
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】動物幹細胞を単離するおよび／または濃縮する

および／または選択的に増殖する方法、該方法に用いる

遺伝学的に改変された動物細胞および動物、このような

細胞の供給源を提供するトランスジェニック動物、なら

びに遺伝学的に改変された細胞およびトランスジェニッ

ク動物の生産のための選択マーカー構築物の提供。

【解決手段】　動物幹細胞が、ゲノムに選択マーカーを

含む細胞を培養することにより得られそして維持される

。この選択マーカーの特異な発現は、非幹細胞と比較し

て所望の幹細胞の選択的な生存および／または分割を可

能にする。この選択マーカーは、抗生物質耐性遺伝子で

あり得る。

【選択図】　図１
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 動 物 幹 細 胞 を 単 離 す る お よ び ／ ま た は 濃 縮 す る お よ び ／ ま た は 選 択 的 に 増 殖 す る 方 法 で
あ っ て 、 該 方 法 は 、 選 択 マ ー カ ー を 有 す る あ る い は 選 択 マ ー カ ー が 導 入 さ れ た 所 望 の 幹 細
胞 を 含 む 細 胞 の 供 給 源 を 調 製 す る 工 程 ； お よ び 、 該 所 望 の 幹 細 胞 の 生 存 の 助 け と な る 培 養
条 件 下 で 、 該 細 胞 の 供 給 源 を 維 持 す る 工 程 を 包 含 し 、
　 該 選 択 マ ー カ ー は 、 (a)所 望 の 幹 細 胞 お よ び (b)所 望 の 幹 細 胞 以 外 の 細 胞 で 差 次 的 発 現 が
可 能 な プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 結 合 さ れ 、 そ れ に よ り 、 該 選 択 マ ー カ ー の 差 次 的 発 現 が
、 該 所 望 の 幹 細 胞 の 選 択 的 な 単 離 お よ び ／ ま た は 生 存 お よ び ／ ま た は 分 割 を 生 じ 、
　 こ こ で 、 該 細 胞 供 給 源 が 、 非 ヒ ト 受 精 卵 母 細 胞 ； 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 分
離 さ れ た 細 胞 ； 非 ヒ ト 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 分 離 さ れ た 細 胞 ； 非 ヒ ト 胚 、 血 液 由
来 の 分 離 さ れ た 細 胞 、 ま た は 体 組 織 由 来 の 分 離 さ れ た 細 胞 ； お よ び こ れ ら の 細 胞 の 細 胞 株
か ら 選 択 さ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 所 望 の 幹 細 胞 が 、 単 能 性 幹 細 胞 、 多 能 性 幹 細 胞 、 胚 幹 細 胞 、 性 腺 幹 細 胞 、 体 幹 ／ 前
駆 細 胞 、 造 血 幹 細 胞 、 表 皮 幹 細 胞 、 お よ び 神 経 幹 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 細 胞 供 給 源 が 陽 性 選 択 マ ー カ ー を 有 す る 幹 細 胞 を 包 含 し 、 そ し て 前 記 マ ー カ ー の 発
現 が 幹 細 胞 の 単 離 お よ び ／ ま た は 濃 縮 お よ び ／ ま た は 維 持 を 可 能 に す る た め に 用 い ら れ る
、 請 求 項 １ ま た は ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー が 、 外 来 遺 伝 子 お よ び 細 胞 性 遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ ３ の
い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー が 成 長 刺 激 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 成 長 刺 激 遺 伝 子 が 、 オ ン コ ジ ー ン ま た は そ の 誘 導 体 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 成 長 刺 激 遺 伝 子 が 、 SV40ラ ー ジ Ｔ 抗 原 ま た は SV40ラ ー ジ Ｔ 抗 原 の 誘 導 体 で あ る 、 請
求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 成 長 刺 激 遺 伝 子 が 、 成 長 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 成 長 因 子 レ セ プ タ ー を コ ー ド す
る 遺 伝 子 、 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 お よ び 転 写 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー が 不 死 化 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 不 死 化 遺 伝 子 が 、 ポ リ オ ー マ ラ ー ジ Ｔ 遺 伝 子 、 細 胞 死 を 阻 止 す る 遺 伝 子 、 お よ び bc
l-2遺 伝 子 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 所 望 の 多 能 性 細 胞 の 単 離 お よ び ／ ま た は 濃 縮 お よ び ／ ま た は 増 殖 が 、 該 所 望 の 多 能
性 細 胞 以 外 の 細 胞 に 働 く が 、 該 多 能 性 細 胞 に 働 か な い 選 択 マ ー カ ー の 発 現 に 依 存 す る 、 請
求 項 １ ～ ４ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー が 、 HPRT、 毒 性 産 物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 自 殺 基 質 と 組 合 せ て 条 件 に
よ り 活 性 な 毒 性 遺 伝 子 産 物 、 お よ び 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ (HSV-TK)遺 伝
子 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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　 前 記 細 胞 が ２ つ の 選 択 マ ー カ ー を 含 む 、 請 求 項 １ ～ １ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー の 発 現 が 、 細 胞 供 給 源 に 導 入 す る 前 に 、 該 選 択 マ ー カ ー を 発 現 構 築 物
に 作 動 可 能 に 挿 入 す る こ と に よ り 達 成 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー の 発 現 が 、 安 定 に 組 み 込 ま れ た 構 築 物 、 エ ピ ソ ー ム に お い て 維 持 さ れ
た 構 築 物 、 ま た は 一 過 的 に 維 持 さ れ た 構 築 物 の 導 入 か ら 生 じ る 、 請 求 項 １ ～ １ ４ の い ず れ
か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー の 発 現 が 、 細 胞 供 給 源 の 内 因 性 遺 伝 子 に 該 選 択 マ ー カ ー を 作 動 可 能 に
挿 入 す る こ と か ら 生 じ る 、 請 求 項 １ ～ １ ５ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー が 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 注 入 、 衝 撃 ミ サ イ ル
、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 、 ま た は 任 意 の 他 の 手 段 に よ り 、 前 記 細 胞
へ 導 入 さ れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー が 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 に 取 り 込 ま れ る 、 請 求 項 １ ～ １ ７ の
い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し 、 そ し て 該 選 択 マ ー カ ー の 発 現 を 調 節 す る 遺 伝 子
ま た は 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト が 、 細 胞 の 発 達 の 多 能 性 段 階 に 関 連 す る 、 請 求 項 １ ～ １ ８ の い
ず れ か に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー が 、 発 達 し て い る 胚 の 多 能 性 細 胞 で 活 性 で あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー が 、 初 期 外 胚 葉 で 活 性 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ま た は ２ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー が 多 能 性 造 血 細 胞 で 活 性 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ １ の い ず れ か に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 前 記 プ ロ モ ー タ ー が CD34遺 伝 子 の 全 て ま た は 一 部 分 で あ る 、 請 求 項 ２ ２ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 選 択 マ ー カ ー 構 築 物 を 、 幹 細 胞 を 含 む 細 胞 供 給 源 に 導 入 す る 工 程 を 包 含 す る 、 請 求 項 １
～ ２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 該 選 択 マ ー カ ー 構 築 物 が 、 前 記 差 次 的 発 現 を 提
供 す る 内 因 性 遺 伝 子 に 作 動 可 能 に 連 結 す る よ う に 構 成 さ れ て い る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 選 択 マ ー カ ー 構 築 物 を 、 幹 細 胞 を 含 む 細 胞 供 給 源 に 導 入 す る 工 程 を 包 含 す る 請 求 項 １ ～
２ ３ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 で あ っ て 、 該 選 択 マ ー カ ー 構 築 物 が 前 記 差 次 的 発 現 を 提 供 す
る １ つ ま た は そ れ 以 上 の プ ロ モ ー タ ー に 既 に 連 結 さ れ て い る 、 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 動 物 幹 細 胞 を 選 択 的 に 単 離 お よ び ／ ま た は 濃 縮 お よ び ／ ま た は 増 殖 す る 方 法 で あ っ て 、
選 択 マ ー カ ー 構 築 物 を 、 幹 細 胞 を 含 む 細 胞 供 給 源 に 導 入 す る 工 程 ； お よ び 所 望 の 幹 細 胞 に
適 し た 培 養 条 件 下 で 該 細 胞 の 供 給 源 を 培 養 す る 工 程 ； を 包 含 し 、
　 該 選 択 マ ー カ ー は 、 (a)所 望 の 幹 細 胞 お よ び (b)所 望 の 幹 細 胞 以 外 の 細 胞 で 差 次 的 発 現 が
可 能 な プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る か ま た は 既 に 連 結 さ れ て お り 、 そ れ に よ り 、
該 選 択 マ ー カ ー の 差 次 的 発 現 が 、 所 望 の 幹 細 胞 の 選 択 的 な 単 離 お よ び ／ ま た は 生 存 を 生 じ
、
　 こ こ で 、 該 細 胞 供 給 源 が 、 非 ヒ ト 受 精 卵 母 細 胞 ； 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 分
離 さ れ た 細 胞 ； 非 ヒ ト 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 分 離 さ れ た 細 胞 ； 非 ヒ ト 胚 、 血 液 由
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来 の 分 離 さ れ た 細 胞 、 ま た は 体 組 織 由 来 の 分 離 さ れ た 細 胞 ； お よ び こ れ ら の 細 胞 の 細 胞 株
か ら 選 択 さ れ る 、
　 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー が プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し 、 発 現 を 調 節 し 、 該 プ ロ モ ー タ ー
が 幹 細 胞 お よ び 非 幹 細 胞 で 差 次 的 に 活 性 化 さ れ る 、 請 求 項 ２ ６ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 動 物 幹 細 胞 を 選 択 的 に 単 離 す る お よ び ／ ま た は 濃 縮 す る お よ び ／ ま た は 増 殖 す る 方 法 で
あ っ て 、 該 動 物 幹 細 胞 の 選 択 培 養 条 件 下 で 細 胞 供 給 源 を 培 養 す る 工 程 を 包 含 し 、
　 該 細 胞 供 給 源 が 遺 伝 子 マ ー カ ー を 有 す る 幹 細 胞 を 含 み 、 該 遺 伝 子 マ ー カ ー が 該 培 養 条 件
下 で 動 物 幹 細 胞 の 選 択 的 単 離 お よ び ／ ま た は 濃 縮 お よ び ／ ま た は 増 殖 を 起 こ し 、
　 こ こ で 、 該 細 胞 供 給 源 が 、 非 ヒ ト 受 精 卵 母 細 胞 ； 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 分
離 さ れ た 細 胞 ； 非 ヒ ト 非 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 か ら 分 離 さ れ た 細 胞 ； 非 ヒ ト 胚 、 血 液 由
来 の 分 離 さ れ た 細 胞 、 ま た は 体 組 織 由 来 の 分 離 さ れ た 細 胞 ； お よ び こ れ ら の 細 胞 の 細 胞 株
か ら 選 択 さ れ 、 そ し て
　 該 動 物 幹 細 胞 が 、 単 能 性 幹 細 胞 、 多 能 性 幹 細 胞 、 胚 幹 細 胞 、 性 腺 幹 細 胞 、 体 幹 ／ 前 駆 細
胞 、 造 血 幹 細 胞 、 表 皮 幹 細 胞 、 お よ び 神 経 幹 細 胞 か ら 選 択 さ れ る 、
　 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 幹 細 胞 の 単 離 お よ び ／ ま た は 濃 縮 お よ び ／ ま た は 増 殖 を 可 能 に す る よ う に 適 切 な 選 択 培
養 条 件 下 で 培 養 さ れ 得 る 動 物 細 胞 （ た だ し 、 ヒ ト 胚 お よ び ヒ ト 受 精 卵 を 除 く ） で あ っ て 、
　 該 動 物 細 胞 は 、 (a)所 望 の 幹 細 胞 お よ び (b)所 望 の 幹 細 胞 以 外 の 細 胞 で 差 次 的 発 現 が 可 能
な プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 選 択 マ ー カ ー を 有 し て お り 、 そ れ に よ り 、 該 選 択
マ ー カ ー の 差 次 的 発 現 が 、 該 所 望 の 幹 細 胞 の 選 択 的 な 単 離 お よ び ／ ま た は 生 存 を 生 じ る 、
動 物 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 請 求 項 ２ ９ に 記 載 の 動 物 細 胞 で あ っ て 、 そ し て 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法
に よ っ て 得 ら れ る 、 動 物 細 胞 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ り 、 幹 細 胞 の 単 離 お よ び ／ ま た は 増 殖 に 適
切 な 細 胞 供 給 源 を 包 含 す る 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 細 胞 を 用 い て 生 産 さ れ る 、 非 ヒ
ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー を 含 む 細 胞 を 有 す る 、 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク
動 物 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 ３ ２ に 記 載 の 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 子 孫 で あ っ て 、 該 子 孫 の 細 胞 が 前
記 選 択 マ ー カ ー を 包 含 し な い 、 子 孫 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ４ の い ず れ か に 記 載 の 細 胞 供 給 源 と し て の 使 用 に 適 切 で あ る よ う に 、 細 胞
の 遺 伝 学 的 な 改 変 に 用 い る た め の ベ ク タ ー で あ っ て 、 該 ベ ク タ ー は 前 記 選 択 マ ー カ ー に 対
応 す る 第 一 の 遺 伝 子 成 分 お よ び 第 二 の 遺 伝 子 成 分 を 包 含 し 、 該 第 二 の 遺 伝 子 成 分 が 、 該 選
択 マ ー カ ー と 前 記 プ ロ モ ー タ ー と の 作 動 可 能 な 連 結 を 提 供 す る よ う な 該 選 択 マ ー カ ー の 特
定 の 遺 伝 子 へ の 部 位 特 異 的 組 込 み を 可 能 に し 、 該 第 二 の 遺 伝 子 成 分 が 、 遺 伝 学 的 に 改 変 さ
れ た 動 物 細 胞 で 、 該 選 択 マ ー カ ー の 前 記 差 次 的 発 現 を 直 接 的 に ま た は 非 直 接 的 に 生 じ る 、
ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の ベ ク タ ー で あ っ て 、 発 現 ベ ク タ ー の 形 態 で あ り 、 前 記 第 二 の 遺 伝 子
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成 分 が 、 (a)幹 細 胞 お よ び (b)所 望 の 幹 細 胞 以 外 の 細 胞 で 差 次 的 に 活 性 化 さ れ る 制 御 配 列 を
含 む 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 前 記 制 御 配 列 が Oct4プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ６ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 前 記 選 択 マ ー カ ー が 抗 生 物 質 マ ー カ ー で あ る 、 請 求 項 ３ ７ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 前 記 抗 生 物 質 マ ー カ ー が ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ で あ る 、 請 求 項 ３ ８ に
記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 請 求 項 ３ ５ ～ ３ ９ の い ず れ か に 記 載 の ベ ク タ ー で あ っ て 、 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か に
記 載 の 方 法 で 使 用 す る た め の 細 胞 の 遺 伝 学 的 改 変 に 用 い る 場 合 に ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ な い
、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 ３ ５ ～ ３ ９ の い ず れ か に 記 載 の ベ ク タ ー で あ っ て 、 前 記 第 二 の 遺 伝 子 成 分 が 、 前
記 第 一 の 遺 伝 子 成 分 の 少 な く と も 一 部 分 を ゲ ノ ム に 特 異 的 に 組 み 込 む こ と を 可 能 に す る 配
列 を 包 含 す る 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 認 識 配 列 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ３ ５ ～ ４ １ の い ず れ か に 記 載 の ベ ク タ ー で あ っ て 、 部 位
特 異 的 組 換 え を 介 し て 組 み 込 ま れ た 構 築 物 の 続 い て の 切 除 を 可 能 に す る 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 前 記 認 識 配 列 が 、 loxPま た は FRT部 位 で あ る 、 請 求 項 ４ ２ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 請 求 項 １ ～ ２ ８ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ る 幹 細 胞 を 培 養 す る 工 程 、 お よ び
前 記 選 択 マ ー カ ー を 続 い て 切 除 す る 工 程 を 包 含 す る 、 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 調
製 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 非 ヒ ト ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 調 製 す る 方 法 で あ っ て 、 該 動 物 が 、 幹 細 胞 の 単 離 お よ
び 増 殖 に 適 切 な 細 胞 供 給 源 を 含 み 、 そ し て 該 方 法 が 以 下 を 包 含 す る 、 方 法 ：
　 非 ヒ ト 胚 盤 胞 を 提 供 す る 工 程 ；
　 該 胚 盤 胞 に 、 請 求 項 ２ ９ ま た は ３ ０ に 記 載 の 動 物 細 胞 を 導 入 す る 工 程 ；
　 レ シ ピ エ ン ト に 該 胚 盤 胞 を 移 す 工 程 ； お よ び 、
　 胚 を キ メ ラ に 発 達 さ せ て 前 記 選 択 マ ー カ ー の 生 殖 細 胞 遺 伝 を 可 能 に す る 工 程 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 哺 乳 動 物 幹 細 胞 中 で 成 長 因 子 レ セ プ タ ー を 優 先 的 に 発 現 す る プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に
連 結 さ れ た 成 長 因 子 レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 前 記 制 御 配 列 が Oct4プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項 ４ ６ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 哺 乳 動 物 幹 細 胞 中 で 細 胞 表 面 抗 原 を 優 先 的 に 発 現 す る プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ
れ た 細 胞 表 面 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 哺 乳 動 物 幹 細 胞 中 で 蛍 光 タ ン パ ク 質 を 優 先 的 に 発 現 す る プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結
さ れ た 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 配 列 を 含 む 、 ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 単 離 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 の 集 団 か ら 哺 乳 動 物 幹 細 胞 を 単 離 す る イ ン ビ ト ロ 方 法 で あ っ て
、
(a) 哺 乳 動 物 幹 細 胞 中 で 選 択 マ ー カ ー を 優 先 的 に 発 現 す る プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結
さ れ た 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸 構 築 物 を 含 む 単 離 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 を 培 養 す る 工
程 ； お よ び
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(b)該 選 択 マ ー カ ー を 発 現 し て い る 哺 乳 動 物 幹 細 胞 を 単 離 す る 工 程 ； を 包 含 し 、
　 該 哺 乳 動 物 幹 細 胞 の 単 離 が 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 類 (FACS)に よ っ て 行 わ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 単 離 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 の 集 団 か ら 哺 乳 動 物 幹 細 胞 を 精 製 す る イ ン ビ ト ロ 方 法 で あ っ て
、
(a) 哺 乳 動 物 幹 細 胞 中 で 選 択 マ ー カ ー を 優 先 的 に 発 現 す る プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結
さ れ た 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る 核 酸 構 築 物 を 含 む 単 離 さ れ た 哺 乳 動 物 細 胞 を 培 養 す る 工
程 ； お よ び
(b)該 選 択 マ ー カ ー を 発 現 し て い る 哺 乳 動 物 幹 細 胞 を 精 製 す る 工 程 ； を 包 含 し 、
　 該 哺 乳 動 物 幹 細 胞 の 精 製 が 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 類 (FACS)に よ っ て 行 わ れ る 、 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 幹 細 胞 が マ ウ ス 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ５ ０ ま た は ５ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 前 記 哺 乳 動 物 幹 細 胞 が ヒ ト 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ５ ０ ま た は ５ １ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 動 物 幹 細 胞 を 単 離 す る お よ び ／ ま た は 富 化 す る お よ び ／ ま た は 選 択 的 に 増 殖
す る 方 法 、 該 方 法 に 用 い る 遺 伝 学 的 に 改 変 さ れ た 動 物 細 胞 お よ び 動 物 、 こ の よ う な 細 胞 の
供 給 源 を 提 供 す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 、 な ら び に 遺 伝 学 的 に 改 変 さ れ た 細 胞 お よ び ト
ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 生 産 の た め の 選 択 マ ー カ ー 構 築 物 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 幹 細 胞 は 、 自 己 再 生 お よ び 成 熟 体 組 織 へ の 分 化 の 両 方 の 能 力 を 有 す る 前 駆 細 胞 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 胚 幹 細 胞 は 、 原 型 幹 細 胞 で あ り 、 そ れ は 成 体 動 物 に 見 ら れ る 全 般 の 細 胞 型 を 形 成 す る た
め に 分 化 可 能 で あ る 。 こ の よ う な 幹 細 胞 は 、 多 く の 細 胞 型 に 分 化 可 能 な 多 能 性 と し て 記 載
さ れ て い る 。 幹 細 胞 の 他 の 型 、 例 え ば 、 骨 髄 幹 細 胞 お よ び 表 皮 幹 細 胞 は 、 成 体 動 物 中 に 存
続 し て い る 。 こ れ ら の 幹 細 胞 は よ り 限 定 さ れ た 分 化 能 力 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 般 に 、 研 究 目 的 ま た は 医 療 使 用 に 必 要 で あ る 場 合 、 幹 細 胞 は 種 々 の 分 画 手 順 に よ り 組
織 試 料 か ら 単 離 さ れ な け れ ば な ら な い が 、 注 意 深 い 細 胞 型 の 分 離 の 後 で さ え 、 こ れ ら の 幹
細 胞 調 製 物 は 、 幹 細 胞 に 富 ん で い る が 、 混 合 し た 細 胞 型 か ら な り 、 幹 細 胞 と し て 分 類 さ れ
な い 高 割 合 の 分 化 し た 細 胞 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 さ ら に 、 大 部 分 の 幹 細 胞 は 培 養 液 中 で 容 易 に 培 養 さ れ 得 ず 、 そ し て 幹 細 胞 を 培 養 す る 試
み が な さ れ る 場 合 、 培 養 さ れ る 細 胞 (通 常 、 細 胞 型 の 混 合 集 団 を 含 む )は 、 異 な る 速 度 で 成
長 し 、 そ し て 幹 細 胞 は 容 易 に 非 幹 細 胞 型 に よ り 過 剰 成 長 す る 。 マ ウ ス の ２ つ の 特 異 的 な 株
(129お よ び Black6)由 来 の 胚 幹 細 胞 が イ ン ビ ト ロ で 培 養 さ れ 得 る こ と は 除 外 す る 。 従 っ て
、 胚 幹 細 胞 の 樹 立 株 は 、 ネ ズ ミ 129株 お よ び Black6株 、 ま た は そ の ハ イ ブ リ ッ ド 由 来 の 初
期 (3.5日 )胚 細 胞 の 培 養 に よ り 得 ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 イ ン ビ ト ロ で 胚 幹 細 胞 を 、 他 の ネ ズ ミ 株 か ら 、 お よ び さ ら に 特 別 に は 、 他 の 実 験 動 物 (
例 え ば 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 お よ び モ ル モ ッ ト )、 家 畜 動 物 (例 え ば 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 、
ウ シ 、 ブ タ 、 鳥 、 魚 な ど )、 お よ び 霊 長 類 を 包 含 す る 他 の 種 か ら 、 単 離 お よ び 維 持 を 強 い
る 必 要 性 が 出 て き た 。 同 様 に 、 造 血 幹 細 胞 の よ う な 他 の 多 能 性 細 胞 に つ い て の 多 く の 医 療
適 応 も ま た 、 そ れ ら の 単 離 お よ び イ ン ビ ト ロ で の 培 養 を 必 要 と す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 し か し 、 従 来 、 十 分 に 低 い 程 度 に 不 均 一 な 細 胞 集 団 を 生 産 す る 問 題 お よ び 非 多 能 性 細 胞
の 培 養 で の 過 剰 成 長 の 問 題 を 包 含 す る 幹 細 胞 培 養 物 の 生 産 に 関 す る 問 題 は 、 解 決 さ れ て い
な い 。 特 定 の 分 化 細 胞 型 の 存 在 の 存 続 に 関 す る 特 別 な 問 題 は 、 そ れ ら の 分 化 ま た は プ ロ グ
ラ ム さ れ た 細 胞 死 を 誘 導 す る こ と に よ り 培 養 物 か ら 幹 細 胞 を 除 去 し 得 る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 現 在 、 前 記 の 問 題 を 解 決 し 得 る こ と に よ り 技 術 を 開 発 し た 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の １ つ の 局 面 に よ れ ば 、 動 物 幹 細 胞 を 単 離 す る お よ び ／ ま た は 富 化 す る お よ び ／
ま た は 選 択 的 に 増 殖 す る 方 法 を 提 供 し 、 こ の 方 法 は 、 細 胞 の 生 存 の 助 け と な る 培 養 条 件 下
で 上 記 細 胞 の 供 給 源 を 維 持 す る こ と を 包 含 し 、 細 胞 の 供 給 源 は 、 (a)幹 細 胞 お よ び (b)所 望
の 幹 細 胞 以 外 の 細 胞 で 特 異 な 発 現 が 可 能 な 選 択 マ ー カ ー を 含 む 細 胞 を 包 含 す る こ と で 特 徴
づ け ら れ 、 そ れ に よ り 、 上 記 選 択 マ ー カ ー の 特 異 な 発 現 は 、 所 望 の 幹 細 胞 の 選 択 的 な 単 離
お よ び ／ ま た は 生 存 お よ び ／ ま た は 分 割 を 生 じ る 。 本 発 明 の 文 脈 に お い て 、 用 語 「 動 物 細
胞 」 は 、 全 て の 動 物 細 胞 、 特 に ヒ ト 細 胞 を 含 む 哺 乳 動 物 種 の 細 胞 を 包 含 す る こ と を 意 図 す
る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 幹 細 胞 の 例 に は 、 単 能 性 お よ び 多 能 性 の 両 方 の 幹 細 胞 、 胚 幹 細 胞 、 性 腺 幹 細 胞 、 体 幹 ／
前 駆 細 胞 、 造 血 幹 細 胞 、 表 皮 幹 細 胞 、 お よ び 神 経 幹 細 胞 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 実 施 に お い て 、 細 胞 の 供 給 源 は 陽 性 選 択 マ ー カ ー を 有 す る 多 能 性 細 胞 を
包 含 し 得 、 そ し て 上 記 マ ー カ ー の 発 現 は 多 能 性 細 胞 の 単 離 お よ び 維 持 を 可 能 に す る た め に
使 用 さ れ る 。 あ る い は 、 細 胞 の 供 給 源 は 、 所 望 の 多 能 性 細 胞 以 外 の 細 胞 で 発 現 す る 陰 性 選
択 マ ー カ ー を 包 含 し 得 、 そ し て 所 望 の 多 能 性 細 胞 以 外 の 細 胞 の 細 胞 供 給 源 を 枯 渇 す る た め
に 選 択 的 に 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 選 択 マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 外 来 遺 伝 子 、 細 胞 性 遺 伝 子 、 ま た は 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 (例
え ば 、 細 菌 性 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 )で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 あ る い は 、 選 択 マ ー カ ー は 成 長 刺 激 遺 伝 子 、 例 え ば 、 不 死 化 遺 伝 子 、 オ ン コ ジ ー ン 、 ま
た は ポ リ オ ー マ も し く は SV40T抗 原 ま た は そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ り 得 、 あ る
い は 選 択 マ ー カ ー は 成 長 因 子 ま た は 成 長 因 子 レ セ プ タ ー ま た は シ グ ナ ル 形 質 導 入 分 子 ま た
は 細 胞 死 を 阻 止 す る 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 １ つ の 特 定 の 実 施 態 様 で は 、 所 望 の 多 能 性 細 胞 の 単 離 お よ び ／ ま た は 富 化 お よ び ／ ま た
は 選 択 的 な 増 殖 は 、 所 望 の 多 能 性 細 胞 以 外 の 細 胞 の 存 在 に 依 存 し 、 そ し て 両 方 の 細 胞 型 の
同 時 の 持 続 は 、 一 方 ま た は 他 方 の 細 胞 集 団 で の 選 択 マ ー カ ー の 発 現 に 依 存 し 、 そ れ は マ ー
カ ー を 発 現 し な い が マ ー カ ー を 自 己 発 現 す る 隣 接 の 細 胞 を 助 け る 能 力 を 有 す る 。 こ の 例 で
は 、 選 択 マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (HPRT)
遺 伝 子 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 他 の 実 施 態 様 で は 、 選 択 マ ー カ ー は 、 毒 性 そ の も の で あ る 産 物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ま
た は 自 殺 基 質 と の 組 合 せ で 条 件 に よ り 活 性 で あ る 毒 性 遺 伝 子 産 物 で あ り 得 る 。 こ の よ う な
遺 伝 子 産 物 の 例 は 、 ガ ン シ ク ロ ビ ル (ganciclovir)と 組 合 せ た 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ
ジ ン キ ナ ー ゼ (HSV-TK)で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 選 択 マ ー カ ー の 発 現 は 、 細 胞 供 給 源 に 導 入 す る 前 に 、 選 択 マ ー カ ー を 発 現 構 築 物 に 作 動
可 能 に 挿 入 す る こ と に よ り 達 成 さ れ 得 、 こ の 場 合 、 選 択 マ ー カ ー の 発 現 は 、 安 定 に 組 み 込
ま れ た 構 築 物 ま た は 一 過 的 に 組 み 込 ま れ た 構 築 物 の い ず れ か の 誘 導 か ら 生 じ 得 る 。 あ る い
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は 、 選 択 マ ー カ ー の 発 現 は 、 細 胞 供 給 源 の 内 因 性 遺 伝 子 に 選 択 マ ー カ ー を 作 動 可 能 に 挿 入
す る こ と か ら 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 選 択 マ ー カ ー の 種 々 の 導 入 手 段 が 使 用 さ れ 得 、 こ れ に は ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ
ェ ク シ ョ ン 、 注 入 、 衝 撃 ミ サ イ ル 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ま た は エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン に
よ る 細 胞 へ の 導 入 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 細 胞 の 供 給 源 は 稔 性 化 卵 母 細 胞 の よ う な 単 細 胞 で あ り 得 、 あ る い は 、 そ れ は 、 正 常 に 成
長 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 胚 、 血 液 、 ま た は 体 組 織 、 ま た は 正 常 に 成 長 し た 細 胞 株
由 来 の 細 胞 の よ う な 細 胞 混 合 物 を 包 含 し 得 る 。 後 者 の 場 合 で は 、 選 択 マ ー カ ー を ト ラ ン ス
ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の ゲ ノ ム に 取 り 込 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 最 も 好 ま し く は 、 本 発 明 の 実 施 で 、 選 択 マ ー カ ー に 作 動 可 能 に 結 合 し 、 そ し て 選 択 マ ー
カ ー の 発 現 を 調 節 す る 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト は 、 細 胞 発 達 の 多 能 性 段 階 に 関 連
す る 。 こ の よ う な 遺 伝 子 ま た は 遺 伝 子 フ ラ グ メ ン ト は 、 発 達 し て い る 胚 の 多 能 性 細 胞 、 特
に 内 細 胞 塊 お よ び ／ ま た は 初 期 外 胚 葉 で 活 性 で あ り 得 、 あ る い は 、 成 熟 幹 細 胞 で 活 性 で あ
り 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 使 用 す る た め の 細 胞 供 給 源 の 調 製 に お い て 、 以 下 の プ ロ ト コ ル の １ つ を
有 利 に 適 応 し 得 る ：
　 － 幹 細 胞 を 含 有 す る 細 胞 供 給 源 に 、 選 択 マ ー カ ー 構 築 物 を 導 入 す る こ と 、 こ こ で 、 上 記
選 択 マ ー カ ー 構 築 物 は 、 上 記 特 異 な 発 現 を 提 供 す る 内 因 性 遺 伝 子 に 作 動 可 能 に 連 結 す る た
め に 適 応 さ れ る 、 ま た は
　 － 幹 細 胞 を 含 有 す る 細 胞 供 給 源 に 、 選 択 マ ー カ ー 構 築 物 を 導 入 す る こ と 、 こ こ で 、 上 記
選 択 マ ー カ ー 構 築 物 は 、 上 記 特 異 な 発 現 を 提 供 す る １ つ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 フ ラ グ メ
ン ト に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 遺 伝 子 マ ー カ ー は 、 好 ま し く は 、 所 望 の 多 能 性 細 胞 で 特 異 に 活 性 で あ る プ ロ モ ー タ ー に
作 動 可 能 に 連 結 し た 選 択 マ ー カ ー を 包 含 す る (例 え ば 、 初 期 外 胚 葉 )。 「 選 択 マ ー カ ー 」 は
、 標 的 細 胞 集 団 で 、 外 来 遺 伝 子 、 ま た は 天 然 に 発 現 す る 細 胞 性 遺 伝 子 、 ま た は 天 然 に 発 現
す る が 不 適 当 な レ ベ ル で あ る よ う な 遺 伝 子 で あ り 得 る 選 択 遺 伝 子 を 意 味 す る 。 用 い る こ の
遺 伝 子 は 、 標 的 細 胞 集 団 の 表 現 型 に 適 応 す る こ と に よ り 、 選 択 マ ー カ ー と し て 働 き 、 こ の
よ う に 適 応 し た 表 現 型 を 有 す る 細 胞 は 、 特 定 の 培 養 条 件 下 で 富 化 ま た は 枯 渇 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 幹 細 胞 が 胚 細 胞 で あ る 場 合 で は 、 選 択 マ ー カ ー が 幹 細 胞 (例 え ば 、 初 期 外 胚 葉 、 原 基 生
殖 細 胞 )お よ び 非 幹 細 胞 で 特 異 に 活 性 で あ る プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る こ と が
好 ま し い 。 プ ロ モ ー タ ー お よ び そ の 他 の シ ス 調 節 エ レ メ ン ト は 、 細 胞 に 導 入 す る 前 ま た は
プ ロ モ ー タ ー が な い 構 築 物 を 部 位 特 異 的 な 組 換 え に よ る 特 異 的 な 遺 伝 子 に 標 的 す る こ と に
よ り 、 発 現 構 築 物 に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 多 様 な 遺 伝 子 産 物 は 、 所 望 の 幹 細 胞 の 選 択 的 な 単 離 お よ び 増 殖 に 依 存 し 得 、 培 養 液 中 に
存 在 す る 阻 害 因 子 の 影 響 か ら 所 望 の 細 胞 を 防 御 す る た め に 設 計 さ れ る マ ー カ ー を 包 含 し て
い る 。 こ の 例 で は 、 阻 害 因 子 は 、 例 え ば 、 培 養 細 胞 (す な わ ち 、 所 望 の 細 胞 以 外 の 細 胞 )の
成 長 ま た は 再 生 を 阻 害 し 、 遺 伝 子 を 発 現 し な い 抗 生 物 質 で あ り 得 る 。 選 択 マ ー カ ー (例 え
ば 、 HPRT)は ま た 、 そ れ が 発 現 さ れ る 所 望 の 細 胞 お よ び 代 謝 的 救 済 に よ る そ の 他 の 密 接 に
関 連 し た 細 胞 の 両 方 に つ い て の 防 御 を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 あ る い は 、 選 択 マ ー カ ー は 、 幹 細 胞 の 成 長 を 選 択 的 に 可 能 に し 得 る 。 こ の 例 で は 、 マ ー
カ ー は 成 長 因 子 、 成 長 因 子 レ セ プ タ ー 、 転 写 因 子 、 不 死 化 ま た は オ ン コ ジ ー ン 産 物 (例 え
ば 、 温 度 感 受 性 シ ミ ア ン ウ イ ル ス 40Ｔ 抗 原 )を コ ー ド し 得 る 。
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【 ０ ０ ２ ５ 】
　 あ る い は 、 選 択 マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 パ ン ニ ン グ ま た は 蛍 光 活 性 化 細 胞 分 類 (FACS)に よ
る 、 発 現 細 胞 の 精 製 ま た は 枯 渇 を 可 能 に す る 細 胞 表 面 抗 原 ま た は そ の 他 の 遺 伝 子 産 物 で あ
り 得 る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 幹 細 胞 集 団 を 十 分 な 程 度 の 相 同 性 を 有 し な が ら 獲 得 ／ 維 持 す
る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 あ る い は 、 選 択 マ ー カ ー が 条 件 的 毒 性 遺 伝 子 、 例 え ば 、 単 純 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス チ ミ ジ ン
キ ナ ー ゼ [HSV-TK]で あ り 得 る 。 こ の 例 で は 、 選 択 マ ー カ ー の 発 現 は 、 所 望 の 細 胞 以 外 の 細
胞 に 働 く が 、 幹 細 胞 に 働 か な い 。 所 望 の 表 現 型 以 外 の 細 胞 は 、 致 死 基 質 (例 え ば 、 ガ ン シ
ク ロ ビ ル )の 添 加 に よ り 選 択 的 に 枯 渇 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 遺 伝 子 マ ー カ ー は 、 注 入 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 エ レ ク ト ロ ポ レ
ー シ ョ ン を 含 む 種 々 の 手 段 に よ り 、 ま た は ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 感 染 に よ り 、 細 胞 供 給 源 に
導 入 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 細 胞 供 給 源 は 、 即 席 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 生 産 さ れ 得 、 あ る い は 細 胞
供 給 源 は 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 (例 え ば 、 創 始 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 )、 ま た は そ の
遺 伝 子 補 足 物 に 導 入 し た 前 述 の 遺 伝 子 マ ー カ ー を 有 す る 少 な く と も １ 匹 の 祖 先 が い る 動 物
に 由 来 し 得 る 。 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 で は 、 マ ー カ ー が 、 生 殖 系 列 を 代 々 伝
え そ し て 必 要 な 細 胞 供 給 源 が 由 来 し 得 る 組 織 か ら (特 に 、 胚 組 織 か ら )、 最 終 的 に 子 孫 を 生
産 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 局 面 に よ れ ば 、 幹 細 胞 の 単 離 お よ び ／ ま た は 富 化 お よ び ／ ま
た は 選 択 的 増 殖 を 可 能 に す る よ う に 適 切 な 選 択 培 養 条 件 下 で 培 養 さ れ 得 る 動 物 細 胞 を 提 供
し 、 上 記 細 胞 が 選 択 マ ー カ ー を 包 含 す る こ と で 特 徴 付 け ら れ 、 こ こ で 、 (a)所 望 の 幹 細 胞
お よ び (b)所 望 の 幹 細 胞 以 外 の 細 胞 で の 選 択 マ ー カ ー の 特 異 な 発 現 が 、 所 望 の 幹 細 胞 の 選
択 的 な 成 長 が 生 じ る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 幹 細 胞 と し て 成 長 す る よ う な 選 択 培 養 条 件 下 で 培 養 さ れ 得 る 動 物 細 胞
を 提 供 し 、 上 記 細 胞 が 、 遺 伝 子 マ ー カ ー を 含 む 幹 細 胞 を 包 含 す る こ と で 特 徴 付 け ら れ 、 そ
れ に よ り 遺 伝 子 マ ー カ ー と 関 連 し た 遺 伝 子 産 物 が 生 産 さ れ 、 そ し て 上 記 培 養 条 件 下 で 、 所
望 の 幹 細 胞 の 選 択 的 生 存 お よ び ／ ま た は 分 割 を 生 じ さ せ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 の こ の 局 面 に よ れ ば 、 動 物 細 胞 は 、 好 ま し く は 上 記 の 好 ま し い 特 徴 を 有 す る こ と
に よ り 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 本 発 明 の 他 の 局 面 に よ れ ば 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 提 供 し 、 こ れ
は こ の 動 物 ま た は そ の 子 孫 が 、 胚 発 達 ま た は そ の 後 の 寿 命 の 間 、 上 記 の 定 義 の よ う に 動 物
多 能 性 細 胞 の 供 給 源 を 構 成 す る よ う な 遺 伝 的 特 徴 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ の よ う な ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 を 、 イ ン ビ ト ロ で 稔 性 化 卵 母 細 胞 ま た は 胚 細 胞 、 ま
た は 胚 幹 細 胞 に 遺 伝 子 マ ー カ ー を 導 入 す る こ と に よ り 、 こ こ で こ の 遺 伝 子 マ ー カ ー は 上 記
の 特 徴 を 有 し て お り 、 そ し て 所 望 の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 前 駆 細 胞 と し て 得 ら れ る 形
質 転 換 さ れ た 卵 母 細 胞 ま た は 胚 細 胞 を 利 用 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に 従 っ て 生 産 し 得 る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 上 記 の 動 物 細 胞 の 生 産 で 用 い る た め の ベ ク タ ー は 本 発 明 の さ ら な る 局 面 を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 さ ら に 、 上 記 の 方 法 の た め の 細 胞 供 給 源 と し て の 使 用 に 適 切 な 形 質
転 換 細 胞 を 生 産 す る よ う に 、 動 物 細 胞 の 遺 伝 学 的 な 改 変 に 用 い る た め の ベ ク タ ー を 提 供 し
、 上 記 ベ ク タ ー は 、 上 記 選 択 マ ー カ ー に 対 応 す る 第 一 の 遺 伝 子 成 分 お よ び 第 二 の 遺 伝 子 成
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分 を 包 含 し 、 該 第 二 の 遺 伝 子 成 分 は 遺 伝 学 的 に 改 変 さ れ た 動 物 細 胞 に お い て 、 (1)一 過 的
に 組 み 込 ま れ た 構 築 物 ま た は 安 定 に 組 み 込 ま れ た 構 築 物 の い ず れ か に 由 来 の 選 択 マ ー カ ー
の 上 記 特 異 な 発 現 を 生 じ 、 あ る い は (2)選 択 マ ー カ ー と 標 的 化 内 因 性 遺 伝 子 調 節 エ レ メ ン
ト と の 作 動 可 能 な カ ッ プ リ ン グ を 提 供 す る よ う な 、 特 異 的 な 遺 伝 子 へ の 選 択 マ ー カ ー の 部
位 指 向 的 組 み 込 み を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 こ の よ う な ベ ク タ ー は 、 発 現 ベ ク タ ー の 形 態 で あ り 得 、 ベ ク タ ー 内 で 上 記 第 二 の 遺 伝 子
成 分 は 、 制 御 配 列 を 包 含 し 、 そ の 配 列 は 、 (a)幹 細 胞 で お よ び (b)所 望 の 幹 細 胞 以 外 の 細 胞
で 特 異 に 活 性 化 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 動 物 細 胞 を 形 質 転 換 す る に 用 い る 場 合 に 動 物 ゲ ノ ム に 組 み 込 ま れ る ベ ク タ ー
お よ び そ の よ う に 組 み 込 ま れ な い ベ ク タ ー を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 上 記 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 遺 伝 制 御 エ レ メ ン ト に 作 動 可 能 に 連 結 し た 上 記 の 選 択 マ ー カ ー
を コ ー ド す る DNA配 列 、 ま た は プ ロ モ ー タ ー の な い マ ー カ ー の 上 記 幹 細 胞 お よ び 所 望 の 幹
細 胞 以 外 の 細 胞 で 特 異 に 発 現 す る 内 因 性 遺 伝 子 に 対 す る 標 的 を 可 能 に す る 配 列 を 包 含 し 得
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 多 能 性 胚 幹 細 胞 を 生 じ る た め に 、 発 現 構 築 物 は 、 好 ま し く は 、 遺 伝 制 御 エ レ メ ン ト に 作
動 可 能 に 連 結 し た ま た は 標 的 す る 前 記 選 択 マ ー カ ー を コ ー ド す る DNA配 列 を 包 含 し 、 こ の
遺 伝 制 御 エ レ メ ン ト が 多 能 性 胚 細 胞 の 分 化 前 に 、 胚 発 達 の 段 階 と 関 連 す る 。 最 も 好 ま し く
は 、 遺 伝 制 御 エ レ メ ン ト は 、 マ ウ ス 胚 盤 胞 の 内 細 胞 塊 で 、 初 期 外 胚 葉 で 、 お よ び 初 期 胚 の
原 基 生 殖 細 胞 で 特 異 的 に 活 性 な 遺 伝 子 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 詳 細 に は 、 本 発 明 で は 、 幹 細 胞 で 選 択 マ ー カ ー を 特 異 的 に 発 現 し そ し て 分 化 し た
細 胞 型 で 発 現 し な い 発 現 構 築 物 の 発 達 を 得 た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り ま た は ト ラ ン
ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 発 生 を 介 す る こ と に よ り 発 現 構 築 物 を 導 入 す る と 、 混 合 細 胞 集 団 内 に
存 在 す る 幹 細 胞 は 、 イ ン ビ ト ロ で 選 択 剤 の 存 在 下 で 培 養 す る こ と に よ り 、 ま た は 培 養 条 件
を 他 に 操 作 す る こ と に よ り 単 離 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 適 切 に 制 限 さ れ た 幹 細 胞 発 現 パ タ ー ン を 示 し 、 そ し て そ の た め に 、 本 発 明 に よ る 選 択 マ
ー カ ー の 発 現 の た め に 適 切 な 「 幹 細 胞 特 異 的 」 調 節 エ レ メ ン ト を 提 供 し 得 る 遺 伝 子 の １ 例
は 、 Oct4遺 伝 子 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ８ 量 体 結 合 転 写 因 子 ４ は 、 転 写 因 子 の POUフ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る （ Scholer.1991
に よ り 概 説 さ れ て い る ） 。 Oct4転 写 は 、 発 達 中 の マ ウ ス 胚 で ４ 細 胞 期 と ８ 細 胞 期 と の 間 で
活 性 化 さ れ 、 そ し て 増 大 す る 胚 盤 胞 で そ し て 次 い で 卵 円 柱 (egg cylinder)の 多 能 性 細 胞 で
高 発 現 す る 。 転 写 は 、 初 期 外 胚 葉 が 分 化 し て 中 胚 葉 を 形 成 す る よ う に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト
さ れ (Scholerら 、 1990)そ し て 8.5 d.p.c.（ 交 尾 (coitum)後 の 日 数 ） ま で に 原 基 生 殖 細 胞
の 移 動 を 制 限 す る 。 高 レ ベ ル の Oct4遺 伝 子 発 現 は ま た 、 多 能 性 胚 癌 腫 お よ び 胚 幹 細 胞 株 で
観 察 さ れ 得 、 そ し て こ れ ら の 細 胞 が 分 化 す る よ う に 誘 導 さ れ る 場 合 、 ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー ト
さ れ る （ Scholerら 、 1989；  Okamotoら 、 1990)。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 Oct4プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 の 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 胚 幹 細 胞 系 の 単
離 に 適 用 さ れ 得 る 。 さ ら に 、 い く つ か の 成 人 組 織 で の 低 レ ベ ル の Oct4発 現 を 記 載 す る 報 告
(Takedaら 、 1992)は 、 胚 幹 細 胞 を 超 え た こ れ ら の 発 現 構 築 物 の 有 用 性 を 、 組 織 恒 常 性 に 不
可 欠 な そ の 他 の 幹 細 胞 を 含 み そ し て 造 血 系 を 包 含 す る そ の 他 の 系 で 修 復 す る よ う に 拡 張 し
得 る 。 Oct4が 体 幹 細 胞 で 発 現 し な い 場 合 で は 、 造 血 幹 細 胞 特 異 抗 原 CD34と 関 連 し た よ う な
他 の 転 写 調 節 エ レ メ ン ト は 、 同 様 の 方 法 で 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
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　 本 発 明 に よ れ ば 、 ２ つ の 特 異 的 な ア プ ロ ー チ が 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 発 現 で 所 望 の 空 間
的 お よ び 時 間 的 な 制 限 を 生 じ る こ と に つ い て 提 供 さ れ る 。 第 一 の ア プ ロ ー チ は 、 部 分 的 に
特 徴 付 け ら れ た Oct4遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト (Okazawaら 、 1991)を 使 用 し て 選 択
マ ー カ ー の 幹 細 胞 特 異 転 写 を 行 う ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 動 物 の 発 生 を 介 す る 。 適 切 な 選 択 マ
ー カ ー は 、 抗 生 物 質 G418に 耐 性 を 与 え る ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 で
あ る 。 あ る い は 、 代 謝 物 中 の 遺 伝 子 欠 失 を 妨 げ 得 る 遺 伝 子 産 物 の 生 産 に 関 す る 選 択 マ ー カ
ー 、 例 え ば 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン － グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (HPRT)遺 伝 子
欠 失 細 胞 中 の HPRT遺 伝 子 (Hooperら 、 1987)を 利 用 す る こ と で あ る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 幹
細 胞 が 密 接 関 連 し た 分 化 細 胞 か ら の 連 続 支 持 を 必 要 と す る 状 況 で 有 益 で あ る 。 こ の 例 で は
、 直 接 的 な 細 胞 の 接 触 は 、 支 持 細 胞 で 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 発 現 し な い に も か か わ ら ず 、
幹 細 胞 に よ る 隣 接 し て い る 支 持 細 胞 の 代 謝 救 済 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 第 二 の ア プ ロ ー チ は 、 内 因 性 Oct4遺 伝 子 座 を 利 用 し 、 そ し て そ れ ゆ え 、 内 因 性 Oct4遺 伝
子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と で き る だ け 密 接 に 耐 性 マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 を 連 結 す る た め に 、 関 連
し た Oct4遺 伝 子 調 節 エ レ メ ン ト を 利 用 す る 。 こ れ は 、 胚 幹 細 胞 で Oct4遺 伝 子 の 変 異 誘 発 を
標 的 す る 高 効 率 な 遺 伝 子 ト ラ ッ プ に よ り 達 成 さ れ 得 る 。 こ の ア プ ロ ー チ は 、 し ば し ば 、 ラ
ン ダ ム に 組 み 込 ま れ た 構 築 物 の 予 測 で き な い 発 現 パ タ ー ン を 生 じ る ラ ン ダ ム な 組 み 込 み 部
位 効 果 を 避 け る こ と に よ り 、 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 発 現 の よ り 厳 し い 調 節 制 御 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 は 、 以 下 の 実 施 例 、 特 に 添 付 の 図 面 (図 １ は 、 プ ラ ス ミ ド Oct-4-Neo-β Sの 構 造 を
示 し 、 図 ２ は 、 プ ラ ス ミ ド Oct-4-Neo-β fosの 構 造 を 示 し 、 そ し て 図 ３ は 、 プ ラ ス ミ ド Oct
-4-tgtvecの 構 造 を 示 す )に 関 し て さ ら に 詳 細 に 記 載 さ れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 （ 実 施 例 １ ）
　 １ ． OCT4プ ロ モ ー タ ー 配 列 の 単 離 ：
　 本 発 明 者 ら は 、 330bpの 5'Oct4 cDNAフ ラ グ メ ン ト を 用 い て 、 129株 マ ウ ス ゲ ノ ム ラ ム ダ
ラ イ ブ ラ リ ー を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 い く つ か の ク ロ ー ン を 単 離 し 、 制 限 分 析 お よ び サ ザ
ン ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 Oct4プ ロ モ ー タ ー エ レ
メ ン ト を 含 む 1.4kbの Bam HI-HindIIIフ ラ グ メ ン ト (Okazawaら 、 1991)を ク ロ ー ン １ か ら 単
離 し 、 pBluescript II KS(-) (Stratagene)に 連 結 し 、 pOct4(5'ゲ ノ ム )を 作 成 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ２ ． プ ラ ス ミ ド の 構 築 ：
　 Oct4-Neoプ ロ モ ー タ ー 構 築 物 を 作 成 す る た め に 、 翻 訳 開 始 コ ド ン に NcoI制 限 部 位 を 提 供
す る よ う に 設 計 さ れ た 遺 伝 子 操 作 さ れ た ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 (neo)を 、 脳 心 筋 炎 (ence
phalomyocarditus)ウ イ ル ス 内 部 リ ボ ソ ー ム エ ン ト リ ー 部 位 配 列 (EMCV-IRES、 Ghattasら 、
1991)お よ び 5'-Neoコ ー デ ィ ン グ 配 列 を 含 む 1.1kbの XbaI-SphIフ ラ グ メ ン ト と し て pLZINか
ら 単 離 し (Ghattasら 、 1991)、 そ し て pSP72(Promega Biotech)に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 KpnI-
NcoI EMCV-IRES配 列 を 、 KpnIお よ び 次 に 部 分 的 な NcoI制 限 消 化 に よ っ て pOct4(5'ゲ ノ ム )
か ら 単 離 し た 1.3kbの OCt4プ ロ モ ー タ ー フ ラ グ メ ン ト で 置 換 し た 。 Neo3'-コ ー デ ィ ン グ 配
列 、 ウ サ ギ β -グ ロ ビ ン 遺 伝 子 配 列 （ イ ン ト ロ ン ） 、 お よ び SV40ポ リ ア デ ニ ル 化 配 列 を 、 6
P-IRESNeo-β S由 来 の 1.7kbの SphIフ ラ グ メ ン ト と し て 単 離 し 、 そ し て SphI部 位 に 連 結 し 、
Oct4-Neo-β S（ 図 １ ） を 作 成 し た 。 Oct4-Neo-β fos構 築 物 （ 図 ２ ） を 作 成 す る た め に 、 Oc
t4プ ロ モ ー タ ー 、 neo遺 伝 子 、 お よ び ウ サ ギ β -グ ロ ビ ン イ ン ト ロ ン を 含 む Oct4-Neo-β S B
amHIフ ラ グ メ ン ト を ヒ ト c-fosゲ ノ ム 配 列 の 5'側 に 挿 入 し た 。 こ の 1.7kbの ゲ ノ ム 配 列 (Bal
I-SphI)は 、 先 に mRNA不 安 定 化 と 関 連 の あ っ た ヒ ト c-fos mRNA3'コ ー デ ィ ン グ 配 列 お よ び
非 コ ー デ ィ ン グ 配 列 (Wilsonお よ び Triesman， 1988)、 な ら び に c-fosポ リ ア デ ニ ル 化 配 列
を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 Oct4-neo構 築 物 (Oct4-tgtvec)は 、 Oct4遺 伝 子 に 標 的 組 み 込 み の た め に 設 計 さ れ て い る (
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図 ３ )。 Oct4標 的 構 築 物 は 、 1.7kbの 5'Oct4遺 伝 子 配 列 お よ び 4.2kbの 3'Oct4遺 伝 子 配 列 を
含 む 。 以 下 の 相 同 組 換 え で は 、 こ の 構 築 物 は 、 lacZ-ネ オ マ イ シ ン 融 合 遺 伝 子 (β geo、 ２
機 能 性 タ ン パ ク 質 、 Freidrichお よ び Soriano、 1991)を Oct4遺 伝 子 の 最 初 の イ ン ト ロ ン に
組 み 込 む 。 最 初 の エ キ ソ ン － イ ン ト ロ ン の 境 界 の ス プ ラ イ ス ド ナ ー 配 列 か ら 組 み 込 ま れ た
IRES-β geo配 列 ま で の ス プ ラ イ シ ン グ は 、 IRES-β geo配 列 の す ぐ 5'側 の ネ ズ ミ の と が っ た
波 形 に な っ た (engrailed)-2ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ ー 配 列 (Skarnesら 、 1992)の 含 有 に よ っ
て 促 進 さ れ る 。 Oct4-β geo融 合 転 写 物 の β geoシ ス ト ロ ン の 翻 訳 は 、 β geoコ ー デ ィ ン グ 配
列 の す ぐ 5'側 の EMCV-IRESの 含 有 に よ っ て 促 進 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ３ ． ES細 胞 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び コ ロ ニ ー 選 択 ：
　 マ ウ ス 129ES細 胞 (CGR-8株 )を 、 Smith(1991)に よ っ て 記 載 さ れ た よ う に 、 分 化 阻 害 活 性
剤 (DIA)ま た は 白 血 病 阻 害 因 子 (LIF)の 存 在 下 で 調 製 し そ し て 維 持 し た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ
ョ ン の た め の プ ラ ス ミ ド DNAを SalI消 化 に よ っ て 直 鎖 状 に し 、 エ タ ノ ー ル 沈 澱 し 、 そ し て P
BS中 で 10～ 14mg/mlで 再 懸 濁 し た 。 新 鮮 な 培 養 液 中 で 10時 間 培 養 し た 後 、 ほ ぼ コ ン フ ル エ
ン ト な ES細 胞 を ト リ プ シ ン 処 理 に よ っ て 分 散 し 、 続 い て 培 養 液 お よ び PBSで 洗 浄 し 、 そ し
て 直 後 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の た め に PBS中 で 1.4× 10 8 /mlに 再 懸 濁 し た 。 日 常 的 に 、 0.
7mlの 細 胞 懸 濁 液 を 、 溶 液 を 含 む 0.1mlの DNAと 混 合 し 、 そ し て Biorad Gene Pulserお よ び 0
.4cmキ ュ ベ ッ ト を 用 い て 0.8kVお よ び 3.0μ FDで エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 ト ラ ン
ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 ゼ ラ チ ン 化 し た 組 織 培 養 皿 上 で 増 殖 培 地 中 5～ 8× 10 4 /cm 2 で 播 い て 16
時 間 放 置 し 、 そ の 後 200μ g/ml(活 性 )G418(Sigma)を 含 む 選 択 培 養 液 を 加 え た 。 単 一 な コ ロ
ニ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の 8～ 10日 後 に 選 択 し 、 そ し て 200μ g/mlの G418を 含 む 増 殖 培
養 液 中 で さ ら な る 増 加 の た め に 24ウ エ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に ２ 連 で 移 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 Oct4-Neo-β Sお よ び Oct4-Neo-β fos構 築 物 を 有 す る ク ロ ー ン 化 細 胞 株 (Oct4-Neo細 胞 株
と 称 す )を ２ 日 間 培 養 し 、 PBSで ２ 回 洗 浄 し 、 そ し て 培 養 液 を DIAを 含 む ま た は 含 ま な い G41
8培 養 液 に 置 き 換 え た 。 DIAの 存 在 下 で 正 常 に 成 長 す る が 、 DIAの 非 存 在 下 で 生 存 し な い 細
胞 株 を 、 拡 張 お よ び さ ら な る 分 析 の た め に 選 択 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 Oct4-tgtvec標 的 構 築 物 を 有 す る ク ロ ー ン 化 細 胞 株 (Oct4-標 的 細 胞 株 と 称 す )を 、 ２ 連 の
24ウ エ ル プ レ ー ト で 増 加 さ せ た 。 一 旦 コ ン フ ル エ ン ト に な る と 、 一 連 の 細 胞 を 保 存 の た め
に 冷 凍 す る が 、 残 存 物 を サ ザ ン 分 析 で 分 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ４ ． Oct4-Neoお よ び Oct4-標 的 細 胞 株 の さ ら な る 特 徴 付 け ：
　 選 択 し た Oct4-Neo細 胞 株 を 、 G418の 種 々 の 濃 度 で DIA追 加 し た 培 養 液 ま た は 追 加 し な い
培 養 液 中 で の ES細 胞 の 成 長 お よ び 分 化 に つ い て ア ッ セ イ し た 。 細 胞 を 、 種 々 の 培 養 調 製 物
中 1× 10 4 /cm 2 で 12ウ エ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に 播 き 、 そ し て ６ 日 間 培 養 し た 。 新 鮮 な 培 養 液
を 、 先 に 記 載 の よ う に (Smith， 1991)、 細 胞 が 固 定 し そ し て 染 色 さ れ る ６ 日 目 ま で ２ 日 毎
に 加 え た 。 ゲ ノ ム サ ザ ン 分 析 に よ り ポ ジ テ ィ ブ な Oct4-標 的 細 胞 株 を 、 lacZ染 色 に よ り 、
な ら び に 200μ g/mlの G418中 の DIA追 加 ま た は 非 追 加 培 養 液 に お け る 成 長 お よ び 分 化 を 分 析
し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 ５ ． Oct4-Neo細 胞 株 由 来 の 胚 様 体 の 生 産 ：
　 胚 様 体 を 、 懸 滴 培 養 法 (hanging dropn method)(Holeお よ び Smith， 印 刷 中 )に よ り 発 生
さ せ 、 そ し て G418の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で ２ 、 ４ 、 ６ 、 ま た は ８ 日 間 懸 濁 培 養 で 維 持 し
た 。 コ ン ト ロ ー ル の 胚 様 体 を 、 G418の 非 存 在 下 で 親 細 胞 株 CGR-8か ら 発 生 さ せ た 。 次 い で
、 胚 様 体 を 回 収 し そ し て ゼ ラ チ ン 化 組 織 培 養 皿 に 移 し 、 寄 与 し て い る 細 胞 型 の 分 析 の た め
の 集 合 体 の 付 着 お よ び 増 加 を 可 能 に す る 。 全 て の 胚 様 体 を DIAお よ び G418の 非 存 在 下 で ４
日 間 維 持 し た 後 、 視 察 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ６ ． Oct4-Neoお よ び Oct-4標 的 細 胞 株 由 来 の キ メ ラ の 生 産 ：
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　 選 択 し た Oct4-Neo細 胞 株 を 、 G418の 非 存 在 下 で ７ 日 間 培 養 し た 後 、 先 に 記 載 さ れ た よ う
に (Nicholsら 、 1990)胚 注 入 し た 。 簡 単 に 言 え ば 、 注 入 す る 胚 盤 胞 を 、 C57BL/6ド ナ ー 由 来
の 4d.p.c.を 回 収 し 、 10～ 20細 胞 に 注 入 し そ し て 培 養 で 再 増 加 す る こ と を 可 能 に し た 後 、
偽 妊 娠 レ シ ピ エ ン ト の 子 宮 に 移 し た 。 キ メ ラ を 、 C57BL/6の 地 色 の 薄 茶 の 皮 の 色 の 斑 点 の
存 在 に よ り 同 定 し た 。 雄 の キ メ ラ を 、 Oct4-Neoト ラ ン ス ジ ー ン の 伝 達 に つ い て 試 験 飼 育 し
た 。 次 い で 、 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス を 異 な っ た 遺 伝 子 背 景 上 で 掛 け 合 わ せ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ７ ． 結 果
　 Oct4-Neo-β S構 築 物 は 、 約 50コ ロ ニ ー /10 6 の ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た 細 胞 を 生 産 し た が 、
Oct4-Neo-β fos構 築 物 は 約 10倍 少 な い コ ロ ニ ー を 生 産 し た 。 ３ つ の ク ロ ー ン を 、 DIAの 存
在 下 ま た は 非 存 在 下 で G418(200μ g/ml)を 含 有 す る 培 養 液 中 に お け る そ れ ら の 特 異 な 生 存
に 基 づ き 選 択 し た 。 ３ つ の 細 胞 株 は 全 て 、 DIA追 加 G418含 有 培 養 液 で 正 常 な 成 長 速 度 を 明
ら か に 示 し 、 そ し て G418培 養 液 中 で DIAの 非 存 在 下 で 培 養 し た 場 合 に 死 ん だ 。 DIA追 加 G418
培 養 液 で 維 持 さ れ る 培 養 物 は 、 本 質 的 に 純 粋 な ES細 胞 と し て 成 長 し た が 、 G418の 非 存 在 下
で DIA追 加 培 養 液 で 維 持 さ れ る 培 養 物 は 、 ES細 胞 と 親 CGR-8株 の 細 胞 と 非 常 に よ く 似 た 分 化
し た 子 孫 と の 混 合 し た 培 養 物 と し て 成 長 し た 。 従 っ て 、 G418選 択 は 、 分 化 し た 細 胞 型 を 排
除 し 、 そ し て 純 粋 な 幹 細 胞 集 団 の 増 殖 を 可 能 に す る 。 選 択 し た ３ つ の 細 胞 株 を 、 Oct4-Neo
-β S18、 Oct4-Neo-β S21、 お よ び Oct4-Neo-β fos11を 命 名 し た 。 こ れ ら の 細 胞 株 は 、 宿 主
胚 盤 胞 に 導 入 さ れ 、 そ し て 生 じ た キ メ ラ は 試 験 飼 育 さ れ 得 る 。 同 様 な 結 果 は 、 Oct4-tgtve
c構 築 物 で 標 的 し た ESク ロ ー ン で 得 ら れ た 。 さ ら に 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 に つ い て の
こ れ ら の 培 養 物 の 組 織 化 学 的 染 色 は 、 β geoの 発 現 が 未 分 化 の 幹 細 胞 に 制 限 さ れ る こ と を
確 認 し た (Mountfordら 、 1994)。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 胚 様 体 を Oct4-Neo細 胞 株 Oct4-Neo-β fos11か ら 発 生 さ せ て 、 混 合 細 胞 集 合 体 で の G418選
択 の 効 果 を 試 験 し 、 そ し て 混 合 細 胞 集 団 か ら ES細 胞 を 単 離 す る 選 択 系 の 有 用 性 を 試 験 し た
。 実 験 用 細 胞 株 (Oct4-Neo-β fos11)お よ び 親 細 胞 株 (CGR-8)の 両 方 で 発 生 し 、 そ し て G418
の 非 存 在 下 で 培 養 さ れ る 胚 様 体 は 、 ES様 細 胞 を ほ と ん ど 有 さ な い ほ ぼ 完 全 な 分 化 細 胞 で 構
成 さ れ た 。 対 照 的 に 、 増 加 し た コ ロ ニ ー の 視 覚 分 析 は 、 G418の 存 在 下 で 培 養 し た Oct4-Neo
-β fos11胚 様 体 が 高 い 割 合 の ES細 胞 を 含 有 す る こ と を 示 し た 。 従 っ て 、 分 化 系 か ら の 幹 細
胞 の 単 離 の 可 能 性 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 ８ ． 要 旨
　 生 殖 系 伝 達 可 能 な ES細 胞 は 、 マ ウ ス の ２ つ の 同 系 繁 殖 系 、 129お よ び C57BL/6の み か ら 既
に 樹 立 さ れ て い る 。 Oct4-ネ オ マ イ シ ン 選 択 図 と ES細 胞 単 離 お よ び 増 殖 手 順 の 確 立 (Evans
お よ び Kaufman、 1981； Martin、 1981； Nicholsら 、 1990； Yoshidaら 、 1994)を 組 み 合 わ せ
る こ と は 、 Oct4が 特 異 に 発 現 さ れ る 、 以 前 の 非 生 産 性 マ ウ ス 株 お よ び そ の 他 の 哺 乳 動 物 種
由 来 の ES細 胞 株 誘 導 を 可 能 に す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 混 合 細 胞 集 団 に お け る 非 幹 細 胞 表 現 型 に 対 す る 選 択 は 、 い く つ か の 理 由 で 有 利 で あ り 得
る 。 第 一 に は 、 混 合 集 団 に お け る 分 化 細 胞 に 対 す る 選 択 は 、 大 量 な 幹 細 胞 富 化 物 に つ い て
の 方 法 を 提 供 す る 。 第 二 に は 、 分 化 細 胞 の 選 択 的 な 除 去 は 、 培 養 物 中 で の そ れ ら の 過 剰 成
長 を 防 御 す る 。 第 三 に は 、 分 化 細 胞 の 排 除 は 、 分 化 細 胞 に 関 連 す る 活 性 を 誘 導 す る 分 化 の
損 失 の た め に 、 幹 細 胞 自 身 の 再 生 を 増 強 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 （ 実 施 例 ２ ）
　 ES細 胞 胚 様 体 由 来 の 多 能 性 幹 細 胞 の 救 済 お よ び 回 収
　 方 法
　 １ ． 細 胞 培 養
　 ES細 胞 を 、 Smith(1991)に よ り 記 載 さ れ た よ う に 分 化 阻 害 活 性 剤 (DIA)を 追 加 し た 培 養 液
中 で 日 常 的 に 維 持 し た 。 胚 様 体 を DIAの 非 存 在 下 で ES細 胞 の 集 合 体 に よ り 形 成 し た 。 こ の
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集 合 体 は 、 10μ lま た は 30μ l滴 の 培 養 液 中 で 100細 胞 /滴 の 濃 度 で 分 離 し た ES細 胞 を 播 く こ
と に よ り 生 産 し た 。 滴 の 配 列 を マ ル チ ピ ペ ッ タ ー を 用 い て 10cm組 織 培 養 皿 の フ タ の 上 に 置
い た 。 次 い で 、 こ れ を 皿 の 底 と 逆 転 し 、 こ の 皿 は 湿 度 を 維 持 す る た め に 10mlの 水 を 含 有 し
、 そ し て 懸 滴 を ７ ％ CO 2 雰 囲 気 中 で 37℃ に て 培 養 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 ２ ． 組 織 学 お よ び β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 染 色
　 胚 様 体 を ブ ー ア ン (Bouin)溶 液 中 で 固 定 し そ し て 寒 天 中 に 包 埋 し た 。 次 い で 、 パ ラ フ ィ
ン 切 片 を 標 準 的 手 順 に よ り 調 製 し そ し て ヘ マ ト キ シ リ ン (haematoxylin)お よ び エ オ シ ン で
染 色 し た 。 胚 様 体 派 生 物 の ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 染 色 を Sigma Kit 86-Rを 用 い て 実 施 し
た 。 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 組 織 化 学 的 染 色 を 記 載 (Beddingtonら 、 1986)の よ う に Xgalを
用 い て 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 結 果
　 ３ ． 細 胞 株 お よ び 選 択 系
　 Fos11は 、 Oct4neofos構 築 物 で ト ラ ン ス フ ェ ク ト し た ES細 胞 株 CGR8の 誘 導 体 で あ る 。 Fos
11細 胞 は 、 Oct4近 接 プ ロ モ ー タ ー エ レ メ ン ト の 制 御 下 で 低 レ ベ ル の G418耐 性 を 発 現 す る が
、 分 化 し た 子 孫 は ト ラ ン ス ジ ー ン の 発 現 を 示 さ ず 、 そ し て そ れ ゆ え G418に 感 受 性 で あ る 。
OKO160お よ び OKO8は 、 そ れ ぞ れ ES細 胞 株 CGR8お よ び E14TG2aの 誘 導 体 で あ り 、 そ こ で は IRE
S-β geopAカ セ ッ ト が 前 記 の よ う な 相 同 組 換 え に よ り Oct4遺 伝 子 の １ つ の 対 立 遺 伝 子 に 導
入 さ れ て い る 。 OKO細 胞 株 は 未 分 化 状 態 で 高 レ ベ ル の β geoを 発 現 し 、 そ し て そ れ ゆ え Xgal
で 強 力 に 染 色 し そ し て G418耐 性 で あ る 。 分 化 し た 子 孫 は β geoの 発 現 を 喪 失 し そ し て Xgal
染 色 に つ い て 陰 性 お よ び G418に 感 受 性 と な る 。 単 層 培 養 で は 、 Fos11お よ び OKO細 胞 を 、 DI
Aの 存 在 下 で の 培 養 に よ り 純 粋 な ES細 胞 集 団 と し て 維 持 し 、 G418で 選 択 す る 。 し か し 、 DIA
(Smith， 1991)の 低 濃 度 お よ び 非 存 在 の よ う な 分 化 に 有 利 な 条 件 下 で は 、 G418選 択 の 結 果
、 ３ ～ ５ 日 間 に わ た り こ れ ら の 培 養 物 は 完 全 に 除 去 さ れ る 。 Rb40細 胞 は 、 ヒ ト β -ア ク チ
ン プ ロ モ ー タ ー に よ り 指 示 さ れ る neoRの 発 現 の た め 、 G418に 対 し て 構 成 的 に 耐 性 で あ る CG
R8の 誘 導 体 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ４ ． 分 化 細 胞 に 対 す る 選 択 の 存 在 お よ び 非 存 在 下 に お け る 胚 様 体 の 形 成
　 細 胞 の 凝 集 塊 を 分 離 し 続 い て 大 量 の 懸 濁 培 養 物 中 で 集 合 す る 従 来 の 手 順 (Doetschemanら
、 1986)に よ る 胚 様 体 の 生 産 は 、 サ イ ズ お よ び 分 化 状 態 の 両 方 が 不 均 一 な 集 合 体 の 混 合 集
団 を 生 じ る 。 さ ら に 単 一 お よ び 一 貫 し た 発 達 を 得 る た め に 、 最 近 の 研 究 で は 、 胚 様 体 を 、
培 養 培 地 の 個 々 の 滴 中 で 一 定 の 数 の 細 胞 の 集 合 体 に よ り 形 成 し た (方 法 の 項 を 参 照 の こ と )
。 懸 滴 培 養 の 48時 間 後 、 集 合 体 を G418の 存 在 ま た は 非 存 在 下 の 懸 濁 培 養 に ひ と ま と め に し
て 移 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 分 化 し た 子 孫 に 対 す る G418選 択 下 に お い て 、 集 合 体 は Fos11細 胞 お よ び OKOク ロ ー ン の 両
方 か ら な お 形 成 さ れ て い た 。 い く つ か の 死 ん だ 細 胞 が 集 合 体 の 周 囲 に 現 れ た が 、 本 体 自 身
は 、 培 養 期 間 の 間 に サ イ ズ を 増 大 し た 。 試 料 を 大 量 の 培 養 物 か ら 定 期 的 に 採 取 し 、 そ し て
組 織 学 的 試 験 を 行 っ た 。 数 日 後 、 選 択 の 非 存 在 下 で 形 成 し た 胚 様 体 は 、 ほ と ん ど 嚢 胞 性 で
あ り そ し て 種 々 の 形 態 学 的 に 分 化 し た 細 胞 型 を 包 含 し て い た 。 未 分 化 細 胞 は ま れ に 見 ら れ
た 。 対 照 的 に 、 選 択 下 で 維 持 さ れ る 集 合 体 は 、 細 胞 の 特 殊 化 の 徴 候 を 示 さ ず 、 そ し て 本 体
は 、 未 分 化 細 胞 の 固 体 球 か ら な る よ う で あ っ た 。 こ れ ら の 未 分 化 集 合 体 中 の 大 部 分 の 細 胞
は 、 正 常 お よ び 生 存 可 能 な よ う で あ り 、 そ し て 時 折 ア ポ ト ー シ ス を 示 唆 す る 核 濃 縮 核 が 見
ら れ た が 、 壊 死 の 証 拠 は な か っ た 。 し か し 、 G418で 形 成 し た 胚 様 体 は 、 選 択 の 非 存 在 下 で
形 成 し た そ れ ら の 対 照 物 よ り 顕 著 に 小 さ か っ た 。 こ れ は 嚢 胞 発 達 の 欠 損 お よ び 分 化 細 胞 の
除 去 の 組 合 せ に 特 徴 が あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ５ ． 分 化 細 胞 に 対 す る 選 択 下 で 形 成 し た 胚 様 体 中 の 多 能 性 幹 細 胞 の 持 続 性 。 　
　 コ ン ト ロ ー ル 培 養 物 中 に お い て 未 分 化 集 合 体 が 少 し も 存 在 し な い こ と は 、 お そ ら く 、 G4
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18の 効 果 が 非 分 化 集 合 体 の 亜 集 団 の 選 択 の た め で は な い こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 こ の 可
能 性 を 最 終 的 に 除 外 す る た め に 、 お よ び ま た G418選 択 の 効 果 の 量 的 な 決 定 を 容 易 に す る た
め に 、 改 変 し た プ ロ ト コ ル を 用 い て 個 々 の 集 合 体 の 行 動 (behavior)の 評 定 を 可 能 に し た 。
培 養 を 、 G418の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 30μ lの 懸 滴 中 で 開 始 し 、 そ し て ７ ～ ８ 日 間 滴 培
養 で 維 持 し た 。 次 い で 、 胚 様 体 を ゼ ラ チ ン コ ー ト し た 96ウ エ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト に 個 々 に
移 し 、 そ し て こ の 培 養 液 を G418を 欠 い た 培 養 液 で ６ 倍 希 釈 し た 。 幹 細 胞 維 持 因 子 DIAを こ
の 段 階 で 添 加 し 、 存 在 す る あ ら ゆ る 未 分 化 ES細 胞 を 増 加 さ せ た 。 培 養 物 を 、 付 着 さ せ 、 次
い で 48時 間 過 剰 成 長 さ せ て 固 定 し 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ
で 適 切 に 染 色 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 表 １ に 要 約 し た デ ー タ は 、 選 択 の 全 く の 非 存 在 下 で 、 未 分 化 幹 細 胞 が 、 ７ 日 目 の 懸 濁 培
養 物 内 の 胚 様 体 か ら ほ ぼ 完 全 に 除 去 さ れ る こ と を 示 す 。 過 剰 成 長 物 は 種 々 の 形 態 学 的 に 分
化 し た 細 胞 型 を 含 む が 、 ESの 細 胞 形 態 学 を 有 す る 細 胞 領 域 は 観 察 さ れ な か っ た 。 OKO細 胞
に お け る β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 発 現 は 、 幹 細 胞 特 異 的 転 写 因 子 Oct4に 結 び つ き (Mountfor
dら 、 1994)、 そ し て そ れ ゆ え 、 未 分 化 細 胞 の マ ー カ ー と し て 働 く 。 単 離 し た Xgal-染 色 細
胞 は 、 時 折 OKO過 剰 成 長 物 中 に 見 ら れ る が 、 染 色 細 胞 の ク ラ ス タ ー は こ れ ら の 状 態 下 で 検
出 さ れ な か っ た (し か し 、 論 考 の 項 を 参 照 の こ と )。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 G418で の 胚 様 体 形 成 の 効 率 は 、 非 選 択 培 養 中 で 本 質 的 に 100％ に 等 し か っ た 。 し か し 、
未 処 理 の 胚 様 体 と の 著 し い 対 比 で は 、 継 続 的 な G418選 択 下 で 樹 立 し た 胚 様 体 は 、 主 と し て
ES細 胞 か ら な る 過 剰 成 長 を 生 じ た 。 こ れ ら の 未 分 化 な 細 胞 の 性 質 を 、 ES細 胞 コ ロ ニ ー の 形
態 学 的 特 徴 に よ り お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ で の 染 色 に よ り 同 定 し 、 そ し て OKO過 剰
成 長 物 の Xgal染 色 に よ り 確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 選 択 下 で 形 成 し た 胚 様 体 由 来 の い く つ か の 過 剰 成 長 物 を 摘 出 し 、 そ し て ２ cmウ エ ル に 移
し た 。 摘 出 し た 全 て の コ ロ ニ ー を 未 分 化 細 胞 の 大 量 培 養 物 で 容 易 に 増 加 し た 。 こ れ ら の 培
養 物 は 、 非 追 加 培 養 液 中 に 置 い た 場 合 、 DIAに 依 存 し て 残 り 、 そ し て 親 ES細 胞 と 同 様 の 様
式 で 分 化 し た 。 さ ら に 、 こ れ ら の 誘 導 体 は 、 集 合 体 で 複 数 の 細 胞 型 に 効 率 よ く 分 化 し 、 そ
れ ら の 多 能 性 を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 こ れ ら の 発 見 は 、 分 化 し た 子 孫 の 選 択 的 除 去 が ES細 胞 集 合 体 で の 多 能 性 幹 細 胞 の 持 続 性
を 生 じ る こ と を 証 明 す る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 ６ ． 混 合 集 合 体 で の 幹 細 胞 の 死 滅
　 分 化 し た 子 孫 が 胚 様 体 で の 幹 細 胞 死 滅 に 直 接 的 な 原 因 で あ り 得 る と い う 意 味 が さ ら に 提
示 さ れ た 。 OKO細 胞 の 行 動 を 、 G418の 存 在 下 で 分 化 し 得 る Rb40 ES細 胞 と 混 合 し た 集 合 体 の
形 成 に 続 き 評 定 し た 。 Rb40細 胞 は ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 構 成 的 に 発 現
し 、 そ し て G418選 択 は 、 単 層 培 養 ま た は 集 合 体 の い ず れ か に お い て そ れ ら の 分 化 へ の 認 め
ら れ る 効 果 を 有 さ な い 。 懸 滴 培 養 物 を 、 ３ ： １ の 比 の OKO細 胞 ： Rb40細 胞 を 用 い て 樹 立 し
た 。 混 合 胚 様 体 の パ ラ フ ィ ン 切 片 は 、 そ れ ら が G418の 存 在 ま た は 非 存 在 下 の 両 方 で 大 量 に
分 化 を す る こ と を 明 ら か に し た 。 両 方 の 条 件 下 で の 未 分 化 幹 細 胞 の 効 果 的 な 除 去 を 、 過 剰
成 長 物 の Xgal染 色 に よ り 確 認 し た (表 １ )。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の 結 果 は 、 分 化 し た 子 孫 の 存 在 が 多 能 性 幹 細 胞 の 除 去 を 誘 導 す る 直 接 的 な 証 拠 を 提 供
す る 。 こ れ は 、 特 定 の 分 化 幹 細 胞 の 子 孫 が 誘 導 シ グ ナ ル の 供 給 源 で あ る こ と を 包 含 し 、 こ
の シ グ ナ ル は 、 残 っ て い る 幹 細 胞 の さ ら な る 分 化 を 指 示 す る か ま た は お そ ら く ア ポ ト ー シ
ス へ 導 入 す る よ う 誘 導 す る か の い ず れ か で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 結 論
　 集 合 体 は ES細 胞 を 誘 導 し て 、 胚 様 体 と し て 公 知 の 分 化 構 造 物 に 発 達 す る 。 多 能 性 幹 細 胞
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は 、 効 果 的 な 分 化 の 誘 導 お よ び お そ ら く ま た 選 択 的 な 細 胞 死 の た め に 、 こ れ ら の 胚 様 体 で
迅 速 に 死 滅 す る 。 し か し 、 分 化 し た 子 孫 が 本 発 明 の 方 法 を 用 い て 集 合 体 か ら 特 異 的 に 除 去
さ れ る 場 合 、 幹 細 胞 は 持 続 し そ し て 増 殖 し 得 る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 上 記 の 詳 述 し た 発 見 は 、 本 発 明 の 幹 細 胞 特 異 的 選 択 系 の 使 用 を 通 じ て 、 分 化 ま た は 死 の
い ず れ か に よ り 正 常 に そ れ ら の 除 去 を さ せ る 条 件 か ら 幹 細 胞 を 再 生 す る こ と が 可 能 で あ る
こ と を 明 確 に 示 す 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 （ 実 施 例 ３ ）
　 マ ウ ス 胚 か ら 胚 幹 細 胞 培 養 物 を 樹 立 す る 手 順
　 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス の 系 を 、 G418耐 性 を 与 え る ネ オ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ
ラ ー ゼ 遺 伝 子 が Oct4遺 伝 子 の 特 異 性 を 有 し て 発 現 す る こ と で 樹 立 し た 。 β S21系 は Oct4neo
β Sト ラ ン ス ジ ー ン を 有 す る が 、 OKO系 で は 、 neo遺 伝 子 が Oct4-tgtvec構 築 物 で 標 的 す る 遺
伝 子 を 介 し て 内 因 性 Oct遺 伝 子 に 取 り 込 ま れ て い る 。 こ れ ら の マ ウ ス を 、 MFI異 系 交 配 ア ル
ビ ノ マ ウ ス お よ び 同 系 交 配 CBAマ ウ ス を 用 い て ２ 世 代 に つ い て 外 部 交 配 し た 。 こ れ ら の マ
ウ ス の 系 の い ず れ も 標 準 手 順 を 用 い て ES細 胞 を 生 産 し な い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 幹 細 胞 を 単 離 す る ４ つ の 好 ま し い 手 順 を 記 載 す る 。 全 て の 場 合 に お い て 、 胚 は 、 分 化 阻
害 活 性 剤 (Smith， 1991)ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン -６ と 可 溶 性 イ ン タ ー ロ イ キ ン -６ レ セ プ
タ ー (Yoshidaら 、 1994)の い ず れ か を 追 加 し た 標 準 ES細 胞 培 養 液 で 培 養 さ れ る 。 G418を 200
μ g/ml～ １ mg/mlの 濃 度 で 添 加 す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 手 順 １
　 胚 盤 胞 を 妊 娠 ４ 日 目 で 洗 い 出 す 。 ４ ～ 10の グ ル ー プ の 胚 盤 胞 を １ cmの 組 織 培 養 ウ エ ル で
G418選 択 下 で 培 養 す る 。 過 剰 成 長 を 個 々 に 分 離 し 、 そ し て 記 載 し た (Nicholsら 、 1990)よ
う に 培 養 ４ ～ ６ 日 後 、 ト リ プ シ ン で 分 離 し 、 そ し て １ つ の ウ エ ル に 置 き 換 え る 。 G418選 択
を 維 持 す る 。 次 の 14日 間 に わ た り 培 養 物 中 に 見 ら れ る ES細 胞 の 形 態 学 的 特 徴 を 有 す る コ ロ
ニ ー を 摘 出 し 、 そ し て 連 続 選 択 下 で 増 加 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 手 順 ２
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　 胚 盤 胞 が 、 妊 娠 ３ 日 目 で 母 体 の 卵 巣 切 除 に よ り 採 取 す る 前 に 着 床 遅 延 に な る こ と を 除 い
て は 、 手 順 １ の よ う に 行 っ た 。 胚 盤 胞 を 卵 巣 切 除 ４ 日 後 に 洗 い 出 す 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 手 順 ３
　 交 尾 後 5.5お よ び 7.5日 の 間 の 着 床 後 の 胚 を 単 離 し 、 そ し て 初 期 外 胚 葉 を 顕 微 解 剖 お よ び
／ ま た は プ ロ テ ア ー ゼ 消 化 よ り 分 離 す る 。 外 胚 葉 は 、 穏 や か に 20～ 50細 胞 の 凝 集 塊 に 分 離
し 、 そ れ は 、 次 い で 手 順 １ の よ う に 培 養 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 手 順 ４
　 手 順 １ 、 ２ 、 ま た は ３ の よ う に 調 製 し た 胚 は 、 組 織 培 養 ウ エ ル に 移 し そ し て 続 い て 手 順
１ の よ う に 操 作 す る 前 に 、 ５ ～ ７ 日 の 期 間 G418選 択 下 の 懸 滴 中 で 培 養 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ １ 】
【 図 １ 】 プ ラ ス ミ ド Oct-4-Neo-β Sの 構 造 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 プ ラ ス ミ ド Oct-4-Neo-β fosの 構 造 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 プ ラ ス ミ ド Oct-4-tgtvecの 構 造 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】
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