
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】自己舌組織から、拍動する心筋細胞を創生する

ための細胞、細胞の培養、分化誘導法の提供。再生医学

に多大な貢献をする。

【解決手段】バイオプシーによってヒトからも採取可能

な組織、特に自己舌組織幹細胞から、ＳＣＡ１陽性でＣ

Ｄ３４の細胞を採取し、脱メチル化剤を用いずに、血小

板由来増殖因子や上皮細胞増殖因子のような成長因子を

含む培地の使用と、培養における細胞外環境因子として

遠心負荷をかける方法によって、拍動する心筋細胞を誘

導する。

【選択図】図８
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
舌 組 織 か ら 単 離 さ れ た 、 自 動 拍 動 す る 心 筋 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 。
【 請 求 項 ２ 】
電 気 的 細 胞 間 連 絡 を 形 成 す る 心 筋 細 胞 に 分 化 し う る 細 胞 で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ 】
細 胞 が 、 少 な く と も 心 筋 細 胞 、 骨 格 筋 細 胞 に 分 化 す る 、 請 求 項 １ ～ ２ の い ず れ か １ 項 に 記
載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ４ 】
細 胞 が 、 Ｓ Ｃ Ａ １ 陽 性 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 細 　 胞 。
【 請 求 項 ５ 】
細 胞 が 、 Ｃ Ｄ ３ ４ 陰 性 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ６ 】
細 胞 が 、 Ｃ Ｄ ３ ８ 陰 性 も し く は 陽 性 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ７ 】
細 胞 が 、 さ ら に Ｃ Ｄ ３ １ 陰 性 も し く は 陽 性 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 細 胞 か ら 誘 導 さ れ る 心 筋 細 胞 に 特 異 的 に 分 化 誘 導 さ
れ る 心 筋 前 駆 細 胞 。
【 請 求 項 ９ 】
心 室 筋 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ０ 】
洞 結 節 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～ ８ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ １ 】
舌 組 織 が ほ 乳 動 物 由 来 の も の で あ る 、 請 求 項 １ ～ １ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ２ 】
ほ 乳 動 物 が マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ
タ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 サ ル お よ び ヒ ト か ら 選 ば れ る １ 種 で あ る 、 請 求 項 １ １ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ３ 】
染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ の 脱 メ チ ル 化 薬 を 必 要 と せ ず 心 筋 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 、 請 求 項 １ ～
１ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ４ 】
圧 負 荷 培 養 に よ っ て 拍 動 す る 細 胞 の 頻 度 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず
れ か １ 項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ５ 】
培 養 に 使 用 す る サ イ ト カ イ ン が 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ） 、 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｅ
Ｇ Ｆ ） 、 白 血 病 抑 制 因 子 （ Ｌ Ｉ Ｆ ） か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 で あ る 、 請 求
項 １ ～ １ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
培 養 に 使 用 す る 接 着 分 子 が ゼ ラ チ ン 、 ラ ミ ニ ン 、 コ ラ ー ゲ ン お よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン か ら
な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 で あ る 、 請 求 項 １ 5記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ７ 】
心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 確 認 す る 転 写 因 子 の 発 現 が 、 Ｎ ｋ ｘ ２ ． ５ 、 Ｇ Ａ 　 Ｔ Ａ ４ 、 Ｍ Ｅ Ｆ －
２ Ｃ 、 Ａ Ｎ Ｐ ， Ｂ Ｎ Ｐ 、 Ｃ ｘ ４ ３ 、 α -myosin heavy chain, MLC2a, 　 MLC2v、 troponin 
Iか ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 で あ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ８ 】
心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 細 胞 外 環 境 因 子 と し て 細 胞 外 カ ル シ ウ ム 濃 度 に 依 存 す る 因 子
、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 に 依 存 す る 因 子 、 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 で あ る 、 請 求 項 １
１ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 １ ９ 】
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心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 細 胞 外 環 境 因 子 と し て 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 に 依 存 す る 因 子
と し て 、 カ ル シ ウ ム － カ ル モ デ ュ リ ン キ ナ ー ゼ を 介 す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 細 胞 外 環 境 因 子 と し て 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 を 調 節 す る 因 子
と し て 、 Ｗ ｎ ｔ か ら の シ グ ナ ル を 介 す る 請 求 項 １ ９ 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ２ １ 】
心 臓 に 移 植 す る こ と に よ り 心 筋 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 請 求 項 １ ～ ２ ０ の い ず れ か １
項 に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 細 胞 外 環 境 因 子 と し て 圧 負 荷 を か け 培 養 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 細 胞 外 環 境 因 子 と し て 遠 心 負 荷 を か け る 培 養 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
拍 動 す る 心 筋 を fluo3、 Fura2な ど の 蛍 光 色 素 を 用 い て 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 動 態 、 カ ル シ ウ ム
ト ラ ン ジ エ ン ト を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
拍 動 す る 心 筋 細 胞 間 の 電 気 的 な 結 合 を fluo3蛍 光 色 素 を 用 い て 確 認 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
拍 動 す る 心 筋 細 胞 間 の 電 気 的 な 結 合 を Ｃ ｘ ４ ３ の 免 疫 染 色 を 用 い て 確 認 す る 方 法 。
　
　                                                                               
　
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 自 己 舌 組 織 か ら 拍 動 す る 心 筋 細 胞 を 創 生 す る た め の 細 胞 、 お よ び 細 胞 の 単 離
、 精 製 、 培 養 、 分 化 誘 導 法 に 関 す る 。 ま た 本 発 明 は 、 各 種 サ イ ト カ イ ン 、 接 着 因 子 な ど を
用 い た 、 心 筋 細 胞 へ の 分 化 能 を 有 す る 細 胞 の 増 殖 方 法 お よ び 心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 制 御 す る
方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 心 不 全 の 原 因 と し て 、 心 筋 梗 塞 、 心 筋 炎 、 拡 張 型 心 筋 症 、 二 次 性 心 筋 症 、 高 血 圧 性 な ど
が あ り 、 特 に 近 年 、 生 活 習 慣 の 欧 米 化 に よ っ て 心 筋 梗 塞 に よ る も の が 増 え て い る 。 心 不 全
の 治 療 法 と し て は 、 強 心 薬 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 変 換 酵 素 阻 害 薬 、 ア ン ギ オ テ ン シ ン 受 容 体
拮 抗 薬 、 β 遮 断 薬 、 ア ル ド ス テ ロ ン 拮 抗 薬 、 利 尿 薬 な ど を 用 い た 薬 物 療 法 が 中 心 で あ る が
、 失 わ れ た 心 筋 量 が 多 い 場 合 や 、 心 筋 そ の も の の 変 性 が 著 し い 場 合 に は 心 臓 移 植 し か 有 効
な 治 療 法 が な い 。 し か し 、 心 臓 移 植 は わ が 国 で は 特 に 心 臓 提 供 者 が 得 ら れ に く く 、 心 臓 移
植 が 施 行 さ れ て 数 年 に な る が 、 い ま だ に １ ０ 数 例 の 治 療 例 し か な い の が 現 状 で あ る 。 そ こ
で 、 胚 性 幹 細 胞 や 自 己 組 織 幹 細 胞 、 中 で も 自 己 骨 髄 中 の 幹 細 胞 に よ る 心 筋 細 胞 の 分 化 誘 導
が 試 み ら れ て い る が 、 心 筋 細 胞 へ の 誘 導 効 率 が 極 め て 低 く 、 再 現 性 に 乏 し い こ と や 、 移 植
し て も 、 自 己 の 心 筋 細 胞 と 電 気 的 な 結 合 を 形 成 せ ず 、 不 整 脈 の 原 因 に な っ た り 、 ま た 、 細
胞 の ソ ー ス と し て 胎 児 や 新 生 児 の 心 筋 細 胞 を 用 い る た め に 倫 理 的 な 反 対 が 続 出 し て お り 、
新 た な 、 細 胞 ソ ー ス が 求 め ら れ て い る が い ま だ に 、 画 期 的 な 細 胞 ソ ー ス は 見 出 さ れ て い な
い 。 近 年 、 マ ウ ス 成 体 の 骨 髄 か ら 、 心 筋 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 を 得 た と い う 報
告 が あ る （ 非 特 許 文 献 １ お よ び 非 特 許 文 献 ２ ） 。 ま た 、 生 体 組 織 と く に 骨 髄 か ら 単 離 さ れ
た 少 な く と も 心 筋 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 に 関 す る 特 許 が 出 願 さ れ て い る （ 特 許
文 献 １ ） 。 し か し 、 前 述 の 発 明 は 、 心 筋 細 胞 に 分 化 す る 細 胞 を 得 る た め に 脱 メ チ ル 化 剤 を
用 い な け れ ば な ら な い た め 、 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ に 損 傷 を 受 け た 変 異 細 胞 と な っ て い る 可 能 性 が
あ り 、 臨 床 応 用 に は 耐 え な い 方 法 と 考 え ら れ る 。 ま た 、 心 筋 か ら 組 織 幹 細 胞 を 分 離 し 、 心
筋 梗 塞 マ ウ ス で 心 筋 へ の 分 化 を 認 め た 方 法 も 報 告 さ れ て い る が 、 （ 非 特 許 文 献 ３ ） 、 心 臓
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か ら そ の よ う な 細 胞 を 得 る こ と は 実 際 の 臨 床 に お い て は 不 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。 ま た
、 骨 格 筋 か ら 骨 格 筋 の 前 駆 細 胞 を 分 離 し 、 心 筋 に 移 植 す る 実 験 が 行 わ れ て い る が 、 骨 格 筋
か ら の 細 胞 は 心 筋 と 電 気 的 結 合 が で き ず 、 不 整 脈 の 原 因 に な る 可 能 性 が 示 さ れ て お り 、 こ
の 方 法 も 限 界 が あ る と 考 え ら れ る （ 非 特 許 文 献 ４ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 ま た 、 成 体 マ ウ ス 筋 肉 由 来 の 細 胞 を 、 脱 メ チ ル 化 剤 等 の 分 化 誘 導 剤 を 用 い ず に 培 養 す る
こ と に よ り 拍 動 す る 心 筋 様 細 胞 に 分 化 す る こ と を 見 出 し 、 こ の 心 筋 様 細 胞 を （ １ ） 心 筋 分
化 ・ 再 生 に 関 わ る 遺 伝 子 の 同 定 お よ び 評 価 、 （ ２ ） 心 不 全 ・ 心 筋 梗 塞 な ど 心 疾 患 を は じ め
と す る 種 々 の 疾 患 の 細 胞 移 植 、 （ ３ ） 心 筋 分 化 を 促 進 す る 化 合 物 の 探 索 お よ び 評 価 、 （ ４
） 細 胞 移 植 効 率 を 上 昇 さ せ る 薬 剤 （ 移 植 細 胞 の 生 体 組 織 へ の 定 着 ・ 機 能 促 進 ） の 探 索 お よ
び 評 価 、 （ ５ ） 心 不 全 治 療 剤 を 開 発 す る た め の モ デ ル 動 物 作 成 な ど に 用 い る こ と を 請 求 し
て い る 特 許 が あ る （ 特 許 文 献 ２ ） 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 願 ２ ０ ０ １ － ５ ４ ８ ６ ６ ４
【 特 許 文 献 ２ 】 特 願 ２ ０ ０ ３ － ５ ９ ２ ９ ７
【 非 特 許 文 献 １ 】 J. Clinical Investigation, 103, 10-18(1999)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Cell， 114:763-776,(2003)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 PNAS, 100:12313-12318,2003
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Circulation， 107:3088-3092, (2003)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 心 筋 細 胞 へ の 分 化 能 を 有 す る 舌 組 織 由 来 の 細 胞 お よ び そ の 用 途 等 に 関 す る も
の で あ り 、 自 己 の 舌 組 織 を 用 い る 場 合 に は 、 ヒ ト の 心 疾 患 の 治 療 に も 用 い る こ と が で き る
。 ま た 、 心 筋 細 胞 へ の 分 化 能 を 有 す る 舌 組 織 由 来 の 拍 動 す る 心 筋 細 胞 を 移 植 さ れ た 移 植 動
物 （ ヒ ト を 除 く ） は 、 心 疾 患 の 予 防 ・ 治 療 剤 と な り う る 化 合 物 を 探 索 す る た め の ス ク リ ー
ニ ン グ 等 に も 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 世 界 で 始 め て 自 己 舌 組 織 幹 細 胞 か ら 、 脱 メ チ ル 化 剤 を 用 い ず に 、 成 長 因 子 と 圧 負 荷 に よ
っ て 拍 動 す る 心 筋 細 胞 を 誘 導 さ せ る こ と に 成 功 し た 。 特 に 、 舌 組 織 と い う バ イ オ プ シ ー に
よ っ て 採 取 可 能 な 組 織 か ら 誘 導 で き た こ と は 非 常 に 有 用 で 、 再 生 医 学 に 多 大 な 貢 献 を し 得
る 発 明 と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 で は 、 変 異 原 性 の あ る 薬 物 を 使 用 し な い で 分 化 を 誘 導 で き る こ と 、 再 現 性 を 　 持
っ て 、 自 己 拍 動 す る 心 筋 細 胞 を 得 る こ と が で き る こ と 、 電 気 的 接 合 を 形 成 し 協 調 し て 拍 動
す る こ と 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ エ ン ト を 測 定 す る こ と が で き る ま っ た く 新 規 な 細 胞
ソ ー ス と そ の 分 化 誘 導 法 を 考 案 し た の で こ こ に 特 許 申 請 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 こ れ ま で 心 筋 細 胞 を 自 己 の 組 織 幹 細 胞 か ら 誘 導 で き る と 報 告 さ れ た も の は 、 骨 髄 中 の 幹
細 胞 に 脱 メ チ ル 化 剤 を 投 与 し 、 頻 回 の 培 養 を 繰 り 返 し て い る う ち に 、 た ま た ま 出 現 し た 拍
動 す る 細 胞 を 採 取 し て cell line化 す る 方 法 (CMG cell)で あ る が 、 再 現 性 が ほ と ん ど な く
、 新 規 に 骨 髄 よ り こ の よ う な 細 胞 を 繰 り 返 し て 分 離 す る こ と は 困 難 で あ る 。 ま た 胚 性 幹 細
胞 (ES細 胞 )か ら 拍 動 す る 心 筋 細 胞 が 比 較 的 簡 単 に 誘 導 で き る が 、 こ れ は 自 己 の 細 胞 で は な
く 免 疫 学 的 な 問 題 や 、 倫 理 的 問 題 が 大 き く 、 現 時 点 で は 臨 床 的 に は 使 用 で き な い 。 発 明 者
ら は 、 今 回 、 拍 動 す る 心 筋 細 胞 を 初 回 培 養 で 、 高 率 に 、 再 現 性 を 持 っ て 、 し か も 変 異 原 性
の あ る 脱 メ チ ル 化 剤 を 使 用 せ ず に 分 化 誘 導 で き る 方 法 を 発 明 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 細 胞 は 、 舌 組 織 か ら 単 離 さ れ た 、 自 動 拍 動 す る 心 筋 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す
る 細 胞 で あ る 。 ま た 、 こ の 細 胞 は 、 電 気 的 細 胞 間 連 絡 を 形 成 す る 心 筋 細 胞 に 分 化 し う る 細
胞 で あ り 、 少 な く と も 心 筋 細 胞 、 骨 格 筋 細 胞 に 分 化 し う る 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、
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幹 細 胞 に 特 異 的 な 細 胞 表 面 マ ー カ ー （ た と え ば Ｓ Ｃ Ａ １ ） が 陽 性 で あ る 細 胞 、 Ｃ Ｄ ３ ８ 陰
性 も し く は 陽 性 で あ る 細 胞 、 さ ら に Ｃ Ｄ ３ １ 陰 性 も し く は 陽 性 で あ る 細 胞 が 含 ま れ る 。 ま
た 、 こ れ ら の 細 胞 か ら 誘 導 さ れ る 、 心 筋 細 胞 に 特 異 的 に 分 化 誘 導 さ れ る 心 筋 前 駆 細 胞 、 心
室 筋 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 、 洞 結 節 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 も 含 ま れ
る 。 舌 組 織 は 、 ほ 乳 動 物 由 来 の も の で あ り 、 具 体 的 に は マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ハ
ム ス タ ー 、 ウ サ ギ 、 ネ コ 、 イ ヌ 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 、 ヤ ギ 、 サ ル お よ び ヒ ト か ら 選 択 で
き る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 染 色 体 Ｄ Ｎ Ａ の 脱 メ チ ル 化 薬 を 必 要 と せ ず 心 筋 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 は 、 圧
負 荷 培 養 に よ っ て 拍 動 す る 細 胞 の 頻 度 を 増 加 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 培 養 に 使 用 す る
サ イ ト カ イ ン は 、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 （ Ｐ Ｄ Ｇ Ｆ ） 、 上 皮 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｅ Ｇ Ｆ ） 、 白 血
病 抑 制 因 子 （ Ｌ Ｉ Ｆ ） お よ び 骨 形 成 因 子 ２ 、 ４ （ Ｂ Ｍ Ｐ － ２ 、 ４ ） 、 Ｗ ｎ ｔ か ら な る 群 か
ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 で あ る 。 ま た 培 養 に 使 用 す る 接 着 分 子 は 、 ゼ ラ チ ン 、 ラ ミ ニ ン
、 コ ラ ー ゲ ン お よ び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン か ら な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 で あ る 。 心
筋 細 胞 へ の 分 化 を 確 認 す る 転 写 因 子 の 発 現 は 、 Ｎ ｋ ｘ ２ ． ５ 、 Ｇ Ａ Ｔ Ａ ４ 、 Ｍ Ｅ Ｆ － ２ Ｃ
、 Ａ Ｎ Ｐ ， Ｂ Ｎ Ｐ 、 Ｃ ｘ ４ ３ 、 α -myosin heavy chain, MLC2a, MLC2v、 troponin I か ら
な る 群 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 で あ る 。 心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 細 胞 外 環 境 因 子
と し て は 、 細 胞 外 カ ル シ ウ ム 濃 度 に 依 存 す る 因 子 、 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 に 依 存 す る 因 子
、 か ら 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 で あ る 。 ま た 、 心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 細 胞 外 環 境 因
子 と し て 細 胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 に 依 存 す る 因 子 と し て 、 カ ル シ ウ ム － カ ル モ デ ュ リ ン キ ナ
ー ゼ を 介 す る 細 胞 で あ る 。 さ ら に 、 心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 細 胞 外 環 境 因 子 と し て 細
胞 内 カ ル シ ウ ム 濃 度 を 調 節 す る 因 子 と し て 、 Ｗ ｎ ｔ か ら の シ グ ナ ル を 介 す る 細 胞 で あ る 。
さ ら に 、 心 臓 に 移 植 す る こ と に よ り 心 筋 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 有 す る 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の 細 胞 の 培 養 方 法 は 、 心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 細 胞 外 環 境 因 子 と し て 圧 負 荷
を か け 培 養 す る 方 法 、 心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 促 進 す る 細 胞 外 環 境 因 子 と し て 遠 心 負 荷 を か け
る 培 養 方 法 を 用 い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 に よ り 得 ら れ る 拍 動 す る 心 筋 を 、 fluo3や Fura2な ど の 蛍 光 色 素 を 用 い て 細 胞 内 カ
ル シ ウ ム 動 態 や カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ エ ン ト を 測 定 す る 方 法 、 拍 動 す る 心 筋 細 胞 間 の 電 気 的
な 結 合 を fluo3蛍 光 色 素 を 用 い て 確 認 す る 方 法 、 拍 動 す る 心 筋 細 胞 間 の 電 気 的 な 結 合 を Ｃ
ｘ ４ ３ の 免 疫 染 色 を 用 い て 確 認 す る 方 法 も 、 本 発 明 に 含 ま れ て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 成 獣 の 舌 組 織 を 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ 等 に よ り 酵 素 処 理 し て 単 離 細 胞 に し 、 幹 細 胞 マ ー カ ー を
認 識 す る 抗 体 で 標 識 し 、 二 次 抗 体 と し て 磁 気 ビ ー ズ で 標 識 し た も の を 用 い 、 陽 性 細 胞 を 分
離 す る 。 こ れ を １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ を 加 え た 　 DMEM培 地 に LIF, EGF, PDGFbb等 を 加 え 、 ３ ７ ℃ 、
５ ％ Ｃ Ｏ 2 下 に て 培 養 す る 。 こ の と き 、 特 殊 な 培 養 器 を 用 い る 。 す な わ ち 、 培 養 器 内 に 高
圧 を か け る こ と の で き る 耐 圧 の 培 養 器 内 で 培 養 す る 。 培 養 後 に 棒 状 及 び 球 状 の 細 胞 塊 が 出
現 し 、 こ れ ら の 細 胞 は 互 い に 融 合 し 、 電 気 刺 激 な し に 一 定 の 自 動 拍 動 を 起 こ し 、 横 紋 も 観
察 さ れ 、 心 筋 細 胞 に 特 異 的 に 分 化 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 細 胞 は 免 疫 組
織 学 的 検 討 、 お よ び RT-PCRに よ る 遺 伝 子 発 現 に よ り 、 心 筋 特 異 的 遺 伝 子 で あ る NKX2.5, AN
P, connexin 43の 遺 伝 子 を 発 現 す る こ と を 確 認 し た 。 ま た 、 myosin, Cx 34, troponin I
に よ る 免 疫 染 色 に よ り 、 心 筋 に 分 化 し て い る こ と を 確 認 す る と と も に 、 こ れ ら の 細 胞 は ga
p junctionを 介 し て 結 合 し 、 各 細 胞 が 同 期 し て 拍 動 し う る こ と を 確 認 し た 。 さ ら に 、 細 胞
内 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ エ ン ト を カ ル シ ウ ム 感 受 性 蛍 光 色 素 Fluo3を 負 荷 し 、 レ ー ザ ー 共 焦
点 顕 微 鏡 で 観 察 し た と こ ろ 、 心 筋 細 胞 に 見 ら れ る も の と 同 様 の 細 胞 内 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ
エ ン ト を 観 察 し た 。 こ れ ら の 細 胞 は ２ 週 間 培 養 を 続 け る と 、 シ ー ト 状 に な り 、 シ ー ト 全 体
が 同 期 し て 拍 動 す る の が 観 察 さ れ た 。 以 上 よ り 、 舌 由 来 幹 細 胞 は 特 異 的 に 心 筋 細 胞 に 分 化
し 、 自 己 拍 動 す る 能 力 を 有 し 、 細 胞 間 結 合 を 介 し て 同 期 し て 拍 動 、 お よ び 電 気 現 象 を お こ
す こ と が 証 明 さ れ た 。 さ ら に 、 こ の 心 筋 細 胞 分 化 に は 、 変 異 原 性 を 有 す る 有 害 な 薬 物 を 用
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い る こ と な く 、 再 現 性 を 持 っ て 分 化 誘 導 す る こ と が で き る こ と を 証 明 し た 。 こ の よ う な 自
己 拍 動 す る 細 胞 を 得 る こ と が で き 、 ま た 拍 動 す る 心 筋 シ ー ト を こ の 細 胞 か ら 作 製 す る こ と
も 可 能 で あ り 、 移 植 に 使 用 可 能 な 幹 細 胞 ソ ー ス と し て 非 常 に 有 用 で あ る と 考 え ら れ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ３ 】
　 自 己 組 織 幹 細 胞 か ら 拍 動 す る 心 筋 細 胞 を 、 脱 メ チ ル 化 剤 を 用 い ず に 、 成 長 因 子 と 圧 負 荷
に よ っ て 誘 導 さ せ る こ と に 成 功 し た 。 特 に 舌 組 織 と い う バ イ オ プ シ ー に よ っ て ヒ ト か ら も
採 取 可 能 な 組 織 か ら 誘 導 で き た こ と は 非 常 に 有 用 で 、 再 生 医 学 に 多 大 な 貢 献 を し 得 る 発 明
と 考 え ら れ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 発 明 の 実 施 の 形 態 を 、 実 施 例 に も と づ き 図 面 を 参 照 し て 説 明 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ １ ５ 】
　 マ ウ ス の 舌 組 織 を ０ ． ２ ％ コ ラ ゲ ナ ー ゼ で ３ ０ 分 間 酵 素 処 理 し て 単 離 細 胞 に し 、 幹 細 胞
マ ー カ ー の 一 種 と し て よ く 知 ら れ て い る SCA-1に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 標 識 し 、 二
次 抗 体 と し て 磁 気 ビ ー ズ で 標 識 し た も の を 用 い 、 陽 性 細 胞 を 分 離 し た （ Miltenyi社 製 の 市
販 の キ ッ ト を 使 用 ） 。 次 に 、 １ ０ ％ Ｆ Ｃ Ｓ を 加 え た  DMEM培 地 に LIF、 EGF、 PDGFbbを 加 え
、 分 離 し た SCA-1陽 性 細 胞 を 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2 下 に て 培 養 し た 。 こ の と き 、 特 殊 な 培 養
器 を 用 い 、 培 養 器 内 に １ １ ０ ｍ ｍ Ｈ ｇ の 圧 を か け 培 養 し た 。 ７ 日 後 に 棒 状 の 細 胞 と 球 状 の
細 胞 塊 （ cardiosphere） が 多 数 出 現 し 、 こ れ ら は 細 胞 融 合 し 、 電 気 刺 激 な し に 一 定 の 自 動
拍 動 を 起 こ し 、 横 紋 も 観 察 さ れ 、 心 筋 細 胞 に 特 異 的 に 分 化 す る こ と が 確 認 さ れ た 。 さ ら に
、 こ れ ら の 細 胞 は 免 疫 組 織 学 的 検 討 に よ り myosin, Cx 43, troponin I を 発 現 し 、 RT-PCR
に よ る 遺 伝 子 発 現 の 解 析 に よ り 、 心 筋 特 異 的 遺 伝 子 で あ る NKX2.5、 ANP、 connexin 43の 遺
伝 子 を 発 現 す る こ と を 確 認 し た 。 こ れ ら の 細 胞 は gap junctionを 介 し て 結 合 し 、 各 細 胞 が
同 期 し て 拍 動 す る こ と を 確 認 し た 。 さ ら に 細 胞 内 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ エ ン ト を 、 カ ル シ ウ
ム 感 受 性 蛍 光 色 素 Fluo3を 負 荷 し 、 レ ー ザ ー 共 焦 点 顕 微 鏡 で 観 察 し た と こ ろ 、 心 筋 細 胞 に
一 致 す る 細 胞 内 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ エ ン ト を 観 察 し た 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 ２ 週 間 培 養 を 続
け る と シ ー ト 状 に な り 、 シ ー ト 全 体 が 同 期 し て 拍 動 す る の が 観 察 さ れ た 。 以 上 よ り 、 舌 由
来 幹 細 胞 は 特 異 的 に 心 筋 細 胞 に 分 化 し う る 能 力 を 有 す る こ と が 証 明 さ れ た 。 ま た 、 有 害 な
薬 物 を 用 い る こ と な く 、 再 現 性 を 持 っ て 心 筋 細 胞 に 分 化 誘 導 す る こ と が で き る こ と を 証 明
で き た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ６ 】
【 図 １ 】 舌 組 織 由 来 幹 細 胞 （ Ｔ Ｄ Ｓ ） か ら 分 化 し た 心 筋 様 細 胞 の 免 疫 染 色 （ Myosin： 赤 色
、 connexin 43： 黄 色 、 DAPI： 青 色 ) の 一 例 。 融 合 し た myosin陽 性 細 胞 に connex　 in 43が
発 現 し て い る こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 舌 組 織 由 来 幹 細 胞 （ Ｔ Ｄ Ｓ ） か ら 分 化 し た 心 筋 様 細 胞 の 免 疫 染 色 （ Myosin： 赤 色
、 connexin 43： 黄 色 、 DAPI： 青 色 ) の 一 例 。 融 合 し た myosin陽 性 細 胞 に connex　 in 43が
発 現 し て い る こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 舌 組 織 由 来 幹 細 胞 （ Ｔ Ｄ Ｓ ） の 培 養 ２ 週 間 目 に カ ル シ ウ ム 感 受 性 蛍 光 色 素 Fluo3
を 負 荷 し 、 レ ー ザ ー 共 焦 点 顕 微 鏡 で カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ エ ン ト を 観 察 し た 結 果 で 　 あ り 、
左 の 図 は 測 定 部 位 を 示 し 、 右 の 図 は カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ エ ン ト を 示 し て い る 図 で 　 あ る 。
【 図 ４ 】 舌 組 織 由 来 幹 細 胞 （ Ｔ Ｄ Ｓ ） の 培 養 ２ 週 間 目 に カ ル シ ウ ム 感 受 性 蛍 光 色 素 　 Fluo
3を 負 荷 し 、 レ ー ザ ー 共 焦 点 顕 微 鏡 で カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ エ ン ト を 観 察 し た 結 果 で あ り 、
隣 接 す る ２ つ の 細 胞 の カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ エ ン ト を 測 定 し 、 こ れ ら が 同 期 し て い る こ と を
示 す た め に 、 左 の 図 は 測 定 部 位 を 示 し 、 右 の 図 は カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ エ ン ト を 示 し て い る
図 で あ る 。 図 A, 図 Bは そ れ ぞ れ の 細 胞 の ト ラ ン ジ エ ン ト を 示 し 、 図 Cは ２ つ の 細 胞 を 合 わ
せ て ト ラ ン ジ エ ン ト を 記 録 し た も の で あ る 。 同 期 し て い な け れ ば 、 図 Cに お い て 図 Aお よ び
Bと 同 様 な 波 形 は 認 め ら れ な い は ず で あ り 、 ２ つ の 細 胞 は 同 期 し て い る こ と を 示 す 図 で あ
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る 。
【 図 ５ 】 舌 組 織 由 来 幹 細 胞 （ Ｔ Ｄ Ｓ ） か ら 分 化 誘 導 し た 拍 動 細 胞 （ １ 週 間 、 ２ 週 間 　 ） の
遺 伝 子 発 現 を RT-PCRで 検 討 し た 結 果 を 示 す 図 で あ り 、 対 照 と し て adult heart, 水 お よ び
大 腿 筋 、 を 用 い て 、 NKX2.5, ANP, connexin 43と い っ た 心 筋 細 胞 で の み 見 ら れ る 遺 伝 子 発
現 を 、 TDS細 胞 を １ 週 間 お よ び ２ 週 間 培 養 し た も の の い ず れ に も 認 め た こ と を 示 す 図 で あ
る （ 一 方 、 大 腿 筋 に は こ れ ら の 遺 伝 子 発 現 は 認 め ら れ な い ） 。
【 図 ６ 】 舌 組 織 か ら collagenaseに よ っ て 単 離 し た 細 胞 を SCA1 monoclonal 抗 体 で 標 識 し
、 磁 気 ビ ー ズ を 結 合 し た 二 次 抗 体 を 結 合 さ せ 、 磁 気 分 離 カ ラ ム に よ る 分 離 を ２ 回 行 っ た 後
の 細 胞 （ Ｔ Ｄ Ｓ Ｃ ） を 、 PE conjugated SCA-1抗 体 と 反 応 さ せ 、 Fluorescent 　 activated
 cell sorter(FACS)に よ り 、 細 胞 の 大 き さ 、 Ｓ Ｃ Ａ － １ 陽 性 率 に つ い て 解 析 し た 結 果 を 示
す 図 で あ る .A. side scatter(縦 軸 )、 forward scatter(縦 軸 )に よ る 細 胞 分 布 を 示 す 。 B.
　 SCA-1抗 原 の ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 。 黒 は TDSCを 、 grayは negative c　 ontrolを 示 す 。 C. 
SCA-1に つ い て negative controlの 分 布 を 示 す 。 D. Ｔ Ｄ Ｓ Ｃ の SCA-　 1陽 性 細 胞 の 分 布 を
示 す （ SCA-1 陽 性 率 は ８ ６ ％ ま で 濃 縮 さ れ た ） 。
【 図 ７ 】 TDS細 胞 を ５ 日 間 培 養 す る こ と に よ り 自 己 拍 動 す る 球 形 の 細 胞 塊 が 見 ら れ る が 、
こ れ を Cardiosphereと 命 名 し た 。 Cardiosphereは 、 自 己 拍 動 す る こ と を 確 認 す る と と も に
、 Fluo3負 荷 に よ る 細 胞 内 カ ル シ ウ ム ト ラ ン ジ エ ン ト も 存 在 す る こ と を 確 認 し 、 ま た 、 こ
れ ら の 細 胞 は 棒 状 の 細 胞 （ myotube） と fusionを お こ し 、 自 己 拍 動 す る こ と を 示 し た 図 で
あ る 。
【 図 ８ 】 Cardiosphereと myotubetは fusionを お こ し （ 図 A,B,C） 、 完 全 に fusionし た cardi
osphereと myotubeは 幅 の 広 い 紡 錘 状 の 細 胞 と な り 自 己 拍 動 す る (図 D)こ と を 示 す 図 で あ る
。
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【 図 ２ 】
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