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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｏｃｔ４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２及びｃＭｙｃからなる遺伝子の導入によって産生される
人工多能性幹細胞の染色体安定性維持用組成物であって、活性成分として、ＳＢ４３１５
４２、ＰＤ０３２５９０１、チアゾビビン、及びＬ－アスコルビン酸を含む染色体安定性
維持用組成物。
【請求項２】
　染色体の構造的、数的突然変異抑制またはＤＮＡ損傷抑制を介して染色体の安定性を維
持させることを特徴とする請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　Ｏｃｔ４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２及びｃＭｙｃからなる遺伝子の導入によって産生される
人工多能性幹細胞の染色体安定性維持方法であって、請求項１又は２に記載の組成物で人
工多能性幹細胞を処理することを含む、人工多能性幹細胞の染色体安定性維持方法。
【請求項４】
　前記組成物は、体細胞のリプログラミングを誘導する工程に添加されることを特徴とす
る請求項３に記載の人工多能性幹細胞の染色体安定性維持方法。
【請求項５】
　前記組成物は、リプログラミング誘導後に添加されることを特徴とする請求項３に記載
の人工多能性幹細胞の染色体安定性維持方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、小分子化合物を含む多能性幹細胞の染色体安定性維持用組成物に関し、より
詳細には人工多能性幹細胞（ｉｎｄｕｃｅｄ　ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅ
ｌｌ）の誘導工程及び誘導工程後の培養の間、染色体の構造的、数的突然変異またはＤＮ
Ａ損傷を抑制できるＲＯＣＫ抑制剤、ＭＥＫ抑制剤、ＡＬＫ５抑制剤または抗酸化剤を含
む人工多能性幹細胞の染色体安定性維持用組成物に関する。
【背景技術】
【０００２】
　人工多能性幹細胞作製技術は、動物の体細胞を利用して胚性幹細胞と類似の状態の細胞
を作る技術で、周知の４種類のリプログラミング因子（Ｏｃｔ４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、
ｃＭｙｃ）を細胞内に導入して特定培養条件で培養することで進行される。このような方
式で作られた人工多能性幹細胞は、すべての組織特異的細胞に分化できる可能性があって
、倫理的問題がない細胞治療剤の材料として用いることができる長所があるが、その作製
効率が非常に低く、作られた人工多能性幹細胞の安全性も保障が困難で、胚性幹細胞と完
ぺきには類似しない短所がある。
【０００３】
　人工多能性幹細胞技術が確立された２００６年以後、多くの研究を介して人工多能性幹
細胞の作製効率を向上させるのに様々な組成物が用いられた。その結果、２３本の論文で
特定組成物を利用して人工多能性幹細胞の作製効率を向上させることに成功して、６本の
論文では、一つ以上の初期化因子がない条件でも人工多能性幹細胞を作製することに成功
した。
【０００４】
　現在までの研究は、主に人工多能性幹細胞の効率を高めることを中心に行われてきた。
しかし、安全性に対する検証が足りない状況で作製効率だけ高めるといっても人工多能性
幹細胞を臨床適用が可能な水準で用いることは難しい。したがって、人工多能性幹細胞を
利用した臨床適用の可能性を高めるためには、その安全性を高める研究が必ず必要で、よ
り胚性幹細胞と類似した人工多能性幹細胞を作る方法が確立されなければならない。
【０００５】
　本発明の背景になる技術として、大韓民国登録特許１０－１２１１６１０（２０１２．
１２．０６）にはＢｍｉ１、ＭＥＫ抑制剤とＧＳＫ抑制剤を利用して体細胞から胚性幹細
胞様細胞への脱分化を誘導する組成物及びこれを利用した胚性幹細胞様細胞の製造方法が
開示されて、大韓民国登録特許１０－１２１１６２４（２０１２．１２．０６）にはＳｈ
ｈ、ＦＧＦＲチロシンキナーゼ抑制剤、ＭＥＫ抑制剤とＧＳＫ抑制剤を利用して、体細胞
から胚性幹細胞様細胞への脱分化を誘導する組成物及びこれを利用した胚性幹細胞様細胞
の製造方法が開示されている。また、大韓民国公開特許公報１０－２０１０－０１０１７
６４号（２０１０．０９．２０）、大韓民国公開特許公報１０－２０１１－００９４３４
８号（２０１１．０８．２３）、大韓民国公開特許公報１０－２０１２－００９４４８８
号（２０１２．０８．２４）、大韓民国公開特許公報１０－２０１２－０１２１０８４号
（２０１２．１１．０５）等には多能性細胞を生成及び維持させる有用な培養方法及び培
地などが開示されている。
【０００６】
　本発明の背景になる技術として、いくつかの論文で組成物処理が人工多能性幹細胞の効
率を向上させるとの発表はあるが、このような組成物処理が人工多能性幹細胞の突然変異
を抑制できるか否かについては殆ど知らされていない。特に、ＭＥＫ抑制剤、ＡＬＫ５抑
制剤、ＲＯＣＫ抑制剤、抗酸化剤を含む組成物を利用して人工多能性幹細胞作製の問題点
の一つである突然変異またはＤＮＡ損傷を抑制できて安定した人工多能性幹細胞を提供す
ることについては開示されたことはない。
【０００７】
　そこで、本発明者等は、ＲＯＣＫ抑制剤チアゾビビン（Ｔｈｉａｚｏｖｉｖｉｎ）、Ｍ
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ＥＫ抑制剤ＰＤ０３２５９０１、ＡＬＫ５抑制剤ＳＢ４３１５４２または抗酸化剤Ｌ－ア
スコルビン酸を含有する組成物が人工多能性幹細胞の構造的、数的突然変異またはＤＮＡ
損傷を抑制することによって染色体安定性が維持されることを確認して、本発明を完成す
ることになった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
特許文献１：大韓民国登録特許１０－１２１１６１０（２０１２．１２．０６）
特許文献２：大韓民国登録特許１０－１２１１６２４（２０１２．１２．０６）
特許文献３：大韓民国公開特許公報１０－２０１０－０１０１７６４号（２０１０．０９
．２０）
特許文献４：大韓民国公開特許公報１０－２０１１－００９４３４８号（２０１１．０８
．２３）
特許文献５：大韓民国公開特許公報１０－２０１２－００９４４８８号（２０１２．０８
．２４）
特許文献６：大韓民国公開特許公報１０－２０１２－０１２１０８４号（２０１２．１１
．０５）
【非特許文献】
【０００９】
非特許文献１：Li, W., Wei, W., Zhu, S., Zhu, J., Shi, Y., Lin, T., Hao, E., Haye
k, A., Deng, H., and Ding, S. (2009a). Generation of rat and human induced pluri
potent stem cells by combining genetic reprogramming and chemical inhibitors. Ce
ll Stem Cell 4, 16-19.
非特許文献２：Li, W., Zhou, H., Abujarour, R., Zhu, S., Young Joo, J., Lin, T., 
Hao, E., Scholer, H.R., Hayek, A., and Ding, S. (2009b). Generation of human-ind
uced pluripotent stem cells in the absence of exogenous Sox2. Stem Cells 27, 299
2-3000.
非特許文献３：Lin, T., Ambasudhan, R., Yuan, X., Li, W., Hilcove, S., Abujarour,
 R., Lin, X., Hahm, H.S., Hao, E., Hayek, A., et al. (2009). A chemical platform
 for improved induction of human iPSCs. Nat Methods 6, 805-808.
非特許文献４：Yuan, X., Wan, H., Zhao, X., Zhu, S., Zhou, Q., and Ding, S. (2011
). Combined Chemical Treatment Enables Oct4-Induced Reprogramming from Mouse Emb
ryonic Fibroblasts. Stem Cells.
非特許文献５：Zhu, S., Li, W., Zhou, H., Wei, W., Ambasudhan, R., Lin, T., Kim, 
J., Zhang, K., and Ding, S. (2010). Reprogramming of human primary somatic cells
 by OCT4 and chemical compounds. Cell Stem Cell 7, 651-655.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明の目的は、ＲＯＣＫ抑制剤、ＭＥＫ抑制剤、ＡＬＫ５抑制剤及び抗酸化剤で構成
された群から選択された一つ以上の小分子化合物を有効成分として含有する人工多能性幹
細胞の染色体安定性維持用組成物を提供するところにある。
【００１１】
　本発明の他の目的は、前記組成物で人工多能性幹細胞を処理することを特徴とする人工
多能性幹細胞の染色体安定性維持方法及び培養方法を提供するところにある。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１Ａ】人工多能性幹細胞作製方法において全体的な実験計画を概略的に示した図面で
ある。
【図１Ｂ】小分子化合物を含む組成物を処理した場合、及び組成物を処理しなかった場合
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に典型的な形態の人工多能性幹細胞が形成された写真である。
【図１Ｃ】小分子化合物を含む組成物を処理しなかった人工多能性幹細胞及び組成物を処
理した人工多能性幹細胞の作製効率と速度を比較して分析したグラフである。
【図２Ａ－２Ｂ】小分子化合物を含む組成物を用いた人工多能性幹細胞及び組成物を用い
なかった人工多能性幹細胞の多能性遺伝子及びタンパク質の発現をＲＴ－ＰＣＲと蛍光染
色を用いて比較分析した写真である。
【図３Ａ】小分子化合物を含む組成物を用いた人工多能性幹細胞及び組成物を用いなかっ
た人工多能性幹細胞の三胚葉性分化能力を細胞を分化させた後、蛍光染色を介して示す写
真である。
【図３Ｂ】小分子化合物を含む組成物を用いた人工多能性幹細胞及び組成物を用いなかっ
た人工多能性幹細胞の生体内で分化能力を免疫不全マウスを利用した奇形種（テラトーマ
）形成実験を介して腫瘍を形成させた後、組織学的検査を介して三胚葉性分化能力を確認
した写真である。
【図４Ａ】小分子化合物を含む組成物を用いた人工多能性幹細胞を支持細胞なしに培養し
た時、意図しなかった分化を起こさずより安定的に維持できることを確認した写真である
。
【図４Ｂ－４Ｃ】小分子化合物を含む組成物を用いた人工多能性幹細胞の増殖能力及び多
能性遺伝子の発現程度が増加したことを細胞数測定とＰＣＲを介して確認したグラフであ
る。
【図５Ａ－５Ｄ】小分子化合物を含む組成物を用いた人工多能性幹細胞及び組成物を用い
なかった人工多能性幹細胞の蛍光染色を介した細胞数測定、免疫不全マウスの生体内で形
成される腫瘍の大きさを比較、ＥＢ（ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｂｏｄｙ）を形成する能力を
比較して分化能力が向上することを確認したものである。
【図６Ａ】小分子化合物を含む組成物で長期間培養した人工多能性幹細胞（ｍｉＰＳＣ（
＋））、リプログラミングを誘導させた後、初期培養工程に組成物を添加した後、継代培
養過程で組成物を用いなかった人工多能性幹細胞（ｍｉＰＳＣ（±））及び組成物を全く
用いなかった人工多能性幹細胞（ｍｉＰＳＣ（－））で染色体の異常が発生した頻度を比
較して、小分子化合物を含む組成物が染色体の構造的異常を防止することを確認した表で
ある。
【図６Ｂ－６Ｃ】小分子化合物を含む組成物で長期間培養した人工多能性幹細胞（ｍｉＰ
ＳＣ（＋））、リプログラミングを誘導させた後、初期培養工程に組成物を添加した後、
継代培養過程で組成物を用いなかった人工多能性幹細胞（ｍｉＰＳＣ（±））及び組成物
を全く用いなかった人工多能性幹細胞（ｍｉＰＳＣ（－））で染色体の数的異常及び構造
的異常を示した代表核型を分析して、小分子化合物を含む組成物が染色体の数的異常及び
構造的異常を防止することを確認した結果である。
【図６Ｄ】小分子化合物を含む組成物で長期間培養した人工多能性幹細胞（ｍｉＰＳＣ（
＋））、リプログラミングを誘導させた後、初期培養工程に組成物を添加した後、継代培
養過程で組成物を用いなかった人工多能性幹細胞（ｍｉＰＳＣ（±））及び組成物を全く
用いなかった人工多能性幹細胞（ｍｉＰＳＣ（－））で全体核型を比較分析して、小分子
化合物を含む組成物が染色体の異常を防止することを確認した結果である。
【図７Ａ－７Ｂ】小分子化合物を含む組成物を利用して作製した人工多能性幹細胞（ｍｉ
ＰＳＣ（＋））のｐ１及びｐ３０と組成物を全く用いなかった人工多能性幹細胞（ｍｉＰ
ＳＣ（－））のｐ１及びｐ３０でＤＮＡ損傷程度のマーカーであるγＨ２ＡＸタンパク質
を分析してＤＮＡ損傷防止を比較した結果である。
【図７Ｃ－７Ｄ】小分子化合物を含む組成物を利用して作製した人工多能性幹細胞（ｍｉ
ＰＳＣ（＋））及び組成物を全く用いなかった人工多能性幹細胞（ｍｉＰＳＣ（－））の
リプログラミング誘導後、初期７日間ＤＮＡ損傷程度のマーカーであるγＨ２ＡＸタンパ
ク質を分析して培地組成物が初期リプログラミング工程で発生するＤＮＡ損傷を防止する
ことを確認した結果である。
【図７Ｅ－７Ｆ】本発明の全ての小分子化合物の組み合わせを用いた条件（ＳＰＴＡ）、
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小分子化合物各々を処理した条件及びリプログラミング効率を向上させると知られている
他の小分子化合物を処理した条件でリプログラミング誘導後初期５日目にＤＮＡ損傷程度
のマーカーであるγＨ２ＡＸタンパク質を検出して比較分析した結果である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　他の方式で定義されない限り、本明細書において使用されたあらゆる技術的・科学的用
語は、本発明が属する技術分野に熟練した専門家によって通常理解されるものと同じ意味
を有する。通常、本明細書において使用された命名法及び以下で詳述する実験方法は、本
技術分野において周知であり、しかも汎用されるものである。
【００１４】
　一観点において、本発明は、ＲＯＣＫ抑制剤、ＭＥＫ抑制剤、ＡＬＫ５抑制剤及び抗酸
化剤で構成された群から選択された一つ以上の小分子化合物を有効成分として含有する人
工多能性幹細胞の染色体安定性維持用組成物に関する。
【００１５】
　本発明で、前記ＲＯＣＫ（Ｒｈｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｋｉｎａｓｅ）抑制剤は、
染色体の安定性を向上させる役割を果たし、チアゾビビン（Ｔｈｉａｚｏｖｉｖｉｎ）、
Ｙ－２７６３２、ファスジル（ＨＡ－１０７７）、（ヒドロキシファスジル（ＨＡ－１１
００）、Ｈ－１１５２、３－（４－ピリジル）－１Ｈ－インドール、Ｎ－（４－ピリジル
）－Ｎ’－（２，４，６－トリクロロフェニル）ウレア、オーロチオグルコース及びＬＹ
２９４００２等から選択されることが好ましく、これに限定されるのではないが、前記Ｒ
ＯＣＫ抑制剤は、チアゾビビンであることが最も好ましい。
【００１６】
　本発明で、前記ＭＥＫ（ｍｉｔｏｇｅｎ－ａｃｔｉｖａｔｅｄ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｋｉ
ｎａｓｅ）抑制剤は、迅速なリプログラミングを誘導して染色体安定性を向上させる役割
を果たし、ＰＤ０３２５９０１またはＵ０１２６（１，４－ｄｉａｍｉｎｏ－２，３－ｄ
ｉｃｙａｎｏ－１，４－ｂｉｓ［２－ａｍｉｎｏｐｈｅｎｙｌｔｈｉｏ］ｂｕｔａｄｉｅ
ｎｅ）であることが好ましく、ＰＤ０３２５９０１であることがさらに好ましい。しかし
、これに限定されず、前記化合物の他にもいずれのＭＥＫの代謝過程を抑制したり、発現
を抑制する信号伝達抑制剤が用いられる。
【００１７】
　本発明で、前記ＡＬＫ５（Ａｃｔｉｖｉｎ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ－Ｌｉｋｅ　Ｋｉｎａｓ
ｅ－５）抑制剤は、迅速なリプログラミングを誘導して染色体安定性を向上させる役割を
果たして、好ましくはＡ－８３－０１またはＳＢ４３１５４２であってもよく、さらに好
ましくはＳＢ４３１５４２である。しかし、これに限定されず、前記化合物の他にもいず
れのＡＬＫ５の代謝過程を抑制したり、発現を抑制する信号伝達抑制剤が用いられる。
【００１８】
　本発明で、前記抗酸化剤は、その種類において特に限定されるのではないが、好ましく
はビタミンＥ、ビタミンＡ、ビタミンＣ等、オキソチアゾリジン（Ｏｘｏｔｈｉａｚｏｌ
ｉｄｉｎｅ）、Ｎ－アセチルシステイン（Ｎ－ａｃｅｔｙｌｃｙｓｔｅｉｎｅ）、ＴＥＭ
ＰＯ、ＳＯＤ（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ　ｄｉｓｍｕｔａｓｅ）、グルタチオンペルオキシ
ダーゼ、酸素スカベンジャー、過酸化水素、リポオキシドラジカル、ヒドロキシルラジカ
ル、金属結合タンパク質、セレン、還元型グルタチオン、ベータカロチン、フラボノイド
（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ）、セサモール（ｓｅｓａｍｏｌ）、没食子酸（ｇａｌｌｉｃ　
ａｃｉｄ）、アジョワン（Ａｊｏｗａｎ）、オリザノール（ｏｒｙｚａｎｏｌ）、レズベ
ラトロール（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ）、カテキン（ｃａｔｅｃｈｉｎ）、レシチン（ｌ
ｅｃｉｔｈｉｎ）、セファリン（ｃｅｐｈａｌｉｎ）、ｓｕｌｆｈｙｄｒｌｓ（ＳＲＨ）
、クエン酸、アスコルビン酸、カタラーゼ（ｃａｔａｌａｓｅ）、ＢＨＡ、ＢＨＴ、ＰＧ
、ＮＤＧＡ、ヒドロキノン（ｈｙｄｒｏｑｕｉｎｏｎｅ）、カテコール（ｃａｔｅｃｈｏ
ｌ）及びＤＰＰＤ（Ｎ，Ｎｄｉｐｈｅｎｙｌ－ｐｐ－ｐｈｅｎｙｌｅｎｅ－ｄｉａｍｉｎ
ｅ）であってもよく、さらに好ましくはＬ－アスコルビン酸である。特に、抗酸化作用を
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介して細胞の生存率を向上させて染色体安定性を向上させることができる。
【００１９】
　本発明の組成物の小分子化合物は、人為的に合成して製造することができ、商業的に製
造された製品を用いてもよい。商業的に製造される製品の使用は、ＤＭＳＯに溶かして培
地に添加して用いることが好ましく、本発明の具体的な実施例ではＤＭＥＭ培地に添加し
て用いた。
【００２０】
　本発明において、前記幹細胞は、Ｏｃｔ４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２及びｃＭｙｃで構成さ
れた群から選択された一つ以上の遺伝子の導入によって誘導される人工多能性幹細胞であ
ることが好ましい。
【００２１】
　本発明において、染色体の構造的、数的突然変異抑制またはＤＮＡ損傷抑制を介して染
色体の安定性を維持させることを特徴とする。
【００２２】
　本発明の用語、「多能」または「多能性」とは、自然的な分化を誘導する条件下で三つ
の胚葉（内胚葉、中胚葉、及び外胚葉）全てに属する細胞系統に関する特徴を総括的に示
す細胞類型に分化することができる能力を意味する。多能性幹細胞または人工多能性幹細
胞は、成体動物の組織の多数または全ての組織を生成することができる。例えば、５～１
０週齢のＳＣＩＤマウスで奇形種（ｔｅｒａｔｏｍａ）を形成できる能力に関するテスト
のような、当業界で一般的に認められる標準テストが細胞コロニーの多能性を証明するの
に用いられるが、多能性細胞を検出するのに種々の多能性幹細胞特異的な遺伝子発現を確
認するものも用いることができる。細胞多能性は、胚芽の全細胞を適切に形成できる完全
に多能性である細胞、例えば、胚性幹細胞及び人工多能性幹細胞から、３種類の胚葉層全
ての細胞を形成することができる。例えば、生殖腺伝達または全体有機体を生成できる能
力のような、完全に多能性である細胞の特徴全てを示すことはできない、不完全にまたは
部分的に多能性である細胞までの範囲にまで至る連続体である。実施例で、本願の全体に
わたって議論されるような多能性遺伝子または多能性マーカーの発現は、細胞の多能性を
評価するのに用いられる。
【００２３】
　本発明において、「多能性幹細胞」とは、多能性幹細胞の特徴を持つ細胞をいい、多能
性リプログラミング幹細胞、人工多能性幹細胞、または胚性幹細胞などを意味して、好ま
しくは人工多能性幹細胞である。
【００２４】
　本発明において、「多能性幹細胞の特徴」とは、多能性幹細胞を他の細胞と区別する細
胞の特徴を意味する。分化を誘導する条件下で３種類の胚葉層（内胚葉、中胚葉、及び外
胚葉）全てに該当する細胞系統に関連した特徴を総括的に示す細胞類型に分化できる能力
が多能性幹細胞の特徴となる。マウス多能性幹細胞は、ＳＳＥＡ１、Ｏｃｔ４、Ｋｌｆ４
、Ｓｏｘ２、Ｒｅｘ１、及びＮａｎｏｇなどのマーカーのうち少なくとも一部、及び任意
にはそれら全てを発現する。多能性幹細胞と関連した細胞形態も多能性幹細胞の特徴とな
る。
【００２５】
　本発明の具体的な実施例では、小分子化合物を含む組成物が人工多能性幹細胞のリプロ
グラミング速度と効率を向上させるかを確認するために、マウスの尻尾から抽出した線維
芽細胞（ｔａｉｌ　ｔｉｐ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ）にリプログラミング因子（Ｏｃｔ４
、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、ｃＭｙｃ）を含有したレトロウイルスを利用して人工多能性幹細
胞を作製した。この時、小分子化合物を含む組成物を添加して培養した細胞集団（ｍｉＰ
ＳＣ（＋））と小分子化合物を含む組成物がない条件で培養した細胞集団（ｍｉＰＳＣ（
－））との間に人工多能性幹細胞のコロニー（ｃｏｌｏｎｙ）が生成される時点とその数
字を比較してリプログラミング速度と効率を確認した。その結果、本発明によって小分子
化合物を含む組成物を用いた条件でリプログラミングの速度が向上して、生成された人工
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多能性幹細胞のコロニーの数を集計した結果、その作製効率も向上したことを確認した。
【００２６】
　本発明に係る小分子化合物を含む組成物を利用して作製された人工多能性幹細胞は、増
殖能力と多能性維持能力が胚性幹細胞により近づくことを特徴とする。本発明の組成物を
利用した人工多能性幹細胞では、意図しなかった分化が殆どなかっただけでなく、胚性幹
細胞から発現する多能性遺伝子（ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ　ｇｅｎｅ）であるＮａｎｏ
ｇ、Ｋｌｆ４、Ｚｆｐ２９６のような遺伝子の発現水準が向上したことを確認した。
【００２７】
　また、本発明に係る小分子化合物を含む組成物を利用して作製された人工多能性幹細胞
は、分化能力も胚性幹細胞により近づくことを確認して、神経細胞特異発現タンパク質で
あるＴｕｊ１で外胚葉性分化能力を、筋肉細胞特異発現タンパク質であるＤｅｓｍｉｎで
中胚葉性分化能力を、遠視間細胞特異発現タンパク質であるＡＦＰで内胚葉性分化能力を
各々確認した。最終的に機能性神経細胞への分化を誘導するに当たっても本発明の組成物
を用いた人工多能性幹細胞がより高効率で機能性神経細胞を形成することを確認した。
【００２８】
　本発明の小分子化合物を含む組成物は、人工多能性幹細胞作製時の急激な細胞状態変化
による細胞染色体の数的、構造的突然変異を抑制できることを特徴とする。染色体核型分
析を介して組成物を用いなかった人工多能性幹細胞ではｄｕｐｌｉｃａｔｉｏｎ、ｄｅｌ
ｅｔｉｏｎ、ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎといった種々の構造的染色体変異が起きたが、
小分子化合物を含む組成物を用いた人工多能性幹細胞では染色体の構造的変異が発見され
ないことを確認した。
【００２９】
　また、本発明の小分子化合物を含む組成物は、人工多能性幹細胞作製時の急激な細胞状
態変化による細胞ＤＮＡの損傷を抑制できることを特徴とする。γＨ２ＡＸタンパク質の
免疫蛍光染色を介して組成物を用いなかった人工多能性幹細胞では最大２０％程度の細胞
でＤＮＡ損傷が起きたが、小分子化合物を含む組成物を用いた人工多能性幹細胞では正常
細胞と類似する水準である５％未満の細胞だけでＤＮＡ損傷が現れた。特に、本発明で用
いた小分子化合物は、単独で用いる時もＤＮＡ損傷を抑制することができて、リプログラ
ミング効率を高めると知られた他の小分子化合物ではこのようなＤＮＡ損傷抑制効果が現
れなかった。
【００３０】
　前記のような染色体突然変異またはＤＮＡ損傷は、細胞の維持及び分化過程の効率を低
下して異常な分化を誘導して、癌細胞に発展する潜在危険を有しているので、本発明の組
成物は、安全な細胞治療のための人工多能性幹細胞作製の目的にも合致しているといえる
。
【００３１】
　以上をまとめると、本発明に係る小分子化合物を含む組成物は、リプログラミング過程
の急激な細胞状態変化による細胞染色体の突然変異またはＤＮＡ損傷を予防することがで
きる。また、体細胞のリプログラミング過程をより早く起きるように誘導してリプログラ
ミングの効率を向上させて、胚性幹細胞特異的に発現する遺伝子の発現水準を向上させる
。従って、本発明によると、増殖能力及び分化能力においてより胚性幹細胞と類似する性
質を持つ人工多能性幹細胞を提供することができる。
【００３２】
　従って、従来技術でリプログラミング効率を向上させることだけ言及したのと違って、
本発明の染色体の安定性も高めることができる小分子化合物を含む組成物は、人工多能性
幹細胞を臨床施術に利用する時、効率増大効果以外にも安全性を向上させる効果があって
、細胞治療剤の原料だけでなく染色体突然変異研究用素材として利用価値も高いといえる
。
【００３３】
　他の観点において、本発明は、ＲＯＣＫ抑制剤、ＭＥＫ抑制剤、ＡＬＫ５抑制剤及び抗
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酸化剤で構成された群から選択された一つ以上の小分子化合物を有効成分として含有する
人工多能性幹細胞の染色体安定性維持用組成物で人工多能性幹細胞を処理することを特徴
とする人工多能性幹細胞の染色体安定性維持方法に関する。
【００３４】
本発明において、前記組成物は、体細胞のリプログラミングを誘導する初期工程に添加さ
れることが好ましく、前記初期工程は、Ｏｃｔ４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２及びｃＭｙｃで構
成された群から選択された一つ以上の遺伝子の導入後から培養してコロニーが形成される
時までを意味するので、前記組成物は、リプログラミングを誘導する初期工程である遺伝
子導入後４日以内に添加されることが最も好ましい。また、前記組成物は、リプログラミ
ング誘導後形成された人工多能性幹細胞を維持する長期培養工程に添加されることが好ま
しい。
【００３５】
　本発明において、前記組成物は、ＭＥＫ抑制剤、ＡＬＫ５抑制剤、ＲＯＣＫ抑制剤、抗
酸化剤を各々用いることもでき、好ましくは組み合わせて用いて、最も好ましくは全てを
組み合わせて用いる。
【００３６】
　さらに他の観点において、本発明は、ＲＯＣＫ抑制剤、ＭＥＫ抑制剤、ＡＬＫ５抑制剤
及び抗酸化剤で構成された群から選択された一つ以上の小分子化合物を有効成分として含
有する人工多能性幹細胞の染色体安定性維持用組成物で人工多能性幹細胞を培養すること
を特徴とする人工多能性幹細胞の培養方法に関する。
【００３７】
　本発明において、支持細胞（ｆｅｅｄｅｒ　ｃｅｌｌ－ｆｒｅｅ）無しの条件下で培養
する工程をさらに含んでもよい。人工多能性幹細胞が安定化されると、支持細胞なしにゼ
ラチンだけコーティングしたシャーレの上でも培養が可能である。支持細胞がない条件で
培養する場合、本発明の組成物を用いなかった条件では不要な分裂が起きて細胞が均一な
形態を示し難い反面、本発明の組成物を用いた条件では組成物が不要な分化を抑制して、
より安定的でかつ効果的な人工多能性幹細胞の維持が可能である。
【００３８】
　本発明の人工多能性幹細胞の培養のための培地は、当業界に知られた基本培地を制限な
しに用いることができる。基本培地は人為的に合成して製造することができ、商業的に製
造された培地を用いることもできる。商業的に製造される培地としては、例えば、ＤＭＥ
Ｍ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｅａｇｌｅ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍ）、ＭＥ
Ｍ（Ｍｉｎｉｍａｌ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ）、ＢＭＥ（Ｂａｓａｌ　Ｍｅ
ｄｉｕｍ　Ｅａｇｌｅ）、ＲＰＭＩ　１６４０、Ｆ－１０、Ｆ－１２、ａ－ＭＥＭ（ａ－
Ｍｉｎｉｍａｌ　ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ）、Ｇ－ＭＥＭ（Ｇｌａｓｇｏｗ’
ｓ　Ｍｉｎｉｍａｌ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ）及びＩｓｏｃｏｖｅ’ｓ　Ｍ
ｏｄｉｆｉｅｄ　Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ　Ｍｅｄｉｕｍなどが挙げられるが、これらに限
定されず、ＤＭＥＭ培地であってもよい。また、前記基本培地は、１０％（ｖ／ｖ）のｈ
ｏｒｓｅ　ｓｅｒｕｍを含むことが好ましく、本発明の具体的な実施例ではＤＭＥＭ培地
に培養させた。
【００３９】
　本発明は、小分子化合物を含む組成物を利用して増殖能力と分化能力においてより胚性
幹細胞と類似した性質を持つ人工多能性幹細胞の作製方法を提供することができる。
【００４０】
　上述した通り、本発明は、小分子化合物を含む組成物を利用して人工多能性幹細胞の染
色体の安定性維持方法及び培養する方法に関する。
【００４１】
　より詳細には、本発明は、人工多能性幹細胞の作製効率を向上させる小分子化合物を有
効成分として含む組成物の新しい用途に関し、マウスの尻尾から抽出された線維芽細胞（
Ｔａｉｌ　ｔｉｐ　ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ）に四つのリプログラミング因子（Ｏｃｔ４、
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Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、ｃ－Ｍｙｃ）を導入した後、小分子化合物（ＲＯＣＫ抑制剤、ＭＥ
Ｋ抑制剤、ＡＬＫ５抑制剤、抗酸化剤）を有効成分として含む培地及び条件で作製された
人工多能性幹細胞株は、速くてかつ効率的に作製されるだけでなく染色体の突然変異及び
ＤＮＡ損傷を抑制することができる。このような結果は、今後臨床適用に利用できる安全
な人工多能性幹細胞の作製とこれを利用した様々な機能性細胞への分化後、様々な疾病治
療のための細胞治療剤開発に非常に有用に利用できる。すなわち、本発明は、種々の難治
性疾患を治療できる細胞治療用幹細胞株の開発のための固有技術として有用に用いること
ができる。
【００４２】
　前記では人工多能性幹細胞の培養を中心に説明したが、本発明は、小分子化合物を有効
成分とする多能性維持及び染色体突然変異またはＤＮＡ損傷抑制効果がある組成物として
公示の技術を利用して活用できることは、本発明が属する技術分野の当業者には自明であ
る。
【実施例】
【００４３】
　以下、本発明を実施例を挙げて詳述する。これらの実施例は単に本発明をより具体的に
説明するためのものであり、本発明の範囲がこれらの実施例に制限されないことは当業者
において通常の知識を有する者にとって自明である。
【００４４】
≪実施例１：リプログラミング誘導のためのリプログラミング因子を含むレトロウイルス
作製≫
　４種類のリプログラミング因子Ｏｃｔ４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、ｃＭｙｃの遺伝子を伝
達できるレトロウイルスを作製するために、Ａｄｄｇｅｎｅ社のｐＭＸｓベクタープラス
ミドを購入して用いた。レトロウイルス作製用細胞株である２９３ＧＰＧ細胞を１００ｍ
ｍ細胞シャーレに８０％程度の密度で育つように培養して、ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社のＬ
ｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎ　２０００製品を利用して同封された説明書を参考に２９３ＧＰ
Ｇ細胞に該当プラスミドを導入した。４８時間後から毎日５ｍＬずつ細胞培養液の上澄み
液として分泌されたレトロウイルスを２週間集めて－８０℃で保管して用いた。レトロウ
イルスは、２～４μｇ／ｍＬのｐｏｌｙｂｒｅｎｅが含まれた培地と混合して４～５時間
細胞と培養することで細胞を感染させて該当遺伝子を細胞内に伝達した。
【００４５】
≪実施例２：小分子化合物を含む組成物を利用した人工多能性幹細胞作製≫
２－１：小分子化合物の組み合わせ及び添加
　小分子化合物を利用して人工多能性幹細胞を作製する場合、培地組成物にＭＥＫ抑制剤
、ＡＬＫ５抑制剤、ＲＯＣＫ抑制剤、抗酸化剤を添加して細胞を培養した。具体的には、
小分子化合物は、ＭＥＫ抑制剤ＰＤ０３２５９０１、ＡＬＫ５抑制剤ＳＢ４３１５４２、
ＲＯＣＫ抑制剤チアゾビビン（Ｔｈｉａｚｏｖｉｖｉｎ）、抗酸化剤Ｌ－アスコルビン酸
を組み合わせるか単独で用いた。各小分子化合物は、ｓｔｅｍｇｅｎｔ、ｃａｙｍａｎ、
ｓｉｇｍａのようなメーカーで粉末形態で販売される製品を購入して用いた。この時、Ｍ
ＥＫ抑制剤ＰＤ０３２５９０１は、該当試薬粉末をＤｉｍｅｔｈｙｌ　ｓｕｌｆｏｘｉｄ
ｅ（ＤＭＳＯ）に０．５ｍＭの濃度で溶かして１０００倍濃縮液で－２０℃の温度で保管
して、ＡＬＫ５抑制剤ＳＢ４３１５４２は、該当試薬粉末をＤｉｍｅｔｈｙｌ　ｓｕｌｆ
ｏｘｉｄｅ（ＤＭＳＯ）に２ｍＭの濃度で溶かして１０００倍濃縮液で－２０℃の温度で
保管した。ＲＯＣＫ抑制剤チアゾビビンは、該当試薬粉末をＤｉｍｅｔｈｙｌ　ｓｕｌｆ
ｏｘｉｄｅ（ＤＭＳＯ）に０．５ｍＭの濃度で溶かして１０００倍濃縮液で－２０℃の温
度で保管して、抗酸化剤Ｌ－アスコルビン酸は、該当試薬粉末を３次蒸溜水に２００ｍＭ
の濃度で溶かして１０００倍濃縮液で－２０℃の温度で保管した。各小分子化合物は、人
工多能性幹細胞作製または維持培養時、培養液の添加成分として利用された。この時、培
養液に含まれる小分子化合物の終濃度は、ＰＤ０３２５９０１の場合、０．５μＭ、ＳＢ
４３１５４２の場合、２μＭ、チアゾビビンの場合、０．５μＭ、Ｌ－アスコルビン酸の
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場合、２００μＭにした。
【００４６】
２－２：人工多能性幹細胞の作製
　マウス尻尾から抽出した線維芽細胞（ｍｏｕｓｅ　ｔａｉｌ　ｔｉｐ　ｆｉｂｒｏｂｌ
ａｓｔ）にレトロウイルスを利用してリプログラミング因子を注入して人工多能性幹細胞
を得た。具体的には、ｐａｓｓａｇｅ２～３程度のマウス線維芽細胞を１００ｍｍ細胞シ
ャーレに５０，０００個～１００，０００個程度の細胞を培養しながら４種類のリプログ
ラミング因子Ｏｃｔ４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、ｃＭｙｃのプラスミドをそれぞれ含んでい
るレトロウイルスをＭＯＩ２以上に感染させた。
【００４７】
　ウイルスに感染した細胞をさらに二日程度培養した後、０．０５％のＴｒｙｐｓｉｎ－
ＥＤＴＡで２～３分処理してｓｉｎｇｌｅ　ｃｅｌｌｓに分離した後、０．１％ゼラチン
でコーティングされた６ｗｅｌｌ細胞シャーレに支持細胞を育つようにした後、その上で
培養した。支持細胞としては、ｍｉｔｏｍｙｃｉｎで分裂を抑制させたマウス線維芽細胞
を利用して、リプログラミング因子が導入された線維芽細胞をマウス胚性幹細胞培養用培
地に前記実施例２－１の小分子化合物を含む組成物を添加して二酸化炭素５％の条件で３
７℃の温度で培養させた。マウス幹細胞培養用基本培地の組成は、ＧＩＢＣＯ社のＤＭＥ
Ｍ　ｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏｓｅ培地に２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１０ｍＭベータ－メルカ
プトエタノール、０．１ｍＭ　ＭＥＭ　ＮＥＡＡ、５００ｕｎｉｔ／ｍＬ　ＥＳＧＲＯ（
ＬＩＦ）、１０％馬血清（ｈｏｒｓｅ　ｓｅｒｕｍ）、抗生剤であるＰｅｎ／ｓｔｒｅｐ
を添加して利用した。
【００４８】
２－３：人工多能性幹細胞培養
　約１週間の培養以後、支持細胞の上に胚性幹細胞と類似する形態の人工多能性幹細胞ｃ
ｏｌｏｎｙが形成されるのを確認して（図１Ｂ）、形成された人工多能性幹細胞のｃｏｌ
ｏｎｙが胚性幹細胞と類似する特徴を持つ細胞であるかを確認するために実施したＡＰ染
色で赤色に染色されて陽性反応を示す人工多能性幹細胞のｃｏｌｏｎｙを確認した（図１
Ｂ）。ＡＰ染色のためには、ｓｔｅｍｇｅｎｔ社の実験キットと添付された説明書を利用
してＡＰ染色を実施した。また、本発明の小分子化合物を含む組成物が、リプログラミン
グの速度と効率を向上させることを確認した（図１Ｃ）。
【００４９】
　生成された人工多能性幹細胞ｃｏｌｏｎｙをガラスピペットを利用して物理的に引き離
して新しい支持細胞の上で培養した。この人工多能性幹細胞は安定化されると、支持細胞
なしにゼラチンだけコーティングしたシャーレの上でも培養が可能であることを確認した
。
【００５０】
≪実施例３：ＲＴ－ＰＣＲと免疫蛍光染色を利用した人工多能性幹細胞の多能性確認－作
製された人工多能性幹細胞の検証≫
　ＲＴ－ＰＣＲのための人工多能性幹細胞を０．０５％のＴｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡで２
～３分処理してｓｉｎｇｌｅ　ｃｅｌｌｓに分離した後、遠心分離機を利用してその沈殿
物だけ１．５ｍＬチューブに移して入れてＲＮＡを抽出した。細胞のＲＮＡは、ＴＲＩ　
ｒｅａｇｅｎｔを利用して分離した。３μｇのＲＮＡを逆転写酵素とｏｌｉｇｏ（ｄＴ）
を利用してｃＤＮＡに変換して、該当ｃＤＮＡを利用してそれぞれのｐｒｉｍｅｒを利用
してＰＣＲで増幅させて電気泳動を介して該当遺伝子の発現程度を調べた。ＰＣＲを介し
て作製された人工多能性幹細胞株はいずれも、Ｏｃｔ４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏ
ｇ、Ｒｅｘ１等の多能性遺伝子を発現することが確認された（図２Ａ）。免疫蛍光染色の
ために、マルチウェルシャーレに培養中の細胞をＰＢＳで洗浄した後、４％パラホルムア
ルデヒド溶液を利用して常温で１時間または４℃で一夜の間固定した。固定された細胞は
、０．１％トリトン－Ｘ溶液を５分間処理して細胞膜に穴をあけて、１０％正常ロバ血清
でブロッキングをさせた後、１次抗体と反応させた。免疫蛍光染色結果、全ての人工多能
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性幹細胞株でＯｃｔ４、Ｋｌｆ４、Ｓｏｘ２、ｃＭｙｃ、ＳＳＥＡ１等の多能性マーカー
が発現することを確認した（図２Ｂ）。
【００５１】
≪実施例４：人工多能性幹細胞の分化能力確認－作製された人工多能性幹細胞の検証≫
４－１：人工多能性幹細胞の分化
　作製された人工多能性幹細胞の分化能力を確認するために、全ての細胞株はＴｒｙｐｓ
ｉｎ－ＥＤＴＡを処理してｓｉｎｇｌｅ　ｃｅｌｌｓに分離した後、ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
　ｂｏｄｙ（ＥＢ）形成を誘導した。人工多能性幹細胞をｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｂｏｄｙ
（ＥＢ）に分化させるために人工多能性幹細胞の分化を抑制させるＬＩＦがない培養条件
で浮遊状態で培養させる方法が利用された。具体的には、培養中の人工多能性幹細胞をＰ
ＢＳを利用して洗浄した後、０．０５％のＴｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡで２～３分処理して
ｓｉｎｇｌｅ　ｃｅｌｌに分離した後、ＧＩＢＣＯ社のＤＭＥＭ　ｈｉｇｈ　ｇｌｕｃｏ
ｓｅ培地に２ｍＭ　Ｌ－グルタミン、１０ｍＭベータ－メルカプトエタノール、０．１ｍ
Ｍ　ＭＥＭ　ＮＥＡＡ、１０％牛胎児血清（ＦＢＳ）、抗生剤であるＰｅｎ／ｓｔｒｅｐ
を添加した培地で細胞が付着しないバクテリア培養用シャーレを利用して浮遊状態で４日
間培養して、浮遊状態のＥＢを確保した。
【００５２】
　このように確保されたＥＢは、再び細胞培養用シャーレに移されて付着状態で培養され
て、この時形成される外胚葉性、内胚葉性、中胚葉性の分化した細胞を免疫蛍光染色を介
して確認した。免疫蛍光染色結果、作製された全ての人工多能性幹細胞株は、正常な分化
能力を持ち三胚葉性分化が全て可能な細胞であることが確認された（図３Ａ）。
【００５３】
４－２：奇形種生成
　人工多能性幹細胞の生体内分化能力を確認するためには、免疫不全マウスを利用した奇
形種生成法が利用された。すなわち、人工多能性幹細胞の移植を介して奇形種が生成され
るかを確認するために、免疫不全ＳＣＩＤマウス（ＢＡＬＢ／ｃ　ｎｕ）の皮下に人工多
能性幹細胞を移植する方法が利用された。具体的には、培養中の人工多能性幹細胞をＰＢ
Ｓを利用して洗浄した後、Ｔｒｙｐｓｉｎ－ＥＤＴＡを利用してｓｉｎｇｌｅ　ｃｅｌｌ
に分離した後、１，０００，０００個の細胞を０．１ｍＬの培養液で希釈してＢＤ　Ｍａ
ｔｒｉｇｅｌ　ｍａｔｒｉｘ　０．１ｍＬと均等に混合した後、５～１０週齢のＳＣＩＤ
マウスのわき腹の皮下に注射して移植した。注射した後８～１０週ほどマウスを飼育して
奇形種の形成の有無を観察して、生成された奇形種を摘出して、Ｈ＆Ｅ染色を利用した組
織学的分析法を介して三胚葉性の分化を顕微鏡で確認した。奇形種の組織学的分析結果、
全ての人工多能性幹細胞株は正常に奇形種を生成して腫瘍の内部で外胚葉、内胚葉、中胚
葉に該当する構造がいずれも発見された（図３Ｂ）。
【００５４】
≪実施例５：小分子化合物を含む組成物による人工多能性幹細胞の安定した維持効果確認
≫
　実施例２で作製され培養された人工多能性幹細胞で小分子化合物を含む組成物の影響を
確認するために、形態的な分析、増殖速度分析、遺伝子発現程度の分析が行われた。小分
子化合物を含む組成物が人工多能性幹細胞の形態と目視的変化に及ぼす影響を確認するた
めに組成物を用いなかった人工多能性幹細胞（ｍｉＰＳＣ（－））と、組成物を用いて作
製された人工多能性幹細胞（ｍｉＰＳＣ（＋））を支持細胞がある条件とない条件とで互
いに比較した。
【００５５】
　支持細胞がある条件では、小分子化合物を含む組成物を用いなくても細胞の形態と特性
を維持するのに大きな問題がなかったが、支持細胞がない条件で培養する場合、小分子化
合物を含む組成物を用いなかった条件では不要な分裂が起きて、細胞が均一な形態を示し
難かった。それに対して、小分子化合物を含む組成物を用いた条件では組成物が不要な分
化を抑制して、より安定的でかつ効果的な人工多能性幹細胞の維持が可能であることを確
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認した（図４Ａ）。
【００５６】
　小分子化合物を含む組成物が人工多能性幹細胞の増殖速度に及ぼす影響を確認するため
に、前記組成物を用いなかった人工多能性幹細胞と組成物を用いて作製された人工多能性
幹細胞の増殖程度を比較した。同じ数字の細胞を同じ時間の間培養して細胞数を測定して
比較した結果、１回分裂するのに必要な時間は、小分子化合物を含む組成物を処理した人
工多能性幹細胞がより短いことが示され、これは胚性幹細胞とほぼ類似する結果を示す（
図４Ｂ）。
【００５７】
　最後に小分子化合物を含む組成物が、人工多能性幹細胞の維持過程で多能性遺伝子の発
現程度に及ぼす影響を調べるために、実施例２で確認した多能性遺伝子の発現を定量的に
分析した。その結果、小分子化合物を含む組成物を用いた人工多能性幹細胞株は殆どの多
能性遺伝子の発現程度が僅かに高いことを確認した（図４Ｃ）。
【００５８】
≪実施例６：小分子化合物を含む組成物による人工多能性幹細胞の分化能力向上効果確認
≫
　実施例２で作製され培養された人工多能性幹細胞の分化過程中、小分子化合物を含む組
成物が人工多能性幹細胞の分化能力に及ぼす影響を調べるために、前記組成物を用いなか
った人工多能性幹細胞と組成物を用いて作製された人工多能性幹細胞との間に三胚葉性分
化の効率と、生成された奇形種の大きさ、及びＥＢの形成効率を各々比較した。
【００５９】
　外胚葉、内胚葉、中胚葉に分化された細胞を免疫蛍光染色で確認しながら各々のマーカ
ーを発現する細胞の数字を測定して、三胚葉性分化の効率を測定した。その結果、小分子
化合物を含む組成物を用いた細胞株が、そうではない細胞株と比較した時外胚葉性分化の
効率が優れることを確認した。これにより、小分子化合物を含む組成物が人工多能性幹細
胞の分化能力を向上させることを確認した（図５Ａ及び５Ｂ）。
【００６０】
　生体内で生成された奇形種の大きさを比較した結果、小分子化合物を含む組成物を用い
なかった細胞株から生成された奇形種はその大きさが小さいが、前記組成物を用いた細胞
株から生成された奇形種の大きさは胚性幹細胞で生成された奇形種とその大きさが類似す
ることを確認して、本発明の組成物が生体内での分化力も向上させることを確認した（図
５Ｃ）。
【００６１】
　小分子化合物を含む組成物を用いなかった人工多能性幹細胞と前記組成物を用いて作製
した人工多能性幹細胞から形成されたＥＢの数字を測定して比較した結果、小分子化合物
を含む組成物がＥＢの形成効率も向上させることを確認した（図５Ｄ）。
【００６２】
≪実施例７：小分子化合物を含む組成物による人工多能性幹細胞の染色体突然変異抑制効
果確認≫
　小分子化合物を含む組成物が人工多能性幹細胞誘導過程と、その後初期培養過程、長期
間維持培養過程中にも遺伝的安定性を向上させるかを調べるために、前記組成物を用いな
かった人工多能性幹細胞と組成物を用いた人工多能性幹細胞の核型分析を介して染色体突
然変異有無と頻度を調べた。全ての細胞は自然に突然変異が生じることができるほど長期
間培養されて、一般的な核型分析の過程を介して染色体を分析した。
【００６３】
　小分子化合物を含む組成物の効果を確認するために、組成物を用いなかった細胞株と組
成物を用いて作製した細胞株を比較した。その結果、前記小分子化合物を含む組成物を用
いなかった人工多能性幹細胞では、染色体の構造的、数的突然変異が起きたのに対して、
前記組成物を用いた人工多能性幹細胞株では染色体上の突然変異は起きないことを確認し
た。また、前記組成物を利用してリプログラミングを誘導する初期培養工程以後長期培養



(13) JP 6595468 B2 2019.10.23

10

20

30

40

過程では、組成物を用いなかった人工多能性幹細胞株の場合（ｍｉＰＳＣ（±））染色体
の構造的な突然変異は発生しなかったが、染色体数字に突然変異が発生したのを確認する
ことができた。これにより、小分子化合物を含む組成物が人工多能性幹細胞の染色体の突
然変異を抑制できることを確認して、リプログラミング誘導過程と初期工程の培養だけで
なくその後の長期間細胞を維持培養する工程に発生し得る突然変異に対してもその抑制力
が有効であることを確認した（図６Ａ～図６Ｄ）。
【００６４】
≪実施例８：小分子化合物を含む組成物によるＤＮＡ損傷抑制効果確認≫
　小分子化合物を含む組成物が人工多能性幹細胞誘導過程と、その後初期培養過程、長期
間維持培養過程中にも遺伝的安定性を向上させるのか調べるためのさらに他の分析でＤＮ
Ａ損傷程度を分析した。
【００６５】
　リプログラミングを起こす前の線維芽細胞とマウス胚性幹細胞を基準に、前記組成物を
用いなかった人工多能性幹細胞株の初期継代培養（－、ｐ１）細胞、長期継代培養（－、
ｐ３０）細胞と組成物を用いた人工多能性幹細胞株の初期継代培養（＋、ｐ１）細胞、長
期継代培養（＋、ｐ３０）細胞の間にＤＮＡ損傷程度の差を調べた。ＤＮＡが損傷された
ら、生成されるγＨ２ＡＸタンパク質の存在有無を介してＤＮＡ損傷程度を確認して、該
当タンパク質は、免疫蛍光染色法で緑色蛍光で標識された抗体を利用して染色して分析し
た（図７Ａ）。
【００６６】
　小分子化合物を含む組成物の効果をより詳しく分析するために、前記組成物を用いなか
った細胞株と組成物を用いて作製した細胞株との間にγＨ２ＡＸタンパク質の発生比率を
分析した。
【００６７】
　その結果、組成物を用いなかった人工多能性幹細胞では初期継代培養（ｐ１）で約１３
％、長期継代培養（ｐ３０）で約５％程度の細胞がＤＮＡ損傷を起こしたのに対して、小
分子化合物を含む組成物を用いた人工多能性幹細胞株では初期継代培養（ｐ１）で約５％
、長期継代培養（ｐ３０）で１％未満の細胞だけＤＮＡ損傷を起こしたことを確認した。
これは、リプログラミング過程の間またはリプログラミング後長期培養の間、小分子化合
物を用いると、リプログラミングを起こす前の正常線維芽細胞または正常胚性幹細胞と類
似する水準のＤＮＡ状態を示すことによって、本発明の組成物が人工多能性幹細胞のＤＮ
Ａ損傷を正常細胞と類似する水準で抑制できることを示す（図７Ｂ）。
【産業上の利用可能性】
【００６８】
　本発明に係る小分子化合物を含む人工多能性幹細胞の染色体安定性維持用組成物は、人
工多能性幹細胞作製時リプログラミングの速度と効率を高め、染色体の構造的、数的突然
変異抑制またはＤＮＡ損傷抑制効果が優れて、染色体安定性が優れた人工多能性幹細胞治
療剤開発に非常に有用である。
【００６９】
　以上、本発明の内容の特定の部分を詳述したが、当業界における通常の知識を持った者
にとって、このような具体的な記述は単なる好適な実施態様に過ぎず、これにより本発明
の範囲が制限されることはないという点は明らかである。よって、本発明の実質的な範囲
は特許請求の範囲とこれらの等価物により定義されると言える。
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