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(57)【要約】
本発明の一実施形態は、条件的に不死化された成人幹細
胞を作製する方法に関する。方法には、（ａ）増殖させ
た成人幹細胞集団を得るステップと、（ｂ）細胞生存お
よび増殖を促進するプロトオンコジーンまたはその生物
学的に活性の断片またはホモログを含む核酸分子により
、幹細胞をトランスフェクションするステップであり、
プロトオンコジーンが誘導可能であるステップと、（ｃ
）細胞のアポトーシスを阻害するタンパク質をコードす
る核酸分子により、幹細胞をトランスフェクションする
ステップと、（ｄ）条件的に不死化された成人幹細胞を
作製するために、幹細胞成長因子の組み合わせの存在下
で、プロトオンコジーンが活性である条件下でトランス
フェクション細胞を増殖させるステップが含まれる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
条件的に不死化された成人幹細胞を作製する方法であり、
　ａ）増殖させた成人幹細胞集団を得るステップと、
　ｂ）細胞生存および増殖を促進するプロトオンコジーン、またはその生物学的に活性の
断片またはホモログを含む核酸分子を、前記幹細胞にトランスフェクションするステップ
であり、前記プロトオンコジーンが誘導可能であるステップと、
　ｃ）前記細胞のアポトーシスを阻害するタンパク質をコードする核酸分子を、前記幹細
胞にトランスフェクションするステップと、
　ｄ）条件的に不死化された成人幹細胞を作製するために、幹細胞成長因子の組み合わせ
の存在下で、前記プロトオンコジーンが活性である条件下で前記トランスフェクション細
胞を増殖させるステップ
　を含む、方法。
【請求項２】
前記（ｂ）および／または（ｃ）の核酸分子が、組み込みベクターに含まれる、請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
前記（ｂ）および／または（ｃ）の核酸分子が、レトロウィルスベクター、レンチウィル
スベクター、パルボウィルス、ワクシニアウィルス、コロナウィルス、カリシウィルス、
パピローマウィルス、フラビウィルス、オルソミクソウィルス、トガウィルス、ピコルナ
ウィルス、アデノウィルスベクター、変性および弱毒化ヘルペスウィルスからなる群より
選択される、ウィルスまたはウィルスベクターを用いて前記細胞にトランスフェクション
される、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記（ｂ）および／または（ｃ）の核酸分子が、直接的なエレクトロポレーションを用い
て前記細胞にトランスフェクションされる、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
前記（ｂ）および／または（ｃ）の核酸分子が、薬物感受性タンパク質をコードする核酸
配列を含むベクターに含まれる、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
前記（ｂ）および／または（ｃ）の核酸分子が、前記（ｂ）または（ｃ）の核酸分子に隣
接するリコンビナーゼの基質認識配列をコードする核酸配列を含むベクターに含まれる、
請求項１に記載の方法。
【請求項７】
ｅ）前記プロトオンコジーンが活性である、前記（ｄ）の条件を除去するステップと、
　ｆ）前記細胞の分化を誘発する成長因子を含む培地で、前記（ｅ）の細胞を培養するス
テップ
　をさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
ｇ）細胞分化の中間段階にある、条件的に不死化された細胞を作製するために、前記（ｆ
）の細胞に、前記プロトオンコジーンが活性である前記（ｄ）の条件を加えるステップ
　をさらに含む、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
条件的に不死化された成人幹細胞を作製する方法であり、
　ａ）増殖させた成人幹細胞集団を得るステップと、
　ｂ）前記幹細胞を、
　（１）幹細胞成長因子の組み合わせ、
　（２）Ｔａｔが、細胞生存および増殖を促進するプロトオンコジーン、またはその生物
学的に活性の断片またはホモログにコードされたタンパク質と融合した、第一Ｔａｔ融合
タンパク質、および
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　（３）Ｔａｔが、前記幹細胞のアポトーシスを阻害するタンパク質と融合した、第二Ｔ
ａｔ融合タンパク質
　の存在下で、培養するステップ
　を含む、方法。
【請求項１０】
条件的に不死化された胚幹細胞を作製する方法であり、
　ａ）増殖させた胚幹細胞集団を得るステップと、
　ｂ）細胞生存および増殖を促進するプロトオンコジーンまたはその生物学的に活性の断
片またはホモログを含む核酸分子を、前記幹細胞にトランスフェクションするステップで
あり、前記プロトオンコジーンが誘導可能であるステップと、
　ｃ）前記細胞のアポトーシスを阻害するタンパク質をコードする核酸分子を、前記幹細
胞にトランスフェクションするステップと、
　ｄ）条件的に不死化された胚幹細胞を作製するために、幹細胞成長因子の組み合わせの
存在下で、前記プロトオンコジーンが活性である条件下で前記トランスフェクション細胞
を増殖させるステップ
　を含む、方法。
【請求項１１】
前記プロトオンコジーンが、ＭＹＣ―ＥＲおよびＩＣＮ―１―ＥＲからなる群より選択さ
れる、請求項１、請求項９、または請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記アポトーシスを阻害するタンパク質が、Ｂｃｌ―２ファミリーに属するアポトーシス
を阻害するメンバーである、請求項１、請求項９、または請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
前記アポトーシスを阻害するタンパク質が、Ｂｃｌ―２、Ｂｃｌ―Ｘ、Ｂｃｌ―ｗ、Ｂｃ
ｌＸＬ、Ｍｃｌ―１、Ｄａｄ―１、またはｈＴＥＲＴからなる群より選択される、請求項
１、請求項９、または請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
前記プロトオンコジーンが、ＭＹＣ―ＥＲである、請求項１、請求項９、または請求項１
０に記載の方法。
【請求項１５】
前記プロトオンコジーンが活性である前記条件には、タモキシフェンまたはそのアゴニス
トの存在が含まれる、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
前記アポトーシスを阻害するタンパク質が、Ｂｃｌ―２である、請求項１、請求項９、ま
たは請求項１０に記載の方法。
【請求項１７】
前記細胞に、ＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２；ＭＹＣ―ＥＲおよびｈＴＥＲＴ；ＩＣＮ―
１―ＥＲおよびＢｃｌ―２；ＩＣＮ―１―ＥＲおよびｈＴＥＲＴ；または、ＭＹＣ―ＥＲ
およびＩＣＮ―１―ＥＲがトランスフェクションされる、請求項１、請求項９、または請
求項１０に記載の方法。
【請求項１８】
前記細胞に、ＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２がトランスフェクションされる、請求項１、
請求項９、または請求項１０に記載の方法。
【請求項１９】
前記増殖のステップが、インターロイキン６（ＩＬ―６）、ＩＬ―３、および幹細胞因子
（ＳＣＦ）を含む培地で行われる、請求項１、請求項９、または請求項１０に記載の方法
。
【請求項２０】
前記増殖のステップが、幹細胞因子（ＳＣＦ）、トロンボポイエチン（ＴＰＯ）、インス
リン様増殖因子２（ＩＧＦ―２）、および線維芽細胞成長因子１（ＦＧＦ―Ｉ）を含む無
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血清培地で行われる、請求項１、請求項９、または請求項１０に記載の方法。
【請求項２１】
前記成人幹細胞が、造血幹細胞、腸幹細胞、造骨幹細胞、間葉系幹細胞、神経幹細胞、上
皮幹細胞、心筋原始幹細胞、皮膚幹細胞、骨格筋幹細胞、および肝臓幹細胞からなる群よ
り選択される、請求項１、請求項９、または請求項１０に記載の方法。
【請求項２２】
前記間葉系幹細胞が、肺間葉系幹細胞および骨髄間質細胞からなる群より選択される、請
求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
前記上皮幹細胞が、肺上皮幹細胞、乳腺上皮幹細胞、血管上皮幹細胞、および腸上皮幹細
胞からなる群より選択される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２４】
前記皮膚幹細胞が、表皮幹細胞および濾胞幹細胞（毛嚢幹細胞）からなる群より選択され
る、請求項２１に記載の方法。
【請求項２５】
前記神経幹細胞が、ドーパミンニューロン幹細胞、および運動ニューロン幹細胞からなる
群より選択される、請求項２１に記載の方法。
【請求項２６】
前記幹細胞が、新鮮な臍帯血または低温保存された臍帯血からのものである、請求項２１
に記載の方法。
【請求項２７】
前記幹細胞が、正常患者または顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ―ＣＳＦ）で処置された患者
の、末梢血液から得られた造血前駆細胞である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２８】
前記細胞の遺伝子欠損を修正するために、前記幹細胞を遺伝的に改変するステップをさら
に含む、請求項１～２７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項２９】
遺伝子の発現を沈黙させるために、前記幹細胞を遺伝的に改変するステップをさらに含む
、請求項１～２７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項３０】
遺伝子を過剰発現させるために、前記幹細胞を遺伝的に改変するステップをさらに含む、
請求項１～２７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項３１】
前記細胞を貯蔵するステップをさらに含む、請求項１～３０のいずれか一つに記載の方法
。
【請求項３２】
前記細胞を貯蔵から回収し、前記細胞を培養するステップをさらに含む、請求項３１に記
載の方法。
【請求項３３】
先行する請求項のいずれか一つの方法により作製された、細胞。
【請求項３４】
成人幹細胞、またはそこから分化した細胞を、個人に提供する方法であり、
　ａ）請求項１～３２のいずれか一つに記載の方法により作製された、条件的に不死化さ
れた成人幹細胞のソースを提供するステップと、
　ｂ）前記（ａ）の幹細胞が条件的に不死化される条件を除去するステップと、
　ｃ）前記幹細胞、またはそこから分化した細胞を、前記個人に投与するステップ
　を含む、方法。
【請求項３５】
前記細胞が、前もって前記（ｃ）の個人から得られたものである、請求項３４に記載の方
法。
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【請求項３６】
前記細胞が、前もって冷凍された前記細胞のストックから得られたものである、請求項３
４に記載の方法。
【請求項３７】
前記細胞が、前記個人から新たに得られ、請求項１～３２のいずれか一つに記載の方法に
より条件的に不死化される、請求項３４に記載の方法。
【請求項３８】
前記個人が、癌である、請求項３４～３７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項３９】
前記個人が、白血病である、請求項３４～３７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４０】
前記個人が、免疫不全症である、請求項３４～３７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４１】
前記個人が、貧血症である、請求項３４～３７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４２】
前記個人が、再建手術を受けている、請求項３４～３７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４３】
前記個人が、人工美容手術を受ける、請求項３４～３７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４４】
前記個人が、移植手術を受ける、請求項３４～３７のいずれか一つに記載の方法。
【請求項４５】
前記個人が、造血幹細胞、腸幹細胞、造骨幹細胞、間葉系幹細胞、神経幹細胞、上皮幹細
胞、心筋原始幹細胞、皮膚幹細胞、骨格筋幹細胞、および肝臓幹細胞からなる群より選択
される、幹細胞、またはそこから分化した細胞を必要とする、請求項３４～３７のいずれ
か一つに記載の方法。
【請求項４６】
前記個人が、細胞性免疫機能の改善を必要とする、請求項３４～３７のいずれか一つに記
載の方法。
【請求項４７】
前記個人が、前記幹細胞によって修正される遺伝子欠損を有する、請求項３４～３７のい
ずれか一つに記載の方法。
【請求項４８】
系統決定および／または細胞分化および発生を制御する化合物を同定する方法であり、
　ａ）請求項１～３２のいずれか一つに記載の方法により作製された成人幹細胞を、テス
トする化合物と接触させるステップと、
　ｂ）前記化合物の非存在下での前記幹細胞との比較において、前記（ａ）の幹細胞の、
少なくとも一つの遺伝子型または表現型の特徴を検出するステップであり、前記化合物の
存在下における、前記特徴の差の検出により、前記化合物が、前記幹細胞の前記特徴に影
響することが示されるステップ
　を含む、方法。
【請求項４９】
細胞の少なくとも一つの遺伝子型または表現型の特徴を検出するために、請求項１～３２
のいずれか一つに記載の方法により作製された成人幹細胞、またはそこから分化した細胞
を評価するステップを含む、系統決定および／または細胞分化および発生を研究する方法
。
【請求項５０】
幹細胞の移植が有益である状態または病気を治療する薬物における、請求項１～３２のい
ずれか一つに記載の方法により作製された細胞の使用。
【請求項５１】
急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）のマウスモデルであり、
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　ａ）マウスに致死量の放射線を照射するステップと、
　ｂ）請求項１８の方法により作製された、条件的に不死化された長期幹細胞、およびＲ
ａｇ－／－マウスからの全骨髄細胞を、前記マウスに移入するステップと、
　ｃ）前記マウスにＡＭＬの臨床徴候が生じるまで、前記マウスに、タモキシフェンまた
はそのアゴニストを周期的に注入するステップ
　を含む方法により作製されるマウスを含む、マウスモデル。
【請求項５２】
請求項５０に記載の前記ＡＭＬのマウスモデルから得られる、腫瘍細胞。
【請求項５３】
ＡＭＬの診断、研究、または治療に使用する化合物を同定、開発、および／またはテスト
するため；または、ＡＭＬの診断、研究、または治療に使用する標的を同定、開発、およ
び／またはテストするための、ヒトタンパク質に特異的な候補薬の前臨床テストへの、前
記ＡＭＬのマウスモデルの使用。
【請求項５４】
条件的に不死化された幹細胞を作製する方法であり、
　ａ）増殖させた幹細胞集団を得るステップと、
　ｂ）前記幹細胞を、
　（１）幹細胞成長因子の組み合わせ、
　（２）細胞生存および増殖を促進するプロトオンコジーンまたはその生物学的に活性の
断片またはホモログによりコードされたタンパク質、および、
　（３）前記幹細胞のアポトーシスを阻害するタンパク質
　の存在下で、培養するステップ
　を含み、
　前記（２）および（３）のタンパク質が、前記幹細胞内に送達される、方法。
【請求項５５】
条件的に不死化された成人幹細胞を作製する方法であり、
　ａ）増殖させた成人幹細胞集団を得るステップと、
　ｂ）細胞生存および増殖を促進するプロトオンコジーンまたはその生物学的に活性の断
片またはホモログによりコードされたタンパク質、または、同をコードする核酸分子を、
前記細胞内に送達するステップであり、前記プロトオンコジーンが、誘導可能であるステ
ップと、
　ｃ）前記細胞のアポトーシスを阻害するタンパク質、前記細胞のアポトーシスを阻害す
る前記タンパク質をコードする核酸分子、または、前記細胞内のプロアポトーシスタンパ
ク質を阻害する核酸分子またはタンパク質を、前記細胞内に送達することにより、前記幹
細胞のアポトーシスを阻害するステップと、
　ｄ）条件的に不死化された成人幹細胞を作製するために、幹細胞成長因子の組み合わせ
の存在下で、前記プロトオンコジーンが活性である条件下で前記細胞を増殖させるステッ
プ
　を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（発明の分野）
　本発明は、一般に、条件的に不死化された長期幹細胞、かかる細胞を作製する方法、お
よび、治療方法と薬物発見方法とを含むかかる細胞の使用方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　（発明の背景）
　骨髄でつくられる様々な血液細胞を操作する能力は、いくつかの病気の管理において重
要な手段となっている。血液癌の最善の新しい療法のいくつかは、白血病細胞を、その形
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質転換事象以前から決定されている系統に分化させる化合物の開発にもとづく。そのよう
な例の一つは、急性前骨髄球性白血病のケースである。亜砒酸により患者を治療すると、
悪性細胞は骨髄単球の系路に沿って誘導され、腫瘍の寛解がもたらされる。別の例は、放
射線治療をうけた個人における、移植された骨髄幹細胞（長期再構築能をもつ造血幹細胞
またはｌｔ―ＨＳＣ）の良好な生着の促進である。赤血球の発生（エリスロポエチンまた
はＥｐｏ）、または骨髄性細胞の発生（顆粒球―マクロファージコロニー刺激因子または
ＧＭ―ＣＳＦ）を特に促すことが知られているサイトカイン類の全身投与により、分化し
た血液細胞の出現を加速できる。最後に、Ｇ―ＣＳＦと呼ばれるサイトカインの全身投与
により、ｌｔ―ＨＳＣが通常属する骨髄部位から末梢血への移動を誘発する「動員」のプ
ロセスにより、ドナーからのｌｔ―ＨＳＣの採取が非常に簡単になった。その結果、痛み
を伴う複雑な骨髄穿刺の採集を必要とせずに、末梢血から幹細胞を採取できる。これらの
プロセスは全て、ｌｔ―ＨＳＣの生物学的挙動をプログラムおよび制御する能力に依存す
る。
【０００３】
　したがって、骨髄（幹細胞）移植は、放射線および／または化学療法を受けた人（たと
えば癌患者、または高レベルの放射線を浴びた人）の血液および免疫を再構築する、非常
に有用な治療手段であるとともに、免疫不全および血液癌の治療の重要な様式でもある。
さらに、骨髄移植は、老化による、免疫系ならびに他の細胞および組織への負の効果を防
止するための、非常に有用な療法である。幹細胞移植により、一年に３５，０００人以上
の子供および成人に利益を与えうると推定される。
【０００４】
　骨髄移植の背後にある作用原理は、全ての血液細胞型を生み出す、放射線感受性の高い
ｌｔ―ＨＳＣの置き換えである。最近の研究は、骨髄移植が、心疾患の治療に価値を有し
うることを示している。この影響の原理は未知であるが、この研究やその他の知見によっ
て、造血幹細胞（ｌｔ―ＨＳＣ）を、他の組織を生み出すように再プログラムできる可能
性が高まる。そうであるならば、ｌｔ―ＨＳＣは、はるかに広汎な有用性を有し、批判の
ある胚幹細胞による療法に代わる選択肢を提供できる。
【０００５】
　骨髄移植の臨床応用への主な障壁は、第一に、適切な組織適合性の骨髄ドナーの識別に
ある。これは通常、６００万人以上のドナー候補が登録されたレジストリを用いて行われ
る。選択されたドナーは、血液に幹細胞を導き出した後、４～５日間の白血球分離により
、わずかなｌｔ―ＨＳＣを分離するという、厳しい試練を経なければならない。移入リン
パ球により生じる移植片対宿主反応を極力抑えるために、これらの細胞の移植後は、レシ
ピエントを慎重にモニタリングおよび治療しなければならない。
【０００６】
　造血系統の発生は、関連する細胞集団が少ないために、シグナル伝達および下流レスポ
ンスの生化学的分析が妨げられ、その障害の分子基礎の解明がこれまで困難であった。実
際にこれが、全ての造血研究にとって主な制限要素となっている。さらに、長期造血幹細
胞（ＬＴ―ＨＳＣ）の入手可能量が限られていることも、多くの種類の癌ならびに数種類
のヒトの免疫不全の治療において、大きな障害となっている。本願発明者の知る限りでは
、自発的に発生し、ｌｔ―ＨＳＣに類似し、かつ、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで通常の系統に分化
でき、または、致死量の放射線を照射したマウス、または致死量以下の放射線を照射した
人間を再構築できる細胞株は、現在のところ存在せず、かかる細胞株を意図的に生み出す
ための方法も記載されていない。さらに、ｌｔ―ＨＳＣを連続的に増殖させる実行可能な
技術が現在のところ存在しないため、これらの細胞は、必要になる度にドナーから得なけ
ればならない。
【０００７】
　血液癌および免疫不全を治療するための新たな様式、および、移植されたｌｔ―ＨＳＣ
の産出を増加させる新しいサイトカインも強く必要とされる。さらに、標的の同定および
薬物発見のための適切なプラットフォームが、現在のところ存在しない。欠けている要素
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は、造血系統における様々な発生段階の細胞株である。かかる細胞が、特定の系統におい
てさらに分化する能力を維持しているのが最適である。そのような細胞株は、遺伝子産物
の特定、したがって細胞発生、増殖および生存の調節に関わる新たな薬物標的の同定に必
須である。さらに、そのような細胞株は、新薬をさがすための、機能喪失研究のための小
分子およびｓｈＲＮＡライブラリのスクリーニング、ならびに機能獲得研究のためのｃＤ
ＮＡライブラリのスクリーニングに必須である。
【０００８】
　現在のこの領域における薬物発見に障害となっているのは、（ａ）特定の発生段階にあ
る、十分な数の細胞の分離；（ｂ）ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける十分な時間にわたる細胞増
殖；および、（ｃ）条件的癌遺伝子を用いて、正常なＨＳＣまたは前駆体ではなく、白血
病細胞に作用しうる薬物をスクリーニングする能力などである。
【０００９】
　したがって、当技術分野においては、大量に増殖させることができ、冷凍でき、その後
ドナーから採取を行わなくても、必要な時にいつでも再利用できるｌｔ―ＨＳＣ細胞株を
生み出す方法が、強く必要とされる。
【発明の開示】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　発明の要旨
　本発明の一実施形態は、条件的に不死化された成人幹細胞を作製する方法に関する。方
法には、（ａ）増殖させた成人幹細胞集団を得るステップと、（ｂ）細胞生存および増殖
を促進するプロトオンコジーンまたはその生物学的に活性の断片またはホモログを含む核
酸分子により、幹細胞をトランスフェクションするステップであり、プロトオンコジーン
が誘導可能であるステップと、（ｃ）細胞のアポトーシスを阻害するタンパク質をコード
する核酸分子により、幹細胞をトランスフェクションするステップと、（ｄ）条件的に不
死化された成人幹細胞を作製するために、幹細胞成長因子の組み合わせの存在下で、プロ
トオンコジーンが活性である条件下でトランスフェクション細胞を増殖させるステップが
含まれる。この実施形態の一態様においては、（ｂ）および／または（ｃ）の核酸分子は
、組み込みベクターに含まれる。一態様では、（ｂ）および／または（ｃ）の核酸分子は
、レトロウィルスベクター、レンチウィルスベクター、パルボウィルス、ワクシニアウィ
ルス、コロナウィルス、カリシウィルス、パピローマウィルス、フラビウィルス、オルソ
ミクソウィルス、トガウィルス、ピコルナウィルス、アデノウィルスベクター、変性およ
び弱毒化ヘルペスウィルスより選択される、ウィルスまたはウィルスベクターを用いて、
細胞にトランスフェクションされる。一態様では、（ｂ）および／または（ｃ）の核酸分
子は、直接的なエレクトロポレーションを用いて、細胞にトランスフェクションされる。
一態様では、（ｂ）および／または（ｃ）の核酸分子は、薬物感受性タンパク質をコード
する核酸配列を含むベクターに含まれる。一態様では、（ｂ）および／または（ｃ）の核
酸分子は、（ｂ）または（ｃ）の核酸分子に隣接するリコンビナーゼの基質認識配列をコ
ードする核酸配列を含むベクターに含まれる。
【００１１】
　一態様では、この実施形態には、（ｅ）プロトオンコジーンが活性である（ｄ）の条件
を除去するステップと、（ｆ）細胞の分化を誘発する成長因子を含む培地で、（ｅ）の細
胞を培養するステップが、さらに含まれる。この方法には、（ｇ）細胞分化の中間段階に
ある、条件的に不死化された細胞を作製するために、（ｆ）の細胞に、プロトオンコジー
ンが活性である（ｄ）の条件を加えるステップが、さらに含まれうる。
【００１２】
　本発明の別の実施形態は、条件的に不死化された成人幹細胞を作製する方法に関し、該
方法には、（ａ）増殖させた成人幹細胞集団を得るステップと、（ｂ）（１）幹細胞成長
因子の組み合わせ、（２）Ｔａｔが、細胞生存および増殖を促進するプロトオンコジーン
またはその生物学的に活性の断片またはホモログにコードされたタンパク質と融合した、
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第一Ｔａｔ融合タンパク質、および（３）Ｔａｔが、幹細胞のアポトーシスを阻害するタ
ンパク質と融合した、第二Ｔａｔ融合タンパク質の存在下で、幹細胞を培養するステップ
が含まれる。
【００１３】
　本発明のさらに別の実施形態は、条件的に不死化された胚幹細胞を作製する方法に関し
、該方法には、（ａ）増殖させた胚幹細胞集団を得るステップと、（ｂ）細胞生存および
増殖を促進するプロトオンコジーンまたはその生物学的に活性の断片またはホモログを含
む核酸分子で、幹細胞をトランスフェクションするステップであり、プロトオンコジーン
が誘導可能であるステップと、（ｃ）細胞のアポトーシスを阻害するタンパク質をコード
する核酸分子で、幹細胞をトランスフェクションするステップと、（ｄ）条件的に不死化
された胚幹細胞を作製するために、幹細胞成長因子の組み合わせの存在下で、プロトオン
コジーンが活性である条件下でトランスフェクション細胞を増殖させるステップが含まれ
る。
【００１４】
　本発明の別の実施形態は、条件的に不死化された幹細胞を作製する方法に関し、該方法
には、（ａ）増殖させた幹細胞集団を得るステップと、（ｂ）（１）幹細胞成長因子の組
み合わせ、（２）細胞生存および増殖を促進するプロトオンコジーンまたはその生物学的
に活性の断片またはホモログによりコードされたタンパク質、および（３）幹細胞のアポ
トーシスを阻害するタンパク質の存在下で、幹細胞を培養するステップが含まれる。（２
）および（３）のタンパク質は、Ｔａｔ融合、アプタマー技術、またはＣＨＡＲＩＯＴ（
商標）技術を含む、任意の適切な送達システムを用いて幹細胞内に送達される。
【００１５】
　本発明のさらに別の実施形態は、条件的に不死化された幹細胞を作製する方法に関し、
該方法には、（ａ）増殖させた幹細胞集団を得るステップと、（ｂ）細胞生存および増殖
を促進するプロトオンコジーンまたはその生物学的に活性の断片またはホモログによりコ
ードされたタンパク質、または、同をコードする核酸分子を、細胞内に送達するステップ
であり、プロトオンコジーンが誘導可能であるステップと、（ｃ）細胞のアポトーシスを
阻害するタンパク質、細胞のアポトーシスを阻害するタンパク質をコードする核酸分子、
または、細胞内のプロアポトーシスタンパク質を阻害する核酸分子またはタンパク質を、
細胞内に送達することにより、幹細胞のアポトーシスを阻害するステップと、ｄ）条件的
に不死化された成人幹細胞を作製するために、幹細胞成長因子の組み合わせの存在下で、
プロトオンコジーンが活性である条件下で細胞を増殖させるステップが含まれる。
【００１６】
　上述の実施形態のいずれにおいても、プロトオンコジーンは、ＭＹＣ―ＥＲおよびＩＣ
Ｎ―１―ＥＲから選択されうるが、これに限られない。上述の実施形態のいずれにおいて
も、アポトーシスを阻害するタンパク質は、Ｂｃｌ―２、Ｂｃｌ―Ｘ、Ｂｃｌ―ｗ、Ｂｃ
ｌＸＬ、Ｍｃｌ―１、Ｄａｄ―１、またはｈＴＥＲＴ等の、Ｂｃｌ―２ファミリーのアポ
トーシスを阻害するメンバーから選択できるが、これに限られない。プロトオンコジーン
がＭＹＣ―ＥＲまたはＩＣＮ―１―ＥＲである場合には、プロトオンコジーンが活性であ
る条件には、タモキシフェンまたはそのアゴニストの存在が含まれうる。一態様では、細
胞に、ＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２；ＭＹＣ―ＥＲおよびｈＴＥＲＴ；ＩＣＮ―１―Ｅ
ＲおよびＢｃｌ―２；ＩＣＮ―１―ＥＲおよびｈＴＥＲＴ；または、ＭＹＣ―ＥＲおよび
ＩＣＮ―１―ＥＲが、トランスフェクションまたは（タンパク質として）送達される。
【００１７】
　上述の実施形態のいずれにおいても、増殖のステップは、（１）インターロイキン６（
ＩＬ―６）、ＩＬ―３、および幹細胞因子（ＳＣＦ）、（２）幹細胞因子（ＳＣＦ）、ト
ロンボポイエチン（ＴＰＯ）、インスリン様増殖因子２（ＩＧＦ―２）、および線維芽細
胞成長因子１（ＦＧＦ―Ｉ）を含む無血清培地を含むが、これに限られない培地で行われ
うる。
【００１８】
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　上述の実施形態のいずれにおいても、成人幹細胞には、造血幹細胞、腸幹細胞、造骨幹
細胞、間葉系幹細胞、神経幹細胞、上皮幹細胞、心筋原始幹細胞、皮膚幹細胞、骨格筋幹
細胞、および、肝臓幹細胞が含まれうるが、これに限られない。一態様では、間葉系幹細
胞は、肺間葉系幹細胞および骨髄間質細胞から選択される。一態様では、上皮幹細胞は、
肺上皮幹細胞、乳腺上皮幹細胞、血管上皮幹細胞、および腸上皮幹細胞からなる群より選
択される。一態様では、皮膚幹細胞は、表皮幹細胞および濾胞幹細胞（毛嚢幹細胞）から
なる群より選択される。一態様では、神経細胞は、ドーパミンニューロン幹細胞、および
運動ニューロン幹細胞から選択される。一態様では、幹細胞は、新鮮な臍帯血または低温
保存された臍帯血からのものである。一態様では、幹細胞は、正常患者または顆粒球コロ
ニー刺激因子（Ｇ―ＣＳＦ）で処置された患者の末梢血液から得られた、造血前駆細胞で
ある。
【００１９】
　上述の実施形態のいずれにおいても、方法には、細胞の遺伝子欠損を修正するために、
幹細胞を遺伝的に改変するステップ、遺伝子の発現を沈黙させるために、幹細胞を遺伝的
に改変するステップ、および／または遺伝子を過剰発現させるために、幹細胞を遺伝的に
改変するステップが、さらに含まれうる。
【００２０】
　上述の実施形態のいずれにおいても、方法には、細胞を貯蔵するステップが、さらに含
まれうる。一態様では、方法には、細胞を貯蔵から回収し、細胞を培養するステップが、
さらに含まれる。
【００２１】
　本発明の別の実施形態は、上述または本明細書の他所に記載の任意の方法により作製さ
れる細胞に関する。
【００２２】
　本発明のさらに別の実施形態は、成人幹細胞、またはそこから分化した細胞を個人に提
供する方法に関し、該方法には、（ａ）上述または本明細書の他所に記載の任意の方法に
より作製された、条件的に不死化された成人幹細胞のソースを提供するステップと、（ｂ
）（ａ）の幹細胞が条件的に不死化される条件を除去するステップと、（ｃ）幹細胞また
はそこから分化した細胞を、個人に投与するステップが含まれる。一態様では、細胞は、
前もって（ｃ）の個人から得られたものである。一態様では、細胞は、前もって冷凍され
た当該細胞のストックから得られたものである。一態様では、細胞は、個人から新たに得
られ、上述または本明細書の他所に記載の任意の方法により、条件的に不死化される。一
態様では、個人は、癌である。別の態様では、個人は、白血病である。別の態様では、個
人は、免疫不全症である。別の態様では、個人は、貧血症である。別の態様では、個人は
、再建手術を受ける。別の態様では、個人は、人工美容手術を受ける。別の態様では、個
人は、移植手術を受ける。一態様では、個人は、造血幹細胞、腸幹細胞、造骨幹細胞、間
葉系幹細胞、神経幹細胞、上皮幹細胞、心筋原始幹細胞、皮膚幹細胞、骨格筋幹細胞、お
よび肝臓幹細胞より選択される幹細胞、またはそこから分化した細胞を必要とする。別の
態様では、個人は、免疫細胞機能の改善を必要とする。別の態様では、個人は、幹細胞に
より修正される遺伝子欠損を有する。
【００２３】
　本発明のさらに別の実施形態は、系統決定および／または細胞分化および発生を制御す
る化合物を同定する方法に関し、該方法には、（ａ）上述または本明細書の他所に記載の
任意の方法により作製された成人幹細胞を、接触させるステップと、（ｂ）化合物の非存
在下の幹細胞との比較において、（ａ）の幹細胞の、少なくとも一つの遺伝子型または表
現型の特徴を検出するステップであり、化合物の存在下における特徴の差の検出によって
、化合物が幹細胞の特徴に影響することが示されるステップが含まれる。
【００２４】
　本発明の別の実施形態は、系統決定および／または細胞分化および発生を研究する方法
に関し、該方法には、細胞の少なくとも一つの遺伝子型または表現型の特徴を検出するた
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めに、上述または本明細書の他所に記載の任意の方法により作製された成人幹細胞、また
はそこから分化した細胞を評価するステップが含まれる。
【００２５】
　本発明のさらに別の実施形態は、幹細胞の移植が有益である状態または病気を治療する
薬における、上述または本明細書の他所に記載の任意の方法により作製された細胞の使用
に関する。
【００２６】
　本発明の別の実施形態は、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）のマウスモデルに関し、該マウ
スモデルには、（ａ）マウスに致死量の放射線を照射するステップと、（ｂ）上述または
本明細書の他所に記載の任意の方法により作製された、条件的に不死化された長期幹細胞
、およびＲａｇ－／－マウスからの全骨髄細胞を、該マウスに移入するステップと、（ｃ
）マウスがＡＭＬの臨床徴候を示すまで、マウスにタモキシフェンまたはそのアゴニスト
を周期的に注入するステップを含む方法により作製されるマウスが含まれる。一態様では
、細胞に、ＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２が、トランスフェクションまたは（タンパク質
として）送達される。
【００２７】
　本発明の別の実施形態は、上述のＡＭＬのマウスモデルから得られた、腫瘍細胞に関す
る。
【００２８】
　本発明のさらに別の実施形態は、ＡＭＬの診断、研究、または治療に使用する化合物を
同定、開発、および／またはテストするため；または、ＡＭＬの診断、研究、または治療
に使用する標的を同定、開発、および／またはテストするための、ヒトタンパク質に特異
的な候補薬の前臨床試験における、ＡＭＬのマウスモデルの使用に関する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２９】
　発明の詳細な説明
　本発明は、長期幹細胞、特に長期造血幹細胞（ｌｔ―ＨＳＣ）に由来し、適切な条件下
におくと、かかる幹細胞から通常生じる全ての細胞系統を生み出せる、安定した細胞株を
作製し、維持し、操作することを可能にするという課題への解決法を提供する。本発明は
一般に、条件的に不死化された長期幹細胞を作製する方法、かかる方法により作製された
幹細胞、および、かかる幹細胞を使用する方法に関する。より具体的には、本願発明者は
、長期造血幹細胞を代表的な幹細胞集団として用いて、条件的に不死化された（たとえば
、可逆的に不死化された、または、特定の条件下で不死化され、かかる条件を除去すると
元に戻すことができる）幹細胞を作製する強力な方法を確立しており、かかる幹細胞は、
ｉｎ　ｖｉｖｏおよびｉｎ　ｖｉｔｒｏで普通の細胞系統に分化でき、そのような細胞を
必要とする対象を再構築できる。本発明により、処置（たとえば化学療法、放射線など）
前に患者から幹細胞を採取して、かかる細胞を増殖させた上で、患者に戻すことが可能に
なるため、本発明により、実際骨髄ドナーが不要になりうる。さらに、このような幹細胞
は、大量に増殖させ、保存（たとえば冷凍）することができ、その後必要または希望に応
じて繰り返し回収し、再び増殖させ、操作および／または使用することができる。たとえ
ば、このような幹細胞を操作することにより、遺伝子欠損を修正し、または、対象に利益
（治療的または予防的）を提供し、または目的の細胞型に分化させることができる。最後
に、このような細胞は、細胞発生、増殖および生存の制御に関与する新しい標的を特定し
、細胞発生、増殖および／または生存の制御が有益である病気または状態の改善または治
療に有用な薬物を同定および開発するための、様々な分析で使用できる。
【００３０】
　本願発明者は、長期幹細胞の条件的不死化を可能にする、新しい技術を開発した。長期
造血幹細胞（ｌｔ―ＨＳＣ）により、この技術を本願明細書に例証する。得られた細胞株
は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで無限および指数的に増殖（繁殖）させ、および／または低温保存
（貯蔵）することができ、致死量の放射線を照射したマウスをレスキューし、そのような
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動物の、全ての血液細胞系統を再構築できる。さらに、発明者は、形質転換癌遺伝子の機
能を失わせることにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで分化した血液細胞を作製できた。そのよう
な細胞、および本明細書に記載のそれらの作製方法により、組換えＤＮＡをもたないため
にレシピエントに長期的リスクを与えない、移植可能なヒト幹細胞を生み出すことが可能
になる。本発明の、これらの条件的に不死化されたｌｔ―ＨＳＣは、成熟した表現型にお
いて安定化させることができ、癌遺伝子の再活性化後に成熟した表現型が維持された細胞
株を確立することができる。たとえば、発明者は、ＣＤ４＋αβ＋Ｔ細胞、ならびに樹状
細胞株を開発できた。
【００３１】
　この技術は、臨床応用においては、骨髄移植に勝る以下の利点を有する。
【００３２】
　１．　極めて少ないｌｔ―ＨＳＣで、クローンを確立できる。
【００３３】
　２．　クローンは、無期限に貯蔵し、迅速にアクセスできる、再生可能資源である。
【００３４】
　３．　この療法の費用は、従来の骨髄移植よりもずっと抑えられるはずである。
【００３５】
　４．　ｌｔ―ＨＳＣクローンの使用により、移植片対宿主病の恐れと、それに関連する
費用が減少するはずである。
【００３６】
　５．　この技術により、骨髄ドナーの必要性が少なくとも一部抑えられる。
【００３７】
　さらに、本発明は、分化した系統の細胞（たとえば造血系統発生の中間段階を含む、分
化した造血系統）を生み出すための、ｌｔ―ＨＳＣ細胞等の、条件的に形質転換された長
期幹細胞の使用を提供する。たとえば、これらの細胞株により、多くの治療的および予防
的応用に加え、悪性細胞の分化を誘発し、その成長を抑制し、またはアポトーシスを誘発
することができる新しい化合物の同定が可能になる。これらの細胞により、幹細胞の特定
の系路における分化を導く、新しいサイトカインおよび成長因子のスクリーニングも可能
になる。そのような細胞株は全く存在せず、薬物発見に必須となる。
【００３８】
　より詳しくいうと、成人由来の長期幹細胞集団（ただし、後述するように、本発明は成
人由来の幹細胞に限定されない）の提供および使用に関する、従来技術の限界を克服する
努力において、本願発明者は、初期の造血前駆幹細胞である、条件的に形質転換された細
胞株の新しい作製方法を開発した。本明細書に記載および例証される技術の、具体的かつ
非限定的な例においては、その戦略には、５―フルオロウラシル（５―ＦＵ）で処置した
３―８３μδマウスからの骨髄幹細胞のトランスフェクション（たとえば、レトロウィル
スによる形質導入による）を伴った。発明者は、インサートにＢｃｌ―２および緑色蛍光
タンパク質（ＧＦＰ）（レポーター遺伝子として）、ならびにＭＹＣ―ＥＲおよびＧＦＰ
（やはりレポーター遺伝子として）をコードする、ｐＭＳＣＶバイシストロン性レトロウ
ィルスベクターを用いた。ＭＹＣは、リンパ球のサイトカインによる生存および増殖シグ
ナルに代替できることから、選択された。発明者は、標的細胞を限定することにより、幹
細胞腫瘍が形成されると仮定した。この設定においては、ＭＹＣ―ＥＲ機能はタモキシフ
ェンに依存するため、動物または培養へのタモキシフェンの使用を中止することにより、
ＭＹＣ機能および形質転換を停止できることが重要である。ＭＹＣ―ＥＲを形質導入した
細胞においては、融合タンパク質が産出されるが、タモキシフェンと接触するまで細胞質
にとどまる。Ｂｃｌ―２は、ＭＹＣシグナルへの曝露の結果、より具体的には、タモキシ
フェンの細胞への使用を中止することによりＭＹＣが「不活性化」または除去される結果
として通常生じる、細胞のアポトーシスを阻害する能力により選択された。この遺伝子型
の新しい組み合わせ（すなわち、以下に詳述されるように、本発明はこれらの特定の遺伝
子に限定されない）が、本発明による条件的に不死化された幹細胞作製の成功に一部寄与
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しており、以下に詳述されるように、他の類似の遺伝子の組み合わせに容易に拡張できる
。
【００３９】
　上述の形質導入した幹細胞のレシピエントは、腫瘍を生じ（４ＯＨＴの存在下で）、骨
髄、脾臓、およびリンパ節の腫瘍細胞が採取され、タモキシフェンおよび幹細胞成長因子
カクテルとともに培養された。本願発明者は、適切な組み合わせの幹細胞成長因子の非存
在下では、本方法により作製された幹細胞は成長を停止し、短期間以内に死滅することを
発見した。したがって、上述の遺伝子の組み合わせを細胞にトランスフェクションした後
の、幹細胞成長因子「カクテル」（すなわち、幹細胞に適切または適当な成長因子の組み
合わせ）の使用が、本発明の方法の第二に重要な態様である。このカクテルは、幹細胞の
成長を促進および維持する一般的な特性を有するが、成長因子の特定の組み合わせに限ら
れず、かかる因子の選択のパラメータは以下に詳述される。
【００４０】
　本発明の方法により生み出された幹細胞は、培養下で増殖させることができ、たとえば
Ｓｃａ１は一様に陽性であり、Ｅｎｄｏｇｌｉｎおよびｃｋｉｔは陽性であり、ＣＤ３４
、Ｆｌｔ３、Ｂ２２０、ＣＤ１９およびｍＩｇＭが陰性であったが、これらは、従来技術
で十分に特徴づけられるｌｔ―ＨＳＣの表現型を表している。これらの細胞は、冷凍（低
温保存または貯蔵）し、その後容易に回復させ、冷凍後に培養することができた。回復し
た細胞は、表現型がみな同じであり、ｌｔ―ＨＳＣの表現型を示した（たとえば、ここで
も細胞は一様にＧＦＰが光り、Ｓｃａ１、Ｅｎｄｏｇｌｉｎおよびｃｋｉｔが陽性、ＣＤ
３４、Ｆｌｔ３、Ｂ２２０、ＣＤ１９およびｍＩｇＭが陰性だった）ことが重要である。
この表現型は、マウスにおける全ての長期再構築を提供する、長期再生多能性幹細胞の特
徴として公表されたもの（Ｒｅｙａ等、２００３年、Ｎａｔｕｒｅ４２３：４０９―１４
）に、完全に一致する。
【００４１】
　発明者は、この方法を完全にｉｎ　ｖｉｔｒｏで行えるように、さらに開発した（すな
わち、最初の方法は、上述のように一部ｉｎ　ｖｉｖｏで行われた）。発明者は、上述の
ものと類似の特徴を有する遺伝子の他の組み合わせからも、ｌｔ―ＨＳＣの条件的不死化
を導けることも示した。さらに、タモキシフェンを除去し、適切な成長因子を供給するこ
とにより、細胞株をｉｎ　ｖｉｔｒｏで造血系統に分化させることができ、タモキシフェ
ンを投与しないレシピエント動物において、ｉｎ　ｖｉｖｏで全ての造血系統に分化させ
る。さらに、細胞は、安定した表現型を有し、（本明細書に記載の）適切なシグナルの適
用または除去に応じて既定の系路に沿ってさらに分化する能力を維持する、発生の中間段
階に分化させることができる。そのような細胞は、様々な治療的応用に非常に有益である
。これらの実験は全て、以下および実施例に詳述される。
【００４２】
　本発明の方法および細胞株は、成人幹細胞の様々な細胞系統への分化決定に関係する分
子、生化学的および細胞事象を詳細に研究し、幹細胞の様々な細胞系統への分化および成
長を研究する固有の機会を提供するだけではなく、固有の治療および薬物発見手段を提供
する。
【００４３】
　たとえば、本発明の幹細胞株は、癌、特に放射線治療される癌の治療を含む、様々な移
植、治療および予防戦略に使用する、増殖可能な幹細胞の固有のソースを提供する。たと
えば、現在の白血病の療法では、骨髄ドナーおよびかかるドナーからの幹細胞の供給が限
定されていることにより、放射線療法後に患者を再構築するための選択肢が非常に制限さ
れる。本発明は、必要に応じて貯蔵および回収できる、連続的に増殖可能および更新可能
な自家幹細胞または組織適合性幹細胞の供給源を生み出す手段を提供することにより、こ
の問題を解決する。このような技術によって、最終的には骨髄ドナーが全く不要になりう
る。さらに、本発明により、個人を、個人の必要に応じて造血細胞で再構築することが可
能になるため、この技術は、様々な免疫不全症および貧血症（たとえば再生不良性貧血ま
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たは溶血性貧血）にも非常に有益である。さらに、加齢過程は、とりわけ生産的な免疫応
答を備える能力の低下を含む、造血コンパートメントにおけるいくつかの重要な変化を伴
う。高齢マウスからの造血幹細胞には、ＤＮＡ修復のためのｍＲＮＡがより多く含まれる
ことが分かっている。これは、それらが骨髄サイトカインに応答して自己更新、分化、増
殖、生存する能力に、究極的に影響しうる。したがって、本発明は、かかる欠損を修正ま
たは改善するために、健康な造血細胞の持続的供給を提供できるという点で、高齢者にも
有益でありうる。
【００４４】
　本発明の技術は、骨髄幹細胞に限られず、実質的に任意のタイプの幹細胞に応用でき、
成人由来の細胞を越えて胚幹細胞にまで拡張できる。
【００４５】
　一実施例においては、本発明の別の応用は、連続的に増殖可能および更新可能な毛嚢幹
細胞を生み出すことに関する。この系統からの、条件的に不死化された幹細胞の発生は、
火傷被害者、化学療法および／または放射線療法を受けて、発毛が不可逆的に失われた任
意の個人、ならびに頭蓋に影響を及ぼす外科手技後の患者の、再建手術の場面で利用でき
る。さらに、かかる細胞は、遺伝性禿頭症の個人における発毛の誘導を伴う、選択的処置
に使用できる。同様に、皮膚の幹細胞への本発明の応用は、火傷被害者の癒傷および治療
、ならびに外傷等の患者の形成再建手術、ならびに美容手術などを含む選択的手術の用途
に、非常に有益となる。かかる細胞は、さらに遺伝子操作することにより、若年および老
齢の個人における、先天性または後天性の遺伝子欠損を修正できる。当業者は、本開示に
もとづいて、肺、乳腺、および腸管上皮に由来する幹細胞、ならびに神経および心臓組織
に由来する幹細胞などをいくつかの例として含む、他の様々な幹細胞集団への本発明の使
用から利益が得られることを、理解するだろう。その他の幹細胞型は、本明細書中の他所
に記される。
【００４６】
　さらに、本発明は、個人が、自家幹細胞およびそこから分化した細胞の増殖可能な供給
源に、個人の一生を通して必要に応じてアクセスできる、固有の機会を提供する。たとえ
ば、体が老化するにともない、免疫機能および免疫記憶が低下することが知られている。
しかし、本発明により提供される技術を用いれば、個人を、造血系統の全ての細胞に分化
できる新しい自家幹細胞で再構築することにより、高齢の個人に「若い」免疫系を供給す
ることが可能になる。さらに、本方法により生み出された幹細胞は、個人の生涯貯蔵して
、必要な場合（個人が癌または免疫不全症を発病した場合や、事実上任意の種類の新たに
生み出された自家細胞を必要とするその他の場合）に、治療プロトコルの一部として使用
しうる。
【００４７】
　本発明は、遺伝子治療にも固有の機会を提供する。特に、今では、個人から得、本発明
の方法を用いて条件的に不死化し、増殖させた自家幹細胞を操作することにより、遺伝子
欠損を修正し、または、有益な遺伝子組み換えを体細胞に導入できる。その後、幹細胞を
、これを得た元の個人に再導入できる。
【００４８】
　本発明の方法により作製された幹細胞は、様々な薬物発見アッセイにおいても使用でき
る。今では、容易に貯蔵し、回収し、増殖させ、操作できる、均一な幹細胞の事実上無限
の供給源を作製できるため、そのような幹細胞を幹細胞として使用して、または様々な細
胞系統に分化させて使用して、細胞分化、遺伝子発現、および細胞プロセスへの影響につ
いて様々な化合物をテストするアッセイを行うことができる。化合物と接触させる前に、
細胞を、遺伝子操作等により操作しうる。遺伝子欠損のある個人の幹細胞を、そのような
アッセイにおいて評価することにより、治療化合物（たとえば癌治療）を同定し、遺伝子
置換療法を評価できる。実際本発明の技術は、特定の個人の細胞を標的として、個人の細
胞に「合わせた」候補薬および候補療法および戦略を特定する機会を提供する。かかるア
ッセイの例は、下記に詳述される。
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【００４９】
　系統決定ならびに細胞分化および発生の分野における調査および発見に関しては、本発
明以前には、目的の実験を行うのに十分な数の目的の細胞集団を入手できないこと、およ
びこれを生み出せないことにより、そのような研究が強く妨げられていた。たとえば、特
定の前駆細胞株の分化における中間体を同定またはスクリーニングするためには、意味の
ある再生可能な結果を提供するために、十分な数の細胞が得られなければならない。前駆
細胞株は、既定の系統においてさらに分化する能力も維持しなければならない。そのため
、これらの新しい手段は現在のところ存在しないばかりか、それらの細胞を生み出すため
に必要な他の技術の説明もない。本発明の時点で利用できた技術を用いては、これは不可
能であった。本発明は、様々な実験で使用できる、均一な幹細胞の、増殖可能な基本的に
無限の供給源を提供することにより、問題を解決する。この技術により、細胞分化および
発見の分野における調査能力が非常に高まる。
【００５０】
　上述のとおり、本発明のｌｔ―ＨＳＣを条件的に不死化する方法は、他の組織に由来す
る他の幹細胞に応用することもできる。たとえば、必要に応じて遺伝子送達および成長因
子を変えることにより、後述のとおり、本発明を様々な幹細胞に応用できる。そのような
細胞も、本明細書に造血幹細胞について記載されるように、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで増殖させ
、癌遺伝子の不活性化に応じて分化させることができる。その後これらの細胞を、組織修
復および組織再生／再生医療を含む治療への応用に使用できる。したがって、ＭＹＣ―Ｅ
ＲおよびＢｃｌ―２の組み合わせの遺伝子、または本明細書に記載の他の任意の組み合わ
せを、本明細書に記載の方法、または本開示を受けた当業者が適切とみなす任意の方法（
様々なウィルスにより媒介される方法を含む）により、間葉系幹細胞（肺間葉系幹細胞お
よび骨髄間質細胞等）、神経幹細胞（ドーパミンニューロン幹細胞および運動ニューロン
幹細胞等）、上皮幹細胞（肺上皮幹細胞、乳腺上皮幹細胞、および腸上皮幹細胞等）、心
筋原始幹細胞、皮膚幹細胞（表皮幹細胞および濾胞幹細胞等）、骨格筋幹細胞、内皮幹細
胞（たとえば肺内皮幹細胞）、および肝臓幹細胞等を含む細胞にトランスフェクションし
て、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで増殖させることができ、癌遺伝子を不活性化すると分化する、条
件的に不死化された細胞株を生み出すことができる。かかる細胞株の治療上の可能性に加
えて、これらの細胞株は、先天的な遺伝子欠損を修正するために、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ（ま
たはｅｘ　ｖｉｖｏ）でさらに改変でき、初期の系統決定および分化の分子基礎を研究す
るために使用できる。これらの細胞は、潜在的に重要な治療標的の新規のソースでありう
ると同時に、これらの細胞株は、分化を阻止あるいは誘発する小分子のスクリーニング、
ならびに、癌療法および免疫不全療法等を含む様々な療法のための新しい化合物および分
子標的の同定にも有用である。
【００５１】
　一般的な定義
　本発明によれば、本明細書にいう単離された核酸分子とは、その自然環境から除去され
た（すなわち人為的操作をうけた）核酸分子であり、その自然環境とは、核酸分子が自然
に存在するゲノムまたは染色体である。したがって、「単離された」とは、核酸分子の精
製の程度を必ずしも反映しないが、核酸分子が自然に存在するゲノム全体または染色体全
体を含まないことを示す。単離された核酸分子は、遺伝子を含みうる。遺伝子を含む単離
された核酸分子は、かかる遺伝子を含む染色体の断片ではなく、むしろ遺伝子に伴うコー
ド領域および制御領域を含む染色体の断片であり、かつ同じ染色体に自然に存在する他の
遺伝子は含まない染色体の断片である。単離された核酸分子は、特定された核酸配列に（
配列の５’および／または３’末端で）隣接する核酸も含まれることがあるが、これらは
通常自然界ではその特定された核酸に隣接することはない（すなわち、異種配列である）
。単離された核酸分子には、ＤＮＡ、ＲＮＡ（たとえばｍＲＮＡ）、またはＤＮＡまたは
ＲＮＡの誘導体（たとえばｃＤＮＡ、ｓｉＲＮＡ、ｓｈＲＮＡ）が含まれうる。「核酸分
子」という表現は主として物理的な核酸分子をさし、「核酸配列」という表現は主として
核酸分子上のヌクレオチドの配列をさすが、二つの表現は、特に、タンパク質またはタン
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パク質の領域をコードしうる核酸分子または核酸配列に関しては、互換可能に使用するこ
とができる。
【００５２】
　本発明の単離された核酸分子は、好ましくは、組換えＤＮＡ技術（たとえばポリメラー
ゼ連鎖反応法（ＰＣＲ）による増幅、クローニング）、または化学合成を用いて作られる
。単離された核酸分子には、自然の対立遺伝子変異体、および修飾により望ましい効果が
提供されるような態様で（たとえば、本明細書に記載される誘導可能なプロトオンコジー
ンの提供）ヌクレオチドが挿入、欠失、置換、及び／又は逆位された修飾核酸分子を含む
、自然の核酸分子およびそのホモログが含まれる。
【００５３】
　核酸分子のホモログは、多くの周知の方法を用いて作製できる（たとえば、Ｓａｍｂｒ
ｏｏｋ等、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕ
ａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｓ　Ｐｒｅｓｓ（１９８９年）を
参照）。たとえば、部位特異的突然変異誘発、突然変異を誘発する核酸分子の化学処理、
制限酵素による核酸断片の切断、核酸断片の連結、ＰＣＲ増幅および／または核酸配列の
選択された領域の突然変異誘発、オリゴヌクレオチド混合物の合成および混合物群の連結
による核酸分子の混合物「構築」、およびそれらの組み合わせ等の標準的な突然変異誘発
法および組換えＤＮＡ技術を含むがこれに限られない様々な技術を用いて、核酸分子を修
飾しうる。核酸分子のホモログは、核酸によりコードされたタンパク質の機能のスクリー
ニング、および／または野生型遺伝子とのハイブリダイゼーションにより、修飾核酸の混
合物から選択されうる。
【００５４】
　本発明の核酸分子またはポリヌクレオチドの最小サイズは、プロトオンコジーンにコー
ドされたタンパク質またはその機能的部分（すなわち、全長タンパク質の生物活性を有し
、本発明の方法の用途に十分な部分）、または抗アポトーシスタンパク質またはその機能
的部分（すなわち、全長タンパク質の生物活性を有し、本発明の方法の用途に十分な部分
）などの、本発明に有用なタンパク質をコードするために十分なサイズである。本発明に
おいて有用でありうる他の核酸分子には、天然タンパク質をコードする核酸分子の相補配
列と安定したハイブリッドを形成（たとえば、ストリンジェンシーが中程度、高い、また
は非常に高い条件下で）できるプローブまたはオリゴヌクレオチドプライマを形成するた
めに十分な、最も小さなサイズの核酸分子が含まれうる。これは、通常は少なくとも５ヌ
クレオチドの長さであり、好ましくは、約５～約５０の範囲、または約５００ヌクレオチ
ド、またはそれ以上であり、任意の中間の整数の長さを含む（すなわち、５，６，７，８
，９，１０，．．．３３，３４，．．２５６，２５７，．．．５００）。本発明の核酸分
子の最大サイズには、実用制限以外には制限がなく、核酸分子には、本明細書に記載の、
本発明の任意の実施形態において有用であるために十分な、単数または複数の配列が含ま
れうる。
【００５５】
　本明細書で使用されるところの、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件とは
、核酸分子を用いて類似の核酸分子が同定される、標準的なハイブリダイゼーション条件
をさす。かかる標準的な条件は、たとえば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ等、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｓ　Ｐｒｅｓｓ，１９８９年に開示されている。Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋ等、同箇所は、参照により全体として本明細書に組み込まれるものとする（特に、９．
３１―９．６２ページを参照）。さらに、様々な程度のヌクレオチドのミスマッチを許容
するハイブリダイゼーションを達成するための、適切なハイブリダイゼーションおよび洗
浄条件を計算する式が、たとえば、Ｍｅｉｎｋｏｔｈ等、１９８４年、Ａｎａｌ．Ｂｉｏ
ｃｈｅｍ．１３８，２６７―２８４などに開示されており、Ｍｅｉｎｋｏｔｈ等、同箇所
は、参照により全体として本明細書に組み込まれるものとする。
【００５６】
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　特に、本明細書にいう、中程度のストリンジェンシーのハイブリダイゼーションおよび
洗浄条件とは、ハイブリダイゼーション反応のプローブに使用される核酸分子と少なくと
も約７０％の核酸配列の同一性を有する核酸分子の単離を許容する条件（すなわち、約３
０％以下のヌクレオチドのミスマッチを許容する条件）をさす。本明細書にいう、ストリ
ンジェンシーの高いハイブリダイゼーションおよび洗浄条件とは、ハイブリダイゼーショ
ン反応のプローブに使用される核酸分子と少なくとも約８０％の核酸配列の同一性を有す
る核酸分子の単離を許容する条件（すなわち、約２０％以下のヌクレオチドのミスマッチ
を許容する条件）をいう。本明細書にいう、ストリンジェンシーの非常に高いハイブリダ
イゼーションおよび洗浄条件は、ハイブリダイゼーション反応のプローブに使用される核
酸分子と少なくとも約９０％の核酸配列の同一性を有する核酸分子の単離を許容する条件
（すなわち、約１０％以下のヌクレオチドのミスマッチを許容する条件）をいう。上述の
ように、当業者は、Ｍｅｉｎｋｏｔｈ等、前出における式を用いて、これらの特定のレベ
ルのヌクレオチドミスマッチを達成するのに適切なハイブリダイゼーションおよび洗浄条
件を計算できる。そのような条件は、ＤＮＡ：ＲＮＡまたはＤＮＡ：ＤＮＡハイブリッド
のいずれが形成されるかにより異なる。ＤＮＡ：ＤＮＡハイブリッドのための計算された
融解温度は、ＤＮＡ：ＲＮＡハイブリッドの場合よりも１０℃低い。特定の実施形態にお
いては、ＤＮＡ：ＤＮＡハイブリッドのストリンジェントなハイブリダイゼーション条件
には、６Ｘ　ＳＳＣ（０．９Ｍ　Ｎａ＋）のイオン強度で、約２０℃～約３５℃（低スト
リンジェンシー）の範囲の温度での、より好ましくは、約２８℃～約４０℃（よりストリ
ンジェント）、さらに好ましくは、約３５℃～約４５℃での（さらにストリンジェント）
ハイブリダイゼーションと、適切な洗浄条件が含まれる。特定の実施形態においては、Ｄ
ＮＡ：ＲＮＡハイブリッドのためのストリンジェントなハイブリダイゼーション条件には
、６Ｘ　ＳＳＣ（０．９Ｍ　Ｎａ＋）のイオン強度で、約３０℃～約４５℃の範囲の温度
での、より好ましくは、約３８℃～約５０℃、さらに好ましくは、約４５℃～約５５℃で
のハイブリダイゼーションと、同様にストリンジェントな洗浄条件が含まれる。これらの
値は、約１００ヌクレオチドより大きな分子、０％ホルムアミド、およびＧ＋Ｃ含量約４
０％での、融解温度の計算に基づく。あるいは、Ｔｍは、Ｓａｍｂｒｏｏｋ等、前出、９
．３１から９．６２ページに説明されるように、実験的に計算されうる。一般に洗浄条件
は、可能な限りストリンジェントでなければならず、選択されたハイブリダイゼーション
条件に適切でなければならない。たとえば、ハイブリダイゼーション条件には、塩条件と
、特定のハイブリッドの計算されたＴｍよりも約２０～２５℃低い温度条件との組み合わ
せが含まれればよく、洗浄条件には、通常は、塩条件と、特定のハイブリッドの計算され
たＴｍよりも約１２～２０℃低い温度条件との組み合わせが含まれる。ＤＮＡ：ＤＮＡハ
イブリッドの用途に適したハイブリダイゼーション条件の一例には、６Ｘ　ＳＳＣ（５０
％ホルムアミド）中約４２℃での２～２４時間のハイブリダイゼーションと、これに続く
、約２Ｘ　ＳＳＣ中室温での一度以上の洗浄を含む洗浄ステップと、これに続く、より高
い温度およびより低いイオン強度でのさらなる洗浄（たとえば、約０．１Ｘ―０．５Ｘ　
ＳＳＣ中約３７℃で少なくとも一度洗浄した後、約０．１Ｘ―０．５Ｘ　ＳＳＣ中約６８
℃で少なくとも一度洗浄）が含まれる。
【００５７】
　本発明の一実施形態では、配列の切断型（断片または部分）およびホモログを含む、本
明細書に記載の任意のアミノ酸配列は、特定のアミノ酸配列のＣ―および／またはＮ末端
の各々に隣接する、少なくとも一から約２０までの追加的な異種アミノ酸により作られう
る。結果として得られたタンパク質またはポリペプチドは、特定のアミノ酸配列から「基
本的に成る」と称することができる。本発明によれば、異種アミノ酸とは、自然には特定
のアミノ酸配列に隣接して見られないアミノ酸配列（すなわち、自然にはｉｎｖｉｖｏで
見られないアミノ酸配列）、または、自然において遺伝子上で特定のアミノ酸配列をコー
ドする核酸配列に隣接するヌクレオチドが、そのアミノ酸配列が由来する生物の標準のコ
ドン使用によって翻訳された場合、そこにはコードされていないアミノ酸配列のことであ
る。同様に、本明細書において核酸配列に関して使用される、「から基本的に成る」とい
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う表現は、特定のアミノ酸配列をコードする核酸配列の５’および／または３’末端の各
々に、少なくとも一から約６０までの追加的な異種ヌクレオチドが隣接しうる、特定のア
ミノ酸配列をコードする核酸配列をさす。異種ヌクレオチドは、自然の遺伝子に見られる
ように、自然には特定のアミノ酸配列をコードする核酸配列に隣接して見られない（すな
わち自然にはｉｎｖｉｖｏで見られない）。
【００５８】
　本発明によれば、組換えベクター（特に本発明の目的の核酸配列を含む場合に、一般的
に組換え核酸分子とも呼ばれる）は、選択された核酸配列を操作する手段として、および
、かかる核酸配列を宿主細胞に導入する手段として用いられる、人工の（すなわち人工的
に作られた）核酸分子である。したがって、組換えベクターは、クローニング、シーケン
シング、および／または特定の核酸配列を、宿主細胞に発現させ、および／または提供す
るなどの他の方法により操作することに適する。かかるベクターには通常、異種核酸配列
、すなわち、クローニングまたは送達される核酸配列に自然にまたは通常は隣接して見ら
れない核酸分子が含まれるが、ベクターには、本発明の核酸分子に自然に隣接して見られ
るか、本発明の核酸分子の発現に有用な、調節性核酸配列（たとえばプロモータ、非翻訳
領域）も含まれうる（下記に詳述）。ベクターは、ＲＮＡでもＤＮＡでも、原核生物でも
真核生物でもよく、典型的にはプラスミドまたはウィルスベクターである。ベクターは、
細胞質因子（たとえばプラスミド）として維持されるか、宿主細胞の染色体に組み込まれ
うる。ベクター全体が宿主細胞内に留まるか、または、一定の条件下で、本発明の核酸分
子を残してプラスミドＤＮＡは消化されうる。その他の条件下では、ベクターは、選択さ
れた時間に、宿主細胞のゲノムから削除（除去）されるようにデザインされる（以下にさ
らに詳述）。組み込まれた核酸分子は、染色体プロモータ制御下、天然またはプラスミド
プロモータ制御下、または、いくつかのプロモータ制御の組み合わせ下にありうる。核酸
分子の単一または複数コピーを染色体に組み込むことができる。本発明の組換えベクター
には、少なくとも一つの選択可能なマーカーが含まれうる。
【００５９】
　本発明によるところの、「有効に連結された」という表現は、核酸分子を、宿主細胞に
トランスフェクション（変形、形質導入、トランスフェクション、接合、または導出）さ
れたときに分子が発現しうるような態様で、発現制御配列（たとえば、転写制御配列およ
び／または翻訳制御配列）に連結することをいう。転写制御配列は、転写の開始、伸長ま
たは停止を制御する配列である。特に重要な転写制御配列は、プロモータ、エンハンサ、
オペレータおよびリプレッサ配列など、転写開始を制御するものである。好適な転写制御
配列には、組換え核酸分子が導入される宿主細胞または生物において機能することができ
る、任意の転写制御配列が含まれる。
【００６０】
　本発明によるところの、「トランスフェクション」という用語は、外因性核酸分子（す
なわち、組換え核酸分子）を細胞に挿入しうる任意の方法をさすために用いられる。「形
質導入」という用語は、ウィルス（たとえばレトロウィルス）または形質導入バクテリオ
ファージ等によって、遺伝形質が一つのソースから他へと導入される、特定のタイプのト
ランスフェクションである。「形質転換」という用語は、その用語が、細菌およびイース
ト菌等の微生物細胞への核酸分子の導入をさすのに用いられる場合には、「トランスフェ
クション」という用語と互換可能に使用できる。微生物システムにおいては、「形質転換
」という用語は、微生物による外因性核酸の獲得に起因する遺伝性の変化を表わすために
用いられ、「トランスフェクション」という用語と基本的に同義である。しかし、動物細
胞においては、形質転換は第二の意味を得ており、たとえばガン化した後の、培養におけ
る細胞の増殖特性の変化をさしうる。したがって、混乱を回避するために、本明細書にお
いては、動物細胞への外因性核酸の導入に関しては、「トランスフェクション」という用
語が使われるのが好ましい。したがって、本明細書においては、用語が細胞への外因性核
酸の導入に関する限りにおいて、動物細胞のトランスフェクションまたは形質導入、およ
び、微生物細胞の形質転換または形質導入を広く含むものとして、「トランスフェクショ
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ン」という用語が使用される。トランスフェクション技術には、形質転換、形質導入、微
粒子銃、拡散、能動輸送、バス内超音波処理、エレクトロポレーション、マイクロインジ
ェクション、リポフェクション、吸着、感染およびプロトプラスト融合が含まれるが、こ
れに限られない。
【００６１】
　本明細書で使用されるところの、本発明における単離されたタンパク質またはポリペプ
チドには、全長タンパク質、融合タンパク質、キメラタンパク質、または、かかるタンパ
ク質の任意の断片（切断型、部分）またはホモログが含まれる。特に、本発明による単離
されたタンパク質は、その自然の環境から除去された（すなわち人為的に操作された）タ
ンパク質（ポリペプチドまたはペプチドを含む）であり、精製タンパク質、部分的に精製
されたタンパク質、リコンビナント的に生産されたタンパク質、膜結合タンパク質、脂質
結合タンパク質、可溶タンパク質、合成的に生産されたタンパク質、および他のタンパク
質に関連した単離されたタンパク質が含まれるが、これに限定されない。そのようなもの
として、「単離された」とは、タンパク質の精製の程度を反映しない。本発明の単離され
たタンパク質は、リコンビナント的に生産されるのが好ましい。さらに、再び特定のタン
パク質（Ｂｃｌ―２）の命名に関する例として、「ヒトＢｃｌ―２タンパク質」またはヒ
トＢｃｌ―２タンパク質に「由来する」タンパク質とは、ヒト（ホモサピエンス）のＢｃ
ｌ―２タンパク質（天然に見られるＢｃｌ―２タンパク質のホモログまたは部分を含む）
、または、構造（たとえば配列）およびおそらくはホモサピエンスの天然に見られるＢｃ
ｌ―２タンパク質の機能についての知識により別途生産された、Ｂｃｌ―２タンパク質を
さす。換言すれば、ヒトＢｃｌ―２タンパク質には、ホモサピエンスの天然に見られるＢ
ｃｌ―２タンパク質とほぼ類似の構造および機能を有する任意のＢｃｌ―２タンパク質、
または、本明細書に詳述されるように、ホモサピエンスの天然に見られるＢｃｌ―２タン
パク質の、生物学的に活性な（すなわち、生物活性を有する）ホモログである任意のＢｃ
ｌ―２タンパク質が含まれる。そのようなものとしての、ヒトＢｃｌ―２タンパク質には
、精製、一部精製、組換え、突然変異／改変、および合成タンパク質が含まれうる。本発
明によるところの、「改変」および「突然変異」という用語は、特に、本明細書に記載さ
れるタンパク質のアミノ酸配列（または核酸配列）に対する改変／突然変異に関しては、
互換可能に使用できる。
【００６２】
　本明細書で使用されるところの、「ホモログ」という用語は、天然に見られるタンパク
質またはペプチドに対する軽微な改変を含めた改変によって、天然に見られるタンパク質
またはペプチド（すなわち、「原型」または「野生型」タンパク質）と異なるが、天然の
状態での基本的なタンパク質構造および側鎖構造を維持するタンパク質またはペプチドを
さすのに使用される。かかる変更には、限定されないが、一つまたはいくつか（すなわち
、１，２，３，４，５，６，７，８，９または１０）のアミノ酸側鎖の変更；欠失（たと
えばタンパク質、または、タンパク質またはペプチドの切断型）、挿入、および／または
置換を含む、一つまたはいくつかのアミノ酸の変更；一つまたはいくつかの原子の立体化
学の変更；および／または、メチル化、グリコシル化、リン酸化、アセチル化、ミリスト
イル化、プレニル化、パルミチン酸化、アミド化、および／またはグリコシルホスファチ
ジルイノシトールの付加等を含む軽微な誘導体化が含まれる。ホモログは、天然に見られ
るタンパク質またはペプチドと比較して、増強、低下した、またはほぼ類似の特性を有し
うる。ホモログには、タンパク質のアゴニストまたはタンパク質のアンタゴニストが含ま
れうる。
【００６３】
　ホモログは、自然対立遺伝子変異または自然突然変異の結果でありうる。タンパク質を
コードする核酸の、自然に見られる対立遺伝子変異体は、かかるタンパク質をコードする
遺伝子と基本的に同じゲノムの遺伝子座（または座位）で生じるが、突然変異または組換
えなどにより生じる自然変異によって、類似するが同一でない配列を有する遺伝子である
。対立遺伝子変異体は、典型的には、比較対象の遺伝子によりコードされるタンパク質と
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類似の活性を有するタンパク質をコードする。一つの種類の対立遺伝子変異体は、同じタ
ンパク質をコードしうるが、遺伝コードの縮退により、異なる核酸配列を有しうる。対立
遺伝子変異体には、遺伝子の５’または３’非翻訳領域（たとえば、制御調節領域）の改
変も含まれうる。対立遺伝子変異体は、当業者に周知である。
【００６４】
　ホモログは、タンパク質を生産する公知技術を使用して作製でき、これには、単離され
た天然に見られるタンパク質の直接的な改変、直接的なタンパク質合成、または、たとえ
ばランダムまたは標的突然変異の誘発を行うための古典的または組換えＤＮＡ技術を用い
た、タンパク質をコードする核酸配列の改変が含まれるが、これに限られない。
【００６５】
　一実施形態では、特定のタンパク質のホモログは、比較タンパク質のアミノ酸配列と少
なくとも約４５％、または少なくとも約５０％、または少なくとも約５５％、または少な
くとも約６０％、または少なくとも約６５％、または少なくとも約７０％、または少なく
とも約７５％、または少なくとも約８０％、または少なくとも約８５％、または少なくと
も約９０％、または少なくとも約９５％同一の、または少なくとも約９５％同一の、また
は少なくとも約９６％同一の、または少なくとも約９７％同一の、または少なくとも約９
８％同一の、または少なくとも約９９％同一の（または、４５％から９９％の間の任意の
整数パーセントの同一性の）アミノ酸配列を含むか、基本的に成るか、または成る。一実
施形態では、ホモログは、比較タンパク質の自然に見られるアミノ酸配列と１００％未満
同一、約９９％未満同一、約９８％未満同一、約９７％未満同一、約９６％未満同一、約
９５％未満同一等々、１％単位で約７０％未満まで同一のアミノ酸配列を含むか、基本的
に成るか、または成る。
【００６６】
　特記がない限り、本明細書で使用されるところの、パーセント（％）同一性とは、（１
）標準的なデフォルトパラメータで、アミノ酸のサーチにｂｌａｓｔｐを用い、核酸のサ
ーチにｂｌａｓｔｎを用い、デフォルトによりクエリー配列の低複雑性領域がフィルタさ
れる、ＢＬＡＳＴ２．０Ｂａｓｉｃ　ＢＬＡＳＴホモロジーサーチ（参照により全体とし
て本明細書に組み込まれる、Ａｌｔｓｃｈｕｌ，Ｓ．Ｆ．，Ｍａｄｄｅｎ，Ｔ．Ｌ．，Ｓ
ｃｈａｅａｅｆｆｅｒ，Ａ．Ａ．，Ｚｈａｎｇ，Ｊ．，Ｚｈａｎｇ，Ｚ．，Ｍｉｌｌｅｒ
，Ｗ．＆　Ｌｉｐｍａｎ，Ｄ．Ｊ．（１９９７年）“Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴ　ａｎｄ
　ＰＳＩ―ＢＬＡＳＴ：ａ　ｎｅｗ　ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｄ
ａｔａｂａｓｅ　ｓｅａｒｃｈ　ｐｒｏｇｒａｍｓ．”Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒ
ｅｓ．２５：３３８９―３４０２に記載）；（２）ＢＬＡＳＴ２アラインメント（下記の
パラメータを使用）；（３）および／または、標準的なデフォルトパラメータによる、Ｐ
ＳＩ―ＢＬＡＳＴ（位置特異的反復ＢＬＡＳＴを用いて行われる、ホモロジー評価をさす
。ただし、ＢＬＡＳＴ２．０Ｂａｓｉｃ　ＢＬＡＳＴとＢＬＡＳＴ２の間の標準的なパラ
メータの差を原因として、二つの特定の配列が、ＢＬＡＳＴ２プログラムを用いて有意な
ホモロジーを有するものとして認識されうる一方で、配列の一つをクエリー配列として用
いてＢＬＡＳＴ　２．０　Ｂａｓｉｃ　ＢＬＡＳＴで行ったサーチでは、第二の配列がト
ップマッチに認識されない可能性があることに注意しなければならない。さらに、ＰＳＩ
―ＢＬＡＳＴは、自動化され、使いやすいバージョンの「プロファイル」サーチを提供す
るが、これは、配列ホモログを検索する感度の高い方法である。プログラムはまず、ＢＬ
ＡＳＴデータベースのギャップサーチを行う。ＰＳＩ―ＢＬＡＳＴプログラムは、任意の
有意なアラインメントからリターンされた情報を用いて、位置特異的スコアマトリクスを
作成し、これが、次のラウンドのデータベースサーチのクエリー配列に置き換えられる。
したがって、当然のことながら、パーセント同一性は、これらのプログラムのいずれか一
つを用いて判定されうる。
【００６７】
　参照により全体として本明細書に組み込まれる、ＴａｔｕｓｏｖａおよびＭａｄｄｅｎ
，（１９９９年），“Ｂｌａｓｔ　２　ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ―ａ　ｎｅｗ　ｔｏｏｌ　ｆ
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ｏｒ　ｃｏｍｐａｒｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ａｎｄ　ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｓｅｑｕ
ｅｎｃｅｓ”，ＦＥＭＳＭｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ．１７４：２４７―２５０に記載
されるように、ＢＬＡＳＴ２配列を用いて、二つの特定の配列を互いに整列化させうる。
ＢＬＡＳＴ２配列アラインメントは、二つの配列間で、ＢＬＡＳＴ２．０アルゴリズムを
用いて、最終アラインメントにギャップ（欠失および挿入）が導入されることを許容した
Ｇａｐｐｅｄ　ＢＬＡＳＴサーチ（ＢＬＡＳＴ　２．０）をｂｌａｓｔｐまたはｂｌａｓ
ｔｎで行うことにより実行される。本明細書を明確にするために、ＢＬＡＳＴ２配列アラ
インメントは、以下のような、標準的なデフォルトパラメータを使用して行われる。
【００６８】
　ｂｌａｓｔｎでは、０　ＢＬＯＳＵＭ６２マトリクスを用い：
　マッチに対するリワード＝１
　ミスマッチに対するペナルティ＝－２
　オープンギャップ（５）および拡張ギャップ（２）ペナルティ
　ギャップｘ＿ドロップオフ（５０）期待値（１０）ワードサイズ（１１）フィルタ（オ
ン）
 
　ｂｌａｓｔｎでは、０　ＢＬＯＳＵＭ６２マトリクスを用い：
　オープンギャップ（１１）および拡張ギャップ（１）ペナルティ
　ギャップｘ＿ドロップオフ（５０）期待値（１０）ワードサイズ（１１）フィルタ（オ
ン）。
【００６９】
 
　本発明によれば、生物学的に活性のホモログまたは断片を含む、単離されたタンパク質
は、野生型または天然（野生）タンパク質の生物活性の特徴を少なくとも一つ有する。一
般に、タンパク質の生物活性または生物作用とは、ｉｎ　ｖｉｖｏ（すなわちタンパク質
の自然の生理的環境）またはｉｎ　ｖｉｔｒｏ（すなわち実験室条件下）で自然にある状
態のタンパク質に属すると測定または観察される、タンパク質により示されまたは果たさ
れる任意の機能（単数または複数）をさす。タンパク質の発現の減少またはタンパク質の
活性の低下をもたらす改変、活性、または相互作用を、タンパク質の（完全もしくは部分
的な）不活性化、下方制御、活動の低下、または、活動もしくは活性の減少とよぶことが
できる。同様に、タンパク質の発現の増加またはタンパク質の活性の増加をもたらす改変
、活性、または相互作用を、タンパク質の増幅、過剰産生、活性化、増進、上方調節、ま
たは活動の増加とよぶことができる。
【００７０】
　本発明の条件的不死化の方法
　本発明の一実施形態は、条件的に不死化された成人幹細胞、および好ましくは長期幹細
胞を作製する方法に関する。方法には、一般に、（ａ）増殖させた成人幹細胞集団を得る
ステップと、（ｂ）細胞生存および増殖を促進するプロトオンコジーンを含むベクターに
より、幹細胞をトランスフェクションする（形質導入する）ステップであり、プロトオン
コジーンが調節可能（誘導可能、制御可能）であるステップと、（ｃ）細胞のアポトーシ
スを阻害するタンパク質をコードするベクターにより、幹細胞をトランスフェクションす
る（形質導入する）ステップと、（ｄ）幹細胞成長因子の組み合わせの存在下において、
プロトオンコジーンが活性である条件下で、トランスフェクション細胞を増殖させるステ
ップが含まれる。一実施形態では、ベクターは、組み込みベクターである。この方法によ
り作製された細胞は、培養し、増殖させ、貯蔵し、回復させ、治療方法において使用し、
調査および発見方法において使用し、遺伝子操作し、プロトオンコジーンが活性である条
件を除去することにより分化を誘導することができ、および／または本明細書に記載の方
法、または、この開示を与えられた当業者に明らかな任意の他の方法において、使用でき
る。ステップ（ｂ）および（ｃ）は、任意の順序で行われうる。
【００７１】
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　本発明による、「条件的に不死化された」という表現は、特定の条件群の下で細胞が不
死化され、条件が除去または変更（または他の条件が追加）されると、細胞はもはや不死
化されず、他の細胞型に分化しうるような、可逆的な態様で不死化（たとえば、適切な条
件下で多数の異なる系統に分化する能力および可能性を維持しながら、サイトカイン依存
的に、分化せずに無限に成長できる）された細胞をさす。「条件的に不死化された」とい
う表現は、「可逆的に不死化された」という表現と互換可能に使用できる。たとえば、本
発明の方法によれば、細胞生存および増殖を促進する調節可能なプロトオンコジーンが存
在することにより、プロトオンコジーンの活性化を許容する条件下（たとえばＭＹＣ―Ｅ
Ｒの場合には、タモキシフェンまたはそのアゴニスト）におかれると、細胞が不死化され
た表現型を維持する。換言すれば、細胞は、これらの特定の条件下で、培養において無限
に成長および増幅し、未分化の状態に維持される。これらの条件が除去されると（たとえ
ば、ＭＹＣ―ＥＲに関してはタモキシフェンが除去される）、幹細胞はもはや不死化され
ず、適切な環境（たとえば、成長因子の適切な組み合わせ）が与えられれば、様々な細胞
系統に分化できる。
【００７２】
　本明細書で使用されるところの「幹細胞」とは、従来技術において一般に理解されてい
るとおりの用語をいう。たとえば、幹細胞は、そのソースに関わらず、長期間にわたり自
己分裂および再生できる細胞であり、分化しておらず（未分化）、分化した細胞型を生み
出せる（に分化できる）（すなわち、様々な分化した細胞型の原始細胞または前駆細胞で
ある）細胞をいう。幹細胞に関連して使用される場合の「長期」とは、幹細胞の特定の種
類に応じて長期間（たとえば、少なくとも３ヶ月など、何ヶ月から何年まで）にわたり同
じ未分化の細胞型に分裂することにより自己再生する、幹細胞の能力をさす。本明細書に
述べられるように、長期造血幹細胞（ｌｔ―ＨＳＣ）など、様々な動物種からの様々な長
期幹細胞の表現型の特徴が、従来技術において周知である。たとえば、ネズミ科のｌｔ―
ＨＳＣは、以下の細胞表面マーカーの表現型の存在下で識別できる：ｃ―ｋｉｔ＋、Ｓｃ
ａ―１＋、ＣＤ３４－、ｆｌｋ２－（実施例を参照）。成人幹細胞には、任意の非胚組織
またはソースから得られ、それらが属する組織の細胞型を通常生み出す幹細胞が含まれる
。「成人幹細胞」という用語は、「体性幹細胞」という用語と互換可能に使用できる。胚
幹細胞は、任意の胚組織またはソースから得られる幹細胞である。
【００７３】
　本発明の一実施形態においては、本発明で使用される幹細胞には、任意のソースから得
られる任意の成人幹細胞が含まれうる。本発明の別の実施形態においては、幹細胞には、
胚幹細胞が含まれうる。本発明において有用な幹細胞には、造血幹細胞、間葉系幹細胞（
肺間葉系幹細胞、骨髄間質細胞などを含む）、神経幹細胞、上皮幹細胞（肺上皮幹細胞、
乳腺上皮幹細胞、血管上皮幹細胞、および腸上皮幹細胞などを含む）、腸幹細胞、心筋原
始幹細胞、皮膚幹細胞（表皮幹細胞および濾胞幹細胞（毛嚢幹細胞）などを含む）、骨格
筋幹細胞、造骨前駆幹細胞、および肝臓幹細胞が含まれるが、これに限定されない。
【００７４】
　造血幹細胞は、赤血球細胞（赤血球）、Ｂリンパ球、Ｔリンパ球、ナチュラルキラー細
胞、好中球、好塩基球、好酸球、単球、マクロファージ、および血小板を含むがこれに限
られない、全ての種類の血液細胞を生み出すことができる。
【００７５】
　間葉系幹細胞（骨髄間質細胞を含む）は、骨細胞（骨細胞）、軟骨細胞（軟骨細胞）、
脂肪細胞（脂肪細胞）、肺細胞、および、腱の細胞など、その他の種類の結合組織細胞を
含むがこれに限られない、様々な細胞型を生み出す。
【００７６】
　脳の神経幹細胞からは、三つの主な細胞型が生み出される。神経細胞（ニューロン）と
、二つのカテゴリの非神経性細胞、星状細胞および希突起こう細胞である。
【００７７】
　様々な組織の内膜にある上皮幹細胞からは、組織の上皮を形成するいくつかの細胞型が
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生み出される。
【００７８】
　皮膚幹細胞は、表皮の基底層、および毛嚢の基部で生じる。表皮幹細胞は、皮膚の表面
に移動して保護層を形成するケラチノサイトを生み出すことができ、濾胞幹細胞は、毛嚢
と表皮の両方を生み出すことができる。成人幹細胞の他のソースは、当業者に知られる。
【００７９】
　胚幹細胞は、体の全ての組織および細胞を生み出すことができる。
【００８０】
　かかる幹細胞を得、液体培地または半固体培地等の初期の培養条件を提供する方法は、
公知技術である。組織ソース内または培養下で幹細胞を増殖または増加させる適切な試薬
と、幹細胞のソースを接触させることにより、まずｉｎ　ｖｉｖｏまたはｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏで細胞を増殖させる。たとえば、造血幹細胞の場合には、造血幹細胞を増加させ、かか
る細胞が分化せずに増殖することを促す５―フルオロウラシルなどの薬剤により、ドナー
個人を処置しうる。所望の幹細胞型を増殖させるための他の適切な薬剤は、当業者に知ら
れる。あるいは、および好ましくは、成人幹細胞を組織ソースから分離した後、適切な薬
剤に曝露することによりｉｎ　ｖｉｔｒｏで増殖または増加させる。たとえば、造血幹細
胞に関して、培養増殖させた成人造血前駆体を作製する方法が、Ｖａｎ　Ｐａｒｉｊｓ等
、（１９９９年；Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，１１，７６３―７０）に記載されている。細胞は、
骨髄の採集、体液（たとえば血液）の採集、臍帯血の採集、組織穿孔、および、特に皮膚
、腸、角膜、脊髄、脳組織、頭皮、胃、乳腺、肺（たとえば、洗浄および気管支鏡検査を
含む）の任意の生検などを含む組織切開、骨髄、羊水、胎盤および卵黄嚢の細針吸引液な
どの、動物から細胞サンプルを得るための任意の適切な方法により、個人から得られる。
【００８１】
　一実施形態では、本発明において有用な細胞は、新鮮な臍帯血または低温保存された（
貯蔵された）臍帯血、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける胚幹（ＥＳ）細胞の分化誘導から得られ
る造血前駆体集団、正常な患者、または顆粒球コロニー刺激因子（Ｇ―ＣＳＦ）で処置し
て、末梢循環へのｌｔ―ＨＳＣの流出を誘発した患者の末梢血から得た造血幹細胞（ＨＳ
Ｃ）からも得られる。
【００８２】
　増殖させた幹細胞集団が得られたら（利用できるようになったら、提供されたら、また
は作製されたら）、（１）細胞生存および増殖を促進する、調節可能（誘導可能、制御可
能）なプロトオンコジーンを含むベクター、および（２）細胞のアポトーシスを阻害する
タンパク質をコードするベクターによって、順に（任意の順序で）または同時に、細胞を
トランスフェクションする。好ましくは、ベクターは組み込みベクターであり、これは本
明細書においては、細胞（たとえばレトロウィルスのベクター）のゲノムに組み込むこと
ができる任意のベクターと定義される。様々なベクターおよびトランスフェクションの方
法は、下記に詳述する。プロトオンコジーンは調節可能（誘導可能または制御可能）であ
るため、プロトオンコジーンを、必要に応じて活性化および不活性化させる（すなわち、
オンまたはオフにする）ことにより、幹細胞を不死化された状態に維持するか、あるいは
目的の細胞型への分化を許容しうる。プロトオンコジーン（Ｐｒｏｔｏｏｎｃｏｎｇｅｎ
ｅｓ）は、化合物または薬剤の有無、温度、または任意の他の適切な条件などの、任意の
条件に応じた制御を含む、任意の適切な方法により制御されるように選択またはデザイン
されうる。たとえば、本明細書に記載されるプロトオンコジーンＭＹＣ―ＥＲ（エストロ
ゲン受容体（ＥＲ）により制御されるＭＹＣ）およびＩＣＮ―１―ＥＲ（Ｎｏｔｃｈ―１
のＥＲにより制御された細胞内部分）は、ともにタモキシフェンの存在下で誘導可能であ
る。かかる遺伝子は、ＦＫｌ０１２、ラパマイシンの改変型のような二量体化薬物に応答
するように操作することもでき、またはテトラサイクリン応答エレメントをもったベクタ
ーから発現されてもよいことに注意されたい。後者のシナリオは、細胞内に存在するポリ
ペプチドの機能ではなく、タンパク質の発現を制御する。このプラットフォーム技術の他
の類似の修正は、当業者に明らかである。
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【００８３】
　本発明の方法で有用なプロトオンコジーンは、細胞生存および増殖を促進する任意のプ
ロトオンコジーンである。本発明の方法で使用するのに好ましいプロトオンコジーンには
、ＭＹＣ、ＩＣＮ―１、ｈＴＥＲＴ（ヒトテロメラーゼ逆転写酵素）、ＮＭＹＣ、Ｓ―Ｍ
ＹＣ、Ｌ―ＭＹＣ、（ミリスチル化）Ａｋｔが含まれるが、これに限られない。さらに、
使用に適切な他の遺伝子または本発明の方法、または望ましい結果を達成するために遺伝
子を組み換える方法には、ピルビン酸デヒドロゲナーゼキナーゼ１（ＰＤＫ―Ｉ）；哺乳
類のラパマイシン標的タンパク質（ｍＴＯＲ）；ｓｈＲＮＡによるホスファターゼ及びテ
ンシンホモログ（ＰＴＥＮ）の欠失；Ｂｃｌ―３、サイクリンＤ１、サイクリンＤ３、Ｂ
ｃｌ―１０、Ｂｃｌ―６、ＢＣＲ―ＡＢＬ（切断点クラスタ領域のＡＢＬとの融合）およ
びその様々な突然変異形、構成的に活性化された形のＳｔａｔ５およびＳｔａｔ３、ＡＭ
Ｌ１―ＥＴＯ（急性骨髄性白血病１およびラント関連転写因子１の融合）、ＭＬＬ―ＥＮ
Ｌ（混合性白血病およびｅｌｅｖｅｎ　ｎｉｎｅｔｅｅｎ白血病）、Ｈｏｘ遺伝子、イン
ターロイキン３（ＩＬ―３）受容体β鎖の活性型、および他のサイトカイン受容体鎖（表
皮成長因子受容体（ＥＧＦＲ）、ｃ―ｋｉｔ、血小板由来増殖因子受容体（ＰＤＧＦＲ）
など）、ならびにｗｎｔ（全哺乳類のホモログ）、β―カテニン、ソニックヘッジホッグ
（ｓｈｈ―１および全哺乳類のホモログ）、ｂｍｉ―１およびｃ―ｊｕｎ（全哺乳類のホ
モログ）などの、下流のシグナル伝達エフェクタの使用が含まれるが、これに限られない
。また、本発明には、ｓｈＲＮＡによるｐ１６、ｐ１９、ｐ２１およびｐ２７を含むがこ
れに限らない、サイクリンキナーゼ阻害物質の排除（または阻害）の誘発が含まれる。一
実施形態では、本発明には、任意またはかかるプロトオンコジーン（たとえばＭＹＣ―Ｅ
ＲまたはＩＣＮ―１―ＥＲ）またはその他の遺伝子の、調節可能なホモログの使用が含ま
れる。実施例は、本発明の方法を用いて条件的に不死化されたｌｔ―ＨＳＣを良好に作製
するための、ＭＹＣ―ＥＲまたはＩＣＮ―１―ＥＲの両者の使用を説明する。
【００８４】
　ヒトＭＹＣをコードする核酸配列は、本明細書において、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１とし
て表わされ、本明細書においてＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：２として表わされるアミノ酸配列を
コードする。ｈＴＥＲＴをコードする核酸配列は、本明細書において、ＳＥＱ　ＩＤ　Ｎ
Ｏ：３として表わされ、本明細書においてＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：４として表わされるアミ
ノ酸配列をコードする。ヒトＩＣＮ―１をコードする核酸配列は、本明細書において、Ｓ
ＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１１として表わされ、本明細書においてＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１２と
して表わされるアミノ酸配列をコードする。ＩＣＮ―１は、Ｎｏｔｃｈ―１の一部であり
、特に、Ｎｏｔｃｈ―１の１７５７―２５５５番アミノ酸である(参照により全体として
本明細書に組み込まれる、Ａｓｔｅｒ等、Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．２０００年１０
月；２０（２０）：７５０５―１５を参照)。ＭＹＣ―ＥＲのヌクレオチドおよびアミノ
酸配列は、従来技術において周知であり、ＭＹＣ―ＥＲタンパク質は、参照により全体と
して本明細書に組み込まれる、Ｓｏｌｏｍａｎ等、Ｏｎｃｏｇｅｎｅ．１９９５年１１月
２日；１１（９）：１８９３―７に記載されている。ＩＣＮ―１―ＥＲは、本願発明者に
より作られ、このタンパク質をコードする核酸配列は、本明細書においてＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：１３として表わされ、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１４により表わされるアミノ酸配列を
コードする。
【００８５】
　同様に、好ましい抗アポトーシス遺伝子はＢｃｌ―２であるが、アポトーシスを阻害し
、特に、幹細胞においてプロトオンコジーンが不活性化されたときに細胞生存を維持する
タンパク質をコードする他の遺伝子は、本発明に含まれる。Ｂｃｌ―２αをコードする核
酸配列は、本願明細書においてＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：５として表わされ、ＳＥＱ　ＩＤ　
ＮＯ：６のアミノ酸配列をコードする。Ｂｃｌ―２βは、本願明細書においてＳＥＱ　Ｉ
Ｄ　ＮＯ：７として表わされ、ＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：８のアミノ酸配列をコードする。本
願明細書において、「抗アポトーシス」遺伝子は、アポトーシスを誘発しうる条件が存在
する場合でも、細胞内のアポトーシスに関連するプロセスを阻害（抑制、阻止、減少）ま
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たは細胞生存を促進（増進、増加、刺激、許容）できるタンパク質をコードする任意の遺
伝子として定義される。アポトーシスに関連するタンパク質、および、そのようなタンパ
ク質をコードする遺伝子は、従来技術において周知である。そのような他の遺伝子には、
成人幹細胞（すなわち、造血幹細胞だけではない）の条件的形質転換の場面において重要
である可能性がある、Ｂｃｌ―２ファミリーの任意の遺伝子が含まれるが、これに限られ
ない。これらの遺伝子には、Ｂｃｌ―Ｘ、Ｂｃｌ―ｗ、ＢｃｌＸＬ、Ｍｃｌ―１、Ｄａｄ
―１、またはｈＴＥＲＴ（増殖を阻害することが示されている、ヒトテロメラーゼ逆転写
酵素）など、Ｂｃｌ―２ファミリーに属する他の生存促進メンバーが含まれるが、これに
限定されない。かかる遺伝子は、実用的な例としてＢｃｌ―２について本明細書に記載さ
れるように、制御された癌遺伝子の存在下で異所的に過剰発現する。さらに、本発明の本
態様には、ｓｈＲＮＡによる、ｂｃｌ―２ファミリーに属するＢＨ３のみのプロアポトー
シスのメンバー（たとえばＢｉｍ、ＰＵＭＡ、ＮＯＸＡ、Ｂａｘ、Ｂａｋ、ＢｃｌＸＳ、
Ｂａｄ、Ｂａｒおよびその他）のノックダウン、（または任意の他の方法による破壊また
は阻害）、ならびにカスパーゼ３、９、１０、ＭＬＬ―１（および全哺乳類のホモログ）
、Ｅｎｌ―１（Ｅｎｄｏｓｐｅｒｍｌｅｓｓ―１）および全ての哺乳類におけるホモログ
、Ａｐａｆ―１およびアポトソームの一部をなす他のエレメントの機能阻害を用いること
を含む。
【００８６】
　上述のこれらの各遺伝子の核酸配列またはそのコード領域は、従来技術において周知で
あり、ヒトのものを含めて一般に公開されている。同様に、これらの遺伝子によりコード
されるタンパク質のアミノ酸配列も、従来技術において周知であり、一般に公開されてい
る。
【００８７】
　本願発明者は、本発明の方法を用い、以下の組み合わせを含むプロトオンコジーンと抗
アポトーシス遺伝子の様々な組み合わせを用いて、いくつかの異なる条件的に不死化され
た幹細胞を作製した：ＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２；ＭＹＣ―ＥＲおよびｈＴＥＲＴ（
ヒトテロメラーゼ逆転写酵素）；ＩＣＮ―１―ＥＲおよびＢｃｌ―２；ＩＣＮ―１―ＥＲ
およびｈＴＥＲＴ；および、ＭＹＣ―ＥＲおよびＩＣＮ―１―ＥＲ。
【００８８】
　なお、所望の機能的タンパク質産物、その機能的部分、またはその機能的ホモログをコ
ードする遺伝子または核酸配列（たとえばｃＤＮＡ）の任意の部分が、本発明に含まれる
ため、本方法で使用するプロトオンコジーンまたは抗アポトーシスタンパク質をコードす
る遺伝子のいずれに関しても、遺伝子全体が本明細書に記載されるコンストラクトに用い
られる必要はない。したがって、本明細書で一般的にいうところの、幹細胞のトランスフ
ェクションに使用される遺伝子または導入遺伝子は、例示的であり、核酸配列が、本発明
の使用に適した機能タンパク質をコードする限り、遺伝子全体、遺伝子のコード領域全体
、遺伝子の部分またはそのホモログをコードする任意の核酸分子の使用が含まれるものと
理解されなければならない。
【００８９】
　本発明の一実施形態では、本方法はさらに、Ｂｃｌ―２ファミリーに属するプロアポト
ーシスのメンバー、すなわちＢＨ３のみのタイプのもの（Ｂｉｍ、Ｂａｘ、Ｂａｋ、Ｐｕ
ｍａ、Ｎｏｘａ等）など、プロアポトーシスタンパク質をコードするＲＮＡｓに向けられ
た、ｓｈＲＮＡｓまたはｓｉＲＮＡｓの使用を含む。癌遺伝子が制御された場面でのプロ
アポトーシス遺伝子の破壊は、一定の幹細胞集団の、より効果的な不死化をもたらすこと
が期待される。ＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）は、二本鎖ＲＮＡ、および、哺乳類のシステムに
おいては短鎖干渉ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）または短鎖ヘアピンＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）を用い
て、補足遺伝子の発現を阻害しまたは沈黙させるプロセスである。標的細胞において、ｓ
ｉＲＮＡがほどけ、ＲＮＡ誘導サイレンシング複合体（ＲＩＳＣ）と結合した後、ｓｉＲ
ＮＡと相補的なｍＲＮＡ配列に導かれ、ＲＩＳＣがｍＲＮＡを切断する。ｓｈＲＮＡは、
ベクターにおいて標的細胞にトランスフェクションされて転写され、ＤＩＣＥＲ酵素によ
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り処理されて、ＲＩＳＣを活性化するｓｉＲＮＡ様分子を形成する。その後、ＲＩＳＣは
ｓｉＲＮＡの場合と同じように、ｓｉＲＮＡと相補的なｍＲＮＡ配列に導かれ、ＲＩＳＣ
がｍＲＮＡを切断する。
【００９０】
　幹細胞は、技術の組み合わせの使用を含む、細胞、特に哺乳類細胞をトランスフェクシ
ョンする任意の適切な方法の使用により、プロトオンコジーンを含み、抗アポトーシスタ
ンパク質をコードするベクターによりトランスフェクションできる。本願発明者は、本明
細書に記載する条件的に不死化された長期幹細胞の生成をもたらしたのは、発現される遺
伝子（またはコンストラクト）間の特定の組み合わせであることを発見した。実施例は、
レトロウィルスベクターの使用を示しているが、他の方法には、レンチウィルスベクター
、パルボウィルス、ワクシニアウィルス、コロナウィルス、カリシウィルス、パピローマ
ウィルス、フラビウィルス、オルソミクソウィルス、トガウィルス、ピコルナウィルス、
アデノウィルスベクター、変性および弱毒化ヘルペスウィルスなど含む、他のウィルスお
よびこれに由来するウィルスベクターの使用が含まれるが、これに限られない。このよう
なウィルスはいずれも、これらをＨＳＣまたは他の幹細胞に向ける特定の表面発現分子、
たとえば膜結合型ＳＣＦや他の幹細胞に特異的な成長因子リガンドなどにより、さらに改
変されうる。哺乳類細胞のトランスフェクションのその他の方法には、たとえばＮＵＣＬ
ＥＯＦＥＣＴＯＲ（商標）技術（ＡＭＡＸＡ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）を用いた、哺乳動
物発現ベクターの直接的なエレクトロポレーションが含まれるが、これに限られない。こ
の技術は、大抵の一次細胞およびトランスフェクションが困難な細胞株の、非常に効率的
な非ウィルス性遺伝子導入法であり、巨大なポリアニオン分子を細胞核に直接導入するた
めの、電流と溶液の細胞型ごとの組み合わせの使用に基づく、長く知られているエレクト
ロポレーションの方法が進歩したものである。さらに、トランスフェクションの適切な方
法には、従来技術において周知の、任意の細菌、イースト菌、またはその他の人為的な遺
伝子送達の方法が含まれうる。
【００９１】
　トランスフェクションされた幹細胞を増殖させるステップ、または、適切な成長因子の
存在下で、幹細胞および外因性融合タンパク質（たとえば、以下に記載される本方法の変
化形に記載されるＴａｔ融合タンパク質）を培養するステップには、本明細書に特に記載
されるものを含む、任意の適切な培養条件の使用が含まれうる。適切な幹細胞成長因子の
組み合わせには、本発明のトランスフェクションされた（たとえば、形質導入された）細
胞の、培養下における成長、生存、および増殖を許容する任意の幹細胞因子が含まれうる
。本明細書には、特定の組み合わせが記載されており、これは本方法の重要なステップで
あるが、本ステップは単に、幹細胞の成長、増殖、および生存に適切な成長因子の任意の
組み合わせを提供するステップとして記載することもでき、従来技術において周知の任意
の組み合わせが含まれうる。したがって、本発明は、特定の組み合わせに限定されない。
成長因子の一つの好ましい組み合わせには、インターロイキン６（ＩＬ―６）、ＩＬ―３
、および幹細胞因子（ＳＣＦ）が含まれる。成長因子の別の好ましい組み合わせには、無
血清培地における、幹細胞因子（ＳＣＦ）、トロンボポイエチン（ＴＰＯ）、インスリン
様増殖因子２（ＩＧＦ―２）、および線維芽細胞成長因子１（ＦＧＦ―１）が含まれる。
この後者の組み合わせは、ＺｈａｎｇおよびＬｏｄｉｃｈ（２００５年；Ｍｕｒｉｎｅ　
ｈｅｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ　ｃｈａｎｇｅ　ｔｈｅｉｒ　ｓｕ
ｒｆａｃｅ　ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ　ｄｕｒｉｎｇ　ｅｘ　ｖｉｖｏ　ｅｘｐａｎｓｉｏｎ
，Ｂｌｏｏｄ　１０５，４３１４―２０）に近年記載された。本明細書に記載のタンパク
質の組み合わせ（たとえば、実施例に記載されるＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２）をコー
ドする核酸分子をトランスフェクションした幹細胞は、上述の実施例に記載されるカクテ
ル（ＩＬ―３、ＩＬ―６およびＳＣＦを使用）と同様に、この成長因子のカクテルにおい
ても、条件的に不死化されることが期待される。本発明に用いられる他の成長因子には、
アンジオポエチン様タンパク質（たとえば、Ａｇｐｔｌ２、Ａｎｇｐｔｌ３、Ａｎｇｐｔ
ｌ５、Ａｎｇｐｔｌ７など）、プロリフェリン―２（ＰＬＦ２）、グリコーゲンシンター
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ゼキナーゼ―３阻害剤、ｗｎｔおよびＮｏｔｃｈシグナル伝達経路の誘導因子、Ｆｌｔ３
Ｌおよび関連のサイトカイン、線維芽細胞成長因子２（ＦＧＦ２）および関連のサイトカ
イン、ｗｎｔ―１およびその他のＷｎｔ経路の活性化因子、ソニックヘッジホッグ（ｓｈ
ｈ―１）およびその経路の他の活性化因子が含まれるが、これらに限られない。成長因子
の他の適切な組み合わせも、本発明の方法に適用でき、当業者に明らかである。実際、本
発明の方法を用いて生み出された細胞株は、長期幹細胞またはそれらに由来する任意の前
駆体を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおいて中性または管理された条件下で増殖させるために使用
できる他のサイトカインおよび成長因子のスクリーニングに、直ちに使用できる。
【００９２】
　本発明によれば、動物細胞の培養に適切な培地には、動物細胞、特に哺乳類細胞の培養
のために開発されたものであるか、生物同化可能炭素、窒素、および微量栄養素などの、
動物の細胞増殖に必要な適切な成分を用いて実験室で調製できるものである、任意の利用
可能な培地が含まれうる。このような培地には、イスコフ改変ダルベッコ培地（ＩＭＤＭ
）、ダルベッコ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）、αＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ）、ＲＰＭＩ１６
４０、またはその他の適切な市販の培地をはじめとする、動物細胞の増殖に適切な任意の
基本培地である基本培地が含まれる。基本培地に、血清源、成長因子、アミノ酸、抗生物
質、ビタミン類、還元剤、および／または糖質源などを含む、生物同化可能な炭素源、窒
素、および微量栄養素が加えられる。なお、基本培地および動物細胞の増殖に必要なその
他の成分の多くを含む完全培地が市販されており、特定のタイプの細胞培養のための培地
もある。さらに、多くの無血清培地が入手可能であり、本発明による幹細胞の培養に特に
適切でありうる。
【００９３】
　細胞および組成物
　本発明の別の実施形態は、本明細書に記載の本発明の方法により作製される、細胞、細
胞株、または細胞集団に関する。このような細胞、細胞株、または細胞集団を含む組成物
も、本発明に含まれる。治療方法のためのこのような組成物には、細胞、細胞株、または
細胞集団を患者に送達するための、薬理学上許容可能な賦形剤および／または送達溶媒を
含む、薬理学上許容可能な担体が含まれうる。本明細書で使用されるところの、薬理学上
許容可能な担体とは、本発明の方法に有用な治療組成物を、適切なｉｎ　ｖｉｖｏ部位に
送達するのに適した、任意の物質をさす。
【００９４】
　発生の中間段階にある細胞系統を作製するための、本発明の方法の応用
　本発明の別の実施形態は、造血系統の発生の中間段階をとらえた細胞株を生み出すため
の、本明細書に記載の新規の方法の応用に関する。本発明によれば、発生または分化の「
中間」段階とは、「中間」細胞が得られた、幹細胞の発生または分化の段階の下流にある
が、細胞分化の最終または終端ポイントの上流にある、細胞発生または分化における多能
段階を意味する。たとえば、前Ｂ細胞は造血幹細胞の中間段階であり、成熟Ｂ細胞にさら
に分化できる。成長または分化の中間段階は、当業者に理解される。
【００９５】
　さらに詳しくいうと、多くの治療および発見または調査への応用、ならびに細胞系統の
貯蔵においては、細胞株が安定した表現型を有し、細胞にトランスフェクションした活性
癌遺伝子をオフにすると決定された系路に沿ってさらに分化する能力を維持することが望
ましい。したがって、本発明には、完全に分化しておらず（終末分化しておらず）、分化
の中間段階にある細胞を作製する、さらなるステップが含まれる。この実施形態の一つの
非限定的な例では、上述の方法を用いて作製された長期幹細胞が、細胞生存を促進するプ
ロトオンコジーンまたは他の遺伝子の活性を維持する条件（たとえば、タモキシフェンに
依存するプロトオンコジーンの場合には４―ＯＨＴ）を除去することにより、または、プ
ロトオンコジーン／癌遺伝子をオフに（不活性化）する適切な条件を適用することにより
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでランダムに分化する。このステップは、中性のサイトカイン増殖条
件（たとえばＩＬ―３、ＩＬ―６およびＳＣＦ）に培養を維持しながら行うことができ、
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または、分化を一定の系統に特異的に導きうるサイトカイン（たとえば、リンパ球系には
ＩＬ―７およびＮｏｔｃｈリガンド、樹状細胞にはＧＭ―ＣＳＦおよびＩＬ―４、骨髄単
核球細胞にはＧ―ＣＳＦなど）を、分化に中性の（細胞の分化を誘導または促進しない）
サイトカインに置き換えることにより、行うことができる。培養物が、特定の系統に一致
する分化マーカーを示し始めたら、培地に、プロトオンコジーンを活性化させる条件（た
とえば４―ＯＨＴ）を再び添加し、またはその他の方法によりプロトオンコジーンを再活
性化させる条件におくことにより、表現型を安定化させ、安定した中間の分化表現型を有
する細胞株を生み出す。
【００９６】
　この方法の例として、発明者は、培地から４―ＯＨＴを除去し、分化後に４―ＯＨＴを
再度加えることにより、ＡＢＭ４２細胞（本発明の方法により作製されたｌｔ―ＨＳＣ。
実施例を参照）から、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでＣＤ４＋、αβ＋Ｔ細胞を生み出した。発明者
は、ＡＢＭ４６細胞（実施例を参照）をＧＭ―ＣＳＦ、ＩＬ―４、およびＦＬＴ３Ｌ中で
インキュベートした後、分化後に培養物を再び４―ＯＨＴの存在下におくことにより、樹
状細胞株も生み出した。
【００９７】
　このような細胞株を作り出すための別のアプローチには、ｃｔｌｔ―ＨＳＣ細胞をマウ
スに導入して分化させるステップと、４―ＯＨＴの注入後に、ｉｎ　ｖｉｖｏで表現型を
留めまたは安定化させるステップを伴う。この方法は、実施例８に詳述される。簡潔にい
うと、たとえば、本方法により生み出されたｌｔ―ＨＳＣが、免疫不全動物（たとえば免
疫不全マウス）に注入される。活性化剤（たとえば４―ＯＨＴ）の注入を用いて、ｌｔ―
ＨＳＣ内の癌遺伝子を再活性化し、後に細胞を集め、その後、細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏで
培養して細胞を分化させ、その後必要に応じて貯蔵または使用しうる。このアプローチお
よび上述の他のアプローチは、たとえばレシピエントとしてＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスを使
用し、または新生児Ｒａｇ―１－／－マウスに肝内注入をして使用することにより、ネズ
ミ科およびヒトｃｔｌｔ―ＨＳＣ細胞株の両方に使用できる。
【００９８】
　本発明の方法の胚幹細胞への応用
　本発明の別の実施形態は、幹細胞を条件的に不死化する方法の、胚幹（ＥＳ）細胞への
応用に関する。このような方法は、ニューロン幹細胞を含むニューロン系統の細胞など、
ＥＳ細胞からより簡単に得られる細胞株を生み出すのに有用となる。
【００９９】
　この実施形態では、プロトオンコジーンおよびアポトーシスを阻害する遺伝子（たとえ
ばＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２）による細胞（この場合にはＥＳ細胞）の形質導入を含
む本発明の方法を、ＥＳ細胞に応用して、これらの細胞の分化誘導をさらに制御できる。
この実施形態では、このような細胞を使用して、たとえば遺伝子導入マウスを生み出すこ
とができ、さらに、任意のＥＳ細胞およびこれに由来する関連の前駆細胞集団を、活性化
剤に曝露することによりプロトオンコジーンを活性化し、よって新規の条件的に形質転換
された幹細胞株（異なる組織型）、または目的の組織型の成熟細胞株を発生させることが
できる。さらに、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける形質導入されたＥＳ細胞の分化誘導を用いて
、上述のような分化の中間状態を得ることもできる。ＥＳ細胞またはＥＳ由来の細胞のこ
のような使用は、様々な病気の場面での薬物発見および標的の同定に、新しいプラットフ
ォームを提供する。
【０１００】
　たとえば、ニューロン幹細胞は、本発明の本実施形態、ならびに本発明の方法を用いた
、ＥＳ細胞のニューロン系路への分化誘導に使用できる。海馬からのニューロン幹細胞の
単離および形質導入は、マウスについて前述されている。ニューロスフィアの培養条件は
、それらの細胞の増殖を可能にし、条件的に形質転換されたニューロン幹細胞株を生み出
すための、本発明の、ウィルスによる遺伝子の形質導入（たとえば、ＭＹＣ―ＥＲおよび
Ｂｃｌ―２）をしやすくする。移植後の、ｉｎ　ｖｉｔｒｏならびにｉｎ　ｖｉｖｏにお
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けるそれらの分化は、ウィルスによりコードされたレポーター遺伝子、ならびに先に定義
したニューロンの分化マーカーによってモニタできる。さらに、条件的に形質転換された
ニューロン幹細胞株を移植した後の、マウスへの活性化剤（たとえば４―ＯＨＴ）の投与
は、神経系の悪性腫瘍（神経芽細胞腫、神経グリア芽細胞腫等）の発生をもたらしうる。
それらの腫瘍は、前臨床試験および標的特定に、新規のモデルを提供する。
【０１０１】
　たとえばＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２を形質導入したＥＳ細胞の分化誘導は、先に定
義した増殖培地ならびにサイトカインの存在下で行われうる。培養中の任意の時点での活
性化剤（たとえば４―ＯＨＴ）の添加により、中間の表現型における細胞の安定化が可能
になり、さらに分化する能力をなお維持した細胞株が生み出される。たとえば、ＥＳ細胞
からのドーパミンニューロンの生成は、通常、レチノイン酸およびＦＧＦ８の添加により
行われる。このタイプのニューロンは、アルツハイマー病の患者に観察される脳の病変を
修復するために理想的である。しかし、完全に分化した神経細胞の移植は、良好なインプ
ランテーションおよび生着の妨げとなりうる。本明細書で想定される、ドーパミンニュー
ロンの系路に決定された、移植後にさらに分化する能力をなお維持する、条件的に形質転
換された細胞株は、インプランテーションおよび良好な生着の確率が非常に高くなること
が期待される。レチノイン酸およびソニックヘッジホッグアゴニストを培養に加えること
による、ＥＳ細胞からの運動ニューロンの生成についても、同様のシナリオを提示できる
。それらの神経細胞は、脊髄損傷の修復に役立ちうる。ここでも、本実施形態においては
、完全に分化した細胞は使用されず、分化能を維持する決定された前駆細胞（本発明の方
法により作製）が使用される。
【０１０２】
　導入遺伝子を除去するための、条件的不死化方法の変化形または修正
　本発明の一実施形態においては、本明細書に記載のもの（たとえばＭＹＣ―ＥＲ）をは
じめとする導入遺伝子をもつ幹細胞を、ヒトおよび／またはマウスに導入するリスクを回
避するために、これらのＤＮＡ断片が切断されるように、組換えコンストラクトがデザイ
ンされる。この実施形態は、まず本発明の方法により長期幹細胞を確立し、その後、組換
えＤＮＡを除去、切断し、または完全に沈黙させる条件に細胞（または患者）を置く、任
意の適切な方法を用いて達成できる。
【０１０３】
　たとえば、本発明の一態様においては、バクテリアリコンビナーゼのアプローチが使用
される。本発明の本態様においては、好ましくは、任意の一時点で二つの遺伝子のいずれ
を切断するかを制御できるように、二つの異なるリコンビナーゼが使用される。そのよう
なリコンビナーゼの二つの例は、従来技術において周知の、ＣｒｅおよびＦｌｐリコンビ
ナーゼである。簡潔にいうと、一方のリコンビナーゼの基質認識配列（ＲＳＳ’ｓ）が、
癌遺伝子ならびにレポーター遺伝子（たとえばＧＦＰまたはＴｈｙ１．１）の転写解読枠
に隣接するように、レトロウィルスのコンストラクトに導入される。この場合に、細胞は
、Ｔａｔ―Ｃｒｅ融合タンパク質（すなわち、Ｃｒｅに融合されたＨＩＶまたは他のレト
ロウィルスのＴａｔタンパク質）を含む培地でインキュベートされる。この組換えタンパ
ク質は以前に記載されており、受動的に細胞に入り、ゲノムＤＮＡのｌｏｘＰ部位特異的
組換えを媒介できることが示されている。他の遺伝子（核酸分子）切断の方法は、当業者
に知られており、本発明に直ちに適用できる。実施例５および１３が、本発明の本実施形
態を例証する。
【０１０４】
　本発明の別の実施形態では、ヒトおよび／または他の動物（たとえばマウス）に、本明
細書に記載のものをはじめとする、導入遺伝子をもつ幹細胞を導入するリスクを回避する
別の方法を提供するために、プロトオンコジーンまたは抗アポトーシスタンパク質の組換
えコンストラクトの組み合わせにより幹細胞をトランスフェクションする代わりに、細胞
に導入遺伝子を導入することを必要とせずに、タンパク質を細胞内に到達させる方法とし
て、Ｔａｔ融合タンパク質を使用することにより本発明が実施される。たとえば、ｔａｔ
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―プロトオンコジーンまたはｔａｔ―抗アポトーシス遺伝子をコードする組換えコンスト
ラクト（たとえば、Ｔａｔ―ＭＹＣ―ＥＲまたはＴａｔ―Ｂｃｌ―２）を使用して、幹細
胞を条件的に不死化しうる。本発明の本実施形態においては、標的幹細胞が、適切な培養
条件下で、選択された特定の遺伝子組み合せ（たとえばＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２）
によりコードされる精製組換えＴａｔ融合タンパク質を含む培地で、培養される。本発明
の本実施形態では、プロトオンコジーン産物または同様の遺伝子産物は、上述の実施形態
のように誘導可能でありうる。代替的または追加的に、このタンパク質の作用は、タンパ
ク質を単に培養に供給するか、培養から除去することにより制御できる。このアプローチ
により生み出される細胞株は、外因性Ｔａｔ融合タンパク質の添加に常に依存するが、特
定の外因性ヌクレオチド配列がそれらに導入されることはない。外来癌遺伝子配列が存在
しないことにより、本発明の方法の臨床展開が改善することが期待される。ヒト免疫不全
症ウィルス１（ＨＩＶ―１）Ｔａｔが、代表的なＴａｔタンパク質であるが、その他のレ
トロウィルスＴａｔタンパク質は従来技術において周知である。非限定的な例として、Ｈ
ＩＶ―１Ｔａｔをコードする核酸配列は、本明細書においてＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：９とし
て表わされ、本明細書においてＳＥＱ　ＩＤ　ＮＯ：１０として表わされるアミノ酸配列
をコードする。
【０１０５】
　別の実施形態では、ヒトおよび／または他の動物（たとえばマウス）に、本明細書に記
載のものをはじめとする導入遺伝子をもつ幹細胞を導入するリスクを回避する別の方法を
提供するために、プロトオンコジーンまたは抗アポトーシスタンパク質の組換えコンスト
ラクトの組み合わせにより幹細胞をトランスフェクションする代わりに、アプタマー技術
を用いて、タンパク質（たとえばＭＹＣおよびＢｃｌ―２）を細胞に導入することにより
本発明が実施される。アプタマーは、高い親和性および特異性をもって既定の特定の標的
分子と結合する能力により、ランダム化した核酸のコンビナトリアルライブラリから選択
される、短鎖の合成核酸（通常はＲＮＡであるが、ＤＮＡも）である。アプタマーは、明
確な三次元構造をとり、構造の差が極めて小さな化合物を区別できる。したがって、アプ
タマーを、本発明で使用されるタンパク質、またはタンパク質をコードする非組み込みｃ
ＤＮＡと結合させるなどして、タンパク質またはＤＮＡを細胞に送達するために使用でき
る。さらに、アプタマーは、たとえば本発明によりプロアポトーシスタンパク質の機能を
阻害する場合に、ｓｉＲＮＡを細胞に送達するために容易に使用できる。アプタマー技術
は、たとえば、Ｄａｖｉｄｓｏｎ，２００６年，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．
２４（８）：９５１―９５２；およびＭｃＮａｍａｒａ等，２００６年，Ｎａｔｕｒｅ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２４（８）：１００５―１０１５）に記述されている。ここでも
、外来癌遺伝子配列が存在しないことにより、本発明の方法の臨床展開が改善することが
期待される。
【０１０６】
　別の実施形態では、ヒトおよび／または他の動物（たとえばマウス）に、本明細書に記
載のものをはじめとする導入遺伝子をもつ幹細胞を導入するリスクを回避する別の方法を
提供するために、プロトオンコジーンまたは抗アポトーシスタンパク質の組換えコンスト
ラクトの組み合わせにより幹細胞をトランスフェクションする代わりに、ＣＨＡＲＩＯＴ
（商標）技術（Ｋｒａｃｋｅｌｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｉｎｃ．，ニューヨーク州
アルバニー)を用いて、プロトオンコジーンおよび／または抗アポトーシスタンパク質を
細胞に導入することにより本発明が実施される。この技術では、ＣＨＡＲＩＯＴ（商標）
ペプチドと、目的のタンパク質との間に非共有結合が形成される。これによりタンパク質
が分解から保護され、トランスフェクションプロセスの間に、その本来の特性が保たれる
。細胞に送達されると、複合体が分離し、ＣＨＡＲＩＯＴ（商標）は細胞核へ輸送される
一方、送達されたタンパク質は生物学的に活性であり、自由に細胞内標的へ向かうことが
できる。有効な送達は、血清の有無にかかわらず行われることができ、巨大分子を細胞内
に取り込む間に改変しうるエンドソーム経路から独立している。この送達システムは、転
写―翻訳プロセスもバイパスする。したがって、細胞へのプロトオンコジーンまたは癌遺
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伝子の導入を必要とせずに、本発明に有用なタンパク質が細胞に送達され、放出されて、
細胞を条件的に不死化させることができる。上と同様に、外来癌遺伝子配列が存在しない
ことにより、本発明の方法の臨床展開が改善されることが期待される。
【０１０７】
　本明細書に記載される様々なウィルスのアプローチによる、プロトオンコジーンの宿主
細胞ゲノムへの挿入による可能性を制御し、したがって形質転換事象を回避するための、
さらに別の代替的（または追加的）手段として、薬物感受性（薬物敏感性）カセットをウ
ィルスコンストラクトに導入して、すべての形質導入細胞および分化した子孫に発現する
ようにして使用できる。薬物感受性カセットまたは薬物敏感性カセットは、特定の薬物の
存在に対する細胞の感受性または敏感性を高めるタンパク質をコードする核酸配列であり
、これにより、薬物に曝露されると細胞活性が阻害され、好ましくはアポトーシスする。
明白な原因（たとえば、感染、外傷、ストレスなど）なしに特定の血液細胞集団のレベル
が上昇する患者には、感受性が導入されている薬物による治療を施すことにより、それら
の細胞を除去し、遺伝子挿入により何らかの事情で起こりうる癌原性変異など、細胞に関
して生じうる他の合併症を緩和することができる。したがって、非限定的な例として、本
発明の方法で使用されるコンストラクトに、ＨＰＲＴのｃＤＮＡをコードするカセットを
導入して、６―チオグアニンに対する形質導入細胞の感受性を高めうる。別の非限定的な
例は、ガンシクロビル、アシクロビル、および任意の関連の誘導体などの、関連の阻害物
質に対する形質導入細胞の感受性を高めるための、単純ヘルペスウィルスファミリーメン
バーのチミジンキナーゼｃＤＮＡ（ＨＳＶ―ＴＫ）の導入である。さらに、他の任意のこ
のような薬物感受性カセット、およびその関連のアゴニストも、同様の文脈で有効である
。
【０１０８】
　本発明にしたがい、核酸またはタンパク質を細胞に導入する他の方法は、当業者に明ら
かである。組換えＤＮＡを宿主細胞ゲノムに導入するリスクを最小化または除去するもの
が、本発明に好ましく、そのような例の多くを上に記載した。
【０１０９】
　本発明の条件的に不死化された細胞の使用方法
　本発明の別の実施形態には、本発明の方法により作製された、混合およびクローン集団
を含めた任意の幹細胞集団、ならびに、望ましい細胞型への分化、および任意の移植、細
胞置換、病気治療、遺伝子操作、薬物発見、および細胞発生および分化の研究の方法を含
めた、本明細書に記載の任意の方法における、本発明の幹細胞の使用法が含まれる。
【０１１０】
　今では、容易に貯蔵し、回収し、増殖させ、操作することができる、均一な幹細胞の供
給源を事実上無制限に作製できるため、このような幹細胞を幹細胞として使用するか、様
々な細胞系統に分化させて使用してアッセイを行い、細胞分化、遺伝子発現、および細胞
プロセスに対する様々な化合物の効果をテストできる。したがって、本発明の一実施形態
は、細胞分化、遺伝子発現、および／または細胞プロセスを生じさせる化合物を同定する
方法に関する。方法には一般に、本発明の方法により作製された幹細胞を、テストする化
合物と接触させるステップと、化合物の非存在下との比較において、特定の結果、および
、特に遺伝子発現、生物活性、細胞分化、細胞成長、細胞増殖など（下記を参照）の所望
の結果を測定することにより、テスト化合物が幹細胞に対して所望の効果を有したかを判
定するステップが含まれる。この方法を用いて、細胞分化、細胞活性または遺伝子発現を
、事実上どのような側面からでもテストできる。一態様では、幹細胞は、化合物との接触
の前に、遺伝子操作などにより操作される。遺伝子欠損をもつ個人からの幹細胞を、この
ようなアッセイで評価することにより、治療化合物（たとえば癌治療）を同定したり、遺
伝子置換療法を評価したりできる。実際、本発明の技術は、特定の個人の細胞を標的とし
て、個人の細胞に「合わせた」候補薬ならびに治療および戦略候補を特定する機会を提供
する。さらに、上述のように、このようなアッセイを用いて、本発明の幹細胞を培養下で
維持するために適切な、他の成長因子または培養条件を特定することもできる。そのよう
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なアッセイの例は、下の実施例７に詳述されるが、本発明がこのアッセイに限定されるわ
けではない。
【０１１１】
　本発明の別の実施形態は、細胞の系統決定および／または幹細胞からの細胞の分化およ
び発生を研究する方法に関し、これには一般に、本発明の条件的に不死化された幹細胞を
培養するステップと、様々な条件下で、細胞の系統決定または分化に影響しうる化合物ま
たは薬剤の存在または非存在下で、細胞の発生および分化に関連する遺伝マーカーおよび
生物学的マーカーにつき、これらの細胞を評価するステップが含まれる。上述のように、
本発明以前には、そのような研究は、目的の実験を行うのに十分な数の目的の細胞集団を
入手できないこと、およびこれを生み出せないことにより、強く妨げられた。たとえば、
特定の前駆細胞株の分化における中間体を同定またはスクリーニングするためには、意味
のある再生可能な結果を提供するために、十分な数の細胞が得られなければならない。本
発明の時点で利用できる技術を用いては、これは不可能だった。しかし、本発明は、様々
な実験で使用できる、均一な幹細胞の増殖可能かつ基本的に無限の供給源を提供すること
により、問題を解決する。この技術により、細胞分化および発見の分野における研究能力
が大幅に高まる。一態様では、本発明の条件的に不死化された幹細胞を増殖させ、その後
、細胞を条件的に不死化された状態に維持する条件の非存在下で（たとえば、本明細書に
示される例示的な方法によれば、タモキシフェンの非存在下で）、サブセットを培養する
。遺伝子発現、細胞表面マーカー、生体分子の分泌、または他の任意の遺伝子型または表
現型マーカーの変化つき細胞を評価することにより、細胞分化および系統決定のプロセス
を研究できる。成長因子または他の因子を培養に加えて、たとえば特定の細胞系統の系路
に沿った分化を促進し、このような因子の存在または非存在下で、細胞の変化を評価でき
る。さらに、細胞を用いて、細胞の分化および発生に影響（制御）する培養条件、ｉｎ　
ｖｉｖｏ条件、因子、および薬剤を評価できる。
【０１１２】
　本発明の任意のアッセイにおいて、細胞の遺伝子型または表現型の特徴の変化を検出す
る様々な方法は、公知技術である。遺伝子配列または発現を測定または検出するために使
用できる方法の例には、ポリメラーゼ連鎖反応法（ＰＣＲ）、逆転写酵素―ＰＣＲ法（Ｒ
Ｔ―ＰＣＲ）、ｉｎ　ｓｉｔｕ　ＰＣＲ法、定量ＰＣＲ法（ｑ―ＰＣＲ）、ｉｎ　ｓｉｔ
ｕハイブリダイゼーション、サザンブロット、ノーザンブロット、配列分析、マイクロア
レイ分析、レポーター遺伝子の検出、または他のＤＮＡ／ＲＮＡハイブリダイゼーション
プラットフォームが含まれるが、これに限られない。タンパク質レベルを測定する方法に
は、ウエスタンブロット、免疫ブロット、酵素結合抗体免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）
、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、免疫沈降、表面プラスモン共鳴、化学発光、蛍光偏
光法、リン光、免疫組織化学的分析、マトリクス支援レーザー脱離／イオン化飛行時間型
（ＭＡＬＤＩ―ＴＯＦ）マススペクトル分析、マイクロサイトメトリ、マイクロアレイ、
鏡検、蛍光標示式細胞分取（ＦＡＣＳ）、フローサイトメトリ、および、ＤＮＡ結合、リ
ガンド結合、他のタンパク質パートナーとの相互作用、細胞シグナル伝達、酵素活性、お
よび可溶性因子またはタンパク質の分泌などのタンパク質の性質に基づくアッセイが含ま
れるが、これに限られない。
【０１１３】
　薬物スクリーニングアッセイにおいては、「テスト化合物」、「推定抑制化合物」また
は「推定制御化合物」という用語は、未知または以前に評価されていない、特定のプロセ
スにおける制御活性を有する化合物をさす。そのようなものとして、化合物を同定する方
法に関する、「同定する」という用語は、特定の目的（たとえば、細胞分化の制御）のた
めの化合物としての有用性が、本発明の方法により、好ましくはそのような化合物の存在
および非存在下で判定される、全ての化合物を含む趣旨である。本発明の方法でスクリー
ニングされる化合物には、抗体、ペプチドライブラリの産物、および化学物質コンビナト
リアルライブラリの産物などの、公知の有機化合物が含まれる。合理的なドラッグデザイ
ンを用いて、化合物を同定することもできる。そのような方法は当業者に知られており、
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三次元の画像診断ソフトウェアプログラムの使用を伴いうる。たとえば、本発明で有用な
ミメティクスまたは他の治療化合物をデザインまたは選択するのに有用な、ドラッグデザ
インの様々な方法が、Ｍａｕｌｉｋ等,１９９７年，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ：Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　Ｓｔｒ
ａｔｅｇｉｅｓ，Ｗｉｌｅｙ―Ｌｉｓｓ，Ｉｎｃ．に開示されており、その全体が参照に
より本明細書に組み込まれる。
【０１１４】
　上述のアッセイのいずれにおいても、本発明の細胞、細胞可溶化物、核酸分子、または
タンパク質を、混合する等により推定制御化合物に曝露または接触させる条件は、任意の
適切な培養またはアッセイ条件であり、これには、細胞を培養し（たとえば上述のように
）、または推定制御化合物の存在および非存在下で細胞可溶化物を評価しうる、有効な培
地の使用が含まれうる。本発明の細胞は、組織培養フラスコ、試験管、マイクロタイター
ディッシュ、およびペトリ皿を含むがこれに限られない、様々な容器内で培養できる。細
胞に適切な温度、ｐＨ、および二酸化炭素含量で、培養が行われる。そのような培養条件
も、従来技術の範囲内であり、本発明の条件的に不死化された幹細胞の培養に特に適する
条件は、本明細書の他所に詳述される。細胞を、接触させる容器あたりの細胞数、細胞に
投与される推定制御化合物（単数または複数）の濃度、推定制御化合物の細胞インキュベ
ーション時間、および細胞に投与される化合物の濃度を考慮した条件下で、推定制御化合
物に接触させる。容器のサイズ、容器内の液体の量、アッセイに使用される特定の細胞型
の培養に適切であることが知られる条件、およびテストされる推定制御化合物の化学組成
（すなわち、サイズ、電荷等）などの変数にもとづいて、当業者により、有効なプロトコ
ルの決定が行われうる。
【０１１５】
　本発明の一実施形態においては、本発明の細胞および方法は、ヒト臍帯血、末梢血から
分離されたＣＤ３４＋細胞、または成人ＣＤ３４＋細胞に由来するｃｔｌｔ―ＨＳＣの多
能性を評価するための方法に有用である。このような方法は、実施例１１に記載される。
【０１１６】
　本発明のさらに別の実施形態は、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）の新規のモデルを生み出
すプラットフォームとしての、ｃｔｌｔ―ＨＳＣ細胞株の使用に関する。特に、本願発明
者は、本発明のｃｔｌｔ―ＨＳＣを用いて、急性骨髄性白血病のマウスモデルを生み出し
た。これらは、表面マーカーの発現に基づいてＨＳＣに類似する細胞からなる白血病であ
る。ｃｔｌｔ―ＨＳＣを生み出してマウスの白血病を促進するために、１０３～１０５の
ｃｔｌｔ―ＨＳＣが、１０５のＲａｇ―１－／－全骨髄細胞とともに、致死量の放射線を
照射したレシピエントマウスに移入される。癌遺伝子の活性を維持するために、マウスに
４―ＯＨＴを毎週投与し、従来技術で周知のように、白血病に関連する臨床徴候をモニタ
する。これらの動物から腫瘍を回収し、培養下で、４―ＯＨＴの非存在下で繁殖させうる
。それらの細胞は、そのＨＳＣ様の表現型を維持し、増殖、生存、および分化の抑制がも
はやＭＹＣの過活性に強く依存しないことが示される。白血病細胞株は、第二次移植時に
も、放射線を照射したレシピエントマウスに病気を与えることができる。これらの手段は
、ＡＭＬおよび関連する病気のために生物学を研究し、新しい治療の道を広めるための、
新しいプラットフォームを提供する。さらに、４―ＯＨＴで処置されたマウスへの、ｃｔ
ｌｔ―ＨＳＣ細胞株の導入は、４―ＯＨＴを除去することにより、療法の適当な陽性対照
となる。薬剤抵抗性の形態のＡＭＬに関連する治療標的を理解するために、ｉｎ　ｖｉｖ
ｏにおける腫瘍の確立後に生まれた二次細胞株を用いることもできる。
【０１１７】
　本発明の他の実施形態は、治療および健康に関連する様々な方法における、本発明の方
法により生み出された幹細胞、ならびにそれらの幹細胞から分化した細胞の使用に関する
。これらの方法には一般に、本発明の方法により作製された条件的に不死化された幹細胞
の集団、培養物または株を得るステップと、このような細胞が条件的に不死化される条件
を除去するステップと、その後、治療プロトコルにおいて細胞を使用するステップが含ま
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れる。たとえば、細胞を必要とする個人に細胞を直接投与し、または、細胞をｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏで所望の細胞型に分化させた後、個人に投与しうる。さらに、制御された環境下に
おける遺伝子治療の新規の方法として、細胞が不死化される条件の除去の前または直後に
、細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏで遺伝子操作して、単数または複数の遺伝子を発現または沈黙
させうる。その後、細胞を、幹細胞として個人に投与するか、または、まずｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏで所望の細胞系統に分化させうる。
【０１１８】
　幹細胞を得るためには、一実施形態では、治療される個人から幹細胞を得た後、本発明
の方法に従って条件的に不死化する。これらの細胞は、大量に増殖させ、貯蔵（たとえば
、冷凍または低温保存）することができ、その後必要に応じて何度も回収し、再び増殖さ
せ、操作し、および／または使用できる。別の実施形態では、治療される個人からの条件
的に不死化された幹細胞を前もって貯蔵したソースにアクセスすることにより、幹細胞が
得られる。さらに別の実施形態では、前もって生み出され、「適合」ドナーを特定するた
めに使用される現在の基準による集団の有意な割合に及ぶヒト幹細胞株パネルから、幹細
胞が得られる。一実施形態では、新鮮な臍帯血または低温保存された臍帯血、ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏにおけるＥＳ細胞の分化誘導から得られる造血前駆細胞集団、正常患者またはＧ―
ＣＳＦで処置してｌｔ―ＨＳＣの末梢循環への動員を誘発した患者の末梢血から得たＨＳ
Ｃから、細胞が得られる。他の幹細胞のソースは、当業者に明らかである。細胞は、本明
細書に前述した方法にしたがって培養され、不死化を制御する条件を、適切な時点で除去
しうる。さらに、細胞を個人に投与する前に、細胞を操作して、条件的不死化に関与する
遺伝子またはコンストラクト（すなわち、プロトオンコジーンおよび／または抗アポトー
シスをコードする遺伝子）を切除でき、あるいは、Ｔａｔ―融合について上述したように
、培地に可溶性融合タンパク質を使用して細胞を維持する場合には、これらの可溶性タン
パク質を段階的または直ちに培養から除去しうる。
【０１１９】
　したがって、本発明には、本発明の方法により作製された幹細胞（このような幹細胞を
含む組成物を含む）、またはこれらの細胞から分化した細胞の、個人（任意の動物を含み
うる）への送達が含まれる。これらの方法で使用される幹細胞は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで作
製されるため、幹細胞を最初に患者から分離する場合でも、細胞の全投与プロセスは、基
本的にｅｘ　ｖｉｖｏ投与プロトコルである。Ｅｘ　ｖｉｖｏ投与とは、個人から除去さ
れた、条件的に不死化された幹細胞を作製するステップ（これには、基本的に普通の幹細
胞に加えて、遺伝子操作された幹細胞を作製するステップが含まれうる）や、細胞または
これらの細胞から分化した細胞を患者に戻すステップなど、調節ステップの一部を患者の
対外で行うことをさす。本発明により作製された幹細胞、またはそこから分化した細胞は
、任意の適切な投与様式によって、個人に戻され、または投与されうる。そのような投与
は、全身投与、粘膜投与、および／または標的部位の位置の近位への投与でありうる。好
ましい投与経路は、防止または治療される状態のタイプや、投与の理由によって決まり、
当業者に明らかである。好ましい投与方法には、静脈内投与、腹腔内注射、筋内投与、結
節内投与、冠内投与、動脈内投与（たとえば頸動脈）、皮下投与、経皮的送達、気管内投
与、皮下投与、関節内投与、心室内投与、髄腔内、肺投与、カテーテル注入、組織への直
接注入（たとえば、肝臓カニュレーション）が含まれるが、これに限られない。
【０１２０】
　細胞は、担体または薬理学上許容可能な賦形剤とともに投与されうる。担体は、典型的
には、治療された個人における、治療組成物の半減期を延長する化合物である。好適な担
体には、ポリマー徐放製剤、生分解インプラント、リポソーム、油類、エステル類および
グリコール類が含まれるが、これに限られない。本明細書で使用されるところの、薬理学
上許容可能な賦形剤とは、本発明の方法により作製された細胞を、適切なｉｎ　ｖｉｖｏ
部位に送達するのに適した、任意の物質をさす。好ましい薬理学上許容可能な賦形剤は、
細胞が標的組織または部位に到達した際に、細胞が個人にとって有益な態様で機能しうる
ような形に、細胞を維持することができる。
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【０１２１】
　本発明によれば、有効な投与プロトコルには、患者に一時的または長期的利益を与える
ための、有用な数の機能細胞の患者への送達をもたらす、適切な用量パラメータおよび投
与様式が含まれる。特定の状態または疾患のための、従来技術で標準的な方法を用いて、
有効量パラメータを判断しうる。そのような方法には、たとえば、生存率、副作用（すな
わち毒性）、および病気の進行または退行の判断が含まれる。
【０１２２】
　本発明による、幹細胞またはそこから分化した細胞の適切な一回量は、適切な時間にわ
たり一回以上投与した場合に、有益な数の細胞を患者に供給できる量である。たとえば、
本発明による幹細胞の好ましい一回量は、投与につき個人あたり約０．５×１０４～約５
．５×１０８、または約０．５×１０５～約５．５×１０７、または約０．５×１０６～
約５．５×１０１０の幹細胞であり、約１×１０８～約５．５×１０１０の用量がさらに
好ましい。０．５×１０４および約５．５×１０１０の間の任意の用量が、１０２細胞単
位で、本発明に含まれる。これより高用量または低用量は、当業者に知られており、投与
される幹細胞または分化細胞の種類によって決まり、投与経路にもよる。当業者には当然
のことながら、動物に投与される用量数は、状態または病気の程度、および、個々の患者
の治療への反応に依存する。したがって、適切な数の用量には、所与の病気の治療に必要
な、任意の数が含まれることは、本発明の範囲内である。
【０１２３】
　本明細書で使用されるところの、「病気から保護される」という表現は、病気の症状を
減らすこと；病気の発生を減らすこと、および／または病気の重症度を減らすことをさす
。動物（個人、対象）を保護するとは、本発明により作製された細胞が、動物に投与され
た場合に、病気が生じるのを防止し、および／または病気の症状、徴候、または原因を治
癒させ、または緩和する能力をさしうる。そのようなものとして、動物を病気から保護す
ることには、病気の発生の防止（予防的処置）、および、病気の動物または病気の初期症
状がある動物の処置（治療的処置）の両方が含まれる。「病気」という用語は、哺乳類の
正常な健康状態からの一切の逸脱をさし、病気の症状がある段階だけではなく、逸脱（た
とえば感染、遺伝子突然変異、遺伝子欠損など）が生じているが、症状はまだ表れていな
い状態を含む。
【０１２４】
　上述のように、本発明の幹細胞を個人に投与することにより、様々な状態を治療または
防止できる。たとえば、本発明の幹細胞株は、癌の治療、および、特に放射線により治療
される癌の治療を含む、様々な移植および治療戦略に使用される、増殖可能な幹細胞の固
有のソースを提供する。さらに、本発明は、個人の必要に応じて、造血細胞で個人を再構
築する能力を提供するため、この技術は、様々な免疫不全症および貧血症（たとえば再生
不良性貧血または溶血性貧血）にも、非常に利益になる。本発明の別の応用は、火傷被害
者の再建手術、化学療法および／または放射線療法を受けて、発毛が不可逆的に失われた
任意の個人、ならびに、頭蓋に影響する任意の外科的手技の後の患者、または遺伝性禿頭
症の個人の発毛の誘導を伴う選択的処置の場面などで使用される、持続的に増殖可能かつ
再生可能な毛嚢幹細胞の発生に関する。同様に、皮膚幹細胞への本発明の応用は、癒傷お
よび火傷被害者の治療、ならびに外傷および他の患者の形成再建手術、ならびに、美容手
術などを含む選択的手術における使用において非常に有用となる。このような細胞は、さ
らに遺伝的に操作することにより、若年および老齢の個人の、先天性または後天性の遺伝
子欠損を修正することができる。当業者は、本開示に基づいて、肺、乳腺、および腸管上
皮に由来する幹細胞、および神経および心臓組織に由来する幹細胞などを例として含む、
様々な他の幹細胞集団に本発明を使用することにより、利益が得られることを理解するだ
ろう。
【０１２５】
　さらに、上述のように、本発明は、個人が、自家幹細胞およびそこから分化した細胞の
増殖可能な供給源に、個人の一生を通して必要に応じてアクセスできる、固有の機会を提
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供する。本方法により生み出されたそのような幹細胞は、個人の生涯貯蔵して、必要な場
合（たとえば、個人が癌または免疫不全症を発病した場合）に、治療プロトコルの一部と
して使用しうる。
【０１２６】
　今では、個人から得、本発明の方法を用いて条件的に不死化し、増殖させた自家幹細胞
を操作することにより、遺伝子欠損を修正し、または、有益な遺伝子組み換えを体細胞に
導入できる。その後、幹細胞を、これを得た元の個人に再導入できる。
【０１２７】
　本発明のさらなる応用には、ＣＯＰＤ、ＩＰＦ、気腫、喘息、および喫煙の結果生じる
肺損傷を修復するための、幹細胞株の使用が含まれる。さらに、このような細胞は、心臓
の血管損傷の治療に使用することもでき、致死線量照射後の自己免疫疾患（たとえば、Ｓ
ＬＥ、糖尿病、ＲＡ）に役立ちうる。
【０１２８】
　本発明の方法では、本発明の方法により作製された細胞、および、細胞を含む組成物は
、霊長類、齧歯類、家畜類および家庭のペットなどを含む、脊椎動物類、哺乳類の任意の
一員を含む、任意の動物に投与されうる。治療に好ましい哺乳類は、ヒトである。
【０１２９】
　本発明の様々な態様は、以下の実施例および添付図において、さらに詳細に記載される
。しかし、本発明は、本発明のこれらの実施例および図に限定されない。
【実施例】
【０１３０】
　実施例１
　以下の実施例は、長期造血幹細胞（ｌｔ―ＨＳＣ）を可逆的に不死化する方法の開発を
記載する。
【０１３１】
　造血系統の発生は関連する細胞集団が少ないために、シグナル伝達および下流レスポン
スの生化学的分析が妨げられ、分子基礎の解明がこれまで困難であった。実際これが、全
ての造血研究の主な限定要因であった。さらに、ＬＴ―ＨＳＣの入手可能量が限られてい
ることも、多くの種類の癌、ならびにいくつかのヒトの免疫不全の治療における、大きな
障害であった。
【０１３２】
　この限界を克服するために努力において、本願発明者は、初期の造血幹細胞の前駆細胞
である、条件的に形質転換された細胞株を作製する方法を開発した。最初の戦略には、５
ＦＵで処置した若年および免疫学的に高齢の３―８３のマウスの骨髄幹細胞の、レトロウ
ィルスによる形質導入を伴った。発明者は、ｐＭＳＣＶバイシストロニックレトロウイル
スベクターと、Ｂｃｌ―２ならびにＧＦＰ、およびＭＹＣ―ＥＲならびにＧＦＰをコード
するインサートを利用した［Ｖａｎ　Ｐａｒｉｊｓ，Ｌ．，Ｙ．Ｒｅｆａｅｌｉ，Ａ．Ｋ
．Ａｂｂａｓ，およびＤ．Ｂａｌｔｉｍｏｒｅ．（１９９９年）Ａｕｔｏｉｍｍｕｎｉｔ
ｙ　ａｓ　ａ　ｃｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅ　ｏｆ　ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓ―ｍｅｄｉａｔｅ
ｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｃ―ＦＬＩＰ　ｉｎ　ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ．Ｉｍ
ｍｕｎｉｔｙ，１１，７６３―７０］。ＭＹＣは、リンパ球のサイトカインによる生存お
よび増殖シグナルに代替できることが分かっていたため、これらの遺伝子が選択された。
発明者は、標的細胞を限定することにより、幹細胞腫瘍が形成されると仮定した。この場
合、ＭＹＣ―ＥＲの機能はタモキシフェンに依存し、動物または培養からタモキシフェン
を除去することにより、ＭＹＣの機能および形質転換を停止できることが重要である。Ｍ
ＹＣ―ＥＲを形質導入した細胞では、融合タンパク質が産出されるが、タモキシフェンに
曝露されるまで細胞質にとどまる。
【０１３３】
　より詳しくいうと、５ＦＵで処置したマウスからの幹細胞集団を、両方のレトロウィル
ス（ＭＦＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２をコード）で形質導入し、致死量の放射線を照射（１
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２００ラド）したレシピエントマウスに移入した。十日後に、ＭＹＣ機能を活性化するた
めに、油中で乳化した４―ヒドロキシタモキシフェン（４０ＨＴ）１ｍｇ／マウスの、毎
週の腹腔内注射を開始した（図１）。四週間以内に、若年（高齢でない）形質導入幹細胞
のレシピエントは、腫瘍を発症した。腫瘍を、骨髄、脾臓、およびリンパ節から採取し、
サイトカインは加えずに、タモキシフェンとともにｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養した。これら
の細胞は、約１０日間成長したが、その後成長が停止し、細胞は結局死滅した。細胞は分
化していたと考えられ、これは、細胞の成長にサイトカインが必要なためではないかと考
えられた。図１においては、曲線は、移植およびｉｎ　ｖｉｖｏにおけるＭＹＣ機能の活
性化後の、死亡率のキネティクスである。マウスは、一様に白血病になった。ＭＹＣの過
剰発現は、サイトカインに依存する増殖および生存機能に代替できるが、サイトカインに
由来する分化シグナルには関係していないようである。
【０１３４】
　病気になったマウスは、安楽死させた。骨髄、脾臓、およびリンパ節細胞を採取し、タ
モキシフェンおよび幹細胞成長因子カクテル（ＩＬ―６、ＩＬ―３、および幹細胞因子（
ＳＣＦ））とともに培養した。並行して、フローサイトメトリにより細胞を分析した（図
２）。図２においては、ドットプロットは、ＩＬ―３、ＩＬ―６、およびＳＣＦとともに
３日間培養した後の、ＨＳＣの前方散乱特性（ＦＳＣ）および側方散乱特性（ＳＳＣ）の
、フローサイトメトリデータである。これらの二つの基準は、細胞の大きさ（ＦＳＣ）お
よび粒度（ＳＳＣ）に関連する。二つの集団は、類似のプロフィルを有する。ヒストグラ
ムは、各細胞集団に発現されるＧＦＰのレベルをあらわす。これは、ＭＹＣ―ＥＲおよび
Ｂｃｌ―２のｃＤＮＡをコードするレトロウィルスによる、ｉｎ　ｖｉｔｒｏのレトロウ
ィルスによる形質導入の効率を反映する。
【０１３５】
　全てのケースにおいて、ＧＦＰ＋のｅｘ　ｖｉｖｏ細胞のうち＞９０％が、Ｓｃａ―１
＋および系統マーカー陰性だった。培養数日後に、細胞は成長を開始し、約４００株を、
後の研究のために冷凍した。これらの細胞は、増殖後にＥＧＦＰの発現が維持され、一様
にＳＣＡ１が陽性、ＣＤ３４、Ｆｌｋ２および系統マーカーが陰性だった（図３）。若年
マウスのマーカーと高齢マウスのマーカーの間の、マーカー発現の唯一の差は、若年にお
けるｃ―ｋｉｔの発現の増加であった。理論にとらわれずにいえば、これは、マーカーを
分析する前に、高齢株をｃ―ｋｉｔリガンドでより長く（３ヶ月対３週間）培養した結果
ではないかと考えられる。最後に発明者は、これらの株が、冷凍後に容易に回復できるこ
と、および、元の表現型を維持したことを発見した。これらの細胞株は、表現型がみな同
じであり、マウスにおける全ての長期的再構築を提供するｌｔ―ＨＳＣの表現型を有した
ことが重要である（Ｒｅｙａ，Ｔ．，Ｄｕｎｃａｎ，Ａ．Ｗ．，Ａｉｌｌｅｓ，Ｌ．，Ｄ
ｏｍｅｎ，Ｊ．，Ｓｃｈｅｒｅｒ，Ｄ．Ｃ．，Ｗｉｌｌｅｒｔ，Ｋ．，Ｈｉｎｔｚ，Ｌ．
，Ｎｕｓｓｅ，Ｒ．，およびＷｅｉｓｓｍａｎ，Ｉ．Ｌ．（２００３年）．Ａ　ｒｏｌｅ
　ｆｏｒ　Ｗｎｔ　ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　ｉｎ　ｓｅｌｆ―ｒｅｎｅｗａｌ　ｏｆ　ｈｅ
ｍａｔｏｐｏｉｅｔｉｃ　ｓｔｅｍ　ｃｅｌｌｓ．Ｎａｔｕｒｅ　４２３，４０９―１４
）。
【０１３６】
　発明者は最近、上述の通りに作製された、１０の骨髄由来の株を解凍し、サイトカイン
カクテルおよび４ＯＨＴ中で培養することにより、これらの株の１０中９を簡単に回復で
きた。発明者は、これらの腫瘍のフェノタイピングを行い、結果は非常に有望だった。特
に、各株に、前方および９０度光散乱にもとづいて、二つの異なる細胞集団が含まれてい
ることが確認された。９の株は、これらの集団の比率のみが異なった。これらの集団のう
ち、細胞の大きさが大きなものは、一様にＧＦＰが発光し、Ｓｃａ１、Ｅｎｄｏｇｌｉｎ
およびｃｋｉｔが陽性だったが、Ｆｌｔ３、Ｂ２２０、ＣＤ１９およびｍＩｇＭは陰性だ
った。ＣＤ３４も陰性のようだったが、これには確認が必要だった（図３）。この表現型
は、公開された長期再構築多能性幹細胞の特徴（Ｒｅｙａ等、上記）と、完全に一致する
。発明者は、若年ドナーマウスから得られた形質導入ＨＳＣに生じた白血病から最近得た
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細胞株に、同じ初期の表現型を観察した（図３）。
【０１３７】
　これらの細胞が分化する能力をテストするために、代表的な株を、タモキシフェンを伴
って、および伴わずに、ＩＬ―３、ＩＬ―６、およびＳＣＦの存在下で７日培養して、Ｍ
ＹＣ―ＥＲの機能を停止させた後、表現型マーカーを分析した。図４に示されるように、
有意な割合の細胞が、Ｂ２２０（～１２％）、ＣＤ１９（～１０％）、およびｍＩｇＭ、
（～１０％）を含むＢ系統マーカーを獲得した。さらに、発明者は、４ＯＨＴを培養から
除去することにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで以下の系統を生み出すことができた：ＣＤ４＋
ａｂＴ細胞、骨髄性細胞（Ｍａｃ―１＋）、ｔｅｒ―１１９＋赤血球前駆細胞、ＮＫ１．
１発現細胞、好中球（Ｇｒ―１＋細胞）。さらなる実験により、これらの細胞が他の系統
を生み出す能力、ならびに、サイトカインの投与法の変更が分化に与える影響が評価され
る。比較は行っていないが、高齢動物と比較して、若年動物からの分化では、Ｂ細胞がは
るかに効率的に生産されることが期待される。本願発明者の知る限りでは、これは、ｉｎ
　ｖｉｔｒｏで分化を誘発できる、条件的に不死の造血幹細胞株の最初の例である。
【０１３８】
　実施例２
　以下の例は、致死量の放射線を照射したレシピエントへの、ＬＴ―ＨＳＣ株の養子移入
の結果を記載する。
【０１３９】
　実施例１に記載されるＨＳＣ株が、高齢動物におけるＢ細胞リンパ球生成不全の原因の
分析に用いるのに適切な対象であるならば、ｉｎ　ｖｉｖｏでその不全を再現できるはず
である。発明者は、致死量の放射線を照射したレシピエントへの、ＬＴ―ＨＳＣ株の養子
移入によって、この仮説の検証を始めた。最初の実験では、高齢動物（＞６０％ＩＤ－）
からの株を、ＲＡＧ２－／－骨髄とともに移入し、ＭＹＣ―ＥＲを沈黙させるために、レ
シピエントをタモキシフェンで処置しなかった。六週後に、レシピエントの骨髄および脾
臓細胞を採取し、ＧＦＰ＋細胞（ＧＦＰはＨＳＣ株に由来する細胞をラベルする）の回復
および表現型を分析した（図５）。
【０１４０】
　図５に示される三匹のマウスからのデータにおいて、１匹のマウスは、高齢ＨＳＣ株Ａ
ＢＭ４２を受け、二匹のマウスは、高齢ＨＳＣ株ＡＢＭ４６を受けた。移入された株によ
って、リンパ球散乱ゲートの細胞の３０～７０％が、ＧＦＰ＋であった。図５に示される
ように、テストした両方の株（ＡＢＭ４６およびＡＢＭ４２）から、Ｂ（ＣＤ１９＋）お
よびＴ（ＴＣＲ＋、ＣＤ４＋、ＣＤ８＋）細胞、マクロファージ（ＣＤ１１ｂ＋）および
顆粒球（ＧＲ１＋）が生じた。これらの系統の割合は、レシピエント間で変動があった。
しかし、テストされた両方の系統から、成熟したＣＤ４およびＣＤ８シングルポジティブ
のＴ細胞が生じたが（図７）、Ｂ細胞発生は、前駆体の段階を越えて進行しなかったこと
が重要である（図６）。Ｂ２２０＋、ＣＤ１９＋細胞は、発生したがｍＩｇ＋の段階まで
は進まなかった。これはまさに、免疫学的に高齢のマウスからのＢＭ　ＨＳＣを用いた自
己再構築、および養子再構築を伴う実験の結果から予測される帰結である（Ｊｏｈｎｓｏ
ｎ，Ｓ．Ａ．，Ｓ．Ｊ．Ｒｏｚｚｏ，およびＪ．Ｃ．Ｃａｍｂｉｅｒ，Ａｇｉｎｇ―ｄｅ
ｐｅｎｄｅｎｔ　ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ　ｏｆ　ａｎｔｉｇｅｎ―ｉｎｅｘｐｅｒｉｅｎｃ
ｅｄ　ｃｅｌｌｓ　ｆｒｏｍ　ｔｈｅ　ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ　Ｂ　ｃｅｌｌ　ｒｅｐｅ
ｒｔｏｉｒｅ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ，２００２年．１６８（１０）：ｐ．５０１４―２３
）。換言すれば、免疫学的に高齢のマウスからの全骨髄が移植に使用された場合にも、同
様の発育停止が観察される。
【０１４１】
　発明者は、このシステムをさらに進めて、元のＨＳＣ株の養子先レシピエントの骨髄か
ら、ＬＴ―ＨＳＣ株を良好に再構築できることを発見した（データは示されない）。これ
は単に、骨髄細胞を、幹細胞サイトカインおよびタモキシフェン中で培養してＭＹＣを再
活性化することにより、達成された。これらの細胞は、現在成長しており、元の表現型を
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有する。
【０１４２】
　実施例３
　以下の例は、完全にｉｎ　ｖｉｔｒｏで行われる方法を用いて、ＨＳＣを可逆的に不死
化する方法を記載する。
【０１４３】
　本明細書中で前述した、条件的に不死化された長期ＨＳＣ細胞株を生み出す方法に加え
て、発明者は、この手順を完全にｉｎ　ｖｉｔｒｏで行うことができた。前述の方法は、
形質導入ＨＳＣをマウスに導入し、ｉｎ　ｖｉｖｏでそれらの形質転換を誘発することに
よる。この手順をｉｎ　ｖｉｔｒｏで行う利点は、プロセスの全ての局面が、制御された
環境で行われるとことである。
【０１４４】
　方法にはまず、５―フルオロウラシル（５―ＦＵ）でドナーマウスを処置することによ
りＨＳＣを増やし、これらの細胞の増殖を誘発することが含まれる。マウスの脛骨および
大腿骨から、５ＦＵで増やした造血幹細胞を回収した後、２４ウェル組織培養プレートで
、熱で不活性化した１５％のウシ胎仔血清、ならびにＩＬ―３、ＩＬ―６およびＳＣＦを
含む、ＤＭＥＭ培地中に、ウェルあたり１．８―２．０×１０６細胞の密度でプレートし
た。ＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２をコードするレトロウィルスベクターにより、細胞を
レトロウィルスで形質導入するために、三ラウンドでスピンインフェクションした。簡潔
にいうと、細胞に、ｐＭＩＧ―ＭＹＣ．ＥＲまたはｐＭＩＴ―Ｂｃｌ２をトランスフェク
ションした。ウィルスを含む上清を回収し、４μｇ／ｍｌのポリブレンおよび１０ｍＭ　
ＨＥＰＥＳを添加し、０．４５μｍフィルタに通した。二つの異なるウィルス上清を、１
：１の比率で混合し、ウェルに加えた。その後細胞を、２０００ｒｐｍで一時間遠心分離
した。スピンインフェクションが終了するごとに、ウィルス上清を交換した。最終ラウン
ドのインフェクションから２４時間後に、形質導入効率を判定するために、フローサイト
メトリ解析により形質導入のレベルを判定した。その後、ＩＬ―３、ＩＬ―６、ＳＣＦ、
および１０ｎＭの４ＯＨＴを含むＤＭＥＭ培地中で、形質導入細胞をインキュベートした
。３日毎に培地を交換し、新しいサイトカインおよび４ＯＨＴの供給を特に確保するよう
にした。必要なだけ、ゆっくりと細胞を通す。
【０１４５】
　発明者は、このｉｎ　ｖｉｔｒｏアプローチを用いて、以下の遺伝子の組み合わせの、
条件的に不死化された細胞株を生み出すことができた：ＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ―２；
ＭＹＣ―ＥＲおよびｈＴＥＲＴ（ヒトテロメラーゼ逆転写酵素）；ＩＣＮ―１―ＥＲ（Ｎ
ｏｔｃｈ―１の細胞内部分の、ＥＲで制御された活性要素）およびＢｃｌ―２；ＩＣＮ―
１―ＥＲおよびｈＴＥＲＴ；および、ＭＹＣ―ＥＲおよびＩＣＮ―１―ＥＲ。図８―１１
に示されるデータは、これらの細胞株のほとんどの、初期特徴づけを示す。ｃ―ｋｉｔ＋
、Ｓｃａ―１＋、ＣＤ３４－、ｆｌｋ２－の細胞からなる株が生じたが、これは、通常の
長期造血幹細胞により示されるものと一致する表現型である。レトロウィルスによりコー
ドされたレポーター遺伝子（ＧＦＰおよびｔｈｙ１．１）、ならびに幹細胞の四つのマー
カー：ｃ―ｋｉｔ、ｓｃａ―１、ＣＤ３４、およびｆｌｋ―２の、フローサイトメトリ解
析から、図８―１１に示されるデータが得られる。図８―１１に示される細胞株は、フェ
ノタイピングの前に、５週間培養されている。これらの細胞は、３５日以上の連続培養に
おいて増殖し、分割されて、現在に至る。
【０１４６】
　図８を参照すると、この図は、レトロウィルスによりＢＣＬ―２およびＭＹＣ―ＥＲを
形質導入し、連続的ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養において＞９０日間維持した、若年Ｃ５７／Ｂ
Ｌ６マウスから得たＨＳＣに由来する細胞株の、表現型の比較を示す。９０日間の培養か
ら３（若年）ヶ月後の、代表的なクローンの表現型が示されている。
【０１４７】
　図９を参照すると、この図は、レトロウィルスにより様々な組み合わせの癌遺伝子を形
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質導入し、連続的ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養において＞９０日間維持した、若年Ｃ５７／ＢＬ
６マウスから得たＨＳＣに由来する細胞株の、表現型の比較を示す。５ＦＵで増やしたＨ
ＳＣに、ｐＭＩＧ―ＭＹＣおよびｐＭＩＴ―Ｂｃｌ―２（上パネル）、ｐＭＩＧ―ＭＹＣ
．ＥＲおよびｐＭＩＧ―ｈＴＥＲＴ（中パネル）、または、ｐＭＩＧ―ＩＣＮ．１．ＥＲ
およびｐＭＩＴ―Ｂｃｌ―２を、レトロウィルスにより形質導入した。１５％のウシ胎仔
血清と、ＩＬ―６、ＩＬ―３およびＳＣＦのカクテルとを添加したＤＭＥＭにおいて、細
胞を維持した。９０日間の培養から３（若年）ヶ月後の、代表的なクローンの表現型が示
されている。パネルは、ウィルス発現マーカー（ＧＦＰおよびＴｈｙｌ．ｌ）、ならびに
、マウスにおける長期ＨＳＣを特徴づける四つのマーカー、Ｓｃａ―１、ｃ―ｋｉｔ、Ｃ
Ｄ３４およびＦｌｋ―２の発現の、フローサイトメトリ解析の結果である。四つの細胞株
には、ｌｔ―ＨＳＣの表現型（Ｓｃａ―１＋、ｃ―ｋｉｔ＋、ＣＤ３４－、ｆｌｋ―２－
）を維持した亜集団が含まれていた。
【０１４８】
　図１０を参照すると、この図は、レトロウィルスにより様々な組み合わせの癌遺伝子を
形質導入し、連続的ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養において＞９０日維持した、若年Ｃ５７／ＢＬ
６マウスから得たＨＳＣに由来する細胞株の、表現型の比較を示す。５ＦＵで増やしたＨ
ＳＣに、ｐＭＩＧ―ＩＣＮ．１．ＥＲおよびｐＭＩＴ―Ｂｃｌ―２（上パネル）、ｐＭＩ
Ｇ―ＩＣＮ．１およびｐＭＩＴ―Ｂｃｌ―２（第二列パネル）、またはｐＭＩＧ―ＩＣＮ
．１およびｐＭＩＧ―Ｂｃｌ―２（第三列パネル）、またはｐＭＩＧ―ｈＴＥＲＴおよび
ｐＭＩＴ―Ｂｃｌ―２（下パネル）を、レトロウィルスにより形質導入した。１５％のウ
シ胎仔血清と、ＩＬ―６、ＩＬ―３およびＳＣＦのカクテルとを添加したＤＭＥＭにおい
て、細胞を維持した。９０日間の培養から３（若年）ヶ月後の、代表的なクローンの表現
型が示されている。パネルは、ウィルス発現マーカー（ＧＦＰおよびＴｈｙｌ．ｌ）、な
らびに、マウスにおける長期ＨＳＣを特徴づける四つのマーカー、Ｓｃａ―１、ｃ―ｋｉ
ｔ、ＣＤ３４およびＦｌｋ―２の発現の、フローサイトメトリ解析の結果である。四つの
細胞株には、ｌｔ―ＨＳＣの表現型（Ｓｃａ―１＋、ｃ―ｋｉｔ＋、ＣＤ３４－、ｆｌｋ
―２－）を維持した亜集団が含まれていた。
【０１４９】
　図１１を参照すると、この図は、レトロウィルスにより様々な組み合わせの癌遺伝子を
形質導入し、連続的ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養において＞９０日間維持した、若年Ｃ５７／Ｂ
Ｌ６マウスから得たＨＳＣに由来する細胞株の、表現型の比較を示す。５ＦＵで増やした
ＨＳＣに、ｐＭＩＧ―ＭＹＣおよびｐＭＩＧ―ＩＣＮ．１（上パネル）、ｐＭＩＧ―ＭＹ
Ｃ．ＥＲおよびｐＭＩＧ―ＩＣＮ．１（中パネル）、またはｐＭＩＧ―ＩＣＮ．１．ＥＲ
およびｐＭＩＧ―ＭＹＣを、レトロウィルスにより形質導入した。１５％のウシ胎仔血清
と、ＩＬ―６、ＩＬ―３およびＳＣＦのカクテルとを添加したＤＭＥＭにおいて、細胞を
維持した。９０日間の培養から３（若年）ヶ月後の、代表的なクローンの表現型が示され
ている。パネルは、ウィルス発現マーカー（ＧＦＰおよびＴｈｙｌ．ｌ）、ならびに、マ
ウスにおける長期ＨＳＣを特徴づける四つのマーカー、Ｓｃａ―１、ｃ―ｋｉｔ、ＣＤ３
４およびＦｌｋ―２の発現の、フローサイトメトリ解析の結果である。四つの細胞株には
、ｌｔ―ＨＳＣの表現型（Ｓｃａ―１＋、ｃ―ｋｉｔ＋、ＣＤ３４－、ｆｌｋ―２－）を
維持した亜集団が含まれていた。
【０１５０】
　これらの細胞株を、ｉｎ　ｖｉｖｏにおける細胞内コンパートメントの再構築にも用い
た。図１２を参照すると、この図は、レトロウィルスにより様々な組み合わせの癌遺伝子
を形質導入し、連続的ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養において＞９０日間維持した、若年Ｃ５７／
ＢＬ６マウスから得たＨＳＣに由来する細胞株の、Ｔ細胞およびＢ細胞内コンパートメン
トのｉｎ　ｖｉｖｏ再構築の結果を示す。簡潔にいうと、５ＦＵで増やしたＨＳＣに、ｐ
ＭＩＧ―ＩＣＮ．１―ＥＲおよびｐＭＩＧ―ｈＴＥＲＴ（上パネル）、ｐＭＩＧ―ＭＹＣ
．ＥＲおよびｐＭＩＧ―ｈＴＥＲＴ（中パネル）、またはｐＭＩＧ―ＭＹＣ―ＥＲおよび
ｐＭＩＴ―Ｂｃｌ―２（下方パネル）を、レトロウィルスにより形質導入した。１５％の
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ウシ胎仔血清と、ＩＬ―６、ＩＬ―３およびＳＣＦのカクテルとを添加したＤＭＥＭにお
いて、細胞を維持した。致死量の放射線を照射した若年Ｃ５７／ＢＬ６マウスを、Ｒａｇ
２－／－マウスからの骨髄幹細胞およびｉｎ　ｖｉｔｒｏで生み出したＬＴ―ＨＳＣ株を
用いて再構築した。六週間後に、骨髄を採取し、特定の系統マーカーのパネルで染色した
。成熟したＣＤ４およびＢ２２０陽性／ＧＦＰ陽性細胞の発生が、容易に観察できる。四
匹の代表的なマウスからのデータが、この図に示される。各群において、約３０％のマウ
スが、ＧＦＰマーカーを維持する。
【０１５１】
　実施例４
　以下の実施例は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、ヒト臍帯血および骨髄に由来するＨＳＣを可逆
的に不死化する方法の延長を記載する。
【０１５２】
　この技術のさらなる応用の一つは、ヒト長期造血幹細胞を、その条件的不死化を通じて
、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで増殖させられることである。したがって発明者は、前の実施例に記
載したｉｎ　ｖｉｔｒｏの方法を多少変更して、ヒト細胞に応用した。まず、ヒト細胞の
効率的形質導入を可能にするために、レトロウィルスを、好ましくは両指向性のエンベロ
ープでパッケージする。さらに、細胞のソースは、発明者の機関の施設内倫理委員会によ
り定められた一切の規約にしたがって、臍帯血バンクから匿名で得られるヒト臍帯血であ
る。得られた細胞は、高速細胞選別による純粋な集団の分離に究極的に有用でありうるレ
ポーター遺伝子を発現する。発明者は、ネズミ科のｌｔ―ＨＳＣ細胞株から生じる多くの
成熟細胞で、表面マーカーの発現がなくなることを認めたが、これは、系統決定および分
化の際の、レトロウィルスのゲノムのメチル化による可能性がある。ヒト細胞にも同様の
反応が予想されるが、その場合には、移植レシピエントにおけるｌｔ―ＨＳＣおよびその
保有率を、細胞内のレポーター遺伝子ととともに、その細胞集団の細胞表面マーカーの存
在によりモニタしうる。
【０１５３】
　実施例５
　以下の実施例は、条件的に不死化されたＨＳＣ細胞からの、ＭＹＣ―ＥＲおよびＢｃｌ
―２をコードするＤＮＡ断片の順次的切断へのアプローチを記載する。
【０１５４】
　ＭＹＣ．ＥＲおよびＢｃｌ―２をコードする導入遺伝子をもつＨＳＣを、ヒトおよび／
またはマウスに導入するリスクを回避するために、これらの二つのＤＮＡ断片を、バクテ
リアリコンビナーゼのアプローチを用いて切断する。任意の一時点で二つの遺伝子のいず
れを切断するかを制御できるように、二つの異なるリコンビナーゼが使用される。そのよ
うなリコンビナーゼの二つの例は、ＣｒｅおよびＦｌｐリコンビナーゼである。簡潔にい
うと、一方のリコンビナーゼの基質認識配列（ＲＳＳ’ｓ）が、癌遺伝子ならびにレポー
ター遺伝子（たとえばＧＦＰまたはＴｈｙ１．１）の転写解読枠に隣接するように、レト
ロウィルスのコンストラクトに導入される。この場合、細胞は、Ｔａｔ―Ｃｒｅ融合タン
パク質を含む培地でインキュベートされる。この組換えタンパク質は以前に記載されてお
り、受動的に細胞に入り、ゲノムＤＮＡのｌｏｘＰ部位特異的組換えを媒介できることが
示されている。
【０１５５】
　このアプローチによって、ｉｎ　ｖｉｔｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏで分化する多数のＨ
ＳＣの発生を可能にするために、多くのことを達成できる。第一に、条件的形質転換プロ
セスの間に慣れたハイレベルの増殖および生存シグナルから、細胞を段階的に引き離すこ
とができる。第二に、細胞のホメオスタシス機能および分化が、通常のサイトカインに依
存するように、細胞を再適応させることができる。第三に、リポーター発現が逐次なくな
ることにより、問題の各遺伝子の欠失の状態および程度を明らかにできる。したがって、
両方のレポーター遺伝子（ＧＦＰおよびＴｈｙ１．１）を発現する細胞は、両方の配列（
それぞれＭＹＣおよびＢｃｌ―２）を含み、Ｔｈｙ１．１を発現するがＧＦＰを発現しな
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い細胞は、ＭＹＣをコードする配列が欠失しているが、なおＢｃｌ―２遺伝子を含み、最
後に、ＧＦＰまたはＴｈｙ１．１のいずれも発現しない細胞は、それらの対立遺伝子が両
方とも欠失している。図１３は、このアプローチをダイアグラムに表わす。
【０１５６】
　さらに、テトラサイクリンの除去およびｔＴＡ（テトラサイクリントランス活性化タン
パク質）と呼ばれる細菌タンパク質の存在により、ヒトＭＹＣ導入遺伝子の発現を誘発し
うるマウス系統から、５ＦＵで増やしたＢＭ―ＨＳＣを得ることにより、このアプローチ
をマウスでテストする。ヒトＭＹＣのｃＤＮＡを、テトラサイクリン制御性転写要素（Ｔ
ＲＥ）の下流でクローニングした。ＴＲＥ―ＭＹＣマウスを５ＦＵで処置し、ＢＭ―ＨＳ
Ｃの採取に用いる。それらの細胞を、Ｂｃｌ―２およびｔＴＡ（ｐＭＩＴ―Ｂｃｌ２およ
びｐＭＩＧ―ｔＴＡ）を発現するレトロウィルスにより、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで形質導入す
る。ＭＹＣ導入遺伝子の沈黙を維持するために、ドキシサイクリンの持続的存在下で、細
胞を培養する。細胞をフローサイトメトリにより分析したら、ドキシサイクリンを含む食
事では維持されないマウスに再び移植するために使用しうる（ドキシサイクリンは、通常
ｉｎ　ｖｉｖｏで使用されるテトラサイクリンの、より安定型である）。
【０１５７】
　ｌｔ―ＨＳＣ細胞株が生み出されたら、それらをｉｎ　ｖｉｔｒｏでドキシサイクリン
の存在下で培養する効果を、４ＯＨＴの非存在下で培養されるＭＹＣ．ＥＲをもつ細胞株
と平行して調べる。ＭＹＣのタンパク質レベルを、ウエスタンブロットおよび細胞内染色
のアプローチにより、一貫してモニタする。
【０１５８】
　実施例６
　以下の実施例は、液体組織培地から４ＯＨＴを除去した後の、ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおけ
る多数の造血系統の発生を記載する。
【０１５９】
　ＨＳＣの能力を判定するために用いられる従来の方法は、ＨＳＣの特定の系統への分化
を強化するためのサイトカインと、半固体培地（メチルセルロース）の使用を伴う。発明
者は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、本発明の方法を用いて作り出されたこの細胞集団の多能性を
判定したかった。この点を調べるために、本明細書に記載のＡＢＭ４２およびＡＢＭ４６
細胞株を、ＩＬ―３、ＩＬ―６、およびＳＣＦを含むが４ＯＨＴを含まない培地で維持し
た。発明者が再構築マウスにおいて検出できた系統（リンパ性、骨髄性、および顆粒球性
）に加えて、ＮＫ１．１またはｔｅｒ―１１９を発現するＧＦＰ＋細胞も検出できた（図
１４）。ＮＫｌ．１細胞は、ＮＫ細胞かＮＫ―Ｔ細胞でありえた。ｔｅｒ―１１９を発現
する細胞は、赤血球系統である。これらの結果は、これらの細胞株が、通常の造血系の全
ての要素を生み出せること、および、受動的療法に使用する特定の要素を大量に生み出す
ために、細胞が有用であることを示している。さらに、造血における初期事象を研究し、
遺伝障害、または化学療法の通常の過程で生じる合併症、さらには感染症における治療的
介入のための新しい療法を特定するために、それらが非常に有用かつ重要となる。
【０１６０】
　実施例７
　以下の実施例は、条件的に形質転換された長期ＨＳＣにおける、分化を誘発または阻害
する小分子または生物学的薬剤のハイスループット・スクリーニングの方法を記載する。
【０１６１】
　以下は、ＨＳＣの分化を誘発または阻害する小分子または生物学的薬剤をスクリーニン
グする、一般的な方法である。以前には、多数の幹細胞を入手することが不可能であると
いう事実により、この種の大規模なスクリーニングは妨げられていた。長期ＨＳＣを条件
的に不死化する本願発明者の現在の能力により、現在はそのような技術を提案することが
可能である。
【０１６２】
　例としては、そのような方法の一つは、Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ等（Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ，
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Ｔ．，およびＩｓｓｅｋｕｔｚ，Ａ．Ｃ．（１９９６年）．Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ　
ｏｆ　ｅｏｓｉｎｏｐｈｉｌ　ａｎｄ　ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ　ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏ
ｎ　ｉｎｔｏ　ｒａｔ　ｌｕｎｇ　ｂｙ　ｂａｓｉｃ　ａｓｓａｙｓ　ｆｏｒ　ｅｏｓｉ
ｎｏｐｈｉｌ　ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ　ａｎｄ　ｍｙｅｌｏｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ．Ａｐ
ｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　ａ　Ｂｒｏｗｎ　Ｎｏｒｗａｙ　ｒａｔ　ｍｏｄｅｌ　ｏｆ
　ａｌｌｅｒｇｉｃ　ｐｕｌｍｏｎａｒｙ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ．Ｊ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　１９８，１―１４）に記載の、骨髄球分化の測定である。簡潔に
いうと、条件的に形質転換された長期ＨＳＣを、様々な濃度の細胞数（通常は２×ｌ０４

～５×ｌ０４細胞／ウェル）で、９６ウェルのフラットボトムプレートにプレートする。
細胞を未分化状態に維持するために４ＯＨＴを加えた完全培地（ＤＭＥＭ＋１５％の熱で
不活性化したウシ胎仔血清、１Ｘペニシリン／ストレプトマイシン、１Ｘｌ―グルタミン
および１Ｘ可欠アミノ酸に、ＩＬ―３、ＩＬ―６およびＳＣＦを添加）か、または分化を
誘発するために４ＯＨＴの非存在下のいずれかで、スクリーニングが行われる。これらの
条件により、骨髄球分化のパターンと一致する、Ｍａｃ―１＋細胞が生み出されることが
示されている。このシステムを、サイトカインパネルの特定の機能のスクリーニングに使
用することもできるが、新たなサイトカインを加えて、特定の系路に分化を導くことがで
きる。この場合には、ＩＬ―３、ＩＬ―６およびＳＣＦを添加せず、テストまたは分化の
誘導に使用される特定のサイトカイン（たとえば、ＣＳＦ―１、Ｇ―ＣＳＦ、ＧＭ―ＣＳ
Ｆ、ＥＰＯ、ＴＥＰＯなど）を代わりに添加した、完全培地が加えられる。
【０１６３】
　小分子、生物学的薬剤、または正の対照物質（たとえばヒ素０３）を、９６ウェルプレ
ート全体に滴定し、ｌｔＨＳＣとともに、２４から７２時間、またはそれ以上の、テスト
される薬剤または分子に基づいて必要と判断される時間、インキュベートする。インキュ
ベーション後、細胞をＰＢＳで洗浄し、ＰＢＳに再懸濁し、－８０℃で一晩貯蔵して、細
胞を溶解させる。その後、細胞を室温で解凍し、プレートを、３，０００ｒｐｍで１０分
間遠心分離する。その後、上清を新しい９６ウェルプレートへ移し、テトラメチルベンジ
ジン（ＴＭＢ）と４０分間混合する。４ＮのＨ２ＳＯ４により反応を止め、４５０ｎｍで
Ｏ．Ｄ．を測定する。この種のハイスループット・アッセイを用いて、小分子または生物
学的薬剤が、条件的に形質転換された長期ＨＳＣの様々な細胞型への分化を誘発または妨
害する能力をテストできる。その後、これらのスクリーニングの結果を、ｉｎ　ｖｉｖｏ
でＨＳＣの分化を誘発または阻害する能力について、さらにテストできる。このアッセイ
フォーマットの変化形は、当業者に明らかであり、本発明に含まれる。
【０１６４】
　実施例８
　以下の実施例は、造血系統の中間の細胞株を生み出すための、本発明の方法の使用を記
載する。
【０１６５】
　以下のプロトコルを用いて、条件的に不死化されたｌｔ―ＨＳＣ細胞株を、致死量の放
射線を照射したマウスに移植した後に、造血系統発生の中間段階にある細胞株の発生を誘
発できる。まず、本発明の方法により生み出された１０３～１０５の条件的に形質転換さ
れたｌｔ―ＨＳＣ細胞株を、致死量の放射線を照射したレシピエントマウスのコホートに
移入する。移植には、放射線を照射したマウスの初期生存を確保するために、担体として
の１０５のＲａｇ―１－／－細胞も含む。条件的に形質転換されたｌｔ―ＨＳＣ細胞株に
由来する、部分的に分化した細胞を不死化するために、マウスに、１ｍｇのタモキシフェ
ンを毎週腹膜内注入する。注入は、最初の移植から３日～１週間後、または移植から８週
間後に、条件的に形質転換されたｌｔ―ＨＳＣ細胞株によりマウスが完全に再構築されて
から開始する。タモキシフェンによる処置から三日後、または白血病に関連する臨床徴候
が見られた時に、マウスの脾臓および骨髄細胞から細胞を集める。４―ＯＨＴを伴う標準
的な骨髄培養条件（ＤＭＥＭ、１５％のウシ胎仔血清、ｐｅｎ／ｓｔｒｅｐ、Ｌ―グルタ
ミン酸、非必須アミノ酸、ＩＬ―３、ＩＬ―６およびＳＣＦ）、または、異なる造血細胞
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型に使用される他のサイトカインおよび培地の存在下で、細胞を培養する。細胞株を冷凍
し、および／または増殖させ、限界希釈法による単細胞クローニングも行い、プロウィル
ス組み込みのＰＣＲ増幅により決定し、冷凍し、その後フローサイトメトリにより表面マ
ーカー発現を特徴づけた。この種のアプローチは、レシピエントとしてＮＯＤ／ＳＣＩＤ
マウスを使用し、または新生児Ｒａｇ―１－／－マウスに肝内注入をして使用することに
より、ネズミ科およびヒトｃｔｌｔ―ＨＳＣ細胞株の両方に使用される。
【０１６６】
　実施例９
　以下の実施例は、本発明の方法の使用、および、成熟したＣＤ４＋αβＴ細胞をｉｎ　
ｖｉｔｒｏで生み出して、Ｔ細胞発生の中間段階にある細胞株を開発するために使用され
るプロトコルの採用を記載する。
【０１６７】
　この実験では、本発明の方法により生み出された、条件的に不死化されたｌｔ―ＨＳＣ
細胞株を、ＩＬ―７を添加し、タモキシフェンを伴わない、標準的なサイトカインカクテ
ルの存在下でプレートする。Ｎｏｔｃｈ―１リガンドのＪａｇｇｅｄを発現するＯＰ―９
間質細胞層で、平行培養を確立する。Ｔ細胞の発生をモニタするために、培養開始後４８
時間毎に、細胞をＴ細胞系統マーカーで染色する。Ｔ―系統の決定および発生の兆候を示
すウェルは、タモキシフェンを含む培地に切り替えて、表現型を安定化させ、細胞株を確
立する。得られた細胞株は、実施例８に記載されるように、増殖させ、クローニングし、
特徴づけを行う。Ｔ細胞株は、そのＴ細胞受容体レパートリの使用を判定するために、個
々のＴＣＲ―Ｖβ対立遺伝子特異的に染色する。成熟Ｔ細胞株の一部、または前駆体集団
である細胞株を、Ｒａｇ―１－／－マウスに移植し、ｉｎ　ｖｉｖｏで正常な耐性および
ホメオスタシスメカニズムを獲得する能力、ならびに、適切な場合にｉｎ　ｖｉｖｏでさ
らに分化する能力を評価する。最後に、抗原による刺激に反応する能力を、ｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏおよびｉｎ　ｖｉｖｏで評価する。
【０１６８】
　実施例１０
　以下の実施例は、発生の中間段階の細胞株および骨髄性白血病モデルを開発するための
、本発明の方法の使用、および、ＨＳＣの骨髄性細胞系統への分化誘導のために使用され
るプロトコルの採用を記載する。
【０１６９】
　この実験では、本発明の方法により生み出された、条件的に不死化されたｌｔ―ＨＳＣ
細胞株を、Ｇ―ＣＳＦを添加し、タモキシフェンを伴わない、標準的なサイトカインカク
テルの存在下でプレートする。骨髄性細胞の発生をモニタするために、培養開始後４８時
間毎に、細胞を骨髄性系統マーカーで染色する。骨髄性系統拘束および発生の兆候を示す
ウェルは、タモキシフェンを含む培地に切り替えて、表現型を安定化させ、細胞株を確立
する。得られた細胞株は、実施例８に記載されるように、増殖させ、クローンニングし、
特徴づけを行う。得られた細胞株の一部は、Ｏｐ／Ｏｐマウス（本来的にマクロファージ
が欠けた変異マウス）を再構築する能力をモニタするために、マウスに再び移植される。
それらの細胞株は、始終タモキシフェンで維持される野生型マウスにも移植して、これら
の細胞株からヒトＡＭＬ、ＣＭＬおよびＡＰＬに似た骨髄性白血病も生じるかを判定する
。これらの新規の腫瘍は、前臨床治療の新規のモデルを提供する。
【０１７０】
　実施例１１
　以下の実施例は、ＮＯＤ／ＳＣＩＤまたはＲＡＧ－／－異種移植モデルを用いた、ｉｎ
　ｖｉｖｏのヒト成人ｃｔｌｔ―ＨＳＣ細胞株の発生、およびその多能性の検査を記載す
る。
【０１７１】
　この実験では、（本発明の方法により）両指向性のエンベロープを用いてパッケージさ
れた、ＭＹＣ―ＥＲ、Ｂｃｌ―２およびＧＦＰ（後で移植された細胞を検出するため）を
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コードするレトロウィルスベクターにより、ＣＤ３４＋細胞（動員血液または臍帯血から
の）を、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで形質導入する。ネズミ科のＨＳＣを用いて上述した通り、４
ＯＨＴおよび成長因子の存在下でのｉｎ　ｖｉｔｒｏ増殖により、ｌｔ―ＨＳＣを選択す
る。ｌｔ―ＨＳＣ株を、致死量以下の放射線を照射したＮＯＤ／ＳＣＩＤまたはＮＯＤ／
ＳＣＩＤ／β―２Ｍ－／－またはＲａｇ―１－／－またはＲａｇ―２－／－マウスに移植
した後、６～１２週間後に、免疫蛍光フローサイトメトリにより全ての血液細胞系統を分
析することにより、選択した細胞の多能性を評価する。より詳しくいうと、本発明の方法
を用いてｃｔｌｔ―ＨＳＣ細胞株を発生させた後、二つの異なる相補的なアプローチを用
いて、多能性を検査しうる。第一のアプローチでは、様々な量のクローンのｃｔｌｔ―Ｈ
ＳＣ細胞株を、致死量以下の放射線を照射したＮＯＤ／ＳＣＩＤマウスまたはＮＯＤ／Ｓ
ＣＩＤ／β―２Ｍ－／－マウスに導入する。この場合には、マウスに致死量以下の放射線
を照射した（０．３Ｇｙ）後に、ヒトｃｔｌｔ―ＨＳＣに由来する１０３～１０５の細胞
を、静脈内に移入する。移植から６～１２週間後に、マウスの再構築を分析する。第二に
、ヒトｃｔｌｔ―ＨＳＣに由来する１０３～１０５の細胞を、新生児Ｒａｇ―１－／－ま
たはＲａｇ―２－／－マウスの肝臓に、直接注入により導入する。それらの異種移植も、
移植から６～１２週間後に、適切な再構築を分析する。
【０１７２】
　実施例１２
　以下の実施例は、移植後に、ｃｔｌｔ―ＨＳＣのＭＹＣおよびＢｃｌ―２の発現を止め
るための、条件的アプローチの使用を記載する。
【０１７３】
　この実験では、幹細胞の形質転換に使用されるウィルス（ウィルスベクター）を、ＭＹ
Ｃ―ＥＲ、Ｂｃｌ―２、およびＧＦＰの転写解読枠（ＯＲＦＳ）に隣接する二つのｌｏｘ
Ｐ部位を含むように再操作する。細胞を移植する際には、制御可能な形のＣｒｅまたはＣ
ＲＥ―ＴＡＴ融合タンパク質を用いて、癌遺伝子をコードする配列を削除し、これにより
、レシピエントにおけるインサートによる悪性腫瘍のリスクが取り除かれる。このアプロ
ーチは、まずマウスで開発され、その後ヒトｌｔ―ＨＳＣに応用される。
【０１７４】
　第二のアプローチでは、ＴＲＥ―ＭＹＣマウスからのｌｔ―ＨＳＣを用いて、Ｂｃｌ―
２またはｒｔＴＡをコードするレトロウィルスにより、細胞株を生み出す。これらを、マ
ウスに移植する。マウスにドキシサイクリンを与えて、ＭＹＣの発現を止める。ｐＭＩＧ
―ｒｔＴＡレトロウィルスにより形質導入しうる、ＴＲＥ―ＭＹＣｘＴＲＥ―Ｂｃｌ―２
バイジェニックマウスから得たｌｔ―ＨＳＣを用いて、ＭＹＣおよびＢｃｌ２の発現を除
去できる。
【０１７５】
　実施例１３
　以下の実施例は、ｌｔ―ＨＳＣの遺伝子組み替えを伴わずに、条件的形質転換を達成す
るための、ＭＹＣおよび／またはＢｃｌ―２との、ＨＩＶ―１Ｔａｔタンパク質の融合の
使用を記載する。
【０１７６】
　ＭＹＣ―ＴａｔおよびＢｃｌ―２―Ｔａｔ融合タンパク質を生み出し、確立されたプロ
トコルを用いて精製する。細胞の処置により融合タンパク質をテストし、過剰発現したＢ
ｃｌ―２（たとえば、活性化Ｔ細胞、ＢＣＭＡ―Ｆｃに耐性を得たＢ細胞リンパ腫の細胞
株など）またはＭＹＣ（たとえば、アネルギーＢ細胞、ナイーブＴ細胞、活性化Ｔ細胞）
の効果を容易にアッセイできる。移植前のｌｔ―ＨＳＣの増殖を可能にするために、ＭＹ
Ｃ―ＴａｔおよびＢｃｌ―２―Ｔａｔタンパク質の組み合わせを用いる。このアプローチ
は、マウスシステムで直ちに開発およびテストされ、その後ヒトに応用される。
【０１７７】
　米国特許仮出願第６０／７２８，１３１号および米国特許仮出願第６０／７６５，９９
３号の開示の各々は、参照により全体として本明細書に組み込まれるものとする。
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【０１７８】
　本発明の様々な実施形態を詳述しているが、当業者により、それらの実施形態の変更お
よび修正がなされうることは自明である。しかし、当然のことながら、そのよう変更およ
び修正は、以下の請求項に記載される本発明の範囲内である。
【図面の簡単な説明】
【０１７９】
【図１】図１は、形質導入細胞の骨髄移植およびｉｎ　ｖｉｖｏでの４ＯＨＴによるＭＹ
Ｃ機能の活性化後の、死亡率曲線を示すグラフである。
【図２】図２は、若年および高齢マウスから得られたＨＳＣの、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ形質導
入後の、散乱特性およびＧＦＰ発現量を示す散布図である。ドットプロットは、ＩＬ―３
、ＩＬ―６、およびＳＣＦとともに３日間培養した後の、ＨＳＣの前方（ＦＳＣ）および
側方（ＳＳＣ）散乱特性の、フローサイトメトリデータである。これらの二つの判定基準
は、細胞サイズ（ＦＳＣ）および粒状度（ＳＳＣ）と相関する。
【図３】図３は、ＢＣＬ―２、ＭＹＣ―ＥＲおよびＥＧＦＰを形質導入した、高齢（＞６
０％ＩＤ－レパートリ）および若年３―８３μδ遺伝子導入マウス由来の造血幹細胞を用
いて再構築された、放射線を照射したレシピエントから得られた細胞株の、表現型の比較
を示す散布図である。培養開始から３ヶ月後（若年）および３ヶ月後（高齢）の、代表的
なクローンの表現型が示される。
【図４】図４は、タモキシフェンの除去後の、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの高齢ＬＴ―ＨＳＣ株（
ＡＢＭ４６）の自発的分化を示す散布図である（フローサイトメトリにより、幹細胞およ
びＢ系統マーカーの発現が分析される）。
【図５】図５は、放射線を照射した若年レシピエントに養子移入してから６週間後の、Ｌ
Ｔ―ＨＳＣ株に由来する造血細胞コンパートメントの分析を示す散布図である。この図に
は、三匹のマウスからのデータが示され、一匹のマウスは、高齢ＨＳＣ株ＡＢＭ４２を受
け、二匹のマウスは、高齢ＨＳＣ株ＡＢＭ４６を受けた。
【図６】図６は、ＡＢＭ４２およびＡＢＭ４６細胞株により再構築されたマウスにおいて
、Ｂ細胞コンパートメントの発達が損なわれていることを示す散布図である。この図には
、三匹のマウスからのデータが示され、一匹のマウスは、高齢ＨＳＣ株ＡＢＭ４２を受け
、二匹のマウスは、高齢ＨＳＣ株ＡＢＭ４６を受けた。
【図７】図７は、ＡＢＭ４２およびＡＢＭ４６細胞株により再構築されたマウスにおける
、Ｔ細胞の発生を示す散布図である。三匹のマウスからのデータが示され、一匹のマウス
は、高齢ＨＳＣ株ＡＢＭ４２を受け、二匹のマウスは、高齢ＨＳＣ株ＡＢＭ４６を受けた
。
【図８】図８は、レトロウィルスによりＢＣＬ―２およびＭＹＣ―ＥＲを形質導入し、＞
９０日間連続ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養で維持した、若年Ｃ５７／ＢＬ６マウスから得られた
ＨＳＣに由来する細胞株の、表現型の比較を示す散布図およびグラフである。パネルは、
ウィルス発現マーカー（ＧＦＰおよびＴｈｙ１．１）、ならびにマウスの長期ＨＳＣを特
徴づける四つのマーカー（Ｓｃａ―１、ｃ―ｋｉｔ、ＣＤ３４およびＦｌｋ―２）の発現
の、フローサイトメトリ解析の結果である。四つの細胞株には、一部にｌｔ―ＨＳＣの表
現型（Ｓｃａ―１＋、ｃ―ｋｉｔ＋、ＣＤ３４－、ｆｌｋ―２－）を維持する集団が含ま
れていた。
【図９】図９は、レトロウィルスにより異なる組み合わせの癌遺伝子を形質導入し、＞９
０日間連続ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養で維持した、若年Ｃ５７／ＢＬ６マウスから得られたＨ
ＳＣに由来する細胞株の、表現型の比較を示す散布図およびグラフである（ｐＭＩＧ―Ｍ
ＹＣおよびｐＭＩＴ―Ｂｃｌ―２（上パネル）、ｐＭＩＧ―ＭＹＣ．ＥＲおよびｐＭＩＧ
―ｈＴＥＲＴ（中パネル）、またはｐＭＩＧ―ＩＣＮ．１．ＥＲおよびｐＭＩＴ―Ｂｃｌ
―２（下パネル））。
【図１０】図１０は、レトロウィルスにより異なる組み合わせの癌遺伝子を形質導入し、
＞９０日間連続ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養で維持した、若年Ｃ５７／ＢＬ６マウスから得られ
たＨＳＣに由来する細胞株の、表現型の比較を示す散布図およびグラフである（ｐＭＩＧ
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―ＩＣＮ．１．ＥＲおよびｐＭＩＴ―Ｂｃｌ―２（上パネル）、ｐＭＩＧ―ＩＣＮ．１お
よびｐＭＩＴ―Ｂｃｌ―２（第二列パネル）、またはｐＭＩＧ―ＩＣＮ．１およびｐＭＩ
Ｇ―Ｂｃｌ―２（第三列パネル）、またはｐＭＩＧ―ｈＴＥＲＴおよびｐＭＩＴ―Ｂｃｌ
―２（下パネル））。
【図１１】図１１は、レトロウィルスにより異なる組み合わせの癌遺伝子を形質導入し、
＞９０日間連続ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養で維持した、若年Ｃ５７／ＢＬ６マウスから得られ
たＨＳＣに由来する細胞株の、表現型の比較を示す散布図およびグラフである（ｐＭＩＧ
―ＭＹＣおよびｐＭＩＧ―ＩＣＮ．１（上パネル）、ｐＭＩＧ―ＭＹＣ．ＥＲおよびｐＭ
ＩＧ―ＩＣＮ．１（中パネル）、またはｐＭＩＧ―ＩＣＮ．１．ＥＲおよびｐＭＩＧ―Ｍ
ＹＣ（下パネル））。
【図１２】図１２は、レトロウィルスにより異なる組み合わせの癌遺伝子を形質導入し、
＞９０日間連続ｉｎ　ｖｉｔｒｏ培養で維持した、若年Ｃ５７／ＢＬ６マウスから得られ
たＨＳＣに由来する細胞株の、Ｔ細胞およびＢ細胞コンパートメントのｉｎ　ｖｉｖｏ再
構築を示す散布図である。
【図１３】図１３は、移植の前に、本発明の条件的に不死化された長期幹細胞から組換え
ＤＮＡを確実に切断するための、リコンビナーゼの基質認識配列（ＲＳＳ’ｓ）の利用を
示す略図である。
【図１４】図１４は、本発明の条件的に不死化された長期幹細胞から分化した、ＮＫおよ
び赤血球系の細胞の検出を示すグラフである。

【図１】

【図２】

【図３】
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