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(57)【要約】
本明細書において、肺系列へと拘束されたヒト前駆細胞
の作製、および肺疾患／障害または肺損傷を処置するた
めのそのような細胞の使用に部分的に関する方法および
組成物を提供する。成人幹細胞をヒト成人肺から単離で
きるか否かは、当技術分野において依然として議論が分
かれており、現在のところ、成人肺幹細胞をヒトから単
離して用いる方法は再現性を欠いている。このように、
本明細書において記述される方法および組成物は、当技
術分野における知識の現状に対して有利であり、処置、
組織工学、およびスクリーニングアッセイのためのヒト
肺前駆細胞の作製を可能にする。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　単離ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞。
【請求項２】
　Tuj1陰性およびPax8陰性である、請求項1に記載の単離細胞。
【請求項３】
　増殖性であり、選択された分化条件で、気道基底幹細胞、繊毛細胞、クララ細胞、神経
内分泌細胞、または扁平上皮細胞へと分化する、請求項1に記載の単離細胞。
【請求項４】
　単離ヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞。
【請求項５】
　FoxP2陽性および／またはID2陽性である、請求項4に記載の単離細胞。
【請求項６】
　増殖性であり、選択された分化条件に置かれると任意の上皮肺細胞へと分化する、請求
項4に記載の単離細胞。
【請求項７】
　選択された分化条件に置かれると、気道基底幹細胞、繊毛細胞、クララ細胞、ムチン分
泌杯細胞、I型肺胞細胞、II型肺胞細胞、扁平上皮細胞、気管支肺胞幹細胞、気管支肺胞
管接合部幹細胞、遊走性CK14+細胞、または神経内分泌細胞へと分化する、請求項6に記載
の単離細胞。
【請求項８】
　単離ヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞。
【請求項９】
　増殖性であり、選択された分化条件に置かれると、繊毛細胞、クララ細胞、ムチン分泌
杯細胞、または基底細胞へと分化する、請求項8に記載の単離細胞。
【請求項１０】
　複能性気道基底幹細胞が、クララ細胞マーカー、繊毛細胞マーカー、神経内分泌細胞マ
ーカー、または扁平細胞マーカーを発現しない、請求項8に記載の単離細胞。
【請求項１１】
　Sox2陽性である、請求項8に記載の単離細胞。
【請求項１２】
　CK5陽性および／またはNGFR陽性である、請求項8に記載の単離細胞。
【請求項１３】
　疾患特異的細胞である、請求項1、5、または8に記載の単離細胞。
【請求項１４】
　単離ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞と足場とを含む組成物。
【請求項１５】
　足場が対象に植え込み可能である、請求項14に記載の組成物。
【請求項１６】
　組成物が植え込まれる対象に対して細胞が自家性である、請求項14に記載の組成物。
【請求項１７】
　足場が生分解性である、請求項14に記載の組成物。
【請求項１８】
　足場が、天然繊維、合成繊維、脱細胞肺組織、またはその組み合わせを含む、請求項14
に記載の組成物。
【請求項１９】
　天然繊維が、コラーゲン、フィブリン、シルク、トロンビン、キトサン、キチン、アル
ギン酸、ヒアルロン酸、およびゼラチンからなる群より選択される、請求項18に記載の組
成物。
【請求項２０】
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　合成繊維が、ポリ乳酸（PLA）、ポリグリコール酸（PGA）、ポリ(D,L-ラクチド-コ-グ
リコリド)（PLGA）、ポリ(カプロラクトン)、ジオール／二酸型脂肪族ポリエステル、ポ
リエステル-アミド／ポリエステル-ウレタン、ポリ(バレロラクトン)、ポリ(ヒドロキシ
ル酪酸)、ポリブチレンテレフタレート（PBT）、ポリヒドロキシヘキサン酸（PHH）、ポ
リブチレンコハク酸（PBS）、およびポリ(ヒドロキシル吉草酸)などの、代表的な生分解
性の脂肪族ポリエステルからなる群より選択される、請求項19に記載の組成物。
【請求項２１】
　近位気道複能性前駆細胞がTuj1陰性および／またはPax8陰性である、請求項14に記載の
組成物。
【請求項２２】
　単離ヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞と足場とを含む組成物。
【請求項２３】
　複能性肺前駆細胞がFoxP2陽性および／またはID2陽性である、請求項22に記載の組成物
。
【請求項２４】
　足場が対象に植え込み可能である、請求項22に記載の組成物。
【請求項２５】
　組成物が植え込まれる対象に対して細胞が自家性である、請求項22に記載の組成物。
【請求項２６】
　足場が生分解性である、請求項22に記載の組成物。
【請求項２７】
　足場が、天然繊維、合成繊維、脱細胞肺、またはその組み合わせを含む、請求項22に記
載の組成物。
【請求項２８】
　天然繊維が、コラーゲン、フィブリン、シルク、トロンビン、キトサン、キチン、アル
ギン酸、ヒアルロン酸、およびゼラチンからなる群より選択される、請求項27に記載の組
成物。
【請求項２９】
　合成繊維が、ポリ乳酸（PLA）、ポリグリコール酸（PGA）、ポリ(D,L-ラクチド-コ-グ
リコリド)（PLGA）、ポリ(カプロラクトン)、ジオール／二酸型脂肪族ポリエステル、ポ
リエステル-アミド／ポリエステル-ウレタン、ポリ(バレロラクトン)、ポリ(ヒドロキシ
ル酪酸)、ポリブチレンテレフタレート（PBT）、ポリヒドロキシヘキサン酸（PHH）、ポ
リブチレンコハク酸（PBS）、およびポリ(ヒドロキシル吉草酸)などの、代表的な生分解
性の脂肪族ポリエステルからなる群より選択される、請求項28に記載の組成物。
【請求項３０】
　単離ヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞と足場とを含む組成物。
【請求項３１】
　気道基底幹細胞がCK5陽性および／またはNGFR陽性である、請求項30に記載の組成物。
【請求項３２】
　足場が対象に植え込み可能である、請求項30に記載の組成物。
【請求項３３】
　組成物が植え込まれる対象に対して細胞が自家性である、請求項32に記載の組成物。
【請求項３４】
　足場が生分解性である、請求項30に記載の組成物。
【請求項３５】
　足場が、天然繊維、合成繊維、脱細胞肺組織、またはその組み合わせを含む、請求項30
に記載の組成物。
【請求項３６】
　天然繊維が、コラーゲン、フィブリン、シルク、トロンビン、キトサン、キチン、アル
ギン酸、ヒアルロン酸、およびゼラチンからなる群より選択される、請求項35に記載の組
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成物。
【請求項３７】
　合成繊維が、ポリ乳酸（PLA）、ポリグリコール酸（PGA）、ポリ(D,L-ラクチド-コ-グ
リコリド)（PLGA）、ポリ(カプロラクトン)、ジオール／二酸型脂肪族ポリエステル、ポ
リエステル-アミド／ポリエステル-ウレタン、ポリ(バレロラクトン)、ポリ(ヒドロキシ
ル酪酸)、ポリブチレンテレフタレート（PBT）、ポリヒドロキシヘキサン酸（PHH）、ポ
リブチレンコハク酸（PBS）、およびポリ(ヒドロキシル吉草酸)などの、代表的な生分解
性の脂肪族ポリエステルからなる群より選択される、請求項36に記載の組成物。
【請求項３８】
　細胞が疾患特異的細胞である、請求項14、22、または30に記載の組成物。
【請求項３９】
　ヒト前腸内胚葉細胞に、FGF2、WNT、およびBMP4を、各々がヒト前腸内胚葉細胞をNkx2.
1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触さ
せる段階を含む、Nkx2.1陽性、Tuj1陰性、およびPax8陰性であるヒト肺前駆細胞またはヒ
ト肺前駆細胞集団を作製する方法。
【請求項４０】
　接触させる段階が少なくとも2日間行われる、請求項39に記載の方法。
【請求項４１】
　Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、およびM
APKK/ERKアンタゴニストを、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1陽性
Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させ
る段階をさらに含む、請求項39に記載の方法。
【請求項４２】
　WntアンタゴニストがIWR-1を含む、請求項41に記載の方法。
【請求項４３】
　MAPKK/ERKアンタゴニストがPD98059を含む、請求項41に記載の方法。
【請求項４４】
　接触させる段階が少なくとも4日間行われる、請求項41に記載の方法。
【請求項４５】
　Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、およびM
APKK/ERKアンタゴニストを、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1陽性
Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる
段階をさらに含む、請求項41に記載の方法。
【請求項４６】
　WntアンタゴニストがIWR-1を含む、請求項45に記載の方法。
【請求項４７】
　MAPKK/ERKアンタゴニストがPD98059を含む、請求項45に記載の方法。
【請求項４８】
　接触させる段階が少なくとも4日間行われる、請求項45に記載の方法。
【請求項４９】
　前腸内胚葉細胞の培養が、胚幹（ES）細胞または人工多能性幹細胞（iPSC）から誘導さ
れる、請求項39に記載の方法。
【請求項５０】
　Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞の培養に、B27、BMP7、FGF7、およびWNTアンタゴニス
トを、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基
底幹細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階をさらに含む、請
求項39に記載の方法。
【請求項５１】
　Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞の培養にNogginを接触させる段階をさらに含む、請求
項39に記載の方法。



(5) JP 2015-504676 A 2015.2.16

10

20

30

40

50

【請求項５２】
　接触させる段階が少なくとも10日間行われる、請求項50に記載の方法。
【請求項５３】
　単離ヒト肺前駆細胞と薬学的に許容される担体とを含む組成物を、肺疾患もしくは肺障
害または肺損傷を有する対象に投与する段階を含む、対象における肺疾患もしくは肺障害
または肺損傷を処置する方法。
【請求項５４】
　単離ヒト肺前駆細胞が、Nkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞、Nkx2.1陽性Sox9
陽性遠位複能性肺前駆細胞、Nkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞、またはその分化
細胞からなる群より選択される、請求項53に記載の方法。
【請求項５５】
　近位気道複能性前駆細胞がTuj1陰性および／またはPax8陰性である、請求項53に記載の
方法。
【請求項５６】
　遠位複能性肺前駆細胞がFoxP2および／またはID2陽性である、請求項53に記載の方法。
【請求項５７】
　気道基底幹細胞がCK5陽性および／またはNGFR陽性である、請求項53に記載の方法。
【請求項５８】
　組成物が肺に投与される、請求項53に記載の方法。
【請求項５９】
　単離ヒト肺前駆細胞が、組成物が投与される対象に対して自家性である、請求項53に記
載の方法。
【請求項６０】
　組成物が足場をさらに含む、請求項53に記載の方法。
【請求項６１】
　足場が対象に植え込み可能である、請求項60に記載の方法。
【請求項６２】
　足場が生分解性である、請求項60に記載の方法。
【請求項６３】
　足場が、天然繊維、合成繊維、脱細胞肺組織、またはその組み合わせを含む、請求項60
に記載の方法。
【請求項６４】
　足場が、単離ヒト肺前駆細胞の分化を促進する物質を含む、請求項60に記載の方法。
【請求項６５】
　組成物が、エアロゾル送達のために処方される、請求項60に記載の方法。
【請求項６６】
　（a）肺疾患または肺障害を処置するための候補物質の存在下および非存在下で、ヒト
疾患特異的肺前駆細胞のインビトロ分化によって産生されたヒト疾患特異的気道細胞集団
を培養する段階、
　（b）候補物質の存在下および非存在下で、疾患においてアップレギュレートされる少
なくとも1つのマーカーの発現もしくは活性を比較する段階、または疾患においてダウン
レギュレートされる少なくとも1つのマーカーの発現もしくは活性を比較する段階であっ
て、少なくとも1つのアップレギュレートされる疾患マーカーの発現もしくは活性が減少
すれば、または少なくとも1つのダウンレギュレートされる疾患マーカーの発現もしくは
活性が増加すれば、対象における肺疾患または肺障害を処置するための候補として候補物
質が同定される、段階
を含む、肺疾患または肺障害を処置するための物質をスクリーニングする方法。
【請求項６７】
　段階（a）の前に、単離ヒト疾患特異的肺前駆細胞集団をヒト疾患特異的気道細胞の培
養へと分化させる段階をさらに含む、請求項66に記載の方法。
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【請求項６８】
　段階（a）の前に、肺疾患または肺障害を有する対象から誘導される人工多能性幹細胞
集団を、単離ヒト疾患特異的肺前駆細胞集団へと分化させる段階をさらに含む、請求項66
に記載の方法。
【請求項６９】
　候補物質が、低分子、タンパク質、ポリペプチド、抗体もしくはその抗原結合断片、ま
たは核酸を含む、請求項66に記載の方法。
【請求項７０】
　ヒト肺前駆細胞が、ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞、ヒトNkx2.1陽性
Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞、およびヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞か
らなる群より選択される、請求項66に記載の方法。
【請求項７１】
　Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、およびM
APKK/ERKアンタゴニストを、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1陽性
Sox9陽性近位気道複能性前駆細胞またはNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞へと分
化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む方法によって、ヒトNkx2.1
陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞およびヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細
胞が作製される、請求項70に記載の方法。
【請求項７２】
　接触させる段階が少なくとも4日間行われる、請求項71に記載の方法。
【請求項７３】
　Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞に、B27、BMP7、FGF7、およびWNTアンタゴニストを、
各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細
胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む方法によって、ヒ
トNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞が作製される、請求項70に記載の方法。
【請求項７４】
　Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞にNogginを接触させる段階をさらに含む、請求項73に
記載の方法。
【請求項７５】
　接触させる段階が少なくとも10日間行われる、請求項73に記載の方法。
【請求項７６】
　（a）候補分化物質の存在下および非存在下でNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性ヒト肺前駆
細胞を培養する段階、
　（b）候補物質の存在下および非存在下で、肺前駆細胞のより分化した状態への分化の
際にアップレギュレートされる少なくとも1つのマーカーの発現もしくは活性を比較する
段階、または肺前駆細胞のより分化した状態への分化の際にダウンレギュレートされる少
なくとも1つのマーカーの発現もしくは活性を比較する段階であって、少なくとも1つのア
ップレギュレートされる分化マーカーの発現もしくは活性が減少すれば、または少なくと
も1つのダウンレギュレートされる分化マーカーの発現もしくは活性が増加すれば、対象
における単離ヒト肺前駆細胞の分化を誘導するために候補物質を用いることができること
が示される、段階
を含む、ヒト肺前駆細胞の分化を誘導する物質をスクリーニングする方法。
【請求項７７】
　段階（a）の前に、胚幹細胞または人工多能性幹細胞をヒト肺前駆細胞へと分化させる
段階をさらに含む、請求項76に記載の方法。
【請求項７８】
　候補物質が、低分子、タンパク質、ポリペプチド、抗体、または核酸を含む、請求項76
に記載の方法。
【請求項７９】
　ヒト肺前駆細胞が、ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞、ヒトNkx2.1陽性
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Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞、およびヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞か
らなる群より選択される、請求項76に記載の方法。
【請求項８０】
　Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性ヒト肺前駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、お
よびMAPKK/ERKアンタゴニストを、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.
1陽性Sox9陽性近位気道複能性前駆細胞またはNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞
へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む方法によって、ヒト
Nkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞およびヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺
前駆細胞が作製される、請求項79に記載の方法。
【請求項８１】
　接触させる段階が少なくとも4日間行われる、請求項80に記載の方法。
【請求項８２】
　Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞に、B27、BMP7、FGF7、およびWNTアンタゴニストを、
各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細
胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む方法によって、ヒ
トNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞が作製される、請求項79に記載の方法。
【請求項８３】
　Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞にNogginを接触させる段階をさらに含む、請求項82に
記載の方法。
【請求項８４】
　接触させる段階が少なくとも10日間行われる、請求項82に記載の方法。
【請求項８５】
　請求項1、5、または9に記載の細胞、薬学的に許容される担体、および肺疾患または肺
障害を処置するための説明書を含む、肺疾患または肺障害を処置するためのキット。
【請求項８６】
　足場をさらに含む、請求項85に記載のキット。
【請求項８７】
　請求項1、5、または8に記載の細胞、肺特異的細胞表面マーカーを検出するための1つま
たは複数の物質、およびその説明書を含む、候補物質をスクリーニングするためのキット
。
【請求項８８】
　細胞培養培地、増殖因子、および／または分化物質をさらに含む、請求項87に記載のキ
ット。
【請求項８９】
　（i）任意で単位用量で提供される、BMP4、FGF2、WNT、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニス
ト、PI3キナーゼ阻害剤、アクチビンA、Noggin、B27、およびレチノイン酸の2つまたはそ
れより多く；
　（ii）任意で、細胞培養培地；
　（iii）肺細胞特異的表面マーカーを検出するための1つまたは複数の物質；および
　（iii）その説明書
を含む、ヒト幹細胞をヒト肺前駆細胞へと分化させるためのキット。
【請求項９０】
　B27、アクチビンA、およびZSTK474を含む、細胞または組織培地。
【請求項９１】
　B27の濃度が1％～5％である、請求項90に記載の培地。
【請求項９２】
　B27の濃度が2％である、請求項91に記載の培地。
【請求項９３】
　アクチビンAの濃度が10～40 ng/mLである、請求項90に記載の培地。
【請求項９４】
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　アクチビンAの濃度が20 ng/mLである、請求項93に記載の培地。
【請求項９５】
　ZSTK474の濃度が0.2～0.5μMである、請求項90に記載の培地。
【請求項９６】
　RPMI培地の成分を含む、請求項90に記載の培地。
【請求項９７】
　CHIR9902、PIK-75、ドルソモルフィン、およびFGF2を含む、細胞または組織培地。
【請求項９９】
　CHIR9902の濃度が0.1～1μMの範囲である、請求項97に記載の培地。
【請求項１００】
　PIK-75の濃度が0.01～0.1μMを含む、請求項97に記載の培地。
【請求項１０１】
　ドルソモルフィンの濃度が1～5μMを含む、請求項97に記載の培地。
【請求項１０２】
　FGF2の濃度が10～100 ng/mLを含む、請求項97に記載の培地。
【請求項１０３】
　GF-109203X、Ro31-8220、Pp242、PIK-75、ZSTK474、PMA、カルベジロール、コルチコス
テロン、トリクラベンダゾール、リン酸ベンプロペリン、フェノチアジン、およびメトト
レキサートからなる群より選択される薬物をさらに含む、請求項97に記載の培地。
【請求項１０４】
　ヒト前腸内胚葉細胞に、Wntアゴニスト、PIK3キナーゼ阻害剤、BMPアンタゴニスト、な
らびにGF-109203X、Ro31-8220、Pp242、PIK-75、ZSTK474、PMA、カルベジロール、コルチ
コステロン、トリクラベンダゾール、リン酸ベンプロペリン、フェノチアジン、およびメ
トトレキサートからなる群より選択される薬物を、各々がヒト前腸内胚葉細胞をNkx2.1陽
性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる
段階を含む、Nkx2.1陽性、Tuj1陰性、およびPax8陰性であるヒト肺前駆細胞またはヒト肺
前駆細胞集団を作製する方法。
【請求項１０５】
　接触させる段階が少なくとも2日間行われる、請求項104に記載の方法。
【請求項１０６】
　WntアゴニストがCHIR9902を含む、請求項104に記載の方法。
【請求項１０７】
　CHIR9902の濃度が0.1～1μMの範囲である、請求項106に記載の方法。
【請求項１０８】
　PI3キナーゼ阻害剤がPIK-75を含む、請求項104に記載の方法。
【請求項１０９】
　PIK-75の濃度が0.01～0.1μMを含む、請求項108に記載の方法。
【請求項１１０】
　BMPアンタゴニストがドルソモルフィンを含む、請求項104に記載の方法。
【請求項１１１】
　ドルソモルフィンの濃度が1～5μMを含む、請求項110に記載の方法。
【請求項１１２】
　増殖因子がFGF2を含む、請求項104に記載の方法。
【請求項１１３】
　FGF2の濃度が10～100 ng/mLを含む、請求項112に記載の方法。
【請求項１１４】
　iPSCまたはESCに、B27、アクチビンA、およびZSTK474を、各々がiPSCまたはESCを胚体
内胚葉細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む、胚体内
胚葉細胞または胚体内胚葉細胞集団を作製する方法。
【請求項１１５】
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　胚体内胚葉細胞の作製が、FOXA2/SOX17共染色によってか、またはcKit/CXCR4および／
もしくはcKit/EpCAMの組み合わせによるFACS分析によって決定される、請求項114に記載
の方法。
【請求項１１６】
　B27の濃度が1％～5％である、請求項114に記載の方法。
【請求項１１７】
　B27の濃度が2％である、請求項116に記載の方法。
【請求項１１８】
　アクチビンAの濃度が10～40 ng/mLである、請求項114に記載の方法。
【請求項１１９】
　アクチビンAの濃度が20 ng/mLである、請求項118に記載の方法。
【請求項１２０】
　ZSTK474の濃度が0.2～0.5μMである、請求項114に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、35 U.S.C. 119(e)の下で、その各々の全内容が参照により本明細書に組み入
れられる、2012年1月13日に提出された米国特許仮出願第61/586,551号および2012年4月3
日に提出された米国特許仮出願第61/619,568号の優先権を主張する。
【０００２】
発明の分野
　本発明の分野は、単離ヒト肺前駆細胞、そのような単離ヒト肺前駆細胞を作製する方法
、およびその使用に関する。
【背景技術】
【０００３】
背景
　呼吸器疾患を含む肺疾患は、全世界での死亡および有病率の主な原因である。現在の処
置は、肺疾患の症状を減少させることに向けられ、疾患の治癒または完全な逆転の見込み
を提供する処置はほとんどないか全くない。
【０００４】
　幹細胞から誘導された肺前駆細胞の移植は、損傷および疾患によって破壊された体内の
肺細胞を再生させるために用いることができる1つのアプローチである。損傷および疾患
によって破壊された肺上皮を修復するために幹細胞を使用する可能性に関して高い関心が
集まっている。
【０００５】
　幹細胞は、自己再生および分化の両方を受ける能力を有する独自の細胞集団を表す。操
作されうる前駆細胞を対象から単離および精製した後、処置目的のために対象に再導入で
きることは有益である。対象自身の細胞を用いることにより、付随する免疫抑制治療を使
用する必要性がなくなり、それによって対象の免疫系のコンピテンシーが維持される。た
とえば、対象の体細胞試料から作製された人工多能性幹細胞の定方向分化は、自己再生細
胞治療のための細胞集団を提供する上で利点を提供する。
【発明の概要】
【０００６】
概要
　細胞の分化は、典型的に多くの細胞分裂を通して起こる複雑なプロセスである。部分的
または完全に分化した細胞は、それ自身が複能性細胞から誘導される複能性細胞から誘導
されうる等々である。これらの複能性細胞の各々は、幹細胞であると見なされうるが、各
々が生じることができる細胞タイプの範囲は、かなり変化しうる。いくつかの分化細胞は
また、より大きい発達能の細胞を生じる能力（たとえば、リプログラミング）を有する。
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そのような能力は天然でありうるか、または様々な因子による処置によって人工的に誘導
することができる。多くの生物学的な例において、幹細胞はまた、それらが1つより多く
の別個の細胞タイプの子孫を産生しうることから「複能性」でもあるが、このことは「幹
細胞であること」にとって必要ではない。
【０００７】
　より特異的な発達表現型への分化能に加えて、自己再生は、幹細胞定義のもう1つの古
典的な部分である。理論的に、自己再生は、2つの主要な機序のいずれかによって起こり
うる。幹細胞は非対称に分裂することがあり、この場合1つの娘細胞は幹細胞状態を保持
して、他の娘細胞はいくつかの別個の他の特異的機能および表現型を発現する。または、
集団における幹細胞のいくつかが2つの幹細胞へと対称的に分裂して、このように、全体
として集団の中でいくつかの幹細胞を維持することができるが、集団の中の他の細胞は、
分化した子孫のみを生じる。形式的に、幹細胞として始まる細胞は、分化した表現型に向
かって進行しうるが、幹細胞表現型を「逆転させて」、再度発現させることが可能であり
、これは当業者によってしばしば「脱分化」、「リプログラミング」、または「逆分化」
と呼ばれる。このような分化表現型の逆転は一般的に、たとえば幹細胞特異的mRNAまたは
タンパク質（たとえば、中でもc-Myc、Klf4、Oct4、Sox2）を発現させることによる、ま
たは細胞に脱分化培地を接触させることによる、細胞の人為的操作を必要とする。
【０００８】
　本明細書において提供される方法および組成物は、部分的に、肺系列へと拘束されるヒ
ト前駆細胞の作製、および肺疾患／障害または肺に対する損傷を処置するためのそのよう
な細胞の使用に関する。成人幹細胞をヒト成人の肺から単離できるか否かに関しては、当
技術分野において依然として議論が分かれており、現在のところ、ヒトから成人肺幹細胞
を単離して用いる方法は、再現性を欠いている。このように、本明細書において記述され
る方法および組成物は、当技術分野における知識の現状に対して有利であり、処置、組織
工学、およびスクリーニングアッセイのためのヒト肺前駆細胞の作製を可能にする。
【０００９】
　本明細書において開示される1つの局面は、単離ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能
性前駆細胞、またはヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞の濃縮集団に関する
。
【００１０】
　この局面の1つの態様において、細胞はTuj1陰性でPax8陰性である。
【００１１】
　この局面のもう1つの態様において、細胞は、増殖性であり、選択された分化条件で、
気道基底幹細胞、繊毛細胞、クララ細胞、神経内分泌細胞、または扁平上皮細胞へと分化
する。
【００１２】
　同様に、もう1つの局面において、単離ヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞
が本明細書において提供される。
【００１３】
　この局面の1つの態様において、細胞は、FoxP2陽性および／またはID2陽性である。も
う1つの態様において、細胞は、ETV4/5陽性である。
【００１４】
　この局面のもう1つの態様において、細胞は増殖性であり、選択された分化条件に置か
れると、任意の上皮肺細胞へと分化する。
【００１５】
　この局面のもう1つの態様において、細胞は、選択された分化条件に置かれると、気道
基底幹細胞、繊毛細胞、クララ細胞、ムチン分泌杯細胞、I型肺胞細胞、II型肺胞細胞、
扁平上皮細胞、気管支肺胞幹細胞、気管支肺胞管接合部幹細胞、遊走性CK14+細胞、また
は神経内分泌細胞へと分化する。
【００１６】
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　本明細書において記述されるもう1つの局面は、単離ヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道
基底幹細胞、または単離ヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞の濃縮集団に関す
る。
【００１７】
　この局面のもう1つの態様において、細胞は増殖性であり、選択された分化条件に置か
れると、繊毛細胞、クララ細胞、ムチン分泌杯細胞、または基底細胞へと分化する。
【００１８】
　この局面のもう1つの態様において、複能性気道基底幹細胞は、クララ細胞マーカー、
繊毛細胞マーカー、神経内分泌細胞マーカー、または扁平上皮細胞マーカーを発現しない
。
【００１９】
　この局面のもう1つの態様において、細胞はSox2陽性である。
【００２０】
　この局面のもう1つの態様において、細胞はCK5陽性および／またはNGFR陽性である。
【００２１】
　この局面および本明細書において記述される他の全ての局面のもう1つの態様において
、細胞は疾患特異的細胞である。
【００２２】
　本明細書において提供されるもう1つの局面は、単離ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道
複能性前駆細胞と足場を含む組成物に関する。
【００２３】
　この局面のもう1つの態様において、足場は対象に植え込み可能である。
【００２４】
　この局面のもう1つの態様において、細胞は、組成物が植え込まれる対象に対して自家
性である。
【００２５】
　この局面のもう1つの態様において、足場は生分解性である。
【００２６】
　この局面のもう1つの態様において、足場は天然繊維、合成繊維、脱細胞肺組織、また
はその組み合わせを含む。
【００２７】
　この局面のもう1つの態様において、天然繊維は、コラーゲン、フィブリン、シルク、
トロンビン、キトサン、キチン、アルギン酸、ヒアルロン酸、およびゼラチンからなる群
より選択される。
【００２８】
　この局面のもう1つの態様において、合成繊維は、ポリ乳酸（PLA）、ポリグリコール酸
（PGA）、ポリ(D,L-ラクチド-コ-グリコリド)（PLGA）、ポリ(カプロラクトン)、ジオー
ル／二酸型脂肪族ポリエステル、ポリエステル-アミド／ポリエステル-ウレタン、ポリ(
バレロラクトン)、ポリ(ヒドロキシル酪酸)、ポリブチレンテレフタレート（PBT）、ポリ
ヒドロキシヘキサン酸（PHH）、ポリブチレンコハク酸（PBS）、およびポリ(ヒドロキシ
ル吉草酸)などの代表的な生分解性の脂肪族ポリエステルからなる群より選択される。
【００２９】
　この局面のもう1つの態様において、近位気道複能性前駆細胞は、Tuj1陰性および／ま
たはPax8陰性である。
【００３０】
　本明細書において記述されるもう1つの局面は、単離ヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能
性肺前駆細胞と足場を含む組成物に関する。
【００３１】
　この局面の1つの態様において、複能性肺前駆細胞は、FoxP2陽性および／またはID2陽
性である。もう1つの態様において、細胞は、ETV4/5陽性である。
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【００３２】
　この局面のもう1つの態様において、足場は、対象に植え込み可能である。
【００３３】
　この局面のもう1つの態様において、細胞は、組成物が植え込まれる対象に対して自家
性である。
【００３４】
　この局面のもう1つの態様において、足場は生分解性である。
【００３５】
　この局面のもう1つの態様において、足場は天然繊維、合成繊維、脱細胞肺、またはそ
の組み合わせを含む。
【００３６】
　この局面のもう1つの態様において、天然繊維は、コラーゲン、フィブリン、シルク、
トロンビン、キトサン、キチン、アルギン酸、ヒアルロン酸、およびゼラチンからなる群
より選択される。
【００３７】
　この局面のもう1つの態様において、合成繊維は、ポリ乳酸（PLA）、ポリグリコール酸
（PGA）、ポリ(D,L-ラクチド-コ-グリコリド)（PLGA）、ポリ(カプロラクトン)、ジオー
ル／二酸型脂肪族ポリエステル、ポリエステル-アミド／ポリエステル-ウレタン、ポリ(
バレロラクトン)、ポリ(ヒドロキシル酪酸)、ポリブチレンテレフタレート（PBT）、ポリ
ヒドロキシヘキサン酸（PHH）、ポリブチレンコハク酸（PBS）、およびポリ(ヒドロキシ
ル吉草酸)などの代表的な生分解性の脂肪族ポリエステルからなる群より選択される。
【００３８】
　本明細書において記述されるもう1つの局面は、単離ヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道
基底幹細胞と足場を含む組成物に関する。
【００３９】
　この局面の1つの態様において、気道基底幹細胞はCK5陽性および／またはNGFR陽性であ
る。
【００４０】
　この局面のもう1つの態様において、足場は対象に植え込み可能である。
【００４１】
　この局面のもう1つの態様において、細胞は、組成物が植え込まれる対象に対して自家
性である。
【００４２】
　この局面のもう1つの態様において、足場は生分解性である。
【００４３】
　この局面のもう1つの態様において、足場は天然繊維、合成繊維、脱細胞肺組織、また
はその組み合わせを含む。
【００４４】
　この局面のもう1つの態様において、天然繊維は、コラーゲン、フィブリン、シルク、
トロンビン、キトサン、キチン、アルギン酸、ヒアルロン酸、およびゼラチンからなる群
より選択される。
【００４５】
　この局面のもう1つの態様において、合成繊維は、ポリ乳酸（PLA）、ポリグリコール酸
（PGA）、ポリ(D,L-ラクチド-コ-グリコリド)（PLGA）、ポリ(カプロラクトン)、ジオー
ル／二酸型脂肪族ポリエステル、ポリエステル-アミド／ポリエステル-ウレタン、ポリ(
バレロラクトン)、ポリ(ヒドロキシル酪酸)、ポリブチレンテレフタレート（PBT）、ポリ
ヒドロキシヘキサン酸（PHH）、ポリブチレンコハク酸（PBS）、およびポリ(ヒドロキシ
ル吉草酸)などの代表的な生分解性の脂肪族ポリエステルからなる群より選択される。
【００４６】
　この局面および本明細書において記述される他の全ての局面のもう1つの態様において
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、細胞は疾患特異的細胞である。
【００４７】
　同様に、もう1つの局面において、ヒト前腸内胚葉細胞に、FGF2、WNT、およびBMP4を、
各々がヒト前腸内胚葉細胞をNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞へと分化させるため
に十分な期間および濃度で接触させる段階を含む、Nkx2.1陽性、Tuj1陰性、およびPax8陰
性であるヒト肺前駆細胞またはヒト肺前駆細胞集団を作製する方法が本明細書において提
供される。
【００４８】
　この局面の1つの態様において、接触させる段階は、少なくとも2日間行われる。
【００４９】
　この局面のもう1つの態様において、方法はさらに、Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前
駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、およびMAPKK/ERKアンタゴニストを、各々が
Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞を、Nkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞
へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む。
【００５０】
　この局面のもう1つの態様において、Wntアンタゴニストは、IWR-1を含む。
【００５１】
　この局面のもう1つの態様において、MAPKK/ERKアンタゴニストは、PD98059を含む。
【００５２】
　この局面のもう1つの態様において、接触させる段階は、少なくとも4日間行われる。
【００５３】
　この局面のもう1つの態様において、方法はさらに、Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前
駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニストおよびMAPKK/ERKアンタゴニストを、各々がNk
x2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞を、Nkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞へと
分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む。
【００５４】
　この局面のもう1つの態様において、WntアンタゴニストはIWR-1を含む。
【００５５】
　この局面のもう1つの態様において、MAPKK/ERKアンタゴニストは、PD98059を含む。
【００５６】
　この局面のもう1つの態様において、接触させる段階は、少なくとも4日間行われる。
【００５７】
　この局面のもう1つの態様において、前腸内胚葉細胞の培養は、胚幹（ES）細胞または
人工多能性幹細胞（iPSC）から誘導される。
【００５８】
　この局面のもう1つの態様において、方法は、さらに、Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細
胞の培養に、B27、BMP7、FGF7、およびWNTアンタゴニストを、各々が、Nkx2.1陽性Tuj1陰
性Pax8陰性肺前駆細胞を、Nkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞へと分化させるため
に十分な期間および濃度で接触させる段階を含む。
【００５９】
　この局面のもう1つの態様において、方法はさらに、Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞
の培養にNogginを接触させる段階を含む。
【００６０】
　この局面のもう1つの態様において、接触させる段階は、少なくとも10日間行われる。
【００６１】
　同様に、もう1つの局面において、単離ヒト肺前駆細胞と薬学的に許容される担体を含
む組成物を、肺疾患もしくは肺障害、または肺の損傷を有する対象に投与する段階を含む
、対象における肺疾患もしくは肺障害、または肺損傷を処置する方法が本明細書において
提供される。
【００６２】
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　この局面の1つの態様において、単離ヒト肺前駆細胞は、Nkx2.1陽性Sox2陽性近位気道
複能性前駆細胞、Nkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞、Nkx2.1陽性p63陽性複能性
気道基底幹細胞、またはその分化した細胞からなる群より選択される。
【００６３】
　この局面のもう1つの態様において、近位気道複能性前駆細胞はTuj1陰性および／また
はPax8陰性である。
【００６４】
　この局面のもう1つの態様において、遠位複能性肺前駆細胞は、FoxP2および／またはID
2陽性である。もう1つの態様において、細胞はETV4/5陽性である。
【００６５】
　この局面のもう1つの態様において、気道基底幹細胞はCK5陽性および／またはNGFR陽性
である。
【００６６】
　この局面のもう1つの態様において、組成物は肺に投与される。
【００６７】
　この局面のもう1つの態様において、単離ヒト肺前駆細胞は、組成物が投与される対象
に対して自家性である。
【００６８】
　この局面のもう1つの態様において、組成物はさらに足場を含む。
【００６９】
　この局面のもう1つの態様において、足場は対象に植え込み可能である。
【００７０】
　この局面のもう1つの態様において、足場は生分解性である。
【００７１】
　この局面のもう1つの態様において、足場は天然繊維、合成繊維、脱細胞肺組織、また
はその組み合わせを含む。
【００７２】
　この局面のもう1つの態様において、足場は、単離ヒト肺前駆細胞の分化を促進する物
質を含む。
【００７３】
　この局面のもう1つの態様において、組成物はエアロゾル送達のために処方される。
【００７４】
　本明細書において提供されるもう1つの局面は、（a）肺疾患または肺障害を処置するた
めの候補物質の存在下および非存在下で、ヒト疾患特異的肺前駆細胞のインビトロ分化に
よって産生されたヒト疾患特異的気道細胞集団を培養する段階；（b）候補物質の存在下
および非存在下で、疾患においてアップレギュレートされる少なくとも1つのマーカーの
発現もしくは活性を比較する、または疾患においてダウンレギュレートされる少なくとも
1つのマーカーの発現もしくは活性を比較する段階で、少なくとも1つのアップレギュレー
トされる疾患マーカーの発現もしくは活性が減少すれば、または少なくとも1つのダウン
レギュレートされる疾患マーカーの発現もしくは活性が増加すれば、対象における肺疾患
または肺障害を処置するための候補として候補物質が同定される段階を含む、肺疾患また
は肺障害を処置するための物質をスクリーニングする方法に関する。
【００７５】
　この局面の1つの態様において、方法はさらに、段階（a）の前に、単離ヒト疾患特異的
肺前駆細胞の集団をヒト疾患特異的気道細胞の培養へと分化させる段階を含む。
【００７６】
　この局面のもう1つの態様において、方法はさらに、段階（a）の前に、肺疾患または肺
障害を有する対象から誘導された人工多能性幹細胞集団を、単離ヒト疾患特異的肺前駆細
胞集団へと分化させる段階を含む。
【００７７】
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　この局面のもう1つの態様において、候補物質は、低分子、タンパク質、ポリペプチド
、抗体もしくはその抗原結合断片、または核酸を含む。
【００７８】
　この局面のもう1つの態様において、ヒト肺前駆細胞は、ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位
気道複能性前駆細胞、ヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞、およびヒトNkx2.1
陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞からなる群より選択される。
【００７９】
　この局面のもう1つの態様において、ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞
およびヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞は、Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺
前駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、およびMAPKK/ERKアンタゴニストを、各々
がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞を、Nkx2.1陽性Sox9陽性近位気道複能性前駆細
胞またはNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞へと分化させるために十分な期間およ
び濃度で接触させる段階を含む方法によって作製される。
【００８０】
　この局面のもう1つの態様において、接触させる段階は、少なくとも4日間行われる。
【００８１】
　この局面のもう1つの態様において、ヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞は、
Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞に、B27、BMP7、FGF7、およびWNTアンタゴニストを、各
々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞
へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む方法によって作製さ
れる。
【００８２】
　この局面のもう1つの態様において、方法は、Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞にNoggi
nを接触させる段階をさらに含む。
【００８３】
　この局面のもう1つの態様において、接触させる段階は、少なくとも10日間行われる。
【００８４】
　本明細書において提供されるもう1つの局面は、（a）候補分化物質の存在下および非存
在下でNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性ヒト肺前駆細胞を培養する段階、（b）候補物質の存
在下および非存在下で、肺前駆細胞のより分化した状態への分化の際にアップレギュレー
トされる少なくとも1つのマーカーの発現もしくは活性を比較する、または肺前駆細胞の
より分化した状態への分化の際にダウンレギュレートされる少なくとも1つのマーカーの
発現もしくは活性を比較する段階で、少なくとも1つのアップレギュレートされる分化マ
ーカーの発現もしくは活性が減少すれば、または少なくとも1つのダウンレギュレートさ
れる分化マーカーの発現もしくは活性が増加すれば、対象において単離ヒト肺前駆細胞の
分化を誘導するために候補物質を用いることができることが示される段階を含む、ヒト肺
前駆細胞の分化を誘導する物質をスクリーニングする方法に関する。
【００８５】
　この局面の1つの態様において、方法はさらに、段階（a）の前に、胚幹細胞または人工
多能性幹細胞をヒト肺前駆細胞へと分化させる段階を含む。
【００８６】
　この局面のもう1つの態様において、候補物質は、低分子、タンパク質、ポリペプチド
、抗体、または核酸を含む。
【００８７】
　この局面のもう1つの態様において、ヒト肺前駆細胞は、ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位
気道複能性前駆細胞、ヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞、およびヒトNkx2.1
陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞からなる群より選択される。
【００８８】
　この局面のもう1つの態様において、ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞
およびヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞は、Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性ヒ
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ト肺前駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、およびMAPKK/ERKアンタゴニストを、
各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞を、Nkx2.1陽性Sox9陽性近位気道複能性前
駆細胞またはNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞へと分化させるために十分な期間
および濃度で接触させる段階を含む方法によって作製される。
【００８９】
　この局面のもう1つの態様において、接触させる段階は、少なくとも4日間行われる。
【００９０】
　この局面のもう1つの態様において、ヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞は、
Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞に、B27、BMP7、FGF7、およびWNTアンタゴニストを、各
々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞
へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む方法によって作製さ
れる。
【００９１】
　この局面のもう1つの態様において、Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞にNogginを接触
させる段階をさらに含む。
【００９２】
　この局面のもう1つの態様において、接触させる段階は、少なくとも10日間行われる。
【００９３】
　本明細書において提供されるもう1つの局面は、請求項1、5、または9記載の細胞、薬学
的に許容される担体、および肺疾患または肺障害を処置するための説明書を含む、肺疾患
または肺障害を処置するためのキットに関する。
【００９４】
　この局面の1つの態様において、キットはさらに足場を含む。
【００９５】
　同様に、もう1つの局面において、請求項1、5、または8記載の細胞、肺特異的細胞表面
マーカーを検出するための1つまたは複数の物質、およびその説明書を含む、候補物質を
スクリーニングするためのキットが本明細書において提供される。
【００９６】
　この局面の1つの態様において、キットはさらに、細胞培養培地、増殖因子、および／
または分化物質を含む。
【００９７】
　本明細書において提供されるもう1つの局面は、（i）任意で単位用量で提供されるBMP4
、FGF2、WNT、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、Noggin、B27、およびレチノイン酸の2つ
またはそれより多く；（ii）任意で細胞培養培地；（iii）肺細胞特異的表面マーカーを
検出するための1つまたは複数の物質；および（iii）その説明書を含む、ヒト幹細胞をヒ
ト肺前駆細胞へと分化させるためのキットに関する。
【００９８】
　同様に、本明細書において、B27、アクチビンA、およびZSTK474を含む、iPSCまたはESC
から胚体内胚葉（definitive endoderm）を作製するための細胞または組織培養培地が提
供される。1つの態様において、培地は、B27を1％～5％（たとえば、2％）の濃度で含む
。もう1つの態様において、培地は、アクチビンAを10～40 ng/mL（たとえば、20 ng/mL）
の濃度で含む。もう1つの態様において、培地は、ZSTK474を0.2～0.5μMの濃度で含む。
もう1つの態様において、基本培地は、RPMI培地の成分を含む。
【００９９】
　同様に、本明細書において、CHIR9902、PIK-75、ドルソモルフィン、およびFGF2を含む
、Nkx2.1陽性肺前駆細胞を作製するための細胞または組織培養培地が提供される。いくつ
かの態様において、培地はCHIR9902を0.1～1μMの濃度で含む。もう1つの態様において、
培地は、PIK-75を0.01～0.1μMの濃度で含む。もう1つの態様において、培地はドルソモ
ルフィンを1～5μMの濃度で含む。もう1つの態様において、培地は、FGF2を10～100 ng/m
Lの濃度で含む。もう1つの態様において、培地はさらに、GF-109203X、Ro31-8220、Pp242
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、PIK-75、ZSTK474、PMA、カルベジロール、コルチコステロン、トリクラベンダゾール、
リン酸ベンプロペリン、フェノチアジン、およびメトトレキサートからなる群より選択さ
れる薬物を含む。
【０１００】
　同様に、本明細書において、ヒト前腸内胚葉細胞に、Wntアゴニスト、PIK3キナーゼ阻
害剤、BMPアンタゴニスト、ならびにGF-109203X、Ro31-8220、Pp242、PIK-75、ZSTK474、
PMA、カルベジロール、コルチコステロン、トリクラベンダゾール、リン酸ベンプロペリ
ン、フェノチアジン、およびメトトレキサートからなる群より選択される薬物を、各々が
ヒト前腸内胚葉細胞をNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞へと分化させるために十分
な期間および濃度で接触させる段階を含む、Nkx2.1陽性、Tuj1陰性、およびPax8陰性であ
るヒト肺前駆細胞またはヒト肺前駆細胞集団を作製する方法が提供される。
【０１０１】
　1つの態様において、接触させる段階は、少なくとも2日間行われる。
【０１０２】
　もう1つの態様において、Wntアゴニストは、CHIR9902を含む。もう1つの態様において
、CHIR9902の濃度は0.1～1μMの範囲である。
【０１０３】
　もう1つの態様において、PI3キナーゼ阻害剤は、PIK-75を含む。もう1つの態様におい
て、PIK-75の濃度は0.01～0.1μMを含む。
【０１０４】
　もう1つの態様において、BMPアンタゴニストは、ドルソモルフィンを含む。もう1つの
態様において、ドルソモルフィンの濃度は1～5μMを含む。
【０１０５】
　もう1つの態様において、増殖因子はFGF2を含む。もう1つの態様において、FGF2の濃度
は10～100 ng/mLを含む。
【０１０６】
　同様に、もう1つの局面において、iPSCまたはESCに、B27、アクチビンA、およびZSTK47
4を、各々がiPSCまたはESCを胚体内胚葉細胞へと分化させるために十分な期間および濃度
で接触させる段階を含む、胚体内胚葉細胞または胚体内胚葉細胞集団を作製する方法が提
供される。
【０１０７】
　1つの態様において、胚体内胚葉細胞が作製されたことは、FOXA2/SOX17共染色またはcK
it/CXCR4および／またはcKit/EpCAMの組み合わせによるFACS分析によって決定される。
【０１０８】
　もう1つの態様において、B27の濃度は1％～5％（たとえば、2％）を含む。
【０１０９】
　もう1つの態様において、アクチビンAの濃度は10～40 ng/mL（たとえば、20 ng/mL）で
ある。
【０１１０】
　もう1つの態様において、ZSTK474の濃度は0.2～0.5μMである。
【図面の簡単な説明】
【０１１１】
【図１】マウスESCから気道前駆細胞を段階的に分化させるための全体的戦略を示す図で
ある。図は、マウスESCから胚気道上皮前駆細胞を産生するための効率的で再現可能なプ
ロトコールを開発するためのアプローチを示す。シグナル伝達ネットワークは、ESCの胚
体内胚葉への分化、内胚葉の前腸内胚葉への前方移動（anteriorization）、前腸内胚葉
からの初期肺内胚葉の誘導、および胚気道前駆細胞の作製を促進する。
【図２】内胚葉の前腸内胚葉への前方移動がNkx2.1+細胞分化を促進することを示すデー
タを示す。図2Aは、胚体内胚葉への20 ng/ml BMP4、20 ng/ml FGF2、および5 nM GSK3iXV
の投与によって、CDX2発現および最少のNKX2.1誘導を伴う後腸分化が起こったことを示す
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。尺度のバーは50μmである。図2Bは、表に記載のBMP4/TGFβアゴニストおよびアンタゴ
ニストの異なる組み合わせによる胚体内胚葉の2日間の処置を示す。Foxa2+/Sox2+細胞を
、Foxa2+細胞の総数における陽性細胞の百分率として定量した。NKX2.1発現を誘導するた
めに、細胞をさらに、20 ng/ml BMP4、20 ng/ml FGF2、おおび5 nM GSK3iXVによって処置
した。Nkx2.1+細胞の百分率を、存在する総細胞の百分率として定量した。データは全て
、独立した3回の実験から平均した。
【図３】BMP4、FGF2、およびWNTシグナル伝達が前腸内胚葉細胞からの肺の特異化にとっ
て必要であることを示す。図3Aは、前腸内胚葉細胞からNkx2.1+細胞を作製するための戦
略および概算時間を示す図である。図3Bは、Nkx2.1+を誘導するためのBMP4、FGF2、WNTお
よびそのアンタゴニストの様々な組み合わせのリストである。図3Cは、総細胞数における
Nkx2.1+細胞数によって記録したNKX2.1の百分率を、3回の独立した実験の平均で示す。
【図４】Smad依存的BMPシグナル伝達が肺の分化にとって必要であることを示す。NKX2.1
発現を、20 ng/ml FGF2および5 nM GSK3iXVのみ（対照）によって、または追加のBMP4（2
0 ng/ml）、BMP2（20 ng/ml）、BMP7（20 ng/ml）、BMP4（20 ng/ml）＋10μMドルソモル
フィンまたはBMP4（20 ng/ml）＋1μM PD98059によって誘導した（データは示していない
）。図4は、SMAD依存的経路を通してのBMPのシグナル伝達が肺Nkx2.1+の分化にとって必
要であることを示す。これに対し、MAPキナーゼ経路を通してのシグナル伝達は、Nkx2.1
発現にとって必要ではない。ドルソモルフィンは、SMAD経路を通してBMPシグナル伝達を
阻害するが、PD98059はMAPKシグナル伝達を阻害する。
【図５】複能性肺内胚葉細胞からの胚気道前駆細胞の作製を示す。図5Aは、複能性肺内胚
葉細胞からの胚気道前駆細胞を作製するための戦略および時間予定表を示す図である。図
5Bは、肺発達の偽腺状期の際の近位気道および遠位肺芽先端において異なるシグナル伝達
切り替えの要約である。D9でRA添加B27、20 ng/ml BMP7、20 ng/ml FGF7、100 nM IWR-1
（WNTアンタゴニスト）、および100 ng/ml Nogginを含む培地によってNkx2.1+肺内胚葉細
胞を2日間処置した後に、NKX2.1およびSOX2の免疫蛍光染色を行った（データは示してい
ない）。加えて、Nkx2.1+肺内胚葉細胞を、D9でRA添加B27、20 ng/ml BMP7、20 ng/ml FG
F7、100 nM IWR-1（WNTアンタゴニスト）、および1μM PD98059を含む培地によって2日間
処置した後にNKX2.1およびSOX2の免疫蛍光染色を行った。尺度のバーは50μmである（デ
ータは示していない）。免疫蛍光染色からのデータは、p63に関して陽性であるNkx2.1+細
胞の亜集団が存在することを示した（データは示していない）。
【図６】ヒトiPSCからNkx2.1+肺複能性前駆細胞を作製するための例示的な戦略および時
間予定表を示す図である。実験からのデータは、ヒトiPSCからのNkx2.1+肺前駆細胞の段
階的分化を示している。RPMI-1640培地において2％B27補助剤、アクチビンA（100 ng/ml
）および5μM PI3キナーゼ阻害剤LY294002の存在下で4日間処置後に、CF1 RiPS細胞から
高収率で胚体内胚葉が得られ、細胞の90％より多くが転写因子SOX17およびFOXA2を同時発
現した（データは示していない）。500 nM A-83-01（TGFβアンタゴニスト）および100 n
g/ml Noggin（BMP4アンタゴニスト）による処置の4日後に、CF1 RiPS細胞から誘導される
Foxa2+細胞におけるSOX2発現を検出することによって、内胚葉の前腸内胚葉細胞への前方
移動が観察された（データは示していない）。D8で、20 ng/ml BMP4、20 ng/ml FGF2、お
よび5 nM GSK3iXVを含む無血清培地による4日間の前腸細胞への前方移動後にNKX2.1染色
を行った（データは示していない）。免疫蛍光は、Nkx2.1陽性細胞がSOX2、SOX9、TUJ1、
およびPAX8と同時染色されることを示し、それによって甲状腺および神経分化が存在しな
いことおよび複能性遠位末端前駆細胞およびNkx2.1+/Sox2+気道前駆細胞が存在すること
を証明した（データは示していない）。加えて、免疫蛍光染色後の共焦点画像は、いくつ
かのNkx2.1+スフェアがp63に対して陽性の基底細胞を含むことを示している（データは示
していない）。
【図７】胚体内胚葉を作製するための処置戦略および概算時間を示す図である。FOXA2お
よびSOX17の免疫蛍光を5日目に行ったところ、細胞の＞90％がp2A mESCおよびV6.5 mESC
から作製された胚体内胚葉であったことを示している（データは示していない）。
【図８】マウス胚においてNkx2.1+脳、甲状腺、および肺器官原基を分離するマーカーの
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特異的組み合わせに関する免疫蛍光データを要約する表および図である。Nkx2.1およびSO
X2の免疫蛍光イメージングを、E8.75～E9で腹側前脳、甲状腺、および肺において行った
（データは示していない）。免疫蛍光イメージングはまた、E8.75～E9で、腹側前脳にお
いてNkx2.1、Tuj1、およびSox9に関しても行うと共に甲状腺においてNkx2.1、Pax8、およ
びSox9に関しても行った。
【図９】ESC誘導前方内胚葉の運命の遺伝子発現分析を示すグラフである。胚体内胚葉（D
E）、前方内胚葉（AE）およびNkx2.1誘導増殖因子カクテルによる処置後のAEに対応する
、マウスESCまたはヒトiPSCにおけるNkx2.1、Sox2、FoxN1、Pax9、Tbx1、Pax8、Sox9、お
よびFoxP2 mRNAの定量的発現。n＝3の生物学的反復実験、発現レベルをESCまたはiPSCの
レベルに対して標準化する。
【図１０】本明細書において記述されるヒト肺前駆細胞から分化した気道細胞の表面上に
機能的繊毛が存在することを示す顕微鏡写真である。繊毛は、協調して波打つことが観察
され、気道の細胞が機能的であることを示している。
【図１１】Nkx2.1+Tuj1-Pax8-細胞に関する分化の可能性を示す図である。理論に拘束さ
れたくはないが、図11は、それによって下流のヒト肺前駆細胞がNkx2,1+Tuj1-Pax8-細胞
から分化することができる、可能性がある2つの機序を示す。
【図１２】iPSCから気道前駆細胞への例示的な段階的気道前駆細胞分化プロトコールを示
す模式図である。
【図１３】ヒトiPSCおよびESCから胚体内胚葉を産生するためのプロトコールの変化形を
示す模式図である。プロトコールは、高い効率および一貫性で胚体内胚葉の産生を可能に
する。
【図１４】前方内胚葉からの肺の分化を増強するための不偏化学的スクリーニングを示す
。図14Aは、化学スクリーニングプラットフォームを示す模式図を示す。図14Bは、Nkx2.1
+肺前駆細胞の産生を促進したリード化合物を示す表である。
【発明を実施するための形態】
【０１１２】
詳細な説明
　本明細書において記述される組成物および方法は、部分的に、胚幹（ES）細胞または人
工多能性細胞（iPSC）から単離ヒト肺前駆細胞を作製する方法を発見したことに関する。
肺組織からの成体前駆細胞の存在および単離は、議論が分かれており、ごく限られた成功
しか収めておらず、それゆえ、本明細書において記述される方法および組成物は、単離ヒ
ト肺前駆細胞を、スクリーニングアッセイ、または肺疾患／障害または肺の損傷の処置に
とって有用な量で産生することができるという利点を有する。さらに、本明細書において
提供される細胞組成物は、ヒト肺組織からこれまで単離および／または培養されていない
。
【０１１３】
定義
　本明細書において用いられる「ヒト幹細胞」という用語は、自己再生して少なくとも1
つの細胞タイプに分化することができるヒト細胞を意味する。「ヒト幹細胞」という用語
は、ヒト幹細胞株、ヒト由来iPS細胞、ヒト胚幹細胞、ヒト多能性細胞、ヒト複能性幹細
胞、またはヒト成人幹細胞を包含する。
【０１１４】
　本明細書において用いられる「複能性」という用語は、細胞が複数の異なる表現型へと
分化できることを意味する。複能性細胞は一般的に、1つの胚葉系列の細胞のみへと分化
することができる。これは、定義により、3胚葉全ての細胞へと分化することができる多
能性細胞とは対照的である。多能性細胞は、たとえばヌードマウステラトーマ形成アッセ
イを用いて、3胚葉全てへの分化能によって主に特徴付けされる。多能性はまた、胚幹（E
S）細胞マーカーの発現によっても証拠が得られるが、多能性の好ましい試験は、3胚葉の
それぞれの細胞への分化能の証明である。多能性細胞は典型的に、インビトロで長期間、
たとえば1年より長くまたは30回より多い継代のあいだ分裂能を有する。
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【０１１５】
　本明細書において用いられる「ヒト肺前駆細胞」という用語は、肺系列に拘束されるが
、自己再生能も保持する任意の前駆細胞を意味する一般的な用語である。肺系列への拘束
の第１段階の1つは、幹細胞マーカーNkx2.1の出現であるが、Nkx2.1マーカーはまた、甲
状腺および脳の系列の細胞にも検出されうる。それゆえ、この説明の意図として、肺系列
へと拘束され、「ヒト肺前駆細胞」という用語に包含される第一の前駆細胞は、Nkx2.1を
発現するがTuj1およびPax8細胞表面マーカーを欠如する細胞である。Nkx2.1陽性Tuj1陰性
Pax8陰性細胞から分化することができ、自己再生能を保持するいかなる前駆細胞も、「ヒ
ト肺前駆細胞」という用語に包含される。本明細書において記述されるヒト肺前駆細胞の
他の例には、Nkx2.1陽性Sox2陽性近位複能性気道前駆細胞、Nkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能
性胚前駆細胞、およびNkx2.1陽性p63陽性基底気道幹細胞が挙げられるがこれらに限定さ
れるわけではない。いくつかの態様において、ヒト肺前駆細胞は、選択した分化条件に置
かれると、気道基底幹細胞、繊毛細胞、クララ細胞、ムチン分泌杯細胞、I型肺胞細胞、I
I型肺胞細胞、または神経内分泌細胞へと分化する。ヒト肺前駆細胞は、腫瘍細胞または
癌細胞ではない。1つの局面において、ヒト肺前駆細胞は、胚もしくは胚幹細胞から誘導
されず、または胚の培養において誘導される他の細胞から誘導されない。いくつかの態様
において、ヒト肺前駆細胞は、自己細胞または非自己細胞から分化する。1つの態様にお
いて、ヒト肺前駆細胞は遺伝子改変細胞ではなく、または遺伝子改変細胞から誘導されな
い。
【０１１６】
　本明細書において用いられる「遠位複能性肺前駆細胞」という用語は、気道基底幹細胞
、繊毛細胞、クララ細胞、神経内分泌細胞、扁平上皮細胞、I型肺胞細胞、II型肺胞細胞
、気管支肺胞幹細胞（BASC）、末端細気管支内の気管支肺胞管接合部（BADJ）に存在する
肺前駆細胞、I型およびII型肺胞細胞の前駆細胞、および／または肺の損傷（たとえば、
インフルエンザ感染症）に応答する気道上皮細胞および肺胞細胞の両方に関する遊走性の
CK14+細胞を含むがこれらに限定されるわけではない肺の全てのタイプの上皮細胞へと分
化することができるNkx2.1陽性Sox9陽性細胞を意味する。
【０１１７】
　本明細書において用いられる「近位気道複能性前駆細胞」という用語は、気道基底幹細
胞、繊毛細胞、クララ細胞、神経内分泌細胞、扁平上皮細胞、または肺の損傷後に肺胞細
胞へと分化するために気管支肺胞位置へと移動する遊走性のCK14+細胞へと分化すること
ができるNkx2.1陽性Sox2陽性細胞を意味する。
【０１１８】
　「分化した細胞」という用語は、その用語が本明細書において定義されるその本来の型
において多能性ではない任意の初代培養細胞を意味する。当業者は、一方の末端の全能性
または多能性細胞から、任意の他の表現型へと自然に分化する正常な能力を有しない完全
分化細胞までの分化のスペクトルが存在することを認識する。このように、多能性細胞は
、全能性細胞と比較すると分化しており、複能性細胞は多能性細胞と比較すると分化して
いる。いくつかの態様において、「分化細胞」という用語はまた、細胞が細胞分化プロセ
スを受けている、より特異化されていない細胞タイプの細胞（たとえば、未分化細胞また
はリプログラム細胞）から誘導されるより特異化された細胞タイプの細胞を意味する。
【０１１９】
　マーカーに関して陽性である細胞に言及する場合の、本明細書において用いられる「陽
性である」（たとえば、Nkx2.1陽性）という用語は、免疫蛍光顕微鏡または蛍光活性化セ
ルソーティング（FACS）などのフローサイトメトリー法を用いて、細胞表面マーカーが細
胞においてバックグラウンドレベルを超えて検出可能であることを意味する。または、「
陽性である」もしくは「マーカーを発現する」という用語は、細胞表面マーカーまたは細
胞内マーカーをコードするmRNAの発現が、RT-PCRを用いてバックグラウンドレベルを超え
て検出可能であることを意味する。細胞表面マーカーまたは細胞内マーカーの発現レベル
を、陰性対照（すなわち、マーカーを欠如することがわかっている細胞）から得たまたは
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アイソタイプ対照（すなわち、適切な特異性を有しないが、細胞タンパク質、脂質、また
は炭水化物に対する非特異的結合のみを行う対照抗体）によって得られた発現レベルと比
較することができる。このように、マーカーを「発現する」（または「マーカーに関して
陽性である」）細胞は、そのマーカーに関する陰性対照に関して決定された発現レベルを
超えて検出可能な発現レベルを有する。
【０１２０】
　マーカーに関して陰性である細胞に言及する場合の、本明細書において用いられる「陰
性である」という用語（または「発現しない」という用語）は、免疫蛍光顕微鏡または蛍
光活性化セルソーティング（FACS）などのフローサイトメトリー法を用いて、細胞表面マ
ーカーを細胞上でバックグラウンドレベルを超えて検出できないことを意味する。または
、「陰性」もしくは「発現しない」という用語は、細胞内マーカーまたは細胞表面マーカ
ーのmRNAの発現を、RT-PCRを用いてバックグラウンドレベルを超えて検出できないことを
意味する。細胞表面マーカーまたは細胞内マーカーの発現レベルは、陰性対照（すなわち
、マーカーを欠如することがわかっている細胞）から得られたまたはアイソタイプ対照（
すなわち、適切な特異性を有しない、細胞タンパク質、脂質、または炭水化物に対する非
特異的結合のみを行う対照抗体）によって得られた発現レベルと比較されうる。このため
、マーカーを「発現しない」細胞は、そのマーカーの陰性対照と類似であるように思われ
る。
【０１２１】
　本明細書において用いられる「細胞が増殖性である」という句は、幹細胞の自己再生能
を意味する。自己再生は、2つの主要な機序のいずれかによって起こりうる。幹細胞は非
対称に分裂することがあり、この場合1つの娘細胞は幹細胞状態を保持し、他の娘細胞は
、いくつかの別個の他の特異的な機能および表現型を発現する。または、集団の中の幹細
胞のいくつかが、2つの幹細胞へと対称に分裂して、このように、全体として集団の中で
いくつかの幹細胞を維持することができるが、集団の中の他の細胞は、分化した子孫のみ
を生じる。
【０１２２】
　本明細書において用いられる「分化能」という用語は、幹細胞、前駆細胞、多能性細胞
、または複能性細胞がより分化した細胞のサブセットへ分化する能力を意味する。「分化
能」という用語は、親細胞より大きい分化能を含む細胞が産生されるように、分化スペク
トルに沿って逆向きに移動することを包含しない。すなわち、「分化能」という用語は、
細胞をより分化していない状態へとシフトさせるリプログラミング法を包含しない。
【０１２３】
　細胞の個体発生の文脈において、「分化する」または「分化している」という用語は、
「分化した細胞」がその前駆細胞よりさらに下流の発達経路へと進行している細胞である
ことを示す相対的用語である。このように、いくつかの態様において、この用語が本明細
書において定義されるリプログラム細胞は、系列拘束前駆細胞（ヒト肺前駆細胞などの）
へと分化することができ、次に、これはさらに下流の経路の他のタイプの前駆細胞（組織
特異的前駆細胞、たとえば近位気道複能性前駆細胞など）へと分化することができ、次に
、ある組織タイプにおいて特徴的役割を果たし、さらなる増殖能を保持しても保持しなく
てもよい最終分化細胞へと分化することができる。
【０１２４】
　本明細書において用いられる、「脱分化」または「リプログラミング」、または「逆分
化」という用語は、それが由来する細胞より多くの幹細胞表現型またはより少ない分化表
現型を再発現する細胞を作製するプロセスを意味する。たとえば、複能性細胞を、多能性
細胞へと脱分化させることができる。すなわち、脱分化は、全能性細胞から完全分化細胞
に至る分化スペクトルに沿って、細胞を逆向きにシフトさせる。典型的に、細胞の分化表
現型の逆転は、たとえば、幹細胞特異的mRNAおよび／またはタンパク質を発現させること
による細胞の人為的操作を必要とする。リプログラミングは典型的に、インビボまたはイ
ンビトロで自然の条件では観察されない。
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【０１２５】
　本明細書において用いられる「体細胞」という用語は、胚芽細胞、着床前胚に存在する
もしくはそこから得られた細胞、またはインビトロでそのような細胞の増殖に起因する細
胞以外の任意の細胞を意味する。別の言い方をすれば、体細胞は、生殖系列細胞とは対照
的に、生物の体を形成する任意の細胞を意味する。精子および卵子、精子および卵子が作
製される元となる細胞（生殖母細胞）、および未分化幹細胞を除く哺乳動物の体に存在す
るあらゆる細胞タイプが体細胞であり、内部臓器、皮膚、骨、血液、および結合組織は全
て、実質的に体細胞で構成される。いくつかの態様において、体細胞は、胚に存在しない
、または胚から得られない、およびインビトロでそのような細胞の増殖に起因しない体細
胞を意味する「非胚体細胞」である。いくつかの態様において、体細胞は、胚もしくは胎
児以外の生物に存在するもしくは胚もしくは胎児以外の生物から得られた、またはそのよ
うな細胞のインビトロでの増殖に起因する細胞を意味する「成体体細胞」である。それ以
外であると明記している場合を除き、分化細胞をリプログラミングする方法（たとえば、
iPSCを作製する方法）は、インビボおよびインビトロの両方で行うことができる（インビ
ボは、分化細胞が対象内に存在する場合に行われ、インビトロは、培養で維持された単離
された分化細胞を用いて行われる）。
【０１２６】
　本明細書において用いられる、「成体細胞」という用語は、胚の発達後の体の至る所で
見いだされる細胞を意味する。
【０１２７】
　本明細書において用いられる「単離細胞」は、そのような細胞において当初見いだされ
たまたはそのような細胞の子孫である生物から除去されている細胞を意味する。任意で、
細胞は、インビトロで、たとえば他の細胞の存在下で培養されている。任意で、細胞は、
後に第二の生物に導入されるか、または細胞（または細胞の子孫である細胞）が単離され
た生物に再導入される。
【０１２８】
　本明細書において用いられる単離細胞集団に関して「単離集団」という用語は、混合細
胞集団または不均一な細胞集団から除去および分離されている細胞集団を意味する。いく
つかの態様において、単離集団は、そこから細胞が単離または濃縮される不均一な集団と
比較して、実質的に純粋な細胞集団である。いくつかの態様において、単離集団は、単離
ヒト肺前駆細胞集団であり、たとえばヒト肺前駆細胞とそこからヒト肺前駆細胞が誘導さ
れる細胞を含む不均一な細胞集団と比較して、実質的に純粋なヒト肺前駆細胞集団である
。
【０１２９】
　「実質的に純粋な」という用語は、特定の細胞集団に関して、総細胞集団を構成する細
胞に関して、少なくとも約75％、好ましくは少なくとも約85％、より好ましくは少なくと
も約90％、および最も好ましくは少なくとも約95％純粋である細胞集団を意味する。すな
わち、肺前駆細胞集団に関して、「実質的に純粋な」または「本質的に精製された」とい
う用語は、本明細書においてその用語によって定義される肺前駆細胞ではない細胞を、約
20％より少なく、より好ましくは約15％、10％、8％、7％より少なく、最も好ましくは約
5％、4％、3％、2％、1％より少なく、または1％未満含む細胞集団を意味する。
【０１３０】
　「濃縮する」または「濃縮された」という用語は、本明細書において互換的に用いられ
、ヒト肺前駆細胞組成物および本明細書において記述される方法において用いられる細胞
などの1つのタイプの細胞の収率（分画）が、開始生物学的試料、培養、または調製物に
おけるそのタイプの細胞の分画に対して、少なくとも10％、少なくとも15％、少なくとも
20％、少なくとも25％、少なくとも30％、少なくとも35％、少なくとも40％、少なくとも
45％、少なくとも50％、少なくとも55％、少なくとも60％、少なくとも65％、少なくとも
70％、または少なくとも75％増加していることを意味する。
【０１３１】
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　本明細書において用いられる、「増殖する」および「増殖」とは、細胞分裂による集団
における細胞数の増加（成長）を意味する。細胞増殖は一般的に、増殖因子、および他の
マイトゲンを含む、環境に応答した多数のシグナル伝達経路の協調的活性化に起因すると
理解される。細胞増殖はまた、細胞内または細胞外シグナルの作用および細胞増殖を遮断
するまたは負に影響を及ぼす機序からの解放によっても促進されうる。
【０１３２】
　「再生」または「自己再生」、または「増殖」という用語は、本明細書において互換的
に用いられ、細胞自身のより多くのコピー（たとえば、複製）を作製する細胞のプロセス
を意味する。いくつかの態様において、肺前駆細胞は、長期間にわたっておよび／または
何ヶ月から何年ものあいだ、同じ未分化細胞へと分裂することによって（たとえば、1つ
または複数の細胞表面マーカーの有無を測定することによって決定される）自身を再生す
ることができる。いくつかの例において、増殖は、1つの細胞が2つの同一の娘細胞へと繰
り返し分裂することによる肺前駆細胞の数の増加を意味する。
【０１３３】
　本明細書において用いられる「分離」または「選択」という用語は、異なる細胞タイプ
を1つまたは複数の集団へと単離すること、および特異的標的幹細胞集団において濃縮さ
れている単離集団を標的細胞集団として収集することを意味する。選択は、それによって
標的濃縮細胞集団が保持される陽性選択、または非標的細胞タイプが廃棄される（それに
よって、残りの細胞集団において所望の標的細胞タイプを濃縮する）陰性選択を用いて行
うことができる。
【０１３４】
　本明細書において用いられる「陽性選択」という用語は、関心対象細胞を保持すること
による所望の細胞タイプの選択を意味する。いくつかの態様において、陽性選択は、関心
対象細胞の保持を助けるための物質の使用、たとえば所望のまたは標的細胞上の表面抗原
に対して特異的結合親和性を有する抗体などの陽性選択物質の使用を伴う。いくつかの態
様において、陽性選択は、陽性選択物質の非存在下で、たとえば標的細胞タイプの陽性選
択が、標的細胞タイプの細胞サイズ、密度および／または形態のいずれかに基づく、たと
えば「タッチフリー」またはクローズドシステムで起こりうる。
【０１３５】
　本明細書において用いられる「陰性選択」という用語は、枯渇させるまたは廃棄するた
めの望ましくないまたは非標的細胞を選択して、それによって所望の標的細胞タイプを保
持する（およびこのように濃縮する）ことを意味する。いくつかの態様において、陰性選
択は、廃棄するための望ましくない細胞の選択を補助する物質の使用、たとえば望ましく
ないまたは非標的細胞上の表面抗原に対して特異的結合親和性を有するモノクローナル抗
体などの陰性選択物質の使用を伴う。いくつかの態様において、陰性選択は、陰性選択物
質を伴わない。いくつかの態様において、陰性選択は、陰性選択物質の非存在下で、たと
えば廃棄されるべき望ましくない（非標的）細胞タイプの陰性選択が、望ましくない（非
標的）細胞タイプの細胞サイズ、密度、および／または形態のいずれかに基づく「タッチ
フリー」またはクローズドシステムで起こりうる。
【０１３６】
　本明細書において用いられる「マーカー」という用語は、細胞の特徴および／または表
現型を記述するために用いられる。マーカーは、関心対象の特徴を含む細胞を選択するた
めに用いることができ、特異的細胞に応じて変化しうる。マーカーは、特定の細胞タイプ
の細胞または細胞タイプによって発現される分子の、形態学的、機能的、または生化学的
（酵素的）特徴であるか否かによらず、特徴である。1つの局面において、そのようなマ
ーカーは、タンパク質である。そのようなタンパク質は、当技術分野において利用可能な
抗体のエピトープまたは他の結合分子を保有しうる。しかし、マーカーは、タンパク質（
ペプチドおよびポリペプチド）、脂質、多糖類、核酸、およびステロイドを含むがこれら
に限定されるわけではない、細胞において見いだされる任意の分子からなりうる。形態学
的特徴または形質の例には、形状、サイズ、核対細胞質比が挙げられるがこれらに限定さ



(24) JP 2015-504676 A 2015.2.16

10

20

30

40

50

れるわけではない。機能的特徴または形質の例には、特定の基質に対する接着能、特定の
色素の取り込みまたは排除能、特定の条件での遊走能、および特定の系列に沿った分化能
が挙げられるがこれらに限定されるわけではない。マーカーは、当業者に利用可能な任意
の方法によって検出されうる。マーカーはまた、形態学的特徴の非存在、またはタンパク
質、脂質等の非存在でありうる。マーカーは、ポリペプチドの有無に関する独自の特徴、
および他の形態学的特徴のパネルの組み合わせでありうる。1つの態様において、マーカ
ーは、細胞表面マーカーである。肺前駆細胞上に発現される例示的な細胞表面マーカーに
は、Sox2、Sox9、p63、FoxP2、ETV4/5、FoxA2、Nkx2.1、Gata6、ID2、CK5、NGFR、FoxJl
、CCSP、Scgb3a2、Muc5ac、T1a、Spc、およびScgnが挙げられるがこれらに限定されるわ
けではない。いくつかの態様において、細胞表面マーカーが存在しないことを用いて、肺
前駆細胞を、もう1つの系列（たとえば、甲状腺または脳系列）の細胞と区別することが
できる。肺前駆細胞または分化した肺細胞に存在しない例示的な細胞表面マーカーには、
Tuj1およびPax8が挙げられるがこれらに限定されるわけではない。当業者は、細胞表面マ
ーカーが、発達の特定の時点で、または特定の肺前駆細胞タイプに存在しうることを認識
するであろう。たとえば、Sox2は、前方内胚葉の前駆細胞において発現されるが、遠位複
能性肺前駆細胞などの、より分化した肺前駆細胞では発現されず、前駆細胞の分化が進行
するにつれて、気道前駆細胞などの細胞において再活性化される。このように、細胞表面
マーカーを、選択される所望の肺前駆細胞の特定の分化段階に応じて、ある肺前駆細胞に
関する陽性選択戦略と組み合わせて用いることができ、同様に他の肺前駆細胞の陰性選択
戦略と組み合わせて用いることができる。
【０１３７】
　本明細書において用いられる、「足場」という用語は、細胞の接着および増殖にとって
適した表面を提供する生物学的適合性の材料を含む構造を意味する。足場はさらに、力学
的な安定性および支持を提供することができる。足場は、増殖しつつある細胞集団がとる
三次元形状または型に影響を及ぼすまたはそれらの範囲を定めるために特定の形状または
型で存在しうる。そのような形状または型は、薄膜（たとえば、第三の次元より実質的に
大きい二次元を有する型）、リボン、ひも、シート、平坦な円板、円柱、球体、三次元非
晶質形状等を含むがこれらに限定されるわけではない。
【０１３８】
　本明細書において用いられる、「対象に植え込み可能」という用語は、植え込み時に宿
主生物において認識可能な免疫応答を生成しない任意の非生存（たとえば、無細胞）植え
込み可能構造を意味する。このように、植え込み可能構造は、たとえば刺激物質であって
はならず、または刺激物質を含んではならず、またはLPS等を含んではならない。
【０１３９】
　本明細書において用いられる「生分解性」という用語は、生理的条件で、たとえば送達
された細胞またはインビボでの細胞の細胞生存率に有害な影響を及ぼさない条件で、足場
が分解する能力を意味する。そのような生分解性の足場は、好ましくは、組成物が植え込
まれている対象において全身性の反応を引き起こしうる刺激物質またはアレルゲンではな
く、または刺激物質またはアレルゲンを含まない。いくつかの態様において、生分解性と
は、足場が代謝されうる、および代謝物が生理的排泄機序（たとえば、尿、便、肝臓の解
毒等）によって対象から消失しうることを意味する。
【０１４０】
　本明細書において用いられる「処置する」という用語は、状態、疾患、または障害の少
なくとも1つの有害な効果または症状を減少または軽減することを含む。たとえば、「処
置する」および「処置」という用語は、対象が疾患の少なくとも1つの症状の減少または
疾患の改善を有するように、たとえば有益なまたは所望の臨床結果を有するように、組成
物の有効量、たとえば肺前駆細胞集団を含む組成物の有効量を対象に投与することを意味
する。本開示の目的に関して、有益なまたは所望の臨床結果は、検出可能であるか検出不
能であるかによらず、1つまたは複数の症状の軽減、疾患の程度の縮小、疾患の安定化（
たとえば、悪化しない）、疾患進行の遅延または遅れ、疾患状態の改善または緩和、およ
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び寛解（部分的または完全）を含むがこれらに限定されない。いくつかの態様において、
処置する段階は、処置を受けない場合に予想される生存と比較した生存の延長を意味しう
る。このように、当業者は、処置が、疾患状態を改善することができるが、疾患に関する
完全な治癒ではないことを認識する。いくつかの態様において、処置は予防を含みうる。
しかし、代わりの態様において、処置は予防を含まない。
【０１４１】
　本明細書において言及される肺障害、肺疾患、または肺損傷（たとえば、急性の肺損傷
）の「処置」は、肺または気道の機能を安定化させるまたは改善する治療的介入を意味す
る。すなわち、「処置」は、呼吸器官の機能に向けられる。肺または気道の機能を、その
ような治療前のそのような機能と比較して少なくとも10％、および好ましくは少なくとも
20％、30％、40％、50％、75％、90％、100％もしくはそれ以上、たとえば2倍、5倍、10
倍またはそれ以上で完全な機能までおよび完全な機能を含む、安定化または改善する治療
的アプローチは、有効な処置であると見なされる。有効な処置は、有効な処置であると見
なされる肺疾患または肺障害を治癒する必要はなく、またはその基礎となる原因に直接影
響を及ぼす必要はない。
【０１４２】
　「薬学的に許容される」という句は、本明細書において、健全な医学的判断の範囲内で
、過度の毒性、刺激、アレルギー反応、または他の問題もしくは合併症を引き起こすこと
なく、妥当な利益／リスク比に釣り合って、ヒトおよび動物の組織に接触して用いるため
に適した化合物、材料、組成物、および／または投与剤形を意味するために用いられる。
【０１４３】
　本明細書において、組成物、担体、希釈剤、および試薬について言及する場合に用いら
れる「薬学的に許容される」、「生理的に認容される」、という用語およびその文法的変
化形は、互換的に用いられ、悪心、めまい、胃のむかつき、およびその他などの望ましく
ない生理的効果を生じることなく、材料を哺乳動物に投与できることを表す。薬学的に許
容される担体は、それが望ましい場合を除き、混合される物質に対する免疫応答の発生を
促進しない。その中に溶解または分散させた活性成分を含む薬理学的組成物の調製は、当
技術分野において十分に理解され、処方に基づいて制限される必要はない。典型的に、そ
のような組成物は、液体溶液または懸濁液のいずれかとして注射可能製剤として調製され
るが、使用前に液体中で溶液または懸濁液とするために適している固体剤形も同様に調製
されうる。調製物はまた、乳化されうるか、またはリポソーム組成物として提示すること
ができる。活性成分を、薬学的に許容されて、活性成分と適合性である賦形剤と、本明細
書において記述される治療方法において用いるために適した量で混合することができる。
適した賦形剤は、たとえば、水、食塩水、デキストロース、グリセロール、エタノール、
またはその他およびその組み合わせである。加えて、望ましければ、組成物は、活性成分
の有効性を増強する湿潤剤または乳化剤、pH緩衝剤およびその他などの微量の補助物質を
含みうる。本発明の治療組成物は、その成分の薬学的に許容される塩を含みうる。薬学的
に許容される塩は、たとえば塩酸もしくはリン酸などの無機酸、または酢酸、酒石酸、マ
ンデル酸およびその他などの有機酸によって形成される酸付加塩（ポリペプチドの遊離の
アミノ基によって形成される）を含む。遊離のカルボキシル基によって形成される塩もま
た、たとえば水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸化アンモニウム、水酸化カルシウ
ム、または水酸化第二鉄などの無機塩基、ならびにイソプロピルアミン、トリメチルアミ
ン、2-エチルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカイン、およびその他などの有機塩基
から誘導することができる。生理的に認容される担体は、当技術分野において周知である
。例示的な液体担体は、活性成分および水の他には材料を含まない、または生理的pH値の
リン酸ナトリウム、生理食塩水、もしくはリン酸緩衝生理食塩液のような両方の液などの
緩衝剤を含む無菌的水溶液である。なおさらに、水性担体は、1つより多くの緩衝塩、な
らびに塩化ナトリウムおよび塩化カリウムなどの塩、デキストロース、ポリエチレングリ
コール、およびその他の溶質を含みうる。液体組成物はまた、水に加えておよび水を除外
して液相を含みうる。そのような追加の液相の例は、グリセリン、綿実油などの植物油、



(26) JP 2015-504676 A 2015.2.16

10

20

30

40

50

および水-油乳剤である。特定の障害または状態の処置において有効である本明細書にお
いて記述される方法と共に用いられる活性成分の量は、障害または状態の性質に依存して
、標準的な臨床技術によって決定されうる。
【０１４４】
　本明細書において用いられる、疾患、障害、またはその症状に関連して用いる場合の「
予防」または「予防する」とは、個体が疾患または障害、たとえば肺の障害を発症する可
能性の減少を意味する。疾患または障害を発症する可能性は、たとえば疾患または障害に
関する1つまたは複数の危険因子を有する個体が、同じ危険因子を有するが、本明細書に
おいて記述される処置を受けていない集団と比較して、統計学的に言えば、障害を発症し
ない、またはそのような疾患もしくは障害を後になって、またはより低い重症度で発症す
る場合に減少する。疾患の症状を発症しない、または症状の発症が減少（たとえば、その
疾患または障害に関する臨床的に許容される尺度で少なくとも10％）もしくは遅延（たと
えば、数日、数週間、数ヶ月、または数年）することは、有効な予防と見なされる。
【０１４５】
　本明細書において用いられる、「分化誘導する」という用語は、多能性または複能性幹
細胞（たとえば、前方前腸内胚葉細胞）から、より分化した細胞（たとえば、ヒト肺前駆
細胞または気道表現型を有する細胞）の形成を誘導する化学的／生物学的処置、身体の環
境、または遺伝的修飾を意味する。分化は、明確な細胞タイプ特異的マーカーの出現によ
って、または幹細胞特異的マーカーの喪失によって、またはその両者によって評価するこ
とができる。
【０１４６】
　本明細書において用いられる「含む（comprising）」または「含む（comprises）」と
いう用語は、本質的であるか否かによらず、明記されていない要素を含むことを受け入れ
る、本発明にとって必須である組成物、方法、およびそのそれぞれの成分に関連して用い
られる。
【０１４７】
　本明細書において用いられる「本質的にからなる」という用語は、所定の態様にとって
必要な要素を意味する。この用語は、本発明のその態様の基本的および新規または機能的
特徴に実質的に影響を及ぼさない追加の要素の存在を許容する。
【０１４８】
　「からなる」という用語は、態様のその説明において引用されていないいかなる要素も
除く、本明細書において記述される組成物、方法、およびそれぞれの成分を意味する。
【０１４９】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において用いられる、単数形「1つの」、「1つの
（an）」、および「その」は、本文がそれ以外であることを明らかに示している場合を除
き、複数形を含む。このように、たとえば「方法」という言及は、本開示を読むことによ
って当業者に明らかとなる、1つまたは複数の方法、および／または本明細書において記
述されるタイプの段階、およびその他を含む。
【０１５０】
胚幹細胞
　幹細胞は、有糸分裂による細胞分裂を通して自身を再生する能力を保持し、特異化され
た細胞タイプの多様な範囲へと分化することができる細胞である。哺乳動物幹細胞の3つ
の大まかなタイプは、胚盤胞において見いだされる胚幹（ES）細胞、体細胞からリプログ
ラムされた人工多能性幹細胞（iPSC）、および成体組織において見いだされる成体幹細胞
を含む。発達中の胚において、幹細胞は、特異化された胚組織の全てへと分化することが
できる。成体生物において、幹細胞および前駆細胞は、体の修復システムとして作用して
、特異化された細胞を補充するが、同様に血液、皮膚、または腸組織などの再生器官の正
常な代謝回転を維持する。多能性幹細胞は、3胚葉のいずれかに由来する細胞へと分化す
ることができる。
【０１５１】
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　幹細胞は、その発達能によって、（1）全ての胚および胚外細胞タイプを生じることが
できる全能性、（2）全ての胚細胞タイプ、すなわち内胚葉、中胚葉、および外胚葉を生
じることができる多能性、（3）細胞系列のサブセットを生じることができるが、特定の
組織、器官、または生理的システム内の全てを生じることができる複能性（たとえば、複
能性遠位肺前駆細胞は、複能性遠位肺前駆細胞を含む子孫（自己再生）と、気道の通常の
成分である細胞タイプおよび要素（たとえば、基底細胞、繊毛細胞、クララ細胞、および
杯細胞）を産生することができる）、（4）複能性幹細胞よりも拘束されたサブセットの
細胞系列を生じることができる少能性；ならびに（5）1つの細胞系列（たとえば、精子発
生幹細胞）を生じることができる単能性として分類される。
【０１５２】
　本明細書において、胚幹細胞と人工多能性幹細胞の両方からヒト肺前駆細胞を作製する
方法が提供される。1つの態様において、本明細書において提供される方法は、胚幹細胞
からのヒト肺前駆細胞の作製に関する。または、いくつかの態様において、本明細書にお
いて提供される方法は、胚幹細胞またはヒト胚起源の任意の他の細胞からのヒト肺前駆細
胞の作製を包含しない。
【０１５３】
　胚幹細胞およびその回収方法は、当技術分野において周知であり、たとえば、Trounson
 A O (Reprod Fertil Dev (2001) 13: 523), Roach M L (Methods Mol Biol (2002) 185:
1), and Smith A G (Annu Rev Cell Dev Biol (2001) 17:435)に記述される。「胚幹細胞
」という用語は、胚盤胞の内細胞塊の多能性幹細胞を意味するために用いられる（たとえ
ば、米国特許第5843780号、第6200806号を参照されたい）。そのような細胞はまた、体細
胞核移入から誘導される胚盤胞の内細胞塊からも得ることができる（たとえば、米国特許
第5945577号、第5994619号、第6235970号を参照されたい）。胚幹細胞の識別特徴は、胚
幹細胞表現型を定義する。したがって、ある細胞が、その細胞を他の細胞と区別すること
ができるような胚幹細胞の独自の特徴の1つまたは複数を有する場合、その細胞は胚幹細
胞の表現型を有する。例示的な胚幹細胞識別特徴には、遺伝子発現プロファイル、増殖能
、分化能、核型、特定の培養条件に対する応答性、およびその他が挙げられるがこれらに
限定されるわけではない。
【０１５４】
　胚起源から誘導される細胞は、幹細胞バンクまたは他の認識された寄託所から得られた
胚幹細胞または幹細胞株を含みうる。幹細胞株を産生する他の手段は、胚盤胞を形成する
前の初期胚（およそ8細胞期）からの割球の使用を含む方法を含む。そのような技術は、
不妊治療クリニックで日常的に行われている着床前遺伝子診断技術に対応する。1つの割
球細胞を、確立されたES細胞株と同時培養した後、それらから分離すると、完全にコンピ
テントなES細胞株を形成する。
【０１５５】
　胚幹細胞は、それらが特異的分化系列に拘束されていない場合、未分化であると見なさ
れる。そのような細胞は、胚または成体起源の分化した細胞からそれらを区別する形態学
的特徴を示す。未分化の胚幹（ES）細胞は、当業者によって容易に認識され、典型的に、
顕微鏡の二次元視野において高い核／細胞質比と顕著な核小体を有する細胞コロニーとし
て出現する。いくつかの態様において、本明細書において記述されるヒト肺前駆細胞は、
胚幹細胞または他の任意の胚起源の細胞から誘導されない。
【０１５６】
　成体幹細胞は、出生後または新生児期後の生物の組織または成体生物から誘導される幹
細胞であり、これらも当技術分野において公知である。成体幹細胞は、胚幹細胞と比較し
てそれが発現するまたは発現しないマーカーのみならず、後成的差、たとえばDNAメチル
化パターンの差が存在するという点において、構造的に胚幹細胞とは異なる。
【０１５７】
人工多能性幹細胞（iPSC）
　いくつかの態様において、本明細書において記述されるヒト肺前駆細胞は、単離多能性
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幹細胞から誘導される。iPSCを用いる利点は、ヒト肺前駆細胞が投与される対象と同じ対
象から細胞を誘導できる点である。すなわち、体細胞を対象から得て、人工多能性幹細胞
へとリプログラムした後、ヒト肺前駆細胞（たとえば、自己細胞）へと再分化させて対象
に投与することができる。肺前駆細胞が、本質的に自己起源から誘導されることから、生
着の拒絶またはアレルギー反応のリスクは、別の対象または対象群からの細胞を用いる場
合と比較して減少する。いくつかの態様において、肺前駆細胞は、非自己起源から誘導さ
れる。加えて、iPSCを用いることにより、胚起源から細胞を得る必要がなくなる。このよ
うに1つの態様において、開示される方法において用いられる幹細胞は、胚幹細胞ではな
い。
【０１５８】
　分化は一般的に、生理的状況下で非可逆的であるが、最近、体細胞を人工多能性幹細胞
へとリプログラムするためのいくつかの方法が開発されている。例示的な方法は、当技術
分野において公知であり、本明細書において以下に簡単に説明する。
【０１５９】
　本明細書において用いられる「リプログラミング」という用語は、分化した細胞（たと
えば、体細胞）の分化状態を変化または逆転させるプロセスを意味する。別の言い方をす
れば、リプログラミングは、細胞の分化をより未分化なまたはより原始的なタイプの細胞
へと逆向きに駆動するプロセスを意味する。多くの初代培養細胞を培養すると、完全に分
化した特徴の一部が失われうることに注意すべきである。このように、分化した細胞とい
う用語に含まれるそのような細胞の単純な培養によって、これらの細胞が、非分化細胞（
たとえば、未分化細胞）または多能性細胞となるわけではない。分化細胞の多能性への移
行は、培養において分化特徴の部分的喪失に至る刺激を超えるリプログラミング刺激を必
要とする。リプログラムされた細胞はまた、一般的に培養において有限回数の分裂能を有
する初代培養の親細胞と比較して、成長能を失うことなく長期間継代できるという特徴を
有する。
【０１６０】
　リプログラムされる細胞を、リプログラミングの前に部分的に分化させるかまたは最終
分化させることができる。いくつかの態様において、リプログラミングは、分化細胞（た
とえば、体細胞）の分化状態の、多能性状態または複能性状態への完全な逆転を包含する
。いくつかの態様において、リプログラミングは、分化細胞（たとえば、体細胞）の分化
状態の、未分化細胞（たとえば、胚様細胞）への完全または部分的逆転を包含する。リプ
ログラミングによって、細胞による特定の遺伝子の発現が起こりえて、その発現がさらな
るリプログラミングに寄与する。本明細書において記述されるある態様において、分化細
胞（たとえば、体細胞）のリプログラミングによって、分化細胞に、未分化状態のふりを
させることができる（たとえば、未分化細胞である）。得られた細胞は、「リプログラム
細胞」または「人工多能性幹細胞（iPSCまたはiPS細胞）」と呼ばれる。
【０１６１】
　リプログラミングは、細胞分化の際に起こる、核酸修飾（たとえば、メチル化）の遺伝
的パターン、染色質凝縮、後成的変化、ゲノムインプリンティング等の少なくともいくつ
かの変化、たとえば逆転を伴いうる。リプログラミングは、既に多能性である細胞の既存
の未分化状態を単に維持することとは異なり、または既に複能性細胞である細胞（たとえ
ば、造血幹細胞）の既存の完全ではない分化状態を維持することとも異なる。リプログラ
ミングはまた、既に多能性または複能性である細胞の自己再生または増殖を促進すること
とも異なるが、本明細書において記述される組成物および方法はまた、いくつかの態様に
おいて、そのような目的にとっても有用でありうる。
【０１６２】
　体細胞から多能性幹細胞を作製するために用いられる特異的アプローチまたは方法（広
く、「リプログラミング」と呼ばれる）は、特許請求される本発明にとって重要ではない
。このように、体細胞を多能性表現型へとリプログラムするいかなる方法も、本明細書に
おいて記述される方法において用いるために適切であろう。
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【０１６３】
　転写因子の既定の組み合わせを用いて多能性細胞を作製するためのリプログラミング方
法論は、人工多能性幹細胞において記述されている。Yamanaka and Takahashiは、Oct4、
Sox2、Klf4、およびc-Mycの直接形質導入によって、マウス体細胞を発達能が増大したES
細胞様細胞へと変換させた（Takahashi and Yamanaka, 2006）。iPSCは、それらが多能性
関連転写回路および後成的背景の多くを回復することからES細胞と類似する。加えて、マ
ウスiPSCは、多能性に関する全ての標準アッセイ、具体的に、3胚葉の細胞タイプへのイ
ンビトロ分化、テラトーマ形成、キメラへの関与、生殖系列伝播（Maherali and Hochedl
inger, 2008）、および四倍体胚盤胞補完（Woltjen et al., 2009）を満たす。
【０１６４】
　その後の実験から、類似の形質導入法（Lowry et al., 2008; Park et al., 2008; Tak
ahashi et al., 2007; Yu et al., 2007b）を用いてヒトiPS細胞を得ることができること
が示され、および転写因子トリオ、OCT4、SOX2、およびNANOGが、多能性を支配する転写
因子のコアセットとして確立されている（Jaenisch and Young, 2008）。iPS細胞の産生
は、歴史的にはウイルスベクターを用いて、幹細胞関連遺伝子をコードする核酸配列を成
体の体細胞に導入することによって得ることができる。
【０１６５】
　iPS細胞は、最終分化体細胞から作製または誘導することができると共に、成体体細胞
または体幹細胞からも作製または誘導することができる。すなわち、非多能性の前駆細胞
を、リプログラミングによって多能性または複能性にすることができる。そのような例で
は、最終分化細胞をリプログラムするために必要な場合ほど多くのリプログラム因子を含
める必要はない。さらに、リプログラミングは、非ウイルス性のリプログラミング因子の
導入によって、たとえばタンパク質そのものを導入することによって、またはリプログラ
ミング因子をコードする核酸を導入することによって、または翻訳時にリプログラミング
因子を産生するメッセンジャーRNAを導入することによって誘導することができる（たと
えば、Warren et al., Cell Stem Cell, 2010 Nov 5;7(5):618-30を参照されたい）。リ
プログラミングは、たとえば、Oct-4（Oct-3/4またはPouf51としても知られる）、Sox1、
Sox2、Sox3、Sox15、Sox 18、NANOG、Klf1、Klf2、Klf4、Klf5、NR5A2、c-Myc、l-Myc、n
-Myc、Rem2、Tert、およびLIN28を含む、幹細胞関連遺伝子をコードする核酸の組み合わ
せを導入することによって行うことができる。1つの態様において、本明細書において記
述される方法および組成物を用いるリプログラミングは、Oct-3/4、Soxファミリーメンバ
ー、Klfファミリーメンバー、およびMycファミリーメンバーの1つまたは複数を体細胞に
導入する段階をさらに含みうる。1つの態様において、本明細書において記述される方法
および組成物は、さらに、リプログラミングのためにOct4、Sox2、Nanog、c-MYC、および
Klf4の各々の1つまたは複数を導入する段階を含む。先に注目したように、リプログラミ
ングのために用いられる方法そのものは、必ずしも本明細書において記述される方法およ
び組成物にとって重要ではない。しかし、リプログラムした細胞から分化した細胞を、た
とえばヒトの治療に用いる場合、1つの態様において、リプログラミングは、ゲノムを変
化させる方法によって行われない。このように、そのような態様において、リプログラミ
ングは、たとえばウイルスまたはプラスミドベクターを用いないで行われる。
【０１６６】
　開始細胞集団から誘導されるリプログラミングの効率（すなわち、リプログラムされた
細胞の数）を、Shi, Y., et al (2008) Cell-Stem Cell 2:525-528, Huangfu, D., et al
 (2008) Nature Biotechnology 26(7):795-797, and Marson, A., et al (2008) Cell-St
em Cell 3: 132-135によって示されるように、様々な低分子の添加によって増強させるこ
とができる。このように、人工多能性幹細胞産生の効率または割合を増強する物質または
物質の組み合わせを、患者特異的または疾患特異的iPSCの産生に用いることができる。リ
プログラミング効率を増強する物質のいくつかの非制限的な例には、中でも可溶性Wnt、W
nt条件培地、BIX-01294（G9aヒストンメチルトランスフェラーゼ）、PD0325901（MEK阻害
剤）、DNAメチルトランスフェラーゼ阻害剤、ヒストンデアセチラーゼ（HDAC）阻害剤、
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バルプロ酸、5'-アザシチジン、デキサメタゾン、スベロイルアニリド、ヒドロキサム酸
（SAHA）、ビタミンC、およびトリコスタチン（TSA）が挙げられる。
【０１６７】
　リプログラミング増強物質の他の非制限的な例には、スベロイルアニリドヒドロキサム
酸（SAHA（たとえば、MK0683、ボリノスタット）および他のヒドロキサム酸）、BML-210
、デプデシン（たとえば、(-)-デプデシン）、HC毒素、ヌルスクリプト（Nullscript、4-
(1,3-ジオキソ-1H,3H-ベンゾ[デ]イソキノリン-2-イル)-N-ヒドロキシブタナミド)、フェ
ニルブチレート（たとえば、フェニル酪酸ナトリウム）およびバルプロ酸（（VPA）およ
び他の短鎖脂肪酸）、スクリプタイド、スラミンナトリウム、トリコスタチンA（TSA）、
APHAコンパウンド8、アピシジン、酪酸ナトリウム、ピバロイルオキシメチルブチレート
（ピバネクス（Pivanex）、AN-9）、トラポキシンB、クラミドシン、デプシペプチド（FR
901228またはFK228としても知られる）、ベンズアミド（たとえば、CI-994（たとえば、N
-アセチルジナリン）およびMS-27-275）、MGCD0103、NVP- LAQ-824、CBHA（m-カルボキシ
桂皮酸ビスヒドロキサム酸）、JNJ16241199、ツバシン（Tubacin）、A-161906、プロキサ
ミド、オキサムフラチン、3-Cl-UCHA（たとえば、6-(3-クロロフェニルウレイド)カプロ
イックヒドロキサム酸)、AOE（2-アミノ-8-オキソ-9,10-エポキシデカン酸)、CHAP31およ
びCHAP 50が挙げられる。他のリプログラミング増強物質には、たとえば、HDACのドミナ
ントネガティブ型（たとえば、触媒的に不活性な型）、HDACのsiRNA阻害剤、およびHDAC
に特異的に結合する抗体が挙げられる。そのような阻害剤は、たとえば、BIOMOL Interna
tional、Fukasawa、Merck Biosciences、Novartis、Gloucester Pharmaceuticals、Aton 
Pharma、Titan Pharmaceuticals、Schering AG、Pharmion、MethylGene、およびSigma Al
drichから入手することができる。
【０１６８】
　本明細書において記述される方法と共に用いるための多能性幹細胞の誘導を確認するた
めに、単離クローンを、幹細胞マーカーの発現に関して試験することができる。体細胞か
ら誘導された細胞に幹細胞マーカーが発現されれば、細胞は、人工多能性幹細胞であると
同定される。幹細胞マーカーは、SSEA3、SSEA4、CD9、Nanog、Fbx15、Ecat1、Esg1、Eras
、Gdf3、Fgf4、Cripto、Dax1、Zpf296、Slc2a3、Rex1、Utf1、およびNat1を含む非制限的
な群から選択されうる。1つの態様において、Oct4またはNanogを発現する細胞は、多能性
であると同定される。そのようなマーカーの発現を検出する方法は、たとえばRT-PCR、お
よびウェスタンブロットまたはフローサイトメトリー分析などのコードされるポリペプチ
ドの存在を検出する免疫学的方法を含みうる。いくつかの態様において、検出は、RT-PCR
を伴うのみならず、タンパク質マーカーの検出を含む。細胞内マーカーは、RT-PCRによっ
て最もよく同定されうるが、細胞表面マーカーは、たとえば免疫細胞化学によって容易に
同定される。
【０１６９】
　単離細胞の多能性幹細胞特徴は、3胚葉の各々の細胞へのiPSCの分化能を評価する試験
によって確認することができる。一例として、ヌードマウスにおけるテラトーマ形成を用
いて、単離クローンの多能性特徴を評価することができる。細胞をヌードマウスに導入し
て、細胞から生じた腫瘍に関して組織学および／または免疫組織化学を行う。3胚葉全て
からの細胞を含む腫瘍が成長すれば、たとえば細胞が多能性幹細胞であることをさらに示
している。
【０１７０】
　リプログラミングのための体細胞：体細胞は、この用語が本明細書において用いられる
場合、生殖系列細胞を除く、生物の体を形成する任意の細胞を意味する。精子および卵子
、精子および卵子が作製される元となる細胞（生殖母細胞）、ならびに未分化幹細胞を除
く、哺乳動物の体におけるあらゆる細胞タイプが、分化体細胞である。たとえば、内部臓
器、皮膚、骨、血液、および結合組織は全て、分化体細胞で構成される。
【０１７１】
　本明細書において記述される組成物および方法と共に用いられるさらなる体細胞タイプ
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は、線維芽細胞（たとえば、初代培養線維芽細胞）、筋肉細胞（たとえば、筋細胞）、丘
細胞、神経細胞、乳腺細胞、肝細胞および膵島細胞を含む。いくつかの態様において、体
細胞は、初代培養細胞株または初代培養もしくは二次培養細胞株の子孫である。いくつか
の態様において、体細胞は、ヒト試料から、たとえば、毛包、血液試料、生検（たとえば
、皮膚生検、または脂肪組織生検）、スワブ試料（たとえば、口腔スワブ試料）から得ら
れ、このため、ヒト体細胞である。
【０１７２】
　分化体細胞のいくつかの非制限的な例には、上皮細胞、内皮細胞、神経細胞、脂肪細胞
、心細胞、骨格筋細胞、免疫細胞、肝細胞、脾細胞、肺細胞、循環中の血球、消化管細胞
、腎細胞、骨髄細胞、および膵細胞が挙げられるがこれらに限定されるわけではない。い
くつかの態様において、体細胞は、脳、肝臓、肺、消化管、胃、腸管、脂肪、筋肉、子宮
、皮膚、脾臓、内分泌器官、骨等を含むがこれらに限定されない任意の体組織から単離さ
れた初代培養細胞でありうる。さらに、体細胞は、任意の哺乳動物種から得ることができ
、その非制限的な例は、マウス、ウシ、サル、ブタ、ウマ、ヒツジ、またはヒト細胞を含
む。いくつかの態様において、体細胞はヒト体細胞である。
【０１７３】
　リプログラム細胞を、疾患の治療的処置のために用いられるヒト肺前駆細胞の作製に用
いる場合、処置される患者から単離された体細胞を用いることが望ましいが、必ずしもそ
の必要はない。たとえば、疾患に関係する体細胞、疾患の治療的処置に関与する体細胞、
およびその他を用いることができる。いくつかの態様において、リプログラム細胞とそれ
らが誘導されるまたは作製される元となる体細胞を含む不均一な集団からリプログラム細
胞を選択する方法は、任意の公知の手段によって行うことができる。たとえば、選択マー
カー遺伝子などの薬物耐性遺伝子またはその他を用いて、指標として選択マーカーを用い
てリプログラム細胞を単離することができる。
【０１７４】
　本明細書において開示されるリプログラム体細胞は、アルカリホスファターゼ（AP）；
ABCG2；ステージ特異的胚抗原-1（SSEA-1）；SSEA-3；SSEA-4；TRA-1-60；TRA-1-81；Tra
-2-49/6E；ERas/ECAT5、E-カドヘリン；β-III-チューブリン；α-平滑筋アクチン（α-S
MA）；線維芽細胞増殖因子4（Fgf4）、Cripto、Dax1；ジンクフィンガータンパク質296（
Zfp296）；N-アセチルトランスフェラーゼ-1（Nat1）；ES細胞関連転写物1（ECAT1）；ES
G1/DPPA5/ECAT2；ECAT3；ECAT6；ECAT7；ECAT 8；ECAT9；ECAT10；ECAT15-1；ECAT15-2；
Fthl17；Sal14；未分化胚細胞転写因子（Utf1）；Rex1；p53；G3PDH；TERTを含むテロメ
ラーゼ；サイレントX染色体遺伝子；Dnmt3a；Dnmt3b；TRIM28；F-ボックス含有タンパク
質15（Fbx15）；Nanog/ECAT4；Oct3/4；Sox2；Klf4；c-Myc；Esrrb；TDGF1；GABRB3；Zfp
42、FoxD3；GDF3；CYP25A1；developmental pluripotency-associated 2（DPPA2）；T-ce
ll lymphoma break point 1（Tcl1）；DPPA3/Stella；DPPA4；多能性に関する他の一般的
マーカー等を含む、任意の数の多能性細胞マーカーを発現することができる。他のマーカ
ーは、Dnmt3L；Sox15；Stat3；Grb2；β-カテニン、およびBmi1を含みうる。そのような
細胞はまた、人工多能性幹細胞が誘導される体細胞の特徴であるマーカーのダウンレギュ
レーションを特徴としうる。
【０１７５】
胚体内胚葉と前方前腸内胚葉の作製
　本明細書において記述されるヒト肺前駆細胞を作製する方法は、最初に、胚幹細胞また
は人工多能性幹細胞から胚体内胚葉を作製する段階から始まる。「胚体内胚葉」は、内胚
葉系列に拘束され、腸管または腸管から誘導される器官を生じることができる複能性細胞
を含む。胚体内胚葉は、消化器官（たとえば、食道、胃、肝臓、胆嚢、小腸、膵臓、結腸
等）、呼吸器官（たとえば、肺胞、気管、気管支）、内分泌腺および臓器（たとえば、副
甲状腺、甲状腺、胸腺）、聴覚系（たとえば、耳管および鼓室）および泌尿器系（たとえ
ば、膀胱および尿道の一部）を生じる胚葉である。たとえば、Grapin-Botton and Melton
, 2000; Kimelman and Griffin, 2000; Tremblay et al., 2000; Wells and Melton, 199
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9; Wells and Melton, 2000を参照されたい。「胚体内胚葉」という用語は、胚外組織の
形成の原因となる始原内胚葉と呼ばれる異なる系列の細胞を包含しない。
【０１７６】
　胚体内胚葉およびそれから誘導される内胚葉細胞の形成は、本明細書において記述され
るヒト肺前駆細胞などの胚体内胚葉系列から誘導される最終分化組織および／または器官
を構成する細胞を誘導するための重要な段階である。
【０１７７】
　胚幹細胞または人工多能性幹細胞から胚体内胚葉を誘導する方法は、当技術分野におい
て公知である（たとえば、米国特許第7,993,916号；第7,695,963号；第7,541,185号；US2
009/0298178；US2010/0272695；Sherwood et al., Mechanisms of Development (2011) 1
28:387-400; D'Amour K. et al., Nature Biotechnology (2005) 23:1534-1541 ; Turove
ts, N. et al., Differentiation (2011) 81(5):292-298; Kim, PT. et al., PLoS One (
2010) 5(11):e14146を参照されたい）。1つの態様において、胚体内胚葉は、IPSCまたはE
SCに、たとえばB27、アクチビンAおよびZSTK474を含む胚体内胚葉培地を接触させること
によって産生される。1つの態様において、胚体内胚葉培地は、1～5％B27（たとえば、2
％）、10～40 ng/mLアクチビンA（たとえば、20 ng/mL）、および0.2～0.5μM ZSTK474を
含み、試験して、胚体内胚葉作製効率が低いまたは胚体内胚葉作製効率が低いことが疑わ
れる細胞株において胚体内胚葉を作製するために有用である。
【０１７８】
　胚幹細胞または人工多能性幹細胞の胚体内胚葉への分化は、胚体内胚葉の特徴である細
胞表面マーカーの発現を決定することによってモニターすることができる。いくつかの態
様において、胚体内胚葉マーカーの発現は、マーカーの有無を検出することによって決定
される。または、あるマーカーの発現は、マーカーが細胞培養または細胞集団中の細胞に
存在するレベルを測定することによって決定されうる。マーカー発現のそのような測定は
、定性的または定量的のいずれかでありうる。
【０１７９】
　1つの態様において、定量的PCR（Q-PCR）を用いて、胚体内胚葉におけるマーカーの発
現を定量する。Q-PCRを行う方法は、当技術分野において周知である。代わりの態様にお
いて、細胞マーカーに対して特異的な抗体を用いて、マーカー遺伝子産物の発現を検出す
る。ある態様において、胚体内胚葉の特徴であるマーカー遺伝子の発現ならびにそれらが
誘導される元となる細胞（たとえば、ES細胞またはiPSC）および他の細胞タイプの特徴で
あるマーカー遺伝子の有意な発現の欠如を決定する。
【０１８０】
　1つの態様において、胚体内胚葉のマーカーは、SOX17遺伝子である。胚体内胚葉の他の
マーカーには、MIXL1、GATA4、HNF3b、GSC、FGF17、VWF、CALCR、FOXQ1、CMKOR1、および
CRIP1が挙げられるがこれらに限定されるわけではない。いくつかの態様において、SOX17
およびSOX7の両方の発現をモニターする。他の態様において、SOX17マーカー遺伝子と、E
S細胞の特徴であるOCT4マーカー遺伝子の発現をモニターする。さらに、胚体内胚葉細胞
は、AFP、SPARC、またはトロンボモジュリンマーカー遺伝子より高レベルでSOX17マーカ
ー遺伝子を発現することから、これらの遺伝子の発現も同様にモニターすることができる
。胚体内胚葉のもう1つのマーカーはCXCR4遺伝子であり、この遺伝子はそのリガンドが化
学走化性SDF-1である細胞表面ケモカイン受容体をコードする。1つの態様において、胚体
内胚葉の産生効率は、FOXA2/SOX17の共染色またはcKit/CXCR4もしくはcKit/EpCAMの組み
合わせによるFACS分析によって決定することができる。
【０１８１】
　胚体内胚葉が作製された後、次の段階は、胚体内胚葉細胞を、肺および甲状腺細胞にな
るよう運命づけられた細胞を含む領域である前方前腸内胚葉細胞へと分化させる段階であ
る。このプロセスは本明細書において、胚体内胚葉の「前方移動」とも呼ばれる。本明細
書において用いられる「前腸内胚葉」は、腸管の前方部分の細胞を意味し、前腸／中腸接
合部の細胞を包含する。ESCまたはiPSCもまた、胚体内胚葉を作製する中間段階を必要と
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することなく、前方前腸内胚葉細胞へと直接分化させることができることは当業者によっ
て認識されるであろう。肺前駆細胞を作製するために本明細書において記述される分化方
法は、前方前腸内胚葉細胞から始まり、このため、そのような前方前腸内胚葉細胞を作製
する方法は重要ではなく、本明細書において記述される前方前腸内胚葉細胞を作製する方
法に限定されない；前方前腸内胚葉を提供するいかなる方法も用いて、本明細書において
開示される肺前駆細胞を調製するための開始材料を提供することができる。
【０１８２】
　胚体内胚葉から前方前腸内胚葉を作製する方法は、当技術分野において公知である（た
とえば、WO2010/136583、 WO2011/139628; Green, MD et al., Nature Biotechnology (2
011) 29:267-27; Morrison et al, (2008), Cell Stem Cell, 3: 355-356; Goss AM et a
l., Developmental Cell (2009) 17(2):290-298; Livigni A et al., Current Protocols
 in Stem Cell Biology (2009) 10: 1G.3.1-1G.3.10を参照されたい）。
【０１８３】
　1つの態様において、前方前腸内胚葉の産生は、マーカーHexなどの前方前腸内胚葉特異
的マーカーの活性化によって確認される。Hexは、前方前腸内胚葉の最も初期のマーカー
の1つであり、後方特徴を抑制することが示されているホメオボックス含有転写リプレッ
サーである（たとえば、Brickman JM et al., Development (2000) 127:2303-2315; Thom
as PQ et al., Development (1998) 125:85-94; Zamparini AL et al., Development (20
06) 133:3709-3722を参照されたい）。Hexの検出は、Cxcr4（Morrison, GM et al., Cell
 Stem Cell (2008) 3:402-412）などの他の前方前腸内胚葉マーカーと組み合わせて用い
ることができる。他の例示的なマーカーには、中でもFoxA2およびSox2が挙げられるがこ
れらに限定されるわけではない。1つの態様において、胚体内胚葉は、TGFβアゴニスト（
たとえば、アクチビン）による処置を含む前方移動段階を受ける。
【０１８４】
分化に関するシグナル伝達経路
　TGF-βシグナル伝達経路の調整：いくつかの態様において、多能性細胞の特定の分化段
階を促進するために（たとえば、前方前腸内胚葉の作製の際）、1つまたは複数のTGF-β
アゴニストが用いられる。そのような態様において、TGF-βシグナル伝達に対して特異的
な活性化物質は、TGF-βポリペプチドまたはその活性断片、TGF-βポリペプチドまたはそ
の活性断片を含む融合タンパク質、TGF-β受容体に対するアゴニスト抗体、またはTGF-β
受容体の低分子アゴニストでありうる。
【０１８５】
　他の態様において、1つまたは複数のTGF-βアンタゴニストを用いて多能性細胞を分化
させることができる（たとえば、Nkx2.1発現を誘導させるために、肺系列へと拘束する第
一段階）。そのような態様において、TGF-βシグナル伝達のアンタゴニストは、ポリペプ
チド阻害剤またはその断片、ドミナントネガティブ融合タンパク質、TGF-β受容体に対す
るアンタゴニスト抗体、またはTGF-β受容体の低分子アンタゴニストでありうる。
【０１８６】
　トランスフォーミング増殖因子β（TGF-β）シグナル伝達経路は、細胞の成長、細胞分
化、アポトーシス、細胞恒常性、および他の細胞機能を含む、成体生物および発達中の胚
の両方における多くの細胞プロセスに関係している。TGF-βスーパーファミリーリガンド
は、II型受容体に結合し、これはI型受容体を動員してリン酸化する。次に、I型受容体は
、受容体調節SMAD（R-SMAD）をリン酸化して、次にこれがcoSMAD SMAD4に結合する。R-SM
AD/coSMAD複合体は、核に蓄積して、そこでそれらは転写因子として作用して、標的遺伝
子発現の調節に関与する。
【０１８７】
　TGF-β1は、TGF-β、アクチビン、インヒビン、骨形態形成タンパク質、およびミュラ
ー管抑制物質を含むサイトカインファミリーの原型メンバーである。Smadタンパク質は、
TGF-β経路における例示的な下流のシグナル伝達因子であり、それゆえいくつかの態様に
おいて、直接活性化されて、ヒト肺細胞前駆体表現型への分化を行うことができる（たと
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えば、細胞をSmadタンパク質の活性化因子によって処置することによって）。例示的なSm
ad活性化因子には、Smadタンパク質またはその機能的ペプチドもしくは断片（たとえば、
Smad1、Smad5、Smad8）、BMP2、BMP4、およびミュラー管抑制物質（MIS）が挙げられるが
これらに限定されるわけではない。アクチビンリガンドは、TGFβリガンドと類似のよう
にシグナルを伝達する。アクチビンは、ALK受容体に結合してこれを活性化して、次に、S
mad2およびSmad3などのSmadタンパク質をリン酸化する。Smad4とのヘテロSmad複合体がそ
の後形成されると、遺伝子転写のアクチビンによる調節が起こる。
【０１８８】
　TGF-β受容体の低分子阻害剤のいくつかの非制限的な例には、2-(3-(6-メチルピリジン
-2-イル)-1H-ピラゾル-4-イル)-1,5ナフチリジン、[3-(ピリジン-2-イル)-4-(4-キノイル
)]-1H-ピラゾール、および3-(6-メチルピリジン-2-イル)-4-(4-キノリル)-1-フェニルチ
オカルバモイル-1H-ピラゾールが挙げられ、これらはCalbiochem（San Diego, CA）から
購入することができる。他の低分子阻害剤には、中でもSB-431542（たとえば、Haider et
 al., 2005; Neoplasia 7(5):509-521を参照されたい）、SM16（たとえば、Fu, K et al.
, 2008; Arteriosclerosis, Thrombosis and Vascular Biology 28(4):665を参照された
い）；およびSB-505124（たとえば、Dacosta Byfield, S., et al., 2004; Molecular Ph
armacology 65:744-52を参照されたい）が挙げられるがこれらに限定されるわけではない
。さらなるTGF-β受容体アンタゴニストは当技術分野において公知である。
【０１８９】
　いくつかの態様において、TGF-βアンタゴニスト（たとえば、A8301）にとって有用な
用量範囲は、0.1から10μM、たとえば0.1から1μM、0.1から0.5μM、0.1から2μM、0.1か
ら3μM、0.1から4μM、0.1から5μM、0.1から6μM、0.1から7μM、0.1から8μM、0.1から
9μM、0.5から2μM、0.5から5μM、1から3μM、2から4μM、2から6μM、2から7μM、5か
ら10μM、6から10μM、7から10μM、8から10μM、9から10μMである。いくつかの態様に
おいて、TGF-βアンタゴニストは、たとえば少なくとも0.1μM、少なくとも 0.2μM、少
なくとも 0.3μM、少なくとも 0.4μM、少なくとも 0.5μM、少なくとも 0.6μM、少なく
とも 0.7μM、少なくとも 0.8μM、少なくとも 0.9μM、少なくとも 1μM、少なくとも 1
.2μM、少なくとも 1.3μM、少なくとも 1.4μM、少なくとも 1.5μM、少なくとも 1.6μ
M、少なくとも 1.7μM、少なくとも 1.8μM、少なくとも 1.9μM、少なくとも 2μM、少
なくとも 2.5μM、少なくとも 3μM、少なくとも 3.5μM、少なくとも 4μM、少なくとも
 4.5μM、少なくとも 5μM、少なくとも 5.5μM、少なくとも 6μM、少なくとも 6.5μM
、少なくとも 7μM、少なくとも 7.5μM、少なくとも 8μM、少なくとも 8.5μM、少なく
とも 9μM、少なくとも 9.5μM、少なくとも10μMまたはそれより多い用量で用いられる
。
【０１９０】
BMP受容体シグナル伝達経路の調整
　BMP2およびBMP4はいずれも、I型受容体（ALK3）を通してシグナルを伝達するが、BMP7
は、異なるI型受容体（ALK2）に結合する。たとえば、von Bubnoff A et al., Developme
ntal Biology (2001) 239: 1-14; Chen D. et al., Growth Factors (2004) 22(4):233-2
41; Sieber C. et al., Cytokine and Growth Factor Rev. (2009) 20:343-355; and Miy
azono K et al., Journal of Biochemistry (2010) 147(1):35-51を参照されたい。
【０１９１】
　典型的に、BMP2およびBMP4は、BMP受容体I/II複合体に結合して、それによってSmads 1
/5/8のリン酸化が起こり、その後Smad4とのヘテロ三量体複合体が形成される。これらの
複合体は核に移動して、標的遺伝子の発現を活性化する（von Bubnoff A et al., Develo
pmental Biology (2001) 239: 1-14; Chen D. et al., Growth Factors (2004) 22(4):23
3-241; Sieber C. et al., Cytokine and Growth Factor Rev. (2009) 20:343-355; and 
Miyazono K et al., Journal of Biochemistry (2010) 147(1):35-51）。Smad1/5/8媒介
転写のほかに、BMP誘導受容体複合体は、ERK、JNK、またはp38を介してマイトゲン活性化
タンパク質キナーゼ（MAPK）経路を活性化することができる（Kozawa O et al., Journal
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 of Cellular Biochemistry 84:583-589）。
【０１９２】
　BMP受容体経路活性化：いくつかの態様において、BMPアゴニストは、ヒト肺前駆細胞を
分化させるために本明細書において記述される方法と共に用いられる。1つの態様におい
て、BMP受容体は、SMAD経路を通してシグナルを伝達する受容体（たとえば、ALK3）であ
る。他の態様において、本明細書において記述される方法と共に用いられるBMPは、BMP2
および／またはBMP4である。
【０１９３】
　1つの態様において、多能性細胞の特定の分化段階を促進するために、1つまたは複数の
BMPアゴニストが用いられる。そのような態様において、BMPシグナル伝達に対して特異的
な活性化物質は、BMPポリペプチドまたはその活性断片、BMPポリペプチドまたはその活性
断片を含む融合タンパク質、BMP受容体に対するアゴニスト抗体、またはBMP受容体の低分
子アゴニストでありうる。
【０１９４】
　いくつかの態様において、BMP4にとって有用な用量範囲は、1から500nM、たとえば1か
ら400 nM、1から300 nM、1から200 nM、1から100 nM、1から50 nM、1から25 nM、1から10
 nM、1から5 nM、1から2 nM、10から300 nM、15から250 nM、20から250 nM、20から200 n
M、30から200 nM、40から200 nM、50から200 nM、60から200 nM、70から200 nM、80から2
00 nM、90から200 nM、100から200 nM、150から200 nM、150 nMから300 nM、175から300 
nM、200 nMから300 nM、200 nMから400 nM、200 nMから500 nMである。
【０１９５】
　いくつかの態様において、BMP4の用量は、たとえば少なくとも1 nM、少なくとも2 nM、
少なくとも5 nM、少なくとも10μM、少なくとも20 nM、少なくとも30 nM、少なくとも40 
nM、少なくとも50 nM、少なくとも60 nM、少なくとも70 nM、少なくとも80 nM、少なくと
も90 nM、少なくとも100 nM、少なくとも110 nM、少なくとも120 nM、少なくとも130 nM
、少なくとも140 nM、少なくとも150 nM、少なくとも160 nM、少なくとも170 nM、少なく
とも180 nM、少なくとも190 nM、少なくとも200 nM、少なくとも225 nM、少なくとも250 
nM、少なくとも275 nM、少なくとも300 nM、少なくとも400 nM、少なくとも500 nMまたは
それより多い。
【０１９６】
　いくつかの態様において、BMP7にとって有用な用量範囲は、1から200 ng/mL、たとえば
1から100 ng/mL、1から50 ng/mL、1から25 ng/mL、1から10 ng/mL、1から5 ng/mL、1から
2 ng/mL、10から200 ng/mL、15から200 ng/mL、20から200 ng/mL、30から200 ng/mL、40
から200 ng/mL、50から200 ng/mL、60から200 ng/mL、70から200 ng/mL、80から200 ng/m
L、90から200 ng/mL、100から200 ng/mL、または150から200 ng/mLである。
【０１９７】
　いくつかの態様において、BMP7の用量は、たとえば少なくとも1 ng/mL、少なくとも2 n
g/mL、少なくとも5 ng/mL、少なくとも10 ng/mL、少なくとも20 ng/mL、少なくとも30 ng
/mL、少なくとも40 ng/mL、少なくとも50 ng/mL、少なくとも60 ng/mL、少なくとも70 ng
/mL、少なくとも80 ng/mL、少なくとも90 ng/mL、少なくとも100 ng/mL、少なくとも110 
ng/mL、少なくとも120 ng/mL、少なくとも130 ng/mL、少なくとも140 ng/mL、少なくとも
150 ng/mL、少なくとも160 ng/mL、少なくとも170 ng/mL、少なくとも180 ng/mL、少なく
とも190 ng/mL、少なくとも200 ng/mL、またはそれより多い。
【０１９８】
　BMP受容体経路の阻害：いくつかの態様において、BMPアンタゴニストは、ヒト前腸内胚
葉細胞を肺前駆細胞へと分化させるために本明細書において記述される方法と共に用いら
れる。1つの態様において、BMPアンタゴニストはドルソモルフィンである。
【０１９９】
　1つの態様において、1つまたは複数のBMP受容体経路アンタゴニストは、多能性細胞の
特定の分化段階を促進するために用いられる。そのような態様において、BMPシグナル伝



(36) JP 2015-504676 A 2015.2.16

10

20

30

40

50

達に対して特異的な阻害剤は、ポリペプチドまたはその断片、BMP受容体に対するshRNAま
たはsiRNA、BMP受容体に対するアンタゴニスト抗体、またはBMP受容体の低分子アンタゴ
ニストでありうる。
【０２００】
　いくつかの態様において、BMP経路阻害剤にとって有用な用量範囲は、1から500 nM、た
とえば1から400 nM、1から300 nM、1から200 nM、1から100 nM、1から50 nM、1から25 nM
、1から10 nM、1から5 nM、1から2 nM、10から300 nM、15から250 nM、20から250 nM、20
から200 nM、30から200 nM、40から200 nM、50から200 nM、60から200 nM、70から200 nM
、80から200 nM、90から200 nM、100から200 nM、150から200 nM、150 nMから300 nM、17
5から300 nM、200 nMから300 nM、200 nMから400 nM、200 nMから500 nMである。
【０２０１】
　いくつかの態様において、BMP経路アンタゴニストの用量は、たとえば少なくとも1 nM
、少なくとも2 nM、少なくとも5 nM、少なくとも10 nM、少なくとも20 nM、少なくとも30
 nM、少なくとも40 nM、少なくとも50 nM、少なくとも60 nM、少なくとも70 nM、少なく
とも80 nM、少なくとも90 nM、少なくとも100 nM、少なくとも110 nM、少なくとも120 nM
、少なくとも130 nM、少なくとも140 nM、少なくとも150 nM、少なくとも160 nM、少なく
とも170 nM、少なくとも180 nM、少なくとも190 nM、少なくとも200 nM、少なくとも225 
nM、少なくとも250 nM、少なくとも275 nM、少なくとも300 nM、少なくとも400 nM、少な
くとも500 nMまたはそれより多い。
【０２０２】
　MAPKK ERK阻害剤：本明細書において、MAPKK/ERK阻害剤による処置を含む、ヒト肺前駆
細胞を、Nkx2.1+Sox2+近位複能性気道前駆細胞またはNkx2.1+Sox9+遠位複能性前駆細胞へ
と分化させる方法が提供される。
【０２０３】
　マイトゲン活性化タンパク質キナーゼ（MAPK）シグナル伝達経路は、成長、分化、およ
びストレス応答などの細胞事象に関係している（J. Biol. Chem. (1993) 268, 14553-145
56）。今日までに4つの類似のMAPK経路、すなわちERK1/ERK2、JNK、p38、およびERK5が同
定されている。これらの経路は、MAPKKKがMAPKKをリン酸化して活性化し、MAPKKがMAPKを
リン酸化して活性化するという点において、線形のキナーゼカスケードである。今日まで
に、7つのMAPKK相同体（MEK1、MEK2、MKK3、MKK4/SEK、MEK5、MKK6、およびMKK7）、およ
び4つのMAPKファミリー（ERKl/2、JNK、p38、およびERK5）が同定されている。これらの
経路の活性化は、リン酸化を通して多数の基質の活性を調節する。これらの基質は、TCF
、c-myc、ATF2、およびAP-1成分、fosおよびJunなどの転写因子；細胞表面成分EGF-R；PH
AS-T、p90rsk、cPLA2およびc-Raf-1を含む細胞質成分；ならびにtauおよびMAP2などの細
胞骨格成分を含みうる。MAPKシグナル伝達カスケードは、増殖、分化、アポトーシス、お
よびストレス応答を含む細胞プロセスの制御に関係している。
【０２０４】
　MEKは、そのMAPK基質であるERK1およびERK2のリン酸化を触媒するMek/Erk経路において
戦略的に下流の位置を占める。Anderson et al. Nature 1990, v.343, pp. 651-653。ERK
経路において、MAPKKは、MEK（MAPキナーゼERKキナーゼ）に対応し、MAPKはERK（細胞外
調節キナーゼ）に対応する。
【０２０５】
　MAPKおよび／またはERK経路阻害剤のいくつかの非制限的な例は、SL327、U0126、SP600
125、PD98059、SB203580、およびCAY10561を含む。本明細書において記述される方法と共
に用いることができるさらなるMAPKおよび／またはERK経路阻害剤は、当業者に公知であ
る。
【０２０６】
　いくつかの態様において、MAPKK/ERKアンタゴニスト（たとえば、PD98059）にとって有
用な用量範囲は、0.1から5μM、たとえば、0.1から4μM、0.1から3μM、0.1から2μM、0.
1から1μM、0.1から0.5μM、0.5から3μM、0.5から2μM、0.5から1μM、1から2μM、1.5
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から2μM、1から1.5μM、2から5μM、3から5μM、4から5μMである。
【０２０７】
　いくつかの態様において、MAPKK/ERKアンタゴニストの用量は、たとえば少なくとも0.1
μM、少なくとも0.5μM、少なくとも1μM、少なくとも1.1μM、少なくとも1.2μM、少な
くとも1.3μM、少なくとも1.4μM、少なくとも1.5μM、少なくとも1.6μM、少なくとも1.
7μM、少なくとも1.8μM、少なくとも1.9μM、少なくとも2μM、少なくとも2.5μM、少な
くとも3μM、少なくとも4μM、少なくとも5μMまたはそれより多い。
【０２０８】
　FGF活性化：線維芽細胞増殖因子、またはFGFは、血管新生、創傷治癒、および胚の発達
において役割を果たす増殖因子ファミリーである。FGFおよびその機能的断片またはアナ
ログは、本明細書において記述されるように、ヒト肺前駆細胞をたとえば近位複能性気道
前駆細胞、遠位複能性肺前駆細胞、および複能性気道基底幹細胞へと分化させるために有
用である。
【０２０９】
　FGFは、細胞表面会合ヘパラン硫酸プロテオグリカンと相互作用して、FGFシグナル伝達
を行うヘパリン結合タンパク質である。FGFファミリーの少なくとも22個の異なるメンバ
ーが同定されている。FGFl、FGF2、FGF3、FGF4、FGF5、FGF6、FGF7、FGF8、FGF9、および
FGF10は、線維芽細胞増殖因子受容体（FGFR）を通して結合してシグナル伝達を行う。
【０２１０】
　FGFは、多様な細胞タイプにおいて有糸分裂を誘導して、同様に調節、形態学的、およ
び内分泌効果を有する。FGFは、胚の発達を通して機能して、中胚葉の誘導、前方-後方パ
ターン形成、脚発達、神経誘導、および神経発達を助ける。1つの態様において、本明細
書において記述される方法と共に用いるために好ましいFGFは、FGF7であり、これはまた
ケラチノサイト増殖因子（KGF）としても知られている。
【０２１１】
　いくつかの態様において、FGF7またはFGF2にとって有用な用量範囲は、10から200 ng/m
L、たとえば10から100 ng/mL、10から50 ng/mL、15から200 ng/mL、20から200 ng/mL、30
から200 ng/mL、40から200 ng/mL、50から200 ng/mL、60から200 ng/mL、70から200 ng/m
L、80から200 ng/mL、90から200 ng/mL、100から200 ng/mL、または150から200 ng/mLで
ある。
【０２１２】
　いくつかの態様において、FGF7またはFGF2の用量は、たとえば少なくとも10 ng/mL、少
なくとも20 ng/mL、少なくとも30 ng/mL、少なくとも40 ng/mL、少なくとも50 ng/mL、少
なくとも60 ng/mL、少なくとも70 ng/mL、少なくとも80 ng/mL、少なくとも90 ng/mL、少
なくとも100 ng/mL、少なくとも110 ng/mL、少なくとも120 ng/mL、少なくとも130 ng/mL
、少なくとも140 ng/mL、少なくとも150 ng/mL、少なくとも160 ng/mL、少なくとも170 n
g/mL、少なくとも180 ng/mL、少なくとも190 ng/mL、少なくとも200 ng/mL、少なくとも2
25 ng/mL、少なくとも250 ng/mL、またはそれより多い。
【０２１３】
　Wnt経路の調整：理論に拘束されたくはないが、Wntタンパク質およびその同源の受容体
は、少なくとも2つの別個の細胞内経路を通してシグナルを伝達する。「基準の」Wntシグ
ナル伝達経路（本明細書においてWnt/β-カテニン経路と呼ぶ）は、TCF関連タンパク質を
通して転写を活性化するためにβ-カテニンを介してのWntシグナル伝達を伴う（van de W
etering et al. (2002) Cell 109 Suppl:S13-9; Moon et al. (2002) Science 296(5573)
: 1644-6）。Wntがタンパク質キナーゼC（PKC）、カルシウム／カルモジュリン依存的キ
ナーゼII（CaMKII）、JNK、およびRho-GTPアーゼを活性化する基準ではない代替経路が存
在し（Veeman et al. (2003) Dev Cell 5(3):367-77）、しばしば、細胞極性の制御に関
係している。
【０２１４】
　Wntアンタゴニスト：本明細書において、細胞にWntアンタゴニストを接触させることに
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よって、ヒト肺前駆細胞を、より分化した幹細胞表現型、たとえばNkx2.1+Sox2+近位複能
性気道前駆細胞またはNkx2.1+Sox9+遠位複能性肺前駆細胞、またはNkx2.1+p63+複能性気
道基底幹細胞へと分化させるための方法が提供される。
【０２１５】
　本明細書において用いられる「Wntアンタゴニスト」または「Wnt阻害剤」という用語は
、Wnt/β-カテニン経路を阻害する、またはWnt/β-シグナル伝達の阻害剤の活性および／
または発現を増強する任意の物質、たとえばGSK-3β活性の活性化剤または増強剤を意味
する。本明細書において用いられるWnt阻害物質は、たとえばWntまたはβ-カテニン、ま
たはWnt依存的遺伝子および／またはタンパク質の発現および／または活性の減少、なら
びにWntおよび／またはβカテニンの内因性の阻害剤の発現および／または活性の増加、
またはWnt/β-カテニン経路の成分の内因性の阻害剤の発現および／または活性の増加、
たとえばGSK-3βの発現の増加により、しかしこれらに限定されないが、経路に沿って任
意の点でWnt/β-カテニン経路を抑制することができる。
【０２１６】
　Wntアンタゴニストのいくつかの非制限的な例には、Wnt経路阻害剤V（(E)-4-(2,6-ジフ
ルオロスチリル)-N,N-ジメチルアニリンとしても知られる）、IWR-1 endo、IWP-2、CCT03
6477、および配列t-Boc-NH-Met-Asp-Gly-Cys-Glu-Leu-C02Hを含むペプチドが挙げられる
。
【０２１７】
　いくつかの態様において、Wntアンタゴニスト（たとえば、IWR-1）にとって有用な用量
範囲は、20から200 ng/mL、30から200 ng/mL、40から200 ng/mL、50から200 ng/mL、60か
ら200 ng/mL、70から200 ng/mL、80から200 ng/mL、90から200 ng/mL、100から200 ng/mL
、または150から200 ng/mLである。
【０２１８】
　いくつかの態様において、Wntアンタゴニストの用量は、たとえば少なくとも20 ng/mL
、少なくとも30 ng/mL、少なくとも40 ng/mL、少なくとも50 ng/mL、少なくとも60 ng/mL
、少なくとも70 ng/mL、少なくとも80 ng/mL、少なくとも90 ng/mL、少なくとも100 ng/m
L、少なくとも110 ng/mL、少なくとも120 ng/mL、少なくとも130 ng/mL、少なくとも140 
ng/mL、少なくとも150 ng/mL、少なくとも160 ng/mL、少なくとも170 ng/mL、少なくとも
180 ng/mL、少なくとも190 ng/mL、少なくとも200 ng/mL、またはそれより多い。
【０２１９】
　Wntアゴニスト：本明細書において、細胞にWntアゴニストを接触させることによって、
ヒト前腸内胚葉細胞をより分化した細胞タイプ、たとえば、Nkx2.1+Tuj陰性Pax8陰性肺前
駆細胞へと分化させる方法が提供される。
【０２２０】
　本明細書において用いられる「Wntアゴニスト」という用語は、Wnt/β-カテニン経路を
活性化する、またはWnt/β-カテニンシグナル伝達の阻害剤の活性および／または発現を
阻害する任意の物質、たとえばGSK-3β活性のアンタゴニストまたは阻害剤を意味する。
本明細書において用いられるWnt活性化物質は、たとえばWntまたはβカテニン、またはWn
t依存的遺伝子および／またはタンパク質の発現および／または活性の増加、ならびにWnt
および／またはβ-カテニンの内因性の阻害剤の発現および／または活性の減少、またはW
nt/β-カテニン経路の成分の内因性の阻害剤の発現および／または活性の減少、たとえば
GSK-3βの発現の減少により、しかしこれらに限定されないが、経路に沿った任意の時点
で、Wnt/β-カテニン経路を通してシグナル伝達を増強することができる。
【０２２１】
　Wnt経路アゴニストのいくつかの非制限的な例には、CHIR9902、2-アミノ-4-[3,4-(メチ
レンジオキシ)ベンジル-アミノ]-6-(3-メトキシフェニル)ピリミジン、BIO、(2'Z,3'E)-6
-ブロモインジルビン-3'-オキシム、5-(フラン-2-イル)-N-(3-(1H-イミダゾル-1-イル)プ
ロピル)-l,2-オキサゾール-3-カルボキサミド、およびSKL2001が挙げられる。
【０２２２】
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　いくつかの態様において、Wntアゴニスト（たとえば、CHIR9902）にとって有用な用量
範囲は、20から200 ng/mL、30から200 ng/mL、40から200 ng/mL、50から200 ng/mL、60か
ら200 ng/mL、70から200 ng/mL、80から200 ng/mL、90から200 ng/mL、100から200 ng/mL
、または150から200 ng/mLである。
【０２２３】
　いくつかの態様において、Wntアゴニストの用量は、たとえば少なくとも20 ng/mL、少
なくとも30 ng/mL、少なくとも40 ng/mL、少なくとも50 ng/mL、少なくとも60 ng/mL、少
なくとも70 ng/mL、少なくとも80 ng/mL、少なくとも90 ng/mL、少なくとも100 ng/mL、
少なくとも110 ng/mL、少なくとも120 ng/mL、少なくとも130 ng/mL、少なくとも140 ng/
mL、少なくとも150 ng/mL、少なくとも160 ng/mL、少なくとも170 ng/mL、少なくとも180
 ng/mL、少なくとも190 ng/mL、少なくとも200 ng/mL、またはそれより多い。
【０２２４】
　いくつかの態様において、Wntアゴニスト（たとえば、CHIR9902）にとって有用な用量
範囲は、0.1から5μM、たとえば0.1から4μM、0.1から3μM、0.1から2μM、0.1から1μM
、0.1から0.5μM、0.5から3μM、0.5から2μM、0.5から1μM、1から2μM、1.5から2μM、
1から1.5μM、2から5μM、3から5μM、4から5μMである。
【０２２５】
　いくつかの態様において、Wntアゴニスト（たとえば、CHIR9902）の用量は、たとえば
少なくとも0.1μM、少なくとも0.5μM、少なくとも1μM、少なくとも1.1μM、少なくとも
1.2μM、少なくとも1.3μM、少なくとも1.4μM、少なくとも1.5μM、少なくとも1.6μM、
少なくとも1.7μM、少なくとも1.8μM、少なくとも1.9μM、少なくとも2μM、少なくとも
2.5μM、少なくとも3μM、少なくとも4μM、少なくとも5μM、またはそれより多い。
【０２２６】
　PI3キナーゼ阻害剤：ホスホイノシチド3-キナーゼ（PI3K）は、イノシトール環の3-ヒ
ドロキシル残基で脂質をリン酸化する脂質キナーゼである（Whitman et al (1988) Natur
e, 332:664）。PI3キナーゼによって生成された3-リン酸化リン脂質（PIP3）は、Aktおよ
びホスホイノシチド依存的キナーゼ1（PDK1）などの、脂質結合ドメイン（plekstrin hom
ology（PH）領域を含む）を有するキナーゼを動員する二次伝達物質として作用する。膜P
IP3にAktが結合すると、Aktの細胞質膜への移動が起こり、AktはPDK1と接触して、これが
Akt活性化の原因となる。腫瘍抑制性ホスファターゼであるPTENは、PIP3を脱リン酸化し
て、それゆえAkt活性化の負の調節因子として作用する。PI3キナーゼAktおよびPDK1は、
細胞周期の調節、増殖、生存、アポトーシス、および移動性を含む多くの細胞プロセスの
調節において重要であり、癌、糖尿病、および免疫の炎症などの疾患の分子機序の有意な
成分である（Vivanco et al (2002) Nature Rev. Cancer 2:489; Phillips et al (1998)
 Cancer 83:41）。
【０２２７】
　本明細書において用いられるように、「PI3キナーゼ阻害剤」または「PI3キナーゼアン
タゴニスト」という用語は、PI3キナーゼの活性を阻害する任意の物質を意味する。本明
細書において記述される方法によって有用であるPI3キナーゼ阻害剤のいくつかの非制限
的な例には、LY294002、ワートマニン、PIK-75、ZSTK474、およびPp242が挙げられる。
【０２２８】
　いくつかの態様において、PI3キナーゼ阻害剤（たとえば、ZSTK474、またはPIK-75）に
とって有用な用量範囲は、0.1から5μM、たとえば0.1から4μM、0.1から3μM、0.1から2
μM、0.1から1μM、0.1から0.5μM、0.5から3μM、0.5から2μM、0.5から1μM、1から2μ
M、1.5から2μM、1から1.5μM、2から5μM、3から5μM、4から5μMである。
【０２２９】
　いくつかの態様において、PI3キナーゼ阻害剤（たとえば、ZSTK474、またはPIK-75）の
用量は、たとえば少なくとも0.1μM、少なくとも0.5μM、少なくとも1μM、少なくとも1.
1μM、少なくとも1.2μM、少なくとも1.3μM、少なくとも1.4μM、少なくとも1.5μM、少
なくとも1.6μM、少なくとも1.7μM、少なくとも1.8μM、少なくとも1.9μM、少なくとも
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2μM、少なくとも2.5μM、少なくとも3μM、少なくとも4μM、少なくとも5μM、またはそ
れより多い。
【０２３０】
ヒト肺前駆細胞の分化のモニタリング
　本明細書において、多能性幹細胞（たとえば、前方前腸内胚葉細胞、胚体内胚葉細胞、
ES細胞、またはiPSC）を、ヒト肺前駆細胞へと分化または再分化させて、任意でそのよう
なヒト肺前駆細胞を基底細胞、クララ細胞、繊毛細胞、および／または杯細胞などの肺気
道細胞へとさらに分化させる方法が提供される。これらの局面は、多能性幹細胞を、肺お
よび／または気道系列に拘束される幹細胞または前駆細胞へと分化させる方法を新たに発
見したことに基づいている。そのような方法は、本明細書における実施例の章に例示され
る。同様に、本明細書において、肺細胞特異的である1つまたは複数の細胞表面マーカー
または他のマーカーの存在などの、特定の特徴を有するヒト肺前駆細胞の組成物が提供さ
れる。またはもしくは加えて、本明細書において記述されるヒト肺前駆細胞組成物は、胚
幹細胞または人工多能性幹細胞のマーカーを欠如する。本明細書において記述される方法
の1つの態様において、胚幹細胞またはiPSCから完全分化肺細胞へのスペクトルに沿った
分化の程度を決定するために、1つまたは複数の細胞表面マーカーが用いられる。
【０２３１】
　細胞表面マーカー、特に幹細胞表面マーカーは、細胞の分化または脱分化状態を同定す
るために、本明細書において記述される方法および組成物によって有用である。たとえば
、体細胞の人工多能性幹細胞へのリプログラミングの際に、幹細胞マーカーの活性化を用
いて、体細胞が（部分的または完全に）脱分化していることを確認することができる。ま
たは、ES細胞またはiPSCのヒト肺前駆細胞への分化の際に、肺特異的マーカーの活性化を
用いて、幹細胞が受けている分化の程度を確認することができる。加えて、特定の肺特異
的マーカーの活性化または非活性化を用いて、ヒト肺前駆細胞の複能性の程度を決定する
ことができる。これは、細胞上に存在するまたは細胞によって発現される肺特異的マーカ
ーを、発達の際の肺細胞のマーカープロファイルと比較して、胚発達の際の対応する肺細
胞の公知の程度の複能性に基づいて、分化細胞の複能性の程度を推定することによって行
われうる。
【０２３２】
　マーカー特異的物質、例として所望の幹細胞上の細胞表面マーカーまたは抗原を認識し
てこれに結合する標識抗体を用いて、幹細胞マーカーを認識することができる。所定のマ
ーカーまたはマーカーの組に対して特異的な抗体または類似の物質を用いて、蛍光活性化
セルソーティング（FACS）、パニング法、磁気粒子選択、粒子ソーター選択、ならびに密
度分離（Xu et al. (2002) Circ. Res. 91 :501; 米国特許出願第20030022367号）および
他の物理的特性に基づく分離（Doevendans et al. (2000) J. Mol. Cell. Cardiol. 32:8
39-851）を含む当業者に公知の他の方法を用いて、所望の幹細胞を分離および単離するこ
とができる。
【０２３３】
　または、前駆細胞または幹細胞を、組織特異的プロモーターおよび／または特異的遺伝
子プロモーターに機能的に連結されたレポータータンパク質を発現するように遺伝子操作
することができる場合には、遺伝子選択法を用いることができ、それゆえ、所望の幹細胞
を単離および濃縮するための陽性選択法の場合にはレポーターの発現を用いることができ
る。たとえば、マーカータンパク質を所望の幹細胞において活性であるプロモーターに機
能的に連結させるために、遺伝子操作法によって蛍光レポータータンパク質を所望の幹細
胞において発現させることができる（Klug et al. (1996) J. Clin. Invest. 98:216-224
;米国特許第6,737,054号）。いくつかの態様において、ヒト肺前駆細胞が誘導される元と
なる細胞は、遺伝的手段を用いて修飾されない。陽性選択のための他のアプローチは、例
としてKlugら、前記によって記述される、密度勾配遠心分離による所望の細胞の濃縮を伴
う薬物選択を含む。陰性選択は、望ましくないマーカーまたは特徴、たとえば線維芽細胞
マーカー、上皮細胞マーカー等を有する細胞を選択して除去することによって行うことが
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できる。
【０２３４】
　未分化ES細胞は、未分化細胞の存在を検出するためのマーカーとして用いることができ
る遺伝子を発現する。そのような遺伝子のポリペプチド産物を、陰性選択のマーカーとし
て用いることができる。たとえば、その各々が参照により本明細書に組み入れられる、米
国特許出願第2003/0224411 Al号；Bhattacharya (2004) Blood 103(8):2956-64;およびTh
omson (1998)、前記を参照されたい。ヒトES細胞株は、ステージ特異的胚抗原（SSEA）-3
、SSEA-4、TRA-I-60、TRA-1-81、およびアルカリホスファターゼを含むがこれらに限定さ
れるわけではない、未分化非ヒト霊長類ESおよびヒトEC細胞を特徴付けする細胞表面マー
カーを発現する。SSEA-4エピトープを有するグロボ系糖脂質GL7は、SSEA-3エピトープを
有するグロボ系糖脂質Gb5にシアル酸を付加することによって形成される。このように、G
L7は、SSEA-3とSSEA-4の両方に対する抗体に反応する。未分化ヒトES細胞株は、SSEA-1に
関して染色されないが、分化細胞は、SSEA-1に対して強い染色を示す。未分化型のhES細
胞を増殖させる方法は、その全内容が参照により本明細書に組み入れられる、WO 99/2074
1、WO 01/51616、およびWO 03/020920に記述される。
【０２３５】
　肺前駆細胞上に発現される例示的な細胞表面マーカーには、Sox2、Sox9、p63、FoxP2、
ETV4/5、FoxA2、Nkx2.1、Gata6、ID2、CK5、NGFR、FoxJ1、CCSP、Scgb3a2、Muc5ac、T1a
、Spc、およびScgnが挙げられるがこれらに限定されるわけではない。そのような細胞表
面マーカーの組み合わせを有する特定の細胞組成物を、本明細書において実施例の章に例
示する。
【０２３６】
　いくつかの態様において、ヒト肺前駆細胞は、濃縮細胞集団である；すなわち、細胞集
団におけるヒト肺前駆細胞の百分率（たとえば、細胞の百分率）は、集団における細胞総
数の少なくとも10％である。たとえば、濃縮集団は、少なくとも15％のヒト肺前駆細胞を
含み、集団の少なくとも20％、少なくとも30％、少なくとも40％、少なくとも50％、少な
くとも60％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも95％、少な
くとも99％、または100％さえもがヒト肺前駆細胞を含む。いくつかの態様において、細
胞集団は、細胞少なくとも100個、少なくとも500個、少なくとも1000個、少なくとも1×1
04個、少なくとも1×105個、少なくとも1×106個、少なくとも1×107個、少なくとも1×1
08個、少なくとも1×109個、少なくとも1×1010個、少なくとも1×1011個、少なくとも1
×1012個、少なくとも1×1013個、少なくとも1×1014個、少なくとも1×1015個、または
それより多くの細胞を含む。
【０２３７】
　1つの態様において、本明細書において記述されるヒト肺前駆細胞は、腫瘍細胞または
癌細胞ではない。そのような態様において、ヒト肺前駆細胞は、たとえば細胞マーカープ
ロファイルを用いて、腫瘍細胞または癌細胞とは区別されうる。
【０２３８】
足場組成物
　生物学的適合性の合成、天然、ならびに半合成ポリマーを、足場材料として用いること
ができるポリマー粒子を合成するために用いることができる。一般的に、本明細書におい
て記述される方法の実践に関して、足場は、肺前駆細胞を、植え込み前にポリマーから単
離することができるよう、または足場が対象において経時的に分解して除去の必要がない
ように、生分解性である。このように1つの態様において、足場は、ヒト肺前駆細胞が成
長するための、および／またはそれを必要とする対象に送達するための一時的構造を提供
する。いくつかの態様において、足場によって、ヒト肺前駆細胞は、それを必要とする対
象に移植または投与するために適した形状で成長することができ、それによって植え込み
前に足場を除去することが可能となり、足場そのものによって開始される拒絶またはアレ
ルギー反応のリスクを減少させることができる。
【０２３９】
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　用いることができるポリマーの例には、天然および合成ポリマーが挙げられるが、再現
性および徐放性速度論の点から、合成ポリマーが好ましい。用いることができる合成ポリ
マーは、ポリ(乳酸)（PLA）、ポリ(グリコール酸)（PGA）、ポリ(ラクチド-コ-グリコリ
ド)（PLGA）、および他のポリヒドロキシ酸、ポリ(カプロラクトン)、ポリカーボネート
、ポリアミド、ポリアンヒドリド、ポリホスファゼン、ポリアミノ酸、ポリオルトエステ
ル、ポリアセタール、ポリシアノアクリレート、および生分解性のポリウレタンなどの生
分解性のポリマー；ポリアクリル酸、エチレン-酢酸ビニルポリマー、および他のアシル
置換酢酸セルロースおよびその誘導体などの非生分解性のポリマー；ポリウレタン、ポリ
スチレン、ポリ塩化ビニル、ポリフッ化ビニル、ポリ(ビニルイミダゾール)、クロロスル
ホン化ポリオレフィン、およびポリエチレンオキサイドを含む。生分解性の天然ポリマー
の例には、アルブミン、コラーゲン、フィブリン、シルク、合成ポリアミノ酸、およびプ
ロラミンなどのタンパク質；アルジネート、ヘパリンなどの多糖類；ならびに他の天然に
存在する生分解性の糖単位のポリマーが挙げられる。または、上記のポリマーの組み合わ
せを用いることができる。
【０２４０】
　PLA、PGA、およびPLA/PGAコポリマーは、生分解性の足場を形成するために特に有用で
ある。PLAポリマーは、通常、乳酸の環状エステルから調製される。L（+）型およびD（-
）型乳酸の両方、ならびにD（-）およびL（+）乳酸の光学的に不活性なDL-乳酸混合物を
用いて、PLAポリマーを調製することができる。ポリ乳酸を調製する方法は、特許文献に
十分に報告されている。その教示が参照により本明細書に組み入れられる以下の米国特許
は、適したポリ乳酸、その特性およびその調製を詳細に記述している：Doroughに対する
米国特許第1,995,970号 ；Schneider に対する米国特許第2,703,316号；Salzbergに対す
る米国特許第2,758,987号；Zeileに対する米国特許第2,951,828号；Higginsに対する米国
特許第2,676,945号；およびTrehuに対する米国特許第2,683,136号；第3,531,561号。
【０２４１】
　PGAは、グリコール酸（ヒドロキシ酢酸）のホモポリマーである。グリコール酸のポリ(
グリコール酸)への変換において、グリコール酸は、最初に自身と反応して環状エステル
グリコリドを形成し、次に、熱および触媒の存在下で高分子量の直鎖ポリマーへと変換さ
れる。PGAポリマーおよびその特性は、Cyanamid Research Develops World's First Synt
hetic Absorbable Suture", Chemistry and Industry, 905 (1970)においてより詳細に記
述されている。
【０２４２】
　繊維は、融解紡糸、押し出し、鋳造、またはポリマー加工領域において周知の他の技術
によって形成されうる。好ましい溶媒は、植え込み前に足場を除去するために用いる場合
、加工によって完全に除去されるか、または加工後に残っている量で生物学的適合性であ
る溶媒である。
【０２４３】
　マトリクスにおいて用いられるポリマーは、細胞がその後に成長および増殖するために
適切な支持体を提供するために必要な力学的および生化学的パラメータを満たすべきであ
る。ポリマーを、Instronテスターを用いて引張力などの力学的特性に関して、ゲル透過
クロマトグラフィー（GPC）によってポリマーの分子量に関して、示差走査熱量測定（DSC
）によってガラス転移温度に関して、および赤外線（IR）分光法によって結合構造に関し
て特徴付けすることができる。
【０２４４】
　足場は、任意の所望の形状の足場でありえて、本明細書において記述される方法にとっ
て有用である広範囲の幾何学的構造を含みうる。形状の非制限的なリストは、たとえば、
中でも中空粒子、チューブ、シート、円柱、球、および繊維を含む。足場の形状またはサ
イズは、細胞の成長、細胞分化、細胞増殖、または他の任意の細胞プロセスを実質的に妨
害してはならず、または足場は、たとえばアポトーシスもしくは壊死によって細胞死を誘
導してはならない。加えて、足場の形状は、細胞の生存率が損なわれないように、集団中
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の細胞に周辺の培地からの栄養が送達されるために適切な表面積が確実に得られるように
注意すべきである。足場の多孔性はまた、当業者の希望に応じて変化させることができる
。
【０２４５】
　いくつかの態様において、ポリマーに対する細胞の接着は、基底膜成分、寒天、アガロ
ース、ゼラチン、アラビアゴム、I型、II型、III型、IV型、およびV型コラーゲン、フィ
ブロネクチン、ラミニン、グリコサミノグリカン、ポリビニルアルコール、その混合物、
ならびに細胞培養または組織工学の当業者に公知の他の親水性材料およびペプチド接着材
料などの化合物によってポリマーをコーティングすることによって増強される。ポリマー
足場をコーティングする材料の例には、ポリビニルアルコールおよびコラーゲンが挙げら
れる。
【０２４６】
　いくつかの態様において、足場は、脱細胞肺組織を含みうる。脱細胞肺組織を産生する
方法は、当技術分野において公知であり、たとえばWO2011/005306を参照されたい。簡単
に説明すると、脱細胞プロセスは、肺組織からその細胞を化学的に剥離して、細胞の破片
を除去し、細胞外マトリクス構造を残す段階を伴う。次に、細胞外マトリクスに、本明細
書において記述されるヒト肺前駆細胞を、任意で他の生物活性物質と共に再生着させるこ
とができる。そのような脱細胞足場は、対象自身の肺の一部から調製することができ、そ
れゆえ、再生着させて投与した足場に応答した拒絶またはアレルギー反応のリスクを最小
限にすることができる。
【０２４７】
　いくつかの態様において、足場に生物活性分子を添加することが望ましくなりうる。多
様な生物活性分子を、本明細書において記述されるマトリクスを用いて送達することがで
きる。これらは、一般的に本明細書において「因子」または「生物活性因子」と呼ばれる
。
【０２４８】
　1つの態様において、生物活性因子は、増殖因子を含む。増殖因子の例には、血小板誘
導増殖因子（PDGF）、トランスフォーミング増殖因子αまたはβ（TGFβ）、骨形態形成
タンパク質4（BMP4）、線維芽細胞増殖因子7（FGF7）、線維芽細胞増殖因子10（FGF10）
、上皮細胞増殖因子（EGF/TGFα）、血管内皮増殖因子（VEGF）が挙げられるが、それら
のいくつかはまた血管新生因子でもある。
【０２４９】
　これらの因子は、当業者に公知であり、市販されているか、または文献に記述されてい
る。生物活性分子を、マトリクスに組み入れて、マトリクスの拡散および／または分解に
よって経時的に放出することができるか、またはそれらを細胞浮遊液と共に懸濁させるこ
とができる。
【０２５０】
肺疾患／障害および肺損傷の処置
　本明細書において提供される方法および組成物は、ヒト肺前駆細胞の作製および使用に
関する。したがって、本明細書において、それを必要とする対象における肺損傷または肺
疾患もしくは肺障害を処置および予防する方法が提供される。本明細書において記述され
る方法は、肺または気道の構造に対する病的損傷および／または肺胞の損傷が起こる疾患
などの、多数の肺疾患またはその症状を処置、改善、予防、または遅らせるために用いる
ことができる。「呼吸器障害」、「呼吸器疾患」、「肺疾患」、「肺障害」、「肺（pulm
onary）疾患」および「肺（pulmonary）障害」という用語は、本明細書において互換的に
用いられ、肺、胸腔、気管支、気管、上気道、気道、または気道系の他の成分もしくは構
造を含む、呼吸器および／または呼吸器系に関連する任意の状態および／または障害を意
味する。
【０２５１】
　そのような肺疾患は、気管支肺胞形成異常（BPD）、慢性閉塞性肺疾患（COPD）、嚢胞
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性線維症、気管支拡張、肺性心、肺炎、肺膿瘍、急性気管支炎、慢性気管支炎、気腫、肺
臓炎（たとえば、過敏性肺臓炎または放射線の曝露に関連する肺臓炎）、肺胞肺疾患、お
よび間質性肺疾患、環境性肺疾患（たとえば、アスベスト、燻煙、またはガスの曝露に関
連する）、嚥下性肺炎、肺出血症候群、アミロイドーシス、結合組織病、全身性硬化症、
強直性脊椎炎、肺アクチノミセス症、肺胞タンパク症、肺炭疽、肺浮腫、肺塞栓、肺の炎
症、肺ヒスチオサイトーシスX、肺高血圧症、サーファクタント欠乏、肺形成不全、肺新
生物、肺ノカルジア症、肺結核、肺静脈閉塞疾患、リウマチ性肺疾患、サルコイドーシス
、肺切除後、ヴェーゲナー肉芽腫症、アレルギー性肉芽腫症、肉芽腫性脈管炎、好酸球増
加症、喘息および気道の過敏症（AHR）（たとえば、軽度間欠性喘息、軽度持続性喘息、
中等度持続性喘息、重度持続性喘息、急性喘息、慢性喘息、アトピー性喘息、アレルギー
性喘息、または特異体質性喘息）、アレルギー性気管支肺アスペルギルス症、慢性静脈洞
炎、膵不全、肺または血管の炎症、細菌またはウイルス感染症、たとえば、インフルエン
ザ菌（Haemophilus influenzae）、黄色ブドウ球菌（S. aureus）、緑膿菌（Pseudomonas
 aeruginosa）感染症もしくは呼吸器多核体ウイルス（RSV）感染症、またはグレードI、I
I、III、もしくはIV RDSなどの急性もしくは慢性の成人もしくは小児呼吸窮迫症候群（RD
S）、またはたとえば敗血症、肺炎、再灌流、無気肺、もしくは胸部外傷に関連するRDSを
含むがこれらに限定されるわけではない。
【０２５２】
　慢性閉塞性肺疾患（COPD）は、上気道、中気道、細気管支、または肺実質に気流の閉塞
が存在する疾患を含み、気管狭窄、気管右室肥大性肺高血圧症、多発性軟骨炎、気管支拡
張、細気管支炎、たとえば特発性細気管支炎、繊毛ジスキネジア、喘息、肺気腫、結合組
織病、慢性気管支炎または肺移植の細気管支炎として出現しうる、またはそれらに関連し
うる。
【０２５３】
　本明細書において記述される方法はまた、気道上皮損傷、気道平滑筋痙縮、または気道
過敏症、気道粘膜浮腫、粘液分泌増加、過度のT細胞活性化、または落屑、無気肺、肺性
心、気胸、皮下気腫、呼吸困難、咳、喘鳴、息切れ、頻呼吸、疲労、最初の1秒間の努力
呼気量（FEV1）の減少、動脈低酸素症、呼吸性アシドーシス、IL-4、IL-5、IgE、ヒスタ
ミン、サブスタンスP、ニューロキニンA、カルシトニン遺伝子関連ペプチドまたはトロン
ボキサンもしくはロイコトリエン（LTD4またはLTC4）などのアラキドン酸代謝物などのメ
ディエータの望ましくない上昇レベル、およびたとえば好酸球、リンパ球、マクロファー
ジまたは顆粒球による気道壁細胞浸潤を含む炎症を含む、急性または慢性の肺疾患／障害
、またはその症状または合併症を処置または改善するために用いることができる。
【０２５４】
　これらおよび他の呼吸器または肺の状態または症状のいずれも当技術分野において公知
である。たとえば、The Merck Manual, 17th edition, M. H. Beers and R. Berkow edit
ors, 1999, Merck Research Laboratories, Whitehouse Station, N.J., ISBN 0911910-1
0-7、または本明細書において引用される他の参考文献を参照されたい。
【０２５５】
　本明細書において用いられる、「投与する」、「導入する」、および「移植する」とい
う用語は、細胞、たとえば本明細書において記述される肺前駆細胞を、所望の効果が得ら
れるように、損傷部位または修復部位などの所望の部位で、導入した細胞の少なくとも部
分的局在が得られる方法または経路によって対象に留置するという文脈において互換的に
用いられる。細胞、たとえば肺前駆細胞またはその分化子孫（たとえば、気道前駆細胞、
基底細胞、クララ細胞、繊毛細胞または杯細胞）は、呼吸気道に直接植え込まれうるか、
または植え込まれた細胞もしくは細胞成分の少なくとも一部が生存したままである対象に
おける所望の位置への送達が得られる任意の適切な経路によって投与されうる。対象に投
与後の細胞の生存期間は、数時間、たとえば24時間もの短時間から数日、数年もの長期間
、すなわち長期間の生着でありうる。たとえば、本明細書において記述される局面のいく
つかの態様において、肺前駆細胞の有効量を、気管支肺形成異常を有する幼児の肺に気管
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内投与によって直接投与する。他の態様において、肺前駆細胞は、腹腔内または静脈内経
路などの間接的全身投与経路によって投与されうる。
【０２５６】
　予防的に提供される場合、本明細書において記述される肺前駆細胞を、肺障害の任意の
症状、たとえば喘息発作が起こる前の対象に、または未熟児に投与することができる。し
たがって、肺前駆細胞集団の予防的投与は、本明細書において開示される肺障害を予防す
るために役立つ。
【０２５７】
　治療的に提供される場合、肺前駆細胞は、肺障害の症状または指標の発生時（または発
生後）に、たとえばCOPDの発症時に提供される。
【０２５８】
　本明細書において記述される局面のいくつかの態様において、本明細書において記述さ
れる方法に従って投与される肺前駆細胞集団は、1例または複数例のドナーから得た同種
異系肺前駆細胞を含む。本明細書において用いられる「同種異系」とは、1つまたは複数
の座の遺伝子が同一ではない、同じ種の1例または複数例の異なるドナーから得られた肺
前駆細胞または肺前駆細胞を含む生物試料を意味する。たとえば、対象に投与される肺前
駆細胞集団は、1例もしくは複数例の無関係なドナー対象から得られた、または1例もしく
は複数例の非同一兄弟から得られた臍帯血から誘導することができる。いくつかの態様に
おいて、遺伝的に同一の動物から得られた細胞または遺伝的に同一の双子から得られた細
胞などの、同系の肺前駆細胞集団を用いることができる。この局面の他の態様において、
肺前駆細胞は自己細胞である。すなわち肺前駆細胞は対象から得られまたは単離され、同
じ対象に投与され、すなわちドナーとレシピエントは同一である。
【０２５９】
　処置される疾患／障害または損傷に応じて、ならびに肺損傷の位置に応じて、未分化ヒ
ト肺前駆細胞またはその分化細胞のいずれかを対象に投与することができる。
【０２６０】
薬学的に許容される担体
　本明細書において記述される、対象にヒト肺前駆細胞を投与する方法は、肺前駆細胞を
含む治療組成物を用いることを伴う。治療組成物は、細胞組成物と共に生理的に許容され
る担体を含み、および任意で、活性成分としてその中に溶解または分散される、本明細書
において記述される少なくとも1つの追加の生物活性物質を含む。好ましい態様において
、治療組成物は、治療目的で哺乳動物またはヒト患者に投与した場合に、それが望ましい
場合を除き、実質的に免疫原性ではない。本明細書において用いられる、「薬学的に許容
される」、「生理的に認容される」、およびその文法的変化形は、それらが組成物、担体
、希釈剤および試薬を意味する場合、互換的に用いられ、悪心、めまい、胃のむかつき、
移植片拒絶、アレルギー反応およびその他などの望ましくない生理的効果を生じることな
く、材料を哺乳動物に投与できることを表す。薬学的に許容される担体は、それが望まし
い場合を除き、混合される物質に対する免疫応答の発生を促進しない。その中に溶解また
は分散される活性成分を含む組成物の調製は、当技術分野において十分に理解されており
、処方に基づいて制限される必要はない。典型的に、そのような組成物は、液体溶液また
は懸濁液のいずれかの注射製剤として調製されるが、使用前に液体中での溶液または懸濁
液となるように適した固体剤形も同様に調製することができる。
【０２６１】
　一般的に、本明細書において記述されるヒト肺前駆細胞は、薬学的に許容される担体と
共に懸濁液として投与される。当業者は、細胞組成物において用いられる薬学的に許容さ
れる担体が、対象に送達される細胞の生存率を実質的に妨害する量の緩衝剤、化合物、凍
結保護剤、保存剤、または他の物質を含まないことを認識するであろう。細胞を含む製剤
は、たとえば細胞膜の完全性を維持することができる浸透圧緩衝剤、および任意で投与時
の細胞の生存率を維持するまたは生着を増強するための栄養を含みうる。そのような製剤
および懸濁剤は、当業者に公知であるか、および／またはルーチンの実験を用いて本明細
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書において記述されるヒト肺前駆細胞と共に用いるために適合させることができる。
【０２６２】
　細胞組成物はまた、乳化技法が細胞の生存率に有害に影響を及ぼさない限り、乳化され
うる、またはリポソーム組成物として提示されうる。細胞および他の任意の活性成分を、
薬学的に許容されて活性成分と適合性である賦形剤と、本明細書において記述される治療
法において用いるために適した量で混合することができる。
【０２６３】
　本明細書において記述される細胞組成物に含まれる追加の物質は、その中に成分の薬学
的に許容される塩を含みうる。薬学的に許容される塩は、たとえば、塩酸もしくはリン酸
などの無機酸、または酢酸、酒石酸、マンデル酸およびその他などの有機酸、によって形
成される酸付加塩（ポリペプチドの遊離のアミノ基によって形成される）を含む。遊離の
カルボキシル基によって形成される塩もまた、水酸化ナトリウム、水酸化カリウム、水酸
化アンモニウム、水酸化カルシウム、または水酸化第二鉄などの無機塩基、ならびにイソ
プロピルアミン、トリメチルアミン、2-エチルアミノエタノール、ヒスチジン、プロカイ
ン、およびその他などの有機塩基から誘導することができる。生理的に認容される担体は
当技術分野において周知である。例示的な液体担体は、活性成分および水のほかに材料を
含まない、または生理的pH値のリン酸ナトリウム、生理食塩水、もしくはリン酸緩衝生理
食塩液などのその両方の液などの緩衝液を含む滅菌水溶液である。なおさらに、水性担体
は、1つより多くの緩衝塩ならびに塩化ナトリウムおよび塩化カリウムなどの塩、デキス
トロース、ポリエチレングリコール、およびその他の溶質を含みうる。液体組成物はまた
、水に加えておよび水を除外して液相を含みうる。そのような追加の液相の例は、グリセ
リン、綿実油などの植物油、および水-油乳剤である。特定の障害または状態を処置する
ために有効である、本明細書において記述される細胞組成物において用いられる活性化合
物の量は、障害または状態の性質に依存して、標準的な臨床技術によって決定されうる。
【０２６４】
投与および効能
　本明細書において、ヒト肺前駆細胞またはその分化子孫を、それを必要とする対象に投
与する段階を含む、肺疾患、肺障害、または肺損傷を処置する方法が提供される。
【０２６５】
　測定されるまたは測定可能なパラメータは、疾患の臨床的に検出可能なマーカー、たと
えば臨床または生物学的マーカーの上昇したまたは抑制されたレベル、ならびに疾患また
は障害の症状またはマーカーの臨床的に容認される尺度に関連するパラメータを含む。し
かし、本明細書において開示される組成物および製剤の総1日量は、健全な医学的判断の
範囲内で主治医によって決定されると理解される。必要な正確な量は、処置される疾患の
タイプなどの要因に応じて変化する。
【０２６６】
　本明細書において用いられる「有効量」という用語は、肺損傷または肺疾患もしくは肺
障害の少なくとも1つまたは複数の症状を軽減するために必要なヒト肺前駆細胞集団また
はその子孫の量を意味し、所望の効果を提供するための、たとえば喫煙によって誘発され
る損傷または嚢胞性線維症を有する対象を処置するための組成物の十分量に関連する。そ
れゆえ、「治療的有効量」という用語は、肺疾患または肺障害を有する、またはそれらの
リスクを有する対象などの、典型的な対象に投与した場合に、特定の効果を促進するため
に十分であるヒト肺前駆細胞またはヒト肺前駆細胞を含む組成物の量を意味する。本明細
書において用いられる有効量はまた、疾患の症状の発生を防止するまたは遅らせる、疾患
の症状の経過を変化させる（たとえば、疾患の症状の進行を遅らせるがこれらに限定され
るわけではない）、または疾患の症状を逆転させるために十分な量を含むであろう。いか
なる所定の場合に関しても、当業者は、適切な「有効量」を、ルーチンの実験を用いて決
定することができると理解される。
【０２６７】
　いくつかの態様において、対象は最初に、本明細書において記述される方法に従って細
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胞を投与する前に、肺組織に影響を及ぼす疾患または障害を有すると診断される。いくつ
かの態様において、対象は最初に、細胞を投与する前に肺疾患もしくは肺障害を有する、
または肺疾患もしくは肺障害を発症するリスクを有すると診断される。たとえば、未熟児
は、肺疾患または肺障害を発症する有意なリスクを有しうる。
【０２６８】
　本明細書において記述される様々な局面において用いるために、ヒト肺前駆細胞の有効
量は、肺前駆細胞少なくとも102個、肺前駆細胞少なくとも5×102個、肺前駆細胞少なく
とも103個、肺前駆細胞少なくとも5×103個、肺前駆細胞少なくとも104個、肺前駆細胞少
なくとも5×104個、肺前駆細胞少なくとも105個、肺前駆細胞少なくとも2×105個、肺前
駆細胞少なくとも3×105個、肺前駆細胞少なくとも4×105個、肺前駆細胞少なくとも5×1
05個、肺前駆細胞少なくとも6×105個、肺前駆細胞少なくとも7×105個、肺前駆細胞少な
くとも8×105個、肺前駆細胞少なくとも9×105個、肺前駆細胞少なくとも1×106個、肺前
駆細胞少なくとも2×106個、肺前駆細胞少なくとも3×106個、肺前駆細胞少なくとも4×1
06個、肺前駆細胞少なくとも5×106個、肺前駆細胞少なくとも6×106個、肺前駆細胞少な
くとも7×106個、肺前駆細胞少なくとも8×106個、肺前駆細胞少なくとも9×106個、また
はその倍数を含む。肺前駆細胞は、1例もしくは複数例のドナーから誘導されうるか、ま
たは自己起源から得られうる。本明細書において記述される局面のいくつかの態様におい
て、肺前駆細胞を、それを必要とする対象に投与する前に、培養において増殖させる。
【０２６９】
　本明細書において記述される方法において用いるための例示的な投与様式には、注射、
肺内（鼻内および気管内を含む）注入、エアロゾルとしての吸入（鼻内を含む）、および
植え込み（足場材料を有するまたは有しない）が挙げられるがこれらに限定されるわけで
はない。「注射」は、静脈内、筋肉内、動脈内、皮内、腹腔内、経気管、および皮下を含
むがこれらに限定されるわけではない。本明細書において用いられる「非経口投与」およ
び「非経口投与される」という句は、腸管および表面投与以外の投与様式、通常、注射に
よる投与様式を意味し、静脈内、腹腔内、筋肉内、動脈内、皮内、経気管、および皮下投
与を含むがこれらに限定されるわけではない。
【０２７０】
　いくつかの態様において、肺前駆細胞の治療的有効量は、鼻内または気管内経路などの
肺内投与を用いて投与される。これらの方法のいくつかの局面において、肺前駆細胞の治
療的有効量は、腹腔内または静脈内経路などの全身投与を用いて投与される。これらの方
法の他の局面において、肺前駆細胞の治療的有効量は、肺内および腹腔内投与の両方を用
いて投与される。これらの方法は、肺疾患もしくは肺障害を有する、または肺疾患もしく
は肺障害を有するリスクを有するヒト対象の治療的または予防的処置を特に意図している
。本明細書において記述されるヒト肺前駆細胞は、対象において有効な処置が得られる任
意の適切な経路によって、任意の肺疾患または肺障害を有する対象に投与されうる。本明
細書において記述される局面のいくつかの態様において、細胞の投与前に、肺障害を有す
る対象が最初に選択される。
【０２７１】
　いくつかの態様において、肺前駆細胞の有効量は、肺内投与または送達によって対象に
投与される。本明細書において定義される「肺内」投与または送達は、Nkx2.1+Sox2+肺前
駆細胞などの肺前駆細胞集団が、経気管、気管内、および鼻内投与を含むがこれらに限定
されるわけではない、対象の気道とこれらの細胞との直接接触が起こる方法で投与される
、全ての投与経路を意味する。いくつかのそのような態様において、細胞は、鼻腔または
気管に注射される。いくつかの態様において、細胞は、対象によって直接吸入される。い
くつかの態様において、細胞の肺内送達は、細胞が、たとえば細胞浮遊液として、気管に
留置されたチューブまたは「気管挿管」を介して、挿管された対象に投与される投与法を
含む。
【０２７２】
　本明細書において用いられる「気管挿管」とは、プラスチックチューブなどの柔軟なチ
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ューブを気管内に留置することを意味する。最も一般的な気管挿管は、本明細書において
「経口気管内挿管」と呼ばれ、喉頭鏡の助けを借りて、気管内チューブを、口、咽頭、お
よび声帯の中を、気管まで通す方法である。次に、チューブをその場に固定するのを助け
るために、ならびに気道を、血液、吐物、および分泌物から保護するために、チューブの
遠位末端近傍で球を膨らませる。いくつかの態様において、細胞は、チューブを鼻、咽頭
、声帯、および気管の中に通す気管挿管として定義される「経鼻気管内挿管」を有する対
象に投与される。
【０２７３】
　いくつかの態様において、肺前駆細胞の有効量は、静脈内投与などの全身投与によって
対象に投与される。
【０２７４】
　本明細書において用いられる「全身投与」、「全身に投与される」、「末梢投与」およ
び「末梢に投与される」という句は、細胞が対象の循環系に入り、このように、代謝およ
び他の類似のプロセスを受けるように、肺前駆細胞集団を標的部位、組織、または肺など
の器官への直接投与以外で投与することを意味する。
【０２７５】
　本明細書において記述される局面のいくつかの態様において、明確な効果を達成するた
めに、1つまたは複数の投与経路が対象において用いられる。たとえば、肺上皮を処置ま
たは修復するために、および肺血管を修復および再生するためにそれぞれ、肺前駆細胞を
気管内投与経路と腹腔内投与経路の両方によって対象に投与することができる。そのよう
な態様において、単離または濃縮肺前駆細胞の異なる有効量を、各投与経路のために用い
ることができる。
【０２７６】
　エアロゾル投与を用いる場合、ネブライザー装置は、特定の組成物を投薬するために適
した製剤を必要とする。製剤の選択は、用いられる特異的組成物および投与される肺前駆
細胞数に依存し、そのような製剤は、当業者によって調節されうる。しかし、例として、
組成物が薬学的に許容される担体中の肺前駆細胞である場合、組成物は、溶液1 mLあたり
細胞の有効濃度で、適切な緩衝液（たとえば、食塩水緩衝液）中での細胞の浮遊液であり
うる。製剤はまた、細胞の生存を維持するために、細胞の栄養、単純な糖（たとえば、浸
透圧を調節するため）または他の成分を含みうる。
【０２７７】
　典型的に、ネブライザーによるエアロゾル送達のための各製剤は、用いられる装置のタ
イプに対して特異的であり、治療において有用な、通常の希釈剤、アジュバントおよび／
または担体に加えて、適切な推進材料を用いることを伴いうる。
【０２７８】
　いくつかの態様において、対象の処置において補助となる追加の物質を、本明細書にお
いて記述される肺前駆細胞による処置の前または後に投与することができる。そのような
追加の物質は、前駆細胞を投与するための肺組織を準備するために用いることができる。
または、投与された細胞の損傷した肺での生着および成長を支持するために、追加の物質
を肺前駆細胞の後に投与することができる。そのような追加の物質は、一般的に、界面活
性剤の助けを借りて推進剤に懸濁されるタンパク質または低分子を含む微粉を含む、定用
量インヘラー装置と共に用いるために処方されうる。推進剤は、トリクロロフルオロメタ
ン、ジクロロジフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタノール、および1,1,1,2-テ
トラフルオロエタン、またはその組み合わせを含む、クロロフルオロカーボン、ハイドロ
クロロフルオロカーボン、ハイドロフルオロカーボン、またはハイドロカーボンなどの、
この目的のために使用される任意の通常の材料でありうる。適した界面活性剤は、トリオ
レイン酸ソルビタンおよび大豆レシチンを含む。オレイン酸もまた界面活性剤として有用
でありうる。
【０２７９】
　粉末インヘラー装置から投薬するための製剤は、タンパク質または低分子を含む微粉乾
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燥粉末を含み、同様にラクトース、ソルビトール、スクロース、またはマンニトールなど
の増量剤を、装置からの粉末の分散を促進する量で、たとえば製剤の50から90重量％の量
で含みうる。タンパク質物質は、都合よくは、遠位肺に最も有効に送達されるためには、
10μm（またはミクロン）未満、最も好ましくは0.5から5μmの平均粒子径を有する微粒子
型で調製すべきである。
【０２８０】
　肺前駆細胞またはその子孫に加えてタンパク質または他の物質の鼻送達も同様に企図さ
れる。鼻送達によって、肺に産物を沈着させる必要なく、治療産物を鼻に投与した後にタ
ンパク質または他の物質が血流に直接入る。鼻送達のための製剤は、デキストランまたは
シクロデキストランを有する製剤を含む。
【０２８１】
　処置の効能は、当業者の臨床医によって決定されうる。しかし、肺疾患、肺損傷、およ
び／または肺障害の症状、または他の臨床的に認められる症状もしくはマーカーのいずれ
か1つもしくは全てが、本明細書において記述されるヒト肺前駆細胞を含む組成物による
処置後に、たとえば少なくとも10％減少すれば、処置は、この用語が本明細書において用
いられる「有効な処置」であると見なされる。これらの指標を測定する方法は、当業者に
公知であるか、および／または本明細書において記述される。
【０２８２】
　肺疾患または肺障害または肺損傷の指標は、機能的指標、たとえば肺容量および肺機能
の測定、および酸素飽和（たとえば、組織酸素飽和または全身動脈酸素飽和）ならびに生
化学的指標を含む。
【０２８３】
　特発性肺線維症に関して、たとえば、症状の改善は、処置前の値と比較して予想努力肺
活量（FVC）の少なくとも10％の増加を含む。FVCは、十分に吸気した後に排出された空気
の全体積である。閉塞性肺疾患を有する患者は通常、正常またはごくわずかに減少した肺
活量を有する。拘束性肺疾患を有する患者は減少した肺活量を有する。
【０２８４】
　もう1つの測定は、FEV1（1秒間の努力肺活量）である。これは最大呼気努力の際の最初
の1秒間に排出された空気の体積である。FEV1は閉塞性および拘束性肺疾患の両方におい
て減少する。FEV1は、閉塞性肺疾患では気道抵抗が増加するために減少する。FEV1は、拘
束性肺疾患では肺活量が低いために減少する。
【０２８５】
　関連する測定は、FEV1/FVCである。これは、最大呼気の最初の1秒間に排出される肺活
量の百分率である。健康な患者では、FEV1/FVCは、通常約70％である。閉塞性肺疾患患者
では、FEV1/FVCは減少して、重度の閉塞性気道疾患では20～30％もの低い値となりうる。
拘束性障害はほぼ正常なFEV1/FVCを有する。
【０２８６】
　必要であれば、または望ましければ、肺損傷または肺疾患の動物モデルを用いて、本明
細書において記述される特定の組成物の有効性を測定することができる。一例として、急
性肺損傷（ALI）のブレオマイシン誘発肺損傷モデルを用いることができる。肺機能に関
する動物モデルは、他のエンドポイントの中でも、気管支収縮、アレルギー反応、吸入ア
レルゲンに応答した遅延型気道過敏反応をモニターするために有用であり、たとえばヘッ
ドアウトプレスチモグラフィーまたはボディプレスチモグラフィーモデル（たとえば、Ho
ymann, HG et al., J Pharmacol Toxicol Methods (2007) 55(1): 16-26を参照されたい
）を含みうる。アレルギー性喘息（たとえば、急性および慢性アレルギー性喘息）モデル
を含む喘息の例示的な動物モデルが、当技術分野において公知である。たとえばNials an
d Uddin. (2008) Dis Model Mech 1:213-220; Zosky and Sly (2007) Clin Exp Allergy 
37(7):973-88; and Kumar and Foster. (2002) Am J Respir Cell Mol Biol 27(3):267-7
2を参照されたい。肺炎の動物モデルは、Mizgerd and Skerrett (2008) Am J Physiol Lu
ng Cell Mol Physiol 294:L387-L398によって論評されている。さらに、小動物イメージ
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ングを肺の病理生理学に応用することができる（Brown RH, et al., Proc Am Thorac Soc
 (2008) 5:591-600）。
【０２８７】
スクリーニングアッセイ
　本明細書において記述される組成物は、ヒト肺前駆細胞の分化を誘導するための、また
は肺疾患もしくは肺障害を処置するための物質をスクリーニングするために有用である。
【０２８８】
　いくつかの態様において、単離ヒト肺前駆細胞またはそのようなヒト肺前駆細胞から誘
導される単離ヒト疾患特異的肺細胞を、特異的インビトロアッセイを開発するための方法
、アッセイ、システム、およびキットにおいて用いることができる。薬物スクリーニング
および毒性試験に関するそのようなアッセイは、それらがヒト起源の細胞であり、細胞株
の不死化を必要とせず、正常なヒト細胞の生理学をあまり反映しない死体からの組織を必
要としないことから、既存のアッセイに対して利点を有する。たとえば、本明細書におい
て記述される方法、アッセイ、システム、およびキットを用いて、肺系列に沿って分化を
促進することができる物質を同定および／または試験することができる。加えてもしくは
または、方法、アッセイ、システム、およびキットは、肺疾患もしくは肺障害を処置する
ため、または肺損傷を予防／処置するために有用である物質を同定および／または試験す
るために用いられうる。
【０２８９】
　したがって、本明細書において、（a）本明細書において記述される単離ヒト肺前駆細
胞またはその子孫に、試験化合物を接触させる段階、および（b）細胞に及ぼす化合物の
いかなる効果も決定する段階、を含む、生物活性に関して試験化合物をスクリーニングす
る方法が提供される。1つの態様において、スクリーニング法はさらに、本明細書におい
て開示されるヒト肺前駆細胞またはヒト肺疾患特異的細胞を作製する段階を含む。1つの
態様において、肺前駆細胞を最初に、所望の肺細胞表現型へと分化させる。細胞に及ぼす
効果は、レポーター分子を用いることによって直接または間接的に観察可能である効果で
ありうる。
【０２９０】
　本明細書において用いられる、「生物学的活性」または「生物活性」という用語は、生
物試料に影響を及ぼす試験化合物の能力を意味する。生物学的活性は、生物学的アッセイ
における刺激、阻害、調節、毒性、または致死応答の誘発を含みうるがこれらに限定され
るわけではない。たとえば、生物学的活性は、化合物が、酵素の効果を調整する能力、受
容体を遮断する能力、受容体を刺激する能力、1つまたは複数の遺伝子の発現レベルを調
整する能力、細胞増殖を調整する能力、細胞分裂を調整する能力、細胞代謝を調整する能
力、分化を調整する能力、細胞形態学を調整する能力、またはその組み合わせを意味しう
る。いくつかの例において、生物学的活性は、生物試料において毒性効果を生じる試験化
合物の能力を意味しうる。
【０２９１】
　先に考察したように、特異的系列は、疾患（たとえば、肺疾患）の表現型および／また
は遺伝子型である系列でありうる。または、特異的系列は、器官および／または組織、ま
たはその一部（たとえば、肺）の表現型および／または遺伝子型である系列でありうる。
【０２９２】
　本明細書において用いられる、「試験化合物」または「候補物質」という用語は、細胞
に効果を及ぼすことができるか否かに関してスクリーニングされる物質または物質のコレ
クション（たとえば、化合物）を意味する。試験化合物は、化学化合物、化学化合物の混
合物、たとえば多糖類、低分子有機または無機分子（たとえば、分子量2000ダルトン未満
、1000ダルトン未満、1500ダルトン未満、1000ダルトン未満、または500ダルトン未満を
有する分子）、生体高分子、たとえばペプチド、タンパク質、ペプチドアナログ、ならび
にそのアナログおよび誘導体、ペプチド模倣体、核酸、核酸アナログおよび誘導体、細菌
、植物、真菌、または動物の細胞または組織などの生物学的材料から作製された抽出物、
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天然に存在するまたは合成組成物を含む、広く多様な異なる化合物を含みうる。
【０２９３】
　実践される特定の態様に応じて、試験化合物は、溶液中で遊離で提供されうるか、また
は担体もしくは固相支持体、たとえばビーズに結合させることができる。多数の適した固
相支持体を、試験化合物を固定するために使用することができる。適した固相支持体の例
には、アガロース、セルロース、デキストラン（すなわち、Sephadex、Sepharoseとして
市販される）、カルボキシメチルセルロース、ポリスチレン、ポリエチレングリコール（
PEG）、濾紙、ニトロセルロース、イオン交換樹脂、プラスチックフィルム、ポリアミン
メチルビニルエーテルマレイン酸コポリマー、ガラスビーズ、アミノ酸コポリマー、エチ
レン-マレイン酸コポリマー、ナイロン、シルク等が挙げられる。加えて、本明細書にお
いて記述される方法に関して、試験化合物を個々に、またはグループでスクリーニングす
ることができる。グループスクリーニングは、有効な試験化合物のヒット率が、所定のグ
ループに関して1つより多くの陽性結果を期待できないほど低いと予想される場合には特
に有用である。
【０２９４】
　多数の低分子ライブラリが当技術分野において公知であり、市販されている。これらの
低分子ライブラリを、本明細書において記述されるスクリーニング法を用いてスクリーニ
ングすることができる。化学ライブラリまたは化合物ライブラリは、特定の効果に関して
候補物質をスクリーニングするために、本明細書において記述される方法と共に用いるこ
とができる保存された化学物質のコレクションである。化学ライブラリは、各化合物の化
学構造、純度、量、および物理化学特徴に関する情報を含む。化合物ライブラリは、中で
も、たとえばEnzo Life Sciences（商標）、Aurora Fine Chemicals（商標）、Exclusive
 Chemistry Ltd.（商標）、ChemDiv、ChemBridge（商標）、TimTec Inc.（商標）、AsisC
hem（商標）、およびPrinceton Biomolecular Research（商標）から購入することによっ
て得ることができる。
【０２９５】
　化合物は、適切な期間のあいだ、対照と比較して細胞に対して効果を発揮することがで
きる任意の濃度で試験されうるが、このことに限定されるわけではない。いくつかの態様
において、化合物は、約0.01 nMから約100 mM、約0.1 nMから約500μM、約0.1μMから約2
0μM、約0.1μMから約10μM、または約0.1μMから約5μMの範囲の濃度で試験される。
【０２９６】
　化合物スクリーニングアッセイは、ハイスループットスクリーニングにおいて用いられ
うる。ハイスループットスクリーニングは、所定の活性に関して化合物のライブラリを試
験するプロセスである。ハイスループットスクリーニングは、多数の化合物を迅速かつ同
時にスクリーニングすることを追求する。たとえば、マイクロタイタープレートおよび自
動アッセイ機器を用いて、1つの研究所が、1日に100,000個もの多くのアッセイを同時に
行うことができる。
【０２９７】
　本明細書において記述される化合物スクリーニングアッセイは、細胞またはレポーター
機能の1つより多くの測定（たとえば、1つより多くのパラメータの測定および／またはア
ッセイの過程において多数の時点で1つまたは複数のパラメータの測定）を伴いうる。多
数回測定することによって、試験化合物とのインキュベーション期間にわたって生物活性
を追跡することができる。1つの態様において、レポーター機能は、異なるインキュベー
ション期間で試験化合物の効果をモニターすることができるように複数の時点で測定され
る。
【０２９８】
　スクリーニングアッセイの後に、同定された試験化合物が意図される使用にとって望ま
しい特性を有するか否かをさらに同定するアッセイを引き続き行うことができる。たとえ
ば、スクリーニングアッセイの後に、生物学的利用率、毒性、または薬物動態のいずれか
の測定からなる群より選択される第二のアッセイを行うことができるが、これらの方法に
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限定されるわけではない。
【０２９９】
キット
　本明細書において記述される技術のもう1つの局面は、肺疾患または肺障害を処置する
ためのキット、候補物質をスクリーニングするためのキットおよび／またはヒト幹細胞を
ヒト肺前駆細胞へと分化させるためのまたはヒト肺前駆細胞を特定のタイプまたは複数の
タイプのヒト肺細胞へと分化させるためのキットに関する。本明細書において記述される
キットの1つまたは複数に含めることができるキットの成分を、本明細書において記述す
る。
【０３００】
　1つの態様において、本明細書において記述されるキットは、その用語が本明細書にお
いて用いられるヒト肺前駆細胞を含みうる。1つの態様において、幹細胞の分化を促進す
る1つまたは複数のシグナル伝達経路アゴニストまたはアンタゴニストがキットに含まれ
る。もう1つの態様において、1つまたは複数のTGF-β受容体阻害剤、1つまたは複数のBMP
アゴニスト、1つまたは複数のFGFアゴニスト、およびたとえば本明細書において記述され
る方法を用いて、幹細胞（たとえば、胚幹細胞、単離多能性幹細胞、前方前腸内胚葉細胞
、または胚体内胚葉細胞）をヒト肺前駆細胞へと変換するための説明書などの本明細書に
おいて記述される成分がキットに含まれる。
【０３０１】
　本明細書において開示される技術のもう1つの局面は、本明細書において開示される方
法に従ってヒト肺前駆細胞を産生するためのキットに関する。いくつかの態様において、
本明細書において記述される成分は、1つの成分として、またはキットとして任意の組み
合わせで提供されうる。キットは、本明細書において記述される成分、たとえば本明細書
において記述される化合物、たとえばヒト幹細胞を肺前駆細胞へと分化させるための化合
物、または化合物もしくは試薬のカクテルを含む組成物を含む。そのようなキットは任意
で、肺前駆細胞マーカーまたは肺細胞マーカーまたはその組を検出することができる1つ
または複数の物質を含みうる。加えて、キットは、任意で情報材料を含む。
【０３０２】
　いくつかの態様において、キット中の化合物は、いくつかの態様において、キットの他
の成分を実質的に含まない耐水容器または気密容器で提供されうる。たとえば、シグナル
伝達経路または分化経路調整化合物は、1つより多くの容器で供給され、たとえば既定数
の分化反応に関して十分な試薬を有する容器たとえば1、2、3個またはそれより多くの容
器で供給されうる。本明細書において記述される1つまたは複数の容器は任意の剤形で、
たとえば液体、乾燥、または凍結乾燥型で提供されうる。本明細書において記述される化
合物は、実質的に純粋および／または無菌的であることが好ましい。本明細書において記
述される1つまたは複数のシグナル伝達経路調整化合物が液体溶液で提供される場合、液
体溶液は好ましくは水溶液であり、滅菌水溶液が好ましい。本明細書において記述される
化合物が乾燥型で提供される場合、一般的に適した溶媒の添加によって再構成が行われる
。溶媒、たとえば滅菌水または緩衝液は任意でキットに提供されうる。
【０３０３】
　情報材料は、本明細書において記述される方法および／または本明細書において記述さ
れる方法に関する本明細書において記述される化合物の使用に関連する説明、指示、販売
、または他の材料でありうる。キットの情報材料は、その形状に限定されない。1つの態
様において、情報材料は、化合物の産生、化合物の分子量、濃度、有効期限、バッチまた
は製造場所の情報等々に関する情報を含みうる。1つの態様において、情報材料は、化合
物を用いるまたは投与する方法に関する。
【０３０４】
　1つの態様において、情報材料は、肺損傷または肺疾患もしくは肺障害の処置を行うた
めに適した様式で、たとえば適した用量、投与剤形、または投与様式（たとえば、本明細
書において記述される用量、投与剤形、または投与様式）で本明細書において記述される
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ヒト肺前駆細胞を投与するための説明書を含みうる。もう1つの態様において、情報材料
は、ヒト胚幹細胞をヒト肺前駆細胞へと分化させるための説明書を含みうる。または、情
報材料は、肺疾患または肺障害を処置する候補物質をスクリーニングするための説明書を
含みうる。
【０３０５】
　本明細書において記述される化合物のほかに、キットの組成物は、溶媒または緩衝液、
安定化剤、保存剤、および／または、たとえば幹細胞を分化させるための（たとえばイン
ビトロで）または本明細書において記述される状態もしくは障害を処置するための追加の
物質などの他の成分を含みうる。または、本明細書において記述される細胞またはシグナ
ル伝達経路もしくは分化経路調整化合物とは異なる他の成分をキットに含めることができ
るが、異なる組成物または容器に含めることができる。そのような態様において、キット
は、本明細書において記述される化合物および他の成分を混合するための説明書、または
本明細書において記述される化合物を他の成分と共に用いるための説明書、たとえば使用
もしくは投与前に2つの物質を混合するための説明書を含みうる。
【０３０６】
　キットは、ヒト肺前駆細胞、ES細胞、iPS細胞、甲状腺系列細胞、神経系列細胞等のマ
ーカーを検出するための成分を含みうる。さらに、キットは、細胞マーカーに結合する1
つもしくは複数の抗体、またはRT-PCRもしくはPCR反応、たとえば半定量的もしくは定量
的RT-PCRもしくはPCR反応のためのプライマーを含みうる。そのような成分は、肺細胞特
異的マーカーの活性化、またはES細胞、iPSC、甲状腺系列もしくは神経系列マーカーの喪
失を評価するために用いることができる。検出試薬が抗体である場合、抗体は乾燥調製物
で、たとえば凍結乾燥されて、または溶液中で供給されうる。抗体または他の検出試薬は
、検出に用いるための標識、たとえば放射標識、蛍光標識（たとえば、GFP）または比色
標識に連結させることができる。検出試薬がプライマーである場合、これは、乾燥調製物
、たとえば凍結乾燥されて、または溶液中で供給されうる。
【０３０７】
　キットはまた、HDAC阻害剤（たとえば、バルプロ酸）またはDNAメチルトランスフェラ
ーゼ阻害剤（たとえば5アザC）などの、人工多能性幹細胞の産生効率を増強するための1
つまたは複数の試薬を含みうる。
【０３０８】
　1つの態様において、キットは、胚体内胚葉作製のための細胞または組織培地を含む。1
つの態様において、培地は、B27、アクチビンAおよびZSTK474を含む。例示的な胚体内胚
葉作製培地は、2％B27、20 ng/mLアクチビンA、および0.2～0.5μM ZSTK474を含む。
【０３０９】
　キットは典型的に、1つのパッケージ、たとえばファイバー素材の、たとえば厚紙の、
またはポリマー、たとえばスタイロフォームボックスに含まれるその様々な要素と共に提
供される。封入は、内部と外部の温度差を維持するように構成され、たとえばこれは予め
選択された期間、予め選択された温度で試薬を維持するための絶縁特性を提供しうる。
【０３１０】
　本発明は、以下の番号をつけたパラグラフのいずれか1つにおいて定義されるとおりで
ありうる。
1. 単離ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞。
2. Tuj1陰性およびPax8陰性である、パラグラフ1に記載の単離細胞。
3. 増殖性であり、選択された分化条件で、気道基底幹細胞、繊毛細胞、クララ細胞、神
経内分泌細胞、または扁平上皮細胞へと分化する、パラグラフ1に記載の単離細胞。
4. 単離ヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞。
5. FoxP2陽性および／またはID2陽性である、パラグラフ4に記載の単離細胞。
6. 増殖性であり、選択された分化条件に置かれると任意の上皮肺細胞へと分化する、パ
ラグラフ4に記載の単離細胞。
7. 選択された分化条件に置かれると、気道基底幹細胞、繊毛細胞、クララ細胞、ムチン
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分泌杯細胞、I型肺胞細胞、II型肺胞細胞、扁平上皮細胞、気管支肺胞幹細胞、気管支肺
胞管接合部幹細胞、遊走性CK14+細胞、または神経内分泌細胞へと分化する、パラグラフ6
に記載の単離細胞。
8. 単離ヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞。
9. 増殖性であり、選択された分化条件に置かれると、繊毛細胞、クララ細胞、ムチン分
泌杯細胞、または基底細胞へと分化する、パラグラフ8に記載の単離細胞。
10. 複能性気道基底幹細胞が、クララ細胞マーカー、繊毛細胞マーカー、神経内分泌細胞
マーカー、または扁平細胞マーカーを発現しない、パラグラフ8に記載の単離細胞。
11. Sox2陽性である、パラグラフ8に記載の単離細胞。
12. CK5陽性および／またはNGFR陽性である、パラグラフ8に記載の単離細胞。
13. 疾患特異的細胞である、パラグラフ1、5、または8に記載の単離細胞。
14. 単離ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞と足場とを含む組成物。
15. 足場が対象に植え込み可能である、パラグラフ14に記載の組成物。
16. 組成物が植え込まれる対象に対して細胞が自家性である、パラグラフ14に記載の組成
物。
17. 足場が生分解性である、パラグラフ14に記載の組成物。
18. 足場が、天然繊維、合成繊維、脱細胞肺組織、またはその組み合わせを含む、パラグ
ラフ14に記載の組成物。
19. 天然繊維が、コラーゲン、フィブリン、シルク、トロンビン、キトサン、キチン、ア
ルギン酸、ヒアルロン酸、およびゼラチンからなる群より選択される、パラグラフ18に記
載の組成物。
20. 合成繊維が、ポリ乳酸（PLA）、ポリグリコール酸（PGA）、ポリ(D,L-ラクチド-コ-
グリコリド)（PLGA）、ポリ(カプロラクトン)、ジオール／二酸型脂肪族ポリエステル、
ポリエステル-アミド／ポリエステル-ウレタン、ポリ(バレロラクトン)、ポリ(ヒドロキ
シル酪酸)、ポリブチレンテレフタレート（PBT）、ポリヒドロキシヘキサン酸（PHH）、
ポリブチレンコハク酸（PBS）、およびポリ(ヒドロキシル吉草酸)などの、代表的な生分
解性の脂肪族ポリエステルからなる群より選択される、パラグラフ19に記載の組成物。
21. 近位気道複能性前駆細胞がTuj1陰性および／またはPax8陰性である、パラグラフ14に
記載の組成物。
22. 単離ヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞と足場とを含む組成物。
23. 複能性肺前駆細胞がFoxP2陽性および／またはID2陽性である、パラグラフ22に記載の
組成物。
24. 足場が対象に植え込み可能である、パラグラフ22に記載の組成物。
25. 組成物が植え込まれる対象に対して細胞が自家性である、パラグラフ22に記載の組成
物。
26. 足場が生分解性である、パラグラフ22に記載の組成物。
27. 足場が、天然繊維、合成繊維、脱細胞肺、またはその組み合わせを含む、パラグラフ
22に記載の組成物。
28. 天然繊維が、コラーゲン、フィブリン、シルク、トロンビン、キトサン、キチン、ア
ルギン酸、ヒアルロン酸、およびゼラチンからなる群より選択される、パラグラフ27に記
載の組成物。
29. 合成繊維が、ポリ乳酸（PLA）、ポリグリコール酸（PGA）、ポリ(D,L-ラクチド-コ-
グリコリド)（PLGA）、ポリ(カプロラクトン)、ジオール／二酸型脂肪族ポリエステル、
ポリエステル-アミド／ポリエステル-ウレタン、ポリ(バレロラクトン)、ポリ(ヒドロキ
シル酪酸)、ポリブチレンテレフタレート（PBT）、ポリヒドロキシヘキサン酸（PHH）、
ポリブチレンコハク酸（PBS）、およびポリ(ヒドロキシル吉草酸)などの、代表的な生分
解性の脂肪族ポリエステルからなる群より選択される、パラグラフ28に記載の組成物。
30. 単離ヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞と足場とを含む組成物。
31. 気道基底幹細胞がCK5陽性および／またはNGFR陽性である、パラグラフ30に記載の組
成物。
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32. 足場が対象に植え込み可能である、パラグラフ30に記載の組成物。
33. 組成物が植え込まれる対象に対して細胞が自家性である、パラグラフ32に記載の組成
物。
34. 足場が生分解性である、パラグラフ30に記載の組成物。
35. 足場が、天然繊維、合成繊維、脱細胞肺組織、またはその組み合わせを含む、パラグ
ラフ30に記載の組成物。
36. 天然繊維が、コラーゲン、フィブリン、シルク、トロンビン、キトサン、キチン、ア
ルギン酸、ヒアルロン酸、およびゼラチンからなる群より選択される、パラグラフ35に記
載の組成物。
37. 合成繊維が、ポリ乳酸（PLA）、ポリグリコール酸（PGA）、ポリ(D,L-ラクチド-コ-
グリコリド)（PLGA）、ポリ(カプロラクトン)、ジオール／二酸型脂肪族ポリエステル、
ポリエステル-アミド／ポリエステル-ウレタン、ポリ(バレロラクトン)、ポリ(ヒドロキ
シル酪酸)、ポリブチレンテレフタレート（PBT）、ポリヒドロキシヘキサン酸（PHH）、
ポリブチレンコハク酸（PBS）、およびポリ(ヒドロキシル吉草酸)などの、代表的な生分
解性の脂肪族ポリエステルからなる群より選択される、パラグラフ36に記載の組成物。
38. 細胞が疾患特異的細胞である、パラグラフ14、22、または30に記載の組成物。
39. ヒト前腸内胚葉細胞に、FGF2、WNT、およびBMP4を、各々がヒト前腸内胚葉細胞をNkx
2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触
させる段階を含む、Nkx2.1陽性、Tuj1陰性、およびPax8陰性であるヒト肺前駆細胞または
ヒト肺前駆細胞集団を作製する方法。
40. 接触させる段階が少なくとも2日間行われる、パラグラフ39に記載の方法。
41. Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、およ
びMAPKK/ERKアンタゴニストを、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1
陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触
させる段階をさらに含む、パラグラフ39に記載の方法。
42. WntアンタゴニストがIWR-1を含む、パラグラフ41に記載の方法。
43. MAPKK/ERKアンタゴニストがPD98059を含む、パラグラフ41に記載の方法。
44. 接触させる段階が少なくとも4日間行われる、パラグラフ41に記載の方法。
45. Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、およ
びMAPKK/ERKアンタゴニストを、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1
陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触さ
せる段階をさらに含む、パラグラフ41に記載の方法。
46. WntアンタゴニストがIWR-1を含む、パラグラフ45に記載の方法。
47. MAPKK/ERKアンタゴニストがPD98059を含む、パラグラフ45に記載の方法。
48. 接触させる段階が少なくとも4日間行われる、パラグラフ45に記載の方法。
49. 前腸内胚葉細胞の培養が、胚幹（ES）細胞または人工多能性幹細胞（iPSC）から誘導
される、パラグラフ39に記載の方法。
50. Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞の培養に、B27、BMP7、FGF7、およびWNTアンタゴニ
ストを、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1陽性p63陽性複能性気道
基底幹細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階をさらに含む、
パラグラフ39に記載の方法。
51. Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞の培養にNogginを接触させる段階をさらに含む、パ
ラグラフ39に記載の方法。
52. 接触させる段階が少なくとも10日間行われる、パラグラフ50に記載の方法。
53. 単離ヒト肺前駆細胞と薬学的に許容される担体とを含む組成物を、肺疾患もしくは肺
障害または肺損傷を有する対象に投与する段階を含む、対象における肺疾患もしくは肺障
害または肺損傷を処置する方法。
54. 単離ヒト肺前駆細胞が、Nkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞、Nkx2.1陽性So
x9陽性遠位複能性肺前駆細胞、Nkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞、またはその分
化細胞からなる群より選択される、パラグラフ53に記載の方法。
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55. 近位気道複能性前駆細胞がTuj1陰性および／またはPax8陰性である、パラグラフ53に
記載の方法。
56. 遠位複能性肺前駆細胞がFoxP2および／またはID2陽性である、パラグラフ53に記載の
方法。
57. 気道基底幹細胞がCK5陽性および／またはNGFR陽性である、パラグラフ53に記載の方
法。
58. 組成物が肺に投与される、パラグラフ53に記載の方法。
59. 単離ヒト肺前駆細胞が、組成物が投与される対象に対して自家性である、パラグラフ
53に記載の方法。
60. 組成物が足場をさらに含む、パラグラフ53に記載の方法。
61. 足場が対象に植え込み可能である、パラグラフ60に記載の方法。
62. 足場が生分解性である、パラグラフ60に記載の方法。
63. 足場が、天然繊維、合成繊維、脱細胞肺組織、またはその組み合わせを含む、パラグ
ラフ60に記載の方法。
64. 足場が、単離ヒト肺前駆細胞の分化を促進する物質を含む、パラグラフ60に記載の方
法。
65. 組成物が、エアロゾル送達のために処方される、パラグラフ60に記載の方法。
66. （a）肺疾患または肺障害を処置するための候補物質の存在下および非存在下で、ヒ
ト疾患特異的肺前駆細胞のインビトロ分化によって産生されたヒト疾患特異的気道細胞集
団を培養する段階、
　（b）候補物質の存在下および非存在下で、疾患においてアップレギュレートされる少
なくとも1つのマーカーの発現もしくは活性を比較する段階、または疾患においてダウン
レギュレートされる少なくとも1つのマーカーの発現もしくは活性を比較する段階であっ
て、少なくとも1つのアップレギュレートされる疾患マーカーの発現もしくは活性が減少
すれば、または少なくとも1つのダウンレギュレートされる疾患マーカーの発現もしくは
活性が増加すれば、対象における肺疾患または肺障害を処置するための候補として候補物
質が同定される、段階
を含む、肺疾患または肺障害を処置するための物質をスクリーニングする方法。
67. 段階（a）の前に、単離ヒト疾患特異的肺前駆細胞集団をヒト疾患特異的気道細胞の
培養へと分化させる段階をさらに含む、パラグラフ66に記載の方法。
68. 段階（a）の前に、肺疾患または肺障害を有する対象から誘導される人工多能性幹細
胞集団を、単離ヒト疾患特異的肺前駆細胞集団へと分化させる段階をさらに含む、パラグ
ラフ66に記載の方法。
69. 候補物質が、低分子、タンパク質、ポリペプチド、抗体もしくはその抗原結合断片、
または核酸を含む、パラグラフ66に記載の方法。
70. ヒト肺前駆細胞が、ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞、ヒトNkx2.1陽
性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞、およびヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞
からなる群より選択される、パラグラフ66に記載の方法。
71. Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、およ
びMAPKK/ERKアンタゴニストを、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1
陽性Sox9陽性近位気道複能性前駆細胞またはNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞へ
と分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む方法によって、ヒトNk
x2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞およびヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前
駆細胞が作製される、パラグラフ70に記載の方法。
72. 接触させる段階が少なくとも4日間行われる、パラグラフ71に記載の方法。
73. Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞に、B27、BMP7、FGF7、およびWNTアンタゴニストを
、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹
細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む方法によって、
ヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞が作製される、パラグラフ70に記載の方法
。
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74. Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞にNogginを接触させる段階をさらに含む、パラグラ
フ73に記載の方法。
75. 接触させる段階が少なくとも10日間行われる、パラグラフ73に記載の方法。
76. （a）候補分化物質の存在下および非存在下でNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性ヒト肺前
駆細胞を培養する段階、
　（b）候補物質の存在下および非存在下で、肺前駆細胞のより分化した状態への分化の
際にアップレギュレートされる少なくとも1つのマーカーの発現もしくは活性を比較する
段階、または肺前駆細胞のより分化した状態への分化の際にダウンレギュレートされる少
なくとも1つのマーカーの発現もしくは活性を比較する段階であって、少なくとも1つのア
ップレギュレートされる分化マーカーの発現もしくは活性が減少すれば、または少なくと
も1つのダウンレギュレートされる分化マーカーの発現もしくは活性が増加すれば、対象
における単離ヒト肺前駆細胞の分化を誘導するために候補物質を用いることができること
が示される、段階
を含む、ヒト肺前駆細胞の分化を誘導する物質をスクリーニングする方法。
77. 段階（a）の前に、胚幹細胞または人工多能性幹細胞をヒト肺前駆細胞へと分化させ
る段階をさらに含む、パラグラフ76に記載の方法。
78. 候補物質が、低分子、タンパク質、ポリペプチド、抗体、または核酸を含む、パラグ
ラフ76に記載の方法。
79. ヒト肺前駆細胞が、ヒトNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞、ヒトNkx2.1陽
性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細胞、およびヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞
からなる群より選択される、パラグラフ76に記載の方法。
80. Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性ヒト肺前駆細胞に、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニスト、
およびMAPKK/ERKアンタゴニストを、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx
2.1陽性Sox9陽性近位気道複能性前駆細胞またはNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性肺前駆細
胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む方法によって、ヒ
トNkx2.1陽性Sox2陽性近位気道複能性前駆細胞およびヒトNkx2.1陽性Sox9陽性遠位複能性
肺前駆細胞が作製される、パラグラフ79に記載の方法。
81. 接触させる段階が少なくとも4日間行われる、パラグラフ80に記載の方法。
82. Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞に、B27、BMP7、FGF7、およびWNTアンタゴニストを
、各々がNkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞をNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹
細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む方法によって、
ヒトNkx2.1陽性p63陽性複能性気道基底幹細胞が作製される、パラグラフ79に記載の方法
。
83. Nkx2.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性細胞にNogginを接触させる段階をさらに含む、パラグラ
フ82に記載の方法。
84. 接触させる段階が少なくとも10日間行われる、パラグラフ82に記載の方法。
85. パラグラフ1、5、または9に記載の細胞、薬学的に許容される担体、および肺疾患ま
たは肺障害を処置するための説明書を含む、肺疾患または肺障害を処置するためのキット
。
86. 足場をさらに含む、パラグラフ85に記載のキット。
87. パラグラフ1、5、または8に記載の細胞、肺特異的細胞表面マーカーを検出するため
の1つまたは複数の物質、およびその説明書を含む、候補物質をスクリーニングするため
のキット。
88. 細胞培養培地、増殖因子、および／または分化物質をさらに含む、パラグラフ87に記
載のキット。
89. （i）任意で単位用量で提供される、BMP4、FGF2、WNT、BMP7、FGF7、WNTアンタゴニ
スト、PI3キナーゼ阻害剤、アクチビンA、Noggin、B27、およびレチノイン酸の2つまたは
それより多く；
　（ii）任意で、細胞培養培地；
　（iii）肺細胞特異的表面マーカーを検出するための1つまたは複数の物質；および



(58) JP 2015-504676 A 2015.2.16

10

20

30

40

50

　（iii）その説明書
を含む、ヒト幹細胞をヒト肺前駆細胞へと分化させるためのキット。
90. B27、アクチビンA、およびZSTK474を含む、細胞または組織培地。
91. B27の濃度が1％～5％である、パラグラフ90に記載の培地。
92. B27の濃度が2％である、パラグラフ91に記載の培地。
93. アクチビンAの濃度が10～40 ng/mLである、パラグラフ90に記載の培地。
94. アクチビンAの濃度が20 ng/mLである、パラグラフ93に記載の培地。
95. ZSTK474の濃度が0.2～0.5μMである、パラグラフ90に記載の培地。
96. RPMI培地の成分を含む、パラグラフ90に記載の培地。
97. CHIR9902、PIK-75、ドルソモルフィン、およびFGF2を含む、細胞または組織培地。
99. CHIR9902の濃度が0.1～1μMの範囲である、パラグラフ97に記載の培地。
100. PIK-75の濃度が0.01～0.1μMを含む、パラグラフ97に記載の培地。
101. ドルソモルフィンの濃度が1～5μMを含む、パラグラフ97に記載の培地。
102. FGF2の濃度が10～100 ng/mLを含む、パラグラフ97に記載の培地。
103. GF-109203X、Ro31-8220、Pp242、PIK-75、ZSTK474、PMA、カルベジロール、コルチ
コステロン、トリクラベンダゾール、リン酸ベンプロペリン、フェノチアジン、およびメ
トトレキサートからなる群より選択される薬物をさらに含む、パラグラフ97に記載の培地
。
104. ヒト前腸内胚葉細胞に、Wntアゴニスト、PIK3キナーゼ阻害剤、BMPアンタゴニスト
、ならびにGF-109203X、Ro31-8220、Pp242、PIK-75、ZSTK474、PMA、カルベジロール、コ
ルチコステロン、トリクラベンダゾール、リン酸ベンプロペリン、フェノチアジン、およ
びメトトレキサートからなる群より選択される薬物を、各々がヒト前腸内胚葉細胞をNkx2
.1陽性Tuj1陰性Pax8陰性肺前駆細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触さ
せる段階を含む、Nkx2.1陽性、Tuj1陰性、およびPax8陰性であるヒト肺前駆細胞またはヒ
ト肺前駆細胞集団を作製する方法。
105. 接触させる段階が少なくとも2日間行われる、パラグラフ104に記載の方法。
106. WntアゴニストがCHIR9902を含む、パラグラフ104に記載の方法。
107. CHIR9902の濃度が0.1～1μMの範囲である、パラグラフ106に記載の方法。
108. PI3キナーゼ阻害剤がPIK-75を含む、パラグラフ104に記載の方法。
109. PIK-75の濃度が0.01～0.1μMを含む、パラグラフ108に記載の方法。
110. BMPアンタゴニストがドルソモルフィンを含む、パラグラフ104に記載の方法。
111. ドルソモルフィンの濃度が1～5μMを含む、パラグラフ110に記載の方法。
112. 増殖因子がFGF2を含む、パラグラフ104に記載の方法。
113. FGF2の濃度が10～100 ng/mLを含む、パラグラフ112に記載の方法。
114. iPSCまたはESCに、B27、アクチビンA、およびZSTK474を、各々がiPSCまたはESCを胚
体内胚葉細胞へと分化させるために十分な期間および濃度で接触させる段階を含む、胚体
内胚葉細胞または胚体内胚葉細胞集団を作製する方法。
115. 胚体内胚葉細胞の作製が、FOXA2/SOX17共染色によってか、またはcKit/CXCR4および
／もしくはcKit/EpCAMの組み合わせによるFACS分析によって決定される、パラグラフ114
に記載の方法。
116. B27の濃度が1％～5％である、パラグラフ114に記載の方法。
117. B27の濃度が2％である、パラグラフ116に記載の方法。
118. アクチビンAの濃度が10～40 ng/mLである、パラグラフ114に記載の方法。
119. アクチビンAの濃度が20 ng/mLである、パラグラフ118に記載の方法。
120. ZSTK474の濃度が0.2～0.5μMである、パラグラフ114に記載の方法。
【実施例】
【０３１１】
　胚幹細胞（ES）細胞および人工多能性幹細胞（iPSC）の発見によって、ヒト疾患のモデ
リング、薬物スクリーニング、および患者特異的治療において用いることができる組織特
異的細胞タイプを産生するという前例のない機会が与えられている。肺疾患を有する患者
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から多くのiPSCが現在産生されているが、これらの細胞を用いてヒト肺疾患モデルを実際
に開発する際の妨げとなる主要な障害は、それらを肺前駆細胞へと変換することができず
、そのためその後に治療的処置のために分化肺上皮細胞タイプへと変換できないこと、ま
たは研究室においてその特徴を調べることができないことである。マウスおよびヒトES細
胞から肺上皮細胞を産生するいくつかの試みが行われている。多くの場合、研究者らは、
II型肺胞細胞の作製に重点を置いている（Van Vranken et al., 2005; Samadikuchaksara
ei et al., 2006; Wang et al., 2007）。喘息、嚢胞性線維症、気管支炎、および気管支
原性癌などの気道疾患は、概して肺気腫などの肺胞の疾患より発生率が高いという事実に
もかかわらず、多能性幹細胞からの気道上皮細胞の分化を標的としている研究は少ない。
さらに、肺原基形成の際に、最初に認識可能な2つの前駆細胞は、複能性胚性肺前駆細胞
および気道前駆細胞である。それゆえ、これらの2つの前駆細胞を産生すれば、肺上皮細
胞の各々のタイプへの分化が可能になると予想される。
【０３１２】
　マウスの大気道上皮およびヒト気道上皮の大部分は、4つの主要な細胞タイプ、すなわ
ち基底膜に隣接する基底幹細胞、主にマウスにおいてP450機構を有する分泌性解毒性クラ
ラ細胞、粘液を呼吸樹から排出する繊毛細胞、および損傷または炎症に応答して粘液を分
泌する杯細胞で構成される。ES細胞から機能的肺上皮を作製するこれまでの試み（Coraux
 et al., 2005; Van Haute et al., 2009）は、限られた数の細胞が確率的に産生される
こと、および移植後にテラトーマ形成の有意なリスクを有する未分化多能性幹細胞を含む
混合細胞集団が生成されることを特徴とした。他の試みは、気道細胞の分化を誘導するた
めに定義が不完全な培地を利用しているか（ヒトES細胞の腫瘍細胞抽出物への曝露などの
；Roszell et al., 2009）、または薬物耐性遺伝子の存在に基づいて選択した遺伝子改変
多能性幹細胞を用いている（Wang et al., 2007）。残念なことに、遺伝子改変は、得ら
れた細胞において有害な遺伝子変異導入の可能性を高める。
【０３１３】
　ヒト疾患のモデルとなる成人ヒト気道幹細胞を得る難しさを考慮して、本明細書におい
て記述される研究は、ヒトの正常および肺疾患特異的iPSCから正常なおよび疾患特異的肺
上皮細胞を作製することを追求する。マウスの肺疾患モデルは、しばしばヒト肺疾患の表
現型を模倣しないことから、このことは特に重要である。主な例は、ヒト患者において観
察される嚢胞性線維症関連肺病態を示さないCftrノックアウトマウス（Snouwaert et al.
, 1992; Clarke et al., 1992; Guilbault et al., 2006）である。さらに、iPSC誘導上
皮細胞は肺細胞の前病的状態を反映することから、炎症または感染症に関連する変化など
の多数の二次変化によって、疾患の発病における最初の遺伝子異常の効果が隠れることは
ない。
【０３１４】
　本明細書において記述される全体的な戦略は、段階的分化アプローチを使用する。マウ
ス胚体内胚葉の領域化、肺の特異化、およびその後の前駆細胞のパターン形成および成長
を調節する機序は、十分に研究されている（Morrisey and Hogan, 2010における論評）。
内胚葉内での肺特異化の開始は、腸管の背腹軸に沿ってNkx2.1発現およびSox2のダウンレ
ギュレーションを伴う（Lazzaro et al., 1991; Minoo et al., 1999; Que et al., 2009
）。Nkx2.1は、肺内胚葉を前腸内胚葉の残りから区別する最も初期のマーカーである。次
に、Sox2発現が将来の気管、気管支、および細気管支領域で再度増加するが、は複能性胚
性肺前駆細胞集団のマーカーであるSox9、FoxP2、およびID2は、遠位肺芽先端に残る（Pe
rl et al., 2005; Shu et al., 2007; Rawlins et al., 2009）。次に、胚気管に存在す
るNkx2.1+Sox2+気道前駆細胞が、p63+気道基底幹細胞へと分化する（Que et al., 2009）
。マウスの大気道上皮は、ヒト気道上皮の大部分と非常に類似であり（Rock et al., 201
0; Rock et al., 2009; Evans et al., 2001）、それゆえヒト気道疾患を研究するための
モデルとして用いることができる。
【０３１５】
　本発明者らは、Nkx2.1+甲状腺内胚葉および神経前駆細胞を欠如するNkx2.1+肺内胚葉の
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産生に重点を置いた。ヒトES細胞を用いた最近の報告により、マウス腸器官形成の模倣に
基づく分化戦略によって、30％までの効率で前方前腸細胞およびNkx2.1+細胞が産生され
たことが証明された（Green et al., 2011）。しかし、これらのNkx2.1+細胞が純粋に肺
前駆細胞で構成されていることは証明されなかった。TUJ1（神経組織のマーカー）および
PAX8（甲状腺組織のマーカー）発現は、Nkx2.1抗体との同時抗体染色によって単細胞レベ
ルで評価されなかった。それゆえ、肺の分化のみを反映するが、甲状腺または脳の分化を
反映しないNkx2.1+前駆細胞を産生するための新規戦略の開発が必要であり、技術がヒト
肺疾患の研究に広く適切となるためには、技術はヒト疾患特異的iPSCに応用可能でなけれ
ばならない。
【０３１６】
　本明細書において、マウスES細胞から始めて、次に正常および肺疾患特異的ヒトiPSCに
よる、胚体内胚葉（DE）、前腸内胚葉、初期肺内胚葉、複能性Nkx2.1+胚性肺前駆細胞、
および気道前駆細胞を作製する効率的で一貫した段階的分化法（図1）が記述される。本
発明者らは、高用量のアクチビン、一過性のWNT活性化、および一定期間のBMP4阻害が、E
S細胞を高い効率で胚体内胚葉へと変換させることを示す。内胚葉をSox2+前腸内胚葉へと
前方移動させるためには、TGFβ単独のさらなる阻害で十分である。これらの研究は、内
胚葉の前腸内胚葉への前方移動が、戦略の後の段階でのNkx2.1+細胞の最終分化を増強す
ることを示している。BMP4、FGF2、およびWNTは各々、Nkx2.1+未成熟胚前駆細胞の誘導に
とって必要である。これらの初期前駆細胞は、インビトロでNkx2.1+Sox2+近位前駆細胞お
よびNkx2.1+p63+気道基底幹細胞へと成熟することができ、成熟気道上皮へと分化するこ
とができる。
【０３１７】
実施例1A：胚体内胚葉の効率を改善するための非常に効率的で普遍的に適用可能なプロト
コール
　内胚葉は、胚における3始原胚葉の1つである。内胚葉は、胚腸管を形成し、次にこれが
肺の上皮および消化管を生じる。それゆえ、ヒトiPSCを肺系列へと向ける第一の必須段階
は、好ましくは高い効率で内胚葉細胞を作製することである。多様な理由から、いくつか
の細胞株は、高い効率で胚体内胚葉を作製しない。たとえば、現在公表されているプロト
コール（Mou et al., 2012；RPMI＋2％B27＋100 ng/ml TGF-βアゴニストアクチビンA＋5
μM LY-294002 PI3K阻害剤）は、いくつかのヒトiPSCおよびESC株において有効であり、
胚体内胚葉の効率は90％より高い。いくつかの「難しい」または「抵抗性の」細胞株では
、この同じプロトコールによって、低い（＜30％）から中等度（40～70％）まで効率が異
なる胚体内胚葉が作製される。本発明者らは、LY-294002、ZSTK474（Zenyaku Kogyo Co.
（商標））、ワートマニン、PI828（PIramed Ltd.（商標）、Roche（商標））、NVP-BKM1
20（Novartis（商標））、およびPIK-75（Drug Discovery Research, Astellas Pharma I
nc.（商標））を含む多数のPI3K阻害剤をスクリーニングして、ZSTK474が、胚体内胚葉の
作製にとって最も強力であると決定した。加えて、ZSTK474を用いることによって、増殖
因子アクチビンAの用量を大きく減少させることができる（たとえば、100 ng/mlから20 n
g/mlまで、およびいくつかの細胞株では10 ng/mlアクチビンAまで）。それゆえ、このプ
ロトコールは、これまでのプロトコールよりかなり費用効果が高い。先に注目したPI3キ
ナーゼ阻害剤はまた、Promega（商標）、Invivogen（商標）、Sigma-Aldrich（商標）、C
ayman Chemicals（商標）、Tocris（商標）、およびCell Signaling Technologies（商標
）を含むがこれらに限定されるわけではない販売元から得ることができる。
【０３１８】
　このプロトコールによって、転写因子Foxa2およびSox17に関する核染色によって決定し
た場合に、91％、92％、93％、94％、95％、96％、97％を含む驚くべき90％もしくはそれ
以上、およびさらに98％もしくはそれ以上ものヒトiPSC/ESC細胞を胚体内胚葉細胞へと変
換することができる。重要なことに、このプロトコールは、実験毎に非常に一貫している
（すなわち、再現性がある）。さらに、このプロトコールは、胚体内胚葉の作製効率が低
いと決定されたいくつかの「難しい」細胞株を含む多数の細胞株に普遍的に応用すること
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ができる。
【０３１９】
　プロトコールの概要：ヒトESCおよびiPSCを、Geltrex（商標）コーティングプレート（
マウスエンゲルブレス-ホルム-スワム腫瘍から精製された低増殖因子（RGF）基底膜抽出
物（BME））において完全mTeSR1培地によって成長させた。細胞に毎日栄養を与え、65～8
0％コンフルエンスで分化を行う。胚体内胚葉分化に関して、mTeSR1を吸引して、細胞を
温RPMI 1640培地によって2回すすいで、mTeSR1中の残留増殖因子を除去した。培地を胚体
内胚葉分化培地（RPMI＋2％B27＋20 ng/mlアクチビンA＋0.2～0.5μM ZSTK474）に交換し
た。4日間の総分化期間のあいだ、培地を毎日交換した。胚体内胚葉の効率を、FOXA2/SOX
17共染色またはcKit/CXCR4およびcKit/EpCAMの組み合わせによるFACS分析によって調べた
。
【０３２０】
　高い効率で胚体内胚葉を作製するプロトコールを説明する図を、本明細書において図13
に示す。
【０３２１】
実施例1B：段階特異的TGFβ阻害により、ナイーブ内胚葉は前方前腸内胚葉に限局化して
、Nkx2.1+細胞の分化を促進する
　最近の報告により、マウスES細胞を高い効率で内胚葉の運命へと向けるために、Nodal
およびWnt-βカテニンシグナル伝達の相乗的活性化ならびに一定期間のBMP4阻害を用いる
単層培養に対する戦略が記述された（Sherwood et al., 2011）。この技術を、本明細書
においてマウスES細胞から胚体内胚葉（DE）を作製するように適合させた。図7は、胚体
内胚葉を作製するための戦略の図解と概算時間を示す。このプロトコールによって、内胚
葉転写因子Foxa2およびSox17の二重の発現に基づいて、驚くべき80％～90％もの細胞がDE
に変換された（データは示していない）。次に、新たに作製されたDE細胞が、Nkx2.1+細
胞を作製するコンピテンスを有するか否かを調べた。BMP4、FGF2、およびGSK3iXV（WNTア
ゴニスト）を含む無血清培地に2日間曝露した後（図2A）、細胞の1％未満がNkx2.1+であ
ることが観察された（データは示していない）。しかし、細胞の60％より多くがCdx2+で
あり、このことは、細胞の大部分が後腸の運命へと特異化されたことを示した（データは
示していない）。この段階の内胚葉細胞は、Nkx2.1+細胞へと効率よく分化しなかったこ
とから、「前方移動」段階が肺の運命の特異化を促進するか否かを調べた。Snoeckと共同
研究者は、Noggin（BMP阻害剤）がSB431542（TGFβ阻害剤）と相乗的に作用して、前方内
胚葉（Sox2+）運命にとって有利となるように後方内胚葉（Cdx2+）運命を抑制することを
報告した（Green et al., 2011）。本発明者らは、DE作製の際に既にBMP阻害を組み入れ
ていることから（図7）、持続的なBMP阻害が前方移動にとって必要であるか否か、または
前方パターン形成にとってTGFβ阻害単独で十分であるか否かという疑問を調べた。内胚
葉をアクチビン（TGFβアゴニスト）、A-83-01（TGFβアンタゴニスト）、BMP4、および
ドルソモルフィン（BMP4アンタゴニスト）の組み合わせによって2日間処置した（図2B）
。FoxA2+Sox2+前方内胚葉細胞の数を、FoxA2+内胚葉細胞の総数と比較した（図2B）。処
置した細胞をさらに、BMP4/FGF2/WNTアゴニストカクテルにさらに2日間曝露して、Nkx2.1
+細胞を作製するそのコンピテンスを調べた（図2B）。結果は、FoxA2+Sox2+前方内胚葉を
増加させるには、TGFβ阻害単独で十分であったこと（培地単独で＜0.1％であったことと
比較して、40％～55％、図2B）、およびNkx2.1+細胞を形成する内胚葉細胞のコンピテン
スをTGFβ阻害が増強すること（限局化がない場合の＜1％と比較しておよそ7％から13％
、図2B）を示している。持続的なアクチビン処置によって、FoxA2+Sox2+細胞がほとんど
得られず、Nkx2.1+細胞が少なくなることが観察され（図2B）、このことは、最適な持続
でアクチビンに曝露することが、限局化の効率において役割を果たすことを示している。
同様に、FoxA2+Sox2+細胞の作製にはさらなるBMP4阻害は必要ではなく、さらなるBMP4阻
害によって最終的に得られるNkx2.1+細胞がわずかにより低い割合となりうることも見い
だされた（図2B）。同様に、BMP4が5～7日間存在する場合には、存在する神経外胚葉マー
カーTuj1がより少ないことも観察され（データは示していない）、このことは、BMP4が神
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経拘束を抑制して、ESCからの非神経系列分化を促進するという知見（Zhang et al., 201
0）と一致した。FGFおよびWNTシグナル伝達は、後腸の同一性を維持して、前腸内胚葉分
化を能動的に抑制することが示されている（Wells and Melton, 2000; Ameri et al., 20
10）。それらの阻害がTGFβ阻害剤と共に前方移動を増強するか否かを試験した。その後
の実験により、FGFアンタゴニスト（PD173074）が細胞死を誘導するが、WNTアンタゴニス
ト（IWR-1）は、FoxA2+Sox2+集団を増加させないことが判明した（データは示していない
）。
【０３２２】
実施例2：マウスESC誘導Nkx2.1+細胞は、神経および甲状腺マーカーを欠如して、増殖性
であり、遠位複能性肺前駆細胞および近位気道前駆細胞を含む
　Nkx2.1は、肺の特異的マーカーではなく、その発現はまた、甲状腺および腹側前脳にお
いても見いだされる。それゆえ、本明細書において用いられる培養系において作製された
Nkx2.1+細胞の同一性を決定することが重要であった。残念なことに、脳または甲状腺に
おいて発現されない胚形成期E9での肺系列の信頼できるマーカーはない。Sp-C（サーファ
クタントタンパク質C）は、肺上皮前駆細胞の最も特異的なマーカーであるが、E10～E11
になるまで検出されない（Wert et al., 1993）。SOX9およびFOXP2は、実際に、遠位肺複
能性上皮前駆細胞においてNKX2.1と同時発現され（データは示していない）、脳または新
たに特異化された甲状腺において見いだされない（データは示していない）が、その発現
はE11～E12後まで明白ではない。一方、SOX2は、E9肺内胚葉において発現され（データは
示していない）、後に気道上皮前駆細胞においても発現されるが（データは示していない
）、SOX2はまた、腹側前脳におけるNKX2.1発現細胞においても見いだされうる（図8およ
びデータは示していない）。このように、肺内胚葉特異化の最も初期の段階では（E8.75
～E9）、これらのマーカー（SPC、SOX2、SOX9、およびFOXP2）はいずれも、肺細胞を信頼
可能に独自に同定するために用いることができない。これに対し、腹側前脳のNkx2.1+細
胞におけるTUJ1発現は、E8.0で始まり、腹側前脳においてその後も存在し続け、甲状腺ま
たは肺には存在しないことから（図8およびデータは示していない）、Tuj1発現は、NKX2.
1ドメインにおける神経細胞同一性の特異的指標となる。PAX8発現は、甲状腺特異化の時
点のE8.75で原基甲状腺において検出されるが（データは示していない）、肺または脳で
は検出されない。それゆえ、PAX8は、NKX2.1ドメインにおける甲状腺細胞同一性の特異的
指標として用いられうる（図8およびデータは示していない）。要約すると、本発明者ら
は、初期特異化段階で、Nkx2.1+/Tuj1-/Pax8-細胞は、肺細胞系列を有すると見なされう
ると結論する。したがって、神経および甲状腺同一性を除外するために、ESC誘導Nkx2.1+
細胞を、TUJ1およびPAX8発現に関して調べた（データは示していない）。胚（甲状腺、肺
、および腹側前脳）におけるいかなるNkx2.1+細胞に関しても予想されるように、エクス
ビボで分化したNkx2.1+細胞は全てFoxa2と同時染色された（データは示していない）。培
養において、Tuj1+細胞の小さいサブセットが検出されたが、これらの神経細胞は、Nkx2.
1+細胞と重ならなかった（データは示していない）。本発明者らは、その培養においてい
かなるPax8+細胞も検出しなかった（データは示していない）。それゆえ、これらのデー
タは、インビトロで分化させたNkx2.1+細胞が肺内胚葉細胞を表すことを示している。こ
れらのNkx2.1+細胞は増殖性であり、その半数より多くがKi67を発現する（データは示し
ていない）。
【０３２３】
　免疫蛍光実験からのデータは、ESC誘導Nkx2.1+細胞が神経および甲状腺マーカーを欠如
して、増殖性であり、近位および遠位肺内胚葉のマーカーを保有することを示している。
FOXA2、TUJ1、およびPAX8に関する免疫蛍光染色を行ったところ、Nkx2.1+細胞は、内胚葉
マーカーFOXA2に関して陽性であり、神経外胚葉マーカーTUJ1に関して陰性であり、およ
び甲状腺マーカーPAX8に関して陰性であることが示された（データは示していない）。Nk
x2.1+細胞は、Nkx2.1とKI67との同時染色によって証明されるように増殖性であった（デ
ータは示していない）。免疫蛍光染色はまた、SOX2（気道前駆細胞マーカー）およびFOXP
2/SOX9（複能性肺前駆細胞マーカー）に関して陽性であるNkx2.1+細胞の亜集団の存在を
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示した（データは示していない）。
【０３２４】
　マウスにおいて、Sox2は、E9での肺特異化プロセスの際に、Nkx2.1発現が前肺内胚葉に
おいて始まると、この同じ前腸前肺内胚葉において急速にダウンレギュレートされる（デ
ータは示していない）。このように、最も初期の肺内胚葉細胞はNkx2.1+およびSox2-low
細胞である。その後まもなく、分枝形態形成プロセスの際に、持続的に高レベルのSOX2発
現が、将来の気管、気管支、および細気管支の近位気道上皮前駆細胞において検出される
（データは示していない）。それゆえ、気道前駆細胞は、Nkx2.1+Sox2+である。
【０３２５】
　これに対し、SOX9およびFOXP2は、遠位末端複能性肺前駆細胞においてのみ発現され（
データは示していない）、これにより、SOX9およびFOXP2マーカーは、それらが前述のよ
うに、近位気道前駆細胞または甲状腺または脳に存在しないことから、NKX2.1ドメイン内
での複能性胚性肺前駆細胞の別個の集団を独自に同定するマーカーとなる。それゆえ、本
発明者らは、9日目でのそのES細胞誘導Nkx2.1+細胞が、近位気道（Nkx2.1+Sox2+）および
遠位複能性（Nkx2.1+Sox9+またはNkx2.1+FoxP2+）前駆細胞の両方を含むか否かをチェッ
クした。10回の独立した実験から作製されたNkx2.1+細胞を計数した。気道前駆細胞（Nkx
2.1+Sox2+）の平均比率は、総Nkx2.1+細胞中1.8％±0.8％であり、遠位複能性前駆細胞Nk
x2.1+Sox9+またはNkx2.1+FoxP2+の比率はそれぞれ、総Nkx2.1+細胞中4.8％±2.5％および
6.6％±3.1％であった。残りのNkx2.1+細胞（甲状腺でも神経でもない）は、最少のSOX2
発現を有する細胞であり、初期前肺内胚葉を反映しうる。このように、9日目でのNkx2.1+
細胞の大部分はおそらく、気道前駆細胞へとまたは遠位末端複能性肺前駆細胞集団へと特
異化されていない初期肺内胚葉を表す。免疫蛍光は、細胞がNkx2.1+Sox2+、Nkx2.1+Sox9+
、およびNkx2.1+FoxP2+細胞に関して濃縮されていることを示している（データは示して
いない）。概して、これらの結果は、9日目でのESC誘導Nkx2.1+細胞が未成熟であり、ほ
とんどが近位および遠位前駆細胞マーカーを欠如しており、初期肺内胚葉細胞を表すこと
を暗示している。まれではあるが、Nkx2.1+Sox2+、Nkx2.1+Sox9+、およびNkx2.1+FoxP2+
細胞の存在は、ES細胞誘導Nkx2.1+肺内胚葉細胞が、後に成熟上皮細胞へと分化しうる気
道の前駆細胞および複能性肺前駆細胞へと分化しつつあることを示した。
【０３２６】
　FoxN1（胸腺）、Pax8（甲状腺）、ならびにPax9およびTbx1（咽頭嚢内胚葉）を含む肺
および他の前方細胞運命系列遺伝子の発現を、リアルタイムqPCRによって分析した（図S4
A）。予想されたように、結果は、多能性細胞が胚体内胚葉（DE）へと分化すると、Sox2
がダウンレギュレートされることを示した。後に、Sox2レベルは、前方内胚葉がSox2を発
現するという予想に従って増加した。Nkx2.1、Sox9、およびFoxP2発現はESC、胚体内胚葉
、および前方内胚葉において最少であったが、FGF2/WNT/BMP4誘導カクテルによる刺激後
に大きく増加し（10～20倍）、このことは抗体の染色によりこれらの肺特異的マーカーの
組み合わせを証明するこれまでの結果と一貫する（データは示していない）。同様に、Fo
xN1、Tbx1、Pax8、およびPax9発現は、ESC、胚体内胚葉、および前方移動内胚葉において
低かった。しかし、増殖因子誘導前方前腸細胞では、Pax9およびTbx1発現の控えめな増加
が観察されたが、FoxN1およびPax8発現はなおも非常に少なかった。Pax9およびTbx1遺伝
子発現が増加したにもかかわらず、本発明者らは、免疫蛍光によってこれらのタンパク質
に関するいかなる再現可能な染色も検出しなかった（データは示していない）。これらの
結果は全て、FGF、BMP4およびWNTシグナル伝達の組み合わせが、前方内胚葉からの肺特異
的Nkx2.1+前駆細胞の分化を主に駆動するという知見と一貫する。
【０３２７】
実施例3A：BMP4、FGF、およびWNTシグナル伝達は各々が、インビトロでNKX2.1誘導にとっ
て必要であり、マウス肺発達を反復する
　BMP4、FGF2、およびWNTシグナル伝達が各々、インビトロマウスESC分化系において前方
前腸から肺内胚葉を特異化するために必要であるか否かを試験した。これを行うために、
前方移動内胚葉細胞に、BMP4、FGF2、およびWNTアゴニストおよびアンタゴニストの組み
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合わせを曝露した（図3AおよびB）。BMP4は単独でNKX2.1発現を誘導できることが見いだ
された。これに対し、FGF2および／またはGSK3iは、BMP4がなければNKX2.1誘導にとって
十分ではなく、BMP4シグナル伝達が肺の特異化にとって必要であることを示した（図3Bお
よびC）。興味深いことに、FGFおよびWNTアンタゴニストの存在下では、BMP4はもはやNkx
2.1+細胞を誘導できなかった。この結果は、FGFおよびWNTリガンドの内因性の分泌を暗示
する。同様に、FGFおよびWNT活性化は、BMP4依存的Nkx2.1特異化にとって必要であること
を示唆している（図3BおよびC）。推定の内因性のFGFシグナル伝達にもかかわらず、FGF2
濃度を増加させると、Nkx2.1+細胞をアップレギュレートした（図3BおよびC）。FGF2シグ
ナル伝達と比較すると、過度のWNT活性化は有害であり、Nkx2.1+細胞は減少して（図4Bお
よびC）、後腸Cdx2+細胞が増加した（データは示していない）。
【０３２８】
　BMP2、4、および7は、最もよく研究されたBMPファミリーメンバーである。BMP2およびB
MP4はいずれも、I型受容体（ALK3）を通してシグナルを伝達するが、BMP7は異なるI型受
容体（ALK2）に結合する（von Bubnoff and Cho, 2001による論評; Chen et al., 2004; 
Sieber et al., 2009; Miyazono et al., 2010）。BMP2およびBMP7の効果を、前方内胚葉
からのNkx2.1+細胞の誘導に関してBMP4と比較した。結果から、BMP2がNkx2.1+細胞の誘導
に関してBMP4より効率的ではないが、BMP7（10 ng/ml）は効果を有しない（データは示し
ていない）ことが示された。濃度を増加させても（＞100 ng/ml）、BMP7はなおもNkx2.1+
細胞を作製できなかった（データは示していない）。このことは、ALK2受容体を介しての
BMP7シグナル伝達がNKX2.1誘導にとって必要ではなかったことを示している。基準のBMP2
/4シグナル伝達において、BMP2/4はBMP受容体I/II複合体に結合して、Smad1/5/8のリン酸
化が起こり、Smad4とのヘテロ複合体が形成される。これらの複合体は、核へと移動して
標的遺伝子の発現を活性化する（von Bubnoff and Cho, 2001; Chen et al., 2004; Sieb
er et al., 2009; Miyazono et al., 2010）。Smad1/5/8媒介転写のほかに、BMP誘導受容
体複合体は、ERK、JNK、またはp38によるマイトゲン活性化タンパク質キナーゼ（MAPK）
経路を活性化することができる（Kozawa et al., 2002）。ドルソモルフィン（pSmad1/5/
8阻害剤）およびPD98059（MAPKK/ERK阻害剤）を用いると、ドルソモルフィンは、Nkx2.1+
細胞の作製を完全に消失させるが、PD98059はごく部分的にNkx2.1+細胞比率を減少させた
に過ぎなかったことが観察された（データは示していない）。PD98059の存在下で有意な
細胞死が観察され、それゆえNkx2.1+細胞の減少がアポトーシスによる可能性を排除する
ことができなかった。加えて、SmadおよびMAPK媒介経路を統合することができ（Aubin et
 al., 2004）、PD98059の存在下でのNkx2.1+細胞の減少もまた、Smad依存的シグナル伝達
のダウンレギュレーションによる可能性がある。全体として、Smad依存的BMP2/4シグナル
伝達カスケードは、前腸細胞からのNKX2.1特異化にとって必要であるという結論に達した
（図4）。
【０３２９】
実施例3B：肺前駆細胞を作製するためのNkx2.1+分化
　Nkx2.1+肺前駆細胞を促進することができる化合物を同定し、またヒト肺特異化を制御
する新規シグナル伝達経路を同定するために、ハイスループット化学スクリーニングを用
いた。
【０３３０】
　Nkx2.1+肺前駆細胞の産生効率を増加させるために、本発明者らは、NKX2.1陽性肺前駆
細胞分化を促進することができる低分子化合物およびFDA承認臨床薬を同定するために、
キナーゼ経路阻害剤ライブラリおよびNIH臨床薬ライブラリに関する不偏のハイスループ
ット化学スクリーニングを行った。化学スクリーニングのプラットフォームを図14Aに示
す。Foxa2+Sox2+前方内胚葉のNkx2.1+肺内胚葉への変換段階でスクリーニングを行った。
【０３３１】
　キナーゼ化合物セット（化合物240個）から、Nkx2.1+細胞の割合に統計学的に有意な（
3倍より多い）増加を生じた少なくとも5個の分子が同定され、NIH Clinical Collection
（化合物400個）から、少なくとも6個の薬物が同定された（図14B）。これらのNkx2.1+細
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胞は、神経系列マーカーTuj1および甲状腺系列マーカーPax8の発現を除外するために、異
なる実験においてさらに染色されている。加えて、初回スクリーニングにおいて同定され
た全ての陽性候補体は、肺前駆細胞の形成を増加させるために薬物の持続および用量効果
に関して評価されており、それらは、細胞毒性の誘導、Ki67染色による細胞増殖を含む他
の効果に関して評価されている。これらの化合物は注釈がつけられていることから、本発
明者らは、PI3KおよびPKC関連シグナル伝達経路などの同じ経路を標的とする多数の陽性
ヒットが存在することを見いだした。理論に拘束されたくはないが、これらのデータは、
これらの生物学的経路がヒト肺器官形成に能動的に関係していることを示している。同様
に、BMP4は、iPSCからのヒト肺前駆細胞分化にとって重要でないことも決定され、このこ
とは、肺の発達がヒトとマウスで種による差があることを示している。BMP4を阻害すると
、高いNKX2.1発現レベルを有する肺前駆細胞を作製するが、BMP4を添加すると、NKX2.1+
肺前駆細胞の総数に影響を及ぼすことなく、NKX2.1発現を減少させることが決定された。
【０３３２】
　陽性ヒットに加えて、いくつかの化合物は、NKX2.1+細胞産生を減少または遮断さえす
ることが見いだされた。これらの陰性化合物のいくつかは、MEK1/2アンタゴニストである
。理論に拘束されたくはないが、これらのデータは、MEK1/2関連シグナル伝達経路が、ヒ
ト肺器官形成およびiPSCからの肺前駆細胞分化において重要な役割を果たすことを示して
いる。たとえば、MEK1/2の内胚葉特異的欠失によって、マウスにおいて肺無発育が起こる
（非公表データ）。インビトロ分化系において、本発明者らは、MEK1/2の活性化（ホルボ
ル-12-ミリステート13アセテートまたはPMAおよび他のMEK1/2アゴニストなどによる）が
、NKX2.1+細胞産生を刺激することを見いだした。
【０３３３】
　陽性ヒットの相加および相乗効果を研究した後、将来の臨床応用にとって適した細胞を
維持するために、異種由来成分を含まない条件で、多数のiPS細胞株からNkx2.1+肺前駆細
胞の高度濃縮集団（85％～90％まで）を作製するために、強くて経済的に有効な新しいプ
ロトコールを考案した。この例示的な分化培地は、1つのWntアゴニスト（たとえば、0.5
μM CHIR9902）、1つのPI3キナーゼ阻害剤（たとえば、0.02～0.05μM PIK-75）、臨床的
に用いられる1つの薬物（たとえば、0.02～0.05μMメトトレキサート）、1つのBMPアンタ
ゴニスト（たとえば、2～4μMドルソモルフィン）および1つの増殖因子（たとえば、10～
50 ng/ml FGF2）を含む。図12は、iPSCから気道前駆細胞への新たに開発した段階的気道
前駆細胞分化プロトコールの要約である。当業者は、図14に記載される化合物と共にこの
基本プロトコール（RPMI＋2％B27＋10～50 ng/ml FGF2＋0.5μM CHIR9902＋2～4μMドル
ソモルフィン）から多くの他のプロトコールを作製することができる。
【０３３４】
　現在の培地の費用に基づいて、本発明者らは、iPSCから肺前駆細胞への分化培地の費用
（段階Iから段階III）が、Mou et al., 2012によって報告された当初の費用のわずか10％
であると計算するが、このプロトコールは、NKX2.1+細胞産生の効率を増加させた。
【０３３５】
　加えて、本発明者らは、このアプローチが多数のヒトiPS細胞およびESC細胞において有
効であることを証明した。段階IVは、未成熟肺前駆細胞をNKX2.1+SOX2+p63+CK5+気道幹細
胞へと成熟させ、同様に、たとえば機能的アッセイ、疾患のモデリング、および薬物スク
リーニングのために、そのような集団を、継代を繰り返して増殖させ、および／または細
胞の量を増加させるために用いることができる。
【０３３６】
実施例4：BMP7およびFGF7シグナル伝達、ならびにWNTおよびMAPKK/ERK阻害の組み合わせ
は、近位気道前駆細胞を作製する
　本明細書において先に証明したように、9日目でほとんどのESC-誘導Nkx2.1+細胞は、未
成熟肺内胚葉細胞であった。それゆえ、より成熟したNkx2.1+Sox2+胚気道前駆細胞を産生
するために、これらの細胞を分化させた。本発明者らは、未成熟肺Nkx2.1+細胞から気道s
talk前駆細胞を作製するためにシグナル伝達因子を選択的に適用した（図5AおよびB）。
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細胞を、9日目にRA添加B27、BMP7、FGF7、IWR-1（WNTアンタゴニスト）、およびNogginと
共に調製した「近位誘導」培地へと切り替えた（データは示していない）。2～3日後、Nk
x2.1+Sox2+気道前駆細胞の増加が観察された。比率は、処置前の1％～2％と比較して、Nk
x2.1+細胞総数のおよそ10％であった。個々の増殖因子を除去した異なる実験において、W
NTアンタゴニズムは、Nkx2.1+Sox2+細胞の産生に対して最も顕著な効果を有することが見
いだされた。この段階でNogginの代わりにドルソモルフィン（BMPアンタゴニスト）を添
加しても、Nkx2.1+Sox2+細胞数に対してほとんど効果を有しなかった。興味深いことに、
低分子PD98059（MAPKK/ERK阻害剤）は、Nkx2.1+細胞総数の18％までNkx2.1+Sox2+気道前
駆細胞の作製を増強した（データは示していない）。これらのデータは、気道前駆細胞が
、MAPKK/ERK関連経路の阻害後に形成されることを示している。最も注目すべきことに、
本発明者らは、11～12日目でNkx2.1+p63+細胞の小さい分画（Nkx2.1+細胞総数の約1％～4
％）を検出し始めた（図6D）。「近位誘導」培地において培養期間を2日から5日またはそ
れより長い期間まで増加させると、Nkx2.1+Sox2+およびNkx2.1+p63+細胞のより高い割合
が得られた（データは示していない）。Nkx2.1+Sox2+およびNkx2.1+p63+細胞の産生はな
おも、最適化する必要があるが、これらの結果は、ESC誘導Nkx2.1+細胞を近位気道前駆細
胞および誘導気道基底細胞へと分化させることができることを証明している。これらの細
胞の特異的亜集団、たとえばNkx2.1+Sox2+細胞、またはNkx2.1+Sox9+細胞およびNkx2.1+p
63+細胞を単離するためのアプローチは、レポーター遺伝子構築物、たとえばSox2、Sox9
、またはp63プロモーターによって駆動されるGFPレポーター構築物を細胞にトランスフェ
クトすることである。これらの状況でGFPが発現されれば、細胞が本発明の因子の発現を
許容すると同定される。これらの試験は、限界希釈で細胞において行うことができると企
図される。たとえば、前方前腸内胚葉細胞集団を、本明細書において記述されるNkx2.1+T
uj1-Pax8-複能性肺前駆細胞へと分化誘導して、その後同様に記述されるように気道前駆
細胞へと分化させる処置を行うことができる。誘導条件での適切な期間の後、集団を限界
希釈に供して、マイクロタイター皿において1ウェルあたり細胞1個を平板培養した。単離
細胞を、培養においてクローン的に増殖させて、増殖した細胞の一部を、誘導された気道
前駆細胞マーカー、たとえばNkx2.1、Sox2、Sox9、p63、またはさらにより遠位の分化マ
ーカー、たとえばCCSP、FoxJ1等の発現または共発現に関して、たとえば免疫蛍光によっ
て試験することができる。このようにして、様々な前駆細胞の単離集団を調製することが
できる。
【０３３７】
　当業者は、単離細胞集団を産生する代替法もまた、本明細書において記述される方法と
共に用いられうることを認識する。いくつかの態様において、化学物質または化学物質の
組み合わせを用いて培養での細胞分化効率を増強して、所望の細胞タイプの数を増加させ
ることができる。そのような細胞分化効率の増強によって、たとえば所望の細胞表現型に
関する陽性選択による、または望ましくない細胞表現型の選択的殺細胞による、所望のヒ
ト肺前駆細胞タイプの単離集団の産生が可能となる。または、所望のヒト肺前駆細胞表現
型へと分化する際に細胞がGFPを発現して、それによってたとえばFACSソーティングを用
いて既定の表現型の細胞を単離することができるように、細胞を遺伝子改変することがで
きる。さらに、当業者は、特定の細胞表面マーカーまたはマーカーの組み合わせに対して
抗体（たとえば、モノクローナル抗体）を作製することができる。そのような抗体または
抗体の組み合わせを用いて、細胞集団から所望の細胞タイプを精製することができる。
【０３３８】
実施例5：ESC誘導Nkx2.1+細胞集団は、インビボで移植すると成熟気道上皮へと分化する
ことができる
　多能性幹細胞から誘導されるNkx2.1+肺前駆細胞は、有用であるためには機能的呼吸上
皮の生成能を保有しなければならない。それゆえ、マウスESC誘導Nkx2.1+前駆細胞を、皮
下生着によるその成熟呼吸上皮の形成能に関して試験した（データは示していない）。ア
ッセイは、Nkx2.1+細胞が混合細胞集団内で分化する能力を評価した。細胞20,000～50,00
0個を50％Matrigel中に浮遊させて、免疫欠損マウスの皮下に注射した。注射後20～30日
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で、生着した組織を検査のために摘出した。マウスESC誘導肺内胚葉からの気道上皮の分
化が、皮下生着の際に観察された。免疫蛍光染色により、いくつかのNkx2.1+細胞がSOX2
に関して陽性であることが示される（データは示していない）。免疫蛍光染色はさらに、
ESC誘導Nkx2.1+細胞がp63+気道基底幹細胞、CC10+クララ細胞、FoxJ1+繊毛細胞、およびM
uc5ac+杯細胞に分化したことを示した（データは示していない）。
【０３３９】
　多くの上皮スフェアが移植片内で形成され、これらのスフェアのいくつかがNkx2.1発現
細胞を含むことが観察された。いくつかのNkx2.1+スフェアにおいて、Sox2+近位気道上皮
細胞（データは示していない）、p63+基底幹細胞、CC10+クララ細胞、FoxJ1+繊毛細胞、
およびMuc5ac+ムチン分泌細胞（データは示していない）を含む成熟気道上皮細胞のマー
カー（データは示していない）が検出された。
【０３４０】
　共焦点イメージングを備えた三重免疫蛍光染色により、スフェアが成熟気道上皮の1つ
より多くのマーカーを含むことが証明された。そのような成熟気道上皮マーカーは、ESC
誘導テラトーマにおいて決して検出されていない。三次元スフェア形成アッセイを用いる
これまでに公表された基底幹細胞分化により、繊毛細胞および基底細胞が産生されたが、
クララ細胞は産生されなかった（Rock et al., 2009）。本発明者らは、初回細胞混合物
において遠位肺複能性細胞（Nkx2.1+Sox9+およびNkx2.1+FoxP2+細胞）を有するにもかか
わらず、PRO-SPC、PRP-SPA、およびAQUAPORIN5などのいかなるI型およびII型肺胞細胞マ
ーカーも検出しなかった。全体として、ESC誘導Nkx2.1+細胞含有集団は気道上皮細胞分化
を行うことができるという結論に達した。
【０３４１】
実施例6：ヒト嚢胞性線維症iPS細胞からNKX2.1+肺細胞を作製するための効率的で再現可
能な段階的アプローチ
　次に、類似の段階的分化アプローチを用いて、嚢胞性線維症（CF）疾患特異的ヒトiPSC
から肺気道前駆細胞を作製できるか否かを調べた（図6）。全ての分化段階を、異種由来
成分を含まない条件で行った。さらに、CF iPSC株の2つは、ウイルスコードリプログラミ
ング因子（Warren et al., 2010）ではなくて、修飾RNA（RiPS）を用いて作製され、この
ため遺伝子が修飾されず、このことは可能性がある将来の臨床での使用にとってもう1つ
の利点であった。CF iPSCを、完全mTeSR1培地中でGeltrexコーティングプレートにおいて
維持した。RPMI 1640培地においてアクチビン（100 ng/ml）およびPI3キナーゼ阻害剤LY2
94002（5μM）の存在下で3～4日間処置後に、高収率の胚体内胚葉（DE）を得た。85％か
ら90％より多くの細胞が、転写因子SOX17およびFOXA2を4日目に同時発現し、CFTR変異体
対立遺伝子△508およびG551Dに関して複合ヘテロ接合であるRiPS細胞株からDEが非常に効
率的に産生されることを証明している（データは示していない）。このプロトコールはま
た、△508対立遺伝子に関してホモ接合である3つの嚢胞性線維症iPSC株、野生型ヒトBJ R
iPS細胞株（Warren et al., 2010）、ならびにHUES-3およびHUES-9ヒトESC株を含む他の
ヒト多能性幹細胞に応用して成功した（データは示していない）。
【０３４２】
　Greenらと類似の前方移動条件を用いることによって、DE細胞におけるSOX2発現の誘導
を、A-83-01（TGFβアンタゴニスト；データは示していない）による4日間の処置後に50
％から60％までの効率で得た。Noggin（BMP4アンタゴニスト）は、実際にこの前方移動に
とって必要ではないことが見いだされた。マウスES細胞に関する試験において同定された
増殖因子およびアゴニストの類似の組み合わせ（BMP4、FGF2、およびGSK3iXV）を用いる
と、NKX2.1+細胞を10％～30％の効率で作製することができる（データは示していない）
。これらのNKX2.1+細胞は、TUJ1およびPAX8に関して陰性であり（データは示していない
）、それらが神経または甲状腺同一性の細胞ではないことを証明した。加えて、これらの
NKX2.1+細胞の亜集団はまた、SOX2およびSOX9に関しても陽性であった（データは示して
いない）。これらのマーカーは、いずれも拘束された気道前駆細胞（NKX2.1+SOX2+細胞）
および複能性胚性肺前駆細胞（NKX2.1+SOX9+細胞）の存在を示唆している。
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【０３４３】
　様々な前方細胞運命遺伝子の発現を、qPCRによって定量したところ（図9）、マウスES
細胞分化の際に観察された発現パターンと比較して類似の遺伝子発現パターンが観察され
た。SOX2は、胚体内胚葉への分化後にダウンレギュレートされた後、前方移動後に予想さ
れたように増加した。前方移動内胚葉細胞におけるNKX2.1、SOX9、およびFOXP2発現の劇
的なアップレギュレーション（20～30倍）が、FGF2/BMP4/WNT誘導後に観察された。PAX8
（甲状腺内胚葉）、PAX9（咽頭内胚葉）、およびTBX1（肺／食道より前方の咽頭内胚葉）
を含む他の前方細胞運命遺伝子の発現は、FOXN1（胸腺内胚葉）のいかなる発現もなく、
ごく控えめにアップレギュレートされた。併せると、内胚葉の分化スペクトルは、マウス
およびヒトプラットフォームにおいて著しく類似であった。
【０３４４】
　最後に、ヒトRiPS細胞誘導NKX2.1+混合細胞集団を、皮下に生着させた（データは示し
ていない）。免疫欠損レシピエントマウスの皮下で30日後の生着した組織において、多く
のスフェアが形成された。NKX2.1+スフェアにおいて、NKX2.1+細胞のいくつかが、p63を
同時発現して、これらのNKX2.1+細胞が気道基底幹細胞へと成熟したことを示している（
データは示していない）。
【０３４５】
実施例7：要約
　本明細書において、多能性幹細胞を肺複能性前駆細胞（Nkx2.1+Sox9+およびNkx2.1+Fox
P2+）および気道前駆細胞（Nkx2.1+Sox2+）へと分化させるための段階的戦略を報告する
。本発明者らは、胚前腸の限局化を模倣することにより、Nkx2.1+肺細胞のその後の分化
が増強されたことを示す。このことは、胚形成の際の各々の個別の段階の最適化によって
、各々のその後の段階で分化効率の改善が起こるという考え方に信用を与える。これらの
Nkx2.1+肺内胚葉細胞のいくつかは、複能性胚性肺前駆細胞および気道前駆細胞へと最終
分化したが、この知見は、これまでに報告されていなかった。さらに、拘束されたNkx2.1
+肺前駆細胞を生着させると、気道上皮の特異的成熟細胞マーカーを産生した。次に、本
発明者らは、ヒト嚢胞性線維症iPS細胞および他のヒト多能性幹細胞株から疾患特異的肺
前駆細胞を産生するようにこの戦略を適合させて、このように、ヒト肺疾患を分析するた
めの新しいプラットフォームを作製した。
【０３４６】
　さらに、ESC系を、肺発達における段階を調べるための発見ツールとして用いることが
できる。同様に、現在の培養系において、NKX2.1を誘導するために、BMPおよびWNTシグナ
ル伝達に加えてFGFシグナル伝達が必要であることも証明され、このことは、前腸肺原基
の付近に多数のFGFの存在により、マウス遺伝子系において定義することが難しいとされ
ていた知見である。BMP4シグナル伝達効果の作用機序の分析によってもまた、BMP4シグナ
ル伝達がSmad依存的経路を通して起こり、薬理学的にSmadを調整すると、Nkx2.1+肺細胞
分化を増強するという新規知見が明らかとなった。本発明者らはまた、同じ経路の注意深
く設定された一定期間のアンタゴニズムまたはアゴニズムが、最適な分化を駆動するため
に必須であることも示している。たとえば、内胚葉期でNkx2.1+肺細胞を誘導するために
後に必要であるWNTシグナルを初期に添加すると、Nkx2.1+細胞の形成に対して不応性であ
る後腸腸管上皮へと内胚葉を限局させる（Spence et al., 2011; Cao et al., 2011; She
rwood et al., 2011）。このように、シグナル伝達カスケードの組み合わせのみならず、
その正確なタイミングが、インビボ分化を反復するために必須である。したがって、本明
細書において記述されるシステムは、マウス発達遺伝学を用いてこれまでに記述されてい
ない肺細胞分化の機序を定義するための有用な補助プラットフォームである。
【０３４７】
　本研究は、Nkx2.1+Sox2+近位気道前駆細胞ならびにNkx2.1+p63+二重陽性気道幹細胞が
、ヒトおよびマウスの両方の多能性幹細胞から誘導されることを初めて証明した。Zaret
および共同研究者らは、正しい増殖因子が存在するにもかかわらず（Zaret et al., 2008
）、腸内胚葉が特定の組織へと分化できる能力を調節する後成的パターンを前方腸が含む
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ことを示唆している。後成的要因に基づく内胚葉のプレパターンが、肺前駆細胞特異化を
増強するために調整されうるか否かを調べることは重要であろう。
【０３４８】
　本発明者らは、免疫欠損マウスの皮下に混合細胞集団を生着させることによって、混合
細胞集団を気道上皮へと分化させることに成功した。実際に、気道前駆細胞を誘導して呼
吸スフェアを形成させるためには、この混合集団内の他の細胞が必要である可能性がある
。
【０３４９】
　要約すると、本明細書において、マウスESCから、DE作製、内胚葉の前腸への前方移動
、および最も初期の肺Nkx2.1+内胚葉の誘導ならびに複能性Nkx2.1+Sox9+肺前駆細胞、Nkx
2.1+Sox2+胚気道前駆細胞、およびNkx2.1+p63+気道幹細胞を誘導するための強く一般的に
応用可能なプロトコールが提供される。この戦略を、ヒト嚢胞性線維症iPSCから疾患特異
的肺前駆細胞を作製するように適合させて、このように、ヒト肺疾患を分析するための新
しいプラットフォームを確立した。これによって、疾患のモデリング、薬物スクリーニン
グ、変異体CFTR遺伝子の遺伝子レスキュー（相同的組み換え、ジンクフィンガーヌクレア
ーゼ、またはTALエフェクターヌクレアーゼを用いて）および自家移植が可能となる。さ
らに、この戦略は基本的に、ヒトの遺伝的に影響を受けるいかなる肺障害にも応用するこ
とができる。一般的なヒト肺疾患の遺伝学において現れつつある多量のデータを考慮する
と、このプラットフォームはまた、気道上皮における候補遺伝子の生物学的有意性を試験
するための出発点として役立つであろう。最後に、多数の肺上皮細胞を作製できることに
より、ヒト肺上皮細胞の供給が限られていたためにこれまで可能ではなかった生化学およ
びプロテオーム実験が可能となりうる。
【０３５０】
実施例8：実験技法
　マウスおよびヒト細胞株：NOD-SCID IL2Rγヌル（NOD/SCID/IL2Rγ-/-）免疫欠損マウ
スを、Jackson Laboratoryから購入した。動物技法は、Massachusetts General Hospital
（MGH）および国のガイドラインおよび規則に従って行われ、MGHの施設内動物取扱委員会
（IACUC）の承認を受けた。ヒト嚢胞性線維症誘導多能性細胞株および胚細胞株（Hues-3
およびHues-9）の使用は、MGHの胚幹細胞研究監視委員会（ESCRO）およびIRBによって審
査され、承認された。
【０３５１】
　マウス内胚葉前方移動およびNkx2.1細胞分化：マウス胚体内胚葉を、本明細書において
記述されるように作製した。内胚葉を前方移動させるために、5日目およびその後に、細
胞を分割して、804G-条件培地を予めコーティングしたプレートに再播種して、D0培地＋0
.5～1μM A8301（CalBiochem、616454）を2日間与えた。次に、培地をD0培地によって2回
すすいで、50 ng/ml BMP4、100 ng/ml FGF2（GIBCO、PHG0026）および5～10 nM GSK3iXV
を添加したD0培地にさらに2～3日間切り替えた。Nkx2.1+Sox2+近位前駆細胞を作製するた
めに、細胞をD0培地によって2回すすぎ、RA添加B27、50 ng/ml BMP7、50 ng/ml FGF7、10
0 nM IWR-1、および1～2μM PD98059を含むD0培地に2日間またはそれより長いあいだ切り
替えた。
【０３５２】
　ヒトiPSC培養および分化：ヒトiPSCを、Geltrexコーティングしたプレートにおいて完
全mTeSR1培地（Stemcell）中で維持した。ビタミンAを含まない2％B27補助剤（GIBCO、12
587-010）、アクチビンA（Peprotech、100 ng/ml）、およびPI3キナーゼ阻害剤LY294002
（5μM）の存在下でRPMI-1640培地において3～4日間処置後に、高収率の胚体内胚葉前駆
細胞が得られた。前腸内胚葉細胞を作製するために、胚体内胚葉を、Noggin（BMP4アンタ
ゴニスト、100 ng/ml）またはドルソモルフィン（2～5μM）の存在下または非存在下で、
2％B27、500 nM A-83-01（TGFβアンタゴニスト）を含むRPMI-1640培地によって4日間処
置した。その後、内胚葉細胞からNkx2.1を誘導するために、細胞を、2％B27、50 ng/ml B
MP4、100 ng/ml FGF2、および5 nM GSK3iXVを含むRPMI-1640培地に4日間またはそれより
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長い期間曝露した。
【０３５３】
　免疫蛍光：各分化段階において、細胞を、新しいパラホルムアルデヒド（4％）によっ
て室温で15分間固定して、PBSによってすすぎ、PBS＋0.2％Triton X-100によって洗浄し
て、PBS＋1％BSA中で希釈した一次抗体と共に4℃で終夜（＞16時間）インキュベートした
。インキュベーション後、細胞をPBS＋0.2％Triton X-100によって4回すすぎ、二次抗体
と共に室温で2時間インキュベートした。画像を、Olympus IX71倒立蛍光顕微鏡またはNik
on A1共焦点レーザー顕微鏡を用いて可視化した。用いた一次抗体を、以下の表に要約す
る。
【０３５４】
（表1）一次抗体のリスト

【０３５５】
　二次抗体は、Invitrogen（AlexaFluor-549およびAlexaFluor-488）から購入した。少な
くとも5個の無作為な視野を倍率20倍で計数する段階ならびに平均値および標準偏差を計
算する段階によって定量を行った。
【０３５６】
　胚の収集、切片の作製、および染色：所望の胚形成期の胚または肺を摘出して、新しい
4％PFAによって4℃で6時間または終夜固定した。次に、組織をPBSによって3分間（1回あ
たり5分）すすいで、30％スクロースのPBS溶液中で4℃で終夜インキュベートした。組織
をOCT中に1時間浸した後、OCT中で凍結して、厚さ7μmの凍結切片を作製した。スライド
ガラスを、上記のように一次および二次抗体によって染色した。
【０３５７】
　皮下生着後のマウスESCおよびヒトiPS誘導Nkx2.1+肺前駆細胞の分化：細胞2～5×105個
を、低増殖因子Matrigel（BD Biosciences、354230）アドバンスドDMEMの1：1混合物200
μl中に浮遊させて、NOD-SCID IL2Rγヌルマウスに皮下注射した。組織を、20～30日後に
採取して調べ、冷4％パラホルムアルデヒド中で終夜固定して、PBSによって2回すすぎ、3
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ガラスを、NKX2.1発現に基づいて気道上皮細胞に関して調べた。ESC誘導Nkx2.1+細胞の基
底幹細胞への分化は、P63およびCK5の発現に基づき、杯細胞はMUC5ACの発現に基づき、ク
ララ細胞はCCSPの発現に基づき、および繊毛細胞はFOXJ1の発現に基づいた。
【０３５８】
例示的な分化培地
段階I：ヒトES細胞およびiPS細胞から胚体内胚葉
　例示的なRPMI-1640培地に基づく分化培地は、2％B-27（レチノイン酸を含まない）、0.
1％Albumax II、1×Glutamax、1×非必須アミノ酸（NEAA）、5μM LY294002（PI3K阻害剤
）、および100 ng/mlアクチビンAを含みうる。いくつかの態様において、5μM LY294002
および／または100 ng/mlアクチビンAを用いる。しかし、LY294002は、たとえば2～10μM
の範囲内で用いることができ、アクチビンAは、たとえば75～150 ng/mlの範囲内で用いる
ことができる。いくつかの態様において、段階Iの処置期間の長さは4～5日である。
【０３５９】
段階II：胚体内胚葉から前方前腸内胚葉
　段階IIのためのRPMI-1640培地に基づく分化培地は、2％B-27（レチノイン酸を含まない
）、0.1％Albumax II、1×Glutamax、1×非必須アミノ酸（NEAA）、0.5～2μM TGFβアン
タゴニストA8301、100～500 nM WNTアンタゴニストIWR-1を含みうる。いくつかの態様に
おいて、処置期間の長さは2～4日である。
【０３６０】
段階III：前方前腸細胞からNkx2.1+細胞
　段階IIIのための例示的なRPMI-1640に基づく分化培地は、2％B-27（RA添加）、0.1％Al
bumax II、1×Glutamax、1×非必須アミノ酸（NEAA）、20～200 nM BMP4、20～200 ng/ml
 FGF2、5～50 nM GSK3iXV（またはGSK3iXVの代わりに100～1000 nM CHIR-99021）を含み
うる。いくつかの態様において、処置期間の長さは約4～6日である。
【０３６１】
段階IV：Nkx2.1初期肺内胚葉細胞からNkx2.1+Sox2+近位気道およびNkx2.1+p63+気道基底
幹細胞
　例示的なRPMI-1640に基づく培地は、2％B-27（RA添加）、0.1％Albumax II、1×Glutam
ax、1×非必須アミノ酸（NEAA）、20～100 ng/ml BMP7、20～100 ng/ml FGF7、50～100 n
g/ml IWR-1（WNTアンタゴニスト）、および1～2μM PD98059（MAPKK/ERKアンタゴニスト
）を含みうる。いくつかの態様において、処置期間の長さは約4～6日である。
【０３６２】
　第二の例示的な分化培地は、本明細書において図12に示される。
【０３６３】
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