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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　軟骨細胞の集団から多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団を生成する方法であって
、該方法は：
　ａ）軟骨細胞の集団においてＯｃｔ３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、Ｋｌ
ｆ４ポリペプチド、及びｃ－Ｍｙｃポリペプチドの１以上の発現を導く工程；及び
　ｂ）色素内皮誘導因子（ＰＥＤＦ）の存在下であり、且つ塩基性線維芽細胞成長因子（
ｂＦＧＦ）の非存在下で、軟骨細胞を培養する工程を含む
ことを特徴とする方法。
【請求項２】
　発現を導く前記工程は、Ｏｃｔ３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、Ｋｌｆ４
ポリペプチド、及びｃ－Ｍｙｃポリペプチドの発現を導くために、１以上の発現ベクター
を軟骨細胞の集団に導入する工程を含む、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞は、Ｏｃｔ４、Ｒｅｘ－１、ＳＳＥＡ４、Ｔｒａ１
－６０、及びＴｒａ１－８１から成る群から選択された２以上の遺伝子を発現する、こと
を特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　軟骨細胞の集団は成人のヒトに由来する、ことを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項５】
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　多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団から軟骨細胞の集団を生成する方法であって
、該方法は：
　ｉ）請求項１に記載の方法に従って多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団を生成す
る工程であって、多能性肝細胞又は分化多能性肝細胞は多能性肝細胞又は分化多能性肝細
胞のコロニーを形成する、工程；
　ｉｉ）細胞集合体を製造するために多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞のコロニーを機
械的に切開する工程；
　ｉｉｉ）集合体由来の細胞を製造するために集密度になるまで、組織培養処理した容器
において細胞集合体を培養する工程；
　ｉｖ）軟骨前駆細胞を製造するために、培養において少なくとも１回、集合体由来の細
胞を継代する工程；及び
　ｖ）軟骨前駆細胞を三次元培養に入れる工程
を含み、
ここで、前記方法は、胚様体の形成を含まない
ことを特徴とする方法。
【請求項６】
　集合体由来の細胞は、軟骨前駆細胞を製造するために少なくとも２回継代される、こと
を特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　軟骨前駆細胞は、ＴＧＦ－β３の存在下で三次元培養に入れられる、ことを特徴とする
請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　軟骨前駆細胞は、ＢＭＰ－２の存在下で三次元培養に入れられる、ことを特徴とする請
求項５に記載の方法。
【請求項９】
　三次元培養は、コラーゲン、プロテオグリカン、フィブリン、ヒアルロン酸、ポリ－Ｄ
－ラクチド、ポリ－Ｌ－ラクチド、ポリ－ＤＬ－ラクチド、ポリグリコール酸、ポリ乳酸
、ヒドロキシアパタイト、リン酸カルシウム、アテロコラーゲン、フィブリン、アルギン
酸塩、寒天、ゼラチン、及びそれらの組み合わせから選択される構成成分を含む、ことを
特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項１０】
　三次元培養はコラーゲンを含む、ことを特徴とする請求項５に記載の方法。
【請求項１１】
　コラーゲンは架橋結合される、ことを特徴とする請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　コラーゲンは可溶化される、ことを特徴とする請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　三次元培養はプロテオグリカンを含む、ことを特徴とする請求項５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、２０１２年１０月２９日出願の米国特許出願第６１／７１９，９０１号の利
益を主張し、その全体は引用により本明細書に組み込まれる。
【背景技術】
【０００２】
　関節炎と軟骨変性は、高齢人口において、及び早い年齢で始まりだんだんと激しくなる
身体活動に従事する若い年代においても同様に、身体障害の主要原因である。
【発明の概要】
【０００３】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨細胞の集団から多能性幹細胞又は分化
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多能性幹細胞を生成する方法が開示され、該方法は：ａ）軟骨細胞の集団においてＯｃｔ
３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、Ｋｌｆ４ポリペプチド、及びｃ－Ｍｙｃポ
リペプチドの１以上の発現を導く工程；及び、ｂ）色素内皮誘導因子（ｐｉｇｍｅｎｔ　
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｕｍ－ｄｅｒｉｖｅｄ　ｆａｃｔｏｒ）（ＰＥＤＦ）の存在下で軟骨
細胞を培養する工程を含む。幾つかの実施形態において、前記方法は、Ｏｃｔ３／４ポリ
ペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、Ｋｌｆ４ポリペプチド、及びｃ－Ｍｙｃポリペプチド
の発現を導くために、１以上の発現ベクターを軟骨細胞の集団に導入する工程を更に含む
。幾つかの実施形態において、１以上の発現ベクターは、レトロウイルス発現ベクター、
レンチウイルス発現ベクター、アデノ随伴ウイルス（ａｄｅｎｏ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
　ｖｉｒａｌ）発現ベクター、又はアデノウイルス発現ベクターである。幾つかの実施形
態において、１以上の発現ベクターは、レンチウイルス発現ベクターである。幾つかの実
施形態において、１以上の発現ベクターは、選択マーカーを含む。幾つかの実施形態にお
いて、多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞は、Ｏｃｔ４、Ｒｅｘ－１、ＳＳＥＡ４、Ｔｒ
ａ１－６０、及びＴｒａ１－８１から成る群から選択された２以上の遺伝子を発現する。
幾つかの実施形態において、軟骨細胞は、成人のヒトに由来する。
【０００４】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団
から軟骨細胞の集団を生成する方法が開示され、該方法は：ｉ）本明細書に開示される方
法に従って多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団を生成する工程；ｉｉ）細胞集合体
を製造するために多能性幹細胞のコロニー又は分化多能性幹細胞のコロニーを機械的に切
開する工程；ｉｉｉ）集合体由来の細胞を製造するために、組織培養容器において、集密
度になるまで細胞集合体を培養する工程；ｉｖ）軟骨前駆細胞を製造するために、集合体
由来の細胞を培養において少なくとも一回継代する工程；及び、ｖ）三次元培養に軟骨前
駆細胞を置く工程；を含み、ここで前記方法は胚様体の形成を含まない。幾つかの実施形
態において、集合体に由来する細胞は軟骨前駆細胞を製造するために少なくとも２回継代
される。幾つかの実施形態において、集合体に由来する細胞は軟骨前駆細胞を製造するた
めに少なくとも３回継代される。幾つかの実施形態において、集合体に由来する細胞は軟
骨前駆細胞を製造するために少なくとも４回継代される。幾つかの実施形態において、集
合体に由来する細胞は軟骨前駆細胞を製造するために少なくとも５回継代される。幾つか
の実施形態において、集合体に由来する細胞は軟骨前駆細胞を製造するために少なくとも
６、７、又は８回継代される。幾つかの実施形態において、軟骨前駆細胞はＴＧＦ－β３
の存在下で三次元集合体培養に置かれる。幾つかの実施形態において、軟骨前駆細胞はＢ
ＭＰ２の存在下で三次元集合体培養に置かれる。幾つかの実施形態において、細胞集合体
の生産プロセスは多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の酵素による消化を含まない。幾つ
かの実施形態において、三次元培養における軟骨前駆細胞の培養は、三次元マトリックス
の中での細胞培養を含む。幾つかの実施形態において、三次元マトリックスは、コラーゲ
ン、プロテオグリカン、フィブリン、ヒアルロン酸、ポリ－Ｄ－ラクチド、ポリ－Ｌ－ラ
クチド、ポリ－ＤＬ－ラクチド、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、ヒドロキシアパタイト、
リン酸カルシウム、アテロコラーゲン、フィブリン、アルギン酸塩、寒天、及び／又はゼ
ラチンを含む。幾つかの実施形態において、三次元マトリックスはコラーゲンを含む。幾
つかの実施形態において、コラーゲンは架橋結合される。幾つかの実施形態において、コ
ラーゲンは可溶化される。幾つかの実施形態において、三次元マトリックスはプロテオグ
リカンを含む。幾つかの実施形態において、組織培養処理した容器はプラスチックである
。幾つかの実施形態において、組織培養処理した容器はポリスチレンである。
【０００５】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞の集団が開示
され、ここで幹細胞は軟骨細胞の集団に由来する。幾つかの実施形態において、ｉＰＳ細
胞は、生きたドナーから得た後に１２回以下で継代した軟骨細胞から誘導される。幾つか
の実施形態において、ｉＰＳ細胞は、生きたドナーから得た後に４回以下で継代した軟骨
細胞から誘導される。幾つかの実施形態において、ｉＰＳ細胞の集団は、由来する軟骨細
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胞に類似するＤＮＡ低メチル化特性及びＤＮＡ過剰メチル化特性を持つ。幾つかの実施形
態において、ｉＰＳ細胞は、Ｏｃｔ４、Ｒｅｘ－１、ＳＳＥＡ４、Ｔｒａ１－６０、及び
Ｔｒａ１－８１から成る群から選択された２以上の遺伝子を発現する。幾つかの実施形態
において、ｉＰＳ細胞は、軟骨細胞の集団においてＯｃｔ３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２
ポリペプチド、及びＫｌｆ４ポリペプチドの発現を導く工程を含む方法によって生成され
る。幾つかの実施形態において、Ｏｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、及びＫｌｆ４の発現を導く工
程は、Ｏｃｔ３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、及びＫｌｆ４ポリペプチドの
発現のために１以上の発現ベクターを軟骨細胞に導入する工程を含む。幾つかの実施形態
において、１以上の発現ベクターはレトロウイルス発現ベクター、レンチウイルス発現ベ
クター、アデノ随伴ウイルス発現ベクター、又はアデノウイルス発現ベクターである。幾
つかの実施形態において、１以上の発現ベクターは、レンチウイルス発現ベクターである
。幾つかの実施形態において、細胞は、約２０％未満のアポトーシス性である。幾つかの
実施形態において、細胞は、約１０％未満のアポトーシス性である。幾つかの実施形態に
おいて、細胞は、約９％未満のアポトーシス性、約８％未満のアポトーシス性、約７％未
満のアポトーシス性、約６％未満のアポトーシス性、約５％未満のアポトーシス性、約４
％未満のアポトーシス性、約３％未満のアポトーシス性、約２％未満のアポトーシス性、
又は約１％未満のアポトーシス性である。
【０００６】
　幾つかの実施形態において、本明細書には、細胞の集団が開示され、この細胞の集団は
、次の工程を含むプロセスにより作られる：（ｉ）軟骨細胞においてポリペプチドの発現
を導くことにより、軟骨細胞の集団から多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団を生成
する工程であって、該ポリペプチドはＯｃｔ３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド
、Ｋｌｆ４ポリペプチド、及びｃ－Ｍｙｃポリペプチドを含む、工程；ｉｉ）細胞集合体
を製造するために、多能性幹細胞のコロニー又は分化多能性幹細胞のコロニーを機械的に
切開する工程；ｉｉｉ）軟骨前駆細胞を製造するために培養において少なくとも１回、細
胞を継代する工程；及びｉｖ）三次元集合体培養に軟骨前駆細胞を置く工程。幾つかの実
施形態において、細胞の集団は均一である。幾つかの実施形態において、多能性幹細胞又
は分化多能性幹細胞の集団は工程（ｉｉ）の前に色素内皮誘導因子（ＰＥＤＦ）の存在下
において培養される。幾つかの実施形態において、細胞集合体に由来する細胞は軟骨前駆
細胞を製造するために少なくとも２回継代される。幾つかの実施形態において、細胞集合
体を由来する細胞は軟骨前駆細胞を製造するために少なくとも３回継代される。幾つかの
実施形態において、細胞集合体を由来する細胞は軟骨前駆細胞を製造するために少なくと
も４回継代される。幾つかの実施形態において、細胞集合体を由来する細胞は軟骨前駆細
胞を製造するために少なくとも５回継代される。幾つかの実施形態において、細胞集合体
を由来する細胞は軟骨前駆細胞を製造するために少なくとも６、７又は８回継代される。
【０００７】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨組織（ｃａｒｔｉｌａｇｉｎｏｕｓ　
ｔｉｓｓｕｅ）を再生する方法が開示され、該方法は、本明細書に開示されるような、細
胞の集団を骨又は軟骨の欠損症部位へ移植する工程を含み、ここでは新たな組織が製造さ
れる。幾つかの実施形態において、細胞の集団が、必要とする被験体の骨又は軟骨の欠損
症部位に移植される。幾つかの実施形態において、新たな組織は、骨又は軟骨の欠損症の
組織を統合する。幾つかの実施形態において、新たな組織は、軟骨又は骨の表面を修復す
る。幾つかの実施形態において、新たな組織はＩＩ型コラーゲンを含む。幾つかの実施形
態において、新たな組織は、通常の関節軟骨の表面領域、中間領域、及び深い領域の特徴
を含む。幾つかの実施形態において、新たな組織の表面領域はラブリシンを含む。幾つか
の実施形態において、新たな組織は奇形腫、腫瘍細胞、変形の証拠、異常な構造的な特徴
、又は他の不適当な細胞型を含まない。幾つかの実施形態において、前記方法はさらに、
血管浸潤を遮断するための薬剤又はデバイスを、骨又は軟骨の欠損症の部位へ投与する工
程を含む。
【０００８】
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　本明細書には、幾つかの実施形態において、骨又は軟骨の欠損症を処置する方法が開示
され、該方法は、本明細書に開示されるような、細胞の集団を骨又は軟骨の欠損症部位へ
移植する工程を含む。幾つかの実施形態において、新たな組織が生成される。幾つかの実
施形態において、新たな組織は、骨又は軟骨の欠損症の組織を統合する。幾つかの実施形
態において、新たな組織は、軟骨又は骨の表面を修復する。幾つかの実施形態において、
新たな組織はＩＩ型コラーゲンを含む。幾つかの実施形態において、新たな組織は、通常
の関節軟骨の表面領域、中間領域、及び深い領域の特徴を含む。幾つかの実施形態におい
て、新たな組織の表面領域はラブリシンを含む。
【０００９】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、必要とする被験体における軟骨関連の障害
を処置する方法が開示され、該方法は、本明細書に開示されるように、細胞の集団を軟骨
の損傷部位又は欠損部位へ投与する工程を含む。幾つかの実施形態において、軟骨関連の
障害は、関節軟骨外傷、半月板損傷、軟骨形成（ｃｈｏｎｏｄｒｏｇｅｎｅｓｉｓ）障害
、関節炎、軟骨疾患、軟骨肉腫、軟骨軟化症、多発性軟骨炎、再発性多発性軟骨炎、大腿
骨頭すべり症、離断性骨軟骨炎、軟骨異形成症、肋軟骨炎、骨軟骨腫、脊椎症、骨軟骨症
（ｏｓｔｅｏｃｈｏｎｄｒｏｓｅｓ）、ティーツェ症候群、フランソワの皮膚軟骨角膜ジ
ストロフィー（ｄｅｒｍｏｃｈｏｎｄｒｏｃｏｒｎｅａｌ　ｄｙｓｔｒｏｐｈｙ）、骨端
異形成症、手根関連性（ｃａｒｐｏｔａｒｓａｌ）骨軟骨腫症、軟骨無形成症（ａｃｈｏ
ｎｄｒｏｐａｓｉａ）、軟骨石灰化症、遺伝性軟骨種症、軟骨腫、軟骨無発生症、内軟骨
種（ｅｃｈｏｎｄｒｏｍａｔａ）、軟骨低形成症（ｈｙｐｒｏｃｈｏｎｄｒｏｐｌａｓｉ
ａ）、及びＫｅｕｔｅｌ症候群である。幾つかの実施形態において、軟骨関連の障害は関
節炎である。幾つかの実施形態において、関節炎は骨関節炎である。幾つかの実施形態に
おいて、骨関節炎は、被験体の膝、指、手首、殿部、脊椎、肩、肘、つま先、足首、又は
頚部に生じる。
【００１０】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨関連の障害の処置のための薬の製造に
おける、本明細書に開示される細胞集団の使用が開示される。幾つかの実施形態において
、軟骨関連の障害は、関節軟骨外傷、半月板損傷、軟骨形成障害、関節炎、軟骨疾患、軟
骨肉腫、軟骨軟化症、多発性軟骨炎、再発性多発性軟骨炎、大腿骨頭すべり症、離断性骨
軟骨炎、軟骨異形成症、肋軟骨炎、骨軟骨腫、脊椎症、骨軟骨症、ティーツェ症候群、フ
ランソワの皮膚軟骨角膜ジストロフィー、骨端異形成症、手根関連性骨軟骨腫症、軟骨無
形成症、軟骨石灰化症、遺伝性軟骨種症、軟骨腫、軟骨無発生症、内軟骨種、軟骨低形成
症、及びＫｅｕｔｅｌ症候群である。幾つかの実施形態において、軟骨関連の障害は関節
炎である。幾つかの実施形態において、関節炎は骨関節炎である。幾つかの実施形態にお
いて、骨関節炎は、被験体の膝、指、手首、殿部、脊椎、肩、肘、つま先、足首、又は頚
部に生じる。
【００１１】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨修復インプラントが開示され、該イン
プラントは、生体材料と、本明細書に開示されるような細胞の集団を含む。幾つかの実施
形態において、生体材料は、コラーゲン、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）、ポリ乳酸、アル
ギン酸塩（例えばカルシウム塩）、ポリエチレンオキシド、フィブリン接着剤、ポリ乳酸
－ポリグリコール酸のコポリマー、プロテオグリカン、グリコサミノグリカン、ヒト真皮
、又はそれらの組み合わせである。
【００１２】
　幾つかの実施形態において、本明細書には、多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団
から心筋細胞の集団を生成する方法が開示され、該方法は；ｉ）請求項１の方法に従って
多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団を生成する工程；ｉｉ）多能性幹細胞又は分化
多能性幹細胞の集団が胚様体を形成するのを可能にする工程；ｉｉｉ）培養培地にＢＭＰ
４を加える工程；ｉｖ）工程ｉｉｉ後の１－３日間、ＢＭＰ４、Ａｃｔｉｖｉｎ　Ａ及び
ＦＧＦｂを加える工程；ｖ）工程ｉｉｉ後の３－８日間に、ＤＫＫとＶＥＧＦを加える工
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程；及びｖｉ）工程ｉｉｉ後の８－１４日間に、ＤＫＫ、ＶＥＧＦ及びＦＧＦｂを加える
工程を含む。幾つかの実施形態において、０日目に、約５ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４が培養培
地に加えられる。幾つかの実施形態において、１日目に、約１０ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４、
約６ｎｇ／ｍｌのＡｃｔｉｖｉｎ　Ａ、及び約５ｎｇ／ｍｌのＦＧＦｂｅｔａが、培養培
地に加えられる。幾つかの実施形態において、３日目に、約１５０ｎｇ／ｍｌのＤＫＫ及
び約５ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦが、培養培地に加えられる。幾つかの実施形態において、８
日目に、約１５０ｎｇ／ｍｌのＤＫＫ、約１０ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦ、及び約５ｎｇ／ｍ
ｌのＦＧＦｂｅｔａが、培養培地に加えられる
【図面の簡単な説明】
【００１３】
　本発明の新規な特徴は、特に、添付の特許請求の範囲内に明記される。本発明の特徴及
び利点のより良い理解は、本発明の原理が利用される、具体例を明記する後述の詳細な説
明、及び以下の添付図面を参照することによって得られる。
【図１】ＦＧＦｂ（１０ｎｇ／ｍｌ）又はＰＥＤＦ（１００ｎｇ／ｍｌ）がある状態で、
Ｌｅｎｔｉｓｍａｒｔ　ＯＫＳＭによって遺伝子導入されたヒト軟骨細胞の増殖速度を示
す。対照は培養培地（１０％のＦＢＳを備えたＤＭＥＭ／Ｆ１２）を示す。
【図２】多能性幹細胞マーカーを発現するヒト軟骨細胞由来のｉＰＳＣを示す。Ｏｃｔ４
、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４及びｃ－Ｍｙｃのためのレンチウイルス発現ベクターで、ヒト関節
の軟骨細胞を形質転換させた後に、形態学的にヒト胚性幹細胞に似ている２つの細胞株（
ＣｈｎｉＰＳＣ２とＣｈｎｉＰＳＣ３）を広げた。ヒト胚性幹細胞株Ｈ７とＨ９は陽性対
照として使用された。免疫細胞化学の結果は、両方のｉＰＳＣ細胞株、ＣｈｎｉＰＳＣ２
とＣｈｎｉＰＳＣ３がＯｃｔ４、Ｒｅｘ－１、ＳＳＥＡ４、Ｔｒａ１－６０及びＴｒａ１
－８１の発現について陽性であることを示した。マーカーの発現レベルとｉＰＳＣの形態
は、Ｈ７とＨ９ヒト胚性幹細胞株と判別不能である。
【図３】ＩＩ型コラーゲンのｍＲＮＡ発現によって示されるように、ｉＰＳＣ細胞株（軟
骨細胞由来のＣｈＩＰＳＣとＣｈＩＰＳＣ２；ヒト真皮の繊維芽細胞由来のＨＤＦｉＰＳ
Ｃ）のペレット培養における軟骨細胞としての能力を示し、ここでＨ９はペレット培養に
おいて軟骨細胞様になるヒト胚性幹細胞株Ｈ９を示す。軟骨細胞に由来するｉＰＳ細胞株
は、はるかに多量にＩＩ型コラーゲンｍＲＮＡを発現した（ｙ軸は対数目盛である）。
【図４】両方の軟骨細胞由来のｉＰＳＣ細胞株から分化された軟骨前駆細胞を示し、該細
胞株は、ウサギ膝へインビボ移植を行って８週間後において、軟骨欠損症部位を再生した
組織で充填することができる。関節組織における欠損は、グリコサミノグリカンに関して
（サフラニンＯ染色によって）陽性に染色される組織で充填されるようになった。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　軟骨は、耳、鼻、気管、関節及び椎間板において形成される。外傷（関節軟骨の損傷な
ど）によって、又は加齢に関連する疾患（骨関節炎など）、炎症性疾患（関節リウマチな
ど）、腫瘍の手術の後の大型の軟骨欠損、及び先天性異常によって軟骨が損なわれる場合
、歩行のような通常の日常活動が苦痛になる及び弱くなるほど、日常生活は著しく損なわ
れる。
【００１５】
　本明細書には、特定の実施形態において、多数の骨髄提供者から間葉系幹細胞を得るこ
となしにヒト軟骨細胞を培養する方法が開示される。この方法は、研究、医薬開発、及び
、軟骨欠損症関連疾患及び障害の処置管理における使用のための軟骨細胞の供給のために
使用されてもよい。さらに本明細書には、特定の実施形態において、生成された軟骨細胞
を使用する軟骨治療材料が開示される。
【００１６】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨細胞の集団から多能性細胞又は分化多
能性細胞の集団を生成する方法が開示され、該方法は：ａ）軟骨細胞の集団においてＯｃ
ｔ３／４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、及びｃ－Ｍｙｃの１以上の発現を導く工程；及びｂ）多
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能性細胞又は分化多能性細胞の集団を製造するために、色素内皮誘導因子（ＰＥＤＦ）の
存在下で軟骨細胞を培養する工程を含む。幾つかの実施形態において、前記方法は、Ｏｃ
ｔ３／４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、及びｃ－Ｍｙｃの発現を導くための１以上の発現ベクタ
ーを、軟骨細胞の集団に導入する工程を更に含む。幾つかの実施形態において、１以上の
発現ベクターは、レトロウイルス発現ベクター、レンチウイルス発現ベクター、アデノ随
伴ウイルス発現ベクター、又はアデノウイルス発現ベクターである。幾つかの実施形態に
おいて、１以上の発現ベクターは、レンチウイルス発現ベクターである。幾つかの実施形
態において、１以上の発現ベクターは、選択マーカーを含む。幾つかの実施形態において
、多能性細胞又は分化多能性幹細胞は、Ｏｃｔ４、Ｒｅｘ－１、ＳＳＥＡ４、Ｔｒａ１－
６０、及びＴｒａ１－８１から成る群から選択された２以上の遺伝子を発現する。幾つか
の実施形態において、軟骨細胞は、成人のヒトに由来する。
【００１７】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団
から軟骨細胞の集団を生成する方法が開示され、該方法は：ｉ）本明細書に開示される方
法に従って多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団を生成する工程；ｉｉ）細胞集合体
を製造するために多能性幹細胞のコロニー又は分化多能性幹細胞のコロニーを機械的に切
開する工程；ｉｉｉ）集合体由来の細胞を製造するために、集密度まで、組織培養容器に
おいて細胞集合体を培養する工程；ｉｖ）軟骨前駆細胞を製造するために培養において少
なくとも１回、集合体由来の細胞を継代する工程；及びｖ）三次元培養において軟骨前駆
細胞を培養する工程を含み；前記方法は、胚様体の形成を含まない。幾つかの実施形態に
おいて、集合体由来の細胞は少なくとも２回継代される。幾つかの実施形態において、集
合体由来の細胞は少なくとも３回継代される。幾つかの実施形態において、集合体由来の
細胞は少なくとも４回継代される。幾つかの実施形態において、集合体由来の細胞は少な
くとも５回継代される。幾つかの実施形態において、集合体由来の細胞は少なくとも６回
、７回、又は８回継代される。幾つかの実施形態において、三次元培養は、ＴＧＦ－β３
を含む。幾つかの実施形態において、三次元培養はＢＭＰ２を含む。幾つかの実施形態に
おいて、細胞集合体の生産プロセスは多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の酵素による消
化を含まない。幾つかの実施形態において、三次元培養は、三次元マトリックスを含む。
幾つかの実施形態において、三次元マトリックスは、コラーゲン、プロテオグリカン、フ
ィブリン、ヒアルロン酸、ポリ－Ｄ－ラクチド、ポリ－Ｌ－ラクチド、ポリ－ＤＬ－ラク
チド、ポリグリコール酸、ポリ乳酸、ヒドロキシアパタイト、リン酸カルシウム、アテロ
コラーゲン、フィブリン、アルギン酸塩、寒天、及び／又はゼラチンを含む。幾つかの実
施形態において、三次元マトリックスはコラーゲンを含む。幾つかの実施形態において、
コラーゲンは架橋結合される。幾つかの実施形態において、コラーゲンは可溶化される。
幾つかの実施形態において、三次元マトリックスはプロテオグリカンを含む。幾つかの実
施形態において、組織培養処理した容器はプラスチックである。幾つかの実施形態におい
て、組織培養処理した容器はポリスチレンである。
【００１８】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、人工多能性幹（ｉＰＳ）細胞の集団が開示
され、ここでｉＰＳ細胞は軟骨細胞の集団に由来する。幾つかの実施形態において、軟骨
細胞の集団は、生きたドナーから得た後に１２回で以下継代される。幾つかの実施形態に
おいて、軟骨細胞は、生きたドナーから得た後に４回以下で継代される。幾つかの実施形
態において、ｉＰＳ細胞の集団は、由来する軟骨細胞に類似するＤＮＡ低メチル化特性及
びＤＮＡ過剰メチル化特性を持つ。幾つかの実施形態において、ｉＰＳ細胞は、Ｏｃｔ４
、Ｒｅｘ－１、ＳＳＥＡ４、Ｔｒａ１－６０、及びＴｒａ１－８１から成る群から選択さ
れた２以上の遺伝子を発現する。幾つかの実施形態において、ｉＰＳ細胞は軟骨細胞の集
団においてＯｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、及びＫｌｆ４の１以上の発現を導く工程を含む方法
によって生成される。幾つかの実施形態において、Ｏｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、及びＫｌｆ
４の発現を導く工程は、Ｏｃｔ３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、及びＫｌｆ
４ポリペプチドの発現のために１以上の発現ベクターを軟骨細胞に導入する工程を含む。
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幾つかの実施形態において、１以上の発現ベクターはレトロウイルス発現ベクター、レン
チウイルス発現ベクター、アデノ随伴ウイルス発現ベクター、又はアデノウイルス発現ベ
クターである。幾つかの実施形態において、１以上の発現ベクターは、レンチウイルス発
現ベクターである。幾つかの実施形態において、ｉＰＳ細胞の集団は、約２０％未満のア
ポトーシス性である。幾つかの実施形態において、細胞は、約１０％未満のアポトーシス
性である。幾つかの実施形態において、細胞は、約９％未満のアポトーシス性、約８％未
満のアポトーシス性、約７％未満のアポトーシス性、約６％未満のアポトーシス性、約５
％未満のアポトーシス性、約４％未満のアポトーシス性、約３％未満のアポトーシス性、
約２％未満のアポトーシス性、又は約１％未満のアポトーシス性である。
【００１９】
　幾つかの実施形態において、本明細書には、この細胞の集団は、次の工程を含むプロセ
スにより製造される細胞の集団が開示される：（ｉ）Ｏｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４
、及びｃ－Ｍｙｃの発現を導くことにより軟骨細胞の集団から多能性細胞又は分化多能性
細胞の集団を生成して、多能性細胞又は分化多能性細胞の集団を製造する工程；ｉｉ）細
胞集合体を製造するために多能性細胞又は分化多能性細胞のコロニーを機械的に切開する
工程；ｉｉｉ）軟骨前駆細胞を製造するために培養において少なくとも１回、細胞を継代
する工程；及びｉｖ）三次元培養において軟骨前駆細胞を培養する工程。幾つかの実施形
態において、細胞の集団は均一である。幾つかの実施形態において、多能性細胞又は分化
多能性細胞の集団は工程（ｉｉ）の前に色素内皮誘導因子（ＰＥＤＦ）の存在下において
培養される。幾つかの実施形態において、細胞集合体に由来する細胞は少なくとも２回継
代される。幾つかの実施形態において、細胞集合体に由来する細胞は少なくとも３回継代
される。幾つかの実施形態において、細胞集合体に由来する細胞は少なくとも４回継代さ
れる。幾つかの実施形態において、細胞集合体に由来する細胞は少なくとも５回継代され
る。幾つかの実施形態において、細胞集合体に由来する細胞は少なくとも６、７又は８回
継代される。
【００２０】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨組織を再生する方法が開示され、該方
法は、本明細書に開示される方法により製造されるように、細胞の集団を骨又は軟骨の欠
損症部位に移植する工程を含み、ここで、新たな軟骨組織が作られる。幾つかの実施形態
において、細胞の集団は、必要とする被験体の骨又は軟骨の欠損症部位に移植される。幾
つかの実施形態において、新たな軟骨組織は、骨又は軟骨の欠損症の組織を統合する。幾
つかの実施形態において、新たな軟骨組織は、軟骨又は骨の表面を修復する。幾つかの実
施形態において、新たな軟骨組織はＩＩ型コラーゲンを含む。幾つかの実施形態において
、新たな軟骨組織は、通常の関節軟骨の表面領域、中間領域、及び深い領域の特徴を含む
。幾つかの実施形態において、新たな軟骨組織の表面領域はラブリシンを含む。幾つかの
実施形態において、新たな軟骨組織は、奇形腫、腫瘍細胞、変形の証拠、異常な構造的特
徴、又は他の不適切な細胞型を含まない。幾つかの実施形態において、前記方法はさらに
、血管浸潤を遮断するための薬剤又はデバイスを、骨又は軟骨欠損症の部位に投与する工
程を含む。
【００２１】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、骨又は軟骨の欠損症を処置する方法が開示
され、該方法は、本明細書に開示される方法により作られる細胞の集団を、骨又は軟骨の
欠損症部位に移植する工程を含む。幾つかの実施形態において、新たな軟骨組織が生成さ
れる。幾つかの実施形態において、新たな軟骨組織は、骨又は軟骨の欠損症の組織を統合
する。幾つかの実施形態において、新たな軟骨組織は、軟骨又は骨の表面を修復する。幾
つかの実施形態において、新たな軟骨組織はＩＩ型コラーゲンを含む。幾つかの実施形態
において、新たな軟骨組織は、通常の関節軟骨の表面領域、中間領域、及び深い領域の特
徴を含む。幾つかの実施形態において、新たな組織の表面領域はラブリシンを含む。
【００２２】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、必要とする被験体の軟骨関連の障害を処置
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する方法が開示され、該方法は、本明細書に開示される方法により製造されるような細胞
の集団を、軟骨損傷又は欠損症の部位に投与する工程を含む。幾つかの実施形態において
、軟骨関連の障害は、関節軟骨外傷、半月板損傷、軟骨形成障害、関節炎、軟骨疾患、軟
骨肉腫、軟骨軟化症、多発性軟骨炎、再発性多発性軟骨炎、大腿骨頭すべり症、離断性骨
軟骨炎、軟骨異形成症、肋軟骨炎、骨軟骨腫、脊椎症、骨軟骨症）、ティーツェ症候群、
フランソワの皮膚軟骨角膜ジストロフィー、骨端異形成症、手根関連性骨軟骨腫症、軟骨
無形成症、軟骨石灰化症、遺伝性軟骨種症、軟骨腫、軟骨無発生症、内軟骨種、軟骨低形
成症、及びＫｅｕｔｅｌ症候群である。幾つかの実施形態において、軟骨関連の障害は関
節炎である。幾つかの実施形態において、関節炎は骨関節炎である。幾つかの実施形態に
おいて、骨関節炎は、被験体の膝、指、手首、殿部、脊椎、肩、肘、つま先、足首、又は
頚部に生じる。
【００２３】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨関連の障害の処置のために本明細書に
開示される細胞集団の使用が開示される。幾つかの実施形態において、軟骨関連の障害は
、関節軟骨外傷、半月板損傷、軟骨形成障害、関節炎、軟骨疾患、軟骨肉腫、軟骨軟化症
、多発性軟骨炎、再発性多発性軟骨炎、大腿骨頭すべり症、離断性骨軟骨炎、軟骨異形成
症、肋軟骨炎、骨軟骨腫、脊椎症、骨軟骨症）、ティーツェ症候群、フランソワの皮膚軟
骨角膜ジストロフィー、骨端異形成症、手根関連性骨軟骨腫症、軟骨無形成症、軟骨石灰
化症、遺伝性軟骨種症、軟骨腫、軟骨無発生症、内軟骨種、軟骨低形成症、及びＫｅｕｔ
ｅｌ症候群である。幾つかの実施形態において、軟骨関連の障害は関節炎である。幾つか
の実施形態において、関節炎は骨関節炎である。幾つかの実施形態において、骨関節炎は
、被験体の膝、指、手首、殿部、脊椎、肩、肘、つま先、足首、又は頚部に生じる。
【００２４】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨修復インプラントが開示され、該イン
プラントは、生体材料基質と、本明細書に開示されるような細胞の集団を含む。幾つかの
実施形態において、生体材料基質は、コラーゲン、ポリグリコール酸（ＰＧＡ）、ポリ乳
酸、アルギン酸塩（例えばカルシウム塩）、ポリエチレンオキシド、フィブリン接着剤、
ポリ乳酸－ポリグリコール酸のコポリマー、プロテオグリカン、グリコサミノグリカン、
ヒト真皮、又はそれらの組み合わせである。
【００２５】
　幾つかの実施形態において、本明細書には、多能性細胞又は分化多能性細胞の集団から
心筋細胞の集団を生成する方法が開示され、該方法は；ｉ）本明細書に開示される方法に
従って多能性細胞又は分化多能性細胞の集団を生成する工程；ｉｉ）多能性細胞又は分化
多能性細胞の集団が培養培地において胚様体を形成するのを可能にする工程；ｉｉｉ）培
養培地にＢＭＰ４を加える工程（０日目）；ｉｖ）工程ｉｉｉ後の１－３日間、ＢＭＰ４
、Ａｃｔｉｖｉｎ　Ａ及びＦＧＦｂを加える工程；ｖ）工程ｉｉｉ後の３－８日間、ＤＫ
ＫとＶＥＧＦを加える工程；及びｖｉ）工程ｉｉｉ後の８－１４日間、ＤＫＫ、ＶＥＧＦ
及びＦＧＦｂを加える工程を含む。幾つかの実施形態において、０日目に、約５ｎｇ／ｍ
ｌのＢＭＰ４が、培養培地に加えられる。幾つかの実施形態において、１日目に、約１０
ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４、約６ｎｇ／ｍｌのＡｃｔｉｖｉｎ　Ａ、及び約５ｎｇ／ｍｌのＦ
ＧＦｂｅｔａが、培養培地に加えられる。幾つかの実施形態において、３日目に、約１５
０ｎｇ／ｍｌのＤＫＫ及び約５ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦが、培養培地に加えられる。幾つか
の実施形態において、８日目に、約１５０ｎｇ／ｍｌのＤＫＫ、約１０ｎｇ／ｍｌのＶＥ
ＧＦ、及び約５ｎｇ／ｍｌのＦＧＦｂｅｔａが、培養培地に加えられる。
【００２６】
＜軟骨細胞からの人工多能性幹細胞の生成＞
　本明細書には、軟骨細胞の集団から多能性細胞又は分化多能性細胞を生成する方法及び
組成物が開示される。
【００２７】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨細胞の集団から多能性細胞又は分化多
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能性細胞の集団を生成する方法が開示され、該方法は：ａ）軟骨細胞の集団の中でＯｃｔ
３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、Ｋｌｆ４ポリペプチド、及びｃ－Ｍｙｃポ
リペプチドの発現を導く工程；及び、ｂ）色素内皮誘導因子（ＰＥＤＦ）の存在下で培養
する工程を含む。幾つかの実施形態において、前記方法は、Ｏｃｔ３／４ポリペプチド、
Ｓｏｘ２ポリペプチド、Ｋｌｆ４ポリペプチド、及びｃ－Ｍｙｃポリペプチドの発現のた
めに、１以上の発現ベクターにより軟骨細胞の集団を変形させる工程を更に含む。幾つか
の実施形態において、１以上の発現ベクターは各々、レトロウイルス発現ベクター、レン
チウイルス発現ベクター、アデノ随伴ウイルス発現ベクター、及びアデノウイルス発現ベ
クターから独立して選択される。幾つかの実施形態において、１以上の発現ベクターの少
なくとも１つは、レンチウイルス発現ベクターである。幾つかの実施形態において、１以
上の発現ベクターの少なくとも１つは、選択マーカーを含む。幾つかの実施形態において
、多能性細胞又は分化多能性細胞は、Ｏｃｔ４、Ｒｅｘ－１、ＳＳＥＡ４、Ｔｒａ１－６
０、及びＴｒａ１－８１から成る群から選択された２以上の遺伝子を発現する。幾つかの
実施形態において、軟骨細胞は、成人のヒトに由来する。幾つかの実施形態において、軟
骨細胞は、子供のヒト又は若年者のヒトに由来する。
【００２８】
　幾つかの実施形態において、本明細書には人工多能性幹細胞の集団が開示され、ｉＰＳ
細胞は軟骨細胞の集団に由来する。幾つかの実施形態において、ｉＰＳ細胞は、生きたド
ナーから得た後に１２回以下で継代した軟骨細胞から誘発された。幾つかの実施形態にお
いて、ｉＰＳ細胞は、生きたドナーから得た後に１０回以下で継代した軟骨細胞から誘発
された。幾つかの実施形態において、ｉＰＳ細胞は、生きたドナーから得た後に８回以下
で継代した軟骨細胞から誘発された。幾つかの実施形態において、ｉＰＳ細胞は、生きた
ドナーから得た後に６回以下で継代した軟骨細胞から誘発された。幾つかの実施形態にお
いて、ｉＰＳ細胞は、生きたドナーから得た後に４回以下で継代した軟骨細胞から誘発さ
れた。幾つかの実施形態において、ｉＰＳ細胞は、生きたドナーから得た後に２回以下で
継代した軟骨細胞から誘発された。幾つかの実施形態において、ｉＰＳ細胞は、生きたド
ナーから得た後に１回で継代した軟骨細胞から誘発された。幾つかの実施形態において、
ｉＰＳ細胞は、生きたドナーから得た後に継代されなかった軟骨細胞から誘発された。
【００２９】
　幾つかの実施形態において、幹細胞の集団は、由来する軟骨細胞に類似するＤＮＡ低メ
チル化特性及びＤＮＡ過剰メチル化特性を保持する。幾つかの実施形態において、多能性
細胞は、Ｏｃｔ４、Ｒｅｘ－１、ＳＳＥＡ４、Ｔｒａ１－６０、及びＴｒａ１－８１から
成る群から選択された２以上の遺伝子を発現する。幾つかの実施形態において、人工多能
性幹細胞の集団は、Ｏｃｔ３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、及びＫｌｆ４ポ
リペプチドの発現を導く工程を含む方法によって、生成される。幾つかの実施形態におい
て、Ｏｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、及びＫｌｆ４の発現を導く工程は、Ｏｃｔ３／４ポリペプ
チド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、及びＫｌｆ４ポリペプチドの発現を導くために１以上の発
現ベクターを軟骨細胞に変形させる工程を含む。幾つかの実施形態において、１以上の発
現ベクターは各々、レトロウイルス発現ベクター、レンチウイルス発現ベクター、アデノ
随伴ウイルス発現ベクター、及びアデノウイルス発現ベクターから独立して選択される。
幾つかの実施形態において、１以上の発現ベクターの少なくとも１つは、レンチウイルス
発現ベクターである。
【００３０】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞は、ヒト被験体に由来する。幾つかの実施形態に
おいて、軟骨細胞は、成人のヒトに由来する。幾つかの実施形態において、軟骨細胞は、
子供のヒト又は若年者のヒトに由来する。幾つかの実施形態において、軟骨細胞は、非ヒ
ト被験体（例えば非ヒト哺乳動物）に由来する。非ヒト哺乳動物の例は、限定されないが
、非ヒト霊長類（例えば、類人猿、サル、ゴリラ）、げっ歯類（例えば、マウス、ラット
）、ウシ、ブタ、ヒツジ、ウマ、イヌ、ネコ、又はウサギを含む。
【００３１】
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　幾つかの実施形態において、軟骨細胞の集団から多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の
集団を生成する方法は、一連のポリペプチド誘導因子の発現を導く工程を更に含む。ポリ
ペプチド誘導因子の発現を導く方法は、限定されないが、ポリペプチド誘導因子をコード
化する発現ベクターを導入する工程、細胞に外因性の精製した誘導因子数ポリペプチドを
導入する工程、又は、細胞を、ポリペプチド誘導因子をコード化する内因性遺伝子の発現
を誘発する非自然発生の試薬と接触させる工程を含む。
【００３２】
　幾つかの実施形態において、誘発される細胞は、誘発手順前の期間に培養される。代替
的に、幾つかの実施形態において、誘発される細胞は、前培養期間無しで、誘発及び選択
のプロセスにおいて直接使用される。
【００３３】
　幾つかの実施形態において、異なる細胞培地が、誘発及び選択のプロセスの前、間、及
びその後の異なる時点で使用される。
【００３４】
　幾つかの実施形態において、選択プロセスは、陽性選択、陰性選択、又はその両方の１
以上のラウンド（ｒｏｕｎｄｓ）を含む。
【００３５】
　幾つかの実施形態において、一連の誘導因子ポリペプチドは、Ｏｃｔ３／４ポリペプチ
ド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、Ｋｌｆ４ポリペプチド、及びｃ－Ｍｙｃポリペプチドの１以
上を含む幾つかの実施形態において、一連の誘導因子ポリペプチドはｃ－Ｍｙｃポリペプ
チドを含まない。幾つかの実施形態において、誘導因子ポリペプチドのアミノ酸配列は、
本明細書に記載されるように、因子ポリペプチドの非自然発生のアミノ酸配列変異体であ
るが、にもかかわらず、該変異体は、誘導因子ポリペプチドのアミノ酸配列に対し機能的
又は機構的に相同する。
【００３６】
　幾つかの実施形態において、一連の誘導因子ポリペプチドは、Ｏｃｔ３４ポリペプチド
、Ｓｏｘ２ポリペプチド、及びＫｌｆ４ポリペプチドを含む。幾つかの実施形態において
、単一の誘導因子ポリペプチドが誘導に使用され、Ｏｃｔ３／４又はＳｏｘ２から選択さ
れる。幾つかの実施形態において、一連の誘導因子ポリペプチドは、２つの誘導因子ポリ
ペプチド、例えば、Ｏｃｔ３／４及びＳｏｘ２を含む。幾つかの実施形態において、一連
の誘導因子ポリペプチドは、Ｏｃｔ３／４ポリペプチド、Ｓｏｘ２ポリペプチド、Ｋｌｆ
４ポリペプチド、及びｃ－Ｍｙｃポリペプチドから選択される３つの誘導因子ポリペプチ
ドを含む
【００３７】
　幾つかの実施形態において、本明細書に開示される方法は、追加の誘導因子ポリペプチ
ドの導かれた発現を更に含む。幾つかの実施形態において、追加の誘導因子ポリペプチド
は、限定されないが、Ｎａｎｏｇ、ＴＥＲＴ、ＬＩＮ２８、ＣＹＰ２６Ａ１、ＧＤＦ３、
ＦｏｘＤ３、Ｚｆｐ４２、Ｄｎｍｔ３ｂ、Ｅｃａｔ１、及びＴｃｌ１のポリペプチドを含
む。
【００３８】
　幾つの実施形態において、本明細書に開示される方法は、少なくとも約７日から少なく
とも約４０日の期間（例えば、８日、９日、１０日、１１日、１２日、１３日、１４日、
１５日、１６日、１７日、１８日、１９日、２０日、２１日、２５日、３０日、３３日、
３７日、４０日、又は４５日）、誘導因子ポリペプチドの発現を導く工程を含む。
【００３９】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞の集団からの細胞に多分化能を誘発する効率は、
最初に培養した親の軟骨細胞の総数の少なくとも約０．００１％から少なくとも約０．１
％まで、例えば０．００２％、０．００３４％、０．００４％、０．００５％、０．００
６５％、０．００７％、０．００８％、０．０１％、０．０４％、０．０６％、０．０８
％、又は０．０９％である。時々、ドナーの年齢、組織の起源、又は培養条件に依存して
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、より高い効率を達成してもよい。
【００４０】
　幾つかの実施形態において、誘導因子ポリペプチドの導かれた発現は、誘導因子ポリペ
プチドをコード化する１以上の哺乳動物の発現ベクターを、軟骨細胞の集団に変形する工
程を含む。幾つかの実施形態において、誘導因子ポリペプチドをコード化する遺伝子は、
外来遺伝子として細胞に導入される。幾つかの実施形態において、外来遺伝子は、宿主細
胞及びその後代のゲノムに統合される。幾つかの実施形態において、外来遺伝子は、宿主
細胞とその後代におけるエピゾームの状態を持続する。
【００４１】
　幾つかの実施形態において、誘導因子ポリペプチドは、輸送蛋白質アミノ酸配列（例え
ば、ＶＰ２２ポリペプチド）を備えたフレームにおいて遺伝学的に融合される。幾つかの
実施形態において、ベクトル符号化誘導因子－ＶＰ２２融合ポリペプチドの使用により、
本明細書に記載される誘導法で形質移入した発現ベクターの機能的な効率が増加する。
【００４２】
　適切な哺乳動物の発現ベクターの例は、限定されないが、組み替え型ウイルス、プラス
ミドなどの核酸ベクター、バクテリア人工染色体、酵母人工染色体、ヒト人工染色体、ト
ランスポゾンベクター、ｃＤＮＡ、ｃＲＮＡ、及びＰＣＲ生成物発現カセットを含む。Ｉ
Ｆの発現を促進するのに適切なプロモータの例は、限定されないが、レトロウイルスＬＴ
Ｒ要素；ＣＭＶ、ＣＡＧ、ＨＳＶ１－ＴＫ、ＳＶ４０、ＥＦ－１α、β－アクチン；ＰＧ
Ｋ、及び、Ｔｅｔ－作動体（ｏｐｅｒａｔｏｒ　ｅｌｅｍｅｎｔ）を含むものなどの誘導
プロモータを含む。幾つかの実施形態において、哺乳動物発現ベクターの１以上は、形質
移入された又は感染した細胞の同定又は選択を容易にする標識遺伝子をコード化する、核
酸配列を更に含む。標識遺伝子の例は、限定されないが、蛍光タンパク質をコード化する
遺伝子（例えばＥＧＦＰ、ＤＳ－Ｒｅｄ、単量体Ｏｒａｎｇｅ、ＹＦＰ、及びＣＦＰ）；
及び、抗生物質（ａｎｔｉｏｂｉｏｔｉｃ）耐性遺伝子（例えばｎｅｏＲ遺伝子、及びブ
ラストサイジン耐性遺伝子）を含む。
【００４３】
　幾つかの実施形態において、前記方法は、多能性幹細胞を特徴づける多くの特性（例え
ば、形態学的特徴、誘導因子の導かれた発現中の遺伝子発現）に関して、細胞を選択する
及び／又はスクリーンする工程を更に含む。幾つかの実施形態において、これらのスクリ
ーニング基準を満たす誘導細胞が、サブクローン化され、且つ広げられる。
【００４４】
　幾つかの実施形態において、誘導因子ポリペプチドの発現を導いた後、１以上の増殖因
子（色素内皮誘導因子（ＰＥＤＦ）；線維芽細胞成長因子（ＦＧＦ）－２；塩基性ＦＧＦ
（ｂＦＧＦ）；血小板由来増殖因子（ＰＤＧＦ）、上皮成長因子（ＥＧＦ）；インスリン
様増殖因子（ＩＧＦ）；ＩＧＦ　ＩＩ；又はインスリンなど）が、培地に含まれる。細胞
培養培地を補充するために使用可能な他の増殖因子は、限定されないが、形質転換増殖因
子β－１（ＴＧＦβ－１）、アクチビンＡ、ノギン、脳由来神経栄養因子（ＢＤＮＦ）、
神経成長因子（ＮＧＦ）、ニュートロフィン（ＮＴ）－１、ＮＴ－２、又はＮＴ－３の１
以上を含む。幾つかの実施形態において、ＰＥＤＦは培養培地中に含まれる。幾つかの実
施形態において、ＰＥＤＦは、誘導細胞の集団の過剰増殖を妨げる。幾つかの実施形態に
おいて、増殖因子の濃度は、約４ｎｇ／ｍｌ乃至約５０ｎｇ／ｍｌ、例えば、約２ｎｇ／
ｍｌ、３ｎｇ／ｍｌ、４ｎｇ／ｍｌ、５ｎｇ／ｍｌ、６ｎｇ／ｍｌ、７ｎｇ／ｍｌ、８ｎ
ｇ／ｍｌ、１０ｎｇ／ｍｌ、１２ｎｇ／ｍｌ、１４ｎｇ／ｍｌ、１５ｎｇ／ｍｌ、１７ｎ
ｇ／ｍｌ、２０ｎｇ／ｍｌ、２５ｎｇ／ｍｌ、３０ｎｇ／ｍｌ、３５ｎｇ／ｍｌ、４０ｎ
ｇ／ｍｌ、４５ｎｇ／ｍｌ、又は５０ｎｇ／ｍｌである。増殖因子の濃度はまた、約４ｎ
ｇ／ｍｌ乃至約１０ｎｇ／ｍｌ；約２０ｎｇ／ｍｌ乃至約４ｎｇ／ｍｌ；約１０ｎｇ／ｍ
ｌ乃至約３０ｎｇ／ｍｌ；約５ｎｇ／ｍｌ乃至約４０ｎｇ／ｍｌ；又は約１０ｎｇ／ｍｌ
乃至約５０ｎｇ／ｍｌでもよい。他の場合において、より高濃度の増殖因子が使用されて
もよく、例えば、約５０ｎｇ／ｍｌ乃至約２００ｎｇ／ｍｌ；又は約７５ｎｇ／ｍｌ乃至
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約１５０ｎｇ／ｍｌである。幾つかの実施形態において、約５０ｎｇ／ｍｌ乃至約２００
ｎｇ／ｍｌのＰＥＤＦは、誘導後の培地に加えられる。幾つかの実施形態において、約１
００ｎｇ／ｍｌのＰＥＤＦは、誘導後の培地に加えられる。
【００４５】
　幾つかの実施形態において、候補である分化多能性細胞又は多能性細胞のコロニーを識
別するための形態学的特徴は、周囲の細胞と比較してより丸くて小さな細胞の大きさ、及
び格と細胞質の高い比率から選択される。幾つかの実施形態において、候補である誘導細
胞の大きさは、約５μｍ乃至約１０μｍ；約５μｍ乃至約１５μｍ；約５μｍ乃至約３０
μｍ；約１０μｍ乃至約３０μｍ；又は約２０μｍ乃至約３０μｍである。幾つかの実施
形態において、核と細胞質の高い比率は、約１．５：１乃至約１０：１、例えば、約１．
５：１；約２：１；約３：１；約４：１；約５：１；約７：１；約８：１；約９．５：１
；又は約１０：１である。幾つかの実施形態において、ヒト又は霊長類に由来する多能性
細胞又は分化多能性細胞のクローンは、マウス胚性幹細胞に対して板状形態（ｆｌａｔｔ
ｅｎｅｄ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ）を表示する。幾つかの実施形態において、誘導細胞ク
ローンを識別するための別の形態学的特徴は、親の細胞の間（例えば、軟骨細胞間）にあ
る空間内の小さな単分子層コロニーの形態である。
【００４６】
　幾つかの実施形態において、誘導因子発現が導かれる細胞は、組織培養グレードのプラ
スチック上に直接播種され、培養される。代替的に、細胞は、コーティングした基体（例
えば、フィブロネクチン、ゼラチン、マトリゲル（商標）（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
）、コラーゲン、又はラミニンでコーティングした基体）上に播種され、培養される。幾
つかの場合において、未処理のペトリ皿を使用してもよい。適切な細胞培養容器は、例え
ば、３５ｍｍ、６０ｍｍ、１００ｍｍ、及び１５０ｍｍの細胞培養皿、６－ウェルの細胞
培養プレート、及び他の大きさの等しい細胞培養容器を含む。幾つかの実施形態において
、細胞はフィーダー細胞で培養される。例えば、細胞は、ＭＥＦ（例えば、照射されたＭ
ＥＦ又はマイトマイシンで処理したＭＥＦ）の層、又はカーペットの上で培養されてもよ
い。
【００４７】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞は、後成的
な記憶（ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ　ｍｅｍｏｒｙ）を保持する。幾つかの実施形態において
、本明細書に開示される方法に従って、軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞の
集団が、由来する軟骨細胞に類似するＤＮＡ低メチル化特性及びＤＮＡ過剰メチル化特性
を保持する。幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞
のＤＮＡメチル化特性は、繊維芽細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞のＤＮＡメチ
ル化特性とは異なる。幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多
能性細胞のＤＮＡメチル化パターンは、軟骨細胞及び胚性幹細胞のものとより多く重複し
、繊維芽細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞のものとはあまり重複しない。
【００４８】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞（ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ）前駆物質及び軟骨
細胞のマーカーは、他の細胞型に由来する多能性細胞の分化多能性細胞と比較して、軟骨
細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞においてより多く発現される。幾つかの実施形
態において、軟骨細胞前駆物質と軟骨細胞のマーカーは、カプテシンＢ、軟骨細胞発現タ
ンパク質－６８（ＣＥＰ－６８）、Ｘ型コラーゲン、ＩＩ型コラーゲン、アグリカン、コ
ラーゲン９、ＹＫＬ－３９、ＹＫＬ－４０、オステオネクチン、Ｓｏｘ９、アネキシンＡ
６、ＣＤ４４、ＣＤ１５１、ＩＶ型コラーゲン、ＣＲＴＡＣ１、ＤＳＰＧ３、ＦｏｘＣ１
、ＦｏｘＣ２、ＩＢＳＰ／サイアロプロテインＩＩ、ＩＴＭ２Ａ、マトリリン－３、マト
リリン－４、ＭＩＡ、ＯＣＩＬ、Ｏｔｏｒａｐｌｉｎ、Ｓｏｘ５、及びＵＲＢを含む。幾
つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞は、本明細
書に開示される方法により、ＦＡＣＳ分析によってＣＤ７３に関して２０％未満の陽性で
ある。幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞は
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、本明細書に開示される方法により、ＦＡＣＳ分析によってＣＤ７３に関して１５％未満
の陽性である。幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性幹細胞又は分化多能性
幹細胞は、本明細書に開示される方法により、ＦＡＣＳ分析によってＣＤ７３に関して１
０％未満の陽性である。幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性幹細胞又は分
化多能性幹細胞は、本明細書に開示される方法により、ＦＡＣＳ分析によってＣＤ７３に
関して５％未満の陽性である。幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性幹細胞
又は分化多能性幹細胞は、本明細書に開示される方法により、内因性Ｏｃｔ３／４の発現
に関して陽性である。幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性幹細胞又は分化
多能性幹細胞は、本明細書に開示される方法により、ビメンチンに対する免疫反応力を欠
いている。
【００４９】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞は、本
明細書に開示される方法によって、以下の多能性幹細胞のマーカーの少なくとも１つを発
現する：ＡＢＣＧ２、ｃｒｉｐｔｏ、ＣＤ９、ＦｏｘＤ３、Ｃｏｎｎｅｘｉｎ４３、Ｃｏ
ｎｎｅｘｉｎ４５、Ｏｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｎａｎｏｇ、ｈＴＥＲＴ、ＵＴＦ－１、ＺＦＰ
４２、ＳＳＥＡ－３、ＳＳＥＡ－４、Ｔｒａｌ－６０、Ｔｒａｌ－８１。幾つかの実施形
態において、多能性幹細胞のための他のマーカーは、ＣＤ１３３、ＣＤ２４、アルカリフ
ォスファターゼ、ＡＦＰ、ＢＭＰ－４、ブラキウリ、ＣＤ３０、ＴＤＧＦ－１、ＧＡＴＡ
－４、ＧＣＴＭ－２、Ｇｅｎｅｓｉｓ、生殖細胞核因子（Ｇｅｒｍ　ｃｅｌｌ　ｎｕｃｌ
ｅａｒ　ｆａｃｔｏｒ）、ＨＮＦ－４、Ｎ－ＣＡＭ、Ｐａｘ６、ＳＣＦ、及びテロメラー
ゼを含む。
【００５０】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞は、本
明細書に開示される方法により、約２０％未満のアポトーシス性である。幾つかの実施形
態において、細胞は、約１０％未満のアポトーシス性である。幾つかの実施形態において
、細胞は、約９％未満のアポトーシス性、約８％未満のアポトーシス性、約７％未満のア
ポトーシス性、約６％未満のアポトーシス性、約５％未満のアポトーシス性、約４％未満
のアポトーシス性、約３％未満のアポトーシス性、約２％未満のアポトーシス性、又は約
１％未満のアポトーシス性である。フローサイトメトリー、蛍光分光学法、及びタネル染
色（Ｔｄｔ－Ｕｔｐ　ｎｉｃｋ－ｅｎｄ　ｌａｂｅｌｉｎｇ）（ＴＵＮＮＥＬ又はＴＵＮ
ＥＬ）など方法を用いて、与えられた細胞培養におけるアポトーシスの頻度を評価する。
【００５１】
＜軟骨細胞由来の人工多能性幹細胞からの軟骨細胞の生成＞
　本明細書には、幾つかの実施形態において、多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団
から軟骨細胞の集団を生成する方法が開示され、該方法は、ｉ）本明細書に開示される方
法に従って多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団を生成する工程；ｉｉ）細胞集合体
を作るために多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞のコロニーを機械的に切開する工程；ｉ
ｉｉ）集合体由来の細胞を作るために、培養密度まで、組織培養で処理した容器において
細胞集合体を培養する工程；ｉｖ）軟骨前駆細胞を作るために培養物において少なくとも
１度、集合体由来の細胞を継代する工程；及びｉｖ）三次元培養において軟骨前駆細胞を
培養する工程を含み、前記方法は、胚様体の形成を含まない。幾つかの実施形態において
、集合体由来の細胞は少なくとも２回継代される。幾つかの実施形態において、集合体由
来の細胞は少なくとも３回継代される。幾つかの実施形態において、集合体由来の細胞は
少なくとも４回継代される。幾つかの実施形態において、集合体由来の細胞は少なくとも
５回継代される。幾つかの実施形態において、集合体由来の細胞は少なくとも６回、７回
、又は８回継代される。幾つかの実施形態において、三次元培養は、ＴＧＦ－β３を含む
。幾つかの実施形態において、三次元培養はＢＭＰ２を含む。幾つかの実施形態において
、細胞集合体を作るプロセスは、多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の酵素消化を含まな
い。幾つかの実施形態において、三次元培養は三次元マトリックスを含む。幾つかの実施
形態において、三次元マトリックスは、コラーゲン、プロテオグリカン、フィブリン、ヒ
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アルロン酸、ポリ－Ｄ－ラクチド、ポリ－Ｌ－ラクチド、ポリ－ＤＬ－ラクチド、ポリグ
リコール酸、ポリ乳酸、ヒドロキシアパタイト、リン酸カルシウム、アテロコラーゲン、
フィブリン、アルギン酸塩、寒天、及び／又はゼラチンを含む。幾つかの実施形態におい
て、三次元マトリックスはコラーゲンを含む。幾つかの実施形態において、コラーゲンは
架橋結合される。幾つかの実施形態において、コラーゲンは可溶化する。幾つかの実施形
態において、三次元マトリックスはプロテオグリカンを含む。幾つかの実施形態において
、組織培養で処理した容器はプラスチックである。幾つかの実施形態において、組織培養
で処理した容器はポリスチレンである。
【００５２】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞は、本
明細書に開示される方法により、少なくとも１回継代される。幾つかの実施形態において
、細胞は少なくとも２回継代される。幾つかの実施形態において、細胞は少なくとも３回
継代される。幾つかの実施形態において、細胞は少なくとも４回継代される。幾つかの実
施形態において、細胞は少なくとも５回継代される。幾つかの実施形態において、細胞は
少なくとも６回継代される。幾つかの実施形態において、細胞は少なくとも７回継代され
る。幾つかの実施形態において、細胞は少なくとも８回継代される。幾つかの実施形態に
おいて、細胞は少なくとも９回継代される。幾つかの実施形態において、細胞は少なくと
も１０回継代される。幾つかの実施形態において、細胞は少なくとも１２回継代される。
幾つかの実施形態において、細胞は少なくとも１５回継代される。幾つかの実施形態にお
いて、細胞は少なくとも２０回継代される。幾つかの実施形態において、細胞は少なくと
も２５回継代される。幾つかの実施形態において、細胞は少なくとも３０回継代される。
幾つかの実施形態において、細胞は少なくとも３５回継代される。
【００５３】
　幾つかの実施形態において、本明細書には、細胞の集団が開示され、この細胞の集団は
、次の工程を含むプロセスにより作られる：ｉ）軟骨細胞中のＯｃｔ３／４、Ｓｏｘ２、
Ｋｌｆ４、及びｃ－Ｍｙｃの１以上の発現を導くことにより、軟骨細胞の集団から多能性
細胞又は分化多能性細胞の集団を生成する工程；ｉｉ）多能性細胞又は分化多能性細胞の
コロニーを機械的に切開する工程；ｉｉｉ）軟骨前駆細胞を作るために培養物において少
なくとも１回、細胞を継代する工程；及びｉｖ）三次元培養において軟骨前駆細胞を置く
工程。幾つかの実施形態において、細胞の集団は均一である。幾つかの実施形態において
、軟骨前駆細胞を作るために、細胞は少なくとも４回継代される。
【００５４】
＜三次元培養＞
　幾つかの実施形態において、本明細書に開示される方法による軟骨細胞由来の多能性細
胞又は分化多能性細胞は、軟骨細胞の前駆体（ｃｈｏｎｄｒｏｇｅｎｉｃ　ｐｒｅｃｕｓ
ｏｒｓ）を形成するために培養中に誘導される。幾つかの実施形態において、本明細書に
開示される方法による軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞は、細胞ペレットな
どの三次元フォーマットに関連する。幾つかの実施形態において、本明細書に開示される
方法による軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞は、単層に関連する。幾つかの
実施形態において、三次元フォーマットは、本明細書に開示される方法による軟骨細胞由
来の多脳性細胞又は分化多能性細胞の、インビトロの軟骨形成に起因する。幾つかの実施
形態において、本明細書に開示された方法による軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能
性細胞は、例えば、穏やかな遠心分離の下でパックした又はペレット状にした細胞集団と
して、共に濃縮して培養される。
【００５５】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞は、マトリ
ックスゲル材料に埋め込まれる。幾つかの実施形態において、マトリックスゲル材料は、
プロテオグリカン、ＧＡＧ、繊維、及び機能タンパク質の１以上を含む。幾つかの実施形
態において、三次元マトリックスゲル材料は、コラーゲンとプロテオグリカンを含む。コ
ラーゲン（例えば、ＩＩ型コラーゲン、ＩＩＩ型コラーゲン、ＩＶ型コラーゲン、Ｖ型コ
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ラーゲン、ＶＩ型コラーゲン、ＶＩＩＩ型コラーゲン、ＩＸ型コラーゲン、Ｘ型コラーゲ
ン、又はそれらの混合物）は、特に限定されない。幾つかの実施形態において、マトリッ
クスゲルは、Ｉ型及びＩＩ型のコラーゲンを含む。幾つかの実施形態において、ＩＩ型コ
ラーゲンが使用される。
【００５６】
　幾つかの実施形態において、コラーゲンはアテロコラーゲンである。幾つかの実施形態
において、コラーゲンは、酵素で加水分解した低分子量コラーゲンである。幾つかの実施
形態において、コラーゲンは、ヒト由来のコラーゲン、又は、ウサギ、ウシ、ウマ、又は
マウスに由来するコラーゲンである。
【００５７】
　幾つかの実施形態において、マトリックスゲル材料は、少なくとも１つのプロテオグリ
カンを含む。幾つかの実施形態において、プロテオグリカンは好ましくは、未決定の（ｐ
ｅｎｄｉｎｇ）グリコサミノグリカン（ＧＡＧ）分子を備えたコア蛋白質から成る。適切
なＧＡＧは、例えば、ヒアルロン酸、コンドロイチン－４－スルファート、コンドロイチ
ン－６－硫酸塩、デルマタン硫酸塩、ヘパリン硫酸塩、ヘパリン硫酸塩、及びケラタン硫
酸塩である。幾つかの実施形態において、ＧＡＧ分子は、三糖類リンカー（例えば、Ｇａ
ｌＧａｌＸｙｌ－リンカー）を介してコア蛋白質に連結される。典型的なプロテオグリカ
ンは、デコリン、バイグリカン、バーシカン、及びアグリカン含むが、これらに限定され
ない。幾つかの実施形態において、プロテオグリカンは、ヒアルロン酸分子によって相互
に連結する。幾つかの実施形態において、多数のプロテオグリカンは、単一のヒアルロン
酸骨格に付けられる。
【００５８】
　幾つかの実施形態において、コラーゲン対プロテオグリカンの比率は、重量比で約１の
コラーゲンに対して約０．３乃至約１．１の範囲にある。幾つかの実施形態において、プ
ロテオグリカンは、約１のコラーゲンに対して約０．５乃至約０．７の範囲にある。
【００５９】
　幾つかの実施形態において、マトリックスゲル材料は更に、ラミニン、エンタクチン、
テネイシンフィブリリン、又はフィブロネクチンなどの糖タンパク質、オステオカルシン
（ＧＩａタンパク質）、オステオネクチン、及び骨シアロタンパク質（ＢＳＰ）などのシ
アロタンパク質、オステオポンチン（ＯＰＮ）、象牙基質タンパク質（ｄｅｎｔｉｎ　ｍ
ａｔｒｉｘ　ｐｒｏｔｅｉｎ）－１（ＤＭＰ１）、象牙質シアロリン酸化タンパク質（ｄ
ｅｎｔｉｎ　ｓｉａｌｏｐｈｏｓｐｈｏｐｒｏｔｅｉｎ）（ＤＳＰＰ）、及びマトリック
ス細胞外リン糖タンパク質（ＭＥＰＥ）、又はそれらの任意の組み合わせなどの１以上の
機能性を提供するタンパク質を含む。幾つかの実施形態において、タンパク質の総量は、
ゲルマトリックス材料の全重量に基づいて１－９０重量％である。
【００６０】
　軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞のための培地として、制限無しに軟骨細
胞又は間葉細胞の通常の培養物に使用される培地と添加剤を使用することが可能である。
幾つかの実施形態において、培地は、ＲＰＭＩ１６４７、ＲＰＭＩ１６４０、ＭＥＭ、Ｂ
ＭＥ、５Ａ、ＤＭ１２０、ＲＩＴＣ８０－７、Ｆ１２、Ｌ－１５、ＭＣＤＢ１０４、及び
ＭＣＤＢ１０７から選択される。幾つかの実施形態において、培養培地は更に血清を含む
。幾つかの実施形態において、血清の濃度は、１乃至２０％の間である。幾つかの実施形
態において、血清の濃度は、５乃至１５％の範囲にある。幾つかの実施形態において、血
清の濃度は、５乃至１０％の範囲にある。幾つかの実施形態において、血清は、ウシ血清
、ウシ胎仔血清、又はウマ血清である。幾つかの実施形態において、コラーゲンとプロテ
オグリカンは、前述の予め定めた比率で培地内で混合され、望ましくは、それらがゲル化
され三次元構造を形成することが可能な濃度の範囲で使用される。幾つかの実施形態にお
いて、コラーゲンの濃度は、０．８乃至２．４重量％及び１．２乃至２．０重量％であり
、プロテオグリカンの濃度は、０．４乃至１．０重量％及び０．６乃至１．０重量％であ
る。幾つかの実施形態において、コラーゲンとプロテオグリカンの合計の濃度は、約１．
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２乃至３．６重量％、好ましくは約１．８乃至３．０重量％である。
【００６１】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞は、軟骨細
胞増殖因子の存在下で培養される。幾つかの実施形態において、軟骨細胞増殖因子は、形
質転換増殖因子－β３（ＴＧＦ－β３）、形質転換増殖因子－β１（ＴＧＦ－β１）、イ
ンスリン様増殖因子１（ＩＧＦ－１）、及び塩基性線維芽細胞増殖因子（ｂＦＧＦ）から
選択される。幾つかの実施形態において、軟骨細胞由来のｉＰＳ細胞は、ＴＧＦ－β３の
存在下で培養される。幾つかの実施形態において、培養培地はまた、デキサメタゾンと高
グルコースを含む。幾つかの実施形態において、軟骨に特異的な遺伝子発現は、ＴＧＦ－
β３処置に応じて増大する。幾つかの実施形態において、軟骨に特異的な遺伝子は、２Ａ
１型コラーゲンとアグリカンの発現から選択される。
【００６２】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞前駆物質と軟骨細胞のマーカーは、カプテシンＢ
、軟骨細胞発現タンパク質－６８（ＣＥＰ－６８）、Ｘ型コラーゲン、ＩＩ型コラーゲン
、アグリカン、コラーゲン９、ＹＫＬ－３９、ＹＫＬ－４０、オステオネクチン、Ｓｏｘ
９、アネキシンＡ６、ＣＤ４４、ＣＤ１５１、ＩＶ型コラーゲン、ＣＲＴＡＣ１、ＤＳＰ
Ｇ３、ＦｏｘＣ１、ＦｏｘＣ２、ＩＢＳＰ／サイアロプロテインＩＩ、ＩＴＭ２Ａ、マト
リリン－３、マトリリン－４、ＭＩＡ、ＯＣＩＬ、Ｏｔｏｒａｐｌｉｎ、Ｓｏｘ５、及び
ＵＲＢを含む。
【００６３】
　幾つかの実施形態において、本明細書には、細胞の集団が開示され、この細胞の集団は
、次の特性を含む：ａ）細胞の集団の少なくとも７５％は、ＦＡＣＳ分析によりＣＤ７３
に対して陽性である；ｂ）細胞の集団の少なくとも７５％は、ＦＡＣＳ分析によりＣＤ１
０５に対して陽性である；ｃ）ビメンチンに対して免疫陽性である；及び、ｄ）Ｏｃｔ３
／４発現のレベルを下げる。幾つかの実施形態において、細胞の集団は均一である。
【００６４】
　幾つかの実施形態において、細胞は、約２０％未満のアポトーシス性である。幾つかの
実施形態において、細胞は、約１０％未満のアポトーシス性である。幾つかの実施形態に
おいて、細胞は、約９％未満のアポトーシス性、約８％未満のアポトーシス性、約７％未
満のアポトーシス性、約６％未満のアポトーシス性、約５％未満のアポトーシス性、約４
％未満のアポトーシス性、約３％未満のアポトーシス性、約２％未満のアポトーシス性、
又は約１％未満のアポトーシス性である。フローサイトメトリー、蛍光分光学法、及びタ
ネル染色（Ｔｄｔ－Ｕｔｐ　ｎｉｃｋ－ｅｎｄ　ｌａｂｅｌｉｎｇ）（ＴＵＮＮＥＬ又は
ＴＵＮＥＬ）など方法を用いて、与えられた細胞培養におけるアポトーシスの頻度を評価
する。
【００６５】
＜軟骨細胞由来の人工多能性幹細胞からの、心筋細胞の生成＞
　本明細書に開示された方法による軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞はまた
、心筋細胞に分化されてもよい。幾つかの実施形態において、本明細書には、多能性細胞
又は分化多能性細胞の集団から心筋細胞の集団を生成する方法が開示され、該方法は、ｉ
）本明細書に開示される方法に従って多能性細胞又は分化多能性細胞の集団を生成する工
程；ｉｉ）多能性幹細胞又は分化多能性幹細胞の集団に、培養培地中で胚様体を形成させ
る工程；ｉｉｉ）培養培地にＢＭＰ４を加える工程；ｉｖ）工程ｉｉｉの後の１－３日間
、ＢＭＰ４、Ａｃｔｉｖｉｎ　Ａ、及びＦＧＦｂを加える工程；ｖ）工程ｉｉｉの後の３
－８日間、ＤＫＫとＶＥＧＦを加える工程；及び、ｖｉ）工程ｉｉｉの後の８－１４日間
、ＤＫＫ、ＶＥＧＦ、及びＦＧＦｂを加える工程を含む。幾つかの実施形態において、０
日目に、約１ｎｇ／ｍｌ乃至約１０ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４が、培養培地に加えられる。幾
つかの実施形態において、０日目に、約５ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４が、培養培地に加えられ
る。幾つかの実施形態において、１日目に、約５ｎｇ／ｍｌ乃至約２０ｎｇ／ｍｌのＢＭ
Ｐ、約１ｎｇ／ｍｌ乃至約１０ｎｇ／ｍｌのＡｃｔｉｖｉｎ　Ａ、及び約１ｎｇ／ｍｌ乃
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至約１０ｎｇ／ｍｌのＦＧＦｂｅｔａが、培養培地に加えられる。幾つかの実施形態にお
いて、１日目に、約１０ｎｇ／ｍｌのＢＭＰ４、約６ｎｇ／ｍｌのＡｃｔｉｖｉｎ　Ａ、
及び約５ｎｇ／ｍｌのＦＧＦｂｅｔａが、培養培地に加えられる。幾つかの実施形態にお
いて、３日目に、約５０ｎｇ／ｍｌ乃至約３００ｎｇ／ｍｌのＤＫＫ、及び１ｎｇ／ｍｌ
乃至約１０ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦが、培養培地に加えられる。幾つかの実施形態において
、３日目に、約１５０ｎｇ／ｍｌのＤＫＫ及び約５ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦが、培養培地に
加えられる。幾つかの実施形態において、８日目に、約５０ｎｇ／ｍｌ乃至約３００ｎｇ
／ｍｌのＤＫＫ、約１ｎｇ／ｍｌ乃至約２０ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦ、及び約１ｎｇ／ｍｌ
乃至約１０ｎｇ／ｍｌのＦＧＦｂｅｔａが、培養培地に加えられる。幾つかの実施形態に
おいて、８日目に、約１５０ｎｇ／ｍｌのＤＫＫ、約１０ｎｇ／ｍｌのＶＥＧＦ、及び約
５ｎｇ／ｍｌのＦＧＦｂｅｔａが、培養培地に加えられる。
【００６６】
＜軟骨細胞由来の人工多能性幹細胞に由来する、軟骨前駆細胞の使用＞
　本明細書には、特定の実施形態において、軟骨組織を再生する方法が開示される。幾つ
かの実施形態において、軟骨組織は、耳介軟骨、肋軟骨、関節軟骨、椎間軟骨、又は気管
軟骨である。
【００６７】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、骨又は軟骨の欠損症を処置する方法が提供
され、該方法は、本明細書に開示される方法により作られる細胞の集団（例えば、軟骨細
胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞の集団、及び／又は、軟骨細胞由来の多能性細胞
又は分化多能性細胞に由来する軟骨細胞又は軟骨前駆細胞の集団）を、骨又は軟骨の欠損
症部位に移植する工程を含む。幾つかの実施形態において、新たな組織が生成される。幾
つかの実施形態において、新たな組織は、骨又は軟骨の欠損症の組織を統合する。幾つか
の実施形態において、新たな組織は、軟骨又は骨の表面を修復する。幾つかの実施形態に
おいて、新たな組織はＩＩ型コラーゲンを含む。幾つかの実施形態において、新たな組織
は、通常の関節軟骨の表面領域、中間領域、及び深い領域の特徴を含む。幾つかの実施形
態において、新たな組織の表面領域はラブリシンを含む。
【００６８】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨組織を再生する方法が開示され、該方
法は、本明細書に開示される方法により作られる細胞の集団（例えば、軟骨細胞由来の多
能性細胞又は分化多能性細胞の集団、及び／又は、軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多
能性細胞に由来する軟骨細胞又は軟骨前駆細胞の集団）を、骨又は軟骨の欠損症部位に移
植する工程を含み、ここで、新たな軟骨組織が作られる。幾つかの実施形態において、細
胞の集団は、必要とする被験体の骨又は軟骨の欠損症部位に移植される。幾つかの実施形
態において、新たな軟骨組織は、骨又は軟骨の欠損症の組織を統合する。幾つかの実施形
態において、新たな軟骨組織は、軟骨又は骨の表面を修復する。幾つかの実施形態におい
て、新たな軟骨組織はＩＩ型コラーゲンを含む。幾つかの実施形態において、新たな軟骨
組織は、通常の関節軟骨の表面領域、中間領域、及び深い領域の特徴を含む。幾つかの実
施形態において、新たな軟骨組織の表面領域はラブリシンを含む。幾つかの実施形態にお
いて、新たな軟骨組織は、奇形腫、腫瘍細胞、変形の証拠、異常な構造的特徴、又は他の
不適切な細胞型を含まない。
【００６９】
＜軟骨治療材料＞
　幾つかの実施形態において、本明細書に開示される方法により得られる軟骨細胞又は軟
骨前駆細胞は、軟骨組織を再生成する方法に使用される。幾つかの実施形態において、本
明細書に開示される軟骨前駆細胞は、骨又は軟骨の欠損症の領域に直接入れられる。幾つ
かの実施形態において、軟骨前駆細胞は、支持生体材料と共に、骨又は軟骨の欠損症の領
域に入れられる。幾つかの実施形態において、本発明により得られる軟骨細胞による、新
たな軟骨組織の生成物は、骨又は軟骨の欠損症の組織を統合する。幾つかの実施形態にお
いて、新たな軟骨組織は、軟骨又は骨の表面を修復する。幾つかの実施形態において、新
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たな軟骨組織はＩＩ型コラーゲンを含む。幾つかの実施形態において、新たな軟骨組織は
、通常の関節軟骨の表面領域、中間領域、及び深い領域の特徴を含む。幾つかの実施形態
において、新たな軟骨組織の表面領域はラブリシンを含む。幾つかの実施形態において、
新たな軟骨組織は、奇形腫、腫瘍細胞、変形の証拠、異常な構造的特徴、又は他の不適切
な細胞型を含まない。
【００７０】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、必要とする被験体の関節の接合面における
軟骨欠損症を修復又は処置する方法が開示され、該方法は、被験体の軟骨欠損症の部位に
、本明細書に記載されるような細胞の集団を投与する工程を含む。幾つかの実施形態にお
いて、前記方法はまた、血管浸潤を遮断するための薬剤又はデバイスを、被験体の軟骨欠
損症の部位へ投与する工程を含む。幾つかの実施形態において、無細胞のバリアが、細胞
の集団を適所に保つために、軟骨欠損症部位に置かれる。
【００７１】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨関連の障害を処置する方法が開示され
、該方法は、本明細書に記載されるような細胞の集団（例えば、軟骨細胞由来の多能性細
胞又は分化多能性細胞の集団、及び／又は、軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細
胞に由来する軟骨細胞又は軟骨前駆細胞の集団）を、必要とする被験体の軟骨損傷又は欠
損症の部位に投与する工程を含む。幾つかの実施形態において、軟骨関連の障害は、関節
軟骨外傷、半月板損傷、軟骨形成障害、関節炎、軟骨疾患、軟骨肉腫、軟骨軟化症、多発
性軟骨炎、再発性多発性軟骨炎、大腿骨頭すべり症、離断性骨軟骨炎、軟骨異形成症、肋
軟骨炎、骨軟骨腫、脊椎症、骨軟骨症、ティーツェ症候群、フランソワの皮膚軟骨角膜ジ
ストロフィー、骨端異形成症、手根関連性骨軟骨腫症、軟骨無形成症、軟骨石灰化症、遺
伝性軟骨種症、軟骨腫、軟骨無発生症、内軟骨種、軟骨低形成症、及びＫｅｕｔｅｌ症候
群である。幾つかの実施形態において、軟骨関連の障害は関節炎である。幾つかの実施形
態において、関節炎は骨関節炎である。幾つかの実施形態において、骨関節炎は、被験体
の膝、指、手首、殿部、脊椎、肩、肘、つま先、足首、又は頚部に生じる。
【００７２】
　本明細書には、幾つかの実施形態において、軟骨修復インプラントが開示され、該イン
プラントは、生体材料と、本明細書に記載されるような細胞の集団（例えば、軟骨細胞由
来の多能性細胞又は分化多能性細胞の集団、及び／又は、軟骨細胞由来の多能性細胞又は
分化多能性細胞に由来する軟骨細胞又は軟骨前駆細胞の集団）とを含む。幾つかの実施形
態において、軟骨前駆細胞は保管のため凍結される。凍結は、変動条件下で、及び、様々
な薬剤又は保護化合物の存在下で達成され得る。故に、幾つかの実施形態において、凍結
はジメチルスルホキシド（「ＤＭＳＯ」）の存在下で実行される。ＤＭＳＯは、細胞膜に
挿入されてそれらを安定にし、細胞が破壊されるのを妨げる、周知の保護剤である。幾つ
かの実施形態において、凍結はＤＭＳＯの不在下で実行される。
【００７３】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞前駆物質は、移植前に生体材料に統合される。軟
骨細胞前駆物質又はその細胞の量が統合され得る、生体材料の例は、コラーゲン、ポリグ
リコール酸（ＰＧＡ）、ポリ乳酸、アルギン酸塩（例えばカルシウム塩）、ポリエチレン
オキシド、フィブリン接着剤、ポリ乳酸－ポリグリコール酸のコポリマー、プロテオグリ
カン、グリコサミノグリカン、ヒト真皮、又はそれらの組み合わせを含む。幾つかの実施
形態において、プロテオグリカンとグリコサミノグリカンは硫酸化される。幾つかの実施
形態において、生体材料は、シートなどの膜、スポンジなどの多孔体、織物、布地、不織
布、綿などのメッシュである。幾つかの実施形態において、生体材料は多孔質材料である
。
【００７４】
　幾つかの実施形態において、生体材料はコラーゲンを含む。幾つかの実施形態において
、コラーゲンは架橋結合される。幾つかの実施形態において、架橋コラーゲンは、ステー
プルなどにより、レシピエントの身体に安定して固定される。
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【００７５】
　幾つかの実施形態において、軟骨細胞を備えた混合剤のためのコラーゲン溶液、及び、
必要な場合に軟骨治療材料として使用するためにゲル化される混合物を形成するために、
コラーゲンが可溶化される。幾つかの実施形態において、従来のコラーゲン溶液が使用さ
れる。幾つかの実施形態において、酵素で可溶化したコラーゲン溶液が使用される。幾つ
かの実施形態において、軟骨治療材料は、コラーゲン溶液と軟骨細胞の混合物を、スポン
ジや不織布などの中に、又はそれらの上に統合する又は覆うことにより、形成される。
【００７６】
　幾つかの実施形態において、軟骨治療材料は、血管新生を予防又は減少する薬剤と共に
投与される。血管新生を予防又は減少する薬剤の例は、限定されないが、チロシンキナー
ゼ阻害剤（チロシンキナーゼ受容体Ｆｌｔ－１（ＶＥＧＦＲ１）及びＦｌｋ－１／ＫＤＲ
（ＶＥＧＦＲ２）の阻害剤、表皮由来の阻害剤など）、線維芽細胞由来又は血小板由来の
増殖因子、ＭＭＰ（マトリックスメタロプロテアーゼ）阻害剤、インテグリン遮断薬、イ
ンターフェロン－α、インターロイキン－１２、ペントサンポリサルフェート、シクロオ
キシゲナーゼ阻害剤（アスピリンとイブプロフェンのような非ステロイド性の抗炎症剤（
ＮＳＡＩＤ）、同様に、セレコキシブとロフェコキシブのような選択的なシクロオキシ－
ゲナーゼ－２阻害剤を含む）、ステロイド抗炎症剤（コルチコステロイド、ミネラルコル
チコイド、デキサメタゾン、プレドニゾン、プレドニゾロン、メチルプレド（ｍｅｔｈｙ
ｌｐｒｅｄ）、ベタメタゾンなど）、カルボキシアミドトリアゾール、コンブレタスタチ
ンＡ－４、スクワラミン、６－Ｏ－クロロアセチル－カルボニル）－フマギロール、サリ
ドマイド、血液造成阻害剤、トロポニン－１、アンジオテンシンＩＩ受容体拮抗薬、及び
ＶＥＧＦに対する抗体を含む。
【００７７】
　幾つかの実施形態において、軟骨治療材料は、軟骨組織を形成し、軟骨性骨化を誘発す
る。ヒト真皮は、軟骨性骨化を誘発する材料の例である。幾つかの実施形態において、骨
化はまた、骨形態形成蛋白（ＢＭＰ）などの、骨形成を促進する増殖因子によって促進さ
れる。
【００７８】
　記載された軟骨治療材料の移植前に、処置される領域を調製することが望ましい。この
目的のために、欠損症は、インプラントが血管新生等の危険性を減少させるために（特に
その付着に関して）効果的に取る（ｔａｋｅ）とると確認するために調製されねばならな
い。一般的に、欠損症は、（領域から全ての欠陥のある軟骨を排除するために）前もって
処置され、その後、清浄される。次に、様々な移植技術が、移植した材料（懸濁液、マト
リックス、インビトロで再構築された軟骨）に応じて実施され得る。
【００７９】
　一般的に、記載した軟骨治療材料の移植は、当業者に既知の様々な外科技術を適用する
ことにより実行され得、このような技術はヒトの診療所で受けられ、手術中に、生物分解
性の縫合糸を介して、又は生物接着剤の適用によりインプラントが取り付けられる段階を
特に示唆する。生物接着剤の例は、著しくは、フィブリン及び／又はトロンビンで作られ
た生物学的グルー、又は他の生体適合性材料を含む。より具体的に、再吸収可能な生体適
合性フィルムは、生物学的又は生体適合性のグルーによって、処置される領域に付けられ
る。好ましい変異体において、フィルムは、軟骨の欠損症部位に置かれ、その後、従って
構築されるポケットは軟骨治療材料で満たされる。
【実施例】
【００８０】
＜実施例１：ｉＰＳＣラインを確立するための、Ｌｅｎｔｉ－Ｓｍａｒｔ－ｈＯＫＳＭを
備えたヒト軟骨細胞の導入＞
＜誘導法：ＩｎｖｉｖｏＧｅｎからのｐＬｅｎｔｉ－Ｓｍａｒｔ－ｈＯＫＳＭ、遺伝子Ｏ
ｃｔ４、Ｓｏｘ２、Ｋｌｆ４、及びｃ－Ｍｙｃ＞
　２９３ＦＴ－Ｐ４細胞を解凍し、１０％のＦＢＳ、４．５ｇ／ｌのグルコース、５０Ｕ
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／ｍｌのペニシリン、５０μｇ／ｍｌのストレプトマイシン、１ｍＭのピルビン酸ナトリ
ウム、４ｍＭのＬ－グルタミン、及び０．１ｍＭの非必須アミノ酸を含むＤＭＥＭにおい
て培養して継代した（ｐａｓｓｅｄ）。５％のＣＯ２インキュベーター中で、細胞を３７
℃で増殖させた。７０－８０％の培養密度に達した時、１－２日ごとにこれらの細胞を分
裂した。細胞は、９０％の培養密度に達しなかった。二次培養のために、細胞をトリプシ
ン／ＥＤＴＡで分離し、１：３乃至１：１０の比率で分裂する。
【００８１】
＜ＨＥＫ　２９３Ｔ細胞を使用するレンチウイルスベクターの産生＞
　ＯＫＳＭプラスミドを、水中で１μｇ／μｌの濃度で提供した。１８８μｌの滅菌水を
、ｐＬＶ－ＯＳＫＭの１２μｌのアリコートに加えた。１２μｇのｐＬＶ－ＯＳＫＭを含
む、この２００μｌの溶液を使用して、ＬＥＮＴＩ－Ｓｍａｒｔ（商標）を再水和した（
ｒｅｈｙｄａｔｅ）。
【００８２】
　ＬＥＮＴＩ－Ｓｍａｒｔ（商標）を－２０℃から除去し、１０分間、室温で予め暖めた
。２００μｌの溶液をＬＥＮＴＩ－Ｓｍａｒｔ（商標）に加え、チューブの底部を優しく
タップする（ｔａｐｐｉｎｇ）ことにより混合した。混合物を１５分間、室温でインキュ
ベートした。８００μｌの滅菌水を加えることにより全容積を１ｍｌまでにし、チューブ
の底部を優しくタップすることにより混合した。
【００８３】
　ＨＥＫ　２９３Ｔ細胞をトリプシン処理して、１０％のＦＢＳを含む、１２ｍｌの予め
暖めたＤＭＥＭ中のＴ－７５ｃｍ２のフラスコに、１×１０７　ＨＥＫ　２９３Ｔ細胞を
加えた。Ｔ－７５ｃｍ２のフラスコを真っ直ぐに維持した。１ｍｌの再懸濁したＬＥＮＴ
Ｉ－Ｓｍａｒｔ（商標）を、細胞上に優しく直接加えて、上下に数回ピペットで移すこと
により徹底的に均一化した。ＨＥＫ　２９３Ｔ細胞とＬＥＮＴＩ－Ｓｍａｒｔ（商標）を
含むＴ－７５ｃｍ２のフラスコを、３７℃、５％のＣＯ２で水平にインキュベートした。
【００８４】
　１２乃至１６時間後、培養培地をＨＥＫ　２９３Ｔ細胞から切り捨て、１２ｍｌの予め
暖めた新鮮培地と取り替えて、３７℃、５％のＣＯ２でＨＥＫ　２９３Ｔ細胞を更にイン
キュベートした。注意：観察すると（Ａｓ　ａ　ｖｉｓｕａｌ　ｃｏｎｔｒｏｌ）、ＶＳ
ＶＧタンパク質の存在のため、細胞は、形質移入の３６乃至４８時間後に融合し、多核と
なった。この形態変化は予測されたが、レンチウイルスベクターの産生に影響しなかった
。
【００８５】
　レンチウイルスの上清を以下のように採取した：上清を貯蔵して収集し、細胞片を２０
００ｒｐｍで５分間、遠心分離によって除去した。ウイルスカプシド片（ｖｉｒａｌ　ｃ
ａｐｓｉｄ　ｄｅｂｒｉｓ）を除去するために、０．４５μｍのフィルターを使用して上
清を濾過した。フィルターは、ニトロセルロース製に代わり、ＰＶＤＦ（低タンパク質結
合）製である。
【００８６】
　０時間：形質移入
【００８７】
　１２時間：変化媒体
【００８８】
　３６時間：第１の収集
【００８９】
　４８時間：第２の収集
【００９０】
　６０時間：第３の収集
【００９１】
＜形質導入手順＞
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　０日目：ヒト軟骨のＰ２細胞を、６ウェルのプレートにおいて適切な密度で播いた（ｓ
ｅｅｄｅｄ）（～５×１０４）。細胞密度が形質導入時に～２５－５０％周密的であるよ
うに、細胞を播いた（ｐｌａｔｅｄ）。
【００９２】
　１日目：形質導入。培地を吸引によって組織培養プレートから除去して、上述のように
、追加の８μｇ／ｍｌのポリブレンを伴う、２－３ｍｌのｉＰＳＣリプログラム因子レン
チウイルス混合物と取り替えた。組織培養プレートを、室温で６０分間、１，０００×ｇ
でのデスクトップ遠心分離機（例えばＳｏｒｖａｌｌ　ＲＴ６０００）中で回転させ、形
質導入効率を増加させて、前記プレートを３７℃で一晩インキュベートした。
【００９３】
　２日目：形質導入培地を、２－３ｍｌの新鮮なＤＭＥＭ培地と取り替えた。
【００９４】
　３－４日目：培地を交換した。ｃ－Ｍｙｃにより誘発されたアポトーシスのため、幾つ
かの細胞死が観察された。
【００９５】
　４日目：ＨＳ２７　ＭＥＦフィーダー細胞及びゼラチンでコーティングしたプレート（
２．４×１０６細胞／プレート）を、不完全なＥＳ培地において調製した。
【００９６】
　５日目：細胞をトリプシン処理し、１０ｃｍのゼラチンでコーティングしたプレート（
１つの６ウェルプレートから２つの１０ｃｍのプレート）上に播いて、ｈＥＳＣ培地中で
培養した。１つはＦＧＦｂのないＰＥＤＦ（Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ、１００ｎｇ／ｍｌ）を
備えたセット、他方は両方とも１ｍＭバルプロ酸を備えたＦＧＦｂのみ（１６ｎｇ／ｍｌ
、Ｒ＆Ｄ）を備えたセット。
【００９７】
　培地を毎日交換し、顕微鏡でプレートを観察して、ＥＳ様のコロニーを識別した。
【００９８】
　不完全なヒトｉＰＳＣ無血清培地（５００ｍｌ、０．２２μｍのフィルターで濾過され
る）：
【００９９】
　１．Ｋｎｏｃｋｏｕｔ　ｓｅｒｕｍ　ｒｅｐｌａｃｅｍｅｎｔ　１００ｍｌ、最終２０
％
【０１００】
　２．ペニシリン／ストレプトマイシン　５ｍｌ　１００Ｕ、及び１ｍｌにつき最終１０
０μｇ
【０１０１】
　３．Ｌ－グルタミン（２００ｍＭ）５ｍｌ、最終２ｍＭ
【０１０２】
　４．非必須アミノ８８酸　５ｍｌ、最終１００μＭ
【０１０３】
　５．２－メルカプトエタノール（５５ｍＭ）０．９ｍｌ、最終１００μＭ
【０１０４】
　６．５００ｍｌまでＤＭＥＭ／Ｆ１２を充填
【０１０５】
　コロニーを選択した後、更なる実験のために、コロニーを規則的なヒトＥＳ培地に維持
して拡張した（ｅｘｐａｎｄｅｄ）。
【０１０６】
＜実施例２：軟骨前駆細胞へのｉＰＳＣ細胞の分化＞
　軟骨前駆細胞を、１０％のＦＢＳを含むＤＭＥＭ／Ｆ１２中で培養することにより、ｉ
ＰＳＣ又はヒト胚性幹細胞（ｈＥＳＣ）（ＷＡＯ９、Ｗｉｃｅｌｌ）から分化させた。軟
骨前駆細胞の軟骨細胞分化を、５×１０５細胞をスピンダウンすることによりペレット培
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ＧＦβ３を含む軟骨培地（Ｌｏｎｚａ）中で培養した。２週間後、これらのペレット剤中
のＩＩ型コラーゲン発現をｑＰＣＲと共に確認した。
【０１０７】
　部分的な厚みの欠損（２ｍｍ）を、ウサギの膝の滑車表面に外科的に作成した。軟骨細
胞由来のｉＰＳＣ細胞株から分化した軟骨前駆細胞を、この欠損部位に移植した。８週間
後、組織を採取し、亜鉛ホルマリンで固定し、パラフィンに埋め込み、区分して、Ｓａｆ
ｒａｎｉｎ－Ｏ／Ｆａｓｔ　Ｇｒｅｅｎで染色した。ウサギの膝における欠損症を、陽性
の細胞外マトリックスを染色するサフラニンＯで満たした（図４）。
【０１０８】
＜実施例３：移植により成人のヒト関節炎の関節からの、外植片中の軟骨欠損症の修復＞
　骨軟骨の試料を、人工膝関節全置換術を受ける、関節炎を患う成人のヒト患者の関節か
ら外科的に切除する。６ｍｍ直径の円筒状のプラグの内部を取り除いた。外科用キューレ
ットを使用して、関節面におよそ２ｍｍの大きさの部分的な厚みの欠損症を作る。欠損症
を、軟骨細胞由来のｉＰＳ細胞から産生した製造された軟骨細胞前駆物質で満たし、それ
らは以下の機械的な圧力の下で凝集する：５×１０５の細胞を、１０％のＦＢＳで補足し
たＤＭＥＭ／Ｆ１２において５分間１５０ｇで、１５ｍｌの円錐管中で遠心分離し、ＴＧ
Ｆｓ３の存在下、又は不在下で一晩、インキュベートした。４週間後、外植片を固定し、
パラフィンに埋め込み、区分して、免疫組織化学的な試験のためにサフラニンＯで染色し
た。
【０１０９】
＜実施例４：関節内注射による、成人のヒト関節炎の関節における軟骨欠損症の修復＞
　膝に変形性関節症を患う患者の関節炎の膝関節に、アルギニン酸塩中で懸濁した、本発
明に係る細胞（例えば、軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞の集団、及び／又
は、軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞の集団に由来する軟骨細胞又は軟骨前
駆細胞の集団）を注入した。維持注射剤を必要に応じて与える。
【０１１０】
＜実施例５：外科的移植による、成人のヒト関節炎の関節における軟骨欠損症の修復＞
　膝に変形性関節症を患う、又は軟骨及び／又は骨の欠損症を患う患者を、本発明に係る
細胞（例えば、軟骨細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞の集団、及び／又は、軟骨
細胞由来の多能性細胞又は分化多能性細胞の集団に由来する軟骨細胞又は軟骨前駆細胞の
集団）及びマトリックスを外科移植することにより処置した。
【０１１１】
　本発明の好ましい実施形態が、本明細書に示され記載されている一方で、このような実
施形態が、ほんの一例として提供されることは当業者に明白であろう。多数の変形、変化
、及び置換は、本発明から逸脱することなく、当業者によって現在想到される。本明細書
に記載される本発明の実施形態の様々な代案が、本発明の実施において利用され得ること
を理解されたい。以下の特許請求の範囲が本発明の範囲を定義するものであり、この特許
請求の範囲及びそれらの同等物の範囲内の方法及び構成がそれによって包含されることが
、意図される。
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