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(57)【 要 約 】

【 課 題 】 T R A -1-60よ り も さ ら に 早 い 時 期 に 発 現 す る マ ー カ ー 遺 伝 子 を 同 定 し 、 該 マ ー カ ー

遺 伝 子 を 用 い て リ プ ロ グ ラ ミ ン グ の 分 子 機 構 を 理 解 す る 手 段 を 提 供 す る こ と 。 ま た 、 当 該

マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 指 標 と し た 効 率 的 な iPS細 胞 の 樹 立 方 法 を 提 供 す る こ と 。

【 解 決 手 段 】 以 下 の 工 程 を 含 む iPS細 胞 の 製 造 方 法 ：

(i) 初 期 化 因 子 が 導 入 さ れ た 体 細 胞 集 団 を 培 養 す る 工 程 ；

(ii ) 該 培 養 さ れ た 細 胞 集 団 か ら E S R G 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 選 別 す る 工 程 ； 及 び

(ii i ) 該 選 別 さ れ た 細 胞 を 培 養 し 、 iPS細 胞 を 得 る 工 程 。

【 選 択 図 】 な し
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 以 下 の 工 程 を 含 む iPS細 胞 の 製 造 方 法 ：

(i) 初 期 化 因 子 が 導 入 さ れ た 体 細 胞 集 団 を 培 養 す る 工 程 ；

(ii) 該 培 養 さ れ た 細 胞 集 団 か ら ESRG遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 選 別 す る 工 程 ； 及 び

(iii) 該 選 別 さ れ た 細 胞 を 培 養 し 、 iPS細 胞 を 得 る 工 程 。

【 請 求 項 ２ 】

　 工 程 (i)の 前 に 、 体 細 胞 に 初 期 化 因 子 を 導 入 す る 工 程 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ３ 】

　 工 程 (ii)を 初 期 化 因 子 の 導 入 後 3～ 11日 の 間 に 行 う 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 体 細 胞 が 、 内 因 性 ESRG遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド

す る 核 酸 を 含 み 、 工 程 (ii)が 該 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 を 指 標 に 行 わ れ る 、 請 求 項 １

～ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ５ 】

　 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 が 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 初 期 化 因 子 が 、 Octフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 又 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 、 Soxフ ァ ミ リ ー メ ン

バ ー 又 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 、 Klfフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 又 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 、 Myc

フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 又 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 、 Lin28フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 又 は そ れ を コ

ー ド す る 核 酸 、 及 び Nanog又 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1種 以 上 を

含 む 、 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 iPS細 胞 の 樹 立 効 率 を 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 初 期 化 因 子 が 導 入 さ れ た 体 細 胞 集 団 か ら E

SRG遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 該 選 別 を 初 期 化 因 子 の 導 入 後 3～ 11日 の 間 に 行 う 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 内 因 性 ESRG遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を

含 む 、 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 が 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 細 胞 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 多 能 性 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 ９ 又 は １ ０ に 記 載 の 細 胞 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 分 化 細 胞 集 団 か ら 、 ESRG遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 除 去 す る こ

と を 含 む 、 分 化 細 胞 の 純 化 方 法 。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 iPS細 胞 ク ロ ー ン の 分 化 抵 抗 性 の 評 価 方 法 で あ っ て 、 被 検 iPS細 胞 ク ロ ー ン か ら 分 化 誘 導

し た 分 化 細 胞 集 団 に お け る ESRG遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 指 標 と す る こ と を 特 徴 と す る 、 方 法

。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 人 工 多 能 性 幹 細 胞 （ 以 下 、 「 iPS細 胞 」 と も い う 。 ） の 効 率 的 な 樹 立 方 法 、

並 び に 当 該 方 法 に 適 し た レ ポ ー タ ー 細 胞 等 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 ヒ ト 体 細 胞 に リ プ ロ グ ラ ミ ン グ 因 子 (例 ： OCT3/4, SO X2, KLF4, c-M YC: OSK M) を 導 入

す る こ と で iPS細 胞 を 作 製 す る こ と が で き る が 、 そ の 詳 細 な 分 子 機 構 は 不 明 な 部 分 が 多 い
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。 こ の 分 子 機 構 を 理 解 す る に は リ プ ロ グ ラ ミ ン グ 途 中 の 細 胞 を 解 析 す る 必 要 が あ る が 、 OS

K Mが 引 き 起 こ す リ プ ロ グ ラ ミ ン グ 効 率 が 極 め て 低 い こ と が 種 々 の 解 析 を 困 難 に し て い る 。

一 方 で 、 裏 を 返 せ ば 、 こ の 効 率 の 低 さ の 原 因 を 理 解 す る こ と が リ プ ロ グ ラ ミ ン グ の 分 子 機

構 を 理 解 す る こ と に つ な が る と も 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 TRA-1-60と い う ヒ ト 多 能 性 細 胞 特 異 的 表 面 抗 原 が 初 期 化 さ れ て い る 細 胞

で 発 現 し て い る こ と を 見 出 し た (特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 １ 、 ２ )。 TRA-1-60は リ プ ロ グ

ラ ミ ン グ さ れ て い な い (さ れ 損 な っ た ) 細 胞 で は 発 現 し な い こ と か ら 、 抗 TRA-1-60抗 体 を

用 い て 初 期 化 さ れ て い る 細 胞 の み を 純 化 す る こ と が 可 能 と な っ た 。 本 発 明 者 ら は 、 こ の 純

化 系 を 用 い て 、 初 期 化 途 中 で 起 こ る 複 数 の 重 要 な イ ベ ン ト を 明 ら か に し て き た 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 し か し 、 TRA-1-60陽 性 細 胞 は 将 来 的 に iPS細 胞 へ と 成 熟 し て い く 細 胞 集 団 で あ る が 、 ど

の よ う に し て 体 細 胞 が TRA-1-60陽 性 細 胞 へ と 変 化 す る の か は 明 ら か に な っ て い な い 。 こ の

最 も 初 期 に 起 こ る 細 胞 の 性 質 変 化 を 捉 え る こ と が 、 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ の 分 子 機 構 を 理 解 す

る に あ た っ て 重 要 で あ る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 2014/200114号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Tanabe, K. et al. , Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 110(30):12172-121

79 (2013)

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Takahashi, K. et al. , Nat. Com mun., 5: 3678 (2014)

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 TRA-1-60陽 性 細 胞 へ と 変 化 す る 過 程 を 捉 え る た め に は 、 将 来 TRA-1-60陽 性 細 胞 へ と 変 化

す る 細 胞 を あ ら か じ め 予 測 す る こ と が 重 要 で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 、 TRA-1-60よ

り も さ ら に 早 い 時 期 に 発 現 す る マ ー カ ー 遺 伝 子 を 同 定 し 、 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 用 い て リ プ

ロ グ ラ ミ ン グ の 分 子 機 構 を 理 解 す る 手 段 を 提 供 す る こ と で あ る 。 ま た 、 本 発 明 の 別 の 目 的

は 、 当 該 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 指 標 と し た 効 率 的 な iPS細 胞 の 樹 立 方 法 を 提 供 す る こ と

で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 者 ら は 、 上 記 の 目 的 を 達 成 す る た め に 、 5種 類 の ヒ ト 体 細 胞 に OSK Mの 4因 子 を 導 入

し 、 導 入 前 と 導 入 7日 後 と で 、 そ れ ら の 体 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 を マ イ ク ロ ア レ イ を 用

い て 網 羅 的 に 解 析 し 、 す べ て の 細 胞 種 で 5倍 以 上 発 現 が 変 動 し て い た 遺 伝 子 を 抽 出 し た 。

抽 出 さ れ た 194種 の 上 方 制 御 遺 伝 子 の 中 に は 、 L1TD1、 SALL4、 N A N O G等 の 早 期 リ プ ロ グ ラ ミ

ン グ マ ー カ ー 遺 伝 子 が 含 ま れ て い た こ と か ら 、 本 発 明 者 ら は 、 こ れ ら の 上 方 制 御 さ れ た 遺

伝 子 の 中 に 、 TRA-1-60遺 伝 子 よ り 早 期 に 発 現 す る リ プ ロ グ ラ ミ ン グ マ ー カ ー 遺 伝 子 が あ る

の で は な い か と 予 測 し た 。 そ こ で 、 (1) 体 細 胞 で 発 現 が 検 出 で き な い 、 (2) リ プ ロ グ ラ ミ

ン グ 因 子 導 入 後 3日 目 の 細 胞 集 団 で 不 均 一 に 発 現 す る 、 及 び (3) 導 入 後 7日 目 の 全 て の TRA-

1-60陽 性 細 胞 で 発 現 し て い る 、 と の 条 件 で 、 上 記 194遺 伝 子 を 選 別 し た と こ ろ 、 ヒ ト 内 在

性 レ ト ロ ウ イ ル ス H型 （ HERV-H） 駆 動 性 の 長 鎖 非 コ ー デ ィ ン グ RN A（ lncRN A） を 産 物 と す る

ESRG遺 伝 子 の み が 、 上 記 の 3条 件 を 満 た す こ と を 見 出 し た 。

　 次 い で 、 ESRGの 遺 伝 子 座 に レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 導 入 し て 、 ESRGを 発 現 す る 細 胞 を 生 き た

ま ま 識 別 で き る 系 を 作 製 し た 。 ESRG-レ ポ ー タ ー 線 維 芽 細 胞 に OSK Mを 導 入 し た と こ ろ 、 導

入 後 3日 目 に お い て 数 %の レ ポ ー タ ー 陽 性 細 胞 が 確 認 さ れ た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い

た 継 時 的 な 解 析 に よ り 、 ESRG-レ ポ ー タ ー 陽 性 細 胞 の み か ら TRA-1-60陽 性 細 胞 が 出 現 し て
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く る こ と が 分 か っ た 。 OSK M導 入 か ら 3日 目 に 出 現 し た ESRG-レ ポ ー タ ー 陽 性 及 び 陰 性 細 胞 を

そ れ ぞ れ 純 化 し 、 各 細 胞 集 団 か ら iPS細 胞 の 樹 立 を 行 っ た 結 果 、 ESRG-レ ポ ー タ ー 陽 性 細 胞

か ら 有 意 に 多 く の iPS細 胞 が 樹 立 さ れ る こ と を 見 出 し た 。

　 以 上 の よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 ESRG-レ ポ ー タ ー は 最 初 期 の リ プ ロ グ ラ ミ ン グ さ れ た 細

胞 を 検 出 す る こ と が で き 、 該 レ ポ ー タ ー 陽 性 細 胞 を 選 別 す る こ と で iPS細 胞 の 樹 立 効 率 を

顕 著 に 改 善 し 得 る こ と を 実 証 し て 、 本 発 明 を 完 成 す る に 至 っ た 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 即 ち 、 本 発 明 は 以 下 の も の を 提 供 す る 。

［ １ ］ 以 下 の 工 程 を 含 む iPS細 胞 の 製 造 方 法 ：

(i) 初 期 化 因 子 が 導 入 さ れ た 体 細 胞 集 団 を 培 養 す る 工 程 ；

(ii) 該 培 養 さ れ た 細 胞 集 団 か ら ESRG遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 選 別 す る 工 程 ； 及 び

(iii) 該 選 別 さ れ た 細 胞 を 培 養 し 、 iPS細 胞 を 得 る 工 程 。

［ ２ ］ 工 程 (i)の 前 に 、 体 細 胞 に 初 期 化 因 子 を 導 入 す る 工 程 を 含 む 、 ［ １ ］ に 記 載 の 方 法

。

［ ３ ］ 工 程 (ii)を 初 期 化 因 子 の 導 入 後 3～ 11日 の 間 に 行 う 、 ［ １ ］ 又 は ［ ２ ］ に 記 載 の 方

法 。

［ ４ ］ 体 細 胞 が 、 内 因 性 ESRG遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ

ー ド す る 核 酸 を 含 み 、 工 程 (ii)が 該 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 を 指 標 に 行 わ れ る 、 ［ １

］ ～ ［ ３ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

［ ５ ］ レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 が 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 、 ［ ４ ］ に 記 載 の 方 法 。

［ ６ ］ 初 期 化 因 子 が 、 Octフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 又 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 、 Soxフ ァ ミ リ ー

メ ン バ ー 又 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 、 Klfフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 又 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸

、 Mycフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 又 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 、 Lin28フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー 又 は そ れ

を コ ー ド す る 核 酸 、 及 び Nanog又 は そ れ を コ ー ド す る 核 酸 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 1種 以

上 を 含 む 、 ［ １ ］ ～ ［ ５ ］ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

［ ７ ］ iPS細 胞 の 樹 立 効 率 を 改 善 す る 方 法 で あ っ て 、 初 期 化 因 子 が 導 入 さ れ た 体 細 胞 集 団

か ら ESRG遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 選 別 す る こ と を 含 む 、 方 法 。

［ ８ ］ 該 選 別 を 初 期 化 因 子 の 導 入 後 3～ 11日 の 間 に 行 う 、 ［ ７ ］ に 記 載 の 方 法 。

［ ９ ］ 内 因 性 ESRG遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核

酸 を 含 む 、 哺 乳 動 物 由 来 の 細 胞 。

［ １ ０ ］ レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 が 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 、 ［ ９ ］ に 記 載 の 細 胞 。

［ １ １ ］ 多 能 性 幹 細 胞 で あ る 、 ［ ９ ］ 又 は ［ １ ０ ］ に 記 載 の 細 胞 。

［ １ ２ ］ iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 分 化 細 胞 集 団 か ら 、 ESRG遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 除 去

す る こ と を 含 む 、 分 化 細 胞 の 純 化 方 法 。

［ １ ３ ］ iPS細 胞 ク ロ ー ン の 分 化 抵 抗 性 の 評 価 方 法 で あ っ て 、 被 検 iPS細 胞 ク ロ ー ン か ら 分

化 誘 導 し た 分 化 細 胞 集 団 に お け る ESRG遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 指 標 と す る こ と を 特 徴 と す る

、 方 法 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 ESRG遺 伝 子 は リ プ ロ グ ラ ミ ン グ の 極 め て 初 期 の 段 階 で そ の 発 現 が 活 性 化 さ れ る 。 ま た 、

該 遺 伝 子 は 、 iPS細 胞 で は す べ て の 細 胞 で 均 一 に 発 現 し 、 分 化 後 は 速 や か に 発 現 が 消 失 す

る 。 従 っ て 、 本 発 明 に よ れ ば 、 ESRG遺 伝 子 の 発 現 を 指 標 と し て リ プ ロ グ ラ ミ ン グ さ れ た 細

胞 の 早 期 検 出 及 び 該 細 胞 を 選 別 す る こ と に よ る iPS細 胞 樹 立 化 効 率 の 改 善 、 並 び に 、 iPS細

胞 か ら 分 化 誘 導 し た 分 化 細 胞 集 団 中 に 残 存 す る 未 分 化 細 胞 の 除 去 及 び iPS細 胞 ク ロ ー ン の

分 化 抵 抗 性 の 評 価 な ど に 有 用 で あ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ １ 】

【 図 １ 】 初 期 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て の ESRG遺 伝 子 の 同 定 、 及 び ESRG陽 性

細 胞 の 選 別 に よ る iPS細 胞 樹 立 効 率 の 改 善 を 示 す 図 で あ る 。 Ａ ． 初 期 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ マ

ー カ ー 遺 伝 子 の 同 定 ま で の 概 略 を 模 式 的 に 示 す 。 Ｂ ． 親 H DF (d0)、 導 入 後 3日 目 の OSK M発
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現 細 胞 (d3)、 各 時 点 で の TRA-1-60陽 性 細 胞 (d7～ d28) 及 び iPS細 胞 (iPSC) で の ESRG発

現 を 、 シ ン グ ル セ ル RN A-Seqに よ り 解 析 し た 。 各 時 点 に お い て 24個 の 単 一 細 胞 を 調 べ た 。

中 間 値 を ド ッ ト で 示 す 。 Ｃ ． 図 １ Ａ に 示 す 5種 の 体 細 胞 か ら OSK M導 入 に よ り iPS細 胞 を 誘 導

し た 場 合 の 、 親 細 胞 (d0)、 導 入 後 3日 目 の OSK M発 現 細 胞 (d3)、 各 時 点 で の TRA-1-60陽 性

細 胞 (d7～ d28) に お け る ESRGの 発 現 を マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 測 定 し た （ n=3） 。 Ｄ ． EC

1B3-Fibに レ ト ロ ウ イ ル ス を 用 い て OSK又 は OSK Mを 導 入 し 、 継 時 的 に ESRG-Cloverお よ び TRA

-1-60の 発 現 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 解 析 し た 。 OSK M導 入 後 3日 目 に お い て 少 数 の ESRG-C

lover陽 性 細 胞 が 出 現 し 、 4, 7日 目 に お い て 、 ESRG-Clover陽 性 の 集 団 か ら TRA-1-60陽 性 細

胞 が 出 現 し た 。 Ｅ ． OSK M導 入 後 3日 目 に ESRG-Clover陽 性 及 び 陰 性 細 胞 を セ ル ソ ー テ ィ ン グ

に よ り そ れ ぞ れ 回 収 し 、 マ ウ ス フ ィ ー ダ ー 細 胞 上 に ま き 直 し 、 iPS細 胞 を 樹 立 す る 条 件 で 3

週 間 培 養 し た 。 そ の 後 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 染 色 を 行 い 、 iPS細 胞 を 可 視 化 し た 。 E

SRG-Clover陽 性 細 胞 か ら 優 位 に iPS細 胞 が 出 現 す る こ と が 確 認 さ れ た 。

【 図 ２ 】 ESRG-Cloverレ ポ ー タ ー 細 胞 の 作 製 を 示 す 図 で あ る 。 Ａ ． ESRG-Cloverレ ポ ー タ ー

の 概 略 を 示 す 。 ESRG遺 伝 子 の 第 4エ ク ソ ン に SA-IRES-Clover-Frt-PG K-Neo-pA-Frtカ セ ッ ト

を 相 同 組 み 換 え に よ り 導 入 し た (ECN)。 そ の 後 、 FLPoリ コ ン ビ ナ ー ゼ を 一 過 的 に 発 現 さ せ

、 PG K-Neo-pAカ セ ッ ト を 除 去 し た (EC)。 ゲ ノ ム 上 の 黒 塗 り の ボ ッ ク ス は ESRG遺 伝 子 の エ

ク ソ ン を 示 し て い る 。 3＇ 末 端 側 （ プ ロ ー ブ １ ） 又 は Clover部 分 の 下 部 （ プ ロ ー ブ ２ ） の

バ ー は サ ザ ン ブ ロ ッ ト (図 ２ Ｂ 、 Ｃ ) に 用 い た プ ロ ー ブ の 位 置 を 示 し て い る 。 ゲ ノ ム の 上

部 の 線 お よ び 数 字 は 、 各 プ ロ ー ブ を 用 い て サ ザ ン ブ ロ ッ ト (図 ２ Ｂ 、 Ｃ ) を 行 っ た 際 の 予

測 バ ン ド 及 び そ の サ イ ズ を 示 し て い る 。 E5 (EcoRV) お よ び B (Bam HI) は サ ザ ン ブ ロ ッ ト

(図 ２ Ｂ 、 Ｃ ) の 際 に 用 い た 制 限 酵 素 の 認 識 場 所 を 示 し て い る 。 「 EC」 に 示 し た 対 向 す る

三 角 印 は RT-PCR (図 ２ Ｅ ) に 用 い た プ ラ イ マ ー の 位 置 を 示 し て い る 。 Ｂ ． iPS細 胞 か ら 抽

出 し た ゲ ノ ム D N Aを Bam HIで 消 化 し 、 プ ロ ー ブ １ で サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 行 い 、 正 し く 相 同 組 換

え が 起 こ っ て い る こ と を 確 認 し た 。 Ｃ ． iPS細 胞 か ら 抽 出 し た ゲ ノ ム D N Aを EcoRVで 消 化 し

、 プ ロ ー ブ ２ で サ ザ ン ブ ロ ッ ト を 行 い 、 ESRG遺 伝 子 座 以 外 に 導 入 カ セ ッ ト の 非 特 異 的 な 挿

入 が な い こ と を 確 認 し た 。 Ｄ ． Gバ ン ド 解 析 に よ り 、 ESRG-Clover iPS細 胞 の 核 型 が 正 常 で

あ る こ と を 確 認 し た 。 Ｅ ． 図 ２ Ａ に 示 し た プ ラ イ マ ー セ ッ ト で RT-PCRを 行 い 、 ESRG-Clove

r iPS細 胞 に お い て 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 が 正 し く 発 現 し て い る こ と を 確 認 し た 。 Ｆ ． 野 生

型 iPS細 胞 (975E4)、 ESRG-Clover iPS細 胞 (EC1B3) お よ び EC1B3か ら 試 験 管 内 分 化 誘 導 に

よ り 作 製 し た 線 維 芽 細 胞 (EC1B3-Fib) に お け る Cloverの 発 現 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で

確 認 し た 。 EC1B3に お い て 特 異 的 に Cloverの 発 現 が 検 出 さ れ た 。 Ｇ ． 元 の iPS細 胞 (975E4)

、 ESRG-Clover iPS細 胞 (EC1B3) お よ び EC1B3か ら 試 験 管 内 分 化 誘 導 に よ り 作 製 し た 線 維

芽 細 胞 (EC1B3-Fib) に お け る ESRG-Cloverの 発 現 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 確 認 し た 。 EC

1B3に お い て は ESRG-Cloverが 発 現 し て い る が 、 EC1B3-Fibで は ESRG-Cloverの 発 現 は 検 出 で

き な か っ た 。 Ｈ ． 成 人 由 来 皮 膚 線 維 芽 細 胞 (H DF)、 ESRG-Clover iPS細 胞 (EC1B3) お よ び

EC1B3か ら 試 験 管 内 分 化 誘 導 に よ り 作 製 し た 線 維 芽 細 胞 (EC1B3-Fib) に お け る TRA-1-60の

発 現 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 確 認 し た 。 EC1B3に お い て は TRA-1-60が 発 現 し て い る が 、 E

C1B3-Fibで は H DFと 同 程 度 ま で TRA-1-60の 発 現 が 低 下 し て い る こ と が 確 認 で き た 。

【 図 ３ 】 ESRG-Clover iPS細 胞 か ら 試 験 管 内 分 化 誘 導 に よ り 線 維 芽 細 胞 を 作 製 す る プ ロ ト

コ ル を 示 す 図 で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 は 、 初 期 化 因 子 導 入 後 の 適 切 な 時 期 に 、 初 期 化 因 子 を 導 入 さ れ た 体 細 胞 集 団 か ら

ESRG遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 選 別 す る こ と を 特 徴 と す る 、 iPS細 胞 の 樹 立 効 率 改 善 方 法 、

並 び に 当 該 方 法 を 利 用 し た 効 率 的 な iPS細 胞 の 製 造 方 法 （ 以 下 、 「 本 発 明 の 製 造 方 法 」 と

も い う 。 ） を 提 供 す る 。 本 発 明 の 製 造 方 法 は 、 以 下 の 工 程 を 含 む 。

(i) 初 期 化 因 子 が 導 入 さ れ た 体 細 胞 集 団 を 培 養 す る 工 程

(ii) 該 培 養 さ れ た 細 胞 集 団 か ら ESRG遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 選 別 す る 工 程

(iii) 該 選 別 さ れ た 細 胞 を 培 養 し 、 iPS細 胞 を 得 る 工 程

【 ０ ０ １ ３ 】
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　 工 程 (i)で は 、 初 期 化 因 子 が 導 入 さ れ た 体 細 胞 集 団 を 培 養 す る 。

　 「 人 工 多 能 性 幹 （ iPS） 細 胞 」 は 、 特 定 の 初 期 化 因 子 を 、 核 酸 （ D N Aも し く は RN A） ま た

は タ ン パ ク 質 の 形 態 で 体 細 胞 に 導 入 す る こ と に よ っ て 製 造 す る こ と が で き る 、 Ｅ Ｓ 細 胞 と

ほ ぼ 同 等 の 特 性 、 例 え ば 分 化 多 能 性 と 自 己 複 製 に よ る 増 殖 能 、 を 有 す る 体 細 胞 由 来 の 人 工

の 幹 細 胞 で あ る （ Takahashi, K.及 び S. Yamanaka (2006) Cell , 126: 663-676; Takahash

i, K. et al. (2007) Cell , 131: 861-872; Yu, J. et al. (2007) Science, 318: 1917-

1920; Nakagawa, M.et al. (2008) Nat. Biotechnol. 26: 101-106; W O2007/069666） 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 「 体 細 胞 」 な る 用 語 は 、 卵 子 、 卵 母 細 胞 、 ES細 胞 な ど の 生 殖 系 列

細 胞 及 び 分 化 全 能 性 細 胞 を 除 く あ ら ゆ る 動 物 細 胞 （ 好 ま し く は 、 ヒ ト を 含 む 哺 乳 動 物 細 胞

） を い う 。 体 細 胞 に は 、 非 限 定 的 に 、 胎 児 （ 仔 ） の 体 細 胞 、 新 生 児 （ 仔 ） の 体 細 胞 、 お よ

び 成 熟 し た 健 全 な も し く は 疾 患 性 の 体 細 胞 の い ず れ も 包 含 さ れ る し 、 ま た 、 初 代 培 養 細 胞

、 継 代 細 胞 、 お よ び 株 化 細 胞 の い ず れ も 包 含 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 体 細 胞 は 、 例 え ば （ １

） 神 経 幹 細 胞 、 造 血 幹 細 胞 、 間 葉 系 幹 細 胞 、 歯 髄 幹 細 胞 等 の 組 織 幹 細 胞 （ 体 性 幹 細 胞 ） 、

（ ２ ） 組 織 前 駆 細 胞 、 （ ３ ） リ ン パ 球 、 上 皮 細 胞 、 内 皮 細 胞 、 筋 肉 細 胞 、 線 維 芽 細 胞 （ 皮

膚 細 胞 等 ） 、 毛 細 胞 、 肝 細 胞 、 胃 粘 膜 細 胞 、 腸 細 胞 、 脾 細 胞 、 膵 細 胞 （ 膵 外 分 泌 細 胞 等 ）

、 脳 細 胞 、 肺 細 胞 、 腎 細 胞 お よ び 脂 肪 細 胞 等 の 分 化 し た 細 胞 な ど が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 体 細 胞 の ソ ー ス と し て の 哺 乳 動 物 個 体 の 選 択 は 特 に 制 限 さ れ な い 。 し か し な が ら 、 iPS

細 胞 を 、 ヒ ト に お け る 疾 患 の 治 療 に 使 用 す る 場 合 、 移 植 片 拒 絶 及 び ／ 又 は GvH Dを 予 防 す る

と い う 観 点 か ら 、 体 細 胞 は 、 患 者 本 人 の 細 胞 で あ る か 、 あ る い は 患 者 の HLA型 と 同 一 又 は

実 質 的 に 同 一 で あ る HLA型 を 有 す る 他 人 か ら 採 取 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 本 明 細 書 中 で 使

用 さ れ る 「 実 質 的 に 同 一 で あ る HLA型 」 と は 、 ド ナ ー の HLA型 が 、 免 疫 抑 制 剤 等 の 使 用 を 伴

う 患 者 に 移 植 し た 場 合 に 、 ド ナ ー の 体 細 胞 由 来 の iPS細 胞 か ら の 分 化 誘 導 に よ り 得 ら れ た

移 植 細 胞 が 生 着 可 能 で あ る 程 度 に 、 患 者 の も の と 一 致 す る こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 主 た

る HLA（ HLA-A、 HLA-B及 び HLA-DRの 主 要 な 3遺 伝 子 座 、 あ る い は さ ら に HLA-Cwを 含 む 4遺 伝

子 座 ） が 同 一 で あ る HLA型 等 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 初 期 化 因 子 は 、 ES細 胞 に 特 異 的 に 発 現 し て い る 遺 伝 子 、 そ の 遺 伝 子 産 物 も し く は ノ ン コ

ー デ ィ ン グ （ non-coding） RN A、 ま た は ES細 胞 の 未 分 化 維 持 に 重 要 な 役 割 を 果 た す 遺 伝 子

、 そ の 遺 伝 子 産 物 も し く は ノ ン コ ー デ ィ ン グ RN A、 あ る い は 低 分 子 化 合 物 に よ っ て 構 成 さ

れ て も よ い 。 初 期 化 因 子 に 含 ま れ る 遺 伝 子 と し て 、 例 え ば 、 Oct3/4、 Sox2、 Sox1、 Sox3、

Sox15、 Sox17、 Klf4、 Klf2、 c-Myc、 N-Myc、 L-Myc、 Nanog、 Lin28、 Fbx15、 ERas、 ECAT15

-2、 Tcl1、 beta-catenin、 Lin28b、 Sall1、 Sall4、 Esrrb、 Nr5a2、 Tbx3、 Glis1等 が 例 示

さ れ る 。 こ れ ら の 初 期 化 因 子 は 、 単 独 で 用 い て も 良 く 、 組 み 合 わ せ て 用 い て も 良 い 。 初 期

化 因 子 の 組 み 合 わ せ と し て は 、 W O2007/069666、 W O2008/118820、 W O2009/007852、 W O2009/

032194、 W O2009/058413、 W O2009/057831、 W O2009/075119、 W O2009/079007、 W O2009/09165

9、 W O2009/101084、 W O2009/101407、 W O2009/102983、 W O2009/114949、 W O2009/117439、 W O

2009/126250、 W O2009/126251、 W O2009/126655、 W O2009/157593、 W O2010/009015、 W O2010/

033906、 W O2010/033920、 W O2010/042800、 W O2010/050626、 W O2010/056831、 W O2010/06895

5、 W O2010/098419、 W O2010/102267、 W O2010/111409、 W O2010/111422、 W O2010/115050、 W O

2010/124290、 W O2010/147395、 W O2010/147612、 Huangfu, D. et al. (2008) Nat. Biotec

hnol. , 26: 795-797、 Shi, Y. et al. (2008) Cell Stem cell , 2: 525-528、 Eminli , S.

 et al. (2008) Stem Cells, 26: 2467-2474、 Huangfu, D. et al. (2008) Nat. Biotech

nol. , 26: 1269-1275、 Shi, Y. et al. (2008) Cell Stem Cell , 3: 568-574、 Zhao, Y.

et al. (2008) Cell Stem Cell , 3: 475-479、 Marson, A. (2008) Cell Stem Cell , 3: 1

32-135、 Feng, B. et al. (2009) Nat. Cell Biol. , 11: 197-203、 Judson, R.L. et al.

 (2009) Nat. Biotechnol. , 27: 459-461、 Lyssiotis, C.A. et al. (2009) Proc. Natl .

 Acad. Sci. USA, 106: 8912-8917、 Kim, J.B. et al. (2009) Nature, 461: 649-653、 I

chida, J.K. et al. (2009) Cell Stem Cell , 5: 491-503、 Heng, J.C. et al. (2010) C
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ell Stem Cell , 6: 167-74、 Han, J. et al. (2010) Nature, 463: 1096-100、 Mali, P.

et al. (2010) Stem Cells, 28: 713-720及 び Maekawa, M. et al. (2011) Nature, 474:

225-9に 記 載 の 組 み 合 わ せ が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 Oct3/4、 Sox2及 び Klf4（ OSK） を 初 期 化 因 子 と し て 用 い る こ と

が で き る 。 よ り 好 ま し く は 、 該 3因 子 に 加 え 、 L-Myc、 N-Myc及 び c-Myc（ T58A変 異 体 を 含 む

） か ら 選 択 さ れ る Mycフ ァ ミ リ ー メ ン バ ー （ M） を 用 い る こ と が で き る 。 さ ら に 、 Lin28は

、 TRA-1-60陽 性 細 胞 の 形 成 を 促 進 し 、 TRA-1-60陰 性 細 胞 へ の 逆 戻 り 転 換 を 阻 害 す る の で 、

3因 子 （ OSK） 又 は 4因 子 （ OSK M） に 加 え 、 Lin28を 初 期 化 因 子 と し て 使 用 す る こ と も 好 ま し

い 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 上 記 初 期 化 因 子 に は 、 例 え ば 、 ヒ ス ト ン デ ア セ チ ラ ー ゼ （ H D AC） 阻 害 剤 ［ 例 え ば 、 バ ル

プ ロ 酸 （ VPA） 、 ト リ コ ス タ チ ン Ａ 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 M C1293、 M344等 の 低 分 子 阻 害 剤 、 H

D ACに 対 す る siRN Aお よ び shRN A（ 例 、 H D AC1 siRN A Smartpool(登 録 商 標 )(Millipore)、 HuS

H 29mer shRN A Constructs against H D AC1(OriGene)等 ） 等 の 核 酸 性 発 現 阻 害 剤 な ど ］ 、 M

EK阻 害 剤 （ 例 え ば 、 PD184352、 PD98059、 U0126、 SL327及 び PD0325901） 、 グ リ コ ー ゲ ン シ

ン タ ー ゼ キ ナ ー ゼ -3阻 害 剤 （ 例 え ば 、 Bioお よ び CHIR99021） 、 D N Aメ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ

ー ゼ 阻 害 剤 （ 例 え ば 、 5-ア ザ シ チ ジ ン ） 、 ヒ ス ト ン メ チ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 阻 害 剤 （ 例

え ば 、 BIX-01294等 の 低 分 子 阻 害 剤 、 Suv39hl、 Suv39h2、 SetDBlお よ び G9aに 対 す る siRN A

お よ び shRN A等 の 核 酸 性 発 現 阻 害 剤 な ど ） 、 L-チ ャ ネ ル カ ル シ ウ ム ア ゴ ニ ス ト （ 例 え ば Bay

k8644） 、 酪 酸 、 TGFβ 阻 害 剤 ま た は ALK5阻 害 剤 （ 例 え ば 、 LY364947、 SB431542、 616453お

よ び A-83-01） 、 p53阻 害 剤 （ 例 え ば p53に 対 す る siRN Aお よ び shRN A） 、 ARID3A阻 害 剤 （ 例

え ば 、 ARID3Aに 対 す る siRN Aお よ び shRN A） 、 miR-291-3p、 miR-294、 miR-295お よ び mir-30

2な ど の miRN A、 Wntシ グ ナ リ ン グ ア ゴ ニ ス ト （ 例 え ば 可 溶 性 Wnt3a） 、 神 経 ペ プ チ ド Y、 プ

ロ ス タ グ ラ ン ジ ン 類 （ 例 え ば 、 プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン E2お よ び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン J2） 、 hT

ERT、 SV40LT、 UTF1、 IRX6、 GLIS1、 PITX2、 D M RTB1等 の 樹 立 効 率 を 高 め る こ と を 目 的 と し

て 用 い ら れ る 因 子 も 含 ま れ る が 、 そ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 明 細 書 に お い て は 、 こ れ ら の

樹 立 効 率 を 高 め る こ と を 目 的 と し て 用 い ら れ る 因 子 に つ い て も 初 期 化 因 子 と 別 段 の 区 別 を

し な い も の と す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 初 期 化 因 子 は 、 タ ン パ ク 質 の 形 態 の 場 合 、 例 え ば リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 細 胞 膜 透 過 性 ペ プ

チ ド （ 例 え ば 、 HIV由 来 の TATお よ び ポ リ ア ル ギ ニ ン ） と の 融 合 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ

ン な ど の 手 法 に よ っ て 体 細 胞 内 に 導 入 し て も よ い 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 初 期 化 因 子 が D N Aの 形 態 の 場 合 、 例 え ば 、 ウ イ ル ス 、 プ ラ ス ミ ド 、 人 工 染 色 体 な ど の ベ

ク タ ー 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 リ ポ ソ ー ム 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン な ど の 手 法 に よ っ て

体 細 胞 内 に 導 入 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス ベ ク タ ー と し て は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー

、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Cell, 126: 663-676, 2006; Cell , 131: 861-872, 2007; Sc

ience, 318: 1917-1920, 2007） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Science, 322: 945-949, 20

08） 、 ア デ ノ 随 伴 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 セ ン ダ イ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Hemagglutinating Vir

us of Japanの ベ ク タ ー ） （ W O 2010/008054） な ど が 例 示 さ れ る 。 ま た 、 人 工 染 色 体 ベ ク

タ ー と し て は 、 例 え ば ヒ ト 人 工 染 色 体 （ H AC） 、 酵 母 人 工 染 色 体 （ Y AC） 、 細 菌 人 工 染 色 体

（ BAC、 PAC） な ど が 含 ま れ る 。 プ ラ ス ミ ド と し て は 、 哺 乳 動 物 細 胞 用 プ ラ ス ミ ド を 使 用 し

う る （ Science, 322: 949-953, 2008） 。 ベ ク タ ー に は 、 核 初 期 化 物 質 が 発 現 可 能 な よ う

に 、 プ ロ モ ー タ ー 、 エ ン ハ ン サ ー 、 リ ボ ゾ ー ム 結 合 配 列 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 ポ リ ア デ ニ ル

化 サ イ ト な ど の 制 御 配 列 を 含 む こ と が で き 、 さ ら に 、 必 要 に 応 じ て 、 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 （ 例

え ば 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ア ン ピ シ リ ン 耐 性 遺 伝 子 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子

な ど ） 、 チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 、 ジ フ テ リ ア ト キ シ ン 遺 伝 子 な ど の 選 択 マ ー カ ー 配 列 、

緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） 、 β グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ G US） 、 FLA Gな ど の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子

配 列 な ど を 含 む こ と が で き る 。 ま た 、 上 記 ベ ク タ ー に は 、 体 細 胞 へ の 導 入 後 、 初 期 化 因 子
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を コ ー ド す る 遺 伝 子 も し く は プ ロ モ ー タ ー と そ れ に 結 合 す る 初 期 化 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝

子 を 共 に 切 除 す る た め に 、 そ れ ら の 前 後 に LoxP配 列 を 有 し て も よ い 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 ま た 、 RN Aの 形 態 の 場 合 、 例 え ば リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン な ど の

手 法 に よ っ て 体 細 胞 内 に 導 入 し て も 良 く 、 分 解 を 抑 制 す る た め 、 5-メ チ ル シ チ ジ ン お よ び

シ ュ ー ド ウ リ ジ ン （ pseudouridine） （ TriLink Biotechnologies） を 取 り 込 ま せ た RN Aを

用 い て も 良 い （ Warren, L. (2010) Cell Stem Cell , 7: 618-630)。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 工 程 (i)に お い て 、 初 期 化 因 子 が 導 入 さ れ た 体 細 胞 集 団 を 培 養 し 、 iPS細 胞 を 誘 導 す る た

め の 培 養 液 と し て は 、 例 え ば 、 10～ 15% FBSを 含 有 す る D M E M、 D M E M/F12ま た は D M E培 養 液 （

こ れ ら の 培 養 液 に は さ ら に 、 LIF、 ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン

、 L-グ ル タ ミ ン 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 類 、 β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル な ど を 適 宜 含 む こ と が で

き る ） ま た は 市 販 の 培 養 液 ［ 例 え ば 、 マ ウ ス ES細 胞 培 養 用 培 養 液 （ TX-W ES培 養 液 、 ト ロ ン

ボ X社 ） 、 霊 長 類 ES細 胞 用 培 養 液 （ 霊 長 類 ES/iPS細 胞 用 培 養 液 、 リ プ ロ セ ル 社 ） 、 無 血 清

培 地 （ mTeSR、 Stemcell Technology社 ） ］ な ど が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 工 程 (i)の 培 養 の 具 体 例 と し て は 、 10% FBSを 含 有 す る D M E M又 は D M E M/F12培 養 液 中 、 5% C

O 2 を 含 む 雰 囲 気 下 、 37℃ で 、 初 期 化 因 子 が 導 入 さ れ た 体 細 胞 集 団 を 培 養 す る こ と が 挙 げ ら

れ る 。 無 血 清 培 地 を 用 い る 培 養 方 法 も ま た 例 と し て 挙 げ る こ と が で き る （ Sun, N. et al.

 (2009) Proc Natl Acad Sci USA, 106: 15720-15725） 。 さ ら に 、 樹 立 効 率 を 増 進 さ せ る

た め 、 低 酸 素 条 件 （ 酸 素 濃 度 0.1～ 15%、 好 ま し く は 1～ 10%） で 該 体 細 胞 集 団 を 培 養 し て も

よ い （ Yoshida, Y. et al. (2009) Cell Stem Cell , 5: 237-241又 は W O2010/013845） 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 上 記 培 養 の 間 、 培 養 開 始 2日 目 以 降 か ら 、 培 養 液 を 1日 1回 新 鮮 な 培 養 液 と 交 換 す る こ と

が 望 ま し い 。 核 初 期 化 に 使 用 す る 体 細 胞 の 細 胞 数 は 、 限 定 さ れ な い が 、 培 養 デ ィ ッ シ ュ 10

0cm
2
あ た り 約 5× 10

3
～ 約 5× 10

6
細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

工 程 (ii)で は 、 工 程 (i)で 培 養 し た 細 胞 集 団 か ら ESRG遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 選 別 す る 。

本 発 明 は 、 少 な く と も 部 分 的 に は 、 TRA-1-60よ り も さ ら に 早 い リ プ ロ グ ラ ミ ン グ の 最 初 期

の 段 階 で 、 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ の プ ロ セ ス に 入 っ た 体 細 胞 が 、 細 胞 種 に 関 係 な く ESRG遺 伝 子

を 発 現 す る こ と 、 即 ち 、 ESRG遺 伝 子 が ユ ニ バ ー サ ル な 初 期 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ マ ー カ ー 遺 伝

子 で あ る こ と を 、 本 発 明 者 ら が 初 め て 見 出 し た こ と に 基 づ く 。 こ れ ま で 初 期 リ プ ロ グ ラ ミ

ン グ マ ー カ ー と し て 知 ら れ て い た TRA-1-60の 場 合 、 初 期 化 因 子 導 入 後 11日 目 ま で に 選 別 を

行 っ て も 、 い っ た ん TRA-1-60陽 性 と な っ た 初 期 化 途 中 の 細 胞 の 半 数 以 上 が 、 そ の 後 の 培 養

の 間 に TRA-1-60陰 性 に 戻 る た め 、 最 終 的 に iPS細 胞 と な ら ず 、 選 別 し な い 場 合 と iPS細 胞 の

樹 立 効 率 は 変 わ ら な い の に 対 し 、 ESRG陽 性 細 胞 を 選 別 し た 場 合 、 初 期 化 因 子 導 入 後 3日 目

に 選 別 し て も 、 高 い 効 率 で iPS細 胞 を 樹 立 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 後 述 の 実 施 例 で 示 さ れ る と お り 、 ESRG遺 伝 子 の 発 現 は 、 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ の 成 熟 プ ロ セ

ス の 間 上 昇 し 、 完 全 に 初 期 化 さ れ た iPS細 胞 で も 高 発 現 が 維 持 さ れ る の で 、 工 程 (ii)に お

け る 選 別 は 、 少 な く と も 体 細 胞 集 団 の 一 部 の 体 細 胞 が ESRG遺 伝 子 を 発 現 し 始 め た 後 で あ れ

ば 、 い か な る タ イ ミ ン グ で 実 施 し て も よ い 。 例 え ば 、 初 期 化 因 子 導 入 後 1日 目 以 降 に 選 別

を 行 う こ と が で き る が 、 好 ま し く は 2日 目 以 降 、 よ り 好 ま し く は 3日 目 以 降 で あ る 。 選 別 実

施 時 期 の 上 限 は 特 に 制 限 さ れ な い が 、 初 期 化 因 子 導 入 後 11日 を 超 え る と 、 TRA-1-60陽 性 細

胞 を 選 別 す る の と 同 等 の 効 果 を 奏 す る こ と と な る の で 、 本 発 明 の 優 位 性 が 顕 著 な 選 別 実 施

時 期 と し て は 、 初 期 化 因 子 導 入 後 11日 目 ま で が 挙 げ ら れ る 。 従 っ て 、 工 程 (ii)に お け る 選

別 は 、 初 期 化 因 子 導 入 後 3～ 11日 の 間 に 行 う こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 ESRG遺 伝 子 は 非 翻 訳 性 の lncRN Aを コ ー ド す る の で 、 該 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 （ ESRG陽 性

細 胞 ） の 選 別 は 、 該 RN Aの 発 現 を 指 標 と し て 行 わ れ る 。 細 胞 表 面 の 糖 鎖 抗 原 で あ る TRA-1-6
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0と 異 な り 、 ESRG RN Aは 細 胞 内 に 局 在 す る の で 、 抗 体 を 用 い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ

り ESRG陽 性 細 胞 を 選 別 す る こ と は で き な い 。 そ こ で 、 例 え ば 、 体 細 胞 の 内 因 性 ESRG遺 伝 子

の プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 に 置 か れ る よ う に 、 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を ES

RG遺 伝 子 座 に 導 入 し 、 ESRG遺 伝 子 の 発 現 を 、 該 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の 発 現 に よ り 可 視 化

す る こ と で 、 ESRG陽 性 細 胞 の 選 別 が 可 能 と な る 。 特 に 、 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 と し て 、 蛍

光 タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と に よ り 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い て FACSに よ り ESRG陽 性 細

胞 を 選 別 す る こ と が で き る 。 こ こ で 蛍 光 タ ン パ ク 質 と し て 、 例 え ば 、 GFP、 EGFP、 Clover

、 TurboGFP、 Azami-Green等 の 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 Sirius、 EBFP等 の 青 色 蛍 光 タ ン パ ク

質 、 CFP、 ECFP、 A mCyan等 の シ ア ン 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 YFP、 EYFP、 Venus等 の 黄 色 蛍 光 タ

ン パ ク 質 、 m Orange、 KusabiraOrange等 の 橙 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 RFP、 DsRed、 mStrawberry

、 mCherry等 の 赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど か ら 適 宜 選 択 し て 用 い る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 ESRG遺 伝 子 座 へ の レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 導 入 は 、 自 体 公 知 の 相 同 組

換 え 法 に よ り 行 う こ と が で き る 。 ESRG遺 伝 子 座 に レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸

が 導 入 さ れ た 細 胞 （ ESRG-レ ポ ー タ ー 細 胞 ） は 、 レ ポ ー タ ー を 用 い た ESRG陽 性 細 胞 の 選 別

が 可 能 で あ る 限 り 、 ヘ テ ロ 接 合 性 に レ ポ ー タ ー を 有 し て い て も 、 ホ モ 接 合 性 に レ ポ ー タ ー

を 有 し て い て も よ い が 、 好 ま し く は ホ モ 接 合 性 で あ る 。 本 発 明 の 製 造 方 法 を 、 再 生 医 療 用

の ヒ ト iPS細 胞 の 樹 立 の た め に 利 用 す る 場 合 、 体 細 胞 と し て 、 移 植 を 受 け る 患 者 本 人 又 は

実 質 的 に HLA型 が 同 一 の 他 人 か ら 採 取 し た 細 胞 （ 例 ： 皮 膚 線 維 芽 細 胞 、 末 梢 血 も し く は 臍

帯 血 単 核 球 等 ） を 用 い る こ と か ら 、 相 同 組 換 え 法 と し て は 、 高 頻 度 に か つ 同 時 に 相 同 染 色

体 の 両 方 の 遺 伝 子 座 に レ ポ ー タ ー を 導 入 す る こ と が で き る 、 CRISPR/Cas9、 TALEN、 ZFNを

用 い た ゲ ノ ム 編 集 に よ り 、 ESRG遺 伝 子 配 列 と タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー と の 相 同 組 換 え を

生 じ さ せ る こ と が 望 ま し い 。 一 方 、 リ サ ー チ ツ ー ル と し て 、 マ ウ ス や ラ ッ ト 等 由 来 の ESRG

-レ ポ ー タ ー 細 胞 を 作 製 す る 場 合 に は 、 ES細 胞 等 の 多 能 性 幹 細 胞 に レ ポ ー タ ー を 含 む タ ー

ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 導 入 し 、 常 法 に よ り キ メ ラ 動 物 を 作 製 し 、 生 殖 系 列 に 多 能 性 幹 細

胞 が 寄 与 し た マ ウ ス を 交 配 し て 、 ホ モ 接 合 性 の ESRG-レ ポ ー タ ー 動 物 を 作 製 し て お き 、 該

動 物 か ら 線 維 芽 細 胞 等 を 単 離 し て ESRG-レ ポ ー タ ー 細 胞 と し て 用 い て も よ い が 、 や は り 簡

便 さ の 面 か ら 、 ゲ ノ ム 編 集 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 例 え ば 、 ESRG-レ ポ ー タ ー 細 胞 を 作 製 す る た め の タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー と し て 、 図

２ Ａ に 記 載 の コ ン ス ト ラ ク ト を 用 い る こ と が で き る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。 図 ２ Ａ で は

、 ESRG遺 伝 子 の 第 4エ ク ソ ン 及 び そ の 近 傍 と 相 同 な 配 列 を 用 い 、 第 4エ ク ソ ン の 内 部 に レ ポ

ー タ ー （ Clover） を 挿 入 す る よ う に 設 計 さ れ て い る 。 こ の 場 合 、 レ ポ ー タ ー タ ン パ ク 質 の

翻 訳 を 可 能 と す る た め に 、 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 上 流 に ポ リ シ ス ト ロ ニ ッ ク な

発 現 を 可 能 に す る 配 列 （ 例 ： IRES、 2A配 列 ） を 挿 入 し て お け ば よ い 。 ま た 、 レ ポ ー タ ー タ

ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 下 流 に は 、 転 写 終 結 シ グ ナ ル で あ る ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル

や 、 ポ リ A部 位 の リ ー ド ス ル ー を 防 ぎ 、 RN Aの プ ロ セ ッ シ ン グ と 成 熟 の 促 進 、 RN Aの 核 外 へ

の 輸 送 促 進 に 寄 与 す る WPRE配 列 等 を 付 加 し て も よ い 。 さ ら に 、 選 択 マ ー カ ー と し て 、 カ ナ

マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 等 の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 挿 入 し て も よ い 。 該 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 両 端

に loxPや Frt配 列 を 導 入 し て お け ば 、 ESRG-レ ポ ー タ ー 細 胞 の 選 択 後 に Cre又 は Flpリ コ ン ビ

ナ ー ゼ を 作 用 さ せ る こ と に よ り 、 該 選 択 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 除 去 す る こ と が で き る 。 さ ら に

、 本 発 明 の 製 造 方 法 に よ り 得 ら れ た iPS細 胞 を 分 化 誘 導 し て ヒ ト へ の 移 植 細 胞 と し て 用 い

る 場 合 、 残 存 す る 未 分 化 細 胞 を レ ポ ー タ ー の 発 現 を 指 標 と し て 除 去 し た 後 に 、 不 要 と な っ

た レ ポ ー タ ー を 含 む 挿 入 配 列 を 除 く た め に 、 該 配 列 の 両 端 に Frtや loxP配 列 を 配 置 し て お

け ば 、 Flp又 は Creリ コ ン ビ ナ ー ゼ を 作 用 さ せ る こ と に よ り 、 挿 入 配 列 全 体 を 除 去 す る こ と

も で き る 。 も ち ろ ん 、 移 植 部 位 が レ ポ ー タ ー の 発 現 を 検 出 可 能 な 部 位 で あ れ ば 、 レ ポ ー タ

ー 発 現 カ セ ッ ト を 保 持 し て お く こ と で 、 移 植 後 の 細 胞 の 脱 分 化 （ 腫 瘍 化 ） を モ ニ タ リ ン グ

す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 工 程 (iii)に お い て は 、 工 程 (ii)で 選 別 さ れ た ESRG陽 性 細 胞 を 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 （ 例 ：
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マ イ ト マ イ シ ン Cで 処 理 し た STO細 胞 、 SNL細 胞 等 ） 上 に 再 播 種 し 、 bFGFを 含 有 す る 霊 長 類 E

S細 胞 用 培 養 液 中 で 培 養 す る こ と が で き る 。 細 胞 は 、 10% FBSを 含 有 す る D M E M培 養 液 （ さ ら

に LIF、 ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 、 L-グ ル タ ミ ン 、 非 必 須 ア

ミ ノ 酸 類 、 β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル な ど を 適 宜 含 有 む こ と が で き る ） 中 で 、 フ ィ ー ダ ー

細 胞 上 、 5% CO 2 を 含 む 雰 囲 気 下 、 37℃ で 培 養 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 あ る い は 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 代 わ り に 、 初 期 化 さ れ る 体 細 胞 自 体 又 は 細 胞 外 基 質 （ 例 ：

ラ ミ ニ ン -5 (W O2009/123349)及 び マ ト リ ゲ ル (BD)） を 用 い る 方 法 （ Takahashi, K. et al

. (2009) PLoS One, 4: e8067又 は W O 2010/137746） を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 iPS細 胞 は 、 形 成 し た コ ロ ニ ー の 形 状 に よ り 選 択 す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 方 、 体 細 胞

が 初 期 化 さ れ た 場 合 に 発 現 す る 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Oct3/4、 Nanog） と 連 動 し て 発 現 す る 薬

剤 耐 性 遺 伝 子 を マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 導 入 し た 場 合 は 、 対 応 す る 薬 剤 を 含 む 培 養 液 （ 選 択

培 養 液 ） で 培 養 を 行 う こ と に よ り 樹 立 し た iPS細 胞 を 選 択 す る こ と が で き る 。 ま た 、 マ ー

カ ー 遺 伝 子 が 蛍 光 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 の 場 合 は 蛍 光 顕 微 鏡 で 観 察 す る こ と に よ っ て 、 発 光 酵

素 遺 伝 子 の 場 合 は 発 光 基 質 を 加 え る こ と に よ っ て 、 ま た 発 色 酵 素 遺 伝 子 の 場 合 は 発 色 基 質

を 加 え る こ と に よ っ て 、 iPS細 胞 を 選 択 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 上 述 の よ う に 、 ESRG遺 伝 子 は 、 iPS細 胞 で は す べ て の 細 胞 で 均 一 に 発 現 し 、 分 化 後 は 速

や か に 発 現 が 消 失 す る 。 従 っ て 、 ESRG遺 伝 子 の 発 現 を 指 標 と し て 、 iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導

し た 分 化 細 胞 集 団 中 に 残 存 す る 未 分 化 細 胞 を 除 去 す る こ と が 可 能 で あ る 。 即 ち 、 本 発 明 は

ま た 、 iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 分 化 細 胞 集 団 か ら 、 ESRG遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 を 除 去 す

る こ と を 含 む 、 分 化 細 胞 の 純 化 方 法 （ 残 存 す る 未 分 化 細 胞 の 除 去 方 法 ） （ 以 下 、 「 本 発 明

の 純 化 方 法 」 と も い う 。 ） を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 本 発 明 の 純 化 方 法 に 用 い ら れ る iPS細 胞 集 団 は 、 好 ま し く は 、 上 記 ESRG-レ ポ ー タ ー 細 胞

か ら 誘 導 さ れ た iPS細 胞 の 集 団 で あ る 。 該 iPS細 胞 集 団 は す べ て の 細 胞 で ESRG-レ ポ ー タ ー

を 発 現 し て お り 、 該 レ ポ ー タ ー の 発 現 に よ り 可 視 化 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 iPS細 胞 か ら 所 望 の 分 化 細 胞 へ の 分 化 誘 導 法 と し て は 、 目 的 の 分 化 細 胞 の 種 類 に 応 じ て

、 自 体 公 知 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 分 化 誘 導 後 に 細 胞 集 団 を 回 収 し 、 レ ポ ー タ ー タ

ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 を 選 択 除 去 す る 。 該 選 択 除 去 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 該 レ ポ ー タ

ー タ ン パ ク 質 が 蛍 光 タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い て 、 該 蛍 光 タ ン

パ ク 質 に 特 有 の 波 長 の 励 起 光 を 照 射 し 、 該 蛍 光 タ ン パ ク 質 に 特 有 の 波 長 の 蛍 光 を 発 す る 細

胞 を 分 離 除 去 し て 、 蛍 光 を 発 し な い 細 胞 集 団 を 純 化 し て 回 収 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 本 発 明 の 純 化 方 法 に よ り 得 ら れ た 分 化 細 胞 集 団 は 、 未 分 化 細 胞 の 混 入 が な い の で 、 移 植

用 細 胞 と し て 、 ヒ ト の 再 生 医 療 に 好 ま し く 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 W O 2010/137348に 記 載 さ れ る よ う に 、 iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 細 胞 の 生 体 へ の 移 植 後

の 腫 瘍 形 成 は 、 iPS細 胞 か ら 分 化 細 胞 へ の 分 化 誘 導 工 程 に 依 存 し て 起 き る の で は な く 、 元

の iPS細 胞 ク ロ ー ン が 固 有 に 有 し て い た 特 徴 で あ る こ と を 、 本 発 明 者 ら は 以 前 に 見 出 し て

い る 。 さ ら に 、 iPS細 胞 ク ロ ー ン か ら 誘 導 し た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に お け る 未 分 化 細 胞 の 含

有 率 を 、 対 照 含 有 率 （ 即 ち 、 ES細 胞 や 腫 瘍 形 成 リ ス ク が な い こ と が 既 に 知 ら れ て い る iPS

細 胞 か ら 誘 導 し た ニ ュ ー ロ ス フ ェ ア に お け る 未 分 化 細 胞 の 含 有 率 ） と 比 較 す る こ と で 、 予

め 腫 瘍 形 成 リ ス ク の 低 い iPS細 胞 ク ロ ー ン を 選 別 す る こ と が で き る こ と を 見 出 し 、 該 iPS細

胞 ク ロ ー ン か ら 分 化 誘 導 し た 移 植 用 細 胞 に お け る 腫 瘍 形 成 リ ス ク を そ の 都 度 確 認 せ ず と も

、 安 全 な 移 植 用 細 胞 を 提 供 す る こ と を 可 能 に し た 。 W O 2010/137348で は 、 Nanog等 の 未 分

化 細 胞 特 異 的 遺 伝 子 を 指 標 と し て 腫 瘍 形 成 リ ス ク の 少 な い iPS細 胞 ク ロ ー ン を 選 択 し て い

た が 、 未 分 化 細 胞 特 異 的 遺 伝 子 と し て ESRG遺 伝 子 を 用 い る こ と に よ っ て も 、 iPS細 胞 ク ロ
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ー ン の 分 化 抵 抗 性 （ 腫 瘍 形 成 リ ス ク ） を 評 価 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は ま た 、

被 検 iPS細 胞 ク ロ ー ン か ら 分 化 誘 導 し た 分 化 細 胞 集 団 に お け る ESRG遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を

指 標 と す る こ と を 特 徴 と す る 、 iPS細 胞 ク ロ ー ン の 分 化 抵 抗 性 の 評 価 方 法 （ 本 発 明 の 評 価

方 法 ） を 提 供 す る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 の 評 価 方 法 は 、 W O 2010/137348の 実 施 例 に 記 載 さ れ る 方 法 を 、 未 分 化 細 胞 特 異 的

遺 伝 子 を ESRG遺 伝 子 に 代 え て 実 施 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 の 評 価 方 法 に よ り 、 腫 瘍 形 成 リ ス ク が ES細 胞 や 腫 瘍 形 成 リ ス ク が な い こ と が 既 知

の iPS細 胞 と 同 等 以 下 で あ る と 判 定 さ れ た iPS細 胞 ク ロ ー ン か ら 分 化 誘 導 さ れ た 分 化 細 胞 集

団 は 、 移 植 用 細 胞 と し て 、 ヒ ト の 再 生 医 療 に 好 ま し く 使 用 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 以 下 に 、 実 施 例 に よ っ て 本 発 明 を 更 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 以 下 の 実 施 例 に な ん ら 限 定

さ れ る も の で は な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ４ １ 】

１ ． 材 料 及 び 方 法

（ マ イ ク ロ ア レ イ に よ る 遺 伝 子 発 現 解 析 ）

　 細 胞 を Trizol試 薬 (Thermo Fisher Scientific) を 用 い て 溶 解 し 、 全 RN Aを miReasy Min

i Kit (QIA GEN) を 用 い て 精 製 し た 。 全 RN A 50 ngを シ ア ニ ン 3-CTPで ラ ベ ル し 、 SuperPrin

t G3 Human GE 8x60K (G4851A, Agilent Technologies) を 用 い て ワ ン カ ラ ー プ ロ ト コ ル

に よ り ハ イ ブ リ ダ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 Microarray Scanner System (G2565BA, Agilent

Technologies) を 用 い て ア レ イ を ス キ ャ ン し 、 GeneSpring version 12.6 (Agilent Techn

ologies) を 用 い て 、 抽 出 さ れ た シ グ ナ ル を 解 析 し た 。

（ プ ラ ス ミ ド ）

　 ESRG遺 伝 子 座 に 挿 入 す る レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 作 製 す べ く 、 以 下 の 手 順 で 蛍 光 遺 伝 子 を 含

む タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 pCXLE由 来 の ウ ッ ド チ ャ ッ ク 肝 炎 ウ イ ル ス 転 写

後 調 節 エ レ メ ン ト （ WPRE） -ウ サ ギ β -グ ロ ビ ン ポ リ Aシ グ ナ ル 配 列 （ RbgpA） フ ラ グ メ ン ト

を 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト （ WPRE-EcoR1-Bam H1-IF-S/RbgpA-Hind3-IF-AS） を 用 い て PCR増 幅 し

、 In-Fusion H D Cloning Kit（ 639648; Clontech） を 用 い て pBS-PM Aの EcoRI/HindIIIサ イ

ト に 挿 入 し 、 pBS-WPRE-RbgpAを 得 た 。 FRTで フ ラ ン キ ン グ し た PG K-Neo-pAカ セ ッ ト (PNF, G

ene Bridges) を プ ラ イ マ ー セ ッ ト (PNF-IF-S2/PNF-Hind3-IF-AS2) を 用 い て PCR増 幅 し 、 I

n-Fusion H D Cloning Kitを 用 い て pBS-WPRE-RbgpAの HindIIIサ イ ト に 挿 入 し 、 pBS-WPRE-R

bgpA-PNFを 得 た 。 pcD N A3-Clover (Addgene #40259) 由 来 の Cloverフ ラ グ メ ン ト を プ ラ イ

マ ー セ ッ ト 　 (Clover-IF-BstX1-S3/Clover-IF-Not1-AS4) を 用 い て PCR増 幅 し 、 In-Fusion

 H D Cloning Kitを 用 い て pIRES2-ZsGreen1 (Clontech) の BstXI/NotIサ イ ト に サ ブ ク ロ ー

ニ ン グ し 、 pIRES2-Cloverを 得 た 。 pIRES2-Cloverの Bam HIフ ラ グ メ ン ト を pBS-WPRE-RbgpA-

PNFの Bam HIサ イ ト に 挿 入 し 、 pBS-IRES-Clover-WPRE-RbgpA-PNFを 得 た 。 Rosa26 TVベ ク タ

ー の ス プ ラ イ シ ン グ ア ク セ プ タ ー 配 列 (SA) を プ ラ イ マ ー セ ッ ト (Ad-SA-IF-Mfe1-S/Ad-SA

-IF-Mfe1-AS) を 用 い て PCR増 幅 し 、 In-Fusion H D Cloning Kitを 用 い て pBS-IRES-Clover-

WPRE-RbgpA-PNFの MfeIサ イ ト に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 pBS-SA-IRES-Clover-WPRE-RbgpA-PN

Fを 得 た 。 最 後 に 、 5＇ 及 び 3＇ ホ モ ロ ガ ス ア ー ム を プ ラ イ マ ー セ ッ ト (ESRG-5H A-Pac1 -S/

ESRG-5H A-Pac1-AS及 び ESRG-3H A-Asc1-S/ESRG-3H A-Asc1-AS) を 用 い て PCR増 幅 し 、 In-Fusi

on H D Cloning Kitを 用 い て pBS-SA-IRES-Clover-WPRE-RbgpA-PNF の PacIサ イ ト 及 び AscI

サ イ ト に そ れ ぞ れ 挿 入 し た 。

　 CRIPR/Cas9に よ る 遺 伝 子 編 集 の た め に 、 ESRGの 第 4エ ク ソ ン に 対 す る ガ イ ド Ｒ Ｎ Ａ (gRN

A-ESRG-Ex4-1) を 設 計 し た 。 gRN Aオ リ ゴ と ユ ニ バ ー サ ル プ ラ イ マ ー (gRN A-universal-rev

) と を 用 い て プ ラ イ マ ー 伸 長 法 を 実 施 し た 。 得 ら れ た フ ラ グ メ ン ト を In-Fusion H D Cloni

ng Kitを 用 い て pHL-H1-ccdB-EF1a-RiHの Bam HI/EcoRIに サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し た 。 EcoRI及 び

NotI認 識 配 列 で フ ラ ン キ ン グ し た ESRG配 列 (NR_027122.1) を Life Technologiesに よ り 合
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成 し 、 pM Xの EcoRI/NotIサ イ ト に 挿 入 し た 。 RT-PCRで 増 幅 す る か 、 D N AFOR Mか ら 入 手 し た 他

の 遺 伝 子 は 、 既 報 の と お り pM Xに ク ロ ー ニ ン グ し た 。

　 FLPoの ORFを 、 pPG KFLPobpA (Addgene #13793) か ら 、 プ ラ イ マ ー セ ッ ト (FLPo-S/FLPo-

AS) を 用 い て PCR増 幅 し 、 pENTR-D-TOPO (Thermo Fisher Scientific; K240020) に サ ブ ク

ロ ー ニ ン グ し た 。 次 い で 、 該 フ ラ グ メ ン ト を Gateway LR反 応 を 用 い て pPyCA G-gw-IP (Mits

ui et al. , 2003) に 移 し 、 pPyCA G-FLPo-IPを 得 た 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

（ 遺 伝 子 編 集 ）

　 Cas9を コ ー ド す る プ ラ ス ミ ド (pHL-EF1a-SphcCas9-iC-A; Addgene #60599)、 gRN Aベ ク

タ ー 及 び タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 各 5 μ gを 、 NEPA21 electroporator (NEPA GENE) を 用

い た エ レ ク ト ロ ポ ー レ ー シ ョ ン に よ り 975E4 iPS細 胞 に 導 入 し た 。 そ の 後 、 4 ng/ml bFGF

及 び 10 μ M Y-27632 (Wako) を 添 加 し た 霊 長 類 ES細 胞 培 地 中 の マ イ ト マ イ シ ン C処 理 し た S

NLフ ィ ー ダ ー 上 に 細 胞 を 播 種 し た 。 3日 後 に 、 250 μ g/ml ジ ェ ネ テ ィ シ ン (Life Technol

ogies) を 用 い て 細 胞 を 選 択 し た 。 次 い で 、 単 離 し た iPSCク ロ ー ン に 、 エ レ ク ト ロ ポ ー レ

ー シ ョ ン に よ り pPyCA G-FLPo-IPを 導 入 し 、 PNFカ セ ッ ト を 除 去 し た 。 翌 日 、 細 胞 を 1 μ g/m

l ピ ュ ー ロ マ イ シ ン (Life Technologies) に よ り 2日 間 選 択 し た 。 細 胞 を 回 収 し 、 マ イ ト

マ イ シ ン C処 理 し た SNLフ ィ ー ダ ー 上 に 再 播 種 し 、 コ ロ ニ ー を 形 成 す る ま で 維 持 し た 。 サ ン

ガ ー シ ー ケ ン シ ン グ に よ り 、 CRISPRの 標 的 部 位 の 周 辺 領 域 に 予 期 せ ぬ 挿 入 ・ 欠 失 が な い こ

と を 確 認 し 、 PCRと サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 相 同 組 換 え と カ セ ッ ト 除 去 が 正 し く 行 わ

れ て い る こ と を 確 認 し た 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

（ サ ザ ン ブ ロ ッ ト ）

　 細 胞 を 細 胞 溶 解 液 (QIA GEN 158906) で 溶 解 し 、 D Neasy blood and tissue kit (QIA GEN

 69504) を 用 い 、 製 造 者 の プ ロ ト コ ル に 従 っ て ゲ ノ ム D N Aを 精 製 し た 。 ゲ ノ ム D N A 10 μ g

を Bam HI-HF (New England Biolabs) 又 は EcoRV-HF (New England Biolabs) で 一 晩 消 化 し

、 0.8% ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に よ り 分 離 し 、 ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン (A mersham) に 転 写

し た 。 メ ン ブ レ ン を DIG Easy Hyb buffer (Roche) 中 で ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン (DIG) 標 識 し た D

N Aプ ロ ー ブ と 、 常 時 回 転 さ せ な が ら 42℃ で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 洗 浄 後 、 ア ル カ リ ホ

ス フ ァ タ ー ゼ を コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た 抗 DIG抗 体 (1:10,000, Roche) を メ ン ブ レ ン に 添 加 し

た 。 CDP-star reagent (Roche) で シ グ ナ ル を 生 成 さ せ 、 LAS3000イ メ ー ジ ン グ シ ス テ ム (

FUJI FIL M) を 用 い て 検 出 し た 。 相 同 組 換 え の 確 認 の た め の 外 部 プ ロ ー ブ を プ ラ イ マ ー セ

ッ ト (ESRG-southern-probe-S/ESRG-southern-probe-AS) を 用 い て PCRに よ り 作 製 し た 。

予 期 せ ぬ ラ ン ダ ム イ ン テ グ レ ー シ ョ ン が な い こ と を 確 認 す る た め の 内 部 プ ロ ー ブ を プ ラ イ

マ ー セ ッ ト (Clover-Bam H1-S/Clover-AS) を 用 い て PCR増 幅 し た 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 プ ラ ス ミ ド 構 築 、 遺 伝 子 編 集 及 び サ ザ ン ブ ロ ッ ト の た め に 用 い た オ リ ゴ 核 酸 を 表 １ に 示

す 。

【 ０ ０ ４ ５ 】
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【 表 １ 】

【 ０ ０ ４ ６ 】

２ ． 結 果

（ 初 期 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ マ ー カ ー と し て の ESRGの 同 定 ）

　 TRA-1-60陽 性 細 胞 へ と 変 化 す る 過 程 を 捉 え る た め に は 、 将 来 TRA-1-60陽 性 細 胞 へ と 変 化

す る 細 胞 を あ ら か じ め 予 測 す る こ と が 重 要 で あ る 。 そ こ で 、 TRA-1-60よ り も さ ら に 早 い 時

期 に 発 現 す る マ ー カ ー 遺 伝 子 の 同 定 を 試 み た 。 5種 類 の ヒ ト 体 細 胞 （ 皮 膚 線 維 芽 細 胞 (H DF

； 中 胚 葉 系 列 )、 脂 肪 由 来 間 葉 系 肝 細 胞 (H AdMSC； 中 胚 葉 系 列 )、 ア ス ト ロ サ イ ト (H A； 外 胚

葉 系 列 )、 気 管 支 上 皮 細 胞 (HBEC； 内 胚 葉 系 列 )、 前 立 腺 上 皮 細 胞 (HPrEC； 内 胚 葉 系 列 )） に

、 OSK Mの 4因 子 を 導 入 し 、 導 入 前 と 導 入 7日 後 と で 、 そ れ ら の 体 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 を

マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て 網 羅 的 に 解 析 し た 。 す べ て の 細 胞 種 で 5倍 以 上 発 現 が 変 動 し て い

た 遺 伝 子 （ false discovery rate (FDR)<0.05） を 抽 出 し た 結 果 、 発 現 が 上 昇 す る 遺 伝 子

と し て 194遺 伝 子 、 発 現 が 低 下 す る 遺 伝 子 と し て 74遺 伝 子 が 抽 出 さ れ た （ 図 １ Ａ ） 。 上 方

制 御 さ れ た 遺 伝 子 の 中 に は 、 L1TD1、 SALL4、 N A N O G等 の 早 期 リ プ ロ グ ラ ミ ン グ マ ー カ ー 遺

伝 子 が 含 ま れ て い た こ と か ら 、 こ れ ら の 上 方 制 御 さ れ た 遺 伝 子 の 中 に 、 TRA-1-60遺 伝 子 よ

り 早 期 に 発 現 す る リ プ ロ グ ラ ミ ン グ マ ー カ ー 遺 伝 子 が 存 在 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

　 そ こ で 、 (1) 体 細 胞 で 発 現 が 検 出 で き な い 、 (2) リ プ ロ グ ラ ミ ン グ 因 子 導 入 後 3日 目 の

細 胞 集 団 で 不 均 一 に 発 現 す る 、 及 び (3) 導 入 後 7日 目 の 全 て の TRA-1-60陽 性 細 胞 で 発 現 し

て い る 、 と の 条 件 で 、 上 記 194遺 伝 子 を 選 別 し た 。 シ ン グ ル セ ル RN Aシ ー ケ ン シ ン グ （ RN A-

Seq） を 用 い 、 親 の H DF、 導 入 後 3日 目 の OSK M発 現 細 胞 、 並 び に 導 入 後 7～ 28日 目 の TRA-1-60
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陽 性 細 胞 に つ い て 調 べ た 。 そ の 結 果 、 ヒ ト 内 在 性 レ ト ロ ウ イ ル ス H型 （ HERV-H） 駆 動 性 の

長 鎖 非 コ ー デ ィ ン グ RN A（ lncRN A） を 産 物 と す る ESRG遺 伝 子 の み が 、 上 記 の 3条 件 を 満 た す

こ と を 見 出 し た （ 図 １ Ａ 、 Ｂ ） 。

　 次 に 、 上 記 5種 の 体 細 胞 か ら iPS細 胞 樹 立 の 過 程 で の ESRGの 発 現 を 調 べ た と こ ろ 、 す べ て

の 細 胞 種 で 類 似 の 発 現 パ タ ー ン を 示 す こ と が 確 認 さ れ た （ 図 １ Ｃ ） 。 こ れ ら の 結 果 は 、 ES

RGが 、 出 発 材 料 と な る 体 細 胞 の 種 類 に 関 係 な く リ プ ロ グ ラ ミ ン グ の 初 期 マ ー カ ー 遺 伝 子 と

し て 機 能 す る こ と を 示 し て い る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

（ ESRG-レ ポ ー タ ー 細 胞 を 用 い た 解 析 ）

　 ESRGの 発 現 を 指 標 と し た リ プ ロ グ ラ ミ ン グ 機 構 の 解 析 を 行 う た め に 、 CRISPR/Cas9シ ス

テ ム を 用 い た 相 同 組 換 え に よ り 、 iPS細 胞 に ESRG遺 伝 子 座 に 緑 色 蛍 光 遺 伝 子 Cloverを 導 入

し 、 ESRGが 発 現 す る 細 胞 を 生 き た ま ま 識 別 で き る 系 を 作 製 し た (図 ２ Ａ ～ Ｅ )。 得 ら れ た E

SRG-Clover iPS細 胞 は す べ て の 細 胞 で 均 一 に Cloverを 発 現 し て い た (図 ２ Ｆ ～ Ｈ )。 一 方

で 、 既 報 の 方 法 （ Park et al. , Nature, 451: 141-146 (2008)； 図 ３ ） に 従 い 、 試 験 管 内

分 化 誘 導 に よ り 線 維 芽 細 胞 へ と 分 化 さ せ る と 、 Cloverの 発 現 は 完 全 に 消 失 し た (図 ２ Ｆ ～

Ｈ )。

　 ESRG-Clover iPS細 胞 由 来 の 線 維 芽 細 胞 に 、 既 報 の と お り OSK又 は OSK Mを レ ト ロ ウ イ ル ス

を 用 い て 導 入 し （ Tanabe, K. et al. , Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 110(30):12172-121

79 (2013)、 Takahashi, K. et al. , Nat. Com mun., 5: 3678 (2014)） 、 ESRG-Clover及 び

TRA-1-60の 発 現 を 調 べ た 。 初 期 化 因 子 導 入 前 の 線 維 芽 細 胞 は ESRG及 び TRA-1-60の い ず れ も

発 現 し て い な か っ た （ 図 １ Ｄ 、 図 ２ Ｆ ～ Ｈ ） 。 導 入 後 3日 目 に 、 OSK導 入 で は 2.39± 0.56%

、 OSK M導 入 で は 2.13± 0.54%の ESRG-Clover陽 性 細 胞 が そ れ ぞ れ 検 出 さ れ た が 、 TRA-1-60陽

性 細 胞 は 検 出 さ れ な か っ た （ 図 １ Ｄ ） 。 こ の こ と は 、 ESRGが リ プ ロ グ ラ ミ ン グ の プ ロ セ ス

に お い て TRA-1-60よ り も 早 期 に 活 性 化 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 導 入 後 4日 目 に は 少 数 の E

SRG陽 性 /TRA-1-60陽 性 細 胞 が 出 現 し た （ 図 １ Ｄ ） 。 一 方 で 、 ESRG陽 性 細 胞 の 割 合 は 増 加 し

な か っ た 。 導 入 後 3日 目 に 出 現 し た ESRG-Clover陽 性 細 胞 と 陰 性 細 胞 と を 選 別 し 、 そ れ ぞ れ

を 再 播 種 し て iPS細 胞 を 誘 導 し た と こ ろ 、 ESRG-Clover陽 性 細 胞 か ら は 多 く の iPS細 胞 ク ロ

ー ン が 得 ら れ た の に 対 し 、 陰 性 細 胞 か ら は 極 め て 少 数 の iPS細 胞 ク ロ ー ン し か 生 成 し な か

っ た （ 図 １ Ｅ ） 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 ESRG-Clover陽 性 細 胞 の み か ら TRA-1-60陽 性 細 胞 が

出 現 し て く る こ と を 示 し て い る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 ESRG遺 伝 子 の 発 現 を 指 標 と し て リ プ ロ グ ラ ミ ン グ さ れ た 細 胞 の 早 期 検

出 及 び 該 細 胞 を 選 別 す る こ と に よ る iPS細 胞 樹 立 化 効 率 の 改 善 、 並 び に 、 iPS細 胞 か ら 分 化

誘 導 し た 分 化 細 胞 集 団 中 に 残 存 す る 未 分 化 細 胞 の 除 去 及 び iPS細 胞 ク ロ ー ン の 分 化 抵 抗 性

の 評 価 な ど が 可 能 と な る 。 従 っ て 、 本 発 明 は iPS細 胞 の リ プ ロ グ ラ ミ ン グ 機 構 の 解 明 の た

め の リ サ ー チ ツ ー ル と し て 、 あ る い は 、 再 生 医 療 に 利 用 可 能 な 安 全 な iPS細 胞 由 来 の 移 植

細 胞 を 作 製 す る の に 、 き わ め て 有 用 で あ る 。
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