
(57)【要約】
【課題】細胞、特に胚性幹細胞や体性幹細胞の分化多能性を維持する分化多能性維持剤を
提供する。
【解決手段】
　本発明の Nanogタンパク質と TATペプチドからなる融合タンパク質を用いる。本発明の分
化多能性維持剤は、細胞の分化多能性を可逆的に調整することができるため、遺伝子導入
法に比べてより臨床応用が可能である。
【選択図】　なし。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン お よ び Nanogタ ン パ ク 質 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 融 合 タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ 】
Nanogタ ン パ ク 質 が ヒ ト 、 マ ウ ス ま た は サ ル 由 来 の も の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 融 合 タ ン
パ ク 質 。
【 請 求 項 ３ 】
タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン が 、 HIV TAT、 ア ン テ ナ ペ デ イ ア ・ ホ メ オ ド メ イ ン （ Antonnapedi
a homeodomain） 、 HSV VP22ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載
の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ４ 】
タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン が 、 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ FGF） 、 肝 細 胞 増 殖 因 子 （ HGF） ま た は
そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 有 す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ６ 】
請 求 項 ５ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
請 求 項 ６ 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 細 胞 。
【 請 求 項 ８ 】
請 求 項 ７ 記 載 の 細 胞 を 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 可 能 な 条 件 下 で 培 養 す る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
ビ ス フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 化 合 物 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 、 ま た は P糖 タ ン パ ク 質 に 結 合 活
性 を 持 つ 化 合 物 と Nanogタ ン パ ク 質 と の 化 学 的 結 合 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 請 求 項 ９ 記 載 の 化 学 的 結 合 体 を 有 効 成
分 と し て 含 有 す る 分 化 多 能 性 維 持 剤 。
【 請 求 項 １ １ 】
細 胞 が 胚 性 幹 細 胞 ま た は 体 性 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 分 化 多 能 性 維 持 剤 。
【 請 求 項 １ ２ 】
請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 請 求 項 ９ 記 載 の 化 学 的 結 合 体 と 細 胞 と
を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 分 化 多 能 性 維 持 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
細 胞 が 胚 性 幹 細 胞 ま た は 体 性 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 分 化 多 能 性 維 持 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ～ ４ い ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 請 求 項 ９ 記 載 の 化 学 的 結 合 体 を 含 有 す
る 細 胞 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 細 胞 の 分 化 多 能 性 維 持 剤 に 関 す る も の で あ る 。 具 体 的 に は 、 胚 性 幹 細 胞 や 体 性
幹 細 胞 の 分 化 多 能 性 を 維 持 す る 剤 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 胚 性 幹 （ Ｅ Ｓ ） 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 な ど の 幹 細 胞 は 神 経 疾 患 、 糖 尿 病 、 白 血 病 な ど に 対 す
る 移 植 療 法 の 資 源 と し て 期 待 さ れ て い る 。 ES細 胞 は 受 精 卵 （ 胚 盤 胞 ） の 内 部 細 胞 塊 に 由 来
し 、 分 化 多 能 性 を 有 す る こ と か ら 特 に 価 値 が 高 い 。 マ ウ ス Ｅ Ｓ 細 胞 は 白 血 病 阻 害 因 子 （ LI
F） に よ り 分 化 多 能 性 を 維 持 す る こ と が で き る 。 し か し ヒ ト お よ び サ ル の ES細 胞 は LIF存 在
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下 で も 、 分 化 多 能 性 を 完 全 に 維 持 し つ つ 増 殖 さ せ る こ と が 難 し い 。 LIFに か わ る ES細 胞 分
化 多 能 性 維 持 物 質 が 望 ま れ て い る 。 一 方 体 性 幹 細 胞 は 受 精 卵 を 利 用 し な い た め ES細 胞 の よ
う な 倫 理 的 問 題 が 無 い と い う 長 所 を 持 つ 。 し か し 体 性 幹 細 胞 は ES細 胞 に 比 し て 増 殖 が 悪 く
、 十 分 な 細 胞 数 を 得 る こ と が 難 し い 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 本 発 明 者 は 、 Ｅ Ｓ 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 群 ECAT（ ES cell associated transcr
ipt） を 同 定 し 、 そ の 機 能 を 解 析 し て き た （ 特 許 文 献 １ ） 。 こ れ ま で に ECAT4（ Nanog） は
ホ メ オ ボ ッ ク ス 転 写 因 子 で あ り ES細 胞 で 過 剰 に 発 現 さ せ る と LIF非 依 存 的 に 分 化 多 能 性 を
維 持 で き る こ と を 明 ら か に し て い る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。
【 特 許 文 献 １ 】 WO 02/097090 A1
【 非 特 許 文 献 １ 】 Cell, 113, 631-642 (2003)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 可 逆 的 な 分 化 多 能 性 維 持 剤 、 特 に 胚 性 幹 （ Ｅ Ｓ ） 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 の 可 逆 的
な 分 化 多 能 性 維 持 剤 を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
　 Ｅ Ｓ 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 を 分 化 多 能 性 を 維 持 し な が ら 培 養 す る こ と は 困 難 で あ る 。 多 能 性
維 持 に 関 連 す る 遺 伝 子 の 遺 伝 子 導 入 は リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 や レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 法 な
ど の 公 知 の 方 法 に よ り 達 成 で き る が 、 (i)高 い 導 入 効 率 を 得 る こ と が 難 し く 、 (ii)導 入 さ
れ た 遺 伝 子 は 染 色 体 に 取 り 込 ま れ る が 染 色 体 の ど こ に 組 み 込 ま れ る か 不 明 で 、 不 可 逆 的 で
あ り 癌 化 す る リ ス ク も 高 く 、 (iii)遺 伝 子 導 入 に よ り 不 可 逆 的 に 分 化 多 能 性 を 維 持 さ せ る
と 、 そ の 後 に 分 化 さ せ て 応 用 す る こ と が 困 難 で あ る 。 そ の た め 、 臨 床 応 用 等 を 考 え る と 遺
伝 子 導 入 法 は 現 実 的 で は な い 。
　 そ の た め 、 本 発 明 は 、 遺 伝 子 導 入 に よ ら な い 臨 床 応 用 可 能 な 分 化 多 能 性 維 持 剤 を 提 供 す
る こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 者 は 、 上 記 の 問 題 点 を 解 決 す べ く 鋭 意 検 討 し 、 Nanog（ ECAT4） タ ン パ ク 質 に TAT
ペ プ チ ド を 組 み 合 わ せ た 融 合 タ ン パ ク 質 を 培 地 に 添 加 す る こ と に よ っ て 、 融 合 タ ン パ ク 質
が RF8ES細 胞 に 取 り 込 ま れ 、 LIFな し で も 分 化 多 能 性 を 維 持 し つ つ 増 殖 す る こ と を 見 出 し た
。 更 に 、 培 地 か ら 融 合 蛋 白 質 を 除 去 す る と 、 細 胞 は 分 化 す る こ と も 確 認 し た 。 細 胞 内 に 取
り 込 ま れ た 蛋 白 質 が 分 解 さ れ て 反 応 は 停 止 す る た め 、 本 発 明 に よ る 細 胞 の 分 化 多 能 性 維 持
は 可 逆 的 で あ る 。
　 本 発 明 は 、 以 上 の よ う に 、 Nanogタ ン パ ク 質 を 細 胞 に 取 り 込 ま せ る こ と に よ っ て 未 分 化
能 を 保 っ た ま ま 胚 性 幹 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 を 簡 便 に 培 養 す る こ と が で き 、 細 胞 の 分 化 多 能 性
の 維 持 を 可 逆 的 に 調 整 さ せ る こ と が で き る と い う 新 た な 知 見 に 基 づ き 完 成 す る に 至 っ た も
の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 即 ち 本 発 明 の 要 旨 は 、 以 下 の と お り で あ る 。
〔 １ 〕 タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン お よ び Nanogタ ン パ ク 質 を 含 ん で い る こ と を 特 徴 と す る 融
合 タ ン パ ク 質 、
〔 ２ 〕 Nanogタ ン パ ク 質 が ヒ ト 、 マ ウ ス ま た は サ ル 由 来 の も の で あ る 、 上 記 〔 １ 〕 記 載 の
融 合 タ ン パ ク 質 、
〔 ３ 〕 タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン が 、 HIV TAT、 ア ン テ ナ ペ デ イ ア ・ ホ メ オ ド メ イ ン （ Anton
napedia homeodomain） 、 HSV VP22ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 上 記 〔 １ 〕 ま た
は 〔 ２ 〕 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 、
〔 ４ 〕 タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン が 、 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ FGF） 、 肝 細 胞 増 殖 因 子 （ HGF）
ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト で あ る 、 上 記 〔 １ 〕 ま た は 〔 ２ 〕 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 、
〔 ５ 〕 上 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ４ 〕 い ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 有 す
る Ｄ Ｎ Ａ 、
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〔 ６ 〕 上 記 〔 ５ 〕 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 有 す る 発 現 ベ ク タ ー 、
〔 ７ 〕 上 記 〔 ６ 〕 記 載 の 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 細 胞 、
〔 ８ 〕 上 記 〔 ７ 〕 記 載 の 細 胞 を 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 発 現 可 能 な 条 件 下 で 培 養 す る こ と を 特
徴 と す る 、 上 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ４ 〕 い ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 の 製 造 方 法 、
〔 ９ 〕 ビ ス フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 化 合 物 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 、 ま た は P糖 タ ン パ ク 質 に
結 合 活 性 を 持 つ 化 合 物 と Nanogタ ン パ ク 質 と の 化 学 的 結 合 体 、
〔 １ ０ 〕 上 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ４ 〕 い ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 上 記 〔 ９ 〕 記 載 の 化 学
的 結 合 体 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る 分 化 多 能 性 維 持 剤 、
〔 １ １ 〕 細 胞 が 胚 性 幹 細 胞 ま た は 体 性 幹 細 胞 で あ る 、 上 記 〔 １ ０ 〕 記 載 の 分 化 多 能 性 維 持
剤 、
〔 １ ２ 〕 上 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ４ 〕 い ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 上 記 〔 ９ 〕 記 載 の 結 合
体 と 細 胞 と を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 む 、 分 化 多 能 性 維 持 方 法 、
〔 １ ３ 〕 細 胞 が 胚 性 幹 細 胞 ま た は 体 性 幹 細 胞 で あ る 、 上 記 〔 １ ２ 〕 記 載 の 分 化 多 能 性 維 持
方 法 、
〔 １ ４ 〕 ピ ノ サ イ ト ー シ ス で 上 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ４ 〕 い ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 上
記 〔 ９ 〕 記 載 の 化 学 的 結 合 体 を 細 胞 内 に 取 り 込 ま せ る 工 程 を 含 む 、 上 記 〔 １ ２ 〕 ま た は 〔
１ ３ 〕 記 載 の 分 化 多 能 性 維 持 方 法 、
〔 １ ５ 〕 上 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ４ 〕 い ず れ か 記 載 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 上 記 〔 ９ 〕 の 化 学 的 結
合 体 を 含 有 す る 細 胞 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に よ り 、 細 胞 、 特 に 胚 性 幹 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 の 分 化 多 能 性 を 簡 便 に 維 持 す る こ と
が で き る 。 本 発 明 に よ る 分 化 多 能 性 維 持 剤 は 、 分 化 多 能 性 を 維 持 し た ま ま 培 養 す る こ と が
困 難 な 胚 性 幹 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 な ど に 用 い る こ と が で き 、 且 つ 可 逆 的 に 分 化 多 能 性 を 調 整
す る こ と が で き る た め 、 遺 伝 子 導 入 法 に 比 べ て よ り 臨 床 応 用 が 可 能 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 「 融 合 タ ン パ ク 質 」 と は 、 タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン と Nanogタ ン パ ク 質 を 含 ん
で い る 融 合 タ ン パ ク 質 で あ り 、 細 胞 に 取 り 込 ま れ る こ と に よ り 細 胞 の 分 化 多 能 性 を 維 持 す
る も の で あ れ ば よ い 。 こ の 融 合 タ ン パ ク 質 を 細 胞 に 取 り 込 ま せ る こ と に よ り 、 細 胞 、 特 に
胚 性 幹 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 を 、 分 化 多 能 性 を 維 持 し た ま ま 培 養 す る こ と が 可 能 と な り 、 こ れ
ら 細 胞 の 生 産 の 効 率 性 と 経 済 性 の 向 上 が 期 待 で き る 。
　 融 合 蛋 白 の ２ つ の ド メ イ ン の 融 合 は 、 い ず れ の 可 能 な 位 置 で も よ く 、 タ ン パ ク 質 導 入 ド
メ イ ン が Nanogタ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 ま た は Ｃ 末 端 に 融 合 し て も よ く 、 あ る い は Nanogタ ン パ
ク 質 の 活 性 部 位 に 融 合 し て も よ い が 、 好 ま し く は 、 タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン は Nanogタ ン
パ ク 質 の Ｎ 末 端 に 融 合 す る 。
　 タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン は 、 直 接 的 な 化 学 結 合 に よ り 、 あ る い は リ ン カ ー 分 子 を 介 し て
、 Nanogタ ン パ ク 質 に 融 合 し て も よ い 。 か か る 場 合 、 リ ン カ ー 分 子 は 、 ２ つ の ド メ イ ン を
連 結 さ せ る こ と の で き る い ず れ の ２ 価 の 化 学 構 造 物 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 の 好 ま し い リ
ン カ ー 分 子 は 短 い ペ プ チ ド 、 例 え ば 、 １ ～ ２ ０ 個 の ア ミ ノ 酸 残 基 、 好 ま し く は １ ～ １ ０ 個
の ア ミ ノ 酸 残 基 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 明 細 書 に お い て 「 分 化 多 能 性 」 と は 、 ES細 胞 が 未 分 化 状 態 の ま ま 増 殖 し 、 且 つ マ ウ ス
初 期 胚 に 移 植 す る こ と に よ り 生 殖 系 を 含 む 全 て の 細 胞 へ と 分 化 可 能 で あ る こ と 、 更 に 適 切
な 誘 導 に よ り in vitroに お い て も 各 種 細 胞 へ と 分 化 可 能 で あ る こ と を い う 。
　 本 明 細 書 に お い て 「 タ ン パ ク 質 」 に は 、 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 （ 配 列 番 号 ： ２ ， ４ ま た は
６ ） で 示 さ れ る タ ン パ ク 質 だ け で な く 、 こ れ ら と 生 物 学 的 機 能 が 同 等 で あ る こ と を 限 度 と
し て 、 そ の 同 族 体 （ ホ モ ロ グ や ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト ） 、 変 異 体 、 誘 導 体 な ど が 包 含 さ れ
る 。 こ こ で ホ モ ロ グ と し て は 、 ヒ ト の タ ン パ ク 質 に 対 応 す る マ ウ ス や ラ ッ ト な ど 他 生 物 種
の タ ン パ ク 質 が 例 示 で き 、 こ れ ら は HomoloGene（ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/HomoloGe
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ne/） に よ り 同 定 さ れ た 遺 伝 子 の 塩 基 配 列 か ら 演 繹 的 に 同 定 す る こ と が で き る 。 ま た 変 異
体 に は 、 天 然 に 存 在 す る ア レ ル 変 異 体 、 天 然 に 存 在 し な い 変 異 体 、 及 び 人 為 的 に 欠 失 、 置
換 、 付 加 お よ び 挿 入 さ れ る こ と に よ っ て 改 変 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る 変 異 体 が 包 含 さ
れ る 。 な お 、 上 記 変 異 体 と し て は 、 変 異 の な い タ ン パ ク 質 と 、 少 な く と も 70％ 、 好 ま し く
は 80％ 、 よ り 好 ま し く は 95％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 97％ 相 同 な も の を 挙 げ る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 従 っ て 、 本 明 細 書 に お い て 「 Nanogタ ン パ ク 質 」 は 、 特 に 言 及 し な い 限 り 、 特 定 ア ミ ノ
酸 配 列 （ 配 列 番 号 ２ ， ４ ま た は ６ ） で 示 さ れ る Nanogタ ン パ ク 質 や そ の 同 族 体 、 変 異 体 、
誘 導 体 な ど を 包 含 す る 趣 旨 で 用 い ら れ る 。 具 体 的 に は 、 配 列 番 号 :２ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配
列 を 有 す る マ ウ ス Nanog、 配 列 番 号 ： ４ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る ヒ ト Nanog、 配 列 番
号 :６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る サ ル Nanog、 お よ び ラ ッ ト ホ モ ロ グ な ど が 包 含 さ れ る
。 こ こ で 配 列 番 号 ２ に 示 す タ ン パ ク 質 は 、 マ ウ ス 由 来 の Nanog遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ
る タ ン パ ク 質 で あ る 。 配 列 番 号 ４ に 示 す タ ン パ ク 質 は 、 ヒ ト 由 来 の Nanog遺 伝 子 に よ っ て
コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る 。 配 列 番 号 ６ に 示 す タ ン パ ク 質 は 、 サ ル 由 来 の Nanog遺 伝
子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 Nanogタ ン パ ク 質 に は 、 配 列 番 号 ２ ， ４ ま た は ６ に 示 す 各 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ
ク 質 の み な ら ず 、 そ の 相 同 物 も 包 含 さ れ る 。 該 相 同 物 と し て は 、 上 記 各 ア ミ ノ 酸 配 列 に お
い て 、 1も し く は 複 数 (通 常 数 個 )の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 ま た は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列
か ら な り 、 且 つ も と の 各 ア ミ ノ 酸 配 列 の Nanogタ ン パ ク 質 と 実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る
タ ン パ ク 質 を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 こ こ で 実 質 的 に 同 質 の 活 性 と は 、 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 細 胞 、 ま た は 該 タ ン パ ク 質
を 取 り 込 ん だ 細 胞 が 分 化 多 能 性 を 維 持 す る と い う 性 質 を 示 す 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 マ ウ
ス ES細 胞 で あ れ ば 、 LIFな し で も 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 細 胞 ま た は 該 タ ン パ ク 質 を 取
り 込 ん だ 細 胞 の 分 化 多 能 性 が 維 持 さ れ る と い う 性 質 を 示 す 。 こ の よ う な Nanogタ ン パ ク 質
の 性 質 は 、 自 体 公 知 の 方 法 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法 に よ り 容 易 に 測 定 す る こ と が で き る
。 例 え ば 、 細 胞 を マ ウ ス 初 期 胚 に 移 植 す る こ と に よ り キ メ ラ マ ウ ス を 作 る こ と が で き る か
、 細 胞 を ヌ ー ド マ ウ ス に 移 植 す る と 各 種 細 胞 を 含 む 奇 形 腫 を 形 成 す る か 、 細 胞 を in vitro
で 分 化 誘 導 す る と 各 種 細 胞 に 分 化 す る こ と が で き る か 等 を 調 べ る こ と に よ り 、 分 化 多 能 性
を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 な お 、 タ ン パ ク 質 に お け る ア ミ ノ 酸 の 変 異 数 お よ び 変 異 部 位 は 、 そ の 活 性 が 保 持 さ れ る
限 り 制 限 は な い 。 活 性 を 消 失 す る こ と な く ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 ど の よ う に 、 何 個 置 換 、 挿 入
あ る い は 欠 失 さ れ れ ば よ い か を 決 定 す る 指 標 は 、 当 業 者 に 周 知 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム
、 例 え ば DNA Star softwareを 用 い て 見 出 す こ と が で き る 。 例 え ば 変 異 数 は 、 典 型 的 に は
、 全 ア ミ ノ 酸 の 10％ 以 内 で あ り 、 好 ま し く は 全 ア ミ ノ 酸 の 5％ 以 内 で あ り 、 さ ら に 好 ま し
く は 全 ア ミ ノ 酸 の 1％ 以 内 で あ る 。 ま た 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 置 換 後 に 得 ら れ る タ ン パ
ク 質 が Nanogタ ン パ ク 質 の 活 性 を 保 持 し て い る 限 り 、 特 に 制 限 さ れ な い 。 こ の 置 換 さ れ る
ア ミ ノ 酸 は 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 保 持 の 観 点 か ら 、 ア ミ ノ 酸 の 極 性 、 電 荷 、 可 溶 性 、 疎 水 性
、 親 水 性 、 両 親 媒 性 な ど に お い て 置 換 前 の ア ミ ノ 酸 と 似 た 性 質 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ る こ
と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 Ala、 Val、 Leu、 Ile、 Pro、 Met、 Pheお よ び Trpは 互 い に 非 極 性 ア
ミ ノ 酸 に 分 類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Gly、 Ser、 Thr、 Cys、 Tyr、 Asnお よ び Glnは 互 い に
非 荷 電 性 ア ミ ノ 酸 に 分 類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Aspお よ び Gluは 互 い に 酸 性 ア ミ ノ 酸 に 分
類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ま た Lys、 Argお よ び Hisは 互 い に 塩 基 性 ア ミ ノ 酸 に 分 類 さ れ る
ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ゆ え に 、 こ れ ら を 指 標 と し て 同 群 に 属 す る ア ミ ノ 酸 を 適 宜 選 択 す る こ と
が で き る 。
　 Nanogタ ン パ ク 質 は 、 天 然 物 （ 例 え ば Ｅ Ｓ 細 胞 株 ） か ら 自 体 公 知 の タ ン パ ク 質 の 精 製 方
法 に よ っ て 製 造 す る こ と も で き る し 、 ま た 後 述 す る Nanogタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ポ リ ヌ
ク レ オ チ ド を 含 有 す る 形 質 転 換 体 を 培 養 す る こ と に よ っ て も 製 造 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 「 タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン 」 と は 、 タ ン パ ク 質 を 導 入 す る こ と が で き る
、 ま た は タ ン パ ク 質 導 入 を 補 助 す る こ と の で き る も の で あ れ ば よ く 、 何 ら 限 定 さ れ な い 。
例 え ば 、 公 知 で あ る HIV TAT、 ア ン テ ナ ペ デ イ ア ・ ホ メ オ ド メ イ ン （ Antonnapedia homeod
omain） 、 HSV VP22ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 、 cell penetrating peptides （ CPP） 、
線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） 、 肝 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｈ Ｇ Ｆ ） 、 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン
ト 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。
　 タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン に TAT、 ア ン テ ナ ペ デ イ ア ・ ホ メ オ ド メ イ ン （ Antonnapedia ho
meodomain） 、 HSV　 VP22ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト を 用 い る こ と に よ っ て 、 広 範 囲 な 細
胞 に ERasを 細 胞 内 に 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 。 ま た 、 目 的 細 胞 に お い て 特 異 的 に 発 現 す
る レ セ プ タ ー と 結 合 す る 物 質 を タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン と し て 用 い る こ と に よ り 組 織 あ る
い は 細 胞 特 異 的 な 取 り 込 み が 可 能 と な る た め 、 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ Ｆ Ｇ Ｆ ） 、 肝 細 胞 増
殖 因 子 （ Ｈ Ｇ Ｆ ） あ る い は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト な ど を タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン と し て 用
い る こ と に よ り 、 対 応 す る レ セ プ タ ー が 発 現 し た 組 織 あ る い は 細 胞 特 異 的 に ERasを 細 胞 内
に 取 り 込 ま せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 HIV TAT、 ア ン テ ナ ペ デ イ ア ・ ホ メ オ ド メ イ ン （ Antonnapedia homeodomain） 、 HSV V
P22」 に は 、 HIV由 来 の TAT（ Green and Loewnstein, Cell, 56(6): 1179-88 (1988); Fran
kel and Pabo, Cell, 55(6): 1189-93 (1988)） 、 シ ョ ウ ジ ョ ウ バ エ 由 来 の ア ン テ ナ ペ デ
ィ ア 蛋 白 （ Vives et al., J. Biol. Chem, 272(25): 16010-7 (1997)） 、 HSV由 来 の VP22
（ Elliott and O'Hare, Cell, 88(2): 223-33 (1997)） の み な ら ず 、 そ の 機 能 が 同 等 で あ
る こ と を 限 度 と し て 、 そ の 同 族 体 （ ホ モ ロ グ や ス プ ラ イ ス バ リ ア ン ト ） 、 変 異 体 な ど が 包
含 さ れ る 。 な お 、 変 異 体 と し て は 、 変 異 の な い タ ン パ ク 質 と 、 少 な く と も 70％ 、 好 ま し く
は 80％ 、 よ り 好 ま し く は 95％ 、 さ ら に よ り 好 ま し く は 97％ 相 同 な も の を 挙 げ る こ と が で き
る 。
　 「 HIV TAT、 ア ン テ ナ ペ デ イ ア ・ ホ メ オ ド メ イ ン 、 HSV VP22の フ ラ グ メ ン ト 」 と は 、 前
記 の HIV TAT、 ア ン テ ナ ペ デ イ ア ・ ホ メ オ ド メ イ ン お よ び HSV VP22の い ず れ か の フ ラ グ メ
ン ト で あ り 、 タ ン パ ク 質 導 入 機 能 ま た は タ ン パ ク 質 導 入 を 補 助 す る 機 能 を 有 す る も の で あ
り 、 且 つ 融 合 タ ン パ ク 質 が 活 性 を 示 す こ と が で き る も の で あ れ ば よ い 。 好 ま し く は 、 HIV 
TATの フ ラ グ メ ン ト を 挙 げ る こ と が で き る 。 フ ラ グ メ ン ト の 長 さ は タ ン パ ク 質 導 入 ま た は
タ ン パ ク 質 導 入 を 補 助 す る 機 能 を 有 す れ ば 何 ら 限 定 は さ れ な い 。 HIV TAT、 ア ン テ ナ ペ デ
イ ア ・ ホ メ オ ド メ イ ン お よ び HSV VP22の フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 細 胞 膜 を 貫 通 す る 能 力 を
有 す る 蛋 白 ト ラ ン ス ダ ク シ ョ ン ド メ イ ン （ 以 下 、 「 Ｐ Ｔ Ｄ 」 と い う ） が 同 定 さ れ て お り 、
本 明 細 書 の フ ラ グ メ ン ト に は こ れ ら Ｐ Ｔ Ｄ も 包 含 さ れ る 。 異 種 蛋 白 と Ｐ Ｔ Ｄ を 融 合 す る こ
と に よ り 、 培 養 細 胞 中 に ト ラ ン ス デ ュ ー ス す る こ と が で き る こ と は 公 知 で あ り 、 そ の 作 製
方 法 も 知 ら れ て い る （ Fawell et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91(2): 664-8 (199
4); Elliott and O'Hare (1997), Phelan et al., Nature Biotech. 16: 440-443 (1998)
お よ び Dilber et al., Gene Ther., 6(1): 12-21 (1999)、 特 許 番 号 第 2702285号 ） 。 ま た
、 HIV TAT蛋 白 由 来 の １ １ ア ミ ノ 酸 の Ｐ Ｔ Ｄ に 融 合 し た β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 蛋 白 が 生 き
た マ ウ ス の す べ て の 組 織 に 浸 潤 し て す べ て の 単 一 細 胞 に 到 達 で き る こ と も 報 告 さ れ て い る
（ Schwarze et al., Science, 285(5433): 1569-72 (1999)） 。
　 HIV TATの フ ラ グ メ ン ト と し て は 、 具 体 的 に は 、 前 記 の 公 知 文 献 等 に 記 載 さ れ て い る も
の を 挙 げ る こ と が で き る が 、 好 ま し く は 特 許 番 号 第 2702285号 に 記 載 の HIV TATフ ラ グ メ ン
ト で あ り 、 更 に 好 ま し く は 配 列 番 号 ： １ １ で 示 さ れ る HIV TATペ プ チ ド で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ FGF） 、 肝 細 胞 増 殖 因 子 （ HGF） ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト 」
と は 、 公 知 の FGFタ ン パ ク 質 、 公 知 の HGFタ ン パ ク 質 ま た は そ れ ら の フ ラ グ メ ン ト で あ り 、
対 応 す る レ セ プ タ ー 発 現 細 胞 に タ ン パ ク 質 を 導 入 す る 機 能 ま た は タ ン パ ク 質 導 入 を 補 助 す
る 機 能 を 有 す る も の で あ れ ば よ く 、 何 ら 限 定 さ れ な い 。 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ FGF） の フ
ラ グ メ ン ト と の 結 合 体 が 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る こ と は 公 知 で あ る （ Rojas, M. et al., Na
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t. Biotechnol., 16: 370-375 (1998)、 Lin, Y. Z. et al., J. Biol. Chem. 270: 14255
-14258(1995)） 。 従 っ て 、 こ れ ら に 報 告 さ れ て い る FGFフ ラ グ メ ン ト を も ち い る の が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNAは 、 前 記 Nanogタ ン パ ク 質
を コ ー ド す る 塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と タ ン パ ク 質 導 入 ド メ イ ン を コ ー ド す る
塩 基 配 列 か ら な る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る 。
　 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNAは 、 種 々 の 細 胞 や 組 織 、
例 え ば Ｅ Ｓ 細 胞 由 来 の cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 ま た は 合 成 DNAの い ず れ で あ っ て も 、 組 み 合 わ せ
で あ っ て も 良 い 。 具 体 的 に は 、 例 え ば
(a)配 列 番 号 ： ２ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 番 号 ： １ １ 記
載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る DNA、
(b)配 列 番 号 ： ４ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 番 号 ： １ １ 記
載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る DNA、
(c)配 列 番 号 ： ６ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド と 配 列 番 号 ： １ １ 記
載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 含 有 す る DNA、
(d)配 列 番 号 ： １ 記 載 の 塩 基 配 列 と 配 列 番 号 ： ９ ま た は １ ０ 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNA
、
(e)配 列 番 号 ： ３ 記 載 の 塩 基 配 列 と 配 列 番 号 ： ９ ま た は １ ０ 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNA
、
(f)配 列 番 号 ： ５ 記 載 の 塩 基 配 列 と 配 列 番 号 ： ９ ま た は １ ０ 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNA
、
(g)配 列 番 号 ： １ 記 載 の 塩 基 配 列 の 第 190番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 1104番 目 の ヌ ク レ オ チ
ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 配 列 番 号 ： ９ ま た は １ ０ 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNA、
(h)配 列 番 号 ： ３ 記 載 の 塩 基 配 列 の 第 217番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 1131番 目 の ヌ ク レ オ チ
ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 配 列 番 号 ： ９ ま た は １ ０ 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNA、
(i)配 列 番 号 ： ５ 記 載 の 塩 基 配 列 の 第 894番 目 の ヌ ク レ オ チ ド か ら 第 1691番 目 の ヌ ク レ オ チ
ド で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と 配 列 番 号 ： ９ ま た は １ ０ 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNA、
(j)配 列 番 号 ： ８ 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る DNA、
(k)配 列 番 号 ： ７ 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNA、
(l)配 列 番 号 ： ７ 記 載 の 塩 基 配 列 か ら な る DNA、
ま た は 、 こ れ ら (a)～ (l)の DNAと 実 質 的 に 同 一 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNAが 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ れ ら 配 列 番 号 ： １ ， ３ ま た は ５ に 記 載 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド は 、 本
明 細 書 の 配 列 表 の 配 列 番 号 ： １ ， ３ ま た は ５ に 開 示 さ れ て い る 塩 基 配 列 の 適 当 な 部 分 を ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の プ ロ ー ブ あ る い は PCRの プ ラ イ マ ー に 用 い て 、 例 え ば ES細 胞 由 来
の cDNAラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と な ど に よ り ク ロ ー ニ ン グ す る こ と が で き る
。 該 ク ロ ー ニ ン グ は 、 例 え ば Molecular Cloning 2nd Edt. Cold Spring Harbor Laborato
ry Press (1989)等 の 基 本 書 に 従 い 、 当 業 者 な ら ば 容 易 に 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAと 実 質 的 に 同 一 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNAと は 、 具 体
的 に は 、
(m) 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAの 相 補 鎖 に 対 し て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る DNA、
(n) 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAと の 配 列 同 一 性 を 示 す 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNA、
(o) 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に お い て 1若 し く は 複 数
の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 及 び ／ 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る DNA、
な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】

10

20

30

40

50

(7) JP 2005-110565 A 2005.4.28



　 こ こ で 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAの 相 補 鎖 に 対 し て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ
イ ブ リ ダ イ ズ す る DNAと は 、 例 え ば 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAの 塩 基 配 列 と 約 ４ ０ ％ 以
上 、 好 ま し く は 約 ６ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ７ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 以
上 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ９ ０ ％ 以 上 、 最 も 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る
塩 基 配 列 を 含 有 す る DNAが 挙 げ ら れ る 。 具 体 的 に は 、 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAの 部 分
配 列 な ど が 挙 げ ら れ る 。
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 自 体 公 知 の 方 法 あ る い は そ れ に 準 じ る 方 法 、 例 え ば Molecu
lar Cloning 2nd Edt. Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)等 の 基 本 書 に 記 載
の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 ま た 市 販 の ラ イ ブ ラ リ ー を 使 用 す る 場 合 、 添 付 の 使 用
説 明 書 に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。
　 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 」 と は 、 例 え ば 、 ６ × Ｓ Ｓ Ｃ （ ２ ０ × Ｓ Ｓ Ｃ は 、 ３ ３ ３ ｍ Ｍ
　 Ｓ ｏ ｄ ｉ ｕ ｍ 　 ｃ ｉ ｔ ｒ ａ ｔ ｅ 、 ３ ３ ３ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 示 す ） 、 ０ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ お よ
び ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド を 含 む 溶 液 中 で ４ ２ ℃ に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ る 条 件 、 ま た は ６ ×
Ｓ Ｓ Ｃ を 含 む （ ５ ０ ％ ホ ル ム ア ミ ド は 含 ま な い ） 溶 液 中 で ６ ５ ℃ に て ハ イ ブ リ ダ イ ズ さ せ
る 条 件 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 後 の 洗 浄 の 条 件 と し て は 、 ０ .１
× Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ .５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ の 溶 液 中 で ６ ８ ℃ に て 洗 浄 す る よ う な 条 件 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAと の 配 列 同 一 性 を 示 す 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNAと は 、 例 え
ば 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAの 塩 基 配 列 と 約 ４ ０ ％ 以 上 、 好 ま し く は 約 ６ ０ ％ 以 上 、
よ り 好 ま し く は 約 ７ ０ ％ 以 上 、 よ り 好 ま し く は 約 ８ ０ ％ 以 上 、 さ ら に 好 ま し く は 約 ９ ０ ％
以 上 、 最 も 好 ま し く は 約 ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 示 す 塩 基 配 列 を 含 有 す る DNAが 挙 げ ら
れ る 。 具 体 的 に は 、 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAの 部 分 配 列 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ
う な 配 列 同 一 性 を 有 す る DNAは 、 前 述 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 反 応 や Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 に よ り
、 ま た は 後 述 す る DNAの 改 変 （ 欠 失 、 付 加 、 置 換 ） 反 応 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に お い て 1若 し く は 複 数 の
ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 及 び ／ 又 は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る DNAと は 、 人 為 的 に 作 製 し た い わ ゆ る 改 変 タ ン パ ク 質 や 、 生 体 内 に 存 在 す る ア レ ル 変
異 対 等 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAを 意 味 す る 。
　 こ こ で タ ン パ ク 質 に お け る ア ミ ノ 酸 の 変 異 数 や 変 異 部 位 は 、 本 発 明 の DNAに よ り コ ー ド
さ れ る タ ン パ ク 質 の 活 性 （ 分 化 多 能 性 維 持 活 性 ） が 保 持 さ れ る 限 り 制 限 は な い 。 こ の よ う
に 活 性 を 喪 失 す る こ と な く ア ミ ノ 酸 残 基 が 、 ど の よ う に 、 何 個 欠 失 、 置 換 及 び ／ 又 は 付 加
さ れ れ ば よ い か を 決 定 す る 指 標 は 、 当 業 者 に 周 知 の コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム 、 例 え ば DNA 
Star softwareを 用 い て 見 出 す こ と が で き る 。 例 え ば 変 異 数 は 、 典 型 的 に は 、 全 ア ミ ノ 酸
の １ ０ ％ 以 内 で あ り 、 好 ま し く は 全 ア ミ ノ 酸 の ５ ％ 以 内 で あ り 、 さ ら に 好 ま し く は 全 ア ミ
ノ 酸 の １ ％ 以 内 で あ る 。 ま た 置 換 さ れ る ア ミ ノ 酸 は 、 タ ン パ ク 質 の 構 造 保 持 の 観 点 か ら 、
残 基 の 極 性 、 電 荷 、 可 溶 性 、 疎 水 性 、 親 水 性 並 び に 両 親 媒 性 な ど 、 置 換 前 の ア ミ ノ 酸 と 似
た 性 質 を 有 す る ア ミ ノ 酸 で あ る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 Ala、 Val、 Leu、 Ile、 Pro、 Met
、 Phe及 び Trpは 互 い に 非 極 性 ア ミ ノ 酸 に 分 類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Gly、 Ser、 Thr、 Cys
、 Tyr、 Asn及 び Glnは 互 い に 非 荷 電 性 ア ミ ノ 酸 に 分 類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 Asp及 び Glu
は 互 い に 酸 性 ア ミ ノ 酸 に 分 類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ り 、 ま た Lys、 Arg及 び Hisは 互 い に 塩 基
性 ア ミ ノ 酸 に 分 類 さ れ る ア ミ ノ 酸 で あ る 。 ゆ え に 、 こ れ ら を 指 標 と し て 同 群 に 属 す る ア ミ
ノ 酸 を 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 こ の 改 変 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る DNAは 、 例 え ば 、 Molecular Cloning 2nd Edt. Cold S
pring Harbor Laboratory Press (1989)等 の 基 本 書 に 記 載 の 種 々 の 方 法 、 例 え ば 部 位 特 異
的 変 異 誘 発 や Ｐ Ｃ Ｒ 法 等 に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 。 ま た 市 販 の キ ッ ト を 用 い て 、 Ga
pped duplex法 や Kunkel法 な ど の 公 知 の 方 法 に 従 っ て 製 造 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 以 上 の よ う な 、 前 記 (a)～ (l)の い ず れ か の DNAと 実 質 的 に 同 一 の 塩 基 配 列 を 含 有 す る 本
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発 明 の DNAは 、 当 該 DNAに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が 、 細 胞 内 へ の 導 入 が 可 能 で あ り 、
導 入 さ れ た 後 は 、 配 列 番 号 ： ２ ， ４ ま た は ６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 と
実 質 的 に 同 質 の 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 好 ま し い 。 こ こ で 実 質 的 に 同 質 の 活
性 と は 、 本 発 明 の DNAに よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 細 胞 、 あ る い は 当 該 タ
ン パ ク 質 を 取 り 込 ん だ 細 胞 の 分 化 多 能 性 が 維 持 さ れ る と い う 性 質 を 指 す 。 具 体 的 に は 、 例
え ば マ ウ ス の ES細 胞 で あ れ ば 、 LIFな し で も 当 該 タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ た 細 胞 ま た は 当 該
タ ン パ ク 質 を 取 り 込 ん だ 細 胞 の 分 化 多 能 性 が 維 持 さ れ る と い う 性 質 を 示 す 。 該 活 性 お よ び
そ の 測 定 法 に つ い て は 、 公 知 の 方 法 に て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 発 明 の DNAは 、 １ 本 鎖 お よ び ２ 本 鎖 の い ず れ の 形 態 も と る こ と が で き る 。 本 発 明 の DNA
が ２ 本 鎖 の 場 合 、 前 記 本 発 明 の DNAを 発 現 ベ ク タ ー に 挿 入 す る こ と に よ り 、 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 を 発 現 す る た め の 組 換 え 発 現 ベ ク タ ー を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 こ こ で 用 い る 発 現 ベ ク タ ー と し て は 、 用 い る 宿 主 や 目 的 等 に 応 じ て 適 宜 選 択 す る こ と が
で き 、 プ ラ ス ミ ド 、 フ ァ ー ジ ベ ク タ ー 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。
　 例 え ば 、 宿 主 が 大 腸 菌 の 場 合 、 ベ ク タ ー と し て は 、 pUC118、 pUC119、 pBR322、 pCR3等 の
プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー 、 λ ZAPII、 λ gt11な ど の フ ァ ー ジ ベ ク タ ー が 挙 げ ら れ る 。 宿 主 が 酵
母 の 場 合 、 ベ ク タ ー と し て は 、 pYES2、 pYEUra3な ど が 挙 げ ら れ る 。 宿 主 が 昆 虫 細 胞 の 場 合
に は 、 pAcSGHisNT-Aな ど が 挙 げ ら れ る 。 宿 主 が 動 物 細 胞 の 場 合 に は 、 pCEP4、 pKCR、 pCDM8
、 pGL2、 pcDNA3.1、 pRc/RSV、 pRc/CMVな ど の プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー や 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク
タ ー 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど の ウ イ ル ス ベ ク タ ー が
挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 前 記 ベ ク タ ー は 、 発 現 誘 導 可 能 な プ ロ モ ー タ ー 、 シ グ ナ ル 配 列 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 選
択 用 マ ー カ ー 遺 伝 子 、 タ ー ミ ネ ー タ ー な ど の 因 子 を 適 宜 有 し て い て も 良 い 。
　 ま た 、 単 離 精 製 が 容 易 に な る よ う に 、 チ オ レ ド キ シ ン 、 Hisタ グ 、 あ る い は GST（ グ ル タ
チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） 等 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 す る 配 列 が 付 加 さ れ て い
て も 良 い 。 こ の 場 合 、 宿 主 細 胞 内 で 機 能 す る 適 切 な プ ロ モ ー タ ー （ lac、 tac、 trc、 trp、
CMV、 SV40初 期 プ ロ モ ー タ ー な ど ） を 有 す る GST融 合 タ ン パ ク ベ ク タ ー （ pGEX4Tな ど ） や 、
Myc、 Hisな ど の タ グ 配 列 を 有 す る ベ ク タ ー （ pcDNA3.1/Myc-Hisな ど ） 、 さ ら に は チ オ レ ド
キ シ ン お よ び Hisタ グ と の 融 合 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る ベ ク タ ー （ pET32a） な ど を 用 い る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 前 記 で 作 製 さ れ た 発 現 ベ ク タ ー で 宿 主 を 形 質 転 換 す る こ と に よ り 、 当 該 発 現 ベ ク タ ー を
含 有 す る 形 質 転 換 細 胞 を 作 製 す る こ と が で き る 。
　 こ こ で 用 い ら れ る 宿 主 と し て は 、 大 腸 菌 、 酵 母 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る
。 大 腸 菌 と し て は 、 E.coli K-12系 統 の HB101株 、 C600株 、 JM109株 、 DH5α 株 、 AD494(DE3)
株 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 酵 母 と し て は 、 サ ッ カ ロ ミ セ ス ・ セ ル ビ ジ エ な ど が 挙 げ ら れ る
。 動 物 細 胞 と し て は 、 L929細 胞 、 BALB/c3T3細 胞 、 C127細 胞 、 CHO細 胞 、 COS細 胞 、 Vero細
胞 、 Hela細 胞 、 293-EBNA細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。 昆 虫 細 胞 と し て は sf9な ど が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 宿 主 細 胞 へ の 発 現 ベ ク タ ー の 導 入 方 法 と し て は 、 前 記 宿 主 細 胞 に 適 合 し た 通 常 の 導 入 方
法 を 用 い れ ば 良 い 。 具 体 的 に は リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 法 、 DEAE-デ キ ス ト ラ ン 法 、 エ レ ク ト ロ
ポ レ ー シ ョ ン 法 、 遺 伝 子 導 入 用 リ ピ ッ ド （ Lipofectamine、 Lipofectin; Gibco-BRL社 ） を
用 い る 方 法 な ど が 挙 げ ら れ る 。 導 入 後 、 選 択 マ ー カ ー を 含 む 通 常 の 培 地 に て 培 養 す る こ と
に よ り 、 前 記 発 現 ベ ク タ ー が 宿 主 細 胞 中 に 導 入 さ れ た 形 質 転 換 細 胞 を 選 択 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 以 上 の よ う に し て 得 ら れ た 形 質 転 換 細 胞 を 好 適 な 条 件 下 で 培 養 し 続 け る こ と に よ り 、 本
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発 明 の タ ン パ ク 質 を 製 造 す る こ と が で き る 。 得 ら れ た タ ン パ ク 質 は 、 一 般 的 な 生 化 学 的 精
製 手 段 に よ り 、 さ ら に 単 離 ・ 精 製 す る こ と が で き る 。 こ こ で 精 製 手 段 と し て は 、 塩 析 、 イ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 吸 着 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー 、 ゲ ル ろ 過 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 本 発 明 の タ ン パ ク 質 を 、 前 述 の
チ オ レ ド キ シ ン や Hisタ グ 、 GST等 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 発 現 さ せ た 場 合 は 、 こ れ ら 融
合 タ ン パ ク 質 や タ グ の 性 質 を 利 用 し た 精 製 法 に よ り 単 離 ・ 精 製 す る こ と が で き る 。
　 な お 、 実 施 例 に 示 す よ う に 、 こ れ ら の 融 合 タ ン パ ク 質 は 、 試 験 管 内 で 合 成 、 精 製 す る こ
と も で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 「 化 学 的 結 合 体 」 と は 、 Nanogタ ン パ ク 質 を 、 ビ ス フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 化 合 物 、
グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 、 ま た は P糖 タ ン パ ク 質 に 結 合 活 性 を 持 つ 化 合 物 と 化 学 的 に 結 合
し て 得 ら れ る 化 学 的 結 合 体 の こ と で あ る 。
　 「 ビ ス フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 化 合 物 」 と は 、 例 え ば 、 エ チ ド ロ ネ ー ト 、 ア レ ン ド ロ ネ ー ト 、
リ セ ド ロ ネ ー ト 、 イ ン カ ド ロ ネ ー ト 、 パ ミ ド ロ ネ ー ト 等 の 公 知 の 化 合 物 を 挙 げ る こ と が で
き る 。 ビ ス フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 化 合 物 は 骨 芽 細 胞 に 選 択 的 に 取 り 込 ま れ る た め 、 こ の 公 知 の
性 質 を 利 用 し た ビ ス フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 化 合 物 と の 結 合 体 が 報 告 さ れ て い る （ Calcif. Tiss
ue Int., 59: 168-173 (1996)、 Bioorg. Med. Chem. Lett., 4: 1375-1380(1995)） 。 そ
の た め 、 Nanogタ ン パ ク 質 に ビ ス フ ォ ス フ ォ ネ ー ト 化 合 物 を 化 学 的 に 結 合 さ せ た 化 学 的 結
合 体 は 骨 芽 細 胞 に 将 来 分 化 し て い く 間 質 系 幹 細 胞 特 異 的 に 取 り 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 は 公 知 の 物 質 で あ り 、 Nanogタ ン パ ク 質 と 化 学 的 に 結 合 さ せ る
こ と に よ っ て 化 学 的 結 合 体 は 肝 細 胞 お よ び 膵 細 胞 に 将 来 分 化 し て い く 前 駆 細 胞 特 異 的 に 取
り 込 ま れ る 。
　 P糖 タ ン パ ク 質 に 結 合 活 性 を 持 つ 化 合 物 と は 、 例 え ば Ｂ Ｃ Ｒ Ｐ イ ン ヒ ビ タ ー を 挙 げ る こ
と が で き る 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 Ｂ Ｃ Ｒ Ｐ イ ン ヒ ビ タ ー で あ る GF120918な ど を 挙 げ る こ
と が で き る 。 P糖 タ ン パ ク 質 に 結 合 活 性 を 持 つ 化 合 物 と Nanogタ ン パ ク 質 を 化 学 的 に 結 合 さ
せ る こ と に よ り 、 化 学 的 結 合 体 は SP細 胞 と 呼 ば れ る 各 種 体 性 幹 細 胞 特 異 的 に 取 り 込 ま れ る
。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 Nanogタ ン パ ク 質 は 前 記 の よ う に 作 製 す る こ と が で き る 。 精 製 さ れ た Nanogタ ン パ ク 質 と
こ れ ら の 物 質 の 化 学 的 結 合 体 は 、 ア ミ ノ 基 を 持 つ リ ン カ ー を つ け る こ と で 酸 ア ミ ド 結 合 な
ど 公 知 の 方 法 に 従 っ て 化 学 的 に 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の 「 分 化 多 能 性 維 持 剤 」 と は 、 上 記 の 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 あ る い は 化 学 的 結
合 体 の う ち 少 な く と も 1つ を 含 有 す る 剤 の こ と で あ り 、 細 胞 に 取 り 込 ま れ る こ と に よ り 、
細 胞 の 分 化 多 能 性 を 維 持 す る 剤 を い う 。 具 体 的 に は 、 例 え ば 、 マ ウ ス の Ｅ Ｓ 細 胞 に 用 い る
こ と に よ り 、 Ｌ Ｉ Ｆ な し の 条 件 に お い て も 細 胞 が 分 化 多 能 性 を 維 持 す る こ と が で き る 剤 を
い う 。
　 こ こ で 細 胞 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 哺 乳 動 物 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 細
胞 と は 、 ヒ ト 、 サ ル 、 ラ ッ ト や マ ウ ス 等 の 哺 乳 動 物 の 組 織 ・ 臓 器 細 胞 ま た は こ れ ら 由 来 の
細 胞 で あ っ て 、 個 体 の 細 胞 、 個 体 か ら 取 り 出 し た 初 代 細 胞 、 ま た は 培 養 細 胞 の い ず れ で も
よ い 。 好 ま し く は 、 市 販 の 培 養 細 胞 （ ATCC社 な ど ） 、 胚 性 幹 （ Ｅ Ｓ ） 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 な
ど の 幹 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き 、 よ り 好 ま し く は 胚 性 幹 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 で あ る 。 本 発 明
の 分 化 多 能 性 維 持 剤 は 、 胚 性 幹 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 の 維 持 培 養 を 容 易 と す る こ と に よ っ て 細
胞 移 植 療 法 に お い て 十 分 な 細 胞 数 を 確 保 す る こ と に 貢 献 し 、 遺 伝 子 改 変 動 物 の 作 製 も 容 易
と す る 。 ま た 本 発 明 の 分 化 多 能 性 維 持 剤 は 体 内 に お け る 体 性 幹 細 胞 を 増 加 さ せ る こ と な ど
に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 発 明 の 分 化 多 能 性 維 持 剤 を 作 用 さ せ る に は 、 当 該 剤 を 直 接 体 内 に 導 入 す る in vivo法
、 ヒ ト か ら あ る 種 の 細 胞 を 採 取 し 、 体 外 で 該 細 胞 に 添 加 し て そ の 細 胞 を 体 内 に 戻 す ex viv
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o法 、 お よ び 培 養 細 胞 に 添 加 す る in vitro法 が あ る 。
　 投 与 方 法 と し て は 、 ex vivo法 ま た は in vitro法 で あ れ ば 、 細 胞 を 培 養 し て い る 培 養 液
中 に 添 加 、 あ る い は 細 胞 に 直 接 添 加 す る こ と が で き る 。 添 加 量 は 、 細 胞 の 種 類 、 細 胞 数 等
に よ り 適 宜 調 整 す る こ と が で き る が 、 細 胞 毒 性 が 認 め ら れ ず 分 化 多 能 性 維 持 活 性 が 認 め ら
れ れ ば よ い 。 製 剤 中 の 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 結 合 体 の 添 加 量 は 、 通 常 培 地 に 0.00
01μ M～ 1000μ M、 好 ま し く は 0.0001μ M～ 10μ M、 よ り 好 ま し く は 0.0001μ M～ 1μ Mで あ り
、 こ れ を 1～ 数 日 に 1回 添 加 す る の が 好 ま し い 。
　 ま た 、 in vivo法 の 投 与 方 法 と し て は 、 皮 下 投 与 、 皮 内 投 与 、 筋 肉 内 投 与 、 静 脈 内 投 与
な ど が 挙 げ ら れ る 。 製 剤 中 の 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 結 合 体 の 投 与 量 は 、 治 療 目 的
の 疾 患 、 患 者 の 年 齢 、 体 重 な ど に よ り 適 宜 調 整 す る こ と が で き る が 、 通 常 0.0001ｍ ｇ ～ 10
00ｍ ｇ 、 好 ま し く は 0.001ｍ ｇ ～ 100ｍ ｇ 、 よ り 好 ま し く は 0.01ｍ ｇ ～ 10ｍ ｇ で あ り 、 こ れ
を 1～ 数 日 に 1回 投 与 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 分 化 多 能 性 維 持 剤 の 有 効 成 分 で あ る 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 ま た は 結 合 体 は 、 そ の ま ま
も し く は 自 体 公 知 の 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 担 体 (賦 形 剤 、 増 量 剤 、 結 合 剤 、 滑 沢 剤 な ど が 含
ま れ る )、 慣 用 の 添 加 剤 な ど と 混 合 し て 試 薬 あ る い は 医 薬 組 成 物 と し て 調 製 す る こ と が で
き 、 生 理 食 塩 水 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ PBS） ま た は 培 地 等 を 含 む も の で あ っ て も よ い
。 当 該 医 薬 組 成 物 は 、 錠 剤 、 丸 剤 、 カ プ セ ル 剤 、 散 剤 、 顆 粒 剤 、 シ ロ ッ プ 剤 、 注 射 剤 、 点
滴 剤 、 外 用 剤 、 坐 剤 な ど に 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 「 分 化 多 能 性 維 持 方 法 」 と は 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 あ る い は 化 学 的 結 合 体
の い ず れ か を 細 胞 に 接 触 さ せ る こ と に よ り 、 分 化 多 能 性 を 維 持 す る 方 法 で あ る 。 具 体 的 に
は 、 例 え ば 、 本 発 明 の 分 化 多 能 性 維 持 剤 を 細 胞 培 養 培 地 中 に 添 加 し て 細 胞 に 接 触 さ せ 、 細
胞 に 取 り 込 ま せ る こ と に よ っ て 分 化 多 能 性 を 維 持 す る 方 法 の こ と で あ る 。 本 発 明 の 分 化 多
能 性 維 持 方 法 は 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質 あ る い は 化 学 的 結 合 体 の い ず れ か を 細 胞 と 接 触
さ せ た 後 に 、 細 胞 の ピ ノ サ イ ト ー シ ス （ 飲 作 用 ） に よ り 取 り 込 ま れ 、 細 胞 の 分 化 多 能 性 が
維 持 さ れ る 方 法 で あ っ て も よ い 。 細 胞 の ピ ノ サ イ ト ー シ ス を 利 用 し た 取 り 込 み （ 導 入 ） は
、 例 え ば 、 市 販 の キ ッ ト で あ る Influx(登 録 商 標 ) Pinocytic Cell-Loading Reagent(Mole
cular Probe社 )を 用 い る こ と に よ っ て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 細 胞 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 哺 乳 動 物 細 胞 を 挙 げ る こ と が で き る 。 哺 乳 動 物 細 胞 と は
、 ヒ ト 、 サ ル 、 ラ ッ ト や マ ウ ス 等 の 哺 乳 動 物 の 組 織 ・ 臓 器 細 胞 ま た は こ れ ら 由 来 の 細 胞 で
あ っ て 、 個 体 の 細 胞 、 個 体 か ら 取 り 出 し た 初 代 細 胞 、 ま た は 培 養 細 胞 の い ず れ で も よ い 。
好 ま し く は 、 市 販 の 培 養 細 胞 （ ATCC社 な ど ） 、 胚 性 幹 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 な ど の 幹 細 胞 を 挙
げ る こ と が で き 、 よ り 好 ま し く は 胚 性 幹 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 で あ る 。
　 前 記 の 分 化 多 能 性 維 持 剤 あ る い は 分 化 多 能 性 維 持 方 法 に よ り 、 本 発 明 の 融 合 タ ン パ ク 質
あ る い は 化 学 的 結 合 体 を 含 有 す る 細 胞 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら の 実 施 例 に よ り 何 ら
限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ９ 】
（ １ ） TAT-Nanog発 現 ベ ク タ ー の 構 築
オ リ ゴ DNA　 TAT-S（ 配 列 番 号 ９ ） と TAT-AS（ 配 列 番 号 １ ０ ） を ９ ４ 度 で １ 分 間 変 成 の 後 、
徐 々 に 室 温 に 戻 し ２ 本 鎖 DNAを 作 製 し た 。 こ れ を pCDNA3.1の HindIII/BamHI部 位 に ラ イ ゲ ー
シ ョ ン し た （ pCDNA3.1-TAT） 。 こ の pCDNA3.1-TATの BamHI/EcoRV部 位 に Gateway rfB Caset
teを 挿 入 し て pCDNA3.1-TAT-GWを 作 製 し た 。 pCDNA3.1-TAT-GWと pEnter-mNanogで LR組 み 換
え 反 応 （ Invitrogen社 ） を 行 い 、 pCDNA3.1-TAT-Nanog（ 図 １ ） を 作 製 し た 。 TAT-Nanogの D
NA配 列 は 配 列 番 号 ７ に 、 ア ミ ノ 酸 配 列 は 配 列 番 号 ８ で 示 さ れ て い る 。
（ ２ ） TAT-Nanog蛋 白 質 の 合 成 と 精 製
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融 合 タ ン パ ク 質 の 合 成 と 精 製 は PureGeneシ ス テ ム を 用 い て in vitroに お い て 行 っ た 。
（ ３ ） TAT-Nanog蛋 白 質 に よ る 分 化 多 能 性 維 持
マ ウ ス 由 来 の RF8ES細 胞 は 15%の 胎 児 血 清 と １ ０ ０ ０ U/μ ｌ の LIFを 含 む DMEM培 地 で 培 養 す
る と 長 期 間 に わ た り 未 分 化 状 態 を 保 つ 。 LIFを 除 去 す る と 細 胞 は 分 化 し 、 大 型 で 扁 平 の 細
胞 へ と 変 化 す る 。 LIFの か わ り に TAT-Nanogタ ン パ ク 質 を 培 地 に 加 え る と 、 LIFな し で 未 分
化 状 態 が 保 た れ た （ 図 ２ ） 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に よ り 、 細 胞 、 特 に 胚 性 幹 細 胞 や 体 性 幹 細 胞 の 分 化 多 能 性 を 維 持 す る こ と が で き
る 融 合 タ ン パ ク 質 、 ま た は 化 学 的 結 合 体 を 提 供 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 分 化 多 能 性 維
持 剤 は 、 分 化 多 能 性 を 可 逆 的 に 調 整 を す る こ と が で き る た め 、 遺 伝 子 導 入 法 に 比 べ て よ り
臨 床 応 用 が 可 能 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ １ 】
【 図 １ 】 融 合 蛋 白 質 の 例 　 Nanogや Nanogな ど の ECAT蛋 白 質 の N末 端 に HIV由 来 の TATペ プ チ
ド を 融 合 さ せ た も の 。 こ れ ら の 蛋 白 質 や 大 腸 菌 内 や Cell Free合 成 系 で 合 成 、 精 製 す る こ
と が で き る 。
【 図 ２ 】 TAT-Nanogタ ン パ ク 質 に よ る ES細 胞 の 未 分 化 状 態 維 持 。
【 配 列 表 フ リ ー テ キ ス ト 】
【 ０ ０ ４ ２ 】
配 列 表 配 列 番 号 ９ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 は オ リ ゴ DNA　 TAT-S、 配 列 番 号 １ ０ で 示 さ れ る 塩 基
配 列 は オ リ ゴ DNA　 TAT-AS、 配 列 番 号 １ １ で 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は TATペ プ チ ド で あ る 。
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【 図 ２ 】
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【 配 列 表 】

(13) JP 2005-110565 A 2005.4.28

2005110565000001.app



フロントページの続き

(51)Int.Cl.7                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   Ｃ１２Ｎ   1/19                         Ｃ１２Ｎ   1/19    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   1/21                         Ｃ１２Ｎ   1/21    　　　　          　　　　　
   Ｃ１２Ｎ   5/10                         Ｃ１２Ｐ  21/02    　　　Ｃ          　　　　　
   Ｃ１２Ｐ  21/02                         Ｃ１２Ｎ   5/00    　　　Ａ          　　　　　

Ｆターム(参考) 4B064 AG01  CA02  CA05  CA10  CA19  CC24  DA01 
　　　　 　　  4B065 AA01X AA57X AA90X AA93X AA93Y AB01  BA01  CA24  CA44 
　　　　 　　  4C081 AB02  AB35  CD111 CD29  CD34  CE02  CE11  EA02 
　　　　 　　  4H045 AA10  AA20  AA30  BA10  BA41  CA40  DA00  EA20  FA72  FA74 

(14) JP 2005-110565 A 2005.4.28


	bibliographic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

