
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　 始原幹（ｐＰＳ）細胞を、本質的にフィーダー細胞を含まない増殖環境で増殖さ
せる方法であって、ｐＰＳ細胞を、細胞外マトリックスおよび栄養培地の存在下で培養す
る工程を包含し、ｐＰＳ細胞が実質的に未分化状態で増殖する方法において、
　前記細胞外マトリックスが、以下の特性の少なくとも１つを有し、
　ａ）該細胞外マトリックスが、線維芽細胞を培養し、該線維芽細胞をインサイチュで溶
解し、次いで溶解後に残ったものを洗浄することによって調製される線維芽細胞マトリッ
クスである、
　ｂ）該細胞外マトリックスが、マトリックス成分またはマトリックス成分の組み合わせ
から調製された規定マトリックスである、あるいは、
　ｃ）該細胞外マトリックスが、胎盤マトリックス、フィブロネクチン、ラミニン、メロ
シン、テネイシン、ヘパリン硫酸、コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸、アグレカン、
ビグリカン、トロンボスポンジン、ビトロネクチン、およびデコリンからなる群より選択
されるマトリックス成分を含む、
　前記栄養培地が、以下の特性の少なくとも１つを有する、前記方法。
　ａ）該栄養培地が、ピルビン酸ナトリウムおよびヌクレオシドを含有し、そして低内毒
素レベルを有する、
　ｂ）該栄養培地が、始原幹細胞の未分化増殖を促進する１つ以上の因子であって、ＴＧ
Ｆ－β、ＩＬ－１１、ＩＬ－６、ＩＬ－６レセプター、ＩＬ－１、ＬＩＦ、ＩＬ－１７、
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ＬＡＰ、ＭＣＰ－１、ｂＦＧＦ、ＦＧＦ－４、ＰＤＧＦ可溶性レセプターＡ、フォルスコ
リン、ならびにＩＬ－８、ＴＧＦ－β、ＢＤＮＦ、ＴＮＦ－β、ＶＥＧＦ、およびＥＧＦ
に対する抗体からなる群より選択される因子を含有する、あるいは、
　ｃ）該栄養培地が、培養中の線維芽細胞または他の分化した細胞から培地を回収するこ
とによって得られる馴化培地である。
【請求項２】
　請求項１に記載の方法であって、前記ｐＰＳ細胞が実質的に未分化状態で増殖すること
を可能にする新鮮な増殖環境中に該ｐＰＳ細胞を継代する工程を包含する、方法。
【請求項３】
　前記ｐＰＳ細胞が胚幹細胞である、請求項１又は２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
（１　発明の背景）
（１ .１　発明の分野）
本発明は、幹細胞培養培地の分野およびこのような細胞を培養するための方法に関する。
より詳細には、本発明は、支持層の有無にかかわらず、実質的に未分化の状態にある霊長
類由来始原幹細胞を培養するための方法および材料を提供する。本発明は、細胞培養、組
織移植、創薬、および遺伝子治療の分野での応用を有する。
【０００２】
（１ .２　関連技術）
幹細胞は、特に、特異化された機能を有する他の細胞型（「完全に分化した」細胞）、も
しくはより狭い範囲の細胞型（「多能性」細胞）に分化の可能な他の幹細胞型に分化し得
る細胞である。あらゆる（すなわち、多能性もしくは完全に分化した）細胞型に分化する
能力を有する幹細胞は、「全能性細胞」と呼ばれる。このような細胞は「始原幹細胞」と
も言われる。ヒトにおける移植、創薬、および遺伝子治療に用いるために容易に利用可能
な全ての型の細胞ならびに組織の供給を提供し得る始原幹細胞として、霊長類、特にヒト
由来の始原幹細胞の単離および増殖に大きな関心が寄せられている。
【０００３】
始原幹細胞の霊長類からの単離および増殖のための方法は、すでに記載されている。ヒト
始原幹細胞の単離および増殖のための手順は、同時係属中の米国特許出願第０８ /８２９ ,
３７２号に記載されている。アカゲザルおよび他の非ヒト霊長類始原幹細胞を得るための
手順は、同時係属中の米国特許出願第０８ /３７６ ,３２７号；同第０８ /５９１ ,２４６号
；同第０８ /６６５ ,２１７号およびＷＯ９６ /２２３６２に記載されている。これらの特
許出願の各々は、その全体が全ての目的のために、本明細書中で参考として援用される。
加えて、Ｔｈｏｍｓｏｎら（１９９５  Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  
９２：７８４４ -７８４８）に記載されている、アカゲザル始原幹細胞の単離のための方
法もまた、その全体が全ての目的のため、本明細書で参考として援用される。
【０００４】
残念なことに、培養で霊長類由来の始原幹細胞を増殖するための現在の方法は、マウスの
ような他の種の始原幹細胞を培養するための方法ほどにははっきりとは定義できておらず
、そしてこの方法と比較して比較的非効率的である。例えば、霊長類由来始原幹細胞を培
養する現在の方法は、細胞培養のプロセスを複雑かつ遅延させる支持層を必要とする。加
えて、未分化の全能性の霊長類由来始原幹細胞の増殖のために最適な培養培地の処方は、
決定すべきことが未だに残っている。
【０００５】
特に、期間を延長してまたは無期限に、全能性の始原幹細胞の培養物を維持することが所
望される。未分化の、全能性の、霊長類由来始原幹細胞の培養物を長期間にわたって維持
する能力は、このような細胞を治療目的に使用することを容易にする。さらに、組織の産
生および遺伝子治療のための多数の遺伝的改変を有する、霊長類由来始原幹細胞の産生を
可能にするに十分な期間、実質的に未分化の霊長類由来始原幹細胞の培養物を増殖するこ
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とが所望される。
【０００６】
（２．　発明の要旨）
本発明は、実質的に未分化の状態にある霊長類由来始原幹細胞を培養するための方法およ
び試薬を提供する。本明細書中に記載の方法および材料は、１つもしくは多数の遺伝的な
改変を有する、霊長類由来始原幹細胞の調製を可能にする改良された培養条件を提供する
。このような改変細胞は、遺伝子治療および組織移植／体内移植治療における重要な適用
を有する。
【０００７】
１つの局面において、本発明は、実質的に未分化の状態の霊長類由来始原幹細胞の増殖の
ための細胞培養培地を提供する。１つの実施態様において、本発明の細胞培養培地は、霊
長類由来始原幹細胞の増殖を支持するために有効な、低浸透圧、低内毒素基礎培地を含む
。この基礎培地は、霊長類由来始原幹細胞の増殖を支持するための有効な栄養血清、なら
びにマウス胚線維芽細胞およびＳＴＯ細胞のようなフィーダー細胞、ならびにフィーダー
細胞由来細胞外マトリックスの群から選択される基質と合わせられる。この培地は、非必
須アミノ酸、抗酸化剤（例えば、β－メルカプトエタノール）、ならびに必要に応じて、
ヌクレオシドおよびピルビン酸塩からなる群から選択された第１の増殖因子をさらに含有
する。
【０００８】
より詳細な実施態様において、細胞培養培地の基礎培地は、約３００ｍＯｓｍ／ｋｇ未満
の浸透圧を有する。さらにより詳細な実施態様は、基礎培地が、約２８０ｍＯｓｍ／ｋｇ
の浸透圧を有する基礎培地である。本発明の細胞培養培地のなお他の実施態様は、基礎培
地が約０ .１内毒素単位／ｍｌ未満の内毒素性を有する基礎培地を含む。基礎培地の内毒
素性が約０ .１内毒素単位／ｍｌ未満である、より詳細な実施態様は、基礎培地の内毒素
性が、約０ .０３内毒素単位／ｍｌである実施態様である。
【０００９】
他の実施態様において、本発明の細胞培養培地は、第２の増殖因子をさらに含む。好まし
い実施態様において、第２の増殖因子は、抗ＩＬ -８、抗ＴＧＦ－β５、抗ＢＤＮＦ、抗
ＴＮＦ－β、抗ＶＥＧＦ、抗ＴＧＦ－β、ＩＬ－１１、ＩＬ－６、ＩＬ－６＋可溶性ＩＬ
－６レセプター、ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＬＩＦ、抗ＨＢ－ＥＧＦ、ＩＬ－１７、ＴＦ
Ｇ－β－１ＬＡＰ、ＭＣＰ－１、ｂＦＧＦ、ＦＧＦ－４、ＰＤＧＦ可溶性レセプターＡ、
デキサメタゾン、およびフォルスコリンからなる群から選択される。
【００１０】
本発明で用いるのに適している増殖因子は、本発明の別の局面で提供される増殖因子をス
クリーニングするための方法を用いて決定され得る。本発明のこの局面の１つの実施態様
に従い、霊長類由来始原幹細胞は、推定の増殖因子の存在下、本発明の細胞培養培地を用
いて増殖される。推定の増殖因子が、未分化の霊長類由来始原幹細胞の増殖を増強するか
否かに関して決定は行われる。霊長類由来始原幹細胞の増殖を増強する物質は、増殖因子
として分類される。
【００１１】
別の局面において、本発明は、本発明の細胞培養培地と液体中で接触している、少なくと
も１つの霊長類由来始原幹細胞を含有する、霊長類始原細胞の培養物を提供する。このよ
うな細胞は、例えば、ヒト、またはアカゲザル由来の始原幹細胞であり得る。
【００１２】
なお別の局面において、本発明は、１つまたはそれ以上の遺伝的な改変を有する霊長類細
胞株を産生するための方法を提供する。本研究のこの局面における１つの実施態様に従い
、始原幹細胞は、本発明の細胞培養培地を用いて増殖される。第１の遺伝子または核酸は
、これらの細胞に導入されるか、もしくは第１の遺伝子はこれらの細胞中で改変され、そ
して第１のクローン集団が誘導される。さらなる実施態様において、第２の遺伝子もしく
は核酸は、第１のクローン集団の細胞に導入されるか、もしくは第２の遺伝子は第１のク
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ローン集団の細胞中で改変され、そして第２のクローン集団が誘導される。いくつかの実
施態様では、始原幹細胞がヒト胚細胞から誘導される。他の実施態様では、始原幹細胞は
、ＰＳＣ４３細胞であり、本明細書中以下に記載の支持なしの細胞培養で増殖可能である
、アカゲザル胚幹細胞の異数体改変体である。この細胞株は、細胞培養培地のための増殖
因子のスクリーニングに対して有効であることがわかっている。
【００１３】
下に記載の実施例と共に説明を読んだときに、これらおよび他の局面ならびに利点が明ら
かになる。
【００１４】
（３　本発明のいくつかの実施態様の説明）
本発明は、実質的に未分化の状態にある霊長類由来始原幹細胞の培養、ならびに未分化の
霊長類由来始原細胞の同定および定量のための方法および材料を提供する。加えて、本発
明は、このような細胞の分化を促進もしくは遅延する物質を発見するためのスクリーニン
グ方法も提供する。霊長類由来始原幹細胞を利用することにより得られる多くの恩恵に加
え、本発明によって提供される方法および材料は、１つもしくは多数の遺伝的な改変を有
する始原幹細胞を産生するために適用され得る。このような連続的な改変を有する霊長類
由来始原幹細胞は、特に遺伝的な改変を有する正倍数（ｅｕｐｌｏｉｄ）霊長類細胞が有
用であり、そして要求される適用に関して、重要な適用を有する。このような適用の例は
、霊長類、特にヒトの疾患についての細胞ベースのモデルの開発ならびに遺伝病を処置す
るために移植について特異化された組織の開発を含むが、これに限定されない。　（３．
１　定義）
以下の用語は他で述べない限り、この３ .１節中で提供されるように定義される。本明細
書で使用される他の全ての用語は、他に述べない限り、その用語に関する特定の分野での
その語法に関して定義される。
【００１５】
（３．１．１　基礎培地）
基礎培地とは、培養において霊長類由来始原幹細胞の増殖を支持するために有効な、塩お
よび栄養素の溶液をいう。
【００１６】
（３．１．２　馴化培地）
馴化培地とは、フィーダー細胞由来の可溶性因子をさらに補充している、増殖培地をいう
。
【００１７】
（３．１．３　胎児性生殖細胞）
胎児性生殖細胞もしくはＥＧ細胞とは、精子あるいは卵子になると決まっている、胚また
は胎児の始原生殖細胞に由来する細胞である。
【００１８】
（３．１．４　胚幹細胞）
胚幹細胞もしくはＥＳ細胞とは、前着床段階の胚の、桑実胚または胚盤胞段階から得られ
た細胞である。
【００１９】
（３．１．５　細胞外マトリックス）
本発明を記載する目的のために用いられる、細胞外マトリックスもしくは規定マトリック
スとは、１つまたはそれ以上の物質をいい、これは細胞増殖を支持するための、フィーダ
ー細胞の表面により提供されるものと実質的に同じ条件を提供する。
【００２０】
（３．１．６　フィーダー細胞）
本発明を記載する目的のために用いられるフィーダー細胞とは、霊長類由来の始原幹細胞
がその上にプレートされる非始原幹細胞をいい、非始原幹細胞は、プレートされた霊長類
由来始原幹細胞の増殖の助けとなる環境を提供する。
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【００２１】
（３．１．７　増殖因子）
本発明を記載する目的のために用いられる増殖因子とは、馴化培地の成分とは異なる、始
原幹細胞の増殖を効果的に促進する物質をいう。このような物質としては、サイトカイン
、ケモカイン、低分子、中和抗体、および蛋白質が含まれるが、これらに限定されない。
【００２２】
（３．１．８　低浸透圧培地）
低浸透圧培地とは、約３００ミリ－オスモル／キログラム（「ｍＯｓｍ／ｋｇ」）未満の
浸透圧を有する溶液をいう。
【００２３】
（３．１．９　非必須アミノ酸）
非必須アミノ酸とは、Ｌ－アラニン、Ｌ－アスパラギン、Ｌ－アスパラギン酸、Ｌ－グル
タミン酸、グリシン、Ｌ－プロリン、およびＬ－セリンのアミノ酸をいう。
【００２４】
（３．１．１０　始原幹細胞）
始原幹細胞とは、本明細書で定義される、胚幹細胞または胎児性生殖細胞のいずれかをい
う。
【００２５】
（３．１．１１　霊長類由来始原幹細胞）
霊長類由来始原幹細胞とは、ヒトおよびサルを含む霊長類の種から獲得された始原幹細胞
をいい、これらの細胞は霊長類から得た遺伝的に改変された始原幹細胞を含む。
【００２６】
（３．１．１２　多能性）
多能性とは、必ずしも全ての型にならないけれども、異なる多数の細胞型のうちの１つへ
と分化し得る細胞をいう。多能性細胞の１つの例は、骨髄幹細胞であり、この細胞は神経
細胞以外の、リンパ球および赤血球のような種々の血液細胞型へと分化し得る。従って、
全ての全能性細胞は多能性であるのに対して、全ての多能性細胞が全能性であるわけでは
ないことが認識される。
【００２７】
（３．１．１３　実質的に未分化）
実質的に未分化とは、霊長類由来始原幹細胞の少なくとも約５０％が、未分化で全能性の
状態にある霊長類由来始原幹細胞をいう。
【００２８】
（３．１．１４　全能性）
全能性とは、多能性の細胞および完全に分化した細胞（すなわち、種々の細胞へと、もは
や分化し得ない細胞）を含む任意の細胞型へと分化し得る細胞（例えば、限定することな
く、骨髄幹細胞、心筋細胞、星状細胞、または結合組織細胞）のことを言う。
【００２９】
（３．２　実質的に未分化の状態での霊長類由来始原幹細胞の増殖および維持）
以下の３．２．１節および３．２．２節に記載するように、本発明は、霊長類由来始原幹
細胞の培養物を実質的に未分化の状態で、増殖および維持するための細胞培養培地、増殖
因子、および方法を提供する。実質的に未分化の状態は、今まで利用可能であったよりも
長い期間、全能性の霊長類由来始原幹細胞を増殖しそして維持する。本発明の改良した細
胞培養培地はまた、以下の３．３節に記載するように、さらなる増殖因子、および増殖因
子の有用な組み合わせについてスクリーニングするために使用され得る。以下の３．４節
で考察するように、本明細書で提供される改良した細胞培養培地、増殖因子、および方法
を使用して、実質的に未分化の全能性の状態の霊長類由来始原幹細胞を増殖させる能力は
、重要な治療適用を有する一もしくは複数の遺伝的改変を有する霊長類由来始原幹細胞系
を産生する能力を含む重要な利益を提供する。
【００３０】
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（３．２．１　実質的に未分化の状態での霊長類由来始原幹細胞の増殖および維持のため
の細胞培養培地）
１つの局面において、本発明は、実質的に未分化の状態での霊長類由来始原幹細胞を、増
殖および維持するための改良した細胞培養培地を提供する。１つの実施態様において、本
発明の細胞培養培地は以下を含む；霊長類由来始原幹細胞の増殖を支持するのに有効であ
る、低浸透圧、低内毒素の基礎培地；霊長類由来始原幹細胞の増殖を支持するのに有効な
栄養素血清；マウス（またはその他の種）胚線維芽細胞およびＳＴＯ細胞のようなフィー
ダー細胞、ならびにこのようなフィーダー細胞由来の細胞外マトリックスから成る群から
選択した基質；非必須アミノ酸；抗酸化剤（還元剤）；ならびに、ヌクレオシドおよびピ
ルビン酸塩から成る群から選択した第一の増殖因子。
【００３１】
１つの特定の実施態様において、基礎培地の浸透圧は、１キログラムあたり約３００ミリ
オスモル（「ｍＯｓｍ／ｋｇ」）未満であり、そしてより特定的には、約２８０ｍＯｓｍ
／ｋｇ未満である。１つの実施態様において、基礎培地の浸透圧は、約２８０ｍＯｓｍ／
ｋｇである。１ミリリットル当たりの内毒素単位で測定された内毒性（「ｅｕ／ｍｌ」）
は、約０．１ｅｕ未満であり、より特定の実施態様では、約０．０５ｅｕ／ｍｌ未満であ
る。さらにより特定の実施態様において、基礎培地の内毒性は、約０．０３ｅｕ／ｍｌ未
満である。１つの特定の実施態様において、基礎培地の内毒性は、約０．０３ｅｕ／ｍｌ
である。内毒性の測定方法は、当該分野で公知である。例えば、好適な方法は、Ｕ．Ｓ．
Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、
ＦＤＡ、１９８７年１２月により公開された「Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅ　ｏｎ　Ｖａｌｉｄａ
ｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｌｉｍｕｌｕｓ　Ａｍｅｂｏｃｙｔｅ　Ｌｙｓａｔｅ　Ｔｅｓ
ｔ　ａｓ　ａｎ　Ｅｎｄ－ｐｒｏｄｕｃｔ　Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ　Ｔｅｓｔ　ｆｏｒ　Ｈ
ｕｍａｎ　ａｎｄ　Ａｎｉｍａｌ　Ｐａｒｅｎｔａｌ　Ｄｒｕｇｓ，Ｂｉｏｌｏｇｉｃａ
ｌ　Ｐｕｒｏｄｕｃｔｓ　ａｎｄ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｄｅｖｉｃｅｓ」に記載されている
。
【００３２】
栄養素血清は、霊長類由来始原幹細胞の増殖および生存性の維持に効果的である栄養素を
供給する任意の血清、または、血清ベースの溶液であり得る。このような血清の例には、
仔ウシ胎仔血清（「ＦＢＳ」）およびウシ胎仔血清（「ＦＣＳ」）が含まれるが、これら
に限定されない。１つの実施態様において、血清はＦＢＳである。より特定の実施態様に
おいて、ＦＢＳは約２５％と約１％との間の濃度で提供される。より特定の実施状態にお
いて、ＦＢＳは約２０％と約２．５％との間の濃度で提供される。さらにより特定の実施
態様において、細胞培養培地でのＦＢＳ濃度は２０％である。他の実施態様において、Ｆ
ＢＳ濃度は２．５％である。
【００３３】
本発明の細胞培養培地の他の実施態様は、第一の増殖因子が１つ以上のヌクレオシドを含
む実施態様を含有する。さらに特定の実施態様では、ヌクレオシドはアデノシン、シトシ
ン、グアニン、ウリジンおよびチミジンから成る群から選択される。なおさらに特定の実
施態様は、選択されたヌクレオシドがほとんど等濃度であるものを含む。より特定の実施
態様には、本発明の細胞培養培地に含まれるヌクレオシド濃度が、約０．１μＭと約３０
μＭの間であり、さらに特定的には、培地濃度が約０．３μＭと約１０．０μＭの間であ
るものが含まれる。さらにより特定の実施態様において、ヌクレオシド濃度は約０．５μ
Ｍと約５．０μＭの間である。１つの実施態様において、ヌクレオシド濃度は約０．１μ
Ｍである。さらに他の実施状態において、第一の増殖因子は、ピルビン酸塩、例えば、ピ
ルビン酸ナトリウム、もしくは実質的に未分化の状態で細胞増殖を維持および／または増
殖するのに有効な、他のピルビン酸塩は、例えば、ピルビン酸カリウムであり得る。ピル
ビン酸塩は、上記のヌクレオシドの１つ以上と結合され得る。１つの実施態様において、
ピルビン酸塩は１ｍＭの濃度で提供される。
【００３４】
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いくつかの実施態様では、第二の増殖因子（３．１．７節で定義された）もまた同様に、
実質的に未分化の状態での霊長類由来始原幹細胞の培養物の維持を助ける。このような第
二の増殖因子の同一性および有効濃度は、以下の３．３節で記載している方法を用いるか
、または細胞培養の当業者に公知の手法を用いて決定され得る。１つの実施態様において
、第二の増殖因子は、本発明の細胞培養培地とともに包含され、その第二の増殖因子は、
以下からなる群から選択される；抗ＩＬ－８、抗ＴＧＦ－β５、抗ＢＤＮＦ、抗ＴＮＦ－
β、抗ＶＥＧＦ、抗ＴＧＦ－β、ＩＬ－１１、ＩＬ－６、ＩＬ－６＋可溶性ＩＬ－６レセ
プター、ＩＬ－１α、ＩＬ－１β、ＬＩＦ、抗ＨＢ－ＥＧＦ、ＩＬ－１７、ＴＧＦ－β－
１ＬＡＰ、ＭＣＰ－１、ｂＦＧＦ、ＦＧＦ－４、ＰＤＧＦ可溶性レセプターＡ、グルココ
ルチコイド（例えば、デキサメタゾン）、およびフォルスコリン（Ｆｏｒｓｋｏｌｉｎ）
。第二の増殖因子は、上記に列挙した物質および容易に同定され得る他の増殖因子のうち
の１つ以上であり得る。
【００３５】
１つの実施態様において、第二の増殖因子はフォルスコリン（［３Ｒ－（３α，４αβ，
５β，６β，６ａα，１０α，１０αβ，１０ｂα］－５－（アセチルオキシ）－３－エ
テニルドデカヒドロ－６，１０，１０ｂ－トリヒドロキシ－３，４ａ，７，７，１０ａ－
ペンタメチル－１Ｈ－ナフト［２，１－ｂ］ピラン－１－オン）である。１つの実施態様
において、ファルスコリンは、本発明の細胞培養培地に添加され、約３０μＭ未満の濃度
を達成する。さらにより特定の実施態様において、本発明の細胞培養培地のフォルスコリ
ンの濃度は、約５μＭと約１５μＭとの間であり、さらに特定的には、約８μＭと約１２
μＭとの間である。１つの実施態様において、本発明の細胞培養培地に添加されるフォル
スコリン濃度は、約１０μＭである。別の実施態様において、フォルスコオリンの濃度は
、約２０μＭである。
【００３６】
別の実施態様において、第二の増殖因子は、単独もしくはヒトインシュリンと組み合わせ
た「基礎」ＦＧＦ（「ｂＦＧＦ」）および／またはＦＧＦ－４、抗－ＴＧＦ－β－１抗体
、およびＥＧＦからなる群から選択される。１つの実施態様において、細胞培養培地液中
のｂＦＧＦ濃度は、約５ナノグラム／ミリリットル（「ｎｇ／ｍｌ」）であり、単独でか
、もしくはヒトインシュリンと組み合わせられる。ｂＦＧＦと組み合わせる場合、ヒトイ
ンシュリンの濃度は約８μｇ／ｍｌである。本発明の細胞培養培地にＥＧＦが添加される
これらの実施態様において、ＥＦＧの濃度は約０．１ｎｇ／ｍｌである。
【００３７】
本発明の細胞培養培地は、抗酸化剤（還元剤）（例えば、β－メルカプトエタノール）も
また含む。ある好適な実施態様において、β－メルカプトエタノールは、約０．１ｍＭの
濃度を有する。他の抗酸化剤（例えば、モノチオグリセロール、もしくは、ジチオスレイ
トール（「ＤＴＴ」）の単独もしくは組み合わせ）が同様の効果のために使用され得る。
さらに他の等価な物質は、細胞培養の分野の当業者に周知である。
【００３８】
上記した成分に加えて、本発明の細胞培養培地はさらに、フィーダー細胞（例えば、マウ
ス（もしくは他の種の）胚線維芽細胞、およびＳＴＯ細胞）、およびこのようなフィーダ
ー細胞由来の細胞外マトリックスからなる群から選択される基質を含む。１つの実施態様
において、１３．５日齢のＣＦ－１系統マウスを解剖して得られたマウス胚線維芽細胞を
使用する。他の適切なフィーダー細胞系は、細胞培養の分野の当業者に周知である。細胞
外マトリックスに対向してフィーダー細胞を使用する場合、その細胞はさらなる増殖を阻
止するために、有糸分裂的に不活性化（例えば、照射により、または化学的に）され，そ
してプレート上に播種され得る。さらに、霊長類由来始原幹細胞は、フィーダー細胞に加
えてさらに、プレート上で増殖され得る。あるいは、フィーダー細胞は、まずコンフルエ
ンスにまで増殖し、次いで、不活性化されてさらに増殖するのを防げ得る。１組の細胞（
霊長類幹細胞）のみの増殖がモニターされる必要があるだけなので、このようなアプロー
チは細胞培養物の管理を容易化するという利点を有すると認識される。
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【００３９】
いかなる理論にも結び付けられることを望まないが、このようなフィーダー細胞、もしく
はこのようなフィーダー細胞由来の細胞外マトリックスの使用は、霊長類由来始原幹細胞
の増殖促進、および／またはこのような細胞の分化の速度を阻害、もしくは減少させるの
に必要な基質を１つ以上提供すると考えられる。このような物質は、膜に結合した、およ
び／または可溶性の細胞産物を含有すると考えられ、これらの細胞産物は、細胞によって
周囲の培地中へと分泌される。従って、細胞培養分野の当業者は、さらなる細胞系が等価
な効果について、本研究の細胞培養培地とともに使用され得ること、ならびにこのような
さらなる細胞系が標準的な方法および材料を使用して同定され得ることを認識する。さら
に、当業者はフィーダー細胞によって産生されるか、もしくは細胞外マトリックス中に含
まれる１つ以上の物質が同定され得、そして本発明の細胞培養培地に添加され得、このよ
うなフィーダー細胞および／またはこのような細胞外マトリックスに対する必要性を排除
し得ることもまた認識する。
【００４０】
本発明の１つの特定の実施態様であって、その調製が以下の４．１節で詳細に記載されて
いるものにおいて、本発明によって提供される細胞培養培地は、表１に示される成分およ
び濃度を含む。
【００４１】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（３．２．２　本発明の細胞培養培地を使った霊長類由来始原幹細胞の増殖）
別の局面において、本発明は実質的に未分化の状態での霊長類由来始原幹細胞を増殖する
ための方法、および上記の３．２．２．節に記載されているような細胞培養培地における
このような細胞の培養物を提供する。本発明によって提供される方法の詳細な実施例は、
以下の４．１節および４．２節で見出され得る。
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【００４２】
培養されるべき霊長類由来始原幹細胞は、公知の方法および材料を使用して入手し得る。
ヒト始原幹細胞を単離するための手順は、１９９７年３月３１日に出願された同時係属中
の米国特許出願第０８／８２９，３２７号に記載される。アカゲザルおよび他のヒト以外
の霊長類の始原幹細胞を入手する手順は，以下に記載されている；１９９５年１月２０日
に出願された同時係属中の米国特許出願第０８／３７６，３２７号；１９９６年１月１８
日に提出された０８／５９１，２４６；１９９６年７月２５日に公開されたＷＯ９６／２
２３６２；１９９６年６月１４日に出願された０８／６６５，２１７；および１９９７年
６月１３日に出願された０８／８７４，６９５。これらの特許出願のそれぞれは、これら
の全体がすべての目的のために、本明細書中で参考として援用される。さらに、Ｔｈｏｍ
ｓｏｎら（１９９５　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２：７８４４
－７８４８）に見いだされ得るアカゲザル始原幹細胞の単離のための方法もまた、その全
体がすべての目的のために、本明細書中で参考として援用される。
【００４３】
一旦、単離されると、霊長類由来始原幹細胞は、任意の種々の技法を用いて、上記の馴化
培地を使用して培養される。１つの実施態様において、非馴化培地の容器にフィーダー細
胞は入れてある。溶解したフィーダー細胞のマトリックスは、標準的な方法を用いて調製
する。このようなマトリックスの調製方法の一例は、以下の４．２節で提供する。次いで
、培養すべき始原幹細胞を、その馴化培地といっしょに、そのマトリックス上に添加する
。あるいは、その霊長類由来始原幹細胞は、細胞培養の分野で公知の方法を用いて生存フ
ィーダー細胞上で、増殖し得る。次いで、霊長類幹細胞の増殖はモニターされ、培養細胞
の分化した程度が決定される。１つの実施態様において、以下の４．２節に記載されるよ
うに、アルカリホスファターゼに対する標識を使用して、分化している細胞を確認する。
十分量の細胞が分化している場合、もしくはその培養がコンフルエンスにまで増殖してい
る場合、未分化の細胞の少なくとも一部は、継代される。細胞の継代の決定、およびこの
ような継代の達成のための手法は、標準的な手法を用いて実行され得る。
【００４４】
（３．３　増殖因子のスクリーンニング）
他の局面において、本発明は、培養での霊長類由来始原幹細胞の分化を促進、または阻害
する増殖因子の決定についてのスクリーニングを提供する。１つの実施態様において、第
４３染色体を有する、アカゲザル２７８：５ＥＳ細胞の異数性変異体は、本明細書中以下
で「ＰＳＣ４３細胞」と呼ぶ、実質的に未分化の状態での、霊長類由来始原幹細胞の増殖
を促進する物質を同定するための、一次スクリーニングとして用いる。一次スクリーニン
グの１つの実施態様において、増大したアルカリホスファターゼ活性の存在は、試験され
た物質が増殖因子であることを示す。次いで、未分化の状態でのＰＳＣ４３細胞の増殖の
統計学的に有意な促進を生成することが見出される物質は、正常な霊長類由来始原胚幹細
胞に対して、試験され得る。このような細胞に対して、有効な増殖因子であることが見出
される物質は、次いで、組み合わせて、任意の相乗効果の存在を決定するために試験され
る。随意に、二次スクリーニングが、一次スクリーニングによって同定された増殖因子を
確認するために利用され得る。
【００４５】
４．４．２節に詳細に記載される１つの実施態様において、スクリーニングを四つの異な
った増殖条件下で増殖したＰＳＣ４３細胞の群において実行する（あるいは、正常アカゲ
ザル、ヒト、または他の霊長類由来始原幹細胞が使用され得る）。第一の増殖条件（４．
４．２．１節に記載）は、上記３．２．１節に記載した培地中にＳＴＯ（もしくは他の適
切な）フィーダー細胞を含む。第二の増殖条件（４．４．２．２．節）は、ＳＴＯまたは
ＭＥＦ細胞の細胞外マトリックスをフィーダー細胞（３．２．１節を参照）の代わりに用
いることを除いて、第一の増殖条件と同じ条件下での細胞の増殖を含む。第３の増殖条件
（４．４．２．３節）は、フィーダー細胞の細胞外マトリックスに近似する一つ以上の物
質を含む「規定されたマトリックス」上での細胞増殖を含む。１つの実施態様において、
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規定されたマトリックスは、コラーゲンＩＩ、ヘパリン硫酸塩、およびメロシンからなる
群から選択される、一つ以上の物質を含む。さらに、他の適切な物質は、細胞培養の分野
で公知の方法を用いて、決定され得る。第四の増殖条件（４．４．２．４節）は、栄養素
血清において２０％ＦＢＳのかわりに２．５％ＦＢＳが使用されることを除き、第一の増
殖条件と同じ条件下での細胞増殖を含む。
【００４６】
１つの実施態様において、アルカリホスファターゼの発現レベルは、本明細書に記載され
る方法（４．２節参照）を用いて、特定の推定された増殖因子に曝露された細胞のそれぞ
れの群について決定する。増殖因子にさらされていないコントロール細胞に対するアルカ
リホスファターゼ発現の増加と相関付けられる物質は、増殖因子であるとみなされる。１
つの特定の実施態様において、コントロールと比較して、約２０％を超えるアルカリホス
ファターゼ発現の増加を生成することが見出される物質は、増殖因子であるとみなされる
。
【００４７】
他の実施態様において、一次スクリーニングにおいて増殖因子として同定された物質は、
二次スクリーニングにおいて、その物質に対する細胞の曝露と、テロメラーゼ（以下の４
．７節で述べる）、段階特異的な胚抗原 -４（ＳＳＥＡ－４）、段階特異的な胚抗原３（
ＳＳＥＡ－３）（どちらもＫａｎｎａｇｉら、ＥＭＢＯＪ ,１９８３ ,２（１２）：２３５
５－６１に記載されている）、  ＴＲＡ－１－６０抗原、およびＴＲＡ－１－８１抗原（
どちらもＡｎｄｒｅｗｓら、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ，１９８４，３（４）：３４７－６１）
に記載されている）のような分化の欠如に付随する表面マーカーの発現における平行する
増加との間における相関関係の存在、または非存在を決定するために試験される。
【００４８】
このような実施態様において、一次スクリーニングにおいて記載されたように、細胞は培
養される。次いで、スクリーニングされた一つ以上の表面マーカーに対して惹起された抗
体に細胞が曝露され、そして／または曝露されたテロメラーゼ発現の存在、もしくは非存
在が決定される（４．７節を参照のこと）。いくつかの実施態様において、表面マーカー
抗体は、蛍光標識のようなレポーターと結合した第二の抗原とインキュベートされ、その
結果、適切な抗原性マーカーを発現する細胞が、蛍光性になる。次いで、標識された細胞
を標準的な方法（例えば蛍光標示式細胞分取器（「ＦＡＣＳ」）を用いて、分取および計
数され得る。次いで、標識および非標識細胞の数は、推定の増殖因子の効果を決定するた
めに比較され得る。あるいは、非標識細胞表面マーカー抗体に曝露された後、ＥＬＩＳＡ
（酵素結合免疫吸着アッセイ）形式において、その細胞は、細胞表面マーカー抗体に対し
て特異的な第二の抗体に曝露され得、そこから、所望の表面抗原を発現する細胞の数が、
比色定量的に、または蛍光を測定することにより定量され得る。表面抗原を発現する細胞
を定量するさらに他の方法も、細胞培養の当業者に周知である。
【００４９】
一次、および必要に応じて二次スクリーニングにおいて、増殖因子として同定された物質
は、上記の一次スクリーニングと同じ形式を用いて再度スクリーニングされるが、実際の
霊長類由来始原幹細胞が使用される。次いで、増殖因子として確認されたこれらの物質は
、増殖因子間の任意の相乗的な性質の存在を決定するために、組み合わせて（例えば、２
つまたは３つの物質の組み合わせ）試験される。加えて、分化を促進するか、または未分
化細胞の増殖を遅らせ得る物質が同定され得る。例えば、増殖培地における物質に対する
抗体は、これらの物質が培養された細胞と相互作用するのを防ぐために添加され得る。
【００５０】
最適化された細胞培地を決定するための、上記の技術を使用する１つの例は、以下４．５
節にて提供され、そこでは、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）活性が未分化細胞のマーカ
ーとして用いられる。そこでは、ＰＳＣ４３細胞が、ＤＭＥＭならびに４．５ｇ／Ｌグル
コース、０．１ｍＭ非必須アミノ酸、０．１ｍＭβ－メルカプトエタノール、および２０
％仔ウシ胎仔血清を含んだ培地で、ＳＴＯベースの細胞外マトリックスを用いて増殖され
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た。この培地にピルビン酸ナトリウム、アデノシン、グアノシン、チミジン、シチジン、
ウリジン、フェノールレッド色素、およびＨＥＰＥＳ緩衝液を添加し、各物質の効果を個
々に決定した。４．２．１節において詳細に記載するように、この培地に１ｍＭピルビン
酸ナトリウム添加すると、ＡＰ活性の量を増大させることが決定された。さらに、それぞ
れ最終濃度１μＭのアデノシン、グアノシン、チミジン、シチジン、およびウリジンをピ
ルビン酸ナトリウム増殖培地に添加すると、１１回目および１７回目の継代の両方で、そ
れぞれのＰＳＣ４３細胞のＡＰ活性レベルがさらに増大した。増殖培地からレチノイン酸
を枯渇させるために、抗－レチノイン酸抗体を使用すると、４．６節に記載されたＡＰ活
性によって測定された、未分化細胞の増殖も増大した。
【００５１】
上記のスクリーニング方法および材料を用いて未分化細胞の増殖の促進因子として同定さ
れた物質を、以下の表２に記載する。細胞培養の当業者は、未分化細胞の増殖の促進因子
として同定されたいくつかの因子は、サイトカインのＩＬ－６およびＬＩＦファミリーの
メンバーであると認識する。このような物質は、ｇｐ１３０とヘテロ二両体を形成してシ
グナル伝達をもたらし（Ｆｏｕｒｃｉｎら、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２７１（２０）
：１１７５６－１１７６０（１９９６））、それによって未分化の増殖を維持する特異的
なレセプターと相互作用すると認識されている。残念ながら、ＩＬ－６およびＬＩＦ－フ
ァミリーレセプターは高度に種特異性であり；そのため、１つの種から単離された増殖因
子は、他の種から単離された細胞系で機能しないかもしれない。しかし、抗ｇｐ－１３０
抗体はまた、ｇｐ１３０によってシグナル伝達をもたらすために使用され得る（Ｗｉｊｄ
ｅｎｅｓら、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，２５：３４７４－３４８１）。それゆえ、
本発明は、抗－ｇｐ１３０抗体を含む霊長類由来始原幹細胞を培養するための、方法およ
び培地をさらに包含する。
【００５２】
他の実施態様において、本発明の細胞培養方法および材料は、デキサメタゾン（（１１β
，１６α）－９－フルオロ－１１，１７，２１－トリヒドロキシ－１６－メチルプレグナ
－１，４－ジエン－３，２０－ジオン）のようなグルココルチコイドを含む。１つの実施
態様において、デキサメタゾンは、約１．０ナノモラー（ｎＭ）と約１０．０μＭの間の
濃度で提供される。より特定の実施態様において、デキサメタゾンの濃度は、約１．０ｎ
Ｍと約１．０μＭの間である。別の特定の実施態様において、デキサメタゾンの濃度は、
約１．０ｎＭと約５００ｎＭの間である。さらに他の実施態様において、デキサメタゾン
は、約１．０ｎＭと約１００ｎＭの濃度で提供される。なお他の実施態様において、デキ
サメタゾンは約１０ｎＭの濃度で提供される。さらに他の実施態様において、デキサメタ
ゾンは、サイトカインのＩＬ－１、ＩＬ－６、Ｉｌ－１１またはＬＩＦ－ファミリーのメ
ンバーの少なくとも１つの物質と併用される。いくつかの実施態様において、デキサメタ
ゾンは、以下のものの少なくとも１つと併用される：ＩＬ－１β（約５０ピコグラム／ｍ
ｌ（ｐｇ／ｍ）の濃度）、ＩＬ－６（約０．００４マイクログラム／ｍｌ（μｇ／ｍｌ）
の濃度）、ＬＩＦ（約１．２ｎｇ／ｍｌの濃度）および、ＩＬ－１１（約１．０ｎｇ／ｍ
ｌの濃度）。
【００５３】
（３．４　本発明の細胞培養増殖培地の適用）
本発明によって提供される、実質的に未分化の状態の霊長類由来始原幹細胞の増殖に対す
る改善された細胞培養培地および方法は、霊長類由来細胞系が有用であるすべての技術に
対して適用されることが予想される。特に重要なことは、本発明によって提供される霊長
類由来始原幹細胞を培養する細胞培養培地および方法を、単一もしくは複数の遺伝的改変
（その適用が３．４．１節において記載される）を有する新しい霊長類由来始原幹細胞を
作製するために使用することである。本発明の培地および方法を用いて産生される細胞は
、薬物スクリーニング（３．４．２．節を参照）に対するバイオセンサーを構成するため
に表面に取り付けられ得る。加えて、霊長類由来始原幹細胞がテロメラ－ゼ陽性であると
いう観察は、霊長類幹細胞（霊長類由来および非霊長類由来のいずれも（３．４．３節記
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載））の移植可能性を決定するために使用され得る。
【００５４】
（３．４．１　複数の遺伝的改変を有する霊長類由来始原幹細胞細胞系の作製）
１つの局面において、本発明の方法および培養培地は、単一もしくは複数の遺伝的改変を
有する霊長類由来始原幹細胞を産生するために使用される。細胞の遺伝的変更は、遺伝子
治療のための改変された細胞、および移植（ｇｒａｆｔｉｎｇ）または移植（ｉｍｐｌａ
ｎｔａｔｉｏｎ）のための置換組織を提供する（例えば、宿主による細胞の拒絶を避ける
ため）というような、多くの理由のために望ましい。
【００５５】
本発明のこの局面の一つの実施態様によれば、始原幹細胞は、上記３．２．１節に記載し
た培養培地および方法を使用して増殖される。第一の遺伝子は、細胞培養物の少なくとも
一つの細胞において、改変されるか、もしくはそれに導入され、そして、その得られる培
養物から、改変された始原幹細胞の最初のクローン集団が誘導される。第一のクローン集
団は、本発明の培養培地で増殖され得、所望の遺伝的改変を有する細胞系が確立され得る
。さらなる遺伝的改変が必要である場合、第二の遺伝子が、第一のクローン集団の少なく
とも一つの細胞において改変されるか、またはそれに導入されて、第一および第二の遺伝
的改変を有する第二のクローン集団を産生する。あるいは、第一および第二の遺伝的改変
が、同じ霊長類幹細胞に導入され、続いて同時に両方の改変についてスクリーニングし得
る（すなわち、第一のクローン集団を単離する必要性を回避する）；しかし、好ましい手
順は段階的手順である。
【００５６】
細胞に対して遺伝的改変を行うために用いられる方法は、遺伝的形質転換体を作製する分
子生物学の技術分野において公知の任意のものであり得る。限定することなく、このよう
な方法は、以下に記載するポジィティブ－ネガティブ選択的ベクターの使用を含む ; Ｃａ
ｐｅｃｃｈｉらに対する米国特許第５，４６４，７６４号；同第５，４８７，９９２号；
同第５，６２７，０５９号；および同第５，６３１，１５３号；および米国特許出願第０
８／７８１，５５９号。さらに、酵母人工染色体（ＹＡＣ）は以下に記載された遺伝的改
変を実行するために使用し得る ;米国特許出願第０８／５９７，５３２号；同第０８／３
９７，５４７号；同第０８／１８７，１６１号；同第０８／２７６，５６５号；同第０８
／３７５，４８２号；同第０８／４８５，５０５号；および同第０８／３７２，４８２号
。さらに、同質遺伝子のＤＮＡ構築物は、米国特許出願第０８／５６３，１３８号に記載
されるように、本発明により提供される方法および材料を用いて培養された霊長類幹細胞
とともに使用され得る。なお他の方法は、調製した幹細胞の治療適用のため特定の遺伝子
産物、シグナル伝達分子、細胞表面タンパク質などの発現を増大し得る幹細胞の調製につ
いて：Ｇｅｒｓｏｎらの、米国特許第５，５９１，６２５号に記載される方法を含む。米
国特許第５，５８３，０１６号は、テロメラーゼのＲＮＡ成分についての組み換え遺伝子
の、細胞中への導入方法を記載する。そして、ＧＢ２３１７８９１は、細胞内でヒトテロ
メラ－ゼ逆転写酵素（ｈＴＲＴ）の量を、例えば、テロメラーゼの逆転転写酵素サブユニ
ットを細胞内に導入することで増大させる方法を記載している。これらの特許および特許
出願は、これらの全体がすべての目的のために、本明細書中で参考として援用される。
【００５７】
当業者に明白なように、遺伝子産物の改変された発現は、遺伝産物のコード配列の改変、
もしくはコード配列の隣接領域の改変によって達成され得る。従って、本明細書中で使用
される用語「遺伝的改変」は、遺伝子産物をコードしている配列に対する改変、および隣
接領域、特にコード配列（プロモーターを含む）５’上流側の改変を含む。同様に、用語
「遺伝子」はコード配列、およびそのコード配列に隣接して存在し得る調節配列、ならび
にそのコード配列に隣接する他の配列を含む。加えて、当該分野で公知のように、遺伝的
改変は、全遺伝子配列を必ずしも含まない核酸を細胞に導入することによって（例えば、
組換えによってゲノムに挿入され得る核酸を導入することにより）達成され得る。
【００５８】
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本発明における遺伝的に改変された霊長類由来始原幹細胞が、パーキンソン病を処置する
ために、患者に移植するために使用される一つの実施態様において、その霊長類由来始原
幹細胞は、Ｆａｓリガンド（ＣＤ９５としても公知）を発現するように、遺伝的に改変さ
れる。Ｆａｓリガンドを発現する細胞は、Ｔ細胞においてアポトーシスを誘導することは
公知である；それにより、免疫学的な特権を有する（Ｇｒｉｆｆｉｔｈら、Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ，２７０：１１８９－１１９２（１９９５）；Ｂｅｌｌｇｒａｕら、Ｎａｔｕｒｅ，３
７７：６３０－６３２（１９９５））。一つの実施態様において、本発明は，複数の遺伝
的改変（そのなかで少なくとも一つの改変は、Ｆａｓリガンドの発現である）を有する霊
長類由来始原幹細胞を提供する。他の実施態様において、改変された霊長類由来始原幹細
胞は、例えば、以下の表３に挙げる分化の促進因子を使用して異なる細胞型へと分化する
。
【００５９】
（３．４．２　霊長類由来始原幹細胞を包含するバイオセンサー）
１つの局面において、本発明によって提供される材料および方法を使用して培養および／
または改変された細胞は、生物学活性の物質についてスクリーニングをするために支持体
表面に取り付けられる。一つの実施態様において、外的刺激に応答しての細胞内の電子生
理学的な変化が、例えば、生物活性物質についての高い処理量のスクリーニングとして使
用されるために測定され得るように細胞が基板に結合される。一つのより特定の実施態様
において、その細胞は、細胞内の特定の遺伝子、もしくは遺伝子産物を標的化し、発現し
、またはノックアウトするＤＮＡで形質転換されている。このようなチップに取り付けら
れた細胞を測定デバイス（例えばコンピューター）と組み合わせて提供することによって
、多数の化合物が迅速かつ正確にスクリーニングされ得る。バイオセンサーはまた、大規
模平行スクリーニングのために、配列されて、測定デバイスと組み合わせられ得る。
【００６０】
他の実施態様において、上記３．４．１節で記載した方法を用いて、レポーター遺伝子が
、特定の疾患状態（例えば、乳ガンの場合には、ＢＲＣＡ－１）と関連した遺伝子のコピ
ーと機能的に組み合わせられた始原幹細胞のＤＮＡに組み込まれる。一つの実施態様にお
いて、レポーターは、転写事象および転写後事象の両方に感受性である。始原幹細胞は、
分化した子孫が、それぞれ疾患遺伝子／レポーター構築物を、１コピーずつ含むように分
化することが可能になる。次いで、この細胞は、推定の治療因子についてスクリーニング
される。これにより遺伝子発現、および潜在的な治療因子に対する応答性を、細胞の分化
の状態と相関付けることが可能になる。レポーターの適切な選択によって、このようなス
クリーニング戦略は、上記の高処理量バイオセンサーで実行され得る。やはり、本明細書
で考察されたようなバイオセンサーの他の適用は、当業者に明らかである。
【００６１】
（３．４．３　霊長類由来始原幹細胞の幹細胞移植可能性の予測）
なお他の局面において、以下の４．７節で記載している、細胞分化についてのマーカーと
してのテロメラ－ゼ活性の決定は、本発明の方法および，材料を用いて培養された霊長類
由来始原幹細胞の移植可能性を決定するために使用される。一つの実施態様において、本
発明の方法および材料を用いて培養された霊長類由来始原幹細胞は、分化することができ
るか、あるいは分化を誘導され、移植に使用される造血幹細胞のような、多能性の娘細胞
を産生する。分化の誘導は、レチノイン酸のような、分化を誘導するのに有効な薬剤を用
いて実行され得る。この細胞は、遺伝的に改変されていないか、または上記３．４．１節
に記載される方法を使用して遺伝的に改変されているものであり得る。強いテロメラ－ゼ
発現を有するとして同定された多能性の娘細胞は、特異的に単離され得、そして、上記の
ように移植またはさらなる培養および／もしくは改変のために使用され得る。
【００６２】
別の実施態様では、非改変および改変された霊長類由来始原幹細胞の培養物を提供するた
めに、本発明の細胞培養培地および方法を使用することが、幹細胞のモニタリングまたは
幹細胞収集を改良する物質についてスクリーニングするために使用される。例えば、推定

10

20

30

40

50

(13) JP 3880795 B2 2007.2.14



の移植促進物質は、上記の方法を用いて増殖した細胞培養物へ添加され得る。推定の移植
促進物質を欠損した対照細胞培養物と比較して、テロメラ－ゼ発現を増大させる物質は、
移植促進因子または増強因子として同定される。
【００６３】
（４　実施例）
以下の実施例は、本発明の特定の局面を例示し、そして本発明を実施する当業者を補助す
るために提供される。これらの実施例は、いかなる様式においても、決して本発明の範囲
を制限するとはみなされない。
【００６４】
（４ .１　未分化の霊長類由来始原幹細胞の増殖）
この実施例は，線維芽細胞フィーダー層上で、霊長類由来始原幹細胞を低減した分化速度
で増殖させるための方法を例示する。
【００６５】
ＥＳ細胞を増殖させるための馴化培地を、以下の手順を用いて調製した。ＣＦ－１系統マ
ウスの１３．５日齢胚の切開由来のマウス胚線維芽細胞（「ＭＥＦ」）を、増殖培地（本
明細書以下で「ＥＳ培地」と呼ぶ）の存在下でコンフルエンスまで増殖させた。ＥＳ培地
は、以下から調製した：２０％　ウシ胎仔血清（ＨｙＣｌｏｎｅ）、２８０重量オスモル
濃度のＤｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ　Ｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ
、４５００ｍｇ／Ｌ　グルコース、およびＬ－グルタミン（ＧＩＢＣＯ））、０．１ｍＭ
　β－メルカプトエタノール（Ｓｉｇｍａ）、０．１ｍＭ　非必須アミノ酸ストック（Ｇ
ＩＢＣＯ）、１ｍＭ　ピルビン酸ナトリウム塩（ＧＩＢＣＯ）、および最終培地濃度がそ
れぞれ１μＭのアデノシン、グアノシン、チミジン、シチジン、およびウリジン（Ｓｉｇ
ｍａ）。ＭＥＦを増殖させるために使用した組織培養皿の表面積の各平方センチメートル
あたりに、約０ .２５ｍｌのＥＳ培地（約０ .２５ｍｌ　ＥＳ培地／ｃｍ 2）を加えた。Ｍ
ＥＦがコンフルエンスに達したとき、ＥＳ培地を集め、フィルター滅菌（０ .２ミクロン
・フィルター）した。この培地を「馴化ＥＳ培地」と名付けた。この培地は即座に使用す
るかもしくは、要事まで－８０℃で冷凍した。
【００６６】
Ｔｏｒｒｅｘ　１４０Ｄ　モデル　Ｘ－線機器を使用し、１０ｍｌのＥＳ培地を含有する
１５ｍｌチューブに懸濁したＭＥＦを、約３，０００～４，０００ｒａｄの放射線に曝露
することにより、照射されたＭＥＦからフィーダー層を調製した。照射後、その細胞を、
Ｂｅｃｋｍａｎ　ＴＪ－６卓上遠心機において、室温下、１，０００ｒｐｍ，５分間でペ
レット化した。そのペレット化した細胞からＥＳ培地を除き、新鮮なＥＳ培地にその細胞
を再懸濁した。次いで、ゼラチン化した組織培養プレート上に、その照射した細胞を、お
よそ５×１０ 4細胞／ｃｍ 2の密度になるようにプレートした。
【００６７】
Ｔｈｏｍｓｏｎら（１９９５　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９２：
７８４４－７８４８）により記載されるように単離したアカゲザルＥＳ細胞をフィーダー
層上にプレートし、新鮮なＥＳ培地をプレートした細胞に加えた。０ .５ｍＭ　ＥＤＴＡ
（Ｓｉｇｍａ）を含有する１×１４１９０Ｄ－ＰＢＳ（ＧＩＢＣＯ／ＢＲＬ）とともにフ
ィーダー皿を室温下で２～５分間インキュベートすることにより、未分化のアカゲザルＥ
Ｓ細胞のコロニ－をフィーダー皿から脱離させた。小径ピペットを使用してアカゲザルＥ
Ｓ細胞の個々のコロニーを単離し、次いで２．５ｍｌの馴化ＥＳ培地を含有し、照射した
線維芽細胞により被覆された３５ｍｍ 2組織培養皿に個々のコロニーを移した。
【００６８】
上述のアカゲザルＥＳコロニーを、ピペットを使用して小さな塊（１つの塊あたり３～５
個の細胞）になるよう穏やかに分散させた後、１５ｍｌの滅菌チューブに移し、次いでＢ
ｅｃｋｍａｎ　ＴＪ－６卓上遠心機において、室温下、１，０００ｒｐｍ、約５分間でペ
レット化した。そのＥＳ培地を除き、そしてその細胞を２．５ｍｌの新鮮なＥＳ培地に再
懸濁し、フィーダー層を含有するウェルに移した。ＥＳ培地は２４時間おきに新鮮なＥＳ
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培地と交換した。コロニーが大きくなり、分化の徴候が観察される前にその細胞を継代し
た。分化の徴候とは、例えば、細胞質に対する核の比率が高く、顕著な核小体を保持して
いる細胞の緻密なコロニーの消失である。
【００６９】
上述の方法により増殖させたアカゲザルＥＳ細胞は、そのような細胞を増殖させるために
使用した他の手順で観察されたものよりも、未分化の細胞の増殖能力が非常に高められる
ことが明らかになった。形態学的ならびに細胞表面のアルカリホスファターゼ酵素（ＡＰ
）の表面発現の持続（以下の４．２節に記載する方法で決定した）の両方で判別した結果
、有意な割合のアカゲザルＥＳ細胞が未分化のままの状態であった。同じ増殖条件化で、
その細胞の継代を繰り返すことも可能であった。
【００７０】
（４．２　フィーダー層非存在下でのアカゲザル由来ＥＳ細胞の増殖）
上述の馴化培地を使用し、ＰＳＣ４３細胞を線維芽細胞マトリックス上で増殖させた。線
維芽細胞マトリックスは、使用する３～４日前に、ゼラチン化した組織培養ウェル（１．
０％　重量／体積）に、ＭＥＦまたは、ＳＩＭマウス胚由来のチオグアニンおよびウアバ
イン耐性（ＳＴＯ）線維芽細胞（ＡＴＣＣ）のいずれかを播種することにより調製した。
その線維芽細胞（ＭＥＦもしくはＳＴＯ）を低密度（約１．３×１０ 3　細胞／ｃｍ 2）で
プレートし、コンフルエンスになるまで３～４日間増殖させた。コンフルエンス状態にな
ったら、インサイチュで線維芽細胞を溶解させた。ウェルから増殖培地を除き、そのウェ
ルを滅菌した１×１４１９０Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓリン酸緩衝化生理食塩水（Ｄ－ＰＢＳ
）で２回リンスした。マトリックスの細胞を十分に被覆できる容量の新たに調製した溶解
緩衝液（総容積１０ｍｌ：０．５％Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００、３．５μｌ水酸化アンモニ
ウム（ＮＨ 4ＯＨ）および、Ｄ－ＰＢＳ）をテストウェルに加えた。溶解緩衝液と混合し
た細胞を、室温下、約１０分間インキュベートした時点で、ウェルからその溶解緩衝液を
除き、ウェルを１×１４０４０　Ｄ－ＰＢＳ（Ｇｉｂｃｏ－ＢＲＬ；０．１ｇ／Ｌの無水
ＣａＣｌ 2および０．１ｇ／ＬのＭｇＣｌ 2－６Ｈ 2Ｏを含有するＤ－ＰＢＳ）で３回リン
スした。
【００７１】
（４．２．１　フィーダー層非存在下でのアカゲザル由来ＥＳ細胞の増殖のための補足因
子）
上述に記載したように、コンフルエントな始原マウス胚線維芽細胞（ＭＥＦ）を溶解させ
ることで得た細胞外マトリックスで被覆した組織培養皿上で、ＰＳＣ４３細胞を増殖させ
、そして維持した。最初の基礎増殖培地は以下のものであった：ＤＭＥＭおよび４．５ｇ
／Ｌのグルコース、０．１ｍＭ　非必須アミノ酸、０．１ｍＭ　β－メルカプトエタノー
ル、および２０％　ウシ胎仔血清。上記の基礎増殖培地に以下の物質を補充した：ピルビ
ン酸ナトリウム、アデノシン、グアノシン、チミジン、シチジン、ウリジン、フェノール
レッド色素、およびＨＥＰＥＳ緩衝剤。全細胞表面積のおよそ１／２に相当する培地容量
を上記のように補充した培地において、２４～２８時間ごとに再播種しながら７日間その
細胞を培養した。次いで、４．３節に記載する方法でＡＰ活性を測定した。
【００７２】
培地への１ｍＭ　ピルビン酸ナトリウムの添加により、ＡＰ活性量の増大を生じた。さら
に、ピルビン酸ナトリウムを含有する培地に、アデノシン、グアノシン、チミジン、シチ
ジン、およびウリジンを最終濃度がそれぞれ１μＭになるように添加すると、継代数１１
および１７の両方で、ＰＳＣ４３細胞のＡＰ活性レベルがさらに増大する結果となった。
フェノール色素の除去、またはＨＥＰＥＳ緩衝剤の添加は、ＡＰ測定に影響を及ぼさなか
った。
【００７３】
内毒素レベルを低くした培地（約０．０３エンドドキシンユニット／ｍｌ）を使用しても
、有益な特性が示された。さらに、重量オスモル濃度を２８０ｍＯｓｍ／ｋｇに減少させ
たＤＭＥＭを使用した場合でも増殖条件が高められた。２８０ｍＯｓｍ／ｋｇの培地で増
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殖させたＲ３６６．４アカゲザル胚性幹細胞（ＴｈｏｍｓｏｎおよびＭａｒｓｈａｌｌ，
「Ｐｒｉｍａｔｅ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ」；Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｔ
ｏｐｉｃｓ　ｉｎ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　３８：１３３－１６
４）は、重量オスモル濃度が３３０～３４０ｍＯｓｍ／ｋｇの代表的な培地で増殖させた
同じ系統の細胞に比べ、ＡＰ活性が高まることが示された。加えて、ＰＳＣ４３細胞をプ
レートするための至適細胞密度は、１．３～２．２×１０ 4細胞／ｃｍ 2であることが決定
された。
【００７４】
（４．３　未分化の霊長類由来始原幹細胞の増殖の定量）
この実施例は、始原幹細胞のような細胞のアルカリホスファターゼ（「ＡＰ」）活性の程
度を測定することにより、未分化の始原幹細胞の増殖を定量するための方法を例示する。
【００７５】
４．１節および４．２節に記載した方法を使用して、アカゲザルまたはＰＳＣ４３細胞を
増殖させた。その細胞から培地を吸引除去し、その細胞を１ｍｌのリン酸緩衝化生理食塩
水（「ＰＢＳ」）で洗浄した。無血清ＤＭＥＭ培地中に、約０．２ｍＭの濃度のＡＰ基質
、４－メチルウンベリフェリルホスフェート（「４－ＭＵＰ」）約１ｍｌを、その細胞に
添加した。３７℃下、約１時間～約２時間の間、その細胞をインキュベートした後、ＣＹ
ＴＯＦＬＵＯＲ　ＩＩプレートリーダーを、励起波長３６０ｎｍおよび発光波長４４８ｎ
ｍで使用して、蛍光産物の量を測定した。
【００７６】
（４．４　未分化のＰＳＣの増殖を高める因子のスクリーニング）
この実施例は、上述の細胞増殖条件およびアルカリホスファターゼ活性測定を使用し、未
分化の状態にある霊長類由来始原幹細胞の増殖を高める因子を同定するためのスクリーニ
ングを記載する。
【００７７】
（４．４．１　概要）
以下の４．４．２節に記載するように、ＰＳＣ４３細胞を４つの異なる条件下で増殖させ
た。４つの各々の条件下で増殖させた細胞を、２４ウェルのマイクロタイタープレートの
６つウェルに播種した。次いで、播種した４つの組の細胞を１つ以上の推定される増殖因
子に曝露し、そして未分化の状態にある細胞の増殖に対するそれら推定因子の効果を、４
．４．３節に記載する一次スクリーニングで、上記４．２節に記載するＡＰ活性を測定す
ることにより決定した。次いで、一次スクリーニングにおいて効果を示した物質を、確認
のためのスクリーニングに供した。そこでは４．４．４節に記載のように、推定の増殖因
子を霊長類由来始原細胞に対して試験した。最後に、両方のスクリーニングで効果を示し
た増殖因子を、その因子間での可能な相乗効果を明らかにするため、５．４．５節に記載
するように、二連および三連の組み合わせにおいて試験した。
【００７８】
下記の４．４．２．１および４．４．２．２節に記載する増殖条件１および２を使用して
、フィーダー層の存在下および非存在下で増殖させた未分化の状態にあるＰＳＣ４３細胞
の増殖に対する推定増殖因子の効果を試験した。下記４．４．２．３節に記載する増殖条
件３は、ＰＳＣ４３細胞が、２０％血清を含有する増殖培地で、１４～１５時間という非
常に速い倍化時間（ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ　ｄｏｕｂｌｉｎｇ　ｔｉｍｅ）を保持すると
いう観察を考慮して、細胞の増殖を遅らせるために低減した血清濃度（２．５％）を使用
した。下記４．４．２．４節に記載する増殖条件４は、推定増殖因子に対するＰＳＣ４３
細胞の応答に対する細胞外マトリックス（ＥＣＭ）成分の効果を調べるため（例えば、Ｅ
ＣＭ成分が、推定増殖因子の作用を隔離、阻害、または増強するかどうかの試験するため
）に設計した。
【００７９】
（４．４．２　増殖条件）
（４．４．２．１　増殖条件１）
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一組のＰＳＣ４３細胞を、上記４．１節に記載される方法を用いて、以下のように調製し
た、照射したＭＥＦ細胞を使用して増殖させた。抗生物質を含んでいない１０％　ウシ胎
仔血清（「ＦＢＳ」）を有するＤＭＥＭ培地を含有している培地（「ＭＥＦ培地」）でＭ
ＥＦ細胞を増殖させた。３７℃で、一晩、標準的な２４－ウェル組織培養プレートに０．
５％　ゼラチンを被覆した。次の日、その細胞をトリプシン処理し、計数し、そして４，
０００ｒａｄで照射した。プレートからゼラチンを除去し、そしてフィダー層として、照
射した細胞を１ウェルあたり１００，０００細胞の密度になるようにプレートした。その
細胞をウェルに一晩付着させ、次いで、１ウェルあたり約２５，０００ＰＳＣ４３細胞を
その細胞上にプレートした。
【００８０】
（４．４．２．２増殖条件２）
２番目の一組のＰＳＣ４３細胞を、４．１節に記載の方法を用いて、ＳＴＯまたはＭＥＦ
細胞の細胞外マトリックス上で増殖させた。ＳＴＯまたはＭＥＦ細胞外マトリックスを、
以下に示すようにして調製した。ＳＴＯまたはＭＥＦ細胞の保存培養物をそれぞれの培地
で増殖させた。３７℃で、一晩、標準的な２４－ウェル組織培養プレートに０．５　％ゼ
ラチンを被覆した後、ウェルからゼラチンを除去した。ＳＴＯまたはＭＥＦ細胞をトリプ
シン処理し、計数し、そして１ウェルあたり約５０，０００細胞の密度になるようにウェ
ルにプレートし、そしてコンフルエンスになるまで増殖させた。次いで、その細胞を１ｍ
ｌのＰＢＳで一回洗浄し、上述した溶解緩衝液０．５ｍｌで最低１０分間細胞を溶解した
。溶解緩衝液を除去し、ウェルを、カルシウムおよびマグネシウムを含有する１ｍｌのＰ
ＢＳで３回洗浄した。次いで、各々のウェルに約０．５ｍｌのＥＳ培地を加え、そしてそ
のプレートを、上記のようにＰＳＣ４３細胞をプレートするまで３７℃で保存した。
【００８１】
（４．４．２．３　増殖条件３）
３番目の一組のＰＳＣ４３細胞を、４．１節に記載するように、上記のＳＴＯ細胞の細胞
外マトリックス上で、ただし記載された２０％　ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）に代えて２．５
％のＦＢＳを使用して、増殖させた。その細胞をプレートしてから２４時間後に培地を除
去し、そして推定の増殖因子を含有する新鮮な培地を加えた。
【００８２】
（４．４．２．４　増殖因子４）
４番目の一組のＰＳＣ４３細胞を、いくつかの異なる物質を使用して増殖させ、霊長類由
来始原幹細胞の増殖を支持し得る細胞外マトリックス（ＥＣＭ）を決定した。
【００８３】
（４．４．３　一次スクリーニング）
推定の増殖因子を含有する培地を以下のように調製した。１５ｍｌのＥＳ培地を１５ｍｌ
のコニカルチューブに分注した。推定の増殖因子を含むストック溶液のアリコートを加え
、その混合溶液を、２０ｍｌシリンジに取り付けた０．２μｍアクロディスク（Ａｃｒｏ
ｄｉｓｃ）フィルターを使用してろ過することにより滅菌した。増殖因子溶液の最終濃度
は、試験された推定の増殖因子について、公開された半有効量（ＥＤ 5 0）（すなわち、処
理された細胞の集団の５０％に観測可能な結果をもたらす容量）の５倍であった。公開さ
れたＥＤ５０の値の概要は、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍ，Ｉｎｃ．，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ
，ＭＮ．の１９９７　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｓｏｕｒｃｅ　Ｂｏｏｋで見ることが可能であ
る。
【００８４】
試験したプレートの各々２４ウェルからＥＳ培地を吸引除去し、三連で、１．５ｍｌの上
記の推定される増殖因子を含有する培地をウェルに加えた。ＰＢＳおよび０．１％　ＢＳ
Ａを含有するＥＳ培地から調製した対照溶液を６つのウェルに充填した。系統誤差の可能
性を減少させるため、対照のウェルを無作為にプレート上で選択した。ＰＳＣ４３細胞は
、推定される増殖因子を含有する培地と共に４日間インキュベートした。２日目もしくは
３日目に、推定の増殖因子を含有する培地を除去し、新鮮な推定の増殖因子を含有する培
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地に交換した。
【００８５】
４日目に、４．３節に記載したように、細胞のアルカリホスファターゼ活性をアッセイし
た。対照値のおおよそ２０％程度対照と異なる物質は、未分化のＰＳＣ４３細胞の増殖を
促進するものとみなした。２０％より多くアルカリホスファターゼ活性の量を増加させた
物質は、実質的に未分化の状態であった。
【００８６】
増殖因子としての活性を示した物質を、以下に示すような二次スクリーニングにおいて試
験した。両方のスクリーニングにおいて、強い分化の促進あるいは抑制の性質を示す物質
は、直接的に三次スクリーニングを行い試験した。
【００８７】
ＥＧＦ、ＦＧＦ、インターロイキン、ＴＮＦ、ＬＩＦ、ＧＲＯ、ＮＧＦ、インシュリン様
の、ＰＤＧＦ、Ｃ－Ｃケモカインファミリー、ならびに増殖因子中和抗体に属する、２０
０を超える可能性のある増殖物質が、上記のプロトコルを用いてスクリーニングされた。
加えて、アンギオゲニン、抗－アンギオゲニン、ＰＤ－ＥＣＧＦ、抗－ＰＤ－ＥＣＧＦ、
ＴＰＯ、抗－ＴＰＯ、ＨＧＦ、抗－ＨＧＦ、ＣＴＬＡ－４／Ｆ Cキメラ、ＨＣＣ－１、Ｉ
－３０９、ＩＰ－１０、ＭＩＧ、ＳＬＰＩ、抗－ＳＬＰＩ、Ｓｔｒｏｍ　ＣＤＦ－１β、
ＥＰＯ、ＥＰＯ可溶性レセプター、抗－ＥＰＯ、Ｆｌｔ－１／Ｆ Cキメラ８０、Ｆｌｔ－
３リガンド、抗－Ｆｌｔ－３リガンド、ＧＣＳＦ、抗－ＧＣＳＦ、ＧＭＣＳＦ、抗－ＧＭ
ＣＳＦ、ＩＦＮ－γ、抗－ＩＦＮ－γ、レプチン、ＭＣＳＦ、抗－ＭＣＳＦ、ＳＣＦ、抗
－ＳＣＦ、ＥＮＡ－７８および抗－ＥＮＡ－７８のような物質もスクリーニングされた。
対照と比較して２０％より多くＡＰ活性の量を増加させた物質を、未分化の細胞の増殖の
促進因子として分類した。これらの物質を以下の表２に示す。表２は、促進因子および未
分化の細胞の増殖に対する促進因子の効果を、対照の割合として列挙している。２０％よ
り多くＡＰ活性の量を減少させた物質を、分化の促進因子として分類し、以下の表３に列
挙する。表３は、分化の促進因子および未分化の細胞の増殖に対する分化の促進因子の効
果を対照の割合として列挙している。スクリーニングした濃度は括弧で示している。
【００８８】
【表２】
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【００８９】
【表３】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（４．４．４　確認のためのスクリーニング）
一次および二次スクリーニングにおいて効果の見られた因子を、アカゲザルＥＳ細胞を使
用して、三次スクリーニングにおいてスクリーニングし、先行のスクリーニングの結果を
確認した。
【００９０】
アカゲザルＥＳ細胞を以下の方法で増殖させた。その細胞の８～１０のコロニーを選び、
解離、ペレット化、そして約２４ｍｌのＥＳ培地に再懸濁した。約１ｍｌの細胞懸濁液を
、フィーダーで被覆した２４－ウェルプレートの各々のウェルに加えた。プレートした細
胞を一晩放置した。
【００９１】
上記の方法で調製した、増殖因子または対照を含有するＥＳ培地約１．５ｍｌを各々のウ
ェルに加えた。その細胞を増殖因子存在下で６日間増殖させ、その間、２日目および４日
目に培地を交換した。次いで、その細胞をさらに２日間増殖させた後、ＡＰ活性を試験し
た。アカゲザル細胞のコロニーの数および大きさを記録し、対照のコロニーの数および大
きさと比較した。対照のコロニーの数および大きさが、観察されたＡＰ活性の程度と一致
した場合、確認のスクリーニングの結果と一次スクリーニングの結果とが一致していると
みなした。
【００９２】
（４．４．５　相乗効果のためのスクリーニング）
全てのアッセイで効果を示した増殖因子は、増殖因子間での任意の相乗効果の存在を決定
するための二連および三連のスクリーニングに含められる。少なくとも一次および確認の
スクリーニングで活性型として同定されたそれらの増殖物質の二元および三元の組み合わ
せが、個々の増殖因子の代わりに使用された以外は、上記に記載したようにこれらのスク
リーニングを行う。個々の成分の質と比較して優れた質を提供する組み合わせは、培地補
充物質として含有されている。
【００９３】
（４．５　霊長類由来始原幹細胞のフィーダー非存在下での増殖の細胞外マトリックス成
分のスクリーニング）
上記に記載したＰＳＣ４３細胞を、選択した細胞外物質の規定したマトリックス上で増殖
させた。以下に記載する物質のうちの１つを使用して被覆した２４－ウェルプレートのウ
ェルに、ＰＳＣ４３細胞をプレートした：コラーゲンＩＩ、コラーゲンＩＩＩ、コラーゲ
ンＩＶ、コラーゲンＶ、調製された細胞外マトリックス（部分精製されたヒト胎盤のマト
リックス抽出物、ＳＩＧＭＡより市販）、フィブロネクチン、ラミニン、メロシン（ラミ
ニンホモログ）、テネイシン、ヘパラン硫酸塩、コンドロイチン硫酸、デルマタン硫酸、
アグレカン（ａｇｇｒｅｃａｎ）、ビグリカン、トロンボスポンジン、ビトロネクチンま

10

20

30

40

50

(19) JP 3880795 B2 2007.2.14



たは、デコリン（ｄｅｃｏｒｉｎ）。列挙した物質の１つ、およびゼラチン（単独または
フィブロネクチンとの組み合わせ）で被覆したウェルにも細胞をプレートした。細胞を約
６日間増殖させた後、依然として未分化状態にある細胞の増殖を測定した。これらの物質
および組み合わせを使用しての未分化の状態にあるＰＳＣ４３細胞の増殖を、上記４．２
節に記載したように、アルカリホスファターゼの発現の判定により測定し、そしてＳＴＯ
細胞上の対照ウェルにおけるＰＳＣ４３細胞の増殖と比較した。
【００９４】
スクリーニングの結果を、以下の表４に記載する。対照と比較して約２０％より多くＡＰ
活性を増大させた物質および／または組み合わせを、フィーダー非存在下での霊長類由来
始原幹細胞増殖に対するポジティブ因子と判定した。表４におけるデータから見られるよ
うに、メロシン、ゼラチンと組み合わせたメロシン、ならびにコラーゲンＩＩおよびヘパ
リンリン硫酸塩の全ての組み合わせを、フィーダー非存在下での霊長類由来始原幹細胞増
殖に対するポジティブ因子であることを見出した。スクリーニングされた推定されるマト
リックス成分の濃度を、括弧で示す。
【００９５】
【表４】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（４．６　未分化のＰＳＣの維持を高める増殖条件）
この実施例は、未分化の状態にある霊長類由来始原幹細胞の増殖を高めるために、そのよ
うな細胞の増殖培地へ抗－レチノール抗体を添加することを例示する。
【００９６】
上記のように、溶解した線維芽細胞および馴化培地から調製した線維芽細胞マトリックス
で被覆された培養皿に、ＰＳＣ４３細胞（フィーダー後の継代数１７で）をプレートした
。ＤＭＥＭ、ならびに４．５ｇ／Ｌグルコース、０．１ｍＭ　非必須アミノ酸、０．１ｍ
Ｍ　β－メルカプトエタノール、および２０％　ウシ胎仔血清を含有する増殖培地（上述
したように馴化されている）を使用して、その細胞を維持した。この培地に、最終濃度１
μｇ／ｍｌまたは１０μｇ／ｍｌいずれかの抗－レチノール酸抗体を補充した。その抗体
は、Ｚｈｏｅら、１９９１　Ｊ．Ｎｕｔｒ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．２：１２２－１３１および
Ｚｈｏｅら、１９９１　Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　１３８：２１１－２２３
に記載されるようにして調製した。対照もまた調製し、そこで上記のものと同じ培地では
あるが、抗－レチノール酸抗体を含まない培地でＰＳＣ４３細胞を増殖させた。
【００９７】
細胞のＡＰレベルを、培養１週間後に上記のように測定した。抗－レチノール酸抗体を補
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充した培地では、ＡＰ活性において２７％の増加が観察された。１μｇ／ｍｌまたは１０
μｇ／ｍｌいずれかの抗－レチノール酸抗体を添加した場合、どちらも同じ効果が得られ
た。これらの結果は、抗－レチノール酸抗体を含有する馴化ＥＳ培地が、未分化の霊長類
由来始原幹細胞の増殖を高めることを示している。
【００９８】
（４．７　霊長類由来ＰＳＣにおけるテロメラーゼ活性の測定）
この実施例は、霊長類由来始原幹細胞における未分化についてのマーカーとしての、その
ような細胞におけるテロメラーゼ活性の検出を例示する。
【００９９】
未分化のアカゲザル始原幹細胞、分化したアカゲザル始原幹細胞、マウス胚性線維芽細胞
、および２９３細胞の細胞抽出液を、Ｋｉｍら（Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６６：２０１１　１
９９４）により記載される界面活性剤溶解法の改良により調製した。その方法では、細胞
をリン酸緩衝化生理食塩水で洗浄し、氷上で３０分間ＣＨＡＰＳ溶解緩衝液を使用して溶
解した。ＭＥＦ、分化した細胞、未分化のＥＳ細胞の抽出物を、それぞれ、ＣＨＡＰＳ溶
解緩衝液１μｌあたり１０，０００細胞、ＣＨＡＰＳ溶解緩衝液１μｌあたり２０，００
０細胞、およびＣＨＡＰＳ溶解緩衝液１μｌあたり約１，０００細胞の濃度で調製した。
対照およびテロメラーゼ－陽性２９３細胞（アデノウイルスで形質転換したヒト腎臓細胞
株）の抽出物を、ＣＨＰＡＳ溶解緩衝液１ｍｌあたり１，０００細胞になるよう調製した
。溶解した細胞を、４℃、１２，０００ｇで３０分間遠心分離し、そして細胞抽出物（上
清）を除去した。
【０１００】
細胞抽出物に存在するテロメラーゼ活性を、改変ＰＣＲをベースにしたＴＲＡＰアッセイ
を使用して決定した。改変した逆方向プライマー（ＲＰ，５’－ＧＣＧＣＧＧ（ＣＴＴＡ
ＣＣ） 3ＣＴＡＡＣＣ－３’）および、 3 2Ｐエンドラベルした順方向プライマー（ＴＳ，
５’－ＡＡＴＣＣＧＴＣＧＡＧＣＡＧＡＧＴＴ－３’）を、標準的な方法および材料を使
用して合成した。各々の細胞抽出物２μｌを、以下を含有する４８μｌの混合物と合わせ
た：２０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ　８．３）、１．５ｍＭ　ＭｇＣｌ 2、６３ｍＭ
　ＫＣｌ、０．０５％　Ｔｗｅｅｎ　２０、１ｍＭ　ＥＧＴＡ、０．１ｍｇ／ｍｌウシ血
清アルブミン（ＢＳＡ、ｆｒａｃｔｉｏｎ　Ｖ：Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉ
ｍより購入）、２μｇ／ｍｌ　ＴＳ、２ｍｇ／ｍｌ　ＲＰ、それぞれ５０μＭのｄＡＴＰ
、ｄＣＴＰ、ｄＴＴＰ、ｄＧＴＰ、および０．０４ユニット／μｌのＴａｑポリメラーゼ
。ＰＣＲ増幅を２７サイクル行い、各々のサイクルは温度９４℃で３０秒間、６０℃で３
０秒間、および７２℃で３０秒間の増幅の順序でなっている。ＰＣＲに続いて、１５％未
変性ポリアクリルアミドゲル上での、ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって、試料を
分離した。ゲルを乾燥させ、フォスフォイメージャーを使用してその産物を可視化した。
各々の細胞抽出液に対し０．２ユニットのＲＮａｓｅを含有する対照の試料もまた調製し
、分析した。ＰＣＲ産物の定量を、細胞抽出液の段階希釈からのシグナルとテロメラーゼ
を発現している２９３細胞の段階希釈からのシグナルとを比較することにより行った。細
胞抽出液は、タンパク質濃度に対して正規化されていた。タンパク質の決定は、ＢＳＡを
標準として使用して、Ｃｏｏｍａｓｓｉｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａｓｓａｙ　Ｒｅａｇｅｎ
ｔ（Ｐｉｅｒｃｅ＃２３２００）を使用して行った。
【０１０１】
フィーダーおよび分化したアカゲザル細胞は、テロメラーゼ活性が検出されなかったのに
対し、未分化のアカゲザルＥＳ細胞は、非常に高いテロメラーゼ活性を示した。未分化の
アカゲザルＥＳ細胞もまた、２９３細胞と比較して２．５倍レベルより大きいテロメラー
ゼ活性を示した。ＭＥＦ細胞由来の匹敵するレベルの細胞抽出物のテロメラーゼシグナル
は、ほんのわずかであるか、あるいは検出不可能であった。後者の結果はまた、未分化の
アカゲザル始原幹細胞において観察されたテロメラーゼシグナルは、ＭＥＦ細胞による未
分化のアカゲザル細胞の試料の混入に由来するものではないことも明らかにした。
【０１０２】
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（５　結論）
従って、本発明は、霊長類由来始原幹細胞を実質的に未分化の状態において増殖させるた
めの新しい材料および方法を提供するものである。本発明により提供される材料および方
法を使用することにより、ヒトおよびサルから単離された始原幹細胞のような霊長類由来
始原幹細胞を、より効率的に増殖させ得る。このような細胞を未分化の状態で効率的に増
殖させる能力は、本明細書に記載されるように、組織移植および／または遺伝子治療技術
（そこでは、そのような細胞が直接か、または１つ以上の遺伝的改変の後に使用される）
を利用してヒト疾患を処置するための始原幹細胞の治療的な使用のために重要な適用を有
する。加えて、本明細書に記載される方法および材料を使用して増殖した霊長類由来始原
幹細胞は、新規の生理活性物質、または、培養においてそのような細胞の分化を促進もし
くは遅延させる他の因子のスクリーニングに使用され得る。
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