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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
インビトロで多能性細胞を培養することによって肥満細胞を調製する方法であって、
　ａ）造血前駆細胞または巨核球への前記多能性細胞の分化を促進する条件下で前記多能
性細胞を培養し、造血前駆体または巨核球を含む第１細胞集団を提供する工程；および
　ｂ）肥満細胞への分化を促進する条件下で前記第１細胞集団を培養して、肥満細胞を含
む第２細胞集団を提供する工程；
を含み、工程（ａ）の培養工程は、フィーダー層としてマウス胎仔の肝臓由来間質細胞と
の共培養を使用せず、該多能性細胞が、ＴＰＯを含む培地で培養される、方法。
【請求項２】
前記第２細胞集団が、トリプターゼ陽性の肥満細胞を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
前記多能性細胞が、ＭＥＦ上に維持され、そしてヒトｉＰＳ細胞、ヒト胚性幹細胞（ｈＥ
ＳＣ）、Ｈ１細胞またはｉＰＳ細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
前記工程（ａ）が、特定条件下で前記多能性細胞を培養する工程を含む、請求項１または
３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
前記特定条件が以下の逐次工程：
　１）少なくとも１つの成長因子を含む第１特定培地で複数の前記多能性細胞を培養また
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は維持する工程；
　２）ＢＭＰ４、ＶＥＧＦ、ＩＬ３、Ｆｌｔ３リガンド、およびＧＭＣＳＦを本質的に含
まない第２特定培地で前記細胞をインキュベートする工程；
　３）複数の前記細胞を増殖させる、またはその分化を促進するのに十分な量のＢＭＰ４
とＶＥＧＦを含む第３特定培地で前記細胞を培養する工程；および
　４）複数の前記細胞を増殖させる、またはその分化を促進するのに十分な量のＩＬ３、
Ｆｌｔ３リガンド、およびＧＭＣＳＦを含む第４特定培地で前記細胞を培養する工程；
を含み、複数の前記多能性細胞が、造血前駆体細胞に分化される、請求項４に記載の方法
。
【請求項６】
前記工程（ａ）が、
（ｉ）前記多能性細胞を胚様体（ＥＢ）に分化させる工程；
（ｉｉ）ＦＬＴ－３リガンド、幹細胞因子（ＳＣＦ）、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、イ
ンターロイキン－３（ＩＬ－３）、およびインターロイキン－６（ＩＬ－６）の少なくと
も１つまたは２つを含む第１培地で前記多能性細胞を培養する工程；
（ｉｉｉ）造血細胞への前記多能性細胞の分化に好都合な条件下で細胞を培養する工程で
あって、得られた該造血細胞が、肥満細胞に分化するのに好都合な条件下で培養される工
程；または
（ｉｖ）造血細胞への前記多能性細胞の分化に好都合な条件下で細胞を培養し、その後、
巨核球への分化に好都合な条件下で該造血細胞を培養する工程であって、得られた該細胞
が、肥満細胞に分化するのに好都合な条件下で培養される工程；
を含む、請求項１または３のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
工程（２）の前に、少なくともいくつかの前記細胞が、少なくとも部分的に分離されるか
、または実質的に個別化される、請求項１～６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
前記細胞が、酵素を使用して実質的に個別化される、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
前記酵素が、トリプシンまたはＴＲＹＰＬＥである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記個別化の後に、前記細胞をＲＯＣＫ阻害剤とトリプシン阻害剤に接触させる、請求項
１～７のいずれかに記載の方法。
【請求項１１】
前記ＲＯＣＫ阻害剤が、ＨＡ－１００、Ｈ－１１５２、およびＹ－２７６３２からなるリ
ストから選択される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
前記方法が、約５～２０％酸素の気圧で前記細胞を培養する工程を含む、請求項５に記載
の方法。
【請求項１３】
前記工程（ａ）が、ＦＬＴ－３リガンド、幹細胞因子、ＴＰＯ、ＩＬ－３、およびＩＬ－
６を含む培地で前記多能性細胞を培養する工程を含む、請求項１、３、４～１２のいずれ
かに記載の方法。
【請求項１４】
ＦＬＴ－３リガンド、幹細胞因子、ＴＰＯ、ＩＬ－３、およびＩＬ－６が、外因的に添加
され、かつ組み換え型である、請求項１、３、４～１３のいずれかに記載の方法。
【請求項１５】
前記第１培地が、約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＦＬＴ－３リガンド、約１０～１００ｎｇ
／ｍｌの幹細胞因子、約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯ、約１０～１００ｎｇ／ｍｌの
ＩＬ－３、および約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＩＬ－６を含み、これらは外因的に添加さ
れ、かつ組み換え型である、請求項１、３、４～１４のいずれかに記載の方法。
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【請求項１６】
前記工程（ａ）の後、複数の前記多能性細胞が巨核球または肥満細胞のどちらかに分化さ
れて、該肥満細胞はＣＤ１１７とＣＤ４５に対して陽性であるが、ＣＤ３４に対して陰性
である、請求項１、３、４～１５のいずれかに記載の方法。
【請求項１７】
前記工程（ｂ）が、幹細胞因子を含む培地で前記細胞を培養する工程を含む、請求項１に
記載の方法。
【請求項１８】
前記培地が、インターロイキン－６（ＩＬ－６）をさらに含む、請求項１または１７のい
ずれかに記載の方法。
【請求項１９】
前記培地が、約１０～１００ｎｇ／ｍｌの幹細胞因子と約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＩＬ
－６を含む、請求項１、１７または１８のいずれかに記載の方法。
【請求項２０】
前記工程（ａ）および／または前記工程（ｂ）の少なくとも１つの前記培養工程が、無血
清培地を使用して実施される、請求項１～１９のいずれかに記載の方法。
【請求項２１】
前記方法が、ＭＡＣＳまたはＦＡＣＳを使用して、肥満細胞を精製する工程をさらに含む
、請求項１～２０のいずれかに記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【背景技術】
【０００１】
　発明の背景
　本出願は、２００８年５月２日に出願された米国仮特許出願第６１／０５０，０８６号
に対する優先権を主張し、この出願の全開示は、断りなしにその全体を本明細書において
特に参照として援用される。
【０００２】
　１．発明の分野
　本発明は、一般に分子生物学の分野に関する。より詳しくは、本発明は、肥満細胞の多
能性細胞からの培養と生産のための方法に関する。
【０００３】
　２．関連技術の説明
　肥満細胞は、体中の粘膜組織および結合組織で見られる細胞である。肥満細胞は、ヒス
タミンとヘパリンが豊富な多くの顆粒を含み、アレルギー反応における重要な役割を果た
す。肥満細胞はまた、創傷治癒や病原体に対する防御などの保護機能にも関与する。成熟
肥満細胞は、ＩｇＥモノマーと結合することができる高親和性受容体（ＦｃεＲ１）を発
現する。このＩｇＥへの抗原の結合は、肥満細胞脱顆粒と肥満細胞活性化を誘発し、局所
性または全身性の即時型過敏反応をもたらす。
【０００４】
　肥満細胞は、特定の炎症性疾患およびガンに関与する場合がある。例えば、肥満細胞は
、神経炎症プロセスとガンに関与する炎症誘発性サイトカインを分泌することができる。
肥満細胞は、また、腺ガンなどの特定の腫瘍を囲む間質に蓄積されることもできて、腫瘍
のためになる分子を分泌する（Ｃｏｎｔｉら、２００７：非特許文献１）。
【０００５】
　肥満細胞の分離は、広範囲の組織での比較的に低い量と分布のために困難である。十分
な数と高純度でヒト肥満細胞を得ることが困難なため、以前の研究は、主にラット腹膜肥
満細胞またはマウス骨髄由来培養肥満細胞などのげっ歯類の肥満細胞を使うことに依存し
ていた；しかし、肥満細胞が異種性であり、種の間には多くの違いがあるので、げっ歯類
細胞は理想的ではない。
【０００６】
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　それにもかかわらず、肥満細胞は研究のために経済的に貴重であって重要なツールであ
る。肥満細胞は、薬物毒性、ヒスタミンまたは顆粒の放出反応、および免疫関連反応（例
えば、化合物に対するアレルギー関連または免疫関連の反応）を試験するのに使用されう
る。肥満細胞は、抗ヒスタミン剤や非アレルギー化合物などの両方のアレルギー薬を含む
推定の生物学的活性化合物の薬物スクリーニングと前臨床試験を含む目的のために役立つ
ことができる。肥満細胞の便利な供給源は、また、特に肥満細胞の生態、構造、および／
または機能についての研究に関心のある研究室にとって有用であろう。
【０００７】
　以前、肥満細胞は、複能造血性の臍帯血細胞から培養された。Ｓｃｈｅｒｎｔｈａｎｅ
ｒら（２００１）は、新生物形成細胞によるＣＤ２抗原の発現に関するデータを提示して
いる（非特許文献２）。未熟な「非新生物」肥満細胞上でのＣＤ２の発現を分析するため
に、Ｓｃｈｅｒｎｔｈａｎｅｒらは、幹細胞因子とＩＬ－６を含む細胞培養培地を使って
、ＣＤ３４＋臍帯血細胞由来の肥満細胞を培養している。同様に、Ｌａｐｐａｌａｉｎｅ
ｎら（２００７）は、いろいろな時点で複能性造血細胞を幹細胞因子と特定のサイトカイ
ンで培養することによって、ヒト末梢血由来ＣＤ３４＋細胞から肥満細胞を生成した（非
特許文献３）。Ｓｃｈｅｒｎｔｈａｎｅｒらの様に、複能性造血前駆細胞が使用された。
【０００８】
　複能性細胞を使用するアプローチが、多能性細胞などの他の細胞タイプからの肥満細胞
を培養する方法に使用されうるか、または取り込まれうるか、あるいはどのように使用さ
れうるか、または取り込まれうるかは、現在明らかでない。特に、複能性造血（ＣＤ３４
＋）前駆細胞の生物学的プロファイルは、多能性細胞とは異なり、そして、肥満細胞を多
能性細胞から分化する方法の必要性が存在する。多能性細胞と対照的に、臍帯血と他の造
血前駆細胞は、制限された拡大増殖性を有する。したがって、例えば、臍帯血のさらなる
量は、肥満細胞の継続的な産生のために必要とされる。対照的に、多能性細胞または細胞
株の拡大増殖性は、理論的に無限である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ｃｏｎｔｉ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｎ．　Ｃｌｉｎ．　Ｌａｂ．　Ｓｃ
ｉ．，　３７（４）：３１５－３２２，　２００７．
【非特許文献２】Ｓｃｈｅｒｎｔｈａｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，　　Ｂｌｏｏｄ，　　９８
：３７８４－３７９２，　２００１．
【非特許文献３】Ｌａｐｐａｌａｉｎｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｌｉｎ．　Ｅｘｐｅｒｉ
ｍ．　Ａｌｌｅｒｇｙ，　３７：１４０４－１４１４，　２００７．
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　幹細胞のいろいろな細胞株への分化は、予測できない技術であり、そして、幹細胞がど
のように産生されて、維持されるかという複数要因が、細胞を分化させるその後の試みに
影響を及ぼす場合がある。例えば、他の細胞タイプ（例えば、臍帯血）と比べて、多能性
細胞の応答は、広く変動する場合がある。複数要因は、複能性細胞からの肥満細胞の生成
に影響を及ぼすことさえある。例えば、前駆細胞の供給源、使われる方法論、発生する肥
満細胞の数、それらの成熟の程度、および様々な刺激に対するそれらの表現型と応答性は
、大いに異なる（Ｋａｍｂｅら、２０００；Ｄａｈｌら、２００２；Ｗａｎｇら、２００
６）。このように、肥満細胞への多能性細胞の培養と分化のための方法に対する明確な必
要性が存在し、そして、そのような方法は、研究のこれらの分野の学問を有益に促進する
であろう。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　発明の概要
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　本発明は、多能性細胞（例えば、ヒト胚性幹「ｈＥＳＣ」細胞、ヒトｉＰＳ細胞）を肥
満細胞に分化するための方法を提供することによって、従来技術における制約を克服する
。これらの方法は、未分化状態で維持されることができ、少なくとも原則として、細胞の
ほとんど無限の供給源を提供することができる細胞供給源（すなわち、多能性細胞）から
肥満細胞の生産を可能にする。したがって、特定の実施形態では、そして、上記のように
、これらのアプローチは、複能性細胞を利用して、肥満細胞の生成のために繰り返し採取
された細胞（例えば、末梢血または臍帯血）を必要とする場合がある先のプロトコルより
もかなりの利点を提供する。
【００１２】
　特定の態様では、多能性細胞は、造血前駆細胞または造血幹細胞（例えば、マウス胚線
維芽細胞またはＯＰ９細胞での培養）に分化を誘導するための条件下で培養されうる。生
成する細胞は、次に巨核球と肥満細胞前駆体に分化を促進するための条件下で培養されう
る。生成する前駆体は、肥満細胞へのさらなる分化を促進するための条件下で培養（例え
ば、幹細胞因子とＩＬ－６を含む培地での培養）されうる。下記の実施例で示すように、
肥満細胞の９０％以上の収率が、本発明の方法によって達成することが可能である。上記
を達成するための組成物と分化培地が、さらに提供される。
【００１３】
　本発明の１つの態様は、インビトロで多能性細胞を培養することによって肥満細胞を調
製する方法に関するものであり、以下の工程：（ａ）造血前駆体または巨核球への細胞の
分化を促進する条件下で多能性細胞を培養して、造血前駆体または巨核球を含む第１細胞
集団を提供する工程；および（ｂ）肥満細胞への分化を促進する条件下で第１細胞集団を
培養して、肥満細胞を含む第２細胞集団を提供する工程；から成り、ここで、工程（ａ）
の培養工程は、フィーダー層としてマウス胎仔の肝臓由来間質細胞との共培養を使用しな
い。特定の実施形態では、第２細胞集団は、トリプターゼ陽性肥満細胞から成る；これら
の肥満細胞は、トリプターゼ陽性でキマーゼ陰性の肥満細胞またはトリプターゼ陽性でキ
マーゼ陽性の肥満細胞であってもよい。多能性細胞は、ヒトｉＰＳ細胞またはヒト胚性幹
細胞（ｈＥＳＣ）（例えば、Ｈ１細胞）であってよい。多能性細胞は、ＭＥＦ上で維持さ
れうる。特定の実施形態では、多能性細胞は、ＴＰＯを含む培地で培養される。多能性細
胞は、マウス胚線維芽細胞フィーダー細胞またはＯＰ９細胞上でさらに培養されてもよい
。特定の実施形態では、フィーダー細胞は、ネズミ胎仔の肝臓由来間質細胞ではない。
【００１４】
　工程（ａ）は、特定の条件下で多能性細胞を培養する工程を含みうる。工程（ａ）は、
以下の連続した工程：（１）少なくとも１つの成長因子を含む第１の特定培地で複数の多
能性細胞を培養または維持すること；（２）ＢＭＰ４、ＶＥＧＦ、ＩＬ３、Ｆｌｔ３リガ
ンド、およびＧＭＣＳＦが本質的に含まれない第２の特定培地で細胞をインキュベーショ
ンすること；（３）複数の細胞を増殖させる、またはその分化を促進するのに十分な量の
ＢＭＰ４とＶＥＧＦを含む第３の特定培地で細胞を培養する工程；および（４）複数の細
胞を増殖させる、またはその分化を促進するのに十分な量のＩＬ３、Ｆｌｔ３リガンド、
およびＧＭＣＳＦを含む第４の特定培地で細胞を培養する工程；を含み、複数の前記多能
性細胞が、造血前駆体細胞に分化されることを特徴とする。少なくとも細胞のいくつかは
、少なくとも部分的に分離されるか、あるいは工程（２）の前に実質的に個別化される。
工程１は、好ましくは、約２０％の酸素で実施される；工程（２）、（３）、および／ま
たは（４）は、約５～２０％の酸素で実施されてもよい。細胞は、酵素（例えば、トリプ
シンまたはＴＲＹＰＬＥ）を使って、実質的に個別化されてもよい。細胞は、前記個別化
の後でＲＯＣＫ阻害剤およびトリプシン阻害剤と接触させることが可能である。特定の実
施形態では、ＲＯＣＫ阻害剤は、ＨＡ－１００、Ｈ－１１５２、およびＹ－２７６３２か
らなるリストから選択される。他の実施形態では、工程（ａ）は、多能性細胞が胚様体（
ＥＢ）に分化する工程を含みうる。その方法は、約２０％、約２０％未満、約５％～２０
％、または約５％の酸素の気圧で細胞を培養することが可能である：特定の実施形態では
、細胞収率は、約５％の酸素で細胞を培養することにより改善されうる。
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【００１５】
　工程（ａ）は、多能性細胞を、ＦＬＴ－３リガンド、幹細胞因子（ＳＣＦ）、トロンボ
ポエチン（ＴＰＯ）、インターロイキン－３（ＩＬ－３）、およびインターロイキン－６
（ＩＬ－６）の少なくとも１つ、２つ、３つまたは全てを含む第１培地で培養する工程を
含みうる。特定の実施形態では、この培養工程とその後の分化工程は、約２０％の酸素で
実施されうる。第１培地は、幹細胞因子を含みうる。ＦＬ３、幹細胞因子、ＴＰＯ、ＩＬ
－３、およびＩＬ－６は、外因的に加えられてもよく、および／または組み換え型であっ
てもよい。特定の実施形態では、第１培地は、約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＦＬ３、約１
０～１００ｎｇ／ｍｌの幹細胞因子、約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯ、約１０～１０
０ｎｇ／ｍｌのＩＬ－３、および約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＩＬ－６（これらは、外因
的に添加されるか、あるいは組み換え型である）を含む。
【００１６】
　特定の実施形態では、工程（ａ）の後で、複数の多能性細胞は、巨核球または肥満細胞
のどちらかに分化し、ここで、肥満細胞は、ＣＤ１１７とＣＤ４５に対して陽性であるが
、ＣＤ３４に対しては陰性である。工程（ｂ）は、幹細胞因子を含む培地で細胞を培養す
る工程を含みうる。培地は、インターロイキン－６（ＩＬ－６）をさらに含んでもよい。
特定の実施形態では、培地は約１０～１００ｎｇ／ｍｌの幹細胞因子と約１０～１００ｎ
ｇ／ｍｌのＩＬ－６を含む。工程（ａ）および／または工程（ｂ）の少なくとも１つの培
養は、無血清培地を使用して実行されうる。方法は、ＭＡＣＳまたはＦＡＣＳを使用して
肥満細胞を精製する工程をさらに含みうる。特定の実施形態では、工程（ａ）は、多能性
細胞の造血細胞への分化に好都合である条件下で細胞を培養する工程を含み、そこでは、
得られた造血細胞が肥満細胞への分化に好都合である条件下で培養される。特定の実施形
態では、工程（ａ）は、多能性細胞の造血細胞への分化に好都合である条件下で細胞を培
養し、次いで、巨核球への分化に好都合である条件下で造血細胞を培養し、ここで、得ら
れた細胞は、肥満細胞への分化に好都合である条件下で培養される。
【００１７】
　本明細書で使用されるように、「多能性細胞」という用語は、天然に現存するか、また
は胚盤胞に由来する両方の幹細胞を含み、そして、いろいろな既存のｈＥＳＣ細胞株のみ
ならず、幹細胞に脱分化するか、または幹細胞のような状態に戻るように誘発された細胞
を含む（参照：例えば、Ｎａｋａｇａｗａら、２００８；Ｙｕら、２００７）。
【００１８】
　特許請求の範囲および／または明細書中の用語「含む“ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ”」と共
に使われるとき、「１つ“ａ”」または「１つ　“ａｎ”」という用語の使用は、「１つ
」を意味しうるが、それはまた、「１つ以上」、「少なくとも１つ」および「１つまたは
それより多い」の意味と一致する。
【００１９】
　本明細書で論じられる任意の実施形態は、本発明の任意の方法または組成物に関して実
行されることができ、そして、その逆もあると予期される。さらにまた、本発明の組成物
は、本発明の方法を達成するのに使用できる。
【００２０】
　本出願を通して、「約」という用語は、値を測定するために用いる装置、方法における
誤差に固有の変動、または試験対象間に存在する変動を値が含むことを示すために使用さ
れる。
【００２１】
　特許請求の範囲の「または」という用語の使用は、代替物だけを指すことを明確に示し
ていない限り、または代替物が相互に排他的でない限り、「および／または」を意味する
ために使用されるが、本開示は、代替物だけおよび「および／または」を指す定義を支持
する。
【００２２】
　本明細書および特許請求の範囲（複数を含む）で使用する場合、単語「含む（ｃｏｍｐ
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ｒｉｓｉｎｇ）」（および「ｃｏｍｐｒｉｓｅ」や「ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ」などのｃｏｍ
ｐｒｉｓｉｎｇの任意の形態）、「有する（ｈａｖｉｎｇ）」（および「ｈａｖｅ」や「
ｈａｓ」などのｈａｖｉｎｇの任意の形態）、「含む（ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ）」（および
「ｉｎｃｌｕｄｅｓ」や「ｉｎｃｌｕｄｅ」などのｉｎｃｌｕｄｉｎｇの任意の形態）、
または「含有する（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」（および「ｃｏｎｔａｉｎｓ」や「ｃｏｎ
ｔａｉｎ」などのｃｏｎｔａｉｎｉｎｇの任意の形態）は、包括的または非制限的であり
、挙げられていない追加の要素または方法工程を排除するものではない。
【００２３】
　本発明の他の目的、特徴、および利点は、以下の詳細な説明から明らかになるであろう
。しかし、本発明の精神および範囲内での様々な変更および修正が、この詳細な説明から
当業者にとって明らかであるので、詳細な説明および特定の例は、本発明の特定の実施形
態を示しているが、実例として挙げられるだけであることを理解されるべきである。
　本発明の好ましい実施形態では、例えば以下が提供される：
（項目１）
インビトロで多能性細胞を培養することによって肥満細胞を調製する方法であって、
　ａ）造血前駆細胞または巨核球への細胞の分化を促進する条件下で多能性細胞を培養し
、造血前駆体または巨核球を含む第１細胞集団を提供する工程；および
　ｂ）肥満細胞への分化を促進する条件下で前記第１細胞集団を培養して、肥満細胞を含
む第２細胞集団を提供する工程；
を含み、工程（ａ）の培養工程は、フィーダー層としてマウス胎仔の肝臓由来間質細胞と
の共培養を使用しない、方法。
（項目２）
前記第２細胞集団が、トリプターゼ陽性の肥満細胞を含む、項目１に記載の方法。
（項目３）
前記多能性細胞が、ヒトｉＰＳ細胞またはヒト胚性幹細胞（ｈＥＳＣ）である、項目１に
記載の方法。
（項目４）
前記多能性細胞が、Ｈ１細胞またはｉＰＳ細胞である、項目１に記載の方法。
（項目５）
前記多能性細胞が、ＭＥＦ上に維持される、項目１に記載の方法。
（項目６）
前記多能性細胞が、ＴＰＯを含む培地で培養される、項目５に記載の方法。
（項目７）
前記多能性細胞が、マウス胚性線維芽細胞フィーダー細胞またはＯＰ９細胞上でさらに培
養される、項目５に記載の方法。
（項目８）
前記工程（ａ）が、特定条件下で前記多能性細胞を培養する工程を含む、項目１に記載の
方法。
（項目９）
前記工程（ａ）が以下の逐次工程：
　１）少なくとも１つの成長因子を含む第１特定培地で複数の前記多能性細胞を培養また
は維持する工程；
　２）ＢＭＰ４、ＶＥＧＦ、ＩＬ３、Ｆｌｔ３リガンド、およびＧＭＣＳＦを本質的に含
まない第２特定培地で前記細胞をインキュベートする工程；
　３）複数の前記細胞を増殖させる、またはその分化を促進するのに十分な量のＢＭＰ４
とＶＥＧＦを含む第３特定培地で前記細胞を培養する工程；および
　４）複数の前記細胞を増殖させる、またはその分化を促進するのに十分な量のＩＬ３、
Ｆｌｔ３リガンド、およびＧＭＣＳＦを含む第４特定培地で前記細胞を培養する工程；
を含み、複数の前記多能性細胞が、造血前駆体細胞に分化される、項目８に記載の方法。
（項目１０）
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工程（２）の前に、少なくともいくつかの前記細胞が、少なくとも部分的に分離されるか
、または実質的に個別化される、項目１に記載の方法。
（項目１１）
前記細胞が、酵素を使用して実質的に個別化される、項目１０に記載の方法。
（項目１２）
前記酵素が、トリプシンまたはＴＲＹＰＬＥである、項目１１に記載の方法。
（項目１３）
前記個別化の後に、前記細胞をＲＯＣＫ阻害剤とトリプシン阻害剤に接触させる、項目１
２に記載の方法。
（項目１４）
前記ＲＯＣＫ阻害剤が、ＨＡ－１００、Ｈ－１１５２、およびＹ－２７６３２からなるリ
ストから選択される、項目９に記載の方法。
（項目１５）
前記方法が、約５～２０％酸素の気圧で前記細胞を培養する工程を含む、項目９に記載の
方法。
（項目１６）
前記工程（ａ）が、前記多能性細胞を胚様体（ＥＢ）に分化させる工程を含む、項目１に
記載の方法。
（項目１７）
前記工程（ａ）が、ＦＬＴ－３リガンド、幹細胞因子（ＳＣＦ）、トロンボポエチン（Ｔ
ＰＯ）、インターロイキン－３（ＩＬ－３）、およびインターロイキン－６（ＩＬ－６）
の少なくとも１つを含む第１培地で前記多能性細胞を培養する工程を含む、項目１に記載
の方法。
（項目１８）
前記第１培地が、幹細胞因子を含む、項目１７に記載の方法。
（項目１９）
前記工程（ａ）が、ＦＬＴ－３リガンド、幹細胞因子、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、イ
ンターロイキン－３（ＩＬ－３）、およびインターロイキン－６（ＩＬ－６）のうちの少
なくとも２つを含む第１培地で前記多能性細胞を培養する工程を含む、項目１７に記載の
方法。
（項目２０）
前記工程（ａ）が、ＦＬＴ－３リガンド、幹細胞因子、ＴＰＯ、ＩＬ－３、およびＩＬ－
６を含む培地で前記多能性細胞を培養する工程を含む、項目１９に記載の方法。
（項目２１）
ＦＬ３、幹細胞因子、ＴＰＯ、ＩＬ－３、およびＩＬ－６が、外因的に添加されて、組み
換え型である、項目２０に記載の方法。
（項目２２）
前記第１培地が、約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＦＬ３、約１０～１００ｎｇ／ｍｌの幹細
胞因子、約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯ、約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＩＬ－３、お
よび約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＩＬ－６を含み、これらは外因的に添加されて、組み換
え型である、項目２１に記載の方法。
（項目２３）
前記工程（ａ）の後、複数の前記多能性細胞が巨核球または肥満細胞のどちらかに分化さ
れて、該肥満細胞はＣＤ１１７とＣＤ４５に対して陽性であるが、ＣＤ３４に対して陰性
である、項目１に記載の方法。
（項目２４）
前記工程（ｂ）が、幹細胞因子を含む培地で前記細胞を培養する工程を含む、項目１に記
載の方法。
（項目２５）
前記培地が、インターロイキン－６（ＩＬ－６）をさらに含む、項目２４に記載の方法。
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（項目２６）
前記培地が、約１０～１００ｎｇ／ｍｌの幹細胞因子と約１０～１００ｎｇ／ｍｌのＩＬ
－６を含む、項目２５に記載の方法。
（項目２７）
前記工程（ａ）および／または前記工程（ｂ）の少なくとも１つの前記培養工程が、無血
清培地を使用して実施される、項目１に記載の方法。
（項目２８）
前記方法が、ＭＡＣＳまたはＦＡＣＳを使用して、肥満細胞を精製する工程をさらに含む
、項目１に記載の方法。
（項目２９）
前記工程（ａ）が、造血細胞への前記多能性細胞の分化に好都合な条件下で細胞を培養す
る工程を含み、得られた該造血細胞が、肥満細胞に分化するのに好都合な条件下で培養さ
れる、項目１に記載の方法。
（項目３０）
前記工程（ａ）が、造血細胞への前記多能性細胞の分化に好都合な条件下で細胞を培養し
、その後、巨核球への分化に好都合な条件下で該造血細胞を培養する工程を含み、得られ
た該細胞が、肥満細胞に分化するのに好都合な条件下で培養される、項目１に記載の方法
。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
　以下の図面は、本明細書の一部を形成し、本発明の特定の態様をさらに示すために含ま
れる。本発明は、ここに提示される特定の実施形態の詳細な説明と組み合わせたこれらの
１つ以上の図面を参照してよりよく理解されうる。
【図１Ａ】図１Ａは、ｈＥＳＣ由来肥満細胞およびＣＤ３４＋由来顆肥満細胞の脱顆粒を
示す。
【図１Ｂ】図１Ｂは、ｈＥＳＣ由来肥満細胞およびＣＤ３４＋由来顆肥満細胞の脱顆粒を
示す。
【図１Ｃ】図１Ｃは、ｈＥＳＣ由来肥満細胞およびＣＤ３４＋由来顆肥満細胞の脱顆粒を
示す。
【図２Ａ】図２Ａは、ｈＥＳＣ由来肥満細胞およびＣＤ３４＋由来顆肥満細胞のサイトカ
イン産生を示す。ＩＬ－８（図２Ａ）とＧＭ－ＣＳＦ（図２Ｂ）が示される。
【図２Ｂ】図２Ｂは、ｈＥＳＣ由来肥満細胞およびＣＤ３４＋由来顆肥満細胞のサイトカ
イン産生を示す。ＩＬ－８（図２Ａ）とＧＭ－ＣＳＦ（図２Ｂ）が示される。
【図３Ａ】図３Ａは、ヒト肥満細胞（ＨｕＭＣ）でのカルシウム流入を示す。結果は、Ｃ
Ｄ３４＋由来顆肥満細胞（図３Ａ）およびｈＥＳＣ由来肥満細胞（図３Ｂ）に対して示さ
れる。
【図３Ｂ】図３Ｂは、ヒト肥満細胞（ＨｕＭＣ）でのカルシウム流入を示す。結果は、Ｃ
Ｄ３４＋由来顆肥満細胞（図３Ａ）およびｈＥＳＣ由来肥満細胞（図３Ｂ）に対して示さ
れる。
【図４】図４は、ｈＥＳＣ由来肥満細胞およびＣＤ３４＋由来肥満細胞のタンパク質リン
酸化を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　例示的な実施形態の説明
　本発明は、多能性細胞を肥満細胞に分化させる方法を提供する。多能性細胞は、複能性
細胞とは異なり、ヒト胚性幹「ＥＳ」細胞およびヒトｉＰＳ細胞を含む。ここに提供され
る方法と組成物は、未分化状態で維持されることができて、少なくとも原則として、ほと
んど無期限に培養されることができる細胞源（すなわち、多能性細胞）から肥満細胞の産
生を可能とする。したがって、特定の実施形態では、そして、上記のように、これらのア
プローチは、末梢血または臍帯血などの細胞の繰り返し採取を必要とする多能性細胞を利
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用して、先のプロトコルよりもかなりの利点を提供する。
【００２６】
　多能性幹細胞を肥満細胞に分化させる方法は、一般的に、多能性幹細胞の調製と維持で
始まる。例えば、既存の多能性幹細胞株は、フィーダー細胞（例えば、マウス胚線維芽細
胞）を使って未分化状態で培養され、維持されうるか、あるいは、細胞は特定培地（例え
ば、ＴｅＳＲ培地）を使用して未分化状態で維持されてもよい。あるいはまた、多能性細
胞は、本発明で使用するために新しく得ることが可能である。多能性細胞は、次に、例え
ば、補充されたトロンボポエチンの存在下または非存在下に、ＯＰ９間質細胞上での培養
によって造血前駆細胞に分化しうる。多能性細胞が造血前駆細胞への分化を促進するため
の条件下（例えば、マウス胚線維芽細胞またはＯＰ９細胞上の培養、胚様体の形成、また
はフィブロネクチン、コラーゲンＩＶ、または他のマトリックスを利用しうる特定の分化
条件）で培養されたあと、得られた細胞は、次に、巨核球への分化を促進するための条件
下で培養されうる。巨核球の分化は、成長因子（例えば、ＦＬＴ－３リガンド、幹細胞因
子、トロンボポエチン、インターロイキン－３、およびインターロイキン－６）のいろい
ろな組み合わせを含んでいる培地で培養することによって誘導されうる。巨核球への分化
を促進する工程は、本発明のいろいろな実施形態で除外される場合がある（すなわち、多
能性幹細胞由来の造血前駆細胞は、例えば、幹細胞因子を含む肥満細胞分化培地で培養す
ることにより、肥満細胞に直接分化されうる）ことが想定される。
【００２７】
　本発明者は、多能性幹細胞から分化した造血前駆細胞が、それから、例えば、幹細胞因
子、ＩＬ－３、およびＩＬ－６を含む培地での培養により肥満細胞に分化しうるという驚
くべき発見をした。以下の例で示すように、肥満細胞の９０％以上の収率は、本明細書に
開示された方法によって達成されうる。多能性幹細胞の培養と分化とに関連した現在の不
確実性を考えると、これらの結果は驚くべきものである。さらに、これらの方法は、始め
の細胞集団から産生される肥満細胞の増加した割合だけでなく、さらなる組織サンプルを
得る必要性の減少の両方から、先に使用された方法より実質的な利点（例えば、臍帯血か
ら分化する肥満細胞）を提供する。上記を達成するための組成物と分化培地が、以下に記
載され、そして、当業者に理解されるように、様々な変更がこれらのプロトコルに対して
なされてもよい。
【００２８】
　興味あることに、本発明者らは、多能性細胞が分化の前にＯＰ９間質細胞上で培養され
るとき、「シングルポジティブ」肥満細胞（すなわち、トリプターゼ陽性でキマーゼ陰性
の肥満細胞）が生産されうることを発見した。シングルポジティブ肥満細胞は、ダブルポ
ジティブ肥満細胞（すなわち、トリプターゼ陽性で、キマーゼ陽性の肥満細胞）とは区別
される。
【００２９】
　ヒト肥満細胞は、それらの中性プロテアーゼ組成に基づき、２つの表現型に分類される
。１つは皮膚と腸粘膜下組織で優勢である、トリプターゼ陽性でキマーゼ陽性のＭＣＴＣ
細胞であり、そして、他方は、肺と腸粘膜で優勢なトリプターゼ陽性でキマーゼ陰性ＭＣ
Ｔ細胞である。複数の機能的な違いが、両方の細胞タイプの間に存在する。皮膚と肺組織
から分散した肥満細胞は、いろいろな非免疫性の分泌促進物質へのそれらの応答において
異なると報告された。より詳しくは、皮膚肥満細胞（主にＭＣＴＣ）は、化合物４８：８
０とサブスタンスＰと反応するが、肺肥満細胞（主にＭＣＴ）は、反応しない。ＭＣＴＣ
とＭＣＴ細胞は、それらの細胞質顆粒の超微形態学で区別可能であることも証明された。
ＭＣＴＣ細胞は、不完全な渦巻き型または結晶状物質（結晶は、ＭＣＴＣに対して、ずっ
と特異的である）のある顆粒を有し、そして、ＭＣＴ細胞は、粒子または不連続な渦巻き
型（不連続な渦巻き型は、ずっと特異的である）を含む顆粒を有する。
【００３０】
　したがって、ｈＥＳＣまたはｉＰＳ細胞からのシングルポジティブ肥満細胞またはＭＣ
Ｔの生成は、特に喘息を含む肺に存在する肥満細胞に関与する疾患、慢性閉塞性肺疾患の
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肺機能、血管浮腫、アレルギー性鼻炎と結膜炎、じん麻疹、およびアナフィラキシーを調
べるのに役立つ可能性がある。ｈＥＳＣまたはｉＰＳ細胞からのダブルポジティブな肥満
細胞またはＭＣＴＣの生成は、皮膚または腸粘膜下組織でのヒスタミン放出に関係する疾
患を調べることに役立つ可能性がある。いろいろな実施形態では、肥満細胞は、抗アレル
ギー化合物の評価のために使うことが可能である；例えば、肥満細胞は、抗アレルギー化
合物と共に存在し得て、１つ以上の応答（例えば、脱顆粒、その他）が測定されうる。し
たがって、これらのアプローチは、肥満細胞の脱顆粒またはヒスタミン放出を阻害する肥
満細胞安定剤などの、特に推定抗ヒスタミン剤の同定または評価に役立つ可能性がある。
【００３１】
　Ｉ．多能性幹細胞の調製および維持
　本発明で使われる胚性幹細胞は、当業者に公知のいろいろな方法を使用して、未分化状
態で培養、維持されうる。例えば、ヒト胚性幹細胞を培養する方法は、未分化状態で幹細
胞を維持するために、線維芽細胞フィーダー細胞または線維芽細胞フィーダー細胞に曝露
された培地を利用しうる。本発明によって分化する多能性細胞は、フィーダー細胞（例え
ば、マウス胚線維芽細胞または「ＭＥＦ」、その他）または例えば、米国特許出願公開第
２００６／００８４１６８号およびＬｕｄｗｉｇら（２００６ａ、２００６ｂ）などに記
載されているＴｅＳＲ培地などの、無フィーダーもしくは特定の培養系を使用して、未分
化状態で最初に培養されることが可能である。
【００３２】
　無フィーダー培養系と培地は、ヒト胚性幹細胞を培養して、維持するのに用いることが
可能である。これらのアプローチは、マウス線維芽細胞「フィーダー層」を必要とするこ
となく、ヒト胚性幹細胞を培養して、維持することを可能とする。以下に記載するように
いろいろな修正が、希望されるように経費その他を削減するためにこれらの方法になされ
うる。
【００３３】
　本明細書で使用されるように、「多能性幹細胞」は、３つの胚葉のどれかに分化する可
能性がある幹細胞を指す：内胚葉（例えば、内部胃壁、消化管、肺）、中胚葉（例えば、
筋肉、骨、血液、泌尿生殖器）または外胚葉（例えば、表皮組織または神経系）。胎盤な
どの胚体外組織を除いては、多能性幹細胞は、本質的に任意の胎児また大人の細胞タイプ
に分化することができる。ヒト胚性幹細胞（ｈＥＳＣ）またはｉＰＳ細胞は、本発明で使
用されうる多能性幹細胞の例である。特定の実施形態では、多能性幹細胞は、新生物でな
いかまたはガンでないと定義されうる；それにもかかわらず、本発明者らは、いろいろな
奇形腫細胞または細胞株などの特定の新生物またはガン由来細胞は、本明細書に記述され
た方法により肥満細胞に分化しうることが予期される。
【００３４】
　実質的に任意のヒト胚性幹細胞株は、例えば、肥満細胞への分化に本発明で使用されう
ると期待される。例えば、ヒト胚性幹細胞株Ｈ１、Ｈ９、ｈＥＳ２、ｈＥＳ３、ｈＥＳ４
、ｈＥＳ５、ｈＥＳ６、ＢＧ０１、ＢＧ０２、ＢＧ０３、ＨＳＦ１、ＨＳＦ６、Ｈ１、Ｈ
７、Ｈ９、Ｈ１３Ｂ、および／またはＨ１４、その他は、肥満細胞に分化しうる。その後
利用できるようになる幹細胞株もまた、本発明で使用されうることが期待される。ヒト胚
性幹細胞株またはヒトｉＰＳ細胞は、本発明で好ましく使われるが、哺乳類、マウス、霊
長類、その他などの他の胚性幹細胞株が、本明細書に開示された方法によって、肥満細胞
に分化されうることが期待される。
【００３５】
　ヒト胚性幹細胞に加えて、ｉＰＳ細胞またはｉＰＳＣとも称される誘導された多能性細
胞は、本発明のいろいろな実施形態で肥満細胞に培養および／または分化されうる。ｉＰ
Ｓ細胞は、幹細胞のように作用する初期化線維芽細胞である（Ｔａｋａｈａｓｈｉら、２
００７；Ｔａｋａｈａｓｈｉら、２００７；Ｎａｋａｇａｗａら、２００８；Ｚｈｏｕら
、２００９；米国特許出願公開第２００９／００８１７８４号）。例えば、（Ｏｃｔ４、
Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、およびｃ－Ｍｙｃ）または（Ｏｃｔ－４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇお
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よびＬｉｎ２８）などの遺伝物質の導入により、ｉＰＳ細胞は生成しうる。特定の実施形
態では、Ｏｃｔ４とＳｏｘ２だけが、ヒト線維芽細胞（Ｈｕａｎｇｆｕら、２００８）か
らｉＰＳ細胞を生成するために使用されうるのであって、ｃ－ＭｙｃはｉＰＳ細胞（Ｎａ
ｋａｇａｗａら、２００８）を生成するのに必要とされない可能性がある。あるいはまた
、ｉＰＳ細胞は、例えば、Ｚｈｏｕら、２００９で記述されているように、膜透過性初期
化タンパク質への曝露により発生しうるのであって、そのようなｉＰＳ細胞は、また、「
タンパク質－誘導多能性幹細胞」（ｐｉＰＳＣ）と称してもよい。本明細書で使用される
ように、「多能性幹細胞」という用語は、天然に現存するか、または胚盤胞に由来する両
方の細胞と、そして幹細胞に脱分化するか、または幹細胞様の状態に戻るように誘導され
た細胞をも含む（Ｎａｋａｇａｗａら、２００８；Ｙｕら、２００７；Ｚｈｏｕら、２０
０９）。肥満細胞に分化しうるｉＰＳ細胞は、例えば、ｉＰＳ６．１、ｉＰＳ６．６、ｉ
ＰＳ、ｉＰＳ５．６、ｉＰＳ５．１２、ｉＰＳ５．２．１５、ｉＰＳｉＰＳ５．２．２４
、ｉＰＳ５．２．２０、ｉＰＳ６．２．１、および／またはｉＰＳ５／３－４．３を含む
。
【００３６】
　Ａ．ＴｅＳＲ培地を含むアプローチ
　ＴｅＳＲ１培地とも称されるＴｅＳＲ培地は、未分化のヒト胚性幹細胞を培養するのに
用いることが可能な特定培地である。ＴｅＳＲは、ｂＦＧＦ、ＬｉＣｌ、γ－アミノ酪酸
（ＧＡＢＡ）、ピペコリン酸およびＴＧＦβを含み、そして、ＴｅＳＲを利用する種々の
方法は、例えば、米国特許出願公開第２００６／００８４１６８号およびＬｕｄｗｉｇら
（２００６ａ；２００６ｂ）で先に記述されており、それらは、放棄されることなくその
全体が引用により取り込まれる。
【００３７】
　ＴｅＳＲ培地は、一般的に無機塩、微量金属、エネルギー基質、脂質、アミノ酸、ビタ
ミン、成長因子およびタンパク質、ならびに他の成分を含む。ＴｅＳＲ１培地のための完
全な製剤は、以下の表１に示される。
【００３８】
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【表１】

　上記製剤中の特定成分はまた、例えば、研究のためのＴｅＳＲの使用を容易にするため
に、または金を節約するために置換されてもよい。例えば、培地ｍＴｅＳＲ１は、本発明
で使うことが可能であり、以下のようにＴｅＳＲ１と異なる：ウシ血清アルブミン（ＢＳ
Ａ）は、ヒト血清アルブミンの代用となり、そして、クローン化ミノカサゴの塩基性線維
芽細胞成長因子（ｚｂＦＧＦ）は、ｂＦＧＦの代用となる。ＴｅＳＲ１は、例えば、Ｌｕ
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ｄｗｉｇら（２００６）に記述され、そして、それは放棄されることなく、その全体が引
用により本明細書に取り込まれる。
【００３９】
　Ｂ．マトリックス成分
　いろいろなマトリックス成分は、ヒト胚性幹細胞を培養して、維持するめに使用されう
る。例えば、コラーゲンＩＶ、フィブロネクチン、ラミニン、およびビトロネクチンは、
組み合わされて、胚細胞の培養と維持のための固体支持体を提供するために、Ｌｕｄｗｉ
ｇら（２００６）（これは、引用によりその全体が取り込まれる）に記述されているよう
に、使用されうる。ポリ－Ｌ－リジンまたはＣｅｌｌＳｔａｒｔ（商標）（Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）が、マトリックス成分としても使用されてよい。
【００４０】
　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）は、ヒト胚性幹細胞の細胞培養と維持のための基質を提供す
るためにも使用されうる。Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）は、マウス腫瘍細胞によって分泌さ
れるゼラチン状のタンパク質混合物であり、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ（Ｎｅｗ　Ｊ
ｅｒｓｅｙ，ＵＳＡ）から商業的に入手可能である。この混合物は、多くの組織で見つか
る複雑な細胞外環境に類似していて、細胞培養のための基質として、細胞生物学者によっ
て使用される。ヒト胚性幹細胞培養と維持のための方法は、例えば、Ｌｕｄｗｉｇら（２
００６）に記述されており、これは、引用によりその全体が本明細書に取り込まれる。当
業者に公知のヒト胚性幹細胞の培養と維持のためのさらなる方法が、本発明で使用されう
ることが理解される。
【００４１】
　ＩＩ．造血細胞への分化
　いろいろな方法が、多能性細胞の造血ＣＤ３４＋幹細胞への分化を促進するために、本
発明で使用することが可能である。例えば、多能性細胞は、ＯＰ９細胞またはマウス胚線
維芽細胞上で培養されうる。あるいはまた、造血前駆細胞は、特定培地（例えば、以下に
記載される１つ以上の成長因子とフィブロネクチンなどのマトリックス成分とを含む）を
使用して、多能性幹細胞から培養されうる、あるいは、造血細胞は、胚様体の形成を経由
して多能性細胞から発生しうる。トリパーゼ陽性でキマーゼ陰性の肥満細胞を生産する事
が望まれる特定の実施形態では、ネズミ胎仔肝臓由来の間質細胞は、使用しないのが望ま
しい。その理由は、これがトリパーゼ陽性でキマーゼ陽性の肥満細胞への分化を促進する
か、またはもたらす場合があるからである。
【００４２】
　ヒトＥＳＣからの造血前駆細胞の分化のための１つの方法は、フィーダー細胞（例えば
、マウス胚線維芽細胞（ＭＥＦ）フィーダー層またはマウス間質細胞株ＯＰ９など）上で
、ＥＳＣを培養する工程を含み、そして、それはＣＤ３４＋への強力な分化を誘導する。
簡潔に言うと、ＥＳＣは、成長因子の存在下、ＭＥＦ上で増殖することが可能であり、そ
して、ＭＥＦは基質とおそらくいくらかの栄養を細胞に提供する。対照的に、ＯＰ９細胞
の使用は、ＣＤ３４＋分化を誘導するために余分の成長因子を必要としない。これらのプ
ロセスが起こるメカニズムは、完全には理解されていない。このアプローチは、また、特
定の成長因子と血清（Ｗａｎｇ、２００７）を組み合わせて使用されてもよい。ＭＥＦは
また、ヒトＥＳＣを培養して、維持するためにしばしば使用される。以下のプロトコルな
どのマウス胚線維芽細胞上での培養を利用する方法は、ＦＢＳの代わりにＫｎｏｃｋｏｕ
ｔ（商標）血清置換を含むために修正される場合がある。
【００４３】
　例えば、以下のプロトコルは、造血細胞への多能性細胞の分化のために使用されうる。
Ｈ１細胞は、ＭＥＦ上に決まって維持され、そして、１×１０５細胞／ウェル（１ウェル
は９．６ｃｍ２である）で、αＭＥＭ＋２０％特定ＦＢＳ＋１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯ中
、ほとんどコンフルエントなＯＰ９間質細胞へ継代されうる。細胞は、２日目と４日目に
、新鮮な培地で培養されうる。７日目に、細胞はコラゲナーゼＩＶを使って新鮮なＯＰ９
細胞上に１：３に分割されうる。細胞は、８日目と１０日目に、新鮮な培地で培養されう
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る。１１日目に、細胞はコラゲナーゼＩＶを使って新鮮なＯＰ９細胞上に１：１に分割し
、続いて単細胞を得るためにトリプシン／ＥＤＴＡ処理し、そして、培地をαＭＥＭ＋１
０％特定ＦＢＳ＋１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯに変更しうる。１４日目から１６日目までは
、毎日、この培地をさらに１ｍｌ添加することにより、細胞は培養されうる。ある実施形
態では、ＯＰ９細胞に関わる分化のための方法は、Ｇａｕｒら（２００６）に記述されて
いるように実施することが可能であり、その全体は引用することにより具体的に取り込ま
れる。
【００４４】
　ヒト胚性幹細胞からの造血前駆細胞を産生するための別のアプローチは、分化を誘導す
るために、「胚様体」（ＥＢ）または増殖細胞の集団の形成に関わる。ＥＢへのヒトＥＳ
Ｃのインビトロでの凝集は、内胚葉、外胚葉、および中胚葉起源を意味する複数の組織タ
イプへの、ヒトＥＳＣの自発的で無作為な分化を可能とする。３次元ＥＢの形成は、この
ように、造血細胞フラクションを生成するのに用いることができる。多能性細胞は、以下
のプロトコルによって胚様体（ＥＢ）に分化しうる：多能性細胞は、約３７℃で約２０分
間、約２ｍｇ／ｍｌのディスパーゼ溶液を使用して、コンフルエンスまで培養し、増殖表
面から取ることが可能である。細胞は、ディスパーゼを除去するために１回洗浄され、そ
して、８５％のＩＭＤＭ、１５％のＦＢＳ、１％のＮＥＡＡ、およびβ－メルカプトエタ
ノールからなる「ＥＢ形成培地」中に再懸濁されうる。懸濁液中の細胞を、Ｃｏｓｔａｒ
の低接着性プレートに加え、そこでは、それらは、日数を経て胚様体を形成することがで
き、そして、半分の培地を１日おきに変えて培養することができる。約１２日目に、ＥＢ
は培養物から取り除かれて、コラゲナーゼＩＶ、続いてトリプシン／ＥＤＴＡで分離され
うる。それからトリプシンは、血清含有培地で中和されて、そして、細胞懸濁液は任意の
残留凝集塊をさらに破壊するために２２Ｇ針を通過させてもよい。この点で、細胞は１０
０μフィルター、そして、それから３０μフィルターを通過させてもよい。ＥＢから得ら
れるＣＤ３４＋造血前駆細胞は、それから、巨核球（例えば、ＭＫ＃３分化培地を使用し
て）とそれから肥満細胞（例えば、ＳＣＦとＩＬ６を含む肥満細胞分化培地を使用して）
への分化を経由する肥満細胞に分化されうる。
【００４５】
　以下の特定ＥＢ分化プロトコルが、使用されてもよい。Ｍａｔｒｉｇｅｌコートプレー
ト上で無フィーダー成長に適応した未分化ｈＥＳＣとｉＰＳＣは、３７℃で６分間、Ｔｒ
ｙｐＬＥ（商標）処理を用いて、コンフルエンスで回収されうる。ウェル中のＴＲＹＰＬ
Ｅは、約８０％のＩＭＤＭ、約２０％のＢＩＴ９５００、約１％のＮＥＡＡ、約１ｍＭの
Ｌ－グルタミン、および約０．１ｍＭのメルカプトエタノール、約０．７５％のＢＳＡ、
約５０μｇ／ｍｌのアスコルビン酸を含むＥＢ基礎培地を用いて、約０．２５ｍｇ／ｍｌ
の大豆トリプシン阻害剤および約１μＭのＲｏＣＫ阻害剤（Ｈ１１５２）で中和されうる
。細胞懸濁液は、Ｃｏｓｔａｒの低接着性プレートに播種、培養され、そこで、１２～２
４時間の間に、胚様体を形成することができる。その翌日に、細胞ＥＢは、細胞を重力ま
たは温和な遠心分離により沈降させることによって、各ウェルから回収することが可能で
ある。それから、上澄みは廃棄されてもよく、そして、ＥＢは、分化の最初の約４～５日
間、骨形成因子（ＢＭＰ－４）と血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）（約２５ｎｇ／ｍｌ）が
添加されたＥＢ－基礎培地に置かれることができる。細胞は、１日おきに、新鮮な培地で
半分が培養されうる。ＥＢ培養物は、約５日目に採取することが可能であり、ＴｒｙｐＬ
Ｅを使って部分的な分離に付すことが可能である。細胞はそれから、洗浄してＴｒｙｐＬ
Ｅを除き、次の７日間、Ｆｌｔ－３リガンド（Ｆｌｔ－３Ｌ）、インターロイキン－３（
ＩＬ－３）、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）が添加されたＥＢ
基礎培地である第２のＥＢ－分化培地に切り替えられてもよい。ＥＢ培養物は、次の７日
間、１日おきに半分が培養されうる。細胞は、ＥＢの分化の約１２～１３日間後に、採取
されうる。凝集塊は、個別化された細胞を生成するためにＴｒｙｐＬＥを使って消化され
た。単細胞懸濁液は、ＣＤ４３、ＣＤ４５、ＣＤ３４、ＣＤ３１の存在に対して染色され
、そして、発現レベルが、フローサイトメトリーで定量化されうる。ＥＢ生成のための他
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の方法は、例えば、Ｌｕら２００７およびＫｅｎｎｅｄｙら２００７で利用されている方
法を含む。
【００４６】
　他の実施形態では、造血前駆細胞は、特定培地を使用して多能性幹細胞から培養されう
る。特定培地を使用して、造血ＣＤ３４＋幹細胞への多能性細胞の分化のための方法は、
例えば、米国特許出願番号６１／０１５，８１３に記載されており、これは、放棄される
ことなくその全体が引用により取り込まれる。これらの方法は、本発明で使用することが
可能であると期待される。
【００４７】
　例えば、特定培地は、造血ＣＤ３４＋分化を誘導するのに用いることが可能である。特
定培地は、成長因子ＢＭＰ－４、ＶＥＧＦ、ｂＦＧＦ、およびマトリックス成分（例えば
、フィブロネクチンなど）を含んでもよい。培地に存在するタンパク質の全てまたは本質
的にすべてが、すべてヒトのものである特定培養培地が、使われてもよい。本明細書で使
用されるアプローチは、単細胞をプレートに付着させるためにＲＯＣＫ阻害剤ＨＡ１００
とＨ１１５２を含むことによって、単細胞アッセイ（コロニーベースの系からの）におい
て利用されうる；例えば、これらのアッセイでは、他の（コロニーベースの系）パラメー
タを別に変えることなく、３日間ＴｅＳＲ中で培養することが可能である。これらのアプ
ローチは、例えば、ロボット・オートメーションを用いて自動化が可能である。米国特許
出願番号６１／０１５，８１３に記載されているように、特定培養培地は、約５ｎｇ／ｍ
ｌから約２００ｎｇ／ｍｌ、または約５０ｎｇ／ｍｌの量のＢＭＰ－４、約５ｎｇ／ｍｌ
から約２００ｎｇ／ｍｌ、または約５０ｎｇ／ｍｌの量のＶＥＧＦ、および、約５ｎｇ／
ｍｌから約２００ｎｇ／ｍｌ、または約５０ｎｇ／ｍｌの量のｂＦＧＦを含みうる。
【００４８】
　ＩＩＩ．巨核球分化
　本発明は、多能性細胞の巨核球への分化のための方法を提供し、そこでは、巨核球への
サイドポピュレーション細胞は、それから、肥満細胞への分化を誘導するための条件下で
その後培養されうる。例えば、以下のパラダイムは、多能性細胞の肥満細胞への分化を誘
導するのに用いることが可能である。多能性細胞は、第１分化プロトコルに付されて、例
えば、造血前駆細胞への多能性細胞の分化を開始しうる。次に、造血細胞は、巨核球と肥
満細胞への多能性細胞の分化を促進する条件下での培養細胞であってよい。巨核球分化を
促進するのに有用な同じ成長因子のいくつかは、肥満細胞分化にとっても重要である。最
後に、肥満細胞の初期には小さい集団は、肥満細胞への分化をさらに促進する条件下で培
養され、そして拡大されうる。特定の実施形態では、巨核球への分化を促進する条件下で
造血前駆細胞を培養する工程は、除外される場合があり、そして、造血前駆細胞は、肥満
細胞に分化を促進する条件下で培養されてもよい。
【００４９】
　体内において、巨核球は血髄に存在し、突起またはプロ血小板から血小板を作り出し、
それは細胞上で形成される。ヒトの体の巨核球細胞は、骨髄細胞のごくわずかな部分を表
すだけであるが、特定の病気に応じて最高１０倍まで数が増える場合がある。体内におい
て、巨核球は、一般的に、以下の通りに造血細胞から分化する：ヘマサイトクラスト（ｈ
ｅｍａｃｙｔｏｃｌａｓｔｓ）は、巨核芽球に分化し、そして、次に、巨核芽球は、プロ
巨核球に分化し、そして、次に、プロ巨核球は、巨核球に分化する。
【００５０】
　いろいろな培地と方法が、多能性細胞を巨核球に分化させるために使用することができ
る。例えば、米国特許出願公開２００７／００７７６５４（これは、放棄されることなく
、引用することによりその全体が取り込まれる）に記載されているように、多能性細胞を
巨核球に分化させるための方法と培地が、本発明で使用されてもよい。
【００５１】
　成長因子は、巨核球分化培地に優先的に含まれる。例えば、巨核球分化培地は、ＦＬＴ
－３リガンド、幹細胞因子（ＳＣＦ）、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、インターロイキン
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－３（ＩＬ－３）、およびインターロイキン－６（ＩＬ－６）の１つ、２つ、３つ、４つ
、または全てを含みうる。特定の実施形態では、ＳＣＦだけが、巨核球分化培地に含まれ
うる。他の実施形態では、ＳＣＦが、ＩＬ－３および／またはＩＬ－６の一方または両方
と組み合わされて使用されてもよい。いろいろな実施形態では、ＦＬＴ－３リガンドおよ
び／またはＴＰＯは、本発明の巨核球分化培地から除外されてもよい。
【００５２】
　血清は巨核球分化培地から除外されうることが予期される。どんな理論にも束縛される
ものではないが、血清の排除は、血清のバッチまたはロット間の内容物の変化が排除され
るために、増加した一貫性をもたらす可能性があることが予想される。その上、血清の除
外は、形態学的に、インビボで肥満細胞により一貫して似ているように見える肥満細胞の
産生をもたらす可能性がある。上記のように、特定の実施形態では、Ｋｎｏｃｋｏｕｔ（
商標）血清置換は、血清の代用となりうる。本発明者は、血清の代わりとなるＢＩＴ９５
００（ウシ血清アルブミン、インスリン、およびトランスフェリン）を用いて、多能性細
胞が本発明に従って肥満細胞（例えば、ＣＤ１１７／４５＋とＣＤ３４陰性）に分化する
ことができることを具体的に予想している。
【００５３】
　巨核球分化は、多能性細胞から分化したＣＤ３４＋幹細胞を使用して、以下の通りに実
行されうる。ＣＤ３４＋細胞を含む全細胞懸濁液は、回収され、遠心分離され、そしてＭ
Ｋ＃３分化培地（８０％Ｓｔｅｍｌｉｎｅ　ＩＩ、２０％ＢＩＴ９５００、Ｌ－ｇｌｕｔ
、β－ＭＥ、Ｐｅｎｓｔｒｅｐ、ＦＬ３　１００ｎｇ／ｍｌ、ＳＣＦ　１００ｎｇ／ｍｌ
、ＴＰＯ　１００ｎｇ／ｍｌ、ＩＬ３　１０ｎｇ／ｍｌ、およびＩＬ６　１０ｎｇ／ｍｌ
を含む）に約２週間、置かれうる。細胞は、新鮮な培地への少なくとも部分的な変更を４
日置きにしながら培養されうる。２週の終わりに、細胞はＣＤ３４、ＣＤ１１７とＣＤ４
５の発現に対して分析されうる。以下の例に示されるように、このアプローチは、ＣＤ４
５とＣＤ１１７の両方の細胞による発現に基づいて、そしてＣＤ３４発現の欠如に基づい
て、肥満細胞の約２５％をもたらすことができる。
【００５４】
　ＩＶ．肥満細胞分化
　いろいろなアプローチが、多能性細胞を肥満細胞へ分化させるための本発明に従って、
使用されうる。特定の実施形態では、多能性前駆細胞は、造血細胞に最初に分化し、そし
て、その後、造血細胞は、肥満細胞に分化する。本発明は、また、多能性細胞由来の造血
前駆細胞または多能性細胞由来の巨核球細胞の肥満細胞への分化用培地（「肥満細胞分化
培地」）を提供する。
【００５５】
　肥満細胞分化培地は、好ましくは、幹細胞因子（ＳＣＦ）を含む。いろいろな実施形態
では、肥満細胞分化培地は、ＳＣＦとＩＬ－６の両方を含む。他のサイトカイン類は、肥
満細胞分化を促進する分化培地に含ませることが可能であり、例えば、ＩＬ－３、ＩＬ－
４、ＩＬ－９および／またはＩＬ－１０を含む。
【００５６】
　実施例で示されるように、他の成長因子を含まない、ＳＣＦとＩＬ－６を含む肥満細胞
分化培地は、多能性由来細胞を培養するために使用されて、細胞培養集団で肥満細胞の約
９０％以上の収率をもたらした。これらの肥満細胞は、例えば、ＣＤ１１７（＋）、ＣＤ
４５（＋）、トリプターゼ、およびＦｃεＲＩ（＋）発現を測定することによって特定さ
れた。下記の実施例１で記述されるように、得られた細胞集団の残存部分は、マクロファ
ージのように思われる。
【００５７】
　肥満細胞の分化培地での培養細胞は、様々な期間に実行されうる。例えば、巨核球分化
を促進する条件下で以前に培養された細胞は、その後、約５日間から９週間、約５日間か
ら４週間以上、約５日間から約３週間、約１週間から約３週間、約１～２週間、もしくは
約７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４日間、またはその中で派生しうる任意の範
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囲の期間、肥満細胞分化培地で培養されうる。多能性細胞由来の造血前駆細胞が、肥満細
胞分化培地で直接分化されるならば、そのときには、細胞は約１、２、３、４、５、６、
７、８、９、１０週もしくはそれより長く、またはその中で派生しうる任意の範囲の期間
、培養することが可能である。
【００５８】
　特定の実施形態では、次のプロトコルを肥満細胞への多能性由来細胞の分化を促進する
ために使用してもよい。細胞は、肥満細胞分化培地（９０％ＲＰＭＩ、１０％特定ＦＢＳ
、１％Ｌ－ｇｌｕｔ＋ＢＭＥ、１％非必須アミノ酸、１％Ｐｅｎｓｔｒｅｐ、およびＳＣ
ＦとＩＬ６のそれぞれ１００ｎｇ／ｍｌ）に添加し、１～２週間またはそれより長く培養
することが可能である。
【００５９】
　様々な実施形態では、肥満細胞への臍帯血や末梢血の分化のための方法は、また、本発
明と組み合わせて使用されてもよい。例えば、Ｓｃｈｅｒｎｔｈａｎｅｒら（２００１）
は、様々な時点でＩＬ－６または（ＩＬ－４、ＩＬ－６、およびＩＬ－１０）を組み合わ
せてＳＣＦを使用して、肥満細胞に臍帯血前駆細胞を分化するための方法を記述する。Ｌ
ａｐｐａｌａｉｎｅｎら（２００７）は、添加されるＳＣＦと他のサイトカイン類（ＩＬ
－３、ＩＬ－６、ＩＬ－９、およびＩＬ－４、）を用いて様々な期間、培養することによ
る末梢血の肥満細胞への分化のための方法を提供する。これらの方法のいずれかが本発明
で成功して使用しうることが予想される。
【００６０】
　Ｖ．分化培地
　特定および非特定の培地（すなわち、血清などの１つ以上の動物性産物を含む）の両方
を含む様々な培地が、肥満細胞に多能性細胞を分化するのに本発明と共に使用することが
可能である。数工程が、そのプロセスに関与しうる。例えば、多能性細胞は、維持されて
、次に、造血前駆細胞への分化を促進する条件下で培養されうる；そして、造血前駆細胞
は、肥満細胞への分化を促進する条件下で培養されうる。あるいはまた、多能性細胞は、
維持されて、それから、造血前駆細胞への分化を促進する条件下で培養され得て、それは
、次に、巨核球への分化を促進する条件下で培養され、最終的に巨核球は肥満細胞への分
化を促進する条件下で培養できる。
【００６１】
　ある実施形態では、血清は本発明の培地（すなわち、「無血清」培地）とプロトコルか
ら除かれてもよい。どんな理論にも束縛されるものではないが、血清の排除は、血清のバ
ッチまたはロット間の内容物の変化が排除されるために、増加した一貫性をもたらす可能
性があることが予想される。その上、血清の除外は、形態学的にインビボでの肥満細胞に
より一貫して類似しているように見える肥満細胞の産生をもたらす可能性がある。
【００６２】
　様々な実施形態では、血清をＫｎｏｃｋｏｕｔ（商標）血清代替物またはＳｔｅｍＰｒ
ｏ（商標）ｈＥＳＣ　ＳＦＭで置き換えられてもよい。Ｋｎｏｃｋｏｕｔ（商標）血清代
替物（ＳＲ）とＳｔｅｍＰｒｏ（商標）ｈＥＳＣ　ＳＦＭは、非分化ＥＳ細胞を増殖、維
持させるために最適化された特定の無血清処方物であり、そして、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
（Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）から入手可能である。Ｋｎｏｃｋｏｕｔ（商標）ＳＲまたは
ＳｔｅｍＰｒｏ（商標）ｈＥＳＣ　ＳＦＭは、ＦＢＳと取り替えることが可能である。例
えば、Ｋｎｏｃｋｏｕｔ（商標）ＳＲは、不活性マウス胚線維芽細胞（参照：例えば、Ｅ
ｚａｓｈｉら、２００５）上で、未分化Ｄ３　ＥＳ細胞コロニーの増殖を支持するために
使用されうる。他の実施形態では、血清は本発明の培地組成物から除かれてもよい。例え
ば、ある実施形態では、ＦＢＳは、肥満細胞分化を誘導するための培養条件から除かれて
もよい。
【００６３】
　Ａ．成長因子
　いろいろな成長因子が当該分野で公知であり、本発明で使用されてもよい。特定の実施
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形態では、本発明の肥満細胞分化培地などの分化培地は、成長因子ＦＬＴ－３リガンド、
幹細胞因子（ＳＣＦ）、トロンボポエチン（ＴＰＯ）、インターロイキン－３（ＩＬ－３
）、およびインターロイキン－６（ＩＬ－６）の１つ、２つ、または全てを含むことが可
能である。
【００６４】
　成長因子の組み合わせは、肥満細胞に分化の前に、造血および／または巨核球系統への
前駆細胞の分化を促進するために使用されうる。例えば、ＴＰＯから成る培地を含むマウ
ス胚線維芽細胞培養システムを使用して、血清の有無にかかわらず、多能性細胞の造血前
駆細胞への分化を開始するために使用されうる。下記のように、成長因子のいろいろな組
み合わせが、巨核球および／または肥満細胞に分化を誘導するために培地に含まれてよい
。
【００６５】
　特定の実施形態では、成長因子は、分化培地に外因的に加えられる組み換え型成長因子
である。分化培地に含まれる成長因子（複数を含む）は、組み換え型ヒト成長因子であっ
てもよい。あるいはまた、成長因子（複数を含む）は、非ヒト成長因子（例えば、哺乳類
、その他）またはヒトおよび非ヒト成長因子の組み合わせてもよい。特定の実施形態では
、非ヒト成長因子が、例えば、類似したヒト成長因子と比較して、非ヒト成長因子の使用
を伴う経費節減がある場合に有利に使用されうる。
【００６６】
　１．幹細胞因子
　幹細胞因子（ＳＣＦ）は、ＣＤ１１７（ｃ－Ｋｉｔ）と結合するサイトカインである。
ＳＣＦは、「ＫＩＴリガンド」、「ｃ－ｋｉｔリガンド」または「スチール因子」として
も知られている。ＳＣＦは、２つの形態で存在する：細胞表面に結合したＳＣＦと可溶性
（または遊離の）ＳＣＦ。可溶性ＳＣＦは、メタロプロテアーゼによる表面に結合したＳ
ＣＦの切断によりインビボで一般的に産生される。ＳＣＦは、造血前駆細胞や他の造血前
駆細胞の生存、増殖、および分化にとって重要である。インビボで、ＳＣＦは、赤血球シ
リーズで最も初期の赤血球前駆体であるＢＦＵ－Ｅ（赤芽球バースト形成単位）細胞をＣ
ＦＵ－Ｅ（赤芽球コロニー形成単位）に変えることができる。
【００６７】
　特定の実施形態では、ＳＣＦは、約５～約５００ｎｇ／ｍｌ、２５～約５００ｎｇ／ｍ
ｌ、約２５～約２００ｎｇ／ｍｌ、約５０から約１５０ｎｇ／ｍｌ、約２５から約２００
ｎｇ／ｍｌ、約７５から約３００ｎｇ／ｍｌ、またはその中で派生する任意の範囲の濃度
で、本発明の培養培地に含まれる。特定の実施形態では、ＳＣＦは、約２５、３０、３５
、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５または約
１００ｎｇ／ｍｌの濃度で、特定培養培地に含まれる。
【００６８】
　２．ＩＬ－６
　インターロイキン－６（ＩＬ－６）は、炎症誘発性サイトカインである。インビボで、
ＩＬ－６はＴ細胞とマクロファージにより分泌されて、炎症につながる外傷または他の組
織の損傷に対する免疫反応を刺激する。ＩＬ－６は、また、特定のバクテリアに対する応
答で役割を果たすこともでき、そして、骨芽細胞は、インビボでＩＬ－６を分泌して破骨
細胞形成を刺激する。ヒトでは、多くの血管の中膜の平滑筋細胞は、炎症誘発性サイトカ
インとしてＩＬ－６を生産することができ、そして、ＩＬ－６は、熱のインビボでの重要
なメディエーターである。
【００６９】
　特定の実施形態では、ＩＬ－６は、約５～約５００ｎｇ／ｍｌ、２５～約５００ｎｇ／
ｍｌ、約２５～約２００ｎｇ／ｍｌ、約５０～約１５０ｎｇ／ｍｌ、約２５～約２００ｎ
ｇ／ｍｌ、約７５～約３００ｎｇ／ｍｌ、またはその中で派生する任意の範囲の濃度で、
本発明の培養培地に含まれる。特定の実施形態では、ＩＬ－６は、約５、１０、１５、２
０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５
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、９０、９５または約１００ｎｇ／ｍｌの濃度で、特定培養培地に含まれる。
【００７０】
　３．ＩＬ－３
　インターロイキン－３（ＩＬ－３）は、複能性造血細胞の生存、増殖、および分化に関
与する造血成長因子である。ヒトを含む５つの哺乳類の種において、ＩＬ－３をコードす
る遺伝子を分離し、発現させて成熟組み換え型タンパク質を生成した。ヒトＩＬ－３遺伝
子は、２つの保存的システイン残基と２つの潜在的なＮ－結合型グリコシル化部位を有す
る１３３個のアミノ酸のタンパク質をコードする（Ｗａｇｅｍａｋｅｒら、１９９０）。
【００７１】
　特定の実施形態では、ＩＬ－３は、約５～約５００ｎｇ／ｍｌ、２５～約５００ｎｇ／
ｍｌ、約２５～約２００ｎｇ／ｍｌ、約５０～約１５０ｎｇ／ｍｌ、約２５～約２００ｎ
ｇ／ｍｌ、約７５～約３００ｎｇ／ｍｌ、またはその中で派生する任意の範囲の濃度で、
本発明の培養培地に含まれる。特定の実施形態では、ＩＬ－３は、約５、１０、１５、２
０、２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５
、９０、９５または約１００ｎｇ／ｍｌの濃度で、特定培養培地に含まれる。
【００７２】
　４．ＦＬＴ－３リガンド
　ＦＬＴ－３リガンド（ＦＬＴ３リガンドとも称される）は、ＦＬＴ３に対する内因性リ
ガンドである。ＦＬＴ３は、未成熟造血前駆細胞によって発現される受容体チロシンキナ
ーゼである。ＦＬＴ３のためのリガンドは、膜貫通型または可溶性のタンパク質であって
、造血および骨髄間質細胞を含むいろいろな細胞によって発現される；他の成長因子と組
み合わされて、ＦＬＴ－３リガンドは、幹細胞、骨髄系およびリンパ系の前駆細胞、樹状
細胞およびナチュラルキラー細胞の増殖と進化を刺激することができる。受容体の活性化
は、造血細胞での増殖、生存および他のプロセスを制御する様々な信号伝達経路に関与し
ていることが知られている種々の重要なアダプタータンパク質のチロシンリン酸化をもた
らす。ＦＬＴ３とＦＬＴ３に影響を及ぼす突然変異は、白血病の予後と治療などの病理学
的疾患において重要でもある（Ｄｒｅｘｌｅｒら、２００４）。
【００７３】
　特定の実施形態では、ＦＬＴ－３リガンドは、約５～約５００ｎｇ／ｍｌ、２５～約５
００ｎｇ／ｍｌ、約２５～約２００ｎｇ／ｍｌ、約５０～約１５０ｎｇ／ｍｌ、約２５～
約２００ｎｇ／ｍｌ、約７５～約３００ｎｇ／ｍｌ、またはその中で派生する任意の範囲
の濃度で、本発明の培養培地に含まれる。特定の実施形態では、ＦＬＴ－３リガンドは、
約２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、
９０、９５または約１００ｎｇ／ｍｌの濃度で、特定培養培地に含まれる。特定の実施形
態では、ＦＬＴ－３リガンドの包含は、多能性細胞の培養において、最初の～１－３週間
、培地に含まれ、その後、それは、分化に対して有害な影響を与えることなく系から取り
除くことができる。
【００７４】
　５．トロンボポエチン
　トロンボポエチン（ＴＰＯ）は、肝臓と腎臓によってインビボで主に産生される糖タン
パク質ホルモンであり、骨髄による血小板の産生を制御する。ＴＰＯは、インビボで巨核
球（多数の血小板に断片化する骨髄細胞）の生成と分化を刺激することができる。特定の
実施形態では、ＴＰＯの包含は、多能性細胞の培養において、最初の約～１－３週間、培
地に含まれ、その後、それは、分化に対して有害な影響を与えることなく系から取り除く
ことができる。
【００７５】
　特定の実施形態では、ＴＰＯは、約５～約５００ｎｇ／ｍｌ、２５～約５００ｎｇ／ｍ
ｌ、約２５～約２００ｎｇ／ｍｌ、約５０～約１５０ｎｇ／ｍｌ、約２５～約２００ｎｇ
／ｍｌ、約７５～約３００ｎｇ／ｍｌ、またはその中で派生する任意の範囲の濃度で、本
発明の培養培地に含まれる。特定の実施形態では、ＴＰＯは、約２５、３０、３５、４０
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、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５または約１００
ｎｇ／ｍｌの濃度で、特定培養培地に含まれる。
【００７６】
　６．他の成長因子
　上にリストアップされた成長因子に加えて、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－９、ＩＬ－１
０、および／またはエリスロポイエチン（ＥＰＯ）の１つ以上が、肥満細胞分化培地など
の分化培地に含まれてもよい。他の成長因子（複数を含む）は、約５～約５００ｎｇ／ｍ
ｌ、２５～約５００ｎｇ／ｍｌ、約２５～約２００ｎｇ／ｍｌ、約５０～約１５０ｎｇ／
ｍｌ、約２５～約２００ｎｇ／ｍｌ、約７５～約３００ｎｇ／ｍｌ、またはその中で派生
する任意の範囲の濃度で、本発明の培養培地に含まれてよい。特定の実施形態では、ＴＰ
Ｏは、約２５、３０、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、
８５、９０、９５または約１００ｎｇ／ｍｌの濃度で、特定培養培地に含まれる。
【００７７】
　Ｂ．他の成分
　本発明の分化培養培地は、また、栄養分、アミノ酸、抗生物質、緩衝剤などのさらなる
成分も含んでよい。いろいろな実施形態では、分化培養培地は、１つ以上のビタミン、鉱
物、塩、脂質、アミノ酸、または他の成分を含んでもよい。特定の実施形態では、本発明
の培養培地は、非必須アミノ酸、Ｌ－グルタミン、Ｐｅｎ－ｓｔｅｐ、およびモノチオグ
リセロールを含んでもよい。
【００７８】
　ウシ胎仔血清（ＦＢＳ）などの血清は、本発明に従って、例えば、約１０％から約３０
％のおよその濃度で培地に含まれてよい。特定の実施形態では、例えば、多能性細胞の維
持のために、約２０％の血清が培地に含まれる。
【００７９】
　Ｓｔｅｍｌｉｎｅ　ＩＩ（商標）は、例えば、約７０％～約９０％の濃度で本発明の培
地に含まれてよい。Ｓｔｅｍｌｉｎｅ（商標）ＩＩ造血幹細胞拡大培養培地は、Ｓｉｇｍ
ａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）から入手可能である。この製剤は、臍帯
血ＣＤ３４＋細胞から拡大培養された細胞、および末梢血（ＰＢＰＣ）生成物からの４－
ＨＣでパージされたＣＤ３４＋細胞の数を増加させるために用いることができる。Ｓｔｅ
ｍｌｉｎｅ（商標）ＩＩ造血幹細胞拡大培養培地は、抗生物質とサイトカインを含まない
特許製剤である。
【００８０】
　ＢＩＴ９５００（ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ　Ｉｎｃ．，Ｖａｎｃ
ｏｕｖｅｒ，Ｃａｎａｄａ）は、また、例えば、約１０％～約３０％のおよその量で、ま
たは約２０％の量で、本発明の培養培地に含まれてもよい。ＢＩＴ９５００は、Ｉｓｃｏ
ｖｅのＭＤＭ中にウシ血清アルブミン、インスリンおよびトランスフェリン（ＢＩＴ）の
事前テスト済みのバッチを含む。ＢＩＴ９５００は、５０ｍｇ／ｍＬのウシ血清アルブミ
ン（ＮａＨＣＯ３で緩衝化）、５０μｇ／ｍＬｒｈのインスリン、１ｍｇ／ｍＬのヒトト
ランスフェリン（鉄で飽和した）を含む。特定の実施形態では、ＫＯＳＲは、特定培地が
必要とされない実施形態においてＢＩＴ９５００の代わりとなりうる。ＫＯＳＲは、商業
的に入手可能（例えば、Ｇｉｂｃｏ／Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎのカタログ番号１０８２８か
ら）であり、以前にＷＯ９８／３０６７９に記述された非特定培地である。
【００８１】
　ＢＩＴの使用は、先に述べたように、ＨＩＴと置き換えることが可能である；血清アル
ブミンなどの成分が、ヒトの成分（例えば、ヒト血清アルブミン）であることを除いては
、ＨＩＴはＢＩＴについて記述された組成物を含む。しかし、本発明によって分化される
肥満細胞への適用の多くが、研究目的に関連するので、ＢＩＴは、ヒトの成分が必要とさ
れないときは、ＨＩＴに対するそれほど高価でない代替物となりうる。
【００８２】
　Ｃ．肥満細胞生成のための特定方法
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　肥満細胞は、血清などの動物性製品を利用しない特定条件を使って、ｈＥＳＣまたはｉ
ＰＳ細胞から分化しうる。特に、本発明者は、特定の成長因子が、特に特定の条件下で維
持された多能性細胞の分化にとって重要であることを発見した。特定の実施形態では、多
能性細胞は、造血前駆細胞への分化を促進するために、いくつかの特定培地に順番に曝露
されうる。最初の特定培地（例えば、ＴｅＳＲ培地で）における本質的に未分化状態の多
能性細胞の培養と維持の後、細胞はＢＭＰ４、ＶＥＧＦ、ＩＬ３、Ｆｌｔ３リガンド、ま
たはＧＭＣＳＦを含まない、または本質的に含まない第２の特定培地に曝露されうる。細
胞は、それから、造血分化を促進するために、ＢＭＰ４、ＶＥＧＦ、ＩＬ３、Ｆｌｔ３リ
ガンド、およびＧＭＣＳＦを含む第３の特定培地に曝露されうる；あるいはまた、細胞は
ＢＭＰ４とＶＥＧＦを含む第３の特定培地に、続いてＩＬ３、Ｆｌｔ３リガンド、および
ＧＭＣＳＦを含む第４の培地へ曝露されうる。本発明者は、ＢＭＰ４とＶＥＧＦを含む第
３の特定培地への連続した曝露、続いてのＩＬ３、Ｆｌｔ３リガンド、およびＧＭＣＳＦ
を含む第４の培地への曝露は、驚くべきことに、造血前駆細胞の生成の相当な増加をもた
らすことができることを発見した。本発明者は、また、低酸素条件（例えば、約２０％未
満の気圧、または約５％Ｏ２への曝露）、細胞の再凝集（例えば、トリプシンまたはＴｒ
ｙｐＬＥ（商標）を用いて）、および胚様体形成における特定範囲の細胞を用いる凝集塊
の形成（例えば、凝集塊につき約２００～１０００個の細胞）は、造血前駆細胞への分化
をさらに促進することができる。
【００８３】
　特定の実施形態において、以下の方法は、特定条件下でｈＥＳＣまたはｉＰＳ細胞を肥
満細胞に分化させるのに用いることが可能である。最初に、Ｍａｔｒｉｇｅｌ（商標）コ
ートのプレート上での無フィーダー増殖に適応した未分化ｈＥＳＣとｉＰＳＣは、トリプ
シンまたはＴＲＹＰＬＥ処理（例えば、３７℃で約５～１５分または約６分間のＴｒｙｐ
ＬＥ（商標）Ｅｘｐｒｅｓｓ）を用いて、コンフルエンスで採取されうる。トリプシンま
たはＴｒｙｐＬＥ（商標）による処理は、大幅に細胞を個別化するために、または単細胞
もしくは約２～１０個の細胞を含む集団に細胞を分離するように作用しうる。ＴｒｙｐＬ
Ｅは、それから、２０％のＢＩＴ９５００（Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉ
ｅｓ）、１％のＮＥＡＡ、１ｍＭのＬ－グルタミン、および０．１ｍＭのメルカプトエタ
ノール、０．７５％のＢＳＡ、５０ｕｇ／ｍｌアスコルビン酸が添加されたＩＭＤＭを含
むＥＢ基礎培地を使用して中和されうる。ＥＢ形成を容易にするために、細胞は、トリプ
シンまたはＴＲＹＰＬＥ処置後に、Ｒｈｏ結合キナーゼ（ＲＯＣＫ）阻害剤（例えば、約
１μＭのＨ１１５２）とトリプシン阻害剤（例えば、約０．２５ｍｇ／ｍｌの大豆トリプ
シン阻害剤）が添加されたＥＢ基礎培地に再懸濁されうる。細胞生存率は、測定すること
が可能であり、得られた細胞懸濁液は、約１～３日間（例えば、約２４時間）、低接着性
プレートに播種して培養されうる。
【００８４】
　上で使用されうるＲＯＣＫ阻害剤は、ＨＡ－１００（１－（５－イソキノリンスルホニ
ル）ピペラジン塩酸塩）、Ｙ－２７６３２（Ｎ－（４－ピリジル）－Ｎ’－（２，４，６
－トリクロロフェニル）尿素　、３－（４－ピリジル）－１Ｈ－インドール）、およびＨ
－１１５２（（Ｓ）－（＋）－２－メチル－１－［（４－メチル－５－イソキノリニル）
スルホニル］ホモピペラジン）、Ｈ－７、イソＨ－７、Ｈ－８、Ｈ－９、Ｈ－８９、ＨＡ
－１００４、およびＨＡ－１０７７を含む。ＲＯＣＫ阻害剤は、例えば、約１～１５μＭ
、５～１５μＭ、１～３０μＭ、５～３０μＭ、または約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、もしくは３０μＭ、またはその中で
派生する任意の範囲の濃度でＥＳ細胞成長培地中に存在してもよい。特定の実施形態では
、ＨＡ－１００またはＹ－２７６３２は、ＥＳ細胞成長培地中に約１０～２０μＭで存在
する。
【００８５】
　細胞ＥＢは、それから各ウェルから回収し、そして、細胞懸濁液は、遠心分離されうる
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。細胞は、ＥＢ分化の最初の約３～５日間（例えば、約４日間）、２５ｎｇ／ｍｌの骨形
成因子（ＢＭＰ－４）２５ｎｇ／ｍｌと２５ｎｇ／ｍｌの血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）
が添加されたＥＢ基礎培地であるＥＢ－分化培地に再懸濁されうる。細胞は、１日おきに
、半分が新しい培地で培養されうる。ＢＭＰ－４とＶＥＧＦの様々な量が、培地に含まれ
うる（例えば、約１０～５０ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４；約１０～５０ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦ
）。
【００８６】
　ＥＢ培養物は、５日目に採取され、そしてＴｒｙｐＬＥ（商標）またはトリプシンを使
って、部分的な分離に付すことが可能である。細胞は、それから、洗浄してＴｒｙｐＬＥ
（商標）またはトリプシンを除き、２５ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ－３リガンド（Ｆｌｔ－３Ｌ
）、１０ｎｇ／ｍｌのインターロイキン－３（ＩＬ－３）、１０ｎｇ／ｍｌの顆粒球マク
ロファージ、およびコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）が添加されたＥＢ基礎培地である
第２のＥＢ－分化培地に、次の約５～１０日間（例えば、約７日間）、切り替えてよい。
ＥＢ培養は、半分が別の日に培養され、そして、細胞は次の約５～１０日間（例えば、約
７日間）、培養された。細胞は、ＥＢ分化の約１２～１３日後に、採取されうる；凝集塊
は、ＴｒｙｐＬＥ（商標）またはトリプシンを使って消化して個別化された細胞を生成す
ることが可能である。単細胞懸濁液は、ＣＤ４３、ＣＤ４５、ＣＤ３４、ＣＤ３１および
／またはＣＤ３１の存在に対して染色され、そして、発現レベルは、フローサイトメトリ
ーで定量化されうる。ＩＬ３、Ｆｌｔ３リガンド、およびＧＭＣＳＦの様々な量が、培地
（例えば、５～２５ｎｇ／ｍｌのＩＬ３、約１０～５０ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ３リガンド、
および約５～２５ｎｇ／ｍｌのＧＭＣＳＦ）に含まれてもよい。
【００８７】
　個別的細胞は、それから、ＭＫ３培地（例えば、約１０～２１日間または約２週間）を
含む新しい低接着性プレートに播種されて培養しうる。ＭＫ３培地は、約２０％のＢＩＴ
９５００、約１％のＬ－グルタミン、約０．１ｍＭのβメルカプトエタノール、Ｆｌｔ－
３リガンド（Ｆｌｔ－３Ｌ）、幹細胞因子（ＳＣＦ）、およびトロンボポチエン（ＴＰＯ
）の各々の約１００ｎｇ／ｍｌが添加されたＩＭＤＭ培地を、インターロイキン－３（Ｉ
Ｌ－３）とインターロイキン－６（ＩＬ－６）の各々の約１０ｎｇ／ｍｌと一緒に含む。
細胞は、４日おきに、新しい培地で半分が培養されうる。細胞は、それから約１０～２１
日（例えば、約２週間）の終わりに回集され、そして、ＣＤ３４、Ｃｄ１１７およびＣＤ
４５の発現は、フローサイトメトリーによって定量化することが可能である。
【００８８】
　肥満細胞は、それから以下の方法によって富化されうる。ＭＫ３培地での２週間の拡大
培養の後で、細胞は回収されて、１００ｎｇ／ｍｌの幹細胞因子（ＳＣＦ）とインターロ
イキン－３（ＩＬ－６）が添加されたＳｔｅｍＰｒｏ（商標）培地を含む肥満細胞培地に
置かれうる。細胞は、肥満細胞培地（例えば、さらに１～５週間、または、約２～３週か
ら）で拡大培養されうる。このプロセスの間、細胞は、半分が新しい培地（例えば、４日
おきに）で培養されうる。ＣＤ３４、Ｃｄ１１７およびＣＤ４５陽性のパーセンテージは
、フローサイトメトリーによって定量化することが可能である。下記の実施例で示される
ように、これらの方法は、トリパーゼのために染色するＣＤ１１７（＋）ＣＤ４５（＋）
ＣＤ３４（－）肥満細胞を生成するために使用されうる。
【００８９】
　ＶＩ．肥満細胞の分離
　多能性細胞からの肥満細胞の調製後、肥満細胞を精製することは、望ましい場合がある
。ＦＡＣＳなどのフローサイト　メトリー、または磁気細胞分離法を用いる細胞の分離方
法が、造血細胞を異種細胞集団から分離するのに用いることが可能である。
【００９０】
　Ａ．磁気細胞分離法（ＭＡＣＳ）
　肥満細胞は、磁気細胞分離法（ＭＡＣＳ）を用いて分化ｈＥＳＣから分離されうる。Ｍ
ＡＣＳは、一般的に、カラム上に細胞を分離するために磁気ビーズと組み合わせて、抗－
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ＣＤ１１７抗体などの抗体を利用する。おそらくＦＡＣＳと関係している細胞のレーザー
照射のために、ＭＡＣＳは、特定の実施形態では、細胞に対してより穏やかである可能性
があり、ＦＡＣＳと比較して細胞生存率と完全性に有利に影響を及ぼす可能性がある。
【００９１】
　いろいろなＭＡＣＳ製品が市販されており、ＭＡＣＳ　ＭｉｃｒｏＢｅａｄｓ（商標）
カラムまたはＡｕｔｏＭＡＣＳ（商標）（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ，ＣＡ，ＵＳ
Ａ）が含まれ、そして、それらは、メーカーの取り扱い説明書に従って使用されうる。Ｐ
ＢＳ／０．５％ＢＳＡ（ＥＤＴＡの有無にかかわらず）は、細胞分離のための緩衝剤とし
て使用されうる。いくつかの実験では、Ｄｅａｄ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｍｏｖａｌ　Ｋｉｔ（
Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ）が、ＣＤ１１７＋／ＣＤ４５＋細胞の分離の前に死ん
だ細胞を除くのに使用されてもよい。繰り返されたＭＡＣＳカラムは、必要に応じて使わ
れてもよい。
【００９２】
　Ｂ．ＦＡＣＳ
　蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）は、また、肥満細胞を分離するのに用いることが可能
である。ＦＡＣＳは、細胞によって示される程度または蛍光（例えば、結合抗－ＣＤ１１
７または蛍光タグを含む抗－ＣＤ４５抗体による）を利用して、細胞を分離する。このよ
うに、ＦＡＣＳは、ＣＤ１１７＋／ＣＤ４５＋肥満細胞を異種の細胞集団から分離するの
に使用されうる。
【００９３】
　以下のプロトコルは、ＦＡＣＳを実行して造血細胞を定量化するために用いることが可
能である。細胞は、１％のＦＢＳまたは０．５％のＢＳＡを含むＰＢＳ中で調製され、モ
ノクローナル抗体（ｍＡｂｓ）の組み合わせにより４℃で１５～３０分間、標識されうる
。特異抗体に対する１：５０の希釈、およびＩｇＧコントロールのための１：２００の希
釈が、使用されうる。サンプルは、ＦＡＣＳＣａｌｉｓｂｕｒ（Ｂｅｃｔｏｎ　Ｄｉｃｋ
ｓｏｎ）によって分析することが可能である。
【００９４】
　ＶＩＩ．肥満細胞の同定
　いろいろな方法が、細胞表面マーカーの識別および／または肥満細胞の生物学的機能の
評価を含む肥満細胞の識別のために使うことが可能である。例えば、肥満細胞は、特定の
細胞表面マーカーの発現によって特徴づけられる。本明細書で使用される「肥満細胞」と
いう用語は、ＣＤ１１７（また、「ｃ－ｋｉｔ」とも称される）、ＦｃεＲＩ、トリプタ
ーゼ、およびＣＤ４５発現に対して陽性の試験結果を示し、その一方で、ＣＤ３４発現に
対しては陰性の試験結果を示す細胞を指す。当業者に理解されるように、これらの細胞表
面マーカーは、免疫学的試験（例えば、ウェスタンブロット、ＥＬＩＳＡ、その他）を含
む方法を使用して評価されることができる。いろいろな実施形態では、本発明は、ＣＤ４
５＋、ＣＤ１１７＋、トリプターゼ＋、およびＣＤ３４（－）である肥満細胞に多能性細
胞を分化させるための方法を提供する。ＦｃεＲＩは、肥満細胞の成熟に従って、肥満細
胞上で発現されたり、あるいは発現されない場合がある。より詳しくは、ＦｃεＲＩは、
より成熟した肥満細胞で一般的に発現される。特定の実施形態では、肥満細胞は、胚肥満
細胞、未熟な肥満細胞、成熟した肥満細胞、および／または肥満細胞様細胞（すなわち、
ＣＤ４５＋、ＣＤ１１７＋、トリプターゼ＋、ＣＤ３４（－）であるが、肥満細胞の１つ
以上の典型的特徴が欠如している細胞）に分化されうる。多能性細胞は、トリプターゼ陽
性でキマーゼ陰性の肥満細胞またはトリプターゼ陽性でキマーゼ陽性の肥満細胞に、本明
細書に開示された方法によって分化させることが可能である。
【００９５】
　成熟した肥満細胞は、高親和性受容体ＦｃεＲＩの細胞表面発現によって識別されうる
。ＦｃεＲＩは、免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ）のＦｃ領域を識別して、結合する。ＩｇＥ
分子に対するＦｃεＲＩの非常に高い親和性は、一般的にＩｇＥでコートされている肥満
細胞をもたらす。ＩｇＥは、Ｂ細胞（免疫系の抗体産生細胞）によって産生される。
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【００９６】
　肥満細胞は、生物学的機能の評価によって、さらに特徴づけられることができる。例え
ば、肥満細胞は、ヒスタミン放出、顆粒のための異調染色（例えば、トルイジンブルーを
用いて）、キマーゼおよび／またはカテプシンＧの検出を評価することによって識別し、
特徴づけることが可能である。分泌顆粒でのヘパリン、ヒスタミン、トリプターゼ、キマ
ーゼ、およびカテプシンＧの発現は、評価することが可能であり、そして、それは肥満細
胞の同一性を示しうる。肥満細胞は、また、ＩｇＥ－抗－ＩｇＥ、化合物４８／８０、サ
ブスタンスＰ、および／またはアナフィラトキシンＣ３ａによる刺激に応じて敏感にヒス
タミンを放出するそれらの能力によっても特徴づけられる。
【００９７】
　ＶＩＩＩ．バイオリアクターとロボット自動化
　ｈＥＳＣまたはｉＰＳＣなどの前駆細胞からの肥満細胞の生産のための１つ以上の工程
は、自動化されてもよい。ロボットまたは他の自動化を用いるプロセスを自動化すること
は、細胞の生産、培養、および分化のためのより効率的で経済的な方法を可能にすること
ができる。例えば、ロボット自動化は、ヒト胚性幹細胞の培養、継代、培地の添加、分化
培地の添加、分化培地での培養、およびと細胞タイプの分離（例えば、磁気分離またはＦ
ＡＣＳを用いて）の１つ以上と共に利用されてもよい。
【００９８】
　本発明に従って、バイオリアクターは、また、細胞（例えば、ヒト胚性幹細胞、ＣＤ３
４＋細胞、造血細胞、その他）を培養、維持、および／または分化させるために、本発明
と共に使用されうる。バイオリアクターは、増加した細胞量を生産するために、プロセス
の「拡大」を可能とする利点を提供する。様々なバイオリアクターは、回分培養バイオリ
アクター、流加培養バイオリアクター、連続培養バイオリアクター（例えば、連続攪拌槽
型反応器モデル）、および／またはケモスタットを含み、本発明で使用されうる。
【００９９】
　特定の実施形態では、Ｔｅｃａｎ　Ｃｅｌｌｅｒｉｔｙ（商標）システムが、本発明で
使われてもよい。ｈＥＳＣは、造血前駆細胞に分化を誘導するために、平らなプレートを
使用してロボット上で培養されうる。細胞の分離が一旦起こると、スピナーフラスコまた
はバイオリアクターは、多数の細胞を生成させるのに用いることが可能である。
【０１００】
　本発明での使用が具体的に想起されるロボット自動化は、例えば、Ｔｅｃａｎ（ＣＡ、
ＵＳＡ）から得ることが可能である。自働装置は、サンプル間での繰越しを最小にするた
めのキャップ・ピアシング・プローブとディスポーザブルチップなどの液体処理ツールを
含んでもよい。いろいろな実施形態では、自働装置は、細胞（例えば、ｈＥＳＣの維持ま
たは成長、造血前駆細胞へのｈＥＳＣの分化、および／またはシングルポジティブもしく
はダブルポジティブな肥満細胞、その他への造血細胞の分化の過程）を培養するために、
１つ以上のバイオリアクターと共に利用されてもよい。
【実施例】
【０１０１】
　ＩＸ．実施例
　以下の実施例は、本発明の好ましい実施形態を示すために含まれる。以下の実施例で開
示された技術は、本発明の実施に際してうまく機能する、本発明者によって発見された技
術を表し、したがって、その実施のための好ましいモードを構成すると考えることができ
ることを当業者は理解すべきである。しかし、当業者は、本開示を考慮して、本発明の精
神および範囲から逸脱することなく、開示される特定の実施形態でなされうること、そし
て、同じまたは類似の結果をさらに得ることができることを理解すべきである。
【０１０２】
　実施例１
　ヒト胚性幹細胞由来の肥満細胞
　ヒト胚性幹細胞に由来する肥満細胞は、ヒト胚性幹細胞から以前に特徴づけられなかっ
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た細胞タイプである。我々の肥満細胞には、比較的かなりの数まで増殖される可能性と精
製される能力がある。これと対照的に、人体からの肥満細胞は、多くは見つけられなくて
、それらは分離が難しい組織に存在する。
【０１０３】
　肥満細胞の生成は、以下の３つの分化プロトコルを使って実行された：
　Ｈ１細胞はＭＥＦ上に決まって維持されて、そして、１×１０５個の細胞／ウェル（１
ウェルは、９．６ｃｍ２である）で、αＭＥＭ＋２０％特定ＦＢＳ＋１００ｎｇ／ｍｌの
ＴＰＯ中、ほとんどコンフルエントなＯＰ９間質細胞に継代された。細胞は、２日目と４
日目に、新しい培地で培養された。７日目に、細胞はコラゲナーゼＩＶを使って、新しい
ＯＰ９細胞へ１：３に分割された。細胞は、８日目と１０日目に、新しい培地で培養され
た。１１日目に、細胞は、コラゲナーゼＩＶ、続いてトリプシン／ＥＤＴＡを用いて、新
しいＯＰ９細胞へ１：１に分割されて単細胞を得て、そして、培地がαＭＥＭ＋１０％特
定ＦＢＳ＋１００ｎｇ／ｍｌのＴＰＯに変えられた。細胞は、１４～１６日目にかけて毎
日、この培地をさらに１ｍｌ添加して培養された。
【０１０４】
　１６日目に、懸濁液中のすべての細胞を、回収し、遠心分離し、ＭＫ＃３分化培地（８
０％のＳｔｅｍｌｉｎｅ　ＩＩ、２０％のＢＩＴ９５００、Ｌ－ｇｌｕｔ、β－ＭＥ、Ｐ
ｅｎｓｔｒｅｐ、ＦＬＴ－３　１００ｎｇ／ｍｌ、ＳＣＦ　１００ｎｇ／ｍｌ、ＴＰＯ　
１００ｎｇ／ｍｌ、ＩＬ３　１０ｎｇ／ｍｌ、およびＩＬ６　１０ｎｇ／ｍｌ）に約２週
間、置いた。細胞は、４日おきに少なくとも新しい培地に部分的に変更して、培養された
。２週の終わりに、細胞はＣＤ３４、ＣＤ１１７、およびＣＤ４５の発現についてアッセ
イされた。細胞の約２５％は、ＣＤ４５とＣＤ１１７の両方を発現して、ＣＤ３４を欠い
たが、これは肥満細胞と一致したプロファイルである。
【０１０５】
　細胞は、それから、肥満細胞分化培地（９０％のＲＰＭＩ、１０％特定ＦＢＳ、１％の
Ｌ－ｇｌｕｔ＋ＢＭＥ　１％の非必須アミノ酸、１％のＰｅｎｓｔｒｅｐ、およびＳＣＦ
とＩＬ６の各１００ｎｇ／ｍｌ）に添加された。細胞は、上記のマーカーに対して毎週ア
ッセイされ、そして、もう１２日後に、細胞はＣＤ１１７とＣＤ４５に対して９３％陽性
であり、その一方で、ＣＤ３４に対しては陰性であった。この時に、細胞の形態をチェッ
クするためにＷｒｉｇｈｔ染色がされ、そして、その形態は、肥満細胞（好塩基性染色／
黒紫色顆粒）と一致していた。トリプターゼは、肥満細胞顆粒に存在して、肥満細胞に特
有であるので、トリプターゼを検出する染色もこの時にされた。明るい染色が観察されて
、そして、細胞染色陽性のパーセンテージは、ＣＤ１１７／ＣＤ４５＋集団（約９０％）
と一致した。細胞は数週間後にＦｃεＲ１の発現について試験され、そして、発現はＩＬ
４の培地への添加によって刺激されることができ、ＩｇＥの培地への添加によってさらに
刺激されることができた。結果は、集団の残りの１０％の細胞がマクロファージであるこ
とを示す。肥満細胞は、化学的化合物４８／８０とサブスタンスＰに対する応答と同様に
、免疫学的（ＩｇＥ－ＮＰ／ＢＳＡ－ＮＰ）刺激に応じて顆粒（β－ヘキソサミニダーゼ
で測定されるように）を放出することができた。本発明者は、細胞が用量依存的に応答す
ると想定し、そして、研究が用量応答関係を評価するために進行中である。
【０１０６】
　得られた細胞のさらなる特性化は、ヒスタミン放出、顆粒のための異調染色（トルイジ
ンブルー）、キマーゼおよびカテプシンＧの存在、および高親和性受容体ＦｃεＲ１の発
現を含む細胞の特徴を評価することによって実行されうる。
【０１０７】
　実施例２
　ｈＥＳＣ由来肥満細胞とＣＤ３４＋由来肥満細胞
　実施例１で記述される方法によって生成されたｈＥＳＣ由来肥満細胞の特質は、Ｊｅｎ
ｓｅｎら、２００８に開示された方法によって生成されたＣＤ３４＋由来肥満細胞と比較
された。これらのテスト結果は、ｈＥＳＣ由来肥満細胞とＣＤ３４＋由来肥満細胞間の特
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徴における多少の変動（例えば、特定のマーカーに対する染色または発現レベルにおける
変動）が観察されたが、ｈＥＳＣ由来肥満細胞とＣＤ３４＋由来肥満細胞の両方は、機能
的な肥満細胞であることが証明されたことを示す。
【０１０８】
　ｈＥＳＣ由来肥満細胞とＣＤ３４＋由来肥満細胞の両方は、顆粒のマーカーであるトル
イジンブルーに対して染色された。さらに、ｈＥＳＣ由来肥満細胞とＣＤ３４＋由来肥満
細胞の両方は、ｃ－ｋｉｔ陽性であることが観察され、ｈＥＳＣ由来肥満細胞とＣＤ３４
＋由来肥満細胞の両方は、ＦｃεＲ１を発現するのが観察された。ｈＥＳ細胞由来肥満細
胞は、平均して、ＣＤ３４＋由来肥満細胞より低いレベルでＦｃεＲ１を発現するのが観
察されたが、しかし、ＦｃεＲ１発現における多少の変動がバッチ間で観察された。
【０１０９】
　脱顆粒もまた評価された。細胞は、サイトカインの無いＳＴＥＭＰＲＯ培地を使用して
一晩中飢えさせた。次に、細胞をビオチン化ヒトＩｇＥ（１００ｎｇ／ｍｌ）と一晩中イ
ンキュベートした。細胞は、それから、ＳＣＦの存在下および非存在下でストレプトアビ
ジンを用いて３０分間、脱顆粒のために誘発された。脱顆粒は、それから、β－ヘキソサ
ミニダーゼの放出により測定された。図１Ａ－Ｃで示すように、ｈＥＳＣ由来肥満細胞と
ＣＤ３４＋由来肥満細胞の両方は、用量依存的な方法で脱顆粒するが、ｈＥＳ細胞由来肥
満細胞は、全体的な低いレベルで脱顆粒するように見えた。
【０１１０】
　サイトカイン産生が評価された。細胞をビオチン化ヒトＩｇＥ（１００ｎｇ／ｍｌ）と
一晩中インキュベートした。細胞は、それから、ＳＣＦの存在下でストレプトアビジンを
用いて６時間、サイトカイン生成のために誘発された。サイトカイン放出は、ＥＬＩＳＡ
で測定された。図２Ａ－Ｂで示すように、ｈＥＳＣ由来肥満細胞とＣＤ３４＋由来肥満細
胞の両方は、ＩＬ－８とＧＭＣＳＦの生成を示したが、しかし、いくぶん増加したＣＭ－
ＣＳＦと減少したＩＬ－８の生産が、ＣＤ３４＋由来肥満細胞と比較して、ｈＥＳＣ由来
肥満細胞で観察された。
【０１１１】
　カルシウム流入が、さらに評価された。細胞は、サイトカインの無いＳＴＥＭＰＲＯ培
地を使用して一晩中飢えさせ、細胞はビオチン化ヒトＩｇＥ（１００ｎｇ／ｍｌ）と一晩
中インキュベートされた。細胞は、Ｆｕｒａ２で負荷され、細胞は賦活化されて蛍光が測
定された。図３Ａ－Ｂで示すように、ｈＥＳＣ由来肥満細胞は、ＣＤ－３４＋由来肥満細
胞と比較して、減少したカルシウム流入を示した。
【０１１２】
　ＬＡＴリン酸化は、また、肥満細胞でも測定された。細胞は、サイトカインを含まない
ＳＴＥＭＰＲＯ培地で一晩中飢えさせた。細胞は、ビオチン化ヒトＩｇＥ（１００ｎｇ／
ｍｌ）と一晩中インキュベートされて、そして細胞は、ストレプトアビジン（１００ｎｇ
／ｍｌ）および／またはＳＣＦ（３０ｎｇ／ｍｌ）で２分間、誘発された。タンパク質リ
ン酸化は、いくつかの標的でテストされ、それは、ｐ－Ｋｉｔ、ｐ－ＡＫＴ、ｐ－Ｂｔｋ
、ｐＥＲＫ１／２、ｐｐ３８、ｐＬＡＴ、ｐＮＴＡＩ（ＬＡＴ２）、および総Ｓｙｋが測
定されたのを含み、その結果は図４に示される。ＬＡＴリン酸化は、肥満細胞では観察さ
れなかった。この結果は、Ｈ１細胞を使うことによる可能性がある。最初のキマーゼ染色
実験は、確定的でなかったが、さらなる実験が進行中である。
【０１１３】
　実施例３
　ｈＥＳＣ由来肥満細胞の生成のための特定方法
　ｈＥＳＣ由来肥満細胞は、ＥＢ形成と以降の分化のための以下のプロトコルを使って生
産された：
　工程１：Ｍａｔｒｉｇｅｌでコートしたプレート上で無フィーダー増殖に適した未分化
ｈＥＳＣとｉＰＳＣは、３７℃で６分間のＴｒｙｐＬＥ処理を使って、コンフルエンスで
回収された。ウェル中のＴｒｙｐｌｅ　Ｅは、２０％のＢＩＴ９５００（Ｓｔｅｍ　Ｃｅ
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ｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、１％のＮＥＡＡ、１ｍＭのＬ－グルタミン、および
０．１ｍＭのメルカプトエタノール（すべて、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ
，ＣＡから）、０．７５％のＢＳＡ、５０ｕｇ／ｍｌアスコルビン酸が添加されたＩＭＤ
Ｍを含むＥＢ基礎培地を使用して中和された。ＥＢ形成を容易にするために、細胞はトリ
プシン処理後１μＭのＲｏｃｋ阻害剤（Ｈ１１５２）、大豆トリプシン阻害剤（０．２５
ｍｇ／ｍｌ）が添加されたＥＢ基礎培地に再懸濁された。細胞生存率が測定され、そして
、得られた細胞懸濁液は、低い接着性プレート上に播種し、２４時間培養された。
【０１１４】
　工程２：その翌日に、細胞ＥＢは、各ウェルから回収し、細胞懸濁液を遠心分離した。
細胞は、ＥＢ分化の最初の４日間、２５ｎｇ／ｍｌの骨形成因子（ＢＭＰ－４）２５ｎｇ
／ｍｌと血管内皮増殖因子（ＶＥＧＦ）２５ｎｇ／ｍｌが添加されたＥＢ基礎培地である
ＥＢ－分化培地に再懸濁された。細胞は、１日おきに新しい培地で半分が培養された。
【０１１５】
　工程３：ＥＢ培養物は、５日目に回収され、ＴｒｙｐＬＥを使って部分的な解離に付し
た。細胞は、洗浄してＴｒｙｐＬＥを除き、２５ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ－３リガンド（Ｆｌ
ｔ－３Ｌ）、１０ｎｇ／ｍｌのインターロイキン－３（ＩＬ－３）、１０ｎｇ／ｍｌの顆
粒球マクロファージ、コロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）が添加されたＥＢ基礎培地であ
る第２のＥＢ－分化培地に、次の７日間、切り替えた。ＥＢ培養は、他の日に半分が培養
され、細胞は、次の７日間、培養された。細胞は、ＥＢ分化の１２～１３日後に回収され
た；凝集塊は、個別化された細胞を生成するためにＴｒｙｐＬＥを使って消化された。単
細胞懸濁液は、ＣＤ４３、ＣＤ４５、ＣＤ３４、ＣＤ３１の存在に対して染色され、そし
て、発現レベルが、フローサイトメトリーで定量化された。
【０１１６】
　工程４：個別的細胞は、次の２週間、ＭＫ３培地を含む新規な低接着性プレートに播種
して培養された。ＭＫ＃３培地は、２０％のＢＩＴ９５００、１％のＬ－グルタミン、０
．１ｍＭのβメルカプトエタノール、１００ｎｇ／ｍｌのＦｌｔ－３リガンド（Ｆｌｔ－
３Ｌ）、幹細胞因子（ＳＣＦ）；およびトロンボポチエン（ＴＰＯ）が添加されたＩＭＤ
Ｍ培地を、１０ｎｇ／ｍｌのインターロイキン－３（ＩＬ－３）とインターロイキン－３
（ＩＬ－６）の１０ｎｇ／ｍｌと共に含む。細胞は、４日おきに、新しい培地で半分が培
養された。細胞は２週の終わりに回収され、そして、ＣＤ３４、Ｃｄ１１７およびＣＤ４
５陽性の存在は、フローサイトメトリーによって定量化された。
【０１１７】
　工程５：肥満細胞富化：ＭＫ３培地での２週間の拡大培養の後で、細胞は回収され、１
００ｎｇ／ｍｌの幹細胞因子（ＳＣＦ）とインターロイキン－３（ＩＬ－６）が添加され
たＳｔｅｍＰｒｏ培地を含む肥満細胞培地に入れられた。細胞は、さらに２～３週間、肥
満細胞培地で拡大培養された。全プロセスの間、細胞は４日おきに新しい培地で半分が培
養された。ＣＤ３４、Ｃｄ１１７およびＣＤ４５陽性のパーセンテージは、フローサイト
メトリーによって定量化された。
【０１１８】
　サイトスピン（Ｃｙｔｏｐｓｐｉｎｓ）：トリプターゼ陽性細胞の存在を検出するため
に、細胞は固定されて、染色された。肥満細胞培地でのＨ１細胞のフローサイトメトリー
の結果、Ｈ１細胞は、肥満細胞培地でのＣＤ１１７（＋）／ＣＤ４５（＋）とＣＤ３４（
－）細胞の存在のために染色された。肥満細胞培地のＨ１細胞のトリプターゼ染色もまた
観察された。
【０１１９】
　実施例４
　胚様体（ＥＢ）由来肥満細胞
　Ｈ１　ｐ４３細胞は、コンフルエンスになるまで増殖させ、３７℃で２０分間、２ｍｇ
／ｍｌでのディスパーゼ溶液を使って増殖表面から除去された。細胞は、ディスパーゼを
取り除くために１回、洗浄し、それから、８５％のＩＭＤＭ、１５％のＦＢＳ、１％のＮ
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ＥＡＡ、およびβ－メルカプトエタノールからなる「ＥＢ形成培地」の中に再懸濁された
。細胞懸濁液をＣｏｓｔａｒの低接着性プレートに加え、そこでは、何日も経て胚様体を
形成し、１日おきに培地の半分を変えて培養された。１２日目に、ＥＢは、培養物から除
かれて、コラゲナーゼＩＶで解離され、そして、トリプシン／ＥＤＴＡ処理された。トリ
プシンは、血清含有培地で中和され、細胞懸濁液は、さらに任意の残存塊を破壊するため
に２２Ｇの針を通過させた。この点で、細胞は１００μフィルター、そして、３０μフィ
ルターを通過させた。
【０１２０】
　細胞は、ＣＤ３４リガンドを使って、細胞分離の調製に際してＭＡＣＳ緩衝液に再懸濁
された。細胞は、磁気ビーズで染色されて、２つの連続した磁気カラムを通過させてＣＤ
３４＋細胞を精製した。細胞の約１０％は、ＣＤ３４を発現した。ＣＤ３４を発現しない
細胞は、捨てられて、そして、ＣＤ３４を発現する細胞は、巨核球分化培地（ＭＫ＃３）
に入れられ、そして、それは８０％のＳｔｅｍｌｉｎｅ　ＩＩ（Ｓｉｇｍａ）、２０％の
ＢＩＴ９５００（ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）、１％のＰｅｎｓｔｒ
ｅｐ、β－ＭＥを含む１％のＬ－グルタミン、ＳＣＦ、ＴＰＯ、およびＦＬ３の各１００
ｎｇ／ｍｌ、ならびにＩＬ３とＩＬ６の各１０ｎｇ／ｍｌからなる。ヘパリンも、また含
まれる。細胞は、この培地で１２日間、成長させた。
【０１２１】
　１２日目に、細胞はＭＫ＃３から除去されて、両方とも肥満細胞培地（９０％のＲＰＭ
Ｉ、１０％のＦＢＳ、ＳＣＦとＩＬ６の各１００ｎｇ／ｍｌ、およびＮＥＡＡ、Ｐｅｎｓ
ｔｒｅｐとＬ－ｇｌｕｔ＋β－ＭＥの各１％）とＳｔｅｍＰｒｏ肥満細胞培地（サプリメ
ント（Ｇｉｂｃｏ）、ＳＣＦとＩＬ６の各１００ｎｇ／ｍｌ、およびＰｅｎｓｔｒｅｐと
Ｌ－ｇｌｕｔ＋β－ＭＥの各１％を含むＳｔｅｍＰｒｏ培地）へ移した。ＳｔｅｍＰｒｏ
は、我々の肥満細胞が無血清条件を使って分化され、そして拡大培養されることができた
かどうかを確認するのに用いられた。細胞は２週以上（まだ培養が継続している）、これ
らの培地で増殖し、ＣＤ３４、ＣＤ１１７、およびＣＤ４５の発現が定期的に試験され、
そしてトリプターゼの発現についても試験された。
【０１２２】
　細胞は、トリプターゼ陽性であり、ＣＤ３４陰性であり、そしてＣＤ４５とＣＤ１１７
の両方に陽性であった。これらの結果は、トリプターゼ染色とフローサイトメトリーによ
り得た。
【０１２３】
　本明細書に開示され、請求される組成物と方法の全ては、本開示を考慮して不当な実験
をすることなく、作り出され、実行することができる。本発明の組成物と方法は、好まし
い実施形態に関して記述されているけれども、バリエーションが、本発明の思想、精神お
よび範囲から逸脱することなく、組成物と方法および本明細書に記述された方法の工程ま
たは工程のシーケンスに適用されうることは当業者に明らかとなろう。より詳しくは、化
学的および生理的にともに関連がある特定の薬剤は、同じまたは類似した結果を達成しな
がら、本明細書に記述された薬剤と置き換えることが可能であることは明白である。当業
者に明白なすべてのそのような置換および修正は、添付された特許請求の範囲によって定
義されるように、本発明の精神、範囲、および思想の範囲内にあるとみなされる。
【０１２４】
　引用文献
　以下の引用文献は、それらが本明細書に記述されたものを補充する典型的な手続き上の
またはその他の詳細を提供する程度まで、引用により具体的に本明細書に取り込まれる。
【０１２５】
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【化１】
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