
(57)【要約】
本発明は、胚性幹細胞に由来する造血系統の細胞を生産するための系を提供する。分化は
、本開示において挙げられる造血サイトカインおよび他の因子の存在下において行われる
。得られる細胞集団は、自己再生能を有する初期造血前駆体のマーカーである、 CD45+ve
細胞が著しく増加している。分化工程において骨形成タンパク質を含むことによって、細
胞集団の二次コロニー形成能が増強される。胚性幹細胞の非常に高い複製能のために、こ
れによって、造血細胞の重要な、新しい、商業的な供給源が提供される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 特 性 の 1つ ま た は 複 数 を 有 す る 、 培 養 に お い て 増 殖 す る 分 化 細 胞 集 団 ：
・ 細 胞 の 少 な く と も 1％ が CD45 +veで あ る 特 性
・ 少 な く と も 20％ が CD34 +veで あ る 特 性
・ 少 な く と も 70％ が CD13 +veで あ る 特 性
・ 少 な く と も 10％ が AC133 +veで あ る 特 性 。
【 請 求 項 ２ 】
　 霊 長 類 多 能 性 幹 （ pPS） 細 胞 を 分 化 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 1記 載 の 細 胞 集
団 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 2の 細 胞 集 団 、 お よ び 、 分 化 し た も と と な る 未 分 化 pPS細 胞 系 か ら な る 、 2つ の 細
胞 集 団 。
【 請 求 項 ４ 】
　 細 胞 の 少 な く と も 5％ が CD34 +veお よ び CD45 +veの 両 方 で あ る よ う な 、 請 求 項 1記 載 の 細
胞 集 団 。
【 請 求 項 ５ 】
　 1％ 未 満 の 未 分 化 pPS細 胞 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ６ 】
　 造 血 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU） に つ い て の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 少 な く と も 約 1,000分 の
1の 平 板 効 率 で コ ロ ニ ー を 形 成 す る 、 請 求 項 1記 載 の 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ７ 】
　 CFUア ッ セ イ 法 か ら 採 取 さ れ た コ ロ ニ ー が 、 二 次 CFUア ッ セ イ 法 に お い て 再 プ レ ー テ ィ ン
グ さ れ た 場 合 に 二 次 コ ロ ニ ー を 形 成 す る よ う な 、 請 求 項 6記 載 の 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ８ 】
　 NOD-SCIDマ ウ ス に 注 射 さ れ た 場 合 に 循 環 赤 血 球 系 細 胞 、 顆 粒 球 細 胞 お よ び 単 球 を 形 成 す
る 、 請 求 項 1記 載 の 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ９ 】
　 NOD-SCIDマ ウ ス に 注 射 さ れ た 場 合 に 循 環 リ ン パ 球 系 細 胞 を 形 成 す る 、 請 求 項 1記 載 の 細
胞 集 団 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 異 種 遺 伝 子 を 発 現 す る よ う に 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 、 請 求 項 1記 載 の 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 pPS細 胞 が ヒ ト の 胚 盤 胞 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 の 子 孫 細 胞 で あ る よ う な 、 請 求 項 1記 載 の 細
胞 集 団 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 pPS細 胞 が ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 で あ る よ う な 、 請 求 項 1記 載 の 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 異 な る 遺 伝 子 型 を 有 す る い か な る 細 胞 を も 本 質 的 に 含 ま な い が 、 造 血 細 胞 増 殖 因 子 の 混
合 物 を 含 む よ う な 培 養 環 境 に お い て 未 分 化 pPS細 胞 を 培 養 す る 段 階 、 お よ び そ の 後 、 少 な
く と も 1％ が CD45陽 性 で あ る よ う な 、 ま た は 、 造 血 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU） に つ い て の ア
ッ セ イ 法 に お い て 少 な く と も 約 1,000分 の 1の 平 板 効 率 で コ ロ ニ ー を 形 成 す る よ う な 細 胞 集
団 を 培 養 環 境 か ら 採 取 す る 段 階 を 含 む 、 pPS細 胞 を 、 造 血 能 を 有 す る 細 胞 集 団 に 分 化 さ せ
る た め の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 分 化 段 階 が 、 胚 様 体 ま た は 細 胞 凝 集 体 を 形 成 さ せ る 段 階 を 含 む よ う な 、 請 求 項 13記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 分 化 段 階 が 、 低 密 度 の 調 整 培 地 に お け る 培 養 を 行 う 段 階 を 含 む よ う な 、 請 求 項 13記 載 の
方 法 。
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【 請 求 項 １ ６ 】
　 造 血 細 胞 増 殖 因 子 の 混 合 物 が 以 下 の 少 な く と も 2つ を 含 む よ う な 、 請 求 項 13記 載 の 方 法
： 幹 細 胞 成 長 因 子 （ SCF） 、 FLT-3リ ガ ン ド 、 IL-3、 IL-6、 お よ び 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子
（ G-CSF） 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 分 化 開 始 12日 以 内 に 、 造 血 細 胞 増 殖 因 子 と 共 に 細 胞 が 培 養 さ れ る よ う な 、 請 求 項 16記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 造 血 細 胞 増 殖 因 子 の 混 合 物 と の 培 養 と 同 時 に ま た は 培 養 後 に 、 骨 形 成 タ ン パ ク 質 と 共 に
分 化 細 胞 を 培 養 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 造 血 細 胞 増 殖 因 子 と の 培 養 の 後 に 、 骨 形 成 タ ン パ ク 質 4と 共 に 細 胞 が 培 養 さ れ る よ う な
、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 本 方 法 に 従 っ て 得 ら れ た 細 胞 が 、 請 求 項 1記 載 の 分 化 細 胞 の 特 性 を 有 す る よ う な 、 請 求
項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 造 血 前 駆 細 胞 、 赤 血 球 系 細 胞 、 顆 粒 球 細 胞 、 単 球 細 胞 、 巨 核 球 ま た は リ ン パ 球 系 細 胞 を
生 産 す る た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 pPS細 胞 を 分 化 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 分 化 細 胞 集 団 を 得 る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 pPS細 胞 が ヒ ト の 胚 盤 胞 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 の 子 孫 細 胞 で あ る よ う な 、 請 求 項 13記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 pPS細 胞 が ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 で あ る よ う な 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 1の 分 化 細 胞 集 団 を さ ら に 分 化 さ せ る こ と に よ っ て 生 産 さ れ る 、 赤 血 球 、 赤 芽 球
、 好 中 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 巨 核 球 、 血 小 板 、 ま た は リ ン パ 球
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 1記 載 の 分 化 細 胞 集 団 と 化 合 物 を 組 み 合 わ せ る 段 階 、 化 合 物 と 組 み 合 わ さ れ る こ
と か ら 生 じ る 、 細 胞 集 団 に お け る 表 現 型 的 ま た は 代 謝 的 な あ ら ゆ る 変 化 を 決 定 す る 段 階 、
お よ び 、 そ の 変 化 を 、 そ の 化 合 物 の 造 血 細 胞 機 能 を 調 節 す る 能 力 と 相 関 付 け る 段 階 を 含 む
、 化 合 物 を 、 造 血 細 胞 機 能 を 調 節 す る そ の 能 力 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 請 求 項 1の 分 化 細 胞 集 団 、 ま た は 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 に 従 っ て 得 ら れ る 分 化 細 胞 集 団
を 含 む 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 身 体 を 治 療 す る た め の 薬 学 的 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ヒ ト に お け る 造 血 機 能 を 再 形 成 す る た め の 薬 剤 の 調 製 に お け る 、 請 求 項 1に お い て 説 明
さ れ る 分 化 細 胞 集 団 、 ま た は 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 に 従 っ て 得 ら れ る 分 化 細 胞 集 団 の 使 用
。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ヒ ト の 遺 伝 子 治 療 の た め の 薬 剤 の 調 製 に お け る 、 請 求 項 1に お い て 説 明 さ れ る 分 化 細 胞
集 団 、 ま た は 、 請 求 項 13記 載 の 方 法 に 従 っ て 得 ら れ る 分 化 細 胞 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 薬 剤 中 の 細 胞 と MHC適 合 性 で あ る 細 胞 に 対 し て ヒ ト を 寛 容 化 す る た め の 薬 剤 の 調 製 に お
け る 、 請 求 項 13に お い て 説 明 さ れ る 分 化 細 胞 集 団 、 ま た は 、 不 活 性 化 未 分 化 pPS細 胞 集 団
の 使 用 。
【 請 求 項 ３ １ 】
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　 ヒ ト へ の 投 与 に 適 す る よ う に 製 剤 化 さ れ た 、 請 求 項 13記 載 の 分 化 細 胞 集 団 ま た は 不 活 性
化 未 分 化 pPS細 胞 を 含 む 第 一 の 細 胞 集 団 ； お よ び 、 第 一 の 細 胞 集 団 と MHC適 合 性 で あ る 、 分
化 細 胞 を 含 む 第 二 の 細 胞 集 団 を 共 に ま た は 別 々 の 容 器 に 含 む 、 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 組 み 合 わ せ の 個 体 へ の 投 与 の 際 に 、 第 一 の 細 胞 集 団 に よ っ て 、 第 二 の 細 胞 集 団 に 対 す る
被 験 者 に よ る 炎 症 反 応 が 阻 害 さ れ る よ う な 、 請 求 項 31記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 第 一 の 細 胞 集 団 の 個 体 へ の 投 与 の 際 に 、 第 二 の 細 胞 集 団 に 対 し て 個 体 が 免 疫 寛 容 性 に 変
え ら れ る よ う な 、 請 求 項 31記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 未 分 化 pPS細 胞 が 、 照 射 ま た は マ イ ト マ イ シ ン Cを 用 い た 処 理 に よ っ て 不 活 性 化 さ れ た ヒ
ト 胚 性 幹 細 胞 で あ る よ う な 、 請 求 項 31記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 第 一 の 細 胞 集 団 お よ び 第 二 の 細 胞 集 団 が 同 じ 系 の ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 に 由 来 す る よ う な 、 請
求 項 31記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 第 二 の 細 胞 集 団 が 、 肝 細 胞 、 ニ ュ ー ロ ン 、 希 突 起 神 経 膠 細 胞 、 心 筋 細 胞 、 骨 形 成 原 細 胞
、 間 葉 細 胞 、 造 血 細 胞 、 膵 島 細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 ま た は こ れ ら の 細 胞 タ イ プ の い ず れ か の 系
統 に 制 限 さ れ た 前 駆 体 の 集 団 で あ る よ う な 、 請 求 項 31記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 概 し て 、 細 胞 生 物 学 、 胚 性 幹 細 胞 、 お よ び 細 胞 の 分 化 の 分 野 に 関 連 す る 。 よ
り 特 定 的 に は 、 本 発 明 は 、 薬 剤 の 開 発 お よ び 移 植 療 法 に お い て 使 用 す る た め の 、 造 血 能 を
有 す る 分 化 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 願 は 、 2001年 12月 7日 に 出 願 さ れ た 、 米 国 特 許 仮 出 願 第 60/338,979号 の 優 先 権 の 恩 典
を 主 張 す る 。 優 先 出 願 は 、 こ れ に よ っ て そ の 全 体 を 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る
。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】

　 白 血 病 は 、 厳 し い 予 後 を も た ら す 造 血 細 胞 の 癌 で あ る 。 米 国 白 血 病 学 会 （ Leukemia Soc
iety of America） で は 、 1998年 に 米 国 に お い て は 28,700例 が 白 血 病 と 診 断 さ れ た と 見 積
も っ て い る 。 放 射 線 治 療 ま た は 化 学 療 法 と 組 み 合 わ せ た 、 同 種 異 系 造 血 幹 細 胞 ま た は 自 己
造 血 幹 細 胞 を 用 い た 白 血 病 の 治 療 に は 、 こ こ 十 年 間 の 間 に か な り の 進 展 が あ っ た 。 自 己 移
植 片 は 、 後 期 の 乳 癌 、 卵 巣 癌 お よ び 前 立 腺 癌 の 治 療 に お い て も 使 用 さ れ て い る 。 幹 細 胞 移
植 は 、 現 在 、 生 命 を 脅 か す 重 篤 な 自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 法 と し て 、 臨 床 試 験 に お い て 試 験 さ
れ て い る と こ ろ で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 あ い に く 、 こ れ ら の 状 態 を 治 療 す る た め に は 、 し ば し ば 、 適 切 な 造 血 幹 細 胞 を 入 手 す る
こ と が で き な い 。 別 の ド ナ ー か ら の 同 種 異 系 細 胞 は 一 致 す る こ と が 難 し く 、 そ れ に よ り 、
治 療 用 の 細 胞 が 患 者 自 身 の 骨 髄 に 由 来 す る 、 自 己 細 胞 移 植 法 の 発 展 が 導 か れ た 。 自 己 細 胞
の 供 与 は 、 移 植 す る た め に 十 分 な 細 胞 を 準 備 す る 時 間 を 必 要 と し 、 投 与 さ れ た 細 胞 に よ っ
て 患 者 に 癌 が 再 導 入 さ れ る リ ス ク を 常 に 伴 う 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 常 に 進 行 し 続 け る よ う な 仕 方 で 造 血 系 を 補 充 す る と 考 え ら れ る 、 ヒ ト の 血 液 お よ び 骨 髄
に 存 在 す る 幹 細 胞 を 特 徴 付 け る た め に は 、 多 く の 研 究 が 行 わ れ て き た 。 Gunsiliusら （ Bio
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med. Pharmacother. 55:186、 2001） で は 、 一 般 的 な 総 説 が 提 供 さ れ る 。 米 国 特 許 第 5,750
,397号 で は 、 ヒ ト の 骨 髄 試 料 に 由 来 す る 、 CD34 +veで あ る よ う な 、 な ら び に 増 殖 お よ び 分
化 で き る よ う な 、 ヒ ト の 造 血 幹 細 胞 の 培 養 に つ い て 報 告 さ れ て い る 。 米 国 特 許 第 5,192,55
3号 で は 、 胎 児 お よ び 新 生 児 の 血 液 幹 細 胞 お よ び 血 液 前 駆 細 胞 の 単 離 に つ い て 報 告 し て い
る 。 米 国 特 許 第 5,635,386号 で は 、 ヒ ト の 造 血 細 胞 培 養 に お い て 特 定 の 細 胞 系 統 を 制 御 す
る た め の 方 法 に つ い て 報 告 さ れ て い る 。 欧 州 特 許 第 455,482 A3号 は 、 CD38を 欠 失 す る が CD
34を 発 現 す る ヒ ト の 前 駆 細 胞 サ ブ セ ッ ト に つ い て 報 告 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Vaziriら （ Proc.Natl.Acad.Sci. USA 91:9857、 1994） は 、 ヒ ト の 造 血 幹 細 胞 の 寿 命 を
示 す も の と し て の テ ロ メ ア DNAの 欠 失 に つ い て 報 告 し て い る 。 Chiuら （ Geron Corporation
; Stem Cells 14:239、 1996） は 、 成 体 ヒ ト 骨 髄 か ら の 造 血 前 駆 細 胞 に お け る テ ロ メ ラ ー
ゼ 活 性 の 示 差 的 な 発 現 を 説 明 し て い る 。 Gaffneyら （ Blood 91:1662、 1998） は 、 Flt-3リ
ガ ン ド お よ び 骨 髄 の 間 質 由 来 の 因 子 の 、 初 期 ヒ ト CD34 +ve骨 髄 前 駆 細 胞 に 対 す る 影 響 に つ
い て 報 告 し て い る 。 Kollerら （ H.Hematother. 5:449、 1996） は 、 Flt-3リ ガ ン ド お よ び c-
kitの 、 エ ク ス ビ ボ に お け る 造 血 細 胞 の 増 殖 の 刺 激 物 質 と し て の 影 響 を 比 較 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 Bhatiaら （ Proc.Natl.Acad.Sci. 94:5320、 1997） は 、 免 疫 欠 損 マ ウ ス を 再 増 殖 で き る
始 原 ヒ ト 造 血 細 胞 の 精 製 に つ い て 報 告 し た 。 Bhatiaら （ Nature Med. 4:1038、 1998） は 、
SCIDの 再 増 殖 活 性 を 有 す る ヒ ト 造 血 細 胞 の ク ラ ス に つ い て 報 告 し た 。 Gallacherら （ Blood
 96:1、 2000） は 、 新 規 の 循 環 ヒ ト 胚 性 血 液 幹 細 胞 の 単 離 に つ い て 報 告 し た 。 国 際 公 開 公
報 第 99/23205号 は 、 CD34陰 性 お よ び Lin陰 性 で あ る よ う な ヒ ト 造 血 幹 細 胞 の 実 質 的 に 均 一
な 集 団 に つ い て 主 張 し て い る 。 Karanuら （ J.Exp.Med. 192:1365、 2000） は 、 造 血 幹 細 胞
の た め の 増 殖 因 子 と し て の Notchリ ガ ン ド ジ ャ グ ド （ Jagged） -1に つ い て 報 告 し た 。 Bhati
aら （ J.Exp.Med. 189:1139、 1999） は 、 骨 形 成 タ ン パ ク 質 が ヒ ト 造 血 幹 細 胞 の 発 生 プ ロ グ
ラ ム を 制 御 す る こ と を 報 告 し た 。 Karanuら （ Blood 97:1960、 2001） は 、 デ ル タ （ Delta）
-2お よ び デ ル タ -4が 始 原 ヒ ト 造 血 細 胞 の 分 裂 促 進 制 御 因 子 と し て 機 能 す る こ と を 報 告 し た
。 Bhardwajら （ Nature Immunol 2:172、 2001） は 、 因 子 の ソ ニ ッ ク ・ ヘ ッ ジ ホ ッ グ （ soni
c hedgehog） が ヒ ト 造 血 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す る こ と を 報 告 し た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ヒ ト の 骨 髄 お よ び 臍 帯 血 に 由 来 す る 重 要 な 造 血 前 駆 細 胞 が 同 定 さ れ 、 イ ン ビ ト ロ に お い
て そ れ ら を 操 作 す る た め に 有 効 な 方 法 が 発 見 さ れ た 。 し か し 、 供 与 さ れ る ヒ ト 細 胞 集 団 の
パ ー セ ン テ ー ジ と し て の こ れ ら の 細 胞 の 量 の 少 な さ に は 、 な お も 問 題 が 残 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 代 替 の 供 給 源 は 、 初 期 胚 組 織 か ら 単 離 さ れ た 多 能 性 細 胞 で あ る 。 近 年 、 ヒ ト ES細 胞 （ Th
omsonら 、 Science 282:114、 1998； 米 国 特 許 第 6,090,622号 お よ び 同 第 6,200,806号 ） お よ
び ヒ ト 胚 性 生 殖 細 胞 （ Shamblottら 、 Proc.Natl.Acad.Sci. USA 95:13726、 1998； 米 国 特
許 第 6,090,622号 ） を 単 離 お よ び 培 養 す る た め の 技 術 が 開 発 さ れ た 。 国 際 公 開 公 報 第 99/20
741号 お よ び 同 第 01/51616号 （ Geron Corp.） で は 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 を 含 ま な い 培 養 に お
い て 霊 長 類 に 由 来 す る 始 原 幹 細 胞 を 増 殖 す る た め の 方 法 お よ び 材 料 が 提 供 さ れ て お り 、 そ
れ に よ り 、 ヒ ト の 治 療 の た め に こ れ ら の 細 胞 お よ び そ の 誘 導 体 を 調 製 す る こ と が か な り 容
易 に な る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ヒ ト の 多 能 性 幹 細 胞 を 造 血 系 統 の 細 胞 に 分 化 す る た め の 予 備 的 な 努 力 に つ い て は 、 Liら
（ Blood 15:98、 2001） ； 米 国 特 許 第 6,280,718号 （ Wisconsin） ； お よ び Kaufmanら （ Proc
.Natl.Acad.Sci. USA 98:10716、 2001b） に よ っ て 報 告 さ れ て い る 。 造 血 マ ー カ ー を 有 す
る 細 胞 を 生 み 出 す た め に は 、 マ ウ ス 骨 髄 細 胞 ま た は 卵 黄 嚢 内 皮 細 胞 と の 共 培 養 が 必 要 で あ
っ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 胚 性 幹 細 胞 に 由 来 す る 造 血 細 胞 が 商 業 的 に 提 供 さ れ る こ と が 実 現 可 能 に な る た め に は 、
間 質 細 胞 と 共 培 養 す る 必 要 性 を 除 く よ う な 、 お よ び 、 骨 髄 か ら 入 手 可 能 な 細 胞 と 比 較 し て
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実 質 的 に 改 善 さ れ た 収 量 を 提 供 す る よ う な 、 新 し い 手 法 を 開 発 す る 必 要 が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 は 、 多 能 性 細 胞 か ら 造 血 系 統 の 細 胞 に 分 化 さ せ た 霊 長 類 細 胞 を 効 率 よ く 生 産 す る
た め の 系 を 提 供 す る 。 細 胞 集 団 は 、 造 血 前 駆 細 胞 に つ い て か な り 増 加 さ せ ら れ て い る こ と
が 説 明 さ れ る 。 次 い で 、 造 血 前 駆 細 胞 を 、 赤 血 球 系 細 胞 系 、 顆 粒 球 細 胞 系 、 単 球 細 胞 系 、
巨 核 球 細 胞 系 お よ び リ ン パ 球 系 細 胞 系 の コ ロ ニ ー に さ ら に 分 化 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
本 開 示 に お い て 説 明 さ れ る 組 成 物 、 方 法 お よ び 技 術 は 、 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 様 々
な 形 態 の 臨 床 療 法 を 含 む 、 様 々 な 適 用 に つ い て か な り 有 望 な も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 の あ る 態 様 は 、 培 養 に お い て 増 殖 す る 、 お よ び 、 造 血 細 胞 に 特 徴 的 な あ る 特 徴 を
有 す る 細 胞 集 団 で あ る 。 細 胞 集 団 は 、 ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 の 樹 立 さ れ た 系 が 実 例 と な る よ う な
、 霊 長 類 多 能 性 幹 （ pPS） 細 胞 を 分 化 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 少 な く と も 細 胞 の 1％
が CD45 +veで あ り 、 下 記 に 挙 げ ら れ る 造 血 細 胞 に 特 徴 的 な 他 の マ ー カ ー を 有 す る よ う な 、
お よ び 、 未 分 化 pPS細 胞 の 最 低 限 の 比 率 を 有 す る よ う な 集 団 が 含 ま れ る 。 細 胞 集 団 は 、 造
血 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU） に つ い て の メ チ ル セ ル ロ ー ス ア ッ セ イ 法 に お い て 、 高 い 平 板
効 率 で コ ロ ニ ー を 形 成 し 得 、 次 い で 二 次 CFUア ッ セ イ 法 に お い て 再 プ レ ー テ ィ ン グ さ れ た
場 合 に 二 次 コ ロ ニ ー を 形 成 し 得 る 。 NOD-SCIDマ ウ ス に 注 射 さ れ た 場 合 、 細 胞 は 循 環 赤 血 球
系 細 胞 、 顆 粒 球 細 胞 、 単 球 、 巨 核 球 ま た は リ ン パ 球 系 細 胞 を 形 成 し 得 る 。 遺 伝 子 治 療 の た
め に 異 種 遺 伝 子 を 発 現 す る よ う に 、 ま た は 、 細 胞 複 製 能 を 拡 大 す る よ う に 遺 伝 的 に 改 変 さ
れ た 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の 態 様 は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 、 本 開 示 に お い て 説 明 さ れ る 特 徴 の 少 な
く と も 1つ を 有 す る ヒ ト 造 血 細 胞 集 団 で あ る ： 細 胞 の 少 な く と も ～ 20％ が 内 在 性 遺 伝 子 か
ら の CD34を 発 現 す る と い う 特 徴 ； 細 胞 の 少 な く と も ～ 2％ が 内 在 性 遺 伝 子 か ら の CD45を 発
現 す る と い う 特 徴 ； ま た は 、 CFUア ッ セ イ 法 に お い て 、 細 胞 が 高 い 平 板 効 率 で コ ロ ニ ー を
形 成 す る と い う 特 徴 。 こ れ は 、 限 定 は し な い が 、 ヒ ト 多 能 性 幹 細 胞 の 分 化 を 含 む 任 意 の 工
程 、 ま た は 、 （ 抗 CD34抗 体 の よ う な ） 特 異 的 な 抗 体 も し く は そ の 同 等 物 を 用 い た 細 胞 の 分
離 に 関 与 し な い 任 意 の 他 の 工 程 に よ っ て 作 製 さ れ る ヒ ト の 細 胞 組 成 物 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の そ の 他 の 態 様 は 、 pPS細 胞 を 分 化 さ せ る こ と に よ っ て 造 血 細 胞 を 作 製 す る た め
の 方 法 で あ る 。 例 え ば 、 pPS細 胞 は 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 を 含 ま な い 培 養 か ら 採 集 し 、 そ の
後 、 胚 様 体 を 形 成 さ せ る こ と に よ っ て 、 ま た は 何 か 他 の 方 法 に よ っ て 、 分 化 経 路 に 向 け て
分 化 を 開 始 さ せ る こ と が で き る 。 そ の 後 、 分 化 を 開 始 さ せ た 細 胞 を 造 血 細 胞 増 殖 因 子 の 混
合 物 と 共 に 培 養 し 、 そ れ に よ っ て CFUア ッ セ イ 法 に お い て コ ロ ニ ー を 形 成 す る 細 胞 を 得 る
こ と が 可 能 で あ る 。 造 血 細 胞 増 殖 因 子 の 混 合 物 は 、 以 下 の 造 血 分 化 因 子 の 1つ ま た は 複 数
を 含 み 得 る ： お そ ら く 、 BMP-4の よ う な 骨 形 成 タ ン パ ク 質 と 組 み 合 わ せ た 、 幹 細 胞 成 長 因
子 （ SCF） 、 FLT-3リ ガ ン ド 、 IL-3、 IL-6、 G-CSF、 ソ ニ ッ ク ・ ヘ ッ ジ ホ ッ グ ま た は 本 開 示
に お い て 挙 げ ら れ る 他 の サ イ ト カ イ ン 。 外 来 の 間 質 細 胞 ま た は 異 な る ゲ ノ ム を 有 す る 任 意
の 他 の 細 胞 と 共 培 養 す る こ と は 、 通 常 は 必 要 な い 。 本 方 法 は 、 造 血 前 駆 細 胞 、 ま た は 、 赤
血 球 系 細 胞 、 顆 粒 球 細 胞 、 単 球 細 胞 、 巨 核 球 ま た は リ ン パ 球 系 細 胞 の よ う な 成 熟 造 血 細 胞
を 生 産 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 発 明 の さ ら な る 態 様 は 、 造 血 細 胞 機 能 を 調 節 す る そ の 能 力 に つ い て 化 合 物 を ス ク リ ー
ニ ン グ す る 方 法 で あ る 。 化 合 物 を 、 本 発 明 の 細 胞 集 団 と 組 み 合 せ 、 そ の 結 果 生 じ る 、 細 胞
集 団 に お け る あ ら ゆ る 表 現 型 の 変 化 ま た は 代 謝 の 変 化 に つ い て 細 胞 を モ ニ タ リ ン グ す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 発 明 は 、 免 疫 寛 容 を 誘 導 す る た め の 系 を も 提 供 す る 。 患 者 は 、 欠 損 組 織 機 能 を 再 生 す
る 目 的 で 与 え ら れ る 第 二 の 細 胞 集 団 に 対 し て 患 者 を 免 疫 寛 容 性 に 変 え る よ う な 、 霊 長 類 多
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能 性 幹 （ pPS） 細 胞 に 由 来 す る 寛 容 化 細 胞 集 団 を 投 与 さ れ る 。 典 型 的 な hPS細 胞 は 、 ヒ ト 胚
性 幹 （ hES） 細 胞 、 ま た は 、 ヒ ト の 胚 盤 胞 か ら 得 ら れ る こ と が 可 能 で あ る よ う な そ の 同 等
物 で あ る 。 第 一 の 細 胞 集 団 は 通 常 、 お そ ら く 同 じ hPS細 胞 系 に 由 来 す る 、 第 二 の 細 胞 集 団
と MHC適 合 性 で あ る 。 本 方 法 は 、 肝 細 胞 、 ニ ュ ー ロ ン 、 希 突 起 神 経 膠 細 胞 お よ び 他 の グ リ
ア 細 胞 、 心 筋 細 胞 、 骨 形 成 原 細 胞 、 間 葉 細 胞 、 造 血 細 胞 、 膵 島 細 胞 の よ う な ホ ル モ ン 分 泌
細 胞 、 お よ び 軟 骨 細 胞 の よ う な 組 織 の 移 植 の 可 能 性 を 高 め る た め に 使 用 す る こ と が 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 の こ れ ら の 態 様 お よ び 他 の 態 様 は 、 以 下 に 続 く 説 明 か ら 明 ら か と な る 。
【 ０ ０ １ ９ 】

　 本 発 明 は 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら そ れ ら を 効 率 よ く 分 化 さ せ る 方 法 を 示 す こ と に よ っ て 、 ヒ
ト 造 血 細 胞 の 大 集 団 を 生 み 出 す と い う 問 題 を 解 決 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 非 特 異 的 な 仕 方 に お い て 分 化 を 開 始 さ せ 、 そ の 後 、 分 化 を 開 始 さ せ た 細 胞 を 分 化 因 子 の
カ ク テ ル 中 に お い て 培 養 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 を 造 血 分 化 経 路 に 沿 っ て 導 く
こ と が 可 能 で あ る こ と が 発 見 さ れ た 。 造 血 細 胞 の 分 化 を 促 進 す る た め に は 、 増 殖 因 子 の 異
な る 組 み 合 わ せ が 有 効 で あ る 。 特 に 有 効 な 組 み 合 わ せ は 、 幹 細 胞 成 長 因 子 （ SCF） 、 Flt-3
リ ガ ン ド 、 IL-3、 IL-6お よ び G-CSFを 含 む 。 こ の カ ク テ ル に お い て 適 切 な 期 間 培 養 す る こ
と に よ っ て 、 様 々 な 造 血 細 胞 系 列 に 多 分 化 能 性 で あ る よ う な 、 お よ び 、 培 養 に お い て 活 発
に 増 殖 す る よ う な 、 造 血 前 駆 体 細 胞 に つ い て か な り 増 加 し た 集 団 が 生 じ る 。 次 い で 、 造 血
前 駆 体 は 、 SCF、 GM-CSF、 IL-3、 お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ EPO） と 共 に 培 養 す る こ と に よ
っ て 、 骨 髄 系 分 化 経 路 に ま で さ ら に 至 ら せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 Kaufmanら （ 上 記 ） に よ っ て 報 告 さ れ た こ と と は 異 な り 、 本 開 示 で は 、 間 質 細 胞 と の 共
培 養 が 誘 導 の 実 行 に 必 要 な 部 分 で は な い こ と が 証 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 そ れ ど こ ろ か 、 本 開 示 に お け る 技 術 を 用 い て 、 造 血 表 現 型 に つ い て か な り 増 加 し て い る
分 化 細 胞 集 団 を 生 み 出 す こ と が 可 能 で あ る 。 分 化 カ ク テ ル 中 に サ イ ト カ イ ン お よ び 骨 形 成
タ ン パ ク 質 4（ BMP-4） の 双 方 を 含 む こ と に よ っ て 、 8％ の CD45 +ve細 胞 （ 多 能 性 造 血 細 胞
に つ い て の マ ー カ ー ） お よ び 22％ の CD34 +ve細 胞 （ 始 原 造 血 前 駆 細 胞 に つ い て の マ ー カ ー
） を 含 む 細 胞 集 団 が 得 ら れ た 。 意 外 な こ と に 、 5％ を 超 え る 細 胞 が CD45お よ び CD34に つ い
て 二 重 に 陽 性 で あ る 。 CD45マ ー カ ー の 存 在 は 、 CFUア ッ セ イ 法 に お い て 測 定 さ れ る よ う な
、 活 発 に コ ロ ニ ー 形 成 を 行 う 細 胞 と 相 関 す る 。 胚 性 幹 細 胞 に 由 来 す る 造 血 細 胞 は 、 非 常 に
高 い 平 板 効 率 で コ ロ ニ ー を 生 じ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 現 行 の い か な る 供 給 源 （ 末 梢 血 、 成 体 骨 髄 、 ま た は 臍 帯 血 さ え も 含 む ） か ら 明 ら か に 入
手 可 能 で あ る よ り も 多 く の 造 血 前 駆 細 胞 を 含 む と 考 え ら れ る 造 血 細 胞 集 団 を 提 供 す る た め
、 本 発 見 は 重 要 で あ る 。 サ イ ト カ イ ン を 用 い て 分 化 さ せ た 、 1× 10 5 個 の hES細 胞 の 開 始 集
団 か ら は 、 少 な く と も ～ 137個 の 造 血 前 駆 細 胞 が 生 じ 、 こ れ は ヒ ト の 臍 帯 血 （ 182） ま た は
末 梢 血 に お い て 動 員 さ れ る 骨 髄 前 駆 細 胞 （ 249） に 匹 敵 す る 。 ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 は 無 限 に 増
殖 さ せ る こ と が で き る た め 、 本 発 明 は 、 無 制 限 の 量 の 造 血 前 駆 細 胞 、 お よ び 、 造 血 サ ブ タ
イ プ の 1つ に 分 化 方 向 が 決 定 付 け ら れ た 、 ま た は 成 熟 赤 血 球 も し く は 白 血 球 に 分 化 し た 子
孫 細 胞 を 生 み 出 す た め に 使 用 す る こ と が 可 能 な 系 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 以 下 に 続 く 開 示 は 、 本 発 明 の 造 血 細 胞 の 生 産 お よ び 試 験 に つ い て の さ ら な る 情 報 を 提 供
す る 。 そ れ は 、 研 究 、 薬 学 的 な 開 発 、 お よ び 血 液 関 連 の 異 常 の 治 療 的 な 管 理 に お い て こ れ
ら の 細 胞 を ど の よ う に 使 用 す る こ と が で き る か と い う 、 広 範 囲 に 渡 る 実 例 を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
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　 本 開 示 の た め に は 、 「 造 血 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 造 血 経 路 か ら の 任 意 の 細 胞 を 指 す 。 本
細 胞 は 、 造 血 系 統 に 特 徴 的 な 、 容 認 さ れ た 形 態 学 的 特 徴 お よ び 表 現 型 マ ー カ ー （ 下 記 に て
例 示 さ れ る ） の 幾 つ か を 発 現 す る 。 造 血 前 駆 細 胞 、 分 化 方 向 が 決 定 付 け ら れ た 自 己 複 製 能
の あ る 細 胞 ま た は コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 、 お よ び 完 全 に 分 化 し た 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 造 血 前 駆 細 胞 」 「 造 血 前 駆 体 」 ま た は 「 造 血 幹 細 胞 」 は 、 完 全 に 分 化 し た 造 血 細 胞 を
生 み 出 す 能 力 を 有 す る 、 お よ び 、 自 己 再 生 能 を 有 す る 細 胞 で あ る 。 典 型 的 に 、 そ れ は 、 何
ら か の 仕 方 に お い て 脱 分 化 ま た は 再 プ ロ グ ラ ム さ れ な い 限 り 、 イ ン ビ ト ロ に お い て そ れ だ
け で 培 養 さ れ た 場 合 に は 、 他 の 胚 葉 の 子 孫 細 胞 を 生 じ な い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 細 胞 個 体 発 生 の 文 脈 に お い て 、 「 分 化 し た 」 と い う 形 容 詞 は 相 対 的 な 用 語 で あ る 。 「 分
化 細 胞 」 は 、 そ れ が 比 較 さ れ る 細 胞 よ り も 発 生 経 路 の 下 方 に 進 行 し た 細 胞 で あ る 。 し た が
っ て 、 多 能 性 胚 性 幹 細 胞 は 、 赤 血 球 系 、 顆 粒 球 系 、 単 球 系 、 巨 核 球 系 、 お よ び リ ン パ 球 系
の 各 々 の 細 胞 を 形 成 す る 能 力 を 有 す る 多 能 性 造 血 前 駆 細 胞 の よ う な 、 系 統 の 制 限 さ れ た 前
駆 体 細 胞 に 分 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら の 前 駆 細 胞 は 、 こ れ ら 4つ の 造 血 系 の う ち
た だ 1つ の 細 胞 を 形 成 す る よ う に 分 化 方 向 が 決 定 付 け ら れ た 自 己 再 生 細 胞 に さ ら に 分 化 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 こ れ ら は 、 次 い で 、 特 徴 的 な 役 割 を 担 う 、 お よ び 、 さ ら に 増 殖 す る
能 力 を 保 持 で き る ま た は 保 持 で き な い 、 最 終 的 に 分 化 し た 細 胞 に さ ら に 分 化 さ せ る こ と が
可 能 で あ る 。 赤 血 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 血 小 板 、 お よ
び リ ン パ 球 は 、 最 終 的 に 分 化 し た 細 胞 の 例 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 開 示 で 用 い る 「 分 化 剤 」 と は 、 造 血 系 譜 の 分 化 細 胞 （ 前 駆 細 胞 お よ び 　
最 終 的 分 化 細 胞 を 含 む ） を 産 生 す る た め に 、 本 発 明 の 培 養 系 に 用 い る 一 群 の 化 合 物 の 1つ
を 指 す 。 化 合 物 の 作 用 形 態 に 関 し て は 限 定 し な い 。 例 え ば 、 薬 剤 は 、 表 現 型 の 変 化 を 誘 導
ま た は 補 助 す る こ と に よ り 、 特 定 の 表 現 型 に よ り 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る こ と に よ り も し く
は 他 の 増 殖 を 遅 延 さ せ る こ と に よ り 、 ま た は 、 未 知 の 機 構 に よ っ て 他 の 薬 剤 と と も に 作 用
す る と と も に 、 分 化 過 程 を 補 助 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 原 型 の 「 霊 長 動 物 多 能 性 幹 細 胞 」 （ pPS細 胞 ） は 、 受 精 後 任 意 の 時 点 の 前 胚 組 織 、 胚 組
織 、 ま た は 胎 児 組 織 由 来 の 全 能 性 細 胞 で あ り 、 8～ 12週 齡 の SCIDマ ウ ス で 奇 形 腫 を 形 成 す
る 能 力 等 の 標 準 技 術 と し て 公 認 の 試 験 に よ る と 、 適 切 な 条 件 下 で 3つ の 胚 葉 （ 内 胚 葉 、 中
胚 葉 、 お よ び 外 胚 葉 ） す べ て の 派 生 物 で あ る い く つ か の 様 々 な 細 胞 種 の 子 孫 を 産 生 し 得 る
特 徴 を 有 す る 。 こ の 用 語 に は 、 様 々 な 種 類 の 幹 細 胞 の 樹 立 株 お よ び 記 載 の 方 法 で 多 能 性 で
あ る 初 期 組 織 か ら 得 ら れ る 細 胞 の 両 方 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 pPS細 胞 の 定 義 に は 、 Thomsonら （ Science 282:1145、 1998） に よ っ て 記 載 さ れ る ヒ ト 胚
幹 （ hES） 細 胞 、 ア カ ゲ ザ ル 幹 細 胞 （ Thomsonら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:7844、
1995） 、 マ ー モ セ ッ ト 幹 細 胞 （ Thomsonら 、 Biol. Reprod. 55:254、 1996） 等 の 他 の 霊 長
動 物 の 胚 幹 細 胞 、 お よ び ヒ ト 胚 生 殖 （ hEG） 細 胞 （ Shamblottら 、 Proc. Natl. Acad. Sci.
 USA 95:13726、 1998） に 例 示 さ れ る 様 々 な 種 類 の 胚 細 胞 が 含 ま れ る 。 他 の 種 類 の 多 能 性
細 胞 も ま た 、 こ の 用 語 に 含 ま れ る 。 胚 組 織 、 胎 児 組 織 、 ま た は 他 の 供 給 源 由 来 で あ る か 否
か に か か わ ら ず 、 全 3胚 葉 の 派 生 物 で あ る 子 孫 を 産 生 し 得 る 霊 長 動 物 起 源 の 任 意 の 細 胞 が
含 ま れ る 。 pPS細 胞 は 、 好 ま し く は 悪 性 の 供 給 源 由 来 で は な い 。 細 胞 は 核 型 が 正 常 で あ る
こ と が 望 ま し い （ 必 ず し も 必 要 と は 限 ら な い ） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 pPS細 胞 培 養 物 は 、 集 団 中 の 幹 細 胞 お よ び そ の 派 生 物 の 実 質 的 な 割 合 が 、 胚 起 源 ま た は
成 体 起 源 の 分 化 細 胞 と 明 ら か に 区 別 で き る 未 分 化 細 胞 の 形 態 学 的 特 徴 を 示 す 場 合 に 、 「 未
分 化 で あ る 」 と 記 載 さ れ る 。 未 分 化 pPS細 胞 は 当 業 者 に よ り 容 易 に 認 識 さ れ 、 2次 元 の 顕 微
鏡 視 野 に お い て 、 典 型 的 に 、 高 い 核 /細 胞 質 比 お よ び 顕 著 な 核 小 体 を 有 す る 細 胞 の コ ロ ニ
ー と し て 見 え る 。 集 団 内 の 未 分 化 細 胞 の コ ロ ニ ー は 、 分 化 し た 隣 接 細 胞 に 囲 ま れ て い る こ
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と が 多 い と 理 解 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 フ ィ ー ダ ー 細 胞 」 と は 、 他 の 種 類 の 細 胞 と 共 培 養 さ れ 、 第 2の 種 類 の 細 胞 が 増 殖 で き
る 環 境 を 提 供 す る 1つ の 種 類 の 細 胞 を 説 明 す る た め に 用 い ら れ る 用 語 で あ る 。 あ る 種 類 の p
PS細 胞 は 、 初 代 マ ウ ス 胚 線 維 芽 細 胞 、 不 死 化 マ ウ ス 胚 線 維 芽 細 胞 、 ま た は hES細 胞 か ら 分
化 し た ヒ ト 線 維 芽 細 胞 様 細 胞 に よ り 支 持 さ れ 得 る 。 pPS細 胞 集 団 は 、 分 割 後 に pPSの 増 殖 を
支 持 す る た め の 新 鮮 な フ ィ ー ダ ー 細 胞 を 添 加 せ ず に 少 な く と も 1回 増 殖 し た 場 合 、 フ ィ ー
ダ ー 細 胞 を 「 本 質 的 に 含 ま な い 」 と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 胚 様 体 」 と い う 用 語 は 「 凝 集 体 」 と 同 義 の 専 門 用 語 で あ り 、 pPS細 胞 が 単 層 培 養 に お
い て 過 剰 増 殖 し た 場 合 ま た は 懸 濁 培 養 液 中 で 維 持 さ れ る 場 合 に 現 れ る 、 様 々 な サ イ ズ の 分
化 細 胞 お よ び 未 分 化 細 胞 の 凝 集 塊 を 意 味 す る 。 胚 様 体 は 、 形 態 学 的 基 準 お よ び 免 疫 細 胞 化
学 法 に よ り 検 出 可 能 な 細 胞 マ ー カ ー に よ っ て 識 別 可 能 な い く つ か の 胚 葉 に 典 型 的 に 由 来 す
る 、 様 々 な 細 胞 種 の 混 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 増 殖 環 境 」 と は 、 目 的 の 細 胞 が イ ン ビ ト ロ に お い て 増 殖 、 分 化 、 ま た は 成 熟 す る 環 境
の こ と で あ る 。 環 境 の 特 徴 に は 、 細 胞 を 培 養 す る 培 地 、 存 在 し 得 る 増 殖 因 子 ま た は 分 化 誘
導 因 子 、 存 在 す る 場 合 に は 支 持 構 造 （ 例 え ば 、 固 体 表 面 上 の 基 層 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 任 意 の 適 切 な 人 工 的 操 作 手 段 に よ り ポ リ ヌ ク レ オ チ ド が 細 胞 に 導 入 さ れ た 場 合 、 ま た は
細 胞 が そ の ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 受 け 継 い だ 最 初 に 改 変 さ れ た 細 胞 の 子 孫 で あ る 場 合 、 そ の
細 胞 は 「 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 」 ま た は 「 ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 」 と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】

　 分 子 遺 伝 学 お よ び 遺 伝 子 工 学 に お け る 一 般 的 な 方 法 は 、 Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual (Sambrookら 、 Cold Spring Harbor)； Gene Transfer Vectors for Mammalian
 Cells (Millerお よ び Calos編 )； お よ び Current Protocols in Molecular Biology(F.M. 
Ausubelら 編 、 Wiley & Sons) の 現 行 版 に 記 載 さ れ て い る 。 分 子 生 物 学 、 タ ン パ ク 質 化 学
、 お よ び 抗 体 技 術 は 、 Current Protocols in Protein Science（ J.E. Colliganら 編 、 Wil
ey & Sons)； Current Protocols in Cell Biology（ J.S. Bonifacinoら 、 Wiley & Sons)
、 お よ び Current Protocols in Immunology（ J.E. Colliganら 編 、 Wiley & Sons)に 見 出
す こ と が で き る 。 本 開 示 で 引 用 す る 遺 伝 子 操 作 用 の 試 薬 、 ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー 、 お よ び
キ ッ ト は 、 BioRad、 Stratagene、 Invitrogen、 ClonTech、 お よ び Sigma-Aldrich Co.等 の
市 販 業 者 か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 細 胞 培 養 法 は 、 一 般 に 、 Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique（ R.
I. Freshney編 、 Wiley & Sons） ； General Techniques of Cell Culture（ M.A. Harrison
お よ び I.F. Rae、 Cambridge Univ. Press） 、 お よ び Embryonic Stem Cells: Methods and
 Protocols（ K. Turksen編 、 Humana Press） の 現 行 版 に 記 載 さ れ て い る 。 組 織 培 養 用 の 供
給 品 お よ び 試 薬 は 、 Gibco/BRL、 Nalgen-Nucn International、 Sigma Chemical Co.、 お よ
び ICN Biomedicals等 の 市 販 業 者 か ら 入 手 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 開 示 に 関 わ る 、 特 定 化 さ れ る 参 考 書 は 、 「 Blood Cell Biochemistry」 、 Plenum Pub.
Corp.お よ び Kluwer Academic Publishers； 「 Primary Hematopoietic Cells」 (Human Cel
l Culture、 第 4巻 )、 M.R.Kollerお よ び B.Palsson編 、 Kluwer Academic Publishers、 1999
； 「 Molecular Biology of Hematopoiesis and Treatment of Myeloproliferative Disea
ses:第 11回 シ ン ポ ジ ウ ム 、 Bormio、 1998年 6月 」 （ Acta Haematologica、 101/2） 、 N.G.Ab
rahamら 編 、 S.Karger Publishing、 1999； 「 The Essential Dracula」 、 B.Stoker、 L.Wol
fお よ び C.Bing、 Penguin Putnam、 1993； お よ び 「 Hematopoiesis: A Developmental Appr
oach」 、 L.I.Zon編 、 第 1版 、 Oxford University Press、 2001を 含 む 。
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【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 は 、 様 々 な 種 類 の 幹 細 胞 を 用 い て 実 施 さ れ 得 る 。 幹 細 胞 の う ち 本 発 明 で の 使 用 に
適 し た 細 胞 は 、 胚 盤 胞 ま た は 妊 娠 中 の 任 意 の 時 点 で 採 取 さ れ る 胎 児 組 織 も し く は 胚 組 織 等
の 、 妊 娠 後 に 形 成 さ れ る 組 織 由 来 の 霊 長 動 物 幹 （ pPS） 細 胞 で あ る 。 限 定 さ れ な い 例 は 、
以 下 に 例 示 す る よ う な 、 胚 幹 細 胞 ま た は 胚 生 殖 細 胞 の 初 代 培 養 ま た は 樹 立 株 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 の 技 術 は 初 代 胚 組 織 ま た は 胎 児 組 織 に 直 接 実 行 す る こ と も 可 能 で あ り 、 こ の 場 合
、 最 初 に 未 分 化 細 胞 株 を 樹 立 す る こ と な く 、 造 血 細 胞 を 生 じ る 可 能 性 を 有 す る 初 代 細 胞 か
ら 直 接 造 血 細 胞 を 導 出 す る 。 あ る 状 況 下 で は 、 臍 帯 血 、 胎 盤 、 ま た は あ る 成 人 組 織 由 来 の
多 能 性 細 胞 を 用 い て 、 本 発 明 の 局 面 が 求 め ら れ る 場 合 も あ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
胚 幹 細 胞
　 胚 幹 細 胞 は 、 霊 長 動 物 種 の メ ン バ ー の 胚 盤 胞 か ら 単 離 で き る （ 米 国 特 許 第 5,843,780号
、 Thomsonら 、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92:7844、 1995） 。 ヒ ト 胚 幹 （ hES） 細 胞 は 、
Thomsonら （ 米 国 特 許 第 6,200,806号 ； Science 282:1145、 1998； Curr. Top. Dev. Biol. 
38:133 ペ ー ジ 以 降 、 1998） お よ び Reubinoffら 、 Nature Biotech. 18:399、 2000の 記 載 す
る 技 術 に よ り 、 ヒ ト 胚 盤 胞 細 胞 か ら 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 hES細 胞 に 相 当 す る 細 胞
種 に は 、 国 際 公 開 公 報 第 01/51610号 （ Bresagen） に 概 説 さ れ る よ う な 、 原 始 外 胚 葉 様 （ EP
L） 細 胞 等 の そ の 多 能 性 派 生 物 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 hES細 胞 を ヒ ト の 着 床 前 胚 か ら 得 る こ と が で き る 。 ま た は 、 イ ン ビ ト ロ で 受 精 し た （ IVF
） 胚 を 使 用 す る こ と も で き る 、 ま た は 1細 胞 期 の ヒ ト 胚 を 胚 盤 胞 段 階 ま で 増 殖 さ せ る こ と
も で き る （ Bongsoら 、 Hum Reprod 4: 706、 1989） 。 G1.2培 地 お よ び G2.2培 地 で 、 胚 を 胚
盤 胞 段 階 ま で 培 養 す る （ Gardnerら 、 Fertil. Steril. 69:84、 1998） 。 プ ロ ナ ー ゼ （ Sigm
a） に 短 時 間 曝 露 す る こ と に よ り 、 発 生 し た 胚 盤 胞 か ら 透 明 帯 を 除 去 す る 。 胚 盤 胞 を 1:50
希 釈 し た ウ サ ギ 抗 ヒ ト 脾 臓 細 胞 抗 血 清 に 30分 間 曝 露 し 、 DMEMで 5分 間 3回 洗 浄 し 、 1:5希 釈
し た モ ル モ ッ ト 補 体 （ Gibco） に 3分 間 曝 露 す る 免 疫 手 術 （ Solterら 、 Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 72:5099、 1975） に よ り 、 内 部 細 胞 塊 を 単 離 す る 。 DMEMで さ ら に 2回 洗 浄 し た 後
、 穏 や か に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 無 傷 の 内 部 細 胞 塊 （ ICM） か ら 溶 解 し た 栄 養 外 胚 葉 細 胞 を
除 去 し 、 ICMを mEFフ ィ ー ダ ー 層 上 に プ レ ー テ ィ ン グ す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 9～ 15日 後 、 1 mM EDTAを 添 加 し た カ ル シ ウ ム お よ び マ グ ネ シ ウ ム を 含 ま な い リ ン 酸 緩 衝
食 塩 水 （ PBS） に 曝 露 す る こ と に よ り 、 デ ィ ス パ ー ゼ も し く は ト リ プ シ ン に 曝 露 す る こ と
に よ り 、 ま た は マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で 機 械 的 に 解 離 す る こ と に よ り 、 内 部 細 胞 塊 に 由 来 す る
増 殖 物 を 凝 集 塊 に 解 離 し 、 新 鮮 な 培 地 中 の mEF上 に 再 度 プ レ ー テ ィ ン グ す る 。 未 分 化 の 形
態 を 有 し て 増 殖 す る コ ロ ニ ー を マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で 個 別 に 選 択 し 、 機 械 的 に 凝 集 塊 に 解 離
し 、 再 度 プ レ ー テ ィ ン グ す る 。 ES様 の 形 態 は 、 細 胞 質 に 対 し て 核 の 比 率 が 明 ら か に 高 く 顕
著 な 核 小 体 を 有 す る 小 型 の コ ロ ニ ー と し て 特 徴 づ け ら れ る 。 得 ら れ た ES細 胞 は 、 短 時 間 ト
リ プ シ ン 処 理 し て ダ ル ベ ッ コ PBS（ 2 mM EDTAを 含 む ） に 曝 露 し 、 IV型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ （ 約 20
0 U/mL； Gibco） に 曝 露 す る こ と に よ り 、 ま た は マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト で 個 別 に コ ロ ニ ー を 選
択 す る こ と に よ り 、 1～ 2週 間 ご と に 日 常 的 に 分 割 す る 。 凝 集 塊 の 大 き さ は 、 約 50～ 100細
胞 が 最 適 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
胚 生 殖 細 胞
　 ヒ ト 胚 生 殖 （ hEG） 細 胞 は 、 最 終 月 経 期 か ら 約 8～ 11週 間 後 に 得 ら れ る ヒ ト 胎 児 物 質 中 に
存 在 す る 始 原 生 殖 細 胞 か ら 調 製 す る こ と が で き る 。 適 切 な 調 製 方 法 は 、 Shamblottら 、 Pro
c. Natl. Acad. Sci. USA 95:13726、 1998お よ び 米 国 特 許 第 6,090,622号 に 記 載 さ れ て い
る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
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　 簡 単 に 説 明 す る と 、 生 殖 隆 線 を 処 理 し 、 非 凝 集 細 胞 を 形 成 し た 。 EG増 殖 培 地 は 、 DMEM、
4500 mg/L D-グ ル コ ー ス 、 2200 mg/L mM NaHCO 3 ； 15％  ES認 定 さ れ た 胎 児 コ ウ シ 血 清 （ BR
L） ； 2 mM グ ル タ ミ ン （ BRL） ； 1 mMピ ル ビ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ BRL)、 1000～ 2000 U/ml ヒ
ト 組 換 え 白 血 病 阻 害 因 子 （ LIF、 Genzyme） ； 1～ 2 ng/mL ヒ ト 組 換 え bFGF（ Genzyme） ； お
よ び 10 μ mフ ォ ル ス コ ニ ン （ 10％  DMSO)で あ る 。 96ウ ェ ル 組 織 培 養 プ レ ー ト を 、 LIF、 bFG
F、 お よ び フ ォ ル ス コ リ ン を 含 ま な い 改 変 EG増 殖 培 地 で 3日 間 培 養 し た フ ィ ー ダ ー 細 胞 （ 例
え ば 、 STO細 胞 、 ATCC番 号 CRL 1503） の サ ブ コ ン フ ル エ ン ト な 層 で 調 製 し 、 5000ラ ド の γ -
照 射 で 不 活 性 化 す る 。 各 ウ ェ ル に 、 初 代 生 殖 細 胞 （ PGC） 懸 濁 液 約 0.2 mLを 添 加 す る 。 7～
10日 後 に 1回 目 の 継 代 を EG増 殖 培 地 で 行 い 、 各 ウ ェ ル を 、 あ ら か じ め 照 射 し た STOマ ウ ス 線
維 芽 細 胞 で 調 製 し た 24ウ ェ ル 培 養 皿 の 1ウ ェ ル に 移 す 。 EG細 胞 と 一 致 す る 細 胞 形 態 が 観 察
さ れ る ま で 、 毎 日 培 地 を 交 換 し て こ の 細 胞 を 培 養 す る が 、 典 型 的 に こ れ は 7～ 30日 後 ま た
は 1～ 4継 代 後 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
未 分 化 状 態 に お け る pPS細 胞 の 増 殖
　 pPS細 胞 は 、 分 化 を 促 進 せ ず に 増 加 を 促 進 す る 培 養 条 件 を 用 い て 培 養 し 、 連 続 的 に 増 殖
さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 血 清 を 含 む 代 表 的 な ES培 地 は 、 80% DMEM（ ノ ッ ク ア ウ ト DMEM、
Gibco等 ） 、 20%の 既 知 組 成 ウ シ 胎 仔 血 清 （ FBS、 Hyclone） ま た は 血 清 代 替 品 （ 国 際 公 開 公
報 第 98/30679号 ） の ど ち ら か 、 1%非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 1 mM L-グ ル タ ミ ン 、 お よ び 0.1 mMβ -
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル か ら 作 製 す る 。 使 用 す る 直 前 に 、 ヒ ト bFGFを 4 ng/mLに な る よ う に
添 加 す る （ 国 際 公 開 公 報 第 99/20741号 、 Geron Corp.） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 従 来 通 り 、 ES細 胞 は 、 典 型 的 に は 胚 ま た は 胎 児 組 織 由 来 の 線 維 芽 細 胞 で あ る フ ィ ー ダ ー
細 胞 層 上 で 培 養 す る 。 妊 娠 13日 目 に CF1マ ウ ス か ら 胚 を 採 取 し 、 2 mLの ト リ プ シ ン ／ EDTA
に 移 し 、 細 か く 砕 き 、 37℃ に て 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 10％ の FBSを 加 え 、 破 砕 物 を 静
置 さ せ 、 90％ の DMEM、 10％ の FBS、 お よ び 2 mMの グ ル タ ミ ン に お い て 細 胞 を 増 殖 さ せ る 。
フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 を 調 製 す る た め に 、 細 胞 を 照 射 し 、 増 殖 を 阻 害 す る が 、 ES細 胞 を 支 持 す
る 因 子 の 合 成 は 行 わ せ る （ ～ 4,000 radsの γ 照 射 ） 。 0.5％ の ゼ ラ チ ン に よ っ て 培 養 プ レ
ー ト を 一 晩 被 覆 し 、 ウ ェ ル 毎 に 375,000個 の 照 射 mEFを プ レ ー テ ィ ン グ し 、 プ レ ー テ ィ ン グ
5時 間 ～ 4日 後 に 使 用 す る 。 培 地 は 、 pPS細 胞 を 播 種 す る 直 前 に 新 し い hES培 地 と 置 き 換 え る
。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 Geronの 研 究 者 は 、 pPS細 胞 が フ ィ ー ダ ー 細 胞 な し で も 未 分 化 状 態 で 維 持 さ れ 得 る こ と を
見 出 し た 。 フ ィ ー ダ ー を 含 ま な い 培 養 環 境 に は 、 適 切 な 培 養 基 層 、 特 に マ ト リ ゲ ル （ Matr
igel） （ 登 録 商 標 ） ま た は ラ ミ ニ ン 等 の 細 胞 外 基 質 が 含 ま れ る 。 pPS細 胞 を ＞ 15,000細 胞 c
m - 2 で プ レ ー テ イ ン グ す る （ 最 適 に は 、 90,000～ 170,000cm - 2 ） 。 典 型 的 に は 、 細 胞 が 完 全
に 分 散 さ れ る 前 に 酵 素 消 化 を 停 止 す る （ 例 え ば 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ IVで ～ 5～ 20分 ） 。 約 10～ 2
000細 胞 の 凝 集 塊 を 、 さ ら に 分 散 さ せ る こ と な く 基 層 上 に 直 接 プ レ ー テ ィ ン グ す る 。 ま た
は 、 プ レ ー ト が 、 0.5mM EDTAの PBS溶 液 で ～ 5分 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 コ ン フ
ル エ ン ト に 達 す る 前 に 、 酵 素 を 含 ま な い 細 胞 を 収 集 で き る 。 培 養 管 か ら 洗 い 流 し た 後 、 細
胞 を さ ら に 分 散 す る こ と な く 新 し い 培 養 に 置 く こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 無 フ ィ ー ダ ー 培 養 は 、 分 化 さ せ る こ と な く 細 胞 の 増 殖 を 支 持 す る 因 子 を 含 む 栄 養 培 地 に
よ り 支 持 す る 。 そ の よ う な 因 子 は 、 照 射 し た （ 約 4,000ラ ド ） 初 代 マ ウ ス 胚 線 維 芽 細 胞 、
テ ロ メ ア 化 し た マ ウ ス 線 維 芽 細 胞 、 ま た は pPS細 胞 由 来 の 線 維 芽 細 胞 様 細 胞 等 の そ の よ う
な 因 子 を 分 泌 す る 細 胞 と 共 に 培 地 を 培 養 す る こ と に よ り 、 培 地 中 に 導 入 さ れ 得 る 。 フ ィ ー
ダ ー を 20% 血 清 代 替 品 お よ び 4 ng/mL bFGFを 添 加 し た KO DMEM等 の 無 血 清 培 地 で 約 5～ 6 x 
10 4  cm - 2 の 密 度 で プ レ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ り 、 培 地 を 馴 化 す る こ と が で き る 。 1～ 2日
間 馴 化 し た 培 地 に さ ら に bFGFを 添 加 し 、 こ れ を 用 い て pPS細 胞 培 養 液 を 1～ 2日 間 支 持 す る
。 そ の 代 わ り と し て 、 ま た は 、 加 え て 、 分 化 す る こ と な く 増 殖 を 支 持 す る の を 助 け る 、 FG
F-2受 容 体 ま た は FGF-4受 容 体 、 c-kitの リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 幹 細 胞 因 子 ） 、 gp130に 結 合 す
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る 受 容 体 の リ ガ ン ド 、 イ ン シ ュ リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 脂 質 、 コ レ ス テ ロ ー ル 、 ヌ ク レ
オ シ ド 、 ピ ル ベ ー ト 、 お よ び β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル の よ う な 還 元 剤 な ど の 他 の 因 子 を
加 え る こ と が で き る 。 無 フ ィ ー ダ ー 培 養 法 の 特 徴 は 、 国 際 公 開 公 報 第 01/51616号 お よ び Xu
ら 、 Nat.Biotechnol. 19:971、 2001に お い て さ ら に 考 察 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 顕 微 鏡 下 で 、 ES細 胞 は 、 高 い 核 /細 胞 質 比 、 顕 著 な 核 小 体 、 細 胞 の 接 合 部 が ほ と ん ど 識
別 で き な い 小 型 の コ ロ ニ ー 形 成 を 伴 っ て 見 え る 。 霊 長 動 物 ES細 胞 は 、 時 期 特 異 的 胚 抗 原 （
SSEA） 3お よ び 4、 な ら び に Tra-1-60お よ び Tra-1-81と 称 す る 抗 体 を 用 い て 検 出 可 能 な マ ー
カ ー を 発 現 す る 可 能 性 が あ る （ Thomsonら 、 Science 282:1145、 1998） 。 マ ウ ス ES細 胞 を S
SEA-1の 陽 性 対 照 と し て 、 な ら び に SSEA-4、 Tra-1-60、 Tra-1-81の 陰 性 対 照 と し て 使 用 で
き る 。 イ ン ビ ト ロ に お け る pPS細 胞 の 分 化 で は 、 SSEA-4、 Tra-1-60、 お よ び Tra-1-81の 発
現 が 消 失 し 、 hES細 胞 で も 認 め ら れ る SSEA-1の 発 現 が 増 加 す る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 発 明 の 造 血 細 胞 は 、 所 望 の 表 現 型 を 有 す る 細 胞 を 濃 縮 す る 特 殊 な 増 殖 環 境 で 幹 細 胞 を
培 養 、 分 化 、 ま た は 再 プ ロ グ ラ ミ ン グ す る こ と に よ り 得 ら れ る （ 所 望 の 細 胞 の 増 殖 に よ る
か 、 ま た は 他 の 細 胞 種 の 阻 害 も し く は 死 滅 に よ る ） 。 こ れ ら の 方 法 は 、 前 項 に 記 載 し た 霊
長 類 多 能 性 幹 （ pPS） 細 胞 を 含 む 多 く の 種 類 の 幹 細 胞 に 適 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 pPS細 胞 の 樹 立 さ れ た 系 に 由 来 す る 場 合 、 本 発 明 の 細 胞 集 団 お よ び 単 離 細 胞 は 、 そ れ ら
が 由 来 す る 系 と 同 じ ゲ ノ ム を 有 す る 。 こ れ は 、 造 血 細 胞 が 正 常 な 有 糸 分 裂 の 過 程 を 通 し て
未 分 化 系 か ら 得 ら れ た の で あ れ ば 推 論 で き る よ う に 、 pPS細 胞 と 造 血 細 胞 の 間 で 、 あ ら ゆ
る 核 型 異 常 に 加 え て 、 90％ を 超 え る 染 色 体 DNAが 同 一 と な る こ と を 意 味 す る 。 全 て の 非 操
作 遺 伝 的 要 素 は 保 存 さ れ て い る た め 、 組 換 え 法 に よ っ て 導 入 遺 伝 子 を 導 入 す る よ う に 、 ま
た は 内 在 性 遺 伝 子 を ノ ッ ク ア ウ ト す る よ う に 処 理 さ れ た 細 胞 は 、 そ れ ら が 由 来 す る 系 （ ま
た は そ の 子 孫 細 胞 ） と 同 じ ゲ ノ ム を 有 す る と な お も 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
分 化 工 程 の 開 始 　
　 本 発 明 に 従 っ た 造 血 細 胞 の 誘 導 に 必 須 と い う こ と で は な い が 、 誘 導 を 行 う た め に 効 率 の
よ い 方 法 は 、 非 特 異 的 な 方 法 で 分 化 を 開 始 す る も の あ る こ と が 見 出 さ れ た 。 1つ の 方 法 は
、 pPS細 胞 に 胚 様 体 ま た は 凝 集 体 を 形 成 さ せ る も の で あ る ： 例 え ば 、 ド ナ ー の pPS細 胞 培 養
を 過 剰 増 殖 さ せ る こ と に よ る 、 ま た は 、 低 付 着 性 の 特 性 を も つ 基 質 を 有 す る 培 養 器 中 の 懸
濁 液 に お い て pPS細 胞 を 培 養 す る こ と に よ る 。 未 分 化 pPS細 胞 を 培 養 か ら 採 取 し 、 ク ラ ス タ
ー に 解 離 し 、 非 付 着 性 細 胞 培 養 プ レ ー ト に お い て プ レ ー テ ィ ン グ し 、 分 化 を 支 持 す る 培 地
に お い て 培 養 す る （ 実 施 例 1） 。 本 方 法 の 改 変 型 に お い て は 、 分 化 培 地 に お け る 培 養 の 際
に は 球 形 の 細 胞 塊 に 凝 集 す る よ う な 細 片 と し て 、 未 分 化 細 胞 培 養 か ら pPS細 胞 を 剥 離 す る
（ 実 施 例 2） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 （ pPS細 胞 を 培 養 す る た め に 使 用 さ れ る 調 整 培 地 に 存 在 し 得 る よ う な ） 分 化 を 阻 害 す る
因 子 を 取 り 除 い て い く 段 階 は 、 分 化 工 程 の 一 部 で あ る 。 幾 つ か の 状 況 に お い て は 、 例 え ば
密 度 の よ り 低 い フ ィ ー ダ ー 細 胞 で 調 整 さ れ た 培 地 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 こ れ ら の 因 子
を 徐 々 に 取 り 除 い て い く こ と は 有 益 で あ る 可 能 性 が あ る （ 実 施 例 3） 。 非 特 異 的 な 方 法 で p
PS細 胞 を 分 化 さ せ る 他 の 方 法 が 知 ら れ て お り 、 造 血 細 胞 を 生 み 出 す 工 程 を 開 始 す る た め に
こ れ ら も 適 し て い る 可 能 性 が あ る 。 例 え ば 、 レ チ ノ イ ン 酸 （ RA） ま た は ジ メ チ ル ス ル ホ キ
シ ド （ DMSO） を 培 養 培 地 に 含 み ； 細 胞 が 培 養 さ れ る 通 常 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら 取 り 除
く こ と に よ る （ 国 際 公 開 公 報 第 01/51616号 ） 、 ま た は 、 始 原 初 期 外 胚 葉 様 細 胞 を 形 成 す る
こ と に よ る （ Rathjenら 、 J.Cell Sci. 112:601、 1999） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
造 血 細 胞 に 向 か っ て 分 化 を 行 わ せ る 段 階
　 培 養 を 造 血 経 路 に 向 か わ せ る た め に 、 未 分 化 pPS細 胞 ま た は 分 化 を 開 始 さ せ た 細 胞 集 団

10

20

30

40

50

(12) JP 2005-511084 A 2005.4.28

造 血 細 胞 お よ び そ の 派 生 物 を 調 製 す る た め の 材 料 お よ び 手 順



を 、 造 血 分 化 因 子 の カ ク テ ル に お い て 培 養 す る 。 単 独 の 、 ま た は 組 み 合 わ せ た 因 子 の 各 々
は 、 造 血 経 路 に 向 か う 細 胞 の 分 化 を 行 わ せ 、 造 血 表 現 型 を 有 す る 細 胞 の 副 産 物 を 生 じ 、 他
の 細 胞 タ イ プ の 成 長 を 阻 害 す る こ と が 可 能 で あ る 、 ま た は 、 そ の 他 の 仕 方 に お い て 造 血 細
胞 を 増 加 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 を 実 施 す る た め に 作 用 の 機 構 を 理 解 す る こ と は
必 要 で は な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 例 示 的 に は 、 単 独 で の 、 ま た は BMP-2、 BMP-4、 も し く は BMP-7の よ う な 骨 形 成 タ ン パ ク
質 と 組 み 合 わ せ た 幹 細 胞 成 長 因 子 （ SCF） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 3（ IL-3） 、 イ ン タ ー ロ イ キ
ン 6（ IL-6） 、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ G-CSF） の よ う な 造 血 サ イ ト カ イ ン の 組 み 合 わ せ
で あ る 。 SCFは 、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 （ PDGF） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ M-CSF
） 、 Flt-3リ ガ ン ド お よ び 血 管 内 皮 成 長 因 子 （ VEGF） の た め の 受 容 体 に 関 連 す る チ ロ シ ン
キ ナ ー ゼ 受 容 体 で あ る 、 c-kitの リ ガ ン ド 仲 介 の 二 量 体 形 成 に よ っ て 細 胞 内 シ グ ナ ル を 誘
導 す る 。 重 要 な 他 の 因 子 は 、 ソ ニ ッ ク ・ ヘ ッ ジ ホ ッ グ （ SHH） 、 デ ル タ -1、 ジ ャ グ ド -1、
お よ び ト ロ ン ボ ポ エ チ ン （ TPO） を 含 む 。 実 施 例 9お よ び 実 施 例 10に お い て 示 さ れ る よ う に
、 サ イ ト カ イ ン が CD45表 現 型 （ 造 血 前 駆 体 細 胞 ） の 形 成 を 促 進 す る 一 方 、 骨 形 成 タ ン パ ク
質 は 自 己 再 生 能 を 有 す る 前 駆 体 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 典 型 的 に 、 少 な く と も 2つ 、 3つ 、 ま た は 3つ よ り 多 く の そ の よ う な 因 子 を 、 分 化 カ ク テ
ル を 作 製 す る た め に 組 み 合 わ せ る 。 ヒ ト の タ ン パ ク 質 が 好 ま し い が 、 種 相 同 体 お よ び 種 変
異 体 を 使 用 す る こ と も で き る 。 こ れ ら の 因 子 の い ず れ か の 代 わ り に 、 受 容 体 特 異 的 抗 体 の
よ う に 、 同 じ 受 容 体 に 結 合 す る 、 ま た は 同 じ シ グ ナ ル 変 換 経 路 を 刺 激 す る 、 他 の リ ガ ン ド
を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 加 え て 、 分 化 を 異 な る 経 路 に 向 か っ て 行 わ せ る た め に 存 在
し 得 る 、 他 の 因 子 の 効 果 を 中 和 す る よ う な 他 の 成 分 を 培 地 に 含 む こ と が 可 能 で あ る 。 一 例
は 、 神 経 形 成 分 化 の 方 向 に お け る 細 胞 の 喪 失 を 最 小 化 す る の に 役 立 つ と 考 え ら れ る 、 神 経
発 育 因 子 に 対 す る 抗 体 で あ る 。 分 化 カ ク テ ル は 、 ウ シ ア ル ブ ミ ン 、 イ ン ス リ ン お よ び ト ラ
ン ス フ ェ リ ン を 含 有 す る 、 血 清 を 含 ま な い 培 地 （ SF） の よ う な 、 望 ま し い 細 胞 集 団 の 増 殖
を 支 持 す る 栄 養 培 地 に お い て 構 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 未 分 化 pPS細 胞 ま た は 分 化 を 開 始 さ せ た pPS細 胞 は 、 因 子 カ ク テ ル に お い て 、 望 ま し い 表
現 型 が 現 れ る の に 十 分 な 時 間 培 養 さ れ る 。 幾 つ か の 製 剤 は 分 化 工 程 の た め の 支 持 力 が よ り
強 い た め 、 栄 養 培 地 の 選 択 は 重 要 で あ る 可 能 性 が あ る 。 培 地 （ ま た は そ の 同 等 物 ） に 胎 児
ウ シ 血 清 を 含 む こ と に よ っ て 、 ア ル ブ ミ ン お よ び ホ ル モ ン の み を 含 む 単 純 な 混 合 物 よ り も
、 造 血 分 化 因 子 の 活 性 が は る か に 増 強 さ れ る 。 幾 つ か の 状 況 に お い て は 、 造 血 細 胞 の 増 殖
を 支 持 す る フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の よ う な あ る 基 質 上 に お い て こ の 培 養 を 行 う こ と が 有 益 で あ
る 可 能 性 も あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 以 前 の 予 想 に 反 し て 、 pPS細 胞 の 造 血 細 胞 へ の 分 化 は 、 共 培 養 さ れ る 間 質 細 胞 が な く て
も 、 非 常 に 効 率 の 高 い 仕 方 で 行 わ れ 得 る こ と が 見 出 さ れ た 。 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 pPS
細 胞 の 分 化 子 孫 細 胞 が 、 異 な る ゲ ノ ム を 有 す る 細 胞 の 不 在 下 に お い て 、 少 な く と も 、 集 団
の 多 数 に お い て 造 血 表 現 型 が 現 れ る ま で 培 養 さ れ る よ う な 、 造 血 細 胞 を 形 成 す る た め の 方
法 を 含 む 。 こ れ は 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 、 間 質 細 胞 、 ま た は 分 化 因 子 も し く は 支 持 マ ト リ ッ ク
ス を 提 供 す る 他 の 細 胞 の よ う な 、 培 養 中 に 存 在 す る ア ロ タ イ プ 細 胞 ま た は 異 種 型 細 胞 が な
い こ と を 意 味 す る 。 し か し 、 明 ら か に 除 外 さ れ る 場 合 を 除 い て 、 工 程 へ の 付 加 物 と し て 培
養 培 地 に そ の よ う な 細 胞 を 含 む こ と は 許 容 さ れ る 。 分 化 工 程 を 増 強 す る こ と が 可 能 な 細 胞
は 、 ヒ ト の 骨 髄 か ら 単 離 さ れ た 初 期 間 質 細 胞 、 お よ び 、 MS-5マ ウ ス 間 質 細 胞 系 の 細 胞 を 含
む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 技 術 を 使 用 し て 、 前 駆 細 胞 の 表 現 型 を 有 す る 比 率 が 著 し く 高 い 造 血 細 胞 集 団 が
pPS細 胞 か ら 誘 導 さ れ た 。 様 々 な 組 み 合 わ せ に お い て 、 SHH、 BMP-4、 SCF、 IL-3、 Flt-3Lお
よ び IL-6は 、 表 現 型 的 な 、 お よ び 機 能 的 な 造 血 前 駆 細 胞 を 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。
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実 施 例 3～ 5に お い て は 、 pPS細 胞 の 分 化 は 、 胚 様 体 を 10日 間 培 養 し 、 そ の 後 、 SCFお よ び Fl
t-3Lの 双 方 を 100～ 300 ng/mL、 10～ 50 ng/mLの IL-3、 IL-6、 お よ び G-CSF、 100 ng/mLの SH
H、 お よ び 5～ 100 ng/mLの BMP-4を 、 全 て 、 20％ の 胎 児 ウ シ 血 清 を 含 有 す る 培 地 中 に 、 ま た
は 、 ア ル ブ ミ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン お よ び イ ン ス リ ン を 含 有 す る 、 血 清 を 含 ま な い 培 地 中
に 含 む あ る 環 境 に お い て プ レ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 開 始 さ れ た 。 8～ 15日 後 、 8％ が
CD45 +ve、 22％ が CD34 +ve、 お よ び 5.6％ が 双 方 の マ ー カ ー に つ い て 二 重 に 陽 性 で あ る よ
う な 造 血 細 胞 が 現 れ た 。 CFUア ッ セ イ 法 に お い て 試 験 し た 場 合 、 平 板 効 率 は 再 現 可 能 な よ
う に 約 350分 の 1で あ っ た 。 実 施 例 9お よ び 実 施 例 10に お い て は 、 胚 様 体 が 形 成 さ れ た 翌 日
、 培 養 に サ イ ト カ イ ン お よ び BMP-4を 加 え た と こ ろ 、 15～ 22日 後 に CD45 +ve細 胞 の 比 率 が
さ ら に 増 加 し た 。 BMP-4を 加 え る こ と に よ っ て 、 各 一 次 CFUか ら 4個 、 10個 、 ま た は そ れ 以
上 の 二 次 CFUが 形 成 さ れ る よ う な 集 団 を 得 る こ と が 可 能 に な る こ と か ら 、 自 己 再 生 造 血 前
駆 細 胞 の 存 在 が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
pPSに 由 来 す る 造 血 細 胞 の さ ら な る 成 熟 　
　 前 述 の 説 明 に 従 っ て 得 ら れ た pPSに 由 来 す る 造 血 細 胞 は 、 全 身 性 造 血 不 全 の 治 療 の た め
に 、 お よ び 、 イ ン ビ ト ロ に お け る 造 血 分 化 に つ い て の 研 究 の た め に 特 に 貴 重 で あ る よ う な
、 高 い 比 率 の 前 駆 細 胞 を 含 む 。 本 発 明 は 、 特 定 の 状 態 を 治 療 す る た め に 有 用 な 、 お よ び 、
イ ン ビ ト ロ に お け る あ る 種 の 薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ の 適 用 の た め に 有 用 な 、 よ り 成 熟 し た
細 胞 集 団 を も 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 本 発 明 に 従 っ た 成 熟 造 血 細 胞 を 得 る た め に は 、 2つ の 方 法 が あ る 。 一 方 の 方 法 に お い て
は 、 適 切 な 成 熟 因 子 を 含 む 培 地 に お い て 培 養 す る こ と に よ っ て 、 既 に 説 明 さ れ た よ う に 得
ら れ た 造 血 細 胞 集 団 を さ ら に 分 化 さ せ る 。 他 方 の 方 法 に お い て は 、 非 特 異 的 な 仕 方 で 分 化
を 開 始 さ せ た 細 胞 集 団 を 、 成 熟 段 階 に 直 接 至 ら せ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 使 用 さ れ る 成 熟 因 子 は 、 望 ま し い 最 終 細 胞 タ イ プ に 依 存 す る 。 実 施 例 4に お い て 例 証 さ
れ る よ う に 、 造 血 細 胞 の コ ロ ニ ー は 、 SCF、 GM-CSF、 IL-3、 お よ び エ リ ス ロ ポ エ チ ン （ EPO
） を 含 む 環 境 に お い て 培 養 す る こ と に よ っ て 、 胚 様 体 細 胞 か ら 生 み 出 す こ と が 可 能 で あ る
。 こ れ に よ っ て 、 培 養 は 骨 髄 系 細 胞 に 向 か い 、 結 果 的 に ～ 66％ の 赤 血 球 系 コ ロ ニ ー 、 ～ 19
％ の 単 球 コ ロ ニ ー 、 お よ び ～ 15％ の 顆 粒 球 コ ロ ニ ー を 含 む 培 養 が 生 じ る 。 使 用 さ れ る こ と
が 可 能 な 他 の 因 子 は 、 顆 粒 球 細 胞 の た め の G-CSF、 単 球 細 胞 の た め の M-CSF、 リ ン パ 球 系 細
胞 の た め の IL-2お よ び IL-4、 巨 核 球 の た め の TPO、 お よ び 赤 血 球 系 細 胞 の た め の EPOを 含 む
。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 細 胞 は 、 多 く の 表 現 型 判 定 基 準 に 従 っ て 特 徴 付 け る こ と が 可 能 で あ る 。 判 定 基 準 は 、 限
定 は し な い が 、 形 態 学 的 な 特 徴 の 顕 微 鏡 に よ る 観 察 、 発 現 さ れ た 細 胞 マ ー カ ー の 検 出 ま た
は 定 量 化 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 測 定 可 能 な 機 能 判 定 基 準 、 お よ び 宿 主 動 物 個 体 へ の 注 入 の
際 の 挙 動 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
表 現 型 マ ー カ ー
　 本 発 明 の 細 胞 は 、 そ れ ら が 様 々 な 種 類 の 造 血 細 胞 に 特 徴 的 な 表 現 型 マ ー カ ー を 発 現 す る
か ど う か に 従 っ て 特 徴 付 け ら れ る こ と が 可 能 で あ る 。 重 要 な マ ー カ ー は 、 以 下 を 含 む ：
・ 未 分 化 hES細 胞 ： SSEA-4、 Oct-4
・ 始 原 造 血 細 胞 ： CD34、 AC133、 c-kit、 CD38
・ 成 熟 多 能 性 造 血 細 胞 ： CD45
・ 赤 血 球 系 細 胞 ： グ リ コ ホ リ ン A
・ 初 期 骨 髄 系 ： CD33
・ 単 球 ： CD14、 CD64、 HLAク ラ ス II
・ 顆 粒 球 ： CD13、 CD15
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・ リ ン パ 球 系 ： CD19、 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ B細 胞 ） 、 CD3（ T細 胞 ）
・ 巨 核 球 ： CD56。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 組 織 特 異 的 マ ー カ ー は 、 細 胞 表 面 マ ー カ ー に つ い て の フ ロ ー 免 疫 細 胞 化 学 法 、 ま た は 、
細 胞 内 も し く は 細 胞 表 面 マ ー カ ー に つ い て の （ 例 え ば 、 固 定 化 細 胞 ま た は 組 織 切 片 の ） 免
疫 組 織 化 学 法 の よ う な 任 意 の 適 し た 免 疫 学 的 技 術 を 用 い て 検 出 す る こ と が 可 能 で あ る 。 造
血 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 に つ い て の 詳 細 な 方 法 は 、 Gallacherら 、 Blood 96:17
40、 2000に お い て 提 供 さ れ て い る 。 細 胞 表 面 抗 原 の 発 現 は 、 標 準 の 免 疫 細 胞 化 学 的 解 析 ま
た は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー ア ッ セ イ 法 に お い て 、 選 択 的 に 細 胞 の 固 定 後 に 、 お よ び 選 択 的
に 、 標 識 二 次 抗 体 ま た は 標 識 を 増 幅 さ せ る た め の 他 の 連 結 体 を 用 い て 、 有 意 に 検 出 可 能 な
量 の 抗 体 が そ の 抗 原 に 結 合 す る 場 合 に 、 陽 性 と し て 定 義 付 け ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 組 織 特 異 的 な 遺 伝 子 産 物 の 発 現 は 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 、 ド ッ ト ブ ロ ッ ト ハ イ ブ リ ダ
イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 に よ っ て 、 ま た は 、 標 準 の 増 幅 法 に お い て 配 列 特 異 的 プ ラ イ マ ー を 用 い
た 、 逆 転 写 酵 素 に よ っ て 開 始 さ れ る ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ RT-PCR） に よ っ て 、 mRNAレ ベ
ル で 検 出 す る こ と も 可 能 で あ る 。 さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、 米 国 特 許 第 5,843,780号 を 参
照 の こ と 。 本 開 示 に お い て 挙 げ ら れ る 、 特 定 の マ ー カ ー に つ い て の 配 列 デ ー タ は 、 GenBan
kの よ う な 公 共 の デ ー タ ベ ー ス か ら 得 ら れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 の あ る 態 様 は 、 少 な く と も 5％ 、 10％ 、 20％ 、 ま た は 40％ が CD34 +veで あ る よ う
な ； 1％ 、 2％ 、 5％ 、 ま た は 10％ が CD45 +veで あ る よ う な （ ま た は CD34と 二 重 に 陽 性 で あ
る よ う な ） ； 50％ 、 70％ 、 ま た は 90％ が CD14、 CD14、 CD19に つ い て 陽 性 で あ る よ う な ； お
よ び 、 5％ 、 1％ 、 ま た は 0.2％ 未 満 が SSEA-4 +veま た は Oct-4 +veで あ る よ う な 造 血 細 胞 に
関 連 す る 。 特 定 の 細 胞 集 団 に お い て 、 こ れ ら の 特 徴 の 様 々 な 組 み 合 わ せ が 存 在 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
機 能 的 な 特 徴
　 本 発 明 の 細 胞 は 、 機 能 判 定 基 準 に 従 っ て 特 徴 付 け ら れ る こ と も 可 能 で あ る 。 造 血 細 胞 お
よ び 前 駆 細 胞 に つ い て の ア ッ セ イ 系 の 概 説 に つ い て は 、 T.A.Bock（ Stem Cells 15 Suppl 
1:185、 1997） を 参 照 の こ と 。 　
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 複 製 造 血 細 胞 に つ い て 頻 繁 に 使 用 さ れ る 試 験 は 、 コ ロ ニ ー 形 成 （ CFU） ア ッ セ イ 法 に お
い て 、 そ の よ う な 細 胞 の コ ロ ニ ー を 形 成 す る 能 力 を 調 べ る も の で あ る 。 古 典 的 な ア ッ セ イ
法 は 、 Tillお よ び McCulloch（ Ser. Haematol. 5:15、 1972） の 脾 臓 コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ
法 で あ る 。 今 日 で は 、 コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ 法 は 通 常 、 増 殖 因 子 を 添 加 し た メ チ ル セ ル ロ
ー ス マ ト リ ッ ク ス に お い て 行 わ れ る 。 他 に 明 ら か に 必 要 と さ れ る 場 合 を 例 外 と し て 、 本 開
示 に お い て 言 及 さ れ る 定 義 的 な CFUア ッ セ イ 法 は 、 実 施 例 2に お い て 説 明 さ れ る よ う に 行 わ
れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 一 旦 コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ れ ば 、 形 態 学 的 判 定 基 準 に よ っ て そ れ ら を 評 価 し 、 赤 芽 球 コ ロ
ニ ー 群 形 成 細 胞 （ BFU-E） 、 顆 粒 球 -マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ CFU-GM） 、 巨 核 球
コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ CFU-M） 、 赤 芽 球 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 （ CFU-E） お よ び 4つ 全 て の 細 胞 タ
イ プ を 生 み 出 す 多 能 性 コ ロ ニ ー （ CFU-GEMM） に 分 類 す る こ と が で き る 。 平 板 効 率 は 、 イ ン
プ ッ ト 細 胞 に 対 す る 形 成 さ れ た コ ロ ニ ー の 比 率 で あ る 。 本 発 明 の 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ た
造 血 細 胞 は 、 2,000分 の 1、 500分 の 1よ り 高 い 平 板 効 率 を 有 す る こ と が 可 能 で あ り 、 あ る 状
況 下 に お い て は 100分 の 1よ り 高 い 平 板 効 率 を 有 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 最 終 的 に 分 化 し た 細 胞 の 機 能 判 定 基 準 は 、 そ れ ら の 細 胞 の 既 知 の 特 徴 に 従 っ て 決 定 さ れ
る こ と が 可 能 で あ る ： 例 え ば 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 、 粒 子 を 貪 食 す る 能 力 、 抗 原 を 提 示 す る
能 力 、 ま た は 適 切 な サ イ ト カ イ ン に 反 応 す る 能 力 ； 顆 粒 球 お よ び 血 小 板 の 、 適 切 な メ デ ィ
エ ー タ ー を 放 出 す る 能 力 ； な ら び に 、 リ ン パ 球 の 、 混 合 リ ン パ 球 反 応 に お い て 照 射 同 種 異
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系  刺 激 （ 標 的 ） 細 胞 に 反 応 し て 増 殖 す る 能 力 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
動 物 モ デ ル 実 験
　 造 血 細 胞 の 臨 床 的 な 適 用 の た め に か な り 重 要 な も の は 、 細 胞 集 団 の 、 宿 主 動 物 個 体 の 造
血 系 を 再 形 成 す る 能 力 で あ る 。 再 形 成 は 、 幾 つ か の 十 分 に 確 立 さ れ た 動 物 モ デ ル を 用 い て
試 験 す る こ と が 可 能 で あ る 。 　
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 造 血 能 の あ る 細 胞 の 投 与 に よ る 再 増 殖 は 、 異 種 移 植 片 拒 絶 を 先 ん じ て 制 す る た め に 遺 伝
子 操 作 さ れ た マ ウ ス に お い て 評 価 す る こ と が で き る 。 特 に 扱 い や す い の は 、 重 症 複 合 型 免
疫 不 全 （ SCID） を 有 す る マ ウ ス を 交 配 し た 、 非 肥 満 糖 尿 病 （ NOD） 遺 伝 子 型 を 含 む NOD/SCI
Dマ ウ ス で あ る 。 こ の モ デ ル の 使 用 に つ い て は 、 Larochelleら 、 Nat.Med. 2:1329、 1996；
Dickら 、 Stem Cells 15:199、 1997； お よ び Vormoorら 、 J.Hematother. 2:215、 1993に お
い て 説 明 さ れ て い る 。 手 短 に 言 え ば 、 マ ウ ス を 致 死 量 以 下 で 照 射 し 、 そ の 後 、 ～ 3～ 4× 10
6 個 の CD34 +ve細 胞 を 尾 の 静 脈 を 通 し て 注 射 す る 。 8週 間 後 、 大 腿 骨 、 脛 骨 、 ま た は 腸 骨 稜
か ら 骨 髄 細 胞 を 採 取 し 、 表 面 表 現 型 お よ び CFUア ッ セ イ 法 に よ っ て 、 投 与 さ れ た ヒ ト 細 胞
に よ る 再 増 殖 の 証 拠 に つ い て 解 析 す る 。 再 増 殖 に よ っ て 、 免 疫 学 的 キ メ ラ お よ び あ る 程 度
の 免 疫 寛 容 が 生 じ る た め 、 造 血 細 胞 は 、 （ 厳 密 性 の 増 す 順 に ） 非 照 射 NOD/SCIDマ ウ ス 、 通
常 の SCIDマ ウ ス 、 ヌ ー ド マ ウ ス 、 お よ び 免 疫 応 答 性 マ ウ ス の よ う な 、 無 防 備 状 態 が よ り 軽
度 の 免 疫 機 構 に お い て 試 験 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 造 血 能 に つ い て は 、 他 の 動 物 モ デ ル に お い て 、 さ ら な る 前 臨 床 研 究 を 行 う こ と が で き る
。 適 切 な 大 動 物 異 種 移 植 モ デ ル は ヒ ツ ジ で あ り 、 胎 児 の 免 疫 学 的 未 熟 性 お よ び 胎 児 骨 髄 に
お い て 発 達 し て い る 空 間 を 利 用 す る こ と に よ り 、 骨 髄 の 調 整 を せ ず に 造 血 幹 細 胞 移 植 を 行
う こ と が 可 能 に な る 。 こ れ に よ っ て 、 可 能 性 の あ る 、 放 射 線 、 化 学 療 法 、 ま た は 遺 伝 的 欠
損 宿 主 に 関 連 す る 間 質 の 異 常 が 避 け ら れ る 。 本 モ デ ル に お い て は 、 ヒ ト 幹 細 胞 は コ ロ ニ ー
を 形 成 し 、 骨 髄 に 何 年 間 も 存 続 し 、 多 系 統 へ の 分 化 を 可 能 に し 、 ヒ ト の サ イ ト カ イ ン に 対
し て 反 応 性 を 示 し 、 二 次 レ シ ピ エ ン ト に 移 植 さ れ る 潜 在 能 を 保 持 す る 。 Zanjaniら 、 Int.J
.Hematol. 63:179、 1996； お よ び Zanjaniら 、 J.Clin.Invest.Med. 93:1051、 1994を 参 照
の こ と 。 霊 長 類 モ デ ル は 、 C.E.Dunbar、 J.Intern.Med.249:329、 2001お よ び Donahueら 、 H
um.Gene Ther. 12:607、 2001に お い て 提 供 さ れ て い る 。 本 発 明 の 細 胞 集 団 は 、 造 血 細 胞 に
分 化 さ せ る た め に 、 一 致 し た 非 ヒ ト pPS細 胞 調 製 物 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 ヒ ト で は な
い 霊 長 類 に お い て 試 験 す る こ と も 可 能 で あ る 。 Thomsonら 、 Proc.Natl.Acad.Sci. USA 92:
7844、 1995； お よ び Thomsonら 、 Biol.Reprod. 55:254、 1996を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 の 造 血 前 駆 細 胞 は 、 実 質 的 な 増 殖 能 を 有 す る 。 必 要 に 応 じ て 、 内 因 性 遺 伝 子 か ら
の 転 写 を 増 加 さ せ る こ と 、 ま た は 導 入 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 中 の テ ロ メ ラ
ー ゼ 逆 転 写 酵 素 （ TERT） の レ ベ ル を 増 加 さ せ る こ と に よ り 複 製 能 を さ ら に 増 強 す る こ と が
で き る 。 特 に 適 切 な の は 、 国 際 公 開 公 報 第 98/14592号 に 提 供 さ れ て い る ヒ ト テ ロ メ ラ ー ゼ
（ hTERT） の 触 媒 成 分 で あ る 。 ヒ ト 細 胞 に お け る テ ロ メ ラ ー ゼ の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お
よ び 発 現 は 、 Bodnarら 、 Science 279:349、 1998お よ び Jiangら 、 Nat. Genet. 21:111、 19
99に 記 載 さ れ て い る 。 遺 伝 子 改 変 細 胞 は 、 標 準 的 な 方 法 に 従 っ て 、 RT-PCR法 、 テ ロ メ ラ ー
ゼ 活 性 （ TRAPア ッ セ イ 法 ） 、 hTERTの 免 疫 細 胞 化 学 染 色 、 ま た は 複 製 能 に よ り 、 hTERTの 発
現 に つ い て 評 価 す る こ と が で き る 。 myc、 SV40ラ ー ジ T抗 原 、 ま た は MOT-2を コ ー ド す る DNA
で 細 胞 を 形 質 転 換 す る 等 の 、 細 胞 を 不 死 化 す る 他 の 方 法 も ま た 意 図 し て い る （ 米 国 特 許 第
5,869,243号 、 国 際 公 開 公 報 第 97/32972号 、 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 01/23555号 ） 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ り 調 製 さ れ た 細 胞 集 団 は 、 注 目 す べ き こ と に は 未 分 化 pPS細 胞 を 含 ま
な い 。 必 要 に 応 じ て 、 細 胞 を 調 製 ま た は さ ら に 処 理 し 、 イ ン ビ ト ロ で 未 分 化 細 胞 を 除 去 す
る こ と 、 ま た は イ ン ビ ボ で 復 帰 細 胞 を 防 ぐ こ と が で き る 。 集 団 か ら 未 分 化 幹 細 胞 を 減 少 さ
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せ る 1つ の 方 法 は 、 TERTプ ロ モ ー タ ー ま た は OCT-4プ ロ モ ー タ ー 等 の 未 分 化 細 胞 に お い て 優
先 的 な 発 現 を 引 き 起 こ す プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に エ フ ェ ク タ ー 遺 伝 子 が あ る ベ ク タ ー を 、
集 団 に ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と で あ る 。 エ フ ェ ク タ ー 遺 伝 子 は 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク
質 等 の 細 胞 選 別 に 導 く レ ポ ー タ ー で あ っ て よ い 。 エ フ ェ ク タ ー は 、 例 え ば 毒 素 ま た は カ ス
パ ー ゼ 等 の ア ポ ト ー シ ス の 介 在 物 質 を コ ー ド し 、 細 胞 に 対 し て 直 接 溶 解 性 で あ っ て よ い （
Shinouraら 、 Cancer Gene Ther. 7:739、 2000） 。 エ フ ェ ク タ ー 遺 伝 子 は 、 抗 体 ま た は プ
ロ ド ラ ッ グ 等 の 外 部 薬 剤 の 毒 素 効 果 に 対 し て 細 胞 を 感 受 性 に さ せ る 効 果 を 有 し て も よ い 。
例 示 的 に は 、 発 現 す る 細 胞 を ガ ン シ ク ロ ビ ル に 対 し て 感 受 性 に さ せ る 単 純 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ
ン キ ナ ー ゼ （ tk） 遺 伝 子 で あ る （ 国 際 公 開 公 報 第 02/42445号 ） 。 ま た は 、 エ フ ェ ク タ ー は
、 未 分 化 表 現 型 に 復 帰 す る 任 意 の 細 胞 を イ ン ビ ボ で 天 然 抗 体 に 感 受 性 に さ せ る 、 外 来 決 定
因 子 の 細 胞 表 面 発 現 を 引 き 起 こ し 得 る （ 英 国 特 許 第 0128409.0号 ） 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 本 発 明 の 細 胞 は 、 組 織 再 生 に 関 与 す る そ の 能 力 を 増 強 す る た め に 、 ま た は 、 治 療 さ れ る
被 験 者 に 治 療 用 遺 伝 子 を 送 達 す る た め に 、 遺 伝 的 に 改 変 す る こ と も で き る 。 造 血 細 胞 に お
い て 構 成 的 で あ る か 、 ま た は 特 異 的 に 活 性 を も つ プ ロ モ ー タ ー に 機 能 的 に 連 結 さ れ た 、 望
ま し い 遺 伝 子 に つ い て の 既 知 の コ ー ド 配 列 を 用 い て ベ ク タ ー が 設 計 さ れ る 。 遺 伝 子 治 療 に
お け る 導 入 遺 伝 子 の 使 用 は 、 下 記 に お い て 説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 本 発 明 は 、 多 数 の 造 血 前 駆 体 細 胞 、 お よ び 、 赤 血 球 系 系 統 、 顆 粒 球 系 統 、 単 球 系 統 、 巨
核 球 系 統 、 お よ び リ ン パ 球 系 系 統 の 造 血 細 胞 を 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ れ ら の 細 胞 集
団 は 、 多 く の 重 要 な 研 究 、 開 発 、 お よ び 商 業 的 な 目 的 の た め に 使 用 さ れ る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 細 胞 は 、 他 の 系 統 か ら の 細 胞 に お い て 優 先 的 に 発 現 さ れ る cDNAが 相 対 的 に 混 在
し て い な い cDNAラ イ ブ ラ リ を 調 製 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 分 化 細 胞 は
、 標 準 法 に 従 っ て 、 造 血 前 駆 体 お よ び そ の 誘 導 体 の マ ー カ ー に つ い て 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 調 製 す る た め に 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 特 に 重 要 な も の は 、 薬 剤 の 開 発 、 造 血 病 理 学 の 臨 床 的 な 治 療 の た め の 、 お よ び 、 他 の タ
イ プ の 移 植 療 法 の 状 況 に お い て 選 択 的 な 免 疫 寛 容 を 誘 導 す る た め の 、 本 発 明 の 組 成 物 の 使
用 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
薬 剤 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 本 発 明 の 造 血 細 胞 は 、 造 血 前 駆 体 細 胞 お よ び そ れ ら の 様 々 な 子 孫 細 胞 の 特 徴 に 影 響 を 与
え る （ 溶 媒 、 低 分 子 薬 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド の よ う な ） 要 素 、 ま た は 、 （ 培 養 条
件 ま た は 操 作 の よ う な ） 環 境 条 件 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 幾 つ か の 適 用 に お い て は 、 pPS細 胞 （ 未 分 化 ま た は 分 化 ） は 、 造 血 細 胞 へ の 成 熟 を 促 進
す る 因 子 、 ま た は 、 長 期 の 培 養 に お い て そ の よ う な 細 胞 の 増 殖 お よ び 維 持 を 促 進 す る 因 子
を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 さ れ る 。 例 え ば 、 候 補 成 熟 因 子 ま た は 候 補 成 長 因 子 は 、
異 な る ウ ェ ル に お い て 細 胞 に そ れ ら を 加 え る 段 階 、 お よ び そ の 後 、 そ の 細 胞 の さ ら な る 培
養 お よ び 使 用 の た め の 望 ま し い 判 定 基 準 に 従 っ て 、 結 果 的 に 生 じ る あ ら ゆ る 表 現 型 の 変 化
を 決 定 す る 段 階 に よ っ て 試 験 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の ス ク リ ー ニ ン グ の 適 用 は 、 造 血 細 胞 の 増 殖 、 成 長 ま た は 毒 性 に 対 す る 潜 在
的 な 効 果 に つ い て の 、 薬 学 的 化 合 物 の 試 験 に 関 連 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 造 血 細 胞 に 対
し て 薬 理 学 的 効 果 を 有 す る よ う に そ の 化 合 物 が 設 計 さ れ る た め に か 、 ま た は 、 ど こ か 他 の
所 で 効 果 を 有 す る よ う に 設 計 さ れ た 化 合 物 が 、 造 血 系 に 対 し て 意 図 さ れ な い 副 作 用 を も た
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ら す 可 能 性 が あ る た め に 、 行 わ れ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 当 業 者 は 一 般 に 、 標 準 的 な 教 科 書 「 In Vitro Methods in Pharmaceutical Research」
、 Academic Press、 1997お よ び 米 国 特 許 第 5,030,015号 を 参 照 す る 。 候 補 薬 学 的 化 合 物 の
活 性 の 評 価 は 、 一 般 に 本 発 明 の 分 化 細 胞 を 、 単 独 ま た は 他 の 薬 剤 と 組 み 合 わ せ た 候 補 化 合
物 と 混 合 す る こ と を 伴 う 。 研 究 者 は 、 化 合 物 に 起 因 す る 細 胞 の 形 態 、 マ ー カ ー 表 現 型 、 ま
た は 機 能 的 活 性 に お け る 任 意 の 変 化 を 判 断 し （ 未 処 理 細 胞 ま た は 不 活 性 化 合 物 で 処 理 し た
細 胞 と 比 較 し て ） 、 化 合 物 の 効 果 を 観 察 さ れ た 変 化 と 関 連 づ け る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ま ず 細 胞 生 存 度 、 残 存 、 形 態 、 な ら び に 特 定 の マ ー カ ー お よ び 受 容 体 の 発 現 に 及 ぼ す 影
響 に よ り 、 細 胞 毒 性 を 判 断 す る こ と が 可 能 で あ る 。 染 色 体 DNAに 及 ぼ す 薬 剤 の 影 響 は 、 DNA
合 成 ま た は 修 復 を 測 定 す る こ と に よ り 判 断 し 得 る 。 特 に 細 胞 周 期 の 不 定 期 に お け る [ 3 H]-
チ ミ ジ ン ま た は BrdUの 取 り 込 み 、 ま た は 細 胞 複 製 に 必 要 な レ ベ ル を 上 回 る 取 り 込 み が 、 薬
剤 の 影 響 と 一 致 す る 。 望 ま れ な い 効 果 に は 、 中 期 の 拡 散 に よ っ て 判 断 さ れ る 姉 妹 染 色 分 体
交 換 の 異 常 な 比 率 も 含 ま れ る 。 さ ら な る 詳 細 に つ い て は 、 当 業 者 は A. Vickers（ 「 In vit
ro Methods in Pharmaceutical Reseach」 、 Academic Press、 1997の 375～ 410ペ ー ジ ） を
参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 細 胞 の 機 能 へ の 影 響 は 、 造 血 細 胞 の 表 現 型 ま た は 活 性 を 観 察 す る 任 意 の 標 準 ア ッ セ イ 法
を 用 い て 評 価 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 薬 剤 へ の 曝 露 か ら も た ら さ れ る 、 表 現 型 マ ー カ ー
、 お よ び 、 様 々 な 表 現 型 の 均 衡 に お け る 変 化 の 解 析 が 含 ま れ る 。 以 前 に 説 明 さ れ た よ う な
、 コ ロ ニ ー 形 成 ア ッ セ イ 法 お よ び 再 形 成 ア ッ セ イ 法 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
造 血 再 形 成
　 本 発 明 は 、 そ の よ う な 治 療 の 必 要 が あ る 患 者 に お け る 造 血 機 能 を 修 復 す る た め の 、 造 血
前 駆 体 細 胞 ま た は そ の 誘 導 体 の 使 用 を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 造 血 前 駆 細 胞 集 団 お よ び 誘 導 体 集 団 は 、 急 性 ま た は 慢 性 の 造 血 機 能 不 全 の 治 療 の た め に
使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 状 態 は 、 赤 血 球 系 細 胞 系 統 、 顆 粒 球 細 胞 系 統 、 マ
ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 系 統 、 巨 核 球 細 胞 系 統 、 ま た は リ ン パ 球 系 細 胞 系 統 の 、 遺 伝 し た ま た は
獲 得 さ れ た 、 遺 伝 的 欠 損 、 貧 血 も し く は 免 疫 不 全 を 引 き 起 こ す 不 十 分 な 造 血 能 、 ま た は 造
血 毒 性 を 含 む 。 例 と し て は 、 鎌 状 赤 血 球 貧 血 、 再 生 不 良 性 貧 血 、 脊 髄 異 形 成 症 候 群 、 放 射
線 へ の 偶 発 的 な 曝 露 、 お よ び 狼 瘡 の よ う な 生 命 を 脅 か す 自 己 免 疫 疾 患 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 特 に 重 要 な も の は 、 白 血 病 、 リ ン パ 腫 、 な ら び に 、 骨 髄 腫 お よ び 乳 癌 の よ う な 、 あ る 種
の 化 学 療 法 感 受 性 お よ び 転 移 活 性 の 固 形 腫 瘍 の よ う な 癌 の 治 療 で あ る 。 患 者 は 骨 髄 破 壊 的
な 放 射 線 （ 1,200 cGy） 、 ま た は 、 シ ク ロ ホ ス フ ァ ミ ド 、 チ オ テ パ 、 も し く は エ ト ポ シ ド
の よ う な 作 用 物 質 に よ る 化 学 療 法 を 受 け る 、 お よ び そ の 後 、 本 発 明 の 造 血 細 胞 に よ っ て 再
形 成 を 行 わ せ る 。 多 数 の こ れ ら の 細 胞 を 前 も っ て 成 長 さ せ る こ と が で き る こ と に よ っ て 、
自 己 骨 髄 移 植 の タ イ ミ ン グ の 制 限 が 省 か れ 、 自 己 細 胞 調 製 物 中 に 常 在 す る い か な る 腫 瘍 細
胞 に も 関 わ る 、 悪 性 疾 患 を 再 導 入 す る リ ス ク が 除 か れ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 可 能 な 場 合 は い ず れ も 、 投 与 さ れ る 細 胞 の 組 織 適 合 性 タ イ プ を 治 療 さ れ る 患 者 の 組 織 適
合 性 タ イ プ と 一 致 さ せ る こ と が 有 益 で あ る 。 完 全 に 一 致 す る 一 致 、 ま た は HLA-A、 HLA-B、
お よ び HLA-DR遺 伝 子 座 に お い て 一 致 す る 細 胞 が 最 適 で あ る 。 pPS細 胞 に 由 来 す る 造 血 前 駆
細 胞 、 特 に HLA対 立 遺 伝 子 に お い て ホ モ 接 合 で あ る 細 胞 の 大 き い バ ン ク の 利 用 可 能 性 に よ
っ て 、 マ ッ チ ン グ が よ り 容 易 な も の に な る 。 厳 密 な 一 致 が 得 ら れ な い 場 合 は 、 1つ も し く
は 2つ の ク ラ ス Iま た は ク ラ ス II遺 伝 子 座 に お け る 一 致 が 役 立 つ 。 そ の よ う な 状 況 の 幾 つ か
に お い て は （ 例 え ば CD2、 CD3、 ま た は CD4に 対 す る 抗 体 を 用 い て ） 投 与 さ れ る 集 団 か ら T細
胞 を 減 少 さ せ る よ う な 細 胞 の さ ら な る 操 作 に よ り 、 対 宿 主 性 移 植 片 病 （ GVHD） の リ ス ク の
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最 小 化 に 役 立 つ 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 造 血 細 胞 は 、 典 型 的 に 、 滅 菌 等 張 緩 衝 液 中 に 懸 濁 し た 濃 縮 細 胞 懸 濁 液 と し て 投 与 す る た
め に 調 製 さ れ る 。 冷 凍 ま た は 凍 結 保 存 さ れ た 幹 細 胞 の 袋 を 室 温 に ま で 融 解 し 、 20～ 50 mL
の ア リ コ ー ト に て 、 中 心 静 脈 カ テ ー テ ル を 通 し て 注 入 す る 。 非 常 に 大 雑 把 に 言 う と 、 CFU
ア ッ セ イ 法 の 平 板 効 率 に 依 存 し て 、 kg当 た り 3.5× 10 6 個 の 用 量 の CD3 +ve細 胞 が 適 切 で あ
る 可 能 性 が あ る 。 骨 髄 破 壊 的 な 処 置 後 、 好 中 球 数 は 100細 胞 /μ L未 満 に 下 が る 可 能 性 が あ
り 、 < 10,000/μ Lで は 輸 血 に 依 存 す る 程 度 の 血 小 板 減 少 を 伴 い 、 患 者 は 血 小 板 お よ び 一 致
し た 赤 血 球 細 胞 を 与 え ら れ て 支 持 さ れ る 。 移 植 は 、 約 7～ 21日 目 に 最 初 に 行 わ れ 、 血 液 中
の 好 中 球 お よ び 初 期 造 血 再 構 成 の 所 見 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。 移 植 が 一 旦 確 立 さ れ れ ば
、 造 血 再 形 成 は 迅 速 で あ り 、 14～ 28日 目 ま で に は 十 分 な 好 中 球 （ 1,000/μ L） お よ び 血 小
板 （ 20,000/μ L） の 発 生 が 認 め ら れ る 。 G-CSFお よ び GM-CSFの よ う な 増 殖 因 子 は 、 治 療 を
増 強 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 臨 床 医 学 に お け る 造 血 細 胞 お よ び そ の 前 駆 体 の 使 用 に つ い て の 一 般 的 な ア プ ロ ー チ は 、
「 the Textbook of Internal Medicine」 、 第 3版 、 W.N.Kelley編 、 Lippincott-Raven、 19
97の よ う な 、 標 準 の 教 科 書 に お い て ； な ら び に 、 「 Hematopoietic Stem Cell Transplant
ation」 、 A.D.Hoら 編 、 Marcel Dekker、 2000； 「 Hematopoietic Cell Transplantation」
、 E.D.Thomasら 編 、 Blackwell Science Inc.、 1999； 「 Hematopoietic Stem Cell Therap
y」 、 E.D.Ball、 J.Listerお よ び P.Law、 Churchill Livingstone、 2000の よ う な 特 定 化 さ
れ た 参 照 に お い て 提 供 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 臨 床 療 法 に お け る 造 血 幹 細 胞 の 使 用 は 、 進 化 し つ つ あ る 分 野 で あ り 、 臨 床 医 に は 他 の 使
用 が 見 出 さ れ る 。 通 常 の よ う に 、 本 発 明 の 細 胞 の 使 用 お よ び 用 量 に つ い て の 最 終 的 な 責 任
は 、 担 当 医 に あ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
遺 伝 子 治 療
　 本 発 明 の 細 胞 は 、 造 血 機 能 を 再 形 成 す る た め の み な ら ず 、 遺 伝 子 治 療 を 行 う こ と の で き
る 任 意 の 他 の 欠 損 を 修 正 ま た は 補 足 す る た め に も 使 用 す る こ と が で き る 。 造 血 細 胞 に は 遺
伝 子 発 現 の た め の 貯 蔵 所 （ reservoir） と し て の あ る 種 の 利 点 が あ る 。 そ れ ら は 、 身 体 中
を 循 環 し 、 常 に 進 行 し 続 け る よ う な 仕 方 で 再 生 す る 。 細 胞 は 、 遺 伝 的 に 改 変 し 、 投 与 以 前
に イ ン ビ ト ロ に お い て 試 験 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ れ に よ り 、 遺 伝 的 ベ ク タ ー を 患 者 に
投 与 す る こ と の 不 確 か な 状 態 が 軽 減 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 遺 伝 子 治 療 を 行 う た め に 、 安 定 し た 改 変 を も た ら す よ う な 技 術 、 例 え ば
、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー も し く は レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ま た は 、 相 同 組 換 え を 使 用
し て 、 構 成 的 ま た は 造 血 細 胞 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー の 調 節 下 に あ る 治 療 用 コ ー ド 領 域 を 含
む 導 入 遺 伝 子 を 用 い て 細 胞 を 改 変 す る 。 改 変 は 、 造 血 細 胞 の 増 殖 培 養 に お い て 行 わ れ る こ
と が 可 能 で あ る 。 ま た は 、 pPS細 胞 が 未 分 化 状 態 で あ る 間 に 改 変 が 行 わ れ 、 引 き 続 き 分 化
方 法 論 が 実 行 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 細 胞 は そ の 後 、 造 血 機 能 お よ び 導 入 遺 伝 子 の 発 現
の 双 方 に つ い て 評 価 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 十 分 な 試 験 の 後 、 遺 伝 子 治 療 の 必 要 の あ る 患 者 に 細 胞 を 投 与 し 、 そ の 後 、 欠 損 の 修 正 に
つ い て 生 化 学 的 お よ び 臨 床 的 に モ ニ タ リ ン グ す る こ と が で き る 。 組 成 物 が 治 療 さ れ る 被 験
者 と HLA適 合 性 で あ る 場 合 に は 、 患 者 自 身 の 細 胞 お よ び 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 細 胞 の 混 合 集
団 が 治 療 用 遺 伝 子 の 発 現 の た め に 十 分 な レ ザ バ ー を 提 供 す る の で あ れ ば 、 治 療 前 に 患 者 の
骨 髄 破 壊 的 な 処 置 を 行 う 必 要 が な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 胎 内 で の 遺 伝 子 治 療 の た め の 新 規 の 標 的 と し て の 造 血 幹 細 胞 の 説 明 に つ い て は 、 Murdoc
hら （ FASEB J. 15:1628、 2001） を 参 照 の こ と 。 一 般 的 な 参 照 は 、 「 Stem Cell Biology a
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nd Gene Therapy」 、 P.J.Quesenberryら 編 、 John Wiley & Sons、 1998； お よ び 「 Blood C
ell Biochemistrytherapy: Hematopoiesis and Gene Therapy」 (Blood Cell Biochemistr
y、 第 8巻 )、 L.J.Fairbairnお よ び N.G.Testa編 、 Kluwer Academic Publishers、 1999を 含
む 。 こ れ ら の 参 照 は 、 遺 伝 子 治 療 の た め の 担 体 ； 遺 伝 子 治 療 の た め の 送 達 系 と し て の 、 幹
細 胞 の 治 療 的 な 潜 在 能 、 お よ び 、 典 型 的 な 臨 床 適 用 に つ い て の 議 論 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
再 生 医 療 に お い て 、 特 定 の 免 疫 寛 容 を 誘 導 す る た め の 細 胞 の 組 み 合 わ せ
　 本 発 明 の 細 胞 は 、 患 者 に 対 し て ミ ス マ ッ チ の 同 種 移 植 片 の 移 植 に 備 え て 、 特 定 の 組 織 タ
イ プ に 対 す る 免 疫 寛 容 を 誘 導 す る た め に 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 寛 容 化 細 胞 は 、 同 種
移 植 片 と 組 織 適 合 性 マ ー カ ー を 共 有 す る よ う に 選 択 さ れ 、 患 者 に 必 要 と さ れ る 細 胞 の 機 能
を 再 生 す る 細 胞 タ イ プ を 用 い た 治 療 の 前 ま た は 治 療 中 に 患 者 に 投 与 さ れ る 。 そ の 結 果 生 じ
る 免 疫 寛 容 は 、 後 に 、 急 性 ま た は 慢 性 の 同 種 移 植 片 の 拒 絶 の リ ス ク を 低 下 さ せ る 。 　
【 ０ １ ０ ０ 】
　 有 効 な 細 胞 の 組 み 合 わ せ は 、 2つ の 成 分 を 含 む ： 免 疫 学 的 寛 容 を 誘 導 す る 、 第 一 の 細 胞
タ イ プ ； お よ び 、 必 要 な 機 能 を 再 生 す る 、 第 二 の 細 胞 タ イ プ 。 再 生 医 療 の た め に 、 臨 床 的
に 有 用 な 様 々 な 細 胞 タ イ プ を 、 pPS細 胞 お よ び 他 の 供 給 源 か ら 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る
。
【 ０ １ ０ １ 】
　 実 例 と し て 、 国 際 公 開 公 報 第 01/88104号 お よ び 国 際 特 許 出 願 番 号 PCT/US特 許 第 02/19477
（ Geron Corporation） に お い て 説 明 さ れ る 方 法 に 従 っ て 、 pPS細 胞 か ら 神 経 細 胞 を 再 生 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 未 分 化 pPS細 胞 ま た は 胚 様 体 細 胞 は 、 1つ ま た は 複 数 の ニ ュ ー ロ ト ロ
フ ィ ン 、 お よ び 1つ ま た は 複 数 の 分 裂 促 進 因 子 を 含 む 培 地 に お い て 培 養 さ れ 、 細 胞 の 少 な
く と も ～ 60％ が A2B5、 ポ リ シ ア リ ル 化 NCAM、 ま た は ネ ス チ ン を 発 現 す る よ う な 、 お よ び 、
培 養 に お い て 少 な く と も 20回 は 集 団 倍 加 で き る よ う な 細 胞 集 団 を 生 じ る 。 典 型 的 な 分 裂 促
進 因 子 は 、 EGF、 塩 基 性 FGF、 PDGF、 お よ び IGF-1で あ る 。 典 型 的 な ニ ュ ー ロ ト ロ フ ィ ン は
、 NT-3お よ び BDNFで あ る 。 増 殖 細 胞 は そ の 後 、 分 裂 促 進 因 子 の 不 在 下 に お い て ニ ュ ー ロ ト
ロ フ ィ ン と 培 養 す る こ と に よ っ て 、 最 終 的 な 分 化 を 行 わ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 細 胞 集 団
は 、 ド パ ミ ン 作 用 性 ニ ュ ー ロ ン の 特 徴 で あ る 、 高 い 比 率 の チ ロ シ ン ヒ ド ロ キ シ ラ ー ゼ 陽 性
細 胞 を 含 む よ う に 生 産 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 希 突 起 神 経 膠 細 胞 は 、 FGFの よ う な 分 裂 促 進 因 子 、 お よ び 、 ト リ ヨ ー ド サ イ ロ ニ ン 、 セ
レ ン お よ び レ チ ノ イ ン 酸 の よ う な 希 突 起 神 経 膠 細 胞 分 化 因 子 を 含 有 す る 培 地 に 懸 濁 さ れ た
細 胞 凝 集 体 と し て そ れ ら を 培 養 す る こ と に よ っ て 、 pPS細 胞 か ら 生 産 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 そ の 後 、 細 胞 を 固 体 表 面 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し 、 レ チ ノ イ ン 酸 を 取 り 除 き 、 細 胞 集 団
を 増 殖 さ せ る 。 最 終 的 な 分 化 は 、 ポ リ L-リ シ ン 上 に プ レ ー テ ィ ン グ し 、 全 て の 成 長 因 子 を
除 去 す る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 細 胞 集 団 は 、 90％ を 超 え る 細 胞
が GalC陽 性 で あ る よ う に 得 ら れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 肝 細 胞 は 、 米 国 特 許 第 6,458,589号 お よ び 国 際 公 開 公 報 第 01/81549号 （ Geron Corporati
on） に お い て 説 明 さ れ る 方 法 に 従 っ て 、 pPS細 胞 か ら 生 み 出 す こ と が 可 能 で あ る 。 未 分 化 p
PS細 胞 を 、 ヒ ス ト ン 脱 ア セ チ ル 化 酵 素 阻 害 剤 の 存 在 下 に お い て 培 養 す る 。 典 型 的 な あ る 方
法 に お い て は 、 分 化 は 、 1％ の DMSO（ 4日 間 ） 、 お よ び そ の 後 の 、 2.5 mMの ヒ ス ト ン 脱 ア セ
チ ル 化 酵 素 阻 害 剤 n-ブ チ ラ ー ト に よ っ て 開 始 さ れ る 。 得 ら れ た 細 胞 は 、 n-ブ チ ラ ー ト 、 DM
SOに EGF、 肝 細 胞 増 殖 因 子 お よ び TGF-α の よ う な 成 長 因 子 を 加 え て 含 む 肝 細 胞 培 養 培 地 に
お い て 4日 間 培 養 す る こ と に よ っ て 、 成 熟 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 心 筋 細 胞 ま た は 心 筋 細 胞 前 駆 体 は 、 国 際 特 許 出 願 番 号 PCT/US02/22245号 に お い て 提 供 さ
れ る 方 法 に 従 っ て 、 pPS細 胞 か ら 生 み 出 す こ と が 可 能 で あ る 。 5-ア ザ シ チ ジ ン が 実 例 と な
る よ う な 、 DNAの メ チ ル 化 に 影 響 を 与 え る 心 栄 養 因 子 を 含 む 増 殖 環 境 に お い て 細 胞 を 培 養
す る 。 そ の 後 、 密 度 勾 配 遠 心 分 離 法 に よ っ て 、 自 発 的 に 収 縮 す る 細 胞 を 集 団 に お け る 他 の
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細 胞 か ら 分 離 す る こ と が で き る 。 さ ら な る 工 程 は 、 ク レ ア チ ン 、 カ ル ニ チ ン ま た は タ ウ リ
ン を 含 む 培 地 に お い て 細 胞 を 培 養 す る 段 階 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 骨 芽 細 胞 お よ び そ の 前 駆 細 胞 は 、 国 際 特 許 出 願 番 号 PCT/US02/20998号 に お い て 説 明 さ れ
る 方 法 に 従 っ て 、 pPS細 胞 か ら 生 み 出 す こ と が 可 能 で あ る 。 pPSに 由 来 す る 間 葉 細 胞 を 、 骨
形 成 タ ン パ ク 質 （ 特 に BMP-4） の よ う な 骨 形 成 因 子 、 ヒ ト TGF-β 受 容 体 の た め の リ ガ ン ド
、 ま た は ヒ ト ビ タ ミ ン D受 容 体 の た め の リ ガ ン ド を 含 む 培 地 に お い て 分 化 さ せ る 。 イ ン ス
リ ン ま た は 他 の 膵 性 ホ ル モ ン を 分 泌 す る 細 胞 は 、 ア ク チ ビ ン A、 ニ コ チ ン ア ミ ド の よ う な
因 子 、 お よ び 米 国 特 許 出 願 第 60/338,885号 に お い て 挙 げ ら れ る 他 の 因 子 の 存 在 下 に お い て
pPS細 胞 ま た は そ の 誘 導 体 を 培 養 す る こ と に よ っ て 生 み 出 す こ と が 可 能 で あ る 。 軟 骨 細 胞
ま た は そ の 前 駆 細 胞 は 、 米 国 特 許 出 願 第 60/339,043号 に お い て 挙 げ ら れ る 分 化 因 子 の 有 効
な 組 み 合 わ せ と 共 に 微 小 凝 集 体 と し て pPS細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 生 産 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 同 種 異 系 レ シ ピ エ ン ト に 移 植 さ れ る 、 そ の よ う な 分 化 細 胞 の 任 意 の も の に 対 す る 寛 容 を
誘 導 す る た め に 、 患 者 は 「 寛 容 化 」 細 胞 － 注 射 部 位 に お け る 白 血 球 の 浸 潤 、 抗 体 も し く は
MLR活 性 の 誘 導 、 ま た は 同 種 移 植 片 細 胞 の 生 存 期 間 の 延 長 に よ っ て 決 定 さ れ る よ う な 、 同
種 移 植 片 細 胞 に 対 す る 炎 症 反 応 ま た は 免 疫 学 的 反 応 の 低 下 を も た ら す 細 胞 集 団 － に よ っ て
事 前 に 処 置 さ れ る 、 ま た は 、 同 時 に 処 置 さ れ る 。 目 的 が ア ロ タ イ プ 特 異 的 な 寛 容 を 促 進 す
る こ と で あ る 場 合 、 寛 容 化 細 胞 は 同 種 移 植 片 細 胞 と 「 MHC適 合 性 」 で あ る よ う に 選 択 さ れ
る 。 こ れ は 、 寛 容 化 細 胞 が 、 A遺 伝 子 座 、 B遺 伝 子 座 ま た は C遺 伝 子 座 に お け る 少 な く と も 1
つ の MHCク ラ ス Iハ プ ロ タ イ プ を 同 種 移 植 片 細 胞 と 共 有 す る こ と を 最 低 限 意 味 す る 。 ま す ま
す 好 ま し い の は 、 寛 容 化 細 胞 が 、 同 種 移 植 片 の Aハ プ ロ タ イ プ お よ び ／ ま た は Bハ プ ロ タ イ
プ の 片 方 ま た は 双 方 を 有 す る よ う な 一 致 で あ る 。 厳 密 な 一 致 が な い 場 合 、 寛 容 化 集 団 は 、
異 な る 系 に 由 来 す る MHC適 合 性 細 胞 の 混 合 物 を 生 み 出 す こ と に よ っ て 、 同 種 移 植 片 集 団 の
複 数 の ハ プ ロ タ イ プ を 含 む よ う に 作 製 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 同 じ pPS細 胞 系 か ら 双 方
の 細 胞 集 団 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 、 寛 容 化 細 胞 を 同 種 移 植 片 細 胞 に 対 し て 厳 密 に 作 製 す
る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て は 、 寛 容 化 細 胞 は 、 上 記 に 説 明 さ れ る よ う に 得 ら れ る 、 お よ
び 、 1つ ま た は 複 数 の 特 徴 的 な 表 現 型 的 ま た は 機 能 的 な 特 徴 を 有 す る 、 pPSに 由 来 す る 造 血
細 胞 で あ る 。 特 に 重 要 な も の は 、 免 疫 制 御 T細 胞 、 樹 状 細 胞 お よ び そ の 前 駆 体 、 ま た は 、
投 与 の 際 に 免 疫 学 的 キ メ ラ を 形 成 で き る よ う な 細 胞 を 含 む 、 ま た は そ れ ら を 生 み 出 す こ と
が 可 能 な 造 血 細 胞 集 団 で あ る 。 代 替 の あ る 態 様 に お い て は 、 免 疫 寛 容 （ ま た は そ の 比 率 ）
を 誘 導 す る た め に 使 用 さ れ る 細 胞 は 、 未 分 化 pPS細 胞 の 特 徴 を な お も 有 す る 。 実 施 例 6～ 8
に お い て 例 証 さ れ る よ う に 、 未 分 化 pPS細 胞 は 、 し ば し ば 、 実 質 的 な MHCク ラ ス II抗 原 を 欠
い て い る と 考 え ら れ る 。 そ れ ら は 、 そ れ ら 自 身 に 対 す る 、 お よ び 、 第 三 者 の 刺 激 細 胞 に 対
す る 炎 症 反 応 、 な ら び に 同 種 異 系 免 疫 反 応 お よ び 異 種 免 疫 反 応 の 双 方 を 活 発 に 抑 制 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 あ る 状 況 に お い て は 、 未 分 化 pPS細 胞 ま た は 初 期 前 駆 細 胞 は 、 投 与 後 に 制 御 さ れ な い 仕
方 で 増 殖 ま た は 分 化 し 、 悪 性 疾 患 ま た は 他 の 望 ま し く な い 過 形 成 を 生 じ る 可 能 性 が あ る と
い う 課 題 が あ る 。 こ の 課 題 を 克 服 す る に は 幾 つ か の 選 択 肢 が あ る 。 1つ の ア プ ロ ー チ は 、
未 分 化 細 胞 に 、 プ ロ ド ラ ッ グ の ガ ン シ ク ロ ビ ル を 細 胞 に 対 し て 毒 性 に 変 え る （ チ ミ ジ ン キ
ナ ー ゼ の よ う な ） 自 殺 遺 伝 子 を 備 え る こ と で あ る （ 国 際 公 開 公 報 第 02/42445号 ） 。 寛 容 が
誘 導 さ れ た 後 、 プ ロ ド ラ ッ グ を 投 与 す る こ と に よ っ て 、 未 分 化 pPS細 胞 を 被 験 者 か ら 淘 汰
す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の 他 の ア プ ロ ー チ は 、 未 分 化 pPS細 胞 を 、 そ れ ら が も は や イ ン
ビ ボ に お い て 増 殖 で き な い が 、 免 疫 抑 制 の た め に 必 要 な 活 性 を な お も 行 い 得 る 程 度 に ま で
不 活 性 化 す る も の で あ る （ 実 施 例 7お よ び 実 施 例 8） 。 未 分 化 pPS細 胞 は 、 照 射 （ ～ 1,000～
3,000 Rads） に よ っ て 、 ま た は 、 マ イ ト マ イ シ ン C、 も し く は 他 の あ る 不 活 性 化 化 学 療 法
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薬 、 架 橋 剤 、 も し く は ア ル キ ル 化 薬 を 用 い た 処 理 に よ っ て 、 細 胞 分 裂 を 阻 害 ま た は 予 防 す
る た め に 事 前 に 不 活 性 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 本 節 に お い て 説 明 さ れ る 細 胞 の 組 み 合 わ せ は 、 再 生 医 療 の 重 要 な 新 し い 系 を 提 供 す る 。
国 際 公 開 公 報 第 02/44343号 で は 、 寛 容 化 プ ロ ト コ ー ル お よ び そ の 後 の 組 織 再 生 の 実 行 可 能
性 を 評 価 す る た め の 、 幾 つ か の げ っ 歯 目 モ デ ル お よ び ヒ ト で は な い 霊 長 類 モ デ ル が 提 供 さ
れ て い る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ヒ ト の 被 験 者 の 治 療 は 、 第 二 の 細 胞 集 団 に 対 す る 寛 容 を 誘 導 す る よ う な 仕 方 で 第 一 の 細
胞 集 団 を 投 与 す る こ と に よ っ て 進 行 す る 。 局 所 的 な 炎 症 を 抑 え る 手 助 け と し て 、 再 生 用 の
同 種 移 植 片 を 受 け る 同 じ 部 位 に 、 寛 容 化 細 胞 を 投 与 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 造 血 キ メ
ラ を 生 み 出 す 手 助 け と し て 、 寛 容 化 細 胞 を 全 身 投 与 す る こ と が で き る 。 寛 容 の 誘 導 は 、 同
種 移 植 片 の 細 胞 を 刺 激 装 置 と し て 用 い て 、 一 方 向 混 合 リ ン パ 球 反 応 に お い て 患 者 の 血 液 の
リ ン パ 球 を 試 験 す る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る こ と が 可 能 で あ る （ 実 施 例 7） 。 寛 容 の 誘 導
の 成 功 は 、 増 殖 反 応 の 減 少 に よ っ て 示 さ れ る 。 レ シ ピ エ ン ト の 造 血 キ メ ラ は 、 造 血 表 面 マ
ー カ ー と 同 時 に 、 HLAタ イ プ に つ い て 循 環 単 球 を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 評 価 さ れ る こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 患 者 は 、 そ の 状 態 を 治 療 す る た め に 、 適 合 性 の ニ ュ ー ロ ン 、 希 突 起 神 経 膠 細 胞 、 肝 細 胞
、 心 筋 細 胞 、 間 葉 細 胞 、 骨 芽 細 胞 、 ホ ル モ ン 分 泌 細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 造 血 細 胞 、 ま た は 何 か
他 の 細 胞 タ イ プ を 同 時 に ま た は 後 に 投 与 さ れ る 。 本 手 法 を 行 っ た 後 、 患 者 は 必 要 な 量 の サ
ポ ー ト ケ ア を 受 け 、 機 能 の 改 善 に つ い て 、 適 切 な 生 化 学 的 マ ー カ ー お よ び 臨 床 的 判 定 基 準
に よ っ て モ ニ タ リ ン グ さ れ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 開 示 に お い て 説 明 さ れ る 治 療 的 な 目 的 の い ず れ か の た め に 、 本 発 明 の 造 血 細 胞 ま た は
免 疫 寛 容 化 細 胞 は 、 典 型 的 に 、 ヒ ト へ の 投 与 の た め に 十 分 な 滅 菌 条 件 下 に お い て 調 製 さ れ
た 等 張 賦 形 剤 を 含 む 薬 学 的 組 成 物 の 形 態 に お い て 供 給 さ れ る 。 有 効 な 細 胞 の 組 み 合 わ せ は
、 別 々 に 、 も し く は 、 キ ッ ト の 形 態 に お い て 別 個 の 容 器 中 に 包 装 さ れ 、 配 送 さ れ る こ と が
可 能 で あ る 、 ま た は 、 （ 同 じ 部 位 へ の 同 時 の 投 与 の た め に ） 共 に 混 合 さ れ る こ と が 可 能 で
あ る 。 本 発 明 は 、 そ の 製 造 、 配 送 ま た は 使 用 の い ず れ か の 時 期 に 存 在 す る 細 胞 の 組 を も 含
む 。 細 胞 の 組 は 、 本 開 示 に お い て 説 明 さ れ る よ う な 、 限 定 は し な い が 、 と き に は 同 じ ゲ ノ
ム ま た は MHCハ プ ロ タ イ プ を 共 有 す る 、 未 分 化 pPS細 胞 ま た は 他 の 分 化 細 胞 タ イ プ と 組 み 合
わ せ た 、 pPSに 由 来 す る あ る タ イ プ の 分 化 細 胞 （ 造 血 細 胞 、 神 経 細 胞 等 ） が 実 例 と な る よ
う な 、 2つ ま た は そ れ 以 上 の 細 胞 集 団 の 任 意 の 組 み 合 わ せ を 含 む 。 組 に お け る 各 細 胞 タ イ
プ は 、 同 じ 存 在 物 ま た は 業 務 上 の 関 係 を 共 有 す る 異 な る 存 在 物 の 管 理 下 に て 、 同 じ 施 設 に
お い て 、 ま た は 異 な る 場 所 に お い て 、 一 緒 に 、 ま た は 別 々 の 容 器 中 に 包 装 さ れ る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 細 胞 組 成 物 の 製 剤 に お け る 一 般 的 な 原 則 に つ い て は 、 「 Cell Therapy: Stem Cell Tran
splantation, Gene Therapy, and Cellular Immunotherapy」 、 G.Morstynお よ び W.Sherid
an編 、 Cambridge University Press、 1996を 参 照 の こ と 。 薬 理 学 的 分 布 お よ び 使 用 の た め
に 意 図 さ れ る 組 成 物 お よ び 組 み 合 わ せ は 、 選 択 的 に 、 造 血 機 能 の 再 形 成 、 遺 伝 子 治 療 、 ま
た は 免 疫 寛 容 の 誘 導 の よ う な 望 ま し い 目 的 に つ い て の 文 書 の 使 用 説 明 書 と 共 に 包 装 さ れ る
。
【 ０ １ １ ４ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 の 、 さ ら に 限 定 は し な い 例 と し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ １ ５ 】

　 未 分 化 ヒ ト 胚 性 幹 （ hES） 細 胞 の 樹 立 さ れ た 系 を 、 本 質 的 に フ ィ ー ダ ー 細 胞 を 含 ま な い
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実 施 例
実 施 例 1： 胚 性 幹 細 胞 の フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 を 用 い な い 増 殖



培 養 環 境 に お い て 維 持 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 標 準 の 手 法 （ 国 際 公 開 公 報 第 01/51616号 ） に 従 っ て 単 離 さ れ た 初 期 マ ウ ス 胚 性 線 維 芽 細
胞 （ mEF） を 用 い て 、 調 整 培 地 を 事 前 に 調 製 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 hES培 養 は 、 マ ト リ ゲ ル （ 登 録 商 標 ） に よ っ て 被 覆 し た プ レ ー ト に 継 代 し た 。 播 種 の 約 1
週 間 後 、 培 養 は コ ン フ ル エ ン ト に な り 、 継 代 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 こ れ ら の 条 件 下 に
お い て 180日 間 に 渡 っ て 維 持 さ れ た 培 養 は 、 ES様 の 形 態 を 示 し 続 け た 。 免 疫 細 胞 化 学 的 解
析 に よ っ て 評 価 さ れ た よ う に 、 hES コ ロ ニ ー に よ っ て は SSEA-4、 Tra-1-60、 Tra-1-81、 お
よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ が 発 現 さ れ た が 、 分 化 細 胞 に よ っ て は コ ロ ニ ー の 間 で 発 現 は
な か っ た 。 多 能 性 は 、 特 定 の 細 胞 タ イ プ を 生 み 出 す た め の 確 立 さ れ た プ ロ ト コ ー ル に そ れ
ら を 供 す る こ と に よ っ て 確 認 さ れ た 。
【 ０ １ １ ８ 】

　 H1 hES細 胞 系 の 未 分 化 細 胞 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー お よ び コ ロ ニ ー 形 成 （ CFU） ア ッ
セ イ 法 に よ っ て 解 析 し 、 造 血 細 胞 の 特 徴 の い ず れ か が 未 分 化 状 態 に お い て 存 在 す る か ど う
か を 決 定 し た 。 　
【 ０ １ １ ９ 】
　 ト リ プ シ ン -EDTA（ 1％ ト リ プ シ ン 、 2％ EDTA； Gibco） に よ っ て 室 温 に て 10分 間 、 ま た は
、 細 胞 解 離 緩 衝 液 （ CDB： EDTAお よ び 高 塩 ； Gibco） に よ っ て 37℃ に て 10分 間 の い ず れ か を
用 い た 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 を 含 ま な い 培 養 か ら 細 胞 を 採 取 し た 。 採 取 さ れ た 細 胞 を 遠 心 機
に か け 、 10％ の FCSを 含 む IMDM（ Iscove改 良 ダ ル ベ ッ コ 培 地 ） 中 に 再 懸 濁 し 、 そ の 後 、 85
μ mの ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ を 通 し て ろ 過 し た 。 3％ の FCSを 含 む 200μ Lの PBS中 に そ れ ら を 再 懸
濁 し 、 2μ Lの 抗 体 と 共 に 室 温 に て 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 を 2回 洗 浄 し 、 そ の 後
、 15μ L/mLの 7AAD（ Immunotech） を 用 い て 室 温 に て 15分 間 染 色 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 図 1は 結 果 を 示 す 。 生 細 胞 （ 7AAD -veに つ い て ゲ ー ト 制 御 し た ； パ ネ ル i） を 、 サ イ ズ （
ii） に よ っ て さ ら に ゲ ー ト 制 御 し 、 未 分 化 ES細 胞 集 団 に お け る 造 血 細 胞 表 面 マ ー カ ー （ ii
i-vi） の 発 現 を 解 析 し た 。 培 地 対 照 に 基 づ き 、 150未 満 の 前 方 散 乱 特 性 に つ い て の イ ベ ン
ト を 除 い た 。 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 各 図 の 上 に 示 さ れ る 、 独 立 し た 実 験 の 数 （ n） に
基 づ き 、 平 均 ± SEMと し て 表 さ れ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 未 分 化 H1細 胞 （ A、 B） お よ び H9細 胞 （ C、 D） を 、 個 々 の ア イ ソ タ イ プ 対 照 （ 挿 入 図 ） に
基 づ い た 象 限 を 用 い て 、 様 々 な ヒ ト 造 血 マ ー カ ー （ iii-vi） の 発 現 に つ い て 解 析 し た 。 い
ず れ の 細 胞 も 、 ヒ ト 造 血 マ ー カ ー CD45を 発 現 せ ず 、 1.2％ の み が CD34 +ve（ 始 原 ヒ ト 造 血
細 胞 の マ ー カ ー ； パ ネ ル iii） で あ っ た 。 c-kit（ iv） 、 CD38（ v） 、 お よ び AC133（ v） を
含 む 、 他 の 始 原 造 血 マ ー カ ー の 発 現 に つ い て 細 胞 を 解 析 し た 。 CD38は ほ と ん ど な か っ た が
、 22～ 33％ が c-kit +veで あ り 、 13～ 52％ が AC133 +veで あ っ た 。 12～ 38％ が MHCク ラ ス I抗
原 （ HLA-A、 B、 お よ び C） を 発 現 し て い た （ vi） 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 以 下 の よ う に CFUア ッ セ イ 法 を 行 っ た 。 未 分 化 hES細 胞 を 採 取 し 、 2× 10 5 個 の ト リ パ ン ブ
ル ー 陰 性 細 胞 を 、 50 ng/mLの SCF、 10 ng/mLの GM-CSF（ Novartis） 、 10 ng/mLの IL-3（ Nov
artis） お よ び 3 U/mLの EPO（ Amgen） を 含 む Methocult（ 商 標 ） H4230メ チ ル セ ル ロ ー ス （ S
temCell Technologies Inc.,Vancouver BC） に プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 成 長 因 子 カ ク テ ル に
25 ng/mLの BMP-4お よ び 300 ng/mLの Flt-3Lを 加 え る こ と に よ っ て は 、 未 分 化 hES細 胞 系 か
ら の 造 血 ク ロ ー ン 形 成 性 前 駆 細 胞 の 検 出 は 増 強 さ れ な か っ た 。 湿 度 を 調 節 し た 5％ の CO 2 を
含 む 空 気 中 に お い て 、 37℃ に て 培 養 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 40日 目 ま で の 間 、 コ ロ ニ ー の 成
長 に つ い て モ ニ タ リ ン グ し た 。 そ の 形 態 学 的 な 特 徴 に よ っ て 、 コ ロ ニ ー の サ ブ タ イ プ が 識
別 さ れ 、 （ 赤 血 球 系 系 統 の 場 合 ） 赤 味 を 帯 び た 色 に よ っ て ヘ モ グ ロ ビ ン 生 成 が 示 さ れ た 。
結 果 は 表 1に お い て 示 さ れ る 。
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【 ０ １ ２ ３ 】
　 （ 表 １ ） 未 分 化 hES細 胞 の CFUコ ロ ニ ー 形 成 能
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
　 H1系 の 未 分 化 hES細 胞 は 、 4つ の 別 個 の 実 験 に お い て 、 9つ の 別 個 の ウ ェ ル に お い て 造 血
コ ロ ニ ー を 産 生 し な か っ た 。 3つ の 小 さ な 赤 血 球 系 コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ た 1つ の 実 験 を 例 外
と し て 、 未 分 化 H9細 胞 に つ い て も 同 様 の 結 果 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】

　 本 実 験 に お い て は 、 hES細 胞 の H9系 を 造 血 前 駆 細 胞 に 分 化 さ せ 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
に よ っ て 表 現 型 を 評 価 し た 。 　
【 ０ １ ２ ６ 】
　 パ ス ツ ー ル ピ ペ ッ ト を 用 い て 、 細 胞 の 蓄 積 物 が 形 成 さ れ る ま で 、 コ ン フ ル エ ン ト な 6ウ
ェ ル プ レ ー ト の 直 径 を 横 に 掻 き 取 る こ と に よ っ て 、 hES細 胞 の 細 片 を 形 成 し た 。 各 細 片 を
非 調 整 培 地 （ 20％ の FCSを 含 む KO DMEM） に 懸 濁 し 、 10日 間 培 養 し た 。 こ の 時 点 に お い て 、
培 養 は 、 後 の 実 施 例 に お い て は 胚 様 体 と 呼 ば れ る 、 細 胞 の 丸 い 球 を 含 ん で い た 。 形 態 学 的
判 定 基 準 お よ び ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 に よ っ て 評 価 さ れ る よ う に 、 細 胞 の 多 く は 生 細 胞 で は
な か っ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 胚 様 体 細 胞 を 採 取 し 、 分 散 さ せ 、 付 着 性 組 織 培 養 皿 ま た は フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 被 覆 皿 に 播
種 し た 。 培 養 培 地 は 、 0.l mMの β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 2 mMの L-グ ル タ ミ ン お よ び 以
下 の 組 換 え ヒ ト 成 長 因 子 を 添 加 し た BIT培 地 （ BSA、 イ ン ス リ ン 、 お よ び ト ラ ン ス フ ェ リ ン
； StemCell Technologies、 Vancouver BC） で あ っ た ： 300 ng/mLの 幹 細 胞 成 長 因 子 （ SCF
、 Amgen） 、 300 ng/mLの Flt-3リ ガ ン ド （ Flt-3L、 R & D Systems、 Minneapolis MN） 、 50
 ng/mLの G-CSF（ Amgen） 、 10 ng/mLの IL-3（ Novartis、 Dorval QC） 、 お よ び 10 ng/mLの I
L-6（ R & D Systems） 。 分 化 後 、 H9細 胞 を 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 造 血 細 胞 表 面
マ ー カ ー の 発 現 に つ い て 評 価 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 図 2は 、 未 分 化 hES細 胞 上 お よ び そ の 誘 導 体 上 に 検 出 さ れ た 細 胞 表 面 マ ー カ ー を 比 較 す る
も の で あ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の デ ー タ を 適 切 に 評 価 す る た め に 使 用 さ れ た ゲ ー ト 制
御 ス ト ラ テ ジ ー は 、 150未 満 と な る よ う な 前 方 散 乱 特 性 に よ っ て 定 義 付 け ら れ る よ う な 破
砕 物 の 除 去 （ パ ネ ル Ai） 、 そ の 染 色 に つ い て 陽 性 で あ る こ と に よ っ て 、 そ れ ら の 細 胞 は 除
去 さ れ る べ き で あ る と 定 義 付 け ら れ る よ う な （ パ ネ ル Aii） 生 存 度 染 色 7AADを 用 い た 、 死
細 胞 お よ び 死 に か け た 細 胞 の 除 去 を 含 み 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 （ 挿 入 図 ） に 従 っ て 象 限 を 定
義 付 け る こ と に よ っ て 行 っ た 。 パ ー セ ン テ ー ジ は 、 ア イ ソ タ イ プ 対 照 の 染 色 に つ い て 修 正
さ れ た 。 未 分 化 細 胞 は CD45を 全 く 有 さ ず 、 細 胞 の 0.1％ が CD34 +veで あ る （ パ ネ ル A iv）
。 未 分 化 H9細 胞 の 35％ が AC133を 発 現 す る （ パ ネ ル A v） 。 AC133 +veお よ び CD34 -veで あ
る 、 骨 髄 か ら 単 離 さ れ た 始 原 造 血 細 胞 に よ っ て は 、 免 疫 欠 損 マ ウ ス を 再 増 殖 す る こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 下 記 に は 、 BMP-4の 不 在 下 （ パ ネ ル B） ま た は 存 在 下 （ パ ネ ル C） の い ず れ か に お い て 、 S
Fに HGFを 加 え て 培 養 す る こ と に よ っ て 分 化 さ せ た 細 胞 の 解 析 が 示 さ れ る 。 分 化 後 、 細 胞 の
0.9％ に お い て CD45の 発 現 が 認 め ら れ 、 始 原 造 血 細 胞 表 面 マ ー カ ー CD34が 0.1％ か ら 1.5％
に 増 加 し た （ パ ネ ル B iv） 。 両 方 の マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞 は 全 く な か っ た 。 AC133 +ve
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実 施 例 3： 造 血 分 化 因 子 と 共 に 培 養 さ れ た hES細 胞 に お け る 造 血 表 現 型



細 胞 は 、 35％ か ら 14％ に 減 少 し た （ パ ネ ル B v） 。 こ れ ら の 血 清 を 含 ま な い 培 養 に BMP-4を
含 む こ と に よ っ て 、 未 分 化 hES細 胞 と 同 様 の 、 CD45 +ve細 胞 （ 0.3％ ） お よ び CD34 +ve細 胞
（ 0.2％ ） の 比 率 を 有 す る 細 胞 が 生 じ た 。 し か し 、 BMP-4の 存 在 下 に お け る 分 化 で は 、 再 度
、 AC133の 発 現 が 減 少 し た （ 10％ ； パ ネ ル C iv） 。
【 ０ １ ３ ０ 】

　 図 3は 、 hES細 胞 の H1系 か ら 分 化 し た 細 胞 の 造 血 能 の 評 価 に つ い て の 模 式 図 を 示 す 。 分 化
は 、 通 常 の 密 度 の 半 分 で 培 養 さ れ た mEFか ら 作 製 さ れ た 調 整 培 地 に お い て 3回 継 代 す る こ と
に よ っ て 開 始 さ れ た 。 そ の 後 、 以 前 の よ う に 、 20％ の FCSを 加 え た KO DMEMに お い て 細 胞 の
細 片 を 培 養 し 、 胚 様 体 を 形 成 さ せ た 。 こ の 時 点 に お い て 、 ウ ェ ル の 全 含 量 （ 胚 様 体 お よ び
死 細 胞 の 双 方 を 含 む ） を 採 取 す る か 、 ま た は 、 死 細 胞 の な い 個 々 の 胚 様 体 を 単 離 し た 。 CF
Uア ッ セ イ 法 （ 効 果 が ほ と ん ど 認 め ら れ な か っ た BMP-4を 用 い て 、 ま た は 用 い ず に 、 実 施 例
2に お い て 説 明 さ れ る よ う に 行 わ れ た ） に よ っ て 、 採 取 さ れ た 細 胞 を 評 価 し た 。 そ の 後 、
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て CFUア ッ セ イ 法 か ら の 細 胞 を 表 面 表 現 型 に つ い て 評 価 し た
。
【 ０ １ ３ １ 】
　 図 4は 結 果 を 示 す 。 上 段 左 端 の 光 学 顕 微 鏡 写 真 は 、 CFUア ッ セ イ 法 に お け る 典 型 的 な 培 養
ウ ェ ル の 外 観 を 示 す （ 倍 率 100× ） 。 こ の 培 養 は 、 大 量 に 増 殖 で き る よ う な 、 か つ マ ク ロ
フ ァ ー ジ タ イ プ 、 顆 粒 球 タ イ プ お よ び 赤 血 球 系 タ イ プ の 前 駆 細 胞 で あ る と 推 測 さ れ る 様 々
な 形 態 学 的 特 徴 を 有 す る よ う な 細 胞 を 含 ん で い た 。 小 さ な 黒 い 斑 点 は 、 ア ッ セ イ 培 養 に お
け る 死 細 胞 で あ る 。 楕 円 は 、 赤 血 球 系 細 胞 を 示 す よ う な 、 ヘ モ グ ロ ビ ン 生 成 （ 赤 色 ） を 表
し て い る 、 細 胞 の ク ラ ス タ ー を 強 調 し て い る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 CFU培 養 物 を プ ー ル し 、 グ リ コ ホ リ ン A（ 赤 血 球 前 駆 体 を 示 す ） ； CD45（ 造 血 細 胞 を 示 す
） ； CD34、 CD38、 お よ び AC133（ 全 て 始 原 ヒ ト 造 血 細 胞 を 示 す ） ； お よ び CD19（ Bリ ン パ 球
を 示 す ） に 対 す る 一 次 抗 体 を 用 い て 染 色 し た 。 CD45に つ い て の 陽 性 染 色 （ 83～ 86％ ） に よ
っ て 、 造 血 細 胞 の 存 在 が 確 認 さ れ た （ パ ネ ル Aiお よ び ii） 。 グ リ コ ホ リ ン Aに つ い て の 陽
性 染 色 （ 4％ ） に よ っ て 、 赤 血 球 系 細 胞 の 存 在 が 確 認 さ れ た （ パ ネ ル Ai） 。 予 測 さ れ た よ
う に 、 グ リ コ ホ リ ン A陽 性 細 胞 は CD45に つ い て 染 色 さ れ な か っ た 。 0.7％ が CD34 +veで あ り
、 0.2％ が AC133 +veで あ っ た た め 、 初 期 造 血 前 駆 細 胞 は こ の 培 養 の 低 い パ ー セ ン テ ー ジ を
占 め て い た 。 CFU培 養 で は 、 CD33 +ve細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ は 低 く （ 0.9％ ） 、 CD19 +ve細
胞 （ Bリ ン パ 球 ） は 認 め ら れ な か っ た 。 CD33は 、 リ ン パ 球 系 系 統 か ら 識 別 さ れ る 、 骨 髄 系
経 路 の 初 期 の 細 胞 に つ い て の マ ー カ ー で あ る 。 CFUア ッ セ イ 法 は 骨 髄 系 前 駆 細 胞 の 形 成 に
向 け ら れ る も の で あ る た め 、 リ ン パ 球 系 細 胞 が 認 め ら れ な か っ た こ と は 驚 く べ き こ と で は
な い 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ア ッ セ イ 培 養 に お け る CFUの サ ブ タ イ プ は 、 パ ネ ル Bに お い て 示 さ れ る 。 培 養 へ の 総 イ ン
プ ッ ト 細 胞 数 は 20,000個 で あ り 、 総 CFU数 は 47個 で あ っ た こ と は 、 1つ の コ ロ ニ ー を 形 成 す
る た め に 使 用 さ れ た 細 胞 の 平 均 数 （ 平 板 効 率 ） が 425分 の 1で あ っ た こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 定 義 付 け ら れ た サ ブ タ イ プ の 、 採 取 さ れ た 個 々 の コ ロ ニ ー に つ い て も 、 フ ロ ー サ イ ト メ
ト リ ー を 行 っ た 。 パ ネ ル Cに 写 真 が 示 さ れ る よ う な （ 倍 率 50× ） 顆 粒 球 の 形 態 を い ず れ も
有 す る 、 2つ の コ ロ ニ ー が 選 択 さ れ た 。 顆 粒 球 コ ロ ニ ー に つ い て 予 測 さ れ る よ う に 、 コ ロ
ニ ー は 81～ 92％ が CD45 +ve（ パ ネ ル Ciお よ び iv） で あ り 、 73％ が CD13 +ve（ パ ネ ル Ci） で
あ っ た 。 CD15の 低 い レ ベ ル か ら 、 そ れ は 、 造 血 階 層 内 の 骨 髄 球 発 生 段 階 に 位 置 付 け ら れ る
。 CD34お よ び c-kitの よ う な 始 原 造 血 細 胞 マ ー カ ー も こ の コ ロ ニ ー 上 に 各 々 6％ お よ び 12％
存 在 す る こ と が 認 め ら れ た 一 方 、 AC133は 発 現 さ れ て い な か っ た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 胚 様 体 単 独 で の 前 駆 細 胞 の 分 化 の 方 向 付 け を 決 定 す る た め に 、 分 化 培 養 か ら 個 々 の 胚 様
体 を 単 離 し 、 以 前 の よ う に CFUに つ い て ア ッ セ イ し た 。 総 計 50,000個 の 分 化 細 胞 を 各 ア ッ
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セ イ 法 に 用 い 、 評 価 に 先 立 っ て 11日 間 培 養 し た 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 図 5は 結 果 を 示 す 。 幾 つ か の CFUサ ブ タ イ プ が 示 さ れ た ： 赤 血 球 系 細 胞 （ 倍 率 100× ） 、
顆 粒 球 細 胞 （ 倍 率 100× ） お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ （ 倍 率 200× ） 。 培 養 中 の 前 駆 細 胞 の 総 数
（ 77個 の コ ロ ニ ー ） に 基 づ く 定 量 的 評 価 か ら 、 649個 の イ ン プ ッ ト 細 胞 当 た り 1つ の 平 板 効
率 で 、 赤 血 球 系 系 統 に 向 か う 傾 向 が 明 ら か に な っ た （ パ ネ ル B） 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
に よ っ て 2つ の 赤 血 球 系 コ ロ ニ ー を 解 析 し た と こ ろ 、 93％ が グ リ コ ホ リ ン A陽 性 で あ る こ と
が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ３ ７ 】

　 1つ 前 の 実 施 例 に お け る CFUア ッ セ イ 法 か ら 個 々 の コ ロ ニ ー を 採 取 し 、 そ れ ら を 二 次 CFU
ア ッ セ イ 法 に 再 プ レ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ っ て 、 二 次 前 駆 細 胞 の 存 在 を ア ッ セ イ し た 。
全 含 量 を 分 化 さ せ る プ ロ ト コ ー ル に よ っ て 行 わ れ た CFUア ッ セ イ 法 か ら の 2つ の 一 次 コ ロ ニ
ー 、 お よ び 、 単 離 胚 様 体 を 分 化 さ せ る プ ロ ト コ ー ル か ら の 2つ の コ ロ ニ ー を 各 々 、 二 次 CFU
ア ッ セ イ 法 に 継 代 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 図 6は 結 果 を 示 す 。 全 含 量 プ ロ ト コ ー ル か ら の 2つ の 顆 粒 球 コ ロ ニ ー は 、 二 次 ア ッ セ イ 法
に お い て 多 く の コ ロ ニ ー を 形 成 し た 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 パ ネ ル Aは 、 顆 粒 球 細 胞 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 赤 血 球 系 細 胞 の コ ロ ニ ー 、 お よ び GEMMコ ロ
ニ ー （ 顆 粒 球 細 胞 タ イ プ 、 赤 血 球 系 細 胞 タ イ プ 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 タ イ プ お よ び 巨 核 球
細 胞 タ イ プ の 混 合 物 ） を 示 す 、 82,500個 の 細 胞 か ら な る 、 あ る 単 一 の 一 次 コ ロ ニ ー に 由 来
す る 異 な る 二 次 コ ロ ニ ー を 示 す 。 コ ロ ニ ー 数 は 下 記 に て 示 さ れ る 。 二 次 コ ロ ニ ー を 採 取 し
、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の た め に 共 に プ ー ル し た 。 高 レ ベ ル の CD45発 現 が 認 め ら れ た （ 46
％ 、 造 血 非 赤 血 球 系 細 胞 を 示 す ） が 、 CD34の レ ベ ル は 低 か っ た （ パ ネ ル A v） 。 そ れ が 由
来 す る 一 次 コ ロ ニ ー と 同 様 に 、 二 次 ア ッ セ イ 法 に お け る 細 胞 は CD13 +ve（ 35％ ； パ ネ ル A 
vi） で あ っ た 。 CD14（ 単 球 を 示 す ） の 発 現 は 低 か っ た （ 2％ ； パ ネ ル A vii） 。 グ リ コ ホ リ
ン A +ve細 胞 は 、 プ ー ル さ れ た ア ッ セ イ 培 養 に お い て 低 い 比 率 を 占 め る に す ぎ な か っ た （ 1
.2％ ； パ ネ ル A viii） が 、 形 態 学 的 判 定 基 準 に よ っ て 評 価 さ れ た よ う に 、 赤 血 球 系 前 駆 細
胞 は 明 ら か に 存 在 し て い た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 パ ネ ル Bは 、 12,500個 の 細 胞 か ら な る 、 異 な る 一 次 顆 粒 球 コ ロ ニ ー か ら 得 ら れ た 二 次 コ
ロ ニ ー を 示 す 。 そ の 全 て が マ ク ロ フ ァ ー ジ 様 の コ ロ ニ ー で あ る よ う な 、 総 計 14個 の 二 次 コ
ロ ニ ー が 得 ら れ た 。 全 CFUア ッ セ イ 集 団 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 、 細 胞 の 50％ が C
D45 +ve、 0.7％ が CD34 +ve、 お よ び 57％ が CD13 +veで あ る こ と が 示 さ れ た こ と か ら 、 単 球
細 胞 タ イ プ ま た は 顆 粒 球 細 胞 タ イ プ の い ず れ か の 存 在 が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 二 次 コ ロ ニ ー 形 成 が 実 証 さ れ た こ と に よ っ て 、 も と の 細 胞 が 、 一 次 CFUア ッ セ イ 法 に お
い て コ ロ ニ ー を 形 成 す る 骨 髄 細 胞 に 特 徴 的 な も の よ り も 高 い 増 殖 能 を 有 す る 始 原 前 駆 細 胞
で あ っ た こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】

　 ヒ ト の 組 織 上 に お け る MHC抗 原 の 発 現 に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ に お け る ア
ロ 特 異 的 な T細 胞 の 反 応 の 結 果 が 決 定 さ れ る 。 MHCク ラ ス IIは 、 主 に 骨 髄 由 来 の 細 胞 お よ び
胸 腺 上 皮 に お い て 発 現 さ れ る 。 そ れ は 、 特 定 の 免 疫 応 答 を 開 始 す る た め に 、 免 疫 機 構 に 対
し て 抗 原 を 提 示 す る 。 対 照 的 に 、 MHCク ラ ス Iは 、 事 実 上 全 て の 哺 乳 動 物 細 胞 に よ っ て 発 現
さ れ る 。 そ れ は 、 免 疫 機 構 の エ フ ェ ク タ ー 部 分 に お い て 役 割 を 担 い 、 宿 主 細 胞 が ウ イ ル ス
感 染 し た 場 合 、 組 織 非 適 合 性 で あ る 場 合 、 ま た は さ も な け れ ば 外 来 抗 原 を 含 む 場 合 に 、 特
異 的 な Tリ ン パ 球 に よ っ て 認 識 さ れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
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実 施 例 6： 未 分 化 hES細 胞 上 に お け る MHC発 現 の 特 徴 付 け



　 免 疫 染 色 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 、 未 分 化 hES細 胞 上 に お け る MHCの 発 現 を
解 析 し た 。 こ れ ら の 研 究 に お い て 使 用 さ れ た hES細 胞 系 は ： H1（ 36～ 45継 代 ） 、 H7（ 37～ 4
3継 代 ） 、 お よ び H9（ 31～ 40継 代 ） で あ っ た 。 以 下 の 抗 体 を 使 用 し た ： HLA-A、 B、 C； HLA-
DP、 DQ、 DR（ BD-Pharmingen） 。 0℃ に お い て 抗 体 と 細 胞 を イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 洗 浄 し 、 ヨ
ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム を 用 い て 対 比 染 色 し た 。 FACScan（ 商 標 ） ま た は FACScalibur（ 商 標 ） フ
ロ ー サ イ ト メ ー タ ー （ Becton Dickinson） に お い て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 行 っ た
。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 図 7は 結 果 を 示 す 。 灰 色 の 線 は 、 MHC抗 体 染 色 を 示 す 。 太 線 は ア イ ソ タ イ プ 対 照 を 示 す 。
ヒ ト の 胎 児 臍 帯 血 単 核 細 胞 （ CBMC； n = 4） と 同 様 に 、 H1、 H7お よ び H9 hES細 胞 系 は 全 て
、 MHCク ラ ス Iを 発 現 す る （ n = 26） 。 hES細 胞 は 、 検 出 可 能 な MHCク ラ ス II（ DP、 DQ、 DRハ
プ ロ タ イ プ ） を 全 く 有 さ な い 一 方 、 あ る 比 率 の CBMCは 低 レ ベ ル の ク ラ ス IIを 発 現 す る （ 2
つ め の 山 ） 。 最 後 の 図 に お け る 挿 入 図 は 、 50～ 100単 位 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ （ IFN） に よ
る hES細 胞 の 処 理 に よ っ て 、 MHCク ラ ス IIの 検 出 可 能 な 発 現 が な お も 誘 導 さ れ な か っ た こ と
を 示 す 。
【 ０ １ ４ ５ 】

　 hES細 胞 の 、 同 種 異 系 T細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す る 能 力 を 、 混 合 リ ン パ 球 反 応 （ MLR） に お い
て 測 定 し た 。 hES細 胞 系 は 、 IFN-γ に よ っ て 刺 激 を 与 え た 後 で さ え も 、 初 期 ヒ ト T細 胞 に お
け る 同 種 異 系 反 応 性 を 誘 導 で き な い こ と が 認 め ら れ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 Ficoll-Hypaque（ 商 標 ） 密 度 勾 配 作 製 用 媒 体 （ Amersham Pharmacia） を 用 い て 、 ヘ パ リ
ン 化 し た 血 液 か ら 末 梢 血 単 核 細 胞 （ PBMC） を 単 離 し 、 10％ の FBSを 含 む RPMI 1640培 地 中 に
再 懸 濁 し た 。 ま た は 、 Tリ ン パ 球 に つ い て 増 加 さ せ る た め に 、 分 離 し た 細 胞 を 37℃ に て 2時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 非 付 着 細 胞 を 収 集 し 、 後 の 使 用 の た め に 、 60％ の AIM-V、 30％ の 胎
児 ウ シ 血 清 （ FBS） 、 10％ の DMSO中 に お い て 凍 結 し た 。 10 ng/mlの ヒ ト 組 換 え GM-CSFお よ
び 10 ng/mlの IL-4（ R & D Systems） を 含 む AIM-Vに お い て 残 り の 付 着 細 胞 を 7日 間 培 養 す
る こ と に よ っ て 、 樹 状 細 胞 （ DC） を 調 製 し た 。 混 合 リ ン パ 球 反 応 を 以 下 の よ う に 行 っ た 。
刺 激 細 胞 を 照 射 し （ DC、 3,000 Rad； BJ 線 維 芽 細 胞 、 3,000 Rad； ま た は hES細 胞 系 、 1,00
0 Rad） 、 そ の 後 、 AIM-V培 地 に お い て 、 96ウ ェ ル の 円 形 底 プ レ ー ト に 1× 10 5 ～ 1× 10 2 個 の
細 胞 を プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 ウ ェ ル 当 た り 1× 10 5 個 の 濃 度 で レ ス ポ ン ダ ー PBMC細 胞 ま た は
レ ス ポ ン ダ ー T細 胞 を 加 え 、 AIM-Vに お い て プ レ ー ト を 5日 間 培 養 し た 。 ウ ェ ル は そ の 後 、 [
3 H]チ ミ ジ ン （ ウ ェ ル 当 た り 1μ Ci） を 用 い て 16～ 20時 間 パ ル ス を 与 え 、 採 取 し 、 計 数 し た
。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 図 8は 結 果 を 示 す （ 3例 の ド ナ ー か ら の 、 マ ル チ ウ ェ ル の 平 均 刺 激 指 数 ± SEM） 。 hES細 胞
は 、 レ ス ポ ン ダ ー  PBMCに お け る 同 種 異 系 T細 胞 の 増 殖 を 誘 導 し な か っ た 一 方 、 PBMCが 刺 激
装 置 と し て 使 用 さ れ た 場 合 に は 、 有 意 な T細 胞 の 増 殖 が 認 め ら れ た 。 同 様 に 、 胎 児 血 液 単
球 を レ ス ポ ン ダ ー と し て 使 用 し 、 hES細 胞 を 刺 激 装 置 と し て 使 用 し た 場 合 に 、 有 意 な 増 殖
は 認 め ら れ な か っ た （ パ ネ ル A） 。 T細 胞 を 増 加 さ せ た （ 単 球 を 減 少 さ せ た ） PBMCを レ ス ポ
ン ダ ー と し て 使 用 し た 場 合 に も 、 hES細 胞 系 H1、 H7、 お よ び H9の 、 T細 胞 を 刺 激 す る 能 力 は
認 め ら れ な か っ た （ パ ネ ル B） 。 IFN-γ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 MHCク ラ
ス Iの 発 現 の 有 意 な ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 引 き 起 こ さ れ た （ 挿 入 図 ： 灰 色 の 線  = 非 処
理 の hES細 胞 ； 点 線  = IFN-γ 処 理 細 胞 ； 黒 線  = ア イ ソ タ イ プ 対 照 ） 。 し か し 、 MHC発 現 を
増 加 さ せ る た め に IFN-γ と 共 に 培 養 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ た hES細 胞 系 H1お よ び H9に
よ っ て は 、 T細 胞 の 増 殖 は な お も 刺 激 さ れ な か っ た （ パ ネ ル C） 。 関 連 実 験 に お い て は 、 IF
N-γ と 共 に 培 養 す る こ と に よ っ て ヒ ト の 包 皮 線 維 芽 細 胞 を 調 製 す る こ と に よ り 、 そ れ ら の
T細 胞 を 刺 激 す る 能 力 が よ り 高 ま っ た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 未 分 化 hES細 胞 が 第 三 者 の 刺 激 細 胞 に 対 す る ア ロ MHC反 応 を 活 発 に 調 節 す る 能 力 を 有 す る
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か ど う か を 決 定 す る た め に 、 阻 害 実 験 を 行 っ た 。 様 々 な 数 の 、 照 射 し た ヒ ト 線 維 芽 細 胞 お
よ び hES細 胞 と 共 に 、 レ ス ポ ン ダ ー T細 胞 （ 1× 10 5 ） を 0時 間 ま た は 2時 間 培 養 し た 。 次 い で
、 1× 10 4 個 の 照 射 樹 状 細 胞 を ウ ェ ル 毎 に 加 え た 。 培 養 5日 後 、 [ 3 H]チ ミ ジ ン を 用 い て 細 胞
に 16～ 20時 間 パ ル ス を 与 え 、 洗 浄 し 、 計 数 し た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 図 9は 結 果 を 示 す （ 平 均 ± SEM） 。 hES細 胞 は 、 同 種 異 系 樹 状 細 胞 に よ っ て 刺 激 さ れ た T細
胞 の 増 殖 を 阻 害 し た 。 10： 1の 比 率 で 、 PBMCを 同 種 異 系 プ ロ フ ェ ッ シ ョ ナ ル 抗 原 提 示 樹 状
細 胞 と 共 培 養 し た 場 合 、 激 し い 増 殖 反 応 が 検 出 さ れ た 。 し か し 、 未 分 化 hES細 胞 系 の い ず
れ か を こ れ ら の 共 培 養 に 加 え る こ と に よ っ て 、 イ ン ビ ト ロ に お け る T細 胞 の 増 殖 は 強 く 阻
害 さ れ た （ パ ネ ル A） 。 同 等 数 の ヒ ト 線 維 芽 細 胞 を 加 え る こ と に よ る 阻 害 効 果 は 全 く な か
っ た （ パ ネ ル A） 。 hES細 胞 数 に お け る 連 続 的 な 減 少 に よ っ て 、 阻 害 効 果 は 徐 々 に 減 少 し た
こ と か ら 、 混 合 リ ン パ 球 反 応 に お け る 、 hES細 胞 に よ る ア ロ 活 性 化 の 阻 害 が 用 量 依 存 的 で
あ る こ と が 示 さ れ た （ パ ネ ル B） 。 hES細 胞 ： T細 胞 比 1： 1ま た は 1： 3で MLRは 阻 害 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ０ 】

　 未 分 化 hES細 胞 の 免 疫 原 性 は 、 細 胞 の 、 イ ン ビ ボ に お け る 細 胞 免 疫 反 応 を 刺 激 す る 能 力
を 試 験 す る こ と に よ っ て さ ら に 評 価 さ れ た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 免 疫 欠 損 Prk-/- SCIDマ ウ ス に 2～ 5× 10 6 個 の 未 分 化 hES細 胞 、 胎 児 性 単 核 細 胞 、 ま た は M
BA-1ヒ ト 巨 核 球 系 細 胞 を 筋 肉 内 注 射 し た 。 48～ 72時 間 後 、 組 織 を 固 定 し 、 包 埋 し 、 低 温 槽
に お い て 切 片 化 し た 。 毎 秒 毎 に 、 ヘ マ ト キ シ リ ン お よ び エ オ シ ン （ H&E） 染 色 の た め に 切
片 を 維 持 し た 。 倍 率 1,000× に お い て 、 H&E染 色 切 片 に お け る そ の 特 徴 的 な 形 態 に よ っ て 、
白 血 球 の 存 在 が 同 定 さ れ た （ 解 析 は 盲 検 的 に 行 わ れ た ； R > 0.97） 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 図 10は 本 実 験 の 結 果 を 示 す 。 MBA-1細 胞 お よ び 臍 帯 血 単 核 細 胞 の 双 方 と も 、 Prk-/- SCID
マ ウ ス に お け る 顆 粒 球 の 浸 潤 反 応 を 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ っ た 。 対 照 的 に 、 未 分 化 hES
細 胞 を 注 射 さ れ た 動 物 個 体 の 注 射 部 位 に お い て は 、 顆 粒 球 の 浸 潤 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 図 11は 、 野 生 型 免 疫 応 答 性 CD-1マ ウ ス を 用 い た 、 後 の 実 験 の 結 果 を 示 す 。 Prk-/- SCID
マ ウ ス と は 異 な り 、 内 毒 素 を 含 有 す る PBS賦 形 剤 の 注 射 に よ っ て 、 注 射 部 位 に お け る リ ン
パ 球 お よ び 顆 粒 球 の 浸 潤 が 誘 導 さ れ た （ 下 段 左 パ ネ ル ） 。 し か し 、 hES細 胞 と 共 に 賦 形 剤
を 注 射 す る こ と に よ っ て 、 白 血 球 の 浸 潤 が 完 全 に 阻 害 さ れ た （ 下 段 右 パ ネ ル ） 。 同 じ 賦 形
剤 に 再 懸 濁 さ れ た MBA-1細 胞 の 注 射 で は 、 白 血 球 の 浸 潤 が 阻 害 さ れ な か っ た （ 挿 入 図 ） 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 研 究 か ら 2つ の 結 論 が 引 き 出 さ れ る 。 第 一 に 、 hES細 胞 は 、 免 疫 欠 損 マ ウ ス ま た は 免 疫
応 答 性 マ ウ ス の い ず れ に お い て も 、 そ れ ら 自 身 に 対 す る 反 応 を 引 き 起 こ さ な か っ た 。 こ れ
に よ り 、 さ も な く ば 異 種 反 応 と な る べ き も の を 阻 害 す る 能 力 を そ れ ら が 有 す る こ と が 示 唆
さ れ る 。 は る か に 高 い レ ベ ル で の 抗 原 ミ ス マ ッ チ の た め 、 異 種 宿 主 へ の 細 胞 の 投 与 は 、 原
則 的 に は 、 そ れ ら を 同 種 異 系 の ヒ ト に 投 与 す る 場 合 よ り も 厳 し い 試 験 で あ る 。 第 二 に 、 hE
S細 胞 は 、 さ も な く ば 内 毒 素 に 反 応 し て 起 こ る 、 非 特 異 的 な 浸 潤 、 つ ま り 、 抗 原 特 異 的 で
は な い 炎 症 反 応 を 阻 害 す る こ と も 明 ら か に 可 能 で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 開 示 に お い て 先 に 示 さ れ た よ う に 、 未 分 化 hES細 胞 の 、 免 疫 反 応 お よ び 炎 症 反 応 の 双
方 を 活 発 に 阻 害 す る 能 力 は 、 臨 床 的 な 治 療 に と っ て 重 要 な 意 味 を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ６ 】

　 次 の 一 連 の 実 験 に お い て は 、 改 変 さ れ た 分 化 時 系 列 を 用 い て 、 hES細 胞 か ら 造 血 細 胞 を
得 た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 を 含 ま な い 培 養 に お け る 未 分 化 hES細 胞 を 、 IV型 コ ラ ゲ ナ ー ゼ に よ っ
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実 施 例 8： イ ン ビ ボ に お け る 、 未 分 化 hES細 胞 に よ る ア ロ 刺 激 の 欠 如

実 施 例 9： BMPは 、 hES細 胞 に 由 来 す る 造 血 前 駆 細 胞 の 自 己 再 生 を 促 進 す る



て 処 理 し 、 マ ト リ ゲ ル （ 登 録 商 標 ） マ ト リ ッ ク ス を 細 片 と し て 掻 き 取 っ た 。 そ の 後 、 そ れ
ら を 低 付 着 性 プ レ ー ト に 移 し 、 20％ の 非 熱 不 活 性 化 FBSを 含 む 分 化 培 地 に お い て 胚 様 体 を
一 晩 形 成 さ せ た 。 す ぐ 翌 日 に 培 地 を 、 造 血 サ イ ト カ イ ン （ 300 ng/mLの SCF； 300 ng/mLの F
lt-3リ ガ ン ド 、 10 ng/mLの IL-3、 10 ng/mLの IL-6、 お よ び 50 ng/mLの G-CSF） ； も し く は B
MP-4（ 50 ng/mL） の い ず れ か を 含 む 培 地 、 ま た は サ イ ト カ イ ン と BMP-4の 双 方 を 含 む 培 地
に 交 換 し た 。 対 照 培 養 は 、 添 加 因 子 を 全 く 含 ま な い 同 じ 分 化 培 地 に お い て 続 け た 。 培 地 は
3日 毎 に 交 換 し た 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 図 12は 、 総 細 胞 数 お よ び 得 ら れ た CD45 +ve造 血 前 駆 細 胞 の 数 を 示 す 。 10 5 個 の イ ン プ ッ
ト 細 胞 当 た り に 得 ら れ た 一 次 CFUの 数 も 示 さ れ る 。 サ イ ト カ イ ン に よ っ て 、 CD45 +ve細 胞
（ p < 0.02） お よ び CFU（ p < 0.001） の 収 量 が 対 照 と 比 較 し て か な り 改 善 さ れ た 。 サ イ ト
カ イ ン を 含 ん で も ま た は 含 ま な く て も 、 こ れ ら の 判 定 基 準 の い ず れ に よ っ て も 、 BMP-4に
よ る 効 果 は ご く わ ず か で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 図 13は 二 次 CFUの 結 果 を 示 し 、 BMP-4の 重 要 性 が 強 調 さ れ る 。 対 照 条 件 下 に お け る hES細
胞 に 由 来 す る 造 血 前 駆 細 胞 の 自 己 再 生 は 、 頻 度 の 低 い イ ベ ン ト で あ り 、 一 次 CFUの 6％ の み
で 起 こ っ た （ 左 パ ネ ル ） 。 対 照 的 に 、 分 化 し つ つ あ る hES細 胞 を サ イ ト カ イ ン に よ っ て 処
理 す る こ と に よ っ て 、 調 べ ら れ た 全 一 次 CFUの 21％ に ま で 自 己 再 生 能 が 増 強 さ れ た 。 サ イ
ト カ イ ン を 用 い て 細 胞 を 分 化 さ せ た 場 合 に は 前 駆 細 胞 の 自 己 再 生 の 頻 度 が 増 加 し た 一 方 、
対 照 造 血 前 駆 細 胞 お よ び サ イ ト カ イ ン 誘 導 造 血 前 駆 細 胞 の 双 方 の 自 己 再 生 の 程 度 は 最 低 限
で あ り 、 各 々 、 一 次 CFU当 た り 平 均 0.5お よ び 0.3で 二 次 CFUが 検 出 さ れ た （ 右 パ ネ ル ） 。 サ
イ ト カ イ ン お よ び BMP-4の 双 方 を 用 い て hES細 胞 を 分 化 さ せ た 場 合 、 一 次 CFU の 36％ が 二 次
CFUを 生 じ た 。 サ イ ト カ イ ン お よ び BMP-4の 存 在 下 に お い て 分 化 さ せ た hES細 胞 か ら 生 じ る
個 々 の 一 次 CFUは 、 一 次 CFU当 た り 4個 ま で 二 次 CFUを 生 じ 、 自 己 再 生 の 程 度 は 、 対 照 ま た は
サ イ ト カ イ ン 単 独 処 理 の 場 合 よ り も 8倍 高 か っ た 。 分 化 し つ つ あ る hES細 胞 の BMP-4単 独 処
理 で は 、 造 血 の 特 定 化 が 基 底 能 を 超 え て 増 強 さ れ な か っ た が （ 実 施 例 2お よ び 実 施 例 3） 、
BMP-4は 、 本 実 施 例 に お い て 、 初 期 造 血 前 駆 細 胞 の 自 己 再 生 能 に 影 響 を 与 え る こ と が 示 さ
れ た 。 BMP-4の 存 在 下 に お い て 生 じ た 一 次 CFU の 50％ よ り 多 く が 自 己 再 生 す る こ と が で き
（ 左 パ ネ ル ） 、 平 均 形 成 能 は 、 一 次 CFU当 た り 10個 ま で の 二 次 CFUを 生 じ る よ う な も の で あ
り （ 右 パ ネ ル ） 、 自 己 再 生 能 は 、 対 照 分 化 細 胞 ま た は サ イ ト カ イ ン 分 化 細 胞 よ り も 20倍 増
加 し た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 hES由 来 の 造 血 前 駆 細 胞 と 、 分 化 が 方 向 付 け ら れ た 造 血 組 織 の 既 知 の 供 給 源 と の 間 に お
い て 、 前 駆 細 胞 の 自 己 再 生 の 頻 度 お よ び 程 度 を 比 較 す る た め に 、 同 じ よ う に し て 、 ヒ ト の
臍 帯 血 試 料 か ら 生 じ る 一 次 CFUを 自 己 再 生 能 に つ い て ア ッ セ イ し た （ 右 パ ネ ル 、 挿 入 図 ）
。 臍 帯 血 に 由 来 す る 一 次 CFUは 、 個 々 に ア ッ セ イ さ れ た 場 合 に 、 二 次 前 駆 細 胞 を 生 じ な か
っ た 。 し か し 、 複 数 の 一 次 コ ロ ニ ー を プ ー ル し た 場 合 、 前 駆 細 胞 の 自 己 再 生 が 、 一 次 CFU
当 た り 0.5個 の 二 次 CFUを 生 じ る と い う 頻 度 で 認 め ら れ た 。 こ れ は 、 BMP-4の 存 在 下 に お い
て 分 化 し つ つ あ る hES細 胞 に 由 来 す る 造 血 前 駆 細 胞 と 比 較 し て 、 分 化 が 方 向 付 け ら れ た 造
血 組 織 か ら の 自 己 再 生 前 駆 細 胞 は 少 な い こ と を 示 す 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 BMP-4の 存 在 下 に お い て 分 化 し つ つ あ る hES細 胞 は 、 優 れ た 自 己 再 生 能
を 有 す る 造 血 前 駆 細 胞 を 生 み 出 す こ と を 示 す 。
【 ０ １ ６ ２ 】

　 本 実 施 例 に お い て は 、 造 血 細 胞 分 化 の 動 態 が さ ら に 調 べ ら れ た 。 胚 様 体 の 形 成 の 翌 日 か
ら 開 始 し て 、 HGFサ イ ト カ イ ン お よ び BMP-4と 共 に 細 胞 を 培 養 し た 。 培 養 に お い て 、 様 々 な
時 点 に 細 胞 の 試 料 を 採 取 し 、 CD45お よ び 一 次 CFUに つ い て 解 析 し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 図 14は 結 果 を 示 す 。 サ イ ト カ イ ン お よ び BMP-4を 用 い た 培 養 の 3日 目 、 7日 目 、 ま た は 10
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実 施 例 10： 前 駆 細 胞 誘 導 の 動 態 学



日 目 に は 造 血 細 胞 は 認 め ら れ な か っ た 。 CD45 +ve細 胞 の 頻 度 は 、 15日 目 お よ び 22日 目 に か
な り 増 加 し た 。 7日 目 お よ び 10日 目 に は 、 CFUア ッ セ イ 法 に お け る ク ロ ー ン 形 成 効 率 は 15,0
00分 の 1未 満 で あ っ た が 、 15日 目 に は 262分 の 1に 増 加 し た 。 15日 目 と 22日 目 の 間 の ク ロ ー
ン 形 成 効 率 の 増 加 は 、 統 計 学 的 に 有 意 で は な か っ た こ と か ら 、 15日 目 と 22日 目 の 間 の 、 分
化 が 方 向 付 け ら れ た 造 血 細 胞 の 増 加 が 、 分 化 お よ び 前 駆 細 胞 機 能 の 喪 失 に 付 随 し て 起 こ る
こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 本 開 示 は 、 hES細 胞 の 意 図 的 な 造 血 分 化 に 関 す る 概 念 モ デ ル を 提 案 す る 。 本 モ デ ル は 、
基 本 的 な 工 程 の 理 解 を 増 す た め に 単 に 提 供 さ れ る も の で あ る 。 明 ら か に 求 め ら れ な い 場 合
、 本 発 明 を 限 定 す る こ と は 意 図 さ れ な い 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 hES細 胞 か ら の 造 血 子 孫 細 胞 の 生 産 は 、 2つ の 相 に お い て 起 こ る と 考 え ら れ る － 造 血 サ イ
ト カ イ ン に よ り 開 始 さ れ る プ ロ グ ラ ム に よ っ て 制 御 さ れ る 誘 導 相 、 お よ び そ れ に 続 く 、 分
化 が 方 向 付 け ら れ た 造 血 細 胞 の 増 殖 相 。 サ イ ト カ イ ン は 、 CD45マ ー カ ー に よ っ て 示 さ れ る
よ う な 、 多 系 統 に 成 熟 で き る 、 分 化 が 方 向 付 け ら れ た 造 血 前 駆 細 胞 を 誘 導 す る 。 対 照 条 件
下 に お け る hES細 胞 の 自 発 的 な 分 化 か ら 生 じ る 、 分 化 が 方 向 付 け ら れ た 造 血 前 駆 細 胞 は ほ
と ん ど 、 二 次 CFUア ッ セ イ 法 に お い て 自 己 再 生 で き な か っ た こ と か ら 、 そ れ ら は お そ ら く
、 最 終 的 に 分 化 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 hES細 胞 の 分 化 を 制 御 す る 内 在 性 プ ロ グ ラ ム に
よ っ て は 、 サ イ ト カ イ ン お よ び BMP-4処 理 に よ っ て 誘 導 さ れ る よ う な 維 持 能 力 は 生 み 出 さ
れ な い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 結 果 は 、 BMP-4（ 単 独 ま た は サ イ ト カ イ ン と 組 み 合 わ せ た ） が 、 hES細 胞 か ら 得 ら れ る 造
血 前 駆 細 胞 の 頻 度 ま た は 総 数 に 対 し て は 影 響 を 全 く 及 ぼ さ な い こ と を 示 す 。 し か し 、 BMP-
4の 存 在 下 に お け る hES細 胞 の 誘 導 に よ っ て 、 よ り 大 き な 自 己 再 生 能 を 有 す る 独 特 な 造 血 前
駆 細 胞 が 生 じ る 。 BMP-4は 、 発 生 の 最 初 の 14日 間 に そ の 効 果 を 及 ぼ し 、 前 駆 細 胞 の 再 生 を
司 る 長 期 の プ ロ グ ラ ム を 刺 激 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 当 業 者 に は 、 本 発 明 の 精 神 、 ま た は 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 か ら 逸 脱 せ ず に 、 通 常 の 最
適 化 と し て 本 発 明 を 改 変 で き る こ と が 理 解 さ れ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
複 数 の 独 立 の 請 求 項 に 以 下 を 含 ま せ る よ う な 権 利 に お い て 行 わ れ る 本 発 明 の 態 様
　 1． 以 下 の 特 性 の 1つ ま た は 複 数 を 有 す る 、 培 養 に お い て 増 殖 す る 分 化 細 胞 集 団 ：
　 ・ 細 胞 の 少 な く と も 1％ が CD45 +veで あ る 特 性
　 ・ 少 な く と も 20％ が CD34 +veで あ る 特 性
　 ・ 少 な く と も 70％ が CD13 +veで あ る 特 性
　 ・ 少 な く と も 10％ が AC133 +veで あ る 特 性 。
　 2． 霊 長 類 多 能 性 幹 （ pPS） 細 胞 を 分 化 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 1記 載 の 細
胞 集 団 。
　 3． 請 求 項 2の 細 胞 集 団 、 お よ び 、 分 化 し た も と と な る 未 分 化 pPS細 胞 系 か ら な る 、 2つ の
細 胞 集 団 。
　 4． 細 胞 の 少 な く と も 5％ が CD34 +veお よ び CD45 +veの 両 方 で あ る よ う な 、 前 記 請 求 項 の
い ず れ か 一 項 記 載 の 細 胞 集 団 。
　 5． 1％ 未 満 の 未 分 化 pPS細 胞 を 含 む 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 細 胞 集 団 。
　 6． 造 血 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU） に つ い て の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 少 な く と も 約 1,000
分 の 1の 平 板 効 率 で コ ロ ニ ー を 形 成 す る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 細 胞 集 団 。
　 7． CFUア ッ セ イ 法 か ら 採 取 さ れ た コ ロ ニ ー が 、 二 次 CFUア ッ セ イ 法 に お い て 再 プ レ ー テ
ィ ン グ さ れ た 場 合 に 二 次 コ ロ ニ ー を 形 成 す る よ う な 、 請 求 項 6記 載 の 細 胞 集 団 。
　 8． NOD-SCIDマ ウ ス に 注 射 さ れ た 場 合 に 循 環 赤 血 球 系 細 胞 、 顆 粒 球 細 胞 お よ び 単 球 を 形
成 す る 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 細 胞 集 団 。
　 9． NOD-SCIDマ ウ ス に 注 射 さ れ た 場 合 に 循 環 リ ン パ 球 系 細 胞 を 形 成 す る 、 前 記 請 求 項 の
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い ず れ か 一 項 記 載 の 細 胞 集 団 。
　 10． 異 種 遺 伝 子 を 発 現 す る よ う に 遺 伝 的 に 改 変 さ れ た 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載
の 細 胞 集 団 。
　 11． pPS細 胞 が ヒ ト の 胚 盤 胞 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 の 子 孫 細 胞 で あ る よ う な 、 前 記 請 求 項
の い ず れ か 一 項 記 載 の 細 胞 集 団 。
　 12． pPS細 胞 が ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 で あ る よ う な 、 前 記 請 求 項 の い ず れ か 一 項 記 載 の 細 胞 集
団 。
　 13． 異 な る 遺 伝 子 型 を 有 す る い か な る 細 胞 も 本 質 的 に 含 ま な い が 、 造 血 細 胞 増 殖 因 子 の
混 合 物 を 含 む 培 養 環 境 に お い て 未 分 化 pPS細 胞 を 培 養 す る 段 階 、 な ら び に そ の 後 、 少 な く
と も 1％ が CD45陽 性 で あ る よ う な 、 ま た は 、 造 血 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU） に つ い て の ア ッ
セ イ 法 に お い て 少 な く と も 約 1,000分 の 1の 平 板 効 率 で コ ロ ニ ー を 形 成 す る よ う な 細 胞 集 団
を 培 養 環 境 か ら 採 取 す る 段 階 を 含 む 、 pPS細 胞 を 、 造 血 能 を 有 す る 細 胞 集 団 に 分 化 さ せ る
た め の 方 法 。
　 14． 分 化 段 階 が 、 胚 様 体 ま た は 細 胞 凝 集 体 を 形 成 さ せ る 段 階 を 含 む よ う な 、 請 求 項 13記
載 の 方 法 。
　 15． 分 化 段 階 が 、 低 密 度 の 調 整 培 地 に お け る 培 養 を 行 う 段 階 を 含 む よ う な 、 請 求 項 13～
14記 載 の 方 法 。
　 16． 造 血 細 胞 増 殖 因 子 の 混 合 物 が 以 下 の 少 な く と も 2つ を 含 む よ う な 、 請 求 項 13～ 15記
載 の 方 法 ： 幹 細 胞 成 長 因 子 （ SCF） 、 FLT-3リ ガ ン ド 、 IL-3、 IL-6、 お よ び 顆 粒 球 コ ロ ニ ー
刺 激 因 子 （ G-CSF） 。
　 17． 分 化 開 始 12日 以 内 に 、 造 血 細 胞 増 殖 因 子 と 共 に 細 胞 が 培 養 さ れ る よ う な 、 請 求 項 16
記 載 の 方 法 。
　 18． 造 血 細 胞 増 殖 因 子 の 混 合 物 と の 培 養 と 同 時 に ま た は 培 養 後 に 、 骨 形 成 タ ン パ ク 質 と
共 に 分 化 細 胞 を 培 養 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 13～ 17記 載 の 方 法 。
　 19． 造 血 細 胞 増 殖 因 子 と の 培 養 の 後 に 、 骨 形 成 タ ン パ ク 質 4と 共 に 細 胞 が 培 養 さ れ る よ
う な 、 請 求 項 18記 載 の 方 法 。
　 20． 本 方 法 に よ り 得 ら れ た 細 胞 が 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 一 項 記 載 の 分 化 細 胞 の 特 性
を 有 す る よ う な 、 請 求 項 13～ 19記 載 の 方 法 。
　 21． 造 血 前 駆 細 胞 、 赤 血 球 系 細 胞 、 顆 粒 球 細 胞 、 単 球 細 胞 、 巨 核 球 、 ま た は リ ン パ 球 系
細 胞 を 生 産 す る た め の 方 法 で あ る 、 請 求 項 13～ 20記 載 の 方 法 。
　 22． pPS細 胞 を 分 化 さ せ る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 一 項 記 載 の 分 化 細 胞 集 団
を 得 る た め の 方 法 。
　 23． pPS細 胞 が ヒ ト の 胚 盤 胞 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 の 子 孫 細 胞 で あ る よ う な 、 請 求 項 13～ 2
2の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
　 24． pPS細 胞 が ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 で あ る よ う な 、 請 求 項 13～ 23の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法
。
　 25． 請 求 項 1～ 12記 載 の 分 化 細 胞 集 団 を さ ら に 分 化 さ せ る こ と に よ っ て 生 産 さ れ る 、 赤
血 球 、 赤 芽 球 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 巨 核 球 、 血 小 板 、 ま
た は リ ン パ 球 。
　 26． 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 一 項 記 載 の 分 化 細 胞 集 団 と 化 合 物 を 組 み 合 わ せ る 段 階 、 化
合 物 と 組 み 合 わ さ れ る こ と か ら 生 じ る 、 細 胞 集 団 に お け る 表 現 型 的 ま た は 代 謝 的 な あ ら ゆ
る 変 化 を 決 定 す る 段 階 、 お よ び 、 そ の 変 化 を 、 そ の 化 合 物 の 造 血 細 胞 機 能 を 調 節 す る 能 力
と 相 関 付 け る 段 階 を 含 む 、 化 合 物 を 、 造 血 細 胞 機 能 を 調 節 す る そ の 能 力 に つ い て ス ク リ ー
ニ ン グ す る 方 法 。
　 27． 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 一 項 の 分 化 細 胞 集 団 、 ま た は 、 請 求 項 13～ 24の い ず れ か 一
項 記 載 の 方 法 に 従 っ て 得 ら れ る 分 化 細 胞 集 団 を 含 む 、 ヒ ト ま た は 動 物 の 身 体 を 治 療 す る た
め の 薬 学 的 組 成 物 。
　 28． ヒ ト に お け る 造 血 機 能 を 再 形 成 す る た め の 薬 剤 の 調 製 に お け る 、 請 求 項 1～ 12に お
い て 説 明 さ れ る 分 化 細 胞 集 団 、 ま た は 、 請 求 項 13～ 24の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に 従 っ て
得 ら れ る 分 化 細 胞 集 団 の 使 用 。
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　 29． ヒ ト の 遺 伝 子 治 療 の た め の 薬 剤 の 調 製 に お け る 、 請 求 項 1～ 12に お い て 説 明 さ れ る
分 化 細 胞 集 団 、 ま た は 、 請 求 項 13～ 24の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に 従 っ て 得 ら れ る 分 化 細
胞 集 団 の 使 用 。
　 30． 薬 剤 中 の 細 胞 と MHC適 合 性 で あ る 細 胞 に 対 し て ヒ ト を 寛 容 化 す る た め の 薬 剤 の 調 製
に お け る 、 請 求 項 1～ 12に お い て 説 明 さ れ る 分 化 細 胞 集 団 、 ま た は 、 不 活 性 化 未 分 化 pPS細
胞 集 団 の 使 用 。
　 31． ヒ ト へ の 投 与 に 適 す る よ う に 製 剤 化 さ れ た 、 請 求 項 1～ 12の い ず れ か 一 項 記 載 の 分
化 細 胞 集 団 ま た は 不 活 性 化 未 分 化 pPS細 胞 を 含 む 第 一 の 細 胞 集 団 ； お よ び 、 第 一 の 細 胞 集
団 と MHC適 合 性 で あ る 、 分 化 細 胞 を 含 む 第 二 の 細 胞 集 団 を 共 に ま た は 別 々 の 容 器 に 含 む 、
薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
　 32． 組 み 合 わ せ の 個 体 へ の 投 与 の 際 に 、 第 一 の 細 胞 集 団 に よ っ て 、 第 二 の 細 胞 集 団 に 対
す る 被 験 者 に よ る 炎 症 反 応 が 阻 害 さ れ る よ う な 、 請 求 項 31記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
　 33． 第 一 の 細 胞 集 団 の 個 体 へ の 投 与 の 際 に 、 第 二 の 細 胞 集 団 に 対 し て 個 体 が 免 疫 寛 容 性
に 変 え ら れ る よ う な 、 請 求 項 31～ 32記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
　 34． 未 分 化 pPS細 胞 が 、 照 射 ま た は マ イ ト マ イ シ ン Cを 用 い た 処 理 に よ っ て 不 活 性 化 さ れ
た ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 で あ る よ う な 、 請 求 項 31～ 33記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
　 35． 第 一 の 細 胞 集 団 お よ び 第 二 の 細 胞 集 団 が 同 じ 系 の ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 に 由 来 す る よ う な
、 請 求 項 31～ 34記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
　 36． 第 二 の 細 胞 集 団 が 、 肝 細 胞 、 ニ ュ ー ロ ン 、 希 突 起 神 経 膠 細 胞 、 心 筋 細 胞 、 骨 形 成 原
細 胞 、 間 葉 細 胞 、 造 血 細 胞 、 膵 島 細 胞 、 軟 骨 細 胞 、 ま た は こ れ ら の 細 胞 タ イ プ の い ず れ か
の 系 統 に 制 限 さ れ る 前 駆 体 の 集 団 で あ る よ う な 、 請 求 項 31～ 35記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ６ ９ 】
【 図 １ 】 未 分 化 ヒ ト 胚 性 幹 （ hES） 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 を 示 す 。 細 胞 は 、 生
存 度 （ 7AAD -ve； パ ネ ル i） お よ び サ イ ズ （ ii） に つ い て ゲ ー ト 制 御 さ れ 、 そ の 後 、 未 分
化 ES細 胞 集 団 に お け る 造 血 細 胞 表 面 マ ー カ ー の 発 現 に つ い て ゲ ー ト 制 御 さ れ た （ iii-vi）
。 い ず れ の 細 胞 も 、 ヒ ト 造 血 前 駆 細 胞 マ ー カ ー CD45を 発 現 せ ず 、 1.2％ の み が CD34 +ve（
始 原 ヒ ト 造 血 細 胞 マ ー カ ー ） で あ っ た 。
【 図 ２ 】 hES細 胞 の H系 を 分 化 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ た 造 血 細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ト リ
ー 解 析 を 示 す 。 分 化 は 、 20％ の FBSを 含 む 培 地 に お い て 凝 集 体 と し て hES細 胞 の 細 片 を 10日
間 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 開 始 さ れ た 。 そ の 後 、 骨 形 成 タ ン パ ク 質 4（ BMP-4） を 加 え た 、
ま た は 加 え な い 、 造 血 細 胞 増 殖 因 子 （ HGF； SCF、 Flt-3リ ガ ン ド 、 IL-3、 IL-6お よ び G-CSF
で あ っ た ） を 含 有 す る 、 血 清 を 含 ま な い 培 地 （ SF） に お い て 細 胞 を 培 養 し た 。 CD45マ ー カ
ー に よ っ て 、 造 血 前 駆 細 胞 が 同 定 さ れ る 。
【 図 ３ 】 hES細 胞 の H1系 を 造 血 前 駆 細 胞 に 分 化 さ せ た 図 で あ る 。 FCS含 有 培 地 に お い て 分 化
さ せ た 後 、 全 培 養 （ 左 ） ま た は 個 々 の 胚 様 体 （ 右 ） を 、 幹 細 胞 成 長 因 子 、 GM-CSF、 IL-3お
よ び EPOを 含 む メ チ ル セ ル ロ ー ス に お け る コ ロ ニ ー 形 成 （ CFU） ア ッ セ イ 法 に 供 し た 。 形 成
さ れ た コ ロ ニ ー は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 、 造 血 表 現 型 に つ い て 特 徴 付 け ら れ 、 二
次 CFUア ッ セ イ 法 に 継 代 さ れ た 。
【 図 ４ 】 図 3の 左 側 の 図 に 従 っ て 全 胚 様 体 培 養 か ら 形 成 さ れ た 造 血 細 胞 を 示 す 。 全 CFUア ッ
セ イ 法 を 解 析 し た 場 合 （ パ ネ ル A） 、 83～ 86％ が CD45に つ い て 染 色 さ れ た こ と か ら 、 造 血
細 胞 の 存 在 が 確 認 さ れ 、 4％ が グ リ コ ホ リ ン Aに つ い て 染 色 さ れ た こ と か ら 、 赤 血 球 系 細 胞
の 存 在 が 確 認 さ れ た 。 形 態 の 評 価 は 、 パ ネ ル Bに お い て 示 さ れ る 。 20,000個 の イ ン プ ッ ト
細 胞 か ら 47個 の コ ロ ニ ー が 生 じ 、 平 板 効 率 は 425分 の 1で あ っ た 。 パ ネ ル Cに お い て 示 さ れ
る コ ロ ニ ー を マ ー カ ー 解 析 の た め に 採 取 し た と こ ろ 、 細 胞 の 81～ 92％ が CD45 +veで あ り 、
73％ が CD13 +veで あ っ た 。
【 図 ５ 】 図 3の 右 側 の 図 に 従 っ て 単 離 胚 様 体 か ら 形 成 さ れ た 造 血 細 胞 を 示 す 。 CFUア ッ セ イ
法 に お い て は 、 赤 血 球 系 細 胞 、 顆 粒 球 細 胞 お よ び マ ク ロ フ ァ ー ジ の コ ロ ニ ー が 全 て 同 定 さ
れ た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 2つ の 赤 血 球 系 コ ロ ニ ー を 解 析 し た と こ ろ 、 93％ が
グ リ コ ホ リ ン A陽 性 で あ る こ と が 認 め ら れ た 。
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【 図 ６ 】 図 3に お い て 示 さ れ る CFUア ッ セ イ 法 か ら 採 取 し た 2つ の コ ロ ニ ー を 二 次 CFUア ッ セ
イ 法 に お い て 再 プ レ ー テ ィ ン グ し た 場 合 に 起 こ る こ と を 示 す 。 パ ネ ル Aは 、 82,500個 の 細
胞 を 含 む 一 次 顆 粒 球 コ ロ ニ ー に 由 来 す る 、 異 な る 二 次 コ ロ ニ ー を 示 す （ 各 コ ロ ニ ー タ イ プ
の 数 は 下 に 示 さ れ る ） 。 二 次 コ ロ ニ ー は 、 顆 粒 球 細 胞 コ ロ ニ ー 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー
、 赤 血 球 系 細 胞 コ ロ ニ ー 、 お よ び GEMMコ ロ ニ ー （ 造 血 細 胞 タ イ プ の 混 合 物 ） の 特 徴 を 有 し
て い た 。 高 レ ベ ル の CD45お よ び CD13の 発 現 が 認 め ら れ た が 、 CD34お よ び CD14の レ ベ ル は 低
か っ た 。 そ の 他 の 一 次 顆 粒 球 コ ロ ニ ー （ 12,500個 の 細 胞 ） を 、 二 次 CFUア ッ セ イ 法 （ パ ネ
ル B） に 継 代 す る と 、 14個 の コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ 、 全 て が 単 球 細 胞 の 特 徴 を 有 し て い た 。
【 図 ７ 】 臍 帯 血 単 核 細 胞 （ CBMC） お よ び 未 分 化 hES細 胞 系 H1、 H7、 お よ び H9上 の 主 要 組 織
適 合 遺 伝 子 複 合 体 （ MHC） ク ラ ス Iお よ び ク ラ ス II抗 原 の 発 現 を 示 す 。 灰 色 の 線 は 、 MHC染
色 に つ い て の 染 色 を 示 す ； 太 線 は 抗 体 対 照 を 示 す 。 未 分 化 hES細 胞 は 、 MHCク ラ ス Iに つ い
て 陽 性 で あ っ た が 、 ク ラ ス IIに つ い て は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ で 処 理 し た 後 で さ え も 陽 性
で は な か っ た （ 挿 入 図 ） 。
【 図 ８ 】 混 合 リ ン パ 球 反 応 に お け る 未 分 化 hES細 胞 の 影 響 を 示 す 。 パ ネ ル Aに お い て は 、 hE
S細 胞 に よ っ て は 、 同 種 異 系 末 梢 血 単 核 細 胞 ま た は 同 種 異 系 臍 帯 血 単 核 細 胞 の 増 殖 は 刺 激
さ れ な か っ た こ と が 示 さ れ る 。 パ ネ ル Bに お い て は 、 単 球 を 減 少 さ せ る こ と に よ り 、 反 応
集 団 を T細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 後 で さ え も 、 3つ 全 て の hES細 胞 系 に よ っ て 増 殖 は 刺 激 さ
れ な か っ た こ と が 示 さ れ る 。 パ ネ ル Cに お い て は 、 MHCク ラ ス Iの 発 現 を 増 加 さ せ る た め に
、 IFN-γ と 共 に 培 養 す る こ と に よ っ て hES細 胞 を 調 製 し た が 、 T細 胞 の 増 殖 は な お も 刺 激 さ
れ な か っ た こ と が 示 さ れ る 。
【 図 ９ 】 hES細 胞 が 、 第 三 者 の 抗 原 提 示 細 胞 に よ り 刺 激 さ れ た 混 合 リ ン パ 球 反 応 を 阻 害 す
る こ と も 可 能 で あ る こ と を 示 す 。 パ ネ ル Aに お い て は 、 同 種 異 系 樹 状 細 胞 （ DC） に よ っ て T
細 胞 が 刺 激 さ れ た 場 合 に は 、 激 し い 増 殖 反 応 が 認 め ら れ た こ と が 示 さ れ る 。 培 養 に ヒ ト の
線 維 芽 細 胞 を 加 え る と 最 低 限 の 効 果 が 認 め ら れ た が 、 未 分 化 hES細 胞 を 加 え る と 反 応 は 阻
害 さ れ た 。 パ ネ ル Bに お い て は 、 阻 害 効 果 が MLR中 に 存 在 す る hES細 胞 の 数 に 依 存 す る こ と
が 示 さ れ る 。 反 応 は 、 わ ず か 3× 10 4 個 の hES細 胞 に よ っ て 有 意 に 阻 害 さ れ た 。
【 図 １ ０ 】 免 疫 欠 損 Prk-/-SCIDマ ウ ス へ の 細 胞 の 注 射 に よ っ て 生 じ た 反 応 を 示 す 。 MBA-1
間 質 細 胞 お よ び 胎 児 単 核 細 胞 の 双 方 と も 、 顆 粒 球 の 浸 潤 反 応 を 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ っ
た が 、 未 分 化 hES細 胞 に は 明 ら か な 効 果 は な か っ た 。
【 図 １ １ 】 野 生 型 CD-1マ ウ ス へ の 細 胞 の 注 射 に よ っ て 生 じ た 反 応 を 示 す 。 内 毒 素 を 含 有 す
る PBS単 独 の 注 射 に よ っ て 、 注 射 部 位 に お け る リ ン パ 球 お よ び 顆 粒 球 の 浸 潤 が 誘 導 さ れ た
。 し か し 、 hES細 胞 と 共 に 賦 形 剤 を 注 射 す る と 、 白 血 球 の 浸 潤 は 完 全 に 阻 害 さ れ た （ 右 ）
一 方 、 MBA-1細 胞 は 浸 潤 を 阻 害 し な か っ た （ 挿 入 図 ） 。 未 分 化 hES細 胞 は 明 ら か に 、 こ の 状
況 に お い て 、 拒 絶 反 応 を 誘 導 す る こ と は 不 可 能 で あ り 、 宿 主 細 胞 の 注 射 部 位 に お け る 浸 潤
を 妨 げ る こ と か ら 、 炎 症 を 阻 害 す る 能 力 が 示 さ れ る 。
【 図 １ ２ 】 胚 様 体 を 形 成 し た 翌 日 か ら 、 サ イ ト カ イ ン お よ び ／ ま た は BMP-4の 存 在 下 に お
い て hPS細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 得 ら れ た 造 血 細 胞 の 表 現 型 的 お よ び 機 能 的 な 特 徴 を
示 す 。 サ イ ト カ イ ン は 総 細 胞 収 量 を 改 善 し 、 CD45 +veで あ る 細 胞 お よ び CFUを 生 じ る 細 胞
の 比 率 を か な り 増 加 さ せ る 。
【 図 １ ３ 】 二 次 CFUの 結 果 を 示 し 、 初 期 の 分 化 工 程 に お け る BMP-4の 重 要 性 を 強 調 す る も の
で あ る 。 （ サ イ ト カ イ ン を 加 え て 、 ま た は 加 え ず に ） BMP-4を 用 い て 生 産 さ れ た 造 血 細 胞
は 、 高 い 比 率 で 二 次 コ ロ ニ ー を 生 じ た 。 こ れ に よ っ て 、 BMP-4の 存 在 下 に お い て hES細 胞 を
分 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 か な り の 自 己 再 生 能 を 有 す る 造 血 前 駆 細 胞 が 生 じ る こ と が 示 さ
れ る 。
【 図 １ ４ 】 分 化 工 程 の 間 の 、 細 胞 の 表 現 型 お よ び 機 能 の 動 態 を 追 っ た プ ロ ト コ ー ル の 結 果
を 示 す 。 CD45 +ve細 胞 は 15日 目 ま で に 現 れ 、 22日 目 ま で に か な り 増 加 し た 。 15日 目 ま で は
、 ク ロ ー ン 形 成 活 性 は 高 く 、 22日 目 に お け る 増 加 は 有 意 で は な か っ た 。 こ れ ら の 条 件 下 に
お い て は 、 最 初 の 15日 間 が 、 造 血 分 化 を 行 う た め の 、 サ イ ト カ イ ン お よ び BMPに つ い て の
臨 界 窓 で あ る 可 能 性 が あ る 。
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【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】

【 図 １ Ｄ 】

【 図 ２ 】 【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】 【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】

【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 9月 7日 (2004.9.7)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 以 下 の 特 性 の 1つ ま た は 複 数 を 有 す る 、 培 養 に お い て 増 殖 す る 分 化 細 胞 集 団 ：
・ 細 胞 の 少 な く と も 1％ が CD45 +veで あ る 特 性
・ 少 な く と も 20％ が CD34 +veで あ る 特 性
・ 少 な く と も 70％ が CD13 +veで あ る 特 性
・ 少 な く と も 10％ が AC133 +veで あ る 特 性 。
【 請 求 項 ２ 】
　 霊 長 類 多 能 性 幹 （ pPS） 細 胞 を 分 化 さ せ る こ と に よ っ て 得 ら れ る 、 請 求 項 1記 載 の 細
胞 集 団 。
【 請 求 項 ３ 】
　 請 求 項 2の 細 胞 集 団 、 お よ び 、 分 化 し た も と と な る 未 分 化 pPS細 胞 系 か ら な る 、 2つ
の 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ４ 】
　 細 胞 の 少 な く と も 5％ が CD34 +veお よ び CD45 +veの 両 方 で あ る よ う な 、 請 求 項

記 載 の 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ５ 】
　

1％ 未 満 の 未 分 化 pPS細 胞 を 含 む
造 血 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU） に つ い て の ア ッ セ イ 法 に お い て 、 少 な く と も 約 1,000分

の 1の 平 板 効 率 で コ ロ ニ ー を 形 成 す る
二 次 CFUア ッ セ イ 法 に お い て 再 プ レ ー テ ィ ン グ さ れ た 場 合 に 二 次 コ ロ ニ ー を 形 成 す る C

FU
NOD-SCIDマ ウ ス に 注 射 さ れ た 場 合 に 循 環 赤 血 球 系 細 胞 、 顆 粒 球 細 胞 お よ び 単 球 を 形 成

す る
NOD-SCIDマ ウ ス に 注 射 さ れ た 場 合 に 循 環 リ ン パ 球 系 細 胞 を 形 成 す る 。

【 請 求 項 ６ 】
　 異 な る 遺 伝 子 型 を 有 す る い か な る 細 胞 を も 本 質 的 に 含 ま な い が 、 造 血 細 胞 増 殖 因 子 の 混
合 物 を 含 む よ う な 培 養 環 境 に お い て 未 分 化 pPS細 胞 を 培 養 す る 段 階 、 お よ び そ の 後 、 少 な
く と も 1％ が CD45陽 性 で あ る よ う な 、 ま た は 、 造 血 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU） に つ い て の ア
ッ セ イ 法 に お い て 少 な く と も 約 分 の 1の 平 板 効 率 で コ ロ ニ ー を 形 成 す る よ う な 細 胞 集
団 を 培 養 環 境 か ら 採 取 す る 段 階 を 含 む 、 pPS細 胞 を 、 造 血 能 を 有 す る 細 胞 集 団 に 分 化 さ せ
る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 造 血 細 胞 増 殖 因 子 の 混 合 物 が 以 下 の 少 な く と も 2つ を 含 む よ う な 、 請 求 項 記 載 の 方 法 ：
幹 細 胞 成 長 因 子 （ SCF） 、 FLT-3リ ガ ン ド 、 IL-3、 IL-6、 お よ び 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （
G-CSF） 。
【 請 求 項 ８ 】
　 造 血 細 胞 増 殖 因 子 の 混 合 物 と の 培 養 と 同 時 に ま た は 培 養 後 に 、 骨 形 成 タ
ン パ ク 質 と 共 に 分 化 細 胞 を 培 養 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 1 の 分 化 細 胞 集 団 を さ ら に 分 化 さ せ る こ と に よ っ て 生 産 さ れ
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分 化

分 化

分 化 1～ 3
の い ず れ か 一 項

分 化 細 胞 集 団 が 以 下 の 特 性 の 1つ ま た は 複 数 を 有 す る 、 請 求 項 1～ 4の い ず れ か 一 項 記 載
の 細 胞 集 団 ：
　 ・ 特 性
　 ・

特 性
　 ・

細 胞 を 産 生 す る 特 性
　 ・

特 性
　 ・ 特 性
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～ 5の い ず れ か に 記 載



る 、 赤 血 球 、 赤 芽 球 、 好 中 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 巨 核 球 、 血 小
板 、 ま た は リ ン パ 球 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 ヒ ト に お け る 造 血 機 能 を 再 形 成 す る た め の 薬 剤 の 調 製 に お け る 、 請 求 項 1
に お い て 説 明 さ れ る 分 化 細 胞 集 団 、 ま た は 、 請 求 項 記 載 の 方 法 に 従 っ
て 得 ら れ る 分 化 細 胞 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 薬 剤 中 の 細 胞 と MHC適 合 性 で あ る 細 胞 に 対 し て ヒ ト を 寛 容 化 す る た め の 薬 剤 の 調 製 に お
け る 、 請 求 項 に お い て 説 明 さ れ る 分 化 細 胞 集 団 、 ま た は 、 不 活 性 化 未 分 化
pPS細 胞 集 団 の 使 用 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ヒ ト へ の 投 与 に 適 す る よ う に 製 剤 化 さ れ た 、 請 求 項 記 載 の 分 化 細 胞
集 団 ま た は 不 活 性 化 未 分 化 pPS細 胞 を 含 む 第 一 の 細 胞 集 団 ； お よ び 、 第 一 の 細 胞 集 団 と MHC
適 合 性 で あ る 、 分 化 細 胞 を 含 む 第 二 の 細 胞 集 団 を 共 に ま た は 別 々 の 容 器 に 含 む 、 薬 学 的 組
み 合 わ せ 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 組 み 合 わ せ の 個 体 へ の 投 与 の 際 に 、 第 一 の 細 胞 集 団 に よ っ て 、 第 二 の 細 胞 集 団 に 対 す る
被 験 者 に よ る 炎 症 反 応 が 阻 害 さ れ る よ う な 第 二 の 細 胞 集 団 に 対 し て 個 体 が 免 疫
寛 容 性 に 変 え ら れ る よ う な 、 請 求 項 記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 未 分 化 pPS細 胞 が 、 照 射 ま た は マ イ ト マ イ シ ン Cを 用 い た 処 理 に よ っ て 不 活 性 化 さ れ た ヒ
ト 胚 性 幹 細 胞 で あ る よ う な 、 請 求 項 記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
【 請 求 項 １ ５ 】
pPS細 胞 が ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 で あ る よ う な 、 pPS細 胞 が ヒ ト の 胚 盤 胞 か ら 細
胞 の 子 孫 細 胞 で あ る よ う な 、 請 求 項 1 記 載 の
。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 第 一 の 細 胞 集 団 お よ び 第 二 の 細 胞 集 団 が 同 じ 系 の ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 に 由 来 す る よ う な 、 請
求 項 記 載 の 薬 学 的 組 み 合 わ せ 。
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【 国 際 調 査 報 告 】
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