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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

　次の工程を含む多能性幹細胞から軟骨細胞を製造する方法：

（ i）多能性幹細胞を接着培養することにより中胚葉細胞を誘導する工程、

（ ii）前記工程 (i )で得られた細胞をアスコルビン酸、 BMP2、 TG Fβおよび GD F 5を 含む培養

液中で接着培養する工程、および

（ ii i）前記工程（ ii）で得られた細胞をアスコルビン酸、 BMP2、 TG Fβおよび GD F 5を 含む

培養液中で浮遊培養する工程。

【請求項２】

　前記工程（ iii）で得られた細胞を血清を含有する培養液中で培養する工程をさらに含

む、請求項１に記載の方法。

【請求項３】

　前記工程（ i）、（ ii）および（ iii）の工程で用いる培養液が、さらに１％FBSを含む

培養液である、請求項１または２に記載の方法。

【請求項４】

　前記工程（ iii）が、前記工程（ ii）で得られた細胞を分離溶液を用いずに、浮遊培養

を行う工程である、請求項１から３のいずれか１項に記載の方法。

【請求項５】

　前記工程（ i）の中胚葉細胞を誘導する工程が、Wnt3aおよびアクチビンAを含む培養液

中で培養する工程である、請求項１から４のいずれか１項に記載の方法。
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【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 工 程 （ i） が 、 ５ 日 以 下 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ５ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 工 程 （ ii） が 、 １ ５ 日 以 下 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 前 記 工 程 （ iii） が 、 １ ０ 日 以 上 ３ ０ 日 以 下 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ７ の い ず れ か １ 項 に

記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 前 記 工 程 （ i） が 、 ３ 日 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 前 記 工 程 （ ii） が 、 １ １ 日 で あ る 、 請 求 項 ７ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 前 記 工 程 （ iii） が 、 １ ４ 日 以 上 ２ ８ 日 以 下 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 軟 骨 細 胞 を 分 化 誘 導 す る 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 そ

の よ う に し て 得 ら れ た 軟 骨 細 胞 を 含 む 治 療 剤 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 鼻 、 耳 お よ び 関 節 は 軟 骨 組 織 か ら 形 成 さ れ て お り 、 軟 骨 組 織 は 、 軟 骨 細 胞 と I型 コ ラ ー

ゲ ン を 含 ま ず 、 II型 コ ラ ー ゲ ン 、 IX型 コ ラ ー ゲ ン 、 XI型 コ ラ ー ゲ ン お よ び プ ロ テ オ グ リ カ

ン を 含 む 特 定 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス と で 形 成 さ れ て い る 。 関 節 損 傷 な ど で 失 わ れ た 軟 骨 組

織 は 自 然 治 癒 す る こ と は な い た め 、 移 植 等 の 修 復 治 療 を 行 わ な け れ ば 悪 化 し て し ま う 。 し

か し 、 損 傷 部 位 へ 移 植 す る た め の 軟 骨 組 織 の 入 手 が 必 要 で あ り 、 患 者 自 身 の 別 の 部 位 の 軟

骨 を 用 い る に は そ の 損 傷 部 位 の 大 き さ が 限 ら れ る 。 こ の た め 、 in vitroで 取 り 出 し た 軟 骨

細 胞 の 拡 大 培 養 を 行 う と 細 胞 が 繊 維 化 し て し ま い 、 移 植 に は 適 さ な い （ 非 特 許 文 献 １ ） 。

こ の 他 に も 、 間 葉 系 幹 細 胞 を 投 与 す る 方 法 が 提 案 さ れ て い る が 、 間 葉 系 幹 細 胞 は 多 数 の 種

類 の 細 胞 へ と 分 化 す る た め 、 I型 コ ラ ー ゲ ン を 発 現 す る 線 維 組 織 や X型 コ ラ ー ゲ ン を 発 現 す

る 肥 大 化 組 織 を 移 植 す る こ と に な っ て し ま う （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 そ こ で 、 近 年 、 iPS細 胞 や ES細 胞 と い っ た 多 能 性 幹 細 胞 か ら 軟 骨 細 胞 へ と 誘 導 し 、 こ れ

を 用 い る 方 法 が 提 案 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 ３ ～ ７ ） 。 し か し 、 繊 維 軟 骨 の 形 成 や テ ラ ト

ー マ の 形 成 な ど 問 題 が 提 起 さ れ て い る 。 従 っ て 、 こ れ ら 多 能 性 幹 細 胞 か ら in vivoで 癌 を

形 成 せ ず 、 上 質 の 軟 骨 組 織 を 製 造 す る 方 法 が 必 要 と な る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Roberts, S., et al. Knee 16, 398-404 (2009).

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Mithoefer, K., et al. A m. J. Sports Med. 37, 2053-2063 (2009).

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Koyama, N. et al. Stem cells and development 22, 102-113 (2013).

【 非 特 許 文 献 ４ 】 H wang, N.S., et al. PLoS O NE 3, e2498 (2008).

【 非 特 許 文 献 ５ 】 Oldershaw, R.A. et al. Nat. Biotechnol. 28, 1187-1194 (2010).

【 非 特 許 文 献 ６ 】 Bai, H.Y., et al. Journal of biomedical materials research. Part

 A 94, 539-546 (2010).

【 非 特 許 文 献 ７ 】 Yamashita, A. et al. Scientific Reports 3 (2013).

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 本 発 明 の 課 題 は 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 軟 骨 細 胞 を 分 化 誘 導 す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る
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。 よ り 具 体 的 に は 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 中 胚 葉 細 胞 を 誘 導 し 、 さ ら に ア ス コ ル ビ ン 酸 、 B MP2

、 TGFβ お よ び G DF5を 含 む 培 養 液 中 で 接 着 培 養 と 浮 遊 培 養 を 組 み 合 わ せ て 分 化 す る 工 程 を

含 む 、 軟 骨 細 胞 を 分 化 誘 導 す る 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 本 発 明 者 ら は 上 記 の 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 検 討 を 行 っ た 結 果 、 中 胚 葉 細 胞 を 誘 導 す る 工

程 を 含 む こ と で 、 軟 骨 細 胞 の 誘 導 効 率 が 高 ま る こ と 、 お よ び 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 B MP2、 TG

Fβ お よ び G DF5を 含 む 培 養 液 中 で 接 着 培 養 と 浮 遊 培 養 を 組 み 合 わ せ る こ と で 、 軟 骨 細 胞 の

純 度 が 高 ま る こ と を 見 出 し 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 良 質 の 軟 骨 細 胞 を 分 化 誘 導 で き る こ と を 初

め て 見 出 し た 。 さ ら に 、 こ の よ う に 得 ら れ た 軟 骨 細 胞 を 動 物 モ デ ル へ 移 植 す る こ と で 生 着

さ せ る こ と が で き る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は そ の よ う な 知 見 を 基 に し て 完 成 さ れ た も の

で あ る 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 以 下 の 特 徴 を 有 す る ：

[１ ]次 の 工 程 を 含 む 多 能 性 幹 細 胞 か ら 軟 骨 細 胞 を 製 造 す る 方 法 ：

（ i） 多 能 性 幹 細 胞 を 接 着 培 養 す る こ と に よ り 中 胚 葉 細 胞 を 誘 導 す る 工 程 、

（ ii） 前 記 工 程 (i)で 得 ら れ た 細 胞 を B MP2、 TGFβ お よ び G DF5か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る １

以 上 の 物 質 を 含 む 培 養 液 中 で 接 着 培 養 す る 工 程 、 お よ び

（ iii） 前 記 工 程 （ ii） で 得 ら れ た 細 胞 を B MP2、 TGFβ お よ び G DF5を か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ

れ る １ 以 上 の 物 質 含 む 培 養 液 中 で 浮 遊 培 養 す る 工 程 。

[２ ]前 記 工 程 （ iii） で 得 ら れ た 細 胞 を 血 清 を 含 有 す る 培 養 液 中 で 培 養 す る 工 程 を さ ら に

含 む 、 [１ ]に 記 載 の 方 法 。

[３ ]前 記 工 程 （ i） 、 （ ii） お よ び （ iii） の 工 程 で 用 い る 培 養 液 が 、 さ ら に １ ％ FBSを 含

む 培 養 液 で あ る 、 [１ ]ま た は [２ ]に 記 載 の 方 法 。

[４ ]前 記 工 程 （ iii） が 、 前 記 工 程 （ ii） で 得 ら れ た 細 胞 を 分 離 溶 液 を 用 い ず に 、 浮 遊 培

養 を 行 う 工 程 で あ る 、 [１ ]か ら [３ ]の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

[５ ]前 記 工 程 （ i） の 中 胚 葉 細 胞 を 誘 導 す る 工 程 が 、 Wnt3aお よ び ア ク チ ビ ン Aを 含 む 培 養

液 中 で 培 養 す る 工 程 で あ る 、 [１ ]か ら [４ ]の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

[６ ]前 記 工 程 （ i） が 、 ５ 日 以 下 で あ る 、 [１ ]か ら [５ ]の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

[７ ]前 記 工 程 （ ii） が 、 １ ５ 日 以 下 で あ る 、 [１ ]か ら [６ ]の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

[８ ]前 記 工 程 （ iii） が 、 １ ０ 日 以 上 ３ ０ 日 以 下 で あ る 、 [１ ]か ら [７ ]の い ず れ か １ 項 に

記 載 の 方 法 。

[９ ]前 記 工 程 （ i） が 、 ３ 日 で あ る 、 [６ ]に 記 載 の 方 法 。

[１ ０ ]前 記 工 程 （ ii） が 、 １ １ 日 で あ る 、 [７ ]に 記 載 の 方 法 。

[１ １ ]前 記 工 程 （ iii） が 、 １ ４ 日 以 上 ２ ８ 日 以 下 で あ る 、 [８ ]に 記 載 の 方 法 。

[１ ２ ][１ ]か ら [１ １ ]に 記 載 の 方 法 で 製 造 さ れ た 軟 骨 細 胞 を 含 む 、 医 薬 品 。

[１ ３ ]前 記 軟 骨 細 胞 が 、 軟 骨 細 胞 と 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を 含 む 塊 で あ る 、 [１ ２ ]に 記 載 の

医 薬 品 。

[１ ４ ]関 節 軟 骨 損 傷 治 療 用 で あ る 、 [１ ２ ]ま た は [１ ３ ]に 記 載 の 医 薬 品 。

[１ ５ ]多 能 性 幹 細 胞 か ら 誘 導 さ れ た 誘 導 軟 骨 細 胞 で あ っ て 、

（ １ ） 当 該 軟 骨 細 胞 は 、 COL2A1遺 伝 子 の 発 現 量 が 、 多 能 性 幹 細 胞 に お け る 対 応 す る 遺 伝 子

の 発 現 量 と 比 較 し て 、 少 な く と も 100倍 で あ り 、

（ ２ ） 当 該 軟 骨 細 胞 は 、 SO X9遺 伝 子 の 発 現 量 が 、 多 能 性 幹 細 胞 に お け る 対 応 す る 遺 伝 子

の 発 現 量 と 比 較 し て 、 少 な く と も 250倍 で あ り 、 お よ び

（ ３ ） 当 該 軟 骨 細 胞 は 、 外 来 遺 伝 子 が 導 入 さ れ て い な い （ た だ し 、 iPS細 胞 の 製 造 に 用 い

た 遺 伝 子 は 除 く ） 、 前 記 誘 導 軟 骨 細 胞 。

[１ ６ ]立 体 構 造 を 有 す る 軟 骨 様 組 織 で あ っ て 、

当 該 軟 骨 様 組 織 は 、 外 膜 お よ び 当 該 外 膜 に 内 包 さ れ た 内 容 物 か ら 構 成 さ れ て お り 、

当 該 外 膜 は 、 COL1線 維 を 含 む が 、 COL2線 維 を 含 ま ず 、

当 該 外 膜 の 厚 さ が 、 10μ ｍ 以 上 50μ ｍ 以 下 で あ り 、
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当 該 内 容 物 が 、 Col11線 維 、 Col2線 維 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン お よ び 請 求 項 １ ５ に 記 載 さ れ た

細 胞 を 含 む 、 前 記 軟 骨 様 組 織 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 本 発 明 に よ っ て 多 能 性 幹 細 胞 （ 例 え ば 、 iPS細 胞 ） か ら 良 質 な 軟 骨 細 胞 へ 効 率 よ く 誘 導

す る こ と が 初 め て 可 能 と な っ た 。 本 発 明 の 方 法 で 製 造 さ れ た 軟 骨 細 胞 は 、 軟 骨 の 再 生 医 療

に 使 用 さ れ 得 る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

【 図 １ 】 図 １ は 、 Col11A2の プ ロ モ ー タ ー 活 性 に よ り EGFPを 発 現 さ せ る Col11a2-EGFP-IRES

-Puroの コ ン ス ト ラ ク ト の 模 式 図 を 示 す 。

【 図 ２ 】 図 ２ は 、 iPS細 胞 株 へ Col11a2-EGFP-IRES-Puroを 組 み 込 ん だ Col11a2遺 伝 子 レ ポ ー

タ ー iPS細 胞 を SCIDマ ウ ス の 皮 下 に 注 入 し た 際 に 得 ら れ た テ ラ ト ー マ の 組 織 染 色 像 を 示 す

。

【 図 ３ 】 図 ３ は 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 軟 骨 細 胞 を 誘 導 す る プ ロ ト コ ー ル の 模 式 図 を 示 す 。

【 図 ４ 】 図 ４ ａ は 、 Col11a2遺 伝 子 レ ポ ー タ ー iPS細 胞 お よ び 野 生 型 iPS細 胞 を 各 条 件 （ A、

ABTお よ び ABTG） を 用 い て 誘 導 し た day14の 位 相 差 顕 微 鏡 像 （ 上 図 ） お よ び 蛍 光 顕 微 鏡 像 （

下 図 ） を 示 す 。 図 ４ ｂ は 、 Col11a2遺 伝 子 レ ポ ー タ ー iPS細 胞 を 各 条 件 （ A、 ABTお よ び ABTG

） を 用 い て 誘 導 し た day28に お け る 細 胞 の SO X9、 A G GRECA N、 COL2A1お よ び COL11A2の 発 現 量

を RT-PCRで 計 測 し た 結 果 を 示 す 。 図 中 Chondrocyteは 陽 性 対 照 と し て Cell Applications,

Incよ り 購 入 し た ヒ ト 軟 骨 細 胞 （ 402RD-R10f） の 結 果 を 示 す 。 図 ４ ｃ は 、 各 条 件 （ A、 ABT

お よ び ABTG） を 用 い て 誘 導 し た day42に お け る HE染 色 お よ び サ フ ラ ニ ン O染 色 像 を 示 す 。

【 図 ５ 】 図 ５ は 、 従 来 法 （ Micromass） お よ び 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た day

28の 細 胞 に お け る SO X9、 A G GRECA N、 COL2A1お よ び COL11A2に 対 す る RT-PCRの 結 果 を 示 す 。

【 図 ６ 】 図 ６ ａ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た day28の パ ー テ ィ ク ル の HE染

色 お よ び サ フ ラ ニ ン O染 色 像 を 示 す 。 図 ６ ｂ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た d

ay42の パ ー テ ィ ク ル の HE染 色 、 サ フ ラ ニ ン O染 色 、 II型 コ ラ ー ゲ ン の 染 色 お よ び I型 コ ラ ー

ゲ ン の 染 色 像 を 示 す 。 図 ６ ｃ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル （ day42よ り 血 清 含 有 培 地 に 交 換

） に 従 っ て 誘 導 し た day70の パ ー テ ィ ク ル の HE染 色 、 サ フ ラ ニ ン O染 色 、 II型 コ ラ ー ゲ ン の

染 色 お よ び I型 コ ラ ー ゲ ン の 染 色 像 を 示 す 。 図 ６ ｄ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル （ day42よ り

血 清 含 有 培 地 に 交 換 ） に 従 っ て 誘 導 し た day56お よ び day70の パ ー テ ィ ク ル の SO X9の 染 色 像

を 示 す 。 図 ６ ｅ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル （ day42よ り 血 清 含 有 培 地 に 交 換 ） に 従 っ て 誘

導 し た day56の パ ー テ ィ ク ル の GFPの 蛍 光 顕 微 鏡 像 を 示 す 。 図 ６ ｆ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー

ル （ day42よ り 血 清 含 有 培 地 に 交 換 ） に 従 っ て 誘 導 し た 場 合 の 全 細 胞 数 に 対 す る SO X9陽 性

細 胞 数 の 含 有 率 を 継 時 的 に 測 定 し た 結 果 を 示 す 。

【 図 ７ 】 図 ７ ａ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル の う ち day42よ り 軟 骨 培 地 の ま ま 培 養 に 変 更 し

た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た day70の パ ー テ ィ ク ル の HE染 色 、 サ フ ラ ニ ン O染 色 、 II型

コ ラ ー ゲ ン の 染 色 お よ び I型 コ ラ ー ゲ ン の 染 色 像 を 示 す 。 図 ７ ｂ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー

ル の う ち day42よ り 軟 骨 培 地 の ま ま 培 養 に 変 更 し た プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た day140

の パ ー テ ィ ク ル の HE染 色 、 サ フ ラ ニ ン O染 色 、 II型 コ ラ ー ゲ ン の 染 色 お よ び I型 コ ラ ー ゲ ン

の 染 色 像 を 示 す 。

【 図 ８ 】 図 ８ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル の う ち day14か ら day42に お い て も 接 着 培 養 し た 変

更 プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た day42の パ ー テ ィ ク ル の HE染 色 、 サ フ ラ ニ ン O染 色 像 を 示

す 。

【 図 ９ 】 図 ９ ａ は 、 day42に お け る 培 養 皿 の 底 面 に 接 着 し た 細 胞 の 位 相 差 顕 微 鏡 像 （ 左 図

） お よ び 蛍 光 顕 微 鏡 像 （ 右 図 ） を 示 す 。 図 ９ ｂ は 、 day42に お け る 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル

に 従 っ て 誘 導 し た パ ー テ ィ ク ル お よ び 培 養 皿 の 底 面 に 接 着 し た 細 胞 に お け る SO X9、 A G GREC

A N、 COL2A1お よ び COL11A2に 対 す る RT-PCRの 結 果 を 示 す 。 各 遺 伝 子 の 発 現 量 は 、 beta-ア ク

チ ビ ン (ACTB)の 発 現 量 に よ り 標 準 化 し 、 再 分 化 し た 軟 骨 細 胞 （ Chondrocyte） ま た は 繊 維

芽 細 胞 （ Fibroblast） の 値 を 対 照 と し て 算 出 し た 。
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【 図 １ ０ 】 図 １ ０ ａ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た 軟 骨 細 胞 （ day0か ら day7

0） 、 ヒ ト 軟 骨 細 胞 （ Cartilage） お よ び 従 来 法 に 従 っ て 誘 導 し た 軟 骨 細 胞 （ differ 2Wま

た は H DFま た は Bone） に お け る 各 遺 伝 子 の RT-PCRの 結 果 を 示 す 。 結 果 は 、 beta-ア ク チ ビ ン

(ACTB)の 発 現 量 に よ り 標 準 化 し 、 H DF、 分 化 2週 目 の 細 胞 、 正 常 関 節 軟 骨 細 胞 、 ま た は 正 常

骨 細 胞 の 値 を 対 照 と し て 算 出 し た 。 値 は 、 n=3の 平 均 値 を 示 す 。 図 １ ０ ｂ は 、 本 発 明 の プ

ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た 各 時 期 （ day0か ら day70） に お け る 生 細 胞 数 （ 菱 形 ） お よ び

細 胞 生 存 率 （ 丸 ） の グ ラ フ を 示 す 。

【 図 １ １ 】 図 １ １ ａ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た day42の パ ー テ ィ ク ル を S

CIDマ ウ ス の 皮 下 へ 投 与 し た １ ２ 週 後 の パ ー テ ィ ク ル の HE染 色 、 サ フ ラ ニ ン O染 色 、 II型 コ

ラ ー ゲ ン の 染 色 お よ び I型 コ ラ ー ゲ ン の 染 色 像 を 示 す 。 図 １ １ ｂ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー

ル に 従 っ て 誘 導 し た day42の パ ー テ ィ ク ル を SCIDマ ウ ス の 皮 下 へ 投 与 し た １ ２ 週 後 の パ ー

テ ィ ク ル の SO X9の 染 色 像 を 示 す 。 図 １ １ ｃ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た da

y42の パ ー テ ィ ク ル を SCIDマ ウ ス の 皮 下 へ 投 与 し た １ ２ 週 後 の パ ー テ ィ ク ル の ヒ ト VIM ENTI

Nお よ び D APIの 染 色 像 な ら び に 位 相 差 顕 微 鏡 像 を 示 す 。 図 １ １ ｄ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー

ル に 従 っ て 誘 導 し た day42の パ ー テ ィ ク ル を SCIDマ ウ ス の 皮 下 へ 投 与 し た ４ 週 後 お よ び １

２ 週 後 の 各 組 織 に お け る ヒ ト beta-ア ク チ ビ ン (ACTB) お よ び マ ウ ス beta-ア ク チ ビ ン (Act

b)の 発 現 量 を RT-PCRで 測 定 し た 結 果 示 す 。

【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 iPS細 胞 由 来 の 細 胞 を 皮 下 移 植 し た 後 の 組 織 に お け る 、 HE染 色 （ 上

図 ） 、 サ フ ラ ニ ン O染 色 （ 中 央 図 ） お よ び X型 コ ラ ー ゲ ン 抗 体 で の 免 疫 染 色 （ 下 図 ） の 結 果

を 示 す 。 右 図 は 、 左 図 の 枠 内 の 拡 大 図 で あ り 、 ス ケ ー ル バ ー は 、 左 図 で は 、 500m m、 中 央

図 お よ び 右 図 で は 、 50m mを 示 す 。

【 図 １ ３ 】 図 １ ３ ａ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た day28の パ ー テ ィ ク ル を S

CIDラ ッ ト の 関 節 に 投 与 し た １ 週 後 （ 左 図 ） お よ び ４ 週 後 （ 右 図 ） の HE染 色 お よ び ヒ ト VIM

ENTIN免 疫 染 色 像 な ら び に ト ル イ ジ ン ブ ル ー 染 色 お よ び II型 コ ラ ー ゲ ン の 免 疫 染 色 像 を 示

す 。 図 １ ３ ｂ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た day28の パ ー テ ィ ク ル を SCIDラ

ッ ト の 関 節 に 投 与 し た １ 週 後 （ 左 図 ） お よ び ４ 週 後 （ 右 図 ） の HE染 色 お よ び II型 コ ラ ー ゲ

ン の 免 疫 染 色 像 を 示 す 。 図 １ ３ ｃ は 、 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 誘 導 し た day28の パ

ー テ ィ ク ル を SCIDラ ッ ト の 関 節 に 投 与 し た ４ 週 後 お よ び １ ２ 週 後 の 各 組 織 に お け る ヒ ト be

ta-ア ク チ ビ ン (ACTB) お よ び ラ ッ ト beta-ア ク チ ビ ン (Actb)の 発 現 量 を RT-PCRで 測 定 し た

結 果 を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 を 以 下 に 詳 細 に 説 明 す る 。

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 発 明 は 、 次 の 工 程 を 含 む 多 能 性 幹 細 胞 か ら 軟 骨 細 胞 を 製 造 す る 方 法 を 提 供 す る ；

（ i） 多 能 性 幹 細 胞 を 接 着 培 養 す る こ と に よ り 中 胚 葉 細 胞 を 誘 導 す る 工 程 、

（ ii） 前 記 工 程 (i)で 得 ら れ た 細 胞 を B MP2、 TGFβ お よ び G DF5か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ る １

以 上 の 物 質 を 含 む 培 養 液 中 で 接 着 培 養 す る 工 程 、 お よ び

（ iii） 前 記 工 程 （ ii） で 得 ら れ た 細 胞 を B MP2、 TGFβ お よ び G DF5か ら 成 る 群 よ り 選 択 さ れ

る １ 以 上 の 物 質 を 含 む 培 養 液 中 で 浮 遊 培 養 す る 工 程 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 で 使 用 可 能 な 多 能 性 幹 細 胞 は 、 生 体 に 存 在 す る す べ て の 細 胞 に 分 化 可 能 で あ る 多

能 性 を 有 し 、 か つ 、 増 殖 能 を も 併 せ も つ 幹 細 胞 で あ り 、 そ れ に は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、

例 え ば 胚 性 幹 (ES)細 胞 、 核 移 植 に よ り 得 ら れ る ク ロ ー ン 胚 由 来 の 胚 性 幹 (ntES)細 胞 、 精 子

幹 細 胞 （ 「 GS細 胞 」 ） 、 胚 性 生 殖 細 胞 （ 「 EG細 胞 」 ） 、 人 工 多 能 性 幹 (iPS)細 胞 、 培 養 線

維 芽 細 胞 や 骨 髄 幹 細 胞 由 来 の 多 能 性 細 胞 （ Muse細 胞 ） な ど が 含 ま れ る 。 好 ま し い 多 能 性 幹

細 胞 は 、 ES細 胞 、 ntES細 胞 、 お よ び iPS細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

(A) 胚 性 幹 細 胞

　 ES細 胞 は 、 ヒ ト や マ ウ ス な ど の 哺 乳 動 物 の 初 期 胚 （ 例 え ば 胚 盤 胞 ） の 内 部 細 胞 塊 か ら 樹
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立 さ れ た 、 多 能 性 と 自 己 複 製 に よ る 増 殖 能 を 有 す る 幹 細 胞 で あ る 。

　 ES細 胞 は 、 受 精 卵 の 8細 胞 期 、 桑 実 胚 後 の 胚 で あ る 胚 盤 胞 の 内 部 細 胞 塊 に 由 来 す る 胚 由

来 の 幹 細 胞 で あ り 、 成 体 を 構 成 す る あ ら ゆ る 細 胞 に 分 化 す る 能 力 、 い わ ゆ る 分 化 多 能 性 と

、 自 己 複 製 に よ る 増 殖 能 と を 有 し て い る 。 ES細 胞 は 、 マ ウ ス で 1981年 に 発 見 さ れ (M.J. E

vans and M.H. Kaufman (1981), Nature 292:154-156)、 そ の 後 、 ヒ ト 、 サ ル な ど の 霊 長

類 で も ES細 胞 株 が 樹 立 さ れ た (J.A. Thomson et al. (1998), Science 282:1145-1147; J

.A. Thomson et al. (1995), Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 92:7844-7848;J.A. Thomson

 et al. (1996), Biol. Reprod., 55:254-259; J.A. Thomson and V.S. Marshall (1998)

, Curr. Top. Dev. Biol. , 38:133-165)。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 ES細 胞 は 、 対 象 動 物 の 受 精 卵 の 胚 盤 胞 か ら 内 部 細 胞 塊 を 取 出 し 、 内 部 細 胞 塊 を 線 維 芽 細

胞 の フ ィ ー ダ ー 上 で 培 養 す る こ と に よ っ て 樹 立 す る こ と が で き る 。 ま た 、 継 代 培 養 に よ る

細 胞 の 維 持 は 、 白 血 病 抑 制 因 子 (leukemia inhibitory factor (LIF))、 塩 基 性 線 維 芽 細 胞

成 長 因 子 (basic fibroblast growth factor (bFGF))な ど の 物 質 を 添 加 し た 培 養 液 を 用 い

て 行 う こ と が で き る 。 ヒ ト お よ び サ ル の ES細 胞 の 樹 立 と 維 持 の 方 法 に つ い て は 、 例 え ば US

P5,843,780; Thomson JA, et al. (1995), Proc Natl . Acad. Sci. U S A. 92:7844-7848

； Thomson JA, et al. (1998), Science. 282:1145-1147； H. Suemori et al. (2006),

 Biochem. Biophys. Res. Com mun., 345:926-932； M. Ueno et al. (2006), Proc. Natl

. Acad. Sci. USA, 103:9554-9559； H. Suemori et al. (2001), Dev. Dyn., 222:273-2

79;H. Kawasaki et al. (2002), Proc. Natl . Acad. Sci. USA, 99:1580-1585； Klimansk

aya I, et al. (2006), Nature. 444:481-485な ど に 記 載 さ れ て い る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 ES細 胞 作 製 の た め の 培 養 液 と し て 、 例 え ば 0.1m M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 0.1m M 非 必

須 ア ミ ノ 酸 、 2m M L-グ ル タ ミ ン 酸 、 20% KSRお よ び 4ng/ml bFGFを 補 充 し た D M E M/F-12培 養

液 を 使 用 し 、 37℃ 、 2% CO 2 /98% 空 気 の 湿 潤 雰 囲 気 下 で ヒ ト ES細 胞 を 維 持 す る こ と が で き

る (O. Fumitaka et al. (2008), Nat. Biotechnol. , 26:215-224)。 ま た 、 ES細 胞 は 、 3～

4日 お き に 継 代 す る 必 要 が あ り 、 こ の と き 、 継 代 は 、 例 え ば 1m M CaCl 2 お よ び 20% KSRを 含

有 す る PBS中 の 0.25% ト リ プ シ ン お よ び 0.1mg/mlコ ラ ゲ ナ ー ゼ IVを 用 い て 行 う こ と が で き

る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 ES細 胞 の 選 択 は 、 一 般 に 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 Oct-3/4、 Nanogな ど の 遺 伝 子 マ ー

カ ー の 発 現 を 指 標 に し て Real-Time PCR法 で 行 う こ と が で き る 。 特 に 、 ヒ ト ES細 胞 の 選 択

で は 、 OCT-3/4、 N A N O G、 ECA Dな ど の 遺 伝 子 マ ー カ ー の 発 現 を 指 標 と す る こ と が で き る (E.

Kroon et al. (2008), Nat. Biotechnol. , 26:443-452)。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 ヒ ト Ｅ Ｓ 細 胞 株 は 、 例 え ば W A01(H1)お よ び W A09(H9)は 、 WiCell Research Instituteか

ら 、 KhES-1、 KhES-2お よ び KhES-3は 、 京 都 大 学 再 生 医 科 学 研 究 所 (京 都 、 日 本 )か ら 入 手 可

能 で あ る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

(B) 精 子 幹 細 胞

　 精 子 幹 細 胞 は 、 精 巣 由 来 の 多 能 性 幹 細 胞 で あ り 、 精 子 形 成 の た め の 起 源 と な る 細 胞 で あ

る 。 こ の 細 胞 は 、 ES細 胞 と 同 様 に 、 種 々 の 系 列 の 細 胞 に 分 化 誘 導 可 能 で あ り 、 例 え ば マ ウ

ス 胚 盤 胞 に 移 植 す る と キ メ ラ マ ウ ス を 作 出 で き る な ど の 性 質 を も つ (M. Kanatsu-Shinohar

a et al. (2003) Biol. Reprod., 69:612-616; K. Shinohara et al. (2004), Cell , 119

:1001-1012)。 神 経 膠 細 胞 系 由 来 神 経 栄 養 因 子 (glial cell line-derived neurotrophic f

actor (G D NF))を 含 む 培 養 液 で 自 己 複 製 可 能 で あ る し 、 ま た ES細 胞 と 同 様 の 培 養 条 件 下 で

継 代 を 繰 り 返 す こ と に よ っ て 、 精 子 幹 細 胞 を 得 る こ と が で き る (竹 林 正 則 ら (2008),実 験 医

学 ,26巻 ,5号 (増 刊 ),41～ 46頁 ,羊 土 社 (東 京 、 日 本 ))。

【 ０ ０ １ ９ 】

(C) 胚 性 生 殖 細 胞
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　 胚 性 生 殖 細 胞 は 、 胎 生 期 の 始 原 生 殖 細 胞 か ら 樹 立 さ れ る 、 ES細 胞 と 同 様 な 多 能 性 を も つ

細 胞 で あ り 、 LIF、 bFGF、 幹 細 胞 因 子 (stem cell factor)な ど の 物 質 の 存 在 下 で 始 原 生 殖

細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 樹 立 し う る (Y. Matsui et al. (1992), Cell , 70:841-847;

J.L. Resnick et al. (1992), Nature, 359:550-551)。

【 ０ ０ ２ ０ 】

(D) 人 工 多 能 性 幹 細 胞

　 人 工 多 能 性 幹 (iPS)細 胞 は 、 特 定 の 初 期 化 因 子 を 、 D N A又 は タ ン パ ク 質 の 形 態 で 体 細 胞 に

導 入 す る こ と に よ っ て 作 製 す る こ と が で き る 、 ES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 （ K. Takahashi a

nd S. Yamanaka (2006) Cell , 126:663-676; K. Takahashi et al. (2007), Cell , 131:8

61-872; J. Yu et al. (2007), Science, 318:1917-1920; Nakagawa, M.ら ,Nat. Biotech

nol. 26:101-106 (2008)； 国 際 公 開 W O 2007/069666） 。 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 non-cording 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 non-cording 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 、 Oc

t3/4、 Sox2、 Sox1、 Sox3、 Sox15、 Sox17、 Klf4、 Klf2、 c-Myc、 N-Myc、 L-Myc、 Nanog、 Li

n28、 Fbx15、 ERas、 ECAT15-2、 Tcl1、 beta-catenin、 Lin28b、 Sall1、 Sall4、 Esrrb、 Nr5

a2、 Tbx3ま た は Glis1等 が 例 示 さ れ 、 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 O2008/1188

20、 W O2009/007852、 W O2009/032194、 W O2009/058413、 W O2009/057831、 W O2009/075119、 W

O2009/079007、 W O2009/091659、 W O2009/101084、 W O2009/101407、 W O2009/102983、 W O2009

/114949、 W O2009/117439、 W O2009/126250、 W O2009/126251、 W O2009/126655、 W O2009/1575

93、 W O2010/009015、 W O2010/033906、 W O2010/033920、 W O2010/042800、 W O2010/050626、 W

O 2010/056831、 W O2010/068955、 W O2010/098419、 W O2010/102267、 W O 2010/111409、 W O 2

010/111422、 W O2010/115050、 W O2010/124290、 W O2010/147395、 W O2010/147612、 Huangfu

D, et al. (2008), Nat. Biotechnol. , 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 Biotechnol. 26:1269-1275、 Shi Y, et al. (2008), Cell Stem Ce

ll , 3, 568-574、 Zhao Y, et al. (2008), Cell Stem Cell , 3:475-479、 Marson A, (200

8), Cell Stem Cell , 3, 132-135、 Feng B, et al. (2009), Nat Cell Biol. 11:197-203

、 R.L. Judson et al. , (2009), Nat. Biotech., 27:459-461、 Lyssiotis CA, et al. (2

009), Proc Natl Acad Sci U S A. 106:8912-8917、 Kim JB, et al. (2009), Nature. 46

1:649-643、 Ichida JK, et al. (2009), Cell Stem Cell . 5:491-503、 Heng JC, et al.

(2010), Cell Stem Cell . 6:167-74、 Han J, et al. (2010), Nature. 463:1096-100、 Ma

li P, et al. (2010), Stem Cells. 28:713-720、 Maekawa M, et al. (2011), Nature. 4

74:225-9.に 記 載 の 組 み 合 わ せ が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 上 記 初 期 化 因 子 に は 、 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 C 1293、 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 (Millipore)、 HuSH 29mer shRN A Cons

tructs 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お よ び PD0325901） 、 Glycogen synthase kinase-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

-azacytidine） 、 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-channel calcium agonist (例 え ば Bayk8644)、 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-302な ど の miRN A、 Wnt Signaling

（ 例 え ば soluble 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
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ラ ン ジ ン E2お よ び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン J2） 、 hTERT、 SV40LT、 UTF1、 IRX6、 GLISl、 PITX2

、 D M RTBl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 て お り 、 本 明 細

書 に お い て は 、 こ れ ら の 樹 立 効 率 の 改 善 目 的 に て 用 い ら れ た 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 ２ ２ 】

　 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 ３ 】

　 一 方 、 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 （ 以 上 、 Cell, 126, pp.663-676, 2006; Cell , 131, pp.861-872, 20

07; Science, 318, pp.1917-1920, 2007） 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー (Science, 322, 945

-949, 2008)、 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 （ W O 2010/00805

4） 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 る し 、 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 U

S)、 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 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 ４ 】

　 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

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 ５ 】

　 iPS細 胞 誘 導 の 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

又 は D M E培 養 液 （ こ れ ら の 培 養 液 に は さ ら に 、 LIF、 penicill in/streptomycin、 puromycin

、 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 培 養 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 ６ 】

　 培 養 法 の 例 と し て は 、 例 え ば 、 37℃ 、 5％ CO 2 存 在 下 に て 、 10％ FBS含 有 D M E M又 は D M E M/F1

2培 養 液 上 で 体 細 胞 と 初 期 化 因 子 と を 接 触 さ せ 約 4～ 7日 間 培 養 し 、 そ の 後 、 細 胞 を フ ィ ー

ダ ー 細 胞 (た と え ば 、 マ イ ト マ イ シ ン C処 理 STO細 胞 、 SNL細 胞 等 )上 に 播 き な お し 、 体 細 胞

と 初 期 化 因 子 の 接 触 か ら 約 10日 後 か ら bFGF含 有 霊 長 類 ES細 胞 培 養 用 培 養 液 で 培 養 し 、 該 接

触 か ら 約 30～ 約 45日 又 は そ れ 以 上 の の ち に iPS様 コ ロ ニ ー を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 あ る い は 、 37℃ 、 5% CO 2 存 在 下 に て 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 (た と え ば 、 マ イ ト マ イ シ ン C処 理

STO細 胞 、 SNL細 胞 等 )上 で 10％ FBS含 有 D M E M培 養 液 （ こ れ 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 。 ） で 培 養 し 、 約 25～ 約 30日 又 は そ れ 以 上 の の
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ち に ES様 コ ロ ニ ー を 生 じ さ せ る こ と が で き る 。 望 ま し く は 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 の 代 わ り に 、

初 期 化 さ れ る 体 細 胞 そ の も の を 用 い る （ Takahashi K, et al. (2009), PLoS One. 4:e806

7ま た は W O2010/137746） 、 も し く は 細 胞 外 基 質 （ 例 え ば 、 Laminin-5（ W O2009/123349） お

よ び マ ト リ ゲ ル （ BD社 ） ） を 用 い る 方 法 が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 こ の 他 に も 、 血 清 を 含 有 し な い 培 地 を 用 い て 培 養 す る 方 法 も 例 示 さ れ る （ Sun N, et al

. (2009), Proc Natl Acad Sci U S A. 106:15720-15725） 。 さ ら に 、 樹 立 効 率 を 上 げ る

た め 、 低 酸 素 条 件 （ 0.1％ 以 上 、 15％ 以 下 の 酸 素 濃 度 ） に よ り iPS細 胞 を 樹 立 し て も 良 い （

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

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 上 記 培 養 の 間 に は 、 培 養 開 始 2日 目 以 降 か ら 毎 日 1回 新 鮮 な 培 養 液 と 培 養 液 交 換 を 行 う 。

ま た 、 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 100cm
2
あ

た り 約 5× 10
3
～ 約 5× 10

6
細 胞 の 範 囲 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 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 １ 】

　 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 ま た は 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 ３ ２ 】

　 ま た 、 iPS細 胞 を 移 植 用 細 胞 の 材 料 と し て 用 い る 場 合 、 拒 絶 反 応 が 起 こ ら な い と い う 観

点 か ら 、 移 植 先 の 個 体 の HLA遺 伝 子 型 が 同 一 も し く は 実 質 的 に 同 一 で あ る 体 細 胞 を 用 い る

こ と が 望 ま し い 。 こ こ で 、 「 実 質 的 に 同 一 」 と は 、 移 植 し た 細 胞 に 対 し て 免 疫 抑 制 剤 に よ

り 免 疫 反 応 が 抑 制 で き る 程 度 に HLA遺 伝 子 型 が 一 致 し て い る こ と で あ り 、 例 え ば 、 HLA-A、

HLA-Bお よ び HLA-DRの 3遺 伝 子 座 あ る い は HLA-Cを 加 え た 4遺 伝 子 座 が 一 致 す る HLA型 を 有 す

る 体 細 胞 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

(E) 核 移 植 に よ り 得 ら れ た ク ロ ー ン 胚 由 来 の ES細 胞

　 ntES細 胞 は 、 核 移 植 技 術 に よ っ て 作 製 さ れ た ク ロ ー ン 胚 由 来 の ES細 胞 で あ り 、 受 精 卵 由

来 の ES細 胞 と ほ ぼ 同 じ 特 性 を 有 し て い る （ T. Wakayama et al. (2001), Science, 292:74

0-743; S. Wakayama et al. (2005), Biol. Reprod., 72:932-936; J. Byrne et al. (20

07), Nature, 450:497-502） 。 す な わ ち 、 未 受 精 卵 の 核 を 体 細 胞 の 核 と 置 換 す る こ と に よ

っ て 得 ら れ た ク ロ ー ン 胚 由 来 の 胚 盤 胞 の 内 部 細 胞 塊 か ら 樹 立 さ れ た ES細 胞 が ntES(nuclear

 transfer ES)細 胞 で あ る 。 ntES細 胞 の 作 製 の た め に は 、 核 移 植 技 術 （ J.B. Cibelli et a

l. (1998), Nature Biotechnol. , 16:642-646） と ES細 胞 作 製 技 術 (上 記 )と の 組 み 合 わ せ

が 利 用 さ れ る (若 山 清 香 ら (2008),実 験 医 学 ,26巻 ,5号 (増 刊 ), 47～ 52頁 )。 核 移 植 に お い て

は 、 哺 乳 動 物 の 除 核 し た 未 受 精 卵 に 、 体 細 胞 の 核 を 注 入 し 、 数 時 間 培 養 す る こ と で 初 期 化

す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】

(F) Multil ineage-differentiating Stress Enduring cells（ Muse細 胞 ）

　 Muse細 胞 は 、 W O2011/007900に 記 載 さ れ た 方 法 に て 製 造 さ れ た 多 能 性 幹 細 胞 で あ り 、 詳

細 に は 、 線 維 芽 細 胞 ま た は 骨 髄 間 質 細 胞 を 長 時 間 ト リ プ シ ン 処 理 、 好 ま し く は 8時 間 ま た

は 16時 間 ト リ プ シ ン 処 理 し た 後 、 浮 遊 培 養 す る こ と で 得 ら れ る 多 能 性 を 有 し た 細 胞 で あ り

、 SSEA-3お よ び CD105が 陽 性 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 本 発 明 に お い て 、 軟 骨 細 胞 と は 、 コ ラ ー ゲ ン な ど 軟 骨 を 構 成 す る 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス を

産 生 す る 細 胞 、 ま た は 、 こ の よ う な 細 胞 と な る 前 駆 細 胞 を 意 味 す る 。 ま た 、 こ の よ う な 軟

骨 細 胞 は 、 軟 骨 細 胞 マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞 で あ っ て も よ く 、 軟 骨 細 胞 マ ー カ ー と し て II

型 コ ラ ー ゲ ン （ COL2A1） ま た は SO X9が 例 示 さ れ る 。 本 発 明 に お い て 、 COL2A1に は 、 NCBIの

ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 と し て 、 ヒ ト の 場 合 、 N M_001844ま た は N M_033150、 マ ウ ス の 場 合 、 N M

_001113515ま た は N M_031163に 記 載 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 並 び に 当 該 遺

伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 な ら び に こ れ ら の 機 能 を 有 す る 天 然 に 存 在 す る 変 異 体 が

包 含 さ れ る 。 本 発 明 に お い て 、 SO X9に は 、 NCBIの ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 と し て 、 ヒ ト の 場 合

、 N M_000346、 マ ウ ス の 場 合 、 N M_011448に 記 載 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 並

び に 当 該 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 な ら び に こ れ ら の 機 能 を 有 す る 天 然 に 存 在 す

る 変 異 体 が 包 含 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

（ i） 多 能 性 幹 細 胞 を 接 着 培 養 に よ り 中 胚 葉 細 胞 を 誘 導 す る 工 程

　 本 発 明 に お い て 、 中 胚 葉 細 胞 と は 、 動 物 の 発 生 期 の 原 腸 胚 期 に お い て 、 内 胚 葉 と 外 肺 葉

の 間 に 発 生 す る 細 胞 を 意 味 し 、 好 ま し く は 、 BRACH Y URYが 陽 性 で あ る 細 胞 を 意 味 す る 。 本

発 明 に お い て 、 BRACH Y URYに は 、 NCBIの ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 と し て 、 ヒ ト の 場 合 、 N M_0012

70484ま た は N M_003181、 マ ウ ス の 場 合 、 N M_009309に 記 載 さ れ た ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 有 す

る 遺 伝 子 並 び に 当 該 遺 伝 子 に コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 、 な ら び に こ れ ら の 機 能 を 有 す る 天

然 に 存 在 す る 変 異 体 が 包 含 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 に お い て 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 中 胚 葉 細 胞 を 誘 導 す る 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が

、 Activin Aお よ び GSK-3β 阻 害 剤 を 含 有 す る 培 養 液 で 培 養 す る 方 法 が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 工 程 （ i） で は 、 好 ま し く は 、 多 能 性 幹 細 胞 を フ ィ ー ダ ー 細 胞 を 含 ま な い 条 件 下 で 接

着 培 養 し 、 適 度 な 大 き さ （ 1か ら 2× 10
5
細 胞 を 含 有 す る 細 胞 塊 ） に な っ た 時 点 で 、 Activin

 Aお よ び GSK-3β 阻 害 剤 を 含 有 す る 培 養 液 へ 交 換 し 培 養 す る 方 法 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 本 発 明 に お い て 、 接 着 培 養 と は 、 細 胞 外 基 質 に よ り コ ー テ ィ ン グ 処 理 さ れ た 培 養 容 器 を

用 い て 培 養 す る こ と に よ っ て 行 い 得 る 。 コ ー テ ィ ン グ 処 理 は 、 細 胞 外 基 質 を 含 有 す る 溶 液

を 培 養 容 器 に 入 れ た 後 、 当 該 溶 液 を 適 宜 除 く こ と に よ っ て 行 い 得 る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 細 胞 外 基 質 と は 、 細 胞 の 外 に 存 在 す る 超 分 子 構 造 体 で あ り 、 天 然 由 来

で あ っ て も 、 人 工 物 （ 組 換 え 体 ） で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 コ ラ ー ゲ ン 、 プ ロ テ オ グ リ カ

ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 、 テ ネ イ シ ン 、 エ ン タ ク チ ン 、 エ ラ ス チ ン 、 フ ィ ブ

リ リ ン 、 ラ ミ ニ ン と い っ た 物 質 ま た は こ れ ら の 断 片 が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 細 胞 外 基 質 は

、 組 み 合 わ せ て 用 い ら れ て も よ く 、 例 え ば 、 BD Matrigel(T M)な ど の 細 胞 か ら の 調 製 物 で

あ っ て も よ い 。 人 工 物 と し て は 、 ラ ミ ニ ン の 断 片 が 例 示 さ れ る 。 本 発 明 に お い て 、 ラ ミ ニ

ン と は 、 α 鎖 、 β 鎖 、 γ 鎖 を そ れ ぞ れ 1本 ず つ 持 つ ヘ テ ロ 三 量 体 構 造 を 有 す る タ ン パ ク 質

で あ り 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 α 鎖 は 、 α １ 、 α ２ 、 α ３ 、 α ４ ま た は α ５ で あ

り 、 β 鎖 は 、 β １ 、 β ２ ま た は β ３ で あ り 、 な ら び に γ 鎖 は 、 γ １ 、 γ ２ ま た は γ ３ が 例

示 さ れ る 。 本 発 明 に お い て 、 ラ ミ ニ ン の 断 片 と は 、 イ ン テ グ リ ン 結 合 活 性 を 有 し て い る ラ

ミ ニ ン の 断 片 で あ れ ば 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 エ ラ ス タ ー ゼ に て 消 化 し て 得 ら れ

る 断 片 で あ る E8フ ラ グ メ ン ト が 例 示 さ れ る 。
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【 ０ ０ ４ １ 】

　 本 工 程 （ i） に お い て 使 用 さ れ る 培 養 液 は 、 動 物 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 基 礎 培 地 へ Act

ivin Aお よ び GSK-3β 阻 害 剤 を 添 加 し て 調 製 す る こ と が で き る 。 基 礎 培 地 と し て は 、 例 え

ば 、 IM D M培 地 、 Medium 199培 地 、 Eagle＇ s Minimum Essential Medium（ E M E M） 培 地 、 α M

E M培 地 、 Dulbecco＇ s modified Eagle＇ s Medium（ D M E M） 培 地 、 Ham＇ s F12培 地 、 RPMI 1

640培 地 、 Fischer＇ s培 地 、 お よ び こ れ ら の 混 合 培 地 な ど が 挙 げ ら れ る 。 培 地 に は 、 血 清

（ 例 え ば 、 FBS） が 含 有 さ れ て い て も よ い し 、 ま た は 無 血 清 で も よ い 。 必 要 に 応 じ て 、 例

え ば 、 ア ル ブ ミ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 KnockOut Serum Replacement（ KSR） （ ES細 胞 培

養 時 の FBSの 血 清 代 替 物 ） （ Invitrogen） 、 N2サ プ リ メ ン ト （ Invitrogen） 、 B27サ プ リ メ

ン ト （ Invitrogen） 、 脂 肪 酸 、 イ ン ス リ ン 、 亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 コ ラ ー ゲ ン 前 駆 体 、

微 量 元 素 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 3＇ -チ オ ー ル グ リ セ ロ ー ル な ど の １ つ 以 上 の 血 清 代

替 物 を 含 ん で も よ い し 、 脂 質 、 ア ミ ノ 酸 、 L-グ ル タ ミ ン 、 GlutaM A X（ Invitrogen） 、 非 必

須 ア ミ ノ 酸 （ NEA A） 、 ビ タ ミ ン 、 増 殖 因 子 、 低 分 子 化 合 物 、 抗 生 物 質 、 抗 酸 化 剤 、 ピ ル ビ

ン 酸 、 緩 衝 剤 、 無 機 塩 類 な ど の １ つ 以 上 の 物 質 も 含 有 し う る 。 本 工 程 の １ つ の 実 施 形 態 に

お い て 、 基 礎 培 地 は 、 イ ン ス リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び １

％ 血 清 を 含 む D M E M/F12で あ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 本 工 程 （ i） に お い て 、 Activin Aに は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 由 来 の Activin A、 な ら び

に こ れ ら の 機 能 的 改 変 体 が 包 含 さ れ 、 例 え ば 、 R& D systems社 等 の 市 販 さ れ て い る も の を

使 用 す る こ と が で き る 。 本 工 程 で 用 い る Activin Aの 濃 度 は 、 0.1 ng/mlか ら 1000 ng/ml、

好 ま し く は 、 1 ng/mlか ら 100 ng/ml、 よ り 好 ま し く は 、 5 ng/mlか ら 50 ng/ml、 10 ng/ml

で あ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 工 程 （ i） に お い て 、 GSK-3β 阻 害 剤 は 、 GSK-3β の 機 能 、 例 え ば 、 キ ナ ー ゼ 活 性 を 直

接 ま た は 間 接 的 に 阻 害 で き る も の で あ る 限 り 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 Wnt3a、 イ ン ジ ル

ビ ン 誘 導 体 で あ る BIO（ 別 名 、 GSK-3β 阻 害 剤 IX； 6-ブ ロ モ イ ン ジ ル ビ ン 3'-オ キ シ ム ） 、

マ レ イ ミ ド 誘 導 体 で あ る SB216763（ 3-(2,4-ジ ク ロ ロ フ ェ ニ ル )-4-(1-メ チ ル -1H-イ ン ド ー

ル -3-イ ル )-1H-ピ ロ ー ル -2,5-ジ オ ン ） 、 フ ェ ニ ル α ブ ロ モ メ チ ル ケ ト ン 化 合 物 で あ る GSK

-3β 阻 害 剤 VII（ 4-ジ ブ ロ モ ア セ ト フ ェ ノ ン ） 、 細 胞 膜 透 過 型 の リ ン 酸 化 ペ プ チ ド で あ る L

803-mts（ 別 名 、 GSK-3β ペ プ チ ド 阻 害 剤 ； Myr-N-G KEAPPAPPQSpP-N H 2 ） お よ び 高 い 選 択 性

を 有 す る CHIR99021（ Nature (2008) 453: 519-523） が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、

例 え ば 、 Stemgent、 Calbiochemや Biomol社 等 か ら 入 手 可 能 で あ り 、 ま た 自 ら 作 製 し て も よ

い 。 本 工 程 で 用 い る 好 ま し い GSK-3β 阻 害 剤 と し て は 、 Wnt3aが 挙 げ ら れ る 。 Wnt3aに は 、

ヒ ト お よ び 他 の 動 物 由 来 の Wnt3a、 な ら び に こ れ ら の 機 能 的 改 変 体 が 包 含 さ れ 、 例 え ば 、 R

& D systems社 等 の 市 販 さ れ て い る も の を 使 用 す る こ と が で き る 。 本 工 程 で 用 い る GSK-3β

阻 害 剤 の 濃 度 は 、 使 用 す る GSK-3β 阻 害 剤 に 応 じ て 当 業 者 に 適 宜 選 択 可 能 で あ る が 、 例 え

ば 、 GSK-3β 阻 害 剤 と し て Ｗ ｎ ｔ 3ａ を 用 い る 場 合 、 0.1 ng/mlか ら 1000 ng/ml、 好 ま し く

は 、 1 ng/mlか ら 100 ng/ml、 よ り 好 ま し く は 、 5 ng/mlか ら 50 ng/ml、 10 ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 本 工 程 （ i） に お い て 、 培 養 温 度 は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 約 30～ 40℃ 、 好 ま し く は 約 37

℃ で あ り 、 CO 2 含 有 空 気 の 雰 囲 気 下 で 培 養 が 行 わ れ る 。 CO 2 濃 度 は 、 約 2～ 5％ 、 好 ま し く は

約 5%で あ る 。 本 工 程 の 培 養 時 間 は 、 例 え ば 5日 以 下 の 培 養 で あ り 、 好 ま し く は 3日 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

（ i i） 前 記 工 程 ( i )で 得 ら れ た 細 胞 を B M P 2、 T G Fβ お よ び G D F 5か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る １

以 上 の 物 質 を 含 む 培 養 液 中 で 接 着 培 養 す る 工 程

　 本 工 程 （ ii） で は 、 前 記 工 程 （ i） で 得 ら れ た 細 胞 培 養 物 の 培 養 液 を 除 去 し 、 B MP2、 TGF

β お よ び G DF5か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の 物 質 を 含 有 す る 培 養 液 を 添 加 し て 行 い 得

る 。 従 っ て 、 前 記 工 程 （ i） に お い て 細 胞 培 養 物 は 、 培 養 皿 へ 接 着 し て い る こ と か ら 、 本

工 程 （ ii） は 接 着 培 養 に よ っ て 行 い 得 る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】
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　 本 工 程 （ ii） に お い て 使 用 さ れ る 培 養 液 は 、 動 物 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 基 礎 培 地 へ B M

P2、 TGFβ お よ び G DF5か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の 物 質 を 添 加 し て 調 製 す る こ と が

で き る 。 好 ま し く は 、 少 な く と も TGFβ を 含 む 培 養 液 、 B MP2お よ び TGFβ を 含 む 培 養 液 、 ア

ス コ ル ビ ン 酸 、 B MP2お よ び TGFβ を 含 む 培 養 液 、 G DF5、 B MP2お よ び TGFβ を 含 む 培 養 液 、 ま

た は 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 B MP2、 TGFβ お よ び G DF5を 含 む 培 養 液 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 b

FGF、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 B MP2、 TGFβ お よ び G DF5を 含 む 培 養 液 で あ る 。 基 礎 培 地 と し て は 、

例 え ば 、 IM D M培 地 、 Medium 199培 地 、 Eagle＇ s Minimum Essential Medium（ E M E M） 培 地

、 α M E M培 地 、 Dulbecco＇ s modified Eagle＇ s Medium（ D M E M） 培 地 、 Ham＇ s F12培 地 、 R

PMI 1640培 地 、 Fischer＇ s培 地 、 お よ び こ れ ら の 混 合 培 地 な ど が 挙 げ ら れ る 。 培 地 に は 、

血 清 （ 例 え ば 、 FBS） が 含 有 さ れ て い て も よ い し 、 ま た は 無 血 清 で も よ い 。 必 要 に 応 じ て

、 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 KnockOut Serum Replacement（ KSR） （ ES細

胞 培 養 時 の FBSの 血 清 代 替 物 ） （ Invitrogen） 、 N2サ プ リ メ ン ト （ Invitrogen） 、 B27サ プ

リ メ ン ト （ Invitrogen） 、 脂 肪 酸 、 イ ン ス リ ン 、 コ ラ ー ゲ ン 前 駆 体 、 微 量 元 素 、 2-メ ル カ

プ ト エ タ ノ ー ル 、 3＇ -チ オ ー ル グ リ セ ロ ー ル な ど の １ つ 以 上 の 血 清 代 替 物 を 含 ん で も よ い

し 、 脂 質 、 ア ミ ノ 酸 、 L-グ ル タ ミ ン 、 GlutaM A X（ Invitrogen） 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ NEA A）

、 ビ タ ミ ン 、 増 殖 因 子 、 低 分 子 化 合 物 、 抗 生 物 質 、 抗 酸 化 剤 、 ピ ル ビ ン 酸 、 緩 衝 剤 、 無 機

塩 類 な ど の １ つ 以 上 の 物 質 も 含 有 し う る 。 本 工 程 の １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 基 礎 培 地 は

、 イ ン ス リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び １ ％ 血 清 を 含 む D M E Mで

あ る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 本 工 程 （ ii） に お い て 、 bFGFに は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 由 来 の bFGF、 な ら び に こ れ ら の

機 能 的 改 変 体 が 包 含 さ れ 、 例 え ば 、 W A K O社 等 の 市 販 さ れ て い る も の を 使 用 す る こ と が で き

る 。 本 工 程 で 用 い る bFGFの 濃 度 は 、 0.1 ng/mlか ら 1000 ng/ml、 好 ま し く は 、 1 ng/mlか ら

100 ng/ml、 よ り 好 ま し く は 、 5 ng/mlか ら 50 ng/ml、 10 ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 本 工 程 （ ii） に お い て 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 は 、 例 え ば 、 Nakarai社 等 の 市 販 さ れ て い る も

の を 使 用 す る こ と が で き る 。 本 工 程 で 用 い る ア ス コ ル ビ ン 酸 の 濃 度 は 、 5 μ g/mlか ら 500

μ g/ml、 好 ま し く は 、 10 μ g/mlか ら 100 μ g/ml、 よ り 好 ま し く は 、 50 μ g/mlで あ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 工 程 （ ii） に お い て 、 B MP2に は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 由 来 の B MP2、 な ら び に こ れ ら の

機 能 的 改 変 体 が 包 含 さ れ 、 例 え ば 、 Osteopharma社 等 の 市 販 さ れ て い る も の を 使 用 す る こ

と が で き る 。 本 工 程 で 用 い る B MP2の 濃 度 は 、 0.1 ng/mlか ら 1000 ng/ml、 好 ま し く は 、 1 n

g/mlか ら 100 ng/ml、 よ り 好 ま し く は 、 5 ng/mlか ら 50 ng/ml、 10 ng/mlで あ る 。 本 発 明 に

お い て 、 B MP2は 、 B MP4に 置 き 換 え て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 本 工 程 （ ii） に お い て 、 TGFβ に は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 由 来 の TGFβ 、 な ら び に こ れ ら

の 機 能 的 改 変 体 が 包 含 さ れ 、 例 え ば 、 PeproTech社 等 の 市 販 さ れ て い る も の を 使 用 す る こ

と が で き る 。 本 工 程 で 用 い る TGFβ の 濃 度 は 、 0.1 ng/mlか ら 1000 ng/ml、 好 ま し く は 、 1

ng/mlか ら 100 ng/ml、 よ り 好 ま し く は 、 5 ng/mlか ら 50 ng/ml、 10 ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 工 程 （ ii） に お い て 、 G DF5に は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 由 来 の G DF5、 な ら び に こ れ ら の

機 能 的 改 変 体 が 包 含 さ れ 、 例 え ば 、 PeproTech社 等 の 市 販 さ れ て い る も の を 使 用 す る こ と

が で き る 。 本 工 程 で 用 い る G DF5の 濃 度 は 、 0.1 ng/mlか ら 1000 ng/ml、 好 ま し く は 、 1 ng/

mlか ら 100 ng/ml、 よ り 好 ま し く は 、 5 ng/mlか ら 50 ng/ml、 10 ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 本 工 程 （ ii） に お い て 、 培 養 温 度 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 約 30～ 40℃ 、 好 ま し く は 約

37℃ で あ り 、 CO 2 含 有 空 気 の 雰 囲 気 下 で 培 養 が 行 わ れ る 。 CO 2 濃 度 は 、 約 2～ 5％ 、 好 ま し く

は 約 5%で あ る 。 本 工 程 の 培 養 時 間 は 、 例 え ば 15日 以 下 の 培 養 で あ り 、 好 ま し く は 11日 で あ

る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】
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（ i i i） 前 記 工 程 （ i i） で 得 ら れ た 細 胞 を B M P 2、 T G Fβ お よ び G D F 5か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ

る １ 以 上 の 物 質 を 含 む 培 養 液 中 で 浮 遊 培 養 す る 工 程

　 本 工 程 （ iii） で は 、 前 記 工 程 （ ii） で 得 ら れ た 細 胞 培 養 物 を 培 養 容 器 よ り 剥 離 さ せ 、

浮 遊 培 養 す る こ と で 行 い 得 る 。 本 工 程 （ iii） に お い て 、 細 胞 培 養 物 を 剥 離 さ せ る 方 法 は

、 力 学 的 分 離 方 法 （ ピ ペ ッ テ ィ ン グ 等 ） に よ り 行 う こ と が 好 ま し く 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 お

よ び /ま た は コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 分 離 溶 液 （ 例 え ば 、 ト リ プ シ ン と コ ラ ゲ ナ ー ゼ の

含 有 溶 液 Accutase(T M)お よ び Accumax(T M)（ Innovative Cell Technologies, Inc） が 挙 げ

ら れ る ） を 用 い な い 方 法 が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 本 発 明 の 方 法 に お い て 使 用 さ れ る 浮 遊 培 養 と は 、 細 胞 を 培 養 皿 へ 非 接 着 の 状 態 で 培 養 す

る こ と で あ り 、 特 に 限 定 は さ れ な い が 、 細 胞 と の 接 着 性 を 向 上 さ せ る 目 的 で 人 工 的 に 処 理

（ 例 え ば 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 等 に よ る コ ー テ ィ ン グ 処 理 ） さ れ て い な い 培 養 容 器 、 ま た

は 、 人 工 的 に 接 着 を 抑 制 す る 処 理 （ 例 え ば 、 ポ リ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ ル 酸 （ poly-H

E M A） に よ る コ ー テ ィ ン グ 処 理 ） し た 培 養 容 器 を 使 用 し て 行 う こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 工 程 （ iii） に お い て 使 用 さ れ る 培 養 液 は 、 動 物 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 基 礎 培 地 へ B

MP2、 TGFβ お よ び G DF5か ら 成 る 群 か ら 選 択 さ れ る １ 以 上 の 物 質 を 添 加 し て 調 製 す る こ と が

で き る 。 好 ま し く は 、 少 な く と も TGFβ を 含 む 培 養 液 、 B MP2お よ び TGFβ を 含 む 培 養 液 、 ア

ス コ ル ビ ン 酸 、 B MP2お よ び TGFβ を 含 む 培 養 液 、 G DF5、 B MP2お よ び TGFβ を 含 む 培 養 液 、 ま

た は 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 、 B MP2、 TGFβ お よ び G DF5を 含 む 培 養 液 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、

ア ス コ ル ビ ン 酸 、 B MP2、 TGFβ お よ び G DF5を 含 む 培 養 液 で あ る 。 基 礎 培 地 と し て は 、 例 え

ば 、 IM D M培 地 、 Medium 199培 地 、 Eagle＇ s Minimum Essential Medium（ E M E M） 培 地 、 α M

E M培 地 、 Dulbecco＇ s modified Eagle＇ s Medium（ D M E M） 培 地 、 Ham＇ s F12培 地 、 RPMI 1

640培 地 、 Fischer＇ s培 地 、 お よ び こ れ ら の 混 合 培 地 な ど が 挙 げ ら れ る 。 培 地 に は 、 血 清

（ 例 え ば 、 FBS） が 含 有 さ れ て い て も よ い し 、 ま た は 無 血 清 で も よ い 。 必 要 に 応 じ て 、 例

え ば 、 ア ル ブ ミ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 KnockOut Serum Replacement（ KSR） （ ES細 胞 培

養 時 の FBSの 血 清 代 替 物 ） （ Invitrogen） 、 N2サ プ リ メ ン ト （ Invitrogen） 、 B27サ プ リ メ

ン ト （ Invitrogen） 、 脂 肪 酸 、 イ ン ス リ ン 、 コ ラ ー ゲ ン 前 駆 体 、 微 量 元 素 、 2-メ ル カ プ ト

エ タ ノ ー ル 、 3＇ -チ オ ー ル グ リ セ ロ ー ル な ど の １ つ 以 上 の 血 清 代 替 物 を 含 ん で も よ い し 、

脂 質 、 ア ミ ノ 酸 、 L-グ ル タ ミ ン 、 GlutaM A X（ Invitrogen） 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ NEA A） 、 ビ

タ ミ ン 、 増 殖 因 子 、 低 分 子 化 合 物 、 抗 生 物 質 、 抗 酸 化 剤 、 ピ ル ビ ン 酸 、 緩 衝 剤 、 無 機 塩 類

な ど の １ つ 以 上 の 物 質 も 含 有 し う る 。 本 工 程 の １ つ の 実 施 形 態 に お い て 、 基 礎 培 地 は 、 イ

ン ス リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び １ ％ 血 清 を 含 む D M E Mで あ る

。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 本 工 程 （ iii） に お い て 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 は 、 例 え ば 、 Nakarai社 等 の 市 販 さ れ て い る も

の を 使 用 す る こ と が で き る 。 本 工 程 で 用 い る ア ス コ ル ビ ン 酸 の 濃 度 は 、 5 μ g/mlか ら 500

μ g/ml、 好 ま し く は 、 10 μ g/mlか ら 100 μ g/ml、 よ り 好 ま し く は 、 50 μ g/mlで あ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 本 工 程 （ iii） に お い て 、 B MP2に は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 由 来 の B MP2、 な ら び に こ れ ら

の 機 能 的 改 変 体 が 包 含 さ れ 、 例 え ば 、 Osteopharma社 等 の 市 販 さ れ て い る も の を 使 用 す る

こ と が で き る 。 本 工 程 で 用 い る B MP2の 濃 度 は 、 0.1 ng/mlか ら 1000 ng/ml、 好 ま し く は 、 1

 ng/mlか ら 100 ng/ml、 よ り 好 ま し く は 、 5 ng/mlか ら 50 ng/ml、 10 ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 本 工 程 （ iii） に お い て 、 TGFβ に は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 由 来 の TGFβ 、 な ら び に こ れ

ら の 機 能 的 改 変 体 が 包 含 さ れ 、 例 え ば 、 PeproTech社 等 の 市 販 さ れ て い る も の を 使 用 す る

こ と が で き る 。 本 工 程 で 用 い る TGFβ の 濃 度 は 、 0.1 ng/mlか ら 1000 ng/ml、 好 ま し く は 、

1 ng/mlか ら 100 ng/ml、 よ り 好 ま し く は 、 5 ng/mlか ら 50 ng/ml、 10 ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 工 程 （ iii） に お い て 、 G DF5に は 、 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 由 来 の G DF5、 な ら び に こ れ ら
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の 機 能 的 改 変 体 が 包 含 さ れ 、 例 え ば 、 PeproTech社 等 の 市 販 さ れ て い る も の を 使 用 す る こ

と が で き る 。 本 工 程 で 用 い る G DF5の 濃 度 は 、 0.1 ng/mlか ら 1000 ng/ml、 好 ま し く は 、 1 n

g/mlか ら 100 ng/ml、 よ り 好 ま し く は 、 5 ng/mlか ら 50 ng/ml、 10 ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 本 工 程 （ iii） に お い て 、 培 養 温 度 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 約 30～ 40℃ 、 好 ま し く は

約 37℃ で あ り 、 CO 2 含 有 空 気 の 雰 囲 気 下 で 培 養 が 行 わ れ る 。 CO 2 濃 度 は 、 約 2～ 5％ 、 好 ま し

く は 約 5%で あ る 。 本 工 程 の 培 養 時 間 は 、 例 え ば 10日 以 上 30日 以 下 の 培 養 で あ り 、 好 ま し く

は 14日 以 上 28日 以 下 で あ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

（ i v） 前 記 工 程 （ i i i） で 得 ら れ た 細 胞 を さ ら に 浮 遊 培 養 す る 工 程

　 前 記 工 程 （ iii） に よ り 、 軟 骨 細 胞 を 製 造 す る こ と が 可 能 で あ る が 、 よ り 成 熟 し た 軟 骨

細 胞 を 得 る た め に 、 前 記 工 程 （ iii） で 得 ら れ た 細 胞 培 養 物 を さ ら に 、 浮 遊 培 養 し て も よ

い 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 本 工 程 （ iv） に お い て 使 用 さ れ る 培 養 液 は 、 動 物 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 基 礎 培 地 で あ

る 。 基 礎 培 地 と し て は 、 例 え ば 、 IM D M培 地 、 Medium 199培 地 、 Eagle＇ s Minimum Essenti

al Medium（ E M E M） 培 地 、 α M E M培 地 、 Dulbecco＇ s modified Eagle＇ s Medium（ D M E M） 培

地 、 Ham＇ s F12培 地 、 RPMI 1640培 地 、 Fischer＇ s培 地 、 お よ び こ れ ら の 混 合 培 地 な ど が

挙 げ ら れ る 。 培 地 に は 、 血 清 （ 例 え ば 、 FBS） が 含 有 さ れ て い て も よ い し 、 ま た は 無 血 清

で も よ い 。 必 要 に 応 じ て 、 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 KnockOut Serum Rep

lacement（ KSR） （ ES細 胞 培 養 時 の FBSの 血 清 代 替 物 ） （ Invitrogen） 、 N2サ プ リ メ ン ト （

Invitrogen） 、 B27サ プ リ メ ン ト （ Invitrogen） 、 脂 肪 酸 、 イ ン ス リ ン 、 コ ラ ー ゲ ン 前 駆

体 、 微 量 元 素 、 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 3＇ -チ オ ー ル グ リ セ ロ ー ル な ど の １ つ 以 上 の 血

清 代 替 物 を 含 ん で も よ い し 、 脂 質 、 ア ミ ノ 酸 、 L-グ ル タ ミ ン 、 GlutaM A X（ Invitrogen） 、

非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ NEA A） 、 ビ タ ミ ン 、 増 殖 因 子 、 低 分 子 化 合 物 、 抗 生 物 質 、 抗 酸 化 剤 、 ピ

ル ビ ン 酸 、 緩 衝 剤 、 無 機 塩 類 な ど の １ つ 以 上 の 物 質 も 含 有 し う る 。 本 工 程 の １ つ の 実 施 形

態 に お い て 、 基 礎 培 地 は 、 １ ０ ％ 血 清 を 含 む D M E Mで あ る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 本 工 程 （ iv） に お い て 、 培 養 温 度 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 約 30～ 40℃ 、 好 ま し く は 約

37℃ で あ り 、 CO 2 含 有 空 気 の 雰 囲 気 下 で 培 養 が 行 わ れ る 。 CO 2 濃 度 は 、 約 2～ 5％ 、 好 ま し く

は 約 5%で あ る 。 本 工 程 の 培 養 時 間 は 、 特 に 長 期 に わ た る こ と に よ り 軟 骨 細 胞 の 製 造 に 問 題

を 生 じ な い こ と か ら 、 例 え ば 20日 以 上 の 培 養 期 間 が 例 示 さ れ 、 好 ま し く は 28日 以 上 で あ る

。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 本 発 明 は 、 上 述 の と お り 多 能 性 幹 細 胞 か ら 誘 導 さ れ た 誘 導 軟 骨 細 胞 を 提 供 す る 。 当 該 誘

導 軟 骨 細 胞 は 、 以 下 の （ １ ） か ら （ ３ ） の 特 徴 を 有 す る 細 胞 で あ る ；

（ １ ） 当 該 軟 骨 細 胞 は 、 COL2A1遺 伝 子 の 発 現 量 が 、 多 能 性 幹 細 胞 に お け る 対 応 す る 遺 伝 子

の 発 現 量 と 比 較 し て 、 少 な く と も 100倍 で あ り 、

（ ２ ） 当 該 軟 骨 細 胞 は 、 SO X9遺 伝 子 の 発 現 量 が 、 多 能 性 幹 細 胞 に お け る 対 応 す る 遺 伝 子

の 発 現 量 と 比 較 し て 、 少 な く と も 250倍 で あ り 、 お よ び

（ ３ ） 当 該 軟 骨 細 胞 は 、 外 来 遺 伝 子 が 導 入 さ れ て い な い （ た だ し 、 iPS細 胞 の 製 造 に 用 い

た 外 来 遺 伝 子 は 除 く ） 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 本 発 明 に お い て 、 COL2A1遺 伝 子 の 発 現 量 お よ び SO X9遺 伝 子 の 発 現 量 は 、 単 位 細 胞 あ た り

の mRN Aの 量 と し て 、 当 業 者 に 周 知 の 方 法 に よ っ て 測 定 さ れ 得 る 。 測 定 方 法 と し て は 、 RT-P

CR法 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 な ど が 例 示 さ れ 、 PCR法 は 、 後 述 す る 実 施 例 に て 詳 細 を 示 す 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 本 発 明 の 提 供 す る 誘 導 軟 骨 細 胞 に お け る COL2A1遺 伝 子 の 発 現 量 は 、 多 能 性 幹 細 胞 の 当 該

遺 伝 子 の 発 現 量 と 比 較 し て 、 少 な く と も 50倍 以 上 、 100倍 以 上 、 150倍 以 上 、 200倍 以 上 、 2

50倍 以 上 、 260倍 以 上 、 270倍 以 上 、 280倍 以 上 、 290倍 以 上 、 300倍 以 上 、 400倍 以 上 、 500
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倍 以 上 、 600倍 以 上 、 700倍 以 上 、 800倍 以 上 、 900倍 以 上 、 ま た は 、 1000倍 以 上 で あ り こ と

が 好 ま し い 。 よ り 好 ま し く は 、 280倍 以 上 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 本 発 明 の 提 供 す る 誘 導 軟 骨 細 胞 に お け る SO X9遺 伝 子 の 発 現 量 は 、 多 能 性 幹 細 胞 の 当 該 遺

伝 子 の 発 現 量 と 比 較 し て 、 少 な く と も 50倍 以 上 、 100倍 以 上 、 150倍 以 上 、 200倍 以 上 、 250

倍 以 上 、 260倍 以 上 、 270倍 以 上 、 280倍 以 上 、 290倍 以 上 、 300倍 以 上 、 400倍 以 上 、 500倍

以 上 、 600倍 以 上 、 700倍 以 上 、 800倍 以 上 、 900倍 以 上 、 ま た は 、 1000倍 以 上 で あ り こ と が

好 ま し い 。 よ り 好 ま し く は 、 500倍 以 上 で あ る 。

　 本 発 明 の 提 供 す る 誘 導 軟 骨 細 胞 は 、 前 記 工 程 （ iv） で 用 い る 培 養 液 で 培 養 す る こ と が で

き る 。 培 養 温 度 そ の 他 条 件 も ま た 、 前 記 工 程 （ iv） と 同 様 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 本 発 明 は 、 上 記 の 誘 導 軟 骨 細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 立 体 構 造 を 有 す る 軟 骨

様 組 織 を 提 供 す る 。 当 該 軟 骨 様 組 織 は 、 外 膜 お よ び 当 該 外 膜 に 内 包 さ れ た 内 容 物 か ら 構 成

さ れ て お り 、 当 該 外 膜 は 、 COL1線 維 を 含 む が 、 COL2線 維 を 含 ま ず 、 当 該 外 膜 の 厚 さ が 、 10

μ ｍ 以 上 50μ ｍ 以 下 で あ り 、 当 該 内 容 物 が 、 Col11線 維 、 Col2線 維 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン お

よ び 前 記 誘 導 軟 骨 細 胞 を 含 む 。

　 本 発 明 が 提 供 す る 軟 骨 様 組 織 は 、 直 径 が 0.5m m以 上 、 5m m以 下 の 球 状 の 物 質 で あ る が 、 当

該 球 状 の 物 質 を 融 合 す る こ と が 可 能 で あ る こ と か ら 、 長 径 が 少 な く と も 0.5m m以 上 で あ れ

ば 、 特 に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 本 発 明 に お い て 、 外 膜 の 厚 さ は 、 軟 骨 様 組 織 が 生 体 内 の 関 節 に て 許 容 で き る 力 学 的 強 度

を 有 し て お り 、 生 体 内 へ 移 植 し た 際 に 、 当 該 移 植 部 の 組 織 と 癒 合 が で き る 限 り 特 に 厚 さ は

限 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 10μ ｍ 以 上 50μ ｍ 以 下 、 15μ ｍ 以 上 40μ ｍ 以 下 、 20μ ｍ 以 上 30

μ ｍ 以 下 が 挙 げ ら れ る 。 外 膜 の 厚 さ は 、 軟 骨 様 組 織 の 切 片 を 用 意 し 、 COL1に 対 す る 抗 体 で

染 色 し た の ち 、 当 該 染 色 部 分 の 顕 微 鏡 像 よ り 測 定 す る こ と が で き る 。 測 定 に 用 い る 切 片 は

、 好 ま し く は 、 当 該 軟 骨 様 組 織 の 面 積 が 最 大 に な る よ う 切 断 さ れ た 切 片 で あ る 。 外 膜 の 厚

さ は 、 一 つ の 軟 骨 様 組 織 の 切 片 に お い て 均 一 で は な い 場 合 、 当 該 切 片 に お け る 最 大 値 を 外

膜 の 厚 さ と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 COL1線 維 と は 、 COL1遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が 3重 ら

せ ん 構 造 を 形 成 し て い る 線 維 で あ る 。

　 本 発 明 に お い て 、 COL2線 維 と は 、 COL2遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が 3重 ら

せ ん 構 造 を 形 成 し て い る 線 維 で あ る 。

　 本 発 明 に お い て 、 COL11線 維 と は 、 COL11遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が 3重

ら せ ん 構 造 を 形 成 し て い る 線 維 で あ る 。

　 本 発 明 に お い て 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン と は 、 コ ア タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 で あ る セ リ ン と 糖

質 （ キ シ ロ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 グ ル ク ロ ン 酸 ） が 結 合 し 、 コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 な ど の 2

糖 単 位 で 連 続 す る 多 糖 体 が 結 合 し た 化 合 物 で あ る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 本 発 明 で は 、 上 述 し た 方 法 に よ り 得 ら れ た 軟 骨 細 胞 を 含 む 医 薬 品 を 提 供 す る 。 患 者 へ の

医 薬 品 の 投 与 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 上 述 の 方 法 に よ り 得 ら れ た 軟 骨 細 胞 と 産 生 さ れ た 細

胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら 成 る 培 養 物 （ パ ー テ ィ ク ル ） を フ ィ ブ リ ン 糊 で 固 め て 、 投 与 部 位 に

適 し た 大 き さ の 軟 骨 細 胞 と 産 生 さ れ た 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス か ら 成 る 培 養 物 と し て 、 患 者 の

軟 骨 欠 損 部 位 に 投 与 す る 方 法 が あ る 。 こ の 他 に も 、 パ ー テ ィ ク ル を ゼ ラ チ ン ゲ ル お よ び /

ま た は コ ラ ー ゲ ン ゲ ル お よ び /ま た は ヒ ア ル ロ ン 酸 ゲ ル 等 と 混 合 し 、 患 部 へ 投 与 す る 方 法

、 パ ー テ ィ ク ル を 幹 部 に 投 与 し 、 骨 膜 等 で 固 定 す る 方 法 な ど が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 本 医 薬 品 に よ り 治 療 さ れ る 疾 患 と し て 、 鼻 軟 骨 ・ 耳 介 軟 骨 な ど の 顔 面 軟 骨 お よ び 関 節 軟

骨 の 欠 損 が 例 示 さ れ 、 好 ま し く は 、 関 節 軟 骨 損 傷 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】
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　 本 発 明 に お い て 、 本 医 薬 品 に 含 ま れ る パ ー テ ィ ク ル の 数 は 、 移 植 片 が 投 与 後 に 生 着 で き

れ ば 特 に 限 定 さ れ な く 、 患 部 の 大 き さ や 体 躯 の 大 き さ に 合 わ せ て 適 宜 増 減 し て 調 製 さ れ て

も よ い 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 以 下 に 実 施 例 を 挙 げ て 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 が こ れ ら に 限 定 さ れ な

い こ と は 言 う ま で も な い 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ７ ５ 】

ヒ ト i P S細 胞

　 Nature Methods 8, 409-412 (2011)に 記 載 の エ ピ ソ ー マ ル ベ ク タ ー に よ る 初 期 化 因 子 導

入 法 を 用 い て ヒ ト 皮 膚 線 維 芽 細 胞 か ら 樹 立 し た 409B2株 、 H DF-11株 、 KF4009-1株 、 お よ び

、 ヒ ト 末 梢 血 か ら 樹 立 し た 604B1株 の 合 計 4株 の ヒ ト iPS細 胞 を 以 降 の 実 験 に 用 い た 。 な お

、 409B2株 （ Nat Methods. 8, 409-412(2011)） お よ び 604B1株 （ Stem Cells. 31, 458-466

(2013)） は 、 京 都 大 学 iPS細 胞 研 究 所 よ り 受 領 し た 。 樹 立 し た iPS細 胞 は 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞

（ マ イ ト マ イ シ ン C処 理 を 行 っ た SNL細 胞 ） 上 に 播 き 直 し 、 ヒ ト ES細 胞 維 持 培 地 を 添 加 し た

上 で 維 持 培 養 を 行 っ た 。 ヒ ト ES細 胞 維 持 培 地 は 、 D M E M/F12 (Sigma), 20% KSR（ Invitroge

n） , 2m M L-グ ル タ ミ ン （ Invitrogen） , 1× 10
- 4

M 非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ Invitrogen） , 1× 1

0
- 4

M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル （ Invitrogen） , 50units/ml ペ ニ シ リ ン （ Invitrogen） ,

50mg/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Invitrogen） , 4ng/ml bFGF（ W A K O） を 混 合 す る こ と に よ

り 調 製 し た 。 そ の 後 、 iPS細 胞 を マ ト リ ゲ ル （ Invitrogen） コ ー ト デ ィ ッ シ ュ 上 に 播 種 し

、 Essential 8培 地 （ Life Technologies） に 50units/ml ペ ニ シ リ ン お よ び 50mg/ml ス ト

レ プ ト マ イ シ ン を 添 加 し た 培 地 を 加 え 、 フ ィ ー ダ ー フ リ ー 環 境 下 で 維 持 培 養 を 行 っ た 。 フ

ィ ー ダ ー フ リ ー 維 持 培 養 を 開 始 し て 10～ 15日 目 に 、 1～ 2× 10
5
細 胞 か ら 成 る コ ロ ニ ー を 用

い て 以 下 に 詳 述 す る 軟 骨 細 胞 へ の 分 化 誘 導 を 行 っ た 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

R N Aの 単 離 と 定 量 リ ア ル タ イ ム R T - P C R

　 RT-PCRを 実 施 す る た め の RN Aは 、 所 望 の 細 胞 か ら RNeasy Mini Kit (Qiagen)を 用 い て 、

カ ラ ム 内 で D Nae Iで の 消 化 す る 条 件 下 で 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 回 収 さ れ た 。 パ

ー テ ィ ク ル 内 の 細 胞 か ら RN Aを 回 収 す る 場 合 、 モ ル タ ル 処 理 に よ り ホ モ ジ ナ イ ズ し た 後 に

回 収 し た 。 テ ン プ レ ー ト と し て 用 い る た め 、 全 RN Aの う ち 500 ngを ReverTra Ace (TO Y OBO)

を 用 い て cD N Aへ 変 換 し た 。 リ ア ル タ イ ム PCRは 、 K APA SYBR FAST qPCR kit Master Mix AB

I prism (K APA BIOSYSTE MS)を 用 い て Step One system (ABI)に て 行 わ れ た 。 PCRに 用 い た

プ ラ イ マ ー を 、 以 下 に 示 す 。

プ ラ イ マ ー 名 　 　 　 配 列

ACTB F　 　 　 　 　 　 TG GCACCACACCTTCTACA ATG A GC（ 配 列 番 号 ： 1）

ACTB R　 　 　 　 　 　 GCACA GCTTCTCCTTA ATGTCACGC（ 配 列 番 号 ： 2）

OCT3/4　 　 　 　 　 　 FG ACA ACA ATG A G A ACCTTCA（ 配 列 番 号 ： 3）

OCT3/4 R　 　 　 　 　 TTCTG GCGCCG GTTACA G A A（ 配 列 番 号 ： 4）

N A N O G F　 　 　 　 　 CA A A G GCA A ACA ACCCACTT（ 配 列 番 号 ： 5）

N A N O G R　 　 　 　 　 CTG G ATGTTCTG G GTCTG GT（ 配 列 番 号 ： 6）

BRACH Y URY F　 　 　 TATG A GCCTCG A ATCCACATA GT（ 配 列 番 号 ： 7）

BRACH Y URY R　 　 　 CCTCGTTCTG ATA A GCA GTCAC（ 配 列 番 号 ： 8）

K DR F　 　 　 　 　 　 G GCCCA ATA ATCA G A GTG GCA（ 配 列 番 号 ： 9）

K DR R　 　 　 　 　 　 CCA GTGTCATTTCCG ATCACTTT（ 配 列 番 号 ： 10）

SO X5 F　 　 　 　 　 　 CA GCCA G A GTTA GCACA ATA G G（ 配 列 番 号 ： 11）

SO X5 R　 　 　 　 　 　 CTGTTGTTCCCGTCG G A GTT（ 配 列 番 号 ： 12）

SO X6 F　 　 　 　 　 　 G G ATGCA ATG ACCCA G G ATTT（ 配 列 番 号 ： 13）

SO X6 R　 　 　 　 　 　 TG A ATG GTACTG ACA A GTGTTG G（ 配 列 番 号 ： 14）

SO X9 F　 　 　 　 　 　 A G ACCTTTG G GCTGCCTTAT（ 配 列 番 号 ： 15）

SO X9 R　 　 　 　 　 　 TA GCCTCCCTCACTCCA A G A（ 配 列 番 号 ： 16）
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A G GRECA N F　 　 　 　 TG A G G A G G GCTG G A ACA A GTACC（ 配 列 番 号 ： 17）

A G GRECA N R　 　 　 　 G G A G GTG GTA ATTGCA G G G A ACA（ 配 列 番 号 ： 18）

COL2A1 F　 　 　 　 　 TTTCCCA G GTCA A G ATG GTC（ 配 列 番 号 ： 19）

COL2A1 R　 　 　 　 　 CTTCA GCACCTGTCTCACCA（ 配 列 番 号 ： 20）

COL11A2 F　 　 　 　 TGTG ATG ACTACG G G G ACA A（ 配 列 番 号 ： 21）

COL11A2 R　 　 　 　 CCATATTCCTCTGCCTG G A A（ 配 列 番 号 ： 22）

LUBRICIN F　 　 　 　 A A A GTCA GCACATCTCCCA A G（ 配 列 番 号 ： 23）

LUBRICIN R　 　 　 　 GTGTCTCTTTA GCG G A A GTA GTC（ 配 列 番 号 ： 24）

IH H F　 　 　 　 　 　 A ACTCGCTG GCTATCTCG GT（ 配 列 番 号 ： 25）

IH H R　 　 　 　 　 　 GCCCTCATA ATGCA G G G ACT（ 配 列 番 号 ： 26）

COL10A1 F　 　 　 　 ATGCTGCCACA A ATACCCTTT（ 配 列 番 号 ： 27）

COL10A1 R　 　 　 　 G GTA GTG G GCCTTTTATGCCT（ 配 列 番 号 ： 28）

COL1A1 F　 　 　 　 　 GTCG A G G GCCA A G ACG A A G（ 配 列 番 号 ： 29）

COL1A1 R　 　 　 　 　 CA G ATCACGTCATCGCACA AC（ 配 列 番 号 ： 30）

COL1A2 F　 　 　 　 　 A ATTG G A GCTGTTG GTA ACGC（ 配 列 番 号 ： 31）

COL1A2 R　 　 　 　 　 CACCA GTA A G GCCGTTTGC（ 配 列 番 号 ： 32）

OSTEOCALCIN F　 　 CACTCCTCGCCCTATTG GC（ 配 列 番 号 ： 33）

OSTEOCALCIN R　 　 CCCTCCTGCTTG G ACACA A A G（ 配 列 番 号 ： 34）

Taqman human ACTB　 　 Hs01060665-gl

Taqman mouse Actb　 　 Mn00607939-sl

Taqman rat Actb　 　 　 Rn00667869-ml

eGFP COL11A2 F　 　 CATACA ATG G G GTACCTTCTG G（ 配 列 番 号 ： 35）

eGFP COL11A2 R　 　 GCATG G ACG A GCTGTACA A GTA A（ 配 列 番 号 ： 36）

【 ０ ０ ７ ７ 】

軟 骨 細 胞 特 異 的 に G F P発 現 を 行 う i P S細 胞 の 作 製

　 軟 骨 細 胞 特 異 的 Col11a2遺 伝 子 （ XI型 コ ラ ー ゲ ン α 2鎖 遺 伝 子 ） の プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ

ン サ ー に 結 合 し た ト ラ ン ス ジ ー ン の コ ン ス ト ラ ク ト （ Col11a2-EGFP-IRES-Puro、 図 １ 参 照

） を 含 む piggyBacベ ク タ ー を ヒ ト iPS細 胞 に 導 入 し た 。 導 入 か ら 10日 後 に 、 Col11a2遺 伝 子

特 異 的 に 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） を 発 現 す る レ ポ ー タ ー iPS細 胞 株 を 選 別 し た 。 選 別 さ

れ た iPS細 胞 株 へ の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 組 み 込 み は 、 RT-PCRに よ り 確 認 し た 。 選 別 さ れ た C

ol11a2遺 伝 子 レ ポ ー タ ー iPS細 胞 を SCIDマ ウ ス の 皮 下 に 注 入 す る こ と で 形 成 さ れ た テ ラ ト

ー マ を 採 取 し て 組 織 染 色 を 行 っ た と こ ろ 、 軟 骨 、 腸 管 、 神 経 組 織 の 形 成 が 確 認 さ れ た が 、

特 に 軟 骨 細 胞 特 異 的 な 発 現 を 示 す こ と も あ わ せ て 確 認 さ れ た （ 図 ２ ） 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

軟 骨 細 胞 へ の 分 化 誘 導 の 最 適 化

　 上 述 し た フ ィ ー ダ ー フ リ ー 維 持 培 養 を 開 始 し て 10～ 15日 目 の Col11a2遺 伝 子 レ ポ ー タ ー i

PS細 胞 の 培 地 を 中 胚 葉 培 地 （ D M E M/F12に 対 し 10ng/ml Wnt3A（ R& D） , 10ng/ml ア ク チ ビ ン

A（ R& D） , 1% イ ン ス リ ン -ト ラ ン ス フ ェ リ ン -亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ Invitrogen） , 1%

牛 胎 児 血 清 , 50units/ml ペ ニ シ リ ン , 50mg/ml ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 混 合 し て 調 製 ） に

交 換 し て 3日 間 培 養 を 行 っ た （ day3） 。 そ の 後 、 D M E M/F12に 対 し 1% イ ン ス リ ン -ト ラ ン ス

フ ェ リ ン -亜 セ レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , 1% FBS, 50units/ml ペ ニ シ リ ン , 50mg/ml ス ト レ プ ト

マ イ シ ン を 混 合 し た 調 製 溶 液 へ 以 下 （ １ ） ～ （ ３ ） に 示 し た 各 組 成 の 軟 骨 誘 導 用 添 加 剤 を

加 え 、 分 化 誘 導 開 始 か ら 14日 目 （ day14） ま で 培 養 を 行 っ た 。 な お 、 こ の 14日 間 の 培 養 工

程 は 、 全 て 接 着 培 養 法 に よ っ て 行 っ た 。 ま た 、 day3～ day14に 増 殖 を 促 す た め に 10ng/ml b

FGFを 加 え た 。

（ １ ） A： 50μ g/mlア ス コ ル ビ ン 酸 （ Nakarai）

（ ２ ） ABT： 50μ g/mlア ス コ ル ビ ン 酸 、 10ng/ml B MP2（ Osteopharma） お よ び 10ng/ml TGF

β （ Pepro Tech） の 混 合 溶 液

（ ３ ） ABTG： 50μ g/mlア ス コ ル ビ ン 酸 、 10ng/ml B MP2（ Osteopharma） 、 10ng/ml TGFβ

（ Pepro Tech） お よ び 10ng/ml G DF5の 混 合 溶 液
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【 ０ ０ ７ ９ 】

　 day14に お い て 、 位 相 差 顕 微 鏡 に よ り 観 察 し た と こ ろ （ 図 4a） 、 添 加 剤 ABTお よ び 添 加 剤

ABTGを 加 え た 細 胞 分 化 培 養 の 場 合 に は 細 胞 が 積 層 し た 構 造 を 呈 す る 細 胞 小 塊 の 形 成 が 認 め

ら れ た が 、 （ １ ） の 条 件 で あ る ア ス コ ル ビ ン 酸 の み を 加 え た 場 合 に は 小 塊 の 形 成 は 認 め ら

れ な か っ た 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 な お 、 本 明 細 書 に お い て 、 分 化 誘 導 工 程 に お い て 培 養 期 間 を 示 す た め に 使 用 さ れ る 「 da

y0」 、 「 day3」 、 「 day10」 、 「 day14」 、 「 day15」 、 「 day21」 、 「 day28」 、 「 day42」

、 「 day52」 、 「 day56」 、 「 day70」 、 「 day140」 は 、 そ れ ぞ れ 、 「 分 化 誘 導 の 開 始 日 」

、 「 分 化 誘 導 の 開 始 か ら 3日 目 」 、 「 分 化 誘 導 の 開 始 か ら 10日 目 」 、 「 分 化 誘 導 の 開 始 か

ら 14日 目 」 、 「 分 化 誘 導 の 開 始 か ら 15日 目 」 、 「 分 化 誘 導 の 開 始 か ら 21日 目 」 、 「 分 化 誘

導 の 開 始 か ら 28日 目 」 、 「 分 化 誘 導 の 開 始 か ら 42日 目 」 、 「 分 化 誘 導 の 開 始 か ら 52日 目 」

、 「 分 化 誘 導 の 開 始 か ら 56日 目 」 、 「 分 化 誘 導 の 開 始 か ら 70日 目 」 、 「 分 化 誘 導 の 開 始 か

ら 140日 目 」 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 分 化 誘 導 開 始 か ら 14日 目 （ day14） に 、 デ ィ ッ シ ュ 上 の 細 胞 小 塊 を ピ ペ ッ テ ィ ン グ に よ

り 剥 離 し 、 ペ ト リ 皿 上 に 移 し 、 同 じ 培 地 で 浮 遊 培 養 を 行 っ た 。 細 胞 小 塊 は 、 軟 骨 細 胞 外 基

質 （ EC M） の 作 用 に よ る 接 着 能 低 下 に よ り 安 易 に 剥 離 が 可 能 で あ っ た 。 こ の と き 培 地 交 換

は 2～ 7日 間 隔 で 行 っ た 。 分 化 誘 導 開 始 か ら 28日 目 （ day28） に 、 得 ら れ た パ ー テ ィ ク ル の R

N Aを 抽 出 し 、 リ ア ル タ イ ム PCRを 用 い て 軟 骨 細 胞 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 量 を 計 測 し た （ 図

４ b） 。 そ の 結 果 、 軟 骨 細 胞 マ ー カ ー 遺 伝 子 が 有 意 に 上 昇 し て い た こ と か ら 、 ABTGを 添 加

し た 軟 骨 培 地 を 用 い る こ と が 軟 骨 細 胞 誘 導 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 分 化 誘 導 開 始 か

ら 42日 目 （ day42） に 得 ら れ た パ ー テ ィ ク ル を 軟 骨 基 質 を 染 色 す る サ フ ラ ニ ン Oに よ っ て 染

色 し 、 光 学 顕 微 鏡 で 観 察 し た （ 図 ４ ｃ ） 。 そ の 結 果 、 ABTG添 加 培 地 を 用 い て 培 養 を 行 っ た

細 胞 パ ー テ ィ ク ル が 最 も 強 く サ フ ラ ニ ン Oに よ り 染 色 さ れ た 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 こ れ ら の 結 果 か ら 、 day3～ day14に お け る 接 着 培 養 工 程 、 お よ び 、 day14～ day42に お け

る 浮 遊 培 養 工 程 に お い て 、 ABTGを 添 加 剤 と し て 用 い た 培 養 液 が 軟 骨 細 胞 を 得 る 上 で 最 も 効

率 的 で あ る こ と が 判 明 し た た め 、 以 降 の 実 験 に お い て ABTGを 添 加 剤 と し て 用 い る こ と に し

た 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 他 の ヒ ト iPS細 胞 株 （ 409B2株 、 H DF-11株 、 KF4009-1株 、 お よ び 、 604B1株 ） に お い て も

同 様 の プ ロ ト コ ー ル に よ り 軟 骨 細 胞 の 誘 導 が で き る こ と を 確 認 し た （ day42） 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 さ ら に 、 従 来 技 術 で あ る 浮 遊 培 養 工 程 （ Micromass形 成 ） で 軟 骨 細 胞 を 誘 導 す る 方 法 （ S

ci Rep. 3, 1978(2013)） と 培 養 day0か ら day3の 中 胚 葉 の 誘 導 工 程 （ Wnt3Aお よ び ア ク チ ビ

ン Aを 添 加 し た 培 地 で 接 着 培 養 す る 工 程 ） を 含 む 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル の 方 法 に よ り 得 ら

れ た 軟 骨 細 胞 を RT-PCRに て 軟 骨 細 胞 マ ー カ ー 遺 伝 子 を 比 較 し た と こ ろ 、 中 胚 葉 誘 導 工 程 を

含 む プ ロ ト コ ー ル の 方 が 有 意 に こ れ ら の マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 量 が 高 か っ た （ 図 ５ ） 。 こ

の 結 果 か ら 、 iPS細 胞 か ら 中 胚 葉 へ の 誘 導 工 程 は 、 軟 骨 細 胞 誘 導 に 有 用 で あ る こ と が 示 さ

れ た 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

パ ー テ ィ ク ル の 評 価

　 図 ３ に 記 載 の 細 胞 分 化 培 養 プ ロ ト コ ー ル に よ り 、 iPS細 胞 を 誘 導 し 、 day28、 day42、 day

 70お よ び day140で 得 ら れ た パ ー テ ィ ク ル を 組 織 染 色 に よ り 評 価 し た （ 図 ６ ） 。 な お 、 day

3～ day42に 用 い た 軟 骨 培 地 に は 、 D M E M/F12に 対 し 1% イ ン ス リ ン -ト ラ ン ス フ ェ リ ン -亜 セ

レ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , 1% 牛 胎 児 血 清 , 50units/ml ペ ニ シ リ ン , 50mg/ml ス ト レ プ ト マ イ シ

ン お よ び ABTGを 添 加 し た 調 製 溶 液 を 用 い た 。 そ の 結 果 、 day28の パ ー テ ィ ク ル は 、 サ フ ラ

ニ ン Oで わ ず か に 染 色 さ れ る EC Mで 包 ま れ て い る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 ６ a） 。 day42に お け

る パ ー テ ィ ク ル は 、 サ フ ラ ニ ン Oに よ り 強 く 染 ま っ た こ と か ら 、 EC Mも 成 熟 状 態 に あ る こ と
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が 分 か っ た 。 た だ し 、 I型 コ ラ ー ゲ ン と II型 コ ラ ー ゲ ン の い ず れ も が EC Mに 含 有 さ れ て い た

。 一 方 、 day42ま で 用 い た 軟 骨 培 地 を 用 い て 培 養 を 継 続 し た と こ ろ 、 day70ま た は day140に

お い て は 、 I型 コ ラ ー ゲ ン の 発 現 が 維 持 さ れ て い た が （ 図 ７ ａ お よ び ｂ ） 、 day42以 降 に お

い て 、 軟 骨 培 地 を D M E Mお よ び 10% 牛 胎 児 血 清 の み か ら 組 成 さ れ る 通 常 培 地 に 交 換 し て 、 培

養 を 続 け た と こ ろ 、 day70に お い て I型 コ ラ ー ゲ ン の 発 現 が 低 下 し 、 II型 コ ラ ー ゲ ン の 発 現

が 増 大 し た （ 図 ６ ｂ お よ び ｃ ） 。 た だ し 、 X型 コ ラ ー ゲ ン の 発 現 は 検 出 限 界 以 下 で あ っ た

。 ま た 、 パ ー テ ィ ク ル の 表 層 部 は 、 I型 コ ラ ー ゲ ン の 発 現 量 の 増 大 が 確 認 さ れ た 。 こ の よ

う な 変 化 は 、 軟 骨 培 地 で 培 養 を 継 続 し た 際 に は 見 ら れ な か っ た 。 こ れ は 、 表 層 部 に よ り 、

パ ー テ ィ ク ル の 内 部 で の 硝 子 軟 骨 へ の 成 熟 に 寄 与 す る た め と 考 え ら れ る 。 軟 骨 細 胞 に 特 異

的 に 発 現 す る SO X9を 指 標 と し て day56お よ び day70に お け る 、 表 層 部 を 除 く パ ー テ ィ ク ル 内

の SO X9陽 性 の 細 胞 数 を 調 べ た と こ ろ （ 図 ６ ｄ ） 、 パ ー テ ィ ク ル 内 の 軟 骨 細 胞 密 度 は そ れ ぞ

れ 91.8%± 0.91%お よ び 99.7%± 0.2%と 時 間 経 過 と と も に 増 加 す る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 ６

ｆ ） 。 ま た 、 day56で の COLIIA2-EGFPは ほ ぼ 全 て の 細 胞 で 陽 性 で あ る こ と が 確 認 さ れ た （

図 ６ e） 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 パ ー テ ィ ク ル の 三 次 元 構 造 は 、 軟 骨 培 地 で の 継 続 培 養 を 必

要 と し な い 硝 子 軟 骨 の 成 熟 化 に 重 要 で 効 果 的 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

浮 遊 培 養 に よ る 効 果

　 本 発 明 の プ ロ ト コ ー ル に お い て 、 day14以 降 は 浮 遊 培 養 に よ り 行 わ れ た が 、 day14以 降 に

お い て も 接 着 培 養 を 続 け た と こ ろ 、 day42に お い て も ほ と ん ど 軟 骨 形 成 が 確 認 さ れ な か っ

た （ 図 ８ ） 。 こ の 結 果 よ り 、 浮 遊 培 養 は 軟 骨 の 成 熟 化 を 促 進 さ せ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 と

こ ろ で 、 day14に お い て 浮 遊 培 養 す る た め に 細 胞 を 培 養 皿 へ 移 し 培 養 を 継 続 す る と 、 培 養

皿 の 底 面 は 接 着 し た 細 胞 で お お わ れ る 。 こ の 培 養 皿 底 面 の 細 胞 は 、 紡 錘 状 の 形 状 を し て お

り 、 COL11A2-EGFPは 陰 性 で あ っ た （ 図 ９ a） 。 こ れ ら の 細 胞 を RT-PCRで 測 定 し た と こ ろ 、

軟 骨 細 胞 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 は ほ と ん ど 確 認 で き な か っ た （ 図 ９ b） 。 従 っ て 、 所 望 の

軟 骨 細 胞 以 外 の 細 胞 が 培 養 皿 へ 接 着 す る こ と に よ り 、 浮 遊 培 養 に よ り 軟 骨 細 胞 が 濃 縮 さ れ

る と 考 え ら れ る 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

軟 骨 細 胞 の 分 化 誘 導 工 程 に お け る 経 時 的 観 測

　 本 プ ロ ト コ ー ル は 、 細 胞 分 化 培 養 の 当 初 か ら 軟 骨 培 地 を 用 い ず 、 生 体 内 で の 中 胚 葉 か ら

軟 骨 細 胞 へ の 発 生 系 を 模 倣 す る た め 、 day0～ day3に お い て は 軟 骨 培 地 で は な く 中 胚 葉 培 地

を 用 い る 点 を 特 長 と し た 。 そ こ で 、 培 地 の 交 換 と 共 に 、 分 化 培 養 中 の ヒ ト iPS細 胞 に ど の

よ う な 変 化 が 見 ら れ る の か 、 多 能 性 マ ー カ ー 、 中 胚 葉 マ ー カ ー お よ び 軟 骨 細 胞 マ ー カ ー を

用 い て 、 分 化 誘 導 開 始 か ら 特 定 日 数 毎 の 細 胞 の 経 時 的 観 測 を 行 っ た 。 観 測 結 果 を 図 １ ０ ａ

に 示 す 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 day0に お け る 観 測 後 、 中 胚 葉 培 地 と し て Wnt3aお よ び ア ク チ ビ ン Aを 加 え た と こ ろ 、 day3

の 細 胞 に お い て 多 能 性 マ ー カ ー の 発 現 量 が 減 少 し 、 初 期 段 階 の 中 胚 葉 状 態 に 固 有 の マ ー カ

ー で あ る BRACH Y URYの 発 現 量 が 一 過 的 に 増 加 し た 。 続 い て 、 day3に 中 胚 葉 培 地 を 軟 骨 培 地

に 切 り 替 え た と こ ろ 、 day7～ day14に か け て さ ら に 多 能 性 マ ー カ ー の 発 現 量 が 減 少 し 、 中

胚 葉 に 固 有 の マ ー カ ー で あ る K DRの 発 現 量 が day7に お い て 一 過 的 に 増 加 し た 。 さ ら に 培 養

を 継 続 し た パ ー テ ィ ク ル で は 、 軟 骨 細 胞 ま た は 細 胞 外 マ ト リ ク ス に 特 異 的 な 指 標 で あ る A G

GRECA N、 COL2A1、 LUBRICINな ど の 発 現 量 が 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 関 節 軟

骨 の 発 現 量 を 上 回 る 現 象 が 見 ら れ た 。 一 方 、 軟 骨 肥 大 に 係 る 指 標 で あ る IH Hお よ び COL10A1

の 発 現 は 、 ポ ジ テ ィ ブ コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 関 節 軟 骨 と は 異 な り 殆 ど 観 測 さ れ な か っ

た 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 一 方 、 各 時 期 に お い て 、 生 細 胞 数 を 測 定 し 、 経 時 的 な 変 化 を 計 測 し た （ 図 １ ０ ｂ ） 。 生

細 胞 は 、 ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 に よ っ て 計 測 し た 。 そ の 結 果 、 day0～ day3ま で の 間 、 培 養 に

よ り 細 胞 分 裂 が 開 始 し て い る に も 拘 ら ず 、 細 胞 数 が 増 加 せ ず 、 生 細 胞 の 減 少 が 確 認 さ れ る

こ と か ら 、 こ の 条 件 で は 、 非 中 胚 葉 細 胞 は 死 滅 し て 、 中 胚 葉 細 胞 が 濃 縮 さ れ る と 示 唆 さ れ
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た 。 そ の 後 細 胞 数 は 14日 ま で 増 加 を 続 け た 。 day14に お い て 、 接 着 培 養 か ら 浮 遊 培 養 へ と

変 更 を す る が 、 本 実 施 例 に お い て は 、 浮 遊 し て い る パ ー テ ィ ク ル の 細 胞 数 を 計 測 し た た め

、 day14に て 細 胞 数 の 減 少 が 見 ら れ た 。 全 培 養 工 程 終 了 後 の 生 細 胞 数 は 、 day0に お け る ヒ

ト iPS細 胞 の 細 胞 数 の 約 7倍 で あ っ た 。 day0に お け る ヒ ト iPS細 胞 の 平 均 細 胞 数 は 1.6± 0.1

× 10
5
／ 35m mデ ィ ッ シ ュ 、 day14に お け る 平 均 生 存 細 胞 数 は 9.0± 0.72× 10

5
／ 35m mデ ィ ッ シ

ュ で あ っ た 。 そ の 内 、 パ ー テ ィ ク ル を 構 成 す る に 至 っ た 平 均 細 胞 数 は 4.06± 0.04× 10
5
で

あ っ た 。 こ の 細 胞 数 は day42に は 10.4± 0.2× 10
5
に 達 し た 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 1デ ィ ッ シ ュ あ た り の 平 均 パ ー テ ィ ク ル 数 は 14.6± 3.96で あ っ た 。 ま た 、 パ ー テ ィ ク ル

の 平 均 直 径 は 、 day21に お い て 0.69± 0.2m m、 day28に お い て 0.8± 0.16m m、 day42に お い て 1

.13± 0.18m m、 day70に お い て 1.4± 0.47m mで あ っ た 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 な お 、 本 プ ロ ト コ ー ル に お い て 用 い た FBS量 は 、 軟 骨 細 胞 が 生 存 維 持 す る た め の 最 低 量

の 成 長 因 子 を 供 給 す る 量 で あ る た め 、 本 条 件 下 に お い て は 非 軟 骨 細 胞 が 死 滅 し 、 パ ー テ ィ

ク ル か ら 死 滅 し た 非 軟 骨 細 胞 が 離 脱 し た も の と 考 え ら れ る 。 ま た 、 非 軟 骨 細 胞 は 培 養 皿 の

底 面 に 蓄 積 す る た め 、 浮 遊 し て い る パ ー テ ィ ク ル の み を 抽 出 す れ ば 、 別 途 ソ ー ト を 行 う こ

と な く 純 度 良 く 軟 骨 細 胞 が 得 ら れ る こ と と な る 。 ま た 、 接 着 培 養 か ら 浮 遊 培 養 へ と 移 行 す

る 際 に も 、 軟 骨 細 胞 は 潤 滑 性 が あ り 容 易 に 剥 離 さ せ る こ と が 可 能 で あ る の に 対 し 、 非 軟 骨

細 胞 は 培 養 皿 底 面 へ の 接 着 度 が 高 い た め 、 同 工 程 に お い て も 軟 骨 細 胞 と 非 軟 骨 細 胞 の 接 着

力 の 違 い に 基 づ き 純 度 良 く 軟 骨 細 胞 が 選 別 す る こ と が 可 能 と な る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

マ ウ ス に お け る 腫 瘍 形 成 の 確 認

　 上 記 に よ り 得 ら れ た ヒ ト iPS細 胞 由 来 の 軟 骨 細 胞 の in vivo環 境 下 に お け る 機 能 解 析 の た

め 、 SCIDマ ウ ス の 皮 下 に day42に お け る 軟 骨 細 胞 を 注 入 し た 。 注 入 か ら 12週 後 に 組 織 化 学

分 析 を 行 っ た と こ ろ 、 全 6箇 所 の 注 入 箇 所 の 内 4箇 所 に お い て 、 軟 骨 組 織 の 形 成 が 確 認 さ れ

た （ 図 １ １ ａ ） 。 こ の 軟 骨 組 織 の 内 、 96.4± 0.84%が SO X9陽 性 細 胞 で あ っ た （ 図 １ １ ｂ ）

。 ま た 、 SO X9発 現 に よ り 硝 子 軟 骨 の 形 成 が 確 認 さ れ た 軟 骨 組 織 は 、 I型 コ ラ ー ゲ ン の 発 現

に よ り 表 層 の 形 成 が 認 め ら れ る も の で あ っ た 。 さ ら に 、 非 ヒ ト 由 来 の ビ メ ン チ ン 抗 体 を 用

い て 免 疫 染 色 を 行 っ た と こ ろ 、 皮 下 形 成 組 織 の う ち 硝 子 軟 骨 部 位 に つ い て は ヒ ト iPS細 胞

由 来 、 周 囲 の 膜 層 に つ い て は マ ウ ス 由 来 で あ る こ と が 分 か っ た （ 図 １ １ ｃ ） 。 軟 骨 細 胞 を

移 植 し た い ず れ の 部 位 に お い て も 、 腫 瘍 の 形 成 は 確 認 さ れ ず 、 ま た 腫 瘍 形 成 の 兆 候 と な る

よ う な 組 織 変 化 も 見 ら れ な か っ た 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 ヒ ト iPS細 胞 由 来 の 軟 骨 細 胞 は 、 i

n vivo環 境 に お い て 硝 子 軟 骨 を 組 織 形 成 し 、 少 な く と も 12週 間 は 同 組 織 形 態 を 保 ち 得 る こ

と が 分 か っ た 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 ま た 、 SCIDマ ウ ス の 頸 部 、 腹 腔 、 腋 窩 リ ン パ 節 、 鼠 径 部 リ ン パ 節 を 含 む 各 組 織 お よ び リ

ン パ 節 に お い て ヒ ト β ア ク チ ン mRN Aは 検 出 さ れ な か っ た た め 、 組 織 転 移 の 可 能 性 も 否 定 さ

れ た （ 図 １ １ ｄ ） 。 従 っ て 、 day42に お け る ヒ ト iPS細 胞 由 来 の 軟 骨 細 胞 は 移 植 用 途 に 適 し

た 細 胞 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

i n  v i v oで の 長 期 評 価

　 上 述 と 同 様 に SCIDマ ウ ス の 皮 下 に day42に お け る 軟 骨 細 胞 を 注 入 し 、 12ヶ 月 後 に 移 植 部

位 を 取 り 出 し 、 組 織 化 学 分 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 6例 全 て に お い て 、 X型 コ ラ ー ゲ ン の 発

現 に よ り 、 軟 骨 の 一 部 が 肥 大 化 し て い る こ と が 確 認 さ れ た （ 図 １ ２ ） 。 5例 に お い て 、 軟

骨 の 大 部 分 は 骨 端 軟 骨 様 の 形 態 を 保 ち な が ら 、 軟 骨 の 一 部 が 骨 様 組 織 に 置 き 換 わ っ て い る

こ と が 確 認 さ れ た 。 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 本 方 法 で 得 ら れ た ヒ ト iPS細 胞 由 来 の 細 胞 は 、

ゆ っ く り で は あ る が 、 肥 大 化 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。 こ の こ と は 、 関 節 軟 骨 欠 損 に 移

植 し た 場 合 に 、 軟 骨 内 骨 化 に 寄 与 す る 可 能 性 が 想 定 さ れ る 。 ま た 、 移 植 部 位 に は 、 12か 月

後 で あ っ て も テ ラ ト ー マ や そ の 他 腫 瘍 形 成 は 見 ら れ な か っ た 。

【 ０ ０ ９ ５ 】
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ヒ ト i P S細 胞 由 来 軟 骨 細 胞 の 移 植

　 SCIDラ ッ ト の 関 節 軟 骨 に 予 め 浅 い 欠 損 部 位 を 形 成 し て お き 、 day42に お け る ヒ ト iPS細 胞

由 来 の 軟 骨 細 胞 を 当 該 欠 損 部 位 に 移 植 し た 。 ラ ッ ト の 関 節 軟 骨 に 設 け ら れ た 浅 い 欠 損 部 位

に 移 植 す る に は 、 day42に お け る 潤 滑 性 を 呈 す る 成 熟 し た 軟 骨 細 胞 パ ー テ ィ ク ル は 適 し て

い な か っ た た め 、 day28に お け る 軟 骨 細 胞 パ ー テ ィ ク ル を 用 い た 。 そ の 結 果 、 移 植 を 行 っ

た 全 4箇 所 の 膝 部 位 関 節 の 内 3箇 所 に お い て 、 4週 間 後 も 移 植 細 胞 が 死 滅 す る こ と な く 保 持

さ れ て い た こ と が 組 織 染 色 に よ り 確 認 で き た （ 図 １ ３ ａ ） 。 ま た 、 移 植 先 の 関 節 軟 骨 と 移

植 細 胞 と が 相 互 に 馴 染 み 強 く 結 合 し て い る こ と も 確 認 さ れ た （ 図 １ ３ ｂ ） 。 さ ら に 、 移 植

か ら 4週 間 後 お よ び 12週 間 後 の 時 点 に お い て 、 全 4箇 所 の 移 植 箇 所 全 て に お い て 腫 瘍 形 成 が

認 め ら れ ず 、 ま た 、 転 移 の 形 跡 が 見 ら れ な い こ と を 確 認 し た （ 図 １ ３ ｃ ） 。 こ の こ と か ら

、 day28に お け る ヒ ト iPS細 胞 由 来 の 軟 骨 細 胞 は 移 植 に 適 し た 細 胞 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た

。 一 方 、 欠 損 が 深 い 場 合 は 、 成 熟 し た day42を 用 い る こ と が 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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