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(57)【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 m iR N A 応 答 性 m R N A を 細 胞 群 に 導 入 す る 工 程 を 含 む 、 心 筋 細 胞 の 選 別 方 法 で あ っ て 、 当 該 m

iR N A 応 答 性 m R N A が 下 記 ：

　 (i ) 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る m i R N A に よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 核 酸 、

　 (i i ) 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 、 及 び

　 ( i i i )  ポ リ Ａ テ イ ル

を 含 む 配 列 か ら な り 、

　 こ こ で 、 当 該 (ii )の 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 の タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 が 当 該 (i

)の 核 酸 配 列 に よ り 制 御 さ れ て い る 、 方 法 。

【 請 求 項 ２ 】

　 前 記 m iR N A 応 答 性 m R N A が 、 m iR N A 応 答 性 オ フ ス イ ッ チ m R N A で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法

。

【 請 求 項 ３ 】

　 前 記 (i)お よ び (ii )の 核 酸 が 、 5'か ら 3'の 方 向 に こ の 順 序 で 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 １

ま た は ２ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ４ 】

　 前 記 (i)の 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る m iR N A が 、 m iR-1 , m iR-208a , m iR-208bお よ

び m iR-499a-5pか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の m iR N A で あ る 、 請 求 項 １ ～ ３

の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ 】

　 前 記 (ii)の 遺 伝 子 が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 お

よ び 自 殺 遺 伝 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ～

４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

　 前 記 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 青 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ BFP） を コ ー ド す る

遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 が 、 Bimタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ５

に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ８ 】

　 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 か ら な る mRN Aを 前 記 細 胞 群 に 導

入 す る 工 程 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ９ 】

　 前 記 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 が 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ８ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ０ 】

　 前 記 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 が 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 ま た は ブ ラ ス ト サ イ ジ ン 耐 性

遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ １ 】

　 前 記 工 程 (a)の 細 胞 群 が 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ た 細 胞 群 で あ る 、 請 求 項 １ ～

１ ０ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ２ 】

　 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 下 記 ：

(a) miRN A応 答 性 mRN Aを 細 胞 群 に 導 入 す る 工 程 、 お よ び

(b) 工 程 (a)の mRN Aか ら 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量 に 基 づ い て 当 該 細 胞 を 選 別 す る 工 程 を

含 み 、

こ こ で 、 当 該 miRN A応 答 性 mRN Aが 下 記 ：

(i) 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 核 酸 、

(ii) 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 、 及 び

( i i i )  ポ リ Ａ テ イ ル

を 含 む 配 列 か ら な り 、

　 上 記 工 程 (a)お よ び (b)を 行 わ な い 場 合 と 比 較 し て 、 高 純 度 の 心 筋 細 胞 が 得 ら れ る 、 方 法

。

【 請 求 項 １ ３ 】

　 前 記 miRN A応 答 性 mRN Aが 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aで あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の 方

法 。

【 請 求 項 １ ４ 】

　 前 記 (i)お よ び (ii)の 核 酸 が 、 5'か ら 3'の 方 向 に こ の 順 序 で 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 １

２ ま た は １ ３ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ５ 】

　 前 記 (i)の 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aが 、 miR-1, miR-208a, miR-208bお よ

び miR-499a-5pか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の miRN Aで あ る 、 請 求 項 １ ２ ～

１ ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ６ 】

　 前 記 (ii)の 遺 伝 子 が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ２ ～ １ ５ の

い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ７ 】

　 前 記 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 BFPを コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １

６ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ８ 】
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　 前 記 工 程 (a)の 細 胞 群 が 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ た 細 胞 群 で あ る 、 請 求 項 １ ２

～ １ ７ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 １ ９ 】

　 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 下 記 ：

(a) miRN A応 答 性 mRN Aお よ び 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 か ら

な る mRN Aを 細 胞 群 に 導 入 す る 工 程 、 お よ び

(b) 工 程 (a)の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 に 対 応 す る 薬 剤 の 存 在 下 で 、 工 程 (a)で 得 ら れ た 細 胞 群 を 培

養 す る 工 程 を 含 み 、

　 こ こ で 、 当 該 miRN A応 答 性 mRN Aが 下 記 ：

(i) 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 核 酸 、

(ii) 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 、 及 び

( i i i )  ポ リ Ａ テ イ ル

を 含 む 配 列 か ら な り 、

　 上 記 工 程 (a)お よ び (b)を 行 わ な い 場 合 と 比 較 し て 、 高 純 度 の 心 筋 細 胞 が 得 ら れ る 、 方 法

。

【 請 求 項 ２ ０ 】

　 前 記 miRN A応 答 性 mRN Aが 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aで あ る 、 請 求 項 １ ９ に 記 載 の 方

法 。

【 請 求 項 ２ １ 】

　 前 記 (i)お よ び (ii)の 核 酸 が 、 5'か ら 3'の 方 向 に こ の 順 序 で 連 結 さ れ て い る 、 請 求 項 １

９ ま た は ２ ０ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ２ 】

　 前 記 (i)の 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aが 、 miR-1, miR-208a, miR-208bお よ

び miR-499a-5pか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の miRN Aで あ る 、 請 求 項 １ ９ ～

２ １ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ３ 】

　 前 記 (ii)の 遺 伝 子 が 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 自 殺 遺 伝 子 で あ る 、 請 求

項 １ ９ ～ ２ ２ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ４ 】

　 前 記 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 が 、 Bimタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ２

３ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ５ 】

　 前 記 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 が 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ ９ ～ ２ ４ の い ず れ か １ 項

に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ６ 】

　 前 記 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 が 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 ま た は ブ ラ ス ト サ イ ジ ン 耐 性

遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ７ 】

　 前 記 工 程 (a)の 細 胞 群 が 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ た 細 胞 群 で あ る 、 請 求 項 １ ９

～ ２ ６ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

【 請 求 項 ２ ８ 】

　 miRN A応 答 性 mRN Aを 含 む 、 心 筋 細 胞 純 化 用 キ ッ ト で あ っ て 、 当 該 miRN A応 答 性 mRN Aが 下 記

：

(i) 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 核 酸 、

(ii) 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 、 及 び

( i i i )  ポ リ Ａ テ イ ル

を 含 む 配 列 か ら な る 、 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】
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　 本 発 明 は 、 新 規 な 心 筋 細 胞 の 選 別 方 法 に 関 す る 。 本 発 明 は ま た 、 高 純 度 の 心 筋 細 胞 を 製

造 す る 方 法 お よ び そ の た め の キ ッ ト に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 心 筋 細 胞 は 出 生 と 同 時 に そ の 分 裂 能 を 喪 失 し 、 再 生 が 困 難 で あ る 。 し た が っ て 、 近 年 、

心 筋 梗 塞 、 心 筋 炎 ま た は 老 化 等 を 原 因 と す る 傷 害 心 組 織 に 対 し て 、 胚 性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ）

や 人 工 多 能 性 幹 細 胞 （ iPS細 胞 ） な ど 多 能 性 を 有 す る 細 胞 （ 特 許 文 献 １ ） を 分 化 誘 導 し て

得 ら れ る 心 筋 細 胞 を 移 植 す る 補 充 療 法 が 注 目 さ れ て い る 。 こ れ ら 多 能 性 幹 細 胞 か ら の 心 筋

細 胞 へ の 分 化 誘 導 法 が 多 数 報 告 さ れ て い る （ 特 許 文 献 ２ 、 特 許 文 献 ３ 、 特 許 文 献 ４ お よ び

非 特 許 文 献 １ ） 。 し か し 、 移 植 用 細 胞 と し て 用 い る た め に は 、 ソ ー テ ィ ン グ 等 に よ り 心 筋

細 胞 の 純 度 を 高 め る 必 要 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 現 在 、 心 筋 細 胞 を 選 別 す る 方 法 と し て 報 告 さ れ て い る も の の 多 く が 、 心 筋 細 胞 も し く は

心 筋 前 駆 細 胞 に 対 す る 表 面 マ ー カ ー を 用 い て 心 筋 細 胞 を 選 別 す る 方 法 で あ る （ 非 特 許 文 献

２ 、 非 特 許 文 献 ３ 、 特 許 文 献 ４ お よ び 特 許 文 献 ５ ） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ４ 】

【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 第 2007/069666号

【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 第 2007/002136号

【 特 許 文 献 ３ 】 国 際 公 開 第 2009/118928号

【 特 許 文 献 ４ 】 特 開 2010-158206号 公 報

【 特 許 文 献 ５ 】 国 際 公 開 第 2014/014119号

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ５ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Yan P, et al, Biochem Biophys Res Com mun. 379:115-20 (2009)

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Rust W, et al, Regen Med. 4, 225-37 (2009)

【 非 特 許 文 献 ３ 】 Honda M, et al, Biochem Biophys Res Com mun. 29, 351, 877-82 (200

6)

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 上 記 従 来 技 術 に 鑑 み て 、 心 筋 細 胞 の 純 度 を 高 め る た め に は 別 の 観 点 か ら 新 た な 選 別 方 法

が 望 ま れ て い る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 課 題 は 、 新 規 な 心 筋 細 胞 の 選 別 方 法 を 提 供 す る こ と

に あ る 。 本 発 明 の 課 題 は ま た 、 高 純 度 の 心 筋 細 胞 を 製 造 す る 方 法 お よ び そ の た め の キ ッ ト

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 ７ 】

　 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 、 miRN A応 答 性 mRN Aを 用 い

る こ と に よ り 、 心 筋 細 胞 を 高 純 度 で 精 製 で き る こ と を 見 出 し た 。 具 体 的 に は 、 多 能 性 幹 細

胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ た 細 胞 を 心 筋 細 胞 群 と 非 心 筋 細 胞 群 と に 選 別 し 、 miRN Aマ イ ク ロ ア レ

イ 解 析 に か け た と こ ろ 、 心 筋 細 胞 に お い て 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aが 複 数 存 在 す る こ

と を 見 出 し た 。 そ こ で 、 こ れ ら の miRN Aに 対 応 す る miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 作 製 し

て 、 選 別 の 対 象 と な る 細 胞 へ 当 該 mRN Aを 導 入 し た 後 、 心 筋 細 胞 の 選 別 を 行 っ た と こ ろ 、 極

め て 高 い 純 度 で 心 筋 細 胞 を 精 製 す る こ と に 成 功 し た 。 ま た 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN

Aと 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 mRN Aを 組 み 合 わ せ て 用 い る こ と で 、 FACSに よ る 選 別 工 程 を 経 る こ と な

く 、 高 純 度 で 心 筋 細 胞 を 精 製 で き る こ と を 見 出 し た 。 本 発 明 は そ の よ う な 知 見 に 基 づ い て

完 成 さ れ た も の で あ る 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 次 に 記 載 の 事 項 を 提 供 す る も の で あ る 。
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（ １ ） miRN A応 答 性 mRN Aを 細 胞 群 に 導 入 す る 工 程 を 含 む 、 心 筋 細 胞 の 選 別 方 法 で あ っ て 、

当 該 miRN A応 答 性 mRN Aが 下 記 ：

(i) 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 核 酸 、 お よ び

(ii) 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸

を 含 む 配 列 か ら な り 、

こ こ で 、 当 該 (ii)の 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 の タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 が 当 該 (i)

の 核 酸 配 列 に よ り 制 御 さ れ て い る 、 方 法 。

（ ２ ） 前 記 miRN A応 答 性 mRN Aが 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aで あ る 、 （ １ ） に 記 載 の 方

法 。

（ ３ ） 前 記 (i)お よ び (ii)の 核 酸 が 、 5'か ら 3'の 方 向 に こ の 順 序 で 連 結 さ れ て い る 、 （ １

） ま た は （ ２ ） に 記 載 の 方 法 。

（ ４ ） 前 記 (i)の 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aが 、 miR-1, miR-208a, miR-208b

お よ び miR -499a-5pか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の miRN Aで あ る 、 （ １ ）

～ （ ３ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ ５ ） 前 記 (ii)の 遺 伝 子 が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝

子 お よ び 自 殺 遺 伝 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の 遺 伝 子 で あ る 、 （ １ ）

～ （ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ ６ ） 前 記 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 青 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ BFP） を コ ー ド

す る 遺 伝 子 で あ る 、 （ ５ ） に 記 載 の 方 法 。

（ ７ ） 前 記 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 が 、 Bimタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 、 （ ５

） に 記 載 の 方 法 。

（ ８ ） さ ら に 、 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 か ら な る mRN Aを 細

胞 群 に 導 入 す る 工 程 を 含 む 、 （ １ ） ～ （ ７ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ ９ ） 前 記 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 が 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 で あ る 、 （ ８ ） に 記 載 の 方 法 。

（ １ ０ ） 前 記 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 が 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 ま た は ブ ラ ス ト サ イ ジ

ン 耐 性 遺 伝 子 で あ る 、 （ ９ ） に 記 載 の 方 法 。

（ １ １ ） 前 記 工 程 (a)の 細 胞 群 が 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ た 細 胞 で あ る 、 （ １ ）

～ （ １ ０ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ １ ２ ） 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 下 記 ：

(a) miRN A応 答 性 mRN Aを 細 胞 群 に 導 入 す る 工 程 、 お よ び

(b) 工 程 (a)の mRN Aか ら 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量 に 基 づ い て 当 該 細 胞 を 選 別 す る 工 程 を

含 み 、

こ こ で 、 当 該 miRN A応 答 性 mRN Aが 下 記 ：

(i) 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 核 酸 、 お よ び

(ii) 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸

を 含 む 配 列 か ら な り 、

上 記 工 程 (a)お よ び (b)を 行 わ な い 場 合 と 比 較 し て 、 高 純 度 の 心 筋 細 胞 が 得 ら れ る 、 方 法 。

（ １ ３ ） 前 記 miRN A応 答 性 mRN Aが 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aで あ る 、 （ １ ２ ） に 記 載

の 方 法 。

（ １ ４ ） 前 記 (i)お よ び (ii)の 核 酸 が 、 5'か ら 3'の 方 向 に こ の 順 序 で 連 結 さ れ て い る 、 （

１ ２ ） ま た は （ １ ３ ） に 記 載 の 方 法 。

（ １ ５ ） 前 記 (i)の 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aが 、 miR-1, miR-208a, miR-208

bお よ び miR-499a-5pか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の miRN Aで あ る 、 （ １ ２

） ～ （ １ ４ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ １ ６ ） 前 記 (ii)の 遺 伝 子 が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 、 （ １ ２ ） ～ （

１ ５ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ １ ７ ） 前 記 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 、 BFPを コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 、 （

１ ６ ） に 記 載 の 方 法 。

（ １ ８ ） 前 記 工 程 (a)の 細 胞 群 が 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ た 細 胞 で あ る 、 （ １ ２

） ～ （ １ ７ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
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（ １ ９ ） 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 下 記 ：

(a) miRN A応 答 性 mRN Aお よ び 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 か ら

な る mRN Aを 細 胞 群 に 導 入 す る 工 程 、 お よ び

(b) 工 程 (a)の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 に 対 応 す る 薬 剤 の 存 在 下 で 、 工 程 (a)で 得 ら れ た 細 胞 を 培 養

す る 工 程 を 含 み 、

こ こ で 、 当 該 miRN A応 答 性 mRN Aが 下 記 ：

(i) 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 核 酸 、 お よ び

(ii) 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸

を 含 む 配 列 か ら な り 、

上 記 工 程 (a)お よ び (b)を 行 わ な い 場 合 と 比 較 し て 、 高 純 度 の 心 筋 細 胞 が 得 ら れ る 、 方 法 。

（ ２ ０ ） 前 記 miRN A応 答 性 mRN Aが 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aで あ る 、 （ １ ９ ） に 記 載

の 方 法 。

（ ２ １ ） 前 記 (i)お よ び (ii)の 核 酸 が 、 5'か ら 3'の 方 向 に こ の 順 序 で 連 結 さ れ て い る 、 （

１ ９ ） ま た は （ ２ ０ ） に 記 載 の 方 法 。

（ ２ ２ ） 前 記 (i)の 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aが 、 miR-1, miR-208a, miR-208

bお よ び miR-499a-5pか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る １ ま た は そ れ 以 上 の miRN Aで あ る 、 （ １ ９

） ～ （ ２ １ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ ２ ３ ） 前 記 (ii)の 遺 伝 子 が 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 お よ び ／ ま た は 自 殺 遺 伝 子 で あ る

、 （ １ ９ ） ～ （ ２ １ ） の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 方 法 。

（ ２ ４ ） 前 記 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 が 、 Bimタ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 、 （

２ ３ ） に 記 載 の 方 法 。

（ ２ ５ ） 前 記 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 が 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 で あ る 、 （ １ ９ ） ～ （ ２ ４ ） の い ず

れ か に 記 載 の 方 法 。

（ ２ ６ ） 前 記 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 が 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 ま た は ブ ラ ス ト サ イ ジ

ン 耐 性 遺 伝 子 で あ る 、 （ ２ ５ ） に 記 載 の 方 法 。

（ ２ ７ ） 前 記 工 程 (a)の 細 胞 群 が 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ た 細 胞 で あ る 、 （ １ ９

） ～ （ ２ ６ ） の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。

（ ２ ８ ） miRN A応 答 性 mRN Aを 含 む 、 心 筋 細 胞 純 化 用 キ ッ ト で あ っ て 、 当 該 miRN A応 答 性 mRN A

が 下 記 ：

(i) 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 核 酸 、 お よ び

(ii) 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸

を 含 む 配 列 か ら な る 、 キ ッ ト 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 発 明 に 示 す 方 法 に よ り 心 筋 細 胞 を 容 易 に 選 別 し 、 高 純 度 に ま で 純 化 す る こ と が で き る

。 本 発 明 の 方 法 に よ り 細 胞 群 に 導 入 さ れ た mRN Aは 一 過 的 に の み 細 胞 内 に 存 在 す る た め 、 ゲ

ノ ム 中 に 組 み 込 ま れ る こ と な く 、 安 全 に 心 筋 細 胞 を 選 別 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 本

発 明 に 示 す 方 法 に よ り 細 胞 を 固 定 化 す る こ と な く 、 生 き た 細 胞 を 細 胞 内 の 活 性 化 状 態 に あ

る miRN Aの 発 現 量 に 基 づ い て 選 別 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に は 、 本 発 明 の 心 筋 細 胞 の

製 造 方 法 に よ り 得 ら れ た 、 純 化 さ れ た 心 筋 細 胞 を 用 い る こ と で 、 心 不 全 、 虚 血 性 心 疾 患 、

心 筋 梗 塞 、 心 筋 症 、 心 筋 炎 、 肥 大 型 心 筋 症 、 拡 張 相 肥 大 型 心 筋 症 、 拡 張 型 心 筋 症 な ど の 心

疾 患 の 治 療 が 可 能 と な る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ０ 】

【 図 １ 】 図 １ は 、 GFP陽 性 細 胞 （ 心 筋 細 胞 ） と GFP陰 性 細 胞 （ 非 心 筋 細 胞 ） の miRN Aマ イ ク

ロ ア レ イ の 結 果 を 示 す 。 （ A） 左 図 は 、 分 化 誘 導 開 始 か ら 20日 目 に FACSに よ り 回 収 し た 細

胞 の miRN Aマ イ ク ロ ア レ イ の 結 果 で あ り 、 右 図 は 、 分 化 誘 導 開 始 か ら 8日 目 に FACSに よ り 回

収 し た 細 胞 の miRN Aマ イ ク ロ ア レ イ の 結 果 で あ る 。 （ B） 分 化 誘 導 開 始 か ら 8日 目 お よ び 20

日 目 に お い て 、 GFP陽 性 細 胞 で 有 意 に 発 現 の 高 か っ た miRN Aの ベ ン 図 を 示 す 。

【 図 ２ 】 図 ２ は 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 用 い た 解 析 の 結 果 を 示 す 。
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【 図 ３ 】 図 ３ は 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aの 心 筋 細 胞 の 純 化 に お け る 有 効 性 に つ い

て 調 べ た 結 果 を 示 す 。 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 す る TNTを 指 標 と し て 、 心 筋 細 胞 の 純 化 の

程 度 を 調 べ た 。

【 図 ４ 】 図 ４ は 、 様 々 な 種 類 の 多 能 性 幹 細 胞 （ PSCs） か ら 心 筋 細 胞 へ 分 化 誘 導 す る 工 程 を

経 た 細 胞 集 団 に お い て 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aの 心 筋 細 胞 の 純 化 に お け る 有 効 性

に つ い て 調 べ た 結 果 を 示 す 。 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 す る TNTを 指 標 と し て 、 心 筋 細 胞 の

純 化 の 程 度 を 調 べ た 。 miRN A応 答 性 配 列 を 含 ま な い mRN Aを コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た 。

【 図 ５ 】 図 ５ は 、 miR-1応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 用 い て 選 別 し た 細 胞 に お け る 心 筋 特 異

的 遺 伝 子 の 発 現 状 態 を 調 べ た 結 果 を 示 す 。 発 現 解 析 は 、 定 量 的 RT-PCRに よ り 行 っ た 。

【 図 ６ 】 図 ６ は 、 miR-1-, miR-208a-お よ び miR-499a-5p-応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 用 い

て 選 別 し た 細 胞 に お け る 、 心 筋 特 異 的 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 レ ベ ル で の 発 現 状 態 を 調 べ た 結

果 を 示 す 。 解 析 は 、 TNTに 対 す る 免 疫 染 色 に よ り 行 っ た 。

【 図 ７ 】 図 ７ は 、 miR-1-応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 導 入 し た 場 合 と 導 入 し な か っ た 場 合 に

お け る 、 miR-1標 的 遺 伝 子 の 発 現 状 態 に つ い て 調 べ た 結 果 を 示 す 。 マ イ ク ロ ア レ イ に よ る

解 析 を 行 っ た 後 、 54個 の miR-1標 的 遺 伝 子 に つ い て 評 価 を 行 っ た 。

【 図 ８ 】 図 ８ は 、 複 数 の miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 組 み 合 わ せ た 場 合 の 心 筋 細 胞 の

純 化 に お け る 有 効 性 に つ い て 調 べ た 結 果 を 示 す 。 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 す る TNTを 指 標

と し て 、 心 筋 細 胞 の 純 化 の 程 度 を 調 べ た 。

【 図 ９ 】 図 ９ は 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aと 薬 剤 耐 性 mRN Aを 細 胞 に 共 導 入 し た 際 の

心 筋 細 胞 純 化 効 果 を 調 べ た 結 果 を 示 す 。 （ A） KhES1を 分 化 誘 導 さ せ た 場 合 の 結 果 で あ る 。

（ B） 409B2を 分 化 誘 導 さ せ た 場 合 の 結 果 で あ る 。 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 す る TNTを 指 標

と し て 、 心 筋 細 胞 の 純 化 の 程 度 を 調 べ た 。

【 図 １ ０ 】 図 ２ は 、 miR-1-, miR-208a-, miR-208b-お よ び miR-499a-5p-応 答 性 オ フ ス イ ッ

チ mRN Aを マ ウ ス の 心 臓 由 来 の 細 胞 へ EGFPと 共 導 入 し た 後 の 解 析 結 果 を 示 す 。 図 中 、 線 に て

囲 ま れ た 領 域 が 、 心 筋 細 胞 で あ る こ と を 示 す 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 以 下 に 本 発 明 を 、 実 施 態 様 を 示 し て 詳 細 に 説 明 す る 。 し か し な が ら 、 本 発 明 は 以 下 の 実

施 態 様 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 ［ 心 筋 細 胞 の 選 別 方 法 ］

　 本 発 明 は 一 つ の 実 施 態 様 に よ れ ば 、 miRN A応 答 性 mRN Aを 細 胞 群 に 導 入 す る 工 程 を 含 む 、

心 筋 細 胞 を 選 別 す る 方 法 を 提 供 す る 。 本 実 施 態 様 に よ る 方 法 の 、 導 入 す る 工 程 に お い て 、

miRN A応 答 性 mRN Aが 導 入 さ れ 、 選 別 の 対 象 と な る 細 胞 群 は 、 心 筋 細 胞 を 含 有 し う る 任 意 の

細 胞 で あ っ て 良 い 。 例 え ば 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ た 細 胞 群 で あ っ て も よ く 、 生

体 内 か ら 取 り 出 し た 細 胞 の 集 団 で あ っ て も よ い が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 し た が っ て

、 心 筋 細 胞 を 含 有 す る か 否 か が 不 明 な 細 胞 群 に miRN A応 答 性 mRN Aを 導 入 す る こ と も あ り 得

る 。 好 ま し い 実 施 態 様 に お い て 、 細 胞 群 は 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 細 胞 群 で あ

り 得 る 。 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 細 胞 群 と は 、 後 に 詳 述 す る 方 法 に よ り 、 多 能 性

幹 細 胞 か ら 心 筋 細 胞 へ と 分 化 誘 導 さ せ る 工 程 を 経 た 細 胞 群 で あ っ て 、 分 化 誘 導 さ れ て 心 筋

細 胞 と な っ た 細 胞 と 、 心 筋 細 胞 に ま で 分 化 さ れ な か っ た 細 胞 と を 含 有 し う る 。 多 能 性 幹 細

胞 は 、 特 に 限 定 さ れ る こ と は な い が 、 例 え ば 、 下 記 の も の が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ １ ３ 】

　 (A) 胚 性 幹 細 胞

　 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 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 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 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. Ev

10

20

30

40

50



(8) JP  6612736  B2  2019.11.27

ans 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), Cu

rr. Top. Dev. Biol. , 38:133-165)。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 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., 222:273-279;

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

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

【 ０ ０ １ ６ 】

　 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℃ 、 5% CO 2 、 湿 潤 雰 囲 気 下 で ヒ ト ES細 胞 を 維 持 す る こ と が で き る (H. Suem

ori et al. (2006), Biochem. Biophys. Res. Com mun., 345:926-932)。 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 ７ 】

　 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 ８ 】

　 ヒ ト Ｅ Ｓ 細 胞 株 は 、 例 え ば W A01(H1)お よ び W A09(H9)は 、 WiCell Reserch 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 ９ 】

　 (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 ２ ０ 】

　 (C) 胚 性 生 殖 細 胞

　 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)。
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【 ０ ０ ２ １ 】

　 (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、 RN 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. Takah

ashi and S. Yamanaka (2006) Cell , 126:663-676; K. Takahashi et al. (2007), Cell ,

 131:861-872; J. Yu et al. (2007), Science, 318:1917-1920; Nakagawa, M.ら ,Nat. B

iotechnol. 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-coding 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/

118820、 W O2009/007852、 W O2009/032194、 W O2009/058413、 W O2009/057831、 W O2009/07511

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

2009/114949、 W O2009/117439、 W O2009/126250、 W O2009/126251、 W O2009/126655、 W O2009/

157593、 W O2010/009015、 W O2010/033906、 W O2010/033920、 W O2010/042800、 W O2010/05062

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

W O 2010/111422、 W O2010/115050、 W O2010/124290、 W O2010/147395、 W O2010/147612、 Huan

gfu 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、 Huangf

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

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

(2008), 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

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

. 461:649-643、 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

、 Mali P, et al. (2010), Stem Cells. 28:713-720、 Maekawa M, et al. (2011), Natur

e. 474:225-9.に 記 載 の 組 み 合 わ せ が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 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 (V

PA)、 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（ 登 録 商 標 ） (Millipore)、 HuSH 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-0

1294 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 、 TG

Fβ 阻 害 剤 ま た は ALK5阻 害 剤 （ 例 え ば 、 LY364947、 SB431542、 616453お よ び A-83-01） 、 p5

3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 ラ ン ジ ン E2お よ び プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン J2） 、 hTERT、 SV40LT、 UTF1、 IRX6、 GLI

Sl、 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 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】

　 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 ４ 】

　 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 ５ 】

　 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 ６ 】

　 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、 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 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 ７ 】

　 培 養 法 の 例 と し て は 、 た と 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/

F12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 ま 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 ８ 】

　 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

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 。
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【 ０ ０ ２ ９ 】

　 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 ３ ０ 】

　 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 × １ ０
３

～ 約 ５ × １ ０
６

細 胞 の 範 囲 で あ る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 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 ２ 】

　 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 ３ 】

　 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 ４ 】

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

　 核 移 植 に よ り 得 ら れ た ク ロ ー ン 胚 由 来 の ES細 胞 （ nt ES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, 292:740-743; S. Wakayama et al. (2005)

, Biol. Reprod., 72:932-936; J. Byrne et al. (2007), 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 nt ES(nuclear transfer ES)細 胞 で あ る 。 nt ES

細 胞 の 作 製 の た め に は 、 核 移 植 技 術 （ J.B. Cibelli et al. (1998), Nature Biotechnol.

, 16:642-646） と ES細 胞 作 製 技 術 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 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 (F) Multil ineage-differentiating Stress Enduring cells

　 Multil ineage-differentiating Stress Enduring cells （ Muse細 胞 ） は 、 W O2011/0079

00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
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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 ６ 】

　 心 筋 分 化 誘 導 法

　 本 発 明 に お い て 「 心 筋 細 胞 」 と は 、 少 な く と も 心 筋 ト ロ ポ ニ ン (cTnT)ま た は α M HCを 発

現 し て い る 細 胞 を 意 味 す る 。 cTnTは 、 ヒ ト の 場 合 NCBIの accession番 号 N M_000364が 例 示 さ

れ 、 マ ウ ス の 場 合 、 N M_001130174が 例 示 さ れ る 。 α M HCは 、 ヒ ト の 場 合 NCBIの accession番

号 N M_002471が 例 示 さ れ 、 マ ウ ス の 場 合 、 N M_001164171が 例 示 さ れ る 。 本 発 明 に お け る 心

筋 細 胞 の 由 来 は 特 に 問 わ れ ず 、 例 え ば 、 任 意 の 方 法 で 得 ら れ た 末 梢 血 、 心 臓 、 骨 髄 組 織 、

脂 肪 組 織 、 骨 格 筋 組 織 、 羊 膜 組 織 、 胎 盤 組 織 、 臍 帯 血 な ど に 含 ま れ る 細 胞 で あ っ て も よ い

し 、 ま た 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 細 胞 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 本 発 明 に お け る 心 筋 細 胞 へ の 分 化 誘 導 方 法 と し て 、 例 え ば Laflam me M Aら に よ り 報 告 さ

れ た 方 法 に よ り 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 心 筋 細 胞 を 製 造 す る こ と が で き る （ Laflam me M A ＆ Mu

rry CE, Nature 2011, Review） 。 こ の 他 に も 特 に 特 定 さ れ な い が 、 例 え ば 、 人 工 多 能 性

幹 細 胞 を 浮 遊 培 養 に よ り 細 胞 塊 （ 胚 様 体 ） を 形 成 さ せ て 心 筋 細 胞 を 製 造 す る 方 法 、 B MPシ

グ ナ ル 伝 達 を 抑 制 す る 物 質 の 存 在 下 で 心 筋 細 胞 を 製 造 す る 方 法 （ W O2005/033298） 、 Activ

in Aと B MPを 順 に 添 加 さ せ て 心 筋 細 胞 を 製 造 す る 方 法 （ W O2007/002136） 、 カ ノ ニ カ ル Wnt

シ グ ナ ル 経 路 の 活 性 化 を 促 す 物 質 の 存 在 下 で 心 筋 細 胞 を 製 造 す る 方 法 （ W O2007/126077）

お よ び 人 工 多 能 性 幹 細 胞 か ら Flk/K DR陽 性 細 胞 を 単 離 し 、 シ ク ロ ス ポ リ ン Aの 存 在 下 で 心 筋

細 胞 を 製 造 す る 方 法 （ W O2009/118928） な ど が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 に お い て 、 心 筋 細 胞 へ の 分 化 誘 導 方 法 は 、 特 に 限 定 さ れ る こ と は な い が 、 例 え ば

、 下 記 の 方 法 が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 ＜ 多 能 性 幹 細 胞 を 解 離 し 、 胚 様 体 を 形 成 す る 工 程 ～ 工 程 （ １ ） ＞

　 本 発 明 に お い て 、 多 能 性 幹 細 胞 を 解 離 さ せ る 工 程 に お い て は 、 互 い に 接 着 し て 集 団 を 形

成 し て い る 細 胞 を 個 々 の 細 胞 に 解 離 （ 分 離 ） さ せ る 。 多 能 性 幹 細 胞 を 解 離 さ せ る 方 法 と し

て は 、 例 え ば 、 力 学 的 に 解 離 す る 方 法 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 と コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 解

離 溶 液 （ 例 え ば 、 Accutase(T M)お よ び Accumax(T M)な ど ） ま た は コ ラ ゲ ナ ー ゼ 活 性 の み を

有 す る 解 離 溶 液 を 用 い た 解 離 方 法 が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 と コ ラ ゲ

ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る 解 離 溶 液 （ 特 に 好 ま し く は 、 Accumax） を 用 い て 多 能 性 幹 細 胞 を 解 離

す る 方 法 が 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 胚 様 体 を 形 成 す る 方 法 と し て 、 解 離 し た 多 能 性 幹 細 胞 を 、 培 養 皿 の 表

面 を 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 、 マ ト リ ゲ ル （ BD） 、 コ ラ

ー ゲ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ラ ミ ニ ン 、 ヘ パ ラ ン 硫 酸 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 ま た は エ ン タ ク チ ン に よ

る コ ー テ ィ ン グ 処 理 ） さ れ て い な い も の 、 も し く 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-HE M A） に よ る コ ー テ ィ ン グ 処 理 ） し た も

の を 用 い て 浮 遊 培 養 さ せ る こ と が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 ＜ 胚 様 体 を ア ク チ ビ ン A、 B MP4お よ び bFGFを 含 有 す る 培 養 液 中 で 培 養 す る 工 程 ～ 工 程 （

２ ） ＞

　 本 工 程 に お い て 用 い る 培 養 液 は 、 動 物 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 培 地 を 基 礎 培 地 へ ア ク チ

ビ ン A、 B MP4お よ び bFGFを 添 加 す る こ と に よ り 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 16

40培 地 、 Fischer 's培 地 、 Neurobasal Medium（ ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ） 、 StemPro34（ inv

itrogen） お よ び こ れ ら の 混 合 培 地 な ど が 包 含 さ れ る 。 培 地 に は 、 血 清 が 含 有 さ れ て い て
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も よ い し 、 あ る い は 無 血 清 で も よ い 。 必 要 に 応 じ て 、 培 地 は 、 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 )、 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 、 1-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 、 Glutamax（ Inv

itrogen） 、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 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 得 る 。 好 ま し い 基 礎 培 地

は 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 1-チ オ ー ル グ リ セ ロ ー ル 、 L-グ ル タ ミ ン 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 有

す る StemPro34で あ る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 本 工 程 に お い て 用 い ら れ る ア ク チ ビ ン Aの 濃 度 は 1ng/ml～ 100ng/mlが 好 ま し く 、 1ng/ml

、 2ng/ml、 3ng/ml、 4ng/ml、 5ng/ml、 6ng/ml、 7ng/ml、 8ng/ml、 9ng/ml、 10ng/ml、 11ng/

ml、 12ng/ml、 13ng/ml、 14ng/ml、 15ng/ml、 16ng/ml、 17ng/ml、 18ng/ml、 19ng/ml、 20ng

/ml、 30ng/ml、 40ng/ml、 50ng/ml、 60ng/ml、 70ng/ml、 80ng/ml、 90ng/mlお よ び 100ng/ml

が 例 示 さ れ る 。 特 に 好 ま し く は 、 12ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 本 工 程 に お い て 用 い ら れ る B MP4の 濃 度 は 1ng/ml～ 100ng/mlが 好 ま し く 、 1ng/ml、 2ng/ml

、 3ng/ml、 4ng/ml、 5ng/ml、 6ng/ml、 7ng/ml、 8ng/ml、 9ng/ml、 10ng/ml、 11ng/ml、 12ng

/ml、 13ng/ml、 14ng/ml、 15ng/ml、 16ng/ml、 17ng/ml、 18ng/ml、 19ng/ml、 20ng/ml、 30n

g/ml、 40ng/ml、 50ng/ml、 60ng/ml、 70ng/ml、 80ng/ml、 90ng/mlお よ び 100ng/mlが 例 示 さ

れ る 。 特 に 好 ま し く は 、 18ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 本 工 程 に お い て 用 い ら れ る bFGFの 濃 度 は 1ng/ml～ 100ng/mlが 好 ま し く 、 1ng/ml、 2ng/ml

、 3ng/ml、 4ng/ml、 5ng/ml、 6ng/ml、 7ng/ml、 8ng/ml、 9ng/ml、 10ng/ml、 11ng/ml、 12ng

/ml、 13ng/ml、 14ng/ml、 15ng/ml、 16ng/ml、 17ng/ml、 18ng/ml、 19ng/ml、 20ng/ml、 30n

g/ml、 40ng/ml、 50ng/ml、 60ng/ml、 70ng/ml、 80ng/ml、 90ng/mlお よ び 100ng/mlが 例 示 さ

れ る 。 特 に 好 ま し く は 、 10ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 培 養 条 件 に つ い て 、 培 養 温 度 は 、 以 下 に 限 定 さ れ な い が 、 約 30～ 40℃ 、 好 ま し く は 約 37

℃ で あ り 、 低 酸 素 条 件 で 行 わ れ る こ と が 望 ま し い 。 こ こ で 、 低 酸 素 条 件 と は 、 大 気 中 の 酸

素 分 圧 （ ２ ０ ％ ） よ り 低 い 酸 素 分 圧 の 条 件 で あ り 、 例 え ば 、 1％ か ら 15％ の 間 の 酸 素 分 圧

が 挙 げ ら れ 、 10%、 9%、 8%、 7%、 6%、 5%、 4%、 3%、 2%お よ び 1%が 例 示 さ れ る 。 よ り 好 ま し

く は 、 5％ で あ る 。 培 養 は 、 CO 2 お よ び N 2 含 有 の 雰 囲 気 下 で 行 わ れ 、 CO 2 濃 度 は 、 好 ま し く

は 約 2～ 5％ で あ り 、 N 2 濃 度 は 、 好 ま し く は 約 85～ 95％ で あ る 。 本 発 明 に お い て 、 最 も 好 ま

し く は 、 O 2 が 5%、 CO 2 が 5%、 N 2 が 90%の 条 件 下 で 培 養 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 培 養 期 間 は 、 1日 以 上 7日 以 下 が 例 示 さ れ 、 心 筋 細 胞 の 樹 立 効 率 を 考 慮 す る と 1日 以 上 5日

以 下 、 2日 以 上 4日 以 下 が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 ＜ VEGFお よ び Wnt阻 害 剤 を 含 有 す る 培 養 液 中 で 培 養 す る 工 程 ～ 工 程 （ ３ ） ＞

　 本 工 程 に お い て 用 い る 培 養 液 は 、 動 物 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 培 地 を 基 礎 培 地 へ VEGFお

よ び Wnt阻 害 剤 を 添 加 す る こ と に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 基 礎 培 地 と し て は 、 例 え ば I

M 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 1640培 地 、 F

ischer 's培 地 、 Neurobasal Medium（ ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ） 、 StemPro34（ invitrogen）

お よ び こ れ ら の 混 合 培 地 な ど が 包 含 さ れ る 。 培 地 に は 、 血 清 が 含 有 さ れ て い て も よ い し 、

あ る い は 無 血 清 で も よ い 。 必 要 に 応 じ て 、 培 地 は 、 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 )、 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 、 1-チ オ ー ル グ リ セ ロ ー ル な ど の 1つ 以 上 の
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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 、 Glutamax（ Invitrogen）

、 非 必 須 ア ミ ノ 酸 、 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 得 る 。 好 ま し い 基 礎 培 地 は 、 ト ラ ン

ス フ ェ リ ン 、 1-チ オ ー ル グ リ セ ロ ー ル 、 L-グ ル タ ミ ン 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 有 す る StemPr

o34で あ る 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 本 発 明 に お い て 、 Wnt阻 害 剤 と は 、 Wntの 受 容 体 へ の 結 合 か ら β カ テ ニ ン の 蓄 積 へ と 続 く

シ グ ナ ル 伝 達 を 阻 害 す る 物 質 で あ り 、 受 容 体 で あ る Frizzledフ ァ ミ リ ー へ の 結 合 を 阻 害 す

る 物 質 、 ま た は β カ テ ニ ン の 分 解 を 促 進 す る 物 質 で あ る 限 り 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 D K

K1タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ヒ ト の 場 合 、 NCBIの ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： N M_012242） 、 ス ク レ

ロ ス チ ン （ 例 え ば 、 ヒ ト の 場 合 、 NCBIの ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： N M_025237） 、 IW R-1（ Merc

k Millipore） 、 IWP-2（ Sigma-Aldrich） 、 IWP-3（ Sigma-Aldrich） 、 IWP-4（ Sigma-Aldr

ich） 、 PN U-74654（ Sigma-Aldrich） 、 X A V939（ Sigma-Aldrich） お よ び こ れ ら の 誘 導 体 な

ど が 例 示 さ れ る 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 本 工 程 で 使 用 さ れ る Wnt阻 害 剤 は 、 好 ま し く は 、 IWP-3ま た は IWP-4で あ り 得 る 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 培 養 液 中 に お け る IWP-3ま た は IWP-4な ど の Wnt阻 害 剤 の 濃 度 は 、 Wntを 阻 害 す る 濃 度 で あ

れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 1nM～ 50μ Mが 好 ま し く 、 例 え ば 、 1nM、 10nM、 50nM、 100nM、 500n

M、 750nM、 1μ M、 2μ M、 3μ M、 4μ M、 5μ M、 6μ M、 7μ M、 8μ M、 9μ M、 10μ M、 15μ M、 20

μ M、 25μ M、 30μ M、 40μ M、 50μ Mで あ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 よ り 好 ま し く は 、 1μ

Mで あ る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 本 工 程 に お い て 用 い ら れ る VEGFの 濃 度 は 、 1～ 100ng/mlが 好 ま し く 、 1ng/ml、 2ng/ml、 3

ng/ml、 4ng/ml、 5ng/ml、 6ng/ml、 7ng/ml、 8ng/ml、 9ng/ml、 10ng/ml、 11ng/ml、 12ng/ml

、 13ng/ml、 14ng/ml、 15ng/ml、 16ng/ml、 17ng/ml、 18ng/ml、 19ng/ml、 20ng/ml、 30ng/m

l、 40ng/ml、 50ng/ml、 60ng/ml、 70ng/ml、 80ng/ml、 90ng/mlお よ び 100ng/mlが 例 示 さ れ

る 。 よ り 好 ま し く は 、 10ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 培 養 条 件 に つ い て 、 培 養 温 度 は 、 以 下 に 限 定 さ れ な い が 、 約 30～ 40℃ 、 好 ま し く は 約 37

℃ で あ り 、 低 酸 素 条 件 で 行 わ れ る こ と が 望 ま し い 。 こ こ で 、 低 酸 素 条 件 と は 、 大 気 中 の 酸

素 分 圧 （ ２ ０ ％ ） よ り 低 い 酸 素 分 圧 の 条 件 で あ り 、 例 え ば 、 1％ か ら 15％ の 間 の 酸 素 分 圧

が 挙 げ ら れ 、 10%、 9%、 8%、 7%、 6%、 5%、 4%、 3%、 2%お よ び 1%が 例 示 さ れ る 。 よ り 好 ま し

く は 、 5％ で あ る 。 培 養 は 、 CO 2 お よ び N 2 含 有 の 雰 囲 気 下 で 行 わ れ 、 CO 2 濃 度 は 、 好 ま し く

は 約 2～ 5％ で あ り 、 N2濃 度 は 、 好 ま し く は 約 85～ 95％ で あ る 。 本 発 明 に お い て 、 最 も 好 ま

し く は 、 O 2 が 5%、 CO 2 が 5%、 N 2 が 90%の 条 件 下 で 培 養 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 培 養 期 間 は 、 長 期 間 培 養 す る こ と に よ り 心 筋 細 胞 の 樹 立 に 影 響 が で な い こ と か ら 、 上 限

は 特 に 設 け ら れ な い が 、 ４ 日 以 上 培 養 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 4日 、 5日 、 6日 、 7日

、 8日 、 9日 お よ び 10日 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 ＜ VEGFお よ び bFGFを 含 有 す る 培 養 液 中 で 培 養 す る 工 程 ～ 工 程 （ ４ ） ＞

　 本 工 程 に お い て 用 い る 培 養 液 は 、 動 物 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る 培 地 を 基 礎 培 地 へ VEGFお

よ び bFGFを 添 加 す る こ と に よ り 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 、 Dulb

ecco's modified Eagle's Medium (D M E M)培 地 、 Ham's F12培 地 、 RPMI 1640培 地 、 Fischer

's培 地 、 Neurobasal Medium（ ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ ） 、 StemPro34（ invitrogen） お よ び

こ れ ら の 混 合 培 地 な ど が 包 含 さ れ る 。 培 地 に は 、 血 清 が 含 有 さ れ て い て も よ い し 、 あ る い

は 無 血 清 で も よ い 。 必 要 に 応 じ て 、 培 地 は 、 例 え ば 、 ア ル ブ ミ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 Kn

ockout Serum Replacement(KSR)(ES細 胞 培 養 時 の FBSの 血 清 代 替 物 )、 N2サ プ リ メ ン ト （ In
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vitrogen） 、 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 、 1-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 、 Glutamax（ Invitrogen） 、 非 必

須 ア ミ ノ 酸 、 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 得 る 。 好 ま し い 基 礎 培 地 は 、 ト ラ ン ス フ ェ

リ ン 、 1-チ オ ー ル グ リ セ ロ ー ル 、 L-グ ル タ ミ ン 、 ア ス コ ル ビ ン 酸 を 含 有 す る StemPro34で

あ る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 工 程 に お い て 用 い ら れ る VEGFの 濃 度 は 1～ 100ng/mlが 好 ま し く 、 1ng/ml、 2ng/ml、 3ng

/ml、 4ng/ml、 5ng/ml、 6ng/ml、 7ng/ml、 8ng/ml、 9ng/ml、 10ng/ml、 11ng/ml、 12ng/ml、

13ng/ml、 14ng/ml、 15ng/ml、 16ng/ml、 17ng/ml、 18ng/ml、 19ng/ml、 20ng/ml、 30ng/ml

、 40ng/ml、 50ng/ml、 60ng/ml、 70ng/ml、 80ng/ml、 90ng/mlお よ び 100ng/mlが 例 示 さ れ る

。 よ り 好 ま し く は 、 10ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 本 工 程 に お い て 用 い ら れ る bFGFの 濃 度 は 1～ 100ng/mlが 好 ま し く 、 1ng/ml、 2ng/ml、 3ng

/ml、 4ng/ml、 5ng/ml、 6ng/ml、 7ng/ml、 8ng/ml、 9ng/ml、 10ng/ml、 11ng/ml、 12ng/ml、

13ng/ml、 14ng/ml、 15ng/ml、 16ng/ml、 17ng/ml、 18ng/ml、 19ng/ml、 20ng/ml、 30ng/ml

、 40ng/ml、 50ng/ml、 60ng/ml、 70ng/ml、 80ng/ml、 90ng/mlお よ び 100ng/mlが 例 示 さ れ る

。 よ り 好 ま し く は 、 5ng/mlで あ る 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 培 養 条 件 に つ い て 、 培 養 温 度 は 、 以 下 に 限 定 さ れ な い が 、 約 30～ 40℃ 、 好 ま し く は 約 37

℃ で あ り 得 る 。 こ こ で 、 低 酸 素 条 件 と は 、 大 気 中 の 酸 素 分 圧 （ 20%） よ り 低 い 酸 素 分 圧 の

条 件 で あ り 、 例 え ば 、 1%か ら 15%の 間 の 酸 素 分 圧 が 挙 げ ら れ 、 10%、 9%、 8%、 7%、 6%、 5%、

4%、 3%、 2%お よ び 1%が 例 示 さ れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 5%で あ る 。 本 工 程 で は 、 工 程 の 途 中

で 酸 素 分 圧 を 大 気 中 と 同 等 に て 行 わ れ て い て も 良 い 。 こ の 場 合 、 特 に 低 酸 素 条 件 下 で 行 う

こ と に よ り 心 筋 細 胞 の 誘 導 効 率 に 変 化 が な い た め 上 限 は 特 に 設 け な い が 、 低 酸 素 条 件 下 は

、 工 程 の 初 期 の ４ 日 以 上 行 わ れ る こ と が 好 ま し い 。 本 発 明 に お い て 、 好 ま し く は 、 工 程 の

最 初 の 期 間 が 5% O 2 、 5% CO 2 お よ び 90% N 2 の 条 件 下 で 培 養 が 行 わ れ 、 そ れ に 続 く 期 間 が 5% CO 2

含 有 空 気 の 雰 囲 気 下 で 培 養 が 行 わ れ る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 培 養 期 間 は 、 長 期 間 培 養 す る こ と に よ り 心 筋 細 胞 の 樹 立 に 影 響 が で な い こ と か ら 、 上 限

は 特 に 設 け ら れ な い が 、 １ ２ 日 以 上 培 養 す る こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 ８ 日 、 ９ 日 、 １ ０

日 、 １ １ 日 、 １ ２ 日 、 １ ３ 日 、 １ ４ 日 、 １ ５ 日 、 １ ６ 日 、 １ ７ 日 、 １ ８ 日 、 １ ９ 日 、 ２ ０

日 、 ２ １ 日 、 ２ ２ 日 ま た は そ れ 以 上 が 挙 げ ら れ る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 発 明 に お い て 、 細 胞 群 に 導 入 さ れ る miRN A応 答 性 mRN Aは 、 好 ま し く は 、 多 能 性 幹 細 胞

か ら 心 筋 細 胞 へ 分 化 誘 導 さ せ る 工 程 を 経 た 細 胞 群 で あ る 。 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ

る 工 程 を 経 た 細 胞 群 に miRN A応 答 性 mRN Aを 導 入 す る 時 期 と し て は 、 細 胞 の 選 別 を 行 い た い

時 期 で あ れ ば 別 段 限 定 さ れ な い 。 上 記 心 筋 分 化 誘 導 法 の 項 に お い て 詳 述 し た 方 法 を 用 い て

分 化 誘 導 さ せ る 工 程 を 行 っ た 場 合 、 好 ま し く は 、 胚 様 体 か ら 起 算 し て 10～ 25日 目 で あ り 、

よ り 好 ま し く は 、 18日 目 で あ る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 細 胞 群 に 導 入 さ れ る miRN A応 答 性 mRN Aは 、 (i) 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに

よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 核 酸 、 お よ び (ii) 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む

配 列 か ら な り 、 当 該 (ii)の 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 の タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 が 当

該 (i)の 核 酸 配 列 に よ り 制 御 さ れ て い る mRN Aで あ る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 上 記 (i)お よ び (ii) を 含 む 配 列 か ら な る miRN A応 答 性 mRN Aは 、 好 ま し く は 、 心 筋 細 胞 で

特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 配 列 （ 以 下 、 miRN A標 的 配 列 と い

う ） と 機 能 的 に 連 結 し た 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む mRN Aで あ る 。 当 該 (ii)
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の 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 の タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 が 当 該 (i)の 核 酸 配 列 に よ り

制 御 さ れ て い る と は 、 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aが 存 在 す る 場 合 に 、 そ の 存

在 量 に 応 じ て 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 の タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 が 制 御 さ れ る こ と

を 意 味 す る 。 好 ま し く は 、 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aが 存 在 す る 場 合 に 、 そ

の 存 在 量 に 応 じ て (ii)の 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 の 翻 訳 が 抑 制 さ れ る こ と で 、

当 該 (ii)の 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 よ り 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量 が 減 少 す る

mRN Aで あ る 。 本 発 明 に お い て 、 こ の よ う に 、 miRN A標 的 配 列 に 特 異 的 に 結 合 す る miRN A分 子

の 存 在 量 に 応 じ て 、 タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 が 抑 制 さ れ る よ う に 機 能 す る miRN A応 答 性 mRN Aを

、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aと 指 称 す る 。 す な わ ち 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを

用 い る 場 合 、 当 該 mRN Aに 含 有 さ れ る (ii)の 遺 伝 子 の 翻 訳 量 が よ り 少 な い 細 胞 を 心 筋 細 胞 と

し て 選 択 で き る 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 本 発 明 に お け る 「 miRN A」 と は 、 mRN Aか ら タ ン パ ク 質 へ の 翻 訳 の 阻 害 や mRN Aの 分 解 を 通

し て 、 遺 伝 子 の 発 現 調 節 に 関 与 す る 、 細 胞 内 に 存 在 す る 短 鎖 （ 20-25塩 基 ） の ノ ン コ ー デ

ィ ン グ RN Aで あ る 。 こ の miRN Aは 、 D N Aか ら miRN Aと そ の 相 補 鎖 を 含 む ヘ ア ピ ン ル ー プ 構 造 を

取 る こ と が 可 能 な 一 本 差 の pri-miRN Aと し て 転 写 さ れ 、 核 内 に あ る Droshaと 呼 ば れ る 酵 素

に よ り 一 部 が 切 断 さ れ pre-miRN Aと な っ て 核 外 に 輸 送 さ れ た 後 、 さ ら に Dicerに よ っ て 切 断

さ れ て 機 能 す る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 前 記 (i)の 「 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN A」 と は 、

心 筋 細 胞 以 外 の 細 胞 と 比 較 し て 心 筋 細 胞 で よ り 高 く 発 現 し て い る miRN Aで あ れ ば 特 に 限 定

さ れ な い 。 例 え ば 、 心 筋 細 胞 以 外 の 細 胞 と 比 較 し て 心 筋 細 胞 に お い て 、 10％ 以 上 、 20％ 以

上 、 30％ 以 上 、 40％ 以 上 、 50％ 以 上 、 60％ 以 上 、 70％ 以 上 、 80％ 以 上 、 90％ 以 上 あ る い は

そ れ 以 上 の 割 合 で 高 く 発 現 し て い る miRN Aで あ っ て よ い が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 こ

の よ う な miRN Aは 、 デ ー タ ベ ー ス の 情 報 （ 例 え ば 、 http://w w w.mirbase.org/又 は http://w

w w.microrna.org/） に 登 録 さ れ た miRN A、 及 び ／ ま た は 当 該 デ ー タ ベ ー ス に 記 載 さ れ て い

る 文 献 情 報 に 記 載 さ れ た miRN Aよ り 適 宜 選 択 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 表 １ に 記 載 さ れ

た miRN Aが 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 に お い て 、 前 記 (i)の 「 心 筋 細

胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN A」 は 、 好 ま し く は 、 miR-1, miR-143-3p, miR-208a, miR-

208bお よ び miR-499a-5pで あ り 得 る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】
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【 表 １ 】

　 表 １ ． 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aお よ び そ の 配 列

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 本 発 明 に お い て 、 前 記 (i)の 「 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに よ っ て 特 異 的 に

認 識 さ れ る 」 と は 、 当 該 miRN Aが 、 所 定 の 複 数 の タ ン パ ク 質 と 相 互 作 用 し て 、 RN A-induced

silencing complex（ Ｒ Ｉ Ｓ Ｃ ） を 形 成 し た 状 態 に あ る miRN Aが 存 在 し て い る こ と を い う も

の と す る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 本 発 明 に お い て 、 miRN Aの 標 的 配 列 は 、 例 え ば 、 当 該 miRN Aに 完 全 に 相 補 的 な 配 列 で あ る

こ と が 好 ま し い 。 あ る い は 、 当 該 miRN A標 的 配 列 は 、 miRN Aに お い て 認 識 さ れ 得 る 限 り 、 完

全 に 相 補 的 な 配 列 と の 不 一 致 （ ミ ス マ ッ チ ） を 有 し て い て も 良 い 。 当 該 miRN Aに 完 全 に 相

補 的 な 配 列 か ら の 不 一 致 は 、 所 望 の 細 胞 に お い て 、 通 常 に miRN Aが 認 識 し 得 る 不 一 致 で あ

れ ば 良 く 、 生 体 内 に お け る 細 胞 内 の 本 来 の 機 能 で は 、 ４ ０ ～ ５ ０ ％ 程 度 の 不 一 致 が あ っ

て も 良 い 。 こ の よ う な 不 一 致 は 、 特 に 限 定 さ れ な い が 、 １ 塩 基 、 ２ 塩 基 、 ３ 塩 基 、 ４ 塩 基

、 ５ 塩 基 、 ６ 塩 基 、 ７ 塩 基 、 ８ 塩 基 、 ９ 塩 基 、 若 し く は １ ０ 塩 基 又 は 全 認 識 配 列 の １ ％ 、

５ ％ 、 １ ０ ％ 、 ２ ０ ％ 、 ３ ０ ％ 、 若 し く は ４ ０ ％ の 不 一 致 が 例 示 さ れ る 。 ま た 、 特 に は 、

細 胞 が 備 え て い る mRN A 上 の miRN A 標 的 配 列 の よ う に 、 特 に 、 シ ー ド 領 域 以 外 の 部 分 に 、

す な わ ち miRN A の 3＇ 側 16 塩 基 程 度 に 対 応 す る 、 標 的 配 列 内 の 5＇ 側 の 領 域 に 、 多

数 の 不 一 致 を 含 ん で も よ く 、 シ ー ド 領 域 の 部 分 は 、 不 一 致 を 含 ま な い か 、 １ 塩 基 、 ２ 塩 基

、 若 し く は ３ 塩 基 の 不 一 致 を 含 ん で も よ い 。 こ の よ う な 配 列 は 、 当 該 Ｒ Ｉ Ｓ Ｃ が 特 異 的 に

結 合 す る 塩 基 数 を 含 む 塩 基 長 で あ れ ば よ く 、 長 さ は 別 段 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し く は 、 １

８ 塩 基 以 上 、 ２ ４ 塩 基 未 満 の 配 列 、 よ り 好 ま し く は 、 ２ ０ 塩 基 以 上 、 ２ ２ 塩 基 未 満 の 配 列

で あ る 。 本 発 明 に お い て 、 miRN Aの 標 的 配 列 は 、 心 筋 細 胞 お よ び 心 筋 細 胞 以 外 の 細 胞 へ 当

該 配 列 を 有 す る miRN A応 答 性 mRN Aを 導 入 し 、 心 筋 細 胞 に お い て の み 対 応 す る マ ー カ ー 遺 伝

子 の 発 現 が 抑 制 さ れ る こ と を 確 認 す る こ と に よ っ て 、 適 宜 決 定 し て 用 い る こ と が で き る 。

本 発 明 に お い て 、 「 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN A」 に 対 応 す る 、 好 ま し い miRN A

の 標 的 配 列 を 表 ２ に 例 示 す る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 表 ２ ． 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aお よ び そ の 標 的 配 列
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【 表 ２ 】

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 前 記 (ii)の 「 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 」 は 、 細 胞

内 で 翻 訳 さ れ て 、 心 筋 細 胞 の 選 別 を 可 能 に す る 任 意 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 遺 伝 子

で あ る 。 一 例 と し て 、 「 遺 伝 子 」 は マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ っ て よ い 。 「 マ ー カ ー 遺 伝 子 」 と

は 、 細 胞 内 で 翻 訳 さ れ て 、 マ ー カ ー と し て 機 能 し 、 心 筋 細 胞 の 選 別 を 可 能 に す る 任 意 の タ

ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ る 。 細 胞 内 で 翻 訳 さ れ て マ ー カ ー と し て 機 能 し う る タ ン

パ ク 質 と し て は 、 一 例 と し て は 、 蛍 光 、 発 光 、 呈 色 、 若 し く は 蛍 光 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 な ど

の 蛍 光 、 発 光 又 は 呈 色 を 補 助 す る こ と な ど に よ り 、 視 覚 化 し 、 定 量 化 す る こ と が で き る タ

ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 膜 タ ン パ ク 質 、 ま た は 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 、 自 殺 遺

伝 子 な ど の 、 発 現 す る こ と で 細 胞 を 死 滅 さ せ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む が 、

こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 と 組 み 合 わ せ て 、 ア ポ ト ー シ ス 抑 制 遺 伝

子 を マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 用 い る こ と も で き る 。 本 明 細 書 に お い て 、 当 該 マ ー カ ー 遺 伝 子

の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む mRN Aよ り 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 を 、 マ ー カ ー タ ン パ ク

質 と 指 称 す る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 本 発 明 に お い て 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 と し て は 、 Sirius、 BFP、 EBFPな ど の 青 色 蛍 光 タ ン パ

ク 質 ； mTurquoise、 TagCFP、 A mCyan、 mTFP1、 MidoriishiCyan、 CFPな ど の シ ア ン 蛍 光 タ ン

パ ク 質 ； TurboGFP、 AcGFP、 TagGFP、 Azami-Green (例 え ば 、 hm A G1)、 ZsGreen、 Em GFP、 EG

FP、 GFP2、 HyPerな ど の 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ； TagYFP、 EYFP、 Venus、 YFP、 PhiYFP、 PhiYF

P-m、 TurboYFP、 ZsYellow、 mBananaな ど の 黄 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ； KusabiraOrange (例 え ば

、 hm K O2)、 m Orangeな ど の 橙 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ； TurboRFP、 DsRed-Express、 DsRed2、 TagR

FP、 DsRed-Monomer、 AsRed2、 mStrawberryな ど の 赤 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 ； TurboFP602、 mRFP

1、 JRed、 KillerRed、 mCherry、 HcRed、 KeimaRed（ 例 え ば 、 hdKeimaRed） 、 mRasberry、 m

Plumな ど の 近 赤 外 蛍 光 タ ン パ ク 質 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 発 光 タ ン パ ク 質 と し て は 、 イ ク オ リ ン を 例 示 す る こ と が で き る が 、 こ

れ に 限 定 さ れ な い 。 ま た 、 蛍 光 、 発 光 又 は 呈 色 を 補 助 す る タ ン パ ク 質 と し て 、 ル シ フ ェ ラ

ー ゼ 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β ラ ク タ マ ー ゼ な ど の 蛍 光 、 発 光 又 は 呈 色 前

駆 物 質 を 分 解 す る 酵 素 を 例 示 す る こ と が で き る が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 こ こ で 本 発
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明 に お い て 、 蛍 光 、 発 光 又 は 呈 色 を 補 助 す る 物 質 を マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 使 用 す る 場 合 、

心 筋 細 胞 の 選 別 に お い て 、 対 応 す る 前 駆 物 質 と 細 胞 群 を 接 触 さ せ る こ と 、 又 は 細 胞 群 内 に

対 応 す る 前 駆 物 質 を 導 入 す る こ と に よ っ て 行 わ れ 得 る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 本 発 明 に お い て 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 と は 、 細 胞 に 対 し て ア ポ ト ー シ ス 誘 導 活 性 を

有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 意 味 す る 。 例 え ば 、 Iκ B、 Smac/DIABLO、 ICE、 Ht

rA2/O MI、 AIF、 endonuclease G、 Bax、 Bak、 Noxa、 Hrk (harakiri)、 Mtd、 Bim、 Bad、 Bid

、 PU M A、 activated caspase-3、 Fas、 Tk等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発

明 に お い て 、 好 ま し く は 、 Bimが ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 と し て 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 本 発 明 に お い て 自 殺 遺 伝 子 と は 、 細 胞 に お け る そ の 発 現 が そ の 細 胞 に と っ て 致 死 的 で あ

る 遺 伝 子 を 意 味 す る 。 本 発 明 に お い て 、 自 殺 遺 伝 子 は 、 そ れ 自 体 で 細 胞 死 を も た ら す も の

（ 例 え ば 、 ジ フ テ リ ア Ａ 毒 素 ） で あ っ て も よ く 、 ま た は こ の 遺 伝 子 の 発 現 が 、 特 定 の 薬 物

に 対 し て 細 胞 を 感 受 性 に す る も の （ 例 え ば 、 単 純 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 の 発 現

に よ り 、 抗 ウ イ ル ス 化 合 物 に 対 し て 細 胞 を 感 受 性 に す る ） で あ っ て も よ い 。 自 殺 遺 伝 子 と

し て 、 例 え ば 、 ジ フ テ リ ア Ａ 毒 素 、 単 純 ヘ ル ペ ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ 遺 伝 子 （ HSV-TK） 、 カ

ル ボ キ シ ペ プ チ ダ ー ゼ G2（ CPG2） 、 カ ル ボ キ シ ル エ ス テ ラ ー ゼ （ CA） 、 シ ト シ ン デ ア ミ ナ

ー ゼ （ CD） 、 チ ト ク ロ ー ム P450（ cyt-450） 、 デ オ キ シ シ チ ジ ン キ ナ ー ゼ （ dCK） 、 ニ ト ロ

レ ダ ク タ ー ゼ （ NR） 、 プ リ ン ヌ ク レ オ シ ド ホ ス ホ リ ラ ー ゼ （ PNP） 、 チ ミ ジ ン ホ ス ホ リ ラ

ー ゼ （ TP） 、 水 痘 帯 状 疱 疹 ウ イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ （ VZV-TK） 、 キ サ ン チ ン － グ ア ニ ン

ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ （ X GPRT） を コ ー ド す る 遺 伝 子 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ

れ ら に 限 定 さ れ な い 。 本 発 明 に お い て 、 好 ま し く は 、 HSV-TKが 自 殺 遺 伝 子 と し て 用 い ら れ

る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 、 上 記 マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 局 在 化 シ グ ナ ル を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 備 え て

い て も よ い 。 局 在 化 シ グ ナ ル と し て は 、 核 局 在 化 シ グ ナ ル 、 細 胞 膜 局 在 化 シ グ ナ ル 、 ミ ト

コ ン ド リ ア 局 在 化 シ グ ナ ル 、 タ ン パ ク 質 分 泌 シ グ ナ ル 等 を 挙 げ る こ と が で き 、 具 体 的 に は

、 古 典 的 核 移 行 配 列 （ NLS） 、 Ｍ ９ 配 列 、 ミ ト コ ン ド リ ア 標 的 配 列 (M TS)、 小 胞 体 移 行 配 列

を 挙 げ る こ と が で き る が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 局 在 化 シ グ ナ ル は 、 後 述

す る イ メ ー ジ ン グ サ イ ト メ ト リ ー 等 で 、 後 述 す る 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 に お け る 選 別 工 程 を

、 画 像 上 で 行 う と き に 特 に 有 利 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 、 miRN Aの 標 的 配 列 と マ ー カ ー 遺 伝 子 が 機 能 的 に 連 結 さ れ る と は 、 マ ー

カ ー 遺 伝 子 を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ た だ し 、 開 始 コ ド ン を 含 む 。 ）

の ５ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ 内 、 ３ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ 内 、 及 び ／ ま た は 当 該 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に 、

少 な く と も １ つ の miRN Aの 標 的 配 列 を 備 え る こ と を 意 味 す る 。 miRN A応 答 性 mRN Aは 、 好 ま し

く は 、 ５ ＇ 末 端 か ら 、 ５ ＇ か ら ３ ＇ の 向 き に 、 Ｃ ａ ｐ 構 造 （ ７ メ チ ル グ ア ノ シ ン ５ ＇ リ ン

酸 ） 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 を コ ー ド す る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 並 び に 、 ポ リ Ａ テ イ ル

を 備 え 、 ５ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ 内 、 ３ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ 内 、 及 び ／ ま た は オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 に

少 な く と も １ つ の miRN Aの 標 的 配 列 を 備 え る 。 mRN Aに お け る miRN Aの 標 的 配 列 の 位 置 は 、 ５

＇ Ｕ Ｔ Ｒ で あ っ て も 、 ３ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ で あ っ て も よ く 、 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 内 （ 開

始 コ ド ン の ３ ＇ 側 ） で あ っ て も よ く 、 こ れ ら の す べ て に miRN Aの 標 的 配 列 を 備 え て い て も

よ い 。 し た が っ て 、 miRN A標 的 配 列 の 数 は 、 １ つ 、 ２ つ 、 ３ つ 、 ４ つ 、 ５ つ 、 ６ つ 、 ７ つ

、 ８ つ あ る い は そ れ 以 上 で あ っ て も 良 い 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 好 ま し く は 、 miRN A応 答 性 mRN Aは 、 (i)お よ び (ii)の 核 酸 が 、 5'か ら 3'の 方 向 に こ の 順 序

で 連 結 さ れ て い る 。 し た が っ て 、 miRN Aの 標 的 配 列 は 、 ５ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ に １ つ 存 在 す れ ば よ い

。 効 率 的 な 翻 訳 抑 制 を 達 成 す る こ と が で き る た め で あ る 。 こ の と き 、 ｃ ａ ｐ 構 造 と miRN A

の 標 的 配 列 と の 間 の 塩 基 数 及 び 塩 基 の 種 類 は 、 ス テ ム 構 造 や 立 体 構 造 を 構 成 し な い 限 り 、

任 意 で あ っ て よ い 。 例 え ば 、 ｃ ａ ｐ 構 造 と miRN A標 的 配 列 と の 間 の 塩 基 数 は 、 ０ ～ ５ ０ 塩
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基 、 好 ま し く は 、 １ ０ ～ ３ ０ 塩 基 と な る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 ま た 、 miRN A標 的

配 列 と 開 始 コ ド ン と の 間 の 塩 基 数 及 び 塩 基 の 種 類 は 、 ス テ ム 構 造 や 立 体 構 造 を 構 成 し な い

限 り 、 任 意 で あ っ て よ く 、 miRN A標 的 配 列 と 開 始 コ ド ン と 間 の 塩 基 数 は 、 ０ ～ ５ ０ 塩 基 、

好 ま し く は 、 １ ０ ～ ３ ０ 塩 基 と な る よ う な 配 置 に て 設 計 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 に お い て 、 miRN A応 答 性 mRN A 中 の miRN A標 的 配 列 内 に は 、 開 始 コ ド ン と な る A U Gが

存 在 し な い こ と が 好 ま し い 。 例 え ば 、 miRN Aの 標 的 配 列 が ５ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ に 存 在 し 、 か つ 、 当

該 標 的 配 列 内 に A U Gを 含 む 場 合 に は 、 ３ '側 に 連 結 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 と の 関 係 上 で イ ン

フ レ ー ム と な る よ う に 設 計 さ れ る こ と が 好 ま し い 。 あ る い は 、 標 的 配 列 内 に A U Gを 含 む 場

合 、 標 的 配 列 内 の A U Gを G U Gに 変 換 し て 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。 ま た 、 標 的 配 列 内 の A U

Gの 影 響 を 最 小 限 に 留 め る た め に 、 ５ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ 内 に お け る 標 的 配 列 の 配 置 場 所 を 適 宜 変 更

す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 ｃ ａ ｐ 構 造 と 標 的 配 列 内 の A U G配 列 と の 間 の 塩 基 数 が 、 ０ ～

６ ０ 塩 基 、 例 え ば 、 ０ ～ １ ５ 塩 基 、 １ ０ ～ ２ ０ 塩 基 、 ２ ０ ～ ３ ０ 塩 基 、 ３ ０ ～ ４ ０ 塩 基 、

４ ０ ～ ５ ０ 塩 基 、 ５ ０ ～ ６ ０ 塩 基 と な る よ う な 配 置 に て 設 計 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 本 発 明 に お け る 、 mRN Aは 、 通 常 の ウ リ ジ ン 、 シ チ ジ ン に 替 え て 、 シ ュ ー ド ウ リ ジ ン 、 ５

－ メ チ ル シ チ ジ ン な ど の 修 飾 塩 基 を 含 ん で い る こ と が 好 ま し い 。 細 胞 毒 性 を 低 減 さ せ る た

め で あ る 。 修 飾 塩 基 の 位 置 は 、 ウ リ ジ ン 、 シ チ ジ ン い ず れ の 場 合 も 、 独 立 に 、 全 て あ る い

は 一 部 と す る こ と が で き 、 一 部 で あ る 場 合 に は 、 任 意 の 割 合 で ラ ン ダ ム な 位 置 と す る こ と

が で き る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 本 発 明 に お い て 、 miRN Aの 標 的 配 列 が ５ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ に 存 在 す る 場 合 、 例 え ば 、 下 記 の よ う

な 配 列 が 採 用 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】
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【 表 ３ 】

　 表 ３ ． 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aお よ び そ れ に 対 応 す る miRN A応 答 性 mRN A中

の ５ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ の 配 列

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 miRN Aの 標 的 配 列 が ５ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ に 存 在 す る 場 合 、 そ れ に 続 く マ ー カ ー

遺 伝 子 の 下 流 （ す な わ ち 、 ３ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ ） は 、 例 え ば 、 下 記 の 配 列 が 採 用 さ れ 得 る 。 こ の 時

、 ５ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ と ３ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ の 間 に 挟 ま れ て 配 置 さ れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 上 記 し た よ う な

任 意 の 遺 伝 子 が 使 用 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ８ １ 】
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【 表 ４ 】

　 表 ４ ． ３ ＇ Ｕ Ｔ Ｒ の 配 列

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 本 発 明 に お い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 例 え ば BFPを コ ー ド す る 遺 伝 子 が 使 用 さ れ る 場

合 、 本 発 明 に お け る miRN A応 答 性 mRN Aの 全 長 は 、 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aご

と に 、 例 え ば 、 下 記 の 配 列 が 採 用 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 表 ５ ． 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aお よ び そ れ に 対 応 す る miRN A応 答 性 mRN Aの

全 長
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【 表 ５ ー １ 】
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【 表 ５ ー ２ 】
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【 表 ５ ー ３ 】
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【 表 ５ ー ４ 】
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【 表 ５ ー ５ 】
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【 表 ５ ー ６ 】
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【 表 ５ ー ７ 】



(30) JP  6612736  B2  2019.11.27

【 表 ５ ー ８ 】

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 本 発 明 に お い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 自 殺 遺 伝 子 （ 例 え ば 、 Bim） が 用 い ら れ る 場 合

、 本 発 明 に お け る miRN A応 答 性 mRN Aは 、 例 え ば 、 下 記 の 配 列 が 採 用 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 表 ６ ． mRN A_miR-1-HsBimEL
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【 表 ６ 】

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 miRN A応 答 性 mRN Aは 、 上 記 に 従 っ て 配 列 が 決 定 さ れ れ ば 、 遺 伝 子 工 学 的 に 既 知 の 任 意 の

方 法 に よ り 当 業 者 が 合 成 す る こ と が で き る 。 特 に は 、 プ ロ モ ー タ ー 配 列 を 含 む テ ン プ レ ー

ト D N Aを 鋳 型 と し て 用 い た in vitro合 成 法 に よ り 、 得 る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 な お 、 本 実 施 態 様 に よ る 選 別 方 法 を 実 施 す る 前 に 、 そ の 選 別 に お け る 有 効 性 を 検 討 す る

ス ク リ ー ニ ン グ 工 程 を 実 施 し て も よ い 。 具 体 的 に は 、 上 記 に 例 示 し た よ う な ５ ＇ UTRを 有

す る 、 候 補 と な る 複 数 種 の miRN A応 答 性 mRN Aを 作 製 し て 、 そ れ ぞ れ を 純 度 が 既 知 の 心 筋 細

胞 群 に 導 入 し 、 選 別 の 有 効 性 が 高 い miRN Aの 標 的 配 列 並 び に miRN A応 答 性 mRN Aを 決 定 す る こ

と が で き る 。 こ の よ う な 工 程 は 、 実 施 例 ３ に お い て も 詳 述 し て い る 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 miRN A応 答 性 mRN Aは 、 １ 種 の み 用 い る 場 合 も あ り 、 ２ 種 以 上 、 例 え ば 、 ３ 種 、 ４ 種 、 ５

種 、 ６ 種 、 ７ 種 、 ま た は ８ 種 以 上 用 い る 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 ２ 種 以 上 の miRN A応 答 性 mRN

Aを 用 い る 場 合 、 そ れ ぞ れ の miRN A応 答 性 mRN Aは 、 miRN A標 的 配 列 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 と も に

、 異 な る こ と が 望 ま し い 。 ま た 、 ２ 種 以 上 の miRN A応 答 性 mRN Aを 用 い る 場 合 、 miRN A応 答 性

mRN Aに 含 ま れ る miRN A標 的 配 列 の 数 、 miRN A標 的 配 列 の ５ ＇ 末 端 か ら の 距 離 、 並 び に miRN A

応 答 性 mRN Aに お け る そ の 他 の 構 造 的 特 徴 は 、 各 miRN A応 答 性 mRN Aに お い て 同 一 で あ っ て も

良 く 、 異 な っ て い て も 良 い 。 あ る い は 、 miRN A標 的 配 列 は 同 一 で あ る が 、 マ ー カ ー 遺 伝 子

は 異 な る miRN A応 答 性 mRN Aを 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 異 な る 経 路 で シ グ ナ ル 伝

達 す る ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 、 例 え ば 、 Fasと Bimな ど を 同 一 の miRN A標 的 配 列 と 組 み 合

わ せ た miRN A応 答 性 mRN Aを 用 い る こ と も 可 能 で あ り 、 こ の 場 合 に は 、 目 的 と し な い 細 胞 （

心 筋 細 胞 以 外 の 細 胞 ） の 除 去 を 効 率 よ く 行 う こ と が 期 待 で き る 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 本 発 明 に お い て 、 複 数 の miRN A応 答 性 mRN Aを 用 い る 場 合 、 例 え ば 、 上 記 表 ５ に お い て 例

示 し た よ う な BFPを マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 含 む mRN Aと 下 記 表 ７ に お い て 例 示 し た よ う な Kei

ma-Redを マ ー カ ー 遺 伝 子 と し て 含 む mRN Aを 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ９ ０ 】

　 表 ７ ． mRN A_miR-208a-3p_hdKeima-Redお よ び mRN A_miR-499a-5p_hdKeima-Red
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【 表 ７ 】
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　 本 発 明 に お い て 、 miRN A応 答 性 mRN Aを 細 胞 群 に 導 入 す る 工 程 は 、 リ ポ フ ェ ク シ ョ ン 法 、

リ ポ ソ ー ム 法 、 エ レ ク ト ロ ポ レ ー シ ョ ン 法 、 リ ン 酸 カ ル シ ウ ム 共 沈 殿 法 、 DEAEデ キ ス ト ラ

ン 法 、 マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 法 、 遺 伝 子 銃 法 な ど を 用 い て 、 １ 種 以 上 の miRN A応 答 性 m

RN Aを 直 接 、 細 胞 群 に 含 ま れ る 細 胞 に 導 入 す る 。 異 な る ２ 種 以 上 の miRN A応 答 性 mRN Aを 導 入

す る 場 合 、 あ る い は miRN A応 答 性 mRN Aと 、 後 述 す る コ ン ト ロ ー ル と な る mRN A（ 以 下 、 コ ン

ト ロ ー ル mRN Aと も 指 称 す る ） と を 用 い る 場 合 に は 、 複 数 の mRN Aを 細 胞 群 に 共 導 入 す る こ と

が 好 ま し い 。 共 導 入 し た ２ 種 以 上 の mRN Aの 細 胞 内 で の 割 合 は 個 々 の 細 胞 で 維 持 さ れ る た め

、 こ れ ら の mRN Aか ら 発 現 す る タ ン パ ク 質 の 活 性 比 は 、 細 胞 集 団 内 に お い て 一 定 と な る た め

で あ る 。 こ の 時 の 導 入 量 は 、 導 入 さ れ る 細 胞 群 、 導 入 す る mRN A、 導 入 方 法 お よ び 導 入 試 薬

の 種 類 に よ り 異 な り 、 所 望 の 翻 訳 量 を 得 る た め に 当 業 者 は 適 宜 こ れ ら を 選 択 す る こ と が で

き る 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 本 発 明 に お い て 、 コ ン ト ロ ー ル mRN Aと は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸

を 含 む 配 列 ま た は 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 か ら な る mRN Aで

あ っ て 、 miRN Aの 標 的 部 位 を 有 さ な い mRN Aが 例 示 さ れ る 。 コ ン ト ロ ー ル mRN Aは 、 好 ま し い

態 様 に お い て は 、 miRN A応 答 性 mRN Aと と も に 細 胞 群 に 導 入 さ れ て 、 miRN A応 答 性 mRN Aが 導 入

さ れ た 細 胞 を 確 認 し 、 識 別 す る た め の コ ン ト ロ ー ル と し て 機 能 し 得 る 。 ま た 、 miRN A応 答

性 mRN Aか ら の 蛍 光 や 発 光 な ど の 信 号 強 度 の 定 量 化 の 際 の コ ン ト ロ ー ル と し て 機 能 し 得 る 。

コ ン ト ロ ー ル mRN Aの 導 入 量 も ま た 、 所 望 の 翻 訳 量 を 得 る た め に 当 業 者 は 適 宜 こ れ ら を 選 択

す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 「 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 」 は 、 対 応 す る 薬 剤 に 対 し て 抵 抗 性 を 有 す

る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 遺 伝 子 で あ れ ば 何 で も よ い 。 例 え ば 、 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 を 含 む

が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 と し て は 、 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 、 ブ ラ ス ト サ イ ジ ン 耐 性 遺

伝 子 、 ゲ ン タ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 カ ナ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 、 テ ト ラ サ イ ク リ ン 耐 性 遺 伝

子 、 ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル 耐 性 遺 伝 子 等 が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 に お い て 、 好 ま し く は 、 ピ

ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 ま た は ブ ラ ス ト サ イ ジ ン 耐 性 遺 伝 子 が 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 と し

て 用 い ら れ る 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 に よ る 選 別 方 法 に お い て 、 よ り 好 ま し く は 、 miRN A応 答 性 mRN Aと コ

ン ト ロ ー ル mRN Aを 同 時 に 、 心 筋 細 胞 を 含 む 細 胞 群 へ 導 入 す る 工 程 を 含 む 。 か か る 工 程 は 、

好 ま し く は 、 miRN A応 答 性 mRN Aと コ ン ト ロ ー ル mRN Aと の 共 導 入 に よ り 実 施 す る こ と が で き

る 。 コ ン ト ロ ー ル mRN Aを 用 い る こ と で 、 miRN A応 答 性 mRN Aの 細 胞 へ の 導 入 効 率 が 低 い 場 合

に お い て も 、 miRN A応 答 性 mRN Aか ら 翻 訳 さ れ る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 が 低 い ま た は 翻 訳 さ れ

な い 細 胞 を 心 筋 細 胞 と し て 選 別 す る こ と が 可 能 と な る 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 本 発 明 に お い て 、 コ ン ト ロ ー ル mRN Aを 用 い る 場 合 、 当 該 コ ン ト ロ ー ル mRN Aに 含 ま れ る マ

ー カ ー 遺 伝 子 は 、 miRN A応 答 性 mRN Aに 含 ま れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 と 異 な る こ と が 好 ま し い 。

例 え ば 、 miRN A応 答 性 mRN Aに 含 ま れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 が ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 ま た は 自

殺 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 コ ン ト ロ ー ル mRN Aに 含 ま れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 を

コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ り 得 る 。 こ の 場 合 、 蛍 光 が 確 認 さ れ る 細 胞 を 、 例 え ば FACSを 用 い て

ソ ー ト す る こ と に よ り 、 選 択 的 に 分 離 し た 後 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 ま た は 自 殺 遺 伝 子

の 発 現 が 抑 制 さ れ た 細 胞 を 心 筋 細 胞 と し て 選 別 す る こ と に よ り 、 選 別 の 精 度 向 上 を 図 る こ

と が で き る 。

　 ま た 、 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 か ら な る コ ン ト ロ ー ル mR

N Aは 、 任 意 の マ ー カ ー 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 か ら な る miRN A応 答

性 mRN Aと と も に 用 い る こ と が で き る 。 こ の 場 合 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 種 類 に 関 わ ら ず 、 miRN

A応 答 性 mRN Aが 導 入 さ れ た 細 胞 が 選 択 的 に 薬 剤 耐 性 を 有 す る こ と に な り 、 選 別 の 精 度 向 上

を 図 る こ と が で き る 。
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　 一 方 、 miRN A応 答 性 mRN Aに 含 ま れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 お よ び コ ン ト ロ ー ル mRN Aに 含 ま れ る

マ ー カ ー 遺 伝 子 は 、 そ の 両 者 に 同 種 の 遺 伝 子 が 用 い ら れ る こ と も あ り 得 る 。 例 え ば 、 miRN

A応 答 性 mRN Aに 含 ま れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 と コ ン ト ロ ー ル mRN Aに 含 ま れ る マ ー カ ー 遺 伝 子 の

両 者 に 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 用 い ら れ る こ と が あ り 得 て 、 こ の 場 合 に は 、

両 蛍 光 タ ン パ ク 質 の 蛍 光 波 長 が 異 な る こ と が 望 ま し い 。

　 な お 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に 替 え て 、 発 光 タ ン パ ク 質 あ る い は 、 蛍 光 、

発 光 又 は 呈 色 を 補 助 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 同 様 の 組 み 合 わ せ で 用 い る こ と

も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

　 本 発 明 に お け る コ ン ト ロ ー ル mRN Aは 、 別 段 限 定 さ れ る こ と は な い が 、 例 え ば 、 下 記 に 示

す mRN Aな ど が 使 用 さ れ 得 る 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 表 ８ ． コ ン ト ロ ー ル mRN A
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【 表 ８ ー １ 】
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【 表 ８ ー ２ 】

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 本 発 明 の 一 実 施 態 様 に よ る 選 別 方 法 に よ れ ば 、 miRN A応 答 性 mRN Aと 、 任 意 選 択 的 に コ ン

ト ロ ー ル mRN Aと を 、 細 胞 群 に 導 入 す る 工 程 を 実 施 す る こ と で 、 心 筋 細 胞 を 含 有 し う る 細 胞

群 か ら 心 筋 細 胞 を 選 別 可 能 な 状 態 に す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 心 筋 細 胞 を 含 有 し う る

２ 種 以 上 の 細 胞 を 含 む 細 胞 群 の 中 か ら 、 所 望 の 、 心 筋 細 胞 に つ い て 、 他 の 細 胞 種 と 異 な る

検 出 可 能 な 信 号 情 報 を 提 示 し た 状 態 と す る こ と が で き る 。 後 述 す る 製 造 方 法 に よ っ て 、 選

別 工 程 を さ ら に 実 施 す る こ と で 、 心 筋 細 胞 を 選 択 的 に 分 離 す る こ と が で き る よ う に な る 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 ［ 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 （ １ ） ］

　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 と し て 、 FACSに よ る 選 別 を 用 い た 方 法 を 提 供 す る 。 す な わ ち 、 本 発

明 は 、 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 下 記 ：

(a) miRN A応 答 性 mRN Aを 細 胞 群 に 導 入 す る 工 程 、 お よ び
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(b) 工 程 (a)の miRN A応 答 性 mRN Aか ら 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量 に 基 づ い て 当 該 心 筋 細 胞 を

選 別 す る 工 程 を 含 み 、

　 こ こ で 、 当 該 miRN A応 答 性 mRN Aが 下 記 ：

(i) 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 核 酸 、 お よ び

(ii) 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸

を 含 む 配 列 か ら な り 、

上 記 工 程 (a)お よ び (b)を 行 わ な い 場 合 と 比 較 し て 、 高 純 度 の 心 筋 細 胞 を 回 収 で き る 、 方 法

を 提 供 す る 。 な お 、 当 該 miRN A応 答 性 mRN Aに 含 有 さ れ る (ii)の 遺 伝 子 の 翻 訳 量 が よ り 少 な

い 細 胞 を 選 択 す る こ と に よ っ て 心 筋 細 胞 を 回 収 で き る 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 本 発 明 に お い て 、 工 程 (a)は 、 上 記 心 筋 細 胞 の 選 別 方 法 に お い て 説 明 し た 、 導 入 工 程 と

同 様 に 実 施 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 miRN A応 答 性 mRN Aの 構 成 に お け る 、 (i)の miRN

Aの 標 的 配 列 等 に つ い て も 、 上 記 と 同 様 で あ る 。 本 工 程 に お い て は 、 好 ま し く は 、 蛍 光 タ

ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を マ ー カ ー 遺 伝 子 と す る コ ン ト ロ ー ル mRN Aを 、 miRN A応 答 性 m

RN Aと 共 導 入 す る か 、 あ る い は 、 蛍 光 波 長 の 異 な る 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を

マ ー カ ー 遺 伝 子 と す る ２ 種 類 以 上 の miRN A応 答 性 mRN Aを 共 導 入 す る 。 こ れ に よ り 、 miRN A応

答 性 mRN Aか ら 翻 訳 さ れ た タ ン パ ク 質 の 量 を よ り 正 確 に 得 る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ １ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 前 記 (ii)の 「 遺 伝 子 」 は 、 上 記 と 同 様 の マ ー カ ー 遺 伝 子 で あ

っ て よ い 。 好 ま し く は 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 用 い ら れ る 。 蛍 光 タ ン パ ク

質 に つ い て も 上 記 し た と お り で あ る が 、 好 ま し く は 、 BFPを コ ー ド す る 遺 伝 子 が 蛍 光 タ ン

パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 と し て 用 い ら れ る 。

【 ０ １ ０ ２ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 工 程 (a)の 細 胞 群 は 、 任 意 の 細 胞 群 で あ っ て よ く 、 例 え ば 、

多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ た 細 胞 群 で あ っ て も よ く 、 生 体 内 か ら 取 り 出 し た 細 胞 の 集

団 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 に お い て 、 好 ま し く は 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 心 筋 細 胞 へ 分 化 誘 導

さ せ る 工 程 を 経 た 細 胞 群 で あ る 。 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ る 工 程 を 経 た 細 胞 群 へ mi

RN A応 答 性 mRN Aを 導 入 す る 時 期 と し て は 、 細 胞 の 選 別 を 行 い た い 時 期 で あ れ ば 別 段 限 定 さ

れ な い 。 上 記 心 筋 分 化 誘 導 法 の 項 に お い て 詳 述 し た 方 法 を 用 い て 分 化 誘 導 さ せ る 工 程 を 行

っ た 場 合 、 好 ま し く は 、 胚 様 体 か ら 起 算 し て 10～ 25日 目 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 18日 目

で あ る 。

【 ０ １ ０ ３ 】

　 工 程 (b)に お い て 、 miRN A応 答 性 mRN Aか ら 翻 訳 さ れ る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 翻 訳 量 を 指 標

と し て 、 心 筋 細 胞 を 選 別 す る こ と が で き る 。 す な わ ち 、 miRN A応 答 性 mRN Aか ら 翻 訳 さ れ る

マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 翻 訳 量 が 少 な い ま た は 検 出 で き な い 細 胞 を 選 別 す る 工 程 と す る こ と

が で き る 。 こ の よ う な 指 標 と な る miRN Aの 発 現 量 が 少 な い 細 胞 は 、 心 筋 細 胞 以 外 の 細 胞 と

マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 翻 訳 量 の 比 較 す る こ と に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 具 体 的 に は 、 選 別 工 程 は 、 所 定 の 検 出 装 置 を 用 い て 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 か ら の 翻 訳 物 で あ

る マ ー カ ー タ ン パ ク 質 か ら の 信 号 を 検 出 す る こ と に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 検 出 装 置

と し て は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 、 イ メ ー ジ ン グ サ イ ト メ ー タ ー 、 蛍 光 顕 微 鏡 、 発 光 顕 微

鏡 、 CCDカ メ ラ 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に は 限 定 さ れ な い 。 こ の よ う な 検 出 装 置 は 、 マ

ー カ ー タ ン パ ク 質 に よ り 、 当 業 者 が 適 し た も の を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 マ ー カ ー

が 、 蛍 光 タ ン パ ク 質 又 は 発 光 タ ン パ ク 質 の 場 合 に は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い て 選 別

が 可 能 で あ り 、 マ ー カ ー が 、 蛍 光 、 発 光 又 は 呈 色 を 補 助 す る タ ン パ ク 質 の 場 合 に は 、 顕 微

鏡 を 用 い て 、 光 応 答 性 細 胞 培 養 器 材 を コ ー テ ィ ン グ し た 培 養 皿 を 用 い て 、 呈 色 等 さ れ た 細

胞 へ 光 照 射 し 、 照 射 さ れ な か っ た 細 胞 が 培 養 皿 か ら 剥 離 さ れ る こ と を 利 用 し て 選 別 す る こ

と が で き 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 が 、 膜 局 在 タ ン パ ク 質 の 場 合 に は 、 抗 体 な ど の 細 胞 表 面 タ

ン パ ク 質 特 異 的 な 検 出 試 薬 と 、 上 記 の 検 出 装 置 を 用 い た マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 定 量 方 法 が

可 能 で あ る 他 、 磁 気 細 胞 分 離 装 置 (M ACS)と い っ た 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 の 定 量 過 程 を 経 な
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い 細 胞 の 単 離 方 法 が 可 能 で あ り 、 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 が 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の 場 合 、 薬 剤 投 与

に よ り マ ー カ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 検 出 し て 、 生 細 胞 を 単 離 す る 方 法 が 可 能 で あ る 。

【 ０ １ ０ ５ 】

　 本 発 明 の 製 造 方 法 に お い て 得 ら れ る 心 筋 細 胞 は 、 miRN A応 答 性 mRN Aを 用 い て 選 別 す る 工

程 を 経 て い な い 通 常 の 分 化 誘 導 法 に よ り 得 ら れ る 純 度 よ り も 高 い 純 度 で 得 ら れ る 。 本 発 明

に お い て 、 心 筋 細 胞 の 純 度 は 、 miRN A応 答 性 mRN Aを 用 い て 選 別 す る 工 程 を 経 て い な い 場 合

と 比 較 し て 高 純 度 で あ れ ば 別 段 限 定 さ れ な い が 、 60%以 上 で あ る こ と が 好 ま し く 、 60%、 70

%、 80%、 81%、 82%、 83%、 84%、 85%、 86%、 87%、 88%、 89%、 90%、 91%、 92%、 93%、 94%、 95

%、 96%、 97%、 98%、 99%お よ び 100%が 例 示 さ れ る 。 こ の 場 合 の 純 度 と は 、 心 筋 細 胞 で 特 異

的 に 発 現 す る TNTを 指 標 と し て 求 め た 値 で あ る 。 具 体 的 に は 、 選 別 対 象 と な る 細 胞 群 に 対

し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー な ど の 選 別 装 置 に よ り 検 出 が 可 能 な 物 質 に よ っ て 、 TNTを 標

識 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 選 別 装 置 に よ り 検 出 が 可 能 な 物 質 は 、 別 段 限 定 さ れ

る こ と は な い が 、 例 え ば 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 の 組 み 合 わ せ が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 に

お い て 、 TNTを 指 標 と し た 純 度 の 確 認 は 、 選 別 対 象 と な る 細 胞 群 を パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド

で 固 定 し た 後 、 TNTに 対 す る 一 次 抗 体 を 付 与 し 、 次 い で 、 選 別 装 置 に よ り 検 出 が 可 能 な 物

質 を 含 む 二 次 抗 体 を 付 与 す る こ と で 行 わ れ る 。 好 ま し く は 、 TNTに 対 す る 一 次 抗 体 と し て

、 clone 13-11（ Thermo） が 、 二 次 抗 体 と し て 、 APC goat anti-mouse Ig (BD pharmingen

)が 用 い ら れ る 。 抗 体 を 付 与 し た 後 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー な ど の 選 別 装 置 に 適 用 す る こ

と に よ り 、 純 度 を 得 る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 ［ 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 （ ２ ） ］

　 本 発 明 の 別 の 態 様 と し て 、 FACSに よ る 選 別 を 必 要 と し な い 方 法 を 提 供 す る 。 す な わ ち 、

本 発 明 は 、 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 で あ っ て 、 下 記 ：

(a) miRN A応 答 性 mRN Aお よ び 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 か ら

な る mRN Aを 細 胞 群 に 導 入 す る 工 程 、 お よ び

(b) 工 程 (a)の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 に 対 応 す る 薬 剤 の 存 在 下 で 、 工 程 (a)で 得 ら れ た 細 胞 群 を 培

養 す る 工 程 を 含 み 、

こ こ で 、 当 該 miRN A応 答 性 mRN Aが 下 記 ：

(i) 心 筋 細 胞 で 特 異 的 に 発 現 し て い る miRN Aに よ っ て 特 異 的 に 認 識 さ れ る 核 酸 、 お よ び

(ii) 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸

を 含 む 配 列 か ら な り 、

上 記 工 程 (a)お よ び (b)を 行 わ な い 場 合 と 比 較 し て 、 高 純 度 の 心 筋 細 胞 を 回 収 で き る 、 方 法

を 提 供 す る 。

【 ０ １ ０ ７ 】

　 本 発 明 に お い て 、 工 程 (a)は 、 上 記 心 筋 細 胞 の 選 別 方 法 に お い て 説 明 し た 、 導 入 工 程 と

同 様 に 実 施 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 miRN A応 答 性 mRN Aの 構 成 に お け る 、 (i)の miRN

Aの 標 的 配 列 等 に つ い て も 、 上 記 と 同 様 と す る こ と が で き る 。

【 ０ １ ０ ８ 】

　 本 実 施 態 様 に お い て 使 用 さ れ る 前 記 (ii)の 「 遺 伝 子 」 は 、 上 記 と 同 様 の マ ー カ ー 遺 伝 子

で あ っ て よ く 、 好 ま し く は 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 ま た は 自 殺 遺 伝 子 が 用 い ら れ る 。 ア

ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 お よ び 自 殺 遺 伝 子 に つ い て も 上 記 し た と お り で あ る が 、 好 ま し く は

、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 と し て は Bim、 自 殺 遺 伝 子 と し て HSV-TKが 用 い ら れ る 。

【 ０ １ ０ ９ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 「 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 」 は 、 上 記 と 同 様 で あ り 、 好 ま し く は 、 ピ

ュ ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 ま た は ブ ラ ス ト サ イ ジ ン 耐 性 遺 伝 子 が 用 い ら れ る 。 薬 剤 耐 性 遺

伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 か ら な る mRN Aは 、 miRN Aの 標 的 配 列 を 有 さ な

い 、 コ ン ト ロ ー ル mRN Aで あ る 。 工 程 (a)に お い て 、 miRN A応 答 性 mRN Aお よ び 薬 剤 耐 性 遺 伝 子

の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 か ら な る mRN Aは 、 好 ま し く は 、 細 胞 群 に 共 導 入 さ

れ る 。

【 ０ １ １ ０ 】
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　 本 実 施 態 様 に お い て 使 用 さ れ る 工 程 (a)の 細 胞 群 は 、 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 （ １ ） に お け

る 工 程 (a)の 細 胞 群 と 同 様 で あ っ て 良 い 。

【 ０ １ １ １ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 工 程 (a)の 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 お よ び そ れ に 対 応 す る 工 程 (b)の 薬

剤 の 濃 度 は 、 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 を 有 し て い な い 細 胞 が 対 応 す る 薬 剤 の 存 在 下 で 培 養 し た 場 合

に 生 存 で き な い 濃 度 で あ れ ば 任 意 の 濃 度 が 採 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 が ピ ュ

ー ロ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 で あ る 場 合 、 共 導 入 さ れ る コ ン ト ロ ー ル mRN Aの 濃 度 は 、 1～ 40ng/

mlが 好 ま し く 、 1ng/ml、 2ng/ml、 3ng/ml、 4ng/ml、 5ng/ml、 6ng/ml、 7ng/ml、 8ng/ml、 9n

g/ml、 10ng/ml、 11ng/ml、 12ng/ml、 13ng/ml、 14ng/ml、 15ng/ml、 16ng/ml、 17ng/ml、 18

ng/ml、 19ng/ml、 20ng/ml、 30ng/mlお よ び 40ng/mlが 例 示 さ れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 4ng/m

lで あ る 。 ま た こ の 場 合 に お い て 、 培 地 に 添 加 さ れ る ピ ュ ー ロ マ イ シ ン の 濃 度 は 、 1～ 40μ

g/mlが 好 ま し く 、 1μ g/ml、 2μ g/ml、 3μ g/ml、 4μ g/ml、 5μ g/ml、 6μ g/ml、 7μ g/ml、 8

μ g/ml、 9μ g/ml、 10μ g/ml、 11μ g/ml、 12μ g/ml、 13μ g/ml、 14μ g/ml、 15μ g/ml、 16

μ g/ml、 17μ g/ml、 18μ g/ml、 19μ g/ml、 20μ g/ml、 30μ g/ml lお よ び 40μ g/mlが 例 示 さ

れ る 。 よ り 好 ま し く は 、 4μ g/mlで あ る 。

【 ０ １ １ ２ 】

　 ［ 心 筋 細 胞 純 化 用 キ ッ ト ］

　 本 発 明 の 別 の 態 様 と し て 、 心 筋 細 胞 を 高 純 度 で 選 別 し 、 あ る い は 製 造 す る た め の キ ッ ト

を 提 供 す る 。 本 発 明 に お け る 心 筋 細 胞 純 化 用 キ ッ ト は 、 miRN A応 答 性 mRN Aを 含 む キ ッ ト で

あ り 得 る 。 本 発 明 の キ ッ ト に 包 含 さ れ る miRN A応 答 性 mRN Aは 特 に 限 定 さ れ な い が 、 好 ま し

く は 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aが 用 い ら れ る 。 具 体 的 な miRN A応 答 性 mRN Aの 構 成 に つ

い て は 、 上 記 心 筋 細 胞 の 選 別 方 法 、 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 に 記 載 し た と お り で あ る 。 本 発 明

の キ ッ ト は 、 こ れ ら の 方 法 に お い て 説 明 し た miRN A応 答 性 mRN A、 な ら び に 複 数 の miRN A応 答

性 mRN Aの 全 て の 組 み 合 わ せ を 含 み 得 る 。

【 ０ １ １ ３ 】

　 本 発 明 の キ ッ ト は さ ら に 、 コ ン ト ロ ー ル mRN Aを 含 ん で も よ い 。 コ ン ト ロ ー ル mRN Aを 含 む

場 合 に 、 好 ま し い miRN A応 答 性 mRN Aと コ ン ト ロ ー ル mRN Aと の 組 み 合 わ せ は 、 上 記 心 筋 細 胞

の 選 別 方 法 に お い て 説 明 し た と お り で あ る 。 本 発 明 の キ ッ ト は 、 記 心 筋 細 胞 の 選 別 方 法 、

心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 に 記 載 し た 、 miRN A応 答 性 mRN A、 な ら び に 複 数 の miRN A応 答 性 mRN Aと 、

コ ン ト ロ ー ル mRN Aの 全 て の 組 み 合 わ せ を 含 み 得 る 。 特 に 、 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 （ ２ ） を 実

施 す る た め の キ ッ ト に お い て は 、 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列

か ら な る コ ン ト ロ ー ル mRN Aを 含 ん で な る 。

【 ０ １ １ ４ 】

　 本 発 明 に お け る キ ッ ト は 、 miRN A応 答 性 mRN Aと 共 に 、 当 該 mRN Aを 導 入 す る た め の 試 薬 を

含 ん で い て も よ い 。 そ の 他 、 心 筋 細 胞 純 化 の た め に 必 要 な 試 薬 や 、 本 発 明 の 選 別 方 法 あ る

い は 製 造 方 法 を 実 施 す る た め の 説 明 書 な ど を 適 宜 含 む こ と が で き る 。

【 ０ １ １ ５ 】

　 本 発 明 に お け る キ ッ ト の 使 用 対 象 と な る 細 胞 群 は 、 上 記 心 筋 細 胞 の 選 別 方 法 、 心 筋 細 胞

の 製 造 方 法 に 記 載 し た 細 胞 群 と 同 様 で あ っ て よ く 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ せ た 細 胞

で あ っ て も よ く 、 生 体 内 か ら 取 り 出 し た 細 胞 の 集 団 で あ っ て も よ い 。 本 発 明 に お け る キ ッ

ト は 、 複 数 の 細 胞 が 混 在 し た 集 団 の 中 か ら 心 筋 細 胞 を 選 別 す る た め に 使 用 す る こ と も で き

る し 、 あ る 細 胞 集 団 に お け る 心 筋 細 胞 の 純 度 を 確 認 す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。 キ

ッ ト に 含 ま れ る miRN A応 答 性 mRN A、 及 び 任 意 選 択 的 に コ ン ト ロ ー ル mRN Aの 製 造 方 法 、 及 び

使 用 方 法 に つ い て は 、 上 記 心 筋 細 胞 の 選 別 方 法 、 心 筋 細 胞 の 製 造 方 法 に 記 載 し た と お り で

あ る 。

【 ０ １ １ ６ 】

　 ［ 心 疾 患 治 療 剤 ］

　 本 発 明 で 得 ら れ た 心 筋 細 胞 は 、 選 別 工 程 で 得 ら れ た 心 筋 細 胞 を そ の ま ま で 、 あ る い は 、

任 意 選 択 的 に 、 通 常 行 わ れ て い る 方 法 で 、 選 別 工 程 で 得 ら れ た 心 筋 細 胞 を 含 む 細 胞 群 か ら

死 細 胞 や 混 入 物 を 除 去 す る 工 程 を 経 て 、 動 物 （ 好 ま し く は ヒ ト ） の 心 疾 患 の 治 療 剤 と し て
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用 い る こ と が で き る 。 心 疾 患 の 治 療 方 法 と し て 、 例 え ば 、 得 ら れ た 心 筋 細 胞 を 生 理 食 塩 水

等 に 懸 濁 さ せ 、 直 接 心 臓 の 心 筋 層 へ 投 与 し て も よ く 、 あ る い は 得 ら れ た 心 筋 細 胞 を シ ー ト

化 し て 、 患 者 の 心 臓 に 貼 付 す る こ と に よ っ て 行 わ れ て も よ い 。 前 者 の 場 合 、 細 胞 単 体 で 投

与 し て も よ く 、 好 ま し く は 、 生 着 を 促 す よ う な 足 場 材 と 共 に 投 与 さ れ 得 る 。 こ こ で 足 場 材

と は 、 コ ラ ー ゲ ン な ど の 生 体 由 来 の 成 分 や こ れ に 代 替 す る ポ リ 乳 酸 な ど の 合 成 ポ リ マ ー が

例 示 さ れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 心 筋 シ ー ト を 投 与 す る 場 合 、 所 望 の 部 分 を 覆 う よ

う に 配 置 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 こ こ で 、 所 望 の 部 分 を 覆 う よ う に 配 置 す る こ と は

、 当 該 分 野 に お い て 周 知 技 術 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 配 置 に 際 し 、 所 望 の 部 分 が 大 き

い 場 合 は 、 組 織 を 取 り 巻 く よ う に 配 置 し て も よ い 。 ま た 、 投 与 は 、 所 望 の 効 果 を 得 る た め

、 同 部 分 へ 数 回 の 配 置 を 行 う こ と も で き る 。 数 回 の 配 置 を 行 う 場 合 、 所 望 の 細 胞 が 組 織 へ

生 着 し 、 血 管 新 生 を 行 う た め に 十 分 な 時 間 を お い て 行 う こ と が 望 ま し い 。 こ の よ う な 心 疾

患 の 治 療 の 機 序 は 、 心 筋 シ ー ト の 生 着 に よ り 生 じ る 効 果 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 細 胞 の

生 着 に よ ら な い 間 接 的 な 作 用 （ 例 え ば 、 誘 引 物 質 を 分 泌 す る こ と に よ る レ シ ピ エ ン ト 由 来

細 胞 の 損 傷 部 位 へ の 動 員 に よ る 効 果 ） で あ っ て も よ い 。 心 疾 患 の 治 療 に お い て 、 心 筋 シ ー

ト を 用 い る 場 合 に は 、 心 筋 細 胞 に 加 え て 、 コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン 、 ラ ミ ニ ン 等 の

細 胞 足 場 材 料 （ ス キ ャ ホ ー ル ド ） を 含 ん で い て も よ い 。 あ る い は 、 心 筋 細 胞 の 他 に 、 任 意

の 細 胞 種 （ 複 数 も 可 ） を 含 ん で い る こ と も 可 能 で あ る 。 本 発 明 に お い て 治 療 さ れ 得 る 心 疾

患 は 、 心 不 全 、 虚 血 性 心 疾 患 、 心 筋 梗 塞 、 心 筋 症 、 心 筋 炎 、 肥 大 型 心 筋 症 、 拡 張 相 肥 大 型

心 筋 症 、 拡 張 型 心 筋 症 な ど の 疾 患 ま た は 障 害 に よ る 欠 損 等 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ

れ な い 。

【 ０ １ １ ７ 】

　 本 発 明 に お い て 、 心 疾 患 の 治 療 に 用 い ら れ る 心 筋 細 胞 の 細 胞 数 は 、 投 与 さ れ る 心 筋 細 胞

も し く は 心 筋 シ ー ト が 心 疾 患 の 治 療 に お い て 効 果 を 発 揮 す る よ う な 量 で あ れ ば 特 に 限 定 さ

れ る も の で は 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 。

【 実 施 例 】

【 ０ １ １ ８ 】

　 本 発 明 を 以 下 の 実 施 例 に よ り さ ら に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 範 囲 は そ れ ら 実 施 例

に 限 定 さ れ な い も の と す る 。

【 ０ １ １ ９ 】

　 ［ 実 施 例 １ ］

　 多 能 性 幹 細 胞

　 201B7株 (Takahashi K, et al. Cell . 131: 861-72, 2007)、 409B2株 、 947A2株 お よ び Kh

ES1株 と し て 以 下 の 株 を 用 い た 。

（ １ ） 201B7株 は 、 Takahashi K, et al. Cell . 131: 861-72, 2007に 記 載 の 方 法 で 作 製 さ

れ た 。

（ ２ ） 409B2株

　 Okita. K, et al. , Stem Cells. 2012 Nov 29.に 記 載 の 方 法 に 基 づ き 、 ヒ ト 皮 膚 細 胞 に

エ ピ ソ ー マ ル ベ ク タ ー （ pCXLE-hOCT3/4-shp53-F、 pCXLE-hSK、 pCXLE-hUL)を 電 気 穿 孔 法 で

遺 伝 子 導 入 し 、 マ イ ト マ イ シ ン 処 理 し た マ ウ ス 胎 仔 線 維 芽 細 胞 フ ィ ー ダ ー 上 で 培 養 す る こ

と に よ り 、 iPS細 胞 株 を 作 製 し た 。 培 養 は 、 従 来 の 方 法 で 行 っ た (Takahashi K, et al. Ce

ll . 131: 861-72, 2007お よ び Nakagawa M, et al. Nat Biotechnol. 26: 101-6, 2008)。

（ ３ ） 947A2株

　 上 記 409B2株 と 同 様 の 方 法 を 用 い て 、 ヒ ト 末 梢 血 細 胞 か ら iPS細 胞 株 を 作 製 し た 。 培 養 に

つ い て も 、 上 記 409B2株 と 同 様 の 方 法 で 行 っ た 。

（ ４ ） KhES1株

　 ヒ ト ES細 胞 は 、 京 都 大 学 再 生 医 科 学 研 究 所 附 属 幹 細 胞 医 学 研 究 セ ン タ ー に よ っ て 樹 立 さ

れ た KhES1株 を 用 い 、 従 来 の 方 法 で 培 養 し た （ Suemori H, et al. Biochem Biophys Res C

om mun. 345:926-32, 2006） 。

【 ０ １ ２ ０ 】
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　 心 筋 細 胞 誘 導 法

　 201B7細 胞 株 、 409B2株 、 947A2株 ま た は KhES1株 を CTK solution（ ReproCELL） で 2分 処 理

後 、 溶 液 を 除 去 し 、 続 い て Accumax（ Innovative Cell Technologies） で 5分 処 理 後 、 ピ ペ

ッ テ ィ ン グ に よ り シ ン グ ル セ ル へ と 解 離 し た 。 遠 心 分 離 に よ り 細 胞 を 回 収 し 、 低 接 着 6 we

llデ ィ ッ シ ュ （ Corning） へ 移 し 、 2m M L-Glutamine、 150μ g/mL Transferrin、 50μ g/mL

Ascorbic Acid（ sigma） 、 4× 10
- 4

M monothioglycerol (M TG)お よ び 2ng/mL B MP4（ R& D）

を 添 加 し た 1.5 ml/well STE MPRO 34（ Invitrogen） 中 、 37℃ 、 5%酸 素 条 件 下 に て 培 養 し て

、 EBを 形 成 さ せ た （ day0） 。

【 ０ １ ２ １ 】

　 翌 日 （ day1） 、 1% L-Glutamine、 150μ g/mL Transferrin、 50μ g/mL Ascorbic Acid、 4

× 10
- 4

M M TG 、 18ng/mL B MP4、 10ng/mL bFGFお よ び 12ng/mL Activin Aを 添 加 し た STE MPRO

34を 等 量 、 EBの 培 養 を 行 っ て い る 6 wellプ レ ー ト 中 に 加 え 、 37℃ 、 5%酸 素 条 件 に て ３ 日 間

培 養 し た 。

【 ０ １ ２ ２ 】

　 続 い て （ day4） 、 得 ら れ た EBを IM D M（ Invitrogen） に て 洗 浄 し 、 1%L-Glutamine、 150μ

g/mL Transferrin、 50μ g/mL Ascorbic Acid、 4× 10
- 4

M M TG 、 10ng/mL VEGFお よ び 1μ M

IWP-3を 添 加 し た STE MPRO 34を デ ィ ッ シ ュ に 加 え て 、 37℃ 、 5%酸 素 条 件 下 で 、 ４ 日 間 培 養

し た 。

【 ０ １ ２ ３ 】

　 続 い て （ day8） 、 培 地 を 、 1% L-Glutamine、 150μ g/mL Transferrin、 50μ g/mL Ascorb

ic Acid、 4× 10
- 4

M M TG 、 10ng/mL VEGFお よ び 5ng/mL bFGFを 添 加 し た STE MPRO 34に 交 換

し 、 4日 間 、 37℃ 、 5％ 酸 素 条 件 下 で 培 養 し た 。 こ の 時 、 2 日 に 1度 同 じ 条 件 の 培 地 に 交 換

し た 。

【 ０ １ ２ ４ 】

　 続 い て （ day12） 、 通 常 の 酸 素 濃 度 の イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 移 し 、 8日 間 培 養 し た 。 こ の 時

、 2 日 に 1度 同 じ 条 件 の 培 地 に 交 換 し た 。

【 ０ １ ２ ５ 】

　 ［ 実 施 例 ２ ］

　 心 筋 細 胞 特 異 的 m i R N A候 補 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ

　 （ １ ） M Y H6-EIP4に よ る 心 筋 細 胞 の 選 別

　 最 初 に 、 M Y H6プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 結 合 し た EGFPの カ セ ッ ト （ M Y H6-EIP4） を 導 入

し た iPS細 胞 株 を 作 製 し た 。 M Y H6-EIP4導 入 iPS細 胞 株 の 作 製 は 、 PiggyBacト ラ ン ス ポ ゾ ン

シ ス テ ム を 用 い て 、 M Y H(myosin heavy chain)-promoterの 下 流 に EGFPカ セ ッ ト を 作 動 可 能

に 連 結 し た ベ ク タ ー を 201B7に 導 入 す る こ と に よ り 行 わ れ た 。 心 筋 細 胞 へ の 分 化 を 誘 導 す

る た め に 、 得 ら れ た M Y H6-EIP4導 入 iPS細 胞 株 を 、 1% L-Glutamine、 150μ g/mL Transferri

n、 50μ g/mL Ascorbic Acid（ sigma） 、 4× 10
- 4

M monothioglycerol (M TG)、 10uM Rock i

nhibitor、 0.5% Matrigelお よ び 2ng/mL B MP4（ R& D） を 添 加 し た STE MPRO 34（ Invitrogen

） 中 、 37℃ 、 5%酸 素 条 件 下 に て 培 養 し て 、 EBを 形 成 さ せ た （ day0） 。 そ の 後 、 実 施 例 １ の

心 筋 細 胞 誘 導 法 と 同 様 の 方 法 で 、 心 筋 細 胞 へ の 分 化 誘 導 を 行 っ た 。 培 養 開 始 か ら 8日 目 の

細 胞 を 解 析 し た と こ ろ 、 EGFP陽 性 細 胞 が 観 察 さ れ た こ と か ら 、 こ の 段 階 で 心 筋 細 胞 へ 分 化

し て い る 細 胞 が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。

【 ０ １ ２ ６ 】

　 培 養 開 始 か ら 8日 目 と 20日 目 の 細 胞 を 回 収 し 、 FACSを 用 い て 、 そ れ ぞ れ EGFP陽 性 細 胞 と E

GFP陰 性 細 胞 に 分 け た 。 簡 潔 に は 、 回 収 し た 8日 目 と 20日 目 の 細 胞 集 団 （ EB） を collagenas

e type Iで １ 時 間 、 次 い で ト リ プ シ ン で 5-10分 間 処 理 し た 。 そ こ に 50%FBS/IM D Mを 加 え て

ト リ プ シ ン を 中 和 し 、 EBを 穏 や か に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 、 細 胞 を 解 離 し た 。 そ の 後 、 細 胞

を 1000 rpmで ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 2%FBSを 添 加 し た PBSに 再 懸 濁 し た 。 FACS Arial II cell

 sorter (BD Biosciences)を 用 い て 細 胞 を 選 別 し 、 そ の 後 、 Troponin T（ TNT） の 発 現 に

つ い て 解 析 を 行 っ た 。

【 ０ １ ２ ７ 】
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　 そ の 結 果 、 8日 目 お よ び 20日 目 で ソ ー テ ィ ン グ さ れ た EGFP陽 性 細 胞 の 多 く は 、 心 筋 特 異

的 マ ー カ ー で あ る TNTを 発 現 し て い る こ と が 見 出 さ れ た （ デ ー タ は 示 し て い な い ） 。

【 ０ １ ２ ８ 】

　 （ ２ ） miRN Aマ イ ク ロ ア レ イ 解 析

　 続 い て 、 8日 目 と 20日 目 の そ れ ぞ れ で ソ ー テ ィ ン グ さ れ た EGFP陽 性 細 胞 と EGFP陰 性 細 胞

間 の miRN Aの 発 現 プ ロ フ ァ イ ル を 比 較 す る た め に 、 miRN Aマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 を 行 っ た 。 簡

潔 に は 、 8日 目 と 20日 目 の そ れ ぞ れ で ソ ー テ ィ ン グ さ れ た EGFP陽 性 細 胞 と EGFP陰 性 細 胞 を

、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 、 QlAzol lysis reagent (Qiagen)を 用 い て 溶 解 し 、 miRN A Mini

Kitに よ り 全 RN Aを 精 製 し た 。 Nanodrop instrument (Thermo Scienticfic)を 用 い て A260/2

80比 率 を 測 定 す る こ と に よ り 、 全 RN A濃 度 お よ び 純 度 を 決 定 し た 。 マ イ ク ロ ア レ イ の た め

に 、 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies)を 用 い て RN A量 の 確 認 を 行 っ た 。 続 い て 、

Agilent Technologies human miRN A microarray release 19.0を 用 い て 、 製 造 者 の プ ロ ト

コ ー ル に 従 い 、 miRN A発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ を 行 っ た 。 GeneSpring G X 12.6 software pro

gramを 用 い て デ ー タ を 解 析 し 、 46064 technology versionを 選 択 し た 。

【 ０ １ ２ ９ 】

　 そ の 結 果 、 EGFP陰 性 細 胞 と 比 較 し て EGFP陽 性 細 胞 で よ り 発 現 の 高 い miRN Aと し て 、 8日 目

に 28個 を 、 20日 目 に 81個 を 見 出 し 、 さ ら に 両 日 で 共 通 し て 発 現 の 高 い miRN Aと し て 、 14個

を 同 定 し た （ 図 １ お よ び 表 ２ ） 。

【 ０ １ ３ ０ 】

（ ３ ） miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aの 作 製

　 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aの 各 構 成 要 素 を 構 築 す る た め の プ ラ イ マ ー 配 列 に つ い て

、 一 覧 を 下 記 の 表 に 示 す 。 fwdは フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー で あ り 、 revは リ バ ー ス プ ラ イ マ ー

を 示 す 。
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【 表 ９ 】

【 ０ １ ３ １ 】

　 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aの 作 製 に 際 し て 、 鋳 型 と し て 用 い ら れ る 各 々 の プ ラ ス ミ

ド D N Aは 、 下 記 の と お り 、 入 手 も し く は 作 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。

（ a） pTAP-tagBFP

　 pTagBFP-Tubulin (evrogen) を 鋳 型 に し て 、 プ ラ イ マ ー と し て 、 TagBFP_Tfwd (5＇ -GCC

ACCATG G G ATCCA GCG A GCTG ATTA A G G A G A AC-3＇ ) お よ び TagBFP_Trev (5＇ -ACTCG A G ATCTGTGCCCC

A GTTTGCTA G-3＇ ) を 用 い て 、 PCR 法 に よ り 断 片 を 増 幅 し た 。 得 ら れ た 断 片 を 、 自 作 の ク ロ

ー ニ ン グ ベ ク タ ー で あ る pGE M-TAP に 挿 入 し た 。 pGE M-TAPは 、 pGE M-Teasy (Promega) を 鋳

型 に し て 、 プ ラ イ マ ー と し て 、 pGE M TAP_M CS_Rev (5＇ -G G G ATCCCATG GTGTCG ACCTGCA GCATATG

A GCTCCTG A ATTCGCCCTATA GTG A GTCG-3＇ ) お よ び pGE M TAP_M CS_Fwd (5＇ -G G G A G ATCTCATATGCAT

CTCG A GTG ATA GTCTA G ACA A GCTTG A GTATTCTATA GTGTCACC-3＇ ) を 用 い て 、 PCR mutagenesisに よ

り 作 製 し た 。

（ b） pNP-hdKeima-Red

　 株 式 会 社 医 学 生 物 学 研 究 所 （ M BL） よ り 購 入 し た （ #A M-V0274） 。

（ c） pCTp-EGFP

　 pEGFP-N1 (Clontech) を 鋳 型 に し て 、 プ ラ イ マ ー と し て 、 YF128_EXFP_Tfwd (5＇ -G A ACC

ATG G G ATCCGTG A GCA A G G GCG A G G-3＇ )お よ び YF129_EXFP_Trev (5＇ -TATG A G ATCTCTTGTACA GCTCG

TCCATG-3＇ )を 用 い て 、 PCR 法 に よ り 断 片 を 増 幅 し た 。 得 ら れ た 断 片 を 、 自 作 の ク ロ ー ニ

ン グ ベ ク タ ー で あ る pC M-TAPに 挿 入 し た 。 pC M-TAPは 、 上 記 pGE M-TAPの DraI 断 片 と pLysSR
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ARE2 (Novagen) の NheI, AgeI 平 滑 末 端 化 断 片 を ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る こ と に よ り 作 製 し た

。

（ d） pLenti6/Ubc/V5-DEST（ Blastcidin vector）

　 pLenti6/Ubc/V5-DESTは 、 Life Technologies社 よ り 購 入 し た （ #V499-10） 。

（ e） pPyCA G-Nanog-IP（ Puromycin vector）

　 pPyCA G-Nanog-IPは 、 Addgeneの Plasmid #13838を 使 用 し た 。

（ f） pcD N A3.1-HsBimEL

　 Saito H, et al. , Nat Com mun. 18;2:160 (2011)に 記 載 の 方 法 に よ り 入 手 し た 。

【 ０ １ ３ ２ 】

　 （ ３ － １ ） 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 お よ び 薬 剤 耐

性 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 の 構 築

　 蛍 光 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 ア ポ ト ー シ ス 誘 導 遺 伝 子 お よ び 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の

タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 に 対 応 す る 核 酸 を 含 む 配 列 の 構 築 は 、 そ れ ぞ れ の 鋳 型 プ ラ ス ミ ド か

ら 表 ６ の プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR増 幅 を 行 っ た 。

（ a） tagBFP

　 K O D-Plus-Neo(K O D-401,TO Y OBO)を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 、 下 記 の 溶 液 を 調 整 し

た 。

【 ０ １ ３ ３ 】

【 表 １ ０ 】

調 製 さ れ た 溶 液 を 下 記 の 反 応 条 件 下 で 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 　 　

【 表 １ １ 】

【 ０ １ ３ ４ 】

　 増 幅 さ れ た PCR産 物 を Dpn Ｉ (TO Y OBO)を 用 い て 37° Cで 30分 処 理 し た 後 、 MiniElute PCR

purification Kit (QIA GEN)を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 精 製 を 行 っ た 。

（ b） EGFP

　 上 記 （ a） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 PCR用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 tagBFP

fwdの 代 わ り に 、 TAPEGFP_IVTfwdを 用 い た 。 ま た 、 鋳 型 と し て 、 pTAP-tagBFPの 代 わ り に pC

Tp-EGFPを 用 い た 。

（ c） hdKeima-Red

　 上 記 （ a） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 PCR用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 tagBFP
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fwdお よ び TAP_IVTrevの 代 わ り に 、 hdKeimaRed_IVTfwdお よ び pNP-hdKeima-Red revを 用 い

た 。 ま た 、 鋳 型 と し て 、 pTAP-tagBFPの 代 わ り に pNP-hdKeima-Redを 用 い た 。

（ d） Bim

　 上 記 （ a） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 PCR用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 tagBFP

fwdお よ び TAP_IVTrevの 代 わ り に 、 Clontech_IVTfwdお よ び BimEL_IVTrevを 用 い た 。 ま た 、

鋳 型 と し て 、 pTAP-tagBFPの 代 わ り に pcD N A3.1-HsBimEL humanを 用 い た 。

（ e） Puromycin

　 上 記 （ a） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 PCR用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 tagBFP

fwdお よ び TAP_IVTrevの 代 わ り に 、 ORF Puromycin Fwdお よ び ORF Puromycin Revを 用 い た

。 ま た 、 鋳 型 と し て 、 pTAP-tagBFPの 代 わ り に pPyCA G-Nanog-IPを 用 い た 。

（ f） Blastcidin

　 上 記 （ a） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 PCR用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 tagBFP

fwdお よ び TAP_IVTrevの 代 わ り に 、 ORF Blastcidin Fwdお よ び ORF Blastcidin Revを 用 い

た 。 ま た 、 鋳 型 と し て 、 pTAP-tagBFPの 代 わ り に pLenti6/Ubc/V5-DESTを 用 い た 。

【 ０ １ ３ ５ 】

（ ３ － ２ ） 5＇ UTRお よ び 3＇ UTR配 列 の 構 築

　 5＇ UTRお よ び 3＇ UTR配 列 の 構 築 は 、 そ れ ぞ れ の 鋳 型 か ら 表 ６ の プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR

増 幅 を 行 っ た 。

（ a） 5＇ UTR

　 K O D-Plus-Neo(K O D-401,TO Y OBO)を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 、 下 記 の 溶 液 を 調 整 し

た 。

【 表 １ ２ 】

【 ０ １ ３ ６ 】

　 調 製 さ れ た 溶 液 を 下 記 の 反 応 条 件 下 で 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。

【 表 １ ３ 】

　 増 幅 さ れ た PCR産 物 を 、 MiniElute PCR purification Kit (QIA GEN)を 用 い て 、 製 造 者 の

指 示 に 従 っ て 精 製 を 行 っ た 。

（ d） 3＇ UTR

　 上 記 （ a） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 PCR用 の プ ラ イ マ ー と し て 、 TAP_T7_

G3C fwd primerお よ び Rev5UTR primerの 代 わ り に 、 Fwd3UTR primerお よ び Rev3UTR2T20を

用 い た 。 ま た 、 鋳 型 と し て 、 IVT_5prime_UTRの 代 わ り に IVT_3prime_UTRを 用 い た 。
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【 ０ １ ３ ７ 】

（ ３ － ３ ） コ ン ト ロ ー ル mRN Aの IVTテ ン プ レ ー ト D N Aの 構 築

　 コ ン ト ロ ー ル mRN Aの IVTテ ン プ レ ー ト の 構 築 は 、 表 ６ の プ ラ イ マ ー 及 び 上 記 で 増 幅 さ れ

た PCR産 物 を 用 い て PCR増 幅 を 行 っ た 。

　 （ a） IVT_tagBFP

　 K O D-Plus-Neo(K O D-401,TO Y OBO)を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 、 下 記 の 溶 液 を 調 整 し

た 。

【 表 １ ４ 】

　 調 製 さ れ た 溶 液 を 下 記 の 反 応 条 件 下 で 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。

【 表 １ ５ 】

【 ０ １ ３ ８ 】

　 増 幅 さ れ た PCR産 物 を Dpn Ｉ (TO Y OBO)を 用 い て 37° Cで 30分 処 理 し た 後 、 MiniElute PCR

purification Kit (QIA GEN)を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 精 製 を 行 っ た 。

（ b） IVT_EGFP

　 上 記 （ a） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 鋳 型 と し て 、 tagBFP PCR産 物 の 代 わ

り に EGFP PCR産 物 を 用 い た 。

（ c） IVT　 Puromycin

　 上 記 （ a） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 鋳 型 と し て 、 tagBFP PCR産 物 の 代 わ

り に Puromycin PCR産 物 を 用 い た 。

（ d） IVT_ Blastcidin　

　 上 記 （ a） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 鋳 型 と し て 、 tagBFP PCR産 物 の 代 わ

り に Blastcidin PCR産 物 を 用 い た 。

【 ０ １ ３ ９ 】

（ ３ － ４ ） miRN A応 答 性 mRN Aの IVTテ ン プ レ ー ト の 構 築

　 miRN A応 答 性 mRN Aの IVTテ ン プ レ ー ト の 構 築 は 、 表 ６ の プ ラ イ マ ー 及 び 上 記 で 増 幅 さ れ た

PCR産 物 を 用 い て PCR増 幅 を 行 っ た 。 ま た 、 上 記 で 用 い た 5＇ UTR PCR産 物 の 代 わ り に 、 下 記

の 表 １ ６ で 示 し た miRN Aに 応 答 す る 5＇ UTRプ ラ イ マ ー を 用 い た 。
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【 表 １ ６ 】

【 ０ １ ４ ０ 】

　 （ a） IVT_tagBFP

　 K O D-Plus-Neo(K O D-401,TO Y OBO)を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 、 下 記 の 溶 液 を 調 整 し

た 。



(49) JP  6612736  B2  2019.11.27

【 表 １ ７ 】

　 調 製 さ れ た 溶 液 を 下 記 の 反 応 条 件 下 で 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。

【 表 １ ８ 】

【 ０ １ ４ １ 】

　 増 幅 さ れ た PCR産 物 を Dpn I(TO Y OBO)を 用 い て 37° Cで 30分 処 理 し た 後 、 MiniElute PCR p

urification Kit (QIA GEN)を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 精 製 を 行 っ た 。

（ b） IVT_hdKeima-Red

　 上 記 （ a） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 鋳 型 と し て 、 tagBFP PCR産 物 の 代 わ

り に hdKeima-Red PCR産 物 を 用 い た 。

（ c） IVT_Bim

　 上 記 （ a） と 同 様 の 方 法 に よ り 、 PCR増 幅 を 行 っ た 。 鋳 型 と し て 、 tagBFP PCR産 物 の 代 わ

り に Bim PCR産 物 を 用 い た 。

【 ０ １ ４ ２ 】

（ ３ － ５ ） mRN Aの 合 成 及 び 生 成

　 Warren L, et al. , Cell Stem Cell . 7(5):618-30 (2010) に 記 載 の プ ロ ト コ ー ル を 用

い て 、 M EG Ascript T7 kit (A mbion)に よ り 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 作 製 し た 。

こ の 反 応 に お い て 、 ウ リ ジ ン 三 リ ン 酸 及 び シ チ ジ ン 三 リ ン 酸 に 替 え て 、 シ ュ ー ド ウ リ ジ ン

－ 5＇ － 三 リ ン 酸 及 び メ チ ル シ チ ジ ン － 5＇ － 三 リ ン 酸 (TriLink BioTechnologies)を そ れ

ぞ れ 用 い た 。 IVT(mRN A合 成 )反 応 の 前 に 、 グ ア ニ ジ ン － 5＇ － 三 リ ン 酸 は 、 Anti Reverse c

ap Analog (New England Biolabs)で 5倍 希 釈 し た 。 反 応 混 合 液 を 37° Cで 5時 間 イ ン キ ュ ベ

ー ト し て 、 TURBO D Nase (A mibion)を 加 え た 後 、 37° Cで さ ら に 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

得 ら れ た mRN Aは 、 FavorPrep Blood ／ Cultured Cells total RN A extraction column (F

avorgen Biotech)で 精 製 し 、 Antarctic phosphatase (New England Biolabs)を 用 い て 37C

° で 30分 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 RNeasy Mini Elute Cleanup Kit (QIA GEN)に よ り

、 さ ら に 精 製 し た 。

【 ０ １ ４ ３ 】

　 （ ４ ） miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 用 い た 解 析

　 作 製 し た miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 評 価 す る た め に 、 そ れ ら を EGFP mRN Aと 共 に hi

PSC（ 201B7株 ） 由 来 の 心 筋 細 胞 に 導 入 し た 。 簡 潔 に は 、 培 養 開 始 後 16日 目 の 細 胞 集 団 （ EB
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） を collagenase type Iで １ 時 間 、 次 い で Trypsinで 5-10分 間 処 理 し た 。 そ こ に 50%FBS/IM

D Mを 加 え て ト リ プ シ ン を 中 和 し 、 EBを 穏 や か に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 、 細 胞 を 解 離 し た 。 そ

の 後 、 細 胞 を 1000 rpmで ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 10ng/ml VEGFお よ び 5 ng/ml bFGFを 添 加 し た

StemPro-34に 再 懸 濁 し た 。 そ の 後 、 細 胞 を フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン で コ ー ト し た 24ウ ェ ル プ レ ー

ト に 2× 10
5
細 胞 ／ ウ ェ ル で 播 種 し 、 37℃ 、 5% CO 2 下 で 2日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、

Stemfect RN A transfection kitを 用 い て 、 製 造 者 （ Stemgent） の 指 示 に 従 っ て 、 miRN A応

答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 細 胞 に 導 入 し た 。 具 体 的 に は 、 12.5μ l / tube Stemfect Transf

ection Buffer を 2つ の 滅 菌 し た 1.5ml tubeへ 入 れ た 。 次 い で 、 一 方 の tubeに 、 1.0μ lの S

temfect RN A Transfection Reagentを 加 え て バ ッ フ ァ ー と 混 合 し た 。 も う 一 方 の tubeに は

、 100 ng/ μ l miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 1.0 μ lと 100 ng/ μ l EGFP mRN Aを 1.0

μ l加 え て 、 バ ッ フ ァ ー と 混 合 し た 。 希 釈 し た Transfection Reagent溶 液 を 希 釈 し た mRN A

溶 液 に 加 え て 混 合 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 mRN A complexを 完 成

さ せ た 。 そ の 間 に 、 培 養 培 地 を 500μ lの freshな 培 地 （ 10ng/ml VEGFお よ び 5 ng/ml bFGF

を 添 加 し た StemPro-34（ 抗 生 物 質 不 含 ） ） に 交 換 し て お き 、 15分 経 っ た 時 点 で 、 mRN A com

plexを wellに 加 え て 、 37℃ 、 5% CO 2 下 で 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 培 地 を 除 き 、

細 胞 を IM D Mで 一 度 洗 浄 し て か ら 、 500μ lの freshな 培 地 （ 10ng/ml VEGFお よ び 5 ng/ml bFG

Fを 添 加 し た StemPro-34（ 抗 生 物 質 含 ） ） を ウ ェ ル に 加 え た 。 2日 間 培 養 し 、 そ の 後 、 BFP

の 蛍 光 強 度 に つ い て FACSに よ る 解 析 を 行 っ た 。 FACS解 析 は 、 簡 潔 に は 、 回 収 し た 細 胞 集 団

（ EB） を ト リ プ シ ン で 2分 間 処 理 し 、 次 い で 、 50%FBS/IM D Mを 加 え て ト リ プ シ ン を 中 和 し た

。 そ の 後 、 細 胞 を 1000 rpmで ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 2%FBSを 添 加 し た PBSに 再 懸 濁 し た 。 そ の

後 、 細 胞 を FACSに か け て 解 析 を 行 っ た 。

【 ０ １ ４ ４ 】

　 そ の 結 果 、 miR-1-, miR-143-3p-, miR-208a-お よ び miR-499a-5p-応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mR

N Aを 導 入 し た 細 胞 は 、 TagBFP mRN A（ コ ン ト ロ ー ル ） と 比 較 し て 一 部 の 細 胞 に お い て TagBF

Pの 蛍 光 強 度 を 減 じ て い た （ 図 ２ ） 。 一 方 、 miR-490-3pお よ び -490-5p-応 答 性 オ フ ス イ ッ

チ mRN Aを 導 入 し た 細 胞 は 、 TagBFP mRN A（ コ ン ト ロ ー ル ） と 比 較 し て 大 部 分 の 細 胞 に お い

て TagBFPの 蛍 光 強 度 を 減 じ て お り 、 他 の 8個 の miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN A導 入 細 胞 は 反

応 を 示 さ な か っ た （ 図 ２ ） 。 し た が っ て 、 miR-1-, miR-143-3p-, miR-208a-お よ び miR-49

9a-5p-応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aが 、 心 筋 細 胞 の 純 化 の た め の 候 補 物 質 と し て 同 定 さ れ た 。

【 ０ １ ４ ５ 】

　 ［ 実 施 例 ３ ］

　 心 筋 細 胞 の 純 化 （ １ － １ ）

　 心 筋 細 胞 の 純 化 に お け る miR-1-, miR-143-3p-, miR-208a-お よ び miR-499a-5p-応 答 性 オ

フ ス イ ッ チ mRN Aの 有 効 性 に つ い て 調 べ る た め に 、 引 き 続 き 実 験 を 行 っ た 。 実 施 例 １ の 心 筋

細 胞 誘 導 法 に よ り 201B7株 を 心 筋 細 胞 へ 誘 導 し 、 20日 目 に 、 TagBFPシ グ ナ ル が 減 少 し た 細

胞 を FACSに よ り ソ ー テ ィ ン グ し 、 TNTの 発 現 に つ い て 解 析 を 行 っ た 。 TNT発 現 の 解 析 は 、 簡

潔 に は 、 下 記 の 通 り 行 っ た 。 ソ ー テ ィ ン グ し た 細 胞 群 を 、 PBS中 、 4% paraformaldehydeで

固 定 し 、 2% FBSお よ び 0.5% saponin (Sigma)を 含 有 す る PBS中 、 抗 心 筋 TNTア イ ソ フ ォ ー ム

(clone 13-11; Thermo; 1:200)で 染 色 し た 。 二 次 抗 体 と し て は 、 APC goat anti-mouse Ig

(BD pharmingen; 1:100)を 用 い た 。 応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aの 細 胞 へ の 導 入 に つ い て は 、

実 施 例 ２ （ ４ ） と 同 様 の 方 法 で 行 っ た 。

【 ０ １ ４ ６ 】

　 そ の 結 果 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解 析 は miR-1-, miR-208a-お よ び miR-499a-5p-応 答 性

オ フ ス イ ッ チ mRN Aが TNT陽 性 心 筋 細 胞 に つ い て の 高 い 精 製 度 を 示 し た 一 方 で 、 miR-143-3p

お よ び miR-490-3p-応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aで は 、 ソ ー テ ィ ン グ を 行 わ な か っ た 場 合 と 同

レ ベ ル の 精 製 度 で あ っ た （ 図 ３ ） 。

【 ０ １ ４ ７ 】

　 続 い て 、 miR-1-, miR-208a-お よ び miR-499a-5p-応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aが 201B7株 以 外

の 他 の hPSC株 に お い て も 同 様 に 機 能 す る こ と を 確 認 す る た め に 、 2種 の 異 な る hiPSC株 （ 40

9B2お よ び 947A2） な ら び に 1種 の hESC株 （ KhES1） を 用 い て 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 201B
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7株 を 用 い た 場 合 と 同 様 に 、 TNT陽 性 心 筋 細 胞 集 団 を 高 純 度 で 選 別 す る こ と が で き た （ 図 ４

） 。

【 ０ １ ４ ８ 】

　 得 ら れ た TNT陽 性 心 筋 細 胞 に つ い て 心 筋 特 異 的 発 現 遺 伝 子 の 発 現 状 態 を 調 べ た 結 果 、 mRN

Aレ ベ ル お よ び タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 両 方 で 、 心 筋 特 異 的 遺 伝 子 が 高 く 発 現 し て い る こ と が

確 認 さ れ た （ 図 ５ お よ び ６ ） 。

【 ０ １ ４ ９ 】

　 さ ら に 、 導 入 し た miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aが 、 内 在 性 の miRN Aと の 作 用 を 介 し て 、

当 該 内 在 性 の miRN Aの 細 胞 内 で の 機 能 を 阻 害 し て い な い か を 確 か め る た め に 実 験 を 行 っ た

。 簡 潔 に は 、 実 施 例 ２ と 同 様 の 方 法 に よ り 作 製 し た M Y H6-EIP6導 入 細 胞 株 を 実 施 例 １ の 方

法 で 心 筋 細 胞 へ 分 化 さ せ 、 １ ６ 日 目 に GFPに て ソ ー テ ィ ン グ を 行 い 、 そ の ２ 日 後 （ １ ８ 日

目 ） に miR-1-応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 導 入 し た 。 こ こ で 、 miR-1-応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mR

N Aを 導 入 し て い な い 細 胞 群 も 同 時 に 調 製 し た 。 １ ９ 日 目 と ２ ５ 日 目 に 全 RN Aを 抽 出 し 、 マ

イ ク ロ ア レ イ に よ り 解 析 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 miRN A応 答 性 mRN Aの 導 入 の 有 無 に 関 わ ら ず

、 miR-1標 的 遺 伝 子 に つ い て 同 様 の 発 現 傾 向 が 観 察 さ れ た こ と か ら 、 miRN A応 答 性 mRN Aは 、

導 入 さ れ た 心 筋 細 胞 に 対 し て 負 の 影 響 を 与 え な い こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 ７ ） 。

【 ０ １ ５ ０ 】

　 ［ 実 施 例 ４ ］

　 心 筋 細 胞 の 純 化 （ １ － ２ ）

　 複 数 の miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 組 み 合 わ せ た 場 合 の 心 筋 細 胞 の 純 化 に お け る 有

効 性 に つ い て 調 べ る た め に 、 下 記 の 実 験 を 行 っ た 。 す な わ ち 、 201B7株 を 心 筋 細 胞 へ 誘 導

し て 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aを 導 入 し 、 FACSで の ソ ー テ ィ ン グ に よ り 心 筋 細 胞 を

高 純 度 で 精 製 で き る か を 確 か め た 。 心 筋 細 胞 へ の 誘 導 に つ い て は 、 実 施 例 １ と 同 様 の 方 法

に よ り 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN A の 細 胞 へ の 導 入 に つ い て は 、 実 施 例 ２ （ ４ ） と 同

様 の 方 法 に よ り 行 っ た 。

【 ０ １ ５ １ 】

　 そ の 結 果 、 miR-1- + miR-208a-、 miR-1- + miR-499a-5p-お よ び miR-208a- + miR-499a-

5p-の 組 み 合 わ せ で 導 入 し た 場 合 、 miR-1-, miR-208a-お よ び miR-499a-5p-単 独 の 場 合 と 同

様 の 、 あ る い は 若 干 優 れ た 精 製 効 率 を 示 し た （ 図 ８ ） 。

【 ０ １ ５ ２ 】

　 ［ 実 施 例 ５ ］

　 心 筋 細 胞 の 純 化 （ ２ ）

　 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aと 薬 剤 耐 性 mRN Aを 細 胞 に 共 導 入 し た 際 の 心 筋 細 胞 純 化 効

果 を 調 べ る た め に 、 実 験 を 行 っ た 。 実 施 例 １ の 心 筋 細 胞 誘 導 法 に よ り KhES1株 を 心 筋 細 胞

へ 誘 導 し た 。 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ mRN Aと 薬 剤 耐 性 mRN Aの 細 胞 へ の 導 入 に つ い て は 、

下 記 の 通 り 行 っ た 。 簡 潔 に は 、 培 養 開 始 後 16日 目 の 細 胞 集 団 （ EB） を collagenase type I

で １ 時 間 、 次 い で 0.25%Trypsinで 5-10分 間 処 理 し た 。 そ こ に 50%FBS/IM D Mを 加 え て ト リ プ

シ ン を 中 和 し 、 EBを 穏 や か に ピ ペ ッ テ ィ ン グ し て 、 細 胞 を 解 離 し た 。 そ の 後 、 細 胞 を 1000

 rpmで ５ 分 間 遠 心 分 離 し 、 10ng/ml VEGFお よ び 5 ng/ml bFGFを 添 加 し た StemPro-34に 再 懸

濁 し た 。 そ の 後 、 細 胞 を フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン で コ ー ト し た 12ウ ェ ル プ レ ー ト に 5× 10
5
細 胞 ／

ウ ェ ル で 播 種 し 、 37℃ 、 5% CO 2 下 で 2日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 Stemfect RN A tra

nsfection kitを 用 い て 、 製 造 者 （ Stemgent） の 指 示 に 従 っ て 、 miRN A応 答 性 オ フ ス イ ッ チ

mRN Aを 細 胞 に 導 入 し た 。 具 体 的 に は 、 25μ l / tube Stemfect Transfection Buffer を 2

つ の 滅 菌 し た 1.5ml tubeへ 入 れ た 。 次 い で 、 一 方 の tubeに 、 2μ lの Stemfect RN A Transfe

ction Reagentを 加 え て バ ッ フ ァ ー と 混 合 し た 。 も う 一 方 の tubeに は 、 0.5 μ lも し く は 1.

0 μ l の 100 ng/ μ l ピ ュ ー ロ マ イ シ ン mRN A（ Puromycin） と 0.5 μ l～ 2.0 μ lの 100 ng/

μ l miR-1応 答 性 Bim mRN A（ miR-1-HsBimEL） を 加 え て 、 バ ッ フ ァ ー と 混 合 し た 。 希 釈 し た

Transfection Reagent溶 液 を 希 釈 し た mRN A溶 液 に 加 え て 混 合 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 15分 間

イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 mRN A complexを 完 成 さ せ た 。 そ の 間 に 、 培 養 培 地 を 500μ lの fresh

な 培 地 （ 10ng/ml VEGFお よ び 5 ng/ml bFGFを 添 加 し た StemPro-34（ 抗 生 物 質 不 含 ） ） に 交
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換 し て お き 、 15分 経 っ た 時 点 で 、 mRN A complexを wellに 加 え て 、 37℃ 、 5% CO 2 下 で 4時 間 イ

ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 培 地 を 除 き 、 細 胞 を IM D Mで 一 度 洗 浄 し て か ら 、 ピ ュ ー ロ マ イ

シ ン を 添 加 し た 500μ lの freshな 培 地 （ 10ng/ml VEGFお よ び 5 ng/ml bFGFを 添 加 し た StemP

ro-34） を ウ ェ ル に 加 え た 。 2日 間 培 養 し 、 そ の 後 、 TNTの 発 現 に つ い て 解 析 を 行 っ た 。

【 ０ １ ５ ３ 】

　 そ の 結 果 、 ピ ュ ー ロ マ イ シ ン mRN A（ Puromycin） と miR-1-HsBimELを 細 胞 に 共 導 入 し た 場

合 、 ソ ー テ ィ ン グ 操 作 を 行 う こ と な く 、 極 め て 高 純 度 （ 本 実 施 例 で は 92.2%） で 心 筋 細 胞

を 精 製 す る こ と が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た （ 図 ９ ） 。

【 ０ １ ５ ４ 】

　 ［ 実 施 例 ６ ］

　 マ ウ ス の 新 生 仔 よ り 単 離 し た 心 臓 を neonatal Heart dissociation Kit (Miltenyi Biot

ech)を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て 単 一 細 胞 へ と 分 離 後 、 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 2× 10
5

細 胞 ／ ウ ェ ル で 播 種 し 、 37℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 翌 日 、 100 ngの miR-1-, miR-143-3

p-, miR-208a-, miR-208b-お よ び miR-499a-5p-応 答 性 オ フ ス イ ッ チ （ BFP） を 100 ng EGFP

 mRN Aと 共 に Stemfect RN A transfection kit （ Stemgent） を 用 い て 、 製 造 者 の 指 示 に 従

っ て 導 入 し た 。 4時 間 後 、 細 胞 を 洗 浄 後 、 D M E M+10%FBSを 添 加 し 、 1日 間 培 養 し た 。 得 ら れ

た 細 胞 を 、 0.25%Trypsinで 2分 間 処 理 し 、 BFPお よ び EGFPの 蛍 光 強 度 に つ い て FACSに よ る

解 析 を 行 っ た 。

　 そ の 結 果 、 miR-1-, miR-143-3p-, miR-208a-, miR-208b-お よ び miR-499a-5p-応 答 性 オ

フ ス イ ッ チ を 導 入 し た 細 胞 で は 、 EGFPの 蛍 光 強 度 が 高 い 細 胞 に お い て 、 BFPの 蛍 光 強 度 が

低 下 す る 細 胞 が 見 ら れ た （ 図 １ ０ ） 。 従 っ て 、 miR-1-BFP, miR-208b-BFP, miR-208a-BFP

お よ び miR-499a-5p-BFPは 、 心 筋 細 胞 を 含 む 心 臓 に 含 有 さ れ る 細 胞 を 特 異 的 に 認 識 で き る

こ と が 示 唆 さ れ た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ５ ５ 】

　 本 発 明 は 、 心 筋 細 胞 を 容 易 に 純 化 す る こ と が で き る 心 筋 細 胞 の 選 別 及 び 製 造 方 法 を 提 供

す る も の で あ る 。 し た が っ て 、 心 不 全 、 虚 血 性 心 疾 患 、 心 筋 梗 塞 、 心 筋 症 、 心 筋 炎 、 肥 大

型 心 筋 症 、 拡 張 相 肥 大 型 心 筋 症 、 拡 張 型 心 筋 症 な ど の 心 疾 患 の 治 療 の た め の 、 純 度 の 高 い

心 筋 細 胞 の 提 供 が 可 能 と な る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】

【 配 列 表 】

0006612736000001.app



(56) JP  6612736  B2  2019.11.27

̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶

フロントページの続き

(72)発明者　齊藤　博英

　　　　　　京都府京都市左京区吉田本町３６番地１　国立大学法人京都大学内

(72)発明者　三木　健嗣

　　　　　　京都府京都市左京区吉田本町３６番地１　国立大学法人京都大学内

(72)発明者　遠藤　慧

　　　　　　京都府京都市左京区吉田本町３６番地１　国立大学法人京都大学内

(72)発明者　高橋　誠弥

　　　　　　京都府京都市左京区吉田本町３６番地１　国立大学法人京都大学内

　　審査官　戸来　幸男

(56)参考文献　国際公開第２０１１／１５４５５３（ＷＯ，Ａ２）　　

　　　　　　　国際公開第２００９／０６６７５８（ＷＯ，Ａ１）　　

　　　　　　　Physiol. Genomics，２０１１年，vol.43, no.10，pp.581-594

　　　　　　　Stem Cells Dev.，２０１２年，vol.21, no.11，pp.1956-1965

　　　　　　　生化学，２００７年，p.4P-1322

　　　　　　　Nat. Commun.，２０１３年，vol.4, no.2393，pp.1-9

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)

　　　　　　　Ｃ１２Ｎ　　１５／００－１５／９０　　　　

　　　　　　　Ｃ１２Ｑ　　　１／００－１／７０

　　　　　　　Ｃ１２Ｎ　　　５／００－５／２８

　　　　　　　ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ／

　　　　　　　ＷＰＩＤＳ（ＳＴＮ）

　　　　　　　ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）

　　　　　　　ＰｕｂＭｅｄ


	bibliographic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

