
(57)【要約】
本発明は、未分化前駆細胞を、およびより具体的には、（増殖中のの心臓幹細胞に特有と
思われるマーカーである） Islet 1を含む未分化前駆細胞を、拡大および増殖させるため
のインビトロ法を提供する。例えば心臓修復を提供するかまたは心臓機能を改善するため
に、幹細胞集団を単離する方法、および分化を伴うことなく未分化前駆細胞の拡大および
増殖を誘発する方法が記載されている。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 幹 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 細 胞 中 で Islet 1の 核 酸 ま た は 発 現 産 物 の 存 在
を 判 定 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 判 定 段 階 が 免 疫 組 織 化 学 的 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 判 定 段 階 が 、 Islet 1の mRNAの 存 在 を 判 定 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 幹 細 胞 が 心 原 性 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 幹 細 胞 を 単 離 ま た は 濃 縮 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
細 胞 集 団 を Islet 1反 応 性 の 物 質 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
反 応 陽 性 の 細 胞 を 反 応 陰 性 の 細 胞 か ら 分 離 し て 、 そ れ に よ り 幹 細 胞 を 単 離 ま た は 濃 縮 す る
段 階 。
【 請 求 項 ６ 】
　 幹 細 胞 が 心 原 性 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 物 質 が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 標 識 が 蛍 光 マ ー カ ー で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 物 質 が 抗 Islet 1抗 体 で あ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 単 離 ま た は 濃 縮 す る 段 階 が 、 FACS解 析 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 8記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 幹 細 胞 を 生 成 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
細 胞 に お け る Islet 1の 発 現 を 活 性 化 ま た は 増 大 さ せ る よ う に 、 Islet 1を 発 現 す る 未 分 化
前 駆 細 胞 を 、 細 胞 に お け る Islet 1の 発 現 を 活 性 化 ま た は 増 大 さ せ る 物 質 と 接 触 さ せ る 段
階 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 Islet 1の 発 現 の 活 性 化 ま た は 増 大 が 、 細 胞 を 中 胚 葉 性 ま た は 神 経 外 胚 葉 性 の 系 列 に 分
化 さ せ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 系 列 が 中 胚 葉 性 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 系 列 が 神 経 外 胚 葉 性 で あ る 、 請 求 項 12記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 未 分 化 前 駆 細 胞 が げ っ 歯 類 由 来 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 げ っ 歯 類 細 胞 が 非 筋 細 胞 性 心 臓 細 胞 で あ る 、 請 求 項 15記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 未 分 化 前 駆 細 胞 が ヒ ト 由 来 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 ヒ ト 細 胞 が 非 筋 細 胞 性 心 臓 細 胞 で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 幹 細 胞 が 心 原 性 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 未 分 化 心 臓 前 駆 細 胞 の 細 胞 集 団 を 、 分 化 を 伴 う こ と な く イ ン ビ ト ロ に お い て 拡 大 （ expa
nsion） さ せ る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
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前 駆 細 胞 の 増 殖 に 十 分 な 条 件 下 に お い て 、 Islet 1を 発 現 す る 単 離 さ れ た 未 分 化 前 駆 細 胞
を 培 養 す る 段 階 で あ っ て 、 前 駆 細 胞 の 増 殖 に 十 分 な 条 件 が 、 種 特 異 的 心 臓 線 維 芽 細 胞 の 支
持 細 胞 層 （ feeder layer） で ま た は 心 臓 由 来 の 線 維 芽 細 胞 の 馴 化 培 地 で 細 胞 を 培 養 す る こ
と を 含 む 段 階 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 未 分 化 前 駆 細 胞 が 非 筋 細 胞 で あ る 、 請 求 項 20記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 非 筋 細 胞 が ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ま た は ヒ ト の 細 胞 で あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 90%を 上 回 る Islet 1陽 性 幹 細 胞 を 含 む Islet 1陽 性 幹 細 胞 濃 縮 集 団 を 含 む 、 組 成 物 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 概 し て 、 未 分 化 前 駆 細 胞 の イ ン ビ ト ロ に お け る 拡 大 お よ び 増 殖 に 関 し 、 よ り 具
体 的 に は 、 Islet 1を 含 む 未 分 化 前 駆 細 胞 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 先 天 性 心 疾 患 は 、 全 出 生 時 欠 陥 の 中 で 最 も 一 般 的 で あ る （ Hoffmanお よ び Kaplan、 2002
） 。 先 天 性 心 疾 患 の 予 防 ま た は 治 療 的 介 入 を 成 功 さ せ る た め に は 、 そ の 病 因 を 理 解 す る の
が 最 も 重 要 で あ る 。 こ の 目 標 の た め に 、 特 定 の 心 臓 系 列 の 起 源 お よ び そ れ ら の 互 い と の 相
互 作 用 を 理 解 す る こ と が 重 大 で あ る 。 心 臓 前 駆 体 の 起 源 お よ び 特 性 を 理 解 す る こ と は ま た
、 先 天 性 お よ び 成 人 性 の 両 方 の 心 疾 患 に 対 す る 心 臓 幹 細 胞 治 療 の 開 発 の た め に も 重 要 で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 最 近 の 研 究 に よ り 、 心 臓 前 駆 体 に お け る 2つ の 領 域 が 特 徴 づ け ら れ 、 こ れ ら は 、 一 次 心
臓 領 域 、 お よ び 二 次 ま た は 前 側 心 臓 領 域 （ anterior heart field） と 呼 ば れ て い る （ Kell
yお よ び Buckingham、 2002） 。 一 次 心 臓 領 域 が 心 房 お よ び 心 室 を 生 じ る と 考 え ら れ て い る
一 方 で 、 二 次 ま た は 前 側 領 域 は 流 出 路 を 生 じ る と 考 え ら れ て い る 。 二 次 領 域 は 、 早 期 直 線
状 心 筒 （ early linear heart tube） 期 に お い て 、 心 臓 に 対 し て 腹 側 ま た は 背 側 に 存 在 す
る と 考 え ら れ て い る 。 心 臓 の 流 出 路 が 直 線 状 心 筒 内 に 存 在 し な い と い う 最 初 の 証 拠 は 、 19
77年 以 降 de la Cruzお よ び 同 僚 に よ っ て ニ ワ ト リ 胚 で 行 わ れ た 一 連 の イ ン ビ ボ 系 列 研 究 （
de la Cruz、 2000） に 由 来 し た 。 こ れ ら の 研 究 に よ り 流 出 路 が 直 線 状 心 筒 期 に お い て 存 在
し な い こ と が 明 ら か に さ れ た が 、 後 期 に お い て 流 出 路 が ど こ に 由 来 す る か は 示 さ れ な か っ
た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 最 近 、 3つ の 異 な る 研 究 室 に よ り 流 出 路 の 発 生 源 が 研 究 さ れ た が 、 そ の う ち 2研 究 室 が ニ
ワ ト リ 胚 を 用 い 、 1研 究 室 が マ ウ ス 胚 を 用 い た （ Kellyら 、 2001；  Mjaatvedtら 、 2001；  W
aldoら 、 2001） 。 こ れ ら の 研 究 の 結 果 に よ り 、 流 出 路 に お け る 一 部 の 細 胞 が 、 咽 頭 内 胚 葉
に 隣 接 し た 臓 側 中 胚 葉 （ splanchnic mesoderm） を 起 源 と す る こ と が 明 ら か に な っ た 。 こ
れ ら の 実 験 結 果 か ら は 、 「 二 次 」 ま た は 「 前 側 」 心 臓 領 域 の 寄 与 の 程 度 お よ び 境 界 は 、 決
定 的 に は 評 価 で き な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 幹 細 胞 は 様 々 な 異 な る や り 方 で 定 義 さ れ る 。 し か し な が ら 、 主 要 原 則 に は 、 （ １ ） 自 己
再 生 、 ま た は 開 始 母 細 胞 （ initiating mother cell） に 類 似 し た 性 質 を 有 す る 娘 細 胞 を 産
生 す る 能 力 ； （ ２ ） 単 一 細 胞 の 多 系 列 分 化 ； お よ び （ ３ ） 損 傷 組 織 の イ ン ビ ボ に お け る 機
能 的 再 構 成 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 最 初 に マ ウ ス か ら 得 ら れ （ Evansお よ び Kaufmann、 1981） 、 よ り 最 近 に は 非 ヒ ト 霊 長 類
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か ら お よ び ヒ ト 胚 盤 胞 か ら 得 ら れ た （ Thomsonら 、 1998） 胚 性 幹 （ ES） 細 胞 は 、 3つ の 性 質
全 て を 示 す 。 ES細 胞 は 、 未 分 化 状 態 で 無 制 限 に 増 殖 で き る 胚 盤 胞 の 内 細 胞 塊 に 由 来 す る 、
多 能 性 細 胞 で あ る 。 マ ウ ス お よ び ヒ ト の 両 方 の ES細 胞 系 は 、 300回 を 上 回 る 細 胞 倍 加 の た
め に 、 培 養 物 中 で 持 続 的 に 維 持 さ れ て き た 。 ES細 胞 を 胚 盤 胞 に 注 入 す る と 、 全 て の 体 細 胞
型 に 分 化 し 、 イ ン ビ ト ロ に お い て 3つ の 胚 葉 全 て の 成 熟 前 駆 細 胞 を 形 成 す る 。 最 後 に 、 四
倍 体 胚 相 補 発 生 法 （ tetraploid embryo complementation） に よ り 産 生 さ れ た マ ウ ス が 生
存 可 能 な の で 、 ES細 胞 の 分 化 し た 子 孫 の 全 て が 機 能 的 細 胞 で あ る 。 ES細 胞 は ヒ ト か ら 単 離
さ れ た が 、 研 究 に お け る そ れ ら の 使 用 お よ び そ れ ら の 治 療 学 的 可 能 性 は 、 倫 理 的 配 慮 に よ
っ て 妨 げ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 ほ と ん ど の 成 体 幹 細 胞 も ま た 、 ES細 胞 で 見 ら れ る も の よ り も 自 己 再 生 お よ び 分 化 の 程 度
が 低 い と は い え 、 上 述 の 幹 細 胞 の 基 準 を 満 た す 。 最 も 良 く 研 究 さ れ た 成 体 幹 細 胞 で あ る 造
血 幹 細 胞 （ HSC） （ Weissman、 2000） は 、 イ ン ビ ボ に お け る 自 己 再 生 細 胞 分 裂 を 経 て 、 単
一 細 胞 レ ベ ル で 全 て の 成 熟 し た 血 液 成 分 に 分 化 し 、 そ の 後 、 骨 髄 破 壊 し た 動 物 お よ び ヒ ト
の 骨 髄 を 機 能 的 に 再 定 着 さ せ る 。 そ の 他 の 成 体 幹 細 胞 は よ り 最 近 特 徴 づ け ら れ 、 従 っ て 、
あ ま り 研 究 さ れ て い な い 。 し か し な が ら 、 神 経 幹 細 胞 （ NSC） （ Gage、 2000） 、 間 葉 幹 細
胞 （ MSC） （ Jiangら 、 2002） 、 お よ び 上 皮 幹 細 胞 （ Tomaら 、 2001） は 、 全 て こ れ ら の 基 本
的 基 準 を 満 た す 。 同 じ く 幹 細 胞 と 名 づ け ら れ て い る そ の 他 の 細 胞 、 例 え ば 血 管 芽 細 胞 ま た
は 内 皮 幹 細 胞 （ Rafiiら 、 1994） は 、 そ れ ら が 単 一 の 細 胞 型 に し か 分 化 し な い こ と を 除 い
て 、 必 要 な 特 徴 の 全 て を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 所 定 の 組 織 由 来 の 細 胞 が 、 異 な る 組 織 の 細 胞 に 分 化 す る 能 力 を 持 つ か も し れ な い こ と を
指 摘 す る 多 数 の 文 献 が 、 過 去 数 年 間 に わ た り 公 表 さ れ て い る 。 「 幹 細 胞 の 可 塑 性 」 と は 、
出 生 後 の 成 体 幹 細 胞 に こ れ ま で に 期 待 さ れ て い た よ り 大 き な 可 能 性 が 存 続 し て い る か も し
れ な い と い う 最 近 の 観 察 を 説 明 す る た め に 用 い ら れ て い る 新 し い 用 語 で あ る 。 骨 髄 （ BM）
ま た は 、 HSCを 濃 縮 し た 末 梢 血 を 用 い た 研 究 の 大 多 数 は 、 性 別 が 不 一 致 の 細 胞 ま た は 遺 伝
標 識 し た 細 胞 い ず れ か の イ ン ビ ボ 移 植 に 基 づ い て お り 、 ド ナ ー 細 胞 の 検 出 は 、 Y染 色 体 ま
た は 標 識 遺 伝 子 の 存 在 に 基 づ い て い た 。 ど ち ら か 一 方 の 標 識 系 を 用 い た ド ナ ー 細 胞 の 検 出
に 関 連 す る 落 と し 穴 に つ い て の 優 れ た 総 説 が 存 在 す る （ Tisdaleお よ び Dunbar、 2002） 。
造 血 細 胞 だ け で な く 、 骨 格 筋 （ Gussoniら 、 1999） 、 心 筋 （ Orlicら 、 2001） 、 内 皮 （ Jack
sonら 、 2001） 、 神 経 外 胚 葉 （ Brazeltonら 、 2000） 、 お よ び 、 内 胚 葉 細 胞 （ Krauseら 、 20
01） の 特 徴 を 有 す る 、 肝 細 胞 を 含 む 細 胞 へ の 分 化 に つ い て 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 こ れ ら の 研 究 の 80%に お い て 、 新 鮮 な BM細 胞 が 事 前 の イ ン ビ ト ロ 培 養 な し に 移 植 さ れ た
た め 、 可 塑 性 を 有 す る 細 胞 が 自 己 再 生 を 経 る こ と が で き る か ど う か と い う 問 題 に 取 り 組 む
こ と が で き な か っ た 。 こ れ ら の 研 究 の 大 部 分 に お い て 、 未 精 製 細 胞 集 団 ま た は 精 製 さ れ て
部 分 的 に 均 質 と な っ た 細 胞 が 移 植 さ れ た た め 、 分 化 細 胞 の ク ロ ー ン 性 起 源 、 ま た は 第 2の
組 織 の 特 徴 を 有 す る 細 胞 の 起 源 の 組 織 を 研 究 す る こ と は 不 可 能 と な っ た 。 最 後 に 、 こ れ ら
の 研 究 は 、 起 源 の 組 織 と 異 な る 細 胞 へ の 分 化 を 規 定 す る た め に 、 表 現 型 の 特 徴 に 依 存 し た
が 、 第 2の 組 織 の 細 胞 が そ の 系 列 の 機 能 的 特 徴 を 有 し て い る こ と を 、 さ ら に 明 ら か に す る
必 要 が あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 し た が っ て 、 当 技 術 分 野 に お い て 、 未 分 化 心 臓 前 駆 細 胞 の イ ン ビ ト ロ に お け る 拡 大 お よ
び 増 殖 の 新 規 か つ よ り 良 い 方 法 の 必 要 性 が 存 在 す る 。 本 方 法 に は 、 前 駆 細 胞 増 殖 の た め に
十 分 な 条 件 下 に お け る 、 Islet 1を 発 現 す る 単 離 さ れ た 未 分 化 前 駆 細 胞 を 培 養 す る 段 階 が
含 ま れ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】

　 LIMホ メ オ ド メ イ ン 転 写 因 子 で あ る Islet 1を 欠 損 し た マ ウ ス の 解 析 に よ っ て 、 心 臓 の 発

10

20

30

40

50

(4) JP 2006-519015 A 2006.8.24

発 明 の 概 要



生 に 対 す る 新 し い パ ラ ダ イ ム が 明 ら か に な っ た 。 islet 1ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 心 臓 は 、
流 出 路 、 右 心 室 、 お よ び 心 房 の 大 部 分 を 完 全 に 欠 損 し て い る 。 Islet 1発 現 お よ び islet 1
発 現 前 駆 体 の 系 列 追 跡 に よ り 、 Islet 1は 、 isl 1変 異 体 に お い て 欠 損 し て い る こ と が 分 か
っ て い る 心 臓 セ グ メ ン ト を 生 じ る 未 分 化 の 心 臓 前 駆 体 の 独 特 な 集 団 に 対 す る マ ー カ ー で あ
る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 Islet 1機 能 は こ れ ら の 前 駆 体 が 心 臓 を も た ら す た め に 必 要 で
あ る 。 islet 1変 異 体 に お い て 、 islet 1発 現 前 駆 体 の 数 は 漸 次 減 少 し 、 骨 形 成 タ ン パ ク 質
（ BMP） お よ び 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 （ FGF） は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る 。 本 明 細 書 に
記 載 さ れ て い る 研 究 に よ っ て 2つ の 心 臓 領 域 が 規 定 さ れ 、 そ の う ち 一 方 は Isletを 発 現 し か
つ 必 要 と す る が 、 も う 一 方 は そ う で は な い 。 こ れ ら の 研 究 の 結 果 は 、 特 異 的 な 心 臓 系 列 の
発 生 、 心 臓 の ル ー ピ ン グ 、 左 右 非 対 称 性 、 心 臓 の 進 化 、 お よ び 心 臓 幹 細 胞 に 密 接 に 関 連 す
る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 従 っ て 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 細 胞 内 に お け る Islet 1核 酸 の 発 現 ま た は 発 現 産
物 を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 幹 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 幹 細 胞 を 単 離 ま た は 濃 縮 す る た め の 方 法 で あ っ て
、 該 細 胞 を Islet 1反 応 性 の 物 質 に 接 触 さ せ る 段 階 、 お よ び 反 応 陽 性 細 胞 を 反 応 陰 性 細 胞
か ら 分 離 し て 、 そ れ に よ り 幹 細 胞 を 単 離 ま た は 濃 縮 す る 段 階 を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 さ ら に も う 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 幹 細 胞 を 生 成 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 該
細 胞 に お け る Islet 1の 発 現 を 活 性 化 ま た は 増 大 す る た め に 、 該 細 胞 に お け る Islet 1の 発
現 を 活 性 化 ま た は 増 大 す る 物 質 と 、 Islet 1を 発 現 す る 未 分 化 前 駆 細 胞 を 接 触 さ せ る 段 階
を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 さ ら に ま た も う 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 未 分 化 心 臓 前 駆 細 胞 の 拡 大 お よ び 増 殖
の た め の イ ン ビ ト ロ 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 に は 、 前 駆 細 胞 増 殖 の た め に 十 分 な 条 件 下 に お
け る 、 Islet 1を 発 現 す る 単 離 さ れ た 未 分 化 前 駆 細 胞 を 培 養 す る 段 階 が 含 ま れ る 。 本 方 法
に お い て は 、 前 駆 細 胞 増 殖 の た め に 十 分 な 条 件 に は 、 該 細 胞 を 、 種 特 異 的 な 心 臓 線 維 芽 細
胞 の 支 持 細 胞 層 （ feeder layer） 上 、 ま た は 心 臓 由 来 の 線 維 芽 細 胞 の 馴 化 培 地 で 培 養 す る
こ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 他 の 細 胞 型 と 比 較 し て 90%を 上 回 る Islet 1陽 性 幹
細 胞 を 含 む 、 Islet 1陽 性 幹 細 胞 の 濃 縮 化 集 団 で あ る 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 Islet 1（ 配 列 番 号 ： 2） が 、 増 殖 中 の 心 臓 幹 細 胞 に 固 有 な マ ー カ ー で あ る 転 写 因 子 で あ
る こ と が 見 い だ さ れ た （ 図 2） 。 こ れ は 、 心 原 性 幹 細 胞 に 特 異 的 に 発 現 す る が 分 化 し た 心
臓 細 胞 で は 発 現 し な い こ と が 現 在 ま で に 知 ら れ て い る 、 唯 一 の 遺 伝 子 で あ る 。 Islet 1は
、 心 原 性 幹 細 胞 状 態 の 基 本 的 調 節 因 子 （ master regulator） で あ る 可 能 性 が あ る 。 こ の 発
見 に よ り 、 内 因 性 心 原 性 幹 細 胞 を 単 離 す る た め ま た は 心 原 性 幹 細 胞 を 作 製 す る た め の 手 段
と し て islet 1発 現 を 用 い る こ と が 可 能 に な る 。 Islet 1は 、 脾 臓 、 神 経 堤 、 大 動 脈 性 腺 中
腎 （ aorta-gonad-mesonephros） 領 域 （ 造 血 お よ び 内 皮 前 駆 体 ） 、 お よ び そ の 他 の 細 胞 型
の 前 駆 体 を 含 む 、 そ の 他 の 前 駆 体 す な わ ち 「 幹 細 胞 」 集 団 に お い て も 発 現 し て い る 。 こ の
発 現 は 、 心 原 性 幹 細 胞 に 関 し て 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る デ ー タ と あ わ せ て 、 isletが 心
原 性 幹 細 胞 だ け で な く そ の 他 の 多 能 性 幹 細 胞 も 同 様 に 標 識 す る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 最 も 初 期 の 段 階 の 未 分 化 心 原 性 前 駆 体 に お い て 特 異 的 に 発 現 す る 遺 伝 子 は 、 他 に 全 く 知
ら れ て い な い 。 Islet 1は 、 こ の 細 胞 集 団 の 固 有 の 識 別 因 子 で あ る 。 Islet 1は ま た 、 こ れ
ら の 前 駆 体 が 心 臓 の 発 生 に 寄 与 す る た め に も 必 要 で あ る 。 islet 1変 異 体 は 、 通 常 は islet
 1発 現 前 駆 体 に 由 来 す る 心 原 性 系 列 が 欠 け て い る 。 従 っ て 、 初 期 の 特 異 な 多 能 性 前 駆 体 の
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多 く に お い て 発 現 し て い る 点 で 、 Isletは 独 特 で あ る 。 Isletは 、 幹 細 胞 状 態 を 推 進 す る 転
写 因 子 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 islet 1を マ ー カ ー と し て 使 用 す る こ と に よ り 、 初 期 胚 か ら 細 胞 を 単 離 し 、 蛍 光 標 識 し
た islet 1抗 体 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し て 、 FACSに よ り 幹 細 胞 を 分 別 す る こ と が で き る 。 ま た
は 、 内 因 性 islet 1遺 伝 子 座 に 遺 伝 子 （ 例 え ば LacZ、 GFP、 cre） を 挿 入 し 、 細 胞 の 同 定 ま
た は 分 別 の 根 拠 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 単 独 で 、 ま た は 、 （ 心 臓 前 駆 体 で 発 現 し て
い る が 分 化 し た 心 臓 細 胞 で も 発 現 し て い る も う 1つ の 転 写 因 子 で あ る ） Nkx2.5と 組 み 合 わ
せ て 、 islet 1を 発 現 さ せ る こ と に よ り 、 心 原 性 幹 細 胞 系 を 作 製 す る こ と が で き る 。 こ れ
ら の 心 原 性 前 駆 体 を 分 化 さ せ る た め に 、 遺 伝 的 手 段 に よ り ま た は 成 長 因 子 の 適 用 に よ っ て
、 islet 1を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し た 。 islet 1を 単 独 で ま た は 特 異 な 系 列 に 特 異 的 な
そ の 他 の 因 子 と 組 み 合 わ せ て 発 現 さ せ る 同 様 の 様 式 で そ の 他 の 幹 細 胞 系 を 作 製 し て 、 多 様
な 系 列 に ま た は 遺 伝 的 も し く は 物 理 的 な 環 境 に 応 じ た 特 定 の 系 列 に 分 化 で き る 多 能 性 細 胞
を 作 製 で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 islet 1が 、 分 化 前 の 心 原 性 幹 細 胞 の マ ー カ ー で あ る と い う 結 論 が 、 膨 大 な 数 の デ ー タ
に よ り 裏 付 け ら れ て い る 。 こ の 知 見 は 、 様 々 な 実 験 モ デ ル 動 物 お よ び ヒ ト 由 来 の 、 胚 、 新
生 児 、 ま た は 成 体 の 段 階 か ら 、 心 原 性 幹 細 胞 を 単 離 す る 手 段 と し て islet 1を 利 用 す る と
い う 構 想 を 導 い た 。 こ れ ら の 細 胞 集 団 を 検 出 す る た め に islet 1抗 体 を 得 る こ と が で き 、 i
slet 1遺 伝 子 座 に GFPが 挿 入 さ れ た マ ウ ス 株 を 、 既 知 の 手 法 を 用 い て 、 作 製 す る こ と が で
き る 。 isletが 、 多 能 性 の 造 血 お よ び 内 皮 前 駆 体 を 産 生 す る た め に 重 要 な 領 域 で あ る 大 動
脈 性 腺 中 腎 領 域 で 発 現 し て い る こ と も ま た 、 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 こ れ ら の 幹 細 胞 を 利 用 す る 、 本 明 細 書 に 記 載 の 研 究 か ら 、 い く つ か の 治 療 的 応 用 が 生 じ
る 。 例 え ば 、 皮 膚 線 維 芽 細 胞 ま た は 骨 髄 幹 細 胞 を 心 臓 病 患 者 か ら 単 離 し 、 こ れ ら の 細 胞 を
心 原 性 細 胞 に 変 換 し て 、 次 い で 変 換 さ れ た 細 胞 を 患 者 に 注 入 す る こ と な ど の 、 治 療 的 適 用
の た め に 特 異 な 細 胞 型 を 心 原 性 幹 細 胞 に 変 換 す る た め の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 こ の 方 法 は 、
心 筋 梗 塞 後 、 心 不 全 、 虚 血 性 心 疾 患 を 含 む 心 臓 病 を 治 療 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。
そ の 他 の 適 用 と し て は 、 分 化 し た 心 臓 中 の 常 在 性 心 原 性 幹 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 分 化
を 誘 発 し て 、 心 臓 修 復 を 提 供 す る 、 ま た は 心 臓 機 能 を 改 善 す る こ と が 挙 げ ら れ る 。 単 離 さ
れ た 心 原 性 幹 細 胞 は 、 治 療 薬 の ス ク リ ー ニ ン グ の た め 、 毒 性 試 験 の た め 、 お よ び 組 織 工 学
の た め に 用 い る こ と が で き る 。 こ れ ら の 手 法 全 て に お い て 、 islet陽 性 幹 細 胞 に 由 来 し う
る そ の 他 の 特 異 な 細 胞 系 列 も ま た 、 関 連 す る ヒ ト 疾 患 へ の 適 用 に つ い て 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 2つ の 心 臓 領 域 の 境 界 が こ れ ま で に 予 想 さ れ て い た も の と 異 な る と い う 発 見
に 基 づ く 。 一 方 の 前 駆 体 集 団 は islet 1を 発 現 し 、 流 出 路 、 右 心 室 、 左 心 室 細 胞 の サ ブ セ
ッ ト 、 お よ び 心 房 細 胞 の 大 部 分 を 生 じ る 。 も う 一 方 は islet 1を 発 現 せ ず 、 左 心 室 の 大 部
分 、 お よ び 一 部 の 心 房 細 胞 を 生 じ る 。 未 分 化 前 駆 体 に お け る islet 1の 特 異 的 発 現 に よ っ
て 、 islet 1発 現 前 駆 体 集 団 の 正 確 な 可 視 化 も 初 め て 可 能 に な り 、 心 臓 幹 細 胞 集 団 の 単 離
お よ び 特 徴 づ け の た め の 重 要 な 手 が か り が 本 発 明 者 ら に 提 供 さ れ る 。 Islet 1は 、 こ の 幹
細 胞 集 団 を 規 定 す る だ け で な く 、 こ れ ら の 細 胞 が 心 臓 を も た ら す た め に も ま た 必 要 で あ り
、 そ れ に よ っ て 、 特 異 的 な 心 臓 領 域 の 最 初 の 遺 伝 学 的 な 証 拠 が 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 運 動 ニ ュ ー ロ ン お よ び 膵 臓 の 両 方 の 発 生 に お け る 欠 陥 に つ い て 、 Islet 1（ Isl 1） ノ ッ
ク ア ウ ト マ ウ ス を 調 べ た （ Ahlgrenら 、 1997； Pfaffら 、 1996） 。 isl 1に 関 し て ホ モ 接 合
型 ヌ ル の マ ウ ス は 、 ED約 9.5に お い て 成 長 遅 延 を 示 し 、 ED約 10.5に お い て 死 亡 す る 。 ヘ テ
ロ 接 合 型 変 異 体 は 生 存 し て 、 明 ら か な 表 現 型 は 有 し な い 。 血 管 の 異 常 が 疑 わ れ て い た に も
関 わ ら ず （ Pfaffら 、 1996） 、 ホ モ 接 合 型 変 異 体 に お け る 死 亡 の 原 因 に は こ れ ま で 対 処 さ
れ な か っ た 。 従 っ て 、 isl 1 - / - に お け る 死 亡 の 原 因 を 調 べ た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
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　 ED9.0か ら ED9.5の 間 の ホ モ 接 合 型 ヌ ル 胚 を 調 べ た と こ ろ 、 重 篤 な 心 臓 の 異 常 が 見 出 さ れ
た 。 全 体 の 形 態 的 レ ベ ル で は 、 変 異 心 臓 は 、 単 一 の 、 歪 曲 し た 、 非 分 割 の 房 室 （ chamber
） か ら 成 る よ う で あ っ た 。 組 織 学 的 解 析 に よ っ て こ の 印 象 が 裏 づ け ら れ た 。 変 異 心 臓 中 の
細 胞 の 房 室 同 一 性 を 特 徴 づ け る た め の 最 初 の 試 み と し て 、 心 臓 房 室 に 対 す る マ ー カ ー を 用
い た 全 載 （ whole mount） イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 解 析 を 行 っ た 。 心 室 性
ミ オ シ ン 軽 鎖 2（ MLC2v） mRNAは 、 心 室 細 胞 お よ び A/V接 合 部 の 細 胞 を 特 異 的 に 標 識 す る （ F
rancoら 、 1999） 。 こ れ ら の 段 階 に お い て 、 心 房 性 ミ オ シ ン 軽 鎖 2（ MLC2a） mRNAは 、 全 て
の 心 筋 細 胞 を 標 識 す る （ Kubalakら 、 1994） 。 MLC2v mRNAお よ び MLC2a mRNAに 対 す る プ ロ
ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 、 単 一 房 室 の 前 側 部 の 細 胞 が 心 室 の 同 一 性
を 有 し て い た が 、 単 一 房 室 の 後 側 部 の 細 胞 は 有 し て お ら ず 、 従 っ て 心 房 の 同 一 性 を 有 す る
可 能 性 が あ る こ と が 明 ら か に さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 い く つ か の 転 写 因 子 が 心 臓 内 で 局 部 的 に 発 現 し て お り 、 そ れ ら の 一 団 を 用 い て 、 isl 1
変 異 心 臓 中 の 細 胞 同 一 性 を さ ら に 探 っ た 。 調 べ た 段 階 で は 、 心 臓 の 後 極 に お い て 、 心 房 お
よ び 左 心 室 に お い て 、 tbx5が 特 異 的 に 発 現 し て い る （ Bruneauら 、 1999） 。 islet 1変 異 体
に お い て 、 心 臓 の 心 房 お よ び 心 室 の 両 セ グ メ ン ト が tbx5を 発 現 し て い た が 、 こ れ は 、 変 異
心 臓 の 心 室 部 分 が 左 心 室 と の 同 一 性 を 有 し て い た こ と を 示 す 。  EHandは 左 心 室 で 発 現 す る
が 、 右 心 室 で は 発 現 し な い （ Crossら 、 1995；  Cserjesiら 、 1995； Thomasら 、 1998） 。 is
l 1 - / - 胚 に お い て 、 EHandは 心 室 組 織 の 全 体 に 渡 り 発 現 し て い た が 、 こ れ は 、 tbx5プ ロ ー
ブ に よ り 得 ら れ た 結 果 と 一 致 し て 、 そ れ が 右 心 室 と の 同 一 性 で は な く 左 心 室 と の 同 一 性 を
有 し て い た こ と を 示 す 。 Tbx20は 流 出 路 お よ び A/V管 で 高 発 現 し て い る （ Carsonら 、 2000；
 Krausら 、 2001） 。 islet 1変 異 体 由 来 の 心 臓 は 、 心 室 お よ び 心 房 の 接 合 部 に お い て tbx20
を 発 現 し て い た が 、 前 方 末 端 に お い て は tbx20を 発 現 せ ず 、 こ れ に よ り 、 流 出 路 の 欠 如 が
示 さ れ た 。 こ れ と 一 致 す る 結 果 が 、 ED8.5に お い て 心 臓 の 流 出 路 を 標 識 す る msx2に 対 す る
プ ロ ー ブ に よ っ て 得 ら れ た 。 Islet 1変 異 心 臓 で は 、 msx2に よ る 前 方 の 染 色 が 見 ら れ な か
っ た 。 MLC2aお よ び MLC2vに 対 す る プ ロ ー ブ を 用 い た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン か ら の 以 前 の
結 果 と 共 に 、 こ れ ら の デ ー タ は 、 左 心 室 、 A/V管 、 お よ び 心 房 の 同 一 性 を 有 す る 細 胞 が 存
在 し た に も か か わ ら ず 、 islet 1変 異 体 が 流 出 路 お よ び 右 心 室 を 欠 損 し て い た こ と を 示 し
た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 こ の 解 析 か ら 、 islet 1変 異 体 が 心 臓 の 完 全 な セ グ メ ン ト を 欠 損 し て い た こ と が 推 察 さ
れ た 。 さ ら に 、 変 異 心 臓 は ル ー ピ ン グ （ looping） を 経 て い な か っ た 。 こ の 結 論 は 走 査 電
子 顕 微 鏡 解 析 に よ っ て 補 強 さ れ た 。 興 味 深 い こ と に 、 ED9.0（ 12体 節 対 ） で の isl 1変 異 体
に お け る 心 臓 原 基 は 、 よ り 早 期 の ED8.25（ 5体 節 対 ） で 、 野 生 型 胚 に お い て 見 ら れ る 心 臓
原 基 と 似 て お り （ Kaufman、 1999） 、 こ れ は 心 臓 発 生 の 中 断 を 示 す 。 ED9.5（ 22体 節 対 ） に
お け る 野 生 型 同 腹 子 と そ れ ら の 変 異 体 カ ウ ン タ ー パ ー ト と の 比 較 に よ り 、 マ ー カ ー 解 析 と
一 致 し て 、 変 異 体 に お け る 流 出 路 お よ び 右 心 室 の 欠 如 が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 isl 1 - / - マ ウ ス の 重 篤 な 心 臓 表 現 型 に よ り 、 マ ウ ス 心 臓 発 生 の 初 期 段 階 の 際 の isl 1の
発 現 の 検 討 が 行 わ れ た 。 ED7.25か ら ED8.75の 胚 に お い て 、 一 回 ま た は 二 回 の 全 載 イ ン サ イ
チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 、 isl 1お よ び MLC2aの mRNAに 対 す る プ ロ ー ブ を 用 い て 行
っ た 。 後 者 は 、 分 化 し た 心 原 性 前 駆 体 に 対 す る 最 も 初 期 の マ ー カ ー の ひ と つ で あ る 。 こ の
全 載 イ ン サ イ チ ュ ー 解 析 お よ び そ れ に 続 く 切 片 解 析 の 結 果 に よ り 、 islet 1が MLC2aと は 決
し て 共 発 現 せ ず 、 む し ろ 隣 接 し た 細 胞 集 団 に お い て 発 現 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ た 。
初 期 の 心 原 性 半 月 体 期 （ early cardiogenic crescent stage） に お い て 、 islet 1発 現 細
胞 は MLC2a発 現 細 胞 の 内 側 お よ び 背 側 で あ る 。 心 管 の 形 成 に 伴 い 、 心 間 膜 を 含 む 臓 側 間 葉
内 で 且 つ 前 腸 内 胚 葉 に 近 接 し た islet 1陽 性 細 胞 は 、 MLC2a陽 性 細 胞 と 、 そ の 前 部 お よ び 後
部 領 域 を 含 む そ の 広 が り 全 体 に 渡 っ て 隣 接 し て い る 。 Islet 1は 、 臓 側 中 胚 葉 お よ び 腹 側
前 腸 内 胚 葉 の 両 方 に お い て 発 現 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
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　 islet 1は 分 化 中 の MLC2a陽 性 心 筋 前 駆 体 に お い て 発 現 し て い な か っ た が 、 最 近 同 定 さ れ
た 二 次 ま た は 前 側 心 臓 領 域 の 部 位 、 す な わ ち 咽 頭 部 位 の 臓 側 中 胚 葉 細 胞 に お い て 発 現 し て
い た 。 最 近 の 証 拠 に よ り 、 マ ウ ス の 前 側 心 臓 領 域 が 流 出 路 を も た ら す こ と が 示 さ れ て い る
（ Kellyお よ び Buckingham、 2002） 。 こ の 所 見 は 、 islet 1変 異 体 に お け る 心 臓 表 現 型 と 合
わ せ て 、 islet 1発 現 細 胞 が 心 臓 の 流 出 路 を も た ら す 可 能 性 を 示 し た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 こ の 問 題 を 検 討 す る た め に 、 islet 1-creマ ウ ス （ Srinivasら 、 2001） と Rosa26-lacZ標
識 マ ウ ス （ Sorianoら 、 1999） を 交 配 す る こ と に よ り 、 isl 1発 現 細 胞 の 系 統 解 析 を 行 っ た
。 こ の 交 配 の 子 孫 に お い て 、 Cre媒 介 切 除 に よ っ て 、 LacZ遺 伝 子 が 、 偏 在 的 に 発 現 し て い
る Rosa26遺 伝 子 座 の 制 御 下 に お か れ 、 そ れ に よ り 内 在 性 isl 1遺 伝 子 座 か ら の 転 写 が 抑 制
さ れ て い る 場 合 で さ え も 、 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 活 性 に 対 し て 染 色 す る こ と に よ っ て isl 1
発 現 細 胞 の 運 命 を 追 跡 す る こ と が 可 能 に な る 。 こ の 解 析 の 結 果 は 驚 く べ き も の で あ り 、 以
前 に isl 1を 発 現 し て い た 細 胞 が 、 流 出 路 、 右 心 室 、 お よ び 心 房 に お け る 大 多 数 の 細 胞 を
含 む 胚 性 心 臓 を 実 質 的 に も た ら し 、 か つ 、 左 心 室 の 特 定 領 域 も も た ら す こ と が 明 ら か に さ
れ た 。 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 陽 性 細 胞 は 、 心 内 膜 中 、 お よ び 、 大 動 脈 弓 動 脈 を 内 張 り す る 内
皮 細 胞 中 で も 観 察 さ れ た 。 β ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 陰 性 心 筋 細 胞 の 大 部 分 は 、 左 心 室 の 腹 側 面
お よ び 左 心 房 の 前 方 腹 側 部 位 に 観 察 さ れ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 islet 1発 現 細 胞 が 発 生 中 の 心 臓 に 大 多 数 の 細 胞 を 与 え る と い う 所 見 は 、 isl 1ホ モ 接 合
型 変 異 マ ウ ス に お け る 心 臓 表 現 型 に つ い て の 本 発 明 者 ら の こ れ ま で の 解 析 と 一 致 し 、 こ こ
で は 心 臓 の セ グ メ ン ト 全 体 が 欠 損 し て い た 。 欠 損 構 造 に よ り 、 Islet 1が 、 Islet 1発 現 心
原 性 前 駆 体 の 増 殖 、 生 存 、 お よ び /ま た は 移 動 に 必 要 で あ り 得 る こ と が 示 さ れ た 。 こ の 疑
問 に 取 り 組 む た め に 、 isl 1変 異 体 内 お よ び 同 腹 子 対 照 内 の isl 1発 現 細 胞 を 調 べ る 試 み を
行 っ た 。 isl 1遺 伝 子 の タ ー ゲ テ ィ ン グ に よ り 、 第 2の LIMド メ イ ン を 含 む 第 3エ キ ソ ン が 除
去 さ れ た が 、 isl 1 mRNAの 5'末 端 は 変 異 体 に お い て 依 然 発 現 し て お り 、 変 異 細 胞 中 の isle
t 1メ ッ セ ー ジ の 検 出 を 可 能 に し て い る 。 し か し な が ら 、 Islet タ ン パ ク 質 は 検 出 不 能 で
あ る （ Pfaffら 、 1996） 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 変 異 型 お よ び 野 生 型 の 胚 に お い て isl 1発 現 細 胞 を 追 跡 す る た め に 、 isl 1 mRNAに 対 す
る プ ロ ー ブ を 用 い て ED8.5～ ED10の 胚 に お い て 全 載 イ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン 解 析 を 行 っ た 。 こ の 解 析 の 結 果 に よ り 、 変 異 体 に お い て 、 islet発 現 細 胞 の 存 在 が 、 一
部 の 細 胞 は 残 存 す る も の の 、 漸 次 少 な く な る こ と が 明 ら か に さ れ た 。 isl 1変 異 体 の 心 臓
表 現 型 と 併 せ て 、 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 Isletが 細 胞 増 殖 お よ び /ま た は 細 胞 生 存 に 必 要 な
こ と が 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ れ ら の 研 究 の 結 果 は 、 Islet 1が 心 原 性 前 駆 体 の 増 殖 お よ び 生 存 の た め に 細 胞 に 必 要
で あ る こ と 、 な ら び に 、 Islet 1の 下 流 の 標 的 が こ の 効 果 を 媒 介 す る こ と を 示 し て い る 。
脊 椎 動 物 お よ び 無 脊 椎 動 物 の 両 方 の 心 臓 発 生 に お け る 心 原 性 前 駆 体 の 成 長 お よ び 生 存 に 関
係 し て い る 2つ の 成 長 因 子 経 路 は 、 骨 形 態 形 成 タ ン パ ク 質 （ BMP） お よ び 線 維 芽 細 胞 増 殖 因
子 （ FGF） で あ る （ Kirby、 2002； Yutzeyお よ び Kirby、 2002） 。 BMP2、 BMP4、 BMP6、 お よ
び BMP7、 な ら び に FGF4、 FGF8、 お よ び FGF10を 含 む 多 数 の BMPお よ び FGFが 、 isl 1発 現 細 胞
と 一 致 し か つ /ま た は 隣 接 す る 胚 性 部 位 に お い て 発 現 す る と 記 載 さ れ て い る （ Crossleyお
よ び Martin、 1995；  Dudleyお よ び Robertson、 1997；  Kellyら 、 2001；  Lyonsら 、 1995；
 Niswanderお よ び Martin、 1992） 。 こ れ ら の う ち ど れ が Islet 1作 用 の 標 的 と な る の か を
決 定 す る た め 、 こ れ ら の 成 長 因 子 の 遺 伝 子 に 対 す る プ ロ ー ブ を 用 い て 、 全 載 イ ン サ イ チ ュ
ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 。 こ の 解 析 の 結 果 に よ り 、 isl 1ヌ ル マ ウ ス 中 の 、 こ
れ ら の 遺 伝 子 の 各 々 に お け る 発 現 減 少 が 明 ら か に な っ た 。 BMP4、 BMP7、 お よ び FGF10の 発
現 を 含 む 、 こ れ ら の 成 長 因 子 の 一 部 の 発 現 は 、 islet 1発 現 と 一 致 す る 部 位 に お い て 高 度
に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る か 検 出 不 能 で あ っ た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 Isletの 直 接
的 ま た は 間 接 的 な 標 的 と な る 可 能 性 が あ る 。 そ の 他 の BMP遺 伝 子 お よ び FGF遺 伝 子 の 発 現 は
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依 然 と し て 存 在 し て い た が 、 islet 1変 異 体 に お け る islet 1 mRNAに つ い て 観 察 さ れ た 結
果 と 同 様 に 、 islet 1発 現 と 一 致 す る 部 位 に お い て 発 現 ド メ イ ン が 減 少 し て い た 。 こ の 減
少 は 、 こ れ ら の 成 長 因 子 を 発 現 す る 細 胞 数 の 減 少 を 反 映 し て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る デ ー タ に よ っ て 、 流 出 路 を 生 じ る 前 駆 体 は ま た 、 右 心 室 お よ
び 右 心 房 の 両 方 に お け る 細 胞 の 大 部 分 、 な ら び に 左 心 室 中 の 細 胞 の サ ブ セ ッ ト も 生 じ る こ
と が 明 ら か に な っ て い る 。 従 っ て 、 こ れ ま で に 記 載 さ れ て い る 二 次 ま た は 前 側 心 臓 領 域 は
、 islet 1発 現 に よ っ て 標 識 さ れ る 、 こ の 前 駆 体 集 団 の サ ブ セ ッ ト で あ る 。 Islet 1機 能 は
、 こ れ ら の 細 胞 が 心 臓 を も た ら す た め に 必 要 で あ る 。 Islet 1非 存 在 下 で は 、 形 成 さ れ る
心 臓 は 、 通 常 islet 1発 現 前 駆 体 に も た ら さ れ る セ グ メ ン ト を 欠 損 し て い る 。 対 照 的 に 、
左 心 室 の 細 胞 の 大 部 分 お よ び 心 室 細 胞 の サ ブ セ ッ ト を 生 じ る 前 駆 体 は islet 1を 発 現 せ ず
、 Islet 1機 能 の 非 存 在 下 で も 同 一 の 心 臓 細 胞 を 生 じ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 islet 1変 異 体 に お け る 心 臓 の 外 見 お よ び 特 徴 、 な ら び に islet 1発 現 お よ び islet 1前
駆 体 の 発 生 運 命 図 の 解 析 に よ っ て 、 心 臓 発 生 の 新 し い ワ ー キ ン グ モ デ ル （ working model
） が も た ら さ れ た 。 こ の モ デ ル に お い て 、 正 中 線 に お け る 心 原 性 中 胚 葉 の 第 一 の 突 出 セ グ
メ ン ト が 最 初 に 分 化 し 、 islet 1を 発 現 す る こ と な く 、 左 心 室 中 の 細 胞 の 大 部 分 お よ び 隣
接 す る 心 房 の 一 部 を 生 じ る 。 Islet 1発 現 前 駆 体 は 、 そ れ ら が 「 一 次 」 心 臓 セ グ メ ン ト に
入 る よ う に 漸 次 分 化 し か つ islet 1発 現 を ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン し な が ら 移 動 し て 、 右
心 室 の 細 胞 の 大 部 分 、 流 出 路 、 お よ び 残 り の 心 房 を 形 成 す る 。 左 心 室 内 に 、 右 心 室 と の 接
合 部 位 に 、 小 柱 内 に 、 お よ び 、 左 心 室 の 背 側 壁 へ と わ ず か に 傾 斜 し て い る 内 弯 の 壁 に 沿 っ
て 、 islet 1発 現 前 駆 体 の 子 孫 の う ち か な り の 数 が 見 出 さ れ た こ と に 留 意 さ れ た い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 心 臓 発 生 の 最 も 初 期 段 階 の 際 、 隣 接 す る 間 葉 が 分 化 中 の 心 筋 と 接 触 し て い る と き 、 isle
t細 胞 は 心 筋 の 前 後 範 囲 の 全 体 に 渡 っ て 移 動 す る 。 後 期 に お い て は 、 islet前 駆 体 は 、 背 側
体 壁 の 臓 側 間 葉 と 接 続 し て い る 2つ の 部 位 を 介 し て 心 臓 中 に 移 動 す る 。 前 方 に お い て は こ
れ は 大 動 脈 嚢 の 部 位 で あ り 、 後 方 に お い て は 背 側 心 間 膜 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 分 子 マ ー カ ー を 用 い た 、 ヒ ト 心 臓 発 生 の こ れ ま で の 解 剖 学 的 解 析 に よ っ て 、 背 側 心 間 膜
を 介 し て 移 動 す る 心 外 性 間 葉 は 、 心 房 お よ び 房 室 （ atrial and atrio-ventri） の 離 開 の
両 方 を も た ら す こ と が 示 さ れ て い る （ Lamersお よ び Moorman、 2000） 。 一 次 心 房 中 隔 の 前
縁 の 間 葉 帽 が こ の 心 外 性 間 葉 に 起 因 す る の か 、 そ れ と も 隆 起 （ cushion） 内 皮 に 由 来 す る
の か が 議 論 さ れ て い る 。 今 や こ の 問 題 に は 、 islet 1系 列 解 析 に よ っ て 明 確 に 取 り 組 む こ
と が で き る 。 さ ら に 、 心 臓 分 離 一 般 に お け る islet由 来 心 筋 細 胞 の 役 割 を 検 討 す る こ と が
関 心 対 象 に な る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 islet発 現 前 駆 細 胞 の 子 孫 が 、 発 生 中 の 伝 導 系 の マ ー カ ー と 一 致 す る 部 位 を 著 し く 構 成
し て い る こ と に 注 目 す る の は 興 味 深 く 、 こ れ は 、 こ の 集 団 が 伝 導 系 の 発 生 に お い て 主 要 な
役 割 を 果 た す 可 能 性 を 示 し て い る （ Rentschlerら 、 2002； Kondoら 、 2003） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る デ ー タ に よ り 、 Islet 1非 存 在 下 で は islet 1発 現 心 臓 前 駆 体
が 実 質 的 に 心 臓 を も た ら さ ず 、 そ の 数 が 減 少 す る こ と が 示 さ れ 、 こ れ に よ り 、 Islet 1が
こ れ ら の 前 駆 体 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 に 必 要 で あ る こ と が 示 さ れ て い る 。 islet 1前 駆
細 胞 の 子 孫 の ほ と ん ど が isl 1 - / - 変 異 体 の 心 臓 内 に 存 在 し な い と い う 所 見 は 、 Islet 1が
移 動 に も ま た 必 要 で あ る 可 能 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 Islet 1発 現 は 、 前 駆 体 が 分 化 す る に 従 っ て ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る が 、 こ れ は
、 心 原 性 前 駆 体 に お い て 、 未 分 化 状 態 を 維 持 す る の に Islet機 能 が 必 要 で あ る 可 能 性 、 お
よ び /ま た は 、 分 化 状 態 に は Islet機 能 が 不 適 合 で あ る 可 能 性 を 示 す 。 Islet 1は 運 動 ニ ュ
ー ロ ン に お け る 細 胞 生 存 に も ま た 必 要 で あ る が 、 分 化 細 胞 に お い て 発 現 お よ び 機 能 し て い
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る （ Pfaffら 、 1996） 。 膵 臓 発 生 に お い て 、 Islet 1機 能 は 、 膵 臓 間 葉 、 お よ び 分 化 膵 島 細
胞 の 両 方 に お い て 必 要 で あ る （ Ahlgrenら 、 1997） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 筋 細 胞 分 化 後 に 心 臓 の 成 長 が 続 く こ と は 、 分 化 し た 筋 細 胞 が 大 量 に 増 殖 す る と い う 考 え
に つ な が っ た が 、 こ れ は 心 筋 の 成 長 を 説 明 す る も の で あ る 。 islet 1発 現 前 駆 体 の 心 臓 中
へ の 移 動 は 、 こ の 移 動 に よ っ て 心 臓 の 成 長 の 一 部 も ま た 説 明 さ れ 得 る こ と を 示 す 。 し か し
な が ら 、 islet 1変 異 体 に お い て は 、 islet非 発 現 前 駆 体 が 分 化 し て 伸 長 し て お り 、 こ れ に
よ り 、 分 化 し た 前 駆 体 の 移 動 お よ び 増 殖 の 両 方 が 心 臓 成 長 に お け る 役 割 を 果 た す こ と を 示
す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 islet 1変 異 体 の 心 臓 は 、 心 室 セ グ メ ン ト が 心 房 セ グ メ ン ト の 前 方 に と ど ま っ て い る と
い う 点 で 、 ル ー ピ ン グ 形 態 形 成 を 経 て い な い よ う に 見 え る 。 こ の 所 見 は 、 islet 1発 現 前
駆 体 の 心 臓 中 へ の 移 動 が 、 ル ー ピ ン グ 形 態 形 成 の 過 程 に 密 接 に 関 係 が あ る こ と を 示 す 。 ル
ー ピ ン グ 形 態 形 成 は 、 心 筋 の 成 長 の 結 果 の み な ら ず 、 islet 1発 現 細 胞 の 心 臓 へ の 移 動 の
結 果 で も あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 心 原 性 中 胚 葉 に お い て 発 現 し て い る こ と に 加 え 、 islet 1は 、 （ 心 臓 発 生 に お い て 重 要
な 役 割 を 果 た す こ と が 明 ら か に な っ て い る 組 織 で あ る ） 咽 頭 内 胚 葉 に お い て 発 現 し て い る
（ Loughら ） 。 こ の こ と は 、 心 臓 前 駆 体 に お け る isletの 要 求 性 が 細 胞 自 律 的 で は な い と い
う 可 能 性 を 提 起 す る 。 さ ら な る 実 験 が 、 こ の 問 題 に 対 し て 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 研 究 に よ り 、 Islet 1が 、 心 原 性 領 域 の 1つ を 定 義 し か つ そ れ に 必 要 な
こ と が 示 さ れ る 。 残 り の islet非 発 現 領 域 に も 同 様 に 必 要 で あ り う る そ の 他 の 遺 伝 子 を 理
解 す る こ と が 、 興 味 深 い 。 こ の 文 脈 に お い て 、 Nkx2.5ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス が 、 流 出 路 、 右
心 室 細 胞 、 お よ び 心 房 細 胞 を 持 っ た 変 異 心 臓 を 有 す る こ と に 留 意 さ れ た い （ Harveyら 、 19
99； Tanakaら 、 1999） 。 左 心 室 の 同 一 性 に 対 す る 多 数 の マ ー カ ー が 欠 如 し て い る が 、 こ れ
は 左 心 室 の 同 一 性 の 欠 如 を 示 す 。 こ れ ら の 所 見 に よ り 、 Nkx2.5が 、 islet非 発 現 前 駆 体 か
ら の 心 臓 組 織 の 形 成 に 必 要 で あ る と い う 可 能 性 が 提 起 さ れ る 。 islet 1お よ び Nkx2.5ヌ ル
マ ウ ス の 対 照 的 な 表 現 型 を 考 え る と 、 Isletの よ う に は 必 要 と さ れ な い こ と は 明 ら か で あ
る も の の 、 Nkx2.5も ま た islet発 現 心 臓 領 域 に お い て 役 割 を 果 た す 可 能 性 が あ る 。 こ れ ら
の 可 能 性 を 評 価 す る た め に 、 islet 1お よ び Nkx2.5の 二 重 変 異 体 で あ る マ ウ ス を 産 生 す る
こ と が で き る 。 islet 1 mRNA発 現 は 、 Nkx2.5ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス に お い て 維 持 さ れ る こ と
が 示 さ れ て い る （ 未 公 表 の 所 見 ） 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 上 述 の よ う に 、 Islet 1陽 性 前 駆 体 は 、 心 臓 ル ー ピ ン グ 形 態 形 成 に 影 響 を 及 ぼ す 可 能 性
が あ る 。 心 臓 の ル ー ピ ン グ は 、 特 徴 的 な 左 右 の 配 向 に お い て 生 じ 、 流 出 路 お よ び 右 心 室 が
右 向 き に ル ー ピ ン グ す る 。 左 右 軸 情 報 の 混 乱 に よ り 、 心 臓 の 逆 位 、 す な わ ち 流 出 路 お よ び
右 心 室 の 左 向 き の ル ー ピ ン グ を も た ら す 可 能 性 が あ る 。 心 房 の 異 性 体 も ま た 生 じ う る 。 本
明 細 書 に 記 載 さ れ て い る デ ー タ に よ り 、 流 出 路 、 右 心 室 、 お よ び 大 部 分 の 心 房 細 胞 が isle
t 1発 現 前 駆 体 に 由 来 す る こ と が 明 ら か に な っ た が 、 こ れ は 、 こ れ ら の 前 駆 体 に 与 え ら れ
た 左 右 情 報 が 左 右 心 臓 非 対 称 性 の 重 大 な 決 定 要 因 と な る こ と を 示 す も の で あ る 。 最 初 の 左
右 軸 情 報 が 心 房 の 配 置 に お い て は 保 存 さ れ て い る が 、 心 室 に お い て は 回 転 し て い る こ と が
、 こ れ ま で の 遺 伝 マ ー カ ー 解 析 に よ り 示 さ れ て い る 。 す な わ ち 、 「 左 」 お よ び 「 右 」 の 心
室 は 、 左 お よ び 右 の 体 軸 に 完 全 に は 対 応 し な い （ Campioneら 、 2001；  Francoら 、 2000）
。 左 お よ び 右 の 心 室 が 特 異 な 心 臓 領 域 に 由 来 す る と い う 本 発 明 者 ら の 知 見 は 、 こ の 所 見 に
さ ら な る 見 通 し を 与 え る 。 islet 1前 駆 体 集 団 の 観 点 か ら 、 心 臓 の 左 右 の パ タ ー ン 形 成 を
調 べ 直 し て 、 心 臓 に 入 る 前 に こ れ ら の 細 胞 に 左 右 情 報 を 付 与 す る こ と に 関 し か つ そ れ ら の
当 初 の 左 右 配 向 性 と 関 連 す る そ の 後 の 心 臓 内 で の そ れ ら の 配 置 に 関 す る 遺 伝 子 を 検 討 す る
こ と は 興 味 深 い 。 同 様 に 、 islet非 発 現 前 駆 体 に 与 え ら れ た 左 右 同 一 性 、 お よ び 発 生 後 の
心 臓 に お け る 左 お よ び 右 の セ グ メ ン ト の 最 終 的 な 配 置 を 調 べ る こ と は 興 味 深 い 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ホ メ オ ド メ イ ン 転 写 因 子 で あ る pitx2は 左 右 経 路 内 で 下 流 に あ り 、 左 外 側 中 胚 葉 に お い
て 特 異 的 に 発 現 し て お り 、 か つ 、 後 期 発 生 に よ り 局 所 化 し つ づ け る （ Capdevilaら 、 2000
） 。 最 近 の 解 析 に よ っ て 、 心 原 性 半 月 体 領 域 に お い て pitx2が 非 対 称 で 発 現 し 、 後 に 、 右
心 房 で は な く 左 心 房 、 な ら び に 流 出 路 、 右 心 室 お よ び 左 心 室 の 特 異 な 部 分 に お い て 発 現 す
る こ と が 明 ら か に さ れ て い る （ Campioneら 、 2001） 。 islet発 現 前 駆 体 に お け る pitx2の 可
能 な 非 対 称 発 現 に つ い て 検 討 す る こ と 、 お よ び 、 こ と に よ る と 、 islet 1発 現 前 駆 体 に よ
っ て 担 わ れ て い る 移 動 経 路 を 検 討 す る た め の マ ー カ ー と し て pitx2発 現 を 利 用 す る こ と は
非 常 に 興 味 深 い 。 こ の 点 に お い て 、 ED9.5に お い て 、 pitx2cが 、 鰓 弓 お よ び 大 動 脈 嚢 に 隣
接 し た 臓 側 中 胚 葉 に お い て 非 対 称 に 発 現 し て い る （ Liuら 、 2002） 。 心 臓 は 見 か け 上 ま だ
右 に ル ー ピ ン グ し て い る も の の 、 Pitx2ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 成 育 不 能 で あ っ て 、 多 数 の
心 臓 表 現 型 を 示 す （ Capdevilaら 、 2000） 。 pitx2ヌ ル 表 現 型 、 お よ び 左 右 心 臓 非 対 称 性 の
そ の 他 の 論 点 を 、 islet 1の パ ラ ダ イ ム に 照 ら し て 調 べ 直 す こ と は 、 興 味 深 い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 Isletの 欠 如 に よ り 、 islet 1発 現 心 原 性 前 駆 体 の 数 が 減 少 す る が 、 こ の こ と は 成 長 因 子
の シ グ ナ ル 伝 達 が 撹 乱 さ れ て い る 可 能 性 を 示 す 。 FGFお よ び BMPの 両 方 の シ グ ナ ル 伝 達 が 心
臓 発 生 に 必 要 な の で （ Kirby、 2002； Yutzeyお よ び Kirby、 2002） 、 本 発 明 者 ら は 、 islet 
1発 現 心 臓 前 駆 体 の 中 ま た は 近 傍 で 発 現 し て い る 多 数 の BMPま た は FGF成 長 因 子 の 発 現 を 調
べ た 。 本 明 細 書 に 記 載 さ れ て い る デ ー タ に よ っ て 、 islet 1発 現 心 臓 前 駆 体 と 一 致 す る 部
位 に お い て 選 択 的 に 、 各 被 験 成 長 因 子 の 著 し い ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ま た は 減 少 が 明 ら
か に な っ た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 Islet 1変 異 体 は 、 fgf8発 現 の ド メ イ ン に お け る 全 体 的 な 減 少 を 示 し た が 、 そ れ ら の 表
現 型 は fgf8ハ イ ポ モ ル フ で 見 ら れ る も の よ り も さ ら に 重 篤 で あ っ た 。 fgf4ま た は fgf8の ノ
ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 初 期 胚 致 死 性 で あ る が 、 fgf8ハ イ ポ モ ル フ な マ ウ ス は 、 流 出 路 の 奇 形
を 含 む 心 臓 血 管 欠 損 に よ り 新 生 児 性 に 死 亡 す る （ Abu-Issaら 、 2002； Feldmanら 、 1995； F
rankら 、 2002；  Sunら 、 1999） 。 islet 1変 異 体 に お い て 、 fgf10の 発 現 は 、 islet 1発 現
心 原 性 前 駆 体 で は 事 実 上 欠 如 し て い る 。 fgf10の ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス は 新 生 児 性 に 死 亡 す
る が 、 こ れ は そ れ ら の 肺 表 現 型 に 基 づ く と さ れ て い る （ Sekineら 、 1999） 。 し か し な が ら
、 islet心 臓 表 現 型 ほ ど 重 篤 で な い こ と は 明 ら か で あ る に し て も 、 未 だ 説 明 さ れ て い な い
心 臓 表 現 型 が 存 在 す る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 BMP4お よ び BMP7は 、 islet 1発 現 心 原 性 前 駆 体 と 高 度 に 一 致 す る 様 式 で 共 発 現 し て い る
。 BMP2お よ び BMP6は 、 BMP4、 BMP7、 ま た は 互 い か ら 独 特 の 様 式 で 発 現 し て い る が 、 そ れ ら
の 発 現 も ま た 、 islet 1の 発 現 と 一 致 し て い る 。 islet 1変 異 体 に お い て 、 こ れ ら の 成 長 因
子 の 各 発 現 は 、 islet 1発 現 と 一 致 す る 部 位 に お い て 著 し く 減 少 ま た は 欠 如 し て い る 。 こ
れ ら の BMPの 各 ノ ッ ク ア ウ ト が 作 製 さ れ て お り 、 ま た 、 BMP6/7の 二 重 ノ ッ ク ア ウ ト が 作 製
さ れ て い る （ Kimら 、 2001； Winnierら 、 1995； Zhangお よ び Bradley、 1996） 。 移 植 も し く
は 原 腸 形 成 に お け る ご く 初 期 の 欠 陥 の た め に 、 ま た は 、 ご く 初 期 の 欠 陥 を そ れ ら が 生 延 び
た 場 合 に は と も す れ ば 機 能 的 冗 長 性 の た め に 、 こ れ ら の 変 異 体 の い ず れ も islet 1変 異 体
の 心 臓 表 現 型 を 再 現 し な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 本 発 明 者 ら の 結 果 は 、 islet 1変 異 体 に お け る 心 臓 表 現 型 は 全 体 ま た は 部 分 的 に 、 FGFま
た は BMPの シ グ ナ ル 伝 達 の ど ち ら か ま た は 両 方 に お け る 欠 陥 に 起 因 す る 可 能 性 が あ る こ と
を 示 し て い る 。 こ れ ら の 可 能 性 を 区 別 す る た め に は 、 islet 1発 現 前 駆 体 に お い て こ れ ら
の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 除 去 す る 今 後 の 実 験 が 必 要 と な ろ う 。 ま た 、 そ の 他 の 成 長 因 子 経 路
は 、 islet 1変 異 体 に お い て 影 響 を 受 け て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 無 脊 椎 動 物 の 心 臓 が 咽 頭 ま た は 消 化 管 の 中 胚 葉 か ら 発 達 し て い る こ と を 示 す 多 数 の 実 験
（ Haunら 、 1998；  Parkら 、 1998； Ranganayakuluら 、 1998） の 観 点 か ら 、 咽 頭 部 位 お よ び
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前 腸 部 位 の 臓 側 中 胚 葉 に お け る islet 1の 発 現 は 興 味 深 い 。 こ れ ま で の デ ー タ に よ っ て 、 i
slet 1が ニ ワ ト リ の 心 原 性 前 駆 体 で 発 現 し て い る こ と が 明 ら か に さ れ て い る （ Yuanお よ び
Schoenwolf、 2000） 。 マ ウ ス islet 1の 場 合 と 同 様 に 、 そ れ は 、 運 動 ニ ュ ー ロ ン 発 生 に お
い て 役 割 を 有 し か つ ま た 、 興 味 深 い こ と に 、 背 脈 管 に お い て 発 現 し て い る 、 isletの シ ョ
ウ ジ ョ ウ バ エ （ Drosophila） 相 同 体 が 存 在 す る （ Thorお よ び Thomas、 1997） 。 心 臓 の 進 化
に 対 す る さ ら な る 見 識 を 得 る た め に 、 そ の 他 の 種 に つ い て 心 臓 発 生 に お け る isletの 役 割
を 調 べ る こ と は 非 常 に 興 味 深 い 。 結 果 に よ り 、 islet発 現 前 駆 体 が 、 進 化 学 的 用 語 で 「 一
次 性 （ primary） 」 で あ る こ と が 示 さ れ う る 。 も し こ れ が 事 実 で あ る と す れ ば 、 そ れ は 左
心 室 が 後 に 進 化 学 的 に 発 生 し た こ と を 示 す 可 能 性 が あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 単 一 の 心 室 を
有 す る ゼ ブ ラ フ ィ ッ シ ュ に お い て は 、 高 等 脊 椎 動 物 に お け る 右 心 室 の マ ー カ ー で あ る DHan
dが 存 在 す る が 、 そ の 左 心 室 カ ウ ン タ ー パ ー ト で あ る EHandの オ ル ソ ロ グ は 見 つ か っ て い な
い （ Angelo、 Lohr、 Lee、 Ticho、 Breitbart、 Yost、 2000） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 お そ ら く 、 心 臓 発 生 に お け る Isletの 役 割 に つ い て の 本 発 明 者 ら の 発 見 の う ち で 最 も 興
味 深 い 局 面 の 1つ は 、 心 原 性 幹 細 胞 状 態 に 対 す る マ ー カ ー と し て Islet 1を 利 用 す る 展 望 で
あ ろ う 。 幹 細 胞 は 、 増 殖 し て 多 数 の 特 異 な 系 列 を 生 じ る こ と が で き る 前 駆 細 胞 と し て 定 義
さ れ 得 る 。 Islet 1発 現 細 胞 は こ の 定 義 に 適 合 し 、 多 数 の 特 異 な 心 臓 系 列 を 生 じ る 。 分 化
に 先 立 っ て 細 胞 内 で 発 現 さ れ る と い う 点 で 独 特 な islet 1の 特 性 は 、 islet 1発 現 に 基 づ く
細 胞 選 別 を 可 能 に す る は ず で あ る 。 ま た 、 こ れ ら の 細 胞 の 増 殖 お よ び /ま た は 生 存 の 決 定
づ け に お け る Islet 1の 役 割 に よ り 、 Islet 1が 、 そ の 他 の 因 子 と 合 わ せ て 、 心 原 性 幹 細 胞
状 態 を 推 進 す る た め に 利 用 さ れ う る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 記 に 概 説 し た こ れ ら の 考 察 に 基 づ き 、 か つ 、 参 照 と し て 組 み 入 れ ら れ る 別 紙 Aに 記 載
さ れ る よ う に 、 本 発 明 者 ら は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 お よ び ヒ ト の 非 筋 細 胞 の 培 養 物 に お い て
、 イ ン ビ ト ロ で 拡 大 お よ び 増 殖 で き る 希 少 な 細 胞 集 団 を 同 定 す る こ と に 成 功 し た 。 こ れ ら
の 細 胞 は 、 中 胚 葉 系 列 ば か り で な く 、 神 経 外 胚 葉 に も 分 化 す る 。 本 発 明 者 ら は 、 イ ン ビ ト
ロ に お い て 少 な く と も 2つ の 胚 葉 の 細 胞 に 分 化 で き る 細 胞 を 、 げ っ 歯 類 お よ び ヒ ト の 心 臓
か ら 選 別 で き る こ と を 示 す こ と が で き る 。 LIMホ メ オ ド メ イ ン 転 写 因 子 で あ る Islet-1（ is
l 1） は こ れ ら の 未 分 化 前 駆 細 胞 を 標 識 し 、 か つ 、 成 体 心 臓 に お け る こ の 心 原 性 前 駆 体 集
団 の 可 視 化 を 可 能 に す る 。 そ こ で 、 こ れ ら の 細 胞 を i細 胞 （ i-cells） と 名 づ け た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 下 記 の 実 施 例 1に 示 さ れ る よ う に 、 未 分 化 i細 胞 を 培 養 す る こ と に よ っ て 、 心 原 性 前 駆 体
集 団 を 、 種 特 異 的 な 心 臓 線 維 芽 細 胞 の 支 持 細 胞 層 上 に お い て 、 分 化 お よ び 老 化 す る こ と な
く 培 養 の み を 行 う こ と が で き る こ と が 明 ら か に な っ た 。 同 様 の 支 持 細 胞 依 存 的 培 養 条 件 は
、 マ ウ ス お よ び ヒ ト の ES細 胞 の 分 離 に 用 い ら れ 、 か つ 、 そ れ ら を 未 分 化 状 態 で 維 持 す る た
め に は そ の よ う な 支 持 細 胞 層 が 不 可 欠 で あ る こ と が 分 か っ た （ Donovan お よ び Gearhart、
2001） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 支 持 細 胞 に 対 す る 、 ま た は 心 臓 線 維 芽 細 胞 由 来 の 馴 化 培 地 に 対 す る 要 求 性 は 、 そ れ ら が
分 化 を 抑 制 す る 因 子 を 提 供 す る か 、 ま た は 多 能 性 前 駆 細 胞 の 自 己 再 生 を 促 進 す る こ と を 示
す 。 こ れ ら の 特 性 を 伴 う 活 性 は 、 i細 胞 の 分 化 阻 害 活 性 （ DIAI） と 呼 ば れ る 。 ネ ズ ミ の ES
細 胞 の 場 合 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン 6に 関 係 す る サ イ ト カ イ ン フ ァ ミ リ ー の 一 員 で あ る 白 血 病
抑 制 因 子 （ LIF） が 、 支 持 細 胞 に 対 す る 要 求 性 を 置 換 で き る （ Nicholsら 、 1990） 。 ネ ズ ミ
ES細 胞 分 化 を 阻 害 す る た め に は 、 LIF受 容 体 の シ グ ナ ル 伝 達 成 分 で あ る 糖 タ ン パ ク 質 130（
gp130） の 活 性 化 が 必 要 十 分 条 件 で あ る 。 し か し な が ら 、 ヒ ト ES細 胞 お よ び 心 臓 i細 胞 は 、
分 化 を 阻 止 し て 自 己 再 生 を 促 す た め に 、 LIFを 必 要 と し な い よ う で あ る （ Thomsonら 、 1998
） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 現 在 ま で 、 多 能 性 の 成 体 幹 細 胞 の 拡 大 お よ び 増 殖 を 可 能 に す る イ ン ビ ト ロ 培 養 条 件 は 全
く 確 立 さ れ て い な い 。 イ ン ビ ボ に お い て 長 期 再 増 殖 性 （ repopulating） 細 胞 と し て 規 定 さ
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れ て い る 成 体 HSCま た は NSCは 、 発 生 能 を 失 う こ と な く 培 養 物 中 で 拡 大 す る こ と が で き な い
（ Weissman、 2000） 。 し か し 、 あ る 最 近 の 研 究 に よ る と 、 骨 髄 に 由 来 す る 間 葉 幹 細 胞 が 特
別 な 条 件 下 で 無 制 限 に 培 養 物 中 で 増 殖 で き る こ と が 示 さ れ て い る （ Jiangら 、 2002） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 は 、 濃 縮 さ れ た isl 1陽 性 幹 細 胞 集 団 を 含 む 細 胞 組 成 物 を も ま た 提 供 す る 。 組 成
物 は 、 そ の 他 の 細 胞 型 と 比 べ て 大 部 分 ま た は 少 な く と も 約 90％ の isl 1陽 性 幹 細 胞 を 含 む
こ と が 好 ま し い 。 isl 1陽 性 幹 細 胞 は 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス ま た は ヒ ト な ど に 由 来 す る 任 意 の
心 臓 組 織 に 由 来 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 未 分 化 状 態 の 表 現 型 の 特 徴 と し て は 、 i細 胞 が 、 核 に お い て 高 レ ベ ル の isl 1を 、 お よ び
、 細 胞 質 に お い て 高 レ ベ ル の （ 未 分 化 NSCを 標 識 す る 中 間 径 フ ィ ラ メ ン ト で あ る ） ネ ス チ
ン を 発 現 す る こ と が 発 見 さ れ て い る 。 ま た 細 胞 は 、 ド ロ ソ フ ィ ラ ・ チ ン マ ン （ Drosophila
 tinman） の 脊 椎 動 物 の 相 同 体 ホ メ オ ボ ッ ク ス で あ る Nkx2.5、 お よ び ES細 胞 転 写 因 子 で あ
る oct-4の 低 発 現 を 示 し た 。 従 っ て 、 こ れ ら の 標 識 は i細 胞 を 同 定 す る た め に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 Isl 1は 運 動 ニ ュ ー ロ ン お よ び 膵 臓 の 発 生 に 不 可 欠 で あ る （ Pfaffら 、 1996） 。 isl 1に
対 す る ホ モ 接 合 性 の ノ ッ ク ア ウ ト 胚 は 、 単 心 室 の 非 分 割 心 房 室 お よ び 、 流 出 路 の 血 管 異 常
の た め に 、 ED 10.5前 後 で 死 亡 す る （ Caiら 、 2003） 。 isl 1発 現 細 胞 の 系 列 解 析 に よ っ て
、 こ れ ら の 細 胞 が 、 流 出 路 、 右 心 室 お よ び 両 心 房 に お け る 細 胞 の 大 部 分 を 含 む 胚 性 心 臓 を
実 質 的 に も た ら す こ と が 明 ら か に な っ た （ Caiら 、 2003） 。 新 生 児 お よ び 成 体 の 心 臓 に お
け る isl 1発 現 の ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン に よ り 、 心 筋 に お け る 心 原 性 前 駆 体 の 可 視 化 が
可 能 に な っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 免 疫 組 織 化 学 に よ り 、 成 体 心 臓 に お け る isl 1発 現 細 胞 は 主 に 、 右 心 室 、 中 隔 、 お よ び
心 房 に 局 在 す る こ と が 示 さ れ た 。 未 分 化 前 駆 細 胞 に お い て 、 isl 1は 核 内 で 高 発 現 し て お
り 、 か つ 、 i細 胞 の 分 化 の 際 に ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー シ ョ ン さ れ る 。 Islet発 現 は 、 心 原 性 幹 細
胞 集 団 を イ ン ビ ト ロ お よ び イ ン ビ ボ に お い て 標 識 し 、 か つ 、 こ れ ら の 幹 細 胞 の 分 化 お よ び
生 存 に 必 要 と さ れ る と 思 わ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 Nkx2.5も ま た 未 分 化 状 態 の i細 胞 中 で 発 現 し て い る 。 こ の 転 写 因 子 は 、 脊 椎 動 物 心 臓 発
生 の 最 も 初 期 の マ ー カ ー の 1つ で あ り 、 心 臓 限 局 的 な 遺 伝 子 活 性 の 制 御 に 重 要 で あ る 。 POU
ド メ イ ン 転 写 因 子 で あ る oct-4は 、 多 能 性 ES細 胞 に 対 す る 分 子 マ ー カ ー で あ る 。 Oct-4は 、
前 原 腸 形 成 胚 、 初 期 卵 割 期 胚 、 胚 盤 胞 の 内 細 胞 塊 の 細 胞 、 お よ び 胚 性 癌 腫 細 胞 に お い て 発
現 し て い る 。 成 体 動 物 に お い て 、 oct-4は 生 殖 細 胞 お よ び 間 葉 幹 細 胞 に お い て の み 見 出 さ
れ る （ Rosnerら 、 1990） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 に よ っ て 、 新 規 な 心 臓 前 駆 体 集 団 が 発 見 さ れ 、 単 離 さ れ 、 特 徴 づ け ら れ た 。 Isl 
1発 現 は 、 こ れ ら の 心 原 性 幹 細 胞 を 標 識 し 、 こ れ ら の 細 胞 の 分 化 状 態 お よ び 生 存 に 必 要 で
あ る と 思 わ れ る 。 こ れ ら の 細 胞 は 心 臓 幹 細 胞 の 分 化 お よ び 成 長 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 研 究
お よ び 理 解 す る た め に 有 用 で あ り 、 先 天 的 な お よ び 成 体 の 心 臓 疾 患 の た め の 将 来 的 な 治 療
用 途 の 道 を 開 く 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ニ ュ ー ロ ン ま た は 筋 細 胞 へ の さ ら な る 分 化 を と も な う i細 胞 の 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ に
よ り 、 時 間 の か か る 動 物 モ デ ル の 複 雑 さ と 格 闘 す る 必 要 な し に 、 細 胞 生 物 学 に お け る 研 究
が 可 能 に な る 。 細 胞 培 養 の 目 的 と は 、 ク ロ ー ン 均 一 性 の 優 位 性 お よ び 外 部 環 境 を 操 作 す る
能 力 を 提 供 す る 、 十 分 に 特 徴 づ け ら れ か つ 容 易 に 操 作 さ れ る 実 験 系 を 産 生 す る こ と に あ る
。 さ ら に 、 ヒ ト 生 殖 細 胞 系 を 実 験 的 に 改 変 す る こ と に 対 す る 倫 理 的 な 容 認 不 能 性 の た め 、
ヒ ト 遺 伝 子 の 操 作 を 含 む 実 験 に 対 し て ES細 胞 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 経 路 は 利 用 で き な い 。 ヒ
ト i細 胞 に お け る 遺 伝 子 タ ー ゲ テ ィ ン グ は 、 げ っ 歯 類 モ デ ル 系 が ヒ ト の 生 物 学 ま た は 疾 病
過 程 を 十 分 に 再 現 し な い 分 野 に お け る 、 重 要 な 適 用 を 可 能 に す る 。
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【 ０ ０ ６ ３ 】
　 加 え て 、 I細 胞 は 、 心 臓 お よ び ニ ュ ー ロ ン の 細 胞 治 療 の た め の ド ナ ー 組 織 の 供 給 源 と し
て 有 用 で あ り 得 る 。 初 期 胚 性 幹 細 胞 は 、 細 胞 に 基 づ い た 治 療 に 対 す る 欠 点 、 す な わ ち （ i
） 形 質 転 換 の 数 お よ び （ ii） 特 異 的 な 分 化 表 現 型 を 達 成 す る の に 必 要 な シ グ ナ ル の 複 雑 さ
を 有 す る 。 そ の 代 わ り 、 発 生 中 の i細 胞 お よ び 成 体 由 来 の 心 臓 前 駆 体 の 表 現 型 の 分 化 は 、
倫 理 的 お よ び 免 疫 学 的 な 制 約 の 両 方 を 免 れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 i細 胞 の 交 差 系 列 形 質 転 換 に よ っ て 、 よ り 適 応 性 の あ る 組 織 供 給 源 の た め の 、 特 に 自 家
移 植 片 を 患 者 自 身 か ら 得 る た め の 、 新 し い 手 段 が 提 供 さ れ る 。 ES細 胞 と 比 較 し た i細 胞 の
さ ら な る 進 歩 と は 、 異 種 移 植 片 に お け る 一 次 胚 性 筋 細 胞 よ り も こ れ ら の 前 駆 細 胞 の 免 疫 原
性 が 低 い と い う こ と で あ り 、 こ れ は 、 非 ヒ ト ド ナ ー か ら の 移 植 の 主 な 困 難 の う ち の 1つ を
乗 り 越 え る 方 法 に 脚 光 を 当 て る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 Islet 1ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ Islet 1ポ リ ペ プ チ ド を
免 疫 沈 降 す る と 特 徴 づ け ら れ た 単 離 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て お り か つ 本 明 細 書 に 記 載 の 任 意 の 適 切 な イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 を 用
い て 、 様 々 な 細 胞 集 団 に お け る Islet 1発 現 細 胞 の 存 在 を 検 出 で き か つ /ま た は そ の 量 を 定
量 化 で き る 。 Islet 1ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 、 本 明 細 書 に 記 載 の 任 意 の 種 類 の
抗 Islet 1ポ リ ペ プ チ ド 抗 体 を 、 本 発 明 の 方 法 に お い て 用 い る こ と が で き る が 、 モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 Islet 1ポ リ ペ プ チ ド の た め の 本 免 疫 学 的 試 験 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 手
法 を 、 例 え ば 、 下 記 に も っ と 詳 細 に 記 載 さ れ て い る FASCス ク リ ー ニ ン グ を 用 い た 、 ハ イ ス
ル ー プ ッ ト 形 式 に お い て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ハ イ ス ル ー プ ッ ト ス ク リ ー ニ ン グ 形 式 を 含 む 本 発 明 の 方 法 に お い て 用 い ら れ る 抗 体 へ の
結 合 に 適 し た 検 出 可 能 な 標 識 に は 、 様 々 な 化 学 的 結 合 基 ま た は 二 官 能 性 ペ プ チ ド リ ン カ ー
を 用 い て 抗 体 に 結 合 し た 放 射 性 標 識 が 含 ま れ る 。 末 端 の 水 酸 基 を 、 3 2 Pリ ン 酸 な ど の 無 機
酸 も し く は 1 4 C有 機 酸 を 用 い て エ ス テ ル 化 す る こ と が で き 、 ま た は さ も な け れ ば 標 識 に 結
合 基 を 提 供 す る た め に エ ス テ ル 化 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 な 標 識 と し て 関 心 対 象 と な
る 酵 素 は 、 主 と し て 加 水 分 解 酵 素 、 特 に エ ス テ ラ ー ゼ お よ び グ リ コ シ ダ ー ゼ 、 ま た は 酸 化
還 元 酵 素 、 特 に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で あ る 。 蛍 光 化 合 物 に は 、 フ ル オ レ セ イ ン お よ び そ の 誘
導 体 、 ロ ー ダ ミ ン お よ び そ の 誘 導 体 、 ダ ン シ ル 、 ウ ン ベ リ フ ェ ロ ン （ umbelliferone） な
ど が 含 ま れ る 。 化 学 発 光 物 に は 、 ル シ フ ェ リ ン お よ び 2,3-ジ ヒ ド ロ フ タ ラ ジ ン ジ オ ン （ 例
え ば ル ミ ノ ー ル ） な ど が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 ま た 、 抗 体 は 固 体 支 持 体 に 付 着 さ れ て も よ い が 、 こ れ は 、 Islet 1ポ リ ペ プ チ ド の イ ム
ノ ア ッ セ イ 法 ま た は 免 疫 沈 降 の た め に 特 に 有 用 で あ る 。 そ の よ う な 固 体 支 持 体 に は 、 こ れ
に 限 定 さ れ る わ け で は な い が 、 ガ ラ ス 、 セ ル ロ ー ス 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 、 ナ イ ロ ン 、 ポ
リ ス チ レ ン 、 ポ リ 塩 化 ビ ニ ル 、 ま た は ポ リ プ ロ ピ レ ン が 含 ま れ 、 例 え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー
プ レ ー ト の プ ロ テ イ ン G被 覆 ウ ェ ル ま た は ビ ー ズ が あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 Islet 1ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る よ う な 特 異 的 な エ ピ ト ー プ ま た は エ ピ ト ー プ
の 組 み 合 わ せ に 対 す る 抗 体 が 、 本 明 細 書 に 記 載 の 細 胞 集 団 の ス ク リ ー ニ ン グ 用 に 許 容 さ れ
よ う 。 そ の よ う な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い て 様 々 な ス ク リ ー ニ ン グ 技 術 を 活 用 す る こ と
が で き る が 、 こ れ に は 、 抗 体 被 覆 磁 性 ビ ー ズ を 用 い た 磁 性 分 離 、 固 体 マ ト リ ク ス （ す な わ
ち プ レ ー ト ） に 結 合 さ せ た 抗 体 に よ る 「 パ ニ ン グ 」 、 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー が 含 ま
れ る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,985,660号 ； お よ び Morrisonら 、 Cell, 96: 737-49 (1999)を
参 照 の こ と ） 。
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【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 の 方 法 に お い て 有 用 な 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 知 ら れ て い る 任 意 の 方 法 に よ っ て 、
免 疫 特 異 的 な 結 合 に 関 し て ア ッ セ イ さ れ う る 。 使 用 で き る イ ム ノ ア ッ セ イ 法 に は 、 数 例 を
挙 げ る と 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 放 射 性 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 ELISA（ 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア
ッ セ イ 法 ） 、 「 サ ン ド イ ッ チ 」 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ 法 、 沈 降 反 応 、 ゲ ル
拡 散 沈 降 反 応 、 免 疫 拡 散 ア ッ セ イ 法 、 凝 集 ア ッ セ イ 法 、 補 体 固 定 ア ッ セ イ 法 、 免 疫 放 射 定
量 測 定 法 、 蛍 光 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 プ ロ テ イ ン Aイ ム ノ ア ッ セ イ 法 な ど の 技 術 を 用 い る 競
合 的 お よ び 非 競 合 的 な ア ッ セ イ 系 が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る わ け で は な い 。 そ の
よ う な ア ッ セ イ は 、 当 技 術 分 野 に お い て 日 常 的 か つ 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 そ の 全 体 が 参 照
と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Ausubelら 編 、 1994、 Current Protocols in Molecula
r Biology、 第 1巻 、 John Wiley & Sons、 Inc.、 New Yorkを 参 照 の こ と ） 。 例 示 的 な イ ム
ノ ア ッ セ イ 法 を 、 以 下 に 簡 単 に 記 載 す る （ し か し こ れ は 限 定 を 意 図 し た も の で は な い ） 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 免 疫 沈 降 プ ロ ト コ ル は 一 般 に 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び /ま た は プ ロ
テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ EDTA、 PMSF、 ア プ ロ チ ニ ン 、 バ ナ ジ ン 酸 ナ ト リ ウ ム ） を 添 加 し た RIPA緩
衝 液 （ 1% NP-40 ま た は Triton X-100、 1% デ オ キ シ コ ー ル 酸 ナ ト リ ウ ム 、 0.1% SDS、 0.15
M NaCl、 0.01M リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム  pH 7.2、 1%ト ラ ジ ロ ー ル ） の よ う な 溶 解 緩 衝 液 中 で 細
胞 集 団 を 溶 解 す る 段 階 、 関 心 対 象 の 抗 体 を 細 胞 可 溶 化 液 に 加 え る 段 階 、 4℃ で 一 定 期 間 （
例 え ば 、 1～ 4時 間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 プ ロ テ イ ン Aお よ び /ま た は プ ロ テ イ ン Gセ
フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ を 細 胞 可 溶 化 液 に 加 え る 段 階 、 4℃ で 約 1時 間 ま た は そ れ 以 上 イ ン キ ュ ベ
ー ト す る 段 階 、 溶 解 緩 衝 液 中 で ビ ー ズ を 洗 浄 す る 段 階 、 な ら び に 、 ビ ー ズ を SDS/試 料 緩 衝
液 中 に 再 懸 濁 す る 段 階 を 含 む 。 関 心 対 象 の 抗 体 が 特 定 の 抗 原 を 免 疫 沈 降 す る 能 力 は 、 例 え
ば ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 に よ っ て 評 価 で き る 。 当 業 者 は 、 抗 原 へ の 抗 体 の 結 合 を 増 大 さ
せ る た め お よ び バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 減 少 さ せ る た め に 改 変 で き る パ ラ メ ー タ （ 例 え ば 、 細
胞 可 溶 化 液 を セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ で プ リ ク リ ア す る こ と ） に つ い て 、 精 通 し て い る で あ ろ
う 。 免 疫 沈 降 プ ロ ト コ ル に 関 す る さ ら な る 議 論 に 関 し て は 、 Ausubelら 編 、 1994、 Current
 Protocols in Molecular Biology、 第 1巻 、 John Wiley & Sons、 Inc.、 New Yorkの 10.16
.1を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 解 析 は 一 般 に 、 タ ン パ ク 質 試 料 を 調 製 す る 段 階 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ
ド ゲ ル （ 例 え ば 、 抗 原 の 分 子 量 に 応 じ て 、 8%～ 20% SDS-PAGE） 中 で タ ン パ ク 質 試 料 を 電 気
泳 動 す る 段 階 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル か ら ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 、 PVDF、 ま た は ナ イ ロ ン な
ど の メ ン ブ レ ン へ と タ ン パ ク 質 試 料 を 転 写 す る 段 階 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ 例 え ば 、 3% BSA
ま た は 脱 脂 乳 含 有 PBS） 中 で メ ン ブ レ ン を ブ ロ ッ キ ン グ す る 段 階 、 洗 浄 緩 衝 液 （ 例 え ば 、 P
BS-Tween 20） 中 で メ ン ブ レ ン を 洗 浄 す る 段 階 、 ブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 で 希 釈 し た 一 次 抗 体
（ 関 心 対 象 の 抗 体 ） で メ ン ブ レ ン を ブ ロ ッ キ ン グ す る 段 階 、 洗 浄 緩 衝 液 中 で メ ン ブ レ ン を
洗 浄 す る 段 階 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 で 希 釈 し た 、 酵 素 基 質 （ 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ ） ま た は 放 射 性 分 子 （ 例 え ば 、 3 2 Pま た は 1 2 5 I）
を 結 合 さ せ た 二 次 抗 体 （ 例 え ば 抗 ヒ ト 抗 体 な ど の 一 次 抗 体 を 認 識 す る ） で メ ン ブ レ ン を ブ
ロ ッ キ ン グ す る 段 階 、 洗 浄 緩 衝 液 中 で メ ン ブ レ ン を 洗 浄 す る 段 階 、 お よ び 、 抗 原 の 存 在 を
検 出 す る 段 階 を 含 む 。 当 業 者 は 、 検 出 さ れ る シ グ ナ ル を 増 大 さ せ る た め お よ び バ ッ ク グ ラ
ウ ン ド ノ イ ズ を 減 少 さ せ る た め に 変 更 で き る パ ラ メ ー タ に つ い て 、 精 通 し て い る で あ ろ う
。 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト プ ロ ト コ ル に 関 す る さ ら な る 議 論 に 対 し て は 、 た と え ば Ausubelら
編 、 1994、 Current Protocols in Molecular Biology、 第 1巻 、 John Wiley & Sons、 Inc.
、 New Yorkの 10.8.1を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 ELISAは 、 抗 原 を 調 製 す る 段 階 、 96穴 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の ウ ェ ル を 抗 原 で 被 覆
す る 段 階 、 例 え ば 酵 素 基 質 （ 例 え ば 、 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ ） な ど の 検 出 可 能 な 化 合 物 に 結 合 し た 関 心 対 象 の 抗 体 を ウ ェ ル に 加 え て 一 定 期 間
イ ン キ ュ ベ ー ト す る 段 階 、 お よ び 、 抗 原 の 存 在 を 検 出 す る 段 階 を 含 む 。 ELISAに お い て 、
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関 心 対 象 の 抗 体 は 検 出 可 能 な 化 合 物 に 結 合 し て い る 必 要 は な く 、 代 わ り に 、 検 出 可 能 な 化
合 物 に 結 合 し た 二 次 抗 体 （ 一 次 抗 体 を 認 識 す る ） を ウ ェ ル に 加 え て も よ い 。 さ ら に 、 抗 原
で ウ ェ ル を 被 覆 す る 代 わ り に 、 抗 体 で ウ ェ ル を 被 覆 し て も よ い 。 こ の 場 合 、 被 覆 ウ ェ ル に
関 心 対 象 の 抗 原 を 添 加 し た あ と に 、 検 出 可 能 な 化 合 物 に 結 合 し た 二 次 抗 体 を 加 え て も よ い
。 当 業 者 は 、 検 出 さ れ る シ グ ナ ル を 増 大 さ せ る た め に 変 更 で き る パ ラ メ ー タ 、 お よ び 、 当
技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る ELISAの そ の 他 の 変 法 に つ い て 、 精 通 し て い る で あ ろ う 。 E
LISAに 関 す る さ ら な る 議 論 に つ い て は 、 Ausubelら 編 、 1994、 Current Protocols in Mole
cular Biology、 第 1巻 、 John Wiley & Sons、 Inc.、 New Yorkの 11.2.1を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 抗 体 の 抗 原 へ の 結 合 親 和 性 お よ び 、 抗 体 -抗 原 相 互 作 用 の オ フ ・ レ ー ト （ off-rate） は
、 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 法 に よ っ て 測 定 す る こ と が で き る 。 競 合 的 結 合 ア ッ セ イ 法 の 一 例 と
は 、 増 大 量 の 非 標 識 抗 体 の 存 在 下 に お け る 標 識 抗 原 （ 例 え ば 、 3 Hま た は 1 2 5 I） と 関 心 対 象
の 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 お よ び 標 識 抗 原 と 結 合 し た 抗 体 の 検 出 を 含 む 、 放 射 性 イ
ム ノ ア ッ セ イ 法 で あ る 。 特 定 の 抗 原 に 対 す る 関 心 対 象 の 抗 体 の 親 和 性 お よ び 結 合 オ フ ・ レ
ー ト は 、 ス キ ャ ッ チ ャ ー ド プ ロ ッ ト 解 析 に よ る デ ー タ か ら 測 定 す る こ と が で き る 。 二 次 抗
体 と の 競 合 も ま た 、 放 射 性 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 用 い て 測 定 す る こ と が で き る 。 こ の 場 合 に
お い て 、 抗 原 は 、 増 大 量 の 非 標 識 二 次 抗 体 の 存 在 下 で 、 標 識 化 合 物 （ 例 え ば 、 3 Hま た は 1 2

5 I） と 結 合 し た 関 心 対 象 の 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 抗 体 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル で も 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル で も 、 ま た は そ
れ ら の 機 能 的 活 性 断 片 で あ っ て も よ い 。 islet 1ポ リ ペ プ チ ド に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 従 来 の 技 術 を 用 い た 、
免 疫 原 性 複 合 体 に よ る 免 疫 化 に よ っ て 、 適 切 な 宿 主 動 物 中 で 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 調 製 は 、 例 え ば 、 Kohlerお よ び Milstein、 Nature 256：  495-7,1
975； な ら び に Harlowら 、 in: Antibodies: a Laboratory Manual、 726頁 （ Cold Spring H
arbor Pub.、 1988） に よ っ て 開 示 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 。 簡 単 に い う と 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 マ ウ ス ま た は 、 ウ サ ギ な ど の そ の 他 の 小 動
物 に 、 そ の 調 製 物 が 上 記 で 開 示 さ れ て い る 本 発 明 の 免 疫 原 性 複 合 体 を 含 む 組 成 物 を 注 射 す
る 段 階 、 血 清 試 料 を 取 り 出 す こ と に よ っ て 抗 体 産 生 の 存 在 を 確 認 す る 段 階 、 Bリ ン パ 球 を
得 る た め に 脾 臓 を 取 り 出 す 段 階 、 Bリ ン パ 球 を メ ラ ノ ー マ 細 胞 と 融 合 し て ハ イ ブ リ ド ー マ
を 産 生 す る 段 階 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を ク ロ ー ニ ン グ す る 段 階 、 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る
陽 性 ク ロ ー ン を 選 択 す る 段 階 、 お よ び ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 液 か ら 抗 体 を 単 離 す る 段 階 に よ
っ て 、 得 る こ と が で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 物 か ら 、 十 分 確 立
さ れ た 様 々 な 技 術 に よ っ て 単 離 お よ び 精 製 す る こ と が で き る 。 そ の よ う な 単 離 技 術 に は 、
プ ロ テ イ ン Aセ フ ァ ロ ー ス に よ る ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ゲ ル 濾 過 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 お よ び イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 Barnesら 、 Puri
fication of Immunoglobulin G （ IgG） 、 in: Methods in Mol. Biol.、 10: 79-104、 199
2を 参 照 の こ と 。 本 発 明 の 抗 体 は 、 ヒ ト に 近 い 霊 長 類 の 抗 体 に 由 来 し て も よ い 。 ヒ ヒ に お
い て 抗 体 を 産 生 す る た め の 一 般 的 技 術 は 、 た と え ば 、 Goldenbergら 、 国 際 公 開 公 報 第 91/1
1465号 （ 1991） 、 お よ び Losmanら 、 Int. J. Cancer、 46: 310-314、 1990に お い て 見 出 さ
れ う る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 抗 イ デ ィ オ タ イ プ 技 術 を 使 用 し て 、 エ ピ ト ー プ を 模 倣 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す
る こ と も 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 し て 作 製 し た 抗 イ デ ィ オ タ イ
プ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 結 合 す る エ ピ ト ー プ の 「 イ メ ー ジ
（ image） 」 で あ る 超 可 変 領 域 中 に 結 合 ド メ イ ン を 有 す る こ と に な る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 に お い て 使 用 す る 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 無 傷 の 分 子 な ら び に 、 islet 1ポ リ ペ
プ チ ド を 結 合 で き る Fab、 F(ab') 2 、 お よ び Fvな ど の そ の 機 能 的 断 片 を 含 む 。 こ れ ら の 機 能
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的 抗 体 断 片 は 、 以 下 の よ う に 定 義 さ れ る 。
（ 1） Fabは 、 抗 体 分 子 の 1価 の 抗 原 結 合 断 片 を 含 む 断 片 で あ り 、 無 傷 の 軽 鎖 お よ び 一 方 の
重 鎖 の 一 部 を 生 じ る た め の パ パ イ ン 酵 素 に よ る 抗 体 全 体 の 消 化 に よ っ て 産 生 で き る 。
（ 2） Fab'は 、 無 傷 の 軽 鎖 お よ び 重 鎖 の 一 部 を 生 じ る た め の ペ プ シ ン に よ る 抗 体 全 体 の 処
理 お よ び そ の 後 の 還 元 に よ り 得 る こ と が で き る 、 抗 体 分 子 の 断 片 で あ る 。 抗 体 分 子 あ た り
2つ の Fab'断 片 が 得 ら れ る 。
（ 3） F(ab') 2 は 、 そ の 後 の 還 元 な し に ペ プ シ ン 酵 素 に よ る 抗 体 全 体 の 処 理 に よ っ て 得 る こ
と の で き る 、 抗 体 の 断 片 で あ る 。 F(ab') 2 は 2つ の ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 互 い に 保 持 さ
れ て い る 2つ の Fab'断 片 の 二 量 体 で あ る 。
（ 4） Fvは 、 2本 の 鎖 と し て 発 現 し た 、 軽 鎖 可 変 領 域 お よ び 重 鎖 可 変 領 域 を 含 む 、 遺 伝 子 操
作 さ れ た 断 片 と 定 義 さ れ る 。
（ 5） 単 鎖 抗 体 （ 「 SCA」 ） は 、 遺 伝 的 に 融 合 し た 単 鎖 分 子 と し て 適 切 な ポ リ ペ プ チ ド リ ン
カ ー に よ っ て 結 合 し た 、 軽 鎖 可 変 領 域 お よ び 重 鎖 可 変 領 域 を 含 む 、 遺 伝 子 操 作 さ れ た 分 子
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 こ れ ら の 断 片 を 作 製 す る 方 法 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 。 （ 例 え ば 、 参 照 と
し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る Harlowお よ び Lane、 Antibodies: A Laboratory Manual、 C
old Spring Harbor Laboratory、 New York、 1988を 参 照 の こ と 。 ） 本 発 明 に お い て 用 い ら
れ て い る よ う に 、 「 エ ピ ト ー プ 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 の パ ラ ト ー プ が 結 合 し て い る 、 抗 原
上 の 任 意 の 抗 原 決 定 基 を 意 味 す る 。 エ ピ ト ー プ 決 定 基 は 通 常 、 ア ミ ノ 酸 ま た は 糖 側 鎖 の よ
う な 化 学 的 に 活 性 の 表 面 分 子 群 か ら 成 り 、 通 常 、 特 異 的 三 次 元 構 造 的 特 性 お よ び 特 異 的 な
電 荷 特 性 を 有 し て い る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 に よ る 抗 体 断 片 は 、 抗 体 の タ ン パ ク 質 分 解 性 加 水 分 解 に よ っ て 、 ま た は 、 そ の 断
片 を コ ー ド す る DNAの 大 腸 菌 （ E.coli） に お け る 発 現 に よ っ て 、 調 製 さ れ う る 。 抗 体 断 片
は 、 従 来 の 方 法 に よ る 抗 体 全 体 の ペ プ シ ン 消 化 ま た は パ パ イ ン 消 化 に よ っ て 得 る こ と が で
き る 。 例 え ば 抗 体 断 片 は 、 F(ab') 2 で 表 さ れ る 5S断 片 を 提 供 す る た め の ペ プ シ ン に よ る 抗
体 の 酵 素 切 断 に よ っ て 産 生 す る こ と が で き る 。 チ オ ー ル 還 元 剤 を 用 い て 、 お よ び 任 意 で ジ
ス ル フ ィ ド 結 合 の 切 断 に よ っ て 生 じ る ス ル フ ヒ ド リ ル 基 に 対 す る 保 護 基 を 用 い て 、 こ の 断
片 を さ ら に 切 断 し 、 1価 の 3.5S Fab' 断 片 を 産 生 す る こ と が で き る 。 ま た は 、 ペ プ シ ン を
用 い た 酵 素 的 切 断 に よ っ て 、 1価 の Fab'断 片 2つ 、 お よ び Fc断 片 が 直 接 産 生 さ れ る 。 こ れ ら
の 方 法 は 、 例 え ば Goldenberg、 米 国 特 許 第 4,036,945号 お よ び 第 4,331,647号 、 お よ び こ れ
ら に 含 ま れ る 参 考 文 献 に よ っ て 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら の 特 許 は 参 照 と し て そ の 全 体 が 本
明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 Porter, R.R.、 Biochem. J.、 73： 119-126、 1959も ま た 参 照 の
こ と 。 例 え ば 1価 の 軽 鎖 -重 鎖 断 片 を 形 成 す る た め の 重 鎖 の 分 離 、 断 片 の さ ら な る 切 断 、 ま
た は そ の 他 の 酵 素 的 、 化 学 的 、 も し く は 遺 伝 学 的 な 技 術 な ど の 、 抗 体 を 開 裂 す る そ の 他 の
方 法 も ま た 、 無 傷 の 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 抗 原 に 断 片 が 結 合 す る 限 り 、 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 Fv断 片 は 、 V H 鎖 と V L 鎖 の 会 合 を 含 む 。 こ の 会 合 は 、 Inbarら 、 Proc. Nat'l Acad. Sci. 
USA、 69： 2659-62、 1972に 記 載 さ れ て い る よ う に 、 非 共 有 結 合 で あ り う る 。 ま た は 、 可 変
鎖 を 、 分 子 間 ジ ス ル フ ィ ド 結 合 に よ っ て 結 合 さ せ る か 、 ま た は 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド な ど
の 化 学 物 質 に よ っ て 架 橋 さ せ る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 Fv断 片 は 、 ペ プ チ ド リ ン カ ー
に よ り 連 結 さ れ た V H 鎖 お よ び V L 鎖 を 含 む 。 こ れ ら の 単 鎖 抗 原 結 合 タ ン パ ク 質 （ sFv） は 、
オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に よ っ て 連 結 さ れ た 、 V H ド メ イ ン お よ び V L ド メ イ ン を コ ー ド す る DNA
配 列 を 含 む 構 造 遺 伝 子 を 構 築 す る こ と に よ っ て 、 調 製 さ れ る 。 構 造 遺 伝 子 は 発 現 ベ ク タ ー
に 挿 入 さ れ 、 続 い て E.coliな ど の 宿 主 細 胞 に 導 入 さ れ る 。 組 換 え 宿 主 細 胞 は 、 2つ の Vド メ
イ ン を 架 橋 す る リ ン カ ー ペ プ チ ド を 有 す る 単 一 ポ リ ペ プ チ ド 鎖 を 合 成 す る 。 sFvを 産 生 す
る た め の 方 法 は 、 例 え ば 、 Whitlowお よ び Filpula、 Methods、 2： 97-105、 1991； Birdら 、
Science 242： 423-426、 1988； Packら 、 Bio/Technology 11： 1271-77、 1993； な ら び に La
dnerら 、 米 国 特 許 第 4,946,778号 、 に よ っ て 記 載 さ れ て お り 、 こ れ は 参 照 と し て そ の 全 体
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が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 抗 体 断 片 の も う 1つ の 形 態 と は 、 単 一 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） を コ ー ド す る ペ プ チ ド で
あ る 。 CDRペ プ チ ド （ 「 最 小 認 識 単 位 」 ） は 、 関 心 対 象 の 抗 体 の CDRを コ ー ド す る 遺 伝 子 を
構 築 す る こ と に よ っ て 得 ら れ る 。 そ の よ う な 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を
用 い て 抗 体 産 生 細 胞 の RNAに 由 来 す る 可 変 領 域 を 合 成 す る こ と に よ っ て 調 製 さ れ る 。 例 え
ば 、 Larrickお よ び Fry、 Methods、 2： 106-10、 1991を 参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 islet 1ポ リ ペ プ チ ド に 特 異 的 に 結 合 す る と し て 特 徴 づ け ら れ た モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る が 、 こ こ で Islet 1ポ リ ペ プ チ ド は 機 能 的 活 性 を 保 持 し て い る
。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 Islet 1ポ リ ペ プ チ ド を 免 疫 捕 捉 （ immunocapture） す る た め の 本 発 明 の 方 法 に お い て 有
用 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 が 、 市 販 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 限 定 で は な く 説 明 を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
実 施 例 1

マ ウ ス 変 異 体
　 isletヌ ル 変 異 体 の 生 成 は 、 こ れ ま で に 記 載 さ れ て い る （ Pfaffら 、 1996） 。 ノ ッ ク ア ウ
ト 構 築 物 は 、 Islet 1の 2番 目 の LIMド メ イ ン を コ ー ド す る エ キ ソ ン が 除 去 さ れ て い る 。 Isl
et 1-creマ ウ ス は 、 Thomas M. Jessellに よ っ て 贈 与 さ れ 、 ま た こ れ ま で に 記 載 さ れ て い
る （ Srinivasら 、 2001） 。 IRES-creカ セ ッ ト は 、 Islet 1の 2番 目 の LIMド メ イ ン を コ ー ド
す る エ キ ソ ン 中 に 挿 入 さ れ 、 そ れ は islet遺 伝 子 発 現 を 破 壊 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
全 載 RNAイ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
　 全 載 RNAイ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 こ れ ま で に 記 載 さ れ て い る よ う に
行 っ た （ Wilkinson、 1999） 。 使 用 し た 特 定 の RNAプ ロ ー ブ の 参 考 文 献 は 、 以 下 の と お り で
あ る ： MLC2a （ Kubalakら 、 1994） ；  MLC2v（ O'Brienら 、 1993） ； tbx5（ Bruneauら 、 199
9） ； tbx20（ 未 発 表 結 果 ） ； BMP2、 BMP6、 BMP7、 BMP4、 BMP5（ Kimら 、 2001; Lyonsら 、 19
95） ； FGF4、 FGF8、 お よ び FGF10 (Feldmanら 、 1995; Sunら 、 1999） ； EHand（ Crossら 、 1
995） ； isletl（ EST、 GenBank ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： AA198791） （ 配 列 番 号 ： 2） ； msx2
（ Liuら 、 1994） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 二 重 RNAイ ン サ イ チ ュ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン お よ び 、 ア ル カ リ
ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Rocheカ タ ロ グ 番 号 1277073、 1685619） に 結 合 し た 蛍 光 標 識 プ ロ ー ブ を
利 用 し て 行 っ た 。 染 色 反 応 は 、 ウ ェ ブ 上 の ウ ェ ブ サ イ ト （ mshri.on.ca/rossant/protocol
s/doubleINsitu） の Janet Rossantの 研 究 室 プ ロ ト コ ル に よ る CIP/フ ェ リ シ ア ニ ド /フ ェ ロ
シ ア ニ ド お よ び ウ ェ ブ サ イ ト （ sternlab.anat.ucl.ac.uk/INSITU） の Claudio Sternの 研
究 室 プ ロ ト コ ル に よ る MagentaPhos-tet Redに よ り 、 ま た は 、 Fast Red（ Rocheカ タ ロ グ 番
号 1496549） お よ び BCIP（ ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 色 素 生 産 性 基 質 ） の み に よ り 行 っ た
。 一 次 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び そ れ を 検 出 す る た め の 染 色 （ 抗 フ ル オ レ セ イ ン
-AP、 Rocheカ タ ロ グ 番 号 1426338） の 後 、 胚 を 65℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て ア ル カ リ ホ
ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 不 活 化 し 、 二 次 抗 体 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン お よ び そ れ を 検 出 す る た
め の 染 色 （ 抗 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン -AP、 Rocheカ タ ロ グ 番 号 1093274） の 前 に 、 洗 浄 し た 。 ア ル
コ ー ル 可 溶 性 の Fast Redで 染 色 し た 胚 に 関 し て は 、 凍 結 切 片 を 調 製 し た 。 BCIP/フ ェ リ シ
ア ニ ド /フ ェ ロ シ ア ニ ド お よ び MagentaPhos-tet Redで 染 色 し た 胚 に 関 し て は 、 シ グ ナ ル の
損 失 を 最 小 限 に す る た め ア ル コ ー ル 中 で の 短 時 間 の 洗 浄 を 伴 っ て 、 パ ラ フ ィ ン 切 片 を 調 製
し た 。
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【 ０ ０ ９ ０ 】
走 査 型 電 子 顕 微 鏡
　 心 臓 の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 法 （ SEM） の た め の 標 準 化 さ れ た 手 順 を 利 用 し た （ Pexieder、 1
986） 。 簡 単 に は 、 胚 は ア ル コ ー ル 脱 水 お よ び フ レ オ ン 113か ら フ レ オ ン 23へ の 臨 界 点 乾 燥
に か け た 。 乾 燥 標 本 は SEMチ ュ ー ブ 上 に 乗 せ 、 300nmの 金 で イ オ ン ス パ ッ タ ー を し て 、 そ の
後 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 に お い て 調 べ た 。 SEM顕 微 鏡 写 真 は 標 準 的 な 配 向 お よ び 倍 率 で 撮 っ た
。
【 ０ ０ ９ １ 】
実 施 例 2

　 ネ ズ ミ 心 臓 か ら 心 臓 前 駆 体 を 単 離 す る た め に 、 成 体 臓 器 か ら の 心 筋 細 胞 の 単 離 の た め に
用 い ら れ た の と 類 似 の 方 法 を 使 用 し た 。 ト リ プ シ ン で 消 化 し た 状 態 に お い て 、 i細 胞 お よ
び 心 臓 線 維 芽 細 胞 は 、 同 様 な 細 胞 径 で あ る 35μ m前 後 を 共 有 し 、 パ ー コ ー ル 勾 配 に お い て
同 じ 分 画 に 同 時 精 製 さ れ る 。 I細 胞 の 培 養 は 、 フ ァ イ ブ ロ ネ ク チ ン 、 コ ラ ー ゲ ン IV型 、 ま
た は ラ ミ ニ ン 上 で の 培 養 を 含 む 、 多 数 の 条 件 を 試 験 す る こ と に よ っ て 開 発 さ れ た 。 試 験 さ
れ た 培 地 条 件 に は 、 以 下 に 記 載 の 、 い く つ か の 濃 度 の ウ シ 胎 仔 血 清 （ FCS） 、 上 皮 成 長 因
子 （ EGF） 、 血 小 板 由 来 増 殖 因 子 （ PDGF-BB） 、 酸 性 線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ aFGF） 、 塩 基 性
線 維 芽 細 胞 成 長 因 子 （ bFGF） 、 骨 形 成 タ ン パ ク 質 （ BMP） 2+4、 イ ン ス リ ン 様 増 殖 因 子 （ IG
F） 1、 ソ ニ ッ ク ・ ヘ ッ ジ ホ ッ グ （ Shh） 、 お よ び デ キ サ メ サ ゾ ン が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 10個 の isl 1陽 性 細 胞 を 接 種 し た 96穴 プ レ ー ト の お よ そ 5%～ 10%が 、 継 続 的 に 増 殖 す る 培
養 物 を 生 じ た が 、 こ れ は 、 100個 の i細 胞 中 約 5個 ～ 10個 前 後 の 細 胞 だ け が 、 i細 胞 培 養 を 開
始 で き る こ と を 示 す 。 今 は い く つ か の i細 胞 集 団 が 、 12を 上 回 る 集 団 倍 加 の 間 に 培 養 さ れ
て い る 。 心 臓 前 駆 体 集 団 は 、 心 臓 線 維 芽 細 胞 の 支 持 細 胞 層 上 ま た は 心 臓 か ら 新 鮮 に 単 離 さ
れ た 線 維 芽 細 胞 の 馴 化 培 地 の 中 に お い て の み 、 分 化 ま た は 細 胞 死 な し に 培 養 さ れ 得 る こ と
が 発 見 さ れ た 。 I細 胞 の 筋 細 胞 お よ び ニ ュ ー ロ ン へ の 分 化 は 、 心 臓 線 維 芽 細 胞 由 来 の 馴 化
培 地 の 回 収 、 ま た は I細 胞 の 支 持 細 胞 層 か ら の 分 離 に よ っ て 、 誘 導 す る こ と が で き る 。 形
態 お よ び 表 現 型 は 、 5～ 10を 上 回 る 集 団 倍 加 の 後 に 類 似 し て い る 。 I細 胞 は 、 直 径 ～ 35μ m
で 大 型 の 核 お よ び わ ず か な 細 胞 質 を 有 し 、 線 維 芽 細 胞 支 持 細 胞 層 に 常 に 付 着 し た 三 次 元 球
体 の 状 態 で 増 殖 す る 。 ヒ ト 組 織 の 心 房 か ら の i細 胞 を 単 離 し て 培 養 し た と き 、 同 様 な 結 果
が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
実 施 例 3

　 次 に 、 ES細 胞 の 神 経 外 胚 葉 お よ び 中 胚 葉 へ の 分 化 に 対 し て 報 告 さ れ て い る も の に 基 づ い
て 選 ば れ た サ イ ト カ イ ン を 加 え る こ と に よ っ て 、 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト の 心 臓 よ り 得 ら れ た
i細 胞 の イ ン ビ ト ロ 分 化 能 を 試 験 し た 。 分 化 に は 、 i細 胞 が 、 血 清 を 含 ま な い が 系 統 特 異 的
サ イ ト カ イ ン を 含 む 培 地 に お い て 、 1～ 2× 10 4 細 胞 /cm 2 前 後 の 密 度 で 、 支 持 細 胞 層 な し に
再 プ レ ー テ ィ ン グ さ れ る べ き こ と が 必 要 で あ っ た 。 神 経 前 駆 体 は PDGF-BBに よ り 増 殖 し 、 b
FGFの 添 加 に よ っ て 誘 導 さ れ て 分 化 し 得 る （ Palmerら 、 1999） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 bFGF処 理 下 に お い て 、 i細 胞 の 45%前 後 が 星 状 細 胞 の 形 態 的 お よ び 表 現 型 的 特 徴 を 獲 得 し
、 グ リ ア 酸 性 線 維 タ ン パ ク 質 （ GFAP） 、 お よ び 神 経 フ ィ ラ メ ン ト 200（ NF-200） に 対 し て
陽 性 に 染 色 し た ニ ュ ー ロ ン に 対 し て 、 免 疫 組 織 化 学 的 陽 性 を 示 す 。 筋 細 胞 分 化 に よ っ て 、
免 疫 組 織 化 学 実 験 に お い て α 筋 節 ア ク チ ン お よ び α ア ク チ ニ ン に 対 す る 陽 性 信 号 を 示 す 細
胞 が 獲 得 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
実 施 例 4

　 1日 齢 の 仔 マ ウ ス の 心 臓 35個 か ら 50個 を 胸 部 開 口 部 よ り 切 開 摘 出 し 、 4片 に 切 り 分 け 、 Ca
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2 + を 含 ま な い HBSS（ ハ ン ク ス 平 衡 塩 類 ） 溶 液 中 に お い て 4℃ で 3回 洗 浄 し た 。 心 臓 は 0.5 mg
/mlト リ プ シ ン -HBSS溶 液 に 移 し 、 オ ー ビ タ ル シ ェ ー カ ー に お い て 4℃ で 一 晩 （ ～ 17時 間 ）
前 消 化 し た 。 ト リ プ シ ン 溶 液 の 半 分 を 前 消 化 し た 組 織 か ら 除 き 、 残 り の 部 分 を 、 ペ ニ シ リ
ン （ 100 U/ml） /ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 100 mg/ml） /HEPES（ 25 mM） /グ ル タ ミ ン （ 2 mM）
を 含 む 温 DMEM/M199細 胞 培 地 （ 4： 1の 割 合 ） に よ り 1： 1に 希 釈 し た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 組 織 を 37℃ で 3分 間 ～ 4分 間 振 盪 し た 後 、 希 釈 し た ト リ プ シ ン を 組 織 か ら 除 き 、 HBSS中 24
U/mlの コ ラ ゲ ナ ー ゼ II型 を 20ml、 組 織 溶 液 に 加 え た 。 振 盪 水 槽 中 に お け る 37℃ で 2分 間 イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 後 、 最 初 の コ ラ ゲ ナ ー ゼ II型 消 化 物 は 、 赤 血 球 細 胞 お よ び 死 組 織 細
胞 を 主 に 含 む た め 、 廃 棄 す る 。 組 織 は 12 mlの 新 鮮 な コ ラ ゲ ナ ー ゼ II型 中 に 再 懸 濁 し 、 水
槽 中 に お い て 37℃ で 10分 間 振 盪 し た 。 上 清 は 同 量 の 10%ウ マ 血 清 お よ び 5%ウ シ 胎 仔 血 清 を
含 む 冷 DMEM/M199培 地 の 添 加 に よ っ て 不 活 化 し 、 氷 上 で 保 管 し た 。 組 織 の 再 懸 濁 お よ び 上
清 の 不 活 化 は 、 組 織 片 が 完 全 に 消 化 さ れ る ま で 、 さ ら に 3回 繰 返 し た 。 消 化 物 か ら の 上 清
を 集 め 、 800 rpmで 5分 間 、 遠 心 分 離 し た 。 上 清 は 心 臓 の 間 葉 細 胞 の ほ と ん ど を 含 ん で お り
、 ペ レ ッ ト は 心 筋 細 胞 の ほ と ん ど を 含 ん だ 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 1500 rpmで 3分 間 の 2回 目 の 遠 心 分 離 の 後 、 間 葉 細 胞 は 連 続 的 に 、 ペ ニ シ リ ン （ 100 U/ml
） /ス ト レ プ ト マ イ シ ン （ 100 mg/ml） /HEPES（ 25 mM） /グ ル タ ミ ン （ 2 mM） /10%新 生 仔 ウ
シ 血 清 お よ び 5%ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 む DMEM中 で プ ラ ス チ ッ ク 上 に 20分 間 蒔 い た 。 20分 後 、 非
付 着 細 胞 は 、 PBSに よ る 2回 の 厳 し い 洗 浄 段 階 に よ っ て 、 プ レ ー ト か ら 取 り 除 か れ た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 付 着 し た 心 臓 間 葉 細 胞 を 、 5% CO 2 に お い て 37℃ で 14日 間 ～ 21日 間 培 養 し た 。 培 地 は 、 培
養 第 2日 め に 細 胞 が コ ン フ ル エ ン ト 状 態 に 達 し た と き 、 B27サ プ リ メ ン ト 、 2%ウ シ 胎 仔 血 清
、 10 ng/ml EGFを 含 む DMEM/F12と 交 換 し た 。 10日 後 、 心 臓 前 駆 体 集 団 は 心 臓 の 間 葉 細 胞 の
支 持 細 胞 層 の 上 に 増 殖 し 始 め た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
実 施 例 5

　 出 生 後 1日 ～ 5日 の 仔 ラ ッ ト の 心 臓 50個 を 胸 部 開 口 部 よ り 切 開 摘 出 し 、 4片 に 切 り 分 け 、 6
.8 g/l NaCl、 4.7g/l HEPES、 0.12 g/l NaH 2 PO 4 、 0.14 g/l NaH 2 PO 4  H 2 O、 1 g/lグ ル コ ー
ス 、 0.4 g/l KCl、 0.2 g/l MgSO 4 7H 2 O（ pH7.35に 調 整 ） を 含 む ADS緩 衝 液 中 で 2回 洗 浄 し た
。 心 臓 片 は 、 攪 拌 フ ラ ス コ 中 に お い て 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ II型 （ 115 ユ ニ ッ ト /ml） お よ び パ
ン ク レ ア チ ン （ 0.8 mg/ml） を 含 む ADS緩 衝 液 中 で 37℃ で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 最 初
の 消 化 物 は 廃 棄 し た 。 18 mlの 新 鮮 な 酵 素 溶 液 を 組 織 に 加 え 、 37℃ で 20分 間 攪 拌 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 20分 間 の 消 化 の 後 、 酵 素 溶 液 を 取 り 除 き 、 6mlの 新 生 仔 ウ シ 血 清 に よ り 不 活 化 し た 。 攪
拌 フ ラ ス コ 中 の 組 織 片 に 新 鮮 な 酵 素 溶 液 を 加 え 、 37℃ で さ ら に 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 最 初 の 20分 間 の 消 化 に 由 来 す る 消 化 物 を 1000 rpmで 6分 間 遠 心 分 離 し 、 ペ レ ッ ト を 5mlの
新 生 仔 ウ シ 血 清 に 再 懸 濁 し て 37℃ で 10% CO 2 中 に 置 い た 。 上 記 の 段 階 は 、 酵 素 溶 液 の 除 去
か ら ペ レ ッ ト の 再 懸 濁 ま で 、 4回 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 各 々 の 遠 心 分 離 に よ り 得 ら れ た 細 胞 懸 濁 液 を プ ー ル し て 、 1000 rpmで 6分 間 遠 心 分 離 し
た 。 ペ レ ッ ト は 12 mlの ADS緩 衝 液 に 再 懸 濁 し た 。 細 胞 懸 濁 液 は パ ー コ ー ル 勾 配 の 最 上 層 に
重 ね た （ 各 々 の 勾 配 に つ き 2 mlの 細 胞 ） 。 各 々 の パ ー コ ー ル 勾 配 は 、 上 層 と し て の 1.06 g
/mlの パ ー コ ー ル 4 ml、 お よ び 下 層 と し て の 1.08 g/mlの パ ー コ ー ル 3 mlか ら 成 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 低 加 速 度 お よ び 減 速 度 で の 3000 rpmで 30分 間 の 遠 心 分 離 の 後 、 上 側 の バ ン ド は 心 臓 間 葉
細 胞 か ら 成 り 、 界 面 に お け る 中 央 の バ ン ド は 心 筋 細 胞 か ら 成 っ た 。 間 葉 細 胞 は パ ス ツ ー ル
ピ ペ ッ ト で 回 収 し た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
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ラ ッ ト 心 臓 か ら の 出 生 後 心 臓 前 駆 細 胞 の た め の 単 離 プ ロ ト コ ル



　 1500 rpmで 3分 間 の 2回 目 の 遠 心 分 離 の 後 、 ペ ニ シ リ ン （ 100 U/ml） /ス ト レ プ ト マ イ シ
ン （ 100 mg/ml） /HEPES（ 25 mM） /グ ル タ ミ ン （ 2 mM） /10%新 生 仔 ウ シ 血 清 お よ び 5%ウ シ
胎 仔 血 清 を 含 む DMEM中 で 、 間 葉 細 胞 を 連 続 的 に プ ラ ス チ ッ ク 上 に 20分 間 蒔 い た 。 20分 後 に
、 非 付 着 細 胞 は 、 PBSに よ る 2回 の 厳 し い 洗 浄 段 階 に よ っ て 、 プ レ ー ト か ら 取 り 除 い た 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 心 臓 間 葉 細 胞 は 、 5% CO 2 に お い て 37℃ で 14日 間 ～ 21日 間 培 養 し た 。 培 地 は 、 培 養 第 2日
目 に 細 胞 が コ ン フ ル エ ン ト 状 態 に 達 し た と き 、 B27サ プ リ メ ン ト 、 2%ウ シ 胎 仔 血 清 、 10 ng
/ml EGFを 含 む DMEM/F12と 交 換 し た 。 10日 後 、 心 臓 前 駆 体 集 団 が 、 心 臓 の 間 葉 細 胞 の 支 持
細 胞 層 の 上 に 増 殖 し 始 め た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
実 施 例 6

　 上 記 実 施 例 4お よ び 実 施 例 5に お い て 出 生 後 マ ウ ス お よ び ラ ッ ト の 心 筋 か ら 単 離 さ れ た 細
胞 の 表 現 型 の 細 胞 マ ー カ ー は 、 そ れ ぞ れ FACS解 析 に よ っ て 特 徴 づ け ら れ た 。 FACS解 析 に よ
っ て 、 90%の 細 胞 が LIMホ メ オ ド メ イ ン 転 写 因 子 islet 1を 発 現 す る こ と ； ～ 90%の 細 胞 が Dr
osophila tinmanの 相 同 体 で あ る Nkx2.5を 共 発 現 す る こ と ； お よ び 30%～ 40%の 細 胞 が 中 間
径 フ ィ ラ メ ン ト で あ る ネ ス チ ン を 共 発 現 す る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
実 施 例 7

　 前 駆 体 集 団 の 分 化 の た め 、 細 胞 は 、 2%ウ シ 胎 仔 血 清 お よ び 系 統 特 異 的 分 化 因 子 を 含 む 培
地 に お い て 、 2× 10 4 細 胞 /cm 2 前 後 の 密 度 で 、 間 葉 細 胞 の 支 持 細 胞 層 な し で 再 プ レ ー テ ィ ン
グ し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 イ ン ビ ト ロ の 筋 細 胞 分 化 は 、 wnt11を 安 定 的 に 発 現 お よ び 分 泌 す る レ ト ロ ウ イ ル ス 感 染 N
IH3T3細 胞 系 の wnt11を 濃 縮 し た 馴 化 培 地 を 用 い て 行 っ た 。 細 胞 は 、 フ ァ イ ブ ロ ネ ク チ ン 被
覆 培 養 皿 上 で wnt11馴 化 培 地 を 用 い 、 そ の 後 2.5 ng/mlの 濃 度 に お け る BMP2を 用 い る 連 続 的
分 化 プ ロ ト コ ル に よ っ て 4.5日 間 処 理 し た 。 そ の 後 、 分 化 細 胞 は 、 電 気 生 理 学 的 設 定 に お
け る チ ャ ネ ル 電 流 の た め の 、 お よ び 細 胞 内 一 過 性 Ca 2 + の た め の 、 単 一 細 胞 実 験 に お い て 解
析 し た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 ニ ュ ー ロ ン の 細 胞 型 へ の イ ン ビ ト ロ 分 化 は 、 ラ ミ ニ ン お よ び ポ リ リ シ ン 被 覆 培 養 皿 に お
い て 、 10～ 15日 間 、 0.2μ Mオ ー ル ト ラ ン ス レ チ ノ イ ン 酸 お よ び 5μ Mフ ォ ル ス コ リ ン に よ っ
て 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 脂 肪 細 胞 へ の イ ン ビ ト ロ 分 化 は 、 プ ラ ス チ ッ ク 培 養 皿 に お い て 、 10%新 生 仔 ウ シ 血 清 お
よ び 5%ウ シ 胎 仔 血 清 に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 の 実 施 例 に 関 し て 記 載 さ れ て い る が 、 改 変 お よ び 変 形 が 本 発 明 の 精 神 お
よ び 意 図 の 中 に 包 含 さ れ て い る こ と が 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 特 許 請 求
の 範 囲 に よ っ て の み 限 定 さ れ る 。
【 ０ １ １ １ 】
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ １ ２ 】
【 図 １ 】 Islet 1の ESTの mRNA配 列 で あ る （ 配 列 番 号 ： 1） 。
【 図 ２ 】 ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 NM_021459 XM_354773（ 配 列 番 号 ： 2） と し て GenBankに よ り
利 用 可 能 な Islet 1（ マ ウ ス ） の DNA配 列 で あ る 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 17年 10月 4日 (2005.10.4)
【 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 】
　 幹 細 胞 を 検 出 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 細 胞 中 で Islet 1の 核 酸 ま た は 発 現 産 物 の 存 在
を 判 定 す る 段 階 を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 判 定 段 階 が 免 疫 組 織 化 学 的 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 判 定 段 階 が 、 Islet 1の mRNAの 存 在 を 判 定 す る 段 階 を 含 む 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 幹 細 胞 が 心 原 性 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 幹 細 胞 を 生 成 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：

Islet 1を 発 現 す る 未 分 化 前 駆 細 胞 を 、 細 胞 に お け る Islet 1の 発 現 を 物 質 と 接
触 さ せ 段 階 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Islet 1の 発 現 の 、 中 胚 葉 性 ま た は 神 経 外 胚 葉 性

、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
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幹 細 胞 に 分 化 す る た め の 、 Islet 1を 発 現 す る 未 分 化 前 駆 細 胞 を 同 定 す る 段 階 ； お よ び
該 誘 導 す る

て 、 そ れ に よ り 幹 細 胞 を 生 成 す る

誘 導 に よ り の 系 列 の 幹 細 胞 が 生 成 さ れ
る 5



【 請 求 項 ７ 】
　 系 列 が 中 胚 葉 性 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 系 列 が 神 経 外 胚 葉 性 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 未 分 化 前 駆 細 胞 が げ っ 歯 類 由 来 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 げ っ 歯 類 細 胞 が 非 筋 細 胞 性 心 臓 細 胞 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 未 分 化 前 駆 細 胞 が ヒ ト 由 来 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ヒ ト 細 胞 が 非 筋 細 胞 性 心 臓 細 胞 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 幹 細 胞 が 心 原 性 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 未 分 化 心 臓 前 駆 細 胞 の 細 胞 集 団 を 、 分 化 を 伴 う こ と な く イ ン ビ ト ロ に お い て 拡 大 （ expa
nsion） さ せ る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：

、 Islet 1を 発 現 す る 単 離 さ れ た 未 分 化 前 駆 細 胞 を 培 養 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 未 分 化 前 駆 細 胞 が 非 筋 細 胞 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 非 筋 細 胞 が ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ま た は ヒ ト の 細 胞 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 90%を 上 回 る Islet 1陽 性 幹 細 胞 を 含 む Islet 1陽 性 幹 細 胞 濃 縮 集 団 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段
階 を 含 む 方 法 ：
細 胞 集 団 を Islet 1反 応 性 の 物 質 と 接 触 さ せ る 段 階 ； お よ び
反 応 陽 性 の 細 胞 を 反 応 陰 性 の 細 胞 か ら 分 離 し て 、 そ れ に よ り

段 階 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 幹 細 胞 が 心 原 性 幹 細 胞 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 物 質 が 検 出 可 能 に 標 識 さ れ て い る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 標 識 が 蛍 光 マ ー カ ー で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 物 質 が 抗 Islet 1抗 体 で あ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 段 階 が 、 FACS解 析 に よ っ て 行 わ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
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分 化 を 伴 う こ と な く 拡 大 す る た め の 、 Islet 1を 発 現 す る 単 離 さ れ た 未 分 化 前 駆 細 胞 を 同
定 す る 段 階 ； お よ び
種 特 異 的 心 臓 線 維 芽 細 胞 の 支 持 細 胞 層 （ feeder layer） で ま た は 心 臓 由 来 の 線 維 芽 細 胞 の
馴 化 培 地 で
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請 求 項 17記 載 の Islet 1陽 性 幹 細 胞 濃 縮 集 団 を 作 製 す る

請 求 項 17記 載 の Islet 1陽 性
幹 細 胞 濃 縮 集 団 を 作 製 す る
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分 離 21

Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 を 含 む 幹 細 胞 の 内 部 ま た は 表 面 の 少 な く と も 一 つ の マ
ー カ ー を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 を 有 す る 幹 細 胞 集 団 を 、 Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物
と 共 に 幹 細 胞 表 面 に 共 局 在 す る 少 な く と も 一 つ の マ ー カ ー に 反 応 性 の 物 質 と 接 触 さ せ る 段
階 ； な ら び に
反 応 陽 性 の 細 胞 を 反 応 陰 性 の 細 胞 か ら 分 離 し て 、 そ れ に よ り 、 Islet 1核 酸 ま た は そ の 発



【 請 求 項 ２ ５ 】
　
【 請 求 項 ２ ６ 】
　
【 請 求 項 ２ ７ 】
　
【 請 求 項 ２ ８ 】
　

【 請 求 項 ２ ９ 】
　

【 請 求 項 ３ ０ 】
　
【 請 求 項 ３ １ 】
　
【 請 求 項 ３ ２ 】
　
【 請 求 項 ３ ３ 】
　

【 請 求 項 ３ ４ 】
　
【 請 求 項 ３ ５ 】
　
【 請 求 項 ３ ６ 】
　
【 請 求 項 ３ ７ 】
　
　
【 手 続 補 正 ２ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ０ １
【 補 正 方 法 】 変 更
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現 産 物 を 有 す る 幹 細 胞 、 お よ び 、 Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 と 共 局 在 す る 少 な く と
も 一 つ の マ ー カ ー を 同 定 す る 段 階 。

幹 細 胞 が 哺 乳 動 物 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 24記 載 の 方 法 。

幹 細 胞 が 心 臓 よ り 得 ら れ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。

幹 細 胞 が 胚 性 組 織 よ り 得 ら れ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。

少 な く と も 一 つ の マ ー カ ー お よ び Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 を 有 す る 、 哺 乳 動 物
の 心 原 性 幹 細 胞 を 単 離 す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
哺 乳 動 物 か ら 細 胞 試 料 を 得 る 段 階 ；
Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 を 有 す る 幹 細 胞 に 選 択 的 な 少 な く と も 一 つ の マ ー カ ー に
反 応 性 の 物 質 を 、 細 胞 試 料 と 接 触 さ せ る 段 階 ；
マ ー カ ー お よ び Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 を 有 す る 反 応 陽 性 の 細 胞 を 、 マ ー カ ー お
よ び Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 を 有 さ な い 反 応 陰 性 の 細 胞 か ら 、 選 別 す る 段 階 ； な
ら び に
マ ー カ ー お よ び Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 を 有 す る 反 応 陽 性 の 細 胞 を 選 択 し 、 そ れ
に よ っ て 、 少 な く と も 一 つ の マ ー カ ー お よ び Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 を 有 す る 心
原 性 幹 細 胞 を 哺 乳 動 物 か ら 単 離 す る 段 階 。

選 別 段 階 が 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 選 別 （ fluorescent activated cell sorting） に よ る 選 別
段 階 を 含 む 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。

選 別 段 階 が 、 磁 気 ビ ー ズ 選 別 に よ る 選 別 段 階 を 含 む 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。

細 胞 試 料 が 哺 乳 動 物 成 体 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。

細 胞 試 料 が 心 臓 よ り 得 ら れ る 、 請 求 項 28記 載 の 方 法 。

Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 を 含 む 幹 細 胞 に お け る 細 胞 応 答 を 改 変 す る 物 質 を 同 定
す る た め の 方 法 で あ っ て 、 以 下 の 段 階 を 含 む 方 法 ：
Islet 1の 発 現 を 改 変 す る 物 質 と 、 幹 細 胞 を 接 触 さ せ る 段 階 ；
被 験 物 質 と 幹 細 胞 を 接 触 さ せ る 段 階 ； な ら び に
被 験 物 質 の 存 在 下 お よ び 非 存 在 下 で の 幹 細 胞 応 答 の 変 化 を 解 析 す る 段 階 で あ っ て 、 幹 細 胞
応 答 の 変 化 に よ り 、 Islet 1核 酸 ま た は そ の 発 現 産 物 を 含 む 幹 細 胞 に お け る 細 胞 応 答 を 改
変 す る 物 質 と し て 被 験 物 質 が 同 定 さ れ る 、 段 階 。

幹 細 胞 応 答 を 改 変 す る 物 質 が 、 幹 細 胞 の 増 殖 に 影 響 を 及 ぼ す 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。

幹 細 胞 応 答 を 改 変 す る 物 質 が 、 幹 細 胞 の 生 存 に 影 響 を 及 ぼ す 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。

幹 細 胞 応 答 を 改 変 す る 物 質 が 、 幹 細 胞 の 移 動 に 影 響 を 及 ぼ す 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。

幹 細 胞 応 答 を 改 変 す る 物 質 が 、 幹 細 胞 の 分 化 に 影 響 を 及 ぼ す 、 請 求 項 33記 載 の 方 法 。



【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 概 し て 、 未 分 化 前 駆 細 胞 の イ ン ビ ト ロ に お け る 拡 大 お よ び 増 殖 に 関 し 、 よ り 具
体 的 に は 、 Islet 1を 含 む 未 分 化 前 駆 細 胞 に 関 す る 。

【 手 続 補 正 ３ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 ０ ０ ２ ２
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 は 、 2つ の 心 臓 領 域 の 境 界 が こ れ ま で に 予 想 さ れ て い た も の と 異 な る と い う 発 見
に 基 づ く 。 一 方 の 前 駆 体 集 団 は islet 1を 発 現 し 、 流 出 路 、 右 心 室 、 左 心 室 細 胞 の サ ブ セ
ッ ト 、 お よ び 心 房 細 胞 の 大 部 分 を 生 じ る 。 も う 一 方 は islet 1を 発 現 せ ず 、 左 心 室 の

、 お よ び 一 部 の 心 房 細 胞 を 生 じ る 。 未 分 化 前 駆 体 に お け る islet 1の 特 異 的
発 現 に よ っ て 、 islet 1発 現 前 駆 体 集 団 の 正 確 な 可 視 化 も 初 め て 可 能 に な り 、 心 臓 幹 細 胞
集 団 の 単 離 お よ び 特 徴 づ け の た め の 重 要 な 手 が か り が 本 発 明 者 ら に 提 供 さ れ る 。 Islet 1
は 、 こ の 幹 細 胞 集 団 を 規 定 す る だ け で な く 、 こ れ ら の 細 胞 が 心 臓 を も た ら す た め に も ま た
必 要 で あ り 、 そ れ に よ っ て 、 特 異 的 な 心 臓 領 域 の 最 初 の 遺 伝 学 的 な 証 拠 が 提 供 さ れ る 。
【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 1月 10日 (2006.1.10)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 明 細 書
【 補 正 対 象 項 目 名 】 配 列 表
【 補 正 方 法 】 追 加
【 補 正 の 内 容 】
【 配 列 表 】
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