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(57)【特許請求の範囲】

【請求項１】

造血幹細胞および／または造血前駆細胞に転写因子Sox17をコードする遺伝子を発現させ

ることを特徴とし、ここで該造血幹細胞および／または造血前駆細胞が CD 3 4 +造 血幹細胞

および／または CD 3 4 +造 血前駆細胞である、造血幹細胞および／または造血前駆細胞の生

体外（インビトロ）増幅方法。

【請求項２】

CD 3 4 +造 血幹細胞および／または CD 3 4 +造 血前駆細胞が、 CD 3 4 + C D 4 3 +造 血幹細胞および／ま

たは CD 3 4 + C D 4 3 +造 血前駆細胞である、請求項 1に記載の造血幹細胞および／または造血前

駆細胞の生体外（インビトロ）増幅方法。

【請求項３】

造血幹細胞および／または造血前駆細胞が、多能性幹細胞の分化誘導により得られた造血

幹細胞および／または造血前駆細胞である、請求項 1または 2に記載の造血幹細胞および／

または造血前駆細胞の生体外（インビトロ）増幅方法。

【請求項４】

多能性幹細胞が人工多能性幹細胞である、請求項 3に記載の造血幹細胞および／または造

血前駆細胞の生体外（インビトロ）増幅方法。

【請求項５】

造血幹細胞および／または造血前駆細胞がヒト造血幹細胞および／またはヒト造血前駆細

胞である、請求項 1から 4のいずれか 1項に記載の造血幹細胞および／または造血前駆細胞

10

20



(2) JP  5794510  B2  2015.10.14

の 生 体 外 （ イ ン ビ ト ロ ） 増 幅 方 法 。

【 請 求 項 ６ 】

転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子

を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 、 請 求 項 1か ら 5の

い ず れ か 1項 に 記 載 の 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 生 体 外 （ イ ン ビ ト ロ ） 増

幅 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

下 記 工 程 を 含 む 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 生 体 外 （ イ ン ビ ト ロ ） 増 幅 方 法

：

（ 1） ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 を 、 造 血 因 子 を 含 む 培 地 中 で 培 養 す る 工 程 、

（ 2） 前 記 工 程 （ 1） で 培 養 し た ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 か ら CD34+CD43+細 胞 を 分 画 す る 工 程

、

（ 3） 前 記 工 程 （ 2） で 調 製 し た CD34+CD43+細 胞 分 画 に 、 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝

子 を 発 現 さ せ る 工 程 、 お よ び

（ 4） 前 記 工 程 （ 3） で 調 製 し た 細 胞 を 培 養 す る 工 程 。

【 請 求 項 ８ 】

下 記 工 程 を 含 む 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 生 体 外 （ イ ン ビ ト ロ ） 増 幅 方 法

：

（ 1） ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 を 、 ヒ ト 骨 形 成 タ ン パ ク 質 4（ bone morphogenetic protein 4

； B MP4） お よ び ヒ ト 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ fibroblast growth factor） を 含 む 培 地 中 で 培

養 す る 工 程 、

（ 2） 前 記 工 程 （ 1） で 培 養 し た 細 胞 を 、 さ ら に ヒ ト B MP4お よ び ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子

（ vascular endothelial growth factor； VEGF） を 含 む 培 地 中 で 培 養 す る 工 程 、

（ 3） 前 記 工 程 （ 2） で 培 養 し た 細 胞 を 、 さ ら に ヒ ト B MP4、 ヒ ト VEGF、 ヒ ト ト ロ ン ボ ポ エ チ

ン （ thrombopoietin） お よ び ヒ ト 幹 細 胞 因 子 （ stem cell factor） を 含 む 培 地 中 で 培 養 す

る 工 程 、

（ 4） 前 記 工 程 （ 3） で 培 養 し た 細 胞 か ら CD34+CD43+細 胞 を 分 画 す る 工 程 、

（ 5） 前 記 工 程 （ 4） で 調 製 し た CD34+CD43+細 胞 分 画 に 、 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝

子 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 工 程 、 お よ び

（ 6） 前 記 工 程 （ 5） で 調 製 し た 細 胞 を 、 ス ト ロ ー マ 細 胞 上 で 培 養 す る 工 程 。

【 請 求 項 ９ 】

転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 、 C D 3 4 +造 血 幹 細 胞 お よ

び ／ ま た は C D 3 4 +造 血 前 駆 細 胞 の 生 体 外 （ イ ン ビ ト ロ ） 増 幅 用 組 成 物 。

【 請 求 項 １ ０ 】

転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 試 薬 と し て 含 有 す る 、 C D 3 4 +造 血

幹 細 胞 お よ び ／ ま た は C D 3 4 +造 血 前 駆 細 胞 の 生 体 外 （ イ ン ビ ト ロ ） 増 幅 用 試 薬 キ ッ ト 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 、 該 方 法 に よ り 得 ら れ る

細 胞 培 養 物 、 並 び に 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 剤 、 増 幅 用 組 成 物 、 増

幅 用 試 薬 キ ッ ト に 関 す る 。 よ り 詳 し く は 本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細

胞 に 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 造 血 幹 細 胞 お よ び

／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 、 該 方 法 に よ り 得 ら れ る 細 胞 培 養 物 、 並 び に 、 転 写 因 子

Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー か ら な る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前

駆 細 胞 の 増 幅 剤 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増

幅 用 組 成 物 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 試 薬 と し て 含 有 す る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細

胞 の 増 幅 用 試 薬 キ ッ ト に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】
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　 近 年 、 造 血 機 能 の 不 全 や 障 害 に よ る 造 血 系 疾 患 の 治 療 を 目 的 と し て 、 造 血 幹 細 胞 や 造 血

前 駆 細 胞 を 移 植 し て 造 血 機 能 を 再 生 す る 造 血 系 再 生 医 療 が 行 わ れ て い る 。 再 生 医 療 は 機 能

不 全 や 機 能 障 害 を 起 こ し た 細 胞 、 組 織 、 器 官 の 再 生 や 機 能 の 回 復 を 目 的 と し た 医 療 で あ る

。 造 血 系 再 生 医 療 は 、 主 に 造 血 系 の 悪 性 腫 瘍 お よ び 遺 伝 子 疾 患 へ の 治 療 に 応 用 さ れ 、 ま た

、 造 血 系 以 外 の 悪 性 腫 瘍 の 化 学 療 法 後 の 骨 髄 抑 制 の 治 療 に も 応 用 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 造 血 系 再 生 医 療 は 、 今 ま で 骨 髄 移 植 、 末 梢 血 幹 細 胞 移 植 、 臍 帯 血 移 植 な ど の 幹 細 胞 移 植

に よ り 実 施 さ れ て い る が 、 こ れ ら に は 含 有 さ れ る 造 血 幹 細 胞 数 、 生 着 率 、 ド ナ ー リ ス ク な

ど の 様 々 な 問 題 が あ る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 こ の よ う な 状 況 に お い て 、 造 血 幹 細 胞 を 体 外 で 増 幅 す る 技 術 や 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 長 期

骨 髄 再 構 築 能 を 持 つ 造 血 幹 細 胞 を 効 率 的 に 分 化 誘 導 し 増 幅 す る 技 術 を 開 発 す る こ と は 、 造

血 系 再 生 医 療 に お い て 大 き な 課 題 で あ る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 造 血 幹 細 胞 の 体 外 増 幅 技 術 は 、 臍 帯 血 な ど を 用 い た 造 血 幹 細 胞 移 植 療 法 に お い て 求 め ら

れ て い る （ 非 特 許 文 献 1、 非 特 許 文 献 2、 特 許 文 献 1、 お よ び 特 許 文 献 2な ど ） 。 本 技 術 に 関

す る 既 存 方 法 と し て 、 幹 細 胞 因 子 （ 以 下 、 SCFと 略 称 す る こ と が あ る ） 、 ト ロ ン ボ ポ イ エ

チ ン （ 以 下 、 TPOと 略 称 す る こ と が あ る ） 、 FMS様 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 2/FMS様 チ ロ シ ン キ ナ

ー ゼ 3リ ガ ン ド （ flk2/flt3リ ガ ン ド ； 以 下 、 FLと 略 称 す る こ と が あ る ） 、 イ ン タ ー ロ イ キ

ン -6／ 可 溶 性 イ ン タ ー ロ イ キ ン -6受 容 体 （ 以 下 、 IL-6/sIL-6Rと 略 称 す る こ と が あ る ） 複

合 体 、 ノ ッ チ リ ガ ン ド （ 以 下 、 Notchリ ガ ン ド と 称 す る ） な ど の サ イ ト カ イ ン や 増 殖 因 子

の 存 在 下 で 造 血 幹 細 胞 を 培 養 す る 方 法 や 、 銅 キ レ ー タ ー や ク ロ マ チ ン 修 飾 阻 害 剤 な ど の 低

分 子 化 合 物 を 添 加 し て 培 養 す る 方 法 が 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 2お よ び 非 特 許 文 献 3）

。 こ れ ら の 方 法 に よ り 数 倍 程 度 の 造 血 幹 細 胞 の 増 幅 が 可 能 と な っ て い る 。

【 ０ ０ ０ ６ 】

　 ま た 、 成 体 型 造 血 幹 細 胞 を 、 多 能 性 幹 細 胞 、 例 え ば 人 工 多 能 性 幹 細 胞 （ induced plurip

otent stem cells： 以 下 、 iPS細 胞 と 略 称 す る こ と が あ る ） や 胚 性 幹 細 胞 （ embryonic ste

m cells： 以 下 、 ES細 胞 と 略 称 す る こ と が あ る ） か ら 分 化 誘 導 お よ び 増 幅 す る 技 術 に つ い

て も い く つ か の 報 告 が あ る （ 非 特 許 文 献 4お よ び 非 特 許 文 献 5な ど ） 。

【 ０ ０ ０ ７ 】

　 マ ウ ス ES細 胞 に お い て は 、 HoxB4遺 伝 子 を 強 制 発 現 さ せ る 場 合 に の み 長 期 骨 髄 再 構 築 能

を 持 つ 成 体 型 造 血 幹 細 胞 を 誘 導 、 増 幅 す る こ と が 可 能 で あ る （ 非 特 許 文 献 4） 。

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 一 方 、 ヒ ト ES細 胞 を 用 い て 造 血 幹 細 胞 を 効 率 よ く 誘 導 、 増 幅 し て い る 報 告 は な く 、 HoxB

4遺 伝 子 を 強 制 発 現 さ せ た 場 合 に お い て も マ ウ ス と 同 等 の 効 果 は 得 ら れ て い な い （ 非 特 許

文 献 5） 。 ヒ ト ES細 胞 か ら の 造 血 幹 細 胞 誘 導 に お い て 、 現 在 ま で に 最 も 良 好 な 報 告 は 、 マ

ウ ス 胎 生 10.5日 目 の 大 動 脈 － 生 殖 隆 起 － 中 腎 領 域 由 来 の ス ト ロ ー マ 細 胞 株 （ A M20.1B4） を

用 い て 造 血 幹 細 胞 の 分 化 誘 導 を 行 っ た も の で 、 免 疫 不 全 マ ウ ス で 移 植 実 験 を 行 っ た 結 果 、

最 大 で 骨 髄 に 約 2％ 、 末 梢 血 に 約 16％ の ヒ ト ES細 胞 由 来 の 血 液 細 胞 の 生 着 が 認 め ら れ て い

る （ 非 特 許 文 献 6） 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ９ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 表 2002-502617号

【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 2001-161350号

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ １ ０ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Delaney, C et al. , Dose-dependent effects of the Notch ligand De

lta1 on ex vivo differentiation and in vivo marrow repopulating abili ty of cord

blood cells, Blood, Vol.106, No.8, p.2693-2699, 2005
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【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Ulmer, K. M., Protein engineering, Science, Vol.219, p.666-671

, 1983

【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Matsumoto K. et al. , Stepwise development of hematopoietic ste

m cells from embryonic stem cells. PLoS One, vol.4, no.3, e4820, 2009

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 従 来 の 造 血 幹 細 胞 の 増 幅 方 法 は 、 再 生 医 療 に 応 用 す る に は そ の 効 率 が 未 だ 不 十 分 で あ る

た め に 充 分 量 の 造 血 幹 細 胞 の 提 供 が 困 難 で あ る こ と 、 ま た 、 使 用 す る サ イ ト カ イ ン や 増 幅

因 子 の 製 造 過 程 に お け る 異 種 生 体 物 質 の 混 入 の 可 能 性 や 低 分 子 化 合 物 の 毒 性 な ど の 問 題 が

あ る 。 ま た 、 こ れ ま で 報 告 さ れ て い る ヒ ト ES細 胞 に 由 来 す る 血 液 細 胞 の 移 植 実 験 に お け る

生 着 率 は 、 い ず れ も ヒ ト 臍 帯 血 由 来 の 成 人 型 造 血 幹 細 胞 に 比 べ 著 し く 低 い 。 さ ら に 、 ヒ ト

ES細 胞 に つ い て は マ ウ ス ES細 胞 と は 異 な り HoxB4を 強 制 発 現 さ せ た 場 合 に お い て も 、 造 血
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幹 細 胞 の 誘 導 、 増 幅 効 果 は 認 め ら れ な い （ 非 特 許 文 献 5） 。

【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 の 目 的 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 効 率 的 に 増 幅 す る 手 段 を 提

供 す る こ と で あ る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 本 発 明 者 は 上 記 目 的 を 達 成 す べ く 鋭 意 研 究 を 行 い 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆

細 胞 に 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 長 期 骨 髄 再 構 築 能 を

持 つ 成 体 型 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 効 率 よ く 増 幅 す る こ と が で き る こ と

を 見 い 出 し 、 こ の 知 見 を 利 用 す る こ と に よ り 本 発 明 を 完 成 し た 。

【 ０ ０ １ ４ 】

　 す な わ ち 、 本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に 転 写 因 子 Sox17を コ ー

ド す る 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の

増 幅 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ５ 】

　 ま た 本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 が 、 多 能 性 幹 細 胞 の 分 化 誘 導 に

よ り 得 ら れ た 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 で あ る 、 前 記 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま

た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 さ ら に 本 発 明 は 、 多 能 性 幹 細 胞 が 人 工 多 能 性 幹 細 胞 で あ る 、 前 記 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま

た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 ま た さ ら に 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 が ヒ ト 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ

ト 造 血 前 駆 細 胞 で あ る 、 前 記 い ず れ か の 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方

法 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 ま た 本 発 明 は 、 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が 転 写 因 子 Sox17を

コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ り 実 施 さ れ る

、 前 記 い ず れ か の 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 さ ら に 本 発 明 は 、 下 記 工 程 を 含 む 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 に

関 す る ：

（ 1） ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 を 、 造 血 因 子 を 含 む 培 地 中 で 培 養 す る 工 程 、

（ 2） 前 記 （ 1） で 培 養 し た ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 か ら CD34+CD43+細 胞 を 分 画 す る 工 程 、

（ 3） 前 記 （ 2） で 調 製 し た CD34+CD43+細 胞 分 画 に 、 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を

発 現 さ せ る 工 程 、 お よ び

（ 4） 前 項 工 程 （ 3） で 調 製 し た 細 胞 を 培 養 す る 工 程 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 ま た さ ら に 本 発 明 は 、 下 記 工 程 を 含 む 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方

法 に 関 す る ：

（ 1） ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 を 、 ヒ ト 骨 形 成 タ ン パ ク 質 4（ bone morphogenetic protein 4

； B MP4） お よ び ヒ ト 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ fibroblast growth factor） を 含 む 培 地 中 で 培

養 す る 工 程 、

（ 2） 前 記 工 程 （ 1） で 培 養 し た 細 胞 を 、 さ ら に ヒ ト B MP4お よ び ヒ ト 血 管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子

（ vascular endothelial growth factor； VEGF） を 含 む 培 地 中 で 培 養 す る 工 程 、

（ 3） 前 記 工 程 （ 2） で 培 養 し た 細 胞 を 、 さ ら に ヒ ト B MP4、 ヒ ト VEGF、 ヒ ト ト ロ ン ボ ポ エ チ

ン （ thrombopoietin） お よ び ヒ ト 幹 細 胞 因 子 （ stem cell factor） を 含 む 培 地 中 で 培 養 す

る 工 程 、

（ 4） 前 記 工 程 （ 3） で 培 養 し た 細 胞 か ら CD34+CD43+細 胞 を 分 画 す る 工 程 、

（ 5） 前 記 工 程 （ 4） で 調 製 し た CD34+CD43+細 胞 分 画 に 、 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝
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子 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 工 程 、 お よ び

（ 6） 前 項 工 程 （ 5） で 調 製 し た 細 胞 を 、 ス ト ロ ー マ 細 胞 上 で 培 養 す る 工 程 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 ま た 本 発 明 は 、 前 記 い ず れ か の 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 に よ

り 得 ら れ る 細 胞 培 養 物 に 関 す る 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 さ ら に 本 発 明 は 、 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー か ら な る 造 血

幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 剤 に 関 す る 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 ま た さ ら に 本 発 明 は 、 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す

る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 用 組 成 物 に 関 す る 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 ま た 本 発 明 は 、 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 試 薬 と し て 含

有 す る 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 用 試 薬 キ ッ ト に 関 す る 。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 発 明 に よ れ ば 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す

る 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方

法 、 並 び に 該 方 法 に よ り 得 ら れ る 細 胞 培 養 物 を 提 供 で き る 。 ま た 、 本 発 明 に よ り 、 転 写 因

子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー か ら な る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血

前 駆 細 胞 の 増 幅 剤 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 す る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の

増 幅 用 組 成 物 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 試 薬 と し て 含 有 す る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆

細 胞 の 増 幅 用 試 薬 キ ッ ト を 提 供 で き る 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 発 明 に 係 る 方 法 、 薬 剤 、 組 成 物 、 お よ び 試 薬 キ ッ ト に よ り 、 長 期 骨 髄 再 構 築 能 を 持 つ

成 体 型 造 血 幹 細 胞 を 効 率 よ く 誘 導 お よ び 増 幅 す る こ と が 可 能 で あ る 。 さ ら に 、 本 発 明 に 係

る 技 術 は 、 従 来 の 技 術 と の 組 み 合 わ せ が 可 能 で あ り 、 従 来 技 術 の 効 率 を 更 に 向 上 す る こ と

が 期 待 さ れ る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ ２ ７ 】

【 図 １ 】 マ ウ ス 骨 髄 由 来 造 血 幹 細 胞 に Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 強 制 発 現 さ せ る こ と に

よ り 、 コ ロ ニ ー 形 成 能 を 示 す 細 胞 が 顕 著 に 増 加 し た こ と を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 1）

【 図 ２ 】 マ ウ ス ES細 胞 か ら 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化 ・ 誘 導 過 程 で HoxB4を コ ー ド す る 遺 伝 子

と 共 に Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 強 制 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 増 殖 能 が 顕 著 に 亢 進 し た

こ と を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 1）

【 図 ３ 】 マ ウ ス ES細 胞 か ら 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化 ・ 誘 導 過 程 で HoxB4を コ ー ド す る 遺 伝 子

と 共 に Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 強 制 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 造 血 幹 細 胞 を 含 む 分 画 が

増 加 し た こ と を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 1）

【 図 ４ 】 マ ウ ス ES細 胞 か ら 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化 ・ 誘 導 過 程 で HoxB4を コ ー ド す る 遺 伝 子

と 共 に Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 強 制 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 コ ロ ニ ー 形 成 能 を 示 す 細

胞 が 増 加 し た こ と を 示 す 図 で あ る 。 図 中 、 CFU-G Mは 顆 粒 球 － マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成

単 位 を 、 nmE/E Mは 好 中 球 ・ マ ク ロ フ ァ ー ジ ・ 赤 芽 球 の 混 合 集 団 と 赤 芽 球 ・ 巨 核 球 の 混 合 集

団 の 数 の 和 を 、 nmE Mは 好 中 球 ・ マ ク ロ フ ァ ー ジ ・ 赤 芽 球 ・ 巨 核 球 の 混 合 集 団 を 、 BFU-Eは

赤 芽 球 バ ー ス ト 形 成 単 位 を 、 CFU-Eは 赤 芽 球 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 を 意 味 す る 。 （ 実 施 例 1）

【 図 ５ 】 胚 様 体 （ Embryoid Body, EB） 形 成 法 に よ り ヒ ト iPS細 胞 か ら 造 血 幹 細 胞 お よ び ／

ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 分 化 誘 導 し 、 そ の 後 OP-9ス ト ロ ー マ 細 胞 株 を 使 用 し て 増 幅 す る 工 程

、 並 び に 使 用 し た 培 養 培 地 の 組 成 を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 1）

【 図 ６ 】 ヒ ト iPS細 胞 か ら 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化 ・ 誘 導 過 程 で Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 の

み の 強 制 発 現 に よ り 、 増 殖 能 が 亢 進 し た こ と を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 1）

【 図 ７ 】 ヒ ト iPS細 胞 か ら 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化 ・ 誘 導 過 程 で Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 の
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み の 強 制 発 現 に よ り 、 造 血 幹 細 胞 を 含 む 分 画 が 増 加 し た こ と を 示 す 図 で あ る 。 （ 実 施 例 1

）

【 図 ８ 】 ヒ ト iPS細 胞 か ら 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化 ・ 誘 導 過 程 で Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 の

み の 強 制 発 現 に よ り 、 コ ロ ニ ー 形 成 能 を 示 す 細 胞 が 顕 著 に 増 加 し た こ と を 示 す 図 で あ る 。

図 中 、 Mkは 巨 核 球 前 駆 細 胞 を 、 Ery-Mkは 赤 血 球 ・ 巨 核 球 前 駆 細 胞 を 、 BFU-Eは 赤 芽 球 バ ー

ス ト 形 成 単 位 を 、 CFU-Eは 赤 芽 球 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 を 、 CFU-Gは 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 を

、 CFU-Mは マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 単 位 を 、 CFU-G Mは 顆 粒 球 ・ マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ

ー 形 成 単 位 を 、 CFU-GE M Mは 骨 髄 系 前 駆 細 胞 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 を 意 味 す る 。 （ 実 施 例 1）

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝

子 （ 以 下 、 Sox17遺 伝 子 と 称 す る こ と が あ る ） を 発 現 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 、 造 血 幹 細

胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 に 関 す る 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 発 明 に 係 る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 は 、 生 体 外 に お け る 方

法 お よ び 生 体 内 に お け る 方 法 の い ず れ を も 含 む 。 好 ま し く は 本 発 明 は 、 生 体 外 に お け る 造

血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 に 関 す る 。 用 語 「 生 体 外 （ イ ン ビ ト ロ ）

」 は 、 用 語 「 生 体 内 （ イ ン ビ ボ ） 」 と 対 照 を な す 用 語 で あ り 、 生 体 か ら 摘 出 ま た は 遊 離 さ

れ た 状 態 を い う 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 用 語 「 造 血 幹 細 胞 」 は 、 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 場 合 、 白 血 球 、 赤 血 球 、 お よ び 血 小 板

な ど の 血 液 細 胞 に 分 化 す る 多 分 化 能 と 自 己 複 製 能 を 併 有 す る 細 胞 を い う 。 血 液 細 胞 は 、 多

能 性 造 血 幹 細 胞 か ら 、 造 血 幹 細 胞 そ し て 種 々 の 造 血 前 駆 細 胞 を 経 て 分 化 し 形 成 さ れ る 。 成

熟 の 進 ん だ 血 液 細 胞 は 、 細 胞 内 顆 粒 な ど の 特 徴 に よ っ て 形 態 的 に 識 別 で き る 。 一 方 、 造 血

幹 細 胞 お よ び 造 血 前 駆 細 胞 の よ う な 未 分 化 な 造 血 細 胞 は 形 態 的 な 特 徴 で は 識 別 で き な い た

め 、 そ れ ら の 検 出 は 、 細 胞 マ ー カ ー を 利 用 し て 行 わ れ る 。 造 血 幹 細 胞 マ ー カ ー と し て 、 CD

34+、 CD43+、 CD45+、 CD90+、 CD117+、 CD123+、 CD133+、 CD38-、 HLA-DR-が 例 示 さ れ る 。 こ

の ほ か 、 ES細 胞 か ら 発 生 す る 、 あ る い は 胎 児 に お い て 発 生 す る 成 体 型 （ 二 次 造 血 ） 造 血 幹

細 胞 を 含 む 未 分 化 造 血 細 胞 の マ ー カ ー と し て c-Kitや CD41な ど が 知 ら れ て い る 。 造 血 幹 細

胞 の 識 別 は 、 細 胞 マ ー カ ー を 組 み 合 わ せ て 使 用 し て 実 施 す る こ と が 好 ま し い 。 造 血 幹 細 胞

は 、 CD34+細 胞 で あ る こ と が で き 、 よ り 好 ま し く は CD34+CD43+細 胞 で あ り 得 る 。 細 胞 マ ー

カ ー +と は 、 細 胞 マ ー カ ー 陽 性 と も い い 、 細 胞 が 該 マ ー カ ー を 発 現 し て い る こ と を 意 味 す

る 。 細 胞 マ ー カ ー -と は 、 細 胞 マ ー カ ー 陰 性 と も い い 、 細 胞 が 該 マ ー カ ー を 発 現 し て い な

い こ と を 意 味 す る 。 特 定 の 造 血 幹 細 胞 マ ー カ ー を 発 現 し て い る 造 血 幹 細 胞 を 、 フ ロ ー サ イ

ト メ ト リ ー 法 な ど の 自 体 公 知 の 方 法 に よ り 濃 縮 ま た は 分 離 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 用 語 「 前 駆 細 胞 」 は 、 分 化 の 方 向 性 が 決 定 さ れ て お り 、 一 部 の 細 胞 系 譜 に 属 す る 1系 統

あ る い は 複 数 系 統 の 細 胞 を 作 り 出 す 分 化 能 力 と 、 自 己 増 殖 能 と を 有 し 、 終 末 分 化 し て い な

い 細 胞 を い う 。 こ の よ う な 分 化 能 力 は 、 数 種 類 の 系 統 の 細 胞 に 分 化 で き る 複 能 性 （ multip

otency） 、 2～ 3系 統 の 血 球 に 分 化 で き る 寡 能 性 （ oligopotency） 、 1つ の 系 統 の 細 胞 に 分

化 で き る 単 能 性 （ unipotency） と に 分 類 で き る 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 用 語 「 造 血 前 駆 細 胞 」 は 、 造 血 幹 細 胞 に 由 来 す る 細 胞 で あ っ て 、 血 液 細 胞 に 属 す る 1系

統 あ る い は 複 数 系 統 の 細 胞 を 作 り 出 す 分 化 能 力 と 、 終 末 分 化 し て い な い 細 胞 を い う 。 造 血

前 駆 細 胞 は 、 2～ 3系 統 の 血 球 に 分 化 で き る 寡 能 性 造 血 前 駆 細 胞 （ oligopotent progenitor

 cells） 、 1つ の 血 球 に 分 化 が 限 定 さ れ た 単 能 性 造 血 前 駆 細 胞 （ unipotent progenitor ce

lls） に 分 類 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 造 血 前 駆 細 胞 は 、 骨 髄 系 前 駆 細 胞 お よ び リ ン パ 系 前 駆 細 胞 に 大 別 で き る 。 骨 髄 系 前 駆 細

胞 は 、 赤 血 球 、 好 中 球 、 単 球 、 好 酸 球 、 好 塩 基 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 血 小 板 、 お よ び マ ス
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ト 細 胞 の そ れ ぞ れ の 前 駆 細 胞 に 分 化 し 、 増 殖 成 熟 過 程 を 経 て そ れ ぞ れ の 成 熟 し た 細 胞 の 集

団 を 形 成 す る 。 ま た 、 リ ン パ 系 前 駆 細 胞 は 、 T細 胞 、 B細 胞 、 N K細 胞 、 お よ び N KT細 胞 な ど

の そ れ ぞ れ の 前 駆 細 胞 に 分 化 し 、 増 殖 成 熟 過 程 を 経 て そ れ ぞ れ の 成 熟 し た 細 胞 の 集 団 を 形

成 す る 。 血 小 板 の 前 駆 細 胞 は 巨 核 球 や 巨 核 芽 球 な ど と 呼 ば れ 、 ま た 、 赤 血 球 の 前 駆 細 胞 は

赤 芽 球 な ど と 呼 ば れ る 。 こ れ ら 各 系 統 の 前 駆 細 胞 は 、 自 体 公 知 の 方 法 を 用 い て 細 胞 マ ー カ

ー を 判 別 す る こ と に よ り 分 類 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 骨 髄 系 細 胞 の マ ー カ ー と し て CD

13、 単 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ 系 の マ ー カ ー と し て CD14、 巨 核 球 系 マ ー カ ー と し て CD41、 赤

血 球 系 マ ー カ ー と し て グ リ コ ホ リ ン 、 B細 胞 系 マ ー カ ー と し て CD19、 T細 胞 系 マ ー カ ー と し

て CD3が 知 ら れ て い る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

　 さ ら に 、 造 血 前 駆 細 胞 は 、 自 体 公 知 の コ ロ ニ ー 形 成 法 で 造 血 前 駆 細 胞 を 培 養 す る こ と に

よ り 形 成 さ せ た コ ロ ニ ー を 構 成 す る 細 胞 の 形 態 に よ り 、 骨 髄 系 前 駆 細 胞 コ ロ ニ ー 形 成 単 位

（ CFU-GE M M： 顆 粒 球 ・ 赤 血 球 ・ マ ク ロ フ ァ ー ジ ・ 巨 核 球 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 ） 、 顆 粒 球 － マ

ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU-G M） 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU-M）

、 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU-G） 、 赤 芽 球 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU-E） 、 赤 芽 球 バ ー ス

ト 形 成 単 位 （ BFU-E） 、 巨 核 球 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU-M K） 、 赤 血 球 ・ 巨 核 球 前 駆 細 胞 （ E

ry-M K） 、 巨 核 球 バ ー ス ト 形 成 単 位 （ BFU-M K） 、 好 酸 球 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU-EO） 、 好

塩 基 球 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU-Baso） 、 マ ス ト 細 胞 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ CFU-Mast） な ど に

対 応 す る 細 胞 に 分 類 す る こ と が で き る 。 コ ロ ニ ー ア ッ セ イ 法 と し て 、 コ ロ ニ ー 形 成 細 胞 ア

ッ セ イ （ colony forming unit-culture assay； CFC assayま た は CFU-C） を 例 示 で き る 。

【 ０ ０ ３ ５ 】

　 用 語 「 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 」 は 、 造 血 幹 細 胞 で 構 成 さ れ る 細 胞 集 団

、 造 血 前 駆 細 胞 で 構 成 さ れ る 細 胞 集 団 、 お よ び 造 血 幹 細 胞 と 造 血 前 駆 細 胞 と で 構 成 さ れ る

細 胞 集 団 の い ず れ を も 含 む 。 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 は 、 CD34陽 性 CD43陽

性 （ CD34+CD43+） 細 胞 の 細 胞 集 団 で あ り 得 る 。

【 ０ ０ ３ ６ 】

　 用 語 「 成 体 型 造 血 幹 細 胞 」 は 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ る 細 胞 で あ り 、 成 体 骨 髄

に お け る 造 血 を 長 期 に 亘 っ て 構 築 で き る 造 血 幹 細 胞 を 意 味 す る 。 成 体 骨 髄 に 存 在 す る 造 血

幹 細 胞 は 、 骨 髄 系 前 駆 細 胞 お よ び リ ン パ 系 前 駆 細 胞 に 分 化 し 、 さ ら に 増 殖 成 熟 過 程 を 経 て

成 熟 し た 血 液 細 胞 の 集 団 を 形 成 す る 。 す な わ ち 用 語 「 成 体 型 造 血 幹 細 胞 」 は 、 成 体 に 投 与

さ れ た 後 に 、 自 己 複 製 を 行 い つ つ 、 骨 髄 系 前 駆 細 胞 お よ び リ ン パ 系 前 駆 細 胞 に 分 化 し 、 成

熟 し た 血 液 細 胞 の 集 団 の 形 成 を 長 期 に 亘 っ て 維 持 す る こ と が で き る 細 胞 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ３ ７ 】

　 用 語 「 多 能 性 幹 細 胞 」 は 、 自 分 自 身 を 複 製 す る 自 己 複 製 能 と 多 分 化 能 を 共 に 有 す る 細 胞

を 意 味 す る 。 用 語 「 多 能 性 （ pluripotency） 」 は 、 用 語 「 多 分 化 能 」 と 互 換 可 能 に 使 用 さ

れ 、 細 胞 の 有 す る 性 質 を い い 、 様 々 な 組 織 や 器 官 に 属 す る 細 胞 に 分 化 し 得 る 能 力 を い う 。

こ の よ う に 用 語 「 多 能 性 」 は 、 複 数 の 種 類 の 細 胞 に 分 化 し 得 る 能 力 を い い 、 全 て の 種 類 の

細 胞 に 分 化 し 得 る 能 力 を 意 味 す る 用 語 「 全 能 性 （ totipotency） 」 の 概 念 を 包 含 す る が 、

明 確 に 区 別 す る 場 合 は 、 全 能 性 と 多 能 性 は 区 別 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ８ 】

　 本 発 明 に お い て 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 は 、 成 体 組 織 由 来 の 造 血 幹 細

胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 で あ り 得 る 。 例 え ば 、 成 体 骨 髄 由 来 の 造 血 幹 細 胞 お よ び ／

ま た は 造 血 前 駆 細 胞 で あ り 得 る 。 ま た 、 臍 帯 血 由 来 の 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆

細 胞 で あ り 得 る 。 本 発 明 に お い て 、 骨 髄 由 来 の 骨 髄 細 胞 や 臍 帯 血 由 来 の 臍 帯 血 細 胞 を 、 造

血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 含 む 細 胞 組 成 物 と し て 使 用 で き る 。 あ る い は 、 骨

髄 細 胞 や 臍 帯 血 細 胞 か ら 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 濃 縮 ま た は 分 離 し て 使

用 す る こ と も で き る 。 細 胞 濃 縮 や 分 離 は 、 自 体 公 知 の 方 法 、 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー

法 な ど に よ り 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ３ ９ 】

　 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 は ま た 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 に よ り 得 ら
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れ た 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 で あ り 得 る 。 多 能 性 幹 細 胞 か ら 造 血 幹 細 胞 へ

の 分 化 の 確 認 は 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 細 胞 の 細 胞 マ ー カ ー を 、 フ ロ ー サ イ ト

メ ト リ ー 法 な ど の 自 体 公 知 の 方 法 で 測 定 す る こ と に よ り 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ４ ０ 】

　 多 能 性 幹 細 胞 は 、 胚 性 幹 細 胞 （ ES細 胞 ） ま た は 人 工 多 能 性 幹 細 胞 （ iPS細 胞 ） で あ り 得

る 。 ES細 胞 は 、 着 床 前 の 胚 盤 胞 中 の 内 部 細 胞 塊 か ら 樹 立 さ れ た 細 胞 株 で 、 未 分 化 状 態 を 維

持 し た ま ま 培 養 す る こ と が 可 能 で あ り 、 全 て の 種 類 の 細 胞 に 分 化 す る 全 能 性 を 有 す る 。 マ

ウ ス ES細 胞 は 1981年 に 樹 立 さ れ 、 ヒ ト ES細 胞 も 1998年 に 樹 立 さ れ て い る 。 一 方 、 iPS細 胞

は 、 体 細 胞 へ 数 種 類 の 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に よ り 、 ES細 胞 の よ う に 非 常 に 多 く の 細 胞 に

分 化 で き る 多 能 性 と 、 分 裂 増 殖 を 経 て も 多 能 性 を 維 持 で き る 自 己 複 製 能 を 持 つ 細 胞 で あ る

。 マ ウ ス iPS細 胞 お よ び ヒ ト iPS細 胞 は そ れ ぞ れ 2006年 お よ び 2007年 に 作 製 さ れ た こ と が 報

告 さ れ て い る （ 特 許 文 献 1な ど ） 。

【 ０ ０ ４ １ 】

　 造 血 幹 細 胞 や 造 血 前 駆 細 胞 を ヒ ト の 再 生 医 療 に 使 用 す る こ と を 考 慮 す る と 、 造 血 幹 細 胞

お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 は 、 ヒ ト 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 造 血 前 駆 細 胞 で あ る

こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 ヒ ト 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は

造 血 前 駆 細 胞 を ヒ ト の 再 生 医 療 に 使 用 す る 場 合 、 ES細 胞 に は そ の 樹 立 に 関 す る 倫 理 的 問 題

や 、 ES細 胞 固 有 の ヒ ト 白 血 球 抗 原 （ HLA） が 患 者 の HLAと 異 な る と 免 疫 的 拒 絶 が 生 じ る と い

う 問 題 が あ る た め 、 こ の よ う な 問 題 が な い iPS細 胞 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 iPS細 胞 と

し て 、 ヒ ト 成 人 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 に c-Myc、 Sox2、 Klf4、 お よ び Oct3/4の 各 遺 伝 子 を 導 入 す

る こ と に よ り 樹 立 さ れ た ヒ ト iPS細 胞 を 好 ま し く 例 示 で き る 。 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る

多 能 性 幹 細 胞 は こ れ ら 例 示 に 限 ら ず 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に 分 化 誘 導

し 得 る 細 胞 で あ れ ば 、 ど の よ う な 細 胞 で も 使 用 で き る 。

【 ０ ０ ４ ２ 】

　 用 語 「 分 化 」 は 、 用 語 「 細 胞 分 化 」 と 互 換 可 能 に 使 用 さ れ 、 1個 の 細 胞 の 分 裂 に 由 来 す

る 娘 細 胞 集 団 に お い て 形 態 的 お よ び 機 能 的 に 変 化 し て 質 的 な 差 を も っ た 2つ 以 上 の 種 類 の

細 胞 が 生 じ る 現 象 を い う 。 分 化 に よ り 、 細 胞 の 役 割 に 応 じ た 特 異 性 が 確 立 し て い く 。 し た

が っ て 、 形 態 的 お よ び 機 能 的 に 特 別 な 特 徴 を 検 出 で き な い 細 胞 に 由 来 す る 細 胞 集 団 が 、 特

定 の タ ン パ ク 質 の 産 生 、 ゲ ノ ム 中 の 特 定 の 遺 伝 子 群 の 発 現 な ど の 明 確 な 特 徴 を 示 す に 至 る

過 程 も 分 化 に 包 含 さ れ る 。 用 語 「 分 化 」 に 対 し 、 用 語 「 未 分 化 」 は 、 形 態 的 お よ び 機 能 的

に 質 的 な 差 を 未 だ 持 た ず 、 分 化 能 を 有 す る 細 胞 細 胞 の 状 態 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ ４ ３ 】

　 用 語 「 分 化 誘 導 」 は 、 1個 の 細 胞 の 分 裂 に お い て 、 該 細 胞 に 由 来 す る 娘 細 胞 集 団 が 、 形

態 的 ・ 機 能 的 に 変 化 し て 質 的 な 差 を も っ た 2つ 以 上 の 種 類 の 細 胞 を 含 有 す る よ う に 、 そ の

よ う な 変 化 を も た ら す こ と を い う 。 分 化 誘 導 は 、 そ の よ う な 変 化 を も た ら す 因 子 を 標 的 細

胞 あ る い は 標 的 細 胞 群 に 作 用 さ せ る こ と に よ り 実 施 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 分 化

誘 導 は 、 そ の よ う な 変 化 を も た ら す 因 子 の 存 在 下 で 標 的 細 胞 あ る い は 標 的 細 胞 群 を 適 当 な

条 件 で 培 養 す る こ と に よ り 実 施 で き る 。 培 養 す る 条 件 は 、 標 的 細 胞 あ る い は 標 的 細 胞 群 に

応 じ て 、 そ れ ら を 培 養 す る の に 使 用 さ れ て い る 公 知 の 条 件 を 適 用 す る 。

【 ０ ０ ４ ４ 】

　 多 能 性 幹 細 胞 か ら の 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 分 化 誘 導 は 、 好 ま し く は

胚 様 体 形 成 法 に よ り 実 施 で き る 。 胚 様 体 形 成 法 と は 、 多 能 性 幹 細 胞 の 未 分 化 性 を 維 持 す る

の に 必 要 な サ イ ト カ イ ン 、 増 殖 因 子 お よ び 支 持 細 胞 を 取 り 除 い て 適 当 な 培 地 で 培 養 す る こ

と に よ り 、 嚢 胞 性 の 構 造 を 有 し 、 そ の 内 部 に 外 胚 葉 、 内 胚 葉 、 お よ び 中 胚 葉 の い ず れ の 細

胞 系 譜 も 包 含 す る 胚 様 体 と 呼 ば れ る 細 胞 塊 を 形 成 さ せ る 方 法 で あ る （ 非 特 許 文 献 7、 8お よ

び 9な ど ） 。 胚 様 体 形 成 法 に お い て 適 当 な 造 血 因 子 を 存 在 さ せ る こ と に よ り 、 多 能 性 幹 細

胞 か ら 形 成 さ れ た 胚 様 体 に 含 ま れ る 中 胚 葉 細 胞 か ら 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆

細 胞 を 分 化 誘 導 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ４ ５ 】

　 因 子 は 、 所 望 の 目 的 を 達 成 す る こ と が で き る 限 り ど の よ う な 物 質 で あ っ て も よ く 、 例 え
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ば 任 意 の 化 合 物 、 よ り 具 体 的 に は タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 オ リ ゴ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド

、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 核 酸 、 低 分 子 な ど を 挙 げ る こ

と が で き る 。 化 合 物 は 天 然 物 ま た は 合 成 物 で あ り 得 る 。 用 語 「 低 分 子 」 は 、 有 機 分 子 で あ

っ て 比 較 的 分 子 量 が 小 さ い も の を 意 味 し 、 通 常 、 分 子 量 が 約 1,000以 下 の も の を い う 。

【 ０ ０ ４ ６ 】

　 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 多 能 性 幹 細 胞 か ら 分 化 誘 導 す る こ と の で き る

因 子 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 自 己 複 製 、 増 幅 お よ び 分 化 の 少 な く と

も 1つ を 調 節 す る サ イ ト カ イ ン や 増 殖 因 子 な ど の い わ ゆ る 造 血 因 子 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ

ず い ず れ も 使 用 で き る 。 具 体 的 に は 、 骨 形 成 タ ン パ ク 質 4（ bone morphogenetic protein

4； B MP4） お よ び 塩 基 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ basic fibroblast growth factor； bFGF）

な ど の 中 胚 葉 誘 導 因 子 、 血 管 内 皮 細 胞 増 殖 因 子 （ vascular endothelial growth factor；

VEGF） 、 ト ロ ン ボ ポ イ エ チ ン （ thrombopoietin； TPO） な ど の 血 小 板 増 殖 因 子 、 幹 細 胞 因

子 （ stem cell factor； SCF） 、 FMS様 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 3リ ガ ン ド （ FMS-like tyrosine

kinase 3 Ligand； Flt3L） 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン － 6／ 可 溶 性 イ ン タ ー ロ イ キ ン － 6受 容 体 複

合 体 （ IL-6/sIL-6R） 、 お よ び ノ ッ チ リ ガ ン ド （ 以 下 、 Notchリ ガ ン ド と 称 す る ） な ど を 例

示 で き る 。 造 血 因 子 は 単 独 で 使 用 す る こ と が で き る が 、 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が 好 ま

し い 。 ま た 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 分 化 誘 導 す る 場

合 、 使 用 す る 造 血 因 子 は 多 能 性 幹 細 胞 が 由 来 す る 生 物 種 と 同 じ 生 物 種 由 来 の も の で あ る こ

と が 好 ま し い 。 す な わ ち 、 ヒ ト 多 能 性 幹 細 胞 か ら 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞

を 分 化 誘 導 す る 場 合 、 好 ま し く は ヒ ト 由 来 の 造 血 因 子 を 使 用 す る こ と が 適 当 で あ る 。

【 ０ ０ ４ ７ 】

　 用 語 「 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 」 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は

造 血 前 駆 細 胞 の 数 を 増 加 さ せ る こ と を い う 。

【 ０ ０ ４ ８ 】

　 用 語 「 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る 」 と は 、 Sox17を コ ー ド す る D N Aの 遺 伝 子

情 報 が ｍ RN Aに 転 写 さ れ て Sox17の ア ミ ノ 酸 配 列 と し て 翻 訳 さ れ る 反 応 を 起 こ す こ と に よ り

、 Sox17を 生 成 さ せ る こ と を い う 。

【 ０ ０ ４ ９ 】

　 転 写 因 子 Sox17は 、 生 殖 細 胞 以 外 に 、 最 終 段 階 の 内 胚 葉 、 血 管 内 皮 、 胎 児 造 血 幹 細 胞 の

形 成 お よ び 維 持 に 機 能 す る こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 10お よ び 11） 。 Sox17は 胎 児

期 と 新 生 児 期 の 造 血 幹 細 胞 の 維 持 に 必 要 で あ る が 、 新 生 児 期 か ら 成 体 期 に 移 行 す る に つ れ

て 造 血 幹 細 胞 に お け る Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 が 認 め ら れ な く な る こ と が マ ウ ス

に お い て 報 告 さ れ て い る （ 非 特 許 文 献 12） 。 ま た 、 Sox17に は Wntシ グ ナ ル 抑 制 作 用 が あ る

こ と が 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 13） 。

【 ０ ０ ５ ０ 】

　 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に お い て 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を

発 現 さ せ る こ と は 、 生 体 内 お よ び 生 体 外 の い ず れ に お い て も 実 施 で き る が 、 好 ま し く は 生

体 外 で 実 施 さ れ る 。 用 語 「 生 体 外 （ イ ン ビ ト ロ ） 」 は 、 用 語 「 生 体 内 （ イ ン ビ ボ ） 」 と 対

照 を な す 用 語 で あ り 、 生 体 か ら 摘 出 ま た は 遊 離 さ れ た 状 態 を い う 。 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま

た は 造 血 前 駆 細 胞 に お い て 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と は 、 例 え

ば 、 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る こ と に よ

り 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ５ １ 】

　 用 語 「 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 」 は 、 生 細 胞 へ の 核 酸 の 導 入 を い い 、 用 語 「 核 酸 導 入 」 と

互 換 可 能 に 使 用 さ れ る 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン は 、 所 望 の 核 酸 を 標 的 細 胞 に 接 触 さ せ る こ

と に よ り 実 施 で き る 。 核 酸 と 標 的 細 胞 と の 接 触 は 、 生 体 内 お よ び 生 体 外 の い ず れ に お い て

も 実 施 で き る が 、 好 ま し く は 生 体 外 で 実 施 さ れ る 。

【 ０ ０ ５ ２ 】

　 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 任 意 の 生 物 由 来 の も の で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 そ の 生

物 は 、 脊 椎 動 物 （ 例 え ば 、 哺 乳 動 物 、 爬 虫 類 、 両 生 類 、 魚 類 、 鳥 類 な ど ） で あ り 得 、 よ り
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好 ま し く は 、 哺 乳 動 物 （ 例 え ば 、 齧 歯 類 （ マ ウ ス 、 ラ ッ ト な ど ） 、 霊 長 類 （ ヒ ト な ど ） な

ど ） で あ り 得 る 。 マ ウ ス Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 発 現 が 、 ヒ ト 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま

た は ヒ ト 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 に 効 果 を 示 し た こ と か ら 、 ヒ ト 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ

ト 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 に ヒ ト 以 外 の 哺 乳 動 物 由 来 の Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 使 用 で き

る と 考 え る 。 さ ら に よ り 好 ま し く は 、 該 遺 伝 子 は 、 該 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る 造 血 幹 細 胞 お よ

び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 が 由 来 し た 生 物 と 同 じ 種 類 の 生 物 由 来 の 遺 伝 子 で あ る こ と が 適 当

で あ る 。 ヒ ト 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は ヒ ト 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 に は 、 ヒ ト Sox17を コ ー

ド す る 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と が よ り 好 ま し い 。 マ ウ ス Sox17遺 伝 子 と し て 配 列 番 号 1に 記

載 の 塩 基 配 列 で 表 さ れ る D N Aを 例 示 で き 、 該 D N Aは 配 列 番 号 2に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ

れ る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 。 ヒ ト Sox17遺 伝 子 と し て 配 列 番 号 3に 記 載 の 塩 基 配 列 で 表 さ

れ る D N Aを 例 示 で き 、 該 D N Aは 配 列 番 号 4に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 で 表 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ

ー ド す る 。 配 列 番 号 1に 記 載 の 塩 基 配 列 で 表 さ れ る D N Aお よ び 配 列 番 号 3に 記 載 の 塩 基 配 列

で 表 さ れ る D N Aは 米 国 国 立 バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー 情 報 セ ン タ ー （ NCBI） の デ ー タ ベ ー ス に そ

れ ぞ れ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 N M_011441お よ び N M_022454.3と し て 登 録 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ５ ３ 】

　 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 は 、 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 で あ れ ば い ず れ で も よ く 、 ま た

、 そ の ホ モ ロ グ 遺 伝 子 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 本 明 細 書 中 、 用 語 「 ホ モ ロ グ 遺 伝 子 」 と は 、 Sox17遺 伝 子 と 配 列 相 同 性 を 有 し か つ 該 遺

伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と 構 造 的 特 徴 や 生 物 学 的 機 能 の 類 似 性 な ど を 有 す る タ

ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を い う 。 配 列 相 同 性 は 、 通 常 、 塩 基 配 列 ま た は ア ミ ノ 酸 配 列

の 全 体 で 50%以 上 、 好 ま し く は 少 な く と も 70%で あ る こ と が 適 当 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 70

%以 上 、 75%以 上 、 80%以 上 、 85%以 上 、 90%以 上 、 ま た は 95%以 上 で あ る こ と が 適 当 で あ る 。

ホ モ ロ グ 遺 伝 子 に は 、 Sox17遺 伝 子 の 塩 基 配 列 に お い て 1個 以 上 、 例 え ば 1～ 100個 、 好 ま し

く は 1～ 30個 、 よ り 好 ま し く は 1～ 20個 、 さ ら に 好 ま し く は 1～ 10個 、 さ ら に よ り 好 ま し く

は 1～ 5個 、 な お 好 ま し く は 1～ 3個 、 な お よ り 好 ま し く は 1個 の ヌ ク レ オ チ ド の 欠 失 、 置 換

、 付 加 ま た は 挿 入 と い っ た 変 異 が 存 す る 塩 基 配 列 を 有 す る 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は

、 こ の よ う な 遺 伝 子 で あ っ て 、 Sox17遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 機

能 と 同 質 の 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 望 ま し い 。 変 異 の 程 度 お よ び そ

れ ら の 位 置 な ど は 、 該 変 異 を 有 す る 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が Sox17遺 伝 子

に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 と 同 様 の 構 造 的 特 徴 を 有 し 、 か つ 、 同 質 の 生 物 学 的 機 能 を

有 す る も の で あ る 限 り 特 に 制 限 さ れ な い 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 変 異 を 有 す る 遺 伝 子 は 、 天 然 に 存 在 す る も の で あ っ て よ く 、 ま た 天 然 由 来 の 遺 伝 子 に 基

づ い て 変 異 を 導 入 し て 得 た も の で あ っ て も よ い 。 変 異 を 導 入 す る 手 段 は 自 体 公 知 で あ り 、

例 え ば 、 部 位 特 異 的 変 異 導 入 法 、 遺 伝 子 相 同 組 換 え 法 、 プ ラ イ マ ー 伸 長 法 ま た は ポ リ メ ラ

ー ゼ 連 鎖 反 応 （ 以 下 、 PCRと 略 称 す る ） な ど を 単 独 で ま た は 適 宜 組 み 合 わ せ て 使 用 で き る

。 例 え ば 成 書 に 記 載 の 方 法 （ 非 特 許 文 献 14お よ び 15） に 準 じ て 、 あ る い は そ れ ら の 方 法 を

改 変 し て 実 施 す る こ と が で き 、 ウ ル マ ー の 技 術 （ 非 特 許 文 献 16） を 利 用 す る こ と も で き る

。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 ホ モ ロ グ 遺 伝 子 に は 、 Sox17遺 伝 子 を 構 成 す る D N Aの 相 補 的 D N Aに ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条

件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン す る D N Aで 構 成 さ れ る 遺 伝 子 が 含 ま れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ

ー シ ョ ン の 条 件 は 、 例 え ば 成 書 に 記 載 の 方 法 （ 非 特 許 文 献 14） な ど が 採 用 で き る 。 具 体 的

に は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 と は 、 例 え ば 、 6× SSC、 0.5%　 SDSお よ び 50%　 ホ ル ム ア

ミ ド の 溶 液 中 で 42℃ に て 加 温 し た 後 、 0.1× SSC、 0.5%　 SDSの 溶 液 中 で 68℃ に て 洗 浄 す る

条 件 を い う 。 好 ま し く は 、 Sox17遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 生 物 学 的 機 能 と

同 質 の 機 能 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る D N Aで あ る こ と が 望 ま し い 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 に は 、 該 遺 伝 子 を 細 胞 で 発 現 さ せ た と き に 該 遺 伝 子 が コ ー ド
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す る タ ン パ ク 質 の 検 出 を 容 易 に す る 目 的 や 該 タ ン パ ク 質 に 所 望 の 機 能 を 付 与 す る 目 的 で 、

該 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の N末 端 側 や C末 端 側 に 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド が 付 加

さ れ る よ う に 、 該 ポ リ ペ プ チ ド を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド を 付 加 し て 使 用 す る こ と が

で き る 。 N末 端 側 に 付 加 す る ペ プ チ ド と し て FLA Gタ グ な ど 、 お よ び C末 端 側 に 付 加 す る ペ プ

チ ド と し て ERTな ど を 例 示 で き る 。 FLA Gタ グ は タ ン パ ク 質 の 検 出 を 容 易 に す る 。 ERTは 、 エ

ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 ア ル フ ァ の リ ガ ン ド 結 合 領 域 に 変 異 を 加 え た も の で 、 エ ス ト ロ ゲ ン と は

結 合 し な い が 、 4-O Hタ モ キ シ フ ェ ン に の み リ ガ ン ド と し て 結 合 し 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 核 内

へ の 移 行 を 促 進 す る 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 本 発 明 に お い て 使 用 さ れ る 遺 伝 子 は 、 所 望 の 効 果 を 発 揮 す る か ぎ り 、 天 然 の も の で あ っ

て も 、 合 成 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 天 然 の 遺 伝 子 の 取 得 は 、 具 体 的 に は 、 所 望 の 遺 伝

子 の 発 現 が 確 認 さ れ て い る 適 当 な 起 源 か ら 、 常 法 に 従 っ て cD N Aラ イ ブ ラ リ ー を 調 製 し 、 該

ラ イ ブ ラ リ ー か ら 、 該 遺 伝 子 に 特 有 の 適 当 な プ ロ ー ブ や プ ラ イ マ ー を 使 用 し て 所 望 の ク ロ

ー ン を 選 択 す る こ と に よ り 実 施 で き る 。 cD N Aの 起 源 と し て 、 所 望 の 遺 伝 子 の 発 現 が 確 認 さ

れ て い る 各 種 の 細 胞 や 組 織 、 ま た は こ れ ら に 由 来 す る 培 養 細 胞 な ど を 例 示 で き る 。 ヒ ト So

x遺 伝 子 お よ び そ の ホ モ ロ グ 遺 伝 子 の 起 源 と し て 、 例 え ば 、 内 胚 葉 前 駆 細 胞 や 胎 児 血 管 内

皮 を 例 示 で き る 。 合 成 D N Aは 、 当 該 分 野 に お い て 周 知 の 合 成 方 法 に よ っ て 所 望 の D N Aを 合 成

す る こ と に よ り 取 得 で き る 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 用 語 「 ベ ク タ ー 」 は 、 用 語 「 組 換 え ベ ク タ ー 」 と 互 換 可 能 に 使 用 さ れ 、 目 的 の D N A配 列

を 目 的 の 細 胞 へ と 移 入 さ せ る こ と が で き る も の を い う 。 そ の よ う な ベ ク タ ー と し て は 、 動

物 個 体 な ど の 宿 主 細 胞 に お い て 自 律 複 製 が 可 能 で あ る か 、 ま た は 染 色 体 中 へ の 組 込 み が 可

能 で 、 目 的 の D N A配 列 の 転 写 に 適 し た 位 置 に プ ロ モ ー タ ー を 含 有 し て い る も の が 例 示 さ れ

る 。 ベ ク タ ー は 宿 主 中 で 複 製 可 能 な も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ ず 、 宿 主 の 種 類 お よ び 使 用

目 的 に よ り 適 宜 選 択 さ れ る 。 ベ ク タ ー は 、 天 然 に 存 在 す る も の を 抽 出 し た も の の ほ か 、 複

製 に 必 要 な 部 分 以 外 の D N Aの 部 分 が 一 部 欠 落 し て い る も の で も よ い 。 代 表 的 な も の と し て

、 プ ラ ス ミ ド 、 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ お よ び ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー を 例 示 で き る 。 プ ラ ス

ミ ド と し て 、 大 腸 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド 、 枯 草 菌 由 来 の プ ラ ス ミ ド 、 酵 母 由 来 の プ ラ ス ミ ド

な ど を 例 示 で き る 。 バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ と し て 、 λ フ ァ ー ジ な ど を 例 示 で き る 。 ウ イ ル ス

由 来 の ベ ク タ ー と し て 、 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、

パ ポ バ ウ イ ル ス 、 SV40、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 お よ び 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス な ど の 動 物 ウ イ ル ス 由

来 の ベ ク タ ー 、 あ る い は バ キ ュ ロ ウ イ ル ス な ど の 昆 虫 ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー を 例 示 で き

る 。 そ の 他 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 由 来 、 挿 入 エ レ メ ン ト 由 来 、 酵 母 染 色 体 エ レ メ ン ト 由 来 の ベ

ク タ ー な ど を 例 示 で き る 。 あ る い は 、 こ れ ら を 組 み 合 わ せ て 作 成 し た ベ ク タ ー 、 例 え ば プ

ラ ス ミ ド お よ び バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 遺 伝 学 的 エ レ メ ン ト を 組 み 合 わ せ て 作 成 し た ベ ク タ

ー （ コ ス ミ ド や フ ァ ー ジ ミ ド な ど ） を 例 示 で き る 。 ま た 、 目 的 に よ り 発 現 ベ ク タ ー や ク ロ

ー ニ ン グ ベ ク タ ー な ど 、 い ず れ を 使 用 す る こ と も で き る 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 用 語 「 発 現 ベ ク タ ー 」 は 、 構 造 遺 伝 子 お よ び そ の 発 現 を 調 節 す る プ ロ モ ー タ ー に 加 え て

種 々 の 調 節 エ レ メ ン ト が 宿 主 の 細 胞 中 で 作 動 可 能 に 連 結 さ れ た 核 酸 配 列 を い う 。 用 語 「 作

動 可 能 に 連 結 さ れ た 」 と は 、 所 望 の D N A配 列 の 発 現 （ 作 動 ） が あ る 調 節 エ レ メ ン ト の 制 御

下 に 配 置 さ れ る こ と を い う 。 プ ロ モ ー タ ー が 遺 伝 子 に 作 動 可 能 に 連 結 さ れ る た め に は 、 通

常 、 そ の 遺 伝 子 の す ぐ 上 流 に プ ロ モ ー タ ー が 配 置 さ れ る が 、 必 ず し も 隣 接 し て 配 置 さ れ る

必 要 は な い 。 調 節 エ レ メ ン ト は 、 好 ま し く は 、 タ ー ミ ネ ー タ ー 、 薬 剤 耐 性 遺 伝 子 の よ う な

選 択 マ ー カ ー お よ び 、 エ ン ハ ン サ ー を 含 み 得 る 。 発 現 ベ ク タ ー の 種 類 お よ び 使 用 さ れ る 調

節 エ レ メ ン ト の 種 類 は 、 該 発 現 ベ ク タ ー が 導 入 さ れ る 細 胞 が 由 来 す る 生 物 種 に 応 じ て 適 当

な も の を 選 択 し て 使 用 す る 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 用 語 「 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 」 は 、 ベ ク タ ー の う ち 、 ウ イ ル ス 由 来 の も の を い う 。 本 明 細 書

に お い て 、 用 語 「 ウ イ ル ス 」 は 、 D N Aま た は RN Aの い ず れ か を ゲ ノ ム と し て 有 す る 、 感 染 細
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胞 内 だ け で 増 殖 す る 感 染 性 の 微 小 構 造 体 を い う 。 ウ イ ル ス と し て は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 科 、

ト ガ ウ イ ル ス 科 、 コ ロ ナ ウ イ ル ス 科 、 フ ラ ビ ウ イ ル ス 科 、 パ ラ ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 、 オ ル ト

ミ ク ソ ウ イ ル ス 科 、 ブ ニ ヤ ウ イ ル ス 科 、 ラ ブ ド ウ イ ル ス 科 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 科 、 ヘ ル ペ

ス ウ イ ル ス 科 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 科 お よ び ヘ パ ド ナ ウ イ ル ス 科 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る

科 に 属 す る ウ イ ル ス が 挙 げ ら れ る 。 こ の 中 で 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 科 に 属 す る ウ イ ル ス 由 来 の

ベ ク タ ー が 好 ま し く 使 用 さ れ る 。 用 語 「 レ ト ロ ウ イ ル ス 」 は 、 RN Aの 形 で 遺 伝 情 報 を 有 し

、 逆 転 写 酵 素 に よ っ て RN Aの 情 報 か ら D N Aを 合 成 す る ウ イ ル ス を い う 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 用 語 「 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 」 は 、 目 的 の D N A配 列 を 目 的 の 細 胞 へ と 移 入 さ せ る た め

の 媒 介 物 と し て レ ト ロ ウ イ ル ス を 使 用 し た ベ ク タ ー の 態 様 を い う 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ

ー と し て 、 例 え ば マ ウ ス 幹 細 胞 ウ イ ル ス （ MSCV） 由 来 の レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー を 挙

げ る こ と が で き る が 、 目 的 の D N A配 列 を 目 的 の 細 胞 へ と 移 入 さ せ 得 る 限 り に お い て こ れ ら

例 示 に 限 定 さ れ な い 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

　 ベ ク タ ー に 目 的 の D N A配 列 を 組 込 む 方 法 は 、 自 体 公 知 の 方 法 を 適 用 で き る 。 例 え ば 、 目

的 の D N A配 列 を 適 当 な 制 限 酵 素 に よ り 処 理 し て 特 定 部 位 で 切 断 し 、 次 い で 同 様 に 処 理 し た

ベ ク タ ー と 混 合 し 、 リ ガ ー ゼ に よ っ て 再 結 合 す る 方 法 が 使 用 さ れ る 。 あ る い は 、 目 的 の D N

A配 列 に 適 当 な リ ン カ ー を ラ イ ゲ ー シ ョ ン し 、 こ れ を 目 的 に 適 し た ベ ク タ ー の マ ル チ ク ロ

ー ニ ン グ サ イ ト へ 挿 入 す る こ と に よ っ て も 、 所 望 の 組 換 え ベ ク タ ー が 得 ら れ る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 用 語 「 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー 」 と は 、 Sox17を コ ー ド す る D N A配

列 を 目 的 の 細 胞 へ と 移 入 さ せ る ベ ク タ ー で あ り 、 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 そ の 発 現 を

調 節 す る プ ロ モ ー タ ー に 加 え て 種 々 の 調 節 エ レ メ ン ト が 宿 主 の 細 胞 中 で 作 動 可 能 に 連 結 さ

れ た 核 酸 配 列 を い う 。 好 ま し く は 、 Sox17を コ ー ド す る D N A配 列 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク

タ ー 、 よ り 好 ま し く は Sox17を コ ー ド す る D N A配 列 を 含 む MSCV由 来 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー

を 挙 げ る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 本 発 明 に 係 る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 は 、 多 能 性 幹 細 胞 を 生

体 外 で 培 養 し て 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 分 化 誘 導 し 、 該 分 化 誘 導 さ れ た

造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る こ と を

特 徴 と す る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 で あ り 得 る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 本 発 明 に 係 る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 は 、 よ り 詳 し く は 、 下

記 （ a） か ら （ d） の 工 程 を 含 む 方 法 で あ り 得 る ：

（ a） ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 を 、 造 血 因 子 を 含 む 培 地 中 で 培 養 す る 工 程 、

（ b） 前 記 （ a） で 培 養 し た ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 か ら CD34+CD43+細 胞 を 分 画 す る 工 程 、

（ c） 前 記 （ b） で 調 製 し た CD34+CD43+細 胞 分 画 に 、 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を

発 現 さ せ る 工 程 、 お よ び

（ d） 前 項 工 程 （ c） で 調 製 し た 細 胞 を 培 養 す る 工 程 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 本 発 明 に 係 る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 は 、 好 ま し く は 下 記 （

1） か ら （ 6） の 工 程 を 含 む 方 法 で あ り 得 る ：

（ 1） ヒ ト 人 工 多 能 性 幹 細 胞 を 、 ヒ ト B MP4お よ び ヒ ト bFGFを 含 む 培 地 中 で 培 養 す る 工 程 、

（ 2） 前 記 工 程 （ 1） で 培 養 し た 細 胞 を 、 さ ら に ヒ ト B MP4お よ び ヒ ト VEGFを 含 む 培 地 中 で 培

養 す る 工 程 、

（ 3） 前 記 工 程 （ 2） で 培 養 し た 細 胞 を 、 さ ら に ヒ ト B MP4、 ヒ ト VEGF、 ヒ ト TPOお よ び ヒ ト S

CFを 含 む 培 地 中 で 培 養 す る 工 程 、

（ 4） 前 記 工 程 （ 3） で 培 養 し た 細 胞 か ら CD34+CD43+細 胞 を 分 画 す る 工 程 、

（ 5） 前 記 工 程 （ 4） で 調 製 し た CD34+CD43+細 胞 分 画 に 、 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝

子 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 工 程 、

10

20

30

40

50



(14) JP  5794510  B2  2015.10.14

（ 6） 前 項 工 程 （ 5） で 調 製 し た 細 胞 を 培 養 す る 工 程 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 上 記 工 程 を 含 む 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 に お い て 、 Sox17を

コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン す る 工 程 で 調 製

し た 細 胞 を さ ら に 培 養 す る と き に は 、 ス ト ロ ー マ 細 胞 上 で 該 細 胞 を 培 養 す る こ と が 好 ま し

い 。 ス ト ロ ー マ 細 胞 は 、 培 養 ス ト ロ ー マ 細 胞 株 で あ り 得 る 。 ス ト ロ ー マ 細 胞 は 市 販 さ れ て

い る も の を 使 用 で き る 。 ス ト ロ ー マ 細 胞 と し て 、 OP-9細 胞 を 例 示 で き る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 多 能 性 幹 細 胞 を 培 養 す る 期 間 は 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆

細 胞 へ の 分 化 を 誘 導 し 得 る 期 間 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 適 当 な 期 間 は 、 多 能 性 幹 細 胞

を 本 発 明 に 係 る 分 化 誘 導 方 法 で 培 養 し て 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化

誘 導 を 行 う 実 験 （ 実 施 例 1参 照 ） を 行 い 、 分 化 誘 導 の 程 度 を 測 定 し て 分 化 誘 導 の 程 度 が 高

い 期 間 を 選 択 す る こ と に よ り 容 易 に 決 定 で き る 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

　 好 ま し い 培 養 期 間 は 、 上 記 工 程 （ 1） に つ い て 2日 間 、 そ の 後 、 上 記 工 程 （ 2） に つ い て 4

日 間 、 さ ら に 上 記 工 程 （ 3） に つ い て 2日 間 、 そ し て 上 記 工 程 （ 6） に つ い て 17日 間 以 上 で

あ り 得 る 。 培 養 期 間 に お い て 、 培 養 培 地 は 1日 か ら 2日 に 1回 新 た な 培 養 培 地 と 交 換 す る こ

と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 造 血 因 子 の 濃 度 は 、 多 能 性 幹 細 胞 か ら 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化

誘 導 を 促 進 す る 濃 度 で あ れ ば い ず れ の 濃 度 で も 使 用 で き る 。 適 当 な 濃 度 は 、 多 能 性 幹 細 胞

を 培 養 し て 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化 誘 導 を 行 う 実 験 （ 実 施 例 1参

照 ） を 使 用 し 、 該 培 養 中 に 造 血 因 子 を 様 々 な 濃 度 で 添 加 し て 分 化 誘 導 の 程 度 を 測 定 し て 分

化 誘 導 の 程 度 が 高 い 濃 度 を 選 択 す る こ と に よ り 容 易 に 決 定 で き る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 造 血 因 子 の 適 当 な 濃 度 は 、 多 能 性 幹 細 胞 の 種 類 お よ び 使 用 量 に よ る が 、 好 ま し く は 、 ヒ

ト B MP4は 10ng/ml、 ヒ ト bFGFは 10ng/ml、 ヒ ト VEGFは 10ng/ml、 ヒ ト TPOは 20ng/ml、 ヒ ト SCF

は 20ng/mlで あ る こ と が 適 当 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 培 養 す る 多 能 性 幹 細 胞 の 濃 度 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化 誘 導

が 可 能 で あ る 限 り 特 に 限 定 さ れ な い が 、 約 1× 10
4
～ 1× 10

6
/mlが 例 示 さ れ る 。 培 養 温 度 は

約 30～ 40℃ 、 好 ま し く は 37℃ で あ り 得 る 。 培 養 時 の 二 酸 化 炭 素 濃 度 は 約 1～ 10％ 、 好 ま し

く は 約 5％ が 適 当 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ４ 】

　 培 養 に 使 用 す る 培 養 培 地 は 、 通 常 の 細 胞 培 養 用 、 特 に 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 用 の 培 地 で あ れ

ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 培 養 培 地 は 、 血 清 由 来 の ウ イ ル ス や プ リ オ ン の 混 入 を 防 ぐ な ど の 目

的 で 、 無 血 清 培 地 を 使 用 す る こ と が 好 ま し い 。 よ り 好 ま し く は 、 造 血 幹 細 胞 や 造 血 前 駆 細

胞 な ど の 中 胚 葉 系 幹 細 胞 の 培 養 に 適 し た 培 養 培 地 を 用 い る こ と が 適 当 で あ る 。 具 体 的 に は

、 無 血 清 完 全 合 成 培 地 で あ る mTeSR（ Stemcell Technologies社 製 ） を 好 ま し く 例 示 で き る

。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 培 養 時 に は 、 マ ト リ ゲ ル な ど の 細 胞 培 養 の 基 質 や 支 持 体 と な る 物 質 を 使 用 す る こ と が よ

り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 に 係 る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 方 法 に よ り

得 ら れ る 細 胞 培 養 物 に 関 す る 。 本 発 明 に よ り 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を

含 む 分 画 、 コ ロ ニ ー 形 成 能 を 示 す 細 胞 の 増 加 、 お よ び コ ロ ニ ー 形 成 能 を 有 す る 未 分 化 前 駆

細 胞 の 増 加 が 認 め ら れ た （ 実 施 例 1参 照 ） 。 詳 し く は 、 成 体 マ ウ ス 骨 髄 由 来 の 造 血 幹 細 胞

に ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て Sox17を 強 制 発 現 さ せ て 10日 間 培 養 し た と こ ろ 、 コ ロ ニ ー 形

成 能 を 示 す 細 胞 の 顕 著 な 増 加 が 認 め ら れ た 。 ま た 、 マ ウ ス ES細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た c-ki
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t+CD41+造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に 、 HoxB4と 共 に Sox17を 強 制 発 現 さ せ た

と こ ろ 、 増 殖 能 の 顕 著 な 亢 進 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 含 む c-Kit+CD45

+細 胞 分 画 の 増 加 、 並 び に コ ロ ニ ー 形 成 能 を 示 す 細 胞 の 増 加 が 認 め ら れ た 。 さ ら に 、 ヒ ト i

PS細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に 、 Sox17を 強 制 発 現

さ せ た と こ ろ 、 HoxB4の 発 現 誘 導 な し に 、 増 殖 能 の 亢 進 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血

前 駆 細 胞 を 含 む CD34+CD45+細 胞 分 画 の 増 加 、 コ ロ ニ ー 形 成 能 を 示 す 細 胞 の 顕 著 な 増 加 が 認

め ら れ た 。 本 発 明 に よ り 得 ら れ る 細 胞 培 養 物 は 、 こ の よ う に 、 ヒ ト の 細 胞 培 養 物 に お い て

は 細 胞 マ ー カ ー CD34お よ び CD45を 有 す る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 、 マ ウ

ス の 細 胞 培 養 物 に お い て は 細 胞 マ ー カ ー c-kitお よ び CD45を 有 す る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま

た は 造 血 前 駆 細 胞 を 含 む も の で あ り 得 る 。 ま た 、 本 発 明 に 係 る 細 胞 培 養 物 に 含 ま れ る 造 血

幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に は 、 コ ロ ニ ー 形 成 能 を 有 す る 未 分 化 前 駆 細 胞 が 多 く

含 ま れ る 。 本 発 明 に 係 る 細 胞 培 養 物 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 他 、 多

能 性 幹 細 胞 を 含 む も の で あ り 得 る 。 本 発 明 に 係 る 細 胞 培 養 物 か ら 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た

は 造 血 前 駆 細 胞 を 分 離 精 製 し て 得 る こ と も 可 能 で あ る 。 細 胞 の 分 離 精 製 は 、 例 え ば 発 現 し

て い る CD34お よ び CD45な ど の 細 胞 マ ー カ ー を 指 標 と し て フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 や パ ン ニ

ン グ 法 な ど の 公 知 方 法 に よ り 実 施 で き る 。 ま た 、 特 定 の 種 類 の 造 血 前 駆 細 胞 を 、 そ の よ う

な 造 血 前 駆 細 胞 に 特 有 の 細 胞 マ ー カ ー を 指 標 と し て 公 知 方 法 に よ り 分 離 す る こ と に よ り 取

得 す る こ と も 可 能 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 本 発 明 は ま た 、 転 写 因 子 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー か ら な る 造 血 幹

細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 剤 、 該 発 現 ベ ク タ ー を 含 有 し て な る 造 血 幹 細 胞 お

よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 用 組 成 物 、 並 び に 該 発 現 ベ ク タ ー を 試 薬 と し て 含 有 し な

る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 試 薬 キ ッ ト に 関 す る 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

　 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー の 用 量 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造

血 前 駆 細 胞 を 増 幅 す る 用 量 で あ れ ば い ず れ の 用 量 で も 使 用 で き る 。 適 当 な 濃 度 は 、 造 血 幹

細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 を 行 う 実 験 （ 実 施 例 1参 照 ） を 使 用 し て 細 胞 培 養

中 に Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー を 様 々 な 用 量 で 添 加 し て 増 幅 程 度 を 測

定 し て 増 幅 程 度 が 高 い 用 量 を 選 択 す る こ と に よ り 容 易 に 決 定 で き る 。 発 現 ベ ク タ ー が ウ イ

ル ス 発 現 ベ ク タ ー で あ る 場 合 は 、 適 当 な 細 胞 を 用 い て ウ イ ル ス の 力 価 測 定 を 行 っ て 適 当 な

感 染 多 重 度 （ M OI） を 決 定 し 、 さ ら に 、 上 記 方 法 に よ り 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前

駆 細 胞 の 増 幅 程 度 を 確 認 す る こ と に よ り 、 そ の 適 当 な 濃 度 を 決 定 で き る 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 Sox17を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 発 現 ベ ク タ ー は 、 適 当 な 担 体 、 例 え ば 医 薬 用 に 許 容 さ

れ る 担 体 （ 医 薬 用 担 体 ） と 組 み 合 わ せ て 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅

用 組 成 物 と し て 提 供 で き る 。 担 体 は 、 製 剤 の 使 用 形 態 に 応 じ て 通 常 使 用 さ れ る 、 充 填 剤 、

増 量 剤 、 結 合 剤 、 付 湿 剤 、 崩 壊 剤 、 滑 沢 剤 、 希 釈 剤 お よ び 賦 形 剤 を 例 示 で き る 。 こ れ ら は

得 ら れ る 製 剤 の 投 与 形 態 に 応 じ て 適 宜 選 択 し て 使 用 さ れ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 水 、 医 薬 的

に 許 容 さ れ る 有 機 溶 剤 、 コ ラ ー ゲ ン 、 ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ー ル 、 ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 カ

ル ボ キ シ ビ ニ ル ポ リ マ ー 、 ア ル ギ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 水 溶 性 デ キ ス ト ラ ン 、 カ ル ボ キ シ メ チ

ル ス タ ー チ ナ ト リ ウ ム 、 ペ ク チ ン 、 キ サ ン タ ン ガ ム 、 ア ラ ビ ア ゴ ム 、 カ ゼ イ ン 、 ゼ ラ チ ン

、 寒 天 、 グ リ セ リ ン 、 プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 ワ セ リ ン 、 パ ラ

フ ィ ン 、 ス テ ア リ ル ア ル コ ー ル 、 ス テ ア リ ン 酸 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 マ ン ニ ト ー ル 、 ソ

ル ビ ト ー ル 、 ラ ク ト ー ス を 例 示 で き る 。 こ れ ら は 、 本 薬 剤 の 剤 形 に 応 じ て 適 宜 1種 類 ま た

は 2種 類 以 上 を 組 み 合 わ せ て 使 用 さ れ る 。 そ の 他 、 安 定 化 剤 、 殺 菌 剤 、 緩 衝 剤 、 等 張 化 剤

、 キ レ ー ト 剤 、 界 面 活 性 剤 、 お よ び pH調 整 剤 な ど を 適 宜 使 用 す る こ と も で き る 。 安 定 化 剤

は 、 例 え ば ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン や 通 常 の L-ア ミ ノ 酸 、 糖 類 、 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 を 例 示 で き

る 。 L-ア ミ ノ 酸 は 、 特 に 限 定 は な く 、 例 え ば グ リ シ ン 、 シ ス テ イ ン 、 グ ル タ ミ ン 酸 な ど の

い ず れ で も よ い 。 糖 類 も 特 に 限 定 は な く 、 例 え ば グ ル コ ー ス 、 マ ン ノ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス

、 果 糖 な ど の 単 糖 類 、 マ ン ニ ト ー ル 、 イ ノ シ ト ー ル 、 キ シ リ ト ー ル な ど の 糖 ア ル コ ー ル 、
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シ ョ 糖 、 マ ル ト ー ス 、 乳 糖 な ど の 二 糖 類 、 デ キ ス ト ラ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル ス タ ー チ 、

コ ン ド ロ イ チ ン 硫 酸 、 ヒ ア ル ロ ン 酸 な ど の 多 糖 類 な ど お よ び そ れ ら の 誘 導 体 な ど の い ず れ

で も よ い 。 セ ル ロ ー ス 誘 導 体 も 特 に 限 定 は な く 、 メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 エ チ ル セ ル ロ ー ス 、

ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル メ チ

ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス ナ ト リ ウ ム な ど の い ず れ で も よ い 。 界 面 活 性

剤 も 特 に 限 定 は な く 、 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 お よ び 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 の い ず れ も 使 用 で

き る 。 界 面 活 性 剤 に は 、 例 え ば ポ リ オ キ シ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ソ ル ビ タ ン ア ル キ ル エ ス テ

ル 系 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ア ル キ ル エ ー テ ル 系 、 ソ ル ビ タ ン モ ノ ア シ ル エ ス テ ル 系 、 脂 肪

酸 グ リ セ リ ド 系 な ど が 包 含 さ れ る 。 緩 衝 剤 は 、 ホ ウ 酸 、 リ ン 酸 、 酢 酸 、 ク エ ン 酸 、 ε -ア

ミ ノ カ プ ロ ン 酸 、 グ ル タ ミ ン 酸 お よ び ／ ま た は そ れ ら に 対 応 す る 塩 （ 例 え ば そ れ ら の ナ ト

リ ウ ム 塩 、 カ リ ウ ム 塩 、 カ ル シ ウ ム 塩 、 マ グ ネ シ ウ ム 塩 な ど の ア ル カ リ 金 属 塩 や ア ル カ リ

土 類 金 属 塩 ） を 例 示 で き る 。 等 張 化 剤 は 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 糖 類 、 グ リ セ

リ ン を 例 示 で き る 。 キ レ ー ト 剤 は 、 例 え ば エ デ ト 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ク エ ン 酸 を 例 示 で き る 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 本 発 明 に 係 る 組 成 物 は 、 そ の 他 、 公 知 の 造 血 因 子 を さ ら に 含 む も の で あ り 得 る 。 造 血 因

子 と し て 上 記 の 造 血 因 子 を 例 示 で き る 。 好 ま し く は 、 B MP4、 bFGF、 VEGF、 TPO、 お よ び SCF

を 例 示 で き る 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 本 発 明 に 係 る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 剤 あ る い は 増 幅 用 組 成 物 は

、 遺 伝 子 治 療 剤 の 形 態 で 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 形 態 で 提 供 さ れ る 薬 剤 お よ び

組 成 物 を 使 用 す る こ と に よ り 、 本 発 明 に 係 る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増

幅 方 法 を 生 体 内 で 実 施 で き る 。 遺 伝 子 治 療 剤 は 、 一 般 的 に は 、 注 射 剤 、 点 滴 剤 、 あ る い は

リ ポ ソ ー ム 製 剤 と し て 調 製 す る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 プ ロ タ ミ ン 等 の 遺 伝 子 導 入 効 率 を

高 め る 物 質 と 共 に 投 与 さ れ る よ う な 形 態 に 調 製 す る こ と も で き る 。 遺 伝 子 治 療 剤 と し て 使

用 す る 場 合 、 本 薬 剤 お よ び 組 成 物 は 、 1日 に 1回 ま た は 数 回 に 分 け て 投 与 で き 、 ま た 、 1日

か ら 数 週 間 の 間 隔 で 間 歇 的 に 投 与 で き る 。 投 与 の 方 法 は 、 一 般 的 な 遺 伝 子 治 療 法 で 使 用 さ

れ て い る 方 法 に 従 っ て 実 施 で き る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

　 本 発 明 に 係 る 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 剤 あ る い は 増 幅 用 組 成 物 は

、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 用 試 薬 キ ッ ト の 形 態 で 提 供 す る こ と が で

き る 。 本 発 明 に 係 る 試 薬 キ ッ ト は 、 少 な く と も 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の

増 幅 剤 あ る い は 増 幅 用 組 成 物 を 個 別 に 包 装 さ れ た 形 態 で 含 む こ と が で き る 。 本 発 明 に 係 る

試 薬 キ ッ ト は 、 そ の 他 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 分 化 や 増 幅 に 作 用 す る

造 血 因 子 な ど の 薬 剤 を 個 別 に 包 装 さ れ た 形 態 で さ ら に 含 み 得 る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 本 発 明 に よ り 、 成 体 型 造 血 幹 細 胞 を 効 率 よ く 増 幅 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 本 発 明

に よ り 、 多 能 性 幹 細 胞 を 材 料 と し て 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 含 む 細 胞

集 団 を 効 率 よ く 取 得 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 以 下 、 実 施 例 を 示 し て 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 以 下 に 示 す 実 施 例 に

よ っ て 何 ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。

【 実 施 例 １ 】

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 分 化 誘 導 お よ び そ の 増 幅 を 促 進 す る こ と の で

き る 物 質 の 探 索 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 転 写 因 子 Sox17を 強 制 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 造 血

幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 が 効 率 よ く 増 幅 さ れ る こ と を 見 い 出 し た 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

（ 材 料 お よ び 方 法 ）

　 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 と し て 、 成 体 マ ウ ス 骨 髄 由 来 造 血 幹 細 胞 、 マ ウ

ス ES細 胞 株 か ら 分 化 誘 導 し た 造 血 幹 細 胞 、 お よ び ヒ ト iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 し た 造 血 幹 細
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胞 を 使 用 し た 。 組 織 培 養 デ ィ ッ シ ュ は 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ 以 下 、 PBSと 略 称 す る ）

で 0.1%に し た ゼ ラ チ ン で 37℃ に て 10分 間 被 覆 処 理 後 に 使 用 し た 。

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 マ ウ ス 骨 髄 由 来 造 血 幹 細 胞 は 、 マ ウ ス 骨 髄 液 を 採 取 し 、 フ ィ コ ー ル を 用 い て 赤 血 球 を 除

い た 後 、 KSL（ c-Kit+Sca1+Lineage-:Gr1, Mac1, Ter119, B220, IL-7R, CD4, CD8） 分 画

を FACSに よ り 分 離 選 別 す る こ と に よ り 取 得 し た 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 マ ウ ス ES細 胞 株 の 維 持 培 養 は 、 放 射 線 照 射 し た マ ウ ス 胎 児 繊 維 芽 細 胞 （ mouse embryoni

c fibroblast； M EF） 上 で 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 （ D M E M、 Sigma社 製 ） を 使 用 し て

37℃ 、 5% CO 2 雰 囲 気 下 で 実 施 し た 。 D M E Mは 、 15% ウ シ 胎 仔 血 清 （ FCS） 、 0.1m M 非 必 須 ア

ミ ノ 酸 （ GIBCO社 製 ） 、 2m M グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ GIBCO社 製 ）

、 0.1m M β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 お よ び 1000U/ml 白 血 病 阻 害 因 子 （ LIF） を 添 加 し て

使 用 し た 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

　 ヒ ト iPS細 胞 は 、 国 立 大 学 法 人 東 京 大 学 　 医 科 学 研 究 所 ス テ ム セ ル バ ン ク よ り 供 与 さ れ

た iPS細 胞 を 使 用 し た 。 こ の iPS細 胞 は 、 ヒ ト 成 人 皮 膚 繊 維 芽 細 胞 に c-Myc、 Sox2、 Klf4、

お よ び Oct3/4の 各 遺 伝 子 を 導 入 す る こ と に よ り 樹 立 さ れ た ヒ ト iPS細 胞 で あ る 。 iPS細 胞 の

維 持 培 養 は 、 放 射 線 照 射 し た M EF上 で 、 ダ ル ベ ッ コ 改 変 イ ー グ ル 培 地 ／ ハ ム F12培 地 （ D M E M

/F12； Sigma） を 使 用 し て 37℃ 、 5% CO 2 雰 囲 気 下 で 実 施 し た 。 D M E M/F12は 、 15% ノ ッ ク ア

ウ ト 血 清 リ プ レ ー ス メ ン ト （ KSR、 GIBCO社 製 ） 、 0.1m M 非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ GIBCO社 製 ） 、 2

m M グ ル タ ミ ン 、 ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ GIBCO社 製 ） 、 0.1m M β -メ ル カ プ ト

エ タ ノ ー ル 、 お よ び 50μ g/ml ヒ ト bFGFを 添 加 し て 使 用 し た 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

　 転 写 因 子 Sox17の 強 制 発 現 は 、 マ ウ ス Sox17-ERTを コ ー ド す る 遺 伝 子 を 用 い て 行 っ た 。 So

x17-ERTは 、 Sox17と ERTと の 融 合 タ ン パ ク 質 で あ る 。 ERTは 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 ア ル フ ァ

の リ ガ ン ド 結 合 領 域 に 変 異 を 加 え た も の で 、 エ ス ト ロ ゲ ン と は 結 合 し な い が 、 4-O Hタ モ キ

シ フ ェ ン に の み リ ガ ン ド と し て 結 合 し 、 融 合 タ ン パ ク 質 の 核 内 へ の 移 行 を 促 進 す る 。 マ ウ

ス Sox17遺 伝 子 の 塩 基 配 列 は 、 NCBIデ ー タ ベ ー ス に 登 録 番 号 N M_011441と し て 登 録 さ れ て い

る 。

【 ０ ０ ９ １ 】

　 マ ウ ス ES細 胞 か ら 造 血 系 細 胞 へ の 分 化 誘 導 お よ び 増 幅 は 、 次 の よ う に 行 っ た 。 ま ず 、 テ

ト ラ サ イ ク リ ン 発 現 調 整 シ ス テ ム （ 以 下 、 Tet-on systemと 称 す る ） に よ り HoxB4の 発 現 を

誘 導 す る 事 が 可 能 で あ る マ ウ ス ES細 胞 iHoxB4を 用 い て 、 EB培 地 中 で ハ ン ギ ン グ ド ロ ッ プ （

hanging drop） 法 に よ り 胚 葉 体 （ embryoid bodies； EBs） を 形 成 し た 。 EB培 地 は 、 イ ス コ

フ 改 変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 （ Sigma社 製 ） に 、 13% FBS、 0.1m M 非 必 須 ア ミ ノ 酸 （ GIBCO社 製 ）

、 450μ M モ ノ チ オ グ リ セ ロ ー ル 、 200μ g/ml 鉄 飽 和 ト ラ ン ス フ ェ リ ン （ Fe-sat. transfe

rrin） 、 お よ び 50μ g/ml ア ス コ ル ビ ン 酸 を 添 加 し て 調 製 し た も の を 使 用 し た 。 6日 目 に c-

Kit+CD41+造 血 前 駆 細 胞 分 画 （ 非 特 許 文 献 17） を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 使 用 し て 取 得 し

、 OP-9ス ト ロ ー マ 細 胞 株 と の 共 培 養 系 へ 移 す と き に MSCV由 来 レ ト ロ ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー

を 用 い て Sox17-ERTを 発 現 さ せ た （ OP-9 culture day 0） 。 ウ イ ル ス 発 現 ベ ク タ ー は 、 Jur

kat細 胞 を 用 い て ウ イ ル ス の 力 価 測 定 を 行 っ た 結 果 に 従 い 、 感 染 多 重 度 （ M OI） 6～ 8で 細 胞

に 感 染 さ せ た 。 こ の 感 染 多 重 度 で は 細 胞 の 約 70～ 80％ が 感 染 す る 。 次 い で 、 1μ g/ml ド キ

シ サ イ ク リ ン の 添 加 に よ り HoxB4を 発 現 さ せ 、 1μ M タ モ キ シ フ ェ ン の 添 加 に よ り Sox17-ER

Tの 活 性 を 誘 導 し た 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

　 マ ウ ス 骨 髄 由 来 造 血 幹 細 胞 の 増 幅 は 、 該 細 胞 に Sox17-ERTを 上 記 同 様 の 方 法 で 強 制 発 現

さ せ る こ と に よ り 実 施 し た 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

　 ヒ ト iPS細 胞 か ら 造 血 系 へ の 分 化 誘 導 お よ び 増 幅 は 、 次 の よ う に 行 っ た 。 ま ず 、 iPS細 胞

を ACCU M A X（ MILLIPORE社 製 ） で 処 理 し て 単 一 細 胞 懸 濁 液 と し た 後 、 6cm デ ィ ッ シ ュ あ た り
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1x10
6
個 の 単 一 細 胞 を 5mlの 培 養 培 地 を 用 い て 浮 遊 培 養 を し 、 胚 葉 体 （ embryoid bodies： E

Bs） を 形 成 さ せ た 。 培 養 培 地 は 図 5に 示 し た 通 り に 培 養 日 数 に 応 じ て 組 成 を 変 化 さ せ 、 ま

た 、 2日 に 一 度 新 し い も の に 交 換 し た 。 8日 目 に CD34+CD43+血 液 前 駆 細 胞 分 画 を フ ロ ー サ

イ ト メ ー タ ー を 使 用 し て 取 得 し 、 OP-9ス ト ロ ー マ 細 胞 と の 共 培 養 系 へ 移 す と き に レ ト ロ ウ

イ ル ス を 用 い て Sox17-ERTを 発 現 さ せ た 。 OP-9ス ト ロ ー マ 細 胞 と の 共 培 養 を 開 始 し た 日 を

、 OP-9培 養 0日 目 と 称 す る 。 ヒ ト CD34+CD43+血 液 前 駆 細 胞 分 画 に お け る レ ト ロ ウ イ ル ス に

よ る Sox17-ERTの 発 現 は 、 上 記 マ ウ ス 造 血 幹 細 胞 に お け る 強 制 発 現 の 方 法 と 同 様 の 方 法 で

実 施 し た 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法 に よ る 細 胞 の 解 析 と 回 収 （ sorting） は 、 FACS Aria cytometer

（ BD Biosciences社 製 ） を 使 用 し て 行 っ た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー デ ー タ の 解 析 は 、 Flow

Joソ フ ト ウ エ ア （ Treestar社 製 , Ashland, OR） を 使 用 し て 実 施 し た 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 コ ロ ニ ー 形 成 単 位 ア ッ セ イ （ colony-forming unit assay） は 、 次 の よ う に 行 っ た 。 マ

ウ ス 細 胞 は 、 20ng/ml SCF、 50ng/ml TPO、 20ng/ml IL-3、 お よ び 3U/ml EPOの 存 在 下 で 、

メ チ ル セ ル ロ ー ス 含 有 培 地 （ Methocult 3234： Stem Cell Technologies社 製 ） に 播 種 し 、

37℃ に て 5% CO 2 雰 囲 気 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 培 養 10日 後 に コ ロ ニ ー を 計 数 し た 。

ヒ ト 細 胞 は 、 50ng/ml SCF、 20ng/ml TPO、 20ng/ml IL-3、 お よ び 3U/ml EPOの 存 在 下 で 、

メ チ ル セ ル ロ ー ス 含 有 培 地 （ Methocult H4230： Stem Cell Technologies社 製 ） に 播 種 し

、 37℃ に て 5% CO 2 雰 囲 気 下 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 培 養 10日 後 に コ ロ ニ ー を 計 数 し 、

そ の 種 類 を 調 べ た 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

（ 結 果 ）

　 成 体 マ ウ ス 骨 髄 由 来 の 造 血 幹 細 胞 に ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て Sox17を 強 制 発 現 さ せ て 1

0日 間 培 養 し た と こ ろ 、 コ ロ ニ ー 形 成 能 を 示 す 細 胞 の 顕 著 な 増 加 が 認 め ら れ た （ 図 1） 。 こ

の こ と か ら 、 成 体 型 造 血 幹 細 胞 の 体 外 増 幅 に Sox17の 発 現 が 有 用 で あ る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 マ ウ ス ES細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に 、 HoxB4と

共 に Sox17を 強 制 発 現 さ せ た と こ ろ 、 増 殖 能 の 顕 著 な 亢 進 （ 図 2） 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま

た は 造 血 前 駆 細 胞 を 含 む c-Kit+CD45+細 胞 分 画 の 増 加 （ 図 3） 、 並 び に コ ロ ニ ー 形 成 能 を 示

す 細 胞 の 増 加 （ 図 4） が 認 め ら れ た 。 こ の こ と か ら 、 マ ウ ス ES細 胞 か ら の 造 血 幹 細 胞 お よ

び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化 誘 導 に お い て HoxB4と 共 に Sox17を 強 制 発 現 さ せ る こ と は

、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 に 有 用 で あ る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

　 一 方 、 ヒ ト iPS細 胞 か ら 分 化 誘 導 さ れ た 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 に 、 Sox

17を 強 制 発 現 さ せ た と こ ろ 、 HoxB4の 発 現 誘 導 な し に 、 増 殖 能 の 亢 進 （ 図 6） 、 造 血 幹 細 胞

お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 含 む CD34+CD45+細 胞 分 画 の 増 加 （ 図 7） 、 コ ロ ニ ー 形 成 能

を 示 す 細 胞 の 顕 著 な 増 加 （ 図 8） が 認 め ら れ た 。 こ の こ と か ら 、 ヒ ト iPS細 胞 か ら の 造 血 幹

細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 へ の 分 化 誘 導 に お い て Sox17を 発 現 さ せ る こ と は 、 ヒ ト

の 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 の 増 幅 に 有 用 で あ る こ と が 判 明 し た 。

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 こ れ ら の 解 析 の 結 果 か ら 、 長 期 骨 髄 再 構 築 能 を 持 つ 成 体 型 造 血 幹 細 胞 を 誘 導 、 増 幅 す る

上 で 、 転 写 因 子 Sox17を 発 現 さ せ る こ と は 有 用 で あ る と 考 え る こ と が で き る 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ０ ０ 】

　 本 発 明 は 、 造 血 幹 細 胞 お よ び ／ ま た は 造 血 前 駆 細 胞 を 効 率 的 に 増 幅 す る 方 法 、 該 方 法 で

得 ら れ た 細 胞 培 養 物 、 薬 剤 、 組 成 物 、 並 び に 試 薬 キ ッ ト に 関 す る も の で あ り 、 再 生 医 療 、

例 え ば 癌 化 学 療 法 後 の 骨 髄 抑 制 の 治 療 を 目 的 と し た 造 血 幹 細 胞 を 用 い た 細 胞 医 療 な ど の 医

薬 関 連 分 野 へ の 寄 与 が 極 め て 高 い 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】



(20) JP  5794510  B2  2015.10.14

【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】
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【 図 ８ 】

【 配 列 表 】

0005794510000001.app



(25) JP  5794510  B2  2015.10.14

̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶̶

フロントページの続き

(72)発明者　大澤　光次郎

　　　　　　千葉県千葉市中央区亥鼻１丁目８番１号　国立大学法人千葉大学大学院　医学研究院内

(72)発明者　大島　基彦

　　　　　　千葉県千葉市中央区亥鼻１丁目８番１号　国立大学法人千葉大学大学院　医学研究院内

(72)発明者　小沼　貴晶

　　　　　　東京都世田谷区大蔵２丁目１０番１号　国立成育医療センター研究所内

　　審査官　吉門　沙央里

(56)参考文献　国際公開第２０１０／０５１６３４（ＷＯ，Ａ１）　　

　　　　　　　S.Yamazaki, et al，BLOOD，２００９年，Vol.113, No.6，p.1250-1256

　　　　　　　A.W.Lange, et al，PLoS ONE，２００９年，Vol.4, Issue5, e5711，p.1-14

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)

　　　　　　　Ｃ１２Ｎ　　１５／００　　　　

　　　　　　　ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＥＭＢＡＳＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）

　　　　　　　ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）


	bibliographic-data
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	overflow

