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(57)【要約】
【課題】被験体のリンパ造血系の組織においてリンパ造
血細胞を提供する多能性成人幹細胞（ＭＡＰＣ）および
それに由来する子孫細胞を提供すること。
【解決手段】リンパ造血系の組織にリンパ造血細胞を提
供する方法であって、テロメラーゼに関して陽性であっ
て外胚葉細胞型、内胚葉細胞型および中胚葉細胞型に分
化し得る有効量のヒト非ＥＳで非生殖性でかつ非胚性の
生殖細胞を、それを必要とする被験体に投与する工程を
包含し、該非ＥＳで非生殖性でかつ非胚性の生殖細胞が
該被験体においてリンパ造血を提供する、方法。
【選択図】図２Ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　明細書に記載の発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願／特許）
　本出願は、ＰＣＴ／ＵＳ２００５／０１５７４０（２００５年５月５日提出）の一部継
続出願であり、ＰＣＴ／ＵＳ２００５／０１５７４０は、米国出願第１０／０４８，７５
７号（２００２年２月１日出願）の一部継続出願であり、米国出願第１０／０４８，７５
７号は、ＰＣＴ／ＵＳ００／２１３８７（２０００年８月４日）の米国国内段階出願であ
り、ＷＯ０１／１１０１１として英語で２００１年２月１５日に公開されている。ＰＣＴ
／ＵＳ００／２１３８７は、米国仮出願第６０／１４７，３２４号（１９９９年８月５日
出願）および米国仮出願第６０／１６４，６５０号（１９９９年１１月１０日出願）から
の米国特許法第１１９（ｅ）項の下での優先権を主張する。
【０００２】
　本出願はまた、米国出願第１０／４６７，９６３号（２００３年８月１１日出願）の一
部継続出願であり、米国出願第１０／４６７，９６３号は、ＰＣＴ／ＵＳ０２／０４６５
２（２００２年２月１４日出願）の米国国内段階出願であり、ＷＯ０２／０６４７４８と
して英語で２００２年８月２２日に公開された。ＰＣＴ／ＵＳ０２／０４６５２は、米国
仮出願第６０／２６８，７８６号（２００１年２月１４日出願）；米国仮出願第６０／２
６９，０６２号（２００１年２月１５日出願）；米国仮出願第６０／３１０，６２５号（
２００１年８月７日出願）；および米国仮出願第６０／３４３，８３６号（２００１年１
０月２５日出願）からの米国特許法第１１９（ｅ）項の下での優先権を主張する。これら
の出願および公報は、本明細書中に参考として援用される。
【０００３】
　（政府の権利に関する声明）
　本研究は、米国補助金ＲＯ１　ＤＫ５８２９５号による資金援助を受けた。従って、政
府は本発明の特定の権利を有する場合がある。
【０００４】
　（発明の分野）
　本発明は、非胚性幹細胞の分野に関し、具体的にはリンパ造血を提供し、機能免疫を確
立するための多能性成体前駆細胞（ＭＡＰＣ）の使用に関する。
【背景技術】
【０００５】
　（発明の背景）
　（造血）
　原腸形成において、中胚葉は予定内胚葉によって誘導され、背腹軸（ｄｖ）に沿ってパ
ターン化される。骨形態形成タンパク質（ＢＭＰ）は、腹側の中胚葉運命に向かう細胞を
特定するのに重要である（非特許文献１；非特許文献２；非特許文献３）。哺乳動物では
、腹側中胚葉に由来する細胞が胚体外の卵黄嚢に移動し、そこで一次造血を行う（非特許
文献４）。一次造血は一過性のものであり、主に胚型ヘモグロビンを発現する赤血球系細
胞からなる。二次造血は大動脈－生殖原基－中腎（ＡＧＭ）領域で行われ、そこでは造血
幹細胞（ＨＳＣ）が、胎児肝および脾に広がり移動して、全ての系列の造血細胞を生成す
る。出生後の主要な造血組織は骨髄である。
【０００６】
　これまでに、ＨＳＣの自己複製による細胞分裂を支える骨髄（ＢＭ）の微小環境の役割
が研究されてきており、β１インテグリンが媒介するシグナルを伝達がＨＳＣの自己複製
および分化を制御することが明らかにされており（非特許文献５；Ｖｅｒｆａｉｌｌｉｅ
　Ｃ，１９９２；非特許文献６；非特許文献７；非特許文献８；非特許文献９）、また、
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ＨＳＣニッチのオーケストレーターとしてのグリコサミノグリカンの役割が明らかにされ
ている（非特許文献６；非特許文献１０；非特許文献１１）。
【０００７】
　（幹細胞）
　胚性幹細胞（ＥＳ細胞）は無限に自己複製することができ、あらゆる組織に分化し得る
。ＥＳ細胞は、着床後胚の胚盤胞または始原生殖細胞の内部細胞塊（胚性生殖幹（ＥＧ）
細胞）に由来する。これまでＥＳおよびＥＧ細胞はマウスから、そしてより近年になって
からは非ヒト霊長類およびヒトから単離されてきた。ＥＳ細胞は、胚盤胞に導入されると
、全ての組織に分化し得る。ＥＳ細胞療法の欠点は、出生後の動物に移植した場合に、Ｅ
ＳおよびＥＧ細胞が奇形腫を生成してしまうことである。
【０００８】
　ＥＳ（およびＥＧ）細胞は、ＳＳＥＡ　１（マウス）およびＳＳＥＡ　４（ヒト）に対
する抗体を使用した陽性染色により同定されてもよい。分子レベルでは、ＥＳおよびＥＧ
細胞は、これらの未分化細胞に特異的な転写因子を幾つか発現する。その中にはＯｃｔ－
４およびｒｅｘ－１が含まれる。Ｒｅｘの発現はＯｃｔ－４に依存する。また、（マウス
の）ＬＩＦ－Ｒ、並びに転写因子であるｓｏｘ－２およびｒｏｘ－１も存在する。Ｒｏｘ
－１およびｓｏｘ－２はまた非ＥＳ細胞にも発現する。別のＥＳ細胞の目印になるのは、
テロメラーゼの存在であり、これによりこれらの細胞はインビトロで無限に自己複製でき
るようになる。
【０００９】
　Ｏｃｔ－４（ヒトではＯｃｔ－３）は、原腸形成前の胚、早期胚、胚盤胞の内部細胞塊
の細胞、および胚性癌（ＥＣ）細胞で発現する転写因子であり（非特許文献１２）、細胞
が分化へと誘導されるとダウンレギュレートされる。Ｏｃｔ－４の発現は、胚形成および
分化の早期段階を決定するのに重要な役割を果たす。Ｏｃｔ－４は、Ｒｏｘ－１と組み合
わされると、ジンクフィンガータンパク質Ｒｅｘ－１を転写活性化すると共に、ＥＳ細胞
を未分化状態に維持するのに必要とされる（非特許文献１３；非特許文献１４）。さらに
、ＥＳ／ＥＣ細胞だけでなく、その他のより分化した細胞でも発現するｓｏｘ－２は、Ｅ
Ｓ／ＥＣ細胞の未分化状態を維持するためにＯｃｔ－４と共に必要とされる（非特許文献
１５）。マウスＥＳ細胞および始原生殖細胞の維持には、ＬＩＦが必要である。
【００１０】
　Ｏｃｔ－４遺伝子（ヒトではＯｃｔ－３）は、ヒトにおいて少なくとも２種類のスプラ
イスバリアントであるＯｃｔ　３ＡおよびＯｃｔ　３Ｂに転写される。スプライスバリア
ントＯｃｔ　３Ｂは、多くの分化細胞で認められるのに対し、スプライスバリアントＯｃ
ｔ　３Ａ（先ではＯｃｔ　３／４とも呼ばれる）は、未分化の胚性幹細胞に特異的である
ことが報告されている（非特許文献１６）。
【００１１】
　成体幹細胞は既に殆どの組織で同定されている。造血幹細胞は中胚葉に由来し、細胞表
面マーカーおよび機能的特性に基づいて精製されてきた。骨髄、血液、臍帯血、胎児肝お
よび卵黄嚢から単離した造血幹細胞は、造血を再開させ、複数の造血細胞系を生成する前
駆細胞である。造血幹細胞は、赤血球系、好中球－マクロファージ、巨核球およびリンパ
系の造血細胞プールを再増殖してもよい。
【００１２】
　Ｊｉａｎｇ，ｅｔ　ａｌ．，（２００２）には、マウスＬａｃＺ＋　ＭＡＰＣが、亜致
死線量の放射線照射を行ったＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスに移植されると、造血系に分化する
が、造血細胞の生着率は低く、Ｔリンパ球が含まれないことが開示されている。さらに、
Ｊｉａｎｇ，ｅｔ　ａｌ．では、ヒトＭＡＰＣがインビトロで造血細胞に分化できなかっ
たことも開示されている。
　（造血細胞移植）
　造血細胞移植は、悪性および非悪性造血系障害の治療に３０年以上利用されてきた（非
特許文献１７）。自家骨髄（ＢＭ）または末梢血（ＰＢ）移植は、幾つかの悪性腫瘍の治
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療に利用されてきたが、汚染腫瘍細胞が再発の原因となることが多い。また、同種異系移
植では幾つかの悪性腫瘍を処置し得るが、患者の多くに適切なＨＬＡ型適合ドナーが見つ
からず、この療法を受けることができない。また、同種異系移植片は、重症且つ時に致死
的な移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）を引き起こすことが多い（非特許文献１８）。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Ｈｅｍｍａｔｉ－Ｂｒｉｖａｎｌｏｕ　Ａ　ａｎｄ　Ｔｈｏｍｓｅｎ，
Ｄｅｖ　Ｇｅｎｅｔ．１９９５；１７：７８－８９
【非特許文献２】Ｂｈａｒｄｗａｊ　Ｇ，ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．２０
０１；２：１７２－１８０
【非特許文献３】Ｌｅｕｎｇ　ＡＹＨ，ｅｔ　ａｌ．，Ｄｅｖ　Ｂｉｏｌ．２００４
【非特許文献４】Ｙｏｄｅｒ　Ｍ，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ．１
９９７；９４：６７７６
【非特許文献５】Ｖｅｒｆａｉｌｌｉｅ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ．１９
９１；１７４：６９３－７０３
【非特許文献６】Ｌｅｗｉｓ　ＩＤ，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ．２００１；９７：３４
４１－３４４９
【非特許文献７】Ｈｕｒｌｅｙ　ＲＷ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ．１
９９５;９６:５１１-５２１
【非特許文献８】Ｊｉａｎｇ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ．２０００；９５：８４６
－８５４
【非特許文献９】Ｊｉａｎｇ　Ｙ，ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃ
ｉ　ＵＳＡ．２０００；９７：１０５３８－１０５４３
【非特許文献１０】Ｇｕｐｔａ　Ｐ，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ．１９９６；８７：３２
２９
【非特許文献１１】Ｇｕｐｔａ　Ｐ，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ．１９９８；９２：４６
４１－４６５１
【非特許文献１２】Ｎｉｃｈｏｌｓ　Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ．１９９８；９５：
３７９－３９１
【非特許文献１３】Ｒｏｓｆｊｏｒｄ　ａｎｄ　Ｒｉｚｚｉｎｏ　Ａ．，Ｂｉｏｃｈｅｍ
　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ．１９９７；２０３：１７９５－８０２
【非特許文献１４】Ｂｅｎ－Ｓｈｕｓｈａｎ　Ｅ，，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　
Ｂｉｏｌ．１９９８；１８：１８６６－１８７８
【非特許文献１５】Ｕｗａｎｏｇｈｏ　Ｄ，ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｃｈ　Ｄｅｖ　１９９５
；４９：２３－３６
【非特許文献１６】Ｓｈｉｍｏｚａｋｉ，ｅｔ　ａｌ．，Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ．２０
０３；１３０：２５０５－１２
【非特許文献１７】Ｔｈｏｍａｓ　ＥＤ，Ｓｅｍｉｎ　Ｈｅｍａｔｏｌ．１９９９；３６
：９５－１０３
【非特許文献１８】Ｈｏｗｅ　ＣＷＳ　ａｎｄ　Ｒａｄｄｅ－Ｓｔｅｐａｎｉｃｋ　Ｔ．
，Ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｄｏｎｏｒ　Ｒｅｇｉｓｔｒｉｅｓ．Ｈｅｍ
ａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ　Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．Ｖｏｌ．２．Ｍａ
ｌｄｅｎ，ＭＡ：Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ；１９９９：５０３－５１２
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　従って、被験体においてリンパ造血をもたらすための新たな細胞源を評価する必要性が
依然として存在する。
【課題を解決するための手段】
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【００１５】
　（発明の要旨）
　非胚性幹細胞、特に多能性成体前駆細胞（ＭＡＰＣ）の集団は、リンパ造血を効率的に
提供する。ＭＡＰＣはインビボで徐々に分化し、そこでリンパ造血幹および前駆細胞を形
成し、これらの細胞がさらに成熟したリンパ造血細胞に成熟してもよい。あるいは、エキ
ソビボで形成されたＭＡＰＣの分化した子孫細胞を使用してリンパ造血を提供してもよい
。これらの細胞を被験体に投与し、希望に応じてそこでさらに分化させてもよければ、エ
キソビボでＭＡＰＣから形成した最終分化細胞を投与してもよい。
【００１６】
　ＭＡＰＣは「多能性成人前駆細胞（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ　ａｄｕｌｔ　ｐｒｏｇｅ
ｎｉｔｏｒ　ｃｅｌｌ）」（非ＥＳ細胞、非ＥＧ細胞、非生殖細胞）の頭字語であり、複
数の胚系譜の細胞に分化する能力を有する。三種類全ての胚葉（外胚葉、内胚葉および中
胚葉）の細胞を形成し得る。ＥＳ細胞で認められる遺伝子は、ＭＡＰＣでも認められる（
例えば、テロメラーゼ、Ｏｃｔ　３／４、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１、ｓｏｘ－２）。テロ
メラーゼまたはＯｃｔ　３／４は、未分化状態の一次産物の遺伝子として認識されてもよ
い。テロメラーゼは複製老化せずに自己複製するのに必要である。
【００１７】
　一実施形態は、リンパ造血系の組織にリンパ造血細胞を提供する方法であって、有効量
のＭＡＰＣをそれを必要とする被験体に投与する工程を包含し、ＭＡＰＣが被験体にリン
パ造血を提供する方法を提供する。
【００１８】
　一実施形態は、リンパ造血系の組織にリンパ造血細胞を提供する方法であって、ＭＡＰ
Ｃをリンパ造血細胞にエキソビボで分化させることによって生成した有効量のリンパ造血
細胞をそれを必要とする被験体に投与する工程を包含し、リンパ造血細胞が被験体にリン
パ造血を提供する方法を提供する。
【００１９】
　一実施形態においては、ナチュラルキラー細胞に作用する物質の有効量も投与される。
一実施形態においては、リンパ造血系を刺激する因子がＭＡＰＣまたは分化した子孫細胞
と共に投与される。このような因子には、エリスロポイエチン（ＥＰＯ）等の生物学的因
子、または低分子が含まれるが、これらに限定されない。
【００２０】
　一実施形態において、被験体は放射線療法または化学療法を受けているか、遺伝的欠損
を有している（例えば、遺伝学的異常により身体が必要とする物質が不足する）。別の実
施形態において、被験体は先天性のリンパ造血障害または後天性の悪性もしくは非悪性の
リンパ造血障害を有する。一実施形態において、障害は、白血病、骨髄異形成症候群、リ
ンパ腫、遺伝性赤血球異常、貧血、遺伝性血小板異常、免疫障害、リンパ増殖性障害、食
細胞障害または血液凝固障害を含む。別の実施形態において、障害は慢性骨髄性白血病（
ＣＭＬ）を含む。一実施形態において、障害はファンコーニ貧血（ＦＡ）を含む。
【００２１】
　一実施形態において、ＭＡＰＣまたはＭＡＰＣから分化したリンパ造血細胞の細胞ゲノ
ムは、（ａ）予め選択した単離ＤＮＡの挿入、（ｂ）予め選択した単離ＤＮＡによる細胞
ゲノムのセグメントの置換、または（ｃ）細胞ゲノムの少なくとも一部の欠失または不活
化によって変化している。
【００２２】
　一実施形態において、細胞ゲノムのセグメントは、非機能的ファンコーニ貧血遺伝子（
例えば、遺伝子／遺伝子産物の通常の機能を果たさないか、遺伝子／遺伝子産物の機能を
それほど果たさないことにより、疾患、障害、または疾患若しくは障害の症状を引き起こ
す遺伝子／遺伝子産物）をコードし、予め選択した単離ＤＮＡは、機能的ファンコーニ貧
血遺伝子（例えば、遺伝子／遺伝子産物の機能を果たして、疾患、障害、または疾患若し
くは障害の症状を引き起こさないようにする遺伝子／遺伝子産物）をコードし、細胞ゲノ
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ムのセグメントは、相同組換えによって予め選択した単離ＤＮＡで置換される。一実施形
態において、ファンコーニ貧血遺伝子はＦＡ－Ｃである。
【００２３】
　別の実施形態において、被験体は哺乳動物である。別の実施形態において、ＭＡＰＣま
たはその子孫細胞は、自己由来、同種異系、異種またはその組み合わせである。
【００２４】
　一実施形態において、ＭＡＰＣは、リンパ球系譜、骨髄系譜または赤血球系譜の１種類
以上の細胞に分化する。
【００２５】
　一実施形態において、組織は、被験体の胸腺、脾臓、血液、骨髄またはリンパ節の１つ
以上である。
【００２６】
　一実施形態は、リンパ造血障害を処置する医薬品を調製するための、ＭＡＰＣまたはＭ
ＡＰＣから分化したリンパ造血細胞の使用を提供する。一実施形態において、障害は、白
血病、骨髄異形成症候群、リンパ腫、遺伝性赤血球異常、貧血、遺伝性血小板異常、免疫
障害、リンパ増殖性障害、食細胞障害、または血液凝固障害である。
　投与されたＭＡＰＣまたは子孫細胞は、脾臓、胸腺、リンパ節、血液または骨髄の細胞
にインビボで分化することによって、リンパ造血系の組織の生成に寄与する場合がある。
あるいは、またはさらに、投与されたＭＡＰＣまたは子孫細胞は、内在性のＭＡＰＣ、ま
たは造血幹細胞といったその他の幹細胞、またはその他のより分化した細胞のホーミング
および動員を助ける細胞因子を分泌することによって、リンパ造血系の組織の生成に寄与
する場合がある。あるいは、またはさらに、ＭＡＰＣまたは子孫細胞は、内在性の幹また
は前駆細胞に働きかけて分化を起こさせ、それによって機能を促進させる因子を分泌する
場合がある。さらに、ＭＡＰＣまたは子孫細胞は、幹、前駆または分化細胞に働きかけて
分裂を起こさせる因子を分泌する場合がある。さらに、ＭＡＰＣまたは子孫細胞は、血管
新生を提供するか、アポトーシスを低減または予防する場合がある。
　例えば、本発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
　リンパ造血系の組織にリンパ造血細胞を提供する方法であって、テロメラーゼに関して
陽性であって外胚葉細胞型、内胚葉細胞型および中胚葉細胞型に分化し得る有効量のヒト
非ＥＳで非生殖性でかつ非胚性の生殖細胞を、それを必要とする被験体に投与する工程を
包含し、該非ＥＳで非生殖性でかつ非胚性の生殖細胞が該被験体においてリンパ造血を提
供する、方法。
（項目２）
　リンパ造血系の組織にリンパ造血細胞を提供する方法であって、テロメラーゼに関して
陽性であって外胚葉細胞型、内胚葉細胞型および中胚葉細胞型に分化し得る非ＥＳで非生
殖性でかつ非胚性の生殖細胞をエキソビボでリンパ造血細胞に分化させることによって産
生される有効量のリンパ造血細胞を、それを必要とする被験体に投与する工程を包含し、
該リンパ造血細胞が該被験体において造血を提供する、方法。
（項目３）
　さらに、ナチュラルキラー細胞の機能を阻害する物質の有効量を投与する工程を包含す
る、項目１または２に記載の方法。
（項目４）
　さらに、リンパ造血系を刺激する物質を投与する工程を包含する、項目１～３のいずれ
か１項に記載の方法。
（項目５）
　前記物質が低分子または生物学的物質である、項目４に記載の方法。
（項目６）
　前記被験体が放射線、化学療法を受けているか、または遺伝的欠損を有する、項目１～
５のいずれか１項に記載の方法。



(7) JP 2014-5294 A 2014.1.16

10

20

30

40

50

（項目７）
　前記被験体が、先天性のリンパ造血障害または後天性の悪性もしくは非悪性のリンパ造
血障害を有する、項目１～６のいずれか１項に記載の方法。
（項目８）
　前記障害が、白血病、骨髄異形成症候群、リンパ腫、遺伝性赤血球異常、貧血、遺伝性
血小板異常、免疫障害、リンパ増殖性障害、食細胞障害または血液凝固障害を含む、項目
７に記載の方法。
（項目９）
　前記障害が慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）を含む、項目７に記載の方法。
（項目１０）
　前記障害がファンコーニ貧血を含む、項目７に記載の方法。
（項目１１）
　前記非ＥＳで非生殖性でかつ非胚性の生殖細胞、または前記非ＥＳで非生殖性でかつ非
胚性の生殖細胞から分化したリンパ造血細胞の細胞ゲノムが、（ａ）予め選択した単離Ｄ
ＮＡの挿入、（ｂ）予め選択した単離ＤＮＡによる該細胞ゲノムのセグメントの置換、ま
たは（ｃ）該細胞の該細胞ゲノムの少なくとも一部の欠失もしくは不活化によって改変さ
れている、項目１～１０のいずれか１項に記載の方法。
（項目１２）
　前記細胞ゲノムの前記セグメントが非機能的ファンコーニ貧血遺伝子をコードし、前記
予め選択した単離ＤＮＡが機能的ファンコーニ貧血遺伝子をコードし、該細胞ゲノムの該
セグメントが、相同組換えにより、該予め選択した単離ＤＮＡによって置換される、項目
１１に記載の方法。
（項目１３）
　前記ファンコーニ貧血遺伝子がＦＡ－Ｃである、項目１２に記載の方法。
（項目１４）
　前記被験体が哺乳動物である、項目１～１３のいずれか１項に記載の方法。
（項目１５）
　前記非ＥＳで非生殖性でかつ非胚性の生殖細胞が自家または同種異系である、項目１～
１４のいずれか１項に記載の方法。
（項目１６）
　前記非ＥＳで非生殖性でかつ非胚性の生殖細胞が、リンパ球系統、骨髄系統または赤血
球系統のうちの１種以上の細胞に分化する、項目１～１５のいずれか１項に記載の方法。
（項目１７）
　前記組織が、前記被験体の胸腺、脾臓、血液、骨髄またはリンパ節のうちの１つ以上で
ある、項目１～１６のいずれか１項に記載の方法。
（項目１８）
　リンパ造血障害を処置する薬物を調製するための、テロメラーゼに関して陽性であって
かつ外胚葉細胞型、内胚葉細胞型および中胚葉細胞型に分化し得る、非ＥＳで非生殖性で
かつ非胚性の生殖細胞、または該非ＥＳで非生殖性でかつ非胚性の生殖細胞から分化した
リンパ造血細胞の使用。
（項目１９）
　前記障害が、白血病、骨髄異形成症候群、リンパ腫、遺伝性赤血球異常、貧血、遺伝性
血小板異常、免疫障害、リンパ増殖性障害、食細胞障害または血液凝固障害である、項目
１８に記載の使用。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】図１は、造血幹細胞および造血コンパートメントの構造を示す。
【図２Ａ】図２Ａは、ＭＡＰＣのリンパ造血組織への生着を示す。放射線２７５ｃＧｙお
よび抗ＮＫ抗体（抗ａｓｉａｌｏ－ＧＭ１）で処置したＮＯＤ－ＳＣＩＤマウス（＃６）
に１０６個のＧＦＰ＋ＭＡＰＣを移植した。１３週間後、マウスを屠殺し、二次リンパ器
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官（脾臓、腸間膜リンパ節、胸腺および末梢リンパ節、並びに腸および肝臓）を、生体内
顕微鏡（ＭＺＦＬＩＩＩ蛍光立体顕微鏡に装着したＲｅｔｉｇａカメラを使用；画像はＱ
　Ｉｍａｇｉｎソフトウェアで取り込んだ）で評価した。
【図２Ｂ－１】図２Ｂは骨髄（ＢＭ）のＭＡＰＣに由来する造血細胞を示す。骨髄（ＢＭ
）由来の細胞をＦＡＣＳで評価した。ＢＭのｃＫｉｔ、Ｔｈｙ１およびＳｃａ１のデータ
は、ＧＦＰ陽性細胞のみに対するゲーティングである。造血前駆細胞（ｃＫｉｔ、Ｓｃａ
１、Ｔｈｙ１＋）が生成されるという考え方に沿えば、ＢＭのＭｅｔｈｏｃｕｌｔ培養で
はＧＦＰ＋ＣＦＵ－ＥおよびＣＦＵ－Ｍｉｘが示された。
【図２Ｂ－２】図２Ｂは骨髄（ＢＭ）のＭＡＰＣに由来する造血細胞を示す。骨髄（ＢＭ
）由来の細胞をＦＡＣＳで評価した。ＢＭのｃＫｉｔ、Ｔｈｙ１およびＳｃａ１のデータ
は、ＧＦＰ陽性細胞のみに対するゲーティングである。造血前駆細胞（ｃＫｉｔ、Ｓｃａ
１、Ｔｈｙ１＋）が生成されるという考え方に沿えば、ＢＭのＭｅｔｈｏｃｕｌｔ培養で
はＧＦＰ＋ＣＦＵ－ＥおよびＣＦＵ－Ｍｉｘが示された。
【図２Ｃ】図２Ｃは胸腺、脾臓および末梢血（ＰＢ）のＦＡＣＳ解析を示す。胸腺、ＰＢ
および脾臓由来の細胞をＦＡＣＳで評価した。胸腺の上パネルを除き、このデータは、Ｇ
ＦＰ陽性細胞のみに対するゲーティングである。
【図３Ａ】図３Ａは、ＭＡＰＣによるインビトロでの造血を示す。ｍＭＡＰＣをＥＬ０８
－１Ｄ２細胞と共にＳＣＦ、Ｔｐｏ、ＩＬ３、ＩＬ６で２週間培養した後、Ｍｅｔｈｏｃ
ｕｌｔ培地中にてＳＣＦ、ＩＬ３、ＩＬ６およびＥｐｏで培養した。第０日、第１４日、
第２９日にＱ－ＲＴ－ＰＣＲを実施し、造血（データ表示なし）および内皮細胞マーカー
を確認した（Ａ）。
【図３Ｂ】図３Ｂは、ＭＡＰＣによるインビトロでの造血を示す。図３Ｂは第１５日のＭ
ｅｔｈｏｃｕｌｔ培地中のＢＦＵ－ＥおよびＣＦＵ－Ｍｉｘを示す。
【図４Ａ】図４Ａは、マウス骨髄におけるＭＡＰＣ生着率のＦＡＣＳ解析を示す。
【図４Ｂ－１】図４Ｂ－１は、マウス骨髄におけるＭＡＰＣ生着率のＦＡＣＳ解析を示す
。
【図４Ｂ－２】図４Ｂ－２は、マウス骨髄におけるＭＡＰＣ生着率のＦＡＣＳ解析を示す
。
【図５Ａ】図５Ａは、マウス脾臓におけるＭＡＰＣ生着率のＦＡＣＳ解析を示す。
【図５Ｂ】図５Ｂは、マウス脾臓におけるＭＡＰＣ生着率のＦＡＣＳ解析を示す。
【図６】図６は、マウス末梢血におけるＭＡＰＣ生着率のＦＡＣＳ解析を示す。
【図７Ａ】図７Ａは、二次レシピエントマウスにおける生着率のＦＡＣＳ解析を示す（二
次移植から４週間後；二次レシピエントには以前にＭＡＰＣを注射したマウス由来の全骨
髄（ＢＭ）を注射した）。
【図７Ｂ】図７Ｂは、二次レシピエントマウスにおける生着率のＦＡＣＳ解析を示す（二
次移植から４週間後；二次レシピエントには以前にＭＡＰＣを注射したマウス由来の全骨
髄（ＢＭ）を注射した）。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　（発明の詳細な説明）
　ＭＡＰＣは、インビトロおよびインビボにおいて全ての原始胚葉（外胚葉、内胚葉およ
び中胚葉）の層を再生する能力を有する。この文脈において、ＭＡＰＣは胚性幹細胞と同
等であり、同じく骨髄から単離される間葉系幹細胞とは区別される。これらの細胞の生物
学的能力は、マウス、ラット等の種々の動物モデルで、およびヒト幹細胞のラットまたは
ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスにおける異種生着で明らかにされてきた（Ｒｅｙｅｓ，Ｍ．ａｎ
ｄ　Ｃ．Ｍ．Ｖｅｒｆａｉｌｌｉｅ，２００１；Ｊｉａｎｇ，Ｙ．，ｅｔ　ａｌ．，２０
０２）。この細胞集団のクローン能力が明らかにされている。単一の遺伝子標識されたＭ
ＡＰＣをマウスの胚盤胞に注射し、胚盤胞を移植し、胚を分娩まで成長させた（Ｊｉａｎ
ｇ，Ｙ．，ｅｔ　ａｌ．，２００２）。キメラ動物の出生後解析では、肝を含む全ての組
織および器管が再構築されていることが明らかになった。二重染色では、遺伝子標識され
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た幹細胞がこれらの動物における相当量の割合の見かけ上機能的な心筋細胞に寄与したこ
とを示した。これらの動物は、胚の状態でも成体の状態でも、心臓の異常または不整を全
く呈さなかった。これらの動物の何れにおいても、異常または器官の機能不全は全く認め
られなかった。
【００２９】
　（定義）
　本明細書で使用される以下の用語は、以下の意味によって定義付けられる。
【００３０】
　「ＭＡＰＣ」は「ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎｔ　ａｄｕｌｔ　ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ　ｃｅ
ｌｌ」の頭字語であり、複数の胚系譜の細胞を誘発し得る非胚性、非生殖性幹細胞を指す
。分化すると３種類全ての胚葉（外胚葉、内胚葉および中胚葉）の細胞系譜を形成し得る
。胚性幹細胞と同じく、ヒトＭＡＰＣはテロメラーゼ、Ｏｃｔ　３／４（即ち、Ｏｃｔ　
３Ａ）、ｒｅｘ－１、ｒｏｘ－１およびｓｏｘ－２を発現する（Ｊｉａｎｇ，Ｙ．，ｅｔ
　ａｌ．，２００２）。ヒト、マウス、ラットまたはその他の哺乳動物由来のＭＡＰＣは
、継代回数の多い細胞でもテロメラーゼを発現することが今日までに知られている、唯一
の正常な非悪性体細胞（即ち、非生殖細胞）であると考えられる。テロメラーゼは、ＭＡ
ＰＣでは長さが連続して減少しない。ＭＡＰＣは核型が正常である。ＭＡＰＣはＳＳＥＡ
－４およびｎａｎｏｇを発現する場合がある。ＭＡＰＣに関する「成体」という用語は、
非制限的であり、非胚性体細胞を指す。
【００３１】
　哺乳動物に注入されたＭＡＰＣは複数の器官に移動し、そこで同化するため、ＭＡＰＣ
は自己複製する幹細胞であると言える。このため、これらは自己複製状態または当該器官
と適合する分化状態のいずれかにおいて、器官の増殖に有用である。これらの細胞は、損
傷した、死亡した、または遺伝性若しくは後天性障害によりその他の方法で機能不全とな
った細胞種と入れ替わる能力を有する。または、上で考察した通り、これらの細胞は、組
織内における健常な細胞の保存または新しい細胞の産生に寄与する場合がある。
【００３２】
　ＭＡＰＣに関する「多能性」とは、複数の胚系譜の細胞種を誘発する能力を指す。ＭＡ
ＰＣは、分化すると３種類全ての原始胚葉（外胚葉、内胚葉および中胚葉）の細胞系譜を
形成し得る。
【００３３】
　「増殖」は、分化を経ずに細胞が繁殖することを指す。
【００３４】
　「前駆細胞」は、幹細胞の分化中に生成される細胞であり、最終分化子孫細胞の全てで
はなく幾つかの特徴を有する。定義された前駆細胞（例えば、「造血前駆細胞」）は、系
譜には分化するが、特異的または最終分化細胞には分化しない。頭字語「ＭＡＰＣ」で使
用される「前駆細胞」という用語は、これらの細胞を特定の系譜に制限するものではない
。
【００３５】
　「自己複製」とは、その分化の元となった細胞と同一の分化能力を有する複製娘幹細胞
を産生する能力を指す。この文脈で使用される同様の用語は、「増殖」である。
【００３６】
　「生着させる」または「生着」とは、既存の対象組織への細胞の接触および取り込みの
プロセスを指す。一実施形態において、ＭＡＰＣまたはそれに由来する子孫細胞は、約１
０％超、約１５％超、約２０％超、約２５％超、約３０％超、約３５％超、約４０％超、
約４５％超、約５０％超、約５５％超、約６０％超、約６５％超、約７０％超、約７５％
超、約８０％超、約８５％超、約９０％超、約９５％超または約１００％、リンパ造血系
に生着する。
【００３７】
　存続とは、拒絶反応に抵抗し、インビトロにおいて時間を経ても（例えば、日、週、月
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、年）毎に数が持続するか増加する細胞の能力を指す。このように、存続することによっ
て、ＭＡＰＣまたは子孫細胞はリンパ造血系の組織を増殖し、あらゆる欠損組織を再構成
し得る。
【００３８】
　「免疫寛容」とは、レシピエント内における外来（同種異系または異種）組織、臓器ま
たは細胞の生存（量および／または期間）を指す。この生存は、外来細胞の取り込みに反
応して起こるはずの免疫反応を発揮する移植片レシピエントの能力の阻害によりしばしば
もたらされる。免疫寛容は、日、週、月または年毎の持続的な免疫抑制を包含してもよい
。免疫寛容の定義に含められるのは、ＮＫ介在性免疫寛容である。
【００３９】
　「単離された」という用語は、インビボの１つ以上の細胞に伴う１つ以上の細胞または
１つ以上の細胞成分を伴わない１つ以上の細胞を指す。
【００４０】
　「豊富な集団」とは、インビボまたは一次培養において１種類以上の非ＭＡＰＣ細胞に
比べてＭＡＰＣの数が相対的に増加したことを意味する。
【００４１】
　「サイトカイン」とは、ＭＡＰＣまたはその他の幹細胞、前駆細胞または分化細胞のホ
ーミング等の細胞の移動を誘導または強化する細胞因子を指す。
【００４２】
　「分化因子」は、系譜分化を誘導する細胞因子、好ましくは増殖因子または血管新生因
子を指す。
【００４３】
　「被験体」とは、脊椎動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒトである。哺乳動
物にはヒト、家畜動物、競技用動物および愛玩動物が含まれるが、これらに限定されない
。
【００４４】
　本明細書で使用される「処置する」または「処置」には、損傷若しくは障害に起因する
病態、または損傷若しくは障害に起因する病態の症状の処置、予防、改善または阻害が含
まれる。
【００４５】
　「有効量」とは一般的に、性能の向上といった所望の局所性または全身性作用を提供す
る量を意味する。例えば、有効用量とは、有益なまたは所望の臨床転帰を発揮するのに十
分な量である。この用量は１回以上の投与で投与されてもよく、任意の予め選択された細
胞量を含んでもよい。有効用量と見なされる用量を正確に決定するにあたっては、体格、
年齢、処置される損傷または障害、および損傷が起きるまたは障害が発症するまでの期間
をはじめとする、各被験体に固有の因子に左右される場合がある。当業者、特に医師であ
れば、有効用量を構成する細胞の数を決定できると考えられる。
【００４６】
　「併用投与」には、２つ以上の物質の同時および／または連続投与が含まれてもよい。
【００４７】
　投与されたＭＡＰＣまたは子孫細胞は、インビボで種々の細胞に分化することによって
リンパ造血組織の生成に寄与する場合がある。これらの細胞はリンパ造血を提供する場合
もあれば、生着し、種々のリンパ造血組織を再増殖、増殖または再構成する場合もある。
あるいは、またはさらに、投与された細胞は、内在性のＭＡＰＣ若しくはその他の幹細胞
、またはその他のより分化した細胞のホーミングおよび動員を助ける細胞因子を分泌する
ことによって、リンパ造血系の組織の生成に寄与する場合がある。あるいは、またはさら
に、ＭＡＰＣまたは子孫細胞は、内在性の幹または前駆細胞に働きかけて分化を起こさせ
る因子を分泌する場合がある。さらに、ＭＡＰＣまたは子孫細胞は、幹、前駆または分化
細胞に働きかけて分裂を起こさせる因子を分泌する場合がある。このように、ＭＡＰＣま
たは子孫細胞は、栄養面での影響を介して利益を提供する場合がある。栄養面での影響に
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は、細胞生存の改善および所望の部位への細胞のホーミングが含まれるが、これらに限定
されない。治療ベネフィットは上記の経路の組み合わせによって達成される場合がある。
【００４８】
　「リンパ造血」とは、血液、骨髄、脾臓、リンパ節および胸腺の細胞の提供を指す。こ
れらの細胞には、図１に示す細胞が含まれる。この作用は細胞の増殖を伴ってもよい。ま
た、既存の細胞を動員して、リンパ造血系の１つ以上の組織を増殖させることを伴っても
よい。また、この作用には、リンパ造血系の１つ以上の組織におけるアポトーシス細胞の
速度または数の低減が含まれてもよい。リンパ造血細胞には、造血幹細胞、およびリンパ
系譜、骨髄系譜、赤血球系統由来の細胞（例えば、Ｂ細胞、Ｔ細胞）、単球マクロファー
ジ系譜の細胞、赤血球細胞、並びに造血幹細胞由来のその他の細胞が含まれる（例えば図
１を参照）。
【００４９】
　被験体にリンパ造血を提供するには、幾つかの経路が可能である。一実施形態において
は、ＭＡＰＣを投与して、インビボでリンパ造血を提供させてもよい。これは、本明細書
に記載の通り、ＭＡＰＣそれ自体を分化させるか、内在性細胞の動員といったその他の手
段によって生じさせてもよい。あるいは、ＭＡＰＣからエキソビボで分化させたより成熟
した細胞を投与してもよい。このような細胞には、全ての成熟した造血細胞を誘発し得る
造血幹細胞、これらの種類の何れも形成することのできない分化した前駆細胞、完全に成
熟したリンパ造血細胞を含むことができるさらに分化した細胞をはじめとする、あらゆる
分化段階の子孫細胞が含まれる。
【００５０】
　「含む」、「からなる」等の用語は、米国特許法に記載の意味を有してもよく、「含ま
れる」、「はじめとする」等を意味してもよい。本明細書で使用される「はじめとする」
または「含まれる」等は制限なく含むことを意味する。
【００５１】
　（ＭＡＰＣ）
　ヒトＭＡＰＣに関しては、米国特許出願番号第１０／０４８，７５７号（ＰＣＴ／ＵＳ
００／２１３８７（ＷＯ　０１／１１０１１として発表））および第１０／４６７，９６
３号（ＰＣＴ／ＵＳ０２／０４６５２（ＷＯ　０２／０６４７４８として発表））に記載
があり、それらの内容は、ＭＡＰＣに関する説明のために参考として本明細書に組み入れ
られている。ＭＡＰＣはその他の哺乳動物で同定されている。例えば、マウスＭＡＰＣに
関しては、ＰＣＴ／ＵＳ００／２１３８７（ＷＯ　０１／１１０１１として発表）および
ＰＣＴ／ＵＳ０２／０４６５２（ＷＯ　０２／０６４７４８として発表）に記載がある。
ラットＭＡＰＣに関してもＷＯ　０２／０６４７４８に記載がある。
【００５２】
　ＭＳＣとは生物学的にも抗原的にも区別されるＭＡＰＣは、ＭＳＣよりも原始的な前駆
細胞集団であり、上皮系譜、内皮系譜、神経系譜、筋系譜、造血系譜、造骨系譜、肝系譜
、軟骨系譜および脂質系譜を包含する分化能力を示す（Ｖｅｒｆａｉｌｌｉｅ，Ｃ．Ｍ．
，２００２；Ｊａｈａｇｉｒｄａｒ，Ｂ．Ｎ．，ｅｔ　ａｌ．，２００１）。ＭＡＰＣは
分化能力を喪失することなく広範に培養することができ、ＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスにおい
て複数の系譜にわたり有効かつ長期に生着および分化し、奇形腫の形成は確認されない（
Ｒｅｙｅｓ，Ｍ．ａｎｄ　Ｃ．Ｍ．Ｖｅｒｆａｉｌｌｉｅ，２００１）。
【００５３】
　骨組織由来の付着細胞は、本明細書に記載の通り、培地中に豊富であり、高密度の倍増
状態に増殖する。培養の早期段階では、この細胞集団でより高い不均一性が認められる。
その後、多くの間質の付着細胞は、３０細胞数倍増付近で複製老化を来し、より均一な細
胞集団が拡大して長いテロメアを維持する。
【００５４】
　（単離および増殖）
　ヒトおよびマウスのＭＡＰＣ単離方法は、当該技術分野に記載がある。また、ＰＣＴ／
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ＵＳ００／２１３８７（ＷＯ　０１／１１０１１として発表）およびラットについてはＰ
ＣＴ／ＵＳ０２／０４６５２（ＷＯ　０２／０６４７４８として発表）にも記載があり、
これらの方法は、本明細書に開示されるＭＡＰＣの特徴付けと共に、参考として本明細書
に組み入れられている。
【００５５】
　ＭＡＰＣは当初骨髄から単離されていたが、その後、脳および筋をはじめとするその他
の組織から単離する方法も確立された（Ｊｉａｎｇ，Ｙ．，ｅｔ　ａｌ．，２００２）。
このように、ＭＡＰＣは、骨髄、胎盤、臍帯および臍帯血、筋、脳、肝、脊髄、血液また
は皮膚をはじめとする複数の器官から単離してもよい。例えば、ＭＡＰＣは、当業者に利
用可能な標準的手段によって得ることのできる骨髄穿刺液から得てもよい（例えば、Ｍｕ
ｓｃｈｌｅｒ，Ｇ．Ｆ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｂａｔｉｎｉｃ，Ｄ．，ｅｔ　ａｌ
．，１９９０を参照）。このため、当業者は骨髄穿刺液、脳または肝生検、およびその他
の器官を得て、当業者に利用可能な陽性または陰性選択技法を使用して、これらの細胞に
発現されている（または発現されていない）遺伝子を頼りに、細胞を単離し得る（例えば
、参考として本明細書に組み入れられている、上で引用された出願に開示されているもの
等の、機能的または形態学的検定による）。
【００５６】
　（米国第１０／０４８，７５７号に記載のヒト骨髄由来のＭＡＰＣ）
　当業者に利用可能な標準的手段によって得られた骨髄穿刺液から骨髄単核細胞を取り出
した（例えば、Ｍｕｓｃｈｌｅｒ，Ｇ．Ｆ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｂａｔｉｎｉｃ
，Ｄ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９０を参照）。成体多能性幹細胞は骨髄（または肝臓や脳等
のその他の器官）内に存在するが、通常の白血球抗原ＣＤ４５または赤芽球に特異的なグ
リコフォリンＡ（Ｇｌｙ－Ａ）は発現しない。細胞の混合集団をＦｉｃｏｌｌ　Ｈｙｐａ
ｑｕｅ分離に付した。その後、抗ＣＤ４５抗体および抗Ｇｌｙ－Ａ抗体を使用してこれら
の細胞を陰性選択に付し、ＣＤ４５＋およびＧｌｙ－Ａ＋の細胞集団を除去し、残った約
０．１％の骨髄単核細胞を回収した。また、フィブロネクチンをコーティングしたウェル
に細胞を入れ、以下に記載の通り２～４週間培養して、ＣＤ４５＋およびＧｌｙ－Ａ＋細
胞集団を除去してもよい。
【００５７】
　あるいは、陽性選択を使用して、細胞特異的マーカーの組み合わせを介して細胞を単離
してもよい。陽性および陰性選択の技法は何れも、当業者に利用可能であり、陰性選択に
好適なモノクローナルおよびポリクローナル抗体も当該技術分野で数多く利用可能であり
（例えば、Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ　Ｔｙｐｉｎｇ　Ｖ，Ｓｃｈｌｏｓｓｍａｎ，ｅｔ　ａｌ
．，Ｅｄｓ．（１９９５）　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓを参照）
、幾つかの供給元から購入が可能である。
【００５８】
　混合した細胞集団から哺乳動物細胞を分離する技法については、Ｓｃｈｗａｒｔｚ，ｅ
ｔ　ａｌ．，米国特許第５，７５９，７９３号（磁性分離）、Ｂａｓｃｈ，ｅｔ　ａｌ．
，１９８３（免疫親和性クロマトグラフィー）、Ｗｙｓｏｃｋｉ　ａｎｄ　Ｓａｔｏ，１
９７８（蛍光活性化細胞選別法）に記載がある。
【００５９】
　回収したＣＤ４５－／ＧｌｙＡ－細胞を、約５～１１５ｎｇ／ｍＬ（約７～１０ｎｇ／
ｍＬを使用可能）の血清フィブロネクチンまたはその他の適切な基質コーティングでコー
ティングした培養皿に入れた。血小板由来の増殖因子－ＢＢ（ＰＤＧＦ－ＢＢ）約１～５
０ｎｇ／ｍＬ（約５～１５ｎｇ／ｍＬが使用可能）、上皮増殖因子（ＥＧＦ）約１～５０
ｎｇ／ｍＬ（約５～１５ｎｇ／ｍＬが使用可能）、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ）約１
～５０ｎｇ／ｍＬ（約５～１５ｎｇ／ｍＬが使用可能）またはＬＩＦ約１００～１０，０
００ＩＵ（約１，０００ＩＵが使用可能）、約１０－１０～約１０－８Ｍのデキサメタゾ
ンまたはその他の適切なステロイド、約２～１０μｇ／ｍＬのリノール酸、および約０．
０５～０．１５μＭのアスコルビン酸を添加したダルベッコ最小基礎培地（ＤＭＥＭ）ま
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たはその他の適切な細胞培養培地で細胞を維持した。その他の適切な培地としては、例え
ば、ＭＣＤＢ、ＭＥＭ、ＩＭＤＭおよびＲＰＭＩが含まれる。細胞は、血清なし、または
約１～２％のウシ胎児血清、または例えば約１～２％ヒトＡＢ血清若しくは自家血清の存
在下のいずれかで維持されてもよい。
【００６０】
　約２×１０３細胞／ｃｍ２になった時点で約３日毎に再播種した場合、４０回を超える
細胞倍増が定期的に得られ、幾つかの細胞集団は７０回を超える細胞倍増を受けた。細胞
倍増時間は、最初の２０～３０回の細胞倍増で約３６～４８時間であったが、その後、細
胞倍増時間は６０～７２時間まで延びた。
【００６１】
　５例のドナー（年齢は約２～５５歳）由来の、約２×１０３細胞／ｃｍ２の再播種密度
で培養して約２３～２６回の細胞倍増を得たＭＡＰＣのテロメア長は、約１１～１３ＫＢ
であった。これは、同じドナーから得たリンパ球のテロメア長よりも約３～５ＫＢ長かっ
た。約２３回および約２５回それぞれの細胞倍増の後、そしてさらに約３５回の細胞倍増
後に評価を受けたドナー２例由来の細胞のテロメア長は変わらなかった。これらのＭＡＰ
Ｃの核型は正常であった。
【００６２】
　（米国第１０／０４８，７５７号に記載の条件下におけるヒトＭＡＰＣの表現型）
　約２２～２５回の細胞倍増後に得たヒトＭＡＰＣのＦＡＣＳによる免疫表現型解析では
、細胞がＣＤ３１、ＣＤ３４、ＣＤ３６、ＣＤ３８、ＣＤ４５、ＣＤ５０、ＣＤ６２Ｅ、
および－Ｐ、ＨＬＡ－ＤＲ、Ｍｕｃ１８、ＳＴＲＯ－１、ｃＫｉｔ、Ｔｉｅ／Ｔｅｋを発
現せず、低レベルのＣＤ４４、ＨＬＡクラスＩおよびβ２マイクログロブリンを発現し、
且つＣＤ１０、ＣＤ１３、ＣＤ４９ｂ、ＣＤ４９ｅ、ＣＤｗ９０、Ｆｌｋ１を発現するこ
とが明らかになった（Ｎ＞１０）。
【００６３】
　約２×１０３／ｃｍ２で再播種した培地で４０回を超える細胞倍増を経た細胞では、表
現型がより均一となり、ＨＬＡクラスＩまたはＣＤ４４を発現した細胞はなかった（ｎ＝
６）。より高い集密状態で増殖させた場合、細胞は高レベルのＭｕｃ１８、ＣＤ４４、Ｈ
ＬＡクラスＩおよびβ２マイクログロブリンを発現し、このことはＭＳＣに関して記載さ
れた表現型と類似している（Ｎ＝８）（Ｐｉｔｔｅｎｇｅｒ，１９９９）。
【００６４】
　免疫組織化学試験では、約２×１０３／ｃｍ２の播種密度で増殖させたヒトＭＡＰＣが
ＥＧＦ－Ｒ、ＴＧＦ－Ｒ１および－２、ＢＭＰ－Ｒ１Ａ、ＰＤＧＦ－Ｒ１ａおよび－Ｂを
発現し、ＭＡＰＣの小集団（約１～約１０％）が抗ＳＳＥＡ　４抗体で染色されることが
明らかになった（Ｋａｎｎａｇｉ，Ｒ，１９８３）。
【００６５】
　Ｃｌｏｎｔｅｃｈ社のｃＤＮＡアレイを使用して、約２×１０３細胞／ｃｍ２の播種密
度で培養して約２２および約２６回の細胞倍増を経たヒトＭＡＰＣの発現遺伝子プロファ
イルを以下の通り測定した：
Ａ．ＭＡＰＣは、ＣＤ３１、ＣＤ３６、ＣＤ６２Ｅ、ＣＤ６２Ｐ、ＣＤ４４－Ｈ、ｃＫｉ
ｔ、Ｔｉｅ；ＩＬ１、ＩＬ３、ＩＬ６、ＩＬ１１、Ｇ　ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｅｐｏ、
Ｆｌｔ３－Ｌ若しくはＣＮＴＦの受容体を発現せず、低レベルのＨＬＡクラスＩ、ＣＤ４
４－ＥおよびＭｕｃ－１８ｍＲＮＡを発現した。
Ｂ．ＭＡＰＣは、サイトカインＢＭＰ１、ＢＭＰ５、ＶＥＧＦ、ＨＧＦ、ＫＧＦ、ＭＣＰ
１のｍＲＮＡ；サイトカイン受容体Ｆｌｋ１、ＥＧＦ－Ｒ、ＰＤＧＦ－Ｒ１α、ｇｐ１３
０、ＬＩＦ－Ｒ、ａｃｔｉｖｉｎ－Ｒ１および－Ｒ２、ＴＧＦＲ－２、ＢＭＰ－Ｒ１Ａ；
結合受容体ＣＤ４９ｃ、ＣＤ４９ｄ、ＣＤ２９およびＣＤ１０を発現した。
Ｃ．ＭＡＰＣは、ｈＴＲＴおよびＴＲＦ１のｍＲＮＡ、ＰＯＵドメイン転写因子ｏｃｔ－
４、ｓｏｘ－２（ｏｃｔ－４と共に未分化状態のＥＳ／ＥＣの維持に必要；Ｕｗａｎｏｇ
ｈｏ　Ｄ．，１９９５）、ｓｏｘ　１１（神経発達）、ｓｏｘ　９（軟骨形成）（Ｌｅｆ



(14) JP 2014-5294 A 2014.1.16

10

20

30

40

50

ｅｂｖｒｅ　Ｖ．，１９９８）；ホメオドメイン転写因子Ｈｏｘａ４およびＨｏｘａ５（
頸部および胸部骨格への特化；気道の器官形成）（Ｐａｃｋｅｒ，Ａ．Ｉ．，２０００）
、Ｈｏｘ－ａ９（骨髄造血）（Ｌａｗｒｅｎｃｅ，Ｈ．，１９９７）、Ｄ１ｘ４（前脳お
よび頭部の末梢構造への特化）（Ａｋｉｍｅｎｋｏ，Ｍ．Ａ．，１９９４）、ＭＳＸ１（
中胚葉、成体心臓および筋肉、軟骨および骨形成）（Ｆｏｅｒｓｔ－Ｐｏｔｔｓ，Ｌ．，
１９９７）、ＰＤＸ１（膵臓）（Ｏｆｆｉｅｌｄ，Ｍ．Ｆ．，１９９６）を発現した。
Ｄ．Ｏｃｔ－４、ＬＩＦ－ＲおよびｈＴＲＴのｍＲＮＡの存在が、ＲＴ－ＰＣＲによって
確認された。
Ｅ．さらに、ＲＴ－ＰＣＲでは、Ｒｅｘ－１のｍＲＮＡおよびＲｏｘ－１のｍＲＮＡがＭ
ＡＰＣで発現したことが明らかになった。
【００６６】
　Ｏｃｔ－４、Ｒｅｘ－１およびＲｏｘ－１は、ヒトおよびマウス骨髄並びにマウス肝臓
および脳由来のＭＡＰＣで発現した。ヒトＭＡＰＣはＬＩＦ－Ｒを発現し、ＳＳＥＡ－４
で陽性染色された。最後に、Ｏｃｔ－４、ＬＩＦ－Ｒ、Ｒｅｘ－１およびＲｏｘ－１のｍ
ＲＮＡレベルは、３０回を超える細胞倍増を経た培養ヒトＭＡＰＣで上昇し、その結果表
現型としてより均一な細胞が生じた。これに対し、高密度で培養されたＭＡＰＣは、これ
らのマーカーを発現しなかった。これは、約４０回の細胞倍増の前に老化すること、並び
に軟骨芽細胞、骨芽細胞および脂肪細胞以外の細胞への分化が行われないことに起因する
ものであった。
【００６７】
　（米国第１０／０４８，７５７号に記載のＭＡＰＣの培養）
　本明細書に記載の通り単離したＭＡＰＣは、本明細書、およびこれらの方法の参考とし
て組み入れられている米国第１０／０４８，７５７号に開示されている方法を使用して培
養してもよい。
【００６８】
　要約すると、ＭＡＰＣの培養においては、細胞を未分化状態に維持するのに低血清また
は無血清の培地での培養が好ましかった。本明細書に記載の通り、細胞を培養するのに使
用する無血清培地に、表１に記載の通り添加を行った。ヒトＭＡＰＣにＬＩＦは必要ない
。
【００６９】
【表１】

　ヒトＭＡＰＣに約１０ｎｇ／ｍＬのＬＩＦを添加しても、短期の細胞増殖に影響は認め
られなかった（２５回の細胞倍増まで細胞倍増時間は同じであり、Ｏｃｔ４（Ｏｃｔ　３
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／４）の発現レベルも同じ）。ヒト細胞で認められるのとは対照的に、第０日にＣＤ４５
＋細胞を除去した新鮮なマウス骨髄単核細胞をＭＡＰＣの培地に添加したところ、増殖は
全く認められなかった。マウス骨髄単核細胞をプレーティングし、１４日後にＣＤ４５＋

細胞を除去して培養したところ、ヒトＭＡＰＣと形態的にも表現型も類似する細胞が発現
した。これは、マウスＭＡＰＣの初期増殖を助けるのに、造血細胞から分泌される因子が
必要であることを示唆していた。ＰＤＧＦ－ＢＢおよびＥＦＧ単独と共に培養した場合、
細胞倍増は緩徐（６日超）であり、約１０回の細胞倍増を超えると培地を維持することが
できなかった。約１０ｎｇ／ｍＬのＬＩＦを添加すると、細胞増殖が有意に促進された。
【００７０】
　培養が行われたら、約４０％のＦＣＳおよび約１０％のＤＭＳＯを入れたＤＭＥＭを使
用して、細胞を冷凍品として冷凍保存してもよい。培養細胞の冷凍品を調製するその他の
方法も、当業者に利用可能である。
【００７１】
　従って、ＭＡＰＣは、当該技術分野で利用可能な培地中で維持し増殖させることができ
た。このような培地としては、ダルベッコ変法イーグル培地（登録商標）（ＤＭＥＭ）、
ＤＭＥＭ　Ｆ１２培地（登録商標）、イスコヴ改変ダルベッコ培地（登録商標）、ＲＰＭ
Ｉ－１６４０培地（登録商標）が含まれるが、これらに限定されない。ピルビン酸ナトリ
ウムの有無に関係なく、低グルコースの処方の多くの培地も利用可能である。
【００７２】
　また、細胞培地に哺乳動物の血清を添加することも予想される。血清は生存および増殖
に必要な細胞因子および成分を含有することが多い。血清の例としては、ウシ胎児血清（
ＦＢＳ）、ウシ血清（ＢＳ）、仔ウシ血清（ＣＳ）、ウシ胎児血清（ＦＣＳ）新生仔ウシ
血清（ＮＣＳ）、ヤギ血清（ＧＳ）、ウマ血清（ＨＳ）、ヒト結成、ニワトリ血清、ブタ
血清、ヒツジ血清、ウサギ血清、血清代替物およびウシ胚抽出液が含まれる。補体活性化
経路の成分を不活化させる必要があると考えられる場合は、約５５～６５℃の熱で血清を
不活化させてもよいことが理解される。
【００７３】
　さらに添加剤を有利に活用して、至適に成長および増殖するための微量元素を細胞に供
給してもよい。このような添加剤には、インスリン、トランスフェリン、ナトリウムセレ
ンおよびそれらの組み合わせが含まれる。これらの成分は、Ｈａｎｋｓ’　Ｂａｌａｎｃ
ｅｄ　Ｓａｌｔ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（登録商標）（ＨＢＳＳ）、Ｅａｒｌｅ’ｓ　Ｓａｌ
ｔ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ（登録商標）、抗酸化添加剤、ＭＣＤＢ－２０１（登録商標）添加
剤、リン酸緩衝生食水（ＰＢＳ）、アスコルビン酸およびアスコルビン酸－２－リン酸塩
並びに追加のアミノ酸等の塩溶液中に含まれてもよい。多くの細胞培地は既にアミノ酸を
含んでいるが、細胞を培養する前に添加が必要な培地も幾つかある。このようなアミノ酸
には、Ｌ－アラニン、Ｌ－アルギニン、Ｌ－アスパラギン酸、Ｌ－アスパラギン、Ｌ－シ
ステイン、Ｌ－シスチン、Ｌ－グルタミン酸、Ｌ－グルタミン、Ｌ－グリシン、Ｌ－ヒス
チジン、Ｌ－イソロイシン、Ｌ－ロイシン、Ｌ－リジン、Ｌ－メチオニン、Ｌ－フェニル
アラニン、Ｌ－プロリン、Ｌ－セリン、Ｌ－トレオニン、Ｌ－トリプトファン、Ｌ－チロ
シンおよびＬ－バリンが含まれるが、これらに限定されない。当該技術分野ではこれらの
添加剤の適切な濃度を決定するのは容易である。
【００７４】
　抗生物質も通常、細菌、マイコプラズマおよび真菌による感染を軽減するために、細胞
培地に使用される。通常使用される抗生物質または抗真菌化合物は、ペニシリン／ストレ
プトマイシンの混合物であるが、これには、アンフォテリシン（Ｆｕｎｇｉｚｏｎｅ（登
録商標））、アンピシリン、ゲンタマイシン、ブレオマイシン、ヒグロマイシン、カナマ
イシン、マイトマイシン、ミコフェノール酸、ナリジキシン酸、ネオマイシン、ニスタチ
ン、パロモマイシン、ポリミクシン、プロマイシン、リファンピシン、スペクチノマイシ
ン、テトラサイクリン、チロシンおよびゼオシンが含まれてもよいが、これらに限定され
ない。抗生物質および抗真菌物質の添加物は、それが発揮する作用の種類によって、若干
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の懸念を生じる可能性がある。一つの生じ得る状況とは、抗生物質を含有する培地の中で
も細菌が依然として存在するが、抗生物質の作用が殺菌作用ではなく静菌作用をとるとい
う状況である。また、抗生物質が幾つかの細胞型の代謝に干渉する可能性もある。
【００７５】
　ホルモンも細胞培養に有利に活用されてもよく、例としては、Ｄ－アルドステロン、ジ
エチルスチルベストロール（ＤＥＳ）、デキサメタゾン、βエストラジオール、ヒドロコ
ルチゾン、インスリン、プロラクチン、プロゲステロン、ソマトスタチン／ヒト成長ホル
モン（ＨＧＨ）、甲状腺刺激ホルモン、チロキシンおよびＬ－サイロニンが含まれるが、
これらに限定されない。
【００７６】
　脂質および脂質担体もまた、細胞の型および分化細胞の運命によっては、細胞培地に添
加してもよい。このような脂質および担体には、シクロデキストリン（α、β、γ）、コ
レステロール、アルブミンと結合したリノール酸、アルブミンと結合したリノール酸およ
びオレイン酸、非結合リノール酸、アルブミンと結合したリノール－オレイン－アラキド
ン酸、アルブミンと結合したおよび結合しないオレイン酸等が含まれるが、これらに限定
されない。
【００７７】
　また、フィーダー細胞層の使用も予想される。フィーダー細胞は、幹細胞をはじめとす
る選好性の培養細胞の成長を助けるのに使用される。フィーダー細胞は、γ線照射で不活
化された正常な細胞である。培養では、フィーダー細胞層が他の細胞の基底層の役割を果
たし、自らはそれ以上成長も分裂もせずに細胞因子を供給する（Ｌｉｍ，Ｊ．Ｗ．ａｎｄ
　Ｂｏｄｎａｒ，Ａ．，２００２）。フィーダー層細胞の典型的な例には、ヒト二倍体肺
細胞、マウス胚性線維芽細胞、スイスマウス胚性線維芽細胞があるが、幹細胞の至適な成
長、生存および増殖に有益な細胞成分および因子を供給できれば、如何なる分裂終了細胞
でもよい。多くの場合、白血病抑制因子（ＬＩＦ）が分化抑制作用を有することから、フ
ィーダー細胞層はＥＳ細胞を未分化状態、増殖状態に維持する必要はない。このため、Ｌ
ＩＦの添加を利用して、幾つかの種のＭＡＰＣを未分化状態に維持することも可能である
と思われる。
【００７８】
　培養中の細胞は懸濁状態に維持されてもよければ、細胞外マトリクス成分および合成ポ
リマーまたはバイオポリマーといった固体担体に結合した状態で維持されてもよい。幹細
胞は、Ｉ型、ＩＩ型およびＩＶ型コラーゲン、コンカナバリンＡ、硫酸コンドロイチン、
フィブロネクチン、「スーパーフィブロネクチン」およびフィブロネクチン様ポリマー、
ゼラチン、ラミニン、ポリ－Ｄおよびポリ－Ｌリジン、トロンボスポンジンおよびビトロ
ネクチンといった、固体担体への結合を促進する因子をさらに必要とすることが多い。
【００７９】
　幹細胞の維持条件には、ＭＡＰＣ等の幹細胞を未分化状態にとどめておく細胞因子が含
まれてもよい。細胞を自己複製の未分化状態にとどめておかなければならない条件下では
、培地に上皮増殖因子（ＥＧＦ）、血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、白血病抑制因子（
ＬＩＦ；選択された種において）およびそれらの組み合わせが含まれるのが有利である。
細胞が自己複製できても分化できないようにする添加剤は、分化前に培地から除去しなけ
ればならないことは、当業者に明らかである。
【００８０】
　幹細胞系およびその他の細胞は、別の細胞型と共培養することで利益を得る。このよう
な共培養の方法は、幹細胞が特異的な系譜または細胞型に分化できるようにする未特定の
細胞因子を特定の細胞が供給する可能性があるという所見から生み出されたものである。
これらの細胞因子は細胞表面受容体の発現も誘導する可能性があり、そのうちの幾つかは
モノクローナル抗体によって容易に同定し得る。一般的に共培養の細胞は、当業者が誘導
したい系譜の型に基づいて選択されるが、共培養に適切な細胞を選択することは当業者の
能力の範囲内である。
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【００８１】
　ＭＡＰＣ、およびＭＡＰＣから分化したリンパ造血細胞は、特異的なリンパ造血系の細
胞の源として有用である。ＭＡＰＣの成熟、増殖および分化は、エリスロポイエチン（Ｅ
ＰＯ）、コロニー刺激因子（例えば、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｇ－ＣＳＦ若しくはＭ－ＣＳＦ、Ｓ
ＣＦ）、インターロイキン（例えば、ＩＬ－１、－２、－３、－４、－５、－６、－７、
－８、－１３等）を含むがこれらに限定されない適切な因子と、または幹細胞の再生、運
命および分化を担う因子を分泌する間質細胞若しくはその他の細胞と、ＭＡＰＣを培養す
ることによって作用する場合がある。
【００８２】
　一実施形態において、ヒトおよびマウスのＭＡＰＣは、以下の実施例２に記載の通り、
インビトロで造血幹または前駆細胞等の造血細胞に分化させることができる。インビトロ
でヒトをはじめとするＭＡＰＣを造血細胞に分化させる方法については、米国第１０／０
４８，７５７号（２０００年８月４日出願の第ＰＣＴ／ＵＳ００／２１３８６号）および
米国第１０／４６７，９６３号（２００２年２月１４日出願の第ＰＣＴ／ＵＳ０２／０４
６５２号）に記載されており、これらの特許はこれらの方法の参考として本明細書に組み
入れられている。
【００８３】
　分化細胞を同定し、その後これらの細胞を未分化細胞から分離する方法は、当該技術分
野で周知の方法により実行し得る。分化のために誘導された細胞は、分化細胞の数が未分
化細胞を上回るという条件下で選択的に細胞を培養することによって同定し得る。同様に
、分化細胞は、形態学的変化、並びに未分化状態では見られない特徴、例えば、細胞の大
きさ、細胞プロセスの数（即ち、樹状突起または枝の形成）および細胞内小器官の分布の
複雑性によって同定し得る。また、細胞受容体および膜貫通タンパク質といった特異的な
細胞表面マーカーの発現により分化細胞を同定する方法も予想される。これらの細胞表面
マーカーに対するモノクローナル抗体を使用することで、分化細胞を同定し得る。これら
の細胞の検出は、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）および酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）
によって達成し得る。特異的な遺伝子の転写による上方調節の観点からすと、分化細胞は
未分化細胞と異なる遺伝子発現レベルを示すことが多い。また、逆転写ポリメラーゼ連鎖
反応（ＲＴ－ＰＣＲ）を使用することで、分化に応じた遺伝子発現の変化を監視すること
もできる。さらに、マイクロアレイ技術を使用した全ゲノム解析を使用することで、分化
細胞を同定することもできる。
【００８４】
　従って、分化細胞は一度同定されると、必要に応じて未分化細胞から分離し得る。上に
詳述した同定方法はまた、ＦＡＣＳ、選好的細胞培養法、ＥＬＩＳＡ、磁性ビーズおよび
それらの組み合わせ等の分離方法も提供する。本発明の望ましい実施形態は、ＦＡＣＳを
使用して細胞表面抗原の発現に基づき細胞を同定および分離することを想定する。
【００８５】
　（さらなる培養方法）
　さらなる実験では、ＭＡＰＣを培養する際の密度が、約１００細胞／ｃｍ２または約１
５０細胞／ｃｍ２～約１０，０００細胞／ｃｍ２、例えば、約２００細胞／ｃｍ２～約１
，５００細胞／ｃｍ２～約２，０００細胞／ｃｍ２まで異なる可能性があることが明らか
にされている。この密度は細胞種によって異なる可能性がある。さらに、至適な密度は培
養条件および細胞の源によっても異なる可能性がある。特定の培養条件および細胞に至適
な密度を決定することは、当業者の能力の範囲内である。
【００８６】
　また、約１０％未満、例えば約３～５％等の有効大気酸素濃度は、培養物中におけるＭ
ＡＰＣの単離、増殖および分化の如何なる時点でも使用し得る。
【００８７】
　（リンパ造血系におけるＭＡＰＣおよびその子孫細胞の使用）
　ＭＡＰＣは、先天性または後天性のリンパ造血障害を処置するための、あるいはＭＡＰ
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Ｃに由来する療法に適用可能な障害の処置に同じ細胞またはその分化した子孫細胞を使用
する前にキメラ現象を確立するための、代替となるＨＳＣの源となる場合がある。ＭＡＰ
Ｃはインビボでもインビトロでもリンパ造血細胞に分化する能力を有する。以下の実施例
で考察する通り、マウスのＭＡＰＣをＥ１１．５胎児肝フィーダー細胞ＥＬ０８－１Ｄ２
と共に、サイトカインの存在下で約２週間共培養した後、コロニー形成細胞（ＣＦＣ）試
験で培養したところ、赤芽球バースト形成単位（ＢＦＵ－Ｅ）および混合コロニー形成単
位（ＣＦＵ－Ｍｉｘ）のコロニーが検出された。マウスのＧＦＰトランスジェニックＭＡ
ＰＣを、約２７５ｃＧｙで照射したＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスに移植し、抗ＮＫ抗体で処置
したところ、約２０週目の時点で最高約９０％のＧＦＰ＋ＣＤ４５＋細胞が骨髄（ＢＭ）
に検出され、骨髄細胞、Ｂリンパ球およびＴリンパ球に分化していた。同様に、ヒトのＭ
ＡＰＣをＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスに移植したところ、リンパ造血細胞の生着が認められた
。このように、ＨＳＣは、インビボでもインビトロでも、マウスだけでなくヒトのＭＡＰ
Ｃからも生成し得る。このプロセスを使用することで、リンパ造血系の細胞集団を長期に
わたり放射線から保護し、提供し得る。
【００８８】
　このため、ＭＡＰＣは、先天性および後天性の悪性および非悪性リンパ造血障害を含む
がこれらに限定されないリンパ造血障害の処置に有力な幹細胞の源である。本発明の組成
物および方法は、種々のリンパ造血組織にリンパ造血細胞を提供するためのＭＡＰＣおよ
びその子孫細胞の形成および使用を対象とする。一実施形態において、ＭＡＰＣまたはそ
の子孫細胞は、リンパ造血障害の処置に使用される。「リンパ造血障害」とは、リンパ造
血系の任意の疾患または障害を指す。この系には、脾臓、胸腺、リンパ節、血液（例えば
、末梢血；ＰＢ）および骨髄（ＢＭ）が含まれる。
【００８９】
　一実施形態において、リンパ造血障害には、以下が含まれるが、これらに限定されない
：
　－　急性白血病、急性リンパ芽球性白血病（ＡＬＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、
急性多形質白血病、急性未分化白血病、慢性白血病、慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、慢性
リンパ性白血病（ＣＬＬ）、若年型慢性骨髄性白血病（ＪＣＭＬ）、若年型骨髄単球性白
血病（ＪＭＭＬ）を含むがこれらに限定されない白血病（白血病は免疫系の癌であり、そ
の細胞は白血球と呼ばれる）；
　－　不応性貧血（ＲＡ）、鉄芽球性不応性貧血（ＲＡＲＳ）、芽球増加型不応性貧血（
ＲＡＥＢ）、移行期の芽球増加型不応性貧血（ＲＡＥＢ－Ｔ）、慢性骨髄単球性白血病（
ＣＭＭＬ）を含むがこれらに限定されない骨髄異形成症候群（骨髄異形成は前白血病と呼
ばれることもある）；
　－　ホジキンリンパ腫、非ホジキンリンパ腫、バーキットリンパ腫を含むがこれらに限
定されないリンパ腫（リンパ腫は血管およびリンパ管を循環する白血球の癌である）；
　－　重症型ベータサラセミア（クーリー貧血としても知られる）、ダイアモンド・ブラ
ックファン貧血、赤芽球癆、鎌状赤血球貧血を含むがこれらに限定されない赤血球の遺伝
性異常（赤血球はヘモグロビンを含み、酸素を身体に運搬する）；
　－　重度の再生不良性貧血、先天性赤血球異形成貧血およびファンコーニ貧血を含むが
これらに限定されない貧血（貧血は赤血球の不全または形成異常である）、不慮の放射線
照射により惹起される、または腫瘍科における骨髄移植のための放射線療法または化学療
法により惹起される貧血からの回復、発作性ヘモグロビン尿症（ＰＮＨ）を含むがこれら
に限定されないその他の血球増殖の障害；
　－　無巨核球症／先天性血小板減少症、グランツマン血小板無力症、骨髄増殖性障害、
急性骨髄線維症、原発性骨髄線維症（骨髄線維症）、真性赤血球増加症、本態性血小板血
症を含むがこれらに限定されない血小板の遺伝性異常（血小板は血栓形成に必要な小さな
血球である）；
　－　アデノシンデアミナーゼ欠乏症を伴うＳＣＩＤ（ＡＤＡ－ＳＣＩＤ）、Ｘ連鎖のＳ
ＣＩＤ、Ｔ細胞およびＢ細胞が存在しないＳＣＩＤ、Ｔ細胞、正常Ｂ細胞が存在しないＳ
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ＣＩＤを含むがこれらに限定されない重症複合型免疫不全症（ＳＣＩＤ）；オーメン症候
群；コストマン症候群、ｍｙｅｌｏｋａｔｈｅｘｉｓ［骨髄中の顆粒球系細胞過形成を伴
う好中球減少］を含むがこれに限定されない好中球減少症；毛細血管拡張性運動失調、ベ
アリンパ球症候群、分類不能型免疫不全症、デイジョージ症候群、白血球粘着不全症を含
むがこれらに限定されない遺伝性免疫系障害；
　－　Ｘ連鎖リンパ増殖性障害（エプスタインバーウイルス易感染性としても知られる）
、ウィスコット－アルドリッチ症候群を含むがこれらに限定されないリンパ増殖性障害（
ＬＰＤ）；
　－　チェディアック・ヒガシ症候群、慢性肉芽腫症、好中球アクチン機能異常症、網膜
異形成症を含むがこれらに限定されない食細胞障害（食細胞は外来生物を飲み込み、殺傷
することのできる免疫系細胞である）；および
　－　多発性骨髄腫、形質細胞性白血病、ワルデンシュトレーム・マクログロブリン血症
を含むがこれらに限定されない骨髄の癌（形質細胞障害）。
【００９０】
　この他、ＭＡＰＣまたはそれに由来する子孫細胞を使用して処置し得るリンパ造血障害
の例としては、移植片対宿主病（ＧＶＨＤ）、自己免疫性障害、血友病等の血液凝固障害
／凝固因子欠損症、サラセミア、慢性肉芽腫症およびゴーシェ病等のライソソーム蓄積症
／酵素欠損症が含まれるが、これらに限定されない。ＭＡＰＣはまた、ドナーの器官また
は組織移植片、例えば膵島移植、心臓移植または腎移植の宿主受容を可能にするキメラ免
疫系の産生に使用される場合もある。ＭＡＰＣはまた、鎌状赤血球貧血といった遺伝性欠
損の修復を可能にするドナーまたはキメラ免疫系の産生にも使用されている。さらに、Ｍ
ＡＰＣは、狼瘡、重症筋無力症、多発性硬化症、リウマチ性関節炎または糖尿病等の自己
免疫性障害の処置のための、宿主の免疫系の置換にも使用される場合もある。
【００９１】
　例えば、ＭＡＰＣ療法を使用して、ＨＳＣ状態になるかなり前からリンパ造血を部分的
または完全に回復させることができる。このため、新たに学習したＴ細胞は自己免疫性で
はないと考えられることから、ＭＡＰＣの使用は、現在自己免疫性障害に使用されている
ＣＤ３４＋の移植よりも、処置転帰が優れていると考えられる。従って、ＣＤ３４＋細胞
状態の形成前にＭＡＰＣを使用することで、新たに形成されるＴ細胞を産生できると考え
られる。
【００９２】
　ＭＡＰＣまたはそれが分化した子孫細胞は遺伝子療法に使用されている。発現ベクター
が自家、同種異系または異種のＭＡＰＣまたはそれが分化した子孫細胞に導入され、発現
される場合もあれば、あるいは当該技術分野で既知の方法による相同または非相同組換え
によって細胞のゲノムが改変される場合もある。この方法で、ある個体における遺伝的欠
損を修正する場合がある。例えば、ベータサラセミア、鎌状赤血球貧血、アデノシンデア
ミナーゼ欠乏症またはリコンビナーゼ欠乏症を含むがこれらに限定されない障害が処置さ
れる場合がある。
【００９３】
　さらに、ＭＡＰＣまたはその分化した子孫細胞に、特定の遺伝子産物の発現または活動
を阻害するリボザイム、アンチセンスＲＮＡまたはタンパク質を発現させる場合がある。
また、多剤耐性（ＭＤＲ）遺伝子を含むがこれに限定されない薬物耐性遺伝子をＭＡＰＣ
またはその分化した子孫細胞に導入して、薬物療法を受けても生存できるようにする場合
もある。ＨＩＶまたはＨＴＬＶ－ＩおよびＨＴＬＶ－ＩＩといったリンパ造血向性病原体
においては、ＭＡＰＣまたはその分化した子孫細胞を遺伝子改変して、ＭＡＰＣまたはそ
の分化した子孫細胞内で病原体の増殖を予防するとされるアンチセンスＲＮＡ、リボザイ
ムまたはタンパク質を産生してもよい。また、非相同若しくは相同組換えによる直接的な
、またはアンチセンス配列による間接的なＤＮＡの置換、欠失または添加を含むがこれら
に限定されない当該技術分野で既知の方法により、特定の遺伝配列の発現を停止させる場
合もあれば、調節する場合もある。
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【００９４】
　ＭＡＰＣまたはその分化した子孫細胞は、骨髄移植の移植片として使用され、悪性腫瘍
、骨髄不全状態、先天性の代謝性、免疫性またはリンパ血液性障害を処置する場合がある
。例えば、骨髄標本を被験体から入手し、ＭＡＰＣを単離し得る。その後、ＭＡＰＣをイ
ンビトロで増殖し、自家骨髄移植の移植片として使用し得る。あるいは、移植前にＭＡＰ
Ｃをエキソビボでリンパ造血細胞に分化させることもできる。ＭＡＰＣおよびその分化し
た子孫細胞は、移植前に遺伝子操作することもできる。このような細胞は一般的に、被験
体が治癒を目的とした化学－放射線療法を受けた後に注入される。
【００９５】
　増殖した細胞は妊娠初期でのｉｎ　ｕｔｅｒｏ移植に使用することもできる。代謝性障
害またはリンパ血液性障害を来した胎児は出生前に診断し得る。骨髄は健常な個体からを
得る場合があり、ＭＡＰＣをインビトロにて得て、増殖させてもよい。このＭＡＰＣを例
えば子宮内注入により胎児に投与し得る。あるいは、移植前にＭＡＰＣをリンパ造血細胞
に分化させることもできる。ＭＡＰＣおよびその分化した子孫細胞は、移植前に遺伝子操
作することもできる。このように、キメラが形成され、それにより臨床上の異常が完全ま
たは部分的に緩和される。
【００９６】
　リンパ造血は当該技術分野で利用可能ないずれかの手段によって検出し得る。血液の機
能を測定／試験するためには多くの試験が当業者に利用可能である。例えば、ＣＢＣ（全
血球計算）は血液内のおよそ３種類の細胞（赤血球、白血球および血小板）に関する詳細
な情報を提供する通常の血液検査である。さらには、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）を
使用する場合もある。ＦＡＣＳ解析は、造血細胞（Ｔ細胞、Ｂ細胞、顆粒球、マクロファ
ージ、ＴまたはＢ細胞の未成熟な集団、赤血球等）の任意の集団を検出するために実施し
得る。ＣＦＵ－Ｓ検定が使用される場合もある。また、ヘモグロビン濃度、赤血球数また
は赤血球半減期を測定する試験等、赤血球またはそのパラメータを測定する場合もある。
処置される被験体のリンパ造血は、対照となるリンパ造血の値と比較し得る。一実施形態
において、対照値は健常者（処置の必要のない者）から得る。別の実施形態において、対
照値は処置前または処置後の幾つかの時点の被験体から得る。
【００９７】
　ＭＡＰＣは、１）ヒトリンパ造血細胞を制御する物質（生物学的物質または低分子等）
のスクリーニング、２）ヒトワクチン産生の候補となる抗原の検査のためのスクリーニン
グ、３）液性免疫または感染症の処置のためのヒト抗体の産生（動物の抗原刺激による）
または４）細胞毒性、ヘルパーまたは制御作用を有する抗原特異的Ｔ細胞の産生を含むが
これらに限定されない、動物（免疫欠損マウス等）におけるにおけるヒト免疫系の確立に
も利用される。
【００９８】
　（ＭＡＰＣの投与）
　ＭＡＰＣまたはその分化した子孫細胞は、局所注射、カテーテル投与、全身注射、腹腔
内注射、非経口投与、経口投与、頭蓋内注射、動脈内注射、静脈内注射、脳室内注射、胎
盤内注射、子宮内注射、外科的心筋内注射、経心内膜注射、経血管注射、冠動脈内注射、
経血管注射、筋肉内注射、目標組織への外科的注射または組織表面への直接塗布（手術中
または創傷上等）を含むがこれらに限定されない当該技術分野で利用可能な種々の方法で
被験体に投与し得る。
【００９９】
　ＭＡＰＣは循環系を介して末梢的または局所的に投与し得る。幹細胞の「ホーミング」
にあたっては、成長および機能に適当な環境内に移植細胞が凝集する。サイトカインで前
処置を行いホーミングを促進することは、本発明の方法における別の検討事項である。特
定のサイトカイン（ＭＡＰＣまたはその他の幹細胞、前駆細胞または分化細胞のホーミン
グ等といった細胞の移動を誘導または促進する細胞因子等）はＭＡＰＣの移動を促進し得
る。サイトカインには、間質細胞由来因子（ＳＤＦ－１）、幹細胞因子（ＳＣＦ）、アン
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ジオポイエチン－１、胎盤由来増殖因子（ＰＩＧＦ）および顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ
－ＣＳＦ）が含まれるが、これらに限定されない。また、サイトカインは、ホーミングプ
ロセスを容易にするＩＣＡＭ、ＶＣＡＭ等の内皮結合分子の発現を促進する任意の物質も
含まれる。
【０１００】
　目標の組織の表現型特徴へのＭＡＰＣの分化は、例えばリンパ造血細胞の形成を促進す
る因子といった、分化因子を使用すると促進し得る。
【０１０１】
　新たに形成する組織の生存能力は、血管新生によって強化し得る。血管新生を促進する
因子には、ＶＥＧＦ、ａＦＧＦ、アンジオゲニン、アンジオテンシン－１および－２、ベ
ータセルリン、ｂＦＧＦ、因子ＸおよびＸａ、ＨＢ－ＥＧＦ、ＰＤＧＦ、アンジオモジュ
リン、アンジオトロピン、アンジオポエチン－１、プロスタグランジンＥ１およびＥ２、
ステロイド、ヘパリン、１－ブチリル－グリセロールおよびニコチンアミドが含まれるが
、これらに限定されない。
【０１０２】
　アポトーシスを低減する因子も、リンパ造血組織等の新しい組織の形成を促進し得る。
アポトーシスを低減する因子には、β遮断剤、アンジオテンシン変換酵素阻害剤（ＡＣＥ
阻害剤）、ＡＫＴ、ＨＩＦ、カルベジロール、アンジオテンシンＩＩ型１受容体拮抗剤、
カスパーゼ阻害剤、カリポリドおよびエニポリドが含まれるが、これらに限定されない。
【０１０３】
　一実施形態において、ＥＰＯをはじめとする生物学的物質または低分子等の、リンパ造
血を促進する１つ以上の因子を、ＭＡＰＣまたはその分化した子孫細胞の前、後または同
時に投与する。
【０１０４】
　外因性因子（サイトカイン、分化因子（系統分化を誘導する増殖因子または血管新生因
子等の細胞因子等）、血管新生因子および抗アポトーシス因子等）はＭＡＰＣまたはその
分化した子孫細胞の前、後または同時に投与し得る。例えば、同時投与のある形態では、
投与前に対象となる因子をＭＡＰＣ懸濁培地で混合する。投与方法は様々で、最初の投与
の後に次の投与を行うことも含まれる。
【０１０５】
　細胞の生存率を上昇させることのできる方法には、ＭＡＰＣまたは子孫細胞をバイオポ
リマーまたは合成ポリマーに組み込む方法がある。患者の状態によっては、注射部位が瘢
痕またはその他の障害のため、細胞播種および増殖に適さないことが明らかになることが
ある。バイオポリマーの例には、フィブロネクチン、フィブリン、フィブリノーゲン、ト
ロンビン、コラーゲンおよびプロテオグリカンが含まれるが、これらに限定されない。バ
イオポリマーはサイトカイン、分化因子、血管新生因子または抗アポトーシス因子の有無
にかかわらず構築し得る。さらに、これらは懸濁液でも行うことができる。代替となる別
の方法には、細胞とバイオポリマーの混合物の間隙に封鎖された細胞を有する３次元ゲル
がある。ここでも、サイトカイン、分化因子、血管新生因子、抗アポトーシス因子または
それらの組み合わせがゲル内に含まれてもよいと考えられる。これらは、本明細書に記載
の種々の経路を介して注入によって展開できると考えられる。
【０１０６】
　現在のヒトを対象とした自己骨髄由来単核球の試験では、約１～４×１０７細胞の経験
的用量が使用されてきた。しかし、種々のシナリオでは、投与する細胞量の至適化が必要
となる場合がある。このため、投与する細胞量は処置対象の被験体によって幅があると考
えられる。望ましい実施形態において、約１０４～１０８、より好ましくは約１０５～１
０７、最も好ましくは約３×１０７の幹細胞および任意には約５０～５００μｇ／ｋｇ／
日のサイトカインをヒトの被験体に投与し得る。しかし、どれほどの用量が有効用量と考
えられるかの正確な判定は、体格、年齢、障害または損傷、損傷の程度、損傷が生じてか
らの経過時間、送達様式に伴う因子（直接注射では低用量、静脈内注射では高用量）をは
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じめとする各患者の個々の要因に基づいて行われる場合がある。この開示内容および業界
での知見により、当業者は容易に用量を突きとめることができる。
【０１０７】
　幹細胞の使用に関する課題は、単離した幹細胞集団の純度である。例えば骨髄細胞は細
胞集団の混合であり、望ましい作用を発揮するのに十分な程度まで純化し得る。当業者は
、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）といった種々の既知の方法を使用して、細胞集団中の
ＭＡＰＣの比率を容易に決定し得る。ＭＡＰＣまたはその分化した子孫細胞を含む集団の
望ましい純度は、約５０～５５％、約５５～６０％および約６５～７０％である。より好
ましくは、純度は約７０～７５％、約７５～８０％、約８０～８５％であり、最も好まし
くは純度は約８５～９０％、約９０～９５％および約９５～１００％である。しかし、約
２５～３０％、約３０～３５％、約３５～４０％、約４０～４５％および約４５～５０％
といった純度の低い集団も有用になることができる。ＭＡＰＣの純度は、集団内での遺伝
子発現プロファイルに従って決定し得る。用量は当業者によって容易に調節し得る（低純
度の場合は用量の増量が必要であること等）。
【０１０８】
　当業者は、本発明の方法で投与する組成物中の細胞および任意の添加剤、賦形剤または
担体の量を容易に決定し得る。通常、添加剤は（活性を有する幹細胞またはサイトカイン
に加えて）リン酸緩衝生食水中に０．００１～５０ｗｔ％溶液の量で存在し、活性成分は
マイクログラムからミリグラムの単位で、例えば約０．０００１～約５ｗｔ％、好ましく
は約０．０００１～約１ｗｔ％、最も好ましくは約０．０００１～約０．０５ｗｔ％また
は約０．００１～約２０ｗｔ％、好ましくは約０．０１～約１０ｗｔ％、最も好ましくは
約０．０５～約５ｗｔ％で存在する。無論、動物またはヒトに投与する組成物が何であれ
、如何なる特殊な投与方法についても、マウス等のげっ歯類等の好適な動物モデルにおい
て致死用量（ＬＤ）およびＬＤ５０を測定すること等によって毒性を決定し、好適な反応
を引き出す組成物の用量、その成分の濃度、組成物の投与時期を決定するのが望ましい。
このような測定は、当業者の知見、本開示内容および本明細書で言及した資料からみて過
度な実験を必要としない。また、連続的投与の時期も過度な実験をせずに確定し得る。
【０１０９】
　本発明の治療的組成物を投与する場合、一般的には注射可能な単位用量に処方される（
溶液、懸濁液、エマルジョン）。注射に好適な製剤学的調製物には、滅菌水溶液および分
散液が含まれる。担体は、例えば水、生食水、リン酸緩衝生食水、ポリオール（グリセロ
ール、プロピレングリコール、液体ポリエチレングリコール等）およびその好適な混合物
を含有する溶媒または分散媒であってもよい。
【０１１０】
　また、抗菌保存剤、抗酸化物質、キレート化剤および緩衝剤をはじめとする、組成物の
安定性、滅菌性および等張性を促進する種々の添加剤を添加し得る。細菌の活動を予防す
るには、例えばパラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸等の種々の抗菌剤
および抗真菌剤を使用するとよい。多くの場合、例えば糖、塩化ナトリウム等の等張化剤
を含めることが望ましい。製剤学的注射液を長期にわたって吸収させるには、例えばモノ
ステアリン酸アルミニウムおよびゼラチンといった吸収を遅延させる物質を使用するとよ
い。但し、本発明によれば、使用する賦形剤、希釈剤または添加剤は何れも、細胞に適合
できなければならないと考えられる。
【０１１１】
　滅菌注射液は、本発明を実践するのに使用する細胞を、適切な溶媒と必要に応じて種々
の量の他の成分との必要な量に組み込むことによって調製し得る。
【０１１２】
　一実施形態において、ＭＡＰＣまたはそこから分化した子孫細胞を最初に投与し、その
後ＭＡＰＣまたはそこから分化した子孫細胞をさらに投与することによって維持し得る。
例えば、ＭＡＰＣはある注射法によって投与し、その後さらに、異なるまたは同じ方法で
投与する。
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【０１１３】
　ヒトの被験体は一般的にイヌまたは他の実験動物よりも長期にわたり処置され、処置が
障害プロセスの長さおよび有効性に比例する期間となるとされている。用量は単回投与で
ある場合もあれば、数日間にわたる反復投与である場合もある。このため、当業者は、ラ
ット、マウス、イヌ等による動物実験からヒトへのスケールアップを、本明細書で言及す
る開示内容および文献並びに当該技術分野の知識を基にした技法により、過度の実験なし
に行うことができる。処置は一般的に、障害プロセスの長さ、薬物の有効性および処置す
る被験体に比例した期間で行われる。
【０１１４】
　ＭＡＰＣまたはそこから分化した子孫細胞を含む組成物の例には、懸濁液をはじめとす
る投与用の液体製剤および滅菌懸濁液またはエマルジョン等の直接または静脈内投与（注
射投与）用の製剤が含まれる。このような組成物は、好適な担体、希釈剤または滅菌水、
生理食塩水、グルコース、デキストロース等の調剤と混合されている場合がある。組成物
は凍結乾燥させることもできる。組成物は投与経路および目的の製剤に応じて、湿潤剤ま
たは乳化剤、ｐＨ緩衝剤、ゲル化剤または粘度促進添加剤、保存剤、風味剤、着色剤等の
副次的な物質を含むことができる。参考として本明細書に組み込まれている”ＲＥＭＩＮ
ＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥ”　１７ｔｈ　ｅｄｉｔ
ｉｏｎ，１９８５等の標準的な文献を参照して、過度の実験を行うことなく好適な製剤を
調製する場合がある。
【０１１５】
　本発明の組成物は、選択したｐＨに緩衝した等張性水溶液、懸濁液、エマルジョンまた
は粘性組成物等の液体製剤として利便的に供給される。液体製剤は通常、ゲル、他の粘性
組成物および固形組成物よりも調製しやすい。さらに、液体組成物は、特に注射により投
与が若干簡便になる。他方、粘性組成物は、しかるべき粘度で処方して特定の器官とより
長時間接触できるようにし得る。
【０１１６】
　好適な担体および他の添加剤の選択は、正確な投与経路および特定の剤型、例えば液体
剤型（組成物を溶液、懸濁液、ゲルまたは徐放性剤型または液体充填剤型といった別の液
体剤型に処方しなければならない場合）の種類によって異なる。
【０１１７】
　溶液、懸濁液およびゲルは通常、細胞に加えて大量の水分を含む（好ましくは精製滅菌
水）。ｐＨ調節剤（ＮａＯＨ等の塩基）、乳化剤または分散剤、緩衝剤、保存剤、湿潤剤
、ゲル化剤（メチルセルロース等）等の少量の他の成分が存在する場合もある。組成物は
等張性であってもよい。即ち、血液および涙液と同じ浸透圧であってもよい。
【０１１８】
　本発明の組成物の所望の等張性は、塩化ナトリウムまたはデキストロース、ホウ酸、酒
石酸ナトリウム、プロピレングリコールまたは他の無機または有機溶質といったその他の
薬学的に許容される物質を使用して達成し得る。ナトリウムイオンを含有する緩衝剤には
塩化ナトリウムが特に望ましい。
【０１１９】
　希望に応じて、組成物の粘度は、薬学的に許容される増粘剤を使用して、選択したレベ
ルに維持し得る。容易かつコスト的に入手し易く、取り扱いが簡単であることから、メチ
ルセルロースが望ましい。その他の好適な増粘剤には、例えばキサンタンガム、カルボキ
シメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロース、カルボマー等が含まれる。望まし
い増粘剤の濃度は、選択した増粘剤および所望の粘度によって異なる。粘性組成物は通常
、このような増粘剤を溶液に添加することによって調製される。
【０１２０】
　薬学的に許容される保存剤または細胞安定剤を使用して、組成物の寿命を延ばすことが
できる。好ましくは、保存剤が必要な場合、本発明に記載のＭＡＰＣまたは子孫細胞の生
存能力または有効性を損なわない組成物を選択することは、当業者の能力の範囲内である
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。
【０１２１】
　当業者は、組成物の成分が化学的に不活であるように選択する必要があることを認識す
るものと考えられる。化学および製剤学の原則に長けた当業者にとってこれは問題ではな
く、本開示内容および本明細書で言及した資料から標準的なテキストまたは簡単な実験（
過度の実験を含まない）を参照にして問題を容易に避けることができる。
【０１２２】
　特定の患者の年齢、性別、体重および病態および投与に使用する組成物（個体や液体）
といった要素を考慮して、医学および獣医学に長けた当業者に利用可能な剤型および技法
で、組成物を投与し得る。ヒトまたは他の動物のための剤型は、本開示内容、本明細書で
言及する文献および当該技術分野の知識により、過度の実験を行わず当業者が決定し得る
。
【０１２３】
　初回投与および更なる用量または連続投与における好適な投与法も様々で、初回投与後
に次の投与を行うことを含む場合もあるが、それでも尚、当業者は本開示内容、本明細書
で言及する文献および当該技術分野の知識によって確認し得る。
【０１２４】
　（免疫拒絶を予防するための移植アプローチ）
　幾つかの実施形態において、宿主の移植細胞に対する免疫反応を刺激するリスクを低減
するため、移植／投与前にＭＡＰＣ（または分化した子孫細胞）を処置するかまたは別の
方法で改変させるのが望ましい場合がある。宿主の免疫反応を刺激するリスクを低減する
当該技術分野で既知のいずれかの方法が使用される場合がある。以下はその幾つかの例で
ある。
【０１２５】
　（１．万能ドナー細胞：）
　ＭＡＰＣを操作して万能ドナー細胞として使用し得る。未分化ＭＡＰＣはＭＨＣ－Ｉま
たはＩＩ抗原を発現しないが、幾つかの分化した子孫細胞はこれらの抗原の一つまたは両
方を発現する場合がある。ＭＡＰＣを改変して、ＭＨＣ－ＩまたはＭＨＣ－ＩＩ抗原を除
去し、場合によっては予定レシピエント由来のＭＨＣ抗原を導入し、細胞がＮＫを介した
死滅のターゲットに容易にならないようにし、無制限のウイルス複製または悪性化に影響
を受けにくくすることによって、万能ドナー細胞として使用し得る。ＭＨＣ抗原の除去は
、相同組換えまたはプロモーター領域への点変異の導入または、抗原の最初のエクソンに
点変異を導入してｃｈｉｍｅｒｏｐｌａｓｔ等と共に終止コドンを導入することによって
達成し得る。宿主のＭＨＣ抗原の運搬は、レトロウイルス、レンチウイルス、アデノ随伴
ウイルスまたは他のウイルスによる形質導入またはＭＨＣ抗原ｃＤＮＡによる標的細胞の
感染によって達成し得る。
【０１２６】
　（２．免疫認識を回避するための子宮内移植：）
　ＭＡＰＣは、遺伝異常を処置するため、または免疫系が発現する前に宿主に寛容される
細胞を導入するために、子宮内移植に使用し得る。これは、大量のヒト細胞を動物内で作
製する方法であってもよければ、タンパク質または酵素を処置する細胞を移植することに
よってヒト胚の遺伝的欠損を処置するための方法として使用してもよい。
【０１２７】
　（３．免疫認識および寛容）
　（Ａ．免疫認識）
　免疫反応は、Ｔ細胞上の受容体（Ｔ細胞受容体またはＴＣＲ）と体組織（ＣｌａｓｓＩ
およびＩＩのＭＨＣ）との間に起こる分子認識の事象によって制御される。このＴＣＲ／
ＭＨＣの相互作用は免疫反応の抗原特異的な成分であり、自己および外来抗原の識別を可
能にする。免疫反応は、Ｔ細胞が外来または非自己抗原を認識した後にしか起こらないが
、不慮の免疫反応または自己免疫反応を予防するには、この他のシグナル伝達事象が必要
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であり機能する（Ｂｕｃｋｌｅｙ，２００３）。
【０１２８】
　免疫認識は２つの相、感作および二次反応に分けることができる。感作は、樹状細胞と
呼ばれる免疫細胞の専門集団と、Ｔ細胞、Ｔヘルパー細胞のサブセットが相互作用するこ
とによって達成される。これらの樹状細胞または抗原提示細胞（ＡＰＣ）にクラスＩＩ　
ＭＨＣ複合体が提示した抗原のＴヘルパー細胞による認識は、抗体および細胞障害性Ｔ細
胞の両方の反応を開始させるのに重要である。クラスＩＩ　ＭＨＣ受容体を発現する細胞
は僅かであり、これらの「プロフェッショナルな」ＡＰＣは、非自己抗原でＴヘルパー細
胞を感作させるだけでなく、Ｔ細胞の増幅を調節し、細胞障害性免疫反応に対して液性免
疫反応を制御するサイトカインカスケードを発現することを特徴とする。Ｂ細胞、マクロ
ファージ、ランゲルハンス細胞およびその他の樹状細胞はＡＰＣコンパートメントを作成
する。このため、専門的な細胞のみが同種異系の反応性をはじめとする免疫反応性の信号
を送ることができる。
【０１２９】
　２つのクラスのＭＨＣレセプター、クラスＩおよびクラスＩＩは、細胞内で発現する全
ての遺伝子に由来する短いペプチドと細胞内で結合するような構造モチーフをしている。
この細胞表面上のＭＨＣ受容体に結合したペプチドの複合体は、ＴＣＲによって認識され
る分子複合体であり、従って、Ｔ細胞による抗原認識の特異性（鍵と鍵穴の機序と類似）
を生じさせる。免疫系は一度感作されその働きを開始すると、免疫系細胞は抗原が除去さ
れるまで増幅し、休息または記憶状態で留まって抗原が再度侵入してきた場合に反応する
。
【０１３０】
　免疫反応性の制御はカスケードで達成される。Ｔヘルパー細胞とＡＰＣとの間での非自
己ペプチドの一次認識に加えて、第二段階は病原体に起因する刺激によるＡＰＣの必要な
刺激である。病原体に起因する刺激とは、例えば、ＬＰＳ等のような細菌細胞壁成分、Ｂ
細胞上の表面Ｉｇと架橋結合するウイルス粒子、ウイルス感染に伴う二本鎖ＲＮＡ、肉体
的な創傷および血管構造への損傷によって産生される炎症性サイトカイン等である。これ
らは全て、免疫反応が必要な非抗原特異的な確認を提供する。これらの最初の信号の性質
も、種々のサイトカインカスケードを刺激することにより、液性反応と細胞反応とを調節
するＡＰＣのトリガーとなる。
【０１３１】
　（Ｂ．寛容）
　免疫系を調節する第二のカスケードは、自己反応性Ｔ細胞を除去することによって、自
己抗原への反応を制限することである。Ｂ細胞免疫およびＴ細胞免疫の両方で、これは、
Ｔヘルパー細胞集団の能力の範囲を調節することによって達成される。この細胞集団が感
作反応における反応性を決定するためである。Ｔ細胞は骨髄内で産生され、自己抗原と非
自己抗原を区別する「学習」をするために胸腺へと循環する。自己組織を認識するＴ細胞
は、胸腺の個体発生中に枯渇し、循環血液中に存続する自己抗原に反応するＴ細胞とＴ細
胞受容体の複合体（ＴＣＲ）が全く残らないようになる。これが中枢性寛容と呼ばれ、こ
れが破壊されると自己免疫性障害となる。
【０１３２】
　末梢性寛容と呼ばれる第二の寛容を誘導し得る。これは、胸腺を通過してきたＴ細胞が
非自己抗原と出会うが、ヘルパー機能または細胞障害性機能のいずれかのトリガーをひく
のに必要なＡＰＣからの二次的または共刺激的信号は受け取らないことによって達成され
る。これは、ＡＰＣがクラスＩＩ　ＭＨＣ受容体を介して抗原を発現しているが、感染症
または病原体の脅威の結果としての副次的な信号を受け取らず、従ってＡＰＣが反応に必
要なサイトカインカスケードを発現しないという場合に起こる可能性がある。このように
部分的に刺激されるＴ細胞はアネルギーまたはアポトーシスとなる。これにより、液性反
応または細胞障害性反応に必要なＴヘルパー細胞集団が枯渇する。
【０１３３】
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　第二の形態の末梢性寛容は、細胞障害性Ｔ細胞が、体細胞の大半でクラスＩ　ＭＨＣ複
合体における非自己抗原を発現した細胞に出会った場合に生成される。これらのＴ細胞の
ＴＣＲが、共刺激受容体の活性化（ＣＤ２８／ＣＤ８６の相互作用等）が不在であってク
ラスＩ　ＭＨＣと結合する場合、Ｔ細胞はアネルギーまたはアポトーシスとなる。この二
次的信号を供給するのに必要で、且つ供給し得る二次的共刺激受容体の相互作用のパネル
があり、従って細胞の表面表現型によって免疫刺激またはアネルギーを強力に予測し得る
。
【０１３４】
　多くの腫瘍細胞は、クラスＩ　ＭＨＣの発現を下方調節することによって、細胞障害性
の認識から逃れる経路を発達させ、それによって免疫系のＴ細胞から自身を見えなくする
。多くのウイルスは、ＭＨＣ受容体の細胞表面の発現を干渉する特異的な機序を発達させ
、免疫反応を逃れている。このＭＨＣの発現が低下するという特性と共に、腫瘍細胞やウ
イルス感染細胞を除去するために免疫系の新たな武器が発達してきた。ナチュラルキラー
またはＮＫ細胞と呼ばれる細胞集団は、クラスＩ　ＭＨＣ陰性細胞に対して細胞障害性作
用を発揮し得る。この作用は負の制御を受ける。ＮＫ細胞は、キラー細胞抑制受容体（Ｋ
ＩＲ）と呼ばれる受容体との相互作用を介して標的細胞と結合し、クラスＩ　ＭＨＣとの
相互作用によって活性を失わない限りその細胞を死滅させる。
【０１３５】
　（Ｃ．造血キメラおよび免疫寛容誘導）
　骨髄移植は、化学療法薬および／または放射線療法が宿主の免疫系の骨髄を破壊した場
合の癌治療において必要とされる。患者は、骨髄移植片に存在する造血幹細胞から免疫機
能を再構築するため、骨髄ドナーから免疫系の細胞成分および分子成分を獲得する。ドナ
ーの免疫系の再構築には、個体発生で認められる自己および非自己抗原の学習の反復が付
随し、それによって宿主組織のドナー免疫系に対する免疫寛容が成立する。ドナー免疫系
の再構築の二次的観点は、宿主がいまや当初のドナーから臓器または組織片を拒絶反応な
しに受け入れることができるということである。
【０１３６】
　骨髄移植にそれほど重度でない骨髄破壊状態が使用される場合、宿主の免疫系は完全に
枯渇しているわけではなく、適切な免疫抑制治療を行えば、ドナーと宿主の両方の免疫細
胞からなるキメラ免疫系が再構築される。この場合、ドナーと宿主の両方の細胞成分およ
び分子成分に対する宿主の免疫寛容が成立し、ドナーから臓器または組織片を拒絶反応な
しに受け入れることができる。ドナーの骨髄の宿主による拒絶反応およびドナーの骨髄か
らの移植片対宿主反応の臨床的管理は、この治療法が奏功するかどうかの鍵である。移植
片対宿主反応の臨床的リスクは、著明かつ依然として完全に解決されていない、この移植
法を標準化するにあたってのリスクである。これらの臨床プロトコールは近年多大な注目
を集めている（Ｗａｌｄｍａｎｎ，２００４）。
【０１３７】
　免疫系を再構築することができ、移植片対宿主反応のリスクがない幹細胞の使用からは
著明な利益が生まれる。移植片対宿主反応は骨髄移植片に存在する汚染Ｔ細胞が原因であ
る。骨髄からの造血幹細胞の精製が通常通りであっても、それが患者に成功裏に生着する
には副次的なＴ細胞の付随が必要である。このため、Ｔ細胞の有益な生着価値と移植片対
宿主反応の有害な作用との間には決定的なバランスがとられていなければならない。
【０１３８】
　ＭＡＰＣおよびＥＳ細胞は、Ｔ細胞をはじめとする造血細胞なしに増殖し得るため、移
植片対宿主反応のリスクなしに送達し得る幹細胞集団である。これは臨床リスクを大幅に
低減する。細胞送達の急性期に一時的にＮＫ細胞の活性を除去すれば、原始幹細胞の生着
および造血系再構築の頻度が、長期の免疫抑制のリスクなしに臨床的に有用な閾値にまで
上昇する。
【０１３９】
　ＭＡＰＣまたはＥＳ細胞が生着し、造血系へと分化するため、新しく形成されたＴ細胞



(27) JP 2014-5294 A 2014.1.16

10

20

30

40

50

は、胸腺および末梢で宿主のＴ細胞と同じ自己対非自己の学習を受ける。ドナーおよび宿
主由来の新しく作製されたナイーブＴ細胞への共同曝露は、反応性細胞の互いの枯渇を招
くため、ＭＡＰＣまたはＥＳ細胞ドナー由来のＴ細胞を発現する同種異系抗原への免疫寛
容は成立する。このため、患者はＭＡＰＣまたはＥＳ細胞ドナーの免疫系の細胞成分およ
び分子成分に対する免疫寛容を成立させ、拒絶反応なしに細胞、組織または臓器移植片を
受け入れる。
【０１４０】
　（Ｄ．ＭＡＰＣおよびその他の幹細胞）
　上記の寛容誘導の機序は、骨髄系の再構築が可能な細胞に独特のものである。同じく骨
髄に由来する間葉系幹細胞は免疫原性が低く、同種異系移植でも存続し得るが、ドナーの
免疫成分に対する免疫寛容は成立しない。他の系統分化幹細胞で、造血系の再構築の可能
性を示すものはない。これには、神経幹細胞、脂肪由来幹細胞、肝幹細胞等が含まれる。
【０１４１】
　ＥＳ細胞を使用したその後の移植片への寛容を誘導する能力は、Ｆａｎｄｒｉｃｈ　（
２００２）で実証されている。この場合、無侵襲の処置でマウスＥＳ細胞の送達を行うと
、動物は心臓の同種異系移植片を拒絶反応なしに受け入れることができた。このため、造
血系の再構築をはじめとする、ＥＳ細胞およびＭＡＰＣに共通する系統再生特性により、
移植寛容が成立する。ＭＡＰＣは移植寛容のためのＥＳ細胞の臨床使用の代替となるもの
である。
【０１４２】
　このため、ＭＡＰＣまたはＥＳ細胞の投与および種々の血球へのその分化は、ＭＡＰＣ
またはＥＳ細胞と組織適合性の上で適合する二次的臓器または組織移植に対して、レシピ
エントを条件付けるか準備させることができる。例えば、糖尿病被験体は、例えば幹細胞
バンクから入手した細胞で処置し得る。続いて寛容化が起こり、その後その糖尿病被験体
にはその幹細胞と同じ源から入手または派生した同種異系の膵島細胞を提供すれば、成熟
した膵島に対するレシピエントの拒絶反応は起こらない。このプロセスは、心臓、肝、肺
、腎および／または膵を含むがこれらに限定されないいずれかの二次移植（臓器、組織お
よび／または細胞移植等）で利用可能である。
【０１４３】
　（４．ナチュラルキラー（ＮＫ）細胞の機能）
　細胞集団からＮＫ細胞を枯渇させることを含め、ＮＫ細胞の機能を阻害する、物質等の
いずれかの手段を投与することで、免疫拒絶反応を予防する、生着を促進する、または免
疫寛容を促進する場合がある。このような物質には、抗ＮＫ細胞抗体、照射、またはＮＫ
細胞の機能を阻害し得るその他いずれかの方法が含まれる。ＮＫ機能の阻害については、
２００５年５月５日出願のＰＣＴ出願番号第ＰＣＴ／ＵＳ２００５／０１５７４０号に詳
述されており、この出願は、インビボにおける幹細胞の存続を助けるためにＮＫ細胞を阻
害する方法を教示するために、参考として本明細書に組み入れられている。
【０１４４】
　このように、本明細書では、ＭＡＰＣへの被験体の免疫寛容を増大させる方法であって
、ＭＡＰＣおよびナチュラルキラー細胞の機能を阻害する有効量の物質を被験体に投与す
ることによって、抑制剤を投与しない方法よりもＭＡＰＣへの免疫寛容を増大させる工程
を包含する、方法も提供される。
【０１４５】
　（５．遺伝子療法）
　ＭＡＰＣは身体から抽出および単離することができ、未分化状態で培養にて増殖するか
、培養にて分化へと誘導させ、特にウイルスによる形質導入をはじめとする種々の手法を
使用して遺伝子変化させることができる。遺伝材料の取り込みおよび発現は明示でき、外
来ＤＮＡの発現は発達中にわたって安定している。外来ＤＮＡを幹細胞に挿入するための
レトロウイルスおよびその他のベクターは当業者には利用可能である（Ｍｏｃｈｉｚｕｋ
ｉ，Ｈ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９８；Ｒｏｂｂｉｎｓ，Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９７；



(28) JP 2014-5294 A 2014.1.16

10

20

30

40

50

Ｂｉｅｒｈｕｉｚｅｎ，Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｄｏｕｇｌａｓ，Ｊ．，ｅｔ　
ａｌ．，１９９９；Ｚｈａｎｇ，Ｇ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９６）。レトロウイルスベク
ターを使用して一度形質導入すると、強化緑色蛍光タンパク質（ｅＧＦＰ）の発現は単離
ＭＡＰＣに由来する最終分化した筋細胞、内皮細胞およびｃ－Ｋｉｔ陽性細胞で存続し、
ＭＡＰＣに導入されたレトロウイルスベクターの発現が分化の全プロセスにわたって存続
していることを示す。最終分化は、以前にレトロウイルスベクターで形質導入された約１
０ｅＧＦＰ＋細胞に始め、初期のＭＡＰＣ培養期間を数週間とした培養から誘導された。
【０１４６】
　（ＭＡＰＣ投与後の被験体のモニタリング）
　移植後、投与されたＭＡＰＣの増殖若しくは分化、またはＭＡＰＣ若しくは子孫細胞の
治療的効果が監視される場合がある。
【０１４７】
　投与後、被験体のＭＡＰＣまたは子孫細胞に対する免疫寛容は、被験体のＭＡＰＣに対
する免疫寛容を評価するための当該技術分野で既知の種々の方法で試験される場合がある
。被験体のＭＡＰＣの寛容が期待したほどでない（例えば、被験体の免疫系が外来ＭＡＰ
Ｃを拒絶する）場合は、当該技術分野で既知の、被験体の治療補助的な免疫抑制処置が実
施される場合がある。
【０１４８】
　（遺伝子改変されたＭＡＰＣ）
　ＭＡＰＣまたはそこから分化した子孫細胞は、エキソビボで遺伝子変化させることがで
きることから、遺伝子療法を阻む最も重要な障壁の一つが除去される。例えば、被験体の
骨髄穿刺液を入手し、その穿刺液からＭＡＰＣを単離する。その後ＭＡＰＣに遺伝子改変
を加えて、１つ以上の所望の遺伝子産物を発現させる。その後、ＭＡＰＣをエキソビボで
選別するか、選択して、成功裏に改変された細胞を同定し、局所投与または全身投与のい
ずれかで、それらの細胞を被験体に導入するか、分化させてから被験体に導入し得る。あ
るいは、ＭＡＰＣを分化させ、その後その分化細胞を投与前に遺伝子改変し得る。何れの
場合も、これらの細胞は、所望の遺伝子産物を発現することのできる細胞の安定してトラ
ンスフェクションされた源を提供する。特に、患者自身の骨髄等の組織がＭＡＰＣの源で
ある場合、この方法は移植用の細胞を作成する免疫学的に安全な方法を提供する。
【０１４９】
　（ＭＡＰＣを遺伝子改変する方法）
　本明細書に記載の方法で単離した細胞またはその分化した子孫細胞は、当業者に利用可
能な種々の方法によってＤＮＡまたはＲＮＡを細胞内に導入することにより、遺伝子改変
し得る。これらの方法は一般的に以下の４つに大きく分けることができる：（１）例えば
レンチウイルス（Ｍｏｃｈｉｚｕｋｉ，Ｈ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９８；Ｍａｒｔｉｎ，
Ｆ．，，ｅｔ　ａｌ．，１９９９；Ｒｏｂｂｉｎｓ，，ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｓａｌ
ｍｏｎｓ，Ｂ．ａｎｄ　Ｇｕｎｚｂｕｒｇ，Ｗ．Ｈ．，１９９３；Ｓｕｔｔｏｎ，Ｒ．，
ｅｔ　ａｌ．，１９９８；Ｋａｆｒｉ，Ｔ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９９；Ｄｕｌｌ，Ｔ．
，ｅｔ　ａｌ．，１９９８）、シミアンウイルス４０（ＳＶ４０）、アデノウイルス（例
えば、Ｄａｖｉｄｓｏｎ，Ｂ．Ｌ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９３；Ｗａｇｎｅｒ，Ｅ．，ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９２；Ｗｏｌｄ，Ｗ．，Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎ
ｄ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ，Ｈｕｍａｎａ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　（１９９８），Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ｌｔｄ．；Ｍ
ｏｌｉｎ，Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９８；Ｄｏｕｇｌａｓ，Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．，１９
９９；Ｈｏｆｍａｎｎ，Ｃ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９９；Ｓｃｈｗａｒｚｅｎｂｅｒｇｅ
ｒ，Ｐ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９７を参照）をはじめとするレトロウイルス；シンドビス
ウイルス（米国特許番号第５，８４３，７２３号；Ｘｉｏｎｇ，Ｃ．，ｅｔ　ａｌ．，１
９８９；Ｂｒｅｄｅｎｂｅｅｋ，Ｐ．Ｊ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９３；Ｆｒｏｌｏｖ，Ｉ
．，，ｅｔ　ａｌ．，１９９６）、ヘルペスウイルス（Ｌａｑｕｅｒｒｅ，Ｓ．，ｅｔ　
ａｌ．，１９９８）およびウシパピローマウイルスをはじめとするアルファウイルス等の
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ＤＮＡまたはＲＮＡのウイルスベクターの使用を含むウイルスによる導入；（２）リン酸
カルシウムによるトランスフェクションおよびＤＥＡＥデキストランによるトランスフェ
クション方法をはじめとする化学的導入；（３）例えば、リポソーム（Ｌｏｅｆｆｌｅｒ
，Ｊ．ａｎｄ　Ｂｅｈｒ，Ｊ．，１９９３）、赤血球ゴーストおよびプロトプラスト等の
ＤＮＡを増量した膜小胞を使用した膜融合による導入；並びに（４）マイクロインジェク
ション、マイクロプロジェクタイル（Ｊ．Ｗｏｌｆｆ，”Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔ
ｉｃｓ”　（１９９４）　ｐａｇｅ　１９５；Ｊｏｈｎｓｔｏｎ，Ｓ．Ａ．，ｅｔ　ａｌ
．，１９９３；Ｗｉｌｌｉａｍｓ，Ｒ．Ｓ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９１；Ｙａｎｇ，Ｎ．
Ｓ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９０）、エレクトロポレーション、ヌクレオフェクションまた
は直接的な「裸の」ＤＮＡ導入。
【０１５０】
　細胞は、予め選択した単離ＤＮＡの挿入、細胞ゲノムのセグメントの予め選択した単離
ＤＮＡでの置換または細胞の細胞ゲノムの少なくとも一部の欠失または不活化によって、
遺伝子改変し得る。細胞ゲノムの少なくとも一部の欠失または不活化は、例えば遺伝子組
換え、アンチセンス技術（ペプチド核酸（ＰＮＡ）の使用を含む）またはリボザイム技術
を含むがこれらに限定されない種々の方法によって達成し得る。１つ以上の予め選択した
ＤＮＡ配列の挿入は、相同組換えまたは宿主細胞ゲノムへのウイルスによる組み込みによ
って達成し得る。非相同組換えの方法もまた、例えば米国特許番号第６，６２３，９５８
号、第６，６０２，６８６号、第６，５４１，２２１号、第６，５２４，８２４号、第６
，５２４，８１８号、第６，４１０，２６６号、第６，３６１，９７２号に記載の通り既
知であり、これらの特許の内容は、非相同組換えの方法に関する全体の開示内容の参考と
して特別に組み入れられている。
【０１５１】
　所望の遺伝子配列も細胞、特にその核に、プラスミド発現ベクターおよび核局在配列を
使用して組み込むこともできる。ポリヌクレオチドを核に向かわせる方法は当該技術分野
で既に解説されている。例えば、Ｓｅｂｅｓｔｙｅｎ，ｅｔ　ａｌ．，（１９９８）に記
載の通り、シグナルペプチドをプラスミドＤＮＡに結合させてＤＮＡを核に向かわせてよ
り効率的な発現を可能にし得る。
【０１５２】
　特定の化学物質／薬物を使用して対象となる遺伝子を正または負に誘導し、任意の薬物
／化学物質の投与後に除去することのできるプロモーターを使用して、遺伝材料を導入し
得るか、特異的な細胞コンパートメント（細胞膜を含むがこれに限定されない）において
化学物質（タモキシフェン反応性突然変異エストロゲン受容体を含むがこれに限定されな
い）による誘導を可能にするように標識をつけることができる。
【０１５３】
　標的細胞のトランスフェクションまたは形質導入の成功は、当業者に既知の技法におい
て、遺伝子マーカーを使用して示すことができる。例えば、オワンクラゲ（Ａｅｑｕｏｒ
ｅａ　ｖｉｃｔｏｒｉａ）の緑色蛍光タンパク質は、遺伝子改変した造血細胞を同定およ
び追跡するのに有効なマーカーであることが明らかにされている（Ｐｅｒｓｏｎｓ，Ｄ．
，ｅｔ　ａｌ．，１９９８）。代替となる選択マーカーには、β－Ｇａｌ遺伝子、短縮さ
れた神経成長因子受容体、薬物選択マーカー（ＮＥＯ、ＭＴＸ、ヒグロマイシンを含むが
これらに限定されない）が含まれる。
【０１５４】
　トランスフェクションまたは形質導入法のいずれかを応用することで、転写制御配列を
ＭＡＰＣまたは子孫細胞に導入し、所望の内在性遺伝子を活性化し得る。これは相同組換
え（米国特許第５，６４１，６７０号等）または非相同組換え（米国特許第６，６０２，
６８６号等）の療法で行うことができる。これらの特許は、内在性遺伝子の活性化の方法
を教示するために参考として組み入れられている。
【実施例】
【０１５５】
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　以下の実施例は、本発明の特定の実施形態および態様を実証して、詳細に説明するため
に提供されるものであって、本発明の適用範囲を制限することを目的としたものではない
。
【０１５６】
　（実施例１：ＭＡＰＣはリンパ造血系を再構築するＨＳＣを生じさせる）
　２００２年、マウスＬａｃＺ＋　ＭＡＰＣを亜致死線量の放射線照射を行ったＮＯＤ－
ＳＣＩＤマウスに移植すると造血系に分化するが、造血細胞の生着率は低いことが発表さ
れた（骨髄およびＢリンパ球が２～８％、Ｔリンパ球なし）（Ｊｉａｎｇ　Ｙ，ｅｔ　ａ
ｌ．，２００２）。本明細書に示す通り、ＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスに依然として存在する
内在性のＮＫ細胞を除去する場合、ＭＡＰＣは９５％までのＧＦＰ＋血球を生じさせるこ
とができる。また、単離され低酸素（５％）で培養されたＭＡＰＣは、ＥＳ転写因子、Ｏ
ｃｔ４のｍＲＮＡおよびタンパク質レベルが高く、分化能の高いＭＡＰＣとなる。このた
め、ＮＫ活性を低下させるため１日目、１１日目および２２日目に２７５ｃＧｙを照射し
、抗ａｓｉａｌｏ－ＧＭ１抗体で処理したＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスの低酸素におけるＭＡ
ＰＣの生着を試験した。
【０１５７】
　Ｊｉａｎｇ，Ｙ．，ｅｔ　ａｌ．，２００２に記載の通り、マウスＭＡＰＣ細胞系は、
ｅＧＦＰトランスジェニックＣ５７Ｂ１／６　Ｔｈｙ１．１マウス骨髄細胞から確立され
た。ＭＡＰＣを６０％ＤＭＥＭ－ＬＧ（Ｇｉｂｃｏ　ＢＲＬ）、４０％ＭＣＤＢ－２０１
中で、１×ＳＩＴＥ、０．２×ＬＡ－ＢＳＡ、０．２ｇ／Ｌ　ＢＳＡ、０．１ｍＭアスコ
ルビン酸２－リン酸塩、０．１ｍＭβメルカプトエタノール（Ｓｉｇｍａ）、１００Ｕの
ペニシリン、１０００Ｕのストレプトマイシン（Ｇｉｂｃｏ）、１０００Ｕ／ｍＬのＬＩ
Ｆ（Ｃｈｅｍｉｃｏｎ）、１０ｎｇ／ｍＬのｍＥＧＦ（Ｓｉｇｍａ）、１０ｎｇ／ｍＬの
ｈＰＤＧＦ－ＢＢ（Ｒ＆Ｄ　ｓｙｓｔｅｍｓ）、２％ウシ胎児血清（ＦＣＳ）（Ｈｙｃｌ
ｏｎｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）と共に、ヒト１０ｎｇ／ｃｍ２フィブロネクチン（
Ｓｉｇｍａ）でコーティングした皿（Ｎｕｎｃ）において、約５％の二酸化炭素および約
５％の酸素で培養した。プレートした細胞密度は約１００細胞／ｃｍ２であり、細胞は２
日毎に分割した。
【０１５８】
　５％のＯ２で培養した約０．３～１×１０６のｅＧＦＰ　Ｃ５７Ｂ１／６　ＭＡＰＣを
、２７５ｃＧｙの放射線照射を受けた６～８週齢のＮＯＤ－ＳＣＩＤマウス（ｎ＝１１）
に尾静脈から注射して移植した。抗ａｓｉａｌｏ－ＧＭ１抗体（Ｗａｋｏ）（ストック溶
液２０μＬをＰＢＳ１×３８０μＬで希釈）の腹腔内注射を１日前、１０日目および２０
日目に行って、ＮＫ活性を低減した（表２）。
【０１５９】
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【表２】

　動物１～３に移植されたＭＡＰＣはＯｃｔ４のレベルが低かったが（ｍＥＳＣの０．１
％未満）、その他の全てのＭＡＰＣはＯｃｔ４のｍＲＮＡレベルはｍＥＳＣの３０％を超
えていた。
【０１６０】
　移植後（４～１０週間）、周期的に末梢血（ＰＢ）でリンパ造血系の再構築を評価した
。動物４および５は障害を来たしているようであったため、移植後５および７週間後に屠
殺した。動物１、２、６、１０および１１は、１２～２０週後に屠殺した。動物７～９は
依然として生存しており、ＰＢのみＧＦＰ陽性細胞について検査した。屠殺した全ての動
物で、血液、ＢＭおよび脾臓について、ｅＧＦＰリンパ造血細胞が存在しているかどうか
を評価した。また、組織を収集して、ＭＡＰＣ由来細胞の非リンパ造血系統への分化を測
定した。
【０１６１】
　表２に示す通り、１１例中３例の動物（Ｏｃｔ４が低レベルの動物１～３）は、ＭＡＰ
Ｃに由来するリンパ造血の徴候を呈さなかった。残る８例では、ｅＧＦＰ陽性のリンパ造
血のレベルが上昇し（データは非表示）、２０週目には９５％までに達した。動物を１０
週間前に評価した場合、生着レベルは低く、ＭＡＰＣからＨＳＣ（より成熟した造血細胞
を生じさせる）への変換はＨＳＣの移植に比して長引いているようであった。この可能性
と合致するのは、致死線量（９Ｇｙ）を照射したＦＡＮＣ－Ｃマウスに、不全ＢＭ細胞（
ＢＭマイナス幹細胞；早期の造血の回復を支援するが、長期の生着は支援しない）を併用
投与せずにＭＡＰＣを移植する場合、レシピエント動物は１４～２１日後に死亡するとい
う事実である（本明細書で下に記載）。しかし、不全ＢＭも投与したところ、動物は生存
し、場合によってはＧＦＰ＋　ＭＡＰＣ由来のリンパ造血を発現する。これらの所見に基
づき、このＭＡＰＣの用量は、急性の致死線量を照射された動物を救うことはできないが
、ＬＴＲ（長期再増殖）－ＨＳＣを生じさせることはできる。このようなＬＴＲ－ＨＳＣ
はｃＫｉｔおよびＳｃａ１を発現し、二次レシピエントに機能的リンパ造血を生じさせる
。さらに、ＭＡＰＣに由来するＨＳＣは、機能的ＴおよびＢ細胞を生成する場合があり、
それにより胸腺、脾臓およびリンパ節をはじめとする二次的なリンパ器官が増殖し、スカ
シ貝ヘモシアニン（ＫＬＨ）への免疫反応を備える場合がある。
【０１６２】
　マウス６のリンパ造血組織の解析により、複数系統の生着が明らかになった（図２Ａ）
。最初にＭＡＰＣを移植したＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスには、正常なサイズの脾臓、胸腺お
よびリンパ節が認められた。また、図２には、これらの臓器にｅＧＦＰ＋細胞が集合して
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いることを示す。
【０１６３】
　ＰＢ、ＢＭ、脾臓および胸腺の単一細胞の懸濁液についてＦＡＣＳ解析を行った。マウ
ス６の結果を図２Ｂ－Ｃに示す。ＢＭ、ＰＢ、脾臓および胸腺においてｅＧＦＰ＋ＣＤ４
５．２＋（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）細胞は明らかに識別
可能である（導入後１３週間で７０％までのＧＦＰ／ＣＤ４５．２細胞がＰＢ、ＢＭおよ
び脾臓に存在した）。ＰＢでは、ｅＧＦＰ＋細胞はＢ２２０、ＣＤ１９、ＣＤ３、ＣＤ４
、ＣＤ８、ＮＫ１．１、Ｍａｃ１およびＧＲ１（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｐｈａ
ｒｍｉｎｇｅｎ）と共に発現した。ＢＭの解析により、６８％のｅＧＦＰ＋細胞が、ＣＤ
３４ＰＥ、ＣＤ４５．２ＡＰＣ、Ｔｈｙ１．１ＰＥ、Ｓｃａ－１ＰＥ、ｃ－Ｋｉｔ　ＡＰ
Ｃ（Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）をはじめとする成熟した造血マー
カーを共に発現していたことが明らかになった。Ｔ細胞の頻度は低かった。マウス痕跡胸
腺においてＭＡＰＣによる緩徐な免疫再構築の観点からは、Ｔ細胞の産生は段階的に増加
するものと考えられ、胸腺の回復はＴ細胞の末梢化に先立って起こることから、これは予
期できなかったことではない。また、１％までのＧＦＰ＋細胞はＳｃａ１＋／ｃＫｉｔま
たはＴｈｙ１＋／ｃＫｉｔ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）を
共に発現した。これは、ＭＡＰＣからのＨＳＣの世代を示唆しており、ＧＦＰ＋ＣＦＵ－
Ｍｉｘ、ＢＦＵ－Ｅおよび顆粒球－単球－コロニー形成単位（ＣＦＵ－ＧＭ）が存在した
という所見とも矛盾しない。
【０１６４】
　脾臓、ＢＭおよび末梢血の細胞をＦＡＣＳ解析したところ、複数系統の生着が存在し、
骨髄（Ｍａｃ－１／Ｇｒ－１）、Ｂ－（Ｂ２２０／ＣＤ１９／ＩｇＭ）およびＴ－（ＣＤ
４／ＣＤ８／ＴＣＲαβ）リンパ球に分化していることが明らかになった。例えば、脾臓
では（図２Ｃ）、Ｂリンパ球（ＣＤ１９ＰＥ、Ｂ２２０ＡＰＣ、ＩｇＭＡＰＣ（ＢＤ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）およびＴリンパ球（ＣＤ４ＡＰＣおよび
ＣＤ８ＡＰＣ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ）の表現型を有す
る細胞への分化が検出された。ｅＧＦＰで選別した脾臓Ｔ細胞は、Ｂａｌｂ／Ｃ由来の細
胞と混合リンパ球反応培地で反応し、抗ＣＤ３＋抗ＣＤ２８　ｍＡｂｓ（Ｄｒ．Ｃａｒｌ
　Ｊｕｎｅ提供の抗体；Ｂｒｉｃｅ，ｅｔ　ａｌ．，１９９８）で刺激されることができ
た。ＣＤ４、ＣＤ８およびＴＣＲβ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｐｈａｒｍｉｎｇ
ｅｎ）を発現した胸腺のｅＧＦＰ＋細胞も検出された。腸の大まかな検査でも、ｅＧＦＰ
を含有するパイアー斑が認められた。
【０１６５】
　（実施例２：ＭＡＰＣはインビトロでＨＳＣ／ＨＰＣに分化し得る）
　造血細胞は、ＯＰ９３５等のフィーダー細胞を使用するか、ＥＳ細胞に胚様体（ＥＢ）
を形成させるかのいずれかによって、マウスＥＳＣから生成することができ（Ｃｈｏｉ　
Ｋ，ｅｔ　ａｌ．，１９９８）、その後中胚葉と血管芽細胞との中間期で作用することが
知られているサイトカインを使用して、その後は後期に作用する造血細胞サイトカインを
使用して、造血細胞を誘導する（Ｆａｌｏｏｎ　Ｐ，ｅｔ　ａｌ．，２０００；Ｓｃｈｕ
ｈ　ＡＣ，ｅｔ　ａｌ．，１９９９）。ＥＳＣは、Ｆｌｋ１、ＳＣＬおよびＬＭＯ２をは
じめとする血管芽細胞マーカーを連続的に発現し、その後は造血細胞マーカーを発現する
。原始的、次いで決定的な造血の連続的な活性化が認められる。発達中、ＡＧＭ領域に生
じる決定的なＨＳＣは、ｃ－ＫｉｔおよびＡＡ４．１陽性である。注目すべきは、汎造血
細胞マーカーであるＣＤ４５が発達中にＣＤ４１を獲得してから発現し、ＣＤ４５ではな
くＣＤ４１の発現がＬＴＲ－ＨＳＣの運命への分化を示すと考えられる点である（Ｍｉｋ
ｋｏｌａ　ＨＫ，ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｂｅｒｔｒａｎｄ　ＪＹ，ｅｔ　ａｌ．，２
００５）。
【０１６６】
　ｍＥＳＣからインビトロで精製した造血細胞を出生後の動物に移植すると、生着は全く
またはごく僅かしか認められない（Ｐｏｔｏｃｎｉｋ　ＡＪ，ｅｔ　ａｌ．，１９９７）
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。Ｋｙｂａ，ｅｔ　ａｌ．（２００２；２００３）には、ＨｏｘＢ４またはＳｔａｔ５Ａ
が短期間ｍＥＳＣ由来の造血細胞で発現すると、リンパ系の再構築がそれほど頑健でなく
ても、インビボでの生着が可能になることが近年開示されている。ｈＥＳＣからの同様の
インビトロでの分化も達成されている（Ｋａｕｆｍａｎ　ＤＳ，ｅｔ　ａｌ．，２００１
；Ｔｉａｎ　Ｘ，ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｖｏｄｙａｎｉｋ　ＭＡ，ｅｔ　ａｌ．，２
００５；Ｗａｎｇ　Ｌ，ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｃｅｒｄａｎ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．，２
００４）。幾つかの試験では、ｈＥＳＣ由来の造血細胞が、たとえ生着レベルが低くても
、放射線照射を受けた免疫不全動物に生着することが示唆されている。
【０１６７】
　細胞が血管芽細胞およびＨＳＣにインビトロで特化および分化するのを支配する段階を
支持するため、幾つかの間質細胞系が成体ＢＭ、胎児肝およびＡＧＭをはじめとする造血
微小環境から作成されてきており、そのうちの幾つかは原始的な前駆細胞を支持する。こ
れらの細胞系の２つであるＥＬ０８－１Ｄ２およびＵＧ２６－１Ｂ６（Ｏｏｓｔｅｎｄｏ
ｒｐ　ＲＡ，ｅｔ　ａｌ．，２００２；Ｂｕｃｋｌｅｙ　Ｓ，ｅｔ　ａｌ．，２００４）
が、長期培養（ＬＴＣ）においてヒトおよびマウスの両造血前駆細胞（ＨＰＣ）を支持し
、何れのフィーダー細胞もマウス再増殖ＨＳＣを支持し（Ｋｕｓａｄａｓｉ　Ｎ，ｅｔ　
ａｌ．，２００２；Ｏｏｓｔｅｎｄｏｒｐ　ＲＡ，ｅｔ　ａｌ．，２００２；Ｈａｒｖｅ
ｙ　Ｋ，ｅｔ　ａｌ．，２００４；Ｏｏｓｔｅｎｄｏｒｐ　ＲＡ，ｅｔ　ａｌ．，２００
２）、本明細書で以下に記載する通り、ＥＬ０８－１Ｄ２細胞系がＭＡＰＣをインビトロ
でリンパ増殖の運命に定めることができる。さらに、幾つかのサイトカインおよび因子が
早期の造血組織の特定化および分化の原因となることが確認されてきた。これらには、中
胚葉とＨＳＣとの中間期で作用する因子およびＨＳＣレベルでの活動が知られている、例
えばＴＧＦβ／ＢＭＰファミリーのメンバー（Ｌｅｕｎｇ　ＡＹＨ，ｅｔ　ａｌ．，２０
０４）またはＷｎｔ（Ｒｅｙａ　Ｔ．，２００３）ファミリー、ＩＨＨ（Ｄｙｅｒ　ＭＡ
，ｅｔ　ａｌ．，２００１）、ＶＥＧＦ（Ｃｈｏｉ　Ｋ，１９９８）またはｂＦＧＦ（Ｆ
ａｌｏｏｎ　Ｐ，ｅｔ　ａｌ．，２０００）並びにＳＣＦ、Ｆｌｔ３ＬおよびＴｐｏとい
った早期に作用する造血細胞サイトカイン因子等がある。
【０１６８】
　（Ａ．ｍＭＡＰＣはＥＬ０８－１Ｄ２細胞との共培養の後、リンパ造血細胞に分化する
）　Ｊｉａｎｇ，Ｙ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）に記載の通り、約５％のＯ２下で、ｅＧ
ＦＰトランスフェニックマウス骨髄細胞からマウスＭＡＰＣ細胞系を樹立した。１０４の
ｅＧＦＰ＋　ｍＭＡＰＣを、Ｅ１１．５マウス胎児肝フィーダー（ＥＦＬ）ＥＬ０８－１
Ｄ２細胞（集密状態まで増殖させ、セシウム２５００ｃＧｙを照射；Ｄｒ．Ｅ．Ｄｚｉｅ
ｒｚａｋ，Ｒｏｔｔｅｒｄａｍから入手；Ｏｏｓｔｅｎｄｏｒｐ　ＲＡ，ｅｔ　ａｌ．，
２０００）と共に、２０ｎｇ／ｍＬのｍＳＣＦ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１０ｎｇ／
ｍＬのｍＴｐｏ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１０ｎｇ／ｍＬのｍＩＬ３（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ）、１０ｎｇ／ｍＬのｍＩＬ６（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）を入れた１０％Ｆ
ＣＳ含有培地（Ｍｙｅｌｏｃｕｌｔ　Ｍ５３００（Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｉｅｓ））で１５日間培養し、２０ｎｇ／ｍＬのｍＳＣＦ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ
）、１０ｎｇ／ｍＬのｍＩＬ－３（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）、１０ｎｇ／ｍＬのｍＩＬ
－６（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）および３Ｕ／ｍＬのｈＥｐｏを含有するＭｅｔｈｏｃｕ
ｌｔ培地（ＭｅｔｈｏＣｕｌｔＴＭメチルセルロースを主成分とする培地（Ｓｔｅｍ　Ｃ
ｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ））を使用して１４～１６日間ＣＦＣ培養を行った。
細胞は１×βメルカプトエタノール（Ｇｉｂｃｏ）の存在下において、５％のＣＯ２で３
７℃にて培養した。
【０１６９】
　未分化ＭＡＰＣおよび１４日目のＭＡＰＣの造血細胞、内皮細胞および内胚葉細胞マー
カーについてＱ－ＲＴ－ＰＣＲで評価した。１４日目～１６日目のＭｅｔｈｏｃｕｌｔ培
養物は、ＣＦＣの存在をスコア化した。未分化ＭＡＰＣのＱ－ＲＴ－ＰＣＲ解析では、Ｌ
ＭＯ２、ＳＣＬ、ＧＡＴＡ１またはＰＵ．１　ｍＲＮＡは検出されず、ＧＡＴＡ２　ｍＲ
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ＮＡは極めて低レベルであり、ＦＡＣＳ解析では、未分化ｍＭＡＰＣはｃＫｉｔ陽性であ
ったが、Ｓｃａ１陰性、ＣＤ３４陰性、ＣＤ４１陰性、ＣＤ４５陰性、Ｔｈｙ１陰性およ
びＬｉｎ陰性であった（抗体はＢＤ　Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎから購入）。Ｌｉｎｅａｇｅ
　ＣｏｃｋｔａｉｌはＧｒ－１、Ｍａｃ－１、Ｔｅｒｒ－１１９、ＣＤ４、ＣＤ８および
ビオチン化したＢ２２０を含有する。
【０１７０】
　造血細胞転写因子（ＧＡＴＡ２、ＧＡＴＡ１、ＬＭＯ２、ＳＣＬ、ＰＵ．１）の転写産
物は１４日目までに発現し、２８日目までさらに増加した（図３Ａ）。より成熟した造血
細胞のマーカー（ＣＤ４５、ＭＰＯ、ＨｂγおよびＨｂβ）は１４日目には発現しなかっ
たが、２８日目には大量に発現した。興味深いことに、ＨｂγおよびＨｂβが同定され、
造血が胚性ではなく決定的であることを示唆した。内皮細胞の転写産物（Ｆｌｋ１、ＶＥ
－ｃａｄｈｅｒｉｎ、ｖＷＦ）も１４日目までに有意に発現することが明らかになったが
、そのレベルは２８日目までに低下し、分化の最初の段階は、ｍＥＳＣについて記載され
ているのと同様に（Ｃｈｏｉ　Ｋ．，１９９８；Ｃｈｏｉ　Ｋ，ｅｔ　ａｌ．，１９９８
）、血管芽細胞の中間産物を介して起こる場合があることを示唆した。ＣＦＵ－Ｍｉｘコ
ロニーも生成された（図３Ｂ）。
【０１７１】
　（Ｂ．ヒト（ｈ）ＭＡＰＣもリンパ造血細胞に分化する）
　ヒトＭＡＰＣ細胞系を樹立し、本明細書に記載の通り培養した。ＧＬｙＡ、ＣＤ４５お
よびＣＤ３４陰性であるｅＧＦＰ導入ＭＡＰＣ（ｎ＝２０）を、マウス卵黄嚢中胚葉細胞
系であるＹＳＭ５と共に培養したところ、１０ｎｇ／ｍＬのｂＦＧＦおよびＶＥＧＦを添
加した無血清培地において６日間で懸濁細胞が凝集した。６日後、ｅＧＦＰ＋細胞（即ち
ＭＡＰＣ子孫細胞）のみが残り、ＹＳＭ５細胞は死滅していた。
【０１７２】
　残った細胞を、１０ｎｇ／ｍＬの骨形成タンパク質（ＢＭＰ）４、ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ
、幹細胞因子（ＳＣＦ）、Ｆｌｔ３Ｌ、ハイパーＩＬ６、トロンボポイエチン（ＴＰＯ）
およびエリスロポイエチン（ＥＰＯ）を添加した、１０％ウシ胎児血清（ＦＣＳ）を含有
するメチルセルロース培地に移して２週間培養した。これらの培養では、結合ｅＧＦＰ＋

細胞および小さく丸い非結合細胞の両方が、結合細胞に結合した多くのコロニーを形成し
ている様子が検出された。非結合画分および結合画分を別々に収集し、１０ｎｇ／ｍＬの
ＶＥＧＦおよびｂＦＧＦを添加した１０％ＦＣＳ含有培地で７日間培養した。結合細胞は
ｖＷＦで陽性染色され、ＥＣＭにプレートすると血管を形成し、ａ－ＬＤＬを取り込むこ
とができ、それらが内皮細胞の性質を有することを示した。非結合細胞の５～５０％がフ
ローサイトメトリーによりヒト特異的ＧｌｙＡおよびＨＬＡ－クラスＩで陽性染色された
。Ｇｌｙ－Ａ＋／ＨＬＡ－クラスＩ＋細胞をＦＡＣＳで選択した。Ｗｒｉｇｈｔ－Ｇｉｅ
ｍｓａ法で、これらの細胞は特徴的な形態を呈し、原始的な赤芽球の染色パターンを呈し
た。免疫ペルオキシダーゼ法では細胞はベンジジン陽性およびヒトＨｂ陽性であった。Ｒ
Ｔ＝ＰＣＲにより、これらの細胞はヒト特異的Ｈｂ－ｅを発現したが、Ｈｂ－ａは発現し
なかった。
【０１７３】
　２０％ＦＣＳおよびＥＰＯを使用したメチルセルロース検定に再プレーティングしたと
ころ、小さな赤血球コロニーが１０日後に確認され、これらのコロニーの１００％がヒト
特異的ＧｌｙＡおよびＨｂで陽性染色された。ＭＡＰＣの選択は、ＢＭ中のＣＤ４５＋お
よびＧｌｙＡ＋細胞の枯渇に依存し、培養ＭＡＰＣはＦＡＣＳおよびｃＤＮＡアレイ解析
の何れでも常にＣＤ４５－およびＧｌｙＡ－であるため、ＭＡＰＣが造血細胞に汚染され
ていることは考えにくい。
【０１７４】
　（実施例３：ＦＡＮＣＣ－／－マウスにおけるＭＡＰＣの血液への分化：ＦＡＮＣＣ－
／－ＭＡＰＣの遺伝子修復）
　ファンコーニ貧血（ＦＡ）は常染色体劣性遺伝によって遺伝する重度の骨髄（ＢＭ）不
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全症候群である。少なくとも１１のＦＡ遺伝子が存在する（Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ１（ＢＲＣＡ
２）、Ｄ２、Ｅ、Ｆ、Ｇ、Ｉ、ＪおよびＬ）。これらの１１種類は殆ど全ての症例におい
てファンコーニ貧血の原因となる。ＦＡ－Ａ、ＦＡ－ＣおよびＦＡ－Ｇにおける突然変異
が最も多く、世界中のＦＡ患者の約８５％の原因となっている。ＦＡ－Ｄ１、ＦＡ－Ｄ２
、ＦＡ－Ｅ、ＦＡ－ＦおよびＦＡ－Ｌは１０％を占める。ＦＡ－Ｂ、ＦＡ－ＩおよびＦＡ
－ＪはＦＡ患者の５％未満である。ファンコーニ貧血遺伝子の大半はクローン化されてい
る。
【０１７５】
　ＦＡは性別を問わず等しく発症する。また、民族も問わず認められる。ＦＡの臨床徴候
は、段階的な骨髄不全によって定義されており、症例の大半で何らかの先天性奇形が認め
られる（Ｌｉｕ　ＪＭ．，２０００）。さらに、ＦＡ患者は、年齢を重ねると共に骨髄異
形成、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）および固形腫瘍を発症するリスクが高い（Ａｌｔｅｒ
　ＢＰ．，１９９２）。例えば、ＦＡ患者は、頭頚部、婦人科器官および消化器の扁平上
皮細胞癌を発症する確率が高い。
【０１７６】
　この障害の血液学的徴候の長期にわたる治癒的処置の第一の方法は、同種異系ドナーを
使用した骨髄（ＢＭ）または末梢血幹細胞（ＰＢＳＣ）移植である（Ｇｌｕｃｋｍａｎ　
Ｅ．，１９９３；Ｋｏｈｌｉ－Ｋｕｍａｒ　Ｍ．，ｅｔ　ａｌ．，１９９４；Ｇｕａｒｄ
ｉｏｌａ　Ｐ，ｅｔ　ａｌ．，２０００）。しかし、これらの処置は血液学的な欠損のみ
に取り組んだものであり、付随する表皮細胞の欠損に取り組んだものではない。さらに、
移植には同種異系ドナーの細胞が関与するため、レシピエントによるドナー細胞の拒絶反
応のリスクがある。エキソビボで遺伝子修正を受けている自家骨髄細胞を使用する試みも
、遺伝子導入の不足並びに骨髄幹細胞がインビトロで培養されにくい等の種々の問題によ
り成功には程遠い。
【０１７７】
　多能性成体前駆細胞（ＭＡＰＣ）は、インビボでリンパ造血細胞に分化するだけでなく
、例えば肝細胞、消化器細胞、肺上皮細胞および内皮細胞にも生着する、成人の骨髄内の
幹細胞集団である。また、ＭＡＰＣは分化能を失うことなく長期間にわたって増殖／培養
することができ、遺伝子操作（遺伝子治療で使用）が行いやすい。このように、ＭＡＰＣ
はＦＡの処置に理想的な源である。
【０１７８】
　（材料および方法）
　（ＦＡＮＣＣ＋／＋マウスの骨髄由来のＭＡＰＣの単離および強化）
　ｅｘｏｎ９が破壊されたＦＡＮＣＣマウス相同遺伝子を有するＦＡＮＣＣ－／－マウス
およびその同系の健常対照ＦＡＮＣＣ＋／＋マウスをＤｒ．Ｍａｒｋｕｓ　Ｇｒｏｍｐｅ
より受領した。マウスの大腿骨から骨髄を採取した。Ｊｉａｎｇ，ｅｔ　ａｌ．（２００
２）に若干の改変を加えてＭＡＰＣを培養した。要約すれば、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｐｌａｑｕ
ｅ密度勾配遠心法によって骨髄単核細胞を得た（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ　Ｃｏ
．［米国ミズーリ州セントルイス］）。単核細胞をプレートし、微小磁性ビーズ（Ｍｉｌ
ｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ［米国カリフォルニア州サニーベール］）を使用して枯渇させ
た。５０００個のＣＤ４５－ＧｌｙＡ－細胞を、１０ｍｇ／ｍＬのフィブロネクチン（Ｆ
Ｎ）でコーティングした９６ウェルプレートに、１×インスリン－トランスフェリン－セ
レン（ＩＴＳ）、１×リノール酸－ウシ血清アルブミン（ＬＡ－ＢＳＡ）、１０－８Ｍデ
キサメタゾン、１０－４Ｍアスコルビン酸２－リン酸塩（ＡＡ）、１００Ｕのペニシリン
および１０００Ｕのストレプトマイシンを添加した、ＤＭＥＭ－ＬＧ（５８％；Ｇｉｂｃ
ｏ－ＢＲＬ［米国ニューヨーク州グランドアイランド］）、ＭＣＤＢ－２０１（４０％；
Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．［米国ミズーリ州セントルイス］）、２％ＦＣＳ
（Ｈｙｃｌｏｎｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ［米国ユタ州ローガン］）からなる１ｍＬ
のＭＡＰＣ増殖培地にプレートした。培地に１０ｎｇ／ｍＬのＥＧＦおよび１０ｎｇ／ｍ
ＬのＰＤＧＦ－ＢＢ（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ［米国ミネソタ州ミネアポリス］）および
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１０ｎｇ／ｍＬの白血病抑制因子を添加した。５０％の集密状態に達したら、細胞をトリ
プシン／ＥＤＴＡ（Ｓｉｇｍａ）から分離し、より大きな培養器に２倍に希釈して再プレ
ートし、細胞濃度を０．８～２×１０３細胞／ｃｍ２に保った。この細胞を１×βメルカ
プトエタノール（Ｇｉｂｃｏ）および５％のＯ２の存在下でも培養した。
【０１７９】
　（ＭＡＰＣの解析）
　形態：樹立したＦＡＮＣＣ＋／＋ＭＡＰＣは、ＭＡＰＣに特徴的な小さく紡錘状の細胞
となる（Ｊｉａｎｇ，ｅｔ　ａｌ．，２００２）。単離細胞の表現型を、表面マーカーの
発現に基づいてＦＡＣＳを使用して解析し、Ｑ－ＲＴ－ＰＣＲでＯｃｔ４およびｎａｎｏ
ｇ等の幹細胞マーカーの存在を評価した（Ｊｉａｎｇ，ｅｔ　ａｌ．，２００２）。
【０１８０】
　（ＭＡＰＣの分化）
　単離したＭＡＰＣの複数系統への分化能を、以前に記載されている通り（Ｊｉａｎｇ，
ｅｔ　ａｌ．，２００２）、内皮細胞、神経外胚葉細胞および肝細胞様細胞への分化能を
試験することによって評価した。
【０１８１】
　（正常な同系の（ＦＡＮＣＣ＋／＋）ＭＡＰＣのＦＡＮＣＣ－／－マウスへの移植）
　レンチウイルスによるＦＡＮＣＣ＋／＋ＭＡＰＣの標識：移植前にＭＡＰＣにレンチ－
ＧＦＰを導入した。但し、トランスジェニックＧＦＰ　ＭＡＰＣも使用し得る。Ｊｉａｎ
ｇ，ｅｔ　ａｌ．（２００２）の記載に従って、ＧＦＰ＋　ＭＡＰＣを尾静脈からＦＡＮ
ＣＣ－／－マウスに注入した。要約すれば、１×１０６の未分化ＭＡＰＣを、２００，０
００個の不全骨髄細胞（Ｓｃａ－１枯渇細胞）と共に、約７．５Ｇｙ～約９．０Ｇｙを照
射した６～９週齢のＦＡＮＣＣ－／－マウスに尾静脈を介して注射した。不全骨髄細胞の
みを移植したＦＡＮＣＣ－／－マウスを対照として使用した。末梢血のＦＡＣＳ解析を移
植から４～６週間、定期的に実施した。移植から８～１０週間後、動物を屠殺して、末梢
血および骨髄等の造血器官へのＭＡＰＣの分化をＦＡＣＳで解析した。例えば、移植マウ
スの末梢血および骨髄を移植から８～１０週間後に単離した。試料から赤血球を枯渇させ
、血液マーカーＣＤ４５で標識し、ＦＡＣＳで解析した。ＧＦＰおよびＣＤ４５陽性の細
胞は、ＧＦＰ＋　ＭＡＰＣに由来する血球である。
【０１８２】
　ＧＦＰ＋　ＭＡＰＣの非造血組織への寄与を、ＧＦＰについて免疫組織化学的に評価し
、ＧＦＰについてゲノムＤＮＡのＱ－ＰＣＲ解析を行った。
【０１８３】
　（結果）
　レンチウイルスにより緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）を導入した正常なＭＡＰＣは、亜
致死線量の放射線を照射したＦＡＮＣＣ－／－マウス（ファンコーニ貧血Ｃ群ノックアウ
トマウスモデル）に注射されると、宿主の造血系に分化した。移植から８～１０週間後、
これらのマウスの骨髄中のＣＤ４５＋細胞の２～５％がドナー由来のＧＦＰ＋細胞であっ
た。ＧＦＰ陽性細胞は、末梢血（ＰＢ）にも、移植動物から採取した肝、肺および筋とい
った種々の組織にも検出された。
【０１８４】
　本明細書で実証されている通り、Ｏｃｔ４を有意に発現するＭＡＰＣを、ＮＫ細胞が枯
渇したＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスに使用すると、少なくとも８０％の造血細胞の再増殖が起
こる。同じ条件をＦＡＮＣＣ－／－マウスに使用して、より高レベルの生着を達成した。
ＦＡＮＣＣ－／－骨髄中に生着した細胞をさらに選択的に再増殖させるため、宿主の骨髄
細胞（ＦＡＮＣＣ－／－細胞）には毒性用量となるが、正常なＭＡＰＣ由来の造血細胞に
は毒性用量とならない（約４０ｍｇ／ｋｇ）シクロホスファミド（シクロホスファミドは
アルキル化剤として知られる薬物の一種で、癌細胞の増殖を緩徐にするか停止させる）を
動物に投与した。
【０１８５】
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　このように、ＦＡを来した被験体から宿主ＭＡＰＣを単離し、培養し、エキソビボでの
遺伝子欠損の修正を行うことができた。細胞は、被験体のＦＡ処置のための細胞の自家資
源として使用し得る（エキソビボで遺伝子修正を行ったＦＡ　ＭＡＰＣのＦＡ被験体にお
ける長期の再構築）。
【０１８６】
　（実施例４：慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）を処置するための自家ＭＡＰＣの使用）
　慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）は、フィラデルフィア染色体（Ｐｈ）およびＢＣＲ／ＡＢ
Ｌ融合遺伝子を特徴とする、ＨＳＣのクローン性骨髄増殖性障害である（Ｒｏｗｌｅｙ　
Ｊ，１９９０）。ここ２０年、ＣＭＬの治療の中心はＨＳＣ移植およびＩＦＮ－α療法で
あった。より最近になると、特異的ｐ２１０ＢＣＲ／ＡＢＬ　ＴＫ阻害剤であるイミチナ
ブ（ＧｌｅｅｖｅｃＴＭ；Ｎｏｖａｒｔｉｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ　Ｃｏｒ
ｐｏｒａｔｉｏｎ［米国ニュージャージー州イーストハノーバー］）がＣＭＬ患者に対す
る第一選択薬となっている。しかし、イマチニブを投与された患者の中には、細胞遺伝学
的寛解（ＣＲ）が得られないものもおり、分子学的寛解を得た患者は再発する場合がある
ことが確認されている（Ｋａｎｔａｒｊｉａｎ，ｅｔ　ａｌ．，２００３；Ｇａｍｂａｃ
ｏｒｔｉ－Ｐａｓｓｅｒｉｎｉ　ＣＢ，ｅｔ　ａｌ．，２００３）。このような患者のた
め、その他の治療法を評価する必要がある。
【０１８７】
　一つの可能性は、細胞学的寛解の時点で採取した自家ＨＳＣを使用することである。し
かし、患者がイマチニブ投与の後にＣＲに達していても、悪性ＨＳＣは存続することが明
らかにされている（Ｂｈａｔｉａ　Ｒ，ｅｔ　ａｌ．，２００３）。ＣＭＬに対する自家
移植はＣＲをもたらすことが明らかにされているが、長期にわたってそれを持続できるも
のは殆どいない（Ｂａｒｎｅｔｔ　ＭＪ，ｅｔ　ａｌ．，１９９４；Ｖｅｒｆａｉｌｌｉ
ｅ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．，１９９８；Ｃａｒｅｌｌａ　ＡＭ，ｅｔ　ａｌ．，１９９７）。
一卵性双生児での移植が少なくとも５倍長期の寛解をもたらすため（Ｔｈｏｍａｓ　Ｅ，
ｅｔ　ａｌ．，１９８６）、これらの所見は、再注入された移植片の大半が悪性細胞で汚
染されているという事実と矛盾しない（Ｄｅｉｓｓｅｒｏｔｈ　ＡＢ，ｅｔ　ａｌ．，１
９９４）。
【０１８８】
　しかし、ＣＭＬ患者のＢＭ培養物（間質細胞）中の非造血細胞はＰｈ－であることから
（Ｂｈａｔｉａ　Ｒ，ｅｔ　ａｌ．，１９９５）、ＣＭＬ患者のＢＭから生成したＭＡＰ
Ｃには、Ｐｈ染色体またはＢＣＲ／ＡＢＬ遺伝子配列が存在しない場合がある。このため
、ＭＡＰＣは、ＣＭＬ患者に自家移植を行うのに使用できる幹細胞の集団を構成する場合
がある。
【０１８９】
　このため、ＣＭＬ患者のｈＭＡＰＣは、ＰＨ－－ＢＣＲ／ＡＢＬ－である場合があり、
長期にわたって良性の再増殖する（ＬＴＲ）ＨＳＣおよび成熟したインビボでの造血子孫
細胞を生じさせる場合がある。ＢＭを１０例の新たに診断されたＣＭＬ患者（例えば、ま
だ化学療法も放射線療法も受けていない患者）から採取し、ＭＡＰＣを単離する。標準的
な方法を使用して、ＭＡＰＣ集団にＰｈ染色体およびＢＣＲ／ＡＢＬ遺伝子が存在するか
どうかを試験する。細胞遺伝学的安定性が、テロメラーゼ活性およびテロメア長と共に持
続する。間葉性細胞、内皮細胞、肝細胞様細胞および神経外胚葉細胞への分化能を、以前
に記載されているように（Ｒｅｙｅｓ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．，２００１；Ｓｃｈｗａｒｔｚ
　ＲＥ，ｅｔ　ａｌ．，２００２；Ｒｅｙｅｓ　Ｍ，ｅｔ　ａｌ．，２００２）試験する
。本明細書で非白血病（ＮＬ）のＢＭ由来のＭＡＰＣについて記載した通り、ＭＡＰＣ系
が確立されたら、リンパ造血細胞をインビトロおよびインビボで生成する能力を試験する
。
【０１９０】
　１０個ほどのｃＫｉｔ＋Ｌｉｎ－Ｓｃａ１＋（ＫＬＳ）マウス細胞が、生着後に頑健な
造血を生じさせ、骨髄細胞、Ｂリンパ球およびＴリンパ球を回収し得る（Ｓｐａｎｇｒｕ
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ｄｅ　Ｇ，ｅｔ　ａｌ．，１９８８）。ヒトＵＣＢ　ＣＤ３４＋Ｌｉｎ－ＣＤ３８－細胞
をＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスに移植すると、１％を超えるヒト造血細胞を検出するのに少な
くとも５００細胞が必要であり、異種間の移植の有効性はかなり低いことが示されている
。さらに、ＮＯＤ－ＳＣＩＤマウスにおけるヒト造血は、大量のＢ細胞および若干の骨髄
細胞をもたらすが（Ｈｏｇａｎ　ＣＪ，ｅｔ　ａｌ．，１９９７；Ｂｈａｔｉａ　Ｍ，ｅ
ｔ　ａｌ．，１９９８）、Ｔ細胞はもたらさない。しかし、ヒトＣＤ３４＋細胞をＢＮＸ
（Ｄａｏ　ＭＡ　ａｎｄ　Ｎｏｌｔａ　ＪＡ．，１９９８）、ＮＯＤ－ＳＣＩＤ－ＩＬ２
γｃＲ－／－（Ｙａｈａｔａ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．，２００２）またはＩＬ２γｃ／Ｒａｇ
２－／－（Ｔｒａｇｇｉａｉ　Ｅ，ｅｔ　ａｌ．，２００４）マウスに移植すると、機能
的なヒト免疫反応を生成するＴリンパ球も検出される。ヒトＣＤ３４＋細胞と同じく、ヒ
トＭＡＰＣの生着レベルはマウスＭＡＰＣに比して低いため、使用する細胞量は、破壊線
量に近い放射線（７００ｃＧｙ）の照射を受けた動物において約１０７細胞／マウスにな
るように調節する。
【０１９１】
　ヒトＭＡＰＣ（約１０５～１０７細胞／動物）を、放射線照射を受けた６～８週齢のＩ
Ｌ２Ｒγｃ／Ｒａｇ２－／－マウスに移植する。４～１６週間後にヒトリンパ造血の徴候
があるかどうかについてＰＢを評価する。１６週間後に動物を屠殺し、ＰＢ、ＢＭ、脾臓
、胸腺およびリンパ節のｈｕＣＤ４５＋細胞をＦＡＣＳで評価した。インビボで細胞を追
跡するためのもう一つのマーカーとして、レンチウイルスベクターを含有するｅＧＦＰを
導入したｈｕＭＡＰＣを使用する。ＨＳＣの世代をインビボで評価するため、全骨髄の二
次移植を実施し、奏功すれば選択したｈｕＣＤ３４＋Ｌｉｎ－細胞を移植する。
【０１９２】
　ｈＥＳＣを造血細胞に分化させる方法は、一般的にｍＥＳＣを造血細胞に分化させる方
法と同じであるため（Ｎａｋａｎｏ　Ｔ，ｅｔ　ａｌ．，１９９４；Ｖｏｄｙａｎｉｋ　
ＭＡ，ｅｔ　ａｌ．，２００５）、インビトロにおけるｈＭＡＰＣからのリンパ造血系の
特性確認および分化運命を、ｍＭＡＰＣをリンパ造血系統に分化させる方法（上述）を使
用して評価した。本明細書で上述の通り、ｈＭＡＰＣは、ＶＥＧＦ、ＢＭＰ４、ｂＦＧＦ
および造血サイトカインの存在下で、ＯＰ９フィーダー細胞と共培養することによって、
リンパ造血系統に分化させることができる。
【０１９３】
　上で得られたｈＭＡＰＣ－子孫細胞を放射線照射したＩＬ２Ｒγｃ／Ｒａｇ２－／－マ
ウスに移植する。初期の試験では、バルク培養したＭＡＰＣ－子孫細胞を移植する。これ
らの細胞が生着したら、ＣＤ３４、ＣＤ４１ａ、ＣＤ４３、ＣＤ４５、Ｔｈｙ１、ｃＫｉ
ｔおよび／またはＣＤ１３３の発現に基づいて細胞を選択することによって、生着した細
胞の表現型を同定し、最初にインビトロにおいてコロニー形成細胞（ＣＦＣ）を生成する
能力を試験し、次にインビボでの移植を試験する。長期にわたり再増殖する細胞が生成し
たことを明らかにするため、幾つかの二次移植を実施する予定である。
【０１９４】
　このように、非悪性非胚性幹細胞は、ＣＭＬをはじめとする造血器の悪性腫瘍および場
合によっては再生不良性貧血またはリンパ造血系の遺伝性障害といったその他のリンパ造
血障害の自家移植に利用可能である。
【０１９５】
　（参考文献）
【０１９６】
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【表３－７】

　全ての刊行物、特許および特許出願は参考として本明細書に組み入れられている。前述
の明細書において、本発明はその特定の望ましい実施形態と関連付けて説明されており、
多くの詳細が例示の目的のために示されているが、本発明はその他の実施形態にも対応し
ており、本明細書に記載の詳細の幾つかは、本発明の基本原則から逸脱することなく、大
きく変化する場合があることは、当業者に明らかとなるであろう。
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