
(57)【要約】
本発明は、絨毛膜絨毛、羊水、および胎盤に由来する多能性胎児性幹細胞、ならびにこれ
らの細胞を単離、増殖、および分化させるための方法、ならびに、遺伝子トランスフェク
ションおよび他の手段によって、治療的な適用のために胎児性幹細胞を操作するような、
それらの治療的使用に関する。

JP 2005-509422 A 2005.4.14



【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル か ら c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、
多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 製 造 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 c-kitに 対 す る 抗 体 を 用 い て 選 択 が 行 わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ヒ ト c-kitの 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル I
gGで あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 が 蛍 光 色 素 に 連 結 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 抗 体 が 磁 気 粒 子 に 結 合 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 選 択 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る も の で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 選 択 が 蛍 光 細 胞 分 析 分 離 ま た は 高 勾 配 磁 気 分 離 に よ る も の で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ 】
　 SSAEお よ び ／ ま た は SSAE4胚 性 幹 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞 に つ
い て 付 加 的 に 選 択 す る こ と に よ り 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て さ ら に 増 加 さ せ る 段 階 を
さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 SSAE1マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞 を 集 団 か ら 除 去 す る こ と に よ っ て 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞
集 団 を さ ら に 増 加 さ せ る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1ま た は 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル が 、 選 択 段 階 以 前 に 凍 結 保 存 さ れ る 、 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 c-kit陽 性 細 胞 を 凍 結 保 存 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 増 殖 さ せ る 方 法
：
（ a） 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル か ら 、 少 な く と も 1つ の c-kit陽 性 細 胞 を
選 択 す る 段 階 ；
（ b） 少 な く と も 1つ の 選 択 さ れ た 該 細 胞 を 培 養 培 地 に 導 入 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 培 養 培 地 に お い て 、 少 な く と も 1つ の 選 択 さ れ た 該 細 胞 を 増 殖 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル を 提 供 す る 段 階 と 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 分
化 誘 導 物 質 に サ ン プ ル を 曝 露 す る こ と に よ っ て 、 該 サ ン プ ル 内 の c-kit陽 性 細 胞 の 分 化 を
誘 導 す る 段 階 と を 含 む 、 c-kit陽 性 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 分 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 分 化 誘 導 物 質 に よ っ て 、 骨 形 成 表 現 型 、 造 血 表 現 型 、 脂 質 生 成 表 現 型 、 筋 表 現 型 、 肝 表
現 型 、 神 経 表 現 型 、 お よ び 内 皮 表 現 型 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 表 現 型 を 有 す る 細 胞 が も
た ら さ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 c-kit陽 性 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 分 化 す る 方 法 ：
（ a） 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル を 提 供 す る 段 階 ；
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（ b） 該 サ ン プ ル か ら 細 胞 を 得 る 段 階 ； お よ び
（ c） 1つ ま た は そ れ 以 上 の 分 化 誘 導 物 質 に 該 細 胞 を 曝 露 す る こ と に よ っ て 、 該 サ ン プ ル 内
の 、 段 階 （ b） か ら の c-kit陽 性 細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 分 化 誘 導 物 質 へ の 曝 露 以 前 に 細 胞 が 培 養 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 分 化 誘 導 物 質 に よ っ て 、 骨 形 成 表 現 型 、 造 血 表 現 型 、 脂 質 生 成 表 現 型 、 筋 表 現 型 、 肝 表
現 型 、 神 経 表 現 型 、 お よ び 内 皮 表 現 型 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 表 現 型 を 有 す る 細 胞 が も
た ら さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 保 存 す る た め の 方 法 ：
（ a） ヒ ト の 被 験 者 か ら 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル を 得 る 段 階 ；
（ b） サ ン プ ル か ら 、 実 質 的 に 増 加 さ せ た c-kit陽 性 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 を 単 離 す る 段
階 ； お よ び
（ c） 単 離 さ れ た 、 実 質 的 に 増 加 さ せ た c-kit陽 性 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 を 凍 結 保 存 す る
段 階 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ た 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 c-kit陽 性 で あ る 、 単 離 さ れ た 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 実 質 的 に 増 加 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 を 、 そ の 必 要 の あ る 個 体 に
投 与 す る 段 階 を 含 む 、 ヒ ト に お け る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 増 加 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 を 、 そ の 必 要 の あ る ヒ ト に 移 植 す る
方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 増 加 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 を 含 む 、 骨 髄 移 植 に 適 し た 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 骨 形 成 細 胞 系 統 、 造 血 細 胞 系 統 、 脂 肪 細 胞 系 統 、 筋 細 胞 系 統 、 肝 細 胞 系 統 、 神 経 細 胞 系
統 、 お よ び 内 皮 細 胞 系 統 か ら 選 択 さ れ る 系 統 に 分 化 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹
細 胞 を 含 む 実 質 的 に 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 、 そ の 必 要 の あ る ヒ ト に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、
ヒ ト に お け る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 疾 患 が パ ー キ ン ソ ン 病 で あ る 、 請 求 項 22ま た は 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 疾 患 が パ ー キ ン ソ ン 病 で あ り 、 細 胞 系 統 が 神 経 細 胞 系 統 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 骨 形 成 表 現 型 、 造 血 表 現 型 、 脂 質 生 成 表 現 型 、 筋 表 現 型 、 肝 表 現 型 、 神 経 表 現 型 、 お よ
び 内 皮 表 現 型 か ら 選 択 さ れ る 系 統 に 分 化 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 を 含 む
実 質 的 に 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 、 そ の 必 要 の あ る ヒ ト に 移 植 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 骨 形 成 表 現 型 、 造 血 表 現 型 、 脂 質 生 成 表 現 型 、 筋 表 現 型 、 肝 表 現 型 、 神 経 表 現 型 、 お よ
び 内 皮 表 現 型 か ら 選 択 さ れ る 系 統 に 分 化 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 を 含 む
実 質 的 に 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 含 む 、 骨 髄 移 植 に 適 し た 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 ヒ ト の 胎 盤 の 絨 毛 膜 絨 毛 か ら 組 織 検 体 を 単 離 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ
い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ヒ ト の 胎 盤 か ら 、 そ の 細 胞 を 含 有 す る 組 織 検 体 を 単 離 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹
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細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て
増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 羊 水 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ
せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 胎 盤 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ
せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 。 　
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 ：
（ a） 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の 組 織 検 体 を 凍 結 保 存 す る 段 階 ；
（ b） 後 日 、 凍 結 保 存 さ れ た 検 体 を 融 解 す る 段 階 ； お よ び
（ c） c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 ：
（ a） 羊 水 の 検 体 を 凍 結 保 存 す る 段 階 ；
（ b） 後 日 、 凍 結 保 存 さ れ た 検 体 を 融 解 す る 段 階 ； お よ び
（ c） c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 ：
（ a） 胎 盤 か ら の 組 織 検 体 を 凍 結 保 存 す る 段 階 ；
（ b） 後 日 、 凍 結 保 存 さ れ た 検 体 を 融 解 す る 段 階 ； お よ び
（ c） c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 製 造 す る 方 法 ：
（ a） 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 単 離 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 培 養 培 地 に お い て 該 細 胞 を 増 殖 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 分 化 し た 組 織 を 製 造 す る 方 法 ：
（ a） 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の 組 織 検 体 を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） c-kit陽 性 細 胞 を 増 殖 さ せ る 条 件 下 に お い て 組 織 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 誘 導 し て 、 c-kit陽 性 細 胞 を 分 化 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 分 化 し た 組 織 を 製 造 す る 方 法 ：
（ a） 羊 水 か ら の 組 織 検 体 を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） c-kit陽 性 細 胞 を 増 殖 さ せ る 条 件 下 に お い て 組 織 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 誘 導 し て 、 c-kit陽 性 細 胞 を 分 化 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 分 化 し た 組 織 を 製 造 す る 方 法 ：
（ a） 胎 盤 か ら の 組 織 検 体 を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） c-kit陽 性 細 胞 を 増 殖 さ せ る 条 件 下 に お い て 組 織 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 誘 導 し て 、 c-kit陽 性 細 胞 を 分 化 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 増 加 さ せ る た め に ネ ガ テ ィ ブ 選 択 が 使 用 さ れ る 、 請
求 項 30記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 羊 水 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 増 加 さ せ る た め に ネ ガ テ ィ ブ 選 択 が 使 用 さ れ る 、 請 求 項 31
記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ４ ３ 】
　 胎 盤 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 増 加 さ せ る た め に ネ ガ テ ィ ブ 選 択 が 使 用 さ れ る 、 請 求 項 31
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 サ ン プ ル が 次 に 凍 結 保 存 さ れ る 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 組 織 工 学
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 お よ び 胎 盤 か ら の 胎 児 性 幹 細 胞 の 単 離 、 増 殖 、 お よ び 分
化 、 な ら び に そ の 治 療 的 使 用 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 幹 細 胞 は 、 再 生 お よ び 分 化 の 双 方 を 行 う 能 力 を も つ 唯 一 の 細 胞 集 団 で あ る 。 こ の 運 命 の
選 択 は 、 内 因 性 の シ グ ナ ル お よ び 外 部 の 微 小 環 境 に よ っ て 高 度 に 制 御 さ れ る 。 そ れ ら は 、
正 常 な 細 胞 の 老 化 ま た は 損 傷 に よ っ て 失 わ れ た 細 胞 の 補 充 に そ れ ら が 寄 与 す る 骨 髄 、 骨 格
筋 、 皮 膚 、 お よ び 脂 肪 組 織 の よ う な 、 多 く の 成 体 哺 乳 動 物 組 織 に お い て 同 定 す る こ と が 可
能 で あ る 。 成 体 組 織 に お け る 幹 細 胞 は 元 来 考 え ら れ て い た よ り も 多 く の 細 胞 タ イ プ に 成 長
で き る 可 能 性 が あ る に も 関 わ ら ず 、 そ れ ら の 細 胞 の 再 生 ま た は タ ー ン オ ー バ ー は 限 ら れ て
い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 幹 細 胞 は 、 胚 発 生 期 間 お よ び 出 生 後 に 、 骨 髄 、 骨 格 筋 、 お よ び 皮 膚 に お い て 存 在 す る こ
と が 報 告 さ れ て い る 。 胚 性 幹 （ ES） 細 胞 は 、 胞 胚 期 に お け る 内 部 細 胞 塊 （ ICM） に 由 来 し
、 宿 主 の 胚 盤 胞 に 置 か れ た 場 合 に 分 化 全 能 性 細 胞 と し て 関 与 す る と い う 特 性 を 有 す る 。 そ
れ ら は 、 3つ の 胚 葉 （ EG） の 各 々 に 限 定 さ れ た 遺 伝 子 の 発 現 を 活 性 化 で き る の み な ら ず 、
イ ン ビ ボ に お け る 発 生 経 路 に 対 す る 影 響 が 確 立 さ れ て い る 、 多 く の 異 な る 可 溶 性 成 長 因 子
の た め の 受 容 体 を 発 現 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 成 体 性 幹 細 胞 は 、 自 発 的 に 分 化 し な い が 、 適 切 な 成 長 条 件 を 適 用 す る こ と に よ っ
て 、 分 化 す る よ う に 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る 。 成 体 性 幹 細 胞 は 、 培 養 に お い て 維 持 す る
の が ES細 胞 よ り 容 易 で あ る と 考 え ら れ る 。 成 体 性 幹 細 胞 は 、 不 死 で な く 、 そ れ ら の ほ と ん
ど は 培 養 に お い て 一 定 数 の 継 代 を 経 た 後 に そ の 多 分 化 能 を 失 う と い う 欠 点 を 有 す る 。 こ の
短 い 寿 命 は 、 大 量 の 細 胞 が 必 要 と さ れ る 臨 床 的 な 適 用 の た め に は 問 題 と な り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 成 体 性 幹 細 胞 と は 対 照 的 に 、 胚 盤 胞 期 の 初 期 哺 乳 動 物 胚 に 由 来 す る ES細 胞 に は 、 自 分 自
身 を 無 限 に 増 殖 し て 置 き 換 え る の み な ら ず 、 任 意 の 細 胞 タ イ プ を 形 成 す る 能 力 を 有 す る 細
胞 を 生 み 出 す 能 力 が あ る 。 ES細 胞 は 、 自 発 的 に 様 々 な タ イ プ の 組 織 に 分 化 す る 傾 向 が あ る
が 、 特 定 の 成 長 誘 導 条 件 に よ っ て 特 定 の 細 胞 タ イ プ へ 独 占 的 に 分 化 が 行 わ れ る の で は な い
。 そ の よ う な 細 胞 の 単 離 、 長 期 の 培 養 、 お よ び 分 化 に つ い て 説 明 す る 2つ の 報 告 に よ っ て
、 こ れ に 関 す る 興 味 が 著 し く 喚 起 さ れ て お り 、 そ れ ら は 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら
れ る （ Shamblott, Michael J.ら ,「 Derivation of Pluripotent Stem Cells from Cultur
ed Human Primordial Germ Cells」 , Proc.Natl.Acad. Sci. USA, 第 95巻 , 13726～ 31, 1
998年 11月 ； Thomson, James A.ら ,「 Embryonic Stem Cell Lines Derived from Human Bl
astocysts」 , Science, 第 282巻 , 1145～ 47, 1998年 11月 6日 ） 。 ES細 胞 の 研 究 に は 科 学 的
な 関 心 が 非 常 に 高 い に も 関 わ ら ず 、 採 取 の た め の 胚 の 破 壊 お よ び ES細 胞 に 対 す る 実 験 に つ
い て は 、 未 解 決 の 倫 理 的 な 課 題 が な お も 生 じ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 胎 児 組 織 は 、 そ の 多 能 性 、 増 殖 能 の た め に 、 そ し て 免 疫 原 性 が な い た め に 、 自 家 移 植 片
移 植 お よ び 同 種 移 植 片 移 植 、 な ら び に 組 織 再 生 医 工 学 的 研 究 の た め に 過 去 に 使 用 さ れ て き
た 。 胎 児 性 細 胞 は 、 成 体 性 細 胞 よ り も 高 い 増 殖 能 を 維 持 し て お り 、 培 養 に お い て そ の 多 能
性 を よ り 長 く 保 持 で き る 。 し か し 、 胎 児 性 細 胞 の 移 植 片 で は 、 克 服 す る こ と が 非 常 に 難 し
い 問 題 に よ る 困 難 が 生 じ る 。 胎 児 組 織 は 、 現 在 、 妊 娠 期 間 中 に 胎 児 自 体 の 生 検 か ら 得 る こ
と が 可 能 で あ り 、 ま た は 分 娩 時 に お い て 臍 帯 血 か ら 得 る こ と が 可 能 で あ る が 、 ど ち ら の 手
法 も 一 定 の 弊 害 を 伴 う 。 胎 児 組 織 は 、 中 絶 胚 か ら 得 る こ と も 可 能 で あ る が 、 こ の 供 給 源 は
限 ら れ て い る 。 中 絶 胎 児 ま た は 生 き た 胎 児 か ら の 細 胞 の 使 用 に 関 わ る 倫 理 的 な 課 題 以 外 に
も 、 解 決 す べ き 部 分 の 残 る 他 の 問 題 点 が あ る 。 例 え ば 、 研 究 か ら 、 一 般 に 、 パ ー キ ン ソ ン
病 を 有 す る 1人 の 患 者 を 治 療 す る た め に 十 分 な 材 料 を 提 供 す る に は 、 約 6個 体 の 胎 児 が 必 要
で あ る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 幹 細 胞 、 特 に 多 能 性 幹 細 胞 は 、 治 療 的 な 適 用 の た め の 優 れ た 供 給 源 で あ る と 考 え ら れ る
た め 、 豊 富 で 操 作 が 容 易 な 、 そ し て 倫 理 的 な 考 慮 が 避 け ら れ る よ う な 幹 細 胞 の 供 給 源 に つ
い て 、 非 常 に 大 き な 必 要 性 が あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
発 明 の 概 要
　 本 発 明 者 ら は 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 お よ び 胎 盤 が 、 治 療 的 な 適 用 の た め の 多 能 性 胎 児 性
幹 細 胞 の 優 れ た 供 給 源 を 提 供 す る こ と を 発 見 し た 。 こ れ ら の 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 成 体 性 幹 細
胞 よ り も 優 れ た 増 殖 能 を 有 し 、 現 在 あ る よ う な ヒ ト の 胚 性 幹 細 胞 の 使 用 に 関 連 す る 論 争 が
避 け ら れ る 。 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 お よ び 胎 盤 の サ ン プ ル か ら 単 離 さ れ た c-kit p o s 細 胞 は 、
特 定 の 細 胞 系 列 に 分 化 し 、 そ れ ら を 成 長 さ せ る た め に は フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 が 必 要 で な い 。
そ し て 最 も 重 要 な こ と に 、 こ れ ら の 細 胞 の 単 離 に は 、 ヒ ト の 胚 を 犠 牲 に す る 必 要 が な い た
め 、 現 在 あ る よ う な ヒ ト の 胚 性 幹 細 胞 の 使 用 に 関 連 す る 論 争 が 避 け ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 お よ び 胎 盤 に 由 来 す る 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞
、 な ら び に こ れ ら の 細 胞 を 単 離 、 増 殖 、 お よ び 分 化 さ せ る た め の 方 法 、 な ら び に 、 限 定 は
し な い が 、 酵 素 補 充 療 法 お よ び 遺 伝 子 治 療 、 例 え ば 熱 傷 お よ び 創 傷 の 手 当 を 含 め た 組 織 の
再 生 お よ び 置 換 を 含 む 治 療 的 な 適 用 の た め の 、 遺 伝 子 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン お よ び 他 の 方
法 に よ る 胎 児 性 幹 細 胞 の 操 作 の よ う な 、 そ れ ら の 治 療 的 な 使 用 を 意 図 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 あ る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 ヒ ト の 被 験 者 か ら 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び ／ ま た は 羊 水 お よ び
／ ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル を 得 る 段 階 、 な ら び に c-kit陽 性 細 胞 を サ ン プ ル か ら 単 離 す る 段
階 を 含 む 、 多 能 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 を 得 る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 単 離 前 ま た
は 単 離 後 に 、 培 養 培 地 に お い て c-kit陽 性 細 胞 を 培 養 す る 段 階 ま た は 増 殖 さ せ る 段 階 を さ
ら に 提 供 す る 。 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル は 、 c-kit陽 性 細 胞 を 単 離 ま た
は 分 化 さ せ る 以 前 に 凍 結 保 存 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た は 、 c-kit陽 性 細 胞 は 、 サ ン プ
ル か ら 単 離 さ れ 、 そ の 後 凍 結 保 存 さ れ る 。 細 胞 は 、 分 化 前 ま た は 分 化 後 に 凍 結 保 存 す る こ
と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 な お も そ の 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び ／ ま た は 羊 水 お よ び ／ ま た
は 胎 盤 に 由 来 す る 、 単 離 さ れ た 多 能 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 を 、 限 定 は し な い が 、 骨 形 成 系 統
、 脂 質 生 成 系 統 、 筋 系 統 、 神 経 系 統 、 造 血 系 統 、 お よ び 内 皮 系 統 を 含 む 、 異 な る 系 統 の 細
胞 に 分 化 さ せ る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 分 化 は 、 例 え ば 細 胞 の 形 態 お よ び 遺 伝 子 発 現 に お
け る 変 化 に よ っ て 、 明 ら か に す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 さ ら な る 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 絨 毛 膜 絨 毛 サ ン プ ル 、 羊 水 サ ン プ ル 、 ま た は 胎 盤 サ
ン プ ル 内 に 含 ま れ る c-kit陽 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 、 限 定 は し な い が 、 骨 形 成 系 統 、 脂 質 生 成
系 統 、 筋 系 統 、 神 経 系 統 、 造 血 系 統 、 肝 系 統 、 お よ び 内 皮 系 統 を 含 む 、 異 な る 系 統 の 細 胞
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へ 分 化 さ せ る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 イ ン ビ ボ ま た は イ ン ビ ト ロ の い ず れ か に
お い て 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 分 化 誘 導 物 質 に サ ン プ ル を 曝 露 す る 段 階 を 含 む 。 細 胞 は 、
分 化 前 に サ ン プ ル か ら 単 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 な お も そ の 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 お よ び 胎 盤 に 由 来 す る 多
能 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 の 生 存 度 、 増 殖 能 、 お よ び 寿 命 を 評 価 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 そ の 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 そ の 必 要 の あ る ヒ ト に 、 骨 形 成 細 胞 系 統 、 造 血 細 胞
系 統 、 脂 肪 細 胞 系 統 、 筋 細 胞 系 統 、 肝 細 胞 系 統 、 神 経 細 胞 系 統 、 お よ び 内 皮 細 胞 系 統 か ら
選 択 さ れ る 系 統 に 分 化 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 を 含 む 、 実 質 的 に 増 加 さ
せ た （ enriched） 細 胞 集 団 を 投 与 す る 段 階 を 含 む 、 ヒ ト に お け る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 を 提
供 す る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 単 離 多 能 性 c-kit陽 性 幹 細 胞 を 用 い て 、 直 接 的 に 、 ま た は そ の
よ う な 細 胞 を ド パ ミ ン を 産 生 す る こ と が で き る ニ ュ ー ロ ン 細 胞 系 統 に 分 化 さ せ た 後 に 、 パ
ー キ ン ソ ン 病 を 治 療 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 は 、 そ れ を 必 要 と す る ヒ ト に 、 骨 形 成 表 現 型 、 造 血 表 現 型 、 脂 質 生 成 表 現 型 、 筋
表 現 型 、 肝 表 現 型 、 神 経 表 現 型 、 お よ び 内 皮 表 現 型 か ら 選 択 さ れ る 系 統 に 分 化 さ せ た 多 能
性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 を 含 む 、 実 質 的 に 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 移 植 す る 方 法 を さ
ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 そ の 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 骨 形 成 表 現 型 、 造 血 表 現 型 、 脂 質 生 成 表 現 型 、 筋 表
現 型 、 肝 表 現 型 、 神 経 表 現 型 、 お よ び 内 皮 表 現 型 か ら 選 択 さ れ る 系 統 に 分 化 さ せ た 多 能 性
c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 を 含 む 、 実 質 的 に 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 含 有 す る 、 骨 髄 移 植
に 適 し た 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 ヒ ト の 胎 盤 の 絨 毛 膜 絨 毛 か ら 組 織 検 体 を 単 離 す る 段 階 を 含 む 、 多 能
性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト の 胎 盤 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 ま た は 羊 水 か ら そ の 細 胞 を 含 む 組 織 検 体 を 単 離 す
る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 を も 提 供 す る
。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 な お も そ の 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 胎 盤 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 を
含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 は 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 か ら の 組 織 検 体 を 凍 結 保 存 す る 段 階 、 お よ び
、 後 日 、 凍 結 保 存 検 体 を 融 解 す る 段 階 、 お よ び 、 c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、
多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 を さ ら に 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 そ の 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 胎 盤 、 ま た は 羊 水 か ら の c-kit陽 性 細
胞 を 単 離 す る 段 階 、 お よ び 培 養 培 地 に お い て 細 胞 を 増 殖 さ せ る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性
幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 生 産 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 そ の 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 か ら の 組 織 検 体 を 提
供 す る 段 階 、 c-kit陽 性 細 胞 を 増 殖 さ せ る よ う な 条 件 下 に お い て 組 織 を 培 養 す る 段 階 ； お
よ び 、 誘 導 し て 、 c-kit陽 性 細 胞 を 分 化 さ せ る 段 階 を 含 む 、 分 化 し た 組 織 を 生 産 す る 方 法
を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 は 、 ヒ ト の 胎 盤 の 絨 毛 膜 絨 毛 、 胎 盤 、 ま た は 羊 水 か ら 組 織 検 体 を 単 離 す る 段 階 を
含 み 、 ネ ガ テ ィ ブ 選 択 を 用 い て 、 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 増 加 さ せ る 段 階 を さ
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ら に 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 な お も そ の 他 の 局 面 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 が 後 に 凍 結 保 存 さ れ る よ う な 、 ヒ ト の 胎
盤 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 ま た は 羊 水 か ら そ の 細 胞 を 含 む 組 織 検 体 を 単 離 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性
胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 最 後 に 、 本 発 明 は 、 限 定 は し な い が 、 （ a） 自 己 ／ 異 種 酵 素 補 充 療 法 ； （ b） 遺 伝 子 治 療
に お け る 自 己 ／ 異 種 ト ラ ン ス ジ ー ン 担 体 ； （ c） 自 己 ／ 異 種 組 織 再 生 ／ 置 換 療 法 ； （ d） 外
科 的 移 植 に よ る 再 建 治 療 ； （ e） こ れ ら の 細 胞 の 産 物 を 用 い た 組 織 の 再 建 治 療 ； お よ び （ f
） 組 織 再 生 医 工 学 を 含 む 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び ／ ま た は 羊 水 お よ び ／ ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル
に 由 来 す る 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て の 治 療 的 な 適 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 そ の 多 能 性 分 化 能 に お い て 胚 性 幹 細 胞 に 匹 敵 し 、 し た が っ て 治 療 的 に 使 用 す
る こ と が 可 能 な 幹 細 胞 の 生 き た 供 給 源 と な る 幹 細 胞 集 団 を 得 る た め に 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水
、 お よ び 胎 盤 の 細 胞 を 使 用 で き る と い う 発 見 に 基 づ く 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 の サ ン プ ル 採 取 お よ び 羊 水 穿 刺 は そ れ ぞ れ 、 ヒ ト の 胚 （ 10～ 12週 ） か ら の 組
織 の 採 取 の た め 、 お よ び ヒ ト の 胎 児 （ 12週 ～ 出 産 予 定 日 ） か ら の 液 体 の 収 集 の た め に 、 十
分 に 確 立 さ れ て い る 技 術 で あ る 。 絨 毛 膜 絨 毛 の サ ン プ ル 採 取 は 、 妊 娠 し て い る 哺 乳 動 物 、
好 ま し く は ヒ ト に 対 し て 行 わ れ 、 1980年 代 か ら 使 用 さ れ て い る 。 こ の 手 法 は 、 絨 毛 膜 有 毛
部 － 絨 毛 を 含 む 絨 毛 膜 の 部 分 － の サ ン プ ル を 採 取 す る 段 階 を 含 む 。 絨 毛 膜 は 、 成 長 し て い
る 胎 児 を 囲 む 外 側 の 嚢 で あ る 。 絨 毛 膜 絨 毛 は 、 絨 毛 膜 か ら 現 れ 、 将 来 的 に は 胎 盤 を 形 成 す
る 微 視 的 な 指 様 の 突 出 で あ る 。 絨 毛 膜 絨 毛 を 構 成 す る 細 胞 は 胎 児 起 源 の も の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ヒ ト に お い て は 、 絨 毛 膜 絨 毛 の サ ン プ ル 採 取 は 、 妊 娠 10～ 12週 の 間 に 最 も よ く 行 わ れ る
。 本 手 法 は 、 患 者 ま た は 医 師 の 選 択 に 依 存 し て 、 膣 お よ び 子 宮 頸 を 通 し て （ 経 子 宮 頸 的 に
） か 、 ま た は 腹 壁 を 通 し て （ 経 腹 壁 的 に ） か の い ず れ か に て 行 わ れ る 。 胎 盤 の 位 置 に よ っ
て 、 医 師 が ど の 方 法 を 使 用 す る か が 決 め ら れ る 場 合 も あ る 。 経 子 宮 頸 的 な 手 法 の た め に は
、 女 性 は 診 察 台 の 上 に 、 支 持 帯 に 足 を 入 れ て 仰 向 け に 横 に な る 。 消 毒 剤 に よ っ て 女 性 の 膣
部 分 を 十 分 に 消 毒 し 、 膣 に 滅 菌 膣 鏡 を 挿 入 し て 開 き 、 子 宮 頸 を 消 毒 剤 に よ っ て 消 毒 す る 。
超 音 波 装 置 （ 内 部 の 器 官 を 視 覚 化 す る た め に 超 音 波 を 使 用 す る 装 置 ） を ガ イ ド と し て 用 い
、 医 師 は 、 子 宮 頸 に カ テ ー テ ル と 呼 ば れ る 薄 い プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ を 入 れ 、 子 宮 に ま で
挿 入 す る 。 カ テ ー テ ル の 子 宮 頸 通 過 に よ っ て 、 痙 攣 が 引 き 起 こ さ れ る 可 能 性 が あ る 。 医 師
は 、 超 音 波 に よ っ て 作 製 さ れ る 画 像 を 注 意 深 く 観 察 し 、 カ テ ー テ ル を 絨 毛 膜 絨 毛 に ま で 進
ま せ る 。 カ テ ー テ ル の 他 方 の 末 端 に 付 着 さ れ た 注 射 器 か ら の 吸 引 を 行 う こ と に よ っ て 、 絨
毛 膜 絨 毛 の 少 量 の サ ン プ ル が 得 ら れ る 。 サ ン プ ル が 採 取 さ れ る 度 に 、 痙 攣 ま た は 刺 す よ う
な 痛 み が 感 じ ら れ る 可 能 性 が あ る 。 そ の 後 カ テ ー テ ル は 容 易 に 取 り 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 経 腹 壁 的 な 方 法 の た め に は 、 女 性 は 診 察 台 上 に 仰 向 け に 横 に な る 。 超 音 波 に よ っ て 、 医
師 は 胎 盤 の 位 置 を 確 認 で き る 。 女 性 の 腹 部 の 特 定 の 部 分 を 消 毒 剤 に よ っ て 十 分 に 消 毒 し 、
そ の 部 分 を 麻 痺 さ せ る た め に 局 所 麻 酔 薬 を 注 射 す る 。 超 音 波 に よ る ガ イ ド を 用 い 、 女 性 の
腹 壁 を 通 し 子 宮 壁 を 通 し て 絨 毛 膜 絨 毛 に ま で 、 長 い 針 を 挿 入 す る 。 サ ン プ ル は 、 注 射 器 か
ら 吸 引 を 行 う こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 絨 毛 膜 絨 毛 サ ン プ ル は 、 即 時 に 栄 養 培 地 に 置 か れ る
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 羊 水 は 、 羊 水 穿 刺 を 使 用 し て 得 ら れ る 。 羊 水 穿 刺 と い う 語 は 文 字 通 り 、 妊 娠 期 間 中 に 成
長 す る 胎 児 が 浮 遊 す る 液 体 の 薄 壁 の 嚢 で あ る 「 羊 膜 の 穿 刺 」 を 意 味 す る 。 サ ン プ ル 採 取 手
順 に お い て は 、 産 科 医 は 、 非 常 に 細 い 針 を 女 性 の 腹 壁 を 通 し て 子 宮 お よ び 羊 膜 に ま で 挿 入
し 、 お よ そ 1オ ン ス の 羊 水 を 回 収 す る 。
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【 ０ ０ ３ １ 】
　 医 師 は 、 針 の 位 置 決 め を 手 引 き す る た め に 超 音 波 画 像 を 使 用 し 、 サ ン プ ル を 収 集 し 、 そ
れ に よ っ て 胎 児 の 損 傷 の リ ス ク お よ び 針 の 挿 入 を 繰 り 返 し 行 う 必 要 性 を 最 小 限 に す る 。 一
旦 サ ン プ ル が 収 集 さ れ れ ば 、 女 性 は 短 い 観 察 期 間 の 後 に 帰 宅 す る こ と が で き る 。 女 性 は 、
最 初 の 24時 間 は 休 養 し 、 2日 間 は 重 い も の を 持 つ こ と を 避 け る よ う 指 示 さ れ る 可 能 性 が あ
る 。 結 果 と し て 、 液 体 に 含 ま れ る 胎 児 性 細 胞 が 単 離 さ れ 、 下 記 に て 説 明 さ れ る よ う に 増 殖
さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ れ ら の 技 術 は 、 本 発 明 に 従 っ て 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 の サ ン プ ル を 得 る た め に 使 用 す
る こ と が で き る 。 妊 娠 個 体 の 絨 毛 膜 絨 毛 ま た は 羊 水 か ら の 培 養 細 胞 は 、 遺 伝 病 の 出 生 前 診
断 の た め に 広 く 使 用 さ れ て き た 。 こ れ ら の 細 胞 の 形 態 学 的 異 質 性 は よ く 知 ら れ て い る 。 3
つ 全 て の 胚 葉 か ら の 多 く の 細 胞 タ イ プ が 、 異 な る 分 化 レ ベ ル に お い て 、 胎 盤 お よ び 羊 水 に
認 め ら れ る （ 6） 。 妊 娠 期 間 中 お よ び 分 娩 時 に 大 量 の 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 が 入 手 可 能 で
あ り 、 こ れ ら の 供 給 源 か ら 細 胞 を 容 易 に 得 る こ と が で き る 。 分 娩 後 に 得 る こ と が 可 能 な 胎
盤 に つ い て も 同 じ こ と が 言 え る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 胎 盤 の サ ン プ ル は 、 パ ン チ 生 検 、 メ ス を 使 用 し て 、 ま た は 、 例 え ば ブ レ ン ダ ー を 用 い て
胎 盤 も し く は そ の 部 分 を 均 質 化 し て 得 る こ と が 可 能 で あ る 。 ホ モ ジ ネ ー ト は そ の 後 、 細 胞
の 供 給 源 と し て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 幹 細 胞 の 分 化 は 、 細 胞 -細 胞 の 接 触 お よ び 細 胞 -細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 相 互 作 用 を 必 要 と
す る 。 特 定 の 理 論 に 縛 ら れ る こ と を 意 図 す る も の で は な い が 、 成 長 期 間 中 に 胎 児 か ら 絨 毛
膜 絨 毛 お よ び 羊 水 に 遊 離 し た 細 胞 は 分 化 の シ グ ナ ル を 全 く 受 け な い 可 能 性 が あ る た め 、 そ
し て そ れ ら の 「 多 分 化 能 性 」 状 態 を 維 持 で き る 可 能 性 が あ る た め 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 お
よ び 胎 盤 は 、 未 分 化 細 胞 の 優 れ た 供 給 源 と な る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 者 ら は 、 好 ま し い 細
胞 は c-kit陽 性 で あ る こ と を 発 見 し た 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 細 胞 を 単 離 す る た め に c-kit
マ ー カ ー を 使 用 す る こ と が で き る 。 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 多 能 性 」 ま た
は 「 多 分 化 能 性 」 細 胞 と い う 用 語 は 、 完 全 な 分 化 多 様 性 を 有 す る 細 胞 、 即 ち 、 適 切 な 誘 導
条 件 に お い て 少 な く と も 骨 形 成 表 現 型 、 造 血 表 現 型 、 脂 質 生 成 表 現 型 、 筋 表 現 型 、 肝 表 現
型 、 お よ び 内 皮 表 現 型 へ の 分 化 能 を 有 す る 細 胞 を 指 し 、 好 ま し く は 、 多 能 性 細 胞 は 、 哺 乳
動 物 の 身 体 の 約 260の 異 な る 細 胞 タ イ プ の 任 意 の も の へ の 分 化 能 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 c-kit遺 伝 子 は 、 造 血 、 メ ラ ニ ン 産 生 、 お よ び 生 殖 能 力 に 必 須 の 、 マ ス ト 細 胞 増 殖 因 子
と も 呼 ば れ る 幹 細 胞 成 長 因 子 （ SCF） の た め の チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 増 殖 因 子 受 容 体 を コ ー ド
す る 。 よ り 大 き な 45kDa形 態 は プ ロ セ シ ン グ を 受 け 、 31kDaの 可 溶 性 因 子 が 生 じ る 一 方 、 よ
り 小 さ な 32kDa形 態 か ら は 23kDaの 因 子 が 生 じ る 。 オ ル タ ナ テ ィ ブ ス プ ラ イ シ ン グ を 受 け た
2つ の 形 態 の 発 現 は 、 幾 分 組 織 特 異 的 で あ る ； SCFの 31kDa形 態 は 線 維 芽 細 胞 お よ び 胸 腺 組
織 に お い て 発 現 さ れ る 一 方 、 23kDaの 因 子 は 脾 臓 、 精 巣 、 胎 盤 、 お よ び 小 脳 に お い て 認 め
ら れ る 。 c-Kit受 容 体 、 Steel factor受 容 体 、 幹 細 胞 成 長 因 子 受 容 体 、 お よ び 白 血 球 抗 原
の 標 準 専 門 用 語 に お い て は CD117と し て も 知 ら れ る c-kit受 容 体 タ ン パ ク 質 は 、 造 血 幹 細 胞
、 マ ス ト 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 メ ラ ノ サ イ ト 、 あ る 種 の 基 底 上 皮 細 胞 、 胸 部 の 管 腔 上 皮 、 お よ
び 胃 腸 管 の Cajalの 間 質 細 胞 に お い て 構 成 的 に 発 現 さ れ る 。 c-kit受 容 体 は 、 生 殖 細 胞 の 確
立 、 維 持 、 お よ び 機 能 に お い て 根 本 的 な 役 割 を 担 う 。 胚 生 殖 腺 に お い て 、 c-kit受 容 体 お
よ び そ の リ ガ ン ド SCFは 、 始 原 生 殖 細 胞 の 生 存 お よ び 増 殖 の た め に 必 要 と さ れ る 。 出 生 後
の 動 物 個 体 に お い て は 、 c-kit/SCFは 、 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン に 反 応 し た 、 成 熟 配 偶 子 の 生 産
の た め に 、 即 ち 、 精 巣 の 唯 一 の 増 殖 生 殖 細 胞 、 精 原 細 胞 の 生 存 お よ び ／ ま た は 増 殖 の た め
に 、 な ら び に 卵 母 細 胞 の 成 長 お よ び 成 熟 の た め に 必 要 と さ れ る 。 実 験 に よ っ て 、 c-kitが
イ ン ビ ト ロ に お け る 始 原 造 血 細 胞 の 増 殖 の た め の 潜 在 的 な 増 殖 因 子 で あ る こ と が 示 さ れ た
。 マ ウ ス に お い て は 、 そ の 遺 伝 子 座 に お け る 突 然 変 異 に よ る SCFま た は c-kitの い ず れ か の
欠 損 に よ っ て 大 球 性 貧 血 が 起 こ り 、 胎 内 で の 、 ま た は 出 生 後 最 初 の 数 日 以 内 で の 死 亡 が 導
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か れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 c-kitま た は そ の 部 分 と 反 応 す る 抗 体 は 、 c-kit陽 性 細 胞 を 単 離 す る た め に 使 用 す る こ と
が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 抗 体 は 、 c-kitま た は そ の 部 分 と 特 異 的 に 結 合 す る
。 抗 体 は ポ リ ク ロ ー ナ ル ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル で あ る こ と が 可 能 で あ り 、 抗 体 と い う 用 語
は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 な ら び に そ の 機 能 的 断 片 を 包 含 す る
こ と が 意 図 さ れ る 。 ポ リ ク ロ ー ナ ル お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル と い う 用 語 は 、 あ る 抗 体 調 製 物
の 均 質 性 の 程 度 を 指 し 、 特 定 の 生 産 法 に 限 定 さ れ る こ と は 意 図 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 に よ る 有 用 な 抗 体 の 例 は 、 c-kitを 認 識 す る 抗 体 を 含 む 。 そ の よ う
な 抗 体 は 、 本 明 細 書 に お い て は 「 c-kit抗 体 」 と 呼 ば れ る 。 商 品 と し て 入 手 可 能 な 有 用 な c
-kit抗 体 の 例 は 、 限 定 は し な い が 、 Santa Cruz Biotechnology, Inc.か ら 購 入 で き る 、 表
1に お け る 抗 体 を 含 む 。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 好 ま し い 抗 体 は 、 c-kitの N末 端 近 く に マ ッ ピ ン グ さ れ る 23～ 322番 目 の ア ミ ノ 酸 に 相 当
す る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 、 マ ウ ス の モ ノ ク ロ ー ナ ル IgGで あ り 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法
お よ び 免 疫 組 織 化 学 法 の い ず れ に よ っ て も 、 い ず れ の ヒ ト 起 源 の c-Kitも 認 識 す る 、 c-Kit
（ E-1） で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 商 品 と し て 入 手 可 能 な 抗 体 の 付 加 的 な 例 は 、 限 定 は し な い が 、 ヒ ト CD117に 対 し て 特 異
的 な 、 YB5.B8モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ eBioscience, San Diego, CA） ； CD117 cDNAを 用 い て
ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ れ た ヒ ト 白 血 病 細 胞 系 UT7に 対 し て 生 産 さ れ る 抗 体 （ Chemicon In
ternational, Temecula, CA） ； CD117の C末 端 に 対 し て 生 産 さ れ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ A
ssay Designs Inc.,Ann Arbor, Michigan, カ タ ロ グ 番 号 ： 90572） ； ク ロ ー ン 28 c-kitモ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ カ タ ロ グ 番 号 ： 612318, BD Transduction Laboratories, Franklin L
akes, NJよ り ） ； CD117の カ ル ボ キ シ 末 端 に 相 当 す る 合 成 KLH連 結 ペ プ チ ド を 用 い て 生 み 出
さ れ た 、 ウ サ ギ の ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 ヒ ト c-kitチ ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 抗 体 で あ る c-kitチ
ロ シ ン キ ナ ー ゼ 受 容 体 抗 体 ab1462； お よ び Zymed Laboratories Inc.（ South San Francis
co, CA） か ら の モ ノ ク ロ ー ナ ル 13CD抗 c-kit抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 さ ら に 、 c-kitま た は そ の 断 片 を 認 識 す る 抗 体 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ
る 米 国 特 許 第 5,454,533号 に お い て 議 論 さ れ る よ う に 得 る ま た は 調 製 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 c-kit抗 原 は 、 c-kit抗 原 に 対 す る 特 異 性 を 有 す る 様 々 な c-kitモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等
の 抗 体 と 接 触 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。 c-kit抗 体 は 、 還 元 SDS-PAGEゲ ル か ら 、 ウ エ ス タ
ン ブ ロ ッ ト を 行 っ た 場 合 に c-kitタ ン パ ク 質 ま た は そ の 断 片 に 結 合 す る こ と に よ っ て 特 徴
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付 け ら れ る 。 例 え ば 、 c-kitの CD117抗 原 は 、 商 業 的 に 利 用 可 能 な 標 準 に 基 づ き 、 約 145kDa
の 範 囲 の 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 に お い て 使 用 さ れ る よ う に 、 「 特 異 的 な 結 合 」 ま た は 「 特 異 的 に 結 合 す る 」 と
い う 用 語 は 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル に お い て 存 在 す る 細 胞 に よ っ て 発
現 さ れ る c-kitま た は そ の 断 片 と 抗 体 の 間 の 相 互 作 用 を 指 す 。 相 互 作 用 は 、 結 合 分 子 、 即
ち c-kit抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る c-kitの 特 定 の 構 造 、 即 ち c-kitの 抗 原 決 定 基 ま た は エ ピ
ト ー プ の 存 在 に 依 存 す る 。 例 え ば 、 抗 体 が c-kitの エ ピ ト ー プ 「 A」 に つ い て 特 異 的 で あ る
場 合 、 標 識 「 A」 お よ び 抗 体 を 含 む 反 応 に お け る 、 エ ピ ト ー プ A（ ま た は フ リ ー の 非 標 識 A
） を 含 む タ ン パ ク 質 の 存 在 に よ っ て 、 抗 体 に 結 合 さ れ る 標 識 Aの 量 が 減 少 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 さ ら に 、 c-kit抗 原 ま た は そ の 断 片 に 対 す る 抗 体 は 、 ヒ ト c-kitま た は そ の 断 片 を 発 現 す
る 細 胞 を 用 い て 、 組 織 移 植 片 に 対 し て 異 種 の 免 疫 応 答 性 哺 乳 動 物 宿 主 （ マ ウ ス 、 げ っ 歯 目
、 ウ サ ギ 目 、 ヒ ツ ジ 、 ブ タ 、 ウ シ 等 を 含 む ） を 免 疫 化 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が 可 能 で
あ る 。 特 定 の 宿 主 は 、 主 に 利 便 性 に よ り 選 択 さ れ る 。 免 疫 化 に 適 し た 前 駆 細 胞 集 団 は 、 例
え ば 、 組 織 ま た は 細 胞 培 養 か ら c-kit陽 性 細 胞 を 単 離 す る こ と に よ っ て 得 る こ と が 可 能 で
あ る 。 免 疫 化 は 、 細 胞 を 皮 下 、 筋 肉 内 、 腹 腔 内 、 脈 管 内 等 に よ っ て 注 射 す る こ と が 可 能 で
あ る よ う な 、 従 来 的 な 技 術 に 従 っ て 行 わ れ る 。 通 常 、 約 1～ 3週 間 の 期 間 に 渡 っ て 、 普 通 は
約 8回 の 注 射 を 超 え な い よ う な 、 1回 ま た は そ れ 以 上 の 注 射 に 分 け ら れ 得 る 、 約 10 6 ～ 10 8 個
の 細 胞 が 使 用 さ れ る 。 注 射 は 、 例 え ば 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト ま た は 不 完 全 フ ロ イ ン
ト ア ジ ュ バ ン ト 、 specol、 ミ ョ ウ バ ン 等 の よ う な ア ジ ュ バ ン ト を 用 い る こ と が 可 能 で あ る
、 ま た は 、 用 い な い こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 免 疫 化 プ ロ グ ラ ム の 完 了 後 、 従 来 法 に 従 っ て 抗 血 清 を 採 取 し 、 c-kit抗 原 ま た は そ の 断
片 を 含 む 、 前 駆 細 胞 の 表 面 膜 タ ン パ ク 質 に 対 し て 特 異 的 な 多 角 抗 血 清 を 提 供 す る こ と が 可
能 で あ る 。 リ ン パ 球 は 、 例 え ば 脾 臓 、 排 出 リ ン パ 管 等 の よ う な 、 適 切 な リ ン パ 組 織 か ら 採
取 さ れ 、 適 切 な 融 合 パ ー ト ナ ー 、 通 常 は 骨 髄 腫 系 と 融 合 さ れ 、 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ が 作 製 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の ク ロ ー ン の 、 関 心 対 象 の 抗
原 特 異 性 に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 従 来 法 に 従 っ て 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 c-kitま た は そ の 断 片 に 対 す る 抗 体 は 、 通 常 の 多 量 体 構 造 の 代 わ り に 単 鎖 と し て 生 産 す
る こ と が 可 能 で あ る 。 単 鎖 抗 体 は 、 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Jostら , 269 
J.Biol.Chem. 26267～ 73(1994)お よ び 他 に お い て 説 明 さ れ て い る 。 重 鎖 の 可 変 領 域 お よ び
軽 鎖 の 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 を 、 グ リ シ ン ま た は セ リ ン を 含 む 低 分 子 中 性 ア ミ ノ
酸 の う ち 少 な く と も 約 4ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る ス ペ ー サ ー に ラ イ ゲ ー シ ョ ン す る 。 こ の 融
合 体 に よ っ て コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 に よ り 、 も と の 抗 体 の 特 異 性 お よ び 親 和 性 を 保 持 す
る 機 能 的 な 可 変 領 域 の 集 合 が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 c-kitま た は そ の 断 片 に 対 す る 抗 体 は 、 キ メ ラ 免 疫 グ ロ ブ リ ン 遺 伝 子 を 構 築 す る た め に I
g cDNAを 使 用 す る こ と に よ っ て 生 産 す る こ と が 可 能 で あ る （ 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入
れ ら れ る 、 Liuら , 84 Proc.Natl.Acad.Sci. 3439(1987)お よ び 139 J.Immunol. 3521(1987
)） 。 mRNAは 、 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ ま た は 他 の 細 胞 か ら 単 離 さ れ 、 cDNAを 生 産
す る た め に 使 用 さ れ る 。 関 心 対 象 の cDNAは 、 特 定 の プ ラ イ マ ー を 用 い た ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖
反 応 に よ っ て 増 幅 す る こ と が 可 能 で あ る （ 米 国 特 許 第 4,683,195号 お よ び 同 第 4,683,202号
） 。 ま た は 、 ラ イ ブ ラ リ を 作 製 し て ス ク リ ー ニ ン グ し 、 関 心 対 象 の 配 列 を 単 離 す る 。 抗 体
の 可 変 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 を そ の 後 、 ヒ ト の 定 常 領 域 配 列 に 融 合 す る 。 ヒ ト の 定 常
領 域 遺 伝 子 の 配 列 は 、 Kabatら , 「 Sequences of Proteins of Immunological Interest」
N.I.H.publication No.91-3242（ 1991） に お い て 見 出 す こ と が で き る 。 ヒ ト の C領 域 遺 伝
子 は 、 既 知 の ク ロ ー ン か ら 容 易 に 入 手 可 能 で あ る 。 そ の 後 、 従 来 法 に よ っ て ヒ ト 化 キ メ ラ
抗 体 を 発 現 さ せ る 。
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【 ０ ０ ４ ６ 】
　 c-kitま た は そ の 断 片 に 対 す る 抗 体 は 、 Fv、 F(ab’ ) 2 、 お よ び Fabの よ う な 抗 体 断 片 と し
て 生 産 す る こ と も で き る 。 抗 体 断 片 は 、 例 え ば プ ロ テ ア ー ゼ ま た は 化 学 的 切 断 に よ り 、 完
全 な タ ン パ ク 質 を 切 断 す る こ と に よ っ て 調 製 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た は 、 分 断 さ れ た
遺 伝 子 を 設 計 す る 。 例 え ば 、 F(ab’ ) 2 断 片 の あ る 部 分 を コ ー ド す る キ メ ラ 遺 伝 子 は 、 H鎖
の CH1ド メ イ ン お よ び ヒ ン ジ 領 域 を コ ー ド す る DNA配 列 、 お よ び そ れ に 続 く 、 分 断 さ れ た 分
子 を 得 る た め の 翻 訳 停 止 コ ド ン を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 c-kit陽 性 細 胞 の 選 択 は 、 蛍 光 色 素 に 連 結 さ れ た c-kit抗 体 を 用 い て 蛍 光 細 胞 分 析 分 離 を
使 用 す る も の の よ う な フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 含 む 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 任 意 の 適
切 な 方 法 に よ る こ と が 可 能 で あ る 。 選 択 は 、 磁 気 粒 子 に 結 合 さ れ た c-kit抗 体 を 用 い た 高
勾 配 磁 気 分 離 に よ る こ と も 可 能 で あ る 。 固 体 相 へ の 付 着 お よ び そ こ か ら の 解 離 を 含 む 任 意
の 他 の 適 切 な 方 法 も 、 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 当 業 者 は 、 c-kit抗 体 を 用 い た 免 疫 選 択 に よ っ て 細 胞 集 団 を 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る
。 細 胞 集 団 は 、 少 な く と も 30％ の c-kit陽 性 （ c-kit + ま た は c-kit p o s ） 多 能 性 胎 児 性 幹 細
胞 、 好 ま し く は 少 な く と も 50～ 70％ の c-kit + 胎 児 性 幹 細 胞 、 お よ び よ り 好 ま し く は 90％ よ
り 多 く の c-kit + 胎 児 性 幹 細 胞 を 含 む べ き で あ る 。 最 も 好 ま し い の は 、 少 な く と も 95％ の c-
kit + 胎 児 性 幹 細 胞 を 含 む 、 実 質 的 に 純 粋 な c-kit + 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 細 胞 集 団 に お け る c-kit陽 性 細 胞 の 数 は 、 当 業 者 に 既 知 の 、 任 意 の よ く 知 ら れ た 方 法 に
お い て 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 図 1Aに お い て 示 さ れ る よ う に 、 FACS解 析 を 使 用 す
る こ と が で き る 。 ま た は 、 細 胞 を 分 離 す る た め に 、 磁 気 細 胞 分 取 技 術 （ MACS） を 使 用 す る
こ と が で き る （ 例 え ば 、 Miltenyi Biotech, Inc., Auburn, CAを 参 照 の こ と ） 。 MACSに お
い て は 、 c-kit陽 性 細 胞 を 、 絨 毛 膜 絨 毛 細 胞 、 羊 水 、 お よ び 胎 盤 の 細 胞 の 混 合 物 か ら 非 常
に 高 い 純 度 に ま で 分 離 す る こ と が 可 能 で あ る 。 c-kit陽 性 細 胞 は 、 c-kit抗 原 に 直 接 結 合 す
る か ま た は c-kitを 認 識 す る 抗 体 に 結 合 す る よ う に 設 計 す る こ と が 可 能 な 、 超 常 磁 性 MACS
マ イ ク ロ ビ ー ズ を 用 い て 特 異 的 に 標 識 さ れ る 。 磁 気 標 識 後 、 細 胞 を 、 強 い 永 久 磁 石 の 中 に
置 か れ た 分 離 カ ラ ム を 通 過 さ せ る 。 カ ラ ム の マ ト リ ッ ク ス は 、 高 勾 配 の 磁 場 を 作 る 役 割 を
果 た す 。 磁 気 的 に 標 識 さ れ た 細 胞 は 、 カ ラ ム 中 に 保 持 さ れ る 一 方 、 非 標 識 細 胞 は 通 過 す る
。 カ ラ ム を 磁 場 か ら 取 り 除 い た 後 、 磁 気 的 に 保 持 さ れ た 細 胞 を 溶 出 す る 。 標 識 画 分 お よ び
非 標 識 画 分 の 双 方 を 、 完 全 に 回 収 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 増 加 さ せ た c-kit陽 性 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 を 含 む 、 本 明 細 書 に お い て 説 明 さ れ る イ
ン ビ ト ロ の 細 胞 培 養 は 、 一 般 に 、 培 養 が c-kitお よ び SSAE3お よ び SSAE4に つ い て 陽 性 に 染
色 さ れ 、 少 な く と も 2つ 、 好 ま し く は 3つ 、 最 も 好 ま し く は 、 少 な く と も 以 下 の 細 胞 系 統 の
全 て に 分 化 す る こ と が 可 能 な 子 孫 細 胞 を 生 み 出 す と い う 点 で 特 徴 付 け ら れ る ： そ の 例 が 下
記 の 実 施 例 に お い て 説 明 さ れ る 分 化 誘 導 条 件 の 存 在 下 に お い て 、 骨 形 成 細 胞 系 統 、 脂 肪 細
胞 系 統 、 神 経 細 胞 系 統 、 筋 細 胞 系 統 、 造 血 細 胞 系 統 、 肝 細 胞 系 統 、 お よ び 内 皮 細 胞 系 統 。
望 ま し い 細 胞 系 統 を 分 化 さ せ る た め の 分 化 誘 導 物 質 お よ び そ の 組 み 合 わ せ の さ ら な る 例 は
、 「 Stem Cells: Scientific Progress and Future Research Directions」 （ Appendix D
. Department of Health and Human Services. 2001年 6月 , http://www.nih.gov/news/st
emcell/scireport.htm） に お い て 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
免 疫 染 色
　 絨 毛 膜 絨 毛 サ ン プ ル 、 羊 水 サ ン プ ル 、 ま た は 胎 盤 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 を 含 む 生 物 学 的 サ
ン プ ル を 、 c-kit抗 体 に よ っ て 結 合 さ れ る c-kitを 発 現 す る 細 胞 の 存 在 に つ い て ア ッ セ イ す
る 任 意 の 好 都 合 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 、 c-kit + 胎 児 性 幹 細 胞 の 存 在 に つ い て ア ッ セ イ
す る 。 ア ッ セ イ は 、 細 胞 溶 解 物 、 完 全 な 細 胞 、 凍 結 切 片 等 に 対 し て 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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細 胞 分 取
　 c-kitな ど の 胎 児 性 幹 細 胞 に 対 す る 細 胞 表 面 抗 原 の 使 用 に よ り 、 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 の 正
の 免 疫 選 択 の た め の 方 法 、 お よ び 、 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 用 い た 、 前 駆 細 胞 集 団
の 表 現 型 解 析 の た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 c-kit抗 原 の 発 現 に つ い て 選 択 さ れ た 細 胞 は 、
限 定 は し な い が SSAE3お よ び SSAE4ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 段 階 特 異 的 マ ー カ ー を 含 む 、 他 の 幹 細 胞
マ ー カ ー お よ び 前 駆 細 胞 マ ー カ ー に つ い て の 選 択 に よ っ て 、 さ ら に 精 製 す る こ と が 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た は 、 実 質 的 に 純 粋 な 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 調 製 す る た め に 、 c-kit抗 体 結 合 に 基 づ
き 、 他 の 細 胞 か ら 幹 細 胞 の サ ブ セ ッ ト を 分 離 す る こ と が で き 、 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の
他 の 表 面 マ ー カ ー と 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 、 c-kit陽 性 胎 児 性 幹 細 胞 を さ ら に 分 離 す る
こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 分 離 の た め の 手 法 は 、 抗 体 に よ っ て 被 覆 さ れ た 磁 気 ビ ー ズ を 用 い た 磁 気 分 離 、 親 和 性 ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 お よ び 、 例 え ば プ レ ー ト の よ う な 固 体 マ ト リ ッ ク ス に 付 着 さ せ た 抗 体
を 用 い た 「 パ ニ ン グ 法 」 、 ま た は 他 の 従 来 技 術 を 含 み 得 る 。 正 確 な 分 離 を 提 供 す る 技 術 は
、 マ ル チ カ ラ ー チ ャ ネ ル 、 低 角 度 お よ び 鈍 角 光 散 乱 検 出 チ ャ ネ ル 、 イ ン ピ ー ダ ン ス チ ャ ネ
ル 等 の よ う な 様 々 な 程 度 の 解 析 機 能 を 有 し 得 る 、 蛍 光 細 胞 分 析 分 離 装 置 （ FACS） を 含 む 。
死 細 胞 は 、 死 細 胞 に 関 連 す る 色 素 （ ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム  (PI)、 LDS） を 用 い た 選 択 に よ っ
て 除 去 す る こ と が 可 能 で あ る 。 選 択 さ れ た 細 胞 の 生 存 度 に 対 し て 過 度 に 有 害 で な い 任 意 の
技 術 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 好 都 合 に 、 特 定 の 細 胞 タ イ プ の 容 易 な 分 離 を 可 能 に す る た め に 、 抗 体 は 標 識 と 連 結 さ れ
る 。 例 え ば 、 磁 気 ビ ー ズ ； 高 い 親 和 性 で ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 結 合 す る ビ
オ チ ン ； 蛍 光 細 胞 分 析 分 離 装 置 （ FACS） と 共 に 使 用 す る こ と が 可 能 な 蛍 光 色 素 ； ハ プ テ ン
； お よ び 同 様 の も の 。 マ ル チ カ ラ ー 解 析 は 、 FACSを 用 い て 、 ま た は 免 疫 磁 気 分 離 お よ び フ
ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 マ ル チ カ ラ ー 解 析 は 、 例
え ば c-kit + の よ う な 、 複 数 の 表 面 抗 原 、 な ら び に SSAE3お よ び SSAE4細 胞 マ ー カ ー を 認 識 す
る 抗 体 に 基 づ く 細 胞 の 分 離 の た め に 重 要 で あ る 。 マ ル チ カ ラ ー 解 析 に お け る 使 用 が 見 出 さ
れ る 蛍 光 色 素 は 、 フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン お よ び ア ロ フ ィ コ シ
ア ニ ン ； フ ル オ レ セ イ ン お よ び テ キ サ ス レ ッ ド を 含 む 。 陰 性 と い う 呼 称 は 、 染 色 レ ベ ル が
ア イ ソ タ イ プ の 合 致 す る 陰 性 対 照 の 明 る さ で あ る か 、 ま た は そ れ 未 満 で あ る こ と を 示 す 。
不 鮮 明 と い う 呼 称 は 、 染 色 レ ベ ル が 陰 性 染 色 の レ ベ ル に 近 い 可 能 性 が あ る が 、 同 時 に 、 ア
イ ソ タ イ プ の 合 致 す る 対 照 よ り は 明 る い こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 あ る 態 様 に お い て は 、 c-kit抗 体 は 、 超 常 磁 性 マ イ ク ロ 粒 子 （ マ イ ク ロ 粒 子 ） の よ う な
磁 気 試 薬 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 さ れ る 。 磁 気 粒 子 へ の 直 接 結 合 は 、 当 技 術 分 野 に お
い て 知 ら れ る よ う な 、 様 々 な 化 学 結 合 基 を 使 用 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ る 。 抗 体 は 、 側
鎖 の ア ミ ノ 基 ま た は ス ル フ ヒ ド リ ル 基 お よ び 異 種 官 能 基 架 橋 試 薬 に よ っ て 、 マ イ ク ロ 粒 子
に 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 存 在 物 へ の 結 合 の た め に は 、 多 数 の 異 種 官 能 基 化 合 物 が 利 用
で き る 。 好 ま し い 結 合 基 は 、 抗 体 上 に 反 応 性 ス ル フ ヒ ド リ ル 基 お よ び 磁 気 粒 子 上 に 反 応 性
ア ミ ノ 基 が あ る 場 合 に 、 3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ン 酸 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド
エ ス テ ル （ SPDP） ま た は 4-(N-マ レ イ ン 酸 イ ミ ド メ チ ル )-シ ク ロ ヘ キ サ ン -1-カ ル ボ ン 酸 N-
ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ SMCC） を 用 い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 ま た は 、 c-kit抗 体 を 、 磁 気 粒 子 に 間 接 的 に 結 合 さ せ る 。 抗 体 は 、 ハ プ テ ン に 直 接 結 合
さ れ 、 ハ プ テ ン 特 異 的 な 二 次 抗 体 が 粒 子 に 結 合 さ れ る 。 適 切 な ハ プ テ ン は 、 ジ ゴ キ シ ン 、
ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 FITC、 ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ア ビ ジ ン 、 ビ オ チ ン 等 を 含
む 。 ハ プ テ ン を タ ン パ ク 質 に 結 合 す る た め の 方 法 は 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て お り 、 そ
の よ う な 結 合 の た め の キ ッ ト が 商 品 と し て 入 手 可 能 で あ る 。
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【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 方 法 を 実 施 す る た め に 、 c-kit抗 体 （ Ab） を 細 胞 サ ン プ ル に 加 え る 。 特 定 の 細 胞 サ ブ
セ ッ ト を 結 合 さ せ る た め に 必 要 な c-kit Abの 量 は 、 テ ス ト 分 離 お よ び テ ス ト 解 析 を 行 う こ
と に よ っ て 経 験 的 に 決 定 さ れ る 。 細 胞 お よ び c-kit抗 体 を 、 複 合 体 が 形 成 さ れ る の に 十 分
な 時 間 、 通 常 少 な く と も 約 5分 間 、 よ り 通 常 に は 少 な く と も 約 10分 間 、 そ し て 通 常 1時 間 を
超 え な い 時 間 、 よ り 通 常 は 約 30分 間 を 超 え な い 時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 細 胞 は 付 加 的 に 、 胎 児 性 幹 細 胞 上 に 存 在 す る ま た は 存 在 し な い こ と が 知 ら れ て い る 細 胞
表 面 マ ー カ ー に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 ま た は 結 合 分 子 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と が 可 能
で あ る 。 例 え ば 、 SSAE1マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞 に つ い て ネ ガ テ ィ ブ 選 択 を 行 う こ と が 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 標 識 細 胞 は 、 特 異 的 な 抗 体 の 調 製 物 に 従 っ て 分 離 さ れ る 。 蛍 光 色 素 標 識 抗 体 は 、 FACS分
離 の た め に 有 用 で あ り 、 磁 気 粒 子 は 、 免 疫 磁 気 選 択 、 特 に 高 勾 配 磁 気 分 離 （ HGMS） 等 の た
め に 有 用 で あ る 。 典 型 的 な 磁 気 分 離 装 置 は 、 国 際 公 開 公 報 第 90/07380号 、 PCT/US96/00953
、 お よ び 欧 州 特 許 第 438,520号 に お い て 説 明 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 精 製 細 胞 集 団 は 、 任 意 の 適 切 な 培 地 に 回 収 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し ば し ば 胎 児 ウ シ 血
清 （ FCS） 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン （ HSA） 等 が 添 加 さ れ る 、
ダ ル ベ ッ コ の 改 良 MEM培 地 （ DMEM） 、 ハ ン ク ス 塩 基 性 塩 溶 液 （ HBSS） 、 ダ ル ベ ッ コ の リ ン
酸 緩 衝 溶 液 （ dPBS） 、 RPMI、 Iscove’ s改 良 ダ ル ベ ッ コ 培 地 （ IMDM） 、 5mM EDTA含 有 リ ン
酸 緩 衝 溶 液 （ PBS） 等 を 含 む 、 様 々 な 培 地 が 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ り 、 使 用 す る こ と が で
き る 。 好 ま し い 培 養 培 地 は 、 DMEM、 F-12、 M199、 RPMIを 含 む 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 こ の よ う に し て 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 高 度 に 増 加 さ せ た 集 団 が 得 ら れ る 。 望 ま
し い 細 胞 は 、 細 胞 の 組 成 の 30％ ま た は そ れ 以 上 、 好 ま し く は 細 胞 集 団 の 50％ ま た は そ れ 以
上 、 よ り 好 ま し く は 細 胞 集 団 の 90％ ま た は そ れ 以 上 、 お よ び 最 も 好 ま し く は 細 胞 集 団 の 95
％ ま た は そ れ 以 上 （ 実 質 的 に 純 粋 ） と な る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 実 質 的 に 精 製 さ れ た 、 ま た は 増 加 さ せ た 、 本 発 明 の c-kit陽 性 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 の 使
用 は 、 様 々 な 方 法 に お い て 有 用 で あ る 。 c-kit陽 性 細 胞 は 、 疾 患 ま た は 損 傷 に よ っ て そ の
細 胞 が 失 わ れ た 宿 主 を 再 構 成 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 細 胞 と 関 連 す る 遺 伝 病 は
、 遺 伝 的 欠 陥 を 修 正 す る た め に 、 ま た は 疾 患 に 対 し て 予 防 治 療 す る た め に 、 自 己 幹 細 胞 ま
た は 同 種 異 系 幹 細 胞 を 遺 伝 的 に 改 変 す る こ と に よ っ て 治 療 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た は 、 正 常 な 同 種 異 系 胎 児 性 幹 細 胞 を 移 植 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ホ ル モ ン 、 酵 素 、
成 長 因 子 、 ま た は 同 様 の も の の よ う な 特 定 の 分 泌 産 物 の 欠 損 と 疾 患 が 関 連 す る よ う な 、 細
胞 と 関 連 す る も の 以 外 の 疾 患 を 治 療 す る こ と も 可 能 で あ る 。 CNS疾 患 は 、 神 経 変 性 疾 患 （
例 え ば 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 お よ び パ ー キ ン ソ ン 病 ） 、 急 性 の 脳 の 損 傷 （ 例 え ば 発 作 、 頭 部
損 傷 、 脳 性 麻 痺 ） 、 お よ び 多 数 の CNS機 能 障 害 （ 例 え ば 、 う つ 病 、 て ん か ん 、 お よ び 精 神
分 裂 病 ） の よ う な 多 く の 病 気 を 包 含 す る 。 近 年 、 神 経 変 性 疾 患 は 、 こ れ ら の 疾 患 に か か る
リ ス ク が 最 も 高 い 高 齢 者 人 口 の 増 大 に よ り 、 重 要 な 関 心 事 と な っ て い る 。 ア ル ツ ハ イ マ ー
病 、 多 発 性 硬 化 症 （ MS） 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 お よ び パ ー キ ン ソ ン 病
を 含 む こ れ ら の 疾 患 は 、 こ れ ら の 細 胞 ま た は 脳 領 域 が そ の 意 図 さ れ る 機 能 を 行 う こ と が で
き な く な る 、 CNSの 特 定 の 位 置 に お け る 神 経 細 胞 の 変 性 と 関 連 付 け ら れ て き た 。 特 定 の 異
な る 成 長 因 子 に よ り 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 選 択 さ れ た 系 統 に 成 熟 、 増 殖 、 お よ び 分 化 さ
せ る こ と に よ っ て 、 前 駆 細 胞 を 分 化 方 向 が 決 定 付 け ら れ た 細 胞 の 供 給 源 と し て 使 用 す る こ
と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 に 従 っ た 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 骨 髄 系 細 胞 お よ び リ ン パ 球 系 細
胞 、 な ら び に 初 期 造 血 細 胞 を 含 む 、 様 々 な 血 液 細 胞 タ イ プ を 生 産 す る た め に 使 用 す る こ と
も 可 能 で あ る （ 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Bjornsonら , 283 Science 534(19
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99)を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 異 な る 表 現 型 に 分 化 さ せ る た め に 、 様 々 な 細 胞 分 化 誘 導
物 質 を 使 用 す る こ と が で き る 。 幹 細 胞 の 分 化 状 態 を 決 定 す る た め に 、 細 胞 の 表 現 型 の 特 徴
は 、 細 胞 形 態 を 検 出 す る 光 学 顕 微 鏡 （ 例 え ば 図 2～ 6を 参 照 の こ と ） 、 細 胞 系 統 特 異 的 な 転
写 を 検 出 す る RT-PCR、 お よ び 特 定 の 細 胞 系 統 に お い て 特 異 的 に 発 現 さ れ る 細 胞 表 面 マ ー カ
ー を 検 出 す る 免 疫 細 胞 学 的 解 析 の よ う な 従 来 法 を 用 い て 観 察 す る 。 例 え ば 、 骨 形 成 分 化 の
間 に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 は 、 骨 形 成 系 統 に 分 化 す る 幹 細 胞 の マ ー カ ー と し て の 役 割 を 果 た す
（ Long, Blood Cells Mol Dis 2001,5月 ～ 6月 ;27(3):677～ 90） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 c-kit陽 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 、 細 胞 の 分 化 お よ び 成 熟 に 関 連 す る 因 子 の 単 離 お よ び 評 価 に
お い て 使 用 す る こ と も で き る 。 こ の よ う に 、 細 胞 は 、 な ら し 培 地 の よ う な 培 地 の 活 性 を 決
定 す る ア ッ セ イ 、 成 長 因 子 活 性 、 系 統 へ の 方 向 付 け と の 関 与 に つ い て 液 体 を 評 価 す る ア ッ
セ イ 、 お よ び 同 様 の も の に お い て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 単 離 さ れ た c-kit陽 性 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 凍 結 保 存 す る こ と が 可 能 で あ る 、 即 ち 、 融 解 し
て 再 利 用 す る こ と が 可 能 な よ う に 、 液 体 窒 素 温 度 に お い て 凍 結 し 、 長 期 間 保 存 す る こ と が
可 能 で あ る 。 細 胞 は 通 常 、 5％ の DMSOお よ び 95％ の 胎 児 ウ シ 血 清 中 に お い て 保 存 さ れ る 。
一 旦 融 解 さ れ れ ば 、 幹 細 胞 の 増 殖 お よ び 分 化 と 関 連 す る 成 長 因 子 ま た は 間 質 細 胞 を 使 用 す
る こ と に よ っ て 細 胞 を 増 殖 さ せ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 は 、 一 旦 融 解 さ れ れ ば c-kit陽 性 細 胞 を 得 る こ と が で き る よ う な 、 絨 毛 膜 絨 毛 お
よ び 羊 水 の サ ン プ ル 、 な ら び に 胎 盤 サ ン プ ル の 凍 結 保 存 を も 意 図 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 例 証 す る た め に 、 実 施 例 に お い て 説 明 さ れ る よ う に 、 c-kit p o s 細 胞 を 異 な る 系 統 に 誘 導
し た 。 特 定 の 分 化 に つ い て の 誘 導 能 は 、 初 め は 形 態 学 的 な 変 化 か ら 明 ら か で あ り 、 免 疫 細
胞 学 的 解 析 お よ び 遺 伝 子 発 現 解 析 に よ っ て 確 認 し た 。 一 般 に 、 当 業 者 に よ く 知 ら れ た 方 法
に 従 っ て 、 c-kit陽 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 異 な る 細 胞 系 統 に 分 化 さ せ る こ と が で き る （ Stem Ce
lls: Scientific Progress and Future Research Directions. Appendix D. Department 
of Health and Human Services. 2001年 6月 . http://www.nih.gov/news/stemcell/scirep
ort.ht） 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 脂 質 生 成 特 異 的 な 化 学 染 色 に よ っ て 、 特 定 の 条 件 に お い て 細 胞 を 培 養 し た 場 合 に 、 c-ki
t p o s 絨 毛 膜 絨 毛 細 胞 の 95％ よ り 多 く に お い て 脂 質 の 蓄 積 を 誘 導 で き る こ と が 示 さ れ た 。 脂
肪 細 胞 の 誘 導 は 、 異 な る 時 点 に お け る pparγ 2お よ び LPLの 発 現 に よ っ て 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 骨 の 分 化 と 一 致 し て 、 絨 毛 膜 お よ び 羊 水 の 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ を
産 生 し 、 カ ル シ ウ ム を 沈 着 さ せ る こ と が 可 能 で あ る こ と を 示 し 、 双 方 の 値 は 、 同 じ 条 件 下
に お い て 成 体 性 幹 細 胞 に よ っ て 達 成 さ れ た も の よ り 高 か っ た 。 さ ら に 、 骨 形 成 培 地 に お け
る c-kit p o s 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 の 骨 の 発 達 と 関 係 す る 特 定 の 遺 伝 子 を 発 現 し た 。 核 結 合 因 子
A1（ Cbfa1） は 、 骨 芽 細 胞 特 異 的 な 転 写 因 子 で あ る 。 Cbfa1は 、 骨 芽 細 胞 に お い て 発 現 さ れ
る 、 骨 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 構 造 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 機 能 を 制 御 す る 。 非
骨 芽 細 胞 に お け る Cbfa1の 強 制 的 な 発 現 は 、 骨 芽 細 胞 特 異 的 な 遺 伝 子 の 発 現 を 導 く 。 Cbfa1
欠 損 マ ウ ス 、 お よ び ヒ ト に お け る 同 遺 伝 子 の 欠 失 ま た は 突 然 変 異 は 、 鎖 骨 頭 蓋 骨 形 成 不 全
を 引 き 起 こ す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 出 生 後 生 活 期 間 に お い て は 、 骨 格 筋 の 成 長 お よ び 修 復 は 、 単 核 筋 前 駆 細 胞 （ 「 筋 衛 星 細
胞 」 ） の 常 在 性 集 団 に よ っ て 仲 介 さ れ る ； し か し 、 そ れ ら の 自 己 再 生 能 は 限 ら れ て お り 、
年 齢 と 共 に 減 少 す る 。 以 前 の 研 究 に よ っ て 、 筋 細 胞 は 骨 髄 お よ び 周 辺 組 織 に 由 来 す る 間 葉
系 幹 細 胞 か ら 誘 導 さ れ る こ と が 可 能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。 こ こ で 、 c-kit p o s 絨 毛 膜 絨 毛
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細 胞 お よ び 羊 水 か ら の 細 胞 を 筋 分 化 に 向 け て 誘 導 す る こ と が で き る こ と が 示 さ れ た 。 c-ki
t p o s 細 胞 は 、 筋 分 化 マ ー カ ー （ デ ス ミ ン お よ び 筋 節 ト ロ ポ ミ オ シ ン ） に つ い て 陽 性 で あ る
多 核 細 胞 を 形 成 し た 。 さ ら に RT-PCR解 析 に よ り 、 胚 の 筋 発 生 に つ い て 認 め ら れ る も の を 反
映 す る 遺 伝 子 発 現 の 特 徴 的 な パ タ ー ン が 示 さ れ た 。 マ ウ ス 胚 に お け る 以 前 の 研 究 に よ っ て
、 9日 目 ～ 11日 目 の 間 に Myf6が 一 過 的 に 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ た 。 本 発 明 者 ら の 研 究 に
お い て は 、 Myf6は 、 8日 目 に 発 現 さ れ 、 16日 目 に は 抑 制 さ れ た 。 胚 マ ウ ス の 成 長 に お い て
は 、 Myf5は 初 期 に 発 現 さ れ 、 非 常 に 遅 い 時 点 ま で 発 現 さ れ 続 け る 。 本 発 明 者 ら の 研 究 に お
い て は 、 実 験 を 通 し て 、 誘 導 細 胞 に お け る Myf5の 低 レ ベ ル の 発 現 が 検 出 さ れ た 。 同 様 に 、
ES細 胞 に つ い て 示 さ れ た よ う に 、 筋 誘 導 条 件 下 に て 増 殖 さ せ た c-kit p o s 細 胞 に お い て 、 My
oDの 発 現 が 8日 目 に 検 出 可 能 で あ っ た 。 本 発 明 者 ら の 発 見 は 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 お よ び
胎 盤 に 由 来 す る 細 胞 を 筋 分 化 に 向 け て 誘 導 す る こ と が で き る こ と を 例 証 す る も の で あ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 内 皮 細 胞 は 通 常 、 単 離 し て 培 養 に お い て 維 持 す る こ と が 困 難 で あ る 。 P1H12、 FVIII、 お
よ び KDRは 、 内 皮 分 化 の 特 異 的 マ ー カ ー で あ る 。 規 定 培 地 に お い て 培 養 さ れ た 羊 水 か ら の c
-kit p o s 細 胞 は 、 特 異 的 マ ー カ ー を 発 現 す る 、 完 全 に 分 化 し た 内 皮 細 胞 を 形 成 す る こ と が
可 能 で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 に 従 っ て 、 ヒ ト の 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 お よ び 胎 盤 か ら 胎 児 性 幹 細 胞 が 得 ら れ る 。
ど の 細 胞 供 給 源 が 使 用 さ れ る か に 依 存 し て 、 妊 娠 期 間 中 お よ び ／ ま た は 分 娩 時 に 、 被 験 者
か ら 、 大 量 の 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 お よ び 胎 盤 の 細 胞 を 得 る こ と が で き る 。 こ れ ら の 供 給 源
か ら 得 ら れ た 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 胎 児 ウ シ 血 清 （ FBS） 、 ヒ ト 全 血 清 （ WHS） を 添 加 し た 、 ま
た は 、 成 長 因 子 、 サ イ ト カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 ビ タ ミ ン 、 抗 生 物 質 、 も し く は そ の 任 意 の 組
み 合 わ せ を 添 加 し た 、 DMEM、 F-12、 M199、 RPMIお よ び そ の 組 み 合 わ せ の よ う な 、 様 々 な 培
地 に お い て 培 養 す る こ と が 可 能 で あ る 。 DMEM培 地 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 細 胞 の 分 化 を 抑 制 す る 物 質 の 存 在 下 に お い て 増 殖 さ せ る こ と も 可 能 で
あ る 。 そ の よ う な 物 質 は 、 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る （ Dushnik-Levinson, M.
ら ,「 Embryogenesis in vitro: Study of Differentiation of Embryonic Stem Cells」 ,
 Biol.Neonate, 第 67巻 , 77～ 83, 1995） 。 細 胞 の 分 化 を 抑 制 す る 物 質 の 例 は 、 白 血 病 抑
制 因 子 （ LIF） お よ び 幹 細 胞 成 長 因 子 を 含 む 。 一 方 、 分 化 を 誘 導 す る た め に は 、 ヒ ド ロ コ
ル チ ゾ ン 、 Ca 2 + 、 ケ ラ チ ノ サ イ ト 増 殖 因 子 （ KGF） 、 TGF-P、 レ チ ノ イ ン 酸 、 イ ン ス リ ン 、
プ ロ ラ ク チ ン 、 酪 酸 ナ ト リ ウ ム 、 TPA、 DIVISO、 NMF、 DMF、 コ ラ ー ゲ ン 、 ラ ミ ニ ン 、 ヘ パ
ラ ン 硫 酸 、 ア ン ド ロ ゲ ン 、 エ ス ト ロ ゲ ン 、 お よ び そ の 組 み 合 わ せ の よ う な 物 質 を 使 用 す る
こ と が 可 能 で あ る （ Culture of Epithelial Cells (R.Ian Freshney編 , Wiley-Liss, 199
2)） 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 細 胞 は 、 当 技 術 分 野 に お け る 標 準 技 術 を 用 い て 生 存 度 、 増 殖 能 、 お よ び 寿 命 に つ い て 評
価 す る こ と が 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 生 存 度 を 評 価 す る た め に は 、 ト リ パ ン ブ ル ー 排 除 ア ッ
セ イ 、 フ ル オ レ セ イ ン ジ ア セ タ ー ト 取 り 込 み ア ッ セ イ 、 ヨ ウ 化 プ ロ ピ ジ ウ ム 取 り 込 み ア ッ
セ イ 、 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 他 の 技 術 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 増 殖 を 評
価 す る た め に は 、 チ ミ ジ ン 取 り 込 み ア ッ セ イ 、 MTT細 胞 増 殖 ア ッ セ イ 、 ま た は 当 技 術 分 野
に お い て 既 知 の 他 の 技 術 を 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 寿 命 は 、 長 期 の 培 養 に お け る 最 大
集 団 倍 加 数 、 ま た は 当 技 術 分 野 に お い て 既 知 の 他 の 技 術 に よ っ て 決 定 す る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 さ ら に 、 胎 児 性 幹 細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る こ と に よ っ て 、 細 胞 抗 原 に お け る 変 化 に よ っ て
明 ら か に さ れ る よ う に 、 異 な る 系 統 の 細 胞 を 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る 。 成 長 因 子 （ 例 え
ば EGF、 aFGF、 bFGF、 PIDGF、 TGF-P） 、 ホ ル モ ン （ 限 定 は し な い が 、 イ ン ス リ ン 、 ト リ ヨ
ー ド サ イ ロ ニ ン 、 ヒ ド ロ コ ル チ ゾ ン 、 お よ び デ キ サ メ タ ゾ ン を 含 む ） 、 サ イ ト カ イ ン （ 例
え ば IL-1α ま た は P、 IFN-γ 、 TFN） 、 マ ト リ ッ ク ス 成 分 （ 例 え ば コ ラ ー ゲ ン 、 ラ ミ ニ ン 、
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ヘ パ ラ ン 硫 酸 、 Matrigel） 、 レ チ ノ イ ン 酸 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 TPA、 お よ び DMSOの よ う
な 様 々 な 分 化 誘 導 物 質 が 、 そ の よ う な 分 化 を 達 成 す る た め に 使 用 さ れ る 。 そ の よ う な 分 化
誘 導 物 質 は 、 当 業 者 に 知 ら れ て い る （ Culture of Epithelial Cells,(R.Ian Freshney編 ,
 Wiley-Liss 1992)） 。 下 記 の 実 施 例 は 、 胎 児 性 幹 細 胞 の 骨 形 成 系 統 、 脂 質 生 成 系 統 、 筋
系 統 、 お よ び 内 皮 系 統 へ の 分 化 を 説 明 す る も の で あ る 。 分 化 し た 細 胞 の 同 定 は 、 当 技 術 分
野 に お い て 既 知 の 技 術 に 従 い 、 組 織 特 異 的 抗 体 を 用 い て 細 胞 を 染 色 す る こ と に よ っ て 達 成
す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 そ の 使 用 が 倫 理 的 な 課 題 を 提 起 し て き た ヒ ト 胚 性 幹 （ ES） 細 胞 と は 対 照 的 に 、 本 発 明 の
ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 分 娩 後 に 通 常 は 捨 て ら れ る 、 容 易 に 入 手 可 能 な 供 給 源 （ 絨 毛 膜 絨 毛
ま た は 羊 水 ま た は 胎 盤 ） に 由 来 す る 。 し た が っ て 、 培 養 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 再 生 お よ び
／ ま た は 再 建 手 術 に お け る 使 用 の た め に 、 な ら び に 遺 伝 子 治 療 に お け る 使 用 の た め に 理 想
的 で あ る 。 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 の 幾 つ か の 特 定 の 適 用 に つ い て は 、 下 記 に て 説 明 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 限 定 は し な い が 、 テ イ ・ サ ッ ク ス 病 、 ニ ー マ ン ・ ピ ッ ク 病 、 フ ァ ブ リ
ー 病 、 ゴ ー シ ェ 病 、 ハ ン タ ー 症 候 群 、 ハ ー ラ ー 症 候 群 の よ う な リ ソ ソ ー ム 蓄 積 症 、 な ら び
に 他 の ガ ン グ リ オ シ ド ー シ ス 、 ム コ 多 糖 症 、 お よ び 糖 原 病 を 含 む 特 定 の 条 件 に お け る 、 自
己 ／ 異 種 酵 素 補 充 療 法 に お い て 使 用 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 循 環 器 系 、 呼 吸 器 系 、 胃 腸 器 系 、 生 殖 器 系 、 お よ び
神 経 系 を 冒 す 先 天 性 代 謝 異 常 を 治 す た め に 、 ま た は 癌 お よ び 他 の 病 理 学 的 状 態 を 治 療 す る
た め に 、 遺 伝 子 治 療 に お け る 自 己 ／ 異 種 ト ラ ン ス ジ ー ン 担 体 と し て 使 用 す る こ と が 可 能 で
あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 の 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 限 定 は し な い が 、 角 膜 上 皮 欠 損 の 治 療 、 軟 骨 再 建 、 顔 面 の 剥
皮 術 、 皮 膚 、 粘 膜 、 鼓 膜 、 腸 内 膜 、 お よ び 神 経 学 的 構 造 の 外 傷 性 傷 害 に つ い て の 、 熱 傷 お
よ び 創 傷 の 手 当 を 含 む 、 自 己 ／ 異 種 組 織 の 再 生 ／ 置 換 療 法 に お い て 使 用 す る こ と が 可 能 で
あ る 。 例 え ば 、 心 筋 パ フ ォ ー マ ン ス を 増 強 し 、 末 期 の 心 疾 患 を 治 療 す る た め に 使 用 で き る
細 胞 心 筋 形 成 術 （ CCM） と し て 知 ら れ た 手 法 で あ る 、 損 傷 を 受 け た 心 筋 層 へ の 外 因 性 胎 児
性 幹 細 胞 の 移 植 に よ っ て 、 心 筋 パ フ ォ ー マ ン ス の 増 大 を 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発
明 に 従 っ た 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 Caoら （ Stem cell repair of central nervous system inju
ry, J.Neuroscience Res. 68:501～ 510, 2002） に よ る 概 説 に お い て 説 明 さ れ る よ う に 、
多 く の CNS疾 患 を 修 復 す る た め の 道 具 と し て 使 用 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 そ の た め に 分 化 細 胞 が 生 産 さ れ た 組 織 の 再 生 の た め に 、 細 胞
シ ー ト 、 非 凝 集 細 胞 、 お よ び 担 体 に 埋 め 込 ま れ た 細 胞 を 外 科 的 に 移 植 す る こ と に よ る 、 損
傷 を 受 け た 組 織 の 再 建 治 療 に お い て 使 用 す る こ と も で き る 。 細 胞 は 、 組 織 工 学 構 築 物 に お
い て 使 用 さ れ る こ と も 可 能 で あ る 。 そ の よ う な 構 築 物 は 、 細 胞 の 成 長 の た め に 適 し た 足 場
（ scaffold） を 形 成 さ せ た 生 体 適 合 性 ポ リ マ ー を 含 む 。 足 場 は 、 熱 バ ル ブ 、 管 （ 管 状 ） 、
平 板 状 構 築 物 の 形 状 、 ま た は 任 意 の 他 の 適 切 な 形 状 に す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う な
構 築 物 は 、 当 技 術 分 野 に お い て よ く 知 ら れ て い る （ 例 え ば 、 国 際 公 開 公 報 第 02/035992号
、 米 国 特 許 第 6,479,064号 、 同 第 6,461,628号 を 参 照 の こ と ） 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 羊 水 、 絨 毛 膜 絨 毛 、 胎 盤 組 織 、 お よ び 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 分 化 前 ま た は 分 化 後 に 、 培 地 ま
た は 緩 衝 液 お よ び 凍 結 保 護 剤 を 含 む 凍 結 保 護 溶 液 中 に お い て 凍 結 保 存 す る こ と が 可 能 で あ
る 。 培 地 の 例 は 、 ダ ル ベ ッ コ の 改 良 MEM培 地 （ DMEM） 、 199培 地 （ M199） 、 F-12培 地 、 お よ
び RPMI培 地 で あ る 。 緩 衝 液 の 例 は 、 リ ン 酸 緩 衝 溶 液 （ PBS） で あ る 。 凍 結 保 護 剤 の 例 は 、
ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） お よ び グ リ セ ロ ー ル で あ る 。 凍 結 保 護 溶 液 の 例 は 、 DMEM／
グ リ セ ロ ー ル （ 1： 1） 、 DMEM／ 7.5％ DMSO、 M199／ 7.5％ DMSO、 お よ び PBS／ 3.5M DMSOで あ
る 。 選 択 的 に 、 サ ン プ ル を 、 凍 結 保 存 以 前 に ペ ニ シ リ ン ま た は ス ト レ プ ト マ イ シ ン の よ う
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な 抗 生 物 質 に よ っ て 処 理 す る こ と が 可 能 で あ る 。 凍 結 保 存 は 、 迅 速 な 急 速 凍 結 法 を 用 い て
、 ま た は よ り 従 来 的 な 速 度 制 御 凍 結 法 に よ っ て 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 羊 膜 組 織 の 迅
速 な 凍 結 は 、 凍 結 保 護 溶 液 を 含 む 凍 結 管 中 に サ ン プ ル を 入 れ 、 そ の 後 、 凍 結 管 を 液 体 窒 素
中 に 迅 速 に 浸 す こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 一 般 的 な 遅 い 凍 結 は 、 凍 結 保 護
溶 液 を 含 む 凍 結 管 中 に サ ン プ ル を 入 れ 、 そ の 後 、 -70℃ の フ リ ー ザ ー 中 に 凍 結 管 を 置 く こ
と に よ っ て 達 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た は 、 標 準 の 極 低 温 速 度 制 御 シ ス テ ム を 用 い て
、 サ ン プ ル を 速 度 制 御 凍 結 に 供 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 胎 児 性 幹 細 胞 の 産 物 は 、 イ ン ビ ボ ま た は エ ク ス ビ ボ の い ず れ か に お い て 再 建 治
療 に 使 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 胎 児 性 幹 細 胞 を 用 い て 産 生 す る こ と が 可 能 な 物
質 の 例 は 、 成 長 因 子 、 サ イ ト カ イ ン 、 お よ び 他 の 生 物 学 的 反 応 修 飾 剤 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 お よ び 明 細 書 を 通 し て 引 用 さ れ る 参 考 文 献 は 、 そ の 全 体 が 参 照 と し
て 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の 単 な る 典 型 例 で あ る こ と が 意 図 さ れ る 以 下 の 実 施 例 に よ っ て さ ら に
明 ら か に さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
実 施 例
　 本 実 施 例 に お い て 、 ヒ ト の 胚 お よ び 胎 児 の 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら の 幹 細 胞 の 単 離 の
実 行 可 能 性 を 調 べ た 。 治 験 審 査 委 員 会 に よ っ て 認 可 さ れ た プ ロ ト コ ー ル 下 に お い て 、 年 齢
23～ 42歳 に 渡 る 、 300例 を 超 え る ヒ ト の 妊 娠 女 性 か ら 、 出 生 前 診 断 テ ス ト の た め に 採 取 さ
れ 、 廃 棄 さ れ た 絨 毛 膜 絨 毛 細 胞 お よ び ヒ ト 羊 水 細 胞 の 培 養 が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 培 養 を 確 立 す る た め に 、 妊 娠 14～ 21週 に お け る 経 腹 壁 的 な 羊 水 穿 刺 に よ っ て ヒ ト の 羊 水
を 得 、 妊 娠 10～ 12週 に お い て 経 腹 壁 的 ア プ ロ ー チ に よ り ヒ ト の 胚 の 絨 毛 膜 絨 毛 組 織 検 体 を
得 た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 羊 水 の サ ン プ ル を 遠 心 機 に か け 、 細 胞 上 清 を 培 養 培 地 中 に 再 懸 濁 し た 。 お よ そ 10 4 個 の
細 胞 を 22× 22mmの カ バ ー ス リ ッ プ 上 に 播 種 し た 。 培 養 を 、 37℃ 、 5％ の CO 2 中 に て 約 3～ 4週
間 、 コ ン フ ル エ ン ス （ 集 密 状 態 ） に な る ま で 増 殖 さ せ た 。 培 養 5日 後 、 お よ び そ の 後 3日 毎
に 新 し い 培 地 を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 細 胞 は 、 光 学 顕 微 鏡 下 に お い て 単 一 の 絨 毛 か ら 単 離 さ れ た 。 細 胞 は 、 イ ン ビ
ト ロ に お い て 増 殖 さ せ 、 培 養 に お い て 約 4週 間 維 持 さ れ た 。 培 養 培 地 は 、 改 良 α MEM（ 18％
Chang培 地 B、 15％ の 胚 性 幹 細 胞 保 証 胎 児 ウ シ 血 清 、 抗 生 物 質 、 お よ び L-グ ル タ ミ ン を 含 む
2％ Chang C） か ら 構 成 さ れ た （ J.H.Priest, Prenatal Chromosomal Diagnosis and Cell 
Culture in The ACT Cytogenetics Laboratory Manual, Margaret J. Barch (Raven Pres
s, New York, 第 2版 , 1991)第 5章 , 149） 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 1mM EDTAを 含 む 0.25％ ト リ プ シ ン 溶 液 を 用 い て 、 細 胞 を 37℃ に て 5分 間 継 代 培 養 し た 。
細 胞 を 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 3,000細 胞 /cm 2 で 播 種 し た 。 4、 8、 16、 24、 お よ び 32日 後 に 、
細 胞 数 を 4つ 組 （ quadruplicate） 値 に お い て 決 定 し た 。 最 初 の 時 点 （ 4日 ） に つ い て は 、 2
4ウ ェ ル プ レ ー ト か ら 培 地 を 取 り 除 い た 。 PBS/EDTAに よ っ て 細 胞 を 1回 す す ぎ 、 0.2mlの ト
リ プ シ ン /EDTAと 共 に 37℃ に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 9.8mlの 等 張 液 に 移 動 さ せ る 前
に 、 細 胞 ク ラ ス タ ー を 避 け る た め に ト リ プ シ ン /EDTA溶 液 を 用 い て 細 胞 を 数 回 再 懸 濁 し た
。 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 （ Coulter Counter） に よ っ て 推 奨 さ れ る よ う に 細 胞 を 計 数 し た
。 4、 8、 16、 24、 お よ び 32日 後 に MTTア ッ セ イ を 行 っ た 。 1mlの 培 地 に 100μ lの MTT試 薬 （ S
igma-Aldrich） を 3時 間 加 え た 。 細 胞 を 溶 解 し 、 0.1M HClを 含 む イ ソ プ ロ パ ナ ー ル を 用 い
て 色 素 を 抽 出 し た 。 Bioradリ ー ダ ー に お い て 、 655nmに 対 す る 570nmに お け る 吸 光 度 を 測 定
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し た 。 結 果 を 細 胞 数 と し て 表 し た 。 双 方 の 細 胞 供 給 源 か ら の 増 殖 曲 線 を 得 、 培 養 に お け る
細 胞 の 形 態 を 記 録 し た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら の 細 胞 を 、 表 現 型 解 析 に 供 し た 。 羊 水 の 免 疫 細 胞 学 的 解 析 か
ら 、 細 胞 の ほ と ん ど が 上 皮 起 源 の も の で あ り 、 サ イ ト ケ ラ チ ン に つ い て 陽 性 に 染 色 さ れ る
こ と が 確 認 さ れ た 。 間 質 細 胞 の ほ と ん ど が 、 α -ア ク チ ン に つ い て 染 色 さ れ 、 デ ス ミ ン ま
た は ミ オ シ ン の 発 現 に つ い て は ほ ん の 少 数 の 細 胞 の み が 陽 性 で あ っ た （ von Koskull, H.
ら , Prenat.Diagn.,1(4), 259(1981)； Medina-Gomez,P.お よ び T.H.Johnston, Hum.Genet.
, 60(4), 310(1982)） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 FACSを 用 い て 、 CD34（ Pharmingen International, San Diego, CA） 、 CD90（ Santa Cru
z Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA） 、 CD105（ Pharmingen International） 、 CD13
3（ Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany） 、 お よ び c-kit（ Santa Cruz Biotec
hnology, Inc.） に つ い て 細 胞 を 解 析 し た 。 全 て の 抗 体 に つ い て 、 絨 毛 膜 絨 毛 細 胞 ま た は
羊 水 か ら の 細 胞 の い ず れ か の 0.5× 10 6 個 を 、 一 次 抗 体 溶 液 （ 2％ FBSを 含 む PBS） 500μ lに
お い て 、 氷 上 、 1： 100の 濃 度 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 一 次 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 後 、 2％ FBSを 含 む PBS 2mlを 用 い て 細 胞 を 2回 洗 浄 し 、 1,100RPMに て 7分 間 遠 心 機 に か
け 、 2％ FBSを 含 む PBS 0.5ml中 に 再 懸 濁 し た 、 ま た は 、 FITC標 識 二 次 抗 体 溶 液 （ 1： 100, S
outhern Biotechnology Associates Inc., Birmingham, AL） 100μ l中 に お い て 、 暗 所 、
氷 上 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 2％ FBSを 含 む PBS 2mlを 用 い て 細 胞 を 2回 洗 浄 し 、 遠
心 機 に か け 、 細 胞 の 解 析 の た め に 2％ FBSを 含 む PBS中 に 再 懸 濁 し た 。 IgG-PE（ Pharmingen 
International） お よ び IgG1κ （ 非 結 合 型 、 Pharmingen International） を 対 照 と し て 使
用 し た 。 自 動 細 胞 解 析 分 離 装 置 （ FACScalibur: Becton Dickinson, San Jose, CA） を 用
い て FACS解 析 を 行 っ た 。 免 疫 細 胞 学 的 解 析 を 以 下 の よ う に 行 っ た ： チ ェ ン バ ー ス ラ イ ド （
Nalge Nunc Int., Naperville, IL） 上 で 増 殖 さ せ た 細 胞 を 4％ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に お い て
、 お よ び 氷 冷 メ タ ノ ー ル に お い て 固 定 し た 。 細 胞 層 を PBSに よ っ て 洗 浄 し た 。 細 胞 表 面 糖
脂 質 特 異 的 お よ び 糖 タ ン パ ク 質 特 異 的 な mAbを 、 1： 15～ 1： 50の 希 釈 度 に お い て 使 用 し た
。 MC480（ SSEA-1） 、 MC631（ SSEA-3） 、 お よ び MC813-70（ SSEA-4） 抗 体 は 、 Developmenta
l Studies Hybridoma Bank（ University of Iowa, Iowa City） に よ っ て 供 給 さ れ た 。 ビ
オ チ ン 化 し た 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 結 合 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ 、 お よ び 3-ア ミ ノ -9-エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル chromagen（ BioGenex） を 用 い て 抗 体 を 検
出 し た 。 細 胞 遺 伝 学 的 解 析 の た め に 調 製 し た 細 胞 を 、 コ ル セ ミ ド 0.1mg/mlを 含 む 成 長 培 地
に お い て 3～ 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 0.075M KCl中 に て 再 懸 濁 し 、 37
℃ に て 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 、 3： 1の メ タ ノ イ ル 酢 酸 中 に お い て 固 定 し た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 細 胞 の FACS解 析 か ら 、 18～ 21％ の 細 胞 が CD90お よ び CD105を 発 現 す る 一 方 、 は る か に 低
い パ ー セ ン テ ー ジ （ 0.8～ 3％ ） の 細 胞 が c-kit、 CD34、 お よ び AC133を 発 現 す る こ と が 示 さ
れ た 。 絨 毛 膜 絨 毛 細 胞 に つ い て も 同 様 の 発 現 パ タ ー ン が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 c-kitを 発 現 す る 細 胞 （ c-kit p o s ） は 、 絨 毛 膜 絨 毛 か ら 首 尾 よ く 免 疫 単 離 さ れ 、 Chang培
地 に お け る 培 養 に お い て 維 持 さ れ た 。 c-kit p o s 細 胞 は 、 ヒ ト 胚 段 階 特 異 的 マ ー カ ー SSAE3
お よ び SSAE4を 発 現 し 、 マ ウ ス 胚 段 階 特 異 的 マ ー カ ー SSAE1は 発 現 し な か っ た （ 図 1B～ 図 1D
） （ Thomson, J.A.ら , Science, 282(5391), 1145(1998)） 。 c-kit p o s 細 胞 は 、 非 処 理 の
培 養 皿 に お い て ほ ぼ 1週 間 培 養 さ れ た 場 合 、 球 状 の 形 態 を 維 持 し 、 そ れ ら の 増 殖 活 性 は 低
か っ た 。 最 初 の 1週 間 後 、 細 胞 は 、 プ レ ー ト に 付 着 し 始 め 、 そ の 形 態 を 変 化 さ せ 、 よ り 細
長 く な り 、 よ り 迅 速 に 増 殖 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 そ し て 重 要 な こ と に 、 維 持 ま た は 増 殖
の い ず れ の た め に も 、 フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 は 必 要 と さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 研 究 に お い て は 、 初 期 か ら 後 期 に か け て の 継 代 培 養 か ら 得 ら れ た c-kit p o s 細 胞 は 、 特
定 の 成 長 因 子 の 下 で 、 骨 形 成 細 胞 系 統 、 脂 肪 細 胞 系 統 、 筋 細 胞 系 統 、 神 経 細 胞 系 統 、 お よ
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び 内 皮 細 胞 系 統 を 含 む 、 異 な る 細 胞 系 統 に 誘 導 可 能 で あ っ た 。 特 定 の 分 化 に つ い て の 誘 導
能 は 、 初 め は 形 態 学 的 な 変 化 か ら 明 ら か で あ り 、 遺 伝 子 発 現 パ タ ー ン に よ っ て 、 お よ び 細
胞 特 異 的 機 能 解 析 に よ っ て 、 免 疫 細 胞 化 学 的 に も 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 骨 髄 か ら の 幹 細 胞 を 購 入 し （ Clonetics） 、 陽 性 対 照 と し て 使 用 し た 。 CD34、 CD90、 CD1
05、 お よ び AC133免 疫 単 離 細 胞 、 お よ び 残 り の 非 免 疫 分 離 細 胞 は 、 多 分 化 能 を 全 く 示 さ な
か っ た 。 羊 水 は 尿 お よ び 腹 膜 液 の 双 方 を 含 む た め 、 廃 棄 さ れ た ヒ ト 新 生 児 の 尿 お よ び 腹 膜
液 か ら 単 離 さ れ た 細 胞 を 対 照 と し て 使 用 し た 。 ヒ ト の 尿 お よ び 腹 膜 液 の 対 照 液 は c-kit p o s

細 胞 を 全 く 生 じ ず 、 c-kit n e g 細 胞 は 多 分 化 能 を 全 く 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 羊 水 は 一 般 に 、 非 常 に わ ず か な 母 性 細 胞 を 含 む こ と が 知 ら れ て い る 。 絨 毛 膜 絨 毛 ま た は
羊 水 の サ ン プ ル 中 に 母 性 c-kit p o s 細 胞 が 存 在 す る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 男 性 胎 児 か
ら の 細 胞 を 用 い て 研 究 を 行 っ た 。 核 型 決 定 さ れ た 全 て の c-kit p o s 細 胞 は XY核 型 を 示 し 、 研
究 サ ン プ ル に お い て は c-kit p o s 母 性 細 胞 が 存 在 し な い こ と が 示 唆 さ れ た 。 女 性 の 胚 お よ び
胎 児 か ら の c-kit p o s 細 胞 が 対 照 と し て 使 用 さ れ 、 そ れ ら は 、 そ の 多 分 化 能 に お い て 差 異 を
全 く 示 さ な か っ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 に 由 来 す る c-kit p o s 細 胞 は 、 ヘ ー フ リ ッ ク 限 度 を 大 き く 上 回 る 、
細 胞 集 団 倍 加 数 250を 超 え る 高 い 自 己 再 生 能 を 示 し た 。 細 胞 は こ こ で 、 18ヶ 月 以 上 に 渡 っ
て 連 続 的 に 継 代 培 養 さ れ 、 そ れ ら の 未 分 化 状 態 が 維 持 さ れ た 。 本 発 明 者 ら は 、 後 期 継 代 培
養 の c-kit p o s 細 胞 が 、 集 団 倍 加 数 が 250と な っ た 後 に そ れ ら の 多 分 化 能 お よ び 正 常 な 核 型
を 維 持 し て い る こ と を も 示 し た （ 図 1E） 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 は 通 常 、 テ ロ メ ア 長 が 保 存 さ れ て い る 、 ヒ ト の 生 殖 細 胞 （ Thomson, J
.A.ら , Science, 282(5391), 1145(1998)） 、 ほ と ん ど の 不 死 化 細 胞 系 、 お よ び ヒ ト の 腫
瘍 サ ン プ ル の 80～ 90％ に お い て 検 出 可 能 で あ る 。 本 発 明 者 ら は 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 反 復 配 列 増
幅 （ Telomerase Repeat Amplificaion Protocol: TRAP） ア ッ セ イ を 用 い て 、 単 離 お よ び
培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 に お け る テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 を 評 価 し た （ 図 1F） 。 1箇 所 改 変 し 、
製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に お い て 説 明 さ れ る よ う に 、 TRAP解 析 （ TRAPezeキ ッ ト 、 Interge
nco Pharmaceuticals） を 行 っ た 。 CHAP’ s溶 解 物 を 、 テ ロ メ ラ ー ゼ に よ る 伸 長 段 階 の 後 、
36サ イ ク ル の PCR増 幅 に 供 し た 。 TRAPア ッ セ イ に よ っ て 、 羊 水 か ら の c-kit p o s 細 胞 （ レ ー
ン 1） に お い て 、 対 照 （ レ ー ン 3お よ び 4） と 比 較 し て 、 低 い テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ
た 。 し か し 、 分 化 後 、 c-kit p o s 細 胞 は テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 を 全 く 示 さ な か っ た （ レ ー ン 2）
。 測 定 さ れ た テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 が 単 離 細 胞 に と っ て 機 能 的 に 関 連 性 が あ る も の で あ る こ と
を 確 認 す る た め に 、 制 限 酵 素 末 端 断 片 （ TRF） 解 析 に よ っ て 、 初 期 お よ び 後 期 の 継 代 培 養
に お け る c-kit p o s 細 胞 の テ ロ メ ア 長 を 決 定 し た 。 DNeasy Tissueキ ッ ト （ Qiagen Corp） に
よ っ て 全 細 胞 DNAを 単 離 し 、 製 造 業 者 の プ ロ ト コ ー ル に お い て 説 明 さ れ る よ う に 、 2μ gを T
RF長 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト 解 析 （ TeloTAGGG Telomere Length Assay, Roche Molecular） に 使
用 し た 。 手 短 に 言 え ば 、 高 頻 度 で 切 断 を 行 う 制 限 酵 素 の 混 合 物 を 用 い て 精 製 ゲ ノ ム DNAを
切 断 し た 。 そ の 結 果 生 じ た 断 片 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動 に か け 、 サ ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
に よ っ て ナ イ ロ ン 膜 に 転 移 さ せ た 。 テ ロ メ ア 反 復 配 列 に 対 し て 特 異 的 な ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン （
DIG） 標 識 プ ロ ー ブ へ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 続 き 、 化 学 発 光 検 出 、 お よ び オ ー ト ラ
ジ オ グ ラ フ ィ ー フ ィ ル ム へ の 膜 の 曝 露 を 行 っ た 。 TRF定 性 解 析 に よ っ て 、 初 期 （ 平 均 TRF長
お よ そ 20 kb） お よ び 後 期 （ 平 均 TRF長 お よ そ 20 kb） の 双 方 の 継 代 培 養 に お い て 、 c-kit p o
s 細 胞 が 同 様 の テ ロ メ ア 長 を 有 す る こ と が 示 さ れ た （ 図 1G） 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 し か し 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 に 由 来 す る c-kit p o s 細 胞 は 、 お よ そ 同 じ テ ロ メ ア 長 を 維
持 す る 一 方 で 、 集 団 倍 加 数 250を 超 え て ク ロ ー ン と し て 増 殖 し 、 付 加 的 に テ ロ メ ラ ー ゼ 活
性 を 獲 得 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
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　 こ の 現 象 は 、 細 胞 集 団 が テ ロ メ ア を 伸 ば す た め の 別 の 機 構 （ ALT） を 有 し 得 る こ と を 示
唆 す る （ 16、 17） 。 1つ の 可 能 性 の あ る 答 え は 、 ク ロ ー ン 間 で の 変 動 か ら 引 き 出 す こ と が
で き る 。 試 験 さ れ た 幾 つ か の ク ロ ー ン は 、 未 知 の 機 構 に よ る テ ロ メ ア 伸 長 作 用 に よ っ て 過
剰 に 引 き 伸 ば さ れ て い る 可 能 性 が あ っ た 。 し た が っ て 、 制 御 因 子 が 、 テ ロ メ ア 長 に は 影 響
を 与 え ず に テ ロ メ ラ ー ゼ の 活 性 化 お よ び 不 活 性 化 に 影 響 を 与 え 得 る （ Brayan, T.M.ら (199
8), Telomere length dynamics in telomerase-positive immortal human cell populati
on） 。 こ の 特 別 な 現 象 の 説 明 は 明 ら か で は な く 、 培 養 に お け る こ れ ら の 細 胞 の 長 寿 に つ い
て の 機 構 は 未 知 で あ る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 羊 水 お よ び 絨 毛 膜 絨 毛 か ら 単 離 さ れ た c-kit p o s 細 胞 の 様 々 な 細 胞 系 統 へ の 分 化 能 を 明 ら
か に す る た め 、 本 発 明 者 ら は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 遺 伝 子 マ ー キ ン グ 法 を 使 用 し た 。 puc-CMMP
-IC-eGFPレ ト ロ ウ イ ル ス を 用 い て c-kit p o s 細 胞 に 形 質 導 入 し 、 増 殖 を 行 っ た 。 感 染 さ せ た
c-kit p o s 細 胞 を 、 FACS-Excaliburに よ っ て ソ ー テ ィ ン グ し 、 単 一 の eGFP + 細 胞 を 96ウ ェ ル
プ レ ー ト に ウ ェ ル 毎 に プ レ ー テ ィ ン グ し て 増 殖 さ せ た 。 ク ロ ー ン の サ ブ 集 団 を 得 る た め に
、 CELLQuestソ フ ト ウ ェ ア を 用 い た Power Macintoshコ ン ピ ュ ー タ ー に 連 結 し た FACScan機
器 （ Becton Dickinson, San Jose, CA） に よ っ て 、 誘 導 さ れ た ク ロ ー ン を さ ら に 1回 ソ ー
テ ィ ン グ し た 。 Dnaesy Tissueキ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 、 も と の ク ロ ー ン お よ び 誘 導 さ
れ た サ ブ ク ロ ー ン に 由 来 す る DNAを 抽 出 し 、 分 光 光 度 計 （ Spectronic 601） に よ っ て 濃 度
を 測 定 し た 。 制 限 酵 素 の 異 な る 混 合 物 （ mix1.SapI、 MfeI、 HpaI、 DraIII； mix2.BamHI、 N
heI、 HindIII、 XhoI、 PacI； mix3.BglII、 AseI） を 用 い て 、 各 ク ロ ー ン お よ び サ ブ ク ロ ー
ン に つ い て ゲ ノ ム DNAの 3つ の サ ン プ ル を 3時 間 切 断 し た 。 電 気 泳 動 に よ っ て 断 片 を 分 離 し
、 毛 管 作 用 に よ っ て ナ イ ロ ン 膜 に 転 移 さ せ た 。 プ ラ ス ミ ド （ pEGFP-N1… ） を AgeIお よ び No
tIに よ っ て 切 断 し て 、 そ れ か ら eGFP-cDNAプ ロ ー ブ を 構 築 し た 。 電 気 泳 動 に よ っ て 断 片 を
分 離 し 、 切 断 さ れ た DNAを Gel Extractionキ ッ ト （ Qiagen） を 用 い て 抽 出 し 、 高 度 に 感 受
性 の 化 学 発 光 基 質 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 代 謝 CDP-Star（ DIG High Prime DNA Labelin
g and Detection Starter Kit II, Roche） に よ る 検 出 の た め に ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン を 用 い て
標 識 し た 。 ブ ロ ッ ト さ れ た DNA断 片 を Dig標 識 eGFP cDNAプ ロ ー ブ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 X線
フ ィ ル ム に 膜 を 曝 露 す る 検 出 に よ っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の 挿 入 を 決 定 し た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 全 て の 実 験 は 、 妊 娠 期 間 （ 10、 11、 12、 13、 14、 15、 16、 17、 18、 19、 20お よ び 21週 ）
に 従 っ て 、 12個 の ク ロ ー ン 細 胞 集 団 か ら 得 ら れ た c-kit p o s 細 胞 を 用 い て 行 っ た 。 さ ら に 、
単 一 の 胎 児 （ 妊 娠 11、 14、 16、 18お よ び 20週 ） か ら 得 ら れ た 5つ の 単 一 の c-kit p o s ク ロ ー
ン 細 胞 集 団 を 用 い て 、 同 様 に 全 て の 実 験 を 行 っ た 。 異 な る ク ロ ー ン に 由 来 す る 細 胞 は 、 同
様 の 形 態 お よ び 増 殖 挙 動 を 示 し た 。 全 て の ク ロ ー ン か ら の 細 胞 に 、 骨 形 成 分 化 、 脂 質 生 成
分 化 、 筋 分 化 、 神 経 分 化 、 お よ び 内 皮 分 化 を 行 わ せ た 。 17個 の ク ロ ー ン 細 胞 集 団 の 別 々 の
系 統 へ の 分 化 能 に は 、 統 計 的 差 異 は 認 め ら れ な か っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
骨 形 成 誘 導
　 骨 形 成 分 化 の 誘 導 の た め に 、 羊 水 お よ び 絨 毛 膜 絨 毛 か ら 単 離 さ れ た c-kit p o s 細 胞 を 骨 形
成 規 定 培 地 に お い て 培 養 し た 。 骨 形 成 分 化 の 誘 導 の た め に 、 細 胞 は 3,000細 胞 /cm 2 の 密 度
で 播 種 さ れ 、 10％ の 胎 児 ウ シ 血 清 （ FBS, Gibco/Brl） 、 1％ の 抗 生 物 質 （ Gibco/Brl） 、 お
よ び 骨 形 成 補 足 物 [100nM デ キ サ メ タ ゾ ン (Sigma-Aldrich)、 10mM β -グ リ セ リ ン リ ン 酸  (
Sigma-Aldrich)、 お よ び 0.05mM ア ス コ ル ビ ン 酸 -2-リ ン 酸  (Wako Chemicals, Irving, TX
)]を 含 む DMEM低 グ ル コ ー ス 培 地 （ Gibco/Brl） に お い て 培 養 さ れ た （ Jaiswal, N.ら , J.Ce
ll Biochem., 64(2), 295(1997)） 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 対 照 培 地 は 、 本 質 的 に 改 良 α MEMで あ っ た 。 培 地 は 、 約 3日 毎 に 交 換 し た 。 細 胞 の 光 学 顕
微 鏡 解 析 に よ っ て 、 骨 形 成 培 地 に お い て は 4日 以 内 に 、 c-kit p o s 細 胞 が そ の 紡 錘 形 状 の 表
現 型 を 失 い （ 図 2A） 、 細 胞 質 へ の 指 様 の 陥 凹 を 有 す る 骨 芽 細 胞 様 の 外 観 を 発 達 さ せ る （ 図
2B） こ と が 示 さ れ た 。 16日 目 に 、 細 胞 は 凝 集 し 、 典 型 的 な 層 状 骨 様 構 造 を 示 し た 。 骨 の 分
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化 と 一 致 し て 、 骨 形 成 誘 導 条 件 下 に お い て 培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ
タ ー ゼ （ AP） を 産 生 し 、 カ ル シ ウ ム 沈 着 物 を 示 し た 。 興 味 深 い こ と に 、 AP産 生 量 お よ び カ
ル シ ウ ム 沈 着 量 の 双 方 は 、 同 じ 条 件 下 に て 培 養 さ れ た 成 体 性 骨 形 成 幹 細 胞 に よ っ て 達 成 さ
れ た も の よ り 高 か っ た 。 AP産 生 と 同 等 で あ る 、 p-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル に つ い て の 定 量 ア ッ セ
イ を 用 い て 、 AP活 性 を 測 定 し た 。 4つ 組 の 培 養 に お い て ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 酵 素 細 胞
活 性 を 測 定 し た 。 PBSを 用 い て す す い だ 後 、 40mgの p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 （ Sigma-Aldri
ch #104/40） を 加 え た pH10.3の 2-ア ミ ノ -2-メ チ ル -1-プ ロ パ ノ ー ル 緩 衝 液 （ Sigma-Aldric
h #221/26） と 共 に 、 細 胞 を 37℃ に て 3～ 35分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ
ー ダ ー （ Molecular Devices, Spectra Max Plus） に て 、 405nmに お い て 、 形 成 さ れ た p-ニ
ト ロ フ ェ ノ ー ル 産 物 の 吸 光 度 を 測 定 し た 後 、 AP活 性 を 計 算 し た 。 標 準 と し て 、 2-ア ミ ノ -2
-メ チ ル -1-プ ロ パ ノ ー ル 緩 衝 液 に お い て 、 p-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 濃 度 0～ 100nMolに 希 釈 し た
p-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル 標 準 溶 液 （ Sigma-Aldrich #104-1） を 使 用 し た 。 酵 素 活 性 は 、 nMol p
-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル /分 /10 6 細 胞 と し て 表 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
組 織 化 学 的 解 析
　 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 （ Sigma-Aldrichキ ッ ト #85） に 従 っ て 、 細 胞 に お け る ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 組 織 学 的 に 決 定 し た 。 手 短 に 言 え ば 、 ク エ ン 酸 -ア セ ト ン 溶 液 中 に お
い て 細 胞 を 固 定 し た 。 ア ル カ リ -色 素 混 合 物 （ ナ フ ト ー ル AS-MXリ ン 酸 ア ル カ リ 溶 液 を 加 え
た フ ァ ス ト ブ ル ー RR溶 液 ） を 、 35mm培 養 皿 に お い て 細 胞 に 加 え た 。 細 胞 培 養 は 、 直 接 光 か
ら 保 護 し た 。 検 査 す る 前 に 、 脱 イ オ ン 水 に よ っ て 細 胞 培 養 を す す ぎ 、 空 気 乾 燥 さ せ た 。 16
日 目 お よ び 24日 目 に お い て 、 骨 形 成 誘 導 培 地 に お い て 増 殖 さ せ た c-kit p o s 細 胞 に お け る AP
産 生 は 、 対 照 培 地 に お い て 増 殖 さ せ た c-kit p o s 細 胞 お よ び 骨 形 成 誘 導 培 地 に お い て 増 殖 さ
せ た c-kit n e g 細 胞 と 比 較 し て 、 250倍 増 加 し て い た （ 図 2C） 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 骨 形 成 分 化 の 主 要 な 特 徴 は 、 細 胞 の カ ル シ ウ ム 沈 殿 能 で あ る 。 細 胞 関 連 の 石 灰 化 は 、 フ
ォ ン ・ コ ッ サ 染 色 を 用 い て 、 お よ び 培 養 に お け る 細 胞 の カ ル シ ウ ム 含 量 を 測 定 す る こ と に
よ っ て 、 解 析 す る こ と が 可 能 で あ る 。 骨 形 成 培 地 に お い て 増 殖 さ せ た 細 胞 の フ ォ ン ・ コ ッ
サ 染 色 に よ っ て 、 16日 目 ま で に 硝 酸 銀 の 沈 殿 の 増 加 が 示 さ れ 、 高 レ ベ ル の カ ル シ ウ ム が 示
さ れ た 。 細 胞 培 養 に お け る 石 灰 化 の 存 在 は 、 フ ォ ン ・ コ ッ サ 染 色 に よ っ て 決 定 さ れ た 。 細
胞 培 養 プ レ ー ト を 10％ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に よ っ て 1時 間 固 定 し 、 2％ の 硝 酸 銀 溶 液 と 共 に
暗 所 に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 脱 イ オ ン 水 に よ っ て 十 分 に 洗 浄 し 、 そ の 後 、 UV光 に 15
分 間 曝 露 し た 。 カ ル シ ウ ム 含 量 は 24日 目 お よ び 32日 目 に お い て 指 数 関 数 的 に 増 加 し 続 け た
。 対 照 的 に 、 対 照 培 地 に お け る 細 胞 は 硝 酸 銀 沈 殿 を 全 く 示 さ な か っ た （ 図 2G） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 細 胞 に よ る カ ル シ ウ ム 沈 着 は 、 カ ル シ ウ ム -ク レ ゾ ー ル フ タ レ イ ン 複 合 体 を 測 定 す る 定
量 的 化 学 ア ッ セ イ に よ っ て も 測 定 さ れ た 。 骨 形 成 誘 導 を 受 け て い る 細 胞 は 、 16日 後 に カ ル
シ ウ ム の 沈 殿 に お け る 有 意 な 増 加 を 示 し た （ 4mg/dlま で ） 。 カ ル シ ウ ム の 沈 殿 は 、 32日 目
に 70mg/dlま で 増 加 し た 。 対 照 的 に 、 対 照 培 地 に お い て 増 殖 さ せ た 細 胞 は 、 32日 目 ま で に
カ ル シ ウ ム 沈 殿 の 増 加 を 全 く 示 さ な か っ た （ 1.6mg/dl） （ 図 2Hお よ び 図 2I） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 骨 形 成 培 地 に お け る c-kit p o s 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 の 骨 の 発 達 と 関 係 す る 特 異 的 な 遺 伝 子 （
AP、 核 結 合 因 子 A1(cbfa1)、 お よ び オ ス テ オ カ ル シ ン ） を 発 現 し た （ 図 2C） 。 製 造 業 者 の
プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 、 RNAzol試 薬 （ Tel-Test Inc., Friendswood, TX） を 用 い て 、 培 養
細 胞 お よ び 細 胞 ペ レ ッ ト か ら RNAを 単 離 し た 。 ラ ン ダ ム ヘ キ サ マ ー （ Life Technologies）
と 共 に Superscript II逆 転 写 酵 素 を 用 い て 、 RNA（ 2μ g） を cDNA合 成 の た め に 処 理 し た 。 P
TC-100サ イ ク ラ ー （ MJ-Research Inc., Watertown, MA） に て 、 最 終 容 量 30μ lの 、 200nM 
dNTP、 各 プ ラ イ マ ー 10pM、 0.3U Taq-DNA-ポ リ メ ラ ー ゼ 、 反 応 緩 衝 液 、 お よ び MgCl 2 （ Life
 Technologies） に お い て 、 各 PCR反 応 の た め に cDNAを 使 用 し た 。 サ イ ク ル 条 件 は 、 94℃ で
2分 間 、 63℃ に お け る ア ニ ー リ ン グ 40秒 間 、 お よ び 72℃ に お け る 伸 長 1分 間 か ら な っ た 。 サ
イ ク ル 数 は 22～ 37サ イ ク ル の 間 で あ り 、 RT-PCR反 応 の 指 数 増 殖 期 に お い て 選 択 さ れ た 。 プ
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ラ イ マ ー 配 列 お よ び 断 片 サ イ ズ を 表 1に 列 挙 す る 。 全 て の プ ラ イ マ ー を Life Technologies
か ら 得 た 。 ヒ ト の 核 結 合 因 子 A1(cbfa1)に つ い て の プ ラ イ マ ー （ セ ン ス
　
　
お よ び ア ン チ セ ン ス
　
　
、 63℃ に て 28サ イ ク ル ） で は 、 474bpの 断 片 が 増 幅 さ れ 、 ヒ ト の オ ス テ オ カ ル シ ン （ セ ン
ス
　
　
お よ び ア ン チ セ ン ス
　
　
） で は 、 144bpの 断 片 が 増 幅 さ れ た 。 ヒ ト の ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 活 性 化 受 容 体 γ 2（
pparγ 2） プ ラ イ マ ー （ セ ン ス
　
　
お よ び ア ン チ セ ン ス
　
　
、 64℃ に て 29サ イ ク ル ） で は 、 460bp. 533bpの 断 片 を 生 じ た 。 ヒ ト リ ポ プ ロ テ イ ン リ パ ー
ゼ （ lpl） プ ラ イ マ ー （ セ ン ス
　
　
お よ び ア ン チ セ ン ス
　
　
、 64℃ に て 29サ イ ク ル ） で は 、 366bpの 断 片 が 増 幅 さ れ た 。 ヒ ト の 筋 制 御 因 子 4（ MRF4） （
セ ン ス
　
　
お よ び ア ン チ セ ン ス
　
　
、 62℃ に て 37サ イ ク ル ） は 、 421bpの バ ン ド と し て 検 出 さ れ 、 ヒ ト の myoD（ セ ン ス
　
　
お よ び ア ン チ セ ン ス
　
　
） で は 、 449bpの セ グ メ ン ト が 増 幅 さ れ た 。 ヒ ト の デ ス ミ ン プ ラ イ マ ー （ セ ン ス
　
　
お よ び ア ン チ セ ン ス
　
　
、 62℃ に て 27サ イ ク ル ） で は 、 440bpの 断 片 が 増 幅 さ れ 、 ヒ ト の β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン （
β 2-MG） の た め の プ ラ イ マ ー （ セ ン ス
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お よ び ア ン チ セ ン ス
　
　
、 62～ 64℃ に て 23～ 26サ イ ク ル ） で は 、 315bpの 断 片 が 増 幅 さ れ た 。 ヒ ト の CD106（ VCAM）
の た め の プ ラ イ マ ー （ セ ン ス
　
　
お よ び ア ン チ セ ン ス
　
　
） で は 、 774bpの セ グ メ ン ト が 増 幅 さ れ 、 ヒ ト の CD31（ PECAM） （ セ ン ス
　
　
お よ び ア ン チ セ ン ス
　
　
） で は 、 628bpの 断 片 が 生 じ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 骨 形 成 培 地 に お い て 増 殖 さ せ た c-kit p o s 細 胞 は 、 各 時 点 に お い て AP遺 伝 子 の 活 性 化 を 示
し た 。 対 照 培 地 で 増 殖 さ せ た c-kit p o s 細 胞 に お い て は 、 8、 16、 24、 お よ び 32日 目 に お い
て 、 AP遺 伝 子 の 転 写 は 検 出 さ れ な か っ た 。 骨 芽 細 胞 に お け る 骨 の 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス の 構
造 タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 発 現 を 制 御 す る 、 骨 芽 細 胞 お よ び 肥 大 性 軟 骨 細 胞 に お い て 特 異 的 に
発 現 さ れ る 転 写 因 子 cbfa1（ 24、 25） の 発 現 は 、 骨 形 成 誘 導 培 地 に お い て 増 殖 さ せ た 細 胞
に お い て は 8日 目 に 最 高 で あ り 、 16、 24、 お よ び 32日 目 に わ ず か に 減 少 し た 。 対 照 に お け
る cbfa1の 発 現 は 、 各 時 点 に お い て 有 意 に よ り 低 か っ た 。 オ ス テ オ カ ル シ ン は 、 8日 目 の 、
骨 形 成 条 件 に お け る c-kit p o s 細 胞 に お い て の み 発 現 さ れ た 。 対 照 培 地 に お け る c-kit p o s 細
胞 、 お よ び 骨 形 成 培 地 に お け る c-kit n e g 細 胞 に お い て は 、 い か な る 時 点 に お い て も オ ス テ
オ カ ル シ ン の 発 現 は 検 出 さ れ な か っ た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 c-kit p o s 細 胞 は ま た 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト -コ ラ ー ゲ ン 足 場 （ Collagraft, Neucoll, 
Zimmer, Warsaw, Indiana） 上 に 10× 10 6 細 胞 /cm 2 の 密 度 で 播 種 さ れ た 。 細 胞 は 、 バ イ オ リ
ア ク タ ー に お い て 16日 間 、 骨 形 成 系 統 に 誘 導 さ れ た 。 杆 状 体 を 無 胸 腺 マ ウ ス の 皮 下 に 移 植
し 、 4週 間 ま た は 8週 間 後 に 採 集 し て 解 析 し た 。 骨 様 の 組 織 が 明 ら か で あ り 、 Masson’ s tr
ichromeに よ っ て 青 色 に 染 色 さ れ る 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に 囲 ま れ て い た 。 ト ル イ ジ ン ブ ル
ー 染 色 に よ っ て 、 骨 形 成 表 現 型 が 確 認 さ れ た 。 移 植 さ れ た 組 織 内 の 石 灰 化 小 部 分 は 、 フ ォ
ン ・ コ ッ サ に よ っ て 陽 性 に 染 色 さ れ 、 骨 形 成 が 示 さ れ た 。 対 照 と し て 、 未 播 種 の 構 築 物 は
非 常 に 少 な い 浸 潤 細 胞 の み を 示 し 、 骨 様 の 構 造 は 認 め ら れ な か っ た （ 図 2） 。
【 ０ １ １ ３ 】
脂 質 生 成 誘 導
　 脂 質 生 成 分 化 を 促 進 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 脂 質 生 成 規 定 培 地 に お い て c-kit p o s 細
胞 を 培 養 し た 。 脂 質 生 成 分 化 の 誘 導 の た め に 、 細 胞 を 3,000細 胞 /cm 2 の 密 度 で 播 種 し 、 10
％ の FBS、 1％ の 抗 生 物 質 、 お よ び 脂 質 生 成 補 足 物 [1μ M デ キ サ メ タ ゾ ン 、 1mM 3-イ ソ ブ チ
ル -1-メ チ ル キ サ ン チ ン （ Sigma-Aldrich） 、 10μ g/mlイ ン ス リ ン （ Sigma-Aldrich） 、 お
よ び 60μ M イ ン ド メ タ シ ン （ Sigma-Aldrich） ]を 含 む DMEM低 グ ル コ ー ス 培 地 に お い て 培 養
し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 対 照 培 地 は 改 良 α MEMか ら 構 成 さ れ た 。 培 地 の 交 換 は 3日 毎 に 行 っ た 。 脂 質 生 成 補 足 物 と
共 に 培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 は 、 8日 以 内 に 、 細 長 い も の か ら 球 形 に そ の 形 態 を 変 化 さ せ
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た 。 こ れ は 、 細 胞 内 ト リ グ リ セ リ ド の 脂 肪 滴 の 蓄 積 と 一 致 し て い た [図 3A]。 細 胞 培 養 に お
け る 脂 肪 成 分 の 存 在 は 、 オ イ ル レ ッ ド O染 色 を 用 い て 決 定 さ れ た 。 2ウ ェ ル チ ェ ン バ ー ス ラ
イ ド を 、 脱 イ オ ン 水 中 で 洗 浄 し 、 空 気 乾 燥 し た 。 オ イ ル レ ッ ド O染 色 溶 液 と 共 に 細 胞 を 15
分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 50％ エ タ ノ ー ル に よ っ て 3回 す す ぎ 、 蒸 留 水 で す す ぎ 、 Gillsヘ マ
ト キ シ リ ン に よ っ て 30秒 間 ～ 1分 間 対 比 染 色 し 、 脱 イ オ ン 水 中 で 3～ 4回 す す い だ 。 培 養 16
日 後 、 95％ を 超 え る 細 胞 の 細 胞 質 が 、 脂 質 に 富 ん だ 液 胞 に 満 ち て お り 、 オ イ ル レ ッ ド Oに
よ っ て 染 色 さ れ た （ 図 3B） 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 チ ェ ン バ ー ス ラ イ ド は 、 水 ベ ー ス の マ ウ ン テ ィ ン グ メ デ ィ ア を 用 い て マ ウ ン ト し た 。 対
照 培 地 に お い て 培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 、 お よ び 脂 質 生 成 培 地 に お い て 培 養 さ れ た c-kit n
e g 細 胞 は 、 脂 質 生 成 分 化 と 一 致 す る 表 現 型 の 変 化 を 全 く 示 さ ず 、 オ イ ル レ ッ ド Oに よ っ て
染 色 さ れ な か っ た （ 図 3C） 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 脂 質 生 成 分 化 は 、 RT-PCR解 析 に よ っ て 確 認 さ れ た 。 本 発 明 者 ら は 、 脂 質 生 成 を 制 御 す る
転 写 因 子 で あ る 、 ペ ル オ キ シ ソ ー ム 増 殖 因 子 活 性 化 受 容 体 γ 2（ pparγ 2） （ 28、 29） 、 お
よ び リ ポ プ ロ テ イ ン リ パ ー ゼ の 発 現 を 解 析 し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 は 、 脂 質 生 成 条 件
下 に お け る c-kit p o s 細 胞 に お い て は ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト さ れ て い た 。 対 照 条 件 下 に お い て
培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 、 お よ び 脂 質 生 成 条 件 下 に お い て 培 養 さ れ た c-kit n e g 細 胞 は 、 ど
の 時 点 に お い て も い ず れ の 遺 伝 子 を も 発 現 し な か っ た [図 3D]。
【 ０ １ １ ７ 】
　 c-kit p o s 細 胞 を 、 ポ リ グ リ コ ー ル 酸 （ PGA） ポ リ マ ー 足 場 上 に 10× 10 6 細 胞 /cm 2 の 密 度 で
播 種 し た 。 細 胞 は 、 バ イ オ リ ア ク タ ー に お い て 16日 間 、 脂 質 生 成 系 統 に 誘 導 さ れ た 。 足 場
を 無 胸 腺 マ ウ ス の 皮 下 に 移 植 し 、 4週 お よ び 8週 後 に 採 集 し て 解 析 し た 。 回 収 し た 足 場 は 、
著 し い 脂 肪 組 織 の 形 成 を 示 し た 。 脂 肪 組 織 の 存 在 は 、 オ イ ル レ ッ ド O染 色 を 用 い て 確 認 さ
れ た  [図 3]。
【 ０ １ １ ８ 】
筋 誘 導
　 出 生 後 生 活 期 間 に お い て は 、 骨 格 筋 の 成 長 お よ び 修 復 は 、 単 核 筋 前 駆 細 胞 （ 筋 衛 星 細 胞
） の 常 在 性 集 団 に よ っ て 仲 介 さ れ る ； し か し 、 そ れ ら の 自 己 再 生 能 は 限 ら れ て お り 、 年 齢
と 共 に 減 少 す る 。 以 前 の 研 究 に よ っ て 、 筋 細 胞 が 骨 髄 お よ び 周 辺 組 織 に 由 来 す る 間 葉 系 幹
細 胞 か ら 誘 導 さ れ 得 る こ と が 示 さ れ た （ 30） 。 本 研 究 に お い て は 、 c-kit p o s 細 胞 は 筋 分 化
に 向 け て 誘 導 さ れ た 。 本 発 明 者 ら は 、 c-kit p o s 細 胞 を 、 規 定 培 地 に お い て 、 Matrigelに よ
っ て 予 め 被 覆 し た 35mmプ レ ー ト に 播 種 し た 。 筋 芽 細 胞 増 殖 規 定 培 地 は 、 10％ ウ マ 血 清 （ GI
BCO, BRL） 、 0.5％ の ヒ ナ 胚 抽 出 物 （ GIBCO, BRL） 、 お よ び 1％ の ペ ニ シ リ ン ／ ス ト レ プ ト
マ イ シ ン （ GIBCO, BRL） を 含 む DMEM低 グ ル コ ー ス 培 地 か ら 構 成 さ れ た （ Reddel, R.R.ら , 
(1997) Immortalized cells with no detectable telomerase activity, Biochemistry 6
2, 1254～ 1262） 。 細 胞 を 播 種 す る 前 に 、 Matrigel（ Collaborative Biomedical Products
, Universal Biologicals Ltd.） を 、 DMEM中 に お い て 1mg/mlに ま で 希 釈 し 、 プ レ ー テ ィ ン
グ し 、 37℃ に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ Rosenblatt, J.D.ら , In Vitro Cell Dev.Bio
l.Anim., 31(10), 773(1995)） 。 5-ア ザ シ チ ジ ン を 含 む 規 定 培 地 を 12時 間 後 に 加 え 、 24時
間 後 に 5-ア ザ シ チ ジ ン を 含 ま な い 規 定 培 地 と 置 き 換 え た 。 対 照 と し て 、 改 良 α MEMを 含 む 3
5mmプ レ ー ト に お い て 未 分 化 細 胞 を 増 殖 さ せ た 。 培 地 の 交 換 は 3日 毎 に 行 っ た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 5-ア ザ シ チ ジ ン を 用 い た 24時 間 の 誘 導 に よ っ て 、 24～ 48時 間 後 に 多 核 細 胞 の 形 成 が 誘 導
さ れ た [図 4A]。 多 核 細 胞 は 、 筋 分 化 マ ー カ ー で あ る デ ス ミ ン お よ び 筋 節 ト ロ ポ ミ オ シ ン を
発 現 し た [図 4Dお よ び 図 4F]。 対 照 培 地 に お い て 増 殖 さ せ た c-kit p o s 細 胞 、 お よ び 筋 誘 導 条
件 に お い て 増 殖 さ せ た c-kit n e g 細 胞 で は 、 細 胞 融 合 ま た は 多 核 細 胞 が 導 か れ な か っ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 RT-PCRを 用 い て 、 筋 分 化 を 受 け て い る 細 胞 に お け る MyoD、 Myf6（ MRF4）
、 お よ び デ ス ミ ン の 発 現 を 解 析 し た 。 胚 の 筋 発 生 に つ い て 認 め ら れ る も の を 反 映 す る 、 遺
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伝 子 発 現 の 特 徴 的 な パ タ ー ン が 示 さ れ た [図 4G]（ 32、 33） 。 マ ウ ス 胚 に お け る 以 前 の 研 究
で は 、 9日 目 ～ 11日 目 の 間 に Myf6が 一 過 的 に 発 現 さ れ る こ と が 示 さ れ た （ 34、 35） 。 本 発
明 者 ら の 研 究 に お い て は 、 Myf6は 8日 目 に 発 現 さ れ 、 16日 目 に は 抑 制 さ れ た 。 ES細 胞 に つ
い て 示 さ れ た よ う に 、 筋 誘 導 条 件 下 に お い て 増 殖 さ せ た c-kit p o s 細 胞 に お い て は 、 MyoDの
発 現 は 8日 目 に 検 出 可 能 で あ り 、 16日 目 に は 抑 制 さ れ た 。 筋 誘 導 培 地 に お い て 培 養 さ れ た c
-kit p o s 細 胞 に お い て 、 デ ス ミ ン の 発 現 は 8日 目 に 誘 導 さ れ 、 16日 目 ま で 増 加 し た 。 対 照 的
に 、 対 照 細 胞 に お い て は 、 8日 目 お よ び 16日 目 に Myf6、 MyoD、 ま た は デ ス ミ ン の 活 性 化 は
な か っ た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 c-kit p o s 細 胞 は 、 蛍 光 マ ー カ ー （ PKH26緑 色 蛍 光 細 胞 リ ン カ ー 、 Sigma-Aldrich） に よ っ
て 標 識 し 、 筋 系 統 に 誘 導 し た 。 筋 細 胞 を 17％ の Matrigel（ BD Biosciences） を 含 む ラ ッ ト
尾 部 コ ラ ー ゲ ン 中 に 再 懸 濁 し 、 無 胸 腺 マ ウ ス の 後 肢 の 筋 肉 組 織 に 注 射 し 、 4週 間 後 に 回 収
し た 。 注 射 さ れ た 筋 細 胞 は 、 デ ス ミ ン を 発 現 す る 筋 組 織 の 形 成 を 示 し （ A） 、 そ の 蛍 光 を
維 持 し た （ B） [図 4]。
【 ０ １ ２ ２ 】
内 皮 誘 導
　 内 皮 分 化 を 誘 導 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 PBS-ゼ ラ チ ン で 予 め 被 覆 し た 皿 に 細 胞 を プ
レ ー テ ィ ン グ し た 。 内 皮 規 定 培 地 に お け る 培 養 に お い て 1ヶ 月 間 細 胞 を 維 持 し た 。 内 皮 分
化 を 誘 導 す る た め 、 PBS-ゼ ラ チ ン で 予 め 被 覆 し た 35mmの 皿 に 細 胞 を 3,000細 胞 /cm 2 の 密 度
で プ レ ー テ ィ ン グ し た 。 10％ の FBS（ GIBCO/BRL, Grand Island, NY） 、 1％ の 抗 生 物 質 （ G
IBCO/BRL, Grand Island, NY） 、 お よ び 1％ の L-グ ル タ ミ ン （ GIBCO/BRL, Grand Island, 
NY） を 補 足 し た 内 皮 基 本 培 地 -2（ EBM-2 Clonetics Bio Wittaker Inc., Walkersville, M
D） に お け る 培 養 に お い て 1ヶ 月 間 細 胞 を 維 持 し た 。 塩 基 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ bFGF） を
1日 お き に 加 え た 。 培 養 1週 間 後 、 c-kit p o s 細 胞 は そ の 形 態 を 変 化 さ せ 、 2週 目 ま で に 細 胞
は ほ と ん ど 管 状 と な っ た [図 5A]。 肝 分 化 に つ い て の ヒ ト 特 異 的 な 内 皮 細 胞 マ ー カ ー 、 c-ki
t p o s 細 胞 表 面 マ ー カ ー （ P1H12） 、 第 VIII因 子 （ FVIII） 、 お よ び KDRは 、 分 化 し た 内 皮 細
胞 に 特 異 的 な も の で あ る 。 分 化 し た 細 胞 は 、 FVIII、 KDR、 お よ び P1H12に つ い て 陽 性 に 染
色 さ れ た [図 5B～ D]。 Chang培 地 に お い て 同 じ 期 間 培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 は 管 状 構 造 を 形
成 で き ず 、 内 皮 特 異 的 マ ー カ ー に つ い て 染 色 さ れ な か っ た 。 内 皮 細 胞 は 通 常 、 単 離 し て 培
養 に お い て 維 持 す る こ と が 困 難 で あ る 。 本 発 明 者 ら の 研 究 に お い て は 、 内 皮 細 胞 は 、 一 旦
分 化 す れ ば 培 養 に お い て 増 殖 す る こ と が 可 能 で あ り 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 毛 管 様 構 造 を 形
成 し た [図 5E]。 表 現 型 の 変 化 を 確 認 す る た め 、 本 発 明 者 ら は RT-PCRを 行 っ た 。 血 小 板 内 皮
細 胞 接 着 分 子 1（ PECAM-1ま た は CD31） お よ び 血 管 細 胞 接 着 分 子 （ VCAM） は 、 内 皮 誘 導 培 地
に お い て 誘 導 さ れ た c-kit p o s 細 胞 に お い て は 著 し く 増 加 し た が 、 対 照 培 地 に お い て 培 養 さ
れ た c-kit p o s 細 胞 に お い て は 増 幅 さ れ な か っ た [図 5F]。
【 ０ １ ２ ３ 】
肝 誘 導
　 肝 分 化 の た め に 、 Matrigelで 被 覆 し た 皿 に 播 種 さ れ た 、 羊 水 お よ び 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の c-
kit p o s 細 胞 を 、 肝 誘 導 条 件 に お い て 9日 間 培 養 し た 。 100μ l/cm 2 表 面 を 使 用 し 、 製 造 業 者
の 薄 層 ゲ ル 法 の 改 良 型 を 用 い 、 Matrigel（ Collaborative Biomedical Products, Univers
al Biologicals Ltd.）  に お い て 、 c-kit p o s 細 胞 を 播 種 し た 。 24ウ ェ ル プ レ ー ト に 25,000
細 胞 /cm 2 の 密 度 で 播 種 さ れ た 細 胞 を 、 Chang培 地 に お け る こ の 培 養 に お い て 3日 間 確 立 さ せ
、 セ ミ コ ン フ ル エ ン ト な （ 半 集 密 的 ） 密 度 に 到 達 さ せ た 。 3段 階 で 分 化 を 誘 導 し た 。 基 本
培 地 は 、 300μ Mの モ ノ チ オ グ リ セ ロ ー ル （ Sigma-Aldrich） 、 100U/mlの ペ ニ シ リ ン 、 お よ
び 100U/mlの ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ Gibco/Brl） を 15％ の 胎 児 ウ シ 血 清 FBS（ Gibco/Brl） と
共 に 含 む 低 グ ル コ ー ス ダ ル ベ ッ コ 培 地 （ Gibco/Brl） か ら 構 成 さ れ た 。 細 胞 を 、 最 初 は 100
ng/mlの 酸 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 の 存 在 下 に お い て 、 3日 間 増 殖 さ せ た 。 こ の 段 階 に 続 き 、
20ng/mlの 肝 細 胞 増 殖 因 子 に 3日 間 曝 露 し 、 20ng/mlの 肝 細 胞 増 殖 因 子 、 10ng/mlの オ ン コ ス
タ チ ン M、 10～ 7Mの デ キ サ メ タ ゾ ン （ Sigma-Aldrich） 1 に 曝 露 す る こ と に よ っ て 完 了 し た
。 細 胞 を 、 末 期 の 分 化 に 使 用 さ れ た も の と 同 じ 培 地 に お い て 維 持 し た 。 対 照 細 胞 集 団 は 、
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分 化 細 胞 と 同 じ よ う に 播 種 し た が 、 対 照 培 地 に お け る 維 持 の み を 単 に 行 っ た 。 分 化 過 程 の
後 、 培 養 に お い て 30日 間 細 胞 を 維 持 し た 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 肝 分 化 を 評 価 す る た め に 、 分 化 細 胞 お よ び 対 照 細 胞 に お い て 、 ア ル ブ ミ ン の 発 現 を 評 価
し 、 標 準 の 尿 素 窒 素 ア ッ セ イ を 用 い て 尿 素 産 生 を 測 定 し た 。 Matrigel中 に 懸 濁 さ れ た 細 胞
を 、 光 学 器 械 の 支 援 を 用 い て 10分 間 ト リ プ シ ン 処 理 し 、 ス ラ イ ド 上 に 1,000細 胞 /ス ラ イ ド
の 密 度 で サ イ ト ス ピ ン し た 。 細 胞 は 、 DAPI核 対 比 染 色 を 用 い た 標 準 の 免 疫 細 胞 学 的 プ ロ ト
コ ー ル を 使 用 し 、 ヤ ギ 抗 ヒ ト ア ル ブ ミ ン を 用 い て 、 ア ル ブ ミ ン に つ い て 検 出 し た 。 尿 素 産
生 は 、 比 色 定 量 尿 素 窒 素 ア ッ セ イ （ Sigma-Aldrich） を 用 い て 測 定 し た 。 分 化 細 胞 集 団 ま
た は 対 照 細 胞 集 団 を 、 20mM NH 4 Clの 超 生 理 学 的 レ ベ ル の 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 中 に 置 き 、 こ れ
ら の 細 胞 タ イ プ の 各 々 の 尿 素 産 生 の 最 大 速 度 を 調 べ た 。 培 地 を そ の 後 、 曝 露 30分 後 に 収 集
し 、 ウ レ ア ー ゼ を 用 い 、 お よ び 用 い ず に 、 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 に よ っ て 試 験 し 、 真 の 尿
素 レ ベ ル を 得 た 。 分 化 過 程 の 7日 後 、 細 胞 は 、 細 長 い 線 維 芽 細 胞 か ら 、 よ り 上 皮 様 の 敷 石
状 の 外 観 へ の 形 態 学 的 変 化 を 示 す 傾 向 が あ っ た 。 細 胞 は 、 分 化 後 12日 目 に 陽 性 染 色 を 示 し
た 。 対 照 細 胞 集 団 に つ い て の 尿 素 産 生 の 最 大 速 度 が 2.36× 10 - 4 μ g尿 素 /時 間 /細 胞 で あ っ
た こ と と は 対 照 的 に 、 肝 分 化 誘 導 細 胞 に つ い て の 尿 素 産 生 の 最 大 速 度 は 4.7× 10 - 4 μ g尿 素
/時 間 /細 胞 で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
神 経 誘 導
　 神 経 誘 導 の た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 羊 水 お よ び 絨 毛 膜 絨 毛 の c-kit p o s 細 胞 を 神 経 形 成 規
定 培 地 に お い て 培 養 し た （ 40、 41） 。 神 経 誘 導 の た め に 、 100mmプ レ ー ト に 羊 水 か ら の 細
胞 を 3,000細 胞 /cm 2 の 濃 度 で 播 種 し 、 DMEM低 グ ル コ ー ス 培 地 （ GIBCO/BRL, Grand Island, 
NY） 、 1％ の 抗 生 物 質 （ GIBCO/BRL, Grand Island, NY） 、 2％ の DMSO、 お よ び 200μ Mの ブ
チ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ア ニ ソ ー ル （ BHA, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO） に お い て 培 養 し た 。
培 養 に 、 ニ ュ ー ロ ン 成 長 因 子 （ NGF） （ 8μ l/ml） を 2日 毎 に 加 え た 。 2日 後 、 培 地 を 対 照 培
地 に 変 え 、 同 じ 量 の NGFを 連 続 的 に 補 足 し た 。 4日 目 お よ び 8日 目 に 、 免 疫 細 胞 学 的 解 析 の
た め に 細 胞 を 固 定 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 2日 後 、 培 地 を 対 照 培 地 に 変 え 、 同 じ 量 の NGFを 連 続 的 に 補 足 し た 。 4日 目 お よ び 8日 目 に
、 免 疫 細 胞 学 的 解 析 の た め に 細 胞 を 固 定 し た 。 対 照 培 地 は 、 改 良 α MEMか ら 構 成 さ れ た 。
培 地 の 交 換 は 3日 毎 に 行 っ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 神 経 形 成 条 件 に お い て 培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 は 、 最 初 の 24時 間 以 内 に そ の 形 態 を 変 化
さ せ た 。 2つ の 異 な る 細 胞 集 団 、 形 態 学 的 に 大 き く 平 坦 な 細 胞 、 お よ び 小 さ な 双 極 細 胞 が
明 ら か で あ っ た 。 双 極 細 胞 の 細 胞 質 は 核 に 向 か っ て 収 縮 し 、 収 縮 多 極 型 構 造 を 形 成 し て い
た 。 そ の 後 数 時 間 に 渡 っ て 、 細 胞 は 一 次 分 枝 お よ び 二 次 分 枝 お よ び 円 錐 様 の 末 端 伸 長 を 表
し た [図 6A]。 誘 導 さ れ た c-kit p o s 細 胞 は 、 神 経 特 異 的 な タ ン パ ク 質 の 発 現 に 特 徴 的 な 配 列
を 示 し た 。 初 期 の 段 階 に お い て 、 神 経 上 皮 幹 細 胞 に お い て 特 異 的 に 発 現 さ れ る 中 間 径 フ ィ
ラ メ ン ト タ ン パ ク 質 ネ ス チ ン （ BD Bioscience） が 高 度 に 発 現 さ れ た [図 6B]。 β IIIチ ュ ー
ブ リ ン  [図 6C] お よ び グ リ ア 線 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質 （ GFAP） （ Santa Cruz） [図 6D]、 即 ち
ニ ュ ー ロ ン お よ び グ リ ア の 分 化 マ ー カ ー の 発 現 （ 42） は 、 各 々 、 長 時 間 に 渡 っ て 増 加 し 、
約 6日 目 に プ ラ ト ー に 達 す る よ う で あ っ た 。 Chang培 地 に お い て 培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 、
お よ び 神 経 形 成 培 地 に お い て 同 じ 期 間 培 養 さ れ た c-kit n e g 細 胞 は 、 神 経 特 異 的 マ ー カ ー に
つ い て 染 色 さ れ な か っ た 。 さ ら に 本 発 明 者 ら は 、 ニ ュ ー ロ ン 細 胞 の 機 能 的 挙 動 に つ い て 解
析 し た 。 神 経 形 成 条 件 下 に お い て 培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 で は 、 収 集 さ れ た 培 地 に お け る
神 経 伝 達 物 質 グ ル タ ミ ン 酸 の 存 在 が 示 さ れ た 。 グ ル タ ミ ン 酸 は 通 常 、 培 養 に お い て 完 全 に
分 化 し た ニ ュ ー ロ ン に よ っ て 分 泌 さ れ る （ 43） 。 非 誘 導 細 胞 、 熱 不 活 性 化 細 胞 、 お よ び 対
照 尿 路 上 皮 細 胞 は 、 グ ル タ ミ ン 酸 を 全 く 分 泌 し な か っ た [図 6E]。
【 ０ １ ２ ８ 】
造 血 分 化
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　 造 血 分 化 の た め に 、 本 発 明 者 ら は 、 液 体 培 地 （ STEM CELL TECHNOLOGIESに よ る StemSpan
、 www.stemcell.comを 参 照 の こ と ） を 使 用 し た 。 細 胞 培 養 培 地 に 以 下 の 成 長 因 子 を 加 え た
： 製 造 業 者 の 使 用 説 明 書 （ STEM CELL TECHNOLOGIES） に 従 い 、 幹 細 胞 成 長 因 子 、 GM-CSF、
IL6、 IL3、 G-CSF。 造 血 分 化 は 、 細 胞 の 形 態 を 解 析 す る こ と に よ っ て 評 価 さ れ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 マ ウ ス の 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 は 、 光 学 顕 微 鏡 下 に て 、 6～ 9週 齢 に 渡 る 、 妊 娠 12日 目 の
雌 の C57BL/6マ ウ ス か ら 採 取 さ れ た （ Animal Care and Use Committee, Children’ s Hosp
ital, Bostonに 認 可 さ れ た プ ロ ト コ ー ル ） 。 サ ン プ ル を 以 前 に 説 明 さ れ た よ う に 処 理 し た
。 手 短 に 言 え ば 、 光 学 顕 微 鏡 下 に て 胎 盤 を 切 開 し 、 絨 毛 膜 絨 毛 を 取 り 出 し た 。 絨 毛 膜 絨 毛
お よ び 羊 水 に 由 来 す る 細 胞 を 、 LIF（ 10ng/ml） （ Sigma-Aldrich） を 加 え て 、 ヒ ト の 細 胞
に つ い て 使 用 さ れ た も の と 同 じ 条 件 に お い て 培 養 し た 。 c-kit p o s 細 胞 を 、 puc-CMMP-IC-eG
FPレ ト ロ ウ イ ル ス に よ っ て 形 質 導 入 し 、 増 殖 さ せ た 。 FACS-Excaliburに よ っ て 、 感 染 さ せ
た c-kit p o s 細 胞 を ソ ー テ ィ ン グ し 、 単 一 の eGFP + 細 胞 を 96ウ ェ ル プ レ ー ト の ウ ェ ル 毎 に プ
レ ー テ ィ ン グ し 、 増 殖 さ せ た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 こ れ ら の 細 胞 の 、 異 な る 組 織 へ 方 向 付 け ら れ る 能 力 を 評 価 す る た め に 、 C57BL/6-TgN(la
cZpl)60Vijの 4日 齢 の 胚 盤 胞 に 10～ 12個 の c-kit p o s 感 染 細 胞 を マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン
し た 。 胚 盤 胞 を 養 母 に 移 し 、 妊 娠 16日 目 ま で マ ウ ス を 成 長 さ せ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 胎 児 を 採 取 し て OCTに 包 埋 し 、 10μ mの 完 全 体 切 片 を 調 製 し た 。 組 織 の 切 片 を β -ガ ラ ク
ト シ ダ ー ゼ 酵 素 活 性 に つ い て 染 色 し 、 緑 色 タ ン パ ク 質 に つ い て の 遺 伝 子 を 有 す る c-kit p o s

細 胞 を 同 定 す る た め に 、 蛍 光 顕 微 鏡 下 に て 観 察 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 複 数 の 器 官 を 採 取 し 、 説 明 さ れ た よ う に OCTに 包 埋 し 、 5μ mの 切 片
を 調 製 し た 。 切 片 を β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 酵 素 活 性 に つ い て 染 色 し 、 観 察 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 凍 結 切 片 を 10μ mに 切 断 し 、 2％ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 0.2％ の グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 0.0
2％ の NP-40、 お よ び 0.01％ の デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム の pH7.8 PBS溶 液 に よ っ て 室 温
に て 30分 間 固 定 し 、 そ の 後 PBSに よ っ て 3回 洗 浄 し た 。 LacZ染 色 溶 液 （ 2mM MgCl 2 、 0.02％ N
P-40、 0.01％ デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 5mM K-フ ェ リ シ ア ニ ド 、 5mM K-フ ェ ロ シ ア ニ
ド 、 お よ び 0.1％ X-galの pH7.8 PBS溶 液 ） 中 に お い て 、 37℃ の 暗 所 に て 8～ 16時 間 サ ン プ ル
を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 Magna Fireデ ジ タ ル 画 像 化 カ メ ラ シ ス テ ム （ Olympus） と 共 に IX-
70顕 微 鏡 を 用 い て 画 像 を 得 、 Adobe Photoshop 5.0を 用 い て 処 理 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
考 察
　 幹 細 胞 は 、 胚 発 生 中 お よ び 出 生 後 に 、 骨 髄 、 骨 格 筋 、 お よ び 皮 膚 に お い て 存 在 す る こ と
が 報 告 さ れ た （ 幹 細 胞 の 最 近 の 総 説 議 論 に つ い て は 、 J.Pathol, 第 197巻 , 第 4号 , 2002年
を 参 照 の こ と ） 。 胚 性 幹 （ ES） 細 胞 は 、 胞 胚 期 の 内 部 細 胞 塊 （ ICM） に 由 来 す る 。 ES細 胞
は 、 様 々 な タ イ プ の 組 織 に 自 発 的 に 分 化 す る 傾 向 が あ る 。 し か し 、 特 に ヒ ト の 胚 か ら こ れ
ら の 細 胞 を 単 離 す る こ と は 、 胚 の 破 壊 に つ な が る こ の 手 法 の 倫 理 的 な 課 題 に つ い て 白 熱 し
た 論 争 を も た ら し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 成 体 性 幹 細 胞 は 、 自 発 的 に 分 化 し な い が 、 適 切 な 増 殖 条 件 を 適 用 す る こ と に よ っ て 分 化
す る よ う 誘 導 す る こ と が 可 能 で あ る 。 成 体 性 幹 細 胞 は 、 培 養 に お い て 維 持 す る の が ES細 胞
よ り 容 易 で あ る と 考 え ら れ る 。 し か し 、 成 体 性 幹 細 胞 に は 、 不 死 化 で な く 、 培 養 に お い て
一 定 の 数 の 継 代 を 経 た 後 、 そ の ほ と ん ど が 多 能 性 を 失 う と い う 欠 点 が あ る 。 こ の 短 い 寿 命
は 、 大 量 の 細 胞 が 必 要 と さ れ る 臨 床 的 な 適 用 に お い て は 著 し い 障 害 と な る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 胎 児 組 織 は そ の 多 能 性 お よ び 増 殖 能 の た め 、 過 去 に 、 移 植 お よ び 組 織 再 生 医 工 学 的 研 究
の た め に 使 用 さ れ て き た 。 胎 児 性 細 胞 は 、 成 体 性 細 胞 よ り 高 い 増 殖 能 を 有 し 、 培 養 に お い
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て そ の 多 能 性 を よ り 長 く 保 存 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し 、 胎 児 性 細 胞 移 植 片 の 利 用 可
能 性 に 関 し て は 幾 つ か の 問 題 が あ る 。 中 絶 胎 児 ま た は 生 き た 胎 児 か ら の 細 胞 の 使 用 に 関 す
る 倫 理 的 な 課 題 以 外 に も 、 な お も 解 決 す べ き 部 分 の 残 る 他 の 問 題 が あ る 。 例 え ば 、 以 前 の
研 究 か ら 、 パ ー キ ン ソ ン 病 を 有 す る 1人 の 患 者 を 治 療 す る た め に 十 分 な 材 料 を 提 供 す る に
は 、 6個 体 ま で の 胎 児 が 必 要 と さ れ る こ と が 示 さ れ た （ 45） 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 本 発 明 は 、 出 生 前 診 断 の た め に 数 十 年 間 使 用 さ れ て き た 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 の 細 胞 が
、 胚 性 供 給 源 お よ び 胎 児 性 供 給 源 の 双 方 に 由 来 す る ヒ ト の 胎 児 性 幹 細 胞 の 生 き た 供 給 源 で
あ り 、 治 療 的 に 使 用 す る こ と が で き る と い う 発 見 に 基 づ く 。 絨 毛 膜 絨 毛 組 織 検 体 お よ び 羊
水 の 双 方 が 多 様 な 細 胞 を 含 む こ と は よ く 知 ら れ て い る 。 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら 収 集 さ
れ た 細 胞 の 大 部 分 は 既 に 分 化 し て お り 、 し た が っ て 、 限 ら れ た 増 殖 能 を 有 す る （ 46） 。 本
発 明 者 ら は 、 こ こ で 、 そ の 多 分 化 能 お よ び 増 殖 能 の 両 方 が 維 持 さ れ た 細 胞 を 同 定 お よ び 単
離 し た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 過 去 に お け る 多 く の 努 力 は 、 未 分 化 細 胞 上 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー に 結 合 す る 抗 体 を 同 定 す
る こ と を 目 指 し て い た 。 c-kit、 CD105、 CD34、 お よ び CD90は 、 潜 在 的 な 幹 細 胞 マ ー カ ー と
し て 同 定 さ れ た 。 本 発 明 者 ら は 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら 単 離 さ れ た 、 胚 性 細 胞 お よ び
胎 児 性 細 胞 の 1％ 未 満 が c-kit p o s で あ る こ と 、 な ら び に 単 離 さ れ た c-kit p o s 細 胞 の み が 多
能 性 表 現 型 を 有 す る こ と を 見 出 し た 。 c-kit遺 伝 子 は 、 造 血 、 メ ラ ニ ン 産 生 、 お よ び 生 殖
能 力 に は 必 須 の 、 マ ス ト 細 胞 増 殖 因 子 と も 呼 ば れ る 幹 細 胞 成 長 因 子 （ SCF） の た め の 、 チ
ロ シ ン キ ナ ー ゼ 増 殖 因 子 受 容 体 を コ ー ド す る （ 46） 。 Kitタ ン パ ク 質 （ CD117） は 、 造 血 幹
細 胞 、 マ ス ト 細 胞 、 生 殖 細 胞 、 メ ラ ノ サ イ ト 、 あ る 種 の 基 底 上 皮 細 胞 、 胸 部 の 管 腔 上 皮 、
お よ び 胃 腸 管 の Cajalの 間 質 細 胞 に お い て 構 成 的 に 発 現 さ れ る （ 47） 。 c-kit遺 伝 子 は 、 生
殖 細 胞 の 確 立 、 維 持 、 お よ び 機 能 に お い て 根 本 的 な 役 割 を 担 う （ 48） 。 胚 生 殖 腺 に お い て
は 、 c-kit受 容 体 お よ び そ の リ ガ ン ド SCFは 、 始 原 生 殖 細 胞 の 生 存 お よ び 増 殖 に 必 要 と さ れ
る 。 さ ら に 、 近 年 の 研 究 に よ り 、 妊 娠 中 に 胎 盤 組 織 に お い て c-kitが 発 現 さ れ る こ と が 示
さ れ た 。 c-kitお よ び SCFは 、 胎 児 -母 体 境 界 に お け る 発 現 お よ び 局 在 化 に よ っ て 明 ら か で
あ る よ う に 、 胚 の 発 生 に お い て 重 要 な 役 割 を 担 う と 考 え ら れ る （ 49） 。 出 生 後 の 動 物 個 体
に お い て 、 c-kit/SCFは 、 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン に 反 応 し た 成 熟 配 偶 子 の 生 産 の た め に 、 即 ち
、 精 巣 の 唯 一 の 増 殖 生 殖 細 胞 、 精 原 細 胞 の 生 存 お よ び ／ ま た は 増 殖 の た め に 、 な ら び に 、
卵 母 細 胞 の 成 長 お よ び 成 熟 の た め に 必 要 と さ れ る 。 イ ン ビ ト ロ の 実 験 に よ っ て 、 c-kitが
始 原 造 血 細 胞 の た め の 潜 在 的 な マ イ ト ジ ェ ン で あ る こ と が 示 さ れ た 。 マ ウ ス に お い て は 、
SCFま た は c-kitの い ず れ か の 欠 損 に よ っ て 大 球 性 貧 血 が 起 こ り 、 胎 内 で の 、 ま た は 出 生 後
最 初 の 数 日 以 内 で の 死 亡 が 導 か れ る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 成 体 性 幹 細 胞 は 、 限 ら れ た 増 殖 能 を 有 し 、 ヘ ー フ リ ッ ク 限 度 に 達 し た 場 合 に 老 化 す る 。
そ の 上 、 成 体 性 幹 細 胞 は 、 少 数 回 の 継 代 を 経 た 後 に 、 複 数 の 系 統 へ の そ の 分 化 能 を 保 存 す
る こ と が で き な い 。 成 体 性 幹 細 胞 と は 対 照 的 に 、 胚 性 幹 （ ES） 細 胞 は 、 無 限 の 増 殖 能 を 有
し 、 培 養 に お い て そ の 分 化 能 を 維 持 す る こ と が で き る 。 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト の 胚 お よ び 胎
児 の 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 に 由 来 す る c-kit p o s 細 胞 が 多 能 性 で あ り 、 骨 形 成 表 現 型 、 脂 質
生 成 表 現 型 、 筋 表 現 型 、 神 経 表 現 型 、 肝 表 現 型 、 お よ び 内 皮 表 現 型 に 分 化 で き る こ と を 見
出 し た 。 異 な る タ イ プ の 組 織 を 形 成 す る 可 能 性 は 、 イ ン ビ ボ に お い て 確 認 さ れ た 。 細 胞 は
テ ロ メ ラ ー ゼ 陽 性 、 高 度 に ク ロ ー ン 原 性 で あ り 、 ク ロ ー ン 化 胎 児 性 幹 細 胞 系 は 、 ヘ ー フ リ
ッ ク 限 度 を 上 回 る 、 250回 を 超 え る 細 胞 分 裂 を 経 る こ と が 可 能 で あ っ た 。 幹 細 胞 系 は 、 集
団 倍 加 数 が 250と な っ た 後 で さ え も 、 培 養 に お い て そ の テ ロ メ ア 長 お よ び 分 化 能 を 維 持 し
て い た 。 加 え て 、 c-kit p o s 細 胞 は 、 増 殖 の た め に フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 を 必 要 と し な か っ た 。
c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 ヒ ト 胚 性 幹 細 胞 と 関 連 す る こ と が 知 ら れ る マ ー カ ー （ SSA
E3お よ び SSAE4） も 発 現 し て い た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 結 論 と し て 、 本 発 明 者 ら は 、 ヒ ト の 胚 お よ び 胎 児 の 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら の 幹 細 胞
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の 単 離 、 増 殖 、 お よ び 分 化 に つ い て 説 明 す る 。 こ れ ら の 細 胞 は 、 研 究 お よ び 治 療 的 な 適 用
の 双 方 の た め に 優 れ た 供 給 源 を 提 供 す る 。 胚 性 幹 細 胞 お よ び 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 成 体 性 幹 細
胞 よ り も 優 れ た 増 殖 能 を 有 し 、 こ の た め 、 多 数 の 細 胞 が 必 要 と さ れ る 治 療 的 な 適 用 の た め
に 非 常 に 優 れ た 供 給 源 と な る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 さ ら に 、 妊 娠 期 間 中 に 幹 細 胞 を 単 離 で き る こ と は 、 胎 内 に お け る 先 天 異 常 を 有 す る 胎 児
の 治 療 の た め に 好 都 合 で あ り 得 る 。 ES細 胞 と 比 較 し た 場 合 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら 単
離 さ れ た c-kit p o s 胎 児 性 幹 細 胞 は 、 多 く の 類 似 点 を 有 す る ： そ れ ら は 、 3つ 全 て の 胚 葉 に
分 化 す る こ と が 可 能 で あ る 、 そ れ ら は 、 共 通 の マ ー カ ー を 発 現 し 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 を 示
す 。 し か し 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら 単 離 さ れ た c-kit p o s 細 胞 に は 、 ES細 胞 を 上 回 る か
な り の 利 点 が あ る 。 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら 単 離 さ れ た c-kit p o s 細 胞 は 、 特 定 の 細 胞 系
統 に 容 易 に 分 化 し 、 増 殖 す る た め に フ ィ ー ダ ー 細 胞 層 を 必 要 と せ ず 、 最 も 重 要 な こ と に は
、 こ れ ら の 細 胞 の 単 離 の た め に は ヒ ト の 胚 を 犠 牲 に す る 必 要 が な い た め 、 現 在 あ る よ う な
ヒ ト の 胚 性 幹 細 胞 の 使 用 に 関 連 し た 論 争 が 避 け ら れ る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 お よ び 明 細 書 を 通 し て 引 用 さ れ る 参 考 文 献 は 、 そ の 全 体 が 参 照 と し
て 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
参 考 文 献
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ４ ４ 】
【 図 １ 】 図 1A～ 図 1Gは 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら の 細 胞 の 特 徴 付 け の 実 験 の 結 果 を 示 す
。 0.8～ 3％ の 間 の 、 羊 水 お よ び 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の 細 胞 が c-kit p o s で あ っ た [1A]。 c-kit p o s

細 胞 は 、 マ ウ ス の 段 階 特 異 的 胚 性 抗 原 1に よ っ て 染 色 さ れ な か っ た [1B]が 、 ヒ ト の 段 階 特
異 的 胚 性 抗 原 3お よ び 4に つ い て は 陽 性 染 色 さ れ た [1Cお よ び 1D]。 後 期 継 代 培 養 の c-kit p o s

細 胞 （ PD200） の 解 析 に よ っ て 、 正 常 な 核 型 が 示 さ れ た [1E]。 テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 は 、 テ ロ
メ ラ ー ゼ 反 復 配 列 増 幅 （ Telomerase Repeat Amplification Protocol： TRAP） ア ッ セ イ を
用 い て 評 価 さ れ た [1F]。 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 の c-kit p o s 細 胞 は テ ロ メ ラ ー ゼ 陽 性 で あ っ
た （ レ ー ン 1） 。 特 定 の 系 統 へ の 分 化 の 際 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 は 検 出 不 可 能 な レ ベ ル に ま
で 低 下 し た （ レ ー ン 2） 。 レ ー ン 3は 、 陽 性 対 照 を 示 す 。 レ ー ン 4は 、 テ ロ メ ラ ー ゼ 活 性 を
全 く 示 さ な い 陰 性 対 照 細 胞 溶 解 物 を 示 す 。 テ ロ メ ア 長 は 、 制 限 酵 素 末 端 断 片 （ TRF） 測 定
に よ っ て 評 価 さ れ た [1G]。 c-kit p o s 細 胞 は 、 お よ そ 10.2kbpの 高 分 子 量 マ ー カ ー （ レ ー ン 2
） と 比 較 し て 、 早 期 お よ び 後 期 （ 250 PD） の 双 方 の 継 代 培 養 に お い て 同 様 の テ ロ メ ア 長 を
有 し て い た （ 各 々 レ ー ン 3お よ び 4） 。 レ ー ン 1は 、 低 分 子 量 マ ー カ ー を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2A～ 図 2Lは 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら 単 離 さ れ た c-kit p o s 細 胞 の 骨 形 成 誘 導
を 示 す 。 誘 導 の 4日 後 に 、 骨 形 成 誘 導 培 地 に よ っ て 処 理 さ れ た 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら
の c-kit p o s 細 胞 の 形 状 は 、 骨 芽 細 胞 様 の 外 観 に 変 化 し た [2A]一 方 、 対 照 培 地 に お け る 細 胞
は 、 そ れ ら の 紡 錘 形 状 の 表 現 型 を 失 わ な か っ た [2B]。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 は 、 骨
形 成 誘 導 培 地 お よ び 対 照 培 地 を 用 い て 32日 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た c-kit p o s 細 胞 に お い て
定 量 化 さ れ た [2C]。 数 字 は 、 nMol p-ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル /分 /10 6 細 胞 と し て ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ の 産 生 を 示 し 、 16日 目 に 産 生 の ピ ー ク を 示 す （ 太 線 ） ； 一 方 、 対 照 培 地 に お い て
増 殖 さ せ た c-kit p o s 細 胞 （ 陰 付 き 線 ） 、 ま た は 骨 形 成 条 件 に お い て 増 殖 さ せ た c-kit n e g 細
胞 （ 点 線 ） は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 産 生 を 全 く 示 さ な か っ た 。 骨 形 成 誘 導 培 地 お よ
び 対 照 培 地 に よ っ て 処 理 し た c-kit p o s 細 胞 は 、 4、 8、 16、 24、 お よ び 32日 後 に 、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ に つ い て 染 色 さ れ た [2D]。 骨 形 成 誘 導 細 胞 に お い て は 強 い ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 染 色 が 認 め ら れ 、 そ れ は 16日 目 に 始 ま り 、 そ の 後 は 高 く 維 持 さ れ た 。 対 照 培 地 に
お い て 増 殖 さ せ た c-kit p o s 細 胞 は 、 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 染 色 を 全 く 示 さ な か っ た 。 コ
ン フ ル エ ン ト （ 集 密 的 ） と な っ た 場 合 、 細 胞 は 、 骨 に お い て 認 め ら れ る も の と 同 様 の 典 型
的 な 層 状 構 造 を 形 成 し た [2F]。 対 照 培 地 に お け る c-kit p o s 細 胞 は 、 層 状 構 造 を 全 く 形 成 し
な か っ た [2E]。 細 胞 の 石 灰 化 は 、 カ ル シ ウ ム に つ い て の 化 学 ア ッ セ イ を 用 い て 定 量 化 さ れ
た [2G]。 数 字 は 、 カ ル シ ウ ム 沈 着 を mg/dlで 示 す 。 骨 形 成 誘 導 さ れ た c-kit p o s 細 胞 は 、 16
日 目 に 始 ま る カ ル シ ウ ム 沈 着 の 有 意 な 増 加 を 示 し た （ 太 線 ） 。 対 照 培 地 に お い て 増 殖 さ せ
た c-kit p o s 細 胞 （ 陰 付 き 線 ） ま た は 骨 形 成 条 件 に お い て 増 殖 さ せ た c-kit p o s 細 胞 （ 点 線 ）
に お い て は カ ル シ ウ ム 沈 着 は 検 出 さ れ な か っ た 。 対 照 培 地 ま た は 骨 形 成 誘 導 培 地 に よ っ て
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処 理 し た さ ら な る 細 胞 を 、 培 養 に お い て 32日 後 に （ 40× ） フ ォ ン ・ コ ッ サ 染 色 を 用 い て 解
析 し た 。 骨 形 成 誘 導 細 胞 は 、 16日 目 に 始 ま る 有 意 な 石 灰 化 を 示 し た [2H]。 対 照 培 地 に お い
て 増 殖 さ せ た 細 胞 に お い て は 、 い か な る 時 点 で も 石 灰 化 は 起 こ ら な か っ た [2I]。 対 照 培 地
（ レ ー ン 1、 2、 3、 お よ び 4） お よ び 骨 形 成 誘 導 培 地 （ レ ー ン 5、 6、 7、 お よ び 8） に お い て
増 殖 さ せ た 羊 水 か ら の c-kit p o s 細 胞 か ら RNAを 単 離 し た 。 8、 16、 24、 お よ び 32日 目 に 、 ア
ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 cbfa1、 オ ス テ オ カ ル シ ン 、 お よ び β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の た め
の プ ラ イ マ ー を 用 い て RT-PCRを 行 っ た [2G]。 RT-PCRは 、 8日 目 に cbfa1お よ び オ ス テ オ カ ル
シ ン の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し 、 そ れ に よ っ て 骨 形 成 誘 導 細 胞 に お け る ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン が 確 認 さ れ た [2J]。 c-kit p o s 細 胞 を ヒ ド ロ キ シ ア
パ タ イ ト -コ ラ ー ゲ ン 足 場 上 に 播 種 し 、 骨 形 成 系 統 に 誘 導 し 、 無 胸 腺 マ ウ ス の 皮 下 に 移 植
し 、 4週 間 お よ び 8週 間 後 に 採 集 し た 。 骨 様 の 組 織 が 明 ら か で あ り 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス に
囲 ま れ て い た 。 ト ル イ ジ ン ブ ル ー 染 色 に よ っ て 、 骨 形 成 表 現 型 が 確 認 さ れ た 。 移 植 さ れ た
組 織 内 の 大 き な 石 灰 化 部 分 は フ ォ ン ・ コ ッ サ に よ っ て 陽 性 に 染 色 さ れ 、 骨 形 成 が 示 さ れ た
[2K]。 播 種 さ れ な か っ た 足 場 を 移 植 し 、 対 照 と し て 使 用 し た [2L]。
【 図 ３ 】 図 3A～ 3Fは 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら 単 離 さ れ た c-kit p o s 細 胞 の 脂 質 生 成 誘 導
を 示 す 。 脂 肪 細 胞 ク ラ ス タ ー は 8日 目 に 現 れ [3A]、 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ は 、 16日 目 に 脂
質 生 成 誘 導 さ れ た 細 胞 が オ イ ル レ ッ ド Oに よ っ て 均 一 に 染 色 さ れ る ま で [3B]、 時 間 と 共 に
増 加 し た 。 対 照 培 地 に お い て 培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 は 、 16日 目 に は 脂 質 沈 積 物 を 全 く 示
さ な か っ た [3C]。 対 照 培 地 （ レ ー ン 1お よ び 2） お よ び 脂 質 生 成 誘 導 培 地 （ レ ー ン 3お よ び 4
） に お い て 増 殖 さ せ た c-kit p o s 細 胞 か ら RNAを 単 離 し た [3D]。 示 す よ う に 、 8日 目 お よ び 16
日 目 に 、 PPARγ 2、 リ ポ プ ロ テ イ ン リ パ ー ゼ 、 お よ び β 2-ミ ク ロ グ ロ ブ リ ン の た め の プ ラ
イ マ ー を 用 い て RT-PCRを 行 っ た 。 脂 質 生 成 誘 導 培 地 に お い て 増 殖 さ せ た 細 胞 に お け る PPAR
γ 2お よ び リ ポ プ ロ テ イ ン リ パ ー ゼ の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン は 、 8日 目 お よ び 16日 目 （ レ
ー ン 3お よ び 4） に 認 め ら れ た 。 c-kit p o s 細 胞 を ポ リ グ リ コ ー ル 酸 ポ リ マ ー 足 場 上 に 播 種 し
た 。 細 胞 を 脂 質 生 成 系 統 に 誘 導 し た 。 足 場 は 、 無 胸 腺 マ ウ ス の 皮 下 に 移 植 し 、 4週 間 ま た
は 8週 間 後 に 採 集 し て 解 析 し た 。 回 収 し た 足 場 は 、 脂 肪 組 織 の 形 成 を 著 し く 示 し た [3E]。
脂 肪 組 織 の 存 在 は 、 オ イ ル レ ッ ド O染 色 を 用 い て 確 認 さ れ た （ 倍 率 200× ） [3F]。
【 図 ４ 】 図 4A～ 図 4Iは 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら 単 離 さ れ た c-kit p o s 細 胞 の 筋 誘 導 を 示
す 。 筋 誘 導 条 件 下 に お い て 、 c-kit p o s 細 胞 は 、 4日 目 に 多 核 細 胞 へ と 融 合 し [4A]、 8日 後 に
筋 管 様 構 造 を 形 成 し た [4B]。 多 核 細 胞 は 、 筋 誘 導 の 16日 後 、 筋 節 ト ロ ポ ミ オ シ ン [4C]お よ
び デ ス ミ ン [4D]の 発 現 に つ い て 緑 色 に 染 色 さ れ た 。 DAPIを 用 い て 細 胞 の 核 を 青 色 に 染 色 し
た 。 非 処 理 細 胞 は 、 筋 節 ト ロ ポ ミ オ シ ン [4E]ま た は デ ス ミ ン [4F]に つ い て 染 色 さ れ な か っ
た 。 対 照 培 地 （ レ ー ン 1お よ び 2） お よ び 筋 誘 導 培 地 （ レ ー ン 3お よ び 4） に お い て 増 殖 さ せ
た c-kit p o s 細 胞 か ら RNAを 単 離 し た [4G]。 8日 目 お よ び 16日 目 に 、 MyoD、 MRF4（ herculin、
Myf6） 、 お よ び デ ス ミ ン の た め の プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 RT-PCRを 行 っ た 。 筋 誘 導 細 胞 は 、
16日 目 に デ ス ミ ン 発 現 の 強 い ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン を 示 し た （ レ ー ン 4） 。 MyoDお よ び M
RF4は 、 筋 誘 導 処 理 に よ っ て 8日 目 に 誘 導 さ れ た （ レ ー ン 1） 。 対 照 細 胞 に お い て は 、 MyoD
、 MRF4、 お よ び デ ス ミ ン の 特 異 的 な PCR増 幅 DNA断 片 は 8日 目 お よ び 16日 目 に 検 出 で き な か
っ た （ レ ー ン 1お よ び 2） 。 蛍 光 マ ー カ ー PKH26に よ っ て c-kit p o s 細 胞 を 標 識 し 、 筋 系 統 に
誘 導 し た 。 筋 細 胞 を 無 胸 腺 マ ウ ス の 後 肢 の 筋 肉 組 織 に 注 射 し 、 4週 間 後 に 回 収 し た 。 注 射
さ れ た 筋 細 胞 は 、 デ ス ミ ン を 発 現 す る 筋 組 織 （ m） の 形 成 を 示 し [4H]、 そ の 蛍 光 を 維 持 し
て い た [4I]。 天 然 の 筋 （ n） は 、 蛍 光 を 全 く 発 現 し な か っ た 。
【 図 ５ 】 図 5A～ 図 5Fは 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら 単 離 さ れ た c-kit p o s 細 胞 の 内 皮 誘 導 を
示 す 。 c-kit p o s 細 胞 は 、 EBM-2お よ び bFGFと 共 に 、 PBS-ゼ ラ チ ン 被 覆 皿 に お い て 単 層 と し
て 培 養 さ れ 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 典 型 的 な 内 皮 の 外 観 を 示 し た [5A]。 完 全 に 分 化 し た 内 皮
細 胞 は 、 内 皮 特 異 的 マ ー カ ー FVIII[5B]、 KDR[5C]、 お よ び P1H12[5D]に つ い て 染 色 さ れ た
。 Matrigelに お い て 一 旦 培 養 さ れ れ ば 、 細 胞 は 長 期 間 毛 管 構 造 を 形 成 す る こ と が 可 能 で あ
っ た [5E]。 表 現 型 の 変 化 を 確 認 す る た め に 、 本 発 明 者 ら は RT-PCRを 行 っ た [5F]。 CD31お よ
び VCAMは 、 内 皮 誘 導 培 地 に お い て 誘 導 さ れ た c-kit p o s 細 胞 に お け る 著 し い 増 加 を 示 し た （
レ ー ン 2） 。 対 照 培 地 に お い て 培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 （ レ ー ン 1） は 、 遺 伝 子 増 幅 を 全 く
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示 さ な か っ た 。
【 図 ６ 】 図 6A～ 図 6Eは 、 絨 毛 膜 絨 毛 お よ び 羊 水 か ら 単 離 さ れ た c-kit p o s 細 胞 の 神 経 誘 導 を
示 す 。 神 経 誘 導 条 件 下 に お い て 培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 は 、 最 初 の 24時 間 内 に そ の 形 態 を
変 化 さ せ た 。 細 胞 の 細 胞 質 は 核 に 向 か っ て 収 縮 し 、 一 次 分 枝 お よ び 二 次 分 枝 、 な ら び に 円
錐 様 の 末 端 伸 長 を 有 す る 収 縮 多 極 型 構 造 を 形 成 し た [6A]。 分 化 し た 細 胞 は 、 特 定 の 神 経 形
成 マ ー カ ー β IIIチ ュ ー ブ リ ン [6B]、 ネ ス チ ン [6C]、 お よ び グ リ ア 線 維 性 酸 性 タ ン パ ク 質
（ GFAP） [6D]に つ い て 染 色 さ れ た 。 神 経 形 成 条 件 下 に て 培 養 さ れ た c-kit p o s 細 胞 の み が 、
収 集 さ れ た 培 地 に お け る グ ル タ ミ ン 酸 の 分 泌 を 示 し た 。 さ ら に 、 グ ル タ ミ ン 酸 の 分 泌 を 誘
導 す る こ と が 可 能 で あ っ た （ KCl； 50mM KCl緩 衝 液 に お い て 20分 ） [6E]。

【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】

【 図 １ Ｄ 】

【 図 １ Ｅ 】

【 図 １ Ｆ 】
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【 図 １ Ｇ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 7月 21日 (2004.7.21)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル か ら c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、
多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 製 造 す る た め の 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 c-kitに 対 す る 抗 体 を 用 い て 選 択 が 行 わ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 、 ヒ ト c-kitの 抗 原 性 エ ピ ト ー プ に 対 す る マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル I
gGで あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 抗 体 が 蛍 光 色 素 に 連 結 さ れ た も の で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 抗 体 が 磁 気 粒 子 に 結 合 さ れ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 選 択 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ る も の で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
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　 選 択 が 蛍 光 細 胞 分 析 分 離 ま た は 高 勾 配 磁 気 分 離 に よ る も の で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ９ 】
　 SSAEお よ び ／ ま た は SSAE4胚 性 幹 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ る マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞 に つ
い て 付 加 的 に 選 択 す る こ と に よ り 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て さ ら に 増 加 さ せ る 段 階 を
さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 SSAE1マ ー カ ー を 発 現 す る 細 胞 を 集 団 か ら 除 去 す る こ と に よ っ て 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞
集 団 を さ ら に 増 加 さ せ る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1ま た は 請 求 項 9記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル が 、 選 択 段 階 以 前 に 凍 結 保 存 さ れ る 、 請 求 項
1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 c-kit陽 性 細 胞 を 凍 結 保 存 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 増 殖 さ せ る 方 法
：
（ a） 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル か ら 、 少 な く と も 1つ の c-kit陽 性 細 胞 を
選 択 す る 段 階 ；
（ b） 少 な く と も 1つ の 選 択 さ れ た 該 細 胞 を 培 養 培 地 に 導 入 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 培 養 培 地 に お い て 、 少 な く と も 1つ の 選 択 さ れ た 該 細 胞 を 増 殖 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル を 提 供 す る 段 階 と 、 1つ ま た は そ れ 以 上 の 分
化 誘 導 物 質 に サ ン プ ル を 曝 露 す る こ と に よ っ て 、 該 サ ン プ ル 内 の c-kit陽 性 細 胞 の 分 化 を
誘 導 す る 段 階 と を 含 む 、 c-kit陽 性 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 分 化 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 分 化 誘 導 物 質 に よ っ て 、 骨 形 成 表 現 型 、 造 血 表 現 型 、 脂 質 生 成 表 現 型 、 筋 表 現 型 、 肝 表
現 型 、 神 経 表 現 型 、 お よ び 内 皮 表 現 型 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 表 現 型 を 有 す る 細 胞 が も
た ら さ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 c-kit陽 性 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 分 化 す る 方 法 ：
（ a） 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） 該 サ ン プ ル か ら 細 胞 を 得 る 段 階 ； お よ び
（ c） 1つ ま た は そ れ 以 上 の 分 化 誘 導 物 質 に 該 細 胞 を 曝 露 す る こ と に よ っ て 、 該 サ ン プ ル 内
の 、 段 階 （ b） か ら の c-kit陽 性 細 胞 の 分 化 を 誘 導 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 分 化 誘 導 物 質 へ の 曝 露 以 前 に 細 胞 が 培 養 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 分 化 誘 導 物 質 に よ っ て 、 骨 形 成 表 現 型 、 造 血 表 現 型 、 脂 質 生 成 表 現 型 、 筋 表 現 型 、 肝 表
現 型 、 神 経 表 現 型 、 お よ び 内 皮 表 現 型 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 表 現 型 を 有 す る 細 胞 が も
た ら さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 保 存 す る た め の 方 法 ：
（ a） ヒ ト の 被 験 者 か ら 絨 毛 膜 絨 毛 、 羊 水 、 ま た は 胎 盤 の サ ン プ ル を 得 る 段 階 ；
（ b） サ ン プ ル か ら 、 実 質 的 に 増 加 さ せ た c-kit陽 性 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 を 単 離 す る 段
階 ； お よ び
（ c） 単 離 さ れ た 、 実 質 的 に 増 加 さ せ た c-kit陽 性 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 を 凍 結 保 存 す る
段 階 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 請 求 項 1～ 11の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 に 従 っ て 調 製 さ れ た 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 。
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【 請 求 項 ２ １ 】
　 c-kit陽 性 で あ る 、 単 離 さ れ た 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 実 質 的 に 増 加 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 を 、 そ の 必 要 の あ る 個 体 に
投 与 す る 段 階 を 含 む 、 ヒ ト に お け る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 増 加 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 を 、 そ の 必 要 の あ る ヒ ト に 移 植 す る
方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 増 加 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 集 団 を 含 む 、 骨 髄 移 植 に 適 し た 組 成 物 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 骨 形 成 細 胞 系 統 、 造 血 細 胞 系 統 、 脂 肪 細 胞 系 統 、 筋 細 胞 系 統 、 肝 細 胞 系 統 、 神 経 細 胞 系
統 、 お よ び 内 皮 細 胞 系 統 か ら 選 択 さ れ る 系 統 に 分 化 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹
細 胞 を 含 む 実 質 的 に 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 、 そ の 必 要 の あ る ヒ ト に 投 与 す る 段 階 を 含 む 、
ヒ ト に お け る 疾 患 を 治 療 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 疾 患 が パ ー キ ン ソ ン 病 で あ る 、 請 求 項 22ま た は 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 疾 患 が パ ー キ ン ソ ン 病 で あ り 、 細 胞 系 統 が 神 経 細 胞 系 統 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 骨 形 成 表 現 型 、 造 血 表 現 型 、 脂 質 生 成 表 現 型 、 筋 表 現 型 、 肝 表 現 型 、 神 経 表 現 型 、 お よ
び 内 皮 表 現 型 か ら 選 択 さ れ る 系 統 に 分 化 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 を 含 む
実 質 的 に 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 、 そ の 必 要 の あ る ヒ ト に 移 植 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 骨 形 成 表 現 型 、 造 血 表 現 型 、 脂 質 生 成 表 現 型 、 筋 表 現 型 、 肝 表 現 型 、 神 経 表 現 型 、 お よ
び 内 皮 表 現 型 か ら 選 択 さ れ る 系 統 に 分 化 さ せ た 多 能 性 c-kit陽 性 ヒ ト 胎 児 性 幹 細 胞 を 含 む
実 質 的 に 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 含 む 、 骨 髄 移 植 に 適 し た 組 成 物 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ヒ ト の 胎 盤 の 絨 毛 膜 絨 毛 か ら 組 織 検 体 を 単 離 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ
い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 ヒ ト の 胎 盤 か ら 、 そ の 細 胞 を 含 有 す る 組 織 検 体 を 単 離 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹
細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て
増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 羊 水 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ
せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 胎 盤 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ
せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 。 　
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 ：
（ a） 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の 組 織 検 体 を 凍 結 保 存 す る 段 階 ；
（ b） 後 日 、 凍 結 保 存 さ れ た 検 体 を 融 解 す る 段 階 ； お よ び
（ c） c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 ：
（ a） 羊 水 の 検 体 を 凍 結 保 存 す る 段 階 ；
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（ b） 後 日 、 凍 結 保 存 さ れ た 検 体 を 融 解 す る 段 階 ； お よ び
（ c） c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 得 る 方 法 ：
（ a） 胎 盤 か ら の 組 織 検 体 を 凍 結 保 存 す る 段 階 ；
（ b） 後 日 、 凍 結 保 存 さ れ た 検 体 を 融 解 す る 段 階 ； お よ び
（ c） c-kit陽 性 細 胞 を 選 択 す る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 製 造 す る 方 法 ：
（ a） 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 単 離 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 培 養 培 地 に お い て 該 細 胞 を 増 殖 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 分 化 し た 組 織 を 製 造 す る 方 法 ：
（ a） 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の 組 織 検 体 を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） c-kit陽 性 細 胞 を 増 殖 さ せ る 条 件 下 に お い て 組 織 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 誘 導 し て 、 c-kit陽 性 細 胞 を 分 化 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 分 化 し た 組 織 を 製 造 す る 方 法 ：
（ a） 羊 水 か ら の 組 織 検 体 を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） c-kit陽 性 細 胞 を 増 殖 さ せ る 条 件 下 に お い て 組 織 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 誘 導 し て 、 c-kit陽 性 細 胞 を 分 化 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 以 下 の 段 階 を 含 む 、 分 化 し た 組 織 を 製 造 す る 方 法 ：
（ a） 胎 盤 か ら の 組 織 検 体 を 提 供 す る 段 階 ；
（ b） c-kit陽 性 細 胞 を 増 殖 さ せ る 条 件 下 に お い て 組 織 を 培 養 す る 段 階 ； お よ び
（ c） 誘 導 し て 、 c-kit陽 性 細 胞 を 分 化 さ せ る 段 階 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 絨 毛 膜 絨 毛 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 増 加 さ せ る た め に ネ ガ テ ィ ブ 選 択 が 使 用 さ れ る 、

の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 羊 水 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 増 加 さ せ る た め に ネ ガ テ ィ ブ 選 択 が 使 用 さ れ る 、

の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 胎 盤 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 増 加 さ せ る た め に ネ ガ テ ィ ブ 選 択 が 使 用 さ れ る 、

の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 が 次 に 凍 結 保 存 さ れ る 、 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　

【 請 求 項 ４ ７ 】
　

【 請 求 項 ４ ８ 】
　

【 請 求 項 ４ ９ 】
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請
求 項 32記 載

請 求 項 33
記 載

請 求 項 34
記 載

細 胞 請 求 項 30、 31、 ま た は 47記 載

生 体 適 合 性 ポ リ マ ー 足 場 お よ び 単 離 さ れ た c-kit陽 性 胎 児 性 幹 細 胞 を 含 む 、 組 織 工 学 構
築 物 。

羊 水 か ら の 組 織 検 体 を 単 離 す る 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細
胞 集 団 を 得 る 方 法 。

以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 製 造 す る 方 法 ：
（ a） 胎 盤 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 単 離 す る 段 階 ； お よ び
（ b） 培 養 培 地 に お い て 、 該 細 胞 を 増 殖 さ せ る 段 階 。

以 下 の 段 階 を 含 む 、 多 能 性 胎 児 性 幹 細 胞 に つ い て 増 加 さ せ た 細 胞 集 団 を 製 造 す る 方 法 ：
（ a） 羊 水 か ら の c-kit陽 性 細 胞 を 単 離 す る 段 階 ； お よ び
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（ b） 培 養 培 地 に お い て 、 該 細 胞 を 増 殖 さ せ る 段 階 。
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