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(57)【要約】
　公知の多能性幹細胞の製造方法では達成できなかった
、未分化能維持に重要な遺伝子を高発現できるナイーブ
型の多能性幹細胞を製造および／または維持することに
ある。
　本発明によれば、いわゆる初期化因子のうち、６種の
遺伝子（Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－Ｍｙｃ、Ｓｏｘ
２、ＮａｎｏｇおよびＫｌｆ２）を導入して、一時的に
発現させることを特徴とし、さらにＬＩＦ、ＭＥＫ阻害
剤、ＧＳＫ３阻害剤、ｃＡＭＰ産生促進剤、ＴＧＦ－β
阻害剤およびＰＫＣ阻害剤を含む培地で培養することに
より、未分化能を維持できるナイーブ型の多能性幹細胞
を製造することができるため、本発明の課題を解決する
ことができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記の２種の遺伝子：ＮａｎｏｇおよびＫｌｆ２をプライム型多能性幹細胞に一時的に
発現させ、かつＬＩＦ、ＭＥＫ阻害剤、ＧＳＫ３阻害剤、ｃＡＭＰ産生促進剤、ＴＧＦ－
β阻害剤およびＰＫＣ阻害剤を含む培地で培養することを含む、ナイーブ型多能性幹細胞
の製造方法。
【請求項２】
　プライム型多能性幹細胞がプライム型誘導多能性幹細胞またはプライム型胚性幹細胞で
ある、請求項１記載の製造方法。
【請求項３】
　プライム型多能性幹細胞がプライム型ヒト誘導多能性幹細胞またはプライム型ヒト胚性
幹細胞である、請求項１または請求項２記載のナイーブ型ヒト多能性幹細胞の製造方法。
【請求項４】
　プライム型多能性幹細胞がプライム型ヒト誘導多能性幹細胞である、請求項１～３のい
ずれか１項に記載のナイーブ型ヒト誘導多能性幹細胞の製造方法。
【請求項５】
　さらに下記の４種の遺伝子：Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－ＭｙｃおよびＳｏｘ２を一
時的に発現させる工程を含む、請求項１～４のいずれか１項に記載の製造方法。
【請求項６】
　ＭＥＫ阻害剤がＰＤ０３２５９０１、ＧＳＫ３阻害剤がＣＨＩＲ９９０２１、ｃＡＭＰ
産生促進剤がフォルスコリン、ＴＧＦ－β阻害剤がＡ８３－０１およびＰＫＣ阻害剤がＧ
ｏ６９８３である、請求項１～５のいずれか１項に記載の製造方法。
【請求項７】
　培地がＮ２Ｂ２７培地である、請求項１～６のいずれか１項に記載の製造方法。
【請求項８】
　下記の６種の遺伝子：Ｎａｎｏｇ、Ｋｌｆ２、Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－Ｍｙｃお
よびＳｏｘ２を一時的にプライム型多能性幹細胞に発現させる工程を含む、ナイーブ型多
能性幹細胞の製造方法。
【請求項９】
　プライム型多能性幹細胞がプライム型誘導多能性幹細胞またはプライム型胚性幹細胞で
ある、請求項８記載の製造方法。
【請求項１０】
　プライム型多能性幹細胞がプライム型ヒト誘導多能性幹細胞またはプライム型ヒト胚性
幹細胞である、請求項８または請求項９記載のナイーブ型ヒト多能性幹細胞の製造方法。
【請求項１１】
　プライム型多能性幹細胞がプライム型ヒト誘導多能性幹細胞である、請求項８～１０の
いずれか１項に記載のナイーブ型ヒト誘導多能性幹細胞の製造方法。
【請求項１２】
　下記の６種の遺伝子：Ｎａｎｏｇ、Ｋｌｆ２、Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－Ｍｙｃお
よびＳｏｘ２を一時的に体細胞に発現させる工程を含む、ナイーブ型誘導多能性幹細胞の
製造方法。
【請求項１３】
　下記の６種の遺伝子：Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－Ｍｙｃ、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇお
よびＫｌｆ２を一時的に体細胞に発現させ、かつＬＩＦ、ＭＥＫ阻害剤、ＧＳＫ３阻害剤
、ｃＡＭＰ産生促進剤、ＴＧＦ－β阻害剤およびＰＫＣ阻害剤を含む培地で培養すること
を含む、請求項１２記載の製造方法。
【請求項１４】
　体細胞がヒト由来の体細胞である、請求項１２または請求項１３に記載のナイーブ型ヒ
ト誘導多能性幹細胞の製造方法。
【請求項１５】
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　ＭＥＫ阻害剤がＰＤ０３２５９０１、ＧＳＫ３阻害剤がＣＨＩＲ９９０２１、ｃＡＭＰ
産生促進剤がフォルスコリン、ＴＧＦ－β阻害剤がＡ８３－０１およびＰＫＣ阻害剤がＧ
ｏ６９８３である、請求項１３または請求項１４に記載の製造方法。
【請求項１６】
　培地がＮ２Ｂ２７培地である、請求項１３～１５のいずれか１項に記載の製造方法。
【請求項１７】
　ナイーブ型多能性幹細胞を、ＬＩＦ、ＭＥＫ阻害剤、ＧＳＫ３阻害剤、ｃＡＭＰ産生促
進剤、ＴＧＦ－β阻害剤およびＰＫＣ阻害剤を含む培地で培養することを含む、ナイーブ
型多能性幹細胞の維持方法。
【請求項１８】
　ナイーブ型多能性幹細胞がナイーブ型誘導多能性幹細胞またはナイーブ型胚性幹細胞で
ある、請求項１７記載の維持方法。
【請求項１９】
　ナイーブ型多能性幹細胞がナイーブ型ヒト誘導多能性幹細胞またはナイーブ型ヒト胚性
幹細胞である、請求項１７または請求項１８記載のナイーブ型ヒト多能性幹細胞の維持方
法。
【請求項２０】
　ナイーブ型多能性幹細胞がナイーブ型ヒト誘導多能性幹細胞である、請求項１７～１９
のいずれか１項に記載のナイーブ型ヒト誘導多能性幹細胞の維持方法。
【請求項２１】
　ＭＥＫ阻害剤がＰＤ０３２５９０１、ＧＳＫ３阻害剤がＣＨＩＲ９９０２１、ｃＡＭＰ
産生促進剤がフォルスコリン、ＴＧＦ－β阻害剤がＡ８３－０１およびＰＫＣ阻害剤がＧ
ｏ６９８３である、請求項１７～２０のいずれか１項に記載の維持方法。
【請求項２２】
　培地がＮ２Ｂ２７培地である、請求項１７～２１のいずれか１項に記載の維持方法。
【請求項２３】
　請求項１～１６いずれか一項に記載の方法にしたがって製造された、ナイーブ型多能性
幹細胞。
【請求項２４】
　請求項１７～２２いずれか一項に記載の方法にしたがって維持された、ナイーブ型多能
性幹細胞。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ナイーブ化された多能性幹細胞の製造および/または維持方法（以下、本発
明の方法と略記することがある）に関する。また、本発明の方法によって製造および/ま
たは維持された優れた分化多能化能を有するナイーブ型多能性幹細胞に関する。
【背景技術】
【０００２】
　近年、再生医療の分野では、誘導多能性幹細胞（induced Pluripotent Stem cells；以
下、ｉＰＳ細胞と略記することがある）技術の出現により、ｉＰＳ細胞の実用化に向けた
臨床研究が急速に進みつつある。例えば、ヒトｉＰＳ細胞から誘導された網膜色素上皮細
胞を用いて、加齢黄斑変性患者を対象とした臨床試験は既に実施されていることに加え、
ヒトｉＰＳ細胞由来の神経細胞、軟骨細胞等を用いた臨床試験が計画されている（非特許
文献１参照）。
【０００３】
　ｉＰＳ細胞とは、多能性幹細胞の一種であり、多能性幹細胞には、ｉＰＳ細胞の他に胚
性幹細胞（以下、ＥＳ細胞と略記することがある）、エピブラスト幹細胞（Epiblast Ste
m cells）も含まれる。これら多能性幹細胞は、最近ではその由来する動物種の違いや多
能性幹細胞の種類によって、基本性質が異なることが分かってきている。具体的には、マ
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ウスＥＳ細胞およびマウスｉＰＳ細胞は、発生初期の状態に近く、培養や遺伝子操作が容
易で、増殖能が高く、分化誘導を効率良く行うことが可能な細胞であり、ナイーブ型と呼
ばれている。一方、ヒトＥＳ細胞、ヒトｉＰＳ細胞等は、より発生の段階が進んでいるエ
ピブラストの性質を反映しているため、遺伝子操作が困難であり、３胚葉の内いずれか特
定の胚葉への分化に偏った状態であり、プライム型と呼ばれている（非特許文献２参照）
。したがって、再生医療等において、多能性幹細胞を実用化するためには、プライム型よ
りもナイーブ型の性質を有する多能性幹細胞を確実に取得できる製造方法が望まれていた
。
【０００４】
　ヒトｉＰＳ細胞の製造方法としては、いわゆる山中４因子（Ｏｃｔ３／４遺伝子、Ｓｏ
ｘ２遺伝子、Ｋｌｆ４遺伝子、およびｃ－Ｍｙｃ遺伝子）を体細胞に導入する方法（特許
文献１参照）が知られていたが、プライム型のヒトｉＰＳ細胞しか取得できないという課
題があった。そこで、これまでに、ナイーブ型のヒトｉＰＳ細胞を製造するために、様々
な動物種由来のｉＰＳ細胞をナイーブ型に誘導する手法が開発されてきた。上記山中４因
子にさらに他の遺伝子を導入する試みや、種々の化合物を加える培地条件の検討が行われ
ている。例えば、ＮａｎｏｇおよびＫｌｆ２の２因子を導入し、培地にＬＩＦ（Leukemia
 inhibitory factor）、ＰＤ０３２５９０１（ＭＥＫ阻害剤）、ＣＨＩＲ９９０２１（Ｇ
ＳＫ３阻害剤）、Ｇｏ６９８３（ＰＫＣ阻害剤）を添加する方法（非特許文献３参照）で
は、ナイーブ型の遺伝子マーカーとして知られているＫＬＦ４、ＴＦＣＰ２Ｌ１の発現が
上昇していることから、ナイーブ型に近い状態のヒトｉＰＳ細胞が取得できたことが報告
されている。
【０００５】
　しかしながら、上記の技術では、ナイーブ型の未分化能維持に重要な遺伝子と考えられ
ているＥＳＲＲＢ（Estrogen-related receptor beta）（非特許文献３および４参照）の
発現がほとんど認められない等の問題点があった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】特許第４１８３７４２号公報
【非特許文献】
【０００７】
【非特許文献１】バイオサイエンス・トレンズ（BioScience Trends）、第７巻、第３号
、１５７－１５８ページ、２０１３年
【非特許文献２】セル・ステム・セル（Cell Stem Cell）、第４巻、４８７－４９２ペー
ジ、２００９年
【非特許文献３】セル（Cell）、第１５８巻、１２５４－１２６９ページ、２０１４年
【非特許文献４】ネイチャー・セル・バイオロジー（Nature Cell Biology）、第１１巻
、第２号、１９７－２０３ページ、２００９年
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明の課題は、ナイーブ型の未分化能維持に重要な遺伝子を高発現できる多能性幹細
胞を製造および／または維持することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明者らは、前記課題を解決するために、鋭意検討した結果、いわゆる初期化因子の
うち、６種の遺伝子（Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－Ｍｙｃ、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇおよ
びＫｌｆ２）を導入して、一時的に発現させることに加え、ＬＩＦ、ＭＥＫ阻害剤、ＧＳ
Ｋ３阻害剤、ｃＡＭＰ産生促進剤、ＴＧＦ－β阻害剤およびＰＫＣ阻害剤を含む培地で培
養することにより、驚くべきことにナイーブ型の未分化能を維持できる多能性幹細胞を製
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造する方法を見出し、本発明を完成させた。
　すなわち、本発明は、［１］　下記の２種の遺伝子：ＮａｎｏｇおよびＫｌｆ２をプラ
イム型多能性幹細胞に一時的に発現させ、かつＬＩＦ、ＭＥＫ阻害剤、ＧＳＫ３阻害剤、
ｃＡＭＰ産生促進剤、ＴＧＦ－β阻害剤およびＰＫＣ阻害剤を含む培地で培養することを
含む、ナイーブ型多能性幹細胞の製造方法、
［２］　プライム型多能性幹細胞がプライム型誘導多能性幹細胞またはプライム型胚性幹
細胞である、前記［１］に記載の製造方法、
［３］　プライム型多能性幹細胞がプライム型ヒト誘導多能性幹細胞またはプライム型ヒ
ト胚性幹細胞である、前記［１］または前記［２］記載のナイーブ型ヒト多能性幹細胞の
製造方法、
［４］　プライム型多能性幹細胞がプライム型ヒト誘導多能性幹細胞である、前記［１］
～［３］のいずれかに記載のナイーブ型ヒト誘導多能性幹細胞の製造方法、
［５］　さらに下記の４種の遺伝子：Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－ＭｙｃおよびＳｏｘ
２を一時的に発現させる工程を含む、前記［１］～［４］のいずれかに記載の製造方法、
［６］　ＭＥＫ阻害剤がＰＤ０３２５９０１、ＧＳＫ３阻害剤がＣＨＩＲ９９０２１、ｃ
ＡＭＰ産生促進剤がフォルスコリン、ＴＧＦ－β阻害剤がＡ８３－０１およびＰＫＣ阻害
剤がＧｏ６９８３である、前記［１］～［５］のいずれかに記載の製造方法、
［７］　培地がＮ２Ｂ２７培地である、前記［１］～［６］のいずれかに記載の製造方法
、
［８］　下記の６種の遺伝子：Ｎａｎｏｇ、Ｋｌｆ２、Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－Ｍ
ｙｃおよびＳｏｘ２を一時的にプライム型多能性幹細胞に発現させる工程を含む、ナイー
ブ型多能性幹細胞の製造方法、
［９］　プライム型多能性幹細胞がプライム型誘導多能性幹細胞またはプライム型胚性幹
細胞である、前記［８］に記載の製造方法、
［１０］　プライム型多能性幹細胞がプライム型ヒト誘導多能性幹細胞またはプライム型
ヒト胚性幹細胞である、前記［８］または前記［９］記載のナイーブ型ヒト多能性幹細胞
の製造方法、
［１１］　プライム型多能性幹細胞がプライム型ヒト誘導多能性幹細胞である、前記［８
］～［１０］のいずれかに記載のナイーブ型ヒト誘導多能性幹細胞の製造方法、
［１２］　下記の６種の遺伝子：Ｎａｎｏｇ、Ｋｌｆ２、Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－
ＭｙｃおよびＳｏｘ２を一時的に体細胞に発現させる工程を含む、ナイーブ型誘導多能性
幹細胞の製造方法、
［１３］　下記の６種の遺伝子：Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－Ｍｙｃ、Ｓｏｘ２、Ｎａ
ｎｏｇおよびＫｌｆ２を一時的に体細胞に発現させ、かつＬＩＦ、ＭＥＫ阻害剤、ＧＳＫ
３阻害剤、ｃＡＭＰ産生促進剤、ＴＧＦ－β阻害剤およびＰＫＣ阻害剤を含む培地で培養
することを含む、前記［１２］記載の製造方法、
［１４］　体細胞がヒト由来の体細胞である、前記［１２］または前記［１３］に記載の
ナイーブ型ヒト誘導多能性幹細胞の製造方法、
［１５］　ＭＥＫ阻害剤がＰＤ０３２５９０１、ＧＳＫ３阻害剤がＣＨＩＲ９９０２１、
ｃＡＭＰ産生促進剤がフォルスコリン、ＴＧＦ－β阻害剤がＡ８３－０１およびＰＫＣ阻
害剤がＧｏ６９８３である、前記［１３］または前記［１４］に記載の製造方法、
［１６］　培地がＮ２Ｂ２７培地である、前記［１３］～［１５］のいずれかに記載の製
造方法、
［１７］　ナイーブ型多能性幹細胞を、ＬＩＦ、ＭＥＫ阻害剤、ＧＳＫ３阻害剤、ｃＡＭ
Ｐ産生促進剤、ＴＧＦ－β阻害剤およびＰＫＣ阻害剤を含む培地で培養することを含む、
ナイーブ型多能性幹細胞の維持方法、
［１８］　ナイーブ型多能性幹細胞がナイーブ型誘導多能性幹細胞またはナイーブ型胚性
幹細胞である、前記［１７］記載の維持方法、
［１９］　ナイーブ型多能性幹細胞がナイーブ型ヒト誘導多能性幹細胞またはナイーブ型
ヒト胚性幹細胞である、前記［１７］または前記［１８］記載のナイーブ型ヒト多能性幹
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細胞の維持方法、
［２０］　ナイーブ型多能性幹細胞がナイーブ型ヒト誘導多能性幹細胞である、前記［１
７］～［１９］のいずれかに記載のナイーブ型ヒト誘導多能性幹細胞の維持方法、
［２１］　ＭＥＫ阻害剤がＰＤ０３２５９０１、ＧＳＫ３阻害剤がＣＨＩＲ９９０２１、
ｃＡＭＰ産生促進剤がフォルスコリン、ＴＧＦ－β阻害剤がＡ８３－０１およびＰＫＣ阻
害剤がＧｏ６９８３である、前記［１７］～［２０］のいずれかに記載の維持方法、
［２２］　培地がＮ２Ｂ２７培地である、前記［１７］～［２１］のいずれかに記載の維
持方法、
［２３］　前記［１］～［１６］のいずれかに記載の方法にしたがって製造された、ナイ
ーブ型多能性幹細胞、
［２４］　前記［１７］～［２２］のいずれかに記載の方法にしたがって維持された、ナ
イーブ型多能性幹細胞等に関する。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明の特定の条件下で培養した多能性幹細胞の製造方法によれば、ナイーブ型の特徴
を維持し、かつ分化多能性を有する多能性幹細胞を安定的に製造できる。
【図面の簡単な説明】
【００１１】
【図１】図１は遺伝子導入に使用した遺伝子発現ベクターを表す。
【図２】図２Ａは、各細胞のコロニーの写真を示す。図２Ｂは、各細胞における遺伝子の
発現量を示す。図中、ＤＯＸはドキシサイクリンを示す。Ｐ２はｐａｓｓａｇｅ２の細胞
を、Ｐ３はｐａｓｓａｇｅ３の細胞を示す。
【図３】図３は、各培地で培養された２０１Ｂ７細胞（ｐａｓｓａｇｅ１）におけるＥＳ
ＲＲＢ遺伝子の発現量を示す。図中、ＫＳＲ　２ｉＬＦＡおよびＫＳＲ　２ｉＬＦＡ＋Ｇ
ｏ６９８３は、表１に示した各表記の培地を示し、ＤＯＸはドキシサイクリンを示す。
【図４】図４Ａは、各培地で培養された２０１Ｂ７細胞（左：ｐａｓｓａｇｅ２、右：ｐ
ａｓｓａｇｅ３）のコロニーの写真示す。図４Ｂは、各培地で培養された２０１Ｂ７細胞
（左：ｐａｓｓａｇｅ２、右：ｐａｓｓａｇｅ３）におけるＥＳＲＲＢ遺伝子の発現量を
示す。図中、２ｉＬ＋Ｇｏ６９８３および２ｉＬＦＡ＋Ｇｏ６９８３は、表１に示した各
表記の培地を示し、ＤＯＸはドキシサイクリンを示す。
【図５】図５は、各リプログラミング因子の組み合わせにおけるＥＳＲＲＢ遺伝子の発現
量を示す。図中、２ＦはＮＡＮＯＧ遺伝子およびＫＬＦ２遺伝子、４Ｆは山中４因子（Ｏ
ｃｔ３／４遺伝子、Ｓｏｘ２遺伝子、Ｋｌｆ４遺伝子、およびｃ－Ｍｙｃ遺伝子）、６Ｆ
はＮＡＮＯＧ遺伝子、ＫＬＦ２遺伝子および山中４因子（Ｏｃｔ３／４遺伝子、Ｓｏｘ２
遺伝子、Ｋｌｆ４遺伝子、およびｃ－Ｍｙｃ遺伝子）の組み合わせを示す。
【図６】図６Ａは、ＳＤＩＡ法により１０日間神経分化誘導された各ｉＰＳ細胞の細胞染
色（緑：ＭＡＰ２、青：ヘキストによる核染色）の結果を示す。図６Ｂは、各ｉＰＳ細胞
における分化誘導１０日目のＭＡＰ２陽性細胞が存在するコロニーの割合を示す。
【図７】図７Ａは、Ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅを介する方法によって神経分化誘導された各
ｉＰＳ細胞の細胞染色（緑：βIIIーＴｕｂｕｌｉｎ、赤：ＧＦＡＰ）の結果を示す。図
７Ｂは、各ｉＰＳ細胞のアストロサイトおよび神経細胞への分化の割合を示す。
【図８】図８は、ナイーブ化の各ステージ（Ｐ１～Ｐ３）を示す。Ｐ１はｐａｓｓａｇｅ
１の細胞を、Ｐ２はｐａｓｓａｇｅ２の細胞を、Ｐ３はｐａｓｓａｇｅ３の細胞を示す。
【図９】図９は実施例５において遺伝子導入に使用した遺伝子発現ベクターを表す。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　以下、本発明を詳細に説明する。
【００１３】
　本発明において、ナイーブ型多能性幹細胞の製造方法とは、以下の工程にしたがって行
われる。すなわち、工程（ｉ）：特定の遺伝子について、遺伝子発現ベクターを用いて体
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細胞またはプライム型多能性幹細胞に導入する工程；工程（ｉｉ）：工程（ｉ）において
遺伝子導入された体細胞またはプライム型多能性幹細胞をプライム培地で培養し、ドキシ
サイクリンを添加後、遺伝子発現細胞株をクローン化する工程；工程（ｉｉｉ）：工程（
ｉｉ）でクローン化された遺伝子発現細胞株に、一時的に工程（ｉ）で導入した遺伝子を
発現させ、その期間、各種化合物を添加したナイーブ培地で培養する工程を通してナイー
ブ型多能性幹細胞を製造する。
【００１４】
　また、本発明において、ナイーブ型多能性幹細胞の維持方法とは、ナイーブ型多能性幹
細胞を、各種化合物を添加したナイーブ培地で培養、継代するものである。
【００１５】
　本発明において、体細胞としては、特に限定されないが、任意の体細胞を利用すること
ができる。例えば、胎児期の体細胞のほか、成熟した体細胞を用いてもよい。体細胞とし
ては、例えば、(1) 神経幹細胞、造血幹細胞、間葉系幹細胞、歯髄幹細胞等の組織幹細胞
（体性幹細胞）、(2) 組織前駆細胞、(3) 線維芽細胞（皮膚細胞等）、上皮細胞、肝細胞
、リンパ球（T細胞、B細胞）、内皮細胞、筋肉細胞、毛細胞、胃粘膜細胞、腸細胞、脾細
胞、膵細胞（膵外分泌細胞等）、脳細胞、肺細胞、腎細胞、皮膚細胞等の分化した細胞が
挙げられる。好ましくはヒト由来の体細胞である。
【００１６】
　本発明において、多能性幹細胞としては、特に限定されないが、例えば、胚性幹細胞（
ＥＳ細胞）、核移植により得られるクローン胚由来の胚性幹（ｎｔＥＳ）細胞、精子幹細
胞（ＧＳ細胞）、エピブラスト細胞、胚性生殖細胞（Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｇｅｒｍ　Ｃ
ｅｌｌ：ＥＧ細胞）、多能性生殖幹細胞（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ　Ｇｅｒｍｌｉｎｅ　
Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ：ｍＧＳ細胞）、誘導多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）が挙げられる。な
かでも、ＥＳ細胞、ｎｔＥＳ細胞、ｉＰＳ細胞が好ましく、さらに好ましくは、ＥＳ細胞
、ｉＰＳ細胞であり、特に好ましくはｉＰＳ細胞である。
【００１７】
　ここで、これら体細胞または多能性幹細胞の由来となる生体としては、特に限定されな
いが、例えば、ヒト、非ヒト動物（例えば、サル、ヒツジ、ウシ、ウマ、イヌ、ネコ、ウ
サギ、ラット、マウス）が挙げられる。好ましくは、ヒトである。
【００１８】
　本発明において、プライム型多能性幹細胞としては、特に限定されないが、多能性幹細
胞のうち、ナイーブ型と認識されているマウスＥＳ細胞、マウスｉＰＳ細胞を除いた細胞
を意味する。例えば、ヒト、サル、ブタ、ヒツジ、イヌまたはウシに由来するＥＳ細胞お
よびｉＰＳ細胞、ならびにヒトおよび前記非ヒト動物細胞に由来するエピブラスト幹細胞
が挙げられる。好ましくは、ヒトＥＳ細胞、ヒトｉＰＳ細胞であり、なかでも、ヒトｉＰ
Ｓ細胞が好ましい。
【００１９】
　本発明において、プライム型多能性幹細胞として用いるヒトＥＳ細胞の細胞株としては
、特に限定されないが、例えば、Ｈ１、Ｈ９、Ｓｈｅｆ６、ｋｈＥＳ－１、ｋｈＥＳ－２
、ｋｈＥＳ－３、ｋｈＥＳ－４、ｋｈＥＳ－５が挙げられる。
【００２０】
　本発明において、プライム型多能性幹細胞として用いるヒトｉＰＳ細胞の細胞株として
は、特に限定されないが、例えば、ＷＤ３９（線維芽細胞由来）、ａＴＫＡ４（Ｔ細胞由
来）、２０１Ｂ６、２０１Ｂ７、２５３Ｇ１、２５３Ｇ４が挙げられる。なかでも、ＷＤ
３９、または２０１Ｂ７が好ましい。
【００２１】
　本発明において、体細胞またはプライム型多能性幹細胞に導入される遺伝子としては、
いわゆる初期化因子（リプログラミング因子）として知られている因子であれば特に限定
されないが、例えば、Ｏｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－Ｍｙｃ、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、Ｋ
ｌｆ２、Ｌ－Ｍｙｃ、Ｎ－Ｍｙｃ、Ｋｌｆ５、Ｌｉｎ２８、Ｔｅｒｔ、Ｆｂｘ１５、ＥＲ
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ａｓ、ＥＣＡＴ１５－１、ＥＣＡＴ１５－２、Ｔｃｌ１、β－カテニン、ＥＣＡＴ１、Ｅ
ｓｇ１、Ｄｎｍｔ３Ｌ、ＥＣＡＴ８、Ｇｄｆ３、Ｓｏｘ１５、Ｆｔｈｌ１７、Ｓａｌｌ４
、Ｒｅｘ１、ＵＴＦ１、Ｓｔｅｌｌａ、Ｓｔａｔ３、Ｇｒｂ２、Ｐｒｄｍ１４、Ｎｒ５ａ
１、Ｎｒ５ａ２、Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎが挙げられる。ここで、これらの遺伝子群の中か
ら２以上の遺伝子を選択して任意に組み合わせて導入することができる。なかでも、Ｏｃ
ｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ－Ｍｙｃ、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、およびＫｌｆ２の組合せが好
ましい。ただし、遺伝子を導入する細胞が、プライム型多能性幹細胞である場合は、上記
初期化因子のいずれかが発現しているため、それらを除いた初期化因子を導入してもよい
。ヒトＥＳ細胞、またはヒトｉＰＳ細胞の場合、そのような初期化因子としては、例えば
、Ｎａｎｏｇ、およびＫｌｆ２の組合せが好ましく、さらにＯｃｔ３／４、Ｋｌｆ４、ｃ
－Ｍｙｃ、Ｓｏｘ２、ＮａｎｏｇおよびＫｌｆ２の組み合わせが好ましい。また、導入す
る遺伝子の種は、導入先の細胞の種と同一であることが好ましい。例えば、ヒト由来の細
胞へ導入される遺伝子はヒト遺伝子であることが好ましい。例えば、ヒト由来の体細胞、
ヒトＥＳ細胞、またはヒトｉＰＳ細胞へ導入される遺伝子としては、ヒトＮａｎｏｇ（Ｎ
ＡＮＯＧ）およびヒトＫｌｆ２（ＫＬＦ２）の組合せが好ましく、さらにヒトＯｃｔ３／
４（ＯＣＴ３／４）、ヒトＫｌｆ４（ＫＬＦ４）、ヒトｃ－Ｍｙｃ（ｃ－ＭＹＣ）、ヒト
Ｓｏｘ２（ＳＯＸ２）、ヒトＮａｎｏｇ（ＮＡＮＯＧ）およびヒトＫｌｆ２（ＫＬＦ２）
の組み合わせが好ましい。
【００２２】
　本発明において、遺伝子発現ベクターとしては、特に限定されないが、例えば、ウイル
スベクター、プラスミドベクター、人工染色体ベクター、トランスポゾンベクターが挙げ
られる。ウイルスベクターとしては、レトロウイルスベクター、アデノウイルスベクター
、センダイウイルスベクター、レンチウイルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクターが
挙げられる。
【００２３】
　本発明において、体細胞またはプライム型多能性幹細胞に遺伝子導入を行った後、フィ
ーダー細胞と共に培養してもよい。フィーダー細胞としては、特に限定されないが、マウ
ス胚性線維芽細胞（ＭＥＦ細胞）、マウス胚性線維芽細胞株（ＳＴＯ細胞）が挙げられる
。
【００２４】
　本発明において、プライム培地としては、特に限定されないが、例えば、基礎培地とし
て、ＤＭＥＭ（Dulbecco Modified Eagle medium）、ＤＭＥＭとＦ１２の混合培地（ＤＭ
ＥＭ／Ｆ１２＝１：１）、KnockoutTM D-MEM（Invitrogen社）挙げられ、代替血清（ＫＳ
Ｒ；KnockoutTM Serum Replacement（Invitrogen社））、ウシ胎児血清（ＦＢＳ）、非必
須アミノ酸（ＮＥＡＡ）、Ｌ－グルタミン、２－メルカプトエタノール、抗生物質（例え
ば、ストレプトマイシン、ペニシリン、ピューロマイシン、マイトマイシン）、ｂＦＧＦ
（basic Fibroblast Growth Factor）等の添加成分を任意に組み合わせて、当該いずれか
の基礎培地に添加して調製したものが挙げられる。
【００２５】
　本発明において、クローン化とは、初期化因子を遺伝子導入された体細胞またはプライ
ム型多能性幹細胞のうち、当該遺伝子の発現が確認できた細胞を選別する方法をいう。こ
のような選別方法としては、例えば、予め遺伝子発現ベクターに組み込まれた蛍光タンパ
ク質遺伝子、例えば、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）遺伝子、黄色蛍光タンパク質（ＹＦ
Ｐ）遺伝子（例えば、Ｖｅｎｕｓ）、シアン色蛍光タンパク質（ＣＦＰ）遺伝子（例えば
、Ｃｅｒｕｌｅａｎ）、赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ）遺伝子（例えば、ＴＯＭＡＴＯ）
等の蛍光を蛍光顕微鏡下で確認する方法が挙げられる。この方法によって選別された細胞
を、本発明では遺伝子発現細胞株という。
【００２６】
　本発明において、工程（ｉｉｉ）および維持方法における各種化合物としては、ＬＩＦ
（Leukemia inhibitory factor）、ＭＥＫ阻害剤、ＧＳＫ３阻害剤、ｃＡＭＰ産生促進剤
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、ＴＧＦ－β阻害剤、またはＰＫＣ阻害剤が挙げられる。これらの化合物をすべてナイー
ブ培地に添加することが好ましい。
【００２７】
　本発明において、ＭＥＫ阻害剤としては、特に限定されないが、例えば、ＰＤ０３２５
９０１（Ｎ－［（２Ｒ）－２，３－ジヒドロキシプロポキシ］－３，４－ジフルオロ－２
－［（２－フルオロ－４－ヨードフェニル）アミノ］－ベンズアミド；ＣＡＳ登録番号：
３９１２１０－１０－９）、Ｕ０１２６（１，４－ジアミノ－２，３－ジシアノ－１，４
－ビス［２－アミノフェニルチオ］ブタジエン；ＣＡＳ登録番号：１０９５１１－５８－
２）、ＰＤ９８０５９（２－（２－アミノ－３－メトキシフェニル）－４Ｈ－１－ベンゾ
ピラン－４－オン；ＣＡＳ登録番号：１６７８６９－２１－８）、ＰＤ１８４３５２（２
－(２－クロロ－４－ヨードフェニルアミノ)－Ｎ－シクロプロピルメトキシ－３，４－ジ
フルオロベンズアミド；ＣＡＳ登録番号：２１２６３１－７９－３が挙げられる。なかで
も、ＰＤ０３２５９０１が好ましい。
【００２８】
　本発明において、ＧＳＫ３阻害剤としては、特に限定されないが、例えば、ＣＨＩＲ９
９０２１（６－［［２－［［４－（２，４－ジクロロフェニル）－５－（５－メチル－１
Ｈ－イミダゾール－２－イル）－２－ピリミジニル］アミノ］エチル］アミノ］－３－ピ
リジンカルボニトリル；ＣＡＳ登録番号：２５２９１７－０６－９）、ＢＩＯ（６－ブロ
モインジルビン－３’－オキシム；ＣＡＳ登録番号：６６７４６３－６２－９）、Ｋｅｎ
ｐａｕｌｌｏｎｅ（９－ブロモ－７，１２－ジヒドロインドロ［３，２－ｄ］［１］ベン
ズアゼピン－６（５Ｈ）－オン；ＣＡＳ登録番号：１４２２７３－２０－９）、ＩＭ－１
６（３-（４-フルオロフェニルエチルアミノ）－１－メチル－４－（２－メチル－１Ｈ－
インドール－３－イル)－１Ｈ－ピロール－２，５－ジオン；ＣＡＳ登録番号：１１２９
６６９－０５－１）が挙げられる。なかでも、ＣＨＩＲ９９０２１が好ましい。
【００２９】
　本発明において、ｃＡＭＰ産生促進剤としては、特に限定されないが、例えば、フォル
スコリン（Forskolin；ＣＡＳ登録番号：６６４２８－８９－５）が挙げられる。
【００３０】
　本発明において、ＴＧＦ－β阻害剤としては、特に限定されないが、例えば、Ａ８３－
０１（３－（６－メチル－２－ピリジニル）－Ｎ－フェニル－４－（４－キノリニル）－
１Ｈ－ピラゾール－１－カルボチオアミド；ＣＡＳ登録番号：９０９９１０－４３－６）
、ＳＢ４３１５４２（４－［４－（１，３－ベンゾジオキソール－５－イル）－５－（２
－ピリジニル）－１Ｈ－イミダゾール－２－イル］－ベンズアミド；ＣＡＳ登録番号：３
０１８３６－４１－９）が挙げられる。なかでも、Ａ８３－０１が好ましい。
【００３１】
　本発明において、ＰＫＣ阻害剤としては、特に限定されないが、例えば、Ｇｏ６９８３
（３－［１－［３－（ジメチルアミノ）プロピル］－５－メトキシ－１Ｈ－インドール－
３－イル］－４－（１Ｈ－インドール－３－イル）－１Ｈ－ピロール－２，５－ジオン；
ＣＡＳ登録番号：１３３０５３－１９－７）、ＧＦ１０９２０３Ｘ（３－（１－（３－ジ
メチルアミノ）プロピル）－１Ｈ－インドール－３－イル）－４－（１Ｈ－インドール－
３－イル）－１Ｈ－ピロール－２，５－ジオン；ＣＡＳ登録番号：１３３０５２－９０－
１）が挙げられる。なかでも、Ｇｏ６９８３が好ましい。
【００３２】
　本発明において、ナイーブ培地としては、特に限定されないが、例えば、基礎培地とし
て、Ｎ２Ｂ２７培地（ＤＭＥＭ／Ｆ１２培地にＮ２サプリメントを添加したＮ２培地と、
Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培地にＢ２７サプリメントを添加したＢ２７培地とを１：１に混合
した培地）が好ましく、非必須アミノ酸（ＮＥＡＡ）、Ｌ－グルタミン、２－メルカプト
エタノール、抗生物質（例えば、ストレプトマイシン、ペニシリン、ピューロマイシン、
マイトマイシン）、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）等の添加成分を任意に組み合わせて、
当該基礎培地に添加して調製したものが挙げられる。
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【００３３】
　本発明において、ナイーブ培地に添加する各種化合物の培地中の濃度は特に限定されな
いが、例えば、ＬＩＦの場合は１ｎｇ／ｍＬ～１００ｎｇ／ｍＬ、ＭＥＫ阻害剤の場合は
５０ｎＭ～１００μＭ、ＧＳＫ３阻害剤の場合は５０ｎＭ～１００μＭ、ｃＡＭＰ産生促
進剤の場合は５０ｎＭ～１００μＭ、ＴＧＦ－β阻害剤の場合は１０ｎＭ～１００μＭ、
ＰＫＣ阻害剤の場合は５０ｎＭ～１００μＭの範囲で添加されることが好ましい。
【００３４】
　本発明において、ナイーブ培地を用いる培養条件について、当業者であれば自明なこと
であるが、低酸素（酸素濃度：５％）の条件下で培養することが好ましい。
【００３５】
　本発明において、工程（ｉｉｉ）における「一時的」とは、約５日以上、または約１０
日以上であり、好ましくは約１０～２０日間、特に好ましくは約１０日～１４日間である
。
【００３６】
　本発明において、工程（ｉｉｉ）における「工程（ｉ）で導入した遺伝子を発現させる
」とは、例えばドキシサイクリンの添加によって導入遺伝子の発現を誘導する行為である
。
【００３７】
　本発明において、製造されたナイーブ型多能性幹細胞のナイーブ型の確認方法としては
、当業者であれば自明なことであるが、例えば、定量的ＰＣＲにより、当該細胞のナイー
ブマーカーの発現量を確認する方法が挙げられる。ここで、ナイーブマーカーとしては、
例えば、ＤＰＰＡ３、ＥＳＲＲＢ、ＴＦＣＰ２Ｌ１、ＫＬＦ４、ＫＬＦ５、ＴＢＸ３が挙
げられる。あるいは、コロニー形態において、プライム型多能性幹細胞は主に単層の扁平
なコロニーを形成するのに対して、ナイーブ型多能性幹細胞は主に重層（ドーム状）のコ
ロニーを形成するため、その形態によって確認することもできる。
【００３８】
　本発明において、製造されたナイーブ型多能性幹細胞の分化多能性の確認方法としては
、当業者であれば自明なことであるが、例えば、定量的ＰＣＲにより、当該細胞の多能性
マーカーの発現量を確認する方法が挙げられる。ここで、多能性マーカーとしては、ＯＣ
Ｔ３／４、Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２、ＳＳＥＡ４が挙げられる。また、別の確認方法として
、胚様体（ＥＢ；Embryoid Body）法、テラトーマ（奇形腫）形成法が挙げられる。
【００３９】
　本発明のナイーブ型多能性幹細胞の維持方法において、導入遺伝子の発現誘導は必須で
はないため、行っても行わなくてもよい。好ましくは、導入遺伝子の発現誘導は行わずに
、各種化合物を添加したナイーブ培地で培養することである。
【００４０】
　本発明において、製造されたナイーブ型多能性幹細胞は、未分化状態を維持し、すなわ
ち、ナイーブマーカーの１種であるＥＳＲＲＢを高発現し、かつ非常に高い分化多能性を
有しているため、（１）所望の各種細胞への分化誘導、（２）分化誘導した細胞を用いた
医薬品候補化合物のスクリーニング、（３）分化誘導した細胞から再生医療用の組織の作
製、（４）作製した組織の患者への移植、（５）胚盤胞へのナイーブ化iPS細胞移植によ
る臓器再生法等に使用することができる。
【００４１】
　本発明において、ナイーブ型多能性幹細胞を分化誘導できる細胞としては、特に限定さ
れないが、例えば、心筋細胞、神経細胞、インスリン産生細胞、糸球体内皮細胞、メサン
ギウム細胞、ボウマン嚢上皮細胞、血管内皮細胞が挙げられる。
【００４２】
　本発明において、ナイーブ型多能性幹細胞を分化誘導する方法としては、特に限定され
ないが、例えば、神経細胞に分化誘導する方法としては、ＳＤＩＡ（Stromal cell-Deriv
ed Inducing Activity）法（Proceedings of the National Academy of Sciences of the
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 United States of America, Vol.99, No.3, 1580-1585, 2002）が挙げられる。
【００４３】
　本発明において、ナイーブ型多能性幹細胞を用いて分化誘導した細胞は、各種疾患の治
療用医薬品候補化合物のスクリーニングに用いることができる。例えば、単独でまたは他
の薬剤と組み合わせて、医薬品候補化合物を、当該分化誘導した細胞に添加することによ
って、当該細胞の形態または機能的な変化、各種因子の増減、遺伝子発現プロファイリン
グ等を検出することにより、評価を行うことができる。ここで、当該細胞は、治療対象と
なる疾患と同様の表現型を有する細胞が好ましく、より好ましくは、疾患に罹患した患者
に由来する体細胞から製造したナイーブ型多能性幹細胞から分化誘導した細胞である。
【００４４】
　本発明において、ナイーブ型多能性幹細胞を用いて分化誘導した細胞から組織を作製し
て、再生医療の分野で使用することができる。例えば、損傷した神経組織を本発明に由来
する正常な組織と置き換えることによって、損傷した神経組織を正常化することができる
。これにより、神経細胞の損傷に由来する疾患を治療することができる。そのような疾患
としては、例えば、パーキンソン病、アルツハイマー病、網膜色素変性症、筋萎縮性側索
硬化症、視神経脊髄炎、視神経炎、急性散在性（播種性）脳脊髄炎、アレルギー性脳脊髄
炎、脊髄損傷、横断性脊髄炎、脊髄小脳変性症、慢性炎症性脱髄性多発神経炎（ＣＩＤＰ
）、ギラン・バレー（Guillain-Barre）症候群、多発性硬化症、てんかん、パーキンソン
症候群、ダウン症、統合失調症、自律神経失調症、ハンチントン病、加齢黄斑変性症、内
耳性難聴が挙げられる。
【００４５】
　本発明において、作製した組織の患者への移植方法としては、当業者であれば自明なこ
とであるが、例えば、神経細胞を移植する場合は、ネイチャー・ニューロサイエンス（Na
ture Neuroscience）、第２巻、第１２号、１１３７－１１４０ページ、１９９９年に記
載の方法に準じて行うことができる。
【実施例】
【００４６】
　以下、実施例によって本発明を詳述するが、本発明はこれらに限定されるものではない
。
【００４７】
　以下に生物学的実験例を示し、これらの実験方法に基づいて、本発明化合物の効果を確
認した。
【００４８】
実施例１　ｉＰＳ細胞のナイーブ化
１．１　プライム型ヒトｉＰＳ細胞の培養
　ヒトｉＰＳ細胞としてＷＤ３９細胞（Imaizumi et al. Molecular Brain 2012, 5:35）
およびコントロールラインとして広く使用されている２０１Ｂ７細胞（理研バイオリソー
スセンター）を用いた。
【００４９】
　ヒトｉＰＳ細胞は、表１のプライム型条件の培地を用いて、マイトマイシンＣや放射線
処理したマウス胎児繊維芽細胞株（ＳＴＯ細胞）またはマウス胎児繊維芽細胞（ＭＥＦ細
胞）をフィーダー細胞として培養された。５日～７日に１回のペースで継代を行った。継
代の際には解離液（０．２５％Ｔｒｙｐｓｉｎ、１ｍｇ／ｍｌＣｏｌｌａｇｅｎａｓｅＩ
Ｖ、２０％ＫＳＲ、１ｍＭＣａＣｌ２／ＰＢＳ）を用いてコロニーを剥がし、ピペッティ
ングによってコロニーを細かく砕いたのちに播種した。１０ｃｍディッシュに播種したｉ
ＰＳ細胞を遺伝子導入の試験に供した。
【００５０】
１．２　遺伝子導入細胞株の作製
　上記「１．１　プライム型ヒトｉＰＳ細胞の培養」条件で培養されたｉＰＳ細胞（１０
ｃｍディッシュ）の培地を除去し７ｍＬのＰＢＳで一回洗浄後、解離液を１ｍＬ添加した
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。１分～２分後に解離液を除去し、７ｍＬのＰＢＳを加えた。軽くディッシュを揺すって
フィーダー細胞のみを剥がした後にＰＢＳを除去した。さらにＰＢＳで一度洗浄し、表１
のプライム型条件の培地３ｍＬをディッシュに添加しスクレイパーによってｉＰＳ細胞の
コロニーを剥がした後に１５ｍＬチューブに回収した。ｉＰＳ細胞を２００ｇで５分遠心
して上清を除き、ＴｒｙｐＬＥＴＭ　Ｓｅｌｅｃｔ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ）を１ｍＬ添加して３７℃にて５分反応させた。Ｔｒｙｐｓｉｎ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）２ｍＬを加えた後に、Ｐ１０００のピペットマ
ンで１０回～２０回ピペッティングすることで単一細胞に解離した。７ｍＬの培地を足し
て容量を増やし７０μｍのセルストレイナーを通した。単一細胞となったｉＰＳ細胞を遺
伝子導入に使用した。
【００５１】
　遺伝子導入ではＧｅｎｅ　ｊｕｉｃｅ（登録商標）Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａ
ｇｅｎｔ（Ｎｏｖａｇｅｎ）を用いてリバーステトラサイクリン制御性トランス活性化因
子（ｒｔＴＡ）発現ベクター（ｒｔＴＡ：ｃｌｏｎｔｅｃｈのｒｔＴＡ－Ａｄｖａｎｃｅ
ｄ配列使用）、ＰｉｇｇｙＢａｃ　Ｔｒａｎｓｐｏｓａｓｅ発現ベクター（Proc Natl Ac
ad Sci U S A. 2011 Jan 25;108(4):1531-6参照）、ドキシサイクリン依存的に山中４因
子、ＫＬＦ２およびＮＡＮＯＧと蛍光タンパクであるＴＯＭＡＴＯを発現するベクター（
ＯＫＳＭ，ＫＬＦ２，ＮＡＮＯＧおよびＴＯＭＡＴＯ）の３種類のベクターを導入し（図
１）、上記「１．１プライム型ヒトｉＰＳ細胞の培養」と同様に培養した。遺伝子導入の
５日～１０日後にドキシサイクリンを添加し８時間～１２時間後に蛍光顕微鏡で観察した
。ＴＯＭＡＴＯの蛍光が観察されるコロニーをドキシサイクリン依存性発現誘導システム
が機能している細胞株であると判断し、コロニーピックアップによってクローン化した。
以降はドキシサイクリンを添加せず、上記「１．１　プライム型ヒトｉＰＳ細胞の培養」
と同様に培養した。
【００５２】
１．３　ｉＰＳ細胞のナイーブ化
　「１．２　遺伝子導入細胞株の作製」で遺伝子導入およびクローン化されたｉＰＳ細胞
を解離液およびＴｒｙｐＬＥＴＭ　Ｓｅｌｅｃｔを用いて単一細胞に解離し、ＭＥＦ細胞
をフィーダーとして播いた６ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅに１×１０５／ｗｅｌｌにて播種した
。その際、培地は表１の２ｉＬＦＡ＋Ｇｏ６９８３の培地（以下、本発明の培地と略記す
ることがある。）を使用し、さらにドキシサイクリン（1μｇ/ｍＬ）の添加によって導入
遺伝子の発現を誘導したうえで低酸素にて培養した（Ｐａｓｓａｇｅ１；Ｐ１）。なお、
ナイーブ化開始の初日は１０μＭとなるようＹ２７６３２（ＲＯＣＫ阻害剤）を加え、細
胞死を抑えた。ナイーブ化開始の５日～７日後に継代を行った。培地を除いたのち、各ウ
ェルに０．２５％Ｔｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡを３５０μＬ加え１分間３７℃で反応させた
。Ｔｒｙｐｓｉｎ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒによって反応を止め、培地を５ｍＬ加えた。ピペ
ットエイドで数回ピペッティングすることでフィーダー細胞のシートからｉＰＳ細胞のコ
ロニーを剥がし、コロニーを１５ｍＬチューブに回収した。遠心後、上清を除いて２００
μＬの培地を添加しＰ２００のピペットマンで４０回程度ピペッティングすることで単一
細胞に解離した。ＭＥＦ細胞をフィーダー細胞として培養している新しい６ｗｅｌｌ　ｐ
ｌａｔｅに細胞全量を播種した（Ｐａｓｓａｇｅ２）。継代後もＰ１と同様に、本発明の
培地にドキシサイクリンを添加した条件で培養した。継代から５日～７日後に顕微鏡下で
ｉＰＳ細胞のコロニー形態を観察し２回目の継代を実施した。２回目の継代以降ドキシサ
イクリンは添加しなかった。２回目の継代から５日～７日後に顕微鏡下でｉＰＳ細胞のコ
ロニー形態を観察し、３回目の継代を実施した。４回目以降も同様に継代した。なお、２
回目および３回目の継代時に、それぞれＰａｓｓａｇｅ２およびＰａｓｓａｇｅ３の細胞
の一部をｑＰＣＲによる解析用に回収した（図８参照）。
【００５３】
実施例２　ナイーブ化による遺伝子発現プロファイルの解析
　本実験では、ｉＰＳ細胞として２０１Ｂ７細胞を使用した。
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　解析に使用する細胞は、プライム型条件の培地で培養された２０１Ｂ７細胞（「１．１
　プライム型ヒトｉＰＳ細胞の培養」参照）、「１．３　ｉＰＳ細胞のナイーブ化」で作
製されたＰａｓｓａｇｅ２およびＰａｓｓａｇｅ３の２０１Ｂ７細胞である。各細胞から
ＲＮｅａｓｙ　ｍｉｎｉ　ｋｉｔ（ＱＩＡＧＥＮ）を用いてＲＮＡを回収し、Ｒｅｖｅｒ
Ｔｒａ　Ａｃｅ（登録商標）を用いて逆転写した後にＳＹＢＲ（登録商標）　Ｐｒｅｍｉ
ｘ　Ｅｘ　ＴａｑII（ｃｌｏｎｔｅｃｈ）を用いてｑＰＣＲを行った。プライマーセット
は表２に示した。
【００５４】
　その結果を図２に示す。多能性マーカーであるＮＡＮＯＧおよびＯＣＴ３／４の発現は
ナイーブ化によっても維持されていた。また、ナイーブ型の多能性幹細胞であるマウスＥ
Ｓ細胞で発現の高いＫＬＦ４、ＤＰＰＡ３、ＥＳＲＲＢ、ＴＦＣＰ２Ｌ１、ＫＬＦ５およ
びＴＢＸ３といった遺伝子は、ナイーブ化によって発現が上昇しており、ドキシサイクリ
ンの添加を止めた後（Ｐａｓｓｓａｇｅ３）もプライム型と比べて高い発現を維持してい
た。また、プライム型の遺伝子マーカーとされるＬｅｆｔｙの発現はナイーブ化によって
低下していた。以上の結果から、本発明の方法を用いることで、少なくともｐａｓｓａｇ
ｅ２以降、ｉＰＳ細胞がナイーブ型に移行することが明らかとなった。また、ナイーブ型
に移行後その維持には導入遺伝子の発現誘導は必要なく、本発明の培地のみで十分である
ことが分かった。
【００５５】
実施例３　Ｇｏ６９８３添加タイミングによるナイーブ化への効果
　本実験では、Ｇｏ６９８３添加タイミングによるナイーブ化への効果を検討した。「１
．３　ｉＰＳ細胞のナイーブ化」におけるｐａｓｓａｇｅ１の２０１Ｂ７細胞培養培地（
表１の２ｉＬＦＡ＋Ｇｏ６９８３の培地）を、表１のＫＳＲ　２ｉＬＦＡの培地または表
１のＫＳＲ　２ｉＬＦＡ＋Ｇｏ６９８３の培地に変更し、ドキシサイクリンの添加によっ
て導入遺伝子の発現を誘導したうえで低酸素にて培養した。それぞれの条件で培養したｐ
ａｓｓａｇｅ１を継代から５日～７日後に回収し、ｑＰＣＲによる解析に供した。その結
果を図３に示す。図３から明らかであるように、Ｇｏ６９８３を添加した培地で培養した
ｉＰＳ細胞のほうが、ＥＳＲＲＢの発現は高かった。本結果から、Ｇｏ６９８３をドキシ
サイクリンによる導入遺伝子の発現誘導と同時に添加することにより、ｉＰＳ細胞のナイ
ーブ化は促進されることが分かった。
【００５６】
実施例４　フォルスコリンおよびＡ８３－０１の添加のナイーブ化に対する効果
　ＥＳＲＲＢ遺伝子はマウスＥＳ細胞において自己複製を制御する重要な遺伝子である（
Cell Stem Cell, 11,491-504 (2012)参照）。本発明では、実施例１の結果から明らかで
あるように、導入遺伝子の発現誘導の有無にかかわらず、ＥＳＲＲＢの発現は高い状態で
維持されている。それに対し、非特許文献３に記載のリセット細胞では、ＥＳＲＲＢの発
現はほとんど認められていない（非特許文献３参照）。本発明と非特許文献３に記載の条
件における相違点のひとつが、本発明では非特許文献３に記載の培地条件にフォルスコリ
ンとＡ８３－０１を加えた点である。そこで、本相違点が、ナイーブ化（ＥＳＲＲＢの発
現およびコロニー形態）に及ぼす影響について検討した。
【００５７】
　本実験では、ナイーブ化を検討する培地として、本発明の培地（表１の２ｉＬＦＡ＋Ｇ
ｏ６９８３の培地）および比較培地として表１に記載の２ｉＬ＋Ｇｏ６９８３の培地を使
用し、その他のナイーブ化方法は「１．３　ｉＰＳ細胞のナイーブ化」と同様に行った。
各培地で培養したＰａｓｓａｇｅ２およびＰａｓｓａｇｅ３の２０１Ｂ７細胞におけるＥ
ＳＲＲＢの遺伝子発現およびコロニー形態を指標に、ナイーブ化を評価した。
【００５８】
　その結果を図４に示す。両培地ともドキシサイクリン添加中は、ＥＳＲＲＢの発現が上
昇しており、ナイーブ型のマウスＥＳ細胞と似たドーム状のコロニー形態をとっていた。
しかしながら、２ｉＬ＋Ｇｏ６９８３の培地で培養したｉＰＳ細胞ではドキシサイクリン
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の添加を止めてしまうと、ＥＳＲＲＢの発現が顕著に低下し（ドキシサイクリン添加時の
発現の約１０％）、またプライム型の特徴である扁平なコロニーが増えていた。それに対
し、本発明の培地（表１の２ｉＬＦＡ＋Ｇｏ６９８３の培地）で培養したｉＰＳ細胞では
ドキシサイクリンの添加を止めた後も、ＥＳＲＲＢの発現は低下するものの、その低下は
２ｉＬ＋Ｇｏ６９８３条件と比べて軽微（ドキシサイクリン添加時の発現の約５０％）で
あり、ドーム状のコロニー形態も維持されていた。
　本結果から、導入遺伝子の発現誘導を止めた後もｉＰＳ細胞のナイーブ化状態を維持す
るためにはフォルスコリンとＡ８３－０１の添加が必要であることが分かった。
【００５９】
　なお、非特許文献３では、Ｇｏ６９８３はドキシサイクリンを抜くタイミングで添加さ
れているが、本試験ではフォルスコリンとＡ８３－０１による効果に焦点を当てるため、
本発明の方法と同様にＧｏ６９８３はドキシサイクリン添加時から添加した。実施例２か
ら明らかであるように、Ｇｏ６９８３はドキシサイクリン添加時から添加している方がＥ
ＳＲＲＢの発現は高い。したがって、非特許文献３におけるリセット細胞におけるＥＳＲ
ＲＢの発現は本実験結果よりもさらに低く、非特許文献３に記載されているようにその発
現はほとんど認められず、リセット細胞における転写因子ネットワークは脆弱になってい
る（非特許文献３参照）。それに対し、本発明の方法によって製造され維持されたナイー
ブ型ｉＰＳ細胞では、ナイーブ型のマウスＥＳ細胞と同じ転写因子の発現が認められてお
り、ナイーブ型のマウスＥＳ細胞と同じ転写因子ネットワークが形成されているものと考
えられる。したがって、本発明方法によって製造され維持されたナイーブ型ｉＰＳ細胞は
、非特許文献３に記載のリセット細胞よりもナイーブ化が進んだ状態であることがわかる
。
【００６０】
実施例５　リプログラミング因子の組み合わせによるリプログラミング効率の比較
　本発明と非特許文献３に記載の条件における相違点のひとつが、本発明では非特許文献
３に記載のリプログラミング因子（ＫＬＦ２及びＮＡＮＯＧ）に山中４因子を加えた点で
ある。そこで、本相違点が、ナイーブ化（ＥＳＲＲＢの発現）に及ぼす影響について検討
した。
　上記「１．１　プライム型ヒトｉＰＳ細胞の培養」条件で培養されたＷＤ３９細胞に対
し「１．２　遺伝子導入細胞株の作製」と同様の手技を用いて遺伝子導入した。遺伝子導
入ではリバーステトラサイクリン制御性トランス活性化因子（ｒｔＴＡ）発現ベクター（
ｒｔＴＡ：ｃｌｏｎｔｅｃｈのｒｔＴＡ－Ａｄｖａｎｃｅｄ配列使用）、ＰｉｇｇｙＢａ
ｃ　Ｔｒａｎｓｐｏｓｏｎ発現ベクター（Proc Natl Acad Sci U S A. 2011 Jan 25;108(
4):1531-6参照）、ドキシサイクリン依存的にリプログラミング因子及び蛍光タンパクを
発現するベクターの３種類のベクターを導入し（図９）、上記「１．１プライム型ヒトｉ
ＰＳ細胞の培養」と同様に培養した。なお、リプログラミング因子及び蛍光タンパクの組
み合わせは（１）ＫＬＦ２、ＮＡＮＯＧ及びＶｅｎｕｓ、（２）山中４因子及びＣｅｒｕ
ｌｅａｎ、（３）山中４因子、ＫＬＦ２、ＮＡＮＯＧ及びＴＯＭＡＴＯの三種類を用いた
。遺伝子導入の翌日～４日後にドキシサイクリンを添加し、ドキシサイクリン添加の翌日
から薬剤によるセレクションを行った。セレクションとして、ドキシサイクリン依存的に
発現する耐性遺伝子の種類に従い、ネオマイシン（１００μｇ／ｍＬ）又はピューロマイ
シン（１μｇ／ｍＬ）を添加した。ドキシサイクリン添加５日後に細胞を回収し、ｑＰＣ
Ｒによる遺伝子発現解析を実施したところ、（３）山中４因子、ＫＬＦ２、ＮＡＮＯＧ及
びＴＯＭＡＴＯの遺伝子を導入した細胞では、（１）ＫＬＦ２、ＮＡＮＯＧ及びＶｅｎｕ
ｓや（２）山中４因子及びＣｅｒｕｌｅａｎを導入した細胞に比べてＥＳＲＲＢの発現が
相乗的に高かった（図５）。したがって、山中４因子、ＫＬＦ２、ＮＡＮＯＧの６遺伝子
の導入によって製造されたナイーブ型ｉＰＳ細胞は、非特許文献３に記載のリセット細胞
よりもナイーブ化が進んだ状態であることがわかる。
【００６１】
　以上実施例３～５の結果より、以下のことが明らかとなった。
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（１）ＰＫＣ阻害剤（例えば、Ｇｏ６９８３）を導入遺伝子の発現誘導時に添加すること
により、ナイーブ化は促進する。
（２）ＫＬＦ２、ＮＡＮＯＧの２遺伝子のみの導入より、山中４因子を加えた６遺伝子の
導入によってナイーブ化はより促進する。
（３）ｃＡＭＰ産生促進剤（例えば、フォルスコリン）とＴＧＦ－β阻害剤（例えば、Ａ
８３－０１）の添加により、細胞はナイーブ化状態を維持する。
　以上より、本発明方法によって製造され維持されたナイーブ型多能性幹細胞（例えば、
ヒトiPS細胞）は、非特許文献３に記載のリセット細胞よりもナイーブ化が数段に進んだ
状態であり、ナイーブ型多能性幹細胞として十分に機能する。
【００６２】
実施例６　ナイーブ化したｉＰＳ細胞からの神経分化誘導
　プライム型およびナイーブ化したｉＰＳ細胞をＳＤＩＡ法によって神経分化誘導した。
ＳＤＩＡ法はマウスストローマ細胞株（ＰＡ６細胞、理研バイオリソースセンター）をフ
ィーダー細胞としてｉＰＳ／ＥＳ細胞を培養することで神経への分化を誘導する方法であ
る（Kawasaki et al. Neuron. 2000 Oct;28(1):31-40参照）。ＰＡ６細胞の通常の培養は
、αＭＥＭ＋１０％ＦＢＳを使用した。ＳＤＩＡ法を行う際に、培地を表１のＳＤＩＡ　
ｍｅｄｉｕｍに変更した。プライム型からＳＤＩＡ法を実施する際には上記「１．２　遺
伝子導入細胞株の作製」と同様の方法でコロニーを単一細胞にしたが、細胞死を抑える目
的で実験開始１時間前から１０μＭとなるようＲＯＣＫ阻害剤であるＹ２７６３２を添加
した。ＰＡ６細胞上に細胞を播種した後にはＹ２７６３２を添加しなかった。細胞数は１
２ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅに２×１０３～２×１０４／ｗｅｌｌで播種した。ナイーブ型か
らＳＤＩＡ法を実施する際には上記「１．３　ｉＰＳ細胞のナイーブ化」で作製したＰａ
ｓｓａｇｅ３またはＰａｓｓａｇｅ４の細胞をＴｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡを用いた方法で
コロニーを単一細胞にした。なお、細胞死を抑える目的で実験開始１時間前から１０μＭ
となるようＲＯＣＫ阻害剤であるＹ２７６３２を添加した。ＰＡ６細胞上に細胞を播種し
た後にはＹ２７６３２を添加しなかった。細胞数は１２ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅに２×１０
３～２×１０４／ｗｅｌｌで播種した。ＳＤＩＡ法の１０日目に４％ＰＦＡによって細胞
を固定し、ＭＡＰ２に対して免疫組織染色を実施した（抗体Ｍ４４０３、ｓｉｇｍａ）。
１つ１つのコロニーを蛍光顕微鏡で観察し、ＭＡＰ２陽性の神経が誘導されているか判別
した。その結果を図６に示す。
【００６３】
　ナイーブ化したｉＰＳ細胞はプライム型のｉＰＳ細胞に比べてＭＡＰ２陽性の細胞が存
在するコロニーの割合が顕著に高かった。この結果は、使用した２０１Ｂ７細胞およびＷ
Ｄ３９細胞の両方で認められた。本結果から、本発明の方法によってナイーブ化されたｉ
ＰＳ細胞は、優れた分化能を有していることが分かった。
【００６４】
実施例７　ナイーブ化したｉＰＳ細胞からのアストロサイト分化誘導
　プライム型およびナイーブ化したｉＰＳ細胞をＮｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅを介する方法に
よって神経分化誘導した（Stem Cells. 2008 Dec;26(12):3086-98参照）。プライム型か
らアストロサイト分化を実施する際には解離液を用いてコロニーを塊の状態で剥がし、表
１のプライム型条件の培地からｂＦＧＦを除いた培地で浮遊培養することで胚様体を形成
させた。ナイーブ型からアストロサイト分化を実施する際には強くピペッティングを繰り
返すことでコロニーを塊の状態で剥がし、Ｎ２Ｂ２７培地（ナイーブ培地の基礎培地）で
培養することで胚様体を形成した。なお、胚様体形成時のコロニーの剥がし方と培地以外
はすべてプライム型とナイーブ化したｉＰＳ細胞で全く同じ操作をした。また、胚様体形
成期間には神経系への分化を促進するため、１００ｎＭとなるようＬＤＮ１９３１８９を
添加した。胚様体形成の７日後に胚様体を回収し、ＴｒｙｐＬＥＴＭ　Ｓｅｌｅｃｔを１
ｍＬ添加して３７℃にて１０分反応させた。Ｔｒｙｐｓｉｎ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２ｍＬ
を加えた後に、Ｐ１０００のピペットマンで２０回～３０回ピペッティングすることで単
一細胞に解離した。解離した細胞は２×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍｌとなるよう調整し、２％



(16) JP WO2016/148253 A1 2016.9.22

10

20

Ｂ２７及び２０ｎｇ／ｍｌ　ｂＦＧＦを添加したＭＨＭ培地で浮遊培養することで一次Ｎ
ｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅを形成した。一次Ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅ形成の７日後にＮｅｕｒ
ｏｓｐｈｅｒｅを回収し、ＴｒｙｐＬＥＴＭ　Ｓｅｌｅｃｔを１ｍＬ添加して３７℃にて
１０分反応させた。Ｔｒｙｐｓｉｎ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２ｍＬを加えた後に、Ｐ１００
０のピペットマンで２０回～３０回ピペッティングすることで単一細胞に解離した。解離
した細胞は２×１０５ｃｅｌｌｓ／ｍｌとなるよう調整し、２％Ｂ２７及び２０ｎｇ／ｍ
ｌ　ｂＦＧＦを添加したＭＨＭ培地で浮遊培養することで二次Ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅを
形成した。二次Ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅ形成の７日後にｐｏｌｙ－Ｌ－ｏｒｎｉｔｈｉｎ
ｅ及びｆｉｂｒｏｎｅｃｔｉｎコートしたカバーガラス上に二次Ｎｅｕｒｏｓｐｈｅｒｅ
を播種し分化を促した。分化用の培地には２％Ｂ２７，２％ＦＢＳ及び２０ｎｇ／ｍｌ　
ｈＬＩＦを添加したＭＨＭ培地を用いた。カバーガラス上に播種した１０日後に４％ＰＦ
Ａによって細胞を固定し、神経マーカーであるβIIIーＴｕｂｕｌｉｎ及びアストロサイ
トマーカーであるＧＦＡＰに対して免疫組織染色を実施した（抗体Ｔ８６６０、ｓｉｇｍ
ａ及び抗体２．２Ｂ１０、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）。
　その結果を図７に示す。ナイーブ化したｉＰＳ細胞はプライム型のｉＰＳ細胞に比べて
アストロサイトへ分化する細胞の割合が顕著に高かった。この結果は、使用した２０１Ｂ
７細胞（図中、Ｂ７）およびＷＤ３９細胞（図中、ＷＤ）の両方で認められた。本結果か
ら、本発明の方法によってナイーブ化されたｉＰＳ細胞は、優れた分化能を有しているこ
とが分かった。
【００６５】
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【表１】

【００６６】
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【表２】

【産業上の利用可能性】
【００６７】
　本発明によれば、ナイーブ型の特徴を維持し、かつ分化多能性を有する多能性幹細胞を
安定的に製造できるため、臨床利用、薬物評価等の実用的な応用が可能である。
【配列表フリーテキスト】
【００６８】
配列番号１：プライマー
配列番号２：プライマー
配列番号３：プライマー
配列番号４：プライマー
配列番号５：プライマー
配列番号６：プライマー
配列番号７：プライマー
配列番号８：プライマー
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【図３】 【図４】
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【図７】 【図８】
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【国際調査報告】



(23) JP WO2016/148253 A1 2016.9.22

10

20

30

40



(24) JP WO2016/148253 A1 2016.9.22

10

20

30

40



(25) JP WO2016/148253 A1 2016.9.22

10

20

30

40



(26) JP WO2016/148253 A1 2016.9.22

10

20

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,ST,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,T
J,TM),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,R
O,RS,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,KM,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,
BA,BB,BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,H
N,HR,HU,ID,IL,IN,IR,IS,JP,KE,KG,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG
,NI,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SA,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,
UA,UG,US

(74)代理人  100117019
            弁理士　渡辺　陽一
(74)代理人  100150810
            弁理士　武居　良太郎
(74)代理人  100134784
            弁理士　中村　和美
(72)発明者  岡野　栄之
            東京都新宿区信濃町３５番地　慶應義塾大学　医学部内
(72)発明者  塩澤　誠司
            東京都新宿区信濃町３５番地　慶應義塾大学　医学部内
(72)発明者  木佐　文彦
            茨城県つくば市和台１７番地２　小野薬品工業株式会社内
Ｆターム(参考) 4B065 AA90X AB01  BA01  CA44 

（注）この公表は、国際事務局（ＷＩＰＯ）により国際公開された公報を基に作成したものである。なおこの公表に
係る日本語特許出願（日本語実用新案登録出願）の国際公開の効果は、特許法第１８４条の１０第１項(実用新案法 
第４８条の１３第２項）により生ずるものであり、本掲載とは関係ありません。


	biblio-graphic-data
	abstract
	claims
	description
	drawings
	reference-file-article
	search-report
	overflow

