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(57)【要約】
　本発明は四肢末端部虚血性疾患治療用の細胞組成物に
係り、さらに詳しくは、脂肪組織由来間葉系幹細胞と賦
形剤としてスクロースまたはマンノースを含有すること
を特徴とする虚血性疾患治療用細胞組成物に関する。本
発明に係る組成物は四肢末端部虚血性患部の閉塞された
血管の周りに新生血管を誘導することから、虚血性疾患
を治療するために有効である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　脂肪組織由来間葉系幹細胞及び賦形剤を含有する虚血性疾患治療用細胞組成物であって
、前記脂肪組織由来間葉系幹細胞の濃度は１×１０５～１×１０８細胞／ｍＬであり、前
記賦形剤はスクロースまたはマンノースであることを特徴とする虚血性疾患治療用細胞組
成物。
【請求項２】
　前記組成物の基剤が、生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）及びハートマン－
Ｄよりなる群から選ばれることを特徴とする請求項１に記載の治療用細胞組成物。
【請求項３】
　前記賦形剤として、アルブミンまたは血清をさらに含有することを特徴とする請求項１
に記載の治療用細胞組成物。
【請求項４】
　前記賦形剤として、ＥＤＴＡまたはＤＭＳＯをさらに含有することを特徴とする請求項
１～３のいずれか１項に記載の治療用細胞組成物。
【請求項５】
　懸濁剤、溶解補助剤、安定化剤、等張化剤、保存剤、吸着防止剤、界面活性剤、希釈剤
、媒体、ｐＨ調整剤、無痛化剤、緩衝剤、含硫還元剤及び酸化防止剤よりなる群から選ば
れる薬学的に許容可能な量の添加剤をさらに含有することを特徴とする請求項１に記載の
治療用細胞組成物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は四肢末端部虚血性疾患治療用の細胞組成物に係り、さらに詳しくは、脂肪組織
由来間葉系幹細胞及び賦形剤を含有する虚血性疾患治療用細胞組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　四肢末端性虚血性疾患とは、血管内に血栓、塞栓及び血管内炎症または高血圧、高脂血
症及び糖尿病の合併症により動脈または静脈が閉塞されて抹消循環障害を引き起こす糖尿
性足病変（diabetic foot）、火傷または凍傷の外的な原因に起因する血管損失によって
四肢に発生する症状、喫煙量の多い中年男性において血管炎症と血栓症として現れるビュ
ルガー病などが相当し、動脈閉塞症、閉塞性動脈硬化症などが代表的である。
【０００３】
　現在、これらの疾病の治療方法は血栓症や塞栓症の原因疾患、例えば、不整脈、心房粘
液腫、赤血球増多症があればこれを優先的に治療し、血栓溶解剤を用いて一時的に症状を
緩和したり、デキストラン、抗凝固剤、フェニルブタゾン、ペルサンチン、副腎皮質ホル
モン、免疫抑制剤またはプロスタグランジンＥ１など血管の内腔を広げる血管拡張剤及び
循環改善剤などを投与する。
【０００４】
　手術的処置方法としては、交感神経切除術、硬膜外腔遮断治療及び交感神経破壊術を通
じて虚血部位の痛症を除去し、過剰な交感神経緊張を緩和して血管拡張及び血液循環を改
善する効果を導き出したりもし、動脈内膜剥離術、Gortexなどの人造血管を移植する血管
迂回術、病発部位切断術を挙げることができる。
【０００５】
　しかしながら、上記の如き薬物処理や外科的処置方法は、一時的に虚血性疾患の症状を
緩和するか、又は再発する可能性が高いという問題を有しており、根本的な治療が求めら
れているのが現状である。
【０００６】
　幹細胞とは、自己複製能力を有し、且つ、２以上の細胞に分化する能力を有する細胞を
いい、全能幹細胞(totipotent stem cells)、多能性幹細胞(pluripotent stem cells)、
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多分化能性幹細胞(multipotent stem cells)に分類することができる。
【０００７】
　最近、脂肪組織が多分化能性幹細胞(multipotent stem cells)の新たな源であることが
判明された（Cousin et al., BBRC., 301:1016, 2003; Miranville et al., Circulation
, 110:349, 2004; Gronthos et al., J. Cell Physiol., 189:54, 2001; Seo et al., BB
RC., 328:258, 2005）。すなわち、脂肪抽出または脂肪吸入術により得られたヒト脂肪組
織に未分化細胞群が含まれており、これはイン・ビトロ上において脂肪細胞、骨形成細胞
、筋芽細胞及び軟骨芽細胞への分化能を有する細胞であるということが報告されている（
Zuk et al., Tissue Eng., 7:211, 2001; Rodriguez et al., BBRC., 315:255, 2004）。
このような脂肪組織は、大量に抽出することができ、培養により大量増殖をすることがで
きるというメリットがあり、自家移植であるため免疫学的拒否反応が起こる恐れがないこ
とから反復的な施術も可能であるというメリットを有する。従って、既存の骨髄由来また
は臍帶血由来幹細胞の、採取の難度、費用負担が高いこと、及び組織適合性を確認して合
うものを探さなければならないという欠点を補完する新たな幹細胞の源として注目されて
いるのである。
【０００８】
　また、最近の研究においては、脂肪組織由来細胞が筋肉再生能及び神経血管分化を促進
する能力があることが動物モデル実験を通じて知られることにより、幹細胞の新たな源と
して注目されている。
【０００９】
　これまで知られている脂肪由来幹細胞としては、上皮細胞に分化可能なヒト脂肪由来成
体幹細胞（Brzoska et al., BBRC, 330:142, 2005）、骨形成及び脂肪細胞に分化可能な
ヒト脂肪由来成体幹細胞（Cao et al., BBRC, 332:370, 2005）、神経細胞に分化可能な
ヒト脂肪由来成体幹細胞（Safford et al., BBRC, 294:371, 2005）、脂肪細胞に分化可
能なネズミ脂肪由来幹細胞（Ogawa et al., BBRC, 319:511, 2004）、骨形成及び軟骨形
成細胞に分化可能なネズミ脂肪由来幹細胞（Ogawa et al., BBRC, 313:871, 2004）、軟
骨細胞に分化可能なヒト脂肪由来幹細胞（Awad et al., Biomaterials, 25:3211, 2004）
、神経細胞に分化可能なネズミ脂肪由来幹細胞（Fujimura et al., BBRC, 333:116, 2005
）及び骨細胞、軟骨細胞、神経細胞または筋肉細胞に分化可能な脂肪由来幹細胞（米国特
許第６,７７７,２３１号公報）などがある。
【００１０】
　上記の如き幹細胞を用いて、Ｇ－ＣＳＦにより分化誘導された造血幹細胞を用いて虚血
性疾患を治療するのに適用した例（韓国特許公開第２００３－００３４１７７号公報）が
あり、また、アンジオポイエチン遺伝子が導入された間葉系幹細胞を処理する方法（韓国
公開特許第２００５－０１１１５９３号公報）などがある。しかしながら、従来の方法は
幹細胞を補助的に使用したり、幹細胞を含有する治療用細胞組成物の保存が安定的ではな
いという欠点があった。
【００１１】
　そこで、本発明者らはより安定的な幹細胞を用いた虚血性疾患治療方法を開発するため
に鋭意努力した結果、スクロースなどの賦形剤を添加した脂肪組織由来の脂肪幹細胞をマ
ウスの虚血性疾患モデルの患部に適用する場合、効果的に血管が新生されるということを
見出し、本発明を完成するに至った。
【発明の詳細な説明】
【００１２】
　本発明の目的は、脂肪組織由来間葉系幹細胞を有効成分として含有する、冷蔵や冷凍保
存時における安定性が高い虚血性疾患の治療用細胞組成物を提供するところにある。
【００１３】
　前記目的を達成するために、本発明は、脂肪組織由来間葉系幹細胞及び賦形剤を含有す
る虚血性疾患治療用細胞組成物であって、前記脂肪組織由来間葉系幹細胞の濃度は１×１
０５～１×１０８細胞／ｍＬであり、前記賦形剤はスクロースまたはマンノースであるこ
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とを特徴とする虚血性疾患治療用細胞組成物を提供する。
【００１４】
　本発明において、前記組成物の基剤は、生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）
及びハートマン－Ｄよりなる群から選ばれることを特徴とすることができる。
【００１５】
　本発明において、前記賦形剤として、アルブミンまたはリン血清をさらに含有すること
を特徴とし、前記賦形剤として、ＥＤＴＡまたはＤＭＳＯをさらに含有することを特徴と
する。
【００１６】
　本発明において、懸濁剤、溶解補助剤、安定化剤、等張化剤、保存剤、吸着防止剤、界
面活性剤、希釈剤、媒体、ｐＨ調整剤、無痛化剤、緩衝剤、含硫還元剤及び酸化防止剤よ
りなる群から選ばれる薬学的に許容可能な量の添加剤をさらに含有することを特徴とする
。
【００１７】
　本発明の他の特徴及び具現例は、下記の詳細な説明及び特許請求の範囲から一層明らか
になるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】本発明に係るヒト脂肪組織由来間葉系幹細胞を１００倍の倍率にて観察した結果
を示すものである。
【図２】本発明に係るヒト脂肪組織由来間葉系幹細胞の免疫学的分析結果を示すものであ
る。
【図３】本発明に係るヒト脂肪組織由来間葉系幹細胞の各組成物の安定性をスフィア形成
能にて示すものである。
【図４】本発明に係るヒト脂肪組織由来間葉系幹細胞を用いたイン・ビトロ血管形成能を
評価した結果を示すものである。
【図５】本発明に係るヒト脂肪組織由来間葉系幹細胞を用いてヌードマウスに下肢虚血モ
デルを誘発して幹細胞を濃度別に注入したグループの四肢脱落の度合い及びレーザードッ
プラーを用いた血管生成の度合いを示すものである。
【図６】本発明の結果として、ヒト脂肪組織由来多分化能性幹細胞(multipotent stem ce
lls)の血管生成率をレーザードップラー血流比率にて比較した結果を示すものである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　本発明は脂肪組織由来間葉系幹細胞１×１０５～１×１０８細胞／ｍＬ及び賦形剤とし
てスクロースまたはマンノースを含有する虚血性疾患治療用細胞組成物に関する。
【００２０】
　本発明において、脂肪組織由来幹細胞は、ヒト脂肪組織の脂肪吸入術において付随的に
得られる脂肪細胞とフラスコ培養容器に付着して生長する脂肪由来間葉系幹細胞から得ら
れる。
【００２１】
　本発明の脂肪由来間葉系幹細胞としては、一態様として、脂肪吸入術の菅組織（tubing
）またはカテーテルを連結した使い捨て注射器から得られるチューメセント溶液と脂肪含
有原料から、マイコプラズマ試験と無菌試験を通じて原料品質管理基準を通過した試料を
遠心分離して脂肪層と水層を分離して水層の試料をコラゲナーゼ溶液により前処理した後
、得られた細胞をＤＭＥＭ培地、１０％ＦＢＳ、アスコルビン酸を含有する培地において
培養して得られた細胞を利用することができる。
【００２２】
　一方、上記において得られたヒト脂肪組織由来幹細胞液から目的の表面抗原を発現して
いる多分化能性幹細胞(multipotent stem cells)を得る方法としては、ソーティング機能
をもつフローサイトメトリーを用いたＦＡＣＳ法（Int. Immunol., 10(3):275, 1998）、
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磁気ビーズを使用する方法、多分化能性幹細胞(multipotent stem cells)を特異的に認識
する抗体を用いたパニング法（J. Immunol., 141(8):2797, 1998）などがある。また、大
量の培養液などから多分化能性幹細胞(multipotent stem cells)を得る方法としては、細
胞の表面に発現されて分子（以下、表面抗原と称する。）を特異的に認識する抗体を単独
または組み合わせてこれをカラムとして使用する方法がある。
【００２３】
　フローサイトメトリーソーティング方式としては、水滴荷電方式、セルキャプチャー方
式などを挙げることができる。いかなる方法も細胞の表面抗原を特異的に認識する抗体を
蛍光標識し、標識された抗体と抗原の結合体に対する蛍光を測定して蛍光強度を電気信号
に変換することにより細胞の抗原発現量を定量することができる。また、使用する蛍光物
質の種類を組み合わせることにより、複数の表面抗原を発現している細胞を分離すること
も可能である。ここに使用可能な蛍光物質としては、ＦＩＴＣ(fluorescein isothiocyan
ate)、ＰＥ(phycoerythrin)、ＡＰＣ(Allo-phycocyanin)、ＴＲ(TexasRed)、Ｃｙ３、CyC
hrome、Ｒｅｄ６１３、Ｒｅｄ６７０、ＴＲＩ-Color、QuantumRedなどがある。
【００２４】
　フローサイトメトリーを用いたＦＡＣＳ法としては、上記において得られた幹細胞溶液
を収集し、遠心分離などの方法により細胞を分離した後、直接的に抗体により染色する方
法と、適当な培地中において１回培養、増殖を実施した後に抗体を染色する方法を利用す
ることができる。細胞の染色は、先ず、表面抗原を認識する一次抗体と目的細胞サンプル
を混合し、氷上において３０分から１時間かけてインキュベーションする。一次抗体が蛍
光標識されている場合には、洗浄後にフローサイトメトリーにより分離を実施する。一次
抗体が蛍光標識されていない場合には、洗浄後に一次抗体に対して結合活性を有する蛍光
標識された２次抗体と一次抗体が反応した細胞を混合し、さらに氷水において３０分から
１時間かけてインキュベーションする。洗浄後、一次抗体と２次抗体から染色細胞をフロ
ーサイトメトリーにより分離する。
【００２５】
　また、前記分離された本発明に係る間葉系幹細胞はフローサイトメトリーを用いて免疫
学的特性を分析することができる。
【００２６】
　本発明において、虚血疾患とは、組織への血液供給の減少または途絶による機能異常ま
たは組織変性または壊死をいい、具体的には、心筋梗塞及び狹心症などの虚血性心疾患及
び四肢虚血、血流不全を伴う損傷及び切断などの外傷及び骨折などが含まれる。すなわち
、本発明において、虚血疾患には、虚血性疾病だけではなく、損傷・傷害による虚血状態
も含まれる。
【００２７】
　本発明の治療用細胞組成物の投与方法としては、直接投与、または担体を用いた投与を
挙げることができる。担体は、生理的に許容可能なものであり、バイオポリマーなどの有
機物、ハイドロキシアパタイトなどの無機物、具体的には、コラーゲンマトリックス、ポ
リ乳酸ポリマーまたはコポリマー、ポリエチレングリコールポリマーまたはコポリマー及
びその化学的誘導体などを挙げることができる。さらに、担体は、これら生理的に許容さ
れる材料の混合組成物であってもよい。
【００２８】
　投与量は、例えば、虚血部位周辺の生存筋（骨格筋または心筋など）の１個所または複
数個所（例えば、２～５０個所）に投与することができ、投与量は１．０×１０５～１．
０×１０８細胞／ｋｇ（体重）が好ましく、１．０×１０６～１．０×１０７細胞／ｋｇ
（体重）であることが、より好ましい。
【００２９】
　但し、投与量は、患者の体重、年齢、性別、症状、投与組成物の形態、投与方法などに
よって異なっていてもよく、当業者であれば、適切に調整することが可能である。投与回
数は、１回であってもよく、臨床的に容認可能な副作用の範囲において複数回行ってもよ
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く、投与部位についても、１個所または複数個所に投与してもよい。ヒト以外の動物に対
しても、１ｋｇ当たりにヒトと同じ投与量にするか、または、例えば、目的の動物とヒト
との虚血器官（心臓など）の容積比（例えば、平均値）などに上記の投与量を換算した量
を投与することができる。本発明の治療の対象動物としては、ヒト及びそれ以外の目的と
する哺乳動物を挙げることができ、具体的には、ヒト、猿、マウス、ラット、ウサギ、羊
、牛、犬、馬、豚などが含まれる。
【００３０】
　本発明の治療方法は、単独で実施することもでき、他のスタンダードまたは先進的な治
療法との組み合わせにより実施することもできる。例えば、本発明の虚血性心疾患の治療
方法をＰＴＣＡ（経皮的冠動脈形成術）及び／またはＣＡＢＧ（冠動脈バイパス術）など
の外科的な血行再建術と組み合わせることも好ましい。本発明の治療法を併用することに
より、心機能の積極的な改善、病床期間の短期化を図ることが可能になる。
【００３１】
　本発明の治療用細胞組成物は、薬学的に許容可能な担体及び／または添加物などを含む
組成物であることができる。例えば、滅菌水、生理食塩水、慣用の緩衝剤（リン酸、クエ
ン酸、その他の有機酸など）、安定剤、塩、酸化防止剤（アスコルビン酸など）、界面活
性剤、懸濁剤、等張化剤、または保存剤などを含んでいてもよい。局所投与のために、バ
イオポリマーなどの有機物、ハイドロキシアパタイトなどの無機物、具体的には、コラー
ゲンマトリックス、ポリ乳酸ポリマーまたはコポリマー、ポリエチレングリコールポリマ
ーまたはコポリマー及びその化学的誘導体などと組み合わせることも好ましい。
【００３２】
　本発明において、基剤は、治療用細胞組成物において間葉系幹細胞を懸濁させる基本と
なる溶液であり、生理食塩水、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）またはハートマン－Ｄ（
ジュンエ製薬）を使用することが好ましい。
【００３３】
　好ましくは、治療用細胞組成物は、注射に適した剤形に調製されなければならない。こ
のためには、本発明の脂肪幹細胞は、薬学的に許容される水溶液中に溶解されているか、
または、溶液状態で凍結されたものが好ましい。本発明のキットには、脂肪幹細胞を懸濁
または希釈するために使用可能な、薬学的に許容可能な目的担体をさらに含んでいてもよ
い。このような担体としては、例えば、蒸留水、生理食塩水、ＰＢＳなどを挙げることが
できる。
【００３４】
　医薬製剤としての形状を造るために必要とされる製剤担体や賦形剤を、さらには、安定
化剤や吸着防止剤を含有することができ、剤形も注射剤（皮下、皮内、筋肉内、静脈内、
腹腔内など）などを使用することができ、注射時の痛症を低減可能な無痛化剤を使用する
ことができ、必要に応じて、適当なデバイスを使用することができる。
【００３５】
　この治療用細胞組成物は、注射器やデバイスに入れられている最終注入形態、冷凍可能
なクライオバイアルの形態、または液状医薬品を入れられるピロゲンフリーガラス瓶とゴ
ム栓、アルミニウムキャップの形態で充填可能である。
【００３６】
　デバイスの形態としては、注射器、マルチシリンジなどが使用可能であり、四肢虚血性
疾患の場合には細胞が投与される間に細胞がせん断されて損傷を与えることなしに苦痛を
極力抑えられる注射針を利用し、好ましくは、２０ゲージから３０ゲージの範囲において
投与する部位や筋肉の深さを考慮して使用し、シリンジやデバイスが細胞生存力に影響を
及ぼさないような素材を使用する。
【００３７】
　本発明の治療用細胞組成物は、その投与方法や剤形に応じて、必要に応じて、懸濁剤、
溶解補助剤、安定化剤、等張化剤、保存剤、吸着防止剤、界面活性剤、希釈剤、媒体、ｐ
Ｈ調整剤、無痛化剤、緩衝剤、含硫還元剤、酸化防止剤などを適切に添加することができ
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る。
【００３８】
　懸濁剤の例としては、メチルセルロース、ポリソルベート８０、ヒドロキシエチルセル
ロース、アラビアゴム、トラガント末、カルボキシメチルセルロースナトリウム、ポリオ
キシエチレンソルビタンモノラウレートなどを挙げることができ、溶液補助剤としては、
ポリオキシエチレン硬化ヒマシ油、ポリソルベート８０、ニコチン酸アミド、ポリオキシ
エチレンソルビタンモノラウレート、マクロゴール、ヒマシ油脂肪酸エチルエステルなど
を挙げることができる。
【００３９】
　安定化剤としては、デキストラン４０、メチルセルロース、ゼラチン、亜硫酸ナトリウ
ム、メタ硫酸ナトリウムなどを挙げることができ、等張化剤としては、例えば、Ｄ－マン
ニトール、ソルビトールなどを挙げることができる。
【００４０】
　保存剤としては、例えば、パラオキシ安息香酸メチル、パラオキシ安息香酸エチル、ソ
ルビン酸、フェノール、クレゾール、クロロクレゾールなどを挙げることができ、吸着防
止剤としては、例えば、ヒト血清アルブミン、レシチン、デキストラン、エチレンオキシ
ドプロピレンオキシド共重合体、ヒドロキシプロピルセルロース、メチルセルロース、ポ
リオキシエチレン硬化ヒマシ油、ポリエチレングリコールなどを挙げることができる。
【００４１】
　含流還元剤としては、例えば、Ｎ－アセチルシステイン、Ｎ－アセチルホモシステイン
、チオキト酸、チオジグリコール、チオエタノールアミン、チオグリセロール、チオソル
ビトール、チオグリコール酸及びその塩、チオ硫酸ナトリウム、グルタチオン、炭素原子
数１～７のチオアルカン酸などのスルホヒドリル基を有するものなどを挙げることができ
、酸化防止剤としては、例えば、エリソルビン酸、ジブチルヒドロキシトルエン、ブチル
ヒドロキシアニソール、α－トコフェロール、酢酸トコフェロール、Ｌ－アスコルビン酸
及びその塩、Ｌ－アスコルビン酸パルミテート、Ｌ－アスコルビン酸ステアレート、亜硫
酸水素ナトリウム、亜硫酸ナトリウム、没食子酸トリアミル、没食子酸プロピルまたはエ
チレンジアミン４酢酸ナトリウム（ＥＤＴＡ）、ピロリン酸ナトリウム、メタリン酸ナト
リウムなどのキレート剤を挙げることができ、凍結保存剤としては、例えば、ＤＭＳＯ、
グリセロールなどを挙げることができる。
【００４２】
　さらには、塩化ナトリウム、塩化カリウム、塩化カルシウム、リン酸ナトリウム、リン
酸カリウム、炭酸水素ナトリウムなどの無機塩；クエン酸ナトリウム、クエン酸カリウム
、酢酸ナトリウムなどの有機塩などの通常的に添加される成分を含有していてもよい。
【００４３】
　特に、本発明のヒト脂肪組織由来間葉系幹細胞を含有する治療用細胞組成物は、冷蔵保
存条件を通じて生理食塩水に浮遊して保存する既存の方式の場合、４８時間以上保存時、
７０％以上の生存率を示すことが困難であったが、スクロースやアルブミンを添加する場
合、４８時間から７２時間まで保存しても、生存率が７０％以上を示して、安定性が向上
することを確認することができた。なお、基剤を生理食塩水の代わりにハートマン－Ｄや
ＰＢＳにする場合にも有意差はなく、スクロース、アルブミンなどの添加により治療用細
胞組成物の安定性が向上することが確認された。
【００４４】
　また、本発明の脂肪由来幹細胞を含有する治療用細胞組成物を冷凍製剤として使用する
場合には、生理食塩水、スクロース、アルブミン、凍結保存剤ＤＭＳＯを添加した剤形に
おいて解凍時の細胞生存率が最も高いことが確認され、アルブミンと糖成分の追加により
、細胞を冷凍、解凍するに当たって細胞が保護されて生存率が高まることが確認された。
【実施例】
【００４５】
　以下、本発明を実施例を挙げて詳述する。これらの実施例は単に本発明をより具体的に
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説明するためのものであり、本発明の範囲がこれらの実施例に制限されないことは当業界
において通常の知識を持った者にとって自明である。
【００４６】
　実施例１：ヒト脂肪組織からの多分化能性幹細胞(multipotent stem cells)の分離
　脂肪吸入を通じて腹部から採取された脂肪組織を分離してＰＢＳにより洗浄し、組織を
細切した後、コラゲナーゼタイプ１（１ｍｇ／ｍＬ）を添加したＤＭＥＭ培地を用いて３
７℃において２時間分解した。次に、ＰＢＳにより洗浄した後、１０００ｒｐｍにて５分
間遠心分離した。上澄液は除去し、底面に残留しているペレットはＰＢＳにより洗浄した
後、１０００ｒｐｍにて５分間遠心分離した。１００μｍの網目を用いて浮遊物を除去し
た後、ＰＢＳにより再洗浄した。ＤＭＥＭ（１０％ＦＢＳ、２ｍＭ ＮＡＣ、０．２ｍＭ
アスコルビン酸）培地において培養し、一晩経過後、培養容器の底面に付着された細胞は
ＰＢＳにより洗浄し、２ｍＭ ＮＡＣ、０．２ｍＭアスコルビン酸、０．０９ｍＭカルシ
ウム、５ｎｇ／ｍＬ ｒＥＧＦ、５０μｇ／ｍＬ ＢＰＥ、５μｇ／ｍＬインシュリン及び
７４ｎｇ／ｍＬヒドロコルチゾンを含有するケラチノサイト－ＳＦＭ培地を２日おきに交
換しながら培養して多分化能性幹細胞(multipotent stem cells)を分離した（図１）。図
１は、前記方法により分離されたヒト脂肪組織由来多分化能性幹細胞(multipotent stem 
cells)を１００倍の倍率にて撮影した写真である。
【００４７】
　実施例２：脂肪由来多分化能性幹細胞(multipotent stem cells)の免疫学的特性
　実施例１において得られたヒト脂肪組織由来多分化能性幹細胞(multipotent stem cell
s)をＰＢＳにより洗浄し、トリプシンにより処理した後、細胞を回収して５分間１０００
ｒｐｍにて遠心分離した。上澄液を捨て、２％ＦＢＳ及びＰＢＳの混合液を入れて洗浄し
た後、１０００ｒｐｍにて５分間遠心分離した。上澄液を捨てた後、細胞をＰＢＳに浮遊
させて各サンプルに対して１×１０５個の細胞を分注した。各細胞に対しては抗体（R-ph
ycoerythrin-conjugated mouse anti-human monoclonal antibody）を添加して氷中にお
いて４０分間放置して結合を誘導した。反応が終わると、１０００ｒｐｍにて５分間遠心
分離して上澄液を除去した後、ＰＢＳにより２回洗浄した。洗浄後には最終的に１％パラ
ホルムアルデヒドを添加して固定し、ＦＡＣＳ方法を通じて得られた多分化能性幹細胞(m
ultipotent stem cells)の表面抗原を分析した（表１及び図２）。
【００４８】
【表１】

【００４９】
　その結果、表１に示すように、本発明のヒト脂肪組織由来間葉系幹細胞は、ＣＤ７３に
対しては９１％、ＣＤ９０に対しては９７％、ＣＤ２９に対しては９６％、ＣＤ４４に対
しては８３％、ＣＤ１０５に対しては８０％の陽性反応を示した。また、他の抗原に対す
る免疫表現型を確認した結果、ＣＤ３３、ＣＤ３４、ＣＤ４５、ＣＤ４、ＣＤ３１、ＣＤ
６２ｐ、ＣＤ１４及びＨＬＡ－ＤＲに対していずれも陰性の免疫学的特性を示した。
【００５０】
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　実施例３：ヒト脂肪組織多分化能性幹細胞(multipotent stem cells)のスフィア形成
　実施例１において得られたヒト脂肪組織由来多分化能性幹細胞(multipotent stem cell
s)を生理食塩水、生理食塩水＋スクロース、生理食塩水＋スクロース＋５％アルブミン及
びＰＢＳ＋スクロース条件下で保存後のスフィア形成能を確認した。
【００５１】
　１０μＭ ＣＯＲＭ－２、５ｍＬ抗生物質溶液（１００Ｘ）、１μｇ／ｍＬヒドロコル
チゾン、５μｇ／ｍＬインシュリン、２０ｎｇ／ｍＬ ＥＧＦ、４０ｎｇ／ｍＬ ＦＧＦ、
Ｂ２７及びβ－メルカプトエタノールを含有する無血清ＭＥＢＭ培地を含有する６ウェル
細胞培養器の各ウェルに５×１０４～１×１０５個／ｍＬの細胞を分注して培養した結果
、３日目～７日目からスフィアを形成し始め、図３に示すように、７～１０日目にも幹細
胞が増殖してスフィアを形成した。
【００５２】
　実施例４：脂肪由来幹細胞のイン・ビトロ血管新生効果の確認
　血管内条件と同様に５dynes／ｃｍ２のせん断ストレスを加えた、または、加えなかっ
た細胞を用いて生体外管形成試験を通じて脂肪由来間葉系幹細胞が血管を形成するかどう
かを確認した。
【００５３】
　先ず、マトリゲル（Chemicon, USA）を加温して溶かした後、９６ウェルプレートに添
加し、約１時間程度室温下で固める。実施例１において得られた脂肪組織由来多分化能性
幹細胞(multipotent stem cells)を１ｘ１０４cell/wellの濃度にて分注し、ＥＧＭ－２
ＭＶ（Clonetics, USA）とともに５日間培養して血管内皮細胞に分化するかどうかを確認
した。その結果、図４に示すように、本発明に係る脂肪間葉系幹細胞は、せん断ストレス
を加えた場合に限って、血管内皮細胞に分化して血管網とほとんど同様の構造を形成した
。
【００５４】
　実施例５．脂肪由来幹細胞のインビボ血管新生効果の確認
　５－１：虚血性マウスモデルの製作
　８週齢のヌードマウスを用いて全身麻酔後、左脚の正中部を切開して大腿動脈とその側
枝を摘出して結紮後、左大腿動脈を完全に除去して虚血性下肢疾患モデルを誘発した。
【００５５】
　５－２：虚血性マウスモデルにおける脂肪由来幹細胞の血管新生効果
　前記５－１において製作された虚血性マウスモデルを誘発した後、２４時間後に細胞濃
度別に３グループ｛（ＬＤグループ（１×１０６細胞／ｋｇ）、ＭＤグループ（５×１０
６細胞／ｋｇ）及びＨＤグループ（１×１０７細胞／ｋｇ）｝に分けて虚血性患部に筋肉
注射した。
【００５６】
　下肢脱落が起こるかどうかを持続的に確認し、レーザードップラー血流検査を通じて細
胞治療４週後の血流改善の度合いを評価した。その結果、生理食塩水だけを注入した陰性
対照群においては四肢脱落が発生し、注入された細胞濃度が高いほどレーザードップラー
映像において血流が円滑に流れることを観察することができた（図５）。血流改善の度合
いをレーザードップラー血流比率に換算してみても、対照群である生理食塩水投与群に比
べて容量依存的な改善があることが確認された（図６）。
【００５７】
　実施例６：冷蔵保存用幹細胞治療組成物の剤形例
　注射を通じて投与するまで４℃内外の温度において冷蔵保存することを余儀なくされる
冷蔵剤形の場合、生理食塩水、ハートマン－Ｄ溶液、ＰＢＳと、細胞の安定性を維持する
のに役立つ等張液としてのスクロースの比率による細胞の生存率に対する比率を確認した
。また、冷蔵保存時に細胞が凝集したり沈殿されない条件の設定のために、ＥＤＴＡ、ヒ
ト血清アルブミンを増加または減少するときの効果を比較した（表２）。
【００５８】
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　その結果、生理食塩水、ハートマン－Ｄ溶液、ＰＢＳ単独保存よりは、等張化剤である
スクロース、吸着防止剤であるアルブミン、ＥＤＴＡなどを添加した場合に一層高い細胞
生存率を示し、細胞が凝集されないことが確認された。
【００５９】
【表２】

【００６０】
　実施例７：冷凍保存用幹細胞治療組成物剤形例
　幹細胞治療剤を冷凍保存する場合、生理食塩水をベースとし、凍結保護剤をはじめとす
る種々の添加剤を用いて冷凍及び解凍による安定性を確保するために様々な剤形に対する
細胞生存率を検討した。
【００６１】
　冷凍保存する場合、賦形剤としての生理食塩水、ハートマン－Ｄ溶液、生理食塩水、Ｐ
ＢＳと、細胞の安定性を維持するのに役立つ等張液としてのスクロース及びマンノースと
、細胞凍結保存時に使用されるヒト血清アルブミン、ＤＭＳＯの添加による冷凍後解凍時
の細胞生存率を観察した。
【００６２】
　冷凍条件における細胞生存率は、生理食塩水またはＰＢＳ、ハートマン－Ｄを基剤とし
て２％スクロースと５％アルブミンを添加した条件下で、ここに凍結保護剤であるＤＭＳ
Ｏを添加したグループにおいて生存能力が一層向上することを確認した（表３）。
【００６３】
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【表３】

【産業上の利用可能性】
【００６４】
　以上詳述したように、本発明は、ヒト脂肪組織由来間葉系幹細胞を有効成分として含有
する虚血性疾患治療用治療用細胞組成物を提供する効果がある。本発明に係る治療用細胞
組成物は、虚血性患部の閉塞された血管周囲に新生血管を誘導して血流を円滑にするため
、虚血性疾患の治療に有用である。
【００６５】
　以上、本発明の内容の特定の部分を詳述したが、当業界における通常の知識を持った者
にとって、このような具体的な記述は単なる好適な実施態様に過ぎず、これにより本発明
の範囲が制限されることはないという点は明らかである。よって、本発明の実質的な範囲
は特許請求の範囲とこれらの等価物により定義されると言える。
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【国際調査報告】
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