
(19)中华人民共和国国家知识产权局

(12)发明专利

(10)授权公告号 

(45)授权公告日 

(21)申请号 201510760532.X

(22)申请日 2006.10.18

(65)同一申请的已公布的文献号 

申请公布号 CN 105483088 A

(43)申请公布日 2016.04.13

(30)优先权数据

60/728,131 2005.10.18 US

60/765,993 2006.02.06 US

(62)分案原申请数据

200680045545.8 2006.10.18

(73)专利权人 国家犹太健康中心

地址 美国科罗拉多州

    专利权人 科罗拉多大学董事会

(72)发明人 J·卡姆比尔　Y·里费利　

S·约翰逊　B·C·特纳　

(74)专利代理机构 北京市金杜律师事务所 

11256

代理人 孟凡宏　谢燕军

(51)Int.Cl.

C07K 19/00(2006.01)

C12N 5/10(2006.01)

C12N 5/074(2010.01)

C12N 5/0789(2010.01)

C12N 5/0775(2010.01)

C12N 5/0797(2010.01)

C12N 5/09(2010.01)

(56)对比文件

CN 1659187 A,2005.08.24

US 5652122 A,1997.07.29

US 5652122 A,1997.07.29

US 2002076787 A1,2002.06.20

审查员 蔺娜

 

 

(54)发明名称

条件无限增殖化长期干细胞和制备和使用

所述细胞的方法

(57)摘要

公开了使干细胞(包括成年干细胞和胚胎干

细胞)条件无限增殖化的方法，由所述方法产生

的细胞，利用所述细胞的治疗和实验室或研究方

法，和利用所述细胞鉴定与细胞分化和发育或治

疗疾病有关的化合物的方法。还公开了一种急性

髓细胞白血病(AML)小鼠模型和与所述小鼠模型

有关的细胞和方法。
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1.一种组合物，包含：

融合蛋白，包含能够促进一种或多种体外培养的造血干细胞的细胞增殖和存活的MYC

蛋白和Tat蛋白的蛋白转导结构域；和

包含抑制细胞凋亡的Bcl‑2家族成员和所述Tat蛋白的蛋白转导结构域的融合蛋白。

2.一种用于促进一种或多种体外培养的造血干细胞的一种或多种细胞增殖或细胞存

活的方法，包括：

用以下转导一种或多种造血干细胞：

(i)第一载体，其包含编码MYC分子和人雌激素受体的激素结合结构域(MYC‑ER)的核酸

序列，和第二载体，其包含编码Bcl‑2的核酸序列；

(ii)第一载体，其包含编码MYC‑ER的核酸序列；和第二载体，其包含编码hTERT的核酸

序列；

(iii)第一载体，其包含编码Notch‑1的细胞内部分的ER调节的活性元件的核酸序列

(ICN‑1‑ER)，和第二载体，其包含编码hTERT的核酸序列；或

(iv)第一载体，其包含编码MYC‑ER的核酸序列，和第二载体，其包含编码ICN‑1‑ER的核

酸序列；和

在培养基中培养所述一种或多种造血干细胞；

其中一种或多种造血干细胞的一种或多种存活或增殖较之相应的非转导造血干细胞

是增加的。

3.一种用于促进一种或多种体外培养的造血干细胞的一种或多种细胞增殖或细胞存

活的方法，包括：

向一种或多种造血干细胞提供权利要求1的组合物，

其中所述MYC蛋白是MYC‑ER并且所述Bcl‑2家族成员是Bcl‑2；和

在培养基中培养所述一种或多种造血干细胞；

其中一种或多种造血干细胞的一种或多种存活或增殖较之不暴露于所述组合物的相

应造血干细胞是增加的。
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条件无限增殖化长期干细胞和制备和使用所述细胞的方法

[0001] 本申请是申请日为2006年10月18日、申请号为200680045545.8、发明名称为“条件

无限增殖化长期干细胞和制备和使用所述细胞的方法”的发明专利申请的分案申请。

发明领域

[0002] 本发明一般地涉及条件无限增殖化长期干细胞，制备所述细胞的方法，和使用所

述细胞的方法，包括治疗方法和药物发现方法。

[0003] 发明背景

[0004] 控制不同血细胞的骨髓输出的能力已经成为多种疾病的治疗的一种重要工具。对

于血液恶性肿瘤的一些最好的新疗法基于促使白血病细胞在转化事件之前分化为所定向

的谱系的化合物的研制。一个这样的例子是急性早幼粒细胞白血病。在用三氧化二砷治疗

患者后，推动恶性细胞沿骨髓单核细胞途径，导致这些肿瘤的缓解。另外一个例子是促进在

受照射个体中移植的骨髓干细胞(长期重建性造血干细胞，或lt‑HSC)的成功移植。全身施

用已知特异性诱导红血细胞发育(促红细胞生成素，或Epo)或骨髓细胞发育(粒细胞‑巨噬

细胞集落刺激因子，或GM‑CSF)的细胞因子可以促进分化的血细胞的出现。最后，使用“动员

(mobilization)”法大大简化了从供体中收获lt‑HSC，在该方法中，通过全身施用被称为G‑

CSF的细胞因子，诱导这些细胞从它们正常所处的骨髓部位移动到外周血中。然后可从外周

血中收获干细胞，从而避免了疼痛和复杂的骨髓活检组织的采集。所有这些方法都依赖于

计划和控制lt‑HSC的生物学行为的能力。

[0005] 相应地，骨髓(干细胞)移植是一种无价的治疗工具，用于已经经历了放射和/或化

疗(例如，癌症患者，或已经暴露于高水平放射)的个体的血液和免疫重建，并且也是治疗免

疫缺陷和血液恶性肿瘤的一种重要方法。另外，骨髓移植将是一种对抗衰老对免疫系统和

其他细胞和组织的不利影响的非常有用的疗法。预计干细胞移植每年可使超过35000名儿

童和成人受益。

[0006] 骨髓移植的工作原理是产生所有血细胞类型的放射敏感性lt‑HSC的置换。最近的

研究显示骨髓移植可能对于治疗心脏疾病有价值。尽管这种效果的基础是未知的，但是这

一发现和其他发现提高了造血干细胞(lt‑HSC)可被重新编程产生其他组织的可能性。如果

这是事实，则lt‑HSC可具有更广泛的应用，并且提供了一种替代有争议的胚胎干细胞治疗

的方法。

[0007] 骨髓移植临床应用所面临的主要障碍首先是适当组织相容性骨髓供体的鉴定。这

通常通过登记有超过6百万潜在供体的机构来完成。选择的供体必须经历诱导干细胞动员

进入血液以及随后4到5天的白细胞清除以分离稀少lt‑HSC的严格处理。这些细胞移植之后

必须仔细监视和处理受者，以使由过路淋巴细胞引起的移植物抗宿主反应最小化。

[0008] 在历史上低频率的相关细胞群体使得难以对造血谱系发展受损的分子基础进行

阐明，这阻止了对信号传导和下游反应的生化分析。实际上，这是所有血细胞生成研究中的

一个主要的限制性因素。另外，长期造血干细胞(LT‑HSC)的有限的可获得性也是治疗人类

的许多类型癌症和几种免疫缺陷中的一个主要障碍。据本发明人所知，目前还没有可获得
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的类似lt‑HSC自发产生的并且可在体外分化为正常谱系、或可使致死性照射的小鼠或亚致

死性照射的人类重建的细胞系，也没有记载任何方法可以预期产生所述细胞系。而且，目前

没有持续扩增lt‑HSC的可行的技术，以致于在每次需要时需要从供体中获得这些细胞。

[0009] 也迫切需要治疗血液恶性肿瘤和免疫缺陷的其他方法，和提高移植lt‑HSC输出的

新的细胞因子。另外，目前还没有用于靶标鉴定和药物发现的合适的平台。缺失的因素是代

表造血谱系的不同发展阶段的细胞系。最理想地，所述细胞应该保持在特定谱系中进一步

分化的能力。对于基因产品的鉴定，因此对于与细胞发育、增殖和存活的调节有关的新的可

药用目标来说，这些细胞系是重要的。另外，在新药开发中，所述细胞系对于用于功能缺失

研究的小分子和shRNA文库以及用于功能增加研究的cDNA文库的筛选是重要的。

[0010] 在本领域中目前的药物发现的障碍包括：(a)从特定发展阶段分离足够数量的细

胞；(b)细胞在体外增殖一段足够长的时间；和(c)利用条件致癌基因筛选可影响白血病细

胞而不影响正常HSC或祖细胞的药物的能力。

[0011] 因此，在本领域中特别需要这样一种方法，该方法产生可以广泛扩增、冷冻并在需

要时随时再次使用的lt‑HSC细胞系，而不需要后续的从供体中收获。

[0012] 发明概述

[0013] 本发明的一个实施方式涉及一种生产条件无限增殖化成年干细胞的方法。该方法

包括下列步骤：(a)获得扩增的成年干细胞的群体；(b)用包含促进细胞存活和增殖的原癌

基因或其生物活性片段或同源物的核酸分子转染所述干细胞，其中所述原癌基因是可诱导

的；(c)用编码抑制该细胞的细胞凋亡的蛋白质的核酸分子转染所述干细胞；和(d)在干细

胞生长因子组合的存在下并且在使原癌基因保持活性的条件下扩增被转染细胞，以生产条

件无限增殖化成年干细胞。在该实施方式的一个方面，(b)和/或(c)的核酸分子包含在一种

整合载体中。在一个方面，利用选自下组的病毒或病毒载体将(b)和/或(c)的核酸分子转染

入细胞中：逆转录病毒载体、慢病毒载体、细小病毒、痘苗病毒、冠状病毒、嵌杯样病毒、乳头

瘤病毒、黄病毒、正粘病毒(orthomixovirus)、披膜病毒、小RNA病毒、腺病毒载体、修饰和减

毒的疱疹病毒。在一个方面，用直接电穿孔将(b)和/或(c)的核酸分子转染入细胞中。在一

个方面，(b)和/或(c)的核酸分子包含在一种包含编码药物敏感蛋白的核酸序列的载体中。

在一个方面，(b)和/或(c)的核酸分子包含在一种载体中，该载体在(b)或(c)的核酸分子的

侧翼包含编码重组酶的识别底物序列的核酸序列。

[0014] 在一个方面，该实施方式包括以下附加步骤：(e)去除使原癌基因保持活性的(d)

的条件；和(f)在包含诱导细胞分化的生长因子的培养基中培养(e)的细胞。这种方法可进

一步包括：(g)给(f)的细胞施加使原癌基因保持活性的(d)的条件，以生产处于细胞分化中

间阶段的条件无限增殖化细胞。

[0015] 本发明的另一实施方式涉及一种生产条件无限增殖化成年干细胞的方法，包括：

(a)获得扩增的成年干细胞群体；(b)在下列物质存在下培养所述干细胞：(1)干细胞生长因

子的组合；(2)第一Tat‑融合蛋白，其中Tat与由促进细胞存活和增殖的原癌基因或其生物

活性片段或同源物编码的蛋白质融合；和(3)第二Tat‑融合蛋白，其中Tat与抑制干细胞的

细胞凋亡的蛋白质融合。

[0016] 本发明的另一实施方式涉及生产条件无限增殖化胚胎干细胞的方法，包括：(a)获

得扩增的胚胎干细胞群体；(b)用包含促进细胞存活和增殖的原癌基因或其生物活性片段
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或同源物的核酸分子转染所述干细胞，其中所述原癌基因是可诱导的；(c)用编码抑制该细

胞的细胞凋亡的蛋白质的核酸分子转染所述干细胞；和(d)在干细胞生长因子组合的存在

下并且在使原癌基因保持活性的条件下扩增被转染细胞，以生产条件无限增殖化胚胎干细

胞。

[0017] 本发明的另一实施方式涉及生产条件无限增殖化干细胞的方法，包括：(a)获得扩

增的干细胞群体；(b)在下列物质存在下培养所述干细胞：(1)干细胞生长因子的组合；(2)

由促进细胞存活和增殖的原癌基因或其生物活性片段或同源物编码的蛋白质；和(3)抑制

干细胞的细胞凋亡的蛋白质。利用任何适当的递送系统将(2)和(3)的蛋白质递送进干细胞

中，递送技术包括但不限于：Tat融合、适体(aptamer)技术、或CHARIOTTM技术。

[0018] 本发明的另一实施方式涉及一种生产条件无限增殖化干细胞的方法，包括：(a)获

得扩增的干细胞群体；(b)将由促进细胞存活和增殖的原癌基因或其生物活性片段或同源

物编码的蛋白质或其编码核酸分子递送进该细胞中，其中该原癌基因是可诱导的；(c)通过

将抑制该细胞的细胞凋亡的蛋白质、编码抑制该细胞的细胞凋亡的蛋白质的核酸分子、或

抑制该细胞中的促凋亡蛋白的核酸分子或蛋白质递送进细胞中，抑制所述干细胞的细胞凋

亡；和(d)在干细胞生长因子组合的存在下并且在使该原癌基因保持活性的条件下扩增所

述细胞，以生产条件无限增殖化成年干细胞。

[0019] 在上述任何实施方式中，原癌基因可选自，但不限于：MYC‑ER和ICN‑I‑ER。在任何

上述实施方式中，抑制细胞凋亡的蛋白质可选自，但不限于抑制细胞凋亡的Bcl‑2家族的成

员，例如Bcl‑2、Bcl‑X、Bcl‑w、BclXL、Mcl‑1、Dad‑1或hTERT。当原癌基因为MYC‑ER或ICN‑I‑

ER时，使原癌基因保持活性的条件可包括他莫昔芬或其激动剂的存在。在一个方面，用下列

物质转染或递送(作为蛋白质)所述细胞：MYC‑ER和Bcl‑2；MYC‑ER和hTERT；ICN‑1‑ER和Bcl‑

2；ICN‑1‑ER和hTERT；或MYC‑ER和ICN‑1‑ER。

[0020] 在上述任何实施方式中，扩增步骤可在介质中进行，所述介质包括但不限于：(1)

白介素‑6(IL‑6)、IL‑3和干细胞因子(SCF)；(2)包含干细胞因子(SCF)、血小板生成素

(TPO)、胰岛素样生长因子2(IGF‑2)和成纤维细胞生长因子1(FGF‑1)的无血清培养基。

[0021] 在任何上述实施方式中，成年干细胞包括但不限于：造血干细胞、肠干细胞、成骨

细胞干细胞、间充质干细胞、神经干细胞、上皮干细胞、心肌细胞祖干细胞、皮肤干细胞、骨

骼肌干细胞、和肝干细胞。在一个方面，间充质干细胞可选自肺间充质干细胞和骨髓基质细

胞。在一个方面，上皮干细胞选自：肺上皮干细胞、乳房上皮干细胞、血管上皮干细胞和肠上

皮干细胞。在一个方面，皮肤干细胞选自：表皮干细胞和囊泡干细胞(毛囊干细胞)。在一个

方面，神经细胞选自神经元多巴胺能干细胞和运动神经元干细胞。在一个方面，干细胞来自

新鲜的或冷藏的脐带血。在一个方面，干细胞是从正常人或粒细胞集落刺激因子(G‑CSF)治

疗患者的外周血中获得的造血祖细胞。

[0022] 在上述任何实施方式中，该方法可进一步包括遗传修饰干细胞以矫正细胞中的遗

传缺陷，遗传修饰干细胞以沉默化基因表达，和/或遗传修饰干细胞以过量表达基因。

[0023] 在上述任何实施方式中，该方法可进一步包括保存细胞。在一个方面，该方法进一

步包括从保存物中回收细胞并培养细胞。

[0024] 本发明的另一实施方式涉及通过上述或本文别处描述的任何方法生产的细胞。

[0025] 本发明的另一实施方式涉及一种给个体提供成年干细胞或其分化细胞的方法，包
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括：(a)提供一种通过上述或本文别处描述的任何方法生产的条件无限增殖化成年干细胞

的来源；(b)去除使(a)的干细胞条件无限增殖化的条件，和(c)将所述干细胞或其分化细胞

施用于个体。在一个方案中，预先从(c)的个体中获得细胞。在一个方案中，从先前冷冻的所

述细胞的贮存液中获得细胞。在一个方面，从个体中新鲜地获得细胞，并用上述或本文别处

描述的任何方法进行条件无限增殖化。在一个方面，所述个体患有癌症。在另一方面，该个

体患有白血病。在另一方面，该个体患有一种免疫缺陷病。在另一方面，该个体患有一种贫

血障碍。在另一方面，该个体正经历整形外科手术。在另一方面，该个体正经历选择性整容

外科手术。在另一方面，该个体正经历移植外科手术。在一个方面，该个体需要干细胞或其

分化细胞，选自：造血干细胞、肠干细胞、成骨细胞干细胞、间充质干细胞、神经干细胞、上皮

干细胞、心肌细胞祖干细胞、皮肤干细胞、骨骼肌干细胞、和肝干细胞。在另一方面，该个体

需要提高的免疫细胞功能。在另一方面，该个体具有一种可被干细胞矫正的遗传缺陷。

[0026] 本发明的另一实施方式涉及一种鉴定调节谱系定向和/或细胞分化和发育的化合

物的方法，包括：(a)接触通过上述或本文别处描述的任何方法生产的成年干细胞；和(b)检

测(a)的干细胞中至少一种基因型或表型特征，与没有化合物时相比，其中在化合物存在下

检测到特征的差异显示该化合物影响干细胞的特性。

[0027] 本发明的另一实施方式涉及一种研究谱系定向和/或细胞分化和发育的方法，包

括评价通过上述或本文别处描述的任何方法生产的成年干细胞或其分化细胞，以检测该细

胞的至少一种基因型或表型特征。

[0028] 本发明的另一实施方式涉及通过上述或本文别处描述的任何方法生产的细胞在

治疗其中干细胞移植是有益的疾病或病症的药物中的用途。

[0029] 本发明的另一实施方式涉及一种急性髓细胞白血病(AML)的小鼠模型，包括用一

种方法产生的小鼠，所述方法包括：(a)致死性照射小鼠；(b)将通过上述或本文别处描述的

任何方法生产的条件无限增殖化长期干细胞和来自Rag‑/‑小鼠的完整骨髓细胞转移入该小

鼠中；和(c)定期注射他莫昔芬或其激动剂到小鼠中直到小鼠发展出AML的临床体征。在一

个方案中，该细胞用MYC‑ER和Bcl‑2转染或被递送了这些物质(作为蛋白质)。

[0030] 本发明的另一实施方式涉及从上述AML小鼠模型中获得的肿瘤细胞。

[0031] 本发明的另一实施方式涉及AML小鼠模型在人蛋白质特异性候选药物的临床前试

验中、在鉴定、发展和/或测试用于诊断、研究或治疗AML的化合物中、或在鉴定、发展和/或

测试用于诊断、研究或治疗AML的靶标中的用途。

附图说明

[0032] 图1是显示转导细胞的骨髓移植和在体内用4OHT活化MYC功能后的死亡曲线的图。

[0033] 图2是显示在体外转导后，源于年轻和老年小鼠的HSC的散射特征和GFP表达水平

的散布图。点图代表与IL‑3、IL‑6和SCF培养3天后HSC的前向(FSC)和侧向(SSC)散射特征的

流式细胞分析数据。这两个标准与细胞大小(FSC)和粒度(SSC)相关。

[0034] 图3是显示源于受照射受体的细胞系的表型比较的散布图，该受体用BCL‑2、MYC‑

ER和EGFP‑转导的来自年老(＞60％ID‑所有组成成分)和年轻3‑83μδ转基因小鼠的造血干

细胞重建。显示了在开始培养3(年轻)和3(衰老)个月后代表性克隆的表型。

[0035] 图4是显示在撤除他莫昔芬后，衰老LT‑HSC系(ABM46)在体外自发分化的散布图
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(干细胞和B谱系标记物表达通过流式细胞术分析)。

[0036] 图5是显示在过继转移入受照射的年轻受体6周后，对源于Lt‑HSC系的造血细胞区

室的分析的散布图。该图中显示了来自三只小鼠的数据，一只小鼠接受了衰老HSC系ABM42，

两只小鼠接受了衰老HSC系ABM46。

[0037] 图6是显示在用ABM42和ABM46细胞系重建的小鼠中B‑细胞区室的发育受到影响的

散布图。该图中显示了来自三只小鼠的数据，一只小鼠接受了衰老HSC系ABM42，两只小鼠接

受了衰老HSC系ABM46。

[0038] 图7是显示在用ABM42和ABM46细胞系重建的小鼠中T‑细胞发育的散布图。该图中

显示了来自三只小鼠的数据，一只小鼠接受了衰老HSC系ABM42，两只小鼠接受了衰老HSC系

ABM46。

[0039] 图8是显示细胞系的表型比较的散布图和图，所述细胞系源于从用BCL‑2和MYC‑ER

逆转录病毒转导并且在体外连续培养中保持超过90天的年轻C57/BL6小鼠中获得的HSC。各

图显示了对于病毒表达标记物(GFP和Thy1.1)以及四种确定小鼠中长期HSC所需的标记物

Sca‑1、c‑kit、CD34和Flk‑2的表达的流式细胞分析结果。四种细胞系包含保持lt‑HSC表型

(Sca‑1+、c‑kit+、CD34‑、flk‑2‑)的亚群。

[0040] 图9是显示源自从年轻C57/BL6小鼠中获得的HSC的细胞系的表型比较的散布图和

图，所述小鼠被不同癌基因组合逆转录病毒转导并且保持体外连续培养超过90天(pMIG‑

MYC和pMIT‑Bcl‑2(上图)、pMIG‑MYC.ER和pMIG‑hTERT(中图)和pMIG‑ICN.1.ER和pMIT‑Bcl‑

2(下图))。

[0041] 图10是显示源自从年轻C57/BL6小鼠中获得的HSC的细胞系的表型比较的散布图

和图，所述小鼠被不同癌基因组合逆转录病毒转导并且保持体外连续培养超过90天(pMIG‑

ICN.1.ER和pMIT‑Bcl‑2(上图)、pMIG‑ICN.1和pMIT‑Bcl‑2(第二行的图)、或pMIG‑ICN.1和

pMIG‑Bcl‑2(第三行的图)、或pMIG‑hTERT和pMIT‑Bcl‑2(下图))。

[0042] 图11是显示源自从年轻C57/BL6小鼠中获得的HSC的细胞系的表型比较的散布图

和图，所述小鼠被不同癌基因组合逆转录病毒转导并且保持体外连续培养超过90天(pMIG‑

MYC和pMIG‑ICN.1(上图)、pMIG‑MYC.ER和pMIG‑ICN.1(中图)、或pMIG‑ICN.1.ER和pMIG‑MYC

(下图))。

[0043] 图12是显示源自从年轻C57/BL6小鼠中获得的HSC的细胞系的T细胞和B细胞区室

的体内重建的散布图，所述小鼠被不同癌基因组合逆转录病毒转导并且保持体外连续培养

超过90天。

[0044] 图13是显示重组酶的识别底物序列(RSS)的应用的示意图，用于确保在移植前从

本发明的条件无限增殖化长期干细胞中切除重组DNA。

[0045] 图14是显示检测自本发明条件无限增殖化长期干细胞分化的NK和红细胞谱系细

胞的图。

[0046] 发明详述

[0047] 本发明提供了一种解决方案，该方案解决了能够产生、保持和操作源于长期干细

胞(特别是长期造血干细胞(Lt‑HSCs))的稳定细胞系的问题，所述细胞在置于适当条件下

时可产生正常由这些细胞产生的所有细胞谱系。本发明一般的涉及产生条件无限增殖化长

期干细胞的方法，和用所述方法产生的干细胞，和利用所述干细胞的方法。更特别地，利用
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长期造血干细胞作为一种示例性干细胞群体，发明人已经建立了一种产生条件无限增殖化

(例如，可逆地无限增殖化或在当除去所述条件时为可逆的特定条件下无限增殖化)干细胞

的有效的方法，所述干细胞能够在体外和体内分化为正常细胞谱系，并且能够重建需要所

述细胞的患者。实际上，本发明可消除对骨髓供体的需要，因为本发明提供了在操作(例如，

化疗、放疗，等等)之前从患者中收获干细胞、扩增所述细胞和将它们返回患者的能力。而

且，所述干细胞可如需要或期望的那样广泛扩增、保存(例如，冷冻)，然后恢复和再次扩增、

操作、和/或重复利用。例如，可操作所述干细胞以矫正遗传缺陷或给患者提供益处(治疗性

或预防性益处)，或分化为一种期望的细胞类型。最后，所述细胞可用于多种实验中，用于鉴

定与细胞发育、增殖和存活的调节有关的新靶标，和鉴定和开发用于改善或治疗将受益于

细胞发育、增殖和/存活的调节的疾病和病症的药物。

[0048] 发明人已经发展了允许长期干细胞条件(在此例如长期造血干细胞(lt‑HSC))无

限增殖化的新技术。得到的细胞系可在体外无限地指数扩增(繁殖)和/或冷冻保存(储存)，

并且具有拯救受到致死性照射的小鼠和重建所述动物中的所有血细胞谱系的能力。而且，

发明人已经能够在体外通过抑制转化性癌基因的功能而产生分化的血细胞。在此描述的所

述细胞和产生它们的方法将允许产生不携带重组DNA的可移植的人干细胞，因此不会给受

体带来长期风险。本发明的这些条件无限增殖化lt‑HSC可被稳定化在它们的成熟表型，和

建立其中在癌基因再激活后保持成熟表型的细胞系。例如，发明人已经能够发展CD4+αβ+T细

胞，以及树突细胞系。

[0049] 本技术在应用于临床条件时相对于骨髓移植具有下述优点：

[0050] 1.需要非常少的lt‑HSC建立克隆；

[0051] 2.克隆代表了一种可更新的资源，所述资源可被无限地储存，并且可快速获得；

[0052] 3.这种治疗的成本应该比传统的骨髓移植更低；

[0053] 4.使用lt‑HSC克隆可以缓解移植物抗宿主疾病的威胁，和相关的费用；

[0054] 5.至少在一些情况中，本技术可以缓解对骨髓供体的需要。

[0055] 另外，本发明提供了条件转化的长期干细胞例如lt‑HSC细胞在产生代表分化的谱

系(例如，分化的造血谱系，包括造血谱系发育的中间阶段)的细胞中的应用。例如，除了无

数的治疗和预防应用以外，这些细胞系将允许鉴定可诱导恶性细胞分化、阻止其生长、或诱

导细胞凋亡的新的化合物。这些细胞还将允许筛选新的引导干细胞沿特定途径分化的细胞

因子和生长因子。所述细胞系并不存在，并且对于药物发现是重要的。

[0056] 更具体地，为了克服在本领域中关于来源于成人的干细胞(虽然如下所述，本发明

并不限于来源于成人的干细胞)长期群体的提供和利用的限制，本发明已经发展了产生代

表早期造血干细胞祖细胞的条件转化细胞系的新方法。在此处描述和例示的本技术的一个

具体的非限制性例子中，该策略包括来自5‑氟尿嘧啶(5‑FU)处理的3‑83μδ小鼠的骨髓干细

胞的转染(例如，通过逆转录病毒转导)。本发明人使用具有编码Bcl‑2和绿色荧光蛋白

(GFP) (作为报告基因)和MYC‑ER和GFP(也作为报告基因)的插入物的pMSCV双顺反子

(bisistronic)逆转录病毒载体。选择MYC是因为它在淋巴细胞中具有代替细胞因子产生的

存活和增殖信号的能力。通过限制目标细胞，发明人假设将形成干细胞肿瘤。重要的是，在

此情况中MYC‑ER功能依赖于他莫昔芬，通过从动物或培养物中去除他莫昔芬允许MYC功能

终止和转化。在用MYC‑ER转导的细胞中，产生融合蛋白，但是融合蛋白保持在细胞质中直到
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暴露于他莫昔芬。选择Bcl‑2是因为它具有抑制细胞凋亡的能力，所述细胞凋亡通常由于暴

露于MYC信号而发生，并且更特别地，当通过从细胞中去除他莫昔芬而使MYC“失活”或移除

时发生。这种基因类型新组合(如下面更详细讨论的那样，本发明不限于这些特定的基因)

是成功产生本发明的条件无限增殖化干细胞的部分原因，并且如下文所述，可容易地扩展

到其他类似的基因组合上。

[0057] 上述转导的干细胞的受体产生肿瘤(在4OHT的存在下)，收获来自骨髓、脾和淋巴

结的肿瘤细胞并置于具有他莫昔芬和一种干细胞生长因子混合物的培养物中。发明人已经

发现，在没有适当的干细胞生长因子组合时，本方法生产的干细胞将停止生长并且在很短

的时间内死亡。因此，在用上述基因组合转染细胞后使用干细胞生长因子“混合物”(即，适

当的或适合的干细胞生长因子的组合)是本发明方法的第二个重要方面。这种混合物具有

促进并保持干细胞生长的一般特性，不限于特定的生长因子的组合，选择所述因子的参数

在下面进行更详细的讨论。

[0058] 本发明方法产生的干细胞可在培养物中扩增，并且同质地是(例如)scal阳性的，

是内皮糖蛋白和ckit阳性的，和CD34、Flt3、B220、CD19和mIgM阴性的，这指示了lt‑HSC的表

型，这是本领域公知的。这些细胞可被冷冻(冷藏保存，或储存)，然后在冷冻后容易地复苏

和培养。重要的是，这些复苏的细胞在表型上是同质的，并且显示lt‑HSC的表型(例如，均质

的GFP亮细胞是Scal、内皮糖蛋白和ckit阳性的，CD34、Flt3、B220、CD19和mIgM阴性的)。这

种表型很好地对应于在小鼠中提供所有长期重建的长期再生多能性干细胞的公开的特征

(Reya等人，2003，Nature  423：409‑14)。

[0059] 发明人已经进一步发展了本方法，以使其可以完全在体外完成(如上所述，起始步

骤部分在体内进行)。发明人也证实了具有与上述类似特征的其他基因组合也导致lt‑HSC

的条件无限增殖化。而且，细胞系可通过移去他莫昔芬并提供适当的生长因子在体外分化

为造血谱系，在他莫昔芬被阻止的受体动物中体内分化为所有造血谱系。另外，细胞可分化

为发育的中间水平，该中间水平具有稳定的表型并保持在应用或移去适当的信号(在此描

述的)后沿着它们的定向途径进一步分化的能力。所述细胞对于多种治疗应用是无价的。所

有这些实验在下文和实施例中详细描述。

[0060] 本发明的方法和细胞系不仅提供了一种详细研究与成年干细胞向不同细胞谱系

定向相关的分子、生化和细胞事件、以及研究干细胞向不同细胞谱系的分化和发育的机会，

还提供了独特的治疗和药物发现工具。

[0061] 例如，本发明的干细胞系提供了可扩增干细胞的独特来源，其可用于多种移植、治

疗和预防策略，包括治疗癌症，特别是放射治疗的癌症。例如，在目前对于白血病的治疗中，

获得骨髓供体的限制和所述供体提供干细胞的限制严重限制了在放射治疗后重建患者的

选择。本发明通过提供一种方法解决了这一问题，该方法用于产生可持续扩增和可更新的

自体干细胞或组织相容性干细胞供应，所述细胞可根据需要储存或恢复。所述技术可最终

免除对骨髓供体的需要。另外，多种免疫缺陷病和贫血疾病(例如，再生障碍性贫血或溶血

性贫血)也将大大从本技术中受益，因为本发明提供了根据个体需要再生个体的造血细胞

的能力。而且，衰老过程与造血室的几种重要改变有关，尤其包括越来越不能实现产生性的

免疫应答。来源于衰老小鼠的造血干细胞已经显示具有较高水平的对于DNA修复问题的

mRNA。这可能最后影响它们自我更新、进行分化、进行增殖、和响应于骨髓细胞因子存活的
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能力。因此，衰老的个体也可从本发明中受益，因为可提供健康造血细胞的持续供应以矫正

或缓解所述缺陷。

[0062] 本发明的技术不限于骨髓干细胞，而是可应用于实际上任何类型的干细胞，并且

可延伸到来源于成人的细胞之外，扩展到胚胎干细胞。

[0063] 在一个实施例中，本发明的另一种应用涉及持续可扩增和可更新的毛囊干细胞的

生产。源于该谱系的条件无限增殖化干细胞的发育可用于烧伤患者的整形手术中，用于任

何经历化疗和/或放射治疗导致头发生长不可逆损失的患者，还可用于经历了影响颅骨的

任何外科手术后的患者。而且，所述细胞可用于选择性方法中，所述方法包括诱导被遗传性

秃发症影响的个体的头发生长。类似地，本发明的干细胞应用于皮肤对于烧伤患者的伤口

愈合和治疗、以及对于创伤和其他患者的整形外科手术、以及选择性外科手术(包括但不限

于整容外科手术)是无价的。另外可对所述细胞进行遗传操纵以矫正年轻和衰老个体的先

天或后天遗传缺陷。本领域技术人员将理解，基于本公开内容，可从本发明在多种其他干细

胞群体的应用中获得益处，这些干细胞包括但不限于来源于肺、乳房和肠上皮的干细胞，和

来源于神经和心脏组织的干细胞，仅以这些为例。其他干细胞类型在本文其它部分提到。

[0064] 另外，本发明给个体提供了在个体的一生中根据需要获得自体干细胞和其分化细

胞的可扩增供应的独特机会。例如，已知当机体衰老时，免疫功能和免疫记忆恶化。但是，利

用本发明提供的技术，将有可能利用能够分化为造血谱系所有细胞的新的自体干细胞再生

个体，从而给衰老个体提供“年轻的”免疫系统。另外，如果需要(例如，在个体发展了癌症或

免疫缺陷疾病或对于实际上任何类型的新生自体细胞有其他需要的事件中)，用本发明方

法产生的干细胞可在个体的一生中作为治疗方案的一部分储存和利用。

[0065] 本发明还提供了基因治疗的独特机会。具体地，通过以下方法现在可以矫正基因

缺陷或者可以将有益的基因修饰导入体细胞中：操作利用本发明方法进行条件无限增殖化

及扩增的从个体中获得的自体干细胞。然后可将所述干细胞再导入它们的来源个体中。

[0066] 通过本发明方法产生的干细胞也可用于多种药物发现实验中。因为现在可以生产

实际上无限供应的易于储存、恢复、扩增和操作的同质的干细胞，所述干细胞可在试验中作

为干细胞使用或分化为多种细胞谱系使用，用于测试多种化合物对细胞分化、基因表达和

细胞过程的影响。所述细胞可在与化合物接触之前被操作，例如通过遗传操作。来自于具有

遗传缺陷的个体的干细胞可用所述实验进行评价，以鉴定治疗性化合物(例如，癌症治疗

剂)和评价基因替代疗法。实际上，本发明的技术提供了一种针对特定个体的细胞以鉴定药

物候选物和治疗候选物和“适合”个体细胞的策略的机会。所述实验的一个例子在下面有更

详细的描述。

[0067] 关于在本发明之前对于谱系定向和细胞分化和发育的研究和发现，无法获得和不

能产生足够数量的期望的细胞群体来进行期望的实验严重阻碍了所述研究。例如，为了鉴

定或筛选在特定祖细胞系分化中的中间产物，必须获得足够数量的细胞来提供有意义的和

可重复的结果。祖细胞系也应保持在已经定向的谱系中进一步分化的能力，因此产生了这

些目前还不存在的新工具，也没有关于产生这些细胞所需要的技术的其他描述。利用本发

明之前可获得的技术，这是不可能的。本发明通过提供可扩增的和基本上无限供应的可用

于多种实验的同质干细胞解决了这一问题。这一技术将大大提高细胞分化和发现领域的研

究能力。
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[0068] 如上所述，本发明的条件无限增殖化lt‑HSC的方法可适用于来源于其他组织的其

他干细胞。例如，如果需要，通过改变基因传递和生长因子，本发明可应用于如下所述的多

种不同的干细胞。所述细胞也可在体外扩增，并在癌基因灭活后继续分化，如此处对于造血

干细胞所述。这些细胞然后可用于治疗用途，包括组织修复和组织再生/工程化。相应地，可

通过在此描述的或本领域技术人员根据本公开内容认为适合的任何方法(包括多种病毒介

导的方法)，将MYC‑ER和Bcl‑2基因的组合或在此描述的任何其他组合转染入细胞中，所述

细胞包括但不限于：间充质干细胞(包括但不限于肺间充质细胞，骨髓基质细胞)，神经干细

胞(包括但不限于神经元多巴胺能干细胞和运动神经元干细胞)，上皮干细胞(包括但不限

于肺上皮干细胞、乳房上皮干细胞、和肠上皮干细胞)，心肌细胞祖干细胞，皮肤干细胞(包

括但不限于表皮干细胞和囊干细胞)，骨骼肌干细胞，内皮干细胞(例如，肺内皮干细胞)，和

肝干细胞，以产生可在体外扩增并且在癌基因灭活后继续分化的条件无限增殖化细胞系。

除了所述细胞系的治疗潜力以外，这些细胞系可进一步在体外(或离体)修饰，以矫正先天

的遗传缺陷，以及用于研究早期谱系定向和分化的分子基础。这些细胞可能是潜在相关的

治疗目标的新资源，这些细胞系也可用于筛选防止或诱导分化的小分子，和鉴定用于多种

治疗(包括但不限于，癌症治疗和免疫缺陷治疗)的新的化合物和分子靶标。

[0069] 一般定义

[0070] 根据本发明，本文提到分离的核酸分子是指已经从其自然环境中分离出的核酸分

子(即，已经进行了人工操作)，其自然环境是在其中天然发现该核酸分子的基因组或染色

体。因此，“分离的”并不必然反映核酸分子被纯化的程度，而是表示该分子不包括在其中天

然发现该核酸分子的全基因组或全染色体。分离的核酸分子可包括基因。包括基因的分离

的核酸分子不是包括所述基因的染色体的片段，而是包括与该基因相关的编码区和调节

区，但没有在相同染色体上天然发现的其他基因。分离的核酸分子还可包括特定的核酸分

子序列，该序列的侧面(即，在该序列的5’和/或3’端)为在天然状态下通常不在该特定核酸

序列侧面的其他核酸(即，异源序列)。分离的核酸分子可包括DNA、RNA(例如mRNA)、或DNA或

RNA的衍生物(例如，cDNA、siRNA、shRNA)。尽管“核酸分子”主要指物理的核酸分子，“核酸序

列”主要指核酸分子上的核苷酸序列，但是这两个词可互换使用，特别是对于能够编码蛋白

质或蛋白质结构域的核酸分子或核酸序列来说。

[0071] 优选地，本发明的分离的核酸分子利用重组DNA技术(例如，聚合酶链反应(PCR)扩

增、克隆)或化学合成法来生产。分离的核酸分子包括天然核酸分子和其同源物，包括但不

限于天然等位变体和修饰的核酸分子，其中已插入、缺失、置换和/或倒置核苷酸，以使所述

修饰提供期望的效果(例如，如在此描述的，提供可诱导的原癌基因)。

[0072] 核酸分子同源物可利用多种本领域技术人员已知的方法生产(见例如Sambrook等

人，Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual，Cold  Spring  Harbor  Labs  Press

(1989))。例如，可利用多种技术修饰核酸分子，包括但不限于经典的诱变技术和重组DNA技

术，例如定点诱变，用于诱导突变的核酸分子的化学处理，核酸片段的限制性酶切，核酸片

段的连接，核酸序列的所选区域的PCR扩增和/或诱变，寡核苷酸混合物的合成和混合组的

连接以“建立”核酸分子及其组合的混合物。可通过对由核酸编码的蛋白质的功能进行筛选

和/或通过与野生型基因杂交，从修饰的核酸混合物中选择核酸分子同源物。

[0073] 本发明的核酸分子或多核苷酸的最小的大小是足以编码用于本发明的蛋白质的
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大小，该蛋白质例如是由原癌基因编码的蛋白质或其功能片段(即，具有全长蛋白质的生物

学活性并足以用于本发明的方法的部分)，或抗细胞凋亡蛋白质或其功能片段(即，具有全

长蛋白质的生物学活性并足以用于本发明的方法的部分)。其他的可用于本发明的核酸分

子可包括具有足以形成探针或寡核苷酸引物的最小大小的核酸分子，所述探针或引物能够

与编码天然蛋白质的核酸分子的互补序列形成稳定的杂合体(即，在中度、高度或极高严格

条件下)，其长度一般至少为5个核苷酸，优选范围是5到大约50或大约500个核苷酸或更长，

包括在全部数字增量之间的任何长度(例如，5、6、7、8、9、10、...33、34、...256、257、

...500)。除了实用性的限制之外，对于本发明的核酸分子的最大大小没有限制，核酸分子

可包括足以用于本发明在此描述的任何实施方式的序列。

[0074] 如此处所用的，严格杂交条件指标准杂交条件，在这种条件下，核酸分子用于鉴定

类似的核酸分子。所述标准条件在(例如)Sambrook等人，Molecular  Cloning：A 

Laboratory  Manual，Cold  Spring  Harbor  Labs  Press，1989中公开。Sambrook等人(如上)

全文引入本文作为参考(特别见，第9 .31‑9 .62页)。另外，例如Meinkoth等人，1984，

Anal.Biochem.138，267‑284公开了为获得允许不同核苷酸错配程度的杂交而计算适当的

杂交和清洗条件的公式；Meinkoth等人(如上)全文引入本文作为参考。

[0075] 更特别地，此处所指的中度严格杂交和清洗条件指允许分离与用于杂交反应的探

针的核酸分子具有至少大约70％核酸序列同一性的核酸分子的条件(即，允许大约30％或

更少的核苷酸错配的条件)。此处所指的高度严格杂交和清洗条件指允许分离与用于杂交

反应的探针的核酸分子具有至少大约80％核酸序列同一性的核酸分子的条件(即，允许大

约20％或更少的核苷酸错配的条件)。此处所述的极高度严格杂交和清洗条件指允许分离

与用于杂交反应的探针的核酸分子具有至少大约90％核酸序列同一性的核酸分子的条件

(即，允许大约10％或更少的核苷酸错配的条件)。如上所述，本领域技术人员可利用

Meinkoth等人(如上)中的公式计算获得特定核苷酸错配水平所需的适当杂交和清洗条件。

所述条件将根据是形成DNA：RNA杂合体还是形成DNA：DNA杂合体而改变。计算的DNA：DNA杂

合体的解链温度比DNA：RNA杂合体低10℃。在特定的实施方式中，用于DNA：DNA杂合体的严

格杂交条件包括在6X  SSC(0.9M  Na+)的离子强度下、在大约20℃到大约35℃之间(较低的

严格度)杂交、更优选在大约28℃到大约40℃之间(更严格)、更优选在大约35℃到大约45℃

之间(甚至更严格)的温度下杂交，并使用适当的清洗条件。在特别的实施方式中，DNA：RNA

杂合体的严格杂交条件包括在6X  SSC(0 .9M  Na+)的离子强度下、在大约30℃到45℃之间

(较低的严格度)、更优选在大约38℃到大约50℃之间(更严格)、更优选在大约45℃到大约

55℃之间(甚至更严格)的温度下杂交，并使用类似的严格清洗条件。这些数值是基于对具

有大于大约100个核苷酸、0％甲酰胺和大约40％的G+C含量的分子的解链温度的计算。或

者，Tm可如Sambrook等人(同上)第9.31到9.62页所述根据经验计算。通常清洗条件应该尽

可能严格，并且应该适合于选择的杂交条件。例如，杂交条件可包括盐和温度条件的组合，

该温度大约比计算的特定杂合体的Tm低大约20‑25℃，清洗条件一般包括盐和温度条件的

组合，该温度大约比计算的特定杂合体的Tm低大约12‑20℃。适用于DNA：DNA杂合体的杂交

条件的一个例子包括在6X  SSC(50％甲酰胺)中在大约42℃下杂交2‑24小时，然后是包括在

室温下在大约2X  SSC中一次或多次清洗的清洗步骤，紧接着在更高的温度和更低的离子强

度下再进行清洗(例如，在大约37℃下在大约0.1X‑0.5X  SSC中至少清洗一次，紧接着在大
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约68℃下在大约0.1X‑0.5X  SSC中至少清洗一次)。

[0076] 在本发明的一个实施方式中，可生产任何此处描述的氨基酸序列，包括所述序列

的截短形式(片段或部分)和同源物，其在给定氨基酸序列的C‑和/或N‑末端每侧具有从至

少一个到大约20个附加的异源氨基酸。得到的蛋白质或多肽可被称为“基本由给定的氨基

酸序列组成”。根据本发明，如果利用给定氨基酸序列的来源生物体的标准密码子将天然存

在的序列中的所述核苷酸进行翻译，异源氨基酸是在给定氨基酸序列侧翼未天然发现的

(即，在体内未天然发现)序列，或者在存在于该基因中时，是不被位于编码给定氨基酸序列

的天然存在的核酸序列侧翼的核苷酸所编码的序列。类似地，“基本由......组成”，当在此

用于核酸序列时，是指编码给定氨基酸序列的核酸序列，在编码给定氨基酸序列的核酸序

列的5’和/或3’末端的侧翼可以有至少一个到大约60个另外的异源核苷酸。如在天然基因

中存在，异源核苷酸在编码给定氨基酸序列的核酸序列侧翼未被天然发现(即，在体内未天

然发现)。

[0077] 根据本发明，重组载体(通常称为重组核酸分子，特别是当它包含根据本发明的目

标核酸序列时)是一种工程化的(即，人工生产的)核酸分子，其被用作操作选择的核酸序列

和将所述核酸序列导入宿主细胞的工具。重组载体因此适用于对选择的核酸序列的克隆、

测序和/或其他的操作，例如通过表达选择的核酸序列和/或将其递送入宿主细胞中。所述

载体典型地包含异源核酸序列，即，天然地或通常发现不与待克隆或递送的核酸序列相邻

的核酸序列，虽然载体也可包含调节性核酸序列(例如，启动子、非翻译区)，该调节性核酸

序列被天然发现与本发明的核酸分子相邻，或可用于表达本发明的核酸分子(下面更详细

地讨论)。载体可以是RNA或DNA，原核的或真核的，典型地是质粒或病毒载体。载体可作为染

色体外元件(例如，质粒)保持或可被整合入宿主细胞的染色体中。完整的载体可保持在宿

主细胞内适当位置，或在某种条件下，质粒DNA可被除去，留下本发明的核酸分子。在其他条

件下，将载体设计为在选择的时间从宿主细胞的基因组上切除(移去)(下面更详细地讨

论)。整合的核酸分子可在染色体启动子的控制下，在天然或质粒启动子的控制下，或在几

种启动子组合的控制下。核酸分子的单个或多个拷贝可被整合入染色体中。本发明的重组

载体可包含至少一个选择性标记。

[0078] 根据本发明，“有效连接”指以一种方式将核酸分子与表达控制序列(例如，转录控

制序列和/或翻译控制序列)连接，使该分子在转染(例如，转化、转导、转染、缀合或导致)入

宿主细胞中时可以表达。转录控制序列是控制转录的启动、延伸或终止的序列。特别重要的

转录控制序列是控制转录启动的序列，例如启动子、增强子、操纵子和阻遏子序列。适合的

转录控制序列包括可在该重组核酸分子待导入的宿主细胞或生物体内起作用的任何转录

控制序列。

[0079] 根据本发明，术语“转染”是指将外源核酸分子(即，重组核酸分子)插入细胞内的

任何方法。术语“转导”是一种特定类型的转染，其中遗传物质从一种来源转移到另一种来

源，例如通过病毒(例如，逆转录病毒)或转导噬菌体。当该术语用于指核酸分子导入微生物

细胞例如细菌和酵母中时，术语“转化”可与“转染”互换使用。在微生物系统中，术语“转化”

用于描述由于微生物获得外源核酸而导致的遗传改变，并且与“转染”基本上同义。但是，在

动物细胞中，转化有第二种含义，可指细胞在(例如)成为癌性之后在培养中的生长性质改

变。因此，为避免混淆，“转染”在此优选用于外源核酸向动物细胞中的导入。因此，术语“转
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染”在此一般包括动物细胞的转染或转导，和微生物细胞的转化或转导，这些术语涉及外源

核酸向细胞内的导入。转染技术包括但不限于转化、转导、粒子轰击、扩散、主动转运、超声

浴、电穿孔术、显微注射法、脂质转染法、吸附、感染和原生质融合。

[0080] 如此处所用，本发明中提到的分离蛋白质或多肽包括全长蛋白质、融合蛋白、嵌合

蛋白或所述蛋白质的任何片段(截短形式、部分)或同源物。更特别地，根据本发明的分离的

蛋白是从其天然环境中分离出(即，已经进行了人工操作)的蛋白质(包括多肽或肽)，可包

括但不限于纯化的蛋白质、部分纯化的蛋白质、重组产生的蛋白质、膜结合蛋白质、和与其

他蛋白质相关的分离的蛋白质。因此，“分离的”不反映蛋白质被纯化的程度。优选地，本发

明的分离蛋白是重组生产的。另外，作为特定蛋白质(Bcl‑2)的例子，“人Bcl‑2蛋白”或“源

于”人Bcl‑2蛋白的蛋白质是指来自人(Homo  sapiens)的Bcl‑2蛋白质(包括天然存在的

Bcl‑2蛋白质的同源物或部分)或指根据根据天然存在的人Bcl‑2蛋白质的结构(例如，序

列)和(也许)功能的知识以其他方式生产的Bcl‑2蛋白。换句话说，人Bcl‑2蛋白包括具有与

天然存在的人Bcl‑2蛋白基本类似的结构和功能或为此处描述的天然存在的人Bcl‑2蛋白

的生物活性(即，具有生物活性)同源物的任何Bcl‑2蛋白。因此，人BCl‑2蛋白可包括纯化

的、部分纯化的、重组的、突变的/修饰的和合成的蛋白质。根据本发明，术语“修饰”和“突

变”可互换使用，特别是对于此处描述的蛋白质的氨基酸序列(或核酸序列)的修饰/突变。

[0081] 如此处所用的术语“同源物”是指由于对天然存在的蛋白质或肽的修饰(包括小修

饰)而与天然存在的蛋白质或肽(即，“原型”或“野生型”蛋白质)不同，但保持了天然存在形

式的基本蛋白质和侧链结构的蛋白质或肽。所述改变包括但不限于：一个或几个(即，1、2、

3、4、5、6、7、8、9或10个)氨基酸侧链的改变；一个或几个氨基酸的改变，包括缺失(例如，蛋

白质或截短形式的蛋白质或肽)、插入和/或置换；一个或几个原子的立体化学的改变；和/

或小的衍生化，包括但不限于：甲基化、糖基化、磷酸化、乙酰化、肉豆蔻酰化、异戊烯化、棕

榈酸化、酰胺化和/或添加糖基磷脂酰肌醇。同源物可具有与天然存在的蛋白质或肽相比提

高的、降低的或基本类似的性质。同源物可包括蛋白质的激动剂或蛋白质的拮抗剂。

[0082] 同源物可以是天然等位变异或天然突变的结果。编码蛋白质的核酸的天然存在的

等位变体是基本上存在于与编码所述蛋白质的基因相同的基因组位点处的基因，但由于由

例如突变或重组引起的天然变异，具有类似的但不相同的序列。等位变体典型地编码与所

对比的基因编码的蛋白质具有类似活性的蛋白质。一组等位变体可编码相同的蛋白质，但

由于遗传密码的简并性而具有不同的核酸序列。等位变体也可包含在基因的5’或3’非翻译

区(例如，在调节控制区)的改变。等位变体对于本领域技术人员是公知的。

[0083] 同源物可利用本领域已知的生产蛋白质的技术生产，包括但不限于对分离的天然

存在的蛋白质的直接修饰、直接的蛋白质合成、或对编码蛋白质的核酸序列的修饰，例如，

利用经典的或重组DNA技术实现随机或靶向诱变。

[0084] 在一个实施方式种，给定蛋白质的同源物包含一种氨基酸序列、基本由该序列组

成、或由该序列组成，所述氨基酸序列与参考蛋白质的氨基酸序列至少大约45％、或至少大

约50％、或至少大约55％、或至少大约60％、或至少大约65％、或至少大约70％、或至少大约

75％、或至少大约80％、或至少大约85％、或至少大约90％、或至少大约95％相同、或至少大

约95％相同、或至少大约96％相同、或至少大约97％相同、或至少大约98％相同、或至少大

约99％相同(或在45％到99％之间的全部整数增量的任何百分同一性)。在一个实施方式
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中，同源物包含一种氨基酸序列、基本上由该氨基酸序列组成、或由该氨基酸序列组成，所

述氨基酸序列与参考蛋白质的天然存在的氨基酸序列少于100％相同，小于大约99％相同，

小于大约98％相同，小于大约97％相同，小于大约96％相同，小于大约95％相同，等等，以

1％的增量，直到小于大约70％相同。

[0085] 如此处所用，除非另外说明，百分(％)同一性是指对同源性的评价，其通过下述方

法进行：(1)具有标准缺省参数的BLAST  2.0  Basic  BLAST同源性检索，其使用blastp进行

氨基酸检索，使用blastn进行核酸检索，其中默认对低复杂性区域过滤查询序列(描述于

Altschul，S.F.，Madden，T.L.，Schaaffer，A.A.，Zhang，J.，Zhang，Z.，Miller，W.&Lipman，

DJ .(1997)"Gapped  BLAST  and  PSI‑BLAST：a  new  generation  of  protein  database 

search  programs ."Nucleic  Acids  Res .25：3389‑3402，全文在此引入作为参考)；(2)

BLAST  2比对(使用下述的参数)；(3)和/或具有标准缺省参数的PSI‑BLAST(位点特异性迭

代BLAST)。应该注意到，由于在BLAST  2.0  BASIC  BLAST和BLAST  2之间的标准参数有一些

区别，两种特定序列可能利用BLAST  2程序确定为具有显著同源性，而在BLAST  2.0  BASIC 

BLAST中使用一种序列作为查询序列进行检索可能不能鉴定出极其匹配的第二序列。另外，

PSI‑BLAST提供了一种自动的、易于使用的“分布图”检索模式，其是一种寻找序列同源物的

灵敏方法。该程序首先进行缺口BLAST数据库检索。PSI‑BLAST程序使用来自任何显著比对

的信息，所述信息被返回以构建一种位点特异性评分矩阵，其替代用于下一轮数据库检索

的查询序列。因此，可以理解百分同一性可以利用这些程序中的任何一种来确定。

[0086] 两种特定序列可利用如Tatusova和Madden，(1999)，"Blast  2  sequences‑a  new 

tool  for  comparing  protein  and  nucleotide  sequences"，FEMS  Microbiol  Lett.174：

247‑250所述的BLAST  2程序进行相互比对，该文献在此全文引入作为参考。BLAST  2序列比

对以blastp或blastn进行，利用BLAST  2.0算法在两个序列之间进行缺口BLAST检索(BLAST 

2.0)，允许在获得的比对中引入缺口(gaps)(缺失和插入)。在此为了清楚起见，利用下述的

标准缺省参数进行BLAST  2序列比对：

[0087] 对于blastn，使用0  BLOSUM62矩阵：

[0088] 匹配赠分＝1

[0089] 错配罚分＝‑2

[0090] 开放缺口(5)和延伸缺口(2)罚分

[0091] 缺口x_下降(50)期望(10)字长(11)过滤(开)

[0092] 对于blastp，使用0  BLOSUM62矩阵：

[0093] 开放缺口(11)和延伸缺口(1)罚分

[0094] 缺口x_下降(50)期望(10)字长(3)过滤(开)

[0095] 根据本发明，分离的蛋白质，包括其生物活性同源物或片段，具有野生型或天然蛋

白质的至少一种生物活性特征。一般地，蛋白质的生物活性或生物作用指归因于蛋白质的

天然存在形式的蛋白质抽表现出的或执行的任何功能，其在体内(即，在蛋白质的天然生理

环境中)或在体外(即，在实验室条件下)测量或观察。导致蛋白质表达降低或蛋白质活性降

低的修饰、活动或相互作用可被称为蛋白质的失活(完全或部分)、下调、作用降低、或作用

或活性降低。类似地，导致蛋白质表达升高或蛋白活性升高的修饰、活动或相互作用可被称

为蛋白质的扩增、过量生产、活化、增强、上调或作用增强。
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[0096] 本发明的条件无限增殖化方法

[0097] 本发明的一个实施方式涉及生产条件无限增殖化成年干细胞、优选长期干细胞的

方法。该方法一般包括下述步骤：(a)获得扩增的成年干细胞群体；(b)用包含促进细胞存活

和增殖的原癌基因的载体转染(转导)干细胞，其中原癌基因是可调节的(可诱导、可控制)；

(c)用编码抑制细胞凋亡的蛋白质的载体转染干细胞；和(d)在干细胞生长因子组合的存在

下并在使原癌基因为活性的条件下扩增转染的细胞。在一个实施方式中，载体是一种整合

载体。通过这种方法生产的细胞可被培养、扩增、储存、恢复、用于治疗方法中、用于研究和

发现方法中、遗传操作、通过消除使原癌基因保持活性的条件来诱导分化，和/或用于此处

所述的或基于该公开内容对于本领域技术人员显而易见的任何其他方法。步骤(b)和(c)可

以任何顺序执行。

[0098] 根据本发明，“条件无限增殖化”是指以一种可逆的方式无限增殖化的细胞(例如，

能够以依赖于细胞因子的方式无限生长而不分化，同时保持在适当条件下分化为大量不同

谱系的能力和潜能)，所述细胞在一组特定的条件下被无限增殖化，当条件被消除或改变

(或增加其他条件)时，细胞不再无限增殖并且可分化为其他细胞型。“条件无限增殖化”可

与“可逆无限增殖化”可互换使用。例如，关于本发明的方法，当将干细胞置于允许原癌基因

活化的条件下时(例如，在MYC‑ER的例子中的他莫昔芬或其激动剂)，促进细胞存活和增殖

的可调节原癌基因的存在使细胞保持无限增殖化的表型。换句话说，细胞在培养物中无限

地生长和扩增，并且在这些特定条件下保持未分化的状态。当这些条件被消除(例如，在

MYC‑ER的例子中除去他莫昔芬)时，干细胞不再无限增殖并且可根据适当的环境(例如，适

当的生长因子组合)分化为多种细胞谱系。

[0099] 如此处所用的“干细胞”是指本领域一般理解的术语。例如，干细胞，不管它们的来

源如何，是能够长时间自我分裂和更新的细胞，是非特化的(非分化的)，并且可产生(分化

为)特定的细胞类型(即，它们是多种不同特定细胞类型的祖细胞或前体细胞)。“长期”，当

与干细胞联用时，是指干细胞在长时间内(例如，数月，例如至少3个月，到几年)根据干细胞

的特定类型通过分裂为相同的非特定细胞类型而自我更新的能力。如此处所述，源于不同

动物种类的多种长期干细胞例如长期造血干细胞(lt‑HSC)的表型特征是本领域已知的。例

如，鼠lt‑HSC可根据下列细胞表面标志物表型的存在而被鉴定：c‑kit+、Sca‑1+、CD34‑、

flk2‑(见实施例)。成年干细胞包括可获自任何非胚胎组织或来源的干细胞，并且典型地产

生它们所处的组织的细胞类型。术语“成年干细胞”可与术语“体干细胞”互换使用。胚胎干

细胞是从任何胚胎组织或来源获得的干细胞。

[0100] 在本发明的一个实施方式中，用于本发明的干细胞可包括获自任何来源的任何成

年干细胞。在本发明的另一实施方式中，干细胞可包括胚胎干细胞。本发明中有用的干细胞

包括但不限于：造血干细胞，间充质干细胞(包括但不限于，肺间充质干细胞，骨髓基质细

胞)，神经干细胞，上皮干细胞(包括但不限于肺上皮干细胞、乳房上皮干细胞、血管上皮干

细胞、和肠上皮干细胞)，肠干细胞，心肌细胞祖干细胞，皮肤干细胞(包括但不限于表皮干

细胞和囊泡干细胞(毛囊干细胞))，骨骼肌干细胞，成骨细胞前体干细胞，和肝干细胞。

[0101] 造血干细胞产生所有类型的血细胞，包括但不限于红细胞(红血球)、B淋巴细胞、T

淋巴细胞、自然杀伤细胞、嗜中性粒细胞、嗜碱性粒细胞、嗜酸性粒细胞、单核细胞、巨噬细

胞、和血小板。
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[0102] 间充质干细胞(包括骨髓基质细胞)产生多种细胞类型，包括但不限于骨细胞、软

骨细胞、脂肪细胞、肺细胞，和其他种类的结缔组织细胞，例如腱中的结缔组织细胞。

[0103] 脑中的神经干细胞产生三种主要的细胞类型：神经细胞(神经元)和两类肺神经元

细胞：星形胶质细胞和少突胶质细胞。

[0104] 不同组织的内层(lining)的上皮干细胞产生形成组织上皮的几种细胞类型。

[0105] 皮肤干细胞存在于表皮的底层和毛囊的底部。表皮干细胞产生角质化细胞，其迁

移到皮肤表面形成保护层，囊泡干细胞可产生毛囊和表皮。本领域技术人员也熟知其他来

源的成年干细胞。

[0106] 胚胎干细胞可产生身体的所有组织和细胞。

[0107] 获得所述干细胞和提供起始培养条件例如液体培养基或半固体培养基的方法是

本领域已知的。开始时通过将干细胞来源与一种在组织源或培养物中扩增或富集所述细胞

的适当试剂接触，在体内或在体外扩增细胞。例如，在造血干细胞的例子中，供体个体可用

富集造血干细胞和促进所述细胞增殖而不分化的试剂例如5‑氟尿嘧啶处理。其他适合于扩

增期望的干细胞类型的试剂是本领域公知的。可选地，并且优选地，成年干细胞从组织来源

中分离，然后在体外通过暴露于适当试剂而扩增或富集。例如，对于造血干细胞，生产成年

造血祖细胞的扩增培养物的方法在Van  Parijs等人，(1999；Immunity，11，763‑70)中描述。

通过获得动物的细胞样品的任何适当方法从个体中获得细胞，包括但不限于体液(例如，血

液)的骨髓收集、收集脐带血、组织穿刺和组织解剖，特别包括但不限于皮肤、肠、角膜、脊

髓、脑组织、头皮、胃、乳房、肺(例如，包括灌洗和支气管检查)、骨髓、羊水、胎盘和卵黄囊的

细针抽吸物的任何活组织检查。

[0108] 在一个实施方式中，用于本发明的细胞也可获自新鲜的或冷冻保藏(储存)的脐带

血、可源于胚胎干细胞(ES)体外定向分化的造血祖细胞群、从正常或粒细胞集落刺激因子

(G‑CSF)治疗的患者的外周血获得的造血干细胞(HSC)，所述患者已被诱导将其lt‑HSCs动

员到外周循环中。

[0109] 一旦获得扩增的干细胞群体(可以获得、提供或产生)，即用以下物质连续(以任何

顺序)或同时转染细胞：(1)包含促进细胞存活和增殖的原癌基因的载体，其中原癌基因是

可调节的(可诱导，可控制)，和(2)编码抑制细胞的细胞凋亡的蛋白质的载体。优选地，所述

载体是整合性载体，此处定义为具有整合入细胞基因组的能力的任何载体(例如，逆转录病

毒载体)。在下面对多种载体和转染方法进行更详细的描述。所述原癌基因是可调节的(可

诱导或可控制)，因此可以根据需要活化和灭活该原癌基因(即，开启或关闭)，以使干细胞

保持无限增殖状态或使其分化为期望的细胞类型。可以选择或设计原癌基因，以用任何适

当的方法进行调节，包括响应于任何条件，例如化合物或试剂、温度或任何其他适当条件的

存在或不存在。作为例子，此处描述的原癌基因MYC‑ER(雌激素受体(ER)‑调节的MYC)和

ICN‑1‑ER(Notch‑1的ER‑调节的细胞内部分)在他莫昔芬存在下都是可诱导的。应该注意到

所述基因也可被工程化以响应于其他二聚化药物，例如FK1012、改变形式的雷帕霉素，或可

从包含四环素响应元件的载体中表达。后一种情况调节蛋白质的表达，不调节细胞中存在

的多肽的功能。这一平台技术的其他类似修饰对于本领域技术人员是显而易见的。

[0110] 在本发明的方法中有用的原癌基因是促进细胞存活和增殖的任何原癌基因。优选

的用于本发明的方法的原癌基因包括但不限于MYC、ICN‑1、hTERT(人端粒酶的逆转录酶成
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分)、NMYC、S‑MYC、L‑MYC、Akt(十四烷基化的)。另外，其他适用的基因和本发明的方法或修

饰基因以获得期望的结果的方法包括但不限于使用下游信号效应物例如丙酮酸脱氢酶激

酶1(PDK‑1)；雷帕霉素的哺乳动物靶标(mTOR)；shRNA引起的磷酸酶和张力蛋白同源物

(PTEN)的丧失；Bcl‑3、细胞周期蛋白D1、细胞周期蛋白D3、Bcl‑10、Bcl‑6、BCR‑ABL(与ABL融

合的断裂点簇集区)及其各种突变形式、stat5和stat3的组成型活性形式、AML1‑ETO(急性

髓细胞白血病1和矮小相关转录因子1的融合物)、MLL‑ENL(混合谱系白血病和十一十九白

血病(eleven  nineteen  leukemia))、Hox基因、活化形式的白介素‑3(IL‑3)受体β链、和其

他细胞因子受体链(表皮生长因子受体(EGFR)、c‑kit、血小板来源的生长因子受体(PDGFR)

等)，以及wnt(所有哺乳动物形式)、β‑联蛋白、sbh蛋白(shh‑1和所有哺乳动物形式)、bmi‑1

和c‑jun(所有哺乳动物形式)。并且，本发明包括shRNA诱导(或抑制)细胞周期蛋白激酶抑

制剂的丧失，包括但不限于pi  6、pi  9、p21和p27。在一个实施方式中，本发明包括任何或所

述原癌基因(例如，MYC‑ER或ICN‑1‑ER)或其他基因的可调节同源物的应用。实施例描述了

使用MYC‑ER或ICN‑1‑ER利用本发明的方法成功地生产条件无限增殖化lt‑HSC。

[0111] 编码人MYC的核酸序列在此处表示为SEQ  ID  NO：1，其编码此处表示为SEQ  ID  NO：

2的氨基酸序列。编码hTERT的核酸序列在此处表示为SEQ  ID  NO：3，其编码此处表示为SEQ 

ID  NO：4的氨基酸序列。编码人ICN‑1的核酸序列在此处表示为SEQ  ID  NO：11，其编码此处

表示为SEQ  ID  NO：12的氨基酸序列。ICN‑1是Notch‑1的一部分，具体地，是Notch‑1的氨基

酸1757‑2555(见Aster等人，Mol  Cell  Biol.2000  Oct；20(20)：7505‑15，在此全文引入作

为参考)。MYC‑ER的核苷酸和氨基酸序列是本领域已知的，并且MYC‑ER蛋白在Soloman等人，

Oncogene.1995Nov  2；11(9)：1893‑7中描述，在此全文引入作为参考。ICN‑1‑ER是本发明人

创造的，编码此蛋白质的核酸序列在此处表示为SEQ  ID  NO：13，其编码SEQ  ID  NO：14表示

的氨基酸序列。

[0112] 类似地，一种优选的抗细胞凋亡基因是Bcl‑2，尽管本发明也包括其他编码抑制细

胞凋亡并且特别在原癌基因在干细胞中失活时维持细胞存活的蛋白质的基因。编码Bcl‑2α

的核酸序列在此处表示为SEQ  ID  NO：5，其编码SEQ  ID  NO：6的氨基酸序列。Bcl‑2β在此处

表示为SEQ  ID  NO：7，其编码SEQ  ID  NO：8的氨基酸序列。“抗细胞凋亡”基因在此处被定义

为编码甚至在能够诱导细胞凋亡的条件的存在下仍能够抑制(减少、阻止、降低)细胞中与

细胞凋亡相关的过程或促进(提高、增强、刺激、允许)细胞存活的蛋白质的任何基因。与细

胞凋亡相关的蛋白质，和编码所述蛋白质的基因，是本领域公知的。所述其他基因包括但不

限于可能在成年干细胞的条件转化情况中起重要作用的Bcl‑2家族中的任何基因。这些基

因包括但不限于Bcl‑2家族的其他促存活成员，例如，Bcl‑X、Bcl‑w、BclXL、Mcl‑1、Dad‑1、或

hTERT(人端粒酶的逆转录酶成分，已经显示其抑制增殖)。所述基因在被调节的癌基因存在

下异常过量表达，如本文的实施例中描述的Bcl‑2那样。另外，本发明的这一方面包括对促

凋亡bcl‑2家族的BH3‑only成员(例如，Bim、PUMA、NOXA、Bax、Bak、BclXS、Bad、Bar等)进行

shRNA介导的基因下调(knockdown)(或利用任何其他方法的破坏或抑制)，以及破坏胱天蛋

白酶3，9，10、MLL‑1(和所有哺乳动物形式)、Enl‑1(无胚乳‑1(Endospermless‑1))和所有哺

乳动物形式、Apaf‑1和其他形成凋亡体一部分的成分。

[0113] 上述每个基因的核酸序列或其编码区是本领域已知的并且是公众可获得的，包括

人基因。类似地，由这些基因编码的蛋白质的氨基酸序列是本领域已知并且公众可获得的。
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[0114] 本发明人已经利用本发明的方法并利用原癌基因和抗细胞凋亡基因的不同组合

制备了几种不同的长期条件无限增殖化干细胞，包括下述组合：MYC‑ER和Bcl‑2；MYC‑ER和

hTERT(人端粒酶的逆转录酶成分)；ICN‑1‑ER和Bcl‑2；ICN‑1‑ER和hTERT；和MYC‑ER和ICN‑

1‑ER。

[0115] 应注意对于用于本方法的原癌基因或编码抗细胞凋亡蛋白的基因，不需要在此处

描述的构建体中使用整个基因，因为本发明包括该基因的任何部分或编码期望的功能蛋白

质产物、其功能部分或其功能同源物的核酸序列(例如，cDNA)。相应地，此处提到的用于转

染干细胞的基因或转基因被理解为示例性的，并且包括任何编码完整基因的核酸分子、基

因的整个编码区、或基因的部分或其同源物的应用，只要所述核酸序列编码适于本发明应

用的功能性蛋白质即可。

[0116] 在本发明的一个实施方式中，本方法另外包括针对编码促凋亡蛋白的RNA的shRNA

或siRNA的应用，所述促凋亡蛋白例如为Bcl‑2家族的促细胞凋亡成员，即BH3‑only类型的

成员(Bim、Bax、Bak、Puma、Noxa，等等)。预期在被调节的癌基因的背景中破坏促细胞凋亡基

因将导致某些干细胞群的更有效的无限增殖化。RNA干扰(RNAi)是双链RNA和(在哺乳动物

系统中)短干扰RNA(siRNA)或短发夹RNA(shRNA)用于抑制互补基因的表达或使其沉默化的

过程。在目标细胞中，siRNA是未缠绕的并且与RNA诱导的沉默复合物(RISC)结合，RISC随后

被引导到与siRNA互补的mRNA序列上，由此RISC剪切mRNA。shRNA在载体中被转染入目标细

胞中，在那里它被转录，然后被DICER酶加工形成siRNA样分子，该分子活化RISC，然后RISC

与siRNA一起被引导到与shRNA互补的mRNA序列上，由此RISC剪切mRNA。

[0117] 可用任何适当的转染细胞特别是哺乳动物细胞的方法，包括利用多种技术的组

合，用包含原癌基因和编码抗细胞凋亡蛋白的载体转染干细胞。本发明人已经发现在产生

此处所述的条件无限增殖化长期干细胞的表达基因(或构建体)之间有特别的协同作用。实

施例已经证实了逆转录载体的应用，其他方法包括但不限于使用慢病毒载体、细小病毒、痘

苗病毒、冠状病毒、嵌杯样病毒、乳头瘤病毒、黄病毒、正粘病毒、披膜病毒、小RNA病毒、腺病

毒载体、修饰的和减毒的疱疹病毒。任何所述病毒可进一步用特定的表面表达的分子修饰，

所述分子将它们靶向于HSC或其他干细胞，例如膜结合的SCF，或其他干细胞特异性生长因

子配体。转染哺乳动物细胞的其他方法包括但不限于对哺乳动物表达载体进行直接电穿

孔，例如利用NUCLEOFECTORTM技术(AMAXA  Biosystems)。这种技术是用于大多数初级细胞和

难转染的细胞系的高效非病毒基因转移方法，其是对于长期已知的电穿孔方法的改进，基

于利用电流和溶液的细胞类型特定组合将聚阴离子大分子直接转移到细胞核中。另外，适

当的转染方法可包括本领域已知的任何细菌、酵母或其他人工基因递送方法。

[0118] 在适当的生长因子的存在下扩增转染的干细胞或培养干细胞和外源融合蛋白(例

如，在以下所述该方法的变化形式中描述的Tat‑融合蛋白)的步骤可包括使用任何适当的

培养条件，包括在此特别描述的条件。适当的干细胞生长因子的组合可包括任何允许本发

明的转染(例如，转导)细胞在培养中生长、存活和增殖的干细胞因子。虽然在此描述了特定

的组合，并且虽然这是本方法的一个重要步骤，但这一步骤可以简单地描述为提供适合干

细胞生长、增殖和存活的生长因子的任何组合，并且包括本领域已知的任何组合。因此，本

发明不限于特定的组合。一种优选的生长因子组合包括：白介素‑6(IL‑6)、IL‑3和干细胞因

子(SCF)。另外一种优选的生长因子组合包括在无血清培养基中的干细胞因子(SCF)、血小
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板生成素(TPO)、胰岛素样生长因子2(IGF‑2)和成纤维细胞生长因子1(FGF‑1)。这后一种组

合最近由Zhang和Lodich(2005；Murine  hematopoietic  stem  cells  change  their 

surface  phenotype  during  ex  vivo  expansion，Blood  105，4314‑20)描述。预期用编码

此处所述的组合蛋白质(例如，如实施例中描述的MYC‑ER和Bcl‑2)的核酸分子转染的干细

胞在生长因子混合物中也被条件无限增殖化，如同在上述例子中描述的混合物(使用IL‑3、

IL‑6和SCF)一样。其他用于本发明的生长因子包括但不限于血管生成素样蛋白(例如，

Agptl2、Angptl3、Angptl5、Angptl7等)、增殖蛋白‑2(PLF2)、糖原合酶激酶‑3抑制剂、wnt和

Notch信号途径诱导剂、Flt3L和相关细胞因子、成纤维细胞生长因子2(FGF2)和相关细胞因

子、wnt‑1和wnt途径的其他活化剂、sbh蛋白(shh‑1)和该途径的其他活化剂。其他合适的生

长因子组合适用本发明的方法，并且对于本领域技术人员来说是显而易见的。实际上，利用

本发明方法产生的细胞系可容易地用于筛选能够用于在体外在中性或定向条件下扩增长

期干细胞或其衍生的任何祖细胞的其他细胞因子和生长因子。

[0119] 根据本发明，适合培养动物细胞的培养基可包括为培养动物细胞、特别是哺乳动

物细胞而开发的任何可获得的培养基，或可用动物细胞生长必需的适当成分例如可同化的

碳、氮和微量营养素在实验室中制备的培养基。所述培养基包括基础培养基，其是适于动物

细胞生长的任何基础培养基，包括但不限于Iscove改良的Dulbecco培养基(IMDM)、

Dulbecco改良的Eagles培养基(DMEM)、αMEM(Gibco)、RPMI  1640、或任何其他适合的商业上

可获得的培养基。基础培养基中加入了可同化的碳源、氮源和微量营养素源，包括但不限

于，血清源、生长因子、氨基酸、抗生素、维生素、还原剂和/或糖源。应注意包含基础培养基

和动物细胞生长需要的许多附加成分的完全培养基是商业上可获得的，并且一些培养基可

用于特定类型的细胞培养。另外，许多无血清培养基是可获得的，并且可能特别适于根据本

发明的干细胞的培养。

[0120] 细胞和组合物

[0121] 本发明的另一实施方式涉及根据此处所述的本发明的方法生产的细胞、细胞系或

细胞群体。本发明还包括包含所述细胞、细胞系或细胞群体的组合物。用于治疗方法时，所

述组合物可包含药学上可接受的载体，包括药学上可接受的赋形剂和/或递送载体，用于将

细胞、细胞系或细胞群体递送给患者。如此处所用的药学上可接受的载体是指适于将在本

发明的方法中有用的治疗组合物递送到适当的体内部位的任何物质。

[0122] 为生产中间发育阶段的细胞谱系而对本发明方法的修改

[0123] 本发明的另一实施方式涉及修改此处所述的新方法以生产捕获造血谱系的中间

发育阶段的细胞系。根据本发明，发育或分化的“中间”阶段指细胞发育或分化的多能阶段，

其位于产生“中间”细胞的干细胞发育或分化阶段的下游，但位于细胞分化的终点或端点的

上游。例如，前B细胞是造血干细胞的中间阶段，其仍然可分化为成熟B细胞。本领域技术人

员可理解发育或分化的中间阶段。

[0124] 更特别地，对于许多治疗和发现或研究应用，以及细胞系的保存，期望细胞系具有

一种稳定的表型并且当转染细胞的癌基因被关闭时保持沿着其定向途径进一步分化的能

力。相应地，本发明包括生产没有完全分化(没有最终分化)、而是处于分化中间阶段的细胞

的附加步骤。在该实施方式的一种非限制性例子中，在去除保持原癌基因或其他促进细胞

存活和增殖的基因的活性的条件(例如，在他莫昔芬依赖性原癌基因的例子中的4‑OHT)后，
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或通过应用关闭(失活)原癌基因/癌基因的适当条件，利用上述方法生产的长期干细胞在

体外随机分化。这一步骤可在使培养物保持在中性细胞因子生长条件(例如，IL‑3、IL‑6和

SCF)下的同时进行，或者通过将能够特异性引导向某种谱系分化的细胞因子(例如，对于淋

巴谱系的IL‑7和Notch配体，对于树突细胞的GM‑CSF和IL‑4，对于骨髓单核细胞的G‑CSF，等

等)替换为对于分化为中性的细胞因子(不引导或驱动细胞的分化)而进行。一旦培养物开

始显示与特定谱系一致的分化标记物，再次给培养基施加活化原癌基因的条件(例如，4‑

OHT)或使培养基暴露于以其他方式再活化原癌基因的条件，以稳定表型和产生具有稳定的

中间分化表型的细胞系。

[0125] 以本方法为例，本发明人通过从培养基中除去4‑OHT并在分化后再添加4OHT，已经

在体外由ABM42细胞(通过本发明的方法生产的lt‑HSC，见实施例)产生了CD4+，αβ+T细胞。

本发明人还通过在GM‑CSF、IL‑4和FLT3L中培养ABM46细胞(见实施例)、然后在分化后将培

养物放回存在4‑OHT的条件下而产生了树突细胞系。

[0126] 另一种生产所述细胞系的方法包括将ctlt‑HSC细胞导入小鼠中，以允许在注射4‑

OHT之后在体内分化，并且阻滞或稳定表型。该方法在实施例8中详细描述。简言之，例如，将

通过本方法产生的lt‑HSC注射到无免疫应答的动物(例如，无免疫应答的小鼠)中。利用注

射活化剂(例如，4‑OHT)再活化lt‑HSC中的癌基因，然后收集细胞，然后在体外培养细胞以

使该细胞分化，然后根据需要保存或使用。这种方法，和如上所述的其他方法，可用于鼠和

人ctlt‑HSC细胞系，例如利用NOD/SCID小鼠作为受体，或新生Rag‑1‑/‑小鼠，将对其进行肝

内注射。

[0127] 本发明的方法对胚胎干细胞的应用

[0128] 本发明的另一实施方式涉及将条件无限增殖化干细胞的方法应用于胚胎干细胞

(ES)。所述方法可用于产生更容易源自ES细胞的细胞系，例如神经元谱系细胞，包括神经元

干细胞。

[0129] 在本实施方式中，本发明的方法，包括用原癌基因和抑制细胞凋亡的基因(例如，

MYC‑ER和Bcl‑2)转导细胞(在此例中，ES细胞)，可应用于ES细胞以进一步控制这些细胞的

定向分化。在此实施方式中，所述细胞可用于产生转基因小鼠，例如，并且另外，任何ES细胞

和其衍生的相关祖细胞群体可通过暴露于活化剂而进行原癌基因的活化，因此可以产生新

的条件转化的干细胞系(不同组织类型)或对于感兴趣的组织类型的成熟细胞系。另外，转

导的ES细胞在体外的定向分化也可用于如上所述捕获分化的中间状态。以此方式使用ES细

胞或来源于ES的细胞提供了一种在不同疾病背景下用于药物发现和目标鉴定的新平台。

[0130] 例如，神经元干细胞可应用于本发明的该实施方式中，以及利用本发明的方法使

ES细胞定向分化为神经元途径中。来自于海马的神经元干细胞的分离和转导已经在以前对

于小鼠进行了描述。神经球(neurosphere)的培养条件使这些细胞能够增殖，导致它们对于

本发明的病毒介导的基因(例如，MYC‑ER和Bcl‑2)转导是易感的，从而产生条件转化的神经

元干细胞系。移植后它们在体外和在体内的分化可根据病毒编码的报告基因和先前确定的

神经元分化的标记物进行监测。另外，在条件转化的神经干细胞移植后给小鼠施用活化剂

(例如，4‑OHT)可导致神经恶性肿瘤的发展(成神经细胞瘤、成胶质细胞瘤，等等)。这些肿瘤

将提供一种临床前研究和靶标鉴定的新方法。

[0131] 已被例如MYC‑ER和Bcl‑2转导的ES细胞的定向分化可在先前确定的生长培养基以
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及细胞因子的存在下进行。在培养过程中任何时间添加活化剂(例如，4‑OHT)将使细胞能够

稳定在一种中间表型，并且导致仍然保持进一步分化能力的细胞系的产生。例如，通常通过

添加视黄酸和FGF8来实现来自ES细胞的多巴胺能神经元的产生。这种类型的神经元对于修

复在阿尔茨海默氏病患者中观察到的脑损伤是理想的。但是，完全分化的神经元细胞的移

植可能阻碍它们成功的移植和植入。定向于多巴胺能神经元途径、但在移植后仍保持进一

步分化能力的条件转化的细胞，如本文所预计的，可大大提高植入和成功移植的机会。对于

来自ES细胞的运动神经元的产生，可建议一种类似的方案，即向培养物中添加视黄酸和sbh

蛋白激动剂。这些神经元细胞可帮助修复脊髓损伤。再次，完全分化的细胞将不用于本实施

方式中，而是使用保持分化能力的定向祖细胞(通过本发明方法产生)。

[0132] 用于去除转基因的条件无限增殖化方法的变化或修改

[0133] 在本发明的一个实施方式中，为了避免将包含例如此处描述的转基因(例如，MYC‑

ER)的干细胞引入人和/或小鼠中的风险，设计重组构建体，以使这些DNA片段可被切除。这

一实施方式可利用任何适当的方法实现：首先，根据本发明方法建立长期干细胞，然后将细

胞(或患者)暴露于重组DNA将被去除、切除或完全沉默化的条件下。

[0134] 例如，在本发明的一个方案中，使用一种细菌重组酶方法。在本发明的这一方案

中，优选地使用两种不同的重组酶以允许控制两种基因中的哪一种在任何时间点被切除。

所述重组酶的两个例子是Cre和Flp重组酶，它们是本领域公知的。简言之，将一种重组酶的

识别底物序列(RSS′s)导入逆转录病毒构建体中，使它们位于癌基因以及报告基因(例如，

GFP或Thy1.1)的开放阅读框的侧面。在此例子中，细胞在包含Tat‑Cre融合蛋白(即，与Cre

融合的HIV或其他逆转录病毒Tat蛋白)的培养基中培养。这种重组蛋白以前已经被描述并

且显示能够被动进入细胞，并且介导基因组DNA的依赖于loxP位点的重组。其他的基因(核

酸分子)切除方法也是本领域技术人员公知的，并且能够容易地应用于本发明中。实施例5

和13说明了本发明的这一实施方式。

[0135] 在本发明的另一实施方式中，为提供另一种避免将包含例如此处描述的转基因的

干细胞引入人和/或其他动物(例如，小鼠)中的风险的方法，而不是用原癌基因或抗细胞凋

亡蛋白的重组构建体的组合转染干细胞，利用Tat‑融合蛋白进行本发明，作为一种使蛋白

质进入细胞内部而不必将转基因引入细胞中的方法。例如，编码tat‑原癌基因或tat‑抗细

胞凋亡基因(例如，Tat‑MYC‑ER或Tat‑Bcl‑2)的重组构建体可用于使干细胞条件无限增殖

化。在发明的本实施方式中，目标干细胞在适当的培养条件下、在包含纯化的由选择的特定

基因组合(例如，MYC‑ER和Bcl‑2)编码的重组Tat‑融合蛋白的培养基中培养。在本发明的本

实施方式中，原癌基因的产物或类似基因的产物可以为可诱导的，如上面的实施方式一样。

可选地，或另外，可以只通过提供或从培养物中去除蛋白质而调节蛋白质的作用。尽管用本

方法产生的细胞系将继续依赖于外源Tat‑融合蛋白的添加，但是它们中将不会导入特定的

外源核苷酸序列。预期不含外源癌基因序列可以改善本发明方法的临床使用。人免疫缺陷

病毒‑1(HIV‑1)Tat是Tat蛋白的一个例子，其他逆转录病毒Tat蛋白是本领域公知的。作为

一种非限制性的例子，编码HIV‑1  Tat的核酸序列在此处表示为SEQ  ID  NO：9，其编码此处

表示为SEQ  ID  NO：10的氨基酸序列。

[0136] 在另一实施方式中，为提供另一种避免将包含例如此处描述的转基因的干细胞引

入人和/或其他动物(例如，小鼠)中的风险的方法，而不是用原癌基因或抗细胞凋亡蛋白的
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重组构建体的组合转染干细胞，通过利用适体技术将蛋白质(例如，MYC和Bcl‑2)引入细胞

中而实施本发明。适体是根据它们以高亲和力和特异性结合预定的特定目标分子的能力而

从随机化组合核酸文库中选择的合成核酸的短链(通常是RNA，也可以是DNA)。适体具有一

种确定的三维结构，并且能够区别在结构上具有极小差别的化合物。相应地，适体可与用于

本发明的蛋白质或编码蛋白质的非整合性cDNA连接，例如，用于将蛋白质或DNA递送到细胞

中。另外，适体可容易地用于将siRNA递送到细胞中，例如，当根据本发明破坏促凋亡蛋白

时。适体技术例如在Davidson，2006，Nature  Biotechnol.24(8)：951‑952；和McNamara等

人，2006，Nature  Biotechnol.24(8)：1005‑1015中描述。此外，预期不含外源癌基因序列可

改善本发明方法的临床使用。

[0137] 在另一实施方式中，为提供另一种避免将包含例如此处所述的转基因的干细胞引

入人和/或其他动物(例如，小鼠)中的风险的方法，而不是用原癌基因或抗细胞凋亡蛋白的

重组构建体的组合转染干细胞，通过利用CHARIOTTM技术(Krackeler  Scientific，Inc.，

Albany，NY)将原癌基因和/或抗细胞凋亡蛋白引入细胞内实施本发明。利用这种技术，在

CHARIOTTM肽和目标蛋白质之间形成了非共价键。这防止了蛋白质降解并在转染过程中保持

其自然性质。在递送到细胞中后，复合体解离并且CHARIOTTM被转运到细胞核中，而被递送的

蛋白质具有生物活性并且自由进入它的细胞目标中。有效的递送可在存在或不存在血清的

情况下发生，并且不依赖于内体途径，内体途径可在细胞内化过程中修饰大分子。该递送系

统也绕开了转录‑翻译过程。因此，本发明中有用的蛋白质可被递送到细胞中并且释放，以

使细胞无限增殖化，而不需要将原癌基因或癌基因导入到细胞中。如上所述，预期不含外源

致癌基因序列可以改善本发明方法的临床使用。

[0138] 作为通过在此描述的多种病毒途径控制原癌基因插入到宿主细胞基因组中的可

能性并由此避免转化事件的另一种替代(或另外的)方法，可将药物敏感性(药物易感性)盒

引入将要使用的病毒构建体中，使其将在每种被转导的细胞和其分化的子代中表达。药物

敏感盒或药物易感盒是一种编码蛋白质的核酸序列，所述蛋白质使细胞对于特定药物的存

在易感或敏感，以致在暴露于药物后，细胞活性被抑制并且优选地经历细胞凋亡。对于其中

特定血细胞群体的水平在没有明显原因(例如，感染、创伤、应激，等等)的情况下增长的患

者，可以给予一段时间的已引入对其敏感性的药物，以除去这些细胞并且缓解任何可能的

附加并发症，所述并发症涉及其中遗传插入可能已经无意中引起致癌突变的细胞。相应地，

作为一种非限制性例子，可以将编码HPRT的cDNA的盒引入本发明方法使用的构建体中，以

使转导的细胞对于6‑硫代鸟嘌呤易感。另一非限制性例子是来自单纯疱疹病毒家族成员

(HSV‑TK)的胸苷激酶cDNA的引入，以使转导的细胞对于相关抑制剂例如更昔洛韦、阿昔洛

韦和任何相关衍生物易感。另外，任何其他这样的药物敏感性盒以及它们相关的激动剂在

本文中都是有用的。

[0139] 根据本发明将核酸或蛋白质引入到细胞中的其他方法对于本领域技术人员来说

是显而易见的。本发明优选那些最小化或消除了将重组DNA引入到宿主细胞基因组中的风

险的方法，上面描述了许多这样的例子。

[0140] 本发明的条件无限增殖化细胞的使用方法

[0141] 本发明的另一实施方式包括通过本发明方法产生的任何干细胞群体，包括混合群

体和克隆群体，以及本发明的干细胞在此处描述的任何方法中的应用，包括分化为期望的
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细胞类型，和任何移植、细胞替换、疾病治疗、遗传工程、药物发现、和此处描述的细胞发育

和分化研究的方法。

[0142] 由于现在可以生产实际上无限供应的易于保存、恢复、扩增和操作的均质干细胞，

所述干细胞可用作干细胞或分化为不同细胞谱系并在试验中用于检测不同化合物对细胞

分化、基因表达和/细胞过程的影响。因此，本方法的一个实施方式涉及一种鉴定影响细胞

分化、基因表达和/细胞过程的化合物的方法。该方法一般包括以下步骤：使通过本发明的

方法生产的干细胞与测试化合物接触，并测定特定结果，特别是期望的结果，例如基因表

达、生物学活性、细胞分化、细胞生长、细胞增殖等等(见下文)，与不存在该化合物的结果进

行比较，以确定该测试化合物对于干细胞是否具有期望的效果。该方法可用于测试细胞分

化、细胞活性或基因表达的实际上任何方面。在一个方面，干细胞在与化合物接触之前被操

作，例如，进行遗传操作。例如，为了鉴定治疗化合物(例如，癌症治疗剂)和评价基因取代治

疗，可利用所述试验评价来自具有遗传缺陷的个体的干细胞。实际上，本发明的技术提供了

针对特定个体的细胞以鉴定药物候选物和治疗候选物和“适合”个体细胞的策略的机会。而

且，如上所述，所述试验还可用于鉴定适于在培养物中保持本发明的干细胞的其他生长因

子或培养条件。所述试验的一个例子在实施例7中进行了详细的描述，尽管本发明不限于该

试验。

[0143] 本发明的另一实施方式涉及一种研究细胞谱系定向和/或来自干细胞的细胞分化

和发育的方法，其一般包括培养本发明的条件无限增殖化干细胞，和在不同条件下和在存

在及不存在可影响细胞谱系定向或分化的化合物或试剂的情况下评价所述细胞的与细胞

发育和分化有关的遗传和生物标记物。如上所述，在本发明之前，由于无法获得以及不能产

生足够数量的期望的细胞群体来进行期望的试验，严重阻碍了这样的研究。例如，为了鉴定

或筛选特定组细胞系分化的中间体，必须获得足够数量的细胞才能提供有意义的和可再现

的结果。利用本发明之前可获得的技术，这是不可能的。但是，本发明通过提供可扩增的和

基本上无限供应的可用于多种试验的均质干细胞解决了这一问题。这一技术将大大提高在

细胞分化和发现领域的研究能力。在一个方案中，使本发明的条件无限增殖化干细胞扩增，

然后将其一部分在不存在使细胞保持条件无限增殖化状态的条件(例如，根据此处所述的

示例性的方法，不存在他莫昔芬)的情况下培养。可评价细胞在基因表达、细胞表面标记物、

生物分子分泌或任何其他基因型或表型标记物方面的改变，以研究细胞分化和谱系定向的

过程。可向培养物中加入生长因子或其他因子，例如，以驱使沿着特定细胞谱系途径分化，

并且可以在存在或不存在这些因子的情况下评价细胞的变化。此外，可以利用细胞评价影

响(调节)细胞分化和发育的培养条件、体内条件、因子和试剂。

[0144] 在本发明任何试验中检测细胞基因型或表型特征改变的多种方法是本领域已知

的。可用于测定或检测基因序列或表达的方法的例子包括但不限于：多聚酶链反应(PCR)、

逆转录酶‑PCR(RT‑PCR)、原位PCR、定量PCR(q‑PCR)、原位杂交、Southern印迹法、Northern

印记法、序列分析、微阵列分析、报告基因的检测、或其他DNA/RNA杂交平台。测定蛋白质水

平的方法包括但不限于：Western印迹法、免疫印迹法、酶联免疫吸附试验(ELISA)、放射免

疫试验(RIA)、免疫沉淀法、表面等离子体共振、化学发光、荧光偏振、磷光、免疫组织化学分

析、基质辅助激光解吸/电离飞行时间(MALDI‑TOF)质谱法、微细胞分析法、微阵列、显微镜

检查、荧光激活细胞分选(FACS)、流式细胞术、和基于蛋白质性质的试验，包括但不限于DNA
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结合、配体结合、与其他蛋白质配偶体相互作用、细胞信号传导、酶活性、和可溶性因子或蛋

白质的分泌。

[0145] 在药物筛选试验中，术语“测试化合物”，“假定的抑制化合物”或“假定的调节化合

物”是指在特定过程中具有未知的或先前未意识到的调节活性的化合物。同样，鉴定化合物

的方法中的术语“鉴定”意为包括所有的化合物，其用于特定目的(例如，调节细胞分化)的

化合物的可用性通过本发明的方法确定，优选在存在和不存在所述化合物的情况下确定。

利用本发明的方法筛选的化合物包括已知的有机化合物，例如抗体、肽文库的产物、和化学

组合文库的产物。化合物也可利用合理的药物设计来鉴定。所述方法对于本领域技术人员

来说是已知的，并且可包括使用三维成像软件程序。例如，可用于设计或选择在本发明中有

用的模拟物或其他治疗化合物的多种药物设计方法在Maulik等人，1997，Molecular 

Biotechnology：Therapeutic  Applications  and  Strategies，Wiley‑Liss，Inc.中公开，

其全文在此引入作为参考。

[0146] 在任何上述的试验中，本发明的细胞、细胞裂解物、核酸分子或蛋白质暴露于或接

触假定的调节化合物(例如通过混合)的条件，是任何适当的培养或测定条件，其可包括使

用有效的培养基，在该培养基中可以培养细胞(例如，如上所述)或者可以在存在及不存在

假定的调节化合物的情况下评价细胞裂解物。本发明的细胞可在多种容器中培养，包括但

不限于，组织培养瓶、试管、微量滴定皿和培养皿。培养在适合细胞的温度、pH和二氧化碳含

量下进行。所述培养条件也在本领域技术人员的能力范围内，特别适合培养本发明的无限

增殖化干细胞的条件在本文别处进行了详细描述。细胞与假定调节化合物在一定条件下接

触，所述条件考虑每个接触容器中的细胞数目、对细胞应用的假定调节化合物的浓度、假定

调节化合物与细胞的孵育时间、和给细胞应用的化合物的浓度。有效方案的确定可以由本

领域技术人员根据例如容器大小、容器中液体的体积、已知适于培养在试验中使用的特定

细胞类型的条件、和所测试的假定调节化合物的化学组成(即，大小、电荷，等等)等变量来

实现。

[0147] 在本发明的一个实施方式中，本发明的细胞和方法对于旨在评价来源于人脐带血

的ctlt‑HSC、CD34+细胞、或分离自外周血的成年CD34+细胞的多能性的方法是有用的。所述

方法在实施例11中描述。

[0148] 本发明的另一种实施方式涉及ctlt‑HSC细胞系作为产生急性髓细胞白血病(AML)

的新模型的平台的应用。更特别地，本发明人已经利用本发明的ctlt‑HSC产生了一种急性

髓细胞白血病的小鼠模型。这是由类似于HSC的细胞(基于它们的表面标记物表达)组成的

白血病。为产生促进小鼠中的白血病的ctlt‑HSC，将103‑105个ctlt‑HSC与105个Rag‑1‑/‑全

骨髓细胞一起转移入受到致死性照射的受体小鼠中。小鼠每周给予4‑OHT以保持癌基因活

性，并且监视与白血病相关的临床指征，这是本领域已知的。从这些动物中回收肿瘤，并且

可在缺乏4‑OHT的培养物中增殖。这些细胞保持了它们的HSC样表型，表明它们的增殖、存活

和阻滞的分化不再强烈依赖MYC的高活性。白血病细胞系在再次移植给受照射的受体小鼠

后也引起疾病。这些工具为研究AML和相关疾病的生物学和探索新的治疗途径提供了新平

台。而且，将ctlt‑HSC细胞系引入到用4‑OHT治疗的小鼠中将为治疗提供一种良好的内部阳

性对照：撤除4‑OHT。体内肿瘤建立之后产生的次级细胞系也可用于理解AML的药物抗性形

式的相关治疗目标。

说　明　书 23/33 页

25

CN 105483088 B

25



[0149] 本发明的其他实施方式涉及通过本发明方法产生的干细胞以及由这些干细胞分

化的细胞在多种治疗和健康相关方法中的应用。这些方法一般包括以下步骤：获得通过本

发明方法产生的条件无限增殖化干细胞的群体、培养物或细胞系，去除使所述细胞条件无

限增殖化的条件，然后在一种治疗方案中使用该细胞。例如，可将该细胞直接施用于需要该

细胞的个体，或者可使细胞在体外分化为期望的细胞类型，然后施用于个体。另外，在去除

使细胞无限增殖化的条件之前或紧接着之后，可在体外遗传修饰细胞，以表达或沉默化一

种基因或多种基因，作为在受控环境下的基因治疗新方法。细胞然后可作为干细胞施用于

个体，或者首先在体外分化为期望的细胞谱系。

[0150] 为获得干细胞，在一个实施方式中，从待治疗的个体获得干细胞，然后根据本发明

的方法进行条件无限增殖化。这些细胞可被广泛地扩增、保存(例如，冷冻或冷藏保存)，然

后根据需要恢复并再次扩增、操作和/或重复使用。在另一实施方式中，通过获取以前保存

的来自待治疗个体的条件无限增殖化干细胞的来源而获得干细胞。在另一实施方式中，从

以前产生的一组人干细胞系中获得干细胞，按照目前用于鉴定“匹配”供体的标准，该组人

干细胞系覆盖了该群体中高百分比的部分。在一个实施方式中，细胞获自新鲜的或冷藏保

存的脐带血、可由ES细胞体外定向分化产生的造血祖细胞群体、从正常患者或G‑CSF治疗的

患者的外周血获得的HSC，G‑CSF治疗的患者已经被诱导使其lt‑HSC动员到外周循环中。干

细胞的其他来源对于本领域技术人员是显而易见的。根据本文前面描述的方法培养细胞，

并可在适当时间去除控制无限增殖化的条件。另外，在将细胞给予个体之前，可以操作细胞

以切除负责条件无限增殖化的基因或构建体(即，原癌基因和/或抗细胞凋亡编码基因)，或

者如果利用可溶性融合蛋白在培养基中保持细胞，如以上对于Tat‑融合蛋白所述，则可从

培养物中逐渐或立即去除这些融合蛋白。

[0151] 因此，本发明包括向个体(可包括任何动物)中递送通过本发明的方法产生的干细

胞(包括包含所述干细胞的组合物)，或由这些细胞分化的细胞。由于这些方法中使用的干

细胞是在体外产生的，即使干细胞最初是从患者中分离的，整个细胞施用过程也基本上是

一种离体(ex  vivo)施用方案。离体施用是指在患者之外进行部分调节步骤，这样产生来自

个体的条件无限增殖化干细胞(除基本正常的干细胞之外，可包括产生遗传修饰的干细

胞)，并将所述细胞或由所述细胞分化的细胞返回到患者中。可通过任何适当的施用方法，

将根据本发明产生的干细胞或由这些细胞分化的细胞返回到个体中，或施用于个体。所述

施用可以是全身施用、粘膜施用和/或邻近目标部位的位置施用。优选的施用途径对于本领

域技术人员来说是显而易见的，取决于所预防或治疗的疾病的类型或施用原因。优选的施

用方法包括但不限于静脉内施用、腹膜内施用、肌内施用、结节内(intranodal)施用、冠状

动脉内施用、动脉内施用(例如，施用于颈动脉中)、皮下施用、经皮递送、气管内施用、皮下

施用、关节内施用、心室内施用、脊柱内施用、肺部施用、导管渗透、和直接注射入组织中(例

如，肝脏插管)。

[0152] 细胞可与载体或药学上可接受的赋形剂一起施用。载体典型地是提高治疗组合物

在被治疗个体中的半衰期的化合物。适合的载体包括但不限于多聚控释制剂、生物可降解

植入物、脂质体、油、酯和乙二醇。如此处所用的药学上可接受的赋形剂指任何适于将通过

本发明的方法产生的细胞递送到适当的体内部位的物质。优选的药学上可接受赋形剂能够

使细胞保持一种形式，在细胞到达体内目标组织或部位后，细胞能够以有益于个体的方式
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发挥作用。

[0153] 根据本发明，有效的施用方案包括适当的剂量参数和施用模式，其导致有效数量

的功能细胞递送到患者中以提供对于患者的短期或长期的益处。有效的剂量参数可利用本

领域中对于特定病症或疾病的方法标准来确定。所述方法包括，例如，确定存活率、副作用

(即，毒性)和疾病的发展或退化。

[0154] 根据本发明的干细胞或其分化细胞的适当单剂量是在一段适当的时期内施用一

次或多次时能够给患者提供有益数量的细胞的剂量。例如，本发明的干细胞的一种优选的

单剂量是每个个体每次施用大约0.5x104到大约5.5x108、或从大约0.5x105到大约5.5x107、

或从大约0.5x106到大约5.5x1010个干细胞，从大约1x108到大约5.5x1010的剂量是更优选

的。本发明包括在0.5x104到大约5.5x1010之间以102个细胞的增量增加的任何剂量。更高或

更低的剂量是本领域技术人员已知的，取决于待施用的干细胞或分化细胞的类型，还取决

于施用途径。本领域技术人员知道，给动物施用的剂量取决于疾病或病症的程度和个体患

者对治疗的反应。因此，在本发明的范围内适当的剂量包括治疗特定疾病所需要的任何剂

量。

[0155] 如此处所用的词语“防止疾病”指减轻疾病的症状、减少疾病的发生、和/或降低疾

病的严重性。保护动物(个体、受试者)是指当施用于动物时，根据本发明生产的细胞防止疾

病发生和/或治疗或缓解疾病症状、体征或病因的能力。同样，防止动物的疾病包括防止疾

病发生(预防性治疗)和治疗患有一种疾病或经历疾病的起始症状的动物(治疗性治疗)。术

语“疾病”指相对于哺乳动物的正常健康状态的任何偏离，包括出现疾病症状的状态，以及

发生偏离(例如，感染、基因突变、遗传缺陷，等等)但尚未表现出症状的情况。

[0156] 如上所述，可以给个体施用本发明的干细胞以治疗或预防多种疾病。例如，本发明

的干细胞系提供了可扩增的干细胞的独特来源，可用于多种移植和治疗策略，包括癌症的

治疗，特别是，放射治疗的癌症。另外，多种免疫缺陷障碍和贫血障碍(例如，再生障碍贫血

或溶血性贫血)也将从该技术中大大受益，因为本发明提供了根据个体需要再生个体的造

血细胞的能力。本发明的另一应用涉及持续可扩增和可更新的毛囊干细胞的产生，其用于，

例如，烧伤患者的整形手术，用于任何经历化疗和/或放射治疗导致头发生长不可逆损失的

患者，以及进行了任何影响颅骨的外科手术或在包括在被遗传型秃顶影响的个体中诱导头

发生长的选择性处理中的患者。类似地，本发明干细胞对于皮肤的应用对于以下治疗是无

价的：烧伤患者的创伤愈合和治疗，以及创伤和其他患者的整形外科手术，以及选择性外科

手术，包括但不限于整容外科手术。所述细胞可另外进行遗传操作以矫正年轻和年老个体

中的先天或后天遗传缺陷。本领域技术人员将理解，基于本公开内容，对多种其他干细胞群

体使用本发明可以获得益处，所述细胞群体包括但不限于来源于肺、乳房和肠上皮的干细

胞和来源于神经和心脏组织的干细胞，仅举这几个例子。

[0157] 另外，如上所述，本发明给个体提供了在个体一生中根据需要获得可扩增的自体

干细胞和其分化细胞供应的独特机会。本方法产生的所述干细胞可以保存，并在个体一生

中在需要时(例如，在个体发生癌症或免疫缺陷疾病时)作为治疗方案的一部分使用。

[0158] 通过以下方法，现在可以矫正遗传缺陷或将有益的基因修饰导入体细胞中：操作

利用本发明方法条件无限增殖化并且扩增的从个体中获得的自体干细胞。然后可将干细胞

再引入到它们的来源个体中。
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[0159] 本发明的其他应用包括使用干细胞系修复由于COPD、IPE、气肿、哮喘和吸烟而发

生的肺损伤。另外，所述细胞可用于治疗心脏中的血管损伤，并且有助于致死性照射后的自

身免疫疾病(例如，SLE、糖尿病、RA)。

[0160] 在本发明的方法中，可将根据本发明方法产生的细胞和包含这些细胞的组合物施

用于任何动物，包括脊椎动物纲、哺乳动物纲的任何成员，包括但不限于，灵长类、啮齿类、

家畜和驯养宠物。优选的待治疗的哺乳动物是人。

[0161] 本发明的不同方面在下面的实施例和附图中进行了更详细的描述。但是，本发明

不限于这些实施例和对发明的举例说明。

实施例

[0162] 实施例1

[0163] 下述实施例描述了使长期造血干细胞(lt‑HSC)可逆无限增殖化的方法的发展。

[0164] 在历史上低频率的相关细胞群体使得难以对造血谱系发展受损的分子基础进行

阐明，这阻止了对信号传导和下游反应的生化分析。实际上，这是所有血细胞生成研究中的

一个主要的限制性因素。另外，LT‑HSC的有限的可获得性也是治疗人类的许多类型癌症和

几种免疫缺陷中的一个主要障碍。

[0165] 在克服该限制的努力中，本发明人发展了一种产生条件转化的细胞系的方法，所

述细胞系代表早期造血干细胞祖细胞。最初的策略包括来自5FU治疗的年轻和免疫学衰老

3‑83小鼠的骨髓干细胞的逆转录病毒转导。本发明人使用具有编码Bcl‑2和GFP及MYC‑ER和

GFP的插入的pMSCV双顺反子逆转录病毒载体[Van  Parijs，L.，Y.Refaeli，A.K.Abbas，和

D.Baltimore .(1999)Autoimmunity  as  a  consequence  of  retrovirus‑mediated 

expression  of  C‑FLIP  in  lymphocytes.Immunity，11，763‑70]。选择这些基因是因为本

发明人知道MYC具有取代淋巴细胞中来源于细胞因子的存活和增殖信号的能力。通过限制

靶细胞，发明人设想可以形成干细胞肿瘤。重要的是，在此情况下MYC‑ER功能依赖于他莫昔

芬，通过从动物或培养物中除去他莫昔芬使MYC功能和转化终止。在用MYC‑ER转导的细胞

中，产生融合蛋白，但其保持在细胞质中直到暴露于他莫昔芬。

[0166] 更具体地，用两种逆转录病毒(编码MYC‑ER和Bcl‑2)转导来自5FU治疗的小鼠的干

细胞群体，并将其转移入受到致死性照射(1200拉德)的受体小鼠中。十天后，开始每周腹膜

内注射1mg/小鼠的在油中乳化的4‑羟泰米芬(40HT)，以活化MYC功能(图1)。在四周内，年轻

的(而不是年老的)转导干细胞的接受体发展出肿瘤。从骨髓、脾和淋巴结中收获肿瘤，并在

体外在不添加细胞因子的情况下与他莫昔芬一起培养。这些细胞生长大约10天，然后停止

生长，并且细胞最终死亡，发明人怀疑细胞正在分化并且认为这可能是由于细胞生长需要

细胞因子。参见图1，曲线代表了移植后死亡率的动力学和体内MYC功能的活化。小鼠均死于

白血病。虽然MYC的过量表达可代替细胞因子‑依赖的增殖和存活功能，但看起来并不涉及

来源于细胞因子的分化信号。

[0167] 当患病时，使小鼠安乐死，收获脾和淋巴结细胞并置于具有他莫昔芬和干细胞生

长因子混合物(IL‑6、IL‑3和干细胞因子(SCF))的培养物中。平行地，通过流式细胞术分析

细胞(图2)。参见图2，点图代表了在与IL‑3、IL‑6和SCF培养三天之后HSC的前向(FSC)和侧

向(SSC)散射特性的流式细胞分析数据。这两个标准与细胞大小(FSC)和粒度(SSC)有关。这
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两个群体有类似的分布。柱状图代表了在每种细胞群体中表达的GFP水平。这反映了用编码

MYC‑ER和Bcl‑2的cDNA的逆转录病毒进行体外逆转录病毒转导的效率。

[0168] 在所有情况中，离体GFP+细胞＞90％Sca‑1+并且谱系标记物阴性。培养几天后，细

胞开始生长并且冷冻大约400个系用于后续研究。增殖之后，这些细胞保持EGFP的表达并且

一致地为SCAl阳性和CD34、Flk2和谱系标记物阴性(图3)。在来源于年轻小鼠的标记物和来

源于年老小鼠的标记物之间，标记物表达的唯一差别是年轻小鼠中c‑kit的表达提高。不被

理论所束缚，本发明人相信这可能是由于在分析标记物之前年老细胞系在c‑kit配体中的

培养时间较长(3个月相对于3周)。最终，发明人发现了这些细胞系可在冷冻后容易地恢复

并保持它们最初的表型。重要的是，这些细胞系在表型上是同质的并且显示出提供小鼠中

所有长期重建的lt‑HSC的表型(Reya，T.，Duncan，A.W.，Ailles，L.，Domen，J.，Scherer，

D .C，Willert，K .，Hintz，L .，Nusse，R .，和Weissman，LL .(2003) .A  role  for  Wnt 

signaling  in  self‑renewal  of  hematopoietic  stem  cells.Nature  423，409‑14)。

[0169] 最近，发明人融化了10个如上所述生产的来源于骨髓的细胞系，通过在细胞因子

混合物和4OHT中培养能够容易地恢复10个细胞系中的9个。发明人对这些肿瘤进行了表型

确定，结果非常有希望。具体来说，基于前向和90°光散射，每个细胞系包含两种不同的细胞

群体。这9个细胞系仅仅在这些群体的比例上有差异。这些群体中细胞大小较大的均是GFP

发光和Scal、内皮糖蛋白和ckit阳性，但为Flt3、B220、CD19和mIgM阴性。CD34‑也显示为阴

性，尽管这需要证实(图3)。这种表型完全对应于长期再生多能性干细胞公开的特征(Reya

等人，上文)。发明人在最近从白血病获得的细胞系上观察到相同的起始表型，所述白血病

是从获自年轻供体小鼠的转导HSC发展而来的(图3)。

[0170] 为了测试这些细胞分化的能力，在分析表型标记物之前，使用他莫昔芬及不使用

他莫昔芬并且在IL‑3、IL‑6和SCF的存在下培养代表性的细胞系以终止MYC‑ER功能7天。如

图4所示，显著比例的细胞获得B谱系标记物，包括B220(～12％)、CD  19(～10％)和mIgM(‑

10％)。另外，发明人已经能够通过从培养物中去除4OHT在体外产生下述谱系：CD4+ab  T‑细

胞，骨髓细胞(Mac‑1+)，ter‑119+红系祖细胞，NK1.1表达细胞，嗜中性粒细胞(Gr‑1+细胞)。

进一步的试验将评价这些细胞产生其他谱系的能力，以及改变细胞因子方案对分化的影

响。虽然没有进行比较，但本发明人预期，与年老动物相比，年轻动物的分化在B细胞生产中

更有效。据本发明人所知，这是可在体外被诱导分化的条件无限增殖化造血干细胞的第一

个例子。

[0171] 实施例2

[0172] 下面的实施例描述了向致死性照射的受体中过继转移LT‑HSC细胞系的结果。

[0173] 如果实施例1所述的HSC细胞系是分析年老动物中缺陷B细胞淋巴细胞生成的基础

的适当对象，它们应该在体内再现缺陷。发明人已经通过将LT‑HSC细胞系过继转移入致死

性照射的受体中开始解决这一问题。在开始的试验中，来自年老动物的细胞系(＞60％ID‑)

与RAG2‑/‑骨髓一起转移，并且受体不用他莫昔芬处理以使MYC‑ER沉默化。六周后收获受体

的骨髓和脾细胞，并且分析GFP+细胞(源于HSC系的GFP标记细胞)的恢复和表型(图5)。

[0174] 在来自图5中表示的三个小鼠的数据中，一个小鼠接受衰老HSC系ABM42，两只小鼠

接受衰老HSC系ABM46。根据转移的细胞系，淋巴散射门中30到70％的细胞是GFP+。如图5所

示，检测的两种细胞系(ABM46和ABM42)都产生B(CD19+)和T(TCR+，CD4+，CD8+)细胞、巨噬细
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胞(CDl1b+)和粒细胞(GR1+)。这些谱系的比例存在一定的受体间差异。但是，重要的是，两种

测试细胞系产生成熟CD4和CD8单阳性T细胞(图7)，但B细胞发育没有超过祖细胞阶段(图

6)。虽然B220+，CD19+细胞发育，但是它们没有发展到mIg+阶段。这完全是根据实验结果预测

的结果，所述实验包括利用来自免疫学老年小鼠的BM  HSC的自重建和继承性重建

(Johnson，S.A.，SJ .Rozzo和J.C .Cambier，Aging‑dependent  exclusion  of  antigen‑

inexperienced  cells  from  the  peripheral  B  cell  repertoire.J  Immunol，2002.168

(10)：p.5014‑23)。换句话说，当来自免疫学老年小鼠的完整骨髓用于移植时，可观察到相

同的发育阻滞。

[0175] 本发明人已经发现，这一系统可进一步采取一个步骤，成功地由原始HSC系的过继

受体的骨髓重建LT‑HSC系(数据未显示)。这只需通过在干细胞细胞因子加他莫昔芬中培养

骨髓细胞以再活化MYC来完成。这些细胞正在生长并显示原始的表型。

[0176] 实施例3

[0177] 下列实施例描述了一种利用完全在体外进行的方法使HSC可逆地无限增殖化的方

法。

[0178] 除了此前描述的产生条件无限增殖化长期HSC细胞系的方法以外，本发明人已经

能够完全在体外进行这一程序。上述方法依赖于将转导的HSC引入小鼠中，并且在体内诱导

它们的转化。在体外进行这一程序的优点是本方法的每一方面都在受控的环境下进行。

[0179] 本方法首先包括用5‑氟尿嘧啶(5‑FU)处理供体小鼠以富集HSC并且诱导这些细胞

增殖。收集来自小鼠胫骨和股骨的5FU富集的造血干细胞，然后以每孔1.8‑2.0x106细胞的

密度置于24孔组织培养板上的DMEM培养基中，该培养基包含15％的热灭活的胎牛血清和

IL‑3、IL‑6和SCF。对细胞进行三轮旋转感染(spin  infection)，以用编码MYC‑ER和Bcl‑2的

逆转录病毒载体转导细胞。简言之，用pMIG‑MYC.ER或pMIT‑Bcl2转染细胞。收集包含病毒的

上清液，并补充4μg/ml的1，5‑二甲基‑1，5‑二氮十一亚甲基聚甲溴化物(polybrene)和10mM

的HEPES，并且通过0.45μm的滤器。两种不同的病毒上清液以1∶1的比例混合并且添加到孔

中。然后以2000rpm离心细胞1小时。在每次旋转感染的最后替换病毒上清液。最后一轮感染

24小时之后，通过流式细胞分析确定转导水平以确定转导效率。转导的细胞然后在包含IL‑

3、IL‑6、SCF和10nM  4OHT的DMEM培养基中孵育。培养基每3天更换一次，特别强调保证细胞

因子和4OHT的新鲜供应。根据需要，细胞缓慢通过。

[0180] 利用这种体外方法，发明人已经能够产生具有下列基因组合的条件无限增殖化细

胞系：MYC‑ER和Bcl‑2；MYC‑ER和hTERT(人端粒酶的逆转录酶成分)；ICN‑1‑ER(Notch‑1的细

胞内部分的ER‑调节的活性成分)和Bcl‑2；ICN‑1‑ER和hTERT；以及MYC‑ER和ICN‑1‑ER。图8‑

11所示的数据显示大多数这些细胞系的起始特征。他们产生了由c‑kit+，Sca‑1+，CD34‑，

flk2‑细胞组成的细胞系，这是与正常长期造血干细胞表现的表型一致的表型。图8‑11所示

的数据来自于对逆转录病毒编码的报告基因(GFP和thy1.1)以及干细胞的四种标记物：c‑

kit、sca‑1、CD34和flk‑2的流式细胞术分析。图8‑11所示的细胞系已经在测定表型之前培

养了5周。至此这些细胞已经在连续培养中扩增并分开超过35天。

[0181] 参见图8，此图显示了源于从年轻C57/BL6小鼠中获得的HSC的细胞系的表型比较，

所述细胞系用BCL‑2和MYC‑ER逆转录病毒转导并且在体外连续培养中保持超过90天。显示

的是典型克隆在90天持续培养后3(年轻的)个月时的表型。
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[0182] 参见图9，此图显示了源于从年轻C57/BL6小鼠中获得的HSC的细胞系的表型比较，

所述细胞系用不同的癌基因组合逆转录病毒转导并且在体外连续培养中保持超过90天。

5FU富集的HSC用pMIG‑MYC和pMIT‑Bcl‑2(上图)、pMIG‑MYC.ER和pMIG‑hTERT(中图)或pMIG‑

ICN.1.ER和pMIT‑Bcl‑2逆转录病毒转导。细胞保持在补充了15％的胎牛血清和IL‑6、IL‑3

和SCF混合物的DMEM中。显示的是典型克隆在90天连续培养后3(年轻的)个月时的表型。该

图显示了对于病毒表达标记物(GFP和Thy1.1)以及四种定义小鼠的长期HSC所需的标记物

(Sca‑1、c‑kit、CD34和Flk‑2)的表达的流式细胞术分析结果。这四种细胞系包含保持lt‑

HSC的表型的亚群(Sca‑1+、c‑kit+、CD34‑、flk‑2‑)。

[0183] 参见图10，此图显示了源于从年轻C57/BL6小鼠中获得的HSC的细胞系的表型比

较，所述细胞系用癌基因的不同组合逆转录病毒转导并且在体外连续培养中保持超过90

天。5FU富集的HSC用pMIG‑ICN.1.ER和pMIT‑Bcl‑2(上图)、pMIG‑ICN.1和pMIT‑Bcl‑2(第二

行的图)、或pMIG‑ICN.1和pMIG‑Bcl‑2(第三行的图)、或pMIG‑hTERT和pMIT‑Bcl‑2(下图)逆

转录病毒转导。这些细胞保持在补充了15％的胎牛血清和IL‑6、IL‑3和SCF混合物的DMEM

中。显示的是典型克隆在90天连续培养后3(年轻的)个月时的表型。该图显示了对于病毒表

达标记物(GFP和Thy1.1)以及四种定义小鼠的长期HSC所需的标记物(Sca‑1、c‑kit、CD34和

Flk‑2)的表达的流式细胞术分析结果。这四种细胞系包含保持lt‑HSC的表型的亚群(Sca‑1

+、c‑kit+、CD34‑、flk‑2‑)。

[0184] 参见图11，此图显示了源于从年轻C57/BL6小鼠中获得的HSC的细胞系的表型比

较，所述细胞系用癌基因的不同组合逆转录病毒转导并且在体外连续培养中保持超过90

天。5FU富集的HSC用pMIG‑MYC和pMIG‑ICN.1(上图)、pMIG‑MYC.ER和pMIG‑ICN.1(中图)或

pMIG‑ICN.1.ER和pMIG‑MYC逆转录病毒转导。这些细胞保持在补充了15％的胎牛血清和IL‑

6、IL‑3和SCF混合物的DMEM中。显示的是典型克隆在90天连续培养后3(年轻的)个月时的表

型。该图显示了对于病毒表达标记物(GFP和Thy1.1)以及四种定义小鼠的长期HSC所需的标

记物(Sca‑1、c‑kit、CD34和Flk‑2)的表达的流式细胞术分析结果。这四种细胞系包含保持

lt‑HSC的表型的亚群(Sca‑1+、c‑kit+、CD34‑、flk‑2‑)。

[0185] 这些细胞系也被用于体内重建细胞区室。参见图12，此图显示了由源于从年轻

C57/BL6小鼠中获得的HSC的细胞系在体内重建T细胞和B细胞区室的结果，所述细胞系用癌

基因的不同组合逆转录病毒转导并且在体外连续培养中保持超过90天。简言之，5FU富集的

HSC用pMIG‑ICN.1‑ER和pMIG‑hTERT(上图)、pMIG‑MYC.ER和pMIG‑hTERT(中图)或pMIG‑MYC‑

ER和pMIT‑Bcl‑2(下图)逆转录病毒转导。这些细胞系保持在补充了15％的胎牛血清和IL‑

6、IL‑3和SCF混合物的DMEM中。利用来自Rag2‑/‑小鼠的骨髓干细胞和体外产生的LT‑HSC系

重建受到致死性照射的年轻C57/BL16小鼠。六周后，收获骨髓，并用一组特定谱系标记物染

色。成熟CD4和B220阳性/GFP阳性细胞的发育可容易地观察到。来自四个代表性小鼠的数据

显示在此图中。在每个组中，大约30％的小鼠保持GFP标记物。

[0186] 实施例4

[0187] 下面的实施例描述了用于使来源于人脐带血和骨髓的HCS在体外可逆无限增殖化

的方法的延伸。

[0188] 本技术的另外一个应用是通过它们的条件无限增殖化能够在体外扩增人长期造

血干细胞。发明人因此将前面实施例描述的体外方法作了一些改变用于人细胞。首先，逆转
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录病毒优选地用双嗜性被膜包装，以保证人细胞的有效转导。另外，细胞源是按照发明人机

构的审查委员会(Institutional  Review  Boards)的所有规定和制度，从脐带血库匿名获

得的人脐带血。产生的细胞将表达报告基因，其最终可用于通过高速细胞分选法分离纯的

群体。发明人已经注意到许多由鼠lt‑HSC细胞系产生的成熟细胞丧失了表面标记物的表

达，这可能是由于谱系确定和分化后逆转录病毒基因组的甲基化作用。发明人期望在人细

胞中看见类似的表现，在这种情况中，可根据这些细胞中报告基因的存在，结合细胞群体的

细胞表面标记物，来监测lt‑HSC及其在移植受体中的分布。

[0189] 实施例5

[0190] 下面的实施例描述了一种从条件无限增殖化HSC细胞中连续切除编码MYC‑ER和

Bcl‑2的DNA片段的方法。

[0191] 为了避免将包含编码MYC.ER和Bcl‑2的转基因的HSC引入人和/或小鼠中的风险，

将利用细菌重组酶方法切除这两个DNA片段。为了允许控制两个基因中的哪一个在任何时

间点切除，使用两种不同的重组酶。所述重组酶的两个例子是Cre和Flp重组酶。简言之，将

一种重组酶的识别底物序列(RSS)导入逆转录病毒构建体中，以使它们位于癌基因的开放

阅读框的侧面，并且导入报告基因(GFP或Thy1.1)。在此例中，细胞在包含Tat‑Cre融合蛋白

的培养基中孵育。重组蛋白先前已被描述并且显示能够被动进入细胞，并介导基因组DNA的

依赖于loxP位点的重组。

[0192] 这种方法将允许获得大量能产生许多HSC用于体外和体内分化的条件。首先，给细

胞逐渐停止它们在条件转化过程中已经适应的高水平的增殖和存活信号。第二，使细胞重

新适应依赖正常细胞因子行使其自身稳定功能和分化。第三，报告基因表达的连续丧失将

允许确定每个被研究基因的缺失状态和程度。相应地，表达两种报告基因(GFP和Thy1.1)的

细胞包含两种序列(分别为MYC和Bcl‑2)，表达Thy1.1而不表达GFP的细胞已经成功缺失了

MYC编码序列，但仍含有Bcl‑2基因，最后，不表达GFP或Thy1.1的细胞已经缺失了这两种等

位基因。图13以示意表的形式显示了这种方法。

[0193] 另外，通过从表达人MYC转基因的小鼠株获得5FU富集的BM‑HSC在小鼠中测试本方

法，所述MYC转基因可通过去除四环素和含有被称为tTA(四环素反式作用蛋白)的细菌蛋白

质而诱导。人MYC  cDNA被克隆到四环素调节转录元件(TRE)的下游。TRE‑MYC小鼠用5FU处

理，并用于收获BM‑HSC。这些细胞在体外用表达Bcl‑2和tTA的逆转录病毒(pMIT‑Bcl2和

pMIG‑tTA)转导。细胞在多西环素的连续存在下培养，以使MYC转基因保持沉默化。一旦对细

胞进行流式细胞术分析，它们可移植回小鼠中，所述小鼠将不给予包含多西环素的饮食(这

是通常在体内使用的四环素的一种更稳定的形式)。

[0194] 一旦产生lt‑HSC细胞系，则检测在多西环素存在下体外培养它们的效果，平行地

用在不含4OHT的情况下培养的包含MYC.ER的细胞系进行试验。用western印迹法和细胞内

染色法全程监测MYC的蛋白质水平。

[0195] 实施例6

[0196] 下面的实施例描述了从液体组织培养基中去除4OHT后许多造血谱系的体外产生。

[0197] 传统的用于确定HSC的潜能的方法涉及使用具有确定细胞因子的半固体培养基

(甲基纤维素)来增强HSC向特定谱系的分化。发明人对于确定利用本发明方法在体外产生

的细胞群体的多能性感兴趣。为了检查这种组织，将此处描述的ABM42和ABM46细胞系保持
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在包含IL‑3、IL‑6和SCF、但不含4OHT的培养基中。除了发明人能够在重建小鼠中检测的谱

系(即，淋巴、骨髓和粒细胞谱系)之外，也可检测表达NK1.1或ter‑119的GFP+细胞(图14)。

NK1.1细胞可以是NK‑细胞，或NK‑T细胞。Ter‑119表达细胞属于红细胞谱系。这些发现显示

了这些细胞系能够产生正常造血系统的所有成分并且这些细胞对于产生大量用于被动治

疗的特定成分是有用的。另外，它们对于研究血细胞生成中的早期事件和鉴定用于治疗性

干预遗传病症或引起正常化疗的并发症或甚至是感染疾病的新疗法具有极大的应用和重

要性。

[0198] 实施例7

[0199] 下面的实施例描述了一种高通量筛选诱导或抑制条件转化的长期HSC分化的小分

子或生物剂的方法。

[0200] 下面是一种筛选诱导或抑制HSC分化的小分子或生物剂的一般方法。以前，无法获

得大量的干细胞这一事实阻碍了这些类型的大规模筛选。由于本发明人目前具有使长期

HSC无限增殖化的能力，现在可以进行这样的技术了。

[0201] 例如，一种这样的方法是已由Schneider等人修改的骨髓分化读出(read‑out)

(Schneider，T.和Issekutz，A.C.(1996)Quantitation  of  eosinophil  and  neutrophil 

infiltration  into  rat  lung  by  basic  assays  for  eosinophil  peroxidase  and 

myeloperoxidase.Application  in  a  Brown  Norway  rat  model  of  allergic  pulmonary 

inflammation.J  Immunol  Methods  198，1‑14)。简言之，将条件转化的长期HSC以不同浓度

的细胞数(通常为2x104‑5x104细胞/孔)置于96孔平底板中。在添加4OHT以使细胞保持未分

化状态或不添加4OHT以诱导分化的完全培养基(DMEM+15％热灭活的胎牛血清，1×青霉素/

链霉素，1×L‑谷胺酰胺和1×非必需氨基酸，补充了IL‑3、IL‑6和SCF)中进行筛选。这些条

件已经显示产生Mac‑1+细胞，与骨髓分化模式一致。可以添加另外的细胞因子以引导沿特

定途径分化，尽管该系统也可用于筛选一组细胞因子的特定功能。在此例中，加入没有补充

IL‑3、IL‑6和SCF、而是补充了将要测试或用于引导分化的给定细胞因子(例如，CSF‑1、G‑

CSF、GM‑CSF、EPO、TEPO，等等)的完全培养基。

[0202] 如果需要并且根据待测试的试剂或分子而确定，用96孔板滴定小分子、生物剂或

阳性对照物质(例如，三氧化二砷)，并与lt‑HSC孵育24到72小时或更长时间。孵育后，细胞

用PBS清洗并且重悬浮于PBS中在‑80℃下过夜储存以裂解细胞。然后在室温下融化细胞，将

培养板在3,000rpm下离心10分钟。然后将上清液转移入新的96孔板中并与四甲基联苯胺

(TMB)混合40分钟。反应用4N  H2SO4终止，在450nm下读取O.D。这种类型的高通量试验可用于

测试小分子或生物剂诱导或阻止条件转化的长期HSC分化为广泛种类的细胞类型的能力。

这些筛选的结果然后可进一步测试诱导或抑制HSC体内分化的能力。这种测试形式的变化

对于本领域技术人员是显而易见的，并包括在本发明中。

[0203] 实施例8

[0204] 下面的实施例描述了本发明的方法产生中间造血谱系细胞系的用途。

[0205] 下面的方案可用于在将条件无限增殖化lt‑HSC细胞系移植入致死性照射的小鼠

中后诱导代表造血谱系发育中间阶段的细胞系的发育。首先，将根据本发明方法产生的

103‑105条件转化的lt‑HSC细胞系转移入几组受到致死性照射的受体小鼠中。移植物还可包

括105Rag‑1‑/‑作为载体，以确保受照射小鼠在开始时存活。给小鼠每周腹膜内注射1mg他莫
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昔芬，以使来源于条件转化的lt‑HSC细胞系的部分分化的细胞无限增殖化。注射在开始移

植3天至1周后开始或在移植后8天开始，直到小鼠已被条件转化的lt‑HSC细胞系完全重建。

用他莫昔芬治疗3天后，或当它们显示出与白血病相关的临床症状时，从来自小鼠的脾和骨

髓细胞中收集细胞。细胞在具有4‑OHT的标准骨髓培养条件(DMEM，15％胎牛血清，青霉素/

链霉素，L‑谷氨酰胺，非必需氨基酸，IL‑3、IL‑6和SCF)下培养，或在其他细胞因子和用于其

他造血细胞类型的介质的存在下培养。将细胞系冷冻和/或扩增，细胞系也是通过有限稀释

克隆的并且通过原病毒整合的PCR扩增确定的单细胞，冷冻，然后通过流式细胞术表征其表

面标记物的表达。这些类型的方法用于鼠和人ctlt‑HSC细胞系，利用NOD/SCID小鼠作为受

体，或使用新生Rag‑1‑/‑小鼠，将对其进行肝内注射。

[0206] 实施例9

[0207] 下述实施例描述了使用本发明的方法和采用体外产生成熟D4+αβT细胞的方案发

展代表T细胞发育中间阶段的细胞系。

[0208] 在本试验中，将根据本发明方法产生的条件无限增殖化的lt‑HSC细胞系在正常细

胞因子混合物的存在下接种于培养板，其中补充了IL‑7并且不含他莫昔芬。在表达jagged

(一种Notch‑1配体)的OP‑9基质细胞层上建立平行培养。在为了监测T细胞发育的指征而开

始培养之后，每48小时对T细胞谱系标记物进行细胞染色。将显示T‑谱系定向和发育指征的

孔转换为包含他莫昔芬的培养基，以稳定表型和建立细胞系。如实施例8所述将得到的细胞

系扩增、克隆和表征。为了确定它们的T细胞受体所有成分的使用，将T细胞系针对各个TCR‑

Vβ等位基因进行特异性染色。适当时，将一些成熟T‑细胞系或代表祖细胞群体的细胞系移

植入Rag‑1‑/‑小鼠中，以评价它们遵循体内正常耐受和自身稳定的机制的能力，以及它们进

一步体内分化的能力。最后，在体外和体内评价它们对抗原刺激应答的能力。

[0209] 实施例10

[0210] 下面的实施例描述了使用本发明方法和采用用于使HSC定向分化为骨髓细胞谱系

的方案发展中间发育细胞系和髓细胞白血病模型。

[0211] 在本试验中，将根据本发明方法产生的条件无限增殖化的lt‑HSC细胞系在正常细

胞因子混合物的存在下接种于培养板，其中补充了G‑CSF并且不含他莫昔芬。在为了监测骨

髓发育的指征而开始培养之后，每48小时对骨髓谱系标记物进行细胞染色。将显示骨髓谱

系定向和发育指征的孔转换为包含他莫昔芬的培养基，以稳定表型和建立细胞系。如实施

例8所述将得到的细胞系扩增、克隆和表征。将一些得到的细胞系移植回小鼠中以监测它们

再生Op/Op小鼠(天然缺乏巨噬细胞的突变小鼠)的能力。还将这些细胞系移植入将始终保

持在他莫昔芬条件下的野生型小鼠中，以确定这些细胞系是否还将产生类似于人AML、CML

和APL的髓细胞白血病。这些新的肿瘤提供了用于临床前治疗的新模型。

[0212] 实施例11

[0213] 下面的实施例描述了人成年ctlt‑HSC细胞系的产生以及利用NOD/SCID或RAG‑/‑异

种移植模型在体内检测它们的多能性。

[0214] 在此试验中，用编码MYC‑ER、Bcl‑2和GFP(用于以后检测移植的细胞)的逆转录病

毒载体在体外转导CD34+细胞(来自被动员的血或脐带血)，所述病毒载体利用双嗜性被膜

包裹(根据本发明的方法)。如上面利用鼠HSC所述，通过在4OHT和生长因子存在下体外增殖

来选择lt‑HSC。所选细胞的多能性通过以下方法评价：将lt‑HSC系移植入亚致死性照射的
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NOD/SCID或NOD/SCID/β‑2M‑/‑或Rag‑1‑/‑或Rag‑2‑/‑小鼠中，在6‑12周后通过免疫荧光流式

细胞术分析所有血细胞谱系。更特别地，在利用本发明方法产生ctlt‑HSC细胞系之后，可利

用两种不同的和补充的方法检查它们的多能性。在第一种方法中，将不同数量的克隆ctlt‑

HSC细胞系引入亚致死性照射的NOD/SCID小鼠或NOD/SCID/B‑2M‑/‑小鼠中。在此例中，在小

鼠实施亚致死照射方案(0.3Gy)之后，静脉内转移来源于人ctlt‑HSC细胞系的103‑105细胞。

在移植12周之后分析小鼠的重建。第二，通过直接注射将来源于人ctlt‑HSC细胞系的103‑

105细胞引入新生Rag‑1‑/‑或Rag‑2‑/‑小鼠的肝中。还在移植6‑12周后分析这些异种移植物

的适当的重建。

[0215] 实施例12

[0216] 下面的实施例描述了在移植后利用条件法消除ctlt‑HSC的MYC和Bcl‑2表达。

[0217] 在此试验中，重新改造用于转化干细胞的病毒(病毒载体)，使其在MYC‑ER、Bcl‑2

和GFP开放阅读框(ORFS)侧翼包含两个loxp位点。当细胞被移植时，用Cre或CRE‑TAT融合蛋

白的调节形式删除癌基因编码序列，从而消除受体中由插入片段引起恶性肿瘤的风险。该

方法首先在小鼠中发展，然后应用于人lt‑HSC。

[0218] 在第二种方法中，利用来自TRE‑MYC小鼠的lt‑HSC产生具有编码Bcl‑2或rtTA的逆

转录病毒的细胞系。将其移植入小鼠中。给小鼠饲以多西环素，以消除MYC的表达。可以使用

从TRE‑MYC  xTRE‑Bcl‑2双基因(bigenic)小鼠获得的lt‑HSC，其可利用pMIG‑rtTA逆转录病

毒转导以消除MYC和Bcl‑2的表达。

[0219] 实施例13

[0220] 下面的实施例描述了利用HIV‑1  Tat与MYC和/或Bcl‑2的融合蛋白在不对lt‑HSC

进行遗传修饰的情况下获得条件转化。

[0221] 利用已经建立的方案产生和纯化MYC‑Tat和Bcl‑2融合蛋白。通过处理细胞检测融

合蛋白，其中可容易地测定过量表达的Bcl‑2(例如，活化的T细胞，B‑细胞淋巴瘤细胞系，其

具有对BCMA‑Fc的抗性，等等)或MYC(例如，无反应性B‑细胞，幼稚T细胞，活化的T细胞)的效

果。利用MYC‑Tat和Bcl‑2‑Tat蛋白的组合使lt‑HSC在移植之前增殖。这种方法在小鼠系统

中容易地发展并测试，然后应用于人。

[0222] 美国临时专利申请NO.60/728,131和美国临时专利申请No.60/765,993的全部公

开内容在此引入作为参考。

[0223] 尽管本发明的多个实施方式已经详细描述，但是这些实施方式的修饰和改变对于

本领域技术人员来说是显而易见的。然而，应该清楚的理解，所述修饰和改变在本发明的范

围内，如下面权利要求中阐明的那样。
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