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(54)【発明の名称】 核移植技術を用いた免疫適合性を有する細胞及び組織を産生する方法

(57)【要約】
本発明は、核の移植及びクローン化の技術を用いて、移
殖及び組織工学の目的のための免疫適合性組織及び細胞
を作成する方法に関する。また、発現した導入遺伝子及
び細胞及び組織を作り上げる他の遺伝的操作の免疫適合
性への影響を決定する方法も、本発明に含まれる。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  動物モデルにおけるクローン化細胞又は組織の免疫適合性を

試験する方法であって、

  ａ．供与体動物から細胞を採取し；

  ｂ．該細胞から受容体の卵母細胞又は他の好適な受容体細胞に核を移植して胚

を産生し；

  ｃ．該胚から少なくとも１個の細胞を有する胚、胚盤及び／又は幹細胞を単離

し；

  ｄ．該胚、胚盤及び／又は幹細胞を、対照の胚盤及び／又は幹細胞と同時に該

供与体動物に注入し；及び

  ｅ．注入部位での奇形腫の形成を検査する；

ことを含む方法。

    【請求項２】  核の移植に先立ち、該供与体動物からの該細胞に異種の遺伝

子を移入する、請求項１記載の方法。

    【請求項３】  該供与体及び対照の胚盤及び／又は幹細胞が皮下又は腰部筋

膜に注入される、請求項１記載の方法。

    【請求項４】  該奇形腫が形成された場合は、それを除去して胚葉の存在を

検査する、請求項１記載の方法。

    【請求項５】  胚葉が形成された場合は、特異的な細胞型を検出又は単離す

る目的でそれを分離する、請求項４記載の方法。

    【請求項６】  該供与体動物から採取される細胞が繊維芽細胞である、請求

項１記載の方法。

    【請求項７】  該異種遺伝子が、緑色蛍光タンパク質（ｇｒｅｅｎ  ｆｌｕ

ｏｒｅｓｃｅｎｔ  ｐｒｏｔｅｉｎ：ＧＦＰ）、β－ガラクトシダーゼ及びルシ

フェラーゼから成るグループから選択されるレポーター遺伝子である、請求項２

記載の方法。

    【請求項８】  該異種遺伝子が分泌されるタンパク質をコードする、請求項

２記載の方法。

    【請求項９】  該タンパク質が免疫応答を発生する、請求項８記載の方法。
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    【請求項１０】  該タンパク質が治療用のタンパク質である、請求項８記載

の方法。

    【請求項１１】  胚葉細胞が、細胞分化を制御する潜在的な発生の信号を評

価するためのアッセーに更に用いられる、請求項５記載の方法。

    【請求項１２】  胚葉の中で見出される少なくとも１つの型の細胞が組織を

作り出すために用いられる、請求項５記載の方法。

    【請求項１３】  該作り出された組織が、免疫適合性を試験するために供与

体動物に再移植される、請求項１２記載の方法。

    【請求項１４】  該作り出された組織が、平滑筋、骨格筋、心筋、皮膚、腎

臓及び神経組織から成るグループから選択される、請求項１２記載の方法。

    【請求項１５】  移植のために免疫適合性を有する組織を産生する方法であ

って：

  ａ．意図する移植の受容体から供与体細胞を採取し；

  ｂ．該細胞から受容体の卵母細胞又は他の好適な受容体細胞へ核を移植して胚

又は胎児を産生し；

ｃ．胚又は胎児から移植に必要とされる型の細胞を単離し；及び

ｄ．該細胞から組織を作り出す；

ことを含む方法。

    【請求項１６】  該ステップ（ｃ）と（ｄ）との間に、追加のステップとし

て：

  ｉ．該胚から胚盤及び／又は幹細胞を単離し；

  ｉｉ．該胚盤及び／又は幹細胞を免疫無防備状態の動物に注入し；

  ｉｉｉ．その結果生じた奇形腫を単離し；

  ｉｖ．奇形腫から移植に必要とされる型の細胞を単離し、ここで、該奇形腫細

胞は該免疫適合性を有する組織を作り出すために用いられる；

ことを含む、請求項１５記載の方法。

    【請求項１７】  該組織が、同質遺伝子型核ＤＮＡ及び異質遺伝子型ミトコ

ンドリアＤＮＡを含む細胞を含有する、請求項１５記載の方法。

    【請求項１８】  該組織が、同質遺伝子型核ＤＮＡ及び異質遺伝子型と同質
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遺伝子型ミトコンドリアＤＮＡの混合物を含む細胞を含有する、請求項１５記載

の方法。

    【請求項１９】  該組織が、平滑筋、骨格筋、心筋、皮膚、腎臓及び神経組

織から成るグループから選択される、請求項１５記載の方法。

    【請求項２０】  移植を必要とする患者に免疫適合性の移植体を提供する方

法であって：

  ａ．該患者から供与体細胞を採取し；

  ｂ．該細胞から受容体の卵母細胞又は他の好適な受容体細胞に核を移植して胚

を産生し；

  ｃ．該胚から胚盤及び／又は幹細胞を単離し；

  ｄ．奇形腫を形成するために該胚盤及び／又は幹細胞を免疫無防備状態の動物

に注入し；

  ｅ．その結果生じた奇形腫を単離し；

  ｆ．奇形腫から移植に必要とされる型の細胞を単離し；

  ｇ．該細胞から組織を作り出し；及び

  ｈ．該作り出した組織を該患者に移植する；

ことを含む方法。

    【請求項２１】  該免疫無防備状態の動物がスキッド又はヌードマウスであ

る、請求項２０記載の方法。

    【請求項２２】  該意図する移植の受容体から採取する供与体細胞が繊維芽

細胞である、請求項２０記載の方法。

    【請求項２３】  該作り出した組織が、平滑筋、骨格筋、心筋、皮膚、腎臓

及び神経組織から成るグループから選択される、請求項２０記載の方法。

    【請求項２４】  該作り出した組織が、同質遺伝子型核ＤＮＡ及び異質遺伝

子型ミトコンドリアＤＮＡを有する細胞を含む、請求項２０記載の方法。

    【請求項２５】  請求項２０記載の方法により作り出された組織。

    【請求項２６】  請求項２０記載の方法により産生した単離した組織。

    【請求項２７】  該動物が有蹄類である、請求項１記載の方法。

    【請求項２８】  該有蹄類がウシである、請求項２７記載の方法。
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    【請求項２９】  該動物が有蹄類である、請求項１５記載の方法。

    【請求項３０】  該有蹄類がウシである、請求項２９記載の方法。

    【請求項３１】  該動物が有蹄類である、請求項１６記載の方法。

    【請求項３２】  該有蹄類がウシである、請求項３１記載の方法。

    【請求項３３】  該意図する移植の受容体がヒトである、請求項２０記載の

方法。

    【請求項３４】  該患者がヒトである、請求項１６記載の方法。

    【請求項３５】  該供与体細胞が核の移植に先立ち遺伝子的に変えられる、

請求項１６記載の方法。

    【請求項３６】  該遺伝子的な変更が、少なくとも１つの異種遺伝子の移入

を含む、請求項３５記載の方法。

    【請求項３７】  該遺伝子的な変更が、少なくとも１つの未変性遺伝子の分

断を含む、請求項３５記載の方法。

    【請求項３８】  クローン化細胞から生産された少なくとも１つの奇形腫を

含有する動物。

    【請求項３９】  該動物が有蹄類である、請求項３８記載の動物。

    【請求項４０】  該有蹄類がウシである、請求項３９記載の動物。

    【請求項４１】  該少なくとも１つの奇形腫が腰部筋膜に位置する、請求項

３８記載の動物。

    【請求項４２】  該奇形腫が動物の免疫システムによって拒絶されない、請

求項３８記載の動物。

    【請求項４３】  該奇形腫が同質遺伝子型核ＤＮＡ及び異質遺伝子型ミトコ

ンドリアＤＮＡを有するクローン化細胞を含む、請求項４２記載の動物。

    【請求項４４】  請求項３８記載の動物から単離した奇形腫。

    【請求項４５】  奇形腫が３つの胚葉の全てに由来する細胞を含有する、請

求項４４記載の奇形腫。

    【請求項４６】  該奇形腫がクローン化有蹄類の細胞から誘導される、請求

項４４記載の奇形腫。

    【請求項４７】  該奇形腫がクローン化ウシの細胞から誘導される、請求項
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４６記載の奇形腫。

    【請求項４８】  該奇形腫が、同質遺伝子型核ＤＮＡ及び異質遺伝子型ミト

コンドリアＤＮＡ、又は、異質遺伝子型と同質遺伝子型ミトコンドリアＤＮＡの

混合物を有するクローン化細胞を含む、請求項４８記載の奇形腫。

    【請求項４９】  同質遺伝子型核ＤＮＡ及び異質遺伝子型ミトコンドリアＤ

ＮＡを含む安定な移植体。

    【請求項５０】  該移植体の細胞が、同質遺伝子型体細胞から異質遺伝子型

受容体細胞への核移植によって作られる、請求項４９記載の移植体。

    【請求項５１】  該組織が、腎臓、心筋及び骨格筋より成るグループから選

択される、請求項４９記載の移植体。

    【請求項５２】  種交差核移植を用いてミトコンドリアの組織適合性抗原を

同定する方法であって：

  ａ．供与体哺乳動物から細胞を採取し；

  ｂ．該供与体哺乳動物から、該核供与体以外の哺乳動物種の少なくとも２つの

受容体卵母細胞又は他の好適な受容体細胞へ核を移植して胚を産生し、ここで、

該少なくとも２つの受容体細胞は、ミトコンドリアＤＮＡに関して異質遺伝子型

であり；

  ｃ．該胚から、少なくとも１つの細胞を有する胚、胚盤及び／又は幹細胞を単

離し；

  ｄ．該胚、胚盤及び／又は幹細胞を別々に該供与体哺乳動物に再注入して、特

異的なパネルの抗体及び／又はリンパ球を産生し；及び

  ｅ．該供与体哺乳動物の免疫システムによって認識されるミトコンドリア抗原

及び／又はエピトープを同定するために、該異質遺伝子型ミトコンドリア背景に

対応して産生される抗体及び／又はリンパ球のパネルを比較する；

ことを含む方法。

    【請求項５３】  該胚、胚盤及び／又は幹細胞が、核及びミトコンドリアＤ

ＮＡの両者に関して、核供与体に対して同質遺伝子型である別の哺乳動物に注入

される、請求項５２記載の方法。

    【請求項５４】  請求項５２記載の方法において同定されるミトコンドリア
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抗原に特異的な抗体。

    【請求項５５】  請求項５２記載の方法において同定されるミトコンドリア

抗原に特異的なリンパ球。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本出願は、１９９９年９月７日出願された米国特許仮出願番号第６０／１５２

、３５４号及び１９９９年９月２２日出願された米国特許仮出願番号第６０／１

５５、１０７号の恩典を主張する。

      【０００２】

    （技術分野）

  本発明は、移殖の目的のための免疫適合性組織及び細胞を工夫するためにクロ

ーン化、発生生物学、及び組織工学の分野を組み合わせたものである。更に本発

明は、核移植技術を用いた移殖のための治療用細胞及び組織を産生する方法、及

び、そのような組織の免疫適合性を検証し又は評価する方法を開示するものであ

る。

      【０００３】

    （背景技術）

  ここ１０年ほどの期間はクローン化の科学の顕著な進歩によって特徴づけられ

ており、クローン化羊、即ち「ドリー」（Ｒｏｓｌｉｎ  ＢｉｏＭｅｄ）の誕生

、「ミラ」(Ｇｅｎｚｙｍｅ  Ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｓ)と名付けられた三つ子の

クローン化山羊や１ダースを超えるクローン化ウシ（ＡＣＴ）などがそれを証明

している。クローン化を可能にする技術も向上し、今や哺乳動物を成体の分化し

た細胞からの核を用いてクローン化することができるほどであり、その核が、核

を取り出したあとの卵母細胞に導入されると、「リプログラミング（ｒｅｐｒｏ

ｇｒａｎｍｍｉｎｇ）」を行うということを今や科学者は知っている。本明細書

に全文を引用することにより取り込まれている、米国特許第５、９４５、５７７

号を参照されたい。

      【０００４】

  胚ならびに胚幹細胞を成体の分化した細胞からの核を用いて産生することがで

きるという事実は、器官、細胞、及び組織移殖の分野での興味ある意味合いを有

するものである。現在数千人の患者が好適な器官の供与者を待っており、移殖を

待ちながら入手性と適合性の両者の問題に直面している。もし、移植を必要とす
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る患者から採取した細胞の核から産生された胚幹細胞を作成することができ、移

殖に必要な細胞型に分化するように誘導することが可能ならば、移殖時の拒絶反

応と免疫抑制剤による危険性を取り除くことが可能である。

      【０００５】

  胚幹細胞は、３つの異なる胚葉から細胞へ分化するように誘導されている。例

えば、Ａｎｄｅｒｓｏｎらは、ウシ及びブタの繊維芽細胞からの内細胞塊（ＩＣ

Ｍ）及び胚盤が、無胸腺マウスの腎嚢の下に移殖されると、外胚葉由来、中胚葉

由来及び内胚葉由来の分化した細胞型を含む奇形腫に発達することを示した。Ａ

ｎｉｍａｌ  Ｒｅｐｒｏ．Ｓｃｉ．４５：２３１－２４０（１９９６）。更に、

細胞分化の引き金となる発生の信号は、解読が始まりつつある。例えば、Ｇｏｕ

ｒｄｉｅらは、胚の筋細胞がインパルス発生パーキンジェ（Ｐｕｒｋｉｎｊｅ）

繊維細胞に分化することを示した。Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．９

５：６８１５－６８１８（１９９８年６月）。更にまた、ニュージャージー医科

歯科大学（Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｍｅｄｉｃｉｎｅ  ａｎｄ  Ｄｅｎｔ

ｉｓｔｒｙ  ｏｆ  Ｎｅｗ  Ｊｅｒｓｅｙ、ＵＭＤＮＪ）の研究者達は、最近、

骨髄細胞の神経細胞への形質転換を報告している（ワシントンポスト、２０００

年８月１５日号、Ａ６頁）。このように、胚幹細胞又は奇形腫から分化した細胞

を単離し、移植に使用するためにそれらの細胞を特定の細胞型へ分化するように

誘導することは可能な筈である。

      【０００６】

  加えて、組織工学の分野で生まれた技術を用いることによって、組織や器官を

分化した細胞から設計し、それを移殖に用いることは可能である。例えば、Ｓｈ

ｉｎｏｋａらは、合成した生分解性の（ポリグラクチノポリグリコール酸ｐｏｌ

ｙｇｌａｃｔｉｎｌｐｏｌｇｌｙｃｏｌｉｃ  ａｃｉｄ）管状骨組み上に細胞を

接種して培養することによって、生体肺動脈の自家移殖を考案した。Ｌ．Ｔｈｏ

ｒａｃ．Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃ．Ｓｕｒｇ．１１５：５３６－５４６（１９９８

）。Ｚｕｎｄらは、ヒト繊維芽細胞をエンドセリン処理してから呼吸可能なメッ

シュに接種すると、道管や心臓弁のようなヒトの組織を産生するのに有用である

ことを示した。Ｅｕｒ．Ｊ．Ｃａｒｄｉｃ－Ｔｈｏｒａｃ．Ｓｕｒｇ．１３：１
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６０－１６４（１９９８）．Ｆｒｅｅｄらは、微小重力をシミュレートした条件

下で細胞を培養すると、軟骨や心臓組織を作るのに有利であることを示した。Ｉ

ｎ  Ｖｉｔｒｏ  Ｃｅｌｌ  Ｄｅｖ．Ｂｉｄ．－Ａｎｉｍａｌ  ３３：３８１－

３８５（１９９７年５月）。

      【０００７】

  しかしながら、細胞の発生や分化に関する分野、及び組織工学の分野には問題

点もある。例えば、Ａｎｄｅｒｓｏｎらによって作られた奇形腫は、自然形成し

た胚から作られた。このように、胚の遺伝子型は個々の胚ごとに固有のものであ

る。そのような細胞は、供与体動物に移殖した場合、全ての異質遺伝子型組織と

同様に依然移殖拒絶を誘発するので、移殖には適切ではない。殆どの自家移植組

織工学は、これとは対照的に、実際の受容体動物からの細胞を用いて実施されて

きた。そのような技術は、細胞又は器官に欠陥を有する患者、すなわち、恐らく

遺伝子発現欠損又は突然変異遺伝子の発現に起因する欠陥を有する患者に対して

、好適な移植器官を提供しないであろう。更に、患者の器官が文字通り機能しな

い患者にとって、その患者自身の細胞を用いて新しい器官を作り出すことは不可

能であろう。このように、移殖患者の処置に細胞の分化や発生の概念及び組織工

学を適用するには多くの欠陥がある。

      【０００８】

    （発明の概要）

  本発明は、移殖用の作り上げられた細胞や組織の使用に関して、いまだ解決し

なければならない不確実性に向けられたものである。本発明は、クローン化され

た免疫適合性を有する、発生学的に分化した細胞を、移殖のための組織に作り上

げる方法、及びそのような細胞を移殖を必要とする患者に使用する方法を開示す

るものである。特に、そのような組織は、治療用タンパク質を発現するように設

計することができる。移殖用の組織や細胞は、全て核移植によって同一の元の供

与体細胞から作られるので、作り上げられた組織の全ての細胞は、興味のある異

種遺伝子を発現する。従って、本発明の方法は、更にまた、組織を標的にした遺

伝子治療に貴重な新たな手段を提供する。

      【０００９】
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  本発明は、また、遺伝的に操作した特定の細胞が、移殖のための免疫適合性を

有する器官を与えるか否かを決定する方法を提供するものである。例えば、本発

明は、クローン化細胞のミトコンドリア適合性、及び、特に動物モデルにおいて

、遺伝子導入による発生学的に分化した細胞の免疫適合性を評価する方法を開示

するものである。このような評価は、移殖に使用する治療用の組織の適合性に関

して重要な情報を提供し、更に免疫適合性を有する組織を提供するために、これ

らのパラメーターを制御するための基礎を提供するものである。

      【００１０】

    （発明の詳細な説明）

  本発明は、クローン化技術を用いた免疫適合性の組織を産生する方法を目的と

する。開示された方法によって産生された細胞及び組織も、また、作り上げられ

た組織の移殖によって産生された安定な移殖体がそうであるように、本発明に含

まれる。安定な移殖体とは、核の供与体へ移殖した時に免疫応答や拒絶反応を不

適切に起こすことがない、又は、少なくとも非クローン化対照移殖組織に対して

、移殖拒絶を避ける上で実質的な改善を提供する移植体と定義される。

      【００１１】

    核移植によって作られるクローン化細胞は、供与体細胞又は動物に対して完

全に同一ではなく、例えば、そのような細胞は、一般的に、供与体細胞のミトコ

ンドリアＤＮＡがなく、受容体の核を取り出した卵母細胞又は他の細胞のミトコ

ンドリアＤＮＡを獲得しており、一般には、胚形成の間存在する完全に模擬的な

条件であるイン・ビボ環境では作り出されないので、そのような細胞が供与体動

物に再移植された場合、完全に免疫適合性であるか否かという疑問が起こる。

      【００１２】

  例えば、ＮＡＤＨデヒドロゲナーゼのアミノ末端から作られるＮＤ１、及び、

ＣＯＩ遺伝子のアミノ末端にコードされるＭｉＨＡペプチドのようなマウスのミ

トコンドリアペプチドは、非－古典的ＭＨＣクラスＩ分子、例えば、Ｈ－２Ｍ３

ａによってベータ－２－ミクログロブリンと組み合わされて細胞の表面に存在す

るということが示されている（Ｖｙａｓら、１９９２、「Ｈ－２Ｍ３ａの生化学

的特異性（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ  ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ  ｏｆ  Ｈ－２Ｍ
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３ａ）」、Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１４９（１１）：３６０５－１１；Ｍｏｒｓｅ

ら、１９９６、「ＣＯＩミトコンドリア遺伝子はＨ２－Ｍ３によって表現される

弱い組織適合性抗原をコードする（Ｔｈｅ  ＣＯＩ  ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ

ｌ  ｇｅｎｅ  ｅｎｃｏｄｅｓ  ａ  ｍｉｎｏｒ  ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂ

ｉｌｉｔｙ  ａｎｔｉｇｅｎ  ｐｒｅｓｅｎｔｅｄ  ｂｙ  Ｈ２－Ｍ３）」、Ｊ

．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５６（９）：３３０１－７）。ＮＤＩペプチドの１つの残

基における対立遺伝子の変化が、外来性の対立遺伝子を示す細胞を、特異的な細

胞毒性を有するＴ細胞による細胞溶解作用に感じ易くするということも示されて

いる（Ｌｏｖｅｌａｎｄら、１９９０、６０（６）：９７１－８０）。ラットの

組織適合性に関係するミトコンドリアペプチドは、マウスの対立遺伝子ＮＤ１ペ

プチドと同じではないが、同様のシステムがラットでも同定されている（Ｄａｖ

ｉｅｓら、１９９１、「非定型的抗原に対する細胞溶解特異性を有するＴ細胞の

発生Ｉ、ラットのミトコンドリア抗原（Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｔ  ｃｅ

ｌｌｓ  ｗｉｔｈ  ｌｙｔｉｃ  ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ  ｆｏｒ  ａｔｙｐｉ

ｃａｌ  ａｎｔｉｇｅｎｓ  Ｉ．  Ａ  ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ  ａｎｔｉ

ｇｅｎ  ｉｎ  ｔｈｅ  ｒａｔ）」、Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１７３：８２３－３

２）。

      【００１３】

    このように、細胞の表面に示されるミトコンドリアペプチドは、組織適合性

抗原として作用することができ、２つの別々のシステムがマウス及びラットにお

いてそれぞれ同定されている。同様のシステムが他の哺乳動物に存在しないとい

う理由はない。それ故、外来性のミトコンドリアは、核移植法で作られる治療用

組織を拒絶する結果に終わることが予想される。代わりに、本発明者らは、驚く

べきことに、本発明の方法の実施において，核移植法で作られた異質遺伝子型の

ミトコンドリアを有する細胞が、核の供与体へ移殖されても拒絶されないという

ことを見出した。

      【００１４】

  異質遺伝子型のミトコンドリアを有するクローン化組織が移殖の後でも拒絶さ

れないという事実にもかかわらず、移殖適合性への疑問は、そのような細胞が導
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入遺伝子を移入したり、又は移殖組織の機能を改善したり、補ったり又は支えた

りするために他の何らかの遺伝子操作を行った場合、更に切実にさえなる。従っ

て、本発明は、動物モデルのクローン化細胞又は組織の免疫適合性を試験し、必

要に応じてそのような細胞又は組織の免疫適合性を高めるための方法及び動物モ

デルを提供する。一般的にそのような方法は：

ａ．供与体動物から細胞を採取し；

ｂ．該細胞から受容体の卵母細胞又は他の好適な受容体細胞へ核を移植して胚を

産生し、所望により治療用の異種ＤＮＡを導入し；

ｃ．該胚から胚盤、内細胞塊及び／又は幹細胞を単離し；  

ｄ．該胚盤及び／又は幹細胞を該供与体動物に注入し、同時に対照の胚盤及び／

又は幹細胞を注入し；及び

ｅ．注入部位について奇形腫の形成、及びそれに続く拒絶の兆候を調べる；

ことを含む。

      【００１５】

  本発明の目的のために、奇形腫は、全形成能を有する細胞から生じた外胚葉、

中胚葉又は内胚葉の誘導体を含む、分化した細胞のグループと定義される。対照

となる胚盤、内細胞塊又は幹細胞は、試験動物（異質遺伝子型又は異種核ＤＮＡ

）由来の供与体細胞を用いて作られたものではなく、従って、そのような胚盤又

は細胞から作られた奇形腫は、供与体動物において拒絶されるか、又は、決して

成長することはないと思われる。供与体動物（同質遺伝子型）及び異質遺伝子型

受容体の卵母細胞又は他の好適な受容体細胞からの核を用いて作られる奇形腫も

、また、移殖に用いられた場合、組織適合性抗原としてミトコンドリア対立遺伝

子の提示のために拒絶されるものと思われる。このように、そのような治療用の

組織が移殖時の拒絶を引き起こさないということは、実に驚くべきことである。

      【００１６】

  供与体及び対照の胚盤、内細胞塊及び／又は幹細胞は、一般的には筋肉内への

注入、腎嚢下、皮下又は腰部筋膜内に導入される。奇形腫が形成された場所では

、それを取り除いて胚葉の有無を調べ、胚葉は更に、特異的な細胞型を検出する

目的で分離される。奇形腫の形成が、免疫適合性についての初期の示唆を与える
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が、特に移入した異種遺伝子が細胞型に特異的なプロモーターから発現される場

合には、特異的な細胞型を作り、供与体動物に再導入して更に免疫適合性を調べ

る。異質遺伝子型のミトコンドリアを有する本発明のクローン化組織が拒絶され

なかったとすれば、このシステムは導入遺伝子の組織適合性への影響を試験する

のには理想的であり、それによって、該供与体動物からの細胞は、核移植の前に

異種遺伝子を用いて形質移入される。

      【００１７】

  一般的に、本発明の方法は、供与体動物のどのような細胞を用いても実施する

ことが可能である。好適な細胞の例として、Ｂ細胞、Ｔ細胞のような免疫細胞、

樹状細胞、ケラチノサイトのような皮膚細胞、上皮細胞、軟骨細胞、卵丘細胞、

神経細胞、心細胞、食道細胞、始原生殖細胞、肝臓、胃、腸、肺、腎臓などを含

む種々の器官の細胞である。一般的に、最も適した細胞は組織培養で容易に増殖

し、容易に形質移入し得るものである。異種ＤＮＡを移入し核移植を実施する細

胞型は、好ましくは、繊維芽細胞である。

      【００１８】

  動物モデルは、奇形腫を形成し免疫適合性を研究するのに好適な動物であれば

どのような動物でもよい。好ましい動物は有蹄類であり、より好ましい動物はウ

シである。この他では、動物はヒト以外の霊長類、例えば、マントヒヒ又はカニ

クイザルである。大型動物は、より大きい奇形腫を形成し易く、それによって免

疫評価及び移殖のためにより多くの細胞を提供するので好ましい。好適な動物の

例としては、ブタ、イヌ、ウマ、バッファロー及びヤギが挙げられる。

      【００１９】

  本発明に含まれるものとして、種交差した動物モデルのクローン化した奇形腫

の免疫適合性を試験する方法がある。例えば、供与体動物の核を、他の種の（異

種の）受容体の卵母細胞又は他の好適な受容体細胞に移植する場合である。受容

体細胞からのミトコンドリアを有するクローン化した奇形腫は、次いで、胚盤、

内細胞塊及び／又は幹細胞を供与体動物に注入することによって免疫適合性を試

験する。特に好ましいのは、近縁の種を含む交差種モデルで、その場合、受容体

細胞のミトコンドリアタンパク質は、供与体の核と組み合わさって機能すること
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が期待される。

      【００２０】

  例えば、ニューヨークタイムス、１９９８年１１月１２日号の報告（Ｎｉｃｈ

ｏｌａｓ  Ｗａｄｅ、「ヒトの細胞が胚の状態に帰る、科学者が主張（Ｈｕｍａ

ｎ  Ｃｅｌｌｓ  Ｒｅｖｅｒｔ  ｔｏ  Ｅｍｂｒｙｏ  Ｓｔａｔｅ，Ｓｃｉｅｎ

ｔｉｓｔｓ  Ａｓｓｅｒｔ）」）によると、雌ウシのミトコンドリアはヒトの核

と機能することは期待できないが、チンパンジー及びゴリラのミトコンドリアは

、ヒトの細胞の中で機能することが期待される。実際、ウェブサイトのｗｗｗ．

ｇｌｏｂａｌｃｈａｎｇｅ．ｃｏｍに記載されているように、科学者はすでにキ

メラの「ジープ（ｇｅｅｐ）」（ヒツジとヤギの複合体）や「カマス（ｃａｍａ

ｓ）」（ラクダとラマの複合体）を作り出しており、近縁種の細胞及び細胞内器

官は機能的に適合し得ることを示唆している（「ブッシュ、キメラに電報」、デ

イリーテレグラフ、１９９８年１月２２日号、２７頁、「ジープ：ヤギとヒツジ

の種交差交配（Ｉｔ’ｓ  ａ  ｇｅｅｐ：ｃｒｏｓｓ－ｂｒｅｅｄｉｎｇ  ｇｏ

ａｔｓ  ａｎｄ  ｓｈｅｅｐ）」、タイムス、１９８４年２月２７日号、７１頁

、「ジープに出会う：一部がヤギ－一部がヒツジ（Ｍｅｅｔ  ｔｈｅ  ｇｅｅｐ

：ｐａｒｔ  ｇｏａｔ－ｐａｒｔ  ｓｈｅｅｐ）」、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９８４

年、５巻：６頁、も参照）。Ｊａｋｏｖｃｉｃらによると（１９７５年、「異な

る真核生物のミトコンドリアＤＮＡ間の配列相同性（Ｓｅｑｕｅｎｃｅ  ｈｏｍ

ｏｌｏｇｙ  ｂｅｔｗｅｅｎ  ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ  ＤＮＡｓ  ｏｆ  

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ  ｅｕｋａｒｙｏｔｅｓ）」、Ｂｉｏｃｈｅｍ．１４（１０

）：２０４３－５０）、ｍｔＤＮＡ配列の進化的拡がりは、独特の配列をした核

ＤＮＡ配列に対するそれと同様の比率で起こるとみられている。

      【００２１】

  そのような種交差モデルは、異種移殖の研究において特に関連し、組織適合性

抗原として作用するミトコンドリアタンパク質を同定するための便利なモデルを

提供する。もし受容体細胞のミトコンドリアが、奇形種を用いて、免疫学的には

適合しないが機能的に適合することが証明されれば、ミトコンドリア抗原及び細

胞表面に表示されるが単一種内では対立遺伝子の変化を示さないペプチド類を同
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定することは可能であろう。そのようなモデルは、移殖治療のためのクローン化

細胞及び組織の免疫適合性を更に高めるために、受容体細胞の関連するミトコン

ドリア抗原を核移植供与体からのそれらと入れ替える方向へ向かって、組み換え

ＤＮＡの方法論を加速するであろう。

      【００２２】

  例えば、もしクローン化した「交差種」奇形腫もまた拒絶の兆候を示すならば

、本発明に従って、例えば、適合性を有するミトコンドリア抗原を発現する受容

体細胞を選ぶことによって、又は組織適合性を有するエピトープと入れ替えるこ

とによって、クローン化細胞及び組織が核供与体と確実に適合し得るステップを

取ることができる。実際のところ、ある研究者グループは、あるショウジョウバ

エの種の内在性ミトコンドリアＤＮＡを、他の種のミトコンドリアＤＮＡと完全

に入れ替えたことを報告している（Ｎｉｋｉら、１９８９、ショウジョウバエに

おけるミトコンドリアＤＮＡの完全な置換（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ  ｒｅｐｌａｃｅ

ｍｅｎｔ  ｏｆ  ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ  ＤＮＡ  ｉｎ  Ｄｒｏｓｏｐｈ

ｉｌａ）、Ｎａｔｕｒｅ，３４１（６２４２）：５５１－２）。このように、い

かなる特別の核移殖供与体に対しても、又は、ミトコンドリア表現型の混合体に

対してさえも、すなわち、同質遺伝子型及び異質遺伝子型、又は、同質遺伝子型

及び種交差に対して、所望するミトコンドリア表現型を有する受容体細胞を作り

上げることは可能な筈である。

      【００２３】

  ミトコンドリア抗原の組織適合性に関与するミトコンドリア遺伝子又はＤＮＡ

断片、特に種交差モデルにおけるそれは、本発明の方法を用いることによって直

ちに同定し得る。例えば、特定の哺乳動物の核供与体からの同質遺伝子型の核は

、近縁種の異なった異質遺伝子型ミトコンドリア背景に移植可能であり、ミトコ

ンドリアのエピトープに対して特異的な抗体及びリンパ球を単離し同定するため

に、そのような細胞を使用して核移植供与体を免疫化することができる。核供与

体を免疫化して得られる抗体及びリンパ球の特異性を比較することによって、免

疫認識及び恐らく交差種モデルにおける移植体拒絶に帰結するミトコンドリア抗

原及びエピトープを同定することが可能である。そのようなミトコンドリア抗原
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及びエピトープの同定は、対応するコードのＤＮＡの交換を可能にし、その結果

、交差種核移植によって作られたクローン化組織の移植拒絶を避けることができ

る。

      【００２４】

  このように、本発明は、種交差核移植を用いて、ミトコンドリア組織適合性抗

原を同定する方法を包含し、その方法は：

  供与体哺乳動物より細胞を採取し；

  該供与体哺乳動物から少なくとも２つの受容体卵母細胞又は該核供与体以外の

哺乳動物種の他の好適な受容体細胞へ核を移植して胚を産生し、ここで、該少な

くとも２つの受容体細胞は、ミトコンドリアＤＮＡに関して異質遺伝子型であり

；

  該胚より胚盤及び／又は幹細胞を単離し；

  該胚盤及び／又は幹細胞を該供与体哺乳動物に別々に再注入して、抗体及び／

又はリンパ球の特異的なパネルを産生し；及び

  該異質遺伝子型ミトコンドリア背景に対応して作られる抗体及び／又はリンパ

球のパネルを比較して、該供与体哺乳動物の免疫システムによって認識されるミ

トコンドリア抗原及び／又はエピトープを同定する；

ことを含む。

      【００２５】

  このような方法で同定されたミトコンドリア抗原に対して特異的な抗体及びリ

ンパ球（両者ともヘルパーであり細胞毒性のＴ細胞及びＢ細胞）もまた本発明に

含まれ、ミトコンドリアペプチド、抗原、及びそれらをコードするＤＮＡ又はＤ

ＮＡ断片も同様である。

      【００２６】

  クローン化された哺乳動物を再びクローン化し、核及びミトコンドリアＤＮＡ

の両者に対して同質遺伝子型のクローン化哺乳動物の系統を作る能力は、異質遺

伝子型のミトコンドリアを含む種交差したクローン化細胞を別々の哺乳動物に同

時に注入し、それによって異なるミトコンドリア背景に特異的な抗体及びリンパ

球の検索を加速することを可能にする。核移植を老化した細胞を若返らせるため
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に用いることができるという観察に基づく、クローン化哺乳動物を再びクローン

化する方法は、本明細書と同時に出願され、共通に譲渡され、全文を引用するこ

とにより取り込まれている同時係属出願番号第      号に開示されている。もち

ろん、単一の受容体哺乳動物又は細胞系統からの複数の卵母細胞又は他の好適な

受容体細胞を用いて、１つの供与体から核移植を実施することによって、同質遺

伝子型のミトコンドリアＤＮＡを有するクローン化哺乳動物を作ることも可能で

ある。このように、本発明の方法は、また、抗体及び／又はリンパ球のパネルを

単離するために、核及びミトコンドリアＤＮＡの両者に関して、核供与体に対し

て同質遺伝子型である別の哺乳動物に該胚盤及び／又は幹細胞を注入する場合に

も実施してよい。

      【００２７】

  本発明は、また、異種タンパク質を発現する移殖のための治療用クローン化組

織を作る方法も含む。本発明の方法に用いられる異種ＤＮＡは、移殖受容体で発

現されるべき治療用タンパク質をコードしてよいが、また、奇形腫での遺伝子発

現を監視する目的のレポーター遺伝子であってもよい。レポーター遺伝子は、遺

伝子の発現を監視するのに便利ないかなるものであってもよいが、好ましくは、

緑色蛍光タンパク質（ｇｒｅｅｎ  ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  ｐｒｏｔｅｉｎ、

ＧＦＰ）、ベータガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、それらの変性体、抗生物

質耐性マーカー、又は他のマーカー類から選ばれる。

      【００２８】

  また、組織特異性プロモーター又は組織特異性エンハンサーの使用は、所望す

る組織型において、異種ＤＮＡの発現を選択する手段を提供する。別のいい方を

すれば、細胞は細胞表面マーカーの発現特性に基づいて選択されてよい。例えば

、造血幹細胞はＣＤ３４の発現に基づいて選択される。

      【００２９】

  供与体細胞は、また、削除及びゲノムへの挿入を含んでもよく、元の遺伝子の

発現を妨げたり改善したりもするが、好ましくは、供与体細胞は、意図する移植

の受容体において分泌され治療的機能を発揮するタンパク質をコードする異種遺

伝子で形質移入される、つまり、突然変異を起こした、又は発現しない元の遺伝
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子を交換する。発現したタンパク質が免疫応答を示すことが認められる場合は、

免疫適合性を試験するために動物モデルに用いられる動物は、次いで免疫応答の

評価及び抗体又は細胞毒性を有するＴ細胞クローンの単離に使用される。

      【００３０】

  クローン化組織の免疫適合性を試験するために用いられる動物に作られた奇形

腫は、また、細胞の分化及び発達を制御する分子信号の研究にも有用である。例

えば、推定される発生プロモーター、エンハンサー、リプレッサー及び他の遺伝

子制御配列で設計されたレポーター遺伝子構築物を、核移植に先だって供与体の

核に挿入し、次いで奇形腫を肉眼又は他の手段によって監視し、どの段階でレポ

ーター遺伝子の発現が開始されるかを観察する。

      【００３１】

  上記のように、分化した奇形腫細胞は分割されて、それぞれ特定の細胞又は組

織の免疫適合性を試験するために用いられる。ひとたび興味を引くような特定の

細胞型が同定されると、本明細書に記載された及び当業者に公知の方法を用いて

組織を作り上げることに用いられる。開示された動物モデルは、免疫適合性のた

めの組織工学における新規なマトリックス物質の試験において、特定の役割を見

出す。本発明の好ましい作り上げた組織は、平滑筋、骨格筋、心筋、皮膚、腎臓

及び神経組織から成るグループから選択される。

      【００３２】

  このように、本発明は、また、移殖のための免疫適合性を有する組織を産生す

る方法にも関与し、それは：

  ａ．意図する移殖の受容体から供与体細胞を採取し；

  ｂ．該細胞から受容体の卵母細胞又は他の好適な受容体細胞へ核を移植して、

胚を産生し；

  ｃ．該胚から胚盤、内細胞塊及び／又は幹細胞を単離し；

  ｄ．該胚盤、内細胞塊及び／又は幹細胞を免疫無防備状態の動物に注入し；

  ｅ．その結果生じた奇形腫を単離し；

  ｆ．奇形腫から移殖に必要とされる型の細胞を単離し、及び所望により該細胞

を成長因子を用いてイン・ビトロで増殖し；及び
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  ｇ．該細胞又は細胞の組み合わせから組織を作り上げる；

ことを含む。

      【００３３】

  また、細胞の分化と発生の信号が同定されるので、あらかじめ奇形腫を形成す

ることなしに、組織工学及び移植のために所望の細胞型を作ることは可能である

。なぜなら、特定の細胞型の発生はイン・ビトロで行われるからである。別のい

い方をすれば、現在、少なくともヒト以外の哺乳動物では、奇形腫を作るよりも

、むしろ成長中の胚又は胎児から直接クローン化組織を手に入れることが可能で

ある。しかしながら、もし権威のある英国科学倫理委員会が立法措置を取るに至

れば、次はヒトであり、少なくとも胚発生の最初の２週間で発達する細胞型の採

取である（Ｗｅｉｓｓ、「英国委員会はヒト胚クローン化の認可を推進（Ｂｒｉ

ｔｉｓｈ  ｐａｎｅｌ  ｕｒｇｅｓ  ａｌｌｏｗｉｎｇ  ｈｕｍａｎ  ｅｍｂｒ

ｙｏ  ｃｌｏｎｉｎｇ）」、ワシントンポスト、２０００年８月１７日号、Ａ２

６頁を参照）。

      【００３４】

  組織工学は、例えば、三次元の骨組み又は可溶性の手術用糸の構成に使われる

ような生分解性ポリマーを使用して遂行される。そのような方法は、Ｔｉｓｓｕ

ｅ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ社及びＯｒｇａｎｏｇｅｎｅｓｉｓ社のような企業

によって特許や特許以外の文献として数多く報告されている。組織工学分野の特

許又は文献の例として、米国特許第５，９４８，４２９号、第５，７０９，９３

４号、第５，９８３，８８８号、第５，８９１，５５８号、第５，７０９，９３

４号、第５，８５１，２９０号、第５，８００，５３７号、第５，８８２，９２

９号、第５，８００，５３７号、第５，８９１，５５８号、第５，７０９，９３

４号、第５，８９１，６１７号、第５，５１８，８７８号、第５，７６６，９３

７号、第５，７３３，３３７号、第５，７１８，０１２号、第５，７１２，１６

３号及び第５，２５６，４１８号が挙げられ、これらは全て全文を引用すること

により取り込まれている。またＲｏｂｅｒｔ  Ｌａｎｇｅｒ及びＪｏｈｎ  Ｖａ

ｃａｎｔｉによる多数の特許及び文献が引用されている。彼らは二人とも組織再

生研究の分野で多くの業績をあげている。これらの多くの特許で考察されている
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ように、血管組織の発生を促進する生物学的物質、即ち成長因子や血管新生を促

進する他の化合物を含むことが望ましい。

      【００３５】

  特に、産生した免疫適合性組織及び細胞は、移殖を必要とする患者に免疫適合

性を有する移殖を提供する方法において有用である。そのような方法は、更に、

上記ステップに加え、そのように作り上げられた組織を患者に移殖することを含

む。本発明者らは、更に驚くべきことに、同質遺伝子型核ＤＮＡ及び異質遺伝子

型ミトコンドリアＤＮＡを含むクローン化細胞は移殖拒絶を誘発しないというこ

とを見出したという事実は、ミトコンドリアの損傷、例えば、筋萎縮性側索硬化

症（ＡＬＳ）、又は、レーバー遺伝性視神経傷害（ＬＨＯＮ）に苦しむ元の細胞

を置き替える移植に対して、特別の関係を有する。このような場合、同質遺伝子

型核ＤＮＡ及び異質遺伝子型ミトコンドリアＤＮＡを有するクローン化組織は、

免疫反応を誘発せず、移殖に最も理想的な組織である。そのような組織は、最も

近い組織適合性の組み合わせを提供するのみならず、損傷を受けたミトコンドリ

アを含む組織が置き替えられる、ミトコンドリア遺伝子治療をも成し遂げる。

      【００３６】

  例えば、Ｄｈａｌｉｗａｌ及び共同研究者達は、最近、ＡＬＳ患者の脳組織が

３０倍もの頻度で「共通の突然変異」、即ち、ミトコンドリア及び他の疾患の患

者の様々な組織で見られる４９７７塩基対の変異欠落が起こることを示した。（

「ＡＬＳ患者の脳におけるミトコンドリアＤＮＡ欠損変異レベルの上昇（Ｍｉｔ

ｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ  ＤＮＡ  ｄｅｌｅｔｉｏｎ  ｍｕｔａｔｉｏｎ  ｌｅｖ

ｅｌｓ  ａｒｅ  ｅｌｅｖａｔｅｄ  ｉｎ  ＡＬＳ  ｂｒａｉｎｓ）」、Ｍｏｌ

．Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．１１（１１３）：２５０７－９）。実際、ｍｔＤＮＡ4977

の蓄積は、健康な年配の人達の脳、心臓、筋肉中に認められており、このことは

これらの組織における加齢プロセスへの寄与を示唆している（Ｓｏｏｎｇ  ａｎ

ｄ  Ａｍｈｅｉｍ、１９９５、Ｍｅｔｈｏｄｓ  Ｎｅｕｒｏｓｃｉ、  ２６：１

０５－２８）。このように、異質遺伝子型の「若い」ミトコンドリアＤＮＡを有

するクローン化組織は、患者自身の細胞よりも加齢に関係したミトコンドリアの

変異がないことによって利点を提供する。
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      【００３７】

  ＤＮＡ修復メカニズム及びヒストンが相対的に欠如しているために、ミトコン

ドリアＤＮＡはゲノムＤＮＡよりも加齢に関係した変異に対してより影響を受け

易いと信じられている（Ｄｈａｌｉｗａｌら、２０００）。しかしながら、母系

に伝わる遺伝性ミトコンドリア変異も存在して特定の組織で発現する。これは本

出願のクローン化及び組織工学技術によって有利に作用する。

      【００３８】

  例えば、レーバー遺伝性視神経傷害（ＬＨＯＮ）は稀にみられる視神経の疾患

であり、これは影響を受けた殆どの患者の法的（ｌｅｇａｌ）盲の原因となる。

これは母系に伝わるミトコンドリアＤＮＡの変異によるものであるが、しかし、

この疾患は一般に人生の後半になって発現する（最初の眼の突然の視力喪失は、

一般に１０－５０才の時に起こる）（Ｚｉｃｋｅｒｍａｎｎ、１９９８、「病原

性ヒトミトコンドリア変異ＮＤ１／３４６０の分析、及びその近傍に厳密に保存

された残基の変異．．．（Ａｎａｌｙｓｉｓ  ｏｆ  ｔｈｅ  ｐａｔｈｏｇｅｎ

ｉｃ  ｈｕｍａｎ  ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ  ｍｕｔａｔｉｏｎ  ＮＤ１／

３４６０，ａｎｄ  ｍｕｔａｔｉｏｎｓ  ｏｆ  ｓｔｒｉｃｔｌｙ  ｃｏｎｓｅ

ｒｖｅｄ  ｒｅｓｉｄｕｅｓ  ｉｎ  ｉｔｓ  ｖｉｃｉｎｉｔｙ．．．，）、Ｂ

ｉｏｃｈｅｍ．３７（３４）：１１７９２－６」。アイオワ大学の分子眼科学研

究所の研究者達は、変異を検出する改良された方法を開発し、それはＬＨＯＮの

診断に用いられている。

      【００３９】

  本発明のクローン化、組織工学、移殖技術は、特にミトコンドリアの変異に関

連した疾患組織を取り替えるのに価値があり、その場合、クローン化組織は一般

的に同質遺伝子型核ＤＮＡを所有しているが、ミトコンドリアＤＮＡは異質遺伝

子型である。従って、例えば、ＬＨＯＮ患者に移殖するための作り上げた神経組

織は、ミトコンドリアＤＮＡの遺伝子治療を遂行しながら、同時に罹患した視神

経組織の取り替えも行なう。

      【００４０】

上記のように、該供与体細胞は、少なくとも１つの異種遺伝子の移入、又は、少
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なくとも１つの元の遺伝子の分断又は置換によって、核の移植に先立ち遺伝子的

に変更を加えられてもよい。そのようなゲノムの修飾は、移殖を受ける受容体自

身のゲノムが必要なタンパク質を発現できない場合、又は、変異したタンパク質

を発現し、その結果元来の組織又は細胞が正しく機能しないような場合に、特に

有用である。これとは別に又はこれに追加して、もし事前の免疫適合性試験で、

例えば、ミトコンドリアＤＮＡの異質遺伝子型又は異種の差異によって、ある種

の拒絶が関与することが示唆された場合は、核移植に先立って、供与体細胞を、

免疫拒絶を妨げる又は減じるようなタンパク質を発現する遺伝子で形質移入して

もよい。

      【００４１】

  本発明の方法は、特に自己ペプチドの異常発現に基づく自己免疫疾患によって

損傷した組織を修復し置換する場合に、特に有用である。例えば、原発性胆管肝

硬変（ＰＢＣ）は肝臓内胆管の進行性の炎症性閉塞によって特徴付けられる慢性

自己免疫肝臓疾患で最終的には肝硬変へ進行する（Ｍｅｌｅｇｈら、２０００、

「小児胆管肝硬変におけるピルビン酸脱水素酵素及びクエン酸合成酵素のサブユ

ニットに対する自己抗体（Ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ  ａｇａｉｎｓｔ  ｓ

ｕｂｕｎｉｔｓ  ｏｆ  ｐｙｒｕｖａｔｅ  ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ  ａｎ

ｄ  ｃｉｔｒａｔｅ  ｓｙｎｔｈａｓｅ  ｉｎ  ａ  ｃａｓｅ  ｏｆ  ｐａｅｄ

ｉａｔｒｉｃ  ｂｉｌｉａｒｙ  ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ）」、Ｇｕｔ  ２：７５３

－６）。疾患は自己ミトコンドリアタンパク質への耐性低下を特徴とし、高濃度

の抗－ミトコンドリア抗体と関係していて、その抗体は当業者に公知の技術によ

って検出し得る（Ｌｅｕｎｇら  １９９１、「原発性胆管肝硬変の診断における

デザイナー組み換えミトコンドリア抗原の利用（Ｕｓｅ  ｏｆ  ｄｅｓｉｇｎｅ

ｒ  ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ  ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ  ａｎｔｉｇｅｎｓ

  ｉｎ  ｔｈｅ  ｄｉａｇｎｏｓｉｓ  ｏｆ  ｐｒｉｍａｒｙ  ｂｉｌｉａｒｙ

  ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ）」、Ｈｅｐａｔｏｌ．１５（３）：３６７－７２）。肝

臓移殖は、疾患の進行した患者にとって治療法の選択肢の１つになっている（Ｓ

ｅｂａｇｈ、１９９８、「肝臓移植後の原発性胆汁性肝硬変の再発予測の組織学

的特徴（Ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ  ｆｅａｔｕｒｅｓ  ｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅ
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  ｏｆ  ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ  ｏｆ  ｐｒｉｍａｒｙ  ｂｉｌｉａｒｙ  ｃｉ

ｒｒｈｏｓｉｓ  ａｆｔｅｒ  ｌｉｖｅｒ  ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ）」、Ｔｒａ

ｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ,  ６５（１０）：１３２８－３３）。

      【００４２】

  ＰＢＣの抗－ミトコンドリア抗体は、一般的に、ピルビン酸脱水素酵素複合体

（ＰＤＣ）のＥ２サブユニットの制限エピトープを認識するが、この複合体は、

正常な場合にはミトコンドリアに運ばれ、内部の膜と緩やかに結合している、核

にコードされたタンパク質である。ＰＤＣタンパク質は、通常は免疫システムか

らは遮蔽されているが、ＰＢＣ患者は胆管の上皮細胞の表面にＰＤＣ－Ｅ２を発

現することが示されている（Ｊｏｐｌｉｎら、１９９２、「原発性胆管肝硬変患

者の肝臓及び門脈リンパ節へのジヒドロリポアミドアセチルトランスフェラーゼ

（Ｅ２）の分布：免疫組織化学的研究（Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ  ｏｆ  ｄｉ

ｈｙｄｒｏｌｉｐｏａｍｉｄｅ  ａｃｅｔｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ  （Ｅ２

）  ｉｎ  ｔｈｅ  ｌｉｖｅｒ  ａｎｄ  ｐｏｒｔａｌ  ｌｙｍｐｈ  ｎｏｄｅ

ｓ  ｏｆ  ｐａｔｉｅｎｔｓ  ｗｉｔｈ  ｐｒｉｍａｒｙ  ｂｉｌｉａｒｙ  ｃ

ｉｒｒｈｏｓｉｓ：ａｎ  ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ  ｓｔｕｄ

ｙ）」、Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ,１４：４４２－７）。このように、いかにして

ＰＢＣが発病するかについての１つの説は、核の遺伝的変化、即ち、Ｅ２を外膜

へ導く主配列における突然変異のような変化が、ＰＤＣ－Ｅ２のミトコンドリア

への輸送に影響を与えているというものである（Ｂｊｏｒｋｌａｎｄ  ａｎｄ  

Ｔｏｔｔｅｒｍａｎ、１９９４、「原発性胆管肝硬変は自己免疫疾患か？（Ｉｓ

  ｐｒｉｍａｒｙ  ｂｉｌｉａｒｙ  ｃｉｒｒｈｏｓｉｓ  ａｎ  ａｕｔｏｉｍ

ｍｕｎｅ  ｄｉｓｅａｓｅ？）」、Ｓｃａｎｄ．Ｊ．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏ

ｌ．２９  Ｓｕｐｐｌ．２０４：３２－９）。

      【００４３】

  このように、ＰＢＣの場合、移植のための肝細胞及び組織の産生に先立ち、自

己免疫疾患に繋がる核の欠陥に対して、核移植により産生した細胞を修正するこ

とができる。即ち、主配列の置換による修正である。結果として、ＰＢＣ患者へ

の移殖用クローン化細胞及び組織は、拒絶を避けるために最も免疫適合性が高い
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組織を提供するのみでなく、自己免疫疾患それ自身に関連した核遺伝子を修復す

る、遺伝子治療を遂行するものでもある。本発明の方法は、疾患の過程に関与す

る核の突然変異が同定されている疾患を有する、いかなる組織の移植及び遺伝子

治療に対しても同様に価値がある。例えば、火傷、血液障害、ガン、慢性の痛み

、糖尿病、小人症、てんかん、心筋梗塞などの心疾患、血友病、不妊症、腎臓疾

患、肝臓疾患、変形性関節症、骨粗鬆症、発作、情動障害、アルツハイマー病、

酵素欠損、ハンチントン病、低コレステロール症、上皮小体機能不全症、免疫不

全、ルーゲーリッグ病、黄斑消失、多発性硬化症、筋ジストロフィー、パーキン

ソン病、リウマチ性関節炎及び脊髄損傷などの治療が挙げられる。

    【００４４】

  これに関して、本発明者らは、また、本発明のクローン化方法が老化細胞の若

返りを可能にするということを発見し、それによって、クローン化組織の遺伝的

年齢について、前記の全てのことがらを発見したことについても注目すべきであ

る。米国特許出願番号第０９／      号の開示は、本発明との共有であるが、核

移植を用いた一次細胞の若返りに関しての発明者らの驚くべき観察を報告してお

り、本明細書に全文を取り込んでいる。クローン化の過程が老化した細胞を若返

らせるという発見は、１つ以上の異種遺伝子を発現する、又は１つ以上の遺伝子

がノックアウトされる治療用組織を設計するのに特に関係している。なぜなら、

そのような組織は同じ遺伝的背景を持った１次細胞をクローン化又は再クローン

化することによって、産生することができるからである。

      【００４５】

  受容体細胞のミトコンドリアＤＮＡに、当業者に公知の方法を用いて変更を加

えることも、また、可能である（Ｗｈｅｅｌｅｒら、１９９７、「マウスミトコ

ンドリアゲノムの外因性遺伝子の挿入による修飾（Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ  

ｏｆ  ｔｈｅ  ｍｏｕｓｅ  ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ  ｇｅｎｏｍｅ  ｂｙ

  ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ  ｏｆ  ａｎ  ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ  ｇｅｎｅ）」、Ｇｅ

ｎｅ  １９８（１０２：２０３－９）；Ｙａｍａｏｋａら、２０００、「マウス

ミトコンドリア無ＤＮＡ細胞のラットミトコンドリアＤＮＡによる完全な再増殖

．．．（Ｃｏｍｐｌｅｔｅ  ｒｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ  ｏｆ  ｍｏｕｓｅ  ｍ



(26) 特表２００３－５０９０２８

ｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ  ＤＮＡ－ｌｅｓｓ  ｃｅｌｌｓ  ｗｉｔｈ  ｒａｔ

  ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ  ＤＮＡ．．．）」、Ｇｅｎｅｔｉｃｓ  １５５

（１）：３０１－７を参照）。これは、移殖用の免疫適合性細胞又は組織を産生

するために有用と思われ、特に、ミトコンドリア抗原がクローン化細胞によって

表示され、クローン化細胞が核の供与体に再移殖される際、免疫応答を発生する

場合に有用である。或いはまた、もし予備試験の結果、ミトコンドリアＤＮＡの

違いによって移植拒絶が関与することが示される場合は、特に異種ミトコンドリ

アの場合、好適な受容体細胞がミトコンドリア適合性に基づいて特別に選択され

てよい。

      【００４６】

  いかなる動物も、開示された方法によって産生された細胞及び組織からの恩典

を受けるものの、好ましい移殖の受容体はヒトである。意図した移殖の受容体が

ヒトの場合、核移植、即ち、該ヒトからいずれかのヒト受容体卵母細胞へ繊維芽

細胞核が移植された後、奇形腫が形成される。なぜなら、発生のために細胞をリ

プログラム（ｒｅｐｒｏｇｒａｍ）するのは、供与体（意図した移殖の受容体）

のゲノムであるからである。ヒトの核供与体及び受容体から作られる奇形腫は、

スキッド及びヌードマウスのような免疫無防備状態の動物の中に形成され、そこ

から単離される。

      【００４７】

  上記のように形成された奇形腫を除去し、胚葉の形成を検査する。そのような

胚葉を更に分割し、又は細胞型が明白になるまで分化させる。次いで、明白な細

胞型を使用して移植用の組織を作り上げる。好ましくは、該組織は、平滑筋、骨

格筋、心筋、皮膚、腎臓及び神経組織のグループから選択される。更に開示され

た方法によって産生された組織及び細胞も本発明に含まれる。

      【００４８】

  ヒトの「治療用クローン化」の概念は、患者の１つの細胞、即ち、繊維芽細胞

から、核を取り出した受容体の卵母細胞又は他の好適な受容体の細胞に、核を移

植することである。リプログラミング（ｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇ）の後、供

与された体細胞の核は全形成能を再取得し、胚発生のサイクルを開始することが
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できる。生じた胚に由来する多分化能を有する幹細胞は、患者の核ゲノムを保持

し、次いで、損傷を受けた心臓組織を置換するための心筋細胞、糖尿病患者のイ

ンシュリン生成ｎ－細胞、骨関節症のクロンドロサイト（ｃｈｒｏｎｄｒｏｃｙ

ｔｅ）、パーキンソン病治療のドーパミン作動性ニューロンのような、置換用の

細胞に分化するように誘導される。

      【００４９】

  本発明の方法は、これらの様々な組織の移殖に伴う免疫応答を取り除くか、又

は、少なくとも実質的に緩和するものであり、従って、サイクロスポリン、イモ

ラン、ＦＫ－５０６、グルココルチコイド、及びそれらの変成体のような免疫抑

制剤の必要性を除外するものである。これらの免疫抑制剤は、ガン、感染症、腎

疾患及び骨粗鬆症を含む広範囲にわたる重大な合併症の危険性を有している。し

かしながら、少なくともある場合には、少なくとも初期に抗－拒絶反応薬剤を使

用することがやはり好ましい。上記で考察したように、移殖された細胞は免疫学

的には移殖の受容体の細胞とは同一ではないかもしれないが、それでも受容体の

１つの細胞の核は、供与体として機能する。これは、特に異種ミトコンドリアの

場合に、ミトコンドリアＤＮＡの違いによって引き起こされるものであり、又は

移入された異種ＤＮＡの結果もたらされる、又は核移植にしばしば影響する人工

的な環境による抗原の差によって引き起こされ得る。特に、そのような環境は、

胚の発達の間存在する細胞環境と擬似的に同一ではない。

      【００５０】

  例えば、長期間培養された細胞は、培養の結果抗原的には異なっているかもし

れないということは公知である（「抗原ドリフト」と呼ばれる現象）。従って、

移植に先立って、例えば、可溶性のＣＤ４０、ＣＤ４０－リガンド拮抗剤を用い

た処理、低温培養、供与体抗原をマスクする抗体の使用、又は紫外線照射（例え

ば、ｉｓｌｅｔｓ）によって細胞又は組織を耐性にすることが依然好ましい。

      【００５１】

  制限するものではないが、本発明の範囲と精神を以下の考察及び実施例を参照

して例示する。

      【００５２】
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実施例１

  本実験は、発症前の大型動物：ウシ（Ｂｏｓ  ｔａｕｒｕｓ）において、核移

植により産生した細胞の免疫適合性を試験する目的で計画された。

      【００５３】

  月齢約８ないし１０ヶ月（体重約５００ないし１０００ポンド）のホルスタイ

ン種去勢牛の成牛３頭を、Ｔｈｏｍａｓ  Ｍｏｒｒｉｓ社（Ｍａｒｙｌａｎｄ）

から購入し、Ｍａｓｓａｃｈｕｓｅｔｔｓ大学のＳｏｕｔｈ  Ｄｅｅｒｆｉｅｌ

ｄ農場（Ａｍｈｅｒｓｔ）へ出荷した。核移植のための繊維芽細胞を採取するた

めに、各動物から刻耳により皮膚生体組織を得た。増殖緑色蛍光タンパク質（ｅ

ｎｈａｎｃｅｄ  ｇｒｅｅｎ  ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  ｐｒｏｔｅｉｎ：ｅＧ

ＦＰ）をコードするレポーター遺伝子を発現するプラスミドを細胞に移入し、移

入された細胞をネオマイシンを用いて選別した。ＰＣＲ及び／又はＦＩＳＨによ

り分析された精製した細胞を、すでにＮａｔｕｒｅ（１９９８）Ｂｉｏｔｅｃｈ

ｎｏｌ．１６：６４２－６４６（本明細書に引用して取り込まれている）に記載

されたようにして、核移植に用いた。

      【００５４】

  次いで、少なくとも１つの細胞を有する単離した胚、又は、ウシ胚盤胞／幹細

胞から産生した胚盤／内細胞塊を、供与体去勢牛の腰部筋膜（各動物の２部位に

（同一動物の）実験用幹細胞、２部位に（同一動物の）実験用胚盤、２部位に内

細胞塊、及び４部位に（異なる動物の）対照幹細胞）に注入する。２ヵ月後奇形

腫について筋肉を検査する。同定した腫瘍は全て除去し組織学的な分析を行う。

      【００５５】

  この操作を、キシラジン２０ｍｇ／酒石酸ブトルファノール８ｍｇを尾部静脈

に投与したＩＶを用いて、立位の動物に実施する。腰部筋膜領域をクリップし、

２％のリドカインを腰部全体に局所麻酔的に投与して、外科的に調製する。動物

には、予防手段として術後３日間、抗生物質（セフィロファー塩酸塩５０ｍｇ／

ｃｃ、１ｃｃ／１００ポンド）を投与すべきである。手術部位の苦痛及び膨潤を

抑えるために、術後直ちに、フルニキシンメグルミン・カプセル、１ｃｃ／１０

０ポンドを筋肉内又は腎嚢下に単独注射する。もし奇形腫の形成が腰部筋膜に見
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られない場合は、他の部位、例えば皮下を分析する。

      【００５６】

  「異なる動物」の幹細胞とは対照的に、「同一動物」の幹細胞は宿主（核の供

与体）動物中に生き残る、又は、外部のミトコンドリアペプチドに対する細胞毒

性を有するＴ細胞の応答又は他の免疫反応に依存して、より活発に又は長く生き

残ることが期待される。更に、３つの胚葉、即ち、外胚葉、中胚葉及び内胚葉由

来の全ての細胞が、「同一動物」の奇形腫の中に見られることが期待される。

      【００５７】

実施例２

  本実施例は、免疫無防備状態の動物モデルにおける奇形腫形成を試験する目的

で計画した。本実施例は、分化した細胞を産生して単離し、そして移植のための

作り上げた組織を設計するために、移植を必要とする患者からの、核移植によっ

て産生しクローン化した細胞を、ＳＣＩＤマウス又は他の免疫無防備状態の動物

内で増殖する方法に関する。

      【００５８】

  ＧＦＰを移入したＥＳ細胞を、２頭のホルスタイン種去勢牛の成牛から誘導し

た（２つの異なるＥＳ細胞系統を各動物から誘導した）。ＩＣＭを１２日令の芽

細胞嚢子から誘導した。

      【００５９】

細胞調製及び注入手順：

  細胞を（いずれも約１００細胞以下の細片に）粉砕し、１ｍｌ容量の注射器に

、各２００マイクロリットル、好ましくは１００マイクロリットルずつ装填した

。

      【００６０】

  ＩＣＭを機械的に単離し、１ｍｌ容量の注射器に１００ないし１５０マイクロ

リットルずつ装填した。

      【００６１】

  細胞を、ＨＥＣＭ肝臓中で室温にて保存した。

      【００６２】
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  注入操作には２２ゲージの針を使用した。細胞は、ＳＣＩＤマウスの後脚の骨

格筋中に注入した。

      【００６３】

      【００６４】

  ＳＣＩＤマウスの骨格筋に注入されたウシ幹細胞及びＩＣＭを、７ないし８週

後（細胞を更に長くそのままにしておくか、又はより短期間で取り除くことは可

能であるが）回収した。ＥＳ細胞の注入を受けたマウス（マウス番号７及び９）

２匹に、小さな結節性病変を同定した。

      【００６５】

総合検査：

  ２ｘ２ｍｍのサイズの乳白色の結節を、マウス番号７の坐骨神経近傍の右後脚

から取り出した。これは、ＥＳ２２．Ｃ．の３つのプレートの注入に対応する。

１ｘ１ｍｍサイズの乳白色の結節を、マウス番号９の筋肉組織内に同定した。こ

れは、ＥＳ２５．Ｆ．の３つのプレートの注入に対応する。
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      【００６６】

組織学的分析：

  マウス番号７：  奇形腫の組織学的切片を、ヘマトキシリン及びエオシン（Ｈ

＆Ｅ）、サフラニン－Ｏ、並びにシトケラチン（ＡＥ１／ＡＥ３）及びアルファ

平滑筋アクチン抗体を用いた免疫細胞化学を用いて分析した。

      【００６７】

  Ｈ＆Ｅ：  注入された細胞は、骨格筋組織内に丸い組織塊を形成した。奇形腫

は、中心に細胞砕片を有する、４つの異なったサイズの区画（ｃｏｍｐａｒｔｍ

ｅｎｔｓ）から成っていた。組織形成は各区画の壁上に認められた（データは示

されていない）。奇形腫の中に、上皮細胞（円形核）及び間質細胞（紡錘形核）

が認められた（データは示されていない）。軟骨、硬骨又は脂肪組織の形跡はな

かった。

      【００６８】

  サフラニン－Ｏ：  染色試験で陰性の結果が得られ、軟骨の組織形成はないこ

とが示唆された。

      【００６９】

  ＡＥ１／ＡＥ３抗体を用いた免疫細胞化学：  奇形腫の切片は、上皮細胞の染

色試験に陽性の結果を示した（データは示されていない）。

      【００７０】

  アルファ平滑アクチン抗体を用いた免疫細胞化学：  筋肉組織の染色試験に陽

性の小さい島が、奇形腫内に認められた（データは示されていない）。取り出さ

れた組織は、上皮、平滑筋及び間質の組織要素を示した。奇形腫の中に、軟骨、

硬骨及び脂肪組織は同定されなかった。

      【００７１】

  マウス番号９：  取り出した結節の組織学的分析は、骨格筋塊を示した。顕微

鏡による検査では、他の組織形成は認められなかった。

      【００７２】

実施例３

  治療的なクローン化の全ての潜在能力を実現するためには、より複雑な組織及



(32) 特表２００３－５０９０２８

び器官をイン・ビトロで再構築することが重要であろう。クローン化は最も重要

な問題－免疫適合性－を取り除くか、或いは著しく軽減すると思われるが、細胞

を結合して機能構造を産生し又は再生する仕事は、依然残されている。

      【００７３】

  例えば、心筋梗塞は、西欧の国々の入院患者の間で発生する最も一般的な診断

の１つである。個々の又は小グループの心筋細胞の注入は、ある種の局所的な梗

塞の処置の助けにはなるものの、はん痕形成、心臓破裂及び他の合併症の危険が

大きい、より進行した虚血性障害を持つ患者においては、価値があるものとは思

えない。組織工学は、細胞を組織化して、心臓の損傷部を修復するために使用し

得る三次元の心筋の「パッチ」を作る可能性を提供する。心筋及び皮膚や血管の

代用品のような比較的簡単な他の組織に対しては、組織工学は、ポリマーの骨組

み塊又はシートの上に細胞を接種することを含み得る。腎臓、肝臓又は心臓全体

さえも含むような、より複雑な生命器官の産生には、組み合わせが極めて複雑な

異なる細胞型及び物質を組み立てることが必要になる。

      【００７４】

  動物モデルにおいて用いる目的で組織を作り上げるためには、上記のようにウ

シ内細胞塊／胚盤／幹細胞を産生し、ヌード又はＳＣＩＤマウスの後脚筋肉に注

入する。注入から７ないし８週後得られる奇形腫を除去し、種々の細胞型を単離

して培地中で培養する。平滑及び／又は骨格筋、心筋細胞のシート又は「パッチ

」、弾性を有する軟骨、（毛嚢の配置を含む）皮膚、及び尿を分泌するミニチュ

ア腎臓を含む腎臓を含む多数の組織が、クローン化した細胞から産生することが

できる。これらの組織／器官の構築物は、次いで供与体細胞の生体組織を採取し

た元の成体動物へ再移植される。

      【００７５】

  以下のデータは、核ＤＮＡに対しては同質遺伝子型であり、ミトコンドリアＤ

ＮＡに対しては異質遺伝子型の組織が安定な移植体を形成し、核移植の宿主にお

いて免疫応答を起こさないことを示す。このことは、そのようなクローン化細胞

及び組織が、多くの医学的な応用に対して有用性を有することを支持するととも

に、種の異なるマウスでミトコンドリアの組織適合性抗原に反応して認められる
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ミトコンドリア抗原に対する、細胞毒性を有するＴ細胞の応答を想定すると、極

めて驚くべきことである。

      【００７６】

細胞培養及び接種

  ウシの腎臓、心臓、骨格筋、軟骨及び皮膚からの細胞を、クローン化した異質

遺伝子の（対照の）４０日令の胎児から採取し、別々にイン・ビトロで増殖した

。

      【００７７】

  腎臓：

  腎臓組織を鋭利な腱切り挟みで小片（１ｍｍ2）に裁断した。腎臓組織の断片

をコラーゲナーゼ・ディスパーゼ（１ｍｇ／ｍｌ）を用いて消化した。細胞を回

収し、リン酸塩緩衝食塩水で洗浄し、培養皿に固定した。ＤＭＥＭ、ＨＥＰＥＳ

３．１ｇ／ｌ、Ｐｅｎ／Ｓｔｒｅｐ（５ｍｌ／５００ｍｌ）、Ｌ－グルタミン１

４６ｍｇ／Ｌ及びＦＢＳ１０％（Ｓｉｇｍａ社、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）から

成る培地で細胞を増殖した。

      【００７８】

  筋肉：

  心筋及び骨格筋を、１０％胎児子ウシ血清を追加した、Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ

  Ｍｏｄｉｆｉｅｄ  Ｅａｇｌｅ’ｓ  Ｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ、ＨｙＣｌｏｎ

ｅ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社、Ｌｏｇａｎ、Ｕｔａｈ）を用いた組織体外移

植技術によって処理した。細胞を、５％のＣＯ2を含有し３７℃に維持された加

湿雰囲気の部屋でインキュベートした。２つの筋細胞型を別々に増殖し、所望の

細胞数を得た。細胞をトリプシン処理し、収集し、洗浄し、そして計測して接種

に供した。

      【００７９】

  ポリマー：

  ポリグリコール酸ポリマーの不織布シート（１ｘ２ｃｍ）を細胞送達ベヒクル

として用いた。ポリマーメッシュは、直径１５μｍの繊維及び繊維間距離０－２

００μｍで構成され、空隙率９５％であった。この骨格は、８ないし１２週間で
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加水分解により崩壊するように設計された。ポリマーを酸化エチレン中で殺菌し

、細胞を発送するまで殺菌条件下に置いた。

      【００８０】

埋め込み（ｉｍｐｌａｎｔａｔｉｏｎ）

  無胸腺マウス：

  ウシ胎児組織から得た細胞がイン・ビボで組織を形成するかどうかを確認する

ため、ポリマー骨格に接種した心筋細胞、骨格筋細胞及び軟骨細胞を、無胸腺マ

ウスの背側の皮下空間に移植した。マウスを移植後１週間、１ヶ月及び３ヶ月で

殺処理し、分析に供した（ｎ＝４）。

      【００８１】

  去勢牛：  各細胞型を、別々に、ポリグリコール酸ポリマー（１ｘ２ｃｍ）上

に５０ｘ１０6細胞／ｃｍ3（細胞型当たりｎ＝４）の濃度で接種した。細胞－ポ

リマー骨組みを、細胞をクローン化した同一の去勢牛の側腹部の皮下空間に移植

した。対照の（核異質遺伝子型の）胎児から得た細胞は、その去勢牛の反対側の

側腹部に移植した。６週間後に全ての移植体を取り出し、分析に供した。

      【００８２】

  分析

  無胸腺マウスへの埋め込み：

  ホルマリン固定したパラフィン包埋組織の５μの切片を裁断し、ヘマトキシリ

ン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色した。取り出した組織の細胞型を同定するため

に、特異的な抗体を用いて免疫細胞化学的な分析を実施した。アルデヒド褐素（

ｆｕｓｃｈｉｎ）－アルシアン（ａｌｃｉａｎ）ブルーを用いた組織化学的分析

、単一クローン性抗コラーゲンＩＩ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ社、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、

ＭＯ）を用いた免疫細胞化学的研究を行なって、作り上げた軟骨の構造を同定し

た。単一クローン性筋節性トロポミオシン（Ｓｉｇｍａ社、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、

ＭＯ）及びトロポニンＩ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ社、Ｔｅｍｅｃｕｌａ、ＣＡ）の抗

体を用いて、骨格筋及び心筋の繊維をそれぞれ検出した。アビジン－ビオチン検

出システムを用いて、免疫標識化を行なった。メチルグリーンを用いて、切片の

対比染色を行なった。
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      【００８３】

  去勢牛への移植：

  免疫細胞化学的及び組織学的分析：

  ホルマリン固定したパラフィン包埋組織の５μの切片を裁断し、ヘマトキシリ

ン及びエオシン（Ｈ＆Ｅ）で染色した。取り出した組織の細胞型を同定するため

に、特異的な抗体を用いて免疫細胞化学的な分析を実施した。過ヨウ素酸シッフ

試薬（Ｓｉｇｍａ社、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）を用いた組織化学的分析、及び

多クローン性抗アルカリ性ホスファターゼ及び抗オステオポンチン（Ｃｈｅｍｉ

ｃｏｎ社、Ｔｅｍｅｃｕｌａ、ＣＡ）を用いた免疫細胞化学的研究を行なって、

腎臓の細胞を同定した。単一クローン性筋節性トロポミオシン（Ｓｉｇｍａ社、

Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）及びトロポニンＩ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ社、Ｔｅｍｅｃ

ｕｌａ、ＣＡ）の抗体を用いて、骨格筋及び心筋の繊維をそれぞれ検出した。ア

ルデヒド褐素－アルシアンブルー及び単一クローン性抗コラーゲンＩＩ（Ｃｈｅ

ｍｉｃｏｎ社、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）を用いて、軟骨組織の移植体を染色し

た。ケラチノサイトを同定するために、抗サイトケラチン５／６、ＡＥ１／ＡＥ

３を用いた。気道上皮を検出するために、気管支繊毛抗体を用いた。免疫Ｔ及び

Ｂ細胞を同定するために、抗ＣＤ６抗体を用いた。アビジン－ビオチン検出シス

テムを用いて、免疫標識化を行なった。メチルグリーンを用いて、切片の対比染

色を行なった。

      【００８４】

結果

  密集状態に増殖した細胞を、ポリマーの骨組みとともに動物に移植し、合併症

を伴うことなく取り出した。取り出した時点で移植体はそれぞれ元のサイズを維

持しており、繊維症の兆候は認められなかった。

      【００８５】

  去勢牛から回収した移植体：

  組織化学的及び免疫細胞化学的分析：

  組織学的検査の結果は、移植体全体にわたって広範囲にわたる血管新生を示し

、ポリマー繊維の周囲には多核巨大細胞の存在が認められた。しかしながら、対



(36) 特表２００３－５０９０２８

照の異質遺伝子型の骨組み全体にわたって、より多くの炎症細胞が存在した。移

植組織（即ち、腎臓、骨格筋、心臓、軟骨細胞及びケラチノサイト）の組織細胞

推計学的分析の結果は、クローン化組織型に対して、対照の移植体／構成体のリ

ンパ球浸潤が統計学的に有意な（ｐ＜０．０５；スチューデントのｔ－検定）増

加を示すということを示唆した（データは示されていない）。このデータは、対

照の移植対が初期の移植拒絶を起こしているということを示唆している。

      【００８６】

  作り出した（engineered）腎臓組織：

  組織学的に糸球体様構造が、取り出した骨組みに認められた（データは示され

ていない）。過ヨウ素酸シッフ試薬を用いた組織化学的分析の結果、腎臓管状細

胞を同定した（データは示されていない）。アルカリホスファターゼ抗体を用い

た免疫細胞化学的研究の結果、基部管状細胞の存在を確認した。オステオポンチ

ン抗体を用いた研究の結果は、ウシ組織系においては陰性であった。

      【００８７】

  作り出した筋肉組織：

  取り出した心筋及び骨格筋細胞の移植体は、いずれの場合も空間的に配向した

筋繊維を示した（データは示されていない）。トロポミオシン抗体を用いた免疫

細胞化学的研究の結果、構成体の中に骨格筋繊維を同定した（データは示されて

いない）。抗トロポニンＩによる心筋繊維の染色は陽性であった（データは示さ

れていない）。

      【００８８】

  クローン化組織のｍｔＤＮＡが受容体の卵母細胞からのものであるということ

を証明するため、核供与体及びクローン化した胚のｍｔＤＮＡの配列を調べた。

配列のデータから、ｍｔＤＮＡは実際に異なっており、特に、核供与体と比較し

て、クローン化組織において４つの異なった対応するヌクレオチドがあるｄ－ル

ープ領域において異なるということが確認された。

      【００８９】

実施例４

  上記の結果は、異質遺伝子型背景への核移植によって、移植のためのクローン
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化組織を産生することが可能であること、及び、クローン化した奇形腫又は胚細

胞の培養から単離し又は構築した分化した細胞及び組織を、著しい拒絶の兆候な

しに、供与体動物に再移植することができることを示唆している。核移植技術が

、ミトコンドリアの不適合な組み合わせにも拘わらず、細胞及び器官の移植に関

与する免疫応答を除外できる可能性を有するということを、更に確認するため、

本発明者らは、次に、異なるミトコンドリア背景を有する、完全に生育したクロ

ーン間の移植を実施する。

      【００９０】

  これらの実験のために、相互皮膚移植を試験するための２つのグループの動物

群：（１）Ｔｒａｎｓ  Ｏｖａの４頭のクローン化雌ウシ（動物ＣＬ５３－８、

ＣＬ５３－９、ＣＬ５３－１０及びＣＬ５３－１１）、及び（２）ＬＳＵの５頭

のクローン化ヤギ、を用意した。試験を実施するために、２つのグループの動物

間で相互皮膚移植体（直径約２～３ｃｍ）を交換する。自己移植体は陽性の対照

となるのに対して、遺伝子的に無関係な動物からの移植体は陰性の対照となる。

移植体について免疫拒絶の兆候を監視し、もしそれらが壊死し始め、その部位が

班点を示した場合は取り除く。もし拒絶が認められた場合は、次いで第二組の移

植体を移植し、結果を確認するが、この場合は程度が加速されて拒絶される筈で

ある。

      【００９１】

  全てのクローン化雌ウシ及び全てのクローン化ヤギは、同一の核ゲノムを有す

る。しかしながら、ｍｔＤＮＡは母系遺伝によって伝達されるので、動物は、実

際、異なった卵母細胞由来のミトコンドリアを有する遺伝的キメラであると予想

される（このことは、数多くのクローン化動物についてすでに記載されている）

。動物のこれらのパネルを「区別」している多型性を、皮膚移植体の生存／拒絶

と直ちに関連づけることができるように、関与する全ての固体からのｍｔＤＮＡ

の配列を得るための実験が進行中である。もし相関があるなら、標的ペプチドを

同定し、そのペプチドをコードしている関与するｍｔＤＮＡを単離するためのイ

ン・ビトロ・アッセイを実施する。

      【００９２】
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  ミトコンドリアＤＮＡの多型性を決定することに照準を当てた実験は、また、

一般的に、ｍｔＤＮＡのキメラ現象のレベルについての情報を明らかにするであ

ろう。例えば、ｍｔＤＮＡの配列が明らかになれば、多型性の最も著しい領域、

最も可能性があるのはＤ－ループであるが、を選択し、この染色体部分を増幅し

クローン化する。次いである範囲のクローンの配列を調べ、この領域の変化の程

度を決定する。ミトコンドリアに対して異質遺伝子型である、十分な数の核クロ

ーンからのｍｔＤＮＡの配列を用いて、キメラ現象のレベルの正確な予測を決定

することができる。血液サンプルも、また、一定期間ごとに収集し、各種の免疫

学的アッセイを行なう予定である。組織適合性については、そのパネル内で異質

遺伝子型の細胞を用いて、標準のＭＬＣ及びＣＭＬを行なう予定である。

      【００９３】

考察

  上記に提示されたデータによって示されるように、本発明は、組織工学及び移

植の目的のために、クローン化した分化した細胞及び組織を得ることが可能であ

るということを例示するものである。本発明は、また、外来性のミトコンドリア

ペプチドの故に、移植拒絶が予想されるという事実にも拘わらず、異質遺伝子型

ミトコンドリアを有する、核移植によって産生したクローン化細胞を用いて、安

定な移植を達成し得るということを例示するものである。マウスにおけるＭｔａ

システム及びラットに同定される同様のシステムの観点からみて、本方法を用い

て作り上げたウシの組織が、核供与体に再移植された場合拒絶されないというこ

とは驚くべきことである。

      【００９４】

  何故本発明のクローン化した組織に移植拒絶が見られないかについては、いく

つかの理由があり得る。いかなる特別の理論にもとらわれることなしに、１つの

仮定は、Ｍｔｆ、ＭｉＨＡ及び他のミトコンドリア抗原を提供するげっ歯類にお

ける特別のＭＨＣ分子が、高級哺乳動物から進化したというものである。実際、

Ｍｔｆ及びＭｉＨＡペプチドを提供するＨ－２Ｍ３ａ、マウス・クラスＩ分子は

、マウス染色体１７上のＨ－２コンプレックスのテロメア末端にある、Ｍ３遺伝

子によってコードされている（Ｆｉｓｃｈｅｒ  Ｌｉｎｄａｈｌら、「マウスの
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母系的に受け継がれた抗原：モデル移植抗原（Ｍａｔｅｒｎａｌｌｙ  ｔｒａｎ

ｓｍｉｔｔｅｄ  ａｎｔｉｇｅｎ  ｏｆ  ｍｉｃｅ：ａ  ｍｏｄｅｌ  ｔｒａｎ

ｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ  ａｎｔｉｇｅｎ）」、Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎ

ｏｌ．１９９１；９：３５１－７２）。染色体のこの領域における多くの遺伝子

は、マウスとヒトの間で保存されているものの、例えば、この領域のＭＨＣクラ

スＩ遺伝子は、種間から独立して分岐し進化しているようにみえる（Ｊｏｎｅｓ

ら、１９９９、「マウスの基部Ｈ２－Ｍ領域におけるＭＨＣクラスＩ及び非クラ

スＩ遺伝子の構成（ＭＨＣ  ｃｌａｓｓ  Ｉ  ａｎｄ  ｎｏｎ－ｃｌａｓｓ  Ｉ

  ｇｅｎｅ  ｏｒｇａｎａｉｚａｔｉｏｎ  ｉｎ  ｔｈｅ  ｐｒｏｘｉｍａｌ  

Ｈ２－Ｍ  ｒｅｇｉｏｎ  ｏｆ  ｔｈｅ  ｍｏｕｓｅ）」、Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ

ｅｔｉｃｓ  ４９（３）：１８３－９５）。実際、Ｈ２－Ｍ領域はＬ１の反復が

多く、ある仮説によれば、進化の柔軟性と関連している（Ｙｏｓｈｉｎｏら、１

９９７、「マウス染色体１７上の遠位ＭＨＣクラスＩ領域のゲノム進化（Ｇｅｎ

ｏｍｉｃ  ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ  ｏｆ  ｔｈｅ  ｄｉｓｔａｌ  ＭＨＣ  ｃｌａ

ｓｓ  Ｉ  ｒｅｇｉｏｎ  ｏｎ  ｍｏｕｓｅ  ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ  １７）」

、Ｈｅｒｅｄｉｔａｓ  １２７（１－２）：１４１－８）。

      【００９５】

  もう一方の仮説は、恐らく付加的なメカニズムが高等哺乳動物において進化し

たという説であり、そのメカニズムは、特に、ヒトの加齢はしているがそれ以外

は健全な多くの組織が、加齢に関連したミトコンドリアの突然変異を含むことが

示されていることに見られるように、ＭＨＣの情報の中で、ミトコンドリアの抗

原に対する免疫反応を調節する（Ｓｏｏｎｇ及びＡｍｈｅｉｍ、１９９５）。実

施例４に記載した進行中の実験は、一定の割合のｍｔＤＮＡ中に存在する多形現

象を同定することに特に役立ち、また、ミトコンドリアの抗原に対して異常を表

示し、それを認識するに至るまでの間、ｍｔＤＮＡの中に起こる変化を同定する

ための有用なモデルシステムとして、機能するものと思われる。

      【００９６】

  いずれにせよ、本発明以前に、げっ歯類のミトコンドリアの組織適合性につい

て何が公知であり、何が理解されていたかに拘わらず、本明細書に記載された治
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療用のクローン化ウシ組織を用いて達成された結果は、他の有蹄類及びより高級

な哺乳動物に展開できると予測することができる。このように、本発明は、移植

という文脈の中で、核移植によって発生させたクローン化組織の治療的な有用性

を確証する。更に、同質遺伝子型の核背景の中で、異質遺伝子型の及び異種ミト

コンドリアタンパク質の免疫適合性を試験するためのモデルを提供することによ

り、本発明は、哺乳動物内及び哺乳動物間に存在し、ミトコンドリアの安定性及

び種ごとの別々の進化に貢献している免疫調節システムを解読する道の仕上げを

行なうものである。
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