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本公开提供了促进多能干细胞分化成胸腺

上皮细胞或胸腺上皮细胞祖细胞的方法，以及从

所述方法获得的细胞，以及包含此类细胞的溶

液、组合物和药物组合物。本公开还提供了将胸

腺上皮细胞或胸腺上皮细胞祖细胞用于治疗和

预防疾病、产生器官以及用于其他用途的方法，

以及试剂盒。
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1.一种诱导多能干细胞分化成胸腺上皮细胞或胸腺上皮细胞祖细胞的方法，其包括以

下步骤：

a.使所述多能干细胞分化成定形内胚层细胞；

b.培养所述定形内胚层细胞，并且通过如下方法使所述定形内胚层细胞分化成前部前

肠细胞：将所述定形内胚层细胞与抑制BMP的剂和抑制TGFβ信号传导的剂接触或一起孵育，

并且进一步将所述定形内胚层细胞与刺激HOXA3表达的剂和刺激TBX1表达的剂接触或一起

孵育；

c.培养所述前部前肠细胞，并且通过如下方法使所述前部前肠细胞分化成咽内胚层细

胞：将所述前部前肠细胞与刺激HOXA3表达的剂、刺激TBX1表达的剂以及刺激PAX9和PAX1表

达的剂接触或一起孵育；

d .培养所述咽内胚层细胞，并且通过如下方法使所述咽内胚层细胞分化成远端咽囊

(PP)特化细胞、胸腺上皮细胞或胸腺上皮祖细胞：将所述咽内胚层细胞与抑制BMP的剂接触

或一起孵育；以及

e.培养来自步骤c或步骤d的所述咽内胚层细胞，并且通过如下方法使所述咽内胚层细

胞分化成远端咽囊(PP)特化细胞、胸腺上皮细胞或胸腺上皮祖细胞：将所述咽内胚层细胞

与BMP接触或一起孵育。

2.如权利要求1所述的方法，其中步骤a被执行约一天至约六天。

3.如权利要求1所述的方法，其中在步骤a.中，将所述多能干细胞在无血清分化培养基

中培养，并且与约0.5ng/ml的量的人骨形态发生蛋白(BMP)、约2.5ng/ml的量的人碱性成纤

维细胞生长因子和约100ng/ml的量的人活化素A接触或一起孵育。

4.如权利要求1所述的方法，其中步骤b.在约第3天至约第5天开始执行，持续约2天至

约3天。

5.如权利要求1所述的方法，其中在步骤b.中，所述抑制BMP的剂选自由头蛋白和多索

莫芬组成的组，所述抑制TGFβ信号传导的剂是SB431542，所述刺激HOXA3表达的剂是视黄

酸，并且所述刺激TBX1表达的剂是FGF8b。

6.如权利要求1所述的方法，其中步骤c.在约第5天至约第8天开始执行，持续约6天至

约10天。

7.如权利要求1所述的方法，其中在步骤c.中，所述刺激HOXA3表达的剂是视黄酸，所述

刺激TBX1表达的剂是FGF8b，并且所述刺激PAX9和PAX1表达的剂是音猬因子(Shh)。

8.如权利要求7所述的方法，其中在步骤c.中，在约24小时时，FGF8b以约50ng/ml的量

使用并且视黄酸以约0.25μM的量使用，并且在48小时时，FGF8b以约50ng/mL的量使用并且

Shh以约100ng/ml的量使用。

9.如权利要求1所述的方法，其中步骤d .在约第12天至约第18天开始执行，持续约4天

至约7天。

10.如权利要求1所述的方法，其中在步骤d .中，所述抑制BMP的剂选自由头蛋白和多索

莫芬组成的组。

11.如权利要求1所述的方法，其中步骤e.在约第19天至约第25天开始执行，持续约5天

至约15天。

12.如权利要求1所述的方法，其中在步骤e.中，BMP以约50ng/ml的量使用。
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13.如权利要求1所述的方法，其进一步包括将所述方法结束时的所述TEC或TEP与存活

素抑制剂接触或一起孵育的步骤。

14.如权利要求13所述的方法，其中所述存活素抑制剂是YM155。

15.一种用于诱导多能干细胞分化成胸腺上皮细胞或胸腺上皮细胞祖细胞的方法，其

包括以下步骤：

a.通过如下方法使所述多能干细胞分化成定形内胚层细胞：在无血清分化培养基中培

养所述多能干细胞并且将所述多能干细胞与人骨形态发生蛋白(BMP)、人碱性成纤维细胞

生长因子(bFGF)和人活化素A接触或一起孵育；

b.通过如下方法使来自步骤a.的所述定形内胚层细胞分化成前部前肠细胞：在所述无

血清分化培养基中培养所述定形内胚层细胞并且将所述定形细胞与头蛋白、SB431542

(NS)、视黄酸以及FGF8b接触或一起孵育；

c.通过如下方法使来自步骤b.的所述前部前肠细胞分化成咽内胚层细胞：在所述无血

清分化培养基中培养所述前部前肠细胞并且将所述前部前肠细胞与FGF8b和视黄酸，随后

与FGF8b和音猬因子(Shh)接触或一起孵育；

d .通过如下方法使来自步骤c.的所述咽内胚层细胞分化成第3咽囊特化细胞、胸腺上

皮细胞或胸腺上皮细胞祖细胞：在所述无血清分化培养基中培养所述咽内胚层细胞并且将

所述细胞与头蛋白接触或一起孵育；以及

e.通过如下方法使来自步骤c.或步骤d .的所述咽内胚层细胞进一步分化成第3咽囊特

化细胞、胸腺上皮细胞或胸腺上皮细胞祖细胞：在所述无血清分化培养基中培养所述咽内

胚层细胞并且将所述咽内胚层细胞与BMP接触或一起孵育。

16.如权利要求1或15中的任一项所述的方法，其中所述多能干细胞选自由胚胎干细胞

和诱导性多能干细胞组成的组。

17.如权利要求15所述的方法，其中步骤a.被执行约一天至约六天。

18.如权利要求15所述的方法，其中在步骤a.中，BMP以约0.5ng/ml的量使用，人碱性成

纤维细胞生长因子以约2.5ng/ml的量使用，并且人活化素A以约100ng/ml的量使用。

19.如权利要求15所述的方法，其中步骤b.在约第3天至约第5天开始执行，持续约2天

至约3天。

20.如权利要求15所述的方法，其中在步骤b .中，头蛋白以约200ng/ml的量使用，

SB431542以约10μM的量使用，视黄酸以约0.25μM的量使用，并且FGF8b以约50ng/mL的量使

用。

21.如权利要求15所述的方法，其中步骤c.在约第5天至约第8天开始执行，持续约6天

至约10天。

22.如权利要求15所述的方法，其中在步骤c .中，在距开始约24小时时，FGF8b以约

50ng/mL的量使用，并且视黄酸以约0.25μM的量使用。

23.如权利要求15所述的方法，其中在步骤c.中，在约48小时时，FGF8b以约50ng/mL的

量使用，并且Shh以约100ng/ml的量使用。

24.如权利要求15所述的方法，其中步骤d .在约第12天至约第18天开始执行，持续约4

天至约7天。

25.如权利要求15所述的方法，其中在步骤d.中，头蛋白以约100ng/ml的量使用。
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26.如权利要求15所述的方法，其中步骤e .在约第19天至约第25天开始执行，持续约5

天至约15天。

27.如权利要求15所述的方法，其中在步骤e.中，BMP以约50ng/ml的量使用。

28.如权利要求15所述的方法，其进一步包括将所述方法结束时的所述TEC或TEP与存

活抑制剂接触或一起孵育的步骤。

29.如权利要求28所述的方法，其中所述存活素抑制剂是YM155。

30.通过权利要求1或15所述的方法获得的胸腺上皮细胞或胸腺上皮细胞祖细胞。

31.一种预防和/或治疗胸腺疾病的方法，其包括向有需要的受试者施用治疗有效量的

权利要求30所述的细胞。

32.如权利要求31所述的方法，其中所述疾病是自身免疫性疾病。

33.一种恢复或复原胸腺功能受损的方法，其包括向有需要的受试者施用治疗有效量

的权利要求30所述的细胞。

34.如权利要求33所述的方法，其中所述胸腺功能受损是由于损伤、衰老或先天性异常

引起的。

35.一种使用权利要求30所述的细胞对受试者进行药物测试的方法，其中所述TEC或

TEP来源于所述受试者。

36.一种使用权利要求30所述的细胞开发小鼠模型的方法。

37.一种在骨髓移植后重建T细胞的方法，其包括向有需要的受试者施用治疗有效量的

权利要求30所述的细胞。

38.一种产生杂交胸腺的方法，其包括将权利要求30所述的胸腺上皮细胞与包含所述

胸腺的另外的细胞组合。

39.一种产生杂交胸腺的方法，其包括将权利要求30所述的胸腺上皮细胞移植至猪胸

腺中。

40.如权利要求39所述的方法，其中所述猪胸腺来自选自幼猪和胎儿猪的猪。

41.一种通过权利要求38至40所述的方法中的任一种产生的杂交胸腺。

42.一种用于诱导多能干细胞分化成胸腺上皮细胞或胸腺上皮细胞祖细胞的方法，其

包括以下步骤：

a.通过如下方法使所述多能干细胞分化成定形内胚层细胞：在无血清分化培养基中培

养所述多能干细胞并且将所述多能干细胞与人骨形态发生蛋白(BMP)、人碱性成纤维细胞

生长因子(bFGF)和人活化素A接触或一起孵育；

b.通过如下方法使来自步骤a.的所述定形内胚层细胞分化成前部前肠细胞：在所述无

血清分化培养基中培养所述定形内胚层细胞并且将所述定形内胚层细胞与头蛋白和

SB431542(NS)接触或一起孵育；

c.通过如下方法使来自步骤b.的所述前部前肠细胞分化成咽内胚层细胞：在所述无血

清分化培养基中培养所述前部前肠细胞并且将所述前部前肠细胞与FGF8b和视黄酸，随后

与FGF8b和音猬因子(Shh)接触或一起孵育；以及

d .通过如下方法使来自步骤c.的所述咽内胚层细胞分化成第3咽囊特化细胞或胸腺上

皮细胞：在所述无血清分化培养基中培养所述咽内胚层细胞并且将所述咽内胚层细胞与

BMP4接触或一起孵育。

权　利　要　求　书 3/4 页

4

CN 119351306 A

4



43.如权利要求42所述的方法，其中步骤b.进一步包括将所述定形内胚层细胞与视黄

酸接触或一起孵育。

44.如权利要求43所述的方法，其包括将所述定形内胚层细胞与FGF8b接触或一起孵

育。

45.如权利要求42所述的方法，其中步骤d进一步包括将所述咽内胚层细胞与头蛋白接

触或一起孵育。

46.如权利要求42所述的方法，其进一步包括将所述胸腺上皮细胞与存活素抑制剂接

触或一起孵育。
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促进多能干细胞的胸腺上皮细胞和胸腺上皮细胞祖细胞的分

化的方法

[0001] 本申请是申请号为202080021893.1、申请日为2020年03月31日、发明名称为“促进

多能干细胞的胸腺上皮细胞和胸腺上皮细胞祖细胞的分化的方法”的中国专利申请的分案

申请。

[0002] 相关申请的交叉引用

[0003] 本申请要求于2019年4月1日提交的美国专利申请序列号62/827,383的优先权，其

全部内容通过引用结合于此。

[0004] 政府资助的声明

[0005] 本发明是在由国立卫生研究院(National  Institutes  of  Health)授予的授权号

DK104207、DK103585和AI045897的政府支持下完成的。政府在本发明中拥有某些权利。

技术领域

[0006] 本公开提供了促进多能干细胞分化成胸腺上皮细胞或胸腺上皮细胞祖细胞的方

法，以及从所述方法获得的细胞，以及包含此类细胞的溶液、组合物和药物组合物。本公开

还提供了将胸腺上皮细胞或胸腺上皮细胞祖细胞用于治疗和预防疾病、产生器官以及用于

其他用途的方法和试剂盒。

背景技术

[0007] 胸腺是负责T细胞发育和培养的主要淋巴器官。胸腺上皮细胞(TEC)是胸腺基质的

关键组分。胸腺皮质中的TEC(cTEC)专门用于T细胞阳性选择，而骨髓TEC(mTEC)参与T细胞

阴性选择。TEC介导的选择促进可识别由自身MHC分子呈递的外源抗原的自身耐受且高度多

样化的T细胞库。除TEC外，正常的胸腺生成还涉及高度组织化的基质和造血细胞类型网络。

[0008] 来自人多能干细胞(hPSC)的功能性TEC或TEC祖细胞(TEP)的体外产生可产生这样

的细胞、组织或器官，所述细胞、组织或器官有助于患有因先天性病症(诸如迪格奥尔格综

合征(DiGeorge  syndrome))所致的胸腺功能障碍以及因HIV感染、高剂量化疗和放疗治疗、

植入物抗宿主病和与高龄结合的长期免疫抑制疗法所致的获得性功能障碍的患者中的T细

胞重建，这本身导致较差的胸腺生成功能。由于成人胸腺中TEC的数量是有限的并且从出生

后的胸腺中扩增它们的可靠方法一直难以实现，因此从多能干细胞(PSC)产生TEC是重要的

目标。创建hPSC向TEC的紧密受控分化的体外方案需要精确的发育时间和细胞因子线索的

知识和应用。虽然从支持鼠(Parent等人2013；Sun等人2013；Soh等人2014；Bredenkamp等人

2014))或人(Su等人2015)T细胞发育的鼠或人PSC产生功能性TEP已经被描述，但高水平的

幼稚人T细胞的重建尚未得到证明。因此，本领域需要一种产生人TEP和TEC的方法。

发明内容

[0009] 本文示出了一种体外诱导包括胚胎干细胞(ESC)和诱导性多能干细胞(iPSC)的人

多能干细胞(hPSC)分化成胸腺上皮细胞祖细胞(TEC祖细胞)的有效方法，其中胸腺上皮细
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胞(TEC)或胸腺上皮细胞祖细胞(TEP)能够体内产生胸腺器官和T细胞。

[0010] 这个方案在没有蛋白质转导或遗传修饰的情况下实现了迄今为止所描述的FOXN1

的最高体外表达。培养后，细胞表达上皮标记物EpCam、角蛋白5和角蛋白8。当与人胸腺间充

质细胞(ThyMES)混合时，体内植入的细胞在静脉内接受人造血干细胞(HSC)的切除胸腺的

NOD‑scid  IL2Rγnull(NSG)小鼠中支持幼稚人T细胞重建(Khosravi‑Mahrarlooei等人

2020)。

[0011] 本公开的一个实施方案是一种诱导包括胚胎干细胞(ESC)和诱导性多能干细胞

(iPSC)的人多能干细胞(hPSC)分化成胸腺上皮细胞(TEC)或胸腺上皮细胞祖细胞(TEC祖细

胞)(TEP)的方法，所述方法包括以下步骤：

[0012] 1.使人多能干细胞分化成内胚层细胞；

[0013] 2 .培养所得的内胚层细胞，并且通过如下方法使内胚层细胞分化成前部前肠细

胞：将内胚层细胞与抑制BMP的剂和抑制TGFβ信号传导的剂接触或一起孵育，并且进一步将

所述细胞与刺激HOXA3表达的剂和刺激TBX1表达的剂接触或一起孵育；

[0014] 3.进一步培养所得的前部前肠细胞，并且通过如下方法使前部前肠细胞分化成咽

内胚层细胞：将前部前肠细胞与刺激TBX1表达的剂和刺激PAX9和PAX1表达的剂接触或一起

孵育；

[0015] 4.进一步培养所得的咽内胚层细胞，并且通过如下方法使咽内胚层细胞分化成远

端咽囊(PP)特化细胞、胸腺上皮细胞或胸腺上皮细胞祖细胞：将咽内胚层细胞与抑制BMP的

剂接触或一起孵育并随后将咽内胚层细胞与BMP接触或一起孵育；以及

[0016] 5.将所述方法结束时的TEC或TEP与存活素抑制剂接触或一起孵育。

[0017] 进一步的实施方案是一种从包括胚胎干细胞(ESC)和诱导性多能干细胞(iPSC)的

人多能干细胞(hPSC)获得胸腺上皮细胞(TEC)或胸腺上皮细胞祖细胞(TEP)的方法，所述方

法包括以下步骤：

[0018] 1.使人多能干细胞分化成内胚层细胞；

[0019] 2 .培养所得的内胚层细胞，并且通过如下方法使内胚层细胞分化成前部前肠细

胞：将内胚层细胞与抑制BMP的剂和抑制TGFβ信号传导的剂接触或一起孵育，并且进一步将

所述细胞与刺激HOXA3表达的剂和刺激TBX1表达的剂接触或一起孵育；

[0020] 3.进一步培养所得的前部前肠细胞，并且通过如下方法使前部前肠细胞分化成咽

内胚层细胞：将前部前肠细胞与刺激TBX1表达的剂和刺激PAX9和PAX1表达的剂接触或一起

孵育；

[0021] 4.进一步培养所得的咽内胚层细胞，并且通过如下方法使咽内胚层细胞分化成远

端咽囊(PP)特化细胞、胸腺上皮细胞：将咽内胚层细胞与抑制BMP的剂接触或一起孵育并随

后将咽内胚层细胞与BMP接触或一起孵育；以及

[0022] 5.将所述方法结束时的TEC或TEP与存活素抑制剂接触或一起孵育。

[0023] 本公开的进一步实施方案是一种诱导包括胚胎干细胞(ESC)和诱导性多能干细胞

(iPSC)的人多能干细胞(hPSC)分化成胸腺上皮细胞(TEC)或胸腺上皮细胞祖细胞(TEC祖细

胞)(TEP)的方法，所述方法包括以下步骤：

[0024] 1.通过如下方法使多能干细胞分化成内胚层细胞：在无血清分化培养基中培养多

能干细胞并且将所述细胞与人骨形态发生蛋白(BMP)、人碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)
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和人活化素A接触或一起孵育；

[0025] 2.通过如下方法使来自第一步骤的内胚层细胞分化成前部前肠细胞：在分化培养

基中培养内胚层细胞并且将所述细胞与头蛋白(Noggin)、SB431542、视黄酸和FGF8b接触或

一起孵育；

[0026] 3.通过如下方法使来自第二步骤的前部前肠细胞分化成咽内胚层细胞：在分化培

养基中培养所述细胞并且将所述细胞与FGF8b和视黄酸接触或一起孵育并随后与FGF8b和

音猬因子(Sonic  Hedgehog)(Shh)接触或一起孵育；

[0027] 4.通过如下方法使来自步骤3的咽内胚层细胞分化成第3咽囊特化细胞：在分化培

养基中培养所述细胞并且将所述细胞与头蛋白接触或一起孵育；

[0028] 5.通过如下方法使来自步骤3或步骤4的咽内胚层细胞进一步分化成第3咽囊特化

细胞、TEP或TEC：在分化培养基中培养所述细胞并且将所述细胞与BMP接触或一起孵育；以

及

[0029] 6.使所述细胞暴露于存活素抑制剂中。

[0030] 进一步的实施方案是一种从包括胚胎干细胞(ESC)和诱导性多能干细胞(iPSC)的

人多能干细胞(hPSC)获得胸腺上皮细胞(TEC)或胸腺上皮细胞祖细胞(TEP)的方法，所述方

法包括以下步骤：

[0031] 1.通过如下方法使多能干细胞分化成内胚层细胞：在无血清分化培养基中培养多

能干细胞并且将所述细胞与人骨形态发生蛋白(BMP)、人碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)

和人活化素A接触或一起孵育；

[0032] 2.通过如下方法使来自第一步骤的内胚层细胞分化成前部前肠细胞：在分化培养

基中培养内胚层细胞并且将所述细胞与头蛋白、SB431542、视黄酸和FGF8b接触或一起孵

育；

[0033] 3.通过如下方法使来自第二步骤的前部前肠细胞分化成咽内胚层细胞：在分化培

养基中培养所述细胞并且将所述细胞与FGF8b和视黄酸接触或一起孵育，随后与FGF8b和音

猬因子(Shh)接触或一起孵育；

[0034] 4.通过如下方法使来自步骤3的咽内胚层细胞分化成第3咽囊特化细胞：在分化培

养基中培养所述细胞并且将所述细胞与头蛋白接触或一起孵育；

[0035] 5.通过如下方法使来自步骤3或步骤4的咽内胚层细胞进一步分化成第3咽囊特化

细胞、TEP或TEC：在分化培养基中培养所述细胞并且将所述细胞与BMP接触或一起孵育；以

及

[0036] 6.使所述细胞暴露于存活抑制剂中。

[0037] 在一些实施方案中，细胞与各种剂的接触或一起孵育通过在包含所述剂的培养基

中培养细胞来完成。

[0038] 本公开还提供了使用本文所描述的方法获得的细胞，以及包含使用本文所描述的

方法获得的细胞的溶液、组合物和药物组合物。

[0039] 在一些实施方案中，这些细胞表达FOXN1、EpCAM、角蛋白5和角蛋白8。在一些实施

方案中，这些细胞是胸腺上皮细胞(TEC)。在一些实施方案中，这些细胞是胸腺上皮细胞祖

细胞(TEC祖细胞)(TEP)。

[0040] 包括细胞，包含所述细胞的溶液、组合物和药物组合物在内的所有前述实施方案
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都可用于治疗和/或预防疾病。

[0041] 在一些实施方案中，所述疾病是胸腺疾病。

[0042] 在进一步的实施方案中，所述疾病是自身免疫性疾病，包括但不限于1型糖尿病、

类风湿性关节炎(RA)、银屑病、银屑病关节炎、多发性硬化、系统性红斑狼疮(SLE)、炎性肠

病、阿狄森氏病(Addison’sdisease)、格雷夫斯氏病(Graves’disease)、肖格伦综合征(

syndrome)、桥本氏甲状腺炎(Hashimoto’s  thyroiditis)、重症肌无力、自身免

疫性血管炎、恶性贫血、乳糜泻、白癜风和斑秃。

[0043] 包括细胞，包含所述细胞的溶液、组合物和药物组合物在内的所有前述实施方案

都可用于恢复或复原胸腺功能受损，其中功能受损是由于衰老或损伤或诸如HIV的感染性

疾病引起的。

[0044] 包括细胞，包含所述细胞的溶液、组合物和药物组合物在内的所有前述实施方案

都可用于在骨髓移植后重建T细胞。

[0045] 包括细胞，包含所述细胞的溶液、组合物和药物组合物在内的所有前述实施方案

都可用于产生包含所述细胞和胸腺或者其他细胞或包含胸腺的组织的杂交胸腺。在一些实

施方案中，所述胸腺来自不同的个体。在一些实施方案中，所述胸腺来自不同的物种。在一

些实施方案中，所述胸腺来自猪。在一些实施方案中，所述猪是胎儿猪。在一些实施方案中，

所述猪是幼猪。

[0046] 包括细胞，包含所述细胞的溶液、组合物和药物组合物在内的所有前述实施方案

都可用于开发小鼠模型和执行药物测试。

[0047] 包括细胞，包含所述细胞的溶液、组合物和药物组合物在内的所有前述实施方案

都可用于开发胸腺，以用于治疗存在其中胸腺功能部分或完全受损的先天性异常的个体，

如患有迪格奥尔格综合征、22q.11.2缺失综合征或努德综合征(nude  syndrome)的个体。

[0048] 在又另外的实施方案中，本公开涉及用于实践本公开的方法以获得本文公开的细

胞、溶液、组合物和药物组合物的剂盒。本公开还包括包括所述细胞、溶液、组合物和药物组

合物的剂盒。

[0049] 如本文所描述，所述方法、系统和试剂盒适用于胸腺上皮细胞或胸腺上皮细胞祖

细胞(TEP)的大规模、可再现的生产。

附图说明

[0050] 出于说明本发明的目的，在附图中描绘了本发明的某些实施方案。然而，本发明不

限于附图中描绘的实施方案的精确布置(arrangements)和手段(instrumentalities)。

[0051] 图1‑用于使hESC直接分化为第3PP偏向的咽内胚层的方案的建立。图1A是假定的

朝向所需细胞命运的hESC分化步骤的示意图，反映了图1B中所示处理的目的。图1B是使

hESC分化为第3PP偏向的咽内胚层直至第15天的所测试方案的示意图。将方案#1(在图1B中

被指示为“1”)(FGF8b+RA250)视为参考方案，在图1D中将其与方案#2(在图1B中被指示为

“2”)(FGF8b)(#1对比#2)和#3(在图1B中被指示为“3”)(FGF8b+RA250与FGF8b+Shh)(#1对

比#3)进行比较。在图1B中，“NS”指示头蛋白和SB431542。图1C示出了在第4.5天分离的胚状

体上的EpCAM和CXCR4(内胚层标记物)表达的代表性流式细胞术分析。图1D是显示在第15天

在图1B所示的方案条件下分化的hESC中的基因表达的比较分析的图表。所述图表表示如通
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过qPCR测量的RNA表达的倍数变化。(n＝3‑11，值表示平均值±SEM，*p<0.05，**p<0.01，***

p<0.001，双尾比率配对t检验)。图1E示出了在第15天使用方案#1分化的hESC与分化为‘肝’

的hESC中的PP标记物表达的比较(‘肝脏病状’(Gouon‑Evans等人2006))。条形图表示如通

过qPCR测量的RNA表达的倍数变化(n＝6，值表示平均值±SEM，*p<0.05，**p<0.01，***p<

0.001，双尾比率配对t检验)。图1F是示出在第15天在图1B所示的方案条件下分化的hESC中

的基因表达的比较分析的图表。所述图表表示如通过qPCR测量的RNA表达的倍数变化。(N＝

9‑11，值表示平均值±SEM，*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001，双尾比率配对t检验)。

[0052] 图2‑第3PP和/或TEC远端化的方案的制定。图2A是第30天之前第3PP偏向的细胞的

远端化的所测试方案的示意图。在图2A中，“3b”和“3c”指示基于图1B中的方案#3的修改；

“4b”和“4c”指示基于图1B中的方案#4的修改。图2B示出了从第6.5天开始在不同培养条件

下测试的多种hESC分化方案的示意图。使hESC分化为定形内胚层(DE)持续4.5天，并且随后

将其用头蛋白+SB(NS)和视黄酸(RA)前化。然后用RA和所指示因子的不同组合将细胞模式

化(patterned)8.5天，直到第15天。图2C是来自含有RA和FGF8b(方案#1)的培养物的hESC来

源的细胞中的FOXA2、HOXA3、SIX1、TBX1、EYA1、PAX9和PAX1相比于如图2B中所示的取代

FGF8b的RA+因子的表达分析的图。条形图表示如通过qPCR测量的RNA表达的倍数变化(n＝

3，值表示平均值±SEM，*p<0 .05，**p<0 .01，***p<0 .001，带有邓尼特多重比较检验

(Dunnett's  multiple  comparisons  test)的单向ANOVA)。图2D示出了在第30天头蛋白暴

露对PAX9表达的影响。条形图表示方案#3b相比于#3c和#4b相比于#4c之间的PAX9表达的倍

数变化。(n＝4，值代表平均值±SEM，*p<0 .05，**p<0 .01，***p<0 .001，双尾比率配对t检

验)。图2E示出了如通过qPCR测量的在第4 .5天相比于第6 .5天(方案#3c相比于#4c)开始

FGF8b处理后第30天的FOXN1表达的倍数变化(n＝4‑8，值表示平均值±SEM，*p<0.05，**p<

0.01，***p<0.001，双尾比率配对t检验)。图2F示出了如通过qPCR测量的在方案#4c的第21

天相比于第30天(BMP4暴露之前和之后)的FOXN1表达的倍数变化(n＝4‑8，值表示平均值±

SEM，*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001，双尾比率配对t检验)。图2G示出了如通过qPCR测量的

在方案#4c的第15天相比于第30天的FOXN1表达的倍数变化(n＝4‑8，值表示平均值±SEM，*

p<0.05，**p<0.01，***p<0.001，双尾比率配对t检验)。

[0053] 图3‑第30天体外分化的TEC祖细胞的特征。图3A示出了与胎儿胸腺(FTHY)相比，所

培养细胞(d30；方案#4c)中的TEC标记物表达。(Ct相对于β‑肌动蛋白，n＝3‑22，值表示平均

值±SEM，*p<0.05，**p<0.01，***p<0.001，双尾未配对韦尔奇t检验(two‑tailed  unpaired 

Welch’s  t‑test))。每个点表示一个独立的实验。图3B显示了与胎儿胸腺相比，在方案#4c

条件下培养30天的H9细胞中的第3PP标记物表达。条形图表示相对于β‑肌动蛋白的平均Ct

值+SEM(n＝3‑6)。双尾未配对韦尔奇t检验。每个点表示一个独立的实验。图3C是FOXN1和

GCM2、FOXN1和IL7以及FOXN1和CD205的基因表达水平的皮尔森相关性分析(Pearson 

correlation  analysis)的图。两个轴描绘相对于β‑肌动蛋白的Ct值。每个点表示一个独立

的实验。

[0054] 图4‑用存活素抑制剂YM155处理第30天的hES‑TEP培养物耗尽了多能细胞。图4A是

示出YM155处理的时间段的方案#4c的示意图。所述示意图还显示了完整的分化方案。图4B

是FOXN1和OCT4表达的皮尔森相关性分析的图。两个轴描绘相对于β‑肌动蛋白的Ct值。每个

点表示一个独立的实验。图4C是在耗竭多能细胞后第30天的OCT4表达的倍数变化的图(方
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案#4c相比于#4c+YM155；n＝5，值表示平均值±SEM，*p<0.05，双尾比率配对t检验)。图4D是

显示hES‑TEP移植后数周内无明显畸胎瘤形成的存活百分比的图。来自方案#4c第15天的植

入了hES‑TEP的小鼠(n＝8，灰色线)与来自用(n＝15，黑色虚线)或不用(n＝12，黑色实线)

YM155处理的第30天培养物的植入了hES‑TEP的小鼠进行比较。对数秩曼特尔考克斯检验

(Log‑rank  Mantel  Cox  test)显示，与单独的hES‑TEP第30天或hES‑TEP第30天+YM155处理

相比，hES‑TEP第15天存活率p<0.005。

[0055] 图5‑再聚集使用图4A中所示的方案制备的hES‑TEP并且胸腺间充质细胞形成支持

胸腺生成的胸腺类器官。图5A显示了当从注射有人HSC的NSG小鼠中手术去除(ATX)或不去

除天然胸腺雏形时T细胞的百分比。外周血的ACK裂解产生白细胞(WBC)，该白细胞在HSC注

射后的指定周针对HuCD45+CD3+T细胞被染色。NSG  n＝12，ATX  NSG  n＝4.图5B是在HuCD45+

CD19‑CD14‑细胞上门控的代表性FACS曲线图。NSG  n＝10，ATX  n＝14.图5C‑5F示出了当将

与一或多种胸腺间充质细胞(TMC)混合的所培养hES‑TEP簇单独植入到注射有人HSC的ATX 

NSG小鼠的肾囊下时各种细胞的频率。图5C示出了单个hES‑TEC/TMC小鼠的PBMC中总小鼠+

人CD45+细胞中的HuCD45+细胞的频率和植入了TMC的小鼠(n＝6)的平均值(灰色线)。图5D

示出了单个hES‑TEP/TMC小鼠的PBMC中总小鼠+人CD45+细胞中的CD3+细胞的频率和植入了

TMC的小鼠(n＝6)的平均值(灰色线)。图5E示出了单个hES‑TEP/TMC小鼠的PBMC中总小鼠+

人CD45+细胞中的CD4+细胞的频率和植入了TMC的小鼠(n＝6)的平均值(灰色线)。图5F示出

了针对CD45RA+CD45RO‑幼稚细胞被染色的CD4+细胞的频率。排除CD4+事件少于100的时间

点。图5G示出了人源化后30周来自健康人(左)、hES‑TEC/TMC(中)和TMC小鼠(右)的PBMC中

的人T细胞。hES‑TEC/TMC曲线图代表发育出CD4+和CD8+T细胞的n＝4只小鼠，并且TMC曲线

图代表n＝6。图5H显示了来自hES‑TEC/TMC(n＝3)的细胞上的CD4+和CD8+表达。在HuCD45+

CD19‑CD14‑细胞上对细胞悬浮液进行门控。

[0056] 图6‑使用图4A中所示的方案制备的TEP产生的hES‑TEC存留于猪胸腺中并促进胸

腺生成。图6A是体内测试hES‑TEC的方案的示意图。给猪胸腺注射或不注射hES‑TEP，并且将

该猪胸腺植入在静脉注射有人HSC的ATX  NSG小鼠的肾囊下。图6B显示了移植后18‑22周胸

腺植入物的流式细胞术分析的结果。将来自一半胸腺植入物的释放酶(liberase)消化的基

质部分的单细胞悬浮液染色并通过流式细胞术分析。制备人类儿童胸腺作为对照。将非造

血细胞门控为huCD45‑HLA‑ABC+。示出了胸腺成纤维细胞(CD105+)的标记物和上皮细胞标

记物EpCAM。图6C是SwTHY+hES‑TEC(左侧条，正方形)和SwTHY(右侧条，三角形)植入物中

huCD45‑HLA‑ABC+CD105‑EpCAM+上皮细胞的频率的图。图6D是人类儿童胸腺以及注射或未

注射有hES‑TEP(从左至右)的猪胸腺的针对CD4/CD8分布门控为huCD45+CD19‑CD14‑细胞的

胸腺细胞的代表性流式细胞术曲线图。

[0057] 图6E是显示了在双阳性CD4+CD8+、单阳性CD4+CD8‑和CD4‑CD8+中，来自一半胸腺

植入物的胸腺细胞的绝对计数的图，其中与更成熟的CD45RA+胸腺细胞相比，进一步分裂为

未成熟的CD45RO+。显示了来自两个独立实验的SwTHY+hES‑TEC(n＝6，正方形)和SwTHY(n＝

5，三角形)的平均值±SEM。从分析中除去产生少于6x105(n＝1，各自来自SwTHY+hES‑TEC和

SwTHY)细胞的胸腺植入物。使用曼‑惠特尼检验(Mann‑Whitney  test)来确定p值，将SwTHY+

hES‑TEC与SwTHY组进行比较，其中p<0.05被视为显著的。+p＝0.05，*p<0.05，**p<0.005。图

6F是在人源化后指定周，针对PBMC中总人(huCD45+)细胞进行测定的人免疫细胞的图。显示
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了来自两个独立的hES‑TEC分化的单独猪胸腺(n＝9，带三角形的黑线)和注射有hES‑TEP的

猪胸腺(n＝11，带正方形的绿线)的平均值±SEM。图6G是在人源化后指定周，针对PBMC中总

B细胞(huCD19+)细胞进行测定的人免疫细胞的图。示出了来自两个独立的hES‑TEP分化的

单独猪胸腺(n＝9，带黑色三角形的黑线)和注射有hES‑TEP的猪胸腺(n＝11，带正方形的绿

线)的平均值±SEM。图6H是通过流式细胞术分析的脾中人源化后18‑22周的总人CD45+免疫

细胞的图。示出了来自两个独立的hES‑TEC分化的注射有hES‑TEP的猪胸腺(n＝7，正方形)

和单独猪胸腺(n＝6，三角形)的平均值±SEM。图6I是通过流式细胞术分析的脾中人源化后

18‑22周的总人CD19+B细胞的图。示出了来自两个独立的hES‑TEP分化的注射有hES‑TEP的

猪胸腺(n＝7，正方形)和单独猪胸腺(n＝6，三角形)的平均值±SEM。图6J是通过流式细胞

术分析的脾中人源化后18‑22周的总人CD14+骨髓细胞的图。示出了来自两个独立的hES‑

TEP分化的注射有hES‑TEP的猪胸腺(n＝7，正方形)和单独猪胸腺(n＝6，三角形)的平均值

±SEM。

[0058] 图7‑与植入了猪胸腺的对照小鼠相比，将使用图4A中所示的方案制备的hES‑TEP

注射至猪胸腺中促进了血液中CD4+T细胞比例的增加以及脾中幼稚T细胞和CD4+最近胸腺

迁移物的数量的增加。图7A‑7C示出了在人源化后指定周，在PBMC中测定的人免疫细胞的结

果。示出了来自两个独立的hES‑TEP分化的单独猪胸腺(n＝9，带三角形的黑线)和注射有

hES‑TEP的猪胸腺(n＝11，带正方形的绿线)的平均值±SEM。图7A示出了CD3+细胞。图7B示

出了CD8+细胞。图7C示出了CD4+细胞。通过双向ANOVA揭示TEP注射的显著效果，其中p<0.05

被视为在CD3+和CD4+动力学上是显著的。*指示每个时间点p<0.05的事后邦费罗尼多重比

较(Post‑hoc  Bonferroni  multiple  comparison)。图7D示出了人源化后18‑22周脾脏中

CD3+T细胞的绝对数量。图7E示出了人源化后18‑22周脾脏中CD8+T细胞的绝对数量。图7F示

出了人源化后18‑22周脾脏中CD4+T细胞的绝对数量。图7G示出用于在CD8+(中间图)或CD4+

T细胞(右图)中区分幼稚、效应记忆(EM)、中央记忆(CM)和再表达CD45RA的终末分化效应记

忆细胞(EMRA)(左组)的CD45RA与CCR7的比较。图7H示出了如在脾单核细胞中被定义为

CD45RA+CCR7+细胞的最近胸腺迁移物CD31+CD4+幼稚细胞的绝对数量。示出了来自两个独

立的hES‑TEP分化的注射有hES‑TEP的猪胸腺(n＝7，正方形)和单独猪胸腺(n＝6，三角形)

的平均值±SEM。使用曼‑惠特尼检验来测定p值，将单独SwTHY与SwTHY  hES‑TEP注射组进行

比较，其中p<0.05被视为显著的。*p<0.05。

具体实施方式

[0059] 定义

[0060] 本说明书中使用的术语一般具有其在本领域中、在本发明的情形以及使用每个术

语所处的特定情形内的普通含义。在以下或在说明书中其他地方讨论某些术语以在描述本

发明方法以及如何使用其方面对从业者提供额外指导。此外，应了解同一事物可以超过一

种方式加以讲述。因此，可针对本文讨论的术语中的任何一个或多个术语使用替代性措辞

和同义语，无论术语是否在本文中被详尽阐述或讨论都不附加有任何特殊意义。提供了某

些术语的同义语。对一种或多种同义语的叙述不排除对其他同义语的使用。说明书中任何

地方的实例的使用(包括本文讨论的任何术语的实例)仅是说明性的，并且决不限制本发明

或任何示例性术语的范围和含义。同样地，本发明不限于它的优选实施方案。
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[0061] 如本文所用，通常缩写为iPS细胞或iPSC的术语“诱导性多能干细胞”是指由非多

能细胞(通常为成体体细胞)或终末分化细胞(诸如成纤维细胞、造血细胞、肌细胞、神经元、

表皮细胞等)人工产生的多能干细胞类型。

[0062] 如本文所用，术语“分化”和“细胞分化”是指较不特化的细胞(即干细胞)发育或成

熟或分化成具有更独特形式和/或功能的更特化细胞或分化细胞(即胸腺上皮细胞)的过

程。

[0063] 如本文所用，表述“细胞”、“细胞系”和“细胞培养物”可互换使用，并且所有此类名

称都包括子代。因此，词语“转化体”和“经转化细胞”包括原代主题细胞以及由其获得的培

养物而不考虑转移的次数。还应了解由于故意或无意突变，所以并非所有子代都将具有精

确同一的DNA内含物。包括具有与如在最初转化细胞中筛选的功能或生物活性相同的功能

或生物活性的突变子代。当意指不同名称时，这将根据上下文而是清楚的。

[0064] 关于细胞，术语“经分离”是指已从其天然环境(例如从组织或受试者)分离出来的

细胞。术语“细胞系”是指能够在体外连续或延长生长和分裂的细胞群体。经常地，细胞系是

源于单一祖细胞的克隆群体。本领域进一步已知，在此类克隆群体的储存或转移期间，核型

可发生自发或诱导的变化。因此，源于提及的细胞系的细胞可不与祖先细胞或培养物精确

同一，并且提及的细胞系包括此类变体。如本文所用，术语“重组细胞”是指其中已引入有外

源性DNA区段的细胞，所述外源性DNA区段是诸如导致生物活性多肽的转录或生物活性核酸

(诸如RNA)的产生的DNA区段。

[0065] 缩写

[0066] hPSC‑        人多能干细胞

[0067] ES或ESC‑     胚胎干细胞

[0068] iPSC‑        诱导性多能干细胞

[0069] TEC‑         胸腺上皮细胞

[0070] TEP‑         胸腺上皮细胞祖细胞

[0071] PE‑          咽内胚层

[0072] DE‑          定形内胚层

[0073] AFE‑         前部前肠或前部前肠内胚层

[0074] PA‑          咽弓

[0075] 第3PP‑       第三咽囊

[0076] Shh‑         音猬因子

[0077] RA‑          视黄酸

[0078] SP‑          单阳性

[0079] DP‑          双阳性

[0080] 为了将DE分化成第三PP，使用FGF8和视黄酸(RA)的组合诱导TBX1和HOXA3的共表

达。RA治疗先前已被证明可增强HOXA3活性(Parent等人2013；Diman等人2011)，但TBX1上调

FGF8的潜能是本文公开的新发现。据信FGF8在所公开的分化方案中起双重作用：i)活化素

暴露后立即的FGF8信号传导驱动Tbx1，从而将DE前化为咽偏向的AFE(Green等人2011)。早

期暴露于FGF8(第4.5天相比于第6.5天；方案#3c相比于#4c)强烈地将培养物推向咽AFE，显

著增加第30天FOXN1+细胞的数量；ii)在前化之后，FGF8b促进PE的发育，现在在TBX1的下游
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起作用并与TBX1结合(Vitelli等人2002；Vitelli等人2010)。

[0081] 在PE发育中起关键作用的另一种细胞因子是音猬因子(Shh)(Moore‑Scott和

Manley  2005)。减少RA暴露并将其替换为Shh(方案#1相比于#3)作为另一项创新。这上调了

PAX9、PAX1和TBX1，但下调了HOXA，这与显示Shh信号传导在PE中诱导Tbx1的先前报道一致

(Garg等人2001)。高水平的HOXA3对早期咽区模式化至关重要，但其表达在后期减弱。实际

上，Pax1表达在Hoxa3无效突变体中降低，而Hoxa3表达在Pax1；Pax9双突变体胚胎中是正常

的(Moore‑Scott和Manley  2005)。Hoxa3表达在Shh‑/‑突变体中也不受影响。因此，在所公开

的方案中，HOXA3和Pax1‑Pax9的时间上相反的梯度对第三PP发育的贡献进一步证明了最初

使用RA，随后用Shh治疗的合理性。

[0082] 在方案的最后部分，使细胞暴露于头蛋白中，然后暴露于BMP4中。尽管BMP信号传

导已经被证明是FOXN1表达所需的(Patel等人2006；Swann等人2017)，但这是首次报道使用

头蛋白(BMP4拮抗剂和/或抑制剂)进行体外胸腺分化。头蛋白在第3个PP内胚层中的存在与

表达BMP4的甲状旁腺结构域而不是胸腺相关(Patel等人2006)。在公开的方案中，向培养物

中添加异位头蛋白进一步增强第30天PAX9的表达。由于BMP4表达刚好在头蛋白在E9.5处表

达后在第3PP内胚层的细胞中在E10.5处开始(Patel等人2006)，因此从第21天到第30天，使

细胞暴露于BMP4中(紧接在头蛋白之后)。与第21天和第15天相比，这引起第30天FOXN1的增

加。有趣的是，没有预先暴露于头蛋白中的BMP4处理未引起任何FOXN1增加，从而证实需要

头蛋白暴露以产生对BMP4的敏感性。

[0083] 几个小组已经报道了从PSC产生鼠和人TEP的能力(Parent等人2013；Sun等人

2013；Soh等人2014；Su等人2015；Lai和Jim2009)。在三篇报道中，由这些细胞组成的植入

物，往往与来自TEP培养物的支持性间充质或EPCAM‑细胞一起，在裸鼠中重建了鼠T细胞，但

是在正常出现的胸腺结构中的强健的、连续的胸腺生成没有得到证实。实际上，不排除一波

胸腺生成之后是外周淋巴细胞减少驱动的成熟T细胞扩增的可能性。在一篇报道中，证明了

外周组织中的人T细胞群体恢复和植入的组织中的人胸腺生成，但没有证明植入的细胞的

胸腺结构。此外，该研究中未包括最近胸腺迁移的外周标记物，因此不清楚胸腺生成有多稳

健或持久。

[0084] 本文所述，在植入有hPSC‑TEP加胸腺间充质细胞并接受人HSC的小鼠外周中幼稚

人T细胞的hPSC‑TEC依赖性出现得到了明确的证明。因为NSG小鼠胸腺也能够支持人胸腺生

成，所以在植入hPSC‑TEP之前将所有NSG小鼠切除胸腺(Khosravi等人2020)，从而确保所有

外周T细胞都来自植入的组织。这些小鼠中外周人T细胞的表型最终转化为记忆型。

[0085] 不能从“独立的(stand‑alone)”细胞植入物产生持久的、结构化的胸腺导致开发

了一种用于评定体内hPSC‑TEP的胸腺生成功能的新途径。先前已经证明，胎儿猪胸腺组织

支持在NSG小鼠中具有不同TCR库(Shimizu等人20008)和稳健的外周幼稚T细胞群体的表型

正常的人胸腺生成(Nikolic和Sykes  1999)，但与针对在人胸腺植入物中发育的T细胞所观

察到的具有一些细微的差异(Kalscheuer等人2014)。这些胎儿猪胸腺片段显著生长，并且

在正常出现的胸腺结构中含有多达数亿人胸腺细胞(Nikolic和Sykes  1999；Kalscheuer等

人2014)。本文公开了将hPSC‑TEP注射至胎儿猪胸腺组织的片段中的方法，该方法将人细胞

维持在猪胸腺组织附近并最终导致人细胞在猪胸腺生长时并入到猪胸腺中。并入到猪胸腺

中的人TEP清楚地表达人cTEC和mTEC相关的细胞角蛋白(cytokeratin)并似乎整合到植入
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物的高度组织化的胸腺结构中。最重要的是，它们具有显著的功能作用，从而显著地增加人

胸腺细胞的总数和包括具有CD31+RTE表型的CD4+CD34RA+T细胞在内的外周幼稚人T细胞的

数量。

[0086] 获得胸腺上皮细胞和/或胸腺上皮细胞祖细胞的方法和系统

[0087] 本文所描述的方法和系统不仅提供了通过诱导人多能干细胞分化成胸腺上皮细

胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)来获得胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)的可再现方法，而

且还提供了胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)的纯度和同质性的增加，从而增加了功

能。

[0088] 本文所阐述的方法和系统产生在移植后具有完全的功能的确定的且可再现的细

胞群体。此外，本文所阐述的方法和系统提供了胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞的基本上

同质的群体。

[0089] 人多能干细胞是本发明方法的起始材料。人多能干细胞(hPSC)可以是胚胎干细胞

(ESC)或诱导性多能干细胞(iPSC)。

[0090] 所述方法的步骤和时序阐述于表1和图4A中。

[0091] 表1‑分化方法的时间线

[0092]
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[0093]

[0094] 所述方法的第一步骤是使用本领域中已知的任何方法使hPSC分化成定形内胚层

(DE)细胞。此处示例的是采用使用含有BMP4、bFGF和活化素A的无血清分化培养基的先前公

布的方案。然而，可以使用本领域中已知的其他方案。

[0095] 所述方法的下一步骤是培养来自第一步骤的所得的定形内胚层细胞以使其进一

步分化成前部前肠内胚层(AFE)。用于分化方案的任何培养基都可用于在这个步骤培养细

胞。无血清分化培养基是优选的。另外，可将生长因子(诸如EGF和FGF)添加至培养基中以促

进细胞生长。

[0096] 然后将内胚层细胞与抑制BMP的剂和抑制TGFβ信号传导的剂接触或一起孵育，以

促进定形内胚层细胞分化成前部前肠祖细胞。实现此的最有效的方法是向培养细胞的培养

基中添加所述剂。然而，可以使用本领域中已知的将细胞与所述剂接触或一起孵育的任何

其他方法。可以同时或并行地将细胞与所述剂接触或一起孵育。

[0097] 抑制BMP的剂包括但不限于头蛋白和多索莫芬(Dorsomorphin)。抑制TGFβ信号传

导的剂包括但不限于SB431542。

[0098] 多索莫芬可以以从约0.5μM至约2μM范围内的量使用。
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[0099] 头蛋白可以以从约25ng/ml至约500ng/ml范围内，或从约50ng/ml至约400ng/ml范

围内，或从约100ng/ml至约300ng/ml范围内的量使用，其中约200ng/ml是优选的量。

[0100] 用于抑制TGFβ信号传导的剂是从约1μM至约50μM范围内，或从约2μM至约30μM范围

内，或从约5μM至约20μM的范围内的量的SB431542。在一些实施方案中，用于抑制TGFβ信号

传导的剂是约10μM的量的SB431542。

[0101] 然而，在所述方法中可以使用抑制TGFβ信号传导的其他剂。

[0102] 另外，发现在AFE阶段TBX1和HOXA3表达的联合刺激对于生理性第3PP内胚层发育

是必需的。因此，将细胞进一步与刺激这些基因表达的剂接触或一起孵育。用于刺激TBX1的

剂是FGF8b，其可以从约10ng/ml至约200ng/ml范围内，或从约20ng/ml至约150ng/ml范围

内，或从约30ng/ml至约100ng/ml范围内的量使用。在一些实施方案中，FGF8b可以约50ng/

ml使用。

[0103] 从约第4.5天至约第15天，将细胞与这种剂接触或一起孵育。

[0104] 用于刺激HOXA3的剂是以从约0.1μM至约0.6μM范围内，或从约0.2μM至约0.5μM范
围内的量使用的视黄酸(RA)。在一些实施方案中，视黄酸可以约0.6μM的量使用。从约第4.5

天至约第7.5天，可以将细胞与这种剂接触或一起孵育。除第4.5天至第7.5天外，可以在前

15天期间的任何其他3天的时段内执行HOXA3的刺激。

[0105] 如图1D‑1F中所示，这个方案以高效率产生AFE。

[0106] 在用于细胞分化的任何无血清培养基(在本文被称为“分化培养基”或“无血清分

化培养基”)中继续培养细胞。另外，可将生长因子(诸如EGF和FGF)添加至分化培养基中以

促进细胞生长。在这个步骤开始约一至两天时，将所述细胞与从约0.1μM至约0.6μM范围内，

或约0 .2μM至约0 .5μM范围内的量的RA接触或一起孵育。在一些实施方案中，将细胞与约

0 .25μM  RA接触或一起孵育。在整个这个步骤中，还将所述细胞继续与从约10ng/ml至约

200ng/ml范围内，或从约20ng/ml至约150ng/ml范围内，或从约30ng/ml至约100ng/ml范围

内的量的FGF8b接触或一起孵育。作为非限制性实例，可使细胞与约50ng/ml  FGF8b接触。

[0107] 下一步骤促进前部前肠细胞分化成咽内胚层(PE)细胞。

[0108] 在这个步骤中，使细胞与诱导PAX9和PAX1表达的剂接触或或一起孵育。实现此的

最有效的方法是向培养细胞的培养基中添加所述剂。然而，可以使用本领域中已知的将细

胞与所述剂接触或一起孵育的任何其他方法。可以同时或并行地将细胞与所述剂接触或一

起孵育。用于刺激PAX9和PAX1两者的剂是从约10ng/ml至约400ng/ml范围内，或从约25ng/

ml至约300ng/ml范围内，或从约50ng/ml至约200ng/ml范围内的量的音猬因子(Shh)。在一

些实施方案中，Shh可以约100ng/ml使用。

[0109] 在整个这个步骤中，还将细胞继续与从约10ng/ml至约200ng/ml范围内，或从约

20ng/ml至约150ng/ml范围内，或从约30ng/ml至约100ng/ml范围内的量的FGF8b接触或一

起孵育。在一些实施方案中，可以将细胞与约50ng/ml  FGF8b接触或一起孵育。

[0110] 头蛋白也可用于诱导PAX9和PAX1的表达。头蛋白可以以从约50ng/ml至约400ng/

ml范围，或从约60ng/ml至约300ng/ml范围，或从约75ng/ml至约200ng/ml范围内的量使用。

在一些实施方案中，头蛋白可以约100ng/ml的量使用。

[0111] 这个步骤被执行约4至约10天。

[0112] 下一步骤是使PE细胞分化成远端第三PP/TEC。这个步骤分为两个步骤：首先，将所
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述细胞与抑制BMP的剂接触或一起孵育。抑制BMP的剂包括但不限于头蛋白和多索莫芬。

[0113] 多索莫芬可以以从约0.5μM至约2μM范围内的量使用。

[0114] 头蛋白可以从约50ng/ml至约400ng/ml范围内，或从约60ng/ml至约300ng/ml范围

内，或从约75ng/ml至约200ng/ml范围内的量使用。作为非限制性实例，头蛋白可以约

100ng/ml的量使用。

[0115] 该步骤的这个部分被执行约5天至约7天。

[0116] 该步骤的第二部分将细胞与从约5ng/ml至约300ng/ml范围内，或从约15ng/ml至

约200ng/ml范围内，或从约25ng/ml至约100ng/ml范围内，或约50ng/ml的量的BMP4接触或

一起孵育。该步骤的这个部分被执行约5天至约10天。

[0117] 按照所述方法获得的最终细胞可以显示出包括FOXN1、PAX9、PAX1、DLL4、ISL1、

EYA1、SIX1、IL7、K5、K8和AIRE在内的TEC标记物的基因表达。参见图3A和3B。

[0118] 虽然上文阐述的方法是一种诱导hPSC分化成TEC或TEP的新的、可再现的且稳健的

方法，但是本发明的方法也提供了减少和消除可在最终被植入的细胞中造成畸胎瘤的多能

细胞的进一步的步骤。在这个步骤中，将所述细胞与从约5nM至约50nM范围内的量的存活素

抑制剂(诸如YM155)在所述方法的约最后24小时接触或一起孵育。作为非限制性实例，可以

将所述细胞与20nM  YM155接触或一起孵育。也可以与BMP4处理并行地将所述细胞与存活素

抑制剂接触或一起孵育。在一些实施方案中，可以将所述细胞在并行的BMP4孵育的前24至

48小时期间与存活素抑制剂接触或一起孵育。

[0119] 本发明还包括用于实践所公开的从hPSC获得TEC或TEP的方法的系统。这些系统可

包括子系统，其中所述子系统包括分化培养基和抑制BMP和TGFβ信号传导的剂，刺激HOXA3、

TBX1、PAX1和PAX9表达的剂，抑制存活的剂以及BMP4。这些系统可以包括子系统，其中所述

子系统包括分化培养基，和头蛋白、视黄酸、FGF8b、音猬因子、BMP和YM155。

[0120] 细胞

[0121] 本公开的进一步实施方案是通过本文所阐述的分化方案产生的胸腺上皮细胞

(TEC)或TEC祖细胞(TEP)。

[0122] 在一些实施方案中，这些细胞表达FOXN1、EpCAM、角蛋白5和角蛋白8。在一些实施

方案中，这些细胞是胸腺上皮细胞(TEC)。在一些实施方案中，这些细胞是胸腺上皮细胞祖

细胞(TEC祖细胞)(TEP)。

[0123] 因此，本公开的一个方面是通过本文所描述的方法产生的适合于施用、移植和植

入至受试者中的胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)。

[0124] 在另一方面，本文提供了一种组合物，其包含通过如本文所描述的方法产生的胸

腺上皮细胞或TEC祖细胞(TEP)。在一些实施方案中，这些细胞适合于施用、移植和植入至受

试者中。在一些实施方案中，所述组合物是进一步包含任何药学上可接受的载体或赋形剂

的药物组合物。

[0125] 在某些实施方案中，所述组合物或药物组合物包含通过如本文所描述的方法产生

的至少10,000个、至少50,000个、至少100,000个、至少500,000个、至少1x  106个、至少5x 

106个、至少1x  107个、至少5x  107个、至少1x  108个、至少5x  108个、至少1x  109个、至少5x 

109个或至少1x  1010个胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)。在一些实施方案中，这些细

胞适合于施用、移植和植入至受试者中。

说　明　书 13/31 页

18

CN 119351306 A

18



[0126] 在某些实施方案中，本公开提供了通过如本文所描述的方法产生的胸腺上皮细胞

(TEC)或TEC祖细胞(TEP)的冷藏的组合物或溶液。在一些实施方案中，这些细胞适合于施

用、移植和植入至受试者中。

[0127] 在某些实施方案中，所述冷藏的组合物或溶液包含通过如本文所描述的方法产生

的至少10,000个、至少50,000个、至少100,000个、至少500,000个、至少1x  106个、至少5x 

106个、至少1x  107个、至少5x  107个、至少1x  108个、至少5x  108个、至少1x  109个、至少5x 

109个或至少1x  1010个胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)。在一些实施方案中，这些细

胞适合于施用、移植和植入至受试者中。

[0128] 在某些实施方案中，本公开提供了包含通过如本文所描述的方法产生的胸腺上皮

细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)的细胞培养物。在某些实施方案中，所述细胞培养物包含通过

如本文所描述的方法产生的至少1x  107个、至少5x  107个、至少1x  108个、至少5x  108个、

至少1x  109个、至少5x  109个或至少1x  1010个胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)。在

一些实施方案中，这些细胞适合于施用、移植和植入至受试者中。

[0129] 在某些实施方案中，本公开提供了通过如本文所描述的方法产生的适合于施用、

移植和植入至受试者中的胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)以及包含此类细胞的组合

物、溶液和细胞培养物的治疗用途。

[0130] 在其他实施方案中，本公开提供了通过如本文所描述的方法产生的基本上同质的

胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)的群体。在一些实施方案中，这些细胞适合于施用、

移植和植入至受试者中。在一些实施方案中，细胞群体包含至少约90％、91％、92％、93％、

94％、95％、96％、97％、98％或99％胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)。

[0131] 在另一方面，本文提供一种组合物，其包含通过如本文所描述的方法产生的基本

上同质的胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)的群体。在一些实施方案中，这些细胞适合

于施用、移植和植入至受试者中。在一些实施方案中，所述组合物是进一步包含任何药学上

可接受的载体或赋形剂的药物组合物。

[0132] 在某些实施方案中，所述群体或组合物或药物组合物包含通过如本文所描述的方

法产生的至少10,000个、至少50,000个、至少100,000个、至少500,000个、至少1x  106个、至

少5x  106个、至少1x  107个、至少5x  107个、至少1x  108个、至少5x  108个、至少1x  109个、

至少5x  109个或至少1x  1010个胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)。在一些实施方案

中，这些细胞适合于施用、移植和植入至受试者中。

[0133] 在某些实施方案中，本公开提供了通过如本文所描述的方法产生的基本上同质的

胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)的群体的冷藏的组合物或溶液。在某些实施方案中，

所述冷藏的组合物或溶液包含通过如本文所描述的方法产生的至少10,000个、至少50,000

个、至少100,000个、至少500,000个、至少1x  106个、至少5x  106个、至少1x  107个、至少5x 

107个、至少1x  108个、至少5x  108个、至少1x  109个、至少5x  109个或至少1x  1010个胸腺

上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)。在一些实施方案中，这些细胞适合于施用、移植和植入

至受试者中。

[0134] 在某些实施方案中，本公开提供了包含通过如本文所描述的本发明产生的基本上

同质的胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)的群体的细胞培养物。在某些实施方案中，所

述细胞培养物包含通过如本文所描述的方法产生的至少1x  107个、至少5x  107个、至少1x 
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108个、至少5x  108个、至少1x  109个、至少5x  109个或至少1x  1010个胸腺上皮细胞(TEC)

或TEC祖细胞(TEP)。在一些实施方案中，这些细胞适合于施用、移植和植入至受试者中。

[0135] 在某些实施方案中，本公开提供了通过如本文所描述的方法产生的适于移植和植

入至受试者中的基本上同质的胸腺上皮细胞(TEC)或TEC祖细胞(TEP)的群体以及包含此类

细胞的组合物、溶液和细胞培养物的治疗用途。

[0136] 进一步的实施方案是胸腺器官，其包含与构成胸腺的其他细胞组合在一起的本文

所公开的TEC或TEP。

[0137] 治疗用途

[0138] 本文所描述的用于从干细胞产生TEC或TEC祖细胞(TEP)的新方法以及由这个方法

产生的细胞和基本上同质的细胞群体提供了疾病的新疗法。

[0139] 从人多能干细胞产生功能性TEC的能力将在小鼠的人免疫反应建模以及胸腺缺乏

综合征(诸如迪格奥尔格综合征、努德综合征和白血病的免疫缺陷并发骨髓移植)的建模和

治疗中具有重要应用。细胞也可以在临床上用于细胞疗法并移植于患者中以实现T细胞重

建，或产生免疫耐受性以防止器官移植后的植入物排斥反应，或用于恢复因损伤或衰老所

致的胸腺功能受损。

[0140] 因此，一个实施方案是治疗或预防有需要的受试者的胸腺疾病的方法，其包括向

有需要的受试者施用、移植或植入治疗有效量的本公开的细胞、包含本公开的细胞的溶液、

包含本公开的细胞的组合物，或包含本公开的细胞的药物组合物的步骤。所述受试者优选

是哺乳动物，并且最优选是人。

[0141] 进一步的实施方案是治疗或预防有需要的受试者的自身免疫性疾病的方法，其包

括向有需要的受试者施用、移植或植入治疗有效量的本公开的细胞、包含本公开的细胞的

溶液、包含本公开的细胞的组合物，或包含本公开的细胞的药物组合物的步骤。所述受试者

优选是哺乳动物，并且最优选是人。

[0142] 另一个实施方案是恢复或复原有需要的受试者的胸腺功能受损的方法，其包括向

有需要的受试者施用、移植或植入治疗有效量的本公开的细胞、包含本公开的细胞的溶液、

包含本公开的细胞的组合物，或包含本公开的细胞的药物组合物的步骤。所述受试者优选

是哺乳动物，并且最优选是人。在一些实施方案中，受损是由于损伤引起的。在一些实施方

案中，受损是由于衰老引起的。在一些实施方案中，受损是由于先天性异常引起的。

[0143] 又进一步的实施方案是在有需要的受试者中在骨髓移植后重建T细胞的方法，其

包括向有需要的受试者施用、移植或植入治疗有效量的本公开的细胞、包含本公开的细胞

的溶液、包含本公开的细胞的组合物，或包含本公开的细胞的药物组合物的步骤。所述受试

者优选是哺乳动物，并且最优选是人。

[0144] 使用本文公开的方法获得的细胞可用于产生杂交胸腺。在一些实施方案中，所述

杂交胸腺包含使用本文公开的方法获得的胸腺上皮细胞和来自相同物种的第二个体的胸

腺组织。在一些实施方案中，所述杂交胸腺包含使用本文公开的方法获得的胸腺上皮细胞

和来自第二物种的胸腺组织。在一些实施方案中，第二物种是猪。在一些实施方案中，第二

物种是小型猪。在一些实施方案中，猪是幼猪。在一些实施方案中，猪是胎儿。在共同拥有的

专利申请号PCT/US2019/051865中公开了获得此类杂交猪的方法。

[0145] 进一步的实施方案是使用所述细胞来开发小鼠模型。自从发现细胞重编程

说　明　书 15/31 页

20

CN 119351306 A

20



(iPSC)，现在可以从患者组织中产生代表无数遗传疾病的多能干细胞，开创了疾病建模的

新时代。可以使来自患有涉及中枢耐受性的不同自身免疫性疾病的患者的IPSC分化成TEC

(或TEP)，然后将其注射或植入到小鼠中，在小鼠中该细胞可以再生并发育成各种病状或病

症。人源化小鼠模型可以由患有自身免疫性疾病(诸如多发性硬化)，或I型糖尿病，或先天

性异常(congenic  abnormality)(诸如迪格奥尔格综合征)的患者的TEC产生。该小鼠的体

内环境然后可用于研究原本不能在体外发展的病症的进展。

[0146] 另外，可使用本文所描述的细胞产生个性化人源化小鼠模型。迄今为止，最发达的

人源化小鼠模型含有人造血干细胞(HSC)和植入在肾囊下的儿童或人胎儿胸腺的样品。这

些小鼠模型的局限性在于来自这两种类型的细胞群体(HSC和TEC)的HLA不匹配，因为它们

来自两个不同的个体。利用本文公开的分化方案，可使TEC(或TEP)从与HSC相同的iPSC分

化，因此免疫系统细胞HLA将与移植于小鼠上的人TEC上的HLA匹配。这个技术可用于个体患

者，从而产生个性化免疫(PI)小鼠。

[0147] 进一步的实施方案是细胞用于体内(使用先前描述的小鼠模型，包括但不限于个

性化免疫(PI)小鼠模型)或体外药物测试的用途。体外分化的TEC培养物可用于测试药物对

抗影响TEC的不同病状，诸如癌症(胸腺瘤)或感染性或自身免疫性疾病的功效。

[0148] 试剂盒

[0149] 本公开还提供了试剂盒。

[0150] 在一个实施方案中，试剂盒包括一种或多种组分，包括人多能干细胞、用于培养和

分化hPSC的培养基，此种培养基包含生长因子以及抑制BMP和TGFβ信号传导的剂，刺激

HOXA3、TBX1、PAX1和PAX9表达的剂，抑制存活的剂以及BMP4。

[0151] 在另一个实施方案中，试剂盒包括一种或多种组分，包括人多能干细胞、用于培养

和分化hPSC的培养基，此种培养基包含生长因子和头蛋白、视黄酸、FGF8b、音猬因子、BMP和

YM155。

[0152] 在进一步的实施方案中，试剂盒可以包括通过本公开的当前方法和系统获得的

TEC或TEC祖细胞(TEP)。试剂盒还包括用于培养细胞的试剂。

[0153] 在进一步的实施方案中，试剂盒可包括包含通过本公开的当前方法和系统获得的

TEC或TEC祖细胞(TEP)的药物组合物。

[0154] 在进一步的实施方案中，试剂盒可包括包含通过本公开的当前方法和系统获得的

TEC或TEC祖细胞(TEP)的冷藏的组合物。

[0155] 试剂盒可进一步包括包装插页(package  insert)，该包装插页包含关于试剂盒中

的药物组合物和剂型的信息。举例来说，可以在插页中提供关于本发明的组合的以下信息：

供给方式(how  supplied)、适当的储存条件、参考资料、制造商/经销商信息，和专利信息。

[0156] 实施例

[0157] 通过参考为更充分说明本发明的优选实施方案而给出的以下非限制性实施例，本

发明可得以更好理解。其决不应被解释为限制本发明的广泛范围。

[0158] 实施例1‑材料和方法

[0159] hPSC的维持

[0160] 如先前所描述的那样在小鼠胚胎成纤维细胞上培养RUES2 (Rockefeller 

University  Embryonic  Stem  Cell  Line  2，NIH批准文号NIHhESC‑09‑0013，登记号0013；
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第13‑24页)(Green等人2011)。以约25,000个细胞/cm2的密度平板接种小鼠胚胎成纤维细

胞(GlobalStem ,Rockville ,MD)。在含有20％基因敲除血清替代物[Gibco(Life 

Technologies,Grand  Island ,NY)]、0.1mMβ‑巯基乙醇(Sigma‑Aldrich,St.Louis,MO)和

20ng/ml  FGF‑2(R&D  Systems,Minneapolis,MN)的DMEM/F12中培养hPSC。每天更换培养基，

并且每4天用细胞消化液/EDTA(Innovative  Cell  Technologies,San  Diego,CA)以1:24稀

释度传代细胞。将未分化的hPSC维持在5％  CO2/空气环境中。人H9  ES细胞系也用方案#4c

进行处理。每6个月使用PCR对细胞系进行核型分析并验证支原体污染。

[0161] 内胚层的诱导

[0162] 如Huang等人2014所描述的那样在由补充有N2[Gibco(Life  Technologies)]、B27

(Gibco)、抗坏血酸(50μg/ml，Sigma)、Glutamax(2mM，Life  Technologies)、单硫代甘油

(0 .4μM，Sigma)、0.05％牛血清白蛋白(BSA)(Life  Technologies)和1％青霉素‑链霉素

(Thermo  Fisher  Scientific,Waltham,MA)的DMEM/F12(3:1)(Life  Technologies)组成的

无血清分化(SFD)培养基中执行分化。然后将细胞短暂地胰蛋白酶化(0.05％，37℃下1min)

成单细胞悬浮液并平板接种至低粘附性6孔平板[Costar  2(Corning  Incorporated ,

Tewksbury  MA)]上，以在84小时(约3.5天)内在低粘附性平板上在含有人BMP4  0.5ng/ml、

人bFGF  2.5ng/ml(R&D  Systems)和人活化素A100ng/ml(R&D  Systems)的无血清分化培养

基中形成胚状体。然后收集胚状体，将其短暂地胰蛋白酶化(0.05％，37℃下1min)成3‑10个

小细胞块，并且再次重悬浮于内胚层诱导培养基中持续另外24小时。每24‑48小时喂养细胞

(取决于密度)并将其维持在5％  CO2/5％  O2/90％  N2环境中。

[0163] 前部前肠内胚层、咽内胚层和远端第3咽囊的诱导

[0164] 在含有内胚层诱导培养基(如上所描述)的低粘附性平板上总共108小时后，收集

胚状体，并且将其在不进行胰蛋白酶化的情况下平板接种在基质胶涂布的24孔组织培养平

板(约50,000‑70,000个细胞/孔)上的补充有200ng/mL重组人(rh)头蛋白和10μM  SB431542

(NS)(如确立的方案Green等人2011中所描述)与视黄酸(0.25μM)和FGF8b  50ng/mL(作为这

个方案的新修改)的SFD培养基中并保持48小时。对于咽内胚层，然后将所得细胞用FGF8b

(50ng/mL)和视黄酸(0 .25μM)处理24小时，随后用FGF8b(50ng/mL)和音猬因子(Shh)

(100ng/mL)处理8天(图1B)。对于第3咽囊特化，然后使细胞暴露于重组人头蛋白(200ng/

mL)中6天，然后暴露于BMP4(10ng/mL)中直到分化的第30天(图2A)。为了避免在小鼠中植入

后形成畸胎瘤，在后续实验的最后一个步骤期间，还使细胞暴露于存活素抑制剂YM155

(20nM)(Lee等人2013))中24小时(图4A)。在整个过程中，使细胞培养物维持在37℃的5％

CO2/空气环境中。每24小时喂养细胞。

[0165] 定量实时PCR

[0166] 使用Trizol(Invitrogen)和Direct‑zol  RNAMiniprep试剂盒(Zymo  Research)，

根据制造商的说明书提取来自用所指示培养方法分化所指示时间的ES细胞簇的总RNA。使

用NanoDrop  2000分光光度计(ThermoFisher  Scientific)来测定RNA浓度。使用

Superscript  III试剂盒(Invitrogen)，根据制造商的说明书，通过逆转录用随机六聚体扩

增500ng  RNA。在20ul体积中使用ABIPower  SYBR  Green  PCR主混合物在ABI  ViiA7热循环

仪(Applied  Biosystems  Life  Technologies)上执行实时定量PCR。将PCR循环条件设定为

50℃2分钟，95℃10分钟，随后是95℃15秒和60℃1分钟，持续40个循环。针对所有反应和引
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物对验证单峰解离/熔解曲线。通过将一式三份的实验CT值的平均值与每个引物靶标的连

续稀释基因组DNA的标准曲线进行比较来获得每个基因转录物的定量，然后通过将其除以

CT管家基因b‑肌动蛋白进行归一化。引物序列列于表2中。

[0167] 表2‑定量PCR引物

[0168]

[0169]
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[0170]

[0171] 免疫组织化学和免疫荧光

[0172] 将24孔组织培养平板中的hES培养物在室温下用含多聚甲醛的PBS(4％)固定10分

钟。将细胞在PBS中洗涤两次，在含有0.1％triton的PBS中透化20min，并且在室温下在5％

胎儿驴血清中封闭1小时。

[0173] 提取胸腺植入物，将其包埋在OCT(Tissue‑Tec,Torrance  CA)培养基中，冷冻并切

取5‑7um厚的切片以进行免疫染色。将切片用H&E染色以观察胸腺植入物与小鼠肾组织的大

体组织学和界面。对于免疫荧光染色，将组织切片固定并在100％冰冷的丙酮中透化并使其

完全干燥。在补充有0.1％  Tween和0.1％牛血清白蛋白的PBS中封闭组织切片。将载玻片在

PBS  0.1％  Tween中洗涤并在室温下用一级抗体染色2小时，然后洗涤并在室温下在二级抗

体中孵育2小时。

[0174] 将培养物或组织切片与表3中列出的下列一级抗体和适当的二级抗体中的一种，

或两种或三种的组合一起孵育。在Leica  SCN  400全载玻片扫描平台上收集H&E染色切片的

图像，并在Leica  TCS  SP82光子激光扫描显微镜上收集免疫荧光图像。
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[0175]
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[0176]

[0177] 动物和人组织

[0178] NOD‑scid  IL2Rγnull(NSG,stock  005557)小鼠获自Jackson  Laboratory，并且在
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微隔离笼中在不含螺杆菌(Helicobacter)和侵肺巴斯德菌(Pasteurella  pneumotropica)

的SPF屏障中饲养和圈养。人胎儿胸腺和肝组织(胎龄17‑20周)获自Advanced  Biosciences 

Resource。将胎儿肝组织切成小块，并且在37℃下在补充有0.01mg/ml来自牛胰腺的DNase 

I(Sigma)、2.5mM  HEPES、4ug/ml庆大霉素(Gentamicin)(Gibco)和1WU/ml  LiberaseTM

(Roche)的培养基199(Corning)中孵育，以产生单细胞悬浮液。将细胞通过70um目细胞过滤

器过滤到至多100ml培养基199中，所述培养基199如上所列的那样被补充而不含释放酶。通

过在15ml  Ficoll(Histopaque‑1077Sigma)上对肝细胞悬浮液分层来通过密度梯度离心来

富集人单核细胞。收集单核细胞，洗涤，将其重悬于MACS缓冲液中，并且根据制造商的方案

(Miltenyi)通过磁活化细胞分选(MACS)富集CD34+细胞，至约80％  CD34+的纯度。将CD34+

细胞以等分试样冷冻在含10％  DMSO(Sigma)的人血清AB(GEMCell)中。

[0179] 将来自经受心脏手术的患者的人儿童胸腺的三至五mm3
片段冷冻保存在含10％

DMSO的人AB血清中。为产生原代胸腺间充质，将胸腺块解冻，如上所描述的那样用

LiberaseTM消化解离，并且以约2x104个细胞/cm2平板接种在补充有10％胎牛血清的DMEM培

养基(Gemini  Bio‑Products)中。48小时后更换培养基以去除未粘附的细胞，并且每3‑4天

更换直至3周，一直到细胞汇合。将第7‑10代的细胞用于实验，并且通过流式细胞术(CD45‑

CD105+CD90+EpCAM‑)验证细胞的身份(Siepe等人2009)。人组织/细胞的使用由哥伦比亚大

学欧文医学中心(Columbia  University  Irving  Medical  Center；CUIMC)机构审查委员会

批准，并且所有实验根据批准的方案执行。

[0180] 人源化小鼠

[0181] 将六至十周龄的NSG小鼠如所描述(Khosravi‑Maharlooei等人2020)的那样进行

胸腺切除并使其恢复至少3周。恢复后，通过X射线用1.8Gy全身辐射(TBI)调节动物。将冷冻

保存的胎儿猪胸腺(60‑90天孕期)在补充有上述DNAse、庆大霉素和HEPES的培养基199中解

冻。用28号注射器给胎儿猪片段(1‑2mm3)注射或不注射2x105  hES来源的TEP，并且在培养基

199中用50％基质胶(Corning)涂布。TBI后4‑24小时，将与1‑2x106胸腺间充质细胞混合的

1‑2x106  hES来源的TEP、单独的1‑2x106胸腺间充质细胞、注射有hES‑TEP的胎儿猪胸腺或单

独的胎儿猪胸腺植入肾囊下，并且静脉内注射2x105个胎儿人CD34+细胞。如所指示的，在完

全恢复后，植入后每2‑3周测定外周人免疫重建。从尾静脉收集血液，并且如上所描述的那

样用Ficoll通过密度梯度离心富集免疫群体。在安乐死时，收集胸腺、脾和外周血以用于分

析。从小鼠肾切下胸腺植入物并将其分成两片。将一个胸腺片段压碎以析出胸腺细胞，并且

将剩余的基质组分如上所描述的那样用LiberaseTM消化以产生用于流式细胞术分析的单细

胞悬浮液。将第二个胸腺片段包埋在OCT中。将脾压碎，通过70um尼龙滤器过滤并用低渗裂

解缓冲液(ACK  Gibco)裂解红细胞。通过在Ficoll上进行密度梯度离心，使来自心脏穿刺的

外周血富集有白细胞。按照哥伦比亚大学机构动物护理和使用委员会 (Columbia 

University  Institutional  Animal  Care  and  Use  Committee)批准的方案执行所有动物

实验。

[0182] 流式细胞术

[0183] 通过多参数流式细胞术测定hES‑TEP培养物的人免疫重建和分化效率。为测定人

免疫重建，如上所描述的那样制备由胸腺植入物、来自前纵隔的组织、脾脏和外周血制备的

单细胞悬浮液。用0.05％胰蛋白酶/EDTA将来自hES‑TEP培养物的第4.5天胚状体解离成单
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个细胞。将细胞用抗小鼠和人细胞表面抗原的荧光染料标记的单克隆抗体染色(表4)。在

LSRII或Fortessa(BD  Biosciences)上获得细胞，并且用FlowJo软件(TreeStar,Ashland 

OR)完成数据分析。

[0184] 表4‑抗小鼠和人细胞表面抗原的单克隆抗体

[0185]

[0186] 统计学

[0187] 用Graph‑Pad  Prism  7.0(GraphPad  Software)执行统计学分析和比较。单个小鼠

的值显示在条形图中，其中条形的高度描绘平均值+平均值的标准误差。对于qPCR数据，绘

制相对于内部对照β‑肌动蛋白归一化的Ct值，并且使用双尾比率配对学生t检验(two‑

tailed  ratio  paired  student  t‑test)来比较相对基因表达。对于来自数个实验组的相

对于单一对照组的多重比较(多于两个)，使用带有邓尼特多重比较检验的单向ANOVA。用皮

尔森相关性系数评估基因相关性，其中p<0.05被视为显著；还执行线性回归并确定r‑平方。

将因畸胎瘤生长所致的安乐死绘制在卡普兰‑迈耶曲线图(Kaplan‑Meyer  plot)上，并且通

过曼特尔考克斯对数秩检验进行分析以确定p值。用非参数曼‑惠特尼U检验执行小鼠组之

间的比较。通过计算双向方差分析(ANOVA)解析移植组之间的影响。当双向ANOVA显著(p<

0.05)时，在各个时间点进行邦弗罗尼多重比较检验(Bonferonni’s  multiple  comparison 

test)。P<0.05被视为显著。
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[0188] 实施例2‑hESC向第3PP偏向的咽内胚层的直接分化

[0189] 胸腺来源于咽内胚层(PE)，即内胚层的最前部分。TEC从ESC的定向分化需要依次

诱导定形内胚层(DE)、前部前肠(AFE)和PE，随后特化第三咽囊(第3PP)的胸腺结构域

(Gordon和Manley  2011)(图1A和2A)。如先前所描述的那样，使用活化素A，然后使用头蛋白

加SB431542(NS)将ESC分化成DE至AFE(Kubo等人2004；D’Amour等人2005；Green等人2011)

(图1B)。流式细胞仪分析示出在第4 .5天来自解离胚状体的98 .3％细胞中内胚层标记物

EpCAM和CXCR4的共表达(图1C)。DE诱导后的双重BMP/TGF‑β抑制以高效率(>90％)产生AFE

(Soh等人2014)。一致地，第9天的免疫荧光染色显示大多数细胞表达FOXA2(内胚层)和SOX2

(前肠)，从而证实了向AFE(FOXA2+SOX2+)的有效特化(结果未示出)。

[0190] 其次，AFE向胸腺命运的分化集中在HOXA3\TBX1\PAX9\PAX1\SIX1和EYA1上，其是

参与PE发育和第3PP形成的基因(Manley和Condie  2010)。因此，将它们的表达用作培养第

15天的读数。

[0191] 在人中，在整个第3PP内胚层和周围的间充质中观察到HOXA3，而TBX1在第1、第2和

第3咽弓(PA)的核心间充质中和在第3PP内胚层中表达(Farley等人2013)。在PE中，这两个

基因的表达仅在第3PP中重叠(Farley等人2013)。视黄酸(RA)(一种PA(Kopinke等人2006)

和PP(Wendling等人2000)形态发生所必需的因子)已经与Hoxa3表达相关(Diman等人

2011)，而PP中的Fgf8盛行与小鼠中E10.5处的Tbx1重叠(Vitelli等人2002)。为了模拟生理

性第3PP内胚层发育，通过方案#1中AFE细胞的组合RA和FGF8b刺激来诱导TBX1和HOXA3的同

时表达(图1B)。为确认RA的作用，在方案#2中测试了没有RA的方案。RA的添加对于HOXA3表

达是必需的(图1D，方案#1相比于#2)，与Parent等人2013显示的结果一致。

[0192] FGF10、FGF7、CHIR(Wnt信号传导活化子)和BMP4也是已知调节读出基因的因子

(Parent等人2013；Sun等人2013；Soh等人2014；Su等人2015)。在方案#1中研究了用这些细

胞因子单独取代FGF8的作用。不仅FGF8b+RA引起大多数读出基因的最高表达，它是可以驱

动TBX1表达(图2B和2C)的唯一组合(图2B)。向使用FGF8b+RA的方案中添加BMP4、CHIR、FGF7

和FGF10并没有改善任何第3PP标记物的表达(未示出)。

[0193] 尽管表达大多数读出基因FOXN1，但是在培养第15天几乎检测不到TEC分化的主要

调节因子(Romano等人2013)(未示出)，从而留下改进的空间。在小鼠中，Pax9和Pax1在四种

PP中表达，并且在出生后局限于TEC的亚群(Wallin等人1996；Hetzer‑Egger等人2002)。因

此，除了作为AFE标记物，Pax1和Pax9也是TEC标记物。尽管在方案#1和#2中PAX9和PAX1的表

达在统计学上高于阴性对照(肝脏，'肝脏病状'(Gouon‑Evans等人2006))(图1E)，但在培养

第7.5天引入Shh作为进一步上调PAX9和PAX1的策略，因为Shh诱导腹侧体节中Pax1和Pax9

的表达(Furumoto等人1999)。Shh和其受体PTC1都在人TEC中表达，并且已经被报道有助于

TEC分化(Saldana等人2016；Sacedon等人2003)。

[0194] 由于Shh提高了RA清除率(Probst等人2002)，因此在第6.5天减少RA暴露并用Shh

替换(图1B)。这导致PAX9显著增加(2.5倍；p<0.0001)并且也在PAX1中接近显著性(5倍；p＝

0.053)(图1D，方案#1相比于#3)。TBX1表达也显著增加，与显示Shh在PE中诱导Tbx1表达的

报道一致(图1D)(Garg等人2001)。

[0195] 接下来测试从培养第4.5天开始增加向FGF8b中的暴露是否能起到使AFE发育朝向

PE并增强第3PP基因的表达的作用。在方案#3和#4中均观察到第3PP标记物的等效表达，这
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使得我们继续努力并行优化这两个标记，以探究它们在分化第15天以后的潜力(图1F)。

[0196] 实施例3‑第3PP的远端化

[0197] 尽管在前化和/或用Shh培养期间添加FGF8b提高了第3PP标记物的表达，但第15天

培养物显示出低FOXN1表达(结果未示出)。在小鼠中，Bmp4与FoxN1在第3PP内胚层的腹侧/

后侧前瞻性胸腺结构域中在E11 .5处共表达(Moore‑Scott和Manley  2005；Bleul和Boehm 

2005)。因此假设添加BMP4可能会产生更好的FOXN1表达。因此，使第15天培养物暴露于BMP4

中(图2A，方案#3b和#4b)。然而，对于方案#3b和#4b，添加BMP4不能诱导在培养第22天和30

天测定的FoxN1表达(结果未示出)。假设在胸腺器官形成后在TEC中也表达的PAX9表达不足

(Manley和Condie  2010；Hetzer‑Egger等人2002)可能是FOXN1表达差的原因。

[0198] 接下来测试头蛋白的添加是否会增加PAX9表达。头蛋白是BMP4拮抗剂和/或抑制

剂，其在小鼠中在E9.5处在整个第3PA的间充质中表达，紧邻早期第3PP内胚层(Patel等人

2006)。BMP4表达在第3PP内胚层的细胞中在E10.5处开始(Patel等人2006)。假设头蛋白可

刚好在BMP4信号传导出现在这个区域之前从间充质扩散至第3PP内胚层细胞。为模拟这个

事件，在方案#3c和#4c中从第16天至第22天用头蛋白取代BMP4(图2A)。在添加头蛋白的两

种方案中，PAX9表达显著增加(图2D)。

[0199] 与方案#3c相比，在方案#4c(前化期间的FGF8b)中观察到FOXN1表达水平高五倍

(图2E)。因此，进一步优化方案#4c。为证实所述细胞在BMP4添加后产生FOXN1，使用方案#4c

在第21天与第30天比较FOXN1表达。图2F显示FOXN1表达在第30天显著高于第21天，从而证

实BMP4暴露在第21天后具有增强FOXN1表达的潜力。在方案#4c中，第30天的FOXN1水平比第

15天高8倍(图2G)。

[0200] 与全人胎儿胸腺裂解物相比的TEC标记物在培养第30天的基因表达示于图3A中。

尽管胸腺基质样品因胸腺细胞的存在而被稀释，但方案4c实现了胸腺裂解物中所见的76％

的FOXN1表达。这显著高于进行相同比较的其他组所报道的水平(Parent等人2013；Sun等人

2013；Su等人2015)。此外，PAX9、PAX1、DLL4、ISL1、EYA1、SIX1、IL7、K5、K8和AIRE  mRNA可在

与胎儿胸腺相当或更高的水平上检测到。为确定这个方案在其他hESC系中的再现性，用方

案#4c处理人H9  ES细胞系。TEC标记物ISL1、FOXN1、K5、K8、DLL4、AIRE和IL7(图3B)的表达可

在用这个方案分化的H9细胞中得到证明。

[0201] 方案#4c培养物在第15天的免疫染色揭示菌落对PE标记物TBX1、EYA、ISL1和SIX呈

阳性，该PE标记物还与第3PP标记物EpCAM共染色(结果未示出)。在培养第30天，这些菌落仍

然对EpCAM(一种通用上皮标记物)、K5和UEA‑1(其与mTEC相关)和K8(其与cTEC相关)呈阳性

(结果未示出)。还发现了FOXN1和GCM2的表达水平之间的强相关性(图3C)，GCM2是也在第

3PP中发现的甲状旁腺标记物。这表明尽管BMP4暴露，但仍存在注定会向甲状旁腺祖细胞成

熟的细胞，从而证明第3PP的不完全远端化(Gordon等人2001)。IL7是由促进胸腺细胞存活、

分化和增殖的TEC(Zamisch等人2005)，以及在cTEC中起内吞受体的作用的CD205(Shakib等

人2009)产生的必需细胞因子。发现IL7和CD205表达与FOXN1的表达相关(图3C)。

[0202] 实施例4‑测定hES‑TEP的功能能力

[0203] 测试用方案#4c分化的hES‑TEP支持从植入在人源化小鼠中的人造血干细胞的胸

腺生成的能力。未分化多能细胞在培养物中的存留是使用ES和iPSC衍生物的主要临床翻译

障碍。植入实验揭示了在移植时存在多能细胞，导致来自植入物的细胞快速不受控制地生
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长并形成畸胎瘤(结果未示出)。与这些结果一致，OCT4(一种多能细胞的标记物)在第30天

在hES‑TEP培养物中被检测到(图4C)(Pan等人2002)。然而，培养第30天的TEP显示OCT4在

EpCAM+细胞中共表达(结果未示出)，并且qPCR分析显示FOXN1和OCT4的表达水平之间的相

关性(图4B)，从而表明OCT4表达可能是TEC分化程序的部分。

[0204] 据报道，存活素抑制剂YM155选择性地消除多能细胞(Lee等人2013)。测试在最后

24小时培养中用YM155处理以观察其是否足以消除多能细胞(图4A)。通过YM155处理，OCT4

表达显著降低(图4C)。到植入后11周，未处理的第15天hES‑TEP的植入在所有动物中导致畸

胎瘤(图4D)。与第15天植入了TEP的未处理对照相比，在存在和不存在YM155的情况下培养

至30天的hES‑TEP显示出减少的畸胎瘤形成，其中在接受YM155处理的细胞的组中15只动物

中仅有3只出现畸胎瘤(结果未示出)。

[0205] NSG宿主的天然胸腺雏形能够支持来自人胎儿肝脏来源的HSC的低水平胸腺生成。

开发了一种手术去除来自NSG小鼠的天然胸腺雏形的两个叶，以防止植入有人HSC的胸腺切

除的(ATX)NSG动物中的T细胞发育的方法(Khosravi‑Maharlooei等人2020)。通过从前纵隔

收集结缔组织并测定CD4+CD8+发育中的胸腺细胞的缺失来证实ATX小鼠中天然胸腺雏形的

完全去除(图5A和5B)。因此，为评定植入的hES来源的TEP的功能能力，对所有随后的受体进

行胸腺切除。

[0206] 实施例5‑使用hES‑TEP/TMC的功能性胸腺器官形成

[0207] 为测试培养的hES‑TEP支持胸腺生成的功能能力，将与人胸腺间充质细胞(TMC)混

合的hES‑TEP簇(使用方案#4c产生)或单独的TMC植入至静脉注射有2x105个人HSC的ATX 

NSG小鼠的肾囊下。示出了所有小鼠的外周血中的总人CD45+细胞，其中人嵌合体在人源化

后11‑31周在植入了hES‑TEP/TMC的小鼠中平均为61％+21％，在植入了TMC的小鼠中平均为

81％+13％(图5C)。人HSC植入导致显性B细胞产生(数据未显示)。早在肾囊下TEP植入后9

周，在植入有hES‑TEP/TMC的两只小鼠中检测到人CD3+T细胞占总人血细胞的超过1％，并且

最终在7只植入了hES‑TEP的小鼠中的6只中检测到这一现象，而植入了TMC的对照没有显示

出外周T细胞重建(图5D)。T细胞偏向CD4+而不是CD8+谱系，然而，7只植入了hES‑TEP/TMC的

小鼠中有4只产生CD4+和CD8+细胞(图5E和5G)。进一步测定CD4+细胞中幼稚T细胞标记物

CD45RA和效应/记忆T细胞标记物CD45RO的表达。在产生CD4+和CD8+T细胞的4只小鼠中，CD4

+T细胞具有主要的幼稚表型(CD45RA+CD45RO‑)，与从头胸腺生成一致(图5F)。随着时间的

推移，CD4+T细胞转化为效应/记忆表型(CD45RA‑CD45RO+)，与胸腺生成停滞和淋巴细胞减

少性扩增一致。

[0208] hES‑TEP/TMC中存在低频率的CD4+CD8+双阳性细胞(图5H)。hES‑TEP/TMC植入物在

体积上稍微扩张并呈现紊乱的架构，其中在苏木精(hematoxylin)和伊红(eosin)染色中没

有可辨别的皮质或髓质区域(结果未示出)。此外，来自hES‑TEC/TMC植入物的细胞似乎穿透

肾实质，从而表明体内存在从TEP培养的细胞分化的多种细胞类型。尽管架构紊乱，但hES‑

TEC/TMC植入物中的一些细胞被TEC标记物EpCAM、广谱细胞角蛋白(Pancytokeratin)和人

MHC  II(HLA‑DR)共染色，表明hES‑TEC长期终末分化和存活(结果未示出)。

[0209] 实施例6‑用于测试hES‑TEC的影响：整合到猪胸腺植入物中的证据的策略

[0210] 假设hES‑TEP在体内产生真正胸腺组织的能力可能受到胸腺结构支架或产生功能

胸腺所需的其他细胞类型的缺失的限制。为解决这种可能性，研究了在人源化小鼠中注射
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至猪胎儿胸腺植入物中的hES‑TEP(通过方案#4c产生)的存活和功能。参见图6A。先前已经

证明，在NOD‑scid或NSG小鼠中，胎儿猪胸腺(SwTHY)支持来自人胎儿肝脏来源的HSC的稳健

胸腺生成(Kalcheuer等人2014；Nikolic和Sykes1999；Nauman等人2019)

[0211] 通过流式细胞术和免疫荧光分析移植后18‑22周注射的SwTHY植入物中hES‑TEC的

存在。用LiberaseTM分离来自一半胸腺植入物的基质细胞，并且针对人细胞(huCD45和HLA‑

ABC)、胸腺成纤维细胞(CD105)和上皮细胞(EpCAM)的标记物对该基质细胞进行染色。示出

了huCD45‑HLA‑ABC+细胞的SwTHY+hES‑TEC和SwTHY的CD105和EpCAM细胞的分布(图6B)。

HuCD45‑HLA‑ABC+CD105‑EpCAM+以1.6％+2.3％的频率在注射了hES‑TEC的胸腺中检测到，

而其在未注射的SwTHY中检测不到，如所预期(图6B和6C)。将完整胸腺植入物用上皮细胞标

记物细胞角蛋白14和抗人泛MHCII(HLADR)染色。细胞角蛋白14在人和猪上皮细胞(红色)上

表达。HLA‑DR在接种从骨髓中的人HSC分化的胸腺植入物的人抗原呈递细胞和终末分化的

人TEC(绿色)上表达。共聚焦显微镜显示在注射的SwTHY中有由hES‑TEC(黄色)表达的共定

位HLA‑DR和细胞角蛋白，但是在未注射的SwTHY中则没有(结果未示出)。在7只SwTHY+hES‑

TEC胸腺植入物中的6只中检测到hES‑TEC。

[0212] 实施例7‑将hES‑TEP注射到猪胸腺中改善人胸腺生成

[0213] 通过流式细胞术测定分化末期的胸腺细胞以确定hES‑TEC是否支持改善的人胸腺

生成。SwTHY+hES‑TEC和SwTHY植入物中的单阳性(SP)CD4+、CD8+和双阳性(DP)CD4+CD8+细

胞的分布与在人儿科胸腺中的分布相似(图6D)。与SwTHY植入物相比，SwTHY中的hES‑TEC导

致胸腺细胞和CD4+CD8+DP细胞的总数显著增加(图6E)。与SwTHY植入物相比，CD4+SP、CD4+

CD45RA+和CD4+CD45RO+发育中的T细胞的频率和绝对数目在SwTHY+hES‑TEC中显著增加(图

6E)。这些数据表明hES‑TEC可通过提供从双阳性阶段到终末分化的胸腺细胞存活所需的人

MHC相互作用来促进人胸腺生成。

[0214] 接下来，测试了与植入在肾囊下的未注射的SwTHY相比，将hES‑TEP注射至SwTHY中

是否改变了注射HSC的小鼠的外周中的T细胞频率和表型(图6A)。植入有SwTHY的动物或植

入有注射了hES‑TEP的SwTHY(SwTHY+hES‑TEC)的动物产生的稳健的人嵌合体具有相似的B

细胞频率，其从人源化后11至21周在外周血中平均为约30％±14％(图6F和6G)。与SwTHY组

相比，由于SwTHY+hES‑TEC组的血液中CD4+T细胞的频率增加，因此T细胞重建的比较动力学

展现出CD3+T细胞比例显著增加(图7A)。

[0215] 测定作为主要免疫器官的脾免疫群体以确定hES‑TEC注射是否改变了频率或绝对

细胞数目。人免疫细胞的频率和总数目在SwTHY+hES‑TEC组与SwTHY组之间相当(图6H)。类

似地，各组之间在CD19+B细胞和CD14+单核细胞的数量上没有差异(图6I和6J)。与植入了

SwTHY的动物相比，CD3+T细胞的频率和总数目在SwTHY+hES‑TEC组中增加(图7E)。与SwTHY

对照相比，CD8+细胞毒性和CD4+辅助T细胞的百分比和绝对数目在SwTHY+hES‑TEP注射组中

均升高(图7F)。

[0216] 基于趋化因子受体CCR7和CD45RA的表达来定义CD4和CD8T细胞的表型和功能子

组，以描绘幼稚(CD45RA+CCR7+)、中央记忆(Tcm)(CD45RA‑CCR7+)、效应记忆(Tem)(CD45RA‑

CCR7‑)和再表达CD45RA的终末分化效应记忆细胞(TEMRA)(CD45RA+CCR7‑)群体(图7G)

(Thome等人2014)。与植入了SwTHY+hES‑TEP的动物中T细胞数目的增加一致，幼稚、Tcm、Tem

和TEMRA在CD4+和CD8+T细胞区室中均显著增加(图7G)。CD31(血小板/内皮细胞粘附分子‑1
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或PECAM‑1)由最近从胸腺迁移出的新幼稚CD4+T细胞表达。与SwTHY对照相比，注射SwTHY+

TEP的动物表现出幼稚CD4+T细胞中CD31+细胞的数目显著增加(图7H)，与hES‑TEC促进人T

细胞发育的解释一致。
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