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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　軟骨細胞前駆細胞を調製するための方法であって、
（ａ）霊長類多能性幹（ｐＰＳ）細胞が７５％を超えて集密になるまでｐＰＳ細胞を培養
するステップと、
（ｂ）軟骨形成培地中でさらに培養することによりステップ（ａ）の細胞を分化させるス
テップと、
（ｃ）ステップ（ｂ）で得られた細胞を、分化転換能の喪失を特徴とする軟骨細胞前駆細
胞の集団に細胞が脱分化するまで、軟骨細胞分化に必要な因子を欠く限定最小成長培地で
培養するステップと
を含む方法。
【請求項２】
　軟骨細胞前駆細胞を調製するための方法であって、
（ａ）霊長類多能性幹（ｐＰＳ）細胞が７５％を超えて集密になるまでｐＰＳ細胞を培養
するステップと、
（ｂ）軟骨形成培地中でさらに培養することによりステップ（ａ）の細胞を分化させるス
テップと、
（ｃ）ステップ（ｂ）で得られた細胞を、細胞の１％以下がＯｃｔ４、Ｎａｎｏｇおよび
／またはｔｒａ－１－６０を発現し、細胞の８５％以上がＣＢＦＡ１を発現することを特
徴とする軟骨細胞前駆細胞の集団に細胞が脱分化するまで、軟骨細胞分化に必要な因子を
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欠く限定最小成長培地で培養するステップと
を含む方法。
【請求項３】
　請求項１または２に記載の方法により得られた細胞を軟骨形成培地で培養することを含
む、軟骨細胞を調製するための方法。
【請求項４】
　対象の変性軟骨疾患または軟骨損傷を処置する組成物の調製における、請求項１または
請求項２に記載の方法によって得られた軟骨細胞前駆細胞の使用。
【請求項５】
　化合物を、請求項１または請求項２に記載の方法によって得られた軟骨細胞前駆細胞の
集団と組み合わせ、その効果を決定することにより、化合物を、軟骨細胞の成長、分化ま
たは軟骨成分の合成を調節するその能力についてスクリーニングする方法。
【請求項６】
　請求項３に記載の方法によって得られた非自己の軟骨細胞を含有する、ｉｎ　ｖｉｖｏ
で軟骨を生成、修復または維持するための医薬組成物。
【請求項７】
　生着された細胞組成物を拒絶する免疫応答を生じることなく対象に生着される細胞組成
物の製造における、請求項１または２に記載の方法によって得られた非自己の軟骨細胞系
細胞の使用であって、細胞組成物が非自己の軟骨細胞系細胞を含み、細胞組成物が免疫調
節化合物を投与することなく対象に投与される、軟骨細胞系細胞の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、全般的に、細胞生物学、胚性幹細胞および細胞分化の分野に関する。本発明
は、軟骨形成性始原細胞と、そのような細胞および完全に分化した軟骨細胞の調製のため
の方法とを開示し、それらには、当該細胞の使用も含まれる。
【背景技術】
【０００２】
　軟骨細胞は、軟骨で見出される特殊化された細胞である。軟骨中の軟骨細胞は、コラー
ゲン繊維、プロテオグリカンに富む基底質およびエラスチン繊維で構成される大量の細胞
外基質を生成する。軟骨組織は、骨格関節における構造的および機械的な機能を果たし、
いかなる疾患または損傷も結果的に患者を衰弱させる。
【０００３】
　軟骨分解は、２つの疾患群の特徴である：変性状態である変形性関節症および主に炎症
により引き起こされる関節リウマチ。分解は、関節痛および身体障害になり得る程度の運
動性障害を導く。
【０００４】
　このような疾患の進行を阻害するために効果的な抗炎症剤の開発が、著しく進んでいる
。しかし、分解または損傷が既に生じている場合、関節軟骨の再生を支援するために新し
い療法が必要とされている。
【０００５】
　再生医療の分野において、軟骨を修復できる細胞集団を開発することに努力が向けられ
ている。関節軟骨細胞の樹立系統が、ＷＯ９６／１８７２８に記載され、軟骨細胞成長お
よび分化の方法が、ＷＯ９８／５５５９４に報告されている。ＷＯ００／２７９９６は、
最小必須培地、増殖因子、脂質およびアミノ酸を含む軟骨細胞様細胞用の血清フリー培地
を報告している。ＵＳ６，１５０，１６３は、軟骨細胞培地処方および培養手順の概要を
記載し、ここでは、分化したヒト関節軟骨細胞を、ＴＧＦβとインスリンまたはインスリ
ン様増殖因子のいずれかとを含有する培地で成長させる。ｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養した初
代軟骨細胞が、適当な因子で処理されないならば脱分化することも報告されている（Ｂｅ
ｎｙａら、Ｃｅｌｌ　１９８２　３０：２１５）。生成される細胞は、外観が線維芽細胞
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状であり、ＭＳＣ様であることがある。
【０００６】
　Ｊｏｒｇｅｎｓｅｎら（Ａｎｎ．Ｒｈｅｕｍ．Ｄｉｓ．６０：３０５、２００１）は、
関節炎における軟骨および骨の修復のための幹細胞における最近の進展について総説して
いる。Ｊａｋｏｂら（Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２６：８１、２００１）は、軟骨
形成（ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓ）と軟骨形成（ｃａｒｔｉｌａｇｅ　ｆｏｒｍａｔ
ｉｏｎ）とを増進する成体ヒト関節軟骨細胞の増殖および再分化に関与する特定の増殖因
子について研究した。Ｍ．Ｂｒｉｔｔｂｅｒｇ（Ｃｌｉｎ．Ｏｒｔｈｏｐ．３６７　Ｓｕ
ｐｐｌ：Ｓ１４７、１９９９）は、純粋軟骨細胞またはその他の間葉系細胞を自己からま
たは健常組織供給源から同種移植片として採集し、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで増殖させ、次いで
欠損に高密度で植え込む現在の軟骨細胞移植手順について総説している。
【０００７】
　今日までに報告されている臨床的方法の初期の成功にもかかわらず、軟骨細胞の現在の
供給源は、診療所に現れる軟骨変性の事例のほとんどを処置するのには不十分であること
が明確である。さらに、免疫抑制薬の使用に関する問題が、新しい移植プロトコールの開
発の成功を複雑にしている。
【０００８】
　再生医療は、様々な型の始原細胞の単離、培養および使用に関する最近の進歩からも恩
恵を受けている。胚性幹細胞は、２つの非常に特別な特性を有する。まず、その他の典型
的な哺乳動物細胞の型とは異なって、これらは、それらの多能性を維持しながらほぼ無期
限に培養で増殖でき、実質的に無限の供給をもたらす。第２に、これらは、細胞療法で用
いるための置換細胞および組織の供給源として、または医薬品のスクリーニングにおいて
用いるための対象とする様々な組織の型を作製するために用いることができる。結果とし
て、幹細胞は、軟骨細胞の潜在的な供給源とみなされる。
【０００９】
　Ｋｒａｍｅｒら（Ｍｅｃｈ．Ｄｅｖ．９２：１９３、２０００）は、マウス胚性幹細胞
を、骨形成タンパク質（ＢＭＰ－２およびＢＭＰ－４）を用いて調節して、軟骨細胞の特
徴であるアルシアンブルーで染色され、転写因子スクレラキシスを発現する細胞を生成で
きることを報告した。しかし、胚性幹細胞発生のマウスモデルは、他の種に用いることが
できる分化のための方策を必ずしももたらさない（例えばＧｉｎｉｓら（２００４）Ｄｅ
ｖ．Ｂｉｏｌ　２６９：３６０を参照されたい）。
【００１０】
　Ｔｈｏｍｓｏｎら（ＵＳ５，８４３，７８０；Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ
．ＵＳＡ　９２：７８４４、１９９５）は、霊長類からの多能性幹細胞の単離および増殖
に初めて成功した。彼らは、その後、ヒト胚盤胞からのヒト胚性幹（ｈＥＳ）細胞系統を
樹立した（Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８２：１１４、１９９８）。Ｇｅａｒｈａｒｔらは、胎性
生殖腺組織からのヒト胚性生殖（ｈＥＧ）細胞系統を樹立した（Ｓｈａｍｂｌｏｔｔら、
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ９５：１３７２６、１９９８；およびＵ
Ｓ６，０９０，６２２）。ｈＥＳおよびｈＥＧ細胞はともに多能性幹細胞の長年求められ
てきた特徴を有する。これらは分化なしで長期にわたって培養でき、これらは正常核型を
有し、これらは３つ全ての一次胚葉からの細胞型を含むいくつかの重要な細胞型を生成で
きる。
【００１１】
　間葉系始原体は、ｈＥＳ細胞から、ＷＯ０３／００４６０５に記載される方法に従って
作製できる。ｈＥＳ由来間葉系細胞は、次いで、骨形成タンパク質（特にＢＭＰ－４）の
ような骨形成因子、ヒトＴＧＦ－β受容体のリガンドまたはヒトビタミンＤ受容体のリガ
ンドを含有する培地中で骨芽細胞系細胞にさらに分化できる（ＷＯ０３／００４６０５；
Ｓｏｔｉｌｅら、Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　２００３；５（２）：１４９
～５５）。軟骨細胞またはそれらの始原体は、ＷＯ０３／０５０２５０に列挙される分化
因子の効果的な組み合わせを有する微小凝集体中でｈＥＳ細胞を培養することにより作製
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できる。
【００１２】
　Ｈｅｇｅｒｔら（Ｊ．Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉ．１１５：４６１７、２００２）は、マウス胚
性幹細胞で構成される胚葉体に由来する軟骨細胞の分化可塑性を報告した。Ｔｏｈらは、
ヒト胚性幹細胞からの増殖可能な軟骨形成性細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏでの分化および富化
について記載している（Ｊ．Ｃｅｌｌ．Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．、２００９－早期オンライン公
開引用参照１０．１１１１／ｊ．１５８２－４９３４．２００９．００７６２．ｘ）。
【００１３】
　治療用および研究用の軟骨細胞始原細胞および成熟軟骨細胞の両方を含む十分な量の軟
骨細胞系細胞を生成できる効率的で拡張できる方法に対する必要性がまだ存在する。また
、拡張できる条件下の培養で維持でき、成熟軟骨細胞またはコラーゲンＩＩ、アグリカン
およびグリコサミノグリカンのようなタンパク質を発現する細胞に直ちに分化できる安定
な軟骨細胞前駆体を単離できるならば、有用である。
【００１４】
　しかし、ｈＥＳ細胞のような未分化始原細胞集団に由来する軟骨細胞の調製物を用いて
も、軟骨細胞の細胞集団を用いる移植療法において免疫抑制薬を用いる必要性がまだ残っ
ており、これは、患者における移植体の長期間の成功にとって好ましくない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　したがって、移植において免疫抑制薬を用いる必要性を回避する、霊長類多能性細胞を
完全に機能的な軟骨細胞に分化させるため、およびそのような軟骨細胞を直ちに生じさせ
得る軟骨細胞前駆細胞型に分化させるための新しいアプローチを開発することが必要であ
る。霊長類多能性幹細胞からｉｎ　ｖｉｔｒｏで分化した軟骨細胞のような軟骨細胞を、
免疫抑制および／または抗炎症剤を用いることなく治療に用いるための新しいアプローチ
を開発することも必要である。免疫抑制および／または抗炎症剤を用いることなく、霊長
類多能性幹細胞からｉｎ　ｖｉｔｒｏで分化した軟骨細胞のような軟骨細胞を用いて対象
を治療するための新しいアプローチを開発することがさらに必要である。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明は、本明細書で定義するあるタンパク質マーカーの発現を特徴とする軟骨細胞始
原細胞または前駆細胞の新規な集団を提供する。細胞は、分化転換能の喪失も特徴とし得
る。
【００１７】
　軟骨細胞前駆体または始原体の集団は、ｐＰＳ細胞を本発明の方法により分化させるこ
とにより得ることができ、成熟軟骨細胞の特徴を有する子孫を形成できる。軟骨細胞始原
体は、もはや多能性でないが、軟骨細胞発生経路に方向付けされている。
【００１８】
　本発明は、軟骨細胞および軟骨細胞始原細胞または軟骨細胞前駆細胞の調製のための本
明細書で定義するシステムも提供する。単離された軟骨細胞始原細胞もしくは軟骨細胞前
駆細胞またはそれらのｉｎ　ｖｉｔｒｏ集団は、霊長類多能性幹（ｐＰＳ）細胞の集団を
、軟骨形成培地中で、細胞が７５％を超えて集密になるまで分化させ、その後、細胞を洗
浄し、限定最小成長培地に再懸濁し、さらなる期間、分化転換能の喪失を特徴とする細胞
の集団（例えば細胞を骨形成培地中でその後培養して骨芽細胞を形成できない）に細胞が
分化するまで培養することにより調製される。この培養物の細胞は、線維芽細胞の形態、
ＥＳ多能性マーカーまたは間葉系幹細胞（ＭＳＣ）マーカーの発現の非存在および軟骨形
成マーカーの発現の非存在も特徴とする。この培養物の細胞は、肥大軟骨細胞および骨形
成についての核マーカーの発現の存在も特徴とする。この特徴は、よって、これらの細胞
を、初代（非肥大性）軟骨細胞から区別する。
【００１９】
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　これらのマーカーを検出するための適切なアッセイは、本明細書に記載される。多能性
マーカーは、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇおよび／またはＴＲＡ－１－６０を含む。軟骨形成の
マーカーは、コラーゲンＩＩを含む。肥大軟骨細胞および骨形成についての核マーカーは
、ＣＢＦＡ１／ＲｕｎＸ２を含む。
【００２０】
　分化転換能の喪失（例えば細胞を骨形成培地中でその後培養して骨芽細胞を形成できな
い）は、骨形成培地中でのさらなる培養による軟骨細胞前駆細胞における石灰化の非存在
により示すことができる。
【００２１】
　本発明の方法に従って調製される軟骨細胞始原細胞または軟骨細胞前駆細胞の発現マー
カーによる特徴決定を表１に示し、発現の非存在（「陰性」）は、よって「－」で示し、
発現の存在（「陽性」）は、よって「＋」で示す。
【００２２】
【表１】

【００２３】
　集団の細胞の約７％未満はコラーゲンＩＩを発現しないが、集団の残りの９３％はこの
マーカーを低レベルで発現する。このマーカーの発現は、よって、完全に分化した軟骨細
胞の集団で見られる発現レベル未満である。
【００２４】
　軟骨細胞始原細胞または軟骨細胞前駆細胞は、上記の特性の観点で、以前に既知の軟骨
細胞または前駆細胞から区別される。細胞は、細胞を調製するために用いる手段により、
脱分化定向軟骨細胞始原細胞（ＤＣＣＰＣ）または誘導軟骨細胞前駆細胞（ＩＣＰＣ）と
いうことがある。細胞がその後軟骨細胞に分化する能力の観点で、細胞は、「フォワード
－バック軟骨細胞」またはＦＢＣと記載することもある。いずれのこれらの用語も、交換
可能に用いてよい。
【００２５】
　ＤＣＣＰＣは、洗浄の後に軟骨形成培地でさらに培養できる。その後の培養は、コラー
ゲンＩＩおよびコラーゲンＸのマーカーを用いて軟骨細胞と特徴決定できる細胞の集団を
もたらす。生成される軟骨細胞は、高レベルのコラーゲンＩＩを発現するが、コラーゲン
Ｘをほとんどまたは全く発現しない。
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【００２６】
　本発明は、移植用の本発明により調製されたＤＣＣＰＣから分化した軟骨細胞の集団も
提供する。驚くべきことに、完全に分化した軟骨細胞の細胞集団は、ＦＫ－５０６、シク
ロスポリンなどのような免疫抑制化合物なしで対象に投与できる。さらに、プレドニゾン
などのような抗炎症剤も要求されない。本発明のこの実施形態は、本発明の軟骨細胞から
調製されるＤＣＣＰＣの集団を、それを必要とする対象に移植することを含む変性軟骨疾
患または軟骨損傷を処置する方法に拡張される。
【００２７】
　本発明は、本明細書に記載するＤＣＣＰＣを分化させることにより得られた軟骨細胞を
含む単離またはｉｎ　ｖｉｔｒｏの細胞集団も提供する。軟骨細胞系細胞は、例えばＩＩ
型コラーゲンまたはアグリカンを内因性遺伝子から合成する能力により同定できる。好ま
しくは、集団は、弾性軟骨、線維軟骨、肥大軟骨または骨を合成する細胞を最小限の割合
で含有する。
【００２８】
　集団中の未分化多能性細胞の割合は、好ましくは最小限であり、いずれの残存未分化細
胞も、さらなる増殖により軟骨細胞を形成することを担う細胞でない。
【００２９】
　本発明の別の実施形態は、本発明の細胞集団を、結合組織タンパク質が生成される条件
下でインキュベートすることにより軟骨を生成する方法である。本発明の別の実施形態は
、化合物を、本発明の細胞集団と組み合わせ、その効果を決定することにより、化合物を
、軟骨細胞の成長、分化または軟骨成分の合成を調節するその能力についてスクリーニン
グする方法である。
【００３０】
　本発明の別の実施形態は、ｐＰＳ細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏで軟骨細胞に分化させる方法
であって、ｐＰＳ細胞を軟骨細胞前駆細胞に分化させるために適切な培地中でｐＰＳを培
養することと、（場合によって軟骨細胞前駆細胞を単離することと）、線維芽細胞様形態
および核ＣＢＦＡ－１発現を有する細胞に軟骨細胞前駆体が脱分化するように培養条件を
変更することと、その後、細胞を完全に分化した軟骨細胞に再分化させることとを含む方
法である。
【００３１】
　場合によって、霊長類多能性幹細胞またはヒト胚性幹細胞のような幹細胞の再生能力は
、テロメラーゼ活性を増加することにより改善できる。
【００３２】
　本発明の別の実施形態は、本発明の細胞集団またはそれに由来する完全に分化した軟骨
細胞の細胞集団を含有する、軟骨をｉｎ　ｖｉｖｏで生成、修復または維持するための医
薬組成物、および例えば整容手術においてまたは関節外傷、関節炎もしくは変形性関節症
の処置において対象における関節軟骨を含む軟骨を再構築するためのそのような医薬品の
使用である。
【００３３】
　本発明のこれらのおよびその他の実施形態を、以下にさらに説明する。
【図面の簡単な説明】
【００３４】
【図１】ＤＣＣＰＣプロトコールによる形態変化を示す図である。１４日間にわたる初期
の軟骨形成性分化の後に、Ｈ７細胞は、密な３次元コロニーに濃縮される。大量の細胞死
が観察され、ここでは、生存付着細胞の上の明位相差のクラスタとして観察される（Ａ）
。脱分化培地中で５日間の後に、細胞は、３次元コロニーからその周囲の遊離空間に遊出
して、線維芽細胞様細胞の単層を形成する（Ｂ）。
【図２】ＤＣＣＰＣに対するＣＢＦＡ－１／ＲｕｎＸ２染色によるＤＣＣＰＣにおける核
ＣＢＦＡ－１タンパク質発現を示す図である。ＤＣＣＰＣプロトコールに入る前にｍＴｅ
ＳＲ（商標）または馴化培地（ＣＭ）で培養したＨ７細胞を、抗ＣＢＦＡ－１抗体で染色
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した。ｈＥＳＣ系統ＲＣＭ１も同じ抗体で染色した。全ての場合において、ＣＢＦＡ－１
抗体は、ＤＮＡ結合色素ＤＡＰＩとともに局在する。
【図３】骨形成培地を用いて分化したＤＣＣＰＣにおけるＩ型コラーゲンおよび石灰化の
存在を示す図である。ＤＣＣＰＣは、骨形成性分化の後にマトリックスを石灰化できない
。Ｈ７（Ａ）およびＨ１（Ｂ）細胞系統から作製されたＤＣＣＰＣは、骨形成培地での培
養後に細胞外Ｉ型コラーゲンタンパク質生成の増加を示す。フォンコッサ染色プロトコー
ルは、カルシウム沈着物が存在する場合に、濃茶／黒色の染色を示す。両方の細胞系統に
おける染色の非存在は、カルシウムの非存在、よってマトリックス石灰化の非存在を示す
。
【図４】再分化ＤＣＣＰＣを用いたＷＴラットにおける２１日後のＤＣＣＰＣによるｉｎ
　ｖｉｖｏ軟骨修復の促進を示す図である。ＣＭで前もって培養したＨ７系統から作製し
たＤＣＣＰＣを、構築物フォーマットで培養し、ＷＴラットに植え込んだ。１つの構築物
を、ラット後肢の滑車溝中の１ｍｍ欠損に入れた。２１日後に、肢を低温切開し、Ｈ＆Ｅ
で染色した。矢印は、再生した物質の広がりを示す。
【図５】ＤＣＣＰＣプロトコールの模式図である。軟骨形成培地を用いて、ｐＰＳを軟骨
始原細胞様細胞に向かって分化させる（１）。このプロセスは、高い細胞死、多能性およ
び多分化能マーカーの喪失ならびにＩＩ型コラーゲン生成の開始を特徴とする。軟骨形成
培地をさらに用いることにより、完全に分化した軟骨細胞が生成されるが、ＤＣＣＰＣプ
ロトコールの一部ではなく（２）、代わりに、軟骨細胞前駆細胞を、脱分化培地中で、細
胞が線維芽細胞様形態および核ＣＢＦＡ－１発現を示すまでインキュベートする。多能性
および多分化能マーカーの非存在は維持される（３）。ＤＣＣＰＣは、次いで、軟骨形成
培地を用いて完全に分化した軟骨細胞に再分化できる（４）。
【発明を実施するための形態】
【００３５】
　本発明は、重要で有用な特性を有するＤＣＣＰＣの集団を調製する手段を提供する。こ
れらは、大量に成長させて維持し、次いで、成熟軟骨細胞のようなコラーゲンＩＩを発現
する細胞に直ちに分化できる。このような細胞から調製した分化した軟骨細胞は、本明細
書に記載するように移植療法およびスクリーニング法のような用途に用いることができる
。
【００３６】
　以下の本開示は、本発明の軟骨細胞前駆細胞およびそれに由来する軟骨細胞をどのよう
に作製するかについての完全な記述を提供する。本開示は、これらの細胞を研究および薬
学的開発においてどのように用いることができるかの網羅的な説明を提供する。本開示は
、関節運動性を回復するための軟骨の再生およびリモデリングのためならびに整容目的の
ためのＤＣＣＰＣの使用のための医薬組成物、デバイスおよび処置方法も提供する。
【００３７】
定義
　本発明の目的のために、そうでないと明記しない限り、用語「軟骨細胞」は、ＩＩ型コ
ラーゲンおよびアグリカンの合成により軟骨を形作ることができる成熟細胞のことをいう
。用語「脱分化定向軟骨細胞始原細胞（ＤＣＣＰＣ）」は、分化して成熟軟骨細胞を形成
でき、以下に記載するマーカー発現プロファイルを特徴とする本発明の方法により調製さ
れる特殊化始原細胞のことをいうために用いられる。軟骨細胞形態の細胞は、丸い細胞体
を有し、軟骨形成性培養において、細胞は密なコロニーにクラスタ形成する。
【００３８】
　細胞個体発生の関係において、形容詞「分化した」は相対的な用語である。「分化した
細胞」は、比較する細胞よりも発生経路をさらに下方に進んだ細胞である。
【００３９】
　「分化誘導剤」は、本開示で用いる場合、本発明の培養系で用いて、軟骨細胞系の分化
した細胞（ＤＣＣＰＣのような前駆細胞および成熟軟骨細胞のような終末分化細胞）を生
成する一連の化合物の１つのことをいう。化合物の作用形態について制限することを意図
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しない。例えば、誘導剤は、表現型の変更を誘導もしくは支援するか、特定の表現型を有
する細胞の成長を促進するかまたはその他のものの成長を遅らせることにより分化プロセ
スを支援できる。これは、培地中に存在するかまたは細胞集団により合成されることがあ
る、そうでなければ分化を望ましくない細胞型への経路の下方に向けるその他の因子の阻
害剤として作用してもよい。
【００４０】
　原型「霊長類多能性幹細胞」（ｐＰＳ細胞）は、正しい条件下でいくつかの異なる細胞
型の子孫を生成できる多能性細胞である。ｐＰＳ細胞は、３つの胚葉、内胚葉、中胚葉お
よび外胚葉のそれぞれの派生物である子孫を、当該技術において受け入れられている標準
的な試験に従って生成でき、例えば適切な宿主において奇形腫を形成する能力、または３
つ全ての胚葉の組織型についてのマーカーを有する細胞に培養において分化する能力であ
る。
【００４１】
　様々な型の胚性細胞、例えば以下で定義されるｈＥＳ細胞；アカゲザルもしくはマーモ
セット幹細胞（Ｔｈｏｍｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９
２：７８４４、１９９５；Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　３８：１３３
、１９９８）のようなその他の霊長類からの胚性幹細胞；およびヒト胚性生殖（ｈＥＧ）
細胞（Ｓｈａｍｂｌｏｔｔら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９５：
１３７２６、１９９８）は、ｐＰＳ細胞の定義に含まれる。その他の型の多能性細胞もこ
の用語に含まれる。３つ全ての胚葉の派生物である子孫を生成できる霊長類起源の細胞は
いずれも、それらが胚性組織、胎性組織またはその他の供給源に由来するかにかかわらず
含まれる。核型が正常であり、悪性供給源に由来しないｐＰＳ細胞を用いることが有利で
ある。
【００４２】
　ｐＰＳ細胞は、細胞および樹立細胞系統を含む。細胞は、受精後の任意の時間での前胚
性、胚性または胎性の組織に由来してよい。上記の特徴を有する誘導多能性幹（ｉＰＳ）
細胞もこの用語に含まれる（例えばＴａｋａｈａｓｈｉら（２００７）Ｃｅｌｌ　１３１
：１を参照されたい）。
【００４３】
　霊長類多能性幹細胞は、典型的に、段階特異的胚性抗原（ＳＳＥＡ）３および４、なら
びにＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１－８１と命名される抗体を用いて検出可能なマー
カーを発現する。未分化ｐＰＳ細胞も、典型的に、ＲＴ　ＰＣＲにより検出されるように
、転写因子Ｏｃｔ３／４、Ｃｒｉｐｔｏ、ガストリン放出ペプチド（ＧＲＰ）受容体、ポ
ドカリキシン様タンパク質（ＰＯＤＸＬ）、ｎａｎｏｇおよびテロメラーゼ逆転写酵素、
例えばｈＴＥＲＴ（ＵＳ２００３／０２２４４１１Ａ１）を発現する。
【００４４】
　原型「ヒト胚性幹細胞」（ｈＥＳ細胞）は、Ｔｈｏｍｓｏｎらにより記載される（Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ　２８２：１１４５、１９９８；米国特許第６，２００，８０６号）。この用
語の範囲は、３つの胚葉への細胞の実質的な分化前のｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精卵のような未
着床の胚盤胞に由来する多能性幹細胞をカバーする。当業者は、明示的にそうでないこと
が要求されない限り、この用語が、一次組織およびｈＥＳ細胞の表現型の特徴を有する樹
立系統ならびに３つの胚葉のそれぞれの子孫を生成する能力をまだ有するそのような系統
の派生物を含むことを認識する。
【００４５】
　ｈＥＳ細胞培養物のようなｐＰＳ細胞培養物は、集団における幹細胞およびそれらの派
生物の実質的な割合が未分化細胞の形態的特徴を示し、胚または成体起源の分化した細胞
からそれらが明確に区別される場合に「未分化」と記載される。未分化ｐＰＳ細胞は、当
業者により容易に認識され、典型的に、顕微鏡観察において２次元で観察され、高い核／
細胞質比率および顕著な核小体を有する。集団内の未分化細胞のコロニーは、分化した隣
接細胞にしばしば囲まれていると理解される。それにもかかわらず、未分化コロニーは、
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集団を適当な条件下で培養または継代した場合に持続し、個別の未分化細胞は、細胞集団
の実質的な割合を構成する。実質的に未分化の培養物は、進行中をベースとして少なくと
も２０％の未分化ｐＰＳ細胞を含有し、好ましさを増加するために少なくとも４０％、６
０％または８０％を含有し得る（未分化である同じ遺伝子型を有する細胞のパーセンテー
ジの点で）。
【００４６】
　上で論じたように、多能性細胞のその他の供給源は、誘導多能性幹（ｉＰＳ）細胞を含
む。ｉＰＳ細胞は、Ｙａｍａｎａｋａらの技術により、線維芽細胞への遺伝子Ｏｃｔ－３
／４、ＳＯＸ２、ｃ－ＭｙｃおよびＫｌｆ４のレトロウイルス感染を用いて調製できる。
マーカーＮａｎｏｇを用いるｉＰＳ細胞の選択が有利であると考えられる（Ｔａｋａｈａ
ｓｈｉ，Ｋ．およびＹａｍａｎａｋａ，Ｓ．、Ｃｅｌｌ、１２６：６６３、２００６；Ｙ
ａｍａｎａｋａ　Ｓら、Ｎａｔｕｒｅ　４４８：３１３、２００７；Ｗｅｒｎｉｇ　Ｍら
、Ｎａｔｕｒｅ　４４８：３１８、２００７；Ｍａｈｅｒａｌｉ　Ｎら、Ｃｅｌｌ　Ｓｔ
ｅｍ　Ｃｅｌｌ　１：５５、２００７）。より最近では、Ｔｈｏｍｓｏｎらが、レンチウ
イルス系を用いて（Ｓｃｉｅｎｃｅ、３１８：１９１７、２００７）および非組み込み型
エピソームベクター（Ｓｃｉｅｎｃｅ、３２４：７９７、２００９）もうまく用いて、遺
伝子ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ＮＡＮＯＧおよび異なる遺伝子ＬＩＮ２８のわずかに異なるミ
ックスを用いた。
【００４７】
　培養物または細胞集団について、本開示において「分化なしで」増殖すると言及する場
合いつでも、これは、増殖の後に、組成物が上記の定義に従って実質的に未分化であるこ
とを意味する。少なくとも４回の継代（約２０回の倍加）を分化なしで増殖する集団は、
元来の培養物と同じ集密の程度で評価する場合に、実質的に同じ割合の未分化細胞（また
はおそらくより高い割合の未分化細胞）を含有する。
【００４８】
　「栄養培地」は、増殖を促進する栄養素を含有する細胞培養用の培地である。栄養培地
は、典型的に、等張生理食塩水、緩衝剤、タンパク源（１または複数の添加タンパク質も
しくはアミノ酸の形態で）ならびに可能であればその他の外添加栄養素および増殖因子を
含有する。
【００４９】
　「軟骨形成培地」は、必須ミネラル、アミノ酸、ビタミンおよび細胞培養用基材ならび
に細胞を軟骨細胞に分化させるために必要な因子を含む。典型的な軟骨形成培地は、少な
くとも１つのホルモン、増殖因子、非必須アミノ酸および／または補因子を補充した限定
最小成長培地を含み得る。
【００５０】
　「馴化培地」は、培地中で細胞の最初の集団を培養し、次いで培地を採集することによ
り調製される。馴化培地（細胞により培地中に分泌される全てのものとともに）は、次い
で、細胞の２番目の集団の成長を支持するために用いることができる。特定の成分または
因子を培地に加えたと記載する場合、これは、その因子（またはその因子を分泌するよう
に工学的に操作された細胞または粒子）が、計画的な操作により培地に混合されたことを
意味する。
【００５１】
　「限定最小成長培地」は、必須ミネラル、アミノ酸、ビタミンおよび細胞の培養用基材
を含む。典型的な限定成長培地は、１または複数の無機塩、アミノ酸、ビタミン、糖、緩
衝剤、指示色素もしくは着色剤を含み得る。
【００５２】
　「新鮮培地」は、最終的に支持するように設計された細胞型とともに用いる前に異なる
細胞型と培養することにより意図的に馴化されていない培地である。それ以外は、その調
製方法、貯蔵または使用について制限することを意図しない。これは、最終培養物に新鮮
なまま（交換または注入により）加えられ、ここでこれは存在する細胞型により消費また
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はそうでなければ処理される。
【００５３】
　「骨形成培地」は、必須ミネラル、アミノ酸、ビタミンおよび細胞の培養用基材ならび
に細胞を骨細胞に分化させるために必要な因子を含む。典型的な骨形成培地は、１または
複数の血清タンパク質、アミノ酸、非必須アミノ酸および／もしくは補因子を補充した限
定成長培地を含み得る。
【００５４】
　「フィーダー細胞」または「フィーダー」は、別の細胞型と共培養されて、第２の細胞
型が成長できる環境を提供するある細胞型を記載するために用いられる用語である。ある
型のｐＰＳ細胞は、初代マウス胚性線維芽細胞、不死化マウス胚性線維芽細胞またはｈＥ
Ｓ細胞から分化したヒト線維芽細胞様細胞により支持できる。ｐＰＳ細胞集団は、ｐＰＳ
細胞の成長を支持するために新鮮なフィーダー細胞が加えられない分離の後に少なくとも
１回通して細胞が成長したならば、フィーダー細胞を「本質的に含まない」という。
【００５５】
　用語「胚葉体」は、ｐＰＳ細胞が単層培養において過剰に成長したかまたは懸濁培養で
維持された場合に出現する、分化した細胞と未分化細胞との凝集物に言及する「凝集体」
と同意の当該技術における用語である。胚葉体を形成するための出発物質は、未分化多能
性幹細胞の培養物である。胚葉体は、典型的にいくつかの胚葉からの異なる細胞型である
とともに、形態的基準および免疫細胞化学により検出可能な細胞マーカーにより区別可能
な少なくともいくつかの多能性細胞の混合物である。典型的に、胚葉体中の多能性幹細胞
の数は、分化した細胞の数が増加するにつれて時間とともに減少する。胚葉体の関係にお
いて生じる分化は、本質的に無作為な事象であり、よって、同一条件下で培養した各胚葉
体は、細胞組成の点で典型的に同一でない。この用語は、軟骨細胞系細胞の作製において
用いた構築培養物とは、構築培養物の出発物質が未分化多能性幹細胞を主に含む培養物で
なく、むしろ多能性状態から離れて、典型的には軟骨細胞系経路の下方に分化し始めた細
胞を含む培養物である点で区別される。よって、構築物の出発物質は、発生の点でより進
展した細胞である。さらに、構築培養物は、典型的に、軟骨細胞経路のような所望の経路
の下方の培養物の分化に特異的に向けられた１または複数の因子を含む。
【００５６】
　「成長環境」は、対象の細胞がｉｎ　ｖｉｔｒｏで増殖、分化または成熟する環境であ
る。環境の特徴は、細胞が培養される培地、存在し得る任意の増殖因子または分化誘導因
子および存在するならば支持構造（例えば固体表面上の基材）を含む。
【００５７】
　細胞は、ポリヌクレオチドが人工的操作の任意の適切な手段により細胞に移された場合
または細胞がそのポリヌクレオチドを受け継いだ元来変更された細胞の子孫である場合に
、「遺伝子変更された」、「トランスフェクトされた」または「遺伝子転換された」とい
う。ポリヌクレオチドは、対象のタンパク質をコードする転写可能配列をしばしば含み、
これは細胞がタンパク質を上昇したレベルで発現することを可能にする。遺伝子変更は、
変更された細胞の子孫が同じ変更を有するならば、「遺伝性」という。
【００５８】
　処置する（Ｔｒｅａｔ）、処置、処置する（ｔｒｅａｔｉｎｇ）は、本明細書で用いる
場合、以下のいずれかを意味する：疾患もしくは状態の重篤度の低減；疾患経過の期間の
低減；疾患もしくは状態と関連する１または複数の症状の改善；疾患もしくは状態を必ず
しも治癒することなく疾患もしくは状態を有する対象に対する有利な効果の提供；疾患も
しくは状態と関連する１または複数の症状の予防。
【００５９】
全般的な技術
　分子遺伝学および遺伝子工学における全般的な方法は、現行版のＭｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ）；Ｇｅｎｅ　Ｔｒａｎｓｆｅｒ　Ｖｅｃｔｏｒｓ　
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ｆｏｒ　Ｍａｍｍａｌｉａｎ　Ｃｅｌｌｓ（ＭｉｌｌｅｒおよびＣａｌｏｓ編）；および
Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｆ
．Ｍ．Ａｕｓｕｂｅｌら編、Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ）に記載される。細胞生物学、タンパ
ク質化学および抗体技術は、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｐｒｏｔｅｉ
ｎ　Ｓｃｉｅｎｃｅ（Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｌｉｇａｎら編、Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ）；Ｃｕｒ
ｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ（Ｊ．Ｓ．Ｂｏｎｉｆ
ａｃｉｎｏら、Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ）およびＣｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉ
ｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ（Ｊ．Ｅ．Ｃｏｌｌｉｇａｎら編、Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ．）
で見出すことができる。本開示で言及する遺伝子操作のための試薬、クローニングベクタ
ーおよびキットは、ＢｉｏＲａｄ、Ｓｔｒａｔａｇｅｎｅ、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ、Ｃｌ
ｏｎＴｅｃｈおよびＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｏ．のような商業的な業者から入手
可能である。
【００６０】
　細胞培養方法は、全般的に、現行版のＣｕｌｔｕｒｅ　ｏｆ　Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ
ｓ：Ａ　Ｍａｎｕａｌ　ｏｆ　Ｂａｓｉｃ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ（Ｒ．Ｉ．Ｆｒｅｓｈｎ
ｅｙ編、Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ）；Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　ｏｆ　Ｃｅ
ｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ（Ｍ．Ａ．ＨａｒｒｉｓｏｎおよびＩ．Ｆ．Ｒａｅ、Ｃａｍｂｒｉ
ｄｇｅ　Ｕｎｉｖ．Ｐｒｅｓｓ）およびＥｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ：Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ（Ｋ．Ｔｕｒｋｓｅｎ編、Ｈｕｍａｎａ　Ｐ
ｒｅｓｓ）に記載される。対象のその他の参考文献は、Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｉｓ　Ｏｕｒ　
Ｂｕｓｉｎｅｓｓ（Ｍ．ＭｃＬｕｈａｎ、Ｂａｌｌａｎｔｉｎｅ　Ｂｏｏｋｓ、１９７０
）；およびＵｎｄｅｒｓｔａｎｄｉｎｇ　Ｍｅｄｉａ（Ｍ．ＭｃＬｕｈａｎ、Ｓｉｇｎｅ
ｔ、１９７０）を含む。組織培養用品および試薬は、Ｇｉｂｃｏ／ＢＲＬ、Ｎａｌｇｅｎ
ｅ－Ｎｕｎｃ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ、Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．お
よびＩＣＮ　Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌｓのような商業的な業者から入手可能である。
【００６１】
　軟骨の生物学および病理学ならびに関節の維持における軟骨細胞の役割の全般的な局面
は、以下の参考書で見出すことができる：Ｍｅｃｈａｎｏｂｉｏｌｏｇｙ：Ｃａｒｔｉｌ
ａｇｅ　ａｎｄ　Ｃｈｏｎｄｒｏｃｙｔｅ、Ｊ．Ｆ．Ｓｔｏｌｔｚ編、ＩＯＳ　Ｐｒｅｓ
ｓ　２０００；Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｃｈｏ
ｎｄｔｏｃｙｔｅｓ、Ｍ．Ａｄｏｌｐｈｅ編、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ　１９９２；Ｂｏｎｅ
　ａｎｄ　Ｃａｒｔｉｌａｇｅ　Ａｌｌｏｇｒａｆｔｓ、Ｇ．Ｅ．Ｆｒｉｅｄｌａｅｎｄ
ｅｒら編、Ａｍｅｒ．Ａｃａｄ．Ｏｒｔｈｏｐａｅｄｉｃ　１９９１；Ｊｏｉｎｔ　Ｃａ
ｒｔｉｌａｇｅ　Ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ、Ｊ．Ｆ．ＷｏｅｓｓｎｅｒおよびＤ．Ｓ．Ｈ
ｏｗｅｌｌ編、Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ　１９９２；Ｓｋｅｌｅｔａｌ　Ｔｉｓｓｕ
ｅ　Ｍｅｃｈａｎｉｃｓ、第２版、Ｒ．Ｂ．Ｍａｒｔｉｎら、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒ
ｌａｇ　１９９８；Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ　ｏｆ　Ｃａｒｔｉｌａｇｅ、Ｂ．Ｄｅ　Ｃｒｏｍｂｒｕｇｇｈｅら編、Ａｎｎ
．Ｎ．Ｙ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．第７８５巻：１９９６；およびＪｏｉｎｔ　Ｓｔｒｕｃｔ
ｕｒｅ　ａｎｄ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ：Ａ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ａｎａｌｙｓｉ
ｓ、第３版、Ｐ．Ｋ．Ｌｅｖａｎｇｉｅら編、Ｆ　Ａ　Ｄａｖｉｓ、２０００。
【００６２】
軟骨細胞および軟骨細胞始原細胞の調製
　本発明の方法は、軟骨細胞および軟骨細胞始原細胞または前駆細胞の調製のための本明
細書で定義するシステムを提供する。ｈＥＳ細胞の培養物は、標準的なｈＥＳ培養条件下
で、完全集密の４分の３より多くの胚葉体を形成することなく付着して成長する。
【００６３】
　培地を、次いで、本明細書で記載する軟骨形成分化培地に交換し、適当な期間、例えば
約１３～１５日間、適切には１４日間培養し、洗浄し、脱分化培地に入れ、適当なさらな
る期間、例えば４～６日間、適切には５日間、構築培養物を形成することなく付着して培
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養し、トリプシン処理し、再懸濁する。この時点で、細胞は、単離された初代軟骨細胞と
は、形態および特性の点で異なる。さらに２１日間の期間軟骨形成培地中で細胞をさらに
培養することにより、軟骨細胞を生成できる。しかし、骨形成培地（デキサメタゾン、ベ
ータグリセロールリン酸、アスコルビン酸、ピルビン酸ナトリウムおよびＬ－グルタミン
を含む。適切な基本培地は、商業的に入手可能なＫｎｏｃｋｏｕｔ（商標）Ｄ－ＭＥＭ（
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）（これは、血清を含んで供給されることがある）を含み得る）中
の同じ軟骨細胞前駆体の培養は、機能的骨芽細胞の派生を導かない。
【００６４】
　適切な型の軟骨形成培地は、デキサメタゾン、インスリン、トランスフェリン、亜セレ
ン酸、ウシ血清アルブミンおよびリノール酸、Ｌ－プロリン、アスコルビン酸、ピルビン
酸ナトリウムならびにＴＧＦ－β（例えばＴＧＦ－β３）を含む培地を含む。適切な基本
培地は、ＤＭＥＭ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）のような商業的に入手可能な
培地を含み得る。脱分化培地は、血清を補充したＤＭＥＭであってよい。
【００６５】
　軟骨細胞分化の適切なマーカーは、コラーゲンＩＩおよびアグリカンを含み、多能性の
適切なマーカーは、Ｏｃｔ４、Ｔｒａ－１－６０およびＮａｎｏｇを含む。
【００６６】
幹細胞の供給源
　胚性幹細胞は、霊長類の種のメンバーの胚盤胞から単離できる（ＵＳ５，８４３，７８
０；Ｔｈｏｍｓｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２：７８４
４、１９９５）。ヒト胚性幹（ｈＥＳ）細胞は、ヒト胚盤胞細胞から、初代マウス線維芽
細胞フィーダー細胞を用いて、Ｔｈｏｍｓｏｎら（ＵＳ６，２００，８０６；Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２８２：１１４５、１９９８；Ｃｕｒｒ．Ｔｏｐ．Ｄｅｖ．Ｂｉｏｌ．３８：１３
３、１９９８）およびＲｅｕｂｉｎｏｆｆら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．１８：３
９９、２０００に記載される技術に従って調製できる。ｈＥＳ細胞系統は、ヒトフィーダ
ー上（ＵＳ６，６４２，０４８）、またはフィーダー細胞を完全に含まない条件下（（Ｕ
Ｓ２００２／００８１７２４）またはＫｌｉｍａｎｓｋａｙａら、Ｌａｎｃｅｔ、３６５
（９４７１）：１６３６～４１（２００５））で派生させることもできる。ｈＥＳ細胞と
等価な細胞型は、ＷＯ０１／５１６１０に概説されるような原始外胚葉様（ＥＰＬ）細胞
のようなそれらの多能性派生物を含む。胚性幹細胞は、胚性幹細胞系統から選択できるか
、または一次胚性組織から直接得ることができる。
【００６７】
　本発明の実施は、本発明の実施のためにｈＥＳまたは胚性幹細胞を生成するためにヒト
胚盤胞を脱凝集させることを決して必要としない。ｈＥＳ細胞は、公共の寄託機関から得
ることができる樹立系統から得ることができる（例えば、ＷｉＣｅｌｌ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、Ｍａｄｉｓｏｎ　Ｗｌ　ＵＳＡまたはｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａ
ｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ、Ｍａｎａｓｓａｓ　ＶＡ、ＵＳ
Ａ）。
【００６８】
　それらに限定されないがＨ１、Ｈ７、Ｈ９、Ｈ１３およびＨ１４（Ｔｈｏｍｐｓｏｎら
）；ｈＥＳＢＧＮ－０１、ｈＥＳＢＧＮ－０２、ｈＥＳＢＧＮ－０３（ＢｒｅｓａＧｅｎ
，Ｉｎｃ．、Ａｔｈｅｎｓ、ＧＡ）；ＨＥＳ－１、ＨＥＳ－２、ＨＥＳ－３、ＨＥＳ－４
、ＨＥＳ－５、ＨＥＳ－６（ＥＳ　Ｃｅｌｌ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ，Ｉｎｃ．、
Ｓｉｎｇａｐｏｒｅ）；ＨＳＦ－１、ＨＳＦ－６（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｃａｌ
ｉｆｏｒｎｉａ　ａｔ　Ｓａｎ　Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ）；Ｉ３、Ｉ４、Ｉ６（Ｔｅｃｈｎ
ｉｏｎ－Ｉｓｒａｅｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｈａｉｆａ
、Ｉｓｒａｅｌ）；ＵＣＳＦ－１およびＵＣＳＦ－２（Ｇｅｎｂａｃｅｖら、Ｆｅｒｔｉ
ｌ．Ｓｔｅｒｉｌ．８３（５）：１５１７～２９、２００５）；ＨＵＥＳ１－１７系統（
Ｃｏｗａｎら、ＮＥＪＭ３５０（１３）：１３５３～５６、２００４）；ならびにＡＣＴ
－１４系統（Ｋｌｉｍａｎｓｋａｙａら、Ｌａｎｃｅｔ、３６５（９４７１）：１６３６
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～４１、２００５）を含むいくつかの胚性幹細胞系統は、樹立されている。樹立ｈＥＳ細
胞系統は、ＵＫ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｂａｎｋ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔ
ｅ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｔａｎｄａｒｄｓ　ａｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｕ
Ｋ）、ｔｈｅ　Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｂａｎｋ（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔ
ｙ　ｏｆ　Ｗｉｓｃｏｎｓｉｎ－Ｍａｄｉｓｏｎ、ＵＳＡ）またはＷｉＣｅｌｌ（Ｍａｄ
ｉｓｏｎ、ＷＩ、ＵＳＡ）を含む様々な供給源から得ることができる。
【００６９】
　ヒト胚性生殖（ｈＥＧ）細胞は、Ｓｈａｍｂｌｏｔｔら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．９５：１３７２６、１９９８およびＵＳ６，０９０，６２２に
記載されるように原始生殖細胞から調製できる。ＵＳ２００３／０１１３９１０は、胚ま
たは胎性組織を用いることなく派生させた多能性幹細胞について報告している。多能性表
現型を誘導する因子を用いることにより、その他の始原細胞をｈＥＳ細胞に再プログラム
することもできる（Ｃｈａｍｂｅｒｓら、Ｃｅｌｌ　１１３：６４３、２００３；Ｍｉｔ
ｓｕｉら、Ｃｅｌｌ　１１３：６３１、２００３）。適当な条件下で、適当な増殖および
分化能力を有するいずれの細胞も、本発明に従って用いるための分化した組織の派生のた
めに用いることができる。
【００７０】
　細胞が多能性のままであるようなｐＰＳ細胞の増殖および維持は、記載されている。ｐ
ＰＳ細胞は、フィーダー細胞層またはフィーダーを含まない条件のいずれかを用いて増殖
および維持してよい（例えばＵＳ５，８４３，７８０；ＵＳ６，０９０，６２２、６，８
００，４８０、ＷＯ０１／５１６１６；ＷＯ０３／０２０９２０；ＷＯ０６／０１７３７
０；ＷＯ０７／００２０８６；ＷＯ０９／０９９５３９；ＷＯ０９／０９９５５５および
Ｘｕら（２００１）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１９：９７１を参照さ
れたい）。
【００７１】
　多くの適切な商業的に入手可能な基本培地が、増殖性の細胞型の培養のために開発され
ており、よって、ｈＥＳ細胞のようなｐＰＳ細胞を培養するために適切である。その例は
、Ｘ－ＶＩＶＯ（商標）１０増殖培地（Ｂｉｏｗｈｉｔｔａｋｅｒ）およびＱＢＳＦ（商
標）－６０（Ｑｕａｌｉｔｙ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｃ．）である。ＷＯ９８／３
０６７９（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．）およびＵＳ５，４０５，７
７２（Ａｍｇｅｎ）も参照されたい。Ｘ－ＶＩＶＯ（商標）１０処方は、医薬グレードの
ヒトアルブミン、組換えヒトインスリンおよび低温殺菌ヒトトランスフェリンを含有する
。外因性増殖因子、細胞増殖の人工的刺激物質または規定されない補充物質は、Ｘ－ＶＩ
ＶＯ（商標）１０培地に含まれない。これらは、いずれのプロテインキナーゼＣ刺激物質
も含まない。ＱＢＳＦ（商標）－６０は、組換えまたは低温殺菌ヒトタンパク質を含有す
る、血清を含まない処方である。その他の可能性のある代替物は、ＪＲＨ　Ｂｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓにより製造されるＥｘ－Ｃｅｌｌ　ＶＰＲＯ（商標）培地およびＨｙｃｌｏｎ
ｅにより製造されるＨｙＱ　ＣＤＭ４（商標）およびＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓからのｍＴＥＳＲ（商標）である。
【００７２】
　基本培地に、分化を阻害しながら未分化表現型の増殖を促進する添加物を補充してよい
。高濃度での線維芽細胞増殖因子は、分化なしでｈＥＳ細胞増殖を促進するために特に効
果的である。その例は、塩基性ＦＧＦ（ＦＧＦ－２）およびＦＧＦ－４であるが、このフ
ァミリーのその他のメンバーも用いることができる。等価な形は、種相同体、人工的類似
体、各ＦＧＦ受容体に対する抗体およびその他の受容体活性化分子である。遺伝子発現解
析から、未分化ｈＥＳ細胞が、酸性ＦＧＦ（ＦＧＦ－１）についての受容体を発現するこ
とが決定されている。高濃度では、ＦＧＦ単独で十分に未分化状態のｈＥＳ細胞の成長が
促進される。それら自体での未分化ｈＥＳ細胞成長を促進するために効果的なＦＧＦの濃
度は、約２０、３０または４０ｎｇ／ｍＬの下限と、約２００、５００または１０００ｎ
ｇ／ｍＬの実際上の上限とを通常有する。少なくとも６０、８０または１００ｎｇ／ｍＬ
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のｂＦＧＦの濃度は、信頼でき、費用の面でも効果的である。ＦＧＦのその他の形および
類似体の等価な濃度は、培養物をｂＦＧＦから離して提案される代替物にし、以下に記載
するマーカーシステムに従う分化について培養物を監視することにより経験的に決定でき
る。
【００７３】
　別の培養方法により増殖した（または一次供給源から得られた）ｐＰＳ細胞は、細胞を
懸濁に保つように適合された容器に接種できる。容器の壁は、未分化ｐＰＳ細胞の付着に
対して典型的に不活性または抵抗性であってよい。細胞が定着することを妨げる手段、例
えば撹拌機構、例えば磁力もしくは機械的に駆動される撹拌バーもしくは撹拌翼、振とう
機構（典型的に容器の外側に装着される）または反転機構（すなわち細胞に対する重力の
方向を変化させるように容器を回転させるデバイス）があってもよい。任意の適切な撹拌
手段の使用が構想される。
【００７４】
　プロセス開発のための懸濁培養に適切な容器は、通常の範囲の商業的に入手可能なスピ
ナーフラスコまたは振とうフラスコを含む。商業的生産のために適切な発酵槽は、Ｃｅｌ
ｌｉｇｅｎ　Ｐｌｕｓ（商標）（Ｎｅｗ　Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　
Ｃｏ．）およびＳｔｉｒｒｅｄ－Ｔａｎｋ　Ｒｅａｃｔｏｒ（商標）（Ａｐｐｌｉｋｏｎ
　Ｉｎｃ．）である。その他の適切なバイオリアクタは、Ｗａｖｅ　Ｂｉｏｒｅａｃｔｏ
ｒ（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を含む。これらのバイオリアクタには培地を連続的に
潅流させることができるか、または流加培養モードで用いることができ、様々なサイズで
得ることができる。
【００７５】
　懸濁でのｐＰＳ細胞の増殖に関するさらなる詳細は、ＷＯ０７／００２０８６で見出す
ことができる。
【００７６】
　懸濁培養系の最適化は、経験的な試験により達成できる。以前の表面または懸濁培養か
らの未分化細胞を試験条件に継代し、１週間以上培養できる。細胞を定期的にｈＥＳ細胞
の特徴について、例えば次の項に記載するマーカーシステムを用いて調べることができる
。細胞は、よく確立された培養系に戻して継代し、未分化細胞の伝統的な形態的特徴およ
び本明細書に記載する多能性幹細胞と関連するマーカーのいずれかについて評価すること
もできる。
【００７７】
　本発明に従って用いるｈＥＳ細胞は、軟骨細胞系の細胞への分化を最終的に意図する。
培養中に用いる適当な試験は、未分化培養物のマーカープロファイルでなくてよいが、む
しろ、要求されるように分化する細胞の能力である。ｈＥＳ懸濁培養物の多能性は、細胞
をサンプリングし、ＳＣＩＤマウスにおいて奇形腫を生成するかまたはＥＢ由来細胞を３
つ全ての胚葉を表すマーカーについて染色するかのいずれかにより確認できる。多能性に
ついてのマーカーは、Ｏｃｔ４およびＮａｎｏｇを含む。
【００７８】
　代わりにまたはさらに、懸濁培養物は、懸濁物中で表面を創出するが、細胞を３次元空
間で培養する利点をまだ提供する粒子状担体を含有してよい。細胞は、培地交換中に容器
内に粒子を保持し、細胞が分離した場合はさらに粒子を加えること以外は同じ方法で培養
および継代する。
【００７９】
　ある型の微小担体は、ガラス、プラスチックおよび細胞接着を増強するため正電荷を有
するデキストランから作製された固体の球状または半球状の粒子（Ｃｙｔｏｄｅｘ）など
である。別の型は、Ｎｅｗ　Ｂｒｕｎｓｗｉｃｋ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｃｏ，Ｉｎｃ
．により販売されるＦｉｂｒａ－ｃｅｌ　Ｄｉｓｋｓ（商標）のようなディスク形の培養
プラスチックである。これらのディスク１グラムは、１２００ｃｍ２の表面積を提供する
。別の型の微小担体は、細胞が内部および外部に存在することを許容して保護効果を潜在
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的に増進する様々な孔サイズのマクロポーラス粒子である。最小限の混乱でｈＥＳ細胞を
回収するために、穏やかな機械的または酵素的作用により容易に溶解または分散でき、そ
れにより採集またはさらなる培養のために細胞を遊離するアガロースのような材料で作製
された粒子を用いることが有利である。固体担体は、接着した細胞が、固体表面上に播種
された細胞と同じ微小環境を有するようにラミニン、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）のよ
うなｈＥＳ細胞に優しい細胞外基質で場合によって被覆される。
【００８０】
未分化ｈＥＳ細胞の特徴決定
　ヒトＥＳ細胞は、未分化幹細胞の特徴的な形態的特徴を有する。２次元の標準的な顕微
鏡画像において、ｈＥＳ細胞は、画像の平面において高い核／細胞質比率、顕著な核小体
および細胞接合部がほとんど識別できない密集したコロニー形成を有する。細胞系統は、
標準的なＧ分染法を用いて核型決定し（日常的な核型決定サービスを提供する多くの臨床
診断実験室、例えばＯａｋｌａｎｄ　ＣＡのＣｙｔｏｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｌａｂで利用可
能）、報告されているヒト核型と比較できる。細胞が正倍数体であることを意味する「正
常核型」を有する細胞（全てのヒト染色体が存在し、顕著に変更されていない）を得るこ
とが望ましい。
【００８１】
　ｈＥＳ細胞は、抗体（フローサイトメトリーまたは免疫細胞化学）または逆転写酵素Ｐ
ＣＲにより検出可能な発現細胞マーカーにより特徴決定できる。ｈＥＳ細胞は、典型的に
、抗体により検出可能なＳＳＥＡ－３、ＳＳＥＡ－４、Ｔｒａ－１－６０およびＴｒａ－
１－８１を有するが、ＳＳＥＡ－１をほとんど有さず、アルカリホスファターゼ活性を有
する。ｍＲＮＡレベルで検出可能な適切なマーカーのパネルは、ＵＳ２００３／０２２４
４１１に列挙される。その例は、Ｃｒｉｐｔｏ、ガストリン放出ペプチド（ＧＲＰ）受容
体、ポドカリキシン様タンパク質（ＰＯＤＸＬ）、ヒトテロメラーゼ逆転写酵素（ｈＴＥ
ＲＴ）およびＰＯＵ転写因子Ｏｃｔ３／４である。
【００８２】
　既に記載したように、増殖したｈＥＳ細胞の重要な特徴は、３つ全ての胚葉：内胚葉、
中胚葉および外胚葉の細胞に分化する能力である。ｈＥＳ細胞の多能性は、ＳＣＩＤマウ
スで奇形腫を形成し、それらを、３つ全ての胚葉の代表的組織について調べることにより
確認できる。代わりに、多能性は、ｈＥＳ細胞を非特異的に分化させ（例えば胚葉体を形
成することにより）、次いで、培養物において示される細胞型を免疫細胞化学により決定
することにより決定できる。
【００８３】
多能性細胞または軟骨細胞前駆細胞を軟骨細胞に分化させるための標準的な方法
　軟骨細胞は、本発明のＤＣＣＰＣから、所望の表現型を有する細胞を富化する（所望の
細胞の増生またはその他の細胞型の阻害もしくは死滅のいずれかにより）特別な成長環境
において軟骨細胞前駆細胞を培養、分化または再プログラム化することにより得ることが
できる。これらの方法は、本明細書に記載するｉＰＳ細胞を含む霊長類多能性幹（ｐＰＳ
）細胞を含む多くの型の幹細胞に用いることもできる。
【００８４】
　ｐＰＳ細胞の樹立系統に由来する場合、本発明の細胞集団および単離されたＤＣＣＰＣ
は、それらが由来する系統と同じゲノムを有する。同じ遺伝子型を有する細胞という場合
、細胞を人の手によって遺伝子操作できない（遺伝子変更された細胞を包含する実施形態
は以下に記載する）か、または自発的に起こり得る変化が非常にわずか（例えばゲノム全
体の数分の１パーセント未満）である（例えば非コード領域において）ことを含意すると
意図するものではなく、ｐＰＳ細胞からの細胞を軟骨細胞系の細胞に分化させる作用がそ
れ自体では変更された遺伝子型をもたらさないことを単に示唆する。典型的に、親（未分
化細胞）とその分化した子孫との間の遺伝的同一性は、一卵性双生児の間で見出される遺
伝的同一性と同様である。典型的に、ｐＰＳ細胞系統とそのＤＣＣＰＣまたは軟骨細胞の
子孫は、約９６％、約９７％、約９８％、約９９％、約９９．９％の遺伝的同一性を共有
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する。
【００８５】
　軟骨細胞前駆細胞を調製するための本発明の方法は、胚葉体の形成を要求しない。
【００８６】
　ある実施形態では、成熟軟骨細胞および／またはコラーゲンＩＩを発現する細胞を調製
するための本発明の方法は、構築物の形成を要求しない。他の実施形態では、軟骨細胞始
原細胞を含む構築物の形成は、成熟軟骨細胞および／またはコラーゲンＩＩを発現する細
胞へのＤＣＣＰＣの分化を容易にし得る。
【００８７】
　軟骨細胞前駆細胞培養物を軟骨細胞経路に向けるために、上記のようにして調製した前
駆細胞を、軟骨細胞分化因子のカクテル中で培養できる。単独または組み合わせで、それ
ぞれの因子は、軟骨細胞経路の下方に分化するように細胞を向け、軟骨細胞表現型を有す
る細胞の増生を引き起こし、その他の細胞型の成長を阻害するかまたは別の様式で軟骨細
胞を富化できる。本発明の実施のために、軟骨細胞の富化をもたらす機構について理解す
る必要はない。
【００８８】
　軟骨細胞分化ミックスの成分は、トランスフォーミング増殖因子（特にＴＧＦβ１、Ｔ
ＧＦβ２およびＴＧＦβ３）、線維芽細胞増殖因子（特に塩基性線維芽細胞増殖因子、Ｆ
ＧＦ－２）、増殖および分化因子（特にＧＤＦ－５、ＧＤＦ－６およびＧＤＦ－７）、骨
形成タンパク質（特にＢＭＰ－２、ＢＭＰ－４、ＢＭＰ－５、ＢＭＰ－６およびＢＭＰ－
７）、ヘッジホッグタンパク質（特にインディアンヘッジホッグ、ＩＨＨ）、Ｌ－アスコ
ルビン酸および副甲状腺ホルモン関連タンパク質（ＰＴＨｒＰ）を含んでよい。Ｇｉｂｃ
ｏは、塩基性ＦＧＦの好ましい供給源である。その他の化合物のほとんどは、Ｒ＆Ｄ　Ｓ
ｙｓｔｅｍｓ、Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ　ＭＮから入手可能である。
【００８９】
　同じ受容体と結合するその他のリガンドまたは抗体は、本開示において言及する受容体
リガンドのいずれとも等価とみなすことができる。
【００９０】
　トランスフォーミング増殖因子ベータ（ＴＧＦβ）は、胚発生の様々な局面を調節し、
交感神経副腎始原細胞の環境で発現される（Ｗａｌｌら、Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｇｅｎｅ
ｔ．Ｄｅｖ．４：５１７、１９９４）。いくつかの系では、ＴＧＦβは、副甲状腺ホルモ
ン関連タンパク質（ＰＴＨｒＰ）の発現を調節する（Ｐａｔｅｄｅｒら、Ｊ．Ｃｅｌｌ　
Ｐｈｙｓｉｏｌ．１８８：３４３、２００１）。ＢＭＰならびに増殖および分化因子（Ｇ
ＤＦ）は、関節形成を含む骨格形成中の中心的な役割を演じると考えられている（Ｆｒａ
ｎｃｉｓ－Ｗｅｓｔら、Ｃｅｌｌ　Ｔｉｓｓｕｅ　Ｒｅｓ　１２９６：１１１、１９９９
）。インディアンヘッジホッグ（ＩＨＨ）は、軟骨細胞増殖を刺激するためのメカノトラ
ンスダクション複合体の必須成分である（Ｗｕら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２７６：３
５２９０、２００１）。内軟骨性骨化中に、２つの分泌シグナル、ＩＨＨおよびＰＴＨｒ
Ｐは、軟骨細胞の肥大分化の開始を調節する負のフィードバックループを形成すると考え
られる。骨形成タンパク質（ＢＭＰ）は、骨格要素のパターン化のためのシグナル伝達経
路ならびに軟骨および骨形成の誘導のための機構のメディエーターであると考えられる（
Ｈｏｆｆｍａｎｎら、Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｅｕｋａｒｙｏｔ．Ｇｅｎｅ　Ｅｘｐｒ．１１
：２３、２００１）。ＢＭＰは、ＩＨＨ／ＰＴＨｒＰフィードバックループの潜在的なイ
ンタラクターと関係があるとされている（Ｍｉｎｉｎａら、Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ　１
２８：４５２３、２００１）。ＢＭＰは、ＩＨＨおよびＰＴＨｒＰと非常によく相互作用
して、軟骨細胞の増殖および分化を調整できる。
【００９１】
軟骨細胞の表現型マーカー
　ＩＩ型コラーゲンおよびアグリカンは、関節軟骨を形作る細胞についての特異的マーカ
ーとして用いることができる。培養物を、それぞれ弾性軟骨および線維軟骨のマーカーで
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あるエラスチンおよびＩ型コラーゲンの非存在についてスクリーニングできる。培養物は
、それぞれ肥大軟骨および骨のマーカーであるＸ型コラーゲンおよびオステオカルシンの
非存在についてもスクリーニングでき、このことは、軟骨内骨形成の進行中に生じる一過
性の軟骨細胞表現型を示し得る。これらのヒトマーカーについての商業的に入手可能な抗
体の表を以下に示す（表２）。
【００９２】
　組織特異的マーカーは、細胞表面マーカーについてのフロー免疫細胞化学または細胞内
もしくは細胞表面マーカーについての免疫組織化学（例えば固定細胞または組織切片の）
のような任意の適切な免疫学的技術を用いて検出できる。フローサイトメトリー分析につ
いての詳細な方法は、Ｇａｌｌａｃｈｅｒら、Ｂｌｏｏｄ　９６：１７４０、２０００に
示されている。細胞表面抗原の発現は、場合によって細胞を固定した後の、そして場合に
よって標識２次抗体もしくは標識を増幅させるためのその他のコンジュゲートを用いた標
準的な免疫細胞化学またはフローサイトメトリーアッセイにおいて著しく検出可能な量の
抗体が抗原と結合するならば、陽性であると定義される。著しく検出可能な量の抗体は、
例えば、無関係のエピトープに対するアイソタイプ抗体対照と比較した場合に過剰である
量である。特異的抗体の可能性のある供給源を表２に示す。
【００９３】
【表２】

【００９４】
　組織特異的遺伝子生成物の発現は、ノザンブロット分析、ドットブロットハイブリダイ
ゼーション分析または標準的な増幅方法において配列特異的プライマーを用いる逆転写酵
素により開始されるポリメラーゼ連鎖反応（ＲＴ－ＰＣＲ）によりｍＲＮＡレベルでも検
出できる。さらなる詳細についてＵＳ５，８４３，７８０を参照されたい。リアルタイム
ＰＣＲも、ＴａｑＭａｎ（登録商標）（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）のよう
な商業的に利用可能なシステムを用いて行うことができる。本開示で列挙する特定のマー
カーについての配列データは、ＧｅｎＢａｎｋのような公共データベースから得ることが
できる。
【００９５】
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　生着を容易にするために、軟骨細胞またはＤＣＣＰＣのようなそれらの前駆体の特徴を
有する細胞の集団中の割合を、分化因子の混合物、培養条件およびタイミングを改良し、
これらのマーカーを追跡することにより最大限にすることが有利である。細胞の少なくと
も５％がＩＩ型コラーゲンもしくはアグリカンのいずれかまたは両方を合成する集団も適
切であることがある。細胞の少なくとも２５％がＩＩ型コラーゲンもしくはアグリカンの
いずれかを合成する点まで富化された集団は、いくつかの状況においてより有効である。
【００９６】
　軟骨再生に関する治療用途のために、弾性軟骨、線維軟骨、肥大軟骨および骨を形成す
る細胞の能力を最小限にすることが望ましいことがある。このことは、Ｉ型コラーゲン、
Ｘ型コラーゲンまたはオステオカルシンを（単独または組み合わせで）合成する細胞の割
合ができる限り低いこと、好ましくはＩＩ型コラーゲンまたはアグリカンについて染色が
陽性である細胞の１／５未満または１％未満であることを意味する。未分化ｐＰＳ細胞の
残存割合が低い集団も望ましい。好ましい集団は、ＳＳＥＡ－４陽性（＋ｖｅ）、Ｏｃｔ
－４陽性（＋ｖｅ）もしくは内因性テロメラーゼ逆転写酵素の発現についての陽性が１％
または０．２％未満である。望ましくない細胞集団を排除するために、当該技術において
既知の任意の除去技術を用いてよい。例えば、細胞外マーカーに特異的な抗体とコンジュ
ゲートした磁性ビーズを用いてよい。
【００９７】
動物モデル実験
　臨床用途のための軟骨細胞の開発のために、宿主において軟骨を形作り、関節機能を回
復する細胞集団の能力はかなり興味深い。軟骨細胞機能の再構築は、いくつかのよく確立
された動物モデルを用いて試験できる。
【００９８】
　パイロット実験は、癒着した皮膚はインタクトなままにしてウサギの外耳に６ｍｍの穴
を設けたモデルを用いて行うことができる。軟骨細胞を播種したマトリックスを次いで植
え込み、穴の閉鎖について動物をモニタリングする（ｔｅｎ　Ｋｏｐｐｅｌら、Ｂｉｏｍ
ａｔｅｒｉａｌｓ　２２：１４０７、２００１）。
【００９９】
　代わりに、全層欠損を、ウサギの大腿骨の内側大腿骨顆部の荷重負荷表面に創出できる
（Ｇｒｉｇｏｌｏら、Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　２２：２４１７、２００１）。全層欠
損により、血液が髄腔からその部位にしみ出ることができ、内因性幹細胞を含有する血餅
が創出される。
【０１００】
　代わりに、皮下骨を貫かない部分層欠損を創出できるＮｅｈｒｅｒら（Ｂｉｏｍａｔｅ
ｒｉａｌｓ　１９：２３１３～２３２８、１９９８）（Ｈｕｎｚｉｋｅｒら、Ｃｌｉｎ．
Ｏｒｔｈｏｐ．３９１　Ｓｕｐｐ：Ｓ１７１、２００１）。部分層欠損は、外傷による急
性軟骨欠損のより正確なモデルである。このモデルでは、先天的軟骨修復の自発的治癒成
分が低減され、内因性幹細胞が軟骨再成長にほとんど貢献しない。
【０１０１】
　創傷は、生体材料上に播種されたか、単細胞として注射されたかまたは構築培養物から
の多細胞凝集物として用いられた軟骨細胞を用いて修復される。一片の骨膜または筋膜の
ような生体膜を用いて、インプラントをその場所に保持してよい。代わりに、バイクリル
またはポリジオキサノンメッシュのような合成マトリックスを用いてよい。マトリックス
－細胞インプラントも、外科的な矢を用いてその場所に保持できる。
【０１０２】
　内側顆部よりもむしろ、作業は、滑車溝に創出した欠損を用いて行うことができる。こ
れは、非荷重負荷部位であり、インプラントは内側顆部からほど容易に外れない。
【０１０３】
　処置部位からの組織学的試料を、インプラント細胞の埋め込みおよび軟骨沈着のための
手術の１～６ヵ月後に調べる。このことは、ＩＩ型コラーゲンおよびアグリカンについて
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の免疫染色を含む。インプラントの重要な形態的特徴は、軟骨厚さ、平滑関節面、インタ
クトもしくは再構築されたセメント線および欠損の境界でのインプラントと内因性軟骨と
の統合を含む。インプラントの長期安定性は、１２ヵ月の点で確認できる。
【０１０４】
　別の選択肢として、卵巣切除ウサギの膝関節にエストラジオールを注射して、ヒトの変
形性関節症において観察される欠損に似た顆部表面調和の喪失を引き起こすことにより、
変形性関節症をモデル化できる（Ｔｓａｉら、Ｃｌｉｎ　Ｏｒｔｈｏｏｐ．２９１：２９
５、１９９３）。代わりに、支持靭帯との交流による関節不安定化を用いて変形性関節症
をモデル化できる（Ｇｌａｓｓｏｎ　Ｓ．、ＯｓｔｅｏＡｒｔｈｒｉｔｉｓ　ａｎｄ　Ｃ
ａｒｔｉｌａｇｅ（２００７）１５、１０６１～１０６９）。
【０１０５】
　その他の哺乳動物を動物モデルとして用いてよい。適切な哺乳動物は、ラットおよびマ
ウスのようなげっ歯類、ブタ、ヒツジ、ウシおよびウマのような有蹄類、ネコ、イヌなら
びに非ヒト霊長類を含む。
【０１０６】
　上記の動物モデルを用いて、植え込まれた細胞の受容または拒絶を調査してもよい。し
たがって、免疫拒絶の証拠を調査できる。免疫拒絶の証拠は、植え込み部位への白血球浸
潤、炎症誘発性サイトカインの存在のような炎症の証拠を含み得る。植え込まれた細胞の
喪失も、免疫拒絶を示唆し得る。免疫拒絶のその他の徴候は、リンパ球増殖およびインタ
ーフェロンガンマ生成の刺激を含み得る。
【０１０７】
分化した細胞の遺伝子改変
　ＤＣＣＰＣのような本発明のある軟骨細胞前駆細胞集団は、実質的な増殖能力を有する
。所望により、複製能力を、内因性遺伝子からの転写を増加するかまたは導入遺伝子を導
入するかのいずれかによって細胞内のテロメラーゼ逆転写酵素（ＴＥＲＴ）のレベルを増
加することによりさらに増進できる。特に適切なものは、国際特許出願ＷＯ９８／１４５
９２に示されるヒトテロメラーゼ（ｈＴＥＲＴ）の触媒成分である。ヒト細胞におけるテ
ロメラーゼのトランスフェクションおよび発現は、Ｂｏｄｎａｒら、Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
７９：３４９、１９９８およびＪｉａｎｇら、Ｎａｔ．Ｇｅｎｅｔ．２１：１１１、１９
９９に記載される。遺伝子変更細胞は、ＲＴ－ＰＣＲによるｈＴＥＲＴ発現、テロメラー
ゼ活性（ＴＲＡＰアッセイ）、ｈＴＥＲＴについての免疫細胞化学染色または複製能力に
ついて標準的な方法に従って評価できる。ｍｙｃ、ＳＶ４０ラージＴ抗原またはＭＯＴ－
２をコードするＤＮＡで細胞を形質転換することのような（ＵＳ５，８６９，２４３、Ｗ
Ｏ９７／３２９７２およびＷＯ０１／２３５５５）細胞を不死化するその他の方法も構想
される。
【０１０８】
　所望により、本発明の細胞は、未分化細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏで除去するように、もし
くは復帰変異体に対してｉｎ　ｖｉｖｏで保護するように調製またはさらに処理できる。
集団から未分化幹細胞を除去するある方法は、ＴＥＲＴプロモーターまたはＯＣＴ－４プ
ロモーターのような未分化細胞における優先的発現を引き起こすプロモーターの制御下に
エフェクター遺伝子があるベクターを集団にトランスフェクトすることである。エフェク
ター遺伝子は、緑色蛍光タンパク質のような細胞選別を手引きするレポーターであってよ
い。エフェクターは、例えば毒素またはカスパーゼのようなアポトーシスのメディエータ
ーをコードする、細胞にとって直接溶解性であってよい（Ｓｈｉｎｏｕｒａら、Ｃａｎｃ
ｅｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．７：７３９、２０００）。エフェクター遺伝子は、抗体また
はプロドラッグのような外部薬剤の毒性効果に対して細胞を感受性にする効果を有してよ
い。その例は、それが発現される細胞をガンシクロビルに対して感受性にするヘルペス単
純チミジンキナーゼ（ｔｋ）遺伝子である（ＷＯ０２／０４２４４５）。代わりに、エフ
ェクターは、未分化表現型に復帰するいずれの細胞もｉｎ　ｖｉｖｏに天然に存在する抗
体に対して感受性にする外来決定因子の細胞表面発現を引き起こすことができる（ＷＯ０
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２／０４２４４５）。望ましくない多能性細胞を排除するその他の方法は、多能性幹細胞
上で発現される細胞表面タンパク質に対する抗体とコンジュゲートしたビーズのような免
疫沈降試薬を用いることを含む。
【０１０９】
増殖した軟骨細胞の使用
　本発明は、多数の軟骨細胞またはＤＣＣＰＣをｐＰＳ細胞、特にｈＥＳ細胞から商業的
規模で生成できる方法を提供する。軟骨細胞またはＤＣＣＰＣは、いくつかの研究および
商業的目的にとって有用である。
【０１１０】
治療的使用
　本発明は、ＤＣＣＰＣおよびそれらの派生物の、関節運動性の障害または内因性軟骨の
ｉｎ　ｖｉｖｏ機能的能力と関連する欠損もしくは消耗を導く状態を処置するための使用
も提供する。適切な対象は、ラット、マウス、ウサギ、ブタ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ネコ
、イヌ、チンパンジーまたはマカークのような非ヒト霊長類およびヒトのような任意の哺
乳動物を含む。
【０１１１】
　衝撃による外傷およびスポーツ損傷により引き起こされた傷害が含まれる。本発明の細
胞は、変性を引き起こした一次的病変が十分良く制御されるという条件で、変形性関節症
および関節リウマチのような変性状態を処置して、喪失された機能を回復させるのにも考
慮することができる。本発明の細胞を、それらに限定されないが、耳、脊椎および鼻（す
なわち吻）の手術を含む整容手術のために用いることも構想される。Ａｅｓｔｈｅｔｉｃ
　Ｒｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎｏｓｅ、Ｇ．Ｃ．Ｂｕｒｇｅｔおよ
びＦ．Ｊ．Ｍｅｎｉｃｋ、Ｍｏｓｂｙ　Ｙｅａｒ　Ｂｏｏｋ　１９９４；Ｔｈｅ　Ｎｏｓ
ｅ、Ｎｉｋｏｌａｙ　Ｇｏｇｏｌら、Ｄａｖｉｄ　Ｒ．Ｇｏｄｉｎｅ　ｐｕｂｌｉｓｈｅ
ｒ、１９９３；およびＹｏｏら、Ｊ．Ｕｒｏｌ．１６２：１１１９、１９９９を参照され
たい。
【０１１２】
　本発明により作製されるＤＣＣＰＣおよび／または軟骨細胞は、生理的に適合する賦形
剤、例えば１．２５ｍＬ硫酸ゲンタマイシン（７０μｍｏｌ／Ｌ）、２．０ｍＬアンホテ
リシン（２．２μｍｏｌ／Ｌ）、７．５ｍＬ　Ｌ－アスコルビン酸（３００μｍｏｌ／Ｌ
）、２５ｍＬ血液の血清またはその等価物（１０％ｖｏｌ／ｖｏｌまで）を３００ｍＬ中
に含有する等張媒体を用いて細胞懸濁物（必要であればトリプシンまたはコラゲナーゼを
用いて）での投与のために調製できる。細胞移植手順中に、傷害を受けた軟骨は、生体適
合性フィブリン糊のような機械的または付着保持手段により固定されたキャップで覆われ
ることができる。移植賦形剤中の培養細胞（約１０×１０６軟骨細胞を含有する約０．６
ｍＬ）を、次いで、約２３ゲージの針を用いて覆っているキャップの下に注射してよい。
【０１１３】
　代わりに、ＤＣＣＰＣおよび／または軟骨細胞は、例えばコラーゲン膜（商業的に入手
可能なコラーゲンマトリックスパッドは、Ｅｄ．Ｇｅｉｓｔｌｉｃｈ　Ｓｏｈｎｅ、Ｓｗ
ｉｔｚｅｒｌａｎｄから入手可能である）を用いて形成されたマトリックス上に細胞を成
長させることにより調製できる。移植の数日前に、成長培地を移植賦形剤に交換する。手
術中に、細胞を載せたマトリックスを、生体適合性接着剤を用いて傷害を受けた軟骨の領
域に貼り付ける。覆っているキャップまたはマトリックスは、軟骨修復を可能にするのに
十分な期間その場所に留まり、次いで例えば植え込みから２～３ヵ月以内に体に吸収また
は再吸収される。再吸収性キャップおよびマトリックスの設計ならびに使用についてのさ
らなる詳細は、国際特許出願ＷＯ０１／０８６１０で見出すことができる。
【０１１４】
　患者の選択、投与の形態ならびに支持構造および手術のオプションの選択は、担当臨床
医の熟練の範囲内である。
【０１１５】
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　商業的流通の目的のために、本発明の軟骨細胞は、ヒト投与のために十分な滅菌条件下
で調製された等張賦形剤を含む医薬組成物の形で典型的に供給される。細胞組成物の医薬
製剤における全般的な原則について、読者は、Ｃｅｌｌ　Ｔｈｅｒａｐｙ：Ｓｔｅｍ　Ｃ
ｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ，ａｎｄ　Ｃｅｌ
ｌｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ、Ｇ．ＭｏｒｓｔｙｎおよびＷ．Ｓｈｅｒｉｄ
ａｎ編、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９９６を参照され
たい。組成物は、治療後の最初の数ヵ月中に軟骨細胞をその場所に維持するためのマトリ
ックスも含有してよい。吸収性生体材料は、その後の手術による除去の必要性を省く。Ｗ
Ｏ０１／０８６１０１に記載されるコラーゲンマトリックスパッドの他に、その他の可能
性のあるマトリックスは、生体再吸収性ポリマーフリースマトリックス（Ｒｕｄｅｒｔら
、Ｃｅｌｌｓ　Ｔｉｓｓｕｅｓ　Ｏｒｇａｎｓ　１６７：９５、２０００）；ヒアルロナ
ン誘導体（Ｇｒｉｇｏｌｏら、Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　２２：２４１７、２００１）
；ポリ（Ｌ－ラクチド－イプシロン－カプロラクトン）で作製されたスポンジ（Ｈｏｎｄ
ａら、Ｊ．Ｏｒａｌ　Ｍａｘｉｌｌｏｆａｃ．Ｓｕｒｇ．５８：７６７、２０００）およ
びコラーゲン－フィブリンマトリックス（Ｃｌｉｎ．Ｅｘｐ．Ｒｈｅｕｍａｔｏｌ．１８
：１３、２０００）を含む。
【０１１６】
スクリーニングの使用
　軟骨細胞またはＤＣＣＰＣは、培養している軟骨細胞またはＤＣＣＰＣの特徴に影響す
る因子（例えば小分子薬物、ペプチド、ポリヌクレオチドなど）または条件（例えば培養
条件または操作）を求めてスクリーニングするために用いることができる。このような培
養物は、薬物研究において医薬組成物を試験するために用いることもできる。候補医薬組
成物の活性の評価は、通常、軟骨細胞またはＤＣＣＰＣのような本発明の分化した細胞を
候補化合物と組み合わせることと、任意の得られた変化を決定することと、次いで、化合
物の効果と観察された変化とを相関させることとを含む。因子または化合物で処理してい
ない等価な培養物と比較することができる。細胞傷害性または代謝性の効果は、細胞生存
力、形態、あるマーカー、受容体もしくは酵素の発現または放出、ＤＮＡ合成または修復
などにより決定できる。本発明に従って調製された細胞は、薬物スクリーニング、医薬組
成物の調製、研究およびその他の多くの同様の目的のために用いることができる。
【０１１７】
　一例では、ＤＣＣＰＣは、軟骨細胞への成熟を促進するかまたは長期培養における軟骨
細胞の増殖および維持を促進する因子を求めてスクリーニングするために用いることがで
きる。例えば、候補成熟因子または増殖因子は、それらを異なるウェル中の細胞に加え、
次いで結果として得られる任意の表現型の変化（例えばコラーゲンＩＩおよび／またはア
グリカンの発現）を、細胞のさらなる培養および使用のための望ましい基準に従って決定
することにより試験できる。その因子で処理していない等価な培養物と比較できる。この
ことにより、ｐＰＳ由来軟骨細胞だけでなく、軟骨から単離された軟骨細胞およびそれら
の始原細胞についての派生および培養方法の改善を導くことができる。
【０１１８】
　別の例は、ストレス条件下で軟骨細胞生存を促進できる分子の効果を測定するためのＤ
ＣＣＰＣの使用である。例えば、損傷、手術または変形性関節症による外傷と関連するも
の。
【０１１９】
　別の例は、軟骨の成形またはリモデリングの役割において軟骨細胞活性に影響する能力
を有する小分子薬物の効果を測定するための軟骨細胞前駆体の使用である。このために、
細胞を試験化合物とｉｎ　ｖｉｔｒｏで組み合わせ、遺伝子発現またはタンパク質合成に
対する化合物の効果を決定できる。スクリーニングは、動物モデルにおける細胞の挙動に
対する化合物の効果を測定することによりｉｎ　ｖｉｖｏで行うこともできる。未処理の
細胞または動物を比較のために用いてよい。
【０１２０】
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　本発明のその他のスクリーニング方法は、医薬化合物を、軟骨細胞の成長、発生または
毒性に対する可能性のある効果について試験することに関する。この型のスクリーニング
は、軟骨細胞自体に対する薬理学的効果を有するように化合物を設計した場合だけでなく
、他の場所での一次的薬理学的効果のために設計された化合物の軟骨細胞関連副作用につ
いて試験する場合にも適当である。
【０１２１】
　候補医薬化合物の活性の評価は、通常、本発明の分化した細胞を、単独またはその他の
薬物と組み合わせたいずれかの候補化合物と組み合わせることを含む（「Ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ」、Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、１９９７；およびＵＳ５，０３０，０１５）。研究者は、化
合物に帰する形態、マーカー表現型または細胞の機能的活性における（未処理の細胞また
は不活性化合物で処理した細胞と比較した）任意の変化を決定し、次いで、化合物の効果
を観察された変化と相関させる。未処理の細胞を比較のために用いてよい。
【０１２２】
　細胞毒性は、まず、細胞生存力、生存、形態ならびにあるマーカーおよび受容体の発現
に対する効果により決定できる。染色体ＤＮＡに対する薬物の効果は、ＤＮＡ合成または
修復を測定することにより決定できる。特に細胞周期中の計画されていない時間でのもし
くは細胞複製に要求されるレベルを超える［３Ｈ］－チミジンまたはＢｒｄＵ組み込みは
、薬物の効果と矛盾しない。望ましくない効果は、中期伸展体により決定される通常でな
い比率の姉妹染色分体交換も含むことができる（Ａ．Ｖｉｃｋｅｒｓ、「Ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ」、Ａｃ
ａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、１９９７中の３７５～４１０頁）。
【０１２３】
商業的流通
　本発明の軟骨細胞分化培養システムの成分は、以下の２以上のような様々な有用な組み
合わせにおいて一緒に調製してよい：
・ＤＣＣＰＣおよび／もしくは軟骨細胞を懸濁または付着して培養するために適切な培地
・培地中に存在するかもしくは加えられるかまたは適切な細胞成長表面に被覆された細胞
外基質成分あるいは増粘剤
・培地に存在するかまたは加えられる微小担体
・懸濁培養または付着培養に適合された容器
・培養系において成長しているかまたは別の形態で保存されているが培養系での使用を意
図するかのいずれかの軟骨細胞またはＤＣＣＰＣ自体
・培養されているかまたは適切な賦形剤もしくは緩衝剤中に貯蔵されているｐＰＳ細胞
・成熟軟骨細胞におけるｐＰＳ細胞および／もしくは軟骨細胞前駆細胞の成長、分化なら
びに／または成熟を促進するために適切な１または複数のサイトカイン、増殖因子、モル
フォゲンなど。
【０１２４】
　生成物または生成物の組み合わせは、場合によってキットの形で、適切な容器に包装し
てよく、本発明による物質の使用（例えば軟骨細胞を維持または増殖すること）について
の書面での情報を伴ってよい。書面での情報は、容器もしくはキット上のラベル、または
容器とともに包装され一緒に流通される製品挿入物の形態をとってよい。等価な形態は、
使用者もしくは意図する使用者に商業的に流通される製品に関連する参照または情報源材
料として利用可能なハードコピーまたは電子形態での書面の明細、使用説明書または説明
である。
【０１２５】
　本発明は、それらの製造、流通または使用中の任意の時点に存在する細胞およびその他
の成分のセットも含んでよい。細胞のセットは、本開示で記載する２以上の細胞集団の任
意の組み合わせを含むことができ、それらに限定されないが、ＤＣＣＰＣのような本発明
の方法により調製した、ある型の分化したｐＰＳ由来軟骨細胞前駆細胞と、未分化ｐＰＳ
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細胞またはその他の分化した細胞型（例えば完全に分化した軟骨細胞）（時折同じゲノム
を共有する）との組み合わせが例示される。セットにおける各細胞型は、一緒にまたは別
々の容器に包装してよい。本発明の製品は、軟骨欠損の処置、関節軟骨の再構築または整
容手術のような所望の目的についての書面での使用説明とともに適切な容器またはキット
に場合によって包装される。
【０１２６】
　本発明は、軟骨形成培地中で１４日間分化させたＥＳ細胞が、培地中に存在する分化因
子が除去されるならば、脱分化状態に復帰できる（ＤＣＣＰＣ）ことを示している。脱分
化した細胞は、いくつかの理由のための価値がある：１）本明細書に記載する軟骨形成性
プロトコールを用いる初期分化ステップが、多能性細胞を除去または分化するため、よっ
て、奇形腫を形成するそれらの能力を制限するために効果的であり；２）脱分化が、細胞
を増殖させ、第２の嵩増加段階をもたらすことを可能にし；３）初代軟骨細胞から脱分化
した細胞が、プラスチック付着性であることが示されており、単細胞として継代する（ｈ
ＥＳＣとは異なって）。脱分化した細胞は、安定であり、その後、接着条件下または構築
物として懸濁されて成長する場合のいずれかにコラーゲンＩＩ発現細胞および／または成
熟軟骨細胞に分化できる。これらの特徴は、細胞療法の大規模製造にとって非常に有利で
ある。
【０１２７】
本発明のさらなる実施形態
１．細胞培養および細胞集団
　いくつかの実施形態では、本発明は、細胞の集団を含む細胞培養物であって、細胞の集
団が、ｐＰＳ細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏ子孫であり、細胞の集団が、ＣＢＦＡ１／ＲｕｎＸ
２を発現し、Ｋｉ６７陰性であり、多能性マーカーＴｒａ１－６０、Ｏｃｔ４およびｎａ
ｎｏｇについて陰性である細胞培養物を提供する。細胞集団は、多能性マーカーＳＳＥＡ
３およびＳＳＥＡ４について陰性であることもある。
【０１２８】
　ある実施形態では、細胞培養物は、胚葉体を全く含まない。いくつかの実施形態では、
細胞培養物は、付着細胞だけを含む。いくつかの実施形態では、培養物は、構築物を含ま
ない。他の実施形態では、細胞培養物は、細胞の構築物を含んでよい。
【０１２９】
　本発明のいくつかの実施形態では、細胞培養物は、細胞培養物中の細胞の１０％より多
く、２０％より多く、３０％より多く、４０％より多く、５０％より多く、６０％より多
く、７０％より多く、８０％より多くがＣＢＦＡ１／ＲｕｎＸ２を発現する細胞を含む。
本発明のいくつかの実施形態では、集団中の細胞の８５％が、ＣＢＦＡ１／ＲｕｎＸ２を
発現する。
【０１３０】
　本発明のいくつかの実施形態では、細胞培養物は、細胞培養物中の細胞の２０％未満、
１０％未満、５％未満、２％未満、１％未満が以下のマーカーの１または複数：Ｔｒａ１
－６０、Ｏｃｔ４、ｎａｎｏｇ、ＳＳＥＡ４、ＳＳＥＡ３およびＫｉ６７を発現する細胞
を含む。本発明の他の実施形態では、細胞培養物中の細胞はいずれも、以下のマーカーの
少なくとも１つ：Ｔｒａ１－６０、Ｏｃｔ４、ｎａｎｏｇ、ＳＳＥＡ４、ＳＳＥＡ３およ
びＫｉ６７を検出できない。
【０１３１】
　いくつかの実施形態では、細胞培養物は、細胞がプラスチック表面、例えばプラスチッ
ク組織培養皿と直接接触するように表面上で提供される。他の実施形態では、培養物は、
組織培養表面を被覆する基材上で提供される。いくつかの実施形態では、基材は、１また
は複数の細胞外基質成分を含んでよい。いくつかの実施形態では、基材は、ラミニンを含
んでよい。いくつかの実施形態では、基材は、マウス肉腫細胞の抽出物、例えばＭａｔｒ
ｉｇｅｌ（登録商標）を含んでよい。いくつかの実施形態では、基材は、コラーゲンでな
い。いくつかの実施形態では、基材は、ゼラチンでない。
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【０１３２】
　いくつかの実施形態では、細胞培養物は、栄養培地を含む。栄養培地は、胎児ウシ血清
のような血清などを含んでよい。いくつかの実施形態では、培地は、約５～２０％の血清
を含んでよい。いくつかの実施形態では、培地は、１０％の血清を含む。いくつかの実施
形態では、栄養培地は、ＤＭＥＭのような商業的に入手可能な培地である。他の実施形態
では、細胞培養物は、脱分化培地、例えばＤＭＥＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）のような１
０％ＦＢＳである培地を含む。いくつかの実施形態では、栄養培地は、外添加ＴＧＦβ１
、ＦＧＦ２およびＰＤＧＦｂｂを、１０％ＦＣＳを含む培地で見出されるものを超えて含
まない。
【０１３３】
２．軟骨細胞系細胞を生成するためのシステム
　ある実施形態では、本発明は、軟骨細胞系細胞を生成するためのシステムを提供する。
軟骨細胞系細胞は、成熟軟骨細胞、ＤＣＣＰＣおよび／または以下の１もしくは複数：コ
ラーゲンＩＩ、アグリカン、グリコサミノグリカンを発現する細胞を含み得る。
【０１３４】
　軟骨細胞系細胞を生成するためのシステムは、１）ｐＰＳ細胞を含む細胞の第１集団と
、２）ＤＣＣＰＣを含む細胞の第２集団であって、ＤＣＣＰＣがｐＰＳ細胞の一部分のｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏ子孫である集団とを含み得る。
【０１３５】
　さらなる実施形態では、本発明は、軟骨細胞系細胞を生成するためのシステムであって
、１）ｐＰＳ細胞を含む細胞の第１集団と、２）ＣＢＦＡ１／ＲｕｎＸ２を発現し、Κｉ
６７を発現しない細胞を含む細胞の第２集団であって、増殖マーカーＫｉ６７を発現する
ことなくＣＢＦＡ１／ＲｕｎＸ２を発現する細胞が、ｐＰＳ細胞の一部分のｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ子孫である集団とを含むシステムを提供する。
【０１３６】
　ｐＰＳ細胞は細胞系統として樹立され、よってそれらの多能性状態を維持しながら培養
において継続的に成長し得るので、これらは、本質的に無限の供給で軟骨細胞系細胞を生
成できる。生成される軟骨細胞系細胞は、親のｐＰＳ細胞系統と本質的に遺伝的に同一で
ある。よって、このシステムは、互いに本質的に遺伝的に同一である軟骨細胞系細胞の継
続的な無限の供給源を提供する。
【０１３７】
　いくつかの実施形態では、システムは、胚葉体を全く含まない。いくつかの実施形態で
は、システムは、構築物を全く含まない。いくつかの実施形態では、細胞は、全体を通し
て付着して維持される（継代、例えばトリプシン処理などに要求される時間を除く）。本
発明のいくつかの実施形態では、システムを含む細胞集団の一方または両方の集団が、細
胞培養物品の表面のようなプラスチック表面上で提供される。本発明の他の実施形態では
、システムを含む細胞集団の一方または両方が、組織培養表面を被覆する基材上で提供さ
れる。いくつかの実施形態では、基材は、１または複数の細胞外基質成分を含んでよい。
いくつかの実施形態では、基材は、ラミニンを含んでよい。いくつかの実施形態では、基
材は、マウス肉腫細胞の抽出物、例えばＭａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）を含んでよい。い
くつかの実施形態では、基材は、コラーゲンでない。いくつかの実施形態では、基材は、
ゼラチンでない。他の実施形態では、細胞の第２集団は、構築物として提供してよい。構
築物は、非付着細胞集団、例えばプラスチック表面または細胞マトリックスのような外因
的に提供された基材のいずれにも接着しない細胞集団として提供してよい。構築物の細胞
は、構築物内の他の細胞に接着してよい。
【０１３８】
　本発明のいくつかの実施形態では、システムは、１または複数の栄養培地をさらに含み
得る。本発明のある実施形態では、細胞の第１集団は、以下の１または複数：リノール酸
およびウシ血清アルブミンを含む培地中で提供される。いくつかの実施形態では、培地は
、以下の１または複数：デキサメタゾン、インスリン、トランスフェリン、セレン、アス
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コルビン酸、ピルビン酸ナトリウムおよびトランスフォーミング増殖因子β（ΤＧＦβ）
、例えばＴＧＦβ３をさらに含んでよい。ある実施形態では、培地は、外添加骨形成タン
パク質を含まない。ある実施形態では、培地は、ノックアウト血清置換物のような血清置
換物を含まない。
【０１３９】
　リノール酸の適切な培地濃度は、約２ｍｇ／ｍｌから約１０ｍｇ／ｍｌまで；約３ｍｇ
／ｍｌから約７ｍｇ／ｍｌまで；約４ｍｇ／ｍｌから約６ｍｇ／ｍｌまでの範囲であって
よい。本発明の一実施形態では、培地は、約５．３５ｍｇ／ｍｌのリノール酸を含む。ウ
シ血清アルブミンの適切な培地濃度は、約０．５ｍｇ／ｍｌから約５ｍｇ／ｍｌまで；約
０．８ｍｇ／ｍｌから約３ｍｇ／ｍｌまで；約１ｍｇ／ｍｌから約２ｍｇ／ｍｌまでの範
囲であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約１．２５ｍｇ／ｍｌのウシ血清ア
ルブミンを含む。デキサメタゾンの適切な培地濃度は、約１０－８Ｍから約１０－６まで
；約１０－７Ｍから約１０－６Μまで；約１０－８Ｍから約１０－７Ｍまでの範囲であっ
てよい。本発明の一実施形態では、培地は、約１０－７Ｍのデキサメタゾンを含む。イン
スリンの適切な培地濃度は、約３ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約５ｎｇ／ｍｌ
から約１５ｎｇ／ｍｌまで；約６ｎｇ／ｍｌから約９ｎｇ／ｍｌまでの範囲であってよい
。本発明の一実施形態では、培地は、約６．２５ｎｇ／ｍｌのインスリンを含む。トラン
スフェリンの適切な培地濃度は、約３ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約５ｎｇ／
ｍｌから約１５ｎｇ／ｍｌまで；約６ｎｇ／ｍｌから約９ｎｇ／ｍｌまでの範囲であって
よい。本発明の一実施形態では、培地は、約６．２５ｎｇ／ｍｌのトランスフェリンを含
む。亜セレン酸の適切な培地濃度は、約３ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約５ｎ
ｇ／ｍｌから約１５ｎｇ／ｍｌまで；約６ｎｇ／ｍｌから約９ｎｇ／ｍｌまでの範囲であ
ってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約６．２５ｎｇ／ｍｌの亜セレン酸を含む
。プロリンの適切な培地濃度は、約２０μｇ／ｍｌから約８０μｇ／ｍｌまで；約３０μ
ｇ／ｍｌから約７０μｇ／ｍｌまで；約４０μｇ／ｍｌから約６０μｇ／ｍｌまでの範囲
であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約４０μｇ／ｍｌのプロリンを含む。
アスコルビン酸の適切な培地濃度は、約３０μｇ／ｍｌから約９０μｇ／ｍｌまで；約４
０μｇ／ｍｌから約８０μｇ／ｍｌまで；約４５μｇ／ｍｌから約６０μｇ／ｍｌまでの
範囲であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約５０μｇ／ｍｌのアスコルビン
酸を含む。ＴＧＦβの適切な培地濃度は、約１ｎｇ／ｍｌから約３０ｎｇ／ｍｌまで；約
５ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約８ｎｇ／ｍｌから約１５ｎｇ／ｍｌまでの範
囲であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約１０ｎｇ／ｍｌのＴＧＦβを含む
。
【０１４０】
　本発明のいくつかの実施形態では、細胞の第２集団は、商業的に入手可能な培地、例え
ばＤＭＥＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）のような栄養培地中で提供される。いくつかの実施
形態では、栄養培地は、外添加ΤＧＦβ３、ＦＧＦ２およびＰＤＧＦｂｂを、１０％ＦＣ
Ｓを含む培地で見出されるものを超えて含まない。
【０１４１】
　いくつかの実施形態では、細胞の第２集団は、血清を含む栄養培地中で提供される。栄
養培地は、胎児ウシ血清のような血清などを含んでよい。いくつかの実施形態では、培地
は、約５～２０％の血清を含んでよい。いくつかの実施形態では、培地は、１０％の血清
を含む。いくつかの実施形態では、栄養培地は、ＤＭＥＭのような商業的に入手可能な培
地である。他の実施形態では、細胞培養物は、脱分化培地、例えばＤＭＥＭ（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ）のような１０％ＦＢＳである培地を含む。
【０１４２】
　本発明のいくつかの実施形態では、細胞の第２集団は、１０％血清を含む栄養培地から
細胞の第１集団を培養するために用いた培地に移すことができる。
【０１４３】
３．脱分化定向軟骨細胞始原細胞（ＤＣＣＰＣ）を生成する方法
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　ある実施形態では、本発明は、１）ｐＰＳ細胞を軟骨形成培地中で培養することと、２
）軟骨形成培地を除去し、代わりに脱分化培地に置換することとを含む（ＤＣＣＰＣ）を
生成する方法を提供する。
【０１４４】
　他の実施形態では、本発明は、）ｐＰＳ細胞を軟骨形成培地中で培養することと、２）
軟骨形成培地を除去し、代わりに脱分化培地に置換することとを含むＣＢＦＡ１／Ｒｕｎ
Ｘ２を発現する細胞を生成する方法を提供する。ＣＢＦＡ１／ＲｕｎＸ２を発現する細胞
は、Ｋｉ６７陰性であってよい。ＣＢＦＡ１／ＲｕｎＸ２を発現する細胞は、以下のマー
カーＯｃｔ４、ｎａｎｏｇ、ＳＳＥＡ４、ＳＳＥＡ３、ＴＲＡ－１－６０の１または複数
について陰性であってよい。ＣＢＦＡ１／ＲｕｎＸ２を発現する細胞は、線維芽細胞様形
態を有してよい。
【０１４５】
　本発明のある実施形態では、軟骨形成培地は、リノール酸およびウシ血清アルブミンの
１または複数を含む。培地は、以下の１または複数：デキサメタゾン、インスリン、トラ
ンスフェリン、セレン、アスコルビン酸、ピルビン酸ナトリウムおよびトランスフォーミ
ング増殖因子β（ＴＧＦβ）、例えばＴＧＦβ３をさらに含み得る。ある実施形態では、
培地は、外添加骨形成タンパク質を含まない。ある実施形態では、培地は、ノックアウト
血清置換物のような血清置換物を含まない。
【０１４６】
　リノール酸の適切な培地濃度は、約２ｍｇ／ｍｌから約１０ｍｇ／ｍｌまで；約３ｍｇ
／ｍｌから約７ｍｇ／ｍｌまで；約４ｍｇ／ｍｌから約６ｍｇ／ｍｌまでの範囲であって
よい。本発明の一実施形態では、培地は、約５．３５ｍｇ／ｍｌのリノール酸を含む。ウ
シ血清アルブミンの適切な培地濃度は、約０．５ｍｇ／ｍｌから約５ｍｇ／ｍｌまで；約
０．８ｍｇ／ｍｌから約３ｍｇ／ｍｌまで；約１ｍｇ／ｍｌから約２ｍｇ／ｍｌまでの範
囲であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約１．２５ｍｇ／ｍｌのウシ血清ア
ルブミンを含む。デキサメタゾンの適切な培地濃度は、約１０－８Ｍから約１０－６まで
；約１０－７Ｍから約１０－６Μまで；約１０－８Ｍから約１０－７Ｍまでの範囲であっ
てよい。本発明の一実施形態では、培地は、約１０－７Ｍのデキサメタゾンを含む。イン
スリンの適切な培地濃度は、約３ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約５ｎｇ／ｍｌ
から約１５ｎｇ／ｍｌまで；約６ｎｇ／ｍｌから約９ｎｇ／ｍｌまでの範囲であってよい
。本発明の一実施形態では、培地は、約６．２５ｎｇ／ｍｌのインスリンを含む。トラン
スフェリンの適切な培地濃度は、約３ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約５ｎｇ／
ｍｌから約１５ｎｇ／ｍｌまで；約６ｎｇ／ｍｌから約９ｎｇ／ｍｌまでの範囲であって
よい。本発明の一実施形態では、培地は、約６．２５ｎｇ／ｍｌのトランスフェリンを含
む。亜セレン酸の適切な培地濃度は、約３ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約５ｎ
ｇ／ｍｌから約１５ｎｇ／ｍｌまで；約６ｎｇ／ｍｌから約９ｎｇ／ｍｌまでの範囲であ
ってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約６．２５ｎｇ／ｍｌの亜セレン酸を含む
。プロリンの適切な培地濃度は、約２０μｇ／ｍｌから約８０μｇ／ｍｌまで；約３０μ
ｇ／ｍｌから約７０μｇ／ｍｌまで；約４０μｇ／ｍｌから約６０μｇ／ｍｌまでの範囲
であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約４０μｇ／ｍｌのプロリンを含む。
アスコルビン酸の適切な培地濃度は、約３０μｇ／ｍｌから約９０μｇ／ｍｌまで；約４
０μｇ／ｍｌから約８０μｇ／ｍｌまで；約４５μｇ／ｍｌから約６０μｇ／ｍｌまでの
範囲であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約５０μｇ／ｍｌのアスコルビン
酸を含む。ＴＧＦβの適切な培地濃度は、約１ｎｇ／ｍｌから約３０ｎｇ／ｍｌまで；約
５ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約８ｎｇ／ｍｌから約１５ｎｇ／ｍｌまでの範
囲であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約１０ｎｇ／ｍｌのＴＧＦβを含む
。
【０１４７】
　本発明のいくつかの実施形態では、脱分化培地は、商業的に入手可能な培地、例えば　
ＤＭＥＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含む。培地は、胎児ウシ血清（ＦＣＳ）のような血
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清を含んでよい。ある実施形態では、培地は、約１０％ＦＣＳである。いくつかの実施形
態では、培地は、外添加ＴＧＦβ１、ＦＧＦ２およびＰＤＧＦｂｂを、１０％ＦＣＳを含
む培地で見出されるものを超えて含まない。
【０１４８】
　本発明のいくつかの実施形態では、ＤＣＣＰＣを生成する方法は、ｐＰＳ細胞を付着さ
せて培養することを含む。本発明のいくつかの実施形態では、ｐＰＳ細胞は、胚葉体を全
く形成しない。本発明のある実施形態では、方法は、軟骨形成培地で培養した後に細胞を
付着表面から取り除くことと、細胞を例えば遠心分離によりペレットにすることと、細胞
を脱分化培地に再懸濁すること（および細胞をろ過して単細胞懸濁物を形成すること）と
、細胞を脱分化培地中の新しい付着表面に再播種することとをさらに含み得る。
【０１４９】
　本発明のいくつかの実施形態では、ＤＣＣＰＣを作製する方法のステップ１）は、軟骨
細胞系経路の下方にｐＰＳ細胞が分化することをもたらす。したがって、ステップ１）は
、軟骨細胞系の細胞にｐＰＳ細胞を分化させる方法を含む。軟骨細胞系の細胞は、コラー
ゲンＩＩ、コラーゲンＩ、コラーゲンＸ、アグリカンから選択されるマーカーの１または
複数を発現し得る。軟骨細胞系の細胞は、丸い形態を有することがある。
【０１５０】
４．軟骨細胞系細胞および軟骨細胞を生成する方法
　いくつかの実施形態では、本発明は、１）ＤＣＣＰＣを得ることと、２）ＤＣＣＰＣを
軟骨細胞に分化させることとを含む、軟骨細胞を生成する方法を提供する。
【０１５１】
　他の実施形態では、本発明は、１）ＤＣＣＰＣを得ることと、２）ＤＣＣＰＣを以下の
マーカーの１または複数：コラーゲンＩＩ、アグリカンおよびＧＡＧを発現する細胞に分
化させることとを含む、以下のマーカーの１または複数：コラーゲンＩＩ、アグリカンお
よびＧＡＧを発現する細胞を生成する方法を提供する。
【０１５２】
　いくつかの実施形態では、ＤＣＣＰＣは、以下に記載する方法のいずれかによりＤＣＣ
ＰＣを作製することにより得ることができる。他の実施形態では、ＤＣＣＰＣは、それを
生成した個体または実体から獲得できる。
【０１５３】
　いくつかの実施形態では、ＤＣＣＰＣは、細胞を軟骨形成培地中で適切な長さの時間培
養することにより軟骨細胞に分化する。他の実施形態では、ＤＣＣＰＣは、細胞を軟骨形
成培地中で適切な長さの時間培養することにより以下のマーカーの１または複数：コラー
ゲンＩＩ、アグリカン、ＧＡＧを発現する細胞に分化する。
【０１５４】
　本発明のいくつかの実施形態では、ＤＣＣＰＣは、脱分化培地でまず成長させる。ステ
ップ２）に従って細胞の分化を開始するために、細胞を軟骨形成培地に切り替える。培地
の切り替えは、細胞を継代し、例えばトリプシンのような適切な化合物または化合物の組
み合わせを用いて付着表面から取り除き、遠心分離によりペレットにし、軟骨形成培地に
再懸濁し、軟骨形成培地中の付着表面に再播種するかまたは細胞の構築物として懸濁を維
持するステップを含み得る。他の実施形態では、細胞は、継代されない。代わりに、細胞
を付着表面に接着させたままにし、培地をデカントする。場合によって、細胞をＰＢＳの
ような適当な緩衝剤で洗浄し、次いで軟骨形成培地を供給してよい。
【０１５５】
　軟骨形成培地は、リノール酸およびウシ血清アルブミンの１または複数を含み得る。培
地は、以下の１または複数をさらに含み得る：デキサメタゾン、インスリン、トランスフ
ェリン、セレン、アスコルビン酸、ピルビン酸ナトリウムおよびトランスフォーミング増
殖因子β（ＴＧＦβ）、例えばＴＧＦβ３。ある実施形態では、培地は、外添加骨形成タ
ンパク質を含まない。ある実施形態では、培地は、ノックアウト血清置換物のような血清
置換物を含まない。
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【０１５６】
　リノール酸の適切な培地濃度は、約２ｍｇ／ｍｌから約１０ｍｇ／ｍｌまで；約３ｍｇ
／ｍｌから約７ｍｇ／ｍｌまで；約４ｍｇ／ｍｌから約６ｍｇ／ｍｌまでの範囲であって
よい。本発明の一実施形態では、培地は、約５．３５ｍｇ／ｍｌのリノール酸を含む。ウ
シ血清アルブミンの適切な培地濃度は、約０．５ｍｇ／ｍｌから約５ｍｇ／ｍｌまで；約
０．８ｍｇ／ｍｌから約３ｍｇ／ｍｌまで；約１ｍｇ／ｍｌから約２ｍｇ／ｍｌまでの範
囲であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約１．２５ｍｇ／ｍｌのウシ血清ア
ルブミンを含む。デキサメタゾンの適切な培地濃度は、約１０－８Ｍから約１０－６まで
；約１０－７Ｍから約１０－６Μまで；約１０－８Ｍから約１０－７Ｍまでの範囲であっ
てよい。本発明の一実施形態では、培地は、約１０－７Ｍのデキサメタゾンを含む。イン
スリンの適切な培地濃度は、約３ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約５ｎｇ／ｍｌ
から約１５ｎｇ／ｍｌまで；約６ｎｇ／ｍｌから約９ｎｇ／ｍｌまでの範囲であってよい
。本発明の一実施形態では、培地は、約６．２５ｎｇ／ｍｌのインスリンを含む。トラン
スフェリンの適切な培地濃度は、約３ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約５ｎｇ／
ｍｌから約１５ｎｇ／ｍｌまで；約６ｎｇ／ｍｌから約９ｎｇ／ｍｌまでの範囲であって
よい。本発明の一実施形態では、培地は、約６．２５ｎｇ／ｍｌのトランスフェリンを含
む。亜セレン酸の適切な培地濃度は、約３ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約５ｎ
ｇ／ｍｌから約１５ｎｇ／ｍｌまで；約６ｎｇ／ｍｌから約９ｎｇ／ｍｌまでの範囲であ
ってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約６．２５ｎｇ／ｍｌの亜セレン酸を含む
。プロリンの適切な培地濃度は、約２０μｇ／ｍｌから約８０μｇ／ｍｌまで；約３０μ
ｇ／ｍｌから約７０μｇ／ｍｌまで；約４０μｇ／ｍｌから約６０μｇ／ｍｌまでの範囲
であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約４０μｇ／ｍｌのプロリンを含む。
アスコルビン酸の適切な培地濃度は、約３０μｇ／ｍｌから約９０μｇ／ｍｌまで；約４
０μｇ／ｍｌから約８０μｇ／ｍｌまで；約４５μｇ／ｍｌから約６０μｇ／ｍｌまでの
範囲であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約５０μｇ／ｍｌのアスコルビン
酸を含む。ＴＧＦβの適切な培地濃度は、約１ｎｇ／ｍｌから約３０ｎｇ／ｍｌまで；約
５ｎｇ／ｍｌから約２０ｎｇ／ｍｌまで；約８ｎｇ／ｍｌから約１５ｎｇ／ｍｌまでの範
囲であってよい。本発明の一実施形態では、培地は、約１０ｎｇ／ｍｌのＴＧＦβを含む
。
【０１５７】
　ＤＣＣＰＣを軟骨形成培地中で培養するために適切な長さの時間は、約４～２８日間；
約５～２５日間；約７～２１日間の範囲であってよい。いくつかの実施形態では、ＤＣＣ
ＰＣは、軟骨形成培地中で約７日間；約１０日間；約１５日間；約２１日間；約２５日間
培養される。一実施形態では、ＤＣＣＰＣは、軟骨形成培地中で２１日間培養される。
【０１５８】
　本発明のいくつかの実施形態では、軟骨細胞を生成する方法は、ＤＣＣＰＣを付着させ
て培養することを含む。本発明のいくつかの実施形態では、以下のマーカーの１または複
数：コラーゲンＩＩ、アグリカン、ＧＡＧを発現する細胞を生成する方法は、ＤＣＣＰＣ
を付着させて培養することを含む。本発明のいくつかの実施形態では、ＤＣＣＰＣは、胚
葉体を全く形成することなく得られる。本発明のいくつかの実施形態では、細胞は、方法
全体を通して付着して維持される（細胞は、継代のために付着表面から短時間取り除かれ
得るが、それ以外は付着して維持されると理解される）。
【０１５９】
　いくつかの実施形態では、方法は、構築物を形成するステップを含む。構築物は、細胞
を付着表面から取り除き、細胞を例えば遠心分離によりペレットにすることにより形成し
てよい。例えば、ＤＣＣＰＣの構築物は、ステップ２）を行う際に軟骨形成培地中で形成
してこの培地中に入れてよい。他の実施形態では、方法は、細胞の構築物を形成するステ
ップを含まないことがある。構築物を形成するために適切な数の細胞は、約１００，００
０細胞から約６００，０００細胞まで；約２００，０００細胞から約５００，０００細胞
まで；約２５０，０００細胞から約３５０，０００細胞までの範囲であってよい。一実施
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形態では、約２５０，０００細胞が、構築物を形成するために用いられる。
【０１６０】
　いくつかの実施形態では、ＤＣＣＰＣを付着して培養することは、それらをプラスチッ
ク組織培養表面上で培養することを含んでよい。本発明の他の実施形態では、ＤＣＣＰＣ
を付着して培養することは、ＤＣＣＰＣを基材上で培養することを含んでよい。基材は、
細胞外基質成分を含んでよい。いくつかの実施形態では、基材は、ラミニンを含んでよい
。いくつかの実施形態では、基材は、マウス肉腫細胞からの抽出物、例えばＭａｔｒｉｇ
ｅｌ（登録商標）を含んでよい。いくつかの実施形態では、基材は、コラーゲンでない。
いくつかの実施形態では、基材は、ゼラチンでない。いくつかの実施形態では、方法のス
テップ１）およびステップ２）はともに、付着表面に接着した細胞に対して行われる。他
の実施形態では、ＤＣＣＰＣは、付着表面から得られるが、ステップ２）は、細胞が懸濁
されている、例えば構築物の形態にある場合に行われる。
【０１６１】
５．対象に細胞組成物を投与する方法
　ある実施形態では、本発明は、軟骨細胞系細胞を含む細胞組成物を、生着される細胞組
成物を拒絶する細胞組成物に対する免疫応答を生じることなく細胞組成物が対象において
生着されるように対象に投与する方法であって、１）軟骨細胞系細胞を含む細胞組成物を
得ることと、２）軟骨細胞系細胞を、対象に免疫調節化合物を投与することなく対象に投
与することとを含む方法を提供する。適切な軟骨細胞系細胞は、例えば成熟軟骨細胞、Ｄ
ＣＣＰＣ、以下のマーカーの１または複数：コラーゲンＩＩ、アグリカン、ＧＡＧを発現
する細胞を含んでよい。他の実施形態では、免疫抑制薬は、しかし、適当であれば後で、
同時にまたは別々に共投与してよい。
【０１６２】
　ある実施形態では、軟骨細胞系細胞は、約１０日間、約３０日間、約６０日間、約９０
日間、約１８０日間、約１年間免疫応答を生じることなく移植片として維持される。他の
実施形態では、軟骨細胞系細胞は、１ヵ月より長く、３ヵ月より長く、６ヵ月より長く、
１年より長く免疫応答を生じることなく移植片として維持される。
【０１６３】
　軟骨細胞系細胞は、軟骨修復または回復を必要とする任意の部位に投与してよい。例え
ば、細胞は、関節炎の関節または急性損傷に罹患している部位に投与してよい（図４）。
軟骨細胞を用いて患者の膝軟骨を修復するこのような手順は、当該技術において既知であ
る。例えば、ＣＡＲＴＩＣＥＬ（商標）自己軟骨細胞植え込み（ＡＣＩ）手順は、低荷重
負荷位置から軟骨の試料を採取することと、外植された軟骨細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏで増
殖させることとを含む。その後の手術では、骨膜パッチを軟骨欠損の表面に縫合し、培養
した軟骨細胞調製物をパッチの下に注入して欠損を充填する。
【０１６４】
　上記のように、軟骨細胞系細胞調製物は、細胞移植片とともに典型的に投与される免疫
抑制薬のような免疫調節化合物なしで投与できる。代わりに、このような化合物は、適当
であれば用いてよい。免疫抑制薬の例は、シクロスポリン、ＦＫ－５０６を含み、免疫調
節化合物の例は、ステロイド化合物、例えばプレドニゾンなどのような抗炎症剤である。
【０１６５】
　投与された細胞組成物は、対象に関して同種であり得る。投与された細胞組成物は、対
象に関して異種であり得る。よって、いくつかの実施形態では、細胞組成物は、ＭＨＣ　
Ｉおよび／またはＭＨＣ　ＩＩのような主要組織適合複合体の１または複数の対立遺伝子
に関して完全にまたは部分的にミスマッチである。いくつかの実施形態では、細胞組成物
は、対象と同系である。適切な対象は、任意の哺乳動物、例えばマウス、ラット、イヌ、
ネコ、ウシ、ウマ、ヒツジ、ブタ、非ヒト霊長類、ヒトを含む。
【０１６６】
　細胞組成物は、手術により部位に投与してよい。代わりに、細胞組成物は、注射により
または関節鏡技術を用いることにより部位に投与してよい。
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【０１６７】
　ある実施形態では、細胞組成物は、約１×１０４細胞から約１×１０８細胞までの範囲
であってよい。いくつかの実施形態では、約１×１０４細胞が、対象に投与され得る。い
くつかの実施形態では、約１×１０５細胞が、対象に投与され得る。いくつかの実施形態
では、約１×１０６細胞が、対象に投与され得る。他の実施形態では、約１×１０７細胞
が、対象に投与され得る。いくつかの実施形態では、約１×１０８細胞が、対象に投与さ
れ得る。
【０１６８】
　本発明の第２およびその後の態様の好ましい特徴は、必要な変更を加えて第１の態様に
ついて記載したとおりである。
【０１６９】
　以下の実施例は、請求される発明を限定することを意味しない説明である。
【実施例】
【０１７０】
材料および方法
フローサイトメトリーの方法：
　細胞単層を、トリプシン（Ｇｉｂｃｏ）を用いてそれらの基材から持ち上げてばらばら
にした。トリプシンを除去し、細胞をＰＢＳ中で洗浄し、１％　ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）を
含むＰＢＳに最終的に再懸濁した。試料を、以下の抗体を１：５０の希釈で含有する５本
の試験管に等しく分けた。
【０１７１】

【表３】

【０１７２】
　細胞を３０分間、４℃にてインキュベートし、その時間の後に細胞をＰＢＳ中で洗浄し
た。細胞を、次いで、ＢＤ　ＦＡＣＳＦｌｏｗ（商標）シース液を用いるＢｅｃｔｏｎ　
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ　ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ（商標）フローサイトメーターにかけた。
【０１７３】
免疫細胞化学的方法：
Ｔｒａ－１－６０発現の視覚化
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　細胞単層を、４％　ＰＦＡで１０分間固定し、ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で次いで洗浄した
。１０％正常ヤギ血清および１％　ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ）を含有するブロッキング溶液を
、室温にて１時間用いた。Ｔｒａ－１－６０マウス抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ１６２８８）
をＰＢＳ中の１％　ＢＳＡおよび１％正常ヤギ血清中１：１００の希釈で４℃にて１晩用
いた。抗体の除去の後に、細胞をＰＢＳで洗浄し、抗マウス２次抗体（ヤギ抗マウスＡｌ
ｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ））と、Ｐ
ＢＳ中の０．１％　ＢＳＡ、１％ヤギ血清中１：２００にて、室温にて１時間インキュベ
ートした。さらなるＰＢＳ洗浄の後に、細胞を、ＰＢＳ中１：１０００にてＤＡＰＩ（Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）で１０分間染色した。細胞を、次いで、カバーガラス
とともに蛍光装着剤（Ｄａｋｏ）中に装着し、Ｚｅｉｓｓ蛍光顕微鏡を用いて視覚化した
。
【０１７４】
Ｎａｎｏｇ発現の視覚化
　細胞単層を、４％　ＰＦＡで１０分間固定し、ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で次いで洗浄した
。細胞を、０．４％　ｔｒｉｔｏｎＸ－１００で１５分間、室温にて透過にした。１０％
正常ヤギ血清（Ｓｉｇｍａ）を含有するブロッキング溶液を、室温にて１時間用いた。Ｎ
ａｎｏｇウサギ抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ２１６２４）を、ＰＢＳＴ中の２．５％　ＢＳＡ
および１０％正常ヤギ血清中１：１００の希釈にて、４℃にて１晩用いた。抗体の除去の
後に、細胞をＰＢＳで洗浄し、抗ウサギ２次抗体（ヤギ抗ウサギＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ
（登録商標）４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ））と、ＰＢＳ中の１％　ＢＳ
Ａ、１％ヤギ血清中１：２００にて、室温にて１時間インキュベートした。さらなるＰＢ
Ｓ洗浄の後に、細胞を、ＰＢＳ中１：１０００にてＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
ｏｂｅｓ）で１０分間染色した。細胞を、次いで、カバーガラスとともに蛍光装着剤（Ｄ
ａｋｏ）中に装着し、Ｚｅｉｓｓ蛍光顕微鏡を用いて視覚化した。
【０１７５】
Ｏｃｔ４発現の視覚化
　細胞単層を、４％　ＰＦＡで１０分間固定し、ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で次いで洗浄した
。細胞を、１００％エタノールと２分間、室温にてインキュベートした。１０％正常ヤギ
血清および１％　ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ）および０．１％　ｔｒｉｔｏｎＸ－１００を含有
するブロッキング溶液を、室温にて１時間用いた。Ｏｃｔ４マウス抗体（Ｓａｎｔａ　Ｃ
ｒｕｚ　ＳＣ－５２７９）を、１％ブロッキング緩衝剤中１：５０希釈にて、４℃にて１
晩用いた。抗体の除去の後に、細胞をＰＢＳで洗浄し、抗マウス２次抗体（ヤギ抗マウス
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ））と
、ＰＢＳ中１：４００にて、室温にて１時間インキュベートした。さらなるＰＢＳ洗浄の
後に、細胞を、ＰＢＳ中１：１０００にてＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ
）で１０分間染色した。細胞を、次いで、カバーガラスとともに蛍光装着剤（Ｄａｋｏ）
中に装着し、Ｚｅｉｓｓ蛍光顕微鏡を用いて視覚化した。
【０１７６】
Ｉ型コラーゲン発現の視覚化
　細胞単層を、４％　ＰＦＡで１０分間固定し、ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で次いで洗浄した
。Ｄａｋｏ　ｃｙｔｏｍａｔｉｏｎプロテインブロックを室温にて１時間用いた。Ｉ型コ
ラーゲンマウス抗体（Ｓｉｇｍａ）を、Ｄａｋｏ　ＲＥＡＬ抗体希釈剤中１：２００の希
釈にて、４℃にて１晩用いた。抗体の除去の後に、細胞をＰＢＳで洗浄し、抗マウス２次
抗体（ヤギ抗マウスＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｐｒｏｂｅｓ））と、ＰＢＳ中１：１０００にて、室温にて１時間インキュベートした。
さらなるＰＢＳ洗浄の後に、細胞を、ＰＢＳ中１：１０００にてＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）で１０分間染色した。細胞を、次いで、カバーガラスとともに蛍
光装着剤（Ｄａｋｏ）中に装着し、Ｚｅｉｓｓ蛍光顕微鏡を用いて視覚化した。
【０１７７】
ＩＩ型コラーゲン発現の視覚化
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　細胞単層を、４％　ＰＦＡで１０分間固定し、ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で次いで洗浄した
。Ｄａｋｏ　ｃｙｔｏｍａｔｉｏｎプロテインブロックを室温にて１時間用いた。ＩＩ型
コラーゲンマウス抗体（ＣＩＩ－Ｃ１クローン、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｉｏｗａ
ハイブリドーマバンク）を、Ｄａｋｏ　ＲＥＡＬ抗体希釈剤中１：２０の希釈にて、４℃
にて１晩用いた。抗体の除去の後に、細胞をＰＢＳで洗浄し、抗マウス２次抗体（ヤギ抗
マウスＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ
））と、ＰＢＳ中１：１０００にて、室温にて１時間インキュベートした。さらなるＰＢ
Ｓ洗浄の後に、細胞を、ＰＢＳ中１：１０００にてＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒ
ｏｂｅｓ）で１０分間染色した。細胞を、次いで、カバーガラスとともに蛍光装着剤（Ｄ
ａｋｏ）中に装着し、Ｚｅｉｓｓ蛍光顕微鏡を用いて視覚化した。
【０１７８】
Ｘ型コラーゲン発現の視覚化
　細胞単層を、４％　ＰＦＡで１０分間固定し、ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で次いで洗浄した
。Ｄａｋｏ　ｃｙｔｏｍａｔｉｏｎプロテインブロックを室温にて１時間用いた。Ｘ型コ
ラーゲンマウス抗体（Ｓｉｇｍａ）を、Ｄａｋｏ　ＲＥＡＬ抗体希釈剤中１：２０の希釈
にて、４℃にて１晩用いた。抗体の除去の後に、細胞をＰＢＳで洗浄し、抗マウス２次抗
体（ヤギ抗マウスＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐ
ｒｏｂｅｓ））と、ＰＢＳ中１：１０００にて、室温にて１時間インキュベートした。さ
らなるＰＢＳ洗浄の後に、細胞を、ＰＢＳ中１：１０００にてＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）で１０分間染色した。細胞を、次いで、カバーガラスとともに蛍光
装着剤（Ｄａｋｏ）中に装着し、Ｚｅｉｓｓ蛍光顕微鏡を用いて視覚化した。
【０１７９】
Ｃｂｆａ１／ＲｕｎＸ２発現の視覚化
　細胞単層を、４％　ＰＦＡで１０分間固定し、ＰＢＳＴで次いで洗浄した。１０％正常
ヤギ血清および１％　ＢＳＡ（Ｓｉｇｍａ）および０．１％　ｔｒｉｔｏｎＸ－１００を
含有するブロッキング溶液を、室温にて１時間用いた。Ｃｂｆａ１ラット抗体（Ｒ＆Ｄ　
ＭＡＢ２００６）を、１％ブロッキング緩衝剤中１：２００希釈にて、４℃にて１晩用い
た。抗体の除去の後に、細胞をＰＢＳＴで洗浄し、抗ラット２次抗体（ヤギ抗ラットＡｌ
ｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ））と、Ｐ
ＢＳ中１：４００にて、室温にて１時間インキュベートした。さらなるＰＢＳ洗浄の後に
、細胞を、ＰＢＳ中１：１０００にてＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ）で
１０分間染色した。細胞を、次いで、カバーガラスとともに蛍光装着剤（Ｄａｋｏ）中に
装着し、Ｚｅｉｓｓ蛍光顕微鏡を用いて視覚化した。
【０１８０】
Ｋｉ６７発現の視覚化
　細胞単層を、４％　ＰＦＡで１０分間固定し、ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で次いで洗浄した
。細胞を、０．２５％　ｔｒｉｔｏｎＸ－１００で１０分間、室温にて透過にした。ＰＢ
ＳＴ中に１０％正常ヤギ血清（Ｓｉｇｍａ）および１％　ＢＳＡを含有するブロッキング
溶液を、室温にて１時間用いた。Ｋｉ６７ウサギ抗体（Ａｂｃａｍ　ａｂ１５５８０）を
、ＰＢＳＴ中の１％　ＢＳＡ中１：１００の希釈で、４℃にて１晩用いた。抗体の除去の
後に、細胞をＰＢＳで洗浄し、抗ウサギ２次抗体（ヤギ抗ウサギＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ
（登録商標）４８８（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ））と、ＰＢＳ中の１％　ＢＳ
Ａ、１０％ヤギ血清中１：２００にて、室温にて１時間インキュベートした。さらなるＰ
ＢＳ洗浄の後に、細胞を、ＰＢＳ中１：１０００にてＤＡＰＩ（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐ
ｒｏｂｅｓ）で１０分間染色した。細胞を、次いで、カバーガラスとともに蛍光装着剤（
Ｄａｋｏ）中に装着し、Ｚｅｉｓｓ蛍光顕微鏡を用いて視覚化した。
【０１８１】
フォンコッサアッセイ
　細胞単層を、４％　ＰＦＡで１０分間固定し、ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）で次いで洗浄した
。ｄｄＨ２Ｏでのさらなる洗浄の後に、試料を、ｄｄＨ２Ｏ中の５％硝酸銀と、強い光の
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下で１時間インキュベートした。ｄｄＨ２Ｏでのさらなる洗浄の後に、試料を、５％チオ
硫酸ナトリウムと５分間インキュベートした。ｄｄＨ２Ｏ中でのさらなる洗浄の後に、試
料を、明視野顕微鏡の下で画像化できた。
【０１８２】
ＬＤＨ活性の視覚化
　組織の切片を、厚さ１０μｍで、低温保持装置上で作製し、使用時まで－２０℃にて維
持した。Ｐｏｌｙｐｅｐ（商標）ストック溶液：ｄｄＨ２Ｏ中の４％　Ｐｏｌｙｐｅｐ（
商標）、０．０５Ｍ　ｇｌｙ－ｇｌｙ、０．０１７Ｍ　ＮａＯＨ。反応混合物：（Ｐｏｌ
ｙｐｅｐ（商標）ストック中の６０ｍＭ乳酸、１．７５ｍｇ／ｍｌニコチンアミドアデニ
ンヌクレオチド、３ｍｇ／ｍｌニトロブルーテトラゾリウム（試薬は全てＳｉｇｍａから
））。反応混合物に試料を加え、３７℃にて３時間インキュベートする。試料を、次いで
、ｄｄＨ２Ｏ、次いでアセトンおよび最後にＰＢＳですすいだ後に装着し、明視野顕微鏡
で画像化する。
【０１８３】
培養培地
　軟骨形成培地：ＤＭＥＭ（Ｓｉｇｍａ　Ｄ５６７１）、１％インスリン、トランスフェ
リン、セレン（６．２５ｎｇ／ｍｌインスリン、６．２５ｍｇトランスフェリン、６．２
５ｎｇ／ｍｌ亜セレン酸、１．２５ｍｇ／ｍｌウシ血清アルブミンおよび５．３５ｍｇ／
ｍｌリノール酸）（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　３５４３５２）、１％Ｌ－グルタミ
ン（Ｇｉｂｃｏ　２５０３６）、１％非必須アミノ酸（Ｇｉｂｃｏ　１１１４０）、１％
ピルビン酸ナトリウム（Ｓｉｇｍａ　Ｓ８６３６）、３５０μΜ　Ｌ－プロリン（Ｓｉｇ
ｍａ　Ｐ５６０７）、０．１μΜデキサメタゾン（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ　２６５００５
）、１７２．７μΜアスコルビン酸（Ｓｉｇｍａ　Ａ８９６０）、１０ｎｇ／ｍｌ　ＴＧ
Ｆ－β３
【０１８４】
脱分化培地：ＤＭＥＭ（Ｓｉｇｍａ　Ｄ５６７１）、１０％ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ　１０５
００－０６４）
【０１８５】
骨形成培地：ＫｎｏｃｋＯｕｔ　ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ　１０８２９）、１０％　ＦＢＳ
（Ｇｉｂｃｏ　１０５００－０６４）、１％Ｌ－グルタミン（Ｇｉｂｃｏ　２５０３６）
、１％非必須アミノ酸（Ｇｉｂｃｏ　１１１４０）、ベータメルカプトエタノール（Ｇｉ
ｂｃｏ　３１３５０－０１０）、０．１μΜデキサメタゾン（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ　２
６５００５）、５０μΜアスコルビン酸（Ｓｉｇｍａ　Ａ８９６０）、１０ｍＭベータグ
リセロホスフェート（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ　３５６７５）
【実施例１】
【０１８６】
軟骨細胞始原細胞の生成
　ＤＣＣＰＣは、以下のプロトコールを用いて生成した。最初に、Ｈ７　ＥＳ細胞を８０
％集密までＭａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）被覆フラスコおよび標準的なＥＳ培養条件を用
いて成長させた。この時点で、培地を軟骨形成培地に置き換えた。細胞はそれらの元のフ
ラスコでＭａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）上にまだ残り、よってコストおよび取り扱いを低
減させた。細胞を、これらの条件でさらに１４日間、軟骨形成培地を１週間に３回置き換
えながら培養した。第１４日に、細胞層をＰＢＳで洗浄し、軟骨形成培地を脱分化培地に
置き換えた。ここでもまた細胞は元のフラスコに残っていた。さらに５日間培養した後に
、細胞は脱分化の徴候を示し、単細胞としてトリプシン継代した。
【０１８７】
材料
　用いた材料は、馴化培地、ｂＦＧＦ（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ）、組織培養フラスコ（Ｎｕ
ｎｃ）、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）、ＤＭＥＭ（
Ｓｉｇｍａ）およびＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）であった。
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【０１８８】
プロトコール
　ｈＥＳＣを集密までＴ２５またはＴ７５フラスコのいずれかの中のＭａｔｒｉｇｅｌ（
登録商標）上で標準的なフィーダーフリーｈＥＳＣ培養条件下で、１０ｎｇ／ｍｌ　ｂＦ
ＧＦを補った馴化培地を用いて培養した。次いで、培地を吸引し、細胞をＰＢＳで洗浄し
た。その後、完全軟骨形成培地を細胞に用いた（ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）、１０－７Ｍデ
キサメタゾン（Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ）、ＩＴＳ＋プレミックス（６．２５ｎｇ／ｍｌイ
ンスリン、６．２５ｍｇトランスフェリン、６．２５ｎｇ／ｍｌ亜セレン酸、１．２５ｍ
ｇ／ｍｌウシ血清アルブミンおよび５．３５ｍｇ／ｍｌリノール酸、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅｓ）、４０μｇ／ｍｌ　Ｌ－プロリン（Ｓｉｇｍａ）、５０μｇ／ｍｌアスコル
ビン酸（Ｓｉｇｍａ）、１００μｇ／ｍｌピルビン酸ナトリウム（Ｓｉｇｍａ）および１
０ｎｇ／ｍｌ　ＴＧＦ－β３（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ））。用いた容量は、日常的な培養に
用いるものに匹敵し、すなわちＴ２５について７ｍｌおよびＴ７５について１５ｍｌであ
った。
【０１８９】
　細胞を次いで軟骨形成培地中で１４日間、培地を１週間に３回交換しながら培養した。
第１４日に、細胞は死滅および浮遊細胞の塊に囲まれたコロニーに凝縮したように観察さ
れた。培地を吸引し、細胞をＰＢＳで洗浄した。培地を次いで１０％　ＦＢＳ（Ｇｉｂｃ
ｏ）を含むＤＭＥＭ（「脱分化培地」）に置き換え、さらに５日間、培地を１週間に３回
交換しながら培養した。これらの５日間の間に、細胞は、第５日までにフラスコが＞８０
％集密になるように増殖してコロニーから遊出した。この段階で、細胞は本発明のＤＣＣ
ＰＣである。
【０１９０】
　第５日に、細胞を、標準的な方法を用いてトリプシンで継代した。細胞の大部分は、５
分以内に単細胞として持ち上げられた。コロニーのより大きい塊は、フラスコを軽くたた
くかまたは培地をピペットで操作することにより表面から持ち上げられた。ＦＢＳを含む
ＤＭＥＭを加えてトリプシンを停止した。細胞を懸濁物からスピンして分離し、トリプシ
ン上清を除去した。細胞に、５０μｍ孔サイズのフィルタを通過させ、脱分化培地中の単
細胞懸濁物を得た。
【０１９１】
　細胞を、次いで、プラスチックまたはＭａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）上に播種した。代
わりに、細胞を、ｈＥＳＣについて用いた標準的な方法を用いて構築物にした（１５ｍｌ
試験管中の１ｍｌの軟骨形成培地中の２５０，０００細胞を８００ｒｐｍにて５分間スピ
ンし、このフォーマットで７～２１日間、培地交換および遠心分離を３日毎に行いながら
培養した）。構築物の方法を用いた場合、細胞は、軟骨形成培地中で１６～４８時間以内
に構築物を形成した。播種方法を用いた場合、細胞を脱分化培地中で２４時間保って表面
上に付着させた後に、軟骨形成培地に交換した。
【０１９２】
　これらの条件を用いて、プラスチック上に播種したＤＣＣＰＣは、細胞数を維持するが
、脱分化培地中ではいずれの程度にも増殖せず、すなわちこれらはこれらの条件下で嵩を
増さないことが見出された。プラスチック付着細胞は、ＥＳまたはＭＳＣマーカーを発現
しないことも見出された。Ｍａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）を基材として用いた場合、より
高い播種効率が観察された。Ｍａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）表面上のＤＣＣＰＣは、細胞
を脱分化培地中で維持した場合に増殖の証拠を示した。ＤＣＣＰＣをＭａｔｒｉｇｅｌ（
登録商標）基材上に播種してＥＢ培地（Ｋｎｏｃｋｏｕｔ（商標）Ｄ－ＭＥＭ（Ｇｉｂｃ
ｏ）、１０％ＦＢＳ（Ｇｉｂｃｏ）、１％Ｌ－グルタミン（Ｇｉｂｃｏ）、１％非必須ア
ミノ酸（Ｇｉｂｃｏ）および０．１ｍＭベータメルカプトエタノール（Ｇｉｂｃｏ））中
で維持した場合、細胞は、高い割合の増殖を軟骨形成能の喪失なしで示した。
【実施例２】
【０１９３】
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形態
　細胞の形態は、プロトコールを通じて劇的に変化する。我々の軟骨形成培地中で１４日
間の後に、細胞は、丸い細胞体および密なコロニーへの細胞のクラスタ形成を有する従来
の軟骨細胞形態を示す（図１）。第１４日に、培地を脱分化培地に交換し、脱分化培地中
での第１５日から第１９日に、細胞は、線維芽細胞様形態を示し、培養表面に再定住し始
める。
【０１９４】
　高い割合の元のＥＳ細胞が死滅し、死滅細胞のいかだを形成し、これは、細胞層のすぐ
上の明位相差の塊として観察された。これらの塊は、実質的な撹拌なしでは洗い流すこと
はできなかった。１４日後に、集密度は２０％ほど低かった。しかし、コロニー密度の増
加は、この集密度の減少が、細胞数の減少と直接関係しないことを示唆した。
【０１９５】
　軟骨形成培地を脱分化培地に置き換えた後に、細胞形態は劇的に変化した。細胞は、コ
ロニーから遊出し（時間経過顕微鏡写真を用いて観察されるように）、より線維芽細胞様
の形態をとった。細胞は増殖し、その後５日間にわたってフラスコに再定住し始めた。死
滅細胞のいかだも、この脱分化段階の間に洗い流され、第１９日までには死滅細胞は残っ
ていなかった。この時点で、細胞は、それらの元のフラスコ内で、したがって元のＭａｔ
ｒｉｇｅｌ（登録商標）コーティング上にまだあった。この状態で、細胞は増殖する。Ｄ
ＣＣＰＣが増殖を停止するのは、トリプシン処理およびプラスチック上への播種の後だけ
である。
【０１９６】
　ＤＣＣＰＣ細胞は、単離された初代軟骨細胞のものと異なる形態を有した。ＤＣＣＰＣ
は、運動性の単細胞として成長し、密な細胞クラスタから離れて移動した。このことは、
密な３次元コロニーを活発に形成するより丸い初代軟骨細胞とは非常に異なった。
【実施例３】
【０１９７】
ＤＣＣＰＣの特徴決定
　脱分化した細胞は、トリプシン継代され、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（登録商標）から（および
より後の時点でプラスチックからも）＜５分で単細胞として剥離された。この時点で、細
胞の懸濁物を、特徴決定のために播種された構築物形成またはプラスチック付着細胞のい
ずれかのために用いた。
【０１９８】
プラスチック付着細胞：
　脱分化培地中で維持しフローサイトメトリーを用いて分析したプラスチック付着ＤＣＣ
ＰＣは、ＥＳ多能性マーカーまたはＭＳＣマーカーを示さなかった。
【０１９９】
　フローデータと一致して、異なるＴｒａ－１－６０抗体を用いる免疫細胞化学は、ＤＣ
ＣＰＣにおけるＴＲＡ－１－６０タンパク質発現の証拠を示さなかった。Ｔｒａ－１－６
０染色は、プラスチック付着ＤＣＣＰＣに存在しなかった。未分化Ｈ７　ＥＳ細胞を、抗
体の対照として用い、明るい膜に結合した染色を示した。１０５３細胞を計数した後に、
ＴＲＡ－１－６０陽性細胞はＤＣＣＰＣ集団中で観察されなかった。よって、ＴＲＡ－１
－６０タンパク質発現は、この集団中では検出可能でない。
【０２００】
　ＤＣＣＰＣは、ＩＣＣにより決定して、多能性マーカーＯｃｔ４を発現しなかった。Ｏ
ｃｔ４核染色の証拠は、ＤＣＣＰＣでは観察されなかった。抗体についての陽性対照とし
て用いたＨ７　ＥＳ細胞は、明るい核染色を示す。一次抗体の非存在下でインキュベート
した細胞は、染色についての陰性対照として用いた。計数した１５３７細胞のうち、いず
れも核Ｏｃｔ４染色を示さなかった。
【０２０１】
　ＤＣＣＰＣは、ＩＣＣにより決定して、多能性マーカーＮａｎｏｇを発現しなかった。
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抗体についての陽性対照として用いたＨ７　ＥＳ細胞は、明るい核染色を示す。一次抗体
の非存在下でインキュベートした細胞は、染色についての陰性対照として用いた。計数し
た４７９細胞のうち、いずれも核Ｎａｎｏｇ染色を示さず、このことは、Ｎａｎｏｇタン
パク質発現がこの集団中で検出可能でなかったことを示唆した。
【０２０２】
　プラスチック付着ＤＣＣＰＣも、コラーゲンＩＩ発現、軟骨形成のマーカーならびに骨
形成および肥大軟骨細胞（これらの細胞型に限定されないが）についての核マーカーＣＢ
ＦＡ１／ＲｕｎＸ２についてＩＣＣにより分析した。ＤＣＣＰＣの大部分は、ＣＢＦＡ１
／ＲｕｎＸ２について陽性であり（図２）、これは、ＣＢＦＡ１／ＲｕｎＸ２タンパク質
発現を欠く初代（非肥大性）軟骨細胞と異なる。１４８２の計数された細胞のうちの９９
（およそ７％）が、コラーゲンＩＩ発現を示さなかった。残りの細胞は、低レベルの細胞
内コラーゲンＩＩタンパク質発現を示した。
【０２０３】
　図２において、核ｃｂｆａ１／ＲｕｎＸ２染色が、１５７５細胞のうち１３３６で存在
することが見出された。よって、プラスチック付着ＤＣＣＰＣの８５％は、核ＣＢＦＡ１
／ＲｕｎＸ２タンパク質発現を示す。
【０２０４】
構築物フォーマットでのＤＣＣＰＣ
　以前に言及したように、ＤＣＣＰＣは、細胞を軟骨細胞に再分化させるために構築物と
して培養できる。１ｍｌの軟骨形成培地中の２５０，０００細胞を１５ｍｌの試験管に入
れ、８００ｒｐｍにて５分間スピンし、このフォーマットで７～２１日間、培地交換およ
び遠心分離を３日毎に行いながら培養した。この方法を用いた場合、細胞は、軟骨形成培
地中で１６～４８時間以内に３次元構築物を形成した。プラスチック付着細胞を用いた場
合と同様に、構築物フォーマット内の細胞も分析した。分析した細胞は、構築物フォーマ
ットに７、１４および２１日間あった。
【０２０５】
　ＤＣＣＰＣから作製した構築物の成長状態を、Ｋｉ６７に対して産生した抗体を用いて
調査した。この抗原に対して産生された抗体は、細胞周期の全ての段階にある細胞を取り
上げ、Ｇ０にあるものだけを染色しない。ＤＣＣＰＣ構築物のいずれにも核Ｋｉ６７染色
の証拠はなく、このことは、細胞がもはや周期を経過せず（静止状態）、増殖性でないこ
とを示唆した。
【０２０６】
　多能性マーカーを、ＩＣＣにより構築物フォーマット内で調査した。Ｏｃｔ４、ＴＲＡ
－１－６０またはＮａｎｏｇタンパク質発現は細胞構築物のいずれにおいても、これによ
り第７、１４または２１日にて見出されなかった。ペレットにしたＥＳ細胞を、これらの
アッセイについての陽性対照として用いた。
【実施例４】
【０２０７】
プラスチック付着ＤＣＣＰＣの軟骨形成性再分化：
軟骨形成性再分化：
　ＤＣＣＰＣを、プラスチック上でさらに２１日間、軟骨形成培地を用いることにより再
分化させた。コラーゲンタンパク質発現を調査して、細胞が軟骨細胞様になっているかを
決定した。以前に言及したように、ＤＣＣＰＣは、ＩＣＣにより分析した場合に低いＩＩ
型コラーゲンタンパク質発現を示す。しかし、プラスチック付着ＤＣＣＰＣを軟骨形成培
地で処理した場合、ＩＩ型コラーゲンタンパク質発現は増加する。これとは対照的に、Ｘ
型コラーゲン発現は、ＤＣＣＰＣプロトコールを通じて存在せず、再分化の後に増加しな
い。これらのデータは一緒に、軟骨形成培地での処理の後に、ＤＣＣＰＣが軟骨細胞系に
向けて分化するが、肥大性にはならないことを示唆する。
【０２０８】
骨形成性再分化：
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　ＤＣＣＰＣを分析して、これらを骨形成培地中で培養した場合に骨芽細胞に分化するか
を検討した。骨芽細胞特異的ではないが、Ｉ型コラーゲンは骨形成に必須である。骨形成
培地中で２１日間培養した後に、細胞は、ＩＣＣアッセイで検出される細胞外Ｉ型コラー
ゲンを生成した（図３）。Ｉ型コラーゲンの形成は、プラスチック上の単層フォーマット
において培養した場合に脱分化する初代軟骨細胞により上方制御されることが既知であり
、よって、ここでのタンパク質の出現は、骨形成についての決定的なマーカーではない。
分化したＤＣＣＰＣは、フォンコッサ反応を用いて分析した場合に、排出されたマトリッ
クスを石灰化できなかった。フォンコッサ反応は、石灰化組織で見出されるカルシウムイ
オンのマーカーとして受け入れられている。石灰化は、骨形成の要件であり、ここでのそ
の非存在は、細胞が機能的な骨芽細胞でないことを示す。対照として、この同じ骨形成培
地で直接処理したＨ１　ｈＥＳＣは、石灰化したマトリックスを生成することが示された
。よって、このデータは、ＤＣＣＰＣプロトコールが、分化系列決定の程度の指標である
分化能を制限したことを示唆する。このプロトコールは、軟骨形成系への細胞の分化能を
限定すると考えられる。
【実施例５】
【０２０９】
構築物フォーマットでのＤＣＣＰＣの軟骨形成性再分化：
　構築物フォーマットにしたＤＣＣＰＣを、細胞生存力について、乳酸脱水素酵素（ＬＤ
Ｈ）アッセイを用いて分析した。このアッセイでは、全ての細胞は、活性ＬＤＨの指標で
ある濃い染色を示した。このデータは、３次元構築物全体が第７、１４および２１日にて
生存性であることを示唆する。
【０２１０】
　一次ヒト関節軟骨組織は、成熟組織の２容量％未満が軟骨細胞により占められるように
、大量の細胞外基質で構成される（Ｈｕｎｚｉｋｅｒ，Ｑｕｉｎｎら、２００２）。軟骨
細胞により生成されるマトリックスの組成は、その機能にとって重要であり、軟骨形成性
分化のマーカーとして用いることもできる。
【０２１１】
　ｐＨ１でのアルシアンブルー染色を用いて、ヒアルロン酸以外にグリコサミノグリカン
（ＧＡＧ）を視覚化した。ＤＣＣＰＣ構築物は、第１４日を除いて比較的低い染色を示し
た。サフラニンＯ染色も用いて、ＤＣＣＰＣにより生成されたマトリックスのＧＡＧ含量
を分析した。サフラニンＯ染色（これは、ＧＡＧを均一に染色する）は、第７日の試料で
最低であり、第１４日までにわずかに増加した。次いで、第２１日に非常に劇的な増加が
あった。これらのデータは一緒に、ＤＣＣＰＣ構築物のＧＡＧ含量が、培養を通じて増加
し、これが主にヒアルロン酸およびその他の酸性ＧＡＧの増加であることを示唆する。
【０２１２】
　コラーゲンは、関節軟骨の乾燥重量のおよそ６０％に寄与する。ＩＩ型コラーゲンは、
このコラーゲン成分の９０～９５％を占める。ＤＣＣＰＣ構築物は、第７日にて低レベル
のＩＩ型コラーゲン染色を示す。染色のレベルは、第１４日から第２１日の間に構築物を
通じて増加し、これは、マトリックスのＧＡＧ含量において観察された増加と相関する。
第７日のＤＣＣＰＣ構築物も、Ｉ型およびＸ型コラーゲンについて分析した。この早期の
時点ではコラーゲンは観察されなかった。
【０２１３】
　ＤＣＣＰＣから作製された構築物は、第１４日から第２１日までサイズが迅速に成長す
る。このサイズ増加は、細胞増殖よりもむしろマトリックス生成によると考えられる。な
ぜなら、Ｋｉ６７アッセイは、細胞が細胞周期にないことを示すからである。ＤＡＰＩ染
色は、第２１日のセクションにおいて構築物容量あたり非常に少ない細胞を示す。
【実施例６】
【０２１４】
ｉｎ　ｖｉｖｏモデルでの軟骨細胞の細胞構築物の植え込み
　成体３ヵ月齢の雄Ｓｐｒａｇｕｅ－ｄａｗｌｅｙラット（免疫応答性野生型；ＷＴ）（
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Ｈａｒｌａｎ　ＵＫ　ｌｉｍｉｔｅｄ）をこの研究に用いた。全ての動物を、Ｕｎｉｖｅ
ｒｓｉｔｙ　ｏｆ　Ｅｄｉｎｂｕｒｇｈの施設動物保護および倫理委員会により設定され
たガイドラインならびにＵＫ　Ｈｏｍｅ　Ｏｆｆｉｃｅライセンスの下で承認された手順
の下で維持した。全ての手順は、全身麻酔（２～３．５％イソフルオラン）の下で行った
。術後鎮痛を、手術後２４時間で２回のブプレノルフィン注射（０．０５％　ｍｇ／Ｋｇ
）により誘導した。標準的な内側傍膝蓋アプローチを用いて膝を露出させた。直径１ｍｍ
の軟骨欠損を、ラットの膝の大腿骨滑車の荷重負荷領域において関節軟骨内に創出した。
１４日間経過したＤＣＣＰＣ構築物を欠損内に植え込み、フィブリン糊（Ｔｉｓｓｅｅｌ
（登録商標）、Ｂａｘｔｅｒ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｌｔｄ、Ｎｅｗｂｕｒｙ、ＵＫ）
で密閉した。層状閉鎖を行った。免疫調節薬は用いなかった。動物は、適度な鎮痛を行っ
て、術後に自由に移動させた。試料を３週間後に採集した。動物を、ＣＯ２の吸入により
犠牲にし（Ａｎｉｍａｌｓ（Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ）Ａｃｔ　１
９８６の条目１により承認されている）、切開した膝を５％ポリビニルアルコール（ＰＶ
Ａ；Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）に短時間浸漬し、直ちに、－８０℃に維持したヘキサ
ン（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を用いて短時間で凍結させた。
【０２１５】
　組織学的検査のために、凍結させた膝を、欠損に対して垂直に、矢状に低温切開し（１
０μｍ）、組織学極薄テープ状に装着して組織の形態を維持した。低温切片は、４％（ｗ
／ｖ）パラホルムアルデヒドで固定し、ＰＢＳで洗浄した。ヘマトキシリンおよびエオシ
ン染色を、組織学的分析のために用いた。結果については図４を参照されたい。
【０２１６】
　熟練した読者は、本発明の精神または添付の特許請求の範囲を逸脱することなく日常的
な最適化として本発明を改変できることを認識する。

【図１Ａ】 【図１Ｂ】
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【図３Ｂ】

【図４】

【図５】
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