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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
選択されたコントロール遺伝子構造に対する試験被験体から選択された網膜の網膜色素上
皮（ＲＰＥ）細胞における遺伝的変異の存在を網膜色素変性症（ＲＰ）の指標とする方法
であって、該方法は：
　該選択された網膜の網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞の遺伝物質を検査して該遺伝物質の１
つ以上の遺伝子構造を１つ以上のコントロール遺伝子構造と比較し、これにより該被験体
の網膜の網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞におけるこのような遺伝的変異の存在を決定するス
テップを含み、該網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞は、該被験体の体細胞のリプログラミング
によって得られた人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞の分化によって調製されたものである、方
法。
【請求項２】
前記試験被験体が、網膜色素変性症（ＲＰ）を有するか、またはそれを有する疑いがある
、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記検査が、ＲＮＡ配列決定またはＤＮＡ配列決定を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記検査が、マイクロアレイ分析を利用する、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
前記遺伝物質が、ＲＮＡまたはＤＮＡを含む、請求項１に記載の方法。
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【請求項６】
前記遺伝子構造が、ヌクレオチド配列を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
前記遺伝子構造が、ＲＮＡレベルまたはタンパク質レベルにおける発現プロフィールによ
って表される、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
前記遺伝的変異が多型である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
前記遺伝的変異が、一塩基多型変異である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記遺伝的変異が、遺伝子突然変異である、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
前記遺伝的変異が、ＲＮＡレベルまたはタンパク質レベルにおける差次的発現に影響を及
ぼす、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
前記遺伝的変異が、１つ以上のコーディング配列の変異である、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
前記遺伝的変異が、１つ以上の遺伝子調節エレメントの変異である、請求項１に記載の方
法。
【請求項１４】
前記遺伝子調節エレメントが、プロモーター、エンハンサー、サイレンサー、または応答
エレメントである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記遺伝子調節エレメントが、マイクロＲＮＡである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
前記遺伝的変異が、後成的変異である、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
前記遺伝的変異が、前記遺伝子構造のメチル化における変異に影響を及ぼす、請求項１６
に記載の方法。
【請求項１８】
前記コントロール遺伝子構造が、選択された遺伝的変異を有していないことが知られてい
る遺伝子構造である、請求項１に記載の方法。
【請求項１９】
前記コントロール遺伝子構造が、正常組織由来遺伝物質に含まれている、請求項１８に記
載の方法。
【請求項２０】
前記コントロール遺伝子構造が、遺伝物質に含まれ、該遺伝物質が、コントロール被験体
の正常体細胞のリプログラミングによって得られたｉＰＳ細胞の分化によって調製された
、選択された正常細胞に由来する、請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
前記正常組織または前記選択された正常細胞が、前記試験被験体の選択された網膜と同じ
組織型である、請求項１９または２０に記載の方法。
【請求項２２】
前記コントロール遺伝子構造が、前記試験被験体の親族であるコントロール被験体である
、請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
前記コントロール被験体が、前記試験被験体のきょうだいである、請求項２２に記載の方
法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　この出願は、２００９年８月２８日に出願された、米国仮出願第６１／２３７，９０８
号（この全内容は、参考として本明細書に援用される）に対する優先権の利益を主張する
。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、全体として、分子診断の分野に関する。詳細には、本発明は、遺伝的変異（
ｇｅｎｅｔｉｃ　ｖａｒｉａｔｉｏｎ）の決定および特徴付けにおける人工多能性幹細胞
（ｉｎｄｕｃｅｄ　ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ）（ｉＰＳ細胞）の使
用に関する。
【背景技術】
【０００３】
　関連分野の説明
　ヒト遺伝子の欠陥によって引き起こされる病状は、通常は、かなり組織特異的である。
遺伝性疾患では、このことは、関連する遺伝子の特定の空間時間的機能が、生殖細胞系列
の突然変異によって障害されることを示唆している。疾患遺伝子は、一般に限られた数の
組織で発現される傾向にあることが示されているが、多くの症例では、疾患遺伝子の組織
特異的発現パターンまたは遺伝子構造が病理学的徴候または異常な徴候とどのように相関
するかについてはなお不明であり、特定の組織型または細胞型における異常な遺伝子また
は遺伝子構造の決定または特徴付けが困難なままである。
【０００４】
　より広い態様では、遺伝的変異の解明は、疾患感受性、薬物に対する可変応答、ならび
に最終的な処置および公衆衛生を含む人類遺伝学の１つの重要な目標である。
【０００５】
　人体は、様々な組織型で存在する２００を超える細胞型から構成されている。未知の遺
伝的欠陥を同定するため、または遺伝的変異を決定するためには、特定の細胞型を単離し
て特徴付ける必要がある。しかしながら、一部の細胞型、例えば、非常に特殊な網膜色素
上皮（ＲＰＥ）細胞は、ｉｎ　ｖｉｖｏでヒト対象から得ることが困難であろう。したが
って、現在も、特定の細胞型を用意して組織特異的な遺伝的変異を分析するより便利な方
法を開発する必要がある。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、ｉＰＳ細胞の使用に適した組織特異的な遺伝的変異の診断方法を提供するこ
とによって、特に、単離または取得が困難であり得る特定の疾患に関連した細胞型を提供
することによって当技術分野の大きな問題を解消する。第１の実施形態では、選択された
コントロールの遺伝子構造に対する試験被験体における組織特異的な遺伝的変異の存在を
決定する方法であって、（ａ）選択された組織の分化細胞の遺伝物質を得るステップであ
って、この分化細胞が、試験被験体の体細胞のリプログラミングによって得られた人工多
能性幹（ｉＰＳ）細胞の分化によって調製されたものである、ステップと、（ｂ）分化細
胞の遺伝物質を検査して遺伝物質の１つ以上の遺伝子構造を１つ以上のコントロール遺伝
子構造と比較し、これにより試験被験体の組織の細胞におけるこのような遺伝的変異の存
在を決定するステップと、を含む方法が提供される。特定の実施形態では、選択された組
織は、網膜、神経組織、または心筋組織であり得る。
【０００７】
　特定の態様では、試験被験体は、遺伝的異常または遺伝病を有し得る、または疑いがあ
り得る。遺伝病、例えば、網膜疾患は、特徴付けることが困難な遺伝的欠陥をもつ組織特
異的疾患であり得る。網膜疾患の特徴付けでは、特定の網膜細胞型、例えば、網膜神経細
胞または網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞は、本方法の特定の態様によって、特に、試験被験
体に由来する体細胞がリプログラミングされたｉＰＳ細胞の分化によって調製することが
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できる。
【０００８】
　ヌクレオチド、例えば、ＲＮＡまたはＤＮＡを含み得る分化細胞の遺伝物質を、当技術
分野で周知の様々な方法、例えば、ヌクレオチド配列決定、例えば、ＲＮＡもしくはＤＮ
Ａ配列決定、またはマイクロアレイ分析によって検査することができる。遺伝子構造は、
一次ヌクレオチド配列、二次構造、後成的構造、および染色体構造などであり得る。本発
明のさらなる態様では、分化細胞の遺伝子構造は、発現プロフィールによって表すことが
でき、この発現プロフィールは、単純なヌクレオチド配列決定だけでは明らかにならない
ＤＮＡ配列内の転写制御領域の機能的結果を反映し得る。
【０００９】
　本方法の特定の態様を使用して、１つ以上のコーディング配列の変異、または１つ以上
の非コーディング配列、例えば、遺伝子調節エレメントの変異であり得る遺伝的変異を同
定することができる。これらのステップによって決定される遺伝的変異は、任意のタイプ
の突然変異、例えば、欠失、挿入、ミスマッチ、転座、複製、逆位、ヘテロ接合性の喪失
；または多型、例えば、一塩基多型（ＳＮＰ）であり得る；または差次的発現によって表
され得る。遺伝的変異はまた、患者組織における発現調節要素の機能における差異から生
じる転写産物量の差であり得る。
【００１０】
　本方法は、遺伝的変異、例えば、限定されるものではないが、プロモーター、エンハン
サー、サイレンサー、応答エレメント、またはＲＮＡ上の調節配列、例えば、５’－もし
くは３’－ＵＴＲ（非翻訳領域）、または任意の特徴付けられていない調節要素を含む調
節領域またはイントロンのような非コーディング領域における多型の存在を決定するのに
特に有用であり得る。遺伝的変異はまた、非コーディングＲＮＡ、例えば、マイクロＲＮ
Ａにおける変異、または後成的変異、例えば、遺伝子構造の修飾、例えば、メチル化にお
ける変異も含み得る。
【００１１】
　このような遺伝的変異の存在を決定するために、選択されたコントロール遺伝子構造、
例えば、選択された遺伝的変異のない遺伝子構造を使用することができる。特定の態様で
は、コントロール遺伝子構造は、正常組織由来の遺伝物質に含まれ得、好ましくは、この
ような正常組織は、コントロール被験体、例えば、試験被験体のきょうだいまたは他の家
族に由来し得る。コントロール被験体は、特に試験被験体の選択された組織の組織型に遺
伝的変異を有し得ない。さらなる態様では、コントロール遺伝子構造は、遺伝物質に含ま
れ得、この遺伝物質は、コントロール被験体、例えば、遺伝的変異を有していない対象の
正常な体細胞のリプログラミングによって得られるｉＰＳ細胞の分化によって調製された
、選択された正常細胞に由来する。好ましくは、選択された正常細胞または正常組織は、
組織特異的遺伝子構造の比較のために、試験被験体の選択された組織と同じ組織型とする
ことができる。特定の態様では、コントロール被験体は、試験被験体と血縁関係にある家
族の１人とすることができる。
【００１２】
　本発明の方法および／または組成物に関連して説明される実施形態は、本明細書に開示
される任意の他の方法または組成物に利用することができる。したがって、１つの方法ま
たは組成物に関する一実施形態は、本発明の他の方法および組成物にも適用することがで
きる。
【００１３】
　本明細書で使用される場合、核酸に関する用語「コードする」または「コードしている
」は、当業者が本発明を容易に理解できるように使用されるが、これらの用語はそれぞれ
、「含む」または「含んでいる」と同義的に使用することができる。
【００１４】
　本明細書で使用される場合、「ある（ａ）」または「ある（ａｎ）」は、１つ以上を意
味し得る。語「含む」と共に請求項（複数可）で使用される場合、語「ある（ａ）」また
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は「ある（ａｎ）」は、１つまたは２つ以上を意味し得る。
【００１５】
　請求項における用語「または（ｏｒ）」の使用は、代替のみまたは代替が互いに排他的
であると明確に述べられていない限り、「および／または」を意味するが、本開示は、代
替のみおよび「および／または」を指す定義も支持する。本明細書で使用される場合、「
別の」は、少なくとも２番目以降を意味する。
【００１６】
　本明細書の全体を通じて、用語「約」は、ある値が、その値を決定するために用いられ
るデバイスもしくは方法に固有の誤差のばらつき、または被試験物中に存在するばらつき
を含むことを示すために使用される。
　本発明は、例えば以下の項目を提供する。
（項目１）
選択されたコントロール遺伝子構造に対する試験被験体における組織特異的な遺伝的変異
の存在を決定するための方法であって、該方法は：
（ａ）選択された組織の分化細胞の遺伝物質を得るステップであって、該細胞が、該被験
体の体細胞のリプログラミングによって得られた人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞の分化によ
って調製されたものである、ステップと、
（ｂ）該分化細胞の該遺伝物質を検査して該遺伝物質の１つ以上の遺伝子構造を１つ以上
のコントロール遺伝子構造と比較し、これにより該被験体の組織の細胞におけるこのよう
な遺伝的変異の存在を決定するステップと、を含む、方法。
（項目２）
前記試験被験体が、遺伝的異常または遺伝病を有するか、またはそれを有する疑いがある
、項目１に記載の方法。
（項目３）
前記選択された組織が、網膜である、項目１に記載の方法。
（項目４）
前記分化細胞が、網膜神経細胞である、項目３に記載の方法。
（項目５）
前記分化細胞が、網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞である、項目３に記載の方法。
（項目６）
前記検査が、ＲＮＡ配列決定またはＤＮＡ配列決定を含む、項目１に記載の方法。
（項目７）
前記検査が、マイクロアレイ分析を利用する、項目１に記載の方法。
（項目８）
前記遺伝物質が、ＲＮＡまたはＤＮＡを含む、項目１に記載の方法。
（項目９）
前記遺伝子構造が、ヌクレオチド配列を含む、項目１に記載の方法。
（項目１０）
前記遺伝子構造が、ＲＮＡレベルまたはタンパク質レベルにおける発現プロフィールによ
って表される、項目１に記載の方法。
（項目１１）
前記遺伝的変異が多型である、項目１に記載の方法。
（項目１２）
前記遺伝的変異が、一塩基多型変異である、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
前記遺伝的変異が、遺伝子突然変異である、項目１に記載の方法。
（項目１４）
前記遺伝的変異が、ＲＮＡレベルまたはタンパク質レベルにおける差次的発現によって表
される、項目１に記載の方法。
（項目１５）
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前記遺伝的変異が、１つ以上のコーディング配列の変異である、項目１に記載の方法。
（項目１６）
前記遺伝的変異が、１つ以上の遺伝子調節エレメントの変異である、項目１に記載の方法
。
（項目１７）
前記遺伝子調節エレメントが、プロモーター、エンハンサー、サイレンサー、または応答
エレメントである、項目１６に記載の方法。
（項目１８）
前記遺伝子調節エレメントが、マイクロＲＮＡである、項目１６に記載の方法。
（項目１９）
前記遺伝的変異が、後成的変異である、項目１に記載の方法。
（項目２０）
前記遺伝的変異が、前記遺伝子構造のメチル化における変異である、項目１９に記載の方
法。
（項目２１）
前記コントロール遺伝子構造が、選択された遺伝的変異を有していないことが知られてい
る遺伝子構造である、項目１に記載の方法。
（項目２２）
前記コントロール遺伝子構造が、正常組織由来遺伝物質に含まれている、項目２１に記載
の方法。
（項目２３）
前記コントロール遺伝子構造が、遺伝物質に含まれ、該遺伝物質が、コントロール被験体
の正常体細胞のリプログラミングによって得られたｉＰＳ細胞の分化によって調製された
、選択された正常細胞に由来する、項目１に記載の方法。
（項目２４）
前記正常組織または前記選択された正常細胞が、前記試験被験体の選択された組織と同じ
組織型である、項目２２または２３に記載の方法。
（項目２５）
前記コントロール遺伝子構造が、前記試験被験体の親族であるコントロール被験体である
、項目１に記載の方法。
（項目２６）
前記コントロール被験体が、前記試験被験体のきょうだいである、項目２５に記載の方法
。
【００１７】
　本発明の他の目的、特徴、および利点は、以下の詳細な説明から明らかになるであろう
。しかしながら、詳細な説明および特定の実施例は、本発明の好ましい実施形態を示して
いるが、この詳細な説明から本発明の趣旨および範囲内の様々な変更および改良が当業者
に明らかになるため、単なる例示として与えられることを理解されたい。
【発明を実施するための形態】
【００１８】
　Ｉ．はじめに
　特定の実施形態による本開示は、全体として、人工多能性幹細胞に由来し得る特定の細
胞型の遺伝物質を検査することによって組織特異的な遺伝的変異を決定する方法に関する
。遺伝物質には、細胞物質、細胞構造、および／または細胞効果の性質の決定において基
本的な役割を果たし得るあらゆる核物質（染色体、ＤＮＡ、ＲＮＡなど）および細胞質物
質（例えば、ミトコンドリア、タンパク質）が含まれ得る。決定される遺伝的変異には、
例えば、遺伝的欠陥または遺伝子多型が含まれ得る。
【００１９】
　遺伝的に受け継がれる疾患または障害を引き起こし得る遺伝的欠陥には、遺伝子構造に
おける異常、例えば、遺伝子の欠失もしくは欠陥、または染色体異常が含まれる。本発明
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の特定の態様によって決定されるこれらの遺伝的欠陥は、遺伝病の診断または治療にさえ
も利用することができる。
【００２０】
　特定の組織型または細胞型における遺伝子多型もまた、本方法の特定の態様によって決
定することができる。例えば、遺伝子多型は、同じ遺伝子座における１つ以上の対立遺伝
子または遺伝子マーカーの出現を指し、頻度の低い対立遺伝子またはマーカーが、突然変
異のみによって説明できるよりも頻繁に発生している。遺伝子多型には、一塩基多型（Ｓ
ＮＰ）；制限断片長多型（ＲＦＬＰ）；コピー数多型；転写または発現における多型、例
えば、ＲＮＡレベル、タイミング、または組織分布における変異；イントロンおよび調節
要素、例えば、プロモーター、サイレンサー、エンハンサー、応答エレメント、転写因子
、非翻訳領域、または非コーディングＲＮＡを含む非コーディング領域における多型；ト
リヌクレオチド反復多型、例えば、ＣＡＧ反復などのトリヌクレオチド反復の数、動力学
、および／または分布；後成的状態における多型、例えば、メチル化状態；代謝変化、成
長因子（例えば、インスリン）、化学薬品または薬剤、治療手順または処置などに対する
異なる感受性；疾患または障害に対する罹患率；薬物応答、代謝、または毒性などにおけ
る変異が含まれ得る。例えば、遺伝子多型の決定は、遺伝的欠陥または保因状態の発生と
の相関性についての疾患の診断または予後に役立ち得る。
【００２１】
　特定の態様では、遺伝物質の検査には、特定の細胞型のＲＮＡの発現または配列の多型
の決定が含まれ得る。細胞特異的ＲＮＡの特徴付けは、たとえ完全なＤＮＡゲノムの配列
決定または完全なプロテオミクスの配列決定さえも得られないという情報を得る際に有利
であり得る。例えば、ＤＮＡ制御領域における変異の機能的結果が未だ十分には解明され
ていないため、標的組織型または標的細胞型のＲＮＡの分析（全トランスクリプトーム分
析）により、配列決定された全ゲノムの配列によっても同定することができない調節要素
または領域における機能的な変異を同定することができ、かつ全ゲノムの配列決定によっ
ても得られない情報を提供することができる。特に、遺伝子発現レベル（例えば、転写）
は、遺伝的変異に直接関係する定量的指標であり、通常は、調節要素における多型を表す
ことができる。調節要素における多型または突然変異が組織特異的な疾患または異常に関
連する場合は、多型または突然変異は、関連組織におけるスプライスされた変異体のＲＮ
Ａ発現のレベル、局在化、タイミング、または相対レベルの変化によって表され得る。本
発明者らは、特に、全ゲノムＤＮＡ配列を必要とすることなく特定の細胞型に関連した遺
伝物質を検査するため、特定の細胞型のＲＮＡの配列決定は、ＤＮＡの配列決定よりも格
段に迅速に特定の変異を明らかにすることもできる。この分析は、疾患状態に関連した転
写の相違を同定する可能性を最大にするために、罹患していないきょうだいに対する対照
比較で行うことが最良であろう。
【００２２】
　本発明は、遺伝子操作されたｉＰＳ細胞に由来する分化細胞の移植による組織特異的な
疾患の処置、または組織特異的もしくは細胞特異的な遺伝的変異のみの診断の序章であり
得る。加えて、本発明の特定の態様は、本発明者らが、全ゲノムまたは全トランスクリプ
トームではなくコントロールの発現プロフィールと試験被験体の発現プロフィールとの間
の相違によって表される多型で開始できるため、特徴付けられていない遺伝的障害の遺伝
的原因または遺伝子マーカーの同定の複雑さを格段に低減する。
【００２３】
　ＩＩ．遺伝的変異および遺伝病
　特定の態様は、遺伝的変異の存在を決定する方法を提供し、この方法は、遺伝病または
遺伝的異常の診断を提供することができる。遺伝的変異は、個々の間の表現型の多様性の
具体化に重要な役割を果たし得、根本的な機序には、タンパク質コーディング配列を変更
する多型または異常、あるいは遺伝子の機能もしくは発現または関連遺伝子ネットワーク
に影響を及ぼす調節配列における変化が含まれ得る。遺伝的変異は、集団における様々な
遺伝子型の存在から生じ得、かつ遺伝病または遺伝的異常に関連する、遺伝病または遺伝
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的異常に罹患しやすい、または遺伝病または遺伝的異常の根本原因であり得る。
【００２４】
　遺伝病は、生殖細胞系列変異によって引き起こされ得、生殖細胞系列変異は、広範囲な
組織に存在するにもかかわらず組織特異的な病状または調節要素の機能の異常を頻繁にも
たらし、組織特異的な表現型も有し得る。
【００２５】
　Ａ．遺伝的変異
　遺伝的変異は、特定の組織型または細胞型における遺伝子発現に影響を及ぼし得る。本
方法の特定の態様では、組織特異的または細胞特異的な発現を遺伝子構造に関連付けるこ
とにより、遺伝的変異を同定または決定することができる。例えば、遺伝的変異には、一
塩基多型（ＳＮＰ）などの多型が含まれ得、ＳＮＰは、ゲノム（または他の共有配列）に
おけるＡ、Ｔ、Ｃ、またはＧの１つのヌクレオチドがある種の族間（または個体における
対合染色体間）で異なるときに生じるＤＮＡ配列の変異である。２倍体の配列の分析によ
り、非ＳＮＰ変異は、単一ヌクレオチドの多様性よりもヒト遺伝的変異の割合の方がはる
かに多いことが分かった。この非ＳＮＰ変異は、コピー数の変異を含み、欠失、逆位、挿
入、および複製から生じ得る。コピー数に関しては、典型的には、血縁のない者のゲノム
の約０．４％が異なると推定される。
【００２６】
　多型の一部は、ゲノムの非コーディング領域中にあり得、その他、例えば、調節領域も
しくは要素における多型、または転写安定性もしくはスプライシングを変更するエキソン
変異体は、コーディング領域中に存在し得る。
【００２７】
　遺伝的変異には、タンパク質コーディング配列の変更によってシスで、またはＲＮＡの
レベルで作用して：転写（調節部位または調節要素の構造を介した活性化または阻害）、
ｍＲＮＡプロセシング、ｍＲＮＡ前駆体のスプライシング、エキソン・スプライシング・
エンハンサー（ＥＳＥ）、エキソンスキッピング、ｍＲＮＡ安定性、ｍＲＮＡ輸送、また
は調節ＲＮＡに影響を及ぼす、遺伝子調節多型が含まれ得る。後成的変異は、ある程度ま
で調節多型を模倣し得る（Ｊｏｈｎｓｏｎら、２００５）。
【００２８】
　調節領域または調節要素における多型は、ヒトにおける表現型変異に寄与する重要な効
果の１つであり得るため、一部が遺伝的障害に関連し得るヒト表現型の変異の分子分析に
とって重要である。
【００２９】
　例えば、調節多型が、複雑な疾患特性に対する個々の罹患率の決定に重要な役割を果た
すという証拠が増加している（Ｋｎｉｇｈｔら、２００５）。このような調節多型には、
限定されるものではないが、１型糖尿病における、インスリンをコードするＩＮＳの可変
数縦列反復（すなわち、ＶＮＴＲ）における変異；自己免疫疾患における、細胞障害性Ｔ
リンパ球抗原をコードするＣＴＬＡ４の多型；マラリアにおけるダフィ結合タンパク質の
多型；ＨＩＶ－１感染における、ケモカイン受容体５をコードするＣＣＲ５の多型が含ま
れる。遺伝的変異はまた、タンパク質チロシンホスファターゼ受容体Ｃ型をコードするＰ
ＴＰＲＣにおけるスプライシング、および因子ＸＩＩをコードするＦ１２における転写効
率の調節ならびに遺伝子発現の制御の他のレベルでも機能し得る。
【００３０】
　Ｂ．遺伝的障害
　遺伝病（すなわち、遺伝的障害）は、遺伝子もしくは染色体における、または遺伝子調
節エレメントにおける異常によって引き起こされる病気である。異常は、１つの遺伝子に
おける小さな変異から、全染色体または染色体組の追加または減少までの範囲であり得る
。一部の疾患、例えば、癌は、１つには遺伝的障害が原因であり、環境因子によっても引
き起こされる。ある種の劣性遺伝子障害は、特定の環境においてヘテロ接合状態に優位性
を付与する。１倍体細胞は、１組の染色体のみを有する。２倍体細胞は、２組の染色体を
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有する。ヒトでは、体細胞は、２倍体であり、配偶子は１倍体である。
【００３１】
　遺伝病の範囲は、本来広いものであるため、罹患している個体は、実質的にすべての医
療機関で見られ得る。簡単に述べると、遺伝子の青写真は、受胎の瞬間から死まで健康に
影響を与える。遺伝的障害の集団調査に基づき、２５歳の年齢では（Ｂａｉｒｄら、１９
８８）、集団の約０．４％が単一遺伝子（メンデル）障害を有し、０．２％が染色体異常
を有し、４．６％が多因子性状態を有することが明らかである。別の０．１％は、未知の
遺伝の明らかな遺伝的異常を有し、０．３％が、本来は遺伝ではない先天的問題を有する
。単一遺伝子障害は、１つの突然変異遺伝子の結果である。単一遺伝子欠陥によって引き
起こされる４，０００を超えるヒト疾患が存在すると推定される。単一遺伝子障害は、い
くつかの方法で以降の世代に受け継がれ得る。しかしながら、ゲノミックインプリンティ
ングおよび片方の親の２染色体が、遺伝パターンに影響を及ぼし得る。常染色体型とＸ染
色体連鎖型の区別は「厳格」であるが（なぜなら、後者の型は、遺伝子の染色体位置に基
づいてのみ区別されるからである）、劣性型と優性型の区別は「厳格」ではない。例えば
、軟骨形成不全は、典型的には優性障害と見なされるが、軟骨形成不全の２つの遺伝子を
もつ子供は、軟骨形成不全の保因者と見なされ得るいくつかの骨格障害を有する。鎌状赤
血球貧血は、劣性状態とも見なされるが、ヘテロ接合保因者は、早期幼児期にマラリアに
対する免疫が高く、これは、関連優性状態と呼ぶことができる。
【００３２】
　個人が常染色体優性障害に罹患するには、遺伝子の１つの突然変異コピーのみが必要で
ある。罹患した個々人は、通常は、罹患している１人の親を有する。子供が、突然変異遺
伝子を受け継ぐ可能性は５０％である。常染色体優性である状態は、浸透度が低い場合が
多い、すなわち、１つの突然変異コピーのみが必要であるが、この突然変異を受け継いだ
者の一部しか疾患を発症しない。このタイプの障害の例として、ハンチントン病、神経線
維腫症１型、マルファン症候群、遺伝性非ポリープ性結腸直腸癌、および高浸透度常染色
体優性障害である遺伝性多発性外骨腫症が挙げられる。先天性欠損症は、先天異常とも呼
ばれる。
【００３３】
　個人が常染色体劣性障害に罹患するには、遺伝子の２つのコピーが突然変異しなければ
ならない。罹患した個人は、通常は、それぞれが突然変異遺伝子の１つのコピーを有する
罹患していない両親（保因者と呼ばれる）を有する。それぞれが突然変異遺伝子の１つの
コピーを有する２人の罹患していない両親は、妊娠の度に、障害に罹患した子供を有する
確率は２５％である。このタイプの障害の例として、嚢胞性線維症、鎌状血球症（部分鎌
状血球症も）、テイ・サックス病、ニーマン・ピック病、脊髄性筋萎縮症、および乾燥型
耳垢（「ライスブランド（ｒｉｃｅ－ｂｒａｎｄ）」としても知られている）が挙げられ
る。
【００３４】
　Ｘ連鎖優性障害は、Ｘ染色体上の遺伝子における突然変異によって引き起こされる。２
、３の障害のみがこの遺伝パターンを有し、最たる例は、Ｘ連鎖低リン酸塩血症性くる病
である。男性も女性もこれらの障害に罹患するが、男性は、典型的には、女性よりも重度
に罹患する。一部のＸ連鎖優性状態、例えば、レット症候群、２型色素失調症、およびエ
カルディ症候群は、通常は、男性は子宮内で、または生後まもなく死亡するため、主に女
性に見られる。この知見の例外として、極端に稀な症例であるが、クラインフェルター症
候群（４７、ＸＸＹ）の少年が、Ｘ連鎖優性状態も受け継ぎ、疾患の重症度の点で女性の
症状に類似した症状を示す。Ｘ連鎖優性障害が遺伝する確率は、男性と女性で異なる。Ｘ
連鎖優性障害の男性の息子は、罹患しないが（父親のＹ染色体を受け取るため）、彼の娘
は、すべての状態を受け継ぐ。Ｘ連鎖優性障害の女性は、妊娠の度に、罹患していない胎
児を宿す確率は５０％であるが、色素失調症などの症例では、女性子孫のみが、通常は生
存可能であることを留意されたい。加えて、これらの状態は、本質的に受胎能を変更しな
いが、レット症候群またはエカルディ症候群の個体は、稀にしか生殖しない。
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【００３５】
　Ｘ連鎖劣性障害も、Ｘ染色体上の遺伝子における突然変異によって引き起こされる。男
性は、女性よりも頻繁に罹患し、この障害が遺伝する確率は、男性と女性で異なる。Ｘ連
鎖劣性障害の男性の息子は、罹患せず、彼の娘は、突然変異遺伝子の１つのコピーを有す
る。Ｘ連鎖劣性障害（ＸＲＸｒ）の保因者である女性は、罹患した息子をもつ可能性が５
０％であり、突然変異した遺伝子の１つのコピーを有する、したがって保因者である娘を
もつ可能性が５０％である。このタイプの障害の例として、血友病Ａ、デュシェンヌ型筋
ジストロフィー、赤緑色覚異常、筋ジストロフィー、およびアンドロゲン性脱毛症が挙げ
られる。
【００３６】
　Ｙ連鎖障害は、Ｙ染色体上の突然変異によって引き起こされる。男性は、父親からＹ染
色体を受け継ぐため、罹患している父親の息子は、必ず罹患する。女性は、父親からＸ染
色体を受け継ぐため、罹患している父親の娘は、絶対に罹患しない。Ｙ染色体は、比較的
小さく殆ど遺伝子を含んでいないため、Ｙ連鎖障害は非常に少ない。症状には、不妊症が
含まれる場合が多く、これは、ある種の不妊処置により回避することができる。例として
、男性不妊症および耳翼多毛症が挙げられる。
【００３７】
　遺伝的障害はまた、複合性、多因性、または多遺伝子性であり得る、すなわち、遺伝的
障害は、複数の遺伝子の影響と生活様式および環境因子の組み合わせに関連する可能性が
高い。多因性障害には、心疾患および糖尿病が含まれる。複合障害は、家族内で複数発生
する場合が多いが、複合障害は、明確な遺伝パターンがあるわけではない。これにより、
個人がこれらの障害を受け継ぐ、または次世代に伝えるリスクを決定するのが困難である
。複合障害はまた、これらの殆どの障害を引き起こす特定の因子が未だ同定されていない
ため、研究および処置も困難である。
【００３８】
　Ｃ．遺伝的障害または遺伝的異常の考察
　起こり得る遺伝的障害を新生児または子供の鑑別診断に加える考察を同様に成人に適用
する。この障害は、遺伝性かまたは後天性であるか？遺伝要素は環境要素に対してどの程
度有意であるか？どんな遺伝パターンであるか？患者の他の家族が、現在罹患しているか
、または将来罹患する可能性があるか？どのように診断を確定することができるか？遺伝
子診断を示唆する２、３の鍵が存在する。家族歴は、遺伝的障害を暗示し得る。大多数の
成人発症の障害は、本来、優性である。すなわち、遺伝子対の一方のみにおける突然変異
が、遺伝的問題を引き起こすために必要である（これは、対の両方の遺伝子が突然変異を
有していなければならない劣性遺伝とは対照的である）。優性の遺伝的障害は、家族歴を
形成する可能性が非常に高いが、劣性障害は異なる。残念ながら、ある種の優性状態は、
新たな突然変異率が高いため、患者が、家族の最初の症例である場合も十分にあり得る。
別法では、陽性家族歴は、恐らく家族の規模が小さいため、または家族が分散しているた
め、以前は評価されていなかったであろう。遺伝子突然変異を有する家族が、サインおよ
び症状を示す前に死亡することもあったであろう。または、遺伝子診断が、罹患した親族
の存在にもかかわらず、以前は一切考慮されなかったであろう。
【００３９】
　家系図分析は、不完全浸透度および可変表現度の現象によって複雑であり得る（Ｈａｒ
ｐｅｒ、１９９８）。不完全浸透度は、一部の個体が、遺伝子突然変異を有し得るがサイ
ンおよび症状を一切示さないことを意味する。可変表現度は、家族の罹患している全員が
同じ突然変異を有するが、彼らが同一の徴候を有していなくても良いことを意味する。発
症年齢および状態の重症度は、極めて多様であり得る。
【００４０】
　疾患が、通常予期されるよりも大幅に若い年齢で発生する場合は、可能性のある遺伝的
素因を示唆する。例えば、２５歳の乳癌は、非常に稀である（Ｌａｎｇｓｔｏｎら、１９
９６）。近親親族に乳癌と卵巣癌の両方の病歴があると、これは、実質的に、ＢＲＣＡ遺
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伝子に対する突然変異の診断である（Ｈａｂｅｒ、１９９９）。
【００４１】
　医師は、３つの別の状況：多系統が関与する場合（例えば、アルポート症候群に関連し
た難聴および腎炎（Ｆｌｉｎｔｅｒ、１９７７））、多発性症状の場合（例えば、家族性
大腸ポリープ症の結腸診断における複数のポリープ（ＭｉｄｇｌｅｙおよびＫｅｒｒ、１
９９９）、または異常な現象の組み合わせの場合（例えば、早発型骨粗鬆症および伝音難
聴は、骨形成不全症を示唆し得る（ＢｙｅｒｓおよびＳｔｅｉｎｅｒ、１９９２）におけ
る遺伝的原因を考慮すべきである。
【００４２】
　Ｄ．遺伝性眼障害
　特に、本方法を用いて、ｉＰＳ細胞から分化した特定の網膜細胞型における遺伝的変異
または新規な遺伝的欠陥を同定することができ、このｉＰＳ細胞は、遺伝性眼障害、例え
ば、網膜色素変性症の患者または網膜色素変性症が疑われる者に由来し得る。
【００４３】
　網膜色素変性症（ＲＰ）は、遺伝性眼障害の一群である。ＲＰの症状の進行では、夜盲
症が、一般に、視野狭窄の数年または数十年も前に発生する。ＲＰの多くの患者は、４０
代または５０代までは法律上失明することはなく、生涯にわたって一定の視野を維持する
。ＲＰにより完全に失明する患者もおり、場合によっては早くも幼児期に失明することも
ある。ＲＰの進行は、症例ごとに異なる。
【００４４】
　ＲＰは、一種の進行性網膜ジストロフィー、網膜の光受容体（桿体および錐状体）の異
常または網膜色素上皮（ＲＰＥ）が進行性の視力低下をもたらす遺伝性の障害の一群であ
る。罹患している個体は、まず、不完全な暗順応または夜盲症（夜盲）となり、次いで周
辺視野が減少し（視野狭窄として知られている）、そして時には疾患の後期に中心視力が
低下する。
【００４５】
　網膜色素変性症の診断は、網膜電図検査（ＥＲＧ）および視野検査による光受容体機能
における進行性喪失の証拠資料に依存している。ＲＰの遺伝様式は、家族歴によって決定
される。少なくとも３５種類の遺伝子または遺伝子座が、「非症候性ＲＰ」（別の疾患ま
たはより広範な症候群の一部の結果ではないＲＰ）を引き起こすことが知られている。
【００４６】
　突然変異すると網膜色素変性症の表現型を引き起こし得る複数の遺伝子が存在する。１
９８９年に、低光量条件でも視覚を可能にする視覚伝達カスケードにおいて最も重要な役
割を果たす色素であるロドプシンの遺伝子の突然変異が同定された。それ以来、この遺伝
子において、すべての種類の網膜変性の１５％を占める１００を超える突然変異が見出さ
れた。これらの突然変異の殆どは、ミスセンス変異であり、大部分が優性遺伝する。ロド
プシン遺伝子は、光受容体外側セグメントの主要タンパク質をコードする。研究により、
この遺伝子における突然変異が、ＲＰの常染色体優性型の約２５％を占めることが分かっ
ている。
【００４７】
　４つのｍＲＮＡ前駆体スプライシング因子における突然変異は、常染色体優性網膜色素
変性症を引き起こすことが知られている。これらは、ＰＲＰＦ３、ＰＲＰＦ８、ＰＲＰＦ
３１、およびＰＡＰ１である。これらの因子は、遍在的に発現され、普遍的因子における
欠陥がなぜ網膜の疾患のみを引き起こすのかは未だに謎である。
【００４８】
　このタンパク質の円板内ドメインにおけるＰｒｏ２３Ｈｉｓ突然変異が１９９０年に最
初に報告されて以来、今日までに、ＲＰに関連したオプシン遺伝子における最大１５０の
突然変異が報告されている。これらの突然変異は、オプシン遺伝子の至る所で見られ、タ
ンパク質の３つのドメイン（円板内ドメイン、膜貫通ドメイン、および細胞質ドメイン）
に沿って分布している。ロドプシン突然変異の場合のＲＰの主な生化学的原因の１つは、
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タンパク質の誤った折り畳みであり、分子シャペロンも、ＲＰに関与している。プロリン
がヒスチジンに置換された、ロドプシン遺伝子におけるコドン２３の突然変異が、米国で
は、ロドプシン突然変異で最大の割合であることが分かった。いくつかの他の研究により
、同様に疾患に関連する他の突然変異も報告されている。これらの突然変異には、Ｔｈｒ
５８Ａｒｇ、Ｐｒｏ３４７Ｌｅｕ、Ｐｒｏ３４７Ｓｅｒ、ならびにＩｌｅ－２５５の欠失
も含まれる。２０００年に、常染色体優性網膜色素変性症を引き起こす、プロリンがアラ
ニンに置換された、コドン２３における珍しい突然変異が報告された。しかしながら、こ
の研究は、この突然変異に関連した網膜ジストロフィーが、症状および経過が特徴的に穏
やかであることを示した。さらに、より優勢なＰｒｏ２３Ｈｉｓ突然変異よりも網膜電図
検査の振幅でより多く保存されている。
【００４９】
　ＩＩＩ．分子診断
　新たな分子診断検査が開発され、利用可能な検査の範囲が急速に増加しているが、遺伝
的障害の大部分は、未同定の遺伝的根拠をもつ遺伝子検査が未だに不足している。本方法
の特定の態様は、試験被験体に由来する細胞と正常細胞、例えば、同じ細胞型または組織
型の正常細胞との間の発現プロフィールによって表すことができる、ゲノム構造を含む遺
伝子構造における相違の組織特異的または細胞特異的な分析を提供する。
【００５０】
　遺伝子検査は、遺伝性障害に関連する変化を検出するためのヒトＤＮＡ、ＲＮＡ、染色
体、タンパク質、または特定の代謝産物の分析である。これは、遺伝子を構成するＤＮＡ
またはＲＮＡの直接検査（直接検査）、病原遺伝子と共に遺伝するマーカーの検査（関連
検査）、特定の代謝産物のアッセイ（生化学的検査）、または染色体の検査（細胞遺伝学
的検査）によって達成することができる。遺伝子検査は、遺伝病を示唆するサインまたは
症状を用いて患者の診断を確定する最適な方法である場合が多い。選択される技術は、臨
床上の問題および利用可能な検査の予測値の両方に依存する。
【００５１】
　Ａ．ＲＮＡ配列決定
　ＲＮＡは、細胞中で不安定であり、経験的にヌクレアーゼの攻撃を受けやすい。ＲＮＡ
はＤＮＡの転写によって産生されるため、情報は、細胞のＤＮＡ中に既に存在する。しか
しながら、時には、ＲＮＡ分子の配列決定をするのが望ましい。特に、真核細胞では、Ｒ
ＮＡ分子は、イントロンが切断されるため、そのＤＮＡ鋳型と必ずしも同じ直線状にない
。ＲＮＡを配列決定するために、通常の方法では、まずサンプルを逆転写してＤＮＡ断片
を作製する。次いで、これをＤＮＡ配列決定として配列することができる。
【００５２】
　マイクロアレイ技術および様々な多重増幅法により、ＲＮＡが、ルーチンの分子診断お
よび将来のポイント・オブ・ケア検査（ｐｏｉｎｔ－ｏｆ－ｃａｒｅ　ｔｅｓｔｉｎｇ）
の標的として有効であることが示された。組織特異的な疾患または障害のＲＮＡプロフィ
ールにおける遺伝的欠陥の検出が、より高い精度および客観性をもたらすことがあり、Ｄ
ＮＡをベースとした検出法よりも多くの情報を診断プロセスに提供する。ルーチンの診断
の標的としてタンパク質を使用する大きな課題は、低い感受性、再現性、および特異性で
あった。しかしながら、ルーチンの診断の標的としてのＤＮＡではなくＲＮＡは、標的と
してのＤＮＡと比較して同等以上の感受性、再現性、および特異性に加えて、臨床活性、
調節、またはプロセスの情報を提供し得る。１０年以上をかけて、ｍＲＮＡの単離、精製
、および安定化の新規な方法が、ルーチンの診断用に開発され、ＲＮＡが、新たな診断法
および薬物の開発用のマーカーとして非常に適するようになった。
【００５３】
　分子診断または遺伝子機能に適した４つの側面は、ＲＮＡ発現のレベル、ＲＮＡ発現の
組織特異性、ＲＮＡ発現のタイミング、およびＲＮＡの一次配列である。標的組織または
標的細胞におけるＲＮＡを本発明の特定の態様で単に検査することにより、特定の欠陥の
同定が、全ゲノム配列を有するよりも格段に容易である。なぜなら、ＤＮＡ制御領域にお
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ける変化の機能的結果が未だに解明されていないためである。しかしながら、このような
差異は、ＲＮＡのレベル、タイミング、または組織の分布に影響を及ぼすであろう。
【００５４】
　特定の態様では、ＲＮＡ配列決定を用いて、ｉＰＳ細胞に由来する特定の細胞型におけ
る遺伝的欠陥を同定することができる。ＲＮＡ－Ｓｅｑは、「全トランスクリプトームシ
ョットガン配列決定」（「ＷＴＳＳ」）および「トランスクリプトミクスの革命的ツール
」とも呼ばれ、サンプルのＲＮＡ含量についての情報を得るためにｃＤＮＡを配列決定す
るハイスループット配列決定技術の使用を指し、遺伝病の研究ですぐに有益となる技術で
ある（Ｄｅｎｏｅｕｄら、２００８）。次世代配列決定器具によって提供される深い範囲
かつ基準レベルの分解能により、ＲＮＡ－Ｓｅｑは、トランスクリプトームデータを経験
的に測定して、遺伝子の異なる対立遺伝子がどのように発現されるか、転写後突然変異の
検出、または遺伝子融合の同定などの情報を得る効率的な方法を提供する。
【００５５】
　Ｂ．マイクロアレイ
　ＤＮＡマイクロアレイは、分子生物学および医学の分野で使用される多重技術である。
ＤＮＡマイクロアレイは、それぞれが特定のＤＮＡ配列をピコモル含む、機能構造と呼ば
れる、数千ものＤＮＡオリゴヌクレオチドの微小スポットが整列されたアレイからなる。
これは、高い厳密性条件下でｃＤＮＡまたはｃＲＮＡサンプル（標的と呼ばれる）をハイ
ブリダイズさせるためにプローブとして使用される遺伝子または他のＤＮＡ要素の短い部
分であり得る。プローブと標的のハイブリダイゼーションは、標的中の核酸配列の相対存
在量を決定するために、通常は、フルオロフォア標識標的、銀標識標的、または化学発光
標識標的の検出によって検出され、定量される。
【００５６】
　標準的なマイクロアレイでは、プローブは、共有結合によって化学マトリックス（エポ
キシ－シラン、アミノ－シラン、リシン、またはポリアクリルアミドなどを介して）に結
合された固体表面に取り付けられる。固体表面は、ガラスまたはシリコンチップであり得
、この場合、マイクロアレイは、一般に、遺伝子チップ、またはＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘチ
ップが使用される場合はＡｆｆｙチップとして知られている。他のマイクロアレイプラッ
トフォーム、例えば、Ｉｌｌｕｍｉｎａは、大きい固体支持体の代わりに微小ビーズを使
用する。ＤＮＡアレイは、ＤＮＡを測定するか、またはその検出システムの一部としてＤ
ＮＡを使用する点のみが、他のタイプのマイクロアレイと異なっている。
【００５７】
　特定の態様での遺伝的変異の決定のための突然変異ゲノムの遺伝子型決定または再配列
決定において、ＤＮＡマイクロアレイを用いて発現レベルの変化を測定し、一塩基多型（
ＳＮＰ）を検出することができる。より具体的には、ＤＮＡマイクロアレイを用いて、Ｄ
ＮＡを検出する（比較ゲノムハイブリダイゼーションと同様に）、またはタンパク質に翻
訳されてもされなくても良いＲＮＡ（逆転写後のｃＤＮＡとして最も一般的）を検出する
ことができる。ｃＤＮＡにより遺伝子発現を測定するプロセスは、発現分析または発現プ
ロファイリングと呼ばれる。さらなる態様では、ｉＰＳ細胞に由来する特定の細胞型にお
ける遺伝的欠陥を、遺伝子発現プロファイリング、一度に数千の遺伝子の活動（発現）の
測定によって同定して、細胞機能の全体図を作成することができる。この種の多くの実験
は、全ゲノム、すなわち特定の細胞に存在するすべてのゲノムを同時に測定する。遺伝子
発現プロファイリングの例として、限定されるものではないが、ＤＮＡマイクロアレイ、
ＳＡＧＥ、またはｑＰＣＲが挙げられる。
【００５８】
　ＤＮＡマイクロアレイ技術は、既に同定されている標的遺伝子の相対活性を測定する。
これは、高い厳密性条件下でｃＤＮＡまたはｃＲＮＡサンプル（標的と呼ばれる）をハイ
ブリダイズさせるためにプローブとして使用される遺伝子または他のＤＮＡ要素の短い部
分であり得る。遺伝子発現の連続分析のような配列をベースとする技術（ＳＡＧＥ、Ｓｕ
ｐｅｒＳＡＧＥ）も、遺伝子発現プロファイリングに使用することができる。Ｓｕｐｅｒ
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ＳＡＧＥは、特に正確であり、所定の組だけではなく、あらゆる活性遺伝子を測定するこ
とができる。リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応は、定量的リアルタイムポリメラーゼ連
鎖反応（Ｑ－ＰＣＲ／ｑＰＣＲ）またはキネティックポリメラーゼ連鎖反応とも呼ばれ、
ポリメラーゼ連鎖反応に基づいた実験技術であり、標的ｃＤＮＡ分子を増幅すると同時に
定量するために使用される。リアルタイムポリメラーゼ連鎖反応は、ｃＤＮＡサンプル中
の特定の配列の検出と定量（コピーの絶対数、またはｃＤＮＡ入力もしくは追加の正規化
遺伝子に対して正規化されたときの相対量として）の両方が可能である。
【００５９】
　Ｃ．連鎖分析
　突然変異の位置を特定できない遺伝的障害をもつ家族に対して、遺伝子がクローニング
されるか、またはゲノム中のその位置が遺伝子マッピングによって同定された場合、連鎖
分析に基づいた、限定された形態の遺伝子検査が提供され得る。この検査では、その遺伝
子に密接に関連しているか、またはその遺伝子中に見られる多型ＤＮＡまたはＲＮＡ配列
を使用して、家族を通して突然変異配列をトラッキングする。この技術は、罹患した家族
の２世代以上が検査に利用可能な場合に使用することができ、情報マーカーのために家族
の広範な分析を必要とし得る。この手法はまた、遺伝子組み換えまたは遺伝子異質性（２
つ以上の遺伝子座が、異なる家族の同じ障害に関与する可能性がある場合）による潜在的
な誤りによっても限定され得る。これらの制限にもかかわらず、連鎖をベースとした検査
は、遺伝病、例えば、デュシェンヌ型筋ジストロフィー、血友病、骨髄性筋萎縮症、およ
び多くの他の障害をもつ家族のカウンセリングに非常に有用であった。
【００６０】
　Ｄ．多型同定法
　配列変化、主に一塩基多型（ＳＮＰ）の測定により、遺伝子配列を形質に関連付ける基
本単位が得られる。殆どの遺伝子は、広範囲の頻度および多型間の連鎖不平衡を示す複数
の配列変異（例えば、ＳＮＰ、反復、インデル）を有する。殆どの多型は、非機能的であ
り、機能的対立遺伝子のマーカーとして機能を果たし得る。単一多型の使用に加えて、関
連付けは、ハプロタイプ、配列の形質有意シス領域（ｔｒａｉｔ－ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎ
ｔ　ｃｉｓ－ｒｅｇｉｏｎ）を画定し得る連鎖多型のブロックの使用で行われる場合が多
い。ハイスループットＳＮＰ遺伝子型決定法、例えば、多くのサンプルにおける数千のＳ
ＮＰをスクリーニングすることができるＳＮＰｌｅｘが、現在はオンラインで利用可能で
ある（Ｗｅｎｚ、２００４）。このような方法は、顕著なマーカー密度の、薬物代謝に関
与する遺伝子を含む、ゲノム規模のハプロタイプ地図を作成するために使用されている（
Ｋａｍａｔａｎｉら、２００４）。
【００６１】
　本発明の特定の態様では、マイクロアレイによって測定されるｍＲＮＡ発現は、ゲノム
規模連鎖分析と組み合わせることができ、各遺伝子の発現レベルを特定の組織型または細
胞型に制限された測定表現型と見なす。遺伝子発現表現型の遺伝性は、核家族における家
族遺伝子型決定および伝達不平衡試験（ＳｐｉｅｌｍａｎおよびＥｗｅｎｓ、１９９６）
またはより大きい家系における不平衡試験（Ｍａｒｔｉｎら、２０００）によって検査す
ることができる。家族由来標的組織（ｉＰＳ細胞由来）を使用すると、この種の分析は、
シス作用遺伝因子とトランス作用遺伝因子とを区別することができ、予想通り、機能的ゲ
ノム遺伝子座の存在量およびトランス作用効果の優性を示す。
【００６２】
　代替の手法では、同様にｉＰＳ細胞から調製することができる関連標的組織における対
立遺伝子特異的発現の分析を行う；各対立遺伝子は、同じ細胞環境内でそれ自体が調節を
行い、他の対立遺伝子（常染色体遺伝子の）が内部コントロールとして機能する。結果と
して、この方法は、組織の状態、トランス作用因子、および他の環境の影響を調節する。
したがって、メッセージのエキソン領域および非翻訳領域におけるＳＮＰが、対立遺伝子
発現レベルのマーカーに対してヘテロ接合性の個体においてこれらのマーカーとして機能
し得る。ヒト溶質担体ファミリー１５（Ｈ＋／ペプチドトランスポーター）、メンバー２
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遺伝子（ｈＰｅｐＴ２）を一例にとり、近年、ＲＴ－ＰＣＲ増幅後の蛍光ジデオキシヌク
レオチド末端プローブのプライマー伸長取り込みによるｍＲＮＡ発現の対立遺伝子特異的
測定の方法が記載されている（Ｐｉｎｓｏｎｎｅａｕｌｔら、２００４）。腎臓組織由来
のｍＲＮＡの各対立遺伝子の相対存在量における有意差は、機能的シス作用因子の存在を
実証した。プライマー伸長反応を多重化できるため（Ｂｒａｙら、２００４）、多数の遺
伝子における機能的シス作用多型の探索が可能となる（Ｙａｎら、２００２）。マトリッ
クス支援レーザー脱離イオン化飛行時間分析法（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ；Ｄｉｎｇら、２０
０４）および対立遺伝子特異的ＲＴ－ＰＣＲ法（Ｚｈａｎｇら、２００４）の使用を含む
他のプラットフォーム（ＷｏｊｎｏｗｓｋｉおよびＢｒｏｃｋｍｏｌｌｅｒ、２００４）
に利用される方法によって同様の結果を得ることができる。これらの技術は、エキソンマ
ーカーおよび非翻訳マーカーが利用できず、かつへテロ核ＲＮＡ（ｈｎＲＮＡ）が標的サ
ンプル中に十分に存在する場合は、未処理ｈｎＲＮＡまで拡大適用することができる（Ｈ
ｉｒｏｔａら、２００４）。
【００６３】
　ＩＶ．幹細胞
　本発明の特定の実施形態では、組織特異的遺伝的変異を決定するための人工多能性幹細
胞（ｉＰＳ細胞）を使用する方法が開示される。これらのｉＰＳ細胞は、体細胞のリプロ
グラミングによって作製することができ、後述するように様々な点で胚性幹細胞と同一で
あり得る。胚性幹細胞の特質を理解することが、人工多能性幹細胞の選択に役立ち得る。
幹細胞のリプログラミングの研究から周知のリプログラミング因子を、これらの新規な方
法に使用することができる。胚性幹細胞の使用に際する倫理的ハードルのために、これら
の人工多能性幹細胞を、治療および研究用途として胚性幹細胞の代わりに使用できる可能
性あるがことがさらに考えられる。
【００６４】
　Ａ．幹細胞
　幹細胞は、すべてではないにしても殆どが多細胞生物で見られる細胞である。幹細胞は
、有糸細胞分裂によって自身を再生する能力、および様々な特殊化した細胞型への分化に
よって特徴付けられる。広義の２種類の哺乳動物幹細胞は、胚盤胞で見られる胚性幹細胞
および成体の組織で見られる成体幹細胞である。発達中の胚では、幹細胞は、特殊化した
胚組織のすべてに分化することができる。成体生物では、幹細胞および前駆細胞は、体の
修復系として機能して、特殊化した細胞を補充するだけではなく、血液、皮膚、または腸
組織などの再生器官の正常な代謝回転を維持する。
【００６５】
　幹細胞は、細胞培養によって増殖させて、筋肉または神経などの様々な組織の細胞に一
致した特質をもつ特殊化した細胞に変換することができるため、幹細胞の医療への使用が
提案されている。特に、胚性細胞系、治療用クローニングによって作製された自己胚性幹
細胞、および臍帯血または骨髄由来の高度に柔軟な成体幹細胞が、有望な候補としてもて
はやされている。最近になって、成体細胞の人工多能性幹細胞へのリプログラミングは、
胚性幹細胞に取って代わる大きな可能性を有する。
【００６６】
　Ｂ．胚性幹細胞
　胚性幹細胞系（ＥＳ細胞系）は、胚盤胞または初期桑実期胚の内細胞塊（ＩＣＭ）の胚
盤葉上層組織由来の細胞の培養物である。胚盤胞は、ヒトでは約４～５日齢の初期胚であ
り、５０～１５０の細胞からなっている。ＥＳ細胞は、多能性であり、発達中に３つの主
要な胚葉：外胚葉、内胚葉、および中胚葉のすべての誘導体を発生させる。言い換えれば
、ＥＳ細胞は、特定の細胞型にとって十分かつ必要な刺激が与えられると、成体の体の２
００を超える細胞型のそれぞれに発達することができる。ＥＳ細胞は、胚外膜または胎盤
に寄与しない。
【００６７】
　これまでの研究の殆どすべては、マウス胚性幹細胞（ｍＥＳ）またはヒト胚性幹細胞（
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ｈＥＳ）を用いて行われてきた。両方の幹細胞は、必須の幹細胞の特質を有するが、これ
らは、未分化状態を維持するためには全く異なる環境を必要とする。マウスＥＳ細胞は、
ゼラチン層の上で成長することができ、白血病抑制因子（ＬＩＦ）の存在を必要とする。
ヒトＥＳ細胞は、マウス胎児線維芽細胞（ＭＥＦ）のフィーダー層の上で成長することが
でき、しばしば、塩基性線維芽細胞成長因子（ｂＦＧＦまたはＦＧＦ－２）の存在を必要
とする。最適な培養条件または遺伝子操作（Ｃｈａｍｂｅｒｓら、２００３）を用いなく
ても、胚性幹細胞は、急速に分化する。
【００６８】
　ヒト胚性幹細胞はまた、いくつかの転写因子および細胞表面タンパク質の存在によって
も定義することができる。転写因子Ｏｃｔ－４、Ｎａｎｏｇ、およびＳｏｘ－２は、分化
および多能性の維持をもたらす遺伝子の抑制を保証するコア調節ネットワークを形成する
（Ｂｏｙｅｒら、２００５）。ｈＥＳ細胞を同定するために最も一般的に使用されている
細胞表面抗原には、糖脂質ＳＳＥＡ３およびＳＳＥＡ４ならびにケラタン表面抗原Ｔｒａ
－１－６０およびＴｒａ－１－８１が含まれる。
【００６９】
　２０年にも及ぶ研究がなされても、胚性幹細胞を用いる認可された処置またはヒト治験
は存在しない。多能性細胞であるＥＳ細胞は、正しい分化に特定のシグナルを必要とし、
体内に直接注入されると、ＥＳ細胞は、様々な種類の細胞に分化して奇形腫を引き起こす
。移植の拒絶反応を回避しつつＥＳ細胞を使用可能な細胞に分化させることは、胚性幹細
胞の研究者がなお直面するほんの僅かなハードルに過ぎない。多くの国々は、現在、ＥＳ
細胞の研究または新規なＥＳ細胞系の作製を一時的に禁止している。胚性幹細胞は、その
無制限の増殖と多能性を併せもつ能力のため、傷害または疾患後の再生医療および組織置
換のための理論的に可能な供給源のままである。しかし、これらの問題を回避する１つの
方法は、直接的なリプログラミングによって体細胞に多能性の状態を誘導することである
。
【００７０】
　Ｃ．人工多能性幹細胞およびリプログラミング因子
　一般にｉＰＳ細胞またはｉＰＳＣと略される人工多能性幹細胞は、非多能性細胞、典型
的には成体の体細胞から人工的に誘導されるある型の多能性幹細胞である。人工多能性幹
細胞は、ある幹細胞遺伝子およびタンパク質の発現、クロマチンのメチル化パターン、倍
加時間、胚様体形成、奇形腫形成、生存可能なキメラの形成、ならびに発生能および分化
能の点などから、多くの点で胚性幹細胞などの天然の多能性幹細胞と同一であると考えら
れるが、天然の多能性幹細胞に対するそれらの全範囲に亘る関連についてはなお評価中で
ある。
【００７１】
　ｉＰＳ細胞は、２００６年にマウスの細胞から初めて作製され（Ｔａｋａｈａｓｈｉら
、２００６）、そして２００７年にヒトの細胞から作製された（Ｔａｋａｈａｓｈｉら、
２００７；Ｙｕら、２００７）。これは、論争の的になっている胚を使用することなく、
研究に重要であり、かつ治療用途を潜在的に有する多能性幹細胞を研究者が入手可能にし
得るため、幹細胞の研究における重大な進歩と言われている。
【００７２】
　ｉＰＳ細胞の作製には、誘導のために使用されるリプログラミング因子が極めて重要で
ある。以下の因子またはそれらの組合せは、本発明に開示される方法に使用することがで
きる。特定の態様では、ＳｏｘおよびＯｃｔ（好ましくはＯｃｔ３／４）をコードする核
酸が、リプログラミングベクターに導入される。例えば、１つ以上のリプログラミングベ
クターは、Ｓｏｘ２、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ、および任意選択のＬｉｎ２８をコードする
発現カセット、またはＳｏｘ２、Ｏｃｔ４、Ｋｌｆ４、および任意選択のｃ－Ｍｙｃをコ
ードする発現カセット、またはＳｏｘ２、Ｏｃｔ４、および任意選択のＥｓｒｒｂをコー
ドする発現カセット、またはＳｏｘ２、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ、Ｌｉｎ２８、Ｋｌｆ４、
ｃ－Ｍｙｃ、および任意選択のＳＶ４０ラージＴ抗原をコードする発現カセットを含み得
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る。これらのリプログラミング因子をコードする核酸は、同じ発現カセット、異なる発現
カセット、同じリプログラミングベクター、または異なるリプログラミングベクターの中
に含まれ得る。
【００７３】
　Ｏｃｔ４および特定の番号のＳｏｘ遺伝子ファミリー（Ｓｏｘ１、Ｓｏｘ２、Ｓｏｘ３
、およびＳｏｘ１５）は、存在しないと誘導を不可能にする誘導プロセスに関与する極め
て重要な転写調節因子として同定された。しかし、特定の番号のＫｌｆファミリー（Ｋｌ
ｆ１、Ｋｌｆ２、Ｋｌｆ４、およびＫｌｆ５）、Ｍｙｃファミリー（ｃ－Ｍｙｃ、Ｌ－Ｍ
ｙｃ、およびＮ－Ｍｙｃ）、Ｎａｎｏｇ、およびＬｉｎ２８を含むさらなる遺伝子が、誘
導効率を上げることが確認された。
【００７４】
　Ｏｃｔ４（Ｐｏｕ５ｆ１）は、八量体（「Ｏｃｔ」）転写因子のファミリーの１つであ
り、多能性の維持において極めて重要な役割を果たす。割球および胚性幹細胞などのＯｃ
ｔ４＋細胞におけるＯｃｔ４の非存在は、自然な栄養芽細胞分化をもたらし、したがって
、Ｏｃｔ４の存在は、胚性幹細胞の多能性および分化能を生じさせる。Ｏｃｔ４の類縁体
、Ｏｃｔ１、およびＯｃｔ６を含む「Ｏｃｔ」ファミリーの様々な他の遺伝子は、誘導を
引き起こすことができないため、誘導プロセスに対するＯｃｔ－４の排他性を実証してい
る。
【００７５】
　Ｓｏｘファミリーの遺伝子は、多能性幹細胞だけで発現されるＯｃｔ４とは対照的な複
能および単能幹細胞に関連しているが、Ｏｃｔ４と同様に多能性の維持に関連している。
Ｓｏｘ２は、Ｔａｋａｈａｓｈｉら（２００６）、Ｗｅｒｎｉｇら（２００７）、および
Ｙｕら（２００７）によって誘導のために使用された最初の遺伝子であり、Ｓｏｘファミ
リーの他の遺伝子は、誘導プロセスでも働くことが確認された。Ｓｏｘ１は、Ｓｏｘ２と
同様の効率でｉＰＳ細胞を産生し、遺伝子Ｓｏｘ３、Ｓｏｘ１５、およびＳｏｘ１８も、
低い効率であるがｉＰＳ細胞を産生する。
【００７６】
　胚性幹細胞では、Ｎａｎｏｇは、Ｏｃｔ４およびＳｏｘ２と共に、多能性の促進に必要
である。したがって、Ｙｕら（２００７）が、因子の１つとしてＮａｎｏｇを用いてｉＰ
Ｓ細胞を作製することが可能であることを報告していたが、Ｔａｋａｈａｓｈｉら（２０
０６）が、Ｎａｎｏｇが誘導に必須ではないことを報告したときは驚きであった。
【００７７】
　Ｌｉｎ２８は、分化および増殖に関連した胚性幹細胞および胚性癌腫細胞で発現される
ｍＲＮＡ結合タンパク質である。Ｔｈｏｍｓｏｎらは、ＬＩＮ２８は不要であるが、ｉＰ
Ｓ作製における因子であることを実証した。
【００７８】
　Ｋｌｆファミリーの遺伝子のＫｌｆ４は、Ｔａｋａｈａｓｈｉら（２００６）によって
初めに同定され、Ｗｅｒｎｉｇら（２００７）によってマウスｉＰＳ細胞の作製のための
因子であることが確認され、Ｔａｋａｈａｓｈｉら（２００７）によってヒトｉＰＳ細胞
の作製のための因子であることが実証された。しかしながら、Ｙｕら（２００７）は、Ｋ
ｌｆ４は、ヒトｉＰＳ細胞の作製に不要であることを報告し、実際、ヒトｉＰＳ細胞を作
製できなかった。Ｋｌｆ２およびＫｌｆ４は、ｉＰＳ細胞を作製可能な因子であることが
判明し、関連遺伝子Ｋｌｆ１およびＫｌｆ５も、低い効率であるが同様であった。
【００７９】
　Ｍｙｃファミリーの遺伝子は、癌に関与するプロトオンコジーンである。Ｔａｋａｈａ
ｓｈｉら（２００６）およびＷｅｒｎｉｇら（２００７）は、ｃ－ＭｙｃがマウスｉＰＳ
細胞の作製に関与する因子であることを実証し、Ｔａｋａｈａｓｈｉら（２００７）は、
ｃ－ＭｙｃがヒトｉＰＳ細胞の作製に関与する因子であることを実証した。しかしながら
、Ｙｕら（２００７）およびＴａｋａｈａｓｈｉら（２００７）は、ｃ－Ｍｙｃは、ヒト
ｉＰＳ細胞の作製に不要であることを報告した。ｉＰＳ細胞の導入における「Ｍｙｃ」フ
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ァミリーの遺伝子の使用は、臨床治療ではｉＰＳ細胞の結末に問題があり、ｃ－Ｍｙｃ誘
導ｉＰＳ細胞が移植されたマウスの２５％が致命的な奇形腫を発症した。Ｎ－Ｍｙｃおよ
びＬ－Ｍｙｃは、同様の効率でｃ－ｍｙｃの代わりに誘導することが確認された。ＳＶ４
０ラージ抗原を用いて、ｃ－Ｍｙｃが発現されたときに起こり得る細胞障害性を軽減また
は防止することができる。
【００８０】
　本発明に使用されるリプログラミングタンパク質は、ほぼ同じリプログラミング機能を
もつタンパク質相同体によって置換することができる。これらの相同体をコードする核酸
も、リプログラミングに使用することができる。保存的なアミノ酸置換、すなわち、例え
ば、極性酸性アミノ酸としてアスパラギン酸－グルタミン酸；極性塩基性アミノ酸として
リシン／アルギニン／ヒスチジン；非極性または疎水性アミノ酸としてロイシン／イソロ
イシン／メチオニン／バリン／アラニン／グリシン／プロリン；極性または非荷電親水性
アミノ酸としてセリン／トレオニンが好ましい。保存的なアミノ酸置換には、側鎖に基づ
いた群化も含まれる。例えば、脂肪族側鎖を有するアミノ酸群は、グリシン、アラニン、
バリン、ロイシン、およびイソロイシンであり；脂肪族－ヒドロキシル側鎖を有するアミ
ノ酸群は、セリンおよびトレオニンであり；アミドを含む側鎖を有するアミノ酸群は、ア
スパラギン酸およびグルタミン酸であり；芳香族側鎖を有するアミノ酸群は、フェニルア
ラニン、チロシン、およびトリプトファンであり；塩基性側鎖を有するアミノ酸群は、リ
シン、アルギニン、およびヒスチジンである；硫黄を含む側鎖を有するアミノ酸群は、シ
ステインおよびメチオニンである。例えば、ロイシンのイソロイシンまたはバリンでの置
換、アスパラギン酸のグルタミン酸での置換、トレオニンのセリンでの置換、またはアミ
ノ酸の構造的に関連したアミノ酸での置換が、得られるポリペプチドの特性に大きな影響
を与えないと予想するのが妥当である。アミノ酸の変化が機能的なポリペプチドをもたら
すか否かは、そのポリペプチドの特定の活性をアッセイすることによって容易に決定する
ことができる。
【００８１】
　Ｖ．リプログラミング因子の発現
　本発明の特定の態様では、ｉＰＳ細胞は、リプログラミング因子を用いてリプログラミ
ング体細胞から作製される。本発明の体細胞は、多能性に誘導され得るあらゆる体細胞、
例えば、線維芽細胞、ケラチノサイト、造血細胞、間葉細胞、肝細胞、胃細胞、またはβ
細胞であり得る。好ましい態様では、Ｔ細胞は、リプログラミング用の体細胞の供給源と
して使用することができる（参照により本明細書に組み入れられる米国特許出願第６１／
１８４，５４６号を参照されたい）。
【００８２】
　リプログラミング因子を、１つ以上のベクター、例えば、組み込み型ベクターまたはエ
ピソームベクターに含まれる発現カセットから発現させることができる。さらなる態様で
は、リプログラミングタンパク質を、タンパク質形質導入によって体細胞に直接導入する
ことができる（参照により本明細書に組み入れられる米国特許出願第６１／１７２，０７
９号を参照されたい）。
【００８３】
　Ａ．組み込み型ベクター
　ｉＰＳ細胞は、本発明では、リプログラミングタンパク質をコードする特定の核酸また
は遺伝子の非多能性細胞、例えば、Ｔ細胞へのトランスフェクションによって得ることが
できる。トランスフェクションは、典型的には、現行方式ではレトロウイルスなどの組み
込み型ウイルスベクターによって達成される。トランスフェクトされた遺伝子は、マスタ
ー転写調節因子Ｏｃｔ４（Ｐｏｕｆ５１）およびＳｏｘ２を含み得るが、他の遺伝子も誘
導効率を高めることが示されている。臨界期の後、少数のトランスフェクトされた細胞が
、場合により、多能性幹細胞に形態学的および生物学的に類似し始め、形態学的選択、倍
加時間によって、またはレポーター遺伝子および抗生物質感染によって単離することがで
きる。
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【００８４】
　２００７年１１月に、２つの別個の研究チーム（Ｙｕら、２００７；Ｔａｋａｈａｓｈ
ｉら、２００７）が成人ヒト線維芽細胞からｉＰＳを作製するという画期的な出来事が起
きた。以前にマウスモデルで使用された同じ原理を用いて、Ｔａｋａｈａｓｈｉら（２０
０７）は、レトロウイルス系を用いて同じ４つの枢要な遺伝子：Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋ
ｌｆ４、およびｃ－Ｍｙｃでヒト線維芽細胞を多能性間細胞に形質転換することに成功し
たが、ｃ－Ｍｙｃは発癌性である。Ｙｕら（２００７）は、レンチウイルス系を用いてＯ
ｃｔ４、Ｓｏｘ２、ＮＡＮＯＧ、および異なる遺伝子ＬＩＮ２８を使用してｃ－Ｍｙｃの
使用を回避した。
【００８５】
　上記されたように、ヒト皮膚線維芽細胞からの多能性幹細胞の誘導は、リプログラミン
グ遺伝子の異所性発現用のレトロウイルスまたはレンチウイルスベクターを用いて達成さ
れた。モロニーマウス白血病ウイルスなどの組換えレトロウイルスは、安定して宿主ゲノ
ムに組み込む能力を有する。組換えレトロウイルスは、宿主ゲノムへの組み込みを可能に
する逆転写酵素を含む。レンチウイルスは、レトロウイルスのサブクラスである。レンチ
ウイルスは、非分裂細胞ならびに分裂細胞のゲノムに組み込む能力により、ベクターとし
て広く利用されている。ＲＮＡの形態のウイルスゲノムは、ウイルスが細胞に侵入すると
逆転写されてＤＮＡを産生し、次いでウイルスインテグラーゼ酵素によってランダムな位
置でゲノムに挿入される。
【００８６】
　Ｂ．エピソームベクター
　これらのリプログラミング法は、染色体外で複製するベクター（すなわち、エピソーム
ベクター）を使用することもでき、エピソームベクターは、エピソームとして複製して外
来ベクターまたはウイルス要素を本質的に含まないｉＰＳ細胞を作製できるベクターであ
る（参照により本明細書に組み入れられる米国特許出願第６１／０５８，８５８号を参照
されたい；Ｙｕら、２００９）。多数のＤＮＡウイルス、例えば、アデノウイルス、サル
空胞化ウイルス４０（ＳＶ４０）またはウシ・パピローマ・ウイルス（ＢＰＶ）、または
出芽酵母ＡＲＳ（自己複製配列）含有プラスミドは、哺乳動物細胞おいて染色体外で、ま
たはエピソームとして複製する。これらのエピソームプラスミドは、組み込みベクターに
関連したこれらのすべての不都合（Ｂｏｄｅら、２００１）が本質的にない。例えば、リ
ンパ球指向性ヘルペスウイルスのベースを含む、または上記定義されたエプスタイン・バ
ー・ウイルス（ＥＢＶ）は、染色体外で複製し、体細胞にリプログラミング遺伝子を送達
するのに役立ち得る。
【００８７】
　例えば、本発明に使用されるプラスミドをベースとする手法は、詳細が後述されるよう
に、ＥＢＶ要素をベースとした系の臨床設定での取り扱いやすさを損なうことなく、この
系の複製および維持の成功に必要な強い要素を抽出することができる。必須のＥＢＶ要素
は、ＯｒｉＰおよびＥＢＮＡ－１またはそれらの変異体もしくは機能的等価物である。こ
の系のさらなる利点は、これらの外来要素が、細胞に導入されてから時間が経つと消滅し
、外来要素を本質的に含まない自立ｉＰＳ細胞をもたらすことである。
【００８８】
　プラスミドまたはリポソームをベースとした染色体外ベクター、例えば、ＯｒｉＰをベ
ースとしたベクター、および／またはＥＢＮＡ－１の誘導体をコードするベクターの使用
により、ＤＮＡの大きい断片が細胞に導入され、染色体外に維持され、細胞周期ごとに１
回複製され、娘細胞に効率的に分割され、そして免疫応答を実質的に誘発しない。具体的
には、ＥＢＮＡ－１、ｏｒｉＰをベースとした発現ベクターの複製に必要な唯一のタンパ
ク質は、ＭＨＣクラスＩ分子にその抗原の提示を必要とするプロセシングをバイパスする
効率的な機序を発達させたため、細胞の免疫応答を誘発しない（Ｌｅｖｉｔｓｋａｙａら
、１９９７）。さらに、ＥＢＮＡ－１は、トランスで作用してクローン化遺伝子の発現を
促進することができ、一部の細胞系において最大１００倍のクローン化遺伝子の発現を誘
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導する（Ｌａｎｇｌｅ－Ｒｏｕａｕｌｔら、１９９８；Ｅｖａｎｓら、１９９７）。最後
に、このようなｏｒｉＰをベースとした発現ベクターの製造は低コストである。
【００８９】
　他の染色体外ベクターは、他のリンパ球指向性ヘルペスウイルスをベースとしたベクタ
ーを含む。リンパ球指向性ヘルペスウイルスは、リンパ芽球（例えば、ヒトＢリンパ芽球
）で複製するヘルペスウイルスであり、その自然の生活環の一部のためにプラスミドにな
る。単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）は、「リンパ球指向性」ヘルペスウイルスではない
。例示的なリンパ球指向性ヘルペスウイルスには、限定されるものではないが、ＥＢＶ、
カポジ肉腫ヘルペスウイルス（ＫＳＨＶ）；リスザルヘルペスウイルス（ＨＳ）およびマ
レック病ウイルス（ＭＤＶ）が含まれる。また、酵母ＡＲＳ、アデノウイルス、ＳＶ４０
、またはＢＰＶなどの、エピソームをベースとしたベクターの他の供給源も考えられる。
【００９０】
　ウイルスによる遺伝子送達の潜在的な問題を回避するために、今年、２つのグループが
、ウイルスベクターを用いずにヒト細胞に多能性を誘導することにトランスポゾンをベー
スとした手法で成功した共同研究について報告した（Ｗｏｌｔｊｅｎら、２００９；Ｋａ
ｊｉら、２００９）。安定したｉＰＳ細胞は、ウイルス由来２Ａペプチド配列を用いてリ
プログラミング因子を含む多シストロン性ベクターを作製して、これをｐｉｇｇｙＢａｃ
トランスポゾンベクターによってヒトおよびマウスの線維芽細胞の両方に送達して、これ
らの細胞で作製した。次いで、樹立されたｉＰＳ細胞系では必要のない２Ａ連結リプログ
ラミング因子を除去した。これらの戦略は、本発明の特定の態様において、Ｔ細胞のリプ
ログラミングに同様に適用することができる。
【００９１】
　Ｃ．タンパク質形質導入
　外来性遺伝子改変が標的細胞に導入されるのを回避する１つの考えられる方法は、送達
される遺伝子の転写に依存するのではなく、リプログラミングタンパク質を直接細胞に導
入することであろう。以前の研究により、タンパク質形質導入を媒介する短ペプチド、例
えば、ＨＩＶｔａｔおよびポリアルギニンなどを様々なタンパク質に結合することによっ
て、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏでこれらのタンパク質を細胞に送達できるこ
とが実証されている。近年の研究により、組換えリプログラミングタンパク質を直接送達
することによって、マウス線維芽細胞を多能性幹細胞に完全にリプログラミングできるこ
とが実証されている（Ｚｈｏｕら、２００９）。タンパク質形質導入で細胞をリプログラ
ミングする方法の詳細は、参照により本明細書に組み入れられる米国特許出願第６１／１
７２，０７９号に開示されている。
【００９２】
　本発明の特定の態様では、タンパク質形質導入ドメインを用いて、リプログラミングタ
ンパク質をＴ細胞に直接導入することができる。タンパク質形質導入は、リプログラミン
グタンパク質の細胞への送達を容易にする方法であり得る。例えば、ＨＩＶ　Ｔａｔタン
パク質に由来するＴＡＴタンパク質のある領域を標的タンパク質に融合して、標的タンパ
ク質の細胞への侵入を可能にすることができる。これらの形質導入ドメインの融合を用い
る利点は、タンパク質の侵入が、迅速で、濃度に依存し、様々な細胞型に対応できるよう
である。
【００９３】
　本発明のさらなる態様では、核局在配列を用いて、リプログラミングタンパク質の核侵
入を容易にすることもできる。核局在シグナル（ＮＬＳ）は、様々なタンパク質について
記載されている。核へのタンパク質輸送の機序は、核局在シグナルを含む標的タンパク質
のカリオフェリンのαサブユニットへの結合によるものである。これに続いて、標的タン
パク質：カリオフェリン複合体が核孔を介して核へ輸送される。しかしながら、リプログ
ラミングタンパク質は、しばしば、内因性核局在配列を有し得る転写因子である。したが
って、核局在配列は、必ずしも必要ではないであろう。
【００９４】
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　リプログラミングタンパク質の体細胞への直接導入を本発明に使用することができ、リ
プログラミングタンパク質は、タンパク質形質導入ドメイン（ＰＴＤ）を含む融合タンパ
ク質を作製することによって、または各分子上の官能基を介してリプログラミングタンパ
ク質とＰＴＤを化学的に架橋結合することによってＰＴＤに機能的に連結する。
【００９５】
　標準的な組換え核酸分子法を用いて、本明細書で使用される１つ以上の形質導入可能な
リプログラミングタンパク質を発現させることができる。一実施形態では、形質導入可能
なタンパク質をコードする核酸配列を、例えば、転写および翻訳のための適切なシグナル
およびプロセシング配列ならびに調節配列を有する核酸発現ベクターにクローニングする
。別の実施形態では、タンパク質は、自動有機合成法を用いて合成することができる。
【００９６】
　加えて、タンパク質の細胞への輸送にも役立ち得るいくつかの方法が存在し、これらの
１つ以上の方法を、単独で使用するか、または、限定されるものではないが、微量注入、
エレクトロポレーション、およびリポソームの使用を含むタンパク質形質導入ドメインを
用いた方法と組み合わせて使用することができる。これらの方法の殆どは、タンパク質製
剤を必要とし得る。組換えタンパク質の精製は、しばしば、親和性タグの発現構築物への
組み込みによって容易になり、精製ステップが迅速かつ効率的になる。
【００９７】
　ＶＩ．ｉＰＳ細胞の選択、培養、および分化
　本発明の特定の態様では、１つ以上のリプログラミング因子が試験被験体の体細胞に導
入された後、細胞が、増大のために培養される（任意選択で、トランスフェクト細胞を濃
縮するために陽性選択またはスクリーニングマーカーのようなベクター要素の存在につい
て選択される）。リプログラミングベクターが、これらの細胞でリプログラミング因子を
発現し、細胞分裂と共に複製および分割することができる。別法では、リプログラミング
タンパク質を、リプログラミングタンパク質を含む培地を補充することによってこれらの
細胞および子孫細胞に侵入させることができる。これらのリプログラミング因子は、体細
胞ゲノムをリプログラミングして、自律多能性状態を確立し、この間またはベクターの存
在の陽性選択の除去後に、外来性遺伝要素が徐々に消失する、またはリプログラミングタ
ンパク質を添加する必要がない。
【００９８】
　これらの人工多能性幹細胞は、多能性胚性幹細胞と実質的に同一であることが期待され
ているため、胚性幹細胞の特質に基づいて子孫細胞から選択することができる。追加の陰
性選択ステップを利用して、リプログラミングベクターＤＮＡの非存在の検査またはレポ
ーターなどの選択マーカーの使用による外来性遺伝要素を本質的に含まないｉＰＳ細胞の
選択を促進する、または助けることができる。
【００９９】
　ｉＰＳ細胞が選択または単離されたら、組織特異的遺伝的変異の決定のためにｉＰＳ細
胞から特定の細胞型への分化を誘導することができる。特定の細胞型は、選択された組織
、例えば、網膜に含まれ得る。
【０１００】
　Ａ．ｉＰＳ細胞の選択
　以前の研究で作製に成功したｉＰＳＣは、以下に示す点で自然に分離される多能性幹細
胞（マウス胚性幹細胞ｍＥＳＣおよびヒト胚性幹細胞ｈＥＳＣなど）に著しく類似してい
るため、自然に分離される多能性幹細胞に対するｉＰＳＣの同一性、真正性、および多能
性が確認された。したがって、本発明で開示される方法で作製される人工多能性幹細胞は
、１つ以上の以下の胚性幹細胞の特質に基づいて選択することができる。
【０１０１】
　ｉ．細胞の生物学的特性
　形態：ｉＰＳＣは、ＥＳＣに形態学的に類似している。各細胞は、丸い形状、二重仁ま
たは大きい核小体、および少ない細胞質を有することができる。ｉＰＳＣのコロニーも同
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様に、ＥＳＣのコロニーに類似し得る。ヒトｉＰＳＣは、ｈＥＳＣに類似した縁が鋭く平
坦な密集したコロニーを形成し、マウスｉＰＳＣは、ｍＥＳＣに類似し、ｈＥＳＣよりも
平坦ではなく、より塊状のコロニーを形成する。
【０１０２】
　増殖特性：倍加時間および有糸分裂活性は、幹細胞がその定義の一部として自己再生し
なければならないため、ＥＳＣに重要なものである。ｉＰＳＣは、分裂期に活性であり、
ＥＳＣと等しい速度で活発に自己再生し、増殖し、そして分裂することができる。
【０１０３】
　幹細胞マーカー：ｉＰＳＣは、ＥＳＣ上に発現される細胞表面抗原マーカーを発現し得
る。ヒトｉＰＳＣは、限定されるものではないが、ＳＳＥＡ－３、ＳＳＥＡ－４、ＴＲＡ
－１－６０、ＴＲＡ－１－８１、ＴＲＡ－２－４９／６Ｅ、およびＮａｎｏｇを含め、ｈ
ＥＳＣに特異的なマーカーを発現した。マウスｉＰＳＣは、ｍＥＳＣと同様に、ＳＳＥＡ
－１を発現したが、ＳＳＥＡ－３もＳＳＥＡ－４も発現しなかった。
【０１０４】
　幹細胞遺伝子：ｉＰＳＣは、Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、ＧＤＦ３、ＲＥＸ１、
ＦＧＦ４、ＥＳＧ１、ＤＰＰＡ２、ＤＰＰＡ４、およびｈＴＥＲＴを含め、未分化ＥＳＣ
で発現される遺伝子を発現し得る。
【０１０５】
　テロメラーゼ活性：テロメラーゼは、約５０回の細胞分裂のヘイフリック限界によって
制限されない細胞分裂を持続させるために必要である。ｈＥＳＣは、自己再生および増殖
を持続させるために高いテロメラーゼ活性を示し、ｉＰＳＣもまた、高いテロメラーゼ活
性を示し、テロメラーゼタンパク質複合体に必要な成分であるｈＴＥＲＴ（ヒトテロメラ
ーゼ逆転写酵素）を発現する。
【０１０６】
　多能性：ｉＰＳＣは、ＥＳＣに類似した方式で完全に分化した組織に分化することがで
きる。
【０１０７】
　神経分化：ｉＰＳＣは、ニューロンに分化して、βＩＩＩ－チューブリン、チロシンヒ
ドロキシラーゼ、ＡＡＤＣ、ＤＡＴ、ＣｈＡＴ、ＬＭＸ１Ｂ、およびＭＡＰ２を発現し得
る。カテコールアミン関連酵素の存在は、ｉＰＳＣが、ｈＥＳＣと同様に、ドーパミン作
動性ニューロンに分化し得ることを示唆し得る。幹細胞関連遺伝子は、分化後にダウンレ
ギュレートされる。
【０１０８】
　心臓分化：ｉＰＳＣは、自発的に鼓動を開始する心筋細胞に分化し得る。心筋細胞は、
ｃＴｎＴ、ＭＥＦ２Ｃ、ＭＹＬ２Ａ、ＭＹＨＣβ、およびＮＫＸ２．５．を発現する。幹
細胞関連遺伝子は、分化後にダウンレギュレートされる。
【０１０９】
　奇形腫形成：免疫不全マウスに注入されたｉＰＳＣは、一定期間、例えば、９週間後に
自然に奇形腫を形成し得る。奇形腫は、内胚葉、中胚葉、および外胚葉の３つの胚葉に由
来する組織を含む多系譜の腫瘍であり：これは、典型的には１種類だけの細胞型からなる
他の腫瘍とは異なっている。奇形腫形成は、多能性についてのランドマーク試験である。
【０１１０】
　胚様体：培養下のｈＥＳＣは、「胚様体」と呼ばれる球状胚様構造を自然に形成し、こ
の胚様体は、分裂期に活性化して分化するｈＥＳＣのコアと３つすべての胚葉から完全に
分化した細胞の周辺からなる。ｉＰＳＣも同様に、胚様体を形成し、周辺の分化細胞を有
し得る。
【０１１１】
　胚盤胞注入：ｈＥＳＣは、胚盤胞の内細胞塊（胚結節）内に自然に存在し、胚結節にお
いて、胚盤胞の殻（栄養膜）が胚外組織に分化する間に胚に分化する。中空栄養膜は、生
きた胚を形成することができないため、胚盤胞内の胚性幹細胞が分化して胚を形成する必
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要がある。雌レシピエントに導入される胚盤胞を形成するために微量ピペットで栄養膜に
注入されたｉＰＳＣは、生きたキメラ仔マウス：体全体にｉＰＳＣ誘導体が１０～９０％
組み込まれたキメラマウスとなり得る。
【０１１２】
　ｉｉ．後成的リプログラミング
　プロモーターの脱メチル化：メチル化は、メチル基のＤＮＡ塩基への転移、典型的には
、ＣｐＧ部位（シトシン／グアニン配列の近傍）のシトシン分子へのメチル基の転移であ
る。遺伝子の広範なメチル化は、発現タンパク質の活性の抑制または発現を阻害する酵素
の動員によって発現を阻害する。したがって、遺伝子のメチル化は、転写を防止すること
によって効率的に遺伝子を沈黙させる。Ｏｃｔ４、Ｒｅｘ１、およびＮａｎｏｇを含む多
能性関連遺伝子のプロモーターは、ｉＰＳＣ内で脱メチル化され得、それらのプロモータ
ー活性ならびにｉＰＳＣ内の多能性関連遺伝子の活発な促進および発現を示す。
【０１１３】
　ヒストン脱メチル化：ヒストンは、様々なクロマチン関連修飾によってそれらの活性を
高めることができるＤＮＡ配列に構造的に局在する密集タンパク質である。Ｏｃｔ４、Ｓ
ｏｘ２、およびＮａｎｏｇに関連したＨ３ヒストンは、脱メチル化され、Ｏｃｔ４、Ｓｏ
ｘ２、およびＮａｎｏｇの発現を活性化し得る。
【０１１４】
　Ｂ．ｉＰＳ細胞の培養
　開示された方法を用いてリプログラミング因子が体細胞に導入されたら、これらの細胞
を、多能性を維持するのに十分な培地で培養することができる。本発明で作製された人工
多能性幹（ｉＰＳ）細胞の培養は、霊長類多能性幹細胞、より具体的には、米国特許出願
第２００７０２３８１７０号および同第２００３０２１１６０３号に記載されている胚性
幹細胞を培養するために開発された技術および様々な培地を用いることができる。当業者
には周知であろう、ヒト多能性幹細胞の培養および維持の別の方法も、本発明に使用でき
ることを理解されたい。
【０１１５】
　特定の実施形態では、非限定条件を使用することができ：例えば、多能性細胞を、線維
芽細胞フィーダー細胞で、または幹細胞を未分化状態に維持するために線維芽細胞フィー
ダー細胞に曝露された培地で培養することができる。別法では、多能性細胞は、限定され
たフィーダー依存性培養系、例えば、ＴｅＳＲ培地（Ｌｕｄｗｉｇら、２００６ａ；Ｌｕ
ｄｗｉｇら、２００６ｂ）を用いて培養し、本質的に未分化状態に維持することができる
。フィーダー依存性培養系および培地を用いて多能性細胞を培養し、維持することができ
る。これらの手法は、マウス線維芽細胞「フィーダー層」を必要とすることなく、ヒト胚
性幹細胞を本質的に未分化の状態に維持することができる。本明細書に記載されているよ
うに、必要に応じてコストを削減するためにこれらの方法に様々な変更を加えることがで
きる。
【０１１６】
　例えば、ヒト胚性幹（ｈＥＳ）細胞と同様に、ｉＰＳ細胞は、８０％ＤＭＥＭ（Ｇｉｂ
ｃｏ　＃１０８２９－０１８または＃１１９６５－０９２）、加熱不活化処理されていな
い２０％規定ウシ胎児血清（ＦＢＳ）（またはヒトＡＢ血清）、１％非必須アミノ酸、１
ｍＭ　Ｌ－グルタミン、および０．１ｍＭ　β－メルカプトエタノールで維持することが
できる。別法では、ｉＰＳ細胞は、８０％Ｋｎｏｃｋ－Ｏｕｔ　ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ　
＃１０８２９－０１８）、２０％血清代替物（Ｇｉｂｃｏ　＃１０８２８－０２８）、１
％非必須アミノ酸、１ｍＭ　Ｌ－グルタミン、および０．１ｍＭ　β－メルカプトエタノ
ールで作製された無血清培地で維持することができる。使用の直前に、約４ｎｇ／ｍＬの
最終濃度になるようにヒトｂＦＧＦを添加することができ（ＷＯ９９／２０７４１号）、
または、実施例のように代わりにゼブラフィッシュｂＦＧＦを使用することができる。
【０１１７】
　様々なマトリックス成分を、ヒト多能性幹細胞の培養および維持に使用することができ
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る。例えば、コラーゲンＩＶ、フィブロネクチン、ラミニン、およびビトロネクチンを組
み合わせて使用して、参照によりその全容が本明細書に組み入れられるＬｕｄｗｉｇら（
２００６ａ；２００６ｂ）に記載されているように、多能性細胞の増殖のための個体支持
体を提供する手段として培養表面を被覆することができる。
【０１１８】
　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）を用いて、ヒト多能性幹細胞の細胞培養および維持のための
基質を提供することができる。Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）は、マウス腫瘍細胞によって分
泌されるゼラチン状タンパク質混合物であり、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｎｅｗ　
Ｊｅｒｓｅｙ、ＵＳＡ）から市販されている。この混合物は、多くの組織に見られる複雑
な細胞外環境に類似しており、細胞培養の基質として細胞生物学者によって使用されてい
る。
【０１１９】
　ｉＰＳ細胞は、ＥＳ細胞と同様に、ＳＳＥＡ－１、ＳＳＥＡ－３、およびＳＳＥＡ－４
（Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ　Ｓｔｕｄｉｅｓ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　Ｂａｎｋ、Ｎａ
ｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｃｈｉｌｄ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍ
ａｎ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ　Ｍｄ．）、ならびにＴＲＡ－１－６
０およびＴＲＡ－１－８１（Ａｎｄｒｅｗｓら、１９８７）に対する抗体を用いて免疫組
織化学またはフローサイトメトリーによって同定または確認することができる特徴的な抗
原を有する。胚性幹細胞の多能性は、８～１２週齢の雄ＳＣＩＤマウスの後肢筋肉に約０
．５～１０×１０６の細胞を注入することによって確認することができる。奇形腫が発症
し、３つの胚葉のそれぞれの少なくとも１つの細胞型を実証する。
【０１２０】
　Ｃ．ｉＰＳ細胞の分化
　様々な手法を本発明に用いて、ｉＰＳ細胞を、限定されるものではないが、網膜上皮細
胞、網膜神経細胞、造血細胞、筋細胞（例えば、心筋細胞）、ニューロン、線維芽細胞、
および上皮細胞、ならびにこれらに由来する組織または器官を含む特定の細胞系譜に遺伝
的に分化させることができる。網膜細胞への分化は、一例であり得る。
【０１２１】
　網膜色素上皮（ＲＰＥ）は、網膜視細胞に栄養を与える網膜神経感覚上皮のすぐ外側の
色素沈着した細胞層であり、下側の脈絡膜および上側の網膜視細胞に固着されている。Ｒ
ＰＥは、色素顆粒が高密度に詰まった六角形細胞の単一層からなる。網膜色素上皮は、光
受容体細胞の外側部分の食作用に関与し、かつすべてのトランスレチノールを１１－シス
レチナールに異性化するビタミンＡサイクルにも関与する。網膜色素上皮はまた、脈絡膜
血液感染物質に対する強固な障壁を維持したまま、小分子、例えば、アミノ酸、アスコル
ビン酸、およびＤ－グルコースを供給することによって網膜環境を維持する制限輸送因子
としても機能し得る。イオン環境の恒常性は、繊細な輸送交換系によって維持される。外
面から見ると、これらの細胞は、平滑な六角形の形状である。断面を見ると、各細胞は、
大きな楕円形の核を含む外側非色素性部分と、桿体間の一連の直線糸状突起として延びた
内側色素性部分とからなり、これは、特に眼に光が当たった場合である。
【０１２２】
　ＲＰＥ細胞のヒト患者からの単離は、技術的に困難かつ複雑であろう。本発明の特定の
態様では、ＲＰＥ細胞は、遺伝的欠陥の同定のためにｉＰＳ細胞の分化によって得ること
ができる。例えば、ＲＰＥ細胞は、ＷＯ２００８／１２９５５４号、Ｏｓａｋａｄａら（
２００８）、Ｏｓａｋａｄａら（２００９）、およびＨｉｒａｍｉら（２００９）に開示
されている方法によって分化させることができる。例えば、ヒトｉＰＳ細胞は、小さな細
胞の塊に分離し、ＷｎｔアンタゴニストおよびＮｏｄａｌアンタゴニストを含む無血清培
地（ＳＦＥＢ／ＤＬ）を含む懸濁培養物としてペトリ皿に播種することができる。これら
の条件下で、ｉＰＳ細胞が、胚様体様凝集体を形成し得る。第２０日目に、凝集体を、さ
らなるＲＰＥの分化のためにポリ－Ｄ－リシン、ラミニン、およびフィブロネクチンが被
覆されたガラススライドにプレーティングすることができる。
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【０１２３】
　特定の態様では、ｉＰＳ細胞は、心臓細胞および血液細胞に分化させることもできる。
ｉＰＳ細胞の心臓分化への例示的な方法には、胚様体（ＥＢ）法（Ｚｈａｎｇら、２００
９）、またはＯＰ９間質細胞法（Ｎａｒａｚａｋｉら、２００８）、または成長因子／化
学法（参照によりその全容が本明細書に組み入れられる米国特許出願公開第２００８００
３８８２０号、同第２００８０２２６５５８号、同第２００８０２５４００３号、および
同第２００９００４７７３９号を参照されたい）が含まれ得る。ｉＰＳ細胞の造血分化の
例示的な方法には、限定されるものではないが、それぞれ参照によりその全容が本明細書
に組み入れられる米国仮特許出願第６１／０８８，０５４号および同第６１／１５６，３
０４号に開示されている方法、または胚様体（ＥＢ）をベースとした方法（Ｃｈａｄｗｉ
ｃｋら、２００３；Ｎｇら、２００５）が含まれ得る。フィブロネクチン分化法を、Ｗａ
ｎｇら、２００７に例示されているように、血液系への分化に使用することもできる。
【実施例】
【０１２４】
　ＶＩＩ．実施例
　以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を実証するために含められている。以下の
実施例に開示される技術は、本発明の実施において十分に機能する本発明者によって見出
された技術の代表であり、したがって、本発明の実施にとって好ましい方式を構成すると
見なすことができることを当業者であれば理解できよう。しかしながら、当業者であれば
、本発明の趣旨および範囲から逸脱することなく、開示された特定の実施形態で多くの変
更が可能であり、変更しても同様または類似の結果が得られることを本開示から理解でき
よう。
【０１２５】
　実施例１
　ｉＰＳ細胞を、網膜色素変性症と診断された患者から作製する。コントロールとして、
ｉＰＳ細胞を、網膜色素変性症ではない患者の家族、好ましくはきょうだいからも作製す
る。ヒトｉＰＳ細胞系は、上記したように（Ｙｕら、２００７）、４つの転写因子（ＯＣ
Ｔ４、ＳＯＸ２、ＮＡＮＯＧ、およびＬＩＮ２８）のレンチウイルス媒介形質導入によっ
て得る。患者およびきょうだいに由来する両方のｉＰＳ細胞を、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標
）に維持し、ＴｅＳＲ培地で培養する。
【０１２６】
　単一細胞懸濁液を、コロニーをＴｒｙｐＬｅ、組換えトリプシン様酵素（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）で、３７℃で７分間インキュベートし、アポトーシ
ス阻害剤Ｈ１１５２およびダイズトリプシン阻害剤を含むＴｅＳＲ培地で２回洗浄し、Ｈ
１１５２およびダイズトリプシン阻害剤を含む０．５ｍｌの低温ＰＢＳで再懸濁すること
により作製する。懸濁培養物を、１００ｎｇ／ｍｌ　Ｄｋｋ－１、Ｗｎｔアンタゴニスト
および５００ｎｇ／ｍｌ　Ｌｅｆｔｙ　Ａ、Ｎｏｄａｌアンタゴニストが添加された無血
清培地を含むゼラチン被覆皿に蒔き、１８～２０日間置いて凝集体を形成する。次いで、
凝集体を、ポリ－Ｄ－リシン、ラミニン、およびフィブロネクチンが被覆された培養スラ
イドにプレーティングし、分化培地（１０％ＫＳＲ（ノックアウト血清代替物）、０．１
ｍＭ非必須アミノ酸、１ｍＭピルビン酸ナトリウム、０．１ｍＭ　２－メルカプトエタノ
ール、５０単位／ｍｌペニシリン、および５０μｇ／ｍｌストレプトマイシンを含むＧ－
ＭＥＭ（ＧＩＢＣＯ））でインキュベートする。ＲＰＥ細胞を、多角形の形態、色素沈着
、ならびにＲＰＥ－６５およびＺＯ－１のような分子マーカー、密着結合マーカーによっ
て選択し、濃縮する。
【０１２７】
　全ＲＮＡを、ＴＲＩｚｏｌ試薬（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）またはＴＲＩ－Ｒｅａｇｅｎ
ｔ（Ｓｉｇｍａ）を用いてＲＰＥ細胞から抽出する。ｃＤＮＡ合成を、製造者の取扱説明
書（Ｐｒｏｍｅｇａ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＷＩ）にしたがって、
モロニーマウス白血病ウイルス逆転写酵素（Ｍ－ＭＬＶ　ＲＴ）およびランダムプライマ
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ーを用いて行う。ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を、Ｔａｑ　ＤＮＡポリメラーゼ（Ｇ
ｉｂｃｏ－ＢＲＬ）を用いて標準プロトコルにしたがって行う。Ｑ－ＰＣＲ、ｃＤＮＡ配
列決定、およびマイクロアレイを用いて、患者に由来するＲＰＥ細胞と正常な血縁家族に
由来するＲＰＥ細胞とを比較し、１つ以上の遺伝的変異を決定する。
【０１２８】
　本明細書に開示され請求されるすべての方法は、本開示から、過度の実験をしなくても
構築および実施され得る。本発明の組成物および方法を好ましい実施形態を用いて記載し
てきたが、本発明の概念、趣旨、および範囲から逸脱することなく、変形形態が、本明細
書に記載された方法ならびにその方法のステップまたは順序だったステップに適用できる
ことは当業者には明らかであろう。より詳細には、化学的および生理学的の両方に関連す
る特定の作用物質が、本明細書に記載された作用物質の代替となり得、同じまたは同様の
結果が達成されるであろうことは明らかである。当業者には明らかなすべてのこのような
同様の代替物および変更は、添付の特許請求の範囲によって規定される本発明の趣旨、範
囲、および概念の中に包含されると見なされる。
【０１２９】
　参照文献
　以下に示す参照文献は、本明細書の記載を補足する例示的な処置手順または他の詳細を
提供する程度に、参照により本明細書に明確に組み入れられる。
【０１３０】
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