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(57)【要約】
　心臓組織を再生させることが可能な心臓細胞を含む、
心臓細胞を単離する方法を提供する。心臓組織を再生さ
せることが可能な心臓細胞を含む、心臓細胞を含む組成
物もまた提供する。心臓組織を再生させることが可能な
心臓細胞を含む、心臓細胞、心臓前駆細胞を用いる方法
もまた提供する。心臓疾患に関して治療される患者の予
後を同定する方法および／または被験体において、心臓
細胞の再生を予測する方法もまた提供する。



(2) JP 2016-504021 A 2016.2.12

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　心臓細胞集団から心臓前駆細胞を単離する方法であって：
　リン酸化網膜芽細胞腫タンパク質を含む細胞として、集団中の心臓前駆細胞を同定し；
そして
　同定された心臓前駆細胞を単離する
ことを含む、前記方法。
【請求項２】
　前記同定が、リン酸化Ｒｂを検出する剤と、心臓細胞集団を接触させることを含む、請
求項１の方法。
【請求項３】
　前記剤が過剰リン酸化Ｒｂを検出する、請求項２の方法。
【請求項４】
　前記リン酸化Ｒｂを検出する剤が抗体である、請求項２の方法。
【請求項５】
　前記抗体が、ＲｂのＳｅｒ６０８位でリン酸化されたＲｂに結合する、請求項４の方法
。
【請求項６】
　前記剤または抗体が検出可能標識を含む、請求項２～５のいずれか一項の方法。
【請求項７】
　こうした投与が必要な被験体に、単離された心臓前駆細胞を投与することをさらに含む
、請求項１の方法。
【請求項８】
　前記被験体が心臓疾患を有する、請求項７の方法。
【請求項９】
　心臓疾患が、心臓血管疾患、心筋症、心筋気絶、末梢血管疾患、間欠性跛行、頻脈、虚
血－再灌流、心筋梗塞、急性腎不全、脳卒中、低血圧、塞栓症、血栓塞栓症（血餅）、鎌
状赤血球病、体に向かう四肢への限局性の圧力、腫瘍、およびその任意の組み合わせであ
る、請求項８の方法。
【請求項１０】
　前記単離された心臓前駆細胞がＧａｔａ４に関して陽性である（Ｇａｔａ４＋）、請求
項１の方法。
【請求項１１】
　前記単離された心臓前駆細胞がＡＲＦに関して陰性である（ＡＲＦ－）、請求項１の方
法。
【請求項１２】
　前記単離された心臓前駆細胞がＧａｔａ４に関して陽性であり（Ｇａｔａ４＋）、そし
てＡＲＦに関して陰性である（ＡＲＦ－）、請求項１の方法。
【請求項１３】
　前記単離が、細胞集団から同定された細胞をソーティングすることを含む、請求項１の
方法。
【請求項１４】
　同定が、蛍光補助細胞ソーター（ＦＡＣＳ）、レーザー走査型サイトメトリー、蛍光顕
微鏡検査、ＲＴ－ＰＣＲ、ＤＮＡハイブリダイゼーション、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリ
ダイゼーション、質量分析、マイクロアレイ分析、免疫組織化学分析、または任意のその
組み合わせを用いて心臓前駆細胞を同定することを含む、請求項１の方法。
【請求項１５】
　治療が必要な被験体において、心臓疾患を治療する方法であって、療法的有効量の単離
された心臓前駆細胞を投与することを含み、該心臓前駆細胞が：
　リン酸化網膜芽細胞腫タンパク質を含む細胞として、集団中の心臓前駆細胞を同定し；
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そして
　同定された心臓前駆細胞を単離する
ことを含む方法にしたがって単離される、前記方法。
【請求項１６】
　単離された細胞がＧａｔａ４に関して陽性であり（Ｇａｔａ４＋）、そして／またはＡ
ＲＦに関して陰性である（ＡＲＦ－）、請求項１５の方法。
【請求項１７】
　心臓疾患が、心臓血管疾患、心筋症、心筋気絶、末梢血管疾患、間欠性跛行、頻脈、虚
血－再灌流、心筋梗塞、急性腎不全、脳卒中、低血圧、塞栓症、血栓塞栓症（血餅）、鎌
状赤血球病、体に向かう四肢への限局性の圧力、腫瘍、およびその任意の組み合わせであ
る、請求項１５の方法。
【請求項１８】
　心臓細胞集団から心臓前駆細胞を単離する方法であって：
　ホスホ－Ｒｂ陽性またはＧａｔａ４に関して陽性であり、そして／またはＡＲＦに関し
て陰性であるか、またはその任意の組み合わせである細胞として、集団中の心臓前駆細胞
を同定し；そして
　同定された心臓前駆細胞を単離する
ことを含む、前記方法。
【請求項１９】
　ホスホ－Ｒｂ陽性およびＧａｔａ４に関して陽性である細胞を、心臓前駆細胞として同
定する、請求項１８の方法。
【請求項２０】
　ホスホ－Ｒｂ陽性に関して陽性であり、そしてＡＲＦに関して陰性である細胞を、心臓
前駆細胞として同定する、請求項１８の方法。
【請求項２１】
　Ｇａｔａ４に関して陽性であり、そしてＡＲＦに関して陰性である細胞を、心臓前駆細
胞として同定する、請求項１８の方法。
【請求項２２】
　ホスホ－Ｒｂ陽性およびＧａｔａ４に関して陽性であり、そしてＡＲＦに関して陰性で
ある細胞を、心臓前駆細胞として同定する、請求項１８の方法。
【請求項２３】
　前記同定が、蛍光補助細胞ソーター（ＦＡＣＳ）、レーザー走査型サイトメトリー、蛍
光顕微鏡検査、ＲＴ－ＰＣＲ、ＤＮＡハイブリダイゼーション、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーション、質量分析、マイクロアレイ分析、免疫組織化学分析、または任意の
その組み合わせを用いて心臓前駆細胞を同定することを含む、請求項１８の方法。
【請求項２４】
　前記同定される心臓前駆細胞が、Ｎ－カドヘリン陽性、コネキシン－４３陽性、Ｉｓｌ
１陽性、Ｗｔ１陽性、ＣＤＫ２陽性、ＣＤＫ４陽性、ＣＤＫ６陽性、Ｅ２Ｆ陽性、ホスホ
－ｐ１０７陽性、ホスホ－ｐ１３０陽性、ＣＣＮＡ陽性、ＣＣＮＤ１陽性、ＣＣＮＤ２陽

性、ＣＣＮＤ３陽性、ＣＣＮＥ陽性、ｃ－ｋｉｔ陽性、ＣＤ３陰性、ＣＤ１４陰性、ＣＤ
６８陰性、Ｎｋｘ２．５陽性、ＭＩＴＦ陽性、ＭＥＦ２ｃ陽性、またはその任意の組み合
わせである、請求項１８の方法。
【請求項２５】
　前記同定された心臓前駆細胞を単離する前に、Ｎ－カドヘリン陽性、コネキシン－４３
陽性、Ｉｓｌ１陽性、Ｗｔ１陽性、ＣＤＫ２陽性、ＣＤＫ４陽性、ＣＤＫ６陽性、Ｅ２Ｆ
陽性、ホスホ－ｐ１０７陽性、ホスホ－ｐ１３０陽性、ＣＣＮＡ陽性、ＣＣＮＤ１陽性、
ＣＣＮＤ２陽性、ＣＣＮＤ３陽性、ＣＣＮＥ陽性、ｃ－ｋｉｔ陽性、ＣＤ３陰性、ＣＤ１
４陰性、ＣＤ６８陰性、Ｎｋｘ２．５陽性、ＭＩＴＦ陽性、ＭＥＦ２ｃ陽性、またはその
任意の組み合わせである細胞を同定することをさらに含む、請求項１８の方法。
【請求項２６】
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　請求項１８～２５のいずれか一項の方法にしたがって得られる心臓前駆細胞の単離され
た集団を含む組成物。
【請求項２７】
　心筋細胞集団から、再生心筋細胞を単離する方法であって：
　ホスホ－Ｒｂ陽性、Ｇａｔａ４陽性、ＡＲＦ陰性、Ｎ－カドヘリン陽性、コネキシン－
４３陽性、Ｉｓｌ１陽性、Ｗｔ１陽性、ＣＤＫ２陽性、ＣＤＫ４陽性、ＣＤＫ６陽性、Ｅ
２Ｆ陽性、ホスホ－ｐ１０７陽性、ホスホ－ｐ１３０陽性、ＣＣＮＡ陽性、ＣＣＮＤ１陽

性、ＣＣＮＤ２陽性、ＣＣＮＤ３陽性、ＣＣＮＥ陽性、ＣＤＫＮ１ａ陰性、ＣＤＫＮ１ｂ
陰性、ＣＤＫＮ１ｃ陰性、ＣＤＫＮ２ａ陰性、ＣＤＫＮ２ｂ陰性、ＣＤＫＮ２ｃ陰性、Ｃ
ＤＫＮ３陰性、ｃ－ｋｉｔ陽性、ＣＤ３陰性、ＣＤ１４陰性、ＣＤ６８陰性、Ｎｋｘ２．
５陽性、ＭＩＴＦ陽性、ＭＥＦ２ｃ陽性、およびその任意の組み合わせより選択される少
なくとも１つのマーカーに関して陽性である細胞として、集団中の再生心筋細胞を同定し
；そして
　同定された再生心筋細胞を単離する
ことを含む、前記方法。
【請求項２８】
　ホスホ－Ｒｂ陽性である心筋細胞を再生心筋細胞と同定する、請求項２８の方法。
【請求項２９】
　ホスホ－Ｒｂ陽性およびＧａｔａ４陽性である心筋細胞を再生心筋細胞と同定する、請
求項２８の方法。
【請求項３０】
　ホスホ－Ｒｂ陽性およびＡＲＦ陰性である心筋細胞を再生心筋細胞と同定する、請求項
２８の方法。
【請求項３１】
　ホスホ－Ｒｂ陽性、Ｇａｔａ４陽性、およびＡＲＦ陰性である心筋細胞を再生心筋細胞
と同定する、請求項２８の方法。
【請求項３２】
　Ｎ－カドヘリン陽性、コネキシン－４３陽性、Ｉｓｌ１陽性、Ｗｔ１陽性、ＣＤＫ２陽

性、ＣＤＫ４陽性、ＣＤＫ６陽性、Ｅ２Ｆ陽性、ホスホ－ｐ１０７陽性、ホスホ－ｐ１３
０陽性、ＣＣＮＡ陽性、ＣＣＮＤ１陽性、ＣＣＮＤ２陽性、ＣＣＮＤ３陽性、ＣＣＮＥ陽

性、ＣＤＫＮ１ａ陰性、ＣＤＫＮ１ｂ陰性、ＣＤＫＮ１ｃ陰性、ＣＤＫＮ２ａ陰性、ＣＤ
ＫＮ２ｂ陰性、ＣＤＫＮ２ｃ陰性、ＣＤＫＮ３陰性、ｃ－ｋｉｔ陽性、ＣＤ３陰性、ＣＤ
１４陰性、ＣＤ６８陰性、Ｎｋｘ２．５陽性、ＭＩＴＦ陽性、ＭＥＦ２ｃ陽性からなる群
より選択される少なくとも１つのさらなるマーカーを有する心筋細胞を、再生心筋細胞と
同定する、請求項２８～３２のいずれか一項の方法。
【請求項３３】
　前記同定が、蛍光補助細胞ソーター（ＦＡＣＳ）、レーザー走査型サイトメトリー、蛍
光顕微鏡検査、ＲＴ－ＰＣＲ、ＤＮＡハイブリダイゼーション、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイ
ブリダイゼーション、質量分析、マイクロアレイ分析、免疫組織化学分析、または任意の
その組み合わせを用いて心臓前駆細胞を同定することを含む、請求項２８の方法。
【請求項３４】
　心臓疾患に関して治療される被験体において、心臓の再生を予測する方法であって：
　被験体から心臓細胞を含む生物学的試料を得て；
　生物学的試料におけるリン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）レベルを測定し；そして
　生物学的試料におけるリン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）レベルを、ベースライン対照と
比較する、ここでベースライン対照と比較した際、被験体の生物学的試料におけるｐＲｂ
レベルが増加していると、被験体における心臓細胞の再生が予測される
ことを含む、前記方法。
【請求項３５】
　測定が、網膜芽細胞腫タンパク質のＳｅｒ６０８でのリン酸化を測定することを含む、
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請求項３５の方法。
【請求項３６】
　リン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）レベルを測定することが、免疫組織化学アッセイ、ウ
ェスタンブロットアッセイ、ＥＬＩＳＡ、生化学的酵素アッセイ、またはその任意の組み
合わせで、ｐＲｂを定量化することを含む、請求項３５の方法。
【請求項３７】
　前記心臓細胞が成熟心筋細胞である、請求項３５の方法。
【請求項３８】
　前記心臓細胞がＧａｔａ４陽性（Ｇａｔａ４＋）心臓前駆細胞（ＣＰＣ）である、請求
項３５の方法。
【請求項３９】
　心臓疾患に関して治療される被験体を、優れた予後を持つ被験体として同定する方法で
あって：
　被験体から心臓細胞を含む生物学的試料を得て；
　生物学的試料におけるリン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）レベルを測定し；そして
　生物学的試料におけるリン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）レベルを、ベースライン対照と
比較する
　ここでベースライン対照と比較した際、被験体の生物学的試料におけるｐＲｂレベルが
増加していると、被験体が優れた予後を有すると同定される
ことを含む、前記方法。
【請求項４０】
　前記測定が、網膜芽細胞腫タンパク質のＳｅｒ６０８でのリン酸化を測定することを含
む、請求項４０の方法。
【請求項４１】
　リン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）レベルを測定することが、免疫組織化学アッセイ、ウ
ェスタンブロットアッセイ、ＥＬＩＳＡ、生化学的酵素アッセイ、またはその任意の組み
合わせで、ｐＲｂを定量化することを含む、請求項４０の方法。
【請求項４２】
　心臓細胞が成熟心筋細胞である、請求項４０の方法。
【請求項４３】
　心臓細胞がＧａｔａ４陽性（Ｇａｔａ４＋）心臓前駆細胞（ＣＰＣ）である、請求項４
０の方法。
【請求項４４】
　成体骨髄由来間葉系細胞（ＭＳＣ）、成体心臓幹細胞（ＣＳＣ）、またはその任意の組
み合わせで被験体を治療する、請求項４０の方法。
【請求項４５】
　心臓前駆細胞においてＲｂ経路を調節する候補剤を同定する方法であって：
　候補剤を心臓前駆細胞（ＣＰＣ）集団と接触させ；そして
　候補剤と接触させた心臓前駆細胞集団におけるリン酸化Ｒｂレベルを、候補剤と接触さ
せていないＣＰＣ集団におけるリン酸化Ｒｂレベルに比較する、ここで、リン酸化Ｒｂレ
ベルの相違は、候補剤を、心臓前駆細胞においてＲｂ経路を調節する剤と同定する
ことを含む、前記方法。
【請求項４６】
　心臓前駆細胞（ＣＰＣ）が、リン酸化Ｒｂｓｅｒ６０８（ｐＲｂｓｅｒ６０８）および
／またはＧａｔａ４に関して陽性である、請求項４６の方法。
【請求項４７】
　ＣＰＣが、リン酸化Ｒｂｓｅｒ６０８（ｐＲｂｓｅｒ６０８）およびＧａｔａ４に関し
て陽性である、請求項４６の方法。
【請求項４８】
　リン酸化Ｒｂレベルの相違が少なくとも１０％である、請求項４６の方法。
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【請求項４９】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで、心臓細胞を再生する方法であって、心臓細
胞を、網膜芽細胞腫（Ｒｂ）、ＩＮＫ４ａの代替読み枠（ＡＲＦ）タンパク質、またはそ
の任意の組み合わせの機能を阻害する少なくとも１つの剤と接触させることを含む、前記
方法。
【請求項５０】
　心臓細胞が、心臓幹細胞（ＣＳＣ）、心臓前駆細胞（ＣＰＣ）、心筋細胞、またはその
任意の組み合わせを含む、請求項５０の方法。
【請求項５１】
　少なくとも１つの剤が、ｓｉＲＮＡ阻害剤、ｓｈＲＮＡ阻害剤、アンチセンスヌクレオ
チド阻害剤、ペプチド擬似体阻害剤、小分子、抗体、Ｒｂをリン酸化するキナーゼ、ＡＲ
Ｆの転写リプレッサー、またはその任意の組み合わせを含む、請求項５０の方法。
【請求項５２】
　少なくとも１つの剤が、ｃｄｋ４の活性化因子、ｃｄｋ６の活性化因子、Ｅ２Ｆの活性
化因子、非定型プロテインキナーゼＣの活性化因子、Ｓｋｐ２の活性化因子、ｍｄｍ２の
活性化因子、ＭＡＰキナーゼの活性化因子、またはその任意の組み合わせを含む、請求項
５０の方法。
【請求項５３】
　少なくとも１つの剤が、心臓細胞におけるＲｂのリン酸化を増加させ、そして／または
心臓細胞におけるＡＲＦの発現を減少させる、請求項５０の方法。
【請求項５４】
　治療が必要な被験体において、虚血性障害を治療する方法であって、心臓細胞における
網膜芽細胞腫（Ｒｂ）および／またはＩｎｋ４ａの代替読み枠（ＡＲＦ）の機能を阻害す
る剤の療法的有効量を投与することを含む、前記方法。
【請求項５５】
　前記虚血性障害が、心臓手術、臓器移植、血管形成術、ステント留置、またはその任意
の組み合わせによって引き起こされる、請求項５４の方法。
【請求項５６】
　虚血性障害が、心臓血管疾患、心筋症、心筋気絶、末梢血管疾患、間欠性跛行、頻脈、
虚血－再灌流、心筋梗塞、急性腎不全、脳卒中、低血圧、塞栓症、血栓塞栓症（血餅）、
鎌状赤血球病、体に向かう四肢への限局性の圧力、腫瘍、およびその任意の組み合わせよ
り選択される、請求項５４の方法。
【請求項５７】
　剤が、ｓｉＲＮＡ阻害剤、ｓｈＲＮＡ阻害剤、アンチセンスヌクレオチド阻害剤、ペプ
チド擬似体阻害剤、小分子、抗体、Ｒｂをリン酸化するキナーゼ、ＡＲＦの転写リプレッ
サー、またはその任意の組み合わせを含む、請求項５４の方法。
【請求項５８】
　剤が、心臓細胞におけるＲｂのリン酸化を増加させるか、心臓細胞におけるＡＲＦ発現
を減少させるか、またはその任意の組み合わせである、請求項５４の方法。
【請求項５９】
　ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで、間葉系幹細胞（ＭＳＣ）および心臓幹細胞
（ＣＳＣ）を共培養するプロセスによって形成される前駆細胞であって、リン酸化網膜芽
細胞腫、セリン６０８（ｐＲｂｓｅｒ６０８）、およびＧａｔａ４（Ｇａｔａ４＋）に関
して陽性であるマーカーによって同定される表現型を含む、前記前駆細胞。
【請求項６０】
　前記前駆細胞が、心臓前駆細胞（ＣＰＣ）である、請求項５９の前駆細胞。
【請求項６１】
　前記前駆細胞が、ＡＲＦ陰性である、請求項５９の前駆細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　関連出願に対するクロスリファレンス
　[0001]本出願は、本明細書にその全体が援用される、２０１２年１１月３０日出願の米
国仮出願第６１／７３１，８３５号の優先権を主張する。
【０００２】
　政府の関心
　[0002]本明細書に開示する態様は、Ｐ２０　ＨＬ１０１４４３の下で、米国国立衛生研
究所によって授与される政府支援を用いて作成され、したがって、米国政府は特定の権利
を有しうる。
【背景技術】
【０００３】
　背景技術は存在しない。
【発明の概要】
【０００４】
　[0003]本概要は、本明細書記載の態様のいくつかの概要を提示するために提供される。
本概要は、請求項の範囲または意味を解釈するかまたは限定するために用いられないとい
う理解とともに提出される。
【０００５】
　[0004]本明細書記載の態様は、療法後の心臓再生を予測するマーカー組成物に関する。
患者回復、有糸分裂を監視する方法、薬剤発見法等もまた提供する。いくつかの態様にお
いて、方法は、バイオマーカー発現、活性または機能の検出を利用する。新規細胞タイプ
およびその使用もまた提供する。
【０００６】
　[0005]本明細書に開示するのは、心臓前駆細胞を単離するための組成物および方法、な
らびに心臓疾患に関して被験体を治療する方法である。本明細書に開示するいくつかの態
様は、心臓細胞の再生を予測する方法である。いくつかの態様において、心臓疾患に関し
て治療される被験体において、心臓細胞の再生を予測する方法は、被験体から心臓細胞を
含む生物学的試料を得て；該生物学的試料におけるリン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ)レベ
ルを測定し；そして生物学的試料におけるリン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ)レベルをベー
スライン対照と比較する工程を含んでもよく、ここで、ベースライン対照と比較した際の
、被験体の生物学的試料におけるｐＲｂレベルの増加したレベルは、被験体における心臓
細胞の再生を予測する。
【０００７】
　[0006]本明細書に開示するいくつかの態様は、心臓疾患に関して治療される被験体の予
後を同定することに関する。いくつかの態様において、心臓疾患に関して治療される被験
体を優れた予後を持つ被験体として同定する方法は、被験体由来の心臓細胞を含む生物学
的試料を得て；該生物学的試料におけるリン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ)レベルを測定し
；そして生物学的試料におけるリン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ)レベルをベースライン対
照と比較する工程を含んでもよく、ここで、ベースライン対照と比較した際の、被験体の
生物学的試料におけるｐＲｂの増加したレベルは、被験体が優れた予後を有することを同
定する。いくつかの態様において、被験体を、成体骨髄由来間葉系細胞（ＭＳＣ）、成体
心臓幹細胞（ＣＳＣ）、またはその任意の組み合わせで治療してもよい。
【０００８】
　[0007]いくつかの態様は、Ｒｂ経路を調節する候補剤を同定することに関する。いくつ
かの態様において、心臓前駆細胞におけるＲｂ経路を調節する候補剤を同定する方法は、
心臓前駆細胞（ＣＰＣ）集団と候補剤を接触させ；そして候補剤と接触させた心臓前駆細
胞集団におけるリン酸化Ｒｂレベルを、候補剤と接触させていないＣＰＣ集団におけるリ
ン酸化Ｒｂレベルに比較する工程を含んでもよく、ここで、リン酸化Ｒｂレベルの相違は
、候補剤を、心臓前駆細胞におけるＲｂ経路を調節する剤と同定する。いくつかの態様に
おいて、心臓前駆細胞（ＣＰＣ）は、リン酸化Ｒｂｓｅｒ６０８（ｐＲｂｓｅｒ６０８）
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、Ｇａｔａ４、またはその組み合わせに関して陽性である。いくつかの態様において、リ
ン酸化Ｒｂレベルの相違は、少なくとも１０％である。
【０００９】
　[0008]いくつかの態様において、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで心臓細胞を
再生する方法は、網膜芽細胞腫（Ｒｂ）、Ｉｎｋ４ａの代替読み枠（ＡＲＦ）タンパク質
、またはその任意の組み合わせの機能を阻害する少なくとも１つの剤と、心臓細胞を接触
させる工程を含んでもよい。心臓細胞は、心臓幹細胞（ＣＳＣ）、心臓前駆細胞（ＣＰＣ
）、心筋細胞、またはその任意の組み合わせであってもよい。いくつかの態様において、
剤は、ｓｉＲＮＡ阻害剤、ｓｈＲＮＡ阻害剤、アンチセンスヌクレオチド阻害剤、ペプチ
ド擬似体阻害剤、小分子、抗体、Ｒｂをリン酸化するキナーゼ、ＡＲＦの転写リプレッサ
ー、またはその任意の組み合わせであってもよい。いくつかの態様において、剤は、心臓
細胞におけるＲｂのリン酸化を増加させ、そして／または心臓細胞におけるＡＲＦの発現
を減少させることも可能である。
【００１０】
　[0009]他の態様において、治療が必要な被験体において、虚血性障害を治療する方法は
、心臓細胞における網膜芽細胞腫（Ｒｂ）および／またはＩｎｋ４ａの代替読み枠（ＡＲ
Ｆ）の機能を阻害する剤の療法的有効量を投与することを含んでもよい。虚血性障害は、
心臓手術、臓器移植、血管形成術、ステント留置、またはその任意の組み合わせによって
引き起こされうる。いくつかの態様において、剤は、心臓細胞におけるＲｂのリン酸化を
増加させるか、心臓細胞におけるＡＲＦ発現を減少させるか、またはその任意の組み合わ
せを行ってもよい。
【００１１】
　[0010]さらなる態様において、前駆細胞は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで
、間葉系幹細胞（ＭＳＣ）および心臓幹細胞（ＣＳＣ）を共培養するプロセスによって形
成されることも可能であり、ここで、前駆細胞は、リン酸化網膜芽細胞腫、セリン６０８
（ｐＲｂｓｅｒ６０８）、およびＧａｔａ４（Ｇａｔａ４＋）に関して陽性であるマーカ
ーによって同定される表現型を含む。いくつかの態様において、前駆細胞はＡＲＦ陰性で
あってもよい。いくつかの態様において、前駆細胞は、心臓前駆細胞（ＣＰＣ）であって
もよい。
【００１２】
　[0011]本明細書に開示するのは、心臓前駆細胞を同定する方法である。いくつかの態様
において、心臓細胞集団から心臓前駆細胞を単離する方法は、リン酸化網膜芽細胞腫タン
パク質を含む細胞として、集団中の心臓前駆細胞を同定し；そして同定された心臓前駆細
胞を単離する工程を含んでもよい。いくつかの態様において、リン酸化Ｒｂを検出する剤
と心臓細胞集団を接触させることによって、心臓前駆細胞を同定する。いくつかの態様に
おいて、リン酸化Ｒｂを検出する剤は、抗体であってもよい。いくつかの態様において、
方法は、投与を必要とする被験体に療法的有効量で単離された心臓前駆細胞を投与するこ
とをさらに含んでもよい。いくつかの態様において、被験体は、心臓疾患を有する被験体
であってもよい。
【００１３】
　[0012]いくつかの態様において、心臓細胞集団から心臓前駆細胞を単離する方法は、ホ
スホ－Ｒｂ陽性、Ｇａｔａ４陽性、ＡＲＦ陰性、およびその任意の組み合わせより選択さ
れる少なくとも１つのマーカーに関して陽性である細胞として、集団中の心臓前駆細胞を
同定し；そして同定された心臓前駆細胞を単離することを含んでもよい。いくつかの態様
において、単離された心臓前駆細胞は、以下のマーカーを有してもよい：Ｎ－カドヘリン
陽性、コネキシン－４３陽性、Ｉｓｌ１陽性、Ｗｔ１陽性、ＣＤＫ２陽性、ＣＤＫ４陽性

、ＣＤＫ６陽性、Ｅ２Ｆ陽性、ホスホ－ｐ１０７陽性、ホスホ－ｐ１３０陽性、ＣＣＮＡ
陽性、ＣＣＮＤ１陽性、ＣＣＮＤ２陽性、ＣＣＮＤ３陽性、ＣＣＮＥ陽性、ｃ－ｋｉｔ陽

性、ＣＤ３陰性、ＣＤ１４陰性、ＣＤ６８陰性、Ｎｋｘ２．５陽性、ＭＩＴＦ陽性、ＭＥ
Ｆ２ｃ陽性、およびその任意の組み合わせ。さらなる態様において、組成物は、本明細書
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記載の方法にしたがって得られる心臓前駆細胞の単離された集団を含んでもよい。
【００１４】
　[0013]いくつかの態様において、成熟心筋細胞集団から再生心筋細胞を単離する方法は
、ホスホ－Ｒｂ陽性、Ｇａｔａ４陽性、ＡＲＦ陰性、Ｎ－カドヘリン陽性、コネキシン－
４３陽性、Ｉｓｌ１陽性、Ｗｔ１陽性、ＣＤＫ２陽性、ＣＤＫ４陽性、ＣＤＫ６陽性、Ｅ
２Ｆ陽性、ホスホ－ｐ１０７陽性、ホスホ－ｐ１３０陽性、ＣＣＮＡ陽性、ＣＣＮＤ１陽

性、ＣＣＮＤ２陽性、ＣＣＮＤ３陽性、ＣＣＮＥ陽性、ＣＤＫＮ１ａ陰性、ＣＤＫＮ１ｂ
陰性、ＣＤＫＮ１ｃ陰性、ＣＤＫＮ２ａ陰性、ＣＤＫＮ２ｂ陰性、ＣＤＫＮ２ｃ陰性、Ｃ
ＤＫＮ３陰性、ｃ－ｋｉｔ陽性、ＣＤ３陰性、ＣＤ１４陰性、ＣＤ６８陰性、Ｎｋｘ２．
５陽性、ＭＩＴＦ陽性、ＭＥＦ２ｃ陽性、およびその任意の組み合わせより選択される少
なくとも１つのマーカーに関して陽性である細胞として、集団中の再生心筋細胞を同定し
；そして同定された再生心筋細胞を単離することを含んでもよい。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】[0014]図１は、ｈＭＳＣ／ｈＣＳＣの間の相互作用が、宿主心筋細胞および心臓
前駆体において、ｐＲｂＳｅｒ６０８を通じて、内因性再生活性を誘導することを示す。
（図１Ａ、１Ｂ）、共焦点免疫蛍光分析によって、ｐＲｂＳｅｒ６０８の発現（赤い核）
が、心筋細胞（黄色の矢じり）およびＧａｔａ４＋前駆体（矢印）に存在することが明ら
かになる。細胞質分裂を示すｐＲｂＳｅｒ６０８心筋細胞（アステリスクが付いた黄色い
矢じり）、および非常に小さい、おそらく新規形成されたｐＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞
が（図１Ａ）に描かれる。心臓系譜に関係づけられない細胞（白い矢じり）はｐＲｂＳｅ

ｒ６０８を発現しない。トロポミオシン（緑、図１Ａ）およびＧａｔａ４（白、図１Ｂ）
は、ぞれぞれ、心筋細胞および／または心臓前駆体を同定するマーカーとして使用された
。図１Ｃ、１Ｄ：　ｈＣＳＣで処置した心臓は、梗塞領域（図１Ｃ）および境界領域（図
１Ｄ）の両方において、ｈＭＳＣまたはプラセボでの療法に比較して、有意により高い濃
度のｐＲｂＳｅｒ６０８＋／Ｇａｔａ４＋前駆体を有する。しかし、ｈＭＳＣとｈＣＳＣ
の組み合わせはこの効果をさらに増進させた。図１Ｅ、１Ｆ：　ｐＲｂＳｅｒ６０８＋前
駆細胞プールの拡大に加えて、動物を、細胞の組み合わせで処置すると、他の群に比較し
て、梗塞領域（図１Ｅ）および境界領域（図１Ｆ）の両方において、有意により高い割合
のｐＲｂＳｅｒ６０８＋成体心筋細胞が示された。Ｎ＝３匹／群；値を平均±ＳＥＭで示
す；　＊ｐ≦０．０００１。ＣＰＣ、Ｇａｔａ４＋前駆体；　ＣＭ、心筋細胞；　ｈｐｆ
、高倍率視野。
【図２】[0015]図２は、宿主ＣＰＣにおけるｐＲｂＳｅｒ６０８＋の誘導が、細胞周期活
性と関連しないことを示す。図２Ａ、２Ｂ：有糸分裂マーカーＨＰ３＋に対する共焦点免
疫蛍光によって、ブタ心臓の梗塞領域（図２Ａ）および境界領域における有糸分裂中のか
なりの数のＧａｔａ４＋前駆体を示す。図２Ｃ、２Ｄ：幹細胞処置心臓は、かなりより多
数のｐＲｂＳｅｒ６０８＋／Ｇａｔａ４＋前駆体に取り巻かれているが、有糸分裂中のＨ
Ｐ３＋／Ｇａｔａ４＋前駆体の数は、梗塞領域（図２Ｃ）においても、または境界領域に
おいても、群間で有意に異ならない。したがって、ｈＣＳＣ／ｈＭＳＣ相互作用後のｐＲ
ｂＳｅｒ６０８の誘導は、Ｇａｔａ４＋心臓前駆体における細胞周期決定よりも、細胞運
命をより制御するようである。
【図３】[0016]図３は、全細胞周期再進入に対するｈＭＳＣ／ｈＣＳＣ連結によって、宿
主心筋細胞におけるｐＲｂＳｅｒ６０８およびＡＲＦ抑制を示す。図３Ａ～３Ｅ：　ＨＰ
３の発現によって例示されるような、ヒト幹細胞処置心臓の梗塞領域における、有糸分裂
的に分裂している成体ブタ心筋細胞。ラミニン（赤、図３Ｃ）は、細胞外マトリックスで
心筋細胞境界を強調する。合併図（図３Ｄ）において、死んだ瘢痕組織と健康な心筋の境
界に白線で境界を描いた。図３Ｅ中の有糸分裂心筋細胞（図３Ｄ、矢じり）のより高い倍
率は、ラミニン＋境界（白線）によって、細胞質分裂を例示する。図３Ｆ、３Ｇ：　ｈＭ
ＳＣ／ｈＣＳＣ移植後、他の群に比較して、梗塞領域（図３Ｆ）および境界領域（図３Ｇ
）中の有糸分裂心筋細胞のプールは、劇的に増加する。図３Ｈ、３Ｉ：　ＨＰ３（白、図
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３Ｈ）およびｐＲｂＳｅｒ６０８（赤、図３Ｉ）を発現しているｈＭＳＣ／ｈＣＳＣ処置
心臓中の有糸分裂的に分裂中の心筋細胞（挿入図）。重要なことに、分裂中の細胞は、Ａ
ＲＦの発現を欠き（緑の核）、これは細胞周期においてさらなる周期を経る潜在能力を示
す。この表現型は、成体、一過性増幅再生心筋細胞集団の存在と一致し、通常の心筋細胞
よりもより広い増殖潜在能力を示す。白い矢じりは、核中でＡＲＦを発現しているｐＲｂ
Ｓｅｒ６０８陰性心筋細胞を示す。図３Ｊ、３Ｋ：他の群に比較して、ｈＣＳＣおよびｈ
ＭＳＣの組み合わせで処置した動物は、有意により高い率のｐＲｂＳｅｒ６０８＋／ＡＲ
Ｆ（－）心筋細胞を示し、成体心筋細胞複製の新規機構を示す。ＣＭ、心筋細胞；　ｈｐ
ｆ、高倍率視野。
【図４】[0017]図４は、ｐＲｂＳｅｒ６０８が制御する心筋細胞複製および前駆細胞拘束
が、心筋瘢痕サイズ減少に関連することを示す。ｃＭＲＩ計算変化率の線形回帰分析は、
瘢痕サイズを変化させる：図４Ａ、４Ｂ：梗塞領域および境界領域におけるｐＲｂＳｅｒ

６０８＋／Ｇａｔａ４＋前駆体の数；梗塞領域（図４Ａ）内のｐＲｂＳｅｒ６０８＋前駆
体の数は、瘢痕サイズの減少と有意に相関したが、境界領域（図４Ｂ）のものは相関しな
い。図４Ｃ、４Ｄ：梗塞領域および境界領域におけるｐＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞％；
梗塞領域（図４Ｃ）または境界領域（図４Ｄ）において、瘢痕サイズ減少およびｐＲｂＳ

ｅｒ６０８＋心筋細胞％の間の相関は観察されなかった。しかし、梗塞領域（図４Ｅ）お
よび境界領域（図４Ｆ）中のｐＲｂＳｅｒ６０８＋／ＡＲＦ（－）心筋細胞％は、心筋瘢
痕縮小の度合いと有意に相関した。したがって、ＡＲＦ抑制後のｐＲｂＳｅｒ６０８＋は
、心筋細胞における完全再生活性に必須である。
【図５】[0018]図５は、研究概要の模式図である。図５Ａは、ヒト間葉系細胞および心臓
幹細胞の組み合わせの療法的移植が虚血性ブタ心外膜および血管周囲部位におけるヒト幹
細胞の耐久性移植を生じることを示す。図５Ｂは、異種移植された幹細胞混合物が、各細
胞タイプを単独で移植した場合とは対照的に、ｓｅｒ－６０８でのｐＲｂリン酸化を通じ
て内因性再生活性を誘導することを示す。図５Ｃは、この翻訳後修飾が、もっぱら心臓系
譜特異的細胞において伝播し、そして二重の効果を示すことを示す。ＡＲＦ抑制と組み合
わせて、これは、宿主心筋細胞において、全細胞周期活性を回復させる一方、同時に、再
生Ｇａｔａ４＋宿主前駆体を活性化する。その結果、死んだ心筋の有意な回復が生じる。
【図６】[0019]図６は、健康なブタ心臓におけるｐＲｂＳｅｒ６０８の発現パターンを示
す。共焦点免疫蛍光分析によって、健康なブタ心臓において、心外膜（図６Ａ）および心
内膜（図６Ｃ）細胞が、ｐＲｂＳｅｒ６０８を示すが、心筋緻密壁（ｃｏｍｐａｃｔ　ｍ
ｙｏｃａｒｄｉａｌ　ｗａｌｌ）の細胞（図６Ｂ）は示さないことが明らかになる。矢じ
りは、Ｇａｔａ４＋／ｐＲｂＳｅｒ６０８＋前駆体を示し、矢印は、ｐＲｂＳｅｒ６０８

＋心筋細胞を示す。
【図７】[0020]図７は、再生心筋細胞が、通常の心筋細胞よりもはるかに小さいことを示
す。図７Ａ：ヒト幹細胞処置動物の心臓におけるＨＰ３＋有糸分裂心筋細胞（青いバー）
、およびプラセボ処置群における非有糸分裂心筋細胞（黒いバー）の横断面面積の形態計
測分析によって、前者のサイズが有意により小さいことが明らかになる。図７Ｂ、７Ｃ：
ＨＰ３＋心筋細胞（図７Ｂ、挿入図）および非分裂心筋細胞（図７Ｃ）の代表的な顕微鏡
写真。心臓ミオシン軽鎖（ｃＭＬＣ２ｖ、赤）およびＧａｔａ４を心筋細胞マーカーとし
て用いた。
【図８】[0021]図８は、ｐＲｂＳｅｒ６０８＋／ＡＲＦ（－）心筋細胞が、有糸分裂活性
と相関することを示す。ＨＰ３＋有糸分裂心筋細胞の数とｐＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞
％（図８Ａ）、ならびにｐＲｂＳｅｒ６０８＋／ＡＲＦ（－）心筋細胞％（図８Ｂ）の線
形回帰分析によって、ｐＲｂＳｅｒ６０８のレベルが、心筋細胞有糸分裂率を正確に予測
することが明らかになる。回帰は、ｐＲｂＳｅｒ６０８にＡＲＦ陰性表現型が付随した場
合に、より頑強である（図８Ｂ）。
【図９－１】[0022]図９は、心筋細胞におけるｐＲｂＳｅｒ６０８＋／ＡＲＦ（－）再生
表現型の誘導が、ＭＳＣおよびＣＳＣの両方を必要とすることを示す。プラセボ（図９Ａ
、９Ｂ）、ｈＭＳＣ＋ｈＣＳＣ（図９Ｃ、９Ｄ）、ｈＣＳＣ（図９Ｅ、９Ｆ）またはｈＭ
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ＳＣ（図９Ｇ、９Ｈ）で処置し、そしてｐＲｂＳｅｒ６０８＋（赤い核）、ＡＲＦ（白い
核）およびトロポミオシン（緑）に関して免疫染色したブタ心臓の代表的な共焦点顕微鏡
写真。他の群に比較して、ｈＭＳＣ＋ｈＣＳＣ処置後のｐＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞に
おける劇的な相違に注目されたい。さらに、心筋細胞核の大部分は、腫瘍抑制因子ＡＲＦ
を発現し、細胞周期抑止を生じる。しかし、ｈＭＳＣおよびｈＣＳＣ両方の移植後（図９
Ｃ、９Ｄ）、ＡＲＦ発現は、宿主心筋細胞のかなりの割合で抑制されるようになる（図９
Ｂの挿入図および矢印）。
【図９－２】[0022]図９は、心筋細胞におけるｐＲｂＳｅｒ６０８＋／ＡＲＦ（－）再生
表現型の誘導が、ＭＳＣおよびＣＳＣの両方を必要とすることを示す。プラセボ（図９Ａ
、９Ｂ）、ｈＭＳＣ＋ｈＣＳＣ（図９Ｃ、９Ｄ）、ｈＣＳＣ（図９Ｅ、９Ｆ）またはｈＭ
ＳＣ（図９Ｇ、９Ｈ）で処置し、そしてｐＲｂＳｅｒ６０８＋（赤い核）、ＡＲＦ（白い
核）およびトロポミオシン（緑）に関して免疫染色したブタ心臓の代表的な共焦点顕微鏡
写真。他の群に比較して、ｈＭＳＣ＋ｈＣＳＣ処置後のｐＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞に
おける劇的な相違に注目されたい。さらに、心筋細胞核の大部分は、腫瘍抑制因子ＡＲＦ
を発現し、細胞周期抑止を生じる。しかし、ｈＭＳＣおよびｈＣＳＣ両方の移植後（図９
Ｃ、９Ｄ）、ＡＲＦ発現は、宿主心筋細胞のかなりの割合で抑制されるようになる（図９
Ｂの挿入図および矢印）。
【図１０】[0023]図１０は、有糸分裂心筋細胞の大部分がＡＲＦを発現することを示す。
共焦点免疫蛍光は、ＡＲＦ（緑）およびｐＲｂＳｅｒ６０８（赤）を共発現する、ＨＰ３
＋（白）、有糸分裂心筋細胞（矢印）を示す。ＡＲＦの発現は、心筋細胞がさらなる細胞
周期を経るのを制限する。
【図１１】[0024]図１１は、心筋細胞分化中のヒト人工多能性幹細胞（ｈｉＰＳＣ）にお
ける相対的遺伝子発現分析を示す。値を第０日の胚様体（ＥＢ）に対して規準化する。
【図１２】[0025]図１２は、ヒト胚性幹細胞（ｈＥＳＣ）におけるＲｂのノックダウンを
示す。図１２ＡおよびＢは、蛍光顕微鏡によって測定されるような、ｄｏｘ未処理および
ｄｏｘ処理細胞のそれぞれにおけるｈＥＳＣ中のＧＦＰ発現を示す。
【図１３】[0026]図１３は、胚様体におけるＲｂのノックダウンを示す。図１３Ａは、第
８日および第１０日、拍動している胚様体（ＥＢ）の定量化を示す。図１３Ｂは、第１０
日の胚様体におけるＧＦＰ＋細胞の蛍光顕微鏡検査を示す。図１３Ｃは、第１０日の胚様
体におけるＲｂの発現を示す。
【図１４】[0027]図１４は、態様にしたがって、対照およびＲｂ　ｓｈＲＮＡを発現して
いる第１０日ＥＢにおける、Ｇａｔａ４、Ｉｓｌ１、およびＴｎｎＩの遺伝子発現分析を
示す。
【図１５】[0028]図１５は、態様にしたがって、対照およびＲｂ　ｓｈＲＮＡを発現して
いる第８～１０日ＥＢにおける細胞周期活性化因子の遺伝子発現分析を示す。
【図１６】[0029]図１６は、態様にしたがって、対照およびＲｂ　ｓｈＲＮＡを発現して
いる第１０日ＥＢにおける、細胞周期阻害剤の遺伝子発現分析を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　[0030]理論的な側面を提示することなく、態様を実施することも可能である。さらに、
提示されるいかなる理論にも、態様が束縛されることがないことを理解しながら、理論的
な側面を提示する。
【００１７】
　[0031]本明細書に開示するすべての遺伝子、遺伝子名、および遺伝子産物は、本明細書
に開示する組成物および方法が適用可能である任意の種由来の相同体に対応するよう意図
される。したがって、該用語には、限定されるわけではないが、ヒトおよびマウス由来の
遺伝子および遺伝子産物が含まれる。特定の種由来の遺伝子または遺伝子産物を開示した
際、本開示は、例示のみであることが意図され、そしてそれを明確に示す文脈がない限り
、限定と解釈されないものとする。したがって、例えば、いくつかの態様において、哺乳
動物のものに関連する、本明細書に開示するタンパク質または遺伝子に関して、核酸およ
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びアミノ酸配列は、限定されるわけではないが、他の哺乳動物、魚類、両生類、は虫類お
よび鳥類を含む、他の動物由来の相同および／またはオルソログ遺伝子および遺伝子産物
を含むと意図される。いくつかの態様において、遺伝子または核酸配列はヒトである。
【００１８】
　[0032]別に定義しない限り、本明細書に用いるすべての用語（技術的および科学的用語
を含む）は、一般の当業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する。一般的に
用いられる辞書に定義されるものなどの用語は、関連する技術分野の背景における意味と
一致した意味を有すると解釈されるべきであり、そして本明細書にそう明らかに定義され
ない限り、理想化されるかまたは過剰に秩序だった意味で解釈されないものとする。
【００１９】
　[0033]本明細書に用いる専門用語は、特定の態様を記載する目的のみのためのものであ
り、そして限定することを意図されない。本明細書において、単数形「ａ」、「ａｎ」お
よび「ｔｈｅ」は、文脈が明らかに別に示さない限り、複数形もまた含むと意図される。
さらに、用語「含んでいる（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」、「含む（ｉｎｃｌｕｄｅｓ）」、
「有している（ｈａｖｉｎｇ）」、「有する（ｈａｓ）」、「とともに（ｗｉｔｈ）」ま
たはその変形が詳細な説明および／または請求項のいずれかで用いられる範囲で、こうし
た用語は、用語「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」と類似の方式で包含性であると意図さ
れる。
【００２０】
　[0034]用語「約」または「およそ」は、一般の当業者によって決定されるような特定の
値に関する許容されうる誤差範囲内を意味し、これは、部分的に、値がどのように測定ま
たは決定されるか、すなわち測定系の限界に依存するであろう。例えば、「約」は、当該
技術分野における実施ごとに、１または１より多い標準偏差内を意味しうる。あるいは、
「約」は、参照値の±１０％の範囲を意味しうる。
【００２１】
　[0035]「投与すること」は、療法と組み合わせて用いた際、療法をターゲット組織内ま
たは組織上に直接投与するか、あるいは療法を患者に投与して、それによってターゲティ
ングされる組織に療法が積極的に影響を及ぼすことを意味する。組成物を「投与すること
」は、経口投与、注射、注入、非経口、静脈内、粘膜、舌下、筋内、皮下吸収によって、
あるいは他の既知の技術と組み合わせた任意の方法によって、達成されてもよい。療法は
また、治療部位に移植されるかまたは配置されてもよい。
【００２２】
　[0036]用語「動物」、「患者」、または「被験体」には、本明細書において、限定され
るわけではないが、ヒトおよび非ヒト脊椎動物、例えば野生動物、家畜および農場動物が
含まれる。いくつかの態様において、該用語はヒトを指す。
【００２３】
　[0037]本明細書において、用語「自己」は、後にその個体に再導入されるのと同じ個体
から得られる任意の物質を指すよう意味される。
　[0038]用語「同種細胞」は、「レシピエント宿主」になる動物と同じ動物種であるが、
１またはそれより多い遺伝子座で遺伝的に異なる細胞を指す。これは通常、１つの動物か
ら、同じ種の別の非同一動物に移植される細胞にあてはまる。しかし、いくつかの態様に
おいて、１つの種由来の細胞を異なる種に投与することも可能である。
【００２４】
　[0039]「生物学的試料」には、固体および体液試料が含まれる。本明細書で用いる生物
学的試料には、細胞、タンパク質または細胞の膜抽出物、血液または生物学的液体、例え
ば腹水または脳液（例えば脳脊髄液）が含まれうる。固体生物学的試料の例には、限定さ
れるわけではないが、中枢神経系、骨、乳房、腎臓、子宮頸部、子宮内膜、頭頸部、胆嚢
、耳下腺、前立腺、脳下垂体、筋肉、食道、胃、小腸、結腸、肝臓、脾臓、膵臓、甲状腺
、心臓、肺、膀胱、脂肪、リンパ節、子宮、卵巣、副腎、精巣、扁桃腺および胸腺の組織
から採取される試料が含まれる。「体液試料」の例には、限定されるわけではないが、血
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液、血清、精液、前立腺液、精漿、尿、唾液、痰、粘液、骨髄、リンパおよび涙が含まれ
る。生物学的試料にはまた、心臓細胞、心臓前駆細胞、心臓再生細胞、または成熟心筋細
胞も含まれうる。
【００２５】
　[0040]「骨髄由来前駆細胞」（ＢＭＤＣ）または「骨髄由来幹細胞」は、自己再生機構
が恒常的に活性化されている原始的幹細胞を指す。この定義内に含まれるのは、全能性、
多能性および前駆体である幹細胞である。「前駆細胞」は、より成熟した細胞に分化する
ことが可能な細胞分化経路にある任意の細胞であってもよい。こうしたものとして、用語
「前駆細胞集団」は、より成熟した細胞に発展させることが可能な細胞の群を指す。前駆
細胞集団は、全能性である細胞、多能性である細胞、および幹細胞系譜制限された細胞（
すなわちすべてではない造血系譜に、または例えば赤血球系譜の細胞のみに発展可能であ
る細胞）を含みうる。
【００２６】
　[0041]「診断」または「診断された」は、病的状態の存在または性質を同定することを
意味する。診断法は、その感度および特異性が異なる。診断アッセイの「感度」は、陽性
の試験結果を示す疾患個体の割合（「真の陽性」パーセント）である。該アッセイによっ
て検出されない疾患個体は、「偽陰性」である。病気でなく、そして該アッセイで陰性の
試験結果を示す被験体は、「真の陰性」と称される。診断アッセイの「特異性」は、１か
ら偽陽性率を引いたものであり、ここで「偽陽性」率は、陽性の試験結果を示す、疾患を
持たないものの比率と定義される。特定の診断法は、状態の定義的診断を提供しない可能
性もあるが、方法が診断を補助する正の指標を提供するならば十分である。
【００２７】
　[0042]本明細書において、「心疾患」は、心臓血管疾患、心筋気絶、末梢血管疾患、心
筋症、肥大性心筋症、拡張性心筋症、アテローム性動脈硬化症、冠動脈疾患、虚血性心疾
患、心筋炎、ウイルス感染、創傷、高血圧性心疾患、弁膜症、先天性心疾患、心筋梗塞、
鬱血性心不全、不整脈、心臓のリモデリングを生じる疾患等を含む、任意のタイプの心疾
患を指す。心疾患は、例えば心組織に対する損傷、例えば収縮性の減少（例えば駆出率の
減少によって立証されうるようなもの）などの、任意の理由のためでありうる。心疾患は
また、間欠性跛行、頻脈、虚血－再灌流、急性腎不全、脳卒中、低血圧、塞栓症、血栓塞
栓症（血餅）、鎌状赤血球病、体に向かう四肢への限局性の圧力、腫瘍等から生じる可能
性もある。
【００２８】
　[0043]「虚血」は、心筋虚血性損傷を生じる、心臓への酸素流の欠如を指す。本明細書
において、句、心筋虚血性損傷には、心筋への血流減少によって引き起こされる損傷が含
まれる。心筋虚血および心筋虚血性損傷の原因の限定されない例には：大動脈拡張期圧の
減少、心室内圧および心筋収縮の増加、冠動脈狭窄（例えば冠動脈結紮、固定冠動脈狭窄
、急性の斑変化（例えば破裂、出血）、冠動脈血栓症、血管収縮）、大動脈弁狭窄および
逆流、ならびに右心房圧増加が含まれる。虚血はまた、心臓手術、臓器移植、血管形成術
、ステント留置、またはその任意の組み合わせによっても引き起こされうる。心筋虚血お
よび心筋虚血損傷の副作用の限定されない例には：筋細胞損傷（例えば筋細胞喪失、筋細
胞肥大、筋細胞過形成）、アンギナ（例えば安定狭心症、異形狭心症、不安定狭心症、心
臓性突然死）、心筋梗塞、および鬱血性心不全が含まれる。心筋虚血による損傷は、急性
または慢性であることも可能であり、そして結果には、瘢痕形成、心臓リモデリング、心
肥大、壁厚減少、拡張、および関連機能変化が含まれうる。虚血はまた、本明細書記載の
心疾患によって引き起こされうる。例えば、非侵襲性画像撮影（例えばＭＲＩ、心エコー
）、血管造影術、ストレス試験、心臓トロポニンなどの心臓特異的タンパク質に関するア
ッセイ、および臨床症状を含む、当該技術分野に周知の多様な方法および技術のいずれか
を用いて、急性または慢性心筋損傷および／または心筋虚血の存在および病因を診断する
ことも可能である。これらの方法および技術、ならびに他の適切な技術を用いて、本明細
書記載の治療法に関して、どの被験体が適切な候補者かを決定することも可能である。
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【００２９】
　[0044]用語「調節する」によって、本明細書記載の言及する活性いずれかを、例えば、
増加させ、増進させ、増加させ、アゴナイズし（アゴニストとして作用し）、または促進
することを意味する。調節は、ベースライン値よりも１倍、２倍、３倍、５倍、１０倍、
１００倍以上等で活性を増加させうる。調節はまた、ベースライン値未満に活性を減少さ
せうる。調節はまた、活性をベースライン値に対して規準化させうる。
【００３０】
　[0045]用語「患者」または「個体」は、本明細書において交換可能に用いられ、そして
治療しようとする哺乳動物被験体を指す。いくつかの態様において、患者はヒトである。
いくつかの場合、方法を、実験動物において、獣医学的適用において、そして疾患に関す
る動物モデルの開発において用いてもよく、これには、限定されるわけではないが、マウ
ス、ラット、およびハムスターを含む齧歯類；ならびに霊長類が含まれる。いくつかの態
様において、患者は、その必要がある患者である。
【００３１】
　[0046]本明細書において、句「その必要がある」は、患者が特定の方法または治療に対
する必要性を有すると同定されていることを意味する。いくつかの態様において、同定は
、任意の診断手段によってもよい。本明細書記載の方法および治療のいずれかにおいて、
動物または哺乳動物にその必要がありうる。いくつかの態様において、動物または哺乳動
物は、特定の疾患、障害、または状態が蔓延している環境にいるか、またはこうした環境
に旅行するであろう。
【００３２】
　[0047]用語「同系細胞」は、移植またはワクチン接種法において、その細胞株のレシピ
エント宿主となる動物と、同じ動物種であり、そして大部分の遺伝子型および表現型マー
カーに関して同じ遺伝的組成物を有する細胞を指す。これは通常、一卵性双生児から移植
される細胞に当てはまるし、または非常に近交系である動物間で移植される細胞に当ては
まりうる。
【００３３】
　[0048]「幹細胞ニッチ」は、幹細胞と相互作用して幹細胞の運命を制御する、その中に
幹細胞が見いだされる微小環境を指す（例えば、Ｋｅｎｄａｌｌ　Ｐｏｗｅｌｌ，　Ｎａ
ｔｕｒｅ　４３５，　２６８－２７０（２００５）を参照されたい）。単語「ニッチ」は
、ｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒｏ幹細胞微小環境に関してもよい。胚発生中、多
様なニッチ因子が胚性幹細胞に対して作用して、遺伝子発現を改変し、そして胎児の発生
のため、幹細胞の増殖または分化を誘導する。ヒト体内で、幹細胞ニッチは、静止状態で
成人幹細胞を維持するが、組織傷害後、周囲の微小環境が幹細胞に活発にシグナルを伝達
して、自己再生または分化のいずれかを促進して、新規組織を形成させる。ニッチ内の幹
細胞特性を制御するには、いくつかの要因が重要である：幹細胞間の細胞－細胞相互作用
、ならびに幹細胞および隣接する分化した細胞の間の相互作用、幹細胞および接着分子の
間の相互作用、細胞外マトリックス構成要素、酸素分圧、増殖因子、サイトカイン、なら
びにｐＨ、イオン強度（例えばＣａ２＋濃度）、ＡＴＰのような代謝産物を含む環境の物
理化学的性質もまた重要である。幹細胞およびニッチは、発生中に互いに誘導し、そして
成体期には相互にシグナル伝達して、互いを維持することも可能である。ニッチはまた、
組織生成、維持および修復に、これらがどのように関与するかを制御する、特定の解剖学
的位置も指す。ニッチは、幹細胞を枯渇から守る一方、行き過ぎた幹細胞過剰増殖から宿
主を保護する。これは組織生理の基本的な単位を構成し、生物の必要に対する幹細胞のバ
ランスが取れた反応を仲介するようにシグナルを統合する。それでもなおニッチはまた、
幹細胞または他のターゲットに異常な機能を課すことによって、病態を誘導することも可
能である。幹細胞およびそのニッチの間の相互作用は、組織を維持するために必要な、そ
して幹細胞療法の最終的な設計のための動的な系を生成する。
【００３４】
　[0049]「治療」は、障害の発展を防止するか、あるいはその病態または症状を改変する
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意図で行われる介入である。したがって、「治療」は、療法的治療、あるいは予防的また
は防止的手段を指すことも可能である。いくつかの態様において、治療は療法的治療のた
めのものである。いくつかの態様において、治療は、予防的または防止的治療のためのも
のである。治療が必要なものには、障害をすでに有するもの、ならびに障害を防止しよう
とするものが含まれることも可能である。本明細書において、「寛解」または「治療」は
、正常化された値（例えば健康な患者または個体で得られる値）に近づいた、例えばルー
チンの統計検定を用いて決定した際に、正常化された値から５０％未満異なるか、正常化
された値から２５％未満異なるか、正常化された値から１０％未満異なるか、または正常
化された値から有意には異ならない症状を指す。
【００３５】
　[0050]一般的に言って、用語「組織」は、特定の機能を実行する際に結びつけられてい
る、類似の特殊化された細胞のいかなる凝集も指す。
　[0051]本明細書において、用語「療法剤」は、患者の望ましくない状態、疾患または症
状を阻止するか、これらと闘うか、これらを寛解するか、防止するかまたは改善するため
に利用される剤を意味する。
【００３６】
　[0052]剤または細胞の「療法的有効量」または「有効量」は、望ましい効果を達成する
ため、すなわち患者の望ましくない状態、疾患または症状を寛解させるか、防止するかま
たは改善するための計算されたあらかじめ決定された量である。本発明の方法によって意
図される活性には、適切なように、療法的および／または予防的治療の両方が含まれる。
療法および／または予防的効果を得るために、本明細書記載の方法にしたがって投与され
る細胞／剤の特定の用量は、もちろん、例えば投与される細胞／剤、投与経路、および治
療しようとする状態を含む、症例を取り巻く特定の状況によって決定されるであろう。投
与される有効量は、治療しようとする状態、投与しようとする細胞／剤の選択、および選
択する投与経路を考慮して、医師によって決定されうる。細胞／剤の療法的有効量は、典
型的には、生理学的に許容されうる賦形剤組成物中で投与された際、有効全身濃度または
ターゲット組織における局所濃度を達成するのに十分であるような量である。細胞はまた
、賦形剤なしで投与されることも可能である。
【００３７】
　[0053]本明細書において、用語「幹細胞」は、特定の状態下で、長期間、または成体幹
細胞の場合は生物の生涯を通じて、それ自身を再生する能力を有する、胚、胎児、または
成体由来の細胞を指す。これはまた、体の組織および臓器を構成する特殊化細胞を生じさ
せることも可能である。
【００３８】
　[0054]本明細書において、用語「多能性幹細胞」は、体のすべての細胞が生じる三胚葉
（中胚葉、内胚葉および外胚葉）から発展する細胞のタイプを生じさせる能力を有する細
胞を指す。ヒト多能性幹細胞の唯一の既知の供給源は、初期ヒト胚から、そして生殖腺の
部分であるように運命づけられた胎児組織から単離され、そして培養されるものである。
【００３９】
　[0055]本明細書において、用語「胚性幹細胞」は、胚盤胞と呼ばれる初期（４～５日齢
）胚の部分である内部細胞塊と呼ばれる細胞群に由来する細胞を指す。ひとたび胚盤胞か
ら取り除かれると、内部細胞塊の細胞は、培養して胚性幹細胞にすることも可能である。
これらの胚性幹細胞はそれ自体、胚ではない。
【００４０】
　[0056]細胞は、本明細書において、特定のマーカーに関して陽性または陰性であると称
される。例えば、細胞は、ＧＡＴＡに関して陽性であることも可能であり、これはまた、
ＧＡＴＡ陽性と称されうる。上付き文字表記「陽性」は、上付き文字に連結されたマーカ
ーに関して陽性である細胞を指す。対照的に、上付き文字「陰性」を伴うマーカーは、そ
のマーカーに関して陰性である細胞を指す。例えば、「ＡＲＦ陰性」と称される細胞は、
ＡＲＦに関して陰性である。「＋」もまた、そのマーカーを陽性と称するために使用可能
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である。「－」もまた、マーカーを陰性と称するために使用可能である。
【００４１】
　[0057]本明細書において、用語「成体幹細胞」は、分化した（特殊化された）組織に存
在し、それ自体を再生し、そして適切な組織にトランスファーされた際に、配置された組
織の特殊化された細胞タイプのすべてを生じるように特殊化されるようになる、非分化（
非特殊化）細胞を指す。成体幹細胞は、生物の生涯に渡って、それ自体の同一コピーを作
製することが可能である。この特性は、「自己再生」と称される。成体幹細胞は、通常、
分裂して、前駆体または前駆細胞を生成し、これはその後、特徴的な形状および特殊化さ
れた機能、例えば筋細胞収縮または神経細胞シグナル伝達を有する「成熟」細胞タイプに
分化するかまたは発展する。成体幹細胞の供給源には、骨髄、血液、目の角膜および網膜
、脳、骨格筋、歯髄、肝臓、皮膚、胃腸管の裏打ち、ならびに膵臓が含まれる。
【００４２】
　[0058]本明細書において、用語「全能性細胞」は、すべての細胞系譜に発展することが
可能な細胞を指す。同様に、用語「全能性細胞集団」は、すべての細胞系譜に発展するこ
とが可能な細胞の組成物を指す。また、本明細書において、用語「多能性細胞」は、多様
な（たとえすべてではなくても）細胞系譜に発展することが可能な細胞を指し、そして少
なくともすべての造血細胞系譜（例えばリンパ、赤血球、および血小板系譜）に発展可能
な細胞を指す。骨髄由来幹細胞は、２つのよく特徴付けられるタイプの幹細胞を含有する
。間葉系幹細胞（ＭＳＣ）は、通常、軟骨細胞および骨芽細胞を形成する。造血幹細胞（
ＨＳＣ）は中胚葉起源であり、通常、血液および免疫系の細胞（例えば赤血球、顆粒球／
マクロファージ、巨核球およびリンパ細胞系譜）を生じさせる。さらに、造血幹細胞はま
た、肝臓（肝細胞、胆管細胞を含む）、肺、腎臓（例えば尿細管上皮細胞および腎実質）
、胃腸管、骨格筋線維、ＣＮＳの星状細胞、プルキニエ・ニューロン、心筋（例えば心筋
細胞）、内皮および皮膚の細胞に分化する潜在能力を有することもまた示されてきている
。
【００４３】
　[0059]用語「異種細胞」は、移植またはワクチン接種法において、レシピエント動物宿
主になる動物種とは異なる動物種に由来する細胞を指す。
　[0060]本明細書に開示するいくつかの態様は、心臓細胞の投与を含んでもよい治療に反
応した心臓再生を予測するマーカーに関する。本明細書に記載する態様の前には、患者の
心臓細胞が、治療後に再生するかどうかは知られておらず、これは成体哺乳動物心臓にお
ける内因性細胞複製の根底にある機構がこれまでは未知であったためである。
【００４４】
　[0061]網膜芽細胞腫タンパク質（Ｒｂ）は、網膜芽細胞腫感受性遺伝子の腫瘍抑制因子
産物であり、細胞増殖および分化を制御する際に重要な役割を果たす１１０ｋＤａタンパ
ク質である。腫瘍抑制因子としてのＲｂタンパク質の役割の中心となるのは、Ｒｂが、細
胞周期のＧ１期において、細胞を抑止することによって、不適切な増殖を抑制する能力で
ある。Ｒｂタンパク質は、Ｅ２Ｆ－１、ＰＵ．１、ＡＴＦ－２、ＵＢＦ、Ｅｌｆ－１、お
よびｃ－Ａｂｌを含む転写因子に結合することによって、増殖抑制機能を発揮する。Ｒｂ
タンパク質の結合は、そのリン酸化状態によって支配される。Ｒｂの低または過少リン酸
化型は、転写因子、最も顕著には、Ｅ２Ｆ／ＤＰファミリーの転写因子に結合し、そして
これらを隔離して、細胞周期のＧ１～Ｓ期への境界を横断するのに必要な遺伝子の転写を
阻害する。この細胞周期阻害機構は、Ｒｂがサイクリンおよびサイクリン依存性タンパク
質キナーゼ（ｃｄｋ）の特定の複合体によって触媒されるリン酸化を経る際に、撤廃され
る。さらに、Ｒｂはまた、非ｃｄｋ、例えばＭＡＰキナーゼ、ｐ３８キナーゼ、ＪＮＫ１
、非定型プロテインキナーゼＣ、アポトーシスシグナル等によってリン酸化される。した
がって、Ｒｂのリン酸化は、その機能の阻害を生じる。
【００４５】
　[0062]ＩＮＫ４ａ／ＡＲＦ遺伝子座は、代替であるが、部分的に重複する読み枠由来の
２つの関連しないタンパク質：（ｉ）ｐ１６Ｉｎｋ４ａおよび（ｉｉ）ＡＲＦ（ヒトにお
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けるｐ１４ＡＲＦおよびマウスにおけるｐ１９ＡＲＦ）をコードすることが示されてきて
いる。ＡＲＦは、正常細胞条件下でｐ５３発現を維持する、ｐ５３および二重微小２（ヒ
トにおけるＨｄｍ２、マウスにおけるＭｄｍ２）に関与する自動制御ループに干渉するこ
とによって、ｐ５３を安定化する。Ｍｄｍ２はｐ５３に結合し、そしてｐ５３のトランス
活性化機能を阻害することが知られる。さらに、Ｍｄｍ２はｐ５３を核から細胞質へと往
復させ、そしてｐ５３分解を促進する。さらに、Ｍｄｍ２はまた、ユビキチン依存性２６
Ｓプロテアソーム経路内で、ｐ５３に向かうＥ３ユビキチン・リガーゼとしても作用する
。したがって、Ｍｄｍ２は、多数のおよび多様な機構を通じて、核におけるｐ５３活性を
阻害する。ＡＲＦは次に、Ｍｄｍ２活性を阻害し、そしてｐ５３レベルおよび機能を回復
する。ＡＲＦの喪失は、ｐ５３レベル／機能の減少を生じ、細胞周期進行を導く。
【００４６】
　[0063]骨髄由来の幹細胞は、成体幹細胞の最もよく研究されたタイプである。これらを
臨床的に用いて、移植を通じて、多様な血液および免疫構成要素を骨髄に戻すことも可能
である。現在同定されている骨髄に見られる幹細胞には２つの主要なタイプ：典型的には
血液および免疫細胞を形成すると見なされる造血幹細胞（ＨＳＣ、またはＣＤ３４＋細胞
）、ならびに典型的には、骨、軟骨、筋肉および脂肪を形成すると見なされる間質（間葉
系）幹細胞（ＭＳＣ）がある。しかし、どちらのタイプの骨髄由来幹細胞も、最近、同じ
組織を形成する能力の広範な可塑性および多分化能を示した。
【００４７】
　[0064]「前駆体または前駆」細胞は、胎児または成体組織中に存在し、そして部分的に
特殊化されている；該細胞は分裂し、そして分化した細胞を生じさせる。研究者らは、幹
細胞が分裂した際；２つの新規細胞の一方がしばしばそれ自体再び複製することが可能な
幹細胞である点で、しばしば成体幹細胞と前駆体／前駆細胞を区別する。前駆体／前駆細
胞が分裂する際とは対照的に、さらなる前駆体／前駆細胞を形成することも可能であるし
、または２つの特殊化細胞を形成することも可能である。前駆体／前駆細胞は、損傷を受
けたかまたは死んだ細胞を置き換えて、こうして肝臓または脳などの組織の完全性および
機能を維持することも可能である。
【００４８】
　[0065]間葉系幹細胞は、とりわけ、骨髄、血液、真皮および骨膜に見られる形成性の多
能性芽細胞であり、生物活性因子、例えばサイトカインからの多様な影響に応じて、間葉
系または結合組織（すなわち特殊化された要素；特に脂肪性、骨性、軟骨性、弾性、およ
び繊維性結合組織を支持する体組織）の特定のタイプのいずれかに分化することが可能で
ある。
【００４９】
　[0066]間葉系幹細胞を単離し、そして／または精製する特定の方法が記載されてきてい
る。いくつかの態様において、間葉系幹細胞は、成体患者の骨髄から単離される。いくつ
かの態様において、細胞を、密度勾配に通過させて、望ましくない細胞タイプを除去する
。細胞を適切な培地に入れ、そして培養することも可能である。いくつかの態様において
、細胞を少なくとも１日、または約３～約７日培養し、そして非接着細胞を除去する。次
いで、接着細胞をプレーティングし、そして増殖させてもよい。
【００５０】
　[0067]有用な幹細胞を単離し、そして培養するための他の方法もまた知られる。臍帯血
は、造血幹細胞の豊富な供給源である。臍帯血から得られた幹細胞および骨髄または末梢
血から得られたものは、移植使用に関して、非常に類似であるように見える。胎盤は、間
葉系幹細胞の容易に入手可能な優れた供給源である。さらに、間葉系幹細胞は、脂肪組織
および骨髄間質細胞から得られることも可能であり、そして他の組織に存在すると推測さ
れうる。成体幹細胞が得られうる臓器において劇的な定性的および定量的な相違がある一
方、細胞間の最初の相違は、比較的表面的であり、そしてこれらが示す類似の範囲の可塑
性によって平衡が取れている可能性もある。
【００５１】
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　[0068]すべての間葉系細胞系譜の前駆体として働く均質なヒト間葉系幹細胞組成物を提
供する。ＭＳＣは、ユニークなモノクローナル抗体で同定される特異的細胞表面マーカー
によって同定される。造血細胞または分化した間葉系細胞のいずれかと関連するマーカー
を含まない、接着性骨髄または骨膜細胞の陽性選択によって、均質なＭＳＣ組成物が得ら
れる。これらの単離された間葉系細胞集団は、間葉系幹細胞のみと関連するエピトープ特
性を示し、分化することなく、培養中で再生する能力を有し、そしてｉｎ　ｖｉｔｒｏで
誘導されるか、またはｉｎ　ｖｉｖｏで損傷を受けた組織部位に配置されるかいずれかの
際、特定の間葉系細胞系譜に分化する能力を有する。
【００５２】
　[0069]本ヒト間葉系幹細胞を得るため、多能性間葉系幹細胞を骨髄または他のＭＳＣ供
給源において他の細胞から分離する。骨髄細胞を腸骨稜、大腿部、脛骨、脊椎、肋骨また
は他の髄質空間から得てもよい。ヒト間葉系幹細胞の他の供給源には、胚性卵黄嚢、胎盤
、臍帯、胎児および青年期皮膚、ならびに血液が含まれる。
【００５３】
　[0070]いくつかの態様において、間葉系幹細胞は：自己、異種、同系、同種、または異
種供給源を含む１またはそれより多い供給源より得られる。これらの供給源には、細胞株
が含まれてもよい。本明細書において、「供給源」は、ヒトを含めて、幹細胞が得られる
動物を指す。
【００５４】
　[0071]間葉系幹細胞の心臓細胞系譜への分化は、心臓環境に存在する要因によって調節
される。局所化学的、電気的および機械的環境の影響は、多能性ＭＳＣを改変し、そして
心臓に投与される細胞を心臓細胞系譜に変換する。
【００５５】
　[0072]いくつかの態様において、心臓幹細胞は：ｃ－ｋｉｔ陽性、ＣＤ３陰性、ＣＤ１
４陰性およびＣＤ６８陰性を含むマーカーによって同定される。いくつかの他の態様にお
いて、細胞は、本明細書に記載するようなマーカーの存在または非存在によって同定され
る。
【００５６】
　[0073]本明細書に開示するのは、心臓前駆細胞を同定し、そして単離する方法である。
理論によって束縛されることは望ましくないが、リン酸化Ｒｂ（ｐＲｂ）活性は、細胞療
法に対する宿主反応において、内因性細胞増殖および運命の拘束を支配する。本明細書に
記載する態様は、間葉系幹細胞（ＭＳＣ）および心臓幹細胞（ＣＳＣ）の間の相互作用が
、ｐＲｂおよびＩｎｋ４ａの代替読み枠（ＡＲＦ）が心臓再生を制御することに関して、
宿主心筋を許容性にすることを示す。さらに、同定されるのは、複製中の筋細胞、分化中
の前駆体、および内因性再生細胞供給源としての一過性増幅前駆体のプールであった。こ
れらの機構は、成体哺乳動物幹細胞ニッチの重要な特徴を再現し、そしてしたがって、哺
乳動物心臓の再生レパートリーにおける幹細胞ニッチの役割を支持する。
【００５７】
　[0074]新規細胞タイプを生成し、そして同定した。以下の実施例セクションにおいて、
いくつかの態様を提供する。いくつかの態様において、新規細胞は、通常の心筋細胞より
もより広い増殖潜在能力を持つ、一過性増幅再生心筋細胞と同定される特性を含む。さら
に、形態計測分析は、これらの新規に形成された心筋細胞の横断面面積が、プラセボ処置
群における心筋細胞に比較して有意に低いことを例示し（ｐ＜０．０５）、宿主ＣＰＣの
一過性増幅性子孫である証拠を提供する（例えば図７を参照されたい）。ｐＲｂＳｅｒ６

０８の量は、有糸分裂中の心筋細胞の数と有意に相関し（図８Ａ）、ｈＭＳＣ／ｈＣＳＣ
相互作用がｐＲｂＳｅｒ６０８不活性化を誘導し、そして続いて心筋細胞の細胞周期活性
の制御を誘導するという結論をさらに支持する。いくつかの態様において、単離される細
胞マーカー：ＨＰ３＋、ｐＲｂＳｅｒ６０８＋およびＧａｔａ４＋を含む。いくつかの態
様において、単離される細胞はＡＲＦ陰性である。いくつかの態様において、細胞は哺乳
動物細胞である。
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【００５８】
　[0075]いくつかの態様において、心筋細胞集団から再生心筋細胞を単離する方法は、ホ
スホ－Ｒｂ陽性、Ｇａｔａ４陽性、ＡＲＦ陰性、Ｎ－カドヘリン陽性、コネキシン－４３
陽性、Ｉｓｌ１陽性、Ｗｔ１陽性、ＣＤＫ２陽性、ＣＤＫ４陽性、ＣＤＫ６陽性、Ｅ２Ｆ
陽性、ホスホ－ｐ１０７陽性、ホスホ－ｐ１３０陽性、ＣＣＮＡ陽性、ＣＣＮＤ１陽性、
ＣＣＮＤ２陽性、ＣＣＮＤ３陽性、ＣＣＮＥ陽性、ＣＤＫＮ１ａ陰性、ＣＤＫＮ１ｂ陰性

、ＣＤＫＮ１ｃ陰性、ＣＤＫＮ２ａ陰性、ＣＤＫＮ２ｂ陰性、ＣＤＫＮ２ｃ陰性、ＣＤＫ
Ｎ３陰性、ｃ－ｋｉｔ陽性、ＣＤ３陰性、ＣＤ１４陰性、ＣＤ６８陰性、Ｎｋｘ２．５陽

性、ＭＩＴＦ陽性、ＭＥＦ２ｃ陽性、およびその任意の組み合わせより選択される少なく
とも１つのマーカーに関して陽性である細胞として、集団中の再生心筋細胞を同定し；そ
して同定された再生心筋細胞を単離することを含むことも可能である。いくつかの態様に
おいて、心筋細胞集団は、成熟した心筋細胞を含有する。
【００５９】
　[0076]いくつかの態様において、ホスホ－Ｒｂ陽性である心筋細胞は再生心筋細胞と同
定される。いくつかの態様において、ホスホ－Ｒｂ陽性およびＧａｔａ４陽性である心筋
細胞は再生心筋細胞と同定される。いくつかの態様において、ホスホ－Ｒｂ陽性およびＡ
ＲＦ陰性である心筋細胞は再生心筋細胞と同定される。いくつかの態様において、ホスホ
－Ｒｂ陽性、Ｇａｔａ４陽性、およびＡＲＦ陰性である心筋細胞は再生心筋細胞と同定さ
れる。いくつかの態様において、上述のマーカーの存在に加えて、Ｎ－カドヘリン陽性、
コネキシン－４３陽性、Ｉｓｌ１陽性、Ｗｔ１陽性、ＣＤＫ２陽性、ＣＤＫ４陽性、ＣＤ
Ｋ６陽性、Ｅ２Ｆ陽性、ホスホ－ｐ１０７陽性、ホスホ－ｐ１３０陽性、ＣＣＮＡ陽性、
ＣＣＮＤ１陽性、ＣＣＮＤ２陽性、ＣＣＮＤ３陽性、ＣＣＮＥ陽性、ＣＤＫＮ１ａ陰性、
ＣＤＫＮ１ｂ陰性、ＣＤＫＮ１ｃ陰性、ＣＤＫＮ２ａ陰性、ＣＤＫＮ２ｂ陰性、ＣＤＫＮ
２ｃ陰性、ＣＤＫＮ３陰性、ｃ－ｋｉｔ陽性、ＣＤ３陰性、ＣＤ１４陰性、ＣＤ６８陰性

、Ｎｋｘ２．５陽性、ＭＩＴＦ陽性、ＭＥＦ２ｃ陽性からなる群より選択される、少なく
とも１つ、少なくとも２つ、少なくとも３つ、少なくとも４つ、または少なくとも５つの
さらなるマーカーを有する心筋細胞が、再生心筋細胞として同定される。いくつかの態様
において、すべてのマーカーを有する心筋細胞が、再生心筋細胞として同定される。
【００６０】
　[0077]いくつかの態様において、同定される再生心筋細胞を単離する工程は、当該技術
分野の任意の既知の技術によって実行可能であり、これには例えば、限定されるわけでは
ないが、蛍光補助細胞ソーター（ＦＡＣＳ）、レーザー走査型サイトメトリー、蛍光顕微
鏡検査、ＲＴ－ＰＣＲ、ＤＮＡハイブリダイゼーション、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダ
イゼーション、質量分析、マイクロアレイ、免疫組織化学、または任意のその組み合わせ
がある。単離法は重大ではなく、そして単離が本明細書記載のマーカーの存在または非存
在を利用する限り、任意の方法を使用してもよい。
【００６１】
　[0078]本明細書にやはり開示するのは、再生細胞を生成する方法である。いくつかの態
様において、再生細胞を生成する方法は、間葉系幹細胞（ＭＳＣ）、心臓幹細胞（ＣＳＣ
）またはＭＳＣおよびＣＳＣの組み合わせをｉｎ　ｖｉｔｒｏで共培養するか、あるいは
間葉系幹細胞（ＭＳＣ）、心臓幹細胞（ＣＳＣ）またはＭＳＣおよびＣＳＣの組み合わせ
での治療の必要がある被験体に投与することを含む。いくつかの態様において、再生細胞
は、マーカーＨＰ３＋／ｐＲｂＳｅｒ６０８＋／Ｇａｔａ４＋／／　ＡＲＦ陰性によって
同定される表現型を含む。いくつかの態様において、再生細胞は、マーカーｐＲｂＳｅｒ

６０８＋、Ｇａｔａ４＋、およびＡＲＦ－によって同定される表現型を含む。いくつかの
態様において、前駆細胞は、間葉系幹細胞（ＭＳＣ）および心臓幹細胞（ＣＳＣ）をｉｎ
　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで共培養するプロセスによって形成されることも可能
であり、ここで、前駆細胞は、リン酸化網膜芽細胞腫セリン６０８（ｐＲｂＳｅｒ６０８

）および／またはＧａｔａ４（Ｇａｔａ４＋）に関して陽性であるマーカーによって同定
される表現型を含む。前駆細胞は、心臓前駆細胞（ＣＰＣ）であってもよい。いくつかの
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態様において、前駆細胞はＡＲＦ陰性であってもよい。
【００６２】
　[0079]Ｇａｔａ－４は心筋細胞マーカーとして使用可能である。ＧＡＴＡ転写因子には
、ジンクフィンガー転写因子のＧＡＴＡファミリーのメンバーが含まれる。ＧＡＴＡ転写
因子は、いくつかの中胚葉由来細胞系譜の発展に関与する。ＧＡＴＡ転写因子には、ＧＡ
ＴＡ－４および／またはＧＡＴＡ－６が含まれる。ＧＡＴＡ－６およびＧＡＴＡ－４タン
パク質は、タンパク質のアミノ末端でのプロリン－リッチ領域に渡って、他のＧＡＴＡフ
ァミリーメンバーでは保存されない、高レベルのアミノ酸配列同一性を共有する。
【００６３】
　[0080]さらなる心筋細胞特異的タンパク質の発現検出は、例えば、ミオシン重鎖モノク
ローナル抗体ＭＦ２０（ＭＦ２０）、筋小胞体カルシウムＡＴＰアーゼ（ＳＥＲＣＡ１）
に対する抗体（ｍｎＡｂ　１０Ｄ１）を用いることによって、またはコネキシン４３に対
する抗体を用いるギャップジャンクションによって達成可能である。心筋細胞に対する他
のマーカーは、心臓トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）、心臓トロポニンＴ（ｃＴｎＴ）、筋節ミ
オシン重鎖（ＭＨＣ）、ＧＡＴＡ－４、Ｎｋｘ２．５、Ｎ－カドヘリン、β１－アドレノ
セプターβ１－ＡＲ、ＡＮＦ、転写因子のＭＥＦ－２ファミリー、クレアチニンキナーゼ
ＭＢ（ＣＫ－ＭＢ）、ミオグロビン、または心房性ナトリウム利尿因子（ＡＮＦ）を含む
。また、抗体を用いて、本明細書記載のマーカーのいずれかまたはすべてを検出すること
も可能である。
【００６４】
　[0081]本明細書にやはり開示するのは、再生前駆細胞を単離する方法である。いくつか
の態様において、心臓細胞集団から心臓前駆細胞を単離する方法は、リン酸化網膜芽細胞
腫タンパク質を含む細胞として、集団中の心臓前駆細胞を同定し；そして同定された心臓
前駆細胞を単離することを含むことも可能である。いくつかの態様において、心臓前駆細
胞は、リン酸化Ｒｂを検出する剤と心臓細胞集団を接触させることによって同定される。
いくつかの態様において、剤は、高リン酸化Ｒｂを検出可能である。いくつかの態様にお
いて、剤は、Ｓｅｒ－２４９、Ｔｈｒ－２５２、Ｔｈｒ－３７３、Ｔｈｒ－３５６、Ｓｅ
ｒ－６０８、Ｓｅｒ－７８０、Ｓｅｒ－７９５、Ｓｅｒ－８０７、Ｓｅｒ－８１１、Ｔｈ
ｒ－８２１、およびＴｈｒ－８２６を含む、１６の推定上のリン酸化セリンまたはスレオ
ニン残基のいずれを検出してもよい。いくつかの態様において、Ｒｂは、Ｓｅｒ－６０８
でリン酸化される。いくつかの態様において、リン酸化Ｒｂを検出する剤は、抗体である
ことも可能である。リン酸化Ｒｂに対する抗体は当該技術分野に知られ、そして任意のこ
うした抗体が使用可能である。例えば、リン酸化Ｓｅｒ６０８でＲｂに結合する抗体が使
用可能である。
【００６５】
　[0082]いくつかの態様において、リン酸化網膜芽細胞腫タンパク質によって同定される
単離された心臓前駆細胞はまた、Ｇａｔａ４に関して陽性である（Ｇａｔａ４＋）。いく
つかの態様において、リン酸化網膜芽細胞腫タンパク質によって同定される単離された心
臓前駆細胞はまた、ＡＲＦに関して陰性である（ＡＲＦ－）。いくつかの態様において、
リン酸化網膜芽細胞腫タンパク質によって同定される単離された心臓前駆細胞はまた、Ｇ
ａｔａ４に関して陽性であり（Ｇａｔａ４＋）、そしてＡＲＦに関して陰性である（ＡＲ
Ｆ－）。
【００６６】
　[0083]いくつかの態様において、本明細書記載の剤または抗体は、検出可能標識、例え
ば発色団、フルオロフォア、化学発光化合物、酵素、金属イオン、およびその任意の組み
合わせをさらに含むことも可能である。いくつかの態様において、一次抗ｐＲｂ抗体を特
異的に認識する二次抗体を用いてもよい。二次抗体は、検出可能標識、例えば、ペルオキ
シダーゼ（例えば西洋ワサビ（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ）または大豆（ｓｏｙｂｅａｎ）
ペルオキシダーゼ）、アルカリホスファターゼ、β－ガラクトシダーゼ、キレート化ラン
タニド、ビオチン、放射標識、発色団、フルオロフォア等にコンジュゲート化されていて



(21) JP 2016-504021 A 2016.2.12

10

20

30

40

50

もよい。用語「標識」は、プローブまたは抗体に関して、検出可能な物質をプローブまた
は抗体にカップリングさせる、すなわち物理的に連結することによる、プローブまたは抗
体の直接標識、ならびに直接標識されている別の試薬との反応性によるプローブまたは抗
体の間接的標識もまた含むことも可能である。間接的標識の例には、蛍光標識二次抗体を
用いた一次抗体の検出、および蛍光標識されたストレプトアビジンで検出可能であるよう
なビオチンでのＤＮＡプローブの末端標識が含まれる。
【００６７】
　[0084]ひとたびリン酸化Ｒｂを発現している心臓前駆細胞が同定されたら、同定された
細胞を、細胞の残りの集団からソーティングすることも可能である。使用可能なソーティ
ング技術の限定されない例は、蛍光補助細胞ソーター（ＦＡＣＳ）、蛍光プレート読み取
り装置、レーザー走査型サイトメーター、蛍光顕微鏡、またはその任意の組み合わせであ
る。単離された心臓前駆細胞は、Ｇａｔａ４に関して陽性（Ｇａｔａ４＋）であり、そし
て／またはＡＲＦに関して陰性（ＡＲＦ－）であることも可能である。
【００６８】
　[0085]いくつかの態様において、本明細書記載の単離された心臓前駆細胞を、こうした
投与が必要な被験体に投与してもよい。例えば、被験体は、心臓疾患、心臓障害、例えば
虚血を有してもよい。理論によって束縛されることは望ましくないが、投与された心臓前
駆細胞は、傷害部位で成熟心筋細胞に分化し、そして心臓組織が治癒するのを補助するこ
とも可能である。心臓疾患の例には、限定されるわけではないが、心臓血管疾患、心筋症
、心筋気絶、末梢血管疾患、間欠性跛行、頻脈、虚血－再灌流、心筋梗塞、急性腎不全、
脳卒中、低血圧、塞栓症、血栓塞栓症（血餅）、鎌状赤血球病、体に向かう四肢への限局
性の圧力、腫瘍、およびその任意の組み合わせが含まれる。
【００６９】
　[0086]いくつかの態様において、心臓細胞集団から心臓前駆細胞を単離する方法は、ホ
スホ－Ｒｂ陽性、Ｇａｔａ４陽性、ＡＲＦ陰性、およびその任意の組み合わせより選択さ
れる少なくとも１つのマーカーに関して陽性である細胞として、集団中の心臓前駆細胞を
同定し；そして同定された心臓前駆細胞を単離する工程を含んでもよい。いくつかの態様
において、ホスホ－Ｒｂ陽性およびＧａｔａ４に関して陽性である細胞は心臓前駆細胞と
同定される。いくつかの態様において、ホスホ－Ｒｂ陽性に関して陽性であり、そしてＡ
ＲＦに関して陰性である細胞は、心臓前駆細胞と同定される。いくつかの態様において、
Ｇａｔａ４に関して陽性であり、そしてＡＲＦに関して陰性である細胞は、心臓前駆細胞
と同定される。いくつかの態様において、ホスホ－Ｒｂ陽性およびＧａｔａ４に関して陽
性であり、そしてＡＲＦに関して陰性である細胞は、心臓前駆細胞と同定される。いくつ
かの態様において、同定される心臓前駆細胞は、Ｎ－カドヘリン陽性、コネキシン－４３
陽性、Ｉｓｌ１陽性、Ｗｔ１陽性、ＣＤＫ２陽性、ＣＤＫ４陽性、ＣＤＫ６陽性、Ｅ２Ｆ
陽性、ホスホ－ｐ１０７陽性、ホスホ－ｐ１３０陽性、ＣＣＮＡ陽性、ＣＣＮＤ１陽性、
ＣＣＮＤ２陽性、ＣＣＮＤ３陽性、ＣＣＮＥ陽性、ｃ－ｋｉｔ陽性、ＣＤ３陰性、ＣＤ１
４陰性、ＣＤ６８陰性、Ｎｋｘ２．５陽性、ＭＩＴＦ陽性、ＭＥＦ２ｃ陽性、またはその
任意の組み合わせである。
【００７０】
　[0087]いくつかの態様において、単離された心臓前駆細胞はまた、以下のマーカーを有
することも可能である：Ｎ－カドヘリン陽性、コネキシン－４３陽性、Ｉｓｌ１陽性、Ｗ
ｔ１陽性、ＣＤＫ２陽性、ＣＤＫ４陽性、ＣＤＫ６陽性、Ｅ２Ｆ陽性、ホスホ－ｐ１０７
陽性、ホスホ－ｐ１３０陽性、ＣＣＮＡ陽性、ＣＣＮＤ１陽性、ＣＣＮＤ２陽性、ＣＣＮ
Ｄ３陽性、ＣＣＮＥ陽性、ｃ－ｋｉｔ陽性、ＣＤ３陰性、ＣＤ１４陰性、ＣＤ６８陰性、
Ｎｋｘ２．５陽性、ＭＩＴＦ陽性、ＭＥＦ２ｃ陽性、またはその任意の組み合わせ。マー
カーの陰性発現は、非前駆細胞と比較した際、前駆細胞におけるタンパク質またはｍＲＮ
Ａの発現レベルが、相対的に低いかまたは欠けていることを意味する。本明細書記載のマ
ーカーは、当該技術分野の任意の既知の技術によって同定可能であり、これには例えば、
限定されるわけではないが、蛍光補助細胞ソーター（ＦＡＣＳ）、レーザー走査型サイト
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メトリー、蛍光顕微鏡検査、ＲＴ－ＰＣＲ、ＤＮＡハイブリダイゼーション、蛍光ｉｎ　
ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、質量分析、マイクロアレイ、免疫組織化学、および任
意のその組み合わせがある。細胞はまた、限定されるわけではないが、細胞ソーティング
を含む、任意の既知の方法によって単離可能である。
【００７１】
　[0088]いくつかの態様において、方法はさらに、同定される心臓前駆細胞を単離する前
に、Ｎ－カドヘリン陽性、コネキシン－４３陽性、Ｉｓｌ１陽性、Ｗｔ１陽性、ＣＤＫ２
陽性、ＣＤＫ４陽性、ＣＤＫ６陽性、Ｅ２Ｆ陽性、ホスホ－ｐ１０７陽性、ホスホ－ｐ１
３０陽性、ＣＣＮＡ陽性、ＣＣＮＤ１陽性、ＣＣＮＤ２陽性、ＣＣＮＤ３陽性、ＣＣＮＥ
陽性、ｃ－ｋｉｔ陽性、ＣＤ３陰性、ＣＤ１４陰性、ＣＤ６８陰性、Ｎｋｘ２．５陽性、
ＭＩＴＦ陽性、ＭＥＦ２ｃ陽性、またはその任意の組み合わせである細胞を同定すること
を含む。
【００７２】
　[0089]さらなる態様において、組成物は、本明細書記載の方法にしたがって得られる心
臓前駆細胞の単離された集団を含むことも可能である。
　[0090]いくつかの態様において、心臓細胞集団から心臓前駆細胞を単離する方法は、心
臓細胞内に、レポータータンパク質およびＲｂの阻害剤をコードする核酸配列を導入し；
レポータータンパク質を発現する細胞をスクリーニングし；そしてレポータータンパク質
を発現している細胞を単離することを含むことも可能であり、ここで、単離された細胞は
、レポータータンパク質を発現しない細胞に比較した際、Ｒｂタンパク質レベルの減少を
含む。いくつかの態様において、レポータータンパク質および阻害剤は、異なるＤＮＡ分
子によってコードされてもよい。いくつかの態様において、レポータータンパク質および
阻害剤は、単一のＤＮＡ分子によってコードされてもよい。心臓細胞内に導入される核酸
は、プラスミド、ベクター、またはＤＮＡ断片であってもよい。いくつかの態様において
、ベクターは、プラスミド、コスミド、ウイルス、バクテリオファージ、または遺伝子操
作において慣用的に用いられる任意の別のベクターであってもよい。
【００７３】
　[0091]いくつかの態様において、レポータータンパク質は、緑色蛍光タンパク質（ＧＦ
Ｐ）、増進緑色蛍光タンパク質（ＥＧＦＰ）、増進黄色蛍光タンパク質（ＥＹＦＰ）、青
色蛍光タンパク質（ＢＦＰ）、増進青色蛍光タンパク質（ＥＢＦＰ）、または増進シアン
蛍光タンパク質（ＥＣＦＰ）であってもよい。さらに、核酸配列中のレポータータンパク
質の存在は、阻害剤を発現する細胞をトラッキングする利点を有する。
【００７４】
　[0092]いくつかの態様において、Ｒｂ阻害剤は、ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）分子、例えば
小分子干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）、小分子ヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）、マイクロＲＮ
Ａ（ｍｉＲＮＡ）、ｍｉＲＮＡおよびｓｈＲＮＡのハイブリッド、ならびにアンチセンス
ＲＮＡであることも可能である。小分子ヘアピンＲＮＡ分子の構造および機能は、当業者
に周知である。小分子ヘアピンＲＮＡは、ＲＮＡ干渉と呼ばれるプロセスにおいて、遺伝
子ノックダウンを仲介することが可能である。細胞において、ひとたびｓｈＲＮＡ分子が
転写されたら、ＲＮアーゼＩＩＩ様酵素（ダイサー）によって二本鎖小分子干渉ＲＮＡ（
ｓｉＲＮＡ）に切断され、そしてループ構造を失う。ＡＴＰ依存性工程において、ｓｉＲ
ＮＡは、一般的にＲＮＡｉ誘導性サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）として知られる多サ
ブユニットタンパク質複合体に組み込まれ、該複合体がｓｉＲＮＡをターゲットＲＮＡ配
列に導く。組み込み期中のある時点で、ｓｉＲＮＡ二重鎖が巻き戻され、そしてアンチセ
ンス鎖がＲＩＳＣに結合したままであり、そしてエンドおよびエキソヌクレアーゼの組み
合わせによって、相補ｍＲＮＡの分解を導く。
【００７５】
　[0093]例えばトランスフェクション、ウイルス形質導入、エレクトロポレーション等の
、当該技術分野に知られる任意の技術によって、核酸配列を心臓細胞内に導入することも
可能である。いくつかの態様において、核酸配列は、レンチウイルス構築物、レトロウイ
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ルス構築物、アデノウイルス構築物、または当該技術分野でルーチンに用いられる任意の
他のプラスミド構築物の部分であってもよい。いくつかの態様において、ｓｈＲＮＡ分子
の制御された発現を可能にし、そしてしたがって、発現を、組織特異的および／または時
間依存性方式で作動させて、ターゲット遺伝子のノックダウンを導くことが可能である、
条件付きベクターを使用してもよい。制御は、例えば、ポリメラーゼＩＩＩプロモーター
中の人工的制御配列に対して作用する、ドキシサイクリンまたはテトラサイクリンのよう
な誘導化合物を用いることによって達成されてもよい。
【００７６】
　[0094]ひとたび、レポータータンパク質を発現する心臓前駆細胞が同定されたら、同定
された細胞を細胞集団からソーティングすることも可能である。使用可能なソーティング
技術の限定されない例は、蛍光補助細胞ソーター（ＦＡＣＳ）、蛍光プレート読み取り装
置、レーザー走査型サイトメーター、蛍光顕微鏡、またはその任意の組み合わせである。
単離された細胞を、さらに、Ｒｂタンパク質の発現レベルを検出するアッセイによって確
認することも可能である。こうしたアッセイは、ウェスタンブロッティング、ＲＴ－ＰＣ
Ｒ、ＥＬＩＳＡ、免疫組織化学等であってもよい。さらに、単離された心臓前駆細胞はま
た、Ｇａｔａ４に関して陽性（Ｇａｔａ４＋）であり、そしてＡＲＦに関して陰性（ＡＲ
Ｆ－）であることも可能である。
【００７７】
　[0095]本明細書に開示するのはまた、心臓疾患を有する被験体を治療する方法である。
不十分な心臓機能によって特徴付けられる心臓疾患（心臓損傷または障害）には、正常な
心臓機能の障害または欠如、あるいは異常な心臓機能の存在のいずれも含まれる。異常な
心臓機能は、疾患、傷害、および／または加齢の結果であることも可能である。本明細書
において、異常な心臓機能には、心筋細胞、心筋細胞集団または心臓自体の、形態学的お
よび／または機能的異常が含まれる。形態学的および機能的異常の限定されない例には、
心筋細胞の物理的劣化および／または細胞死、心筋細胞の異常な増殖パターン、心筋細胞
間の物理的連結の異常、心筋細胞による単数または複数の物質の過少または過剰産生、心
筋細胞が通常産生している単数または複数の物質の産生の失敗、および異常なパターンま
たは異常な時点での電気インパルスの伝達が含まれる。より大規模なレベルでの異常には
、ジスキネジア、駆出率減少、心エコーによって観察されるような変化（例えば拡張）、
ＥＫＧにおける変化、運動負荷における変化、毛細管灌流減少、および血管造影術によっ
て観察されるような変化が含まれる。例えば、虚血性心疾患、例えば狭心症、心筋梗塞、
慢性虚血性心疾患、高血圧性心疾患、肺心臓疾患（肺性心）、心臓弁膜症、例えばリウマ
チ熱、僧帽弁逸脱、僧帽弁輪石灰化、カルチノイド心疾患、感染性心内膜炎、鬱血性心疾
患、心筋疾患、例えば心筋炎、拡張性心筋症、高血圧性心筋症、鬱血性心不全を生じる心
臓障害、および心臓の腫瘍、例えば原発性肉腫および続発性腫瘍を含む多くの障害で、異
常な心臓機能が見られている。心臓損傷にはまた、創傷、例えばナイフの創傷；生物学的
（例えばウイルス；自己免疫疾患）または化学的（例えば化学療法、薬剤）創傷；手術；
移植等も含まれる。
【００７８】
　[0096]いくつかの態様において、治療が必要な被験体において、心臓疾患を治療する方
法は、本明細書に開示する心臓前駆細胞の療法的有効量を投与することを含むことも可能
である。被験体は、心臓血管疾患、心筋症、心筋気絶、末梢血管疾患、間欠性跛行、頻脈
、虚血－再灌流、心筋梗塞、急性腎不全、脳卒中、低血圧、塞栓症、血栓塞栓症（血餅）
、鎌状赤血球病、体に向かう四肢への限局性の圧力、腫瘍、およびその組み合わせを患っ
ている可能性もある。心臓疾患はまた、本明細書に記載するような、心臓の形態学的およ
び機能的異常、不十分な心臓機能、および心臓損傷によることも可能である。投与される
心臓前駆細胞は、マーカー、例えばＧａｔａ４を発現し（Ｇａｔａ４＋）、そしてＡＲＦ
に関して陰性（ＡＲＦ－）の表現型を有してもよい。さらに、心臓前駆細胞は、Ｒｂのリ
ン酸化によってＲｂ機能を欠いてもよいし、またはＲｂ発現を欠いていてもよい。
【００７９】
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　[0097]本明細書に開示するのは、虚血を有する被験体を治療する方法である。血液およ
び酸素が欠乏した組織は、虚血性壊死または梗塞を経て、不可逆性の臓器損傷を受ける可
能性がある。ひとたび血流および酸素が臓器または組織に戻っても（再灌流）、臓器は直
ちには、正常虚血前状態に戻らない。虚血または低酸素組織または臓器を蘇生させるため
には、血流の再灌流が必要である。タイムリーな再灌流によって、細胞の救出が容易にな
り、そして罹患率および死亡率が減少する。しかし、虚血領域の再灌流は、血管収縮を生
じる顕著な内皮細胞機能不全、ならびに血小板および白血球活性化による急性免疫反応、
オキシダント産生増加、ならびに液体およびタンパク質血管外流出増加を含む、逆説的な
機能不全を生じうる。
【００８０】
　[0098]いくつかの態様において、治療が必要な被験体において、虚血障害を治療する方
法は、心臓細胞において、療法的有効量の、網膜芽細胞腫（Ｒｂ）および／またはＩｎｋ
４ａの代替読み枠（ＡＲＦ）の機能を阻害する剤を投与することを含むことも可能である
。いくつかの態様において、虚血性障害は、心臓手術、臓器移植、血管形成術、ステント
留置、またはその任意の組み合わせによって引き起こされる可能性もある。さらに、虚血
性障害はまた、心臓血管疾患、心筋症、心筋気絶、末梢血管疾患、間欠性跛行、頻脈、虚
血－再灌流、心筋梗塞、急性腎不全、脳卒中、低血圧、塞栓症、血栓塞栓症（血餅）、鎌
状赤血球病、体に向かう四肢への限局性の圧力、腫瘍、およびその任意の組み合わせによ
る可能性もある。
【００８１】
　[0099]虚血性障害を治療するために使用可能な剤は、Ｒｂ機能および／またはＡＲＦ機
能を阻害する剤であることも可能である。こうした阻害は、心筋細胞および／または心臓
前駆細胞の細胞周期進行および増殖を生じ、傷害を受けた組織の治癒を生じるであろう。
使用可能な限定されない剤は、Ｒｂおよび／またはＡＲＦ発現を阻害するＲＮＡｉ分子、
例えばｓｉＲＮＡ阻害剤、ｓｈＲＮＡ阻害剤、またはアンチセンスヌクレオチド阻害剤で
ある。いくつかの態様において、剤はまた、ペプチド擬似体阻害剤、小分子、抗体、Ｒｂ
をリン酸化するキナーゼ、ＡＲＦの転写リプレッサー、またはその任意の組み合わせであ
ることも可能である。
【００８２】
　[0100]いくつかの態様において、剤はまた、心臓細胞におけるＲｂのリン酸化を増加さ
せることも可能である。例えば、ｃｄｋ阻害剤（ｃｉｐ／ｋｉｐファミリーおよびＩＮＫ
４ファミリー）をターゲットとするＲＮＡｉ分子は、Ｒｂのリン酸化を増加させ、そして
Ｒｂ機能を阻害することも可能である。いくつかの態様において、本明細書記載の剤はま
た、心臓細胞におけるＡＲＦの発現を減少させることも可能である。さらに、剤にはまた
、ＡＲＦの転写リプレッサー、Ｍｄｍ２の転写活性化因子、あるいはＭｄｍ２発現レベル
を増加させるか、ｐ５３の発現レベルを減少させるか、またはｐ５３の分解を増加させる
剤が含まれてもよい。さらに、剤はまた、ｃｄｋ４の活性化因子、ｃｄｋ６の活性化因子
、Ｅ２Ｆの活性化因子、非定型プロテインキナーゼＣの活性化因子、Ｓｋｐ２の活性化因
子、ｍｄｍ２の活性化因子、ＭＡＰキナーゼの活性化因子、またはその任意の組み合わせ
であることも可能である。当業者は、Ｒｂ経路および／またはＡＲＦ経路を阻害する剤が
、心臓前駆細胞の細胞増殖増加を生じ、そして虚血性傷害を治癒させるのを補助しうるこ
とを理解するであろう。
【００８３】
　[0101]本開示は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏで心臓細胞を再生させるため
の方法を提供する。いくつかの態様において、方法には、心臓細胞を、網膜芽細胞腫（Ｒ
ｂ）、Ｉｎｋ４ａの代替読み枠（ＡＲＦ）タンパク質、またはその任意の組み合わせの機
能を阻害する少なくとも1つの剤と、接触させることが含まれる。心臓細胞は、心臓幹細
胞（ＣＳＣ）、心臓前駆細胞（ＣＰＣ）、心筋細胞、またはその任意の組み合わせを含む
。いくつかの態様において、剤は、Ｒｂの機能を阻害する本明細書記載の任意の剤であっ
てもよい。いくつかの態様において、剤は、ＡＲＦの機能を阻害する本明細書記載の任意
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の剤であってもよい。剤の限定されない例には、ｓｉＲＮＡ阻害剤、ｓｈＲＮＡ阻害剤、
アンチセンスヌクレオチド阻害剤、ペプチド擬似体阻害剤、小分子、抗体、Ｒｂをリン酸
化するキナーゼ、ＡＲＦの転写リプレッサー、またはその任意の組み合わせであってもよ
い。さらに、剤にはまた、ＡＲＦの転写リプレッサー、Ｍｄｍ２の転写活性化因子、ある
いはＭｄｍ２発現レベルを増加させるか、ｐ５３の発現レベルを減少させるか、またはｐ
５３の分解を増加させる剤も含まれてもよい。さらに、剤はまた、ｃｄｋ４の活性化因子
、ｃｄｋ６の活性化因子、Ｅ２Ｆの活性化因子、非定型プロテインキナーゼＣの活性化因
子、Ｓｋｐ２の活性化因子、ｍｄｍ２の活性化因子、ＭＡＰキナーゼの活性化因子、また
はその任意の組み合わせであることも可能である。さらに、本明細書記載の剤は、心臓細
胞においてＲｂのリン酸化を増加させ、そして／または心臓細胞においてＡＲＦの発現を
減少させることも可能である。
【００８４】
　[0102]別の態様において、ｉｎ　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏの心臓細胞を再生さ
せる方法は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで生物学的試料を接触させるか、あるいは心臓疾患または
障害を患う患者に薬学的組成物を投与することを含み、ここで組成物は、網膜芽細胞腫（
Ｒｂ）およびＩｎｋ４ａの代替読み枠（ＡＲＦ）の発現、機能または活性を阻害する１ま
たはそれより多い剤を含む。いくつかの態様において、間葉系幹細胞（ＭＳＣ）、心臓幹
細胞（ＣＳＣ）またはＭＳＣおよびＣＳＣの組み合わせを、場合によって被験体に投与す
るか、またはｉｎ　ｖｉｔｒｏで試料において共培養する。いくつかの態様において、生
成される細胞は、マーカー：ＨＰ３＋／ｐＲｂｓｅｒ６０８＋／Ｇａｔａ４＋／／ＡＲＦ
陰性を有すると同定された表現型を含む。
【００８５】
　[0103]いくつかの態様において、心臓疾患に関して治療された被験体において、心臓細
胞の再生を予測するための方法を提供する。いくつかの態様において、方法は、被験体か
ら心臓細胞を含む生物学的試料を得て；該生物学的試料において、リン酸化網膜芽細胞腫
（ｐＲｂ）レベルを測定し；そしてベースライン対照に対して、生物学的試料中のリン酸
化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）レベルを比較することを含むことも可能であり、ここで、ベー
スライン対照と比較した際の被験体の生物学的試料中のｐＲｂレベル増加は、被験体にお
いて、心臓細胞の再生を予測する。いくつかの態様において、測定は、網膜芽細胞腫タン
パク質のＳｅｒ－６０８でのリン酸化を測定し、そして定量化することを含むことも可能
である。リン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）レベルは、当該技術分野に知られる任意の技術
、例えば免疫組織化学アッセイ、ウェスタンブロットアッセイ、ＥＬＩＳＡ、生化学的酵
素アッセイ、またはその任意の組み合わせによって、定量化されてもよい。いくつかの態
様において、心臓細胞は、成熟心筋細胞および／またはＧａｔａ４陽性（Ｇａｔａ４＋）
心臓前駆細胞（ＣＰＣ）であってもよい。ｐＲｂｓｅｒ６０８の量、発現または活性の増
加の検出は、被験体において、心臓細胞の再生を予測する。いくつかの態様において、ｐ
Ｒｂｓｅｒ６０８は、被験体の心臓の緻密心室壁において検出される。細胞レベルで、ｐ
Ｒｂｓｅｒ６０８は、成熟心筋細胞において検出され、そしてＧａｔａ４＋は、成体心臓
前駆細胞で検出される。リン酸化の増加は、ベースライン対照と比較した際、少なくとも
１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、１００、または２００％であ
ることも可能である。ベースライン対照は、例えば、未処置試料におけるリン酸化タンパ
ク質レベルであってもよい。未処置試料は、治療されている患者由来であってもよいし、
または別の患者由来であってもよい。さらに、ベースライン対照は、ベースライン対照が
複数の患者から得られる平均であるように、未処置試料のプール由来であってもよい。
【００８６】
　[0104]本開示はまた、被験体を監視し、そして／またはその予後を予測する方法も提供
する。いくつかの態様において、心臓疾患に関して治療される被験体を、優れた予後を持
つ被験体として同定する方法は、被験体から心臓細胞を含む生物学的試料を得て；生物学
的試料において、リン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）レベルを測定し；そして生物学的試料
におけるリン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）レベルを、ベースライン対照に対して比較する
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ことを含むことも可能であり、ここで、ベースライン対照と比較した際の、被験体の生物
学的試料におけるｐＲｂレベルの増加は、その被験体が優れた予後を有すると同定する。
「優れた予後」は、回復が予期される患者を指す。いくつかの態様において、測定は、網
膜芽細胞腫タンパク質のＳｅｒ６０８でのリン酸化を測定することを含む。いくつかの態
様において、測定は、網膜芽細胞腫タンパク質のＳｅｒ－６０８でのリン酸化を測定し、
そして定量化することを含むことも可能である。リン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）レベル
は、当該技術分野に知られる任意の技術、例えば免疫組織化学アッセイ、ウェスタンブロ
ットアッセイ、ＥＬＩＳＡ、生化学的酵素アッセイ、またはその任意の組み合わせによっ
て、定量化されてもよい。いくつかの態様において、心臓細胞は、成熟心筋細胞および／
またはＧａｔａ４陽性（Ｇａｔａ４＋）心臓前駆細胞（ＣＰＣ）であってもよい。いくつ
かの態様において、被験体を、成体骨髄由来間葉系細胞（ＭＳＣ）、成体心臓幹細胞（Ｃ
ＳＣ）、またはその任意の組み合わせで治療してもよい。いくつかの態様において、ベー
スライン対照と比較した際、少なくとも１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８
０、９０、１００、または２００％の増加は、優れた予後を予測する。ベースライン対照
は、例えば、未処置試料におけるリン酸化タンパク質レベルであってもよい。未処置試料
は、治療されている患者由来であってもよいし、または別の患者由来であってもよい。さ
らに、ベースライン対照は、ベースライン対照が、複数の患者から得られる平均であるよ
うに、未処置試料のプール由来であってもよい。
【００８７】
　[0105]いくつかの態様において、リン酸化Ｒｂタンパク質の存在およびベースライン対
照と比較した際の相対量を用いて、限定される訳ではないが、心筋炎、冠動脈心疾患、ア
ンギナ、急性冠動脈症候群、大動脈瘤および大動脈解離、不整脈、心筋症、先天性心疾患
、鬱血性心不全または慢性心不全、心膜炎等を含む、本明細書に論じる疾患に関する転帰
または予後を予測することも可能である。
【００８８】
　[0106]別の態様において、治療後の被験体の回復を監視する方法は、幹細胞療法を経て
いる患者から試料を得て、ベースライン対照と比較した際の網膜芽細胞腫（Ｒｂ）の発現
、機能または活性を測定することを含み、ここで、網膜芽細胞腫は、アミノ酸位６０８（
ｐＲｂｓｅｒ６０８）で過剰リン酸化セリンを含む。いくつかの態様において、治療は、
被験体に：成体骨髄由来間葉系細胞（ＭＳＣ）、成体心臓幹細胞（ＣＳＣ）、またはＭＳ
ＣおよびＣＳＣの組み合わせを投与することを含む。いくつかの態様において、ＣＳＣま
たはＭＳＣ単独での治療に比較した際、ＭＳＣおよびＣＳＣで治療した被験体において、
ｐＲｂｓｅｒ６０８発現、機能または活性は増加する。
【００８９】
　[0107]別の態様において、被験体の心筋細胞における有糸分裂率を決定する方法は、幹
細胞治療を経ている被験体から生物学的試料を得て；ベースライン対照と比較した際の、
生物学的試料中の網膜芽細胞腫（Ｒｂ）の発現、機能または活性を測定し、ここで、網膜
芽細胞腫は、アミノ酸位６０８（ｐＲｂｓｅｒ６０８）で過剰リン酸化セリンを含む、そ
して治療後の被験体回復を監視することを含む。いくつかの態様において、治療は、被験
体に：成体骨髄由来間葉系細胞（ＭＳＣ）、成体心臓幹細胞（ＣＳＣ）、またはＭＳＣお
よびＣＳＣの組み合わせを投与することを含む。いくつかの態様において、ＣＳＣまたは
ＭＳＣ単独での治療に比較した際、ＭＳＣおよびＣＳＣで処置した被験体において、ｐＲ
ｂｓｅｒ６０８発現、機能または活性は増加する。
【００９０】
　[0108]他の態様において、ＭＳＣ／ＣＳＣ相互作用は、ｐＲｂｓｅｒ６０８活性、機能
または発現の不活性化を誘導する。別の態様において、ＭＳＣ／ＣＳＣ相互作用は、ＡＲ
Ｆ活性、機能または発現の不活性化を誘導する。別の態様において、ＭＳＣ／ＣＳＣ相互
作用は、ｐＲｂｓｅｒ６０８およびＡＲＦ活性、機能または発現の不活性化を誘導する。
他の態様において、セリン－１０リン酸化ヒストン－Ｈ３／ｐＲｂｓｅｒ６０８（ＨＰ３
＋／ｐＲＢｓｅｒ６０８＋）Ｉｎｋ４ａの代替読み枠（－）（ＡＲＦ（－））心筋細胞の
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増殖は、ベースライン対照と比較して増加している。
【００９１】
　[0109]いくつかの態様において、心臓前駆細胞に関するバイオマーカーを開示する。い
くつかの態様において、バイオマーカーは、リン酸化網膜芽細胞腫（ｐＲｂ）およびＩｎ
ｋ４ａ代替読み枠（ＡＲＦ）、その突然変異体、変異体または断片を含む。いくつかの態
様において、マーカーｐＲｂは、過剰リン酸化アミノ酸を含む。他の態様において、過剰
リン酸化されるアミノ酸は、アミノ酸６０８位のセリンである（ｐＲｂｓｅｒ６０８）。
いくつかの態様において、マーカーｐＲＢｓｅｒ６０８の検出は、Ｇａｔａ４＋心臓幹細
胞の決定要因である。他の態様において、マーカーＡＲＦは、ベースライン対照と比較し
て減少している。用語「ベースライン対照」は、本明細書全体で用いられるようなものを
意味する。
【００９２】
　[0110]いくつかの態様において、ベクター中および細胞中にバイオマーカーを含むマー
カーを発現することが望ましい。こうした組み合わせの適用は制限されない。１またはそ
れより多い生体分子を発現しているベクターおよび細胞を、アッセイ、キット、薬剤発見
、診断、予後等に用いてもよい。細胞は、骨髄から前駆細胞として単離された幹細胞、ま
たは任意の他の供給源、例えばＡＴＣＣより得られる細胞であることも可能である。
【００９３】
　[0111]本明細書に具現するバイオマーカー、あるいは１またはそれより多いマーカーを
発現する細胞を用いて、こうした細胞およびその多様な子孫の特性に影響を及ぼす因子（
例えば溶媒、小分子試料薬剤、ペプチド、オリゴヌクレオチド）または環境条件（例えば
培養条件または操作）に関してスクリーニングしてもよい。
【００９４】
　[0112]いくつかの態様において、心臓前駆細胞において、Ｒｂ経路を調節する候補剤を
同定する方法は、候補剤を、心臓前駆細胞（ＣＰＣ）集団と接触させ；そして候補剤と接
触させていないＣＰＣ集団におけるリン酸化Ｒｂレベルに、候補剤と接触させた心臓前駆
細胞の集団におけるリン酸化Ｒｂレベルを比較することを含むことも可能であり、ここで
、リン酸化Ｒｂレベルの相違は、候補剤を、心臓前駆細胞においてＲｂ経路を調節する剤
と同定する。心臓前駆細胞（ＣＰＣ）は、リン酸化Ｒｂｓｅｒ６０８（ｐＲｂｓｅｒ６０

８）、Ｇａｔａ４、またはその任意の組み合わせに関して陽性であることも可能である。
【００９５】
　[0113]いくつかの態様において、候補剤を同定する方法であって：（ａ）患者由来の生
物学的試料を候補剤と接触させ、そして本明細書記載の１またはそれより多いバイオマー
カーの発現レベルを決定し；（ｂ）候補剤と接触させていない生物学的試料のアリコット
中の対応する単数または複数のバイオマーカーのリン酸化、発現、機能または活性のレベ
ルを決定し；（ｃ）候補剤と接触させた生物学的試料のアリコット中の単数または複数の
バイオマーカーのリン酸化、発現、機能または活性のレベル、および候補剤と接触させて
いない生物学的試料のアリコット中の対応する単数または複数のバイオマーカーのリン酸
化、発現、機能または活性のレベルを比較することによって、候補剤の効果を観察し；そ
して（ｄ）前記の観察された効果から前記剤を同定する、ここで、候補剤と接触させた生
物学的試料のアリコット中のバイオマーカーまたはバイオマーカー遺伝子の組み合わせの
リン酸化、発現、機能または活性のレベル、および候補剤と接触させていない生物学的試
料のアリコット中の対応するバイオマーカーまたはバイオマーカーの組み合わせのリン酸
化、発現、機能または活性のレベルの間の、少なくとも１％、２％、５％、１０％、２０
％、３０％、４０％、５０％、６０％、７０％、８０％、または９０％の相違が候補剤の
効果の指標である、前記方法を提供する。
【００９６】
　[0114]いくつかの態様において、本明細書記載の方法によって得られる候補剤を提供す
る。
　[0115]いくつかの態様において、本明細書記載の態様にしたがった剤を含む薬学的調製
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物を提供する。
【００９７】
　[0116]いくつかの態様において、薬剤を産生する方法は、（ｉ）上記の工程（ｃ）で同
定された候補剤あるいはその類似体または誘導体を、被験体に、療法的有効量の前記薬剤
を提供するために十分な量で合成し；そして／または（ｉｉ）上記の工程（ｃ）で同定さ
れた薬剤候補剤あるいはその類似体または誘導体と、薬学的に許容されうるキャリアーを
組み合わせることを含む。
【００９８】
　[0117]他のスクリーニング適用は、心筋組織維持または修復に対する効果に関する薬学
的化合物の試験に関する。化合物が細胞に対する薬理学的効果を有するように設計されて
いるため、または別の箇所に影響を有するように設計された化合物が、この組織タイプの
細胞に対して意図されない副作用を有する可能性もあるため、スクリーニングを行っても
よい。幹細胞または最終分化細胞のいずれを用いて、スクリーニングを行ってもよい。
【００９９】
　[0118]いくつかの態様において、マーカーは、心臓血管疾患および障害の治療において
、新規薬剤を同定するために有用である。
　[0119]いくつかの態様において、マーカーは、患者の治療が進行しているかどうかを検
証するであろう。例えば、ｐＲｂｓｅｒ６０８の量、活性または発現は、治療の経過中に
変化し、そして正常な調節を反映することも可能である。
【０１００】
　[0120]小分子試験化合物または候補療法化合物は、最初に、有機または無機化学薬品ラ
イブラリーのメンバーであってもよい。本明細書において、「小分子」は、約３，０００
ダルトン未満の分子量の小分子有機または無機分子を指す。小分子は、天然産物またはコ
ンビナトリアル化学ライブラリーのメンバーであることも可能である。多様な分子のセッ
トを用いて、電荷、芳香族性、水素結合、柔軟性、サイズ、側鎖の長さ、疎水性、および
強剛性などの多様な機能をカバーするべきである。小分子を合成するのに適したコンビナ
トリアル技術は、当該技術分野に知られ、例えばＯｂｒｅｃｈｔおよびＶｉｌｌａｌｇｏ
ｒｄｏ，　Ｓｏｌｉｄ－Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ　Ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ　ａｎｄ　Ｐ
ａｒａｌｌｅｌ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｓｍａｌｌ－Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ－Ｗｅｉ
ｇｈｔ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　Ｌｉｂｒａｒｉｅｓ，　Ｐｅｒｇａｍｏｎ－Ｅｌｓｅｖｉｅ
ｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｌｉｍｉｔｅｄ（１９９８）に例示される通りであり、そして「ス
プリットおよびプール」または「平行」合成技術、固相および溶液相技術、ならびにコー
ド化技術などのものが含まれる（例えば、Ｃｚａｒｎｉｋ，　Ｃｕｒｒ．　Ｏｐｉｎ．　
Ｃｈｅｍ．　Ｂｉｏ．，　１：６０（１９９７）を参照されたい）。さらに、多くの小分
子ライブラリーが商業的に入手可能である。
【０１０１】
　[0121]本明細書に開示する特定のスクリーニング適用は、薬剤研究における薬学的化合
物の試験に関する。読者は、一般的に、標準的教科書”Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　Ｍｅｔｈｏｄ
ｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ”，　Ａｃａｄｅｍｉｃ　
Ｐｒｅｓｓ，　１９９７、および米国特許第５，０３０，０１５号を参照されたい。候補
薬学的化合物の活性の評価は、一般的に、候補化合物を投与し、化合物に起因しうる、細
胞の形態、マーカー表現型および発現、または代謝活性および細胞の機能におけるいかな
る変化（未処置細胞または不活性化合物で処置した細胞と比較して）も決定し、そして次
いで、観察される変化と化合物の効果を相関させることを含む。
【０１０２】
　[0122]化合物は、特定の細胞種に対する薬理学的効果を有するように設計されているた
め、または別の箇所に影響を有するように設計された化合物は、意図されない副作用を有
する可能性もあるため、スクリーニングを行ってもよい。ありうる薬剤－薬剤相互作用効
果を検出するため、２またはそれより多い薬剤を組み合わせて（同時にまたは連続しての
いずれかで細胞と合わせることによって）試験してもよい。いくつかの適用において、化
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合物をまず、潜在的な毒性に関してスクリーニングする（Ｃａｓｔｅｌｌら，　ｐｐ．　
３７５－４１０　”Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，”　Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　１９９７）。細胞生
存度、生存、形態、および特定のマーカー、受容体または酵素の発現または放出に対する
影響によって、まず第一に、細胞毒性を決定することも可能である。ＤＮＡ合成または修
復を測定することによって、染色体ＤＮＡに対する薬剤の影響を決定することも可能であ
る。特に、細胞周期中、不定期の、または細胞複製に必要なレベルを超える、［３Ｈ］チ
ミジンまたはＢｒｄＵ取り込みは、薬剤効果と一致する。望ましくない効果にはまた、中
期蔓延によって決定される、異常な率の姉妹染色分体交換が含まれてもよい。さらなる詳
細に関しては、Ａ．　Ｖｉｃｋｅｒｓ（ＰＰ　３７５－４１０　”Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，”中　Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　１９９７）を参照されたい。
【０１０３】
　[0123]方法の例には、限定されるわけではないが、標準的教科書、”Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ”，　Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　１９９７、および米国特許第５，０３０，０１５号が含ま
れる。候補薬学的化合物の活性の評価は、一般的に、単独または他の薬剤と組み合わせた
候補化合物を、細胞と合わせることを含む。研究者は、化合物に起因しうる、細胞の形態
、マーカー表現型、または機能活性におけるいかなる変化（未処置細胞または不活性化合
物で処置した細胞と比較して）も決定し、そして次いで、観察される変化と化合物の効果
を相関させる。
【０１０４】
　[0124]細胞生存度、生存、形態、ならびに特定のマーカーおよび受容体の発現に対する
影響によって、まず第一に、細胞毒性を決定することも可能である。ＤＮＡ合成または修
復を測定することによって、染色体ＤＮＡに対する薬剤の影響を決定することも可能であ
る。特に、細胞周期中、不定期の、または細胞複製に必要なレベルを超える、［３Ｈ］チ
ミジンまたはＢｒｄＵ取り込みは、薬剤効果と一致する。望ましくない効果にはまた、中
期蔓延によって決定される、異常な率の姉妹染色分体交換が含まれてもよい。さらなる詳
細に関しては、Ａ．　Ｖｉｃｋｅｒｓ（ｐｐ　３７５－４１０　”Ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，”中　Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　１９９７）を参照されたい。
【０１０５】
　[0125]任意の標準アッセイを用いて、細胞培養またはｉｎ　ｖｉｖｏのいずれかで、心
筋細胞の表現型または活性、例えばマーカー発現、受容体結合、収縮活性、または電気生
理を観察して、細胞機能の影響を評価してもよい。薬学的候補はまた、収縮活性に対する
影響、例えば収縮の度合いまたは頻度を増加させるかまたは減少させるかに関して、試験
されることも可能である。影響を観察する場合、化合物濃度を用量設定して、有効用量中
央値（ＥＤ５０）を決定することも可能である。
【０１０６】
　[0126]Ｒｂおよび／またはＡＲＦの機能を阻害する剤を、薬学的組成物または薬剤とし
て配合してもよい。直接投与に適応した薬学的組成物には、限定なしに、凍結乾燥粉末、
あるいは水性または非水性無菌注射可能溶液または懸濁物が含まれ、これはさらに、特定
の酸化防止剤、緩衝剤、静菌剤、および組成物を意図されるレシピエントの血液と実質的
に等張にする溶質を含有することも可能である。こうした組成物中に存在しうる他の構成
要素には、例えば、水、アルコール、ポリオール、グリセリンおよび植物油が含まれる。
無菌粉末、顆粒および錠剤から、即時注射溶液および懸濁物を調製することも可能である
。例えば、しかし限定なしに、患者への投与前に、無菌水または生理食塩水で再構成され
る凍結乾燥粉末として剤を供給してもよい。
【０１０７】
　[0127]薬学的組成物は、薬学的に許容されうるキャリアーを含んでもよい。適切な薬学
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的に許容されうるキャリアーには、薬学的組成物の生物学的活性の有効性に干渉しない、
本質的に化学的不活性であり、そして非毒性である組成物が含まれる。適切な薬学的キャ
リアーの例には、限定されるわけではないが、水、生理食塩水溶液、グリセロール溶液、
エタノール、Ｎ－（１（２，３－ジオレイルオキシ）プロピル）Ｎ，Ｎ，Ｎ－トリメチル
アンモニウムクロリド（ＤＯＴＭＡ）、ジオレシルホスホチジル－エタノールアミン（Ｄ
ＯＰＥ）、およびリポソームが含まれる。こうした組成物は、療法的有効量の化合物を、
患者に直接投与する型を提供するように、適切な量のキャリアーと一緒に含有しなければ
ならない。
【０１０８】
　[0128]組成物は、薬学的に許容されうる塩の形であってもよく、これには、限定なしに
、未結合（ｆｒｅｅ）アミノ基を伴って形成されるもの、例えば塩酸、リン酸、酢酸、シ
ュウ酸、酒石酸等に由来するもの、および未結合カルボキシル基を伴って形成されるもの
、例えば水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウム、
水酸化第二鉄、イソプロピルアミン、トリエチルアミン、２－エチルアミノエタノール、
ヒスチジン、プロカイン等に由来するものが含まれる。
【０１０９】
　[0129]多様な態様において、薬学的組成物を、傷害領域に、例えば心臓組織に、例えば
手術中の局所注入、局所適用（例えば手術後の創傷ドレッシングと組み合わせて）、注射
、カテーテル手段、座薬手段、または移植手段によって、直接投与する。移植物は、多孔
性、非孔性、またはゼラチン性物質のものであってもよく、膜、例えばシラスティック（
ｓｉａｌａｓｔｉｃ）膜または繊維が含まれてもよい。座薬は、一般的に、重量０．５％
～１０％の範囲の活性成分を含有する。
【０１１０】
　[0130]他の態様において、徐放系をターゲット部位近傍に配置してもよい。例えば、マ
イクロポンプは、調節された用量を、直接、ターゲット部位の領域内に、例えば心臓組織
に送達し、それによって薬学的組成物のタイミングおよび濃度を細かく制御することも可
能である。
【０１１１】
　[0131]いくつかの態様にしたがって、Ｒｂおよび／またはＡＲＦの機能を阻害する剤を
、直接投与によって患者に送達する。したがって、剤を、限定なしに、ターゲット部位内
への１またはそれより多い直接注射によって、ターゲット部位内への連続または不連続灌
流によって、剤の容器の導入によって、ターゲット部位内への遅延放出装置の導入によっ
て、ターゲット部位内への遅延放出配合物の導入によって、および／またはターゲット部
位上への直接適用によって、投与してもよい。ターゲット部位内への投与様式によって、
ターゲット部位の領域内に実質的に直接流入する血管またはリンパ管内への剤の導入もま
た意図される。各場合で、少なくとも目的を達成するのに十分な量で、そして場合によっ
て、薬学的に許容されうるキャリアーを含む、薬学的組成物を投与する。
【０１１２】
　[0132]いくつかの態様において、薬学的キャリアーには、限定なしに、結合剤、コーテ
ィング剤、崩壊剤、充填剤、希釈剤、フレーバー、着色剤、潤滑剤、流動促進剤、保存剤
、吸着剤、甘味剤、コンジュゲート化リノール酸（ＣＬＡ）、ゼラチン、蜜蝋、精製水、
グリセロール、限定なしに魚油または大豆油を含む任意のタイプの油等が含まれることも
可能である。ペプチド／化合物の薬学的組成物はまた、適切な固相またはゲル相キャリア
ーまたは賦形剤を含むことも可能である。こうしたキャリアーまたは賦形剤の例には、限
定されるわけではないが、炭酸カルシウム、リン酸カルシウム、多様な糖、デンプン、セ
ルロース誘導体、ゼラチン、およびポリマー、例えばポリエチレングリコール等が含まれ
る。
【０１１３】
　[0133]本明細書に開示する剤を、例えば、慣用的な方式で、活性である任意の経路によ
って、投与することも可能である。投与は、全身、非経口、局所、または経口であること
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も可能である。例えば、投与は、限定されるわけではないが、非経口、皮下、静脈内、筋
内、腹腔内、経皮、経口、頬側、または目経路、あるいは膣内であってもよく、吸入によ
って、デポ注射によって、または移植物によってであってもよい。したがって、剤の投与
様式（単独で、または他の薬剤と組み合わせてのいずれかで）は、限定されるわけではな
いが、舌下、注射可能（皮下または筋内注射される短期作用、デポ、移植物およびペレッ
ト型を含む）であっても、または膣クリーム、座薬、ペッサリー、膣リング、直腸座薬、
子宮内デバイス、ならびに経皮型、例えばパッチおよびクリームの使用によってもよい。
【０１１４】
　[0134]経口投与のため、これらの剤を、当該技術分野に周知の薬学的に許容されうるキ
ャリアーと組み合わせることによって、剤を容易に配合可能である。こうしたキャリアー
は、剤、化合物、細胞等が、治療される患者によって経口摂取されるような、錠剤、ピル
、糖衣錠、カプセル、液体、ゲル、シロップ、スラリー、懸濁物等に配合されることを可
能にする。経口使用のための薬学的調製物は、固形賦形剤を添加し、場合によって生じた
混合物をすりつぶし、そして望ましい場合、適切な補助剤を添加した後に、顆粒混合物を
プロセシングして、錠剤または糖衣錠コアを得ることによって、得られうる。適切な賦形
剤には、限定されるわけではないが、充填剤が含まれ、これには、限定されるわけではな
いが、ラクトース、スクロース、マンニトール、およびソルビトールを含む糖；限定され
るわけではないが、トウモロコシ（ｍａｉｚｅ）デンプン、小麦（ｗｈｅａｔ）デンプン
、イネ（ｒｉｃｅ）デンプン、ジャガイモ（ｐｏｔａｔｏ）デンプン、ゼラチン、トラガ
カントガム、メチルセルロース、ヒドロキシプロピルメチル－セルロース、カルボキシメ
チルセルロースナトリウム、およびポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）などのセルロース調
製物が含まれる。望ましい場合、限定されるわけではないが、架橋ポリビニルピロリドン
、寒天、あるいはアルギン酸またはその塩、例えばアルギン酸ナトリウムなどの崩壊剤を
添加してもよい。
【０１１５】
　[0135]糖衣錠コアは、適切なコーティングとともに提供されうる。この目的のため、濃
縮糖溶液を用いてもよく、これは場合によって、アラビアゴム、タルク、ポリビニルピロ
リドン、カルボポールゲル、ポリエチレングリコール、および／または二酸化チタン、ラ
ッカー溶液、および適切な有機溶媒または溶媒混合物を含有することも可能である。色素
またはピグメントを、同定のためまたは活性ペプチド／化合物用量の異なる組み合わせを
特徴付けるために、錠剤または糖衣錠コーティングに添加してもよい。
【０１１６】
　[0136]経口的に使用可能な薬学的調製物には、限定されるわけではないが、ゼラチン製
の押し込み型カプセル、ならびにゼラチンおよび可塑剤、例えばグリセロールまたはソル
ビトール製の密封軟カプセルが含まれる。押し込み型カプセルは、充填剤、例えばラクト
ース、結合剤、例えばデンプン、および／または潤滑剤、例えばタルクまたはステアリン
酸マグネシウム、ならびに場合によって安定化剤と混合された活性成分を含有することも
可能である。軟カプセルにおいて、活性ペプチド／化合物は、適切な液体、例えば脂肪油
、流動パラフィン、または流動ポリエチレングリコール中で溶解されるかまたは懸濁され
てもよい。さらに、安定化剤を添加してもよい。経口投与のためのすべての配合物は、こ
うした投与のために適した投薬型でなければならない。
【０１１７】
　[0137]頬側投与のため、組成物は、例えば慣用的な方式で配合された錠剤またはロゼン
ジの形を取ってもよい。
　[0138]吸入による投与のため、使用する組成物は、適切な噴霧剤、例えばジクロロジフ
ルオロメタン、トリクロロフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタン、二酸化炭素
または他の適切な気体の使用を伴い、加圧パックまたは噴霧器から、エアロゾルスプレー
提示の形で好適に送達される。加圧エアロゾルの場合、投薬単位は、計測された量を送達
するバルブを提供することによって、決定可能である。ペプチド／化合物の粉末混合物、
および適切な粉末基剤、例えばラクトースまたはデンプンを含有する、例えば、吸入装置
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または吸入器で使用するためのゼラチンのカプセルおよびカートリッジを配合することも
可能である。
【０１１８】
　[0139]組成物はまた、座薬または停留浣腸などの直腸組成物中で、例えば慣用的な座薬
基剤、例えばココアバターまたは他のグリセリドを含有する組成物もまた、配合してもよ
い。
【０１１９】
　[0140]先に記載する配合物に加えて、組成物はまた、デポ調製物として配合されてもよ
い。こうした長期作用配合物を移植によって（例えば皮下または筋内）、または筋内注射
によって、投与してもよい。
【０１２０】
　[0141]約１～約６ヶ月、またはより長い間隔で、デポ注射を投与してもよい。したがっ
て、例えば、適切なポリマー性または疎水性物質（例えば許容されうる油中のエマルジョ
ンとして）またはイオン交換樹脂とともに、あるいは難溶性誘導体、例えば難溶性塩とし
て、ペプチド／化合物を配合してもよい。
【０１２１】
　[0142]経皮投与において、組成物を、例えば、硬膏剤に適用してもよいし、または経皮
療法系によって適用し、これがその結果、生物に供給されてもよい。
　[0143]組成物はまた、他の活性成分、例えばアジュバント、プロテアーゼ阻害剤、ある
いは他の適合可能な薬剤または化合物と組み合わせて投与されてもよく、この場合、こう
した組み合わせは、本明細書記載の方法の望ましい効果を達成する際に望ましいかまたは
好都合であるように見えるものである。
【０１２２】
　[0144]いくつかの態様において、崩壊剤構成要素は、クロスカルメロースナトリウム、
カルメロースカルシウム、クロスポビドン、アルギン酸、アルギン酸ナトリウム、アルギ
ン酸カリウム、アルギン酸カルシウム、イオン交換樹脂、食品酸（ｆｏｏｄ　ａｃｉｄ）
および炭酸アルカリ構成要素に基づく発泡系、粘土、タルク、デンプン、アルファ化デン
プン、デンプングリコール酸ナトリウム、セルロース・フロック、カルボキシメチルセル
ロース、ヒドロキシプロピルセルロース、ケイ酸カルシウム、炭酸金属、重炭酸ナトリウ
ム、クエン酸カルシウム、またはリン酸カルシウムの１またはそれより多くを含む。
【０１２３】
　[0145]いくつかの態様において、希釈剤構成要素は、マンニトール、ラクトース、スク
ロース、マルトデキストリン、ソルビトール、キシリトール、粉末化セルロース、微結晶
セルロース、カルボキシメチルセルロース、カルボキシエチルセルロース、メチルセルロ
ース、エチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロース、メチルヒドロキシエチルセルロ
ース、デンプン、デンプングリコール酸ナトリウム、アルファ化デンプン、リン酸カルシ
ウム、炭酸金属、酸化金属、またはアルミノケイ酸金属の１またはそれより多くを含む。
【０１２４】
　[0146]いくつかの態様において、場合による潤滑剤構成要素は、存在する場合、ステア
リン酸、金属性ステアリン酸、ステアリルフマル酸ナトリウム、脂肪酸、脂肪性アルコー
ル、脂肪酸エステル、ベヘン酸グリセリル、ミネラルオイル、植物油、パラフィン、ロイ
シン、シリカ、ケイ酸、タルク、プロピレングリコール脂肪酸エステル、ポリエトキシル
化ひまし油、ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール、ポリアルキレングリ
コール、ポリオキシエチレン－グリセロール脂肪酸エステル、ポリオキシエチレン脂肪性
アルコールエーテル、ポリエトキシル化ステロール、ポリエトキシル化ひまし油、ポリエ
トキシル化植物油、または塩化ナトリウムの１またはそれより多くを含む。
【０１２５】
　[0147]本明細書に論じるように、多様な技術を用いて、特定のマーカーを同定するかま
たは検出することも可能である。以下は、こうした技術の限定されない例である。一般的
に、核酸マイクロアレイを用いて、試験および対照組織試料由来の試験および対照ｍＲＮ
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Ａ試料を逆転写して、そして標識し、ｃＤＮＡプローブを生成する。次いで、プローブを
、固体支持体上に固定された核酸アレイにハイブリダイズさせる。アレイは、アレイの各
メンバーの配列および位置が知られるように設定される。例えば、特定の疾患状態におい
て発現される潜在能力を有する遺伝子のセレクションを固体支持体上に整列させてもよい
。標識プローブと特定のアレイメンバーとのハイブリダイゼーションによって、プローブ
が得られる試料がその遺伝子を発現することを示す。疾患組織の示差遺伝子発現分析は、
価値ある情報を提供しうる。マイクロアレイ技術は、核酸ハイブリダイゼーション技術お
よび計算技術を利用して、単一の実験内で、数千の遺伝子のｍＲＮＡ発現プロファイルを
評価する（例えば、２００１年１０月１１日に公開されたＷＯ　０１／７５１６６を参照
されたい；（例えばアレイ製造の考察に関しては、米国特許第５，７００，６３７号、米
国特許第５，４４５，９３４号、および米国特許第５，８０７，５２２号、Ｌｏｃｋａｒ
ｔ，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，　１４：１６７５－１６８０（１９
９６）；　Ｃｈｅｕｎｇ，　Ｖ．　Ｇ．ら，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　２１（
Ｓｕｐｐｌ）：１５－１９（１９９９）を参照されたい）。ＤＮＡマイクロアレイは、ガ
ラスまたは他の支持体上に、直接合成されたか、またはスポッティングされたかいずれか
の遺伝子断片を含有する微小アレイである。通常、数千の遺伝子が、単一アレイ中に提示
される。典型的なマイクロアレイ実験は、以下の工程を伴う：１）試料から単離されたＲ
ＮＡからの蛍光標識ターゲットの調製、２）マイクロアレイに対する標識ターゲットのハ
イブリダイゼーション、３）アレイの洗浄、染色、およびスキャニング、４）スキャンさ
れた画像の分析、ならびに５）遺伝子発現プロファイルの生成。現在、２つの主なタイプ
のＤＮＡマイクロアレイが用いられている：オリゴヌクレオチド（通常、２５～７０量体
）アレイおよびｃＤＮＡから調製されるＰＣＲ産物を含有する遺伝子発現アレイ。アレイ
を形成する際、オリゴヌクレオチドをあらかじめ製造し、そして表面にスポッティングす
るか、または表面上で直接合成する（ｉｎ　ｓｉｔｕ）かいずれでもよい。ガラス表面上
のオリゴヌクレオチドの直接合成によって製造されるアレイを含む、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉ
ｘ　ＧｅｎｅＣｈｉｐＴＭ系は、商業的に入手可能なマイクロアレイ系である。
【０１２６】
　[0148]プローブおよび遺伝子アレイもまた使用可能である。半導体に基づくフォトリソ
グラフィおよび固相化学合成技術の組み合わせによって、通常、２５量体のオリゴヌクレ
オチドをガラスウェーハ上に直接合成する。各アレイは、最大４０万の異なるオリゴヌク
レオチドを含有することも可能であり、そして各オリゴヌクレオチドは、数百万コピーで
存在する。オリゴヌクレオチドプローブは、アレイ上の既知の位置で合成されるため、Ａ
ｆｆｙｍｅｔｒｉｘ　Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅソフトウェアによって、ハイブ
リダイゼーションパターンおよびシグナル強度を、遺伝子同一性および相対発現レベルに
関して解釈してもよい。各遺伝子は、一連の異なるオリゴヌクレオチドプローブによって
、アレイ上に提示される。各プローブ対は、完全マッチオリゴヌクレオチドおよびミスマ
ッチオリゴヌクレオチドからなる。完全マッチプローブは、特定の遺伝子に正確に相補的
な配列を有し、そしてしたがって、遺伝子の発現を測定する。ミスマッチプローブは、中
央塩基位でのターゲット遺伝子転写物の結合を妨げる単一塩基置換によって、完全マッチ
プローブとは異なる。これによって、完全マッチオリゴヌクレオチドに関して測定される
シグナルに寄与するバックグラウンドおよび非特異的ハイブリダイゼーションを決定する
ことを補助する。Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅソフトウェアは、完全マッチプロー
ブのものからミスマッチプローブのハイブリダイゼーション強度を減じて、各プローブセ
ットに関する絶対または特異的強度値を決定することも可能である。ＧｅｎＢａｎｋおよ
び他のヌクレオチド・リポジトリ由来の現在の情報に基づいて、プローブを選択する。配
列は、遺伝子の３’端のユニークな領域を認識すると考えられる。ＧｅｎｅＣｈｉｐハイ
ブリダイゼーションオーブン（「回転式（ｒｏｔｉｓｓｅｒｉｅ）」オーブン）を用いて
、一度に最大６４アレイのハイブリダイゼーションを実行する。流体ステーションは、プ
ローブアレイの洗浄および染色を実行する。これは完全に自動化され、そして４つのモジ
ュールを含有し、各モジュールは１つのプローブアレイを保持する。各モジュールは、あ
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らかじめプログラミングされた流体工学プロトコルを用いて、Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓ
ｕｉｔｅソフトウェアを通じて、独立に制御される。スキャナは、共焦点レーザー蛍光ス
キャナであり、プローブアレイに結合した標識ｃＲＮＡによって放出される蛍光強度を測
定する。Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　Ｓｕｉｔｅソフトウェアを備えたコンピュータ・ワーク
ステーションは、流体ステーションおよびスキャナを制御する。Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ　
Ｓｕｉｔｅソフトウェアは、プローブアレイのためのあらかじめプログラミングされたハ
イブリダイゼーション、洗浄、および染色プロトコルを用いて、最大８つの流体ステーシ
ョンを制御可能である。ソフトウェアはまた、ハイブリダイゼーション強度データを獲得
し、そして適切なアルゴリズムを用いて、各遺伝子に関する存在／非存在コールに変換す
る。最後に、ソフトウェアは、比較分析によって、実験間の遺伝子発現における変化を検
出し、そしてアウトプットを．ｔｘｔファイルにフォーマットし、これは、さらなるデー
タ分析のため、他のソフトウェアプログラムで使用可能である。
【０１２７】
　[0149]また、遺伝子欠失または遺伝子増幅を調べることによって、選択されたバイオマ
ーカーの発現を評価することも可能である。当該技術分野に知られる非常に多様なプロト
コルの任意の１つによって、例えば適切に標識されたプローブを用いた慣用的なサザンブ
ロッティング、ｍＲＮＡの転写を定量化するノーザンブロッティング（Ｔｈｏｍａｓ，　
Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ，　７７：５２０１－５２０５
（１９８０））、ドットブロッティング（ＤＮＡ分析）、またはｉｎ　ｓｉｔｕハイブリ
ダイゼーション（例えばＦＩＳＨ）、適切に標識されたプローブを用いた細胞遺伝学法ま
たは比較ゲノムハイブリダイゼーション（ＣＧＨ）によって、遺伝子欠失または増幅を測
定してもよい。
【０１２８】
　[0150]いくつかの態様において、マーカーに対応するポリペプチドを検出する。いくつ
かの態様において、本明細書記載のマーカーに対応するポリペプチドに結合することが可
能な抗体またはアプタマー、あるいは検出可能標識を含む抗体を用いる。抗体はポリクロ
ーナルまたはモノクローナルであってもよい。インタクトな抗体、またはその断片、例え
ばＦａｂまたはＦ（ａｂ’）２もまた使用可能である。
【０１２９】
　[0151]また、当業者に周知の技術を用いて、個体からタンパク質を単離してもよい。使
用するタンパク質単離法は、例えば、Ｈａｒｌｏｗ　＆　Ｌａｎｅ（１９８８）、上記に
記載されるものなどであってもよい。多様な形式を使用して、試料が所定の抗体に結合す
るタンパク質を含有するかどうかを決定することも可能である。試料中の多様なバイオマ
ーカーの発現を、いくつかの方法論によって分析してもよく、これらの方法論の多くは、
当該技術分野に知られ、そして当業者に理解されるものであり、これらには、限定される
わけではないが、免疫組織化学および／またはウェスタン分析、血液に基づく定量的アッ
セイ（例えば血清ＥＬＩＳＡ）（例えば、タンパク質発現レベルを調べる）、生化学的酵
素活性アッセイ、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション、ノーザン分析および／または
ｍＲＮＡのＰＣＲ分析、ならびに遺伝子および／または組織アレイ分析によって実行可能
な非常に多様なアッセイの任意の１つが含まれる。遺伝子および遺伝子産物の状態を評価
するための典型的なプロトコルは、例えばＡｕｓｕｂｅｌら監修，　１９９５，　Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、ユニット
２（ノーザンブロッティング）、４（サザンブロッティング）、１５（イムノブロッティ
ング）および１８（ＰＣＲ分析）に見いだされる。当業者は、細胞がマーカーを発現する
かどうか、そして／または血液または他の体組織中の特異的ポリペプチド発現産物の相対
濃度を決定する際に使用するため、既知のタンパク質／抗体検出法を容易に適応させるこ
とも可能である。
【０１３０】
　[0152]いくつかの態様において、試料を、抗体－バイオマーカー複合体が形成されるの
に十分な条件下で、前記バイオマーカーに特異的な抗体と接触させ、そして次いで前記複
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合体を検出してもよい。バイオマーカーの存在は、いくつかの方法において、例えば血漿
または血清を含む非常に多様な組織および試料をアッセイするためのウェスタンブロッテ
ィングおよびＥＬＩＳＡ法によって、検出することも可能である。こうしたアッセイ形式
を用いた広い範囲のイムノアッセイ技術が利用可能であり、例えば米国特許第４，０１６
，０４３号、４，４２４，２７９号、および４，０１８，６５３号を参照されたい。これ
らには、非競合タイプの単一部位および二部位または「サンドイッチ」アッセイの両方、
ならびに伝統的な競合的結合アッセイが含まれる。これらのアッセイにはまた、ターゲッ
トバイオマーカーに対する標識抗体の直接結合も含まれる。
【０１３１】
　[0153]サンドイッチアッセイは、一般的に用いられるアッセイである。サンドイッチア
ッセイ技術のいくつかの変形が存在し、そしてすべて本開示に含まれると意図される。簡
潔には、典型的な順方向（ｆｏｒｗａｒｄ）アッセイにおいて、非標識抗体を固体支持体
上に固定し、そして試験しようとする試料を、結合分子と接触させる。適切な期間、抗体
－抗原複合体の形成を可能にするのに十分な期間、インキュベーションした後、次いで、
検出可能なシグナルを産生することが可能なレポーター分子で標識された、抗原に特異的
な第二の抗体を添加し、そして抗体－抗原－標識抗体の別の複合体の形成に十分な時間、
インキュベーションする。いかなる未反応物質も洗い流し、そしてレポーター分子によっ
て産生されるシグナルの観察によって、抗原の存在を検出する。結果は、可視シグナルの
単純な観察によって定性的であってもよいし、または既知の量のバイオマーカーを含有す
る対照試料と比較することによって定量化されても、どちらでもよい。
【０１３２】
　[0154]順方向アッセイに関する変動には、試料および標識抗体の両方が結合抗体に同時
に添加される、同時アッセイが含まれる。これらの技術は、容易に明らかであろう任意の
重大でない変動を含めて、当業者には周知である。典型的な順方向サンドイッチアッセイ
において、バイオマーカーに対する特異性を有する第一の抗体は、固体表面に共有的にま
たは受動的にのいずれかで結合している。固体表面は、典型的にはガラスまたはポリマー
であり、最も一般的に用いられるポリマーはセルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン
、ポリスチレン、塩化ポリビニルまたはポリプロピレンである。固体支持体は、チューブ
、ビーズ、マイクロプレートディスクの形であっても、またはイムノアッセイを実施する
のに適した任意の他の表面であってもよい。結合プロセスは当該技術分野に周知であり、
そして一般的に、架橋、共有結合または物理的吸着からなり、ポリマー－抗体複合体は試
験試料の調製において洗浄される。次いで、試験しようとする試料のアリコットを固相複
合体に添加し、そして十分な期間（例えば２～４０分間、またはより好適であれば一晩）
、そして適切な条件下で（例えば室温～４０℃、例えば両端を含めて２５℃～３２℃の間
）、インキュベーションして、抗体中に存在するいかなるサブユニットの結合も可能にす
る。インキュベーション期間に続いて、抗体サブユニット固相を洗浄し、そして乾燥させ
、そしてバイオマーカーの部分に特異的な第二の抗体とインキュベーションする。第二の
抗体は、レポーター分子に連結され、該レポーター分子は、分子マーカーへの第二の抗体
の結合を示すために用いられる。
【０１３３】
　[0155]いくつかの態様において、試料中のターゲットバイオマーカーを固定し、そして
次いで固定されたターゲットを、レポーター分子で標識されていてもまたはされていなく
てもよい特異的抗体に曝露する工程を伴う方法を利用することもできる。ターゲットの量
およびレポーター分子シグナルの強度に応じて、抗体で直接標識することによって、結合
したターゲットが検出可能でありうる。あるいは、第一の抗体に特異的な第二の標識抗体
を、ターゲット－第一の抗体の複合体に曝露して、ターゲット－第一の抗体－第二の抗体
の三次複合体を形成する。該複合体を、レポーター分子によって放出されるシグナルによ
って検出する。「レポーター分子」によって、本明細書において、その化学的性質によっ
て、分析的に同定可能なシグナルを提供し、該シグナルが抗原に結合した抗体の検出を可
能にする、分子を意味する。このタイプのアッセイで最も一般的に用いられるレポーター
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分子は、酵素、フルオロフォア、または放射性核種含有分子（すなわち放射性同位体）お
よび化学発光分子である。
【０１３４】
　[0156]酵素イムノアッセイの場合、一般的に、グルタルアルデヒドまたは過ヨウ素酸塩
によって、酵素を第二の抗体にコンジュゲート化する。しかし、容易に認識されるであろ
うように、非常に多様な異なるコンジュゲート化技術が存在し、これらは当業者に容易に
利用可能である。
【０１３５】
　[0157]一般的に用いられる酵素には、とりわけ、西洋ワサビ・ペルオキシダーゼ、グル
コース－オキシダーゼ、－ガラクトシダーゼ、およびアルカリホスファターゼが含まれる
。特定の酵素とともに用いられる基質は、一般的に、対応する酵素による加水分解に際し
ての、検出可能な色変化の産生に関して選択される。適切な酵素の例には、アルカリホス
ファターゼおよびペルオキシダーゼが含まれる。上述の発色基質ではなく、蛍光産物を生
じる蛍光発生基質を使用することもまた可能である。すべての場合で、酵素標識抗体を第
一の抗体－分子マーカー複合体に添加し、結合を可能にし、そして次いで、過剰な試薬を
洗い流す。次いで、適切な基質を含有する溶液を抗体－抗原－抗体の複合体に添加する。
基質は、第二の抗体に連結された酵素と反応し、定性的に可視であるシグナルを生じて、
該シグナルを分光光度的にさらに定量化することも可能であり、これが試料に存在したバ
イオマーカーの量の指標を与えるであろう。あるいは、蛍光化合物、例えばフルオレセイ
ンおよびローダミンを、結合能を改変することなく抗体に化学的にカップリングすること
も可能である。特定の波長の光で照射することによって活性化した際、蛍光色素標識抗体
は、光エネルギーを吸収し（ａｄｓｏｒｂ）、分子において状態を興奮性に誘導し、その
後、光学顕微鏡で視覚的に検出可能な特徴的な色の光を放出させる。ＥＩＡにおけるよう
に、蛍光標識抗体が、第一の抗体－分子マーカー複合体に結合することを可能にする。未
結合試薬を洗い流した後、次いで、残りの三次複合体を適切な波長の光に曝露し、観察さ
れる蛍光は、関心対照の分子マーカーの存在を示す。免疫蛍光およびＥＩＡ技術はどちら
も、当該技術分野において、非常によく確立されている。しかし、他のレポーター分子、
例えば放射性同位体、化学発光または生物発光分子もまた使用可能である。
【０１３６】
　[0158]本明細書記載の方法にはまた、組織または細胞試料におけるｍＲＮＡの存在およ
び／または発現を調べるプロトコルが含まれることも可能である。細胞におけるｍＲＮＡ
の評価のための方法が周知であり、そしてこれには、例えば相補的ＤＮＡプローブを用い
たハイブリダイゼーションアッセイ（例えば標識リボプローブを用いたｉｎ　ｓｉｔｕハ
イブリダイゼーション、ノーザンブロットおよび関連技術）および多様な核酸増幅アッセ
イ（例えばＲＴ－ＰＣＲおよび他の増幅型の検出法、例えば分枝ＤＮＡ、ＳＩＳＢＡ、Ｔ
ＭＡ等）が含まれる。
【０１３７】
　[0159]いくつかの態様において、マーカーに対応するｍＲＮＡのレベルを、当該技術分
野に知られる方法を用いて、生物学的試料中でｉｎ　ｓｉｔｕによって、そしてｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ形式によっての両方で決定可能である。多くの発現検出法は、単離されたＲＮＡ
を用いる。細胞からＲＮＡを精製するために、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ法のため、ｍＲＮＡの単
離に反するように選択しない任意のＲＮＡ単離技術を利用してもよい。例えば、Ａｕｓｕ
ｂｅｌら監修，　Ｃｕｒｒ．　Ｐｒｏｔ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌ
ｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　ＮＹ（１９８７－１９９９）を参照されたい。さらに、当業者に
周知の技術、例えば米国特許第４，８４３，１５５号の一工程ＲＮＡ単離プロセスを用い
て、多数の組織試料を容易にプロセシングすることも可能である。単離されたｍＲＮＡを
ハイブリダイゼーションまたは増幅アッセイで用いてもよく、これらには、限定されるわ
けではないが、サザンまたはノーザン分析、ＰＣＲ分析およびプローブアッセイが含まれ
る。いくつかの態様において、ｍＲＮＡレベルの検出のための方法は、検出される遺伝子
にコードされるｍＲＮＡにハイブリダイズ可能な核酸分子（プローブ）と単離ｍＲＮＡを
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接触させることを含む。核酸プローブは、例えば全長ｃＤＮＡ、またはその一部、例えば
少なくとも長さ７、１５、３０、５０、１００、２５０または５００ヌクレオチドであり
、そして本明細書記載のマーカーをコードするｍＲＮＡにストリンジェントな条件下で特
異的にハイブリダイズするのに十分であることも可能である。
【０１３８】
　[0160]いくつかの態様において、例えばアガロースゲル上に単離されたｍＲＮＡを泳動
し、そしてゲルから膜、例えばニトロセルロースにｍＲＮＡをトランスファーすることに
よって、ｍＲＮＡを固体表面に固定し、そしてプローブと接触させる。別の形式において
、プローブ（単数または複数）を固体表面上に固定して、そしてｍＲＮＡを例えばＡｆｆ
ｙｍｅｔｒｉｘ遺伝子チップアレイにおいて、プローブ（単数または複数）と接触させる
。当業者は、本明細書記載のマーカーによってコードされるｍＲＮＡのレベルを検出する
際に使用するため、既知のｍＲＮＡ検出法を容易に適応させることも可能である。
【０１３９】
　[0161]ｉｎ　ｓｉｔｕ法のため、ｍＲＮＡは、検出前に細胞から単離される必要はない
。こうした方法において、既知の組織学的方法を用いて、細胞または組織試料を調製する
／プロセシングする。次いで、試料を支持体、典型的にはガラススライド上に固定し、そ
して次いで、マーカーをコードするｍＲＮＡにハイブリダイズ可能なプローブと接触させ
る。
【０１４０】
　[0162]マーカーの絶対発現レベルに基づく決定を行う代替法として、決定は、マーカー
の規準化された発現レベルに基づいてもよい。発現レベルは、マーカーではない遺伝子、
例えば恒常的に発現されるハウスキーピング遺伝子の発現に対して、マーカーの発現を比
較することにより、マーカーの絶対発現レベルを修正することによって、規準化される。
規準化のための適切な遺伝子には、ハウスキーピング遺伝子、例えばアクチン遺伝子また
は上皮細胞特異的遺伝子が含まれる。この規準化は、１つの試料、例えば患者試料におけ
る発現レベルを別の試料に、または異なる供給源由来の試料間で比較することを可能にす
る。
【０１４１】
　[0163]あるいは、相対発現レベルとして発現レベルを提供してもよい。マーカーの相対
発現レベルを決定するため、問題の試料に関する発現レベルの決定の前に、疾患生物学的
試料に対して正常の１０またはそれより多い試料に関して、あるいは５０またはそれより
多い試料に関して、マーカーの発現レベルを決定する。より多数の試料においてアッセイ
される各遺伝子の平均発現レベルを決定し、そしてこれを該マーカーに関するベースライ
ン発現レベルとして用いる。次いで、そのマーカーに関して得られる平均発現値によって
試験試料に関して決定されるマーカーの発現レベル（絶対発現レベル）を割る。これは、
相対発現レベルを提供する。
【０１４２】
　[0164]細胞供給源の選択は、相対発現レベルの使用に応じる。正常組織で見られる発現
を、平均発現スコアとして用いて、アッセイするマーカーが特異的であるかどうか（正常
細胞に対して）の検証を補助する。さらに、より多くのデータが集積されるにつれて、平
均発現値を改定し、集積されたデータに基づいて改善された相対発現値を提供する。
【０１４３】
　[0165]本明細書に言及するすべての文書は、本明細書に援用される。本出願に引用され
るすべての刊行物および特許文書は、各個々の刊行物または特許文書が個々にそう記載さ
れるのと同じ度合いに、すべての目的のために援用される。本文書において多様な参考文
献を引用することによって、出願者らは、いかなる特定の参考文献も「先行技術」とは認
めない。
【実施例】
【０１４４】
　[0166]多様な態様が上記に記載されてきているが、これらは例示のためにのみ提示され
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ており、そして限定のためではないことを理解すべきである。本開示にしたがって、態様
の精神または範囲から逸脱することなく、開示する態様に多くの変更を行うことも可能で
ある。したがって、請求項の幅および範囲は、明白で、そして明確な排除がない限り、限
定されるべきではない。
【０１４５】
　実施例１：心筋形成におけるＲｂの機能
　方法
　[0167]簡潔には、ｈＣＳＣおよびｈＭＳＣを、組み合わせてまたは単独で、心筋梗塞（
ＭＩ）後のブタ心臓に投与し、そして心臓ｐＲｂ活性を評価した。記載されるように、Ｍ
Ｉの２週間後、幹細胞移植を行った（Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ＡＲ，　Ｈａｔｚｉｓｔｅｒｇ
ｏｓ　ＫＥら　心筋梗塞後の梗塞サイズを減少させ、そして心臓機能を回復させるヒト心
臓幹細胞および骨髄間葉系幹細胞の効果増進。　Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ．　２０１３　
Ｊａｎ　１５；１２７（２）：２１３－２３（Ｅｐｕｂ　２０１２　Ｄｅｃ　５））。以
下の群を研究した：　２００Ｍ　ｈＭＳＣ、１Ｍ　ｈＣＳＣ、２００Ｍ　ｈＭＳＣに加え
て、１Ｍ　ｈＣＳＣ、またはプラセボ（ｎ＝各３）。すべてのヒト細胞は、先に記載され
る方法を用いて、関連しないコード化されたドナーから得られた（Ｈａｒｅ　ＪＭら　Ｊ
ＡＭＡ　２０１２　Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　６；１－１１；　Ｂｏｌｌｉ　Ｒら　Ｌａｎｃｅ
ｔ　２０１１　Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２６；３７８（９８０６）：１８４７－５７）。
【０１４６】
　[0168]すべての動物プロトコルは、マイアミ大学施設動物使用飼育委員会によって再検
討され、そして認可された。
　心筋梗塞
　[0169]ＭＩのブタモデルを最近記載されるように実行した（Ｈａｔｚｉｓｔｅｒｇｏｓ
　ＫＥら　骨髄間葉系幹細胞は、心臓幹細胞増殖および分化を刺激する。　Ｃｉｒｃ　Ｒ
ｅｓ　２０１０　Ｊｕｌｙ　２９；　Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ＡＲら　心筋梗塞後の梗塞サイ
ズを減少させ、そして心臓機能を回復させるヒト心臓幹細胞および骨髄間葉系幹細胞の効
果増進。　Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ．　印刷中　２０１２)。簡潔には、ヨークシャーブ
タ（３５～４０ｋｇ、ｎ＝２２）に閉胸虚血－再灌流プロトコルを行って、前壁ＭＩモデ
ルを生成した。血管形成技術を用いて、第一対角枝のすぐ上で、左冠動脈前下降枝のバル
ーン閉塞を９０分間実行してＭＩを誘導し、そしてバルーンをしぼませた後、血管造影に
よって、完全再灌流を確認した。
【０１４７】
　細胞単離および培養
　[0170]ＩＲＢ認可およびインフォームドコンセントの後、単一のヒト男性ドナーにおい
て、左心室補助デバイス（ＬＶＡＤ）の移植中に、頂端組織の中心から除去して、外植心
臓組織を採取した。先に記載されるように、ｃ－ｋｉｔを発現するＣＳＣを、酵素で解離
させた心筋試料から、抗ヒトＣＤ１１７抗体にカップリングさせた磁気マイクロビーズを
用いて単離した（Ｂｏｌｌｉ　Ｒら　Ｌａｎｃｅｔ　２０１１　Ｎｏｖｅｍｂｅｒ　２６
；３７８（９８０６）：１８４７－５７）。解離後、細胞を高密度でプレーティングし、
増幅し、採取し、そして凍結保存した。
【０１４８】
　[0171]ｈＭＳＣ単離のため、ヒト男性ドナーの腸骨稜から骨髄（ＢＭ）吸引液を得た。
先に記載されるように、Ｆｉｃｏｌｌ密度遠心分離およびプラスチック接着によって、他
のＢＭ細胞から、ヒトＭＳＣを単離した（Ｈａｒｅ　ＪＭら　ＪＡＭＡ　２０１２　Ｎｏ
ｖｅｍｂｅｒ　６；１－１１）；ｈＭＳＣを増幅し、採取し、そして凍結保存した。幹細
胞注射の日の朝、細胞を融解し、洗浄し、そしてリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中に再
懸濁した。ｈＭＳＣのみの注射のため（ｎ＝３）、２億のｈＭＳＣを６ｍｌのＰＢＳ中に
懸濁し、そしてｈＣＳＣのみの注射のため（ｎ＝３）、１００万のｈＣＳＣを３ｍｌのＰ
ＢＳ中に懸濁した。組み合わせた注射のため（ｎ＝３）、１００万のｈＣＳＣおよび２億
のｈＭＳＣを総体積６ｍｌのＰＢＳ中に懸濁し、そして注射前に混合した。プラセボ注射
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のため（ｎ＝３）、６ｍｌのＰＢＳを投与した。すべての細胞またはプラセボ注射は、１
０の等体積のアリコットに分け、そして２７ゲージ針で、経心外膜注射した。
【０１４９】
　心臓磁気共鳴画像法
　[0172]ＥＣＧ同期および短時間の息止め獲得を伴う１６チャネル体表面コイルを用いた
Ｓｙｎｇｏ　ＭＲソフトウェアを含むＳｉｅｍｅｎｓ　Ｔｒｉｏ　３Ｔ　Ｔｉｍ（ドイツ
・エアランゲン）スキャナー上でＣＭＲ研究を行った。ＱＭａｓｓソフトウェア（Ｍｅｄ
ｉｓ、オランダ・ライデン）を使用して、瘢痕サイズを計算した。
【０１５０】
　細胞移植
　[0173]先に記載されるように、細胞療法の異種移植モデルを行った（Ｗｉｌｌｉａｍｓ
　ＡＲら　Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ．　印刷中　２０１２）。ＭＩの１４日後、動物に胸
腔鏡誘導直接経心外膜幹細胞（ｎ＝９）またはプラセボ注射（ｎ＝３）を行った。ＭＩ誘
導由来の冠動脈血管造影および遅延増進ＣＭＲ画像法を再検討して、冠動脈解剖所見およ
び梗塞の度合いを定義した。左小規模開胸術で、第五前方／側方肋間腔中に、小さい４～
５ｃｍの切開を生成し、そして左胸膜腔（ｐｌｕｒａｌ　ｃａｖｉｔｙ）に進入して、直
接視覚下に置いた。５ｍｍポートを第六または第七肋間腔に配置し、そして５ｍｍ内視鏡
（Ｋａｒｌ　Ｓｔｏｒｚ、ドイツ・チューリンゲン）を左胸腔に挿入した。心膜を開放し
、そして壁挙動異常および冠動脈解剖所見との相関によって、梗塞領域を同定した。カー
ブした２７ゲージ針を接線方向で心筋内に挿入し、そして１０の別個の注射を梗塞境界領
域に投与した。指で穏やかに圧を掛けて、針穿刺部位の適切な止血を達成した。ポート切
開を通じて、１２フレンチの胸腔チューブを左胸膜腔内に挿入し、そして胸壁をトンネル
通過させた。すべての切開を閉鎖し、そして胸腔チューブを－２０ｃｍの水中吸引に配置
して、気胸の空気を抜いた。蛍光透視法を行って、肺の拡大を確認し、そして抜管前に胸
腔チューブを除去した。動物を回復させ、そして３日間、経皮フェンタニルパッチ（７５
ｍｃｇ／時間）で、そして処置直後にブプレノルフィン（０．０３ｍｇ／ｋｇ　ＩＭ）で
の適切な術後鎮痛剤を提供した。ＭＩの６週後、すべての動物を安楽死させた。
【０１５１】
　免疫組織化学
　[0174]先に記載されるように、５μｍ厚ホルマリン固定パラフィン包埋組織切片におい
て、免疫蛍光分析および共焦点顕微鏡検査を行った（Ｈａｔｚｉｓｔｅｒｇｏｓ　ＫＥら
　Ｃｉｒｃ　Ｒｅｓ　２０１０；　１０７（７）：９１３－２２）。簡潔には、組織切片
を脱パラフィン処理し、そして再水和した後、クエン酸緩衝溶液、ｐＨ＝６（Ｄａｋｏ）
中で２０分間スライドをマイクロ波処理することによって、抗原アンマスキングを行った
。切片を１０％正常ロバ血清（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）で１時間ブロッキングした後、一次
抗体と４℃で一晩インキュベーションした。以下の抗体を用いた：抗ブタＣ－ｋｉｔ（マ
ウス・モノクローナル）、抗ヒトｃ－ｋｉｔ（ウサギ・ポリクローナル；　ＤＡＫＯ）、
トロポミオシン（マウス・モノクローナル；　Ａｂｃａｍ）、ｓｅｒ－６０８　ｐＲｂ（
ヤギ・ポリクローナル；　Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、
ＡＲＦ（ウサギ・ポリクローナル；　Ｎｏｖｕｓ　ＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓおよびＡｂｃ
ａｍ）、ＧＡＴＡ－４（ウサギおよびヤギ・ポリクローナル；　Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、ＷＴ１（ウサギ・ポリクローナル；　Ｓａｎｔａ　
Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、心臓ミオシン軽鎖－２ｖ（ウサギ・ポリ
クローナル；　Ｎｏｖｕｓ　ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ）、ラミニン（ヤギ・ポリクローナル
；　Ａｂｃａｍ）およびｓｅｒ－１０リン酸化ヒストン－Ｈ３（マウス・モノクローナル
；　Ａｂｃａｍ）。翌日、アフィニティ精製二次抗体のＦＩＴＣ、Ｃｙ３またはＣｙ５コ
ンジュゲート化Ｆ（ａｂ’）２断片（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ）
と３７℃で１時間、切片をインキュベーションすることによって、抗体を視覚化した。ス
ライドをＤＡＰＩで対比染色し、ＰｒｏＬｏｎｇ　Ａｎｔｉｆａｄｅ　Ｇｏｌｄ試薬（Ｌ
ｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）でマウントし、そしてさらに検査する前に４℃で保
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存した。Ｚｅｉｓｓ　ＬＳＭ－７１０共焦点顕微鏡（Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ）で顕微鏡評
価および画像獲得を行った。Ｃａｒｌ　Ｚｅｉｓｓ　ＺＥＮソフトウェア（２００９、簡
易版）を分析に用いた。
【０１５２】
　統計分析
　[0175]すべての値を平均（＋／－ＳＥＭ）で表す。群間のｐＲｂｓｅｒ６０８の相違を
、クラスカル－ウォリスＡＮＯＶＡで計算した。筋細胞横断面面積の相違を計算するため
に、対応スチューデントｔ検定を使用した。線形回帰分析を用いて、ｃＭＲＩに基づく瘢
痕サイズ減少と細胞数の回帰を試験した。ＧｒａｐｈＰａｄ　Ｐｒｉｓｍ（バージョン４
．０３、カリフォルニア州ラホヤ）を用いて、すべてのデータを分析し、そしてグラフを
プロットした。０．０５未満のｐ値を統計的に有意と見なした。
【０１５３】
　結果
　[0176]ｐＲｂＳｅｒ６０８は宿主再生心臓細胞を反映し、そしてＭＳＣ／ＣＳＣ相互作
用によって増進される。Ｓｅｒ－６０８でのｐＲｂの過剰リン酸化は、ｐＲｂ活性を阻害
し、そして傷害を受けた成体イモリ（ｎｅｗｔ）心臓における再生の特徴であるため、本
発明者らは、ｐＲｂｓｅｒ６０８が、細胞に基づく療法後に、哺乳動物心筋再生活性に関
与するかどうかを試験した。しかし、イモリ生理学および再生系は非常に異なるため、哺
乳動物心筋と同じ方式でｐＲｂが働くかどうかに関して、成功は期待できなかった。例え
ば、ヒト幹細胞および疾患経路において、他の種における幹細胞および疾患経路と比較す
ると、Ｒｂは非常に異なる方式で作動する。したがって、マウスまたはイモリにおいて、
Ｒｂが細胞周期および細胞運命決定を制御する機構に関するいかなる実験上の情報も、必
ずしもこれらの機構がヒトで作動することを意味しない。さらに、ＡＲＦは、より低次の
脊椎動物、例えば再生能を示すイモリおよびゼブラフィッシュ（ｚｅｂｒａｆｉｓｈ）に
おいて相同体を持たない。例えば、イモリは、切断後、肢を再生させることが可能である
一方、このプロセスはヒトでは起こらない。したがって、再生は、多様なシグナル伝達経
路を通じて、イモリおよび新生マウスで起こるが、この現象は、成体哺乳動物では明らか
ではない。したがって、ｐＲｂが心筋再生において役割を有するかどうかは確かではなか
った。したがって、正常心筋において、心室心筋緻密壁にｐＲｂＳｅｒ６０８が存在しな
いか、そして健康なブタ心筋において、心外膜および心内膜に限定されているかどうかに
関して試験を行った（図６）。虚血傷害後、心室心筋緻密壁において、その発現は実質的
に増加し、ここで、ｐＲｂＳｅｒ６０８は、成熟心筋細胞およびＧａｔａ４＋　ＣＰＣ（
Ｇａｔａ４を発現する未成熟細胞）の両方で同定されたが、心臓外細胞系譜の細胞では同
定されなかった（図１Ａ、１Ｂ）。
【０１５４】
　[0177]ｐＲｂの内因性細胞不活性化に対する細胞療法の影響を評価するため、定量化ｐ
ＲｂＳｅｒ６０８＋　ＣＰＣを４つの細胞処置群において定量化した。プラセボに比較し
て、幹細胞療法後、ｐＲｂの存在量は増加した（ｐ＜０．０００１）（図１ｃ、ｄ）。ｈ
ＭＳＣに比較して、ｈＣＳＣは、梗塞および境界領域の両方で、より高い度合いでｐＲｂ
Ｓｅｒ６０８を誘導した。ｈＣＳＣおよびｈＭＳＣを同時注射すると、この効果は、各細
胞タイプ単独に比較して、～１．５倍であり、そしてプラセボに比較して、～３倍であっ
た（ｐ＜０．０００１）（図１Ｃ、１Ｄ）。
【０１５５】
　宿主前駆細胞の存在量
　[0178]ｐＲｂｓｅｒ６０８が、内因性ＣＰＣにおける細胞周期または細胞運命決定に関
与しているかどうかを決定するため、成体ＣＰＣを同定することが知られる、Ｗｔ１＋、
ｃ－ｋｉｔ＋およびＧａｔａ４＋を含むいくつかのマーカーを発現している細胞における
相違を定量化した。４週時、４つの群間で、Ｗｔ１＋、ｃ－ｋｉｔ＋またはＧａｔａ４＋

　ＣＰＣにおける心筋存在量には相違はまったくなかった。さらに、有糸分裂マーカー、
セリン－１０リン酸化ヒストン－Ｈ３（ＨＰ３）との共局在は、これらのＣＰＣのかなり
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の数が細胞分裂を経ていることを明らかにしたが、群間の複製ＣＰＣの相違もまた、異な
る細胞療法によって影響を受けなかった（梗塞領域および境界領域において、それぞれｐ
＝０．０８およびｐ＝０．３６）（図２）。したがって、胚性幹細胞由来ＣＰＣにおける
ｐＲｂの役割同様、これらの知見は、ｐＲｂＳｅｒ６０８が、成体Ｇａｔａ４＋　ＣＰＣ
において、増殖活性よりも細胞系譜拘束を決定する証拠を提供する（図２）。
【０１５６】
　宿主心筋細胞におけるｐＲｂＳｅｒ６０８

　[0179]次に調べたのは、内因性心筋細胞におけるｐＲｂＳｅｒ６０８の役割であった。
共焦点免疫蛍光は、ｈＣＳＣまたはｈＭＳＣがいずれも、宿主心筋細胞におけるｐＲｂＳ

ｅｒ６０８のレベルに単独では影響を及ぼさないことを示した（図１Ｅ、１Ｆ）。しかし
、ｈＭＳＣおよびｈＣＳＣを組み合わせて移植すると、ｐＲｂＳｅｒ６０８＋によって明
らかであるように、ｐＲｂの大きな不活性化を生じた（梗塞領域および境界領域における
心筋細胞の～６０％）（図１Ｅ、１Ｆ）。ｐＲｂＳｅｒ６０８発現は、成体イモリ心筋細
胞において、増殖活性を与えるため、群間で、心筋細胞において、有糸分裂率を分析した
。ｈＣＳＣまたはｈＭＳＣを単独で移植すると、療法４週後、心筋細胞増殖率は増加しな
かった（図３）。しかし、ｈＭＳＣおよびｈＣＳＣを併せて移植すると、梗塞領域内のＨ
Ｐ３＋心筋細胞の数は、ｈＭＳＣ処置動物に比較して３倍増加し、そしてｈＣＳＣおよび
プラセボ処置群と比較して１０倍増加した（ｐ＜０．０００１）（図３）。梗塞境界領域
において、この増強の度合いはより大きかった：ｈＭＳＣおよびｈＣＳＣ療法単独に比較
して、ＨＰ３＋心筋細胞の数は６倍増加し、そしてプラセボに比較して、４６倍増加した
（ｐ＜０．０００１）（図３）。さらに、形態計測分析によって、これらの新規形成心筋
細胞の横断面面積は、プラセボ処置群の心筋細胞に比較して、有意により小さいことが示
され（ｐ＜０．０５）、これらが、宿主ＣＰＣｓ１９の一過性増幅子孫である証拠を提供
した（図７）。ｐＲｂＳｅｒ６０８の存在量は、有糸分裂中の心筋細胞の数と有意に相関
し（図８Ａ）、ｈＭＳＣ／ｈＣＳＣ相互作用が、ｐＲｂＳｅｒ６０８不活性化を、そして
続いて心筋細胞細胞周期活性の制御を誘導するという結論をさらに支持した。
【０１５７】
　ＭＳＣ／ＣＳＣ相互作用は、ｐＲｂＳｅｒ６０８＋／ＡＲＦ（－）一過性増幅心筋細胞
を生じる
　[0180]ｐＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞に比較して、より少ない有糸分裂心筋細胞しかな
く、これは、イモリに比較して、ｐＲｂＳｅｒ６０８不活性化が大規模な細胞周期再進入
を誘発するのに十分ではないことを示した。ＡＲＦが、成体ｐＲｂＳｅｒ６０８心筋細胞
の有糸分裂への進行を抑制する可能性に取り組みため、ＡＲＦ心筋発現を分析した。ＡＲ
Ｆが、すべての群の、ｐＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞を含む、大部分の心筋細胞で発現さ
れることが見いだされた（図３、図９Ａ～９Ｈ）。しかし、ｈＭＳＣおよびｈＣＳＣの組
み合わせで処置したブタにおいて、ＡＲＦは、ｐＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞の～２０％
で有意に抑制された（図３）。さらに、Ｇ期から有糸分裂への進行には、ＡＲＦの一過性
不活性化が必要であったが、ｈＭＳＣおよびｈＣＳＣの組み合わせで処置した動物は、Ｈ
Ｐ３＋／ｐＲｂＳｅｒ６０８＋であるがＡＲＦ陰性の表現型を持つ有糸分裂心筋細胞を含
有し、損傷を受けたブタ心臓内で、増殖潜在能力が広がった成熟心筋細胞が再生している
証拠を提供した（図３、図１０）。
【０１５８】
　[0181]重要なことに、ｐＲｂＳｅｒ６０８＋／ＡＲＦ陰性細胞は、心筋細胞有糸分裂の
度合いと相関した（（ｐ＝０．００３）；図８Ｂ）。したがって、これらの知見は、ｈＭ
ＳＣ／ｈＣＳＣ相互作用が、ｐＲｂおよびＡＲＦ両方を不活性化することが可能であり、
細胞を一過性増幅し、そして細胞周期の心筋細胞完了を容易にする。
【０１５９】
　ｐＲｂＳｅｒ６０８およびＡＲＦは、瘢痕退縮と相関する
　[0182]最後に、ｐＲｂＳｅｒ６０８活性が、全臓器レベルで、心筋再生を反映するかど
うかを決定するため、ｐＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞およびＣＰＣのレベルが、瘢痕サイ
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ズの心臓ＭＲＩに基づく変化と相関するという予測を試験した。実際、梗塞領域内のｐＲ
ｂＳｅｒ６０８＋　Ｇａｔａ４＋　ＣＰＣのレベルは、細胞療法に反応した、心筋瘢痕サ
イズの減少と相関した（図４）。対照的に、ｐＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞のレベルは、
心筋瘢痕減少と相関しなかった（図４）。しかし、梗塞領域および境界領域内のｐＲｂＳ

ｅｒ６０８＋／ＡＲＦ陰性筋細胞は、瘢痕サイズ減少％と相関しなかった（図４）。した
がって、これらの知見は、哺乳動物心筋細胞が、再生適格性に関する能力を有することを
実証した。
【０１６０】
　考察
　[0183]網膜芽細胞腫は、細胞周期活性を制御する、成体哺乳動物組織および幹細胞ニッ
チにおいて広く発現される腫瘍抑制因子である（Ｗａｌｋｌｅｙ　ＣＲら　Ｃｅｌｌ　２
００７　Ｊｕｎｅ　１５；１２９（６）：１０８１－９５；　Ｃａｌｏ　Ｅら　Ｎａｔｕ
ｒｅ　２０１０　Ａｕｇｕｓｔ　２６；４６６（７３１０）：１１１０－４；　Ｂｕｒｋ
ｅ　ＪＲら　Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ　２０１２　Ｊｕｎｅ　１；２６（１１）：１１５６－
６６）。無脊椎動物および再生中の組織において、ｐＲｂは、単独で、そしてやはり細胞
活性を抑制する平行経路、ＡＲＦと組み合わせて、不活性化されている（Ｃｏｎｋｒｉｔ
ｅ　Ｋ，ら　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ　２０１２　Ｍａｙ　１；１２２（５）：１７
２６－３３；　Ｂｅｔｔｅｎｃｏｕｒｔ－Ｄｉａｓ　Ｍら　Ｊ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ　２０
０３　Ｏｃｔｏｂｅｒ　１；１１６（Ｐｔ　１９）：４００１－９；　Ｐａｊｃｉｎｉ　
ＫＶら　Ｃｅｌｌ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　２０１０　Ａｕｇｕｓｔ　６；７（２）：１９
８－２１３）。細胞療法に反応した心臓再生の成功には、内因性再生経路が伴うという認
識が高まっていることを考慮して、適切な細胞での細胞療法が、宿主前駆体、一過性増幅
性、および完全形成心筋細胞において、ｐＲｂおよびＡＲＦの組み合わされた不活性化を
導くという仮説を試験した。総合すると、本明細書に提示するデータは、成体哺乳動物心
臓組織におけるこの二重不活性化が重要な役割を果たしていることを支持する。実際、二
重不活性化を伴う前駆体の存在は、幹細胞注射後の心筋回復の度合いを予測する。これら
の効果は、間質細胞およびｃ－ｋｉｔ＋前駆細胞の協調した作用によって仲介される。こ
れらの知見は、成体哺乳動物において組織再生を支配する経路の解明のため、ならびに最
適な細胞に基づく療法戦略の設計および実行のため、重要な暗示を有する。
【０１６１】
　[0184]心筋梗塞のブタモデルにおける本発明者らの研究は、骨髄由来間葉系幹細胞（Ｍ
ＳＣ）およびｃＫｉｔ＋心臓前駆体（ＣＳＣ）の組み合わせの移植が、幹細胞療法を受け
ていない動物に比較して、瘢痕サイズの有意な減少および心臓機能の改善を生じることを
示してきている。これらの改善には有糸分裂における小型の単核心筋細胞集団の検出頻度
の有意な増加が伴い、そしてこれと相関する。共焦点顕微鏡検査を用いた免疫表現型分析
によって、非有糸分裂心筋細胞と比較して、これらの有糸分裂中の小型の心筋細胞は、セ
リン６０８で、Ｒｂの過剰リン酸化を示し（ＲｂＳｅｒ６０８＋）、そしてＡＲＦ発現を
欠く。対照的に、分裂していない心筋細胞は、ＡＲＦの強い発現、およびＲｂの過少リン
酸化状態を示す。本発明者らはまた、梗塞瘢痕領域内およびその周囲で、有糸分裂してい
ないＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞の大きなプールを検出した。重要なことに、これらの非
分裂ＲｂＳｅｒ６０８＋心筋細胞は、ＡＲＦを強く発現した。さらに、幹細胞療法を受け
ている動物は、ＲｂＳｅｒ６０８＋でもあるＧａｔａ＋心筋前駆体の検出頻度の有意な増
加を提示する。総合すると、これらのデータは、哺乳動物における心筋生成機構の根底に
はＲｂ活性があり、そしてＲｂの心臓生成活性は、サイクリン依存性キナーゼ阻害剤、Ａ
ＲＦによって制御される可能性があることを示唆する。
【０１６２】
　実施例２：Ｒｂノックダウンは心筋細胞分化を増進する
　[0185]ｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルにおいて、心筋生成におけるＲｂの役割をさらに解明す
るため、ヒト胚性（ｈＥＳＣ）および人工多能性（ｈＩＰＳＣ）幹細胞を用いた。自発的
に拍動するヒト心筋細胞へのそのｉｎ　ｖｉｔｒｏ分化を導くプロトコルを確立した。予
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備的な一連の実験において、遺伝子発現分析によって、心原性プログラムの誘導が、Ｒｂ
およびＡＲＦの両方の発現の鋭い誘導と重複することが明らかになった（図１１）。これ
らの知見は、哺乳動物において、心筋形成の機能の根底にはＲｂ活性があり、そしてＲｂ
の心原活性は、サイクリン依存性キナーゼ阻害剤、ＡＲＦによって制御されている可能性
があることを示す、仮説およびブタにおけるｉｎ　ｖｉｖｏ研究（実施例１に開示する）
と完全に一致する。心臓形成におけるＲｂの役割に関するさらなる見識を得るため、テト
ラサイクリン誘導性ＧＦＰ発現レンチウイルスベクター（ｐＳＬＩＫ）を用いて、Ｒｂに
対するｓｈＲＮＡが安定して形質導入された、ｈＥＳＣのトランスジェニック株を得た。
この系によって、ドキシサイクリンを培地に添加することによって、ｈＥＳＣにおいて条
件的にＲｂをノックダウンし、そしてＧＦＰの発現によって、影響を受けた細胞集団の運
命を観察することが可能になった。予備的な結果によって、ドキシサイクリンの添加には
、蛍光顕微鏡によって測定されるようなＧＦＰの強い発現（図１２Ａ、Ｂ）、および対照
と比較して、Ｒｂの発現レベルの～５０％の減少が伴うことが示された。
【０１６３】
　[0186]心筋前駆体からヒト心筋細胞への分化に対するＲｂの役割を試験するため、ｈＥ
ＳＣを心臓分化プロトコルに供した。顕著なことに、このプロトコルでは、自発的に収縮
する胚様体の発展が胚様体形成７日後（ＥＢ－第７日）以内に見られた。したがって、拍
動性心筋細胞に分化する前に、心臓前駆体においてＲＢ１をノックアウトするため、ドキ
ソサイクリンの添加をＥＢ－第５日からＥＢ－第８日に開始した。拍動性胚様体の定量化
によって、第８日の拍動性ＥＢの数は、ＲＢ１ノックダウンおよび対照群間で類似であっ
たものの（図１３Ａ）、ＥＢ－第１０日までに、ＲＢ１ノックダウン群における拍動性胚
様体の割合は、対照群における１９．０±３．３％に比較して、４４．６±３．８％であ
ることが示された（ｐ＝０．０００２、一方向ＡＮＯＶＡ）。Ｒｂの遺伝子発現分析によ
って、対照群と比較した際、ｄｏｘ処置ＥＢにおけるＲｂ発現減少が明らかになった（図
１３Ｃ）。重要なことに、蛍光顕微鏡検査は、ＲＢ１ノックダウン群における拍動性ＥＢ
の１００％がＧＦＰ＋であることを示し、ＲＢ１　ｓｈＲＮＡが心筋細胞への分化中に強
く発現されることを示した（図１３Ｂ）。さらに、第１０日のＥＢの遺伝子発現分析によ
って、対照と比較した際、Ｒｂノックダウンが、心臓細胞系譜特異的マーカーＧＡＴＡ４
、Ｉｓｌ１および心臓トロポニンＩ（ＴｎｎＩ）の転写活性を有意に増進したことが明ら
かになり（図１４）、ヒト心筋細胞生成の制御因子としてのＲｂの役割が裏付けられた。
重要なことに、これらの変化には、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、Ｅ２Ｆ２およびＥ２Ｆ３の発現
の有意な増加が伴い（図１５）、ＲｂがＣＤＫ４／６およびＥ２Ｆ関連経路を通じて作動
することを示唆した。さらに、ＣＤＫ阻害剤ＣＤＫＮ１ｂ（ｐ２１ｋｉｐ１）、ＣＤＫＮ
１ｃ（ｐ５７ｋｉｐ２）、ＣＤＫＮ２ａ（ＡＲＦ）、ＣＤＫＮ２ｂ（ｐ１５Ｉｎｋ４ｂ）
、ＣＤＫＮ２ｃ（ｐ１８Ｉｎｋ４ｃ）およびＣＤＫＮ３の発現増進もまた記録された（図
１６）。さらに、Ｒｂのノックダウンは、ｐ１０７およびｐ１３０の転写活性の有意な増
加も誘発した（図１６）が、その活性は、心臓形成を抑制するのに十分ではなく、心筋細
胞へのヒト心臓前駆体の分化が、Ｒｂによって制御されるが、ｐ１０７およびｐ１３０に
よっては制御されないという仮説を支持した。
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摘要(译)

提供了分离心脏细胞的方法，包括能够再生心脏组织的心脏细胞。 还提
供了包含心脏细胞的组合物，其包含能够再生心脏组织的心脏细胞。 还
提供了使用心脏细胞，心脏祖细胞，包括能够再生心脏组织的心脏细胞
的方法。 还提供了鉴定正在接受心脏病治疗的患者的预后和/或预测受试
者的心脏细胞再生的方法。
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