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(57)【要約】
　本明細書に記載の技術は、例えば、外来遺伝子材料を
導入することなしに、より多能性の状態を細胞にとらせ
ることに関する方法、アッセイ、および組成物に関する
。
【選択図】図５Ａ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞をストレスに供する工程を含む、多能性細胞を生成する方法。
【請求項２】
　多能性細胞が外来遺伝子、転写物、タンパク質、核成分もしくは細胞質の導入なしに、
または細胞融合なしに生成される、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　多能性を示す細胞を選択する工程をさらに含む、請求項１または２記載の方法。
【請求項４】
　細胞が組織の部分として存在しない、請求項１～３のいずれか１項記載の方法。
【請求項５】
　細胞が体細胞、幹細胞、前駆細胞または胚細胞である、請求項１～４のいずれか１項記
載の方法。
【請求項６】
　細胞が単離された細胞である、請求項１～５のいずれか１項記載の方法。
【請求項７】
　細胞が細胞の不均一な集団中に存在する、請求項１～６のいずれか１項記載の方法。
【請求項８】
　細胞が細胞の均一な集団中に存在する、請求項１～７のいずれか１項記載の方法。
【請求項９】
　多能性を示す細胞を選択する工程が、幹細胞マーカーを発現する細胞を選択することを
含む、請求項１～８のいずれか１項記載の方法。
【請求項１０】
　幹細胞マーカーが以下からなる群より選択される、請求項９記載の方法：
Ｏｃｔ４；Ｎａｎｏｇ；Ｅ－カドヘリン、およびＳＳＥＡ４。
【請求項１１】
　多能性を示す細胞を選択する工程が、接着性でない細胞を選択することを含む、請求項
１～１０のいずれか１項記載の方法。
【請求項１２】
　ストレスが組織または細胞培養物における非生理的ストレスを含む、請求項１～１１の
いずれか１項記載の方法。
【請求項１３】
　ストレスが以下から選択される少なくとも１つの環境刺激への細胞の曝露を含む、請求
項１～１２のいずれか１項記載の方法：外傷、機械的刺激、化学的曝露、超音波刺激、酸
素欠乏、照射、極度な温度への曝露、解離、トリチュレーション、物理的ストレス、高浸
透圧、低浸透圧、膜損傷、毒素、極度のイオン濃度、活性酸素、ＵＶ曝露、強可視光、必
須栄養の欠乏、または非生理的酸性環境。
【請求項１４】
　ストレスが約３．０～約６．８のｐＨに細胞を曝露することを含む、請求項１～１３の
いずれか１項記載の方法。
【請求項１５】
　ストレスが約４．５～約６．０のｐＨに細胞を曝露することを含む、請求項１～４のい
ずれか１項記載の方法。
【請求項１６】
　ストレスが約５．４～約５．８のｐＨに細胞を曝露することを含む、請求項１５記載の
方法。
【請求項１７】
　細胞が２～３日間曝露される、請求項１２～１６のいずれか１項記載の方法。
【請求項１８】
　細胞が１日間以下曝露される、請求項１２～１７のいずれか１項記載の方法。
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【請求項１９】
　細胞が１時間以下曝露される、請求項１２～１８のいずれか１項記載の方法。
【請求項２０】
　細胞が約３０分間曝露される、請求項１２～１９のいずれか１項記載の方法。
【請求項２１】
　極度な温度への曝露が、３５℃未満または４２℃超の温度に細胞を曝露することを含む
、請求項１３記載の方法。
【請求項２２】
　極度な温度への曝露が、凍結以下の温度への細胞の曝露または少なくとも約８５℃の温
度への細胞の曝露を含む、請求項２１記載の方法。
【請求項２３】
　機械的刺激が、剪断ストレス または／および高圧に細胞を曝露することを含む、請求
項１３記載の方法。
【請求項２４】
　機械的刺激が、細胞のサイズより小さな開口を有する少なくとも１つのデバイスを通し
て細胞を通過させることを含む、請求項２３記載の方法。
【請求項２５】
　機械的刺激が、漸進的により小さな開口を有するいくつかのデバイスを通して細胞を通
過させることを含む、請求項２３記載の方法。
【請求項２６】
　多能性細胞を培養して、多能性細胞を増殖させる工程をさらに含む、請求項１～２５の
いずれか１項記載の方法。
【請求項２７】
　多能性細胞が幹細胞マーカーを発現する、請求項１～２６のいずれか１項記載の方法。
【請求項２８】
　幹細胞マーカーが以下からなる群より選択される、請求項２７記載の方法：
Ｏｃｔ４；Ｎａｎｏｇ；Ｅ－カドヘリン、およびＳＳＥＡ４。
【請求項２９】
　細胞が哺乳動物細胞である、請求項１～２８のいずれか１項記載の方法。
【請求項３０】
　細胞がヒト細胞である、請求項１～２９のいずれか１項記載の方法。
【請求項３１】
　細胞が成体細胞、新生児細胞、胎児細胞、羊水細胞、または臍帯血細胞である、請求項
１～３０のいずれか１項記載の方法。
【請求項３２】
　多能性細胞をインビトロで維持する工程をさらに含む、請求項１～３１のいずれか１項
記載の方法。
【請求項３３】
　細胞のエピジェネティック状態が胚性幹細胞のエピジェネティック状態により近く類似
するように変化させられる、請求項１～３２のいずれか１項記載の方法。
【請求項３４】
　エピジェネティック状態がメチル化パターンを含む、請求項３３記載の方法。
【請求項３５】
　ストレスが、細胞質の少なくとも約４０％を細胞から除去すること含む、請求項１～３
４のいずれか１項記載の方法。
【請求項３６】
　細胞質の少なくとも約５０％を細胞から除去する、請求項３５記載の方法。
【請求項３７】
　細胞質の少なくとも約６０％を細胞から除去する、請求項３６記載の方法。
【請求項３８】
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　細胞質の６０～８０％を細胞から除去する、請求項３７記載の方法。
【請求項３９】
　細胞質の少なくとも約８０％を細胞から除去する、請求項３７記載の方法。
【請求項４０】
　細胞質の少なくとも約９０％を細胞から除去する、請求項３９記載の方法。
【請求項４１】
　ストレスが、ミトコンドリアの少なくとも約４０％を細胞から除去すること含む、請求
項１～４０のいずれか１項記載の方法。
【請求項４２】
　細胞質の一部の除去が、ミトコンドリアの少なくとも約５０％を細胞質から除去する、
請求項４１記載の方法。
【請求項４３】
　細胞質またはミトコンドリアの除去が、ミトコンドリアの約５０％～９０％を細胞質か
ら除去する、請求項４２記載の方法。
【請求項４４】
　細胞質またはミトコンドリアの除去が、ミトコンドリアの９０％超を細胞質から除去す
る、請求項４２記載の方法。
【請求項４５】
　ストレスが、ストレスに曝露された細胞の少なくとも１０％の細胞膜を破壊するために
十分である、請求項１～４４のいずれか１項記載の方法。
【請求項４６】
　請求項１～４５のいずれか１項記載の方法によって産生される多能性細胞を候補薬剤と
接触させることを含む、アッセイ。
【請求項４７】
　多能性細胞の生存能、分化、増殖の１つ以上に影響を及ぼす薬剤を同定するための使用
のための、請求項４６記載のアッセイ。
【請求項４８】
　対象のための細胞治療の方法における請求項１～４５のいずれか１項記載の方法によっ
て産生される多能性細胞の使用。
【請求項４９】
　対象に投与しようとする細胞治療と適合性である細胞または組織を調製する方法であっ
て：
請求項１～４５のいずれか１項に従って細胞から多能性細胞を生成する工程を含み；
細胞が自己細胞またはＨＬＡ適合同種異系細胞である、方法。
【請求項５０】
　対象に細胞または組織を投与する前に、予め規定された細胞系列に沿って多能性細胞を
分化させる工程をさらに含む、請求項４９記載の方法。
【請求項５１】
　多能性細胞を含む組成物であって、多能性細胞が請求項１～４５のいずれか１項記載の
方法によって細胞から生成される、組成物。
【請求項５２】
　副腎皮質刺激ホルモン（ＡＣＴＨ）、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で細胞を培養する工
程を含む、多能性幹細胞を産生する方法。
【請求項５３】
　細胞が、ＡＣＴＨを含むＬＩＦ培地中で培養される、請求項５２記載の方法。
【請求項５４】
　ＡＣＴＨが約０．１μＭ～約１００μＭの濃度で存在する、請求項５２または５３記載
の方法。
【請求項５５】
細胞が請求項１～４５のいずれか１項記載の方法によって生成される細胞である、請求項
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５２～５４のいずれか１項記載の方法。
【請求項５６】
細胞が全能性細胞である、請求項５２～５５のいずれか１項記載の方法。
【請求項５７】
　細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも３日間培養される、請求
項５２～５６のいずれか１項記載の方法。
【請求項５８】
　細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも５日間培養される、請求
項５２～５７のいずれか１項記載の方法。
【請求項５９】
　細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも７日間培養される、請求
項５２～５８のいずれか１項記載の方法。
【請求項６０】
　培養する工程の後に、細胞が、検出可能なレベルの、以下からなる群より選択される幹
細胞マーカーを発現する、請求項５２～５９のいずれか１項記載の方法：
Ｏｃｔ３／４；Ｎａｎｏｇ；Ｒｅｘ１；Ｋｌｆ４；Ｓｏｘ２；Ｋｌｆ２；Ｅｓｒｒ－β；
Ｔｂｘ３；およびＫｌｆ５。
【請求項６１】
　多能性細胞の自己再生能力を増加させる方法であって、副腎皮質刺激ホルモン（ＡＣＴ
Ｈ）、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で細胞を培養する工程を含む、方法。
【請求項６２】
　細胞が、ＡＣＴＨを含むＬＩＦ培地中で培養される、請求項６１記載の方法。
【請求項６３】
　ＡＣＴＨが約０．１μＭ～約１００μＭの濃度で存在する、請求項６１または６２記載
の方法。
【請求項６４】
　細胞が請求項１～４５のいずれか１項記載の方法によって生成される細胞である、請求
項６１～６３のいずれか１項記載の方法。
【請求項６５】
　細胞が全能性細胞である、請求項６１～６４のいずれか１項記載の方法。
【請求項６６】
　細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも３日間培養される、請求
項６１～６５のいずれか１項記載の方法。
【請求項６７】
　細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも５日間培養される、請求
項６１～６６のいずれか１項記載の方法。
【請求項６８】
　細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも７日間培養される、請求
項６１～６７のいずれか１項記載の方法。
【請求項６９】
　培養する工程の後に、細胞が、検出可能なレベルの、以下からなる群より選択される幹
細胞マーカーを発現する、請求項６１～６８のいずれか１項記載の方法： 
Ｏｃｔ３／４；Ｎａｎｏｇ；Ｒｅｘ１；Ｋｌｆ４；Ｓｏｘ２；Ｋｌｆ２；Ｅｓｒｒ－β；
　Ｔｂｘ３；およびＫｌｆ５。
【請求項７０】
　細胞治療を必要とする対象における自己細胞治療の方法であって、
ａ．請求項１～４５のいずれか１項に従って細胞から多能性細胞を生成する工程であって
、細胞が対象から得られる、工程、および
ｂ．多能性細胞またはその分化した子孫を含む組成物を対象に投与する工程、
を含む、方法。
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【請求項７１】
　対象に組成物を投与する前に、予め規定された細胞系列に沿って多能性細胞を分化させ
る工程をさらに含む、請求項７０記載の方法。
【請求項７２】
　胎盤細胞に分化する能力を有する多能性細胞を産生する方法であって、請求項１～４５
のいずれか１項記載の方法によって生成される多能性細胞をＦＧＦ４の存在下で培養する
工程を含む、方法。
【請求項７３】
　ＦＧＦ４の濃度が１ｎＭ～１μＭである、請求項７２記載の方法。
【請求項７４】
　多能性細胞が胚性幹細胞に分化する能力を有する、請求項７２または７３記載の方法。
 
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本出願は、米国仮出願第６１／６３７，６３１号（２０１２年４月２４日出願）および
同第６１／７７９，５３３号（２０１３年３月１３日出願）（その内容の全体を参照によ
り本明細書に組み入れる）の米国特許法第１１９条（ｅ）の下の利益を請求する。
【０００２】
技術分野
　本明細書に記載する技術は多能性細胞の産生に関する。
【背景技術】
【０００３】
背景
　現在の多能性細胞を取得する方法は、主に限定された入手可能性の組織（例えば、胚組
織もしくは臍帯血）または外来核酸の導入を含むリプログラミング因子の添加に依存して
いる（Hanna, J. et al. Cell 2008 133, 250-264；Hockemeyer, D. et al. Cell stem c
ell 2008 3, 346-353；Kim, D. et al. Cell stem cell 2009 4, 472-476；Kim, J. B. N
ature 2009 461, 649-643; Okabe, M. et al. Blood 2009 114, 1764-1767）。外来リプ
ログラミング因子の添加によってもたらされる面倒な事態なしに、幹細胞、特に、自己幹
細胞を容易に産生する方法は、細胞分化の研究および幹細胞に基づく治療の開発を加速さ
せる。熱傷、化学的損傷、外傷および照射のような刺激物への曝露の結果としての細胞へ
の損傷が、正常体細胞をがん細胞になるように変化させ得ると仮定されているが、リプロ
グラミング因子の特定の操作なしに健常成体体細胞が他の状態に転換され得ることの直接
的な証拠は存在しない。
【０００４】
　以前に、研究者らは、成体組織において「成体幹細胞」を見出したことを報告した（Re
ynolds, B. A. & Weiss, S. Science 1992 255, 1707-1710；Megeney, L. A. et al. ,Ge
nes & development 1996 10, 1173-1183；Caplan, A. I. Journal of orthopaedic resea
rch 1991 9, 641-650；Lavker, R. M. & Sun, T. T. The Journal of investigative der
matology 1983 81, 121s-127s）。そのような報告は議論の余地があるままである。例え
ば、幹細胞マーカーであるＯｃｔ４を発現する細胞を求める研究者は、正常ホメオスタシ
スにある成体骨髄においてＯｃｔ４発現細胞を見出すことができず（Lengner, C. J. et 
al. Cell Cycle 2008 7, 725-728；Berg, J. S. & Goodell, M. A. Cell stem cell 2007
 1, 359-360)、他者は様々な成体組織からＯｃｔ４発現細胞を単離できることを報告して
いる（Jiang, Y. et al. Nature 2010 418, 41-49；D’Ippolito, G. et al. Journal of
 cell science 2004 117, 2971-2981；Johnson, J. et al. Cell 2005 122, 303-315；Ku
cia, M. et al. Leukemia 2006 20, 857-869；Kuroda, Y. et al. PNAS 2011 107, 8639-
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8643；Obokata, H. et al. Tissue engineering. 2011 Part A 17, 607-615；Rahnemai-A
zar, A. et al. Cytotherapy 2011 13, 179-192；Huang, Y. et al. Transplantation 20
10 89, 677-685；Zuba-Surma, E. K. et al. Journal of cellular and molecular medic
ine 2011 15, 1319-1328；Paczkowska, E. et al. Annals of transplantation 2011 16,
 59-71）。これらの細胞が、成体幹細胞の集団を表すか、または、単に使用された技術の
アーティファクトであるかのいずれかであると仮定されている。いずれの場合でも、それ
らは稀なままであり、そして研究および治療目的のための多能性細胞の適切な供給源の代
表とはならない。
【発明の概要】
【０００５】
要旨
　例えば、分化したまたは成体の細胞から、デノボで多能性細胞を生成または産生する方
法を本明細書に記載する。本明細書に記載の方法はさらに、例えば、複能性（multipoten
t）細胞を多能性（pluripotent）にして、細胞の多能性を増加させる（または、例えば、
細胞の成熟度を減少させる）ことに関し得る。多能性細胞の産生に関する本明細書に記載
の技術の局面は、環境ストレスが細胞をより多能性の表現型をとるように誘導し得るとい
う本発明者らの認識に基づいている。
【０００６】
　１つの局面において、本明細書に、細胞をストレスに供する工程を含む、多能性細胞を
生成する方法を記載する。いくつかの実施態様において、方法は、多能性を示す細胞を選
択する工程をさらに含み得る。いくつかの実施態様において、細胞は組織の部分として存
在しない。いくつかの実施態様において、ストレスは、細胞質の少なくとも約４０％を細
胞から除去すること含む。いくつかの実施態様において、ストレスは、ミトコンドリアの
少なくとも約４０％を細胞から除去すること含む。いくつかの実施態様において、ストレ
スは、ストレスに曝露された細胞の少なくとも１０％の細胞膜を破壊するために十分であ
る。いくつかの実施態様において、細胞は体細胞、幹細胞、前駆細胞または胚細胞である
。いくつかの実施態様において、細胞は単離された細胞である。いくつかの実施態様にお
いて、細胞は細胞の不均一な集団中に存在する。いくつかの実施態様において、細胞は細
胞の均一な集団中に存在する。いくつかの実施態様において、多能性を示す細胞を選択す
る工程は、Ｏｃｔ４もしくはＮａｎｏｇ、またはＯｃｔ４およびＮａｎｏｇ発現を発現す
る細胞を選択することを含む。いくつかの実施態様において、多能性を示す細胞を選択す
る工程は、接着性でない細胞を選択することを含む。
【０００７】
　いくつかの実施態様において、細胞質の少なくとも約５０％を細胞から除去する。いく
つかの実施態様において、細胞質の少なくとも約６０％を細胞から除去する。いくつかの
実施態様において、細胞質の６０～８０％を細胞から除去する。いくつかの実施態様にお
いて、細胞質の少なくとも約８０％を細胞から除去する。いくつかの実施態様において、
細胞質の少なくとも約９０％を細胞から除去する。
【０００８】
　いくつかの実施態様において、ストレスは以下から選択される少なくとも１つの環境刺
激への細胞の曝露を含む：外傷、機械的刺激、化学的曝露、超音波刺激、酸素欠乏、照射
、および極度な温度への曝露。いくつかの実施態様において、ストレスは約４．５～約６
．０のｐＨに細胞を曝露することを含む。いくつかの実施態様において、ストレスは約５
．４～約５．８のｐＨに細胞を曝露することを含む。いくつかの実施態様において、細胞
は１日間以下曝露される。いくつかの実施態様において、細胞は１時間以下曝露される。
いくつかの実施態様において、細胞は約３０分間曝露される
【０００９】
　いくつかの実施態様において、極度な温度への曝露は、３５℃未満または４２℃超の温
度に細胞を曝露することを含む。いくつかの実施態様において、極度な温度への曝露は、
凍結以下の温度への細胞の曝露または少なくとも約８５℃の温度への細胞の曝露を含む。
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いくつかの実施態様において、機械的刺激は、細胞のサイズより小さな開口を有する少な
くとも１つのデバイスを通して細胞を通過させることを含む。いくつかの実施態様におい
て、機械的刺激は、漸進的により小さな開口を有するいくつかのデバイスを通して細胞を
通過させることを含む。
【００１０】
　いくつかの実施態様において、細胞質の一部の除去は、ミトコンドリアの少なくとも約
５０％を細胞質から除去する。いくつかの実施態様において、細胞質またはミトコンドリ
アの除去は、ミトコンドリアの約５０％～９０％を細胞質から除去する。いくつかの実施
態様において、細胞質またはミトコンドリアの除去は、ミトコンドリアの９０％超を細胞
質から除去する。
【００１１】
　いくつかの実施態様において、方法は、多能性細胞を培養して、多能性細胞を増殖させ
る工程をさらに含み得る。いくつかの実施態様において、多能性細胞はＯｃｔ４およびＮ
ａｎｏｇからなる群より選択される１つ以上の多能性幹細胞マーカーを発現する。
【００１２】
　いくつかの実施態様において、細胞は哺乳動物細胞である。いくつかの実施態様におい
て、細胞はヒト細胞である。いくつかの実施態様において、細胞は成体細胞または新生児
細胞である。いくつかの実施態様において、方法は、多能性細胞をインビトロで維持する
工程をさらに含み得る。いくつかの実施態様において、細胞のエピジェネティック状態は
胚性幹細胞のエピジェネティック状態により近く類似するように変化させられる。いくつ
かの実施態様において、エピジェネティック状態はメチル化パターンを含む。
【００１３】
　１つの局面において、本明細書に、本明細書に記載の方法によって産生される多能性細
胞を候補薬剤と接触させることを含むアッセイを記載する。いくつかの実施態様において
、アッセイを、多能性細胞の生存能、分化、増殖の１つ以上に影響を及ぼす薬剤を同定す
るために使用し得る。
【００１４】
　１つの局面において、本明細書に、対象のための細胞治療の方法における本明細書に記
載の方法によって産生される多能性細胞の使用を記載する。
【００１５】
　１つの局面において、本明細書に、細胞治療を必要とする対象における自己細胞治療の
方法であって、本明細書に記載の方法に従って細胞から多能性細胞を生成する工程（ここ
で、細胞は対象から得られる）、および多能性細胞またはその分化した子孫を含む組成物
を対象に投与する工程を含む、方法を記載する。いくつかの実施態様において、方法は、
対象に組成物を投与する前に、予め規定された細胞系列に沿って多能性細胞を分化させる
工程をさらに含み得る。
【００１６】
　１つの局面において、本明細書に、多能性細胞を含む組成物であって、多能性細胞が本
明細書に記載の方法によって細胞から生成される、組成物を記載する。
【００１７】
　１つの局面において、本明細書に、副腎皮質刺激ホルモン（ＡＣＴＨ）または３ｉ培地
の存在下で細胞を培養する工程を含む、多能性細胞の自己再生能力を増加させる方法を記
載する。いくつかの実施態様において、細胞は、ＡＣＴＨを含むＬＩＦ培地中で培養され
る。いくつかの実施態様において、ＡＣＴＨは約０．１μＭ～約１００μＭの濃度で存在
する。いくつかの実施態様において、細胞は本明細書に記載の方法によって生成される細
胞である。いくつかの実施態様において、細胞は全能性細胞である。いくつかの実施態様
において、細胞は、ＡＣＴＨまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも３日間培養される。い
くつかの実施態様において、細胞は、ＡＣＴＨまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも５日
間培養される。いくつかの実施態様において、細胞は、ＡＣＴＨまたは３ｉ培地の存在下
で少なくとも７日間培養される。いくつかの実施態様において、培養する工程の後に、細
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胞は、検出可能なレベルの、以下からなる群より選択される幹細胞マーカーを発現する：
Ｏｃｔ３／４；Ｎａｎｏｇ；Ｒｅｘ１；Ｋｌｆ４；Ｓｏｘ２；Ｋｌｆ２；Ｅｓｒｒ－β；
Ｔｂｘ３；およびＫｌｆ５。
【００１８】
　いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法において使用される細胞はインビ
ボである。いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法において使用される細胞
はインビトロである。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】図１Ａ～１Ｄは、ＣＤ４５陽性体細胞からのＯｃｔ４発現細胞の生成を示す。図
１Ａは、ストレス処理細胞のＯｃｔ４－ＧＦＰ発現を示す。ストレス処理細胞はＯｃｔ４
－ＧＦＰを発現し、一方、非処理コントロールはそうではなかった。Ｏｃｔ４発現コロニ
ーの拡大図をストレス処理群中の右上に示す。スケールバーは１００μｍを示す。図１Ｂ
は、ストレス処理細胞および非ストレス処理コントロールの集団分析を示す。ＧＦＰ発現
細胞集団は５日目でストレス処理群においてのみ観察される。図１Ｃは、ストレス処理の
前および後（７日目）のＣＤ４５陽性細胞の細胞サイズ分析を示す。図１Ｄは、ストレス
処理後のＣＤ４５陽性細胞の経時変化を示す。
【図２】図２Ａ～２Ｂは、動物カルス細胞（ＡＣＣ）の特徴付けを示す。図２Ａは、多能
性マーカー遺伝子の経時的遺伝子発現変化を示す。メッセンジャーＲＮＡレベルをＧＡＰ
ＤＨに対して規準化した（ｎ＝３、平均＋ＳＤ）。図２Ｂは、Ｏｃｔ４およびＮａｎｏｇ
プロモーター遺伝子のメチル化分析を示す。
【図３】図３Ａ～３Ｄは、ストレス処理後の細胞修飾を示す。図３Ａは、ＡＣＣ生成期の
間のストレス防御遺伝子の相対的遺伝子発現を示す。サンプルを３日目および７日目に収
集し、そしてＣＤ４５陽性細胞と比較した（ｎ＝３、平均＋ＳＤ）。図３Ｂは、全細胞Ａ
ＴＰ測定を示す（ｎ＝３、平均＋ＳＤ）。図３Ｃは、ＲＯＳ測定を示す。エラーバーはＳ
Ｄを示す。図３Ｄは、ｍｔＤＮＡ複製因子の相対的遺伝子発現を示す（ｎ＝３、平均＋Ｓ
Ｄ）。
【図４】図４Ａ～４Ｂは、ＡＣＣからのキメラマウス生成を示す。図４Ａは、キメラマウ
ス生成のスキームを示す。パネル（ｉ）はＡＣをトリプシンを用いて単一細胞に解離した
ことを示し、または、（パネルｉｉ）ＡＣを小片に切断し、次いで胚盤胞中に注入した。
図４Ｂは、キメラ寄与分析を示す。９匹の子からの組織をＦＡＣＳによって分析した。
【図５】図５Ａ～５Ｃは、ＡＣＣ生成条件を実験する。図５Ａは、ＣＤ４５陽性細胞を種
々のストレスに曝露し、そしてＯｃｔ４－ＧＦＰ発現をＦＡＣＳによって分析したことを
示す。ストレス処理後の生存細胞におけるＯｃｔ４－ＧＦＰ発現細胞の百分率（ｎ＝３、
平均＋ＳＤ）。図５Ｂは、ｐＨ条件の決定を示す。ＣＤ４５陽性細胞を様々なｐＨ溶液に
曝露した。ストレス処理の３日後に、Ｏｃｔ４－ＧＦＰ発現をＦＡＣＳによって分析した
。図５Ｃは、培養条件の決定を示す。ストレス処理細胞を種々の培地中で培養した。ＧＦ
Ｐ発現ＡＣの数を１４日目に計数した（ｎ＝３、平均＋ＳＤ）。
【図６】図６Ａ～６Ｂは、ＩＣＲマウス由来のＣＤ４５陽性細胞からのＡＣＣ生成を示す
。図６Ａは、ストレス処理後のＣＤ４５陽性細胞の経時変化を示す。Ｅ－カドヘリンおよ
びＳＳＥＡ－１の発現をＦＡＣＳによって分析した。図６Ｂは、Ｅ－カドヘリン／ＳＳＥ
Ａ１二重陽性細胞のＯｃｔ４遺伝子発現をＲＴ－ＰＣＲによって確認したことを示す（ｎ
＝３、平均＋ＳＤ）。
【図７】図７Ａ～７Ｂは、ＧＯＦマウス由来の種々の組織からのＡＣＣ生成を示す。図７
Ａは、ストレス処理後のＯｃｔ４－ＧＦＰ発現細胞の比率を示す。体細胞を種々の組織か
ら単離し、そして種々のストレスに曝露した。Ｏｃｔ４－ＧＦＰ発現をＦＡＣＳによって
分析した。図７Ｂは、種々の組織由来のＡＣＣの胚性遺伝子発現を示す。遺伝子発現をＧ
ＡＰＤＨによって規準化した（ｎ＝３、平均＋ＳＤ）。
【図８】図８は、最初の７日間のストレス防御遺伝子の相対的遺伝子発現を示す。ストレ
ス処理後、細胞を１、３および７日目に収集し、そして遺伝子発現を天然のＣＤ４５陽性
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細胞と比較した。青色グラフは、熱ショックタンパク質の遺伝子発現を示す。緑色グラフ
は、ＤＮＡ修復遺伝子発現を示す。赤色グラフは、酸化還元遺伝子の遺伝子発現を示す。
Ｙ軸は発現の相対的倍数を示す。
【図９】図９は、ＡＣＣの分化を示す。グラフは、キメラ寄与分析を示す。種々の体細胞
由来のＡＣＣを用いて生成したキメラ胎児をＦＡＣＳによって分析した。グラフは、Ｅ１
３．５～１５．５の５匹のキメラ胎児の平均を示す。
【図１０】図１０は、ストレス処理が、間葉－上皮移行（Mesenchymal-Epithelial Trans
ition）（ＭＥＴ）を介して体細胞へのリプログラミングを引き起こしたことを示す。Ｍ
ＥＴ関連遺伝子の発現を、天然細胞において、そしてストレス処理開始の３および７日後
の細胞において示す。ｙ軸は、その遺伝子についての発現レベルを有するサンプルにおけ
るレベルに対して規準化した、％発現を示す。
【図１１】図１１は、ストレスの前および後の細胞集団のＦＡＣＳ分析を示す。ＧＦＰ発
現は明らかであり、このことは、各々の試験した組織型由来のストレス後細胞集団におけ
る多能性細胞の生成を示す。
【図１２】図１２Ａ～１２Ｅは、方向付けられた体細胞における低ｐＨ処理誘導運命転換
を示す。図１２Ａは、実験プロトコルを模式的に示す。図１２Ｂは、フローサイトメトリ
ー分析を示す（上列：ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋／ＣＤ４５－；下列：非処理ＣＤ４５＋

細胞）。ｙ軸は、Ｏｃｔ３／４：ＧＦＰ細胞の数であり、そしてＸ軸は、ＣＤ４５＋細胞
の数である。両方の軸に、０、１００、１０００および１０，０００の主要な単位を示す
。図１２Ｃは、培養中の経時的な生存Ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋およびｏｃｔ３／４：：
ＧＦＰ－細胞のグラフを示す。図１２Ｄは、Ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞（左ピーク）
およびＣＤ４５＋細胞（右ピーク）の細胞サイズのグラフを示す。図１２Ｅは、ゲノムＰ
ＣＲによる単離されたｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋球状物におけるｔｃｒβのゲノム再構成
の分析の結果を示す。
【図１３】図１３Ａ～１３Ｂは、低ｐＨ誘導Ｏｃｔ３／４＋細胞が多能性を有することを
示す。図１３Ａは、ＣＤ４５＋細胞と比較した、ｄ７の低ｐＨ誘導ｏｃｔ３／４：：ＧＦ
Ｐ＋細胞におけるｑＰＣＲによる遺伝子発現分析のグラフを示す（このシリーズは、左か
ら右に、ｏｃｔ３／４、ｎａｎｏｇ、ｓｏｘ２、ｅｃａｔ１、ｅｓｇ１、ｄａｘ１および
ｋｌｆ４の発現を表す）。サンプルを３日目および７日目に収集し、そしてＣＤ４５陽性
細胞と比較した（ｎ＝３、平均＋ＳＤ）。図１３Ｂは、ｏｃｔ３／４およびｎａｎｏｇプ
ロモーター領域のバイサルファイトシーケンシングの結果を示す。ＣＤ４５＋細胞は、さ
らなる培養有りまたは無しで、重度にメチル化されたパターンを両方のプロモーターで示
した。
【図１４】図１４Ａ～１４Ｂは、ＳＴＡＰ細胞を他の組織供給源から得ることができるこ
とを示す。図１４Ａは、いくつかの組織についてのｄ７培養物のｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ
＋細胞の産生の比率のグラフを示す（このシリーズは、左から右に、ＣＤ４５＋細胞、骨
髄、脳、肺、筋肉、脂肪、線維芽細胞、肝臓、および軟骨細胞を表す）。図１４Ｂは、ｏ
ｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞クラスターにおける遺伝子発現分析のグラフを示す（このシ
リーズは、左から右に、Ｏｃｔ３／４、Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４およびＲｅｘ１
の発現を表す）。
【図１５】図１５Ａ～１５Ｂは、多能性細胞としてのＳＴＡＰ細胞の特徴付けを示す。図
１５Ａは、ＳＴＡＰ細胞におけるＥＳ細胞マーカーの遺伝子発現のグラフを示す（このシ
リーズは、左から右に、ＥＳ、ＥｐｉＳＣ、ＳＴＡＰおよびＣＤ４５を表す）。図１５Ｂ
は、ＳＴＡＰ細胞におけるＸ染色体不活性化の％のグラフを示す。
【図１６】図１６Ａは、種々のストレスに曝露したＣＤ４５陽性細胞におけるＦＡＣＳに
よって分析したＯｃｔ４－ＧＦＰ発現のグラフを示す。ストレス処理後の生存細胞におけ
るＯｃｔ４－ＧＦＰ発現細胞の百分率（ｎ＝３、平均＋ＳＤ）。図１６Ｂは、ｐＨ条件の
決定のグラフを示す。ＣＤ４５陽性細胞を様々なｐＨ溶液に曝露した。ストレス処理の３
日後に、Ｏｃｔ４－ＧＦＰ発現をＦＡＣＳによって分析した（ｎ＝３、平均＋ＳＤ）。図
１６Ｃは、培養条件の決定のグラフを示す。ストレス処理細胞を種々の培地中で培養した
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。ＧＦＰ発現ストレス変化細胞塊の数を１４日目に計数した（ｎ＝３、平均＋ＳＤ）。
【図１７】図１７Ａ～１７Ｂは、ＩＣＲマウス由来のＣＤ４５陽性細胞からのＳＡＣ生成
を示す。図１７Ａは、ストレス処理後のＣＤ４５陽性細胞の経時変化を示す。Ｅ－カドヘ
リンおよびＳＳＥＡ－１の発現をＦＡＣＳによって分析した。図１７Ｂは、ＲＴ－ＰＣＲ
によって確認した、Ｅ－カドヘリン／ＳＳＥＡ１二重陽性細胞のＯｃｔ４遺伝子発現のグ
ラフを示す（ｎ＝３、平均＋ＳＤ）。
【図１８】図１８Ａ～１８Ｂは、ＧＯＦマウス由来の種々の組織からのＳＡＣ生成を示す
。図１８Ａは、ストレス処理後のＯｃｔ４－ＧＦＰ発現細胞の比率のグラフを示す。体細
胞を種々の組織から単離し、そして種々のストレスに曝露した。Ｏｃｔ４－ＧＦＰ発現を
ＦＡＣＳによって分析した。このシリーズは、左から右に、ＢＭ、脳、肺、筋肉、脂肪、
線維芽細胞および肝臓を表す。図１８Ｂは、種々の組織由来のＳＡＣの胚性遺伝子発現の
グラフを示す。遺伝子発現をＧＡＰＤＨによって規準化した（ｎ＝３、平均＋ＳＤ）。こ
のシリーズは、左から右に、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４およびＥｃａｔ
１を表す。
【図１９】図１９は、最初の７日間のストレス防御遺伝子の相対的遺伝子発現のグラフを
示す。ストレス処理後、細胞を１、３および７日目に収集し、そして遺伝子発現を天然の
ＣＤ４５陽性細胞と比較した。Ｙ軸は発現の相対的倍数を示す。
【図２０】図２０は、ＳＡＣ、およびＣＤ４５＋細胞由来のＳＡＣ由来のキメラマウスの
、ＴＣＲβ鎖再構成分析を示す。２Ｎキメラマウス＃１、＃２、＃３、＃５、＃６、＃７
、＃８および＃９は再構成されたＤＮＡを示した。
【図２１】図２１は、４Ｎキメラマウスの遺伝子型決定分析を示す。遺伝子決定を行って
、１２９／Ｓｖ×Ｂ６ＧＦＰ　Ｆｌ由来のＳＡＣおよびＩＣＲ由来の４Ｎ胚盤胞を用いて
生成した４ＮキメラマウスがＳＡＣ（１２９／Ｓｖ×Ｂ６ＧＦＰ）特異的遺伝子を示すこ
とが判明した。
【図２２】図２２は、ＳＴＡＰ細胞がインビボで胚および胎盤両方の組織に寄与すること
を示す。グラフは、注入した細胞が、胚部分のみに寄与する胎児、ならびに胎盤および卵
黄嚢組織にも寄与する胎児の比率を示す。
【図２３】図２３Ａ～２３Ｃは、ＦＧＦ４処理がＳＴＡＰ細胞においていくらかの栄養膜
系列特性を誘導することを示す。図２３Ａは、ＳＴＡＰ細胞からＴＳ様（Ｆ４Ｉ）細胞を
誘導するためのＦＧＦ４処理の模式図を示す。図２３Ｂは、マーカー発現のｑＰＣＲ分析
のグラフを示す。図２３Ｃは、ＦＡＣＳ分析による胎盤寄与の定量のグラフを示す。Ｆ４
Ｉ細胞とは異なり、ＥＳ細胞は検出可能なレベルで胎盤組織に寄与しなかった。
【図２４】図２４Ａ～２４Ｄは、ＥＳ細胞様幹細胞をＳＴＡＰ細胞から誘導できることを
示す。図２４Ａは、ＳＴＡＰ細胞由来の幹細胞株の誘導の模式図を示す。図２４Ｂは、１
２０日間にわたる維持培養におけるＳＴＡＰ－Ｓ細胞の盛んな増殖を示すグラフを示す。
同様の結果が１６個の独立した株について得られた。対照的に、親ＳＴＡＰ細胞は迅速に
数が減少した。図２４Ｃは、マーカー遺伝子発現のｑＰＣＲ分析のグラフを示す。ＥＳお
よびＳＴＡＰ－Ｓ細胞は、ＣＤ４５＋細胞においては発現されていない多能性関連遺伝子
を発現していた。図２４Ｄは、バイサルファイトシーケンシングによるＤＮＡメチル化研
究の模式図を示す。
【図２５】図２５Ａ～２５Ｂは、ＳＴＡＰ幹細胞が、多能性であり、そして生殖細胞系列
伝達および４倍体補完と適合性であることを示す。図２５Ａは、胚盤胞注入アッセイ（２
Ｎ）におけるキメラマウス中の種々の組織へのＳＴＡＰＳ細胞の寄与のグラフを示す。図
２５Ｂは、胎盤組織への寄与のグラフを示す。親ＳＴＡＰ細胞およびＴＳ細胞とは異なり
、ＳＴＡＰＳ細胞は胎盤寄与の能力をもはや保持していなかった。３つの独立した株を試
験し、そして全てが胚部分への実質的な寄与を示した。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
詳細な説明
　本明細書に記載の技術の局面は、細胞からの多能性細胞の産生または生成に関する。本
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明細書に記載の技術の局面は、外来遺伝子、転写物、タンパク質、核成分もしくは細胞質
を細胞に導入する必要なしに、または細胞融合の必要なしに、ストレスが細胞からの多能
性幹細胞の産生を誘導できるという本発明者らの知見に基づく。いくつかの実施態様にお
いて、ストレスは、細胞における細胞質および／またはミトコンドリアの量の低下を誘導
し；脱分化プロセスを惹起し、そして多能性細胞を生じる。いくつかの実施態様において
、ストレスは、例えば、ストレスに曝露された細胞の少なくとも１０％において、細胞膜
の破壊を引き起こす。これらの多能性細胞は、３つの胚葉の各々に分化する能力（インビ
トロおよび／またはインビボ）、インビボでのテラトーマ様細胞塊の生成、および生存胚
および／またはキメラマウスを生成する能力の１つ以上によって特徴付けられる。
【００２１】
　本明細書に、特定の環境ストレス（限定するものではないが、細胞における細胞質およ
び／またはミトコンドリアの量を低下させるストレスを含む）での細胞の処理が、ミトコ
ンドリア活性を低下させ、脱分化に関連するゲノムの領域を脱メチル化し、細胞に既知の
脱分化経路のマーカーを提示させることができることを実証する実験を記載する。従って
、いくつかの実施態様において、本明細書に、細胞から多能性細胞を生成する方法であっ
て、細胞質および／またはミトコンドリアの少なくとも約４０％を細胞から除去すること
、および多能性または多能性マーカーを示す細胞を選択することを含み、ここで、細胞は
組織中に存在しない、方法を提供する。細胞から多能性細胞を生成することができる他の
ストレス処理も本明細書に記載する。
【００２２】
　便宜のために、ここで、明細書、実施例および添付の特許請求の範囲において用いる特
定の用語をここにまとめる。別段明言しないか、または文脈から暗黙でない限り、以下の
用語および語句は以下に提供する意味を含む。別段明示的に明言しないか、または文脈か
ら明白でない限り、以下の用語および語句は、それが関係する分野においてその用語また
は語句が獲得している意味を排除しない。定義は、特定の実施態様の記載の助けとなるよ
うに提供されており、そして請求される発明を限定することは意図しない。なぜなら、発
明の範囲は特許請求の範囲によってのみ限定されるからである。別段定義しない限り、本
明細書において使用する全ての技術的および科学的用語は、本発明が属する分野の当業者
によって一般に理解されるのと同じ意味を有する。
【００２３】
　本明細書において使用する用語「含む（comprising）」または「含む（comprises）」
は、方法または組成物に必須である、組成物、方法、およびそのそれぞれの成分に関して
使用され、必須であるかどうかにかかわらず、不特定の要素の包含の余地がある。
【００２４】
　本明細書において使用する用語「本質的にからなる」は、所定の実施態様のために必要
とされる要素を指す。この用語は、実施態様の基本的なそして新規のまたは機能的な特徴
に実質的に影響を及ぼさない要素の存在を許容する。
【００２５】
　用語「からなる」は、実施態様のその記載において記載されていないいかなる要素も除
外する、本明細書に記載の組成物、方法、およびそのそれぞれの成分を指す。
【００２６】
　本明細書および添付の特許請求の範囲において使用する場合、単数形「ａ」、「ａｎ」
および「ｔｈｅ」は、文脈が明らかに別段指図しない限り、複数の言及を含む。従って、
例えば、「方法」への言及は、本明細書に記載の、そして／または本開示を読んだ際など
に当業者に明白となる型の、１つ以上の方法および／または工程を含む。同様に、用語「
または」は、文脈が明らかに別段示さない限り、「および」を含むことが意図される。本
開示の実施または試験において本明細書に記載されるものと類似のまたは等価な方法およ
び材料が使用され得るが、適切な方法および材料を以下に記載する。略語「ｅ．ｇ．」は
ラテン語「exempli gratia」に由来し、そして非限定的な例を示すために本明細書におい
て使用される。従って、略語「ｅ．ｇ．」は、用語「例えば（for example）」と同義で
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ある。
【００２７】
　細胞生物学および分子生物学における一般的な用語の定義は、"The Merck Manual of D
iagnosis and Therapy", 19th Edition, Merck Research Laboratories発行, 2006 (ISBN
 0-911910-19-0); Robert S. Porter et al. (eds.)、およびThe Encyclopedia of Molec
ular Biology, Blackwell Science Ltd.発行, 1994 (ISBN 0-632-02182-9)中に見出され
得る。分子生物学における一般的な用語の定義は、Benjamin Lewin, Genes X, Jones & B
artlett Publishing発行, 2009 (ISBN-10: 0763766321)；Kendrew et al. (eds.)、Molec
ular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, VCH Publishers, 
Inc.発行, 1995 (ISBN 1-56081-569-8)およびCurrent Protocols in Protein Sciences 2
009, Wiley Intersciences, Coligan et al., eds.中にも見出され得る。
【００２８】
　別段明言しない限り、本発明は、例えば以下に記載されるような標準的な手順を使用し
て行われた：Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual (3 ed.), Col
d Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y., USA (2001)；Davis et
 al, Basic Methods in Molecular Biology, Elsevier Science Publishing, Inc., New 
York, USA (1995)；Current Protocols in Cell Biology (CPCB) (Juan S. Bonifacino e
t. al. ed., John Wiley and Sons, Inc.)、およびCulture of Animal Cells: A Manual 
of Basic Technique by R. Ian Freshney, Publisher: Wiley-Liss; 5th edition (2005)
, Animal Cell Culture Methods (Methods in Cell Biology, Vol. 57, Jennie P. Mathe
r and David Barnes editors, Academic Press, 1st edition, 1998)（その全体を本明細
書に参照により組み入れる）。
【００２９】
　用語「減少する」、「低下する」、「低下した」、および「低下」は全て、一般に、参
照に対して相対的な統計学的に有意な量の減少を意味するために本明細書において使用さ
れる。しかし、疑義の回避のために、「低下する」、「低下」、または「減少する」は、
典型的には、所定の処理の非存在と比較しての少なくとも１０％の減少を意味し、そして
例えば、所定の処理の非存在と比較しての所定の物体またはパラメーターの、少なくとも
約２０％、少なくとも約２５％、少なくとも約３０％、少なくとも約３５％、少なくとも
約４０％、少なくとも約４５％、少なくとも約５０％、少なくとも約５５％、少なくとも
約６０％、少なくとも約６５％、少なくとも約７０％、少なくとも約７５％、少なくとも
約８０％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、少なくとも
約９８％、少なくとも約９９％、例えば、完全な非存在までおよびそれを含む減少、また
は所定の処理の非存在と比較しての１０～９９％の任意の減少を含み得る。
【００３０】
　用語「増加した」、「増加する」、または「増強する」は全て、一般に、統計学的に有
意な量の増加を意味するために本明細書において使用され；いかなる疑義も回避するため
に、用語「増加した」、「増加する」、または「増強する」は、参照レベルと比較しての
少なくとも１０％の増加、例えば、参照レベルと比較しての、少なくとも約２０％、また
は少なくとも約３０％、または少なくとも約４０％、または少なくとも約５０％、または
少なくとも約６０％、または少なくとも約７０％、または少なくとも約８０％、または少
なくとも約９０％、または１００％までおよびそれを含む増加、または１０～１００％の
任意の増加、あるいは参照レベルと比較しての少なくとも約２倍、または少なくとも約３
倍、または少なくとも約４倍、または少なくとも約５倍、または少なくとも約１０倍の増
加、または２倍～１０倍の間もしくはより大きな任意の増加を意味する。
【００３１】
　疾患、障害または医学的状態に関して使用する場合、本明細書において使用する用語「
処置する」、「処置（treatment）」、「処置（treating）」、または「寛解」は、状態
のための治療的処置を指し、ここで、目的は、症状または状態の進行または重症度を逆転
、緩和、寛解、阻害、減速または停止させることである。用語「処置（treating）」は、
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状態の少なくとも１つの有害作用または症状の低下または緩和を含む。処置は一般に、１
つ以上の症状または臨床マーカーが低下した場合に「有効」である。あるいは、処置は、
状態の進行が低下または停止した場合に「有効」である。すなわち、「処置」は、症状ま
たはマーカーの改善だけでなく、処置の非存在下で予想される症状の進行または悪化の休
止または少なくとも減速も含む。有益なまたは所望される臨床結果は、限定するものでは
ないが、１つ以上の症状の緩和、欠陥の程度の縮小、安定化した（すなわち、悪化してい
ない）健康状態、疾患進行の遅延または減速、および症状の寛解または軽減を含む。処置
は、統計学的に死亡が予想される場合に生き延びる対象も含み得る。
【００３２】
　本明細書において使用する用語「投与」は、所望の部位における細胞の少なくとも部分
的な局在化を生じる方法または経路による、本明細書に記載の方法に従って産生される多
能性細胞および／または少なくとも部分的に分化したそのような多能性細胞の子孫の、対
象中への配置を指す。本明細書に記載の方法に従って産生される多能性細胞および／また
は少なくとも部分的に分化したそのような多能性細胞の子孫を含む医薬組成物を、対象に
おいて有効な処置を生じる任意の適切な経路によって投与することができる。
【００３３】
　本明細書において使用する「対象」は、ヒトまたは動物を意味する。通常、動物は、霊
長類、げっ歯類、家畜または猟獣のような脊椎動物である。霊長類は、例えば、チンパン
ジー、カニクイザル、クモザル、およびマカク、例えばアカゲザルを含む。げっ歯類は、
マウス、ラット、ウッドチャック、フェレット、ウサギおよびハムスターを含む。家畜お
よび猟獣は、ウシ、ウマ、ブタ、シカ、バイソン、水牛、ネコ種（例えば、イエネコ）、
イヌ種（例えば、イヌ、キツネ、オオカミ）、鳥類（例えば、ニワトリ、エミュー、ダチ
ョウ）、ならびに魚類（例えば、マス、ナマズおよびサケ）を含む。患者または対象は、
上記、例えば上記の全て、の任意のサブセットを含む。特定の実施態様において、対象は
、哺乳動物、例えば霊長類、例えばヒトである。
【００３４】
　好ましくは、対象は哺乳動物である。哺乳動物は、ヒト、非ヒト霊長類、マウス、ラッ
ト、イヌ、ネコ、ウマ、またはウシであり得るが、これらの例に限定されない。ヒト以外
の哺乳動物を、所定の細胞または組織の欠損、機能不全および／または不全、あるいは幹
細胞コンパートメントの欠損、機能不全または不全に関連する疾患の動物モデルを表す対
象として有利に使用することができる。さらに、本明細書に記載の方法を、家畜および／
またはペットを処置するために使用することができる。対象は雄性または雌性であり得る
。対象は、細胞型、組織、または幹細胞コンパートメントの欠損、機能不全および／また
は不全、あるいはそのような状態に関連する１つ以上の疾患または状態に罹患しているか
またはそれを有していると以前に診断または同定され、任意に、しかしそのような状態の
ための処置を既に経る必要がなかったものであり得る。対象はまた、細胞型もしくは組織
の、または幹細胞コンパートメントの欠損、機能不全および／または不全を含む状態に罹
患していると診断または同定されたが、そのような状態のための１つ以上の処置を受けた
結果として既知の危険因子における改善を示すものであり得る。あるいは、対象はまた、
そのような状態を有するとして以前に診断されていないものであり得る。例えば、対象は
、そのような状態のための１つ以上の危険因子を示すもの、またはそのような状態のため
の危険因子を示さない対象であり得る。
【００３５】
　細胞または細胞の集団に関して使用する場合、本明細書において使用する用語「選択」
は、所望の特徴を有する１つ以上の細胞を選ぶ、分離する、隔離する、そして／または選
択的に増殖させることを指す。本明細書において使用する用語「選択」は、所望の特徴を
有しない細胞が、提供される条件において増殖できないことを必ずしも意味しない。
【００３６】
　本明細書において使用する「維持」は、細胞または細胞の集団の生存能の継続を指す。
維持される集団は、いくつかの代謝活性細胞を有する。これらの細胞の数は少なくとも１
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日の期間にわたっておおよそ安定であり得るか、または増大し得る。
【００３７】
　本明細書において使用する「検出可能なレベル」は、物質または活性の量が参照レベル
（例えば、ストレスに曝露されていない細胞における物質または活性のレベル）から区別
されることを可能にする、サンプルにおける物質または活性のレベルを指す。いくつかの
実施態様において、検出可能なレベルは、参照レベルよりも少なくとも１０％大きな、例
えば、１０％大きな、２０％大きな、５０％大きな、１００％大きな、２００％大きな、
または３００％もしくはより大きなレベルであり得る。
【００３８】
　用語「統計学的に有意」または「有意」は、統計学的な有意性を指し、そして一般に参
照の上または下の２標準偏差（２ＳＤ）の差を意味する（例えば、マーカー（例えば、幹
細胞マーカーまたは分化マーカー）の濃度または存在量）。この用語は、差が存在するこ
との統計学的な証拠を指す。これは、帰無仮説が実際に真である場合に帰無仮説を拒絶す
る決定をする確立として定義される。決定はしばしばｐ値を使用してなされる。
【００３９】
　具体例におけるかまたは別段示す場合以外、本明細書において使用する成分の量または
反応条件を表す全ての数は、全ての場合に用語「約」によって修飾されるものと理解する
べきである。百分率に関連して使用する場合、用語「約」は±１％を意味し得る。
【００４０】
　他の用語は、本明細書に記載の技術の種々の局面の記載内で本明細書において定義され
る。
【００４１】
　本明細書に記載の技術の局面は、細胞から多能性細胞を生成する方法、ならびにその多
能性細胞の用途およびそれを使用する方法に関する。リプログラミング因子の発現を増加
させること（例えば、１つ以上のリプログラミング因子（例えば、Ｏｃｔ４）をコードす
る核酸構築物を導入することによって）に依存する多能性細胞を生成する既存の方法（す
なわち、誘導多能性幹細胞またはｉＰＳ細胞）とは対照的に、本明細書に記載の方法は、
細胞をストレスに供するが、外来リプログラミング因子の導入を必要としない。
【００４２】
　いくつかの実施態様において、ストレスは、細胞の細胞質の体積および／または細胞の
ミトコンドリアの数を低下させる。細胞の細胞質の体積または細胞のミトコンドリアの数
の低下は、ストレス応答を誘導し、その間に細胞は少なくとも多能性能力を獲得する。１
つの局面において、本明細書に、細胞質の少なくとも約４０％を細胞から除去し、そして
多能性を示す細胞を選択することを含み、ここで、細胞は組織中に存在しない、多能性細
胞を生成する方法を記載する。１つの局面において、本明細書に記載の発明は、ミトコン
ドリアの少なくとも約４０％を細胞から除去し、そして多能性を示す細胞を選択すること
を含み、ここで、細胞は組織中に存在しない、多能性細胞を生成する方法に関する。
【００４３】
　本明細書に記載の方法、アッセイおよび組成物において使用する細胞は、任意の型の細
胞（例えば、成体細胞、胚細胞、分化細胞、幹細胞、前駆細胞および／または体細胞）で
あり得る。細胞は上記の用語の組み合わせによって記載され得、例えば、細胞は胚性幹細
胞または分化した体細胞であり得る。本明細書に記載の方法、アッセイおよび組成物にお
いて使用する細胞を、対象から得ることができる。いくつかの実施態様において、細胞は
哺乳動物細胞である。いくつかの実施態様において、細胞はヒト細胞である。いくつかの
実施態様において、細胞は成体細胞である。いくつかの実施態様において、細胞は新生児
細胞である。いくつかの実施態様において、細胞は胎児細胞である。いくつかの実施態様
において、細胞は羊水細胞である。いくつかの実施態様において、細胞は臍帯血細胞であ
る。
【００４４】
　「成体」は、生後の任意の時点の動物対象由来のまたはその内部の組織および細胞を指
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す。「胚」は、誕生前の任意の時点の動物対象由来のまたはその内部の組織および細胞を
指す。
【００４５】
　本明細書において使用する用語「体細胞」は、生殖細胞、着床前胚中に存在するかもし
くはそれから得られる細胞、またはそのような細胞のインビトロでの増殖から生じる細胞
以外の任意の細胞を指す。言い換えれば、体細胞は、生殖系列細胞とは異なり、生物の身
体を形成する任意の細胞を指す。哺乳動物において、生殖系列細胞（「配偶子」としても
知られる）は、精子および卵子であり、これらは受精の間に融合して、そこから哺乳動物
胚全体が発生する接合子と称する細胞を産生する。哺乳動物体中の全ての他の細胞型（精
子および卵子、それからそれらが作られる細胞（配偶子母細胞）ならびに未分化幹細胞は
別として）は、体細胞である：内臓、皮膚、骨、血液および結合組織は全て体細胞から構
成されている。いくつかの実施態様において、体細胞は「非胚性体細胞」であり、これに
よって、胚中に存在しないかまたはそれから得られず、そしてそのような細胞のインビト
ロでの増殖から生じない体細胞が意味される。いくつかの実施態様において、体細胞は「
成体体細胞」であり、これによって、胚または胎児以外の生物中に存在するかまたはそれ
から得られ、あるいはそのような細胞のインビトロでの増殖から生じる細胞が意味される
。成体および新生児または胚細胞は構造的差異（例えば、メチル化パターンのようなエピ
ジェネティック構成によって区別され得ることに留意される。いくつかの実施態様におい
て、体細胞は哺乳動物体細胞である。いくつかの実施態様において、体細胞はヒト体細胞
である。いくつかの実施態様において、体細胞は成体体細胞である。いくつかの実施態様
において、体細胞は新生児体細胞である。
【００４６】
　本明細書において使用する「分化細胞」は、その運命または機能において、その発生に
おける以前の時点よりも専門化された細胞を指し、そして最終分化した細胞、および、最
終分化はしていないがその発生における以前の時点よりも専門化された細胞の両方を含む
。方向付けられていない細胞（例えば、幹細胞）から、特定の分化細胞型への、そして最
終的に最終分化細胞への方向付けの程度が増加している細胞への細胞の発生は、進行性分
化または進行性方向付けとして知られる。細胞個体発生の文脈において、形容詞「分化し
た」または「分化している」は相対的な用語である。「分化細胞」は、それが比較される
細胞よりも発生経路をさらに下って進行した細胞である。従って、幹細胞は、系列制限さ
れた前駆細胞（例えば、中胚葉幹細胞）に分化することができ、それは今度は、経路をさ
らに下って他の型の前駆細胞（例えば、心筋細胞前駆体）に、次いで最終段階の分化細胞
（これは、特定の組織型において特徴的な役割を担い、そしてさらに増殖する能力を保持
していてもよくしていなくてもよい）に分化することができる。
【００４７】
　本明細書において使用する用語「幹細胞」は、発生能力に関する特定の暗示される意味
（すなわち、全能性、多能性、複能性など）なしに、自己再生の性質を有し、そしてより
分化した細胞型に自然に分化する発生能力を有する、未分化のまたは部分的に分化した状
態にある細胞を指す。自己再生によって、幹細胞が、その発生能力を維持しながら、増殖
しそしてより多くのそのような幹細胞を生じる能力を有することが意味される。従って、
用語「幹細胞」は、特定の状況下で、より専門化したまたは分化した表現型に分化する発
生能力を有し、そして特定の状況下で、実質的に分化することなしに増殖する能力を保持
する、細胞の任意のサブセットを指す。用語「体性幹細胞」は、胎児、幼若および成体組
織を含む、非胚性組織由来の任意の幹細胞を指すために本明細書において使用される。天
然の体性幹細胞が、血液、骨髄、脳、嗅上皮、皮膚、膵臓、骨格筋および心筋を含む多種
の成体組織から単離されている。例示的な天然の体性幹細胞は、限定するものではないが
、間葉幹細胞および造血幹細胞を含む。いくつかの実施態様において、幹または前駆細胞
は胚性幹細胞であり得る。本明細書において使用する「胚性幹細胞」は、受精後であるが
妊娠の終了前に形成される組織（胚前組織（例えば、胚盤胞のような）、胚組織、または
妊娠の間の任意の時点（典型的には、必ずしもそうではないが、妊娠の約１０～１２週前
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）に取られた胎児組織を含む）由来の幹細胞を指す。最も頻繁には、胚性幹細胞は、初期
胚または胚盤胞に由来する全能性細胞である。胚性幹細胞を、適切な組織（限定するもの
ではないが、ヒト組織を含む）から直接、または樹立された胚細胞株から得ることができ
る。１つの実施態様において、胚性幹細胞は、Thomson et al.（米国特許第5,843,780号
および同第6,200,806号；Science 282: 1145, 1998；Curr. Top. Dev. Biol. 38: 133 ff
, 1998；Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 92:7844, 1995（これらの全体を参照により本
明細書に組み入れる））によって記載されるように得られる。
【００４８】
　例示的な幹細胞は、胚性幹細胞、成体幹細胞、多能性幹細胞、神経幹細胞、肝幹細胞、
筋肉幹細胞、筋肉前駆幹細胞、内皮前駆細胞、骨髄幹細胞、軟骨形成幹細胞、リンパ幹細
胞、間葉幹細胞、造血幹細胞、中枢神経系幹細胞、抹消神経系幹細胞など含む。幹細胞の
記載（それを単離および培養するための方法を含む）は、とりわけ、Embryonic Stem Cel
ls, Methods and Protocols, Turksen, ed., Humana Press, 2002；Weisman et al, Annu
. Rev. Cell. Dev. Biol. 17:387 403；Pittinger et al, Science, 284: 143 47, 1999
；Animal Cell Culture, Masters, ed., Oxford University Press, 2000；Jackson et a
l, PNAS 96(25): 14482 86, 1999；Zuk et al, Tissue Engineering, 7:211 228, 2001 (
"Zuk et al.")；Atala et al,特にChapters 33 41；および米国特許第5,559,022号, 同第
5,672,346号および同第5,827,735号中に見出され得る。間質細胞の記載（それを単離する
ための方法を含む）は、とりわけ、Prockop, Science, 276:71 74, 1997；Theise et al,
 Hepatology, 31 :235 40, 2000；Current Protocols in Cell Biology, Bonifacino et 
al, eds., John Wiley & Sons, 2000（2002年3月までのアップデートを含む）；および米
国特許第4,963,489号中に見出され得る。
【００４９】
　本明細書において使用する「前駆細胞」は、未分化または部分的分化状態にあり、そし
て、発生能力に関する特定の暗示される意味（すなわち、全能性、多能性、複能性など）
なしに、少なくとも１つのより分化した表現型に分化する発生能力を有し、そして自己再
生の性質を有しない細胞を指す。従って、用語「前駆細胞」は、特定の状況下でより専門
化または分化した表現型に分化する発生能力を有する細胞の任意のサブセットを指す。い
くつかの実施態様において、幹または前駆細胞は、多能性幹細胞である。いくつかの実施
態様において、幹または前駆細胞は、全能性幹細胞である。
【００５０】
　用語「全能性」は、身体中の任意の組織または細胞型を生じることができる幹細胞を指
す。「多能性」幹細胞は、生殖系列細胞以外の身体中の任意の型の細胞を生じることがで
きる。より少ないかまたは限定された数の異なる細胞型を生じることができる幹細胞を、
一般に「複能性」と称する。従って、全能性細胞は、胎児発生に必要な組織の大部分（全
部ではない）を生じることができる多能性細胞に分化する。多能性細胞は、特定の機能を
有する細胞を生じるように方向付けられている複能性細胞へのさらなる分化を経る。例え
ば、複能性造血幹細胞は、血液中の赤血球、白血球および血小板を生じる。
【００５１】
　本明細書において使用する用語「多能性」は、３つ全ての胚葉（すなわち、内胚葉（例
えば、腸組織）、中胚葉（例えば、血液、筋肉、および血管）、ならびに外胚葉（例えば
、皮膚および神経））に特徴的な細胞型に様々な条件下で分化する能力を有する細胞を指
す。多能性細胞は、例えば、ヌードマウステラトーマ形成アッセイを使用して、３つ全て
の胚葉に分化するその能力によって主に特徴付けられる。多能性は、胚性幹（ＥＳ）細胞
マーカーの発現によっても証明されるが、多能性のための好ましい試験は、３つの胚葉の
各々の細胞に分化する能力の実証である。
【００５２】
　本明細書中の実施例に記載される「ＡＣＣ」および「ＳＴＡＰ」細胞は、多能性細胞の
非限定的な例である。「ＳＴＡＰ幹細胞」は、多能性幹細胞の非限定的な例である。多能
性細胞なる用語および多能性幹細胞なる用語は本明細書において互換的に使用され得る。
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なぜなら、両方の細胞が本発明の目的のために適切に使用され得るからである。
【００５３】
　本明細書において使用する用語「多能性」または「多能性状態」は、３つ全ての胚葉：
内胚葉（腸組織）、中胚葉（血液、筋肉、および血管を含む）、ならびに外胚葉（例えば
、皮膚および神経））に分化する能力を有する細胞を指す。
【００５４】
　「複能性細胞」に関して使用される場合、用語「複能性」は、３つ全ての胚葉由来の細
胞の全てではないがいくつかに分化することができる細胞を指す。従って、複能性細胞は
、部分的に分化した細胞である。複能性細胞は、当該分野において周知であり、そして複
能性細胞の非限定的な例は、例えば、造血幹細胞および神経幹細胞のような成体幹細胞を
含み得る。複能性は、幹細胞が、他の系列の細胞ではなく、所定の系列における多くの型
の細胞を形成し得ることを意味する。例えば、複能性血液幹細胞は、多くの異なる型の血
液細胞（赤、白、血小板など）を形成することができるが、それは神経細胞を形成するこ
とができない。用語「複能性」は、全能性および多能性より低い程度の発生万能性を有す
る細胞を指す。
【００５５】
　用語「全能性」は、成体身体中の全ての細胞、および胎盤を含む胚体外組織を作る能力
を示す分化の程度を有する細胞を指す。受精卵（接合子）は、初期分割細胞（割球）のよ
うに全能性である。
【００５６】
　本明細書に記載の方法において使用する細胞は、組織中に存在しない細胞であり得る。
本明細書において使用する「組織」は、少なくとも１つの特定の機能の実行において結び
付けられた、同様に専門化された細胞の組織化された生物材料（例えば、群、層、または
凝集体）を指す。細胞が組織化された超構造から取り出されるか、またはそうでなければ
インビボで存在する組織化された超構造から分離されると、それはもはや組織中に存在し
ない。例えば、血液サンプルが２つ以上の非同一画分に分離されるか、または脾臓が刻ま
れそしてパスツールピペットを用いて機械的に解離されると、細胞はもはや組織中に存在
しない。いくつかの実施態様において、組織中に存在しない細胞は、単離された細胞であ
る。細胞に関して本明細書において使用する用語「単離」は、インビボでそれが通常結合
している別の細胞群から機械的または物理的に分離されている細胞を指す。別の細胞群か
ら１つ以上の細胞を単離するための方法は当該分野において周知である。例えば、Cultur
e of Animal Cells: a manual of basic techniques (3rd edition), 1994, R. I. Fresh
ney (ed.), Wiley-Liss, Inc.；Cells: a laboratory manual (vol. 1), 1998, D. L. Sp
ector, R. D. Goldman, L. A. Leinwand (eds.), Cold Spring Harbor Laboratory Press
；Animal Cells: culture and media, 1994, D. C. Darling, S. J. Morgan, John Wiley
 and Sons, Ltd.を参照のこと。任意に、単離された細胞は、例えば他の細胞の存在下で
、インビトロで培養されている。
【００５７】
　いくつかの実施態様において、細胞は、組織中には存在しないが、細胞の集団中に存在
する。いくつかの実施態様において、細胞の集団は細胞の集団である。本明細書において
使用する「細胞の集団」は、少なくとも２個の細胞、例えば、２個の細胞、３個の細胞、
４個の細胞、１０個の細胞、１００個の細胞、１０００個の細胞、１０，０００個の細胞
、１００，０００細胞、または任意の間の数、またはより多くの細胞の群を指す。任意に
、細胞の集団は、共通の起源を有する細胞であり得、例えば、それは同じ親細胞の子孫で
あり得るか、それはクローン性であり得るか、それは同じ組織から単離された細胞から単
離されたかもしくはその子孫であり得るか、またはそれは同じ組織サンプルから単離され
た細胞から単離されたかもしくはその子孫であり得る。細胞の集団は、１つ以上の細胞型
、例えば、１つの細胞型、２つの細胞型、３つの細胞型、４つの細胞型、またはより多く
の細胞型を含み得る。細胞の集団は、不均一または均一であり得る。細胞の集団は、それ
が少なくとも９０％の同じ細胞型を含む（例えば、集団中の細胞の９０％、９２％、９５
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％、９８％、９９％、またはより多くが同じ細胞型のものである）場合、実質的に均一で
あり得る。細胞の集団は、集団中に存在する細胞の９０％未満が同じ細胞型のものである
場合、不均一であり得る。
【００５８】
　いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法は、非多能性細胞（例えば、分化
細胞）に多能性表現型を取らせることに関し得る。いくつかの実施態様において、多能性
細胞を生成することは、より多くの多能性表現型を有する細胞を生成すること、すなわち
、より広い分化能力を有する表現型を細胞に取らせることを含み得る。非限定的な例とし
て、極小胚様（ＶＳＥＬ）細胞は、多能性ではなく単能性であり得、そして／または特定
の分化細胞型に分化するその能力において限定され得る（おそらく胚性幹細胞よりも分化
細胞により近く類似したＶＳＥＬのエピジェネティック状態に起因して）。本明細書に記
載の方法に従って、単能性細胞および／または限定された分化能力を有する細胞に、より
多能性の表現型を取らせることができる。より多能性の表現型は、より多数の分化細胞型
（例えば、２つの単能性細胞の）に分化することができる表現型であり得、より多数のそ
の系列の分化細胞型に分化することができるものはより多能性であり、そして／または多
能性細胞は単能性細胞より多能性である。
【００５９】
　本明細書に記載の多能性細胞（またはより多能性の細胞）を生成する方法は、例えば、
細胞質の一部を細胞から除去することおよび／またはミトコンドリアを細胞から除去する
ことを含み得る。いくつかの実施態様において、細胞質またはミトコンドリアの一部の細
胞からの除去は、細胞の部分的エピジェネティック制御を除去する。いくつかの実施態様
において、細胞質の少なくとも約４０％を除去し、例えば、細胞の細胞質の少なくとも約
４０％、少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、少なくとも約
８０％、少なくとも約９０％、またはより多くを除去する。いくつかの実施態様において
、細胞の細胞質の６０％～８０％を除去する。いくつかの実施態様において、ミトコンド
リアの少なくとも約４０％を除去し、例えば、細胞のミトコンドリアの少なくとも約４０
％、少なくとも約５０％、少なくとも約６０％、少なくとも約７０％、少なくとも約８０
％、少なくとも約９０％、またはより多くを除去する。いくつかの実施態様において、細
胞のミトコンドリアの５０％～９０％を除去する。
【００６０】
　細胞をストレスに供しそして／または細胞質もしくはミトコンドリアの一部を細胞から
除去する方法は、致死性の閾値より下で細胞の膜において細孔および／または破裂を引き
起こす任意の環境刺激であり得る。ストレスは、組織または細胞培養物における非生理的
ストレスを含み得る。適切な環境刺激の非限定的な例は、外傷、機械的刺激、化学的曝露
、超音波刺激、酸素欠乏、栄養欠乏、照射、極度な温度への曝露、解離、トリチュレーシ
ョン（trituration）、物理的ストレス、高浸透圧、低浸透圧、膜損傷、毒素、極度のイ
オン濃度、活性酸素、ＵＶ曝露、強可視光、必須栄養の欠乏、または非生理的酸性環境を
含む。いくつかの実施態様において、１つの環境刺激が細胞に適用され得る。いくつかの
実施態様において、複数の環境刺激が細胞に適用され得、例えば、２つの刺激、３つの刺
激、４つの刺激、またはより多くの刺激が適用され得る。複数の環境刺激を同時にまたは
別々に適用し得る。
【００６１】
　いくつかの実施態様において、ストレスは、ストレスに曝露された細胞の少なくとも１
０％において膜破壊を引き起こすストレスであり得る。本明細書において使用する「膜破
壊」は、検出可能な量のオルガネラおよび／または細胞物質（限定するものではないが、
ミトコンドリアおよびＤＮＡを含む）を細胞外環境中に放出させるために十分な細孔また
は間隙が形成されるように膜を損傷、破裂または破壊することを指す。細胞物質（例えば
、ミトコンドリア）の放出を検出する方法は、当該分野において公知であり、そして本明
細書において他所に記載されている。放出された細胞物質は、遊離し、または被包され、
または膜によって囲まれ得る。



(20) JP 2015-516812 A 2015.6.18

10

20

30

40

50

【００６２】
　ストレスは、ストレスに曝露された細胞の少なくとも１０％、例えば、１０％以上、２
０％以上、３０％以上、４０％以上、５０％以上、６０％以上、７０％以上、８０％以上
、または９０％以上において膜破壊を引き起こし得る。いくつかの実施態様において、ス
トレスに曝露された細胞は、本明細書に記載のようにより多能性にしようとする細胞と同
じ型および特徴の細胞であり得、例えば、１つの型の細胞に適切なストレスは、別の型の
細胞には適切でないかもしれない。
【００６３】
　細胞がストレスに曝露される時間の長さは、使用される刺激に依存して変動し得る。例
えば、本明細書に記載の方法に従って細胞にストレスを与えるために低栄養条件を使用す
る場合、細胞を低栄養条件下で１週間以上、例えば、１週間、２週間、または３週間もし
くはより長く培養し得る。いくつかの実施態様において、細胞を低栄養条件下で約３週間
培養する。別の非限定的な例において、本明細書に記載の方法に従って低ｐＨまたは低酸
素条件に曝露する細胞を、数分間またよりは長く（例えば、数時間を含む）、例えば、少
なくとも２分間、少なくとも５分間、少なくとも２０分間、少なくとも１時間、少なくと
も２時間、少なくとも６時間またはより長く曝露し得る。
【００６４】
　多能性細胞の生成を誘導する機械的刺激は、膜の完全性を機械的に破壊する、物質また
は表面の細胞膜との任意の形態の接触を含み得る。機械的刺激は、細胞を剪断ストレスお
よび／または高圧に曝露することを含み得る。機械的刺激の例示的な形態はトリチュレー
ションである。トリチュレーションは、摩擦を介して粒子の表面を研磨および／または摩
減するプロセスである。細胞のトリチュレーションのためのプロセスの非限定的な例は、
デバイスを通して細胞を通過させることであり、ここで、デバイスは細胞のサイズより小
さな開口を有する。例えば、真空圧および／または流体の流れによって、ピペットの内部
空間の少なくとも一部が細胞の直径より小さな直径を有するピペットを通して、細胞を通
過させることができる。いくつかの実施態様において、細胞のサイズより小さな開口を有
する少なくとも１つのデバイスを通して細胞を通過させる。いくつかの実施態様において
、漸進的により小さな開口を有するいくつかのデバイスを通して細胞を通過させる。いく
つかの実施態様において、５分間以上、例えば、５分間、１０分間、２０分間、３０分間
、または６０分間細胞をトリチュレーションすることができる。いくつかの実施態様にお
いて、５０μｍの内径を有するパスツールピペットを通して細胞を通過させることによっ
て、細胞をトリチュレーションすることができる。いくつかの実施態様において、５０μ
ｍの内径を有するパスツールピペットを通して２０分間細胞を通過させることによって、
細胞をトリチュレーションすることができる。
【００６５】
　多能性細胞を生成するように細胞を誘導するために必要なストレスを適用する他の方法
は、例えば、特定の化学物質または物理化学的条件（例えば、高または低ｐＨ、浸透圧シ
ョック、温度極度、酸素欠乏など）への曝露を含む。多能性細胞の生成を誘導するこの種
類および他の処理を以下でさらに考察する。化学的曝露は、例えば、ｐＨ，浸透圧、およ
び／または細胞膜の完全性を破壊または損傷する細孔形成化合物の任意の組み合わせを含
み得る。非限定的な例として、細胞を、非生理的酸性環境もしくは低ｐＨ、ストレプトリ
シンＯ、または蒸留水（すなわち、浸透圧ショック）に曝露することができる。
【００６６】
　低ｐＨは、６．８より低いｐＨ、例えば、６．７、６．５、６．３、６．０、５．８、
５．４、５．０、４．５、４．０またはより低いｐＨを含み得る。いくつかの実施態様に
おいて、低ｐＨは約３．０～約６．０である。いくつかの実施態様において、低ｐＨは約
４．５～約６．０である。いくつかの実施態様において、低ｐＨは５．４～５．８である
。いくつかの実施態様において、低ｐＨは５．４～５．６である。いくつかの実施態様に
おいて、低ｐＨは約５．６である。いくつかの実施態様において、低ｐＨは約５．７であ
る。いくつかの実施態様において、低ｐＨは約５．５である。いくつかの実施多様におい
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て、細胞は低ｐＨ条件に数日間まで、例えば、６日間以下、４日間以下、３日間以下、２
日間以下、１日間以下、１２時間以下、６時間以下、３時間以下、２時間以下、１時間以
下、３０分間以下、２０分間以下、または１０分間以下曝露され得る。いくつかの実施態
様において、細胞はｐＨ５．４～５．６に３日間以下曝露され得る。いくつかの実施態様
において、細胞は約５．６～６．８のｐＨに３日間以下曝露され得る。いくつかの実施態
様において、細胞は約５．６～６．８のｐＨに１時間以下曝露され得る。いくつかの実施
態様において、細胞は約５．６～６．８のｐＨに約３０分間曝露され得る。いくつかの実
施態様において、細胞は約５．６～６．８のｐＨに約２０分間曝露され得る。いくつかの
実施態様において、細胞は約５．６～５．８のｐＨに３日間以下曝露され得る。いくつか
の実施態様において、細胞は約５．６～５．８のｐＨに１時間以下曝露され得る。いくつ
かの実施態様において、細胞は約５．６～５．８のｐＨに約３０分間曝露され得る。いく
つかの実施態様において、細胞は約５．６～５．８のｐＨに約２０分間曝露され得る。
【００６７】
　いくつかの実施態様において、細胞をＡＴＰに曝露して、多能性細胞の生成を誘導する
ことができる。いくつかの実施態様において、細胞を約２０μＭ～約２００ｍＭの濃度の
ＡＴＰに曝露することができる。いくつかの実施態様において、細胞を約２００μＭ～約
２０ｍＭの濃度のＡＴＰに曝露することができる。いくつかの実施態様において、細胞を
約２．４ｍＭの濃度のＡＴＰに曝露することができる。いくつかの実施態様において、細
胞を、ＨＢＳＳ中で希釈したＡＴＰに曝露することができる。いくつかの実施態様におい
て、細胞をＡＴＰに１分間以上、例えば、少なくとも１分間、少なくとも２分間、少なく
とも５分間、少なくとも１５分間、少なくとも３０分間、少なくとも４５分間、少なくと
も１時間またはより長く曝露することができる。いくつかの実施態様において、細胞をＡ
ＴＰに約５分間～約３０分間曝露することができる。いくつかの実施態様において、細胞
をＡＴＰに約１５分間曝露することができる。いくつかの実施態様において、細胞を約２
．４ｍＭのＡＴＰに約１５分間曝露することができる。
【００６８】
　いくつかの実施態様において、細胞をＣａＣｌ２に曝露して、多能性細胞の生成を誘導
することができる。いくつかの実施態様において、細胞を約２０μＭ～約２００ｍＭの濃
度のＣａＣｌ２に曝露することができる。いくつかの実施態様において、細胞を約２００
μＭ～約２０ｍＭの濃度のＣａＣｌ２に曝露することができる。いくつかの実施態様にお
いて、細胞を約２ｍＭの濃度のＣａＣｌ２に曝露することができる。いくつかの実施態様
において、細胞を、ＨＢＳＳ中で希釈したＣａＣｌ２に曝露することができる。いくつか
の実施態様において、細胞をＣａＣｌ２に１日間以上、例えば、少なくとも１日間、少な
くとも２日間、少なくとも１週間、少なくとも２週間、少なくとも３週間またはより長く
曝露することができる。いくつかの実施態様において、細胞をＣａＣｌ２に約１週間～３
週間曝露することができる。いくつかの実施態様において、細胞をＣａＣｌ２に約２週間
曝露することができる。いくつかの実施態様において、細胞を約２ｍＭのＣａＣｌ２に約
２週間曝露することができる。いくつかの実施態様において、細胞を約２ｍＭのＣａＣｌ

２に約１週間曝露することができる。
【００６９】
　細孔形成化合物の例は、ストレプトリシンＯ（ＳＬＯ）、サポニン、ジギトニン、フィ
リピン、Ａｅ　Ｉ、イソギンチャクの細胞溶解素、アエロリシン、アマトキシン、アメー
バポア、Entamoeba dispar由来のアメーバポアホモログ、ブレビニン－１Ｅ、ブレビニン
－２Ｅ、バルバトリシン、Enterococcus faecalisの細胞溶解素、δヘモリシン、ジフテ
リア毒素、Vibrio choleraeのＥ１　Ｔｏｒ細胞溶解素、エクイナトキシン、Aeromonas h
ydrophilaのエンテロトキシン、エスクレンチン、グラニュリシン、Vibrio parahaemolyt
icusのヘモリシン、Streptococcus intermedinsのインターメディリシン、レンチウイル
ス溶解ペプチド、Actinobacillus actinomycetemcomitansのロイコトキシン、マガイニン
、メリチン、膜結合リンホトキシン、Ｍｅｔ－エンケファリン、ネオキオトルフィン、ネ
オキオトルフィンフラグメント１、ネオキオトルフィンフラグメント２、ネオキオトルフ
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ィンフラグメント３、ネオキオトルフィンフラグメント４、ＮＫリシン、パラダキシン、
Staphylococcus aureusのα細胞溶解素、 Clostridium septicumのα細胞溶解素、Bacill
us thuringiensis毒素、コリシン、補体、デフェンシン、ヒストリシン、リステリオリシ
ン、マガイニン、メリチン、ニューモリシン、酵母キラー毒素、バリノマイシン、ペダー
センのクラウンエーテル、パーフォリン、パーフリンゴリシンＯ、Clostridium perfring
ensのθ毒素、ファロリシン、ファロトキシン、および他の分子、例えばRegen et al. Bi
ochem Biophys Res Common 1989 159:566-571（その全体を参照により本明細書に組み入
れる）に記載されるものを含む。細孔形成化合物を精製または合成する方法は当業者に周
知である。さらに、細孔形成化合物は市販されている（例えば、ストレプトリシンＯ（Ca
t No. S5265; Sigma-Aldrich; St. Louis, MO））。非限定的な例として、細胞をＳＬＯ
に約５分間以上、例えば、少なくとも５分間、少なくとも１０分間、少なくとも２０分間
、少なくとも３０分間、少なくとも４５分間、少なくとも１時間、少なくとも２時間、少
なくとも３時間、またはより長く曝露することができる。いくつかの実施態様において、
細胞をＳＬＯに約３０分間～２時間曝露する。いくつかの実施態様において、細胞をＳＬ
Ｏに約５０分間曝露する。非限定的な例として、細胞を約１０ｎｇ／ｍＬ～１ｍｇ／ｍＬ
の濃度のＳＬＯに曝露することができる。いくつかの実施態様において、細胞を約１μｇ
／ｍＬ～１００μｇ／ｍＬの濃度のＳＬＯに曝露することができる。いくつかの実施態様
において、細胞を約１０μｇ／ｍＬのＳＬＯに曝露することができる。いくつかの実施態
様において、細胞を約１０μｇ／ｍＬのＳＬＯに約５０分間曝露することができる。
【００７０】
　多能性細胞の生成を誘導する酸素欠乏条件は、細胞を低下した酸素条件下で培養するこ
と、例えば、細胞を１０％以下の酸素中で培養することを含み得る。いくつかの実施態様
において、細胞を５％以下の酸素下で培養する。低下した酸素条件下での培養の長さは、
１時間以上、例えば、１時間、１２時間、１日間、２日間、１週間、２週間、３週間、１
ヶ月間、２ヶ月間またはより長くであり得る。いくつかの実施態様において、細胞を低下
した酸素条件下で１週間～１ヶ月間培養することができる。いくつかの実施態様において
、細胞を低下した酸素条件下で約３週間培養することができる。
【００７１】
　多能性細胞の生成を誘導する栄養欠乏条件は、細胞増殖に有益な任意の因子または栄養
素の欠乏を含み得る。いくつかの実施態様において、栄養欠乏条件は、ＦＢＳまたは増殖
因子のようなさらなる補充物なしに、基本培養培地、例えば、Ｆ１２またはＤＭＥＭ中で
細胞を培養することを含む。栄養欠乏条件における培養の長さは、１時間以上、例えば、
１時間、１２時間、１日間、２日間、１週間、２週間、３週間、１ヶ月間、２ヶ月間また
はより長くであり得る。いくつかの実施態様において、細胞を栄養欠乏条件下で１週間～
１ヶ月間培養することができる。いくつかの実施態様において、細胞を栄養欠乏条件下で
約２週間培養することができる。いくつかの実施態様において、細胞を栄養欠乏条件下で
約３週間培養することができる。いくつかの実施態様において、栄養欠乏条件は、増殖因
子なしの条件、または所定の細胞型のための１つ以上の増殖因子の標準的濃度の５０％未
満を用いる条件を含み得る。
【００７２】
　多能性細胞の生成を誘導する極度な温度への曝露は、低温または高温のいずれかへの曝
露を含み得る。哺乳動物細胞について、極度な低温は、３５℃より低い温度、例えば３４
℃、３３℃、３２℃、３１℃またはより低い温度であり得る。いくつかの実施態様におい
て、極度な低温は、凍結より低い温度であり得る。細胞の凍結は、氷結晶による膜穿孔を
引き起こし得、そして細胞質を低下させるための道を提供する。哺乳動物細胞について、
極度な高温は、４２℃より高い温度、例えば４３℃、４４℃、４５℃、４６℃またはより
高い温度であり得る。いくつかの実施態様において、極度な高温は、約８５℃以上の温度
であり得る。極度な温度下での培養の長さは、２０分間以上、例えば、２０分間、３０分
間、１時間、１２時間、１日間、２日間、１週間、２週間、３週間、１カ月間、２カ月間
またはより長くであり得る。明らかに、温度が高ければ高いほど、多能性細胞の生成を可
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能にするために一般に許容される曝露は短くなる。
【００７３】
　本明細書に記載の方法において使用することができるストレスのさらなる例は、限定す
るものではないが、超音波刺激および照射処理を含む。
【００７４】
　いくつかの実施態様において、ストレスに曝露した後、細胞を、本明細書において下記
する方法に従った選択の前に培養することができる。細胞を、選択の前に少なくとも１時
間培養することができ、例えば、ストレス性刺激を除去しそして細胞を、本明細書に記載
のような選択の前に少なくとも１時間、少なくとも２時間、少なくとも６時間、少なくと
も１２時間、少なくとも１日間、少なくとも２日間、少なくとも７日間またはより長く培
養する。非限定的な例として、細胞をＳＬＯに約５０分間曝露し、次いで選択の前にＳＬ
Ｏを含まない培養培地中で約７日間培養することができる。いくつかの実施態様において
、選択の前に細胞を培養するために使用する培養培地は、分化因子を含まないかまたは分
化を促進しない。いくつかの実施態様において、培養培地は、幹細胞および／または多能
性細胞の培養に適切なものである。そのような培地の例を本明細書において下記する。
【００７５】
　いくつかの実施態様において、細胞中の細胞質の量を低下させる。細胞中の細胞質の低
下を、細胞のサイズをモニターすることによって決定することができる。細胞サイズを決
定する方法は、当業者に周知であり、そして非限定的な例として細胞蛍光測定分析を含む
。簡潔には、単一細胞をヨウ化プロピジウムで染色し、フィルターし、そして例えばFLOM
AX（商標）ソフトウェアを使用してDAKO GALAXY（商標）（DAKO）アナライザー上で測定
する。次いで、細胞蛍光測定分析を行って、細胞サイズを確立することができる。予め規
定されたサイズのマイクロビーズを等張リン酸食塩水（ｐＨ７．２）中に再懸濁し、そし
て細胞蛍光測定分析を使用して球状物中に含まれる細胞のサイズを比較するための標準と
して使用する。細胞およびビーズの両方を同じ機器設定（細胞およびビーズのサイズを表
す前方散乱、ならびに細胞の粒度を表す側方散乱）を使用して分析する。細胞サイズを、
曲線上で、ｘ軸上のビーズサイズおよびｙ軸上の前方散乱値を用いて算出することができ
る。
【００７６】
　いくつかの実施態様において、細胞中のミトコンドリアの量を低下させる。細胞中のミ
トコンドリアの数を決定する方法は、当業者に周知であり、そしてミトコンドリア特異的
色素での染色および顕微鏡下で見たときの細胞当たりの可視ミトコンドリアの数の計数を
含む。ミトコンドリア特異的色素は市販されている（例えば、MITOTRACKER（商標）（Cat
 No M7512 Invitrogen; Grand Island, NY））。いくつかの実施態様において、ミトコン
ドリアの数またはミトコンドリア特異的色素からのシグナルの強度は、本明細書において
上記する方法を用いる処理の後に少なくとも４０％減少し得る。いくつかの実施態様にお
いて、ミトコンドリアの数またはミトコンドリア特異的色素からのシグナルの強度が本明
細書において上記する方法を用いる処理の後に少なくとも４０％減少した細胞を選択する
。
【００７７】
　ミトコンドリアおよび／または膜破壊の量を、細胞外環境における酸化還元活性を測定
することによって検出することもできる。本明細書に記載のストレスによってミトコンド
リアが細胞外環境中に放出されるにつれて、細胞外環境におけるＲＯＳのレベルは増加し
得、そしてそれを所定のストレスの有効性を測定するために使用することができる。
【００７８】
　本明細書に記載の局面のいずれかのいくつかの実施態様において、ＬＩＦ（白血病阻害
因子）の存在下で細胞をストレスに供することができる。
【００７９】
　いくつかの局面において、細胞の細胞質および／またはミトコンドリアの一部を除去し
た後、方法は多能性を示す細胞を選択することをさらに含む。多能性細胞のマーカー、表
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現型、または機能を呈する細胞を選択することによって、多能性細胞を選択することがで
きる。細胞の選択は、所望の特徴を呈する細胞を単離しそして増殖させること、または、
所望の特徴を有する細胞が所望の特徴を有しない細胞より高い率で生存しそして／または
増殖するような条件下で未知の特徴を有する細胞の集団を培養することを含み得る。多能
性細胞のマーカーおよび特徴の非限定的な例を本明細書において下記する。いくつかの実
施態様において、多能性についての細胞の選択は、少なくとも部分的に、Ｏｃｔ４を発現
する細胞を選択することを含む。いくつかの実施態様において、多能性についての細胞の
選択は、少なくとも部分的に、Ｎａｎｏｇを発現する細胞を選択することを含む。いくつ
かの実施態様において、多能性についての細胞の選択は、少なくとも部分的に、Ｏｃｔ４
、Ｎａｎｏｇ、Ｅ－カドヘリン、および／またはＳＳＥＡを発現する細胞を選択すること
を含む。いくつかの実施態様において、ＳＳＥＡ－１およびＥ－カドヘリンを発現する細
胞をこれらのマーカーに特異的な抗体およびＦＡＣＳを使用して選択することによって、
多能性細胞を選択することができる。いくつかの実施態様において、細胞を、ＦＡＣＳま
たは当該分野において公知のそして／または本明細書に記載の他の細胞選別デバイスを使
用してサイズに基づいて選択することができる。細胞を、それが培養ディッシュに接着で
きないことによって選択することもできる。
【００８０】
　細胞を、ストレスに供した後に、より小さなサイズに基づいて選択することもできる。
すなわち、多能性に進行する、ストレスを与えた細胞は、その非多能性体細胞前駆体より
小さい。いくつかの実施態様において、８μｍ未満の直径を有する細胞、例えば、８μｍ
以下、７μｍ以下、６μｍ以下、５μｍ以下、またはより小さな直径を有する細胞を選択
する。細胞を、ストレス処理後に、短期間（例えば、数分間～数日間）培養した後または
休ませた後にサイズに基づいて選択することができる。いくつかの実施態様において、細
胞を、ストレス処理の直後にサイズに基づいて選択することができる。当該分野において
公知の任意の方法によって（例えば、フィルターの使用またはＦＡＣＳによって）細胞を
サイズに基づいて選択することができる。
【００８１】
　本明細書に記載の方法のいくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法に従って
生成される多能性細胞を、その多能性細胞の増殖（すなわち、幹細胞の増殖）を可能にす
るように培養することができる。いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法に
従って生成される多能性細胞を、インビトロで維持することができる。１つの局面におい
て、本明細書に記載の技術は、多能性細胞および／または少なくとも部分的に分化したそ
の子孫を含む組成物に関する。いくつかの実施態様において、多能性細胞および／または
少なくとも部分的に分化したその子孫を、例えば細胞株として、インビトロで維持するこ
とができる。細胞株を、本明細書において下記するように、候補薬剤（例えば、所定の疾
患のための治療薬剤および／または幹細胞を調節する薬剤）をスクリーニングおよび／ま
たは試験するために使用することができる。いくつかの実施態様において、多能細胞およ
び／または少なくとも部分的に分化したその子孫は、疾患（例えば、天然の細胞もしくは
組織型または天然の多能性および／または複能性細胞の不全に関連する疾患（本明細書に
おいて下記するような）、および／または遺伝的変異を有する細胞が関与する疾患（例え
ば、ガン））を有する対象から得られる細胞に由来し得る。本明細書に記載の組成物を、
例えば、疾患モデル化、創薬、診断、および個別化医療において使用することができる。
【００８２】
　幹および／または多能性細胞の増殖および／または維持に適切な条件は、当該分野にお
いて公知である。幹細胞の増殖は、分化を実質的に誘導または許容することなしに細胞数
を拡大することを可能にする。非限定的な例として、多能性細胞の増殖に適切な条件は、
細胞を、１×１０６細胞／ｃｍ２で、２％Ｂ２７、２０ｎｇ／ｍＬ塩基性線維芽細胞増殖
因子、および１０ｎｇ／ｍＬ上皮増殖因子を補充したＦ１２／ＤＭＥＭ（１：１、ｖ／ｖ
）中でプレーティングすることを含む。培養の持続のために約５０％の培地を２～３日毎
に置換することができる。いくつかの実施態様において、幹および／または多能性細胞の
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増殖に適切な条件は、細胞を、Ｂ２７－ＬＩＦ（すなわち、Hitoshi, S. et al. Genes &
 development 2004 18, 1806-1811（その全体を参照により本明細書に組み入れる）に記
載のＬＩＦ（１×１０３ユニット／ｍＬ、Chemicon; Cat No: ESG1107 EMD Millipore, B
illerica, MA）およびＢ２７サプリメント（Cat No: 0080085-SA; Invitrogen; Grand Is
land, NY））を含有する無血清培地）中で培養することを含む。本明細書に記載の細胞を
培養するために適切な他の培地を、本明細書中の実施例において記載する（例えば、ＥＳ
樹立培養培地、２ｉ、３ｉおよびＡＣＴＨ、ＥＳ培養条件、ＥＳ－ＬＩＦ、胚性神経幹細
胞培養条件、およびＥｐｉＳＣ培養条件）。いくつかの実施態様において、多能性細胞の
増殖または維持のための条件は、ＬＩＦ（白血病阻害因子）の存在下での細胞の培養を含
み得る。
【００８３】
　増殖の間、本明細書に記載の方法に従って生成される多能性細胞は、同じ多能性幹細胞
マーカーを発現し続ける。多能性幹細胞マーカーの非限定的な例は、ＳＳＥＡ－１、ＳＳ
ＥＡ－２、ＳＳＥＡ－３、ＳＳＥＡ－４（本明細書においてＳＳＥＡと総称する）、ＡＰ
、Ｅ－カドヘリン抗原、Ｏｃｔ４、Ｎａｎｏｇ、Ｅｃａｔ１、Ｒｅｘ１、Ｚｆｐ２９６、
ＧＤＦ３、Ｄｐｐａ３、Ｄｐｐａ４、Ｄｐｐａ５、Ｓｏｘ２、Ｅｓｒｒｂ、Ｄｎｍｔ３ｂ
、Ｄｎｍｔ３ｌ、Ｕｔｆ１、Ｔｅｌ１、Ｂａｔ１、Ｆｇｆ４、Ｎｅｏ、Ｃｒｉｐｔｏ、Ｃ
ｄｘ２、およびＳｌｃ２ａ３を含む。細胞が多能性幹細胞マーカーを発現しているかどう
かを決定する方法は、当業者に周知であり、そして、例えば、ＲＴ－ＰＣＲ、レポーター
遺伝子構築物の使用（例えば、ＦＡＣＳまたは蛍光顕微鏡と結びつけた本明細書に記載の
Ｏｃｔ４－ＧＦＰ構築物の発現）、および目的の細胞表面マーカーに特異的な抗体を使用
するＦＡＣＳまたは蛍光顕微鏡を含む。
【００８４】
　多能性細胞マーカーは、細胞と比較して伸長したテロメアも含む。テロメア長を、例え
ば、ゲノムＤＮＡを単離し、ｇＤＮＡを制限酵素（例えば、Ｈｉｎｆ１およびＲｓａ１）
で消化し、そしてテロメア長アッセイ試薬を用いてテロメアを検出することによって決定
することができる。そのような試薬は、当該分野において公知であり、そして市販されて
いる（例えば、TELOTAGGG（商標）TELOMERE LENGTH ASSAY kit（Cat No. 12209136001 Ro
che; Indianapolis, IN）。
【００８５】
　いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法に従って処理される細胞は、開示
する方法に従って処理される前にそうであったよりも、胚性幹細胞のエピジェネティック
状態に近く類似するように変化し得る。細胞のエピジェネティック状態は、ゲノムのヌク
レオチド配列における変化とは異なる、ゲノムの化学的マーキングを指す。エピジェネテ
ィックマークは、ＤＮＡメチル化（インプリント）ならびにＤＮＡに結合するタンパク質
（例えば、ヒストン）のメチル化およびアセチル化を含み得る。用語「ＤＮＡメチル化」
は、ＤＮＡ中の特定の塩基へのメチル（ＣＨ３）基の付加を指す。哺乳動物において、メ
チル化は、ほとんどもっぱらシトシンの５位で、これにグアニンが続く場合（ＣｐＧ）に
生じる。いくつかの実施態様において、エピジェネティック状態は、エピジェネティック
メチル化パターン（例えば、ＤＮＡメチル化パターン）を含み得る。エピジェネティック
マーキングの存在および位置を決定するためのアッセイは、当該分野において公知であり
、そして例えば本明細書中の実施例２に記載するようなバイサルファイトシーケンシング
を含み得る。簡潔には、ＤＮＡをCpGenome（商標）DNA Modification Kit（Chemicon, Te
mecula, CA)を用いて処理し、そして目的の領域（例えば、ＮａｎｏｇおよびＯｃｔ４遺
伝子）を増幅し、そして配列決定する。
【００８６】
　本明細書に記載の技術のいくつかの局面は、本明細書に記載の方法によって産生される
多能性幹細胞を使用するアッセイに関する。例えば、本明細書に記載の方法によって産生
される多能性幹細胞を、多能性幹細胞の生存能、分化、または増殖を調節する薬剤をスク
リーニングおよび／または同定するために使用することができる。そのようなアッセイは
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、本明細書に記載の方法に従って産生される多能性細胞を候補薬剤と接触させること、お
よび候補薬剤と接触させた多能性細胞の生存能、分化および／または増殖が候補薬剤と接
触させていない多能性細胞の生存能、分化および／または増殖から変動するかどうかを決
定することを含み得る。いくつかの実施態様において、薬剤は、多能性幹細胞の生存能、
分化および／または増殖を増加させ得る。いくつかの実施態様において、薬剤は、多能性
幹細胞の生存能、分化および／または増殖を減少させ得る。いくつかの実施態様において
、例えば、相乗的もしくは拮抗性の効果を決定するために、または候補薬剤をプール中で
スクリーニングするために、多能性幹細胞を複数の候補薬剤と接触させることができる。
【００８７】
　候補薬剤は、生存している（すなわち、生きている）多能性細胞の数が、候補薬剤の存
在下で、その非存在と比較して高いかまたは低い場合に、産生される多能性細胞の生存能
を調節する薬剤として同定される。細胞の生存能を決定する方法は、当該分野において周
知であり、そして、非限定的な例として、生細胞マーカーからのシグナルの強さ、または
生細胞マーカーによって染色される細胞の数もしくは比率を検出することによって、少な
くとも２つの時点で生存細胞の数を決定することを含む。生細胞マーカーは市販されてい
る（例えば、PRESTO BLUE（商標）（Cat No A-13261; Life Technologies; Grand Island
, NY））。候補薬剤は、多能性細胞の増殖速度が変化する、すなわち、所定の時間に産生
される子孫細胞の数が候補薬剤の存在下でより高いかまたはより低い場合に、産生される
多能性細胞の増殖を調節する薬剤として同定される。細胞の増殖速度を決定する方法は、
当該分野において公知であり、そして、非限定的な例として、経時的に生細胞数の増加を
決定することを含む。
【００８８】
　候補薬剤は、多能性細胞の分化の比率または特徴が候補薬剤の存在下でより高いかまた
はより低い場合に、多能性細胞の分化を調節する薬剤として同定される。細胞の分化の比
率または特徴を決定する方法は、当該分野において公知であり、そして、非限定的な例と
して、特定の系列のマーカーまたはた形態を検出すること、および候補薬剤と接触させた
集団におけるそのようなマーカーまたは形態を有する細胞の細胞数または出現率を、候補
薬剤と接触させていない集団と比較することを含む。種々の細胞運命系列および成熟細胞
型のマーカーおよび形態的特長は当該分野において公知である。非限定的な例として、中
胚葉細胞は、アクチン、ミオシン、およびデスミンの発現によって、多能性細胞と区別さ
れる。軟骨細胞を、サフラニン－Ｏおよび／またはFASTGREEN（商標）色素（Fisher; Pit
tsburg, PA; F99）での染色によって、その前駆細胞型と区別することができる。骨細胞
を、アリザリンレッドＳ（Sigma; St. Louis, MO: Cat No A5533）での染色によって、そ
の前駆細胞型と区別することができる。
【００８９】
　いくつかの実施態様において、候補薬剤は、腫瘍幹細胞の潜在的な阻害剤であり得、例
えば、成熟腫瘍細胞から多能性細胞を作製するために、そして腫瘍細胞の創造および／ま
たは生存能を阻害する薬剤をスクリーニングするために、本明細書に記載の方法を使用す
ることができる。本明細書に記載の方法を、成熟腫瘍細胞を死滅させるが、腫瘍幹細胞の
発生および／または生存を促進しない薬剤をスクリーニングするために使用することもで
きる。
【００９０】
　いくつかの実施態様において、多能性細胞を、１つ以上の候補薬剤と接触させ、そして
特定の細胞系列または成熟細胞型への分化を促進する条件下で培養する。分化に適切な条
件は当該分野において公知である。非限定的な例として、中胚葉系列への分化に適切な条
件は、２０％ウシ胎仔血清（ＦＣＳ）を補充したＤＭＥＭを含み、培地を３日毎に交換す
る。さらなる非限定的な例として、神経系列への分化に適切な条件は、２％Ｂ２７、１０
％ＦＣＳ、１０ｎｇ／ｍＬ　ｂＦＧＦ、および２０ｎｇ／ｍＬ　ＥＧＦを補充したＦ１２
／ＤＭＥＭ（１：１、ｖ／ｖ）中でオルニチンコートしたチャンバースライド上に細胞を
プレーティングすることを含む。培地を３日毎に交換し得る。
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【００９１】
　本明細書において使用する「候補薬剤」は、細胞、組織または対象に通常は存在しない
かまたは投与されるレベルで存在しない任意の物体を指す。候補薬剤を、以下を含む群か
ら選択することができる：化学物質；小有機または無機分子；核酸配列；核酸アナログ；
タンパク質；ペプチド；アプタマー；ペプチド模倣物、ペプチド誘導体、ペプチドアナロ
グ、抗体；細胞内抗体；生体高分子、生物材料（例えば、細菌、植物、真菌、または動物
細胞もしくは組織）から作製される抽出物；天然のまたは合成の組成物またはその機能的
フラグメント。いくつかの実施態様において、候補薬剤は、限定するものではないが、合
成のおよび天然の非タンパク質性物体を含む任意の化学的物体または部分である。特定の
実施態様において、候補薬剤は化学的部分を有する小分子である。例えば、化学的部分は
、非置換または置換のアルキル、芳香族、または複素環部分（マクロライド、レプトマイ
シンおよび関連天然産物もしくはそのアナログを含む）を含む。候補薬剤は、所望の活性
および／または性質を有することが知られ得るか、あるいは多様な化合物のライブラリー
から選択され得る。
【００９２】
　候補薬物を、多能性細胞の生存能、増殖、および／または分化を調節するその能力につ
いてスクリーニングすることができる。１つの実施態様において、候補薬剤を、上記およ
び本明細書中の実施例に記載の生存能、分化、および／または増殖のためのアッセイを使
用してスクリーニングする。
【００９３】
　一般に、化合物を、適切な期間に渡って、コントロールと比較して細胞機能、遺伝子発
現またはタンパク質活性を調節することができる任意の濃度で試験することができる。い
くつかの実施態様において、化合物を、約０．１ｎＭ～約１０００ｍＭの範囲の濃度で試
験する。１つの実施態様において、化合物を、約０．１μＭ～約２０μＭ、約０．１μＭ
～約１０μＭ、または約０．１μＭ～約５μＭの範囲で試験する。
【００９４】
　実行される特定の実施態様に依存して、候補または試験薬剤を、溶液中で遊離で提供す
ることができ、または担体、もしくは固体支持体、例えばビーズに結合させ得る。いくつ
かの適切な固体支持体を、試験薬剤の固定化のために用いることができる。適切な固体支
持体の例は、アガロース、セルロース、デキストラン（例えば、Sephadex、Sepharoseと
して市販されている）、カルボキシメチルセルロース、ポリスチレン、ポリエチレングリ
コール（ＰＥＧ）、濾紙、ニトロセルロース、イオン交換樹脂、プラスチックフィルム、
ポリアミンメチルビニルエーテルマレイン酸コポリマー、ガラスビーズ、アミノ酸コポリ
マー、エチレン－マレイン酸コポリマー、ナイロン、シルクなどを含む。さらに、本明細
書に記載の方法のために、試験薬剤を個別に、またはグループもしくはプール中でスクリ
ーニングすることができる。グループスクリーニングは、有効な試験薬剤についてのヒッ
ト率が低いことが予想され、その結果、所定のグループについて１より多い陽性の結果が
期待されない場合に特に有用である。
【００９５】
　小分子、重合体およびゲノムベースのライブラリーを開発するための方法は、例えば、
Ding, et al. J Am. Chem. Soc. 124: 1594-1596 (2002)およびLynn, et al., J. Am. Ch
em. Soc. 123: 8155-8156 (2001)に記載されている。市販の化合物ライブラリーを、例え
ば、ArQule（Woburn, MA）、Invitrogen（Carlsbad, CA）、Ryan Scientific（Mt. Pleas
ant, SC）、およびEnzo Life Sciences（Farmingdale, NY）から得ることができる。これ
らのライブラリーを、多能性幹細胞の生存能、増殖、および／または分化を調節するメン
バーの能力についてスクリーニングすることができる。候補薬剤は、天然のタンパク質ま
たはそのフラグメントであり得る。そのような候補薬剤を、天然供給源、例えば、細胞ま
たは組織溶解物から得ることができる。ポリペプチド薬剤のライブラリーを、例えば、市
販のまたはルーチンの方法を用いて生成されるｃＤＮＡライブラリーから調製することも
できる。候補薬剤はまたペプチド（例えば、約５～約３０アミノ酸のペプチド、約５～約
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２０アミノ酸が好ましく、そして約７～約１５が特に好ましい）であり得る。ペプチドは
、天然のタンパク質の消化物、ランダムペプチド、または「バイアス化」ランダムペプチ
ドであり得る。いくつかの方法において、候補薬剤はポリペプチドまたはタンパク質であ
る。ペプチドライブラリー、例えば、ペプチドもしくは他の化合物のコンビナトリアルラ
イブラリーを、いかなる位置においても配列の優先または不変なしに完全にランダム化し
得る。あるいは、ライブラリーをバイアス化し得る。すなわち、配列内のいくつかの位置
を不変に保つか、または限られた数の可能性から選択する。例えば、いくつかの場合で、
ヌクレオチドまたはアミノ酸残基を、規定されたクラス内で（例えば、疎水性アミノ酸、
親水性残基、空間的にバイアス化された（小さなもしくは大きな）残基の、システインの
創造に向けた、架橋のための、ＳＨ－３ドメインのためのプロリン、リン酸化部位のため
のセリン、スレオニン、チロシンもしくはヒスチジン、またはプリンへの）ランダム化す
る。
【００９６】
　候補薬剤はまた核酸であり得る。核酸候補薬剤は、天然核酸、ランダム核酸、または「
バイアス化」ランダム核酸であり得る。例えば、原核生物または真核生物ゲノムの消化物
をタンパク質について上記したのと同様に使用することができる。
【００９７】
　いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法に従って多能性細胞の生存能、増
殖、および／または分化を調節するとしてスクリーニングおよび同定される候補薬剤は、
多能性細胞の生存能、増殖、および／または分化を、非処理コントロールと比較して、少
なくとも５％、好ましくは少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％
、７０％、８０％、９０％、１倍、１．１倍、１．５倍、２倍、３倍、４倍、５倍、１０
倍、５０倍、１００倍またはより多く増加させ得る。いくつかの実施態様において、本明
細書に記載の方法に従って多能性細胞の生存能、増殖、および／または分化を調節すると
してスクリーニングおよび同定される候補薬剤は、多能性細胞の生存能、増殖、および／
または分化を、非処理コントロールと比較して、少なくとも５％、好ましくは少なくとも
１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、５０％、７０％、８０％、９０％、９５％、
９７％、９８％、９９％またはより多く、完全な低下（すなわち、０の生存能、成長、増
殖、または分化）まで（それを含む）減少させ得る。
【００９８】
　いくつかの実施態様において、候補薬剤は、それが投与される形態で直接機能する。あ
るいは、候補薬剤は、細胞内で修飾または利用されて、所望の活性を調節する形態を生じ
得る（例えば、細胞中への核酸配列の導入およびその転写、その結果としての細胞内での
遺伝子発現またはタンパク質活性のインヒビターまたはアクチベーターの産生）。
【００９９】
　本明細書に記載の方法および組成物を、例えば、ガンワクチンの開発において使用でき
ることが意図される。本明細書に記載のように得られる多能性腫瘍細胞の少なくとも部分
的に分化した子孫の生成（例えば、本明細書に記載の方法に従って成熟腫瘍細胞を処理す
ることによる）は、多様なそして変化する抗原プロフィールを提供し得、これはより強力
なＡＰＣ（抗原提示細胞）ベースのガンワクチンの開発を可能にし得る。
【０１００】
　いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法は、細胞の形質転換効率の増加に
関する。細胞にストレスを与えること、例えば、本明細書に記載のように多能性を誘導す
ることは、細胞を、遺伝子改変の方法（限定するものではないが、トランスジーンの挿入
、ウイルスベクター、および／またはジンクフィンガーエンドヌクレアーゼを含む）に対
してより受容性にし得る。本明細書に記載の方法が、細胞が遺伝子的に受容性の状態に改
変されることを可能にし得、その結果、裸のＤＮＡが、得られる多能性細胞を形質転換す
るために使用され得ることが意図される。
【０１０１】
　本明細書に記載の技術のいくつかの局面は、本明細書に記載の方法によって産生される
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多能性細胞、またはそのような細胞の少なくとも部分的に分化した子孫を、細胞治療を必
要とする対象に投与することを含む細胞治療の方法に関する。いくつかの実施態様におい
て、多能性細胞または多能性細胞の少なくとも部分的に分化した子孫の治療有効量が提供
される。いくつかの実施態様において、多能性細胞および／またはその子孫は自己である
。いくつかの実施態様において、多能性細胞および／またはその子孫は同種異系である。
いくつかの実施態様において、多能性細胞および／またはその子孫は自己である。いくつ
かの実施態様において、多能性細胞および／またはその子孫はＨＬＡ適合同種異系である
。いくつかの実施態様において、多能性細胞および／またはその子孫は同系である。いく
つかの実施態様において、多能性細胞および／またはその子孫は異種である。いくつかの
実施態様において、細胞治療は、自己治療であり得、例えば、対象由来の細胞を本明細書
に記載の方法に従って多能性細胞を生成するために使用し得、そして多能性細胞および／
またはその多能性細胞の少なくとも部分的に分化した子孫を対象に投与し得る。本明細書
において使用する「細胞治療を必要とする対象」は、天然の細胞または組織型あるいは天
然の多能性および／または複能性細胞（例えば、幹細胞）の不全に関連する疾患を有する
か、または疾患を有するかもしくは発達させる危険性があると診断される対象を指す。
【０１０２】
　いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法を、遺伝障害（例えば、テイ・サ
ックスまたは血友病）を、例えば、本明細書に記載のように得られる同種異系の多能性細
胞および／またはその子孫を投与することによって、処置するために使用することができ
る。
【０１０３】
　１つの局面において、本明細書に、本明細書に記載の方法に従って細胞から多能性細胞
（またはより多能性の細胞）を生成することを含む、対象に投与しようとする細胞治療と
適合性である細胞または組織を調製する方法であって、細胞は自己細胞またはＨＬＡ適合
性同種異系細胞である、方法を記載する。いくつかの実施態様において、多能性細胞（ま
たはより多能性の細胞）を、細胞または組織を対象に投与する前に、予め規定された細胞
系列に沿って分化させ得る。
【０１０４】
　本明細書に記載の方法に従って生成される多能性細胞（例えば、多能性幹細胞）をガン
治療において使用することができる。例えば、高用量化学療法＋骨髄造血系を再生するた
めの造血幹細胞移植は、本明細書に記載のように生成される多能性細胞の使用から利益を
得ることができる。
【０１０５】
　天然の細胞または組織型あるいは天然の多能性および／または複能性細胞の不全に関連
する疾患の非限定的な例は、再生不良性貧血、ファンコニ貧血、および発作性夜間ヘモグ
ロビン尿症（ＰＮＨ）を含む。他は、例えば、以下を含む：急性白血病（急性リンパ性白
血病（ＡＬＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、急性混合性白血病および急性未分化白血
病を含む）；慢性白血病（慢性骨髄性白血病（ＣＭＬ）、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）
、若年性慢性骨髄性白血病（ＪＣＭＬ）および若年性骨髄単球性白血病（ＪＭＭＬ）を含
む）；骨髄増殖性障害（急性骨髄線維症、血管新生骨髄化生（骨髄線維症）、真性多血症
および本態性血小板血症を含む）；リソソーム蓄積症（ムコ多糖症（ＭＰＳ）、ハーラー
症候群（ＭＰＳ－ＩＨ）、シャイエ症候群（ＭＰＳ－ＩＳ）、ハンター症候群（ＭＰＳ－
ＩＩ）、サンフィリポ症候群（ＭＰＳ－ＩＩＩ）、モルキオ症候群（ＭＰＳ－ＶＩＩ）、
マロトー・ラミー症候群（ＭＰＳ－ＶＩ）、スライ症候群、βグルクロニダーゼ欠損症（
ＭＰＳ－ＶＩＩ）、副腎白質ジストロフィー、ムコリピドーシスＩＩ（Ｉ－細胞病）、ク
ラッベ病、ゴーシェ病、ニーマン・ピック病、ウォルマン病および異染性白質ジストロフ
ィーを含む）；組織球性障害（家族性赤血球貪食性リンパ組織血症、組織球症Ｘおよび血
球貪食を含む）；貪食細胞障害（チュディアック・東症候群、慢性肉芽腫性疾患、好中球
アクチン欠損症および細網異形成症を含む）；遺伝性血小板異常（巨核球増加（amegakar
yocytosis）／先天性血小板減少症を含む）；形質細胞障害（多発性骨髄腫、形質細胞白
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血病およびワルデンストレームマクログロブリン血症を含む）。幹細胞治療を用いて処置
可能な他の悪性病変は、限定するものではないが、とりわけ、乳ガン、ユーイング肉腫、
神経芽細胞腫および腎細胞ガンを含む。以下も幹細胞治療を用いて治療可能である：肺障
害（ＣＯＰＤおよび気管支喘息を含む）；先天性免疫障害（血管拡張性運動失調症、コス
トマン症候群、白血球粘着不全症、ディジョージ症候群、裸リンパ球症候群、オーメン症
候群、重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）、アデノシンデアミナーゼ欠損を伴うＳＣＩＤ、
ＴおよびＢ細胞欠損ＳＣＩＤ、Ｔ細胞欠損、正常Ｂ細胞ＳＣＩＤ、分類不能型免疫不全症
およびＸ連鎖リンパ増殖性疾患を含む）；他の遺伝性障害（レッシュ・ナイハン症候群、
軟骨毛髪形成不全症、グランツマン血小板無力症および大理石骨病を含む）；神経学的状
態（急性および慢性脳卒中、外傷性脳損傷、脳性麻痺、多発性硬化症、筋委縮性側索硬化
症および癲癇を含む）；心臓状態（アテローム性動脈硬化、うっ血性心不全および心筋梗
塞を含む）；代謝障害（糖尿病を含む）；ならびに眼性障害（黄斑変性および視神経萎縮
症を含む）。そのような疾患または障害を、所望の分化を促進するための薬剤の投与有り
もしくは無しでの所望の細胞型へのインビボでの分化を可能にする、多能性細胞自体の投
与によって、および／または、インビトロで所望の細胞型に分化したかもしくは少なくと
も部分的にそれに向かって分化した多能性細胞を投与することによってのいずれかで処置
することができる。そのような状態を診断する方法は医学実務の当業者に周知である。い
くつかの実施態様において、対象は、細胞または幹細胞の集団を除去した放射線療法また
は他の治療を用いて処置されたものであり得、例えば、対象は、その骨髄が放射線療法に
よって除去されたガンを有する対象であり得る。
【０１０６】
　いくつかの実施態様において、多能性細胞を対象に投与する。いくつかの実施態様にお
いて、少なくとも部分的に分化した細胞を対象に投与する。いくつかの実施態様において
、細胞治療の方法は、多能性細胞を、細胞を投与する前に予め規定された細胞系列に沿っ
て分化させることをさらにを含み得る。所望の細胞系列に沿って幹細胞を分化させる方法
は当該分野において公知であり、そして例は本明細書に記載されている。
【０１０７】
　いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法に従って得られる多能性細胞また
は多能性細胞の子孫である少なくとも部分的に分化した細胞を含む組成物を対象に投与す
る。
【０１０８】
　いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法に従って得られる多能性細胞また
は多能性細胞の子孫である少なくとも部分的に分化した細胞を含む組成物は、任意にＧ－
ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦおよび／またはＭ－ＣＳＦをさらに含み得、そして／あるいは、別
の組成物中でＧ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦおよび／またはＭ－ＣＳＦを投与したかまたは投
与する対象に投与され得る。Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦおよび／またはＭ－ＣＳＦの投与
は、例えば、器官再生ならびに組織デブリ、老廃物および蓄積の除去に好ましい炎症の状
態を誘導し得る。
【０１０９】
　いくつかの実施態様において、多能性細胞および／またはその少なくとも部分的に分化
した子孫の投与は、本明細書に記載の方法に従った培養物中の多能性細胞の産生後の比較
的短期間内に行われ得る（例えば、産生後１、２、５、１０、２４または４８時間）。い
くつかの実施態様において、少なくとも部分的に分化した子孫の投与は、本明細書に記載
の方法に従った培養物中の多能性細胞の分化後の比較的短期間内に行われ得る（例えば、
産生後１、２、５、１０、２４または４８時間）。いくつかの実施態様において、多能性
細胞および／またはその少なくとも部分的に分化した子孫を、投与前に低温貯蔵し得る。
【０１１０】
　いくつかの局面において、本明細書に記載の技術は、本明細書に記載の方法に従って生
成される多能性細胞および／または多能性細胞の少なくとも部分的に分化した子孫を含む
組成物に関する。いくつかの実施態様において、医薬組成物は、本明細書に記載の方法に



(31) JP 2015-516812 A 2015.6.18

10

20

30

40

50

従って生成される多能性細胞および／または多能性細胞の少なくとも部分的に分化した子
孫、および任意に医薬上許容される担体を含む。組成物は、少なくとも１つの医薬上許容
される賦形剤をさらに含み得る。
【０１１１】
　医薬組成物は、適切な賦形剤、または安定化剤を含み得、そして、例えば、溶液、懸濁
液、ゲル、または乳濁液であり得る。典型的には、組成物は、約０．０１～９９％、好ま
しくは約５～９５％の細胞を担体と一緒に含有する。細胞は、医薬上または生理学的に許
容される担体、賦形剤または安定化剤と組み合わされると、非経口で、皮下で、移植によ
ってまたは注射によって投与され得る。大部分の治療目的のために、細胞は、液体形態で
溶液または懸濁液として注射を介して投与され得る。用語「医薬上許容される担体」は、
本明細書に記載の方法に従って生成される多能性細胞および／または多能性細胞の少なく
とも部分的に分化した子孫の投与のための担体を指す。そのような担体は、限定するもの
ではないが、生理食塩水、緩衝化生理食塩水、デキストロース、水、グリセロール、およ
びその組み合わせを含む。各々の担体は、処方物の他の成分と適合性であるという意味で
「許容」されなければならず、例えば、担体は対象に対する薬剤の効果を減少させない。
換言すると、担体は医薬上不活性であり、そして生細胞と適合性である。
【０１１２】
　適切な処方物は、水性および非水性の無菌注射溶液も含み、これは抗酸化剤、緩衝剤、
静菌剤、殺菌性抗生物質、および、処方物を意図されるレシピエントの体液と等張にする
溶質を含有し得る。水性および非水性の無菌懸濁液は、懸濁剤および増粘剤を含み得る。
処方物は単位用量または多用量容器において提示され得る。
【０１１３】
　非経口剤形の例は、限定するものではないが、注射用溶液、注射用懸濁液および乳濁液
を含む。非経口剤形を、例えば、本明細書に記載の方法に従って生成される多能性細胞お
よび／または多能性細胞の少なくとも部分的に分化した子孫を保持するための生体吸収性
足場材料を使用して、調製することができる。
【０１１４】
　用語「エピジェネティック修飾」は、ゲノムの化学的マーキングを指す。エピジェネテ
ィックマークは、ＤＮＡメチル化（インプリント）ならびにＤＮＡに結合するタンパク質
（例えば、ヒストン）のメチル化およびアセチル化を含み得る。片親起源特異的遺伝子発
現（母性または父性いずれかの染色体からの）が哺乳動物においてしばしば観察され、そ
してそれはエピジェネティック修飾に起因する。親の生殖系列において、エピジェネティ
ック修飾は安定な遺伝子サイレンシングまたは活性化に導き得る。
【０１１５】
　本明細書において使用する用語「投与」または「移植」は、所望の効果が生じるような
所望の部位における細胞の少なくとも部分的な局在化を生じる方法または経路による対象
中への細胞の配置を指す。
【０１１６】
　本明細書に記載の多能性幹細胞および／またはその少なくとも部分的に分化した子孫を
、臨床医によって適切であると見出される任意の方法で投与することができ、そして、例
えば、細胞の懸濁液の注射による、または、例えば、移植可能な足場もしくは支持体の上
もしくは中で沈着もしくは増殖した細胞の調製物の移植による、局所投与を含み得る。移
植可能な足場は、いくつかの分解性または吸収性のポリマーのいずれか、または、例えば
、とりわけシルク足場を含み得る。本明細書に記載の多能性幹細胞および／またはその少
なくとも部分的に分化した子孫を含む医薬組成物の投与に適切な経路は、限定するもので
はないが、局所投与、例えば、腹腔内、非経口、体腔内または皮下投与を含む。本明細書
において使用する語句「非経口投与」および「非経口で投与する」は、通常注射による、
腸内および局所投与以外の投与の様式を指し、そして、限定するものではないが、腹腔内
、皮内、皮下の注射および注入を含む。投与は、注射に適切な針、カテーテルおよびシリ
ンジの使用、または外科的移植を含み得る。送達手段および送達部位の組み合わせの使用
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が、所望の臨床効果を達成するために意図される。
【０１１７】
　用語「エピジェネティック修飾」は、ゲノムの化学的マーキングを指す。エピジェネテ
ィックマークは、ＤＮＡメチル化（インプリント）ならびにＤＮＡに結合するタンパク質
（例えば、ヒストン）のメチル化およびアセチル化を含み得る。片親起源特異的遺伝子発
現（母性または父性いずれかの染色体からの）が哺乳動物においてしばしば観察され、そ
してそれはエピジェネティック修飾に起因する。親の生殖系列において、エピジェネティ
ック修飾は安定な遺伝子サイレンシングまたは活性化に導き得る。
【０１１８】
　１つの実施態様において、本明細書に記載の多能性幹細胞および／またはその少なくと
も部分的に分化した子孫の治療有効量を対象に投与する。「治療有効量」は、処置される
状態の症状またはマーカーにおいて測定可能な改善を生じるために十分な、本明細書に記
載の多能性幹細胞および／またはその少なくとも部分的に分化した子孫の量である。治療
組成物中の細胞の実際の投与量レベルを、特定の対象について所望の治療応答を達成する
ために有効な細胞の量を投与するように、変動させ得る。選択される投与量レベルは、限
定するものではないが、治療組成物の活性、処方、投与経路、他の薬物または処置との組
み合わせ、処置される状態の重篤度、対象の身体的状態、処置される対象の以前の病歴、
および治療を施す臨床医または医師の経験および判断を含む種々の因子に依存する。一般
に、用量および投与スケジュールは、状態の進行の遅延および好ましくは阻害を生じ、そ
してまた好ましくは状態の症状またはマーカーの１つ以上の減少を引き起こすために十分
であるべきである。治療有効用量の決定および調整、ならびにそのような調整をする時期
および方法の評価は、医学分野の当業者に公知である。
【０１１９】
　本明細書に記載の方法に従って投与される、本明細書に記載の多能性幹細胞および／ま
たはその少なくとも部分的に分化した子孫の投与量は、医師によって決定され得、そして
必要に応じて処置の観察される効果に適するように調整され得る。処置の持続期間および
頻度に関しては、熟練した臨床医が、いつ処置が治療の利益を提供しているかを決定し、
そして、細胞の別の用量を投与するか、投与量を増加または減少させるか、処置を中止す
るか、処置を再開するか、または処置レジメンに他の変更をするかどうかを決定するため
に、対象をモニターするのが典型的である。投与される細胞が中期間から長期間生着しそ
して生存することが期待される場合、反復投薬が必要であり得る。しかし、投与は、必要
に応じて、そして対象によって許容されるように、反復され得る。投与量は、実質的な有
害な副作用を引き起こすほど多くすべきでない。投与量はまた、任意の合併症の場合に個
々の医師によって調整され得る。しかし、典型的には、投与量は、成体ヒトのために、本
明細書に記載の多能性幹細胞および／またはその少なくとも部分的に分化した子孫１００
～１×１０９個、例えば１００～１０，０００細胞、１，０００～１００，０００細胞、
１０，０００～１，０００，０００細胞または１，０００，０００から１×１０９細胞の
範囲であり得る。有効用量は、例えば、動物モデル試験バイオアッセイまたは系に由来す
る用量反応曲線から外挿され得る。
【０１２０】
　本明細書に記載のように調製される、本明細書に記載の多能性幹細胞および／またはそ
の少なくとも部分的に分化した子孫を含む治療組成物は、当該分野において周知の方法に
従って、効力を確認するために、移植した細胞のインビボでの増殖を評価するために、そ
して投与量を見積もるために、１つ以上の適切なインビトロおよび／またはインビボの疾
患の動物モデル（例えば、ＳＣＩＤマウスモデル）において任意に試験される。特に、投
与量を、最初に、関連するアッセイにおいて、処置対非処置の活性、安定性または他の適
切な尺度（例えば、処置動物モデル対非処置動物モデルの比較）によって、決定すること
ができる。本明細書に記載の多能性幹細胞および／またはその少なくとも部分的に分化し
た子孫の有効量の決定において、医師は、基準の中でとりわけ、移植した細胞の増殖およ
び体積、ならびに処置される状態の進行を評価する。投与量は、用いられる剤形および利
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用される投与経路で変動し得る。
【０１２１】
　本明細書に記載の治療方法に関して、本明細書に記載の多能性幹細胞および／またはそ
の少なくとも部分的に分化した子孫の投与が、特定の投与様式、投与量、投薬の頻度に限
定されることは意図されない。処置される状態を処置するために適切な用量を提供するた
めに十分な、筋肉内、静脈内、腹腔内、小胞内、関節内、病巣内、皮下、または任意の他
の経路を含む全ての投与様式が意図される。
【０１２２】
　いくつかの実施態様において、本明細書に記載の方法は、多能性細胞をインビボで生成
するために使用され得、例えば、対象中に存在する細胞を、多能性表現型を獲得するよう
に本明細書に記載のようにストレスに供し得る。インビボで細胞に本明細書に記載のスト
レスを適用する方法は容易に明白であり、例えば、穏和な酸溶液を注射および／または直
接適用を介して組織に導入し得、温度を周囲の組織を加熱もしくは冷却できるプローブに
よって、または非侵襲的な方法（例えば、集束ビーム照射）の使用を介して、変化させ得
る。例えば、組織再生または創傷治癒を増加させるために、多能性のインビボでの調節を
使用し得る。非限定的な例は、膝関節細胞（例えば、滑膜または軟骨細胞）が多能性表現
型をとり、そして新たな組織を生成するように誘導するための、関節炎膝関節中への穏和
な酸の注射を含み得る。さらなる非限定的な例は、脳卒中または中枢神経系損傷（例えば
、脊髄損傷）を有する対象の処置を含み得る。炎症が消散した後に、損傷領域に近接する
細胞を本明細書に記載のようにストレスを用いて処理し、損傷した組織を再配置し、そし
て／または損傷組織を再生もしくは修復できる多能性細胞を生成し得る。
【０１２３】
　さらなる非限定的な例において、エピジェネティック状態の変化（例えば、デメチラー
ゼでの処理による）は、非インスリン分泌細胞（例えば、膵臓のαグルカゴン（glugagon
）細胞）のインスリン分泌細胞（例えば、β細胞）への転換を引き起こし得る。従って、
本明細書に記載の方法に従った非インスリン分泌細胞（例えば、膵臓のαグルカゴン細胞
）の処理は、インスリン分泌細胞になる細胞（例えば、β様細胞）を、インビボまたはイ
ンビトロのいずれかで生じ得る。
【０１２４】
　さらに、本明細書に記載の多能性細胞を他の細胞（すなわち、「レシピエント細胞」）
（例えば、本明細書に記載の方法に従って処理されていない細胞、非多能性細胞、成熟細
胞、悪性細胞、および／または損傷細胞）と融合させ得ることが意図される。細胞の融合
は、融合前と比較して増加したレベルの細胞修復酵素発現および／または活性をレシピエ
ント細胞において生じ得る。このことは、レシピエント細胞の健康および／または機能を
、例えば、レシピエント細胞の細胞損傷、変異および／またはエピジェネティック状態の
改変の修復を増加させることによって、増加させ得る。
【０１２５】
　いくつかの実施態様において、インビボで細胞の多能性を増加させることによって、そ
の細胞のエピジェネティックマーカー（例えば、ＤＮＡメチル化、脱メチル化および／ま
たはヒドロキシメチル化状態）を調節することができる。エピジェネティックマーカーの
調節は、例えば、悪性腫瘍、関節炎、自己免疫疾患、加齢などへの関与が示されており、
そして本明細書に記載の方法に従ったそのようなエピジェネティック関連状態の処置が意
図される。
【０１２６】
　いくつかの実施態様において、複数の組織をインビボで同時に処置することができ、例
えば、穏和に酸性の状態を複数の器官において、例えば、連続的にまたは同時に誘導して
（例えば、脳、心臓、肝臓、肺および／または甲状腺）、広範な損傷または加齢を処置す
ることができる。
【０１２７】
　本明細書に記載の細胞のインビボでの処理が、本明細書に記載のように産生された多能
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性細胞および／または少なくとも部分的に分化したその子孫の投与と組み合わされ得るこ
とがさらに意図される。
【０１２８】
　本明細書に記載の方法が、例えば、胎児または胚を子宮内で処置するために使用され得
ることが、本明細書において意図される。
【０１２９】
　処置の効力を、例えば、本明細書に記載のように処置される状態のマーカー、指標、症
状もしくは発生率、または任意の他の測定可能な適切なパラメーター（例えば、多能性細
胞子孫の数）を測定することによって、評価することができる。そのようなパラメーター
のいずれか、またはパラメーターの任意の組み合わせを測定することによって、処置また
は予防の効力をモニターすることは、十分に当業者の能力の範囲内である。
【０１３０】
　処置される状態のマーカー、指標または症状の１つ以上において統計学的に有意な改善
が存在する場合に、あるいは、症状の悪化または発達が、それがそうでなければ予期され
る場合に無いことによって、有効な処置は明白である。例として、状態の測定可能なパラ
メーターにおける少なくとも約１０％、そして好ましくは少なくとも約２０％、約３０％
、約４０％、約５０％またはより多くの好ましい変化は、有効な処置を示し得る。本明細
書に記載の方法に従って生成される多能性細胞および／または多能性細胞の少なくとも部
分的に分化した子孫の効力はまた、本明細書に記載の状態について当該分野において公知
の実験動物モデルを使用して判断され得る。実験動物モデルを使用する場合、処置の効力
は、マーカー（例えば、骨髄アブレーションおよび本明細書に記載のような多能性細胞を
用いる処置の後にマウス中に存在する造血細胞の数）における統計学的に有意な変化が観
察される場合に、証明される。
【０１３１】
　１つの局面において、本明細書に、本明細書に記載の方法に従って得られる多能性細胞
をＦＧＦ４の存在下で培養する工程を含む、胎盤細胞に分化する能力を有する多能性細胞
を産生する方法を記載する。いくつかの実施態様において、多能性細胞は胚性幹細胞に分
化する能力を有する。いくつかの実施態様において、ＦＧＦ４の濃度は約１ｎＭ～約１μ
Ｍである。いくつかの実施態様において、ＦＧＦ４の濃度は１ｎＭ～１μＭである。いく
つかの実施態様において、ＦＧＦ４の濃度は約５ｎＭ～約５００ｎＭである。いくつかの
実施態様において、ＦＧＦ４の濃度は約１０ｎＭ～約１００ｎＭである。
【０１３２】
　いくつかの局面において、本明細書に記載の技術は、細胞質および／またはミトコンド
リアの一部を細胞から除去することを含む、細胞から多能性細胞を生成するためのシステ
ムに関する。
【０１３３】
　本明細書に記載の方法に従って細胞から多能性細胞を生成するためのシステムは、その
中で細胞がストレスに供される入れ物を含み得る。入れ物は、例えば、本明細書に記載の
方法に従って細胞質および／またはミトコンドリアの量を低下させるために低酸素条件下
で数日またはより長く細胞を培養する場合、体細胞および／または多能性細胞の培養に適
切であり得る。あるいは、入れ物は、例えば、細胞を狭い開口を有するデバイス中で限定
された期間（例えば、１時間未満）トリチュレーションする場合、細胞を培養するためで
はなく、細胞にストレスを与えるために適切であり得る。入れ物は、例えば、容器、チュ
ーブ、マイクロ流体デバイス、ピペット、バイオリアクターまたは細胞培養ディッシュで
あり得る。入れ物は、体細胞および／または多能性細胞の培養に適切な条件を提供する環
境において（例えば、インキュベーター内に収容され）、または細胞に対して環境ストレ
スを引き起こす条件を提供する環境において（例えば、低酸素含量環境を提供するインキ
ュベーター内に収容され）維持され得る。入れ物は、本明細書において上記する環境スト
レスの１つ以上、例えば、１つのストレス、２つのストレス、３つのストレス、またはよ
り多くを提供するように設計され得る。体細胞および／または多能性細胞を操作および／
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または培養するために適切な入れ物は、当業者に周知であり、そして市販されている（例
えば、Cat No CLS430597 Sigma-Aldrich; St. Louis, MO）。いくつかの実施態様におい
て、入れ物はマイクロ流体デバイスである。いくつかの実施態様において、入れ物は細胞
培養ディッシュ、フラスコまたはプレートである。
【０１３４】
　いくつかの実施態様において、システムは、多能性細胞を選択するための手段をさらに
含み得、例えば、システムは、多能性マーカー（例えば、Ｏｃｔ４－ＧＦＰ）を発現する
細胞を選択し得るかまたは本明細書において上記するようにサイズによって選択し得るＦ
ＡＣＳシステムを含み得る。細胞の選択のための方法およびデバイスは、当業者に周知で
あり、そして市販されている（例えば、BD Biosciences; Franklin Lakes, NJによって生
産されるBD LSRII（商標）およびBD FACSDIVA（商標）ソフトウェア（Cat No. 643629）
と連結されるBD FACSARIA SORP（商標））。
【０１３５】
　いくつかの実施態様において、組織中に存在しない細胞がシステムに提供される。いく
つかの実施態様において、組織がシステムに提供され、そしてシステムは、１つ以上の型
の細胞を単離する手段をさらに含む。非限定的な例として、システムは組織ホモジナイザ
ーを含み得る。組織ホモジナイザーおよびそれを使用する方法は、当該分野において公知
であり、そして市販されている（例えば、FASTH21（商標）, Cat No. 21-82041 Omni Int
ernational; Kennesaw, GA）。あるいは、システムは、血液または流体サンプルを処理す
るために遠心分離機を含み得る。
【０１３６】
　いくつかの実施態様において、システムを自動化することができる。細胞単離、細胞培
養および選択デバイスを自動化する方法は、当該分野において公知であり、そして市販さ
れている。例えば、FASTH21（商標）Tissue Homogenizer（Cat No. 21-82041 Omni Inter
national; Kennesaw, GA）およびBD FACSARIA SORP（商標）。
【０１３７】
　いくつかの実施態様において、システムは無菌であり得、例えば、それは無菌環境にお
いて操作され得るか、またはシステムは密閉された無菌のシステムとして操作され得る。
【０１３８】
　１つの局面において、本明細書に、副腎皮質刺激ホルモン（ＡＣＴＨ）、２ｉまたは３
ｉ培地の存在下で細胞を培養する工程を含む、多能性細胞の自己再生能力を増加させる方
法を記載する。本明細書において使用する「自己再生能力」は、細胞がインビトロで培養
および継代され得る時間の長さ、例えば、細胞およびその子孫が供されそして生存細胞を
産生し続けることができる継代の数を指す。本明細書に記載の方法に従って増加した自己
再生能力を有するようにされる細胞は、例えば、全能性細胞および／または本明細書にお
いて他所に記載するようにそれをストレスに曝露することによって生成される細胞であり
得る。
【０１３９】
　いくつかの実施態様において、ＡＣＴＨの存在下での培養は、約０．１μＭ～約１，０
００μＭ、例えば、約０．１μＭ～約１００μＭ、約０．１μＭ～約１０μＭ、または約
１０μＭを含む細胞培地中で細胞を培養することを含み得る。いくつかの実施態様におい
て、ＡＣＴＨの存在下での細胞の培養は、ＡＣＴＨを含むＬＩＦ培地中で細胞を培養する
ことを含み得る。ＬＩＦ、ＡＣＴＨ、２ｉおよび３ｉは、市販されており、そして当該分
野において周知であり、例えば、ＡＣＴＨをSigma-Aldrichから購入することができ（Cat
 No. A0673; St. Louis, MO）、そしてＬＩＦ培地をMilliporeから購入することができ（
例えばCat Nos ESG1107; Billerica, MA）、そして３ｉをStem Cells Inc.から購入する
ことができる（例えば、"iSTEM Stem Cell Culture Medium, Cat No. SCS-SF-ES-01; New
ark, CAとして）。
【０１４０】
　いくつかの実施態様において、培養工程は少なくとも３日間、例えば、少なくとも３日
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間、少なくとも４日間、少なくとも５日間、少なくとも６日間、少なくとも７日間、また
はより長く進行し得る。培養工程の後に、本明細書において他所に記載するように多能性
細胞を維持するために適切な条件下で細胞を維持し得る。
【０１４１】
　いくつかの実施態様において、培養工程の後に、細胞は検出可能なそして／または増加
したレベルの幹細胞マーカーを発現し得る。幹細胞マーカーおよびそれを検出する方法は
本明細書において他所に記載されている。いくつかの実施態様において、幹細胞マーカー
は、以下からなる群より選択され得る：Ｏｃｔ３／４；Ｎａｎｏｇ；Ｒｅｘ１；Ｋｌｆ４
；Ｓｏｘ２；Ｋｌｆ２；Ｅｓｒｒ－β；Ｔｂｘ３；およびＫｌｆ５。
【０１４２】
　開示の実施態様の記載が包括的であるかまたは開示される厳密な形態に開示を限定する
ことは意図されない。開示の特定の実施態様およびそのための例を説明目的のために本明
細書に記載するが、関連分野の当業者に認識されるように、種々の等価な改変が開示の範
囲内で可能である。例えば、方法工程または機能を所定の順序で示すが、代替の実施態様
が異なる順序で機能を実行し得、または機能が実質的に同時に実行され得る。本明細書に
提供する開示の教示を、適宜他の手順または方法に適用し得る。本明細書に記載の種々の
実施態様を組み合わせて、さらなる実施態様を提供し得る。必要であれば、上記の参照お
よび適用の構成、機能および概念を用いて、開示のなおいっそうのさらなる実施態様を提
供するように、開示の局面を改変し得る。詳細な説明を考慮して、これらおよび他の変更
を開示に対してなし得る。
【０１４３】
　前述の実施態様のいずれかの特定の構成要素を、組み合わせるかまたは他の実施態様に
おける構成要素に置き換えることができる。さらに、開示の特定の実施態様に結び付けら
れる利点をこれらの実施態様の文脈で記載するが、他の実施態様もそのような利点を示し
得、そして必ずしも全ての実施態様が開示の範囲内に入るためにそのような利点を示す必
要はない。
【０１４４】
　同定される全ての特許および他の刊行物を、例えば、本発明と関連して使用され得るそ
のような刊行物中に記載される方法を記載および開示する目的のために、明白に参照によ
り本明細書に組み入れる。これらの刊行物は、単に本願の出願日より前のそれらの開示の
ために提供される。この点について、何も、以前の発明のおかげで、またはいずかの他の
理由のために、本発明者らがそのような開示に先行する資格がないことの承認として解釈
されるべきでない。これらの書類の日付に関する陳述または内容に関する表示の全ては出
願人らに入手可能な情報に基づいており、そしてこれらの書類の日付および内容の正しさ
に関するいかなる承認としても解釈されない。
【０１４５】
　本発明を以下の実施例によってさらに説明する。実施例は限定として解釈されるべきで
ない。
【０１４６】
　本明細書に記載の技術のいくつかの実施態様を以下の番号付けされた項のいずれかに従
って規定することができる。
１．細胞をストレスに供する工程を含む、多能性細胞を生成する方法。
２．多能性細胞が外来遺伝子、転写物、タンパク質、核成分もしくは細胞質の導入なしに
、または細胞融合なしに生成される、項１記載の方法。
３．多能性を示す細胞を選択する工程をさらに含む、項１または２記載の方法。
４．細胞が組織の部分として存在しない、項１～３のいずれか１項記載の方法。
５．細胞が体細胞、幹細胞、前駆細胞または胚細胞である、項１～４のいずれか１項記載
の方法。 
６．細胞が単離された細胞である、項１～５のいずれか１項記載の方法。
７．細胞が細胞の不均一な集団中に存在する、項１～６のいずれか１項記載の方法。
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８．細胞が細胞の均一な集団中に存在する、項１～７のいずれか１項記載の方法。
９．多能性を示す細胞を選択する工程が、幹細胞マーカーを発現する細胞を選択すること
を含む、項１～８のいずれか１項記載の方法。
１０．幹細胞マーカーが以下からなる群より選択される、項９記載の方法：
Ｏｃｔ４；Ｎａｎｏｇ；Ｅ－カドヘリン、およびＳＳＥＡ４。
１１．多能性を示す細胞を選択する工程が、接着性でない細胞を選択することを含む、項
１～１０のいずれか１項記載の方法。 
１２．ストレスが組織または細胞培養物における非生理的ストレスを含む、項１～１１の
いずれか１項記載の方法。
１３．ストレスが以下から選択される少なくとも１つの環境刺激への細胞の曝露を含む、
項１～１２のいずれか１項記載の方法：外傷、機械的刺激、化学的曝露、超音波刺激、酸
素欠乏、照射、極度な温度への曝露、解離、トリチュレーション、物理的ストレス、高浸
透圧、低浸透圧、膜損傷、毒素、極度のイオン濃度、活性酸素、ＵＶ曝露、強可視光、必
須栄養の欠乏、または非生理的酸性環境。
１４．ストレスが約３．０～約６．８のｐＨに細胞を曝露することを含む、項１～１３の
いずれか１項記載の方法。
１５．ストレスが約４．５～約６．０のｐＨに細胞を曝露することを含む、項１～１４の
いずれか１項記載の方法。
１６．ストレスが約５．４～約５．８のｐＨに細胞を曝露することを含む、項１５記載の
方法。
１７．細胞が２～３日間曝露される、項１２～１６のいずれか１項記載の方法。
１８．細胞が１日間以下曝露される、項１２～１７のいずれか１項記載の方法。
１９．細胞が１時間以下曝露される、項１２～１８のいずれか１項記載の方法。
２０．細胞が約３０分間曝露される、項１２～１９のいずれか１項記載の方法。
２１．極度な温度への曝露が、３５℃未満または４２℃超の温度に細胞を曝露することを
含む、項１３記載の方法。
２２．極度な温度への曝露が、凍結以下の温度への細胞の曝露または少なくとも約８５℃
の温度への細胞の曝露を含む、項２１記載の方法。 
２３．機械的刺激が、剪断ストレス または／および高圧に細胞を曝露することを含む、
項１３記載の方法。
２４．機械的刺激が、細胞のサイズより小さな開口を有する少なくとも１つのデバイスを
通して細胞を通過させることを含む、項２３記載の方法。
２５．機械的刺激が、漸進的により小さな開口を有するいくつかのデバイスを通して細胞
を通過させることを含む、項２３記載の方法。
２６．多能性細胞を培養して、多能性細胞を増殖させる工程をさらに含む、項１～２５の
いずれか１項記載の方法。
２７．多能性細胞が幹細胞マーカーを発現する、項１～２６のいずれか１項記載の方法。
２８．幹細胞マーカーが以下からなる群より選択される、項２７記載の方法：
Ｏｃｔ４；Ｎａｎｏｇ；Ｅ－カドヘリン、およびＳＳＥＡ４。
２９．細胞が哺乳動物細胞である、項１～２８のいずれか１項記載の方法。 
３０．細胞がヒト細胞である、項１～２９のいずれか１項記載の方法。
３１．細胞が成体細胞、新生児細胞、胎児細胞、羊水細胞、または臍帯血細胞である、項
１～３０のいずれか１項記載の方法。
３２．多能性細胞をインビトロで維持する工程をさらに含む、項１～３１のいずれか１項
記載の方法。
３３．細胞のエピジェネティック状態が胚性幹細胞のエピジェネティック状態により近く
類似するように変化させられる、項１～３２のいずれか１項記載の方法。
３４．エピジェネティック状態がメチル化パターンを含む、項３３記載の方法。
３５．ストレスが、細胞質の少なくとも約４０％を細胞から除去すること含む、項１～３
４のいずれか１項記載の方法。
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３６．細胞質の少なくとも約５０％を細胞から除去する、項３５記載の方法。
３７．細胞質の少なくとも約６０％を細胞から除去する、項３６記載の方法。
３８．細胞質の６０～８０％を細胞から除去する、項３７記載の方法。
３９．細胞質の少なくとも約８０％を細胞から除去する、項３７記載の方法。
４０．細胞質の少なくとも約９０％を細胞から除去する、項３９記載の方法。
４１．ストレスが、ミトコンドリアの少なくとも約４０％を細胞から除去すること含む、
項１～４０のいずれか１項記載の方法。
４２．細胞質の一部の除去が、ミトコンドリアの少なくとも約５０％を細胞質から除去す
る、項４１記載の方法。
４３．細胞質またはミトコンドリアの除去が、ミトコンドリアの約５０％～９０％を細胞
質から除去する、項４２記載の方法。
４４．細胞質またはミトコンドリアの除去が、ミトコンドリアの９０％超を細胞質から除
去する、項４２記載の方法。
４５．ストレスが、ストレスに曝露された細胞の少なくとも１０％の細胞膜を破壊するた
めに十分である、項１～４４のいずれか１項記載の方法。
４６．項１～４５のいずれか１項記載の方法によって産生される多能性細胞を候補薬剤と
接触させることを含む、アッセイ。
４７．多能性細胞の生存能、分化、増殖の１つ以上に影響を及ぼす薬剤を同定するための
使用のための、項４６記載のアッセイ。
４８．対象のための細胞治療の方法における項１～４５のいずれか１項記載の方法によっ
て産生される多能性細胞の使用。
４９．対象に投与しようとする細胞治療と適合性である細胞または組織を調製する方法で
あって：
項１～４５のいずれか１項に従って細胞から多能性細胞を生成する工程を含み；
細胞が自己細胞またはＨＬＡ適合同種異系細胞である、方法。
５０．対象に細胞または組織を投与する前に、予め規定された細胞系列に沿って多能性細
胞を分化させる工程をさらに含む、項４９記載の方法。
５１．多能性細胞を含む組成物であって、多能性細胞が項１～４５のいずれか１項記載の
方法によって細胞から生成される、組成物。
５２．副腎皮質刺激ホルモン（ＡＣＴＨ）、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で細胞を培養す
る工程を含む、多能性幹細胞を産生する方法。
５３．細胞が、ＡＣＴＨを含むＬＩＦ培地中で培養される、項５２記載の方法。
５４．ＡＣＴＨが約０．１μＭ～約１００μＭの濃度で存在する、項５２または５３記載
の方法。
５５．細胞が項１～４５のいずれか１項記載の方法によって生成される細胞である、項５
２～５４のいずれか１項記載の方法。
５６．細胞が全能性細胞である、項５２～５５のいずれか１項記載の方法。
５７．細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも３日間培養される、
項５２～５６のいずれか１項記載の方法。
５８．細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも５日間培養される、
項５２～５７のいずれか１項記載の方法。
５９．細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも７日間培養される、
項５２～５８のいずれか１項記載の方法。
６０．培養する工程の後に、細胞が、検出可能なレベルの、以下からなる群より選択され
る幹細胞マーカーを発現する、項５２～５９のいずれか１項記載の方法： 
Ｏｃｔ３／４；Ｎａｎｏｇ；Ｒｅｘ１；Ｋｌｆ４；Ｓｏｘ２；Ｋｌｆ２；Ｅｓｒｒ－β；
　Ｔｂｘ３；およびＫｌｆ５。
６１．多能性細胞の自己再生能力を増加させる方法であって、副腎皮質刺激ホルモン（Ａ
ＣＴＨ）、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で細胞を培養する工程を含む、方法。
６２．細胞が、ＡＣＴＨを含むＬＩＦ培地中で培養される、項６１記載の方法。
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６３．ＡＣＴＨが約０．１μＭ～約１００μＭの濃度で存在する、項６１または６２記載
の方法。
６４．細胞が項１～４５のいずれか１項記載の方法によって生成される細胞である、項６
１～６３のいずれか１項記載の方法。
６５．細胞が全能性細胞である、項６１～６４のいずれか１項記載の方法。
６６．細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも３日間培養される、
項６１～６５のいずれか１項記載の方法。
６７．細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも５日間培養される、
項６１～６６のいずれか１項記載の方法。
６８．細胞が、ＡＣＴＨ、２ｉまたは３ｉ培地の存在下で少なくとも７日間培養される、
項６１～６７のいずれか１項記載の方法。
６９．培養する工程の後に、細胞が、検出可能なレベルの、以下からなる群より選択され
る幹細胞マーカーを発現する、項６１～６８のいずれか１項記載の方法： 
Ｏｃｔ３／４；Ｎａｎｏｇ；Ｒｅｘ１；Ｋｌｆ４；Ｓｏｘ２；Ｋｌｆ２；Ｅｓｒｒ－β；
　Ｔｂｘ３；およびＫｌｆ５。
７０．細胞治療を必要とする対象における自己細胞治療の方法であって、
ａ．項１～４５のいずれか１項に従って細胞から多能性細胞を生成する工程であって、細
胞が対象から得られる、工程、および
ｂ．多能性細胞またはその分化した子孫を含む組成物を対象に投与する工程、
を含む、方法。
７１．対象に組成物を投与する前に、予め規定された細胞系列に沿って多能性細胞を分化
させる工程をさらに含む、項７０記載の方法。
７２．胎盤細胞に分化する能力を有する多能性細胞を産生する方法であって、項１～４５
のいずれか１項記載の方法によって生成される多能性細胞をＦＧＦ４の存在下で培養する
工程を含む、方法。
７３．ＦＧＦ４の濃度が１ｎＭ～１μＭである、項７２記載の方法。
７４．多能性細胞が胚性幹細胞に分化する能力を有する、項７２または７３記載の方法。
【実施例】
【０１４７】
実施例１
　全ての生物は原始的な生存本能を保有している。植物が重大な外的ストレスに供される
と、それらは、細胞の脱分化を引き起こしそして損傷領域または生物全体の再生を可能に
する、生存するための機構を活性化させる。そのような機構は下等生物が極度の環境変化
を生き延びるために重要であるようであるが、それは哺乳動物においてはまだ立証されて
いない。
【０１４８】
　本発明者らは、物理的ストレスが、成熟哺乳動物細胞を、植物および下等生物において
見られるものに類似した、幹細胞状態に復帰させ得ると仮定した。この仮説を検討するた
めに、７つの成体体細胞組織から入手した成熟細胞を研究した。まず、どの物理的ストレ
スが成熟細胞を変化させてより成熟でない状態に復帰させることに最も有効であり得るか
に焦点を合わせるために、Ｏｃｔ４－ＧＦＰマウスから回収したＣＤ４５陽性リンパ球を
研究した。このマウス由来の細胞は、幹細胞特異的Ｏｃｔ４プロモーターが活性化される
と幹細胞表現型への復帰の読み出し情報（readout）を提供する。成熟し、完全に分化し
た細胞をいくつかの重大な外部刺激に曝露した。
【０１４９】
　例えば、ＣＤ４５陽性リンパ球を強い化学的ストレスを提供するために低ｐＨ溶液に曝
露した。曝露の３日間以内に、ＧＦＰ発現細胞が観察され、そして５日間以内に、ＧＦＰ
発現細胞から構成される球状コロニーが観察された。このようにして生成された細胞を本
実施例においてストレス変化幹細胞（Stress Altered Stem Cell）（ＳＡＳＣまたはＳＡ
Ｃ）という。ＳＡＣを若返り幹細胞（Rejuvenated Stem Cell）（ＲＳＣ）または動物カ
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ルス細胞（animal callus cell）（ＡＣＣ）ということもできる。ＳＡＣは、胚性幹細胞
に通常伴ういくつかのマーカーを発現した。ＳＡＣはＥＳ細胞と等価な分化能力を示し、
キメラマウスの生成に寄与し、そして４Ｎ胚盤胞中に注入したときに胎児全体を生成する
能力を有した。このようにして生成された細胞は、最初に、細胞ベースの損傷防御機構の
誘導に通常伴う低いミトコンドリア活性および他の状態を示した。それらは、次いで、Ｏ
ｃｔ４およびＮａｎｏｇ遺伝子プロモーターの脱メチル化を示した。ストレス変化細胞の
リプログラミングは間葉－上皮移行を介して誘導されるようであった。この知見は、損傷
（外部刺激）に応答しての、植物カルス中に含有される細胞の記述と一致している。植物
カルスは、細胞の、クローン体（clonal body）を形成する能力を有する多能性植物幹細
胞へのストレス誘導転換から形成される。重大な外部刺激に応答して、成熟し完全に分化
した体細胞性哺乳動物細胞から生成される、そのような球状コロニーを、本明細書におい
て動物カルスといい、そのようなコロニーまたはカルス中に含有されるストレス変化細胞
を「動物カルス細胞」（ＡＣＣ）またはＳＡＣという。
【０１５０】
　このように、重大な物理的および化学的ストレスは正常成熟成体細胞を、胚発生する能
力を有する多能性幹細胞へリプログラムさせた。理論に結び付けられることを望まないが
、リプログラミングの機構は損傷に応答して通常見られる細胞生存および修復プロセスの
誘導を含むようである。本明細書において、哺乳動物細胞が、重大なストレス性の外部刺
激に応答してリプログラムされた状態に復帰するための、植物のものに非常に類似した生
存機構を保有することが実証されている。
【０１５１】
　報告されているところによれば、種々の型の細胞が、誘導または特異的遺伝子の強制発
現を介して多能性幹細胞状態にリプログラムされている１－５。火傷、化学的損傷、外傷
および照射のような刺激物への曝露の結果としての細胞への損傷が正常細胞を変化させて
ガン細胞になるようにし得るとも考えられている。
【０１５２】
　諸言
　全ての生物はそれ自体を環境に適応させそしてその身体を再生することによってストレ
ス性刺激に関連する損傷を生き延びるための共通の本能を有しているようである。植物に
おいて、個体発生は、接合子だけでなく完全に分化した細胞および未成熟の花粉において
も観察される。脊椎動物において、イモリはその肢を含むいくつかの解剖学的構造および
器官を再生する能力を有する１。植物およびイモリの両方によって示される驚くべき再生
能力が外部刺激によって誘導され、これが以前には完全に分化していた体細胞の細胞性脱
分化を引き起こすことに特に留意される。生命の最も初期の形態から何十億年も経過し、
そして様々な生物が特有の方法で進化してきたが、この生存本能は現代の生物の共通の祖
先から受け継がれているかもしれない。最終分化した哺乳動物細胞は分化プロセスを逆転
する能力を有しないと通常考えられているが、哺乳動物は強烈な環境変化に応答して死を
回避するための以前には認識されていなかったプログラムを保持しているかもしれない。
【０１５３】
　創傷のような外部刺激に応答して形成される増殖細胞の塊である植物カルスは、植物ホ
ルモンによって培養中に刺激され得る２。カルスはカルス細胞と称するリプログラムされ
た体細胞を含有し、その各々は全身をクローン性に再生する能力を有する。カルス細胞は
植物に本来備わっているものではなく、外部刺激に応答して体細胞から生成される。近年
の研究によって哺乳動物体細胞が遺伝子誘導のような外因性プロセスによってリプログラ
ムされ得ることが実証されたが３－７、植物に相応する方法での外的な物理的および／ま
たは化学的刺激に応答しての哺乳動物体細胞のリプログラミングは報告されていない。興
味深いことに、火傷、化学的損傷、外傷および照射を含む刺激物への曝露のような極度の
外部刺激が、正常体細胞を変化させてガン細胞になるようにし得ると考えられている。そ
のような経験は、外部刺激が哺乳動物の細胞変化をもたらすことを示すものと思われる。
【０１５４】
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　本研究において、植物と同様に、哺乳動物細胞が重大な外部刺激への曝露を生き延びる
ための機構を保持していると仮定した。本報告は、重大な物理的および化学的刺激の適用
が、種々の組織から入手した、成熟し、完全に分化した哺乳動物体細胞のリプログラミン
グを引き起こすことができること、およびそのようなストレス変化細胞が、クローン体を
再生できる「動物カルス細胞」を含有する動物カルスを形成させる能力を有することの証
拠を提出する。
【０１５５】
　結果
　成熟体細胞に適用された重大な物理的および化学的刺激。胚性転写因子Ｏｃｔ4は細胞
の多能性状態の調節に決定的であると考えられているので、最初のストラテジーは、どの
外部刺激が最も効率的に成熟細胞を変化させて、Ｏｃｔ４を発現するようにリプログラム
されるようにするかを同定することであった。未分化細胞の混入を回避するために、まず
、ＣＤ４５陽性造血系列細胞を研究した。Ｏｃｔ４－ＧＦＰ（ＧＯＦ）マウス８から入手
した脾臓から回収したＣＤ４５陽性細胞を、種々の重大な物理的および化学的刺激に曝露
した。曝露は以下を含んだ：浸透圧処理、重大な機械的トリチュレーションでの処理、低
ｐＨへの曝露、ストレプトリシンＯ（ＳＬＯ）を使用する細胞膜損傷の適用、低栄養への
曝露、ならびに低酸素および高Ｃａ２＋濃度への曝露。次に、ＧＦＰ発現細胞を、ＦＡＣ
Ｓを使用して同定し、分別し、そして回収した。Ｏｃｔ４の遺伝子発現をＲＴ－ＰＣＲに
よって確認した。適用した刺激の各々への曝露によって、ある程度成熟細胞がＧＦＰを発
現するようにリプログラミングされた（図５Ａ）。低ｐＨの化学的ストレスおよび重大な
機械的トリチュレーションの物理的ストレスへの成熟細胞の曝露が、成熟細胞をＯｃｔ４
を発現するように変化させることに最も有効な処理であるようであった。Ｏｃｔ４発現細
胞への転換を誘導するための至適ｐＨを決定するために、ＣＤ４５陽性細胞を、変動する
酸性（ｐＨ４．０～ｐＨ６．８）の溶液に曝露した。酸性溶液への曝露の３日後に、細胞
のＧＦＰ発現をＦＡＣＳを使用して分析した。ｐＨ５．４～５．６の酸溶液がＧＦＰを発
現するように最も効率的に細胞を変化させた（図５Ｂ）。その結果、残りの研究のために
選択するストレス処理として低ｐＨへの曝露に焦点を合わせた。
【０１５６】
　次いで、ストレス変化Ｏｃｔ４発現細胞を維持するための至適培養条件を決定した。以
下を含むいくつかの以前に記載された培養培地を研究した：ＥＳ樹立培養培地、３ｉ９お
よびＡＣＴＨ１０、ＥＳ培養条件、ＥＳ－ＬＩＦ１１、胚性神経幹細胞培養条件、Ｂ２７
－ＬＩＦ１２、およびＥｐｉＳＣ培養条件１３。細胞を各々の培地中にプレーティングし
、そしてＧＦＰ発現コロニーを計数した（図５Ｃ）。培地Ｂ２７－ＬＩＦがＧＦＰ発現球
状コロニーを生成させることに最も有効であるようであった。それゆえ、Ｂ２７－ＬＩＦ
培地を、処理した細胞の培養のために利用した。
【０１５７】
　ストレス処理ＣＤ４５陽性細胞をＢ２７－ＬＩＦ培地中で培養し、そして５日以内に、
ＧＦＰ発現球状コロニーが観察されたが、非処理コントロールにおいてはＧＦＰ発現コロ
ニーは観察されなかった（図１Ａ）。球状コロニーは最初の７日間に亘って直径約７０μ
ｍに成長し、そして球状コロニーをその培養条件でさらに７日間維持することができた。
コロニーの外形は少しゆがんでおり（baroque）、球状物よりはむしろ植物学において見
られるカルスに形状が類似しているようであった。それゆえ、ストレス処理によって生成
された細胞コロニーを動物カルス（ＡＣ）といった。培養細胞を解離し、次いで集団分析
をＦＡＣＳを使用して行った。特定の重大な刺激の適用が、ＣＤ４５陽性細胞集団中に以
前には存在しなかったストレス変化細胞（今や動物カルス細胞（ＡＣＣ）といわれる）の
生成をもたらすことが分析によって判明した（図１Ｂ）。ストレス処理の結果としてのＣ
Ｄ４５陽性細胞の表現型変化を単一細胞レベルで観察した。ＣＤ４５陽性細胞はＧＦＰを
発現しなかったが、ＡＣＣはＧＦＰを発現し、これにＣＤ４５の発現の減少を伴った（デ
ータは示さず）。単一細胞の検討により、処理細胞の細胞サイズが非処理細胞より小さい
ようであることが判明した。それゆえ、ＡＣＣ集団の細胞サイズをＦＡＣＳによって分析
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した。ＡＣＣの細胞サイズは非常に小さく、細胞の８０％は直径８μｍ未満であった（図
１Ｃ）。
【０１５８】
　ＣＤ４５減少およびＯｃｔ４発現に伴う経時的表現型変化を検討するために、ストレス
処理ＣＤ４５陽性細胞を１日目、３日目および７日目に分析した。１日目に、細胞の大部
分はなおＣＤ４５を発現していたが、Ｏｃｔ４は発現しなかった。３日目に、マーカー発
現はＣＤ４５陰性細胞またはＣＤ４５陰性／Ｏｃｔ4陽性（かすかな）細胞を示すように
移行した。７日目に、ＣＤ４５発現は消滅し、そしてＯｃｔ４発現細胞が観察された（図
１Ｄ）。注目すべきことに、培養の最初の７日の間に、ＰＩ陽性細胞（死細胞）の数が徐
々に増加した（データは示さず）。このことは、ストレス処理および培養条件が、細胞の
特徴を徐々に変化させ、そしてＯｃｔ４を発現する首尾よく変化した細胞を選択したこと
を示唆する。
【０１５９】
　ＡＣＣの特徴付け。極度の刺激への曝露の結果としての体細胞のリプグラミングを確認
するために、ＡＣＣの初期胚発生マーカー遺伝子発現を調べた。初期胚発生のポジティブ
コントロールとして、ＥＳ細胞を以下の実験において利用した。マーカー発現およびＤＮ
Ａメチル化は以下のように特徴付けられた：７日目の免疫蛍光染色により、ＡＣＣを含有
する球状コロニーは多能性細胞マーカーであるＥ－カドヘリン抗原、Ｎａｎｏｇ、ＳＳＥ
Ａ－１、ＰＣＡＭ－１およびＡＰを一様に発現し、そしてＯｃｔ４－ＧＦＰ陽性であるこ
とが示された（データは示さず）。遺伝子発現分析により、ＡＣＣおよびＥＳ細胞は、匹
敵するレベルのＯｃｔ４、Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２、Ｅｃａｔ１、Ｅｓｇ１、Ｄａｘ１、Ｆ
ｇｆ５、Ｋｌｆ４およびＲｅｘ１遺伝子を発現したが、初代ＣＤ４５陽性細胞はそうでな
いことが示された（図２Ａ）。ＡＣＣにおけるＥＳ特異的遺伝子の遺伝子発現は７日目に
ピークに達した（図２Ａ）。バイサルファイトシーケンシングを行って、ＡＣＣにおける
Ｏｃｔ４およびＮａｎｏｇ遺伝子プロモーターのメチル化状態を決定した。天然リンパ球
および培養リンパ球コントロールサンプルは両方のプロモーターで大規模なメチル化を示
し、一方、ＡＣＣは、ＥＳ細胞において見られるものと類似して、これらの領域の広範な
脱メチル化を示した（図２Ｂ）。従って、哺乳動物体細胞が外部刺激によってリプログラ
ムされたことが実証されている。
【０１６０】
　Ｏｃｔ４遺伝子発現がＧＯＦマウスだけでなく野生型マウスにおいても成熟細胞のスト
レス処理から生じるかどうかを確認するために、ＣＤ４５陽性リンパ球をＩＣＲマウスか
ら入手した脾臓から回収した。次いで、リンパ球をストレス処理に曝露し、そしてＦＡＣ
Ｓを使用して経時的に７日目まで分析した。ＳＳＥＡ－１陽性／Ｅ－カドヘリン陽性細胞
集団がストレス処理群において見られたが、ＳＳＥＡ－１／Ｅ－カドヘリン発現は非スト
レス処理コントロール群において観察されなかった（図６Ａ）。これらの二重陽性細胞は
Ｏｃｔ４遺伝子発現を発現し、これをＲＴ－ＰＣＲによって確認した（図６Ｂ）。これら
の結果は、ストレス処理の結果として、Ｏｃｔ４陽性および多能性マーカー発現細胞であ
るＡＣＣが、マウス系統にかかわらずＣＤ４５陽性細胞から生成されたことを実証した。
【０１６１】
　これらの結果は、成熟し、完全に分化した成体体細胞がストレス処理の結果として「幹
細胞性」に復帰したことをことを意味する。
【０１６２】
　ＡＣＣの幹細胞性を評価するために、その自己再生能力およびその分化能力を検討した
。その自己再生能力を研究するために、以前に成熟していたＣＤ４５陽性リンパ球由来の
ＡＣＣコロニーを単一細胞に解離し、そしてクローン性に誘導された集団を生成するため
に、１ウェル当たり１細胞で９６ウェルプレート中にプレーティングした。プレーティン
グの１０日後に、９６ウェルのうち４個において球状コロニーが見られた。ＡＣＣの分裂
時間はウェル毎に変動した。いくつかは１２～１６時間で分裂し、そして他のものは３０
～３４時間で分裂した。ＡＣＣを少なくとも５回継代し、Ｏｃｔ４の継続した発現が観察
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された。その結果、ＡＣＣは自己再生の能力、およびインビトロで３つ全ての胚葉からの
細胞に分化する能力を示した。
【０１６３】
　成熟ＧＯＦリンパ球由来のＡＣを、再度、単一細胞に解離し、ＧＦＰを発現する細胞の
集団のみを含有するように分別し、次いで、分化培地中で培養した。プレーティングの１
４～２１日後に、細胞は、外胚葉マーカーであるβＩＩＩ－チューブリンおよびＧＦＡＰ
、中胚葉マーカーであるα－平滑筋アクチン、ならびに内胚様マーカーであるα－フェト
プロテインおよびサイトケラチン７を発現した（データは示さず）。従って、ＡＣＣはイ
ンビトロで３つの胚葉を代表する細胞に分化した。
【０１６４】
　種々の成体組織から入手した成熟体細胞のストレス変化。ＡＣＣが成熟リンパ球だけで
なく他の型の体細胞から生成され得るかどうかを検討するために、脳、皮膚、筋肉、脂肪
、骨髄、肺および肝臓をＯｃｔ４－ＧＦＰ（ＧＯＦ）マウス８から回収した。細胞を組織
サンプルから単離し、単一細胞に解離し、そして様々な物理的および／または化学的スト
レス条件で処理した。細胞を変化させるプロセスの効率は、細胞の供給源および細胞を曝
露したストレス条件の両方に応じて異なった（図７Ａ）。成熟細胞をＯｃｔ４を発現する
ように変化させるストレスの能力は、細胞の由来に依存して異なったが、ストレスは、細
胞を変化させて、３つ全ての胚葉由来の成熟細胞においてある程度Ｏｃｔ４を発現させる
ことができた（図７Ａ）。任意の成熟組織由来のＡＣＣコロニーが、多能性マーカーであ
るＥ－カドヘリン、Ｎａｎｏｇ、ＰＣＡＭ－１およびＡＰ（データは示さず）、ならびに
ＥＳ特異的マーカー遺伝子（図７Ｂ）を発現した。組織の供給源および胚葉の由来に関わ
らず、重大な物理的および化学的ストレスが成熟体細胞を幹細胞状態に復帰するように変
化させた。
【０１６５】
　ＡＣＣ生成の初期における細胞修飾。これらの結果は、強い物理的および化学的刺激が
体細胞のリプログラミングをもたらすことを実証する。ストレス処理リンパ球はＡＣを５
日以内に形成することが観察された。分子事象の強烈な変化がストレス曝露の結果として
起こったと仮定された。それゆえ、刺激への曝露後の最初の７日間であるリプログラミン
グの初期に研究を集中させた。
【０１６６】
　ＡＣＣは重大なストレス曝露後に生き延びたので、通常、細胞損傷を修復するためにオ
ンにされる生存機構が、ＡＣＣ生成の間に誘導されると推測された。まず、ストレスおよ
びＤＮＡ修復１４に対する細胞応答に関与するいくつかの候補遺伝子の発現を、天然ＣＤ
４５陽性細胞およびストレス処理ＣＤ４５陽性細胞において１日目、３日目および７日目
に比較した。ＡＣＣ生成細胞および他の細胞の混合物を分析すると、細胞応答遺伝子発現
は１日目で既に観察され、そしてそれらの遺伝子は７日間にわたってアップレギュレート
された（図８）。細胞応答遺伝子のアップレギュレーションはＡＣＣ生成と相関したので
、３日目および７日目のＡＣＣを分別し、そして遺伝子発現を分析した。Ｈｉｆ３ａを除
いて、全ての候補遺伝子がＡＣＣ生成の間に種々の程度にアップレギュレートされた（図
３Ａ）。４つの熱ショック遺伝子および１つのＤＮＡ修復遺伝子がＡＣＣ生成の間にアッ
プレギュレートされることが見出された。さらに、アップレギュレートされた遺伝子のう
ちの７つは細胞酸化還元状態の調節に直接関与することが知られている。これらの結果は
、自己修復または自己防御の能力がＡＣＣ生成の間に誘導されることを示唆した。
【０１６７】
　ＡＣＣは細胞酸化還元関連遺伝子のアップレギュレーションを示したので、次にＡＣＣ
のミトコンドリア機能を検討した。ミトコンドリアは、真核生物細胞内で酸素を使用した
酸化還元反応を介してＡＴＰの大多数の産生を担うオルガネラである。ＡＣＣ球状コロニ
ーのＧＦＰ発現は、コロニーを継代なしに培養した場合７日後に周辺に位置する細胞から
徐々に減少した。１０日目に含まれたＡＣＣは、ＧＦＰを発現する中央の細胞および非Ｇ
ＦＰの分化した周辺細胞を含有していた（データは示さず）。ミトコンドリアの形態を、
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ミトコンドリア特異的色素であるMitoTracker Redで染色することによって、ＡＣＣおよ
び分化細胞において評価した。ＡＣＣミトコンドリアはくぼみがありそして球状に見える
核周囲クラスターとして観察され、一方、分化細胞は、線維状でありそして細胞質中に広
く広がった多くのミトコンドリアを含有していた。ＡＣＣのＡＴＰ産生は天然ＣＤ４５陽
性細胞におけるより少なかった（図３Ｂ）。また、ＡＣＣの活性酸素種（ＲＯＳ）産生は
天然ＣＤ４５陽性細胞におけるより少なかった（図３Ｃ）。最後に、ｍｔＤＮＡ複製に関
与する鍵となる因子を評価した；これらは、ミトコンドリア転写因子Ａ（Ｔｆａｍ）、ミ
トコンドリア特異的ＤＮＡポリメラーゼγ（Ｐｏｌｇ）およびそのアクセサリーユニット
（Ｐｏｌｇ２）であった。ＡＣＣにおけるＴｆａｍ、Ｐｏｌｇ、およびＰｏｌｇ２の遺伝
子発現は分化細胞におけるものより低かった（図３Ｄ）。その結果、ＡＣＣは少数のミト
コンドリアを含有しており、そしてＡＣＣのミトコンドリア活性は分化細胞より低かった
。これらの結果は、ＡＣＣが、苛酷なストレス応答の後に生存するために、分化細胞とは
異なる代謝系を獲得したことを意味した。
【０１６８】
　ＡＣＣの発生能力：最後に、ＡＣＣが植物カルス細胞のものに類似する発生能力を保有
するかどうかを評価した。発生能力のための最初の試験として、免疫不全（ＳＣＩＤ）マ
ウス中に皮下移植したＡＣＣを研究した。移植の６週間後に、ＡＣＣは３つ全ての胚葉を
表す組織を生成した（データは示さず）。
【０１６９】
　ＡＣＣはインビボおよびインビトロで３つ全ての胚葉を代表する細胞に分化した。それ
ゆえ、ＡＣＣのキメラ寄与能力を評価した。キメラ生成研究における使用のためのＡＣＣ
を、Ｆ１　ＧＦＰ（Ｃ５７ＢＬ／６ＧＦＰ×ＤＢＡ／２もしくは１２９／ＳｖＧＦＰ×Ｃ
５７ＢＬ／６ＧＦＰ）またはＧＯＦ由来のＣＤ４５陽性細胞を使用して調製した。遺伝子
発現分析により、７日目にＡＣＣが最高レベルの多能性マーカー遺伝子を発現することが
判明したので、７日目のＡＣＣをキメラマウス生成研究のために利用した。最初に、キメ
ラ生成のための従来の方法を利用した。ＡＣをトリプシンでの処理を介して単一細胞に解
離した。次いで、ＡＣＣを胚盤胞中に注入した（図４Ａ）。このアプローチを使用すると
、解離したＡＣＣのキメラ寄与は非常に低かった（表１）。それゆえ、事前のトリプシン
処理（これはしばしば細胞損傷を引き起こす１５）なしのＡＣＣを胚盤胞中に注入した。
顕微鏡下でマイクロナイフを使用して、ＡＣを小さなクラスターに切断した。次いで、Ａ
Ｃの小さなクラスターを胚盤胞中に注入した（図４Ａ）。このアプローチを使用して、Ａ
ＣＣのキメラ寄与は劇的に増加した（データは示さず）。ＡＣＣを用いて生成したキメラ
マウスは健全に成長し（データは示さず）、そして生殖細胞系列伝達が観察された。各組
織のキメラ寄与率をＦＡＣＳによって分析した。結果は、リンパ球由来のＡＣＣが全ての
組織に寄与したことを示した（図４Ｂ）。
【０１７０】
　上記で実証されたように、ＡＣＣを３つ全ての胚葉由来の種々の細胞から生成すること
ができる（図７Ａ～７Ｂ）。種々の組織由来のＡＣＣが異なる分化傾向を有するかどうか
を検討するために、ＡＣＣをＦ１　ＧＦＰマウス由来の種々の組織から生成し、そしてＩ
ＣＲ胚盤胞中に注入した。次いで、ＦＡＣＳを使用して、生成したキメラマウスにおける
各組織の寄与率を分析した。いずれの組織由来のＡＣＣもキメラマウス生成に寄与するこ
とが見出された（図９）。さらに、皮膚、脳、筋肉、脂肪、肝臓および肺への寄与率を、
種々の組織由来のＡＣＣを使用して生成したキメラマウスにおいて分析した。いずれの組
織由来のＡＣＣも３つ全ての胚葉を代表する組織を生成することに寄与し、そして分化傾
向は観察されなかった（図９）。
【０１７１】
　４Ｎ宿主胚盤胞における多能性細胞の注入を含む４倍体補完によるマウスの生成は、得
られる胚が注入したドナー細胞のみに由来するので、発生能力のための最も厳密な試験を
表す１６。ＡＣＣを、ＤＢＡ×Ｂ６ＧＦＰ　Ｆｌマウスまたは１２９／ＳｖＧＦＰ×Ｂ６
ＧＦＰ　Ｆｌ由来のリンパ球から生成した。ＡＣＣは４Ｎ胚盤胞中への注入の後に（中）
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後期原腸形成「全ＡＣＣ胚」の生成をもたらした（データは示さず）。遺伝子型決定分析
により、「全ＡＣＣ胚」が、ＡＣＣを生成するために利用した系統の特異的遺伝子を有す
ることが実証された。従って、ＡＣＣはまさに植物カルス細胞のようにクローン体を生成
する能力を保有した。
【０１７２】
　考察
　哺乳動物体細胞は、植物と非常に類似した方法で、重大な外部刺激への曝露の結果とし
て、動物カルス（ＡＣ）形成のための能力を示す。これらのカルス中に含有される細胞（
動物カルス細胞、ＡＣＣ）は、キメラマウスを生成しそして完全にＡＣＣから生成された
細胞のみからなる新たな胚を生成する能力を有する。本明細書に記載の結果は、哺乳動物
体細胞が外部刺激によって３つの胚葉のいずれにも分化する能力を取り戻すことを実証す
る。このことは、体細胞が以前に考えられていたより大きな柔軟性を有することを意味す
る。さらに、この研究は、遺伝子誘導または外来タンパク質の導入なしでの体細胞リプロ
グラミングの可能性を実証し、そして成体幹細胞の可能性に新たな洞察を与え；幹細胞生
物学の解明における重大なマイルストーンを表す。
【０１７３】
　材料および方法
　組織回収および細胞培養。成熟リンパ球単離のために、ＧＯＦマウスまたはＩＣＲマウ
ス由来の脾臓をハサミで刻み、そしてパスツールピペットを用いて機械的に解離した。解
離した脾臓をセルストレイナー（BD Biosciences, San Jose）を通して引いた。収集した
細胞をＤＭＥＭ培地中に再懸濁し、そして同容量のlympholyte（CEDARLANE（登録商標）,
 Ontario, Canada）を添加し、次いで１０００ｇで１５分間遠心分離した。リンパ球層を
取り出し、そしてＣＤ４５抗体（ab25603, abcam, Cambridge, MA）を用いて得た。ＣＤ
４５陽性細胞をＦＡＣＳ　Ａｒｉａ（BD Biosciences）によって分別した。次いで、ＣＤ
４５陽性細胞をストレス処理（ｐＨ５．５溶液、１５分間）で処理し、そして１０００Ｕ
　ＬＩＦ（Sigma)および１０ｎｇ／ｍｌ　ＦＧＦ２（Ｓｉｇｍａ）を補充したＢ２７培地
中にプレーティングした。
【０１７４】
　外部刺激への曝露－ストレス処理。成熟細胞に機械的ストレスを与えるために、パスツ
ールピペットを加熱し、次いで伸ばして直径約５０ミクロンの管腔を作製し、次いで切断
した。次いで、成熟体細胞を２０分間これらのピペットを通してトリチュレーションし、
そして７日間培養した。成熟細胞に低酸素刺激を与えるために、細胞を５％酸素インキュ
ベーター中で３週間培養した。細胞を基本培養培地中で３週間培養することによって、低
栄養刺激を成熟細胞に与えた。成熟細胞を生理的ストレスに曝露するために、細胞を低ｐ
Ｈ（ｐＨ５．５）溶液で処理し、そして７日間培養した。また、細胞により重大な損傷を
与えた。成熟細胞膜に細孔を作製するために、細胞をＳＬＯ（ストレプトリシンＯ）で処
理した。
【０１７５】
　ＳＬＯ処理細胞を１０μｇ／ｍｌ　ＳＬＯを含有するＨＢＳＳ中３７℃で５０分間イン
キュベートし、次いでＳＬＯなしの培養培地中で７日間培養した。低栄養ストレスに曝露
した細胞を、基本培地中で２～３週間培養した。「ＡＴＰ」ストレスに曝露した細胞を、
２．４ｍＭ　ＡＴＰを含有するＨＢＳＳ中３７℃で１５分間インキュベートし、次いで培
養培地中で７日間培養した。「Ｃａ」ストレスに曝露した細胞を、２ｍＭ　ＣａＣｌ２を
含有する培養培地中で２週間培養した。
【０１７６】
　バイサルファイトシーケンス。ＧＯＦマウスから入手した細胞を単一細胞に解離した。
ＧＦＰ陽性細胞をＦＡＣＳ　Ａｒｉａを使用することによって収集した。ゲノムＤＮＡを
ＡＣＣから抽出し、そして調べた。ＤＮＡのバイサルファイト処理を、製造者の説明書に
従ってCpGenome DNA Modification Kit（Chemicon, Temecula, CA, http://www.chemicon
.com）を使用して行った。得られた修飾ＤＮＡを２つのフォワード（Ｆ）プライマーおよ
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び１つのリバース（Ｒ）プライマーを使用するネステッドポリメラーゼ連鎖反応ＰＣＲに
よって増幅した：Ｏｃｔ４（Ｆ１、GTTGTTTTGTTTTGGTTTTGGATAT（配列番号１）；Ｆ２、A
TGGGTTGAAATATTGGGTTTATTTA（配列番号２）；Ｒ、CCACCCTCTAACCTTAACCTCTAAC（配列番号
３））およびＮａｎｏｇ（Ｆ１、GAGGATGTTTTTTAAGTTTTTTTT（配列番号４）；Ｆ２、AATG
TTTATGGTGGATTTTGTAGGT（配列番号５）；Ｒ、CCCACACTCATATCAATATAATAAC（配列番号６）
）。ＰＣＲをTaKaRa Ex Taq Hot Start Version（RR030A）を使用して行った。ＤＮＡシ
ーケンシングをＭ１３プライマーを使用し、ＧＲＡＳ（The Genome Resource and Analys
is Unit）の助けを借りて行った。
【０１７７】
　免疫組織化学。培養細胞を４％パラホルムアルデヒドを用いて固定し、そして１％ＢＳ
Ａ溶液（Life Technology, Tokyo, Japan）を用いたブロッキングの前に０．１％Ｔｒｉ
ｔｏｎＸ－１００／ＰＢＳを用いて透過処理した。二次抗体はAlexa-488または-594に結
合したヤギ抗マウスまたはウサギであった（Invitrogen）。細胞核をＤＡＰＩ（Sigma）
を用いて可視化した。スライドをSlowFade Gold antifade試薬（Invitrogen）を用いてマ
ウントした。
【０１７８】
　蛍光標示式細胞分取およびフローサイトメトリー。ＦＡＣＳの前に、細胞を標準的なプ
ロトコルに従って調製し、そして氷上で０．１％ＢＳＡ／ＰＢＳ中に懸濁した。死細胞を
排除するためにＰＩ（BD Biosciences）を使用した。細胞をBD FACSAria SORP上で分別し
、そしてBD FACSDiva Softwareを用いてBD LSRII上で分析した（BD Biosciences）。
【０１７９】
　ＲＮＡ調製およびＲＴ－ＰＣＲ分析。ＲＮＡをRNeasy Microキット（QIAGEN）を用いて
単離した。逆転写をSupeSACript III First Strand Synthesisキット（Invitrogen）を用
いて行った。SYBR Green Mix I（Roche Diagnostics）を増幅のために使用し、そしてサ
ンプルをLightcycler-II Instrument（Roche Diagnostics）上で流した。
【０１８０】
　動物研究。腫瘍原性研究のために、１００ｍｌ　ＰＢＳ中に懸濁した細胞を同齢の免疫
不全ＳＣＩＤマウスの側腹部中に皮下注射した。６週間後にマウスを屠殺し、そして死体
解剖した。
【０１８１】
　ＡＴＰおよびＲＯＳアッセイ。細胞内ＡＴＰレベルを、供給者のプロトコルに従ってAT
P Bioluminescence Assay Kit HS II（Roche）によって測定した。発光強度をGelomax 96
 Microplate Luminometer（Promega, Madison, WI）を使用することによって測定し、そ
して発光の読みを細胞計数によって規準化した。ＲＯＳレベルの測定のために、細胞を２
μＭジヒドロエチジウム（Molecular Probes）を含有する培地中３７℃で暗所で１５分間
インキュベートした。次いで、細胞を、ＰＢＳで洗浄し、そして０．５％ＢＳＡを含有す
るＰＢＳ中に懸濁した。３００００個の細胞の蛍光強度をBD Biosciences LSR II（BD Bi
oscience, Spark, MD）の助けを借りて記録した。
【０１８２】
　キメラマウスの生成および分析。２倍体および４倍体キメラの作製。２倍体胚をＩＣＲ
雄と交配したＩＣＲ系統雌から得、そして４倍体胚をＢＤＦ１雄と交配したＢＤＦ１系統
雌から得た。４倍体胚を２細胞胚の電気融合によって作製した１７。本研究において、ト
リプシン処理が低いキメリズムを引き起こしたので、ＡＣＣ球状コロニーを、顕微鏡下で
マイクロナイフを使用して小片に切断し、次いでＡＣＣの小さなクラスターを４．５日目
の胚盤胞中に大きなピペットによって注入した。次の日に、キメラ胚盤胞を２．５日目の
偽妊娠雌中に移した。
【０１８３】
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【表３】

【０１８７】
実施例２：体細胞の多能性への刺激惹起性運命転換
　本明細書に、強い外部刺激が、核移植の使用または転写因子の導入なしに、哺乳動物体
細胞を多能性細胞に十分にリプログラムする、核初期化のための現象である「刺激惹起性
多能性獲得」（ＳＴＡＰ）を記載する。ＬＩＦの存在下で、一過性の低ｐＨストレスは、
Ｏｃｔ３／４のような多能性細胞マーカーを発現し、そして三胚葉分化の能力を有する細
胞へのＣＤ４５＋造血細胞の脱分化を引き起こす。このＳＴＡＰ細胞において、ＥＳ細胞
のように、ｏｃｔ３／４およびｎａｎｏｇプロモーター領域において実質的な脱メチル化
が見られる。造血細胞由来ＳＴＡＰ細胞はＴ細胞受容体における遺伝子再構成を保有して
おり、このことは、方向付けられた体細胞が系列転換によってＳＴＡＰ細胞を生じること
を示す。胚盤胞注入は、ＳＴＡＰ細胞が、たとえ４倍体補完アッセイにおいても、効率的
にキメラに寄与し、そして生殖細胞系列伝達を介して出生児に寄与することを示す。従っ
て、運命決定のエピジェネティック状態を強い環境的なきっかけによって状況依存的に徹
底的に初期化することができる。
【０１８８】
　Waddington のエピジェネティックランドスケープのカナリゼーションレビュー（canal
ization review of Waddington's epigenetic landscape）において、体細胞の運命は、
細胞分化が下方へ行くにつれて漸進的に決定される。分化した細胞状態の逆転は、核移植
１および多重転写因子導入２のようなその核機能の人工的、物理的または遺伝的な操作を
必要とすると一般的に考えられている。これらの直接的な核操作なしに、単に外部トリガ
ーに応答して、体細胞が、その核プログラムの初期化を受けることができるかどうかは答
えがないままである。そのような状況は植物において生じることが知られており；培養環
境の強烈な変化が、成熟体細胞（例えば、解離したニンジン細胞）の運命を、そこから茎
および根を含む植物構造全体がオーキシンの存在下で発生する未成熟芽体細胞に転換させ
ることができる。動物体細胞が、少なくとも特別な条件下で出現する同様の能力を有し得
るかどうかはチャレンジングな問題である。過去１０年間に渡って、成体組織における多
能性細胞（または密接に関連した細胞型）の存在が論議を呼ぶ問題であり、これについて
相反する結論が種々のグループによって報告された。しかし、それらのいずれもが、その
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ような多能性細胞が、分化した体細胞から生じ得ることを実証していない。
【０１８９】
　ＣＤ４５（白血球共通抗原）陽性の造血細胞は、ｉＰＳ細胞の誘導のようなリプログラ
ミング研究のための出発細胞型としてしばしば使用される典型的な系列方向付けされた体
細胞である。それらはリプログラムされない限りＯｃｔ３／４のような多能性関連マーカ
ーを発現しない。特に、脾臓組織由来のＣＤ４５＋細胞の大部分は非幹白血球集団（成熟
中の細胞または前駆細胞）であると考えられており、そしてＴ細胞受容体β鎖（ｔｃｒβ
）遺伝子のゲノム再構成を保有するリンパ球からのｉＰＳ細胞転換は、方向付けられた体
細胞からのリプログラミングのための真実の証明とみなされている。それゆえ、本発明者
らは、脾臓ＣＤ４５＋細胞が、単純な化学的撹乱によって引き起こされるもののような外
部環境の強烈な変化によって多能性を獲得するように転換され得るかどうかという問題に
興味をそそられるようになった。
【０１９０】
　結果
　低ｐＨ処理は方向付けられた体細胞において運命転換を誘導した。ｏｃｔ３／４：：ｇ
ｆｐ　Ｂ６マウス１５から入手した成体脾臓から回収したＣＤ４５＋細胞を、物理的およ
び化学的なものを含む種々のタイプの強い一過性刺激に曝露し、そして数日間ＬＩＦ含有
Ｂ２７培地を使用して浮遊培養した後に、ｏｃｔ３／４プロモーターの活性化について検
討した。これらの種々の撹乱の中で、低ｐＨ撹乱に焦点を合わせた。以下で示すように、
このタイプの撹乱がｏｃｔ３／４誘導に最も有効であると判明した。
【０１９１】
　刺激への曝露なしで、ＣＤ４５で分別したいずれの細胞もが、分別した細胞の生存が許
容されるＬＩＦ含有培地中の培養期間にかかわらず、ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰを発現しな
かった。対照的に、脾臓ＣＤ４５＋細胞の低ｐＨ媒体（ｐＨ４．５～６．０；図１２Ａ）
での３０分間の処理により、７日目（ｄ７）の培養物において実質的な数のｏｃｔ３／４
：：ＧＦＰ＋細胞の出現が引き起こされた（図１２Ｂ；最も有効な範囲はｐＨ５．４～５
．８であった；図１６Ｂ）。これらの細胞は、継代なしに少なくともさらに７日間（合計
１４日間）ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰを発現し続けた。この非接着培養のｄ７に、低ｐＨ誘
導ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞は球状の（または少しゆがんだ）クラスターを形成し（
データは示さず；数個から数ダースの細胞からなる）、これはもはやＣＤ４５を発現しな
かった（図１２Ｃ）。興味深いことに、低ｐＨ誘導ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞の細胞
サイズは非処理ＣＤ４５＋細胞の細胞サイズより実質的に小さく（単一細胞におけるｏｃ
ｔ３／４：：ＧＦＰおよびＣＤ４５の免疫染色を参照のこと；図１２Ｃ）；ＦＡＣＳにお
ける前方散乱分析により評価すると、前記の細胞の８０％は直径８μｍ未満であり、一方
、コントロールＣＤ４５＋細胞は８～１０μｍの範囲であった（図１２Ｄ（左のピークは
Ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞を示し、そして右のピークはＣＤ４５＋細胞を示す））。
これらの観察は、２つのマーカーの発現の違い以外のｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋およびＣ
Ｄ４５＋集団間の劇的な変化を示唆する。
【０１９２】
　経時分析（図１２Ｃ）により、ｄ１～ｄ３の間の細胞集団のダイナミックな変化が示さ
れた。ｄ１の生存細胞（生存細胞数はｄ０集団の約８５％に相当した）の大部分はなおＣ
Ｄ４５＋およびｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ－であった。ｄ２およびｄ３に、総生存細胞の実
質的な集団（それぞれ２１％および３４％）が、ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋になり、そし
てＣＤ４５についてはかすかであった（図１２Ｃ；プレーティングした細胞の約５０～６
０％はその時までに失われた）。ｄ７に、有意な数のｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋／ＣＤ４
５－細胞（総生存細胞の５４％）がｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ－／ＣＤ４５－のものとは異
なる集団を構成した（図１２Ｂ、上；ｄ７の総細胞数はｄ３のものと同様であった）。ｏ
ｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋／ＣＤ４５－集団の明白な生成は非処理ＣＤ４５＋細胞の培養物
において見られなかった（図１２Ｂ、下）。従って、低ｐＨ処理群におけるｏｃｔ３／４
：：ＧＦＰ＋／ＣＤ４５－集団の数は十分に実質的であり、そしてｄ７の総生存細胞の約
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半分に相当した。事実、ｄ２にｏｃｔ３／４：：ＧＦＰシグナルが初めて現れたときに、
ＧＦＰ＋細胞の数は最初にプレーティングしたＣＤ４５＋細胞の約８％に相当した。それ
ゆえ、低ｐＨ処理後の最初の２日間に亘って、非常に少数の集団（例えば、混入している
ＣＤ４５－細胞）が迅速に増殖して、そのような実質的なｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋集団
を形成したということはなさそうである。
【０１９３】
　ライブイメージング分析において（データは示さず）、低ｐＨ処理ＣＤ４５＋細胞は小
さなクラスターを形成する傾向があり（非処理細胞はそうでない）、これは最初の数日間
にわたって徐々にＧＦＰシグナルをオンにした。次いで、これらの小さなｏｃｔ３／４：
：ＧＦＰ＋クラスターはｄ５までに頻繁に融合し、そしてより大きな球状物を形成した。
このことは、クラスターが多クローン性であることを示す。興味深いことに、これらのＧ
ＦＰ＋クラスターは（ＧＦＰ－細胞はそうではないが）、非常に可動性であり、そしてし
ばしば細胞突起を突出させていた（データは示さず）。
【０１９４】
　系列方向付けられた脾臓ＣＤ４５＋細胞（特に、Ｔ細胞集団）がｏｃｔ３／４：：ＧＦ
Ｐ＋細胞に寄与しているかどうかを試験するために、単離したｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋

球状物においてｔｃｒβのゲノム再構成をゲノムＰＣＲによって検討し、そして各々の球
状物がｔｃｒβ遺伝子再構成を有する細胞を含有することが見出された（データは示さず
）。混入しているｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ－／ＣＤ４５＋細胞における再構成を検出する
可能性を除外するために、ｄ７にｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋／ＣＤ４５－細胞をＦＡＣＳ
によって分別し、そしてｔｃｒβ遺伝子再構成アッセイに供した。この場合も、ｔｃｒβ
遺伝子再構成が明らかに観察された（図１２Ｅ）。これらの知見は、脾臓細胞における方
向付けられた体細胞集団（少なくともＴ細胞）が、その運命をＣＤ４５＋からｏｃｔ３／
４：：ＧＦＰ＋に転換することによって、ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞に寄与したこと
を実証する。
【０１９５】
　低ｐＨ誘導Ｏｃｔ３／４＋細胞は多能性を有する。次に、刺激誘導細胞におけるｏｃｔ
３／４：：ＧＦＰ＋発現が、これらの細胞の多能性状態を表すのか、または単に、多能性
の獲得なしでの遺伝子発現パターン（この場合、ｏｃｔ３／４およびｃｄ４５）における
特定の変化を表すのかどうかを検討した。免疫染色により、ｄ７のｏｃｔ３／４：：ＧＦ
Ｐ＋球状物が、Ｏｃｔ３／４、ＳＳＥＡ－１、Ｎａｎｏｇ、Ｅ－カドヘリンおよびＡＰの
ような多能性関連マーカーを発現することが示された（データは示さず）。ｑＰＣＲによ
る遺伝子発現分析により、ｄ７の低ｐＨ誘導ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞が、ＣＤ４５
＋細胞とは異なり、ＥＳ細胞におけるものに匹敵するレベルの、ｏｃｔ３／４、ｎａｎｏ
ｇ、ｓｏｘ２、ｅｃａｔｌ、ｅｓｇｌ、ｄａｘｌおよびｋｌｆ４遺伝子を発現することが
示された（図１３Ａ（このシリーズは、左から右に、ｏｃｔ３／４、ｎａｎｏｇ、ｓｏｘ
２、ｅｃａｔｌ、ｅｓｇｌ、ｄａｘｌおよびｋｌｆ４の発現を表す）；これらのマーカー
はｄ３に既に陽性であった）。このことは、低ｐＨ誘導ｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞が
、ＣＤ４５＋細胞においては発現されることのない多能性に特徴的な真実のマーカー遺伝
子セットを発現することを示す。
【０１９６】
　次に、遺伝子発現パターにおけるこの劇的な変化が、多能性関連遺伝子のエピジェネテ
ィック修飾における変化を伴うかどうかを試験した。この目的のために、バイサルファイ
トシーケンシングを行って、ｏｃｔ３／４およびｎａｎｏｇプロモーター領域のメチル化
状態を検討した。ＣＤ４５＋細胞は、さらなる培養有りまたは無しで、重度にメチル化さ
れたパターンを両方のプロモーターで示した。対照的に、低ｐＨ誘導ｏｃｔ３／４：：Ｇ
ＦＰ＋細胞は、ＥＳ細胞のように、これらの領域において広範な脱メチル化を示した（図
１３Ｂ）。このことは、細胞が、これらの多能性のために重要な遺伝子におけるエピジェ
ネティック状態の実質的なリプログラミングを経たことを実証する。
【０１９７】
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　次に、低ｐＨ誘導細胞が、多能性性質のための共通の基準である、三胚葉誘導体を生成
する能力を有するかどうかを検討した。インビトロ分化アッセイ（データは示さず）およ
びテラトーマ形成試験（データは示さず）の両方により、これらの細胞が外胚葉（例えば
、β－チューブリンＩＩＩ+）、中胚葉（例えば、平滑筋アクチン＋）、および内胚葉（
例えば、αフェトプロテイン＋）細胞を生じることができることが実証された。
【０１９８】
　まとめると、これらの知見は、方向付けられた体細胞系列の分化状態が、外部から与え
られる強い刺激によって多能性の細胞状態に転換され得ることを実証する。本明細書中以
下で、低ｐＨのような強い外部刺激による体細胞から多能性細胞への運命転換を「刺激惹
起性多能性獲得（stimulus-triggered acquired pluripotency）」（ＳＴＡＰ）といい、
そして得られる細胞をＳＴＡＰ細胞という。
【０１９９】
　他の組織供給源由来のＳＴＡＰ細胞。ＳＴＡＰ細胞についての別の重要な問題は、低ｐ
Ｈ惹起性転換の現象がＣＤ４５＋白血球に限定されるかどうかということである。この問
題に取り組むために、同様の転換実験を、ｏｃｔ３／４：：ｇｆｐマウスの脳、皮膚、筋
肉、脂肪、骨髄、肺および肝臓組織から回収した体細胞を用いて行った。
【０２００】
　組織サンプル由来の細胞を単一細胞に解離し、一過性の低ｐＨ曝露に供し、そしてＬＩ
Ｆ含有培地中で培養した。転換効力はそれらの起源の組織間で変動したが、ｏｃｔ３／４
：：ＧＦＰ＋細胞がｄ７の培養物において再現性よく観察された（図１４Ａ（このシリー
ズは、左から右に、ＣＤ４５＋細胞、骨髄、脳、肺、筋肉、脂肪、線維芽細胞、肝臓、お
よび軟骨細胞を表す））。注目すべきことに、ＳＴＡＰ細胞は、ＣＤ４５＋細胞が稀であ
る脂肪組織の間葉細胞から（データは示さず）、そして軟骨細胞の初代培養細胞からも、
効率的に誘導された。このことは、非ＣＤ４５＋細胞集団がＳＴＡＰ細胞を生じる得るこ
とを示す。これらのｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞クラスターは、多能性関連マーカー（
図１４Ｂ（このシリーズは、左から右に、Ｏｃｔ３／４、Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ
４およびＲｅｘ１の発現を表す）および図１８Ｂ、データは示さず）およびＥＳ細胞特異
的マーカー遺伝子（図１４Ｂおよび図１８Ｂ）も発現した。
【０２０１】
　多能性細胞としてのＳＴＡＰ細胞の特徴。このように、ＳＴＡＰ細胞は、ＥＳ細胞特異
的遺伝子を発現し、そしてｏｃｔ３／４およびｎａｎｏｇ遺伝子において同様なメチル化
パターンを示す。さらに、ＳＴＡＰ細胞を、ＬＩＦ含有培地のようなマウスＥＳ細胞のた
めの培養培地中で樹立することができたが、マウスＥｐｉＳＣ培地中ではできなかった（
データは示さず）。
【０２０２】
　しかし、ＳＴＡＰ細胞はマウスＥＳ細胞に対する実質的な類似性を示したが、いくつか
の異なる特徴も見出された。例えば、ＳＴＡＰ細胞は限られた自己再生能力を示した。マ
ウスＥＳ細胞とは異なり（データは示さず）、ＳＴＡＰ細胞球状物を９６ウェルプレート
の各ウェル中でのクローン培養のために酵素的に単一細胞に解離した場合、接着または非
接着いずれの条件下でも、ＬＩＦ含有培地（Ｇ－ＭＥＭベースまたはＢ２７ベース）中で
のさらなる１０日間の培養の後にコロニー（ＡＰ＋またはｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋）は
形成されなかった（データは示さず）。球状コロニー形成が稀に見られたが（典型的には
、９６ウェルのうち２～４ウェルにおいて）、これらのコロニーは全てＡＰ－およびｏｃ
ｔ３／４：：ＧＦＰ－であった。ＳＴＡＰ細胞球状物を部分的に解離し、そして高細胞密
度条件下で培養した場合でさえ（データは示さず；おそらく自己再生をより支持する）、
細胞数は２継代の後に低下し始め、そして５継代を超えてｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞
を維持することはできなかった。増殖および維持についてのこれらの特徴は、ＳＴＡＰ細
胞が、その特徴がマウスＥＳおよびｉＰＳ細胞と部分的に異なる多能性細胞集団を表すこ
とを示唆する。
【０２０３】
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　マウスＥｐｉＳＣは別のカテゴリーの多能性幹細胞であり、これは分化ステージが少し
進んでいると考えられている。ＳＴＡＰ細胞はいくつかの面でＥｐｉＳＣ細胞と異なる挙
動をするようであった。接着培養において、マウスＥＳ細胞のように、ｏｃｔ３／４：：
ＧＦＰ＋細胞は、マウスＥｐｉＳＣについて見られる単層の平らなコロニーとは異なり、
重層することによって半球状コロニーを形成した。また、ＳＴＡＰ細胞をＥｐｉＳＣ培地
中で維持することはできず、このことは、ＳＴＡＰ細胞がＥｐｉＳＣと類似していないこ
とを示唆する（データは示さず）。さらに、ＥｐｉＳＣの単一細胞継代を改善するＲＯＣ
Ｋ阻害剤での処理は（参考文献；Ohgushi）、解離したＳＴＡＰ細胞からのコロニー形成
を促進しなかった（データは示さず）。
【０２０４】
　免疫染色により、ＳＴＡＰ細胞は、ＥｐｉＳＣマーカーであるＣｌａｕｄｉｎ７および
ＺＯ－１陰性であり、そしてＫｌｆ２／４陽性であることが示された（データは示さず）
。ＥＳ細胞、ＳＴＡＰ細胞およびＥｐｉＳＣの間のグループ分けはさほど単純でないかも
しれない。なぜなら、ＥＳ細胞マーカーであるＥｓｒｒβの発現はＳＴＡＰ細胞およびＥ
ｐｉＳＣの両方において低く、一方、ｅｌｆ５発現はＳＴＡＰ細胞において特異的に低い
からである（図１５Ａ（このシリーズは、左から右に、ＥＳ、ＥｐｉＳＣ、ＳＴＡＰおよ
びＣＤ４５を表す））。全ゲノムトランスクリプトームのクラスター分析において、ＳＴ
ＡＰ細胞は、ＥＳ細胞に最も近く、そしてＲＮＡ発現における胚盤胞に対する実質的な類
似性を有するが、親ＣＤ４５＋細胞とは最も離れている（データは示さず）。ＳＴＡＰ細
胞におけるＸ染色体不活性化の状況は興味深かった；約４０％の雌性ＳＴＡＰ細胞（ｄ７
）が不活性化された染色体を示し、残り（約６０％）においてＸ染色体不活性化がキャン
セルされていた（図１５Ｂ）。
【０２０５】
　これらの知見は、ＳＴＡＰ細胞の分化状態が、ＥＳ細胞に密接に関連するがそれとは異
なる新たな準安定多能性状態を表し得る可能性を提起した。
【０２０６】
　マウスにおけるキメラ形成および生殖細胞系列伝達。最後に、ＳＴＡＰ細胞のキメラ形
成能力を、胚盤胞注入アッセイによって評価した。ＥＳ細胞とは異なり、ＳＴＡＰ細胞（
Ｂ６バックグラウンド）を単一細胞に解離し、そしてＩＣＲ胚盤胞中に注入すると、濃い
外被色を有するキメラマウスは誕生しなかった（表４）。単一ＳＴＡＰ細胞をインビトロ
で維持することはほとんどできないので、細胞解離がその能力をどうにかして変化させた
と推論した。それゆえ、ＳＴＡＰ細胞クラスターを顕微鏡下でマイクロナイフを使用して
小片に手動で切断し、そしてひとまとめにして胚盤胞中に注入した（データは示さず）。
この手技を用いて、キメラマウスが実質的な率で誕生し、そして全て正常に発達した（デ
ータは示さず）。次に、ＧＦＰを構成的に発現するマウス（ＤＢＡ／２または１２９／Ｓ
ｖと交雑したＣ５７ＢＬ／６ＧＦＰのＦ１）のＣＤ４５＋細胞から生成された、注入した
ＳＴＡＰ細胞の組織寄与を検討した。ＧＦＰ発現細胞の高～中程度の寄与が、ＳＴＡＰ細
胞クラスターを注入したキメラ胚において見られた（データは示さず）。
【０２０７】
　各々の組織におけるＧＦＰ＋細胞の寄与率を、これらのキメラ胚において、ＦＡＣＳに
よって分析した。ＣＤ４５＋細胞由来ＳＴＡＰ細胞は、検討した全ての組織に寄与した（
データは示さず）。さらに、ＳＴＡＰ細胞由来の出生児はキメラマウスに誕生した（表５
）。ＳＴＡＰ細胞のこの能力は重要であり、そしてこの多能性細胞の真の性質を実証する
。なぜなら、生殖細胞系列伝達は、多能性ならびに遺伝的およびエピジェネティックの正
常性のための厳格な基準であるとみなされているからである２２。次いで、細胞を４Ｎ胚
盤胞中に注入することによって、４倍体（４Ｎ）補完アッセイを行った。これは、注入し
た細胞の発生能力のための最も厳密な試験であると考えられている。なぜなら、得られる
胚はこれらのドナー細胞のみに由来するからである２３（データは示さず）。４Ｎ胚盤胞
中に注入したとき、ＣＤ４５＋細胞由来ＳＴＡＰ細胞（ＤＢＡ×Ｂ６ＧＦＰまたは１２９
／Ｓｖ×Ｂ６ＧＦＰ　Ｆ１マウス由来）は、Ｅ１０．５に「全ＧＦＰ＋胚」を生成した（
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データは示さず）。このことは、ＳＴＡＰ細胞単独で胚構造全体を構築するために十分で
あることを実証する。
【０２０８】
　合わせると、これらの知見は、ＳＴＡＰ細胞が、胚環境の状況において全ての体細胞お
よび生殖系列に分化する発生能力を有することを明示的に示す。
【０２０９】
　考察
　本明細書に記載のデータにより、体細胞が潜在的に保有する驚くほど柔軟な適応性が明
らかとなった。多能性細胞への転換さえするこのダイナミックな適応性は、細胞が、その
生存環境において通常は経験しない強い刺激に一過性に曝露されたときに出現する。
【０２１０】
　ＣＤ４５＋細胞からＳＴＡＰ細胞への転換は、少なくとも、ＨＤＡＣ阻害剤（例えば、
トリコスタチンＡ）または５－アザ－シチジンでの処理によって実質的に影響されなかっ
た。
【０２１１】
　本明細書において、低ｐＨ処理が、培養物中の細胞数を実質的に低下させたことが実証
されている。しかし、事実、最初の２４時間の間の生存細胞の減少は取るに足らないもの
であり、このことは、この処理が細胞の大多数に対して急性の致死的な影響を与えたこと
はなさそうであることを示唆する。そのかわりに、遅延した細胞減少がｄ２～ｄ５の間に
徐々に起こった。これと一致して、ストレスに対する細胞応答およびＤＮＡ修復に関与す
るいくつかの遺伝子２１が低ｐＨを経験したｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞においてｄ３
に強く誘導されたが、同じ培地中で培養したコントロール細胞においては誘導されなかっ
たことをデータは実証した。このことは、細胞が、生命を脅かすまたは亜致死的なストレ
スとして、刺激に応答したことを示唆する。興味深いことに、それらの遺伝子発現レベル
はｄ７でなおより高くなった；それゆえ、細胞生存のためのストレス誘導遺伝子の役割（
おそらく）だけでなく、リプログラミングプロセスにおけるそれらの可能な関与も研究す
ることは将来的に興味深い。
【０２１２】
　別の未解決の問題は、細胞リプログラミングが、低ｐＨ処理によって特異的に、または
何らかの他のタイプの亜致死的ストレス（例えば、物理的損傷、原形質膜穿孔、浸透圧シ
ョック、増殖因子欠乏、低酸素および高Ｃａ２＋培地曝露）によっても、開始され得るか
どうかである。注目すべきことに、それらの少なくともいくつか（特に、厳しいトリチュ
レーションによる物理的損傷およびストレプトリシンＯによる膜穿孔）はＣＤ４５＋細胞
からのｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞の生成を誘導した（図１８Ａ）。これらの知見は、
これらの遠く関連する亜致死的ストレスの下流に横たわる特定の共通調節モジュールが、
分化の固くロックされたエピジェネティック状態から体細胞を解放し、エピジェネティッ
ク調節における包括的な変化を導く鍵として作用する可能性を提起する。いくつかのｏｃ
ｔ３／４：：ＧＦＰ＋細胞がｄ２までに現れたことを考えると、そのようなリプログラミ
ング機構は最初の２日以内に機能し始め得る。
【０２１３】
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【０２１４】
　材料および方法
　組織回収および細胞培養。成熟リンパ球を単離するために、１週齢ＧＯＦマウスまたは
ＩＣＲマウス由来の脾臓をハサミによって刻み、そしてパスツールピペットを用いて機械
的に解離した。解離した脾臓をセルストレイナー（BD Biosciences, San Jose）を通して
引いた。収集した細胞をＤＭＥＭ培地中に再懸濁し、そして同容量のlympholyte（CEDARL
ANE（登録商標）, Ontario, Canada）を添加し、次いで１０００ｇで１５分間遠心分離し
た。リンパ球層を取り出し、そしてＣＤ４５抗体（ab25603, abcam, Cambridge, MA）を
用いて得た。ＣＤ４５陽性細胞をFACS Aria（BD Biosciences）によって分別した。次い
で、ＣＤ４５陽性細胞をストレス処理（ｐＨ５．５溶液、１５分間）で処理し、そして１
０００Ｕ　ＬＩＦ（Sigma）を補充したＢ２７培地中にプレーティングした。
【０２１５】
　外部刺激への曝露－ストレス処理。成熟細胞に機械的ストレスを与えるために、パスツ
ールピペットを加熱し、次いで伸ばして、直径約５０ミクロンの管腔を作製し、次いで切
断した。次いで、成熟体細胞を２０分間これらのピペットを通してトリチュレーションし
、そして７日間培養した。成熟細胞に低酸素刺激を与えるために、細胞を５％酸素インキ
ュベーター中で３週間培養した。細胞を基本培養培地中で３週間培養することによって、
低栄養刺激を成熟細胞に与えた。２ｍＭ　ＣａＣｌ２を含有する培地中で細胞を７日間培
養することによって、高Ｃａ培養濃度を成熟細胞に与えた。成熟細胞を生理的ストレスに
曝露するために、細胞を低ｐＨ（ｐＨ５．５）溶液で処理し、そして７日間培養した。ま
た、より重大な損傷を細胞に与えた。成熟細胞膜に細孔を作製するために、細胞を２３０
ｎｇ／ｍｌのＳＬＯ（ストレプトリシンＯ）（S5265, Sigma）で２時間処理し、次いで７
日間培養した。
【０２１６】
　バイサルファイトシーケンス。ＧＯＦマウスから入手した細胞を単一細胞に解離した。
ＧＦＰ陽性細胞をＦＡＣＳ　Ａｒｉａ（商標）を使用することによって収集した。ゲノム
ＤＮＡをＳＡＣから抽出し、そして調べた。ＤＮＡのバイサルファイト処理を、製造者の
説明書に従ってCpGenome（商標）DNA Modification Kit（Chemicon, Temecula, CA, http
://www.chemicon.com）を使用して行った。
【０２１７】
　得られた修飾ＤＮＡを、２つのフォワード（Ｆ）プライマーおよび１つのリバース（Ｒ
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）プライマーを使用するネステッドポリメラーゼ連鎖反応ＰＣＲによって増幅した：Ｏｃ
ｔ４（Ｆ１、GTTGTTTTGTTTTGGTTTTGGATAT；Ｆ２、ATGGGTTGAAATATTGGGTTTATTTA；Ｒ、CCA
CCCTCTAACCTTAACCTCTAAC）およびＮａｎｏｇ（Ｆ１、GAGGATGTTTTTTAAGTTTTTTTT；Ｆ２、
AATGTTTATGGTGGATTTTGTAGGT；Ｒ、CCCACACTCATATCAATATAATAAC）。ＰＣＲをTaKaRa Ex Ta
q Hot Start Version（RR030A）を使用して行った。ＤＮＡシーケンシングをＭ１３プラ
イマーを使用し、ＧＲＡＳ（The Genome Resource and Analysis Unit）の助けを借りて
行った。
【０２１８】
　免疫組織化学。培養細胞を４％パラホルムアルデヒドを用いて固定し、そして１％ＢＳ
Ａ溶液（Life Technology, Tokyo, Japan）を用いたブロッキングの前に０．１％Ｔｒｉ
ｔｏｎＸ－１００／ＰＢＳを用いて透過処理した。二次抗体はAlexa-488または-594に結
合したヤギ抗マウスまたはウサギであった（Invitrogen）。細胞核をＤＡＰＩ（Sigma）
を用いて可視化した。スライドをSlowFade Gold antifade試薬（Invitrogen）を用いてマ
ウントした。
【０２１９】
　蛍光標示式細胞分取およびフローサイトメトリー。ＦＡＣＳの前に、細胞を標準的なプ
ロトコルに従って調製し、そして氷上で０．１％ＢＳＡ／ＰＢＳ中に懸濁した。ＰＩ（商
標）（BD Biosciences）を使用して、死細胞を排除した。ネガティブコントロールにおい
て、一次抗体を同じアイソタイプのＩｇＧネガティブコントロールに置き換えて、特異性
を確実にした。細胞をBD FACSAria SORP（商標）上で分別し、そしてBD FACSDiva（商標
）Softwareを用いてBD LSRII（商標）上で分析した（BD Biosciences）。
【０２２０】
　ＲＮＡ調製およびＲＴ－ＰＣＲ分析。ＲＮＡをRNeasy（商標）Microキット（QIAGEN）
を用いて単離した。逆転写をSupeSACript III First Strand Synthesisキット（Invitrog
en）を用いて行った。SYBR Green（商標）Mix I（Roche Diagnostics）を増幅のために使
用し、そしてサンプルをLightcycler-II（商標）Instrument（Roche Diagnostics）上で
流した。
【０２２１】
　動物研究。腫瘍原性研究のために、１００ｍｌ　ＰＢＳ中に懸濁した細胞を、同齢の免
疫不全ＳＣＩＤマウスの側腹部中に皮下注射した。６週間後にマウスを屠殺し、そして死
体解剖した。
【０２２２】
　ＡＴＰおよびＲＯＳアッセイ。細胞内ＡＴＰレベルを、供給者のプロトコルに従ってAT
P Bioluminescence Assay Kit HS II（商標）（Roche）によって測定した。発光強度をGe
lomax（商標）96 Microplate Luminometer（Promega, Madison, WI）を使用することによ
って測定し、そして発光の読みを細胞計数によって規準化した。ＲＯＳレベルの測定のた
めに、細胞を２μＭジヒドロエチジウム（Molecular Probes）を含有する培地中３７℃で
暗所で１５分間インキュベートした。次いで、細胞を、ＰＢＳで洗浄し、そして０．５％
ＢＳＡを含有するＰＢＳ中に懸濁した。３００００個の細胞の蛍光強度をBD Biosciences
 LSR II（BD Bioscience, Spark, MD）の助けを借りて記録した。
【０２２３】
　キメラマウスの生成および分析。
　２倍体および４倍体キメラの作製。２倍体胚をＩＣＲ雄と交配したＩＣＲ系統雌から得
、そして４倍体胚をＢＤＦ１雄と交配したＢＤＦ１系統雌から得た。４倍体胚を２細胞胚
の電気融合によって作製した。本研究において、トリプシン処理が低いキメリズムを引き
起こしたので、ＳＡＣ球状コロニーを、顕微鏡下でマイクロナイフを使用して小片に切断
し、次いでＳＡＣの小さなクラスターを４．５日目の胚盤胞中に大きなピペットによって
注入した。次の日に、キメラ胚盤胞を２．５日目の偽妊娠雌中に移した。
【０２２４】
　インビトロ分化アッセイ。



(59) JP 2015-516812 A 2015.6.18

10

20

30

40

50

　中胚葉系列分化アッセイ。ストレス変化細胞塊を７日目に収集し、そして単一細胞に解
離し、次いでセルソーターによってＯｃｔ４－ＧＦＰ陽性細胞のみを収集した。収集した
細胞を２０％ＦＣＳを補充したＤＭＥＭに入れた。培地を３日毎に交換した。７～１４日
後に、筋肉細胞を抗α平滑筋アクチン抗体（N1584, DAKO）で染色した。ネガティブコン
トロールにおいて、一次抗体を同じアイソタイプのＩｇＧネガティブコントロールに置き
換えて、特異性を確実にした。
【０２２５】
　神経系列分化アッセイ。ストレス変化細胞塊を７日目に収集し、そして単一細胞に解離
し、次いでセルソーターによってＯｃｔ４－ＧＦＰ陽性細胞のみを収集した。収集した細
胞を、２％Ｂ２７（Invitrogen）、１０％ＦＣＳ、１０ｎｇ／ｍｌ　ｂＦＧＦ（R&D Syst
ems）および２０ｎｇ／ｍ　ＥＧＦ（R&D Systems）を補充したＦ１２／ＤＭＥＭ（１：１
、ｖ／ｖ）中、オルニチンコートしたチャンバースライド（Nalge Nunc International）
上にプレーティングした。培地を３日毎に交換した。１０～１４日後に、細胞を４％パラ
ホルムアルデヒドを用いて３０分間４℃で固定し、０，２％Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００を
含有するＰＢＳで１５分間室温で洗浄し、２％ＦＣＳを含有するＰＢＳとともに２０分間
インキュベートして、非特異的反応をブロックし、そして抗βＩＩＩチューブリン（Tubu
in）マウスモノクローナル抗体（G7121, Promega）および抗ＧＦＡＰマウスモノクローナ
ル抗体（AB5804, CHEMICON）とともにインキュベートした。ネガティブコントロールにお
いて、一次抗体を同じアイソタイプのＩｇＧネガティブコントロールに置き換えて、特異
性を確実にした。
【０２２６】
　肝臓分化アッセイ。ストレス変化細胞塊を７日目に収集し、そして単一細胞に解離し、
次いでセルソーターによってＯｃｔ４－ＧＦＰ陽性細胞のみを収集した。収集した細胞を
、１０％ＦＣＳ、１％ペニシリン／ストレプトマイシン（Sigma）を補充した５００ｍＬ
肝細胞基本培地（Lonza, Wuppertal, Germany）、０．５ｍＬアスコルビン酸、１０ｍＬ
　ＢＳＡ－ＦＡＦ（脂肪酸不含）、０．５ｍＬヒドロコルチゾン、０．５ｍＬトランスフ
ェリン、０．５ｍＬ（インスリン）、０．５ｍＬ　ＥＧＦ、および０．５ｍＬゲンタマイ
シン－アンホテリシン（GA-1000；全てLonzaから）から構成される肝細胞培養培地中、チ
ャンバー２ウェルスライドグラス（Nalge Nunc International）上にプレーティングした
。分化した細胞を以下の抗体を使用する免疫組織化学によって検出した：抗αフェトプロ
テインマウスモノクローナル抗体（MAB1368, R&D System）および抗サイトケラチン７マ
ウスモノクローナル抗体（ab668, abcam）。ネガティブコントロールにおいて、一次抗体
を同じアイソタイプのＩｇＧネガティブコントロールに置き換えて、特異性を確実にした
。
【０２２７】
　インビボ分化アッセイ：ストレス変化細胞塊を７日目に収集し、そして単一細胞に解離
し、次いでセルソーターによってＯｃｔ４－ＧＦＰ陽性細胞のみを収集した。収集した細
胞を、１０％ＦＢＳを含むＤＭＥＭ５０μｌ中に再懸濁した。この溶液を、直径２００ミ
クロンのポリグリコール酸ファイバーの不織メッシュから構成される３×３×１ｍｍのシ
ート上に播種し、そして４週齢ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスの背側側腹部中に皮下移植した。
４週間後に、移植片を回収し、そして免疫組織化学技術を使用して分析した。移植片を１
０％ホルムアミドを用いて固定し、パラフィン中に包埋し、そして４μｍ厚にルーチン的
に加工した。切片をヘマトキシリンおよびエオシンで染色した。内胚葉組織を内胚葉マー
カーである抗αフェトプロテインマウスモノクローナル抗体（MAB1368, R&D System）を
用いて同定した。外胚葉組織を抗βＩＩＩチューブリンマウスモノクローナル抗体（G712
1, Promega）を用いて同定した。中胚葉組織を抗α平滑筋アクチン抗体（N1584, DAKO）
を用いて同定した。ネガティブコントロールにおいて、一次抗体を同じアイソタイプのＩ
ｇＧネガティブコントロールに置き換えて、特異性を確実にした。
【０２２８】
　ＴＣＲβ鎖再構成分析。ｇＤＮＡをＳＡＣ、および、ＣＤ４５陽性細胞由来ＳＡＣを用
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いて生成したキメラマウス由来の尾先端から抽出した。ＰＣＲを５０ｎｇのｇＤＮＡを用
いて以下のプライマーを使用して行った。（5’-GCACCTGTGGGGAAGAAACT-3’および5’-TG
AGAGCTGTCTCCTACTATCGATT-3’）。増幅したＤＮＡを１．５％アガロースゲルを用いて電
気泳動した。
【０２２９】
　キメラマウスの遺伝子型決定。ｇＤＮＡを４Ｎキメラマウス由来の尾先端から抽出した
。遺伝子型決定を以下のプライマーを使用して行った。（ＧＦＰ：Ｆ－AGAACTGGGACCACTC
CAGTGおよびＲ－TTCACCCTCTCCACTGACAGATCT。ＩＬ－２：Ｆ－CTAGGCCACAGAATTGAAAGATCT
およびＲ－GTAGGTGGAAATTCTAGCATCATCC）。
【０２３０】
　次いで、ストレス変化Ｏｃｔ４発現細胞を維持するための至適培養条件を決定した。以
下を含むいくつかの以前に記載された培養培地を検討した：ＥＳ樹立培養培地、３ｉ１６

およびＡＣＴＨ１７、ＥＳ培養条件、ＥＳ－ＬＩＦ１８、Ｏｃｔ４発現原始神経幹細胞培
養条件、Ｂ２７－ＬＩＦ１９、ならびにＥｐｉＳＣ培養条件２０。細胞を各々の培地中に
プレーティングし、そしてＧＦＰ発現コロニーを計数した（Fig. S1C）。培地Ｂ２７－Ｌ
ＩＦがＧＦＰ発現球状コロニーの生成において最も有効であるようであった。それゆえ、
本発明者らは、処理細胞の培養のためにＢ２７－ＬＩＦ培地を利用した。
【０２３１】
　種々の組織から入手した細胞から生成したＳＡＣが異なる分化傾向を有するかどうかを
検討するために、ＳＡＣを、Ｆ１　ＧＦＰマウス由来の種々の組織から生成し、次いでＩ
ＣＲ胚盤胞中に注入した。次いで、ＦＡＣＳを使用して、生成したキメラマウスにおける
各々の組織の寄与率を分析した。いずれの組織由来のＳＡＣもキメラマウス生成に寄与す
ることが見出された（データは示さず）。さらに、皮膚、脳、筋肉、脂肪、肝臓および肺
への寄与率を、種々の組織由来のＳＡＣを使用して生成したキメラマウスにおいて分析し
た。いずれの組織由来のＳＡＣも、３つ全ての胚葉を代表する組織を生成するために寄与
し、そして分化傾向は観察されなかった（データは示さず）。
【０２３２】
【表４】
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【０２３３】
【表５】

【０２３４】
実施例３
　理論に結び付けられることは望まないが、本明細書に記載の方法は、アポトーシスまた
は、制御細胞死に関連するプロセスを活性化していることが考えられる。細胞に対する軽
度の傷害は、修復遺伝子の活性化を誘導し得る。細胞に対する苛酷な傷害は以前に規定さ
れていない生存機構を活性化し得る。細胞が本明細書に記載のストレスのような重大なス
トレスに曝露されるときに、細胞成分（例えば、ミトコンドリア、小胞、核、リボソーム
、小胞体、エキソソーム、エンドソーム、細胞膜、ミトコンドリア、リソソーム、ＡＴＰ
、タンパク質、酵素、炭水化物、脂質など）が損傷細胞から「セリュー」（"cellieu"）
中に放出されることが考えられる。本明細書に記載のデータは、この「セリュー」が細胞
の生存を再構成および／または促進でき得ることを示す。さらに、理論に結び付けられる
ことは望まないが、ミトコンドリア（および他のオルガネラ）が細胞の再構成を指示でき
ることが考えられる。小さなサイズ、単純さ、細胞分化を指示する能力、および原核生物
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様の性質の故に、ミトコンドリアは、親細胞に致死的となるストレスを生き延び得る。ミ
トコンドリアは細胞から遊離して放出され、膜中に被包され、そして／または他の細胞成
分に結合され得る。
【０２３５】
　あるいは、理論に結び付けられることは望まないが、核は、インタクトなまま、細胞膜
中に被包され得、細胞膜はいくつかのミトコンドリアを含み得る。非常に少しの細胞質お
よび非常に少しのオルガネラ（これらは核のエピジェネティック制御を失っている）しか
有しないこれらの損傷された細胞は、次いで、押し出されたオルガネラと相互作用し、そ
しておそらく融合し得る。これは、細胞に、増殖および複製に必要な細胞内成分を提供す
るが、細胞はエピジェネティック制御を失っており、それゆえ、より原始的な（例えば、
より多能性の）状態が誘導される。
【０２３６】
実施例４：獲得された多能性を有するリプログラムされた細胞における胚性および胎盤性
系列のための発生能力
　一般に、出生後体細胞の運命は固定されており、そして、それらが核移植１、２または
鍵となる転写因子を用いた遺伝子操作３を経ない限り変化しない。本明細書において実証
されるように、本発明者らは、刺激惹起性多能性獲得（ＳＴＡＰ）と称する、亜致死的刺
激による多能性細胞への体細胞リプログラミングの予想外の現象を見出した４。リプログ
ラムされたＳＴＡＰ細胞がＥＳ細胞と異なる特有の分化能力を示すことの実証も本明細書
に記載されている。胚盤胞注入アッセイにおいて見られるように、ＳＴＡＰ細胞は胚性組
織だけでなく胎盤系にも寄与することができる。胎盤寄与のためのその効力は、ＦＧＦ４
を用いる培養によってさらに強化された。逆に、ＥＳ細胞維持培地中でさらなる継代のた
めに培養したときに、元来限定された自己再生能力を示すＳＴＡＰ細胞は、ＥＳ細胞様で
あるが栄養膜様ではない特徴を示す、盛んに増殖する細胞株を生成する。これらの変化し
たＳＴＡＰ細胞（ＳＴＡＰ幹細胞）は４倍体補完アッセイにおいてマウスを生み出すが５

、もはや胎盤組織には寄与しない。従って、ＳＴＡＰ細胞は、ｉＰＳ細胞とは異なり、Ｅ
Ｓ細胞のものとは異なる多能性の新規な準安定状態を表し得る６。ＳＴＡＰ幹細胞技術は
、新世代再生医療のための多用途で強力なリソースを与え得る。
【０２３７】
　本明細書に、細胞運命転換の興味深い現象を記載する：体細胞は、低ｐＨ曝露のような
亜致死的刺激を経験した後に、多能性を回復する４。脾臓ＣＤ４５＋細胞（方向付けられ
たＴ細胞を含む）をｐＨ５．７に３０分間曝露し、その後ＬＩＦの存在下で培養したとき
に、生存細胞の実質的な部分は、多能性細胞マーカーであるＯｃｔ３／４を２日目（ｄ２
）に発現し始める。ｄ７までに、多能性細胞クラスターが、真実の多能性マーカープロフ
ィールおよび三胚葉分化の能力（例えば、テラトーマ形成によって示される）を有して形
成される。これらのＳＴＡＰ細胞はまた効率的に、キメラマウスに寄与することができ、
そして胚盤胞注入アッセイにおいて生殖細胞系列伝達を経ることができる。これらの特徴
はＥＳ細胞のものに類似しているが、ＳＴＡＰ細胞は、少なくともその限定された自己再
生の能力（典型的には最大３～５継代）およびその解離培養に対する脆弱性において、Ｅ
Ｓ細胞と異なるようである４。
【０２３８】
　本実施例において、本発明者らは、胚盤胞における、細胞の２つの主要なカテゴリーへ
のその分化能力に焦点を合わせて、ＳＴＡＰ細胞の特有の性質をさらに研究した７～９：
胚盤胞注入アッセイ後の内部細胞塊型（またはＥＳ細胞様）細胞および栄養膜／胎盤系列
細胞は予想外の知見を明らかにした。一般に、注入されたＥＳ細胞の子孫は、キメラの胚
部分において見出され、胎盤部分においては稀である７（データは示さず）。驚くべきこ
とに、注入されたＳＴＡＰ細胞は、胚だけでなく、胎盤および胚体外膜にも寄与した（図
２２）。この二重系列寄与は、キメラ胚のおおよそ６０％において観察された。
【０２３９】
　この知見により、ＳＴＡＰ細胞の栄養膜分化能力の研究が促された。栄養膜細胞株（栄
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養膜幹細胞；ＴＳ細胞）８、９を、ＦＧＦ４の存在下での胚盤胞の延長された接着培養に
おいて誘導できることが知られている。ＳＴＡＰ細胞クラスターを同じ条件下で培養した
場合（図２３Ａ；９６ウェルプレート中１ウェル当たり１クラスター）、球状のＳＴＡＰ
細胞クラスターは徐々に消滅し、そしてＳＴＡＰ細胞とは異なる平坦な外観を有する細胞
が増殖し、そしてｄ７～ｄ１０までにコロニーを形成した（データは示さず）。高レベル
のｏｃｔ３／４：：ＧＦＰ発現を有するＳＴＡＰ細胞とは異なり、これらの平坦な細胞（
プレートの底に接着している）はＦＧＦ４を用いる培養の７日目で中程度のＧＦＰシグナ
ルを示した（データは示さず）。免疫染色により、ＦＧＦ４誘導（Ｆ４Ｉ）細胞が、中程
度のレベルのｏｃｔ３／４：：ＧＦＰに加えて、栄養膜マーカーである１０～１２インテ
グリンα７およびＥｏｍｅｓｏｄｅｒｍｉｎを強く発現することが示された（データは示
さず）。Ｎａｎｏｇの発現は検出可能であったが、非常に低かった（データは示さず）。
これと一致して、ｑＰＣＲ分析により、Ｆ４Ｉ細胞は実質的なレベルの栄養膜系列マーカ
ー遺伝子（例えば、ｃｄｘ２）を発現するが、そのｏｃｔ３／４およびｎａｎｏｇの発現
は親ＳＴＡＰ細胞において見られるものより低いことが示された（図２３Ｂ）。３日毎に
トリプシン消化を用いて継代することによって、これらのＦ４Ｉ細胞を効率的に拡大する
ことができ、そしてそれらはＦＧＦ４の存在下で３０継代より長い間安定なままであった
（その非存在下では、増殖を停止した）。この樹立および拡大をＭＥＦ細胞の上およびゼ
ラチンコートした底の上の両方で行うことができたが、ＭＥＦフィーダー上で培養したも
のは、より明らかな上皮性の外観を示す傾向にあった（データは示さず）。
【０２４０】
　胚盤胞注入アッセイにおいて、Ｆ４Ｉ細胞の胎盤寄与が頻繁に観察された（５０～６０
％）（データは示さず）。キメラ胎盤において、Ｆ４Ｉ細胞は典型的には全胎盤細胞の約
１０％に寄与した（図２３Ｃ、レーン１～３；コントロールのＥＳ細胞は実質的な胎盤寄
与を与えなかったことに留意のこと、レーン４～６）。これらの知見は、少なくとも栄養
膜マーカー発現および胎盤寄与を考慮すると、ＳＴＡＰ細胞がＦＧＦ４処理を通してＴＳ
様細胞を生成する能力を有することを示唆する。このタイプのＴＳ様細胞への誘導はＥＳ
細胞では一般的でないので（遺伝子操作しない限り）１１、そのような能力はＥＳ細胞と
は異なるＳＴＡＰ細胞の別の特徴を表し得る。
【０２４１】
　他方、ＳＴＡＰ細胞由来のＦ４Ｉ細胞は胚盤胞由来ＴＳ細胞とは異なる特徴も有し得る
。まず、従来のＴＳ細胞とは異なり１３、Ｆ４Ｉ細胞は中程度のレベルのｏｃｔ３／４を
発現した（データは示さず）。さらに、寄与の程度は一般に低かったが（データは示さず
）、ＴＳ細胞とは異なり、胚盤胞注入したＦ４Ｉ細胞は胚部分にも寄与した（キメラ胎盤
を伴う全ての場合で）。
【０２４２】
　まとめると、これらの観察は、ＳＴＡＰ細胞集団が、胎盤分化のためのその能力に関し
てＥＳ細胞と質的に異なることを示す。
【０２４３】
　これを考慮して、胚盤胞中に存在する別の細胞型である胚系列への分化を研究した。Ｅ
Ｓ細胞とは異なり、ＳＴＡＰ細胞は限定された自己再生能力を有しており、そしてＳＴＡ
Ｐ細胞を単一細胞から拡大することはできない。ＳＴＡＰ細胞を従来のＬＩＦ含有培地（
ＳＴＡＰ細胞樹立において使用するＢ２７＋ＬＩＦ培地を含む）中で５継代より長く維持
することはできなかった（クラスターの部分的解離培養を用いてさえも）。しかし、ＬＩ
Ｆを含むＡＣＴＨ含有培地１５（本明細書中以下、ＡＣＴＨ培地）は、ＳＴＡＰ細胞コロ
ニーの増殖速度に対する相対的に良好な支持効果を有していた（データは示さず）。ＡＣ
ＴＨ培地中ＭＥＦフィーダーまたはゼラチン上でこの培地中で培養した場合（図２４Ａ）
、ＳＴＡＰ細胞クラスターのいくらかの部分（典型的には、９６ウェルプレートを使用し
た単一クラスター培養においてウェルの２０～５０％に見出される）が増殖し続けた（デ
ータは示さず）。これらの増殖中のコロニーは、マウスＥＳ細胞のものに類似しており、
そして高レベルのｏｃｔ３／４：：ＧＦＰを発現した。親ＳＴＡＰ細胞とは異なり、これ



(64) JP 2015-516812 A 2015.6.18

10

20

30

40

50

らの拡大されたコロニー中の細胞は、この培地中で７日間培養した後、解離に耐性になり
、そしてこの細胞を単一細胞として継代することができた（データは示さず）。ＳＴＡＰ
細胞とは対照的に、これらの変化した細胞を、ＥＳ細胞のように、指数関数的に少なくと
も培養１２０日間まで拡大することができた（図２４Ｂ）。多色ＦＩＳＨ分析１６によっ
て示されるように、この増強された拡大可能性は染色体異常を伴わなかった（データは示
さず）。７日間の拡大の後、細胞は増殖し、そして試験したＥＳ細胞培地のいずれにおい
ても細胞を維持することができたが、この最初の７日間の拡大はＡＣＴＨ培地を用いて最
も効率的に行われた（例えば、３ｉ培地１７中でコロニーはゆっくりとそしてより低い頻
度で形成された；データは示さず）。
【０２４４】
　本明細書中以下で、ＳＴＡＰ細胞由来の増殖性細胞をＳＴＡＰ幹細胞という。ＳＴＡＰ
細胞とは異なり、ＳＴＡＰ幹細胞はＦＧＦ４を用いる培養においてＴＳ様細胞を産生しな
かった（データは示さず）。免疫染色を通して、雌性ＳＴＡＰ細胞の実質的な部分におい
て見出されたＸ染色体不活性化は１８、ＳＴＡＰ幹細胞においてもはや観察されないこと
が見出された（データは示さず）。ＳＴＡＰ幹細胞はＥＳ細胞のための種々のＲＮＡ（図
２４Ｃ）およびタンパク質（データは示さず）マーカーを発現した。ＣＤ４５＋からＳＴ
ＡＰ細胞への転換に際して脱メチル化されるようになるｏｃｔ３／４およびｎａｎｏｇ遺
伝子座におけるＤＮＡメチル化レベルは、低いままであった（図２４Ｄ）。分化培養にお
いて１９～２１、ＳＴＡＰ幹細胞は外胚葉、中胚葉および内胚葉誘導体を生成した（デー
タは示さず）。これらの知見は、ＳＴＡＰ幹細胞がＥＳ細胞の特徴と区別不能な特徴を示
すことを実証する。
【０２４５】
　これと一致して、ＳＴＡＰ幹細胞は、複数回の継代の後でさえ、テラトーマを形成する
ことができ（データは示さず）、そして、胚盤胞注入によって、キメラマウスに効率的に
寄与することができた（データは示さず）。４倍体補完アッセイにおいて５、これらの細
胞が成体に成長しそして出生児を生成しさえする能力を有するマウスを生むことができる
という事実によって、その胚寄与におけるＳＴＡＰ幹細胞の顕著な効力が明示的に実証さ
れた（データは示さず）。ＳＴＡＰ幹細胞の８個の独立した株が再現性よくこの能力を示
したことを考慮して（そのような完全な補完は一般的に使用されるＥＳ細胞株についてさ
えしばしば困難であることに留意のこと）、本発明者らは、成体体細胞を起源とするＳＴ
ＡＰ細胞が、この面で胚盤胞自体と同等の（または、ことによると胚盤胞より優れた）、
多能性幹細胞株の誘導のための魅力的な供給源であり得ると推論する。
【０２４６】
　重要なことに、ＳＴＡＰおよびＦ４Ｉ細胞とは異なり、ＳＴＡＰ幹細胞は胎盤組織に寄
与するその能力を失ったようであるが（データは示さず）、それらはキメラにおいて種々
の組織を生じる（図２５Ａ～２５Ｂ）。それゆえ、ＳＴＡＰ細胞とＳＴＡＰ幹細胞との間
の差異は、単に自己再生活性に限定されず、胎盤系列に分化する能力の喪失も含む。
【０２４７】
　これらの知見は、ＳＴＡＰ細胞の特有の多能性状態を示す。単一細胞からＳＴＡＰ細胞
をクローン化できないこと（上記）は、単一細胞レベルでの方向付け分析を妨げるが、Ｓ
ＴＡＰ手順が、体細胞を、胚および胎盤両方の系列のための能力を有する多能性細胞集団
に転換することができることは留意する価値がある。ＳＴＡＰ細胞の分化状態の徹底的な
理解は、将来の研究のために重要なトピックである。特に、桑実胚期の胚細胞に類似する
、胎盤系列のためのその能力によって示唆されるように、ＳＴＡＰ細胞がＥＳ細胞より未
成熟な状態を表すかどうかを研究することは興味深い。近年の研究は、従来のＥＳ細胞培
養物が、非常に初期の胚の特徴に類似した異なる特徴を有するＯｃｔ３／４－細胞の非常
に少数の集団も含有することを報告している２２。ＳＴＡＰ細胞は二重能力能を可能にす
る類似の準安定状態を有し得るが、ＥＳ細胞とは異なり、これは細胞集団の大多数におい
て見出される。
【０２４８】
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　本明細書において、ＳＴＡＰ細胞がＥＳ様多能性幹細胞株への形質転換のための能力を
有することが実証されている。ＳＴＡＰ細胞（雌性マウス由来）がＸ染色体不活性化にお
いていくらかモザイクであり；不活性化がＳＴＡＰ細胞の約４０％において消失するが４

、残りはそれを維持することは留意する価値がある。ＥＳ細胞においては、対照的に、両
方のＸ染色体は再現性よく活性化される。興味深いことに、誘導後、ＳＴＡＰ「幹」細胞
は、ＥＳ細胞のように、Ｘ染色体不活性化を示さない。このことは、この意味でも、親Ｓ
ＴＡＰ細胞におけるエピジェネティック制御がマウスＥＳ細胞のそれと類似するが同一で
はないことを示唆する。
【０２４９】
　本結果は、亜致死的刺激への曝露に際して、方向付けられた体細胞自体の運命をナイー
ブ細胞にリプログラムするそれらの予想外の「自発的転換能力」を実証する。これは、上
記のものを含む多数の興味深くそして意味深い生物学的問題を提起する。その上で、この
新たに見出されたＳＴＡＰ現象は、幹細胞医学における方法論を改革することができる。
種々の型の組織の生成が、遺伝子導入（これは癌性トランスフォーメーションの危険性を
増加させ得る）なしに体細胞から誘導されるＳＴＡＰ細胞またはＳＴＡＰ幹細胞からの舵
取りされた分化によって可能にされ得ることが考えられる。さらに、ｉＰＳ細胞転換とは
異なり、ＳＴＡＰ転換は、有意に高い頻度で起こり、そして低ｐＨ曝露のような強い刺激
によって惹起される特定の内在性プログラムによって進行する。ＳＴＡＰ幹細胞は、ＥＳ
細胞のように、容易に拡大可能でありそしてクローン化可能なので、それはＳＴＡＰ細胞
よりも、厳密な品質管理下での医学的に有用な組織の大規模生成のために適切である。本
発明者らの予備的な研究において、本発明者らは、ＳＴＡＰ幹細胞の、網膜前駆体２３、
皮質前駆体２４および拍動心筋細胞２５への効率的な分化の実証に成功している（データ
は示さず）。
【０２５０】
　方法
　細胞培養。ＳＴＡＰ細胞を、低ｐＨ溶液への一過性曝露およびそれに続くＢ２７＋ＬＩ
Ｆ培地中での培養によって、ＣＤ４５＋細胞から生成した（Obokata et al, 2013；同時
投稿）。Ｆ４Ｉ細胞株樹立のために、ＳＴＡＰ細胞クラスターを９６ウェルプレート中Ｍ
ＥＦフィーダー細胞上のＦＧＦ４含有ＴＳ培地に移した。細胞を、従来のトリプシン方法
を使用して、ｄ７～ｄ１０の間に最初の継代に供した。ＳＴＡＰ幹（ＳＴＡＰＳ）細胞株
の樹立のために、ＳＴＡＰ球状物をＭＥＦフィーダーまたはゼラチンコートディッシュ上
のＡＣＴＨ含有培地に移した。４～７日後に、細胞を従来のトリプシン方法を使用して最
初の継代に供し、そして懸濁した細胞を５％ＦＣＳおよび１％ＫＳＲを含有するＥＳ維持
培地中にプレーティングした。
【０２５１】
　キメラマウスの生成および分析。ＳＴＡＰ幹細胞、Ｆ４Ｉ細胞およびＥＳ細胞の注入の
ために、従来の胚盤胞注入方法を使用した。トリプシン処理が低いキメリズムを引き起こ
したので、ＳＴＡＰ細胞注入のために、ＳＴＡＰ細胞クラスターをひとまとめにして注入
した。ＳＴＡＰ球状コロニーを、顕微鏡下でマイクロナイフを使用して小片に切断し、次
いでＳＴＡＰコロニーの小さなクラスターを大きなピペットによって４．５日目の胚盤胞
中に注入した。次の日に、キメラ胚盤胞を２．５日目の偽妊娠雌中に移した。４倍体胚を
２細胞胚の電気融合によって作製した。
【０２５２】
　インビトロおよびインビボ分化アッセイ：１×１０５個のＳＴＡＰＳ細胞を４週齢のＮ
ＯＤ／ＳＣＩＤマウスの背側側腹部中に皮下注入することによって、テラトーマ形成を検
討した。インビトロ神経分化をＳＤＩＡおよびＳＦＥＢｑ法によって誘導した２４、２６

。インビトロ内中胚葉分化２５を、ＳＴＡＰＳ細胞凝集体を増殖因子（アクチビン）また
は１０％ＦＣＳとともに培養することによって誘導した。
【０２５３】
　核型分析。サブコンフルエントのＳＴＡＰＳ細胞を、コルセミドによって中期に停止さ
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せ、そして多色ＦＩＳＨ分析（Ｍ－ＦＩＳＨ）に供した。マウス染色体特異的染色プロー
ブを、７個の異なる蛍光色素を使用して組み合わせ標識し、そして以前に記載されるよう
にハイブリダイズさせた（Jentsch et al., 2003）。
【０２５４】
　細胞培養。ＳＴＡＰ細胞を、記載されるように、ＣＤ４５＋細胞から生成し、続いてＢ
２７＋ＬＩＦ培地中で７日間培養した（Obokata et al, 2013；同時投稿）。Ｆ４Ｉ細胞
株樹立のために、ＳＴＡＰ細胞クラスターを９６ウェルプレート中ＭＥＦフィーダー細胞
上のＦＧＦ４含有ＴＳ培地に移した。細胞を従来のトリプシン方法を使用してｄ７～ｄ１
０の間に最初の継代に供した。その後の継代を３日毎に行った。
【０２５５】
　ＳＴＡＰ幹（ＳＴＡＰＳ）細胞株の樹立のために、ＳＴＡＰ球状物をＭＥＦフィーダー
細胞上のＡＣＴＨ含有培地に移した。４～７日後に、細胞を従来のトリプシン方法を使用
して最初の継代に供し、そして懸濁した細胞を５％ＦＣＳおよび１％ＫＳＲを含有するＥ
Ｓ維持培地中にプレーティングした。その後の継代を２日毎に行った。
【０２５６】
　キメラマウスの生成および分析。２倍体および４倍体キメラの作製のために、２倍体胚
をＩＣＲ雄と交配したＩＣＲ系統雌から得、そして４倍体胚をＢＤＦ１雄と交配したＢＤ
Ｆ１系統雌から得た。４倍体胚を２細胞胚の電気融合によって作製した。ＳＴＡＰ幹細胞
、Ｆ４Ｉ細胞およびＥＳ細胞の注入のために、従来の胚盤胞注入方法を使用した。ＳＴＡ
Ｐ幹細胞、Ｆ４Ｉ細胞およびＥＳ細胞の注入のために、従来の胚盤胞注入方法を使用した
。トリプシン処理が低いキメリズムを引き起こしたので、ＳＴＡＰ細胞注入のために、Ｓ
ＴＡＰ細胞クラスターをひとまとめにして注入した。ＳＴＡＰ球状コロニーを、顕微鏡下
でマイクロナイフを使用して小片に切断し、次いでＳＴＡＰコロニーの小さなクラスター
を大きなピペットによって４．５日目の胚盤胞中に注入した。次の日に、キメラ胚盤胞を
２．５日目の偽妊娠雌中に移した。
【０２５７】
　インビトロおよびインビボ分化アッセイ：１×１０５個のＳＴＡＰ－Ｓ細胞を４週齢の
ＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスの背側側腹部中に皮下注入した。６週間後に、移植片を回収し、
そして組織化学的に分析した。移植片を１０％ホルムアミドを用いて固定し、パラフィン
中に包埋し、そして４μｍ厚にルーチン的に加工した。切片をヘマトキシリンおよびエオ
シンで染色した。
【０２５８】
　インビトロ神経分化をＳＤＩＡおよびＳＦＥＢｑ法によって誘導した。インビトロ内中
胚葉分化を、ＳＴＡＰＳ細胞凝集体を増殖因子（アクチビン）または１０％ＦＣＳととも
に培養することによって誘導した。
【０２５９】
　免疫染色。細胞を４％ＰＦＡを用いて１５分間固定し、次いで、０．５％Ｔｒｉｔｏｎ
Ｘ－１００を用いた透過処理の後に、一次抗体とともにインキュベートした：抗Ｈ３Ｋ２
７ｍｅ３（Millipore；１：３００）、抗Ｏｃｔ３／４（Santa Cruz Biotechnology；１
：３００）、抗Ｎａｎｏｇ（eBioscience；１：３００）、抗ＫＬＦ２／４（R&D System
；１：３００）、および抗Ｅｓｒｒβ（R&D System；１：３００）。一夜のインキュベー
ションの後、結合した抗体を、Alexa546に結合した二次抗体を用いて可視化した（Molecu
lar Probes）。核をＤＡＰＩ（Molecular Probes）を用いて染色した。
【０２６０】
　ＲＮＡ調製およびＲＴ－ＰＣＲ分析。ＲＮＡをRNeasy（商標）Mini kit（QIAGEN）を用
いて単離した。逆転写をSupeSACript III First Strand Synthesis kit（Invitrogen）を
用いて行った。Power SYBR（商標）Green Mix（Roche Diagnostics）をＰＣＲ増幅のため
に使用し、そしてサンプルをLightcycler-II（商標）Instrument（Roche Diagnostics）
上で流した。
【０２６１】
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　核型分析。核型分析を多色ＦＩＳＨ分析（Ｍ－ＦＩＳＨ）によって行った。サブコンフ
ルエントのＳＴＡＰＳ細胞を、５％ＣＯ２中３７℃で２．５時間、培養培地へのコルセミ
ド（最終濃度０．２７０μｇ／ｍｌ）によって中期に停止させた。細胞をＰＢＳで洗浄し
、トリプシン／エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）で処理し、細胞培地中に再懸濁し、
そして５分間１２００ｒｐｍで遠心分離した。３ｍｌのＰＢＳ中の細胞ペレットに、７ｍ
ｌの予め加温した低浸透圧０．０３７５Ｍ　ＫＣｌ溶液を添加した。細胞を２０分間３７
℃でインキュベートした。細胞を５分間１２００ｒｐｍで遠心分離し、そしてペレットを
３～５ｍｌの０．０３７５Ｍ　ＫＣｌ溶液中に再懸濁した。穏やかにピペッティングする
ことによって、メタノール／酢酸（３：１；ｖｏｌ／ｖｏｌ）を用いて細胞を固定した。
固定を４回行った後、細胞をガラススライド上に広げた。ＦＩＳＨ手順のために、マウス
染色体特異的染色プローブを７個の異なる蛍光色素を使用して組み合わせ標識し、そして
以前に記載されるようにハイブリダイズさせた（Jentsch et al., 2003）。各々の細胞株
について、９～１５個の中期スプレッドをSensys CCDカメラ（Photometrics, Tucson, AZ
）を備えたLeica DM RXA RF8落射蛍光顕微鏡（Leica Mikrosysteme GmbH, Bensheim, Ger
many）を使用することによって取得した。カメラおよび顕微鏡をLeica Q-FISHソフトウェ
ア（Leica Microsystems hanging solutions, Cambridge, United Kingdom）によって制
御した。中期スプレッドをLeica MCKソフトウェアに基づいて処理し、そして多色カリオ
グラムとして提示した。
【０２６２】
　バイサルファイトシーケンス。
　ゲノムＤＮＡをＳＴＡＰＳ細胞から抽出した。ＤＮＡのバイサルファイト処理を、製造
者の説明書に従ってCpGenome DNA Modification Kit（Chemicon, Temecula, CA, http://
www.chemicon.com）を使用して行った。
【０２６３】
　得られた修飾ＤＮＡを２つのフォワード（Ｆ）プライマーおよび１つのリバース（Ｒ）
プライマーを使用するネステッドポリメラーゼ連鎖反応ＰＣＲによって増幅した：ｏｃｔ
３／４（Ｆｌ、GTTGTTTTGTTTTGGTTTTGGATAT（配列番号７３）；Ｆ２、ATGGGTTGAAATATTGG
GTTTATTTA（配列番号：７４）；Ｒ、CCACCCTCTAACCTTAACCTCTAAC（配列番号７５））、お
よびｎａｎｏｇ（Ｆ１、GAGGATGTTTTTTAAGTTTTTTTT（配列番号：７６）；Ｆ２、AATGTTTA
TGGTGGATTTTGTAGGT（配列番号：７７）；Ｒ、CCCACACTCATATCAATATAATAAC（配列番号：７
８））。ＰＣＲをTaKaRa Ex Taq Hot Start Version（RR030A）を使用して行った。ＤＮ
ＡシーケンシングをGenome Resource and Analysis Unit, RIKEN CDBでＭ１３プライマー
を使用して行った。
【０２６４】
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