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(57)【要約】
　感染性ウイルスをコードしないエピソームベクターを
使って霊長類体細胞を再プログラムして多能性細胞にす
る方法を開示する。また、本方法で産生した多能性細胞
も開示する。
【選択図】図１Ａ及び図１Ｂ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　霊長類の体細胞を再プログラムする方法であって、
　前記細胞を再プログラムするのに充分な条件の下で前記霊長類体細胞を複数の能力決定
因子に曝露する工程と、
　前記曝露された細胞を培養して前記霊長類体細胞より高い能力レベルを有する再プログ
ラムされた細胞を得る工程と、
を含み、
　前記再プログラムされた細胞は、前記体細胞に曝露する前記能力決定因子に関連するど
のような構成要素も実質的に含まない再プログラム方法。
【請求項２】
　前記霊長類体細胞が胎児または出生後の個体から得られたものである、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　前記霊長類が、ヒトである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記再プログラムされた細胞が、胎児または出生後の個体と遺伝的に同一である、請求
項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記曝露する工程が、１つまたは複数個の能力決定因子をコードする少なくとも１個の
ベクターを前記霊長類の体細胞に導入する工程を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ベクターが非ウイルス性エピソームのベクターである、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記１つまたは複数個の能力決定因子が、ヒトＯＣＴ－４、ヒトＳＯＸ２、ヒトＬＩＮ
２８、ヒトＮＡＮＯＧ、ヒトｃ－Ｍｙｃ、およびヒトＫＬＦ４を含み、前記ベクターがｃ
－Ｍｙｃを含む場合、前記方法はさらに前記霊長類体細胞をＳＶ４０Ｔ抗原に曝露する工
程を含む、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記少なくとも１つのベクターが単一ベクターである、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　前記単一ベクターが、少なくとも１つの配列内リボソーム進入部位を含む、請求項に記
載の方法。
【請求項１０】
　前記単一ベクターが、順番に、第一のプロモータ、ＯＣＴ４、ＩＲＥＳ２、ＳＯＸ２、
第二のプロモータ、ＳＶ４０Ｔ抗原、ＩＲＥＳ２、およびＫＬＦ４を含む、請求項８に記
載の方法。
【請求項１１】
　前記ベクターが、順番に、第一のプロモータ、ＯＣＴ４、ＩＲＥＳ２、ＳＯＸ２、第二
のプロモータ、ｃ－Ｍｙｃ、ＩＲＥＳ２、ＫＬＦ４、第三のプロモータ、ＮＡＮＯＧ、Ｉ
ＲＥＳ２、およびＬＮ２８を含む、請求項８に記載の方法。
【請求項１２】
　第一のベクターが、順番に、第一のプロモータ、ＯＣＴ４、ＩＲＥＳ２、ＳＯＸ２、第
二のプロモータ、ＳＶ４０Ｔ抗原、ＩＲＥＳ２、およびＫＬＦ４を含み、第二のベクター
が、順番に、第三のプロモータ、ＯＣＴ４、ＩＲＥＳ２、ＳＯＸ２、第四のプロモータ、
ＮＡＮＯＧ、ＩＲＥＳ２、ＫＬＦ４を含み、第三のベクターが、順番に、第五のプロモー
タ、ｃ－Ｍｙｃ、ＩＲＥＳ２、ＬＮ２８を含み、前記プロモータは同一である必要がない
、請求項５に記載の方法。
【請求項１３】
　前記第一の、第二の、第三の、および第四の各プロモータが伸長因子１α（ＥＦ１α）
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遺伝子プロモータである、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　第一のベクターが、順番に、第一のプロモータ、ＯＣＴ４、ＩＲＥＳ２、ＳＯＸ２、第
二のプロモータ、ＫＬＦ４、ＩＲＥＳ２、ｃ－Ｍｙｃ、第三のプロモータ、ＮＡＮＯＧ、
ＩＲＥＳ２、およびＬＮ２８を含み、第二のベクターが、順番に、第四のプロモータ、Ｏ
ＣＴ４、ＩＲＥＳ２、ＳＯＸ２、第五のプロモータ、ＳＶ４０Ｔ抗原、ＩＲＥＳ２、およ
びＫＬＦ４を含み、前記プロモータは同一である必要がない、請求項５に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第一の、第三の、第四の、および第五の、各プロモータが、ＥＦ１α遺伝子プロモ
ータであり、また第二のプロモータが、サイトメガロウイルス・前初期遺伝子（ＣＭＶ）
プロモータである、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　第一のベクターが、順番に、第一のプロモータ、ＯＣＴ４、ＩＲＥＳ２、ＳＯＸ２、第
二のプロモータ、ＮＡＮＯＧ、ＩＲＥＳ２、およびＬＮ２８を含み、第二のベクターが、
順番に、第三のプロモータ、ＯＣＴ４、ＩＲＥＳ２、ＳＯＸ２、第四のプロモータ、ＳＶ
４０Ｔ抗原、ＩＲＥＳ２、およびＫＬＦ４を含み、ならびに、第三のベクターが、順番に
、第五のプロモータ、ＯＣＴ４、ＩＲＥＳ２、ＳＯＸ２、第六のプロモータ、ｃ－Ｍｙｃ
、ＩＲＥＳ２、およびＫＬＦ４を含み、前記プロモータは同一である必要がない、請求項
５に記載の方法。
【請求項１７】
　霊長類多能性細胞の濃縮された集団であって、
　能力決定因子を発現するのに充分な条件の下で霊長類体細胞を能力決定因子に曝露する
ことにより、前記体細胞を再プログラムして前記霊長類体細胞を産生する工程を含む方法
により産生され、
　前記細胞が、前記体細胞に曝露する前記能力決定因子に関連するどのような構成要素も
実質的に含まない霊長類多能性細胞の濃縮された集団。
【請求項１８】
　前記霊長類体細胞が、胎児または出生後の個体から得られたものである、請求項１７に
記載の前記集団。
【請求項１９】
　霊長類が、ヒトである、請求項１７に記載の前記集団。
【請求項２０】
　前記多能性細胞が、実質的に出生後の個体と遺伝的に同一である、請求項１７に記載の
集団。
【請求項２１】
　前記曝露する工程が、１つまたは複数個の能力決定因子をコードする少なくとも１個の
ベクターを前記霊長類体細胞に導入する工程を含む、請求項１７に記載の集団。
【請求項２２】
　前記ベクターが、非ウイルス性のエピソームのベクターである、請求項２１に記載の集
団。
【請求項２３】
　１つまたは複数個の能力決定因子が、ヒトＯＣＴ－４、ヒトＳＯＸ２、ヒトＬＩＮ２８
、ヒトＮＡＮＯＧ、ヒトｃ－Ｍｙｃ、およびヒトＫＬＦ４を含み、前記ベクターが、ｃ－
Ｍｙｃを含む場合、前記方法は、さらに前記霊長類体細胞をＳＶ４０Ｔ抗原に曝露する工
程を含む、請求項２１に記載の集団。
【請求項２４】
　多能性の誘導に関連するどのような構成要素も実質的に含まない霊長類誘導多能性細胞
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
（関連出願の相互参照）
　本明細書は、米国仮特許出願第６１／１０８．３６２（出願日２００８年１０月２４日
）を参照によりその全体を説明したものとしてここに含める。
【０００２】
（連邦支援による研究または開発に関する陳述）
　本発明は、ＮＩＨ　ＧＭ０８１６２９及びＲＲ０００１６７の機関を通してアメリカ合
衆国政府助成を受けた。アメリカ合衆国は本発明にある一定の権利を保有する。
【背景技術】
【０００３】
　胚性幹細胞（ＥＳ）は、多能性、即ち、無限に増殖し、３つの胚葉全ての細胞に分化し
うる能力があり、科学と医学の分野において大いに期待されている（Ｔｈｏｍｓｏｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８２：１１４５－１１４７（１９９８），参照により
文献全体を説明したものとして本発明に組み込む）。治療や再生医学におけるヒトＥＳ細
胞の適用は、受益者の免疫系による拒絶の可能性によって複雑化する。したがって、実質
的に特定受益者と遺伝的に同一のヒト多能性細胞が高く望まれる。さらに、患者特異的な
治療計画を立案する際に、遺伝的同一性がＥＳ細胞を使用するためには重要である。
【０００４】
　出生後の霊長類個体から多能性細胞を作り出す初の試みは、体細胞性核移植（Ｂｙｒｎ
ｅ、ＪＡ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　４５０：４９７－５０２（２００７）などを参
照）と細胞融合（Ｙｕ，Ｊ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　２４：１６８－１７
６（２００６）などを参照）を採用した。しかしながら、体細胞性核移植の臨床用途は、
その効率の悪さ故に非現実であり、一方、細胞融合は概４倍体細胞を生じる。２００７年
に、二つのグループの科学者が、出生後の霊長類個体からの体細胞を多能性幹細胞に再プ
ログラムした（Ｙｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　３１８：１９１７－１９２０（２
００７）および　Ｔａｋａｈａｓｈｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　１３１：８６１－８７
２（２００７）、参照により各文献全体を説明したものとして本発明に組み込む）。両グ
ループは、能力決定導入遺伝子（ｐｏｔｅｎｃｙ－ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｔｒａｎｓ
ｇｅｎｅ）を発現するためのウイルスベクター系を使って、４個の転写因子のｃＤＮＡを
ヒト体細胞に搬送し、かつ、発現させた。Ｔａｋａｈａｓｈｉらの転写因子は、ＯＣＴ４
、ＳＯＸ２、ｃ-Ｍｙｃ、およびＫＬＦ４であり、Ｙｕらの転写因子は，ＯＣＴ４、ＳＯ
Ｘ２、ＮＡＮＯＧ、およびＬＩＮ２８であった。これらのセットの転写因子の発現は、ヒ
ト体細胞が、形態、増殖、遺伝子発現および表面マーカー発現を含むＥＳ細胞特異的特徴
を獲得するように誘導した。このような方法で再プログラムされた体細胞は、誘導多能性
（ｉＰＳ）幹細胞と呼ばれる。ｉＰＳ細胞の存在は、胚盤胞の必要性を回避し、免疫拒絶
に伴う懸念を軽減させる。
【０００５】
　その直後に、Ｌｏｗｒｙらが、ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ｃ－Ｍｙｃ、およびＫＬＦ４（Ｌ
ｏｗｒｙ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ　１０５：２８８３－２８８８（２００８））トラン
スジーンの異所性発現を介して患者特有のｉＰＳ細胞株を作り出した。より最近には、上
皮、線維芽細胞、肝臓、胃、神経、膵臓の細胞など、ヒトとマウスのいくつかの異なる体
細胞型からｉＰＳ細胞が作り出された。さらに、ｉＰＳ細胞は、様々な系統の細胞に首尾
良く分化した（例えば、Ｄｉｍｏｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ３２１：１２１８－
１２２１（２００８））。
【０００６】
　ｉＰＳ細胞を作り出す現法は、レンチウイルスに由来するようなレトロウイルス・ベク
ターを採用している。これらのベクターは、標的細胞のＤＮＡに、実質的に染色体のどの
座位にも安定的に組み込まれ、該ＤＮＡを永続的に変化させる。この再プログラムするベ
クターとゲノムの非標的相互作用は、ウイルス遺伝子の再活性化によって引き起こされた
異常な細胞遺伝子発現および新生物増殖のリスクを伴う。（Ｏｋｉｔａ　ｅｔ　ａｌ．Ｎ
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ａｔｕｒｅ　４４８：３１３－３１７(2007)）
【０００７】
　それに加えて、導入遺伝子が継続して存在し、発現することが受益者の細胞生理に干渉
することがある。さらに、ｃ－Ｍｙｃなどの体細胞を再プログラムするために使われた転
写因子の異所性発現がプログラム細胞死（アポトーシス）を誘発することがある（Ａｓｋ
ｅｗ　ｅｔ　ａｌ．，Ｏｎｃｏｇｅｎｅ　６：１９１５－１９２２（１９１１），Ｅｖａ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｅｌｌ　６９：１１９－１２８（１９９２））。そのうえ、ＯＣＴ
４などの因子が継続して発現すると、その後に続くｉＰＳ細胞の分化に干渉することがあ
る。
【０００８】
　再プログラムに伴う変化以上に細胞の遺伝的構造を変化させることなく体細胞を再プロ
グラムして高い能力状態にすることが望ましい。最近、Ｓｔａｄｔｆｅｌｄらが、過渡的
にＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ＫＬＦ４およびｃ－Ｍｙｃを発現した不統合のアデノウイルスを
使ってマウスのｉＰＳ細胞を作り出した。今日まで、レトロウイルス・ベクターを使用せ
ずに作り出した霊長類ｉＰＳ細胞は報告されていない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、分化した霊長類体細胞を再プログラムして霊長類多能性細胞を作り出すこと
を広く目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　第一の態様において、本発明は、霊長類多能性細胞を作り出す方法であって、体細胞を
再プログラムして多能性状態にするのに充分な1セットの導入遺伝子を霊長類体細胞に導
入する工程であって、この導入遺伝子は、感染性ウイルスをコードしない少なくとも一つ
のエピソームのベクターで搬送される該工程と、多能性細胞を回収する工程とを含む。こ
こで「非ウイルス性」のベクターまたはコンストラクトとは、感染性ウイルスをコードす
ることの出来ないベクターまたはコンストラクトのことを示す。
【００１１】
　第二の態様において、本発明は、ヒト霊長類を含む霊長類の補充可能な再プログラムさ
れた多能性細胞の濃縮された集団に関し、ここで、現存するｉＰＳ細胞と比較すると、ウ
イルス源またはその派生物を有する構成要素を含む前記少なくとも一つのベクターは、実
質的に当該多能性細胞には存在しない。本明細書で使われるように、このことは、再プロ
グラムされた細胞が、１細胞に付きエピソームのベクターのコピーを１個未満含むことを
意味し、好ましくは細胞内にはエピソームのベクターが残留しないことを意味する。細胞
分裂の際に非対称分割が起こるとベクターが希釈するので、ベクターを失った再プログラ
ムされた細胞を容易に入手できる。本発明の別の場所で言及したように滅多にないことで
あるが、再プログラムするベクターが細胞のゲノムに統合されうることがある、しかし、
ベクターが統合した細胞は、ベクターが存在しないように選別することによって避けるこ
とができる。さらに、現存するＥＳ細胞と比較して、本発明の霊長類多能性細胞は、胎児
のまたは出生後の個体由来の体細胞と遺伝的に実質的に同一である。胎児の細胞は、例え
ば羊水から取得できる。濃縮された集団の細胞は、現存する霊長類ＥＳとｉＰＳ細胞から
形態学的に（即ち、円形、大きめの核小体、および、わずかな細胞質）、または成長特性
（即ち、倍加時間、ＥＳ細胞は約１７～１８時間の倍加時間を持つ）からは容易に区別で
きない。ｉＰＳ細胞およびＥＳ細胞と同様に、再プログラムされた細胞は多能性細胞特異
的マーカーを発現する（例えば、ＯＣＴ－４、ＳＳＥＡ－３、ＳＳＥＡ－４、ＴＲＡ－１
－６０、ＴＲＡ－１－８１、但し、ＳＳＥＡ－１を除く）。ＥＳ細胞と異なり、再プログ
ラムされた細胞は、胚から直接得られない。本明細書で使われるように、「胚から直接得
られない」とは、多能性細胞を作り出すための開始細胞型が、胎児のもしくは出生後の個
体から得られた体細胞のような多分化能の細胞または最終分化した細胞のような非多能性
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細胞であることを意味する。ｉＰＳ細胞と同様、本方法で産生された多能性細胞は、その
導出の間、選択された能力決定因子（ｐｏｔｅｎｃｙ－ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ　ｆａｃ
ｔｏｒ）の１つもしくは複数コピーを過渡的に発現することができる。
【００１２】
　別途定義されない限り、本明細書で使われる全ての技術的、科学的用語はこの発明が属
する技術分野の当業者に常識的に理解されている意味と同様である。本発明を実施、また
は、検査するために適切な材料と方法は下記するが、当業者に広く知られている、本明細
書に書かれたものと同様または等価なその他の材料と方法を使っても良い。
【００１３】
　添付した図とともに以下の詳細をたどれば、本発明のその他の目的、利点、特徴は明ら
かになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１Ａ－Ｂ】本発明の再プログラムの方法の間に搬送されたベクター（単数または複数
）上の導入遺伝子に連結する異なるヌクレオチド配列の再プログラム効率に関する効果を
示す図である。
【図２Ａ－Ｃ】ヒト新生児包皮線維芽細胞内のＭｙｃ、ＫＬＦ－４、ＳＶ４０大型Ｔ抗原
の遺伝子発現の再プログラム効率に関する効果を示す図である。
【図３Ａ－Ｃ】本発明の方法に従って導入遺伝子を体細胞に搬送する適切なコンストラク
トと、エピソームのベクター媒介導入遺伝子の時間的発現と、ヌクレオフェクション後の
細胞生存に関するベクター量の効果とを示す図である。
【図４Ａ－Ｄ】エピソームのベクター媒介導入遺伝子発現を用いたヒト新生児包皮線維芽
細胞の再プログラムを示す図である。
【図５Ａ－Ｂ】本発明の再プログラム方法に有用な発現カセットを有する関連コンストラ
クトを示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明は、分化した霊長類体細胞を再プログラムして、再プログラムされた霊長類細胞
にする新規な方法に広く関連する。再プログラムの間には存在し、しかし、再プログラム
された細胞には実質的に存在しない非ウイルス性ベクターに能力決定因子を導入すること
によって、再プログラムされた霊長類細胞は、その産生中に使われたベクターを実質的に
有しない。本明細書で使われるように、「再プログラミング」とは、分化した体細胞を、
その由来源の細胞よりも高い能力を有する脱分化した細胞に転換する遺伝的プロセスのこ
とである。
【００１６】
　好都合に、本方法で産生した高い能力を有する細胞は、正倍数体多能性細胞である。こ
こで使われるように、「多能性細胞」は、多能性細胞特異的マーカーを発現する細胞集団
を意味し、未分化細胞の細胞形態特徴（即ち、緻密なコロニー、高い核対細胞質比、およ
び、顕著な核小体）を有し、３個全ての胚葉（例えば、内胚葉、中胚葉および外胚葉）に
分化することができる。ＳＣＩＤマウスなどの免疫無防備状態の動物に導入された場合、
多能性細胞は、典型的に３つの全ての胚葉の細胞または組織の特徴を含む奇形腫を形成す
る。当業者は、当分野で通常使われている技術を利用してこれらの特徴を評価することが
できる。上記のＴｈｏｍｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，を参照されたい。多能性細胞は細胞培養
で増殖でき、かつ、多分化能性質を示す様々な系統限定細胞集団へと分化できる。多能性
細胞は、体細胞性多分化能細胞より高い能力を有する。体細胞性多分化能細胞は、比較的
より分化しているが、最終分化している訳ではない。霊長類体細胞再プログラム方法の多
能性産物は、ここで再プログラムされた霊長類多能性細胞、または、誘発多能性（ｉＰＳ
）細胞と呼ばれる。そのような細胞は、ヒトＥＳ細胞または現存するｉＰＳ細胞に関して
現在予期される研究と治療上の適用における使用に適している。
【００１７】
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　ヒトを含む霊長類の、胎性、新生児、若年性、または、成体の個々からの細胞を含む分
化した体細胞は、本方法に適した開始細胞である。適した体細胞は、これらに制限されな
いが、骨髄細胞、上皮細胞、血管内皮細胞、線維芽細胞、造血細胞、ケラチノサイト、肝
細胞、腸細胞、間葉系細胞、骨髄性前駆細胞、および、脾臓細胞を含む。別の適した体細
胞は、基質に付着したＣＤ２９+、ＣＤ４４+、ＣＤ１６６+、ＣＤ１０５+、ＣＤ７３+お
よびＣＤ３１-の間葉系細胞である。代わりに、体細胞は、それら自身が増殖でき、かつ
、血液幹細胞、筋／骨幹細胞、脳幹細胞および肝臓幹細胞を含む他の型の細胞に分化でき
る細胞であっても良い。適した体細胞は、受容性であるか、または、科学文献に一般に知
られた方法を使って受容性にできて、因子をコードする遺伝物質を含む能力決定因子を取
り込む。取り込み増強方法は、細胞型と発現系に依存して変えることができる。適切な伝
達効率を有した受容性体細胞を調製するために使われる典型的な条件は、当業者によって
良く知られている。開始体細胞は、約24時間の倍加時間を持つことができる。
【００１８】
　本明細書に記述したベクターは、治療上の使用の安全性を向上するために科学文献に一
般的に知られたた方法を使って構成し、設計できる。この方法は、選択と強化のマーカー
を含み、希望するならば、ベクター上のヌクレオチド配列の発現を最適化することができ
る。このベクターは、ベクターが体細胞性開始細胞内で自己複製できる構造要素を含むべ
きである。例えば、既知のエプシュタイン・バーウイルス　ｏｒｉＰ／Ｎｕｃｌｅａｒ抗
原（ＥＢＮＡ－１）組み合わせ(例、Ｌｉｎｄｎｅｒ，Ｓ．Ｅ．ａｎｄ Ｂ．Ｔｈｅ ｐｌ
ａｓｍｉｄ ｒｅｐｌｉｃｏｎ ｏｆ Ｅｐｓｔｅｉｎ－Ｂａｒｒ ｖｉｒｕｓ：ｍｅｃｈａ
ｎｉｓｔｉｃ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ，ｌｉｃｅｎｓｅｄ，ｅｘ
ｔｒａｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｃｅｌｌｓ，
 Ｐｌａｓｍｉｄ ５８：１（２００７）を参照、本文全体をここに説明したものとして参
照により本明細書に組み込む）は、ベクターの自己複製を支持するのに充分であり、また
、哺乳類、特に霊長類の細胞内で機能すると知られているその他の組み合わせを採用して
も良い。本発明において使用するのに適した発現ベクターを構築する標準技術は、当業者
に知られており、Ｓａｍｂｒｏｏｋ Ｊらによる「分子クローニング：ラボラトリマニュ
アル」（３ｒｄ ｅｄ．Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ ｈａｒｂｏｒ Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ Ｓ
ｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ，Ｎ．Ｙ． ２００１）などの文献に見出すことができ、参照に
より本文全体を説明されたものとして本明細書に取り込む。
【００１９】
　本発明の方法では、１セットの能力決定因子をコードする遺伝子物質が、１個または複
数個の再プログラム用ベクターを介して体細胞に搬送される。適切な能力決定因子は、こ
れらに限定されるものではないが、ＯＣＴ－４、ＳＯＸ２、ＬＩＮ２８、ＮＡＮＯＧ、ｃ
－Ｍｙｃ、ＫＬＦ４、および、これらの組み合わせを含むことができる。体細胞内にポリ
ヌクレオチド発現を引き起こすことができる非相同性のプロモータに機能的に結合してい
る能力決定因子をコードするポリヌクレオチド導入遺伝子として、各能力決定因子を体細
胞に導入することができる。ＳＶ４０Ｔ抗原それ自体は能力決定因子ではないけれども、
能力決定因子が発現されている再プログラムの間に、細胞生存を促進するのに充分な条件
を持つ細胞を提供するように、都合良く体細胞に導入される。因子の発現に充分なその他
の条件は、実施例に記述されている細胞培養条件を含む。
【００２０】
　適切な再プログラム用ベクターは、プラスミドのようなエピソームのベクターであって
、感染性または有複製能ウイルスを生じるのに十分なウイルス性ゲノムの全部または一部
をコードしないが、当該ベクターは一つまたは複数のウイルスから得た構造要素を含むこ
とができる。１個または複数個の再プログラム用ベクターが、1個の体細胞に導入しうる
。１個または複数個の導入遺伝子が、1個の再プログラム用ベクターに供給されうる。１
個の強い、恒常的な転写性プロモータが、複数の導入遺伝子のために転写調節を提供する
ことができ、該導入遺伝子は発現カセットして提供されうる。１個のベクター上の別々の
発現カセットは、それぞれの強い恒常的なプロモータの転写調節下にあり、これらのプロ
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モータは、同一プロモータのコピーであるか、異なるプロモータのコピーであり得る。多
様な非相同性プロモータが当分野で知られており、能力決定因子の所望の発現レベルなど
の要因に応じて使うことができる。下記に例示するように、標的体細胞内の異なる強度を
持つ異なるプロモータを使って、別々の発現カセットを転写コントロールすることは好都
合である。転写性プロモータ（単数または複数）を選択する際に別途考慮することは、プ
ロモータが標的体細胞内で発現抑制される割合である。再プログラム法において、遺伝子
（単数または複数）の産生がその役割を完了または実質的に完了した後に、１個または複
数個の、導入遺伝子または導入遺伝子発現カセットの発現を減らすと好都合であることを
当業者は想定する。例示的プロモータは、ヒトＥＦ１α伸長因子プロモータ、ＣＭＶサイ
トメガロウイルス即時型初期プロモータ、ＣＡＧニワトリ・アルブミン・プロモータ、お
よび、別種由来のそれぞれに対応する相同型プロモータである。ヒト体細胞内において、
ＥＦ１αとＣＭＶの両方は強いプロモータであるが、ＣＭＶプロモータはＥＦ１αプロモ
ータより効率的に抑制される、即ち、ＥＦ１αの制御下の導入遺伝子の発現が停止するや
否や、ＣＭＶの制御下の導入遺伝子の発現が停止する。
【００２１】
　能力決定因子は、再プログラムの効率を調整するために変動する相対比率で、体細胞内
において発現できる。例えば、ＯＣＴ－４とＳＯＸ２が、単一のベクター内の単一の転写
で１：１の比率でコードされる場合は、単一の細胞に吸収される比率が制御できないよう
に２個の因子それぞれを異なるベクター上に提供する時に比べて（即ち、各因子が各単一
細胞に入る比率を制御できない）、体細胞の再プログラム効率は４倍高い。好ましくは、
複数の導入遺伝子が単一の転写でコードされる場合には、配列内リボソーム進入部位が、
転写性プロモータから離れた導入遺伝子（単数または複数）の上流に位置する。因子の相
対的比率は、搬送された因子に依存して変化させることができるが、本開示を見た当業者
は、最適な比率を求めることができる。
【００２２】
　当業者は、複数のベクターではなく、単一のベクターで全ての因子を導入できる効率の
良さを想定するだろうが、ベクター全体のサイズが増大するにつれて、ベクターを導入す
ることがますます困難になる。当業者は、また、ベクター上の因子が時間的発現に及ぼす
影響と結果として生じる再プログラム効率も想定するであろう。そのため、出願人らは、
ベクターの組み合わせについて様々な因子の組み合わせを採用した。いくつかのそのよう
な組み合わせが、本明細書に提示されて再プログラムを立証する。
【００２３】
　再プログラム用ベクター（単数または複数）を導入後で、かつ体細胞が再プログラム中
である場合、導入された導入遺伝子が転写および翻訳される間は、標的細胞内にベクター
が存続し得る。導入遺伝子発現は、再プログラムされて多能性状態になった細胞内で、好
都合にも下方制御しうるか、停止しうる。再プログラム用ベクター（単数または複数）は
、染色体外に残ることができる。極度に低い効率の場合、ベクター（単数または複数）は
、細胞のゲノム内へと組み込める。再プログラム用ベクター（単数または複数）は、レシ
ピエント細胞のゲノムと協調して複製し、そのため、エピソームのベクターがそのＤＮＡ
を複製することが出来なくなる期間より長く、２週間ほど適度に安定している。にもかか
わらず、ベクターは細胞分裂の際に均等に分配されないので、選択圧が無い場合、細胞が
エピソームのベクター（単数または複数）を失い、それにより本方法ではベクター・フリ
ーの多能性細胞を直ちに回収できる。例えば、体細胞内にｏｒｉＰ／ＥＢＮＡ－１－ベー
スのエピソームのプラスミドが、通常２～３週間安定的に維持される。初期の２～３週間
に、細胞はエピソームのプラスミドを急速に失う。細胞が安定化すると、細胞は、一世代
に付き～５%の割合でエピソームのベクターを連続的に失う。
【００２４】
　本方法で産生した多能性細胞は、多能性細胞増殖をサポートする任意の培地で培養する
ことができる。培地として、ここに書かれたものに限定されるものではないが、ＴｅＳＲ
（商標）（ＳｔｅｍＣｅｌｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．；Ｖａｎｃｏｕｖｅ
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ｒ，Ｃａｎａｄａ），ｍＴｅＳＲ（商標）（ＳｔｅｍＣｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅ
ｓ， Ｉｎｃ．）ａｎｄ ＳｔｅｍＬｉｎｅ（登録商標）ｓｅｒｕｍ－ｆｒｅｅ ｍｅｄｉ
ｕｍ（Ｓｉｇｍａ；Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ．，Ｍｏ．）、または、マウス胚性線維芽細胞（Ｍ
ＥＦ）馴化培地などの馴化培地などがある。本明細書で使われるように、「限定培地」と
は、既知の原料由来の既知の化学組成物または成分からなる生化学的に定義した成分のみ
を含む、生化学的に定義した処方を意味する。本明細書で使われるように、「馴化培地」
とは、培地で培養された細胞由来の可溶性因子をさらに補充した増殖培地のことを意味す
る。別の方法として、細胞は培地内のＭＥＦ上で維持しても良い。
【００２５】
　本発明は、以下のこれらに限定されることのない実施例を熟慮することにより十分に理
解できる。
【００２６】
実施例１
発現カセットの設計と作製
　プライマーとして、かつ表１に収載の配列内リボソーム進入部位から得られるコード領
域の最初と最後の２０～２２の塩基を使用して、して、導入遺伝子の一部または全てから
得られるオープン・リーディング・フレーム（ＯＲＦ）をポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ
）法で直接増幅するという従来の方法を使って、適した発現カセットを作製した。ＳＶ４
０Ｔ抗原とヒトテロメラーゼ逆転写酵素、プラスミドｐＢＡＢＥ－ｐｕｒｏ ＳＶ４０ Ｌ
Ｔ、および、ｐＢＡＢＥ－ｈｙｇｒｏ－ｈＴＥＲＴ（ヒトテロメラーゼ逆転写酵素）の供
給源は、プラスミド１３９０および１７７３としてそれぞれＡｄｄｇｅｎｅ，Ｉｎｃ，Ｃ
ａｍｂｒｉｄｇｅ、ＭＡから市販されている。 ＩＲＥＳ１とＩＲＥＳ２、プラスミドｐ
ＩＲＥＳｐｕｒｏ３とプラスミドｐＩＲＥＳ２ＥＧＦＰの供給源は、Ｃｌｏｎｔｅｃｈ 
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｍｏｕｎｔａｉｎ Ｖｉｅｗ，ＣＡ．から市販さ
れている。
　口蹄疫ウイルスセグメント２を化学的に合成した。インフレームの発現カセットは、下
記表１記載のコードを使って記述する。例えば、「Ｅ－Ｏ２Ｓ」とは、ＯＣＴ４とＳＯＸ
２コード領域（両者の間にＩＲＥＳ２）の上流に位置するＥＦ１αプロモータを有する発
現カセットを意味する。同様に、Ｃ－Ｍ２Ｋとは、ｃ－ＭｙｃとＫｌｆ４コード領域（両
者の間にＩＲＥＳ２）の上流に位置するＣＭＶプロモータを有する発現カセットを意味す
る。
　いくつかのコンストラクトでは、上記のカセットは、一連の再プログラム中では使わな
かった。Ｏ２Ｓとは異なるＯ２Ｓ変異体発現カセット（「Ｏ２Ｓ（２）」）を採用した。
この変異体は、ＴＫプロモータ－Ｈｙｇ －ＴＫ ｐｏｌｙＡカセット（図５Ａおよび図５
Ｂを比較せよ）を含んでいた。指示した構造を有するカセットは、様々な因子の発現レベ
ルを実験的に測定することによる再プログラムの方法で、後に使用するために選択した。
　ＥＦ２（配列番号：１２）として設計されたプロモータは、既知のＥＦ１αプロモータ
（配列番号：１１）とはわずかに異なる変異体であったが、活性化中のＥＦ１αとは異な
らず、また後に以下のエピソームのベクターの再プログラムの試行には使用しなかった。
Ｆ２Ａは、単一のトランスクリプトから発現した異なるコード領域を同時翻訳するのを促
進するペプチド・リンカーである。Ｆ２Ａを試用したが、後のエピソームのベクターを使
った再プログラム試行には使わなかった。ＩＲＥＳ１を試用したが、後のエピソームのベ
クターを使った再プログラム試行には使わなかった。
【００２７】
　ＯＲＦ上流または下流の発現に関して、様々なプロモータ、ＩＲＥＳ配列、および、導
入遺伝子の配置の相対的効果を、以前に記述（Ｙｕ ｅｔ ａｌ．，上記参照）したように
、形質移入後ヒト体細胞を再プログラムできるかをテストするために、様々な導入遺伝子
発現カセットをｐＳｉｎ４、修飾したレンチウイルス・ベースのベクターへと別々にクロ
ーニングして評価した。２９３ＦＴ細胞に、下記に示すようにＳｕｐｅｒＦｅｃｔ（Ｑｉ
ａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ）を使いＩＲＥＳ１またはＩＲＥＳ２で連結されたＯ
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ＣＴ４とＳＯＸ２を発現するレンチウイルスのプラスミドベクターで形質移入した。細胞
は、形質移入２日後に収集した。図１Ａは、２９３ＦＴ細胞内のＯＣＴ－４とＳＯＸ２の
ウエスタンブロット法による解析を示す。レーン１、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＯＣＴ４－Ｉ
ＲＥＳ１－ＳＯＸ２、レーン２,ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＯＣＴ４－ＩＲＥＳ２－ＳＯＸ２
、レーン３,ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＯＣＴ４－Ｆ２Ａ－ＳＯＸ２、レーン４、ｐＳＩＮ４
－ＥＦ２－ＯＣＴ４－ＩＲＥＳ１－ＰＵＲＯ、レーン５、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＳＯＸ２
－ＩＲＥＳ１－ＰＵＲＯ、レーン６、プラスミド無し(コントロール)。マウス抗ヒトＯＣ
Ｔ４モノクローナル抗体（１：５００，Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｙ Ｉｎｃ．，Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ，ＣＡ，ｓｃ－５２７９）とヤギ抗ヒトＳＯＸ２ポ
リクローナル抗体（１：５００，Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，Ｍ
Ｎ ＡＦ２０１８）を使用して、ＯＣＴ４とＳＯＸ２それぞれの相対的発現を検出した。
【００２８】
　図１Ｂは、ＯＣＴ４ノックイン・ヒト胚性幹細胞(米国特許出願第２００６／０１２８
０１８号、および、Ｚｗａｋａ ａｎｄ Ｔｈｏｍｓｏｎ，Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　２１：３１９－３２１（２００３）、参照により全体を説明したものとし
て各文献を本発明に取り込む)由来の（Ｙｕ ｅｔ ａｌ．，上記参照）０．２×１０6の間
葉系細胞内で連結させた能力決定因子を使った再プログラムを示す。
この系統は、ネオマイシン選択（ジェネテシン：１００μｇ／ｍｌ,Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅ
ｎ　Ｃｏｒｐ．)下で維持した。形質導入１６日後にヒトｉＰＳ細胞コロニーを計数した
。遺伝子組み合わせは、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＯＣＴ４－ＩＲＥＳ１－ＳＯＸ２（Ｏ１Ｓ
）、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＯＣＴ４－ＩＲＥＳ２－ＳＯＸ２（Ｏ２Ｓ）、ｐＳＩＮ４－Ｅ
Ｆ２－ＯＣＴ４－Ｆ２Ａ－ＳＯＸ２（ＯＦ２ＡＳ）、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＮＡＮＯＧ－
ＩＲＥＳ１－ＬＩＮ２８（Ｎ１Ｌ）ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＮＡＮＯＧ－ＩＲＥＳ２－ＬＩ
Ｎ２８（Ｎ２Ｌ）、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＯＣＴ４－ＩＲＥＳ１－ＰＵＲＯ（Ｏ）、ｐＳ
ＩＮ４－ＥＦ２－ＳＯＸ２－ＩＲＥＳ１－ＰＵＲＯ（Ｓ）、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＮＡＮ
ＯＧ－ＩＲＥＳ１－ＰＵＲＯ（Ｎ）、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＬＩＮ２８－ＩＲＥＳ１－Ｐ
ＵＲＯ（Ｌ）であった。レンチウイルスのプラスミドベクターの各々の略語は、ベクター
の名称の後に、括弧で囲んでいる。
【００２９】
実施例２
レンチウイルス・コンストラクトを使用したヒト新生児包皮線維芽細胞の再プログラム化
　予備的再プログラムの実験は、レンチウイルスベクターをヒト新生児の包皮線維芽細胞
に導入することによって行った。図２Ａは、ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、ＬＩＮ２８、および、
さらにｃ－ＭＹＣを導入する場合、ＮＡＮＯＧが再プログラム効率にかなりのプラス効果
をもたらすことを示し、 また、ＯＣＴ４、ＳＯＸ２、および、ＬＩＮ２８との組み合わ
せでは、ｃ－ＭＹＣまたはＫＬＦ４が無い場合でもＮＡＮＯＧが再プログラムを補助でき
ることを示す。使用したレンチウイルスのコンストラクトは、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＯＣ
Ｔ４－ＩＲＥＳ２－ＳＯＸ２（Ｏ２Ｓ）、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＮＡＮＯＧ－ＩＲＥＳ２
－ＬＩＮ２８ （Ｎ２Ｌ）、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＬＩＮ２８－ＩＲＥＳ１－ＰＵＲＯ（
Ｌ）、ｐＳＩＮ４－ＣＭＶ－ｃ－Ｍｙｃ－ＩＲＥＳ１－ＰＵＲＯ（Ｍ）、ｐＳＩＮ４－Ｅ
Ｆ２－ＫＬＦ４－ＩＲＥＳ１－ＰＵＲＯ（Ｋ）であった。形質移入２０日後、アルカリ・
ホスファターゼ-陽性ヒトｉＰＳ細胞コロニーを計数した。ｉＰＳ細胞コロニーの数は、
２．５×１０4個のヒト新生児包皮線維芽細胞（継代数９）の入力由来であった。薄灰色
の棒は、再プログラムされて形成した、代表的なヒトＥＳ細胞形態を有するコロニーの合
計数を表し、濃い灰色棒は、分化が最も少なかった大型コロニーの数を表す。
【００３０】
　図２Ｂは、連結した能力決定因子を用いた再プログラムを証明する。使用したレンチウ
イルスのコンストラクトは、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ｃ－Ｍｙｃ－ＩＲＥＳ２－ＫＬＦ４（
ＥＦ２－Ｍ２Ｋ）、ｐＳＩＮ４－ＣＭＶ－ｃ－Ｍｙｃ－ＩＲＥＳ２－ＫＬＦ４（ＣＭＶ－
Ｍ２Ｋ）、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－ＫＬＦ４－ＩＲＥＳ２－ｃ－Ｍｙｃ（ＥＦ２－Ｋ２Ｍ）
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、ｐＳＩＮ４－ＣＭＶ－ＫＬＦ４－ＩＲＥＳ２－ｃ－Ｍｙｃ（ＣＭＶ－Ｋ２Ｍ）、ｐＳＩ
Ｎ４－ＣＭＶ－ｃ－Ｍｙｃ－ＩＲＥＳ２－ＬＩＮ２８（Ｍ２Ｌ）、ｐＳＩＮ４－ＥＦ２－
ＮＡＮＯＧ－ＩＲＥＳ２－ＫＬＦ４（Ｎ２Ｋ）であった。
【００３１】
　形質導入１４日後、アルカリ・ホスファターゼ-陽性ヒトｉＰＳ細胞コロニーを計数し
た。ｉＰＳ細胞コロニーの数は、約７．０×１０4個のヒト新生児包皮線維芽細胞（継代
数１２）の入力由来であった。アステリスクは、多くのアルカリ・ホスファターゼ－陽性
コロニーが形態学的に緩やかに現れたことを示す。
【００３２】
　図２Ｃは、ＳＶ４０大型Ｔ抗原遺伝子発現の再プログラムへの効果を示す。ＳＶ４０大
型Ｔ抗原は、マウスの線維芽細胞内にｃ－Ｍｙｃが誘発するのを妨ぎ（Ｈｅｒｍｅｋｉｎ
ｇ ｅｔ ａｌ．，ＰＮＡＳ ９１：１０４１２－１０４１６（１９９４））、再プログラ
ム効率を高める（Ｈａｎｎａ ｅｔ ａｌ．，Ｃｅｌｌ　１３３：２５０－２６４（２００
８）；Ｍａｌｉ ｅｔ ａｌ．，Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ ｄｏｉ：１０．１６３４／ｓｔｅｍ
ｃｅｌｌｓ．２００８－０３４６（２００８））。遺伝子組み合わせ略名は、図２Ｂ内の
ものと同じであり、さらにＳＶ４０大型Ｔ抗原（Ｔ）を追加する。ｃ－Ｍｙｃも細胞増殖
を促進する。形質導入１２日後、アルカリ・ホスファターゼ-陽性ヒトｉＰＳ細胞コロニ
ーを計数した。ｉＰＳ細胞コロニーの数は、約～３．５×１０4個のヒト新生児包皮線維
芽細胞（継代数１７）の入力由来であった。図２Ｃは、Ｔ抗原がレンチウイルス・ベース
の再プログラムの間に達成したレベルで存在するならば、ｉＰＳ細胞導出の最終段階を抑
制することを実証する。対照的に、下記を参照されたいが、Ｔ抗原は、一時的発現時間に
存在し、かつ／または、エピソームのベクターを使って再プログラム中に達成したレベル
で存在するならば、この効果をもたない。さらに加えて、Ｔ抗原はｃ－Ｍｙｃ－誘導アポ
トーシスを妨げないがｃ－Ｍｙｃ－誘導細胞増殖に逆の影響を与える。
【００３３】
実施例３．
非ウイルス性エピソームのベクターを使ったヒト新生児包皮線維芽細胞の再プログラム
　ヒト新生児包皮線維芽細胞（Ｃａｔ＃ ＣＲＬ－２０９７（商標），ＡＴＣＣ）は、１
０％熱失活したウシ胎仔血清（ＦＢＳ，ＨｙＣｌｏｎｅ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｌ
ｏｇａｎ，ＵＴ）、２ｍＭのグルタマックス、０．１ｍＭの非必須アミノ酸、および、０
．１ｍＭのβ－メルカプトエタノールを添加した包皮線維芽細胞培地(ＤＭＥＭ（Ｃａｔ
＃ １１９６５，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）)で維持した。
【００３４】
　実施例１および以下の表３で詳細に示されるように構成された導入遺伝子発現カセット
として提供された能力決定因子の様々な組み合わせは、エピソームのコンストラクトｐＣ
ＥＰ４－ＥＧＦＰ（図３Ａに示すように）を使って体細胞に導入されて、様々な効率を持
つ再プログラムをもたらした。ｐＣＥＰ４－ＥＧＦＰは、市販の哺乳類エピソームの発現
ベクターｐＣＥＰ４（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｃｏｒｐ．， Ｃａｒｌｓｂａｄ， ＣＡ）
から、ＥＧＦＰコード領域をｐＣＥＰ４ ＢａｍＨＩ部位とＮｈｅＩ部位との間に挿入す
ることによって創出した。表２のエピソームのベクターは、指定した発現ベクターをｐＣ
ＥＰ４－ＥＧＦＰもしくは関連するバックボーンのないＰｃｍｖ（指定されたｐＥＰ４）
に挿入することによって創出した。発現カセットが挿入されたクローニング部位について
は図３Ａと表２の脚注を参照せよ。
【００３５】
　製造元の指示に従い、ヒト真皮線維芽細胞キット（Ｎｏｒｍａｌ Ｈｕｍａｎ Ｄｅｒｍ
ａｌ Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，Ａｍａｘａ，Ｉｎｃ．Ｃａｔ．Ｎｏ．ＶＰＤ－１００１
）を使用して、単一のヌクレオフェクション・イベント経由で線維芽細胞にベクターを導
入した。ヌクレオフェクション後、照射を受けたマウス胚性線維芽細胞（ＭＥＦ）が播種
された３個の１０ｃｍの皿の上に形質移入した線維芽細胞(それぞれ～０．８から１．０
×１０6細胞)を直ちにプレートした。包皮線維芽細胞培地は一日おきに交換した。４日後
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、包皮線維芽細胞培地をヒト胚性幹細胞培地（ＤＭＥＭ／Ｆ１２培地に以下を補充、２０
％ノックアウト血清リプレーサー、０．１ｍＭの非必須アミノ酸（全てＩｎｖｉｔｒｏｇ
ｅｎ Ｃｏｒｐ．製）、１ｍＭのグルタマックス、０．１ｍＭのβメルカプトエタノール
、および、前記した１００ｎｇ／ｍｌのゼブラフィッシュタンパク・塩基性線維芽細胞増
殖因子（ｚｂＦＧＦ）（Ａｍｉｔ ｅｔ ａｌ．， Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ ２２７：２７１－２７８ （２００６）； Ｌｕｄｗｉｇ ｅｔ ａｌ．， Ｎａｔｕ
ｒｅ Ｍｅｔｈｏｄｓ ３：６３７－６４６（２００６）、ここで、それぞれは、参照によ
り全体を説明したものとしてここに組み入れる）と交換した。プレーティング８～１０日
後、播種されたＭＥＦが、再プログラム培地を維持出来なくなったとき、照射されたＭＥ
Ｆで馴化したヒト胚性幹細胞培地を代わりに使用した。適切な時期（形質移入２～３週間
後）に、ヒトｉＰＳコロニー発生の徴候としてアルカリ・ホスファターゼにより培養物を
着色した。
【００３６】
　導入遺伝子コンストラクトを導入するための適切なパラメータを決定するために、ｐＥ
ＧＦＰ－Ｎ２(対照)とｐＣＥＰ４－ＥＧＦＰのエピソームのベクター由来のＥＧＦＰを２
９３ＦＴ細胞に導入して評価した後、ＥＧＦＰレベルを経時的に測定することによって、
時間的発現について初めに評価した（図３Ｂ）。
【００３７】
　ヒト新生児包皮線維芽細胞生存物について、導入された導入遺伝子コンストラクトの量
の効果も、予備的実験で評価した。図３Ｃは、ヌクレオフェクション後翌日の細胞コンフ
ルエンスから推定した、ヌクレオフェクションの効率性とヒト新生児包皮線維芽細胞の生
存物について、使用されたｐＣＥＰ４－ＥＧＦＰのエピソームのベクターの量の効果を示
す。ヌクレオフェクションされた約１×１０6個の包皮線維芽細胞を６ウェル・プレート
の各ウェルにプレートした。灰色線は形質移入されなかった対照の線維芽細胞を表し、黒
色線は形質移入された線維芽細胞を表す。
【００３８】
　図４Ａは、様々な発現カセットを含む表３からの模式的な導入遺伝子発現コンストラク
トを示し、ある組み合わせをヒト新生児包皮線維芽細胞に導入すると、線維芽細胞から多
能性細胞への再プログラムが生じる。導入されるエピソームの再プログラム用ベクターの
３つの組み合わせが、次の再プログラムされた多能性細胞を生じさせた。（１）ｐＥＰ４
－Ｅ－Ｏ２Ｓ－Ｅ－Ｔ２Ｋ、ｐＥＰ４－Ｅ－Ｏ２Ｓ－Ｅ－Ｎ２Ｋ、およびｐＣＥＰ４－Ｃ
－Ｍ２Ｌ、（２）ｐＥＰ４－Ｅ－Ｏ２Ｓ－Ｃ－Ｋ２Ｍ－Ｅ－Ｎ２Ｌ、およびｐＥＰ４－Ｅ
－Ｏ２Ｓ－Ｅ－Ｔ２Ｋ、ならびに、（３）ｐＥＰ４－Ｅ－Ｏ２Ｓ－Ｅ－Ｎ２Ｌ、ｐＥＰ４
－Ｅ－Ｏ２Ｓ－Ｅ－Ｔ２Ｋ、およびｐＥＰ４－Ｅ－Ｏ２Ｓ－Ｅ－Ｍ２Ｋ。表３は、成功し
た組み合わせで使われた各ベクターの量を示す。各成功した再プログラムの組み合わせ内
の１個のベクターは、ＥＦ１αプロモータの制御の元、Ｔ抗原をコードした。
【００３９】
　図４Ｂは、エピソームのベクターの形質移入１８日後に観察した形態変化をもつ典型的
なコロニーの明視野顕微鏡のイメージを示す。図４Ｃは、エピソームのベクターの形質移
入１８日後のアルカリホスファターゼ－陽性コロニーの明視野顕微鏡イメージを示す。 
【００４０】
　形質移入２５～３０日後、ヒトｉＰＳ細胞コロニーに形態的に類似した多くの非ｉＰＳ
 細胞コロニーがある故に、再プログラム培養物を一度新鮮な１０ｃｍのＭＥＦ皿（１：
３比）に移した。そして、その後の解析のためにコロニーを選択した。図４Ｄは、形質移
入再プログラム培養後２８日目の第一継代６日後のヒトｉＰＳ細胞コロニーの明視野顕微
鏡イメージを示す。スケールバーは、０．１ｍｍを表す。再プログラムされた細胞は、後
の解析のために、前述した馴化培地（Ｘｕ ｅｔ ａｌ．，Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
．１９：９７１（２００１）、参照により全体を説明したものとして本明細書に組み込む
)を用い、マトリゲル（ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ）のフィー
ダ・フリー培養で維持した。
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【００４１】
　好都合にも、再プログラムされた新生児包皮線維芽細胞の内１％を大きく上回る再プロ
グラム効率が達成でき、４個の遺伝子の組み合わせを使用して達成した場合に比べ、有意
に短い再プログラム時間であった。
【００４２】
　本開示に記述した本発明のいくつかの改作は当業者においては通常の最適化事項であり
、本発明の精神もしくは添付の請求項の範囲を逸脱することなく実施できることを理解さ
れたい。明細書で上述した出版物と特許は、参照により本明細書に組み込まれる。本発明
の記述した方法とシステムの様々な改変と変形は、本発明の範囲と精神を逸脱することな
く、当業者には明らかである。しかし、上記した本発明の実施例と実施形態は、例証的で
あり、本発明を限定するわけではない。本発明は、下記の請求項の範囲に付随する実施例
と実施形態の全ての改変体を含む。

【図１Ａ－Ｂ】 【図２Ａ－Ｃ】
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【図３Ａ－Ｃ】 【図４Ａ】

【図４Ｂ】

【図４Ｃ】

【図４Ｄ】

【図５Ａ－Ｂ】
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