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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　長期のインビトロ培養後に正常な胚幹細胞の表現型を維持することができる、クローン
ヒト胚幹細胞系を確立する方法であって、
　未分化ヒト胚幹細胞の培養物を提供する工程、
　個々の未分化ヒト胚幹細胞を別々の培地に移す工程であって、該培地が少なくとも約４
ｎｇ／ｍｌの外因的に供給された塩基性ヒト線維芽細胞成長因子を含むが、哺乳類の血清
及びＬＩＦは実質的に含まないものである、工程、及び
　前記個々の未分化ヒト胚幹細胞を、少なくとも約４ｎｇ／ｍｌの外因的に供給された塩
基性ヒト線維芽細胞成長因子を含むが、ＬＩＦは実質的に含まない無血清培地中で培養し
て、該細胞を、少なくとも６ヶ月間の培養後に内胚葉、中胚葉及び外胚葉へと分化する能
力を維持している未分化ヒト胚幹細胞のクローン培養物へと拡張する工程
を含むことを特徴とする方法。
【請求項２】
　ヒト胚幹細胞のクローン培養物が１２ヶ月間をこえて維持される、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　長期のインビトロ培養後に正常な胚幹細胞の表現型を維持することができる、クローン
ヒト胚幹細胞系を確立する方法であって、
　未分化ヒト胚幹細胞の培養物を提供する工程、
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　個々の未分化ヒト胚幹細胞を培養物から取り出して、別々の培地中に置く工程であって
、該培地が少なくとも約４ｎｇ／ｍｌの塩基性ヒト線維芽細胞成長因子及びマウス胚支持
細胞を含むが、哺乳類の血清及びＬＩＦは実質的に含まないものである、工程、及び
　前記細胞を前記別々の培地中で培養して、該細胞を、少なくとも８ヶ月間の培養後に内
胚葉、中胚葉及び外胚葉へと分化する能力を維持することができる未分化ヒト胚幹細胞の
クローン培養物へと拡張する工程
を含むことを特徴とする方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　　（発明の分野）
　本発明は、霊長類の胚幹細胞培養を培養する為の方法及びその方法で有用な培地に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　　（発明の背景）
  霊長類（例えば、サル及びヒト）の多分化能性胚幹細胞は移植前の胚由来のものである
（U.S. Patent 5,843,780及びJ. Thomson et al., 282 Science 1145-1147 (1998)参照）
。これらの刊行物及びそこに引用されたその他の刊行物の記述は、全て参照によってここ
に導入される。長期の培養にも拘わらず、これらの細胞は三つ全ての胚の胚葉の進化した
誘導体を形成する為の発生能を安定的に維持する。
【０００３】
  霊長類（特にヒト）のＥＳ培養細胞株は、ヒトの発生生物学、薬剤開発、薬剤試験及び
移植医学に関して広範囲の有用性を有する。例えば、移植後のヒトの胚に関する現在の知
識は、主に、限られた数の発展の少ない組織学部門によるものである。倫理観の故に、初
期のヒト胎児についての発生判定を左右する基本的なメカニズムは本質的に探求されない
ままに残されている。
  マウスは実験的哺乳動物の発生生物学の大黒柱であり、そして、発生を左右する多くの
基礎的なメカニズムがマウスとヒトとの間で保存されているが、初期のマウスとヒトの発
生の間には著しい相違が存在する。霊長類／ヒトＥＳ細胞は、従って、それらの分化と機
能に重要な新しい見解を用意すべきである。
【０００４】
  霊長類のＥＳ細胞の分化した誘導体は、新規な化合物の毒性或いは催奇性試験の為に、
そして、病気の細胞集団を置換える為の移植の為に使用される新たな薬剤の為の標的遺伝
子を同定する為に使用することができる。ＥＳ細胞由来の細胞の移植によって治療できる
可能性のある状態としては、パーキンソン病、心筋梗塞、若年型糖尿病及び白血病が挙げ
られる（例えば、J. Rossant et al., 17 Nature Biotechnology 23-4 (1999) 及びJ. Ge
arhart, 282, Science 1061-2 (1998)参照）。
  長期間の増殖能力、長期培養後の発生能力及び核型の安定性は、霊長類の胚幹細胞培地
の有用性にとって鍵となる特徴である。その様な細胞の培地（特に線維芽細胞支持細胞層
についての）は、一般に、その様な培養中の所望の増殖を可能とする為に、動物の血清（
特にウシ胎児血清）で補充される。
【０００５】
  例えば、米国特許第５，４５３，３５７号明細書、第５，６７０，３７２号明細書及び
第５，６９０，２９６号明細書では、塩基性線維芽細胞因子と動物の血清を一緒に使用す
る事を含めて、様々な培養条件が開示されている。残念ながら、血清は、バッチ毎に変動
する性質があり、従って、培地特性に影響を及ぼす。
  ＷＯ９８／３０６７９では、培地において或種の胚幹細胞の成長を助ける為に動物の血
清の代替として無血清補給を用意する事が検討された。この血清の代替は、アルブミン又
はアルブミン置換体、一種以上のアミノ酸、一種以上のビタミン、一種以上のトランスフ
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ェリン又はトランスフェリン置換体、一種以上の耐酸化剤、一種以上のインスリン又はイ
ンスリン置換体、一種以上のコラーゲン前駆体及び一種以上の微量元素を含んでいる。こ
の代替は、更に、白血病抑制因子、スチール因子、又は毛様神経因子と共に補給できる点
が注目された。残念ながら、霊長類の胚幹細胞培地（特に、線維芽細胞支持細胞層で成長
させる培地）の関係では、これらの培地は十分である事を立証しなかった。
【０００６】
  栄養素血清培地（例えばウシ胎児血清）の関係では、ＷＯ９９／２０７４１は、霊長類
の幹細胞を培養するに当って様々な成長因子、例えばｂＦＧＦの使用の利点を述べている
。然しながら、栄養素血清の無い培地は開示されていない。
  米国特許第５，４０５，７７２号明細書では、造血細胞及び骨髄間質細胞の為の成長培
地が開示されている。そこでは、この目的の為に血清を取除いた培地において線維芽細胞
成長因子を使用することが示唆されている。然しながら、霊長類の胚幹細胞の成長の為の
条件は開示されていない。
【０００７】
  従って、今尚、動物の血清の使用の必要性なしに霊長類の胚幹細胞を安定して培養する
為の技術の必要性が存在することが明らかである。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　　（発明の開示)
  一つの観点では、本発明は、霊長類の胚幹細胞を培養する方法を提供するものである。
幹細胞は、哺乳動物の胎児血清を実質的に含まない（好ましくは、如何なる動物の血清を
も実質的に含まない）培地において、線維芽細胞支持細胞層以外の源から供給される線維
芽細胞成長因子の存在下で培養される。好ましい形態では、又培地は線維芽細胞支持細胞
層を有する。
【０００９】
  線維芽細胞成長因子は、哺乳動物発生の為の必須の分子である。現在、九つの線維芽細
胞成長因子リガンドとその為の四つの情報伝達線維芽細胞成長因子受容体（及びそれらの
スプライス変異体）が知られている（D. Ornitz et al., 25 J. Biol. Chem. 15292-7 (1
996); U.S. Patent 5,453,357参照）。
  これらの因子における僅かな変異は、種の間で存在することが予測され、従って、「線
維芽細胞成長因子」と言う用語は限定された種ではない。然しながら、本発明者は、ヒト
線維芽細胞成長因子、更に好ましくは、組換え遺伝子から産生される塩基性線維芽細胞成
長因子と言う用語を使用する。この化合物は、Gibco BRL-Life Technologies及びその他
から多量に容易に利用可能である。
【００１０】
  本発明の目的に対しては、培地は、個々別々の成分（例えば、ウシ血清アルブミン）が
血清から単離されたとしても、そして外因的に供給されるとしても、特定の血清を実質的
に含まないものである点に注目されるべきである。血清自身が添加されると、変動性の問
題が生じる事がポイントである。然しながら、その様な血清の一種以上の十分に特定され
精製された成分が添加されると、変動性の問題は生じない。
  好ましくは、この方法を使用して培養される霊長類の胚幹細胞は、それらが（ｉ）未分
化状態で、in vitroにおいて無制限の増殖ができ、（ｉｉ）長期の培養後においても全て
の三つの胚の胚葉（内胚葉、中胚葉及び外胚葉）の誘導体に対して分化でき、そして（ｉ
ｉｉ）長期の培養を通して正常な核型が維持される点で真のＥＳ培養細胞株であるヒト胚
幹細胞である。従って、それらは多能性であると言われる。
【００１１】
  培地は、１ヶ月以上（好ましくは６ヶ月以上、尚好ましくは１２ヶ月以上でも）の間、
内胚葉、中胚葉及び外胚葉への幹細胞の分化能力を維持しながら、且つ幹細胞の核型を維
持しながら培養において胚幹細胞を安定に増殖させることが出来る。
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  他の観点では、本発明は霊長類の胚幹細胞を培養する為の別の方法を提供する。この方
法は、実質的に哺乳類の胎児血清を含まない（好ましくは、又、実質的に如何なる動物の
血清をも含まない）培地において、且つ、線維芽細胞成長因子情報伝達受容体を活性化す
ることのできる成長因子であって線維芽細胞支持細胞層以外の源から供給される該成長因
子の存在下で幹細胞を培養する。この成長因子は、好ましくは線維芽細胞成長因子である
が、又、線維芽細胞成長因子受容体を活性化する様に設計されたその他の物質、例えば或
種の合成の小さな蛋白質（例えば、組換えＤＮＡ変異体から産生された）であっても良い
。（一般的に、T. Yamaguchi et al., 152 Dev. Biol. 75-88 (1992)参照）（情報伝達受
容体）。
【００１２】
  尚その他の観点において、本発明は霊長類の胚幹細胞を培養する為の培養系を提供する
。培養系は、線維芽細胞支持細胞層と線維芽細胞支持細胞層以外によって供給されるヒト
塩基性線維芽細胞成長因子とを有する。この培養系は、本質的に動物の血清を含まない。
  本発明の尚その他の観点は、上記方法を使用して誘導される増殖細胞株（好ましくは、
クローン化細胞株）を提供する。「誘導される」と言う用語は、直接的に或いは間接的に
誘導される細胞株を含む広い意味で使用される。
  動物の血清のバッチにおける相違に起因する変動性はこれによって避けられる。更に、
動物の血清の使用を回避して線維芽細胞成長因子を使用する事は、クローン化の効率を増
加させることができる事が分かった。
【００１３】
  従って、変動が少なく一層効率的なクローン化を可能とさせる、霊長類の胚幹細胞株の
為の培養条件を提供する事が本発明の利点の一つである。本発明のその他の利点は、明細
書及び特許請求の範囲の検討後に明らかとなるであろう。
  以下の実験において、本発明者は、ヒトＥＳ増殖細胞株を培養する為に本発明の方法と
培養系を使用した。二つのクローン的に誘導されたヒトＥＳ増殖細胞株を、クローン誘導
後に8ヶ月以上にわたって増殖し、三つの胚の胚葉全ての進化した誘導体へ分化する為の
能力が維持された。
  初期誘導の為の方法、培地及びヒトＥＳ増殖細胞株Ｈ９の特徴は、J. Thomson et al.,
 282 Science 1145-1147 (1998)に開示されている。本発明者の実験では、ヒトＥＳ増殖
細胞は、次いで、照射された（３５グレイ ガンマ照射）マウスの胚線維芽細胞上に置か
れた。この実験の為の培養系は、８０％"KnockOut" Dulbeco's modified Eagle's medium
 (DMEM)(Gibco BRL, Rockville, MD)、１ｍＭのＬ－グルタミン、０．１ｍＭのβ－メル
カプトエタノール、及び１％可欠アミノ酸ストック（Gibco BRL, Rockville, MD）から構
成され、２０％ウシ胎児血清(HyClone, London, UT)又は２０％KnockOut SRの、マウスＥ
Ｓ細胞(Gibco BRL, Rockville, MD)の為に本来的に最適化されている無血清代替で補充さ
れた。KnockOut SRの成分は、ＷＯ９８／３０６７９の血清代替に対して記載されている
それらである。
【００１４】
  別の実験では、培地は、血清又は前述の血清代替物のKnockOut SRで、及び、ヒト組換
え塩基性線維芽細胞成長因子(bFGF、４ng/ml)と一緒に又は無しで補充された。培地にお
ける好ましいｂＦＧＦの濃度範囲は０．１ｎｇ／ｍｌ～５００ｎｇ／ｍｌである。
  培養条件を様々に変化させた時のクローン化効率を決定する為に、Ｈ－９培養が、７分
間、０．０５％トリプシン／０．２５％ＥＤＴＡで単独の細胞に分離され、遠心分離で洗
浄され、間接核分裂的に不活性化されたマウスの胚線維芽細胞上に被せられた（６－ウエ
ルプレートのウエル当り１０5ＥＳ細胞）。クローンＥＳ増殖細胞の誘導の為に単独の細
胞からの成長を確認する為に、個々の細胞を、立体顕微鏡下での直接観察によって選択し
、マイクロピペットで、マウスの胚線維芽細胞フィーダーを含む９６ウエルプレートの個
々のウエルに、２０％血清代替物及び４ｎｇ／ｍｌｂＦＧＦを含む培地と共に移した。
【００１５】
  クローンは、５～７日毎の通常の経過毎に、１ｍｇ／ｍｌのコラゲナーゼタイプＩＶ(G
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ibco BRL, Rockville, MD)で拡張された。誘導後６ヶ月で、Ｈ９細胞は、標準Ｇ－分染法
（２０の染色体スプレッドが分析された）で正常なＸＸ核型を示した。然しながら、誘導
７ヶ月後では、単独の核型調製では、１６／２０の染色体スプレッドが正常なＸＸ核型を
示したが、４／２０のスプレッドは、ランダムな異常性を示し、染色体１３短腕への転座
を伴うもの、逆転染色体２０を伴うもの、４番短腕への転座を伴うもの及び多重細分化を
伴うものを含んでいた。引き続き、誘導後８、１０及び１２．７５ヶ月では、Ｈ９細胞は
、試験した２０の染色体スプレッド全てにおいて正常な核型を示した。
【００１６】
  本発明者は、動物の血清が含まれていた先述の培養条件におけるヒトＥＳ細胞のクロー
ン化効率が低かった（ｂＦＧＦの有無に拘わらず）事を観察した。又、本発明者は、動物
の血清が存在しないとクローン化効率が増加し、なお更にｂＦＧＦで増加される事を確認
した。
  以下に表示されるデータは、プレート化された１０5の個別化されたＥＳ細胞からのコ
ロニーの合計数、平均値の＋／－標準誤差（コロニークローン化効率の割合）である。２
０％の胎児血清とｂＦＧＦ無しの場合は、２４０＋／－２８であった。２０％血清とｂＦ
ＧＦの場合は、結果は略同じで、２６０＋／－１２であった。血清が存在しない場合は（
２０％の血清代替物が存在する）、ｂＦＧＦなしの結果は６３３＋／－４３であり、ｂＦ
ＧＦを伴う場合は、８２６＋／－６１であった。この様に、血清はクローン化効率に逆に
影響を及ぼし、血清の存在しない場合のｂＦＧＦの存在は、クローン化効率に関する限り
相乗効果を有した。
【００１７】
  血清の存在でのヒトＥＳ細胞の長期間培養は、外因的に供給されるｂＦＧＦの添加を必
要とせず、そして（上述の様な）血清含有培地へのｂＦＧＦの添加はヒトＥＳ細胞クロー
ン化効率を著しく増加しない。然しながら、無血清培地では、ｂＦＧＦはヒトＥＳ細胞の
初期クローン化効率を増加した。
  更に、本発明者は、外因的なｂＦＧＦの供給は、動物の血清が存在しない場合の霊長類
の胚幹細胞の連続した未分化増殖にとって極めて重要である事を発見した。外因的なｂＦ
ＧＦを欠く無血清培地では、ヒトＥＳ細胞は、二週間の培養で一様に分化した。例えば、
ＬＩＦの様な他の因子の添加（ｂＦＧＦの存在しない場合での）は、この分化を妨げなか
った。
【００１８】
  認知された結果は、特に、クローン細胞に適用可能である。この事について、拡張の為
のクローンが、直接顕微鏡観察の下で、９６ウエルプレートのウエル中に個々に細胞を配
置する為に選択された。９６ウエルプレートのウエル中に配置された１９２Ｈ－９細胞の
内の二つのクローンが順番に拡張された（Ｈ－９．１及びＨ－９．２）。これらのクロー
ンの両方を、血清代替物とｂＦＧＦで補充された培地で順番に連続して培養した。
  Ｈ９．１及びＨ９．２細胞共に、クローン化後の８ヶ月を超える連続培養後でも正常な
ＸＸ核型を維持した。Ｈ９．１及びＨ９．２クローンは、無血清培地における長期間培養
後でも、三つの胚の胚葉全ての誘導体を形成する能力を維持した。培養６ヶ月後では、Ｈ
９．１及びＨ９．２クローンは正常な核型を持つ事が確認され、次いで、ＳＣＩＤ－ベー
ジュマウスに注射された。
【００１９】
  Ｈ９．１及びＨ９．２は共に、腸上皮（内胚葉）胚性腎臓、横紋筋、遊走筋、骨、軟骨
（中胚葉）及び神経組織（外胚葉）を含めて、三つの胚の胚葉全ての誘導体を含む奇形を
形成した。高い継代Ｈ９．１及びＨ９．２細胞の奇形の内で観察された分化の範囲は、低
い継代Ｈ９細胞によって形成された奇形において観察されたそれに匹敵するものであった
。
  上記開示から、動物の血清は成長の支えではあるが、ヒトＥＳ細胞培養にとっては有益
であると同時に有害な両方の化合物を含み得る複雑な混合物である事が認識されるべきで
ある。更に、異なる血清のバッチは、ヒトＥＳ細胞の活気のある未分化増殖を支持するそ



(6) JP 5839666 B2 2016.1.6

10

20

30

40

れらの能力において広範囲に変動する。血清を明確に定義された成分で置換える事は、こ
の血清のバッチ変動の結果の変動性を減少させ、更に慎重に定義される分化の研究を可能
とする。
【００２０】
  更に、血清を含む培地における低いクローン化効率は、通常使用される血清中に、幹細
胞の生存にとって有害な、特に、細胞が単独細胞に分散させられる時に幹細胞にとって有
害な化合物の存在を示唆する。従って、これらの化合物の使用を回避する事が大いに要求
される。
  本発明は、その好ましい実施態様について記述された。この概念の別の形態は特許請求
の範囲内にある事が意図される。例えば、組換えで産生されたヒト塩基性線維芽細胞成長
因子が上記の実験で使用されたが、自然に単離される線維芽細胞成長因子も又適当なもの
である。更に、これらの方法は、又、サル及びその他の霊長類の細胞培養での使用に適す
るものである事を証明するものである。
  この様に、特許請求の範囲は、発明の完全な範囲を判断する為に見られるべきである。

                       工業的適用性
  本発明は、霊長類の胚幹細胞の培養方法及びその方法で使用する為の培地を提供するも
のである。
【００２１】
　本明細書は、以下の発明を開示するものである。
１．霊長類の胚幹細胞の培養方法であって、哺乳類の胎児血清を実質的に含まない培地に
おいて、且つ、線維芽細胞支持細胞層以外の源から供給される線維芽細胞成長因子の存在
下で該幹細胞を培養する事を特徴とする方法。
２．培地が動物の血清を実質的に含まないものである、前記１に記載の方法。
３．培地が、更に、線維芽細胞支持細胞層を含む、前記２に記載の方法。
４．線維芽細胞成長因子が塩基性線維芽細胞成長因子である、前記２に記載の方法。
５．線維芽細胞成長因子が、組換え遺伝子から造られたヒト塩基性線維芽細胞成長因子で
ある、前記４に記載の方法。
６．霊長類の胚幹細胞がヒト胚幹細胞である、前記２に記載の方法。
７．前記培養工程が、内胚葉、中胚葉及び外胚葉組織の誘導体に分化させる為の幹細胞の
能力を維持しながら、且つ、幹細胞の核型を維持しながら１ヶ月以上にわたって培地中で
増殖する胚幹細胞を含む、前記２に記載の方法。
８．ヒト塩基性線維芽細胞成長因子が、該方法の少なくとも一部に対して少なくとも０．
１ｎｇ／ｍｌの濃度で培地中に存在する、前記２に記載の方法。
９．霊長類の胚幹細胞を培養する方法であって、哺乳類の胎児血清を実質的に含まない培
地において、且つ、線維芽細胞成長因子情報伝達受容体を活性化する事のできる、線維芽
細胞支持細胞層以外の源から供給される線維芽細胞成長因子の存在下で幹細胞を培養する
事を特徴とする方法。
１０．培地が動物の血清を実質的に含まないものである、前記９に記載の方法。
１１．培地が、更に、線維芽細胞支持細胞層を含む、前記１０に記載の方法。
１２．霊長類の胚幹細胞がヒト胚幹細胞である、前記１０に記載の方法。
１３．前記培養工程が、内胚葉、中胚葉及び外胚葉組織の誘導体に分化させる為の幹細胞
の能力を維持しながら、且つ、幹細胞の核型を維持しながら１ヶ月以上にわたって培地中
で増殖する胚幹細胞を含む、前記１０に記載の方法。
１４．霊長類の胚幹細胞を培養する為の培養系であって、線維芽細胞支持細胞層と線維芽
細胞支持細胞層以外によって供給される線維芽細胞成長因子とを含み、該培養系が動物の
血清を実質的に含まないものである事を特徴とする培養系。
１５．前記１の方法を使用して誘導された培養細胞株。
１６．前記９の方法を使用して誘導された培養細胞株。
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