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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　光受容体前駆細胞の調製物であって、
　少なくともその５０％が、免疫細胞化学的にＰＡＸ６＋およびＣＨＸ１０－であり、ｑ
ＰＣＲによって検出されるＭＡＳＨ１についてｍＲＮＡ転写物陽性である光受容体前駆細
胞である、複数の細胞、および
　前記光受容体前駆細胞の生存度を維持するのに適切な培地
を含む、前記調製物。
【請求項２】
　細胞の９０パーセント超が、免疫細胞化学的にＰＡＸ６（＋）およびＣＨＸ１０（－）
であり、ｑＰＣＲによって検出されるＭＡＳＨ１についてｍＲＮＡ転写物陽性である前記
光受容体前駆細胞である、請求項１に記載の調製物。
【請求項３】
　調製物が、１％未満の多能性幹細胞、網膜神経節細胞、成熟光受容体および／またはア
マクリン細胞を含む、請求項１または２に記載の調製物。
【請求項４】
　調製物が、哺乳動物患者における使用に適切な医薬調製物であり、培地が、哺乳動物患
者中への移植のために前記光受容体前駆細胞の生存度を維持するための薬学的に許容され
る担体を含む、請求項１～３のいずれか一項に記載の調製物。
【請求項５】
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　調製物が、少なくとも１０９の光受容体前駆細胞を含む低温細胞調製物であり、低温細
胞調製物が、解凍の際の前記光受容体前駆細胞の生存度と適合性の凍結保存剤を含む、請
求項１～３のいずれか一項に記載の調製物。
【請求項６】
　前記光受容体前駆細胞が、多能性幹細胞から誘導される、請求項１～５のいずれか一項
に記載の調製物。
【請求項７】
　多能性幹細胞が、ヒト胚性幹細胞および人工多能性幹細胞からなる群より選択される、
請求項６に記載の調製物。
【請求項８】
　前記光受容体前駆細胞がヒト細胞である、請求項１～７のいずれか一項に記載の調製物
。
【請求項９】
　前記光受容体前駆細胞が、ｑＰＣＲによって検出されるＮｒ２ｅ３、Ｔｒβ２、ＲＯＲ
βおよびＮＲＯについてｍＲＮＡ転写物陽性である、請求項１～８のいずれか一項に記載
の調製物。
【請求項１０】
　前記光受容体前駆細胞は、ＨＬＡが遺伝子型的に同一である、請求項１～９のいずれか
一項に記載の調製物。
【請求項１１】
　前記光受容体前駆細胞がゲノム的に同一である、請求項１～１０のいずれか一項に記載
の調製物。
【請求項１２】
　患者がヒト患者である、請求項４に記載の調製物。
【請求項１３】
　患者が非ヒト獣医学的患者である、請求項４に記載の調製物。
【請求項１４】
　前記光受容体前駆細胞が、共通の多能性幹細胞供給源から分化する、請求項６または７
に記載の調製物。
【請求項１５】
　前記光受容体前駆細胞の生存度を維持するのに適切な前記培地が、培養培地、凍結保存
剤またはヒト患者における注射に適切な生体適合性注射媒体を含有する、請求項１に記載
の調製物。
【請求項１６】
　前記光受容体前駆細胞が、杆体および錐体の両方へと分化する可塑性を維持する、請求
項１～１５のいずれか一項に記載の調製物。
【請求項１７】
　前記光受容体前駆細胞が、ＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウスの網膜下空間中に移植された場
合に、外顆粒層へと遊走し、前記ＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウスにおいて暗順応および明順
応網膜電図（ＥＲＧ）応答を改善する、請求項１～１６のいずれか一項に記載の調製物。
【請求項１８】
　光受容体前駆細胞を生成する方法であって、
　個々の細胞球を形成するのに十分な期間にわたって低接着条件または非接着条件と接着
条件との間を交互に繰り返す培養条件下で、次いで接着条件下で網膜神経前駆細胞を培養
するステップ
を含み、
　前記培養条件を交互に繰り返すことが、前記細胞が光受容体前駆細胞になるまで継続さ
れ、前記光受容体前駆細胞が、ＰＡＸ６（＋）およびＣＨＸ１０（－）として特徴付けら
れ、前記光受容体前駆細胞が、レチノイン酸での処理の際に光受容体細胞へと分化する、
前記方法。
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【請求項１９】
　光受容体前駆細胞を生成する方法であって、
　（ａ）細胞クラスターが個々の細胞球を形成するのに十分な期間にわたって、神経分化
培地中で、細胞クラスターとして、低接着条件または非接着条件下で眼野前駆細胞を培養
するステップであって、前記眼野前駆細胞は、免疫染色および／またはフローサイトメト
リーによって決定されるＰＡＸ６（＋）およびＲＸ１（＋）およびＯＣＴ４（－）および
ＮＡＮＯＧ（－）として特徴付けられ、ＳＩＸ３（＋）、ＳＩＸ６（＋）、ＬＨＸ２（＋
）、ＴＢＸ３（＋）、ＳＯＸ２（＋）およびネスチン＋としても特徴付けられる、ステッ
プ；
　（ｂ）接着条件下で、ゼラチン、アルギネート、１型コラーゲン、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（
商標）、ポリグリコリド、コラーゲン、フィブリンまたは自己組織化ペプチドを含む生体
材料足場上で、培養物中の細胞がＰＡＸ６（＋）、ＣＨＸ１０（＋）およびＳＯＸ２（－
）として特徴付けられる網膜神経前駆細胞になるまで、神経分化培地中で前記細胞球を培
養するステップ；
　（ｃ）その後、前記網膜神経前駆細胞が個々の細胞球を形成するのに十分な期間にわた
る低接着条件または非接着条件での培養と、その後の接着条件での培養との間で培養条件
を１回または複数回交互に繰り返し、細胞球を含む前記網膜神経前駆細胞を培養するステ
ップであって、前記培養条件を交互に繰り返すことが、前記細胞が光受容体前駆細胞にな
るまで継続され、前記光受容体前駆細胞が、ＰＡＸ６（＋）およびＣＨＸ１０（－）とし
て特徴付けられ、ｑＰＣＲによって検出されるＭａｓｈ１、Ｎｒ２ｅ３、Ｔｒβ２、ＲＯ
ＲβおよびＮＲＯについてｍＲＮＡ転写物陽性としても特徴付けられ、前記光受容体前駆
細胞が、レチノイン酸での処理の際に光受容体細胞へと分化する、ステップ
を含む、前記方法。
【請求項２０】
　前記光受容体前駆細胞が、多能性幹細胞から誘導される、請求項１８または１９のいず
れか一項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記多能性幹細胞が、胚性幹細胞または人工多能性幹細胞であり、任意選択でヒト胚性
幹細胞またはヒト人工多能性幹細胞である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　生成される光受容体前駆細胞が、１％未満の多能性幹細胞を含む、請求項２０または２
１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記光受容体前駆細胞が、他の細胞型に対して、少なくとも５０％純粋である、請求項
１８～２２のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２４】
　前記光受容体前駆細胞を凍結保存するさらなるステップを含む、請求項１８～２３のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　多能性幹細胞由来光受容体前駆細胞の実質的に純粋な培養物を調製するための方法であ
って、
　（ａ）無フィーダー系において多能性幹細胞を培養して、１つまたは複数の眼野前駆細
胞を生成するステップ；
　（ｂ）ＢＭＰシグナル伝達インヒビターの存在下の網膜誘導培地中で前記１つまたは複
数の眼野前駆細胞を培養して、ＰＡＸ６＋、ＣＨＸ１０＋およびＳＯＸ２＋である網膜神
経前駆細胞を生成するステップ；
　（ｃ）ＢＭＰシグナル伝達インヒビターの非存在下の神経分化培地中で前記網膜神経前
駆細胞を培養して、ＰＡＸ６＋、ＣＨＸ１０－およびＭａｓｈ１＋である光受容体前駆細
胞（ＰＲＰＣ）を生成するステップ
を含む、前記方法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　この出願は、特許法§１１９（ｅ）の下、「多能性幹細胞から生成された光受容体およ
び光受容体前駆体」との表題の２０１３年３月１５日に出願された米国仮出願第６１／７
９３，１６８号（この全体の内容は、参考として本明細書に援用される）の利益を主張す
る。
【背景技術】
【０００２】
　網膜疾患は、有糸分裂後のニューロン細胞の喪失に起因して盲目を生じる場合が多い。
網膜疾患のなかでは、杆体または錐体ジストロフィー、網膜変性症、網膜色素変性症、糖
尿病性網膜症、黄斑変性症、レーバー先天黒内障およびシュタルガルト病である。ほとん
どの網膜変性症では、細胞喪失は主に、杆体光受容体および錐体光受容体を含む外顆粒層
中である。有糸分裂後のニューロン細胞集団の喪失が存在する場合、光受容体細胞の代替
物としての新たな細胞の外因性供給源が必要とされる。
【０００３】
　光受容体細胞の潜在的な代替物供給源には、幹細胞が含まれる。初期の研究は、喪失さ
れた光受容体の代替物としての細胞の可能な供給源としての、マウス細胞、マウス幹細胞
または網膜前駆細胞の不均一集団の使用を企図していた。これらの初期の研究は、生後１
日目のマウス網膜由来の光受容体先駆細胞の移植（Ｍａｃｌａｒｅｎら　Ｎａｔｕｒｅ　
４４４巻（９号）：２０３～２０７頁、２００６年）、マウス胚性幹細胞からの網膜先駆
細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏ生成（Ｉｋｅｄａら　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓ
ｃｉ．　１０２巻（３２号）：１１３３１～１１３３６頁、２００５年）、生後１日目の
マウス網膜からの網膜前駆細胞の生成（Ｋｌａｓｓｅｎら　Ｉｎｖｅｓｔ．　Ｏｐｈｔｈ
ａｌ．　Ｖｉｓ．　Ｓｃｉ．　４５巻（１１号）：４１６７～４１７５頁、２００４年）
、網膜変性症のＲＣＳラットモデルにおける骨髄間葉系幹細胞の植え込み（Ｉｎｏｕｅら
　Ｅｘｐ．　Ｅｙｅ　Ｒｅｓ．　８巻（２号）：２３４～２４１頁、２００７年）、Ｈ１
ヒト胚性幹細胞株からの、神経節細胞、アマクリン細胞、光受容体（ここで、総細胞の０
．０１％が、Ｓ－オプシンまたはロドプシンを発現した）、双極細胞および水平細胞を含
む網膜前駆細胞の生成（Ｌａｍｂａら　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．
　１０巻（３４号）：１２７６９～１２７７４頁、２００６年）ならびに網膜前駆細胞を
生成するためのヒト線維芽細胞からの人工多能性幹細胞（ｉＰＳ）の誘導（Ｌａｍｂａら
　ＰＬｏＳ　ＯＮＥ　５巻（１号）：ｅ８７６３頁．ｄｏｉ：１０．１３７１／ｊｏｕｒ
ｎａｌ．ｐｏｎｅ．０００８７６３）を記載した。これらのアプローチには、植え込みの
ための光受容体前駆細胞または光受容体細胞の均一集団を生成したものは存在しなかった
。これらのアプローチには、ｉｎ　ｖｉｖｏでの杆体または錐体機能（例えば、視力にお
ける改善を付与することによって検出可能）を示した光受容体前駆細胞または光受容体細
胞の均一集団を生成したものは存在しなかった。光受容体および光受容体前駆体が単離さ
れ得るドナー由来組織（例えば、屍体、胎仔組織および生動物）の供給は、限定的である
。幹細胞は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで無制限に繁殖および拡大増殖され得、ヒト治療のための
非ドナー由来細胞の潜在的に無尽蔵の供給源を提供する。光受容体前駆体または光受容体
の均一集団への幹細胞の分化は、移植および網膜疾患の処置のための非ドナー由来細胞の
豊富な供給を提供し得る。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】Ｍａｃｌａｒｅｎら　Ｎａｔｕｒｅ（２００６年）４４４巻（９号）：
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２０３～２０７頁
【非特許文献２】Ｉｋｅｄａら　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．（２０
０５年）１０２巻（３２号）：１１３３１～１１３３６頁
【非特許文献３】Ｋｌａｓｓｅｎら　Ｉｎｖｅｓｔ．　Ｏｐｈｔｈａｌ．　Ｖｉｓ．　Ｓ
ｃｉ．（２００４年）４５巻（１１号）：４１６７～４１７５頁
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　ある特定の実施形態では、本発明は、光受容体前駆細胞の実質的に純粋な調製物を提供
し、この調製物は、複数の光受容体前駆細胞、およびこれらの光受容体前駆細胞の生存度
を維持するのに適切な培地を含む。
【０００６】
　ある特定の実施形態では、本発明は、光受容体前駆細胞の調製物を提供し、この調製物
は、少なくとも５０パーセントの光受容体前駆細胞を含む複数の細胞、およびこれらの光
受容体前駆細胞の生存度を維持するのに適切な培地を含む。
【０００７】
　ある特定の実施形態では、本発明は、光受容体前駆細胞の調製物を提供し、この調製物
は、多能性幹細胞、網膜神経節細胞、成熟光受容体および／またはアマクリン細胞を実質
的に含まない、即ち、これらの細胞の１０％未満またはいずれか、さらにいっそう好まし
くは５％未満、２％未満、１％未満、０．１％未満またはさらには０．０１％未満の眼野
多能性幹細胞（ｅｙｅ　ｆｉｅｌｄ　ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｔ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌ）、
網膜神経節細胞、成熟光受容体および／またはアマクリン細胞を含む、複数の光受容体前
駆細胞；ならびにこれらの光受容体前駆細胞の生存度を維持するのに適切な培地を含む。
【０００８】
　ある特定の実施形態では、本発明は、哺乳動物患者における使用に適切な光受容体前駆
細胞の医薬調製物を提供し、この医薬調製物は、複数の光受容体前駆細胞；および哺乳動
物患者中への移植のためにこれらの光受容体前駆細胞の生存度を維持するための薬学的に
許容される担体を含む。
【０００９】
　ある特定の実施形態では、本発明は、少なくとも１０９の光受容体前駆細胞、およびこ
れらの光受容体前駆細胞と適合性であり、解凍の後のかかる細胞の生存度を維持するため
の凍結保存系を含む低温細胞調製物（ｃｒｙｏｇｅｎｉｃ　ｃｅｌｌ　ｐｒｅｐａｒａｔ
ｉｏｎ）を提供する。
【００１０】
　上記調製物の好ましい実施形態では、この調製物中の細胞の少なくとも７０％が、免疫
細胞化学的にＰＡＸ６＋およびＣＨＸ１０－であり、ｑＰＣＲによって検出されるＭＡＳ
Ｈ１についてｍＲＮＡ転写物陽性であり（任意選択でではあるが）、さらにいっそう好ま
しくは、この調製物中の細胞の少なくとも８０％、９０％、９５％または９８％が、免疫
細胞化学的にＰＡＸ６＋およびＣＨＸ１０－であり、ｑＰＣＲによって検出されるＭＡＳ
Ｈ１についてｍＲＮＡ転写物陽性である（任意選択でではあるが）。
【００１１】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞の大部分は、ｑＰＣＲによって検
出されるＮｒ２ｅ３、Ｔｒβ２、ＲＯＲβおよびＮＲＯについてｍＲＮＡ転写物陽性であ
る。
【００１２】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、網膜神経前駆細胞と比較して
、分泌されたタンパク質のイムノアッセイまたはｑＰＣＲによるｍＲＮＡ転写物レベルに
よって検出されるｕＰＡ、テネイシン－Ｃ、ＣＸＣＬ１６、ＣＸ３ＣＬ１およびキチナー
ゼ３様－１から選択される１種または複数のタンパク質を、少なくとも２倍、３倍、４倍
、５倍またはさらには１０倍多く発現する。
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【００１３】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、細胞培養物中で少なくとも１
０回、２０回、３０回、５０回またはさらには１００回の集団倍加を起こす複製能力を有
し、これらの細胞の２５パーセント未満が、１０回目、２０回目、３０回目、５０回目ま
たはさらには１００回目の倍加までに、細胞死を起こす、老化する、または表現型的に光
受容体でない細胞へと分化する。
【００１４】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、グリセルアルデヒド３－リン
酸デヒドロゲナーゼについてよりも、少なくとも１０、２５、５０またはさらには７５パ
ーセント少ない、トランスフェリンタンパク質およびまたはトランスフェリンｍＲＮＡレ
ベルを有する。
【００１５】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、ＨＬＡが遺伝子型的に同一で
あり、好ましくは、ゲノム的に同一である。
【００１６】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、７ｋｂ、７．５ｋｂ、８ｋｂ
、８．５ｋｂ、９ｋｂ、９．５ｋｂ、１０ｋｂ、１０．５ｋｂ、１１ｋｂ、１１．５ｋｂ
またはさらには１２ｋｂよりも長い平均末端制限断片長（ＴＲＦ）を有する。
【００１７】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、胎仔由来光受容体と比較して
、統計的に有意な減少した含量および／または酵素活性の、（ｉ）細胞周期調節および細
胞加齢、（ｉｉ）細胞エネルギーおよび／または脂質代謝、ならびに（ｉｉｉ）アポトー
シスのうちの１つまたは複数に関与するタンパク質を有する。
【００１８】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、胎仔由来光受容体と比較して
、統計的に有意な増加した含量および／または酵素活性の、細胞骨格構造およびそれに関
連する細胞動態に関与するタンパク質を有する。
【００１９】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、ヒト患者への投与に適切であ
る。
【００２０】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、非ヒト獣医学的患者への投与
に適切である。
【００２１】
　上記調製物中の好ましい実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、好ましくは胚性
幹細胞および人工多能性幹細胞からなる群より選択される、哺乳動物多能性幹細胞、特に
ヒト多能性幹細胞から誘導される。
【００２２】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、共通の多能性幹細胞供給源か
ら分化する。
【００２３】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、杆体および錐体の両方へと分
化する可塑性を維持する。
【００２４】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、ＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウス
の網膜下空間中に移植され得、外顆粒層へと遊走し、このＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウスに
おいて暗順応および明順応ＥＲＧ応答を改善する。
【００２５】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、食作用活性、例えば、単離さ
れた光受容体外節、ｐＨｒｏｄｏ（商標）Ｒｅｄ　Ｅ．ｃｏｌｉ　ＢｉｏＰａｒｔｉｃｌ
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ｅｓまたはそれらの両方を貪食する能力を有する。
【００２６】
　ある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、１種または複数の神経保護因
子を分泌する。
【００２７】
　ある特定の実施形態では、光受容体前駆細胞の生存度を維持するのに適切な培地は、培
養培地、凍結保存剤およびヒト患者における注射に適切な生体適合性注射媒体からなる群
より選択される。
【００２８】
　ある特定の実施形態では、この光受容体前駆細胞調製物は、発熱物質およびマイコゲン
（ｍｙｃｏｇｅｎ）を含まない。
【００２９】
　本発明の別の態様は、哺乳動物患者における使用に適切な光受容体の医薬調製物を提供
し、この医薬調製物は、多能性幹細胞由来光受容体細胞であって、これらの細胞の７０％
超、８０％超、９０％超、９５％超またはさらには９８％超が、免疫細胞化学的にＰＡＸ
６＋、ＣＨＸ１０－であり、ロドプシン＋および／またはオプシン＋である、多能性幹細
胞由来光受容体細胞；ならびに哺乳動物患者中への移植のためにこれらの光受容体細胞の
生存度を維持するための薬学的に許容される担体を含む。
【００３０】
　本発明のなお別の態様は、網膜色素上皮細胞、および光受容体前駆細胞、光受容体細胞
またはそれらの両方のいずれか；ならびに哺乳動物患者中への移植のためにこれらの光受
容体細胞の生存度を維持するための薬学的に許容される担体を含む、医薬調製物を提供す
る。この細胞の調製物は、細胞懸濁物として（一緒に混合されるか、もしくは共同して送
達される別々の用量の細胞を有するキットの形態でのいずれか）、または多層細胞移植片
として（生体適合性マトリックスもしくは固体支持体上に任意選択で配置されて）、提供
され得る。多層細胞移植片の場合、ＲＰＥ細胞は、単層として、好ましくは極性化単層と
して提供され得る。
【００３１】
　本発明のさらに別の態様は、患者における光受容体の喪失によって引き起こされる疾患
または障害を処置するための方法を提供し、この方法は、本明細書に記載されるかかる医
薬調製物、例えば、光受容体前駆細胞もしくは光受容体細胞またはそれらの両方の調製物
を投与するステップを含む。これらの調製物は、局所的に、例えば、患者の眼の網膜下空
間中に、患者の硝子体中に注射され得るか、または全身的に、もしくは細胞が持続し得る
他の体腔中に送達され得る。
【００３２】
　光受容体の喪失によって引き起こされる疾患または障害には、黄斑変性症、例えば初期
であれ後期段階であれ加齢性黄斑変性症、および網膜色素変性症が含まれる。
【００３３】
　ある特定の実施形態では、本発明は、以下のステップを含む、光受容体前駆細胞を生成
する方法を提供する。
【００３４】
　（ａ）細胞クラスターが個々の細胞球（ｃｅｌｌ　ｓｐｈｅｒｅ）を形成するのに十分
な期間にわたって、神経分化培地中で、好ましくは細胞クラスターとして、好ましくは低
接着条件または非接着条件下で眼野前駆細胞を培養するステップ；
　（ｂ）接着条件下で、好ましくは、マトリックス（例えば、生体材料足場）上で、培養
物中の細胞の大部分がＰＡＸ６＋、ＣＨＸ１０＋およびＳＯＸ２－として特徴付けられる
網膜神経前駆細胞になるまで、神経分化培地中でこれらの細胞球を培養するステップ；
　（ｃ）その後、これらの網膜神経前駆細胞が個々の細胞球を形成するのに十分な期間に
わたって、低接着条件または非接着条件の間で培養条件を１または複数回交互に繰り返し
、次いで、接着条件下で細胞球を含む網膜神経前駆細胞を培養するステップであって、交
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互に繰り返す培養条件が、これらの細胞の大部分が光受容体前駆細胞になるまで継続され
る、ステップ。
【００３５】
　好ましい実施形態では、これらの眼野前駆細胞は、免疫染色および／もしくはフローサ
イトメトリー、または細胞におけるマーカー発現を特徴付けるために使用される他の標準
的なアッセイによって決定され得るとおり、例えば、免疫細胞化学的にＰＡＸ６＋および
ＲＸ１＋およびＯＣＴ４－およびＮＡＮＯＧ－として特徴付けられ、さらにいっそう好ま
しくは、Ｓｉｘ３＋、Ｓｉｘ６＋、Ｌｈｘ２＋、Ｔｂｘ３＋、ＳＯＸ２＋およびネスチン
＋としても特徴付けられる。
【００３６】
　好ましい実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、例えば免疫細胞化学的に、ＰＡ
Ｘ６＋およびＣＨＸ１０－として特徴付けられ（例えば、免疫染色および／もしくはフロ
ーサイトメトリー、または細胞におけるマーカー発現を特徴付けるために使用される他の
標準的なアッセイによって決定され得る）、さらにいっそう好ましくは、ｑＰＣＲによっ
て検出されるＭａｓｈ１、Ｎｒ２ｅ３、Ｔｒβ２、ＲＯＲβおよびＮＲＯについてｍＲＮ
Ａ転写物陽性としても特徴付けられる。
【００３７】
　好ましい実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、レチノイン酸での処理の際に光
受容体細胞へと分化することが可能であるとして特徴付けられる。
【００３８】
　好ましい実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、杆体および錐体の両方へと分化
する可塑性を維持する。
【００３９】
　好ましい実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、ＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウスの
網膜下空間中に移植された場合に、外顆粒層へと遊走し、対照（細胞注射なし）ＥＬＯＶ
Ｌ４－ＴＧ２マウスと比較して、このＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウスにおいて暗順応および
明順応ＥＲＧ応答を改善する。
【００４０】
　ある特定の実施形態では、これらの接着条件には、ポリエステル、ポリプロピレン、ポ
リアルキレン、ポリフルオロクロロエチレン、ポリ塩化ビニル、ポリフッ化ビニル樹脂、
ポリスチレン、ポリスルホン、ポリウレタン、ポリエチレンテレフタレート（ｐｏｌｙｅ
ｔｈｙｅｎｅ　ｔｅｒｅｐｈｔａｌａｔｅ）、セルロース、ガラス繊維、セラミック粒子
、生体材料足場、ポリＬ乳酸、デキストラン、不活性金属繊維、シリカ、ナトロンガラス
、ホウケイ酸ガラス、キトサンまたは植物性スポンジのうちの１種または複数を含む、単
に例示のためであり得る接着性材料を含む、細胞が接着し得る表面を有する培養系が含ま
れる。一部の実施形態では、この接着性材料は、静電的に荷電している。ある特定の実施
形態では、この生体材料足場は、細胞外マトリックス、例えばコラーゲン（例えば、ＩＶ
型またはＩ型コラーゲン）、８０４Ｇ由来マトリックス、フィブロネクチン、ビトロネク
チン、コンドロネクチン（ｃｈｏｎｄｒｏｎｅｃｔｉｎ）、ラミニンまたはＭａｔｒｉｇ
ｅｌ（商標）である。他の実施形態では、この生体材料は、ゼラチン、アルギネート、ポ
リグリコリド、フィブリンまたは自己組織化ペプチドである。
【００４１】
　ある特定の実施形態では、これらの眼野前駆細胞、ならびに結果として網膜神経前駆細
胞および光受容体前駆細胞は、多能性幹細胞、例えば胚性幹細胞または人工多能性幹細胞
から誘導される。
【００４２】
　好ましい実施形態では、多能性幹細胞を実質的に含まない、即ち、１０％未満の多能性
幹細胞、さらにいっそう好ましくは５％未満、２％未満、１％未満、０．１％未満または
さらには０．０１％未満の多能性幹細胞を含む、光受容体前駆細胞の得られた調製物が提
供される。
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【００４３】
　好ましい実施形態では、眼野前駆細胞および網膜神経前駆細胞を実質的に含まない、即
ち、これらの細胞の１０％未満またはいずれか、さらにいっそう好ましくは５％未満、２
％未満、１％未満、０．１％未満またはさらには０．０１％未満の眼野前駆細胞および網
膜神経前駆細胞を含む、光受容体前駆細胞の得られた調製物が提供される。
【００４４】
　好ましい実施形態では、この光受容体前駆細胞の得られた調製物の細胞性成分は、他の
細胞型（即ち、光受容体前駆細胞ではない細胞）に対して、少なくとも５０％純粋、好ま
しくは少なくとも７５％、少なくとも８５％、少なくとも９５％、少なくとも９９％また
は約１００％純粋である。
【００４５】
　ある特定の実施形態では、この方法は、光受容体前駆細胞を凍結保存するさらなるステ
ップを含む。これらの細胞は、好ましくは、凍結保存剤を除去するために細胞を任意選択
で洗浄した後に、凍結細胞を最終的に解凍することと適合性である凍結保存剤中で凍結さ
れ、これらの光受容体は、少なくとも２５％の細胞生存度（例えば、培養効率に基づく）
、より好ましくは少なくとも５０％、６０％、７０％、８０％またはさらには少なくとも
９０％の細胞生存度を保持する。
【００４６】
　種々の前駆細胞ならびに光受容体細胞が、凍結保存され得る。一部の実施形態では、こ
れらの光受容体前駆細胞は、球として凍結保存される。
【００４７】
　ある特定の実施形態では、神経分化培地（または本明細書でしばしばそのまま言及され
る培地）は、Ｄ－グルコース、ペニシリン、ストレプトマイシン、ＧｌｕｔａＭＡＸ（商
標）、Ｎ２サプリメント、Ｂ２７サプリメント、ＭＥＭ非必須アミノ酸溶液を含み得、任
意選択でノギンを含む。
【００４８】
　この神経分化培地は、ノッチ経路を活性化する薬剤、例えばノッチリガンドまたは抗体
を含み得る。
【００４９】
　ある特定の実施形態では、この神経分化培地は、本質的に無血清の培地、例えばＭＥＤ
ＩＩ順化培地であり得る。ある特定の実施形態では、この神経分化培地は、ＤＭＥＭ／Ｆ
１２、ＦＧＦ－２およびＭＥＤＩＩ順化培地を含む。ある特定の実施形態では、この神経
分化培地は、およそ１０％～およそ５０％＞の間のＭＥＤＩＩ順化培地である。ある特定
の実施形態では、このＭＥＤＩＩ順化培地は、Ｈｅｐ　Ｇ２順化培地である。このＭＥＤ
ＩＩ培地は、大きい分子量の細胞外マトリックスタンパク質を含み得る。このＭＥＤＩＩ
培地は、プロリンを含む低分子量成分を含み得る。
【００５０】
　ある特定の実施形態では、この神経分化培地は、本質的に無血清の細胞分化環境であり
、５％未満の血清を含む。
【００５１】
　ある特定の実施形態では、この神経分化培地は、本質的にＬＩＦを含まない。
【００５２】
　この神経分化培地は、種々のサプリメント、例えばＢ２７サプリメント（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ）およびＮ２サプリメント（これもＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎから）もまた含み得る
。Ｂ２７サプリメントは、他の構成要素のうちで、ＳＯＤ、カタラーゼおよび他の抗酸化
剤（ＧＳＨ）、ならびに独自の脂肪酸、例えばリノール酸、リノレン酸、リポ酸を含む。
Ｎ２サプリメントは、例えば、以下のカクテル：トランスフェリン（１０ｇ／Ｌ）、イン
スリン（５００ｍｇ／Ｌ）、プロゲステロン（０．６３ｍｇ／Ｌ）、プトレシン（１６１
１ｍｇ／Ｌ）およびセレナイト（０．５２ｍｇ／Ｌ）で置き換えられ得る。
【００５３】
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　上述の態様および実施形態のある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、
多能性幹細胞供給源、例えば、ＯＣＴ４、アルカリホスファターゼ、ＳＯＸ２、ＳＳＥＡ
－３、ＳＳＥＡ－４、ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１－８０を発現する多能性幹細胞
（例えば、胚性幹（ＥＳ）細胞株または誘導多能性幹（ｉＰＳ）細胞株であるがこれらに
限定されない）から、さらにいっそう好ましくは共通の多能性幹細胞供給源から、分化す
る。
【００５４】
　上述の態様および実施形態のある特定の実施形態では、これらの光受容体前駆細胞は、
７ｋｂ、７．５ｋｂ、８ｋｂ、８．５ｋｂ、９ｋｂ、９．５ｋｂ、１０ｋｂ、１０．５ｋ
ｂ、１１ｋｂ、１１．５ｋｂまたはさらには１２ｋｂよりも長い平均末端制限断片長（Ｔ
ＲＦ）を有する。
【００５５】
　上述の態様および実施形態のある特定の実施形態では、調製物は、ヒト患者への投与に
適切であり、より好ましくは、発熱物質を含まないおよび／または非ヒト動物生成物を含
まない。
【００５６】
　上述の態様および実施形態のある特定の実施形態では、調製物は、例えばイヌ、ネコま
たはウマであるがこれらに限定されない非ヒト獣医学的哺乳動物への投与に適切である。
【００５７】
　一態様では、本開示は、眼野前駆細胞を生成する方法を提供し、この方法は、（ａ）網
膜誘導培養培地中で多能性幹細胞を培養するステップを含む。これらの多能性幹細胞は、
ヒトであり得る。
【００５８】
　この網膜誘導培養培地は、インスリンを含み得る。このインスリンは、ヒトであり得る
。このインスリンは、約５～５０ｕｇ／ｍｌのヒトインスリンまたは約２５ｕｇ／ｍｌの
濃度で存在し得る。この網膜誘導培養培地は、ＤＭＥＭ／Ｆ１２、ＤＭＥＭ／高グルコー
スまたはＤＭＥＭ／ノックアウトを含み得る。
【００５９】
　この網膜誘導培養培地は、Ｄ－グルコースを含み得る。この網膜誘導培養培地は、約４
５０ｍｇ／ｍｌのＤ－グルコースまたは約４００ｍｇ／ｍｌと約５００ｍｇ／ｍｌとの間
のＤ－グルコースを含み得る。
【００６０】
　この網膜誘導培養培地は、１種または複数の抗生物質を含み得る。これらの抗生物質に
は、ペニシリンおよびストレプトマイシンの一方またはそれらの両方、任意選択で約０～
１００単位／ｍｌの濃度のペニシリンおよび任意選択で約０～１００μｇ／ｍｌの濃度の
ストレプトマイシン、さらには任意選択で約１００単位／ｍｌの濃度のペニシリンおよび
任意選択で約１００μｇ／ｍｌの濃度のストレプトマイシンが、含まれ得る。
【００６１】
　この網膜誘導培養培地は、Ｎ２サプリメントを含み得る。このＮ２サプリメントは、約
０．１～５％または約１％の濃度で存在し得る。
【００６２】
　この網膜誘導培養培地は、Ｂ２７サプリメントを含み得る。このＢ２７サプリメントは
、約０．０５～２．０％または約０．２％の濃度で存在し得る。
【００６３】
　この網膜誘導培養培地は、非必須アミノ酸もしくはＭＥＭ非必須アミノ酸またはグルタ
ミンもしくはＧｌｕｔａＭＡＸ（商標）を含み得る。この非必須アミノ酸またはＭＥＭ非
必須アミノ酸は、約０．１ｍＭの濃度で存在し得る。
【００６４】
　この網膜誘導培養培地は、ＢＭＰシグナル伝達インヒビターを含み得る。このＢＭＰシ
グナル伝達インヒビターは、ノギン、例えばノギンポリペプチド、ドルソモルフィン、Ｌ
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ＤＮ－１９３１８９およびそれらの任意の組合せからなる群より選択され得る。
【００６５】
　この網膜誘導培養培地は、ノギン、例えばノギンポリペプチドを含み得る。このノギン
は、約５ｎｇ／ｍｌ～１００ｎｇ／ｍｌの間または約１０ｎｇ／ｍｌ～１００ｎｇ／ｍｌ
の間または約５０ｎｇ／ｍｌの濃度で存在し得る。
【００６６】
　一部の実施形態では、この培地は、ノギン、ＤＫＫ１およびＩＧＦ－１を含み得る。一
部の実施形態では、この培地は、５ｎｇ／ｍｌのノギン、５ｎｇ／ｍｌのＤＫＫ１および
５ｎｇ／ｍｌのＩＧＦ－１を含み得る。
【００６７】
　これらの多能性幹細胞は、ヒトＥＳ細胞、ヒトｉＰＳ細胞またはヒトＳＴＡＰ細胞を含
み得る。これらの多能性幹細胞は、無フィーダー条件および／もしくは異物フリー条件下
で、ならびに／またはＭａｔｒｉｇｅｌ（商標）（Ｅｎｇｅｌｂｒｅｔｈ－Ｈｏｌｍ－Ｓ
ｗａｒｍ（ＥＨＳ）マウス肉腫細胞由来の可溶性調製物）を任意選択で含む基材上で、お
よび任意選択でｍＴＥＳＲ１培地中で、インスリンを含む網膜誘導培養培地中で培養され
る前に、培養され得る。
【００６８】
　この網膜誘導培養培地は、毎日新たな網膜誘導培養培地で置き換えられ得る。ステップ
（ａ）におけるこの培養するステップは、約１～１０日間または約２～７日間または約５
～６日間にわたって継続され得る。
【００６９】
　この方法は、（ｂ）神経分化培地中でこれらの細胞を培養するステップをさらに含み得
る。この神経分化培地は、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培地を含み得る。
【００７０】
　この神経分化培地は、Ｄ－グルコースを含み得る。この神経分化培地は、約４５０ｍｇ
／ｍｌのＤ－グルコースまたは約４００ｍｇ／ｍｌと約５００ｍｇ／ｍｌとの間のＤ－グ
ルコースを含み得る。
【００７１】
　この神経分化培地は、１種または複数の抗生物質を含み得る。これらの抗生物質には、
ペニシリンおよびストレプトマイシンの一方またはそれらの両方、任意選択で約０～１０
０単位／ｍｌの濃度のペニシリンおよび任意選択で約０～１００μｇ／ｍｌの濃度のスト
レプトマイシン、さらには任意選択で約１００単位／ｍｌの濃度のペニシリンおよび任意
選択で約１００μｇ／ｍｌの濃度のストレプトマイシンが、含まれ得る。
【００７２】
　この神経分化培地は、Ｎ２サプリメントを含み得る。このＮ２サプリメントは、約０．
１～５％または約２％の濃度で存在し得る。
【００７３】
　この神経分化培地は、Ｂ２７サプリメントを含み得る。このＢ２７サプリメントは、約
０．０５～５．０％、約０．０５～２．０％または約２％の濃度で存在し得る。
【００７４】
　この神経分化培地は、非必須アミノ酸もしくはＭＥＭ非必須アミノ酸またはグルタミン
もしくはＧｌｕｔａＭＡＸ（商標）を含み得る。この非必須アミノ酸またはＭＥＭ非必須
アミノ酸は、約０．１ｍＭの濃度で存在し得る。
【００７５】
　この神経分化培養培地は、ＢＭＰシグナル伝達インヒビターを含み得る。このＢＭＰシ
グナル伝達インヒビターは、ノギン、例えばノギンポリペプチド、ドルソモルフィン、Ｌ
ＤＮ－１９３１８９およびそれらの任意の組合せからなる群より選択され得る。
【００７６】
　この神経分化培養培地は、ノギン、例えばノギンポリペプチドを含み得る。このノギン
は、約１０ｎｇ／ｍｌ～１００ｎｇ／ｍｌの間または約５０ｎｇ／ｍｌの濃度で存在し得
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る。
【００７７】
　これらの細胞は、約１０～６０日間または約１５～３５日間または約２４日間にわたっ
て、この神経分化培地中で培養され得る。
【００７８】
　これらの眼野前駆細胞は、この培養物中の細胞の少なくとも５０％、少なくとも７５％
、少なくとも８５％、少なくとも９５％、少なくとも９９％または約１００％を構成し得
る。
【００７９】
　これらの眼野前駆細胞は、マーカーＰＡＸ６およびＲＸ１の一方またはそれらの両方を
発現する。したがって、これらの眼野前駆細胞は、ＰＡＸ６（＋）および／またはＲＸ１
（＋）であり得る。これらの眼野前駆細胞は、ＳＩＸ３（＋）、ＳＩＸ６（＋）、ＬＨＸ
２（＋）、ＴＢＸ３（＋）および／またはネスチン（＋）のうち１つまたは複数であり得
る。これらの眼野前駆細胞は、ＳＯＸ２（＋）およびＯＣＴ４（－）およびＮａｎｏｇ（
－）のうち１つまたは複数であり得る。これらの眼野前駆細胞は、ヒトであり得る。
【００８０】
　この方法は、これらの眼野前駆細胞を網膜神経前駆細胞へと分化させるステップをさら
に含み得る。
【００８１】
　別の一態様では、本開示は、例えば、上述の段落に記載されるような、本明細書に記載
される方法を使用して生成される眼野前駆細胞を含む組成物を提供する。別の一態様では
、本開示は、任意選択でヒトである眼野前駆細胞を含む組成物を提供する。
【００８２】
　これらの眼野前駆細胞は、ヒトであり得る。これらの眼野前駆細胞は、この培養物中の
細胞の少なくとも５０％、少なくとも７５％、少なくとも８５％、少なくとも９５％、少
なくとも９９％または約１００％を構成し得る。これらの眼野前駆細胞は、マーカーＰＡ
Ｘ６およびＲＸ１の一方またはそれらの両方を発現する。したがって、これらの眼野前駆
細胞は、ＰＡＸ６（＋）および／またはＲＸ１（＋）であり得る。これらの眼野前駆細胞
は、ＳＩＸ３（＋）、ＳＩＸ６（＋）、ＬＨＸ２（＋）、ＴＢＸ３（＋）および／または
ネスチン（＋）のうち１つまたは複数であり得る。これらの眼野前駆細胞は、ＳＯＸ２（
＋）およびＯＣＴ４（－）およびＮａｎｏｇ（－）のうち１つまたは複数であり得る。こ
れらの眼野前駆細胞は、凍結保存され得る。
【００８３】
　別の一態様では、本開示は、それを必要とする個体の処置の方法を提供し、この方法は
、眼野前駆細胞を含む組成物（例えば、本明細書に記載される組成物または本明細書に記
載される方法を使用して生成される組成物）を、この個体に投与するステップを含む。こ
の組成物は、眼、網膜下空間または静脈内に投与され得る。かかる個体は、加齢性黄斑変
性症を含む黄斑変性症を有し得、かかる黄斑変性症は、初期または後期段階であり得る。
かかる個体は、網膜色素変性症、網膜異形成、網膜変性症、糖尿病性網膜症、先天性網膜
ジストロフィー、レーバー先天黒内障、網膜剥離、緑内障または視神経症を有し得る。
【００８４】
　別の一態様では、本開示は、網膜神経前駆細胞または光受容体前駆細胞を生成する方法
を提供し、この方法は、（ａ）神経分化培地中で眼野前駆細胞を培養するステップを含む
。この神経分化培地は、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培地を含み得る。
【００８５】
　この神経分化培地は、Ｄ－グルコースを含み得る。この神経分化培地は、約４５０ｍｇ
／ｍｌのＤ－グルコースまたは約４００ｍｇ／ｍｌと約５００ｍｇ／ｍｌとの間のＤ－グ
ルコースを含み得る。
【００８６】
　この神経分化培地は、１種または複数の抗生物質を含み得る。これらの抗生物質には、
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ペニシリンおよびストレプトマイシンの一方またはそれらの両方、任意選択で約０～１０
０単位／ｍｌの濃度のペニシリンおよび任意選択で約０～１００μｇ／ｍｌの濃度のスト
レプトマイシン、さらには任意選択で約１００単位／ｍｌの濃度のペニシリンおよび任意
選択で約１００μｇ／ｍｌの濃度のストレプトマイシンが、含まれ得る。
【００８７】
　この神経分化培地は、Ｎ２サプリメントを含み得る。このＮ２サプリメントは、約０．
１～５％または約２％の濃度で存在し得る。
【００８８】
　この神経分化培地は、Ｂ２７サプリメントを含み得る。このＢ２７サプリメントは、約
０．０５～５．０％、約０．０５～２．０％または約２％の濃度で存在し得る。
【００８９】
　この神経分化培地は、非必須アミノ酸もしくはＭＥＭ非必須アミノ酸またはグルタミン
もしくはＧｌｕｔａＭＡＸ（商標）を含み得る。この非必須アミノ酸またはＭＥＭ非必須
アミノ酸は、約０．１ｍＭの濃度で存在し得る。
【００９０】
　この神経分化培養培地は、任意選択で、外因的に添加されたＢＭＰシグナル伝達インヒ
ビターを含まない。この神経分化培地は、任意選択で、外因的に添加されたノギン、例え
ばノギンポリペプチドを含まない。
【００９１】
　ステップ（ａ）は、（ｉ）細胞が球を形成するまで眼野前駆細胞を培養するステップ、
および（ｉｉ）これらの球を接着条件下でプレートするステップを含み得る。
【００９２】
　ステップ（ｉ）は、低接着性プレート上で細胞を培養するステップを含み得る。ステッ
プ（ｉ）は、懸滴で細胞を培養するステップを含み得る。ステップ（ｉ）の培養物は、培
養細胞を、機械的または酵素的に単一細胞懸濁物へと分解することによって形成され得る
。ステップ（ｉ）は、１～１０、３～８または約５日間にわたって継続され得る。
【００９３】
　ステップ（ｉｉ）は、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）上にこれらの球をプレートするステッ
プを含み得る。ステップ（ｉｉ）は、ラミニンまたはコラーゲン上にこれらの球をプレー
トするステップを含み得る。ステップ（ｉｉ）は、この培養物がコンフルエントになるま
で継続され得る。
【００９４】
　ステップ（ｉ）および（ｉｉ）は、交互に繰り返す様式で反復され得る。
【００９５】
　これらの細胞は、約１０～６０日間または約１５～３５日間または約２５日間にわたっ
て、この神経分化培地中で培養され得る。
【００９６】
　これらの網膜神経前駆細胞は、これらの眼野前駆細胞から分化し得、漸増する数でこの
培養物中に存在し得る。これらの網膜神経前駆細胞は、この培養物中の細胞の少なくとも
５０％、少なくとも７５％、少なくとも８５％、少なくとも９５％、少なくとも９９％ま
たは約１００％を構成し得る。
【００９７】
　これらの網膜神経前駆細胞は、マーカーＰＡＸ６およびＲＸ１の一方またはそれらの両
方を発現し得る。したがって、この神経前駆細胞は、ＰＡＸ６（＋）および／またはＣＨ
Ｘ１０（＋）であり得る。この網膜神経前駆細胞は、ＳＯＸ２（－）であり得る。この網
膜神経前駆細胞は、Ｔｕｊ１（＋）またはＴｕｊ１（－）であり得る。
【００９８】
　これらの細胞は、約１０～３３０日間または約１５～３００日間または約１０～１００
日間または約１５～１００日間または約１００日間にわたって、この神経分化培地中で培
養され得る。
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【００９９】
　これらの光受容体前駆細胞は、これらの網膜神経前駆細胞から分化し、漸増する数でこ
の培養物中に存在し得る。これらの光受容体前駆細胞は、この培養物中の細胞の少なくと
も５０％、少なくとも７５％、少なくとも８５％、少なくとも９５％、少なくとも９９％
または約１００％を構成し得る。
【０１００】
　これらの光受容体前駆細胞は、ＰＡＸ６（＋）および／またはＣＨＸ１０（－）であり
得る。これらの光受容体前駆細胞は、マーカーＮｒ２ｅ３、Ｔｒβ２、Ｍａｓｈ１、ＲＯ
Ｒβおよび／またはＮＲＯのうちの１種または複数を発現し得、したがって、Ｎｒ２ｅ３
（＋）および／またはＴｒβ２（＋）および／またはＭａｓｈ１（＋）および／またはＲ
ＯＲβ（＋）および／またはＮＲＯ（＋）であり得る。
【０１０１】
　これらの細胞は、少なくとも約１３０日間、少なくとも約１６０日間、少なくとも約１
９０日間またはそれ超にわたって、この神経分化培地中で培養され得、それによって、こ
れらの光受容体前駆細胞は、杆体を形成する能力を保持したまま、錐体へと分化する減少
した能力を示すか、またはかかる能力を示さない。
【０１０２】
　この方法は、これらの光受容体前駆細胞を光受容体へと分化させるステップをさらに含
み得る。
【０１０３】
　これらの眼野前駆細胞は、多能性幹細胞、例えばＥＳ細胞もしくはｉＰＳ細胞またはＳ
ＴＡＰ細胞から分化し得、この多能性幹細胞、例えばＥＳ細胞もしくはｉＰＳ細胞または
ＳＴＡＰ細胞は、任意選択でヒトであり得る。
【０１０４】
　別の一態様では、これらの網膜神経前駆細胞は、ヒトであり得る。
【０１０５】
　別の一態様では、本開示は、本明細書に記載される任意の方法、例えば、上述の段落に
記載される方法に従って生成される網膜神経前駆細胞を含む組成物を提供する。別の一態
様では、本開示は、任意選択でヒトである網膜神経前駆細胞を含む組成物を提供する。
【０１０６】
　これらの網膜神経前駆細胞は、この培養物中の細胞の少なくとも５０％、少なくとも７
５％、少なくとも８５％、少なくとも９５％、少なくとも９９％または約１００％を構成
し得る。
【０１０７】
　これらの網膜神経前駆細胞は、ＰＡＸ６およびＣＨＸ１０マーカーの一方またはそれら
の両方を発現し得、したがって、ＰＡＸ６（＋）および／またはＣＨＸ１０（＋）であり
得る。これらの網膜神経前駆細胞は、ＳＯＸ２（－）であり得る。これらの網膜神経前駆
細胞は、Ｔｕｊ１（＋）またはＴｕｊ１（－）であり得る。
【０１０８】
　これらの網膜神経前駆細胞は、凍結保存され得る。
【０１０９】
　別の一態様では、本開示は、それを必要とする個体の処置の方法を提供し、この方法は
、網膜神経前駆細胞を含む組成物、例えば、本明細書に記載される組成物または本明細書
に記載される方法に従って生成される組成物を、この個体に投与するステップを含む。こ
の組成物は、眼、網膜下空間または静脈内に投与され得る。これらの光受容体前駆細胞は
、ヒトであり得る。かかる個体は、加齢性黄斑変性症を含む黄斑変性症を有し得、かかる
黄斑変性症は、初期または後期段階であり得る。かかる個体は、網膜色素変性症、網膜異
形成、網膜変性症、糖尿病性網膜症、先天性網膜ジストロフィー、レーバー先天黒内障、
網膜剥離、緑内障または視神経症を有し得る。
【０１１０】
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　別の一態様では、本開示は、本明細書に記載される方法、例えば、上述の段落に記載さ
れる方法に従って生成される光受容体前駆細胞を含む組成物を提供する。別の一態様では
、本開示は、任意選択でヒトである光受容体前駆細胞を含む組成物を提供する。
【０１１１】
　これらの光受容体前駆細胞は、この培養物中の細胞の少なくとも５０％、少なくとも７
５％、少なくとも８５％、少なくとも９５％、少なくとも９９％または約１００％を構成
し得る。
【０１１２】
　これらの光受容体前駆細胞は、ＰＡＸ６（＋）および／またはＣＨＸ１０（－）であり
得る。これらの光受容体前駆細胞は、Ｎｒ２ｅ３、Ｔｒβ２、Ｍａｓｈ１、ＲＯＲβおよ
び／またはＮＲＯマーカーのうちの１種または複数を発現し、したがって、Ｎｒ２ｅ３（
＋）および／またはＴｒβ２（＋）および／またはＭａｓｈ１（＋）および／またはＲＯ
Ｒβ（＋）および／またはＮＲＯ（＋）であり得る。
【０１１３】
　これらの光受容体前駆細胞は、凍結保存され得る。
【０１１４】
　別の一態様では、本開示は、それを必要とする個体の処置の方法を提供し、この方法は
、光受容体前駆細胞を含む組成物、例えば、本明細書、例えば上述の段落に記載される組
成物、または本明細書、例えば上述の段落に記載される方法に従って生成される組成物を
、この個体に投与するステップを含む。この組成物は、眼、網膜下空間または静脈内に投
与され得る。かかる個体は、加齢性黄斑変性症を含む黄斑変性症を有し得、かかる黄斑変
性症は、初期または後期段階であり得る。かかる個体は、網膜色素変性症、網膜異形成、
網膜変性症、糖尿病性網膜症、先天性網膜ジストロフィー、レーバー先天黒内障、網膜剥
離、緑内障または視神経症を有し得る。
【０１１５】
　別の一態様では、本開示は、光受容体細胞を生成する方法を提供し、この方法は、（ａ
）光受容体分化培地中で光受容体前駆細胞を培養するステップを含む。この光受容体分化
培地は、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培地を含み得る。
【０１１６】
　この光受容体分化培地は、Ｄ－グルコースを含み得る。この光受容体分化培地は、約４
５０ｍｇ／ｍｌのＤ－グルコースまたは約４００ｍｇ／ｍｌと約５００ｍｇ／ｍｌとの間
のＤ－グルコースを含み得る。
【０１１７】
　この光受容体分化培地は、１種または複数の抗生物質を含み得る。これらの抗生物質に
は、ペニシリンおよびストレプトマイシンの一方または複数または全て、任意選択で約０
～１００単位／ｍｌの濃度のペニシリンおよび任意選択で約０～１００μｇ／ｍｌの濃度
のストレプトマイシン、さらには任意選択で約１００単位／ｍｌの濃度のペニシリンおよ
び任意選択で約１００μｇ／ｍｌの濃度のストレプトマイシンが、含まれ得る。
【０１１８】
　この光受容体分化培地は、Ｎ２サプリメントを含み得る。このＮ２サプリメントは、約
０．１～５％または約２％の濃度で存在し得る。
【０１１９】
　この光受容体分化培地は、Ｂ２７サプリメント（例えば、処方番号０８００８５－ＳＡ
）を含み得る。このＢ２７サプリメントは、約０．０５～５．０％、約０．０５～２．０
％または約２％の濃度で存在し得る。
【０１２０】
　この光受容体分化培地は、非必須アミノ酸もしくはＭＥＭ非必須アミノ酸またはグルタ
ミンもしくはＧｌｕｔａＭＡＸ（商標）を含み得る。ＧｌｕｔａＭＡＸ（商標）は、Ｌ－
グルタミンの安定化形態であるＬ－アラニル－Ｌ－グルタミンである。この非必須アミノ
酸またはＭＥＭ非必須アミノ酸は、約０．１ｍＭの濃度で存在し得る。
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【０１２１】
　この光受容体分化培地は、フォルスコリンを含み得る。このフォルスコリンは、約１～
１００μＭの間または約５μＭの濃度で、この光受容体分化培地中に存在し得る。
【０１２２】
　この光受容体分化培地は、ＢＤＮＦを含み得る。このＢＤＮＦは、約１～１００ｎｇ／
ｍｌの間または約１０ｎｇ／ｍｌの濃度で、この光受容体分化培地中に存在し得る。
【０１２３】
　この光受容体分化培地は、ＣＮＴＦを含み得る。このＣＮＴＦは、約１～１００ｎｇ／
ｍｌの間または約１０ｎｇ／ｍｌの濃度で、この光受容体分化培地中に存在し得る。
【０１２４】
　この光受容体分化培地は、ＬＩＦを含み得る。このＬＩＦは、約５～５０ｎｇ／ｍｌの
間または約１０ｎｇ／ｍｌの濃度で、この光受容体分化培地中に存在し得る。
【０１２５】
　この光受容体分化培地は、ＤＡＴＰを含み得る。このＤＡＴＰは、約１～１００μＭの
間または約１０μＭの濃度で、この光受容体分化培地中に存在し得る。
【０１２６】
　これらの光受容体前駆細胞は、任意選択でヒトである網膜神経前駆細胞から分化し得る
。これらの光受容体細胞は、ヒトであり得る。
【０１２７】
　一部の実施形態では、光受容体前駆細胞は、光受容体分化培地中での培養の前に、ＮＤ
培地中のレチノイン酸およびタウリンで予め処理される。このレチノイン酸は、約１００
～１０００ｎｇ／ｍｌの濃度で使用され得、タウリンは、約２０～５００μＭの濃度で使
用され得る。この培養ステップは、一部の実施形態では、約１～２週間にわたって起こり
得る。この培地は、一部の場合には、２日毎に交換され得る（例えば、半分を交換）。次
いで、この培地は、レチノイン酸およびタウリンを欠くＮＤ培地に交換され得、これらの
細胞は、さらなる約１～２週間にわたって、またはコンフルエントになるまで、培養され
得る。
【０１２８】
　別の一態様では、本開示は、任意選択でヒトである、本明細書、例えば上述の段落に記
載される方法に従って生成された光受容体細胞を含む組成物を提供する。
【０１２９】
　これらの光受容体細胞は、ＰＡＸ６（－）であり得る。これらの光受容体細胞は、この
培養物中の細胞の少なくとも５０％、少なくとも７５％、少なくとも８５％、少なくとも
９５％、少なくとも９９％または約１００％を構成し得る。これらの光受容体細胞は、凍
結保存され得る。
【０１３０】
　別の一態様では、本開示は、それを必要とする個体の処置の方法を提供し、この方法は
、光受容体細胞を含む組成物、例えば、本明細書、例えば上述の段落に記載される組成物
、または本明細書、例えば上述の段落に記載される方法によって生成される組成物を、こ
の個体に投与するステップを含む。この組成物は、眼、網膜下空間または静脈内に投与さ
れ得る。かかる個体は、加齢性黄斑変性症を含む黄斑変性症を有し得、かかる黄斑変性症
は、初期または後期段階であり得る。かかる個体は、網膜色素変性症、網膜異形成、網膜
変性症、糖尿病性網膜症、先天性網膜ジストロフィー、レーバー先天黒内障、網膜剥離、
緑内障または視神経症を有し得る。
【０１３１】
　別の一実施形態では、本発明は、ヒト起源の光受容体前駆細胞（ＰＲＰＣ）または光受
容体細胞（ＰＲ）の、好ましくは、マウス線維芽細胞フィーダープラットフォーム上で増
殖させなかった細胞に起源する非ドナー由来光受容体前駆細胞または光受容体細胞の、実
質的に純粋な調製物に関する。例えば、この調製物は、８５％～９５％純粋であり得る。
一実施形態では、本発明は、マウス線維芽細胞フィーダープラットフォームから誘導され
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た細胞の必要性を省く、ヒト起源のＰＲＰＣまたはＰＲの実質的に純粋な調製物を調製す
る方法に関する。本発明の方法でフィーダー系を置き換えることで、例えば、７５％～１
００％または８５％～９５％の、より高い均一性の光受容体細胞を生成する。無フィーダ
ー幹細胞の分化は、外因性誘導因子の導入の非存在下でも生じ得、これは、先行技術を超
えた実質的な改善である。しかし、ノギンの任意選択の添加は、幹細胞の分化を加速し得
るが、分化を生じさせるために必要というわけではない。得られた光受容体前駆細胞は、
免疫細胞化学的にＰＡＸ６陽性（ＰＡＸ６（＋））およびＣＨＸ１０陰性（ＣＨＸ１０（
－））として、独自に特徴付けられる。
【０１３２】
　カラー図面（複数可）を伴うこの特許または特許出願公開のコピーは、請求および必要
な手数料の支払いに応じて、特許庁によって提供される。
【図面の簡単な説明】
【０１３３】
【図１】図１は、異なる条件下で分化した細胞における眼野転写因子の転写物のリアルタ
イムＰＣＲ分析を示す図である。
【図２】図２は、分化している細胞の形態学を示す図である。（Ａ）細胞分化の１日後に
、コロニー周縁部にある細胞は、円柱形状であった（矢印）。（Ｂ）分化の１０日後に、
縁の細胞は、大きく平らになり（矢頭）、中心部の細胞は、小さくコンパクトであった（
矢印）。（Ｃ）ロゼット様構造が、２１日目に形成した。
【図３－１】図３は、分化の開始の２１日後の培養細胞が、眼野転写因子を発現したこと
を示す図である。（Ａ）ＰＡＸ６（緑色）およびＲＸ１（赤色）の同時発現は、図面のカ
ラー版から明らかである。（Ｂ）細胞の９３％が、二色フローサイトメトリー分析によっ
て示されるように、ＰＡＸ６およびＲＸ１を同時発現した。（Ｃ）細胞は、ネスチン（赤
色）を発現した。（Ｄ）細胞は、ＳＯＸ２（赤色）を発現した。（Ｃ）および（Ｄ）の両
方において、ＤＡＰＩ（青色）は、細胞核を標識する。（Ｅ）眼野転写因子の転写物のＲ
Ｔ－ＰＣＲ分析：ＲＸ１、ＰＡＸ６、ＬＨＸ２、ＳＩＸ３、ＳＩＸ６、ＴＢＸ３およびＳ
ＯＸ２。
【図３－２】図３は、分化の開始の２１日後の培養細胞が、眼野転写因子を発現したこと
を示す図である。（Ａ）ＰＡＸ６（緑色）およびＲＸ１（赤色）の同時発現は、図面のカ
ラー版から明らかである。（Ｂ）細胞の９３％が、二色フローサイトメトリー分析によっ
て示されるように、ＰＡＸ６およびＲＸ１を同時発現した。（Ｃ）細胞は、ネスチン（赤
色）を発現した。（Ｄ）細胞は、ＳＯＸ２（赤色）を発現した。（Ｃ）および（Ｄ）の両
方において、ＤＡＰＩ（青色）は、細胞核を標識する。（Ｅ）眼野転写因子の転写物のＲ
Ｔ－ＰＣＲ分析：ＲＸ１、ＰＡＸ６、ＬＨＸ２、ＳＩＸ３、ＳＩＸ６、ＴＢＸ３およびＳ
ＯＸ２。
【図４】図４は、分化の開始の３０日後の培養細胞が網膜神経前駆体マーカーを発現した
ことを示す図である。（Ａ）細胞の形態学。Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）上にプレートした
後、ニューロンが細胞凝集体の外に遊走した（矢印）。いくつかの上皮様細胞（矢頭）が
、細胞凝集体の周囲に観察される。（Ｂ）上パネル、遊走しているニューロンの位相差画
像；下パネル、遊走しているニューロンは、Ｔｕｊ１（赤色）を発現した。（Ｃ）細胞は
、図面のカラー版から明らかなように、ＰＡＸ６（赤色）およびＣＨＸ１０（緑色）を同
時発現した。
【図５】図５は、分化の開始の３カ月後の培養細胞を示す図である。（Ａ）細胞の形態学
。（Ｂ）細胞は、一部の細胞の赤色染色を示すが緑色染色は示さない図面のカラー版から
明らかなように、ＰＡＸ６を発現するがＣＨＸ１０は発現しない。（Ｃ）リカバリンの発
現は、図面のカラー版から明らかなように、細胞体の細胞質に限定される。ｄ）、網膜神
経前駆体（ＲＮＰｓ）および光受容体前駆細胞（ＰｈＲＰｓとして示される）におけるロ
ドプシン、オプシンおよびリカバリンの転写物のリアルタイムＲＴ－ＰＣＴ分析。
【図６】図６は、分化した細胞が光受容体細胞マーカーを発現することを示す図である。
細胞は、（Ａ）ロドプシン（赤色）、（Ｂ）ロドプシン（赤色）およびリカバリン（緑色
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）、（Ｃ）オプシン（緑色）、ならびに（Ｄ）ホスホジエステラーゼ６Ａアルファサブユ
ニット（ＰＤＥ６ａ）（赤色）を発現した。ＤＡＰＩ（青色）は、細胞核を標識する。こ
れらのマーカーの発現は、図面のカラー版から明らかである。
【図７】図７は、ＥＬＯＶＬ４－トランスジェニックマウスにおける動物研究の模式図を
示す図である。
【図８】図８は、網膜下細胞注射の１カ月後に記録された暗順応ＥＲＧ強度－応答関数を
示す図である。ＰＢＳ（黒色線）または光受容体前駆細胞（ＰｈＲＰｓとして示される、
灰色線）を投与したＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウスからの暗順応ａ波（上パネル）およびｂ
波（下パネル）についての刺激強度曲線。＊、ｐ＜０．００１（対ＰＢＳ）。
【図９】図９は、全身性細胞注射の１カ月後に記録された暗順応ＥＲＧ強度－応答関数を
示す図である。ＰＢＳ、光受容体前駆細胞（ＰｈＲＰｓとして示される）またはレチノイ
ン酸処理光受容体前駆細胞（ＰｈＲＰｓ－ＲＡ）を投与したＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウス
からの暗順応ａ波（上パネル）およびｂ波（下パネル）についての刺激強度曲線。ブラン
クは、未処置マウスを示す。＃、ｐ＜０．０１（対ＰＢＳ）。
【図１０－１】図１０Ａ～Ｂは、光受容体前駆細胞の全身性注射が、細胞移植の１カ月後
と２カ月後との間に杆体機能を回復させることを示す図である。ＰＢＳ（ＰＢＳ）または
レチノイン酸処理光受容体前駆細胞（ＰｈＲＰｓ－ＲＡ）を投与したＥＬＯＶＬ４－ＴＧ
２マウスからの、細胞注射の１カ月後および２カ月後におけるａ波（Ａ）およびｂ波（Ｂ
）の暗順応ＥＲＧ振幅。
【図１０－２】図１０Ｃは、全身性細胞注射の２カ月後に記録された暗順応ＥＲＧ強度－
応答関数を示す図である。ＰＢＳまたはレチノイン酸処理光受容体前駆細胞（ＰｈＲＰｓ
－ＲＡ）を投与したＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウスからの、暗順応ａ波（上パネル）および
ｂ波（下パネル）についての刺激強度曲線。ブランクは、未処置マウスを示す。ベースラ
インは、４週間目に記録されたレベルである。＊、ｐ＜０．００１（対ＰＢＳ）。
【図１１】図１１は、ＰＢＳまたはレチノイン酸処理光受容体前駆体（ＰｈＲＰｓ－ＲＡ
）を投与したＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウスからの、細胞注射の１カ月後および２カ月後に
おけるａ波（上パネル）およびｂ波（下パネル）の明順応ＥＲＧ振幅を示す図である。＊

、ｐ＜０．００１（対ＰＢＳ　２カ月）。
【図１２】図１２は、未処置ＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウス（ブランク）およびＰＢＳ、光
受容体前駆細胞（ＰｈＲＰｓ）またはレチノイン酸処理光受容体前駆細胞（ＰｈＲＰｓ－
ＲＡ）を投与したマウスからの、細胞注射の１カ月後および２カ月後における、ＯＣＴに
よって測定される全中心網膜厚さを示す図である。
【図１３】図１３（Ａ）は、ＰＢＳ（左パネル）およびレチノイン酸処理光受容体前駆細
胞（右パネル）を投与したＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウスからの、細胞注射の２カ月後にお
ける網膜ＨＥ染色の代表的画像を示す図である。ＯＮＬ、外顆粒層。ＩＮＬ、内顆粒層。
図１３（Ｂ）は、未処置ＥＬＯＶＬ４－ＴＧ２マウス（ブランク）およびＰＢＳまたはレ
チノイン酸処理光受容体前駆体（ＰｈＲＰｓ－ＲＡ）を投与したマウスからの、細胞注射
の２カ月後における網膜のＯＮＬの厚さの定量を示す図である。
【図１４】図１４は、ＲＣＳラットにおける動物研究の模式図を示す図である。
【図１５】図１５は、ヒトＥＳ細胞由来光受容体前駆細胞の移植後の宿主光受容体細胞の
保全を示す図である。ＤＡＰＩで染色したＰ９０における網膜切片：（Ａ）外顆粒層（Ｏ
ＮＬ）は、対照ラットでは０～１層にまで低減される。（Ｂ）静脈内細胞注射後の、２～
４細胞の深さの、ＲＣＳラットにおけるレスキューされたＯＮＬ細胞。（Ｃ）３～５細胞
の深さの、硝子体内細胞注射を受けているＲＣＳラットにおけるレスキューされたＯＮＬ
細胞。ＩＮＬ、内顆粒層；ＧＬ、神経節細胞層。
【図１６】図１６は、ヒトＥＳ細胞由来光受容体前駆細胞の移植後の宿主杆体光受容体細
胞外節（ＯＳ）の保全を示す図である。ロドプシン（緑色）について染色したＰ９０にお
ける網膜切片。（Ａ）対照ラットにおける杆体ＯＳの完全な喪失（矢印）。（Ｂ）光受容
体前駆細胞の静脈内注射後のＲＣＳラット網膜における宿主杆体光受容体細胞のＯＳにお
けるロドプシンの発現（矢印）。（Ｃ）光受容体前駆細胞の硝子体内移植後のＲＣＳラッ
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ト網膜における宿主杆体光受容体細胞のＯＳにおけるロドプシンの発現（矢印）。ロドプ
シンの発現は、図面のカラー版から明らかである。
【図１７】図１７は、ヒトＥＳ細胞由来光受容体前駆細胞の移植後の宿主錐体光受容体細
胞外節（ＯＳ）の保全を示す図である。オプシン（緑色）について染色したＰ９０におけ
る網膜切片。（Ａ）対照ラットにおける錐体ＯＳの完全な喪失（矢印）。（Ｂ）光受容体
前駆細胞の静脈内注射後のＲＣＳラット網膜における宿主錐体光受容体細胞のＯＳにおけ
るオプシンの発現（矢印）。（Ｃ）光受容体前駆体の硝子体内移植後のＲＣＳラット網膜
における宿主錐体光受容体細胞のＯＳにおけるオプシンの発現（矢印）。オプシンの発現
は、図面のカラー版から明らかである。
【図１８】図１８は、ＲＣＳラットの硝子体中に移植されたヒトＥＳ細胞由来光受容体前
駆細胞が、成熟杆体光受容体細胞に分化したことを示す図である。ロドプシン（Ａ中の緑
色）、リカバリン（Ｂ中の緑色）について染色したＰ９０における網膜切片。ヒト細胞を
、抗ＨｕＮＵ抗体（赤色）で標識した。ＤＡＰＩは、全ての核を標識した。ロドプシンお
よびリカバリンの発現ならびにＤＡＰＩによる染色は、図面のカラー版から明らかである
。
【図１９】図１９は、実施例１～２において光受容体発生のために使用した全体的方法を
示し、このプロセスの各ステップにおいて使用した培地をさらに示す図である。
【図２０】図２０は、実施例１～２において光受容体細胞および光受容体前駆細胞の発生
のタイミングを示す図である。
【図２１－１】図２１は、実施例において使用した培養培地および培地サプリメントの成
分を示す図である。
【図２１－２】図２１は、実施例において使用した培養培地および培地サプリメントの成
分を示す図である。
【図２１－３】図２１は、実施例において使用した培養培地および培地サプリメントの成
分を示す図である。
【図２１－４】図２１は、実施例において使用した培養培地および培地サプリメントの成
分を示す図である。
【図２１－５】図２１は、実施例において使用した培養培地および培地サプリメントの成
分を示す図である。
【図２２】図２２は、ヒト多能性幹細胞からのｉｎ　ｖｉｔｒｏ分化の間の、ＥＳＣ、眼
野前駆細胞、網膜神経前駆細胞、光受容体前駆細胞および光受容体細胞の遺伝子発現パタ
ーンを示す図である。
【図２３】図２３は、対照（生体粒子なし）と比較した、３７℃および４℃におけるｈＥ
Ｓ－ＲＰＥおよびｈＥＳ－光受容体前駆体によるｐＨｒｏｄｏ（商標）Ｒｅｄ　Ｅ．ｃｏ
ｌｉ　ＢｉｏＰａｒｔｉｃｌｅｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）蛍光生体粒子の食作用の相対
的な程度を示すフローサイトメトリーヒストグラムを提供する図である。光受容体前駆細
胞についてのヒストグラムは、ＲＰＥ細胞と同様に、蛍光シグナルの強度が、４℃の比較
的非許容的な温度から３７℃の生理学的に適切な温度へと細胞をシフトする際に増加する
ことを示し、これは、光受容体前駆細胞が生体粒子を貪食することが可能であることを示
している。これらの生体粒子は、脱落した外節および眼におけるドルーゼンの代用品であ
る。
【発明を実施するための形態】
【０１３４】
　本発明は、光受容体細胞（ＰＲＣ）および光受容体前駆細胞（ＰＲＰＣ）を生成するた
めの方法を提供する。これらの方法には、多能性幹細胞、眼野（ＥＦ）前駆体および網膜
神経前駆細胞を含む初期の前駆体からのｉｎ　ｖｉｔｒｏ分化が関与する。本明細書に提
供される方法は、上述の前駆体（幹細胞を含む）集団のいずれかを、出発材料として使用
し得る。
【０１３５】
　本発明はさらに、初代眼野（ＥＦ）前駆体および網膜神経前駆体細胞（即ち、より未成
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熟の前駆体のｉｎ　ｖｉｔｒｏ分化からではなく、対象から得られた細胞を指す、初代細
胞）からｉｎ　ｖｉｔｒｏで光受容体細胞（ＰＲＣ）および光受容体前駆細胞（ＰＲＰＣ
）を生成することを企図する。
【０１３６】
　光受容体の発生は、表現型的に（例えば、マーカー発現プロファイルによって）および
／または機能的にその各々が規定され得る、いくつかの発生段階を介して生じる。この発
生は、図２２中に模式的に示される。ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、多能性幹細胞は、ＥＦ前駆体
へと分化し、これは次に、網膜神経前駆細胞へと分化し、これは次に、光受容体前駆細胞
へと分化し、これは次に、光受容体細胞へと分化する。
【０１３７】
　前駆細胞とは、本明細書で使用する場合、有糸分裂を保持し、同じ分化能もしくはより
限定的な分化能のより多くの前駆細胞を生じ得るか、または最終運命の細胞系列へと分化
し得る細胞を指す。用語、前駆体および先駆体は、互換的に使用される。これらの段階の
各々における細胞は、本明細書中でより詳細に議論される。
【０１３８】
　本明細書で提供される光受容体前駆細胞（光受容体前駆体とも呼ばれる）および光受容
体細胞は、種々のｉｎ　ｖｉｖｏおよびｉｎ　ｖｉｔｒｏの方法において使用され得る。
例えば、これらの光受容体前駆細胞は、黄斑変性症および網膜色素変性症が含まれるがこ
れらに限定されない網膜の状態を処置するために、ｉｎ　ｖｉｖｏで使用され得る。これ
らの光受容体前駆細胞および光受容体細胞は、推定の治療的または予防的処置候補を同定
するためのスクリーニングアッセイにおいてｉｎ　ｖｉｔｒｏで使用され得る。
【０１３９】
　本発明はさらに、本明細書に記載される方法によって得られる光受容体前駆細胞および
光受容体細胞を提供する。多能性幹細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏ分化によって得られる光受容
体前駆細胞および光受容体細胞、または眼野前駆細胞などのそれらの分化した子孫。眼野
前駆細胞は、多能性幹細胞のｉｎ　ｖｉｔｒｏ分化からそれ自体得られ得るか、または対
象から得られた初代眼野前駆体であり得る。
【０１４０】
　本発明は、初代供給源から取得されたのではない、または初代供給源からは取得可能で
ない、光受容体前駆細胞の集団および光受容体細胞の集団を提供する。これらの集団は、
その細胞内容において、均一またはほぼ均一であり得る。例えば、かかる集団中の細胞の
少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくと
も９０％、少なくとも９５％、少なくとも９９％または約１００％が、光受容体前駆細胞
であり得る。別の例として、かかる集団中の細胞の少なくとも５０％、少なくとも６０％
、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、少なく
とも９９％または約１００％が、光受容体細胞であり得る。これらの集団中のこれらの細
胞は、単一のハプロタイプのものであり得る。例えば、これらは、ＨＬＡが一致していて
もよい。これらの集団中のこれらの細胞は、遺伝的に同一であり得る。
【０１４１】
　本開示は、例えば多能性幹細胞であるがこれに限定されない前駆細胞を直接分化させる
開示された方法の能力に基づいて、種々の細胞集団の実質的に純粋（または均一）な調製
物を提供する。本明細書で使用する場合、指向性の分化は、前駆細胞集団が、かかる前駆
細胞に提供された因子または他の刺激に一部起因して、所望の系統へとまたは所望の系統
に向けて分化し、それによって、他の望ましくない、したがって潜在的に汚染性の系列へ
の分化を回避することを意図する。本明細書に提供される方法は、胚様体（ＥＢ）を生成
することなしに、例えば多能性幹細胞の眼野前駆体への分化を駆動する。ＥＢは、以下に
記載するように、胚性幹（ＥＳ）細胞が含まれるがこれに限定されない多能性幹細胞の分
化の間に形成し得、中胚葉、外胚葉および内胚葉の系列の前駆体を含む細胞を典型的に含
む、３次元細胞クラスターである。ＥＢの３次元の性質は、本明細書に記載される非ＥＢ
ベースの方法において生じるのとは異なる細胞－細胞相互作用および異なる細胞－細胞シ
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グナル伝達を含む異なる環境を創出し得る。さらに、ＥＢ内の細胞は、類似の用量の外因
的に添加された薬剤、例えば、周囲の培地中に存在する分化因子を全てが受けるわけでは
ない可能性があり、これは、ＥＢの発生の間に、種々の分化事象および決定を生じ得る。
【０１４２】
　対照的に、前駆細胞を培養する本発明の培養方法は、ＥＢ形成を必要とせず、好ましく
はＥＢ形成を回避する。その代り、これらの方法は、かかる培地中の因子を含む周囲の培
地との等しい接触を細胞に提供する条件下で、細胞を培養する。これらの細胞は、一例と
して、培養物表面に付着して、単層またはほぼ単層として増殖し得る。
【０１４３】
　およそ等しい程度まで、その周囲の培地およびしたがってかかる培地中の因子と接触す
る、前駆細胞の全てまたは大部分の能力は、類似の回数でおよび類似の程度まで分化する
前駆細胞を生じる。前駆細胞の集団に関するこの類似の分化タイムラインは、かかる細胞
が同期化されていることを示す。これらの細胞は、一部の場合にも、細胞周期が同期化さ
れ得る。かかる共時性は、その細胞組成において均一またはほぼ均一である細胞の集団を
生じる。一例として、本明細書に記載される方法は、細胞の少なくとも５０％、少なくと
も６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％
または約１００％が目的の特定の細胞である細胞集団を生成し得る。目的の細胞は、例え
ば、細胞内マーカーまたは細胞外マーカーの発現によって、表現型的に規定され得る。目
的の細胞は、眼野前駆細胞、神経網膜前駆細胞、光受容体前駆細胞または光受容体細胞で
あり得る。
【０１４４】
　本明細書で使用する場合は、細胞の大部分とは、細胞の少なくとも５０％を意味し、実
施形態に依存して、細胞の少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少
なくとも９０％、少なくとも９５％または約１００％を含み得る。
【０１４５】
　本発明の方法を使用して達成され得る純度の程度は、かかる細胞集団が治療目的または
予防目的のためにｉｎ　ｖｉｖｏで使用される場合に、特に重要である。高い細胞純度の
集団を得る能力は、不必要な細胞喪失を生じ得る富化ステップまたは選択ステップなどの
別の操作を実施することを回避する。これは、細胞集団が小さい可能性がある場合または
細胞数が限定的であり得る場合、特に重要である。
【０１４６】
　定義：本明細書で定義するように、単数形は、例示目的のために提供されるが、その語
句の複数形のバージョンにも適用され得る。以下の定義は、当業者に理解されるその用語
の従来の定義を補完することを意味する。
【０１４７】
　「光受容体前駆細胞（ＰＲＰＣ）の実質的に純粋な調製物」。本明細書で使用する場合
、この語句は、細胞が少なくとも７５％純粋もしくは好ましくは少なくとも８５％純粋、
少なくとも９５％純粋である、または約８５％～９５％純粋である、細胞の調製物（例え
ば、細胞を含む組成物）を指す。例えば、純度のレベルは、例えば、ＰＲＰＣのマーカー
（本出願において同定されるマーカーまたは当技術分野で公知の他のマーカーを含む）な
どの１種または複数のマーカーを発現する細胞または発現しない細胞を検出することによ
って、調製物中の細胞の総数に対する、上記１種または複数のマーカーを発現する、調製
物中の細胞の割合を決定することによって、定量され得る。任意選択で、非ＰＲＰＣ細胞
を示すマーカーの発現もまた検出され得、それによって、これらの細胞の検出および／ま
たは定量を促進する。利用され得る例示的な方法には、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）
、免疫組織化学、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションおよび当技術分野で公知の他の
適切な方法が含まれるがこれらに限定されない。任意選択で、純度の決定は、調製物中に
存在する非生存細胞を無視して実施され得る。
【０１４８】
　「ヒト起源の光受容体細胞（ＰＲ）の実質的に純粋な調製物」。本明細書で使用する場
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合、この語句は、細胞が少なくとも７５％純粋もしくは好ましくは少なくとも８５％純粋
、少なくとも９５％純粋である、または約８５％～９５％純粋である、細胞の調製物（例
えば、細胞を含む組成物）を指す。例えば、純度のレベルは、例えば、ＰＲのマーカー（
本出願において同定されるマーカーまたは当技術分野で公知の他のマーカーを含む）など
の１種または複数のマーカーを発現する細胞または発現しない細胞を検出することによっ
て、調製物中の細胞の総数に対する、上記１種または複数のマーカーを発現する、調製物
中の細胞の割合を決定することによって、定量され得る。任意選択で、非ＰＲ細胞を示す
マーカーの発現もまた検出され得、それによって、これらの細胞の検出および／または定
量を促進する。利用され得る例示的な方法には、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）、免疫
組織化学、ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションおよび当技術分野で公知の他の適切な
方法が含まれるがこれらに限定されない。任意選択で、純度の決定は、調製物中に存在す
る非生存細胞を無視して実施され得る。
【０１４９】
　「胚様体」とは、非付着条件下で、例えば、低接着性基材上または「懸滴」中で多能性
細胞を培養することによって形成され得る、多能性細胞（例えば、ｉＰＳＣまたはＥＳＣ
）の凝集塊またはクラスターを指す。これらの培養において、多能性細胞は、胚様体と命
名された細胞の凝集塊またはクラスターを形成し得る。その全体が参照によって本明細書
に組み込まれる、Ｉｔｓｋｏｖｉｔｚ－Ｅｌｄｏｒら、Ｍｏｌ　Ｍｅｄ．　２０００年２
月；６巻（２号）：８８～９５頁を参照のこと。典型的には、胚様体は、多能性細胞の固
体凝集塊またはクラスターとして最初に形成し、時間と共に、胚様体のうちいくつかは、
流体で満たされた腔を含むようになり、文献中で、後者の前者は「単純な」ＥＢとして言
及され、後者は「嚢胞性」胚様体として言及される。
【０１５０】
　用語「胚性幹細胞」（ＥＳ細胞またはＥＳＣ）は、当技術分野で使用されるように本明
細書中で使用される。この用語は、ヒト胚盤胞または桑実胚の内部細胞塊から誘導された
細胞を含み、細胞株として連続的に継代されたものを含む。ＥＳ細胞は、卵細胞と精子と
の受精から、ならびにＤＮＡ、核移植、単為生殖を使用して、またはＨＬＡ領域中にホモ
接合性を有するＥＳ細胞を生成するための手段によって、誘導され得る。ＥＳ細胞はまた
、細胞を生成するための、精子および卵細胞の融合、核移植、単為生殖、雄性発生、また
はクロマチンの再プログラミングおよび再プログラミングされたクロマチンの原形質膜中
への引き続く取り込みによって生成された、接合体、卵割球または胚盤胞段階の哺乳動物
胚から誘導された細胞である。胚性幹細胞は、その供給源またはそれらを生成するために
使用される特定の方法に関わらず、（ｉ）３種全ての胚葉の細胞へと分化する能力、（ｉ
ｉ）少なくともＯｃｔ４およびアルカリホスファターゼの発現、ならびに（ｉｉｉ）免疫
不全動物中に移植した場合に奇形腫を生成する能力、に基づいて同定され得る。本発明の
実施形態において使用され得る胚性幹細胞には、ヒトＥＳ細胞（「ＥＳＣ」または「ｈＥ
Ｓ細胞」）、例えばＭＡ０１、ＭＡ０９、ＡＣＴ－４、Ｎｏ．３、Ｈ１、Ｈ７、Ｈ９、Ｈ
１４およびＡＣＴ３０胚性幹細胞が含まれるがこれらに限定されない。さらなる例示的な
細胞株には、ＮＥＤ１、ＮＥＤ２、ＮＥＤ３、ＮＥＤ４、ＮＥＤ５およびＮＥＤ７が含ま
れる。ＮＩＨ　Ｈｕｍａｎ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｇｉｓｔｒ
ｙもまた参照のこと。使用され得る例示的なヒト胚性幹細胞株は、ＭＡ０９細胞である。
ＭＡ０９細胞の単離および調製は、Ｋｌｉｍａｎｓｋａｙａら（２００６年）「Ｈｕｍａ
ｎ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ　Ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ
　Ｓｉｎｇｌｅ　Ｂｌａｓｔｏｍｅｒｅｓ」Ｎａｔｕｒｅ　４４４巻：４８１～４８５頁
中に以前に記載された。本発明の例示的な実施形態に従って使用されるヒトＥＳ細胞は、
ＧＭＰ標準に従って誘導および維持され得る。
【０１５１】
　用語「ＥＳ細胞」は、それらの細胞が胚の破壊を介して生成されたことを暗示せず、そ
れを意味すると推論すべきではない。反対に、種々の方法が利用可能であり、ヒト胚など
の胚の破壊なしにＥＳ細胞を生成するために使用され得る。一例として、ＥＳ細胞は、着
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床前遺伝子診断（ＰＧＤ）のための卵割球の抽出と類似の様式で、胚から誘導された単一
の卵割球から生成され得る。かかる細胞株の例には、ＮＥＤ１、ＮＥＤ２、ＮＥＤ３、Ｎ
ＥＤ４、ＮＥＤ５およびＮＥＤ７が含まれる。使用され得る例示的なヒト胚性幹細胞株は
、ＭＡ０９細胞である。ＭＡ０９細胞の単離および調製は、Ｋｌｉｍａｎｓｋａｙａら（
２００６年）「Ｈｕｍａｎ　Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ　Ｄ
ｅｒｉｖｅｄ　ｆｒｏｍ　Ｓｉｎｇｌｅ　Ｂｌａｓｔｏｍｅｒｅｓ．」Ｎａｔｕｒｅ　４
４４巻：４８１～４８５頁中に以前に記載されている。Ｃｈｕｎｇら、２００８年、Ｃｅ
ｌｌ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ、２巻：１１３頁もまた参照のこと。これらの株は全て、胚破
壊なしに生成されたものである。
【０１５２】
　本明細書で使用する場合、用語「多能性幹細胞」には、その多能性幹細胞を誘導する方
法とは無関係に、組織由来幹細胞、胚性幹細胞、胚由来幹細胞、人工多能性幹細胞および
刺激惹起性多能性獲得（ＳＴＡＰ）細胞が含まれるがこれらに限定されない。この用語に
は、かかる細胞を生成するために使用される方法とは無関係に、上述の細胞の機能的特徴
および表現型特徴を有する多能性幹細胞もまた含まれる。多能性幹細胞は、以下である幹
細胞として機能的に定義される：（ａ）免疫不全（ＳＣＩＤ）マウス中に移植した場合に
奇形腫を誘発することが可能である；（ｂ）３種全ての胚葉の細胞型へと分化することが
可能である（例えば、外胚葉、中胚葉および内胚葉の細胞型に分化することができる）；
および（ｃ）胚性幹細胞の１つまたは複数のマーカーを発現する（例えば、Ｏｃｔ４、ア
ルカリホスファターゼ、ＳＳＥＡ－３表面抗原、ＳＳＥＡ－４表面抗原、ｎａｎｏｇ、Ｔ
ＲＡ－１－６０、ＴＲＡ－１－８１、ＳＯＸ２、ＲＥＸ１などを発現する）。ある特定の
実施形態では、多能性幹細胞は、ＯＣＴ－４、アルカリホスファターゼ、ＳＳＥＡ－３、
ＳＳＥＡ－４、ＴＲＡ－１－６０およびＴＲＡ－１－８１からなる群より選択される１つ
または複数のマーカーを発現する。例示的な多能性幹細胞は、例えば当技術分野で公知の
方法を使用して生成され得る。例示的な多能性幹細胞には、胚盤胞段階の胚のＩＣＭから
誘導された胚性幹細胞、ならびに卵割段階または桑実胚段階の胚の１つまたは複数の卵割
球から（任意選択で胚の残部を破壊することなく）誘導された胚性幹細胞が含まれる。か
かる胚性幹細胞は、受精によって、または体細胞核移植（ＳＣＮＴ）、単為生殖および雄
性発生を含む無性生殖的手段によって生成された胚性材料から生成され得る。さらなる例
示的な多能性幹細胞には、因子（本明細書で再プログラミング因子と称される）の組合せ
を発現させることによって体細胞を再プログラミングすることによって生成された人工多
能性幹細胞（ｉＰＳＣ）が含まれる。ｉＰＳＣは、胎仔、出生後、新生仔、若年または成
体の体細胞を使用して生成され得る。
【０１５３】
　ある特定の実施形態では、体細胞を多能性幹細胞へと再プログラミングするために使用
され得る因子には、例えば、Ｏｃｔ４（時にＯｃｔ３／４と呼ばれる）、Ｓｏｘ２、ｃ－
ＭｙｃおよびＫｌｆ４の組合せが含まれる。他の実施形態では、体細胞を多能性幹細胞へ
と再プログラミングするために使用され得る因子には、例えば、Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎ
ａｎｏｇおよびＬｉｎ２８の組合せが含まれる。ある特定の実施形態では、少なくとも２
種の再プログラミング因子が、体細胞を首尾よく再プログラミングするために、体細胞に
おいて発現される。他の実施形態では、少なくとも３種の再プログラミング因子が、体細
胞を首尾よく再プログラミングするために、体細胞において発現される。他の実施形態で
は、少なくとも４種の再プログラミング因子が、体細胞を首尾よく再プログラミングする
ために、体細胞において発現される。他の実施形態では、さらなる再プログラミング因子
が同定され、体細胞を多能性幹細胞へと再プログラミングするために、単独で、または１
種もしくは複数の公知の再プログラミング因子と組み合わせて使用される。人工多能性幹
細胞は、機能的に定義され、これには、種々の方法（組込みベクター、非組込みベクター
、化学的手段など）のいずれかを使用して再プログラミングされた細胞が含まれる。多能
性幹細胞は、寿命、有効性、ホーミングを増加させるため、同種免疫応答を予防もしくは
低減させるため、またはかかる多能性細胞から分化した細胞（例えば、光受容体、光受容
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体前駆細胞、杆体、錐体など、および例えば実施例において本明細書に記載される他の細
胞型）中に所望の因子を送達するために、遺伝子改変または他の方法で改変され得る。
【０１５４】
　「人工多能性幹細胞」（ｉＰＳ細胞またはｉＰＳＣ）は、体細胞中への再プログラミン
グ因子のタンパク質形質導入によって生成され得る。ある特定の実施形態では、少なくと
も２種の再プログラミングタンパク質が、体細胞を首尾よく再プログラミングするために
、体細胞中に形質導入される。他の実施形態では、少なくとも３種の再プログラミングタ
ンパク質が、体細胞を首尾よく再プログラミングするために、体細胞中に形質導入される
。他の実施形態では、少なくとも４種の再プログラミングタンパク質が、体細胞を首尾よ
く再プログラミングするために、体細胞中に形質導入される。
【０１５５】
　多能性幹細胞は、任意の種由来であり得る。胚性幹細胞は、例えば、マウス、複数の種
の非ヒト霊長類、およびヒトにおいて首尾よく誘導されており、胚性幹様細胞は、多数の
さらなる種から生成されている。したがって、当業者は、ヒト、非ヒト霊長類、げっ歯類
（マウス、ラット）、有蹄動物（ウシ、ヒツジなど）、イヌ（飼いイヌおよび野生のイヌ
）、ネコ（飼いネコおよび野生のネコ、例えば、ライオン、トラ、チーター）、ウサギ、
ハムスター、スナネズミ、リス、モルモット、ヤギ、ゾウ、パンダ（ジャイアントパンダ
を含む）、ブタ、アライグマ、ウマ、シマウマ、海洋哺乳動物（イルカ、クジラなど）な
どが含まれるがこれらに限定されない任意の種から、胚性幹細胞および胚由来幹細胞を生
成できる。ある特定の実施形態では、この種は、絶滅危惧種である。ある特定の実施形態
では、この種は、現在絶滅した種である。
【０１５６】
　同様に、ｉＰＳ細胞は、任意の種由来であり得る。これらのｉＰＳ細胞は、マウスおよ
びヒトの細胞を使用して首尾よく生成されている。さらに、ｉＰＳ細胞は、胚性、胎仔、
新生仔および成体の組織を使用して首尾よく生成されている。従って、任意の種由来のド
ナー細胞を使用して、ｉＰＳ細胞を容易に生成することができる。したがって、ヒト、非
ヒト霊長類、げっ歯類（マウス、ラット）、有蹄動物（ウシ、ヒツジなど）、イヌ（飼い
イヌおよび野生のイヌ）、ネコ（飼いネコおよび野生のネコ、例えば、ライオン、トラ、
チーター）、ウサギ、ハムスター、ヤギ、ゾウ、パンダ（ジャイアントパンダを含む）、
ブタ、アライグマ、ウマ、シマウマ、海洋哺乳動物（イルカ、クジラなど）などが含まれ
るがこれらに限定されない任意の種から、ｉＰＳ細胞を生成することができる。ある特定
の実施形態では、この種は、絶滅危惧種である。ある特定の実施形態では、この種は、現
在絶滅した種である。
【０１５７】
　人工多能性幹細胞は、任意の発生段階の事実上任意の体細胞を出発点として使用して生
成され得る。例えば、この細胞は、胚、胎仔、新生仔、若年性または成体のドナー由来で
あり得る。使用され得る例示的な体細胞には、線維芽細胞、例えば、皮膚試料もしくは生
検によって取得される皮膚線維芽細胞、滑膜組織由来の滑膜細胞、包皮細胞、頬細胞また
は肺線維芽細胞が含まれる。皮膚および頬は、適切な細胞の容易に入手可能で容易に取得
可能な供給源を提供するが、事実上任意の細胞が使用され得る。ある特定の実施形態では
、体細胞は、線維芽細胞ではない。
【０１５８】
　人工多能性幹細胞は、体細胞において１種もしくは複数の再プログラミング因子を発現
させるまたはかかる１種もしくは複数の再プログラミング因子の発現を誘発することによ
って生成され得る。この体細胞は、線維芽細胞、例えば、皮膚線維芽細胞、滑膜線維芽細
胞もしくは肺線維芽細胞、または非線維芽細胞性体細胞であり得る。この体細胞は、少な
くとも１、２、３、４、５種の再プログラミング因子の発現を（例えば、ウイルス形質導
入ベクター、組込みベクターまたは非組込みベクターなどを介して）引き起こすこと、お
よび／または少なくとも１、２、３、４、５種の再プログラミング因子との接触を（例え
ば、タンパク質形質導入ドメイン、エレクトロポレーション、マイクロインジェクション
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、カチオン性両親媒性物質、脂質二重層含有との融合、界面活性剤透過処理などを使用し
て）引き起こすことによって、再プログラミングされ得る。再プログラミング因子は、Ｏ
ｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、ＮＡＮＯＧ、Ｌｉｎ２８、ｃ　ＭｙｃおよびＫｌｆ４から選択さ
れ得る。再プログラミング因子の発現は、体細胞を、再プログラミング因子の発現を誘発
する少なくとも１種の薬剤、例えば有機小分子薬剤と接触させることによって誘発され得
る。
【０１５９】
　さらなる例示的な多能性幹細胞には、因子（「再プログラミング因子」）の組合せを発
現させることまたはかかる因子の組合せの発現を誘発することによって体細胞を再プログ
ラミングすることによって生成された人工多能性幹細胞が含まれる。ｉＰＳ細胞は、細胞
バンクから取得され得る。ｉＰＳ細胞の作製は、分化した細胞の生成における最初期ステ
ップであり得る。ｉＰＳ細胞は、組織にマッチしたＰＨＲＰＳまたは光受容体細胞を生成
することを目的として、特定の患者またはマッチしたドナー由来の材料を使用して特異的
に生成され得る。ｉＰＳＣは、意図したレシピエントにおいて実質的に免疫原性でない細
胞から生成され得、例えば、自家細胞からまたは意図したレシピエントに対して組織適合
性の細胞から生成され得る。
【０１６０】
　体細胞は、再プログラミング因子が（例えば、ウイルスベクター、プラスミドなどを使
用して）発現され、その再プログラミング因子の発現が（例えば、有機小分子を使用して
）誘発される組み合わせのアプローチを使用しても、再プログラミングされ得る。例えば
、再プログラミング因子は、ウイルスベクター、例えば、レトロウイルスベクターまたは
レンチウイルスベクターを使用する感染によって、体細胞において発現され得る。また、
再プログラミング因子は、非組込みベクター、例えばエピソームプラスミドを使用して、
体細胞において発現され得る。例えば、その全体が参照によって本明細書に組み込まれる
、Ｙｕら、Ｓｃｉｅｎｃｅ．　２００９年５月８日；３２４巻（５９２８号）：７９７～
８０１頁を参照のこと。再プログラミング因子が非組込みベクターを使用して発現される
場合、この因子は、ベクターを用いた体細胞のエレクトロポレーション、トランスフェク
ションまたは形質転換を使用して、この細胞において発現され得る。例えば、マウス細胞
では、組換えウイルスベクターを使用した４種の因子（Ｏｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、ｃ　ｍ
ｙｃおよびＫｌｆ４）の発現が、体細胞を再プログラミングするために十分である。ヒト
細胞では、組換えウイルスベクターを使用した４種の因子（Ｏｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、Ｎ
ＡＮＯＧおよびＬｉｎ２８）の発現が、体細胞を再プログラミングするために十分である
。
【０１６１】
　再プログラミング因子が細胞において発現されると、この細胞は培養され得る。時間と
共に、ＥＳ特徴を有する細胞が培養皿中に出現する。この細胞は、例えば、ＥＳ形態に基
づいて、または選択可能もしくは検出可能なマーカーの発現に基づいて、選択および継代
培養され得る。この細胞は、ＥＳ細胞と似た細胞の培養物を生成するために培養され得る
－これらは、推定ｉＰＳ細胞である。
【０１６２】
　ｉＰＳ細胞の多能性を確認するために、この細胞は、多能性の１つまたは複数のアッセ
イにおいて試験され得る。例えば、この細胞は、ＥＳ細胞マーカーの発現について試験さ
れ得る；この細胞は、ＳＣＩＤマウス中に移植した場合に奇形腫を生成する能力について
評価され得る；この細胞は、３種全ての胚葉の細胞型を生成するように分化する能力につ
いて評価され得る。一旦多能性ｉＰＳＣが得られると、これは、本明細書に開示される細
胞型、例えば、光受容体前駆細胞、光受容体細胞、杆体、錐体など、および例えば例にお
いて本明細書に記載される他の細胞型を生成するために使用され得る。
【０１６３】
　刺激惹起性多能性獲得（ＳＴＡＰ）細胞は、亜致死性刺激、例えば低ｐＨ曝露を用いて
体細胞を再プログラミングすることによって生成される多能性幹細胞である。この再プロ
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グラミングは、体細胞中への核移行も体細胞の遺伝子操作も必要としない。Ｏｂｏｋａｔ
ａら、Ｎａｔｕｒｅ、５０５巻：６７６～６８０頁、２０１４年に対して参照がなされ得
る。
【０１６４】
　「幹細胞」は、増殖し得および／または成熟細胞へと分化し得る、任意選択でヒト起源
である多能性細胞を指すために本明細書で使用される。
【０１６５】
　「成体幹細胞」とは、成体組織から単離された多分化能細胞を指し、骨髄幹細胞、臍帯
血幹細胞および脂肪幹細胞が含まれ得、ヒト起源である。
【０１６６】
　「網膜」とは、光受容体、水平細胞、双極細胞、アマクリン細胞、ミューラーグリア細
胞および神経節細胞から構成される３つの顆粒層へと層状化した、眼の神経細胞を指す。
【０１６７】
　「先駆細胞」とは、最終運命の細胞系列へと分化することが可能な細胞を指す。本発明
の実施形態では、「眼野前駆細胞」は、胚性幹細胞または人工多能性幹細胞から分化し、
マーカーＰＡＸ６およびＲＸ１を発現する。本発明の実施形態では、「網膜神経前駆細胞
」とは、胚性幹細胞または人工多能性幹細胞から分化した、細胞マーカーＰＡＸ６および
ＣＨＸ１０を発現する細胞を指す。本発明の実施形態では、「光受容体前駆体」とは、胚
性幹細胞または人工多能性幹細胞から分化した、マーカーＣＨＸ１０を発現しない（即ち
、ＣＨＸ１０（－））が、マーカーＰＡＸ６を発現する細胞を指す。これらの細胞は、網
膜神経前駆体段階においてＣＨＸ１０を一過的に発現するが、このＣＨＸ１０発現は、光
受容体前駆体段階へと細胞が分化するとオフになる。また、「光受容体」とは、胚性幹細
胞または人工多能性幹細胞から分化した、細胞マーカーロドプシンまたは３種の錐体オプ
シンのいずれかを発現し、杆体または錐体のｃＧＭＰホスホジエステラーゼを任意選択で
発現する、有糸分裂後の細胞を指し得る。これらの光受容体は、光受容体において見出さ
れるマーカーリカバリンもまた発現し得る。これらの光受容体は、杆体光受容体および／
または錐体光受容体であり得る。
【０１６８】
　疾患の「徴候」とは、本明細書で使用する場合、患者の試験の際に発見可能な疾患を示
す任意の異常；疾患の主観的指標である症状とは対照的な疾患の客観的指標を広く指す。
【０１６９】
　疾患の「症状」とは、本明細書で使用する場合、患者によって経験され、疾患を示す、
構造、機能または感覚における、任意の病的現象または正常からの逸脱を広く指す。
【０１７０】
　「治療」、「治療的」、「処置すること」、「処置する」または「処置」とは、本明細
書で使用する場合、疾患を処置すること、疾患もしくはその臨床症状の発達を停止もしく
は低減させること、および／または疾患を救済すること、疾患もしくはその臨床症状の退
縮を引き起こすことを広く指す。治療は、予防（ｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ）、予防（ｐｒ
ｅｖｅｎｔｉｏｎ）、処置、治癒、改善、低減、軽減ならびに／または疾患、疾患の徴候
および／もしくは症状からの救済を提供することを包含する。治療は、進行している疾患
の徴候および／または症状を有する患者における徴候および／または症状の軽減を包含す
る。治療は、「予防（ｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ）」および「予防（ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ
）」もまた包含する。予防（ｐｒｏｐｈｙｌａｘｉｓ）には、患者における疾患の処置に
引き続いて起こる疾患を予防すること、または患者における疾患の発生率もしくは重症度
を低減させることが含まれる。用語「低減された」とは、治療の目的のために、徴候およ
び／または症状における臨床的に顕著な低減を広く指す。治療には、再燃または再発性の
徴候および／もしくは症状を処置することが含まれる。治療は、徴候および／または症状
の出現をいつでも排除すること、ならびに既存の徴候および／または症状を低減させるこ
とならびに既存の徴候および／または症状を排除することを包含するが、これらに限定さ
れない。治療には、慢性疾患を処置すること（「維持」）および急性疾患を処置すること
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が含まれる。例えば、処置には、再燃または徴候および／もしくは症状の再発を処置また
は予防することが含まれる。
【０１７１】
　本発明に従って、したがって本明細書に提供される調製物のうちの１つまたは複数を使
用して処置される状態には、加齢性黄斑変性症を含む黄斑変性症が含まれるがこれらに限
定されず、かかる黄斑変性症は、初期または後期段階であり得る。処置される他の状態に
は、網膜色素変性症、網膜異形成、網膜変性症、糖尿病性網膜症、先天性網膜ジストロフ
ィー、レーバー先天黒内障、網膜剥離、緑内障、視神経症および眼に影響を与える外傷が
含まれるがこれらに限定されない。
【０１７２】
　細胞マーカー：発現について評価され得る例示的な細胞マーカーには、以下が含まれる
：タンパク質および／またはｍＲＮＡにおいて評価され得る、ＰＡＸ６、ＲＸ１、ＳＩＸ
３、ＳＩＸ６、ＬＨＸ２、ＴＢＸ３、ＳＯＸ２、ＣＨＸ１０、ネスチン、ＴＲベータ２、
ＮＲ２Ｅ３、ＮＲＬ、ＭＡＳＨ１、ＲＯＲベータ、リカバリン、オプシン、ロドプシン、
杆体および錐体のｃＧＭＰホスホジエステラーゼ（その各々の全体が参照によって本明細
書に組み込まれる、Ｆｉｓｃｈｅｒ　ＡＪ、Ｒｅｈ　ＴＡ、Ｄｅｖ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．
　２００１年；２３巻（４～５号）：２６８～７６頁；Ｂａｕｍｅｒら、Ｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔ．　２００３年７月；１３０巻（１３号）：２９０３～１５頁、Ｓｗａｒｏｏｐ
ら、Ｎａｔ　Ｒｅｖ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉ．　２０１０年８月；１１巻（８号）：５６３～
７６頁、ＡｇａｔｈｏｃｌｅｏｕｓおよびＨａｒｒｉｓ、Ａｎｎｕ．　Ｒｅｖ．　Ｃｅｌ
ｌ　Ｄｅｖ．　Ｂｉｏｌ．　２００９年．２５巻：４５～６９頁を参照のこと）。これら
のマーカー識別子は、文献中および当技術分野において、特に、光受容体、杆体、錐体、
光受容体分化、光受容体前駆体、神経分化、神経幹細胞、多能性幹細胞および文脈によっ
て示される他の分野に関連する文献を含み得る、これらの遺伝子識別子が本明細書で列挙
される文脈に関連する分野において、一般に使用される。さらに、これらのマーカーは、
例えば、文脈が他を示す場合を除き、一般にはヒトである。これらの細胞マーカーは、当
業者に周知の技術である、従来の免疫細胞化学的方法または従来のＰＣＲ法を使用して同
定され得る。
【０１７３】
　細胞培養培地：本発明の実施形態では、これらの細胞は、種々の細胞培養培地中で、貯
蔵、増殖または分化される。網膜誘導培地は、眼野前駆細胞への幹細胞生成のために利用
される。この網膜誘導培地は、Ｄ－グルコース、ペニシリン、ストレプトマイシン、Ｎ２
サプリメント（例えば、０．１～５％）、Ｂ２７サプリメント（例えば、０．００５～０
．２％）、ＭＥＭ非必須アミノ酸溶液を含み得、任意選択でインスリンおよび／またはノ
ギンを含み、ＤＭＥＭ／Ｆ１２（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）または類似の基本培地中であり
得る。例えば、この網膜誘導培地は、少なくともインスリンを含み得る。さらに、細胞の
生存および／または分化した細胞の収量を促進し得るインスリン濃度は、変動または増加
され得る。例えば、このインスリン濃度は、広範にわたって変動し得、生存および／また
は分化が、これらの属性のいずれかまたはそれらの両方を改善するインスリン濃度を同定
するために、モニタリングされ得る。ノギンの添加は、必要ではないと考えられるが、眼
野転写因子の発現を増加させることが観察された。
【０１７４】
　ＤＭＥＭ／Ｆ１２、Ｎｅｕｒｏｂａｓａｌ培地、Ｎ２血清サプリメントおよびＢ２７血
清サプリメントの成分は、図２１中に提供される。本発明は、これらの特定の培地および
サプリメント、またはこれらの成分を含むか、これらの成分から本質的になるか、もしく
はこれらの成分からなる培地もしくはサプリメントの使用を企図すると理解すべきである
。
【０１７５】
　本明細書に記載される方法は、例えば、ヒトノギン、ヒトインスリンなどのヒト因子を
使用し得る。
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【０１７６】
　ノギンは、報告によれば、高い親和性でＢＭＰ２、ＢＭＰ４およびＢＭＰ７に結合して
、ＴＧＦβファミリーの活性を遮断する、分泌型ＢＭＰインヒビターである。ＳＢ４３１
５４２は、報告によれば、ＡＣＴＲＩＢ、ＴＧＦβＲ１およびＡＣＴＲＩＣ受容体のリン
酸化を遮断することによって、ＴＧＦβ／アクチビン／Ｎｏｄａｌを阻害する小分子であ
る。ＳＢ４３１５４２は、内因性のアクチビンおよびＢＭＰシグナルを遮断することによ
って、アクチビン媒介性およびＮａｎｏｇ媒介性の多能性ネットワークを不安定化し、Ｂ
ＭＰ誘導性のトロホブラスト、中胚葉および内胚葉細胞運命を抑制すると考えられる。上
述の活性のうちの１つまたは複数を有する薬剤は、例えば、開示された方法の文脈におい
て使用される場合、ノギンおよびＳＢ４３１５４２の一方またはそれらの両方の機能を置
き換えまたは強化し得ることが予測される。例えば、出願人らは、タンパク質ノギンおよ
び／または小分子ＳＢ４３１２５４２が、以下の３つの標的領域のうちのいずれかまたは
全てに影響を与える１種または複数のインヒビターによって置き換えまたは強化され得る
ことを想定している：１）受容体へのリガンドの結合を防止すること；２）受容体の活性
化を遮断すること（例えば、ドルソモルフィン）、および３）ＳＭＡＤ細胞内タンパク質
／転写因子の阻害。例示的な潜在的に適切な因子には、天然の分泌型ＢＭＰインヒビター
コーディン（ＢＭＰ４を遮断する）およびフォリスタチン（アクチビンを遮断する）、な
らびにそれらのアナログまたは模倣物が含まれる。ノギンの効果を模倣し得るさらなる例
示的な因子には、ＢＭＰ２、ＢＭＰ４および／またはＢＭＰ７を隔離するドミナントネガ
ティブ受容体または遮断抗体の使用が含まれる。さらに、受容体のリン酸化を遮断するこ
とに関して、ドルソモルフィン（または化合物Ｃ）は、幹細胞に対して類似の影響を有す
ることが報告されている。ＳＭＡＤタンパク質の阻害は、可溶性インヒビター、例えばＳ
ＩＳ３（６，７－ジメトキシ－２－（（２Ｅ）－３－（１－メチル－２－フェニル－１Ｈ
－ピロロ［２，３－ｂ］ピリジン－３－イル－プロパ－２－エノイル））－１，２，３，
４－テトラヒドロイソキノリン、Ｓｍａｄ３の特異的インヒビター（Ｓｐｅｃｉｆｉｃ　
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　ｏｆ　Ｓｍａｄ３）、ＳＩＳ３）、インヒビターＳＭＡＤ（例えば
、ＳＭＡＤ６、ＳＭＡＤ７、ＳＭＡＤ１０）のうちの１種もしくは複数の過剰発現、また
は受容体ＳＭＡＤ（ＳＭＡＤ１、ＳＭＡＤ２、ＳＭＡＤ３、ＳＭＡＤ５、ＳＭＡＤ８／９
）のうちの１種に対するＲＮＡｉを使用しても、もたらされ得る。神経前駆体を生成する
ために適切であると予測される因子の別の組合せは、神経冠幹細胞を生成するために効果
的であることが以前に示されている、白血病抑制因子（ＬＩＦ）、ＧＳＫ３インヒビター
（ＣＨＩＲ　９９０２１）、化合物Ｅ（γセクレターゼインヒビターＸＸＩ）およびＴＧ
ＦβインヒビターＳＢ４３１５４２のカクテルを含む（Ｌｉら、Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａ
ｃａｄ　Ｓｃｉ　Ｕ　Ｓ　Ａ．　２０１１年５月１７日；１０８巻（２０号）：８２９９
～３０４頁）。さらなる例示的な因子には、ＳＢ４３１５４２の誘導体、例えば、１つま
たは複数の追加されたまたは異なる置換基、類似した官能基などを含み、１種または複数
のＳＭＡＤタンパク質に対する類似の阻害効果を有する分子が含まれ得る。適切な因子ま
たは因子の組合せは、例えば、多能性細胞をこの因子（複数可）と接触させ、眼野前駆細
胞表現型の採用、例えば、特徴的遺伝子発現（本明細書に記載されるマーカーの発現、眼
野前駆細胞プロモーターに連結されたレポーター遺伝子の発現などを含む）、または本明
細書に開示される細胞型、例えば網膜神経前駆細胞、光受容体前駆体、杆体前駆体、錐体
および／もしくは杆体を形成する能力をモニタリングすることによって、同定され得る。
【０１７７】
　好ましくは、これらの細胞は、神経分化培地を用いた培養の前に、網膜誘導培地で処理
されるまたは網膜誘導培地中で培養される。神経分化培地は、網膜神経前駆細胞への眼野
前駆細胞生成のために利用される。この神経分化培地は、Ｄ－グルコース、ペニシリン、
ストレプトマイシン、ＧｌｕｔａＭＡＸ（商標）、Ｎ２サプリメント、Ｂ２７サプリメン
ト、ＭＥＭ非必須アミノ酸溶液を含み得、任意選択でノギンを含む。この神経分化培地は
、光受容体前駆細胞への網膜神経前駆細胞生成のためにも利用され得るが、ノギンは含ま
ない。任意選択でレチノイン酸およびタウリンを補充した神経分化培地の使用と、その後
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のフォルスコリン、ＢＤＮＦ、ＣＮＴＦ、ＬＩＦおよびＤＡＴＰの添加を伴ったＤ－グル
コース、ペニシリン、ストレプトマイシン、ＧｌｕｔａＭＡＸ（商標）、Ｎ２サプリメン
ト、Ｂ２７サプリメント（例えば、処方番号０８００８５－ＳＡ）を任意選択で含み得る
光受容体分化培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）の利用とが、光受容体細胞への光受容体前駆
細胞生成に利用される。例えば、この光受容体分化培地は、例えば、上述の培地中に存在
する量で、または異なるもしくはより多い量で、甲状腺ホルモンを含み得る。例えば、こ
の培地は、外因的に添加された甲状腺ホルモンを含み得る。例示的な実施形態では、この
光受容体分化培地は、１種、２種、または３種全てのＢＤＮＦ、ＣＮＴＦおよびＤＡＴＰ
、例えば、ＢＤＮＦ、ＣＮＴＦ、ＤＡＴＰ、ＢＤＮＦおよびＣＮＴＦ、ＣＮＴＦおよびＤ
ＡＴＰ、ＢＤＮＦおよびＤＡＴＰ、またはＢＤＮＦ、ＣＮＴＦおよびＤＡＴＰの３種全て
を含み得、この培地は、任意選択でＮｅｕｒｏｂａｓａｌ培地を含み得、および／または
任意選択で甲状腺ホルモンを含み得る。
【０１７８】
　神経分化培地の構成要素は、以下のとおりである：Ｎ２：１％（１００ｍｌ当たり１ｍ
ｌのＮ２）、Ｂ２７：２％（１００ｍｌ当たり２ｍｌのＢ２７）およびノギン：５０ｎｇ
／ｍｌ。
【０１７９】
　ノギンは、細胞が全て眼野前駆体になった後には、必要とされない。
【０１８０】
　胚性幹細胞（ＥＳＣ）または成体幹細胞または人工多能性幹細胞（ｉＰＳ）：本明細書
で利用するＥＳＣまたは成体幹細胞またはｉＰＳ細胞は、無フィーダー系で、例えばＭａ
ｔｒｉｇｅｌ（商標）（Ｅｎｇｅｌｂｒｅｔｈ－Ｈｏｌｍ－Ｓｗａｒｍ（ＥＨＳ）マウス
肉腫細胞由来の可溶性調製物）または別のマトリックス中で繁殖され得る。さらに、また
はあるいは、これらの多能性細胞は、ラミニン、フィブロネクチン、ビトロネクチン、プ
ロテオグリカン、エンタクチン、コラーゲン、コラーゲンＩ、コラーゲンＩＶ、コラーゲ
ンＶＩＩＩ、ヘパラン硫酸、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）（Ｅｎｇｅｌｂｒｅｔｈ－Ｈｏｌ
ｍ－Ｓｗａｒｍ（ＥＨＳ）マウス肉腫細胞由来の可溶性調製物）、ＣｅｌｌＳｔａｒｔ、
ヒト基底膜抽出物およびそれらの任意の組合せからなる群より選択され得るマトリックス
上で培養され得る。このマトリックスは、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）（Ｅｎｇｅｌｂｒｅ
ｔｈ－Ｈｏｌｍ－Ｓｗａｒｍ（ＥＨＳ）マウス肉腫細胞由来の可溶性調製物）を含み得る
か、これからなり得るか、または本質的にこれからなり得る。これらの幹細胞は、培養物
中で胚様体を形成せず、これは、先行技術を超えた改善である。これらの細胞は、外因性
因子の非存在下で眼野前駆細胞へと分化する。一実施形態では、ＥＳＣは、ノギンの存在
下で眼野前駆細胞へと分化する。
【０１８１】
　眼野前駆細胞（ＥＦＰＣ）：ＥＦＰＣは、ＥＳＣ、成体幹細胞または誘導多能性細胞（
ｉＰＣ）から、ＰＡＸ６（＋）およびＲＸ１（＋）である細胞へと分化する。これらのＥ
ＦＰＣは、ＳＩＸ３（＋）、ＳＩＸ６（＋）、ＬＨＸ２（＋）、ＴＢＸ３（＋）ネスチン
（＋）ならびに／またはＳＯＸ２（＋）およびＯＣＴ４（－）およびＮＡＮＯＧ（－）で
もあり得る。ＥＦＰＣへの分化は、ＤＭＥＭ／Ｆ１２、Ｄ－グルコース、ペニシリン、ス
トレプトマイシン、Ｎ２サプリメント、Ｂ２７サプリメント、ＭＥＭ非必須アミノ酸およ
びインスリンを含み得る網膜誘導培地中で生じる。５日目に、細胞がコンフルエンスに達
したときに、細胞は、神経分化培地に交換される。好ましくは、ＥＦＰＣを生成するステ
ップは、以下に記載される神経分化培地中で多能性細胞を培養する前に実施されるが、そ
れは、かかる培養条件が、多能性細胞の生存度に悪影響を与え得ることが観察されている
からである。
【０１８２】
　網膜神経前駆細胞（ＲＮＰＣ）：ＲＮＰＣは、外因性因子の非存在下でＥＦＰＣから分
化する。これらのＲＮＰＣは、ＰＡＸ６（＋）およびＣＨＸ１０（＋）である。この段階
における細胞は、Ｔｕｊ１＋またはＴｕｊ１－であり得る。任意選択で、この方法は、こ
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の段階でＴｕｊ１＋もしくはＴｕｊ１－細胞を富化もしくは精製するステップ、および／
または強くＴｕｊ１＋の細胞を精製もしくは除去するステップ、および／または強くＴｕ
ｊ１－の細胞（例えば、低いレベルではあっても検出可能なその発現を欠く細胞）を精製
もしくは除去するステップ、およびこれらの集団のうちの一方もしくはもう一方を用いて
引き続く方法ステップを進めるステップを含み得る。一実施形態では、ノギンは、ＥＦＰ
ＣからＲＮＰＣへの分化を加速するために添加される。ＲＮＰＣへの分化は、Ｎｅｕｒｏ
ｂａｓａｌ培地（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、Ｄ－グルコース、ペニシリン、ストレプトマ
イシン、ＧｌｕｔａＭＡＸ（商標）、Ｎ２サプリメント、Ｂ２７サプリメントおよびＭＥ
Ｍ非必須アミノ酸溶液を含み得る神経分化培地中で生じる。ノギンは、５～１００μｇ／
ｍｌの最終濃度で添加され得る。
【０１８３】
　光受容体前駆細胞（ＰｈＲＰＣ）：ＰｈＲＰＣは、ノギンの非存在下で、神経分化培地
中で、ＲＮＰＣから分化し得る。これらのＰＲＰＣは、ＰＡＸ６（＋）およびＣＨＸ１０
（－）である。一実施形態では、ＰＲＰＣの６０％、７０％、８０％、８５％、９０％ま
たは９５％は、ＰＡＸ６（＋）およびＣＨＸ１０（－）である。これらのＰＲＰＣは、Ｎ
ｒ２ｅ３（＋）、Ｔｒβ２（＋）、Ｍａｓｈ１（＋）、ＲＯＲβ（＋）および／またはＮ
ＲＯ（＋）でもあり得る。ＣＨＸ１０の存在は、双極性細胞系列を示唆するが、本発明の
方法では、これらのＰＲＰＣは、光受容体系列に分化しており、したがって、この段階で
はＣＨＸ１０を有さない。これらの細胞は、球または神経球として増殖され得る（例えば
、低付着プレート上、または任意選択で懸滴培養で、低重力環境中で、または他の適切な
培養条件下で）。
【０１８４】
　光受容体（ＰＲ）：ＰＲは、２ステップ分化プロセスでＰｈＲＰＣから分化し得る：１
）神経分化培地にレチノイン酸およびタウリンを２週間添加するステップ、ならびに２）
光受容体分化培地の添加。－実施例２を参照のこと。
【０１８５】
　これらのＰＲは、ロドプシン（＋）、リカバリン（＋）、ＰＥ６ａ（＋）またはオプシ
ン（＋）であり得る。このオプシンは、錐体オプシンのいずれかであり得る。これらのＰ
Ｒは、錐体または杆体に向かって二分化能であり得る。この方法によって生成される例示
的な光受容体は、ＰＡＸ６－であり得、これは、いくつかの以前に記載された主張された
光受容体細胞とは対照的であり得る。例示的な実施形態において以下に記載するように、
２ステップ分化プロセス：１）ＮＤ培地およびレチノイン酸およびタウリンを２週間添加
するステップ、ならびに２）光受容体分化培地の使用が存在し、これらの方法は、以下の
作業例においてさらに例示される。
【０１８６】
　例示的な実施形態では、この方法は、出発時の１００万個の多能性細胞当たり、４００
０万～６０００万のＥＦＰＣ、６０００～９０００万のＲＮＰＣ、または５億～１０億の
ＰｈＲＰＣを生成し得る。
【０１８７】
　例示的な一実施形態では、これらの細胞は、それを必要とするラット、例えばＲＣＳラ
ットまたは疾患の他の動物モデル（例えば、夜盲症または色覚異常について）中に移植さ
れ得、視覚機能に対する生じた効果は、視運動応答試験、ＥＲＧ、輝度閾値記録および／
または視覚中枢血流アッセイによって検出され得る。
【０１８８】
　適用および使用
　スクリーニングアッセイ
　本発明は、網膜前駆細胞の分化をモジュレートする種々の薬剤をスクリーニングするた
めの方法を提供する。この方法は、培養物中で網膜前駆細胞から生成される成熟光受容体
を支持および／またはレスキューする治療剤を発見するためにも使用され得る。本発明の
目的のために、「薬剤」は、生物学的もしくは化学的化合物、例えば単純または複雑な有



(31) JP 6581966 B2 2019.9.25

10

20

30

40

50

機または無機分子、ペプチド、タンパク質（例えば、抗体）、ポリヌクレオチド（例えば
、アンチセンス）またはリボザイムを含むがこれらに限定されない意図である。無数の化
合物、例えば、ポリマー、例えばポリペプチドおよびポリヌクレオチド、ならびに種々の
コア構造に基づく合成有機化合物が合成され得、これらもまた、用語「薬剤」中に含まれ
る。さらに、種々の天然供給源、例えば、植物または動物の抽出物が、スクリーニングの
ための化合物などを提供し得る。常に明確に述べているわけではないが、この薬剤は、単
独で、または本発明のスクリーニングによって同定された薬剤と同じもしくは異なる生物
学的活性を有する別の薬剤と組み合わせて使用されることを理解すべきである。
【０１８９】
　このスクリーニング方法をｉｎ　ｖｉｔｒｏで実施するために、細胞の単離された集団
が、本明細書に記載したように得られ得る。この薬剤がＤＮＡまたはＲＮＡ以外の組成物
、例えば上記小分子である場合、この薬剤は、細胞に直接添加され得るか、または添加の
ために培養培地に添加され得る。当業者に明らかなように、経験的に決定され得る「有効
」量が添加されるべきである。この薬剤がポリヌクレオチドである場合、これは、遺伝子
銃またはエレクトロポレーションの使用によって直接添加され得る。あるいは、この薬剤
は、遺伝子送達ビヒクルまたは上記他の方法を使用して、細胞中に挿入され得る。陽性対
照および陰性対照が、薬物または他の薬剤の主張された活性を確認するためにアッセイさ
れ得る。
【０１９０】
　神経感覚網膜構造
　これらの光受容体前駆細胞、および任意選択でそれらから分化した光受容体細胞は、神
経感覚網膜構造を生成するために使用され得る。例えば、本発明は、網膜色素上皮（ＲＰ
Ｅ）細胞および光受容体細胞（または光受容体前駆細胞）から構成される多層細胞構造の
生成を企図する。これらの構造は、疾患についてのモデルとして薬物スクリーニングのた
めに、または医薬調製物としてもしくは医薬調製物中で、使用され得る。後者の場合、こ
の医薬調製物は、ＲＰＥ－光受容体移植片であり得、これは、「パッチ」などの移植され
得る生体適合性固体支持体またはマトリックス（好ましくは、生物吸収性マトリックスま
たは支持体）上に配置され得る。
【０１９１】
　さらに示すために、細胞のための生体適合性支持体は、網膜前駆細胞のための生分解性
ポリエステルフィルム支持体であり得る。この生分解性ポリエステルは、網膜前駆細胞の
増殖および分化を支持するための基材または足場としての使用に適切な任意の生分解性ポ
リエステルであり得る。このポリエステルは、薄いフィルム、好ましくはマイクロテクス
チャ化フィルムを形成することが可能でなければならず、組織または細胞移植に使用され
る場合には生分解性でなければならない。本発明での使用に適切な生分解性ポリエステル
には、ポリ乳酸（ＰＬＡ）、ポリラクチド、ポリヒドロキシアルカノエート、ホモポリマ
ーおよびコポリマーの両方、例えばポリヒドロキシブチレート（ｐｏｌｙｈｙｄｏｘｙｂ
ｕｔｙｒａｔｅ）（ＰＨＢ）、ポリヒドロキシブチレートｃｏ－ヒドロキシバリレート（
ＰＨＢＶ）、ポリヒドロキシブチレートｃｏ－ヒドロキシヘキサノエート（ｐｏｌｙｈｙ
ｄｒｏｘｙｂｕｔｙｒａｔｅ　ｃｏ－ｈｙｄｒｏｘｙｈｅｘａｎｏｔｅ）（ＰＨＢＨｘ）
、ポリヒドロキシブチレートｃｏ－ヒドロキシオクタノエート（ｐｏｌｙｈｙｄｒｏｘｙ
ｂｕｔｙｒａｔｅ　ｃｏ－ｈｙｄｒｏｘｙｏｃｔｏｎｏａｔｅ）（ＰＨＢＯ）およびポリ
ヒドロキシブチレートｃｏ－ヒドロキシオクタデカノエート（ＰＨＢＯｄ）、ポリカプロ
ラクトン（ＰＣＬ）、ポリエステルアミド（ＰＥＡ）、脂肪族コポリエステル、例えばポ
リブチレンサクシネート（ＰＢＳ）およびポリブチレンサクシネート／アジペート（ＰＢ
ＳＡ）、芳香族コポリエステルが含まれる。高分子量および低分子量の両方のポリエステ
ル、置換および非置換ポリエステル、ブロック、分岐鎖またはランダム、ならびにポリエ
ステル混合物およびブレンドが使用され得る。好ましくは、この生分解性ポリエステルは
、ポリカプロラクトン（ＰＣＬ）である。
【０１９２】
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　ある特定の実施形態では、この生体適合性支持体は、ポリ（ｐ－キシリレン）ポリマー
、例えばパリレンＮ、パリレンＤ、パリレン－Ｃ、パリレンＡＦ－４、パリレンＳＦ、パ
リレンＨＴ、パリレンＶＴ－４およびパリレンＣＦであり、最も好ましくはパリレン－Ｃ
である。
【０１９３】
　ポリマー性支持体は、典型的には、公知の技術を使用して薄いフィルムへと形成され得
る。このフィルムの厚さは、有利には、約１ミクロン～約５０ミクロンであり、好ましく
は厚さ約５ミクロンである。このフィルムの表面は、平滑であり得るか、またはこのフィ
ルム表面は、部分的にもしくは完全にマイクロテクスチャ化され得る。適切な表面テクス
チャには、例えば、微小溝または微小柱が含まれる。このフィルムは、切断され得、移植
に適切な形状を形成するように成形され得る。
【０１９４】
　これらのＲＰＥおよび／または光受容体細胞もしくは光受容体前駆細胞は、生体適合性
足場を形成するために、フィルム上に直接－一緒にまたは順次（例えば、ＲＰＥ層が形成
された後に、光受容体細胞または光受容体前駆細胞）－プレートされ得る。あるいは、こ
のポリマーフィルムは、適切な被覆材料、例えばポリ－Ｄ－リジン、ポリ－Ｌ－リジン、
フィブロネクチン、ラミニン、コラーゲンＩ、コラーゲンＩＶ、ビトロネクチンおよびＭ
ａｔｒｉｇｅｌ（商標）で被覆され得る。これらの細胞は、任意の所望の密度になるよう
にプレートされ得るが、単一層のＲＰＥ細胞（ＲＰＥ単層）が好ましい。
【０１９５】
　治療的使用
　本発明は、この処置を必要とする患者において光受容体細胞を置き換えまたは修復する
ための方法もまた提供し、この方法は、本発明の光受容体前駆細胞もしくはそれらから誘
導された光受容体、またはそれらの組合せを含む医薬調製物を、患者に投与するステップ
を含む。本明細書に記載されるように、この医薬調製物は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで移植可能
な組織へと形成される細胞の懸濁物または細胞であり得る。多くの場合、これらの細胞は
、罹患したまたは変性した網膜の網膜下空間に投与される。しかし、本発明の光受容体前
駆細胞は、神経保護効果もまた有するので、これらの細胞は、局所的にではあるが、網膜
の外側（例えば、硝子体中）に、または身体の他の部分へのデポーもしくは全身性送達に
よって、投与され得る。
【０１９６】
　本発明の医薬調製物は、網膜変性症関連疾患を含む視覚系の変質を生じる広範な疾患お
よび障害において使用され得る。かかる疾患および障害は、加齢によって引き起こされ得
、その結果、変質の実質的な供給源として同定可能である傷害または疾患は存在しないよ
うである。当業者は、かかる疾患状態を診断するため、および／またはかかる傷害の既知
の徴候について調査するための確立された方法を理解する。さらに、文献には、動物の視
覚系の局面における、加齢性の衰えまたは変質に関する情報が充実している。用語「網膜
変性症関連疾患」は、生得的なまたは出生後の網膜変性症または網膜異常から生じる任意
の疾患を指す意図である。網膜変性症関連疾患の例には、網膜異形成、網膜変性症、高齢
黄斑変性症、糖尿病性網膜症、網膜色素変性症、先天性網膜ジストロフィー、レーバー先
天黒内障、網膜剥離、緑内障、視神経症および外傷が含まれる。
【０１９７】
　さらにまたはあるいは、視覚系成分、例えば神経感覚網膜の変質は、傷害、例えば、視
覚系自体（例えば、眼）に対する外傷、頭部もしくは脳に対する外傷、またはより一般的
に身体に対する外傷によって引き起こされ得る。特定のかかる傷害は、加齢性傷害である
こと、即ち、その尤度または頻度が年齢と共に増加することが公知である。かかる傷害の
例には、網膜裂孔、黄斑円孔、網膜上膜および網膜剥離が含まれ、その各々は、任意の年
齢の動物において生じ得るが、他の点では健康な加齢動物を含む加齢動物において、生じ
る可能性がより高い、またはより高い頻度で生じる。
【０１９８】
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　視覚系またはその成分の変質は、疾患によっても引き起こされ得る。これらの疾患のな
かでも、視覚系に影響を与える種々の加齢性疾患が含まれる。かかる疾患は、若年動物に
おいてよりも高齢動物において、より高い尤度および／または頻度で生じる。例えば、神
経感覚網膜層を含む視覚系に影響を与え得、その変質を引き起こし得る疾患の例は、種々
の形態の網膜炎、視神経炎、黄斑変性症、増殖性もしくは非増殖性糖尿病性網膜症、糖尿
病性黄斑浮腫、進行性網膜萎縮症、進行性網膜変性症、突発性後天性網膜変性症、免疫媒
介性網膜症、網膜異形成、脈絡網膜炎、網膜虚血、網膜出血（網膜前、網膜内および／ま
たは網膜下）、高血圧性網膜症、網膜炎症、網膜浮腫、網膜芽細胞腫または網膜色素変性
症である。
【０１９９】
　上述の疾患の一部は、特定の動物、例えばコンパニオンアニマル、例えば、イヌおよび
／またはネコに対して特異的である傾向がある。これらの疾患の一部は、一般的に列挙さ
れる、即ち、多くの型の網膜炎または網膜出血が存在し得る；したがって、一部の疾患は
、１つの特定の病原因子によって引き起こされるのではなく、疾患の型または結果につい
てより記述的である。視覚系の１つまたは複数の成分の衰えまたは変質を引き起こし得る
疾患の多くは、動物の視覚系に対して、一次的および二次的の両方の、またはより遠隔の
影響を有し得る。
【０２００】
　有利には、本発明の医薬調製物は、光受容体細胞機能の欠如または縮小を補償するため
に使用され得る。本発明の網膜幹細胞集団および方法によって処置され得る網膜機能不全
の例には、以下が含まれるがこれらに限定されない：光受容体変性（例えば、網膜色素変
性症、錐体ジストロフィー、錐体－杆体および／または杆体－錐体ジストロフィーならび
に黄斑変性症において生じる）；網膜剥離および網膜外傷；レーザーまたは日光によって
引き起こされる光病変；黄斑円孔；黄斑浮腫；夜盲症および色覚異常；糖尿病または血管
閉塞によって引き起こされる虚血性網膜症；早産児／早産に起因する網膜症；例えば、Ｃ
ＭＶ網膜炎およびトキソプラスマ症などの感染性状態；炎症性状態、例えばブドウ膜炎（
ｕｖｅｉｔｉｄｉｅｓ）；腫瘍、例えば網膜芽細胞腫および眼黒色腫；ならびに緑内障、
外傷性視神経症、ならびに放射線視神経症および網膜症を含む眼神経障害において影響を
受ける内部網膜ニューロンの置き換えとして。
【０２０１】
　一態様では、これらの細胞は、処置を必要とする患者において網膜色素変性症の症状を
処置または軽減できる。別の一態様では、これらの細胞は、この処置を必要とする患者に
おいて黄斑変性症、例えば加齢性黄斑変性症（滲出型または萎縮型）、シュタルガルト病
、近視性黄斑変性症などの症状を処置または軽減できる。これらの処置の全てについて、
これらの細胞は、患者にとって自家または同種であり得る。さらなる一態様では、本発明
の細胞は、他の処置と組み合わせて投与され得る。
【０２０２】
　網膜色素変性症（ＲＰ）とは、光受容体の段階的変性に起因する進行性の視力喪失を特
徴とする遺伝性の眼障害の不均一な群を指す。米国において推定１００，０００人が、Ｒ
Ｐを有する。１つの表題の下でのこの群の障害の分類は、これらの患者において最も一般
的に観察される臨床的特徴に基づいている。ＲＰの特徴は、夜盲症および周辺視野の低減
、網膜血管の狭小化、ならびに破壊された網膜色素上皮からの網膜中への色素の移動、し
ばしば網膜血管の隣の、種々のサイズの凝集塊の形成である。
【０２０３】
　典型的には、患者は、杆体光受容体の喪失に起因した、夜間の見えにくさに最初に気が
付く；次いで、残りの錐体光受容体が、視覚機能の頼みの綱になる。しかし、数年および
数十年かかって、錐体もまた変性し、視覚の進行性の喪失をもたらす。ほとんどのＲＰ患
者では、視野欠損は、固視から３０°と５０°との間の中間周辺において始まる。この欠
損領域は、段階的に拡大し、周辺における視覚の島および狭窄した中心視野（トンネル状
視野と呼ばれる）を残す。視野が２０°もしくはそれ未満まで縮小する場合、および／ま
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たは中心視野が２０／２００もしくはそれより悪い場合、その患者は、法的に盲目になる
。
【０２０４】
　遺伝パターンは、ＲＰが、Ｘ連鎖（ＸＬＲＰ）、常染色体優性（ＡＤＲＰ）または劣性
（ＡＲＲＰ）様式で伝達され得ることを示す。ＲＰの３つの遺伝子型のうちで、ＡＤＲＰ
は最も軽症である。これらの患者は、６０歳およびそれ超まで、良好な中心視野を保持す
る場合が多い。対照的に、この疾患のＸＬＲＰ形態を有する患者は、通常、３０～４０歳
までに法的に盲目になる。しかし、これらの症状の重症度および発症の年齢は、同じ遺伝
子型のＲＰを有する患者の中で大きく変動する。このバリエーションは、推定上全ての罹
患成員が同じ遺伝子変異を有する同じ家族内であっても明らかである。ＲＰを誘導する多
くの変異が、現在記載されている。これまでに同定された遺伝子のうち、多くが、光受容
体特異的タンパク質をコードし、いくつかは、ロドプシン、ｃＧＭＰホスホジエステラー
ゼのサブユニットおよびｃＧＭＰゲート化Ｃａ２＋チャネルなど、杆体における光伝達と
関連している。クローニングされた遺伝子の各々において、複数の変異が見出されている
。例えば、ロドプシン遺伝子の場合、９０の異なる変異が、ＡＤＲＰ患者の中で同定され
ている。
【０２０５】
　特定の変異とは関係なく、ＲＰ患者にとって最も危機的な視力喪失は、錐体の段階的変
性に起因する。多くの場合、ＲＰを引き起こす変異が影響を与えるタンパク質は、錐体に
おいて発現されることさえない；主要な例は、ロドプシン－杆体特異的視色素である。し
たがって、錐体の喪失は、杆体特異的変異の間接的な結果であり得る。損傷した光受容体
を置き換える能力は、この疾患の処置へのアプローチを提供する。
【０２０６】
　加齢性黄斑変性症（ＡＭＤ）は、中心視野の進行性の喪失を引き起こし、５５歳を超え
る人々における視力喪失の最も一般的な原因である。基礎にある病理は、光受容体の変性
である。種々の研究は、ＡＭＤを発達させる危険性に寄与するとして、遺伝性因子、心血
管疾患、環境因子、例えば喫煙および光曝露、ならびに栄養的原因を暗示している。ＲＰ
Ｅ変性は、覆っている光受容体および基礎をなす脈絡膜灌流の両方の変動性の喪失を伴う
。視力喪失または視野喪失は、ＲＰＥが萎縮すると生じ、ＲＰＥが供給する覆っている光
受容体細胞の二次的喪失を生じる。ＲＰＥおよび光受容体細胞を置き換える能力は、確立
されたＡＭＤを処置する手段を提供する。
【０２０７】
　黄斑変性症は、２つの型に大まかに分割される。滲出性－新生血管形態、即ち「滲出型
」ＡＭＤは、全ての症例の１０％を占め、異常な血管増殖が黄斑の下で生じる。しばしば
網膜内出血、網膜下液、色素上皮剥離および色素沈着過剰と関連する、脈絡膜新血管新生
の網膜下ネットワークの形成が存在する。最終的に、この複合体は縮小し、後極において
独特な隆起した瘢痕を残す。これらの血管は、体液および血液を網膜中に漏出させ、した
がって、光受容体に対する損傷を引き起こす。滲出型ＡＭＤは、迅速に進行する傾向があ
り、重症の損傷を引き起こし得る；中心視野の迅速な喪失は、たった数カ月間で生じ得る
。
【０２０８】
　ＡＭＤ症例の残りの９０％は、萎縮性黄斑変性症（萎縮型）であり、この場合、黄斑領
域中に色素異常が存在するが、隆起した黄斑瘢痕は存在せず、黄斑の領域における出血も
滲出も存在しない。これらの患者では、網膜色素上皮（ＲＰＥ）の段階的な消失が存在し
、萎縮症の限局性の領域を生じる。光受容体の喪失が、ＲＰＥの消失の後に起こるので、
罹患した網膜領域は、視覚機能をほとんどまたは全く有さない。萎縮型ＡＭＤからの視力
喪失は、多年にわたる過程にわたってより段階的に生じる。これらの患者は通常、いくら
かの中心視野を保持するが、この喪失は、細部を見る必要がある作業の成績を損なうのに
十分に重症であり得る。
【０２０９】
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　適切な年齢および臨床的知見が視力、視野または他の視覚機能の喪失を伴う場合、この
状態は、ＡＭＤと分類される場合が多い。時折、視覚喪失の発症前のステップは、患者が
特徴的ドルーゼンおよび関連する家族歴を有する場合、ＡＭＤと分類されてきた。
【０２１０】
　時折、黄斑変性症は、かなり早い年齢で生じる。これらの症例の多くは、遺伝子変異に
よって引き起こされる。遺伝性黄斑変性症の多くの型が存在し、各々が、それ自体の臨床
所見および遺伝的原因を有する。若年性黄斑変性症の最も一般的な形態は、常染色体劣性
として遺伝するシュタルガルト病として公知である。患者は通常、２０歳未満で診断され
る。視力喪失の進行は可変性であるが、これらの患者のほとんどは、５０歳までに法的に
盲目になる。シュタルガルト病を引き起こす変異は、ＡＢＣＲ遺伝子において同定されて
おり、この遺伝子は、光受容体膜を横切ってレチノイドを輸送するタンパク質をコードす
る。
【０２１１】
　本発明の光受容体前駆細胞は、変性疾患の処置において使用を見出し、前駆細胞として
；例えば、目的の光受容体系列への傾倒後に、その分化した子孫（杆体および錐体）とし
て、送達され得る。これらの細胞は、意図した網膜部位、例えば、外顆粒層中にこれらの
細胞を移植または遊走させる様式で投与され、機能的に欠損した領域を再構成または再生
する。
【０２１２】
　遺伝子操作された前駆細胞または光受容体もまた、変性の部位に遺伝子産物を標的化す
るために使用され得る。これらの遺伝子産物には、ネイティブの変性しているニューロン
をレスキューするための生存促進因子、移植した細胞の生存および部位特異的ニューロン
への分化を促進するように自己分泌様式で作用し得る因子または機能的回復を可能にする
ために神経伝達物質（複数可）を送達するための因子が含まれ得る。ｅｘ　ｖｉｖｏ遺伝
子治療、例えば、これらの前駆細胞または光受容体を培養物中で組換え操作することは、
増殖因子ならびにニューロトロフィン、例えばＦＧＦ２、ＮＧＦ、毛様体神経栄養因子（
ＣＮＴＦ）および脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）の送達によって、ＲＰ、ＡＭＤおよび
緑内障においてならびに網膜剥離を引き起こす疾患において網膜細胞喪失を予防するため
の神経保護戦略として効果的に使用され得、これらの因子は、網膜変性症のモデルにおい
て細胞死のプロセスを顕著に減速させることが示されている。増殖因子または増殖因子の
組合せを合成するように操作された光受容体前駆体および／または光受容体細胞を使用す
る治療は、神経保護剤の持続的な送達を確実にできるだけでなく、損傷した網膜を再構築
することもできる。
【０２１３】
　本発明の方法では、移植される細胞は、ヒト投与のために十分に無菌な条件下で調製し
た等張賦形剤を含む任意の生理学的に許容される賦形剤中でレシピエントに移行される。
医薬製剤における一般原則について、読者には、Ｃｅｌｌ　Ｔｈｅｒａｐｙ：　Ｓｔｅｍ
　Ｃｅｌｌ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ，　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒａｐｙ，　ａｎｄ
　Ｃｅｌｌｕｌａｒ　Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒａｐｙ、Ｇ．　ＭｏｒｓｔｙｎおよびＷ．　
Ｓｈｅｒｉｄａｎ編、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ、１９９
６年を参照されたい。細胞性賦形剤および組成物の任意の付随する要素の選択は、投与に
使用される経路およびデバイスに従って適合される。これらの細胞は、注射、カテーテル
などによって導入され得る。これらの細胞は、液体窒素温度で凍結され得、長期間にわた
って貯蔵され得、解凍の際に使用が可能である。凍結される場合、これらの細胞は、通常
、１０％　ＤＭＳＯ、５０％　ＦＣＳ、４０％　ＲＰＭＩ　１６４０培地中に貯蔵される
。
【０２１４】
　本発明の医薬調製物は、任意選択で、所望の目的のための書面による指示と共に適切な
コンテナ中に包装される。かかる製剤は、光受容体前駆体または光受容体細胞と組み合わ
せるのに適切な形態で、網膜分化および／または栄養因子のカクテルを含み得る。かかる
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組成物は、動物中への移行に適した適切な緩衝液および／または賦形剤をさらに含み得る
。かかる組成物は、移植される細胞をさらに含み得る。
【０２１５】
　医薬調製物
　ＰＲＰＣまたは光受容体細胞は、薬学的に許容される担体と共に製剤化され得る。例え
ば、ＰＲＰＣまたは光受容体細胞は、単独で、または医薬製剤の成分として、投与され得
る。対象化合物は、薬における使用のために、任意の簡便な方法で投与のために製剤化さ
れ得る。投与に適切な医薬調製物は、１種または複数の薬学的に許容される無菌等張水性
または非水性溶液（例えば、平衡塩類溶液（ＢＳＳ））、分散物、懸濁物もしくは乳濁物
、または使用の直前に無菌の注射可能な溶液もしくは分散物へと再構成され得る無菌粉末
と組み合わせて、ＰＲＰＣまたは光受容体細胞を含み得、抗酸化剤、緩衝液、静菌剤、溶
質または懸濁剤もしくは増粘剤を含み得る。例示的な医薬調製物は、ＡＬＣＯＮ（登録商
標）ＢＳＳ　ＰＬＵＳ（登録商標）（水中、各１ｍＬ中に、塩化ナトリウム７．１４ｍｇ
、塩化カリウム０．３８ｍｇ、塩化カルシウム二水和物０．１５４ｍｇ、塩化マグネシウ
ム六水和物０．２ｍｇ、リン酸水素二ナトリウム０．４２ｍｇ、炭酸水素ナトリウム２．
１ｍｇ、デキストロース０．９２ｍｇ、グルタチオンジスルフィド（酸化型グルタチオン
）０．１８４ｍｇ、塩酸および／または水酸化ナトリウム（ｐＨをおよそ７．４に調節す
るため）を含む平衡塩類溶液）と組み合わせて、ＰＲＰＣまたは光受容体細胞を含む。
【０２１６】
　投与される場合、本開示での使用のための医薬調製物は、発熱物質を含まない生理学的
に許容される形態であり得る。
【０２１７】
　本明細書に記載される方法において使用されるＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞を含む調
製物は、懸濁物、ゲル、コロイド、スラリーまたは混合物中で移植され得る。さらに、こ
の調製物は、所望により、網膜または脈絡膜損傷の部位への送達のために、硝子体液中に
粘稠性形態で封入または注射され得る。また、注射の時点で、凍結保存されたＰＲＰＣＳ
光受容体細胞は、網膜下注射による投与に望ましい浸透圧および濃度を達成するために、
市販の平衡塩類溶液で再懸濁され得る。この調製物は、完全には疾患に至っていなかった
中心周囲黄斑の領域に投与され得、投与された細胞の付着および／または生存を促進し得
る。
【０２１８】
　これらのＰＲＰＣＳおよび／または光受容体細胞は、本明細書に記載されるように凍結
（凍結保存）され得る。解凍の際に、かかる細胞の生存度は、少なくとも２０％、少なく
とも３０％、少なくとも４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０
％、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％または約１００％であり得
る（例えば、解凍後に回収された細胞の少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくと
も４０％、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％
、少なくとも９０％、少なくとも９５％もしくは約１００％が生存しているか、または最
初に凍結された細胞数の少なくとも２０％、少なくとも３０％、少なくとも４０％、少な
くとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％、少なくとも８０％、少なくとも９
０％、少なくとも９５％もしくは約１００％が、解凍後に生存状態で回収される）。
【０２１９】
　本開示のＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞は、眼内注射によって、薬学的に許容される眼
科製剤中で送達され得る。硝子体内注射によってこの製剤を投与する場合、例えば、溶液
は、最小の容量が送達され得るように、濃縮され得る。注射のための濃度は、本明細書に
記載される因子に依存して、有効かつ非毒性である任意の量であり得る。患者の処置のた
めのＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞の医薬調製物は、少なくとも約１０４細胞／ｍＬの用
量で製剤化され得る。患者の処置のためのＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞の調製物は、少
なくとも約１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、１０９または１０１０の
ＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞／ｍＬの用量で製剤化される。例えば、これらのＰＲＰＣ
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Ｓまたは光受容体細胞は、薬学的に許容される担体または賦形剤中に製剤化され得る。
【０２２０】
　本明細書に記載されるＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞の医薬調製物は、少なくとも約１
，０００；２，０００；３，０００；４，０００；５，０００；６，０００；７，０００
；８，０００；または９，０００のＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞を含み得る。ＰＲＰＣ
Ｓまたは光受容体細胞の医薬調製物は、少なくとも約１×１０４、２×１０４、３×１０
４、４×１０４、５×１０４、６×１０４、７×１０４、８×１０４、９×１０４、１×
１０５、２×１０５、３×１０５、４×１０５、５×１０５、６×１０５、７×１０５、
８×１０５、９×１０５、１×１０６、２×１０６、３×１０６、４×１０６、５×１０
６、６×１０６、７×１０６、８×１０６、９×１０６、１×１０７、２×１０７、３×
１０７、４×１０７、５×１０７、６×１０７、７×１０７、８×１０７、９×１０７、
１×１０８、２×１０８、３×１０８、４×１０８、５×１０８、６×１０８、７×１０
８、８×１０８、９×１０８、１×１０９、２×１０９、３×１０９、４×１０９、５×
１０９、６×１０９、７×１０９、８×１０９、９×１０９、１×１０１０、２×１０１

０、３×１０１０、４×１０１０、５×１０１０、６×１０１０、７×１０１０、８×１
０１０または９×１０１０のＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞を含み得る。ＰＲＰＣＳまた
は光受容体細胞の医薬調製物は、少なくとも約１×１０２～１×１０３、１×１０２～１
×１０４、１×１０４～１×１０５または１×１０３～１×１０６のＰＲＰＣＳまたはＰ
ＲＰＣＳまたは光受容体細胞を含み得る。ＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞の医薬調製物は
、少なくとも約１０，０００、２０，０００、２５，０００、５０，０００、７５，００
０、１００，０００、１２５，０００、１５０，０００、１７５，０００、１８０，００
０、１８５，０００、１９０，０００または２００，０００のＰＲＰＣＳまたは光受容体
細胞を含み得る。例えば、ＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞の医薬調製物は、少なくとも約
５０～２００μＬの容量中に、少なくとも約２０，０００～２００，０００のＰＲＰＣＳ
または光受容体細胞を含み得る。さらに、ＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞の医薬調製物は
、１５０μＬの容量中に約５０，０００のＰＲＰＣＳもしくは光受容体を、１５０μＬの
容量中に約２００，０００のＰＲＰＣＳもしくは光受容体細胞を、または少なくとも約１
５０μＬの容量中に少なくとも約１８０，０００のＰＲＰＣＳもしくは光受容体細胞を、
含み得る。
【０２２１】
　上述の医薬調製物および組成物では、ＰＲＰＣＳもしくは光受容体細胞の数またはＰＲ
ＰＣＳもしくは光受容体細胞の濃度は、生存細胞を計数し、非生存細胞を排除することに
よって、決定され得る。例えば、非生存ＰＲＰＣＳまたは光受容体は、生体染色色素（例
えば、トリパンブルー）を排除することの失敗によって、または機能的アッセイ（例えば
、培養基材に接着する能力、食作用など）を使用して、検出され得る。さらに、ＰＲＰＣ
Ｓもしくは光受容体細胞の数またはＰＲＰＣＳもしくは光受容体細胞の濃度は、１種もし
くは複数のＰＲＰＣＳもしくは光受容体細胞マーカーを発現する細胞を計数し、および／
またはＰＲＰＣＳもしくは光受容体以外の細胞型を示す１種または複数のマーカーを発現
する細胞を排除することによって、決定され得る。
【０２２２】
　これらのＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞は、薬学的に許容される眼科ビヒクル中での送
達のために製剤化され得、その結果、この調製物は、眼の罹患領域、例えば、前眼房、後
眼房、硝子体、眼房水、硝子体液、角膜、虹彩／毛様体、水晶体、脈絡膜、網膜、強膜、
脈絡膜上空間、結膜、結膜下空間、強膜外空間、角膜内空間、角膜外空間、毛様体扁平部
、手術誘導性の無血管性領域、または黄斑にこれらの細胞を浸透させるのに十分な期間に
わたって、眼表面と接触して維持される。
【０２２３】
　これらのＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞は、細胞のシート中に含まれ得る。例えば、Ｐ
ＲＰＣＳまたは光受容体細胞を含む細胞のシートは、細胞のインタクトなシートがそこか
ら放出され得る基材、例えば、熱応答性ポリマー、例えば熱応答性ポリ（Ｎ－イソプロピ
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ルアクリルアミド）（ＰＮＩＰＡＡｍ）グラフト表面上でＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞
を培養することによって調製され得、この基材上に、細胞が接着し、培養温度で増殖し、
次いで、温度シフトの際に、この表面特徴は変更されて、細胞の培養されたシートの放出
を引き起こす（例えば、下限臨界溶液温度（ＬＣＳＴ）を下回るまで冷却することによっ
て）（その各々の全体が参照によって本明細書に組み込まれる、ｄａ　Ｓｉｌｖａら、Ｔ
ｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　２００７年１２月；２５巻（１２号）：５７７～
８３頁；Ｈｓｉｕｅら、Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ．　２００６年２月１５日；８
１巻（３号）：４７３～６頁；Ｉｄｅ，　Ｔ．ら（２００６年）；Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａ
ｌｓ　２７巻、６０７～６１４頁、Ｓｕｍｉｄｅ，　Ｔ．ら（２００５年）、ＦＡＳＥＢ
　Ｊ．　２０巻、３９２～３９４頁；Ｎｉｓｈｉｄａ，　Ｋ．ら（２００４年）、Ｔｒａ
ｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　７７巻、３７９～３８５頁；およびＮｉｓｈｉｄａ，　Ｋ．
ら（２００４年）、Ｎ．　Ｅｎｇｌ．　Ｊ．　Ｍｅｄ．　３５１巻、１１８７～１１９６
頁を参照のこと）。例えば、移植に適切な基材上でこれらの細胞を培養すること、または
別の基材（例えば、熱応答性ポリマー）から移植に適切な基材上にこれらの細胞を放出す
ることによって調製される細胞のシートは、移植に適切な基材、例えば、宿主生物中にこ
のシートが移植される場合にｉｎ　ｖｉｖｏで溶解し得る基材に対して接着性であり得る
。移植に潜在的に適切な例示的な基材は、ゼラチンを含み得る（Ｈｓｉｕｅら、上記を参
照のこと）。移植に適切であり得る代替的な基材には、フィブリンベースのマトリックス
などが含まれる。細胞のシートは、網膜変性症の疾患の予防または処置のための医薬の製
造において使用され得る。ＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞のシートは、それを必要とする
対象の眼中への導入のために製剤化され得る。例えば、細胞のシートは、ＰＲＰＣＳまた
は光受容体細胞のシートの移植と共に、中心窩下膜切除術によってそれを必要とする眼中
に導入され得るか、または中心窩下膜切除術後の移植のための医薬の製造のために使用さ
れ得る。
【０２２４】
　本明細書に記載される方法に従って投与される調製物の容量は、因子、例えば、投与の
様式、Ｐ　ＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞の数、患者の年齢および体重、処置されている
疾患の型および重症度に依存し得る。注射によって投与される場合、本開示のＰＲＰＣＳ
または光受容体細胞の医薬調製物の容量は、少なくとも約１、１．５、２、２．５、３、
４または５ｍＬからであり得る。この容量は、少なくとも約１～２ｍＬであり得る。例え
ば、注射によって投与される場合、本開示のＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞の医薬調製物
の容量は、少なくとも約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３
、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、
２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、３８、３９、４
０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８、４９、５０、５１、５２、５３
、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、６２、６３、６４、６５、６６、
６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７５、７６、７７、７８、７９、８
０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８、８９、９０、９１、９２、９３
、９４、９５、９６、９７、９８、９９、１００、１０１、１０２、１０３、１０４、１
０５、１０６、１０７、１０８、１０９、１００、１１１、１１２、１１３、１１４、１
１５、１１６、１１７、１１８、１１９、１２０、１２１、１２２、１２３、１２４、１
２５、１２６、１２７、１２８、１２９、１３０、１３１、１３２、１３３、１３４、１
３５、１３６、１３７、１３８、１３９、１４０、１４１、１４２、１４３、１４４、１
４５、１４６、１４７、１４８、１４９、１５０、１５１、１５２、１５３、１５４、１
５５、１５６、１５７、１５８、１５９、１６０、１６１、１６２、１６３、１６４、１
６５、１６６、１６７、１６８、１６９、１７０、１７１、１７２、１７３、１７４、１
７５、１７６、１７７、１７８、１７９、１８０、１８１、１８２、１８３、１８４、１
８５、１８６、１８７、１８８、１８９、１９０、１９１、１９２、１９３、１９４、１
９５、１９６、１９７、１９８、１９９または２００μＬ（マイクロリットル）であり得
る。例えば、本開示の調製物の容量は、少なくとも約１０～５０、２０～５０、２５～５
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０または１～２００μＬからであり得る。本開示の調製物の容量は、少なくとも約１０、
２０、３０、４０、５０、１００、１１０、１２０、１３０、１４０、１５０、１６０、
１７０、１８０、１９０もしくは２００μＬ、またはそれ超であり得る。
【０２２５】
　例えば、この調製物は、１μＬ当たり少なくとも約１×１０３、２×１０３、３×１０
３、４×１０３、５×１０３、６×１０３、７×１０３、８×１０３、９×１０３、１×
１０４、２×１０４、３×１０４、４×１０４、５×１０４、６×１０４、７×１０４、
８×１０４または９×１０４のＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞を含み得る。この調製物は
、１μＬ当たり２０００のＰＲＰＣＳもしくは光受容体細胞、例えば、５０μＬ当たり１
００，０００のＰＲＰＣＳもしくは光受容体細胞、または９０μＬ当たり１８０，０００
のＰＲＰＣＳもしくは光受容体細胞を含み得る。
【０２２６】
　網膜変性症を処置する方法は、免疫抑制剤の投与をさらに含み得る。使用され得る免疫
抑制剤には、抗リンパ球グロブリン（ＡＬＧ）ポリクローナル抗体、抗胸腺細胞グロブリ
ン（ＡＴＧ）ポリクローナル抗体、アザチオプリン、ＢＡＳＩＬＩＸＩＭＡＢ（登録商標
）（抗ＩＬ－２Ｒα受容体抗体）、シクロスポリン（シクロスポリンＡ）、ＤＡＣＬＩＺ
ＵＭＡＢ（登録商標）（抗ＩＬ－２Ｒα受容体抗体）、エベロリムス、ミコフェノール酸
、ＲＩＴＵＸＩＭＡＢ（登録商標）（抗ＣＤ２０抗体）、シロリムスおよびタクロリムス
が含まれるがこれらに限定されない。これらの免疫抑制剤は、少なくとも約１、２、４、
５、６、７、８、９または１０ｍｇ／ｋｇで投薬され得る。免疫抑制剤が使用される場合
、これらは、全身的にまたは局所的に投与され得、ＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞の投与
の前、投与と同時発生的に、または投与後に、投与され得る。免疫抑制的治療は、ＰＲＰ
ＣＳまたは光受容体細胞の投与の後、数週間、数カ月間、数年間または無制限に継続し得
る。例えば、患者には、ＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞の投与の後、６週間にわたって、
５ｍｇ／ｋｇシクロスポリンが投与され得る。
【０２２７】
　網膜変性症の処置の方法は、単一用量のＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞の投与を含み得
る。また、本明細書に記載される処置の方法は、ＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞が、いく
らかの期間にわたって複数回投与される治療の過程を含み得る。例示的な治療の過程は、
週に１回、隔週で、月に１回、３カ月に１回、半年に１回または年に１回の処置を含み得
る。あるいは、処置は、段階的に進行し得、それによって、複数の用量が、最初に投与さ
れ（例えば、最初の１週間にわたって日に１回の用量）、引き続いて、より少ないまたは
より低頻度の用量が、必要とされる。
【０２２８】
　眼内注射によって投与する場合、これらのＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞は、患者の生
涯にわたって１回または複数回、周期的に送達され得る。例えば、これらのＰＲＰＣＳま
たは光受容体細胞は、１年に１回、６～１２カ月毎に１回、３～６カ月毎に１回、１～３
カ月毎に１回または１～４週間毎に１回、送達され得る。あるいは、より高頻度の投与が
、特定の状態または障害について望まれ得る。インプラントまたはデバイスによって投与
する場合、これらのＰＲＰＣＳまたは光受容体細胞は、特定の患者および処置されている
障害または状態にとって必要な場合、１回投与され得るか、または患者の生涯にわたって
１回もしくは複数回、周期的に投与され得る。同様に、経時的に変化する治療レジメンが
企図される。例えば、より高頻度の処置が、開始時に必要とされ得る（例えば、日に１回
または週に１回の処置）。時間と共に、患者の状態が改善するにつれて、より低頻度の処
置が必要とされ得、またはさらにはさらなる処置は必要とされない可能性がある。
【０２２９】
　本明細書に記載される方法は、対象において網膜電図応答、視運動の鋭敏さ閾値または
輝度閾値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リングするステップを
さらに含み得る。この方法は、これらの細胞の免疫原性または眼におけるこれらの細胞の
遊走をモニタリングすることによって、処置または予防の効力をモニタリングするステッ
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プもまた含み得る。
【０２３０】
　ＰＲＰＣまたはＰＲは、網膜変性症を処置するための医薬の製造において使用され得る
。本開示は、盲目の処置における、ＰＲＰＣまたはＰＲを含む調製物の使用もまた包含す
る。例えば、ヒトＰＲＰＣまたはＰＲを含む調製物は、光受容体損傷および盲目を生じる
いくつかの視覚変更性の不快と関連する網膜変性症、例えば、糖尿病性網膜症、黄斑変性
症（加齢性黄斑変性症、例えば、滲出型加齢性黄斑変性症および萎縮型加齢性黄斑変性症
を含む）、網膜色素変性症、ならびにシュタルガルト病（黄色斑眼底）、夜盲症および色
覚異常を処置するために使用され得る。光受容体損傷および盲目を生じるいくつかの視覚
変更性の不快と関連する網膜変性症、例えば、糖尿病性網膜症、黄斑変性症（加齢性黄斑
変性症を含む）、網膜色素変性症およびシュタルガルト病（黄色斑眼底）を処置するため
に網膜に投与され得るこの調製物は、少なくとも約５，０００～５００，０００のＰＲＰ
ＣまたはＰＲ（例えば、１００，００のＰＲＰＣまたはＰＲ）を含み得る。
【０２３１】
　本明細書で提供されるＰＲＰＣまたはＰＲは、ＰＲＰＣまたはＰＲであり得る。しかし
、これらのヒト細胞は、ヒト患者において、ならびに動物モデルまたは動物患者において
使用され得ることに留意のこと。例えば、これらのヒト細胞は、網膜変性症のマウス、ラ
ット、ネコ、イヌまたは非ヒト霊長類モデルにおいて試験され得る。さらに、これらのヒ
ト細胞は、獣医薬などの中で、それを必要とする動物を処置するために、治療的に使用さ
れ得る。獣医学的対象または患者の例には、イヌ、ネコおよび他のコンパニオンアニマル
、ならびに経済的に価値のある動物、例えば家畜およびウマが含まれるがこれらに限定さ
れない。
【０２３２】
　以下は、本発明を説明するための実施例であり、本発明の範囲の限定とみなすべきでは
ない。
【実施例】
【０２３３】
　（実施例１）
　光受容体前駆細胞の生成
　ヒト胚性幹細胞を、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）（Ｅｎｇｅｌｂｒｅｔｈ－Ｈｏｌｍ－Ｓ
ｗａｒｍ（ＥＨＳ）マウス肉腫細胞由来の可溶性調製物、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
）表面上でｍＴＥＳＲ１培地（Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）中で無フィ
ーダー条件下で培養した。８０～９０％コンフルエンスになったところで、細胞を継代ま
たは凍結した。幹細胞の継代を、酵素的（ディスパーゼ）または非酵素的（ＥＤＴＡベー
スの細胞解離緩衝液、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）技術を使用して実施した。
【０２３４】
　直接分化法を、眼野前駆細胞、網膜神経前駆細胞、光受容体前駆細胞および網膜光受容
体細胞の生成に使用した。胚様体の形成は必要としなかった。
【０２３５】
　これらの実施例において光受容体発生のために使用した全体的方法を、図１９中に模式
的に示し、この図は、プロセスの各ステップにおいて使用した培地をさらに示す。
【０２３６】
　染色データに基づいて、これらの細胞が、７日目～３０日目の間にＥＦＰＣになり（こ
の細胞の正体を確認した２０日目に実施した染色によって示される）、２１日目～４５日
目の間にＲＮＰＣになり（３０日目に実施した染色によって示される）、１～４カ月の間
にＰｈＲＰＣになった（９０日目に実施した染色に基づく）ことが決定された。
【０２３７】
　さらに、実施例１に記載した方法を使用して異なる細胞型が生じたタイミングは、以下
のとおりであったと推定された：
　眼野前駆体（ＥＦＰＣ）：７～３０日／６５％～９８％純度
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　網膜神経前駆体（ＲＮＰＣ）：２１～４５日／７０％～９５％純度
　杆体光受容体および錐体光受容体の両方になることが可能な光受容体前駆体（ＰｈＲＰ
）：１～４カ月／８５％～９５％純度
　杆体光受容体（錐体光受容体ではなく）になるその能力における喪失を有するまたは低
減を経験したと考えられる光受容体前駆体（ＰｈＲＰ）：５～１２カ月／８５％～９５％
純度。
【０２３８】
　０日目：ヒト多能性幹細胞の細胞分化を、１５～２０％コンフルエンスで誘導した。培
養培地を、網膜誘導（ＲＩ）培地に交換した：４５０ｍｇ／ｍｌのＤ－グルコース、１０
０単位／ｍｌのペニシリン、１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン、１％（または任意
選択で０．１～５％）のＮ２サプリメント（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、０．２％（または
任意選択で０．０５～２．０％）のＢ２７サプリメント、０．１ｍＭのＭＥＭ非必須アミ
ノ酸溶液、２５μｇ／ｍｌ（または任意選択で５～５０μｇ／ｍｌ）のヒトインスリンを
補充したＤＭＥＭ／Ｆ１２を、ＲＩ培地に添加した。Ｓｍａｄインヒビターノギンもまた
含め、これは、１０～１００ｎｇ／ｍｌまたは好ましくは５０ｎｇ／ｍｌの濃度において
含めた場合、眼野転写因子の発現を増加させた。図１に示すように、５０ｎｇ／ｍｌのノ
ギン、５ｎｇ／ｍｌのＤｋｋ１、５ｎｇ／ｍｌのＩＧＦ－１、または５ｎｇ／ｍｌのノギ
ン、５ｎｇ／ｍｌのＤｋｋ１および５ｎｇ／ｍｌのＩＧＦ－１の組合せを含む異なる因子
を含めることは、２１日目に、分化した眼野前駆細胞における眼野転写因子の発現のレベ
ルに影響を与えた。これらの条件のうち、５０ｎｇ／ｍｌのノギンを含めることで、眼野
前駆体マーカーの発現が大いに誘導された。
【０２３９】
　このＲＩ培地組成物は以下を含んだ：
　Ｎ２：１％（１００ｍｌの培地当たり１ｍｌのＮ２）
　Ｂ２７：０．２％（１００ｍｌ当たり０．２ｍｌのｂ２７）
　ヒトインスリン：２０μｇ／ｍｌ（Ｎ２によって補充された５μｇ／ｍｌのインスリン
に加えて）。インスリンの最終濃度は２５μｇ／ｍｌであった。
【０２４０】
　ノギン：５０ｎｇ／ｍｌの最終濃度。
【０２４１】
　１日目～４日目：完全な培地交換を、毎日行った。この頻度が好ましいが、特により大
きい容量の培地を使用する場合には、より低頻度で、例えば２～３日毎に培地を交換する
ことが適切であり得ると考えられる。細胞コロニーは、以前のステップと同じ濃度でイン
スリンおよびノギンを含むＲＩ培地中で増殖し続けた。ＲＩ培地への１日の曝露の後、コ
ロニー周縁部に位置した細胞は、図２Ａに示すように、伸長し、円柱形状であった。
【０２４２】
　５日目：細胞培養物は、５日目に８０～９０％コンフルエントになった。培地を神経分
化（ＮＤ）培地に交換した：４５０ｍｇ／ｍｌのＤ－グルコース、１００単位／ｍｌのペ
ニシリン、１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン、１×ＧｌｕｔａＭＡＸ（商標）（Ｌ
－グルタミン由来の安定化形態のジペプチド、Ｌ－アラニル－Ｌ－グルタミン）、１％（
または任意選択で０．１～５％）のＮ２サプリメント（１ｍＭのヒトトランスフェリン（
ホロ）、０．０８６１ｍＭのインスリン組換え全鎖、０．００２のプロゲステロン、１０
．０１ｍＭのプトレシンおよび０．００３０１ｍＭのセレナイトを含むＢｏｔｔｅｎｓｔ
ｅｉｎのＮ－１処方に基づく、化学的に規定された無血清サプリメント、Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ）、２％（または任意選択で０．０５～２．０％）のＢ２７サプリメント（成分は
図２１中に列挙した）、０．１ｍＭのＭＥＭ非必須アミノ酸溶液を補充したＮｅｕｒｏｂ
ａｓａｌ培地（成分は図２１中に列挙した、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）。ノギンもまた、５
０ｎｇ／ｍｌ（または任意選択で１０～１００ｎｇ／ｍｌ）の最終濃度で、ＮＤ培地に添
加した。
【０２４３】
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　６日目～２０日目：細胞を、ＮＤ培地中で維持した。培地の半分量を、２日毎に交換し
た。細胞コロニーは、ＮＤ培地中で増殖し続けた。縁の細胞は、平らで大きくなったが、
中心部の細胞は、より小さく、コンパクトな細胞クラスターを形成した（図２Ｂ）。１４
日目ごろに、コロニーの中心に位置した細胞は、ロゼット様構造を形成し始めた（図２Ｃ
）。２１日目に、これらの細胞の９０％超が、免疫染色およびフローサイトメトリーによ
って明らかなように、ＰＡＸ６およびＲＸ１を同時発現した（図３Ａ～３Ｂ）。免疫染色
によって、細胞は、ネスチンおよびＳＯＸ２について陽性であった（図３Ｃ～３Ｄ）。細
胞は、ＥＳ細胞マーカー（具体的にはＯＣＴ４）および網膜神経前駆体マーカー（具体的
にはＣＨＸ１０）について陰性であった。ＲＴ－ＰＣＲによって、細胞は、眼野転写因子
：ＰＡＸ６、ＲＸ１、ＬＨＸ２、ＳＩＸ３、ＳＩＸ６、ＴＢＸ３およびＳＯＸ２を発現し
た（図３Ｅ）。これらの結果は、これらの細胞が眼野前駆細胞であったことを示している
。
【０２４４】
　これらの細胞は、神経分化培地を用いて培養した後に、約７～８日目（ＮＤ培地中での
約２～３日の培養）から、眼野前駆体になった。これらの時点において、検出可能なｐａ
ｘ６／ｒｘ１二重陽性細胞が生じる。約１４日目の後に（１４日目～３０日目の間）、高
い純度（＞９０％）の眼野前駆体が生成される。
【０２４５】
　約７日目～３０日目の間に、「眼野前駆細胞」即ち「ＥＦＰＣ」が形成される。
【０２４６】
　２１日目～２４日目：２１日目に、細胞を、増殖表面から外し、ノギンなしのＮＤ培地
中でクラスターになるように機械的に断片化した。細胞クラスターを、１００ｍｍ超低付
着培養ディッシュに移した。細胞クラスターは、懸濁培養中でまとまり、個々の球（固形
クラスター）を形成した。２３日目に、培養培地の半分を置き換えた。
【０２４７】
　２５日目に、球を収集し、死細胞およびデブリを、ＮＤ培地でこれらの球を洗浄するこ
とによって除去した。細胞球を、ＮＤ培地中で、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）被覆ガラスチ
ャンバスライド（免疫染色のため）または組織培養ディッシュ上にプレートした。球は１
２時間以内に付着した。これらは、増殖し続け、ニューロン表現型を示し、特に、凝集体
の外に遊走している一部の細胞を伴って、軸索様神経突起を延ばした球内の細胞凝集体を
示す（図４Ａ）。細胞継代の間に排除され得る大きい上皮様細胞はほとんど存在しなかっ
た（以下の「２カ月目～３カ月目」を参照のこと）。細胞培養物がコンフルエントになる
まで、２日毎に培養培地の半分を交換して、培養物を維持した。球のボールがプレートに
付着したことが観察された。
【０２４８】
　３０日目に、遊走している細胞は、未成熟および成熟ニューロンを標識するＴｕｊ１に
ついて陽性であった（図４Ｂ）。凝集体中の細胞は、Ｔｕｊ１について陰性であった。９
５％超の細胞（凝集体中の細胞または凝集体の外に遊走している細胞を含む）は、ＰＡＸ
６およびＣＨＸ１０を同時発現し、これは、それらが網膜神経前駆体になっていたことを
示唆している（図４Ｃ）。
【０２４９】
　２カ月目～３カ月目：ＮＤ培地中での増殖および細胞継代。以前のステップからの細胞
を、コンフルエントになるまで継代した。２ステップ連続継代技術を使用して、非ニュー
ロン表現型の細胞の大部分を排除することによって、高純度神経培養物を生成した。第１
のステップ：神経球培養。細胞を、酵素的に（例えば、Ａｃｃｕｔａｓｅを使用して）ま
たは機械的に解離させて、単一細胞および細胞クラスターの混合物にした。細胞を、ＮＤ
培地中で超低付着ディッシュに移した。ニューロン表現型を有する全ての細胞が、懸濁培
養において神経球を形成する。３日目に、培地の半分を交換し、細胞を、５日目まで維持
した。第２のステップ：接着培養。神経球を、５日目に収集し、死細胞およびデブリを、
ＮＤ培地でこれらの球を洗浄することによって除去した。球を、コンフルエントになるま
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で、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）被覆組織培養ディッシュ上にプレートした。第１および第
２のステップを交互に繰り返し、細胞を、３カ月目の最後まで、そのように維持した。
【０２５０】
　３カ月目の最後に、これらの細胞は神経表現型を示した。具体的には、これらの細胞は
、培養物中で神経突起を形成した（図５Ａ）。これらは増殖が可能であった。免疫染色に
よって評価されるように、これらはＰＡＸ６を発現したが、ＣＨＸ１０については陰性で
あった（図５Ｂ）。免疫染色によって、これらの細胞は、細胞体の細胞質において発現さ
れたリカバリンについて陽性であった（図５Ｃ）。これらの細胞は、ロドプシン、オプシ
ンおよびリカバリンｍＲＮＡもまた発現した（図５Ｄ）。リアルタイムＰＣＲ分析により
、杆体および／または錐体光受容体分化を制御する転写因子の発現が、高度に発現された
ことが明らかになった（表１）。これらの結果は、これらの細胞が光受容体前駆体であっ
たことを示す。さらに、この時点で、培養物中のこれらの細胞の全てまたは本質的に全て
が光受容体前駆体であるというのは、観察に基づいたものであった。
【０２５１】

【表１】

【０２５２】
　４カ月目～９カ月目／またはそれ超：光受容体前駆体のｉｎ　ｖｉｔｒｏ拡大増殖。一
部の実験では、これらの細胞を、上記２ステップ連続継代技術（「２カ月目～３カ月目」
）を使用して、さらに拡大増殖させた。しかし、時間と共に、これらの細胞は、錐体光受
容体へと分化するその能力を失うことが観察された（しかし、これらは、杆体光受容体へ
と分化する能力を保持する）。具体的には、光受容体前駆体を、２ステップ連続継代技術
によって培養物中で９カ月間にわたって維持し、次いで、分化するように誘導した後、こ
れらは、杆体光受容体マーカーを発現した細胞のみを生成し、錐体光受容体マーカーを発
現した細胞は生成しなかった。杆体光受容体を優先的に生成する前駆細胞は、杆体形成が
望まれる疾患の処置において、または光受容体前駆体運命決定に関与する因子の研究のた
めの試薬として有用であり得るので、この特性は、潜在的に有利に使用され得る。
【０２５３】
　（実施例２）
　光受容体前駆細胞の分化：レチノイン酸およびタウリンによる細胞処理。
【０２５４】
　付着した光受容体前駆体を、以下の条件下で、２週間にわたってレチノイン酸で処理し
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た：１００ｎｇ／ｍｌ（または任意選択で１０～１０００ｎｇ／ｍｌ）のレチノイン酸お
よび１００μＭ（または任意選択で２０～５００μＭ）のタウリンを補充したＮＤ培地。
培養培地の半分を、２日毎に交換した。
【０２５５】
　光受容体分化培地中で細胞を分化させる：培地を、５μＭ（または任意選択で１～１０
０μＭ）のフォルスコリン、１０ｎｇ／ｍｌ（または任意選択で１～１００ｎｇ／ｍｌ）
のＢＤＮＦ、１０ｎｇ／ｍｌ（または任意選択で１～１００ｎｇ／ｍｌ）のＣＮＴＦ、１
０ｎｇ／ｍｌ（または任意選択で５～５０ｎｇ／ｍｌ）のＬＩＦおよび１０μＭ（または
任意選択で１～１００μＭ）のＤＡＴＰを添加した、４５０ｍｇ／ｍｌのＤ－グルコース
、１００単位／ｍｌのペニシリン、１００μｇ／ｍｌのストレプトマイシン、１×Ｇｌｕ
ｔａＭＡＸ（商標）、１％のＮ２サプリメント（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）、２％のＢ２７
サプリメント（処方番号０８００８５－ＳＡ）を補充したＮｅｕｒｏｂａｓａｌ培地（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を含む光受容体分化培地に交換した。培地の半分を、２日毎に交換
した。具体的には、各因子の量は、以下のとおりであった：フォルスコリン（５μＭ）、
ＢＤＮＦ（１０ｎｇ／ｍｌ）、ＣＮＴＦ（１０ｎｇ／ｍｌ）、ＬＩＦ（１０ｎｇ／ｍｌ）
およびＤＡＴＰ（１０μＭ）。ＬＩＦは、必要ないことが決定されたので、省略してもよ
い。
【０２５６】
　細胞分化を開始して２週間後、ロドプシン、オプシン（緑色／赤色）、リカバリンおよ
びホスホジエステラーゼ６Ａアルファサブユニット（ＰＤＥ６ａ）の発現が、細胞体の細
胞質および神経突起中で検出された（図６Ａ～６Ｄ）。これらの遺伝子発現結果は、これ
らが光受容体細胞であることを示している。
【０２５７】
　（実施例３）
　ヒトＥＳＣ由来網膜神経前駆体の凍結保存。
【０２５８】
　本発明の網膜神経前駆体、本発明の光受容体前駆体および本発明のレチノイン酸処理光
受容体前駆体は、動物を含まない凍結保存緩衝液、例えばＣｒｙｏｓｔｏｒ　ＣＳ１０、
または別の凍結保存緩衝液、例えば９０％ＦＢＳおよび１０％ＤＭＳＯ中で凍結され得る
。光受容体前駆体に関して、神経球として細胞を凍結することが有益であることが観察さ
れたが、これは、細胞－細胞接触の利益に起因し得る。好ましくは、これらの神経球を、
あまり大きすぎないサイズ、例えば、５０～２５０細胞で凍結した。
【０２５９】
　（実施例４）
　シュタルガルト黄斑ジストロフィー動物モデルにおける動物研究。
【０２６０】
　動物研究を、シュタルガルト黄斑ジストロフィー動物モデル、ＥＬＯＶＬ４トランスジ
ェニック２（ＴＧ２）マウスにおいて実施した（図７）。
【０２６１】
　光受容体前駆体（実施例１に記載したように生成した）および別々にレチノイン酸およ
びタウリン処理した光受容体前駆体（即ち、実施例２に記載したように生成した未成熟光
受容体細胞）を、Ａｃｃｕｔａｓｅを使用して単一細胞へと解離させた。細胞を、ＰＢＳ
緩衝液中に再懸濁した。
【０２６２】
　２８日齢ＴＧ２マウスは、５×１０５細胞を含む１μｌの細胞懸濁物の網膜下空間中へ
の注射、または１×１０６細胞を含む１５０μｌの細胞懸濁物の尾部静脈中への注射を受
けた。全てのマウスは、細胞注射の前にベースラインＥＲＧおよびＯＣＴ試験を受けた。
【０２６３】
　マウスに、シクロスポリンＡを補充した水を与えた（ＵＳＰ改変）。
【０２６４】
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　細胞注射の１カ月後に、光受容体前駆体の網膜下注射を受けたマウスは、ａ波およびｂ
波の両方の暗順応ＥＲＧ振幅の顕著な増加によって明らかな、杆体光受容体機能の顕著な
改善を示した（図８）。光受容体前駆体ならびにレチノイン酸およびタウリン処理した光
受容体前駆体の尾部静脈注射を受けたマウスは、ａ波およびｂ波の両方の暗順応ＥＲＧ振
幅の顕著な増加によって明らかな、杆体光受容体機能の顕著な改善を示した（図９）。
【０２６５】
　細胞注射の２カ月後に、レチノイン酸処理光受容体前駆体の尾部静脈注射を受けたマウ
スは、暗順応ＥＲＧ応答曲線のａ波およびｂ波の両方の振幅のさらなる増加によって明ら
かなように、杆体光受容体機能のさらなる改善を示した（図１０Ａ～１０Ｃ）。錐体光受
容体の機能は、ａ波およびｂ波の両方の明順応ＥＲＧ振幅の顕著な増加によって明らかな
ように、顕著に改善された（図１１）。
【０２６６】
　注射の２カ月後、レチノイン酸およびタウリンで処理した未成熟光受容体細胞の尾部静
脈注射を受けたマウスは、ＯＣＴによって明らかな、全網膜厚さの顕著な増加を示した（
図１２）。
【０２６７】
　細胞移植の２カ月後に、レチノイン酸およびタウリンで処理した光受容体前駆体を受け
たマウスにおいて、網膜のＯＮＬ中の光受容体ニューロンの顕著な保全が存在した（図１
３）。
【０２６８】
　（実施例５）
　色覚障害（色覚異常）の動物モデルおよび夜間視力の改善
　実施例１または実施例２に記載した方法に従って生成した細胞を、色覚障害（色覚異常
）のマウス、ヒツジ、および／またはイヌモデルにおいて試験する。以下のモデルを使用
する：
　マウス：（１）ｃｐｆｌ５マウス：ＣＮＧＡ３変異を有する、色覚障害の天然に存在す
るマウスモデル；（２）ＣＮＧＡ３ノックアウトマウス；（３）ＧＮＡＴ２ｃｐｆｌ３マ
ウス：ＧＮＡＴ２に関連する変異；（４）ＰＤＥ６Ｃ－ｃｐｆｌ１：ｐｄｅ６ｃに関連す
る変異。
【０２６９】
　ヒツジ：Ａｗａｓｓｉヒツジの仔ヒツジ：ＣＮＧＡ３における変異
　イヌ：ＣＮＧＡ３中の変異について２種の天然に存在するイヌが同定されている：エス
キモー犬およびジャーマン・ショートヘアード・ポインターにおける常染色体劣性イヌ錐
体変性。
【０２７０】
　光受容体前駆体（実施例１に記載したように生成した）を、ａｃｃｕｔａｓｅを使用し
て単一細胞へと解離させる。細胞を、ＰＢＳ緩衝液中に再懸濁する。動物は、硝子体腔中
への２×１０５細胞もしくはそれ超の注射、または尾部静脈（例えば、尾部静脈）中への
５×１０６細胞もしくはそれ超の注射を受ける。対照動物は、ＰＢＳ緩衝液による注射を
受ける。１もしくは２カ月後、または他の時点において、視覚機能に対する可能な改善を
検出するために、これらの動物に視運動応答性試験を与えて、視覚機能をチェックする。
さらに、組織学的分析を実施して、光受容体ニューロンの任意の顕著な保全または光受容
体ニューロンの増殖が存在するかどうかを決定し、さらに、硝子体腔中に移植した細胞が
注射後に良好な生存を示したかどうかを検出し、これらの細胞がそれらのマーカーを発現
している杆体または錐体光受容体細胞へと分化したかどうかを検出した。
【０２７１】
　（実施例６）
　光受容体変性ラットモデル、Ｒｏｙａｌ　Ｃｏｌｌｅｇｅ　ｏｆ　Ｓｕｒｇｅｏｎｓ（
ＲＣＳ）ラットにおける動物研究。
【０２７２】
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　光受容体前駆体（実施例１に記載したように生成した）を、ａｃｃｕｔａｓｅを使用し
て単一細胞へと解離させた。細胞を、ＰＢＳ緩衝液中に再懸濁した。
【０２７３】
　出生後３０日目に、ＲＣＳラットは、硝子体腔中への２×１０５細胞の注射または尾部
静脈中への５×１０６細胞の注射を受けた。対照ラットは、ＰＢＳ緩衝液による注射を受
けた。
【０２７４】
　ＲＣＳラットに、シクロスポリンＡを補充した水を与えた（ＵＳＰ改変）。
【０２７５】
　細胞注射の１カ月後または２カ月後に、ラットに、視運動応答試験を与えて、視覚機能
をチェックした。処置ラットにおいて、視覚機能における顕著な改善は存在しなかった（
データ示さず）。
【０２７６】
　視覚機能に対する生じた効果は、視運動応答試験、ＥＲＧ、輝度閾値記録および／また
は視覚中枢血流アッセイによって検出され得る。
【０２７７】
　細胞注射の２カ月後、組織学により、細胞処置を投与したＲＣＳラットにおいて、網膜
のＯＮＬ中の光受容体ニューロンの顕著な保全が明らかになった（図１５）。
【０２７８】
　ロドプシン（杆体）およびオプシン（錐体）の免疫染色によって明らかな杆体および錐
体光受容体外節の保全が、細胞処置群において観察された（硝子体内注射および尾部静脈
注射の両方、図１６および図１７）。
【０２７９】
　硝子体腔中に移植された細胞は、注射の２カ月後に良好な生存を示し、次いで、杆体光
受容体マーカーを発現する杆体光受容体細胞へとさらに分化した（図１８）。
【図１】 【図２Ａ】
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【図２Ｂ】 【図２Ｃ】

【図３－１】 【図３－２】
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【図６】 【図７】
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【図８】 【図９】

【図１０－１】 【図１０－２】
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【図１３】 【図１４】

【図１５Ａ】
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【図１５Ｂ】 【図１５Ｃ】

【図１６Ａ】 【図１６Ｂ】
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【図１６Ｃ】 【図１７Ａ】

【図１７Ｂ】 【図１７Ｃ】
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【図１８Ａ】 【図１８Ｂ】

【図１９】 【図２０】
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【図２１－１】 【図２１－２】

【図２１－３】 【図２１－４】
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【図２１－５】 【図２２】

【図２３】
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