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(57)【要約】
本発明は、ヒト胚幹細胞から、もしくは、他のヒト多能
性幹細胞からＲＰＥ細胞を生成するための改良された方
法を提供する。本発明はまた、ヒト胚幹細胞、または他
のヒト多分化能もしくは多能性幹細胞に由来するヒト網
膜色素上皮細胞にも関する。胚幹細胞に由来するｈＲＰ
Ｅ細胞は、成人および胎児由来のＲＰＥ細胞と分子的に
異なり、かつ胚幹細胞とも異なる。本明細書で説明され
るｈＲＰＥ細胞は、網膜変性疾患の治療に有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
実質的に精製した網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞の培養物を生成する方法であって、
　ａ）ヒト胚幹細胞を提供する工程と、
　ｂ）富栄養性で低タンパク質の培地内で、胚様体として前記ヒト性幹細胞を培養する工
程と、
　ｃ）富栄養性で低タンパク質の培地内で、付着培養物として前記胚様体を培養する工程
と、
　ｄ）培地が無血清のＢ－２７サプリメントを含有しない、富栄養性で低タンパク質の培
地内で、前記（ｃ）の細胞の付着培養物を培養する工程と、
　ｅ）高密度体細胞培養物の成長を支持することができ、それによってＲＰＥ細胞が前記
細胞の培養物内に現れる培地内で、前記（ｄ）の細胞を培養する工程と、
　ｆ）前記（ｅ）の培養物と酵素とを接触させる工程と、
　ｇ）前記培養物から前記ＲＰＥ細胞を選択して、前記ＲＰＥ細胞を、成長因子を補充し
た培地を含有する別個の培養物に移入して、ＲＰＥ細胞の富化培養物を生成する工程と、
　ｈ）前記ＲＰＥ細胞の富化培養物を繁殖させて、実質的に精製したＲＰＥ細胞の培養物
を生成する工程と、
　を含む、方法。
【請求項２】
前記ＲＰＥ細胞は、成熟ＲＰＥ細胞の培養物を生成するようにさらに培養される、請求項
１に記載の方法。
【請求項３】
前記（ｂ）および／または（ｃ）の培地は、無血清のＢ－２７サプリメントを含有する、
請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
前記細胞は、ＶＰ－ＳＦＭ、ＥＧＭ－２、およびＭＤＢＫ－ＭＭから成る群より選択され
る培地内で培養される、請求項２に記載の方法。
【請求項５】
前記（ｇ）の成長因子は、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ、および組み換え型のインスリン
様成長因子から成る群より選択される、請求項２に記載の方法。
【請求項６】
前記培地は、ヘパリン、ヒドロコルチゾン、もしくはアスコルビン酸のうちの１つ以上を
含有する、請求項２に記載の方法。
【請求項７】
前記（ｂ）の細胞は、７～１４日間培養される、請求項１～６のうちのいずれか１項に記
載の方法。
【請求項８】
前記（ｃ）の細胞は、７日間培養される、請求項１～７のうちのいずれか１項に記載の方
法。
【請求項９】
前記（ｄ）の細胞は、７～１０日間培養される、請求項１～８のうちのいずれか１項に記
載の方法。
【請求項１０】
前記（ｅ）の細胞は、１４～２１日間培養される、請求項１～９のうちのいずれか１項に
記載の方法。
【請求項１１】
前記（ｂ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＧＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
ら成る群より選択される、請求項１～１０のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
前記（ｃ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＧＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
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ら成る群より選択される、請求項１～１１のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
前記（ｄ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＧＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
ら成る群より選択される、請求項１～１２のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１４】
前記（ｅ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＭＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
ら成る群より選択される、請求項１～１３のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
前記（ｇ）の培地は、ＥＧＭ－２およびＭＤＢＫ－ＭＭから成る群より選択される、請求
項１～１４のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
前記（ｇ）の成長因子は、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ、および組み換え型のインスリン
様成長因子から成る群より選択される、請求項１～１５のうちのいずれか１項に記載の方
法。
【請求項１７】
前記（ｇ）の培地は、ヘパリン、ヒドロコルチゾン、もしくはアスコルビン酸のうちの１
つ以上を含有する、請求項１～１６のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１８】
前記（ｆ）の酵素は、トリプシン、コラゲナーゼ、およびディスパーゼから成る群より選
択される、請求項１～１７のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１９】
前記ｈＥＳ細胞は、複雑さを低減したＨＬＡ抗原を有する、請求項１～１８のうちのいず
れか１項に記載の方法。
【請求項２０】
前記方法は、適正製造基準（ＧＭＰ）に従って実施される、請求項１～１９のうちのいず
れか１項に記載の方法。
【請求項２１】
成熟網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞を生成する方法であって、
　ａ）ヒト胚幹細胞を提供する工程と、
　ｂ）富栄養性で低タンパク質の培地内で、胚様体として前記ヒト胚幹細胞を培養する工
程と、
　ｃ）富栄養性で低タンパク質の培地内で、付着培養物として前記ヒト胚幹細胞を培養す
る工程と、
　ｄ）培地が無血清のＢ－２７サプリメントを含有しない、富栄養性で低タンパク質の培
地内で、前記工程（ｃ）の細胞の付着培養物を培養する工程と、
　ｅ）高密度体細胞培養物の成長を支持することができ、それによってＲＰＥ細胞が前記
細胞の培養物内に現れる培地内で、前記（ｄ）の細胞を培養する工程と、
　ｆ）前記（ｅ）の培養物と酵素とを接触させる工程と、
　ｇ）前記ＲＰＥ細胞を選択して、前記ＲＰＥ細胞を、成長因子を補充した培地を含有す
る別個の培養物に移入して、ＲＰＥ細胞の富化培養物を生成する工程と、
　ｈ）前記ＲＰＥ細胞の富化培養物を繁殖させる工程と、
　ｉ）前記ＲＰＥ細胞の富化培養物を培養して、成熟網膜色素上皮細胞を生成して、成熟
ＲＰＥ細胞を生成する工程と、
　を含む、方法。
【請求項２２】
前記（ｂ）および／または（ｃ）の培地は、無血清のＢ－２７サプリメントを含有する、
請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
前記（ｂ）の細胞は、７～１４日間培養される、請求項２１もしくは２２に記載の方法。
【請求項２４】
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前記（ｃ）の細胞は、７日間培養される、請求項２１～２３のうちのいずれか１項に記載
の方法。
【請求項２５】
前記（ｄ）の細胞は、７～１０日間培養される、請求項２１～２４のうちのいずれか１項
に記載の方法。
【請求項２６】
前記（ｅ）の細胞は、（ｅ）１４～２１日間培養される、請求項２１～２５のうちのいず
れか１項に記載の方法。
【請求項２７】
前記（ｂ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＧＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
ら成る群より選択される、請求項２１～２６のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項２８】
前記（ｃ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＧＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
ら成る群より選択される、請求項２１～２７のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項２９】
前記（ｄ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＧＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
ら成る群より選択される、請求項２１～２８のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項３０】
前記（ｅ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＭＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
ら成る群より選択される、請求項２１～２９のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項３１】
前記（ｇ）の培地は、ＥＧＭ－２およびＭＤＢＫ－ＭＭから成る群より選択される、請求
項２１～３０のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項３２】
前記（ｇ）の成長因子は、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ、および組み換え型のインスリン
様成長因子から成る群より選択される、請求項２１～３１のうちのいずれか１項に記載の
方法。
【請求項３３】
前記（ｉ）の細胞は、ＶＰ－ＳＦＭ、ＥＧＭ－２、およびＭＤＢＫ－ＭＭから成る群より
選択される培地内で培養される、請求項２１～３２のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項３４】
前記（ｇ）もしくは（ｉ）の培地は、ヘパリン、ヒドロコルチゾン、もしくはアスコルビ
ン酸のうちの１つ以上を含有する、請求項２１～３３のうちのいずれか１項に記載の方法
。
【請求項３５】
前記（ｆ）の酵素は、トリプシン、コラゲナーゼ、およびディスパーゼから成る群より選
択される、請求項２１～３４のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項３６】
前記ｈＥＳ細胞は、複雑さを低減したＨＬＡ抗原を有する、請求項２１～３５のうちのい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項３７】
前記方法は、適正製造基準（ＧＭＰ）に従って実行される、請求項２１～３６のうちのい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項３８】
網膜変性を特徴とする状態を治療もしくは予防する方法であって、ＲＰＥ細胞を含む有効
量の製剤を、それを必要とする対象に投与する工程を含み、ＲＰＥ細胞が、請求項１～３
７もしくは５３～７６のうちのいずれか１項に記載の方法による、ヒト多能性幹細胞に由
来する、方法。
【請求項３９】
前記状態は、スタルガルト黄斑ジストロフィ、加齢性黄斑変性症、もしくは網膜色素変性
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症から成る群より選択される、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
前記製剤は、懸濁液、マトリクス、もしくは基質内に移植される、請求項３８もしくは３
９に記載の方法。
【請求項４１】
前記製剤は、注射によって眼の網膜下腔内に投与される、請求項３８～４０のうちのいず
れか１項に記載の方法。
【請求項４２】
約１０４～約１０６個のＲＰＥ細胞が前記対象に投与される、請求項３８～４１のうちの
いずれか１項に記載の方法。
【請求項４３】
対象における網膜電図応答、視運動視力閾値、もしくは輝度閾値を測定することによって
、治療もしくは予防の有効性を監視する工程をさらに含む、請求項３８～４２のうちのい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項４４】
有効量のＲＰＥ細胞を含む、網膜変性を特徴とする状態を治療もしくは予防するための医
薬製剤であって、ＲＰＥ細胞が、請求項１～３７もしくは５３～７６のうちのいずれか１
項に記載の方法による、ヒト多能性幹細胞に由来する、医薬製剤。
【請求項４５】
前記状態は、スタルガルト黄斑ジストロフィ、加齢性黄斑変性症、もしくは網膜色素変性
症から成る群より選択される、請求項４４に記載の製剤。
【請求項４６】
組成物は、眼の網膜下腔への投与のために製剤化される、請求項４４もしくは４５に記載
の製剤。
【請求項４７】
前記組成物は、懸濁液、マトリクス、もしくは基質の形態である、請求項４４～４６のう
ちのいずれか１項に記載の製剤。
【請求項４８】
前記組成物は、少なくとも１０４個のＲＰＥ細胞を含む、請求項４４～４７のうちのいず
れか１項に記載の製剤。
【請求項４９】
前記組成物は、少なくとも１０５個のＲＰＥ細胞を含む、請求項４４～４８のうちのいず
れか１項に記載の製剤。
【請求項５０】
前記組成物は、少なくとも１０６個のＲＰＥ細胞を含む、請求項４４～４９のうちのいず
れか１項に記載の製剤。
【請求項５１】
前記ＲＰＥ細胞は、成熟ＲＰＥ細胞を含む、請求項４４～５０のうちのいずれか１項に記
載の製剤。
【請求項５２】
前記ＲＰＥ細胞は、本質的に成熟ＲＰＥ細胞で構成される、請求項４４～５１のうちのい
ずれか１項に記載の製剤。
【請求項５３】
実質的に精製した網膜色素上皮細胞（ＲＰＥ）の培養物を生成する方法であって、
　ａ）ヒト多能性幹細胞を提供する工程と、
　ｂ）富栄養性で低タンパク質の培地内で、前記ヒト多能性幹細胞を培養する工程と、
　ｃ）富栄養性で低タンパク質の培地内で、付着培養物として前記ヒト多能性幹細胞を培
養する工程と、
　ｄ）培地が無血清のＢ－２７サプリメントを含有しない、富栄養性で低タンパク質の培
地内で、前記（ｃ）の細胞の付着培養物を培養する工程と、
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　ｅ）高密度体細胞培養物の成長を支持することができ、それによってＲＰＥ細胞が前記
細胞の培養物内に現れる培地内で、前記（ｄ）の細胞を培養する工程と、
　ｆ）前記（ｅ）の培養物と酵素とを接触させる工程と、
　ｇ）前記培養物から前記ＲＰＥ細胞を選択して、前記ＲＰＥ細胞を、成長因子を補充し
た培地を含有する別個の培養物に移入して、ＲＰＥ細胞の富化培養物を生成する工程と、
　ｈ）前記ＲＰＥ細胞の富化培養物を繁殖させて、実質的に精製したＲＰＥ細胞の培養物
を生成する工程と、
　を含む、方法。
【請求項５４】
前記ＲＰＥ細胞は、成熟ＲＰＥ細胞の培養物を生成するようにさらに培養される、請求項
５３に記載の方法。
【請求項５５】
前記ヒト多能性幹細胞は、人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞である、請求項５３もしくは５４
に記載の方法。
【請求項５６】
工程（ｂ）において、前記ヒト多能性幹細胞が、凝集物として培養される、請求項５５に
記載の方法。
【請求項５７】
前記ヒト多能性幹細胞は、ヒト胚幹細胞である、請求項５３～５６のうちのいずれか１項
に記載の方法。
【請求項５８】
工程（ｂ）において、前記ヒト胚幹細胞が、胚様体として培養される、請求項５７に記載
の方法。
【請求項５９】
前記（ｂ）および／または（ｃ）の培地は、無血清のＢ－２７サプリメントを含有する、
請求項５３～５８のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項６０】
前記細胞は、ＶＰ－ＳＦＭ、ＥＧＭ－２、およびＭＤＢＫ－ＭＭから成る群より選択され
る培地内で培養される、請求項５４に記載の方法。
【請求項６１】
前記（ｇ）の成長因子は、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ、および組み換え型のインスリン
様成長因子から成る群より選択される、請求項５４に記載の方法。
【請求項６２】
前記培地は、ヘパリン、ヒドロコルチゾン、もしくはアスコルビン酸のうちの１つ以上を
含有する、請求項５４に記載の方法。
【請求項６３】
前記（ｂ）の細胞は、７～１４日間培養される、請求項５３～６２のうちのいずれか１項
に記載の方法。
【請求項６４】
前記（ｃ）の細胞は、７日間培養される、請求項５３～６３のうちのいずれか１項に記載
の方法。
【請求項６５】
前記（ｄ）の細胞は、７～１０日間培養される、請求項５３～６４のうちのいずれか１項
に記載の方法。
【請求項６６】
前記（ｅ）の細胞は、１４～２１日間培養される、請求項５３～６５のうちのいずれか１
項に記載の方法。
【請求項６７】
前記（ｂ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＧＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
ら成る群より選択される、請求項５３～６６のうちのいずれか１項に記載の方法。



(7) JP 2011-500024 A 2011.1.6

10

20

30

40

50

【請求項６８】
前記（ｃ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＧＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
ら成る群より選択される、請求項５３～６７のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項６９】
前記（ｄ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＧＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
ら成る群より選択される、請求項５３～６８のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項７０】
前記（ｅ）の培地は、ＭＤＢＫ－ＭＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、およびＶＰ　ＳＦＭか
ら成る群より選択される、請求項５３～６９のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項７１】
前記（ｇ）の培地は、ＥＧＭ－２およびＭＤＢＫ－ＭＭから成る群より選択される、請求
項５３～７０のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項７２】
前記（ｇ）の成長因子は、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ、および組み換え型のインスリン
様成長因子から成る群より選択される、請求項５３～７１のうちのいずれか１項に記載の
方法。
【請求項７３】
前記（ｇ）の培地は、ヘパリン、ヒドロコルチゾン、もしくはアスコルビン酸のうちの１
つ以上を含有する、請求項５３～７２のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項７４】
前記（ｆ）の酵素は、トリプシン、コラゲナーゼ、およびディスパーゼから成る群より選
択される、請求項５３～７３のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項７５】
前記多能性細胞は、複雑さを低減したＨＬＡ抗原を有する、請求項５３～７４のうちのい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項７６】
前記方法は、適正製造基準（ＧＭＰ）に従って実行される、請求項５３～７５のうちのい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項７７】
網膜変性を特徴とする状態を治療もしくは予防する方法であって、ＲＰＥ細胞を含む有効
量の製剤を、それを必要とする対象に投与する工程を含み、ＲＰＥ細胞が、ヒト人工多能
性幹（ｉＰＳ）細胞に由来する、方法。
【請求項７８】
前記状態は、スタルガルト黄斑ジストロフィ、加齢性黄斑変性症、もしくは網膜色素変性
症から成る群より選択される、請求項７７に記載の方法。
【請求項７９】
前記製剤は、懸濁液、マトリクス、もしくは基質内に移植される、請求項７７もしくは７
８に記載の方法。
【請求項８０】
前記製剤は、注射によって前記眼の前記網膜下腔内に投与される、請求項７７～７９のう
ちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項８１】
約１０４～約１０６個のＲＰＥ細胞が前記対象に投与される、請求項７７～８０のうちの
いずれか１項に記載の方法。
【請求項８２】
対象における網膜電図応答、視運動視力閾値、もしくは輝度閾値を測定することによって
、治療もしくは予防の有効性を監視する工程をさらに含む、請求項７７～８１のうちのい
ずれか１項に記載の方法。
【請求項８３】
有効量のＲＰＥ細胞を含む、網膜変性を特徴とする状態を治療もしくは予防するための医
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薬製剤であって、ＲＰＥ細胞が、ヒト人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞に由来する、医薬製剤
。
【請求項８４】
前記状態は、スタルガルト黄斑ジストロフィ、加齢性黄斑変性症、もしくは網膜色素変性
症から成る群より選択される、請求項８３に記載の製剤。
【請求項８５】
前記組成物は、眼の網膜下腔への投与のために製剤化される、請求項８３もしくは８４に
記載の製剤。
【請求項８６】
前記組成物は、懸濁液、マトリクス、もしくは基質の形態である、請求項８３～８５のう
ちのいずれか１項に記載の製剤。
【請求項８７】
前記組成物は、少なくとも１０４個のＲＰＥ細胞を含む、請求項８３～８６のうちのいず
れか１項に記載の製剤。
【請求項８８】
前記組成物は、少なくとも１０５個のＲＰＥ細胞を含む、請求項８３～８７のうちのいず
れか１項に記載の製剤。
【請求項８９】
前記組成物は、少なくとも１０６個のＲＰＥ細胞を含む、請求項８３～８８のうちのいず
れか１項に記載の製剤。
【請求項９０】
前記ＲＰＥ細胞は、成熟ＲＰＥ細胞を含む、請求項８３～８９のうちのいずれか１項に記
載の製剤。
【請求項９１】
前記ＲＰＥ細胞は、本質的に成熟ＲＰＥ細胞で構成される、請求項８３～９０のうちのい
ずれか１項に記載の製剤。
【請求項９２】
実質的に精製したヒトＲＰＥ細胞の製剤であって、前記ＲＰＥ細胞が、ＲＰＥ－６５、ベ
ストロフィン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、Ｏｔｘ２、およびＭｉｔ－Ｆのうちの１つ以上
を発現する、製剤。
【請求項９３】
前記製剤は、少なくとも７５％のＲＰＥ細胞を含む、請求項９２に記載の製剤。
【請求項９４】
前記ＲＰＥ細胞は、少なくとも３０％の成熟ＲＰＥ細胞を含む、請求項９２に記載の製剤
。
【請求項９５】
前記ＲＰＥ細胞は、ＲＰＥ－６５、ベストロフィン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、Ｏｔｘ２
、およびＭｉｔ－Ｆのうちの２つ以上を発現する、請求項９２～９４のうちのいずれか１
項に記載の製剤。
【請求項９６】
前記ＲＰＥ細胞は、ＲＰＥ－６５、ベストロフィン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、Ｏｔｘ２
、およびＭｉｔ－Ｆのうちの３つ以上を発現する、請求項９５に記載の製剤。
【請求項９７】
前記ＲＰＥ細胞は、ＲＰＥ－６５、ベストロフィン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、Ｏｔｘ２
、およびＭｉｔ－Ｆのうちの４つ以上を発現する、請求項９６に記載の製剤。
【請求項９８】
前記ＲＰＥ細胞は、ＲＰＥ－６５、ベストロフィン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、Ｏｔｘ２
、およびＭｉｔ－Ｆのうちの５つ以上を発現する、請求項９７に記載の製剤。
【請求項９９】
前記ＲＰＥ細胞は、ＲＰＥ－６５、ベストロフィン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、Ｏｔｘ２
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、およびＭｉｔ－Ｆを発現する、請求項９８に記載の製剤。
【請求項１００】
前記ＲＰＥ細胞は、ＥＳ細胞遺伝子Ｏｃｔ－４、ｎａｎｏｇ、および／またはＲｅｘ－１
の実質的な発現が不足する、請求項９２～９９のうちのいずれか１項に記載の製剤。
【請求項１０１】
前記発現は、ｍＲＮＡ発現である、請求項９２～１００のうちのいずれか１項に記載の製
剤。
【請求項１０２】
前記発現は、タンパク質発現である、請求項９２～１００のうちのいずれか１項に記載の
製剤。
【請求項１０３】
前記発現は、ｍＲＮＡおよびタンパク質発現の両方を含む、請求項９２～１００のうちの
いずれか１項に記載の製剤。
【請求項１０４】
前記ＲＰＥ細胞は、ｐａｘ－２、ｐａｘ－６、チロシナーゼのうちの１つ以上を発現する
、請求項９２～１００のうちのいずれか１項に記載の製剤。
【請求項１０５】
前記製剤は、成熟ＲＰＥ細胞を含み、前記成熟ＲＰＥ細胞は、ｐａｘ－２、ｐａｘ－６、
およびチロシナーゼを発現する、請求項９２～１００のうちのいずれか１項に記載の製剤
。
【請求項１０６】
前記ＲＰＥ細胞は、表２に列記される遺伝子のうちの１つ以上を発現し、ヒトＥＳ細胞で
の発現と比較して、前記ＲＰＥ細胞で前記１つ以上の遺伝子の発現が増加する、請求項９
２～１０５のうちのいずれか１項に記載の製剤。
【請求項１０７】
前記ＲＰＥ細胞は、表３に列記される遺伝子のうちの１つ以上を発現し、ヒトＥＳ細胞で
の発現と比較して、前記ＲＰＥ細胞で前記１つ以上の遺伝子の発現が減少する、請求項９
２～１０６のうちのいずれか１項に記載の製剤。
【請求項１０８】
前記製剤は、少なくとも１×１０５個のＲＰＥ細胞を含む、請求項９２～１０７のうちの
いずれか１項に記載の製剤。
【請求項１０９】
前記製剤は、少なくとも１×１０６個のＲＰＥ細胞を含む、請求項１０８に記載の製剤。
【請求項１１０】
前記製剤は、ヒトＥＳ細胞から分化される、請求項９２～１０９のうちのいずれか１項に
記載の製剤。
【請求項１１１】
前記製剤は、ヒト人工多能性幹細胞から分化される、請求項９２～１０９のうちのいずれ
か１項に記載の製剤。
【請求項１１２】
前記製剤は、請求項１～３７もしくは５３～７６のうちのいずれか１項に記載の方法を使
用して、ヒト多能性幹細胞から分化される、請求項９２～１０９のうちのいずれか１項に
記載の製剤。
【請求項１１３】
前記製剤は、実質的にウイルス、細菌、および／または菌類の汚染もしくは感染が無い、
請求項９２～１１２のうちのいずれか１項に記載の製剤。
【請求項１１４】
前記製剤は、ＧＭＰに準拠する、請求項９２～１１３のうちのいずれか１項に記載の製剤
。
【請求項１１５】
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薬剤として許容される担体内で製剤化される、請求項９２～１１４のうちのいずれか１項
に記載の製剤。
【請求項１１６】
前記眼への投与のために製剤化される、請求項１１５に記載の製剤。
【請求項１１７】
前記網膜下腔または角膜への投与のために製剤化される、請求項１１６に記載の製剤。
【請求項１１８】
前記ＲＰＥ細胞は、移植の際に前記網膜内に組み込むことができる、機能ＲＰＥ細胞であ
る、請求項９２～１１７のうちのいずれか１項に記載の製剤。
【請求項１１９】
少なくとも１×１０５個のヒトＲＰＥ細胞を含む凍結保存製剤であって、前記製剤は、ヒ
ト多能性幹細胞に由来する実質的に精製したヒトＲＰＥ細胞の製剤であり、前記ＲＰＥ細
胞は、ＲＰＥ－６５、ベストロフィン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、Ｏｔｘ２、およびＭｉ
ｔ－Ｆを発現する、製剤。
【請求項１２０】
前記ヒトＲＰＥ細胞は、ヒト胚幹細胞に由来する、請求項１１９に記載の製剤。
【請求項１２１】
前記ヒトＲＰＥ細胞は、人工多能性幹細胞に由来する、請求項１１９に記載の製剤。
【請求項１２２】
前記ＲＰＥ細胞のうちの少なくとも６５％は、解凍後も生存度を維持する、請求項１１９
～１２１のうちのいずれか１項に記載の製剤。
【請求項１２３】
治療を必要とする患者の状態を治療する薬物の製造における、請求項９２～１１８のうち
のいずれか１項に記載の製剤の使用。
【請求項１２４】
網膜変性を特徴とする状態を治療もしくは予防する方法であって、請求項９２～１１８の
うちのいずれか１項に記載の有効量の製剤を、それを必要とする対象に投与する工程を含
み、ＲＰＥ細胞が、ヒト多能性幹細胞に由来する、方法。
【請求項１２５】
前記状態は、スタルガルト黄斑ジストロフィ、加齢性黄斑変性症、もしくは網膜色素変性
症から成る群より選択される、請求項１２４に記載の方法。
【請求項１２６】
前記製剤は、懸濁液、マトリクス、もしくは基質内に移植される、請求項１２４もしくは
１２５に記載の方法。
【請求項１２７】
前記製剤は、注射によって前記眼の前記網膜下腔内に投与される、請求項１２４～１２６
のうちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２８】
約１０４～約１０６個のＲＰＥ細胞が前記対象に投与される、請求項１２４～１２７のう
ちのいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２９】
対象における網膜電図応答、視運動視力閾値、もしくは輝度閾値を測定することによって
、治療もしくは予防の有効性を監視する工程をさらに含む、請求項１２４～１２８のうち
のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３０】
ヒト多能性幹細胞から分化される実質的に精製したヒトＲＰＥ細胞の製剤であって、前記
ＲＰＥ細胞は、ｍＲＮＡおよびタンパク質レベルにおいて、ＲＰＥ－６５、ベストロフィ
ン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、Ｏｔｘ２を発現し、前記細胞は、Ｏｃｔ－４、ｎａｎｏｇ
、およびＲｅｘ－１の実質的な発現が不足する、製剤。
【請求項１３１】
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前記ＲＰＥ細胞は、分化したＲＰＥ細胞と成熟分化したＲＰＥ細胞とを含み、少なくとも
前記分化したＲＰＥ細胞は、ｍＲＮＡおよびタンパク質レベルにおいて、ｐａｘ－２、ｐ
ａｘ－６、チロシナーゼをさらに発現する、請求項１３０に記載の製剤。
【請求項１３２】
前記ＲＰＥ細胞は、ヒト胚幹細胞から分化される、請求項１３０もしくは１３１に記載の
製剤。
【請求項１３３】
前記ＲＰＥ細胞は、ヒト人工多能性幹細胞から分化される、請求項１３０もしくは１３１
に記載の製剤。
【請求項１３４】
前記ＲＰＥ細胞は、分化したＲＰＥ細胞と成熟分化したＲＰＥ細胞とを含み、少なくとも
前記分化したＲＰＥ細胞は、ｍＲＮＡおよびタンパク質レベルにおいて、ｐａｘ－２、ｐ
ａｘ－６、チロシナーゼをさらに発現する、請求項１３０～１３３のうちのいずれか１項
に記載の製剤。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本出願は、２００７年１０月１２日に出願された米国仮出願第６０／９９８，７６６号
、２００７年１０月１２日に出願された第６０／９９８，６６８号、２００８年１月２日
に出願された第６１／００９，９０８号、および２００８年１月２日に出願された第６１
／００９，９１１号の優先権の利益を主張するものである。上述した各出願の開示は、参
照することによってその全体が本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　網膜色素上皮（ＲＰＥ）は、感覚神経網膜のすぐ外側の色素細胞層である。この細胞の
層は、網膜視覚細胞に栄養分を与え、かつ下層の脈絡膜（網膜の後ろの血管の層）に付随
して、網膜視細胞を覆っている。ＲＰＥは、脈絡膜から網膜にどのような栄養分が到達し
たのかを判定するフィルタとして機能する。加えて、ＲＰＥは、網膜と脈絡膜との間に遮
蔽を提供する。ＲＰＥの破壊は、網膜の代謝を妨げ、網膜の菲薄化を引き起こす。網膜の
菲薄化は、深刻な結果をもたらす可能性がある。例えば、網膜の菲薄化は、「乾燥型」黄
斑変性を引き起こす場合があり、また、「滲出型」黄斑変性を引き起こす可能性がある不
適切な血管形成ももたらし得る。
【０００３】
　視覚および網膜の健康状態の維持におけるＲＰＥの重要性から、ＲＰＥの研究およびイ
ンビトロでＲＰＥ細胞を生成するための方法の開発において多大な努力がなされている。
インビトロで生成されるＲＰＥ細胞は、ＲＰＥの発育を研究するか、ＲＰＥの破壊を引き
起こす因子を同定するか、または内因性ＲＰＥ細胞の修復を刺激するのに使用することが
できる薬剤を同定するのに使用することが可能である。加えて、インビトロで生成される
ＲＰＥ細胞は、患者の損傷したＲＰＥ細胞の全て、もしくは一部を置換もしくは修復する
ための治療法として、それ自体を使用することが可能である。このように使用した時に、
ＲＰＥ細胞は、黄斑変性の他に、ＲＰＥへの損傷によって、全体的もしくは部分的に引き
起こされる他の疾病および状態も治療する手法を提供し得る。
【０００４】
　スクリーニングのための、もしくは治療用としての、インビトロで生成されるＲＰＥ細
胞の使用は、系統的で指向的な手法で多数のＲＰＥ細胞を生成するのに使用することがで
きる方法に依存する。このような体系化された分化方法は、例えば形質転換細胞系もしく
は他の源からのＲＰＥ細胞の自発的分化に基づいた以前の機構に勝る、有意な利点を提供
し得る。
【発明の概要】
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【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明は、ヒト胚幹細胞およびヒト人工多能性幹細胞等のヒト多能性幹細胞から、ＲＰ
Ｅ細胞を分化させるための方法を提供する。この方法は、スクリーニング試験で使用する
ための多数の分化したＲＰＥ細胞を生成するために、ＲＰＥの基礎生物学を研究するため
に、および治療法として使用される。本明細書に説明されるように、本手法を使用して、
ヒト胚幹細胞等の多能性幹細胞から分化されるＲＰＥ細胞は、ヒト胚幹細胞の他に、成人
および胎児由来のＲＰＥ細胞とも分子的に異なる。
【０００６】
　本発明は、ヒト多能性幹細胞に由来するＲＰＥ細胞の製剤および医薬品も提供する。こ
のようなＲＰＥ細胞の製剤は、ヒト胚幹細胞の他に、成人および胎児由来のＲＰＥ細胞と
も分子的に異なる。
【０００７】
　本発明は、初めて、ヒト胚幹細胞から分化されるＲＰＥ細胞の詳細な分子的特徴付けを
提供する。詳細な特徴付けは、他の源（例えば、成人ＲＰＥ細胞および胎児ＲＰＥ細胞）
に由来するＲＰＥ細胞、並びにヒト胚幹細胞との比較を含む。この分析は、ＲＰＥのより
深い理解を提供するだけでなく、ヒト胚幹細胞から分化されるＲＰＥ細胞が、これらの細
胞と上述したＲＰＥ細胞とを区別する明白な分子的特性を有することも明らかにする。
【０００８】
　本発明は、実質的に精製したＲＰＥ細胞の製剤を含む、ＲＰＥ細胞の製剤を提供する。
例示的なＲＰＥ細胞は、ヒト胚幹細胞もしくはｉＰＳ細胞等のヒト多能性幹細胞から分化
される。ヒト多能性幹細胞由来のＲＰＥ細胞は、網膜変性疾患を治療するのに使用および
製剤化することができる。加えて、ヒト多能性幹細胞由来のＲＰＥ細胞は、（インビトロ
および／またはインビボでの）ＲＰＥ細胞の生存を調節する薬剤を同定する、ＲＰＥ細胞
の成熟を研究する、またはＲＰＥ細胞の成熟を調節する薬剤を同定するために、スクリー
ニング試験で使用することができる。このようなスクリーニング試験を使用して同定され
る薬剤は、インビトロもしくはインビボで使用され得、かつ単独で、もしくは組み合わせ
て、網膜変性疾患を治療するのに使用することができるさらなる治療法を提供し得る。
【０００９】
　本発明は、胚幹細胞もしくは他の多能性幹細胞からＲＰＥ細胞を生成するための改良さ
れた方法を提供する。本発明の方法は、分化したＲＰＥ細胞を生成するのに使用すること
ができる。任意で、分化したＲＰＥ細胞の成熟のレベルは、色素沈着レベルによって評価
する時に、分化したＲＰＥ細胞、成熟ＲＰＥ細胞、もしくはそれらの混合物が生成される
ように調節することができる。また、眼障害の治療のための改良された方法も提供する。
具体的には、これらの方法は、眼障害、特に内在性ＲＰＥ層への損傷もしくはその破壊に
よって、全体的もしくは部分的に引き起こされる、または悪化する眼障害の症状を治療も
しくは改善するために、ヒト胚幹細胞に由来するＲＰＥ細胞の使用を伴う。
【００１０】
　特定の態様において、本発明は、網膜色素上皮（ＲＰＥ）細胞の培養物を生成するため
の方法を提供する。特定の実施形態において、培養物は、少なくとも７５％、８０％、８
５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、もしくは９９％を超える分化したＲＰＥ細胞（成熟度のレベルに関わらず、培養物
のうちの少なくとも７５％が、分化したＲＰＥ細胞である）を含有する、実質的に精製し
た培養物である。特定の実施形態では、実質的に精製した培養物が、少なくとも３０％、
３５％、４０％、もしくは４５％の成熟分化したＲＰＥ細胞を含有する。特定の実施形態
では、実質的に精製した培養物が、少なくとも５０％の成熟分化したＲＰＥ細胞を含有す
る。他の実施形態では、実質的に精製した培養物が、少なくとも５５％、６０％、６５％
、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％
、９６％、９７％、９８％、９９％、もしくは９９％を超える成熟分化したＲＰＥ細胞を
含有する。特定の実施形態では、分化したＲＰＥ細胞が、ヒト胚幹細胞、ヒトｉＰＳ細胞
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、もしくは他の多能性幹細胞に由来する。
【００１１】
　特定の実施形態において、当該方法は、
　ａ）ヒト胚幹細胞を提供する工程と、
　ｂ）培地が任意で無血清のＢ－２７サプリメントを含有する、富栄養性で低タンパク質
の培地内で、胚様体としてヒト胚幹細胞を培養する工程と、
　ｃ）培地が任意で無血清のＢ－２７サプリメントを含有する、富栄養性で低タンパク質
の培地内で、付着培養物として胚様体を培養する工程と、
　ｄ）培地が無血清のＢ－２７サプリメントを含有しない、富栄養性で低タンパク質の培
地内で、（ｃ）の細胞の付着培養物を培養する工程と、
　ｅ）高密度体細胞培養物の成長を支持することができ、それによってＲＰＥ細胞が細胞
の培養物内に現れる培地内で、（ｄ）の細胞を培養する工程と、
　ｆ）（ｅ）の培養物と酵素とを接触させる工程と、
　ｇ）ＲＰＥ細胞の富化培養物を生成するように、培養物からＲＰＥ細胞を選択して、Ｒ
ＰＥ細胞を、成長因子を補充した培地を含有する別個の培養物に移入する工程と、
　ｈ）ＲＰＥ細胞の富化培養物を繁殖させて、実質的に精製したＲＰＥ細胞の培養物を生
成する工程と、を含む。
【００１２】
　特定の他の態様において、本発明は、成熟網膜色素上皮細胞（ＲＰＥ）を生成する方法
を提供し、当該方法は、
　ａ）ヒト胚幹細胞を提供する工程と、
　ｂ）培地が任意で無血清のＢ－２７サプリメントを含有する、富栄養性で低タンパク質
の培地内で、胚様体としてヒト胚幹細胞を培養する工程と、
　ｃ）培地が任意で無血清のＢ－２７サプリメントを含有する、富栄養性で低タンパク質
の培地内で、付着培養物としてヒト胚幹細胞を培養する工程と、
　ｄ）培地が無血清のＢ－２７サプリメントを含有しない、富栄養性で低タンパク質の培
地内で、工程（ｃ）の細胞の付着培養物を培養する工程と、
　ｅ）高密度体細胞培養物の成長を支持することができ、それによってＲＰＥ細胞が細胞
の培養物内に現れる培地内で、（ｄ）の細胞を培養する工程と、
　ｆ）（ｅ）の培養物と酵素とを接触させる工程と、
　ｇ）ＲＰＥ細胞の富化培養物を生成するように、ＲＰＥ細胞を選択して、ＲＰＥ細胞を
、成長因子を補充した培地を含有する別個の培養物に移入する工程と、
　ｈ）ＲＰＥ細胞の富化培養物を繁殖させる工程と、
　ｉ）成熟ＲＰＥ細胞を生成するように、ＲＰＥ細胞の富化培養物を培養する工程と、を
含む。
【００１３】
　上述した特定の実施形態のいずれにおいても、実質的に精製したＲＰＥ細胞の培養物は
、分化したＲＰＥ細胞および成熟分化したＲＰＥ細胞の両方を含有し得る。成熟ＲＰＥ細
胞の間で、色素のレベルが変動する場合がある。しかしながら、色素沈着レベルの増加お
よびより円柱形状であることに基づいて、成熟ＲＰＥ細胞を、ＲＰＥ細胞と視覚的に区別
することができる。
【００１４】
　特定の実施形態では、培養物内の成熟分化したＲＰＥ細胞の割合を、培養物の密度を減
少させることによって低減することができる。したがって、特定の実施形態において、当
該方法は、より小さい割合の成熟ＲＰＥ細胞を含有する培養物を生成するように、成熟Ｒ
ＰＥ細胞の集団を二次培養する工程をさらに含む。
【００１５】
　特定の実施形態では、胚様体として細胞を培養する時に使用される培地が、胚様体とし
て細胞を培養するのに適切な、あらゆる培地から選択され得る。例えば、当業者は、市販
もしくは独自の媒体から選択することができる。ウイルス、細菌、もしくは真核生物の細
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胞培養のための培地等の、高密度培養物を支持することができる、あらゆる媒体が使用さ
れてもよい。例えば、培地は、高栄養無タンパク質の培地、もしくは高栄養低タンパク質
の培地であってもよい。例えば、ヒト胚幹細胞は、ＭＤＢＫ－ＧＭ、ＯｐｔｉＰｒｏ　Ｓ
ＦＭ、ＶＰ－ＳＦＭ、ＥＧＭ－２、もしくはＭＤＢＫ－ＭＭ内で培養されてもよい。特定
の実施形態では、培地が、Ｂ－２７サプリメントを含有し得る。
【００１６】
　特定の実施形態では、本明細書で説明される培地に１つ以上の成長因子が補充され得る
。使用され得る成長因子には、例えば、ＥＧＦ、ｂＦＧＦ、ＶＥＧＦ、および組み換え型
のインスリン様成長因子が挙げられる。培地は、ヘパリン、ヒドロコルチゾン、アスコル
ビン酸、血清（例えば、ウシ胎児血清等）、もしくは成長マトリクス（例えば、マトリゲ
ル（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）もしくはゼラチンからの細胞外マトリクス等）等の
サプリメントも含有し得る。
【００１７】
　特定の実施形態では、胚様体の培養物内の非ＲＰＥ細胞の培養物の中からＲＰＥ細胞を
選択するために、または付着細胞の二次培養を容易にするために、機械的方法もしくは酵
素法が使用される。例示的な機械的方法には、ピペットによる滴定、またはプルドニード
ル（ｐｕｌｌｅｄ　ｎｅｅｄｌｅ）による切断が挙げられるが、これに限定されない。例
示的な酵素法には、細胞を解離するのに適切なあらゆる酵素（例えば、トリプシン、コラ
ゲナーゼ、ディスパーゼ）が挙げられるが、これに限定されない。特定の実施形態では、
細胞を解離するために、例えばハンクスに基づく細胞解離バッファ等の、高いＥＤＴＡを
含有する溶液等の非酵素溶液が使用される。
【００１８】
　特定の実施形態において、上述の関連する工程のうちのいずれかについて、細胞は、７
日、７～１０日、７～１４日、もしくは１４～２１日等の、約３日～４５日間培養される
。特定の実施形態において、細胞は、約１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、１
１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２０、２１、２２、２３、２４
、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３５、３６、３７、
３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、もしくは約４６日間培養される。特
定の実施形態において、細胞は、約４５、４０、３５、３０、２５、２１、２０、１８、
１５、１４、１３、１２、１１、１０、９、８、７、６、５、４、３、２、もしくは１日
以下の間、培養される。上述した関連する方法工程のそれぞれについて、細胞は、各工程
において同じ期間、もしくは工程のうちの１つ以上において異なる期間、培養され得るこ
とに留意されたい。
【００１９】
　特定の実施形態において、ＲＰＥ細胞は、成熟ＲＰＥ細胞の培養物を生成するために、
さらに培養される。ＲＰＥ細胞および成熟ＲＰＥ細胞は、どちらも分化したＲＰＥ細胞で
ある。しかしながら、成熟ＲＰＥ細胞は、分化したＲＰＥ細胞と比較して、色素のレベル
が増加していることを特徴とする。成熟度および色素沈着のレベルは、分化したＲＰＥ細
胞の培養物の密度を増減させることによって調節することができる。したがって、成熟Ｒ
ＰＥ細胞を生成するために、ＲＰＥ細胞の培養物をさらに培養することができる。あるい
は、成熟ＲＰＥ細胞を含有する培養物の密度を減少させて、成熟分化したＲＰＥ細胞の割
合を減少させ、かつ分化したＲＰＥ細胞の割合を増加させることができる。
【００２０】
　ＲＰＥ細胞を培養するのに使用される培地は、細胞培養に適切な任意の培地であり、当
業者によって選択することができる。例えば、ウイルス、細菌、もしくは動物細胞培養の
ための培地等の、高密度培養物を支持することができる、あらゆる培地が使用されてもよ
い。例えば、本明細書で説明される細胞は、ＶＰ－ＳＦＭ、ＥＧＭ－２、およびＭＤＢＫ
－ＭＭ内で培養されてもよい。
【００２１】
　上述した特定の実施形態のいずれにおいても、当該の実質的に精製したＲＰＥ細胞（成
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熟ＲＰＥ細胞の有無に関わらず）の培養物は、貯蔵のために冷凍される。細胞は、例えば
極低温冷凍といった従来技術において公知のあらゆる適切な方法によって貯蔵されてもよ
く、また、細胞の貯蔵に適切な任意の温度で冷凍されてもよい。例えば、細胞は、約－２
０℃、－８０℃、－１２０℃、もしくは細胞の貯蔵に適切な任意の温度で冷凍されてもよ
い。極低温冷凍細胞は、適切な容器内で貯蔵され、細胞損傷のリスクを低減し、かつ解凍
しても細胞が生存する可能性を最大化するように貯蔵するよう準備されている。他の実施
形態では、ＲＰＥ細胞は、室温で保たれるか、もしくは、例えば、約４℃で冷蔵される。
【００２２】
　上述した特定の実施形態のいずれにおいても、当該方法は、適正製造基準（ＧＭＰ）に
従って実行される。上述した特定の実施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞が分化され
るヒト胚幹細胞は、適正製造基準（ＧＭＰ）に従って誘導されたものであった。上述した
特定の実施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞が分化されるヒト胚幹細胞は、残りの胚
を破壊せずに初期胚から取り出される１つ以上の分割球に由来するものであった。
【００２３】
　上述した特定の実施形態のいずれにおいても、当該方法は、少なくとも１×１０５個の
ＲＰＥ細胞、少なくとも５×１０５個のＲＰＥ細胞、少なくとも１×１０６個のＲＰＥ細
胞、少なくとも５×１０６個のＲＰＥ細胞、少なくとも１×１０７個のＲＰＥ細胞、少な
くとも２×１０７個のＲＰＥ細胞、少なくとも３×１０７個のＲＰＥ細胞、少なくとも４
×１０７個のＲＰＥ細胞、少なくとも５×１０７個のＲＰＥ細胞、少なくとも６×１０７

個のＲＰＥ細胞、少なくとも７×１０７個のＲＰＥ細胞、少なくとも８×１０７個のＲＰ
Ｅ細胞、少なくとも９×１０７個のＲＰＥ細胞、少なくとも１×１０８個のＲＰＥ細胞、
少なくとも２×１０８個のＲＰＥ細胞、少なくとも５×１０８個のＲＰＥ細胞、少なくと
も７×１０８個のＲＰＥ細胞、もしくは少なくとも１×１０９個のＲＰＥ細胞を含む製剤
を生成するのに使用される。特定の実施形態では、製剤内のＲＰＥ細胞の数には、成熟度
のレベルに関わらず、かつ分化したＲＰＥ細胞および成熟ＲＰＥ細胞の相対的割合に関わ
らず、分化したＲＰＥ細胞が含まれる。他の実施形態では、製剤内のＲＰＥ細胞の数は、
分化したＲＰＥ細胞もしくは成熟ＲＰＥ細胞のどちらかの数を指す。
【００２４】
　特定の実施形態において、当該方法は、移植に好適なＲＰＥ細胞の製剤を生成するため
の分化したＲＰＥ細胞および／または分化した成熟ＲＰＥ細胞を製剤化する工程をさらに
含む。
【００２５】
　別の態様において、本発明は、網膜変性を特徴とする状態を治療もしくは予防する方法
であって、ＲＰＥ細胞を含む有効量の製剤を、それを必要とする対象に投与する工程を含
み、該ＲＰＥ細胞は、ヒト胚幹細胞、ｉＰＳ細胞、もしくは他の多能性幹細胞に由来する
、方法を提供する。網膜変性を特徴とする状態には、例えば、スタルガルト黄斑ジストロ
フィ、加齢性黄斑変性症（乾燥型もしくは滲出型）、糖尿病性網膜症、および網膜色素変
性症が挙げられる。特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞が、本明細書で説明される方法のう
ちの１つ以上を使用して、ヒト多能性幹細胞から誘導される。
【００２６】
　特定の実施形態では、製剤を前もって凍結保存しておき、移植前に解凍した。
【００２７】
　特定の実施形態では、治療方法は、シクロスポリンもしくは１つ以上の他の免疫抑制剤
の投与をさらに含む。免疫抑制剤が使用される際、免疫抑制剤は、全身的もしくは局所的
に投与されてもよく、ＲＰＥ細胞の投与前に、それと同時に、もしくはその後に投与され
てもよい。特定の実施形態では、免疫抑制療法が、ＲＰＥ細胞の投与後に、数週間、数ヶ
月間、数年間、もしくは無制限に継続する。
【００２８】
　特定の実施形態では、治療方法は、単一用量のＲＰＥ細胞の投与を含む。他の実施形態
では、治療方法は、ある期間にわたってＲＰＥ細胞が複数回投与される治療過程を含む。
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例示的な治療過程は、毎週、隔週、毎月、年４回、年２回、または、年１回の治療を含み
得る。あるいは、治療は、並行して進める場合があり、それによって、最初に複数回投与
（例えば、１週目における１日用量）が必要になり、その後回数および用量を減らすこと
が必要である。数多くの治療計画が意図される。
【００２９】
　特定の実施形態では、投与したＲＰＥ細胞が、分化したＲＰＥ細胞と成熟ＲＰＥ細胞と
の混合集団を含む。他の実施形態では、投与したＲＰＥ細胞が、分化したＲＰＥ細胞もし
くは成熟ＲＰＥ細胞のどちらかの実質的に精製した集団を含む。例えば、投与したＲＰＥ
細胞は、２５％、２０％、１５％、１０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％
、２％未満、もしくは１％未満の他のＲＰＥ細胞型を含有し得る。
【００３０】
　特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞が、薬剤として許容される担体もしくは補形剤内で製
剤化される。
【００３１】
　特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞を含む製剤が、懸濁液、マトリクス、もしくは基質内
に移植される。特定の実施形態では、製剤が、眼の網膜下腔への注射によって投与される
。特定の実施形態では、約１０４～約１０６個の細胞が対象に投与される。特定の実施形
態において、当該方法は、対象における網膜電図応答、視運動視力閾値、もしくは輝度閾
値を測定することによって、治療もしくは予防の有効性を監視する工程をさらに含む。当
該方法は、細胞の免疫原性もしくは眼の細胞の遊走を監視することによって、治療または
予防の有効性を監視する工程も含み得る。
【００３２】
　特定の態様において、本発明は、有効量のＲＰＥ細胞を含む、網膜変性を特徴とする状
態を治療もしくは予防するための医薬製剤であって、ＲＰＥ細胞が、ヒト胚幹細胞もしく
は他の多能性幹細胞に由来する、医薬製剤を提供する。医薬製剤は、投与の経路に従って
、薬剤として許容される担体内で製剤化され得る。例えば、製剤は、眼の網膜下腔への投
与のために製剤化され得る。組成物は、少なくとも１０４、１０５、５×１０５、６×１
０５、７×１０５、８×１０５、９×１０５、１０６、２×１０６、３×１０６、４×１
０６、５×１０６、６×１０６、７×１０６、８×１０６、９×１０６、もしくは１０７

個のＲＰＥ細胞を含み得る。特定の実施形態では、組成物が、少なくとも２×１０７、５
×１０７、６×１０７、７×１０７、８×１０７、９×１０７、１×１０８個のＲＰＥ細
胞を含み得る。特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞が、成熟ＲＰＥ細胞を含む場合があり、
したがって、細胞数は、分化したＲＰＥ細胞および成熟分化したＲＰＥ細胞の両方の合計
を含む。
【００３３】
　別の態様において、本発明は、ＲＰＥ細胞の生存を調節する薬剤を同定するためにスク
リーニングするための方法を提供する。例えば、ヒト胚幹細胞から分化したＲＰＥ細胞は
、ＲＰＥの生存を促進する薬剤をスクリーニングするのに使用することができる。同定し
た薬剤は、治療計画の一部として単独で、もしくはＲＰＥ細胞と組み合わせて使用するこ
とができる。あるいは、同定した薬剤は、インビトロで分化したＲＰＥ細胞の生存を高め
る培養方法の一部として使用することができる。
【００３４】
　別の態様において、本発明は、ＲＰＥ細胞の成熟度を調節する薬剤を同定するためにス
クリーニングするための方法を提供する。例えば、ヒトＥＳ細胞から分化したＲＰＥ細胞
は、ＲＰＥの成熟を促進する薬剤をスクリーニングするのに使用することができる。
【００３５】
　上述した特定の実施形態のいずれにおいても、当該方法が、適正製造基準（ＧＭＰ）に
従って実行される。上述した特定の実施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞がそこから
分化されるヒト胚幹細胞もしくは他の多能性幹細胞は、適正製造基準（ＧＭＰ）に従って
誘導された。上述した特定の実施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞がそこから分化さ
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れるヒト胚幹細胞は、残りの胚を破壊せずに初期胚から取り出される１つ以上の分割球に
由来するものであった。
【００３６】
　別の態様において、本発明は、ＲＰＥ細胞を生成するための出発材料もしくはその製剤
を、ヒト胚幹細胞の代わりに、他の型のヒト多能性幹細胞とすることができることを意図
している。一例として、本発明は、含まれる人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞を、本明細書で
説明される方法を使用してＲＰＥ細胞を分化するための出発材料として使用することを意
図している。このようなｉＰＳ細胞は、細胞バンクから得るか、あるいは前もって誘導す
ることができる。あるいは、ｉＰＳ細胞は、ＲＰＥ細胞に対する分化を始める前に、新た
に発生させることができる。
【００３７】
　ある実施形態では、ｉＰＳ細胞を含む、多能性幹細胞から分化したＲＰＥ細胞もしくは
製剤が、治療法で使用される。
【００３８】
　本発明は、ヒト胚幹細胞（ｈＥＳＣ）もしくは他のヒト多能性幹細胞から最終分化した
、機能ヒト網膜色素上皮（ｈＲＰＥ）細胞も提供する。ヒト以外の霊長類の移植実験にお
いて、これらのｈＲＰＥは、特有のｍＲＮＡおよびタンパク質の発現等のそれらの特有の
物理的特徴によって、他の細胞から同定することができる。さらに、ｈＲＰＥは、網膜変
性の有効な動物モデルに植設される時に、罹患動物の網膜変性を治療し得る。したがって
、本発明のｈＲＰＥは、種々の網膜変性障害に苦しむ患者の治療に有用である。本発明は
、したがって、視覚変性疾患および障害の治療のために、ＧＬＰ様およびＧＭＰに準拠し
た状態の下で生成および製造することができる、ｈＲＰＥの再生可能な源を提供する。
【００３９】
　特定の実施形態において、本発明は、ヒト胚幹細胞に由来するヒト網膜色素上皮細胞を
提供し、この細胞は、色素性であり、ヒト網膜色素上皮細胞ではない細胞内では発現しな
い、少なくとも１つの遺伝子を発現する。特定の実施形態において、ヒト網膜色素上皮細
胞は、少なくとも１つのタンパク質、分子、もしくは自然環境内に見られる他の不純物か
ら単離される。
【００４０】
　別の実施形態において、本発明は、ヒト胚幹細胞もしくは他の多能性幹細胞に由来する
ヒトＲＰＥ細胞を含む細胞培養物を提供するが、この細胞は、色素性であり、ヒトＲＰＥ
ではない細胞内では発現しない、少なくとも１つの遺伝子を発現する。このように使用し
た時に、色素性とは、任意の色素沈着のレベル、例えば、ＲＰＥ細胞をＥＳ細胞から分化
させる時に最初に生じる色素沈着のレベルを指す。色素沈着は、分化したＲＰＥ細胞の細
胞密度および成熟度によって変動し得る。しかしながら、細胞が色素性であると称される
場合、この用語は、いずれかの、および全ての色素沈着のレベルを指すものと理解された
い。
【００４１】
　いくつかの実施形態では、細胞培養物が、実質的に精製したヒトＲＰＥ細胞の集団を含
む。実質的に精製したｈＲＰＥ細胞の集団とは、ｈＲＰＥ細胞が、集団内の細胞のうちの
少なくとも約７５％で構成されるものである。他の実施形態において、実質的に精製した
ｈＲＰＥ細胞の集団は、ｈＲＰＥ細胞が、集団内の細胞のうちの少なくとも約８０％、８
５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９７．５％
、９８％、９９％、また、さらには９９％超で構成されるものである。いくつかの実施形
態では、細胞培養物内のｈＲＰＥ細胞の色素沈着が均一である。他の実施形態では、細胞
培養物内のｈＲＰＥ細胞の色素沈着が不均一であり、ＲＰＥ細胞の培養物は、分化したＲ
ＰＥ細胞および成熟ＲＰＥ細胞の両方を含む。本発明の細胞培養物は、少なくとも約１０
１、１０２、５×１０２、１０３、５×１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１０
８、もしくは少なくとも約１０９個のｈＲＰＥ細胞を含み得る。
【００４２】
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　本発明は、様々な色素沈着の程度を伴うヒト網膜色素上皮細胞を提供する。特定の実施
形態において、ヒト網膜色素上皮細胞の色素沈着は、ｈＲＰＥ細胞の最終分化後の平均ヒ
ト色素上皮細胞と同じである。特定の実施形態において、ヒト網膜色素上皮細胞の色素沈
着は、ｈＲＰＥ細胞の最終分化後の平均ヒト網膜色素上皮細胞よりも色素性が多い。特定
の他の実施形態において、ヒト網膜色素上皮細胞の色素沈着は、最終分化後の平均ヒト網
膜色素上皮細胞よりも色素性が少ない。
【００４３】
　特定の実施形態において、本発明は、ＥＳ細胞もしくは他の多能性幹細胞から分化され
、かつＲＰＥ－６５、ベストロフィン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、Ｏｔｘ２、およびＭｉ
ｔ－Ｆのうちの１つ以上（１、２、３、４、５、もしくは６つ）を（ｍＲＮＡおよび／ま
たはタンパク質レベルにおいて）１つ以上発現する、ヒトＲＰＥ細胞を提供する。特定の
実施形態では、遺伝子発現が、ｍＲＮＡ発現によって測定される。他の実施形態では、遺
伝子発現が、タンパク質発現によって測定される。特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞が、
Ｏｃｔ－４、アルカリ性ホスファターゼ、ｎａｎｏｇ、および／またはＲｅｘ－１等の、
ＥＳ特異的遺伝子を実質的に発現しない。他の実施形態では、ＲＰＥ細胞が、ｐａｘ－２
、ｐａｘ－６、および／またはチロシナーゼのうちの１つ以上（１、２、もしくは３つ）
を発現する。特定の実施形態では、ｐａｘ－２、ｐａｘ－６、および／またはチロシナー
ゼの発現が、成熟分化したＲＰＥ細胞と分化したＲＰＥ細胞とを区別する。他の実施形態
では、ＲＰＥ細胞が、表２に示されるマーカーのうちの１つ以上を発現し、１つ以上のマ
ーカーの発現が、（もしあれば）ヒトＥＳ細胞内での発現に対して、ＲＰＥ細胞内で上方
制御される。他の実施形態では、ＲＰＥ細胞は、表３に示されるマーカーのうちの１つ以
上を発現し、１つ以上のマーカーの発現が、（もしあれば）ヒトＥＳ細胞内での発現に対
して、ＲＰＥ細胞内で下方制御される。
【００４４】
　特定の実施形態において、本発明は、ヒト胚幹細胞もしくは他の多能性幹細胞に由来す
るヒトＲＰＥ細胞を含む、医薬製剤を提供する。医薬製剤は、少なくとも約１０１、１０
２、５×１０２、１０３、５×１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、もし
くは約１０９個のｈＲＰＥ細胞を含み得る。
【００４５】
　他の実施形態において、本発明は、本明細書で説明されるＲＰＥ細胞の凍結保存製剤を
提供する。凍結保存製剤は、貯蔵のために数日もしくは数年間冷凍され得る。細胞は、例
えば極低温冷凍といった従来技術において公知のあらゆる適切な方法によって貯蔵されて
もよく、また、細胞の貯蔵に適切な任意の温度で冷凍されてもよい。例えば、細胞は、約
－２０℃、－８０℃、－１２０℃、もしくは細胞の貯蔵に適切な任意の温度で冷凍されて
もよい。極低温冷凍細胞は、適切な容器内で貯蔵され、細胞損傷のリスクを低減し、かつ
解凍しても細胞が生存している可能性を最大化するように貯蔵する準備がなされる。他の
実施形態では、ＲＰＥ細胞を、室温に保つ、もしくは、例えば約４℃で冷蔵することがで
きる。本明細書で説明される組成物の凍結保存製剤は、少なくとも約１０１、１０２、５
×１０２、１０３、５×１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１０８、もしくは約
１０９個のｈＲＰＥ細胞を含み得る。特定の実施形態において、本発明のｈＲＰＥ細胞は
、凍結保存後の貯蔵から回復される。特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞のうちの６５％、
７０％、７５％超、もしくは８０％超が、凍結保存後も生存度を維持する。他の実施形態
では、ＲＰＥ細胞のうちの８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、
９６％、９７％、９８％超、もしくは９９％が、超凍結保存後も生存度を維持する。
【００４６】
　別の態様において、本発明は、本明細書で説明される構造的、分子的、および機能的特
徴の任意の組み合わせを有する、実質的に精製したヒトＲＰＥ細胞の製剤を提供する。こ
のような製剤は、投与のための医薬製剤として製剤化されてもよく、および／または凍結
保存のために製剤化されてもよい。
【００４７】
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　別の態様において、本発明は、それを必要とする患者の状態を治療する薬物の製造にお
ける、本明細書で説明されるヒトＲＰＥ細胞の使用を提供する。別の実施形態において、
本発明は、それを必要とする患者の状態を治療する薬物の製造における、本明細書で説明
されるヒトＲＰＥ細胞を含む細胞培養物の使用を提供する。別の実施形態において、本発
明は、それを必要とする患者の状態を治療する薬物の製造における、本明細書で説明され
るヒトＲＰＥ細胞を含む医薬製剤の使用を提供する。治療され得る状態には、スタルガル
ト黄斑ジストロフィ、網膜色素変性症、黄斑変性症、緑内障、および糖尿病性網膜症等の
、網膜の変性疾患が挙げられるが、これに限定されない。特定の実施形態において、本発
明は、網膜変性を特徴とする状態を治療もしくは予防する方法であって、ＲＰＥ細胞を含
む有効量の製剤を、それを必要とする対象に投与する工程を含み、ＲＰＥ細胞が、哺乳類
の胚幹細胞に由来する、方法を提供する。網膜変性を特徴とする状態には、例えば、スタ
ルガルト黄斑ジストロフィ、加齢性黄斑変性症、糖尿病性網膜症、および網膜色素変性症
が挙げられる。
【００４８】
　他の実施形態において、本発明は、ヒト胚幹細胞もしくは他の多能性幹細胞に由来する
ヒトＲＰＥ細胞の溶液を提供し、このＲＰＥ細胞は、本明細書で説明される特質の任意の
組み合わせを有する。このような溶液は、本明細書で説明されるように、少なくとも約１
０１、１０２、５×１０２、１０３、５×１０３、１０４、１０５、１０６、１０７、１
０８、もしくは約１０９個のｈＲＰＥ細胞を含み得る。このような溶液は、対象への注射
に好適である。このような溶液は、本明細書に説明される凍結保存に好適である。本発明
は、例えば眼の網膜変性疾患等の、ＲＰＥ細胞の投与によって治療することができる疾患
を治療する薬物の製造に対する、これらの溶液の使用も提供する。
【００４９】
　別の態様において、本発明のＲＰＥ細胞は、ＧＭＰの規定の下で前もって誘導した、ヒ
ト胚幹細胞もしくは他の能性幹細胞に由来する。ある実施形態において、ヒトＥＳ細胞は
、任意で胚を破壊せずに、初期卵割期胚の１つ以上の分割球に由来する。別の実施形態に
おいて、ヒトＥＳ細胞は、ヒト胚幹細胞のライブラリに由来する。特定の実施形態におい
て、当該のヒト胚幹細胞のライブラリは、ヒト集団内に存在する少なくとも１つのＭＨＣ
対立遺伝子についてそれぞれがヘミ接合性、ホモ接合性、もしくはヌル接合性である幹細
胞を含み、当該のヒト胚幹細胞のライブラリの各メンバは、ライブラリの残りのメンバに
対する異なる組のＭＨＣ対立遺伝子についてヘミ接合性、ホモ接合性、もしくはヌル接合
性である。さらなる実施形態において、ヒト胚幹細胞のライブラリは、ヒト集団内に存在
する全てのＭＨＣ対立遺伝子についてヘミ接合性、ホモ接合性、もしくはヌル接合性であ
る幹細胞を含む。特定の他の実施形態において、本発明は、ヒト集団内に存在する少なく
とも１つのＭＨＣ対立遺伝子についてそれぞれがヘミ接合、ホモ接合、もしくはヌル接合
であるＲＰＥ細胞のライブラリであって、当該のＲＰＥ細胞のライブラリの各メンバが、
ライブラリの残りのメンバに対する異なる組のＭＨＣ対立遺伝子についてヘミ接合、ホモ
接合、もしくはヌル接合であるＲＰＥ細胞のライブラリを提供する。さらなる実施形態に
おいて、本発明は、ヒト集団内に存在する全てのＭＨＣ対立遺伝子についてヘミ接合性、
ホモ接合性、もしくはヌル接合性であるヒトＰＲＥ細胞のライブラリを提供する。
【００５０】
　上述した特定の実施形態のいずれにおいても、当該の実質的に精製したＲＰＥ細胞（成
熟ＲＰＥ細胞の有無に関わらず）の培養物は、貯蔵のために冷凍される。細胞は、例えば
極低温冷凍といった従来技術において公知のあらゆる適切な方法によって貯蔵されてもよ
く、また、細胞の貯蔵に適切な任意の温度で冷凍されてもよい。例えば、細胞は、約－２
０℃、－８０℃、－１２０℃、もしくは細胞の貯蔵に適切な任意の温度で冷凍されてもよ
い。極低温冷凍細胞は、適切な容器内に貯蔵され、細胞損傷のリスクを低減し、かつ解凍
しても細胞が生存している可能性を最大化するように貯蔵する準備がなされる。他の実施
形態では、ＲＰＥ細胞を、室温に保つ、もしくは、例えば約４℃で冷蔵することができる
。
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【００５１】
　上述した特定の実施形態のいずれにおいても、ヒトＲＰＥ細胞は、適正製造基準（ＧＭ
Ｐ）に従って生成される。上述した特定の実施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞がそ
こから分化されるヒト胚幹細胞を、適正製造基準（ＧＭＰ）に従って誘導したものとした
。上述した特定の実施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞がそこから分化されるヒト胚
幹細胞を、残りの胚を破壊せずに初期胚から取り出される１つ以上の分割球に由来するも
のとした。このように、本発明は、実質的に精製したＲＰＥ細胞の製剤を含む、ＧＭＰに
準拠したＲＰＥ細胞の製剤を提供する。このような製剤は、実質的にウイルス、細菌、お
よび／または菌類の汚染または感染の無いものである。
【００５２】
　上述した特定の実施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞の組成物もしくは製剤が、少
なくとも１×１０５個のＲＰＥ細胞、少なくとも５×１０５個のＲＰＥ細胞、少なくとも
１×１０６個のＲＰＥ細胞、少なくとも５×１０６個のＲＰＥ細胞、少なくとも１×１０
７個のＲＰＥ細胞、少なくとも２×１０７個のＲＰＥ細胞、少なくとも３×１０７個のＲ
ＰＥ細胞、少なくとも４×１０７個のＲＰＥ細胞、少なくとも５×１０７個のＲＰＥ細胞
、少なくとも６×１０７個のＲＰＥ細胞、少なくとも７×１０７個のＲＰＥ細胞、少なく
とも８×１０７個のＲＰＥ細胞、少なくとも９×１０７個のＲＰＥ細胞、少なくとも１×
１０８個のＲＰＥ細胞、少なくとも２×１０８個のＲＰＥ細胞、少なくとも５×１０８個
のＲＰＥ細胞、少なくとも７×１０８個のＲＰＥ細胞、もしくは少なくとも１×１０９個
のＲＰＥ細胞を含む。特定の実施形態では、製剤内のＲＰＥ細胞の数が、成熟度のレベル
に関わらず、かつ分化したＲＰＥ細胞および成熟分化したＲＰＥ細胞の相対的割合に関わ
らず、分化したＲＰＥ細胞を含む。他の実施形態では、製剤内のＲＰＥ細胞の数が、分化
したＲＰＥ細胞もしくは成熟ＲＰＥ細胞のどちらかの数を指す。
【００５３】
　特定の実施形態において、当該方法は、移植に好適なＲＰＥ細胞の製剤を生成するよう
に、分化したＲＰＥ細胞および／または分化した成熟ＲＰＥ細胞を製剤化する工程をさら
に含む。
【００５４】
　別の態様において、本発明は、網膜変性を特徴とする状態を治療もしくは予防する方法
であって、ＲＰＥ細胞を含む有効量の製剤を、それを必要とする対象に投与する工程を含
み、該ＲＰＥ細胞が、ヒト多能性幹細胞に由来する、方法を提供する。特定の実施形態で
は、ＲＰＥ細胞が、本明細書で説明される方法のうちのいずれかを使用して誘導される。
網膜変性を特徴とする状態には、例えば、スタルガルト黄斑ジストロフィ、加齢性黄斑変
性症（乾燥型もしくは滲出型）、糖尿病性網膜症、および網膜色素変性症が挙げられる。
【００５５】
　特定の実施形態では、製剤を前もって凍結保存しておき、移植前に解凍した。
【００５６】
　特定の実施形態では、治療方法は、シクロスポリンもしくは１つ以上の他の免疫抑制剤
の投与をさらに含む。使用時に、免疫抑制剤は、全身的もしくは局所的に投与されてもよ
く、またそれらは、ＲＰＥ細胞の投与前に、それと同時に、もしくはその後に投与されて
もよい。特定の実施形態では、免疫抑制療法が、ＲＰＥ細胞の投与後に、数週間、数ヶ月
間、数年間、もしくは無制限に継続する。
【００５７】
　特定の実施形態では、治療方法が、単一用量のＲＰＥ細胞の投与を含む。他の実施形態
では、治療方法が、ある期間にわたってＲＰＥ細胞が複数回投与される治療過程を含む。
例示的な治療過程は、毎週、隔週、毎月、年４回、年２回、または、年１回の治療を含み
得る。あるいは、治療は、並行して進める場合があり、それによって、最初に複数回投与
（例えば、１週目における１日用量）が必要になり、その後回数および用量を減らすこと
が必要である。数多くの治療計画が意図される。
【００５８】
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　特定の実施形態では、投与したＲＰＥ細胞が、分化したＲＰＥ細胞と成熟ＲＰＥ細胞と
の混合集団を含む。他の実施形態では、投与したＲＰＥ細胞が、分化したＲＰＥ細胞もし
くは成熟ＲＰＥ細胞のどちらかの実質的に精製した集団を含む。例えば、投与したＲＰＥ
細胞は、２５％、２０％、１５％、１０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％
、２％未満、もしくは１％未満の他のＲＰＥ細胞型を含有し得る。
【００５９】
　特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞が、薬剤として許容される担体もしくは補形剤内で製
剤化される。
【００６０】
　特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞を含む製剤が、懸濁液、マトリクス、もしくは基質内
に移植される。特定の実施形態では、製剤が、眼の網膜下腔への注射によって投与される
。特定の実施形態では、製剤が、経角膜的に投与される。特定の実施形態では、約１０４

～約１０６個の細胞が対象に投与される。特定の実施形態において、当該方法は、対象に
おける網膜電図応答、視運動視力閾値、もしくは輝度閾値を測定することによって、治療
もしくは予防の有効性を監視する工程をさらに含む。当該方法は、細胞の免疫原性もしく
は眼の細胞の遊走を監視することによって、治療または予防の有効性を監視する工程も含
み得る。
【００６１】
　特定の態様において、本発明は、有効量のＲＰＥ細胞を含む、網膜変性を特徴とする状
態を治療もしくは予防するための医薬製剤であって、ＲＰＥ細胞が、ヒト胚幹細胞もしく
は他の多能性幹細胞に由来する、医薬製剤を提供する。医薬製剤は、投与の経路に従って
、薬剤として許容される担体内で製剤化され得る。例えば、製剤は、眼の網膜下腔もしく
は角膜への投与のために製剤化され得る。組成物は、少なくとも１０４、１０５、５×１
０５、６×１０５、７×１０５、８×１０５、９×１０５、１０６、２×１０６、３×１
０６、４×１０６、５×１０６、６×１０６、７×１０６、８×１０６、９×１０６、も
しくは１０７個のＲＰＥ細胞を含み得る。特定の実施形態では、組成物が、少なくとも２
×１０７、５×１０７、６×１０７、７×１０７、８×１０７、９×１０７、１×１０８

個のＲＰＥ細胞を含み得る。特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞が、成熟ＲＰＥ細胞を含む
場合があり、したがって、細胞数は、分化したＲＰＥ細胞および成熟分化したＲＰＥ細胞
の両方の合計を含む。
【００６２】
　別の態様において、本発明は、ＲＰＥ細胞の生存を調節する薬剤を同定するためにスク
リーニングするための方法を提供する。例えば、ヒト胚幹細胞から分化したＲＰＥ細胞は
、ＲＰＥの生存を促進する薬剤をスクリーニングするのに使用することができる。同定し
た薬剤は、治療計画の一部として単独で、もしくはＲＰＥ細胞と組み合わせて使用するこ
とができる。あるいは、同定した薬剤は、インビトロで分化したＲＰＥ細胞の生存を高め
る培養方法の一部として使用することができる。
【００６３】
　別の態様において、本発明は、ＲＰＥ細胞の成熟度を調節する薬剤を同定するためにス
クリーニングするための方法を提供する。例えば、ヒトＥＳ細胞から分化したＲＰＥ細胞
は、ＲＰＥの成熟を促進する薬剤をスクリーニングするのに使用することができる。
【００６４】
　上述した特定の実施形態のいずれにおいても、当該方法は、適正製造基準（ＧＭＰ）に
従って実行される。上述した特定の実施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞がそこから
分化されるヒト胚幹細胞を、適正製造基準（ＧＭＰ）に従って誘導したものとした。上述
した特定の実施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞がそこから分化されるヒト胚幹細胞
を、残りの胚を破壊せずに初期胚から取り出される１つ以上の分割球に由来するものとし
た。
【００６５】
　別の態様において、本発明は、ＲＰＥ細胞を生成するための出発材料もしくはその製剤
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を、ヒト胚幹細胞の代わりに、他の型のヒト多能性幹細胞とすることができることを意図
している。一例として、本発明は、ｈＥＳの特徴を有する、含まれる人工多能性幹（ｉＰ
Ｓ）細胞を、本明細書で説明される方法を使用してＲＰＥ細胞を分化させるための出発材
料として同様に使用できることを意図している。このようなｉＰＳ細胞は、細胞バンクか
ら得るか、あるいは前もって誘導することができる。あるいは、ｉＰＳ細胞は、ＲＰＥ細
胞に対する分化を始める前に、新たに発生させることができる。
【００６６】
　ある実施形態では、ｉＰＳ細胞を含む、多能性幹細胞から分化したＲＰＥ細胞もしくは
製剤が、治療法で使用される。
【００６７】
　本発明は、上述もしくは下述の態様および実施形態の任意の組み合わせを意図している
。例えば、分化したＲＰＥ細胞および成熟ＲＰＥ細胞の任意の組み合わせを含むＲＰＥ細
胞の製剤は、本明細書で説明される疾患および状態のうちのいずれかの治療で使用するこ
とができる。同様に、出発材料としてヒト胚幹細胞を使用した、ＲＰＥ細胞を生成するた
めの本明細書で説明される方法は、出発材料として任意のヒト多能性幹細胞を使用して同
様に実行され得る。
【図面の簡単な説明】
【００６８】
【図１】ヒト胚幹細胞に由来するヒトＲＰＥ細胞の発育的な個体発生を示す概略的なモデ
ルである。
【図２】定量リアルタイム逆転写ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）による、ｈＥＳ細胞と、ヒト胚幹細
胞由来のＲＰＥ細胞との遺伝子発現の比較を示すグラフである。
【図３】定量リアルタイム逆転写ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）による、ＡＲＰＥ－１９細胞（事前
派生のＲＰＥ細胞系）と、ヒト胚幹細胞由来のＲＰＥ細胞との遺伝子発現の比較を示すグ
ラフである。
【図４】定量リアルタイム逆転写ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）による、胎児ＲＰＥ細胞と、ヒト胚
幹細胞由来のＲＰＥ細胞との遺伝子発現の比較を示すグラフである。
【図５】定量リアルタイム逆転写ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）による、成熟ＲＰＥ細胞と、ｈＥＳ
細胞との遺伝子発現の比較を示すグラフである。
【図６】ｈＥＳ特異的およびＲＰＥ特異的マーカーのウエスタンブロット分析を示す顕微
鏡写真である。ｈＥＳ細胞（レーン２）に由来する胚幹細胞由来のＲＰＥ細胞（レーン１
）は、ｈＥＳ特異的タンパク質Ｏｃｔ－４、Ｎａｎｏｇ、およびＲｅｘ－１を発現しなか
った。しかしながら、ＲＰＥ特異的タンパク質を発現する胚幹細胞由来のＲＰＥ細胞は、
ＲＰＥ６５、ＣＲＡＬＢＰ、ＰＥＤＦ、ベストロフィン、ＰＡＸ６、およびＯｔｘ２を含
んでいた。タンパク質負荷対照としてアクチンを使用した。
【図７】マイクロアレイ遺伝子発現の分析線図の主な構成要素を示すグラフである。６９
％の変動率を表す構成要素１は、細胞型を表し、一方で、構成要素２は、細胞系（すなわ
ち遺伝子の変動性）を表す。遺伝子発現プロファイルの線形に近い分散が、ｈＥＳ細胞に
由来するｈＲＰＥの発育的な個体発生を特徴付けている。
【発明を実施するための形態】
【００６９】
　本明細書で説明される本発明を完全に理解することができるように、以下、発明を実施
するための形態を記載する。本発明の種々の実施形態は、詳細に説明され、かつ提供した
実施例によってさらに例示され得る。
【００７０】
　特に定義されない限り、本明細書において使用される全ての技術的および科学的用語は
、本発明が属する技術分野の当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を有する
。本明細書で説明されるものと同様もしくは同等の方法および材料を、本発明もしくは本
発明の試験で使用することができるが、好適な方法および材料は下述する。材料、方法、
および実施例は、例示的なものに過ぎず、限定することを意図したものではない。
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【００７１】
　本明細書で述べられる全ての公報、特許、特許公報、および出願、ならびに他の文書は
、参照することによりその全体が組み込まれる。
【００７２】
　本発明をさらに明確にするために、以下の用語および定義が本明細書に提供される。
【００７３】
　本明細書の説明文、および以下の請求項の全体を通して使用される場合、「ａ」、「ａ
ｎ」、および「ｔｈｅ」の意味には、文脈に明示されていない限り、複数形の意味を含む
。また、本明細書の説明で使用される場合、「ｉｎ」の意味には、文脈に明示されていな
い限り、「ｉｎ」および「ｏｎ」を含む。
【００７４】
　本明細書の全体を通して、「含む」（ｃｏｍｒｉｓｅ、ｃｏｍｐｒｉｓｅｓ、ｃｏｍｐ
ｒｉｓｉｎｇ）という語は、明示された整数もしくは整数群の包含を意味するものであり
、他のあらゆる整数もしくは整数群を除外することを意味するものではないと理解される
であろう。
【００７５】
　「胚」もしくは「胚の」は、母体宿主の子宮膜内に植設しなかった、成長細胞塊を意味
する。「胚細胞」とは、胚から単離した、または胚に含有される細胞である。これは、２
細胞期という早い時期に得られる分割球、および凝集分割球も含む。
【００７６】
　「胚幹細胞」という用語は、胚由来の細胞を指す。より具体的には、胚盤胞もしくは桑
実胚の内細胞塊から単離される細胞、および細胞系として連続継代させた細胞を指す。当
該用語は、好ましくは胚の残部を破壊せずに、胚の１つ以上の分割球から単離される細胞
も含む。当該用語は、非胚細胞がそのプロセスで使用される時であっても、体細胞核移入
によって生成される細胞も含む。
【００７７】
　「ヒト胚幹細胞」（ｈＥＳ細胞）という用語は、従来技術において使用されるように本
明細書で使用される。この用語は、ヒト胚盤胞の内細胞塊、もしくは細胞系として連続継
代させた桑実胚に由来する細胞を含む。ｈＥＳ細胞は、卵細胞と精子もしくはＤＮＡとの
受精、核移入、単為生殖に由来するもの、またはＨＬＡ領域内でホモ接合性を伴うｈＥＳ
細胞を発生させる手段によるものであってもよい。ヒトＥＳ細胞はまた、精子および卵細
胞の融合、核移入、単為生殖によって生成される、または細胞を生成するためのクロマチ
ンの再プログラムおよびその後の再プログラムしたクロマチンの原形質膜への組み込みに
よって生成される、接合体、分割球、もしくは胚盤胞期の哺乳類の胚にも由来する。本発
明のヒト胚幹細胞には、ＭＡ０１、ＭＡ０９、ＡＣＴ－４、Ｎｏ．３、Ｈ１、Ｈ７、Ｈ９
、Ｈ１４、およびＡＣＴ３０胚幹細胞が挙げられるが、これに限定されない。特定の実施
形態では、ＲＰＥ細胞を生成するのに使用されるヒトＥＳ細胞は、ＧＭＰ規格に従って誘
導および保持される。ヒト胚幹細胞は、それらの源、またはそれらを生成するのに使用さ
れる特定の方法に関わらず、（ｉ）３つ全ての胚葉層の細胞に分化させる能力、（ｉｉ）
少なくともＯｃｔ－４およびアルカリ性ホスファターゼの発現、および（ｉｉｉ）免疫無
防備状態の動物に移植される時に奇形腫を生成する能力、に基づいて同定することができ
る。
【００７８】
　「ヒト胚由来の細胞」（ｈＥＤＣ）という用語は、桑実胚由来の細胞、内細胞塊、胚盾
、もしくは胚盤葉上層の細胞を含む胚盤胞由来の細胞、または原始内胚葉、外胚葉、およ
び中胚葉およびそれらの誘導体を含み、また、凝集した単一の分割球に由来する分割球お
よび細胞塊、もしくは様々な発育期に由来する胚も含む初期胚の他の全能性または多能性
幹細胞を指すが、細胞系として継代されたヒト胚幹細胞は除く。
【００７９】
　本明細書で使用する場合、「多能性幹細胞」という用語は、多能性幹細胞が誘導される
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方法に関わらず、胚幹細胞、胚由来の幹細胞、および人工多能性幹細胞を含む。多能性幹
細胞は、（ａ）免疫不全（ＳＣＩＤ）マウス内に移植した時に奇形腫を誘発することがで
きる、（ｂ）３つ全ての胚葉層の細胞型に分化することができる（例えば、外胚葉、中胚
葉、および内胚葉の細胞型に分化することができる）、および（ｃ）胚幹細胞の１つ以上
のマーカーを発現する（例えば、Ｏｃｔ－４、アルカリ性ホスファターゼ、ＳＳＥＡ－３
表面抗原、ＳＳＥＡ－４表面抗原、ｎａｎｏｇ、ＴＲＡ－１－６０、ＴＲＡ－１－８１、
ＳＯＸ２、ＲＥＸ１等を発現する）、幹細胞として機能的に定義される。例示的な多能性
幹細胞は、例えば当技術分野において公知の方法を使用して発生させることができる。例
示的な多能性幹細胞は、胚盤胞期胚のＩＣＭに由来する胚幹細胞の他に、（任意で、胚の
残部を破壊せずに）卵割期もしくは桑実胚期胚の１つ以上の分割球に由来する胚幹細胞も
含む。このような胚幹細胞は、体細胞核移入（ＳＣＮＴ）、単為生殖、および雄性生殖を
含む、受精によって、もしくは無性手段によって生成される胚材料から発生させることが
できる。さらなる例示的な多能性幹細胞は、因子（本明細書では、再プログラミング因子
と称する）の組み合わせを発現させる、もしくは発現を誘発することにより、体細胞を再
プログラムすることによって発生される人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）を含む。ｉＰＳ
細胞は、胎児、初生児、新生児、幼若児、もしくは成人の体細胞を使用して発生させるこ
とができる。特定の実施形態において、体細胞を多能性幹細胞に再プログラムするのに使
用することができる因子には、例えば、Ｏｃｔ－４（Ｏｃｔ３／４と称されることもある
）、Ｓｏｘ２、ｃ－Ｍｙｃ、およびＫｌｆ４の組み合わせが挙げられる。他の実施形態に
おいて、体細胞を多能性幹細胞に再プログラムするのに使用することができる因子には、
例えば、Ｏｃｔ－４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、およびＬｉｎ２８の組み合わせが挙げられ
る。他の実施形態では、体細胞は、少なくとも２つの再プログラミング因子、少なくとも
３つの再プログラミング因子、もしくは４つの再プログラミング因子を発現することによ
って再プログラムされる。他の実施形態では、体細胞を多能性幹細胞に再プログラムする
ように、追加的な再プログラミング因子が同定され、単独で、もしくは１つ以上の公知の
再プログラミング因子と組み合わせて使用される。
【００８０】
　「ＲＰＥ細胞」、「分化したＲＰＥ細胞」、「ＥＳ由来のＲＰＥ細胞」、および「ヒト
ＲＰＥ細胞」という用語は、本発明の方法を使用して、ヒト胚幹細胞から分化させたＲＰ
Ｅ細胞を指すのに、全体を通して代替可能に使用される。当該用語は、一般的に、細胞の
成熟度のレベルに関わらず、分化したＲＰＥ細胞を指すために使用され、したがって、種
々の成熟度のレベルのＲＰＥ細胞を包含し得る。分化したＲＰＥ細胞は、それらの敷石状
の形態および色素の初期の出現によって、視覚的に認識することができる。分化したＲＰ
Ｅ細胞は、Ｏｃｔ－４およびｎａｎｏｇ等の胚幹細胞マーカーの実質的な発現の不足に基
づいて、ならびにＲＰＥ－６５、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、およびベストロフィン等のＲ
ＰＥマーカーの発現に基づいて、分子的に同定することもできる。他のＲＰＥ様細胞を指
す場合、それらは概して、具体的には、成人、胎児、もしくはＡＰＲＥ－１９細胞を指す
ことに留意されたい。したがって、特に明記しない限り、ＲＰＥ細胞は、本明細書で使用
する場合、ヒト胚幹細胞から分化したＲＰＥ細胞を指す。
【００８１】
　「成熟ＲＰＥ細胞」および「成熟分化したＲＰＥ細胞」という用語は、ＲＰＥ細胞の初
期分化の後に生じる変化を指すように、全体を通して代替可能に使用される。具体的には
、ＲＰＥ細胞は、色素の初期の出現に部分的に基づいて認識することができるが、分化の
後、成熟ＲＰＥは、色素沈着の増強に基づいて認識することができる。分化後の色素沈着
は、細胞のＲＰＥ状態の変化を示さない（例えば、細胞は、依然として分化したＲＰＥ細
胞である）。むしろ、分化後の色素の変化は、ＲＰＥ細胞が培養されて保持される密度に
対応する。したがって、成熟ＲＰＥ細胞は、初期分化の後に蓄積する、色素沈着の増加を
有する。成熟ＲＰＥ細胞は、ＲＰＥ細胞よりも色素性が多いが、ＲＰＥ細胞は、若干の色
素沈着のレベルを有する。成熟ＲＰＥ細胞は、色素沈着が減少する程度の低い密度で二次
培養することができる。この文脈において、成熟ＲＰＥ細胞は、ＲＰＥ細胞を生成するよ
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うに培養することができる。このようなＲＰＥ細胞は、それでもＲＰＥ分化のマーカーを
発現する分化したＲＰＥ細胞である。したがって、ＲＰＥ細胞が分化し始める時に生じる
色素沈着の初期の出現とは対照的に、分化後の色素沈着の変化は、現象学的であり、ＲＰ
Ｅの運命から外れた細胞の逆分化を反映しない。分化後の色素沈着の変化はまた、ｐａｘ
－２の発現と相関することに留意されたい。他のＲＰＥ様細胞を指す場合、それらは概し
て、具体的には、成人、胎児、もしくはＡＰＲＥ－１９細胞を指すことに留意されたい。
したがって、特に明記しない限り、ＲＰＥ細胞は、本明細書で使用する場合、ヒト胚幹細
胞から分化したＲＰＥ細胞を指す。
【００８２】
　「ＡＰＲＥ－１９」は、前もって誘導したヒトＲＰＥ細胞系の細胞を指す。ＡＰＲＥ－
１９細胞は、自発的に発生し、ヒト胚もしくは胚幹細胞に由来しない。
【００８３】
　概要
　本発明は、ヒト胚幹細胞または他のヒト多能性幹細胞に由来するヒト網膜色素性上皮（
ＲＰＥ）細胞を含む、製剤および組成物を提供する。ＲＰＥ細胞は、少なくともある程度
まで色素沈着する。ＲＰＥ細胞は、（いかなる感知できるレベルでも）胚幹細胞マーカー
Ｏｃｔ－４、ｎａｎｏｇ、もしくはＲｅｘ－１を発現しない。具体的には、ＲＰＥ細胞に
おけるこれらのＥＳ遺伝子の発現は、定量ＲＴ－ＰＣＲによって評価した時に、ＥＳ細胞
における場合よりも約１００～１０００倍低い。ＲＰＥ細胞は、ｍＲＮＡおよびタンパク
質の両方のレベルにおいて、ＲＰＥ６５、ＣＲＡＬＢＰ、ＰＥＤＦ、ベストロフィン、Ｍ
ｉｔＦ、および／またはＯｔｘ２のうちの１つ以上を発現する。特定の他の実施形態では
、ＲＰＥ細胞は、ｍＲＮＡおよびタンパク質の両方のレベルにおいて、Ｐａｘ－２、Ｐａ
ｘ－６、ＭｉｔＦ、およびチロシナーゼのうちの１つ以上を発現する。上述した特定の実
施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞は、分化したＲＰＥ細胞と比較して、色素沈着が
増加した成熟ＲＰＥ細胞である。
【００８４】
　本発明は、ヒトＲＰＥ細胞、実質的に精製したヒトＲＰＥ細胞の集団を含む細胞培養物
、ヒト網膜色素上皮細胞を含む医薬製剤、およびヒトＲＰＥ細胞の凍結保存製剤を提供す
る。特定の実施形態では、本発明は、それを必要とする患者の状態を治療する薬物の製造
における、ヒトＲＰＥ細胞の使用を提供する。あるいは、本発明は、それを必要とする患
者の状態を治療する薬物の製造における、細胞培養物の使用を提供する。本発明は、それ
を必要とする患者の状態を治療する薬物の製造における、医薬製剤の使用も提供する。上
述したうちのいずれかでは、ＲＰＥ細胞を含む製剤は、様々な成熟度のレベルの分化した
ＲＰＥ細胞を含み得、または特定の成熟度のレベルの分化したＲＰＥ細胞に関して、実質
的に純粋であり得る。上述した特定の実施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞を含む製
剤は、適正製造基準（ＧＭＰ）に従って調製される（例えば、製剤は、ＧＭＰに準拠する
）。特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞を含む製剤は、実質的に細菌、ウイルス、もしくは
菌類の汚染または感染の無いものである。
【００８５】
　ヒトＲＰＥ細胞（胚由来、もしくは他の多能性幹細胞に由来する）は、それらの構造的
特性に基づいて同定および特徴付けることができる。具体的には、および特定の実施形態
では、これらの細胞は、それらが、（遺伝子のレベルもしくはタンパク質のレベルで評価
した時の）１つ以上のマーカーの発現もしくは発現の不足に基づいて同定または特徴付け
ることができるという点で特有である。例えば、特定の実施形態では、分化したＥＳ由来
のＲＰＥ細胞は、マーカーであるＲＰＥ－６５、ベストロフィン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢ
Ｐ、Ｏｔｘ２、およびＭｉｔ－Ｆのうちの１つ以上の発現に基づいて同定または特徴付け
ることができる（例えば、細胞は、これらのマーカーのうちの少なくとも１つ、少なくと
も２つ、少なくとも３つ、少なくとも４つ、少なくとも５つ、もしくは少なくとも５つの
発現に基づいて特徴付けることができる）。追加的または代替的に、ＥＳ由来のＲＰＥ細
胞は、ＰＡＸ２、チロシナーゼ、および／またはＰＡＸ６の発現に基づいて同定または特
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徴付けることができる。追加的または代替的に、ｈＲＰＥ細胞は、（遺伝子のレベルもし
くはタンパク質のレベルで評価した時の）表１～３のうちのいずれかで分析される１つ以
上（１、２、３、４、５、６、７、８、９、１０、もしくは１０超）のマーカーの発現も
しくは発現の不足に基づいて同定または特徴付けることができる。
【００８６】
　追加的または代替的に、ＥＳ由来のＲＰＥ細胞は、細胞の色素沈着の程度に基づいて同
定および特徴付けることもできる。急速に分割する分化したｈＲＰＥ細胞は、軽く色素沈
着する。しかしながら、細胞密度が最大容量に到達する時、もしくはｈＲＰＥ細胞が特異
的に成熟する時に、ｈＲＰＥは、それらの特徴的表現型に六角形状を採り、かつメラニン
およびリポフスシンを蓄積することによって色素沈着レベルが増加する。このように、色
素沈着の初期の蓄積は、ＲＰＥの分化の指標として機能し、細胞密度に関連する色素沈着
の増加は、ＲＰＥの成熟度の指標として機能する。
【００８７】
　ＲＰＥ細胞を含む製剤は、非ＲＰＥ細胞型に対しては実質的に純粋であるが、分化した
ＲＰＥ細胞および成熟分化したＲＰＥ細胞の混合物を含有する、製剤を含む。ＲＰＥ細胞
を含む製剤は、非ＲＰＥ細胞型および他のレベルのＲＰＥ細胞の両方に対して実質的に純
粋である製剤も含む。
【００８８】
　上述した実施形態のうちのいずれかについて、本発明は、（上述のように特徴付けられ
る）ＲＰＥ細胞が、ヒト多能性幹細胞、例えばｉＰＳ細胞および胚幹細胞に由来し得るこ
とを意図している。特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞は、本明細書で説明される方法のう
ちのいずれかを使用して、ヒト多能性幹細胞から誘導される。
【００８９】
　ＲＰＥ細胞の分化
　胚幹（ＥＳ）細胞は、未分化状態でインビトロで無制限に保持することができ、さらに
実質的にあらゆる細胞型に分化させることができ、移植療法に対する回復させた組織適合
性細胞の無制限の供給を提供する。免疫拒絶の問題は、核移入および単為生殖技術によっ
て解決することができる。したがって、ヒト胚幹（ｈＥＳ）細胞は、ヒト細胞の分化に関
する研究に有用であり、かつ移植療法の潜在源とみなすことができる。今日まで、ヒトお
よびマウスＥＳ細胞の数多くの細胞型への分化が報告されており（Ｓｍｉｔｈによる総説
、２００１）、心筋細胞（Ｋｅｈａｔ他、２００１、Ｍｕｍｍｅｒｙ他、２００３、Ｃａ
ｒｐｅｎｔｅｒ他、２００２）、神経細胞および神経前駆体（Ｒｅｕｂｉｎｏｆｆ他、２
０００、Ｃａｒｐｅｎｔｅｒ他、２００１、Ｓｃｈｕｌｄｉｎｅｒ他、２００１）、脂肪
細胞（Ｂｏｓｔ他、２００２、Ａｕｂｅｒｔ他、１９９９）、肝細胞様細胞（Ｒａｍｂｈ
ａｔｌａ他、２００３）、造血細胞（Ｃｈａｄｗｉｃｋ他、２００３）、卵母細胞（Ｈｕ
ｂｎｅｒ他、２００３）、胸腺細胞様細胞（Ｌｉｎ　ＲＹ他、２００３）、膵島細胞（Ｋ
ａｈａｎ、２００３）、ならびに骨芽細胞（Ｚｕｒ　Ｎｉｅｄｅｎ他、２００３）が含ま
れる。
【００９０】
　本発明は、ヒトＥＳ細胞の、神経細胞系統、網膜色素上皮（ＲＰＥ）内の特殊化細胞へ
の分化を提供する。ＲＰＥは、脈絡膜と神経網膜との間の高密度な色素性上皮単層である
。ＲＰＥは、血流と網膜との間の障壁の一部として機能する。その機能は、脱落した桿体
および錘体の外部体節の貪食、迷光の吸収、ビタミンＡの代謝、レチノイドの再生、なら
びに組織修復を含む（Ｇｒｉｅｒｓｏｎ他、１９９４、ＦｉｓｈｅｒおよびＲｅｈ、２０
０１、Ｍａｒｍｏｒｓｔｅｉｎ他、１９９８）。ＲＰＥは、黒い色素細胞の敷石状の細胞
形態によって認識することができる。加えて、ＲＰＥのマーカーには、頂端微絨毛中にも
認められる細胞質タンパク質である細胞レチンアルデヒド結合タンパク質（ＣＲＡＬＢＰ
）（Ｂｕｎｔ－ＭｉｌａｍおよびＳａａｒｉ、１９８３）、網膜代謝に関与する細胞質タ
ンパク質であるＲＰＥ６５（Ｍａ他、２００１、Ｒｅｄｍｏｎｄ他、１９９８）、ベスト
卵黄様黄斑ジストロフィ遺伝子の産物であるベストロフィン（ＶＭＤ２、Ｍａｒｍｏｒｓ
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ｔｅｉｎ他、２０００）、ならびに４８ｋＤの分泌タンパク質である血管形成阻害特性を
有する色素上皮由来因子（ＰＥＤＦ）（Ｋａｒａｋｏｕｓｉｓ他、２００１、Ｊａｂｌｏ
ｎｓｋｉ他、２０００）を含む、公知のものが複数ある。
【００９１】
　ＲＰＥは、光受容体の維持において重要な役割を果たし、インビボの種々のＲＰＥの機
能不全は、ＲＰＥの剥離、異形成、萎縮、網膜症、網膜色素変性症、黄斑ジストロフィ、
もしくは加齢性黄斑変性症を含む変性等の、視力が変化する複数の疾患に関連し、光受容
体の損傷および失明をもたらす可能性がある。その創傷治癒能力のため、ＲＰＥは、移植
療法への適用において広く研究されている。ＲＰＥの移植が、視力回復の優れた潜在力を
有することが、複数の動物モデルおよびヒトにおいて示されている（Ｇｏｕｒａｓ他、２
００２、Ｓｔａｎｇａ他、２００２、Ｂｉｎｄｅｒ他、２００２、Ｓｃｈｒａｅｒｍｅｙ
ｅｒ他、２００１、Ｌｕｎｄ他による総説、２００１）。近年、ＲＰＥ移植のための別の
有望な適用分野が提案され、臨床試験の段階にまで到達している。これらの細胞がドーパ
ミンを分泌するため、それらをパーキンソン病の治療に使用することができる（Ｓｕｂｒ
ａｍａｎｉａｎ、２００１）。しかしながら、免疫特権を有する眼においてさえ、移植片
拒絶の問題があり、同種異系移植を使用する場合に、この手法の進歩を妨げている。他の
問題は、成人ＲＰＥが非常に低い増殖能を示すので、胎児組織に依存することである。本
発明は、移植片拒絶が生じる可能性を減少させ、かつ胎児組織の使用に対する依存性を取
り除く。
【００９２】
　免疫拒絶の問題は、核移入技術によって克服することができるので、免疫適合性組織の
源として、ｈＥＳ細胞は移植療法の有望さを保っている。網膜色素上皮様細胞および神経
前駆細胞を含む、ヒトＥＳ細胞の新しい分化誘導体の使用、およびそれを生成するための
分化系の使用は、移植におけるのＲＰＥおよび神経前駆細胞の魅力的な潜在的供給を提供
する。
【００９３】
　したがって、本発明の一態様は、精製および／または単離され得る、ヒト胚幹細胞に由
来するＲＰＥ細胞を発生させる、改良された方法を提供することである。このような細胞
は、例えば網膜色素変性症、黄斑変性症、および他の眼障害等の、網膜変性疾患の療法に
有用である。本発明を使用して生成することができる細胞型には、ＲＰＥ様細胞およびＲ
ＰＥ前駆体が挙げられるが、これに限定されない。同じく生成することができる細胞には
、虹彩色素上皮（ＩＰＥ）細胞、および介在神経細胞（例えば、内顆粒層（ＩＮＬ）の「
中継」神経細胞）およびマクリン細胞等の、他の視力に関連する神経細胞が挙げられる。
加えて、網膜細胞、桿体、錐体、および角膜細胞を生成することができる。本発明の別の
実施形態では、眼の脈管構造を提供する細胞を生成することもできる。
【００９４】
　ヒト胚幹細胞は、この方法の出発材料である。胚幹細胞は、フィーダー細胞の存在下も
しくは非存在下等で、従来技術において公知であるいかなる方法で培養されてもよい。加
えて、任意の方法を使用して生成されるヒトＥＳ細胞は、ＲＰＥ細胞を生成する出発材料
として使用することができる。例えば、ヒトＥＳ細胞は、卵子および精子をインビトロ受
精させた産物である胚盤胞期胚に由来してもよい。あるいは、ヒトＥＳ細胞は、任意で胚
の残部を破壊せずに、初期の卵割期胚から取り出される１つ以上の分割球に由来してもよ
い。さらに別の実施形態では、ヒトＥＳ細胞は、核移入を使用して生成され得る。出発材
料として、前もって凍結保存したヒトＥＳ細胞を使用することができる。
【００９５】
　ＲＰＥ細胞を生成するためのこの方法の第１の工程では、ヒト胚幹細胞が胚様体として
培養される。胚幹細胞は、ペレット化されても、培地内で再懸濁されても、培養皿（例え
ば、低接着培養皿）上に蒔かれて培養されてもよい。細胞は、ウイルス、細菌、昆虫、ま
たは動物の細胞培養のための市販の培地等の、高密度の細胞の成長に十分である、あらゆ
る培地内で培養されてもよい。特定の実施形態では、富栄養性で低タンパク質の培地（例
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えば、約１５０ｍｇ／ｍｌ（０．０１５％）の動物由来のタンパク質を含有する、ＭＤＢ
Ｋ－ＧＭ培地）が使用される。低タンパク質培地が使用される時に、培地は、例えば、約
５％、４％、３％、２．５％、２％、１．５％、１％、０．７５％、０．５％、０．２５
％、０．２％、０．１％、０．０５％、０．０２％、０．０１６％、０．０１５％以下、
またさらには０．０１０％以下の動物由来のタンパク質を含有する。低タンパク質培地内
に存在するタンパク質の割合という記述は、培地だけを指すものであり、例えばＢ－２７
サプリメント内に存在するタンパク質は含まれないことに留意されたい。したがって、細
胞が低タンパク質培地およびＢ－２７サプリメント内で培養される時には、培地内に存在
するタンパク質の割合が高くなる場合があるものと理解されたい。
【００９６】
　特定の実施形態では、富栄養性で無タンパク質の培地（例えば、ＭＤＢＫ－ＭＭ培地）
が使用される。培地の他の例には、例えば、ＯｐｔｉＰｒｏ　ＳＦＭ、ＶＰ－ＳＦＭ、お
よびＥＧＭ－２が挙げられる。このような媒体は、インスリン、トランスフェリン、亜セ
レン酸ナトリウム、グルタミン、アルブミン、エタノールアミン、フェチュイン、ペプト
ン、精製したリポタンパク質材料、ビタミンＡ、ビタミンＣ、およびビタミンＥ等の、栄
養成分を含み得る。
【００９７】
　特定の実施形態では、低タンパク質または無タンパク質のいずれかの媒体内の細胞培養
物に無血清のＢ－２７サプリメントが補充される（Ｂｒｅｗｅｒ　ｅｔ　ａｌｌ．，Ｊｏ
ｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｎｅｕｒｏｓｃｉｅｎｃｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　３５：５６７－５７
６（１９９３））。Ｂ－２７サプリメントの栄養成分には、ビオチン、Ｌ－カルニチン、
コルチコステロン、エタノールアミン、Ｄ＋－ガラクトース、還元グルタチオン、リノー
ル酸、リノレン酸、プロゲステロン、プトレシン、レチニル酢酸、セレニウム、トリヨー
ド－１－チロニン（Ｔ３）、ＤＬ－α－トコフェロール（ビタミンＥ）、ＤＬ－α－酢酸
トコフェロール、ウシ血清アルブミン、カタラーゼ、インスリン、スーパーオキシドジス
ムターゼ、およびトランスフェリンが挙げられる。Ｂ－２７が補充される無タンパク質培
地内で細胞が培養される場合、無タンパク質は、Ｂ－２７を添加する前の培地を指す。
【００９８】
　培地は、ヘパリン、ヒドロコルチゾン、アスコルビン酸、血清（例えば、ウシ胎児血清
等）、または成長マトリクス（例えば、マトリゲル（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）も
しくはゼラチンからの細胞外マトリクス等）等のサプリメントも含有し得る。
【００９９】
　本発明の本方法では、ＲＰＥ細胞は、胚様体から分化される。ＥＢ（胚様体）からＲＰ
Ｅ細胞を単離させることで、インビトロで富化培養物内のＲＰＥ細胞を展開できるように
なる。ヒト細胞において、ＲＰＥ細胞は、９０日未満成長させたＥＢから得ることができ
る。本発明の特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞は、７～１４日間成長させたヒトＥＢ内に
生じる。他の実施形態では、ＲＰＥ細胞は、１４～２８日間成長させたヒトＥＢ内に生じ
る。別の実施形態では、ＲＰＥ細胞は、同定されて、２８～４５日成長させたヒトＥＢか
ら単離され得る。別の実施形態では、ＲＰＥ細胞は、４５～９０日間成長させたヒトＥＢ
内に生じる。胚幹細胞、胚様体、およびＲＰＥ細胞を培養するのに使用される培地は、任
意の間隔で、取り出されても、および／または同じもしくは異なる培地と交換されてもよ
い。例えば、培地は、０～７日後、７～１０日後、１０～１４日後、１４～２８日後、も
しくは２８～９０日後に取り出されても、および／または交換されてもよい。特定の実施
形態では、培地は、少なくとも、毎日、１日おきに、もしくは少なくとも３日おきに交換
される。
【０１００】
　特定の実施形態では、ＥＢから分化されるＲＰＥ細胞は、洗浄（例えば、トリプシン／
ＥＤＴＡ、コラゲナーゼＢ、コラゲナーゼＩＶまたはディスパーゼによって）されて、解
離される。特定の実施形態では、細胞を解離するために、例えばハンクスに基づく細胞解
離バッファ等の、高いＥＤＴＡを含有する溶液等の非酵素溶液が使用される。
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【０１０１】
　ＲＰＥ細胞は、実質的に精製したＲＰＥ細胞の培養物を生成するように、解離した細胞
から選択され、別々に培養される。ＲＰＥ細胞は、ＲＰＥ細胞に関連する特徴に基づいて
選択される。例えば、ＲＰＥ細胞は、敷石状の細胞形態および色素沈着によって認識する
ことができる。加えて、ＲＰＥのマーカーには、頂端微絨毛中にも認められる細胞質タン
パク質である細胞レチンアルデヒド結合タンパク質（ＣＲＡＬＢＰ）（Ｂｕｎｔ－Ｍｉｌ
ａｍおよびＳａａｒｉ、１９８３）、網膜代謝に関与する細胞質タンパク質であるＲＰＥ
６５（Ｍａ他、２００１、Ｒｅｄｍｏｎｄ他、１９９８）、ベスト卵黄様黄斑ジストロフ
ィ遺伝子の産物であるベストロフィン（ＶＭＤ２、Ｍａｒｍｏｒｓｔｅｉｎ他、２０００
）、ならびに４８ｋＤの分泌タンパク質である血管形成阻害特性を有する色素上皮由来因
子（ＰＥＤＦ）（Ｋａｒａｋｏｕｓｉｓ他、２００１、Ｊａｂｌｏｎｓｋｉ他、２０００
）を含む、公知のものが複数ある。あるいは、ＲＰＥ細胞は、脱落した桿体および錘体の
外部体節の貪食、迷光の吸収、ビタミンＡの代謝、レチノイドの再生、ならびに組織修復
を含む（Ｇｒｉｅｒｓｏｎ他、１９９４、ＦｉｓｈｅｒおよびＲｅｈ、２００１、Ｍａｒ
ｍｏｒｓｔｅｉｎ他、１９９８）によるもの等の、細胞機能に基づいて選択することがで
きる。評価はまた、行動試験、蛍光血管造影、組織検査、密着帯の伝導性を使用して、も
しくは電子顕微鏡法を使用した評価を使用して行ってもよい。本発明の別の実施形態は、
このような細胞のメッセンジャーＲＮＡ転写物を、インビボで誘導された細胞と比較する
ことによって、ＲＰＥ細胞を同定する方法である。特定の実施形態では、細胞の分割量は
、ＲＰＥ細胞に対する胚幹細胞の分化中に種々の間隔で取り込まれ、上述したマーカーの
うちのいずれかの発現について検定される。これらの特徴は、分化したＲＰＥ細胞を区別
する。
【０１０２】
　ＲＰＥ細胞培養物の培地には、１つ以上の成長因子もしくは薬剤が補充され得る。使用
され得る成長因子には、例えば、ＥＧＦ、ＦＧＦ、ＶＥＧＦ、および組み換え型のインス
リン様成長因子が挙げられる。本発明で使用され得る他の成長因子には、６Ｃｋｉｎｅ（
組み換え型）、アクチビンＡ、αＡ－インターフェロン、αインターフェロン、アンフィ
レギュリン、アンジオゲニン、Ｂ－内皮細胞成長因子、βセルリン、Ｂ－インターフェロ
ン、脳由来神経栄養因子、Ｃ１０（組み換え型）、カルジオトロフィン－１、毛様体神経
栄養因子、サイトカイン誘発性好中性化学誘引物質－１、内皮細胞成長サプリメント、エ
オタキシン、上皮成長因子、上皮好中性活性化ペプチド－７８、エリスロポエチン、エス
トロゲン受容体－α、エストロゲン受容体－Ｂ、線維芽細胞成長因子（酸性／塩基性、ヘ
パリン安定化、組み換え型）、ＦＬＴ－３／ＦＬＫ－２リガンド（ＦＬＴ－３リガンド）
、γ－インターフェロン、膠細胞系由来の神経栄養因子、Ｇｌｙ－Ｈｉｓ－Ｌｙｓ、顆粒
球コロニー刺激因子、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子、ＧＲＯ－α／ＭＧＳＡ、
ＧＲＯ－Ｂ、ＧＲＯ－γ、ＨＣＣ－１、ヘパリン結合上皮成長因子様成長因子、肝細胞成
長因子、ヘレグリン－α（ＥＧＦ領域）、タンパク質－１結合インスリン成長因子、イン
スリン様成長因子結合タンパク質－１／ＩＧＦ－１複合体、インスリン様成長因子、イン
スリン様成長因子ＩＩ、２．５Ｓ神経成長因子（ＮＧＦ）、７Ｓ－ＮＧＦ、マクロファー
ジ炎症性タンパク質－１Ｂ、マクロファージ炎症性タンパク質－２、マクロファージ炎症
性タンパク質－３α、マクロファージ炎症性タンパク質－３Ｂ、単球走化性タンパク質－
１、単球走化性タンパク質－２、単球走化性タンパク質－３、ニューロトロフィン－３、
ニューロトロフィン－４、ＮＧＦ－Ｂ（ヒトもしくはラット組み換え）、オンコスタチン
Ｍ（ヒトもしくはマウス組み換え）、下垂体抽出物、胎盤成長因子、血小板由来内皮細胞
成長因子、血小板由来成長因子、プレイオトロフィン、ランテス、幹細胞因子、間質細胞
由来因子１Ｂ／ｐｒｅ－Ｂ細胞成長刺激因子、トロンボポエチン、形質転換成長因子α、
形質転換成長因子－Ｂ１、形質転換成長因子－Ｂ２、形質転換成長因子－Ｂ３、形質転換
成長因子－Ｂ５、腫瘍壊死因子（αおよびＢ）、および血管内皮成長因子が挙げられる。
本発明に従って使用することができる薬剤には、インターフェロン－αＡ、インターフェ
ロン－αＡ／Ｄ、インターフェロン－β、インターフェロン－γ、インターフェロン－γ
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誘導タンパク質－１０、インターロイキン－１、インターロイキン－２、インターロイキ
ン－３、インターロイキン－４、インターロイキン－５、インターロイキン－６、インタ
ーロイキン－７、インターロイキン－８、インターロイキン－９、インターロイキン－１
０、インターロイキン－１１、インターロイキン－１２、インターロイキン－１３、イン
ターロイキン－１５、インターロイキン－１７、ケラチン生成細胞成長因子、レプチン、
白血病抑制因子、マクロファージコロニー刺激因子、およびマクロファージ炎症性タンパ
ク質－１α等の、サイトカインが挙げられる。
【０１０３】
　本発明による薬剤は、１７Ｂ－エストラジオール、副腎皮質刺激ホルモン、アドレノメ
デュリン、α－メラニン細胞刺激ホルモン、絨毛性ゴナドトロピン、コルチコステロイド
結合グロブリン、コルチコステロン、デキサメサゾン、エストリオール、卵胞刺激ホルモ
ン、ガストリン１、グルカゴン、ゴナドトロピン、ヒドロコルチゾン、インスリン、イン
スリン様成長因子結合タンパク質、Ｌ－３，３’，５’－トリヨードサイロニン、Ｌ－３
，３’，５－トリヨードサイロニン、レプチン、黄体形成ホルモン、Ｌ－チロキシン、メ
ラトニン、ＭＺ－４、オキシトシン、副甲状腺ホルモン、ＰＥＣ－６０、脳下垂体成長ホ
ルモン、プロゲステロン、プロラクチン、セクレチン、性ホルモン結合グロブリン、甲状
腺刺激ホルモン、甲状腺刺激ホルモン放出因子、サイキロキシン結合グロブリン、および
バソプレシン等の、ホルモンおよびホルモン拮抗物質も含む。
【０１０４】
　加えて、本発明による薬剤は、フィブロネクチン、フィブロネクチンのタンパク質分解
断片、ラミニン、トロンボスポンジン、アグリカン、およびシンデザン（ｓｙｎｄｅｚａ
ｎ）等の、細胞外マトリクス成分を含む。
【０１０５】
　本発明による薬剤は、抗低密度リポタンパク質受容体抗体、抗プロゲステロン受容体、
内部抗体、抗αインターフェロン受容体鎖２抗体、抗ｃ－ｃケモカイン受容体１抗体、抗
ＣＤ１１８抗体、抗ＣＤ１１９抗体、抗コロニー刺激因子－１抗体、抗ＣＳＦ－１受容体
／ｃ－ｆｉｎｓ抗体、抗上皮成長因子（ＡＢ－３）抗体、抗上皮成長因子受容体抗体、抗
上皮成長因子受容体、燐酸特異的抗体、抗上皮成長因子（ＡＢ－１）抗体、抗エリスロポ
イエチン受容体抗体、抗エストロゲン受容体抗体、抗エストロゲン受容体、Ｃ末端抗体、
抗エストロゲン受容体－Ｂ抗体、抗線維芽細胞成長因子受容体抗体、抗線維芽細胞成長因
子、塩基性抗体、抗γ－インターフェロン受容体鎖抗体、抗γ－インターフェロンヒト組
み換え抗体、抗ＧＦＲα－１　Ｃ末端抗体、抗ＧＦＲα－２　Ｃ末端抗体、抗顆粒球コロ
ニー刺激因子（ＡＢ－１）抗体、抗顆粒球コロニー刺激因子受容体抗体、抗インスリン受
容体抗体、抗インスリン様成長因子－１受容体抗体、抗インターロイキン－６ヒト組み換
え抗体、抗インターロイキン－１ヒト組み換え抗体、抗インターロイキン－２ヒト組み換
え抗体、抗レプチンマウス組み換え抗体、抗神経成長因子受容体抗体、抗ｐ６０、ニワト
リ抗体、抗副甲状腺ホルモン様タンパク質抗体、抗血小板由来成長因子受容体抗体、抗血
小板由来成長因子受容体－Ｂ抗体、抗血小板由来成長因子－α抗体、抗プロゲステロン受
容体抗体、抗レチノイン酸受容体－α抗体、抗甲状腺ホルモン核内受容体抗体、抗甲状腺
ホルモン核内受容体－α１／Ｂｉ抗体、抗トランスフェリン受容体／ＣＤ７１抗体、抗形
質転換成長因子－α抗体、抗形質転換成長因子－Ｂ３抗体、抗腫瘍壊死因子－α抗体、お
よび抗血管内皮成長因子抗体等の、種々の因子に対する抗体も含む。
【０１０６】
　本明細書で説明される成長因子、薬剤、および他のサプリメントは、単独で、もしくは
他の因子、薬剤、もしくはサプリメントと組み合わせて使用されてもよい。因子、薬剤、
およびサプリメントは、細胞培養の直後または細胞培養後の適時に、媒体に添加されても
よい。
【０１０７】
　特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞は、成熟ＲＰＥ細胞の培養物を産生するように、さら
に培養される。ＲＰＥ細胞を培養するのに使用される培地は、本明細書で述べられるよう
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な、高密度細胞培養物の成長に適切なあらゆる培地とすることができる。例えば、本明細
書で説明される細胞は、ＶＰ－ＳＦＭ、ＥＧＭ－２、およびＭＤＢＫ－ＭＭ内で培養され
てもよい。
【０１０８】
　以下、上述した本発明の特徴の特定の動作的組み合わせをより詳細に説明する。
【０１０９】
　特定の実施形態では、前もって誘導したヒト胚幹細胞の培養物が提供される。ｈＥＳ細
胞は、例えば、（受精または核移入によって生成される）胚盤胞から、もしくは（任意で
、胚の残部を破壊せずに）初期卵割期胚から前もって誘導することができる。ヒトＥＳ細
胞は、胚様体（ＥＢ）を生成するように、懸濁培養として培養される。胚様体は、約７～
１４日間、懸濁液中で培養される。しかしながら、特定の実施形態では、ＥＢを、７日未
満（７、６、５、４、３、２日未満、もしくは１日未満）の間、もしくは１４日超の間、
懸濁液中で培養することができる。ＥＢは、任意でＢ－２７サプリメントを補充した培地
で培養することができる。
【０１１０】
　付着培養物を生成するように、懸濁培養でＥＢを培養した後に、当該ＥＢを移入するこ
とができる。例えば、ＥＢは、培地内でゼラチン被覆したプレート上に蒔いて培養される
ことができる。付着培養物として培養される時に、ＥＢは、懸濁液中で成長させる時のも
のと同じ型の培地内で培養することができる。特定の実施形態では、細胞が付着培養物と
して培養される時に、培地には、Ｂ－２７サプリメントが補充されない。他の実施形態で
は、最初（例えば、約７日以下の間）、培地には、Ｂ－２７サプリメントが補充されるが
、その後の残りの期間は、Ｂ－２７の非存在下で付着培養物として培養される。ＥＢは、
約１４～２８日間、付着培養物として培養することができる。しかしながら、特定の実施
形態では、ＥＢを、１４日未満（１４、１３、１２、１１、１０、９、８、７、６、５、
４、３、２日未満、もしくは１日未満）の間、もしくは２８日超の間、培養することがで
きる。
【０１１１】
　ＲＰＥ細胞は、ＥＢの付着培養物内の細胞から分化を開始する。ＲＰＥ細胞は、それら
の敷石状の形態および色素沈着の初期の出現に基づいて、視覚的に認識することができる
。ＲＰＥ細胞が分化を継続する時に、ＲＰＥ細胞の集塊を観察することができる。
【０１１２】
　ＲＰＥ細胞を富化するために、および実質的に精製したＲＰＥ細胞を確立するために、
ＲＰＥ細胞は、機械的および／または化学的方法を使用して、互いに、および非ＲＰＥ細
胞から分化される。ＲＰＥ細胞の懸濁液は、ＲＰＥ細胞の懸濁液は、次いで、富化したＲ
ＰＥ細胞の集団を提供するように、新鮮な培地および新鮮な培養容器に移すことができる
。
【０１１３】
　ＲＰＥ細胞の富化培養物は、適切な培地、例えばＥＧＭ－２培地内で培養することがで
きる。これには、または機能的に同等もしくは同様の培地には、１つ以上の成長因子もし
くは薬剤（例えば、ｂＦＧＦ、ヘパリン、ヒドロコルチゾン、血管内皮成長因子、組み換
え型のインスリン様成長因子、アスコルビン酸、ヒト上皮成長因子）が補充されてもよい
。
【０１１４】
　ＲＰＥ細胞が成熟される実施形態の場合、ＲＰＥ細胞は、所望の成熟のレベルが得られ
るまで、例えばＭＤＢＫ－ＭＭ培地内でさらに培養することができる。これは、成熟中の
色素沈着レベルの増加を監視することによって判定することができる。ＭＤＢＫ－ＭＭ培
地に代わるものとして、機能的に同等もしくは同様の培地が使用されてもよい。ＲＰＥ細
胞の成熟に使用される特定の培地に関わらず、培地には、任意で、１つ以上の成長因子も
しくは薬剤が補充されてもよい。
【０１１５】
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　ＲＰＥ細胞の培養物、したがってこれらの培養物から調製されるＲＰＥ細胞の製剤は、
２５％、２０％、１５％、１０％、９％、８％、７％、６％、５％、４％、３％、２％未
満の、もしくは１％未満の非ＲＰＥ細胞を含む、実質的に純粋なＲＰＥ細胞となり得る。
特定の実施形態では、（非ＲＰＥ細胞に対して）実質的に精製した培養物は、様々な成熟
度のレベルのＲＰＥ細胞を含有する。他の実施形態では、培養物は、非ＲＰＥ細胞および
異なる成熟度のレベルのＲＰＥ細胞の両方に関して実質的に純粋である。
【０１１６】
　上述した実施形態のうちのいずれかについて、本発明は、（上述のように特徴付けられ
る）ＲＰＥ細胞が、ヒト多能性幹細胞、例えばｉＰＳ細胞および胚幹細胞に由来し得るこ
とを意図している。特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞は、本明細書で説明される方法のう
ちのいずれかを使用して、ヒト多能性幹細胞から誘導される。
【０１１７】
　分化した多能性幹細胞由来のＲＰＥ細胞の製剤
　本発明は、ヒト多能性幹細胞由来のＲＰＥ細胞の製剤を提供する。特定の実施形態では
、製剤は、ヒト胚幹細胞由来のＲＰＥ細胞の製剤である。特定の実施形態では、製剤は、
ヒトｉＰＳ細胞由来のＲＰＥ細胞の製剤である。特定の実施形態では、製剤は、分化した
ＥＳ由来のＲＰＥ細胞を含む、（非ＲＰＥ細胞に対して）実質的に精製した製剤である。
非ＲＰＥ細胞に対して実質的に精製した、とは、製剤が、少なくとも７５％、８０％、８
５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、またさらには９９％超のＲＰＥ細胞を含むことを意味する。換言すれば、実質的に
精製したＲＰＥ細胞の製剤は、２５％、２０％、１５％、１０％、９％、８％、７％、６
％、５％、４％、３％、２％未満の、もしくは１％未満の非ＲＰＥ細胞型を含有する。特
定の実施形態では、このような実質的に精製した製剤内のＲＰＥ細胞は、様々な成熟度／
色素沈着のレベルのＲＰＥ細胞を含有する。他の実施形態では、ＲＰＥ細胞は、非ＲＰＥ
細胞、および他の成熟度のレベルのＲＰＥ細胞の両方に対して、実質的に純粋である。特
定の実施形態では、製剤は、非ＲＰＥ細胞に対して実質的に精製され、成熟ＲＰＥ細胞の
ために富化される。成熟ＲＰＥ細胞のために富化される、とは、ＲＰＥ細胞のうちの少な
くとも３０％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８
０％、８５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９
８％、９９％、もしくは９９％超が成熟ＲＰＥ細胞であることを意味する。他の実施形態
では、製剤は、非ＲＰＥ細胞に対して実質的に精製され、成熟ＲＰＥ細胞ではなく、分化
したＲＰＥ細胞のために富化される。富化する、とは、ＲＰＥ細胞のうちの少なくとも３
０％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８
５％、９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、もしくは９９％超が、成熟ＲＰＥ細胞ではなく、分化したＲＰＥ細胞であることを
意味する。特定の実施形態では、成熟ＲＰＥ細胞は、色素沈着のレベル、Ｐａｘ－２、Ｐ
ａｘ－６の発現のレベル、および／またはチロシナーゼの発現のレベルのうちの１つ以上
によって、ＲＰＥ細胞と区別される。特定の実施形態では、製剤は、少なくとも１×１０
３個のＲＰＥ細胞、５×１０３個のＲＰＥ細胞、１×１０４個のＲＰＥ細胞、５×１０４

個のＲＰＥ細胞、１×１０５個のＲＰＥ細胞、２×１０５個のＲＰＥ細胞、３×１０５個
のＲＰＥ細胞、４×１０５個のＲＰＥ細胞、５×１０５個のＲＰＥ細胞、６×１０５個の
ＲＰＥ細胞、７×１０５個のＲＰＥ細胞、８×１０５個のＲＰＥ細胞、９×１０５個のＲ
ＰＥ細胞、１×１０６個のＲＰＥ細胞、５×１０６個のＲＰＥ細胞、６×１０６個のＲＰ
Ｅ細胞、７×１０６個のＲＰＥ細胞、８×１０６個のＲＰＥ細胞、９×１０６個のＲＰＥ
細胞、１×１０７個のＲＰＥ細胞、５×１０７個のＲＰＥ細胞、１×１０８個のＲＰＥ細
胞、１×１０９個のＲＰＥ細胞、もしくは１×１０９個超のＲＰＥ細胞を含む。
【０１１８】
　特定の実施形態では、ＥＳ由来のＲＰＥ細胞は、ＥＳ細胞マーカーを発現しない。例え
ば、ＲＰＥ細胞におけるＥＳ細胞遺伝子Ｏｃｔ－４、ｎａｎｏｇ、および／またはＲｅｘ
－１の発現は、定量ＲＴ－ＰＣＲによって評価した時に、ＥＳ細胞における場合よりも約
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１００～１０００倍低い。したがって、ＥＳ細胞と比較して、ＲＰＥ細胞は、Ｏｃｔ－４
、ｎａｎｏｇ、および／またはＲｅｘ－１遺伝子発現について、実質的にネガティブであ
る。
【０１１９】
　特定の実施形態では、ＥＳ由来のＲＰＥ細胞は、ｍＲＮＡおよびタンパク質レベルにお
いて、ＲＰＥ６５、ベストロフィン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、Ｏｔｘ２、およびＭｉｔ
Ｆのうちの１つ以上を発現する。特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞は、これらのマーカー
のうちの２つ以上、３つ以上、４つ以上、５つ以上、もしくは６つを発現する。特定の実
施形態では、ＲＰＥ細胞は、ｍＲＮＡおよびタンパク質レベルにおいて、ｐａｘ－２、ｐ
ａｘ－６、およびチロシナーゼのうちの１つ以上（１つ、２つ、もしくは３つ）を追加的
または代替的に発現する。他の実施形態では、ＲＰＥ細胞の成熟度のレベルは、ｐａｘ－
２、ｐａｘ－６、およびチロシナーゼのうちの１つ以上（１つ、２つ、もしくは３つ）に
よって評価される。
【０１２０】
　特定の実施形態では、ＥＳ由来のＲＰＥ細胞は、ｍＲＮＡおよびタンパク質レベルにお
いて、表１に列記されるＲＰＥ特異的遺伝子（ｐａｘ－６、ｐａｘ－２、ＲＰＥ６５、Ｐ
ＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、ベストロフィン、ｍｉｔＦ、Ｏｔｘ－２、およびチロシナーゼ）
のうちの１つ以上（１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、６つ、７つ、８つ、もしくは９つ）
、並びに、表１に列記される神経網膜遺伝子（ＣＨＸ１０、ＮＣＡＭ、ネスチン、βチュ
ーブリン）のうちの１つ以上（１つ、２つ、３つ、もしくは４つ）も発現する。しかしな
がら、ＲＰＥ細胞は、ＥＳ細胞特異的遺伝子Ｏｃｔ－４、ｎａｎｏｇ、および／またはＲ
ｅｘ－１を実質的に発現しない（例えば、定量ＲＴ－ＰＣＲによって評価した時に、ＥＳ
細胞特異的遺伝子の発現は、ＲＰＥ細胞における場合よりも１００～１０００倍少ない）
。
【０１２１】
　特定の実施形態では、ＥＳ由来のＲＰＥ細胞は、ｍＲＮＡおよび／またはタンパク質レ
ベルにおいて、表２に列記される遺伝子のうちの１つ以上（１つ、２つ、３つ、４つ、５
つ、６つ、７つ、８つ、９つ、１０個、１１個、１２個、１３個、１４個、１５個、１６
個、１７個、１８個、１９個、２０個、２１個、２２個、２３個、２４個、２５個、２６
個、２７個、２８個、２９個、３０個、３１個、３２個、３３個、３４個、３５個、３６
個、３７個、３８個、３９個、４０個、４１個、４２個、４３個、４４個、４５個、４６
個、４７個、４８個または４８個超）を発現し、ＲＰＥ細胞で１つ以上の遺伝子の発現は
、（もしあれば）ヒトＥＳ細胞での発現のレベルと比較して増加する。代替的に、または
加えて、ＥＳ由来のＲＰＥ細胞は、ｍＲＮＡおよび／またはタンパク質レベルにおいて、
表３に列記される遺伝子のうちの１つ以上（１つ、２つ、３つ、４つ、５つ、６つ、７つ
、８つ、９つ、１０個、１１個、１２個、１３個、１４個、１５個、１６個、１７個、１
８個、１９個、２０個、２１個、２２個、２３個、２４個、もしくは２５個超）を発現す
るが、ＲＰＥ細胞で１つ以上の遺伝子の発現は、ヒトＥＳ細胞での発現のレベルと比較し
て減少する（ほぼ検出できないレベルまでの減少を含む）。
【０１２２】
　特定の実施形態では、実質的に精製したＲＰＥ細胞の製剤は、成熟度のレベルの異なる
ＲＰＥ細胞（例えば、分化したＲＰＥ細胞および成熟分化したＲＰＥ細胞）を含む。この
ような事例では、色素沈着を示すマーカーの発現に関して、製剤全体に変動性が存在し得
る。例えば、このようなＲＰＥ細胞は、ＲＰＥ６５、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰおよびベス
トロフィンの実質的に同じ発現を有し得る。ＲＰＥ細胞は、成熟度のレベルに応じて、ｐ
ａｘ－２、ｐａｘ－６、ｍｉｔＦおよび／またはチロシナーゼのうちの１つ以上の発現に
関して変動し得る。
【０１２３】
　特定の実施形態では、ＥＳ由来のＲＰＥ細胞は、非ＲＰＥ細胞型に脱分化しない、安定
した、最終分化したＲＰＥ細胞である。特定の実施形態では、ＥＳ由来のＲＰＥ細胞は、
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機能ＲＰＥ細胞である。
【０１２４】
　特定の実施形態では、ＥＳ由来のＲＰＥ細胞は、角膜、角膜下、もしくは他の移植時に
、または動物への投与時に、網膜に集積する能力を特徴とする。
【０１２５】
　製剤は、ＧＭＰ規格に従って生成される。このように、特定の実施形態では、製剤は、
ＧＭＰに準拠した製剤である。他の実施形態では、製剤は、実質的にウイルス、細菌、お
よび／または菌類の感染および汚染の無いものである。
【０１２６】
　特定の実施形態では、製剤は、貯蔵および後で使用するために凍結保存される。したが
って、本発明は、実質的に精製したＲＰＥ細胞を含む凍結保存製剤を提供する。凍結保存
製剤は、凍結保存中、およびその後の細胞生存度を維持するように、好適な補形剤内で製
剤化される。特定の実施形態では、凍結保存製剤が、少なくとも１×１０３個のＲＰＥ細
胞、５×１０３個のＲＰＥ細胞、１×１０４個のＲＰＥ細胞、５×１０４個のＲＰＥ細胞
、１×１０５個のＲＰＥ細胞、２×１０５個のＲＰＥ細胞、３×１０５個のＲＰＥ細胞、
４×１０５個のＲＰＥ細胞、５×１０５個のＲＰＥ細胞、６×１０５個のＲＰＥ細胞、７
×１０５個のＲＰＥ細胞、８×１０５個のＲＰＥ細胞、９×１０５個のＲＰＥ細胞、１×
１０６個のＲＰＥ細胞、５×１０６個のＲＰＥ細胞、６×１０６個のＲＰＥ細胞、７×１
０６個のＲＰＥ細胞、８×１０６個のＲＰＥ細胞、９×１０６個のＲＰＥ細胞、１×１０
７個のＲＰＥ細胞、５×１０７個のＲＰＥ細胞、１×１０８個のＲＰＥ細胞、１×１０９

個のＲＰＥ細胞、もしくは１×１０９超個のＲＰＥ細胞を含む。凍結保存製剤は、上記に
詳述したように、非ＲＰＥ細胞に対して同じ純度のレベル、および／またはＲＰＥ細胞に
対して様々な成熟度のレベルを有し得る。特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞の凍結保存製
剤内のＲＰＥ細胞のうちの少なくとも６５％は、解凍した後も生存度を維持する。他の実
施形態では、ＲＰＥ細胞の凍結保存製剤内のＲＰＥ細胞のうちの少なくとも７０％、７５
％、８０％、８５％、９０％、８１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７
％、９８％、９９％、もしくは９９％超が、解凍した後も生存度を維持する。
【０１２７】
　本明細書で提供されるＲＰＥ細胞は、ヒト細胞である。しかしながら、ヒト細胞は、人
間の患者の他に、動物モデルもしくは動物の患者にも使用され得ることに留意されたい。
例えば、ヒト細胞は、網膜変性のラット、イヌ、もしくはヒト以外の霊長類モデルで試験
され得る。加えて、ヒト細胞は、獣医の医療環境等で、それを必要とする動物を治療する
ために、治療的に使用され得る。
【０１２８】
　製剤は、薬剤として許容される担体もしくは補形剤内で調製される医薬製剤として製剤
化され得る。好適な製剤は、具体的には、眼（例えば、網膜下、角膜、眼球等）への投与
のために製剤化される。
【０１２９】
　上述した特定の実施形態のいずれにおいても、ＲＰＥ細胞は、ヒト胚幹細胞もしくはヒ
トｉＰＳ細胞等の、ヒト多能性幹細胞に由来する。本発明は、本明細書で説明される製剤
のうちのいずれかが、適切なヒト多能性幹細胞に由来し得ることを意図している。
【０１３０】
　上述した特質のうちのいずれか１つ以上を含む製剤が意図される。
【０１３１】
　本発明は、実質的に精製した製剤および特定の最少数のＲＰＥ細胞を有する製剤を含む
、上述のＲＰＥ細胞の製剤のうちのいずれかが、本明細書で説明される適応症のうちのい
ずれかの治療で使用され得ることを意図している。さらに、本明細書で説明される方法の
うちのいずれかを使用して分化されるＲＰＥ細胞は、本明細書で説明される適応症うちの
いずれかの治療で使用され得る。
【０１３２】
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　ＲＰＥ細胞に基づく療法
　ＲＰＥ細胞、および本明細書で説明される方法によって生成されるＲＰＥ細胞を含む、
および／または本明細書で説明されるＲＰＥ細胞の特徴を有する医薬品は、ＲＰＥ細胞が
必要とされる、または治療を改善する、細胞に基づく治療に使用され得る。以下の項では
、ＲＰＥ細胞に基づく療法によって恩恵を受け得る種々の状態を治療するための、本発明
によって提供されるＲＰＥ細胞を使用する方法を説明する。特定の治療計画、投与の経路
、および任意の補助療法は、特定の状態、状態の重篤性、および患者の全体的な健康状態
に基づいて調製される。加えて、特定の実施形態では、ＲＰＥ細胞の投与は、任意の失明
もしくは他の症状の完全な回復に対して有効なものとなり得る。他の実施形態では、ＲＰ
Ｅ細胞の投与は、症状の重篤性の低減および／または患者の状態のさらなる変性の予防に
対して有効なものとなり得る。本発明は、ＲＰＥ細胞を含む製剤の投与が、上述または下
述の状態のうちのいずれかの治療（症状の重篤性の全体的もしくは部分的な低減を含む）
に使用できることを意図している。加えて、ＲＰＥ細胞の投与は、内因性ＲＰＥ層に対す
る任意の損傷の症状を治療するのを補助するのに使用され得る。
【０１３３】
　本発明は、ＲＰＥ細胞を含む製剤を含む、本明細書で説明される方法のうちのいずれか
を使用して誘導されるＲＰＥ細胞を、本明細書で説明される適応症のうちのいずれかの治
療で使用できることを意図している。さらに、本発明は、本明細書で説明されるＲＰＥ細
胞を含む製剤のうちのいずれかを、本明細書で説明される適応症のうちのいずれかの治療
で使用できることを意図している。
【０１３４】
　網膜色素変性症は、異常な遺伝的プログラミングを通して視覚受容体が徐々に破壊され
る、遺伝性疾患である。比較的に若い年齢で全盲を引き起こすものもあれば、軽度の視覚
破壊を伴う特徴的な「骨棘」網膜変化を示す形態のものもある。世界中で約１５０万人の
人々がこの疾患を発症している。常染色体劣性の網膜色素変性症を引き起こす２つの遺伝
子欠損が、ＲＰＥだけで発現する遺伝子の中で見つかっている。１つは、ビタミンＡ代謝
に関与するＲＰＥタンパク質（シスレチンアルデヒド結合タンパク質）に起因する。もう
１つは、ＲＰＥに特有の別のタンパク質であるＲＰＥ６５が関与する。本発明は、ＲＰＥ
細胞の投与によって、網膜色素変性症のこれらの形態のうちのどちらも治療するための方
法および組成物を提供する。
【０１３５】
　別の実施形態では、本発明は、黄斑変性症を含む、網膜変性に関連する障害を治療する
ための方法および組成物を提供する。
【０１３６】
　本発明のさらなる態様は、遺伝性および後天性の眼病を含む、眼病の治療に対するＲＰ
Ｅ細胞の使用である。後天性または遺伝性の眼病の例は、加齢性黄斑変性症、緑内障、お
よび糖尿病性網膜症である。
【０１３７】
　加齢性黄斑変性症（ＡＭＤ）は、西洋諸国における法的盲の最も一般的な原因である。
黄斑下網膜色素上皮の萎縮および脈絡膜新血管形成（ＣＮＶ）の発生は、二次的に中心視
力の損失をもたらす。大多数の下位中心窩ＣＮＶおよび地図状萎縮患者については、現在
のところ、中心視力の損失を予防するために利用できるいかなる治療法も存在しない。Ａ
ＭＤ初期の兆候は、網膜色素上皮とブルッフ膜との間の沈着物（集晶）である。疾患中に
は、黄斑の網膜下腔内への脈絡膜血管の発芽が生じる。これは、中心視力および読書能力
の低下につながる。
【０１３８】
　緑内障とは、眼内の圧力が異常に増加する一群の疾患に与えられる名称である。これは
、視野の制限および見る能力の全般的な減衰につながる。最も一般的な形態は、原発緑内
障であり、慢性開放隅角および急性閉塞隅角緑内障の２つの形態に分けられる。続発性緑
内障は、感染、腫瘍、または怪我によって引き起こされ得る。第３の型である遺伝性緑内
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障は、通常、妊娠中の発育障害に由来する。眼球内の房水は、眼の光学的特性に必要であ
る特定の圧力下にある。この眼圧は、通常１５～２０水銀柱ミリメートルであり、房水の
生成と房水の流出との間の平衡によって制御される。緑内障では、前房の隅角における房
水の流出が妨げられ、よって眼内部の圧力が上昇する。緑内障は、通常、中年齢もしくは
高年齢時に発症するが、遺伝性の形態および疾患は、往々にして子供および若者にも見ら
れる。眼圧がわずかに高められるだけで、さらにいかなる明白な症状も存在しないが、緩
やかな損傷、特に視野の制限が生じる。対照的に、隅角閉塞は、痛み、赤み、瞳孔の拡大
、および深刻な視力の障害を引き起こす。角膜は濁ったようになり、眼圧が大幅に増加す
る。疾患が進行するにつれて、視野がますます狭くなるが、眼科的器具である視野計を使
用して、容易に検出することができる。慢性緑内障は、概して、房水の流出を高める局所
的に投与した薬物によく反応する。房水の生成を低減するように、全身性活性物質が与え
られることもある。しかしながら、薬物治療は、必ずしも成功するとは限らない。薬物療
法に失敗した場合は、房水の新しい流出を作り出すように、レーザー療法もしくは従来の
手術が用いられる。急性緑内障は、医学的な緊急事態である。眼圧が２４時間以内に低減
されない場合、永続的な損傷が生じる。
【０１３９】
　糖尿病性網膜症は、真性糖尿病の場合に起こる。それは、タンパク質のグリコシル化の
結果として、血管内皮細胞の基底膜の増粘化を招く可能性がある。それは、初期の血管硬
化症および毛細血管瘤形成の原因である。これらの血管の変化は、数年後には糖尿病性網
膜症につながる。血管の変化は、毛細血管領域の低灌流を引き起こす。これは、脂質沈着
物（硬性白斑）および脈管の増殖につながる。臨床的経過は、真性糖尿病患者によって異
なる。加齢性糖尿病（ＩＩ型糖尿病）では、毛細血管瘤が最初に現れる。その後、障害性
毛細血管潅流のため、網膜実質組織内に硬性および軟性の白斑、ならびに点状の出血が現
れる。糖尿病性網膜症の後期では、黄斑の周辺に脂肪性沈着物が冠状に並ぶ（輪状網膜炎
）。これらの変化は、しばしば眼球後極部で浮腫を伴う。浮腫が黄斑を伴っている場合は
、急激で深刻な視力の低下がある。Ｉ型糖尿病における主な問題は、眼底部領域での血管
の増殖である。標準的な療法は、眼底部の罹患部分のレーザー凝固である。レーザー凝固
は、最初に、網膜の罹患部分に局所的に行われる。白斑が存続する場合は、レーザー凝固
の範囲を拡大する。処置の結果、視力に最も重要である網膜の複数部分の破壊をもたらす
ので、最も鋭敏な視力を伴う網膜の中心、すなわち斑点および乳頭黄斑束を凝固させるこ
とができない。増殖がすでに生じていた場合は、しばしば、その増殖に基づいて、病巣を
非常に高密度に押圧することが必要である。これは、網膜領域の破壊を伴う。相当する視
野を失う結果となる。Ｉ型糖尿病では、適時のレーザー凝固は、しばしば、患者を失明か
ら守る唯一の機会である。
【０１４０】
　特定の実施形態では、本発明のＲＰＥ細胞は、中枢神経系の障害の治療に使用され得る
。ＲＰＥ細胞は、ＣＮＳ内に移植されてもよい。現在まで、多数の異なる細胞型が、動物
実験または臨床研究においてパーキンソン病患者に用いられてきた。実施例は、ヒトの胎
児の脳から得られる胎児細胞である。すでに、腹側中脳またはドーパミン作動性神経細胞
からの胎児細胞が、３００人を超えるパーキンソン病患者に関する臨床研究で移植されて
きた（概略については、Ａｌｅｘｉ　Ｔ、Ｂｏｒｌｏｎｇａｎ　ＣＶ、Ｆａｕｌｌ　ＲＬ
、Ｗｉｌｌｉａｍｓ　ＣＥ、Ｃｌａｒｋ　ＲＧ、Ｇｌｕｃｋｍａｎ　ＰＤ、Ｈｕｇｈｅｓ
　ＰＥ（２０００）「Ｎｅｕｒｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ　ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ　ｆｏｒ
　ｂａｓａｌ　ｇａｎｇｌｉａ　ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ：Ｐａｒｋｉｎｓｏｎ’ｓ　
ａｎｄ　Ｈｕｎｔｉｎｇｔｏｎ’ｓ　ｄｉｓｅａｓｅｓ」Ｐｒｏｇ　Ｎｅｕｒｏｂｉｏｌ
　６０：４０９　４７０を参照されたい）。自然発生的に、または遺伝子移入後にドーパ
ミンを置き換えることを目的として、例えば副腎皮質からの細胞、生殖腺上のセルトリ細
胞または頸動脈小体からのグロムス細胞、線維芽細胞、もしくは星状細胞といった、非神
経細胞を含む多数の異なる細胞型が、パーキンソン病患者もしくは動物モデルで使用され
てきた（Ａｌｅｘｉ他　２０００、前掲）。移植した胎児のドーパミン作動性神経細胞の
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生存率は、５８％であり、これは、兆候および症状にわずかな改善を生じさせるのに十分
であった（Ａｌｅｘｉ他　２０００、前掲）。
【０１４１】
　ここ数年は、成人の脊椎動物の脳からの神経幹細胞が単離され、インビトロで増大され
、ＣＮＳ内に再植設され、その後に、それらを純粋な神経細胞に分化させている。しかし
ながら、ＣＮＳにおけるそれらの機能は、未だ明らかではない。神経前駆細胞は、遺伝子
移入にも使用されてきた（Ｒａｙｍｏｎ　ＨＫ、Ｔｈｏｄｅ　Ｓ、Ｚｈｏｕ　Ｊ、Ｆｒｉ
ｅｄｍａｎ　ＧＣ、Ｐａｒｄｉｎａｓ　ＪＲ、Ｂａｒｒｅｒｅ　Ｃ、Ｊｏｈｎｓｏｎ　Ｒ
Ｍ、Ｓａｈ　ＤＷ（１９９９）「Ｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄ　ｈｕｍａｎ　ｄｏｒｓａｌ
　ｒｏｏｔ　ｇａｎｇｌｉｏｎ　ｃｅｌｌｓ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ　ｉｎｔｏ　
ｎｅｕｒｏｎｓ　ｗｉｔｈ　ｎｏｃｉｃｅｐｔｉｖｅ　ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ」Ｊ　Ｎｅ
ｕｒｏｓｃｉ　１９：５４２０　５４２８）。ＮＧＦおよびＧＤＮＦを過剰発現させたシ
ュワン細胞は、パーキンソン症候群のモデルで神経保護効果を有した（Ｗｉｌｂｙ　ＭＪ
、Ｓｉｎｃｌａｒ　ＳＲ、Ｍｕｉｒ　ＥＭ、Ｚｉｅｔｌｏｗ　Ｒ、Ａｄｃｏｃｋ　ＫＨ、
Ｈｏｒｅｌｌｏｕ　Ｐ、Ｒｏｇｅｒｓ　ＪＨ、Ｄｕｎｎｅｔｔ　ＳＢ、Ｆａｗｃｅｔｔ　
ＪＷ（１９９９）「Ａ　ｇｌｉａｌ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｎｅｕｒｏ
ｔｒｏｐｈｉｃ　ｆａｃｔｏｒ－ｓｅｃｒｅｔｉｎｇ　ｃｌｏｎｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｓｃ
ｈｗａｎｎ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅ　ＳＣＴＭ４１　ｅｎｈａｎｃｅｓ　ｓｕｒｖｉｖａｌ
　ａｎｄ　ｆｉｖｅｒ　ｏｕｔｇｒｏｗｔｈ　ｆｒｏｍ　ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ　ｎｉｇｒ
ａｌ　ｎｅｒｔｏｎｓ　ｇｒａｆｔｅｄ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｓｔｒｉａｔｕｍ　ａｎｄ　ｔ
ｏ　ｔｈｅ　ｌｅｓｉｏｎｅｄ　ｓｕｂｓｔａｎｔｉａ　ｎｉｇｒａ」Ｊ　Ｎｅｕｒｏｓ
ｃｉ　１９：２３０１　２３１２）。　本発明の別の態様は、したがって、神経の病気、
特に神経系の病気、好ましくはＣＮＳの病気、とりわけパーキンソン病の治療に対する色
素上皮細胞の使用である。
【０１４２】
　ＣＮＳに共通する疾患の一例は、脳の慢性変性疾患であるパーキンソン病である。この
病気は、基底神経節領域の特殊な神経細胞の変性によって引き起こされる。ドーパミン作
動性神経細胞の死は、パーキンソン病患者に、重要な神経伝達物質であるドーパミン合成
の低減をもたらす。標準的な療法は、Ｌドーパによる医学的療法である。Ｌドーパは、基
底神経節内でドーパミンに代謝し、そこで欠落した内因性神経伝達物質の機能を引き継ぐ
。しかしながら、Ｌドーパ療法は、数年後にその活性を失う。
【０１４３】
　治療され得る、または本明細書で説明される方法を使用して生成されるＲＰＥ細胞の有
効性を試験するのに使用され得る網膜色素変性症の動物モデルは、齧歯類（ｒｄマウス、
ＲＰＥ－６５ノックアウトマウス、タビー様マウス、ＲＣＳラット）、ネコ（アビシニア
ンネコ）、およびイヌ（錐状体変性「ｃｄ」イヌ、進行性桿体－錐体変性「ｐｒｃｄ」イ
ヌ、初期の網膜変性「ｅｒｄ」イヌ、桿体－錐体形成異常１、２、および３「ｒｃｄ１、
ｒｃｄ２、およびｒｃｄ３」イヌ、光受容体形成異常「ｐｄ」イヌ、およびブリアール「
ＲＰＥ－６５」イヌ）を含む。
【０１４４】
　本発明の別の実施形態は、新血管形成を防止する能力を高めたＲＰＥ系もしくはＲＰＥ
細胞の前駆体を誘導するための方法である。このような細胞は、細胞の正常な複製的寿命
の少なくとも１０％が経過するまでテロメラーゼが短くされるように患者からの体細胞を
加齢させ、次いで、当該の体細胞を核移入のドナー細胞として使用して、色素上皮由来の
因子（ＰＥＤＦ／ＥＰＣ－１）等の脈管形成阻害因子を過剰発現する細胞を作り出すこと
によって、生成することができる。あるいは、このような細胞は、新血管形成を阻害する
外来性遺伝子によって遺伝子修飾を行うことができる。
【０１４５】
　本発明は、ヒト多能性幹細胞（例えば、ヒト胚幹細胞、ｉＰＳ細胞、もしくは他の多能
性幹細胞）から分化したＲＰＥ細胞の製剤を、上述の病気または状態のうちのいずれか、



(38) JP 2011-500024 A 2011.1.6

10

20

30

40

50

並びに、内因性ＲＰＥ層の損傷も治療するのに使用できることを意図している。これらの
疾患は、様々な成熟度のレベルの分化したＲＰＥ細胞の混合物を含むＲＰＥ細胞の製剤、
並びに、成熟分化したＲＰＥ細胞もしくは分化したＲＰＥ細胞のために富化される分化し
たＲＰＥ細胞の製剤によっても治療することができる。
【０１４６】
　投与様式
　本発明のＲＰＥ細胞は、注射（例えば、硝子体内注射）等によって、またはデバイスも
しくは植設物（例えば、持続的放出性植設物）の一部として局所的、全身的、局在的に投
与され得る。例えば、本発明の細胞は、硝子体切除手術を用いることによって、網膜下腔
内に移植されてもよい。
【０１４７】
　投与の方法に応じて、ＲＰＥ細胞は、緩衝および電解質平衡水溶液、潤滑ポリマーを伴
う緩衝および電解質平衡水溶液、鉱油またはペトロラタムに基づく軟膏、他の油類、リポ
ソーム、シクロデキストリン、持続的放出ポリマー、またはゲル類に添加することができ
る。これらの製剤は、患者の寿命までの期間、１日あたり１～６回、眼に局所的に投与す
ることができる。
【０１４８】
　特定の実施形態では、網膜変性に関連する状態を患う患者を治療する方法は、局所的手
段または全身投与によって（例えば、インビボで体内吸収できるようにする、または血流
中に薬物が蓄積し、その後に、静脈、皮下、腹膜内、吸入、経口、肺内、および筋肉内経
路が上げられるが、これに限定されない、体全体を通して分配できるようにする投与の経
路によって）、本発明の組成物を（例えば、眼内注射または本発明の組成物を放出する持
続的放出デバイスの挿入によって）局在的に投与する工程を含む。本発明の組成物の眼内
投与は、例えば、眼の硝子体、経角膜、結膜下、強膜近傍、後部強膜、およびテノン嚢下
部分への送達を含む。例えば、米国特許第６，９４３，１４５号、同第６，９４３，１５
３号、および同第６，９４５，９７１号を参照されたく、その内容は、参照することによ
り本明細書に組み込まれる。
【０１４９】
　本発明のＲＰＥ細胞は、眼内注射によって、薬剤として許容される眼科用配合剤で送達
されてもよい。硝子体内注射によって配合剤を投与する場合、例えば、溶液は、最小限の
容量が送達され得るように濃縮すべきである。注射のための濃度は、本明細書で説明され
る因子に基づいて、有効かつ非中毒性である任意の量であってもよい。いくつかの実施形
態では、患者の治療のためのＲＰＥ細胞は、約１０４細胞／ｍＬの用量で製剤化される。
他の実施形態では、患者の治療のためのＲＰＥ細胞は、約１０５、１０６、１０７、１０
８、１０９、もしくは１０１０細胞／ｍＬの用量で製剤化される。
【０１５０】
　ＲＰＥ細胞は、例えば、前房、後房、硝子体、房水、硝子体液、角膜、虹彩／繊毛、水
晶体、脈絡膜、網膜、強膜、脈絡膜上腔、結膜、結膜下腔、強膜外隙、角膜内腔、上角膜
腔、毛様体扁平部、外科的に誘発させた無血管領域、または黄斑等の、眼の罹患部分を細
胞が透過するのを許容するのに十分な期間、組成物と眼球表面との接触が保持されるよう
に、薬剤として許容される眼科用賦形剤で送達するために製剤化され得る。本発明の薬剤
を含む、送達賦形剤等の製品およびシステムは、特に、医薬組成物（ならびにそのような
送達賦形剤および／またはシステムを含むキット）として製剤化されるものも、本発明の
一部となるものとして想定される。
【０１５１】
　特定の実施形態では、本発明の治療法は、植設物またはデバイスとして本発明のＲＰＥ
細胞を投与する工程を含む。特定の実施形態では、デバイスは、生分解性ポリマーマトリ
クス内で分散する活性剤を含む、眼の医学的な状態を治療するためのインビボ分解性植設
物であり、活性剤の粒子の少なくとも約７５％は、約１０μｍ未満の直径を有する。イン
ビボ分解性植設物は、眼球領域内の植設用にサイズ決定される。眼球領域は、前房、後房
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、硝子体腔、脈絡膜、上脈絡膜腔、結膜、結膜下腔、強膜外隙、角膜内腔、上角膜腔、強
膜、毛様体扁平部、外科的に誘発された無血管領域、黄斑、および網膜のうちのいずれか
１つ以上とすることができる。生分解性ポリマーは、例えば、ポリ（乳－ｃｏ－グリコー
ル）酸（ＰＬＧＡ）コポリマーとすることができる。特定の実施形態では、ポリマー中の
グリコール酸モノマーに対する乳酸の比率は、約２５／７５、４０／６０、５０／５０、
６０／４０、７５／２５重量パーセント、より好ましくは、約５０／５０である。加えて
、ＰＬＧＡコポリマーは、インビボ分解性植設物の約２０、３０、４０、５０、６０、７
０、８０～約９０重量パーセントとすることができる。特定の好適な実施態様では、ＰＬ
ＧＡコポリマーは、インビボ分解性植設物の約３０～約５０重量パーセント、好ましくは
約４０重量パーセントとすることができる。
【０１５２】
　本明細書で説明される方法に従って投与される組成物の容量は、投与方法、ＲＰＥ細胞
の数、患者の年齢および体重、および治療される疾患の型および重篤性等の因子にも依存
する。例えば、液体として経口投与される場合、本発明の組成物を含む液体の容量は、約
０．５ミリリットル～約２．０ミリリットル、約２．０ミリリットル～約５．０ミリリッ
トル、約５．０ミリリットル～約１０ミリリットル、もしくは約１０ミリリットル～約５
０ミリリットルとなり得る。注射によって投与される場合、本発明の組成物を含む液体の
容量は、約５．０マイクロリットル～約５０マイクロリットル、約５０マイクロリットル
～約２５０マイクロリットル、約２５０マイクロリットル～約１ミリリットル、約１ミリ
リットル～約５ミリリットル、約５ミリリットル～約２５ミリリットル、約２５ミリリッ
トル～約１００ミリリットル、もしくは約１００ミリリットル～約１リットルとなり得る
。
【０１５３】
　眼内注射によって投与される場合、ＲＰＥ細胞は、患者の寿命の全体を通して定期的に
１回以上送達することができる。例えば、ＲＰＥ細胞は、年１回、６～１２ヵ月に１回、
３～６ヵ月に１回、１～３ヵ月に１回、もしくは１～４週間に１回送達することができる
。あるいは、特定の状態または障害については、より頻繁な投与が望ましくなり得る。植
設物もしくはデバイスによって投与される場合、ＲＰＥ細胞は、治療される特定の患者お
よび障害、もしくは状態の必要に応じて、患者の寿命の全体を通して定期的に１回もしく
は１回以上投与することができる。同様に、経時的に変化する治療計画が意図される。例
えば、最初の間は、より頻繁な治療（例えば、毎日もしくは毎週の治療）が必要になり得
る。経時的に、患者の状態が改善するにつれて、治療の頻度の低減が必要となり得る、ま
たはそれ以上の治療を行わなくてもよくなり得る。
【０１５４】
　特定の実施形態では、患者には、ＲＰＥ細胞の投与の前、これと同時に、もしくは後の
いずれかに、免疫抑制療法も投与される。免疫抑制療法は、患者の寿命の全体を通して、
またはより短い期間、必要になり得る。
【０１５５】
　特定の実施形態では、本発明のＲＰＥ細胞は、薬剤として許容される担体によって製剤
化される。例えば、ＲＰＥ細胞は、単独で、または医薬組成物の成分として投与され得る
。対象の化合物は、人間の薬で使用するためのあらゆる好都合な方法で投与するために製
剤化されてもよい。特定の実施形態では、非経口投与に好適な医薬組成物は、薬剤として
許容される１つ以上の無菌で等張性の水または非水系溶液、分散体、懸濁液もしくはエマ
ルジョン、または使用直前に無菌の注射可能な溶液または分散体に再構成され得る無菌の
粉末と組み合わせた、ＲＰＥ細胞を含み得、酸化防止剤、緩衝剤、静菌剤、対象となる受
容者の血液との製剤化用の水、懸濁剤、もしくは増粘剤を含有し得る。本発明の医薬組成
物に用いられ得る好適な水性および非水系担体の例には、水、エタノール、多価アルコー
ル（グリセロール、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール等）、およびそれら
の好適な混合物、オリーブ油等の植物油、およびオレイン酸エチル等の注射可能な有機エ
ステルが挙げられる。適切な流動性は、例えば、レシチンのような被膜材料を使用するこ
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とにより、また、分散体の場合には必要な粒度を維持することによって、および界面活性
剤を使用することによって保持することができる。
【０１５６】
　本発明の組成物は、保存剤、湿潤剤、乳化剤、および分散剤等のアジュバントを含有し
得る。微生物の作用の予防は、種々の抗菌剤および抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロ
ブタノール、フェノール、ソルビン酸等を含有させることによって確実にされ得る。また
、糖、塩化ナトリウム等の等張剤を組成物中に含むことが好ましい場合もある。加えて、
注射可能な医薬形態の持続的吸収が、例えばモノステアリン酸アルミニウムおよびゼラチ
ン等の、吸収を遅延させる１つ以上の薬剤の包含によってもたらされ得る。
【０１５７】
　投与される時には、本発明で使用するための治療用組成物は、当然、発熱因子の無い、
生理的に許容可能な形態である。さらに、組成物は、望ましくは、網膜もしくは脈絡膜の
損傷部位に送達するために、粘性のある形態で硝子体液中にカプセル化または注入され得
る。
【０１５８】
　複雑さを低減したＲＰＥ細胞を得るための、ヒト胚幹細胞におけるＭＨＣ遺伝子の設計
　本発明のＲＰＥ細胞を生成する当該方法の出発点として使用されるヒト胚幹細胞は、ヒ
ト胚幹細胞のライブラリから誘導されてもよく、それぞれが、ヒト集団内に存在する少な
くとも１つのＭＨＣ対立遺伝子に対してヘミ接合性もしくはホモ接合性である。特定の実
施形態では、幹細胞の当該ライブラリの各メンバは、ライブラリの残りのメンバに関連し
て、異なる組のＭＨＣ対立遺伝子に対してヘミ接合性もしくはホモ接合性である。特定の
実施形態では、幹細胞のライブラリは、ヒト集団内に存在する全てのＭＨＣ対立遺伝子に
対してヘミ接合性もしくはホモ接合性である。本発明の文脈では、１つ以上の組織適合性
抗原遺伝子に対してホモ接合性である幹細胞は、１つ以上の（およびいくつかの実施形態
では全ての）そのような遺伝子に対してヌル接合性である細胞を含む。遺伝子座に対する
ヌル接合性とは、遺伝子がその座においてヌルである、すなわち、その遺伝子の両方の対
立遺伝子が、削除または不活性化されることを意味する。ＭＨＣ遺伝子に対してヌル接合
性である幹細胞は、例えば遺伝子の標的化および／またはヘテロ接合性の消失（ＬＯＨ）
等の、当技術分野において公知の標準的な方法によって生成され得る。例えば、米国特許
公報第ＵＳ２００４００９１９３６号、第ＵＳ２００３０２１７３７４号、および第ＵＳ
２００３０２３２４３０号、および米国仮出願第６０／７２９，１７３号を参照されたく
、その全ての開示は、参照することにより本明細書に組み込まれる。
【０１５９】
　したがって、本発明は、ＭＨＣの複雑さを低減した、ＲＰＥ細胞のライブラリを含む、
ＲＰＥ細胞を得る方法に関する。ＭＨＣの複雑さを低減したＲＰＥ細胞は、患者の適合性
に関連する問題点を排除することになるため、治療用途に利用可能な細胞の供給を増加さ
せることになる。このような細胞は、ＭＨＣ複合体の遺伝子に対してヘミ接合性もしくは
ホモ接合性となるように設計される幹細胞から誘導され得る。
【０１６０】
　ヒト胚性幹細胞は、細胞のＭＨＣ複合体の姉妹染色体の対立遺伝子のうちの１つに対す
る修飾体を含み得る。遺伝子標的化等の遺伝子修飾体を発生させるための様々な方法が、
ＭＨＣ複合体内の遺伝子を修飾するために用いられ得る。さらに、細胞内のＭＨＣ複合体
の変更した対立遺伝子は、続いて、同一の対立遺伝子が姉妹染色体上に存在するように、
ホモ接合性となるように操作され得る。細胞を操作して、ＭＨＣ複合体内にホモ接合性の
対立遺伝子を有するために、ヘテロ接合性の消失（ＬＯＨ）等の方法が用いられ得る。例
えば、親対立遺伝子からの一組のＭＨＣ遺伝子内の１つ以上の遺伝子を、ヘミ接合性細胞
を発生させるために標的化することができる。他の一組のＭＨＣ遺伝子は、ヌル系を作製
するように、遺伝子標的化またはＬＯＨによって取り出すことができる。このヌル系はさ
らに、他の一様な遺伝的背景を伴うヘミ接合性もしくはホモ接合性バンクを作製するよう
に、その中でＨＬＡ細胞もしくは個々の細胞の配列を中断する胚細胞系として使用するこ
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とができる。
【０１６１】
　一態様では、ライブラリのメンバが少なくとも１つのＨＬＡ細胞に対してホモ接合性で
あるＥＳ細胞系のライブラリが、本発明の方法によるＲＰＥ細胞を誘導するのに使用され
る。別の態様では、本発明は、ＲＰＥ細胞（および／またはＲＰＥ系統細胞）のライブラ
リを提供し、そこでＥＳ細胞のいくつかの系が選択され、ＲＰＥ細胞に分化される。これ
らのＲＰＥ細胞および／またはＲＰＥ系統細胞は、細胞に基づく治療を必要とする患者に
使用され得る。
【０１６２】
　したがって、本発明の特定の実施形態は、複雑さを低減した胚幹細胞から誘導したヒト
ＲＰＥ細胞を、それを必要とする患者に投与する方法に関する。特定の実施形態では、本
方法は、（ａ）ヒトＲＰＥ細胞を患者に投与する工程を伴う治療を必要とする患者を同定
する工程と、（ｂ）患者の細胞の表面に発現するＭＨＣタンパク質を同定する工程と、（
ｃ）本発明のＲＰＥ細胞を生成するための方法によって作成される、複雑さを低減したＭ
ＨＣのヒトＲＰＥ細胞のライブラリを提供する工程と、（ｄ）ライブラリから、この患者
の細胞に関するＭＨＣタンパク質に適合するＲＰＥ細胞を選択する工程と、（ｅ）工程（
ｄ）からの細胞のうちのいずれかを当該患者に投与する工程と、を含む。本方法は、例え
ば病院、クリニック、診療所、および他の医療施設等の総括局で実行されてもよい。さら
に、患者に適合するものとして選択されるＲＰＥ細胞は、少数の細胞しか保存されていな
かった場合、患者の治療前に増大させてもよい。
【０１６３】
　他の市販アプリケーションおよび方法
　本発明の特定の態様は、商業的な量に到達するＲＰＥ細胞の生成に関する。特定の実施
形態では、ＲＰＥ細胞は、大規模に生成され、必要に応じて保存されて、病院、臨床医、
もしくは他の医療施設に供給される。患者が、例えばスタルガルト黄斑ジストロフィ、加
齢性黄斑変性症、または網膜色素変性症等の兆候を呈した時に、適時の様体でＲＰＥ細胞
を注文して提供することができる。したがって、本発明は、商業的な細胞の規模を達成す
るように細胞を生成する方法、当該方法に由来するＲＰＥ細胞を含む細胞製剤の他に、Ｒ
ＰＥ細胞を病院および臨床医に提供する（すなわち、生成し、任意で貯蔵し、かつ販売す
る）方法にも関する。
【０１６４】
　したがって、本発明の特定の態様は、本明細書で開示される方法によって生成されるＲ
ＰＥ細胞を生成し、貯蔵し、かつ分配する方法に関する。ＲＰＥの生成後に、ＲＰＥ細胞
を、患者の治療前に採取し、精製し、かつ任意で貯蔵してもよい。ＲＰＥ細胞は、患者固
有のもの、またはＨＬＡもしくは他の免疫学的プロファイルに基づいて特に選択したもの
であってもよい。
【０１６５】
　したがって、特定の実施形態では、本発明は、ＲＰＥ細胞を病院、医療施設、および臨
床医に供給し、それによって、本明細書で説明される方法によって生成されるＲＰＥ細胞
を貯蔵し、病院、医療施設、もしくは臨床医の要求に応じて注文し、かつＲＰＥ細胞療法
を必要とする患者に投与する方法を提供する。代替の実施形態では、病院、医療施設、も
しくは臨床医が、患者固有のデータに基づいてＲＰＥ細胞を注文し、患者の病状に従って
ＲＰＥ細胞を生成し、続いて、注文を行った病院もしくは臨床医に供給する。
【０１６６】
　特定の実施形態では、ヒト胚幹細胞からＲＰＥ細胞を分化させる方法は、適正製造基準
（ＧＭＰ）に従って実施される。特定の実施形態では、ヒト胚幹細胞の初期の誘導または
生成も、適正製造基準（ＧＭＰ）に従って実施される。細胞は、ウイルス、細菌、もしく
は真菌の感染もしくは汚染が存在しないことを確実にするように、分化プロトコルの全体
を通して１つ以上の時点で試験が行われてもよい。同様に、出発材料として使用されるヒ
ト胚幹細胞は、ウイルス、細菌、もしくは真菌の感染もしくは汚染が存在しないことを確
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実にするように、試験が行われてもよい。
【０１６７】
　特定の実施形態では、分化したＲＰＥ細胞もしくは成熟分化したＲＰＥ細胞の生成が、
商業的利用のために拡大される。例えば、当該方法は、少なくとも１×１０５個、５×１
０５個、１×１０６個、５×１０６個、１×１０７個、５×１０７個、１×１０８個、５
×１０８個、１×１０９個、５×１０９個、もしくは１×１０１０個のＲＰＥ細胞を生成
するのに使用することができる。
【０１６８】
　本発明のさらなる態様は、適合した細胞を潜在患者である受容者に提供することができ
る、ＲＰＥ細胞のライブラリに関する。したがって、ある実施形態において、本発明は、
少なくとも１つの組織適合性抗原に対してホモ接合性であるＲＰＥ細胞製剤を提供する工
程を含む、医薬品事業を行う方法であって、細胞が、本明細書で説明される方法によって
増大させることができるＲＰＥ細胞のライブラリを含むそのような細胞のバンクから選択
され、各ＲＰＥ細胞製剤が、ヒト集団内に存在する少なくとも１つのＭＨＣ対立遺伝子に
対してヘミ接合性もしくはホモ接合性であり、かつ当該のＲＰＥ細胞のバンクが、細胞の
バンク内の他のメンバに対して異なる組のＭＨＣ対立遺伝子に対してそれぞれヘミ接合性
もしくはホモ接合性である細胞を含む、方法を提供する。上述のように、遺伝子標的化ま
たはヘテロ接合性の消失は、ＲＰＥ細胞の誘導に使用されるヘミ接合性またはホモ接合性
のＭＨＣ対立遺伝子幹細胞を発生させるために使用され得る。ある実施形態では、患者に
好適なものとなる特定のＲＰＥ細胞製剤を選択し、その後に、患者の治療に適切な量に到
達するまで増大させる。医薬品事業を行う方法はまた、製剤を販売のために分配するため
の分配システムを確立する工程、または医薬製剤をマーケティングする販売グループを確
立する工程を含み得る。
【０１６９】
　本発明の他の態様は、医薬品、化学薬品、もしくはバイオテクノロジ会社、病院、また
は学術もしくは調査機関等の環境での研究ツールとしての、本発明のＲＰＥ細胞の使用に
関する。このような用法には、例えばインビトロもしくはインビボでＲＰＥの生存を促進
するのに使用できる、またはＲＰＥの成熟を促進するのに使用できる薬剤を同定するため
のスクリーニング試験での、胚幹細胞から分化したＲＰＥ細胞の使用を含む。同定した薬
剤は、例えば単独で、もしくはＲＰＥ細胞と組み合わせてそれらの潜在的使用を評価する
ように、インビトロまたは動物モデルで研究することができる。
【０１７０】
　本発明は、患者からヒトＥＳ細胞を得て、次いでそのＥＳ細胞に由来するＲＰＥ細胞を
発生および増大させる方法も含む。これらのＲＰＥ細胞は、貯蔵され得る。加えて、これ
らのＲＰＥ細胞は、そこからＥＳ細胞が得られた患者、またはその患者の親族を治療する
のに使用され得る。
【０１７１】
　上述した方法および用途は、ＲＰＥ細胞の治療、医薬製剤、および貯蔵に関連するので
、本発明は、そのような用途に好適であるＲＰＥ細胞の溶液にも関する。したがって、本
発明は、患者への注射に好適であるＲＰＥ細胞の溶液に関する。このような溶液は、生理
的に許容可能な液体（例えば、生理食塩水、緩衝食塩水、もしくは平衡塩類溶液）中で製
剤化される細胞を含み得る。溶液中の細胞の数は、少なくとも約１０２～約１０９個未満
の細胞になり得る。他の実施形態では、溶液中の細胞の数は、約１０１個、１０２個、５
×１０２個、１０３個、５×１０３個、１０４個、１０５個、１０６個、１０７個、また
は１０８個～約５×１０２個、１０３個、５×１０３個、１０４個、１０５個、１０６個
、１０７個、１０８個、または１０９個の範囲となり得、上限および下限は、独立に選択
されるが、ただし、下限は、常に上限未満である。さらに、細胞は、単回もしくは複数回
投与で投与され得る。
【０１７２】
　本明細書で説明される方法によって提供される細胞は、即時に使用され得、または数日
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もしくは数年間冷凍され得る。したがって、ある実施形態において、本発明は、ＲＰＥ細
胞の凍結保存製剤を提供し、当該の凍結保存製剤は、少なくとも約１０１個、１０２個、
５×１０２個、１０３個、５×１０３個、１０４個、５×１０４個、１０５個、５×１０
５個または１０６個の細胞を含む。凍結保存製剤は、少なくとも約５×１０６個、１０７

個、５×１０７個、１０８個、５×１０８個、１０９個、５×１０９個、もしくは１０１

０個の細胞をさらに含み得る。同様に、ＲＰＥ細胞を凍結保存する方法が提供される。Ｒ
ＰＥ細胞は、分化後、インビトロ成熟後即時に、または培養物内である期間が経過した後
に凍結保存され得る。製剤内のＲＰＥ細胞は、分化したＲＰＥ細胞および成熟ＲＰＥ細胞
の混合物を含み得る。
【０１７３】
　他の多能性細胞
　上述の考察は、特有のＲＰＥ細胞を作製するための出発材料としてヒト胚幹細胞を使用
することの他に、ヒト胚幹細胞から分化したＲＰＥ細胞を使用した製剤およびその方法に
も重点を置いている。しかしながら、上記に詳述した方法および用法は、同様に、他の型
のヒト多能性幹細胞を出発材料として使用して、ＲＰＥ細胞を発生させるためにも使用す
ることができる。したがって、本発明は、上述または下述の本発明の態様および実施形態
のうちのいずれかを、同様に、他の型のヒト多能性幹細胞から分化したＲＰＥ細胞の方法
および用法に適用することができることを意図している。特に、人工多能性幹（ｉＰＳ）
細胞が胚幹細胞の特徴を有するならば、そのような細胞を、胚幹細胞から分化したＲＰＥ
細胞と同一もしくは実質的に同一であるＲＰＥ細胞を生成するのに使用できることに留意
されたい。
【０１７４】
　本明細書で使用する場合、「多能性幹細胞」という用語は、多能性幹細胞が誘導される
方法に関わらず、胚幹細胞、胚由来の幹細胞、および人工多能性幹細胞を含む。多能性幹
細胞は、（ａ）免疫不全（ＳＣＩＤ）マウス内に移植した時に奇形腫を誘発することがで
きる、（ｂ）胚葉層の３つ全ての細胞型に分化することができる（例えば、外胚葉、中胚
葉、および内胚葉の細胞型に分化することができる）、および（ｃ）胚幹細胞の１つ以上
のマーカーを発現する（例えば、Ｏｃｔ－４、アルカリ性ホスファターゼ、ＳＳＥＡ－３
表面抗原、ＳＳＥＡ－４表面抗原、ｎａｎｏｇ、ＴＲＡ－１－６０、ＴＲＡ－１－８１、
ＳＯＸ２、ＲＥＸ１等を発現する）、幹細胞として機能的に定義される。例示的な多能性
幹細胞は、例えば当技術分野において公知の方法を使用して発生させることができる。例
示的な多能性幹細胞は、胚盤胞期胚のＩＣＭに由来する胚幹細胞、並びに、（任意で、胚
の残部を破壊せずに）卵割期もしくは桑実胚期胚の１つ以上の分割球に由来する胚幹細胞
も含む。このような胚幹細胞は、体細胞核移入（ＳＣＮＴ）、単為生殖、細胞の再プログ
ラミング、および雄性生殖を含む、受精によって、もしくは無性手段によって生成される
胚材料から発生させることができる。さらなる例示的な多能性幹細胞は、因子（本明細書
では、再プログラミング因子と称する）の組み合わせを発現させる、もしくは発現を誘発
することにより、体細胞を再プログラムすることによって発生される人工多能性幹細胞（
ｉＰＳ細胞）を含む。ｉＰＳ細胞は、胎児、初生児、新生児、幼若児、もしくは成人の体
細胞を使用して発生させることができる。特定の実施形態において、体細胞を多能性幹細
胞に再プログラムするのに使用することができる因子には、例えば、Ｏｃｔ－４（Ｏｃｔ
３／４と称されることもある）、Ｓｏｘ２、ｃ－Ｍｙｃ、およびＫｌｆ４の組み合わせが
挙げられる。他の実施形態において、体細胞を多能性幹細胞に再プログラムするのに使用
することができる因子には、例えば、Ｏｃｔ－４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、およびＬｉｎ
２８の組み合わせが挙げられる。他の実施形態では、体細胞は、少なくとも２つの再プロ
グラミング因子、少なくとも３つの再プログラミング因子、もしくは４つの再プログラミ
ング因子を発現することによって再プログラムされる。他の実施形態では、体細胞を多能
性幹細胞に再プログラムするように、追加的な再プログラミング因子が同定され、単独で
、もしくは１つ以上の公知の再プログラミング因子と組み合わせて使用される。
【０１７５】
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　胚幹細胞は、多能性幹細胞の一例である。別の例は、人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞であ
る。
【０１７６】
　特定の実施形態では、多能性幹細胞は、胚幹細胞もしくは胚由来の細胞である。他の実
施形態では、多能性幹細胞は、人工多能性幹細胞である。特定の実施形態では、多能性幹
細胞は、１つ以上の再プログラミング因子を体細胞内に発現させる、もしくは発現を誘発
することによって生成される人工多能性幹細胞である。特定の実施形態では、体細胞は、
真皮線維芽細胞、滑膜線維芽細胞、もしくは肺線維芽細胞等の線維芽細胞である。他の実
施形態では、体細胞は、線維芽細胞ではなく、むしろ非線維芽細胞体細胞である。特定の
実施形態では、体細胞は、少なくとも２つの再プログラミング因子、少なくとも３つの再
プログラミング因子、もしくは４つの再プログラミング因子を発現することによって再プ
ログラムされる。他の実施形態では、体細胞は、少なくとも４つ、少なくとも５つ、もし
くは少なくとも６つの再プログラミング因子を発現することによって再プログラムされる
。特定の実施形態では、再プログラミング因子は、Ｏｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ
、Ｌｉｎ２８、ｃ－Ｍｙｃ、およびＫｌｆ４から選択される。他の実施形態では、発現す
る一組のプログラミング因子は、上記に列記した再プログラミング因子のうちの少なくと
も１つ、少なくとも２つ、少なくとも３つ、もしくは少なくとも４つを含み、かつ任意で
、１つ以上の他の再プログラミング因子を含む。特定の実施形態では、上述の、もしくは
他の再プログラミング因子のうちの少なくとも１つ、少なくとも２つ、少なくとも３つ、
もしくは少なくとも４つは、体細胞と、１つ以上の再プログラミング因子の発現を誘発す
る有機小分子薬剤等の１つ以上の薬剤とを接触させることによって誘発される。特定の実
施形態では、体細胞は、（例えば、ウイルスベクター、プラスミド等を使用して）１つ以
上の再プログラミング因子が発現され、かつ（例えば有機小分子を使用して）１つ以上の
再プログラミング因子の発現が誘発される、組み合わせ手法を使用して再プログラムされ
る。
【０１７７】
　特定の実施形態では、再プログラミング因子は、レトロウイルスベクターもしくはレン
チウイルスベクター等のウイルスベクターを使用した感染によって、体細胞内に発現され
る。他の実施形態では、再プログラミング因子は、エピソームプラスミド等の非統合的ベ
クターを使用して、体細胞内に発現される。非統合的ベクターを使用して再プログラミン
グ因子が発現される時に、当該因子は、電気穿孔法、形質移入、またはベクターによる体
細胞の形質変換を使用して、細胞内に発現させることができる。
【０１７８】
　特定の実施形態では、多能性幹細胞は、体細胞から発生され、体細胞は、胚、胎児、新
生児、初生児、幼若児、もしくは成人細胞から選択される。
【０１７９】
　再プログラミング因子を発現する、もしくは発現を誘発することによってｉＰＳ細胞を
作製するための方法は、当技術分野において公知である。簡潔には、体細胞は、再プログ
ラミング因子を発現する発現ベクターで、感染、形質移入、あるいは形質導入される。マ
ウスの場合、統合的ウイルスベクターを使用した４つの因子（Ｏｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、
ｃ－ｍｙｃ、およびＫｌｆ４）の発現は、体細胞の再プログラムに十分なものであった。
ヒトの場合、統合的ウイルスベクターを使用した４つの因子（Ｏｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、
Ｎａｎｏｇ、およびＬｉｎ２８）の発現は、体細胞の再プログラムに十分なものであった
。しかしながら、より少ない因子もしくは他の再プログラミング因子の発現（もしくは発
現の誘導）でも十分なものとなり得る。加えて、統合的ベクターを使用するのは、細胞内
で再プログラミング因子を発現させるための１つの機構だけである。例えば非統合的ベク
ターの使用を含む、他の方法を使用することができる。
【０１８０】
　特定の実施形態では、上述の、もしくは他の再プログラミング因子のうちの少なくとも
１つ、少なくとも２つ、少なくとも３つ、もしくは少なくとも４つは、体細胞と、１つ以
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上の再プログラミング因子の発現を誘発する有機小分子薬剤等の１つ以上の薬剤とを接触
させることによって誘発される。特定の実施形態では、体細胞は、（例えば、ウイルスベ
クター、プラスミド等を使用して）１つ以上の再プログラミング因子が発現され、かつ（
例えば有機小分子を使用して）１つ以上の再プログラミング因子の発現が誘発される、組
み合わせ手法を使用して再プログラムされる。
【０１８１】
　細胞内に再プログラミング因子が発現すると、細胞が培養される。経時的に、ＥＳの特
徴を有する細胞が培養皿内に現れる。細胞は、例えば、ＥＳの形態に基づいて、または選
択可能もしくは検出可能なマーカーの発現に基づいて、採集および培養することができる
。細胞は、ＥＳ細胞様の細胞の培養物を生成するように培養される。これらの細胞は、推
定上のｉＰＳ細胞である。
【０１８２】
　ｉＰＳ細胞の多能性を確認するために、細胞を、１つ以上の多能性の検定で試験するこ
とができる。例えば、細胞は、ＥＳ細胞マーカーの発現について試験することができる。
細胞は、ＳＣＩＤマウスに移植した時の奇形腫を生成する能力について評価することがで
きる。細胞は、分化させて、３つ全ての胚葉層の細胞型を生成する能力について評価する
ことができる。
【０１８３】
　多能性ｉＰＳ細胞が（新しく誘導して、または前もって誘導した細胞のバンクもしくは
ストックから）得られると、このような細胞を、ＲＰＥ細胞の作製に使用することができ
る。
【０１８４】
　特定の実施形態では、ｉＰＳ細胞の作製は、ＲＰＥ細胞の生成における最初の工程であ
る。他の実施形態では、前もって誘導したｉＰＳ細胞が使用される。特定の実施形態では
、ｉＰＳ細胞は、具体的には、組織に適合するＲＰＥ細胞を目的として、特定の患者もし
くは適合ドナーからの材料を使用して発生される。特定の実施形態では、ｉＰＳ細胞は、
実質的に免疫原性ではない万能ドナー細胞である。
【０１８５】
　以下、本発明を、以下の実施例を参照してより完全に説明するが、これは例示的なもの
に過ぎず、上述した本発明を限定するものとみなすべきではない。
【実施例】
【０１８６】
　以下、本発明を全般的に説明し、以下の実施例を参照することによってより容易に理解
されるが、これは本発明の特定の態様および実施形態を例示したものに過ぎず、本発明を
制限することを意図したものではない。
【０１８７】
　胚幹細胞の多能性は、２つの転写因子Ｏｃｔ４（Ｐｏｕ５ｆｌ）およびＮａｎｏｇの微
妙な相互的なバランスによって、部分的に保持される。ＥＳ細胞の分化中に、これらの遺
伝子の発現は下方制御され、最近の検証は、これらのタンパク質をコード化する遺伝子の
過剰メチル化が原因であることを示唆している。これらの遺伝子のうちの一方もしくは両
方の消失は、細胞分化に関連する遺伝子の転写活性化をもたらす。
【０１８８】
　網膜色素性上皮（ＲＰＥ）は、神経外胚葉から生じ、かつ神経網膜および脈絡膜に隣接
して位置し、血管系と網膜との間に障壁を提供する。本明細書で提供されるデータは、Ｒ
ＰＥ細胞が、最終分化後に遺伝子的および機能的に周囲の光受容体と区別されるが、細胞
は共通の前駆体を共有し得ることを示している。
【０１８９】
　このモデルは、発明者らの培養方法の特許請求の範囲に特有の要素が、ＦＧＦ、ＥＧＦ
、ＷＮＴ４、ＴＧＦ－β、ならびに／もしくは信号ＭＡＰキナーゼおよび潜在性Ｃ－Ｊｕ
ｎ末端キナーゼ経路に対する酸化的ストレスを通して機能して、ペアードボックス６（Ｐ
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ＡＸ６）転写因子の発現を誘発することを示している。ＰＡＸ６は、チロシナーゼ（Ｔｙ
ｒ）等のＲＰＥ特異的遺伝子、およびＲＰＥ－６５、ベストロフィン、ＣＲＡＬＢＰ、お
よびＰＥＤＦ等の下流標的を転写するように、Ｍｉｔ－ＦとＯｔｘ２との協調を経て、Ｐ
ＡＸ２と相乗的に機能して成熟ＲＰＥを最終分化させる。
【０１９０】
　網膜色素性上皮（ＲＰＥ）へのヒト胚幹細胞（ｈＥＳｃ）の分化プロセス中の発育期を
特徴付けるために、複数の検定を用いて、それぞれの代表的な発育期の鍵となる遺伝子の
発現レベルを識別した。ＲＰＥ細胞内でｍＲＮＡおよびタンパク質として、複数の遺伝子
を特有に発現したことが発見された。例えば、ＰＡＸ６が、チロシナーゼ（Ｔｙｒ）等の
ＲＰＥ特異的遺伝子、ならびにＲＰＥ－６５、ベストロフィン、ＣＲＡＬＢＰ、およびＰ
ＥＤＦ等の下流標的を転写するように、Ｍｉｔ－ＦとＯｔｘ２との協調を経て、ＰＡＸ２
と相乗的に機能して成熟ＲＰＥを最終分化させることが発見された。重要なことに、ｍＲ
ＮＡおよびタンパク質発現のＲＰＥ特異的シグネチャは、ｈＨＳ細胞と異なるだけでなく
、胎児ＲＰＥおよびＡＲＰＥ－１９とも異なっていた。本明細書で説明されるＲＰＥ細胞
は、ｈＥＳ細胞、胎児ＲＰＥ細胞、もしくはＡＲＰＥ－１９細胞内には発現しなかった複
数の遺伝子を発現した（図３、４、および６）。本発明のＲＰＥ細胞内でのｍＲＮＡおよ
びタンパク質の特有の発現は、ｈＥＳ細胞、ＡＲＰＥ－１９細胞、および胎児ＲＰＥ細胞
等の従来技術における細胞とは異なるこれらのＲＰＥ細胞を作製する、一組のマーカーを
構成する。
【０１９１】
　実施例１：ＲＰＥの分化および培養物
　凍結保存ｈＥＳ細胞を解凍し、Ｌ－グルタミン、ペニシリン／ストレプトマイシン、お
よびＢ－２７サプリメントを補充した、ＭＤＢＫ－成長培地（Ｓｉｇｍａ－ＳＡＦＣ　Ｂ
ｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）もしくはＯｐｔｉｍＰｒｏ　ＳＦＭ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）内
で、Ｌｏ－ｂｉｎｄ　Ｎｕｎｃｌｏｎペトリ皿上の懸濁培養物内に配置した。ｈＥＳ細胞
は、初期の卵割期ヒト胚から生検採取した単一の分割球から前もって誘導した。残りのヒ
ト胚は破壊されなかった。単一の分割球に由来する２つのｈＥＳ細胞系ＭＡ０１およびＭ
Ａ０９を使用した。細胞は、胚様体（ＥＢ）として７～１４日間培養した。
【０１９２】
　７～１４日後に、ＥＢを、ブタの皮からのゼラチンで被覆した組織培養プレート上に蒔
いて培養した。ＥＢを、Ｂ－２７サプリメントは用いずにＬ－グルタミンおよびペニシリ
ン／ストレプトマイシンを補充した、ＭＤＢＫ－成長培地またはＯｐｔｉｍＰｒｏ　ＳＦ
Ｍ内でさらに１４～２８日間、付着培養物として成長させた。
【０１９３】
　ＲＰＥ細胞は、ＥＢの付着培養物内の細胞の中から見えるようになり、それらの敷石状
の細胞形態および色素沈着の発生によって認識される。
【０１９４】
　実施例２：ＲＰＥの単離および繁殖
　分化したＲＰＥ細胞が付着培養物に現れ続けるにつれて、分化したＲＰＥの集塊が、細
胞の形状に基づいて目に見えるほどに明らかになる。冷凍コラゲナーゼＩＶ（２０ｍｇ／
ｍｌ）を解凍して、７ｍｇ／ｍｌに希釈した。コラゲナーゼＩＶを、ＲＰＥ集塊を含有す
る付着培養物に塗布した（６ウエルプレート内の各ウエルに対して１．０ｍｌ）。約１～
３時間にわたって、コラゲナーゼＩＶが細胞集塊を解離した。培養物内の他の細胞からＲ
ＰＥ集塊を解離させることによって、ＲＰＥ細胞の富化懸濁液が得られた。富化ＲＰＥ細
胞懸濁液を培養プレートから取り出して、１０ｍｌのＭＥＦ培地を伴う１００ｍｍの組織
培養皿に移した。色素性凝集塊は、幹細胞切断ツール（Ｓｗｅｍｅｄ－Ｖｉｔｒｏｌｉｆ
ｅ）によって、３ｍｌのＭＥＦ培地を含有する６ウエルプレートのウエルに移される。全
ての凝集塊を取り出した後に、色素細胞の懸濁液を、７ｍｌのＭＥＦ培地を含有する１５
ｍｌの円錐管に移し、１０００ｒｐｍで５分間遠心分離する。上澄みを取り出す。５ｍｌ
の０．２５％のトリプシンおよび細胞解離緩衝剤の１：１の混合物を、細胞に加える。細
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胞を、３７℃で１０分間培養する。５ｍｌのピペットでピペッティングすることによって
、凝集塊がほとんど残らなくなるまで細胞を分散させる。５ｍｌのＭＥＦ培地を細胞に加
え、１０００ｒｐｍで５分間遠心分離する。上澄みを取り出し、細胞を、ＥＧＭ－２培養
培地（Ｃａｍｂｒｅｘ）で元の培養物の１／３に分割したゼラチン被覆したプレート上に
蒔いて培養する。
【０１９５】
　ＲＰＥ細胞の培養物を、ＥＧＭ－２培地での培養を継続することによって増大させた。
細胞は、必要に応じて、０．２５％のトリプシンＥＤＴＡおよび細胞解離緩衝剤の１：１
の混合物を使用して、１：３～１：６の比率で継代させた。
【０１９６】
　成熟分化したＲＰＥ細胞を富化するために、細胞を、ＥＧＭ－２内の合流点近くで成長
させた。次いで、ＲＰＥ細胞の成熟のさらなる促進を支持するように、培地をＭＤＢＫ－
ＭＭ（ＳＡＦＣ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）に変えた。
【０１９７】
　実施例３：定量リアルタイム逆転写ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）によって測定される、ＲＰＥ特
異的ｍＲＮＡの発現
　網膜色素性上皮（ＲＰＥ）へのヒト胚幹細胞（ｈＥＳ）の分化プロセス中の発育期を特
徴付けるために、複数の検定を用いて、それぞれの代表的な発育期の鍵となる遺伝子の発
現レベルを識別した。ｑＰＣＲは、ＲＰＥ分化プロセスにおける多数の関心の細胞型特異
的ｍＲＮＡ転写物の定量的および相対的測定を提供するように開発された。ｑＰＣＲは、
ヒト胚幹細胞内に、眼の発育中に神経網膜細胞内に、およびヒト胚幹細胞から分化したＲ
ＰＥ細胞内に特有に発現する遺伝子を判定するのに使用した。細胞型ごとの遺伝子を表１
に示す。
【０１９８】
【表１】

　ｈＥＳ特異的遺伝子が、Ｏｃｔ－４（ＰＯＵ５Ｆ１）、Ｎａｎｏｇ、Ｒｅｘ－１、ＴＤ
ＧＦ－１、ＳＯＸ－２、およびＤＰＰＡ－２を含むと判断した。神経外胚葉／神経網膜に
特異的な遺伝子には、ＣＨＸ１０、ＮＣＡＭ、ネスチン、およびβチューブリンが挙げら
れる。対照的に、ヒト胚幹細胞から分化したＲＰＥ細胞は、ｑＰＣＲ測定によって、ＰＡ
Ｘ－６、ＰＡＸ－２、ＲＰＥ－６５、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＬＢＰ、ベストロフィン、Ｍｉｔ
Ｆ、Ｏｔｘ－２、およびＴｙｒを特有に発現することが分かった。
【０１９９】
　ｑＰＣＲのデータから明らかなように、ｈＥＳ特異的遺伝子は、ｈＥＳに由来するＲＰ
Ｅ細胞内で著しく下方制御され（ほぼ１０００倍）、一方で、ＲＰＥおよび神経外胚葉に
特異的な遺伝子は、ｈＥＳに由来するＲＰＥ細胞内で大幅に上方制御（約１００倍）され
る。
【０２００】
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　加えて、完全に成熟したＲＰＥのｑＰＣＲ分析は、ＲＰＥ特異的マーカーＲＰＥ６５、
チロシナーゼ、ＰＥＤＦ、ベストロフィン、ＭｉｔＦおよびＰａｘ６の高レベルの発現を
示した。この発見は、上述した個体発生を詳しく説明しており、かつＭｉｔＦのＰａｘ－
２誘発調節、および最終分化したＲＰＥに関連する遺伝子の下流活性化に関する現在の文
献と合致している。
【０２０１】
　実施例４：ウエスタンブロット分析によって同定されるＲＰＥ特異的タンパク質の発現
　上述のｑＰＣＲ結果を検証し、かつＲＰＥ細胞内で特有に発現するタンパク質を同定す
るために、ｈＥＳ特異的およびＲＰＥ特異的マーカーのサブセットを、ウエスタンブロッ
ト法による検定の候補として選択し、それによって、ＰＣＲによって検出されるメッセー
ジの翻訳を行った。ウェスタン分析によって、半定量的（濃度測定による）および質的な
データによって他の検定の信頼性の絶対尺度が提供される。結果を図６に示す。タンパク
質負荷対照としてアクチンを使用した。
【０２０２】
　ｈＥＳ細胞に由来するＲＰＥ細胞は、ｈＥＳ特異的タンパク質Ｏｃｔ－４、Ｎａｎｏｇ
、およびＲｅｘ－１を発現しなかったが、それらは、ＲＰＥ６５、ＣＲＡＬＢＰ、ＰＥＤ
Ｆ、ベストロフィン、ＰＡＸ６、およびＯｔｘ２を発現した。したがって、これらのタン
パク質は、ｈＥＳ細胞から分化されるＲＰＥ細胞の優れたマーカーである。対照的に、Ａ
ＰＲＥ－１９細胞は、プロテオームマーカー発現の不確定なパターンを示した。
【０２０３】
　実施例５：ＲＰＥ細胞のマイクロアレイ遺伝子発現のプロファイリング
　手作業で精製した、インビトロでｈＥＳ細胞分化したｈＲＰＥは、増大段階中に、培養
物内で有意な形態学的事象を受ける。薄い培養物内に蒔いて培養した単細胞懸濁液を脱色
素し、細胞の表面積を増加させる。細胞が急速に分割する時に、ｈＲＰＥ細胞は、増大中
にこの形態を保持する。しかしながら、細胞密度が最大容量に到達する時に、ＲＰＥは、
それらの特徴的表現型に六角形状を採り、かつメラニンおよびリポフスシンを蓄積するこ
とによって色素沈着レベルが増加する。
【０２０４】
　色素沈着のレベルは、発明者らのＲＣＳラットモデルにおける薬学研究において主要な
役割を果たした。したがって、発明者らは、単一の分割球由来のｈＥＳ細胞系ＭＡ０１お
よびＭＡ０９の両方に由来するｈＲＰＥ細胞について、マイクロアレイを介して、大域的
な遺伝子の発現分析を行った。加えて、胎児ＲＰＥ、ＡＲＰＥ－１９、および網膜芽腫細
胞系を、対照として分析した。
【０２０５】
　発明者らのデータは、この表現型の変化が、これらの細胞の大域的な遺伝子の発現パタ
ーンの変化、具体的には、ＰＡＸ６、ＰＡＸ２、Ｏｔｘ２、ＭｉｔＦ、およびＴｙｒの発
現に関する変化によって左右されることを示している。
【０２０６】
　図７は、各試料間の変動性の説明となる、最少数の遺伝子に基づいて各試料が分散する
、主な構成要素の分析線図を示している。６９％の変動率を表す構成要素１は、細胞型を
表し、一方で、構成要素２は、細胞系（すなわち遺伝子の変動性）を表す。明らかに分か
るように、遺伝子発現プロファイルのほぼ線形の分散は、ｈＥＳ細胞に由来するｈＲＰＥ
の発育的な個体発生を特徴付けている。
【０２０７】
　そのＲＰＥ対応物に対するそれぞれのｈＥＳ細胞系を含むＡＮＯＶＡ分析に基づいて、
発明者らは、多能性および眼の発育に関連する遺伝子を選択するために、発現が最高およ
び最低である１００個の遺伝子を選択し、計算分析を行った。上方制御した遺伝子を表２
に示す。下方制御した遺伝子を表３に示す。
【０２０８】
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【表３－３】

　本開示は、ヒトＲＰＥ細胞が、網膜変性障害患者に対する細胞の無尽蔵の源を表す明確
かつ再現可能な条件の下で、ヒトＥＳ細胞から確実に分化および増大させることができる
ことを実証する。これらの細胞の濃度は、有効性によって限定されず、むしろ個々の正確
な臨床的要件まで滴定され得る。医師によって必要とみなされれば、患者の寿命にわたっ
て同じ細胞集団を繰り返し注入もしくは移植することも可能となる。さらに、ＲＰＥ細胞
を生成し得る、適合する、もしくは複雑さを低減したＨＬＡ　ｈＥＳ系のバンクを作り出
す能力は、全体として、免疫抑制薬および／または免疫調節性プロトコル必要性を低減も
しくは排除し得る。
【０２２１】
　本開示は、本明細書で説明される方法によって分化されるＲＰＥ細胞が、ｈＥＳ細胞、
胎児のＲＰＥ細胞、もしくはＡＲＰＥ－１９細胞では発現しない、複数の遺伝子を発現す
ることも実証する。ｍＲＮＡの特有の分子指紋、および本発明のＥＳ細胞由来のＲＰＥ細
胞におけるタンパク質の発現は、ｈＥＳ細胞、ＡＲＰＥ－１９細胞、および胎児のＲＰＥ
細胞等の従来技術の細胞とは異なるこれらのＲＰＥ細胞を作製する、ＲＰＥ－６５、ベス
トロフィン、ＰＥＤＦ、ＣＲＡＢＬＰ、Ｏｔｘ２、Ｍｉｔ－Ｆ、ＰＡＸ６、およびＰＡＸ
２等の一組のマーカーを構成する。
【０２２２】
　実施例６：胚幹細胞に由来するＲＰＥ細胞を使用した視覚機能の救援
　特定の網膜疾患は、その結果として光受容体の消失をもたらす、網膜色素上皮（ＲＰＥ
）の変性を特徴とする。その例には、ヒトにおけるスタルガルト黄斑ジストロフィ、およ
び英国外科医師会（ＲＣＳ）ラットにおける遺伝子的に判定されたジストロフィが挙げら
れる。このようなプロセスはまた、米国内だけで１千万人を超える人々に影響を及ぼして
いる、黄斑変性症においても役割を果たし得る。
【０２２３】
　発明者らは、胚幹細胞線系に由来し、かつＧＭＰに準拠した条件下で製造した、高度に
特徴付けられたＲＰＥ細胞が、ＲＣＳラットの視覚機能を最適に救援し得る条件を調査し
た。ＭＡＯ１およびＭＡＯ９由来のＲＰＥ細胞を、生後２３日（Ｐ２３）のＲＣＳラット
の網膜下腔に注入し、術後、経口シクロスポリンＡの免疫抑制を継続した。機能的有効性
は、上丘からの記録された閾値視運動視力および輝度閾値によって試験した。治療した全
ての眼と、模擬注入かつ未治療の眼とを比較した。これらの機能的評価の後に、組織学的
考察を行った。
【０２２４】
　実験結果は、ＲＣＳラットにおいて明確な用量反応を示した。５×１０４個のＲＰＥ細
胞を含む製剤の投与は、模擬動物よりもわずかに良好な視運動閾値しか示さず、一方で、
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２×１０５個のＲＰＥ細胞を含む製剤は、対照に対する能力の改善を示した。５×１０５

個のＲＰＥ細胞を含む製剤は、長期的に維持された優れた性能をもたらした。Ｐ６０にお
いて０．４８ｃ／ｄで行った動物は、いくらかの治療を行った眼を有する模擬動物よりも
大幅に（ｐ＜０．００１）良好であり（０．２６ｃ／ｄ）、通常の閾値（０．６ｃ／ｄ）
を示し、Ｐ９０において、最良の状態では０．５ｃ／ｄを超えた（模擬かつ未治療の動物
は、実質的に視覚障害を示すレベルである０．１６ｃ／ｄという数値を示した）。
【０２２５】
　Ｐ９４での上丘の記録は、一部の個々の記録が正常範囲内に含まれる、ＲＰＥ細胞を注
入した眼において、極めて低い輝度閾値応答も示した。組織学的研究は、ドナー細胞が、
内因性の宿主ＲＰＥのすぐ内側にある半連続の色素細胞層として配置されたことを示した
。ドナーＲＰＥ細胞は、ＲＰＥ６５およびベストロフィンに対して陽性であり、移植細胞
が、ＲＰＥ細胞であり、また、細胞がそれらの移植後の細胞の運命を保つこと示した。
【０２２６】
　加えて、移植した動物は、対照動物と比較して、光受容体の厚さを保持した。ＲＰＥ治
療動物の光受容体は、模擬かつ未治療の対照における単一の層と比較して、救援した領域
おいて細胞４～５個分の厚さであった。
【０２２７】
　結果は、胚幹細胞に由来し、かつＧＭＰに準拠した条件下で製造した、十分に特徴付け
られたＲＰＥ細胞が、ＲＣＳラットの網膜下腔への移植後も生存し、網膜内に移動せず、
また、ＲＰＥの分子特徴を発現し続けることを示している。最も重要なことに、それらは
、光受容体変性の動物モデルにおいて、用量依存の様式での視覚機能の顕著な救援を達成
する。データは、これらの細胞が、ヒトの病気におけるＲＰＥ駆動の光受容体変性を伴う
視力の悪化を制限し得る、および／または逆転させ得ることを示唆している。
【０２２８】
【数１】

【０２２９】
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【数３】

【０２３１】
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【数４】

【０２３２】
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【数５】

【０２３３】
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【数６】

【０２３４】
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【数７】

【０２３５】
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【数８】

【０２３６】



(70) JP 2011-500024 A 2011.1.6

10

20

30

40

【数９】

全ての刊行物、特許、および特許出願は、引用により組み込まれるものとして、個々の公
報、特許、もしくは特許出願が具体的及び個別に示されているように、同じ範囲の引用に
より本明細書に組み込まれる。
【０２３７】
　同等物
　当業者は、日常の実験以上のものを用いなくても、本明細書に記載される本発明の特定
の実施形態には多くの同等物があることを認識し、または確認することが可能であろう。
このような同等物は、以下の請求項によって包含されることが意図される。
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