｈｉｃｏ
ｎ，Ｉｎｃ．（Ｓｏｍｅｒｖｉｌｌｅ，ＮＪ））で販売の、グリコール酸及び乳酸（ＰＧ
Ａ／ＰＬＡ）の合成吸収性コポリマーで構成される繊維を使用して、形成することができ
、例えば、米国特許第６，３５５，６９９号で論じられるような、フリーズドライ、すな
わち凍結乾燥などのプロセスによって形成される、ポリ（ε－カプロラクトン）／ポリ（
グリコール酸）（ＰＣＬ／ＰＧＡ）コポリマーで構成される発泡体もまた、利用すること
ができる。自己集合性ペプチド（例えば、ＲＡＤ１６）などのヒドロゲルもまた、使用す
ることができる。その場形成する分解性ネットワークもまた、本発明での使用に関して好
適である（例えば、Ａｎｓｅｔｈ，Ｋ．Ｓ．ら、２００２年、Ｊ．Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ
　Ｒｅｌｅａｓｅ　７８：１９９～２０９；Ｗａｎｇ，Ｄ．ら、２００３年、Ｂｉｏｍａ
ｔｅｒｉａｌｓ　２４：３９６９～３９８０；米国特許公開第２００２／００２２６７６
号（Ｈｅら）を参照）。これらの材料は、注射に好適な流体として製剤され、次いで、そ
の場又はインビボで、分解性ヒドロゲルネットワークを形成するように、様々な手段（例
えば、温度、ｐＨ、露光の変更）によって誘導することができる。
【０１０９】
　別の実施形態では、このフレームワークは、生体吸収性材料、例えば、ＰＧＡ、ＰＬＡ
、ＰＣＬのコポリマー若しくはブレンド、又はヒアルロン酸から作製された、マルチフィ
ラメント糸で構成することができる、フェルトである。この糸は、圧着、切断、カーディ
ング、及びニードリングからなる、標準的なテキスタイル加工技術を使用して、フェルト
へと作製される。別の実施形態では、細胞は、複合材料構造体とすることができる、発泡
体スカフォールド上に播種される。
【０１１０】
　上述の実施形態の多くでは、フレームワークは、例えば、神経路修復のための、分離し
た注状部を有する脊髄の形状などの、有用な形状へと成形することができる（Ｆｒｉｅｄ
ｍａｎ　ＪＡら、２００２年、Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ　５１：７４２～５１）。更に
は、ＵＴＣは、例えば、繊維芽細胞含有ＧＤＣ血管内コイルを調製するために使用される
方式に対応する方式で、事前形成された非分解性の、外科用装置又は植え込み可能装置上
に、培養することができる点が、理解されるであろう（Ｍａｒｘ，Ｗ．Ｆ．ら、２００１
年、Ａｍ．Ｊ．Ｎｅｕｒｏｒａｄｉｏｌ．２２：３２３～３３３）。
【０１１１】
　これらのマトリックス、スカフォールド、又は装置は、細胞付着を増強するために、細
胞の接種の前に処理することができる。例えば、接種の前に、ナイロンマトリックスは、
０．１モルの酢酸で処理して、ポリリシン、ＰＢＳ、及び／又はコラーゲン中でインキュ
ベートすることにより、そのナイロンをコーティングすることができる。ポリスチレンは
、硫酸を使用して、同様に処理することができる。フレームワークの外側表面もまた、そ
のフレームワークの血漿コーティング、あるいは１種以上のタンパク質（例えば、コラー
ゲン、弾性繊維、細網繊維）、糖タンパク質、グリコサミノグリカン（例えば、ヘパリン
硫酸、コンドロイチン－４－硫酸、コンドロイチン－６－硫酸、デルマタン硫酸、ケラチ
ン硫酸）、細胞マトリックス、並びに／又は限定するものではないが、とりわけ、ゼラチ
ン、アルギン酸塩、寒天、アガロース、及び植物ゴムなどの他の材料の添加などによって
、細胞の付着若しくは増殖、及び組織の分化を改善するように、改変することができる。
【０１１２】
　ＵＴＣ含有フレームワークは、当該技術分野において既知の方法に従って調製される。
例えば、細胞は、準集密又は集密まで、培養容器内で自由に増殖させて、その培養物から
取り上げ、フレームワーク上に接種することができる。必要に応じて、細胞の接種前、接
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種中、若しくは接種後に、培養培地に増殖因子を添加することにより、分化及び組織形成
を誘発させることができる。あるいは、フレームワーク上での細胞の増殖が増強されるよ
うに、又は植え込み片の拒絶のリスクが低減されるように、フレームワーク自体を改変す
ることができる。それゆえ、１種以上の生物学的に活性な化合物を、局所放出のために、
フレームワークに添加することができ、それらの化合物としては、抗炎症剤、免疫抑制剤
、又は増殖因子が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１１３】
　ＵＴＣ、ＵＴＣ成分又は産物を使用する方法
　ＵＴＣ、又はＵＴＣを含む細胞集団、又はＵＴＣの成分、若しくはＵＴＣによって産生
される産物を、様々な方法で使用することにより、神経細胞及び神経組織の修復並びに再
生を、補助及び促進することができる。そのような有用性は、インビトロ法、エクスビボ
法、及びインビボ法を包含する。例えば、ＵＴＣ、又はＵＴＣを含む細胞集団、又はＵＴ
Ｃの成分、若しくはＵＴＣによって産生される産物を使用して、筋萎縮性側索硬化症を治
療することができる。
【０１１４】
　インビトロ法及びエクスビボ法：
　一実施形態では、ＵＴＣをインビトロで使用して、医薬品、増殖因子、調節因子などの
有効性及び細胞毒性に関して、多種多様な化合物をスクリーニングすることができる。例
えば、そのようなスクリーニングを、実質的に均質なＵＴＣの集団に対して実行し、神経
変性状態の治療のための、そのＵＴＣと共に製剤されるか若しくは同時投与される候補化
合物の、有効性又は毒性を評価することができる。あるいは、そのようなスクリーニング
は、新規の医薬品候補の有効性を評価する目的で、神経細胞又は神経前駆細胞へと分化す
るよう刺激されているＵＴＣに対して実行することができる。この実施形態では、ＵＴＣ
は、インビトロで維持され、試験される化合物に曝される。細胞毒性の可能性がある化合
物の活性は、培養細胞に損傷を与えるか又は死滅させる、その能力によって測定すること
ができる。このことは、生体染色技術によって、容易に評価することができる。増殖因子
又は調節因子の効果は、培養細胞の数若しくは頑健性を、それらの因子に曝されない細胞
と比較して分析することによって、評価することができる。このことは、型特異細胞抗原
を確定する抗体を採用する、免疫細胞化学的技術の使用を含めた、標準的な細胞学的技術
及び／又は組織学的技術を使用して、達成することができる。
【０１１５】
　更なる実施形態では、上述のように、ＵＴＣは、それらの細胞によって天然に産生され
るか、又は神経系統へと分化するように誘導される際に、それらの細胞によって産生され
るか、又は遺伝子改変を介して、それらの細胞によって産生される、生物学的産物を産生
するように、インビトロで培養することができる。例えば、ＴＩＭＰ１、ＴＰＯ、ＫＧＦ
、ＨＧＦ、ＦＧＦ、ＨＢＥＧＦ、ＢＤＮＦ、ＭＩＰ１ｂ、ＭＣＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、Ｉ３
０９、ＴＡＲＣ、ＭＤＣ、及びＩＬ－８は、増殖培地中で増殖させた臍由来細胞から分泌
されることが判明した。ＴＩＭＰ１、ＴＰＯ、ＫＧＦ、ＨＧＦ、ＨＢＥＧＦ、ＢＤＮＦ、
ＭＩＰ１ａ、ＭＣＰ－１、ＲＡＮＴＥＳ、ＴＡＲＣ、エオタキシン、及びＩＬ－８は、増
殖培地中で培養した胎盤由来ＰＰＤＣから分泌されることが判明した（実施例を参照）。
ＢＤＮＦ及びＩＬ－６などの、これらの栄養因子のうちの一部は、神経再生に重要な役割
を果たす。未だ検出も検査もされていない、神経修復及び神経再生での使用に有用な他の
栄養因子が、ＵＴＣによって産生され、また恐らくは、培地中に分泌される可能性が高い
。
【０１１６】
　この点に関して、本発明の別の実施形態は、未分化のＵＴＣ、又は神経系統への分化を
刺激する条件下でインキュベートされたＵＴＣのいずれかからの、馴化培地の産生のため
の、ＵＴＣの使用を特徴とする。そのような馴化培地は、例えば、神経形成前駆細胞の、
インビトロ培養若しくはエクスビボ培養での使用、あるいはＵＴＣの均質な集団、又はＵ
ＴＣと神経前駆細胞とを含む不均質な集団を含む、移植細胞を支持するための、インビボ
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での使用が想到される。
【０１１７】
　更に別の実施形態は、様々な目的のための、ＵＴＣ細胞溶解物、可溶性細胞画分若しく
はその成分、又はＥＣＭ若しくはその成分の使用を含む。上述のように、これらの成分の
一部は、医薬組成物中で使用することができる。他の実施形態では、細胞溶解物又はＥＣ
Ｍを使用して、外科的な使用のための、若しくは植え込みのための、若しくはエクスビボ
目的のための物質又は装置を、コーティングするか、あるいは他の方法で処理することに
より、そのような処理の過程で接触する細胞又は組織の、治癒若しくは生存が促進される
。
【０１１８】
　実施例１３及び実施例１５で説明されるように、臍由来細胞及び胎盤由来細胞は、それ
らの細胞との共培養で増殖させた場合の、成体神経前駆細胞の生存、増殖、及び分化を補
助する能力を実証している。したがって、別の実施形態では、ＵＴＣは、有利にはインビ
トロでの共培養で使用され、他の細胞、具体的には神経細胞又は神経前駆細胞に、栄養的
支援を提供する。共培養に関しては、ＵＴＣ及び所望の他の細胞は、それら２つの細胞型
が接触する条件下で共培養されることが、望ましい場合がある。このことは、例えば、培
養培地中、又は好適な培養基質上に、不均質な細胞の集団として、それらの細胞を播種す
ることによって達成することができる。あるいは、ＵＴＣを、最初に集密まで増殖させる
ことができ、次いで、第２の所望の培養細胞型のための、基質としての機能を果たす。こ
の後者の実施形態では、それらの細胞は、例えば、膜又は同様の装置によって、更に物理
的に分離させることができ、これにより、共培養の期間の後に、他の細胞型を取り出して
、個別に使用することができる。神経細胞型の増殖及び分化を促進するための、共培養下
でのＵＴＣの使用は、研究分野及び臨床／治療分野での応用性を見出すことができる。例
えば、ＵＴＣの共培養を利用して、例えば、基礎研究目的のために、又は薬剤スクリーニ
ングアッセイでの使用のために、培養下の神経細胞の増殖並びに分化を促進することがで
きる。ＵＴＣの共培養はまた、治療目的で後に投与するための、神経前駆細胞のエクスビ
ボ増殖に関しても、利用することができる。例えば、神経前駆細胞を個体から採取して、
ＵＴＣとの共培養下でエクスビボ増殖させ、次いで、その個体（自家移入）又は別の個体
（同系移入又は同種異系移入）に戻すことができる。これらの実施形態では、エクスビボ
増殖の後に、ＵＴＣ及び神経前駆細胞を含む混合細胞集団を、治療を必要とする患者に投
与することが可能である点が、理解されるであろう。あるいは、自家移入が適切であるか
、又は望ましい状況では、共培養された細胞集団を、培養下で物理的に分離することがで
き、患者に投与するための、自家神経前駆細胞の取り出しが可能となる。
【０１１９】
　インビボ法：
　実施例１６及び実施例１７に記載されるように、ＵＴＣは、身体内に有効に移植され、
ヒトでの有効性の予測可能性に関して認容される動物モデル内に、喪失した神経機能を供
給することが示されている。これらの結果は、筋萎縮性側索硬化症などの神経変性状態を
治療するための細胞療法でＵＴＣを使用する、本発明の好ましい実施形態を裏付けるもの
である。身体内の標的神経の場所内に移植された後、ＵＴＣは、１種以上の神経表現型へ
と自ら分化することができ、又はＵＴＣは、その場で神経前駆細胞及び神経細胞に、栄養
的支援を提供することができ、又はＵＴＣは、とりわけ、それらの方式の双方で、有益な
効果を発揮することができる。
【０１２０】
　ＵＴＣは、単独で（例えば、実質的に均質な集団として）、又は他の細胞との混合物と
して、投与することができる。上述のように、ＵＴＣは、マトリックス若しくはスカフォ
ールドを使用して、又は従来の薬学的に許容できる担体を使用して、医薬品として製剤し
、投与することができる。ＵＴＣが他の細胞と共に投与される場合、それらのＵＴＣは、
他の細胞と同時に、又は逐次的に（他の細胞より前、又は後のいずれかで）、投与するこ
とができる。ＵＴＣと共に投与することができる細胞としては、ニューロン、星状細胞、
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乏突起神経膠細胞、神経前駆細胞、神経幹細胞、及び／又は他の複能性若しくは多能性の
幹細胞が挙げられるが、これらに限定されない。種々の型の細胞を、投与の直前若しくは
少し前に、ＵＴＣと混合することができ、又はそれらの細胞は、投与前の一定期間にわた
って、一緒に共培養することもできる。
【０１２１】
　ＵＴＣは、当該技術分野において既知のような、神経有効薬又は生体分子、あるいは抗
炎症剤、抗アポトーシス剤、抗酸化剤、増殖因子、神経栄養因子、又は神経再生薬若しく
は神経保護薬などの、他の活性剤と共に、投与することができる。ＵＴＣが他の薬剤と共
に投与される場合、それらのＵＴＣは、単一の医薬組成物として一緒に、又は別個の医薬
組成物として、他の薬剤と同時に、若しくは逐次的に（他の薬剤の投与より前、又は後の
いずれかで）、投与することができる。
【０１２２】
　ＵＴＣと共に投与することができる、他の成分の実施例としては、幾つか例を挙げると
、（１）他の神経保護薬又は神経有効薬；（２）当該技術分野において既知の１つ以上の
タイプのコラーゲンなどの、選択された細胞外マトリックス成分、並びに／あるいは増殖
因子、多血小板血漿、及び薬剤（あるいは、ＵＴＣは、増殖因子を発現及び産生するよう
に、遺伝子組み換えすることもできる）；（３）抗アポトーシス剤（例えば、エリスロポ
エチン（ＥＰＯ）、ＥＰＯミメティボディ、トロンボポエチン、インスリン様増殖因子（
ＩＧＦ）－Ｉ、ＩＧＦ－ＩＩ、肝細胞増殖因子、カスパーゼ阻害剤）；（４）抗炎症化合
物（例えば、ｐ３８　ＭＡＰキナーゼ阻害剤、ＴＧＦ－β阻害剤、スタチン、ＩＬ－６及
びＩＬ－１阻害剤、ＰＥＭＩＲＯＬＡＳＴ、ＴＲＡＮＩＬＡＳＴ、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（登
録商標）、ＳＩＲＯＬＩＭＵＳ、及び非ステロイド系抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）（ＴＥＰＯ
ＸＡＬＩＮ、ＴＯＬＭＥＴＩＮ、及びＳＵＰＲＯＦＥＮなど）；（５）カルシニュリン阻
害剤、ｍＴＯＲ阻害剤、抗増殖薬、コルチコステロイド、及び様々な抗体などの、免疫抑
制剤あるいは免疫調節剤；（６）プロブコール、ビタミンＣ及びビタミンＥ、補酵素Ｑ－
１０、グルタチオン、Ｌ－システイン、並びにＮ－アセチルシステインなどの、抗酸化剤
；（７）局所麻酔剤が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２３】
　一実施形態では、ＵＴＣは、未分化細胞として、すなわち、増殖培地中で培養されたも
のとして、投与される。あるいは、ＵＴＣは、所望の神経表現型、例えば、星状細胞、乏
突起神経膠細胞、又はニューロン、より具体的には、セロトニン作動性ニューロン、ドー
パミン作動性ニューロン、コリン作動性ニューロン、ＧＡＢＡ作動性ニューロン、若しく
はグルタミン酸作動性ニューロンへと向かう分化を刺激する条件に、培養下で曝した後に
、投与することができる（例えば、Ｉｓａｃｓｏｎ，Ｏ．、２００３年、Ｔｈｅ　Ｌａｎ
ｃｅｔ（Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ）２：４１７～４２４を参照）。
【０１２４】
　本発明の細胞は、外科的植え込み、注射、送達（例えば、カテーテル又はシリンジによ
る）が可能であり、あるいは他の方法で、神経損傷部位又は窮迫部位に、直接的若しくは
間接的に投与することができる（例えば、筋萎縮性側索硬化症の治療のために）。本発明
の細胞又はその組成物の投与経路としては、ポンプ装置を使用するか、あるいは使用しな
い、頭蓋内ニードル若しくは脊椎内ニードル及び／又はカテーテルを介した送達による、
静脈内、筋肉内、皮下、鼻腔内、脳内、心室内、脳室内、髄腔内、大槽内、脊髄内、及び
／又は脊髄周辺の投与経路が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１２５】
　細胞が、半固体又は固体の装置内に投与される場合、身体内の正確な場所内への外科的
植え込みが、典型的には、好適な投与手段である。しかしながら、神経前駆細胞は、例え
ば、放射状グリアに従うことによって、又は化学シグナルに応答することによって、神経
系に入る点から特定の場所への大規模の遊走が可能であることが示されているため、液体
又は流体の医薬組成物を、ＣＮＳ若しくはＰＮＳ内の、より全般的な場所に（例えば、パ
ーキンソン病又は瀰漫性の虚血性傷害での場合のような、瀰漫性の患部の全域に）投与す
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ることができる。
【０１２６】
　実際に、この神経幹細胞の遊走性能力が、悪性脳腫瘍の治療のための新たな道、すなわ
ち、これらの遊走性腫瘍の治療に関する、治療用の遺伝子／遺伝子産物の送達のための、
前駆細胞の使用を切り開いた。例えば、神経幹細胞は、成体齧歯類での頭蓋内神経膠腫内
に、インビボで植え込まれる場合、外来遺伝子の安定した発現を継続しつつ、自ら迅速か
つ広範囲に、腫瘍床を通じて分布し、増殖中かつ進行中の腫瘍細胞の近位に遊走すること
が報告されている（Ａｂｏｏｄｙ，Ｋ．ら、２０００年、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９７：１２８４６～１２８５１）。ＵＴＣもまた、このタイプの使用に
関して好適であることが予想され、すなわち、アポトーシス剤又は他の抗腫瘍薬、例えば
、ＩＬ－１２（Ｅｈｔｅｓｈａｍ，Ｍ．ら、２００２年、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ　６２：５６５７～５６６３）若しくは腫瘍壊死因子関連アポトーシス誘発リガンド（
Ｅｈｔｅｓｈａｍ，Ｍ．ら、２００２年、Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　６２：７１
７０～７１７４）を産生するように、遺伝子改変されたＵＴＣは、悪性腫瘍（例えば、神
経膠芽腫）の全般的部位に、注射するか、又は他の方法で投与することができ、その後、
ＵＴＣは、それらの治療薬の局所送達のために、腫瘍細胞へ遊走することができる。
【０１２７】
　他の実施形態は、ＵＴＣ細胞の成分（例えば、細胞溶解物、又はその成分）又は産物（
例えば、ＵＴＣによって天然に産生されるか、若しくは遺伝子改変を通じて産生される、
栄養因子及び他の生物学的因子、ＵＴＣ培養物由来の馴化培地）を含む、医薬組成物を投
与することによって、神経変性状態（例えば、筋萎縮性側索硬化症などの）を治療する方
法を包含する。この場合も、これらの方法は、当該技術分野において既知のような増殖因
子、神経栄養因子、又は神経再生薬若しくは神経保護薬などの、他の活性剤を投与するこ
とを更に含み得る。
【０１２８】
　ＵＴＣ若しくは本明細書で説明される任意の他の医薬組成物を投与するための、剤形及
び投与計画は、個々の患者の状態、例えば、神経変性状態の性質及び程度、年齢、性別、
体重及び全般的な医学的状態、並びに医師には既知の他の因子を考慮して、適正な臨床に
従って開発される。それゆえ、患者に投与される医薬組成物の有効量は、当該技術分野に
おいて既知であるような、これらの考慮事項によって決定される。
【０１２９】
　ＣＮＳは、多少免疫特権的な組織であるため、ＵＴＣを使用する細胞療法の開始の前に
は、患者を免疫抑制することが必要とされないか、又は望ましくない場合がある。更には
、実施例１１に記載されるように、ＵＴＣは、混合リンパ球反応で、同種異系ＰＢＭＣを
刺激しないことが示されている。したがって、場合によっては、同種異系のＵＴＣを使用
する移植、又は更に異種のＵＴＣを使用する移植を許容することができる。
【０１３０】
　しかしながら、他の場合には、細胞療法を開始する前に、患者を薬理学的に免疫抑制す
ることが、望ましいか、又は適切な場合がある。このことは、全身性若しくは局所性の免
疫抑制剤の使用を通じて達成することができ、又は上述のように、封入装置内の細胞を送
達することによって、達成することができる。移植細胞に対する免疫反応を、低減若しく
は排除するための、これらの手段及び他の手段は、当該技術分野において既知である。代
替案としては、上述のように、ＵＴＣを遺伝子改変することにより、それらのＵＴＣの免
疫原性を低減することができる。
【０１３１】
　生きている患者内の、移植されたＵＣＴの生存は、様々な走査技術、例えば、コンピュ
ータ体軸断層撮影（ＣＡＴ又はＣＴ）スキャン、磁気共鳴映像（ＭＲＩ）スキャン、又は
陽電子放出断層撮影（ＰＥＴ）スキャンの使用を通じて、判定することができる。移植生
存の判定はまた、神経組織を摘出し、目視で、又は顕微鏡を介して、その神経組織を検査
することによって、死後に実施することもできる。あるいは、神経細胞又はその産物、例
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えば神経伝達物質に対して特異的な染色剤で、細胞を処理することができる。移植細胞は
また、ローダミン標識マイクロスフェア若しくはフルオレセイン標識マイクロスフェア、
ファーストブルー、第２鉄微小粒子、ビスベンズアミドなどの、トレーサー染色剤、又は
β－ガラクトシダーゼ若しくはβ－グルクロニダーゼなどの、遺伝子導入されたリポータ
ー遺伝子産物の、前組み入れによっても、同定することができる。
【０１３２】
　被験体の神経組織内への、移植ＵＴＣの機能的組み込みは、損傷又は罹患した神経機能
の回復を検査することによって、評価することができる。そのような機能としては、神経
生物学者並びに医師には周知の手順による、運動機能、認知機能、感覚機能、及び内分泌
機能が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１３３】
　ＵＴＣ、ＵＴＣ成分若しくは産物を含む、キット及びバンク
　別の態様では、本発明は、上述のような、神経再生及び神経修復のための様々な方法で
、ＵＴＣ、ＵＴＣ集団、ＵＴＣの成分及び産物を利用する、キットを提供する。本発明の
一実施形態では、このキットは、筋萎縮性側索硬化症の治療に関して有用である。神経変
性状態の治療、又は他の計画的治療のために使用する場合、このキットは、少なくともＵ
ＴＣを含む１種以上の細胞集団、及び薬学的に許容できる担体（液体、半個体、又は固体
）を含み得る。このキットはまた、細胞を投与する手段、例えば注射による手段も、任意
選択的に含み得る。このキットは、細胞の使用に関する使用説明書を、更に含み得る。軍
隊使用のためなどの、野戦病院使用のために調製されるキットは、組織スカフォールド、
外科用縫合糸などを含む、全手順供給品を含み得、細胞は、急性損傷の修復と併せて使用
される。本明細書で説明されるようなアッセイ及びインビトロ法に関するキットは、（１
）ＵＴＣ、又はＵＴＣの成分若しくは産物、（２）インビトロ法を実践するための試薬、
（３）必要に応じて、他の細胞又は細胞集団、並びに（４）インビトロ法を実施するため
の使用説明書のうちの、１つ以上を含み得る。
【０１３４】
　更に別の態様では、本発明はまた、本発明の組織、細胞、細胞成分、及び細胞集団のバ
ンキングも提供する。上述のように、細胞は、容易に凍結保存される。それゆえ、本発明
は、バンク内に細胞を凍結保存する方法を提供し、細胞は、冷凍保存されて、その細胞の
免疫学的特性、生化学的特性、及び遺伝的特性に基づいて、それらの細胞の完全な特性評
価と関連付けられる。凍結細胞は、手順の要件、及び患者の必要性に応じて、自家療法、
同系療法、若しくは同種異系療法のために、解凍して、増殖させるか又は直接使用するこ
とができる。好ましくは、凍結保存された各サンプルについての情報は、コンピュータ内
に保存され、その情報は、外科医、手順、及び患者の要件に基づいて検索可能であり、好
適な照合が、それらの細胞又は集団の特性評価に基づいて行なわれる。好ましくは、本発
明の細胞は、所望の細胞の量まで、増殖及び拡大培養され、治療用細胞組成物が、マトリ
ックス若しくは支持体の存在下又は非存在下で、別個に、あるいは共培養物として、調製
される。一部の適用に関しては、新たに調製された細胞を使用することが好ましい場合が
あるが、残余の細胞は、それらの細胞を凍結して、コンピュータに情報を入力し、そのコ
ンピュータ入力とサンプルとを関連づけることによって、凍結保存及びバンクすることが
できる。免疫学的目的のために、そのような細胞の供給源又はドナーとレシピエントとを
照合することが、必要とされない場合であっても、このバンクシステムは、例えば、バン
ク細胞の望ましい生化学的特性又は遺伝的特性と、治療的必要性とを照合することを容易
にする。所望の特性とバンクのサンプルとを照合した後、そのサンプルを回収して、治療
使用のために調製する。本明細書で説明されるように調製された、細胞溶解物、ＥＣＭ、
又は細胞成分もまた、凍結保存若しくは他の方法で保存して（例えば、凍結乾燥によって
）、本発明に従ってバンクすることができる。
【０１３５】
　以下の実施例は、より詳細に本発明を説明するために提供される。それらの実施例は、
本発明を限定することではなく、例示することを意図するものである。
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【０１３６】
　以下の実施例及び本明細書の他の箇所で使用するとき、増殖培地という用語は、全般的
には、ＵＴＣを培養するために十分な培地を指す。具体的には、本発明の細胞の培養に関
して、現時点で好ましい１つの培地は、ダルベッコ変法必須培地（本明細書ではまた、Ｄ
ＭＥＭとも略される）を含む。ＤＭＥＭ－低グルコース（本明細書では、ＤＭＥＭ－ＬＧ
とも）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））が、特に好ましい。ＤＭＥ
Ｍ－低グルコースには、好ましくは、１５％（ｖ／ｖ）のウシ胎児血清（例えば、規定ウ
シ胎児血清、Ｈｙｃｌｏｎｅ（Ｌｏｇａｎ　ＵＴ））、抗生物質／抗真菌剤（好ましくは
、５０～１００単位／ミリリットルのペニシリン、５０～１００マイクログラム／ミリリ
ットルのストレプトマイシン、及び０～０．２５マイクログラム／ミリリットルのアンホ
テリシンＢ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））、及び０．００１％（
ｖ／ｖ）の２－メルカプトエタノール（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ　ＭＯ））が添加
される。以下の実施例で使用するとき、増殖培地とは、１５％のウシ胎児血清及び抗生物
質／抗真菌剤（ペニシリン／ストレプトマイシンが含まれる場合、好ましくは、それぞれ
５０Ｕ／ミリリットル及び５０マイクログラム／ミリリットルであり；ペニシリン／スト
レプトマイシン／アンホテリシンＢが使用される場合、好ましくは、それぞれ１００Ｕ／
ミリリットル、１００マイクログラム／ミリリットル、及び０．２５マイクログラム／ミ
リリットルである）を有する、ＤＭＥＭ－低グルコースを指す。一部の場合には、異なる
増殖培地が使用されるか、又は異なる補助剤が提供され、これらは、通常は、増殖培地に
対する補助剤として、本テキスト内に示される。
【０１３７】
　同様に以下の実施例に関連し、また本明細書の他の箇所で使用される、標準増殖条件と
いう用語は、５％のＣＯ２を含む標準大気中での、３７℃での細胞の培養を指す。前述の
条件は、培養に関して有用であるが、そのような条件は、細胞を培養するための、当該技
術分野において利用可能な選択肢を認識する当業者によって、変更することが可能である
点を理解されたい。
【０１３８】
　以下の略語が、実施例、並びに本明細書及び特許請求の範囲の他の箇所で示される場合
がある：ＡＮＧ２（又はＡｎｇ２）、アンギオポエチン２；ＡＰＣ、抗原提示細胞；ＢＤ
ＮＦ、脳由来神経栄養因子；ｂＦＧＦ、塩基性繊維芽細胞増殖因子；ｂｉｄ（ＢＩＤ）、
「ｂｉｓ　ｉｎ　ｄｉｅ」（１日２回）；ＣＫ１８、サイトケラチン１８；ＣＮＳ、中枢
神経系；ＣＸＣリガンド３、ケモカイン受容体リガンド３；ＤＭＥＭ、ダルベッコの最小
必須培地；ＤＭＥＭ：ｌｇ（又はＤＭＥＭ：Ｌｇ、ＤＭＥＭ：ＬＧ）、低グルコースを有
するＤＭＥＭ；ＥＤＴＡ、エチレンジアミン四酢酸；ＥＧＦ（又はＥ）、上皮増殖因子；
ＦＡＣＳ、蛍光活性化セルソーター；ＦＢＳ、ウシ胎児血清；ＦＧＦ（又はＦ）、繊維芽
細胞増殖因子；ＧＣＰ－２、顆粒球走化性タンパク質－２；ＧＦＡＰ、グリア繊維酸性タ
ンパク質；ＨＢ－ＥＧＦ、ヘパリン結合上皮増殖因子；ＨＣＡＥＣ、ヒト冠動脈内皮細胞
；ＨＧＦ、肝細胞増殖因子；ｈＭＳＣ、ヒト間葉系幹細胞；ＨＮＦ－１α、肝細胞特異的
転写因子１α；ＨＵＶＥＣ、ヒト臍静脈内皮細胞；Ｉ３０９、ケモカイン及びＣＣＲ８受
容体のためのリガンド；ＩＧＦ－Ｉ、インスリン様増殖因子１；ＩＬ－６、インターロイ
キン－６；ＩＬ－８、インターロイキン８；Ｋ１９、ケラチン１９；Ｋ８、ケラチン８；
ＫＧＦ、ケラチノサイト増殖因子；ＬＩＦ、白血病阻害因子；ＭＢＰ、ミエリン塩基性タ
ンパク質；ＭＣＰ－１、単球走化性タンパク質１；ＭＤＣ、マクロファージ由来ケモカイ
ン；ＭＩＰ１α、マクロファージ炎症性タンパク質１α；ＭＩＰ１β、マクロファージ炎
症性タンパク質１β；ＭＭＰ、マトリックスメタロプロテアーゼ（ＭＭＰ）；ＭＳＣ、間
葉系幹細胞；ＮＨＤＦ、正常ヒト真皮繊維芽細胞；ＮＰＥ、神経前駆細胞増殖培地；Ｏ４
、乏突起膠細胞又はグリア分化マーカーＯ４；ＰＢＭＣ、末梢血単核細胞；ＰＢＳ、リン
酸緩衝生理食塩水；ＰＤＧＦｂｂ、血小板由来増殖因子；ＰＯ、「ｐｅｒ　ｏｓ」（経口
）；ＰＮＳ、末梢神経系；Ｒａｎｔｅｓ（又はＲＡＮＴＥＳ）、活性化時調節正常Ｔ細胞
発現及び分泌物；ｒｈＧＤＦ－５、組み換えヒト増殖及び分化因子５；ＳＣ、皮下；ＳＤ
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Ｆ－１α、間質由来因子１α；ＳＨＨ、ソニックヘッジホッグ；ＳＯＰ、標準的操作手順
；ＴＡＲＣ、胸腺及び活性化調節ケモカイン；ＴＣＰ、組織培養プラスチック；ＴＣＰＳ
、組織培養ポリスチレン；ＴＧＦβ２、トランスフォーミング増殖因子β２；ＴＧＦ　β
－３、トランスフォーミング増殖因子β－３；ＴＩＭＰ１、マトリックスメタロプロテア
ーゼ組織阻害物質１；ＴＰＯ、トロンボポエチン；ＴｕＪ１、ＢＩＩＩチューブリン；Ｖ
ＥＧＦ、血管内皮増殖因子；ｖＷＦ、ヴォン・ヴィレブランド因子；αＦＰ、α－胎児型
タンパク質。
【実施例】
【０１３９】
　（実施例１）
　臍及び胎盤組織からの細胞の誘導
　この実施例は、胎盤組織及び臍帯組織由来の調製細胞を説明する。臍帯及び胎盤は、満
期妊娠又は早期妊娠のいずれかの出産時に得た。細胞は、臍及び胎盤組織の、５つの別個
のドナーから採取した。細胞単離の種々の方法を：１）幹細胞に共通の特性である、異な
る表現型を有する細胞へと分化する潜在能力、又は２）他の細胞及び組織に有用な栄養因
子を提供する潜在能力、を有する細胞をもたらす、それらの方法の能力に関して試験した
。
【０１４０】
　方法及び材料
　臍細胞の単離。臍帯は、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎ
ｔｅｒｃｈａｎｇｅ（ＮＤＲＩ（Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，ＰＡ））から得た。それら
の組織は、正常分娩の後に得たものであった。細胞単離プロトコルを、層流フード内で、
無菌的に実行した。血液及び残渣を除去するために、臍帯を、抗真菌剤及び抗生物質（１
００単位／ミリリットルのペニシリン、１００マイクログラム／ミリリットルのストレプ
トマイシン、０．２５マイクログラム／ミリリットルのアンホテリシンＢ）の存在下で、
リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））中
で洗浄した。次いで、それらの組織を、１５０ｃｍ２の組織培養プレート内で、５０ミリ
リットルの培地（ＤＭＥＭ－低グルコース又はＤＭＥＭ－高グルコース；Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）の存在下、組織が微細なパルプ状へと細断されるまで、機械的に解離させた。細
断した組織を、５０ミリリットル円錐管に移した（１つの管当り約５グラムの組織）。次
いで、それぞれが上述のような抗真菌剤及び抗生物質を含有する、ＤＭＥＭ－低グルコー
ス培地若しくはＤＭＥＭ－高グルコース培地中で、この組織を消化させた。一部の実験で
は、コラゲナーゼとディスパーゼとの酵素混合物を使用した（「Ｃ：Ｄ」；ＤＭＥＭ－低
グルコース培地中、コラゲナーゼ（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）、５００単位
／ミリリットル；及びディスパーゼ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、５０単位／ミリリットル
）。他の実験では、コラゲナーゼ、ディスパーゼ、及びヒアルロニダーゼの混合物（「Ｃ
：Ｄ：Ｈ」）を使用した（ＤＭＥＭ－低グルコース中、コラゲナーゼ、５００単位／ミリ
リットル；ディスパーゼ、５０単位／ミリリットル；及びヒアルロニダーゼ（Ｓｉｇｍａ
）、５単位／ミリリットル）。これらの組織、培地、及び消化酵素を収容する円錐管を、
２２５ｒｐｍの軌道振盪器（Ｅｎｖｉｒｏｎ（Ｂｒｏｏｋｌｙｎ，ＮＹ））内で２時間、
３７℃でインキュベートした。
【０１４１】
　消化の後、１５０×ｇで５分間、組織を遠心分離して、上清を吸引した。ペレットを、
２０ミリリットルの増殖培地（ＤＭＥＭ：低グルコース（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ））、１
５パーセント（ｖ／ｖ）ウシ胎児血清（ＦＢＳ；規定ウシ血清；ロット＃ＡＮＤ１８４７
５；Ｈｙｃｌｏｎｅ（Ｌｏｇａｎ，ＵＴ））、０．００１％（ｖ／ｖ）の２－メルカプト
エタノール（Ｓｉｇｍａ）、１ミリリットル／１００ミリリットルの上述のような抗生物
質／抗真菌剤中に、再懸濁させた。この細胞懸濁液を、７０マイクロメートルのナイロン
細胞濾過器（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）に通して濾過した。増殖培地を含む、追加
的な５ミリリットルの洗液を、濾過器に通過させた。次いで、その細胞懸濁液を、４０マ
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イクロメートルのナイロン細胞濾過器（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）に通過させ、増
殖培地の追加的な５ミリリットルの洗液を、続けて通過させた。
【０１４２】
　この濾液を、増殖培地（総容積５０ミリリットル）中に再懸濁させ、１５０×ｇで５分
間、遠心分離した。上清を吸引して、５０ミリリットルの新鮮増殖培地中に、細胞を再懸
濁させた。このプロセスを、更に２回繰り返した。
【０１４３】
　最終的な遠心分離の後、上清を吸引して、５ミリリットルの新鮮増殖培地中に、細胞ペ
レットを再懸濁させた。トリパンブルー染色を使用して、生存細胞の数を判定した。次い
で、標準条件下で、細胞を培養した。
【０１４４】
　臍帯から単離した細胞を、上述のような抗生物質／抗真菌剤を有する増殖培地中、ゼラ
チンコーティングＴ－７５ｃｍ２フラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ　Ｉｎｃ．（Ｃｏｒｎｉｎｇ
，ＮＹ））上に、５，０００細胞／ｃｍ２で播種した。２日後に（様々な実験では、細胞
は、２～４日インキュベートされた）、フラスコから、消耗培地を吸引した。ＰＢＳで細
胞を３回洗浄して、残渣及び血液由来細胞を除去した。次いで、細胞に、増殖培地を補充
して、集密まで増殖させ（継代数０から約１０日）、継代数１に至らせた。その後の継代
（継代数１から継代数２へ、など）の際には、細胞は、４、５日で準集密（７５～８５パ
ーセントの集密度）に到達した。これらの後続の継代に関しては、細胞を、５０００細胞
／ｃｍ２で播種した。細胞は、５パーセントの二酸化炭素及び大気酸素を有する加湿イン
キュベーター内で、３７℃で増殖させた。
【０１４５】
　胎盤細胞の単離。胎盤組織は、ＮＤＲＩ（Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，ＰＡ））から得
た。それらの組織は、妊婦由来のものであり、通常の外科的分娩時に得たものであった。
胎盤細胞を、臍細胞の単離に関して説明されたように、単離した。
【０１４６】
　以下の実施例は、胎盤組織からの、母体由来細胞及び新生児由来細胞の別個の集団の単
離に適用される。
【０１４７】
　細胞単離プロトコルを、層流フード内で、無菌的に実行した。胎盤組織を、抗真菌剤及
び抗生物質（上述のような）の存在下で、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ；Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））中で洗浄して、血液及び残渣を除去した。次いで
、その胎盤組織を、３つの切片：上層（新生児側又は新生児態様）、中間層（新生児と母
体との混合細胞単離）、及び下層（母体側又は母体態様）へと切り分けた。
【０１４８】
　分離した切片を、個別に、抗生物質／抗真菌剤を有するＰＢＳ中で数回洗浄して、血液
及び残渣を更に除去した。次いで、各切片を、１５０ｃｍ２の組織培養プレート内で、５
０ミリリットルのＤＭＥＭ／低グルコースの存在下、微細なパルプへと機械的に解離させ
た。このパルプを、５０ミリリットル円錐管に移した。各管は、約５グラムの組織を収容
するものとした。抗真菌剤及び抗生物質（１００Ｕ／ミリリットルのペニシリン、１００
マイクログラム／ミリリットルのストレプトマイシン、０．２５マイクログラム／ミリリ
ットルのアンホテリシンＢ）及び消化酵素を含有する、ＤＭＥＭ－低グルコース培地若し
くはＤＭＥＭ－高グルコース培地中で、この組織を消化させた。一部の実験では、ＤＭＥ
Ｍ－低グルコース培地中、コラゲナーゼ（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）を５０
０単位／ミリリットル、及びディスパーゼ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を５０単位／ミリリ
ットルで含有する、コラゲナーゼとディスパーゼとの酵素混合物（「Ｃ：Ｄ」）を使用し
た。他の実験では、コラゲナーゼ、ディスパーゼ、及びヒアルロニダーゼの混合物（「Ｃ
：Ｄ：Ｈ」）を使用した（ＤＭＥＭ－低グルコース中、コラゲナーゼ、５００単位／ミリ
リットル；ディスパーゼ、５０単位／ミリリットル；及びヒアルロニダーゼ（Ｓｉｇｍａ
）、５単位／ミリリットル）。これらの組織、培地、及び消化酵素を収容する円錐管を、
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２２５ｒｐｍの軌道振盪器（Ｅｎｖｉｒｏｎ（Ｂｒｏｏｋｌｙｎ，ＮＹ））内で、３７℃
で２時間インキュベートした。
【０１４９】
　消化の後、１５０×ｇで５分間、組織を遠心分離して、生じた上清を吸引除去した。ペ
レットを、ペニシリン／ストレプトマイシン／アンホテリシンＢを有する２０ミリリット
ルの増殖培地中に、再懸濁させた。この細胞懸濁液を、７０マイクロメートルのナイロン
細胞濾過器（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）に通して濾過し、追加的な５ミリリットル
の増殖培地を有する洗液を、続けて通過させた。細胞懸濁液の全体を、４０マイクロメー
トルのナイロン細胞濾過器（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）に通過させ、追加的な５ミ
リリットルの増殖培地を、洗液として、続けて通過させた。
【０１５０】
　この濾液を、増殖培地（総容積５０ミリリットル）中に再懸濁させ、１５０×ｇで５分
間、遠心分離した。上清を吸引して、５０ミリリットルの新鮮増殖培地中に、細胞ペレッ
トを再懸濁させた。このプロセスを、更に２回繰り返した。最終的な遠心分離の後に、上
清を吸引して、５ミリリットルの新鮮増殖培地中に、細胞ペレットを再懸濁させた。トリ
パンブルー排除試験を使用して、細胞計数を判定した。次いで、標準条件で、細胞を培養
した。
【０１５１】
　ＬＩＢＥＲＡＳＥ（商標）細胞単離。ＬＩＢＥＲＡＳＥ（商標）（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅ
ｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ　Ｃｏｒｐ．（Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ））（２．５ミリ
グラム／ミリリットルのＢｌｅｎｄｚｙｍｅ　３；Ｒｏｃｈｅ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ（Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，ＩＮ））及びヒアルロニダーゼ（５単位／ミリ
リットル、Ｓｉｇｍａ）を有する、ＤＭＥＭ－低グルコース培地中で、臍組織から細胞を
単離した。組織の消化、及び細胞の単離は、上記の他のプロテアーゼ消化に関する説明と
同様であるが、Ｃ：Ｄ又はＣ：Ｄ：Ｈ酵素混合物の代わりに、ＬＩＢＥＲＡＳＥ（商標）
／ヒアルロニダーゼ混合物を使用した。ＬＩＢＥＲＡＳＥ（商標）を使用する組織の消化
は、容易に増殖する、臍組織及び胎盤組織由来の細胞集団の単離をもたらした。
【０１５２】
　他の酵素の組合せを使用する細胞単離。種々の酵素の組合せを使用して、臍帯から細胞
を単離するための手順を比較した。消化に関して比較する酵素には、ｉ）コラゲナーゼ；
ｉｉ）ディスパーゼ；ｉｉｉ）ヒアルロニダーゼ；ｉｖ）コラゲナーゼ：ディスパーゼ混
合物（Ｃ；Ｄ）；ｖ）コラゲナーゼ：ヒアルロニダーゼ混合物（Ｃ：Ｈ）；ｖｉ）ディス
パーゼ：ヒアルロニダーゼ混合物（Ｄ：Ｈ）；ｖｉｉ）コラゲナーゼ：ディスパーゼ：ヒ
アルロニダーゼ混合物（Ｃ：Ｄ：Ｈ）を含めた。これらの種々の酵素消化条件を使用して
、細胞単離の差異を観察した（表１－１）。
【表１】

　凡例：＋＝良好、＋＋＝非常に良好、＋＋＋＝優良、Ｘ＝試験条件下では成功せず
【０１５３】
　臍帯内の残留血液からの細胞の単離。種々の手法によって臍帯から細胞のプールを単離
するために、他の試みを行なった。一例では、臍帯を薄切りにして、増殖培地で洗浄し、
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血餅及びゼラチン状物質を取り除いた。血液、ゼラチン状物質、及び増殖培地の混合物を
収集して、１５０×ｇで遠心分離した。ペレットを再懸濁させ、ゼラチンコーティングさ
れたフラスコ上に、増殖培地中で播種した。これらの実験から、容易に増殖する細胞集団
が単離された。
【０１５４】
　臍帯血からの細胞の単離。細胞はまた、ＮＤＲＩから入手した臍帯血サンプルからも単
離されている。この場合に使用する単離プロトコルは、Ｈｏらによる国際特許出願第ＰＣ
Ｔ／ＵＳ２００２／０２９９７１号（Ｈｏ，Ｔ．Ｗ．ら、国際公開第２００３０２５１４
９（Ａ２）号）のプロトコルとした。臍帯血（ＮＤＲＩ（Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ　Ｐ
Ａ））のサンプル（それぞれ、５０ミリリットル及び１０．５ミリリットル）を、溶解緩
衝液（濾過除菌された１５５ｍＭの塩化アンモニウム、１０ミリモルの重炭酸カリウム、
ｐＨ　７．２に緩衝させた０．１ミリモルのＥＤＴＡ（全成分ともＳｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌ
ｏｕｉｓ，ＭＯ）より））と混合した。１：２０の、臍帯血と溶解緩衝液との比率で、細
胞を溶解させた。得られた細胞懸濁液を、５秒間ボルテックス攪拌して、周囲温度で２分
間インキュベートした。この溶解液を、遠心分離した（２００×ｇで１０分間）。細胞ペ
レットを、１０パーセントのウシ胎児血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ（Ｌｏｇａｎ　ＵＴ））、４
ミリモルのグルタミン（Ｍｅｄｉａｔｅｃｈ（Ｈｅｒｎｄｏｎ，ＶＡ））、１００単位／
１００ミリリットルのペニシリン、及び１００マイクログラム／１００ミリリットルのス
トレプトマイシン（Ｇｉｂｃｏ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））を含有する、完全最小必須
培地（Ｇｉｂｃｏ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））中に再懸濁させた。再懸濁した細胞を、
遠心分離して（２００×ｇで１０分間）、上清を吸引し、完全培地中で細胞ペレットを洗
浄した。Ｔ７５フラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ（ＮＹ））、Ｔ７５ラミニンコーティングフラ
スコ、又はＴ１７５フィブロネクチンコーティングフラスコ（双方ともＢｅｃｔｏｎ　Ｄ
ｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ））内に、細胞を直接播種した。
【０１５５】
　種々の酵素の組合せ及び増殖条件を使用する、細胞の単離。細胞集団が種々の条件下で
単離され、単離の直後に様々な条件下で増殖することが可能か否かを判定するために、上
記の手順に従って、０．００１パーセント（ｖ／ｖ）の２－メルカプトエタノール（Ｓｉ
ｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））を有する増殖培地中、又は有さない増殖培地中で、
Ｃ：Ｄ：Ｈの酵素の組合せを使用して、細胞を消化させた。そのように単離した胎盤由来
細胞を、様々な条件下で播種した。全ての細胞は、ペニシリン／ストレプトマイシンの存
在下で増殖させた。（表１－２）。
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【表２】

【０１５６】
　種々の酵素の組合せ及び増殖条件を使用する、細胞の単離。全ての条件で、細胞は、継
代数０～１の間に、良好に付着して増殖した（表１－２）。条件５～８及び条件１３～１
６の細胞は、播種の後、継代数４まで良好に増殖することが実証され、その時点で、それ
らの細胞を凍結保存し、バンクした。
【０１５７】
　結果
　種々の酵素の組合せを使用する細胞単離。Ｃ：Ｄ：Ｈの組合せが、単離の後の、最良の
細胞収量をもたらし、他の条件よりも、多くの世代にわたって培養下で増殖する細胞を生
じさせた（表１）。コラゲナーゼ又はヒアルロニダーゼを単独で使用しても、増殖可能な
細胞集団は得られなかった。この結果が、試験したコラーゲンに特異的なものであるか否
かを判定する試みは、行なわなかった。
【０１５８】
　種々の酵素の組合せ及び増殖条件を使用する、細胞の単離。細胞は、酵素消化及び増殖
に関して試験した全ての条件下で、継代数０～１の間に、良好に付着して増殖した（表２
）。実験条件５～８及び実験条件１３～１６の細胞は、播種の後、継代数４まで良好に増
殖し、その時点で、それらの細胞を凍結保存した。更なる検討のために、全ての細胞をバ
ンクした。
【０１５９】
　臍帯内の残留血液からの細胞の単離。有核細胞が付着し、急速に増殖した。これらの細
胞は、フローサイトメトリーによって分析したところ、酵素消化によって得られた細胞と
同様であった。
【０１６０】
　臍帯血からの細胞の単離。これらの調製物は、赤血球及び血小板を含有するものであっ
た。最初の３週間は、有核細胞が付着及び分裂することはなかった。播種の３週間後に、
培地を交換したが、細胞の付着及び増殖は観察されなかった。
【０１６１】
　要約。細胞集団は、コラゲナーゼ（マトリックスメタロプロテアーゼ）、ディスパーゼ
（中性プロテアーゼ）、及びヒアルロニダーゼ（ヒアルロン酸を分解する粘液溶解酵素）
を使用して、臍帯並びに胎盤組織から、効率的に誘導することができる。Ｂｌｅｎｄｚｙ
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ｍｅである、ＬＩＢＥＲＡＳＥ（商標）もまた、使用することができる。具体的には、コ
ラゲナーゼ（４　Ｗｕｎｓｃｈ単位／ｇ）及びサーモリシン（１７１４カゼイン単位／ｇ
）である、Ｂｌｅｎｄｚｙｍｅ　３もまた、細胞を単離するために、ヒアルロニダーゼと
共に使用した。これらの細胞は、ゼラチンコーティングされたプラスチック上の増殖培地
中で培養した場合、多数回の継代にわたって、容易に増殖した。
【０１６２】
　細胞はまた、臍帯内の残留血液からも単離されたが、臍帯血からは単離されなかった。
使用した条件下で付着及び増殖する、この組織から洗い流された血餅中の細胞の存在は、
解剖プロセス中に細胞が遊離することによるものである可能性がある。
【０１６３】
　（実施例２）
　臍由来細胞及び胎盤由来細胞の増殖特性
　臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞の、細胞増殖能を、単離された他の幹細胞の集団と
比較した。老化までの細胞増殖のプロセスは、ヘイフリック限界と称される（Ｈａｙｆｌ
ｉｃｋ　Ｌ．（１９７４年）Ｊ　Ａｍ　Ｇｅｒｉａｔｒ　Ｓｏｃ．２２：１～１２；Ｈａ
ｙｆｌｉｃｋ　Ｌ．（１９７４年）Ｇｅｏｎｔｏｌｏｇｉｓｔ．１４：３７～４５）。臍
帯組織由来細胞は、十分な細胞数まで容易に増殖することができるため、治療使用に極め
て適している。
【０１６４】
　材料及び方法
　ゼラチンコーティングフラスコ。組織培養プラスチックフラスコは、Ｔ７５フラスコ（
Ｃｏｒｎｉｎｇ（Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＮＹ））に、室温で２０分間、２０ミリリットルの２
％（ｗ／ｖ）ブタゼラチン（タイプＢ：２２５　Ｂｌｏｏｍ；Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ　Ｌｏｕ
ｉｓ，ＭＯ））を添加することによって、コーティングした。ゼラチン溶液を除去した後
、１０ミリリットルのリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒ
ｌｓｂａｄ，ＣＡ））を添加し、次いで吸引した。
【０１６５】
　ＵＴＣと他の細胞集団との増殖能の比較。増殖拡大能の比較のために、以下の細胞集団
を利用した；ｉ）間葉系幹細胞（ＭＳＣ；Ｃａｍｂｒｅｘ（Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，
ＭＤ））；ｉｉ）脂肪由来細胞（米国特許第６，５５５，３７４（Ｂ１）号；米国特許出
願公開第２００４／００５８４１２号）；ｉｉｉ）正常皮膚繊維芽細胞（ｃｃ－２５０９
ロット＃　９Ｆ０８４４；Ｃａｍｂｒｅｘ（Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ））；ｉｖ
）臍由来細胞；ｖ）胎盤由来細胞（米国特許出願公開第２００４／００４８３７２号）。
最初に、細胞を、ペニシリン／ストレプトマイシン／アンホテリシンＢを有する増殖培地
中、ゼラチンコーティングＴ－７５フラスコ上に、５，０００細胞／ｃｍ２で播種した。
その後の継代のために、以下のように細胞培養物を処理した。トリプシン処理後、生存細
胞を、トリパンプルー染色の後に計数した。細胞懸濁液（５０マイクロリットル）を、ト
リパンプルー（５０ミリリットル、Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ　ＭＯ））と組み合わ
せた。生存細胞数は、血球計数器を使用して概算した。
【０１６６】
　計数の後に、細胞を、２５ミリリットルの新鮮増殖培地中、ゼラチンコーティングＴ　
７５フラスコ上に、５，０００細胞／ｃｍ２で播種した。３７℃の標準条件下で、細胞を
増殖させた。増殖培地は、１週間に２回交換した。細胞が、約８５パーセントの集密度に
到達した際に、それらの細胞を継代し、このプロセスを、細胞が老化に到達するまで繰り
返した。
【０１６７】
　各継代で、細胞をトリプシン処理して、計数した。生存細胞収量、集団倍加［ｌｎ（最
終の細胞／最初の細胞）／ｌｎ　２］、及び倍加時間（培養時間（時間）／集団倍加）を
算出した。最適な細胞増殖を決定する目的のために、従前の継代に関する全収量に、各継
代に関する増殖係数（すなわち、増殖係数＝最終の細胞／最初の細胞）を積算することに
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よって、継代ごとの全細胞収量を判定した。
【０１６８】
　低密度での細胞バンクの増殖能。継代数１０でバンクされた細胞の増殖能もまた、種々
の条件のセットを使用して試験した。正常皮膚繊維芽細胞（ｃｃ－２５０９ロット＃　９
Ｆ０８４４；Ｃａｍｂｒｅｘ（Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ））、臍由来細胞、及び
胎盤由来細胞を試験した。これらの細胞集団は、従前に、継代数１０でバンクされており
、その時点まで、各継代で５，０００細胞／ｃｍ２で培養して、集密まで増殖させたもの
であった。継代数１０での細胞解凍後の細胞集団に対する、細胞密度の影響を判定した。
標準条件下で細胞を解凍し、トリパンプルー染色を使用して計数した。次いで、解凍した
細胞を、上述のような抗生物質／抗真菌剤を有するＤＭＥＭ：低グルコース増殖培地中に
、１０００細胞／ｃｍ２で播種した。３７℃の標準大気条件下で、細胞を増殖させた。増
殖培地は、１週間に２回交換し、細胞は、約８５％の集密度に到達した際に継代させた。
細胞は、その後、老化まで、すなわち、それ以上の増殖が不可能となるまで、継代させた
。各継代で、細胞をトリプシン処理して、計数した細胞収量、集団倍加（ｌｎ（最終の細
胞／最初の細胞）／ｌｎ　２）、及び倍加時間（培養時間（時間）／集団倍加）。継代ご
との全細胞収量は、従前の継代に関する全収量に、各継代に関する増殖係数（すなわち、
増殖係数＝最終の細胞／最初の細胞）を積算することによって判定した。
【０１６９】
　最初の細胞播種からの、低密度でのＵＴＣの増殖。新たに単離したＵＴＣの増殖能を、
低い細胞播種条件下で試験した。ＵＴＣを、本明細書で説明されるように調製した。細胞
を、１０００細胞／ｃｍ２で播種し、老化まで、上述のように継代させた。３７℃の標準
大気条件下で、細胞を増殖させた。増殖培地は、１週間に２回交換した。細胞は、約８５
％の集密度に到達した際に継代させた。各継代で、細胞をトリプシン処理して、トリパン
プルー染色によって計数した。細胞収量、集団倍加（ｌｎ（最終の細胞／最初の細胞）／
ｌｎ　２）、及び倍加時間（培養時間（時間）／集団倍加）を、各継代に関して算出した
。継代ごとの全細胞収量は、従前の継代に関する全収量に、各継代に関する増殖係数（す
なわち、増殖係数＝最終の細胞／最初の細胞）を積算することによって判定した。細胞は
、ゼラチンコーティングフラスコ、及び非ゼラチンコーティングフラスコ上で増殖させた
。
【０１７０】
　クローン性新生児胎盤由来細胞の増殖。胎盤組織からの新生児細胞の集団を増殖させる
るために、クローニングを使用した。胎盤からの３つの異なる細胞集団（本明細書で説明
されるような）の単離の後に、それらの細胞集団を、標準増殖条件下で増殖させ、次いで
、核型分析を行ない、単離された細胞集団の同一性を明らかにした。それらの細胞は、男
児を分娩した母親から単離されたため、中期延展を実行することによって、雌雄の染色体
を識別することは、簡単であった。これらの実験により、胎児態様細胞は、新生児表現型
に関して陽性の核型であり、中間層細胞は、新生児表現型及び母体表現型の双方に関して
陽性の核型であり、母体態様細胞は、母体細胞に関して陽性の核型であることが実証され
た。
【０１７１】
　低酸素培養条件での細胞の増殖。低酸素細胞培養条件は、特定の状況で細胞増殖を改善
し得ることが実証されている（米国特許出願公開第２００４／０００５７０４号）。細胞
培養条件を変更することによって、ＵＴＣの細胞増殖を改善することが可能であるか否か
を判定するために、臍由来細胞の培養物を、低酸素条件で増殖させた。細胞を、増殖培地
中、ゼラチンコーティングフラスコ上に、５０００細胞／ｃｍ２で播種した。最初に、標
準大気条件下で、細胞を継代数５まで培養し、その時点で、低酸素（５％のＯ２）培養条
件に、それらの細胞を移行させた。
【０１７２】
　他の増殖条件。他のプロトコルでは、非コーティング、コラーゲンコーティング、フィ
ブロネクチンコーティング、ラミニンコーティング、及び細胞外マトリックスタンパク質
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コーティングが施されたプレート上で、細胞を増殖させた。培養物は、これらの種々のマ
トリックス上で、良好に増殖することが実証されている。
【０１７３】
　結果
　ＵＴＣと他の幹細胞集団及び非幹細胞集団との、増殖能の比較。臍由来細胞及び胎盤由
来細胞の双方が、６０日で、４０回を超える継代にわたって増殖し、＞１Ｅ１７細胞の細
胞収量を生じさせた。対照的に、ＭＳＣ及び繊維芽細胞は、それぞれ、＜２５日後及び＜
６０日後に老化した。脂肪由来細胞は、ほぼ６０日にわたって増殖したが、それらの細胞
は、４．５Ｅ１２の全細胞収量を生じさせた。それゆえ、利用した実験条件下で、５００
０細胞／ｃｍ２で播種した場合、分娩後由来細胞は、同じ条件下で増殖させた他の細胞型
よりも、遙かに良好に増殖した（表２－１）。
【表３】

【０１７４】
　低密度での細胞バンクの増殖能。臍由来細胞、胎盤由来細胞、及び繊維芽細胞は、６０
日で、１０回を超える継代にわたって増殖し、＞１Ｅ１１細胞の細胞収量を生じさせた（
表２－２）。６０日後、これらの条件下で繊維芽細胞は老化したが、臍由来細胞集団及び
胎盤由来細胞集団は、それぞれ、＞５０倍及び＞４０倍の集団倍加を完了して、８０日後
に老化した。

【表４】

【０１７５】
　最初の細胞播種からの、低密度でのＵＴＣの増殖。ＵＴＣを、ゼラチンコーティング及
び非コーティングの、プレート若しくはフラスコ上に、低密度（１，０００細胞／ｃｍ２

）で増殖させた。これらの条件下での、これらの細胞の増殖能は、良好であった。細胞は
、対数増殖期には容易に増殖した。細胞増殖の速度は、胎盤由来細胞を、増殖培地中、ゼ
ラチンコーティングフラスコ上に、５０００細胞／ｃｍ２で播種した場合に観察されたも
のと同様であった。非コーティングフラスコ上での培養又はゼラチンコーティングフラス
コ上での培養の間には、細胞増殖能の差異は観察されなかった。しかしながら、細胞は、
ゼラチンコーティングフラスコ上では、表現型的に遙かに小さく現れ、非コーティングフ
ラスコ上では、より大きい細胞表現型が観察された。
【０１７６】
　クローン性新生児胎盤由来細胞又は母体胎盤由来細胞の増殖。クローン性新生児細胞集
団又は母体細胞集団は、それぞれ、胎盤の新生児態様又は母体態様から単離された、胎盤
由来細胞から増殖させることができる。細胞を段階希釈して、次いで、ゼラチンコーティ
ングプレート上に、増殖用の増殖培地中、９６ウェルゼラチンコーティングプレート内の
１ウェルにつき１細胞で播種する。この最初のクローニングから、増殖性のクローンを同
定して、トリプシン処理し、増殖培地中、１２ウェルゼラチンコーティングプレート内に
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再び播種して、引き続き、増殖培地中、Ｔ２５ゼラチンコーティングフラスコ内に、５，
０００細胞／ｃｍ２で継代させる。クローン性の細胞の集団が同定されたことを確実にす
るために、サブクローニングを実行する。サブクローニング実験に関しては、細胞をトリ
プシン処理して、０．５細胞／ウェルで再び播種する。良好に増殖するサブクローンを、
ゼラチンコーティングＴ２５フラスコ内に、５，０００細胞ｃｍ２／フラスコで増殖させ
る。細胞は、５，０００細胞ｃｍ２／Ｔ７５フラスコで、継代させる。クローンの増殖特
性をプロットすることにより、細胞増殖を実証することができる。核型分析により、クロ
ーンが新生児性であるか又は母体性であるかを、確認することができる。
【０１７７】
　低酸素培養条件での細胞の増殖。細胞は、酸素が低減された条件下で、良好に増殖した
が、しかしながら、低酸素条件下での培養が、使用した条件下で、ＵＴＣの細胞増殖に対
して有意な効果を及ぼしたとは考えられなかった。
【０１７８】
　要約。単離された臍帯組織由来細胞を、標準的な大気酸素下で、増殖培地中、ゼラチン
コーティングフラスコ又は非コーティングフラスコ上に、約５０００細胞／ｃｍ２の密度
で増殖させることを含む、細胞増殖条件は、継代数１１で、多数の細胞を産生するために
十分である。更には、このデータは、より低い密度の培養条件（例えば、１０００細胞／
ｃｍ２）を使用して、容易に細胞を増殖させることができる点を示唆する。低酸素条件で
の、臍帯組織由来細胞の増殖もまた、細胞増殖を促進するが、増殖に関するこれらの条件
を使用する場合の、細胞増殖能の漸進的な改善は、未だ観察されていない。現時点では、
大きい細胞のプールを生成するためには、標準大気条件下で、臍帯組織由来細胞を培養す
ることが好ましい。しかしながら、培養条件を変更すると、臍帯組織由来細胞の増殖も、
同様に変化し得る。この方策を使用して、これらの細胞集団の増殖能及び分化能を増強す
ることができる。
【０１７９】
　利用した条件下では、ＭＳＣ及び脂肪由来細胞の増殖能は限定されるが、臍帯組織由来
細胞は、多くの数へと容易に増殖する。
【０１８０】
　（実施例３）
　胎盤由来細胞用の増殖培地の評価
　幾つかの細胞培養培地を、胎盤由来細胞の増殖を支援する、それらの能力に関して評価
した。通常（２０％）酸素及び低（５％）酸素中での胎盤由来細胞の増殖を、ＭＴＳ比色
分析アッセイを使用して、３日後に評価した。
【０１８１】
　方法及び材料
　継代数８（Ｐ８）の胎盤由来細胞を、ペニシリン／ストレプトマイシンを有する増殖培
地中、９６ウェルプレート内に、１×１０３細胞／ウェルで播種した。８時間後、以下で
説明するように培地を交換して、５％のＣＯ２、通常（大気）酸素又は低（５％、ｖ／ｖ
）酸素中、３７℃で、細胞を４８時間インキュベートした。培養培地（Ｃｅｌｌ　Ｔｉｔ
ｅｒ　９６（登録商標）ＡＱｕｅｏｕｓ　Ｏｎｅ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ　Ｃｅｌｌ　Ｐｒｏ
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　Ａｓｓａｙ，Ｐｒｏｍｅｇａ（Ｍａｄｉｓｏｎ，ＷＩ））に、Ｍ
ＴＳを３時間にわたって添加し、４９０ナノメートルで吸光度を測定した（Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ（Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ　ＣＡ））。
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【表５】

【０１８２】
　結果
　ＭＴＳアッセイに関する標準曲線は、吸光度の増大と細胞数の増大との間の線形相関を
確立した。得られた吸光度の値を推定細胞数へと変換して、最初の播種に対する変化（％
）を算出した。
【０１８３】
　血清の効果。通常の酸素条件での、培地への血清の添加により、吸光度の、またそれゆ
え生存細胞数の、再現可能な用量依存性の増大がもたらされた。完全ＭＳＣＧＭへの血清
の添加により、吸光度の用量依存性の減少がもたらされた。血清が添加されない培地では
、Ｃｅｌｌｇｒｏ　ＦＲＥＥ（商標）、ハムＦ１０、及びＤＭＥＭ中でのみ、細胞の明ら
かな増殖が認められた。
【０１８４】
　酸素の効果。酸素の低減は、増殖培地、ハムＦ１０、及びＭＳＣＧＭ中での、細胞の増
殖速度を増大させるように思われた。最良の細胞の増殖をもたらす培地を、増殖の多い順
で挙げると、増殖培地＞ＭＳＣＧＭ＞イスコフ培地＋１０％　ＦＢＳ＝ＤＭＥＭ－Ｈ＋１
０％　ＦＢＳ＝ハムＦ１２＋１０％　ＦＢＳ＝ＲＰＭＩ　１６４０＋１０％　ＦＢＳであ
った。
【０１８５】
　要約。胎盤由来細胞は、通常酸素又は低酸素中、様々な培養培地中で増殖させることが
できる。５％酸素又は大気酸素中、０％、２％、及び１０％（ｖ／ｖ）の血清を有する１
２の基本培地中で、胎盤由来細胞の短期増殖を測定した。全般的には、胎盤由来細胞は、
タンパク質フリーでもある、ハムＦ１０及びＣｅｌｌｇｒｏ　ＦＲＥＥ（商標）を除いて
、血清フリー条件では、同様には増殖しなかった。これらの血清フリー培地中での増殖は
、１５％の血清を含有する培地で観察された最大増殖の、約２５～３３％であった。
【０１８６】
　（実施例４）
　Ｄ－バリンを含有する培地中での、臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞の増殖
　通常のＬ－バリンイソ型の代わりにＤ－バリンを含有する培地を使用して、培養下の繊
維芽細胞様細胞の増殖を、選択的に阻害することができる点が、報告されている（Ｈｏｎ
ｇｐａｉｓａｎ　Ｊ．２０００年、Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　Ｉｎｔ．２４：１～７；Ｓｏｒ
ｄｉｌｌｏら、１９８８年、Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　Ｉｎｔ　Ｒｅｐ．１２：３５５～６４
）。臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞が、Ｄ－バリンを含有する培地中で増殖すること
が可能であるか否かは、従前は知られていなかった。
【０１８７】
　方法及び材料



(44) JP 6000982 B2 2016.10.5

10

20

30

40

50

　胎盤由来細胞（Ｐ３）、繊維芽細胞（Ｐ９）、及び臍帯由来細胞（Ｐ５）を、ゼラチン
コーティングＴ７５フラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ（Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＮＹ））内に、５×１
０３細胞／ｃｍ２で播種した。２４時間後、培地を除去し、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢ
Ｓ）（Ｇｉｂｃｏ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））で細胞を洗浄することにより、残留する
培地を除去した。この培地を、改変増殖培地（Ｄ－バリンを有するＤＭＥＭ（特注品Ｇｉ
ｂｃｏ）、１５％（ｖ／ｖ）の透析ウシ胎児血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ（Ｌｏｇａｎ，ＵＴ）
）、０．００１％（ｖ／ｖ）のβメルカプトエタノール（Ｓｉｇｍａ）、ペニシリン／ス
トレプトマイシン（Ｇｉｂｃｏ））で置き換えた。
【０１８８】
　結果
　このＤ－バリン含有培地中に播種した、胎盤由来細胞、臍由来細胞、及び繊維芽細胞は
、透析した血清を含有する増殖培地中に播種した細胞とは異なり、増殖しなかった。繊維
芽細胞は、形態学的に変化し、サイズが増大して、形状が変化した。全ての細胞が死滅し
、最終的には、４週間後にフラスコ表面から剥離した。これらの結果は、Ｄ－バリンを含
有する培地が、分娩後由来細胞を選択的に増殖させるためには好適でないことを示す。
【０１８９】
　（実施例５）
　胎盤由来細胞用の凍結保存培地
　胎盤由来細胞の凍結保存のための、凍結保存培地を評価した。
【０１９０】
　方法及び材料
　ゼラチンコーティングＴ７５フラスコ内で、増殖培地中に増殖させた胎盤由来細胞を、
ＰＢＳで洗浄し、１ミリリットルのトリプシン／ＥＤＴＡ（Ｇｉｂｃｏ）を使用してトリ
プシン処理した。このトリプシン処理を、１０ミリリットルの増殖培地を添加することに
よって停止させた。これらの細胞を１５０×ｇで遠心分離して、上清を除去し、その細胞
ペレットを、１ミリリットルの増殖培地中に再懸濁させた。細胞懸濁液のアリコート、６
０マイクロリットルを取り出し、６０マイクロリットルのトリパンプルー（Ｓｉｇｍａ）
に添加した。血球計数器を使用して、生存細胞数を概算した。この細胞懸濁液を、それぞ
れが８８×１０４の細胞を含む、４つの等しいアリコートへと分割した。この細胞懸濁液
を遠心分離して、１ミリリットルの下記の各培地中に再懸濁させ、クライオバイアル（Ｎ
ａｌｇｅｎｅ）内に移した。
【０１９１】
　１．）増殖培地＋１０％（ｖ／ｖ）ＤＭＳＯ（Ｈｙｂｒｉｍａｘ、Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．
Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））
　２．）細胞凍結培地、ＤＭＳＯ含有、メチルセルロース含有、血清フリー（Ｃ６２９５
、Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））
　３．）細胞凍結培地、血清フリー（Ｃ２６３９、Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ
））
　４．）細胞凍結培地、グリセロール含有（Ｃ６０３９、Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ
，ＭＯ））
【０１９２】
　「Ｍｒ　Ｆｒｏｓｔｙ」凍結容器を、製造元の使用説明書（Ｎａｌｇｅｎｅ（Ｒｏｃｈ
ｅｓｔｅｒ，ＮＹ））に従って使用し、－８０℃の冷凍庫内で、約－１℃／分で一晩、そ
れらの細胞を冷却した。液体窒素中に２日間、細胞のバイアルを移した後、３７℃の水浴
中で急速解凍した。これらの細胞を、１０ミリリットルの増殖培地に添加して、遠心分離
した後に、細胞数及び生存率を概算した。ゼラチンコーティングフラスコ上に、細胞を、
５，０００細胞／ｃｍ２で播種し、それらの細胞が付着して増殖するか否かを判定した。
【０１９３】
　結果
　凍結保存される細胞の最初の生存率は、トリパンプルー染色によって、１００％である
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と評価された。凍結保存される細胞の最初の生存率は、トリパンプルー染色によって、１
００％であると評価された。
【０１９４】
　細胞溶解により、Ｃ６２９５に関する生存率と比例する、細胞数の低減が存在した。全
ての４種の溶液中で凍結保存された生存細胞は、３日以内に付着して分裂し、集密の単層
を産生した。概算された増殖速度には、識別可能な差異は存在しなかった。
【０１９５】
　要約。細胞の凍結保存は、細胞バンク又は細胞産物の調製に関して利用可能な、１つの
手順である。４種の凍結保存混合物を、凍結損傷からヒト胎盤由来細胞を保護するための
、それらの能力に関して比較した。ダルベッコ変法イーグル培地（ＤＭＥＭ）及び１０％
（ｖ／ｖ）のジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）が、胎盤由来細胞の凍結保存に関して比
較されたもののうち、好ましい培地である。
【０１９６】
　（実施例６）
　臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞の核型分析
　細胞療法に使用される細胞株は、好ましくは、均質であり、いずれの汚染性の細胞型も
含まない。細胞療法に使用される細胞は、正常な染色体数（４６）及び構造を有するべき
である。均質であり、かつ、非分娩後組織起源の細胞を含まない、胎盤由来細胞株及び臍
由来細胞株を同定するために、細胞サンプルの核型を分析した。
【０１９７】
　材料及び方法
　新生男児の分娩後組織由来のＵＴＣを、ペニシリン／ストレプトマイシンを含有する増
殖培地中で培養した。新生男児由来の分娩後組織（Ｘ，Ｙ）を選択することにより、新生
児由来細胞と母体由来細胞（Ｘ，Ｘ）との識別が可能となった。細胞を、Ｔ２５フラスコ
（Ｃｏｒｎｉｎｇ（Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＮＹ））内の増殖培地中に、５，０００細胞／平方
センチメートルで播種し、８０％の集密度まで増殖させた。細胞を収容するＴ２５フラス
コは、首部分まで増殖培地で充填した。臨床細胞遺伝学研究所に、急送便でサンプルを配
送した（研究所間の推定輸送時間は、１時間である）。細胞は、染色体が最も良好に可視
化される、分裂中期の間に分析した。計数した分裂中期の２０個の細胞のうち、５個の細
胞を、正常の均質な核型の数（２）に関して分析した。細胞サンプルは、２つの核型が観
察された場合には、均質として特徴付けられた。細胞サンプルは、３つ以上の核型が観察
された場合には、不均質として特徴付けられた。不均質な核型の数（４）が識別された場
合、更なる分裂中期細胞を計数して、分析した。
【０１９８】
　結果
　染色体分析のために送られた全ての細胞サンプルは、正常な様相を呈していると解釈さ
れた。分析された１６の細胞株のうちの３つは、新生児起源及び母体起源の双方に由来す
る細胞の存在を示す、不均質な表現型（ＸＸ及びＸＹ）を呈した（表６－１）。胎盤－Ｎ
の組織由来の細胞は、胎盤の新生児態様から単離された。継代数０では、この細胞株は、
均質なＸＹを表した。しかしながら、継代数９では、この細胞株は、従前には検出されな
かった母体起源の細胞の存在を示す、不均質（ＸＸ／ＸＹ）なものであった。
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【表６】

　凡例：Ｎ－新生児態様；Ｖ－絨毛領域；Ｍ－母体態様；Ｃ－クローン
【０１９９】
　要約。染色体分析は、臨床細胞遺伝学研究所によって解釈されるように、核型が正常を
表す胎盤由来細胞及び臍由来細胞を同定した。核型分析はまた、均質な核型によって判定
されるように、母体細胞を含まない細胞株も同定した。
【０２００】
　（実施例７）
　フローサイトメトリーによる、ヒト臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞の表面マーカー
の評価
　フローサイトメトリーによる、細胞表面タンパク質又は「マーカー」の特性評価を使用
して、細胞株の同一性を判定することができる。この発現の一貫性は、複数のドナーから
、並びに種々の処理及び培養条件に曝された細胞内で、判定することができる。胎盤及び
臍から単離された細胞株を、（フローサイトメトリーによって）特徴付けることにより、
これらの細胞株の同定に関するプロファイルが提供された。
【０２０１】
　材料及び方法
　培地及び培養容器。ペニシリン／ストレプトマイシンを有する増殖培地（Ｇｉｂｃｏ（
Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））中で、細胞を培養した。血漿処理されたＴ７５、Ｔ１５０、
及びＴ２２５組織培養フラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ（Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＮＹ））内で、細胞
を集密まで培養した。２％（ｗ／ｖ）のゼラチン（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ
））を、室温で２０分間インキュベートすることによって、これらのフラスコの増殖表面
をゼラチンでコーティングした。
【０２０２】
　抗体染色及びフローサイトメトリー分析。フラスコ内の付着細胞を、ＰＢＳ中で洗浄し
、トリプシン／ＥＤＴＡを使用して剥離させた。細胞を採取して、遠心分離し、ＰＢＳ中
３％（ｖ／ｖ）のＦＢＳ中に、１×１０７／ミリリットルの細胞濃度で再懸濁させた。製
造元の仕様書に従って、１００マイクロリットルの細胞懸濁液に、目的の細胞表面マーカ
ーに対する抗体（下記参照）を添加し、その混合物を、暗所で３０分間、４℃でインキュ
ベートした。インキュベーション後、細胞をＰＢＳで洗浄し、遠心分離することにより、
非結合の抗体を除去した。５００マイクロリットルのＰＢＳ中に、細胞を再懸濁させ、フ
ローサイトメトリーによって分析した。フローサイトメトリー分析は、ＦＡＣＳｃａｌｉ
ｂｕｒ計器（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ））を使用し
て実行した。
【０２０３】
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　細胞表面マーカーに対する以下の抗体を使用した。
【表７】

【０２０４】
　胎盤と臍との比較。胎盤由来細胞を、継代数８で、臍由来細胞と比較した。
【０２０５】
　継代間の比較。胎盤由来細胞及び臍由来細胞を、継代数８、１５、及び継代数２０で分
析した。
【０２０６】
　ドナー間の比較。ドナー間の差異を比較するために、種々のドナーからの胎盤由来細胞
を互いに比較し、また、種々のドナーからの臍由来細胞を互いに比較した。
【０２０７】
　表面コーティングの比較。ゼラチンコーティングフラスコ上で培養した胎盤由来細胞を
、非コーティングフラスコ上で培養した胎盤由来細胞と比較した。ゼラチンコーティング
フラスコ上で培養した臍由来細胞を、非コーティングフラスコ上で培養した臍由来細胞と
比較した。
【０２０８】
　消化酵素の比較。細胞の単離及び調製に関して使用される、４つの処理を比較した。１
）コラゲナーゼ；２）コラゲナーゼ／ディスパーゼ；３）コラゲナーゼ／ヒアルロニダー
ゼ；４）コラゲナーゼ／ヒアルロニダーゼ／ディスパーゼを使用する処理によって胎盤か
ら単離された細胞を、比較した。
【０２０９】
　胎盤の層の比較。胎盤組織の母体態様由来の細胞を、胎盤組織の絨毛領域由来の細胞、
及び胎盤の新生胎児態様由来の細胞と比較した。
【０２１０】
　結果
　胎盤と臍との比較。フローサイトメトリーによって分析された、胎盤由来細胞及び臍由
来細胞は、ＩｇＧ対照に対する蛍光値の増大によって示される、ＣＤ１０、ＣＤ１３、Ｃ
Ｄ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃの陽性発現を示
した。これらの細胞は、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１、及び
ＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱの検出可能な発現に関しては陰性であり、このことは、ＩｇＧ
対照と同等の蛍光値によって示された。陽性曲線の蛍光値の変動を考慮した。陽性曲線の
平均（すなわち、ＣＤ１３）及び範囲（すなわち、ＣＤ９０）は、ある程度の変動を示し
たが、これらの曲線は、正常であると考えられ、均質な集団であることが確認された。双
方の曲線が、ＩｇＧ対照よりも高い値を個別に呈した。
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【０２１１】
　継代間の比較－胎盤由来細胞。フローサイトメトリーによって分析された、継代数８、
１５、及び継代数２０での胎盤由来細胞は、ＩｇＧ対照に対する蛍光値の増大に反映され
るように、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ　９０、ＰＤＧＦｒ－α、及
びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃの発現に関して、全て陽性であった。これらの細胞は、ＣＤ３１、
ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１、及びＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱの発現に
関しては陰性であり、ＩｇＧ対照と一致する蛍光値を有していた。
【０２１２】
　継代間の比較－臍由来細胞。フローサイトメトリーによって分析された、継代数８、１
５、及び継代数２０での臍由来細胞は、全て、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３
、ＣＤ　９０、ＰＤＧＦｒ－α、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃを発現し、このことは、ＩｇＧ
対照に対する蛍光の増大によって示された。これらの細胞は、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ
４５、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１、及びＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱに関しては陰性であり、
このことは、ＩｇＧ対照と一致する蛍光値によって示された。
【０２１３】
　ドナー間の比較－胎盤由来細胞。フローサイトメトリーによって分析された、別個のド
ナーから単離された胎盤由来細胞のそれぞれは、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７
３、ＣＤ　９０、ＰＤＧＦｒ－α、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃを発現し、ＩｇＧ対照に対し
て蛍光値が増大していた。これらの細胞は、ＩｇＧ対照と一致する蛍光値によって示され
るように、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１、及びＨＬＡ－ＤＲ
、ＤＰ、ＤＱの発現に関しては陰性であった。
【０２１４】
　ドナー間の比較－臍由来細胞。フローサイトメトリーによって分析された、別個のドナ
ーから単離された臍由来細胞のそれぞれは、ＩｇＧ対照に対する蛍光値の増大に反映され
る、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ　９０、ＰＤＧＦｒ－α、及びＨＬ
Ａ－Ａ、Ｂ、Ｃの陽性発現を示した。これらの細胞は、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、
ＣＤ１１７、ＣＤ１４１、及びＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱの発現に関しては陰性であり、
ＩｇＧ対照と一致する蛍光値を有していた。
【０２１５】
　胎盤由来細胞に対する、ゼラチンを使用する表面コーティングの効果。フローサイトメ
トリーによって分析された、ゼラチンコーティングフラスコ又は非コーティングフラスコ
上のいずれかで増殖させた胎盤由来細胞は、全て、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ
７３、ＣＤ　９０、ＰＤＧＦｒ－α、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃを発現し、このことは、Ｉ
ｇＧ対照に対する蛍光値の増大に反映された。これらの細胞は、ＣＤ３１、ＣＤ３４、Ｃ
Ｄ４５、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１、及びＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱの発現に関しては陰性
であり、このことは、ＩｇＧ対照と一致する蛍光値によって示された。
【０２１６】
　臍由来細胞に対する、ゼラチンを使用する表面コーティングの効果。フローサイトメト
リーによって分析された、ゼラチンフラスコ及び非コーティングフラスコ上で増殖させた
臍由来細胞は、全て、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ　９０、ＰＤＧＦ
ｒ－α、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃの発現に関しては陽性であり、ＩｇＧ対照に対して増大
した蛍光値を有していた。これらの細胞は、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１１７
、ＣＤ１４１、及びＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱの発現に関しては陰性であり、ＩｇＧ対照
と一致する蛍光値を有していた。
【０２１７】
　細胞表面マーカープロファイルに対する、細胞の調製に使用される酵素消化手順の効果
。フローサイトメトリーによって分析された、様々な消化酵素を使用して単離した胎盤由
来細胞は、ＩｇＧ対照に対する蛍光値の増大によって示されるように、全て、ＣＤ１０、
ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ　９０、ＰＤＧＦｒ－α、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃ
を発現した。これらの細胞は、ＩｇＧ対照と一致する蛍光値によって示されるように、Ｃ
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Ｄ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１、及びＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱ
の発現に関しては陰性であった。
【０２１８】
　胎盤の層の比較。フローサイトメトリーによって分析された、それぞれ、胎盤の母体層
、絨毛層、及び新生児層から単離した細胞は、ＩｇＧ対照に対する蛍光値の増大によって
示されるように、ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ　９０、ＰＤＧＦｒ－
α、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃの陽性発現を示した。これらの細胞は、ＩｇＧ対照と一致す
る蛍光値によって示されるように、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１１７、ＣＤ１
４１、及びＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱの発現に関しては陰性であった。
【０２１９】
　要約。フローサイトメトリーによる、胎盤由来細胞及び臍由来細胞の分析により、これ
らの細胞株の同一性が確立されている。胎盤由来細胞及び臍由来細胞は、ＣＤ１０、ＣＤ
１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃに関し
ては陽性であり、ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１、及びＨＬＡ
－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱに関しては陰性である。この同一性は、ドナー、継代数、培養容器の
表面コーティング、消化酵素、及び胎盤の層を含めた変数が変動しても、一貫していた。
個々の蛍光値ヒストグラム曲線の平均及び範囲には、ある程度の変動が観察されたが、全
ての試験条件下での、全ての陽性曲線は正常であり、発現した蛍光値は、ＩｇＧ対照より
も大きく、それゆえ、これらの細胞が、マーカーの陽性発現を有する均質な集団を含むこ
とが確認された。
【０２２０】
　（実施例８）
　臍帯組織表現型及び胎盤組織表現型の、免疫組織化学的な特性評価
　ヒト臍帯及びヒト胎盤内部に見出される細胞の表現型を、免疫組織化学によって分析し
た。
【０２２１】
　材料及び方法
　組織の調製。ヒト臍帯組織及びヒト胎盤組織を採取して、４％（ｗ／ｖ）パラホルムア
ルデヒド中に、４℃で一晩、浸漬固定した。免疫組織化学は、以下のエピトープに対する
抗体を使用して実行した：ビメンチン（１：５００；Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍ
Ｏ））、デスミン（１：１５０、ウサギに対して産生；Ｓｉｇｍａ；又は１：３００、マ
ウスに対して産生；Ｃｈｅｍｉｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ））、α－平滑筋アクチ
ン（ＳＭＡ；１：４００；Ｓｉｇｍａ）、サイトケラチン１８（ＣＫ１８；１：４００；
Ｓｉｇｍａ）、ヴォン・ヴィレブランド因子（ｖＷＦ；１：２００；Ｓｉｇｍａ）、及び
ＣＤ３４（ヒトＣＤ３４クラスＩＩＩ；１：１００；ＤＡＫＯＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ（Ｃ
ａｒｐｉｎｔｅｒｉａ，ＣＡ））。更には、以下のマーカーを試験した：抗ヒトＧＲＯα
－ＰＥ（１：１００；Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅ
ｓ，ＮＪ））、抗ヒトＧＣＰ－２（１：１００；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ））、抗ヒト酸化ＬＤＬ受容体１（ｏｘ－ＬＤＬ　Ｒ１；
１：１００；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）、及び抗ヒトＮＯＧＯ－Ａ（１：
１００；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）。外科用メスを使用して、固定標本を
トリミングし、エタノールを含有するドライアイス浴上の、ＯＣＴ包理化合物（Ｔｉｓｓ
ｕｅ－Ｔｅｋ　ＯＣＴ；Ｓａｋｕｒａ（Ｔｏｒｒａｎｃｅ，ＣＡ））内部に定置した。次
いで、凍結ブロックを、標準的なクリオスタット（Ｌｅｉｃａ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍ
ｓ）を使用して切片（厚さ１０μｍ）とし、染色のためにスライドグラス上に載置した。
【０２２２】
　免疫組織化学。免疫組織化学は、従前の研究（例えば、Ｍｅｓｓｉｎａら、２００３年
、Ｅｘｐｅｒ．Ｎｅｕｒｏｌ．１８４：８１６～８２９）と同様に実行した。組織切片を
、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で洗浄し、細胞内抗原にアクセスするために、ＰＢＳ
、４％（ｖ／ｖ）ヤギ血清（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ））、及び０．



(50) JP 6000982 B2 2016.10.5

10

20

30

40

50

３％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ（Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００；Ｓｉｇｍａ）を含有するタン
パク質ブロッキング溶液に、１時間曝した。目的のエピトープが、細胞表面上に位置して
いる場合には（ＣＤ３４、ｏｘ－ＬＤＬ　Ｒ１）、エピトープの損失を防ぐために、この
手順の全ての工程で、Ｔｒｉｔｏｎを省略した。更には、一次抗体がヤギに対して産生さ
れた場合には（ＧＣＰ－２、ｏｘ－ＬＤＬ　Ｒ１、ＮＯＧＯ－Ａ）、手順全体を通して、
ヤギ血清の代わりに、３％（ｖ／ｖ）ロバ血清を使用した。次いで、ブロッキング溶液中
に希釈した一次抗体を、室温で４時間にわたって、これらの切片に適用した。一次抗体溶
液を除去し、培養物をＰＢＳで洗浄した後、ヤギ抗マウスＩｇＧ－Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（
１：２５０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ））及び／又はヤ
ギ抗ウサギＩｇＧ－Ａｌｅｘａ　４８８（１：２５０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅ
ｓ）若しくはロバ抗ヤギＩｇＧ－ＦＩＴＣ（１：１５０；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏ
ｔｅｃｈ）と共にブロックを含有する、二次抗体溶液を適用した（室温で１時間）。培養
物を洗浄し、１０マイクロモルのＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を１０
分間適用して、細胞核を可視化した。
【０２２３】
　免疫染色の後に、Ｏｌｙｍｐｕｓ倒立エピ蛍光顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ（Ｍｅｌｖｉｌ
ｌｅ，ＮＹ））上で、適切な蛍光フィルターを使用して、蛍光を可視化した。陽性染色は
、対照染色を上回る蛍光シグナルによって表された。代表的な画像を、デジタルカラービ
デオカメラ及びＩｍａｇｅＰｒｏソフトウェア（Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ（
Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））を使用して取り込んだ。３重染色サンプルに関しては、１回
に１つのみの発光フィルターを使用して、各画像を撮影した。次いで、Ａｄｏｂｅ　Ｐｈ
ｏｔｏｓｈｏｐソフトウェア（Ａｄｏｂｅ（Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ））を使用して、階
層モンタージュを調製した。
【０２２４】
　結果
　臍帯の特性評価。ビメンチン、デスミン、ＳＭＡ、ＣＫ１８、ｖＷＦ、及びＣＤ３４マ
ーカーは、臍帯内部に見出される細胞のサブセットで発現した。具体的には、ｖＷＦ及び
ＣＤ３４の発現は、臍帯内部に含まれる血管に限定されていた。ＣＤ３４＋細胞は、最内
層（内腔側）上に存在した。ビメンチンの発現は、臍帯のマトリックス及び血管の全域に
見出された。ＳＭＡは、動脈並びに静脈の、マトリックス及び外壁に限定されたが、血管
自体には含まれなかった。ＣＫ１８及びデスミンは、血管内部のみに観察され、デスミン
は、中層及び外層に限定された。
【０２２５】
　胎盤の特性評価。ビメンチン、デスミン、ＳＭＡ、ＣＫ１８、ｖＷＦ、及びＣＤ３４は
全て、胎盤内部で観察され、かつ領域特異的であった。
【０２２６】
　ＧＲＯα、ＧＣＰ－２、ｏｘ－ＬＤＬ　Ｒ１、及びＮＯＧＯ－Ａの組織発現。これらの
マーカーのいずれも、臍帯組織又は胎盤組織内部では観察されなかった。
【０２２７】
　要約。ビメンチン、デスミン、α－平滑筋アクチン、サイトケラチン１８、ヴォン・ヴ
ィレブランド因子、及びＣＤ　３４は、ヒト臍帯並びにヒト胎盤内部の細胞内で発現する
。
【０２２８】
　（実施例９）
　オリゴヌクレオチドアレイを使用する、細胞の分析
　Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　ＧＥＮＥＣＨＩＰ（登録商標）アレイを使用して、臍由来細胞
及び胎盤由来細胞の遺伝子発現プロファイルを、繊維芽細胞、ヒト間葉系幹細胞、及びヒ
ト骨髄由来の別の細胞株と比較した。この分析により、これらの細胞の特性評価が提供さ
れ、これらの細胞に関する、固有の分子マーカーが特定された。
【０２２９】
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　材料及び方法
　細胞の単離及び培養。ヒト臍帯及びヒト胎盤は、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｄｉｓｅａｓｅ　
Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｔｅｒｃｈａｎｇｅ（ＮＤＲＩ（Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，Ｐ
Ａ））より、患者の同意を得て、正常な満期分娩から得た。これらの組織を受け取り、実
施例１で説明されるように、細胞を単離した。細胞は、増殖培地（ＤＭＥＭ－ＬＧを使用
）中、ゼラチンコーティング組織培養プラスチックフラスコ上で培養した。この培養物を
、５％のＣＯ２を使用して、３７℃でインキュベートした。
【０２３０】
　ヒト皮膚繊維芽細胞は、Ｃａｍｂｒｅｘ　Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ（Ｗａｌｋｅｒｓ
ｖｉｌｌｅ，ＭＤ；ロット番号９Ｆ０８４４）及びＡＴＣＣ　ＣＲＬ－１５０１（ＣＣＤ
３９ＳＫ）より購入した。双方の株を、１０％（ｖ／ｖ）ウシ胎児血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ
）及びペニシリン／ストレプトマイシン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を有する、ＤＭＥＭ／
Ｆ１２培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））中で培養した。これら
の細胞は、標準的な組織処理プラスチック上で増殖させた。
【０２３１】
　ヒト間葉系幹細胞（ｈＭＳＣ）は、Ｃａｍｂｒｅｘ　Ｉｎｃｏｒｐｏｒａｔｅｄ（Ｗａ
ｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ；ロット番号２Ｆ１６５５、２Ｆ１６５６、及び２Ｆ１６５
７）より購入し、製造元の仕様書に従って、ＭＳＣＧＭ培地（Ｃａｍｂｒｅｘ）中で培養
した。これらの細胞は、５％のＣＯ２を使用して、３７℃で、標準的な組織培養プラスチ
ック上で増殖させた。
【０２３２】
　ヒト腸骨稜の骨髄は、患者の同意を得て、ＮＤＲＩより受け取った。この骨髄を、Ｈｏ
らによって概説される方法（国際公開第０３／０２５１４９号）に従って処理した。この
骨髄を、溶解緩衝液（１５５ｍＭのＮＨ４Ｃｌ、１０ｍＭのＫＨＣＯ３、及び０．１ｍＭ
のＥＤＴＡ、ｐＨ　７．２）と、骨髄１部対溶解緩衝液２０部の比率で混合した。この細
胞懸濁液を、ボルテックス攪拌して、周囲温度で２分間インキュベートし、５００×ｇで
１０分間、遠心分離した。上清を廃棄して、１０％（ｖ／ｖ）ウシ胎児血清及び４ｍＭグ
ルタミンを添加した最小必須培地－α（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中に、細胞ペレットを再
懸濁させた。これらの細胞を、再び遠心分離して、新鮮培地中に細胞ペレットを再懸濁さ
せた。トリパンブルー排除（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））を使用して、生存
単核細胞を計数した。これらの単核細胞を、組織培養プラスチックフラスコ内に、５×１
０４細胞／ｃｍ２で播種した。細胞を、標準大気Ｏ２又は５％　Ｏ２のいずれかで、５％
　ＣＯ２を使用して、３７℃でインキュベートした。培地を交換することなく、細胞を５
日間培養した。５日間の培養の後、培地及び非付着細胞を除去した。付着細胞は、培養下
に維持した。
【０２３３】
　ｍＲＮＡの単離、及びＧＥＮＥＣＨＩＰ（登録商標）分析。活発に増殖する細胞の培養
物を、冷ＰＢＳ中で、セルスクレーパーを使用して、フラスコから取り出した。これらの
細胞を、３００×ｇで５分間、遠心分離した。上清を除去して、新鮮なＰＢＳ中に細胞を
再懸濁させ、再び遠心分離した。上清を除去して、細胞ペレットを直ちに凍結させ、－８
０℃で保存した。細胞のｍＲＮＡを抽出し、ｃＤＮＡへと転写させ、次いで、このｃＤＮ
ＡをｃＲＮＡへと転写させ、ビオチンで標識した。このビオチン標識ｃＲＮＡを、ＨＧ－
Ｕ１３３Ａ　ＧＥＮＥＣＨＩＰ（登録商標）オリゴヌクレオチドアレイ（Ａｆｆｙｍｅｔ
ｒｉｘ（Ｓａｎｔａ　Ｃｌａｒａ　ＣＡ））とハイブリダイズさせた。このハイブリダイ
ゼーション及びデータ収集は、製造元の仕様書に従って実行した。「Ｓｉｇｎｉｆｉｃａ
ｎｃｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙｓ」（ＳＡＭ）バージョン１．
２１コンピュータソフトウェア（Ｓｔａｎｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ；Ｔｕｓｈｅ
ｒ，Ｖ．Ｇ．ら、２００１年、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９８：５
１１６～５１２１）を使用して、分析を実行した。
【０２３４】
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　結果
　１４の異なる細胞の集団を分析した。これらの細胞を、継代情報、培養基質、及び培養
培地と共に、表９－１に列記する。
【表８】

【０２３５】
　データは、これらの細胞内で示差的に発現した２９０の遺伝子を分析する、主成分分析
によって評価した。この分析により、集団間の類似性に関する、相対的な比較が可能とな
る。表９－２は、細胞対の比較のために算出された、ユークリッド距離を示す。これらの
ユークリッド距離は、細胞型間で示差的に発現した２９０の遺伝子に基づく、細胞の比較
に基づいたものである。ユークリッド距離は、２９０の遺伝子の発現間の類似性に反比例
する（すなわち、距離が大きくなるほど、存在する類似性が少なくなる）。
【表９】

【０２３６】
　表９－３、９－４、及び表９－５は、胎盤由来細胞内で増大した遺伝子の発現（表９－
３）、臍由来細胞内で増大した遺伝子の発現（表９－４）、並びに臍由来細胞及び胎盤由
来細胞内で低減した遺伝子の発現（表９－５）を示す。「プローブセットＩＤ」と題され
る縦列は、チップ上の特定の部位上に配置される、幾つかのオリゴヌクレオチドプローブ
のセットに関する、製造元の識別コードを指し、これらのプローブのセットは、ＮＣＢＩ
（ＧｅｎＢａｎｋ）データベース内の指定の受託番号（縦列「ＮＣＢＩ受託番号」）で見
出すことができる配列を含む、命名された遺伝子（縦列「遺伝子名」）とハイブリダイズ
する。
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【表１１】
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【表１２－１】
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【表１２－３】

【０２３７】
　表９－６、９－７、及び表９－８は、ヒト繊維芽細胞（表９－６）、ＩＣＢＭ細胞（表
９－７）、及びＭＳＣ（表９－８）内で増大した、遺伝子の発現を示す。
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【表１５】

【０２３８】
　要約。本検査は、臍帯由来細胞及び胎盤由来細胞の分子の特性評価を提供するために実
行された。この分析には、３つの異なる臍帯及び３つの異なる胎盤に由来する細胞を含め
た。この検査にはまた、皮膚繊維芽細胞の２つの異なる株、間葉系幹細胞の３つの株、及
び腸骨稜の骨髄細胞の３つの株も含めた。これらの細胞によって発現されたｍＲＮＡを、
２２，０００の遺伝子に関するプローブを含む、オリゴヌクレオチドアレイを使用して分
析した。結果は、２９０の遺伝子が、これらの５つの異なる細胞型内で示差的に発現する
ことを示した。これらの遺伝子には、胎盤由来細胞内で特異的に増大している１０の遺伝
子、及び臍帯由来細胞内で特異的に増大している７の遺伝子が含まれる。他の細胞型と比
較して、胎盤及び臍帯内では、５４の遺伝子が、特異的に低い発現レベルを有することが
判明した。選択された遺伝子の発現が、ＰＣＲによって確認されている（以下の実施例を
参照）。これらの結果は、これらの細胞が、例えば、骨髄由来細胞及び繊維芽細胞と比較
して、明確に識別可能な遺伝子発現プロファイルを有することを実証している。
【０２３９】
　（実施例１０）
　臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞内の細胞マーカー
　前述の実施例では、ヒト胎盤由来細胞とヒト臍帯由来細胞との類似性及び相違を、それ
らの遺伝子発現プロファイルを、他の供給源由来の細胞の遺伝子発現プロファイルと比較
することによって（オリゴヌクレオチドアレイを使用して）評価した。６つの「シグネチ
ャー」遺伝子：酸化ＬＤＬ受容体１、インターロイキン－８、レンニン、レチクロン、ケ
モカイン受容体リガンド３（ＣＸＣリガンド３）、及び顆粒球走化性タンパク質２（ＧＣ
Ｐ－２）が特定された。これらの「シグネチャー」遺伝子は、これらの細胞内で、比較的
高レベルで発現した。
【０２４０】
　この実施例で説明される手順は、マイクロアレイデータを検証して、遺伝子とタンパク
質発現との間の一致／不一致を見出すと共に、胎盤由来細胞及び臍由来細胞に関する一意
的識別子を検出するための、信頼性の高い一連のアッセイを確立するために実施された。
【０２４１】
　方法及び材料
　細胞。胎盤由来細胞（３つの単離株、核型分析によって同定されるような、主として新
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生児性の単離株１つを含む）、臍由来細胞（４つの単離株）、及び正常ヒト表皮繊維芽細
胞（ＮＨＤＦ；新生児及び成人）を、ゼラチンチコーティングＴ７５フラスコ内の、ペニ
シリン／ストレプトマイシンを有する増殖培地中で増殖させた。間葉系幹細胞（ＭＳＣ）
を、間葉系幹細胞増殖培地Ｂｕｌｌｅｔキット（ＭＳＣＧＭ；Ｃａｍｂｒｅｘ（Ｗａｌｋ
ｅｒｖｉｌｌｅ，ＭＤ））中で増殖させた。
【０２４２】
　ＩＬ－８プロトコルに関しては、細胞を液体窒素から解凍して、ゼラチンコーティング
フラスコ内に、５，０００細胞／ｃｍ２でプレーティングして、増殖培地中で４８時間増
殖させ、次いで、更に８時間、１０ミリリットルの血清飢餓培地［ＤＭＥＭ－低グルコー
ス（Ｇｉｂｃｏ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））、ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｇｉ
ｂｃｏ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））、及び０．１％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミン（Ｂ
ＳＡ；Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））］中で増殖させた。この処理の後、ＲＮ
Ａを抽出して、１５０×ｇで５分間、上清を遠心分離することにより、細胞残渣を除去し
た。次いで、ＥＬＩＳＡ分析のために、上清を－８０℃で冷凍した。
【０２４３】
　ＥＬＩＳＡアッセイのための細胞培養。胎盤由来細胞及び臍由来細胞、並びにヒト新生
児包皮由来のヒト繊維芽細胞を、ゼラチンコーティングＴ７５フラスコ内の増殖培地中で
培養した。継代数１１で、液体窒素中で細胞を凍結させた。細胞を解凍して、１５ミリリ
ットル遠心管に移した。１５０×ｇで５分間の遠心分離後、上清を廃棄した。４ミリリッ
トルの培養培地中に、細胞を再懸濁させ、計数した。１５ミリリットルの増殖培地を収容
する７５ｃｍ２フラスコ内で、３７５，０００細胞／フラスコで、細胞を２４時間増殖さ
せた。この培地を、８時間にわたって、血清飢餓培地に交換した。インキュベーション終
了時に、血清飢餓培地を収集し、１４，０００×ｇで５分間、遠心分離した（及び－２０
℃で保存）。
【０２４４】
　各フラスコ内の細胞の数を概算するために、２ミリリットルのトリプシン／ＥＤＴＡ（
Ｇｉｂｃｏ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））を、各フラスコに添加した。フラスコから細胞
を剥離した後、８ミリリットルの増殖培地を使用して、トリプシン活性を中和した。細胞
を１５ミリリットル遠心管に移し、１５０×ｇで５分間、遠心分離した。上清を除去し、
各管に１ミリリットルの増殖培地を添加して、細胞を再懸濁させた。血球計数器を使用し
て、細胞数を概算した。
【０２４５】
　ＥＬＩＳＡアッセイ。細胞によって血清飢餓培地中へ分泌されたＩＬ－８の量を、ＥＬ
ＩＳＡアッセイ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ））を使用し
て分析した。全てのアッセイは、製造元によって提供される使用説明書に従って試験した
。
【０２４６】
　全ＲＮＡの単離。集密の臍由来細胞及び胎盤由来細胞並びに繊維芽細胞から、あるいは
ＩＬ－８の発現に関しては、上述のように処理した細胞から、ＲＮＡを抽出した。製造元
の使用説明書（ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ；Ｑｉａｇｅｎ（Ｖａｌｅｎｃｉａ，Ｃ
Ａ））に従って、β－メルカプトエタノール（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））
を含有する、３５０マイクロリットルの緩衝ＲＬＴを使用して、細胞を溶解した。製造元
の使用説明書（ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ；Ｑｉａｇｅｎ（Ｖａｌｅｎｃｉａ，Ｃ
Ａ））に従って、ＲＮＡを抽出し、ＤＮアーゼ処理（２．７Ｕ／サンプル）（Ｓｉｇｍａ
（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））を施した。５０マイクロリットルのＤＥＰＣ処理水を使用
して、ＲＮＡを溶出させ、－８０℃で保存した。
【０２４７】
　逆転写。ＲＮＡはまた、ヒト胎盤及びヒト臍からも抽出した。２－メルカプトエタノー
ルを含有する、７００マイクロリットルの緩衝ＲＬＴ中に、組織（３０ミリグラム）を懸
濁させた。サンプルを機械的に均質化し、製造元の仕様書に従って、ＲＮＡの抽出を進め
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た。５０マイクロリットルのＤＥＰＣ処理水を使用して、ＲＮＡを抽出し、－８０℃で保
存した。ＴａｑＭａｎ逆転写試薬（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅ
ｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ））と共にランダムヘキサマーを使用して、２５℃で１０分間、３７
℃で６０分間、及び９５℃で１０分間、ＲＮＡを逆転写させた。－２０℃で、サンプルを
保存した。
【０２４８】
　分娩後細胞内で固有に調節されているとして、ｃＤＮＡマイクロアレイによって特定さ
れた遺伝子（酸化ＬＤＬ受容体、インターロイキン－８、レンニン、及びレチクロンを含
めた、シグネチャー遺伝子）を、リアルタイムＰＣＲ及び従来のＰＣＲを使用して、更に
検討した。
【０２４９】
　リアルタイムＰＣＲ。Ａｓｓａｙｓ－ｏｎ－Ｄｅｍａｎｄ（商標）遺伝子発現製品を使
用して、ｃＤＮＡサンプルに対してＰＣＲを実行した：酸化ＬＤＬ受容体（Ｈｓ００２３
４０２８）；レンニン（Ｈｓ００１６６９１５）；レチクロン（Ｈｓ００３８２５１５）
；ＣＸＣリガンド３（Ｈｓ００１７１０６１）；ＧＣＰ－２（Ｈｓ００６０５７４２）；
ＩＬ－８（Ｈｓ００１７４１０３）；ＧＡＰＤＨ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ
ｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ））を、ＡＢＩ　Ｐｒｉｓｍ　７０００　ＳＤＳソフ
トウェア（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ））
と共に７０００配列検出システムを使用して、製造元の使用説明書（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂ
ｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ））に従って、ｃＤＮＡ及びＴａｑ
Ｍａｎ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＰＣＲマスターミックスと混合した。熱サイクル条件は、
最初に５０℃で２分間及び９５℃で１０分間とし、その後に、９５℃で１５秒間及び６０
℃で１分間の４０サイクルとした。ＰＣＲデータは、製造元の仕様書（ＡＢＩ　Ｐｒｉｓ
ｍ　７７００配列検出システムに関する、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓによる
Ｕｓｅｒ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　＃２）に従って分析した。
【０２５０】
　従来のＰＣＲ。ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７７００（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ　Ａｐｐｌ
ｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｂｏｓｔｏｎ，Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ，ＵＳＡ）
）を使用して、従来のＰＣＲを実行することにより、リアルタイムＰＣＲからの結果を確
認した。ＰＣＲは、２マイクロリットルのｃＤＮＡ溶液、１×ＡｍｐｌｉＴａｑ　Ｇｏｌ
ｄユニバーサルミックスＰＣＲ反応緩衝液（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆ
ｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ，ＣＡ））、及び９４℃で５分間の初期変性を使用して実行した。
各プライマーセットに関して、増幅を最適化させた。ＩＬ－８、ＣＸＣリガンド３、及び
レチクロンに関しては、（９４℃で１５秒間、５５℃で１５秒間、及び７２℃で３０秒間
を、３０サイクル）；レンニンに関しては、（９４℃で１５秒間、５３℃で１５秒間、及
び７２℃で３０秒間を、３８サイクル）；酸化ＬＤＬ受容体及びＧＡＰＤＨに関しては、
（９４℃で１５秒間、５５℃で１５秒間、及び７２℃で３０秒間を、３３サイクル）。増
幅に使用したプライマーを、表１に列記する。最終ＰＣＲ反応でのプライマー濃度は、１
マイクロモルとしたが、ただし、ＧＡＰＤＨに関しては、０．５マイクロモルとした。Ｇ
ＡＰＤＨプライマーは、リアルタイムＰＣＲと同じものとしたが、ただし、製造元のＴａ
ｑＭａｎプローブは、最終ＰＣＲ反応に加えなかった。２％（ｗ／ｖ）アガロースゲル上
にサンプルを流し、臭化エチジウム（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））で染色し
た。焦点距離ポラロイドカメラ（ＶＷＲ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（Ｓｏｕｔｈ　Ｐ
ｌａｉｎｆｉｅｌｄ，ＮＪ））を使用する、６６７　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　Ｔｗｉｎｐａ
ｃｋフィルム（ＶＷＲ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（Ｓｏｕｔｈ　Ｐｌａｉｎｆｉｅｌ
ｄ，ＮＪ））を使用して、画像を取り込んだ。
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【表１６】

【０２５１】
　免疫蛍光法。由来細胞を、室温で１０分間、４％（ｗ／ｖ）の冷パラホルムアルデヒド
（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））で固定した。継代数０（Ｐ
０）（単離直後）及び継代数１１（Ｐ１１）での、臍由来細胞並びに胎盤由来細胞の、そ
れぞれ１つの単離株（胎盤由来細胞の２つの単離株、臍由来細胞の２つの単離株）と、繊
維芽細胞（Ｐ１１）とを使用した。免疫細胞化学は、以下のエピトープに対する抗体を使
用して実行した：ビメンチン（１：５００；Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））、
デスミン（１：１５０；Ｓｉｇｍａ、ウサギに対して産生；又は１：３００；Ｃｈｅｍｉ
ｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ）－マウスに対して産生）、α－平滑筋アクチン（ＳＭ
Ａ；１：４００；Ｓｉｇｍａ）、サイトケラチン１８（ＣＫ１８；１：４００；Ｓｉｇｍ
ａ）、ヴォン・ヴィレブランド因子（ｖＷＦ；１：２００；Ｓｉｇｍａ）、及びＣＤ３４
（ヒトＣＤ３４クラスＩＩＩ；１：１００；ＤＡＫＯＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ（Ｃａｒｐｉ
ｎｔｅｒｉａ，ＣＡ））。更には、以下のマーカーを、継代数１１の分娩後細胞に対して
試験した：抗ヒトＧＲＯ　α－ＰＥ（１：１００；Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（
Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ））、抗ヒトＧＣＰ－２（１：１００；Ｓａｎｔａ
　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ））、抗ヒト酸化ＬＤＬ受容
体１（ｏｘ－ＬＤＬ　Ｒ１；１：１００；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）、及
び抗ヒトＮＯＧＯ－Ａ（１：１００；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）。
【０２５２】
　培養物を、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で洗浄し、細胞内抗原にアクセスするため
に、ＰＢＳ、４％（ｖ／ｖ）ヤギ血清（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ））
、及び０．３％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ（Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００；Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ
．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））を含有する、タンパク質ブロッキング溶液に３０分間曝した。目
的のエピトープが、細胞表面上に位置している場合には（ＣＤ３４、ｏｘ－ＬＤＬ　Ｒ１
）、エピトープの損失を防ぐために、この手順の全ての工程で、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０を省略した。更には、一次抗体がヤギに対して産生された場合には（ＧＣＰ－２、ｏｘ
－ＬＤＬ　Ｒ１、ＮＯＧＯ－Ａ）、全体を通して、ヤギ血清の代わりに、３％（ｖ／ｖ）
ロバ血清を使用した。次いで、ブロッキング溶液中に希釈した一次抗体を、室温で、１時
間にわたって、これらの培養物に適用した。一次抗体溶液を除去し、培養物をＰＢＳで洗
浄した後、ヤギ抗マウスＩｇＧ－Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（１：２５０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ））及び／又はヤギ抗ウサギＩｇＧ－Ａｌｅｘａ　
４８８（１：２５０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）若しくはロバ抗ヤギＩｇＧ－
ＦＩＴＣ（１：１５０；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）と共にブロックを含有
する、二次抗体溶液を適用した（室温で１時間）。次いで、培養物を洗浄し、１０マイク
ロモルのＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を１０分間適用して、細胞核を
可視化した。
【０２５３】
　免疫染色の後に、Ｏｌｙｍｐｕｓ倒立エピ蛍光顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ（Ｍｅｌｖｉｌ
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ｌｅ，ＮＹ））上で、適切な蛍光フィルターを使用して、蛍光を可視化した。全ての場合
で、陽性染色は、一次抗体溶液の適用を除いて、上記で概説した全手順に従った対照染色
を上回る、蛍光シグナルを表した。代表的な画像を、デジタルカラービデオカメラ及びＩ
ｍａｇｅＰｒｏソフトウェア（Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ（Ｃａｒｌｓｂａｄ
，ＣＡ））を使用して取り込んだ。３重染色サンプルに関しては、１回に１つのみの発光
フィルターを使用して、各画像を撮影した。次いで、Ａｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐソ
フトウェア（Ａｄｏｂｅ（Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ））を使用して、階層モンタージュを
調製した。
【０２５４】
　ＦＡＣＳ分析のための細胞の調製。フラスコ内の付着細胞を、リン酸緩衝生理食塩水（
ＰＢＳ）（Ｇｉｂｃｏ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））中で洗浄し、トリプシン／ＥＤＴＡ
（Ｇｉｂｃｏ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））を使用して剥離させた。細胞を採取して、遠
心分離し、ＰＢＳ中３％（ｖ／ｖ）のＦＢＳに、１×１０７／ミリリットルの細胞濃度で
再懸濁させた。１００マイクロリットルのアリコートを、円錐管に送った。細胞内抗原に
関して染色された細胞を、Ｐｅｒｍ／Ｗａｓｈ緩衝液（ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ（Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ））を使用して、透過処理した。製造元の仕様書に従って、アリ
コートに抗体を添加し、それらの細胞を、暗所で３０分間、４℃でインキュベートした。
インキュベーション後、細胞をＰＢＳで洗浄し、遠心分離することにより、過剰な抗体を
除去した。二次抗体を必要とする細胞を、１００マイクロリットルの３％　ＦＢＳ中に再
懸濁させた。製造元の仕様書に従って、二次抗体を添加し、それらの細胞を、暗所で３０
分間、４℃でインキュベートした。インキュベーション後、細胞をＰＢＳで洗浄し、遠心
分離することにより、過剰な二次抗体を除去した。洗浄した細胞を、０．５ミリリットル
のＰＢＳ中に再懸濁させ、フローサイトメトリーによって分析した。以下の抗体を使用し
た：酸化ＬＤＬ受容体１（ｓｃ－５８１３；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、Ｂｉｏｔｅｃｈ）、
ＧＲＯａ（５５５０４２；ＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ（Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ））、マ
ウスＩｇＧ１　κ（Ｐ－４６８５及びＭ－５２８４；Ｓｉｇｍａ）、ロバ抗ヤギＩｇＧ（
ｓｃ－３７４３；Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ、Ｂｉｏｔｅｃｈ）。フローサイトメトリー分析
は、ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，
ＣＡ））を使用して実行した。
【０２５５】
　結果
　ヒト胎盤、成体及び新生児繊維芽細胞、並びに間葉系幹細胞（ＭＳＣ）由来の細胞から
の、ｃＤＮＡに対して実行した、選択された「シグネチャー」遺伝子に関するリアルタイ
ムＰＣＲの結果は、他の細胞と比較して、胎盤由来細胞内では、酸化ＬＤＬ受容体及びレ
ンニンの双方が、高レベルで発現したことを示す。このリアルタイムＰＣＲから得られた
データを、ΔΔＣＴ法によって分析し、対数目盛上に表現した。レチクロン及び酸化ＬＤ
Ｌ受容体の発現のレベルは、他の細胞と比較して、臍由来細胞内で高かった。胎盤由来細
胞と対照との間には、ＣＸＣリガンド３及びＧＣＰ－２の発現レベルに有意差は見出され
なかった。リアルタイムＰＣＲの結果を、従来のＰＣＲによって確認した。ＰＣＲ産物の
配列決定により、これらの観察結果が更に立証された。上記の従来のＰＣＲのＣＸＣリガ
ンド３プライマーを使用したところ、胎盤由来細胞と対照との間には、ＣＸＣリガンド３
の発現レベルに有意差は見出されなかった。
【０２５６】
　分娩後でのサイトカイン、ＩＬ－８の産生は、増殖培地で培養した細胞、及び血清飢餓
誘導細胞の双方で向上した。リアルタイムＰＣＲの全データは、従来のＰＣＲで、またＰ
ＣＲ産物を配列決定することによって立証された。
【０２５７】
　血清フリー培地中で増殖させた細胞の上清を、ＩＬ－８の存在に関して検査したところ
、臍細胞由来の培地、及び一部の胎盤細胞の単離株由来の培地中で、最高量が検出された
（表１０－１）。ヒト皮膚繊維芽細胞由来の培地中では、ＩＬ－８は検出されなかった。



(63) JP 6000982 B2 2016.10.5

10

20

30

40

50

【表１７】

　ＮＤ：検出されず
【０２５８】
　胎盤由来細胞はまた、ＦＡＣＳ分析によって、酸化ＬＤＬ受容体、ＧＣＰ－２、及びＧ
ＲＯαの産生に関しても検査された。細胞の検査結果は、ＧＣＰ－２陽性を示した。酸化
ＬＤＬ受容体及びＧＲＯは、この方法によっては検出されなかった。
【０２５９】
　胎盤由来細胞はまた、免疫細胞化学分析によって、選択されたタンパク質の産生に関し
ても試験された。単離の直後（継代数０）に、ヒト胎盤由来細胞を、４％パラホルムアル
デヒドで固定し、６つのタンパク質：ヴォン・ヴィレブランド因子、ＣＤ３４、サイトケ
ラチン１８、デスミン、α－平滑筋アクチン、及びビメンチンに関する抗体に曝した。細
胞は、α－平滑筋アクチン及びビメンチンの双方に関して陽性染色された。このパターン
は、継代数１１まで保持された。継代数０での少数の細胞（＜５％）のみが、サイトケラ
チン１８に関して陽性染色された。
【０２６０】
　継代数０でのヒト臍帯由来細胞を、選択されたタンパク質の産生に関して、免疫細胞化
学分析によってプロービングした。単離の直後（継代数０）に、４％パラホルムアルデヒ
ドで細胞を固定し、６つのタンパク質：ヴォン・ヴィレブランド因子、ＣＤ３４、サイト
ケラチン１８、デスミン、α－平滑筋アクチン、及びビメンチンに関する抗体に曝した。
臍由来細胞は、α－平滑筋アクチン及びビメンチンに関して陽性であり、この染色パター
ンは、継代数１１まで一貫していた。
【０２６１】
　要約。マイクロアレイ及びＰＣＲ（リアルタイム及び従来の双方）によって測定される
遺伝子発現レベル間の一致が、４つの遺伝子：酸化ＬＤＬ受容体１、レンニン、レチクロ
ン、及びＩＬ－８に関して確立された。これらの遺伝子の発現は、臍組織由来細胞及び胎
盤由来細胞内で、ｍＲＮＡレベルで示差的に調節され、ＩＬ－８はまた、タンパク質レベ
ルでも示差的に調節された。酸化ＬＤＬ受容体の存在は、胎盤由来細胞内では、ＦＡＣＳ
分析によって、タンパク質レベルでは検出されなかった。ＧＣＰ－２と及びＣＸＣリガン
ド３の示差的発現は、ｍＲＮＡレベルでは確認されなかったが、しかしながら、ＧＣＰ－
２は、胎盤由来細胞内で、ＦＡＣＳ分析によって、タンパク質レベルで検出された。この
結果は、マイクロアレイ実験から最初に得られたデータには反映されていないが、これは
、それらの方法論の感度の差異が原因であった可能性がある。
【０２６２】
　単離の直後（継代数０）に、ヒト胎盤由来細胞は、α－平滑筋アクチン及びビメンチン
の双方に関して陽性染色された。このパターンはまた、継代数１１の細胞内でも観察され
た。これらの結果は、ビメンチン及びα－平滑筋アクチンの発現が、増殖培地中、これら
の手順で利用される条件下で継代している細胞内で、保持され得ることを示唆している。
継代数０でのヒト臍帯由来細胞を、α－平滑筋アクチン及びビメンチンの発現に関してプ
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ロービングしたところ、双方に関して陽性であった。この染色パターンは、継代数１１ま
で保持された。
【０２６３】
　（実施例１１）
　臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞のインビトロ免疫学的評価
　仮に存在する場合には、インビボ移植の際にＵＴＣ細胞が誘発する免疫学的応答を予測
する目的で、ＵＴＣ細胞を、それらの免疫学的特性に関して、インビトロで評価した。Ｈ
ＬＡ－ＤＲ、ＨＬＡ－ＤＰ、ＨＬＡ－ＤＱ、ＣＤ８０、ＣＤ８６、及びＢ７－Ｈ２の存在
に関して、ＵＴＣを、フローサイトメトリーによってアッセイした。これらのタンパク質
は、抗原提示細胞（ＡＰＣ）によって発現され、ナイーブＣＤ４＋　Ｔ細胞の直接刺激の
ために必要とされる（Ａｂｂａｓ　＆　Ｌｉｃｈｔｍａｎ、Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，５ｔｈ　Ｅｄ．（２００３年）Ｓａｕｎｄ
ｅｒｓ，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，ｐ．１７１）。これらの細胞株はまた、ＨＬＡ－Ｇ
（Ａｂｂａｓ　＆　Ｌｉｃｈｔｍａｎ、２００３年、上記参照）、ＣＤ　１７８（Ｃｏｕ
ｍａｎｓら、（１９９９年）Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　２２４，１８５～１９６）、及びＰＤ－Ｌ２（Ａｂｂａｓ　＆　Ｌｉｃｈｔ
ｍａｎ、２００３年、上記参照；Ｂｒｏｗｎら（２００３年）Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　
ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　１７０、１２５７～１２６６）の発現に関しても、フロー
サイトメトリーによって分析された。胎盤組織内に存在する細胞による、これらのタンパ
ク質の発現は、子宮内の胎盤組織の免疫特権状態を媒介すると考えられる。胎盤由来細胞
株及び臍由来細胞株が、インビボで免疫反応を誘発する程度を予測するために、それらの
細胞株を、一方向混合リンパ球反応（ＭＬＲ）で試験した。
【０２６４】
　材料及び方法
　細胞培養。細胞を、２％ゼラチン（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））でコーテ
ィングされたＴ７５フラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ（Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＮＹ）））内の、ペニ
シリン／ストレプトマイシンを含有する増殖培地中で、集密まで培養した。
【０２６５】
　抗体染色。リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）（Ｇｉｂｃｏ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）
）で細胞を洗浄し、トリプシン／ＥＤＴＡ（Ｇｉｂｃｏ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＭＯ））を
使用して剥離させた。細胞を採取して、遠心分離し、ＰＢＳ中３％（ｖ／ｖ）のＦＢＳ中
に、１×１０７／ミリリットルの細胞濃度で再懸濁させた。製造元の仕様書に従って、１
００マイクロリットルの細胞懸濁液に、抗体（表１１－１）を添加し、暗所で３０分間、
４℃でインキュベートした。インキュベーション後、細胞をＰＢＳで洗浄し、遠心分離す
ることにより、非結合の抗体を除去した。５００マイクロリットルのＰＢＳ中に、細胞を
再懸濁させ、ＦＡＣＳ　Ｃａｌｉｂｕｒ計器（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｓａ
ｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ））を使用して、フローサイトメトリーによって分析した。
【表１８】

【０２６６】
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　混合リンパ球反応。細胞株Ａとして標識される継代数１０の臍由来細胞、及び細胞株Ｂ
として標識される継代数１１の胎盤由来細胞の、凍結保存バイアルを、ドライアイス上で
ＣＴＢＲ（Ｓｅｎｎｅｖｉｌｌｅ，Ｑｕｅｂｅｃ）に送り、ＣＴＢＲ　ＳＯＰ　Ｎｏ．Ｃ
ＡＣ－０３１を使用して、混合リンパ球反応を実施した。末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）を
、複数の男性及び女性のボランティアドナーから収集した。刺激側（ドナー）同種異系Ｐ
ＢＭＣ、自家ＰＢＭＣ、並びに臍細胞株及び胎盤細胞株を、マイトマイシンＣで処理した
。自家の、マイトマイシンＣ処理した刺激細胞を、応答側（レシピエント）ＰＢＭＣに添
加して、４日間培養した。インキュベーション後、各サンプルに［３Ｈ］チミジンを添加
して、１８時間培養した。これらの細胞を採取した後に、放射標識ＤＮＡを抽出し、シン
チレーション計数器を使用して、［３Ｈ］－チミジンの取り込みを測定した。
【０２６７】
　同種異系ドナーに関する刺激指数（ＳＩＡＤ）は、受容側＋マイトマイシンＣ処理同種
異系ドナーの平均増殖を、受容側のベースライン増殖によって除算したものとして、算出
した。ＵＴＣの刺激指数は、受容側＋マイトマイシンＣ処理分娩後細胞株の平均増殖を、
受容側のベースライン増殖によって除算したものとして、算出した。
【０２６８】
　結果
　混合リンパ球反応－胎盤由来細胞。７つのヒトボランティア血液ドナーをスクリーニン
グして、他の６つの血液ドナーとの混合リンパ球反応で強固な増殖反応を呈する、単一の
同種異系ドナーを特定した。このドナーを、同種異系陽性対照ドナーとして選択した。残
りの６つの血液ドナーを、レシピエントとして選択した。同種異系陽性対照ドナー及び胎
盤由来細胞株を、マイトマイシンＣで処理し、６つの個々の同種異系受容側との混合リン
パ球反応下で培養した。反応は、１つのプレート当り３つの受容側を有する、２つの細胞
培養プレートを使用して、３重に実行した（表１１－２）。平均刺激指数は、１．３（プ
レート２）～３（プレート１）の範囲であり、同種異系ドナー陽性対照は、４６．２５（
プレート２）～２７９（プレート１）の範囲であった（表１１－３）。
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【表１９－１】

【表１９－２】
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【表２０】

【０２６９】
　混合リンパ球反応－臍由来細胞。６つのヒトボランティア血液ドナーをスクリーニング
して、他の５つの血液ドナーとの混合リンパ球反応で強固な増殖反応を呈する、単一の同
種異系ドナーを特定した。このドナーを、同種異系陽性対照ドナーとして選択した。残り
の５つの血液ドナーを、レシピエントとして選択した。同種異系陽性対照ドナー及び胎盤
細胞株を、マイトマイシンＣ処理して、５つの個々の同種異系受容側との混合リンパ球反
応下で培養した。反応は、１つのプレート当り３つの受容側を有する、２つの細胞培養プ
レートを使用して、３重に実行した（表１１－４）。平均刺激指数は、６．５（プレート
１）～９（プレート２）の範囲であり、同種異系ドナー陽性対照は、４２．７５（プレー
ト１）～７０（プレート２）の範囲であった（表１１－５）。
【表２１】
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【表２２】

【０２７０】
　抗原提示細胞マーカー－胎盤由来細胞。フローサイトメトリーによって分析された、胎
盤由来細胞のヒストグラムは、ＩｇＧ対照と一致する蛍光値によって認められるような、
ＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱ、ＣＤ８０、ＣＤ８６、及びＢ７－Ｈ２の陰性発現を示すが、
このことは、胎盤細胞株には、ＣＤ４＋Ｔ細胞を直接刺激するために必要とされる、細胞
表面分子が欠如していることを示す。
【０２７１】
　免疫調節マーカー－胎盤由来細胞。フローサイトメトリーによって分析された、胎盤由
来細胞のヒストグラムは、ＩｇＧ対照に対する蛍光値の増大によって認められるような、
ＰＤ－Ｌ２の陽性発現を示し、ＩｇＧ対照と一致する蛍光値によって認められるような、
ＣＤ１７８及びＨＬＡ－Ｇの陰性発現を示す。
【０２７２】
　抗原提示細胞マーカー－臍由来細胞。フローサイトメトリーによって分析された、臍由
来細胞のヒストグラムは、ＩｇＧ対照と一致する蛍光値によって認められるような、ＨＬ
Ａ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱ、ＣＤ８０、ＣＤ８６、及びＢ７－Ｈ２の陰性発現を示すが、この
ことは、臍細胞株には、ＣＤ４＋　Ｔ細胞を直接刺激するために必要とされる、細胞表面
分子が欠如していることを示す。
【０２７３】
　免疫調節細胞マーカー－臍由来細胞。フローサイトメトリーによって分析された、臍由
来細胞のヒストグラムは、ＩｇＧ対照に対する蛍光値の増大によって認められるような、
ＰＤ－Ｌ２の陽性発現を示し、ＩｇＧ対照と一致する蛍光値によって認められるような、
ＣＤ１７８及びＨＬＡ－Ｇの陰性発現を示す。
【０２７４】
　要約。胎盤由来細胞株を使用して実施された混合リンパ球反応では、平均刺激指数は、
１．３～３の範囲であり、同種異系陽性対照の平均刺激指数は、４６．２５～２７９の範
囲であった。臍由来細胞株を使用して実施された混合リンパ球反応では、平均刺激指数は
、６．５～９の範囲であり、同種異系陽性対照の平均刺激指数は、４２．７５～７０の範
囲であった。胎盤由来細胞株及び臍由来細胞株は、フローサイトメトリーによって測定さ
れたように、刺激タンパク質ＨＬＡ－ＤＲ、ＨＬＡ－ＤＰ、ＨＬＡ－ＤＱ、ＣＤ８０、Ｃ
Ｄ８６、及びＢ７－Ｈ２の発現に関しては陰性であった。胎盤由来細胞株及び臍由来細胞
株は、フローサイトメトリーによって測定されたように、免疫調節タンパク質ＨＬＡ－Ｇ
及びＣＤ１７８の発現に関しては陰性であり、ＰＤ－Ｌ２の発現に関しては陽性であった
。同種異系ドナーＰＢＭＣは、ＨＬＡ－ＤＲ、ＤＱ、ＣＤ８、ＣＤ８６、及びＢ７－Ｈ２
を発現する、抗原提示細胞を含むことにより、ナイーブＣＤ４＋　Ｔ細胞の刺激が可能と
なる。ナイーブＣＤ４＋　Ｔ細胞の直接刺激に必要とされる、胎盤由来細胞及び臍由来細
胞上の抗原提示細胞表面分子の非存在、並びに免疫調節タンパク質の、ＰＤ－Ｌ２の存在
は、同種異系対照と比較した、これらの細胞によって呈される、ＭＬＲでの低い刺激指数
を説明し得る。
【０２７５】
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　（実施例１２）
　臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞による、栄養因子の分泌
　胎盤由来細胞及び臍由来細胞からの、選択された栄養因子の分泌を測定した。検出に関
して選択される因子には、（１）肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）（Ｒｏｓｅｎら（１９９７年
）Ｃｉｂａ　Ｆｏｕｎｄ．Ｓｙｍｐ．２１２：２１５～２６）、単球走化性タンパク質１
（ＭＣＰ－１）（Ｓａｌｃｅｄｏら（２０００年）Ｂｌｏｏｄ　９６；３４～４０）、イ
ンターロイキン－８（ＩＬ－８）（Ｌｉら（２００３年）Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１７０：
３３６９～７６）、ケラチノサイト増殖因子（ＫＧＦ）、塩基性繊維芽細胞増殖因子（ｂ
ＦＧＦ）、血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）（Ｈｕｇｈｅｓら（２００４年）Ａｎｎ．Ｔｈ
ｏｒａｃ．Ｓｕｒｇ．７７：８１２～８）、マトリックスメタロプロテアーゼ１（ＴＩＭ
Ｐ１）、アンギオポエチン２（ＡＮＧ２）、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ－ｂｂ）、ト
ロンボポエチン（ＴＰＯ）、ヘパリン結合上皮増殖因子（ＨＢ－ＥＧＦ）、間質由来因子
１α（ＳＤＦ－１α）などの、血管新生活性を有することが既知であるもの；（２）脳由
来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）（Ｃｈｅｎｇら（２００３年）Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．２５８；
３１９～３３）、インターロイキン－６（ＩＬ－６）、顆粒球走化性タンパク質－２（Ｇ
ＣＰ－２）、トランスフォーミング増殖因子β２（ＴＧＦβ２）などの、神経栄養／神経
保護活性を有することが既知であるもの；（３）マクロファージ炎症性タンパク質１α（
ＭＩＰ１ａ）、マクロファージ炎症性タンパク質１β（ＭＩＰ１ｂ）、単球走化性因子－
１（ＭＣＰ－１）、Ｒａｎｔｅｓ（活性化時調節正常Ｔ細胞発現及び分泌物）、Ｉ３０９
、胸腺及び活性化調節ケモカイン（ＴＡＲＣ）、エオタキシン、マクロファージ由来ケモ
カイン（ＭＤＣ）、ＩＬ－８）などの、ケモカイン活性を有することが既知であるものを
含めた。
【０２７６】
　方法及び材料
　細胞培養。胎盤由来細胞及び臍由来細胞、並びにヒト新生児包皮由来のヒト繊維芽細胞
を、ゼラチンコーティングＴ７５フラスコ上の、ペニシリン／ストレプトマイシンを有す
る増殖培地中で培養した。継代数１１で、細胞を凍結保存し、液体窒素中で保存した。細
胞の解凍後、それらの細胞に増殖培地を添加し、その後、１５ミリリットル遠沈管に移し
て、１５０×ｇで５分間、それらの細胞を遠心分離した。上清を廃棄した。４ミリリット
ルの増殖培地中に、細胞ペレットを再懸濁させ、細胞を計数した。１５ミリリットルの増
殖培地を収容する、７５ｃｍ２のフラスコ１つ当り、３７５，０００細胞で、細胞を播種
し、２４時間培養した。この培地を、血清フリー培地（ＤＭＥＭ－低グルコース（Ｇｉｂ
ｃｏ）、０．１％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミン（Ｓｉｇｍａ）、ペニシリン／ストレプ
トマイシン（Ｇｉｂｃｏ））に、８時間にわたって交換した。インキュベーションの終了
時に、１４，０００×ｇで５分間の遠心分離によって、血清フリー馴化培地を収集し、－
２０℃で保存した。各フラスコ内の細胞の数を概算するために、ＰＢＳで細胞を洗浄し、
２ミリリットルのトリプシン／ＥＤＴＡを使用して剥離させた。８ミリリットルの増殖培
地の添加によって、トリプシン活性を抑制した。１５０×ｇで５分間、細胞を遠心分離し
た。上清を除去し、１ミリリットルの増殖培地中に、細胞を再懸濁させた。血球計数器を
使用して、細胞数を概算した。
【０２７７】
　ＥＬＩＳＡアッセイ。細胞を、５％二酸化炭素及び大気酸素中、３７℃で増殖させた。
胎盤由来細胞（バッチ１０１５０３）はまた、５％酸素又はβ－メルカプトエタノール（
ＢＭＥ）中でも増殖させた。各細胞サンプルによって産生された、ＭＣＰ－１、ＩＬ－６
、ＶＥＧＦ、ＳＤＦ－１α、ＧＣＰ－２、ＩＬ－８、及びＴＧＦ－β　２の量を、ＥＬＩ
ＳＡアッセイ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ））によって測
定した。全てのアッセイは、製造元の使用説明書に従って実行した。
【０２７８】
　ＳｅａｒｃｈＬｉｇｈｔ（商標）多重ＥＬＩＳＡアッセイ。ケモカイン（ＭＩＰ１ａ、
ＭＩＰ１ｂ、ＭＣＰ－１、Ｒａｎｔｅｓ、Ｉ３０９、ＴＡＲＣ、エオタキシン、ＭＤＣ、
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ＩＬ８）、ＢＤＮＦ、及び血管新生因子（ＨＧＦ、ＫＧＦ、ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ、ＴＩＭ
Ｐ１、ＡＮＧ２、ＰＤＧＦ－ｂｂ、ＴＰＯ、ＨＢ－ＥＧＦ）を、ＳｅａｒｃｈＬｉｇｈｔ
プロテオームアレイ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ．）を使用し
て測定した。このプロテオームアレイは、１ウェル当り２～１６のタンパク質の定量測定
のための、多重サンドイッチＥＬＩＳＡである。これらのアレイは、９６ウェルプレート
の各ウェル内に、２×２、３×３、又は４×４パターンの、４～１６の種々の捕捉抗体を
スポットすることによって作り出される。サンドイッチＥＬＩＳＡ手順の後に、プレート
全体を画像化して、プレートの各ウェル内部の各スポットで生成された、化学発光シグナ
ルを捕捉する。各スポット内で生成されるシグナルの量は、元の標準又はサンプル中の、
標的タンパク質の量に比例する。
【０２７９】
　結果
　ＥＬＩＳＡアッセイ。ＭＣＰ－１及びＩＬ－６は、胎盤由来細胞及び臍由来細胞、並び
に皮膚繊維芽細胞によって分泌された（表１２－１）。ＳＤＦ－１αは、５％　Ｏ２中で
培養された胎盤由来細胞によって、及び繊維芽細胞によって分泌された。ＧＣＰ－２及び
ＩＬ－８は、臍由来細胞によって、及びＢＭＥ若しくは５％　Ｏ２の存在下で培養された
胎盤由来細胞によって分泌された。ＧＣＰ－２はまた、ヒト繊維芽細胞によっても分泌さ
れた。ＴＧＦ－β２は、ＥＬＩＳＡアッセイによっては検出されなかった。
【表２３】

　凡例：ＮＤ：検出されず。
【０２８０】
　Ｓｅａｒｃｈｌｉｇｈｔ（商標）多重ＥＬＩＳＡアッセイ。ＴＩＭＰ１、ＴＰＯ、ＫＧ
Ｆ、ＨＧＦ、ＦＧＦ、ＨＢＥＧＦ、ＢＤＮＦ、ＭＩＰ１ｂ、ＭＣＰ１、ＲＡＮＴＥＳ、Ｉ
３０９、ＴＡＲＣ、ＭＤＣ、及びＩＬ－８は、臍由来細胞から分泌された（表１２－２及
び表１２－３）。ＴＩＭＰ１、ＴＰＯ、ＫＧＦ、ＨＧＦ、ＨＢＥＧＦ、ＢＤＮＦ、ＭＩＰ
１ａ、ＭＣＰ－１、ＲＡＮＴＥＳ、ＴＡＲＣ、エオタキシン、及びＩＬ－８は、胎盤由来
細胞から分泌された（表１２－２及び表１２－３）。Ａｎｇ２、ＶＥＧＦ、又はＰＤＧＦ
－ｂｂは、検出されなかった。
【表２４】

　凡例：ｈＦＢ（ヒト繊維芽細胞）、Ｐ１（胎盤由来細胞（０４２３０３））、Ｕ１（臍
由来細胞（０２２８０３））、
　Ｐ３（胎盤由来細胞（０７１００３））、Ｕ３（臍由来細胞（０７１００３））。ＮＤ
：検出されず。
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【表２５】

　凡例：ｈＦＢ（ヒト繊維芽細胞）、Ｐ１（胎盤由来細胞（０４２３０３））、Ｕ１（臍
由来細胞（０２２８０３））、
　Ｐ３（胎盤由来細胞（０７１００３））、Ｕ３（臍由来細胞（０７１００３））。ＮＤ
：検出されず。
【０２８１】
　要約。臍由来細胞及び胎盤由来細胞は、多数の栄養因子を分泌した。ＨＧＦ、ｂＦＧＦ
、ＭＣＰ－１、及びＩＬ－８などの、これらの栄養因子のうちの一部は、血管新生に重要
な役割を果たす。ＢＤＮＦ及びＩＬ－６などの、他の栄養因子は、神経再生に重要な役割
を果たす。
【０２８２】
　（実施例１３）
　臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞の、短期神経分化
　胎盤由来細胞及び臍由来細胞の、神経系統細胞へと分化する能力を検査した。
【０２８３】
　材料及び方法
　臍由来細胞及び胎盤由来細胞の、単離並びに増殖。胎盤組織及び臍組織由来の細胞を、
実施例１で説明されるように、単離して、増殖させた。
【０２８４】
　改変Ｗｏｏｄｂｕｒｙ－Ｂｌａｃｋプロトコル。（Ａ）このアッセイは、骨髄間質細胞
の神経誘導能を試験するために元来実行されたアッセイを応用したものである（１）。臍
由来細胞（０２２８０３）Ｐ４、及び胎盤由来細胞（０４２２０３）Ｐ３を解凍して、準
集密（７５％）に到達するまで、増殖培地中に、５，０００細胞／ｃｍ２で培養増殖させ
た。次いで、細胞をトリプシン処理して、Ｔｉｔｒｅｔｅｋ　ＩＩスライドガラス（ＶＷ
Ｒ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ（Ｂｒｉｓｔｏｌ，ＣＴ））の１ウェル当り、６，００
０細胞で播種した。対照として、間葉系幹細胞（Ｐ３；１Ｆ２１５５；Ｃａｍｂｒｅｘ（
Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ））、骨芽細胞（Ｐ５；ＣＣ２５３８；Ｃａｍｂｒｅｘ
）、脂肪由来細胞（Ａｒｔｅｃｅｌ、米国特許第６５５５３７４（Ｂ１）号）（Ｐ６；ド
ナー２）、及び新生児ヒト皮膚繊維芽細胞（Ｐ６；ＣＣ２５０９；Ｃａｍｂｒｅｘ）もま
た、同じ条件下で播種した。
【０２８５】
　全ての細胞を、最初に、１５％（ｖ／ｖ）ウシ胎児血清（ＦＢＳ；Ｈｙｃｌｏｎｅ（Ｌ
ｏｇａｎ，ＵＴ））、塩基性繊維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ；２０ナノグラム／ミリリッ
トル；Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ（Ｒｏｃｋｙ　Ｈｉｌｌ，ＮＪ））、上皮増殖因子（ＥＧＦ；
２０ナノグラム／ミリリットル；Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ）、及びペニシリン／ストレプトマ
イシン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含有する、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））中で４日間、増殖させた。４日後に、リン酸緩衝生理
食塩水（ＰＢＳ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）中で細胞をすすぎ、引き続き、ＤＭＥＭ／Ｆ１
２培地＋２０％（ｖ／ｖ）ＦＢＳ＋ペニシリン／ストレプトマイシン中で、２４時間培養
した。２４時間後に、細胞をＰＢＳですすいだ。次いで、２００ｍＭのブチル化ヒドロキ
シアニソール、１０μＭの塩化カリウム、５ミリグラム／ミリリットルのインスリン、１
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０μＭのフォルスコリン、４μＭのバルプロ酸、及び２μＭのヒドロコルチゾン（全ての
化学薬品は、Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）より）を含有する、ＤＭＥＭ／Ｆ１
２（血清フリー）からなる誘導培地中で、１～６時間、細胞を培養した。次いで、１００
％氷冷メタノール中で、細胞を固定し、免疫細胞化学を実行して（下記の方法を参照）、
ヒトネスチンタンパク質の発現を査定した。
【０２８６】
　（Ｂ）由来細胞（臍（０２２８０３）Ｐ１１；胎盤（０４２２０３）Ｐ１１）及び成体
ヒト皮膚繊維芽細胞（１Ｆ１８５３、Ｐ１１）を解凍して、準集密（７５％）に到達する
まで、増殖培地中に、５，０００細胞／ｃｍ２で培養増殖させた。次いで、細胞をトリプ
シン処理して、（Ａ）と同様の密度で、ただし、（１）２４ウェル組織培養処理プレート
（ＴＣＰ、Ｆａｌｃｏｎブランド、ＶＷＲ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ）、（２）ＴＣ
Ｐウェル＋室温で１時間吸着させた２％（ｗ／ｖ）ゼラチン、又は（３）ＴＣＰウェル＋
２０μｇ／ミリリットルの吸着マウスラミニン（３７℃で最低２時間吸着；Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ）上に播種した。
【０２８７】
　厳密に（Ａ）と同様に、細胞を最初に増殖させ、培地を前述の時間枠で切り替えた。培
養物の１セットを、前述のように５日と６時間の時点で、この場合は、氷冷４％（ｗ／ｖ
）パラホルムアルデヒド（Ｓｉｇｍａ）を使用して、室温で１０分間にわたって固定した
。培養物の第２のセットでは、培地を除去して、Ｂ２７（Ｂ２７サプリメント；Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ）、Ｌ－グルタミン（４ｍＭ）、及びペニシリン／ストレプトマイシン（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含有する、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ－Ａ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）からなる、神経前駆体増殖培地（ＮＰＥ）に切り替えた。ＮＰＥ培地に、レチノイン
酸（ＲＡ；１μＭ；Ｓｉｇｍａ）を更に添加した。４日後に、この培地を除去して、氷冷
４％（ｗ／ｖ）パラホルムアルデヒド（Ｓｉｇｍａ）を使用して、培養物を、室温で１０
分間にわたって固定し、ネスチン、ＧＦＡＰ、及びＴｕＪ１タンパク質の発現に関して染
色した（表１３－１を参照）。
【表２６】

【０２８８】
　２段階分化プロトコル。由来細胞（臍（０４２２０３）Ｐ１１、胎盤（０２２８０３）
Ｐ１１）、成体ヒト皮膚繊維芽細胞（Ｐ１１；１Ｆ１８５３；Ｃａｍｂｒｅｘ）を解凍し
て、準集密（７５％）に到達するまで、増殖培地中に、５，０００細胞／ｃｍ２で培養増
殖させた。次いで、細胞をトリプシン処理して、ｂＦＧＦ（２０ナノグラム／ミリリット
ル；Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ（Ｒｏｃｋｙ　Ｈｉｌｌ，ＮＪ））及びＥＧＦ（２０ナノグラム
／ミリリットル；Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ）を添加した、ＮＰＥ培地［培地全体の組成は、Ｎ
ＰＥ＋Ｆ＋Ｅと更に称される］の存在下で、ラミニン（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（
Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ））コーティングされた２４ウェルプレート上に、
２，０００細胞／ｃｍ２で播種した、同時に、海馬から単離された成体ラット神経前駆細
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胞（Ｐ４；（０６２６０３）もまた、ＮＰＥ＋Ｆ＋Ｅ培地中、２４ウェルラミニンコーテ
ィングプレート上にプレーティングした。全ての培養物を、そのような条件下で、６日間
にわたって維持し（その期間中、細胞に１回栄養補給した）、その時点で、更に７日間に
わたって、表Ｎ１－２に列記される分化条件に、培地を切り替えた。氷冷４％（ｗ／ｖ）
パラホルムアルデヒド（Ｓｉｇｍａ）を使用して、培養物を、室温で１０分間固定し、ヒ
トネスチン若しくはラットネスチン、ＧＦＡＰ、及びＴｕＪ１タンパク質の発現に関して
染色した。
【表２７】

【０２８９】
　複数増殖因子プロトコル。臍由来細胞（Ｐ１１；（０４２２０３））を解凍して、準集
密（７５％）に到達するまで、増殖培地中、５，０００細胞／ｃｍ２で培養増殖させた。
次いで、細胞をトリプシン処理して、ＮＰＥ＋Ｆ（２０ナノグラム／ミリリットル）＋Ｅ
（２０ナノグラム／ミリリットル）の存在下で、２４ウェルラミニンコーティングプレー
ト（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）上に、２，０００細胞／ｃｍ２で播種した。更には
、一部のウェルは、ＮＰＥ＋Ｆ＋Ｅ＋２％　ＦＢＳ又は１０％　ＦＢＳを収容した。「予
備分化」の４日後に、全ての培地を除去して、ソニックヘッジホッグ（ＳＨＨ；２００ナ
ノグラム／ミリリットル；Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））、ＦＧＦ８（１００
ナノグラム／ミリリットル；Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ）、ＢＤＮＦ（４０ナノグラム／ミリリ
ットル；Ｓｉｇｍａ）、ＧＤＮＦ（２０ナノグラム／ミリリットル；Ｓｉｇｍａ）、及び
レチノイン酸（１μＭ；Ｓｉｇｍａ）を添加したＮＰＥ培地に、サンプルを切り替えた。
培地交換から７日後に、氷冷４％（ｗ／ｖ）パラホルムアルデヒド（Ｓｉｇｍａ）を使用
して、培養物を、室温で１０分間固定し、ヒトネスチン、ＧＦＡＰ、ＴｕＪ１，デスミン
、及びα－平滑筋アクチンの発現に関して染色した。
【０２９０】
　神経前駆細胞の共培養プロトコル。成体ラット海馬前駆細胞（０６２６０３）を、ＮＰ
Ｅ＋Ｆ（２０ナノグラム／ミリリットル）＋Ｅ（２０ナノグラム／ミリリットル）中、ラ
ミニンコーティング２４ウェルディッシュ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）上に、ニュ
ーロスフェア又は単一細胞として、プレーティング（１０，０００細胞／ウェル）した。
【０２９１】
　別個に、臍由来細胞（０４２２０３）Ｐ１１、及び胎盤由来細胞（０２２８０３）Ｐ１
１を解凍して、ＮＰＥ＋Ｆ（２０ナノグラム／ミリリットル）＋Ｅ（２０ナノグラム／ミ
リリットル）中に、５，０００細胞／ｃｍ２で、４８時間にわたって培養増殖させた。次
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いで、細胞をトリプシン処理して、既存の神経前駆細胞の培養物上に、２，５００細胞／
ウェルで播種した。その時点で、既存の培地を、新鮮培地に交換した。４日後に、氷冷４
％（ｗ／ｖ）パラホルムアルデヒド（Ｓｉｇｍａ）を使用して、培養物を、室温で１０分
間固定し、ヒト核タンパク質（ｈＮｕｃ；Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）（上記の表ＮＵ１－１）に
関して染色することにより、臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞を同定した。
【０２９２】
　免疫細胞化学。免疫細胞化学を、表ＮＵ１－１に列記した抗体を使用して実行した。培
養物を、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で洗浄し、細胞内抗原にアクセスするために、
ＰＢＳ、４％（ｖ／ｖ）ヤギ血清（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ））、及
び０．３％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ（Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００；Ｓｉｇｍａ）を含有す
るタンパク質ブロッキング溶液に、３０分間曝した。次いで、ブロッキング溶液中に希釈
した一次抗体を、室温で、１時間にわたって、これらの培養物に適用した。次に、一次抗
体溶液を除去し、培養物をＰＢＳで洗浄した後、ヤギ抗マウスＩｇＧ－Ｔｅｘａｓ　Ｒｅ
ｄ（１：２５０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ））及びヤギ
抗ウサギＩｇＧ－Ａｌｅｘａ　４８８（１：２５０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ
）と共にブロッキング溶液を含有する、二次抗体溶液を適用した（室温で１時間）。次い
で、培養物を洗浄し、１０マイクロモルのＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ
）を１０分間適用して、細胞核を可視化した。
【０２９３】
　免疫染色の後に、Ｏｌｙｍｐｕｓ倒立エピ蛍光顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ（Ｍｅｌｖｉｌ
ｌｅ，ＮＹ））上で、適切な蛍光フィルターを使用して、蛍光を可視化した。全ての場合
で、陽性染色は、一次抗体溶液の適用を除いて、上記で概説した全手順に従った対照染色
を上回る、蛍光シグナルを表した。代表的な画像を、デジタルカラービデオカメラ及びＩ
ｍａｇｅＰｒｏソフトウェア（Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ（Ｃａｒｌｓｂａｄ
，ＣＡ））を使用して取り込んだ。３重染色サンプルに関しては、１回に１つのみの発光
フィルターを使用して、各画像を撮影した。次いで、Ａｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐソ
フトウェア（Ａｄｏｂｅ（Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ））を使用して、階層モンタージュを
調製した。
【０２９４】
　結果
　Ｗｏｏｄｂｕｒｙ－Ｂｌａｃｋプロトコル。（Ｗｏｏｄｂｕｒｙ，Ｄ．ら（２０００年
）Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｒｅｓｅａｒｃｈ．６１（４）：３６４～７０）。（Ａ）この
神経誘導組成物中でのインキュベーションの際に、全ての細胞型が、双極性の形態及び伸
長した突起を有する細胞へと、形質転換した。他の、より大きい非双極性形態もまた、観
察された。更には、これらの誘導細胞集団は、複能性の神経幹細胞及び前駆細胞のマーカ
ーである、ネスチンに関して、陽性染色された。
【０２９５】
　（Ｂ）組織培養プラスチック（ＴＣＰ）ディッシュ上で繰り返される場合、培養表面に
予めラミニンを吸着させない限り、ネスチンの発現は観察されなかった。ネスチン発現細
胞が、次いで成熟ニューロンの生成へと進むことが可能か否かを、更に評価するために、
そのような細胞への神経幹細胞及び前駆細胞の分化を誘導することが既知の培地組成物で
ある、ＮＰＥ＋ＲＡ（１μＭ）に、臍帯組織由来細、胎盤由来細胞、及び繊維芽細胞を曝
した（Ｊａｎｇ，Ｙ．Ｋ．ら（２００４年）Ｊ．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．Ｒｅｓｅａｒｃｈ．
７５（４）：５７３～８４；Ｊｏｎｅｓ－Ｖｉｌｌｅｎｅｕｖｅ，Ｅ．Ｍ．ら（１９８３
年）Ｍｏｌ　Ｃｅｌ　Ｂｉｏｌ．３（１２）：２２７１～９；Ｍａｙｅｒ－Ｐｒｏｓｃｈ
ｅｌ，Ｍ．ら（１９９７年）Ｎｅｕｒｏｎ．１９（４）：７７３～８５）。未熟ニューロ
ン及び成熟ニューロンのマーカーであるＴｕＪ１、星状細胞のマーカーであるＧＦＡＰ、
並びにネスチンに関して、細胞を染色した。いずれの条件下でも、ＴｕＪ１は検出されず
、神経形態を有する細胞も観察されなかったが、このことは、ニューロンが短期間では生
成されなかったことを示唆する。更には、免疫細胞化学によって判定されたように、ネス
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チン及びＧＦＡＰは、以降は、臍由来細胞及び胎盤由来細胞によって発現されなかった。
【０２９６】
　２段階分化。臍単離株及び胎盤単離株（並びに、それぞれ陰性対照細胞型及び陽性対照
細胞型としての、ヒト繊維芽細胞及び齧歯類神経前駆細胞）を、ラミニン（神経促進）コ
ーティングディッシュ上にプレーティングして、ニューロン及び星状細胞への、神経前駆
細胞の分化を促進することが既知である、１３の異なる増殖条件（及び２つの対照条件）
に曝した。更には、細胞分化に対する、ＧＤＦ５及びＢＭＰ７の影響を検査するために、
２つの条件を追加した。全般的には、２段階分化アプローチを採択して、細胞を、最初に
６日間、神経前駆細胞増殖条件に置き、その後に７日間、完全分化条件に置いた。形態学
的には、臍由来細胞及び胎盤由来細胞の双方が、この手順の時間経過の全体を通して、細
胞形態の根本的変化を呈した。しかしながら、対照の神経前駆細胞プレーティング条件を
除き、神経細胞又は星状細胞は観察されなかった。ヒトネスチン、ＴｕＪ１、及びＧＦＡ
Ｐに関して陰性の、免疫細胞化学により、これらの形態学的観察結果が確認された。
【０２９７】
　複数の増殖因子。様々な神経分化剤に１週間曝した後に、神経前駆細胞（ヒトネスチン
）、ニューロン（ＴｕＪ１）、及び星状細胞（ＧＦＡＰ）の指標となるマーカーに関して
、細胞を染色した。第一段階で非血清含有培地中に増殖させた細胞は、血清含有（２％又
は１０％）培地中の細胞とは異なる、潜在的な神経分化を示す形態を有していた。具体的
には、臍由来細胞をＥＧＦ及びｂＦＧＦに曝し、その後、ＳＨＨ、ＦＧＦ８、ＧＤＮＦ、
ＢＤＮＦ、及びレチノイン酸に曝す２段階手順の後に、細胞は、培養星状細胞の形態と同
様の、長く伸長した突起を示した。第１段階の分化で、２％　ＦＢＳ又は１０％　ＦＢＳ
を含んでいた場合、細胞数が増大し、細胞形態は、高密度の対照培養から変化しなかった
。潜在的な神経分化は、ヒトネスチン、ＴｕＪ１、又はＧＦＡＰに関する免疫細胞化学分
析によっては、証明されなかった。
【０２９８】
　神経前駆細胞及びＵＴＣの共培養。神経増殖条件（ＮＰＥ＋Ｆ＋Ｅ）中に２日早く播種
した、ラット神経前駆細胞の培養物上に、臍由来細胞及び胎盤由来細胞をプレーティング
した。プレーティングされたＵＴＣ及び胎盤由来細胞の目視確認により、これらの細胞は
、単一細胞としてプレーティングされたことが認められたが、プレーティング後４日目（
計６日目）の、ヒト特異的核染色（ｈＮｕｃ）により、それらの細胞は球状に固まり、神
経前駆細胞との接触を回避する傾向があることが示された。更には、ＵＴＣが付着する場
合に、これらの細胞は散開し、ラット起源のものであった分化ニューロンによって神経支
配されたように思われたが、このことは、ＵＴＣが、筋細胞へと分化した可能性があるこ
とを示唆する。この観察結果は、位相差顕微鏡下での形態に基づくものであった。別の観
察結果では、典型的に大きい細胞体（神経前駆細胞よりも大きい）は、細い突起が多方向
に広がる、神経前駆細胞に類似する形態を保有していた。ＨＮｕｃ染色（細胞核の２分の
１で見出された）は、これらのヒト細胞が、一部の場合には、ラット前駆細胞と融合し、
それらの表現型を呈した可能性があることを示唆している。神経前駆細胞のみを収容する
対照ウェルは、臍由来細胞又は胎盤由来細胞を収容する共培養ウェルよりも、前駆細胞及
び明白な分化細胞の総数が少なかったが、このことは、臍由来細胞及び胎盤由来細胞の双
方が、ケモカイン及びサイトカインの放出によって、あるいは接触が媒介する効果によっ
て、神経前駆細胞の分化及び挙動に影響を及ぼしたことを、更に示す。
【０２９９】
　要約。複数のプロトコルを実施して、ＵＴＣ及び胎盤由来細胞の、神経系統細胞へと分
化する短期的潜在能力を判定した。これらのプロトコルには、それぞれ、複能性の神経幹
細胞及び前駆細胞、未熟ニューロン及び成熟ニューロン、並びに星状細胞に関連するタン
パク質である、ネスチン、ＴｕＪ１、及びＧＦＡＰに関する、免疫細胞化学と組み合わせ
た、形態の位相コントラスト画像法を含めた。これらの短期プロトコルでは、特定の場合
に神経分化が発生したことを示唆する証拠が観察された。
【０３００】
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　ＵＴＣ及び胎盤由来細胞と神経前駆細胞との共培養で、幾つかの注目すべき観察結果が
得られた。異種の細胞型と共にヒトＵＴＣ及びヒト胎盤由来細胞を使用する、この手法は
、これらの培養物中の各細胞の起源の、絶対的な決定を可能とした。第１に、細胞質が拡
大し、神経突起様の突起が細胞体から伸長している幾つかの細胞が、これらの培養物中で
観察されたが、それらの細胞体の半分のみがｈＮｕｃタンパク質で標識された。それらの
細胞は、神経系統細胞へと分化した、ヒトＵＴＣ及びヒト胎盤由来細胞であった可能性が
あり、又はそれらの細胞は、神経前駆細胞と融合した、ＵＴＣ及び胎盤由来細胞であった
可能性もある。第２に、神経前駆細胞は、ＵＴＣ及び胎盤由来細胞へ神経突起を伸長させ
たように考えられたが、このことにより、神経前駆細胞がニューロンへ分化して、ＵＴＣ
及び胎盤由来細胞を神経支配したことが示される。第３に、神経前駆細胞並びにＵＴＣ及
び胎盤由来細胞の培養物は、神経前駆細胞単独の対照培養物よりも、ラット起源の細胞が
多く、分化が多量であったが、このことは、プレーティングされたＵＴＣ及び胎盤由来細
胞が、神経前駆細胞の生存、増殖、及び／又は分化を刺激する、可溶性因子並びに／ある
いは接触依存性機序を提供したことを、更に示している。
【０３０１】
　（実施例１４）
　臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞の、長期神経分化
　臍由来細胞及び胎盤由来細胞の、神経系統細胞への長期分化を経験する能力を評価した
。
【０３０２】
　材料及び方法
　細胞の単離及び増殖。従前の実施例で説明されるように、細胞を単離して、増殖させた
。
【０３０３】
　細胞の解凍及びプレーティング。従前に増殖培地中で増殖させた細胞の冷凍アリコート
（臍（０２２８０３）Ｐ１１；（０４２２０３）Ｐ１１；（０７１００３）Ｐ１２；胎盤
（１０１５０３）Ｐ７）を解凍して、Ｂ２７（Ｂ２７サプリメント、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ）、Ｌ－グルタミン（４ｍＭ）、及びペニシリン／ストレプトマイシン（１０ミリリッ
トル）を含有する、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ－Ａ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓ
ｂａｄ，ＣＡ））（この組合せは、本明細書では、神経前駆細胞増殖（ＮＰＥ）培地と称
される）中、ラミニン（ＢＤ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　Ｌａｋｅｓ，ＮＪ））でコーティング
したＴ－７５フラスコ内に、５，０００細胞／ｃｍ２でプレーティングした。ＮＰＥ培地
には、ｂＦＧＦ（２０ナノグラム／ミリリットル、Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ（Ｒｏｃｋｙ　Ｈ
ｉｌｌ，ＮＪ））及びＥＧＦ（２０ナノグラム／ミリリットル、Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ（Ｒ
ｏｃｋｙ　Ｈｉｌｌ，ＮＪ））を更に添加した（本明細書では、ＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧ
Ｆと称される）。
【０３０４】
　対照細胞のプレーティング。更には、成体ヒト皮膚繊維芽細胞（Ｐ１１、Ｃａｍｂｒｅ
ｘ（Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ））及び間葉系幹細胞（Ｐ５、Ｃａｍｂｒｅｘ）を
解凍して、ＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦ中、ラミニンコーティングＴ－７５フラスコ上に、
同じ細胞播種密度でプレーティングした。更なる対照として、繊維芽細胞、臍細胞、及び
胎盤細胞を、増殖培地中で、全ての培養物に関して指定された期間にわたって増殖させた
。
【０３０５】
　細胞の増殖。全ての培養物からの培地は、１週間に１回、新鮮培地に置き換えて、細胞
の増殖を観察した。全般的には、ＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦ中での増殖の限界のため、各
培養物は、１か月の期間で１回継代した。
【０３０６】
　免疫細胞化学。１か月の期間の後に、全てのフラスコを、室温で１０分間、冷４％（ｗ
／ｖ）パラホルムアルデヒド（Ｓｉｇｍａ）を使用して固定した。ＴｕＪ１（ＢＩＩＩチ
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ューブリン；１：５００；Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））及びＧＦＡＰ（グリ
ア繊維酸性タンパク質；１：２０００；ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ（Ｃａｒｐｉｎｔ
ｅｒｉａ，ＣＡ））に対する抗体を使用して、免疫細胞化学を実行した。簡潔には、培養
物を、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で洗浄し、細胞内抗原にアクセスするために、Ｐ
ＢＳ、４％（ｖ／ｖ）ヤギ血清（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ））、及び
０．３％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ（Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００；Ｓｉｇｍａ）を含有する
タンパク質ブロッキング溶液に、３０分間曝した。次いで、ブロッキング溶液中に希釈し
た一次抗体を、室温で、１時間にわたって、これらの培養物に適用した。次に、一次抗体
溶液を除去し、培養物をＰＢＳで洗浄した後、ヤギ抗マウスＩｇＧ－Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ
（１：２５０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ））及びヤギ抗
ウサギＩｇＧ－Ａｌｅｘａ　４８８（１：２５０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）
と共にブロッキング溶液を含有する、二次抗体溶液を適用した（室温で１時間）。次いで
、培養物を洗浄し、１０マイクロモルのＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）
を１０分間適用して、細胞核を可視化した。
【０３０７】
　免疫染色の後に、Ｏｌｙｍｐｕｓ倒立エピ蛍光顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ（Ｍｅｌｖｉｌ
ｌｅ，ＮＹ））上で、適切な蛍光フィルターを使用して、蛍光を可視化した。全ての場合
で、陽性染色は、一次抗体溶液の適用を除いて、上記で概説した全手順に従った対照染色
を上回る、蛍光シグナルを表した。代表的な画像を、デジタルカラービデオカメラ及びＩ
ｍａｇｅＰｒｏソフトウェア（Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ（Ｃａｒｌｓｂａｄ
，ＣＡ））を使用して取り込んだ。３重染色サンプルに関しては、１回に１つのみの発光
フィルターを使用して、各画像を撮影した。次いで、Ａｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐソ
フトウェア（Ａｄｏｂｅ（Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ））を使用して、階層モンタージュを
調製した。
【表２８】

【０３０８】
　結果
　ＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦ培地は、ＵＴＣの増殖を遅延させ、それらの細胞の形態を変
化させる。プレーティングの直後に、細胞のサブセットが、ラミニンでコーティングした
培養フラスコに付着した。このことは、凍結／解凍プロセスの機能としての細胞死による
ものか、又は新たな増殖条件が原因であった可能性がある。付着した細胞は、増殖培地中
で観察されるものとは異なる形態を取っていた。
【０３０９】
　集密した際、培養物を継代して、増殖を観察した。継代で生き残った細胞では、殆ど増
殖が生じなかった。この時点で、臍由来細胞の培養物中には、拡大形態を有さず、相の明
るい特性を有する極めて小さい細胞が現れ始めた。フラスコのこれらの領域は、経時的に
進行した。これらの小細胞から、その長さに沿った結節状構造を有して出現した分岐突起
は、従前に説明された、脳及び脊髄由来の、ＰＳＡ－ＮＣＡＭ＋神経前駆細胞、及びＴｕ
Ｊ１＋未熟ニューロンと、極めて類似した特徴を有する（Ｍａｙｅｒ－Ｐｒｏｓｃｈｅｌ
，Ｍ．ら（１９９７年）Ｎｅｕｒｏｎ．１９（４）：７７３～８５；Ｙａｎｇ，Ｈ．ら（
２０００年）ＰＮＡＳ．９７（２４）：１３３６６～７１）。時間と共に、これらの細胞
は、更に多数になるが、依然としてクローン内にのみ見出された。
【０３１０】
　臍由来細胞のクローンは、神経タンパク質を発現する。解凍／プレーティングの１か月
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後に、培養物を固定し、神経タンパク質ＴｕＪ１、及び星状細胞内に見出される中間体微
細繊維であるＧＦＡＰに関して、染色した。増殖培地中で増殖させた全ての対照培養物、
並びにＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦ培地中で増殖させたヒト繊維芽細胞及びＭＳＣは、Ｔｕ
Ｊ１－／ＧＦＡＰ－であることが判明したが、臍由来細胞及び胎盤由来細胞内では、Ｔｕ
Ｊ１が検出された。神経様形態を有する細胞、及び有さない細胞内で、発現が観察された
。いずれの培養物内にも、ＧＦＡＰの発現は観察されなかった。神経様形態を有する、Ｔ
ｕＪ１を発現する細胞の百分率は、全集団の１％以下であった（試験した臍由来細胞単離
株ｎ＝３）。定量化されていないが、神経様形態を有さないＴｕＪ１＋細胞の百分率は、
胎盤由来細胞培養物よりも、臍由来細胞培養物内で高かった。これらの結果は、増殖培地
中の同齢の対照がＴｕＪ１を発現しなかったため、特異的であると考えられた。
【０３１１】
　要約。臍由来細胞から、分化ニューロンを生成するための方法（ＴｕＪ１の発現及び神
経形態学に基づく）が開発された。ＴｕＪ１に関する発現は、インビトロで、１か月より
も早い時点では検査しなかったが、臍由来細胞の少なくとも小集団は、既定の分化を通じ
て、あるいはＬ－グルタミン、塩基性ＦＧＦ、及びＥＧＦを添加した最小培地に１か月曝
した後の長期誘導を通じて、ニューロンを生じさせることができる点が明らかである。
【０３１２】
　（実施例１５）
　神経前駆細胞支援のための栄養因子
　成体神経幹細胞並びに前駆細胞の生存及び分化に対する、非接触依存性（栄養性）の機
序を通じた、臍由来細胞及び胎盤由来細胞の影響を検査した。
【０３１３】
　材料及び方法
　成体神経幹細胞及び前駆細胞の単離。Ｆｉｓｈｅｒ　３４４成体ラットを、ＣＯ２窒息
、その後の頸椎脱臼によって致死させた。骨鉗子を使用して、脳全体を無傷な状態で摘出
し、脳の運動領域及び体性感覚領域の後方の冠状切開に基づいて、海馬組織を解剖した（
Ｐａｘｉｎｏｓ，Ｇ．＆　Ｗａｔｓｏｎ，Ｃ．１９９７年、「Ｔｈｅ　Ｒａｔ　Ｂｒａｉ
ｎ　ｉｎ　Ｓｔｅｒｅｏｔａｘｉｃ　Ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ」）。Ｂ２７（Ｂ２７サプ
リメント、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、Ｌ－グルタミン（４ｍＭ；Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
、及びペニシリン／ストレプトマイシン（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含有する、Ｎｅｕｒ
ｏｂａｓａｌ－Ａ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））（この組合
せは、本明細書では、神経前駆細胞増殖（ＮＰＥ）培地と称される）中で、組織を洗浄し
た。ＮＰＥ培地には、ｂＦＧＦ（２０ナノグラム／ミリリットル、Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ（
Ｒｏｃｋｙ　Ｈｉｌｌ，ＮＪ））及びＥＧＦ（２０ナノグラム／ミリリットル、Ｐｅｐｒ
ｏｔｅｃｈ（Ｒｏｃｋｙ　Ｈｉｌｌ，ＮＪ））を更に添加した（本明細書では、ＮＰＥ＋
ｂＦＧＦ＋ＥＧＦと称される）。
【０３１４】
　洗浄の後に、上を覆う髄膜を除去して、外科用メスで組織を細断した。細断した組織を
収集し、トリプシン／ＥＤＴＡ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を、総容積の７５％として添加
した。ＤＮアーゼ（１００マイクロリットル／総容積８ミリリットル、Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ
．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））もまた、添加した。次に、この組織／培地を、１８ゲージのニー
ドル、２０ゲージのニードル、及び最終的に２５ゲージのニードルに各１回、連続的に通
過させた（全てのニードルは、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（Ｆｒａｎｋｌｉｎ　
Ｌａｋｅｓ，ＮＪ）より）。この混合物を、２５０ｇで３分間、遠心分離した。上清を除
去し、新鮮なＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦを添加して、ペレットを再懸濁させた。得られた
細胞懸濁液を、４０マイクロメートル細胞濾過器（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）
に通過させ、ラミニンコーティングＴ－７５フラスコ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏ
ｎ）又は低クラスター２４ウェルプレート（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ）上にプ
レーティングして、ＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦ培地中で、概説される研究のために十分な
細胞数が得られるまで、増殖させた。
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【０３１５】
　細胞のプレーティング。従前に増殖培地中で増殖させた由来細胞（臍（０２２８０３）
Ｐ１２、（０４２１０３）Ｐ１２、（０７１００３）Ｐ１２；胎盤（０４２２０３）Ｐ１
２）を、５，０００細胞／トランスウェルインサート（２４ウェルプレート用のサイズ）
でプレーティングして、インサート内の増殖培地中で、１週間にわたって増殖させ、集密
に到達させた。
【０３１６】
　成体神経前駆細胞のプレーティング。ニューロスフェアとして、又は単一細胞として増
殖させた神経前駆細胞を、ＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦ中、ラミニンコーティング２４ウェ
ルプレート上に、約２，０００細胞／ウェルの密度で播種して、１日の間、細胞の付着を
促進させた。１日後、以下のスキームに従って、由来細胞を収容するトランスウェルイン
サートを追加した：
　（１）トランスウェル（増殖培地中の臍由来細胞、２００マイクロリットル）＋神経前
駆細胞（ＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦ、１ミリリットル）
　（２）トランスウェル（増殖培地中の胎盤由来細胞、２００マイクロリットル）＋神経
前駆細胞（ＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦ、１ミリリットル）
　（３）トランスウェル（増殖培地中の成体ヒト皮膚繊維芽細胞［１Ｆ１８５３；Ｃａｍ
ｂｒｅｘ（Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤ）］Ｐ１２、２００マイクロリットル）＋神
経前駆細胞（ＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦ、１ミリリットル）
　（４）対照：神経前駆細胞単独（ＮＰＥ＋ｂＦＧＦ＋ＥＧＦ、１ミリリットル）
　（５）対照：神経前駆細胞単独（ＮＰＥのみ、１ミリリットル）
【０３１７】
　免疫細胞化学。共培養７日後、全ての条件を、室温で１０分間にわたって、４％（ｗ／
ｖ）冷パラホルムアルデヒド（Ｓｉｇｍａ）を使用して固定した。表１５－１に列記され
るエピトープに対する抗体を使用して、免疫細胞化学を実行した。簡潔には、培養物を、
リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で洗浄し、細胞内抗原にアクセスするために、ＰＢＳ、
４％（ｖ／ｖ）ヤギ血清（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ））、及び０．３
％（ｖ／ｖ）Ｔｒｉｔｏｎ（Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００；Ｓｉｇｍａ）を含有するタンパ
ク質ブロッキング溶液に、３０分間曝した。次いで、ブロッキング溶液中に希釈した一次
抗体を、室温で、１時間にわたって、これらの培養物に適用した。次に、一次抗体溶液を
除去し、培養物をＰＢＳで洗浄した後、ヤギ抗マウスＩｇＧ－Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（１：
２５０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ））及びヤギ抗ウサギ
ＩｇＧ－Ａｌｅｘａ　４８８（１：２５０；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）と共に
ブロッキング溶液を含有する、二次抗体溶液を適用した（室温で１時間）。次いで、培養
物を洗浄し、１０マイクロモルのＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）を１０
分間適用して、細胞核を可視化した。
【０３１８】
　免疫染色の後に、Ｏｌｙｍｐｕｓ倒立エピ蛍光顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ（Ｍｅｌｖｉｌ
ｌｅ，ＮＹ））上で、適切な蛍光フィルターを使用して、蛍光を可視化した。全ての場合
で、陽性染色は、一次抗体溶液の適用を除いて、上記で概説した全手順に従った対照染色
を上回る、蛍光シグナルを表した。代表的な画像を、デジタルカラービデオカメラ及びＩ
ｍａｇｅＰｒｏソフトウェア（Ｍｅｄｉａ　Ｃｙｂｅｒｎｅｔｉｃｓ（Ｃａｒｌｓｂａｄ
，ＣＡ））を使用して取り込んだ。３重染色サンプルに関しては、１回に１つのみの発光
フィルターを使用して、各画像を撮影した。次いで、Ａｄｏｂｅ　Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐソ
フトウェア（Ａｄｏｂｅ（Ｓａｎ　Ｊｏｓｅ，ＣＡ））を使用して、階層モンタージュを
調製した。
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【表２９】

【０３１９】
　神経前駆細胞の分化の定量分析。海馬神経前駆細胞分化の定量化を検査した。各条件当
り、最低１０００細胞を計数し、少ない場合には、その条件内で観察された細胞の総数と
した。所定の染色に関して陽性の細胞の百分率を、ＤＡＰＩ（核）染色によって判定され
るように、陽性細胞の数を細胞の総数で除算することによって、評価した。
【０３２０】
　質量分析＆　２Ｄゲル電気泳動。共培養の結果としての、固有の分泌因子を同定するた
めに、培養物の固定の前に採取した馴化培地サンプルを、－８０℃で一晩凍結させた。次
いで、限外濾過スピン装置（分画分子量３０ｋＤ）に、サンプルを適用した。保持液を、
免疫アフィニティークロマトグラフィー（抗Ｈｕ－アルブミン；ＩｇＹ）に適用した（免
疫アフィニティーは、これらのサンプルからアルブミンを除去しなかった）。濾液を、Ｍ
ＡＬＤＩによって分析した。この透過物を、Ｃｉｂａｃｈｒｏｎ　Ｂｌｕｅアフィニティ
ークロマトグラフィーに適用した。サンプルを、ＳＤＳ－ＰＡＧＥ及び２Ｄゲル電気泳動
によって分析した。
【０３２１】
　結果
　由来細胞の共培養は、成体神経前駆細胞の分化を刺激する。臍由来細胞又は胎盤由来細
胞との共培養の後に、成体ラット海馬由来の、共培養された神経前駆細胞は、中枢神経系
の３つの全ての主要系統に沿った、有意な分化を呈した。この効果は、共培養５日後に、
明確に観察され、数多くの細胞が、複雑な突起を作り出し、分裂中の前駆細胞に固有の、
相の明るい特徴を喪失していた。反対に、ｂＦＧＦ及びＥＧＦの非存在下で、単独で増殖
させた神経前駆細胞は、健常性が見られず、生存に限界があった。
【０３２２】
　この手順の完了後、未分化幹細胞及び前駆細胞（ネスチン）、未熟ニューロン及び成熟
ニューロン（ＴｕＪ１）、星状細胞（ＧＦＡＰ）、並びに成熟乏突起神経膠細胞（ＭＢＰ
）の指標となるマーカーに関して、培養物を染色した。３つの全ての系統に沿った分化が
確認されたが、対照条件は、大多数の細胞中でのネスチン陽性染色の保持によって証明さ
れるように、有意な分化を呈さなかった。臍由来細胞及び胎盤由来細胞の双方が、細胞の
分化を誘導したが、３つの全ての系統に関する分化の程度は、臍由来細胞との共培養の場
合よりも、胎盤由来細胞との共培養の場合のほうが小さかった。
【０３２３】
　臍由来細胞との共培養の後に、分化した神経前駆細胞の百分率を定量化した（表１５－
２）。臍由来細胞は、成熟乏突起神経膠細胞（ＭＢＰ）の数を、有意に増進させた（双方
の対照条件での０％に対して、２４．０％）。更には、共培養は、培養下のＧＦＡＰ＋星
状細胞及びＴｕＪ１＋ニューロンの数を増進させた（それぞれ、４７．２％及び８．７％
）。これらの結果は、共培養後に前駆細胞状態が喪失したことを示す、ネスチン染色（対
照条件４での７１．４％に対して、１３．４％）によって確認された。
【０３２４】
　分化はまた、成体ヒト繊維芽細胞によっても影響を受けるものと考えられたが、そのよ
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うな細胞は、成熟乏突起神経膠細胞の分化を促進することは不可能であり、感知し得る量
のニューロンを生成することも不可能であった。しかしながら、定量化されなかったもの
の、繊維芽細胞は、神経前駆細胞の生存を増進させるものと思われた。
【表３０】

【０３２５】
　固有化合物の同定。臍由来共培養及び胎盤由来共培養からの馴化培地を、適切な対照（
ＮＰＥ培地±１．７％血清、繊維芽細胞との共培養からの培地）と共に、差異に関して検
査した。潜在的に固有な化合物を同定して、それらの対応する２Ｄゲルから切除した。
【０３２６】
　要約。臍由来細胞又は胎盤由来細胞との、成体神経前駆細胞の共培養は、それらの細胞
の分化を生じさせる。この実施例で提示される結果により、臍由来細胞との共培養後の成
体神経前駆細胞の分化が、特に顕著であることが示される。具体的には、有意な百分率の
成熟乏突起神経膠細胞が、臍由来細胞の共培養物内に生成された。臍由来細胞と神経前駆
細胞との接触の欠如を考慮すると、この結果は、臍由来細胞から放出された可溶性因子の
機能（栄養作用）であるものと考えられる。
【０３２７】
　幾つかの他の観察結果が得られた。第１に、ＥＧＦ及びｂＦＧＦが除去された対照条件
では、極めて少数の細胞しか存在しなかった。殆どの細胞が死滅し、平均して、１ウェル
当たり約１００以下の細胞が存在した。第２に、ＥＧＦ及びｂＦＧＦが全体を通して培地
中に保持された対照条件では、分化が殆ど存在しないことが予測されるが、これは、通常
、この培地が増殖培地であるためである。約７０％の細胞が、それらの前駆細胞状態（ネ
スチン＋）を保持することが観察されたが、約３０％は、ＧＦＡＰ＋（星状細胞の指標）
であった。このことは、そのような顕著な増殖が、この手順の過程全体を通して生じたこ
とにより、前駆細胞間の接触が、この分化を誘導したためである可能性がある（Ｓｏｎｇ
，Ｈ．ら、２００２年、Ｎａｔｕｒｅ　４１７（６８８４）：３９～４４）。
【０３２８】
　（実施例１６）
　臍由来細胞及び胎盤由来細胞の移植
　臍由来細胞及び胎盤由来細胞は、再生療法に関して有用である。生分解性材料と共にＳ
ＣＩＤマウス内に移植された臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞によって産生される、組
織を評価した。評価する材料は、バイクリル不織布、３５／６５　ＰＣＬ／ＰＧＡ発泡体
、及びＲＡＤ　１６自己集合性ペプチドヒドロゲルとした。
【０３２９】
　方法及び材料
　細胞培養。胎盤由来細胞及び臍由来細胞を、ゼラチンコーティングフラスコ内の、増殖
培地（ＤＭＥＭ－低グルコース（Ｇｉｂｃｏ（Ｃａｒｌｓｂａｄ　ＣＡ））、１５％（ｖ
／ｖ）ウシ胎児血清（カタログ＃ＳＨ３００７０．０３；Ｈｙｃｌｏｎｅ（Ｌｏｇａｎ，
ＵＴ））、０．００１％（ｖ／ｖ）βメルカプトエタノール（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕ
ｉｓ，ＭＯ））、ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｇｉｂｃｏ））中で増殖させた。
【０３３０】
　サンプルの調製。１００万個の生存細胞を、１５マイクロリットル増殖培地中、直径５
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ｍｍ、厚さ２．２５ｍｍのバイクリル不織布スカフォールド（６４．３３ミリグラム／ｃ
ｃ；ロット＃３５４７－４７－１）又は直径５ｍｍの３５／６５　ＰＣＬ／ＰＧＡ発泡体
（ロット＃　３４１５－５３）上に播種した。２時間にわたって細胞を付着させた後、更
なる増殖培地を追加して、これらのスカフォールドを覆った。スカフォールド上で一晩、
細胞を増殖させた。細胞を有さないスカフォールドもまた、培地中でインキュベートした
。
【０３３１】
　ＲＡＤ１６自己集合性ペプチド（３Ｄ　Ｍａｔｒｉｘ（Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ）、
物質移動合意書の下）を、水中無菌１％（ｗ／ｖ）溶液として得て、使用直前に、ダルベ
ッコ変法培地（ＤＭＥＭ；Ｇｉｂｃｏ）中で、１０％（ｗ／ｖ）スクロース（Ｓｉｇｍａ
（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ中の、１×１０６細胞と、１：１
で混合した。ＲＡＤ１６ヒドロゲル中の細胞の最終濃度は、１×１０６細胞／１００マイ
クロリットルとした。
【０３３２】
　試験材料（Ｎ＝４／Ｒｘ）
　１．バイクリル不織布＋１×１０６臍由来細胞
　２．３５／６５　ＰＣＬ／ＰＧＡ発泡体＋１×１０６臍由来細胞
　３．ＲＡＤ　１６自己集合性ペプチド＋１×１０６臍由来細胞
　４．バイクリル不織布＋１×１０６胎盤由来細胞
　５．３５／６５　ＰＣＬ／ＰＧＡ発泡体＋１×１０６胎盤由来細胞
　６．ＲＡＤ　１６自己集合性ペプチド＋１×１０６胎盤由来細胞
　７．３５／６５　ＰＣＬ／ＰＧＡ発泡体
　８．バイクリル不織布
【０３３３】
　動物の調製。動物福祉法の現行要件に従って、動物を取り扱い、維持した。上記公法と
の準拠性は、動物福祉規則（９　ＣＦＲ）を遵守し、「ｔｈｅ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｏｒ　ｔ
ｈｅ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ａｎｉｍａｌｓ（第７
版）」で公布された現行標準に従うことによって達成した。
【０３３４】
　マウス（ハツカネズミ）／Ｆｏｘ　Ｃｈａｓｅ　ＳＣＩＤ／オス（Ｈａｒｌａｎ　Ｓｐ
ｒａｇｕｅ　Ｄａｗｌｅｙ，Ｉｎｃ．（Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，Ｉｎｄｉａｎａ））
、５週齢。ＳＣＩＤマウスの、全ての取り扱いは、フード下で実施された。マウスを個々
に秤量して、６０ミリグラム／ｋｇのＫＥＴＡＳＥＴ（塩酸ケタミン、Ａｖｅｃｏ　Ｃｏ
．，Ｉｎｃ．（Ｆｏｒｔ　Ｄｏｄｇｅ，Ｉｏｗａ））及び１０ミリグラム／ｋｇのＲＯＭ
ＰＵＮ（キシラジン、Ｍｏｂａｙ　Ｃｏｒｐ．（Ｓｈａｗｎｅｅ，Ｋａｎｓａｓ））と生
理食塩水との混合物の、腹腔内注射を使用して麻酔した。麻酔導入の後、動物用電気バリ
カンを使用して、背側頸部区域から背側腰仙区域までの、動物の背部全体の毛を刈り取っ
た。次いで、その区域を、二酢酸クロルヘキシジンを使用して擦り洗いし、アルコールで
すすぎ、乾燥させ、有効ヨウ素１％のヨードフォア水溶液を塗布した。眼用軟膏を眼に塗
布して、麻酔期間中の組織の乾燥を防止した。
【０３３５】
　皮下移植技術。それぞれ約１．０ｃｍの長さの、４つの皮膚切開部を、マウスの背部上
に作製した。２つの頭蓋部位を、背外側胸部領域の上に、触診した肩胛骨の下縁の５ｍｍ
尾側で、一方は脊柱の左に、もう一方は右に、横方向で配置した。別の２つは、尾の仙腰
レベルの臀筋区域の上に、触診した腸骨稜の約５ｍｍ尾側で、正中線の各側上に１つずつ
、横方向で配置した。実験計画に従って、これらの部位内に、植え込み片を無作為に定置
した。下層の結合組織から皮膚を分離して、小さいポケットを作製し、その切開部の約１
ｃｍ尾側に、植え込み片を定置した（又はＲＡＤ１６に関しては、注射した）。適切な試
験材料を、皮下空間内に植え込んだ。皮膚の切開部は、金属クリップで閉鎖した。
【０３３６】
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　動物の飼育。マウスは、研究の過程全体を通して、１７．８℃～２６．１℃（６４°Ｆ
～７９°Ｆ）の温度、及び３０％～７０％の相対湿度の範囲内で、マイクロアイソレータ
ーケージ内で個別に飼育し、約１２時間の明期／１２時間の暗期のサイクルで維持した。
温度及び相対湿度は、可能な限り、記載の範囲内に維持した。食餌は、Ｉｒｒａｄｉａｔ
ｅｄ　Ｐｉｃｏ　Ｍｏｕｓｅ　Ｃｈｏｗ　５０５８（Ｐｕｒｉｎａ　Ｃｏ．）からなるも
のとし、水は自由に摂取させた。
【０３３７】
　指定の時間間隔で、二酸化炭素吸入によってマウスを安楽死させた。皮下移植部位を、
それらの部位を覆う皮膚と共に切除して、組織学のために凍結した。
【０３３８】
　組織学。植え込み片と共に切除した皮膚を、１０％中性緩衝ホルマリン（Ｒｉｃｈａｒ
ｄ－Ａｌｌａｎ（Ｋａｌａｍａｚｏｏ，ＭＩ））で固定した。サンプルを、上を覆う隣接
組織と共に、中央で２等分して、パラフィン処理を施し、慣用の方法を使用して割面上に
埋め込んだ。マイクロトームによって、５マイクロメートルの組織切片を得て、慣用の方
法を使用して、ヘマトキシリン及びエオシン（Ｐｏｌｙ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ（Ｂａｙ
　Ｓｈｏｒｅ，ＮＹ））で染色した。
【０３３９】
　結果
　３０日後の、ＳＣＩＤマウス内に皮下移植された発泡体（細胞を有さず）内への組織の
内植は、最小限のものであった。対照的に、臍由来細胞又は胎盤由来細胞と共に植え込ま
れた発泡体内には、広範囲の組織充填が存在した。バイクリル不織布スカフォールド内に
は、ある程度の組織の内植が観察された。臍由来細胞又は胎盤由来細胞が播種された、不
織布スカフォールドでは、マトリックス沈着及び成熟血管の増大が示された。
【０３４０】
　要約。合成吸収性不織布／発泡体ディスク（直径５．０ｍｍ×厚さ１．０ｍｍ）又は自
己集合性ペプチドヒドロゲルに、ヒト臍又はヒト胎盤のいずれかに由来する細胞を播種し
、ＳＣＩＤマウスの背棘領域内の両側に皮下移植した。それらの結果は、分娩後由来細胞
が、生分解性スカフォールド内の良質の組織形成を、劇的に増大させることが可能である
点を実証した。
【０３４１】
　（実施例１７）
　神経修復での臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞の使用
　網膜神経節細胞（ＲＧＣ）障害は、成体哺乳類ＣＮＳでの、様々な修復方策に関するモ
デルとして、広範に使用されている。成体齧歯類ＲＧＣ軸策の眼球後切断は、頓挫性の新
芽形成（Ｚｅｎｇ　ＢＹら、Ｊ．Ａｎａｔ．１８６：４９５～５０８（１９９５年））及
び親細胞集団の死滅の進行（Ｖｉｌｌｅｇａｓ－Ｐｅｒｅｚら、Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．
８：２６５～８０（１９８８年））を生じさせることが実証されている。軸策切断された
ＲＧＣの生存、及びそれらの軸策の再生に対する、様々な外因性因子及び内因性因子の刺
激作用が、数多くの研究によって実証されている（Ｙｉｐ及びＳｏ、Ｐｒｏｇ　Ｒｅｔｉ
ｎ　Ｅｙｅ　Ｒｅｓ．１９：５５９～７５（２０００年）；Ｆｉｓｃｈｅｒ　Ｄら、Ｅｘ
ｐ　Ｎｅｕｒｏｌ．１７２：２５７～７２（２００１年））。更には、細胞移植を使用し
て、断裂した神経軸策の再生を促進することができる点が、他の研究によって実証されて
いる（Ｌｉら、２００３年；Ｒａｍｏｎ－ＣｕｅｔｏＡ．ら、Ｎｅｕｒｏｎ　２５：４２
５～３５（２０００年））。それゆえ、脊髄、末梢神経、陰部神経、視神経に影響を及ぼ
す神経障害、又は神経の損傷が生じる恐れがある傷害による、他の疾患／外傷の治療のた
めに、細胞ベースの療法を利用することができる点が、これらの研究及び他の研究によっ
て実証されている。
【０３４２】
　自己集合性ペプチド（ＰｕｒａＭａｔｒｉｘ（商標），米国特許第５，６７０，４８３
号、同第５，９５５，３４３号、ＵＳ／ＰＣＴ出願第ＵＳ２００２／０１６０４７１号、
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国際公開第０２／０６２９６９号）は、３Ｄで細胞を封入し、２Ｄコーティング内に細胞
をプレーティングするための、細胞付着用のスカフォールドとして、又は懸濁培養物中の
微小担体としての機能を果たすように、開発されている。３次元細胞培養は、固有の再現
性及び細胞のシグナル伝達事項を有する、動物由来材料（マウス肉腫抽出物）か、あるい
は天然ＥＣＭの物理的ナノメートルスケール及び化学的属性に近似させることができない
、遙かに大きい合成スカフォールドのいずれかを必要としている。ＲＡＤ　１６（ＮＨ２
－（ＲＡＤＡ）３－ＣＯＯＨ）及びＫＬＤ（ＮＨ２－（ＫＬＤＬ）３－ＣＯＯＨ）は、イ
ンビボ細胞外マトリックス（ＥＣＭ）（３Ｄ　Ｍａｔｒｉｘ，Ｉｎｃ（Ｃａｍｂｒｉｄｇ
ｅ，ＭＡ））と同様のスケールでナノ繊維へと自己集合する、小さい（ＲＡＤ１６は５ナ
ノメートル）オリゴペプチド断片として合成される。この自己集合は、培養培地又は生理
環境中に見出される、一価又は二価の陽イオンによって開始される。この実施例で説明さ
れるプロトコルでは、ＲＡＤ　１６は、眼の欠損部内への、臍帯組織由来細胞及び胎盤由
来細胞の植え込みのための、微小担体として使用された。この実施例では、臍帯組織由来
細胞及び胎盤由来細胞の移植が、成体ラット視神経軸策の再生モデルで、有効性をもたら
し得ることが実証される。
【０３４３】
　方法及び材料
　細胞。ヒト成体の臍由来細胞及び胎盤由来細胞並びに繊維芽細胞（継代数１０）の培養
物を、１継代にわたって増殖させた。全ての細胞を、最初に、１００単位／ミリリットル
のペニシリン、１００マイクログラム／ミリリットルのストレプトマイシン、０．２５マ
イクログラム／ミリリットルのアンホテリシンＢ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂ
ａｄ，ＣＡ））を有する増殖培地中、ゼラチンコーティングＴ７５フラスコ上に、５，０
００細胞／ｃｍ２で播種した。継代数１１で、細胞をトリプシン処理し、トリパンプルー
染色を使用して生存率を判定した。簡潔には、５０マイクロリットルの細胞懸濁液を、５
０マイクロリットルの０．０４％ｗ／ｖトリパンプルー（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ
，ＭＯ））と組み合わせ、血球計数器を使用して、生存細胞数を概算した。次いで、サプ
リメントフリーの、ＬｅｉｂｏｖｉｔｚのＬ－１５培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒ
ｌｓｂａｄ，ＣＡ））中で、細胞を３回洗浄した。次いで、製造元の推奨に従って緩衝さ
せ、等張性とした、２５マイクロリットルのＲＡＤ－１６（３ＤＭ　Ｉｎｃ．（Ｃａｍｂ
ｒｉｄｇｅ，ＭＡ））中２００，０００細胞の濃度で、細胞を懸濁させた。１００マイク
ロリットルの、サプリメントフリーのＬｅｉｂｏｖｉｔｚのＬ－１５培地を、この細胞／
マトリックス懸濁液の上に添加して、使用まで湿潤状態に維持した。これらの細胞／マト
リックス培養物は、移植を実施するまで、標準大気条件下で維持した。移植の時点で、過
剰な培地を除去した。
【０３４４】
　動物及び外科処置。Ｌｏｎｇ　Ｅｖａｎｓメスラット（体重２２０～２４０グラム）を
使用した。腹腔内トリブロモエタノール麻酔下（２０ミリグラム／体重１００ｇ）で、視
神経を露出させ、視神経鞘を、視神経円板から約２ミリメートルで眼内切開して、神経鞘
から神経を引き上げ、微細なハサミによる完全な離断を可能にした（Ｌｉ　Ｙら、２００
３年、Ｊ．ｏｆ　Ｎｅｕｒｏ．２３（２１）：７７８３～７７８８）。離断の完了は、近
位断端と遠位断端との完全な分離を、目視観察することによって確認した。対照群は、移
植を実施しない障害ラットからなるものとした。移植ラット内では、ＲＡＤ－１６中に播
種した培養分娩後細胞を、１本の微小鉗子を使用して、近位断端と遠位断端との間に挿入
した。ＲＡＤ－１６中の約７５，０００細胞が、この断裂した視神経内に植え込まれた。
１本の微小鉗子を使用して、細胞／マトリックスを、断裂切断部内に塗布した。この断裂
視神経鞘を、１０／０ブラック単繊維ナイロン（Ｅｔｈｉｃｏｎ，Ｉｎｃ．（Ｅｄｉｎｂ
ｕｒｇｈ，ＵＫ））で閉鎖した。それゆえ、間隙は、神経の切断近位端と切断遠位端とを
、互いに近位に引き寄せることによって閉鎖された。
【０３４５】
　細胞注射を実行した後、移植後１０日間にわたって、デキサメタゾン（２ミリグラム／
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キログラム）を動物に注射した。この研究の期間中、移植の２日前から研究終了時まで、
経口サイクロスポリンＡ（２１０ミリグラム／リットルの飲料水；得られる血中濃度：２
５０～３００マイクログラム／リットル）（Ｂｅｄｆｏｒｄ　Ｌａｂｓ（Ｂｅｄｆｏｒｄ
，Ｏｈｉｏ））で動物を維持した。食物及び水は、自由に摂取させた。移植後３０日目又
は６０日目に、動物を致死させた。
【０３４６】
　ＣＴＢ適用。動物を致死させる３日前に、麻酔下で、３０～５０ミリメートルの先端部
を有するガラス製マイクロピペットを、水晶体の後方の強膜に通して接線方向に挿入し、
そのガラス体内に、１％逆行性トレーサー－コレラ毒素Ｂ（ＣＴＢ）水溶液（Ｌｉｓｔ　
Ｂｉｏｌｏｇｉｃ（Ｃａｍｐｂｅｌｌ，ＣＡ））の４～５マイクロリットルのアリコート
を、２回注入した。動物に固定液を潅流させ、同じ固定液中で１時間、視神経を収集した
。これらの視神経を、一晩、スクロース中に移した。２０マイクロメートルのクリオスタ
ット切片を、０．１モルのグリシン中で３０分間インキュベートし、２．５％ウシ血清ア
ルブミン（ＢＳＡ）（Ｂｏｅｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ（Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｇｅ
ｒｍａｎｙ））及び０．５％　ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉ
ｓ，ＭＯ））を含有するＰＢＳ溶液中でブロックし、その後、ＰＢＳ中２％正常ウサギ血
清（ＮＲＳ）（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ））、２．５％　ＢＳＡ
、及び２％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））を含
有するＰＢＳ中に１：４０００で希釈したヤギ抗ＣＴＢ抗体（Ｌｉｓｔ　Ｂｉｏｌｏｇｉ
ｃ（Ｃａｍｐｂｅｌｌ，ＣＡ））を含有する溶液中で、ブロックし、ＰＢＳ中２％　Ｔｒ
ｉｔｏｎ－Ｘ１００中に１：２００で希釈したビオチン化ウサギ抗ヤギＩｇＧ抗体（Ｖｅ
ｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｂｕｒｌｉｎｇｈａｍｅ，ＣＡ））中で、室温で
２時間、インキュベートした。この後に、ＰＢＳ中１：２００のストレプトアビジン－グ
リーン（Ａｌｅｘａ　Ｆｌｏｕｒ　４３８；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇ
ｅｎｅ，ＯＲ））中で、室温で２時間にわたって染色した。次いで、染色された切片をＰ
ＢＳ中で洗浄し、共焦点顕微鏡法のために、ヨウ化プロピジウムで対比染色した。
【０３４７】
　組織学調製。簡潔には、ＣＴＢ注射の５日後に、４％パラホルムアルデヒドをラットに
潅流させた。ラットに４立方センチメートルのウレタンを与え、次いでＰＢＳ（０．１モ
ル）で、次いで４％パラホルムアルデヒドで潅流した。脊髄を切断し、頭部から骨を除去
して、小丘を露出させた。次いで、小丘を摘出して、４％パラホルムアルデヒド中に定置
した。眼の外側の周囲を、可能な限り後方に至るまで切断することによって、眼を摘出し
た。眼の裏側上に存在する視神経を切断しないように、注意を払った。眼を摘出し、筋肉
を切断して視神経を露出させ、次いで、この視神経を、４％パラホルムアルデヒド中に定
置した。
【０３４８】
　結果
　障害単独。視神経の管後方切断の１か月後、網膜に付着した神経部分内に、幾つかのＣ
ＴＢ標識された軸策が特定された。切断部に至近の２００マイクロメートル内に、軸策は
、幾つかの側副枝を主軸と直角に出しており、切断面で、神経腫状の縺れとして終端する
ことが認められた。近位断端と遠位断端との間の、この切断部では、血管新生化した結合
組織の２～３ミリメートルの部分によって、間隙が進行的に橋渡しされることが観察され
たが、しかしながら、この橋渡し区域内への軸策の進展は認められなかった。それゆえ、
傷害のみを受けた動物では、遠位断端に到達する軸策成長は、観察されなかった。
【０３４９】
　ＲＡＤ－１６の移植。切断部内へのＲＡＤ－１６の移植後には、血管新生化した結合組
織の可視的な内植が観察された。しかしながら、近位断端と遠位断端との間には、内植す
る軸策は観察されなかった。これらの結果により、この状況では、ＲＡＤ－１６単独の適
用では、軸策の再生を誘導するために十分ではないことが実証される。
【０３５０】
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　臍帯組織由来細胞及び胎盤由来細胞の移植。断裂した視神経内への細胞の移植は、視神
経の再成長を刺激した。ある程度の再成長はまた、繊維芽細胞が植え込まれた条件でも観
察されたが、これは、移植された胎盤由来細胞で観察された再成長と比較すると、最小限
のものであった。視神経の再成長は、胎盤由来細胞が移植された動物の４／５で、成体皮
膚繊維芽細胞が移植された動物の３／６で、また、臍由来細胞が移植された動物の１／４
で観察された。再成長が観察された状況では、ＣＴＢ標識によって、網膜神経節細胞の軸
策の再生が確認され、この軸策は、移植区域を貫通することが実証された。神経膠瘢痕化
のレベルを判定するために、ＧＦＡＰ標識もまた実行した。このＧＦＡＰ発現は、近位断
端で増強され、神経再支配された移植片全体に、ある程度の免疫染色が観察された。
【０３５１】
　要約。これらの結果は、移植されたヒト成体胎盤由来細胞及び臍帯組織由来細胞が、切
断された網膜神経節細胞の軸策の再生を刺激し、導くことが可能である点を実証する。
【０３５２】
　（実施例１８）
　ドーパミン作動性神経の修復での、臍由来細胞及び胎盤由来細胞の使用
　分娩後臍由来細胞及び胎盤由来細胞を、パーキンソン病などの神経変性疾患を治療する
ためのモデルとしての、６－ヒドロキシドーパミン（６－ＯＨＤＡ）－障害齧歯類での、
機能改善を付与する能力に関して、試験した（Ｅｉｓｅｎｈｏｆｅｒ，Ｇ．ら（２００３
年）ＦＡＳＥＢ　Ｊ．１７Ｌ１２４８～１２５５；Ｒｉｏｓ　Ｍ．ら（１９９９年）Ｊ．
Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１９９９：３５１９～２６；Ｘｕ　Ｙ．ら（１９９８年）Ｊ．Ｎｅｕ
ｒｏｓｃｉ．Ｒｅｓ．５４：６９１～７）。
【０３５３】
　方法及び材料
　動物モデル及び群化。６－ヒドロキシドーパミン（６－ＯＨＤＡ）による、線条体、Ｓ
Ｎｃ、又は黒質線条体路の、実質内神経化学障害は、パーキンソン病に関する確実な齧歯
類モデルとして、一般的に使用される。６－ＯＨＤＡは、ドーパミン作動性ニューロンを
破壊して、パーキンソン病の発症をもたらす。内側前脳束内に６－ＯＨＤＡで障害を加え
、パーキンソン病表現型を誘導するための、２ヶ月齢のメスＳｐｒａｇｕｅ－Ｄａｗｌｅ
ｙラット（２７５～３００ｇ）を、Ｃｈａｒｌｅｓ　Ｒｉｖｅｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ
ｅｓ（Ｍｏｎｔｒｅａｌ，Ｃａｎａｄａ）より直接購入した。
【０３５４】
　到着後、移植を施す前に、馴化のための１週間の期間を動物に与え、以下で説明される
巧緻足到達試験に必要な絶食の間を除き、実験期間の全体を通して、自由採食させた。ラ
ットは、１つのケージ当り２匹が飼育され、体重の変動に関して毎日モニタリングして、
１２：１２時間の明：暗サイクルの明期中に、試験した。動物の管理及び実験は、Ｃａｎ
ａｄｉａｎ　Ｇｕｉｄｅ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　ｏｆ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　ａｎｉｍａｌｓに従って実施され、全ての手順が、Ｌａｖａｌ　Ｕｎｉｖ
ｅｒｓｉｔｙのＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎａｌ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔ
ｅｅによって承認された。６－ＯＨＤＡ障害に関連する行動的欠陥を、手術の２週間半後
に、アポモルヒネ負荷によって評価した。
【０３５５】
　回転スコアを使用して、動物を４つの群に割り当てた。移植は、この研究に関与する２
人の研究者によって、盲検で実行した。３つの群には、異なる細胞型を移植し（ｎ＝１８
／細胞型；研究グループには知らせず）、１つの群には、ビヒクル（細胞培養培地）を受
容させ、対照（ｎ＝６）として機能させた。ラットは、移植の後４週間、８週間、及び１
６週間で致死させた（各時点で、ｎ＝６／細胞型、及び対照ｎ＝２）。それぞれの致死の
前に、３つの行動測定：アポモルヒネ負荷、巧緻足到達試験、及び頭部旋回を使用して、
定期的にラットを評価した。
【０３５６】
　細胞移植。ヒト成体の臍由来細胞、胎盤由来細胞、及び繊維芽細胞の（原）細胞（継代
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数１０）を、１継代にわたって増殖させた。全ての細胞を、最初に、増殖培地中、ゼラチ
ンコーティングＴ７５フラスコ上に、５，０００細胞／ｃｍ２で播種した。後続の継代に
関しては、全ての細胞を以下のように処理した。トリプシン処理の後、生存率に関するト
リパンブルー染色の後に、生存細胞を計数した。簡潔には、５０マイクロリットルの細胞
懸濁液を、５０マイクロリットルのトリパンブルー（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ　Ｍ
Ｏ））と組み合わせ、血球計数器を使用して、生存細胞数を概算した。細胞をトリプシン
処理して、ＤＭＥＭ：低グルコース培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，Ｃ
Ａ））（この培地は、血清フリー及びサプリメントフリーである）中で３回洗浄した。ヒ
ト臍由来細胞、胎盤由来細胞、及び繊維芽細胞の培養物（継代数１１）をトリプシン処理
して、ＬｅｉｂｏｖｉｔｚのＬ－１５培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，
ＣＡ））中で２回洗浄した。細胞（２×１０５細胞／注射）を、２マイクロリットルの、
ＬｅｉｂｏｖｉｔｚのＬ－１５培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）
）中に再懸濁させた。
【０３５７】
　動物の外科処置。全ての手順は、ＩＡＣＵＣ－承認プロトコル（Ｃｅｎｔｒｅ　ｄｅ　
Ｒｅｃｈｅｒｃｈｅ　ｄｕ　ＣＨＵＬ，Ｌｏｃａｌ　ＲＣ－９８００，２７０５　Ｂｌｖ
ｄ　Ｌａｕｒｉｅｒ，Ｓｔｅ－Ｆｏｙ，Ｑｕｅｂｅｃ，Ｃａｎａｄａ　Ｇ１Ｖ　４Ｇ２）
に従って実施された。移植は、ケタミン／キシラジン（７５／１０ｍｇ／ｋｇ、腹腔内投
与）麻酔下で、小動物用定位フレーム（モデル９００、Ｄａｖｉｄ　Ｋｏｐｆ　Ｉｎｓｔ
ｒｕｍｅｎｔｓ（Ｔｕｊｕｎｇａ，ＣＡ））内に動物を載置して実施した。各移植は、電
動マイクロインジェクションユニット（モデルＵＭＰＩＩ、Ｄａｖｉｄ　Ｋｏｐｆ　Ｉｎ
ｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｔｕｊｕｎｇａ，ＣＡ））注入ポンプ内に装填された５μＬマイク
ロシリンジ（Ｈａｍｉｌｔｏｎ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｒｅｎｏ，ＮＶ））に取り付けられる
、２６ゲージステンレス鋼ベベルニードル（４５°）を通して、細胞を注入することによ
って実行された。細胞（又は培養培地）は、総計２μＬ／動物を、１．０μＬ／分／部位
の速度で、１００，０００細胞／μＬの平均濃度で、以下の座標に従って、線条体内に注
入した（より濃度が低い場合には、全ての動物内に、同じ数の細胞を一貫して移植するた
めに、注射の容量を調整した）：Ａ＝ブレグマの前方０．５ｍｍ、Ｌ＝正中線の側方３．
０ｍｍ、Ｖ＝硬膜の垂直下方－４．７ｍｍ（部位１）及び－４．５ｍｍ（部位２）、切歯
棒を両耳間線の下方－２．５ｍｍに設定。細胞注射の完了後、ニードルを引き抜く前に、
細胞の拡散を可能にするように、更に３分間、ニードルを定位置に残置した。ラットは、
移植の１日前に、３０ｍｇ／ｋｇのサイクロスポリンＡ（ＣｓＡ　２５ｍｇ／ｍＬ、オリ
ーブ油中に希釈、Ｂｅｄｆｏｒｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＯＨ）
）で処理し、残りの実験の期間は、皮下（ｓ．ｃ．）注射によって、１５ｍｇ／ｋｇ／日
のＣｓＡを与えた。対照としての機能を果たす動物には、ＣｓＡを受容させなかった。全
ての動物には、外科処置の前に、述前処置として、１０ｍＬのラクテート及び０．０３ｍ
ｇ／ｋｇのブプレノルフィンを受容させ、外科処置後３日間は、１日２回（ラクテートは
１日１回）受容させた。
【０３５８】
　アポモルヒネ回転挙動試験。ラットは、最初に、移植の２週間半前に、その後、様々な
時点の致死（移植の後４週間、８週間、及び１６週間）の２日前に、検証した。腹腔内注
射によって、各ラットに０．０５ｍｇ／ｋｇの用量を受容させ、直ちにアポモルヒネ負荷
装置（球面ボウル）内に定置した。ラットの胸部の周囲の、肘の真後ろに定置される、１
つの弾性体からなるハーネスを、ベルクロ取り付け具によって、約４０．６ｃｍ（１６イ
ンチ）のロープに取り付け、そのロープを、ラットによって行なわれる全身の旋回の総数
を記録するコンピュータに接続される、ロタメータ（Ｒｏｔｏｍｅｔｅｒ　Ｓｙｓｔｅｍ
，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，ＣＡ））に取り
付ける。分析に使用する最終スコアは、対側性の旋回の総数から、同側性の旋回の総数を
差し引くことによって、導き出した。統計分析は、反復測定ＡＮＯＶＡの使用（ＳＡＳ統
計プログラム）によって実行した。
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【０３５９】
　頭部旋回。ベースラインを確立するために、動物を、移植の前に試験し、次いで、移植
後の２週間ごとに検証した。各ラットは、１回の検証につき３回、５分ごとに６０秒間、
身体に対する頭部の位置に関して試験した。その頭部の頭部偏向（１０°を超える偏向を
、頭部旋回と見なした）の総数を、左側と右側とで別個に記録して、３分間にわたる、１
分ごとの平均の旋回数を、双方の側に関して算出した。育成及び毛づくろいを含めた、ラ
ットの活動とは関係なく、評価を行なった。左旋回と右旋回との、平均数の差を算出して
、行動回復を判定し、反復測定ＡＮＯＶＡを、アポモルヒネ負荷に関して実行した。
【０３６０】
　巧緻足到達。巧緻前肢到達能力を、従前に公開されたプロトコル（Ｍｏｏｒｅら、２０
０１年　Ｅｘｐ　Ｎｅｕｒｏｌ．２００１　１７２（２）：３６３～７６）を介して、移
植後４週間、８週間、及び１６週間で評価した。この装置は、２つの区画を有する、網状
のガラス容器で構成される。ラットが中に定置される主室（長さ３００ｍｍ×高さ１１５
ｍｍ×幅１０３ｍｍ）は、通気孔を備える別の滑動構成要素を有する。より狭い区域が、
この室から外に導かれており（１８５ｍｍ×１１５ｍｍ×６０ｍｍ）、その長さに沿って
６２ｍｍの高さで延びる、幅２２ｍｍの中央のプラットホームを収容する。このプラット
ホームの両側上には、中に７段の階段が配置される、１９ｍｍのトラフが存在する。ラッ
トは、このプラットホーム上に登り、各段の内部の小さいウェルから、４５ｍｇの食物ペ
レットを収集する。ラットが上に登るプラットホームは、十分に狭いため、ラットが方向
転換して、左足を右のトラフに到達させることを阻止し、又はその逆も同様に阻止する。
ラットが、食物ペレットを、プラットホームの側面から単純に掻き上げることができない
ようにするため、プラットホームの頂部は、両側に５ｍｍ張り出している（Ｍｏｏｒｅら
、２００１年）。このバージョンの試験は、４つの構成要素：馴化、訓練、食物欠乏、及
び試験へと分割される、１２日間にわたって実施される。馴化：（１～３日目）ラットを
、毎日２０分間、空の箱内に入れ、その後、ラットを箱から取り出して、それらのラット
のホームケージに戻す。訓練：（４　＆　５日目）各試験セッションに関して、階段２～
６を、一段当り６×４５ｍｇ食物ペレットで餌を付け、片側当り合計３０個のペレットと
して、ラットを試験ケージ内に定置する。ラットを、この装置内に２０分間放置し、その
後、ホームケージにラットを戻す。食物欠乏：（６　＆　７日目）ラットを食物欠乏させ
て、毎日、試験／訓練の直後の４時間、摂食させる（水は常に維持される）。試験：（８
～１２日目）各ラットを、２０分間、５日間にわたって試験する。階段２～６には、訓練
プロトコルと同様に、餌を付ける。試験後、ラットをケージから取り出して、それらのラ
ットのホームケージに戻し、４時間自由に摂食させる。各ラットによって取得され、摂食
されたペレットの数を算出して、左足及び右足の双方に関して、別個に記録する。それら
の比を、試験の最終５日間に関して平均し、各ラットに関する平均正確度スコアを得て、
反復測定ＡＮＯＶＡを使用して分析する。
【０３６１】
　組織学。致死の時点で、ペントバルビタール（６０ｍｇ／ｍＬ、［０．１ｍＬ／１００
ｇ］）の腹腔内注射によって、動物を深麻酔させ、０．１％ヘパリンを含有する０．９％
生理食塩水、その後の０．１Ｍリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）ｐＨ　７．４中、４％の
パラホルムアルデヒド（ＰＦＡ）で、心臓内潅流させた。潅流の後、脳を収集して、ＰＦ
Ａ　４％中で６時間にわたって後固定し、次いで、ＰＢＳ中２０％のスクロース中に定置
した。凍結マイクロトーム（Ｌｅｉｃａ　Ｍｉｃｒｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｏｎｔｒｅａｌ
，Ｃａｎａｄａ））上で、脳を厚さ３５μｍの切片とし、連続方式で収集して、不凍液中
に保存し、その後、各実験のために回収して、ＰＢＳ中で洗浄した。
【０３６２】
　免疫組織学に関しては、ＰＢＳ（０．１Ｍ、ｐＨ　７．４）中で、切片を３回洗浄し、
ＰＢＳ中０．４％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、５％のＮＧＳを含有する溶液中で、６０
分間プレインキュベートした。次いで、以下の組合せによる一次抗体中、切片を４℃で一
晩インキュベートした：０．４％のＴｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を有するＰＢＳ中に希釈さ
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れる、ウサギ抗－Ｉｂａ－１（Ｗａｋｏ　Ｐｕｒｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｉｎｄｕｓｔ
ｒｉｅｓ（Ｒｉｃｈｍｏｎｄ，ＶＡ）；１：１０００）及びマウス抗－ＥＤ１（Ｓｅｒｏ
ｔｅｃｈ（Ｒａｌｅｉｇｈ，ＮＣ）；１：１０００）、ウサギ抗－グリア繊維酸性タンパ
ク質（ＧＦＡＰ、ＤａｋｏＣｙｔｏｍａｔｉｏｎ（Ｍｉｓｓｉｓｓａｕｇａ，ＯＮ）；１
：４０００）及びマウス抗－ヒトミトコンドリア（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ
，ＣＡ）；１：５００）若しくはウサギ抗－ＧＡＢＡ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕ
ｌａ，ＣＡ）；１：２００）（抗ヒトミトコンドリアともまた組み合わされる）。ＰＢＳ
中での洗浄後、切片を、二次抗体；ＰＢＳ中、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８
８ヤギ抗ウサギ高度交差吸着（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ
）；１：２００）及びＲｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｒｅｄ－Ｘヤギ抗マウス高度交差吸着（Ｊａ
ｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ（Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ）；１：２０
０）中で、２時間半、室温（ＲＴ）でインキュベートした。洗浄後、切片を、０．０２２
％のＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ））を含有する
ＰＢＳ中でインキュベートして洗浄し、ゼラチンコーティングされたスライド上に載置し
て、自製ＤＡＢＣＯ封入剤（ポリビニールアルコール、ＤＡＢＣＯ、トリス－ＨＣｌ（１
．０Ｍ、ｐＨ　８．０）、蒸留水、グリセロール）を使用してカバーガラスで覆い、ネー
ルポリッシュで封止した。蛍光染色は、Ｈａｍａｍａｔｓｕ　１３９４　ＯＲＣＡ－２８
５モノクロームカメラに接続され、Ｓｉｍｐｌｅ　ＰＣＩソフトウェアバージョン５．３
．０．１１０２（Ｃｏｍｐｉｘ　Ｉｎｃ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（ＰＡ，ＵＳ
Ａ））によって活用される、ｉ９０　Ｎｉｋｏｎ蛍光顕微鏡を使用して評価した。
【０３６３】
　双方の一次抗体が同じ宿主内で産生された、二重免疫蛍光の場合、０．１ＭのＰＢＳ中
で切片を洗浄し、１％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）及び０．４％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－
１００（双方ともＳｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）より）を含有する、０．１Ｍの
ＰＢＳ中でプレインキュベートした。第１の一次抗体：マウス抗ビメンチン（Ｓｉｇｍａ
（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））；１：５０００）、抗チューブリンイソ型β　ＩＩＩ（Ｃ
ｈｅｍｉｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ））又はマウス抗ニューロン特異的核タンパク
質（ＮｅｕＮ、Ｃｈｅｍｉｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ）；１：５０００）と共に、
室温で１時間インキュベートした後に、切片を洗浄し、０．１ＭのＰＢＳ、１％　ＢＳＡ
、及び０．４％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００中、二次抗体ＦＩＴＣ抱合ヤギ抗マウスＩｇ
Ｇ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ，ＣＡ
）；１：４００）を含有する溶液中で、１時間インキュベートした。ＰＢＳ中での洗浄後
、切片を、５％正常マウス血清（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ（Ｗｅ
ｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ））と共に１時間インキュベートし、次いで、再び洗浄した後、
一次抗体の宿主種に対して過剰のＦａｂフラグメント抗体（２０μｇ／ｍＬ、Ｊａｃｋｓ
ｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ（Ｗｅｓｔ　Ｇｒｏｖｅ，ＰＡ））と共に１時間イ
ンキュベートし、更にＰＢＳですすいだ。次いで、切片を、１％　ＢＳＡ及び０．４％　
Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を含有するＰＢＳ中で、第２の一次抗体：マウス抗ヒトミトコ
ンドリア（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ（Ｔｅｍｅｃｕｌａ，ＣＡ）；１：５００）と共に、室温で
１時間インキュベートした。ＰＢＳ中で数回洗浄した後に、最後に、０．１ＭのＰＢＳ、
１％　ＢＳＡ、０．４％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００中で、切片を、ローダミンヤギ抗マ
ウスＩｇＧ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕ
ｚ，ＣＡ）；１：４００）と共に、１時間インキュベートした。次いで、切片を洗浄し、
ＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ（Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ））と共に７分間イ
ンキュベートして、上述のように載置して、カバーガラスで覆った。
【０３６４】
　チロシンヒドロキシラーゼ（ＴＨ）免疫染色に関しては、切片を、ｐＨ　７．４の、０
．１ＭのＰＢＳ中で３回洗浄し、３％過酸化物中に、室温で３０分間定置した。その後、
０．１ＭのＰＢＳ中で切片を洗浄し、次いで、０．１ＭのＰＢＳ、０．１％　Ｔｒｉｔｏ
ｎ　Ｘ－１００（Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））、及び５％正常ヤギ血清（Ｎ
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ＧＳ，Ｗｉｓｅｎｔ　Ｉｎｃ．（Ｓｔ－Ｊｅａｎ－Ｂａｐｔｉｓｔｅ　ｄｅ　Ｒｏｕｖｉ
ｌｌｅ，ＱＣ））を含有する溶液中で、室温で３０分間プレインキュベートした。ＰＢＳ
、０．１％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、及び５％　ＮＧＳ中で、切片を、抗ＴＨ（Ｐｅ
ｌ－Ｆｒｅｅｚ（Ｒｏｇｅｒｓ，ＡＲ）；１：５０００）と共に、４℃で一晩インキュベ
ートした。一晩インキュベートした後、０．１ＭのＰＢＳ中で切片を洗浄し、０．１％　
Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００、５％　ＮＧＳ、及びビオチン化ヤギ抗ウサギ（Ｖｅｃｔｏｒ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｂｕｒｌｉｎｇｔｏｎ，ＯＮ）；１：１５００）を含有す
るＰＢＳ溶液中で、室温で１時間インキュベートした。０．１ＭのＰＢＳ中で３回洗浄し
た後に、切片を、アビジン－ビオチンペルオキシダーゼ複合体（ＡＢＣ　Ｅｌｉｔｅ　ｋ
ｉｔ、Ｖｅｃｔｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ｂｕｒｌｉｎｇｔｏｎ，ＯＮ））の溶
液中に、室温で１時間定置した。０．０５％の３．３’－ジアミノベンジジンテトラヒド
ロクロリド（ＤＡＢ、Ｓｉｇｍａ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ））及び０．１％の３０％水
素ペルオキシダーゼを含有する、トリス緩衝溶液中に、これらの切片を室温で定置するこ
とによって、抗体を顕現させた。０．０５Ｍトリス緩衝液中での洗浄、及びその後のＰＢ
Ｓ洗浄によって、反応を停止させた。ゼラチンコーティングスライド上に切片を載置して
、一晩風乾させ、エタノール濃度を段階的に上昇させて脱水し、ＤＰＸ封入剤（Ｅｌｅｃ
ｔｒｏｎ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（Ｈａｔｆｉｅｌｄ，ＰＡ））を使用
してカバーガラスで覆った。
【０３６５】
　結果
　体重のモニタリング。動物の体重を毎日モニタリングした。図１に示すように、ラット
は、移植後２週間で、緩慢かつ着実な体重増加を示した。移植の３、４週間後、７週間後
、及び１５週間後に記録された体重減少は、恐らくは、階段試験に必要な絶食によるもの
であった。第１のアポモルヒネ負荷後の、若干の体重減少の継続は、恐らくは、一時的な
食欲不振によるものであった。８週目に致死させるように予定された、細胞型１の２匹の
動物は、体重減少の進行のために、４週目に致死させるように予定された２匹のラットと
交換した（ラット＃２７、４９）。移植の８週間後に、細胞型１のラット＃６０は、同様
の理由のために、予定よりも１日早く致死させなければならなかった。移植の１０週間後
、細胞型２の更なるｎ＝２の動物が、下痢を患い、著しい体重減少を示した。これらの動
物には、ラクテート注射が毎日与えられたが、これらの付加的な予防措置の２４時間後に
、ケージ内での死亡が判明した。第２群の別の２匹のラットも、同様の健康問題を示し始
め、予防的に致死させた。第２群の残りのｎ＝２を、最終的に致死させた（第２群の動物
の最後の潅流から２４時間後）。第３群のラット＃４０もまた、第２群で観察されたもの
と同様の健康問題により、実験プロトコル１３週中に致死させた。第１群のラット＃６６
は、１５週目に、ケージ内で死亡していることが判明した。事前の徴候は、第２群及び第
３群の不健康な動物で観察されたものに類似していた。要約すると、第２群の動物（残り
ｎ＝６）を、移植の１０週間後に致死させ、第１群及び第３群の動物を、予定通りに、移
植の１６週間後に致死させた（各群に関してｎ＝５）。略語：ＢＢ：行動ベースライン；
ＴＰ：移植。
【０３６６】
　アポモルヒネ負荷。４つの群全て（細胞１、２、３、ビヒクル）を、反復測定ＡＮＯＶ
Ａ（変数：回転数）を使用して分析したところ、「時間」因子のみが有意であり（ｐ＝０
．００４８）、全ての群に関して「時間」効果が示されることが明らかとなった。多重比
較により、「０」時点（ベースライン）と移植４週間後との間での、全ての群の有意な機
能回復（回転数の減少）が示された（図２）。この減少は、４週目の時点の後、経時的に
維持された。移植１６週間後の最終時点は、この時点以前に第２群を致死させたため、反
復測定ＡＮＯＶＡを使用して分析することは不可能であった（図２）。
【０３６７】
　６－ＯＨＤＡで個別に障害を加えたが、外科的介入（移植）を施さなかった５匹の動物
の一群を、反復測定ＡＮＯＶＡ分析に追加した。この群が反復測定ＡＮＯＶＡの計算に追
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加される場合、相互作用群／時間のみが、有意性に向けた強い傾向（ｐ＝０．０９８５）
を有する。より有意な数の動物によって、この有意な結果への傾向が裏付けられた可能性
がある。この傾向が、経時的な機能回復を示すものであったことを考慮して、更なる分析
により、臍細胞（細胞１）のみが、経時的に有意な有益効果を誘導したこと（ｐ＝０．０
０５６）、及び頭蓋内の外科的介入を施さなかった障害動物は、経時的な機能回復に向け
た傾向を示さなかったこと（この結果は、ｐ＝０．０６５５で、有意ではない）が明らか
となった。
【０３６８】
　頭部旋回。頭部旋回は、細胞移植の後に動物によって実行される、同側性の回転の総数
を表す。試験した時点（移植後２週間、４週間、６週間、８週間、１０週間、１２週間、
１４週間、及び１６週間）では、細胞を移植した動物とビヒクル単独を受容させた動物と
の間には、有意差は観察されなかった（図３）。頭部旋回は、純粋に主体的なものであり
、障害後の、左又は右に頭部を回転させる、ラットの自然な傾向を判定する。全ての群を
、反復測定ＡＮＯＶＡを使用して分析した（変数：頭部左旋回の数と頭部右旋回の数との
差）。この研究での時間の経過と共に、頭部旋回に関して偏りが存在しないという点で、
改善が示されたが、しかしながら、このことは、全ての群で明らかなものであった（図３
）。
【０３６９】
　階段試験。この試験を使用したところ、移植群と対照群との間の有意差は確認されなか
った。この階段試験は、階段内の食物を獲得するために精緻な運動が必要とされる、２０
分の試験期間内での食物摂取を測定した。全ての群を、反復測定ＡＮＯＶＡを使用して分
析した（変数：獲得したペレットに対する摂食したペレットの比）。この試験を使用した
ところ、摂食挙動の差異が経時的に観察されることが判定されたが、しかしながら、各群
の間では、有意差を判定することができなかった（図４）。
【０３７０】
　免疫染色。Ｈ＆Ｅ切片は、移植後１日目に、良好な細胞の生着を示した。細胞は、移植
後８週間までは、ヒト核抗原染色によって、移植部位内で特定されたが、このヒト細胞の
数は、移植片内では、時間に対応して減少していた。現時点では、このモデル系でのイン
ビボ移植の後に、分娩後由来細胞が神経表現型へと分化したことが確認されているデータ
は、存在しない。
【０３７１】
　細胞移植片を、小神経膠マーカーＩｂａ－１の存在に関して分析した。図５ａに示すよ
うに、Ｉｂａ－１は、特にビヒクル対照と比較して、各細胞型によって豊富に発現された
。Ｉｂａ－１の発現は、経時的に減退する傾向があることが判明した（図５ａ）。移植動
物でのＥＤ－１の評価は、マクロファージ反応が移植後に明白であり、繊維芽細胞が移植
された動物を除く全ての群で、ＥＤ－１の染色のレベルが経時的に減少することを示した
（図５ｂ）。ＤＡＰＩ染色は、全般的に、研究の持続期間の全体を通して、一定のまま維
持された（図５ｃ）。
【０３７２】
　同様に、移植後の反応性星状細胞の数を判定するための、移植片内のグリア繊維酸性タ
ンパク質（ＧＦＡＰ）のレベルの判定により、移植片又はビヒクルの投与の後、最初に反
応性星状細胞が特定され、効果が経時的に減衰することが示された（図６ａ）。移植片内
の細胞の分化を示す他の観察結果と一致して、ビメンチンは、移植後４週間の細胞内で豊
富に発現することが判明したが、次の１２週間にわたって、発現は着実に減退した（図６
ｂ）。
【０３７３】
　ヒトチロシンヒドロキシラーゼに関する染色は、陰性であった。それゆえ、使用した処
置条件下では、臍細胞又は胎盤細胞のいずれも、ドーパミン作動性細胞へと分化しなかっ
た。
【０３７４】
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　要約
　これらの結果は、臍細胞の植え込みが、アポモルヒネ負荷に対する挙動応答性によって
評価されるような、パーキンソン病の６－ＯＨＤＡモデルでの経時的な機能改善をもたら
すことを実証した。階段試験及び頭部旋回試験の双方を実行して、種々の神経回路及び／
又は神経機構の活性化に対する効果を判定した。これらの試験パラメーターを使用したと
ころ、差異は確認されず、それゆえ、臍移植を受容した動物で、４週目及び８週目に示さ
れた明確な利益に関する機序は、未だ解明されていない。
【０３７５】
　免疫組織化学染色は、細胞生着の後に、細胞分化の証拠が存在しないことを実証した。
これらの研究では、神経細胞分化、又はより具体的には、ドーパミン作動性分化を、実証
することができなかった。それゆえ、移植片部位での細胞分化に関する証拠を、検証する
ことができなかった。このことは、臍細胞移植の後の、アポモルヒネ負荷による挙動に観
察された改善は、再生細胞の潜在能力の結果によるものではなく、栄養応答による可能性
が高いことを、更に示唆する。
【０３７６】
　ＴＨ－免疫陽性細胞は、いずれの時点でも、いずれの細胞型内にも観察されなかった。
しかしながら、ＴＨは、ドーパミンを産生するための唯一の細胞経路ではない。ドーパミ
ンは、チロシナーゼ経路を介して、チロシンヒドロキシラーゼから独立して産生すること
ができる。更には、ドーパミンは、チロシナーゼの存在下で、チロシンヒドロキシラーゼ
を共有結合的に修飾して、不活性化する。更には、移植細胞は、食後の血漿中のＤＯＰＡ
（食物からのアミノ酸）の、ＤＯＰＡへの処理を可能にすることができる。
【０３７７】
　（実施例１９）
　ＲａｙＢｉｏ（登録商標）及びＢＤ　Ｐｏｗｅｒｂｌｏｔ（商標）サイトカインアレイ
　ＲａｙＢｉｏ（登録商標）ヒトサイトカイン抗体アレイＣシリーズ１０００を使用して
、分娩後由来細胞及び溶解物中の、１２０のタンパク質の発現を分析した。この分析によ
り、ＵＴＣの特性評価が提供され、これらの細胞にとって重要な栄養因子の、発現スペク
トルが同定された。
【０３７８】
　材料及び方法
　細胞の増殖及び採取。臍由来細胞を、増殖培地を有するゼラチンコーティングフラスコ
内に、５，０００細胞／ｃｍ２で播種し、３～４日間、増殖させた（２５，０００細胞／
ｃｍ２の目標採取密度）。細胞を、トリプシンを使用して採取し、収集して、３００ｒｃ
ｆで５分間、遠心分離した。トリプシン／培地を、吸引によって除去し、リン酸緩衝生理
食塩水（ＰＢＳ）で、細胞を３回洗浄した。
【０３７９】
　細胞の洗浄及び分取。洗浄後、ＰＢＳ中に細胞を１０７細胞／ｍＬで再懸濁させ、１．
５ｍＬの滅菌シリコーン処理した微小遠心管内に、１ｍＬアリコートとして供給した。こ
れらの細胞を、３００ｒｃｆで５分間遠心分離して、ＰＢＳを吸引によって除去した。細
胞を溶解して、アレイによって分析するか、又は分析のために、溶解して凍結乾燥させた
。
【０３８０】
　凍結乾燥サンプルの調製。３ロットの細胞（ＵＴＣロットＬ０４０４０５、Ｌ０５２５
０５、Ｌ０５０５０５）を、液体窒素（ＬＮ２）中に６０秒間浸漬することによって、最
終的な凍結乾燥のために調製した。次いで、ＬＮ２から管を取り出し、直ちに３７℃の水
浴中に、６０秒間、又は解凍されるまで浸漬した（３分の最大インキュベーション時間）
。このプロセスを、更に２回繰り返した。これらの凍結－解凍サンプルを、１３，０００
ｒｃｆで１０分間、４℃で遠心分離し、氷上に定置した。各管から、上清液を取り出した
。全タンパク質含量を判定するために、溶解物をＰＢＳ中に希釈し、この希釈液を、Ｂｒ
ａｄｆｏｒｄアッセイによって分析した。
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　凍結乾燥のために、溶解物で標識された複数の１．５ｍＬ滅菌クライオバイアルを、オ
ートクレーブ処理して冷却した熱転移ブロック内に装填した。規定の全タンパク質濃度の
、溶解物上清液のアリコートを、クライオバイアル内に装填した。熱ブロックを収容する
、蓋をしていないクライオバイアルを、オートクレーブ処理した未使用のオートクレーブ
ポーチ内へ、無菌的に装填した。このポーチを、凍結乾燥機内に装填した。
【０３８２】
　適用溶解物を有する試験材料を、ＦＴＳ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｄｕｒａ－Ｓｔｏｐ　ＭＰ
　Ｓｔｏｐｐｅｒｉｎｇ　Ｔｒａｙ　Ｄｒｙｅｒ内に装填し、以下の勾配プログラムを使
用して凍結乾燥させた。全ての工程は、２．５℃／分の勾配率、及び１００－ｍＴバキュ
ームを有するものとした。
【表３１】

【０３８３】
　細胞ペレットの調製。凍結細胞ペレット（ロット０６３００４Ｂ、０２２８０３、０５
０６０４Ｂ、０７２８０４、１２０３０４、０７１４０４Ｃ、０９０３０４）を、ＲＩＰ
Ａ緩衝液（５０ｍＭのＴｒｉｓ　Ｈｃｌ、ｐＨ８、１５０ｍＭのＮａＣｌ、１％　ＮＰ－
４０、０．５％デオキシコール酸ナトリウム、及び０．１％　ＳＤＳ）と、ＲａｙＢｉｏ
（登録商標）サイトカインアレイ１０００．１キット（Ｒａｙｂｉｏｔｅｃｈ　Ｉｎｃ．
（Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ））内に提供される細胞溶解緩衝液との、１：１混合物を使用
して溶解した。ガラスビーズ（Ｓｉｇｍａ（ＭＯ））を使用して、完全な細胞溶解を達成
した。タンパク質濃度は、ＢＣＡタンパク質アッセイキット（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ．（Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ））を使用して測定した。
【０３８４】
　ＲａｙＢｉｏ（登録商標）アレイ分析。アレイ１０００．１を構成する、ＲａｙＢｉｏ
（登録商標）アレイＶＩ及びアレイＶＩＩを、各サンプル由来の等量のタンパク質を使用
して、一晩プロービングした。残りのプロトコルを、製造元の指針に従って続行した。膜
上のスポットを定性分析することにより、目的のタンパク質を同定した。サンプル間の定
量的比較に関しては、これらのスポットを、濃度測定法によって、及びＥＬＩＳＡによっ
て確認される発現の変化によって、分析することが可能であった。
【０３８５】
　結果
　総計１０の異なるＵＴＣ集団を分析した。４８のタンパク質が定性的に同定され、それ
らを表１９－１に列記した。一部のタンパク質は、全てのサンプル内で比較的高濃度で発
現したが、他のタンパク質は、特定のサンプル内で発現した。
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【表３２】

【０３８６】
　要約
　ＲａｙＢｉｏ（登録商標）アレイにより、遺伝子アレイ及び／又はＥＬＩＳＡ分析によ
って従前に同定された、タンパク質の発現が確認される。特定の疾患の治療に有益な、様
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々な栄養因子が同定されている。例えば、ＵＴＣ内では、ＦＧＦ、ＴＧＦ－ｂ、及びＧＣ
ＳＦが同定されており、これらの増殖因子は、急性脳卒中及び脳卒中の回復の動物モデル
での改善と共に、従前に同定されている。更には、パーキンソン病に明確に関連する、Ｂ
ＤＮＦ、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－６、及びＴＧＦ－ｂ１が、ＵＴＣ内で同定されている。提
示された全てのデータは、定性的に評価されるが、目的のタンパク質に関する発現のレベ
ルの定量分析は、保留中である。
【０３８７】
　（実施例２０）
　臍由来細胞内でのテロメラーゼ発現
　テロメラーゼは、染色体の完全性を保護し、また細胞の複製寿命を延長するために役立
つ、テロメア繰り返し体を合成するように機能する（Ｌｉｕ，Ｋら、ＰＮＡＳ，１９９９
年：９６：５１４７～５１５２）。テロメラーゼは、テロメラーゼＲＮＡテンプレート（
ｈＴＥＲ）、及びテロメラーゼ逆転写酵素（ｈＴＥＲＴ）の、２つの成分からなる。テロ
メラーゼの調節は、ｈＴＥＲではなく、ｈＴＥＲＴの転写によって決定される。ｈＴＥＲ
ＴｍＲＮＡに関するリアルタイムポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）は、それゆえ、細胞の
テロメラーゼ活性を判定するための、公認された方法である。
【０３８８】
　細胞単離。リアルタイムＰＣＲ実験を実行して、ヒト臍帯組織由来細胞のテロメラーゼ
産生を判定した。ヒト臍帯組織由来細胞を、上述の実施例に従って調製した。全般的には
、正常な分娩後の、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｔｅｒ
ｃｈａｎｇｅ（Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，Ｐａ．）から得た臍帯を洗浄して、血液及び
残渣を除去し、機械的に解離させた。次いで、その組織を、培養培地中、コラゲナーゼ、
ディスパーゼ、及びヒアルロニダーゼを含む消化酵素と共に、３７℃でインキュベートし
た。ヒト臍帯組織由来細胞を、上記の実施例に記載される方法に従って培養した。間葉系
幹細胞及び正常皮膚線維芽細胞（ｃｃ－２５０９ロット＃　９Ｆ０８４４）を、Ｃａｍｂ
ｒｅｘ（Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ、Ｍｄ）から得た。多能性ヒト精巣胚性癌（テラトー
マ）細胞株ｎＴｅｒａ－２細胞（ＮＴＥＲＡ－２　ｃｌ．Ｄｌ）、（Ｐｌａｉａら、Ｓｔ
ｅｍ　Ｃｅｌｌｓ，２００６年；２４（３）：５３１～５４６を参照）を、ＡＴＣＣ（Ｍ
ａｎａｓｓａｓ，Ｖａ．）より購入し、上述の方法に従って培養した。
【０３８９】
　全ＲＮＡの単離。ＲＮｅａｓｙ（登録商標）ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ（Ｖａｌｅｎｃｉａ
，Ｃａ．））を使用して、ＲＮＡを細胞から抽出した。ＲＮＡを、５０マイクロリットル
のＤＥＰＣ－処理水で溶出させ、－８０℃で保存した。ランダムヘキサマーを、ＴａｑＭ
ａｎ（登録商標）逆転写試薬（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　
Ｃｉｔｙ，Ｃａ．））と共に、２５℃で１０分間、３７℃で６０分間、及び９５℃で１０
分間使用して、ＲＮＡを逆転写した。サンプルを、－２０℃で保存した。
【０３９０】
　リアルタイムＰＣＲ。Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ　Ａｓｓａｙｓ－Ｏｎ－
Ｄｅｍａｎｄ（商標）（ＴａｑＭａｎ（登録商標）遺伝子発現アッセイとしても既知）を
、製造元の仕様書（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）に従って使用して、ｃＤＮ
Ａサンプルに対してＰＣＲを実行した。この市販のキットは、ヒト細胞内のテロメラーゼ
に関してアッセイするために、広く使用される。簡潔には、ｈＴＥＲＴ（ヒトテロメラー
ゼ遺伝子）（ＨｓＯＯ１６２６６９）及びヒトＧＡＰＤＨ（内部対照）を、ＡＢＩ　ｐｒ
ｉｓｍ　７０００　ＳＤＳソフトウェア（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）と共
に７０００配列検出システムを使用して、ｃＤＮＡ及びＴａｑＭａｎ（登録商標）Ｕｎｉ
ｖｅｒｓａｌ　ＰＣＲマスターミックスと混合した。熱サイクル条件は、最初に５０℃で
２分間及び９５℃で１０分間とし、その後に、９５℃で１５秒間及び６０℃で１分間の４
０サイクルとした。ＰＣＲデータは、製造元の仕様書に従って分析した。
【０３９１】
　ヒト臍帯組織由来細胞（ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６０６７）、線維芽細胞、及び間葉
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系幹細胞を、ｈＴＥＲＴ及び１８Ｓ　ＲＮＡに関してアッセイした。表２０－１に示すよ
うに、ｈＴＥＲＴ、またそれゆえテロメラーゼは、ヒト臍帯組織由来細胞内では検出され
なかった。
【表３３】

【０３９２】
　ヒト臍帯組織由来細胞（単離株０２２８０３、ＡＴＣＣ受託番号ＰＴＡ－６０６７）及
びｎＴｅｒａ－２細胞をアッセイしたところ、それらの結果は、ヒト臍帯組織由来細胞の
２つのロットでは、テロメラーゼの発現を示さなかったが、一方で、テラトーマ細胞株は
、高レベルの発現を表した（表２０－２）。

【表３４】

【０３９３】
　それゆえ、本発明のヒト臍帯由来細胞は、テロメラーゼを発現しないということを、結
論付けることができる。
【０３９４】
　（実施例２１）
　ＡＬＳの治療での臍帯組織由来細胞の使用
　この研究は、ヒト臍帯組織由来細胞（「ｈＵＴＣ」）の、ＡＬＳの症状を呈する患者に
ｈＵＴＣを投与することができる臨床パラダイムを模倣する、疾患の発症、又は発症の１
週間後のいずれかでの、疾患修飾効果を評価した。具体的には、この研究の目的は、筋萎
縮性側索硬化症（ＡＬＳ）のＳＯＤ１　Ｇ９３Ａラットモデルでの、ヒト臍帯組織由来細
胞（「ｈＵＴＣ」）の有効性を判定することとした。動物の生存及び自発運動機能に対す
る、ｈＵＴＣの投与の効果を、髄腔内注射を介したｈＵＴＣ送達の後に評価した。
【０３９５】
　髄腔内注射を介したｈＵＴＣの局所送達の理論的根拠は、疾患発症の部位に、細胞を正
確に送達するためであった。更には、この投与経路は、血液脳関門を迂回することにより
、脊髄内の被験物質に関する潜在的反応部位への、迅速なアクセスが可能になる（Ｏｃｈ
ｓ　Ｇら（１９９９年）Ｊ　Ｐａｉｎ　Ｓｙｍｐｔｏｍ　Ｍａｎａｇｅ．１８：２２９Ｙ
３２）。自発運動活性の機能評価を、Ｂａｓｓｏ、Ｂｅａｔｔｉｅ、及びＢｒｅｓｎａｈ
ａｎ（ＢＢＢ）試験（Ｂａｓｓｏ　ＤＭら（１９９６年）Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１３９
：２４４～２５６）、並びに傾斜面動作試験（Ｒｉｖｉｌｉｎ　ＡＳ，Ｔａｔｏｒ　ＣＨ
．（１９７７年）Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ　４７（４）：５７７；Ｌｉｎｄｂｅｒｇ　Ｒ
Ｌら（１９９９年）Ｊ．Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ．１０３（８）：１１２７～１１３４）
で、週に１回実行した。
【０３９６】
　現時点では、ＳＯＤ１　Ｇ９３Ａ齧歯類モデルが、ＡＬＳに関する唯一のタイプの動物
モデルである。このモデルは、ＡＬＳに対する様々な薬剤／化合物の有効性に関して、他
の研究者によって示されるような、この疾患に関する新たな療法（Ｋａｒｕｓｓｉｓら（
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２０１０年）Ａｒｃｈ　Ｎｅｕｒｏｌ．６７（１０）：１１８７～９４；Ｘｕら（２００
９年）Ｊ　Ｃｏｍｐ　Ｎｅｕｒｏｌ．５１４（４）：２９７～３０９；Ｘｕら（２００６
年）Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．８２（７）：８６５～７５；Ｇａｒｂｕｚｏｖａ
－Ｄａｖｉｓ　Ｓら（２００３年）Ｊ．Ｈｅｍａｔｏｔｈｅｒ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｒ
ｅｓ．１２（３）：２５５～７０；Ｇａｌａｎら（２０１０年）Ｎｅｕｒｏｌｏｇｉａ．
２５（８）：４６７～４６９；Ｋｉｍら（２０１０年）Ｎｅｕｒｏｓｃｉ　Ｌｅｔｔ．４
６８（３）：１９０～４；Ｇｒｏｓ－Ｌｏｕｉｓら（２０１０年）Ｊ　Ｎｅｕｒｏｃｈｅ
ｍ．１１３（５）：１１８８～９９；Ｉｓｒａｅｌｓｏｎ　Ａら（２０１０年）Ｎｅｕｒ
ｏｎ．２６；６７（４）：５７５～８７）をスクリーニングするための、有用で、費用対
効果の大きい方法である。
【０３９７】
　方法及び材料
　Ｄｒ．Ｄａｖｉｄ　Ｓ．Ｈｏｗｌａｎｄ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｗａｓｈｉｎ
ｇｔｏｎ，Ｓｅａｔｔｌｅ）によって供給された、ＳＯＤ１　Ｇ９３Ａオスラットを、Ｔ
ａｃｏｎｉｃ（Ｇｅｒｍａｎｔｏｗｎ，ＮＹ）からのＮ（ＳＤ）メスラットと交配させた
。ラットは、１匹のオス：１匹のメスの対で、１週間にわたって交配させた。子孫は、２
１日齢で離乳させて遺伝子型を同定し、陽性の遺伝子導入の仔ラットを、本研究への登録
のために特定した。表現型分散を低減するために、同腹仔のオス仔ラットを、元のメスの
種畜と戻し交配させることによって、コロニーを繁殖させた。この研究での全ての動物の
管理及び外科手順は、Ｊｏｈｎｓ　Ｈｏｐｋｉｎｓ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｉｏｎｓのＡｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅによって承認
されたプロトコルに従って実施した。
【０３９８】
　ｈＵＴＣ（ヒト臍帯組織から単離）を、米国特許第７，５１０，８７３号で説明される
ような冷凍ストックから解凍して、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中に希釈した。それ
らの細胞を、１５００×ｇで５分間、遠心分離して、次いで、再びＰＢＳ中に再懸濁させ
、計数した。細胞濃度を２０００万細胞／ミリリットルに調節して、この懸濁液の５０マ
イクロリットルを、各ラットに対して、髄腔内に送達した。
【０３９９】
　スーパーオキシドジスムターゼ１（ＳＯＤ１）遺伝子に関して陽性の動物を、本研究に
登録した。これらの動物を、月２回秤量して、それらの動物の体重が、２回の連続測定に
関して下落したときを判定し、その時点を疾患発症として定義した。これは、ＡＬＳの齧
歯類モデルで疾患発症を判定するための、高感度かつ極めて客観的な尺度である（Ｘｕら
（２００６年）Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．８２（７）：８６５～７５）。疾患が
発症したラットを、対ごとに、ビヒクル群又は細胞処置群へと無作為に割り当てた。
【０４００】
　本研究は、２つの集団を有するものとした（表２１－１）。各集団は、２つの群を含む
ものとした。第１集団の第１群は、疾患発症時に、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ、ビヒ
クル対照）の、単一の髄腔内注射を受けるものとした。第１集団の第２群は、おおよその
疾患発症時に、１００万のｈＵＴＣ細胞で処置した。細胞は、髄腔内注射を介して、ＰＢ
Ｓ中で送達した。第２集団の第３群は、おおよその疾患発症の１週間後に、単一の髄腔内
注射を使用して、ＰＢＳ（ビヒクル対照）で処置した。第２集団の第４群は、おおよその
疾患発症の１週間後に、１００万のｈＵＴＣ細胞を有する遺伝子組み換え型で処置した。
細胞は、髄腔内注射を介して、ＰＢＳ中で送達した。
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【表３５】

【０４０１】
　損傷を最小限に抑え、動物の迅速な回復を最大化するために、経皮注射法を採用して、
ＳＯＤ１ラットの腰椎槽のＣＳＦ内へと、細胞を髄腔内に送達した。動物を、Ｋｏｐｆ定
位装置上に載置して、ガス麻酔（イソフルラン：酸素：亜酸化窒素＝１：３３：６６）で
麻酔した。腰部の毛を剃り、ラットの下腹部の下に円筒形支持要素を定置して、腰椎の椎
間腔を伸展させた。２５Ｇ×２．５４ｃｍ（１”）ニードルが装着された、２００～５０
０μＬのマイクロシリンジを使用して、細胞を送達した。５０マイクロリットルの細胞を
収容するマイクロシリンジを有するニードルを、Ｌ４～５又はＬ６～Ｓ１椎間腔のくも膜
下腔内に、緩徐に挿入した。馬尾の刺激の身体的徴候（すなわち、尾又は後肢のフリック
）が観察された場合、細胞を、くも膜下腔内に、１分間の期間にわたって、緩徐に注入し
た。シリンジを２分間定位置に保持し、次いで、ニードルを引き抜いた。ヨウ素中に浸漬
した綿棒先端部で、ニードルの挿入ポイントを１分間圧迫し、次いで、動物を取り外して
、温熱パッド上に置き、回復させた。動物が覚醒した後、その動物のケージに、動物を戻
した。
【０４０２】
　疾患進行及び潜在的治療有効性を、２つの機能評価：（１）自発運動活性（週１回の測
定）；（２）体重（週２回の測定）を通じてモニタリングした。自発運動試験には、Ｂａ
ｓｓｏ、Ｂｅａｔｔｉｅ、及びＢｒｅｓｎａｈａｎ（ＢＢＢ）試験（Ｂａｓｓｏら（１９
９５年）Ｊ　Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａ　１９９５；１２（１）：１；Ｂａｓｓｏら（１９
９６年）Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１３９：２４４～２５６）、並びに傾斜面動作試験（Ｒ
ｉｖｌｉｎ　ＡＳ，Ｔａｔｏｒ　ＣＨ．（１９７７年）Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ　４７（
４）：５７７）を含めた。
【０４０３】
　ＢＢＢのスコア付けに関しては、ラットを落ち着かせ、開放野外に適応させた。ラット
が、開放野外内を継続的に歩行した後、処置に関して盲検の２人の試験者が、観察者内及
び観察者間の高い再現性を伴う、２１段階評価のＢＢＢ自発運動評価尺度を使用して、４
分間の試験セッションを実施した。この開放野外試験を、ビデオテープに録画した。この
テープから、２人の試験者は、１分間の期間中に実行された後肢（ＨＬ）の運動の数を定
量的に評価し、この期間は、カメラから各ＨＬの全体が見える場合の、４分間の試験セッ
ションにわたるエピソードの複合体とした。この１分間の時間制限により、各動物の右Ｈ
Ｌ及び左ＨＬは、同じ長さの時間に関して査定されることが確保されたが、これは、カメ
ラから、双方のＨＬの全体が常に見えるとは限らないためである。試験者のスコアが一致
しなかった場合には、影像をスローモーションで再査定した。観察可能な後肢の運動が存
在しない場合は、スコアを０として、最初のポイントを、独立した関節運動に対して与え
るものとした。より多くの関節が運動を示し、かつ／又はその運動がより広範囲であった
場合に、スコアを向上させるものとした。自発運動が増大するにつれて、足の足底配置、
体重の支持、及び前肢と後肢との共調運動に対してポイントを与えるものとした。最終ポ
イントは、トウクリアランス、胴体の安定性、及び尾の位置によって達成されるものとし
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【０４０４】
　傾斜面は、ゴム製波形板上にその位置を維持する動物の能力を評価する、別の行動的課
題であり、この板は、５°の増分で上昇させるものとした。動物が、その体重を５秒間支
持することができる最大角度を、耐久角度として定義する。この試験は、自発運動に必要
とされる、感覚フィードバック、共調運動、及び筋力を検査する。
【０４０５】
　疾患の末期は、動物が横倒しに定置された場合に、２０秒以内に正しい位置に戻ること
ができないほど重篤な麻痺によって、判定されるものとした。この時点でのＢＢＢスコア
及び傾斜面スコアは、双方ともゼロであるが、これは、ＳＯＤ１突然変異体ラットに関し
て頻繁に使用される終了点であり、Ｊｏｈｎｓ　Ｈｏｐｋｉｎｓ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
のＡｎｉｍａｌ　Ｃａｒｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅの要件と一致するもの
である。
【０４０６】
　ＢＢＢスコア及び傾斜面スコアを、反復測定分散分析（ＡＮＯＶＡ）によって分析し、
その後にＦｉｓｈｅｒ　ＬＳＤポストホック試験によって分析して、ビヒクルと細胞処置
群との差異を査定した。２つの群の間で、疾患発症齢及び死亡齢を比較することによって
（スチューデントｔ検定で）、並びにＫａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ生存分析、その後のログ
ランク検定を使用して、処置の効果としての疾病の経過を分析した。
【０４０７】
　組織学的分析
　宿主運動ニューロンの状態を、腰椎隆起（Ｌ４～５）内の運動ニューロンのクレシルバ
イオレット染色によって調査した（データは示さず）。運動ニューロンの数は、大幅に減
少し、多くのニューロンは、幹細胞の群及び対照群の双方で、変性プロファイルとして現
れ、全ての脊髄組織が疾患の末期で獲得されるという事実と一致するパターンであった。
ヒト特異的抗核抗体でＩＣＣ染色を使用したところ、脊髄実質の内側には、生存幹細胞は
見出されなかった。双方の群からのＬ４－Ｌ５前根を、トルイジンブルー染色によって研
究した。軸索変性及び脱髄が顕著であり、幹細胞の群及び対照群の双方で同様であり、疾
患の末期でのこれらの組織標本の獲得と一致していた。
【０４０８】
　結果
　Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒプロットは、処置の経過の全体にわたる、対照の動物と比較
した細胞処置群（第１群及び第２群はｎ＝１０、第３群及び第４群はｎ＝８）に関する、
動物の生存の増大が、本研究で残りの動物よりも長く生きた第１群の１匹の動物を除き（
図７Ａ）、疾患発症（図７Ａ、第１集団）又は発症の１週間後（図７Ｂ、第２集団）のい
ずれかで開始したことを示す。双方の集団で、ビヒクルを受容した動物と、ｈＵＴＣを注
射された動物とでは、疾患発症の平均時間に差異はなかったが（図８）、平均寿命は、ｈ
ＵＴＣの髄腔内投与の後に向上し、特に第２集団で、動物は、疾患の発症齢は同様である
が、ビヒクル群よりも１５．７５日（２．２５週、Ｐ＜０．０３５）長い寿命を有した。
【０４０９】
　図９は、疾患発症でのｈＵＴＣの投与（図９Ａ及び図９Ｂ）、又は疾患発症の１週間後
のｈＵＴＣの投与（図９Ｃ及び図９Ｄ）が、ＢＢＢ試験並びに傾斜面動作試験でのスコア
の向上と関連したことを示しており、ビヒクルのみを受容した動物と比較して、ｈＵＴＣ
を移植された動物で、より緩慢な筋力低下の進行が示される。これらの結果は、ｈＵＴＣ
が、このモデルで、自発運動活性を保持することが可能であり得る点を示唆する。
【０４１０】
　それゆえ、以下の表２１－２に要約される、この実施例で開示されるデータにより、ｈ
ＵＴＣの髄腔内注射が、ＡＬＳのラットモデルで、運動ニューロンの機能を保持し、寿命
を延長させることができる点が示される。
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【表３６】

【０４１１】
　表２１－２に関する定義
　疾患発症：２つの連続的時間に関して、体重の減少が判明する時点。これは、ＡＬＳの
齧歯類モデルでの疾患発症を判定するための、高感度かつ極めて客観的な尺度である（Ｘ
ｕら（２００６年））。
【０４１２】
　疾患の末期の判定：動物が横倒しに定置された場合に、２０秒以内に正しい位置に戻る
ことができず（ＳＯＤ１突然変異体ラットに関して頻繁に使用される終了点）、また動物
を安楽死させなければならない（Ｉｓｒａｅｌｓｏｎら、２０１０年）ほど、麻痺が重篤
である段階。
【０４１３】
　疾患持続期間：疾患発症時から疾患の末期までの期間。
【０４１４】
　寿命：出生時から安楽死までの期間。
【０４１５】
　（実施例２２）
　ＡＬＳの予防的処置での臍帯組織由来細胞の使用
　ｈＵＴＣの疾患修飾効果を、予防的処置として、疾患発症の前（１０週齢又は１２週齢
）に評価した。臨床的に有利な投与経路の代表である、静脈内尾静脈注射を介して、細胞
を投与した。自発運動活性の機能評価を、Ｂａｓｓｏ、Ｂｅａｔｔｉｅ、及びＢｒｅｓｎ
ａｈａｎ（ＢＢＢ）試験、並びに傾斜面動作試験で、週に１回実行した。
【０４１６】
　研究の目的及び範囲
　この研究の目的は、ＳＯＤ１　Ｇ９３Ａラット被験体に実施されるような、遺伝子導入
ラットのＡＬＳの臨床面に対する、臍帯由来の自己複製可能かつ増殖可能な細胞の、予防
的役割を、Ｋｏｌｉａｔｓｏｓ及び共同研究者による研究（Ｙａｎら（２００６年）Ｓｔ
ｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　２４：１９７６～１９８５；Ｙａｎら（２００７年）ＰＬｏＳ　Ｍｅ
ｄ　４：ｅ３９；Ｘｕら（２００６年）Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　８２：８６５
～８７５）で発表された主要な方法論の道筋に沿って調査することとした。２つの集団を
選択した：（１）１０週齢で臍帯由来細胞又はビヒクルを受容させた、１０週の集団；（
２）１２週齢で細胞又はビヒクルを受容させた、１２週の集団。各集団内では、Ａ群（殆
どの場合で、奇数番号の動物として盲検化される）が、臍帯由来細胞を受容するように指
定され、Ｂ群（殆どの場合で、偶数番号の動物として盲検化される）が、ビヒクル処置に
委ねられた。Ｋｏｌｉａｔｓｏｓ　Ｌａｂによる先行の研究（Ｙａｎら（２００６年）；
Ｘｕら（２００６年））で提唱されるような、移植片対宿主イベントの免疫防御は、実行



(101) JP 6000982 B2 2016.10.5

10

20

30

40

50

しなかった。以下の分析は、極めて可変性の集団から、可変性の少ない集団へ、また最終
的には疾患発症及び重篤性に関して最適化された集団へと、コロニーの表現型を移行させ
ることを考慮している。
【０４１７】
　交配及び表現型の最適化－疾患発症及び寿命についての観察結果
　表現型分散を低減するために、同腹仔のオス仔ラットを、元のメスの種畜と戻し交配さ
せることによって、ＳＯＤ１ラットのコロニーを繁殖させた。基準は、オスの種畜の疾患
発症時間を、９０～１２０日の範囲内にするべきものとした。そうではない場合、その子
孫の表現型は、「不安定」になり、すなわち、疾患発症が、１８０日齢及びそれ以上にま
でも変動する恐れがあることが観察された。この研究に使用する動物を産生するために使
用された、最初の種蓄は、この９０～１２０日の枠外であり、それらの子孫に、実質的な
表現型の変動を引き起こす問題があった。表現型の変動の影響を減少させるために、Ａ群
に指定された各動物は、Ｂ群に指定された同腹仔からの同性の動物と、最初に対にされた
。１０週の集団でのＡ群及びＢ群に関する、平均疾患発症時間は、それぞれ、１５３．１
５±１２．７１日及び１５４．０±１３．７５日であり、Ａ群及びＢ群に関する寿命は、
それぞれ、２０２．０±１０．３２日及び２０２．７５±１７．３１日であった。１２週
の集団でのＡ群及びＢ群に関する、平均疾患発症時間は、それぞれ、１４９．０±２７．
５８日及び１４６．５±２８．５３日であり、Ａ群及びＢ群に関する寿命は、それぞれ、
１８０．５±３０．２５日及び１７４．８８±３５．８７日であった。Ａ群での平均疾患
発症時間及び寿命の双方とも、Ｂ群よりも長かったが、これらの差異は、統計的に有意な
ものではなかった。１２週の集団での最後の２つの対は、遺伝子型に乱れのないＳＯＤ１
ラット、すなわち、９０～１２０日の枠内の疾患発症時間を有する、ＳＯＤ１ラットの子
孫で構成されていたため、これらのラットを、同じ集団内の他のラットとは別個に分析し
た。Ａ群及びＢ郡内の、これらの２つの対の平均疾患発症時間は、１１４．５±０．５日
及び１１１．０±０．６１日であり、統計的に有意な差異ではなかった。Ａ群に委ねられ
た、これらの２つの対からの被験体の寿命は、１３３．５±０．０３であり、すなわち、
Ｂ群内の被験体の寿命（１２３．０±０．４１日）よりも１０日長かった。
【０４１８】
　生存曲線パターン
　ログランク分析で研究されたＫａｐｌａｎ－Ｍｅｙｅｒ曲線は、１０週の集団及び１２
週の集団の実験（図１０及び図１１）での、Ａ群とＢ群との有意差を示すものではなかっ
た。しかしながら、１２週の集団の実験では、改善された生存を示す、Ａ群の傾向が存在
し、Ａ群及びＢ群に関する生存時間の中央値は、それぞれ、１９４日及び１８５日であっ
た（図１１を参照）。１２週の集団の実験では、最後の２つの対の間には有意差が存在し
なかったが、生存曲線分析により、Ａ群がより長く生存し得るという有望な傾向が示され
る（図１２）。
【０４１９】
　２つの集団内の動物の行動試験－傾斜面データ及びＢＢＢデータ：反復測定ＡＮＯＶＡ
（ＲＭ　ＡＮＯＶＡ）を使用する、これら２つの試験からのシリアルデータを、２つの方
法で分析した。第１のモードでは、最初の動物が疾患の徴候を示す１週間前に開始したデ
ータを収集して、比較分析を実行した（図１３～１８の左上のパネル）。第２のモードで
は、疾患発症の時点で開始したデータを収集した（図１３～１８の左下のパネル）。これ
らの分析を実行する際、「代償性」補正もまた適用して、極めて異種の生存曲線（遺伝子
型分散による）によって引き起こされる、曲線偏差因子を取り除いた（図１３～１８の右
のパネル）。この補正を適用する際、死亡時に近い動物からの、最低の挙動試験スコアを
採択して、後続の時点での同じ群からの生存動物のスコアと共に入力した（代替的方法は
、このデータ点を、その後の行動データセットから除去して、より少ないｎの動物に対す
る分析を行なうことである）。傾斜面データ及びＢＢＢデータに対するＲＭ　ＡＮＯＶＡ
の結果は、疾患発祥及び生存に関する補正並びに調節にも関わらず、１０週の集団及び１
２週の集団の実験での、２つの群の間の有意差を示すものではなかった（図１３～１５、
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図１７）。しかしながら、１２週の集団の実験からの最後の２つの対を、上記の交配セク
ションで説明された理由に関して分析したところ、それらの行動結果は、生存研究からの
ものと同様の分散を有することが判明した（上記参照；図１６、１８）。これらの２つの
対の間には、行動スコアについての統計的差異は存在しなかったが、Ｂ群に勝る、Ａ群の
良好な動作の傾向が存在した。
【０４２０】
　組織学的分析
　幹細胞注射の有無に関わらず、全てのＳＯＤ１ラットを、それらのラットの疾患が末期
となった際に（ＢＢＢスコア＜３）殺処分した。４％　ＰＦＡでの潅流の後、それらの動
物の脳及び他の器官を収集して凍結保護し、更なる処理のために凍結させた。関連の器官
／組織からの切片上に、残余のヒト幹細胞が存在するか否かを調査するために、ヒト特異
的核（ＨＮｕ）抗体を使用する免疫細胞化学を実行した。これらの組織には、腰髄（関連
の治療標的として）及び肺（予想される高濃度の注射幹細胞を有する器官対照として）を
含めた。ＨＮｕ染色は、末期動物内のこれらの器官内の移植細胞に関して、いずれの生存
も示すものではなかった。
【０４２１】
　脊髄切片についての観察結果：Ｇ９３Ａ　ＳＯＤ１ラットは、ヒトＡＬＳの多くの主症
状を再現する。ＳＯＤ１ラットの脊髄内での運動ニューロンの変性は、下肢の筋肉を神経
支配する腰部の運動ニューロンから、呼吸筋を神経支配する頚部及び胸部の運動ニューロ
ンへと進行する。動物は、飢餓性衰弱及び呼吸不全により死亡する。この実験の組織学的
目的は、中期疾患動物由来の適切な組織の欠如、及び実質的な表現型の拡散により、限定
されたものであった。利用可能な脊髄組織は、末期で殺処分した動物由来のものであり、
幹細胞注射の仮定的保護効果を使用した動物内でさえも、大半の運動ニューロンが変性し
ていた。それゆえ、組織学的分析の唯一の価値は、生細胞又は死細胞で処置した動物の脊
髄内での、肉眼的神経病理学を表すことであった。そのような５つの脊髄を処理した。そ
れぞれの脊髄から、腰髄のＬ４～６の領域全体にわたって３００μｍごとに等間隔の、６
対の切片を研究した。この対の一方の切片を、クレシルバイオレットで染色し、他方をヘ
マトキシリン及びエオシンで染色した。３つの場合を、奇数番号の動物から採択し、２つ
の場合を、偶数番号の動物から採択した。
【０４２２】
　染色された切片は、正常な脊髄の肉眼的外観を露呈させ、脊髄の全ての主要区分の輪郭
が、明確に示された（図１９Ａ及び図１９Ｂ）。腫瘍は検出されなかった（図１９Ａ及び
図１９Ｂ）。ＳＯＤ１　Ｇ９３Ａ動物の運動ニューロンの表現型に基づいて予測されたよ
うに、偶数番号及び奇数番号の動物の双方で、運動ニューロンの重度の損失が存在した。
前角の好塩基球の輪郭内に存在する核小体の数に基づく、２つの群からの数を、１００Ｘ
の倍率で計数すると、２つの群の間には、運動ニューロン細胞数の、感知し得る傾向は存
在しなかった（偶数番号の動物、４２３；奇数番号の動物、４１８）。分割細胞誤差に関
するＡｂｅｒｃｒｏｍｂｉｅの調節を使用して、２つの群の間の、核小体の直径の予想さ
れる差異を補正した（Ｎｉ＝ｎｉ．ｔ／ｔ＋ｄ、式中、ｎｉ＝計数された数、ｔ＝切片の
厚さ、及びｄ＝平均輪郭直径）。
【０４２３】
　細胞処置動物からのＢＢＢの評価及びスコアは、未処置の動物よりも良好な傾向を示す
。それゆえ、この研究の結果は、疾患発症により近い投与の時期又は疾患発症後の投与の
時期が、より良好な治療有効性を有し得ることを示唆する。
【０４２４】
　（実施例２３）
　神経前駆細胞の分化に関する栄養因子
　中枢神経系（ＣＮＳ）内の神経幹細胞は、自己複製することができ、ニューロン、乏突
起神経膠細胞、及び星状細胞へと分化することができるような、複能性である。これらの
細胞は、傷害の後に活性化され、ニューロン新生を開始することができる。しかしながら
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、この分化の効率は極めて低く、新たに産生されるニューロンは、恐らくは、何らかの機
能的シナプスの形成の欠損により、殆どが短命である。細胞ベースの産物の、外来性の送
達は、ニューロン新生及び新たなシナプスの形成を増進させ、その結果として、この問題
を克服することができるため、外傷又は変性状態での機能回復を改善することができる。
近年の研究は、細胞ベースの技術が、複数の神経学的疾患に関する有効な療法であり得る
ことを示唆している。根本的な機序を理解するために、成体神経幹細胞の分化に対するｈ
ＵＴＣの効果を判定した。
【０４２５】
　材料及び方法
　細胞培養。
　ヒト臍組織由来細胞（ｈＵＴＣ）を解凍して（ロット番号２２０４２００８、継代Ｐ３
又はＰ４）、Ｔ７５フラスコ及び／又はＴ２２５フラスコ上に播種し、Ｈａｙｆｌｉｃｋ
増殖培地（ＤＭＥＭ－低グルコース（Ｇｉｂｃｏ、カタログ番号１１８８５－０８４）、
１５％　ｖ／ｖウシ胎児血清（ＦＢＳ、Ｈｙｃｌｏｎｅカタログ番号ＳＨ３００７０．０
３ＩＲ）、４ｍＭのＧｌｕｔａｍａｘ（Ｇｉｂｃｏ、カタログ番号３５０５－０６１）、
及び１％ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｇｉｂｃｏ、カタログ番号１５０７００６３
））中で、一晩若しくは４８時間培養して、集密の層を形成した。細胞が集密の層に到達
した後、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カタログ番号２５２０
０－０５６）で、それらの細胞を３回洗浄し、ＤＭＥＭ血清フリー培地で、指示される通
り８時間又は２４時間インキュベートした。ＴｒｙｐＬＥ（商標）（Ｇｉｂｃｏ、カタロ
グ番号１２６０４－０２１）を使用して、細胞を剥離させ、Ｇｕａｖａ（登録商標）計器
（Ｇｕａｖａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）を使用して定量化した。
【０４２６】
　成体ラットの海馬神経幹細胞（ロット番号Ｒ０７０６Ｆ０００９、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
、カタログ番号ＳＣＲ０２２）を解凍して（Ｐ３又はＰ４）、ポリＬオルニチン（Ｓｉｇ
ｍａ、カタログ番号Ｐ３６５５）及びラミニン（Ｓｉｇｍａ、カタログ番号２０２０）Ｔ
７５コーティングフラスコ（Ｃｏｒｎｉｎｇ、カタログ番号：４３０６４１）上に播種し
、Ｂ２７サプリメント（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カタログ番号１７５０４０４４）、１％
ペニシリン／ストレプトマイシン、及びＦＧＦ－２（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、カタログ番号
ＧＦ００３）を有する、ＤＭＥＭ／Ｆ１２（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、カタログ番号ＤＦ－０
４２－Ｂ）中で、製造元の使用説明書に従って培養した。細胞が８０％の集密度となった
際に、Ａｃｃｕｔａｓｅ（登録商標）（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、カタログ番号ＳＣＲ００５
）を使用して、それらの細胞を剥離させ、Ｇｕａｖａ（登録商標）計器を使用して定量化
した。分化アッセイに関しては、それらの細胞を、コーティングされた６ウェルプレート
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、カタログ番号ＰＩＣＬ０６Ｐ０５）上に、２０，０００細胞／ｃ
ｍ２で播種した。
【０４２７】
　共培養アッセイ。
　共培養アッセイに関しては、６ウェルトランスウェル（Ｃｏｒｎｉｎｇカタログ番号３
４５０）システムを使用した。成体ラットの海馬神経幹細胞を、ウェルの底面上に、単独
で、又はｈＵＴＣと共に、２０，０００細胞／ｃｍ２でプレーティングした。これらの培
養物を、Ｂ２７サプリメントを有し、ＦＧＦを有さない、ＤＭＥＭ／Ｆ１２でインキュベ
ートし、その培地の半分を、１日おきに新鮮培地と交換した。
【０４２８】
　ＲＮＡ／タンパク質の抽出。
　ＡｌｌＰｒｅｐ　ＲＮＡ／タンパク質キット（Ｑｉａｇｅｎ、カタログ番号８０４０４
）を、製造元の使用説明書に従って使用して、ＲＮＡ及びタンパク質を調製した。６ウェ
ルプレート内で増殖させた細胞に関して使用した溶解緩衝液を、それに応じてスケールア
ップさせた。
【０４２９】
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　ｃＤＮＡの合成及びゲノムＤＮＡの取り出し。
　この手順は、ｍＲＮＡの単離、及びその後のＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ（登録商標）逆転写
キット（Ｑｉａｇｅｎ、カタログ番号２０５３１３）を使用するｃＤＮＡの調製であった
。ゲノムＤＮＡの取り出しを、ｃＤＮＡの合成の前に、製造元の使用説明書に従って実行
した。ｃＤＮＡの合成は、製造元の使用説明書に従って、２０マイクロリットルの総容積
で、ＱｕａｎｔｉＴｅｃｔ（登録商標）ＲＴキットを使用して、成体ラットの海馬神経幹
細胞から単離した全ＲＮＡのうちの０．５マイクログラムで実行した。
【０４３０】
　定量的ＴａｑＭａｎ　ＰＣＲ。
　ＰＣＲを、光学９６ウェル反応プレート内のＡＢＩ　７０００リアルタイムＰＣＲシス
テム（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号４３０６７３７）で、２０
マイクロリットルの最終容積で実行した。齧歯類の転写は、１０マイクロリットルの２ｘ
ＴａｑＭａｎ　ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ＰＣＲマスターミックス（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏ
ｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号４３６４３３８）、１マイクロリットルの２０Ｘ　Ｔａｑ
Ｍａｎ遺伝子発現アッセイ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号４３
３１１８２）を含有する反応混合物；ＧＦＡＰ（アッセイＩＤ：Ｒｎ　００５６６６０３
＿ｍ１）、ネスチン（Ｒｎ００３６４３９４＿Ｒ１）、ミエリン塩基性タンパク質（アッ
セイＩＤ：Ｒｎ００５６６７４５＿ｍ１）、Ｓｏｘ２（ｒｎ００５８４８０８＿ｍ１）、
チューブリンβ　ＩＩＩイソ型（アッセイＩＤ：Ｒｎ　００５９４９３３＿ｍ１）、及び
ＧＡＰＤＨ（アッセイＩＤ：９９９９９９１６＿ｓ１）で検出した。１マイクロリットル
のテンプレートＤＮＡ、及び８マイクロリットルのＲＮアーゼフリー水（Ｓｉｇｍａ、カ
タログ番号Ｗ４５０２）を調製した。増幅は、５０℃で２分間のＵＮＧ活性化工程、その
後の９５℃で１０分間のテンプレート変性工程で開始して実行した。９５℃で１５秒間の
変性、及び６０℃で１分間の混合プライマーアニーリング／伸長の、４０サイクルを実行
した。
【０４３１】
　タンパク質免疫ブロット法。
　細胞溶解物全体（２０マイクログラム）を、Ｌａｅｍｍｌｉ緩衝液（Ｂｏｓｔｏｎ　Ｂ
ｉｏｐｒｏｄｕｃｔｓ、カタログ番号ＢＰ－１１１Ｒ）中で３分間煮沸することによって
、変性させた。その後、それらのサンプルを、トリスグリシンＳＤＳ泳動緩衝液（Ｂｏｓ
ｔｏｎ　Ｂｉｏｐｒｏｄｕｃｔｓ、カタログ番号ＢＰ－１５０）中、１０％トリス－グリ
シンゲル（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カタログ番号：ＥＣ６０７８ＢＯＸ）上で、４０ｍＡ
で１時間、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離させた。転写緩衝液（２５ｍＭトリス塩基；１
９２ｍＭグリシン；１０％（ｖ／ｖ）メタノール）中、半乾燥電気泳動Ｔｒａｎｓ－Ｂｌ
ｏｔ（登録商標）Ｃｅｌｌ（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）を使用して、それらのタンパク質を、０．
４５マイクロメートルＰＶＤＦ膜（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カタログ番号ＬＣ２００５）
上に転写した。この転写は、２５Ｖで４５分間実行した。ＰＢＳＴ（ＰＢＳ＋０．１％（
ｖ／ｖ）Ｔｗｅｅｎ　２０）中、３％（ｗ／ｖ）ＢＳＡを使用して、室温で１時間、膜を
ブロックした。一次抗体を使用して、室温で１時間、ブロットをプロービングした。その
後、ＰＢＳＴで膜を３回洗浄した後、西洋わさびペルオキシターゼで抱合された二次抗体
と共に、ＰＢＳ中１：５０００で、室温で１時間、インキュベートした。ＳｕｐｅｒＳｉ
ｇｎａｌ（登録商標）Ｗｅｓｔ　Ｄｕｒａ長時間持続基質（Ｐｉｅｒｃｅ、カタログ番号
３４０７６）を使用して、シグナルを検出した。以下の抗体を使用した：抗チューブリン
ＩＩＩ　βイソ型（１：２５０、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、カタログ番号ＭＡＢ　１６３７）
；抗ＧＦＡＰ（１：２０００、ＤＡＫＯ、カタログ番号Ｚ０３３４）；抗Ｓｏｘ（１：１
０００、Ａｂｃａｍ、カタログ番号ａｂ５９７７６）；抗ＭＢＰ（１：５００、Ｍｉｌｌ
ｉｐｏｒｅ、カタログ番号ＭＡＢ　３８２）抗ＧＡＰＤＨペルオキシダーゼ抱合体（１：
５０００、Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ｇ９２９５）；ヤギ抗マウスＩｇＧ　ＨＲＰ（Ｒ＆
＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ、カタログ番号ＨＡＦ００７）；ヤギ抗ウサギＩｇＧ　ＨＲＰ（Ｓ
ｉｇｍａ、カタログ番号Ａ０５４５）。
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【０４３２】
　フローサイトメトリー。
　成体ラットの海馬神経幹細胞を、共培養アッセイの後に、Ａｃｃｕｔａｓｅ（登録商標
）を使用して剥離させ、１％パラホルムアルデヒドを含有するＰＢＳ中に、一時的に懸濁
させた。次いで、細胞を、ブロッキング緩衝液（０．３％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００（
Ｓｉｇｍａ、カタログ番号Ｔ９２８４）を有するＰＢＳ）及び０．３％ヤギ血清（Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ、カタログ番号Ｓ２６）で１５～３０分間、その後、ブロッキング緩衝液中
一次抗体で（１：２００、ただし、ＧＦＡＰに関しては１：２０００で）１時間、室温で
再懸濁させてインキュベートした。その後、緩衝液（０．３％　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１０
０を有するＰＢＳ）で、これらの細胞を３回洗浄した後、例えば、Ｒフィリコエリトリン
抱合ヤギ抗ウサギＩｇＧ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、カタログ番号Ｐ－２７７
１ＭＰ）及びＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８抱合ヤギ抗マウスＩｇＧ（Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、カタログ番号Ａ－１１０２９）などの、適切なフルオロ
フォア抱合二次抗体と共に（１：４００）、ブロッキング緩衝液中で、４５分間インキュ
ベートした。その後、染色した細胞を、洗浄緩衝液で３回洗浄して、ＰＢＳ中に懸濁させ
、フローサイトメトリー（ＦＡＣＳｃａｌｉｂｕｒ（商標））を使用することによって、
分析を施した。
【０４３３】
　免疫細胞化学。
　共培養アッセイ後５日目に２４ウェルプレート上に播種した、成体ラットの海馬神経幹
細胞を、冷ＰＢＳで洗浄し、３％パラホルムアルデヒドを使用して、４℃で２０分間固定
した。固定した細胞を、ＰＢＳで２回洗浄し、その後、ブロッキング緩衝液で透過処理し
て（室温で１５分）、一次抗体と共に（１：２００、ただし、ＧＦＡＰに関しては１：２
０００で）、室温で１時間インキュベートした。染色した細胞を、洗浄緩衝液中で３回洗
浄した後、適切なフルオロフォア抱合二次抗体と共にインキュベートした。最終洗浄の後
（洗浄緩衝液中で５回）、染色した細胞を、共焦点蛍光顕微鏡（Ｏｌｙｍｐｕｓ）によっ
て検査した。２０Ｘ対物レンズを使用して、全ての画像を取り込んだ。
【０４３４】
　結果
　ｈＵＴＣは、神経幹細胞の分化を誘導する。
　神経幹細胞の分化に対するｈＵＴＣの効果を検討するために、ＦＧＦ－２を添加する場
合、又は添加しない場合で、共培養実験を実行した。ＦＧＦ－２を添加しない場合、細胞
の分化が不十分となる傾向がある。ｈＵＴＣを使用する場合、又は使用しない場合の、３
日後の神経幹細胞の分化能を分析するために、リアルタイムＰＣＲ、ウエスタン分析、及
びフローサイトメトリーによって、神経細胞マーカー並びに非神経細胞マーカーを定量化
した。細胞表現型を、重要なマーカー遺伝子：前駆細胞に関してはＳＯＸ；星状細胞に関
してはグリア繊維酸性タンパク質（ＧＦＡＰ）；ニューロンに関してはチューブリンβ　
ＩＩＩ、及び乏突起神経膠細胞に関してはミエリン塩基性タンパク質（ＭＢＰ）を測定す
ることによって、同定した。それらの結果は、ｈＵＴＣが、ＧＦＡＰの転写の増大を誘導
したことを示し、その増大は、外来性のＦＧＦ－２の存在下では、更に高いものであった
。チューブリンβ　ＩＩＩイソ型の発現は、ｈＵＴＣ及びＦＧＦ－２の存在下では、３倍
高いものであった。ＧＦＡＰタンパク質のレベルもまた、増大した。フローサイトメトリ
ーは：（１）ＧＦＡＰの発現を呈した細胞の明確な集団；及び（２）チューブリンβ　Ｉ
ＩＩ陽性細胞の、明確であるが小さい集団を示した。同様のタンパク質の発現が、培地中
のＦＧＦ－２の非存在下又は存在下で、観察された。アジ化ナトリウム及びデオキシグル
コースによって化学的に損傷させた神経幹細胞を使用して、同じ実験系を実行した。この
虚血性神経幹細胞を、ｈＵＴＣで処置した場合、同様の転写及びタンパク質発現の傾向が
観察されたが、ただし、ＦＧＦ－２の存在下では、ＧＦＡＰの転写物が１００～２００倍
増大する。
【０４３５】
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　リアルタイムＰＣＲによって定量化された、神経細胞転写物及び非神経細胞転写物。
　成体ラットの海馬神経幹細胞を、ｈＵＴＣと、間接的（表２３－１）又は直接的（表２
３－２）のいずれかで、共培養した。転写レベルは、対照細胞（神経幹細胞単独）に比べ
て増大した倍数で表される。これらの結果を、２つの独立した実験のセットから作表する
。データは、±Ｓ．Ｄ．の平均値である。
【表３７】

【表３８】

【０４３６】
　要約。ｈＵＴＣによって分泌された因子は、インビトロでの、グリア細胞及び神経細胞
への、神経幹細胞の分化を促進した。
【０４３７】
　（実施例２４）
　ＰＣ１２細胞をモデルとして使用する、神経前駆細胞の分化に関する栄養因子
　ＰＣ１２細胞は、神経分化に関する有用なモデル系である。これらの細胞は、培養下で
無限に増殖するが、神経増殖因子（ＮＧＦ）、塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）、
上皮増殖因子（ＥＧＦ）、並びに恐らくはインターロイキン６（ＩＬ－６）、顆粒球コロ
ニー刺激因子（ＧＣＳＦ）、及び白血病阻害因子（ＬＩＦ）を含めた、特定の因子で処置
される場合、ニューロン様細胞へと分化することができる。従前の研究は、ｈＵＴＣが、
インビトロで神経栄養因子を分泌することを示している。本研究の目的は、ｈＵＴＣから
の可溶性因子が、ＰＣ１２細胞の分化を促進することが可能であるか否かを、判定するこ
ととした。
【０４３８】
　材料及び方法
　細胞培養及び馴化培地。
　４００万のヒト臍組織由来細胞（ｈＵＴＣ）を解凍して（ロット番号１０２７、継代数
２又は継代数４）、Ｔ７５フラスコ上に播種し、Ｈａｙｆｌｉｃｋ増殖培地（ＤＭＥＭ－
低グルコース（Ｇｉｂｃｏ、カタログ番号１１８８５－０８４）、１５％　ｖ／ｖウシ胎
児血清（ＦＢＳ、Ｈｙｃｌｏｎｅカタログ番号ＳＨ３００７０．０３ＩＲ）、４ｍＭのＧ
ｌｕｔａｍａｘ（Ｇｉｂｃｏ、カタログ番号３５０５－０６１）、及び１％ペニシリン／
ストレプトマイシン（Ｇｉｂｃｏ、カタログ番号１０７００６３）中で、一晩培養した。
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翌日、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、カタログ番号２５２００
－０５６）で、それらの細胞を３回洗浄し、Ｒｏｓｗｅｌｌ　Ｐａｒｋ　Ｍｅｍｏｒｉａ
ｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　１６４０（ＲＰＭＩ、ＡＴＣＣ、カタログ番号３０－２００１
）、０．５％加熱不活性化ウマ血清（Ｇｉｂｃｏ、カタログ番号２６０５００８８）、及
び１％ペニシリン／ストレプトマイシンと共に、４８時間インキュベートした。この培地
を取り出して、２，５００ｒｐｍで５分間、遠心分離した。
【０４３９】
　ＰＣ１２細胞のサブクローンである、Ｎｅｕｒｏｓｃｒｅｅｎ－１細胞（ロット番号Ｎ
Ｓ１０８１２１９、Ｃｅｌｌｏｍｉｃｓ、カタログ番号Ｒ０４－０００１－Ｃ１）を解凍
して（Ｐ２又はＰ６）、コラーゲンＩコーティングフラスコ（Ｎｕｎｃ、カタログ番号１
３２７０７）上に播種し、１０％加熱不活性化ウマ血清、５％　ＦＢＳ（ＡＴＣＣ、カタ
ログ番号３０－２０２０）、及び１％ペニシリン／ストレプトマイシンを有する、ＲＰＭ
Ｉ中で、製造元の使用説明書に従って培養した。これらの細胞が、７０％の集密度となっ
た際に、ＴｒｙｐＬＥ（商標）（Ｇｉｂｃｏ、カタログ番号１２６０４－０２１）を使用
して、それらの細胞を剥離させ、Ｇｕａｖａ（登録商標）計器を使用して定量化した。分
化アッセイに関しては、それらの細胞を、コラーゲンコーティングされた６ウェルプレー
ト（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ、カタログ番号ＰＩＣＬ０６Ｐ０５）上に、２０～３０，０００
細胞／ｃｍ２で播種した。
【０４４０】
　増殖因子及び馴化培地を使用する処置。
　Ｎｅｕｒｏｓｃｒｅｅｎ－１細胞を、ＰＢＳで３回洗浄し、ＲＰＭＩ及び０．５％ウマ
血清で、１８～２４時間休止させた後、１０ｎｇ／ｍＬヒト神経増殖因子β（ＮＧＦ、Ｍ
ｉｌｌｉｐｏｒｅ、カタログ番号ＧＦ０２８）又は馴化培地を使用して処置した。それら
の細胞を、４日間培養した。
【０４４１】
　神経突起伸長アッセイ。
　神経突起伸長キットを、製造元の使用説明書に従って使用して（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓ
ｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）、神経突起伸長の免疫細胞化学的評価を実行した。規定
の時点での、ＮＧＦ又はｈＵＴＣ馴化培地を使用した処置の後、ＰＢＳ中４％パラホルム
アルデヒドを使用して、３７℃で２０分間、細胞を固定した。細胞体及び突起を、抗β　
ＩＩＩチューブリン一次抗体、その後にＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８抱合
二次抗体を使用して、標識した。細胞核を標識するために、Ｈｏｅｃｈｓｔ　３３２５８
染色剤を、固定液中に含めた。次いで、自動画像取り込み及び分析のために、Ｃｅｌｌｏ
ｍｉｃｓ　ＡｒｒａｙＳｃａｎ（登録商標）ＶＴＩハイコンテンツ撮像プラットホーム内
に、プレートを装填した。このシステムは、電動ステージを使用して、個々のウェル内の
フィールドを、自動的に焦点合わせして走査する、倒立エピ蛍光顕微鏡に基づくものであ
る。蛍光画像を、青チャネル（核）及び緑チャネル（細胞体及び突起）用の、多重帯域通
過発光フィルター並びに整合励起フィルターを使用して生成し、高解像度の電荷結合素子
カメラで取得した。取得した画像を、Ｎｅｕｒｏｎａｌ　Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　ｂｉｏａ
ｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を使用し
て、ＡｒｒａｙＳｃａｎ（登録商標）ソフトウェアによって分析し、画像内の有効細胞の
それぞれに関して、１つの細胞当りの神経突起の長さの合計、１つの細胞当りの神経突起
、並びに枝分かれ部位及び細胞体領域を含めた、様々な形態学的パラメーターを測定した
。細胞は、神経突起の長さの合計が、＞５マイクロメートルであった場合に、分化してい
るとして定義されたが、この長さは、ＮＧＦ非存在下の細胞内での、神経突起の長さの合
計の２倍である。少なくとも５００細胞／ウェルの分析のために、１０×の対物レンズを
使用して、十分な数のフィールドを取得した。
【０４４２】
　結果
　ｈＵＴＣが、ｎｅｕｒｏｓｃｒｅｅｎ－１細胞でのニューロン新生を誘導するか否かを
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査定するために、馴化培地（培養ｈＵＴＣ由来）を使用して、休止ＰＣ１２細胞を、４日
間培養した。陽性対照のために、ｎｅｕｒｏｓｃｒｅｅｎ－１細胞を、１０ｎｇ／ｍＬの
ＮＧＦで処置した。ＮＧＦ又は馴化培地の効果を、顕微鏡検査によって観察した。ＮＧＦ
又はｈＵＴＣ馴化培地の非存在下では、細胞は、比較的小さく、丸みを帯びており、可視
の神経突起を殆ど有さない。２～４日間の、ＮＧＦ又は馴化培地を使用した処置は、神経
突起の伸長ネットワークを有する、若干大きい細胞体を生じさせた。ＮＧＦ又は馴化培地
に曝した後には、神経突起の長さの漸増が存在した。４０％を超える細胞が、馴化培地へ
の曝露の４日後に分化した。ｎｅｕｒｏｓｃｒｅｅｎ－１細胞の分化を定量化するために
、βチューブリンイソ型ＩＩＩ抗体で細胞を標識し、画像を取得して、Ｎｅｕｒｏｎａｌ
　Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ　ＢｉｏＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎによって、分析した。ＮＧＦで処
置したＰＣ１２細胞、及びｈＵＴＣ馴化培地で処置したＰＣ１２細胞の双方で、１つの細
胞当りの神経突起の長さ、神経突起の数、及び枝分かれ部位の増大が存在した。それゆえ
、ｈＵＴＣ馴化培地は、ＰＣ１２細胞の分化を誘導するために十分である。
【０４４３】
　ＮＧＦ及びｈＵＴＣ　４８時間馴化培地によって誘導された、Ｎｅｕｒｏｓｃｒｅｅｎ
－１細胞（表２４－１）。
　Ｎｅｕｒｏｓｃｒｅｅｎ－１細胞を、１２ウェルプレート上で４日間、０．５％ウマ血
清ＲＰＭＩ中で（陰性対照）、又は２０ｎｇ／ｍＬのＮＧＦ（陽性対照）、又は４８時間
馴化培地を使用して、増殖させた。４日後に、「材料及び方法」で説明されるように、細
胞を固定して染色した。これらの結果を、２つの独立した実験のセットから作表さする。
データは、±Ｓ．Ｄ．の平均値である。

【表３９】

【０４４４】
　要約：ｈＵＴＣによって分泌される可溶性因子は、形態学的変化によって示されるよう
な、ＰＣ１２細胞でのニューロン新生を誘導することが、結果により示された
【０４４５】
　（実施例２５）
　筋萎縮性側索硬化症のための、ｈＵＴＣの複数回投与に関する予言的プロトコル
　本研究の結果は、ｈＵＴＣが、筋萎縮性側索硬化症（ＡＬＳ）のＳＯＤ１　Ｇ９３Ａラ
ットモデルに、単回投与で有効であり得ることを示唆する。それゆえ、更なる研究により
、ｈＵＴＣの反復投与が、この疾患モデルでの追加的有効性を有し得ることを、実証する
ことができる。
【０４４６】
　ＳＯＤ１　Ｇ９３Ａは、髄腔内の空隙又は大槽内に直接注射されるｈＵＴＣを使用して
、疾患発症の時点、若しくは疾患発症に近い時点で、ｈＵＴＣで処置することができる。
細胞は、週に１回、又はそれよりも多い頻度、若しくは少ない頻度で、注射することがで
きる。損傷を最小限に抑え、動物の迅速な回復を最大化するために、ＳＯＤ１ラットの腰
椎槽のＣＳＦ内へ、ｈＵＴＣ細胞産物を髄腔内送達するための、経皮注射法を使用するこ
とができる。Ｋｏｐｆ定位装置上に、動物を載置して、ガス麻酔（イソフルラン：酸素：
亜酸化窒素＝１：３３：６６）で麻酔する。腰部の毛を剃り、ラットの下腹部の下に円筒
形支持要素を定置して、腰椎の椎間腔を伸展させる。２５Ｇ×２．５４ｃｍ（１”）ニー
ドルが装着された、２００～５００μＬのマイクロシリンジを使用して、細胞を送達する
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。空のマイクロシリンジを有するニードルを、Ｌ４～５又はＬ６～Ｓ１椎間腔のくも膜下
腔内に、緩徐に挿入する。馬尾の刺激の身体的徴候、すなわち、尾又は後肢のフリックが
観察された場合、細胞を、くも膜下腔内に、１分間の期間にわたって、緩徐に注入する。
シリンジを、２分間定位置に保持し、次いで除去する。ヨウ素中に浸漬した綿棒先端部で
、ニードルの挿入ポイントを１分間圧迫し、次いで、動物を取り外して、温熱パッド上で
意識回復させる。動物が覚醒した後、その動物のケージに、動物を戻す。
【０４４７】
　動物は、種々の用量レベルでｈＵＴＣで処置することができ、一定量の総注射量が送達
される。動物は、末期まで、ほぼ隔週の間隔でｈＵＴＣで処置し、評価することができる
。
【表４０】

【０４４８】
　疾患進行及び潜在的治療有効性を、２つの成果測定：（１）機能的自発運動活性（週１
回の測定）；（２）体重（週２回の測定）を通じてモニタリングする。自発運動試験は、
Ｂａｓｓｏ、Ｂｅａｔｔｉｅ、及びＢｒｅｓｎａｈａｎ（ＢＢＢ）試験（Ｂａｓｓｏら（
１９９５年）Ｊ　Ｎｅｕｒｏｔｒａｕｍａ　１９９５；１２（１）：１；Ｂａｓｓｏら（
１９９６年）Ｅｘｐ．Ｎｅｕｒｏｌ．１３９：２４４～２５６）、並びに傾斜面動作試験
（Ｒｉｖｌｉｎ　ＡＳ，Ｔａｔｏｒ　ＣＨ．（１９７７年）Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ　４
７（４）：５７７）を含む。
【０４４９】
　ＢＢＢのスコア付けに関しては、ラットを落ち着かせ、開放野外に適応させる。ラット
が、開放野外内を継続的に歩行した後、処置に関して盲検の２人の試験者が、観察者内及
び観察者間の高い再現性を伴う、２１段階評価のＢＢＢ自発運動評価尺度を使用して、４
分間の試験セッションを実施する。この開放野外試験を、ビデオテープに録画する。この
テープから、２人の試験者は、１分間の期間中に実行された後肢（ＨＬ）の運動の数を定
量的に評価し、この期間は、カメラから各ＨＬの全体が見える場合の、４分間の試験セッ
ションにわたるエピソードの複合体とする。この１分間の時間制限により、各動物の右Ｈ
Ｌ及び左ＨＬは、同じ長さの時間に関して査定されることが確保されるが、これは、カメ
ラからは、双方のＨＬの全体が常に見えるとは限らないためである。試験者のスコアが一
致しない場合には、影像をスローモーションで再査定する。観察可能な後肢の運動が存在
しない場合は、スコアを０として、最初のポイントを、独立した関節運動に対して与える
ものとした。より多くの関節が運動を示し、かつ／又はその運動がより広範囲であった場
合に、スコアが向上する。自発運動が増大するにつれて、足の足底配置、体重の支持、及
び前肢と後肢との共調運動に対してポイントが与えられる。最終ポイントは、トウクリア
ランス、胴体の安定性、及び尾の位置によって達成される。
【０４５０】
　傾斜面は、ゴム製波形板上にその位置を維持する、動物の能力を評価する、別の行動的
課題であり、この板は、５°の増分で上昇させるものとした。動物が、その体重を５秒間
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支持することができる最大角度を、耐久角度として定義する。この試験は、自発運動に必
要とされる、感覚フィードバック、共調運動、及び筋力を検査する。
【０４５１】
　疾患の末期は、動物が横倒しに定置された場合に、２０秒以内に正しい位置に戻ること
ができないほど重篤な麻痺によって判定され、これは、ＳＯＤ１突然変異体ラットに関し
て頻繁に使用される終了点である。この時点でのＢＢＢスコア及び傾斜面スコアは、双方
ともゼロである。
【０４５２】
　本発明は、上記で説明され、例示された実施形態に、限定されるものではない。添付の
特許請求の範囲内での、変型形態及び修正が可能である。
【表４１】

【０４５３】
〔実施の態様〕
（１）　筋萎縮性側索硬化症を治療するための有効量で、患者に臍帯組織由来細胞を投与
することを含む、筋萎縮性側索硬化症の治療方法であって、前記臍帯組織由来細胞が、実
質的に血液を含まない、ヒト臍帯組織から単離され、培養下での自己複製及び増殖が可能
であり、他の表現型の細胞へと分化する潜在能力を有し、少なくとも４０回の倍加を経る
ことができ、
　（ａ）ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、ＰＤ－
Ｌ２、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃのそれぞれを発現し、
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　（ｂ）ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１
、ＣＤ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、又はＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱのいずれも発現
せず、
　（ｃ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞である、ヒト細胞と比べて、
インターロイキン８、レチクロン１（reticulon 1）、及びケモカイン受容体リガンド（
Ｃ－Ｘ－Ｃモチーフ）リガンド３の発現の増大、の特性を有する、方法。
（２）　前記臍帯組織由来細胞が、ｈＴＥＲＴ又はテロメラーゼを発現しない、実施態様
１に記載の方法。
（３）　前記臍帯組織由来細胞が、投与の前に、神経細胞株へと分化するように、インビ
トロで誘導される、実施態様１に記載の方法。
（４）　前記臍帯組織由来細胞が、星状細胞、乏突起神経膠細胞、ニューロン、神経前駆
細胞、神経幹細胞、又は他の複能性若しくは多能性の幹細胞のうちの、少なくとも１種の
他の細胞型と共に投与される、実施態様１に記載の方法。
（５）　前記臍帯組織由来細胞が、前記患者の神経系内の、既定の部位に投与される、実
施態様１に記載の方法。
【０４５４】
（６）　前記臍帯組織由来細胞が、注射又は注入によって投与される、実施態様１に記載
の方法。
（７）　前記臍帯組織由来細胞が、静脈内注射又は髄腔内注射によって投与される、実施
態様１に記載の方法。
（８）　前記臍帯組織由来細胞が、植え込み可能な装置内部に封入されて投与される、実
施態様１に記載の方法。
（９）　前記臍帯組織由来細胞が、前記細胞を含むマトリックス又はスカフォールドの植
え込みによって投与される、実施態様１に記載の方法。
（１０）　前記臍帯組織由来細胞が、前記患者の前記神経系に対して、栄養作用を及ぼす
、実施態様１に記載の方法。
【０４５５】
（１１）　前記臍帯組織由来細胞が、前記神経変性状態の治療を促進する遺伝子産物を産
生するように、遺伝子組み換えされる、実施態様１に記載の方法。
（１２）　有効量の、実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団を、患者に投与することを
含む、筋萎縮性側索硬化症の治療方法であって、前記臍帯組織由来細胞の集団が、実質的
に血液を含まない、ヒト臍帯組織から単離され、培養下での自己複製及び増殖が可能であ
り、他の表現型の細胞へと分化する潜在能力を有し、少なくとも４０回の倍加を経ること
ができ、
　（ａ）ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、ＰＤ－
Ｌ２、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃのそれぞれを発現し、
　（ｂ）ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１
、ＣＤ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、又はＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱのいずれも発現
せず、
　（ｃ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞である、ヒト細胞と比べて、
インターロイキン８、レチクロン１、及びケモカイン受容体リガンド（Ｃ－Ｘ－Ｃモチー
フ）リガンド３の発現の増大、の特性を有する、方法。
（１３）　前記臍帯組織由来細胞が、ｈＴＥＲＴ又はテロメラーゼを発現しない、実施態
様１２に記載の方法。
（１４）　前記実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団が、投与の前に、神経細胞株へと
分化するように、インビトロで誘導される、実施態様１２に記載の方法。
（１５）　前記実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団が、星状細胞、乏突起神経膠細胞
、ニューロン、神経前駆細胞、神経幹細胞、又は他の複能性若しくは多能性の幹細胞のう
ちの、少なくとも１種の他の細胞型と共に投与される、実施態様１２に記載の方法。
【０４５６】



(112) JP 6000982 B2 2016.10.5

10

20

30

40

（１６）　前記実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団が、前記患者の神経系内の、既定
の部位に投与される、実施態様１２に記載の方法。
（１７）　前記実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団が、注射又は注入によって投与さ
れる、実施態様１２に記載の方法。
（１８）　前記実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団が、静脈内注射又は髄腔内注射に
よって投与される、実施態様１２に記載の方法。
（１９）　前記実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団が、植え込み可能な装置内部に封
入される、実施態様１２に記載の方法。
（２０）　前記実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団が、前記細胞を含むマトリックス
又はスカフォールドの植え込みによって投与される、実施態様１２に記載の方法。
【０４５７】
（２１）　前記実質的に均質な臍帯組織由来細胞の集団が、前記患者の前記神経系に対し
て、栄養作用を及ぼす、実施態様１２に記載の方法。
（２２）　臍帯組織由来細胞を含む医薬組成物を、筋萎縮性側索硬化症を治療するための
有効量で、患者に投与することを含む、筋萎縮性側索硬化症の治療方法であって、前記臍
帯組織由来細胞が、実質的に血液を含まない、ヒト臍帯組織から単離され、培養下での自
己複製及び増殖が可能であり、他の表現型の細胞へと分化する潜在能力を有し、少なくと
も４０回の倍加を経ることができ、
　（ａ）ＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４４、ＣＤ７３、ＣＤ９０、ＰＤＧＦｒ－α、ＰＤ－
Ｌ２、及びＨＬＡ－Ａ、Ｂ、Ｃのそれぞれを発現し、
　（ｂ）ＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１１７、ＣＤ１４１
、ＣＤ１７８、Ｂ７－Ｈ２、ＨＬＡ－Ｇ、又はＨＬＡ－ＤＲ、ＤＰ、ＤＱのいずれも発現
せず、
　（ｃ）線維芽細胞、間葉系幹細胞、又は腸骨稜の骨髄細胞である、ヒト細胞と比べて、
インターロイキン８、レチクロン１、及びケモカイン受容体リガンド（Ｃ－Ｘ－Ｃモチー
フ）リガンド３の発現の増大、の特性を有する、方法。
（２３）　前記臍帯組織由来細胞が、ｈＴＥＲＴ又はテロメラーゼを発現しない、実施態
様２２に記載の方法。
（２４）　前記臍帯組織由来細胞が、投与の前に、神経細胞株へと分化するように、イン
ビトロで誘導される、実施態様２２に記載の方法。
（２５）　前記医薬組成物が、星状細胞、乏突起神経膠細胞、ニューロン、神経前駆細胞
、神経幹細胞、又は他の複能性若しくは多能性の幹細胞のうちの、少なくとも１種の他の
細胞型と共に投与される、実施態様２２に記載の方法。
【０４５８】
（２６）　前記医薬組成物が、前記患者の神経系内の、既定の部位に投与される、実施態
様２２に記載の方法。
（２７）　前記医薬組成物が、注射又は注入によって投与される、実施態様２２に記載の
方法。
（２８）　前記医薬組成物が、静脈内注射又は髄腔内注射によって投与される、実施態様
２２に記載の方法。
（２９）　前記医薬組成物が、植え込み可能な装置内部に封入される、実施態様２２に記
載の方法。
（３０）　前記医薬組成物が、前記細胞を含むマトリックス又はスカフォールドの植え込
みによって投与される、実施態様２２に記載の方法。
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