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(57)【要約】
　胚体内胚葉細胞を含む細胞集団における細胞を、腸管
に由来する組織及び／又は器官を形成することが可能な
細胞へ分化させるのに有用な１つ又は複数の分化因子を
同定する方法が本明細書中で開示される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト細胞を含む細胞集団におけるヒト胚体内胚葉細胞の分化を促進することが可能な分
化因子を同定する方法であって、
　ヒト胚体内胚葉細胞を含む細胞集団を得る工程と、
　候補分化因子を前記細胞集団へ供給する工程と、
　第１の時点で前記細胞集団におけるマーカーの発現を測定する工程と、
　第２の時点で前記細胞集団における同一マーカーの発現を測定する工程と、
　前記第２の時点での前記細胞集団における前記マーカーの発現が、前記第１の時点での
該細胞集団における該マーカーの発現と比較して増大又は減少されているかを判定する工
程
とを含み、該第２の時点が前記第１の時点の後であり、また該第２の時点が前記細胞集団
に前記候補分化因子を供給することの後であり、該細胞集団における該マーカーの発現の
増大又は減少は、前記候補分化因子が、前記ヒト胚体内胚葉細胞の分化を促進することが
可能であることを示す、前記方法。
【請求項２】
　前記ヒト胚体内胚葉細胞が、前記細胞集団における前記ヒト細胞の少なくとも約１０％
を構成する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　ヒトフィーダー細胞が前記細胞集団中に存在し、該フィーダー細胞以外の前記ヒト細胞
の少なくとも約１０％が胚体内胚葉細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記ヒト胚体内胚葉細胞が、前記細胞集団における前記ヒト細胞の少なくとも約９０％
を構成する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記ヒトフィーダー細胞が前記細胞集団中に存在し、前記フィーダー細胞以外の前記ヒ
ト細胞の少なくとも約９０％が胚体内胚葉細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ヒト胚体内胚葉細胞が、前記候補分化因子に応答して、腸管に由来する細胞、組織
又は器官へ分化する、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記ヒト胚体内胚葉細胞が、前記候補分化因子に応答して、膵臓前駆体細胞へ分化する
、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記マーカーが、膵臓－十二指腸ホメオボックス因子－１（ＰＤＸ１）、ホメオボック
スＡ１３（ＨＯＸＡ１３）及びホメオボックスＣ６（ＨＯＸＣ６）から成る群から選択さ
れる、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記ヒト胚体内胚葉細胞が、前記候補分化因子に応答して、肝臓前駆体細胞へ分化する
、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記マーカーが、アルブミン、プロスペロ(prospero)関連ホメオボックス１（ＰＲＯＸ
１）及び肝細胞特異的抗原（ＨＳＡ）から成る群から選択される、請求項９に記載の方法
。
【請求項１１】
　前記ヒト胚体内胚葉細胞が、前記候補分化因子に応答して、肺前駆体細胞へ分化する、
請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記マーカーが、甲状腺転写因子１（ＴＩＴＦ１）である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
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　前記ヒト胚体内胚葉細胞が、前記候補分化因子に応答して、腸前駆体細胞へ分化する、
請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記マーカーが、ビリン及びコーダル型ホメオボックス転写因子２（ＣＤＸ２）から成
る群から選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第１の時点が、前記候補分化因子を前記細胞集団へ供給することより前である、請
求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記第１の時点が、前記候補分化因子を前記細胞集団へ供給するのとほぼ同時である、
請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記第１の時点が、前記候補分化因子を前記細胞集団へ供給することの後である、請求
項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記マーカーの発現が増大される、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
　前記マーカーの発現が減少される、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　前記マーカーの発現が、定量的ポリメラーゼ連鎖反応（Ｑ－ＰＣＲ）により測定される
、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　前記マーカーの発現が、免疫細胞化学により測定される、請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　前記マーカーが、膵臓－十二指腸ホメオボックス因子－１（ＰＤＸ１）、ホメオボック
スＡ１３（ＨＯＸＡ１３）及びホメオボックスＣ６（ＨＯＸＣ６）から成る群から選択さ
れる、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記マーカーが、アルブミン、プロスペロ関連ホメオボックス１（ＰＲＯＸ１）及び肝
細胞特異的抗原（ＨＳＡ）から成る群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項２４】
　前記マーカーが、ビリン及びコーダル型ホメオボックス転写因子２（ＣＤＸ２）から成
る群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項２５】
　前記マーカーが、甲状腺転写因子１（ＴＩＴＦ１）である、請求項１に記載の方法。
【請求項２６】
　前記分化因子が前腸分化因子を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　前記分化因子が小分子を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２８】
　前記分化因子がレチノイドを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２９】
　前記分化因子がレチノイン酸を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３０】
　前記分化因子がポリペプチドを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３１】
　前記分化因子が成長因子を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３２】
　前記分化因子がＦＧＦ－１０を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３３】
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　前記分化因子がＦＧＦ－２を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３４】
　前記分化因子がＷｎｔ３Ｂを含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３５】
　前記分化因子が前腸分化因子ではない、請求項１に記載の方法。
【請求項３６】
　前記分化因子がレチノイドではない、請求項１に記載の方法。
【請求項３７】
　前記分化因子がレチノイン酸ではない、請求項１に記載の方法。
【請求項３８】
　前記分化因子が、約０．１ｎｇ／ｍｌ～約１０ｍｇ／ｍｌの濃度で前記細胞集団へ供給
される、請求項１に記載の方法。
【請求項３９】
　前記分化因子が、約１ｎｇ／ｍｌ～約１ｍｇ／ｍｌの濃度で前記細胞集団へ供給される
、請求項１に記載の方法。
【請求項４０】
　前記分化因子が、約１０ｎｇ／ｍｌ～約１００μｇ／ｍｌの濃度で前記細胞集団へ供給
される、請求項１に記載の方法。
【請求項４１】
　前記分化因子が、約１００ｎｇ／ｍｌ～約１０μｇ／ｍｌの濃度で前記細胞集団へ供給
される、請求項１に記載の方法。
【請求項４２】
　前記分化因子が、約１μｇ／ｍｌの濃度で前記細胞集団へ供給される、請求項１に記載
の方法。
【請求項４３】
　前記分化因子が、約１００ｎｇ／ｍｌの濃度で前記細胞集団へ供給される、請求項１に
記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　　［発明の分野］
　本発明は、医学及び細胞生物学の分野に関する。特に、本発明は、胚体内胚葉細胞を他
の細胞型へ分化させるのに有用な因子の同定に関する。
【０００２】
　　［関連出願］
　本出願は、２００４年４月２７日に出願されたＰＤＸ　１発現内胚葉(PDX 1 EXPRESSIN
G ENDODERM)という表題の米国仮特許出願第６０／５６６，２９３号、２００４年７月１
４日に出願された胚体内胚葉の単離のためのケモカイン細胞表面受容体(CHEMOKINE CELL 
SURFACE RECEPTOR FOR THE ISOLATION OF DEFINITIVE ENDODERM)という表題の米国仮特許
出願第６０／５８７，９４２号及び２００４年７月９日に出願された胚体内胚葉の単離の
ためのケモカイン細胞表面受容体(CHEMOKINE CELL SURFACE RECEPTOR FOR THE ISOLATION
  OF DEFINITIVE ENDODERM)という表題の米国仮特許出願第６０／５８６，５６６号の通
常の出願として米国特許法第１１９条（ｅ）項のもと、優先権を主張する２００５年４月
２６日に出願されたＰＤＸ　１発現内胚葉(PDX 1 EXPRESSING ENDODERM)という表題の米
国特許出願第１１／１１５，８６８号の一部継続出願である。本出願はまた、２００４年
７月１４日に出願された胚体内胚葉の単離のためのケモカイン細胞表面受容体(CHEMOKINE
 CELL SURFACE RECEPTOR FOR THE ISOLATION OF DEFINITIVE ENDODERM)という表題の米国
仮特許出願第６０／５８７，９４２号及び２００４年７月９日に出願された胚体内胚葉の
単離のためのケモカイン細胞表面受容体(CHEMOKINE CELL SURFACE RECEPTOR FOR THE ISO
LATION OF DEFINITIVE ENDODERM)という表題の米国仮特許出願第６０／５８６，５６６号
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、並びに２００３年１２月２３日に出願された胚体内胚葉(DEFINITIVE ENDODERM)という
表題の米国仮特許出願第６０／５３２，００４号に対する通常の出願として米国特許法第
１１９条（ｅ）項のもと、優先権を主張する２００４年１２月２３日に出願された胚体内
胚葉(DEFINITIVE ENDODERM)という表題の米国特許出願第１１／０２１，６１８号の一部
継続出願である。
【背景技術】
【０００３】
　　［背景］
　ヒト多能性幹細胞、例えば胚性幹（ＥＳ）細胞及び胚性生殖（ＥＧ）細胞は、１９９４
年に線維芽細胞フィーダーを含有しない（Bongso et al., 1994）そして線維芽細胞フィ
ーダーを含有する（Hogan, 1997）培養物中でまず単離された。後に、Thomson、Reubinof
f及びShamblottは、有糸分裂不活性化マウスフィーダー層を用いたヒトＥＳ及びＥＧ細胞
の連続培養を確立した（Reubinoff et al., 2000；Shamblott et al., 1998；Thomson et
 al., 1998）。
【０００４】
　ヒトＥＳ及びＥＧ細胞（ｈＥＳＣ）は、ヒト発達の早期段階を研究するための、並びに
いくつかの疾患状態、例えば真性糖尿病及びパーキンソン病における療法的介入のための
独特の機会を提供する。例えばｈＥＳＣ由来のインスリン生産β細胞の使用は、糖尿病の
治療のためにドナー膵臓からの細胞を利用する一般的細胞治療方法を上回る膨大な改善を
提供する。しかしながら現在、ｈＥＳＣからインスリン生産β細胞を生成する方法は分か
っていない。したがって、ドナー膵臓からの島細胞を利用する真性糖尿病のための一般的
細胞治療の処置は、移植に必要とされる高品質の島細胞の不足により制限される。単一Ｉ
型糖尿病患者のための細胞療法は、約８×１０8個の膵臓島細胞の移植を要する（Shapiro
 et al., 2000；Shapiro et al., 2001a；Shapiro et al., 2001b）。したがって、少な
くとも２つの健常ドナー器官が、首尾よい移植のために十分な島細胞を得るために必要と
される。ヒト胚性幹細胞は、ヒト細胞療法のための相当量の高品質分化細胞を発達させる
ための出発物質の供給源を提供する。
【０００５】
　ｈＥＳＣを細胞療法用途に独特に適合させる２つの特性は、多能性、並びに長期間培養
中にこれらの細胞を保持する能力である。多能性は、３つの一次胚葉（内胚葉、中胚葉、
外胚葉）すべての誘導体に分化し、次に胚体外組織（例えば胎盤）及び生殖細胞のほかに
、成熟生物体のすべての体細胞型を形成するｈＥＳＣの能力により確定される。多能性は
ｈＥＳＣに並外れた有用性を付与するが、しかしこの特性は、これらの細胞及びそれらの
誘導体の研究及び操作のための独特の好機も有する。ｈＥＳＣ培養物を分化するに際して
生じ得る非常に種々の細胞型のために、膨大な数の細胞型が極めて低い効率で産生される
。さらに、任意の所定の細胞型の産生を評価する場合の結果は、適切なマーカーの測定に
応じて決定的に決まる。効率的な指示分化は、ｈＥＳＣの療法的用途のために大きな重要
性を有する。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　細胞療法用途で有用である細胞を生成するための出発材料としてｈＥＳＣを使用するた
めには、上述の問題を克服することは好適である。さらに、細胞療法に有用な細胞型への
ｈＥＳＣに由来する前駆細胞の分化を促進する因子を同定することは有益である。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　　［発明の概要］
　本発明の実施形態は、胚体内胚葉細胞のようなＰＤＸ１陽性（ＰＤＸ１発現）内胚葉細
胞及び／又はＰＤＸ１陰性内胚葉細胞（ＰＤＸ１を有意に発現しない内胚葉細胞）を含む
細胞集団における細胞を、細胞療法に有用である細胞へ分化させるのに有用である１つ又
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は複数の分化因子を同定する方法に関する。例えば、本明細書中に記載する方法のいくつ
かの実施形態は、膵臓、肝臓、肺、胃、腸、甲状腺、胸腺、咽頭、胆嚢及び膀胱（これら
に限定されない）を包含する組織及び／又は器官に関する前駆体である細胞への胚体内胚
葉細胞の分化を促進することが可能な因子を同定する方法に関する。いくつか実施形態で
は、かかる前駆体細胞はＰＤＸ１陽性内胚葉細胞である。他の実施形態では、かかる前駆
体細胞は、ＰＤＸ１を有意に発現しない内胚葉細胞である。
【０００８】
　本明細書中に記載する方法のいくつかの実施形態では、胚体内胚葉細胞の細胞培養物又
は細胞集団は、候補（試験）分化因子と接触するか、或いはそうでなければ候補（試験）
分化因子を供給される。好ましい実施形態では、胚体内胚葉細胞は、ヒト胚体内胚葉細胞
である。より好ましい実施形態では、ヒト胚体内胚葉細胞は、腸管又はそれに由来する器
官の細胞へ分化することができる多分化能細胞である。
【０００９】
　本明細書中に記載する方法の他の実施形態では、ＰＤＸ１陽性内胚葉細胞の細胞培養物
又は細胞集団は、候補分化因子と接触するか、或いはそうでなければ候補分化因子を供給
される。好ましい実施形態では、ＰＤＸ１陽性内胚葉細胞は、ヒトＰＤＸ１陽性内胚葉細
胞である。或る特定の実施形態では、ヒトＰＤＸ１陽性内胚葉細胞は、ＰＤＸ１陽性前腸
／中腸内胚葉細胞である。より好ましい実施形態では、ヒトＰＤＸ１陽性内胚葉細胞は、
ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞である。他の好ましい実施形態では、ヒトＰＤＸ１陽性内胚
葉細胞は、前腸の後方部分のＰＤＸ１陽性内胚葉細胞である。特に好ましい実施形態では
、ヒトＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、腸管の前方部分に由来する細胞、組織又は器官へ
分化することができる多分化能細胞である。
【００１０】
　本明細書中に記載する方法に関連する場合、候補分化因子は、細胞分化を引き起こすこ
とが既知であるもの、或いは細胞分化を引き起こすことが未知であるものであり得る。或
る特定の実施形態では、候補分化因子は、成長因子のようなポリペプチドであり得る。い
くつかの実施形態では、成長因子としては、ＦＧＦ１０、ＦＧＦ４、ＦＧＦ２、Ｗｎｔ３
Ａ又はＷｎｔ３Ｂが挙げられるが、これらに限定されない。他の実施形態では、候補分化
因子は、小分子であり得る。特定の実施形態では、小分子は、レチノイン酸のようなレチ
ノイド化合物である。或いは、いくつかの実施形態では、候補分化因子は、レチノイドで
なく、前腸分化因子でなく、或いはＴＧＦβスーパーファミリーの成員ではない。他の実
施形態では、候補分化因子は、レチノイド化合物、前腸分化因子又は成長因子であるＴＧ
Ｆβスーパーファミリーの成員（例えば、アクチビンＡ及びＢ）以外の任意の分子である
。さらなる他の実施形態では、候補分化因子は、胚体内胚葉細胞の分化を引き起こすこと
がこれまでに知られていない因子である。
【００１１】
　本明細書中に記載する方法のさらなる実施形態は、複数の濃度で候補分化因子を試験す
ることに関する。例えば、候補分化因子は、或る特定の閾値を越える濃度のみで、胚体内
胚葉細胞及び／又はＰＤＸ１陽性内胚葉細胞の分化を引き起こし得る。さらに、候補分化
因子は、低濃度で供給される場合に第１の細胞型へ、また高濃度で供給される場合に第２
の細胞型へ、同一細胞を分化させることができる。いくつかの実施形態では、候補分化因
子は、約０．１ｎｇ／ｍｌ～約１０ｍｇ／ｍｌの範囲の１つ又は複数の濃度で供給される
。
【００１２】
　胚体内胚葉細胞及び／又はＰＤＸ１陽性内胚葉細胞を含む細胞培養物或いは細胞集団を
、候補分化因子と接触させるか、或いはそうでなければ候補分化因子を供給する前に、或
いはそれとほぼ同時に、その発現を測定するために、少なくとも１つのマーカーが選択及
び評価される。この工程は、第１のマーカー評価工程と称され得る。或いは、この工程は
、第１の時点でのマーカーの発現測定と称され得る。マーカーは、細胞分化をモニタリン
グするのに有用ないずれのマーカーであり得るが、好ましいマーカーとしては、性決定領
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域Ｙ－ボックス１７（ＳＯＸ１７）、膵臓－十二指腸ホメオボックス因子－１（ＰＤＸ１
）、アルブミン、肝細胞特異的抗原（ＨＡＳ）、プロスペロ関連ホメオボックス１（ＰＲ
ＯＸ１）、甲状腺転写因子１（ＴＩＴＦ１）、ビリン、αフェトプロテイン（ＡＦＴ）、
シトクロムＰ４５０　７Ａ（ＣＹＰ７Ａ）、チロシンアミノトランスフェラーゼ（ＴＡＴ
）、肝細胞核因子４ａ（ＨＮＦ４ａ）、ＣＸＣ型ケモカイン受容体４（ＣＸＣＲ４）、フ
ォンウィルブランド因子（ＶＷＦ）、血管細胞接着分子－１（ＶＡＣＭ１）、アポリポタ
ンパク質Ａ１（ＡＰＯＡ１）、グルコース輸送体－２（ＧＬＵＴ２）、α－１－アンチト
リプシン（ＡＡＴ）、グルコキナーゼ（ＧＬＵＫＯ）並びにヒト造血発現ホメオボックス
（ｈＨＥＸ）及びＣＤＸ２が挙げられるが、これらに限定されない。
【００１３】
　胚体内胚葉細胞及び／又はＰＤＸ－１陽性内胚葉細胞を含む細胞培養物又は細胞集団を
、候補分化因子と接触させるか、或いはそうでなければ候補分化因子を供給してから十分
な時間が経過した後、細胞培養物又は細胞集団における少なくとも１つのマーカーの発現
が再び評価される。この工程は、第２のマーカー評価工程と称され得る。或いは、この工
程は、第２の時点でのマーカーの発現測定と称され得る。好ましい実施形態では、第１の
時点及び第２の時点で評価されるマーカーは、同一マーカーである。
【００１４】
　本明細書中に記載する方法のいくつかの実施形態では、第２の時点での少なくとも１つ
のマーカーの発現が、第１の時点でのこのマーカーの発現と比較して増大又は減少された
かがさらに判定される。少なくとも１つのマーカーの発現の増大又は減少は、候補分化因
子が、胚体内胚葉細胞及び／又はＰＤＸ１陽性内胚葉細胞の分化を促進することが可能で
あることを示す。胚体内胚葉細胞及び／又はＰＤＸ１陽性内胚葉細胞を含む細胞培養物又
は細胞集団を、候補分化因子と接触させるか、或いはそうでなければ候補分化因子を供給
することと、第２の時点で少なくとも１つのマーカーの発現を測定することとの間の十分
な時間は、約１時間程度と短いものから約１０日間程度と長いものまであり得る。いくつ
かの実施形態では、少なくとも１つのマーカーの発現は、胚体内胚葉細胞及び／又はＰＤ
Ｘ１陽性内胚葉細胞を含む細胞培養物又は細胞集団を、候補分化因子と接触させるか、或
いはそうでなければ候補分化因子を供給した後に複数回評価される。或る特定の実施形態
では、マーカー発現は、Ｑ－ＰＣＲにより評価される。他の実施形態では、マーカー発現
は、免疫細胞化学により評価される。
【００１５】
　本発明のさらなる実施形態は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性胚体内胚
葉細胞の分化を促進することが可能な分化因子を同定する方法に関する。かかる方法では
、ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞は、候補分化因子と接触させられて、候補分化因子との接
触後の細胞集団におけるＰＤＸ１発現が、候補分化因子との接触前の細胞集団におけるＰ
ＤＸ１発現と比較して増大されたかどうかが判定される。細胞集団におけるＰＤＸ１発現
の増大は、候補分化因子が、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細
胞の分化を促進することが可能であることを示す。いくつかの実施形態では、ＰＤＸ１発
現は、定量的ポリメラーゼ連鎖反応（Ｑ－ＰＣＲ）により測定される。上述の方法のいく
つかの実施形態は、候補分化因子との接触前及び後で、細胞集団におけるＨＯＸＡ１３及
び／又はＨＯＸＣ６遺伝子の発現を測定する工程をさらに含む。いくつかの実施形態では
、候補分化因子は、小分子、例えばレチノイド（例えば、ＲＡ）である。他の実施形態で
は、候補分化因子は、ポリペプチド、例えば成長因子（例えば、ＦＧＦ－１０）である。
【００１６】
　本発明のさらなる他の実施形態は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の分化を促進すること
が可能な分化因子を同定する方法に関する。かかる方法では、ＰＤＸ－１陽性前腸内胚葉
細胞は、候補分化因子と接触させられて、細胞集団におけるマーカーの発現が、候補分化
因子との接触後に、候補分化因子との接触前の細胞集団における同一マーカーの発現と比
較して増大又は減少されているかが判定される。マーカーの発現の増大又は減少は、候補
分化因子が、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の分化を促進することが可能であることを示す
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。いくつかの実施形態では、マーカー発現は、Ｑ－ＰＣＲにより測定される。いくつかの
実施形態では、候補分化因子は、小分子、例えばレチノイド（例えば、ＲＡ）である。他
の実施形態では、候補分化因子は、ポリペプチド、例えば成長因子（例えば、ＦＧＦ－１
０）である。
【００１７】
　本発明のさらに他の実施形態は、本明細書中に記載する方法により分化される細胞に関
する。かかる細胞としては、膵臓、肝臓、肺、胃、腸、甲状腺、胸腺、咽頭、胆嚢及び膀
胱の前駆体が挙げられるが、これらに限定されない。いくつかの実施形態では、細胞は最
終分化され得る。本明細書中に記載する他の実施形態は、上述の細胞を含む細胞培養物及
び／又は細胞集団に関する。
【００１８】
　或る特定の法域では、「を含む」という用語の任意の一般的に認められている定義が存
在しない場合がある。本明細書中で使用する場合、「を含む」という用語は、任意のさら
なる要素の包含を容認する「規制のない」文言を表すと意図される。このことを念頭にお
き、本発明のさらなる実施形態を以下の番号がふられた項目を参照して説明する。
【００１９】
　１．ヒト細胞を含む細胞集団におけるヒト胚体内胚葉細胞の分化を促進することが可能
な分化因子を同定する方法であって、（ａ）ヒト胚体内胚葉細胞を含む細胞集団を得る工
程と、（ｂ）候補分化因子を上記細胞集団へ供給する工程と、（ｃ）第１の時点で上記細
胞集団におけるマーカーの発現を測定する工程と、（ｄ）第２の時点で上記細胞集団にお
ける同一マーカーの発現を測定する工程と、（ｅ）上記第２の時点での上記細胞集団にお
ける上記マーカーの発現が、上記第１の時点での当該細胞集団における当該マーカーの発
現と比較して増大又は減少されているかを判定する工程とを含み、当該第２の時点が上記
第１の時点の後であり、また当該第２の時点が上記細胞集団に上記候補分化因子を供給す
ることの後であり、当該細胞集団における当該マーカーの発現の増大又は減少は、上記候
補分化因子が、上記ヒト胚体内胚葉細胞の分化を促進することが可能であることを示す、
前記方法。
【００２０】
　２．上記ヒト胚体内胚葉細胞が、上記細胞集団におけるヒト細胞の少なくとも約１０％
を構成する、項目１に記載の方法。
【００２１】
　３．ヒトフィーダー細胞が上記細胞集団中に存在し、当該フィーダー細胞以外のヒト細
胞の少なくとも約１０％が胚体内胚葉細胞である、項目１に記載の方法。
【００２２】
　４．上記ヒト胚体内胚葉細胞が、上記細胞集団におけるヒト細胞の少なくとも約９０％
を構成する、項目１に記載の方法。
【００２３】
　５．上記ヒトフィーダー細胞が上記細胞集団中に存在し、上記フィーダー細胞以外のヒ
ト細胞の少なくとも約９０％が胚体内胚葉細胞である、項目１に記載の方法。
【００２４】
　６．上記ヒト胚体内胚葉細胞が、上記候補分化因子に応答して、腸管に由来する細胞、
組織又は器官へ分化する、項目１に記載の方法。
【００２５】
　７．上記ヒト胚体内胚葉細胞が、上記候補分化因子に応答して、膵臓前駆体細胞へ分化
する、項目１に記載の方法。
【００２６】
　８．上記マーカーが、膵臓－十二指腸ホメオボックス因子－１（ＰＤＸ１）、ホメオボ
ックスＡ１３（ＨＯＸＡ１３）及びホメオボックスＣ６（ＨＯＸＣ６）から成る群から選
択される、項目７に記載の方法。
【００２７】
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　９．上記ヒト胚体内胚葉細胞が、上記候補分化因子に応答して、肝臓前駆体細胞へ分化
する、項目１に記載の方法。
【００２８】
　１０．上記マーカーが、アルブミン、プロスペロ関連ホメオボックス１（ＰＲＯＸ１）
及び肝細胞特異的抗原（ＨＳＡ）から成る群から選択される、項目９に記載の方法。
【００２９】
　１１．上記ヒト胚体内胚葉細胞が、上記候補分化因子に応答して、肺前駆体細胞へ分化
する、項目１に記載の方法。
【００３０】
　１２．上記マーカーが、甲状腺転写因子１（ＴＩＴＦ１）である、項目１１に記載の方
法。
【００３１】
　１３．上記ヒト胚体内胚葉細胞が、上記候補分化因子に応答して、腸前駆体細胞へ分化
する、項目１に記載の方法。
【００３２】
　１４．上記マーカーが、ビリン及びコーダル型(caudal type)ホメオボックス転写因子
２（ＣＤＸ２）から成る群から選択される、項目１３に記載の方法。
【００３３】
　１５．上記第１の時点が、上記候補分化因子を上記細胞集団へ供給することより前であ
る、項目１に記載の方法。
【００３４】
　１６．上記第１の時点が、上記候補分化因子を上記細胞集団へ供給するのとほぼ同時で
ある、項目１に記載の方法。
【００３５】
　１７．上記第１の時点が、上記候補分化因子を上記細胞集団へ供給することの後である
、項目１に記載の方法。
【００３６】
　１８．上記マーカーの発現が増大される、項目１に記載の方法。
【００３７】
　１９．上記マーカーの発現が減少される、項目１に記載の方法。
【００３８】
　２０．上記マーカーの発現が、定量的ポリメラーゼ連鎖反応（Ｑ－ＰＣＲ）により測定
される、項目１に記載の方法。
【００３９】
　２１．上記マーカーの発現が、免疫細胞化学により測定される、項目１に記載の方法。
【００４０】
　２２．上記マーカーが、膵臓－十二指腸ホメオボックス因子－１（ＰＤＸ１）、ホメオ
ボックスＡ１３（ＨＯＸＡ１３）及びホメオボックスＣ６（ＨＯＸＣ６）から成る群から
選択される、項目１に記載の方法。
【００４１】
　２３．上記マーカーが、アルブミン、プロスペロ(prospero)関連ホメオボックス１（Ｐ
ＲＯＸ１）及び肝細胞特異的抗原（ＨＳＡ）から成る群から選択される、項目１に記載の
方法。
【００４２】
　２４．上記マーカーが、ビリン及びコーダル型(caudal type)ホメオボックス転写因子
２（ＣＤＸ２）から成る群から選択される、項目１に記載の方法。
【００４３】
　２５．上記マーカーが、甲状腺転写因子１（ＴＩＴＦ１）である、項目１に記載の方法
。
【００４４】
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　２６．上記分化因子が前腸分化因子を含む、項目１に記載の方法。
【００４５】
　２７．上記分化因子が小分子を含む、項目１に記載の方法。
【００４６】
　２８．上記分化因子がレチノイドを含む、項目１に記載の方法。
【００４７】
　２９．上記分化因子がレチノイン酸を含む、項目１に記載の方法。
【００４８】
　３０．上記分化因子がポリペプチドを含む、項目１に記載の方法。
【００４９】
　３１．上記分化因子が成長因子を含む、項目１に記載の方法。
【００５０】
　３２．上記分化因子がＦＧＦ－１０を含む、項目１に記載の方法。
【００５１】
　３３．上記分化因子がＦＧＦ－２を含む、項目１に記載の方法。
【００５２】
　３４．上記分化因子がＷｎｔ３Ｂを含む、項目１に記載の方法。
【００５３】
　３５．上記分化因子が前腸分化因子ではない、項目１に記載の方法。
【００５４】
　３６．上記分化因子がレチノイドではない、項目１に記載の方法。
【００５５】
　３７．上記分化因子がレチノイン酸ではない、項目１に記載の方法。
【００５６】
　３８．上記分化因子が、約０．１ｎｇ／ｍｌ～約１０ｍｇ／ｍｌの濃度で上記細胞集団
へ供給される、項目１に記載の方法。
【００５７】
　３９．上記分化因子が、約１ｎｇ／ｍｌ～約１ｍｇ／ｍｌの濃度で上記細胞集団へ供給
される、項目１に記載の方法。
【００５８】
　４０．上記分化因子が、約１０ｎｇ／ｍｌ～約１００μｇ／ｍｌの濃度で上記細胞集団
へ供給される、項目１に記載の方法。
【００５９】
　４１．上記分化因子が、約１００ｎｇ／ｍｌ～約１０μｇ／ｍｌの濃度で上記細胞集団
へ供給される、項目１に記載の方法。
【００６０】
　４２．上記分化因子が、約１μｇ／ｍｌの濃度で上記細胞集団へ供給される、項目１に
記載の方法。
【００６１】
　４３．上記分化因子が、約１００ｎｇ／ｍｌの濃度で上記細胞集団へ供給される、項目
１に記載の方法。
【００６２】
　上記の方法及び組成物は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養される細胞に関する、と理解される
。しかしながら上記のｉｎ　ｖｉｔｒｏ分化細胞組成物は、ｉｎ　ｖｉｖｏ用途に用いら
れ得る。
【００６３】
　本発明の付加的な実施形態は、２００３年１２月２３日に出願された胚体内胚葉細胞（
DEFINITIVE ENDODERM）という表題の米国特許仮出願第６０／５３２，００４号；２００
４年４月２７日に出願された内胚葉を発現するＰＤＸ１（PDX1 EXPRESSING ENDODERM）と
いう表題の米国特許仮出願第６０／５６６，２９３号；２００４年７月９日に出願された
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胚体内胚葉細胞の単離のためのケモカイン細胞表面受容体（CHEMOKINE CELL SURFACE REC
EPTOR FOR THE ISOLATION OF DEFINITIVE ENDODERM）という表題の米国特許仮出願第６０
／５８６，５６６号；２００４年７月１４日に出願された胚体内胚葉細胞の単離のための
ケモカイン細胞表面受容体（CHEMOKINE CELL SURFACE RECEPTOR FOR THE ISOLATION OF D
EFINITIVE ENDODERM）という表題の米国特許仮出願第６０／５８７，９４２号；２００４
年１２月２３日に出願された胚体内胚葉（DEFINITIVE ENDODERM）という表題の米国特許
出願第１１／０２１，６１８号；及び２００５年４月２６日に出願された内胚葉を発現す
るＰＤＸ１（PDX1 EXPRESSING ENDODERM）という表題の米国特許出願第１１／１１５，８
６８号にも見出され得る。
【発明を実施するための最良の形態】
【００６４】
　　［詳細な説明］
　原腸形成と呼ばれる初期ヒト発達におけるきわめて重大な段階は、受精後２～３週間で
起こる。原腸形成は、３つの一次胚葉が最初に特定化され、そして器官形成されるのがこ
の時期であるため、非常に有意である（Lu et al., 2001；Schoenwolf and Smith, 2000
）。外胚葉は、身体の外被及び全神経系の終局的形成に関与するが、一方、心臓、血液、
骨、骨格筋及びその他の結合組織は中胚葉に由来する。胚体内胚葉は、食道、胃並びに小
腸及び大腸を含む全腸管、並びに腸管に由来する器官、例えば肺、肝臓、胸腺、上皮小体
及び甲状腺、胆嚢及び膵臓の形成に関与する胚葉として定義される（Grapin-Botton and 
Melton, 2000；Kimelman and Griffin, 2000；Tremblay et al., 2000；Wells and Melto
n, 1999；Wells and Melton, 2000）。非常に重要な区別は、胚体内胚葉と原始内胚葉と
呼ばれる細胞の完全に別個の系統との間でなされるべきである。原始内胚葉は主として、
胚体外組織、主に胎盤卵黄嚢の壁側及び臓側内胚葉部分、並びにライヘルト膜の細胞外マ
トリックス物質である。
【００６５】
　原腸形成中、胚体内胚葉形成のプロセスは、中内胚葉細胞（中胚葉又は内胚葉を形成す
るための細胞構成成分）が原始線条と呼ばれる構造を介して移動する細胞移動事象で開始
する。胚体内胚葉は、線条の前部分を通して、そして結節（線条の最前領域での特殊化さ
れた構造）を通して移動する細胞に由来する。移動が起こると、胚体内胚葉はまず最前腸
管に存在し、そして腸管の後端の形成に伴って終了する。
【００６６】
　胚体内胚葉細胞及びそれらに由来する内胚葉細胞は、胚体内胚葉系統に由来する最終分
化された組織及び／又は器官を構成する細胞の派生に関する重要な多分化能開始点を表す
。かかる細胞、組織及び／又は器官は、細胞療法において極めて有用である。したがって
、胚体内胚葉細胞系統に由来する他の細胞型への胚体内胚葉細胞及び／又はＰＤＸ１発現
内胚葉細胞の分化を引き起こすことが可能な分化因子を同定するための本明細書中に記載
する方法は、細胞療法の向上に有益である。
【００６７】
　特に、本発明のいくつかの実施形態は、膵臓、肝臓、肺、胃、腸、甲状腺、胸腺、咽頭
、胆嚢及び膀胱を包含する（これらに限定されない）組織及び／又は器官に関する前駆体
である細胞への胚体内胚葉細胞の分化を促進することが可能である細胞へＰＤＸ１陽性内
胚葉細胞及び／又は胚体内胚葉細胞を含む細胞集団における細胞を分化させるのに有用で
ある１つ又は複数の分化因子を同定する方法に関する。
【００６８】
　胚体内胚葉細胞、ＰＤＸ１陽性内胚葉の組成物、並びにかかる細胞を産生するのに有用
な方法及び組成物に関するさらなる態様もまた本明細書中に記載される。
【００６９】
定義
　本出願全体を通して用いられるような或る特定のいくつかの用語及び語句は、以下のよ
うに提示される意味を有する：
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【００７０】
　本明細書中で用いる場合、「胚性」とは、単一受精卵で開始し、発達した配偶子細胞以
外の多能性又は全能性細胞をもはや含まない多細胞構造で終わる生物体の一連の発達段階
を指す。配偶子融合により得られる胚のほかに、「胚性」という用語は、体細胞核移植に
より得られる胚を指す。
【００７１】
　本明細書中で用いる場合、「多分化能」又は「多分化能細胞」は、限られた数の他の特
定細胞型を生じ得る細胞型を指す。
【００７２】
　本明細書中で用いる場合、「発現」とは、材料又は物質の産生、並びに材料又は物質の
産生のレベル又は量を指す。したがって特定マーカーの発現の測定は、発現されるマーカ
ーの相対量又は絶対量の検出、或いは単にマーカーの存在又は非存在の検出を指す。
【００７３】
　本明細書中で用いる場合、「マーカー」とは、観察され得るか又は検出され得る任意の
分子を指す。例えばマーカーとしては、核酸、例えば特定遺伝子の転写体、遺伝子のポリ
ペプチド産物、非遺伝子産物ポリペプチド、糖タンパク質、炭水化物、糖脂質、脂質、リ
ポタンパク質又は小分子（例えば１０，０００ａｍｕ未満の分子量を有する分子）が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【００７４】
　細胞培養物及び／又は細胞集団に関連して用いられる場合、「部分」という用語は、単
細胞から細胞培養物又は細胞集団全体の範囲である任意のゼロでない量の細胞培養物又は
細胞集団を意味する。
【００７５】
　細胞培養物中又は細胞集団中の細胞に関して、「～を実質的に含有しない」という語句
は、細胞培養物又は細胞集団を含有しない特殊化細胞型が、細胞培養物又は細胞集団中に
存在する細胞の総数の約５％未満の量で存在する、ということを意味する。
【００７６】
　本明細書中で使用する場合、「レチノイド」は、レチノール、レチナール又はレチノイ
ン酸、並びにこれらの化合物のいずれかの誘導体を指す。
【００７７】
　「条件培地」とは、基本培地と比較して変更される培地を意味する。
【００７８】
　本明細書中で使用する場合、「前腸／中腸」は、腸管の前方部分の細胞並びに腸管の中
間部分の細胞（前腸／中腸接合部を含む）を指す。
【００７９】
胚体内胚葉細胞及びそれらに関連するプロセス
　本明細書中に記載する実施形態は、幹細胞のような多能性細胞を、多分化能胚体内胚葉
細胞へ分化させることによる培養物中での胚体内胚葉細胞の産生のための新規規定プロセ
スに関する。上述したように、胚体内胚葉細胞は、外胚葉又は中胚葉から産生される組織
へ分化するのではなく、腸管並びに腸管に由来する器官へ分化する。或る特定の好ましい
実施形態では、胚体内胚葉細胞は、ｈＥＳＣに由来する。かかるプロセスは、膵臓、肝臓
、肺、胃、腸、甲状腺及び胸腺のような組織に由来するヒト内胚葉の効率的な産生に関す
る基盤を提供することができる。例えば、胚体内胚葉の産生は、機能的なインスリン生産
β細胞への幹細胞の分化における第１の工程であり得る。有用な量のインスリン生産β細
胞を得るためには、膵臓島／β細胞最終結果物に到達する前に起きる分化工程それぞれに
関して、高効率の分化が望まれる。胚体内胚葉細胞への幹細胞の分化は、機能的な膵臓島
／β細胞の産生に対しておそらく一番初めの工程を表す（図１に示されるように）ため、
この工程での高効率の分化が特に望まれる。
【００８０】
　胚体内胚葉細胞への多能性細胞の効率的な分化の望ましさに鑑みて、本明細書中に記載
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される分化プロセスのいくつかの態様は、胚体内胚葉細胞への多能性細胞の転換が約５０
～８０％で生じるｉｎ　ｖｉｔｒｏ方法に関する。典型的には、このような方法は、限定
的及び一時的に特定された様式での培養及び成長因子条件の適用を包含する。胚体内胚葉
細胞に関する細胞集団のさらなる富化は、胚体内胚葉細胞と特異的に結合する試薬を用い
ることにより、集団中の他の細胞からの胚体内胚葉細胞の単離及び／又は精製により達成
され得る。
【００８１】
　細胞培養物又は細胞集団中の胚体内胚葉細胞の量を測定するため、培養物中又は集団中
の他の細胞からこの細胞型を区別する方法が望まれる。したがって、本明細書中に記載さ
れる或る特定の実施形態は、その存在、非存在及び／又は相対発現レベルが胚体内胚葉に
特異的である細胞マーカー、並びにこのようなマーカーの発現を検出し、測定するための
方法に関する。
【００８２】
　本明細書中に記載されるいくつかの実施形態では、マーカーの存在、非存在及び／又は
発現レベルは、定量的ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）により測定される。例えば或る特定の遺伝子
マーカー、例えばＳＯＸ１７、ＣＸＣＲ４，ＯＣＴ４、ＡＦＰ，ＴＭ、ＳＰＡＲＣ、ＳＯ
Ｘ７、ＭＩＸＬ１、ＧＡＴＡ４、ＨＮＦ３６、ＧＳＣ、ＦＧＦ１７、ＶＷＦ，ＣＡＬＣＲ
、ＦＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１、ＣＲＩＰ１、並びに本明細書中に記載される他のマーカ
ーにより産生される転写体の量が、定量的Ｑ－ＰＣＲにより測定される。他の実施形態で
は、免疫組織化学を用いて、上記遺伝子により発現されるタンパク質を検出する。さらに
他の実施形態では、Ｑ－ＰＣＲ及び免疫組織化学的技法が、このようなマーカーの量又は
相対的割合を同定すると共に測定するために用いられる。
【００８３】
　１つ又は複数の適切なマーカーの発現を測定するための上述に記載したような方法を使
用することにより、胚体内胚葉細胞を同定すること、並びに細胞培養物又は細胞集団にお
ける胚体内胚葉細胞の比率を測定することが可能である。例えば、本発明のいくつかの実
施形態では、産生される胚体内胚葉細胞又は細胞集団は、非胚体内胚葉細胞型又は細胞集
団よりも約２桁大きいレベルでＳＯＸ１７及び／又はＣＸＣＲ４遺伝子を発現する。他の
実施形態では、産生される胚体内胚葉細胞又は細胞集団は、非胚体内胚葉細胞型又は細胞
集団よりも２桁を超えるレベルでＳＯＸ１７及び／又はＣＸＣＲ４遺伝子を発現する。さ
らに他の実施形態では、産生される胚体内胚葉細胞又は細胞集団は、非胚体内胚葉細胞型
又は細胞集団よりも約２桁以上大きいレベルでＳＯＸ１７、ＣＸＣＲ４、ＧＳＣ、ＦＧＦ
１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１及びＣＲＩＰ１から成る群から選
択されるマーカーの１つ又は複数を発現する。本明細書中に記載するいくつかの実施形態
では、胚体内胚葉細胞は、ＰＤＸ１を実質的に発現しない。
【００８４】
　本明細書中に記載される実施形態は、胚体内胚葉組成物にも関する。例えばいくつかの
実施形態は胚体内胚葉細胞を含む細胞培養物に関するが、一方、他の実施形態は、胚体内
胚葉細胞中に富化された細胞集団に関する。いくつかの好ましい実施形態は、細胞培養物
中の細胞の少なくとも約５０～８０％が胚体内胚葉細胞である胚体内胚葉細胞を含む細胞
培養物に関する。特に好ましい実施形態は、細胞培養物中のヒト細胞の少なくとも約５０
～８０％が胚体内胚葉細胞であるヒト細胞を含む細胞培養物に関する。分化手法の効率は
、或る特定のパラメーター、例えば細胞成長条件、成長因子濃度及び培養工程の時機（こ
れらに限定されない）を修正することにより調整され得るため、本明細書中に記載される
分化手法は、胚体内胚葉細胞への多能性細胞の約５％、約１０％、約１５％、約２０％、
約２５％、約３０％、約３５％、約４０％、約４５％、約５０％、約５５％、約６０％、
約６５％、約７０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、約９５％、又は約９５
％より多い転換を生じ得る。他の好ましい実施形態では、実質的に純粋な胚体内胚葉細胞
集団への多能性細胞集団、例えば幹細胞集団の転換が意図される。
【００８５】
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　本明細書中に記載される組成物及び方法は、いくつかの有用な特徴を有する。例えば胚
体内胚葉を含む細胞培養物及び細胞集団、並びにこのような細胞培養物及び細胞集団を産
生する方法は、ヒト発達の初期をモデリングするのに有用である。さらに、本明細書中に
記載される組成物及び方法は、疾患状態、例えば糖尿病における治療的介入にも役立ち得
る。例えば胚体内胚葉は限られた数の組織のためだけの供給源として役立つため、それは
純粋組織又は細胞型の発達に用いられ得る。
【００８６】
多能性細胞からの胚体内胚葉の産生
　胚体内胚葉を含む細胞培養物及び富化された細胞集団を産生するように多能性細胞を分
化させるプロセスは、以下に、そして２００４年１２月２３日に出願された胚体内胚葉(D
EFINITIVE ENDODERM)という表題の米国特許第１１／０２１，６１８号に記載されている
。これらのプロセスのいくつかでは、出発材料として使用される多能性細胞は、幹細胞で
ある。或る特定のプロセスでは、胚体内胚葉細胞を含む胚体内胚葉細胞培養物及び富化さ
れた細胞集団は、胚性幹細胞から産生される。胚体内胚葉細胞を派生させる好ましい方法
は、胚体内胚葉産生のための出発材料として、ヒト胚性幹細胞を利用することである。か
かる多能性細胞は、桑実胚に由来する細胞、胚の内部細胞塊又は胚の生殖隆起に由来する
細胞であり得る。ヒト胚性幹細胞は、当該技術分野で既知の方法を使用して、実質的な分
化無しで多能性状態で培養物中で維持されることができる。かかる方法は、例えば米国特
許第５，４５３，３５７号、同第５，６７０，３７２号、同第５，６９０，９２６号、同
第５，８４３，７８０号、同第６，２００，８０６号及び同第６，２５１，６７１号に記
載されている。
【００８７】
　胚体内胚葉細胞を産生するためのいくつかのプロセスにおいて、ｈＥＳＣは、フィーダ
ー層上に保持される。このようなプロセスでは、ｈＥＳＣを多能性状態に保持させる任意
のフィーダー層が用いられ得る。ヒト胚性幹細胞を培養するために一般的に用いられる１
つのフィーダー層は、マウス線維芽細胞の層である。さらに近年、ヒト線維芽細胞フィー
ダー層が、ｈＥＳＣの培養に用いるために開発された（米国特許出願第２００２／００７
２１１７号参照）。胚体内胚葉を産生するための代替的プロセスは、フィーダー層の使用
を伴わずに多能性ｈＥＳＣの保持を可能にする。フィーダーを使用しない条件下での多能
性ｈＥＳＣの保持方法は、米国特許出願第２００３／０１７５９５６号に記載されている
。
【００８８】
　本明細書中で用いられるヒト胚性幹細胞は、血清を含有するか又は含有しない培養物中
に保持され得る。いくつかの胚性幹細胞保持手法では、血清代替物が用いられる。他の場
合には、無血清培養技法、例えば米国特許出願第２００３／０１９０７４８号に記載され
る技法が用いられる。
【００８９】
　幹細胞は、それらが胚体内胚葉へ分化されることを望まれるまで、ルーチンの継代培養
により多能性状態で培養物中で維持される。いくつかのプロセスでは、胚体内胚葉への分
化は、胚体内胚葉への分化を促進するのに十分な量でＴＧＦβスーパーファミリーの成長
因子を幹細胞培養物へ供給することにより達成される。胚体内胚葉の産生に有用であるＴ
ＧＦβスーパーファミリーの成長因子は、ノーダル／アクチビン又はＢＭＰサブグループ
から選択される。いくつかの好ましい分化プロセスでは、成長因子は、ノーダル、アクチ
ビンＡ、アクチビンＢ及びＢＭＰ４から成る群から選択される。さらに、成長因子Ｗｎｔ
３ａ及び他のＷｎｔファミリー成員は、胚体内胚葉細胞の産生に有用である。或る特定の
分化プロセスでは、上述の成長因子のいずれかの組合せが使用され得る。
【００９０】
　胚体内胚葉細胞への多能性幹細胞の分化のためのプロセスのいくつかに関しては、胚体
内胚葉細胞への幹細胞の少なくとも一部の分化を促すのに十分な濃度で成長因子が培養物
中に存在するように、上記成長因子が細胞に提供される。いくつかのプロセスでは、上記
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成長因子は、少なくとも約５ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約１０ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約２
５ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約５０ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約７５ｎｇ／ｍｌ、少なくとも
約１００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約２００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約３００ｎｇ／ｍｌ、
少なくとも約４００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約５００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約１０００
ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約２０００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約３０００ｎｇ／ｍｌ、少な
くとも約４０００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約５０００ｎｇ／ｍｌ又は約５０００ｎｇ／ｍ
ｌより高い濃度で細胞培養物中に存在する。
【００９１】
　胚体内胚葉細胞への多能性幹細胞の分化のための或る特定のプロセスでは、上記の成長
因子は、それらの付加後、細胞培養物から除去される。例えば成長因子は、それらの付加
後、約１日、約２日、約３日、約４日、約５日、約６日、約７日、約８日、約９日、又は
約１０日以内に除去され得る。好ましいプロセスでは、成長因子は、それらの付加後約４
日で除去される。
【００９２】
　胚体内胚葉細胞の培養物は、低血清又は無血清を含有する培地中で増殖され得る。或る
特定の培養条件下では、血清濃度は約０．０５％（ｖ／ｖ）～約２０％（ｖ／ｖ）の範囲
であり得る。例えばいくつかの分化プロセスでは、培地の血清濃度は、約０．０５％（ｖ
／ｖ）未満、約０．１％（ｖ／ｖ）未満、約０．２％（ｖ／ｖ）未満、約０．３％（ｖ／
ｖ）未満、約０．４％（ｖ／ｖ）未満、約０．５％（ｖ／ｖ）未満、約０．６％（ｖ／ｖ
）未満、約０．７％（ｖ／ｖ）未満、約０．８％（ｖ／ｖ）未満、約０．９％（ｖ／ｖ）
未満、約１％（ｖ／ｖ）未満、約２％（ｖ／ｖ）未満、約３％（ｖ／ｖ）未満、約４％（
ｖ／ｖ）未満、約５％（ｖ／ｖ）未満、約６％（ｖ／ｖ）未満、約７％（ｖ／ｖ）未満、
約８％（ｖ／ｖ）未満、約９％（ｖ／ｖ）未満、約１０％（ｖ／ｖ）未満、又は約１５％
（ｖ／ｖ）未満又は約２０％（ｖ／ｖ）未満であり得る。いくつかのプロセスでは、胚体
内胚葉細胞は、血清を用いずに、又は血清代替物を用いずに増殖される。さらに他のプロ
セスでは、胚体内胚葉細胞はＢ２７の存在下で増殖される。このようなプロセスでは、Ｂ
２７サプリメントの濃度は、約０．１％（ｖ／ｖ）～約２０％（ｖ／ｖ）の範囲であり得
る。
【００９３】
　胚体内胚葉への多能性細胞の分化のモニタリング
　胚体内胚葉へのｈＥＳＣ培養の進行は、胚体内胚葉に特徴的なマーカーの発現を測定す
ることによりモニタリングされ得る。いくつかのプロセスでは、或る特定のマーカーの発
現は、マーカーの存在又は非存在を検出することにより測定される。或いは或る特定のマ
ーカーの発現は、マーカーが細胞培養物又は細胞集団の細胞中に存在するレベルを測定す
ることにより判定され得る。このようなプロセスでは、マーカー発現の測定は、定性的又
は定量的であり得る。マーカー遺伝子により産生されるマーカーの発現を定量する一方法
は、定量的ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）の使用による。Ｑ－ＰＣＲを実施する方法は、当該技術
分野で既知である。当該技術分野で既知である他の方法は、マーカー遺伝子発現を定量す
るためにも用いられ得る。例えばマーカー遺伝子産物の発現は、当該マーカー遺伝子産物
に特異的な抗体を用いることにより検出され得る。或る特定のプロセスでは、胚体内胚葉
に特徴的なマーカー遺伝子の発現並びにｈＥＳＣ及び他の細胞型に特徴的なマーカー遺伝
子の有意の発現の欠如が判定される。
【００９４】
　以下の実施例でさらに記載するように、胚体内胚葉の信頼性の大きいマーカーは、ＳＯ
Ｘ１７遺伝子である。したがって、本明細書中に記載するプロセスにより産生される胚体
内胚葉細胞は、ＳＯＸ１７マーカー遺伝子を発現し、それによりＳＯＸ１７遺伝子産物を
産生する。胚体内胚葉の他のマーカーは、ＭＩＸＬ１、ＧＡＴＡ４、ＨＮＦ３ｂ、ＧＳＣ
、ＦＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１及びＣＲＩＰ１である。
胚体内胚葉細胞は、原始及び臓側内胚葉の特徴であるＳＯＸ７マーカー遺伝子のレベルよ
りも高いレベルでＳＯＸ１７マーカー遺伝子を発現する（表１を参照）ため、いくつかの
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プロセスでは、ＳＯＸ１７及びＳＯＸ７の両方の発現がモニタリングされる。他のプロセ
スでは、ｈＥＳＣの特徴であるＳＯＸ１７マーカー遺伝子及びＯＣＴ４マーカー遺伝子の
両方の発現がモニタリングされる。さらに、胚体内胚葉細胞は、ＡＦＰ、ＳＰＡＲＣ又は
トロンボモジュリン（ＴＭ）マーカー遺伝子のレベルよりも高いレベルでＳＯＸ１７マー
カー遺伝子を発現するため、これらの遺伝子の発現もまたモニタリングされ得る。
【００９５】
　胚体内胚葉の別のマーカーは、ＣＸＣＲ４遺伝子である。ＣＸＣＲ４遺伝子は、細胞表
面ケモカイン受容体をコードし、そのリガンドは、化学誘引物質ＳＤＦ－１である。成体
におけるＣＸＣＲ４受容体保有細胞の主要な役割は、骨髄への造血細胞の遊走、リンパ球
輸送並びに様々なＢ細胞及びマクロファージ血液細胞系統の分化であると考えられる［Ki
m, C., and Broxmeyer, H.J. Leukocyte Biol. 65, 6-15 (1999)］。ＣＸＣＲ４受容体は
また、Ｔ細胞へのＨＩＶ－１の進入のための共受容体として機能する［Feng, Y., et al.
  Science, 272, 872-877 (1996)］。［McGrath, K.E. et al. Dev. Biology 213, 442-4
56 (1999)］により実施される広範囲の一連の研究では、ケモカイン受容体ＣＸＣＲ４及
びその特有のリガンドであるＳＤＦ－１［Kim, C., and Broxmyer, H., J. Leukocyte Bi
ol. 65, 6-15 (1999)］の発現は、マウスにおいて初期発達及び成体期中に示された。発
達におけるＣＸＣＲ４／ＳＤＦ１相互作用は、いずれかの遺伝子がトランスジェニックマ
ウスで崩壊される［Nagasawa et al. Nature, 382, 635-638 (1996), Ma, Q., et al Imm
unmity, 10, 463-471 (1999)］場合、それが後期胚致死性をもたらしたことが実証された
際に明らかとなってきた。McGrath他は、ＣＸＣＲ４は、ＲＮアーゼ保護及びｉｎ　ｓｉ
ｔｕハイブリッド形成方法論の組合せを使用して初期原腸形成胚（Ｅ７．５）中に検出さ
れる最も豊富なケモカイン受容体メッセンジャーＲＮＡであることを実証した。原腸形成
胚では、ＣＸＣＲ４／ＳＤＦ－１シグナル伝達は、原始線条胚葉細胞の遊走を誘導するこ
とに主に関与されるようであり、この時期に存在する胚体内胚葉、中胚葉及び胚体外中胚
葉上で発現される。Ｅ７．２－７．８マウス胚では、ＣＸＣＲ４及びα－フェトプロテイ
ンは、相互排他的であり、臓側内胚葉における発現の欠如を示している［McGrath, K.E. 
et al. Dev. Biology 213, 442-456 (1999)］。
【００９６】
　多能性細胞を分化させることにより産生される胚体内胚葉細胞は、ＣＸＣＲ４マーカー
遺伝子を発現するため、胚体内胚葉細胞の産生を追跡するために、ＣＸＣＲ４の発現をモ
ニタリングすることができる。さらに、本明細書中に記載する方法により産生される胚体
内胚葉細胞は、ＳＯＸ１７、ＭＩＸＬ１、ＧＡＴＡ４、ＨＮＦ３ｂ、ＧＳＣ、ＦＧＦ１７
、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１及びＣＲＩＰ１を包含する（これらに
限定されない）胚体内胚葉の他のマーカーを発現する。胚体内胚葉細胞は、ＳＯＸ７マー
カー遺伝子のレベルよりも高いレベルでＣＸＣＲ４マーカー遺伝子を発現するため、ＣＸ
ＣＲ４及びＳＯＸ７の両方の発現がモニタリングされ得る。他のプロセスでは、ＣＸＣＲ
４マーカー遺伝子及びＯＣＴ４マーカー遺伝子の両方の発現がモニタリングされる。さら
に、胚体内胚葉細胞は、ＡＦＰ、ＳＰＡＲＣ又はトロンボモジュリン（ＴＭ）マーカー遺
伝子のレベルよりも高いレベルでＣＸＣＲ４マーカー遺伝子を発現するため、これらの遺
伝子の発現もまたモニタリングされ得る。
【００９７】
　内胚葉細胞におけるＣＸＣＲ４の発現は、ＳＯＸ１７の発現を妨げないことが理解され
よう。したがって、本明細書中に記載するプロセスにより産生される胚体内胚葉細胞は、
ＳＯＸ１７及びＣＸＣＲ４を実質的に発現するが、ＡＦＰ、ＴＭ、ＳＰＡＲＣ又はＰＤＸ
１を実質的に発現するものではない。
【００９８】
　ＳＯＸ１７及び／又はＣＸＣＲ４マーカーの発現は、分化条件に応じて、胚体内胚葉細
胞において多種多様なレベルにわたって誘導されることが理解されよう。したがって、本
明細書中に記載するいくつかの実施形態では、胚体内胚葉細胞又は細胞集団におけるＳＯ
Ｘ１７マーカー及び／又はＣＸＣＲ４マーカーの発現は、非胚体内胚葉細胞又は細胞集団
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（例えば、多能性幹細胞）におけるＳＯＸ１７マーカー及び／又はＣＸＣＲ４マーカーの
発現よりも少なくとも約２倍～少なくとも約１０，０００倍高い。他の実施形態では、胚
体内胚葉細胞又は細胞集団におけるＳＯＸ１７マーカー及び／又はＣＸＣＲ４マーカーの
発現は、非胚体内胚葉細胞又は細胞集団（例えば、多能性幹細胞）におけるＳＯＸ１７マ
ーカー及び／又はＣＸＣＲ４マーカーの発現よりも、少なくとも約４倍高いか、少なくと
も約６倍高いか、少なくとも約８倍高いか、少なくとも約１０倍高いか、少なくとも約１
５倍高いか、少なくとも約２０倍高いか、少なくとも約４０倍高いか、少なくとも約８０
倍高いか、少なくとも約１００倍高いか、少なくとも約１５０倍高いか、少なくとも約２
００倍高いか、少なくとも約５００倍高いか、少なくとも約７５０倍高いか、少なくとも
約１０００倍高いか、少なくとも約２５００倍高いか、少なくとも約５０００倍高いか、
少なくとも約７５００倍高いか、或いは少なくとも約１０，０００倍高い。いくつかの実
施形態では、胚体内胚葉細胞又は細胞集団におけるＳＯＸ１７マーカー及び／又はＣＸＣ
Ｒ４マーカーの発現は、非胚体内胚葉細胞又は細胞集団（例えば、多能性幹細胞）におけ
るＳＯＸ１７マーカー及び／又はＣＸＣＲ４マーカーの発現よりも飛躍的に高い。
【００９９】
　同様に、本明細書中に記載するいくつかの実施形態では、胚体内胚葉細胞又は細胞集団
におけるＧＡＴＡ４、ＭＩＸＬ１、ＨＮＦ３ｂ、ＧＳＣ、ＦＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣ
Ｒ、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１及びＣＲＩＰ１から成る群から選択されるマーカーの発現
は、非胚体内胚葉細胞又は細胞集団におけるＧＡＴＡ４、ＭＩＸＬ１、ＨＮＦ３ｂ、ＧＳ
Ｃ、ＦＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１及びＣＲＩＰ１の発現
と比較して増大されていることが理解されよう。
【０１００】
　さらに、胚体内胚葉細胞中でのＳＯＸ７マーカーの発現レベルと、ＯＣＴ４、ＳＰＡＲ
Ｃ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーの発現レベルとの間に一定の差が存在する
、と理解される。同様に、胚体内胚葉細胞中でのＣＸＣＲ４マーカーの発現レベルと、Ｏ
ＣＴ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーの発現レベルとの間に一
定の差が存在する。このようなものとして、本明細書中に記載されるいくつかの実施形態
では、ＳＯＸ７マーカー又はＣＸＣＲ４マーカーの発現は、ＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦ
Ｐ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーの発現レベルより少なくとも約２倍～少なくとも約
１０，０００倍高い。他の実施形態では、ＳＯＸ７マーカー又はＣＸＣＲ４マーカーの発
現は、ＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーの発現レベルよ
り少なくとも約４倍高い、少なくとも約６倍高い、少なくとも約８倍高い、少なくとも約
１０倍高い、少なくとも約１５倍高い、少なくとも約２０倍高い、少なくとも約４０倍高
い、少なくとも約８０倍高い、少なくとも約１００倍高い、少なくとも約１５０倍高い、
少なくとも約２００倍高い、少なくとも約５００倍高い、少なくとも約７５０倍高い、少
なくとも約１０００倍高い、少なくとも約２５００倍高い、少なくとも約５０００倍高い
、少なくとも約７５００倍高いか又は少なくとも約１０，０００倍高い。いくつかの実施
形態では、ＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーは、胚体内
胚葉細胞中で有意に発現されない。
【０１０１】
　同様に、本明細書中に記載するいくつかの実施形態では、胚体内胚葉細胞におけるＧＡ
ＴＡ４、ＭＩＸＬ１、ＨＮＦ３ｂ、ＧＳＣ、ＦＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ、ＦＯＸＱ
１、ＣＭＫＯＲ１及びＣＲＩＰ１から成る群から選択されるマーカーの発現は、胚体内胚
葉細胞におけるＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７の発現と比較し
て増大されていることが理解されよう。
【０１０２】
胚体内胚葉の富化、単離及び／又は精製
　上述のプロセスのいずれかにより産生される胚体内胚葉細胞は、かかる細胞に特異的で
ある親和性タグを使用することにより、富化、単離及び／又は精製することができる。胚
体内胚葉細胞に特異的な親和性タグの例は、胚体内胚葉細胞の細胞表面上に存在するが、
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本明細書中に記載する方法により産生される細胞培養物中に見出されるであろう他の細胞
型上には実質的に存在しないマーカー分子（例えば、ポリペプチド）に特異的である抗体
、リガンド又は他の結合剤である。いくつかのプロセスでは、ＣＸＣＲ４に結合する抗体
は、胚体内胚葉細胞の富化、単離又は精製用の親和性タグとして使用される。他のプロセ
スでは、ケモカインＳＤＦ－１又はＳＤＦ－１に基づく他の分子もまた、親和性タグとし
て使用され得る。かかる分子としては、ＳＤＦ－１フラグメント、ＳＤＦ－１融合体又は
ＳＤＦ－１模倣体が挙げられるが、これらに限定されない。
【０１０３】
　抗体を作製し、また細胞単離のためにそれらを使用する方法は当該技術分野で既知であ
り、かかる方法は、本明細書中に記載する抗体及び胚体内胚葉細胞を用いた使用に実施す
ることができる。一プロセスでは、ＣＸＣＲ４に結合する抗体を磁気ビーズへ結合させた
後、細胞間接着及び基材接着を低減させるように酵素的に処理した細胞培養物において胚
体内胚葉細胞へ結合させる。続いて、ビーズ結合された胚体内胚葉細胞と未結合細胞を分
離するのに使用される可動性磁界中へ細胞／抗体／ビーズ複合体をさらす。いったん胚体
内胚葉細胞が培養物において他の細胞と物理的に分離されると、抗体結合は崩壊されて、
細胞は、適切な組織培養培地中で再度平板培養される。
【０１０４】
　富化、単離又は精製された胚体内胚葉細胞培養物又は集団を得るためのさらなる方法も
また使用することができる。例えば、いくつかの実施形態では、ＣＸＣＲ４抗体を、細胞
間接着及び基材接着を低減させるように処理した胚体内胚葉含有細胞培養物とともにイン
キュベートさせる。続いて、細胞を洗浄して、遠心分離して、再懸濁させる。次に、細胞
懸濁液を、一次抗体に結合することが可能な二次抗体（例えば、ＦＩＴＣ接合化抗体）と
ともにインキュベートさせる。続いて、細胞を洗浄して、遠心分離して、緩衝液中に再懸
濁させる。次に、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）を使用して、細胞懸濁液を分析及び
選別する。ＣＸＣＲ４陽性細胞を、ＣＸＣＲ４陰性細胞と分離して収集して、それにより
かかる細胞型を単離する。望ましい場合、単離細胞組成物は、代替的な親和性ベースの方
法を使用することにより、或いは胚体内胚葉に特異的な同じか、又は異なるマーカーを使
用したさらなる一連の選別によりさらに精製することができる。
【０１０５】
　さらに他のプロセスでは、胚体内胚葉細胞は、ＣＸＣＲ４に結合するリガンド又は他の
分子を使用して、富化、単離及び／又は精製される。いくつかのプロセスでは、分子は「
ＳＤＦ－１又はそれらのフラグメント、融合体又は模倣体である。
【０１０６】
　好ましいプロセスでは、胚体内胚葉細胞は、幹細胞培養物が胚体内胚葉系統へと分化す
るように誘導された後、他の非胚体内胚葉細胞から富化、単離及び／又は精製される。上
述の富化、単離及び精製手法は、分化の任意の段階でかかる培養物を用いて使用すること
ができると理解されよう。
【０１０７】
　直前で記載された手法に加えて、胚体内胚葉細胞は、細胞単離のための他の技法によっ
ても単離され得る。さらに胚体内胚葉細胞は、胚体内胚葉細胞の選択的生存又は選択的拡
大を促す増殖条件で連続継代培養する方法によっても、富化されるか又は単離され得る。
【０１０８】
　本明細書中に記載する方法を使用して、胚体内胚葉細胞及び／又は組織の富化、単離及
び／又は精製された集団は、少なくともいくつかの分化を受けた多能性細胞培養物又は細
胞集団（例えば、幹細胞培養物又は集団）からｉｎ　ｖｉｔｒｏで産生することができる
。いくつかの方法では、細胞は、無作為な分化を受ける。しかしながら、好ましい方法で
は、細胞は、主として胚体内胚葉へ分化するように指示される。いくつかの好ましい富化
、単離及び／又は精製方法は、ヒト胚性幹細胞からの胚体内胚葉のｉｎ　ｖｉｔｒｏ産生
に関する。本明細書中に記載する方法を使用して、細胞集団又は細胞培養物は、未処理の
細胞集団又は細胞培養物と比較した場合、少なくとも約２～約１０００倍、胚体内胚葉含
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有量が富化され得る。いくつかの実施形態では、胚体内胚葉細胞は、未処理の細胞集団又
は細胞培養物と比較した場合、少なくとも約５～約５００倍富化され得る。他の実施形態
では、胚体内胚葉細胞は、未処理の細胞集団又は細胞培養物と比較した場合、少なくとも
約１０～約２００倍富化され得る。さらに他の実施形態では、胚体内胚葉細胞は、未処理
の細胞集団又は細胞培養物と比較した場合、少なくとも約２０～約１００倍富化され得る
。さらなる他の実施形態では、胚体内胚葉細胞は、未処理の細胞集団又は細胞培養物と比
較した場合、少なくとも約４０～約８０倍富化され得る。或る特定の実施形態では、胚体
内胚葉細胞は、未処理の細胞集団又は細胞培養物と比較した場合、少なくとも約２～約２
０倍富化され得る。
【０１０９】
　胚体内胚葉細胞を含む組成物
　上記の方法により産生される細胞組成物としては、胚体内胚葉を含む細胞培養物、並び
に胚体内胚葉を富化された細胞集団が挙げられる。例えば、培養物中の細胞の少なくとも
約５０～８０％が胚体内胚葉細胞である胚体内胚葉細胞を含む細胞培養物が産生され得る
。分化プロセスの効率は、或る特定のパラメーター、例えば細胞成長条件、成長因子濃度
及び培養工程の時機（これらに限定されない）を修正することにより調整され得るため、
本明細書中に記載される分化手法は、約５％、約１０％、約１５％、約２０％、約２５％
、約３０％、約３５％、約４０％、約４５％、約５０％、約５５％、約６０％、約６５％
、約７０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、約９５％、又は約９５％以上の
多能性細胞の胚体内胚葉への転換を生じ得る。胚体内胚葉細胞の単離が用いられるプロセ
スでは、例えばＣＸＣＲ４受容体と結合する親和性試薬を用いることにより、実質的に純
粋な胚体内胚葉細胞集団が回収され得る。
【０１１０】
　本明細書中に記載されるいくつかの実施形態は、多能性細胞、例えば幹細胞と、胚体内
胚葉細胞の両方を含む細胞集団及び細胞培養物のような組成物に関する。例えば本明細書
中に記載される方法を用いて、ｈＥＳＣ及び胚体内胚葉細胞の混合物を含む組成物が産生
され得る。いくつかの実施形態では、約９５個の多能性細胞につき少なくとも約５個の胚
体内胚葉細胞を含む組成物が産生される。他の実施形態では、約５個毎の多能性細胞に関
して少なくとも約９５個の胚体内胚葉細胞を含む組成物が産生される。さらに、他の割合
の胚体内胚葉細胞対多能性細胞を含む組成物が意図される。例えば約１，０００，０００
個毎の多能性細胞に関して少なくとも約１個の胚体内胚葉細胞、約１００，０００個毎の
多能性細胞に関して少なくとも約１個の胚体内胚葉細胞、約１０，０００個毎の多能性細
胞に関して少なくとも約１個の胚体内胚葉細胞、約１０００個毎の多能性細胞に関して少
なくとも約１個の胚体内胚葉細胞、約５００個毎の多能性細胞に関して少なくとも約１個
の胚体内胚葉細胞、約１００個毎の多能性細胞に関して少なくとも約１個の胚体内胚葉細
胞、約１０個毎の多能性細胞に関して少なくとも約１個の胚体内胚葉細胞、約５個毎の多
能性細胞に関して少なくとも約１個の胚体内胚葉細胞、約２個毎の多能性細胞に関して少
なくとも約１個の胚体内胚葉細胞、約１個毎の多能性細胞に関して少なくとも約２個の胚
体内胚葉細胞、約１個毎の多能性細胞に関して少なくとも約５個の胚体内胚葉細胞、約１
個毎の多能性細胞に関して少なくとも約１０個の胚体内胚葉細胞、約１個毎の多能性細胞
に関して少なくとも約２０個の胚体内胚葉細胞、約１個毎の多能性細胞に関して少なくと
も約５０個の胚体内胚葉細胞、約１個毎の多能性細胞に関して少なくとも約１００個の胚
体内胚葉細胞、約１個毎の多能性細胞に関して少なくとも約１０００個の胚体内胚葉細胞
、約１個毎の多能性細胞に関して少なくとも約１０，０００個の胚体内胚葉細胞、約１個
毎の多能性細胞に関して少なくとも約１００，０００個の胚体内胚葉細胞、約１個毎の多
能性細胞に関して少なくとも約１，０００，０００個の胚体内胚葉細胞を含む組成物が意
図される。いくつかの実施形態では、多能性細胞はヒト多能性幹細胞である。或る特定の
いくつかの実施形態では、幹細胞は、桑実胚、胚の内部細胞塊、又は胚の生殖隆起に由来
する。或る特定の他の実施形態では、多能性細胞は、胚期が終わって発達した多細胞構造
の生殖腺又は胚組織に由来する。
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【０１１１】
　本明細書中に記載されるいくつかの実施形態は、少なくとも約５％の胚体内胚葉細胞か
ら少なくとも約９５％の胚体内胚葉細胞を含む細胞培養物又は細胞集団に関する。いくつ
かの実施形態では、細胞培養物又は細胞集団は、哺乳類細胞を含む。好ましい実施形態で
は、細胞培養物又は細胞集団はヒト細胞を含む。例えば或る特定の特異的な実施形態は、
ヒト細胞の少なくとも約５％から少なくとも約９５％が胚体内胚葉細胞であるヒト細胞か
ら成る細胞培養物に関する。他の実施形態は、ヒト細胞の少なくとも約５％、少なくとも
約１０％、少なくとも約１５％、少なくとも約２０％、少なくとも約２５％、少なくとも
約３０％、少なくとも約３５％、少なくとも約４０％、少なくとも約４５％、少なくとも
約５０％、少なくとも約５５％、少なくとも約６０％、少なくとも約６５％、少なくとも
約７０％、少なくとも約７５％、少なくとも約８０％、少なくとも約８５％、少なくとも
約９０％、又は９０％より多くが胚体内胚葉細胞であるヒト細胞から成る細胞培養物に関
する。細胞培養物又は細胞集団がヒトフィーダー細胞を含む実施形態では、上記のパーセ
ンテージは、細胞培養物又は細胞集団中のヒトフィーダー細胞を考慮せずに算出される。
【０１１２】
　本明細書中に記載されるさらなる実施形態は、ヒト細胞、例えばヒト胚体内胚葉細胞を
含む細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関するが、この場合、ＳＯＸ１７マーカー
又はＣＸＣＲ４マーカーのいずれかの発現は、少なくとも約５％のヒト細胞では、ＯＣＴ
４、ＳＰＡＲＣ、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、トロンボモジュリン（ＴＭ）及び／
又はＳＯＸ７マーカーの発現より多い。他の実施形態では、ＳＯＸ１７マーカー又はＣＸ
ＣＲ４マーカーの発現は、少なくとも約１０％のヒト細胞では、少なくとも約１５％のヒ
ト細胞では、少なくとも約２０％のヒト細胞では、少なくとも約２５％のヒト細胞では、
少なくとも約３０％のヒト細胞では、少なくとも約３５％のヒト細胞では、少なくとも約
４０％のヒト細胞では、少なくとも約４５％のヒト細胞では、少なくとも約５０％のヒト
細胞では、少なくとも約５５％のヒト細胞では、少なくとも約６０％のヒト細胞では、少
なくとも約６５％のヒト細胞では、少なくとも約７０％のヒト細胞では、少なくとも約７
５％のヒト細胞では、少なくとも約８０％のヒト細胞では、少なくとも約８５％のヒト細
胞では、少なくとも約９０％のヒト細胞では、少なくとも約９５％のヒト細胞では、又は
９５％より多くのヒト細胞では、ＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ
７マーカーの発現より多い。細胞培養物又は細胞集団がヒトフィーダー細胞を含む実施形
態では、上記のパーセンテージは、細胞培養物又は細胞集団中のヒトフィーダー細胞を考
慮せずに算出される。
【０１１３】
　本明細書中に記載するいくつかの実施形態は、ヒト胚体内胚葉細胞のようなヒト細胞を
含む細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関するが、ここでＧＡＴＡ４、ＭＩＸＬ１
、ＨＮＦ３ｂ、ＧＳＣ、ＦＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１及
びＣＲＩＰ１から成る群から選択される１つ又は複数のマーカーの発現は、少なくとも約
５％から少なくとも約９５％を上回るヒト細胞においてＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦＰ、
ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーの発現よりも大きいことが理解されよう。細胞培養物又
は細胞集団がヒトフィーダー細胞を含む実施形態では、上記パーセントは、細胞培養物又
は細胞集団におけるヒトフィーダー細胞を考慮せずに算出される。
【０１１４】
　本明細書中に記載するさらに他の実施形態は、ヒト胚体内胚葉細胞のようなヒト細胞を
含む細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関するが、ここでＳＯＸ１７及びＣＸＣＲ
４マーカーの両方の発現は、少なくとも約５％のヒト細胞においてＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ
、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーの発現よりも大きい。他の実施形態では、Ｓ
ＯＸ１７及びＣＸＣＲ４マーカーの両方の発現は、少なくとも約１０％のヒト細胞におい
て、少なくとも約１５％のヒト細胞において、少なくとも約２０％のヒト細胞において、
少なくとも約２５％のヒト細胞において、少なくとも約３０％のヒト細胞において、少な
くとも約３５％のヒト細胞において、少なくとも約４０％のヒト細胞において、少なくと
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も約４５％のヒト細胞において、少なくとも約５０％のヒト細胞において、少なくとも約
５５％のヒト細胞において、少なくとも約６０％のヒト細胞において、少なくとも約６５
％のヒト細胞において、少なくとも約７０％のヒト細胞において、少なくとも約７５％の
ヒト細胞において、少なくとも約８０％のヒト細胞において、少なくとも約８５％のヒト
細胞において、少なくとも約９０％のヒト細胞において、少なくとも約９５％のヒト細胞
において、或いは少なくとも約９５％を上回るヒト細胞において、ＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ
、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーの発現よりも大きい。細胞培養物又は細胞集
団がヒトフィーダー細胞を含む実施形態では、上記パーセントは、細胞培養物又は細胞集
団におけるヒトフィーダー細胞を考慮せずに算出される。
【０１１５】
　本明細書中に記載するいくつかの実施形態は、ヒト胚体内胚葉細胞のようなヒト細胞を
含む細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関するが、ここでＧＡＴＡ４、ＭＩＸＬ１
、ＨＮＦ３ｂ、ＧＳＣ、ＦＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１及
びＣＲＩＰ１マーカーの発現は、少なくとも約５％から少なくとも約９５％を上回るヒト
細胞においてＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーの発現よ
りも大きいことが理解されよう。細胞培養物又は細胞集団がヒトフィーダー細胞を含む実
施形態では、上記パーセントは、細胞培養物又は細胞集団におけるヒトフィーダー細胞を
考慮せずに算出される。
【０１１６】
　本明細書中に記載するさらなる実施形態は、ヒト内胚葉細胞のような哺乳類内胚葉細胞
を含む細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関するが、ここでＳＯＸ１７又はＣＸＣ
Ｒ４マーカーのいずれかの発現は、少なくとも約５％の内胚葉細胞においてＯＣＴ４、Ｓ
ＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーの発現よりも大きい。他の実施形態
では、ＳＯＸ１７又はＣＸＣＲ４マーカーのいずれかの発現は、少なくとも約１０％の内
胚葉細胞において、少なくとも約１５％の内胚葉細胞において、少なくとも約２０％の内
胚葉細胞において、少なくとも約２５％の内胚葉細胞において、少なくとも約３０％の内
胚葉細胞において、少なくとも約３５％の内胚葉細胞において、少なくとも約４０％の内
胚葉細胞において、少なくとも約４５％の内胚葉細胞において、少なくとも約５０％の内
胚葉細胞において、少なくとも約５５％の内胚葉細胞において、少なくとも約６０％の内
胚葉細胞において、少なくとも約６５％の内胚葉細胞において、少なくとも約７０％の内
胚葉細胞において、少なくとも約７５％の内胚葉細胞において、少なくとも約８０％の内
胚葉細胞において、少なくとも約８５％の内胚葉細胞において、少なくとも約９０％の内
胚葉細胞において、少なくとも約９５％の内胚葉細胞において、或いは少なくとも約９５
％を上回る内胚葉細胞において、ＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ
７マーカーの発現よりも大きい。
【０１１７】
　本明細書中に記載するいくつかの実施形態は、哺乳類内胚葉細胞を含む細胞培養物又は
細胞集団のような組成物に関するが、ここでＧＡＴＡ４、ＭＩＸＬ１、ＨＮＦ３ｂ、ＧＳ
Ｃ、ＦＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１及びＣＲＩＰ１から成
る群から選択される１つ又は複数のマーカーの発現は、少なくとも約５％から少なくとも
約９５％を上回る内胚葉細胞においてＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳ
ＯＸ７マーカーの発現よりも大きいことが理解されよう。
【０１１８】
　本明細書中に記載するさらなる他の実施形態は、ヒト内胚葉細胞のような哺乳類内胚葉
細胞を含む細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関するが、ここでＳＯＸ１７及びＣ
ＸＣＲ４マーカーの両方の発現は、少なくとも約５％の内胚葉細胞においてＯＣＴ４、Ｓ
ＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーの発現よりも大きい。他の実施形態
では、ＳＯＸ１７及びＣＸＣＲ４マーカーの両方の発現は、少なくとも約１０％の内胚葉
細胞において、少なくとも約１５％の内胚葉細胞において、少なくとも約２０％の内胚葉
細胞において、少なくとも約２５％の内胚葉細胞において、少なくとも約３０％の内胚葉
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細胞において、少なくとも約３５％の内胚葉細胞において、少なくとも約４０％の内胚葉
細胞において、少なくとも約４５％の内胚葉細胞において、少なくとも約５０％の内胚葉
細胞において、少なくとも約５５％の内胚葉細胞において、少なくとも約６０％の内胚葉
細胞において、少なくとも約６５％の内胚葉細胞において、少なくとも約７０％の内胚葉
細胞において、少なくとも約７５％の内胚葉細胞において、少なくとも約８０％の内胚葉
細胞において、少なくとも約８５％の内胚葉細胞において、少なくとも約９０％の内胚葉
細胞において、少なくとも約９５％の内胚葉細胞において、或いは少なくとも約９５％を
上回る内胚葉細胞において、ＯＣＴ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マ
ーカーの発現よりも大きい。
【０１１９】
　本明細書中に記載するいくつかの実施形態は、哺乳類内胚葉細胞を含む細胞培養物又は
細胞集団のような組成物に関するが、ここでＧＡＴＡ４、ＭＩＸＬ１、ＨＮＦ３ｂ、ＧＳ
Ｃ、ＦＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１及びＣＲＩＰ１マーカ
ーの発現は、少なくとも約５％から少なくとも約９５％を上回る内胚葉細胞においてＯＣ
Ｔ４、ＳＰＡＲＣ、ＡＦＰ、ＴＭ及び／又はＳＯＸ７マーカーの発現よりも大きいことが
理解されよう。
【０１２０】
　本明細書中に記載される方法を用いて、他の細胞型を実質的に含有しない胚体内胚葉細
胞を含む組成物が産生され得る。本明細書中に記載されるいくつかの実施形態では、本明
細書中に記載される方法により産生される胚体内胚葉細胞集団又は細胞培養物は、ＯＣＴ
４、ＳＯＸ７、ＡＦＰ、ＳＰＡＲＣ、ＴＭ、ＺＩＣ１又はＢＲＡＣＨマーカー遺伝子を有
意に発現する細胞を実質的に含有しない。
【０１２１】
　一実施形態では、マーカー遺伝子の発現に基づいた胚体内胚葉細胞の説明は、ＳＯＸ１
７高、ＭＩＸＬ１高、ＡＦＰ低、ＳＰＡＲＣ低、トロンボモジュリン低、ＳＯＸ７低及び
ＣＸＣＲ４高である。
【０１２２】
発達中のＰＤＸ１遺伝子発現
　ＰＤＸ１（ＳＴＦ－１、ＩＤＸ－１及びＩＰＦ－１とも呼ばれる）は、膵臓及び吻側十
二指腸の発達に必要な転写因子である。ＰＤＸ１はまず、マウスにおけるＥ８．５に始ま
って、後方前腸内胚葉から生じ、且つ外分泌細胞及び内分泌細胞の両方を産生する膵臓内
胚葉で発現される。後に、ＰＤＸ１は、膵臓内分泌部のβ細胞及びいくつかのデルタ細胞
に制限されるようになる。この発現パターンは、成体において維持される。ＰＤＸ１はま
た、発達初期に、形成中の膵臓に隣接している十二指腸内胚葉で、続いて十二指腸細胞及
び腸内分泌細胞で、胃洞で、並びに総胆管、胆嚢管及び胆管で発現される。この発現領域
もまた、膵臓での発現が制限されるようになる時点で、大部分が吻側十二指腸へ制限され
るようになる。
【０１２３】
ＰＤＸ１陽性細胞及びそれに関連するプロセス
　本明細書中に記載する他の分化プロセスの実施形態は、ＰＤＸ１陽性内胚葉細胞の産生
のための新規に規定されたプロセスに関し、ここでＰＤＸ－１陽性内胚葉細胞は、腸管の
前腸／中腸領域に由来する細胞、組織又は器官へ分化することができる多分化能細胞（Ｐ
ＤＸ－１陽性前腸／中腸内胚葉）である。いくつかの好ましい実施形態は、ＰＤＸ１陽性
前腸内胚葉細胞の産生のためのプロセスに関する。いくつかの実施形態では、これらのＰ
ＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、腸管の前方部分に由来する細胞、組織又は器官へ分化する
ことができる多分化能細胞（ＰＤＸ－１陽性前腸内胚葉）である。さらなる好ましい実施
形態は、前腸の後方部分のＰＤＸ１陽性内胚葉細胞の産生のためのプロセスに関する。い
くつかの実施形態では、これらのＰＤＸ１陽性内胚葉細胞は、腸管の前腸領域の後方部分
に由来する細胞、組織又は器官へ分化することができる多分化能細胞である。
【０１２４】
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　本明細書中に記載する方法により産生されるもののようなＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞
は、完全に分化されたインスリン生産β細胞を産生するのに使用することができる。いく
つかの実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を形
成するように、ＰＤＸ１を実質的に発現しない胚体内胚葉細胞（ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉
細胞、本明細書中で胚体内胚葉とも称される）を分化させることにより産生される。ＰＤ
Ｘ１陰性胚体内胚葉細胞は、本明細書中に記載するように、或いは任意の他の既知の方法
により、胚性幹細胞のような多能性細胞を分化させることにより調製することができる。
多能性細胞からＰＤＸ１陰性胚体内胚葉を産生する利便性の高く且つ非常に効率的な方法
は、すでに本明細書中で、及び２００４年１２月２３日に出願された胚体内胚葉(DEFINIT
IVE ENDODERM)という表題の米国特許第１１／０２１，６１８号に記載されている。
【０１２５】
　ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を産生するプロセスは、多能性細胞からの腺房細胞、導管
細胞及び島細胞のような膵臓組織の効率的な産生に関する基盤を提供する。或る特定の好
ましい実施形態では、ヒトＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、ヒトＰＤＸ１陰性胚体内胚葉
細胞に由来し、またヒトＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞は、ｈＥＳＣ細胞に由来する。続い
て、これらのヒトＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、機能的インスリン生産β細胞を産生す
るのに使用することができる。有用な量のインスリン生産β細胞を得るためには、膵臓島
／β細胞最終形に到達する前に起きる分化工程それぞれに関して、高い効率の分化が望ま
しい。ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉の分化は、機能的膵臓島
／β細胞の産生に対して初期工程を表す（図１に示されるように）ため、この工程での高
効率の分化が特に望ましい。
【０１２６】
　ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞の効率的な分化の望まし
さを考慮して、本明細書中に記載するプロセスのいくつかの態様は、ＰＤＸ１陽性前腸内
胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞のおよそ２～２５％の変換をもたらすｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ方法論に関する。通常、かかる方法は、規定され、且つ時間的に指定された形式
での培養及び成長因子条件の適用を包含する。ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞に関する細胞
集団のさらなる富化は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞へ特異的に結合する試薬を使用する
ことにより、集団における他の細胞からのＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の単離及び／又は
精製により達成することができる。代替法として、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、ＰＤ
Ｘ１発現の検出を可能にするように、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）のようなレポーター
遺伝子で標識することができる。続いて、かかる蛍光標識された細胞は、蛍光標示式細胞
分取器（ＦＡＣＳ）により精製することができる。本発明のさらなる態様は、ＰＤＸ１陽
性前腸内胚葉細胞を含む細胞培養物及び富化細胞集団、並びにＰＤＸ１陽性前腸内胚葉へ
の及びＰＤＸ１陽性前腸内胚葉からの分化に有用な因子を同定する方法に関する。
【０１２７】
　細胞培養物又は細胞集団におけるＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の量を測定するためには
、培養物又は集団においてこの細胞型を他の細胞と識別する方法が望ましい。したがって
、本明細書中に記載する或る特定の実施形態は、その存在、非存在及び／又は相対発現レ
ベルが、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を示す細胞マーカー、並びにかかるマーカーの発現
を検出及び測定する方法に関する。
【０１２８】
　本明細書中に記載するいくつかの実施形態では、マーカーの存在、非存在及び／又は発
現のレベルは、定量的ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）により測定される。例えば、ＰＤＸ１、ＳＯ
Ｘ１７、ＳＯＸ７、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１、ＮＦＭ、α－フェトプロテイン（ＡＦＰ）、ホ
メオボックスＡ１３（ＨＯＸＡ１３）、ホメオボックスＣ６（ＨＯＸＣ６）及び／又は本
明細書中に記載する他のマーカーのような或る特定の遺伝子マーカーにより産生される転
写物の量は、Ｑ－ＰＣＲにより測定される。他の実施形態では、免疫組織化学は、上述の
遺伝子により発現されるタンパク質を検出するのに使用される。さらに他の実施形態では
、Ｑ－ＰＣＲ及び免疫組織化学的技法がともに、かかるマーカーの量又は相対比率を同定
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及び測定するのに使用される。
【０１２９】
　本明細書中に記載する分化方法及び検出方法を使用することにより、ＰＤＸ１陽性前腸
内胚葉細胞を同定すること、並びに細胞培養物又は細胞集団におけるＰＤＸ１陽性前腸内
胚葉細胞の比率を測定することが可能である。例えば、いくつかの実施形態では、産生さ
れるＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞又は細胞集団は、ＰＤＸ１陰性細胞又は細胞集団よりも
少なくとも約２桁大きいレベルでＰＤＸ１遺伝子を発現する。他の実施形態では、産生さ
れるＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞又は細胞集団は、ＰＤＸ１陰性細胞又は細胞集団よりも
約２桁を超えるレベルでＰＤＸ１遺伝子を発現する。さらに他の実施形態では、産生され
るＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞又は細胞集団は、ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞型又は細胞
集団よりも約２桁もしくは２桁以上大きいレベルでＰＤＸ１、ＳＯＸ１７、ＨＯＸＡ１３
及びＨＯＸＣ６から成る群から選択されるマーカーの１つ又は複数を発現する。
【０１３０】
　本明細書中に記載する組成物及び方法は、いくつかの有用な特徴を有する。例えば、Ｐ
ＤＸ１陽性内胚葉を含む細胞培養物及び細胞集団、並びにかかる細胞培養物及び細胞集団
を産生する方法は、ヒト発達における初期段階をモデル化するのに有用である。さらに、
本明細書中に記載する組成物及び方法はまた、真性糖尿病のような疾患状態において治療
的介入に役立ち得る。例えば、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉は、限定数の組織のみで供給源と
して作用するため、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉は、純粋な組織又は細胞型の発達に使用され
得る。
【０１３１】
ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉からのＰＤＸ１陽性前腸内胚葉の産生
　本明細書中に記載されるＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を含むＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細
胞培養物及び集団は、上述されたような多能性細胞から生成されるＰＤＸ１陰性胚体内胚
葉から産生される。好ましい方法は、出発材料としてヒト胚性幹細胞を利用する。一実施
形態では、ｈＥＳＣはまず、ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞へ変換されて、続いてＰＤＸ１
陽性前腸内胚葉細胞へ変換される。しかしながら、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉の産生のため
の出発材料は、多能性細胞分化方法を使用して産生される胚体内胚葉細胞に限定されるも
のではないことが理解されよう。むしろ、任意のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞は、それら
の起源にかかわらず、本明細書中に記載する方法で使用することができる。
【０１３２】
　本明細書中に記載するいくつかの実施形態では、ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞を含む細
胞培養物又は細胞集団は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を含む細胞培養物及び／又は富化
細胞集団へのさらなる分化に使用することができる。例えば、ヒトＰＤＸ１陰性ＳＯＸ１
７陽性胚体内胚葉細胞を含む細胞培養物又は細胞集団を使用することができる。いくつか
の実施形態では、細胞培養物又は細胞集団はまた、先の分化工程（すなわち、多能性細胞
を胚体内胚葉細胞へ分化させる工程）から残存している分化因子（例えば、アクチビン、
ノーダル及び／又はＢＭＰ）を含んでもよい。他の実施形態では、先の分化工程で利用さ
れる因子は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉細
胞の分化に使用される因子の添加に先立って、細胞培養物又は細胞集団から除去される。
他の実施形態では、ＰＤＸ１陰性ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉細胞に関して富化された細胞
集団が、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の産生のための供給源として使用される。
【０１３３】
　培養物におけるＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞は、ＰＤＸ１陰性ＳＯＸ１７陽性胚体内胚
葉細胞を含む細胞培養物へ、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞への細胞の分化を促進する分化
因子（前腸分化因子）を供給することにより、ＰＤＸ１陽性内胚葉細胞へ分化される。本
発明のいくつかの実施形態では、前腸分化因子は、レチノイン酸（ＲＡ）のようなレチノ
イドである。いくつかの実施形態では、レチノイドは、線維芽細胞成長因子（例えば、Ｆ
ＧＦ－４又はＦＧＦ－１０）と併用される。他の実施形態では、レチノイドは、成長因子
のＴＧＦβスーパーファミリー及び／又は条件培地と併用される。
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【０１３４】
　上記で定義するように、「条件培地」という語句は、基本培地と比較して変更された培
地を指す。例えば、培地の条件付けは、栄養分及び／又は成長因子のような分子を、基本
培地に見られる元のレベルに添加してもよく、或いは元のレベルから除去してもよい。い
くつかの実施形態では、培地は、或る特定の型の細胞を、或る特定の期間、或る特定の条
件下で培地中で成長又は維持させることにより条件付けされる。例えば、培地は、規定温
度で規定時間、規定組成を有する培地中で拡張、分化又は維持させることにより条件付け
することができる。当業者に理解されるように、細胞、培地型、所要時間及び環境条件の
無数の組合せを使用して、ほぼ無限の一連の条件培地を産生することができる。本発明の
いくつかの実施形態では、培地は、分化された多能性細胞を、血清濃度約１％～約２０％
を含む培地中で成長又は維持させることにより条件付けされる。他の実施形態では、培地
は、分化された多能性細胞を、約１ｎｇ／ｍｌ～約１０００ｎｇ／ｍｌのアクチビンＡを
含む培地中で成長又は維持させることにより条件付けされる。さらに他の実施形態では、
培地は、分化された多能性細胞を、約１ｎｇ／ｍｌ～約１０００ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４を
含む培地中で成長又は維持させることにより条件付けされる。好ましい実施形態では、条
件培地は、分化されたｈＥＳＣを、約２５ｎｇ／ｍｌのアクチビンＡ及び約２μＭのＲＡ
を含む培地（例えば、ＲＰＭＩ）中で２４時間、成長又は維持させることにより調製され
る。
【０１３５】
　本明細書中に記載するいくつかの実施形態では、培地を条件付けするのに使用され、且
つＰＤＸ１陽性前腸内胚葉へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉の分化を増強するのに使用される
細胞は、血清約０％～約２０％及び／又は１つ又は複数のＴＧＦβスーパーファミリーの
成長／分化因子を含むＲＰＭＩのような培地中で約５日間にわたって、ｈＥＳＣのような
多能性細胞から分化される細胞である。アクチビンＡ及びＢＭＰ４のような分化因子は、
約１ｎｇ／ｍｌ～約１０００ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度で供給される。本発明の特定の実施
形態では、培地を条件付けするために使用される細胞は、低血清ＲＰＭＩで約５日間にわ
たってｈＥＳＣから分化される。いくつかの実施形態によれば、低血清ＲＰＭＩは、低血
清含有培地を指し、ここでは血清濃度が規定期間にわたって徐々に増大される。例えば、
一実施形態では、低血清ＲＰＭＩは、細胞成長の１日目に約０．２％ウシ胎児血清（ＦＢ
Ｓ）、細胞成長の２日目に約０．５％ＦＢＳ、及び細胞成長の３日～５日目に約２％ＦＢ
Ｓの濃度を含む。別の実施形態では、低血清ＲＰＭＩは、１日目に約０％、２日目に約０
．２％、及び３日～６日目に約２％の濃度を含む。或る特定の好ましい実施形態では、低
血清ＲＰＭＩは、アクチビンＡ及びＢＭＰ４のような１つ又は複数の分化因子が補充され
る。培地を条件付けするのに使用される細胞を調製する際の使用に加えて、低血清ＲＰＭ
Ｉは、ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞からのＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の分化のための培
地として使用することができる。
【０１３６】
　条件培地は、かかる培地がＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の成長又は維持を妨害しなけれ
ば、ＲＰＭＩ以外の培地から調製することができることが当業者には理解されよう。同様
に、培地を条件付けするのに使用される細胞は様々なタイプであり得ることが理解されよ
う。分化したばかりの細胞が、培地を条件付けするのに使用される実施形態では、培地が
かかる細胞の成長又は維持を妨害しなければ、かかる細胞をＲＰＭＩ以外の培地中で分化
させることができる。さらに、条件付けの所要期間も条件付けに使用される細胞の調製の
所要期間も、他の期間であっても本明細書中に報告される効果を達成するのに十分である
ため、それぞれ２４時間又は５日である必要がないことは当業者に理解されよう。
【０１３７】
　概して、線維芽細胞成長因子、成長因子のＴＧＦβスーパーファミリーの成員、条件培
地又はこれらの前腸分化因子のいずれかの組合せと併せたレチノイドの使用は、レチノイ
ド単独の使用よりも、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉のより多くの
分化を引き起こす。好ましい実施形態では、ＲＡ及びＦＧＦ－１０はともに、ＰＤＸ１陰
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性胚体内胚葉細胞培養物へ供給される。別の好ましい実施形態では、ＰＤＸ１陰性胚体内
胚葉細胞は、条件培地、アクチビンＡ、アクチビンＢ及びＲＡを含む培養物中で分化され
る。
【０１３８】
　本明細書中に記載する分化プロセスの実施形態のいくつかに関して、上述の前腸分化因
子は、これらの因子が、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞培
養物又は細胞集団の少なくとも一部の分化を促進するのに十分な濃度で、細胞培養物又は
細胞集団中に存在するように、細胞へ供給される。先に定義したように、細胞培養物及び
／又は細胞集団に関連して使用される場合、「一部」という用語は、細胞培養物又は細胞
集団の１つの細胞から細胞培養物又は細胞集団の全体までの任意のゼロではない量を意味
する。
【０１３９】
　本明細書中に記載するプロセスのいくつかの実施形態では、レチノイドは、レチノイド
が少なくとも約０．０１μＭ、少なくとも約０．０２μＭ、少なくとも約０．０４μＭ、
少なくとも約０．０８μＭ、少なくとも約０．１μＭ、少なくとも約０．２μＭ、少なく
とも約０．３μＭ、少なくとも約０．４μＭ、少なくとも約０．５μＭ、少なくとも約０
．６μＭ、少なくとも約０．７μＭ、少なくとも約０．８μＭ、少なくとも約０．９μＭ
、少なくとも約１μＭ、少なくとも約１．１μＭ、少なくとも約１．２μＭ、少なくとも
約１．３μＭ、少なくとも約１．４μＭ、少なくとも約１．５μＭ、少なくとも約１．６
μＭ、少なくとも約１．７μＭ、少なくとも約１．８μＭ、少なくとも約１．９μＭ、少
なくとも約２μＭ、少なくとも約２．１μＭ、少なくとも約２．２μＭ、少なくとも約２
．３μＭ、少なくとも約２．４μＭ、少なくとも約２．５μＭ、少なくとも約２．６μＭ
、少なくとも約２．７μＭ、少なくとも約２．８μＭ、少なくとも約２．９μＭ、少なく
とも約３μＭ、少なくとも約３．５μＭ、少なくとも約４μＭ、少なくとも約４．５μＭ
、少なくとも約５μＭ、少なくとも約１０μＭ、少なくとも約２０μＭ、少なくとも約３
０μＭ、少なくとも約４０μＭ又は少なくとも約５０μＭの濃度で存在するように、細胞
培養物の細胞へ供給される。好ましい実施形態では、レチノイドはレチノイン酸である。
【０１４０】
　本明細書中に記載するプロセスの他の実施形態では、線維芽細胞成長因子ファミリーの
１つ又は複数の分化因子は、細胞培養物中に存在する。例えば、いくつかの実施形態では
、ＦＧＦ－４は、少なくとも約１０ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約２５ｎｇ／ｍｌ、少なくと
も約５０ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約７５ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約１００ｎｇ／ｍｌ、少
なくとも約２００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約３００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約４００ｎｇ
／ｍｌ、少なくとも約５００ｎｇ／ｍｌ又は少なくも約１０００ｎｇ／ｍｌの濃度で細胞
培養物中に存在し得る。さらなる実施形態では、ＦＧＦ－１０は、少なくとも約１０ｎｇ
／ｍｌ、少なくとも約２５ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約５０ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約７５
ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約１００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約２００ｎｇ／ｍｌ、少なくと
も約３００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約４００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約５００ｎｇ／ｍｌ
又は少なくも約１０００ｎｇ／ｍｌの濃度で細胞培養物中に存在する。いくつかの実施形
態では、ＦＧＦ－４又はＦＧＦ－１０（しかし、両方ではない）は、ＲＡと共に細胞培養
物へ供給される。好ましい実施形態では、ＲＡは、１μＭで細胞培養物中に存在し、ＦＧ
Ｆ－１０は、５０ｎｇ／ｍｌの濃度で存在する。
【０１４１】
　本明細書中に記載するプロセスのいくつかの実施形態では、ＴＧＦβスーパーファミリ
ーの成長因子及び／又は条件培地は、細胞培養物中に存在する。これらの分化因子は、Ｒ
Ａ及び／又は他の中－前腸分化因子（ＦＧＦ－４及びＦＧＦ－１０を包含するが、これら
に限定されない）と併用することができる。例えば、いくつかの実施形態では、アクチビ
ンＡ及び／又はアクチビンＢは、少なくとも約５ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約１０ｎｇ／ｍ
ｌ、少なくとも約２５ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約５０ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約７５ｎｇ
／ｍｌ、少なくとも約１００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約２００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約
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３００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約４００ｎｇ／ｍｌ、少なくとも約５００ｎｇ／ｍｌ又は
少なくも約１０００ｎｇ／ｍｌの濃度で細胞培養物中に存在し得る。さらなる実施形態で
は、条件培地は、総培地の少なくとも約１％、少なくとも約５％、少なくとも約１０％、
少なくとも約２０％、少なくとも約３０％、少なくとも約４０％、少なくとも約５０％、
少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、少なくとも約８０％、少なくとも約９０％又
は少なくも約１００％の濃度で細胞培養物中に存在する。いくつかの実施形態では、アク
チビンＡ、アクチビンＢ及び条件培地は、ＲＡと共に細胞培養物へ供給される。好ましい
実施形態では、ＰＤＸ－１陰性胚体内胚葉細胞は、約１μＭ　ＲＡ、約２５ｎｇ／ｍｌの
アクチビンＡ及び分化されたｈＥＳＣにより約２４時間条件付けした低血清ＲＰＭＩ培地
（ここで、分化されたｈＥＳＣは、約１００ｎｇ／ｍｌのアクチビンＡを含む低血清ＲＰ
ＭＩ中で約５日間分化させたものである）を含む培養物中で、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細
胞へ分化される。別の好ましい実施形態では、アクチビンＢ及び／又はＦＧＦ－１０もま
た、それぞれ２５ｎｇ／ｍｌ及び５０ｎｇ／ｍｌで培養物中に存在する。
【０１４２】
　本明細書中に記載するプロセスの或る特定の実施形態では、上述の前腸分化因子は、そ
れの添加後に細胞培養物から除去される。例えば、前腸分化因子は、それらの添加後、約
１日、約２日、約３日、約４日、約５日、約６日、約７日、約８日、約９日又は約１０日
以内に除去され得る。
【０１４３】
　ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の培養物は、低減された血清を含有する培地中で成長させ
ることができる。血清濃度は、約０．０５％（ｖ／ｖ）～約２０％（ｖ／ｖ）の範囲であ
り得る。いくつかの実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、血清代替物を用いて
成長させる。例えば、或る特定の実施形態では、培地の血清濃度は、約０．０５％（ｖ／
ｖ）未満、約０．１％（ｖ／ｖ）未満、約０．２％（ｖ／ｖ）未満、約０．３％（ｖ／ｖ
）未満、約０．４％（ｖ／ｖ）未満、約０．５％（ｖ／ｖ）未満、約０．６％（ｖ／ｖ）
未満、約０．７％（ｖ／ｖ）未満、約０．８％（ｖ／ｖ）未満、約０．９％（ｖ／ｖ）未
満、約１％（ｖ／ｖ）未満、約２％（ｖ／ｖ）未満、約３％（ｖ／ｖ）未満、約４％（ｖ
／ｖ）未満、約５％（ｖ／ｖ）未満、約６％（ｖ／ｖ）未満、約７％（ｖ／ｖ）未満、約
８％（ｖ／ｖ）未満、約９％（ｖ／ｖ）未満、約１０％（ｖ／ｖ）未満、約１５％（ｖ／
ｖ）未満又は約２０％（ｖ／ｖ）未満であり得る。いくつかの実施形態では、ＰＤＸ１陽
性前腸内胚葉細胞は、血清を用いずに成長させる。他の実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸
内胚葉細胞は、血清代替物を用いて成長させる。
【０１４４】
　さらに他の実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、Ｂ２７の存在下で成長させ
る。かかる実施形態では、Ｂ２７は、約０．１％（ｖ／ｖ）～約２０％（ｖ／ｖ）の範囲
の濃度で、或いは約２０％（ｖ／ｖ）を上回る濃度で、培養培地へ供給され得る。或る特
定の実施形態では、培地中のＢ２７の濃度は、約０．１％（ｖ／ｖ）、約０．２％（ｖ／
ｖ）、約０．３％（ｖ／ｖ）、約０．４％（ｖ／ｖ）、約０．５％（ｖ／ｖ）、約０．６
％（ｖ／ｖ）、約０．７％（ｖ／ｖ）、約０．８％（ｖ／ｖ）、約０．９％（ｖ／ｖ）、
約１％（ｖ／ｖ）、約２％（ｖ／ｖ）、約３％（ｖ／ｖ）、約４％（ｖ／ｖ）、約５％（
ｖ／ｖ）、約６％（ｖ／ｖ）、約７％（ｖ／ｖ）、約８％（ｖ／ｖ）、約９％（ｖ／ｖ）
、約１０％（ｖ／ｖ）、約１５％（ｖ／ｖ）又は約２０％（ｖ／ｖ）である。或いは、添
加されるＢ２７サプリメントの濃度は、市販のＢ２７ストック溶液強度の倍数でもって測
定され得る。例えば、Ｂ２７は、５０倍ストック溶液としてInvitrogen(Carlsbad, CA)か
ら入手可能である。十分な容量の成長培地へこのストック溶液を十分量添加することによ
り、所望の量のＢ２７を補充した培地が生じる。例えば、成長培地９０ｍｌへ５０倍Ｂ２
７ストック溶液１０ｍｌを添加することにより、５倍Ｂ２７を補充した成長培地が生じる
。培地中のＢ２７サプリメントの濃度は、約０．１倍、約０．２倍、約０．３倍、約０．
４倍、約０．５倍、約０．６倍、約０．７倍、約０．８倍、約０．９倍、約１倍、約１．
１倍、約１．２倍、約１．３倍、約１．４倍、約１．５倍、約１．６倍、約１．７倍、約
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１．８倍、約１．９倍、約２倍、約２．５倍、約３倍、約３．５倍、約４倍、約４．５倍
、約５倍、約６倍、約７倍、約８倍、約９倍、約１０倍、約１１倍、約１２倍、約１３倍
、約１４倍、約１５倍、約１６倍、約１７倍、約１８倍、約１９倍、約２０倍及び約２０
倍以上であり得る。
【０１４５】
ＰＤＸ１陽性内胚葉へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉の分化のモニタリング
　多能性細胞からの胚体内胚葉細胞の分化と同様に、ＰＤＸ１陰性ＳＯＸ１７陽性胚体内
胚葉からＰＤＸ１陽性前腸内胚葉への分化の進行は、これらの細胞型の特徴的なマーカー
発現を測定することによりモニタリングすることができる。かかるモニタリングにより、
様々な条件（例えば、１つ又は複数の分化因子濃度及び環境条件）下での所望の量のＰＤ
Ｘ１陽性前腸内胚葉の産生に十分な時間を判定することが可能となる。好ましい実施形態
では、所望の量のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉の産生に十分な時間は、ＰＤＸ１の発現を検出
することにより測定される。いくつかの実施形態では、或る特定のマーカーの発現は、マ
ーカーの存在又は非存在を検出することにより測定される。或いは、或る特定のマーカー
の発現は、マーカーが細胞培養物又は細胞集団の細胞中に存在するレベルを測定すること
により判定することができる。かかる実施形態では、マーカー発現の測定は、定性的又は
定量的であり得る。上述したように、マーカー遺伝子により産生される発現マーカーを定
量化する好ましい方法は、Ｑ－ＰＣＲの使用によるものである。特定の実施形態では、Ｑ
－ＰＣＲは、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉に特徴的なマーカー遺伝子の発現及び他の細胞型に
特徴的なマーカー遺伝子の発現の欠如を定量化することにより、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉
細胞へのＰＤＸ１陰性ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉培養物の細胞の進行をモニタリングする
のに使用される。同様に、当該技術分野で既知の他の方法を使用して、マーカー遺伝子発
現を定量化することができる。例えば、マーカー遺伝子産物の発現は、そのマーカー遺伝
子産物に特異的な抗体を使用することにより検出することができる。いくつかの実施形態
では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉に特徴的なマーカー遺伝子の発現並びにＰＤＸ１陰性胚体
内胚葉であるｈＥＳＣ及び他の細胞型に特徴的なマーカー遺伝子の有意な発現の欠如が判
定される。
【０１４６】
　以下の実施例でさらに記載されるように、ＰＤＸ１は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉に関連
するマーカー遺伝子である。したがって、本明細書中に記載するプロセスのいくつかの実
施形態では、ＰＤＸ１の発現が測定される。他の実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉
において発現される他のマーカー（ＳＯＸ１７、ＨＯＸＡ１３及び／又はＨＯＸＣ６を包
含するが、これらに限定されない）の発現もまた測定される。ＰＤＸ１はまた或る特定の
他の細胞型（すなわち、臓側内胚葉及び或る特定の神経外胚葉）により発現され得るため
、本明細書中に記載するいくつかの実施形態は、臓側内胚葉及び／又は神経外胚葉に関連
するマーカー遺伝子発現の非存在又は実質的な非存在を実証することに関する。例えば、
いくつかの実施形態では、臓側内胚葉及び／又は神経細胞において発現されるマーカーの
発現（ＳＯＸ７、ＡＦＰ、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１及び／又はＮＦＭを包含するが、これらに
限定されない）が測定される。
【０１４７】
　いくつかの実施形態では、本明細書中に記載する方法により産生されるＰＤＸ１陽性前
腸内胚葉細胞培養物は、ＳＯＸ７、ＡＦＰ、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１又はＮＦＭマーカー遺伝
子を発現する細胞を実質的に含まない。或る特定の実施形態では、本明細書中に記載する
プロセスにより産生されるＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞培養物は、臓側内胚葉、壁側内胚
葉及び／又は神経細胞を実質的に含まない。
【０１４８】
　ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉の富化、単離及び／又は精製
　本明細書中に記載されるプロセスのさらなる態様に関しては、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉
細胞は富化され、単離され且つ／又は精製され得る。いくつかの実施形態では、このよう
な細胞を細胞培養物から単離することにより、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞に関して富化
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された細胞集団が産生される。
【０１４９】
　本明細書中に記載されるプロセスのいくつかの実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉
細胞は蛍光標識され、次に蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）を用いることにより標識さ
れていない細胞から単離される。このような実施形態では、グリーン蛍光タンパク質（Ｇ
ＦＰ）をコードする核酸、又は発現可能蛍光マーカー遺伝子をコードする別の核酸を用い
て、ＰＤＸＩ陽性細胞を標識する。例えばいくつかの実施形態では、ＧＦＰをコードする
核酸又はその生物学的に活性な断片の少なくとも１つのコピーは、ＧＦＰ遺伝子産物又は
その生物学的に活性な断片の発現がＰＤＸ１プロモーターの制御下にあるよう、ＰＤＸ１
プロモーターの下流で、多能性細胞、好ましくはヒト胚性幹細胞中に導入される。いくつ
かの実施形態では、ＰＤＸ１をコードする核酸の全コード領域は、ＧＦＰをコードする核
酸又はその生物学的に活性な断片により置き換えられる。他の実施形態では、ＧＦＰをコ
ードする核酸又はその生物学的に活性な断片は、フレーム内で、ＰＤＸ１をコードする核
酸の少なくとも一部分と融合され、それにより融合タンパク質を生成する。このような実
施形態では、融合タンパク質は、ＧＦＰと類似の蛍光活性を保持する。
【０１５０】
　蛍光標識される細胞、例えば上記の多能性細胞は、上記のように胚体内胚葉に、次にＰ
ＤＸ１陽性前腸内胚葉に分化される。ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は蛍光マーカー遺伝子
を発現する一方、ＰＤＸ１陰性細胞は発現しないため、これら２つの細胞型が分離され得
る。いくつかの実施形態では、蛍光標識ＰＤＸ１陽性細胞及び非標識ＰＤＸ１陰性細胞の
混合物を含む細胞懸濁液は、ＦＡＣＳを用いて選別される。ＰＤＸ１陽性細胞は、ＰＤＸ
１陰性細胞と別個に収集され、それによりこのような細胞型が単離される。所望により、
単離細胞組成物はさらに、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉に特異的である同一の又は異なるマー
カーを用いて、さらに数回選別することにより精製され得る。
【０１５１】
　直前で記載された手法のほかに、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、細胞単離のための他
の技法によっても単離され得る。さらにＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、該ＰＤＸ１陽性
前腸内胚葉細胞の選択的生存又は選択的拡大を促す増殖条件で連続継代培養する方法によ
っても、富化されるか又は単離され得る。
【０１５２】
　上記の富化、単離及び精製手法は、分化の任意の段階で、このような培養物とともに用
いられ得る、と理解される。
【０１５３】
　本明細書中に記載される方法を用いて、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞及び／又は組織の
富化、単離及び／又は精製集団が、少なくともいくらかの分化を受けたＳＯＸ１陽性胚体
内胚葉細胞培養物又は細胞集団からｉｎ　ｖｉｔｒｏで産生され得る。いくつかの実施形
態では、細胞は無作為分化を受ける。しかしながら好ましい実施形態では、細胞は主とし
てＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞に分化するよう指図される。いくつかの好ましい富化、単
離及び／又は精製方法は、ヒト胚性幹細胞からのＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞のｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ産生に関する。
【０１５４】
　本明細書中に記載される方法を用いて、細胞集団又は細胞培養物は、未処理細胞集団又
は細胞培養物と比較して、少なくとも約２倍～約１０００倍、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細
胞含有物を富化され得る。いくつかの実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、未
処理細胞集団又は細胞培養物と比較して、少なくとも約５倍～約５００倍、富化され得る
。他の実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、未処理細胞集団又は細胞培養物と
比較して、少なくとも約１０倍～約２００倍、富化され得る。さらに他の実施形態では、
ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、未処理細胞集団又は細胞培養物と比較して、少なくとも
約２０倍～約１００倍、富化され得る。さらに他の実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚
葉細胞は、未処理細胞集団又は細胞培養物と比較して、少なくとも約４０倍～約８０倍、
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富化され得る。或る特定のいくつかの実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、未
処理細胞集団又は細胞培養物と比較して、少なくとも約２倍～約２０倍、富化され得る。
【０１５５】
ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉を含む組成物
　本明細書中に記載するいくつかの実施形態は、ＰＤＸ１陽性内胚葉細胞を含む細胞培養
物又は細胞集団のような細胞組成物に関し、ここでＰＤＸ１陽性内胚葉細胞は、腸管の前
方部分に由来する細胞、組織又は器官へ分化することができる多分化能細胞（ＰＤＸ１陽
性前腸内胚葉）である。或る特定の実施形態によれば、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉は哺乳類
細胞であり、好ましい実施形態では、これらの細胞はヒト細胞である。
【０１５６】
　本明細書中に記載する他の実施形態は、ｈＥＳＣ、ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞、ＰＤ
Ｘ１陽性前腸内胚葉細胞及び中胚葉細胞から成る群から選択される１つ又は複数の細胞型
の細胞を含む細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関する。いくつかの実施形態では
、ｈＥＳＣは、培養物において総細胞の約５％未満、約４％未満、約３％未満、約２％未
満又は約１％未満を構成する。他の実施形態では、ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞は、培養
物において総細胞の約９０％未満、約８５％未満、約８０％未満、約７５％未満、約７０
％未満、約６５％未満、約６０％未満、約５５％未満、約５０％未満、約４５％未満、約
４０％未満、約３５％未満、約３０％未満、約２５％未満、約２０％未満、約１５％未満
、約１２％未満、約１０％未満、約８％未満、約６％未満、約５％未満、約４％未満、約
３％未満、約２％未満又は約１％未満を構成する。さらなる他の実施形態では、中胚葉細
胞は、培養物において総細胞の約９０％未満、約８５％未満、約８０％未満、約７５％未
満、約７０％未満、約６５％未満、約６０％未満、約５５％未満、約５０％未満、約４５
％未満、約４０％未満、約３５％未満、約３０％未満、約２５％未満、約２０％未満、約
１５％未満、約１２％未満、約１０％未満、約８％未満、約６％未満、約５％未満、約４
％未満、約３％未満、約２％未満又は約１％未満を構成する。
【０１５７】
　本明細書中に記載するさらなる実施形態は、主要細胞型としてＰＤＸ１陽性前腸内胚葉
を含む本明細書中に記載するプロセスにより産生される細胞培養物又は細胞集団のような
組成物に関する。いくつかの実施形態では、本明細書中に記載するプロセスは、少なくと
も約９９％、少なくとも約９８％、少なくとも約９７％、少なくとも約９６％、少なくと
も約９５％、少なくとも約９４％、少なくとも約９３％、少なくとも約９２％、少なくと
も約９１％、少なくとも約９０％、少なくとも約８５％、少なくとも約８０％、少なくと
も約７５％、少なくとも約７０％、少なくとも約６５％、少なくとも約６０％、少なくと
も約５５％、少なくとも約５４％、少なくとも約５３％、少なくとも約５２％又は少なく
とも約５１％のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を含む細胞培養物及び／又は細胞集団を産生
する。好ましい実施形態では、細胞培養物又は細胞集団の細胞は、ヒト細胞を含む。他の
実施形態では、本明細書中に記載するプロセスは、少なくとも約５０％、少なくとも約４
５％、少なくとも約４０％、少なくとも約３５％、少なくとも約３０％、少なくとも約２
５％、少なくとも約２４％、少なくとも約２３％、少なくとも約２２％、少なくとも約２
１％、少なくとも約２０％、少なくとも約１９％、少なくとも約１８％、少なくとも約１
７％、少なくとも約１６％、少なくとも約１５％、少なくとも約１４％、少なくとも約１
３％、少なくとも約１２％、少なくとも約１１％、少なくとも約１０％、少なくとも約９
％、少なくとも約８％、少なくとも約７％、少なくとも６％、少なくとも５％、少なくと
も４％、少なくとも約３％、少なくとも約２％又は少なくとも約１％のＰＤＸ１陽性前腸
内胚葉細胞を含む細胞培養物及び／又は細胞集団を産生する。好ましい実施形態では、細
胞培養物又は細胞集団の細胞は、ヒト細胞を含む。いくつかの実施形態では、細胞培養物
又は集団におけるＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞のパーセントは、培養物中に存在するフィ
ーダー細胞を考慮せずに算出される。
【０１５８】
　本明細書中に記載するさらに他の実施形態は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞及びＰＤＸ
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１陰性胚体内胚葉細胞の混合物を含む細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関する。
例えば、約９５のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約５のＰＤＸ１陽性前
腸内胚葉細胞を含む細胞培養物又は細胞集団が産生され得る。他の実施形態では、約５の
ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約９５のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を
含む細胞培養物又は細胞集団が産生され得る。さらに、ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対
するＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の他の比を含む細胞培養物又は細胞集団も意図される。
例えば、約１，０００，０００のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１の
ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１００，０００のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して
少なくとも約１のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１０，０００のＰＤＸ１陰性胚体内胚
葉細胞に対して少なくとも約１のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１０００のＰＤＸ１陰
性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約５００のＰ
ＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１
００のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細
胞、約１０のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１のＰＤＸ１陽性前腸内
胚葉細胞、約５のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１のＰＤＸ１陽性前
腸内胚葉細胞、約４のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１のＰＤＸ１陽
性前腸内胚葉細胞、約２のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１のＰＤＸ
１陽性前腸内胚葉細胞、約１のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１のＰ
ＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約２
のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも
約４のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なく
とも約５のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少
なくとも約１０のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対
して少なくとも約２０のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細
胞に対して少なくとも約５０のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１のＰＤＸ１陰性胚体内
胚葉細胞に対して少なくとも約１００のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１のＰＤＸ１陰
性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１０００のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞、約１の
ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１０，０００のＰＤＸ１陽性前腸内胚
葉細胞、１のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１００，０００のＰＤＸ
１陽性前腸内胚葉細胞及び約１のＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞に対して少なくとも約１，
０００，０００のＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を含む組成物が意図される。
【０１５９】
　本明細書中に記載するいくつかの実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞が産生さ
れるＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞は、ヒト多能性幹細胞のようなヒト多能性細胞に由来す
る。或る特定の実施形態では、ヒト多能性細胞は、桑実胚、胚の内部細胞塊又は胚の生殖
隆起に由来する。或る特定の他の実施形態では、ヒト多能性細胞は、胚期を過ぎて発達し
た多細胞構造の生殖腺組織又は胚組織に由来する。
【０１６０】
　本明細書中に記載するさらなる実施形態は、ヒトＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を包含す
るヒト細胞を含む細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関し、ここでＰＤＸ１マーカ
ーの発現は、少なくとも約２％のヒト細胞において、ＡＦＰ、ＳＯＸ７、ＳＯＸ１、ＺＩ
Ｃ１及び／又はＮＦＭマーカーの発現よりも多い。他の実施形態では、ＰＤＸ１マーカー
の発現は、少なくとも約５％のヒト細胞において、少なくとも約１０％のヒト細胞におい
て、少なくとも約１５％のヒト細胞において、少なくとも約２０％のヒト細胞において、
少なくとも約２５％のヒト細胞において、少なくとも約３０％のヒト細胞において、少な
くとも約３５％のヒト細胞において、少なくとも約４０％のヒト細胞において、少なくと
も約４５％のヒト細胞において、少なくとも約５０％のヒト細胞において、少なくとも約
５５％のヒト細胞において、少なくとも約６０％のヒト細胞において、少なくとも約６５
％のヒト細胞において、少なくとも約７０％のヒト細胞において、少なくとも約７５％の
ヒト細胞のヒト細胞において、少なくとも約８０％のヒト細胞において、少なくとも約８
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５％のヒト細胞において、少なくとも約９０％のヒト細胞において、少なくとも約９５％
のヒト細胞において、或いは少なくとも約９８％のヒト細胞において、ＡＦＰ、ＳＯＸ７
、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１及び／又はＮＦＭマーカーの発現よりも多い。いくつかの実施形態
では、細胞培養物又は細胞集団におけるヒト細胞のパーセント（ここで、ＰＤＸ１マーカ
ーの発現は、ＡＦＰ、ＳＯＸ７、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１及び／又はＮＦＭマーカーの発現よ
りも多い）は、フィーダー細胞を考慮せずに算出される。
【０１６１】
　本明細書中に記載するいくつかの実施形態は、ヒトＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を含む
細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関するが、ここでＳＯＸ１７、ＨＯＸＡ１３及
びＨＯＸＣ６から成る群から選択される１つ又は複数のマーカーの発現は、少なくとも約
２％～少なくとも約９８％を上回るヒト細胞において、ＡＦＰ、ＳＯＸ７、ＳＯＸ１、Ｚ
ＩＣ１及び／又はＮＦＭマーカーの発現よりも多いことが理解されよう。いくつかの実施
形態では、ＳＯＸ１７、ＨＯＸＡ１３及びＨＯＸＣ６から成る群から選択される１つ又は
複数のマーカーの発現は、少なくとも約５％のヒト細胞において、少なくとも約１０％の
ヒト細胞において、少なくとも約１５％のヒト細胞において、少なくとも約２０％のヒト
細胞において、少なくとも約２５％のヒト細胞において、少なくとも約３０％のヒト細胞
において、少なくとも約３５％のヒト細胞において、少なくとも約４０％のヒト細胞にお
いて、少なくとも約４５％のヒト細胞において、少なくとも約５０％のヒト細胞において
、少なくとも約５５％のヒト細胞において、少なくとも約６０％のヒト細胞において、少
なくとも約６５％のヒト細胞において、少なくとも約７０％のヒト細胞において、少なく
とも約７５％のヒト細胞のヒト細胞において、少なくとも約８０％のヒト細胞において、
少なくとも約８５％のヒト細胞において、少なくとも約９０％のヒト細胞において、少な
くとも約９５％のヒト細胞において、或いは少なくとも約９８％のヒト細胞において、Ａ
ＦＰ、ＳＯＸ７、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１及び／又はＮＦＭマーカーの発現よりも多い。いく
つかの実施形態では、細胞培養物又は細胞集団におけるヒト細胞のパーセント（ここで、
ＳＯＸ１７、ＨＯＸＡ１３及びＨＯＸＣ６から成る群から選択される１つ又は複数のマー
カーの発現は、ＡＦＰ、ＳＯＸ７、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１及び／又はＮＦＭマーカーの発現
よりも多い）は、フィーダー細胞を考慮せずに算出される。
【０１６２】
　本明細書中に記載するさらなる実施形態は、ヒト内胚葉細胞のような哺乳類内胚葉細胞
を含む細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関し、ここでＰＤＸ１マーカーの発現は
、少なくとも約２％の内胚葉細胞において、ＡＦＰ、ＳＯＸ７、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１及び
／又はＮＦＭマーカーの発現よりも多い。他の実施形態では、ＰＤＸ１マーカーの発現は
、少なくとも約５％の内胚葉細胞において、少なくとも約１０％の内胚葉細胞において、
少なくとも約１５％の内胚葉細胞において、少なくとも約２０％の内胚葉細胞において、
少なくとも約２５％の内胚葉細胞において、少なくとも約３０％の内胚葉細胞において、
少なくとも約３５％の内胚葉細胞において、少なくとも約４０％の内胚葉細胞において、
少なくとも約４５％の内胚葉細胞において、少なくとも約５０％の内胚葉細胞において、
少なくとも約５５％の内胚葉細胞において、少なくとも約６０％の内胚葉細胞において、
少なくとも約６５％の内胚葉細胞において、少なくとも約７０％の内胚葉細胞において、
少なくとも約７５％の内胚葉細胞において、少なくとも約８０％の内胚葉細胞において、
少なくとも約８５％の内胚葉細胞において、少なくとも約９０％の内胚葉細胞において、
少なくとも約９５％の内胚葉細胞において、或いは少なくとも約９８％の内胚葉細胞にお
いて、ＡＦＰ、ＳＯＸ７、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１及び／又はＮＦＭマーカーの発現よりも多
い。
【０１６３】
　本明細書中に記載するさらに他の実施形態は、ヒト内胚葉細胞のような哺乳類内胚葉細
胞を含む細胞培養物又は細胞集団のような組成物に関し、ここでＳＯＸ１７、ＨＯＸＡ１
３及びＨＯＸＣ６から成る群から選択される１つ又は複数のマーカーの発現は、少なくと
も約２％の内胚葉細胞において、ＡＦＰ、ＳＯＸ７、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１及び／又はＮＦ
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Ｍマーカーの発現よりも多い。他の実施形態では、ＳＯＸ１７、ＨＯＸＡ１３及びＨＯＸ
Ｃ６から成る群から選択される１つ又は複数のマーカーの発現は、少なくとも約５％の内
胚葉細胞において、少なくとも約１０％の内胚葉細胞において、少なくとも約１５％の内
胚葉細胞において、少なくとも約２０％の内胚葉細胞において、少なくとも約２５％の内
胚葉細胞において、少なくとも約３０％の内胚葉細胞において、少なくとも約３５％の内
胚葉細胞において、少なくとも約４０％の内胚葉細胞において、少なくとも約４５％の内
胚葉細胞において、少なくとも約５０％の内胚葉細胞において、少なくとも約５５％の内
胚葉細胞において、少なくとも約６０％の内胚葉細胞において、少なくとも約６５％の内
胚葉細胞において、少なくとも約７０％の内胚葉細胞において、少なくとも約７５％の内
胚葉細胞において、少なくとも約８０％の内胚葉細胞において、少なくとも約８５％の内
胚葉細胞において、少なくとも約９０％の内胚葉細胞において、少なくとも約９５％の内
胚葉細胞において、或いは少なくとも約９８％の内胚葉細胞において、ＡＦＰ、ＳＯＸ７
、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１及び／又はＮＦＭマーカーの発現よりも多い。
【０１６４】
　本明細書中に記載するプロセスを使用して、他の細胞型を実質的に含まないＰＤＸ１陽
性前腸内胚葉細胞を含む組成物が産生され得る。本発明のいくつかの実施形態では、本明
細書中に記載する方法により産生されるＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞集団又は細胞培養物
は、ＡＦＰ、ＳＯＸ７、ＳＯＸ１、ＺＩＣ１及び／又はＮＦＭマーカー遺伝子を有意に発
現する細胞を実質的に含まない。
【０１６５】
　一実施形態では、マーカー遺伝子の発現に基づくＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の記述は
、ＰＤＸ１高、ＡＦＰ低、ＳＯＸ７低、ＳＯＸ１低、ＺＩＣ１低且つＮＦＭ低である。
【０１６６】
ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉細胞におけるＰＤＸ１の発現の増大
　本明細書中に記載するプロセスのいくつかの態様は、ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉細胞を
含む細胞培養物又は細胞集団におけるＰＤＸ１遺伝子産物の発現を増大させる方法に関す
る。かかる実施形態では、ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉細胞を、ＰＤＸ１遺伝子産物の発現
を増大させるのに十分な量で、分化因子と接触させる。分化因子と接触するＳＯＸ１７陽
性胚体内胚葉細胞は、ＰＤＸ１陰性であってもＰＤＸ１陽性であってもよい。いくつかの
実施形態では、分化因子はレチノイドであり得る。或る特定の実施形態では、ＳＯＸ１７
陽性胚体内胚葉細胞を、約０．０１μＭ～約５０μＭの範囲の濃度でレチノイドと接触さ
せる。好ましい実施形態では、レチノイドはＲＡである。
【０１６７】
　本明細書中に記載するプロセスの他の実施形態では、ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉細胞を
含む細胞培養物又は細胞集団におけるＰＤＸ１遺伝子産物の発現は、ＳＯＸ１７陽性細胞
を、線維芽細胞成長因子ファミリーの分化因子と接触させることにより増大される。かか
る分化因子は、単独で、或いはＲＡと併用して使用され得る。いくつかの実施形態では、
ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉細胞を、約１０ｎｇ／ｍｌ～約１０００ｎｇ／ｍｌの範囲の濃
度で線維芽細胞成長因子と接触させる。好ましい実施形態では、ＦＧＦ成長因子は、ＦＧ
Ｆ－１０である。
【０１６８】
　本明細書中に記載するプロセスのいくつかの実施形態では、ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉
細胞を含む細胞培養物又は細胞集団におけるＰＤＸ１遺伝子産物の発現は、ＳＯＸ１７陽
性細胞をＢ２７と接触させることにより増大される。この分化因子は、単独で、或いはレ
チノイド及びＦＧＦファミリー分化因子の一方又は両方と併用して使用され得る。いくつ
かの実施形態では、ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉細胞を、約０．１％（ｖ／ｖ）～約２０％
（ｖ／ｖ）の範囲の濃度でＢ２７と接触させる。好ましい実施形態では、ＳＯＸ１７陽性
胚体内胚葉細胞を、ＲＡ、ＦＧＦ－１０及びＢ２７と接触させる。
【０１６９】
　ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉細胞を含む細胞培養物又は細胞集団におけるＰＤＸ１遺伝子
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産物の発現を増大させる方法は、低減された血清を含有するか、或いは血清を含有しない
成長培地中で実施され得る。いくつかの実施形態では、血清濃度は、約０．０５％（ｖ／
ｖ）～約２０％（ｖ／ｖ）の範囲である。いくつかの実施形態では、ＳＯＸ１７陽性細胞
は、血清代替物を用いて成長する。
【０１７０】
　胚体内胚葉細胞の分化を促進し得る因子の同定
　本明細書中に記載される或る特定のスクリーニング方法は、胚体内胚葉細胞の分化を促
進し得る少なくとも１つの分化因子を同定する方法に関する。これらの方法のいくつかの
実施形態では、胚体内胚葉細胞、例えばヒト胚体内胚葉細胞を含む細胞集団が得られる。
次に細胞集団は、候補分化因子を提供される。候補分化因子の提供の前であるか又はほぼ
同じである第１の時点で、マーカーの発現が測定される。或いはマーカーの発現は、候補
分化因子の提供後に測定され得る。第１の時点の後であり、候補分化因子を細胞集団に提
供する工程の後である第２の時点で、同一マーカーの発現が再び測定される。候補分化因
子が胚体内胚葉細胞の分化を促進し得るか否かは、第１の時点でのマーカーの発現を、第
２の時点でのマーカーの発現と比較することにより測定される。第２の時点でのマーカー
の発現が、第１の時点でのマーカーの発現と比較して増大されるか又は減少される場合に
は、候補分化因子が胚体内胚葉細胞の分化を促進し得る。
【０１７１】
　本明細書中に記載されるスクリーニング方法のいくつかの実施形態は、ヒト胚体内胚葉
細胞を含む細胞集団又は細胞培養物を利用する。例えば細胞集団は、ヒト胚体内胚葉細胞
の実質的に精製された集団であり得る。或いは細胞集団は、ヒト胚体内胚葉細胞の富化集
団であるが、この場合、細胞集団中のヒト細胞の少なくとも約９０％、少なくとも約９１
％、少なくとも約９２％、少なくとも約９３％、少なくとも約９４％、少なくとも約９５
％、少なくとも約９６％、少なくとも約９７％、又は少なくとも約９７％以上が、ヒト胚
体内胚葉細胞である。本明細書中に記載される他の実施形態では、細胞集団は、ヒト細胞
の少なくとも約１０％、少なくとも約１５％、少なくとも約２０％、少なくとも約２５％
、少なくとも約３０％、少なくとも約３５％、少なくとも約４０％、少なくとも約４５％
、少なくとも約５０％、少なくとも約５５％、少なくとも約６０％、少なくとも約６５％
、少なくとも約７０％、少なくとも約７５％、少なくとも約８０％、少なくとも約８５％
、又は少なくとも８５％以上がヒト胚体内胚葉細胞であるヒト細胞を含む。いくつかの実
施形態では、細胞集団は、非ヒト細胞、例えば非ヒトフィーダー細胞を含む。他の実施形
態では、細胞集団は、ヒトフィーダー細胞を含む。このような実施形態では、上記フィー
ダー細胞以外のヒト細胞の少なくとも約１０％、少なくとも約１５％、少なくとも約２０
％、少なくとも約２５％、少なくとも約３０％、少なくとも約３５％、少なくとも約４０
％、少なくとも約４５％、少なくとも約５０％、少なくとも約５５％、少なくとも約６０
％、少なくとも約６５％、少なくとも約７０％、少なくとも約７５％、少なくとも約８０
％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、又は少なくとも約
９５％以上がヒト胚体内胚葉細胞である。本明細書中に記載されるスクリーニング方法の
いくつかの実施形態では、細胞集団は、いくつかのＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を含む（
これに限定されない）ＰＤＸ１陽性内胚葉細胞をさらに含む。
【０１７２】
　本明細書中に記載されるスクリーニング方法の実施形態では、細胞集団は、候補（試験
）分化因子と接触されるか、そうでなければそれを提供される。候補分化因子は、ヒト胚
体内胚葉細胞の分化を促進する能力を有し得る任意の分子を含み得る。本明細書中に記載
されるいくつかの実施形態では、候補分化因子は、1つ又は複数の型の細胞に関する分化
因子であると知られている分子を含む。代替的な実施形態では、候補分化因子は、細胞分
化を促進することが知られていない分子を含む。好ましい実施形態では、候補分化因子は
、ヒト胚体内胚葉細胞の分化を促進することが知られていない分子を含む。
【０１７３】
　本明細書中に記載されるスクリーニング方法のいくつかの実施形態では、候補分化因子
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は、小分子を含む。好ましい実施形態では、小分子は、約１０，０００ａｍｕ以下の分子
量を有する分子である。いくつかの実施形態では、小分子はレチノイドを含む。いくつか
の実施形態では、小分子はレチノイン酸を含む。
【０１７４】
　本明細書中に記載される他の実施形態では、候補分化因子はポリペプチドを含む。ポリ
ペプチドは、任意のポリペプチド、例えば糖タンパク質、リポタンパク質、細胞外マトリ
ックスタンパク質、サイトカイン、ケモカイン、ペプチドホルモン、インターロイキン又
は成長因子であり得るが、これらに限定されない。好ましいポリペプチドとしては、成長
因子が挙げられる。いくつかの好ましい実施形態では、候補分化因子は、ＦＧＦ１０、Ｆ
ＧＦ４、ＦＧＦ２及びＷｎｔ３Ｂから成る群から選択される1つ又は複数の成長因子を含
む。
【０１７５】
　本明細書中に記載されるスクリーニング方法のいくつかの実施形態では、候補分化因子
は、アンフィレグリン、Ｂリンパ球刺激剤、ＩＬ－１６、サイモポイエチン、ＴＲＡＩＬ
／アポ－２、プレＢ細胞コロニー増強因子、内皮分化関連因子１（ＥＤＦ１）、内皮単球
活性化ポリペプチドＩＩ、マクロファージ遊走阻止因子（ＭＩＦ）、ナチュラルキラー細
胞強化因子（ＮＫＥＦＡ）、骨形態形成タンパク質２、骨形態形成タンパク質８（骨原性
タンパク質２）、骨形態形成タンパク質６、骨形態形成タンパク質７、結合組織成長因子
（ＣＴＧＦ）、ＣＧＩ－１４９タンパク質（神経内分泌分化因子）、サイトカインＡ３（
マクロファージ炎症タンパク質１－α）、グリアブラストーマ細胞分化関連タンパク質（
ＧＢＤＲ１）、肝細胞腫由来成長因子、ニューロメジンＵ－２５前駆体、血管内皮増殖因
子（ＶＥＧＦ）、血管内皮増殖因子Ｂ（ＶＥＧＦ－Ｂ）、Ｔ細胞特異的ＲＡＮＴＥＳ前駆
体、胸腺樹状細胞由来因子１、トランスフェリン、インターロイキン－１（ＩＬ－１）、
インターロイキン－２（ＩＬ－２）、インターロイキン－３（ＩＬ－３）、インターロイ
キン－４（ＩＬ－４）、インターロイキン－５（ＩＬ－５）、インターロイキン－６（Ｉ
Ｌ－６）、インターロイキン－７（ＩＬ－７）、インターロイキン－８（ＩＬ－８）、イ
ンターロイキン－９（ＩＬ－９）、インターロイキン－１０（ＩＬ－１０）、インターロ
イキン－１１（ＩＬ－１１）、インターロイキン－１２（ＩＬ－１２）、インターロイキ
ン－１３（ＩＬ－１３）、顆粒球－コロニー刺激因子（Ｇ－ＣＳＦ）、顆粒球マクロファ
ージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）、マクロファージコロニー刺激因子（Ｍ－ＣＳＦ
）、エリスロポイエチン、トロンボポイエチン、ビタミンＤ3、表皮成長因子（ＥＧＦ）
、脳由来神経栄養因子、白血病抑制因子、甲状腺ホルモン、塩基性線維芽細胞成長因子（
ｂＦＧＦ）、ａＦＧＦ、ＦＧＦ－４、ＦＧＦ－６、ケラチノサイト成長因子（ＫＧＦ）、
血小板由来成長因子（ＰＤＧＦ）、血小板由来成長因子－ＢＢ、β神経成長因子、アクチ
ビンＡ、形質転換増殖因子β１（ＴＧＦ－β１）、インターフェロン－α、インターフェ
ロン－β、インターフェロン－γ、腫瘍壊死因子－α、腫瘍壊死因子－β、バースト促進
活性（ＢＰＡ）、赤血球系促進活性（ＥＰＡ）、ＰＧＥ2、インスリン増殖因子－１（Ｉ
ＧＦ－１）、ＩＧＦ－ＩＩ、ニュートロフィン増殖因子（ＮＧＦ）、ニュートロフィン－
３、ニュートロフィン４／５、毛様体神経栄養因子、グリア由来ネキシン、デキサメタソ
ン、β－メルカプトエタノール、レチノイン酸、ブチル化ヒドロキシアニソール、５－ア
ザシチジン、アンフォテリシンＢ、アスコルビン酸、アスコルビン酸塩、イソブチルキサ
ンチン、インドメタシン、β－グリセロホスフェート、ニコチンアミド、ＤＭＳＯ、チア
ゾリジンジオン、ＴＷＳ１１９、オキシトシン、バソプレッシン、メラニン細胞刺激ホル
モン、副腎皮質刺激ホルモン、リポトロピン、ヒト甲状腺刺激ホルモン、成長ホルモン、
プロラクチン、黄体形成ホルモン、ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン、濾胞刺激ホルモン、副
腎皮質刺激ホルモン放出因子、性腺刺激ホルモン放出因子、プロラクチン放出因子、プロ
ラクチン放出抑制因子、成長ホルモン放出因子、ソマトスタチン、甲状腺刺激ホルモン放
出因子、カルシトニン遺伝子関連ペプチド、上皮小体ホルモン、グルカゴン様ペプチド１
、グルコース依存性インスリン分泌性ポリペプチド、ガストリン、セクレチン、コレシス
トキニン、モチリン、血管作動性小腸ペプチド、サブスタンスＰ、膵臓ポリペプチド、ペ
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プチドチロシン、神経ペプチドチロシン、インスリン、グルカゴン、胎盤ラクトゲン、レ
ラキシン、アンギオテンシンＩＩ、カルシトリオール、心房性ナトリウム利尿ペプチド及
びメラトニン、チロキシン、トリヨードチロニン、カルシトニン、エストラジオール、エ
ストロン、プロゲステロン、テストステロン、コルチゾール、コルチコステロン、アルド
ステロン、エピネフリン、ノルエピネフェリン、アンドロスチエン（androstiene）、カ
ルシトリオール、コラーゲン、デキサメタソン、β－メルカプトエタノール、レチノイン
酸、ブチル化ヒドロキシアニソール、５－アザシチジン、アンフォテリシンＢ、アスコル
ビン酸、アスコルビン酸塩、イソブチルキサンチン、インドメタシン、β－グリセロホス
フェート、ニコチンアミド、ＤＭＳＯ、チアゾリジンジオン及びＴＷＳ１１９から成る群
から選択される1つ又は複数の成長因子を含む。
【０１７６】
　本明細書中に記載されるスクリーニング方法のいくつかの実施形態では、候補分化因子
は、1つ又は複数の濃度で、細胞集団に提供される。いくつかの実施形態では、候補分化
因子は、細胞周囲の培地中の候補分化因子の濃度が約０．１ｎｇ／ｍｌ～約１０ｍｇ／ｍ
ｌの範囲であるよう、細胞集団に提供される。いくつかの実施形態では、細胞周囲の培地
中の候補分化因子の濃度は、約１ｎｇ／ｍｌ～約１ｍｇ／ｍｌの範囲である。他の実施形
態では、細胞周囲の培地中の候補分化因子の濃度は、約１０ｎｇ／ｍｌ～約１００μｇ／
ｍｌの範囲である。さらに他の実施形態では、細胞周囲の培地中の候補分化因子の濃度は
、約１００ｎｇ／ｍｌ～約１０μｇ／ｍｌの範囲である。好ましい実施形態では、細胞周
囲の培地中の候補分化因子の濃度は、約５ｎｇ／ｍｌ、約２５ｎｇ／ｍｌ、約５０ｎｇ／
ｍｌ、約７５ｎｇ／ｍｌ、約１００ｎｇ／ｍｌ、約１２５ｎｇ／ｍｌ、約１５０ｎｇ／ｍ
ｌ、約１７５ｎｇ／ｍｌ、約２００ｎｇ／ｍｌ、約２２５ｎｇ／ｍｌ、約２５０ｎｇ／ｍ
ｌ、約２７５ｎｇ／ｍｌ、約３００ｎｇ／ｍｌ、約３２５ｎｇ／ｍｌ、約３５０ｎｇ／ｍ
ｌ、約３７５ｎｇ／ｍｌ、約４００ｎｇ／ｍｌ、約４２５ｎｇ／ｍｌ、約４５０ｎｇ／ｍ
ｌ、約４７５ｎｇ／ｍｌ、約５００ｎｇ／ｍｌ、約５２５ｎｇ／ｍｌ、約５５０ｎｇ／ｍ
ｌ、約５７５ｎｇ／ｍｌ、約６００ｎｇ／ｍｌ、約６２５ｎｇ／ｍｌ、約６５０ｎｇ／ｍ
ｌ、約６７５ｎｇ／ｍｌ、約７００ｎｇ／ｍｌ、約７２５ｎｇ／ｍｌ、約７５０ｎｇ／ｍ
ｌ、約７７５ｎｇ／ｍｌ、約８００ｎｇ／ｍｌ、約８２５ｎｇ／ｍｌ、約８５０ｎｇ／ｍ
ｌ、約８７５ｎｇ／ｍｌ、約９００ｎｇ／ｍｌ、約９２５ｎｇ／ｍｌ、約９５０ｎｇ／ｍ
ｌ、約９７５ｎｇ／ｍｌ、約１μｇ／ｍｌ、約２μｇ／ｍｌ、約３μｇ／ｍｌ、約４μｇ
／ｍｌ、約５μｇ／ｍｌ、約６μｇ／ｍｌ、約７μｇ／ｍｌ、約８μｇ／ｍｌ、約９μｇ
／ｍｌ、約１０μｇ／ｍｌ、約１１μｇ／ｍｌ、約１２μｇ／ｍｌ、約１３μｇ／ｍｌ、
約１４μｇ／ｍｌ、約１５μｇ／ｍｌ、約１６μｇ／ｍｌ、約１７μｇ／ｍｌ、約１８μ
ｇ／ｍｌ、約１９μｇ／ｍｌ、約２０μｇ／ｍｌ、約２５μｇ／ｍｌ、約５０μｇ／ｍｌ
、約７５μｇ／ｍｌ、約１００μｇ／ｍｌ、約１２５μｇ／ｍｌ、約１５０μｇ／ｍｌ、
約１７５μｇ／ｍｌ、約２００μｇ／ｍｌ、約２５０μｇ／ｍｌ、約３００μｇ／ｍｌ、
約３５０μｇ／ｍｌ、約４００μｇ／ｍｌ、約４５０μｇ／ｍｌ、約５００μｇ／ｍｌ、
約５５０μｇ／ｍｌ、約６００μｇ／ｍｌ、約６５０μｇ／ｍｌ、約７００μｇ／ｍｌ、
約７５０μｇ／ｍｌ、約８００μｇ／ｍｌ、約８５０μｇ／ｍｌ、約９００μｇ／ｍｌ、
約９５０μｇ／ｍｌ、約１０００μｇ／ｍｌであるか、又は約１０００μｇ／ｍｌより高
い。
【０１７７】
　本明細書中に記載されるスクリーニング方法の或る特定のいくつかの実施形態では、細
胞集団は、前腸分化因子以外の任意の分子を含む候補分化因子を提供される。例えばいく
つかの実施形態では、細胞集団は、レチノイド、成長因子のＴＧＦβスーパーファミリー
の一成員、ＦＧＦ１０又はＦＧＦ４以外の任意の分子を含む候補分化因子を提供される。
いくつかの実施形態では、細胞集団は、レチノイン酸以外の任意の分子を含む候補分化因
子を提供される。
【０１７８】
　いくつかの実施形態では、本明細書中に記載されるスクリーニング方法の工程は、第１
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の時点及び第２の時点での少なくとも１つのマーカーの発現を測定することを包含する。
これらの実施形態のいくつかでは、第１の時点は、候補分化因子を細胞集団に提供する前
、又はそれとほぼ同時期であり得る。或いはいくつかの実施形態では、第１の時点は、候
補分化因子を細胞集団に提供した後である。いくつかの実施形態では、複数のマーカーの
発現は、第１の時点で測定される。
【０１７９】
　第１の時点での少なくとも１つのマーカーの発現を測定することのほかに、本明細書中
に記載されるスクリーニング方法のいくつかの実施形態は、第１の時点の後であり且つ候
補分化因子を細胞集団に提供した後である第２の時点での少なくとも１つのマーカーの発
現を測定することを意図する。このような実施形態では、同一マーカーの発現が、第１及
び第２の時点の両方で測定される。いくつかの実施形態では、複数のマーカーの発現が、
第１及び第２の時点の両方で測定される。そのような実施形態では、同一の複数のマーカ
ーの発現が、第１及び第２の時点の両方で測定される。いくつかの実施形態では、その各
々が第１の時点の後であり、且つその各々が候補分化因子を細胞集団に提供した後である
複数の時点で、マーカー発現が測定される。或る特定のいくつかの実施形態では、マーカ
ー発現はＱ－ＰＣＲにより測定される。他の実施形態では、マーカー発現は免疫細胞化学
により測定される。
【０１８０】
　本明細書中に記載されるスクリーニング方法の或る特定のいくつかの実施形態では、そ
の発現が第１及び第２の時点で測定されるマーカーは、腸管由来である組織及び／又は器
官を作り上げる細胞の前駆体である細胞へのヒト胚体内胚葉細胞の分化に関連するマーカ
ーである。いくつかの実施形態では、腸管に由来する組織及び／又は器官は、最終分化細
胞を含む。いくつかの実施形態では、マーカーは、膵臓細胞又は膵臓前駆体細胞を示す。
好ましい実施形態では、マーカーは、膵臓－十二指腸ホメオボックス因子－１（ＰＤＸ１
）である。他の実施形態では、マーカーはホメオボックスＡ１３（ＨＯＸＡ１３）又はホ
メオボックスＣ６（ＨＯＸＣ６）である。さらに、他の実施形態では、マーカーは肝細胞
又は肝臓前駆体細胞を示す。或る特定の好ましい実施形態では、マーカーは、アルブミン
、肝細胞特異的抗原（ＨＳＡ）又はプロスペロ関連ホメオボックス１（ＰＲＯＸ１）であ
る。他の実施形態では、マーカーは、肺又は肺前駆体細胞を示す。いくつかの好ましい実
施形態では、マーカーは、甲状腺転写因子１（ＴＩＴＦ１）である。さらに他の実施形態
では、マーカーは、腸又は腸前駆体細胞を示す。付加的な好ましい実施形態では、マーカ
ーは、ビリン、グルコース輸送体－２（ＧＬＵＴ２）、アポリポタンパク質Ａ１（ＡＰＯ
Ａ１）、血管細胞接着分子－１（ＶＡＣＭ１）、フォンウィルブランド因子（ＶＷＦ）、
ＣＸＣ型ケモカイン受容体４（ＣＸＣＲ４）又はコーダルタイプホメオボックス転写因子
２（ＣＤＸ２）である。さらに他の実施形態では、マーカーは、胃又は胃前駆体細胞を示
す。付加的な好ましい実施形態では、マーカーは、ＶＣＡＭ１、ＶＷＦ又はＣＸＣＲ４で
ある。他の実施形態では、マーカーは甲状腺又は甲状腺前駆体細胞を示す。そのような実
施形態では、マーカーはＴＩＴＦ１である。さらなる他の実施形態では、マーカーは、胸
腺又は胸腺前駆体細胞を示す。
【０１８１】
　本明細書中に記載されるスクリーニング方法のいくつかの実施形態では、候補分化因子
を細胞集団に提供することと、第２の時点でのマーカー発現を測定することとの間に十分
な時間を経過させる。候補分化因子を細胞集団に提供することと第２の時点でのマーカー
の発現を測定することとの間の十分な時間は、約１時間という短い時間から、約１０日間
という長い時間までであり得る。いくつかの実施形態では、少なくとも１つのマーカーの
発現は、候補分化因子を細胞集団に提供した後の複数の時点で測定される。いくつかの実
施形態では、十分な時間は、少なくとも約１時間、少なくとも約６時間、少なくとも約１
２時間、少なくとも約１８時間、少なくとも約２４時間、少なくとも約３０時間、少なく
とも約３６時間、少なくとも約４２時間、少なくとも約４８時間、少なくとも約５４時間
、少なくとも約６０時間、少なくとも約６６時間、少なくとも約７２時間、少なくとも約
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７８時間、少なくとも約８４時間、少なくとも約９０時間、少なくとも約９６時間、少な
くとも約１０２時間、少なくとも約１０８時間、少なくとも約１１４時間、少なくとも約
１２０時間、少なくとも約１２６時間、少なくとも約１３２時間、少なくとも約１３８時
間、少なくとも約１４４時間、少なくとも約１５０時間、少なくとも約１５６時間、少な
くとも約１６２時間、少なくとも約１６８時間、少なくとも約１７４時間、少なくとも約
１８０時間、少なくとも約１８６時間、少なくとも約１９２時間、少なくとも約１９８時
間、少なくとも約２０４時間、少なくとも約２１０時間、少なくとも約２１６時間、少な
くとも約２２２時間、少なくとも約２２８時間、少なくとも約２３４時間又は少なくとも
約２４０時間である。
【０１８２】
　本明細書中に記載される方法のいくつかの実施形態では、第２の時点でのマーカーの発
現が、第１の時点でのこのマーカーの発現と比較して、増大したか又は減少したかがさら
に測定される。少なくとも１つのマーカーの発現の増大又は減少は、候補分化因子が胚体
内胚葉細胞の分化を促進し得る、ということを示す。同様に、複数のマーカーの発現が測
定される場合、第２の時点での複数のマーカーの発現が、第１の時点でのこの複数のマー
カーの発現と比較して、増大したか又は減少したかがさらに測定される。マーカー発現の
増大又は減少は、第１及び第２の時点での細胞集団中のマーカーの量、レベル又は活性を
測定するか又は評価することにより判定され得る。このような判定は、他のマーカー、例
えばハウスキーピング遺伝子発現と相対的であるか、或いは絶対的であり得る。マーカー
発現が第１の時点と比較して第２の時点で増大される或る特定のいくつかの実施形態では
、増大の量は、少なくとも約２倍、少なくとも約５倍、少なくとも約１０倍、少なくとも
約２０倍、少なくとも約３０倍、少なくとも約４０倍、少なくとも約５０倍、少なくとも
約６０倍、少なくとも約７０倍、少なくとも約８０倍、少なくとも約９０倍、少なくとも
約１００倍であるか、又は少なくとも約１００倍より多い。いくつかの実施形態では、増
大の量は、２倍未満である。マーカー発現が第１の時点と比較して第２の時点で減少され
る実施形態では、減少の量は、少なくとも約２倍、少なくとも約５倍、少なくとも約１０
倍、少なくとも約２０倍、少なくとも約３０倍、少なくとも約４０倍、少なくとも約５０
倍、少なくとも約６０倍、少なくとも約７０倍、少なくとも約８０倍、少なくとも約９０
倍、少なくとも約１００倍であるか、又は少なくとも約１００倍より多い。いくつかの実
施形態では、減少の量は、２倍未満である。
【０１８３】
　本明細書中に記載されるスクリーニング方法のいくつかの実施形態では、候補分化因子
を細胞集団に提供後、ヒト胚体内胚葉細胞は、胚体内胚葉系統の1つ又は複数の細胞型に
分化する。いくつかの実施形態では、候補分化因子を細胞集団に提供後、ヒト胚体内胚葉
細胞は、腸管に由来する細胞に分化する。このような細胞としては、膵臓、肝臓、肺、胃
、腸、甲状腺、胸腺、咽頭、胆嚢及び膀胱の細胞、並びにこのような細胞の前駆体が挙げ
られるが、これらに限定されない。さらに、これらの細胞は、より高度な構造、例えば組
織及び／又は器官にさらに発達し得る。
【０１８４】
　上述の方法と類似したスクリーニング方法を使用して、ヒトＰＤＸ１陽性内胚葉細胞を
含む細胞集団におけるヒトＰＤＸ１陽性内胚葉細胞の分化を促進することが可能な１つ又
は複数の分化因子を同定することができることが理解されよう。或る特定の実施形態では
、ヒトＰＤＸ１陽性内胚葉細胞は、ＰＤＸ１陽性前腸／中腸内胚葉細胞である。好ましい
実施形態では、ヒトＰＤＸ１陽性内胚葉細胞は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞である。他
の好ましい実施形態では、ヒトＰＤＸ１陽性内胚葉細胞は、前腸の後方部分のＰＤＸ１陽
性内胚葉細胞である。特に好ましい実施形態では、ヒトＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞は、
腸管の前方部分に由来する細胞、組織又は器官へ分化することができる多分化能細胞であ
る。
【０１８５】
ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞の分化を促進することが可
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能な因子の同定
　本明細書中に記載するスクリーニング方法の態様は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞への
ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞の分化を促進することが可能な１つ又は複数の分化因子を同
定する方法に関する。かかる方法では、ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞を含む細胞培養物又
は細胞集団が得られ、細胞培養物又は細胞集団におけるＰＤＸ１の発現が測定される。Ｐ
ＤＸ１の発現を測定した後、細胞培養物又は細胞集団の細胞を、候補分化因子と接触させ
る。いくつかの実施形態では、ＰＤＸ１の発現は、細胞を候補分化因子と接触させる時点
で、或いは接触させた直後に測定される。続いて、ＰＤＸ１発現は、細胞を候補分化因子
と接触させた後の１つ又は複数の時点で測定される。ＰＤＸ１の発現が、候補分化因子と
の接触前のＰＤＸ１発現と比較して、候補分化因子との接触後に増大されていれば、候補
分化因子は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞の分化を促進
することが可能であるとして同定される。
【０１８６】
　いくつかの実施形態では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細
胞の分化を促進することが可能な因子を同定する上述の方法はまた、細胞培養物又は細胞
集団におけるＨＯＸＡ１３遺伝子及び／又はＨＯＸＣ６遺伝子の発現を測定することを包
含する。かかる実施形態では、ＨＯＸＡ１３及び／又はＨＯＸＣ６の発現は、細胞を候補
分化因子と接触させる前及び接触させた後の両方で測定される。ＰＤＸ１及びＨＯＸＡ１
３の発現が、候補分化因子との接触前のＰＤＸ１及びＨＯＸＡ１３発現と比較して、候補
分化因子との接触後に増大されていれば、候補分化因子は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞
へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞の分化を促進することが可能であるとして同定される。
同様に、ＰＤＸ１及びＨＯＸＣ６の発現が、候補分化因子との接触前のＰＤＸ１及びＨＯ
ＸＣ６発現と比較して、候補分化因子との接触後に増大されていれば、候補分化因子は、
ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞の分化を促進することが可
能であるとして同定される。好ましい実施形態では、候補分化因子は、細胞培養物又は細
胞集団の細胞を候補分化因子と接触させる前及び接触させた後の両方で、ＰＤＸ１、ＨＯ
ＸＡ１３及びＨＯＸＣ６の発現を測定することにより、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞への
ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞の分化を促進することが可能であるとして同定される。好ま
しい実施形態では、ＰＤＸ１、ＨＯＸＡ１３及び／又はＨＯＸＣ６の発現は、Ｑ－ＰＣＲ
により測定される。
【０１８７】
　いくつかの実施形態では、ＰＤＸ１、ＨＯＸＡ１３及びＨＯＸＣ６の１つ又は複数の発
現は、細胞を候補分化因子と接触させる前ではなく、細胞培養物又は細胞集団の細胞を候
補分化因子と接触させる時点で、或いは接触させた直後に測定され得ることが理解されよ
う。かかる実施形態では、細胞を候補分化因子と接触させる時点での、或いは接触させた
直後のＰＤＸ１、ＨＯＸＡ１３及びＨＯＸＣ６の１つ又は複数の発現は、細胞を候補分化
因子と接触させた後の１つ又は複数の時点でのＰＤＸ１、ＨＯＸＡ１３及びＨＯＸＣ６の
１つ又は複数の発現と比較される。
【０１８８】
　上述の方法のいくつかの実施形態では、細胞を候補分化因子と接触させた後にＰＤＸ１
発現が測定される１つ又は複数の時点は、約１時間～約１０日の範囲である。例えば、Ｐ
ＤＸ１発現は、細胞を候補分化因子と接触させた約１時間後に、細胞を候補分化因子と接
触させた約２時間後に、細胞を候補分化因子と接触させた約４時間後に、細胞を候補分化
因子と接触させた約６時間後に、細胞を候補分化因子と接触させた約８時間後に、細胞を
候補分化因子と接触させた約１０時間後に、細胞を候補分化因子と接触させた約１２時間
後に、細胞を候補分化因子と接触させた約１６時間後に、細胞を候補分化因子と接触させ
た約２４時間後に、細胞を候補分化因子と接触させた約２日後に、細胞を候補分化因子と
接触させた約３日後に、細胞を候補分化因子と接触させた約４日後に、細胞を候補分化因
子と接触させた約５日後に、細胞を候補分化因子と接触させた約６日後に、細胞を候補分
化因子と接触させた約７日後に、細胞を候補分化因子と接触させた約８日後に、細胞を候
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補分化因子と接触させた約９日後に、細胞を候補分化因子と接触させた約１０日後に、或
いは細胞を候補分化因子と接触させた約１０日後より後に測定され得る。
【０１８９】
　本明細書中に記載する方法における使用のための候補分化因子は、ポリペプチド及び小
分子のような化合物から選択され得る。例えば、候補ポリペプチドとしては、成長因子、
サイトカイン、ケモカイン、細胞外マトリックスタンパク質及び合成ペプチドが挙げられ
得るが、これらに限定されない。好ましい実施形態では、成長因子は、ＦＧＦファミリー
、例えばＦＧＦ－１０に由来する。候補小分子としては、コンビナトリアル化学合成から
生成される化合物及び天然産物（例えば、ステロイド、イソプレノイド、テルペノイド、
フェニルプロパノイド、アルカロイド及びフラビノイド）が挙げられるが、これらに限定
されない。何千もの天然及び合成小分子の種類が利用可能であり、本明細書中に記載する
方法における使用のために意図される小分子は、上記で例示した種類に限定されないこと
が当業者に理解されよう。通常、小分子は、１０，０００ａｍｕ未満の分子量である。好
ましい実施形態では、小分子は、レチノイド、例えばＲＡである。
【０１９０】
ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の分化を促進することが可能な因子の同定
　本明細書中に記載するスクリーニング方法の他の態様は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞
の分化を促進することが可能な１つ又は複数の分化因子を同定する方法に関する。かかる
方法では、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞を含む細胞培養物又は細胞集団が得られ、細胞培
養物又は細胞集団におけるマーカーの発現が測定される。マーカーの発現を測定した後、
細胞培養物又は細胞集団の細胞を候補分化因子と接触させる。いくつかの実施形態では、
マーカーの発現は、細胞を候補分化因子と接触させる時点で、或いは接触させた直後に測
定される。続いて、同一マーカーの発現は、細胞を候補分化因子と接触させた後の１つ又
は複数の時点で測定される。マーカーの発現が、候補分化因子との接触前のマーカー発現
と比較して、候補分化因子との接触後に増大又は減少された場合、候補分化因子は、ＰＤ
Ｘ１陽性前腸内胚葉細胞の分化を促進することが可能であるとして同定される。好ましい
実施形態では、マーカーの発現は、Ｑ－ＰＣＲにより測定される。
【０１９１】
　上述した方法のいくつかの実施形態では、細胞を候補分化因子と接触させた後にマーカ
ー発現が測定される１つ又は複数の時点は、約１時間～約１０日の範囲であり得る。例え
ば、マーカー発現は、細胞を候補分化因子と接触させた約１時間後に、細胞を候補分化因
子と接触させた約２時間後に、細胞を候補分化因子と接触させた約４時間後に、細胞を候
補分化因子と接触させた約６時間後に、細胞を候補分化因子と接触させた約８時間後に、
細胞を候補分化因子と接触させた約１０時間後に、細胞を候補分化因子と接触させた約１
２時間後に、細胞を候補分化因子と接触させた約１６時間後に、細胞を候補分化因子と接
触させた約２４時間後に、細胞を候補分化因子と接触させた約２日後に、細胞を候補分化
因子と接触させた約３日後に、細胞を候補分化因子と接触させた約４日後に、細胞を候補
分化因子と接触させた約５日後に、細胞を候補分化因子と接触させた約６日後に、細胞を
候補分化因子と接触させた約７日後に、細胞を候補分化因子と接触させた約８日後に、細
胞を候補分化因子と接触させた約９日後に、細胞を候補分化因子と接触させた約１０日後
に、或いは細胞を候補分化因子と接触させた約１０日後より後に測定され得る。
【０１９２】
　上述のように、本明細書中に記載する方法における使用のための候補分化因子は、ポリ
ペプチド及び小分子のような化合物から選択され得る。
【０１９３】
　本明細書中に開示する方法それぞれを、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞に関して記載して
きたが、或る特定の実施形態では、これらの方法は、本明細書中に記載されるＰＤＸ１陽
性前腸／中腸内胚葉細胞及び／又は本明細書中に記載される前腸の後方部分のＰＤＸ１陽
性内胚葉細胞を含む組成物を産生するのに使用することができることが理解されよう。さ
らに、本明細書中に開示するＰＤＸ１陽性内胚葉細胞型のいずれかを本明細書中に記載す
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るスクリーニング方法に利用することができる。
【０１９４】
　本発明を一般的に記載してきたが、説明の目的のためにのみ本明細書中に提供される特
定の実施例を参照することによりさらなる理解が得られるが、この実施例に限定されない
。
【実施例】
【０１９５】
　以下の実施例の多くは、多能性ヒト細胞の使用を記載する。多能性ヒト細胞を産生する
方法は、当該技術分野で既知であり、多数の科学出版物、例えば米国特許第５，４５３，
３５７号、第５，６７０，３７２号、第５，６９０，９２６号、第６，０９０，６２２号
、第６，２００，８０６号及び第６，２５１，６７１号、並びに米国特許出願公開第２０
０４／０２２９３５０号に記載されている。
【０１９６】
 [実施例１]
　ヒトＥＳ細胞
　内胚葉発達についてのわれわれの研究のために、多能性であり、そして正常核型を保持
しながら培養中に外見上無限に分裂し得るヒト胚性幹細胞を用いた。単離のための免疫学
的又は機械的方法を用いて、５日齢胚内部細胞塊からＥＳ細胞を得た。特にヒト胚性幹細
胞株ｈＥＳＣｙｔ－２５を、患者によるインフォームドコンセント後に、ｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏ受精サイクルからの過剰凍結胚から得た。解凍時に、ＥＳ培地（ＤＭＥＭ、２０％ＦＢ
Ｓ、非必須アミノ酸、β－メルカプトエタノール、ＩＴＳサプリメント）中のマウス胚線
維芽細胞（ＭＥＦ）上に孵化胚盤胞をプレート化した。胚が培養皿に接着し、そして約２
週間後、非分化ｈＥＳＣの領域を、ＭＥＦとともに新たな皿に移した。機械的に切断し、
ディスパーゼで手短に消化し、その後、細胞クラスターを機械的に取り出して、洗浄し、
再プレート化することにより移動を成し遂げた。誘導以来、ｈＥＳＣｙｔ－２５を、１０
０回にわたって逐次継代した。胚体内胚葉の産生のための出発物質として、ｈＥＳＣｙｔ
－２５ヒト胚性幹細胞株を用いた。
【０１９７】
　幹細胞又は他の多能性細胞は本明細書中に記載される分化手法のための出発物質として
も用いられ得る、と当業者により理解される。例えば当該技術分野で既知の方法により単
離され得る胚性生殖腺隆起から得られる細胞は、多能性細胞出発物質として用いられ得る
。
【０１９８】
[実施例２]
　ｈＥＳＣｙｔ－２５特徴づけ
　ヒト胚性幹細胞株ｈＥＳＣｙｔ－２５は、培養中に１８ヶ月にわたって、正常形態学、
核型、増殖及び自己再生特性を保持した。この細胞株は、ＯＣＴ４、ＳＳＥＡ－４及びＴ
ＲＡ－１－６０抗原（これらはすべて、未分化ｈＥＳＣに特有である）に対する強い免疫
反応性を示し、そしてアルカリ性ホスファターゼ活性、並びに他の確立されたｈＥＳＣ株
と同一の形態学を示す。さらにヒト幹細胞株ｈＥＳＣｙｔ－２５は、懸濁液中で培養され
る場合、胚様体（ＥＢ）も容易に形成する。その多能性性質の実証として、ｈＥＳＣｙＴ
－２５は、３つの主要胚葉を表わす種々の細胞型に分化する。ＺＩＣ１に関するＱ－ＰＣ
Ｒ、並びにネスチン及びより成熟したニューロンマーカーに関する免疫細胞化学（ＩＣＣ
）により、外胚葉産生を実証した。β－ＩＩＩチューブリンに関する免疫細胞化学染色を
、初期ニューロンに特徴的な伸長細胞のクラスター中で観察した。予め、レチノイン酸で
懸濁液中のＥＢを処理して、臓側内胚葉（ＶＥ）、胚体外系統への多能性幹細胞の分化を
誘導した。処理細胞は、高レベルのα－フェトタンパク質（ＡＦＰ）及びＳＯＸ７（ＶＥ
の２つのマーカー）を５４時間の処理により発現した。単層中で分化された細胞は、免疫
細胞化学染色により実証されるように、散在性パッチ中でＡＦＰを発現した。以下で記載
するように、ｈＥＳＣｙＴ－２５細胞株は、ＡＦＰ発現の非存在下でのＳＯＸ１７に関す



(42) JP 2008-505638 A 2008.2.28

10

20

30

40

50

るリアルタイム定量的ポリメラーゼ連鎖反応（Ｑ－ＰＣＲ）及び免疫細胞化学により立証
されるように、胚体内胚葉も形成し得た。中胚葉への分化を実証するために、分化中のＥ
Ｂを、いくつかの時点でのブラキュリ遺伝子発現に関して分析した。ブラキュリ発現は、
実験経過中に漸進的に増大した。上記に鑑みて、三つの胚葉を表わす細胞を形成する能力
により示されるように、ｈＥＳＣｙＴ－２５株は多能性である。
【０１９９】
[実施例３]
　ＳＯＸ１７抗体の産生
　ｈＥＳＣ培養物における胚体内胚葉の同定に対する主要な妨害は、適切なツールの欠如
である。したがって、本発明者等は、ヒトＳＯＸ１７タンパク質に対して高められる抗体
の産生に着手した。
【０２００】
　マーカーＳＯＸ１７は、それが原腸形成中に形成する際に胚体内胚葉全体にわたって発
現し、その発現は、器官形成の開始まで腸管で維持される（しかし、発現のレベルは、Ａ
－Ｐ軸に沿って変化する）。ＳＯＸ１７はまた、胚体外内胚葉細胞のサブセットでも発現
する。このタンパク質の発現はまた、中胚葉又は外胚葉では観察されていない。ＳＯＸ１
７は、胚体外系統を排除するためのマーカーと併用される場合、胚体内胚葉系統に適切な
マーカーであることが現在発見されている。
【０２０１】
　本明細書中で詳述するように、ＳＯＸ１７抗体は、ＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉細胞の産
生を目的とした様々な処理及び分化手順の影響を具体的に検査するのに利用された。ＡＦ
Ｐ、ＳＰＡＲＣ及びトロンボモジュリンに対しての他の抗体との反応性もまた、臓側及び
壁側内胚葉（胚体外内胚葉）の産生を除外するのに使用された。
【０２０２】
　ＳＯＸ１７に対する抗体を産生するために、ＳＯＸ１７タンパク質のカルボキシ末端に
おけるアミノ酸１７２～４１４（配列番号２）に相当するヒトＳＯＸ１７　ｃＤＮＡ（配
列番号１）の一部（図２）は、抗体産生会社GENOVAC(Freiberg, Germany)にて、そこで開
発された手順に従って、ラットにおける遺伝子免疫化に使用した。遺伝子免疫化に関する
手段は、米国特許第５，８３０，８７６号、同第５，８１７，６３７号、同第６，１６５
，９９３号及び同第６，２６１，２８１号、並びに国際特許出願公開第ＷＯ００／２９４
４２号及び同第ＷＯ９９／１３９１５号に見出すことができる。
【０２０３】
　遺伝子免疫化に関する他の適切な方法はまた、非特許文献にも記載されている。例えば
、Barry他は、Biotechniques 16: 616-620, 1994において遺伝子免疫化によるモノクロー
ナル抗体の産生について記載している。特異的タンパク質に対する抗体を産生するための
遺伝子免疫化方法の具体例は、例えば、Costaglia et al., (1998) ヒト甲状腺刺激ホル
モン受容体に対する遺伝子免疫化は、甲状腺炎を引き起こし、且つ自然受容体を認識する
モノクローナル抗体の産生を可能にする(Genetic immunization against the human thyr
otropin receptor causes thyroiditis and allows production of monoclonal antibodi
es recognizing the native receptor), J. Immunol. 160: 1458-1465、Kilpatrick et a
l (1998) 遺伝子銃送達されるＤＮＡベースの免疫化は、Ｆｌｔ－３受容体に対するマウ
スモノクローナル抗体の迅速な産生を媒介する(Gene gun delivered DNA-based immuniza
tions mediate rapid production of murine monoclonal antibodies to the Flt-3 rece
ptor), Hybridoma 17: 569-576、Schmolke et al., (1998) ＤＮＡ免疫化により産生され
るＥ２特異的モノクローナル抗体によるヒト血清におけるＧ型肝炎ウイルス粒子の同定(I
dentification of hepatitis G virus particles in human serum by E2-specific monoc
lonal antibodides generated by DNA immunization), J. Virol. 72: 4541-4545、Krase
mann et al., (1999) 異例の核酸ベースの免疫化戦略を用いたタンパク質に対するモノク
ローナル抗体の生成(Generation of monoclonal antibodides against proteins with an
 unconventional nucleic acid-based immunization strategy), J. Biotechnol. 73: 11
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9-129、及びUlivieri et al, (1996) ＤＮＡ免疫化によるヘリコバクター・ピロリ細胞空
胞化毒素の規定部分に対するモノクローナル抗体の生成(Generation of a monoclonal an
tibody to a defined portion of the Heliobacter pylori vacuolating cytotoxin by D
NA immunization), J. Biotechnol. 51: 191-194に見出すことができる。
【０２０４】
　ＳＯＸ７及びＳＯＸ１８は、図３に示される相関系統樹に表されるようにＳＯＸ１７に
対する最も密接なＳｏｘファミリー類縁体である。本発明者等は、遺伝子免疫化により産
生されるＳＯＸ１７抗体がＳＯＸ１７に特異的であり、またその最も密接なファミリー成
員と反応しないことを実証するために、陰性対照としてヒトＳＯＸ７ポリペプチドを用い
た。特に、ＳＯＸ７及び他のタンパク質は、ヒト線維芽細胞において発現させ、続いてウ
ェスタンブロット及びＩＣＣによりＳＯＸ１７抗体との交差反応性に関して分析した。例
えば、ＳＯＸ１７、ＳＯＸ７及びＥＧＦＰ発現ベクターの産生、ヒト線維芽細胞へのそれ
らのトランスフェクション、並びにウェスタンブロットによる分析に関して以下の方法を
利用した。ＳＯＸ１７、ＳＯＸ７及びＥＧＦＰの産生に用いられる発現ベクターは、それ
ぞれｐＣＭＶ６(OriGene Technologies, Inc., Rockville, MD)、ｐＣＭＶ－ＳＰＯＲＴ
６(Invitrogen, Carlsbad, CA)及びｐＥＧＦＰ－Ｎ１(Clonetech, Palo Alto, CA)であっ
た。タンパク質産生に関して、テロメラーゼ不死化ＭＤＸヒト線維芽細胞を、リポフェク
タミン２０００(Invitrogen Carlsbad, CA)の存在下で、スーパーコイルＤＮＡで一過的
にトランスフェクトした。総細胞溶解産物は、トランスフェクションの３６時間後に、プ
ロテアーゼ阻害剤のカクテル(Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN)を含
有する５０ｍＭ　ＴＲＩＳ－ＨＣｌ（ｐＨ８）、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、０．１％　ＳＤ
Ｓ、０．５％デオキシコール酸中に収集した。ＮｕＰＡＧＥ（４～１２％ポリアクリルア
ミド勾配、Invitrogen, Carlsbad, CA)上でのＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離され、且つＰ
ＤＶＦ膜(Hercules, CA)上へのエレクトロブロッティングにより移入された細胞タンパク
質１００μｇのウェスタンブロット分析は、１０ｍＭ　ＴＲＩＳ－ＨＣｌ（ｐＨ８）、１
５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１０％ＢＳＡ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ－２０(Sigma, St. Louis, M
O)中のラットＳＯＸ１７抗血清の１／１０００希釈で、アルカリホスファターゼ結合抗ラ
ットＩｇＧ(Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA)によりプロービン
グして、ベクターブラックアルカリホスファターゼ染色(Vector Laboratories, Burlinga
me, CA)により明らかにした。使用される標準サイズのタンパク質は、広範囲の色彩マー
カー(Sigma, St. Louis, MO)であった。
【０２０５】
　図４では、ＳＯＸ１７、ＳＯＸ７又はＥＧＦＰ　ｃＤＮＡで一過的にトランスフェクト
されたヒト線維芽細胞から作製されるタンパク質抽出物を、ＳＯＸ１７抗体によりウェス
タンブロットでプロービングした。ｈＳＯＸ１７トランスフェクト細胞からのタンパク質
抽出物のみが、ヒトＳＯＸ１７タンパク質の予測された４６Ｋｄａ分子量に近い約５１Ｋ
ｄａのバンドを生じた。ヒトＳＯＸ７又はＥＧＦＰトランスフェクト細胞のいずれかから
作製される抽出物に対してＳＯＸ１７抗体の反応性は見られなかった。さらに、ＳＯＸ１
７抗体は、ｈＳＯＸ発現構築でトランスフェクトしたヒト線維芽細胞の核を明らかに標識
したが、ＥＧＦＰのみでトランスフェクトした細胞は標識しなかった。したがって、ＳＯ
Ｘ１７抗体は、ＩＣＣによる特異性を示す。
【０２０６】
[実施例４]
　胚体内胚葉のマーカーとしてのＳＯＸ１７抗体の確認
　部分的に分化させたｈＥＳＣをＳＯＸ１７及びＡＦＰ抗体で同時標識して、ＳＯＸ１７
抗体がヒトＳＯＸ１７タンパク質に特異的であること、さらに胚体内胚葉をマークするこ
とを実証した。ＳＯＸ１７、ＳＯＸ７（これは、ＳＯＸ遺伝子ファミリーサブグループＦ
の密接に関連する成員である（図３））及びＡＦＰはそれぞれ、臓側内胚葉で発現される
ことが実証されている。しかしながら、ＡＦＰ及びＳＯＸ７は、ＩＣＣにより検出可能な
レベルでは、胚体内胚葉細胞では発現されず、したがってそれらは、真正の胚体内胚葉細
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胞に関する陰性マーカーとして用いることができる。ＳＯＸ１７抗体は、細胞の別個の分
類として存在するか、或いはＡＦＰ陽性細胞と混合される細胞の集団を標識することが示
された。特に、図５Ａは、少数のＳＯＸ１７細胞がＡＦＰで同時標識されることを示すが
、ＳＯＸ１７+細胞の区域においてＡＦＰ+細胞がほとんど存在しないか、或いは全く存在
しない領域も見られた（図５Ｂ）。同様に、壁側内胚葉は、ＳＯＸ１７を発現することが
報告されているため、壁側マーカーＳＰＡＲＣ及び／又はトロンボモジュリン（ＴＭ）と
共にＳＯＸ１７による抗体同時標識を使用して、壁側内胚葉であるＳＯＸ１７+細胞を同
定することができる。図６Ａ～図６Ｃに示されるように、トロンボモジュリン及びＳＯＸ
１７同時標識された壁側内胚葉細胞は、ｈＥＳ細胞の無作為分化により産生された。
【０２０７】
　上記細胞標識実験を考慮して、胚体内胚葉細胞の独自性は、マーカープロフィールＳＯ
Ｘ１７hi／ＡＦＰlo／［ＴＭlo又はＳＰＡＲＣlo］により確立され得る。換言すると、Ｓ
ＯＸ１７マーカーの発現は、臓側内胚葉の特徴であるＡＦＰマーカー、及び壁側内胚葉の
特徴であるＴＭ又はＳＰＡＲＣマーカーの発現よりも多い。したがって、ＳＯＸ１７に関
して陽性であるが、ＡＦＰに対して陰性であり、且つＴＭ又はＳＰＡＲＣに対して陰性で
ある細胞は、胚体内胚葉である。
【０２０８】
　胚体内胚葉の予測となるようなＳＯＸ１７hi／ＡＦＰlo／ＴＭlo／ＳＰＡＲＣloマーカ
ープロフィールの特異性のさらなる徴候として、ＳＯＸ１７及びＡＦＰ遺伝子発現が、抗
体標識細胞の相対数と定量的に比較された。図７Ａに示されるように、レチノイン酸（臓
側内胚葉誘導物質）又はアクチビンＡ（胚体内胚葉誘導物質）で処理したｈＥＳＣは、Ｓ
ＯＸ１７　ｍＲＮＡ発現のレベルにおいて１０倍の差をもたらした。この結果は、ＳＯＸ
１７抗体標識細胞数における１０倍の差に反映している（図７Ｂ）。さらに、図８Ａに示
されるように、ｈＥＳＣのアクチビンＡ処理は、処理無しと比較して６．８倍分ＡＦＰ遺
伝子発現を抑制した。これは、図８Ｂ及び図８Ｃに示されるように、これらの培養物にお
けるＡＦＰ標識細胞の数の劇的な減少により可視的に反映された。これをさらに定量化す
るために、ＡＦＰ遺伝子発現におけるこのおよそ７倍の減少は、フローサイトメトリーに
より測定される場合のＡＦＰ抗体標識細胞数における同様の７倍の減少の結果であること
が実証された（図９Ａ及び図９Ｂ）。この結果は、Ｑ－ＰＣＲにより観察されるような遺
伝子発現の定量的変化は、抗体染色により観察されるような細胞型特定化における変化を
反映することを示すという点で極めて有意である。
【０２０９】
　ノーダルファミリー成員（ノーダル、アクチビンＡ及びアクチビンＢ－ＮＡＡ）の存在
下でのｈＥＳＣのインキュベーションは、経時的にＳＯＸ１７抗体標識細胞の有意な増大
をもたらした。連続的なアクチビン処理の５日目までには、５０％を超える細胞がＳＯＸ
１７で標識された（図１０Ａ～図１０Ｆ）。アクチビン処理の５日後にはＡＦＰで標識さ
れた細胞はほとんど存在しなかったか、或いは全く存在しなかった。
【０２１０】
　要約すると、ヒトＳＯＸ１７タンパク質のカルボキシ末端の２４２個のアミノ酸に対し
て産生される抗体は、ウェスタンブロットでヒトＳＯＸ１７タンパク質を同定したが、そ
の最も密接なＳｏｘファミリー類縁体であるＳＯＸ７を認識しなかった。ＳＯＸ１７抗体
は、主としてＳＯＸ１７+／ＡＦＰlo/-である分化ｈＥＳＣ培養物における細胞のサブセ
ット（９５％を超える標識細胞）並びにＳＯＸ１７及びＡＦＰ（臓側内胚葉）に関して同
時標識する少量パーセント（５％未満）の細胞を認識した。アクチビンによるｈＥＳＣ培
養物の処理は、ＳＯＸ１７遺伝子発現並びにＳＯＸ１７標識細胞の顕著な増大をもたらし
、ＡＦＰ　ｍＲＮＡの発現及びＡＦＰ抗体で標識した細胞の数を劇的に抑制した。
【０２１１】
[実施例５]
　Ｑ－ＰＣＲ遺伝子発現アッセイ
　以下の実験では、リアルタイム定量的ＲＴ－ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）が、ｈＥＳＣ分化に
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対する様々な処理の影響をスクリーニングするのに使用される主要なアッセイであった。
特に、遺伝子発現のリアルタイム測定は、Ｑ－ＰＣＲにより多数の時点で多数のマーカー
遺伝子に関して分析した。細胞集団の全体的な動態のより良好な理解を得るために、所望
の細胞型並びに望ましくない細胞型のマーカー遺伝子の特徴を評価した。Ｑ－ＰＣＲ分析
の長所として、ゲノム配列が容易に入手可能である場合、その極度の感受性及び必要なマ
ーカーを開発することが比較的容易であることが挙げられる。さらに、Ｑ－ＰＣＲの極め
て高い感受性により、相当大きな集団内での比較的少数の細胞からの遺伝子発現の検出が
可能となる。さらに、非常に低レベルの遺伝子発現を検出する能力は、集団内の「分化の
偏り」に関する指標を提供する。これらの細胞の表現型の顕在的な分化に先立つ特定の分
化経路に対する偏りは、免疫細胞化学的技法を使用して認知することができない。このた
め、Ｑ－ＰＣＲは、分化処理の成功をスクリーニングするための少なくとも補完的であり
且つ免疫組織化学的技法よりも潜在的に相当優れている分析の方法を提供する。さらに、
Ｑ－ＰＣＲは、半ハイスループットスケール(semi-high throughput scale)の分析にて定
量的方式で分化プロトコルの成功を評価するメカニズムを提供する。
【０２１２】
　本実施例で採用するアプローチは、Ｒｏｔｏｒ　Ｇｅｎｅ　３０００機器(Corbett Res
earch)上でのＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ化学及び２段階ＲＴ－ＰＣＲ方式を使用して相対定量
を実施することであった。かかるアプローチにより、今後のさらなるマーカー遺伝子の分
析用のｃＤＮＡサンプルの積上げが可能となり、したがって、サンプル間の逆転写効率に
おける可変性を回避した。
【０２１３】
　プライマーは、これが混入ゲノムＤＮＡからの増幅を排除すると実験的に確定されてい
るため、エクソン間境界にわたって存在するか、又は可能であれば少なくとも８００ｂｐ
の長さのイントロンにまたがるように設計された。イントロンを含有しないマーカー遺伝
子を使用したか、又はマーカー遺伝子がシュードジーンを保有した場合、ＲＮＡサンプル
のＤＮアーゼＩ処理が実施された。
【０２１４】
　本発明者等は、細胞サンプルにおける遺伝子発現の広範囲のプロファイル記述を提供す
るために、日常的にＱ－ＰＣＲを使用して、標的及び非標的細胞型の多数のマーカーの遺
伝子発現を測定した。ｈＥＳＣ分化の初期（具体的には、外胚葉、中胚葉、胚体内胚葉及
び胚体外内胚葉）に関連し、且つ確証されたプライマーセットが利用可能であるマーカー
を以下の表１に提供する。これらのプライマーセットのヒト特異性もまた実証されている
。ｈＥＳＣが多くの場合マウスフィーダー層上で成長するため、このことは重要な事実で
ある。最も典型的には、三重反復サンプルが各条件に関して採取され、各定量的測定に関
連した生物学的可変性を評価するために二重反復で個別に分析された。
【０２１５】
　ＰＣＲ鋳型を生成するために、総ＲＮＡは、ＲＮｅａｓｙ(Qiagen)を使用して単離され
て、ＲｉｂｏＧｒｅｅｎ(Molecular Probes)を用いて定量化された。総ＲＮＡ　３５０～
５００ｎｇからの逆転写は、オリゴｄＴ及び無作為なプライマーのミックスを含有するｉ
Ｓｃｒｉｐｔ逆転写酵素キット(BioRad)を使用して実施した。続いて、反応物それぞれ２
０μＬを総容量１００μＬにまで希釈して、３μｌをそれぞれ４００ｎＭ順方向プライマ
ー及び逆方向プライマー並びに２×ＳＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎマスターミックス(Qiagen)　５
μＬを含有するＱ－ＰＣＲ反応物１０μＬにおいて使用した。２段階サイクリングパラメ
ータは、８５～９４℃（具体的には各プライマー組に関するアンプリコンの融点に従って
選択される）で５秒の変性、続く６０℃での４５秒のアニール／伸長を用いて使用された
。各伸長段階の最後の１５秒の間に、蛍光データを収集した。３点の１０倍希釈シリーズ
を使用して、各実施に関する標準曲線を作成して、サイクル閾値（Ｃｔ）をこの標準曲線
に基づいて定量値へ変換した。各サンプルに関する定量値は、ハウスキーピング遺伝子性
能に対して標準化され、続いて平均値及び標準偏差は、三重反復サンプルに関して算出さ
れた。ＰＣＲサイクリングの終わりには、融解曲線分析を実施して、反応物の特異性を確
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かめた。単一の特異的産物は、そのＰＣＲアンプリコンに適したＴmでの単一ピークによ
り示された。さらに、逆転写酵素無しで実施される反応は、陰性対照として役立ち、増幅
しない。
【０２１６】
　Ｑ－ＰＣＲ方法論を確立する際の第１の工程は、実験系における適切なハウスキーピン
グ遺伝子（ＨＧ）の検証であった。ＨＧは、ＲＮＡインプット、ＲＮＡ完全性及びＲＴ効
率に関してサンプル全域で標準化するのに使用されるため、標準化が意味のあるものであ
るためには、ＨＧがすべてのサンプル型において経時的に一定レベルの発現を示すことに
重要性があった。本発明者等は、分化ｈＥＳＣにおけるサイクロフィリンＧ (cyclophili
n G)、ヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェラーゼ１(hypoxanthine phosphoribos
yltransferase 1)（ＨＰＲＴ）、β－２－ミクログロブリン(beta-2-microglobulin)、ヒ
ドロキシメチルビランシンターゼ(hydroxymethylbiane synthase)（ＨＭＢＳ）、ＴＡＴ
Ａ結合タンパク質(TATA-binding protein)（ＴＢＰ）及びグルクロニダーゼβ(glucoroni
dase beta)（ＧＵＳ）の発現レベルを測定した。本発明者等の結果により、β－２－ミク
ログロブリン(bata-2-microglobulin)発現レベルが、分化の間に増大されることが示され
、したがって本発明者等は、標準化に関してこの遺伝子の使用を排除した。他の遺伝子は
、経時的に、並びに複数の処理にわたって不変的な発現レベルを示した。本発明者等は日
常的に、サイクロフィリンＧ及びＧＵＳの両方を使用して、すべてのサンプルに関して標
準化因子を算出した。多数のＨＧの使用は、同時に標準化プロセスに固有の可変性を低減
し、相対遺伝子発現値の信頼性を増大させる。
【０２１７】
　標準化において使用するための遺伝子を獲得した後、続いてＱ－ＰＣＲを利用して、種
々の実験処理を施したサンプルにわたる多くのマーカー遺伝子の相対遺伝子発現レベルを
測定した。用いたマーカー遺伝子は、それらが初期胚葉の代表的な特異的集団において富
化を示すことから選択されており、特に胚体内胚葉及び胚体外内胚葉で差次的に発現され
る遺伝子の組に焦点を当てている。これらの遺伝子並びにそれらの関連富化プロファイル
を表１に強調している。
【０２１８】

【表１】

【０２１９】
　多くの遺伝子が、１つよりも多い胚葉で発現されるため、同じ実験内で多くの遺伝子の
発現レベルを定量的に比較することが有用である。ＳＯＸ１７は、胚体内胚葉で、またよ
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り程度は低いが、臓側及び壁側内胚葉で発現される。ＳＯＸ７及びＡＦＰは、この初期発
達時点で、臓側内胚葉で発現される。ＳＰＡＲＣ及びＴＭは、壁側内胚葉で発現され、ブ
ラキュリは、初期中胚葉で発現される。
【０２２０】
　胚体内胚葉細胞は、高レベルのＳＯＸ１７　ｍＲＮＡ並びに低レベルのＡＦＰ及びＳＯ
Ｘ７（臓側内胚葉）、ＳＰＡＲＣ（壁側内胚葉）及びブラキュリ（中胚葉）を発現すると
予測された。さらに、ＺＩＣ１は、初期外胚葉の誘導をさらに除外するのに本明細書で使
用された。最後に、ＧＡＴＡ４及びＨＮＦ３ｂは、胚体及び胚体外内胚葉の両方で発現さ
れ、したがって、胚体内胚葉におけるＳＯＸ１７発現と相関する（表１）。表１に記載す
るマーカー遺伝子が、様々なサンプル間でどのように互いに相関するかを実証し、したが
って、胚体内胚葉及び胚体外内胚葉への、並びに中胚葉及び神経細胞型への分化の特異的
パターンを強調する代表的な実験を図１１～図１４に示している。
【０２２１】
　上記データを考慮すると、アクチビン用量の増大が、ＳＯＸ１７遺伝子発現の増大をも
たらしたことが明らかである。さらに、このＳＯＸ１７発現は、胚体外内胚葉とは対照的
に主として胚体内胚葉を表した。この結論は、ＳＯＸ１７遺伝子発現が、ＡＦＰ、ＳＯＸ
７及びＳＰＡＲＣ遺伝子発現と逆相関したという観察から生じる。
【０２２２】
[実施例６]
　胚体内胚葉へのヒトＥＳ細胞の指示された分化
　ヒトＥＳ細胞培養物は、それらの未分化状態を活性で維持しない条件下で培養される場
合に、無作為に分化する。この不均一分化は、壁側及び臓側内胚葉の両方から構成される
胚体外内胚葉細胞（ＡＦＰ、ＳＰＡＲＣ及びＳＯＸ７発現）並びにＺＩＣ１及びネスチン
（外胚葉）及びブラキュリ（中胚葉）発現によりマークされるような初期外胚葉誘導体及
び中胚葉誘導体の産生をもたらす。胚体内胚葉細胞出現は、ＥＳ細胞培養物における特異
的抗体マーカーの欠如に関して実験又は特定されていない。それ自体で、またデフォルト
で、ＥＳ細胞培養物における初期胚体内胚葉産生は、十分研究されていない。胚体内胚葉
細胞に関する満足のいく抗体試薬が入手不可能であったため、特徴づけの大部分が、外胚
葉及び胚体外内胚葉に焦点を当ててきた。概して、無作為に分化されたＥＳ細胞培養物に
おいてＳＯＸ１７hi胚体内胚葉細胞と比較して、有意な多数の胚体外細胞型及び神経外胚
葉細胞型が存在する。
【０２２３】
　未分化ｈＥＳＣコロニーは線維芽細胞フィーダーの床上で拡大するため、コロニーの縁
にある細胞は、コロニーの内部に存在する細胞とは異なった別の形態を呈する。これらの
外側の縁細胞の多くが、それらのあまり一様ではない、より大きな細胞体の形態により、
またより高いレベルのＯＣＴ４の発現により識別され得る。ＥＳ細胞が分化し始めると、
ＥＳ細胞は、未分化ＥＳ細胞に関してのＯＣＴ４発現のレベルを上方又は下方へ変更させ
ることが記載されている。未分化閾値を上回るか、又は下回るＯＣＴ４レベルの変更は、
多能性状態から離れた分化の初期状態の表れであり得る。
【０２２４】
　未分化コロニーがＳＯＸ１７免疫細胞化学により検査される場合、時折ＳＯＸ１７陽性
細胞の小さな１０～１５個の細胞クラスターが、外縁上の無作為な位置で、また未分化ｈ
ＥＳＣコロニー間の接合部で検出された。上述したように、外側コロニー縁のこれらの散
在ポケットは、コロニーのサイズが拡大し、且つより混雑してくるため、古典的なＥＳ細
胞形態から離れて分化するための第１の細胞のいくつかであるようであった。より若くて
より小さな完全未分化コロニー（１ｍｍ未満、４～５日齢）は、コロニー内で又はコロニ
ーの縁でＳＯＸ１７陽性細胞を示さなかったのに対して、より時間の経過したより大きな
コロニー（直径１～２ｍｍ、５日齢超）は、いくつかのコロニーの外縁で、或いは上述の
古典的なｈＥＳＣ形態を示さない縁に対して内部の領域で、ＳＯＸ１７陽性ＡＦＰ陰性細
胞の散発的な単離パッチを有していた。これが有効なＳＯＸ１７抗体の第１の発達である
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と考えると、かかる初期「未分化」ＥＳ細胞培養物で発達する胚体内胚葉細胞は、これま
でに実証されていない。
【０２２５】
　Ｑ－ＰＣＲによるＳＯＸ１７及びＳＰＡＲＣ遺伝子発現レベルの逆相関に基づくと、こ
れらのＳＯＸ１７陽性ＡＦＰ陰性細胞の大部分が、抗体同時標識による壁側内胚葉マーカ
ーに関して陰性であろう。これは、図１５Ａ及び図１５Ｂに示されるように、ＴＭ発現壁
側内胚葉細胞に関して具体的に実証された。ノーダル因子であるアクチビンＡ及びＢへの
暴露は、ＴＭ発現の強度及びＴＭ陽性細胞の数の劇的な減少をもたらした。アクチビン処
理培養物に関するＳＯＸ１７、ＡＦＰ及びＴＭ抗体を使用した三重標識により、ＡＦＰ及
びＴＭに関しても陰性であるＳＯＸ１７陽性細胞のクラスターが観察された（図１６Ａ～
図１６Ｄ）。これらは、分化ｈＥＳＣ培養物におけるＳＯＸ１７陽性胚体内胚葉細胞の第
１の細胞の実証である（図１６Ａ～図１６Ｄ及び図１７）。
【０２２６】
　上述のＳＯＸ１７抗体及びＱ－ＰＣＲツールを用いて、本発明者等は、ＳＯＸ１７hi／
ＡＦＰlo／ＳＰＡＲＣ／ＴＭlo胚体内胚葉細胞となるようにｈＥＳＣを効率的にプログラ
ミングすることが可能な多数の手順を探究してきた。本発明者等は、ＳＯＸ１７遺伝子発
現に関してＱ－ＰＣＲにより集団レベルで、及びＳＯＸ１７タンパク質の抗体標識により
個々の細胞のレベルで測定される場合、これらの細胞の数及び増殖能力を増大させること
を目的とした様々な分化プロトコルを適用した。
【０２２７】
　本発明者等はまず、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞培養物において胚性幹細胞から胚体内胚葉細
胞を創出するのに使用するためのノーダル／アクチビン／ＢＭＰのようなＴＧＦβファミ
リー成長因子の影響を分析及び記載した。通常の実験では、アクチビンＡ、アクチビンＢ
、ＢＭＰ又はこれらの成長因子の組合せを未分化ヒト幹細胞系ｈＥＳＣｙｔ－２５の培養
物へ添加して、分化プロセスを開始させた。
【０２２８】
　図１９に示されるように、１００ｎｇ／ｍｌでのアクチビンＡの添加は、分化の４日目
までに、未分化ｈＥＳＣに対して、ＳＯＸ１７遺伝子発現の１９倍の誘導をもたらした。
アクチビンＡと共に、アクチビンファミリーの第２の成員であるアクチビンＢを添加する
ことにより、併用アクチビン処理の４日目までに、未分化ｈＥＳＣを上回る３７倍の誘導
がもたらされた。最後に、アクチビンＡ及びアクチビンＢと共に、ノーダル／アクチビン
由来のＴＧＦβファミリーの第３の成員、並びにＢＭＰサブグループであるＢＭＰ４を添
加することにより、未分化ｈＥＳＣの誘導の５７倍に誘導を増大させた（図１９）。アク
チビン及びＢＭＰによるＳＯＸ１７誘導を、因子無しの培地対照と比較した場合、５倍、
１０倍及び１５倍の誘導が４日目の時点で生じた。アクチビンＡ、Ｂ及びＢＭＰによる三
重処理の５日目までに、ＳＯＸ１７は、ｈＥＳＣの７０倍より高く誘導された。これらの
データは、ノーダル／アクチビン　ＴＧＦβファミリー成員のより高い用量及びより長い
処理時間がＳＯＸ１７の増大された発現をもたらすことを示している。
【０２２９】
　ノーダル並びに関連分子アクチビンＡ、Ｂ及びＢＭＰは、ｉｎ　ｖｉｖｏ又はｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏでＳＯＸ１７の発現及び胚体内胚葉形成を促進する。さらに、ＢＭＰの添加は、
おそらくノーダル補助受容体であるＣｒｉｐｔｏのさらなる誘導により、改善されたＳＯ
Ｘ１７の誘導をもたらす。
【０２３０】
　本発明者等は、ＢＭＰ４と一緒のアクチビンＡ及びＢの組合せが、ＳＯＸ１７誘導、し
たがって胚体内胚葉形成の相加的増大をもたらすことを実証している。アクチビンＡ及び
Ｂと組み合わせた長期間（４日を超える）のＢＭＰ４添加は、壁側及び臓側内胚葉並びに
胚体内胚葉においてＳＯＸ１７を誘導し得る。したがって、本発明のいくつかの実施形態
では、添加の４日以内に処理からＢＭＰ４を除去することは有益である。
【０２３１】
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　個々の細胞レベルでのＴＧＦβ因子処理の影響を測定するために、経時的なＴＧＦβ添
加を、ＳＯＸ１７抗体標識を使用して検査した。すでに図１０Ａ～図１０Ｆで示したよう
に、経時的にＳＯＸ１７標識細胞の相対数の劇的な増大が見られた。相対定量化（図２０
）は、ＳＯＸ１７標識細胞の２０倍を超える増大を示す。この結果は、細胞の数並びにＳ
ＯＸ１７遺伝子発現レベルの両方が、ＴＧＦβ因子暴露の時間とともに増大していること
を示す。図２１に示されるように、ノーダル、アクチビンＡ、アクチビンＢ及びＢＭＰ４
への暴露の４日後に、ＳＯＸ１７誘導のレベルは、未分化ｈＥＳＣに対して１６８倍に到
達した。図２２は、ＳＯＸ１７陽性細胞の相対数もまた、用量応答性であったことを示す
。１００ｎｇ／ｍｌ又はそれ以上のアクチビンＡ用量は、ＳＯＸ１７遺伝子発現及び細胞
数を強力に誘導することが可能であった。
【０２３２】
　ＴＧＦβファミリー成員のほかに、Ｗｎｔファミリーの分子が、胚体内胚葉の特定化及
び／又は維持において役割を果たし得る。Ｗｎｔ分子の使用もまた、アクチビン単独を上
回るアクチビン＋Ｗｎｔ３ａで処理したサンプルにおける増大したＳＯＸ１７遺伝子発現
により示されるように、胚体内胚葉へのｈＥＳＣの分化に有益であった（図２３）。
【０２３３】
　上述の実験はすべて、添加因子を伴って１０％血清を含有する組織培養培地を使用して
実施した。驚くべきことに、図２４Ａ～図２４Ｃに示されるように、血清の濃度が、添加
アクチビンの存在下でＳＯＸ１７発現のレベルに対して影響することを本発明者等は発見
した。血清レベルが１０％から２％へ低減すると、ＳＯＸ１７発現は、アクチビンＡ及び
Ｂの存在下で３倍になった。
【０２３４】
　最後に、本発明者等は、アクチビン誘導ＳＯＸ１７+細胞が、図２５Ａ～図２５Ｄに表
されるように培養物中で分裂することを実証した。矢印は、ＰＣＮＡ／ＤＡＰＩ標識有糸
分裂プレートパターン及び位相差有糸分裂プロフィールにより明らかなように有糸分裂中
であるＳＯＸ１７／ＰＣＮＡ／ＤＡＰＩで標識された細胞を示す。
【０２３５】
[実施例７]
　ケモカイン受容体４（ＣＸＣＲ４）発現は、胚体内胚葉に関するマーカーと相関し、中
胚葉、外胚葉又は臓側内胚葉に関するマーカーとは相関しない
　上述したように、ｈＥＳＣは、ＴＧＦβファミリー、より具体的にはアクチビン／ノー
ダルサブファミリーのサイトカインの適用により、胚体内胚葉の胚葉へ分化するように誘
導することができる。さらに、本発明者等は、分化培養培地におけるウシ胎児血清（ＦＢ
Ｓ）の比率が、ｈＥＳＣからの胚体内胚葉分化の効率に影響を及ぼすことを示している。
この影響は、培地においてアクチビンＡの所定濃度で、より高いレベルのＦＢＳが胚体内
胚葉への最大限の分化を阻害するようなものである。外因性アクチビンＡの非存在下では
、胚体内胚葉系統へのｈＥＳＣの分化は、非常に非効率であり、ＦＢＳ濃度は、ｈＥＳＣ
の分化プロセスに対して相当穏やかに影響する。
【０２３６】
　これらの実験では、０．５％、２．０％又は１０％ＦＢＳを補充し、且つ１００ｎｇ／
ｍｌのアクチビンＡを伴うか、又は伴わないＲＰＭＩ培地（Invitrogen, Carlsbad, CA；
ｃａｔ＃６１８７０－０３６）中で６日間成長させることにより、ｈＥＳＣを分化させた
。さらに、分化の最初の３日間にわたる０．５％～２．０％に及ぶＦＢＳのグラジエント
もまた、１００ｎｇ／ｍｌのアクチビンＡと併用した。６日後に、反復サンプルを各培養
条件から収集して、リアルタイム定量的ＰＣＲにより相対遺伝子発現に関して分析した。
残存細胞は、ＳＯＸ１７タンパク質の免疫蛍光検出用に固定した。
【０２３７】
　ＣＸＣＲ４の発現レベルは、使用した７つの培養条件にわたって劇的に変化した（図２
６）。概して、ＣＸＣＲ４発現は、アクチビンＡ処理培養物（Ａ１００）では高く、外因
性アクチビンＡを施さない培養物（ＮＦ）では低かった。さらに、Ａ１００処理培養物の
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中でも、ＣＸＣＲ４発現は、ＦＢＳ濃度が最も低かった場合に最も高かった。相対発現が
、アクチビンＡを施さない条件（ＮＦ）により一致するように、１０％ＦＢＳ条件におけ
るＣＸＣＲ４レベルの顕著な低減が見られた。
【０２３８】
　上述したように、ＳＯＸ１７、ＧＳＣ、ＭＩＸＬ１及びＨＮＦ３β遺伝子の発現は、胚
体内胚葉としての細胞の特性化と一致する。７つの分化条件に関するこれらの４つの遺伝
子の相対発現は、ＣＸＣＲ４の相対発現を反映する（図２７Ａ～図２７Ｄ）。このことは
、ＣＸＣＲ４もまた胚体内胚葉のマーカーであることを実証する。
【０２３９】
　外胚葉及び中胚葉系統は、各種マーカーのそれらの発現により胚体内胚葉と識別するこ
とができる。初期中胚葉は、遺伝子ブラキュリ及びＭＯＸ１を発現する一方で、新生神経
外胚葉は、ＳＯＸ１及びＺＩＣ１を発現する。図２８Ａ～図２８Ｄは、外因性アクチビン
Ａを施さない培養物が、中胚葉及び外胚葉遺伝子発現に関して優先的に富化されたこと、
及びアクチビンＡ処理培養物の中でも、１０％ＦＢＳ条件がまた、中胚葉及び外胚葉マー
カー発現の増大レベルを有したことを実証している。発現のこれらのパターンはＣＸＣＲ
４のパターンと反比例し、ＣＸＣＲ４が、この発達期間にｈＥＳＣに由来する中胚葉又は
外胚葉中ではそれほど高度に発現されないことを示した。
【０２４０】
　哺乳類発達中の初期に、胚体外系統への分化もまた起こる。ここでは、ＳＯＸ１７を包
含する胚体内胚葉と共通して多くの遺伝子の発現を共有する臓側内胚葉の分化が特に関連
している。胚体内胚葉を胚体外臓側内胚葉と識別するためには、これらの２つの間を識別
できるマーカーを検査するべきである。ＳＯＸ７は、臓側内胚葉では発現されるが、胚体
内胚葉系統では発現されないマーカーを表す。したがって、ＳＯＸ７発現の非存在下での
強健なＳＯＸ１７遺伝子発現を示す培養条件は、胚体内胚葉を含有し、臓側内胚葉を含有
しない可能性が高い。ＳＯＸ７が、アクチビンＡを施さない培養において高度に発現され
、ＳＯＸ７はまた、ＦＢＳが１０％で包含される場合に、アクチビンＡの存在下でさえ増
大された発現を示したことが図２８Ｅに示されている。このパターンは、ＣＸＣＲ４発現
パターンの逆であり、ＣＸＣＲ４が、臓側内胚葉ではあまり高度に発現されないことを示
唆する。
【０２４１】
　上述の分化条件それぞれに存在するＳＯＸ１７免疫反応性（ＳＯＸ１７+）細胞の相対
数もまた測定した。ｈＥＳＣは、高用量アクチビンＡ及び低ＦＢＳ濃度（０．５％～２．
０％）の存在下で分化させた場合、ＳＯＸ１７+細胞は、培養物全体にわたって遍在的に
分布した。高用量アクチビンＡを使用したが、ＦＢＳは１０％（ｖ／ｖ）で包含された場
合、ＳＯＸ１７+細胞は、相当低い頻度で出現し、培養物全体にわたって均一に分布され
るのではなく、常に単離クラスターに出現した（図２９Ａ及び図２９Ｃ、並びに図２９Ｂ
及び図２９Ｅ）。外因性アクチビンＡが使用されなかった場合に、ＳＯＸ１７+細胞のさ
らなる減少が観察された。これらの条件下では、ＳＯＸ１７+細胞はまたクラスターに出
現し、これらのクラスターは、高アクチビンＡ低ＦＢＳ処理で見出されるものよりも小さ
く、且つ相当稀であった（図２９Ｃ及び図２９Ｆ）。これらの結果は、ＣＸＣＲ４発現パ
ターンが、各条件下で胚体内胚葉遺伝子発現に対応するだけでなく、胚体内胚葉細胞の数
にも対応することを実証している。
【０２４２】
[実施例８]
  胚体内胚葉に関して富化する分化条件は、ＣＸＣＲ４陽性細胞の比率を増大させる
　アクチビンＡの用量はまた、胚体内胚葉がｈＥＳＣから得られ得る効率に影響を及ぼす
。この実施例は、アクチビンＡの用量を増大させることにより培養物におけるＣＸＣＲ４
+細胞の比率が増大することを実証する。
【０２４３】
　ｈＥＳＣは、０．５％～２％ＦＢＳ（分化の最初の３日にわたって０．５％から１．０
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％、そして２．０％へ増大される）及び０、１０又は１００ｎｇ／ｍｌのアクチビンＡを
補充したＲＰＭＩ培地中で分化させた。分化の７日後に、２％ＦＢＳ及び２ｍＭ（ＥＤＴ
Ａ）を含有するＣａ2+／Ｍｇ2+を伴わないＰＢＳ中で、室温で５分間、細胞を解離させた
。細胞は、３５μｍナイロンフィルタに通して濾過して、計数して、ペレット化した。ペ
レットは、少容量の５０％ヒト血清／５０％正常ロバ血清中に再懸濁させて、氷上で２分
間インキュベートして、非特異的抗体結合部位をブロックした。これに、５０μｌ（およ
そ１０5個の細胞を含有する）当たりマウス抗ＣＸＣＲ４抗体（Abcam、ｃａｔ＃　ａｂ１
０４０３－１００）１μｌを添加して、氷上で４５分間ラベリングした。細胞は、２％ヒ
ト血清を含有するＰＢＳ（緩衝液）５ｍｌを添加することにより洗浄して、ペレット化し
た。緩衝液５ｍｌによる第２の洗浄を完了させた後、細胞は、１０5個の細胞当たり緩衝
液５０μｌ中に再懸濁させた。二次抗体（ＦＩＴＣ結合ロバ抗マウス、Jackson ImmunoRe
search、ｃａｔ＃　７１５－０９６－１５１）を最終濃度５μｇ／ｍｌで添加して、３０
分間標識させた後、上述のように緩衝液中で２回洗浄を行った。細胞は、緩衝液中に５×
１０6個の細胞／ｍｌで再懸濁させて、フローサイトメトリーの中心的な施設(The Scripp
s Research Institute)にてスタッフによりＦＡＣＳ　Ｖａｎｔａｇｅ(Beckton Dicklens
on)を使用して分析及び選別した。細胞は、これに続くリアルタイム定量的ＰＣＲによる
遺伝子発現分析用の総ＲＮＡの単離のために、ＲＬＴ溶解緩衝液(Qiagen)へ直接収集した
。
【０２４４】
　フローサイトメトリーにより測定される場合のＣＸＣＲ４+細胞の数は、アクチビンＡ
の容量が分化培養培地中で増大されると、劇的に増大することが観察された（図３０Ａ～
図３０Ｃ）。ＣＸＣＲ４+細胞は、Ｒ４ゲート内に納まり、このゲートは、事象の０．２
％がＲ４ゲートに位置される二次抗体のみの対照を使用して設定された。ＣＸＣＲ４+細
胞の劇的に増大する数は、アクチビンＡ用量が増大される場合に、胚体内胚葉遺伝子発現
における強健な増大と相関する（図３１Ａ～図３１Ｄ）。
【０２４５】
[実施例９]
ＣＸＣＲ４陽性細胞の単離は、胚体内胚葉遺伝子発現に関して富化し、また中胚葉、外胚
葉及び臓側内胚葉のマーカーを発現する細胞を激減させる
　上記実施例８で同定されるＣＸＣＲ４+及びＣＸＣＲ４-細胞を収集して、相対遺伝子発
現に関して分析し、母集団の遺伝子発現を同時に測定した。
【０２４６】
　ＣＸＣＲ４遺伝子発現の相対レベルは、アクチビンＡの用量の増大に伴って劇的に増大
した（図３２）。これは、ＣＸＣＲ４+細胞のアクチビンＡ用量依存的増大と極めて強く
相関した（図３０Ａ～図３０Ｃ）。また、各集団からのＣＸＣＲ４+細胞の単離は、この
集団におけるほぼすべてのＣＸＣＲ４遺伝子発現を占めたことも明らかである。これは、
これらの細胞を収集するためのＦＡＣＳ方法の効率を実証している。
【０２４７】
　遺伝子発現分析により、ＣＸＣＲ４+細胞は、ＣＸＣＲ４遺伝子発現の大部分を含有す
るだけでなく、ＣＸＣＲ４+細胞はまた、胚体内胚葉の他のマーカーに関する遺伝子発現
も含有することが明らかとなった。図３１Ａ～図３１Ｄに示されるように、ＣＸＣＲ４+

細胞はさらに、ＳＯＸ１７、ＧＳＣ、ＨＮＦ３Ｂ及びＭＩＸＬ１に関して母Ａ１００集団
を上回って富化した。さらに、ＣＸＣＲ４-分画は、これらの胚体内胚葉マーカーに関し
て非常に少ない遺伝子発現を含有した。さらに、ＣＸＣＲ４+及びＣＸＣＲ４-集団は、中
胚葉、外胚葉及び胚体外内胚葉のマーカーに関して逆パターンの遺伝子発現を示した。図
３３Ａ～図３３Ｄは、ＣＸＣＲ４+細胞が、Ａ１００母集団に対してブラキュリ、ＭＯＸ
１、ＺＩＣ１及びＳＯＸ７の遺伝子発現に関して激減したことを示す。このＡ１００母集
団は、低用量条件又はアクチビンＡ無しの条件に対して、これらのマーカーの発現がすで
に低かった。これらの結果は、高アクチビンＡの存在下で分化されるｈＥＳＣからのＣＸ
ＣＲ４+細胞の単離は、胚体内胚葉に関して高度に富化され、且つ実質的に純粋な胚体内
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胚葉である集団を生じることを示す。
【０２４８】
[実施例１０]
ＣＸＣＲ４を使用した細胞集団における胚体内胚葉細胞の定量化
　本明細書中ですでに確定されるような、及び２００３年１２月２３日に出願された「胚
体内胚葉(DEFINITIVE ENDODERM)」と題する米国仮特許出願第６０／５３２，００４号で
測定されるような細胞培養物又は細胞集団中に存在する胚体内胚葉細胞の比率の定量化を
確認するために、ＣＸＣＲ４及び胚体内胚葉の他のマーカーを発現する細胞をＦＡＣＳに
より分析した。
【０２４９】
　上記実施例に記載されるような方法を使用して、ｈＥＳＣを分化させて、胚体内胚葉を
産生した。特に、分化細胞培養物における収率及び純度を増大させるために、培地の血清
濃度を以下の通りに制御した：１日目には０．２％ＦＢＳ、２日目には１．０％ＦＢＳ及
び３～６日目には２．０％ＦＢＳ。分化培養物は、３つの細胞表面エピトープであるＥ－
カドヘリン、ＣＸＣＲ４及びトロンボモジュリンを使用して、ＦＡＣＳにより選別した。
続いて、選別した細胞集団をＱ－ＰＣＲにより分析して、胚体及び胚体外内胚葉並びに他
の細胞型に関するマーカーの相対発現レベルを測定した。最適に分化させた培地から採取
されるＣＸＣＲ４選別した細胞は、９８％を超える純度の胚体内胚葉細胞の単離をもたら
した。
【０２５０】
　表２は、本明細書中に記載する方法を使用してｈＥＳＣから分化させた胚体内胚葉培養
物に関するマーカー分析の結果を示す。
【０２５１】
【表２】

【０２５２】
　特に、表２は、ＣＸＣＲ４及びＳＯＸ１７陽性細胞（内胚葉）が細胞培養物における細
胞の７０～８０％を構成したことを示す。これらのＳＯＸ１７発現細胞のうち、２％未満
がＴＭ（壁側内胚葉）を発現し、１％未満がＡＦＰ（臓側内胚葉）を発現した。ＴＭ陽性
細胞及びＡＦＰ陽性細胞の比率（組み合わせた壁側内胚葉及び臓側内胚葉、総計３％）を
ＳＯＸ１７／ＣＸＣＲ４陽性細胞の比率から差し引きした後、細胞培養物の約６７％～約
７７％が胚体内胚葉であったことが観察され得る。およそ１０％の細胞が、ｈＥＳＣに関
するマーカーであるＥ－カドヘリン（ＥＣＡＤ）に関して陽性であり、細胞の約１０～２
０％が他の細胞型であった。
【０２５３】
　ＦＡＣＳ分離前に得られる分化細胞培養物における胚体内胚葉の純度は、５～６日の分
化手順全体にわたって０．５％以下でＦＢＳ濃度を維持することにより、上述の低血清手
順と比較して改善させることができることを本発明者等は発見している。しかしながら、
５～６日の分化手順全体にわたって０．５％以下で細胞培養物を維持することはまた、産
生される総胚体内胚葉細胞の数の低減をもたらす。



(53) JP 2008-505638 A 2008.2.28

10

20

30

40

50

【０２５４】
　本明細書中に記載する方法により産生される胚体内胚葉細胞は、それほどの分化を伴わ
ずに５０日よりも長い間、アクチビンの存在下で培養において維持及び拡大されている。
かかる場合では、ＳＯＸ１７、ＣＸＣＲ４、ＭＩＸＬ１、ＧＡＴＡ４、ＨＮＦ３β発現は
、培養期間にわたって維持される。さらに、ＴＭ、ＳＰＡＲＣ、ＯＣＴ４、ＡＦＰ、ＳＯ
Ｘ７、ＺＩＣ１及びＢＲＡＣＨは、これらの培養物では検出されなかった。かかる細胞は
、それほどの分化を伴わずに５０日よりも実質的に長い間、培養において維持及び拡大さ
せることができる可能性が高い。
【０２５５】
[実施例１１]
胚体内胚葉細胞のさらなるマーカー
　以下の実験では、精製された胚体内胚葉及びヒト胚性幹細胞集団からＲＮＡを単離した
。続いて、遺伝子発現は、各精製された集団からのＲＮＡの遺伝子チップ分析により分析
した。Ｑ－ＰＣＲも実施して、胚体内胚葉に関するマーカーとして、胚体内胚葉では発現
されるが、胚性幹細胞では発現されない遺伝子の潜在性をさらに研究した。
【０２５６】
　ヒト胚性幹細胞（ｈＥＳＣ）は、２０％ノックアウト血清代替物、４ｎｇ／ｍｌの組換
えヒト塩基性線維芽細胞成長因子（ｂＦＧＦ）、０．１ｍＭ２－メルカプトエタノール、
Ｌ－グルタミン、非必須アミノ酸及びペニシリン／ストレプトマイシンを補充したＤＭＥ
Ｍ／Ｆ１２培地中で維持された。ｈＥＳＣは、１００ｎｇ／ｍｌの組換えヒトアクチビン
Ａ、ウシ胎児血清（ＦＢＳ）及びペニシリン／ストレプトマイシンを補充したＲＰＭＩ培
地中で５日間培養することにより胚体内胚葉へ分化させた。ＦＢＳの濃度は、毎日以下の
通りに変化させた：０．１％（１日目）、０．２％（２日目）、２％（３～５日目）。
【０２５７】
　遺伝子発現分析のためにｈＥＳＣ及び胚体内胚葉の精製集団を得るために、細胞を蛍光
標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）により単離した。免疫精製は、ｈＥＳＣに関してはＳＳＥ
Ａ４抗原（R&D Systems、ｃａｔ＃ＦＡＢ１４３５Ｐ）を使用して、また胚体内胚葉に関
してはＣＸＣＲ４（R&D Systems、ｃａｔ＃ＦＡＢ１７０Ｐ）を使用して達成された。細
胞は、トリプシン／ＥＤＴＡ（Invitrogen、ｃａｔ＃２５３００－０５４）を使用して解
離させて、２％ヒト血清を含有するリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）中で洗浄して、氷上
で１０分間１００％ヒト血清中に再懸濁させて、非特異的結合をブロックした。染色は、
ヒト血清８００μｌ中で５×１０6個の細胞にフィコエリトリン結合抗体２００μｌを添
加することにより氷上で３０分間実施した。細胞をＰＢＳ緩衝液８ｍｌで２度洗浄して、
同１ｍｌ中に再懸濁させた。ＦＡＣＳ単離は、ＦＡＣＳ　Ｖａｎｔａｇｅ(BD Bioscience
s)を使用して、The Scripps Research Instituteの中心的な施設により実施された。細胞
は、ＲＬＴ溶解緩衝液へ直接収集して、ＲＮＡは、製造業者の指示書に従ってＲＮｅａｓ
ｙ(Qiagen)により単離した。
【０２５８】
　精製されたＲＮＡは、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘプラットフォーム及びＵ１３３　Ｐｌｕｓ
　２．０高密度オリゴヌクレオチドアレイを使用して、発現プロフィールデータの作成の
ためにExpression Analysis(Durham, NC)へ正副２通提出した。提示されたデータは、２
つの集団、すなわちｈＥＳＣと胚体内胚葉の間で差次的に発現する遺伝子を同定する群の
比較である。ｈＥＳＣに見出される発現レベルを上回る発現レベルの頑強な上方変化を示
す遺伝子は、胚体内胚葉の高度に特性化される新たな候補マーカーとして選択された。選
択遺伝子は、上述のようにＱ－ＰＣＲによりアッセイして、遺伝子チップ上に見られる遺
伝子発現変化を確証し、またｈＥＳＣ分化の経時変化中のこれらの遺伝子の発現パターン
を研究した。
【０２５９】
　図３４Ａ～図３４Ｍは、或る特定のマーカーに関する遺伝子発現の結果を示す。結果は
、１００ｎｇ／ｍｌアクチビンＡの添加の１日後、３日後及び５日後に分析した細胞培養
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物、５日目の分化手順の終わりに精製されたＣＸＣＲ４発現性胚体内胚葉細胞（ＣＸＤＥ
）に関して、及び精製ｈＥＳＣにおいて表示される。図３４Ｃ及び図３４Ｇ～図３４Ｍの
比較により、６つのマーカー遺伝子、すなわちＦＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ、ＦＯＸ
Ｑ１、ＣＭＫＯＲ１及びＣＲＩＰ１が、互いにほぼ一致し、且つまたＣＸＣＲ４の発現の
パターン及びＳＯＸ１７／ＳＯＸ７の比と同一である発現パターンを示す。上述したよう
に、ＳＯＸ１７は、胚体内胚葉並びにＳＯＸ７発現胚体外内胚葉の両方において発現され
る。ＳＯＸ７は胚体内胚葉で発現されないため、ＳＯＸ１７／ＳＯＸ７の比は、全体とし
て集団において証明されるＳＯＸ１７発現への胚体内胚葉の寄与の信頼性高い推定を提供
する。パネルＣに対するパネルＧ～Ｌ及びＭの類似性は、ＦＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣ
Ｒ、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１及びＣＲＩＰ１が、胚体内胚葉のマーカーである可能性が
高いこと、及びそれらが胚体外内胚葉細胞で有意に発現されないことを示す。
【０２６０】
　本明細書中に記載されるＱ－ＰＣＲの結果は、ＩＣＣによりさらに確認することができ
ることが理解されよう。
【０２６１】
[実施例１２]
レチノイン酸及びＦＧＦ－１０は、胚体内胚葉培養物において特異的にＰＤＸ１を誘導す
る
　以下の実験は、ＲＡ及びＦＧＦ－１０が胚体内胚葉細胞においてＰＤＸ１の発現を誘導
することを実証する。
【０２６２】
　ヒト胚性幹細胞をアクチビン有り又は無しで４日間培養した。４日目に、１μＭ　ＲＡ
及び５０ｎｇ／ｍｌ　ＦＧＦ－１０を細胞培養物へ添加した。ＲＡ／ＦＧＦ－１０添加の
４８時間後に、ＰＤＸ１マーカー遺伝子及び前腸内胚葉に特異的でない他のマーカー遺伝
子の発現をＱ－ＰＣＲにより定量した。
【０２６３】
　胚体内胚葉細胞へのＲＡの適用は、臓側内胚葉（ＳＯＸ７、ＡＦＰ）、神経（ＳＯＸ１
、ＺＩＣ１）又はニューロン（ＮＦＭ）遺伝子発現マーカーの発現を増大させずに（図３
６Ａ～図３６Ｆ）、ＰＤＸ１遺伝子発現の頑強な増大を引き起こした（図３５を参照）。
ＰＤＸ１遺伝子発現は、１μＭ　ＲＡ及び５０ｎｇ／ｍｌ　ＦＧＦ－１０への暴露の４８
時間後に、胚体内胚葉において観察されるものよりもおよそ５００倍高いレベルまで誘導
された。さらに、これらの結果は、実質的なＰＤＸ１誘導が、ＲＡ適用に先立ってアクチ
ビンを施さない培養物に比べてアクチビン処理細胞培養物に見出される１６０倍高いＰＤ
Ｘ１発現により示されるように、胚体内胚葉（ＳＯＸ１７）に予め分化させた細胞培養物
においてのみ起こったことを示す。
【０２６４】
[実施例１３]
ＦＧＦ－１０は、ＲＡ単独を上回るＰＤＸ１発現のさらなる増大を提供する
　この実施例は、ＲＡ及びＦＧＦ－１０の組合せが、ＲＡ単独よりも大いにＰＤＸ１発現
を誘導することを示す。
【０２６５】
　これまでの実施例と同様に、ｈＥＳＣは、アクチビン有り又は無しで４日間培養した。
４日目に、細胞を以下のうちの１つで処理した：１μＭ　ＲＡ単独、ＦＧＦ－４又はＦＧ
Ｆ－１０のいずれかと併用した１μＭ　ＲＡ、或いはＦＧＦ－４及びＦＧＦ－１０の両方
と併用した１μＭ　ＲＡ。ＰＤＸ１、ＳＯＸ７及びＮＦＭの発現は、ＲＡ又はＲＡ／ＦＧ
Ｆの９６時間後に、Ｑ－ＰＣＲにより定量された。
【０２６６】
　アクチビン、これに続くレチノイン酸によるｈＥＳＣ培養物の処理は、ＰＤＸ１遺伝子
発現の６０倍の増大を誘導した。ＲＡ処理へのＦＧＦ－４の添加は、わずかに多いＰＤＸ
１を誘導した（ＲＡ単独に対しておよそ３倍）。しかしながら、ＦＧＦ－１０及びレチノ
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イン酸を共に添加することにより、ＰＤＸ１の誘導はさらに、ＲＡ単独に対して６０倍増
強された（図３７Ａを参照）。この非常に頑強なＰＤＸ１誘導は、アクチビン無し又はＲ
Ａ／ＦＧＦ処理を用いた場合よりも１４００倍超高かった。興味深いことに、ＦＧＦ－４
及びＦＧＦ－１０の添加は、ＦＧＦ－１０の有益な効果を同時に根絶させて、ＦＧＦ－４
添加に起因して少量のＰＤＸ１の増大のみをもたらした。
【０２６７】
　ＲＡ／ＦＧＦ－４又はＲＡ／ＦＧＦ－１０の組合せの添加は、ＲＡ／ＦＧＦの組合せに
暴露させない細胞と比較した場合、前腸内胚葉に関連しないマーカー遺伝子の発現を増大
させなかった（図３７Ｂ及び図３７Ｃを参照）。
【０２６８】
[実施例１４]
レチノイン酸用量は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで前方－後方（Ａ－Ｐ）位置に影響を及ぼす
　ＲＡの用量がｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞培養物のＡ－Ｐ位置に影響を及ぼすかどうかを判定
するために、以下の実験を実施した。
【０２６９】
　ヒト胚性幹細胞は、アクチビン有り又は無しで４日間培養した。４日目に、５０ｎｇ／
ｍｌでのＦＧＦ－１０は、０．０４μＭ、０．２μＭ又は１．０μＭで、ＲＡを併用して
培養物へ添加された。ＰＤＸ１マーカー遺伝子の発現並びに前腸内胚葉に特異的でない他
のマーカーの発現をＱ－ＰＣＲにより定量化した。
【０２７０】
　５０ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ－１０と併用した様々な用量でのレチノイン酸の添加は、特
異的な前方－後方位置的パターンと相関する差次的遺伝子発現パターンを誘導した。ＲＡ
の最高用量（１μＭ）は、前方の内胚葉マーカー（ＨＯＸＡ３）の発現を優先的に誘導し
、またＰＤＸ１の最も頑強な増大をもたらした（図３８Ａ及び図３８Ｂ）。ＲＡの中間的
な用量（０．２μＭ）は、中腸内胚葉マーカー（ＣＤＸ１、ＨＯＸＣ６）を誘導した（図
３８Ｃ及び図４１Ｅを参照）のに対して、ＲＡの最小用量（０．０４μＭ）は、後腸内胚
葉のマーカー（ＨＯＸＡ１３）を優先的に誘導した（図３８Ｄを参照）。ＲＡ用量は、神
経（ＳＯＸ１）又はニューロン（ＮＦＭ）マーカーのいずれかの相対発現に対して実質的
に影響しなかった（図３８Ｆ及び図３８Ｇを参照）。この実施例は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで
モルフォゲンとしての、特に分化ｈＥＳＣの内胚葉誘導体のモルフォゲンとしてのＲＡの
使用を強調する。
【０２７１】
[実施例１５]
Ｂ２７サプリメントの使用は、ＰＤＸ１の発現を増強する
　胚体内胚葉におけるＰＤＸ１発現は、多数の因子の使用及び細胞成長／分化状態により
影響を与え得る。以下の実験では、Ｂ２７サプリメントの使用が胚体内胚葉細胞において
ＰＤＸ１の発現を増強することを示す。
【０２７２】
　ヒト胚性幹細胞は、マウス胚線維芽細胞フィーダー上で成長させた未分化ｈＥＳ細胞を
高用量のアクチビンＡ（０．５～２％ＦＢＳ／ＤＭＥＭ／Ｆ１２中１００～２００ｎｇ／
ｍｌ）で４日間処理することにより胚体内胚葉へ分化するように誘導された。アクチビン
Ａ無しの対照に、アクチビンＡを添加せずに０．５～２％ＦＢＳ／ＤＭＥＭ／Ｆ１２を施
した。４日目に、培養物に、２％ＦＢＳ中のアクチビンＡ無し（無し）及び２％血清代替
物中のアクチビンＡ無し（ＳＲ）、又は２％ＦＢＳ／ＤＭＥＭ／Ｆ１２中の２μＭ　ＲＡ
及び５０ｎｇ／ｍｌ　ＦＧＦ－１０と共に５０ｎｇ／ｍｌのアクチビンＡ（無し、＋ＦＢ
Ｓ、＋Ｂ２７）、並びに同様に２％血清代替物（ＳＲ）の２μＭ　ＲＡ及び５０ｎｇ／ｍ
ｌ　ＦＧＦ－１０と共に５０ｎｇ／ｍｌのアクチビンＡのいずれかを施した。Ｂ２７サプ
リメント(Gibco/BRL)は、２％ＦＢＳ／ＤＭＥＭ／Ｆ１２へ直接１／５０希釈として添加
した（＋Ｂ２７）。二重反復細胞サンプルを各点に関して採取して、総ＲＮＡを単離して
、上述のようにＱ－ＰＣＲへ付した。
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【０２７３】
　図３９Ａ～図３９Ｅは、無血清サプリメントＢ２７が、血清無しで成長させた細胞にお
けるかかるマーカー遺伝子発現と比較した場合、前腸内胚葉に特異的でないマーカー遺伝
子の発現の増大を誘導することなく、ＰＤＸ１遺伝子発現の誘導にさらなる有益性を提供
することを示す。
【０２７４】
[実施例１６]
ＰＤＸ１の誘導を増強するためのアクチビンＢの使用
　この実施例は、アクチビンＢの使用が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ細胞培養物においてＰＤＸ１
陽性細胞へのＰＤＸ１陰性細胞の分化を増強することを示す。
【０２７５】
　ヒト胚性幹細胞は、マウス胚線維芽細胞フィーダー上で成長させた未分化ｈＥＳ細胞を
低血清／ＲＰＭＩ中の高用量のアクチビンＡ（５０ｎｇ／ｍｌ）で６日間処理することに
より胚体内胚葉へ分化するように誘導された。ＦＢＳ用量は、１日目に０％、２日目に０
．２％、及び３～６日目に２％であった。胚体内胚葉産生に関する陰性対照（ＮＦ）には
、アクチビンＡを添加せずに２％ＦＢＳ／ＲＰＭＩを施した。ＰＤＸ１発現を誘導するた
めに、培養物それぞれに、６日目に２％ＦＢＳ／ＲＰＭＩ中で２μＭにてレチノイン酸を
施した。１日目～５日目にアクチビンＡで処置した培養物に、種々の投与組合せのアクチ
ビンＡ及びアクチビンＢを供給したか、或いは５０ｎｇ／ｍｌでのアクチビンＡ単独中の
状態のままであった。アクチビンＡ無しの対照培養物（ＮＦ）にはアクチビンＡもアクチ
ビンＢも供給しなかった。このＲＡ／アクチビン処理は３日間実施して、３日目にＰＤＸ
１遺伝子発現を二重反復細胞サンプルからのＱ－ＰＣＲにより測定した。
【０２７６】
　図４０Ａは、２５ｎｇ／ｍｌ（Ａ２５）又は５０ｎｇ／ｍｌ（Ａ５０）のアクチビンＡ
の存在下での１０～５０ｎｇ／ｍｌ（ａ１０、ａ２５及びａ５０）の範囲の用量でのアク
チビンＢの添加が、５０ｎｇ／ｍｌでアクチビンＡのみを施した培養物を少なくとも２倍
越えてＰＤＸ１発現を増大させたことを示す。アクチビンＢの添加の結果としてのＰＤＸ
１の増大は、発達におけるこの時点で肝臓並びに膵臓に関するマーカーであるＨＮＦ６発
現の増大を伴わなかった（図４０Ｂを参照）。この結果は、膵臓へ分化している細胞の比
率が肝臓に比べて増大していることを示唆する。
【０２７７】
[実施例１７]
ＰＤＸ１の誘導を増強するための血清用量の使用
　胚体内胚葉細胞におけるＰＤＸ１の発現は、分化プロセス全体にわたって細胞培養物中
に存在する血清の量により影響を受ける。以下の実験は、ＰＤＸ１陰性胚体内胚葉へのｈ
ＥＳＣの分化中の培養物における血清のレベルが、ＰＤＸ１陽性内胚葉へのこれらの細胞
のさらなる分化中のＰＤＸ１の発現に影響したことを示す。
【０２７８】
　ヒト胚性幹細胞は、マウス胚線維芽細胞フィーダー上で成長させた未分化ｈＥＳＣを、
低血清／ＲＰＭＩ中の高用量のアクチビンＡ（１００ｎｇ／ｍｌ）で５日間処理すること
により胚体内胚葉へ分化するように誘導された。ＦＢＳ用量は、１日目に０．１％、２日
目に０．５％、及び３～５日目に０．５％、２％又は１０％のいずれかであった。アクチ
ビンＡ無しの対照（ＮＦ）には、毎日同じＦＢＳ／ＲＰＭＩ投与を施したが、アクチビン
Ａは添加しなかった。ＰＤＸ１発現は、ＲＡの添加により６日目に開始して誘導した。６
～７日目中に、培養物に、０．５％ＦＢＳ／ＲＰＭＩ中で２μＭにて、８日目に１μＭに
て、及び９～１１日目に０．２μＭにてレチノイン酸を施した。アクチビンＡは、レチノ
イン酸処理中５０ｎｇ／ｍｌへ低減させて、アクチビンＡ無しの対照（ＮＦ）から取り去
った。
【０２７９】
　図４１Ａは、３日間の胚体内胚葉誘導（３日目、４日目及び５日目）中のＦＢＳ投与は
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、レチノイン酸処理中にＰＤＸ１遺伝子発現の誘導を変化させる持続的な能力を有したこ
とを示す。これは、ＺＩＣ１（図４１Ｂ）又はＳＯＸ７（図４１Ｃ）遺伝子発現の発現パ
ターンの有意な変更を伴わなかった。
【０２８０】
[実施例１８]
ＰＤＸ１の誘導を増強するための条件培地の使用
　また、胚体内胚葉細胞におけるＰＤＸ１の発現に影響を与える他の因子及び成長条件を
研究した。以下の実験は、ＰＤＸ１陽性内胚葉細胞へのＰＤＸ１陰性胚体内胚葉細胞の分
化に対する条件培地の影響を示す。
【０２８１】
　ヒト胚性幹細胞は、マウス胚線維芽細胞フィーダー上で成長させた未分化ｈＥＳ細胞を
、低血清／ＲＰＭＩ中の高用量のアクチビンＡ（１００ｎｇ／ｍｌ）で５日間処理するこ
とにより胚体内胚葉へ分化するように誘導された。ＦＢＳ用量は、１日目に０．２％、２
日目に０．５％、及び３～５日目に２％であった。
【０２８２】
　続いて、５日間のアクチビンＡ処理により生成された胚体内胚葉培養物は、２５ｎｇ／
ｍｌでアクチビンＡを含有する２％ＦＢＳ／ＲＰＭＩ中でのＲＡの添加により、ＰＤＸ１
発現内胚葉へ分化するように４日間誘導させた。ＲＡは、添加の最初の２日間に関しては
２μＭ、３日目には１μＭ、及び４日目には０．５μＭであった。ＰＤＸ１誘導に関する
この基本培地は、新鮮な状態で（２Ａ２５Ｒ）或いは４つの異なる細胞集団のうちの１つ
により２４時間条件付けした後に供給された。条件培地（ＣＭ）は、マウス胚線維芽細胞
（ＭＥＦＣＭ）から、或いは３つの条件；ｉ）３％ＦＢＳ／ＲＰＭＩ（ＣＭ２）又はｉｉ
）アクチビンＡ（ＣＭ３）又はｉｉｉ）骨形態形成タンパク質４（ＢＭＰ４）（ＣＭ４）
のうちの１つによりまず５日間分化させたｈＥＳＣから生成した。アクチビンＡ又はＢＭ
Ｐ４因子は、上述したものと同じＦＢＳ投与レジメン（０．２％、０．５％、２％）下で
１００ｎｇ／ｍｌで供給された。これらの３つの異なる分化パラダイムは、ＰＤＸ１誘導
培地が条件付けられ得るヒト細胞の３つの非常に異なる集団を生じる。成長因子を添加し
ない３％ＦＢＳ（ＮＦ）は、大部分が胚体外内胚葉、外胚葉及び中胚葉細胞で構成される
不均一集団を生じる。アクチビンＡ処理培養物（Ａ１００）は、大部分の胚体内胚葉をも
たらし、ＢＭＰ４処理培養物（Ｂ１００）は、主として栄養外胚葉及び幾らかの胚体外内
胚葉をもたらす。
【０２８３】
　図４２Ａは、ＰＤＸ１が最初の２日間のＲＡ処理にわたって新鮮な培地及び条件培地に
おいて同等に誘導されたことを示す。しかしながら、３日目までには、ＰＤＸ１発現は、
新鮮な培地及びＭＥＦ条件培地処理において減少し始めた。分化されたｈＥＳＣは、維持
、或いは新鮮な培地よりも３～４倍高いレベルでＰＤＸ１遺伝子発現のさらなる増大をも
たらす条件培地を生じた。ｈＥＳＣ条件培地において高ＰＤＸ１発現を維持する効果はさ
らに、ＲＡ処理の４日目に増幅されて、新鮮な培地よりも６～７倍高いレベルを達成した
。図４２Ｂは、条件培地処理が、ＣＤＸ１遺伝子発現の相当低いレベルをもたらし、遺伝
子は、ＰＤＸ１発現内胚葉の領域では発現されなかったことを示す。これは、ＰＤＸ１発
現内胚葉の全体的な純度が、分化されたｈＥＳＣ培養物から生成される条件培地で胚体内
胚葉を処理することによりかなり増強されたことを示している。
【０２８４】
　図４３は、ＰＤＸ１遺伝子発現が、胚体内胚葉細胞へ適用させる条件培地の量に対する
明白な用量応答を示したことを示す。各プレートへ添加される培地の総容量は５ｍｌであ
り、条件培地の指示容量（図４３を参照）は、新鮮な培地（Ａ２５Ｒ）へ希釈した。新鮮
な培地４ｍｌへ添加される条件培地ちょうど１ｍｌは、依然として新鮮な培地単独５ｍｌ
よりも高いＰＤＸ１発現レベルを誘導及び維持することが可能であったことに注目された
い。これは、ＰＤＸ１発現内胚葉の誘導に関する条件培地の有益な影響が、細胞から条件
培地への幾らかの物質（単数又は複数）の放出に依存的であること、及びこの物質（単数
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又は複数）が、ＰＤＸ１発現内胚葉の産生を用量依存的に増強することを示唆する。
【０２８５】
[実施例１９]
ＰＤＸ１へ結合する抗体の確証
　ＰＤＸ１へ結合する抗体は、細胞集団におけるＰＤＸ１発現の誘導をモニタリングする
ための有用なツールである。この実施例は、ＰＤＸ１に対するウサギポリクローナル抗体
及びＩｇＹ抗体を使用して、このタンパク質の存在を検出することができることを示す。
【０２８６】
　第１の実験では、細胞可溶化物におけるＰＤＸ１と結合するＩｇＹ抗ＰＤＸ１（ＩｇＹ
　α－ＰＤＸ１）抗体をウェスタンブロット分析により確証した。この分析で、ＭＤＸ１
２ヒト線維芽細胞又はＰＤＸ１発現ベクターで予め２４時間トランスフェクトしたＭＤＸ
１２細胞由来の総細胞可溶化物５０μｇへのＩｇＹ　α－ＰＤＸ１抗体の結合を比較した
。細胞可溶化物は、ＳＤＳ－ＰＡＧＥにより分離して、エレクトロブロッティングにより
膜へ転写して、その後ＩｇＹ　α－ＰＤＸ１一次抗血清で、それに続いてアルカリホスフ
ァターゼ結合ウサギ抗ＩｇＹ（Ｒｂ　α－ＩｇＹ）二次抗体でプロービングした。一次抗
体及び二次抗体の種々の希釈は、細長い膜を分離するために以下の組合せで適用した：Ａ
（５００倍一次希釈、１０，０００倍二次希釈）、Ｂ（２，０００倍、１０，０００倍）
、Ｃ（５００倍、４０，０００倍）、Ｄ（２，０００倍、４０，０００倍）、Ｅ（８，０
００倍、４０，０００倍）。
【０２８７】
　結合は、試験した抗体の組合せすべてにてＰＤＸ１発現ベクター（ＰＤＸ１陽性）でト
ランスフェクトした細胞中で検出された。最高濃度の一次抗体及び二次抗体の両方を共に
使用する場合（組合せＡ）で、結合は、トランスフェクトしていない（ＰＤＸ１陰性）線
維芽細胞において観察されるのみであった。かかる非特異的結合は、トランスフェクトし
た線維芽細胞及びトランスフェクトしていない線維芽細胞の両方においてＰＤＸ１よりも
わずかに高い分子量でのさらなるバンドの検出を特徴とした。
【０２８８】
　第２の実験では、ＰＤＸ１へのポリクローナルウサギ抗ＰＤＸ１（Ｒｂ　α－ＰＤＸ１
）抗体の結合を免疫組織化学により試験した。かかる実験用のＰＤＸ１発現細胞を産生す
るために、ＭＳ１－Ｖ細胞（ＡＴＣＣ＃ＣＲＬ－２４６０）をＰＤＸ１－ＥＧＦＰの発現
ベクター（ｐＥＧＦＰ－Ｎ１(Clontech)を用いて構築した）で一過的にトランスフェクト
した。続いて、トランスフェクトした細胞をＲｂ　α－ＰＤＸ１及びα－ＥＧＦＰ抗血清
で標識した。トランスフェクトした細胞は、Ｃｙ５結合二次抗体の使用によるＥＧＦＰ蛍
光並びにα－ＥＧＦＰ免疫組織化学の両方により可視化した。ＰＤＸ１免疫蛍光は、α－
Ｒｂ　Ｃｙ３結合二次抗体の使用により可視化した。
【０２８９】
　Ｒｂ　α－ＰＤＸ１及びα－ＥＧＦＰ抗体の結合は、ＧＰＦ発現と共局在化した。
【０２９０】
[実施例２０]
ヒト膵臓組織の免疫組織化学
　この実施例は、ＰＤＸ１に対する特異性を有する抗体を使用して、免疫組織化学により
ヒトＰＤＸ１陽性細胞を同定することができることを示す。
【０２９１】
　第１の実験では、ヒト膵臓のパラフィン包埋切片を、１／２００希釈でのモルモット抗
インスリン（Ｇｐ　α－Ｉｎｓ）一次抗体で、これに続いて１／１００希釈でのＣｙ２へ
結合されたイヌ抗モルモット（Ｄ　α－ＧＰ）二次抗体でインスリンに関して染色した。
第２の実験では、ヒト膵臓の同じパラフィン包埋切片を、１／４０００希釈でのＩｇＹ　
α－ＰＤＸ１一次抗体で、これに続いて１／３００希釈でのＡＦ５５５へ結合されたＲｂ
　α－ＩｇＹ二次抗体でＰＤＸ１に関して染色した。第１の実験及び第２の実験から収集
した画像を併せた。第３の実験では、また、ＩｇＹ　α－ＰＤＸ１抗体で染色した細胞を



(59) JP 2008-505638 A 2008.2.28

10

20

30

40

50

ＤＡＰＩでも染色した。
【０２９２】
　ヒト膵臓切片の分析により、ランゲルハンス島の強力な染色の存在が明らかとなった。
最強のＰＤＸ１シグナルは島（インスリン陽性）に出現したが、弱い染色は腺房組織（イ
ンスリン陰性）でも観察された。ＤＡＰＩ及びＰＤＸ１共染色は、ＰＤＸ１が、大部分（
しかし、排他的ではない）核へ局在化したことを示す。
【０２９３】
[実施例２１]
レチノイン酸処理細胞からのＰＤＸ１の免疫沈降
　ＲＡの存在下で分化させた胚体内胚葉細胞におけるＰＤＸ１発現、及びＲＡを用いて分
化させなかった胚体内胚葉細胞におけるＰＤＸ１の欠如をさらに確認するために、ウサギ
抗ＰＤＸ１（Ｒｂ　α－ＰＤＸ１）抗体を使用して、ＲＡ分化させた胚体内胚葉細胞及び
ＲＡ分化させていない胚体内胚葉細胞の両方からＰＤＸ１を免疫沈降させた。免疫沈降さ
せたＲＡは、ＩｇＹ　α－ＰＤＸ１抗体を使用してウェスタンブロット分析により検出し
た。
【０２９４】
　免疫沈降用の未分化の胚体内胚葉細胞可溶化物及び分化した胚体内胚葉細胞可溶化物を
得るために、ｈＥＳＣを低血清中で１００ｎｇ／ｍｌでのアクチビンＡで５日間処理した
（胚体内胚葉）後、５０ｎｇ／ｍｌでのアクチビンＡ及び２μＭのオールトランスＲＡで
２日間（１μＭで１日間、及び０．２μＭで１日間）処理した（ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉
）。陽性対照として、細胞可溶化物はまた、ＰＤＸ１発現ベクターでトランスフェクトし
たＭＳ１－Ｖ細胞（ＡＴＣＣ＃ＣＲＬ－２４６０）からも調製した。ＰＤＸ１は、Ｒｂ　
α－ＰＤＸ１及びウサギ特異的二次抗体を各可溶化液へ添加することにより免疫沈降させ
た。沈降物を遠心分離により収集した。免疫沈降物をＳＤＳ含有緩衝液中に溶解させた後
、ポリアクリルアミドゲル上へ負荷した。分離後、タンパク質をエレクトロブロッティン
グにより膜へ転写し、その後ＩｇＹ　α－ＰＤＸ１一次抗体、これに続いて標識Ｒｂ　α
－ＩｇＹ二次抗体でプロービングした。
【０２９５】
　ＭＳ１－Ｖ陽性対照細胞から収集した免疫沈降物並びに８日目（レーンｄ８、ＲＡ処理
の開始の３日後）及び９日目（レーンｄ９、ＲＡの開始の４日後）の細胞からの免疫沈降
物は、ＰＤＸ１タンパク質に関して陽性であった（図４４）。未分化の胚体内胚葉細胞（
すなわち、アクチビンＡで処理した５日目の細胞－図４４において（Ａ）で示す）及び未
分化のｈＥＳＣ（すなわち、未処理の５日目の細胞－図４４において（ＮＦ）で示す）か
ら得られた沈降物はＰＤＸ１に関して陰性であった。
【０２９６】
[実施例２２]
ＰＤＸ１プロモーター－ＥＧＦＰトランスジェニックｈＥＳＣ系の生成
　細胞単離に関してＰＤＸ１マーカーを使用するために、本発明者等は、ＰＤＸ１陽性前
腸内胚葉細胞を発現可能なレポーター遺伝子で遺伝的にタグ付けした。この実施例は、Ｐ
ＤＸ１調節領域の制御下でレポーター遺伝子を含有するレポーターカセットを含むベクタ
ーの構築について記載する。この実施例はまた、このベクターでトランスフェクトした細
胞（例えば、ヒト胚性幹細胞）、並びにそのゲノムに組み込まれたこのレポーターカセッ
トを有する細胞の調製について記載する。
【０２９７】
　レポーター遺伝子で遺伝的にタグ付けしたＰＤＸ１発現胚体内胚葉細胞系は、ＰＤＸ１
遺伝子の調節領域（プロモーター）の制御下にＧＦＰレポーター遺伝子を配置させること
により構築された。まず、ＥＧＦＰ発現がヒトＰＤＸ１遺伝子プロモーターにより駆動さ
れるプラスミド構築物は、ベクターｐＥＧＦＰ－Ｎ１(Clontech)のＣＭＶプロモーターを
ＰＤＸ１転写開始部位の上流約４．４キロ塩基対（ｋｂ）から下流約８５塩基対（ｂｐ）
に及ぶヌクレオチド配列を含むヒトＰＤＸ１制御領域（Ｇｅｎｂａｎｋアクセッション番
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号ＡＦ１９２４９６）で置き換えることにより生成された。この領域は、ＰＤＸ１遺伝子
の特徴とされる調節要素を含有し、トランスジェニックマウスにおいて正常なＰＤＸ１発
現パターンを付与するのに十分である。得られたベクターにおいて、ＥＧＦＰの発現は、
ＰＤＸ１プロモーターにより駆動される。いくつかの実験では、このベクターは、ｈＥＳ
Ｃへトランスフェクトすることができる。
【０２９８】
　ＰＤＸ１プロモーター／ＥＧＦＰカセットを上記ベクターから切除して、続いてホスホ
グリセリン酸キナーゼ１プロモーターの制御下でネオマイシンホスホトランスフェラーゼ
遺伝子を含有する選択ベクターへサブクローニングした。選択カセットは、カセットの除
去を可能にするためにｆｌｐリコンビナーゼ認識部位に隣接された。この選択ベクターを
線状化した後、標準的なリポフェクション方法を使用してｈＥＳＣへ導入した。Ｇ４１８
における選択の１０～１４日後に、未分化のトランスジェニックｈＥＳＣクローンを単離
及び拡大させた。
【０２９９】
[実施例２３]
ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉の単離
　以下の実施例は、ＰＤＸ１プロモーター／ＥＧＦＰカセットを含むｈＥＳＣがＰＤＸ１
陽性内胚葉細胞へ分化され得て、これに続いて蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）により
単離され得ることを実証する。
【０３００】
　ＰＤＸ１プロモーター／ＥＧＦＰトランスジェニックｈＥＳＣは、アクチビンＡ含有培
地中で５日間、これに続いてアクチビンＡ及びＲＡを含む培地中で２日間分化させた。続
いて、分化細胞は、トリプシン消化により収集して、Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ
　ＦＡＣＳ　Ｄｉｖａ上でＲＮＡ溶解緩衝液又はＰＢＳへ直接選別した。単一の生細胞の
サンプルが、ＥＧＦＰに関してゲーティングすることなく採取され（Ｌｉｖｅ）、単一の
生細胞は、ＥＧＦＰ陽性（ＧＦＰ）及びＧＦＰ陰性（Ｎｅｇ）集団へゲーティングされた
。一実験では、ＥＧＦＰ陽性分画は、蛍光強度に従って２つの同様のサイズの集団に分離
された（Ｈｉ及びＬｏ）。
【０３０１】
　選別後、細胞集団は、Ｑ－ＰＣＲ及び免疫組織化学の両方により分析した。Ｑ－ＰＣＲ
に関して、ＲＮＡは、Ｑｉａｇｅｎ　ＲＮｅａｓｙカラムを使用して調製されて、その後
ｃＤＮＡへ変換された。Ｑ－ＰＣＲは、上述したように実施した。免疫組織化学分析に関
して、細胞をＰＢＳ中に選別して、４％パラホルムアルデヒド中で１０分間固定して、Ｃ
ｙｔｏｓｐｉｎ遠心分離機を使用してスライドガラス上へ接着させた。サイトケラチン１
９（ＫＲＴ１９）に対する一次抗体はChemicon製であり、肝細胞核因子３β（ＨＮＦ３β
）に対する一次抗体はSanta Cruz製であり、グルコーストランスポーター２（ＧＬＵＴ２
）に対する一次抗体はR&D systems製であった。ＦＩＴＣ(緑色）又はローダミン（赤色）
に結合させた適切な二次抗体を使用して、一次抗体の結合を検出した。
【０３０２】
　分化細胞の典型的なＦＡＣＳ選別を図４５に示す。この実施例における単離ＰＤＸ１陽
性細胞パーセントはおよそ７％であり、約１％～約２０％まで分化効率に応じて変化した
。
【０３０３】
　選別した細胞はさらに、Ｑ－ＰＣＲ分析に付した。分化細胞は、ＥＧＦＰ蛍光と内因性
ＰＤＸ１遺伝子発現との相関を示した。非蛍光性細胞と比較して、ＥＧＦＰ陽性細胞は、
ＰＤＸ１発現レベルの２０倍を超える増大を示した（図４６）。高及び低ＥＧＦＰ強度の
細胞の分離は、ＥＧＦＰ発現レベルがＰＤＸ１発現レベルと相関することを示した（図４
７）。ＰＤＸ１マーカー分析に加えて、選別した細胞は、膵臓内胚葉において発現される
いくつかの遺伝子のＱ－ＰＣＲ分析に付した。これらのマーカー遺伝子（ＮＫＸ２．２、
ＧＬＵＴ２、ＫＲＴ１９、ＨＮＦ４α及びＨＮＦ３β）のそれぞれの産物はすべて、ＥＧ
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ＦＰ陽性分画で富化された（図４８Ａ～図４８Ｅ）。対照的に、神経マーカーＺＩＣ１及
びＧＦＡＰは、選別されたＥＧＦＰ発現細胞において富化されなかった（図４９Ａ及び図
４９Ｂ）。
【０３０４】
　免疫組織化学により、事実上すべての単離ＰＤＸ１陽性細胞が、ＫＲＴ１９及びＧＬＵ
Ｔ２を発現するとみなされた。この結果は、膵臓内胚葉系統の細胞に関して予測される。
これらの細胞の多くはまた、抗体染色によりＨＮＦ３β陽性であった。
【０３０５】
[実施例２４]
　マウス腎臓被膜下のヒト胚体内胚葉細胞の移植
　本明細書中に記載される方法を用いて産生されたヒト胚体内胚葉細胞が、腸管由来の細
胞を産生するよう分化因子に応答し得ることを実証するために、このようなヒト胚体内胚
葉細胞をｉｎ　ｖｉｖｏ分化プロトコールに付した。
【０３０６】
　ヒト胚体内胚葉細胞を、上記実施例に記載されたように産生した。このような細胞を収
穫し、標準手法を用いて免疫無防備状態マウスの腎臓被膜下に移植した。３週間後、マウ
スを屠殺し、移植組織を取り出して、切片にして、組織学的及び免疫細胞化学的分析に付
した。
【０３０７】
　図５０～図５０Ｄは、移植後３週間目に、ヒト胚体内胚葉細胞は腸管由来の細胞及び細
胞構造物に分化した、ということを示す。特に図５０Ａは、腸管様構造物に分化した移植
ヒト胚体内胚葉組織のヘマトキシリン及びエオシン染色切片を示す。図５０Ｂは、肝細胞
特異的抗原（ＨＳＡ）に対する抗体で免疫染色した移植ヒト胚体内胚葉切片を示す。この
結果は、ヒト胚体内胚葉細胞が肝臓又は肝臓前駆体細胞に分化し得る、ということを示す
。図５０Ｃ及び図５０Ｄはそれぞれ、ビリンに対する抗体及び尾型ホメオボックス転写因
子２（ＣＤＸ２）に対する抗体で免疫染色した移植ヒト胚体内胚葉切片を示す。これらの
結果は、ヒト胚体内胚葉細胞が腸細胞又は腸細胞前駆体に分化し得る、ということを示す
。
【０３０８】
[実施例２５]
ｉｎ　ｖｉｔｒｏでヒト胚体内胚葉細胞の分化を促進することが可能な分化因子の同定
　本明細書中に記載する分化因子のスクリーニング方法を例証するために、様々な時点で
或る特定のマーカー遺伝子産物の標準化した発現レベルを測定しながら、本明細書中に記
載する方法を使用して産生されるヒト胚体内胚葉細胞の集団に、いくつかの候補分化因子
を別個に供給した。
【０３０９】
　ヒト胚体内胚葉細胞は、上述の実施例に記載されるように産生した。簡潔に述べると、
ｈＥＳＣ細胞は、低血清ＲＰＭＩ培地中で１００ｎｇ／ｍｌのアクチビンＡの存在下で４
日間成長させ、ここで１日目のウシ胎児血清（ＦＢＳ）濃度は０％であり、２日目のＦＢ
Ｓ濃度は０．２％であり、３～４日のＦＢＳ濃度は２％であった。５日目に始まり、１０
日目に終了する胚体内胚葉の形成後に、０．２％ＦＢＳ含有ＲＰＭＩ中での個々のプレー
トにおいて維持される細胞集団を、２０ｎｇ／ｍｌでのＷｎｔ３Ｂ、５ｎｇ／ｍｌでのＦ
ＧＦ２又は１００ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２のうちの１つで処理した。アルブミン、ＰＲＯ
Ｘ１及びＴＩＴＦ１に関するマーカー遺伝子産物の発現を、Ｑ－ＰＣＲを使用して定量し
た。
【０３１０】
　図５１Ａは、アルブミン遺伝子産物（肝臓前駆体及び肝細胞に関するマーカー）の発現
が、５ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２に応答して、この分化因子で処理する前の４日目の胚体内
胚葉細胞における発現と比較して９日目及び１０日目で実質的に増大したことを示す。ア
ルブミン遺伝子産物の発現はまた、２０ｎｇ／ｍｌのＷｎｔ３Ｂに応答して、未処理の胚
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体内胚葉細胞における発現と比較して９日目及び１０日目で増大されたが、増大は、５ｎ
ｇ／ｍｌのＦＧＦ２処理で観察される増大ほど大きくなかった。アルブミン遺伝子産物の
発現が、１００ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２に応答して、４日目の胚体内胚葉細胞の発現と比
較して９日目及び１０日目で増大されなかったという観察は特に重要である。同様の結果
が、図５１Ｂに示されるように、ＰＲＯＸ１マーカー（肝臓前駆体及び肝細胞に関する第
２のマーカー）で観察された。図５１Ｃは、１００ｎｇ／ｍｌのＦＧＦ２を供給した細胞
集団では、ＴＩＴＦ１マーカー遺伝子の発現が、この分化因子で処理する前の４日目の胚
体内胚葉細胞における発現と比較して、７日目、９日目及び１０日目に実質的に増大した
が、５ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２は、未処理の胚体内胚葉と比較して、この遺伝子産物の発
現に対してほとんど影響しなかったことを示す。総括すると、図５１Ａ～図５１Ｃに示さ
れる結果は、候補分化因子が細胞集団に供給される濃度が、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの胚体内
胚葉細胞の分化最終形に影響を及ぼし得ることを示す。
【０３１１】
[実施例２６]
候補分化因子に応答したマーカーアップレギュレーション及びダウンレギュレーション
　本明細書中に記載する分化因子スクリーニング方法をさらに例証するために、ヒト胚体
内胚葉細胞の集団を、実施例２５に記載される手順に類似した手順を使用して候補分化因
子を用いてスクリーニングした。
【０３１２】
　ヒト胚体内胚葉細胞は、上述の実施例に記載されるように産生した。簡潔に述べると、
ｈＥＳＣ細胞は、低血清ＲＰＭＩ培地中で１００ｎｇ／ｍｌのアクチビンＡの存在下で４
日間成長させ、ここで１日目のウシ胎児血清（ＦＢＳ）濃度は０％であり、２日目のＦＢ
Ｓ濃度は０．２％であり、３～４日のＦＢＳ濃度は２％であった。５日目に始まり、１０
日目に終了する胚体内胚葉の形成後に、０．２％ＦＢＳ含有ＲＰＭＩ中での個々のプレー
トにおいて維持される細胞集団を、２０～５０ｎｇ／ｍｌでのＷｎｔ３Ａ、５ｎｇ／ｍｌ
でのＦＧＦ２又は１００ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２のうちの１つで処理した。胚体内胚葉形
成後の５日目に（ｈＥＳＣからの分化の開始の９日後）、ＢＭＰ４を５０ｎｇ／ｍｌで培
養物すべてに添加した。αフェトプロテイン（ＡＦＰ）、シトクロムＰ４５０　７Ａ（Ｃ
ＹＰ７Ａ）、チロシンアミノトランスフェラーゼ（ＴＡＴ）、肝細胞核因子４ａ（ＨＮＦ
４ａ）、ＣＸＣ型ケモカイン受容体４（ＣＸＣＲ４）、フォンウィルブランド因子（ＶＷ
Ｆ）、血管細胞接着分子－１（ＶＡＣＭ１）、アポリポタンパク質Ａ１（ＡＰＯＡ１）、
グルコーストランスポーター－２（ＧＬＵＴ２）、α－１－アンチトリプシン（ＡＡＴ）
、グルコキナーゼ（ＧＬＵＫＯ）及びヒト造血発現ホメオボックス（ｈＨＥＸ）に関する
マーカー遺伝子産物（ｍＲＮＡ）の発現を、Ｑ－ＰＣＲを使用して定量した。
【０３１３】
　図５２Ａ及び図５２Ｂは、ＡＦＰ遺伝子産物（肝前駆体及び肝細胞に関するマーカー）
及びＡＡＴの発現が、５ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２及び５０ｎｇ／ｍｌでのＢＭＰ４に応答
して、４日目の胚体内胚葉細胞の発現と比較して、９日目及び１０日目で実質的に増大し
たことを示す。ＡＦＰ及びＡＡＴのｍＲＮＡの発現は、ＢＭＰ４の存在下でさえ、より高
濃度のＦＧＦ２（１００ｎｇ／ｍｌ）により実質的に増大されなかった（図５１Ａ及び図
５１Ｂの９日目及び１０日目）。上記の結果と対照的に、ＧＬＵＫＯ、ｈＨＥＸ及びＴＡ
ＴのｍＲＮＡの発現は、４日目の胚体内胚葉細胞の発現と比較して、９日目及び１０日目
に１００ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２及び５０ｎｇ／ｍｌでのＢＭＰ４の存在下で実質的にア
ップレギュレートされた。ＧＬＵＫＯの場合、ＢＭＰ４有り又は無しで、５ｎｇ／ｍｌで
のＷｎｔ３ＡもＦＧＦ２も、このマーカーの発現の増大を引き起こさなかった（図５２Ｃ
）。しかしながら、５ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２は、ＢＭＰの存在下での１００ｎｇ／ｍｌ
でのＦＧＦ２により引き起こされる増大を上回るか、或いはそれに等しい程度に、ＢＭＰ
の存在下でｈＨＥＸの発現の増大を引き起こした（図５２Ｄ）。胚体内胚葉細胞における
発現と比較する場合の９日目及び１０日目のＴＡＴの発現は、試験される因子それぞれに
より増大された（図５２Ｅ）。さらに、或る特定の細胞マーカーは、Ｗｎｔ３Ａの存在下
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では胚体内胚葉細胞と比較して増大レベルで発現されたが、ＦＧＦ／ＢＭＰの組合せに応
答して発現されなかった。特に、ｈＮＦ４ａのｍＲＮＡの発現は、Ｗｎｔ３Ａ及びＢＭＰ
４の組合せに応答して９日目及び１０日目で有意に増大された（図５２Ｆ）。さらに、Ｃ
ＹＰ７Ａは、１０日目にＷｎｔ３Ａ／ＢＭＰ４に応答してわずかな増大を示した（図５２
Ｇ）。
【０３１４】
　多数の異なる細胞型で発現されることが既知であるいくつかのマーカーも観察した。具
体的には、マーカーＡＰＯＡ１、ＧＬＵＴ２、ＶＣＡＭ１、ＶＷＦ及びＣＸＣＲ４を検査
した。すでに、これらのマーカーそれぞれの発現が、以下に記載するように特定の細胞型
と相関している：マーカーＡＰＯＡ１及びＧＬＵＴ２は、肝臓では高度に発現されて、十
二指腸及び小腸では中程度に発現される。マーカーＶＣＡＭ１は、肝臓では高レベルで発
現され、胃、十二指腸及び小腸では中程度のレベルで発現され、肺及び膵臓ではより低レ
ベルであるが、有意なレベルで発現される。対比して、マーカーＶＷＦ及びＣＸＣＲ４は
、肺では高レベルで発現されるが、肝臓ではほんの低レベルで発現される。ＶＷＦ及びＣ
ＸＣＲ４の両方はまた、胃、膵臓、十二指腸及び小腸では中程度～高レベルで発現される
。
【０３１５】
　上述のマーカーそれぞれの発現は、Ｗｎｔ３、ＦＧＦ２及びＢＭＰ４の組合せと接触さ
せた胚体内胚葉細胞培養物においてモニタリングされた。上記の結果と一致して、図５２
Ｈ～図５２Ｊは、ＧＬＵＴ２、ＡＰＯＡ１及びＶＣＡＭ１　ｍＲＮＡ発現が、胚体内胚葉
における発現と比較して、９日目及び１０日目に５ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２及びＢＭＰ４
の組合せに応答して増大されたことを示す。これらのマーカーに関するｍＲＮＡ発現は、
１００ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２及びＢＭＰ４の組合せに応答して実質的に増大されなかっ
た。ＡＰＯＡ１及びＶＣＡＭ１マーカーｍＲＮＡの場合、９日目及び１０日目の発現の最
大の増大は、Ｗｎｔ３Ａ及びＢＭＰ４の組合せにより媒介された（図５２Ｉ及び図５２Ｊ
）。
【０３１６】
　上述の事項に加えて、或る特定のｍＲＮＡの発現は、胚体内胚葉における発現と比較し
て減少された。例えば、胚体内胚葉における発現と比較した場合、ＶＷＦ及びＣＸＣＲ４
　ｍＲＮＡ発現はともに、ＢＭＰ４の存在下及び非存在下でのＷｎｔ３Ａとの接触後に、
並びにＢＭＰ４の存在下及び非存在下での５ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２との接触後に減少さ
れた（図５２Ｋ及び図５２Ｌ）。ＢＭＰ４の非存在下及び存在下の両方における１００ｎ
ｇ／ｍｌでのＦＧＦ２との接触は、これらの２つのマーカーの減少速度を大きく低減させ
た（図５２Ｋ及び図５２Ｌ）。実際に、ＣＸＣＲ４の発現は、１０日目であっても実質的
に維持された（図５２Ｌ）。
【０３１７】
　本明細書中に記載される方法、組成物及び装置は、目下、好ましい実施形態を代表する
ものであり、例示であって、本発明の範囲を限定するものではない。その変更及びその他
の使用は当業者に思い付かれ、これらは本発明の精神に包含され、そして開示の範囲によ
り明確にされる。したがって本発明の範囲及び精神を逸脱することなく、本明細書に開示
される発明に種々の置換及び修正がなされ得るということは、当業者には明らかである。
【０３１８】
　特許請求の範囲及び本開示全体を通して用いられる場合、「本質的に～から成る」とい
う語句は、当該語句の後ろに列挙される任意の要素を含むことを意味し、列挙した要素に
関する開示において特定される活性又は作用を妨害しないか又は関与しない他の要素に限
定される。したがって「本質的に～から成る」という語句は、列挙した要素が必要とされ
るか又は必須であるが、しかし他の要素は任意であり、それらが列挙した要素の活性又は
作用に影響を及ぼすか否かによって、存在することもあり、しないこともあり得る、とい
うことを示す。
【０３１９】
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　　［参考文献］
　多数の文献及び特許参考文献を、本特許出願中で引用してきた。
【０３２０】
　いくつかの参考文献に関しては、全引用が文書の本文中に存在する。他の参考文献に関
しては、文書の本文中における引用は著者及び年で示しているが、全引用を以下に示す：
【表３－１】
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【表３－６】

【図面の簡単な説明】
【０３２１】
【図１】図１は、ｈＥＳＣからのβ細胞の産生に関して提唱される分化経路の概略図であ
る。経路における第１の工程は、ＥＳ細胞から胚体内胚葉系列へ委ね、また膵臓内胚葉、
内分泌内胚葉又は膵臓島／β細胞へのさらなる分化事象に先立つ第１の工程を表す。経路
における第２の工程は、ＰＤＸ１陽性前腸内胚葉へのＳＯＸ１７陽性／ＰＤＸ１陰性胚体
内胚葉の変換を示す。これらの移行を媒介するのに有用ないくつかの因子は、イタリック
体で表示している。標的細胞を規定するための関連マーカーには下線を付している。
【図２】図２は、保存モチーフの位置を表示し、且つＧＥＮＯＶＡＣによる免疫化手順に
使用される領域を強調するヒトＳＯＸ１７ｃＤＮＡの図である。
【図３】図３は、ＳＯＸ１７が、ＳＯＸ７に、また幾分劣るがＳＯＸ１８に最も密接に関
連することを示す相関系統樹である。ＳＯＸ１７タンパク質は、同種内のＳＯＸ　Ｆ群サ
ブファミリーの他の成員に対するよりも種相同体間でより密接に関連する。
【図４】図４は、ラット抗ＳＯＸ１７抗体でプロービングしたウェスタンブロットである
。このブロットは、線維芽細胞において過剰発現されるヒトＳＯＸ１７タンパク質に関す
るこの抗体の特異性（レーン１）及びＥＧＦＰとの免疫反応性の欠如（レーン２）或いは
最も密接に関連するＳＯＸファミリー成員であるＳＯＸ７（レーン３）を実証する。
【図５】図５Ａ及び図５Ｂは、相当数のＡＦＰ+同時標識細胞を表示するＳＯＸ１７+細胞
のクラスター（Ａ）を示す顕微鏡写真である。これは、ＡＦＰ+細胞がほとんど又は全く
観察されないＳＯＸ１７+クラスター（Ｂ）と著しく対照している。
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【図６】図６Ａ～図６Ｃは、壁側内胚葉及びＳＯＸ１７を示す顕微鏡写真である。パネル
Ａは、ｈＥＳ細胞の無作為に分化された培養物における壁内胚葉細胞の細胞表面上に位置
するヒトトロンボモジュリン（ＴＭ）タンパク質に関する免疫細胞化学を示す。パネルＢ
は、ＴＭ及びＳＯＸ１７に関して二重標識されたＡで示されるのと同一野である。パネル
Ｃは、ＤＡＰＩ標識された核を伴う同野の位相差画像である。ＤＡＰＩ標識された核とＳ
ＯＸ１７ラベリングの完全な相関に注目されたい。
【図７】図７Ａ及び図７Ｂは、定量的ＰＣＲ（Ｑ－ＰＣＲ）によるＳＯＸ１７遺伝子発現
及びＳＯＸ１７特異的抗体による抗ＳＯＸ１７陽性細胞を示す棒グラフである。パネルＡ
は、未分化対照培地（ＳＲ２０）に対して、アクチビンＡがＳＯＸ１７遺伝子発現を増大
させる一方で、レチノイン酸（ＲＡ）はＳＯＸ１７遺伝子発現を強力に抑制することを示
す。パネルＢは、これらの変化の同一パターン並びに類似した規模が、ＳＯＸ１７+細胞
数に反映されることを示しており、ＳＯＸ１７遺伝子発現のＱ－ＰＣＲ測定は、単一細胞
レベルでの変化を大きく反映することを示す。
【図８】図８Ａは、アクチビンＡの存在下での分化ｈＥＳＣの培養は、低レベルのＡＦＰ
遺伝子発現を維持するのに対して、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）中で無作為に分化する
ことが可能とされる細胞は、ＡＦＰの強力なアップレギュレーションを示すことを示す棒
グラフである。発現レベルの差異は、およそ７倍である。図８Ｂ及び図８Ｃは、１０％Ｆ
ＢＳ単独（上部）に対するアクチビンＡ処理状態（下部）で観察されるＡＦＰ+細胞の非
常に希少且つ小さなクラスターにより示されるように、アクチビンＡによるＡＦＰ発現の
抑制もまた単一細胞レベルで明白であることを示す２つの顕微鏡写真の画像である。
【図９】図９Ａ及び図９Ｂは、フローサイトメトリーを使用したＡＦＰ+細胞数の定量化
を示す比較画像である。この図は、アクチビンＡの存在（右パネル）及び非存在（左パネ
ル）下でのＡＦＰ遺伝子発現の変化の規模（図８Ａ）がＡＦＰ+細胞の数に正確に対応す
ることを実証し、さらに個々の細胞レベルで起こる変化を示すためのＱ－ＰＣＲ分析の有
用性を支持する。
【図１０】図１０Ａ～図１０Ｆは、ノーダル、アクチビンＡ及びアクチビンＢ（ＮＡＡ）
へのｈＥＳＣの暴露が、５日間にわたってＳＯＸ１７+細胞の数の著しい増大をもたらす
ことを示す顕微鏡写真である（Ａ～Ｃ）。ＤＡＰＩ染色された核により示されるように（
Ｄ～Ｆ）、ＳＯＸ１７+細胞の相対存在量を、各野に存在する細胞の総数と比較すること
により、すべての細胞のおよそ３０～５０％が、ＮＡＡによる５日の処理後にＳＯＸ１７
に対して免疫反応性であることを観察することができる。
【図１１】図１１は、アクチビンＡ（０、１０、３０又は１００ｎｇ／ｍｌ）は、分化ｈ
ＥＳＣにおけるＳＯＸ１７遺伝子発現を用量依存的に増大させることを実証する棒グラフ
である。増大された発現は、接着培養上での３日間の処理後にすでに強健であり、同様に
続く１、３及び５日の懸濁培養まで継続する。
【図１２】図１２Ａ～図１２Ｃは、ＭＩＸＬ１（パネルＡ）、ＧＡＴＡ（パネルＢ）及び
ＨＮＦ３ｂ（パネルＣ）の発現に対するアクチビンＡの影響を実証する棒グラフである。
アクチビンＡ用量依存的増大はまた、胚体内胚葉の３つの他のマーカーであるＭＩＸＬ１
、ＧＡＴＡ４及びＨＮＦ３ｂに関しても観察される。アクチビン用量に応答した増大され
た発現の規模は、ＳＯＸ１７に関して観察される規模と際立って類似しており、アクチビ
ンＡが、４つすべての遺伝子を同時発現する細胞の集団（ＳＯＸ１７+、ＭＩＸＬ１+、Ｇ
ＡＴＡ４+及びＨＮＦ３ｂ+）を特定していることを強力に示している。
【図１３】図１３Ａ～図１３Ｃは、ＡＦＰ（パネルＡ）、ＳＯＸ７（パネルＢ）及びＳＰ
ＡＲＣ（パネルＣ）の発現に対するアクチビンＡの影響を実証する棒グラフである。臓側
内胚葉マーカーＡＦＰの発現においてアクチビンＡ用量依存的減少が見られる。原始内胚
葉（ＳＯＸ７）及び壁側内胚葉（ＳＰＡＲＣ）のマーカーは、依然として未変化のままで
あるか、或いはいくつかの時点で抑制を示し、アクチビンＡが、これらの胚体外内胚葉細
胞型を特定するように作用しないことを示している。このことはさらに、ＳＯＸ１７、Ｍ
ＩＸＬ１、ＧＡＴＡ４及びＨＮＦ３ｂの増大された発現が、アクチビンＡに応答した胚体
内胚葉細胞の数の増大に起因し得るという事実を支持する。
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【図１４】図１４Ａ及び図１４Ｂは、ＺＩＣ１（パネルＡ）及びブラキュリ発現（パネル
Ｂ）に対するアクチビンＡの影響を示す棒グラフである。神経マーカーＺＩＣ１の一貫し
た発現は、神経分化に対するアクチビンＡの用量依存的影響が見られないことを実証する
。ブラキュリの減少された発現により示されるように、１００ｎｇ／ｍｌのアクチビンＡ
処理により媒介される中胚葉分化の顕著な抑制が見られる。これは、中内胚葉前駆体から
の胚体内胚葉の増大された特定の結果である可能性が高い。より低レベルのアクチビンＡ
処理（１０及び３０ｎｇ／ｍｌ）は、未処理対照培養物に対して分化のより後期の時点で
ブラキュリの発現を維持する。
【図１５】図１５Ａ及び図１５Ｂは、アクチビンによる処理に応答した減少された壁側内
胚葉分化を示す顕微鏡写真である。ＴＭhi壁側内胚葉の領域は、血清単独中で分化される
場合、培養物の至るところで見られる（Ａ）のに対して、アクチビンが包含される場合、
ＴＭ+細胞の分化は乏しく（Ｂ）、ＴＭ免疫反応性の全体的な強度はより低い。
【図１６】図１６Ａ～図１６Ｄは、アクチビンＡ及びアクチビンＢによる処理に応答した
マーカー発現を示す顕微鏡写真である。ｈＥＳＣは、アクチビンＡ及びアクチビンＢによ
り連続４日間処理して、ＳＯＸ１７、ＡＦＰ及びＴＭ抗体で三重標識した。パネルＡ－Ｓ
ＯＸ１７、パネルＢ－ＡＦＰ、パネルＣ－ＴＭ及びパネルＤ－相／ＤＡＰＩ。ＡＦＰ（Ｂ
）及びＴＭ（Ｃ）免疫反応性の完全な非存在と関連した無数のＳＯＸ１７陽性細胞（Ａ）
に注目されたい。
【図１７】図１７は、ｈＥＳＣからのｉｎ　ｖｉｔｒｏでの胚体内胚葉及び臓側内胚葉の
出現を示す顕微鏡写真である。臓側内胚葉の領域はＡＦＰhi／ＳＯＸ１７lo/-により同定
される一方で、胚体内胚葉は、完全に反対のプロファイルであるＳＯＸ１７hi／ＡＦＰlo

/-を示す。この野は、これらの２つの領域の互いに対する近接性に起因して選択的に選択
された。しかしながら、何度もＳＯＸ１７hi／ＡＦＰlo/-領域がＡＦＰhi細胞の任意の領
域からの絶対的な単離で観察され、これは臓側内胚葉細胞とは別個の胚体内胚葉細胞の起
点を示唆する。
【図１８】図１８は、ＴＧＦβファミリーのリガンド及び受容体を表す図である。ＡＲ　
ｓｍａｄ及びＢＲ　ｓｍａｄを活性化する因子は、ヒト胚性幹細胞からの胚体内胚葉の産
生に有用である（J Cell Physiol. 187: 265-76を参照）。
【図１９】図１９は、個々のＴＧＦβ因子及びＴＧＦβ因子の組合せによる処理の結果と
して、経時的にＳＯＸ１７発現の誘導を示す棒グラフである。
【図２０】図２０は、ＴＧＦβ因子の組合せによる処理の結果として、経時的にＳＯＸ１
７+細胞数の増大を示す棒グラフである。
【図２１】図２１は、ＴＧＦβ因子の組合せによる処理の結果として、経時的にＳＯＸ１
７発現の誘導を示す棒グラフである。
【図２２】図２２は、アクチビンＡが、ＳＯＸ１７+細胞数の用量依存的増大を誘導する
ことを示す棒グラフである。
【図２３】図２３は、アクチビンＡ及びアクチビンＢ処理培養物へのＷｎｔ３ａの添加が
、アクチビンＡ及びアクチビンＢ単独により誘導されるレベルを上回ってＳＯＸ１７発現
を増大させることを示す棒グラフである。
【図２４】図２４Ａ～図２４Ｃは、胚体内胚葉への分化が低ＦＢＳ状態で増強されること
を示す棒グラフである。２％ＦＢＳを含有する培地中（２ＡＡ）でのアクチビンＡ及びＢ
によるｈＥＳＣの処理は、１０％ＦＢＳ培地（１０ＡＡ）中での同じ処理と比較して、２
～３倍高いレベルのＳＯＸ１７発現をもたらす（パネルＡ）。胚体内胚葉マーカーＭＩＸ
Ｌ１の誘導（パネルＢ）はまた、同じ方法で影響を及ぼされ、ＡＦＰ（臓側内胚葉）の抑
制（パネルＣ）は、１０％ＦＢＳ状態よりも２％ＦＢＳにおいて高い。
【図２５】図２５Ａ～図２５Ｄは、ＳＯＸ１７+細胞が培養中に分裂していることを示す
顕微鏡写真である。ＳＯＸ１７免疫反応性細胞は、ｈＥＳＣコロニーの分化中の縁に存在
し（Ｃ、Ｄ）、増殖細胞核抗原（ＰＣＮＡ）で標識される（パネルＢ）が、ＯＣＴ４では
今のところ標識されていない（パネルＣ）。さらに、明確な有糸分裂の外観が、ＳＯＸ１
７+細胞（矢印）並びにＯＣＴ４+の未分化ｈＥＳＣ（矢じり）の両方において核のＤＡＰ
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Ｉラベリングにより観察することができる（Ｄ）。
【図２６】図２６は様々な培地条件下での分化ｈＥＳＣにおけるＣＸＣＲ４の相対的な発
現レベルを示す棒グラフである。
【図２７】図２７Ａ～図２７Ｄは、胚体内胚葉マーカーのパネルが、どのようにして図２
６で示されるのと同じ分化処理にわたってＣＸＣＲ４と非常に類似した発現のパターンを
共有するかを示す棒グラフである。
【図２８】図２８Ａ～図２８Ｅは、中胚葉（ブラキュリ、ＭＯＸ１）、外胚葉（ＳＯＸ１
、ＺＩＣ１）及び臓側内胚葉（ＳＯＸ７）に関するマーカーが、どのようにして図２６で
示されるのと同じ処理にわたってＣＸＣＲ４発現に対する逆相関を表すかを示す棒グラフ
である。
【図２９】図２９Ａ～図２９Ｆは、図２６～図２８で示される３つの培地条件にわたって
ＳＯＸ１７免疫反応性細胞における相対的な差異を示す顕微鏡写真である。
【図３０】図３０Ａ～図３０Ｃは、分化培地に添加されるアクチビンＡの増大濃度による
ＣＸＣＲ４+細胞数の増大を実証するフローサイトメトリードットプロットである。
【図３１】図３１Ａ～図３１Ｄは、高用量アクチビンＡ処理から単離されるＣＸＣＲ４+

細胞（Ａ１００－ＣＸ＋）が、母集団（Ａ１００）よりも胚体内胚葉マーカーに関してさ
らに一層富化されることを示す棒グラフである。
【図３２】図３２は、蛍光標示式細胞分取器（ＦＡＣＳ）を使用して単離されるＣＸＣＲ
４+細胞及びＣＸＣＲ４-細胞からの遺伝子発現、並びに母集団における遺伝子発現を示す
棒グラフである。これは、ＣＸＣＲ４+細胞が各母集団に存在する本質的にすべてのＣＸ
ＣＲ４遺伝子発現を含有し、またＣＸＣＲ４-集団がＣＸＣＲ４遺伝子発現をほとんど含
有しないか、或いは全く含有しないことを実証する。
【図３３】図３３Ａ～図３３Ｄは、これらの非胚体内胚葉マーカーの発現においてすでに
抑制されている高用量アクチビンＡ処理から単離されるＣＸＣＲ４+細胞における中胚葉
（ブラキュリ、ＭＯＸ１）、外胚葉（ＺＩＣ１）及び臓側内胚葉（ＳＯＸ７）遺伝子発現
の欠乏を実証する棒グラフである。
【図３４－１】図３４Ａ～図３４Ｆは、胚体内胚葉細胞を同定するのに使用することがで
きるマーカー遺伝子の発現パターンを示す棒グラフである。前述した系統マーキング遺伝
子であるＳＯＸ１７、ＳＯＸ７、ＳＯＸ１７／ＳＯＸ７、ＴＭ、ＺＩＣ１及びＭＯＸ１の
発現分析は、それぞれパネルＡ～Ｆに示される。パネルＡ～Ｆそれぞれに関して、ｈＥＳ
Ｃと分類した欄は、精製ヒト胚性幹細胞からの遺伝子発現を示し、２ＮＦは、２％ＦＢＳ
で処理した細胞（アクチビン添加無し）を示し、０．１Ａ１００は、０．１％ＦＢＳ、１
００ｎｇ／ｍｌアクチビンＡで処理した細胞を示し、１Ａ１００は、１％ＦＢＳ、１００
ｎｇ／ｍｌアクチビンＡで処理した細胞を示し、２Ａ１００は、２％ＦＢＳ、１００ｎｇ
／ｍｌアクチビンＡで処理した細胞を示す。
【図３４－２】図３４Ｇ～図３４Ｌは、胚体内胚葉細胞を同定するのに使用することがで
きるマーカー遺伝子の発現パターンを示す棒グラフである。胚体内胚葉マーカーであるＦ
ＧＦ１７、ＶＷＦ、ＣＡＬＣＲ、ＦＯＸＱ１、ＣＭＫＯＲ１及びＣＲＩＰ１の発現分析は
、それぞれパネルＧ～Ｌに示される。パネルＧ～Ｌそれぞれに関して、ｈＥＳＣと分類し
た欄は、精製ヒト胚性幹細胞からの遺伝子発現を示し、２ＮＦは、２％ＦＢＳで処理した
細胞（アクチビン添加無し）を示し、０．１Ａ１００は、０．１％ＦＢＳ、１００ｎｇ／
ｍｌアクチビンＡで処理した細胞を示し、１Ａ１００は、１％ＦＢＳ、１００ｎｇ／ｍｌ
アクチビンＡで処理した細胞を示し、２Ａ１００は、２％ＦＢＳ、１００ｎｇ／ｍｌアク
チビンＡで処理した細胞を示す。
【図３４－３】図３４Ｍは、胚体内胚葉細胞を同定するのに使用することができるマーカ
ー遺伝子の発現パターンを示す棒グラフである。パネルＭは、ＣＸＣＲ４の発現分析を示
す。パネルＭに関して、ｈＥＳＣと分類した欄は、精製ヒト胚性幹細胞からの遺伝子発現
を示し、２ＮＦは、２％ＦＢＳで処理した細胞（アクチビン添加無し）を示し、０．１Ａ
１００は、０．１％ＦＢＳ、１００ｎｇ／ｍｌアクチビンＡで処理した細胞を示し、１Ａ
１００は、１％ＦＢＳ、１００ｎｇ／ｍｌアクチビンＡで処理した細胞を示し、２Ａ１０



(73) JP 2008-505638 A 2008.2.28

10

20

30

40

50

０は、２％ＦＢＳ、１００ｎｇ／ｍｌアクチビンＡで処理した細胞を示す。
【図３５】図３５は、４日目に添加されるレチノイン酸（ＲＡ）及び線維芽細胞成長因子
－１０（ＦＧＦ－１０）の存在下での、アクチビン有り及び無しでの４日及び６日後のｈ
ＥＳＣの培養物におけるＰＤＸ１遺伝子の相対発現を示すグラフである。
【図３６】図３６Ａ～図３６Ｆは、４日目に添加されるレチノイン酸（ＲＡ）及び線維芽
細胞成長因子－１０（ＦＧＦ－１０）の存在下での、アクチビン有り及び無しでの４日及
び６日後のｈＥＳＣの培養物におけるマーカー遺伝子の相対発現を示すグラフである。パ
ネルは、以下のマーカー遺伝子：（Ａ）ＳＯＸ１７、（Ｂ）ＳＯＸ７、（Ｃ）ＡＦＰ、（
Ｄ）ＳＯＸ１、（Ｅ）ＺＩＣ１及び（Ｆ）ＮＦＭの発現の相対レベルを示す。
【図３７】図３７Ａ～図３７Ｃは、４日目に添加されるレチノイン酸（ＲＡ）、線維芽細
胞成長因子－１０（ＦＧＦ－１０）及び線維芽細胞成長因子－４（ＦＧＦ－４）の存在下
又は非存在下での、アクチビン有り及び無しでの４日及び８日後のｈＥＳＣの培養物にお
けるマーカー遺伝子の相対発現を示すグラフである。パネルは、以下のマーカー遺伝子：
（Ａ）ＰＤＸ１、（Ｂ）ＳＯＸ７及び（Ｃ）ＮＦＭの発現の相対レベルを示す。
【図３８】図３８Ａ～図３８Ｇは、４日目に添加される１μＭ、０．２μＭ又は０．０４
μＭのレチノイン酸（ＲＡ）と組み合わせて５０ｎｇ／ｍｌ　ＦＧＦ－１０と接触させた
胚体内胚葉細胞の培養物におけるマーカー遺伝子の相対発現を示すグラフである。パネル
は、以下のマーカー遺伝子：（Ａ）ＰＤＸ１、（Ｂ）ＨＯＸＡ３、（Ｃ）ＨＯＸＣ６、（
Ｄ）ＨＯＸＡ１３、（Ｅ）ＣＤＸ１、（Ｆ）ＳＯＸ１及び（Ｇ）ＮＦＭの発現の相対レベ
ルを示す。
【図３９】図３９Ａ～図３９Ｅは、レチノイン酸（ＲＡ）、線維芽細胞成長因子－１０（
ＦＧＦ－１０）及び以下の：血清代替物（ＳＲ）、ウシ胎児血清（ＦＢＳ）又はＢ２７の
うちの１つの組合せの存在下での、アクチビン有り及び無しでの４日及び８日後のｈＥＳ
Ｃの培養物におけるマーカー遺伝子の相対発現を示すグラフである。パネルは、以下のマ
ーカー遺伝子：（Ａ）ＰＤＸ１、（Ｂ）ＳＯＸ７、（Ｃ）ＡＦＰ、（Ｄ）ＺＩＣ１及び（
Ｅ）ＮＦＭの発現の相対レベルを示す。
【図４０】図４０Ａ～図４０Ｂは、６日後（ＲＡの添加の直前）及び９日目（ＲＡへの暴
露の３日後）のｈＥＳＣの培養物における膵臓（ＰＤＸ１、ＨＮＦ６）及び肝臓（ＨＮＦ
６）に関するマーカー遺伝子の相対発現を示すグラフである。２５ｎｇ／ｍｌ（Ａ２５）
又は５０ｎｇ／ｍｌ（Ａ５０）のいずれかのアクチビンＡの存在下で、１０ｎｇ／ｍｌ（
ａ１０）、２５ｎｇ／ｍｌ（ａ２５）又は５０ｎｇ／ｍｌ（ａ５０）の用量でアクチビン
Ｂの添加を比較するために、様々な条件が包含された。そのアクチビンＡ又はアクチビン
Ｂ無しの条件（ＮＦ）は、胚体内胚葉及びＰＤＸ１陽性内胚葉産生に関する陰性対照とし
て作用する。パネルは、以下のマーカー遺伝子：（Ａ）ＰＤＸ１及び（Ｂ）ＨＮＦ６の発
現の相対レベルを示す。
【図４１】図４１Ａ～図４１Ｃは、５日目（レチノイン酸の添加の直前）並びにＲＡ暴露
の２、４及び６日後（それぞれ７、９及び１１日目）の、１００ｎｇ／ｍｌ（Ａ１００）
、５０ｎｇ／ｍｌ（Ａ５０）を有する、又はアクチビンＡ無し（ＮＦ）のｈＥＳＣの培養
物におけるマーカー遺伝子の相対発現を示すグラフである。各棒の真下のパーセント表示
は、３～５日の分化中のＦＢＳ用量を示す。７日目に開始して、ＲＡ（Ｒ）で処理した細
胞を、０．５％ＦＢＳを含むＲＰＭＩ培地中で成長させた。ＲＡ濃度は、７日目に２μＭ
、９日目に１μＭ及び１１日目に０．２μＭであった。パネルは、以下のマーカー遺伝子
：（Ａ）ＰＤＸ１、（Ｂ）ＺＩＣ１、（Ｃ）ＳＯＸ７の発現の相対レベルを示す。
【図４２】図４２Ａ、図４２Ｂは、まず胚体内胚葉を誘導させるために低ＦＢＳ中でアク
チビンＡで（５日目）、続いてＰＤＸ１発現内胚葉を誘導させるために２５ｎｇ／ｍｌア
クチビンＡ及びＲＡを含む新鮮な（Ａ２５Ｒ）培地、又は様々な条件培地（ＭＥＦＣＭ、
ＣＭ＃２、ＣＭ＃３及びＣＭ＃４）及びＲＡで処理したｈＥＳＣの培養物におけるマーカ
ー遺伝子の相対発現を示すグラフである。マーカー発現は、５、６、７、８及び９日目に
測定された。パネルは、以下のマーカー遺伝子：（Ａ）ＰＤＸ１、（Ｂ）ＣＤＸ１の発現
の相対レベルを示す。
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【図４３】図４３は、まず胚体内胚葉を誘導させるために低ＦＢＳ中でアクチビンＡで、
続いてアクチビンＡ及びレチノイン酸を含む新鮮な培地（Ａ２５Ｒ）、又は新鮮な培地中
へ希釈される条件培地中の様々な量のＲＡで処理したｈＥＳＣの培養物におけるＰＤＸ１
の相対発現を示すグラフである。培地の総容量は、すべての場合で５ｍｌである。
【図４４】図４４は、ＲＡ及び５０ｎｇ／ｍｌ　アクチビンＡの添加の３日後（ｄ８）及
び４日後（ｄ９）のＲＡ処理した胚体内胚葉細胞から免疫沈降されるＰＤＸ１を示すウェ
スタンブロットである。
【図４５】図４５は、ＰＤＸ１プロモーターの制御下にあるＥＧＦＰレポーターで遺伝的
にタグ付けしたＰＤＸ１陽性前腸内胚葉細胞の蛍光標示式細胞分取（ＦＡＣ）の結果を表
示する略式チャートである。
【図４６】生細胞（Ｌｉｖｅ）、ＥＧＦＰ陰性細胞（Ｎｅｇ）及びＥＧＦＰ陽性細胞（Ｇ
ＦＰ＋）の分取された集団に関するハウスキーピング遺伝子に対して標準化した相対ＰＤ
Ｘ１発現レベルを示すグラフである。
【図４７】生存細胞（Ｌｉｖｅ）、ＥＧＦＰ陰性細胞（Ｎｅｇ）、最低のＥＧＦＰシグナ
ル強度を有するＥＧＦＰ陽性細胞集団の半数（Ｌｏ）及び最高のＥＧＦＰシグナル強度を
有するＥＧＦＰ陽性細胞集団の半数（Ｈｉ）の分取された集団に関するハウスキーピング
遺伝子に対して正規化した相対ＰＤＸ１発現レベルを示すグラフである。
【図４８】生細胞（Ｌｉｖｅ）、ＥＧＦＰ陰性細胞（Ｎｅｇ）及びＥＧＦＰ陽性細胞（Ｇ
ＦＰ＋）の分取された集団における５つの膵臓内胚葉マーカーのハウスキーピング遺伝子
に対して正規化した相対発現レベルを示すグラフである。パネル：Ａ－ＮＫＸ２．２、Ｂ
－ＧＬＵＴ２、Ｃ－ＨＮＦ３β、Ｄ－ＫＲＴ１９及びＥ－ＨＮＦ４α。
【図４９】図４９は、生細胞（Ｌｉｖｅ）、ＥＧＦＰ陰性細胞（Ｎｅｇ）及びＥＧＦＰ陽
性細胞（ＧＦＰ＋）の分取された集団における２つの非膵臓内胚葉マーカーのハウスキー
ピング遺伝子に対して正規化した相対発現レベルを示すグラフである。パネル：Ａ－ＺＩ
Ｃ１及びＢ－ＧＦＡＰ。
【図５０】図５０Ａ～図５０Ｄは、免疫低下マウスの腎臓被膜下に移植される胚体内胚葉
細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏ分化を示す。パネル：Ａ－腸管様構造を示すヘマトキシリン－エ
オシン染色、Ｂ－肝細胞特異的抗原に対する抗体免疫反応性（肝臓）、Ｃ－ビリンに対す
る抗体免疫反応性（腸）及びＤ－ＣＤＸ２に対する抗体免疫反応性（腸）。
【図５１】図５１Ａ～図５１Ｃは、５～１０日目に２０ｎｇ／ｍｌでのＷｎｔ３Ｂ、５ｎ
ｇ／ｍｌでのＦＧＦ２又は１００ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２と接触させた細胞における肝臓
（アルブミン及びＰＲＯＸ１）及び肺（ＴＩＴＦ１）組織に関するマーカーの正規化した
相対発現レベルを示すグラフである。ＤＥは、胚体内胚葉を指す。パネル：Ａ－アルブミ
ン、Ｂ－ＰＲＯＸ１及びＣ－ＴＩＴＦ１。
【図５２－１】図５２Ａ～図５２Ｌは、５～１０日目に２０～５０ｎｇ／ｍｌでのＷｎｔ
３Ａ、５ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２又は１００ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２、並びに９日目及び
１０日目にＢＭＰ４と接触させた細胞における肝臓（ＡＦＰ、ＡＡＴ、ｈＨＥＸ、ＧＬＵ
Ｔ２、ＡＰＯＡ１及びＶＣＡＭ１）及び肺（ＶＷＦ及びＣＸＲ４）組織に関するマーカー
の正規化した相対発現レベルを示すグラフである。ＤＥは、胚体内胚葉を指す。パネル：
Ａ－ＡＦＰ、Ｂ－ＡＡＴ、Ｃ－ＧＬＵＫＯ、Ｄ－ｈＨＥＸ、Ｅ－ＴＡＴ及びＦ－ｈＮＦ４
ａ。
【図５２－２】図５２Ａ～図５２Ｌは、５～１０日目に２０～５０ｎｇ／ｍｌでのＷｎｔ
３Ａ、５ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２又は１００ｎｇ／ｍｌでのＦＧＦ２、並びに９日目及び
１０日目にＢＭＰ４と接触させた細胞における肝臓（ＡＦＰ、ＡＡＴ、ｈＨＥＸ、ＧＬＵ
Ｔ２、ＡＰＯＡ１及びＶＣＡＭ１）及び肺（ＶＷＦ及びＣＸＲ４）組織に関するマーカー
の正規化した相対発現レベルを示すグラフである。ＤＥは、胚体内胚葉を指す。パネル：
Ｇ－ＣＹＰ７Ａ、Ｈ－ＧＬＵＴ２、Ｉ－ＡＰＯＡ１、Ｊ－ＶＣＡＭ１、Ｋ－ＶＷＦ及びＬ
－ＣＸＣＲ４。
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