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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物から単離された骨髄細胞または臍帯血由来細胞を、哺乳動物の脂肪組織から単
離された細胞またはその培養上清とともに培養することにより、遺伝子操作を施すことな
く、該骨髄細胞または臍帯血由来細胞を心筋前駆細胞および／または心筋細胞に分化させ
る方法。
【請求項２】
　牛血清またはヒト血清、もしくはこれらの代替物を含む培養液を用いて少なくとも１日
間以上培養することを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　少なくとも１種類以上のサイトカインを培養液中に添加して培養を行うことを特徴とす
る、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　サイトカインが、EGF、TGF-α、HB-EGF、FGF、およびHGFを含むEGFファミリー、TGF-β
を含むTGF-βファミリー、LIFを含むILファミリー、VEGF-Aを含むVEGFファミリー、PDGF-
ABおよびPDGF-BBを含むPDGFファミリー、エフリンBを含むエフリンファミリー、およびSC
Fから選ばれる、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　骨髄細胞が間葉系幹細胞あるいは造血幹細胞である、請求項１～４のいずれか１項に記
載の方法。
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【請求項６】
　臍帯血由来細胞が単核球である、請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　得られる心筋前駆細胞および／または心筋細胞が、sarcomeric actin陽性である、請求
項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
　本発明は、哺乳動物の骨髄細胞または臍帯血由来細胞と脂肪組織を利用した心筋細胞の
分化誘導技術に関する。
【背景技術】
　心筋細胞は成体になるとその増殖を停止するため、一度心筋梗塞に陥った心臓領域では
心筋細胞の回復は望めず、心臓は再生不可能な組織と考えられてきた。しかし、近年心臓
内に心筋細胞の前駆／幹細胞が存在し、その分裂や心筋細胞への分化も一部では認められ
ることがわかってきた（Ｂｅｌｔｒａｍｉ　Ａ．Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．，“Ａｄｕｌｔ　Ｃ
ａｒｄｉａｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　Ａｒｅ　Ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ　ａｎｄ　Ｓｕ
ｐｐｏｒｔ　Ｍｙｏｃａｒｄｉａｌ　Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ”，Ｃｅｌｌ，Ｖｏｌ．
１１４，ｐ７６３－７７６，２００３）。また、心筋細胞に分化可能な異所性の細胞を心
筋細胞に分化誘導する技術が開発されれば、これまで困難とされてきた心筋梗塞の治療が
可能になる。
　胎児期の万能細胞である胚性幹細胞（ＥＳ細胞）は、容易に心筋細胞に分化可能である
。しかしながら、各患者のＥＳ細胞を作製することは倫理的に問題があり、また無差別に
作製されたＥＳ細胞から分化した心筋細胞は免疫拒絶を生じるため、実際の医療に使用す
ることはできない。
　骨髄間質には多分化能を有する間葉系幹細胞が存在し、この間葉系幹細胞を用いた組織
再生については、従来より多くの報告がなされてきた。例えば、骨髄由来の筋細胞を利用
した骨格筋再生（Ｆｅｒｒａｒｉ　Ｇ．ｅｔ　ａｌ．，“Ｍｕｓｃｌｅ　ｒｅｇｅｎｅｒ
ａｔｉｏｎ　ｂｙ　ｂｏｎｅ　ｍａｒｒｏｗ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｍｙｏｇｅｎｉｃ　ｐｒ
ｏｇｅｎｉｔｏｒｓ．”Ｓｃｉｅｎｃｅ．１９９８，２７９（５３５６）：ｐ１５２８－
３０．）、心臓へのｃ－ｋｉｔ陽性骨髄幹細胞投与による心機能改善（Ｏｒｌｉｃ　Ｄ，
ｅｔ　ａｌ．，“Ｂｏｎｅ　ｍａｒｒｏｗ　ｃｅｌｌｓ　ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅ　ｉｎｆ
ｒａｃｔｅｄ　ｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ”，Ｎａｔｕｒｅ　Ｖｏｌ．４１０　Ｎｏ．５　２
００１　ｐ７０１－７０５）、骨髄由来細胞による心筋再生（特表２００２－５１１０９
４号公報、ＷＯ０１／０４８１５１号、特表２００２－５２１４９３号公報）等が知られ
ている。この間葉系幹細胞に脱メチル化酵素を添加して、一度細胞をリセットすることに
より、心筋細胞への分化が可能になることも報告されている（Ｍａｋｉｎｏ　Ｓ．ｅｔ　
ａｌ．，“Ｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅｓ　ｃａｎ　ｂｅ　ｇｅｎｅｒａｔｅｄ　ｆｒｏ
ｍ　ｍａｒｒｏｗ　ｓｔｒｏｍａｌ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ”，Ｔｈｅ　Ｊｏｕ
ｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　１０３：ｐ６９７－
７０５（１９９９））。しかし、この方法で作製された心筋細胞は、脱メチル化という処
理が施されているため、将来的に奇形発生の恐れがあるなど、臨床応用にはハードルが高
い。
　一方で、間葉系幹細胞を用いた組織再生には、使用される骨髄の量的限界の問題があり
、組織再生の材料としてより豊富なソースが望まれている。脂肪組織は入手容易な組織で
あるが、最近、ヒト脂肪組織から多分化能を有する細胞が単離され、神経細胞への分化が
確認された（Ｚｕｋ　Ｐ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．，“Ｍｕｌｔｉｌｉｎｅａｇｅ　Ｃｅｌｌｓ
　ｆｒｏｍ　Ｈｕｍａｎ　Ａｄｉｐｏｓｅ　Ｔｉｓｓｕｅ：Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　
ｆｏｒ　Ｃｅｌｌ－Ｂａｓｅｄ　Ｔｈｅｒａｐｉｅｓ”，Ｔｉｓｓｕｅ　Ｅｎｇｉｎｅｅ
ｒｉｎｇ，Ｖｏｌ．７，Ｎｏ．２，２００１，ｐ２１１－２２８；Ｚｕｋ　Ｐ．Ａ．ｅｔ
　ａｌ．，“Ｈｕｍａｎ　Ａｄｉｐｏｓｅ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｉｓ　ａ　Ｓｏｕｒｃｅ　ｏ
ｆ　Ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ”Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏ
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ｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｅｌｌ，Ｖｏｌ．１３，ｐ４２７９－４２９５，２００２）。ま
た、マウスで心筋細胞に分化可能な筋芽細胞由来細胞株も単離されている（特開２００３
－３２５１６９号公報、特開２００３－２５９８６３号公報）。しかしながら、特殊な細
胞株であったり、分化誘導に複雑な培養工程を必要とするなど、いずれも現実的とはいえ
ない。
【発明の開示】
　本発明の課題は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで簡便に心筋細胞を分化誘導する技術を提供するこ
とにある。
　発明者らは、脂肪組織中の間葉系細胞を通常の牛血清を含む培養液中で心筋細胞に分化
誘導できることを見出した。さらに、骨髄細胞または臍帯血由来細胞を、哺乳動物の脂肪
組織から単離された細胞またはその培養上清とともに培養することにより心筋細胞に分化
誘導できることを見出した。
　本発明は、哺乳動物の骨髄細胞または臍帯血由来細胞を、哺乳動物の脂肪組織から単離
された細胞またはその培養上清とともに培養することにより、該骨髄細胞または臍帯血由
来細胞を心筋前駆細胞および／または心筋細胞に分化させる方法を提供する。
　前記方法において、培養液中には、牛血清のほか、分化増殖を促すサイトカインが含ま
れることが好ましい。そのようなサイトカインとしては、例えば、ＥＧＦ、ＴＧＦ－α、
ＨＢ－ＥＧＦ、ＦＧＦ、ＨＧＦ等のＥＧＦファミリー、ＴＧＦ－β等のＴＧＦ－βファミ
リー、ＬＩＦ等のＩＬファミリー、ＶＥＧＦ－Ａ等のＶＥＧＦファミリー、ＰＤＧＦ－Ａ
Ｂ、ＰＤＧＦ－ＢＢ等のＰＤＧＦファミリー、エフリンＢ等のエフリンファミリー、ＳＣ
Ｆ（Ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ　ｆａｃｔｏｒ）などを挙げることができる。
　細胞の培養期間は特に限定されないが、少なくとも１日間は培養することが好ましい。
　本発明で用いられる骨髄細胞としては、骨髄間質細胞、特に間葉系幹細胞、あるいは造
血幹細胞分画の細胞が好ましい。また、臍帯血由来細胞としては、臍帯血中の単核球が好
ましい。
　共培養する骨髄細胞または臍帯血由来細胞と脂肪組織から単離された細胞との混合比率
は特に限定されないが、０．１：１～１：１０程度が好ましい。特に骨髄細胞の場合であ
れば、脂肪組織から単離された細胞に対して約１：４程度が好適である。
　さらに本発明は、上記のいずれかの方法で作製される心筋前駆細胞および／または心筋
細胞を提供する。これらの心筋前駆細胞および／または心筋細胞は、材料となる脂肪組織
や骨髄細胞として、移植すべき哺乳動物由来のものを用いれば、移植後の拒絶反応の危険
性を抑えることができる。
　本発明はまた、心筋前駆細胞および／または心筋細胞に被験物質を添加することにより
、心筋前駆細胞および／または心筋細胞に対する該被験物質の効果を評価する方法を提供
する。この方法は、心筋細胞の薬剤感受性試験や心疾患治療薬のスクリーニングに利用す
ることができる。
　本発明によれば、哺乳動物の骨髄細胞または臍帯血由来細胞と脂肪組織から簡便に心筋
細胞を得ることができる。得られる心筋細胞は、遺伝子操作を施していないため安全性が
高く、心筋細胞に特徴的な遺伝子発現や表現形質を呈する。したがって、本発明で得られ
る心筋前駆細胞および心筋細胞は、心再生や心筋細胞に作用する薬剤の評価に利用するこ
とができる。
　現在、心筋梗塞に対する虚血領域への血管再生医療は大量の骨髄液から得られた血管幹
細胞の局所への移植により行なわれている。骨髄液採取は、全身麻酔下で行なわれ、高齢
者においては、その手技自体にリスクがかかる行為である。脂肪組織の採取は皮膚の単純
な局所麻酔で可能であり、生命を脅かすリスクは極めて稀である。したがって、本発明は
医療業界に多大な貢献をもたらす。
【図面の簡単な説明】
　図１は、脂肪組織の培養結果（心筋細胞への分化）を示す（Ａ：培養開始時、Ｂ：培養
７日後、Ｃ：培養１４日後、Ｄ：培養２８日後）。
　図２は、培養１４日後の脂肪組織の免疫染色結果を示す（Ａ：ａｎｔｉ－ｓａｒｃｏｍ
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ｅｒｉｃ　ａｃｔｉｎ（ＳＡ）抗体、Ｂ：ａｎｔｉ－ｃａｒｄｉａｃ　ａｃｔｉｎ抗体）
。
　図３は、フローサイトメトリーでの分画（左）と、分画回収したＬｉｎ陰性β１インテ
グリン陽性細胞を試験管内で培養し、抗ＳＡ抗体で免疫染色した結果（右）を示す。
　図４は、脂肪組織から分化した細胞の遺伝子発現解析（ＲＴ－ＰＣＲ）の結果を示す。
　図５は、脂肪組織から分化した細胞の核内転写遺伝子解析（ＲＴ－ＰＣＲ）の結果を示
す。
　図６は、脂肪組織由来の細胞と骨髄細胞との共培養結果を示す（Ａ：脂肪組織由来細胞
と骨髄細胞との共培養結果、Ｂ：骨髄細胞の単独培養結果）。
　図７は、脂肪組織由来の細胞に対して、共培養する骨髄由来の細胞数（横軸：ｃｅｌｌ
ｓ）を変化させたときの、得られる心筋細胞コロニー数（縦軸：ｃｏｌｏｎｙ／ｗｅｌｌ
）の変化を示すグラフである。棒グラフ上部は、骨髄由来細胞から得られた心筋細胞コロ
ニー数、下部は心筋組織から得られた心筋細胞コロニー数を示す。
　図８は、ヒト脂肪組織からの心筋細胞の分化誘導結果を示す。Ａ：抗ＳＡ抗体による免
疫染色の結果（上：矢印は心筋細胞を示す。下：ネガティブコントロール）、Ｂ：全接着
細胞数に対するＳＡ陽性細胞数率％（右：ＰＤＧＦ－ＡＢ添加、左：ＰＤＧＦ－ＡＢ非添
加）
　図９は、ヒト臍帯血中単核球（ｈＣＢＭＮＣ）からの心筋細胞の分化誘導結果を示す。
Ａ：ｈＣＢＭＮＣ（下）とマウス脂肪組織（上）をＣｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｉｎｓｅ
ｒｔ（矢印）で隔てた共培養方法、Ｂ：抗ＳＡ抗体を用いた免疫染色結果（右：共培養、
左：ｈＣＢＭＮＣのみ培養）、Ｃ：全接着細胞数に対するＳＡ陽性細胞数率％（右：共培
養、左：ｈＣＢＭＮＣのみ培養）
　本明細書は、本願の優先権の基礎である特願２００３－４２９０８８号の明細書に記載
された内容を包含する。
【発明を実施するための最良の形態】
１．脂肪組織から単離された細胞を心筋細胞に分化させる方法
　脂肪組織中の間葉系細胞を通常の牛血清を含む培養液中で心筋細胞に分化誘導すること
ができる。
１．１　脂肪組織から単離された細胞
　本発明の方法で用いられる脂肪組織は、哺乳動物由来のものであれば特に限定されない
。すなわち、哺乳動物の胎児、新生児、成体の任意の部位の脂肪組織を使用することがで
きる。細胞は、例えば実体顕微鏡下で、正確に脂肪組織のみを回収し、機械的処理および
／またはコラゲナーゼ処理やディスパーゼ処理等の酵素処理を施すことにより、個々の単
一の細胞として単離することができる。
　こうして脂肪組織から単離された細胞中には、脂肪細胞、脂肪前駆細胞、体性幹細胞等
も含まれるが、本発明で用いられる脂肪組織由来の細胞には、そのような細胞が含まれて
いてもよい。これらの細胞は、Ｌｉｎ陰性、ｃ－Ｋｉｔ陰性～弱陽性、およびβ１インテ
グリン陽性であることが確認されている。
１．２　培養条件
　単離された細胞の培養液としては、ＤＭＥＭ培養液、ＭＥＭ培養液、α－ＭＥＭ培養液
、ＲＰＭＩ培養液、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培養液等、通常哺乳動物の脂肪細胞の培養に用いら
れる培養液に適量の牛血清を添加したものを使用する。添加される牛血清の量は、特に限
定されず、細胞の起源や種類に応じて適宜設定される。好ましくは０％～２０％、より好
ましくは５％～１０％程度の牛血清を添加するとよい。牛血清に代えて、ニュートリドー
マ（Ｂｅｈｒｉｎｇｅｒ製）、ヒト血清等を使用してもよい。
　培養は、市販の培養皿上を用いて２次元的に行う。温度やＣＯ２等の条件は、用いる細
胞の性質に応じて適宜設定されるが、一般に４～６％ＣＯ２、３３～３７℃、特に５％Ｃ
Ｏ２、３７℃程度で行われる。細胞の培養期間も特に限定されず、必要とされる心筋細胞
の発現が認められるまで、適宜培地交換を行いながら培養を行えばよい。発明者らの実験
結果では、培養開始から３日後より、ビーティングする心筋細胞が発現し、同時に球形の
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心筋前駆細胞（心筋幹細胞）の増殖が開始した。
　培養に際しては、細胞の分化増殖を促すサイトカインを適宜培養液に添加してもよい。
そのようなサイトカインとしては、例えば、ＥＧＦ、ＴＧＦ－α、ＨＢ－ＥＧＦ、ＦＧＦ
、ＨＧＦ等のＥＧＦファミリー、ＴＧＦ－β等のＴＧＦ－βファミリー、ＬＩＦ等のＩＬ
ファミリー、ＶＥＧＦ－Ａ等のＶＥＧＦファミリー、ＰＤＧＦ－ＡＢ、ＰＤＧＦ－ＢＢ等
のＰＤＧＦファミリー、エフリンＢ等のエフリンファミリー、ＳＣＦ（Ｓｔｅｍ　ｃｅｌ
ｌ　ｆａｃｔｏｒ）などを挙げることができる。特に、ＬＩＦ、ＨＢ－ＥＧＦ、ＰＤＧＦ
が好ましい。
　添加されるサイトカインの量は、用いるサイトカインや細胞の性質に応じて適宜設定さ
れる。マウスの脂肪組織から単離された細胞を用いた場合、ＬＩＦであれば１０００ｕ／
ｍｌ～５０００ｕ／ｍｌ程度、ＨＢ－ＥＧＦであれば１００ｎｇ／ｍｌ～１μｇ／ｍｌ程
度添加するとよいが、これに限定されるものではない。
２．骨髄細胞または臍帯血由来細胞の心筋細胞への分化誘導
　骨髄細胞または臍帯血由来細胞に、哺乳動物の脂肪組織から単離された細胞またはその
培養上清を添加して、牛血清を含む培養液中で培養することにより、該骨髄細胞または臍
帯血由来細胞を心筋前駆細胞および／または心筋細胞に分化させることができる。
２．１　脂肪組織から単離された細胞またはその培養上清
　前記方法において、脂肪組織からの細胞の単離は、前項１にしたがって行えばよい。培
養上清としては、単離された脂肪組織由来細胞を前項１と同様の条件で適当期間培養して
得られる培養物の上清を用いることができる。培養期間は特に限定されないが、少なくと
も１日以上培養した培養物の上清を用いることが好ましい。
２．２　骨髄細胞
　前記方法で用いられる骨髄細胞は、哺乳動物由来のものであれば特に限定されない。す
なわち、哺乳動物の胎児、新生児、成体の骨髄由来の任意の細胞を用いることができるが
、骨髄間質細胞、特に間葉系幹細胞、あるいは造血幹細胞分画の細胞が好ましい。これら
骨髄細胞の哺乳動物からの採取は、周知の方法にしたがって行われる。骨髄細胞としては
初代培養細胞を用いることが好ましいが、凍結保存されている骨髄細胞を用いてもよい。
　前記骨髄細胞と脂肪組織は同じ種に由来するものであることが好ましい。つまり、マウ
ス骨髄細胞にはマウス脂肪組織由来の細胞を使用し、ラット骨髄細胞にはラット脂肪組織
由来の細胞を使用することが好ましい。
２．３　臍帯血由来細胞
　前記方法で用いられる臍帯血由来細胞は、哺乳動物由来のものであれば特に限定されな
いが、臍帯血中の単核球が好ましい。臍帯血からの細胞の採取は、周知の方法にしたがっ
て行われる。また前項同様、臍帯血由来細胞と脂肪組織は同じ種に由来するものであるこ
とが好ましい。
２．４　培養条件
　細胞の培養液としては、ＤＭＥＭ培養液、ＭＥＭ培養液、α－ＭＥＭ培養液、ＲＰＭＩ
培養液、ＤＭＥＭ／Ｆ１２培養液等、通常哺乳動物の細胞培養に用いられる培養液に適量
の牛血清を添加したものを使用する。添加される牛血清の量は、特に限定されず、細胞の
起源や種類に応じて適宜設定される。好ましくは０％～２０％、より好ましくは５％～１
０％程度の牛血清を添加する。牛血清に代えて、ニュートリドーマ（Ｂｅｈｒｉｎｇｅｒ
製）、ヒト血清等を使用してもよい。
　培養は、脂肪組織から単離された細胞を骨髄細胞または臍帯血由来細胞に添加して、市
販の培養皿上で２次元的に共培養するか、あるいは両者の液性因子が往来できる環境下で
共培養する。骨髄細胞または臍帯血由来細胞と脂肪組織から単離された細胞との混合比は
（細胞数比）、０．１：１～１：１０、特に骨髄細胞の場合であれば１：４程度が好適で
ある。
　脂肪組織由来細胞の培養上清を骨髄細胞または臍帯血由来細胞に添加する場合は、上記
したように適当期間、少なくとも１日以上培養した細胞の培養上清を骨髄細胞または臍帯
血由来細胞に加えて２次元的に共培養する。添加する培養上清の量は特に限定されず、用
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いる細胞の種類に応じて適宜調整されるが、マウス骨髄細胞の場合であれば、骨髄細胞に
対して１～１０倍、好ましくは４倍の数の脂肪組織由来細胞を培養して得られる培養上清
を用いることが好ましい。
　温度やＣＯ２等の条件は、用いる細胞の性質に応じて適宜設定されるが、一般に４～６
％ＣＯ２、３３～３７℃、特に５％ＣＯ２、３７℃程度で行われる。培養期間も特に限定
されず、必要とされる心筋細胞の発現が認められるまで、適宜培地交換を行いながら培養
を行えばよい。発明者らの実験結果では、培養開始から７日後より、ビーティングする心
筋細胞が発現し、同時に球形の心筋前駆細胞（心筋幹細胞）の増殖が開始した。さらに培
養開始後１～２週間の間には２０～６０コロニーくらいの心筋細胞と思われるコロニーが
生成した。
　培養に際しては、細胞の分化増殖を促すサイトカインを適宜培養液に添加してもよい。
そのようなサイトカインとしては、例えば、ＥＧＦ、ＴＧＦ－α、ＨＢ－ＥＧＦ、ＦＧＦ
、ＨＧＦ等のＥＧＦファミリー、ＴＧＦ－β等のＴＧＦ－βファミリー、ＬＩＦ等のＩＬ
ファミリー、ＶＥＧＦ－Ａ等のＶＥＧＦファミリー、ＰＤＧＦ－ＡＢ、ＰＤＧＦ－ＢＢ等
のＰＤＧＦファミリー、エフリンＢ等のエフリンファミリー、ＳＣＦ（Ｓｔｅｍ　ｃｅｌ
ｌ　ｆａｃｔｏｒ）などを挙げることができる。特に、ＬＩＦ、ＨＢ－ＥＧＦ、ＰＤＧＦ
が好ましい。
　添加されるサイトカインの量は、用いるサイトカインや細胞の性質に応じて適宜設定さ
れる。マウスの脂肪組織から単離された細胞を用いた場合、ＬＩＦであれば１０００μ／
ｍｌ～５０００μ／ｍｌ程度、ＨＢ－ＥＧＦであれば１００ｎｇ／ｍｌ～１μｇ／ｍｌ程
度、ＰＤＧＦ－ＡＢであれば１ｎｇ／ｍｌ～５０ｎｇ／ｍｌ程度添加するとよいが、これ
に限定されるものではない。
３．脂肪組織、骨髄細胞、臍帯血由来細胞から分化誘導された心筋細胞
　本発明は、上記のいずれかの方法で作製される心筋前駆細胞および／または心筋細胞を
提供する。ここで心筋前駆細胞とは、心筋細胞に分化する能力をそなえた細胞であって、
心筋幹細胞を包含する。
　これらの細胞は、その起源となる細胞とは異なり、心筋細胞に特徴的な形態的特性、タ
ンパク発現、遺伝子発現を示す。例えば、電子顕微鏡下、心筋細胞はミトコンドリアに富
み、ＡＮＰ顆粒を含有し、Ｚ帯を有し、倒立顕微鏡下、ビーティングする紡錘形をした細
胞で、徐々に集合してシートを形成し、同調してビーティングする細胞として観察される
。また、心筋前駆細胞はそれよりも丸い球形の細胞で、徐々に紡錘形となり、ビーティン
グする細胞として観察される。一方、タンパク発現においては、心筋細胞に特徴的なｓａ
ｒｃｏｍｅｒｉｃ　ａｃｔｉｎ（α－Ｓａｒｃｏｍｅｒｉｃ　Ｍｕｓｃｕｌａｒ　Ａｃｔ
ｉｎ（Ｓｒ－１））およびｃａｒｄｉａｃ　ａｃｔｉｎの発現がみられ、遺伝子発現では
心筋細胞に特徴的なα，β－ＭＨＣ、ＭＬＣ－２ｖ、ＢＮＰの発現や、転写因子ＧＡＴＡ
－４やＮＫＸ２．５の発現がみられる。これらの特徴から、分化誘導された細胞は心筋細
胞または心筋前駆細胞であることが確認できる。
４．脂肪組織、骨髄細胞、臍帯血由来細胞から分化誘導された心筋細胞の用途
４．１　再生医療への応用
　本発明において、脂肪組織、骨髄細胞または臍帯血由来細胞から得られる心筋細胞およ
び心筋前駆細胞は、電子顕微鏡下、それぞれ心筋細胞および心筋前駆細胞の特徴を有し、
遺伝子やタンパクの発現も心筋細胞および心筋前駆細胞と一致する。したがってこれら心
筋前駆細胞または心筋細胞を心筋梗塞のモデルラットに移植すると、移植された宿主の中
で、宿主の心筋細胞と同調して機能する心筋細胞として組み込まれる。特に、材料となる
脂肪組織や骨髄細胞、臍帯血由来細胞として、移植すべき哺乳動物個体のものを用いれば
、当該哺乳動物において拒絶反応を起こすことなく移植可能な心筋前駆細胞や心筋細胞を
得ることができる。すなわち、本発明の方法で得られる心筋前駆細胞および心筋細胞は、
心再生に好適に利用することができる。
　現在、心筋梗塞に対する虚血領域への血管再生医療は大量の骨髄液から得られた血管幹
細胞の局所への移植により行なわれている。骨髄液採取は全身麻酔下で行なわれ、高齢者
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においては、その手技自体にリスクがかかる行為である。脂肪組織の採取は皮膚の単純な
局所麻酔で可能であり、生命を脅かすリスクは極めて稀である。しかも材料として豊富に
存在する。したがって、本発明による心再生は医療業界に対する多大な貢献をもたらす。
４．２　スクリーニング系への応用
本発明において、脂肪組織、骨髄細胞、臍帯血由来細胞から得られる心筋細胞および心筋
前駆細胞は、電子顕微鏡下、それぞれ心筋細胞および心筋前駆細胞の特徴を有し、遺伝子
やタンパクの発現も心筋細胞および心筋前駆細胞と一致する。したがって、これら心筋前
駆細胞および／または心筋細胞に被験物質を添加して培養し、生じる表現上の変化（形態
やタンパク発現の変化）あるいは遺伝的変化（遺伝子発現の変化）を、非添加の場合と比
較することにより、心筋細胞の当該被験物質に対する感受性や、当該被験物質の心筋細胞
に対する効果を評価することができる。この評価系は薬剤感受性試験や、心疾患治療薬の
スクリーニングに利用することができる。
【実施例】
［実施例１］脂肪組織からの心筋細胞の分化
　マウスおよびラットの頚部あるいは腹部の脂肪組織約１．５ｍｌを眼科手術用ハサミで
細切し、３７℃、１５分、１ｍｌのディスパーゼ液に浸透して、細胞をほぐす。ついで、
細胞を４０ミクロンのナイロンメッシュに通し、１ｘ　１０６／ｍｌの濃度で播種し、Ｄ
ＭＥＭ＋１０％ＦＣＳの培地を用いて、５％ＣＯ２、３７℃にて２４　ｗｅｌｌ　ｃｕｌ
ｔｕｒｅ　ｄｉｓｈ（直径約１．３ｃｍ）上で２次元培養を行なう。
　マウス脂肪細胞の培養結果を図１に示す。３日後より、ビーティングする心筋細胞様の
細胞が発現し、同時に球形の心筋前駆／幹細胞様細胞の増殖開始が認められた。心筋細胞
は、実体顕微鏡下、ミトコンドリアに富み、ＡＮＰ顆粒を含有し、Ｚ帯を有し、倒立顕微
鏡下、ビーティングする紡錘形をした細胞という形態的特徴から識別することができる。
培養開始から約１週間後には紡錘形の細胞が出現し、２～３週間後にはシート構造が観察
された。培養１週間目で１ｗｅｌｌあたり２００～３００くらいの心筋細胞と思われるコ
ロニー（集団）を形成された。
［実施例２］免疫染色
　実施例１で得られた細胞が心筋細胞の特徴を備えていることを確認するために、蛍光ラ
ベルしたａｎｔｉ－ｓａｒｃｏｍｅｒｉｃ　ａｃｔｉｎ（α－Ｓａｒｃｏｍｅｒｉｃ　Ｍ
ｕｓｃｕｌａｒ　Ａｃｔｉｎ（Ｓｒ－１）抗体（ＤＡＫＯ製）およびａｎｔｉ－ｃａｒｄ
ｉａｃ　ａｃｔｉｎ（ＭＢＬ製）を用いた免疫染色を行った。なお、ｓａｒｃｏｍｅｒｉ
ｃ　ａｃｔｉｎおよびｃａｒｄｉａｃ　ａｃｔｉｎは、いずれも心筋細胞に特徴的な発現
が認められているタンパクである。
　免疫染色は、実施例１と同様の方法でマウス脂肪組織細胞を１４日間培養した後、１μ
ｇ／ｍｌの抗体を添加することにより行った。結果を図２に示す。図２から明らかなよう
に、培養後の細胞は緑色で蛍光ラベルされ、ｓａｒｃｏｍｅｒｉｃ　ａｃｔｉｎおよびｃ
ａｒｄｉａｃ　ａｃｔｉｎ陽性であることが確認された。
　脂肪組織を実施例１と同様に分散させ、Ｌｉｎ抗体（ＣＤ４，ＣＤ８，Ｇｒ－１，Ｍａ
ｃ－１，ＴＥＲ１１９抗体を混和したもの；成熟した血液細胞を認識できる組み合わせ。
いずれもＰｈａｒｍｉｎｇｅｎ製）と、ｃ－Ｋｉｔ抗体（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ製）ある
いはβ１インテグリン抗体（Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ製）で染色し、フローサイトメトリー
法により自動蛍光細胞回収装置（Ｅｐｉｃｓ　Ａｒｔｒａ；Ｃｏｕｌｔｅｒ製）を用いて
細胞を分画回収し、得られた細胞各々１０４個ずつを１０％牛血清を含むＤＭＥＭ培養液
に混和し、２４穴の培養皿に実施例１と同様に培養した。その結果、Ｌｉｎ陰性ｃ－Ｋｉ
ｔ陰性～弱陽性、あるいはＬｉｎ陰性β１インテグリン陽性細胞（図３に示す細胞集団）
から効率良く実施例１と同様のｓａｒｃｏｍｅｒｉ　ａｃｔｉｎ陽性の心筋細胞が発生す
ることが確認された（図３）
［実施例３］遺伝子発現解析
　実施例１で得られた細胞が心筋細胞であることを確認するために、ＲＴ－ＰＣＲによる
遺伝子発現解析を行った。まず、実施例１と同様の方法でマウス脂肪組織細胞を１４日間
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培養した後、ＲＮｅａｓｙ　Ｍｉｎｉ　Ｋｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ製）を用いてＴｏｔａｌ　
ＲＮＡを抽出し、ＰＣＲ　Ｋｉｔ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ製）を用いてｃＤＮＡに逆転写した
。次いで、Ａｄｖａｎｔａｇｅ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｍｉｘ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ製）
を利用し、以下に示すα，β－ＭＨＣ、α－ｓｋｅｌｅｔａｌ　Ａ、α－ｃａｒｄｉａｃ
　Ａ、ＭＬＣ－２ａ，２ｖ、ＢＮＰ検出用ＰＣＲプライマーによるＲＴ－ＰＣＲを行った
。

（Ｓ：ｓｅｎｓｅ　ｐｒｉｍｅｒ、ＡＳ：ａｎｔｉ－ｓｅｎｓｅ　ｐｒｉｍｅｒ）
　結果を図４に示す。図中各ラインは、１：採取したばかりの脂肪組織、２：培養後の細
胞、３、マウスの心臓由来心筋細胞、４：水を示す。図４から明らかなように、培養後の
細胞では、心筋細胞特異的なα，β－ＭＨＣ、α－ｓｋｅｌｅｔａｌ　Ａ、α－ｃａｒｄ
ｉａｃ　Ａ、ＭＬＣ－２ｖ、ＢＮＰの発現が認められた。
［実施例４］核内転写因子の解析
　次に、心筋細胞特異的な核内転写因子ＧＡＴＡ－４、およびＮＫＸ２．５遺伝子の発現
解析を行った。解析は、実施例３にしたがってｃＤＮＡを取得し、以下に示すＧＡＴＡ－
４、およびＮＫＸ２．５検出用ＰＣＲプライマーを用いたＲＴ－ＰＣＲにより行った。

（Ｓ：ｓｅｎｓｅ　ｐｒｉｍｅｒ、ＡＳ：ａｎｔｉ－ｓｅｎｓｅ　ｐｒｉｍｅｒ）
　結果を図５に示す。図中各ラインは、１：採取したばかりの脂肪組織、２：培養後の細
胞、３、マウスの心臓由来心筋細胞、４：水を示す。図５から明らかなように、培養後の
細胞では、心筋細胞特異的転写因子ＧＡＴＡ－４、およびＮＫＸ２．５遺伝子の発現が確
認された。
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［実施例５］培養条件の最適化（脂肪組織からの心筋細胞分化）
　ＤＭＥＭ＋１０％ＦＣＳの培養液に、それぞれＬＩＦ（ｌｅｕｋｅｍｉａ　ｉｎｈｉｂ
ｉｔｏｒｙ　ｆａｃｔｏｒ）２０００Ｕ／ｍｌ　ＨＢ－ＥＧＦ　０．５μｇ／ｍｌ、ＬＩ
Ｆ２０００Ｕ／ｍｌ＋ＨＢ－ＥＧＦ０．５μｇ／ｍｌを添加し、実施例１と同様にして培
養を行った。培養後の細胞をα－ｓａｒｃｏｍｅｒｉｃ　ａｃｔｉｎおよびｃａｒｄｉａ
ｃ　ａｃｔｉｎに対する抗体を用いて実施例２と同様の方法で免疫染色し、その蛍光強度
から心筋細胞の発現数を蛍光顕微鏡（１ｘ７０、Ｏｌｙｍｐｕｓ）を用いて未添加の場合
と比較評価した（各々４サンプル）。
　その結果、ＬＩＦ単独では心筋細胞の分化は促進傾向にはあったが、添加しない場合と
比較して有意差は認められなかった。一方、ＨＢ－ＥＧＦ単独では、添加しない場合と比
較してｐ＜０．０５の有意差で心筋細胞の分化が促進された。さらに、ＬＩＦ＋ＨＢ－Ｅ
ＧＦでは、ｐ＜０．０５の有意差で、最も心筋細胞の分化が促進された。
［実施例６］心筋梗塞モデルラットへの移植実験
　雄性ＳＤラット（Ｎ＝１９）は動脈結紮により心筋梗塞を誘導し、心筋梗塞モデルラッ
トを作製した。実施例１にしたがいラット脂肪組織由来の細胞を単離し、１０％ＦＣＳを
含むＤＭＥＭ培養液にて培養して脂肪組織由来心筋細胞を得た。得られた脂肪組織由来心
筋細胞（２ｘ１０６個／ｍｌ濃度の細胞を０．１ｍｌずつ５ヶ所）を心筋梗塞モデルラッ
ト（Ｎ＝９）の心筋梗塞巣に注入し、試験群とした。また、比較群および対象群として、
それぞれＰＢＳを注入した心筋梗塞モデルラット（Ｎ＝１０）、および梗塞処置を施して
いないシャムオペレーションラット（Ｎ＝６）を用意した。それぞれの群について、注入
２８日後の心機能の改善を心超音波検査にて解析し、
　その結果、ＰＢＳを注入した比較群では正常ラットの約１／５まで心機能の低下が認め
られたが、脂肪組織由来心筋細胞を注入した試験群では、正常ラットの約４／５までしか
心機能の低下は認められなかった。
［実施例７］脂肪組織由来細胞と骨髄由来細胞の共培養
　実施例１にしたがって単離したマウス脂肪組織の細胞１ｘ１０６個をＰＫＨ６７　Ｇｒ
ｅｅｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｃｅｌｌ　Ｌｉｎｋｅｒ　Ｋｉｔ（ＳＩＧＭＡ製）で
蛍光標識した骨髄細胞１ｘ１０５個／ｍｌと混合し、ＤＭＥＭ＋１０％ＦＣＳの培養液１
ｍｌ中に混和し、２４　ｗｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｄｉｓｈ（直径約１．３ｃｍ）上で
培養した。比較として、ＰＫＨ６７で蛍光標識した骨髄細胞を同様の条件で単独培養した
。
　結果を図６に示す。心筋組織の細胞と共培養を行った骨髄細胞では、培養開始後１～２
週間の間に２０～６０コロニーくらいの心筋細胞と思われるコロニーが生成した。この心
筋細胞コロニーにはＰＫＨ６７で蛍光標識された骨髄由来の細胞が含まれていた（図６Ａ
）。一方、単独培養した骨髄細胞では、心筋細胞への分化は認められなかった（図６Ｂ）
。
［実施例８］共培養条件の最適化
　１ｘ１０６脂肪組織の細胞に対して、共培養する骨髄由来の細胞数を５ｘ１０４、１ｘ
１０５、２．５ｘ１０５、５ｘ１０５、１ｘ１０６と変化させ、その影響を検討した。結
果を図７に示す。図７から明らかなように、２．５ｘ１０５個の骨髄細胞を混合した場合
、つまり、脂肪組織：骨髄細胞＝４：１の割合で共培養した場合に、最も多くのＰＫＨ６
７で蛍光標識された骨髄細胞由来心筋細胞が得られることがわかった。
［実施例９］骨髄細胞の分化に影響を与える因子
　次に、骨髄細胞の分化に影響を与える因子を検討するために、脂肪組織の細胞と骨髄細
胞を０．４ミクロンのポアを有する膜（Ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｉｎｓｅｒｔ：ＦＡ
ＬＣＯＮ製）で隔てて、実施例８と同様に培養を行った。その結果、細胞間の接着が抑制
され、液性成分のみが作用し合う条件下においても、骨髄細胞の心筋細胞への分化が認め
られることが確認された。このことは、脂肪組織の心筋細胞への分化培養系から得られる
培養上清中に、骨髄細胞を心筋細胞に分化誘導する液性分子が含まれていることを意味す
る。
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［実施例１０］ヒト脂肪組織からの心筋細胞の分化
　ヒトの心臓、大動脈周囲および大網部に存在する脂肪組織から細胞を単離し、３７℃、
３０分、５ｍｌのディスパーゼ液に浸透して細胞をほぐした後、細胞を４０ミクロンのナ
イロンメッシュに通した。この細胞１ｘ１０６／ｍｌをＤＭＥＭ＋１０％ＦＣＳの培地に
播種し、５％ＣＯ２、３７℃にて２４　ｗｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｄｉｓｈ（直径約１
．３ｃｍ）上で２次元培養を行った。
　培養２週間後の細胞をａｎｔｉ－ｓａｒｃｏｍｅｒｉｃ　ａｃｔｉｎ（ＳＡ）抗体を用
いた免疫染色を行った。ネガティブコントロールとして二次抗体である抗－マウス免疫グ
ロブリンのみを用いて同様に染色を行った。その結果、ヒト脂肪組織からＳＡ陽性の心筋
細胞の誘導が確認された（図８（Ａ）上）。
　さらに、ＰＤＧＦ－ＡＢ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ製）１０ｎｇ／ｍｌを添加して同様に
２週間培養を行い、蛍光顕微鏡下（ｘ２０）ランダムな５視野における全接着細胞数に対
するＳＡ陽性細胞数を求め、非添加の場合と比較した（図８（Ｃ））。その結果、ＰＤＧ
Ｆ－ＡＢを非添加の場合には、全接着細胞のうち約１％がＳＡ陽性であるのに対し、ＰＤ
ＧＦ－ＡＢを添加した場合にはその約２倍のＳＡ陽性心筋細胞が出現していることが確認
された。
［実施例１１］マウス脂肪組織とヒト臍帯血の共培養法による、臍帯血の心筋細胞への分
化
　ヒト臍帯血（ＣＢ）からＦｉｃｏｌｌ－Ｐａｑｕｅ　Ｐｌｕｓを用いて、単核球分画の
みを分離した。実施例１にしたがい、マウスの脂肪組織から細胞を分離した。図９（Ａ）
に示すように、ヒト臍帯血由来単核球細胞（ｈＣＢＭＮＣ）１ｘ１０６／ｍｌとマウス脂
肪組織由来細胞（ＢＡＴＤＣ）２ｘ１０５／ｍｌを、０．４ミクロンのポアを有する膜（
Ｃｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｉｎｓｅｒｔ：ＦＡＬＣＯＮ製）で隔てて、分離共培養を行
った。培養条件は、ＤＭＥＭ＋１０％ＦＣＳの培地を用い、５％ＣＯ２、３７℃で二次元
培養を行った。対照として、ｈＣＢＭＮＣ　１ｘ１０６／ｍｌのみを同様の条件で２４　
ｗｅｌｌ　ｃｕｌｔｕｒｅ　ｄｉｓｈを用いて培養した。
　培養２週間後の細胞をａｎｔｉ－ｓａｒｃｏｍｅｒｉｃ　ａｃｔｉｎ（ＳＡ）抗体を用
いた免疫染色を行った。その結果、ｈＣＢＭＮＣからＳＡ陽性の心筋細胞の誘導が確認さ
れたが（図９（Ｂ）右）、ｈＣＢＭＮＣのみを培養した場合には心筋細胞の誘導は認めら
れなかった（図９（Ｂ）左）。さらに、蛍光顕微鏡下（ｘ２０）ランダムな５視野におけ
る全接着細胞数に対するＳＡ陽性細胞数を求めたところ、共培養では全接着細胞のうち約
１％がＳＡ陽性の心筋細胞であることが確認された。
　本明細書中で引用した全ての刊行物、特許および特許出願をそのまま参考として本明細
書中にとり入れるものとする。
産業上の利用の可能性
　本発明で得られる心筋細胞および心筋前駆細胞は、表現的形質にも遺伝的形質も心筋細
胞と一致する。したがって、これら細胞は、心臓領域の再生医療に好適に利用することが
できる。また心筋細胞の薬剤感受性評価や心疾患治療薬のスクリーニング系等に利用でき
る。
【配列表フリーテキスト】
配列番号１－人工配列の説明：プライマー（α－ＭＨＣ－Ｓ）
配列番号２－人工配列の説明：プライマー（α－ＭＨＣ－ＡＳ）
配列番号３－人工配列の説明：プライマー（β－ＭＨＣ－Ｓ）
配列番号４－人工配列の説明：プライマー（β－ＭＨＣ－ＡＳ）
配列番号５－人工配列の説明：プライマー（α－ｓｋｅｌｅｔａｌ　Ａ－Ｓ）
配列番号６－人工配列の説明：プライマー（α－ｓｋｅｌｅｔａｌ　Ａ－ＡＳ）
配列番号７－人工配列の説明：プライマー（α－ｃａｒｄｉａｃ　Ａ－Ｓ）
配列番号８－人工配列の説明：プライマー（α－ｃａｒｄｉａｃ　Ａ－ＡＳ）
配列番号９－人工配列の説明：プライマー（ＭＬＣ－２ａ－Ｓ）
配列番号１０－人工配列の説明：プライマー（ＭＬＣ－２ａ－ＡＳ）
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配列番号１１－人工配列の説明：プライマー（ＭＬＣ－２ｖ－Ｓ）
配列番号１２－人工配列の説明：プライマー（ＭＬＣ－２ｖ－ＡＳ）
配列番号１３－人工配列の説明：プライマー（ＢＮＰ－Ｓ）
配列番号１４－人工配列の説明：プライマー（ＢＮＰ－ＡＳ）
配列番号１５－人工配列の説明：プライマー（Ｎｋｘ２．５－Ｓ）
配列番号１６－人工配列の説明：プライマー（Ｎｋｘ２．５－ＡＳ）
配列番号１７－人工配列の説明：プライマー（ＧＡＴＡ４－Ｓ）
配列番号１８－人工配列の説明：プライマー（ＧＡＴＡ４－ＡＳ）

【図１】 【図２】
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【図９】
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