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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　心臓組織生成に関与する中間表現型細胞と、少なくとも１つの製薬学的に許容し得る賦
形剤とを含む医薬組成物であって、
　前記中間表現型細胞が、幹細胞に由来し、
　ｉ）ＭＥＦ２Ｃと、さらにＮｋｘ２．５、Ｔｂｘ５、ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６、Ｍｅｓ
ｐ１、ＦＯＧ１、ＦＯＧ２およびＦｌｋ１からなる群から選択される少なくとも１つの遺
伝子とで、観察される発現レベルの増加を示し、前記観察される発現レベルの増加が、参
照と比して少なくとも２倍であり、前記参照が非心臓形成細胞からなり、
　ｉｉ）参照と比較して、Ｎｋｘ２．５、Ｔｂｘ５、ＭＥＦ２Ｃ、ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ
６、Ｍｅｓｐ１、ＦＯＧ１、ＦＯＧ２およびＦｌｋ１からなる群から選択される少なくと
も１つのポリペプチド種の存在が観察され、更にＮｋｘ２．５及びＭＥＦ２Ｃの一以上が
前記中間表現細胞の核に核移行し、前記参照が非心臓形成細胞からなり、並びに、
　ｉｉｉ）ＭＹＨ７の発現を検出可能なレベルで有せず、
　前記少なくとも１つの製薬学的に許容し得る賦形剤が、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳ
Ｏ）、イオン、ｐＨ緩衝液、非透過物、コロイドおよび代謝物質を含む保存溶液であり、
　前記医薬組成物が、－１９６℃～０℃の温度の凍結保存により保存される、医薬組成物
。
【請求項２】
　請求項１に記載の医薬組成物であり、前記観察される発現レベルの増加が、ｑＰＣＲで
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判定される、医薬組成物。
【請求項３】
　請求項１又は２の医薬組成物であり、前記保存溶液が、グリセロール、スクロース、血
清アルブミン、トレハロースまたはそれらの任意の組合せをさらに含み得る保存溶液であ
る、医薬組成物。
【請求項４】
　請求項1に記載の医薬組成物であり、前記イオンが、Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２

＋、Ｃｌ－および前記イオンの組合せからなる群から選択される、医薬組成物。
【請求項５】
　請求項1に記載の医薬組成物であり、前記ｐＨ緩衝液が、Ｈ２ＰＯ４

－、ＨＣＯ３
－、

４‐（２‐ヒドロキシエチル）‐１‐ピペラジンエタンスルホン酸（ＨＥＰＥＳ）および
それらの混合物からなる群から選択される、医薬組成物。
【請求項６】
　請求項1に記載の医薬組成物であり、前記非透過物が、ラクトビオネート、スクロース
、マンニトール、グルコースおよびそれらの組合せからなる群から選択される、医薬組成
物。
【請求項７】
　請求項1に記載の医薬組成物であり、前記コロイドがデキストラン４０である、医薬組
成物。
【請求項８】
　請求項1に記載の医薬組成物であり、前記代謝物質が、アデノシン、グルタチオンおよ
びそれらの組合せからなる群から選択される、医薬組成物。
【請求項９】
　請求項１～８のいずれか一項に記載の医薬組成物であり、前記少なくとも１つの製薬学
的に許容し得る賦形剤が、増殖因子、サイトカイン、器官形成シグナリングに関係するタ
ンパク質、医薬、血小板溶解物、血清、同位体、細胞のｉｎ　ｖｉｖｏ追跡手段、希釈剤
、潤滑剤、基質または骨格材料およびそれらの組合せからなる群から選択される少なくと
も１つの成分を含む、医薬組成物。
【請求項１０】
　請求項１に記載の医薬組成物であり、前記幹細胞が、成体幹細胞、胚性幹細胞、人工多
能性幹（ｉＰＳ）細胞、ＭＩＡＭＩ細胞、常在性心臓幹細胞、植物幹細胞およびそれらの
組合せからなる群から選択される、医薬組成物。
【請求項１１】
　請求項１０に記載の医薬組成物であり、前記幹細胞が、骨髄、脂肪組織、臍帯血、羊水
、月経液および血液からなる群から選択される適切な組織源から採取される間葉系幹細胞
である、医薬組成物。
【請求項１２】
　請求項１～１１のいずれか一項に記載の医薬組成物であり、前記心臓組織生成に関与す
る中間表現型細胞が、哺乳類細胞である、医薬組成物。
【請求項１３】
　請求項１２に記載の医薬組成物であり、前記哺乳類細胞が、ヒト、ネコ、イヌ、ブタ、
ウマ、マウス、ラット、およびハムスターからなる群から選択される、医薬組成物。
【請求項１４】
　請求項１～１３のいずれか一項に記載の医薬組成物であり、前記中間表現型細胞は、自
己細胞、同種異系細胞、異種細胞、またはそれらの任意の組合せである、医薬組成物。
【請求項１５】
　請求項１～１４のいずれか一項に記載の医薬組成物であり、前記心臓組織生成に関与す
る中間表現型細胞が、ヒト成人間葉系幹細胞、ヒト胚性幹細胞（生産によりヒト胚破壊が
生起しないことを条件とする）、胚様幹細胞、人工多能性幹細胞、常在性心臓幹細胞もし
くは他の任意の適合ソースまたはそれらの組合せに由来し得る心臓形成細胞である、医薬
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組成物。
【請求項１６】
　請求項１５に記載の医薬組成物であり、心臓筋細胞、造血細胞、血管内皮前駆細胞、脂
肪芽細胞、脂肪細胞、軟骨芽細胞、軟骨細胞、骨芽細胞、骨細胞、神経芽細胞および神経
細胞を含む検出可能な非心臓形成細胞を含有しない、医薬組成物。
【請求項１７】
　請求項１６に記載の医薬組成物であり、非心臓形成細胞の合計含有量が、総細胞数の０
％～５０％である、医薬組成物。
【請求項１８】
　請求項１６に記載の医薬組成物であり、非心臓形成細胞の合計含有量が総細胞数の０％
～１５％である、医薬組成物。
【請求項１９】
　請求項１６に記載の医薬組成物であり、非心臓形成細胞の各カテゴリの含有量が総細胞
数の０％～５０％である、医薬組成物。
【請求項２０】
　請求項１６に記載の医薬組成物であり、非心臓形成細胞の各カテゴリの含有量が総細胞
数の０％～１５％である、医薬組成物。
【請求項２１】
　虚血性心筋症、急性心筋梗塞、慢性心筋梗塞、非虚血性心不全、虚血性心不全、先天性
心筋症またはそれらの組合せの治療に使用するための請求項１～２０のいずれか一項に記
載の医薬組成物。
【請求項２２】
　請求項１～２１のいずれか一項に記載の医薬組成物の製造方法であり、
　心臓組織生成に関与する細胞のソースとなり得る細胞を取得するステップと、
　前記細胞を、心臓組織生成に関与する細胞の取得が可能となる条件下で培養するステッ
プと、
　前記関与細胞を採取するステップと、
　前記関与細胞に少なくとも１つの製薬学的に許容し得る賦形剤を添加するステップとを
備え、前記少なくとも１つの製薬学的に許容し得る賦形剤は保存溶液である、方法。
【請求項２３】
　請求項２２に記載の方法であり、心臓組織生成に関与する細胞のソースとなり得る前記
細胞を：アクチビン‐Ａ；α‐トロンビン；アンギオポエチン；ＢＭＰ‐１、ＢＭＰ‐２
、ＢＭＰ‐４、ＢＭＰ‐５、ＢＭＰ‐６等の骨形成タンパク質（ＢＭＰ）；カルジオトロ
フィン１；カルジオゲノールＣ；上皮細胞増殖因子（ＥＧＦ）；エリスロポエチン（ＥＰ
Ｏ）；ＦＧＦ‐１、ＦＧＦ‐２、ＦＧＦ‐４、ＦＧＦ‐５、ＦＧＦ‐１２、ＦＧＦ‐１３
、ＦＧＦ‐１５、ＦＧＦ‐２０等の線維芽細胞増殖因子（ＦＧＦ）；顆粒球コロニー刺激
因子（Ｇ‐ＣＳＦ）；顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ‐ＣＳＦ）；増殖分
化因子‐９（ＧＤＦ‐９）；肝細胞増殖因子（ＨＧＦ）；ＩＧＦ１、ＩＧＦ２等のインス
リン様増殖因子（ＩＧＦ）；ミオスタチン（ＧＤＦ‐８）；ＮＴ‐３、ＮＴ‐４、ＮＴ‐
１等のニューロトロフィン；神経増殖因子（ＮＧＦ）；ＰＤＧＦ‐β、ＰＤＧＦ‐ＡＡ、
ＰＤＧＦ‐ＢＢ等の血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）；トロンボポエチン（ＴＰＯ）；Ｔ
ＧＦ‐（トランスフォーミング増殖因子α）；ＴＧＦ‐β１、ＴＧＦ‐β２、ＴＧＦ‐β
３等のトランスフォーミング増殖因子β（ＴＧＦ‐β）；ＶＥＧＦ‐Ａ、ＶＥＧＦ‐Ｃ等
のＶＥＧＦ（血管内皮細胞増殖因子）；ＴＮＦ‐α；白血病抑制因子（ＬＩＦ）；インタ
ーロイキン６（ＩＬ‐６）；レチノイン酸；Ｃ　ＳＤＦ‐１（ストロマ細胞由来因子１）
；ＢＤＮＦ（脳由来神経栄養因子）；ペリオスチン；アンギオテンシンＩＩ；Ｆｌｔ３リ
ガンド；グリア細胞由来神経栄養因子；インスリン様増殖因子結合タンパク質３；インス
リン様増殖因子結合タンパク質５；インターロイキン３；インターロイキン８；ミッドカ
イン；プロゲステロン；プトレシン；幹細胞因子；ＴＧＦα；Ｗｎｔｌ；Ｗｎｔ３ａ；Ｗ
ｎｔ５ａ；カスパーゼ‐４；ケモカインリガンド１；ケモカインリガンド２；ケモカイン
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リガンド５；ケモカインリガンド７；ケモカインリガンド１１；ケモカインリガンド２０
；ハプトグロビン；レクチン；コレステロール２５‐ヒドロキシラーゼ；シンタキシン８
；シンタキシン１１；セルロプラスミン；補体成分１；補体成分３；インテグリンα６；
リソソーム酸性リパーゼ１；β‐２ミクログロブリン；ユビキチン；マクロファージ遊走
阻止因子；コフィリン；シクロフィリンＡ；ＦＫＢＰ１２；ＮＤＰＫ；プロフィリン１；
シスタチンＣ；カルサイクリン；スタニオカルシン１；ＰＧＥ２；ｍｐＣＣＬ２；ＩＤＯ
；ｉＮＯＳ；ＨＬＡ‐Ｇ５；Ｍ‐ＣＳＦ；ＰＩＧＦ；ＭＣＰ‐１；細胞外基質分子；ＣＣ
Ｌ２（ＭＣＰ‐１）；ＣＣＬ３（ＭＩＰ‐１α）；ＣＣＬ４（ＭＩＰ‐１β）；ＣＣＬ５
（ＲＡＮＴＥＳ）；ＣＣＬ７（ＭＣＰ‐３）；ＣＣＬ２０（ＭＩＰ‐３α）；ＣＣＬ２６
（エオタキシン‐３）；ＣＸ３ＣＬ１（フラクタルカイン）；ＣＸＣＬ５（ＥＮＡ‐７８
）；ＣＸＣＬ１１（ｉ‐ＴＡＣ）；ＣＸＣＬ１（ＧＲＯα）；ＣＸＣＬ２（ＧＲＯβ）；
ＣＸＣＬ８（ＩＬ‐８）；ＣＣＬ１０（ＩＰ‐１０）；およびそれらの組合せからなる群
から選択される１以上の心臓形成物質で構成された心臓形成組成物と接触させる、方法。
【請求項２４】
　請求項２３に記載の方法であり、前記心臓形成組成物が、ウシ胎仔血清、ヒト血清、血
小板溶解物、血小板由来増殖因子およびそれらの混合物からなる群から選択される化合物
と、
　－ＴＧＦβ‐１、ＢＭＰ‐４、α‐トロンビン、カルジオトロフィン１およびＩＬ‐６
からなる群から選択される化合物、ならびにカルジオゲノールＣおよびレチノイン酸から
なる群から選択される化合物からなる第１群；
　－ＴＧＦβ‐１、ＢＭＰ‐４、α‐トロンビン、カルジオトロフィン１、ＩＬ‐６：レ
チノイン酸およびカルジオゲノールＣからなる第２群；
　－アクチビン‐Ａ、ＦＧＦ‐２、ＩＬ‐６、ＩＧＦ１およびレチノイン酸からなる第３
群；ならびに
　－ＴＧＦ‐β１、ＴＧＦ‐β２、ＴＮＦ‐α、ＢＭＰ‐１、ＢＭＰ‐２、ＢＭＰ‐４、
ＢＭＰ‐６、ＦＧＦ‐２、ＦＧＦ‐４、ＦＧＦ‐５、ＦＧＦ‐１２、ＦＧＦ‐１３、ＦＧ
Ｆ‐１５、ＦＧＦ‐２０、白血病抑制因子、ＶＥＧＦ‐Ａ、ＶＥＧＦ‐Ｃ、インスリン様
増殖因子１、インターロイキン６（ＩＬ‐６）、アクチビン‐Ａ、α‐トロンビン、レチ
ノイン酸、カルジオトロフィン１、カルジオゲノールＣ、およびそれらの組合せからなる
第４群；
　から選択される化合物とを含有する培地中で希釈される、方法。
【請求項２５】
　請求項２２～２４のいずれか一項に記載の方法であり、活性物質の品質管理基準が、同
一性検査、均質性検査、純度検査およびそれらの組合せからなる群から選択される少なく
とも１つの検査を含む、方法。
【請求項２６】
　請求項２２～２５のいずれか一項に記載の方法であり、心臓組織生成に関与する細胞が
心臓形成細胞である場合に、前記心臓形成細胞の同一性は、Ｎｋｘ２．５、Ｔｂｘ５、Ｍ
ＥＦ２Ｃ、ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６、Ｍｅｓｐ１、ＦＯＧ１、ＦＯＧ２、Ｆｌｋ１および
それらのホモログからなる群から選択される少なくとも１つの遺伝子について観察される
発現レベルの増加に対応する、方法。
【請求項２７】
　請求項２６に記載の方法であり、前記遺伝子発現の増加が、ｑＰＣＲ法により参照と比
較して少なくとも２倍であることが判定され、前記参照が、非心臓形成細胞からなる、方
法。
【請求項２８】
　請求項２２～２７のいずれか一項に記載の方法であり、心臓組織生成に関与する細胞が
心臓形成細胞である場合に、前記心臓形成細胞の同一性は、参照と比較して、Ｎｋｘ２．
５、Ｔｂｘ５、ＭＥＦ２Ｃ、ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６、Ｍｅｓｐ１、ＦＯＧ１、ＦＯＧ２
、Ｆｌｋ１およびそれらのホモログからなる群から選択される少なくとも１つのポリペプ
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チド種の存在が観察され、更にＮｋｘ２．５もしくはＭＥＦ２Ｃまたはその両方が前記心
臓形成細胞の核に移行したことをもって満足されたものと見なされ、前記参照は、非心臓
形成細胞からなる、方法。
【請求項２９】
　請求項２８に記載の方法であり、観察される前記少なくとも１つのポリペプチド種の存
在が、抗Ｎｋｘ２．５、抗Ｔｂｘ５、抗ＭＥＦ２Ｃ、抗ＧＡＴＡ４、抗ＧＡＴＡ６、抗Ｍ
ｅｓｐ１、抗ＦＯＧ１、抗ＦＯＧ２、抗Ｆｌｋ１およびそれらのホモログからなる群から
選択される少なくとも１つの抗体の免疫標識によって示される、方法。
【請求項３０】
　請求項２２～２９のいずれか一項に記載の方法であり、均質性は所与のサンプル中少な
くとも５０％が心臓形成細胞である場合に満足される、方法。
【請求項３１】
　請求項２２～３０のいずれか一項に記載の方法であり、均質性は所与のサンプル中少な
くとも８５％が心臓形成細胞である場合に満足される、方法。
【請求項３２】
　請求項２２～３１のいずれか一項に記載の方法であり、採取した細胞中の間葉系幹細胞
の存在が、ＣＤ１０５、ＣＤ９０、ＣＤ１３３、ＣＤ１０５、ＣＤ１６６、ＣＤ２９およ
びＣＤ４４からなる群から選択される表面マーカーに対する抗体の陽性免疫標識と、ＣＤ
１４、ＣＤ３４およびＣＤ４５からなる群から選択される表面マーカーに対する抗体で検
出可能な免疫標識の欠如とによって示される、方法。
【請求項３３】
　請求項２２～３２のいずれか一項に記載の方法であり、前記純度が、ＣＤ３４、ＦＡＢ
Ｐ４、オステオカルシン、ネスチン、Ｓｏｘ９およびＭＹＨ７遺伝子ならびにそれらのホ
モログの発現レベルの増加が参照と比較して２倍以上になると満足されなくなり、前記参
照は、非心臓形成細胞からなる、方法。
【請求項３４】
　請求項３３に記載の方法であり、前記遺伝子発現の増加はｑＰＣＲ法により参照と比較
して判定され、前記参照は、非心臓形成細胞からなる、方法。
【請求項３５】
　請求項２７、２８、３３または３４に記載の方法であり、前記参照が心臓形成物質の不
存在下で培養された細胞からなる、方法。
【請求項３６】
　請求項２２～３５のいずれか一項に記載の方法であり、培養条件がバイオリアクタを使
用するステップを含み、該バイオリアクタを使用するステップが、前記細胞を粒子上また
は基質上に固定化またはカプセル化するステップと、細胞培養液が該粒子または基質の層
を通過するようにさせるステップとを含む、方法。
【請求項３７】
　請求項１～２１のいずれか一項に記載の医薬組成物の投与キットであり、前記医薬組成
物を収容した容器を備える、キット。
【請求項３８】
　請求項３７に記載のキットであり、前記容器が生体適合性容器であり、該生体適合性容
器が細胞の生存および世界中の輸送を可能にし、医療提供者もしくはスタッフがレシピエ
ントへの送達を行う際の取扱いを容易にすることができる、キット。
【請求項３９】
　請求項３７または３８に記載のキットであり、前記容器は密閉されている、キット。
【請求項４０】
　請求項３７～３９のいずれか一項に記載のキットであり、前記容器が前記賦形剤および
保存条件に適合する、キット。
【請求項４１】
　請求項３７～４０のいずれか一項に記載のキットであり、前記容器が閉止ガラス容器で
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ある、キット。
【請求項４２】
　請求項３７～４１のいずれか一項に記載のキットであり、前記容器が穿刺可能なセプタ
ムキャップを有する、キット。
【請求項４３】
　請求項４２に記載のキットであり、前記穿刺可能なセプタムキャップが、前記容器から
流体を引き出すためのルアー作動バルブを含むバイアルアダプタを受け入れる、キット。
【請求項４４】
　請求項４３に記載のキットであり、前記穿刺可能なセプタムキャップが針を貫通させる
ことができる、キット。
【請求項４５】
　請求項３７～４４に記載のキットであり、前記医薬組成物が、凍結保存に適した密閉容
器に保管される、キット。
【請求項４６】
　請求項３７～４５に記載のキットであり、前記容器内の医薬組成物の有効保存期間が少
なくとも４８時間である、キット。
【請求項４７】
　請求項３７～４６に記載のキットであり、前記容器内の医薬組成物の有効保存期間が少
なくとも７２時間である、キット。
【請求項４８】
　請求項３７～４７に記載のキットであり、少なくとも１つのカテーテルを更に備える、
キット。
【請求項４９】
　請求項３７～４８に記載のキットであり、少なくとも１つのシリンジを更に備える、キ
ット。
【請求項５０】
　虚血性心筋症、急性心筋梗塞、慢性心筋梗塞、非虚血性心不全、虚血性心不全、先天性
心筋症またはそれらの組合せの治療のための請求項１～２０のいずれか一項に記載の医薬
組成物の製造における、心臓組織生成に関与する細胞の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、必要とする個体に医薬組成物を送達することにより心臓病障害または障害の
素因を処置することに関する。特に、本発明は心臓組織生成に関与する細胞と、少なくと
も１つの製薬学的に許容し得る賦形剤とを含む医薬組成物を開示する。この医薬組成物は
、国際的に認知された医薬品製造規格に従って生産される細胞の生存および世界中の場所
への輸送を可能にするとともに、医療従事者によるレシピエントへの送達操作も容易にし
得る容器に収容される。
【背景技術】
【０００２】
　再生細胞療法は、例えば、罹患器官の形態および機能を回復するために、または生理的
修復機序の障害により、組織再構築が必要となるほど器官が損傷する疾患と関連付けられ
る。心臓は末端分化器官である。したがって、心臓発作等で見受けられる心筋細胞の大量
損失は不可逆的損傷を引き起こす故に修復が必要となる。また、心臓病は世界の主要な死
亡原因の１つであり、心臓修復のための細胞療法は、最も重要且つ大きな課題となってい
る。
【０００３】
　従来の細胞療法の臨床経験は成体幹細胞を改変のない状態で送達することに基づく。第
１世代の生物製剤は、容易に利用可能な細胞型として識別される未感作のヒト幹細胞であ
る。特定の個体は未感作のヒト幹細胞の送達によって病状が改善されることが分かってい
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る。ヒトの心臓における未感作細胞の移植分野における最新技術は、とりわけAbdel-Lati
f A. et al. 'Adult bone marrow-derived cells for cardiac repair: a systematic re
view and meta-analysis.' Arch Intern Med. (2007) 167:989-997（非特許文献１）によ
るレビューおよびその引用文献に記載されている。臨床結果の改善を期待して第２世代の
幹細胞治療の概念が生み出された。これは、未感作の幹細胞の心臓生成能力を向上させて
から当該幹細胞を患者に送達するという概念である。
【０００４】
　細胞の心臓生成能力を改善する手法を見出すために、基礎研究では、まずマウス胚性幹
細胞（以下、「ｍＥＳＣ」）を使用して心臓分化に関係する複雑なシグナリング経路の解
読が行われた。この研究が後の心臓形成物質の同定につながった。心臓形成物質は、細胞
と接触することにより該細胞の心臓形成細胞への分化能を向上させる物質である。心臓形
成細胞は中間表現型の細胞である。即ち、この細胞は心臓組織生成に関与するが、完全に
は分化されていない。心臓再生分野における基礎研究の重要なマイルストーンが、以下の
文献に開示されている。
Behfar et al. 'Derivation of a cardiopoietic population from human mesenchymal s
tem yields progeny', Nature Clin. Pract., Cardiovasc. Med. (2006) 3: S78-S82（非
特許文献２）、Behfar et al., 'Cardiopoietic programming of embryonic cells for t
umor-free repairs', J. Exp. Med. (2007) 204: 405-420（非特許文献３）、国際公開第
２００６／０１５１２７号（特許文献１）、米国特許出願公開第２００８／００１９９４
４号（特許文献２）および国際公開第２００９／１５１９０７号（特許文献３）（特許文
献１～３はすべてMayo Foundation for Medical Education and Researchが出願人であり
、Terzic A.およびBehfar A.が発明者である）。
【０００５】
　上記の著者、出願人および発明者らは、ｍＥＳＣを、いわゆる心臓形成物質の「カクテ
ル」、即ち溶液に溶けた心臓形成因子を含有する組成物と接触させて培養すれば、ｍＥＳ
Ｃが心臓組織生成に関与する細胞への分化を開始することができることを示した。国際公
開第２００６／０１５１２７号に開示されているように、ｍＥＳＣ由来の心臓形成細胞を
慢性的に梗塞させたネズミ心臓に送達すると心臓修復が達成される可能性がある。したが
って、心臓組織再生におけるｍＥＳＣ由来の心臓形成細胞の有用性が認められるようにな
った。しかしながら、これらの基礎的な研究結果を治療的用途に転用するにあたっては、
ＥＳＣに関連する腫瘍化の危険性により安全性の問題が生じる。更に、これらの実験は、
実験室環境でマウスを用いて行われたものでありｍＥＳＣ由来の心臓形成細胞は、細胞物
から採取され、実験用チューブ内の培地に懸濁され、同施設内で直ちに使用されていた。
【０００６】
　成体幹細胞治療は腫瘍化の危険性がないと考えられている。非特許文献２には、腫瘍化
の危険性についての報告のない、心臓形成細胞への誘導に適した幹細胞源の同定が開示さ
れている。特許文献２には、間葉系幹細胞から得られる心臓形成細胞が記載されている。
【０００７】
　上記の著者、出願人および発明者らは、ヒト成人間葉系幹細胞の心臓形成細胞への分化
が心臓形成因子のカクテルを使用して達成され得ることも開示している（特許文献３）。
【０００８】
　ヒトの心臓における細胞移植の分野の従来技術は、とりわけ非特許文献１によるレビュ
ーおよびその引用文献に記載されている。Behfar et al. 'Guided stem cell cardiopoie
tic: Discovery and translation' J. Mol. and Cell. Cardiology (2008) 45: 523-529
（非特許文献４）による別のレビューでは、心臓形成細胞を心臓再生に使用する概念も論
じられている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】国際公開第２００６／０１５１２７号パンフレット
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【特許文献２】米国特許出願公開第２００８／００１９９４４号明細書
【特許文献３】国際公開第２００９／１５１９０７号パンフレット
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Abdel-Latif A. et al. 'Adult bone marrow-derived cells for cardi
ac repair: a systematic review and meta-analysis.' Arch Intern Med. (2007) 167:9
89-997
【非特許文献２】Behfar et al. 'Derivation of a cardiopoietic population from hum
an mesenchymal stem yields progeny', Nature Clin. Pract., Cardiovasc. Med. (2006
) 3: S78-S82
【非特許文献３】Behfar et al., 'Cardiopoietic programming of embryonic cells for
 tumor-free repairs', J. Exp. Med. (2007) 204: 405-420
【非特許文献４】Behfar et al. 'Guided stem cell cardiopoietic: Discovery and tra
nslation' J. Mol. and Cell. Cardiology (2008) 45: 523-529
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　実験室から臨床への移行は、通常、製薬産業にとっての大きな課題である。本発明にお
いては、心臓組織生成に関与する細胞の生物学的特徴の故に、また該当する人物が製造施
設の敷地付近にいない場合も細胞が送達されるまでこれらの特徴を維持する絶対的な必要
性があることから、特に、この課題の克服が困難となっている。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明は、心臓組織生成に関与する細胞と少なくとも１つの製薬学的に許容し得る賦形
剤とを含む医薬組成物を、国際的に認知された医薬品製造規格に従って工業的に生産する
方法、ならびに心臓組織生成に関与する細胞の特徴、それらの細胞の生存および世界中の
場所への輸送、医療従事者によるレシピエントへの送達操作の利便性等を維持しながら様
々な用途に対応する細胞の保存および包装方法を開示することにより、上記の課題を解決
するものである。
【００１３】
（定義）
　以下、本明細書に記載した用語において、括弧内の用語は別段の定めがない限り、以下
の定義を有するものとする。
【００１４】
　「ＢＭＭＳＣ」とは、骨髄間葉系幹細胞を意味する。「ｈＢＭＭＳＣ」とは、ヒト起源
のＢＭＭＳＣを意味する。
【００１５】
　「心臓形成細胞」は、中間表現型細胞である。即ち、心臓組織生成に関与するが、完全
には分化されていない。心臓形成細胞は、Ｎｋｘ２．５およびＭＥＦ２Ｃの核移行ならび
に筋節タンパク質の欠如によって特徴づけられる（非特許文献２参照）。心臓形成細胞は
増殖能を保持する。心臓形成細胞は、例えばヒト成人間葉系幹細胞、ヒト胚性幹細胞（生
産によりヒト胚破壊が生起しないことを条件とする）、胚様幹細胞、人工多能性幹細胞、
または他の任意の適した起源等の幹細胞から誘導することができる。
【００１６】
　「心臓形成カクテル」または「カクテル」とは、少なくとも２種の心臓形成物質を含有
する組成物を意味する。
【００１７】
　「心臓形成物質」は、細胞と接触することにより該細胞の心臓形成細胞への分化能を向
上させる物質である。
【００１８】
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　「合流点」とは、細胞が一定の容量内で最大量まで増殖した状態を意味する。この時点
で他の細胞と接触しても、細胞の増殖は阻害される。
【００１９】
　「有効量」とは、医薬組成物の、所望の治療的もしくは生理的効果または結果を得るの
に十分な量を意味する。かかる効果または結果としては、心臓組織の修復、維持、再生、
強化または心臓機能の改善が挙げられる。望ましい治療的効果と共に望ましくない効果が
生じることもある。それ故、実施者は、潜在的な利点と危険性のバランスをとりながら、
適切な「有効量」を決定する。この量は被験者によって異なる可能性があり、例えば被験
者の年齢、全身状態、遺伝的・後天的変異性や投与様式等によって異なる可能性がある。
したがって、正確な「有効量」が特定できない可能性もある。しかしながら、個々の症例
の適切な「有効量」であれば、当業者なら医薬組成物の投与工程の前に、またはその途中
で、例えば医薬組成物の送達中に望ましくない効果が生じない範囲で許容される最大量を
送達することにより、有効量を決定することができるであろう。
【００２０】
　「賦形剤」とは、薬物の活性成分の担体として使用される不活性物質である。多くの場
合、「活性」物質は人体への投与および人体による吸収が容易に実現できない可能性があ
る。そのような場合は、当該物質は、賦形剤に溶解するか、賦形剤と混合してもよい。賦
形剤は、それ自体の単回服薬の使用だけでなく、製造プロセスにおける関係活性成分の取
扱いを容易にするために使用してもよい。投与経路および剤形に応じて、様々な賦形剤が
使用可能である。活性成分を安定化させるために、賦形剤を添加して活性成分が「活性な
」状態を維持するとともに、同様に重要なこととして、当該製品がそれ自体の有効保存期
間により、他の製品に対する競争力を獲得するのに十分長い期間にわたって安定な状態を
維持することも保証する。
【００２１】
　「増殖能」とは、本明細書の範囲では細胞数の増加を意味する。
【００２２】
　本明細書の範囲では、「生存率」とは、トリパンブルー色素を取り込まないことにより
細胞膜の完全性を証明する細胞の特徴を意味する。
【００２３】
　「被験者」、「レシピエント」および「患者」という用語は、本明細書では相互に置き
換え可能に使用し、特に明記しない限り本明細書に開示する医薬組成物を用いた心臓病ま
たは心臓障害の治療を必要とするヒトまたは哺乳類を指すものとする。ここで言う被験者
には、そのような心臓病または心臓障害の危険性があるヒトまたは哺乳類も含まれる。
【００２４】
　本明細書で使用する単数形の「a」、「an」および「the」は文脈上明らかに矛盾しない
限り複数形の場合も含むものとする。したがって、例えば「a stem cell」という記載は
単一の細胞だけでなく２つ以上の細胞が存在する場合も含み、「an agent」または「a re
agent」という記載は単一の作用物質または試薬だけでなく２つ以上の作用物質または試
薬が存在する場合も含み、「the invention」または「an invention」という記載は発明
の１つまたは複数の態様を含み、以下同様に単数形の表現は複数形の表現も含むものとす
る。
【００２５】
　別段の定めがない限り、本明細書で使用するすべての科学技術用語は、当業者が一般に
理解するところと同じ意味を有するものとする。本発明の実施または試験においては本明
細書に記載したのと同様の、または対応する方法および材料を使用することができるが、
以下では適切な方法および材料について説明する。
【００２６】
　以下の詳細な説明には、添付の特許請求の範囲に記載した各請求項の主題の完全な理解
が得られるように、様々な詳細を記載した。しかしながら、各請求項の主題はこれらの具
体的な詳細が与えられなくても実施可能であることは、当業者には理解されるであろう。



(10) JP 6029468 B2 2016.11.24

10

20

30

40

50

一方、本発明の主題が不明瞭になるのを避けるため、周知の方法、手順、構成要素等につ
いては説明を省略した。
【００２７】
　本発明は、心臓組織生成に関与する細胞と、少なくとも１つの製薬学的に許容し得る賦
形剤とを含む医薬組成物に関するものである。心臓組織生成に関与する細胞は、国際的に
認知された医薬品製造規格に従って生産されることが好ましい。最も好ましくは、製薬学
的に許容し得る賦形剤は保存溶液である。保存溶液は、－１９６℃～０℃の温度における
凍結保存を可能にする保存溶液および０℃～＋４０℃の温度における保存を可能にする保
存溶液を含む群から選択されることが好ましい。保存溶液は、イオン、ｐＨ緩衝液、非透
過物、コロイドおよび代謝物質、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、グリセロール、ス
クロース、血清アルブミン、トレハロース、またはこれらの任意の組合せを含み得る保存
溶液であることが好ましい。イオンは、Ｎａ＋、Ｋ＋、Ｃａ２＋、Ｍｇ２＋、Ｃｌ－、お
よびこれらのイオンの組合せからなる群から選択されることが好ましい。ｐＨ緩衝液は、
Ｈ２ＰＯ４

－、ＨＣＯ３
－、４‐（２‐ヒドロキシエチル）‐１‐ピペラジンエタンスル

ホン酸（ＨＥＰＥＳ）、およびこれらの混合物からなる群から選択されることが好ましい
。非透過物は、ラクトビオネート、スクロース、マンニトール、グルコース、およびこれ
らの組合せからなる群から選択されることが好ましい。コロイドはデキストラン４０であ
ることが好ましい。代謝物質は、アデノシン、グルタチオン、およびこれらの組合せから
なる群から選択されることが好ましい。少なくとも１つの製薬学的に許容し得る賦形剤は
、更に増殖因子、サイトカイン、器官形成シグナリングに関係するタンパク質、医薬、血
小板溶解物、血清、同位体、細胞の生体内（ｉｎ　ｖｉｖｏ）追跡手段、希釈剤、潤滑剤
、基質または骨格材料、およびこれらの組合せからなる群から選択される少なくとも１つ
の成分を含むことが好ましい。
【００２８】
　好ましくは、心臓組織生成に関与する細胞は、幹細胞とすることも、幹細胞から誘導さ
れる心臓組織生成に関与する細胞とすることもできる。幹細胞は、成体幹細胞、胚性幹細
胞、人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞、ＭＩＡＭＩ細胞（多系統誘導性細胞（Marrow-Isolate
d Adult Multilineage Inducible cells））、常在性心臓幹細胞（resident cardiac ste
m cell）、植物幹細胞、またはこれらの任意の組合せからなる群から選択されることが好
ましい。幹細胞は、骨髄、脂肪組織、臍帯血、羊水、月経液、血液からなる群から選択さ
れる適切な組織源から採取される間葉系幹細胞であることが好ましい。心臓組織生成に関
与する細胞は、哺乳類細胞であることが好ましい。哺乳類細胞は、ヒト、ネコ、イヌ、ブ
タ、ウマ、マウス、ラット、ハムスターおよび他の哺乳類からなる群から選択されること
が好ましい。前記細胞は、自己細胞、同種異系細胞、異種細胞、またはこれらの任意の組
合せであることが好ましい。
【００２９】
　心臓組織生成に関与する細胞は、心臓形成細胞であることが好ましい。好ましくは、心
臓形成細胞は、例えばヒト成人間葉系幹細胞、ヒト胚性幹細胞（生産によりヒト胚破壊が
生起しないことを条件とする）、胚様幹細胞、人工多能性幹細胞、常在性心臓幹細胞もし
くは他の任意の適した起源、またはこれらの組合せを含む幹細胞から誘導することができ
る。
【００３０】
　本発明の医薬組成物は、心臓筋細胞、造血細胞、血管内皮前駆細胞、脂肪芽細胞、脂肪
細胞、軟骨芽細胞、軟骨細胞、骨芽細胞、骨細胞、神経芽細胞および神経細胞を含む（た
だしこれらに限定されない）非心臓形成細胞を、検出可能なレベルで有しないことが好ま
しい。非心臓形成細胞の合計含有量は総細胞数の０％～５０％、特に総細胞数の０％～１
５％であることが好ましい。非心臓形成細胞の各種含有量は、それぞれ総細胞数の０％～
５０％、特に総細胞数の０％～１５％であることが好ましい。
【００３１】
　本発明はまた、虚血性心筋症、急性心筋梗塞、慢性心筋梗塞、非虚血性心不全、虚血性
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心不全、先天性心筋症、またはこれらの組合せの治療に使用するための医薬組成物にも関
する。
【００３２】
　本発明はまた、医薬組成物の製造方法にも関する。この方法は、心臓組織生成に関与す
る細胞源となり得る細胞を取得する工程と；前記細胞を、心臓組織生成に関与する細胞の
取得が可能となる条件下で培養する工程と；前記関与細胞を採取する工程と；前記関与細
胞に少なくとも１つの製薬学的に許容し得る賦形剤を添加する工程とを備える。
【００３３】
　本発明の方法は、本発明の方法は国際的に認知された医薬品製造企画に従って実施され
、本方法の任意の工程において品質管理操作を実施するために、サンプルを採取する工程
を含む。最も好ましくは、本発明の方法は、国際的に認知された医薬品製造規格に従って
実行され、活性物質の品質管理を実施するために、細胞培養の最終段階でサンプルを採取
する工程を含む。
【００３４】
　活性物質の品質管理基準は、同一性試験、均質性試験、純度試験、およびこれらの組合
せからなる群から選択される少なくとも１つの試験を含むことが好ましい。心臓組織生成
に関与する細胞が心臓形成細胞である場合に、心臓形成細胞の同一性は、Ｎｋｘ２．５、
Ｔｂｘ５、ＭＥＦ２Ｃ、ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６、Ｍｅｓｐ１、ＦＯＧ１、ＦＯＧ２、Ｆ
ｌｋ１、およびこれらのホモログからなる群から選択される少なくとも１つの遺伝子につ
いて観察される、発現レベルの増加に対応することが好ましい。遺伝子発現の増加は、ｑ
ＰＣＲ法により基準と比較して少なくとも２倍であることが判定されることが好ましい。
心臓組織生成に関与する細胞が心臓形成細胞である場合に、心臓形成細胞の同一性は、基
準と比較して、Ｎｋｘ２．５、Ｔｂｘ５、ＭＥＦ２Ｃ、ＧＡＴＡ４、ＧＡＴＡ６、Ｍｅｓ
ｐ１、ＦＯＧ１、ＦＯＧ２、Ｆｌｋ１およびそれらのホモログからなる群から選択される
少なくとも１つのポリペプチド種の存在が観察され、更にＮｋｘ２．５もしくはＭＥＦ２
Ｃまたはその両方が前記心臓形成細胞の核に移行したことをもって満足されたものとみな
されることが好ましい。観察される少なくとも１つのポリペプチド種の存在は、抗Ｎｋｘ
２．５抗体、抗Ｔｂｘ５抗体、抗ＭＥＦ２Ｃ抗体、抗ＧＡＴＡ４抗体、抗ＧＡＴＡ６抗体
、抗Ｍｅｓｐ１抗体、抗ＦＯＧ１抗体、抗ＦＯＧ２抗体、抗Ｆｌｋ１抗体、およびそれら
の相同物からなる群から選択される少なくとも１つの抗体を用いた免疫標識によって示さ
れることが好ましい。均質性は、所与のサンプル中少なくとも５０％が心臓形成細胞であ
る場合に満足されることが好ましい。均質性は、所与のサンプル中少なくとも５０％、特
に少なくとも８５％が心臓形成細胞である場合に満足されることが好ましい。採取した細
胞中の間葉系幹細胞の存在は、ＣＤ１０５、ＣＤ９０、ＣＤ１３３、ＣＤ１０５、ＣＤ１
６６、ＣＤ２９およびＣＤ４４からなる群から選択される表面マーカーに対する抗体の陽
性免疫標識と、ＣＤ１４、ＣＤ３４およびＣＤ４５からなる群から選択される表面マーカ
ーに対する抗体で検出可能な免疫標識の欠如とによって示されることが好ましい。純度は
、ＣＤ３４、ＦＡＢＰ４、オステオカルシン、ネスチン、Ｓｏｘ９およびＭＹＨ７遺伝子
ならびにそれらのホモログの発現レベルの増加が、基準と比較して２倍以上になると満足
されなくなることが好ましい。遺伝子発現の増加は、ｑＰＣＲ法により基準と比較して判
定することが好ましい。純度は、心筋細胞、造血細胞、血管内皮前駆細胞、脂肪芽細胞、
脂肪細胞、軟骨芽細胞、軟骨細胞、骨芽細胞骨細胞、神経芽細胞および神経細胞を含む（
ただしこれらに限定されない）非心臓形成細胞の数（免疫標識で示される）が増加すると
満足されなくなることが好ましい。参照は、非心臓形成細胞からなることが好ましい。参
照は、心臓形成物質の不存在下で培養された細胞からなることが好ましい。培養条件は、
バイオリアクタを使用する工程を含み、該バイオリアクタを使用する工程は、前記細胞を
粒子上または基質上に固定化またはカプセル化する工程と、細胞培養基が該粒子または基
質の層を通過するようにさせる工程とを含むことが好ましい。
【００３５】
　本発明はまた、心臓病障害または障害の素因の処置方法にも関する。本方法では、上記
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の医薬組成物が個体に有効量だけ送達される。個体は、心臓血管系の機能不全を示す個体
であることが好ましい。個体は、虚血性心筋症、心筋梗塞、虚血性心不全もしくは非虚血
性心不全、先天性心筋症、またはこれらの組合せに罹患した個体であることが好ましい。
【００３６】
　医薬組成物は、心筋内投与、心臓内投与、冠動脈内投与、筋肉内投与、皮下投与、腹腔
内投与、子宮内投与、非経口投与または全身投与からなる群から選択される投与経路を使
用して送達されることが好ましい。前記医薬組成物は、カテーテルもしくはシリンジ、ま
たはこれらの組合せを使用して心筋内注射されることが好ましい。
【００３７】
　心臓組織生成に関与する細胞の由来源となり得る細胞は、以下の物質からなる群から選
択可能な少なくとも１つの心臓形成物質と接触させることができる：ＴＧＦ‐β１、ＴＧ
Ｆ‐β２、ＴＮＦ‐α、ＢＭＰ‐１、ＢＭＰ‐２、ＢＭＰ‐４、ＢＭＰ‐６、ＦＧＦ‐２
、ＦＧＦ‐４、ＦＧＦ‐５、ＦＧＦ‐１２、ＦＧＦ‐１３、ＦＧＦ‐１５、ＦＧＦ‐２０
、白血病抑制因子（ＬＩＦ）、ＶＥＧＦ‐Ａ、ＶＥＧＦ‐Ｃ、インスリン様増殖因子１（
ＩＧＦ‐１）、インターロイキン６（ＩＬ‐６）、アクチビン‐Ａ、α‐トロンビン、レ
チノイン酸、カルジオトロフィン１、カルジオゲノールＣ、およびこれらの組合せ。
【００３８】
　多種多様な心臓形成カクテルが使用可能である。以下のリストは限定的なものではない
が、例えば、ある実施形態においては、ＴＧＦβ‐１、ＢＭＰ４、α‐トロンビン、カル
ジオトロフィン、およびＩＬ‐６からなる群から選択される化合物と、カルジオゲノール
Ｃ、およびレチノイン酸からなる群から選択される化合物とを含む心臓形成物質カクテル
を使用することができる。他のカクテルは、ＴＧＦβ‐１、ＢＭＰ４、α‐トロンビン、
カルジオトロフィン、およびカルジオゲノールＣを含むことができる。また、他のカクテ
ルは、ＦＧＦ‐２、ＩＧＦ‐１、アクチビン‐Ａ、ＴＮＦ‐α、ＦＧＦ‐４、ＬＩＦ、Ｖ
ＥＧＦ‐Ａ、およびそれらの組合せからなる群から選択される少なくとも１つの化合物を
含むことができる。これらのカクテルは、ＦＧＦ‐２、ＩＧＦ１、およびアクチビン‐Ａ
を含んでもよい。他の好ましいカクテルは、アクチビン‐Ａ、ＦＧＦ‐２、ＩＬ‐６、Ｉ
ＧＦ‐１、およびレチノイン酸を含む。他のカクテルは、ＴＮＦ‐α、ＦＧＦ‐４、ＬＩ
ＦおよびＶＥＧＦ‐Ａからなる群から選択される少なくとも１つの化合物を欠いていても
よい。
【００３９】
　下記の化合物のうちの１つがカクテル中に存在する場合は、それぞれ下記の量を使用す
ることができる：ＴＧＦβ‐１：１ｍｌ当たり１～５ｎｇ、ＢＭＰ４：１ｍｌ当たり１～
１０ｎｇ、カルジオトロフィン：１ｍｌ当たり０．５～５ｎｇ、α‐トロンビン：１ｍｌ
当たり０．５～５単位、カルジオゲノールＣ：５０～５００ｎＭ、ＦＧＦ‐２：１ｍｌ当
たり１～１０ｎｇ、ＩＧＦ１：１ｍｌ当たり１０～１００ｎｇ、アクチビン‐Ａ：１ｍｌ
当たり１～５０ｎｇ、ＴＮＦ‐α：１ｍｌ当たり１～５０ｎｇ、ＦＧＦ‐４：１ｍｌ当た
り１～２０ｎｇ、ＩＬ‐６：１ｍｌ当たり１０～１００ｎｇ、ＬＩＦ：１ｍｌ当たり１～
１０単位、ＶＥＧＦ‐Ａ：１ｍｌ当たり１～５０ｎｇ、レチノイン酸：１ｍｌ当たり０．
１～１．０μＭ。
【００４０】
　あるカクテルタイプは、組換えＴＧＦβ‐１（２．５ｎｇ／ｍｌ）、ＢＭＰ４（５ｎｇ
／ｍｌ）、カルジオトロフィン（１ｎｇ／ｍｌ）、カルジオゲノールＣ（１００ｎＭ）を
含み、これらを組み合わせて使用する。特に好ましいカクテルは、上記化合物に加えて、
α‐トロンビン（１Ｕ／ｍｌ）、ＦＧＦ‐２（１０ｎｇ／ｍｌ）、ＩＧＦ‐１（５０ｎｇ
／ｍｌ）およびアクチビン‐Ａ（５ｎｇ／ｍｌ）を含む。
【００４１】
　他の好ましいカクテルは、組換えＴＧＦβ‐１（２．５ｎｇ／ｍｌ）、ＢＭＰ４（５ｎ
ｇ／ｍｌ）、アクチビン‐Ａ（５ｎｇ／ｍｌ）、ＦＧＦ‐２（１０ｎｇ／ｍｌ）、ＩＬ‐
６（１００ｎｇ／ｍｌ）、因子ＩＩａ（ｈα‐トロンビン、１Ｕ／ｍｌ）、ＩＧＦ１（５
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０ｎｇ／ｍｌ）およびレチノイン酸（１μＭ）を含み、これらを組み合わせて使用する。
【００４２】
　上記カクテルは、ウシ胎仔血清、ヒト血清、血小板溶解物、血小板由来増殖因子、およ
びこれらの混合物からなる群から選択される化合物と、選択された化合物とを含有する培
地中で希釈することができる。
【００４３】
　本発明はまた、医薬組成物の投与キットであり、前記医薬組成物を収容した容器を備え
るキットにも関する。容器は生体適合性容器であり、該生体適合性容器は、細胞の生存お
よび世界中の輸送を可能にし、医療従事者がレシピエントへの送達を行う際の取扱いを容
易にすることができることが好ましい。容器は密閉されることが好ましい。容器は、賦形
剤および保存条件に適合することが好ましい。容器は、密閉ガラス容器であることが好ま
しい。容器は、穿刺可能なセプタムキャップを有することが好ましい。穿刺可能なセプタ
ムキャップは、容器から流体を引き出すためのルアー作動バルブを含むバイアルアダプタ
を装着可能であることが好ましい。穿刺可能なセプタムキャップは、針を貫通させること
ができることが好ましい。医薬組成物は、凍結保存に適した密閉容器に保管されることが
好ましい。容器内の医薬組成物の有効保存期間は、少なくとも４８時間、特に少なくとも
７２時間であることが好ましい。前記キットは、少なくとも１つのカテーテルを更に備え
ることが好ましい。前記キットは、少なくとも１つのシリンジを備えることが好ましい。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
【図１】対照群（ｎ＝８）と治療群（ｎ＝９）に無作為に割り当てた被験者について測定
した、左室（ＬＶ）拡張末期容積（ＬＶＥＤＶ；パネルＡ）、ＬＶ収縮末期容積（ＬＶＥ
ＳＶ；パネルＢ）およびＬＶ駆出分画率（ＬＶＥＦ；パネルＣ）のベースラインにおける
測定結果とその６ヶ月後の測定結果とを示すグラフである。結果はベースラインに対して
正規化した。
【発明を実施するための形態】
【実施例】
【００４５】
　製造の開始：
　患者の腸骨稜から採取した最低品質基準を満足するヒト骨髄サンプルを、３７℃／５％
　ＣＯ２インキュベータ中の１７５ｃｍ２フラスコ内で培養し、ＢＭＭＳＣを純化する。
最低品質基準には、ドナーの陰性血清検査（少なくともＨＩＶ１／２、梅毒、ＨＢＶ、Ｈ
ＣＶ）、採取場所と製造場所の間の骨髄輸送温度管理、総体積、血栓の存在および体積の
記録ならびに細菌汚染がないことの記録が含まれる。２４時間後にフラスコから骨髄およ
び細胞残屑を慎重に取り除く。付着したＢＭＭＳＣをリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で洗浄
し、培地を加えて培養を再開し、４～６日ごとに培地を取り替えながら初代継代Ｐ０まで
培養を続ける。
【００４６】
　Ｐ０（コロニーから細胞層への初期増殖）：
　初代継代（Ｐ０）を行ってコロニーを解離させ、これらを増殖させて単分子層を形成さ
せる。細胞を１７５ｃｍ２フラスコに１対１の割合で播種し、最長６日間増殖させ、単分
子層を形成させる。次の継代タイミングは、合流点によって決定する。この工程は、ＢＭ
ＭＳＣが検出可能なコロニーの不存在下でも自発的に単分子層を形成する場合は省略する
ことができる。この工程は、同様の継代に「Ｐ０」＋順序を示す文字を継代番号として付
けながら、少なくとも５０×１０６個の細胞が得られるまで続ける。播種時の細胞密度や
合流点を起点とする各継代の細胞密度等のパラメータを定義する。ある継代で得られる細
胞の数により、収率の最適化および接触阻害の回避に有効な、播種で使用すべき容器サイ
ズを決定する。Ｐ０フェーズの工程内管理試験は、細胞数およびパーセント生存率を含む
。
【００４７】
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　Ｐ１（心臓形成カクテル処置の開始）：
　細胞を培地および心臓形成カクテル中で５日間培養する。心臓形成カクテルとしては、
例えば特許文献１、特許文献２、非特許文献２等に記載されているカクテルを使用するこ
とができる。
【００４８】
　Ｐ２（心臓形成カクテル処置の終了）：
　心臓形成カクテルを含有する培地を廃棄する。培養物は、この時点で心臓形成細胞を含
有する。培養物を継代し、新しい容器に播種する。新しい容器の培地は、必要に応じて追
加的な増殖フェーズを許容するものとする。
【００４９】
　Ｐ３（増殖および採取）：
　これ以降の継代には「Ｐ３」＋順序を示す文字を継代番号として付ける。細胞の継代は
最適な合流点に達したときに行い、６００×１０６～１２００×１０６個の細胞が得られ
るまで繰り返す。この基準が満足されたときに細胞を採取する。この工程は、最終的なト
リプシン処理工程と、その後に続く遠心分離による洗浄および濃縮工程とを含む。最終洗
浄は、細胞保存溶液中で行う。好適には、利用する保存溶液は器官および生物組織保存用
の標準的な水性冷蔵保存液、例えばBioLifeSolutions社（ワシントン州ボセル）のHypoTh
ermosol-FRS（登録商標）と同様であってよい。
【００５０】
　次いで、細胞濃縮物を生体適合性容器（本例ではＴｙｐｅＩ（Ｐｈ．Ｅｕｒ．）のガラ
ス瓶）に移し、この容器に保存溶液を総体積１０ｍｌ、細胞濃度が６０×１０６～１２０
×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍｌに達するまで加える。これにより本発明の医薬組成物の製造が
完了する。
【００５１】
　医薬組成物の出荷基準は、典型的には細胞の同一性、均質性および純度と、偶発的な汚
染がないこと（無菌状態であること、エンドトキシンが低レベルであること、その工程に
よってマイコプラズマが付加されないこと）を保証する、製造パラメータとの組合せを含
む。
【００５２】
　本発明の範囲から逸脱しない限り、心臓形成物質を使用しない心臓形成細胞の他の生産
方法も考案され得ることに留意されたい。
【００５３】
　本例では、保存培地をBioLifeSolutions社（ワシントン州ボセル）のHypoThermosol-FR
S（登録商標）とする。HypoThermosol-FRSは、イオン（Ｎａ＋：１００ｍＭ、Ｋ＋：４２
．５ｍＭ、Ｃａ２＋：０．０５ｍＭ、Ｍｇ２＋：５ｍＭ、Ｃｌ－：１７．１ｍＭ）と、ｐ
Ｈ緩衝液（Ｈ２ＰＯ４

－：１０ｍＭ、ＨＣＯ３
－：５ｍＭ、ＨＥＰＥＳ：２５ｍＭ）と、

細胞膨張を抑制する非透過物（ラクトビオネート：１００ｍＭ、スクロース：２０ｍＭ、
マンニトール：２０ｍＭ）と、コロイド（デキストラン４０：６％）と、代謝物質（グル
コース：５ｍＭ、アデノシン：２ｍＭ、グルタチオン：３ｍＭ）とを含有する。
【００５４】
　本発明によれば、医薬組成物の保存は、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）中の凍結保
存によって実施してもよい。これにより、有効保存期間を更に長くする（１週間以上にな
る）利点がもたらされる。ただし、輸送温度を適切に制御したドライアイス輸送であるこ
とを条件とする。
【００５５】
　賦形剤がHypoThermosol-FRSである本発明の医薬組成物の実施形態によれば、容器内の
医薬品の有効保存期間は少なくとも７２時間である。特筆すべきこととして、総細胞数１
２００×１０６の細胞体積は約８ミリリットル、心筋内注射にとって望ましい最大体積は
約１０ミリリットルである。つまり、HypoThermosol-FRSの方が細胞体積よりも量が少な
くなるが、これらの量の差は僅か数ミリリットルの範囲に収まることになる。
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　驚くべきことに、これほど少ない量のHypoThermosol-FRSであっても医薬組成物にとっ
て非常に重要な７２時間という有効保存期間が十分維持されることが分かった。これによ
り、すべての出荷基準が満足されることを保証し、医薬組成物を世界中のあらゆる場所に
出荷し、レシピエントに送達するのに十分な時間が与えられることになる。
【００５７】
　医薬組成物の出荷基準（同一性）：
　心臓形成細胞は、陽性発現によって同定され、該当する場合は、Ｎｋｘ２．５、ＭＥＦ
２ＣおよびＧＡＴＡ‐４を含めた初期心臓分化に関するいくつかのマーカーの核移行によ
って同定される。医薬組成物に含有される心臓形成細胞の同一性は、リアルタイム定量Ｒ
Ｔ‐ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）で測定した結果、ＭＥＦ２Ｃおよび／またはＴｂｘ５の発現レベ
ルが参照基準と比較して少なくとも２倍増加し、且つそのような発現レベルが有効保存期
間にわたって維持されることにより肯定される。
【００５８】
　この好ましい実施形態において、以下の表１、表２および表３は、初期心臓分化マーカ
ーの発現が、医薬組成物をその最終的な容器に保管してから１４日間維持されたこと、な
らびに、かかる細胞の生存率および増殖が少なくとも５日間維持されたことを示している
。このことは、本明細書に記載の製造方法によって実現される固有の能力により、心臓形
成物質に曝露した細胞の同一性を確保し、それらの所期の用途に適した状態に維持するこ
とが可能となることを証明している。
【００５９】

【表１】

 
【００６０】

【表２】

 
【００６１】
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【表３】

 
【００６２】
　表４および表５は、更に、本発明の医薬組成物が単独で規定される細胞濃度収率に限定
されないことを示している。更に言えば、細胞生存率および増殖能を様々な細胞濃度にお
いて維持することが本明細書に記載した医薬組成物の顕著な特徴である。
【００６３】

【表４】

 
【００６４】

【表５】

 
【００６５】
　医薬組成物の放出基準（均質性）：
　この好ましい実施形態において説明する本発明の医薬組成物中に含まれる心臓形成細胞
の割合を決定するために、細胞のアリコートに対し、ＭＥＦ２ＣおよびＣＤ１０５に対す
る抗体を用いて二重免疫標識を行った後、ＤＡＰＩを使用して核染色を行う。この目的は
、ＤＡＰＩ染色した核の数によって与えられるカウント細胞総数により、心臓形成細胞（
ＭＥＦ２Ｃの核染色）と間葉系幹細胞（ＣＤ１０５陽性）の割合を判定することにある。
ｑＰＣＲによる同一性試験を通過した患者由来心臓形成細胞の分析（ＭＥＦ２Ｃ：２．８
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±０．６倍の増加、Ｔｂｘ５：２．２±０．６倍の増加）から、９６±２％の細胞が心臓
形成細胞であることが示された。また、カウントした１００％の細胞がＣＤ１０５陽性で
あった。ＣＤ３４の発現レベルの増加が見られないこと、造血細胞および血管内皮前駆細
胞（「純度」の段落参照）のマーカーが確認されないことを考え合わせると、１００％の
細胞が間葉系幹細胞であること、または間葉系幹細胞から誘導されたものであることを示
している。
【００６６】
　医薬組成物の放出基準（純度）：
　本発明の好ましい実施形態に従って実施される純度試験の目的は、心臓形成細胞および
ＢＭＭＳＣと異なる細胞タイプが、医薬組成物中に存在しないことを判定することにある
。純度基準に対応するための選択法はｑＰＣＲである。純度試験のｑＰＣＲ法を開発する
際に採用したアプローチは、適切なマーカーの同定、特異的なプライマーおよびプローブ
セットの設計、増幅曲線および溶融ピークの分析、並びに市販の陽性対照ＲＮＡの同定等
である。通常、いずれも骨髄中に存在する血液生成表現型および内皮原種表現型の欠如は
、医薬組成物中に検出可能なレベルのＣＤ３４発現細胞が存在しないことにより判定され
る。医薬組成物中の脂肪芽細胞、軟骨芽細胞、骨芽細胞または神経芽細胞の欠如は、それ
ぞれ検出可能なレベルのＦＡＢＰ４発現細胞、Ｓｏｘ９発現細胞、オステオカルシン発現
細胞およびネスチン発現細胞が存在しないことにより判定される。成熟心筋細胞の除去は
、医薬組成物中に検出可能なレベルのＭＹＨ７発現細胞が存在しないことにより評価され
る。
【００６７】
　本明細書に記載する本発明の医薬組成物の好ましい実施形態を、虚血性心不全を有する
ヒトにおいて、有効量である１２００×１０６個の細胞を、専用のカテーテルを使用して
生存可能でない心筋の境界域に心内膜注射したところ満足な結果が得られた。
【００６８】
　本発明に係る心臓形成細胞を含有する医薬組成物の実現可能性、安全性および有効性は
、前向き、無作為、非盲検、逐次並行２群間比較、多施設共同臨床試験にて評価した。
【００６９】
　虚血性心筋症に続発する慢性心不全を呈する被験者を、対照群または治療群に無作為に
割り当てた。対照群は、適切な標準治療を受けた。治療群は適切な標準治療に加えて、心
臓形成細胞を含有する医薬組成物の投与を受けた。
【００７０】
　心臓形成細胞を含有する医薬組成物を、MyoStar（登録商標）インジェクションカテー
テル（Biologics Delivery Systems社（米国カリフォルニア州））を使用して梗塞領域の
境界域に心内膜注射した。この梗塞領域を取り囲む、最大２０箇所の梗塞部位に最大１．
２×１０９個の細胞を単回注射手順にて注射した。
【００７１】
　この試験に参加した１７人の被験者（治療群：９人、対照群：８人）につき、左室（Ｌ
Ｖ）機能の２次元心エコー評価を、ベースラインとその６か月後の２回にわたって実施し
た。心機能は、ベースラインから細胞注射後６か月後までのＬＶ拡張末期容積（ＬＶＥＤ
Ｖ）、ＬＶ収縮末期容積（ＬＶＥＳＶ）およびＬＶ駆出分画率（ＬＶＥＦ）の変化を測定
することにより評価した。これら３つの重要なパラメータについて、治療群では本発明の
医薬組成物が心機能（図１）に陽性効果を示す傾向が観察された。当業者である医師なら
、これらの結果がもたらす重要な予後的・治療的意義を理解するであろう。
【００７２】
（他の実施形態）
　以上、発明の詳細な説明と共に本発明について説明したが、上記の説明は本発明の単な
る例示にすぎず、本発明の範囲を限定するものではないことを理解されたい。本発明の範
囲は添付の特許請求の範囲によって定義されるものである。特許請求の範囲には他の態様
、利点および修正も含まれる。
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　特に、本明細書に記載した医薬組成物は、その保管条件および有効保存期間を含めて、
骨髄間葉系幹細胞（ＢＭＭＳＣ）から誘導される自己心臓形成細胞の使用法、即ちＢＭＭ
ＳＣから調製した医薬組成物をＢＭＭＳＣを採取した個体と同じ個体に使用する方法を示
す好ましい一実施形態にすぎない。本発明の範囲は自己由来のＢＭＭＳＣに限定されるも
のではなく、由来源を問わない任意の幹細胞の使用を包含する。心臓組織生成に関与する
細胞の取得元となり得る細胞（以下、本段では「起源細胞」と呼ぶ。）は、同種異系であ
っても、異種であってもよい。起源細胞は骨髄バンクとは異なる手段によって取得しても
よい。起源細胞は胚幹細胞であってもよいが、それらを獲得することによりヒト胚破壊が
生起しないことを条件とする。起源細胞は、形質転換、細胞再プログラミング、またはｉ
ＰＳから外来遺伝子を除去する他の方法を含めた任意の手段によって取得される人工多能
性幹（ｉＰＳ）細胞のような胚様幹細胞とすることもできる。起源細胞は、ＭＩＡＭＩ細
胞、常在性心臓幹細胞、植物幹細胞、またはこれらの任意の組合せとすることもできる。
本発明は特定の製剤成分、製造方法、生物学的材料または試薬、投与計画等に限定される
ものではなく、これらの製剤成分、製造方法等は様々なものが考案されてもよい。
【００７４】
　更なる一実施形態において、本明細書に記載した医薬組成物は追加的な構成要素を含ん
でいてもよく、例えば心臓形成物質、増殖因子（線維芽細胞増殖因子、胎盤増殖因子、血
管内皮細胞増殖因子等）、サイトカイン、即ち器官形成シグナリングに関係するタンパク
質、分子構造体、ｅｘ　ｖｉｖｏで改変された非心臓形成細胞、医薬、血小板溶解物、ま
たは骨格材料（コラーゲン、ラミニン、他の任意の細胞外基質タンパク質等）を含んでい
てもよい。
【００７５】
　更なる一実施形態において、本明細書に記載したキットは、国際特許出願第ＰＣＴ／Ｅ
Ｐ２０１０／０５５８６９号、台湾特許出願第０９９１１３６１３号、米国特許出願第６
１／３１２３７１号、ベルギー国特許出願第２００９／０２７１号、国際特許出願第ＰＣ
Ｔ／ＥＰ２０１０／０５５８５６号、台湾特許出願第０９９１１３６２７号、またはベル
ギー国特許出願第２００９／０２７２号に記載のカテーテルを含んでいてもよい。
【００７６】
　更なる一実施形態において、本明細書に記載のキットは追加的な構成要素を含むことが
でき、例えば本発明の医薬組成物の冷凍、凍結、凍結保存、凍結乾燥、ガラス化、融解、
再水和、洗浄、選別、濃縮、ろ過、凍結乾燥、遠心分離、再懸濁、サンプリングまたは分
取に適したバッグ、または膜を含んでいてもよい。
【００７７】
　更なる一実施形態において、本明細書に記載のキットは熱モニタリング装置、誤動作防
止装置、または無線周波数同定装置を含んでいてもよい。
【００７８】
　なお、本明細書で使用した用語は、特定の実施形態を説明するためのものであり、本発
明の範囲を限定するものではないことを理解されたい。
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