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本发明提供了一种干细胞制造系统，包括：

发送通道(20)，含有细胞的溶液流动通过所述发

送通道；装置(30)，所述装置(30)连接到所述发

送通道(20)并将多能性诱导物转移到所述细胞

中以生产携带所述诱导物的细胞；以及装置

(40)，所述装置(40)培养携带所述诱导物的所述

细胞以生产由干细胞组成的细胞簇。
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1.一种生产诱导多能干细胞的方法，包括：

制备体细胞；以及

通过脂质转染法将重编程因子RNA转移到所述体细胞中，

所述体细胞是血细胞，

所述血细胞是单个核细胞，

所述重编程因子RNA包括Oct3/4mRNA、Sox2  mRNA、Klf4  mRNA、c‑Myc  mRNA和LIN28A 

mRNA，或者包括Oct3/4mRNA、Sox2  mRNA、Klf4mRNA、c‑Myc  mRNA和LIN28B  mRNA。

2.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中所述单个核细胞呈CD34阳

性。

3.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中所述单个核细胞是在所述

细胞呈CD34阳性的条件下分离的单个核细胞。

4.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中所述单个核细胞呈CD3阳

性。

5.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中所述单个核细胞是在所述

细胞呈CD3阳性的条件下分离的单个核细胞。

6.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中所述重编程因子RNA还包括

选自由GLIS1  mRNA、FOXH1  mRNA、L‑MYC  mRNA和p53‑dn  mRNA组成的组中的至少一种。

7.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中siRNA脂质转染试剂或mRNA

脂质转染试剂用于以所述重编程因子RNA的所述脂质转染中。

8.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中选自Lipofectamine(R)

RNAiMAX转染试剂、Lipofectamine(R)MessengerMAX转染试剂、Stemfect(R)RNA转染试剂和

ReproRNA(R)转染试剂的至少一种用于以所述重编程因子RNA的所述脂质转染中。

9.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中用于以所述重编程因子RNA

的所述脂质转染的所述单个核细胞的数量为1至1×108。

10.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中用于以所述重编程因子

RNA的所述脂质转染的所述重编程因子RNA的量为每次5ng至50μg。
11.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中用于以所述重编程因子

RNA的所述脂质转染的所述脂质转染试剂的量为每次0.1μL至500μL。
12.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中以所述重编程因子RNA的

所述脂质转染每次进行0.1小时或更长和24小时或更短。

13.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中以所述重编程因子RNA的

所述脂质转染进行多次。

14.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，其中用于以所述重编程因子

RNA的所述脂质转染的培养基是Opti‑MEM(R)。

15.根据权利要求1所述的生产诱导多能干细胞的方法，还包括使用过滤器从血液中分

离所述单个核细胞。
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多能干细胞制造系统和生产诱导多能干细胞的方法

[0001] 本申请是向中国国家知识产权局提交的申请日为2016年8月30日的发明名称为

“多能干细胞制造系统和生产诱导多能干细胞的方法”的第201680050145.X号申请的分案

申请。

技术领域

[0002] 本发明涉及一种细胞技术，涉及一种多能干细胞制造系统、一种诱导干细胞的方

法、一种用于干细胞的漂浮培养方法、一种用于干细胞的漂浮培养容器、一种生产诱导多能

干细胞的方法，以及一种从动物细胞生产特定体细胞的方法。

背景技术

[0003] 胚胎干细胞(ES细胞)是从人或小鼠早期胚胎建立的干细胞。ES细胞表现出多能

性，这种多能性允许它们分化成它们源自的生物体中的每一种细胞。目前，在细胞移植治疗

中利用人ES细胞来治疗许多疾病，包括帕金森病、幼年型糖尿病和白血病。然而，ES细胞的

移植存在缺点。值得注意的是，ES细胞的移植可能以类似于不成功的器官移植之后发生的

排斥的方式触发免疫排斥。此外，使用通过破坏人胚胎所建立的ES细胞已引起大量基于伦

理的批评和强烈的反对。

[0004] 在这些情况的背景下，京都大学教授Shinya  Yamanaka通过将Oct3/4、Klf4、c‑Myc

和Sox2四种基因转移到体细胞中，成功建立了诱导多能干细胞(iPS细胞)。为此，他被授予

2012年诺贝尔生理学或医学奖(参见例如专利文献1)。iPS细胞是理想的多能细胞类型，因

为它们避免了免疫排斥和伦理问题两者。因此，预期iPS细胞将用于细胞移植治疗。

[0005] (诱导干细胞的方法、用于干细胞的漂浮培养方法和用于干细胞的漂浮培养容器

的背景技术)

[0006] 诱导多能干(iPS)细胞具有两种特征性的潜能。首先是生成体内所有体细胞的潜

能。其次是半永久增殖的能力。因为iPS细胞表现出这两种潜能，所以通过从个体自身体细

胞生产iPS细胞并将这些细胞转化为感兴趣的体细胞，它们将用于移植治疗而无排斥。因

此，iPS细胞在再生医学领域具有巨大的前景。

[0007] (生产诱导多能干细胞的方法的背景技术)

[0008] 诱导多能干(iPS)细胞具有两种特征性的潜能。首先是生成体内所有体细胞的潜

能。其次是半永久增殖的能力。因为iPS细胞表现出这两种潜能，所以它们可以用于移植治

疗而无排斥。这可以通过从个体自身体细胞生产iPS细胞并将这些细胞转化为感兴趣的体

细胞来实现。因此，iPS细胞在再生医学领域具有巨大的前景。

[0009] 目前已建立了若干种生产iPS细胞的方法。生产iPS细胞的方法的典型示例包括使

用逆转录病毒或慢病毒的方法，以及使用游离型载体的方法。

[0010] 将描述使用逆转录病毒或慢病毒的方法。逆转录病毒或慢病毒可感染体细胞，使

得编码重编程因子的基因转移到细胞中。另外，逆转录病毒或慢病毒可将重编程因子插入

体细胞的基因组中以诱导重编程因子在细胞中的稳定表达。
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[0011] 然而，依赖于使用逆转录病毒或慢病毒的方法是有问题的。首先，将重编程因子插

入到体细胞的基因组损伤了现有基因或启动子，并且因此可触发细胞的肿瘤发生。其次，插

入到基因组中的重编程因子可在iPS细胞转化为体细胞之后再活化。因此，用于移植的源自

iPS细胞的细胞具有肿瘤发生的风险。事实上，已确认，转移的重编程因子在小鼠模型的体

细胞中再活化，并且细胞变成癌性的(参见例如非专利文献1)。

[0012] 此外，使用逆转录病毒或慢病毒生产的iPS细胞可能保留残余病毒。当将此类iPS

细胞移植给患者时，残余病毒可感染患者。因此，这些iPS细胞不可用于移植。作为参考，由

于对X连锁联合免疫缺陷病(X‑SCID)进行基因治疗，其中通过逆转录病毒载体将 γ c基因转

移到造血干细胞中，患者已被告知由于载体的插入导致的LM02基因的激活而罹患白血病

(参见例如非专利文献2和3)。

[0013] 因此，使用逆转录病毒或慢病毒生产的iPS细胞在临床治疗中的使用是有问题的。

[0014] 接下来，将描述使用游离型载体的方法。为了克服使用逆转录病毒或慢病毒的基

因转移方法的问题，已经开发了使用游离型载体来生产iPS细胞的方法(参见例如非专利文

献4)。游离型载体是质粒。游离型载体与细胞分裂同时复制。与逆转录病毒和慢病毒不同，

重编程因子未插入到体细胞的基因中。由于这种特征，游离型载体可实现重编程因子的长

期细胞内表达以生成iPS细胞而无需将基因插入到靶向体细胞的脱氧核糖核酸(DNA)中。

[0015] 然而，使用游离型载体的方法也是有问题的。首先，将基因转移到细胞中需要电穿

孔，这极大地损伤了细胞；甚至在单个电穿孔事件期间，高百分比的细胞受损。其次，电穿孔

不可重复进行。另外，决定使用游离型载体的方法的基因转移效率低于基于逆转录病毒/慢

病毒的方法的基因转移效率。

[0016] 最近的研究已揭示，游离型载体的转移可导致载体DNA的片段插入到目标iPS细胞

的基因中。因此，即使当使用游离型载体时，所得iPS细胞很有可能将含有已插入到其基因

组中的载体片段。因此，此类iPS细胞的临床应用仍存在争议。

[0017] 由于这些原因，使用游离型载体生产的iPS细胞同样难以在临床上使用。

[0018] 因为如上所述的使用逆转录病毒或慢病毒的方法和使用游离型载体的方法都是

有问题的，所以已提出了使用RNA来生产iPS细胞的方法(参见例如非专利文献6)。然而，尽

管已经使用胎儿或新生的成纤维细胞得到成功iPS细胞诱导，但没有关于iPS细胞使用RNA

从源自成年人的体细胞的成功诱导的报道。因此，除非可从源自成年人的体细胞生产iPS细

胞，否则其临床应用是困难的。

[0019] 另外，为了采集生产iPS细胞所必需的成纤维细胞，需要收获1平方厘米的皮肤片。

这给皮肤供体带来了很大的负担。切除之后，必须通过扩增培养来建立成纤维细胞培养系。

随着这些成纤维细胞在扩增过程中增殖，它们很可能将招致基因组损伤和/或染色体畸变。

[0020] (从动物细胞生产特定体细胞的方法的背景技术)

[0021] 诱导多能干细胞(iPS细胞)可生成体内的每一种体细胞。因此，可转化为各种类型

的体细胞或组织的iPS细胞预期用于细胞移植治疗和药物开发研究。例如，在2014年，从iPS

细胞生产的视网膜细胞用于移植治疗。世界各地正在进行许多项目来从iPS细胞生成脑细

胞(和各种其他器官的细胞)，以随后用于移植治疗。

[0022] 迄今为止，已经开发出将iPS细胞转化为体细胞的各种方法。然而，为了将iPS细胞

用于移植治疗，诱导iPS细胞分化的高效方法是非常重要的。具体而言，需要开发诱导iPS细

说　明　书 2/47 页

4

CN 114717183 B

4



胞分化成体细胞的仪器，以提高诱导分化的效率和准确性。这种仪器应生产适合移植治疗

的功能性体细胞。

[0023] 诱导iPS和ES细胞分化成体细胞的常规方法依赖于生长因子、激素和/或小分子的

各种组合和浓度来操纵细胞的命运，以试图重述自然发育的过程。然而，体内发生的自然发

育难以在体外复制，并且效率较低。另外，在人体内，iPS细胞至人体细胞的诱导分化相比于

在小鼠体内需要更长的时间。例如，生产人成熟神经元细胞需要至少三个月。此外，诱导分

化的效率在ES/iPS细胞系之间大不相同，从而导致诸如诱导体细胞的不均匀性质等问题。

当来自同一来源的多个ES集落用相同的化学品处理产生了不同的表型时，这证实了这种现

象。这些集落中的一些集落分化为脾脏细胞，而其他则成为心脏细胞，从而表明集落之间的

分化潜能不同(参见例如非专利文献6)。另外，当尝试使用称为快速再聚集的类胚体聚集体

的无血清漂浮培养(SFEBq)的方法使大量iPS和ES细胞类型分化成神经元细胞时，发现尽管

iPS细胞和ES细胞在无神经分化物质的无血清培养基中培养，但一些iPS和ES集落难以成功

转化为神经元细胞(参见例如非专利文献7)。

[0024] 具体而言，已证实，通过使用激素或化学物质的方法从人ES/iPS细胞诱导分化出

的细胞与初始阶段的胎儿体细胞类似。另外，诱导ES/iPS细胞分化成人成熟体细胞是非常

困难的，并且需要数月的长期培养。然而，对于已完成发育的个体的药物发现或医学移植，

生产与这些个体的年龄相当的体细胞是至关重要的。

[0025] 神经元细胞包括各种细胞亚型。使用激素或化学物质来诱导ES/iPS细胞分化成特

定神经元亚型的方法未生产同质细胞群。因此，不可实现特定神经元细胞亚型特异性的药

物发现筛选。因此，药物发现筛选的有效性低。另外，就医学移植而言，疾病治疗所需的不同

的神经元细胞亚型不可富集以用于移植。

[0026] 相比之下，已经提出了一种使用病毒直接将包含用于生成特定体细胞的性质的信

息的基因转移到ES/iPS细胞中来生产感兴趣的体细胞的方法。这种方法使得有可能在比前

述依赖于使用激素或化学物质的方法远远更短的时间(两周)内特异性地生产成熟的神经

元细胞。例如，通过将特定基因转染到ES/iPS细胞中可获得同质的兴奋性神经元群体。因

此，据认为，可实现特定神经元细胞亚型特异性的药物发现筛选。同样，对于医学移植，可富

集和移植特定的神经元细胞亚型以治疗疾病。

[0027] 然而，使用病毒表达特定基因来诱导干细胞分化为体细胞的方法将该基因插入到

ES/iPS细胞的基因组中并损伤了内源基因。因此，不利的是，药物发现筛选不一定准确，并

且移植导致肿瘤发生的风险(参见例如非专利文献8和9)。

[0028] [引文列表]

[0029] [专利文献]

[0030] [专利文献1]日本专利No.4183742

[0031] [非专利文献]

[0032] [非专利文献1]《自然》，第448卷，313‑317页

[0033] [非专利文献2]《新英格兰医学杂志》，第346卷：1185‑1193页，2002年

[0034] [非专利文献3]《自然》，第302卷：415‑419页，2003年

[0035] [非专利文献4]《自然》，第324卷：797‑801页，2009年

[0036] [非专利文献5]《日本学士院院报》，B辑，《物理和生物科学》，2009年；第85卷(第8
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期)：348‑62页

[0037] [非专利文献6]《自然生物技术》，第26卷(第3期)：313‑315页，2008年

[0038] [非专利文献7]《美国国家科学院院刊》，第111卷：12426‑12431页，2014年

[0039] [非专利文献8]《新英格兰医学杂志》，第346卷：1185‑1193页，2002年

[0040] [非专利文献9]《自然》，第302卷：415‑419页，2003年

发明内容

[0041] [技术问题]

[0042] 通过将诸如基因之类的诱导物转移到细胞中而建立诱导干细胞，诸如iPS细胞。然

后，对这些细胞进行扩增培养，并冷冻保存。然而，临床iPS细胞(例如，GLP或GMP等级)的生

产和工业化存在以下问题：

[0043] 1)成本

[0044] 临床iPS细胞需要生产并保存在完全清洁无菌的“洁净室”中。然而，保持所需的清

洁度是非常昂贵的。因此，iPS细胞的生产是昂贵的，这对工业化是一个重大的障碍。

[0045] 2)质量

[0046] 从建立干细胞到保存干细胞的过程是复杂的，并且需要许多人工技术。此外，干细

胞的生产部分地取决于操作者的技能。因此，取决于生产者或实验批次，iPS细胞的质量可

有所不同。

[0047] 3)时间

[0048] 为了防止与属于特定供体以外的个体的iPS细胞的交叉污染，在洁净室内任何给

定时间段内仅生产来自单人的iPS细胞。另外，iPS细胞的建立和质量评估都需要很长时间。

因为在每个室内一次仅对一个个体生产iPS细胞，所以对许多个体生产iPS细胞需要很长时

间。

[0049] 4)人力资源

[0050] 如上文所述及，目前，iPS细胞的生产在很大程度上取决于人工过程。同时，只有少

数技术人员具备生产临床iPS细胞的必要技能。

[0051] 从建立干细胞到其保存的一系列程序较复杂，这种复杂性是不利的。响应于此，本

发明的目的是提供一种干细胞制造系统，该系统使得有可能制造干细胞。

[0052] (关于诱导干细胞的方法、用于干细胞的漂浮培养方法和用于干细胞的漂浮培养

容器的目的)

[0053] iPS细胞在贴壁培养系统中的培养需要培养皿，并且因此需要非常大的空间，从而

导致培养效率差。在诱导iPS细胞之后或其扩增培养期间，iPS细胞必须从培养皿中分离。然

而，从培养皿中分离iPS细胞的过程大大地损伤了iPS细胞。此外，这些程序复杂，并且不适

合机械化。

[0054] 在制备源自小鼠的饲养细胞、在培养皿中在饲养细胞层上生产和扩增培养iPS细

胞的情况下，iPS细胞被源自动物的成分污染。因此，与饲养细胞共培养的iPS细胞不适于临

床使用。或者，在没有饲养细胞的情况(无饲养细胞的情况)下生产和扩增培养iPS细胞给

iPS细胞造成压力。这种压力使得iPS细胞可能发展出核型异常或染色体损伤。此外，当不使

用饲养细胞时，必须对培养皿施加特殊的涂层，这使得程序更加复杂。
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[0055] 在贴壁培养系统中培养iPS细胞的情况下，iPS细胞仅可二维增殖，并且因此不利

地表现出较差的生长效率。

[0056] 相比之下，可能的是在三维培养(漂浮培养)系统中培养iPS细胞。然而，在常规的

漂浮培养系统中，必须连续搅拌培养液以防止iPS细胞下沉。然而，当搅拌培养液时，iPS细

胞相互碰撞，并从而损伤。这不利地导致细胞死亡或核型异常。

[0057] 在常规的漂浮培养系统中，iPS细胞随机聚集并相互结合以形成各种大小的细胞

簇(集落)。因此，集落之间不可保持均匀的大小分布。如果集落变得太大，那么营养物质或

生长因子不能扩散到集落中心的细胞，这导致这些最内层细胞的分化或细胞死亡。相反，如

果集落太小，那么它们不适合继代培养。

[0058] iPS细胞来源于单个体细胞。因此，每个iPS细胞系在很小程度上可具有不同的性

质。因此，独立培养每个集落并建立单独的iPS细胞系是非常重要的。在这方面，当在漂浮培

养系统中培养iPS细胞时，需要确保iPS细胞的集落独立生长并彼此分离。

[0059] 在贴壁培养系统中，各自源自单一体细胞的iPS细胞独立形成集落。然而，如上文

所述及，在常规的漂浮培养系统中，iPS细胞彼此随机聚集以形成集落。因此，在常规的漂浮

系统中生产的集落不可保持克隆性。因此，尚未有经由常规的漂浮培养系统诱导和培养iPS

细胞的尝试成功地生产源自个体细胞的iPS集落。相应地，尚未开发出使得有可能建立独立

的iPS细胞系的常规的漂浮培养方法。

[0060] 因此，本发明的另一个目的是提供一种诱导干细胞的方法、一种用于干细胞的漂

浮培养方法和一种用于干细胞的漂浮培养容器，其使得有可能培养具有隔离且分离的集落

的iPS细胞。

[0061] (关于生产诱导多能干细胞的方法的目的)

[0062] 本发明的另一个目的是提供一种生产临床可用的干细胞的方法。

[0063] (关于从动物细胞生产特定体细胞的方法的目的)

[0064] 本发明的另一个目的是提供一种在短时间段内并且在不引起基因损伤的情况下

从另一种类型的动物细胞高效地生产特定类型的体细胞的方法。

[0065] [问题的解决方案]

[0066] 本发明的一个方面提供了一种干细胞制造系统，包括：(a)转移前细胞溶液发送通

道，含有细胞的溶液流动通过该转移前细胞溶液发送通道；(b)诱导物溶液发送机构，其将

多能性诱导物送入转移前细胞溶液发送通道；(c)诱导物转移装置，其连接到转移前细胞溶

液发送通道并将多能性诱导物转移到细胞中以生产携带诱导物的细胞；(d)细胞簇生产装

置，其培养携带诱导物的细胞以生产多个由干细胞组成的细胞簇；(e)包装装置，其依次包

装多个细胞簇；以及(f)容器，其容纳转移前细胞溶液发送通道、诱导物溶液发送机构、诱导

物转移装置、细胞簇生产装置和包装装置。

[0067] 上述干细胞制造系统还可包括分离装置，其从血液中分离细胞，其中含有由分离

装置分离的细胞的溶液可流动通过转移前细胞溶液发送通道。

[0068] 在上述干细胞制造系统中，细胞簇生产装置可包括：重编程培养装置，其培养由诱

导物转移装置生产的携带诱导物的细胞；第一分割机构，其将由重编程培养装置所建立的

干细胞组成的细胞簇分割成多个细胞簇；扩增培养装置，其扩增培养由第一分割机构分割

的多个细胞簇；第二分割机构，其将由扩增培养装置所扩增培养的干细胞组成的细胞簇分
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割成多个细胞簇；以及细胞簇输送机构，其将多个细胞簇依次送入包装装置。

[0069] 重编程培养装置可以包括第一培养液补给装置和扩增培养装置，该第一培养液补

给装置用培养液补给携带诱导物的细胞，该扩增培养装置可包括第二培养液补给装置,该

第二培养液补给装置用培养液补给多个细胞簇。

[0070] 上述干细胞制造系统还可包括：重编程培养摄影装置，其拍摄由重编程培养装置

培养的细胞；以及扩增培养摄影装置，其拍摄由扩增培养装置培养的细胞，其中在重编程培

养装置和扩增培养装置中可使用无色培养液。

[0071] 在上述干细胞制造系统中，转移前细胞溶液发送通道的内壁可对细胞无粘附性。

[0072] 在上述干细胞制造系统中，转移前细胞溶液发送通道和诱导物溶液发送机构可设

置在基底上。

[0073] 在上述干细胞制造系统中，包装装置可使用Peltier设备或液氮来冷冻细胞簇。或

者，包装装置可以通过诸如蒸气压缩或蒸气吸收的冷冻方法冷冻细胞簇。

[0074] 上述干细胞制造系统还可包括空气净化装置，其净化容器内的气体。

[0075] 上述干细胞制造系统还可包括温度控制装置，其控制容器内的气体的温度。

[0076] 上述干细胞制造系统还可包括二氧化碳浓度控制装置，其控制容器内的气体的二

氧化碳浓度。

[0077] 上述干细胞制造系统还可包括灭菌装置，其对容器的内部进行干热灭菌或气体灭

菌。

[0078] 在上述干细胞制造系统中，诱导物溶液发送机构、诱导物转移装置、细胞簇生产装

置和包装装置可由服务器基于操作程序进行调控，并且服务器可监控是否基于操作程序来

操作诱导物溶液发送机构、诱导物转移装置、细胞簇生产装置和包装装置，并作操作记录。

[0079] 上述干细胞制造系统还可包括将诱导物转移到干细胞中以使干细胞分化成体细

胞的装置。

[0080] 本发明的一个方面提供了一种诱导干细胞的方法，包括从在凝胶培养基中漂浮培

养的体细胞诱导干细胞。

[0081] 在上述诱导干细胞的方法中，可不搅拌凝胶培养基。凝胶培养基可为用脱乙酰结

冷胶凝胶化的培养基。

[0082] 在上述诱导干细胞的方法中，凝胶培养基可不含生长因子。或者，凝胶培养基可含

有浓度为40重量％或更低的生长因子。

[0083] 在上述诱导干细胞的方法中，凝胶培养基可不含bFGF。凝胶培养基可包括人ES/

iPS培养基。

[0084] 本发明的一个方面还提供了一种用于干细胞的漂浮培养方法，包括在不含生长因

子的凝胶培养基中漂浮培养干细胞。

[0085] 本发明的一个方面还提供了一种用于干细胞的漂浮培养方法，包括在含有浓度为

40重量％或更低的生长因子的凝胶培养基中漂浮培养干细胞。

[0086] 本发明的一个方面还提供了一种用于干细胞的漂浮培养方法，包括在不含bFGF的

凝胶培养基中漂浮培养干细胞。

[0087] 本发明的一个方面还提供了一种用于干细胞的漂浮培养方法，包括在含有浓度为

400μg/L或更低的bFGF的凝胶培养基中漂浮培养干细胞。
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[0088] 在上述用于干细胞的漂浮培养方法中，可不搅拌凝胶培养基。凝胶培养基可为用

脱乙酰结冷胶凝胶化的培养基。凝胶培养基可含有ROCK抑制剂。干细胞在凝胶培养基中的

浓度可为0.1×105个细胞/mL或更高。

[0089] 上述用于干细胞的漂浮培养方法还可包括在漂浮培养之前将干细胞解离成单细

胞，并将解离成单细胞的干细胞置于凝胶培养基中。

[0090] 在上述用于干细胞的漂浮培养方法的漂浮培养中，单细胞可在保持其克隆性的同

时形成集落。

[0091] 上述用于干细胞的漂浮培养方法还可包括在漂浮培养之前，使用格栅板悬滴培养

干细胞以形成集落，并将形成集落置于凝胶培养基中。

[0092] 在上述用于干细胞的漂浮培养方法中，干细胞可在保持其未分化状态的同时进行

增殖。

[0093] 本发明的一个方面还提供一种用于干细胞的漂浮培养容器，包括：透析管，其容纳

干细胞和凝胶培养基；容器，其容纳透析管，其中凝胶培养基置于透析管周围。

[0094] 在上述用于干细胞的漂浮培养容器中，透析管的截留分子量可为0.1kDa或更大。

透析管可由选自纤维素酯、纤维素酯衍生物、再生纤维素和醋酸纤维素中的至少一种制成。

[0095] 本发明的一个方面还提供了一种用于干细胞的漂浮培养方法，包括：将干细胞和

凝胶培养基置于透析管中；将透析管置于容器中；将凝胶培养基置于容器中透析管周围；以

及在透析管中的凝胶培养基中漂浮培养干细胞。将干细胞和凝胶培养基置于透析管中，将

透析管置于容器中，和将凝胶培养基置于容器中透析管周围的顺序未特别地限制。例如，可

将透析管置于容器中，然后可将干细胞和凝胶培养基置于透析管中。

[0096] 在上述用于干细胞的漂浮培养方法中，透析管的截留分子量可以为0 .1kDa或更

大。透析管可由选自纤维素酯、纤维素酯衍生物、再生纤维素和醋酸纤维素中的至少一种制

成。

[0097] 在上述用于干细胞的漂浮培养方法中，透析管周围的凝胶培养基中可补充有ROCK

抑制剂。可不搅拌凝胶培养基。凝胶培养基可为用脱乙酰结冷胶凝胶化的培养基。

[0098] 在上述用于干细胞的漂浮培养方法中，凝胶培养基可不含生长因子。或者，凝胶培

养基可含有浓度为40重量％或更低的生长因子。

[0099] 在上述用于干细胞的漂浮培养方法中，凝胶培养基可不含bFGF。

[0100] 在上述用于干细胞的漂浮培养方法中，凝胶培养基中的干细胞的浓度可为0.1×

105个细胞/mL或更高。

[0101] 上述用于干细胞的漂浮培养方法还可以包括在漂浮培养之前，将干细胞解离成单

细胞，并将解离成单细胞的干细胞置于凝胶培养基中。

[0102] 在上述用于干细胞的漂浮培养方法的漂浮培养中，单细胞可在保持其克隆性的同

时形成集落。

[0103] 上述用于干细胞的漂浮培养方法还可以包括在漂浮培养之前，使用格栅板悬滴培

养干细胞以形成集落，并将形成集落置于凝胶培养基中。

[0104] 在上述用于干细胞的漂浮培养方法中，干细胞可在保持其未分化状态的同时进行

增殖。

[0105] 上述用于干细胞的漂浮培养方法还可包括用新鲜凝胶培养基更换容器中透析管
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周围的凝胶培养基。

[0106] 上述用于干细胞的漂浮培养方法还可包括用新鲜凝胶培养基补充容器中透析管

周围的凝胶培养基。

[0107] 在上述用于干细胞的漂浮培养方法中，可不更换透析管中的凝胶培养基。凝胶培

养基可包括人ES/iPS培养基。

[0108] 本发明的一个方面还提供了一种通过漂浮诱导干细胞的方法，包括：将体细胞和

凝胶培养基置于透析管中；将透析管置于容器中；将凝胶培养基置于容器中透析管周围；以

及从漂浮在透析管中的凝胶培养基中的体细胞诱导干细胞。将体细胞和凝胶培养基置于透

析管中，将透析管置于容器中，和将凝胶培养基置于容器中透析管周围的顺序未特别地限

制。例如，可将透析管置于容器中，然后可将体细胞和凝胶培养基置于透析管中。

[0109] 在上述通过漂浮诱导干细胞的方法中，透析管的截留分子量可为0.1kDa或更大。

透析管可由选自纤维素酯、纤维素酯衍生物、再生纤维素和醋酸纤维素中的至少一种制成。

[0110] 在上述通过漂浮诱导干细胞的方法中，可不搅拌凝胶培养基。凝胶培养基可为用

脱乙酰结冷胶凝胶化的培养基。

[0111] 在上述通过漂浮诱导干细胞的方法中，凝胶培养基可不含生长因子。

[0112] 在上述通过漂浮诱导干细胞的方法中，凝胶培养基可不含bFGF。

[0113] 上述通过漂浮诱导干细胞的方法还可以包括在漂浮培养之前，将体细胞解离成单

细胞，并将解离成单细胞的体细胞置于凝胶培养基中。

[0114] 在上述通过漂浮诱导干细胞的方法的漂浮培养中，单细胞可在保持其克隆性的同

时形成集落。

[0115] 上述通过漂浮诱导干细胞的方法还可包括用新鲜凝胶培养基更换容器中透析管

周围的凝胶培养基。

[0116] 上述通过漂浮诱导干细胞的方法还可包括用新鲜凝胶培养基补充容器中透析管

周围的凝胶培养基。

[0117] 在上述通过漂浮诱导干细胞的方法中，可不更换透析管中的凝胶培养基。凝胶培

养基可包括人ES/iPS培养基。

[0118] 本发明的一个方面还提供了一种用于生产诱导多能干细胞的方法，其包括：制备

体细胞；以及通过脂质转染法将重编程因子RNA转移到体细胞中。

[0119] 在上述生产诱导多能干细胞的方法中，体细胞可为血细胞。血细胞可为单核细胞。

血细胞可为造血干/祖细胞。血细胞可呈CD34阳性。血细胞可为在细胞呈CD34阳性的条件下

分离的血细胞。血细胞可呈CD3阳性。血细胞可在细胞呈CD3阳性的条件下分离。

[0120] 在上述生产诱导多能干细胞的方法中，重编程因子RNA可包括Oct3/4mRNA、Sox2 

mRNA、Klf4  mRNA和c‑Myc  mRNA。重编程因子RNA还可包括选自由GLIS1  mRNA、FOXH1  mRNA、

L‑MYC  mRNA和p53‑dn  mRNA组成的组中的至少一种。重编程因子RNA还可包括LIN28A  mRNA

或LIN28BmRNA。

[0121] 在上述生产诱导多能干细胞的方法中，siRNA脂质转染试剂或mRNA脂质转染试剂

可用于以重编程因子RNA的脂质转染中。

[0122] 在上述生产诱导多能干细胞的方法中，选自Lipofectamine(R)RNAiMAX转染试剂、

Lipofectamine(R)MessengerMAX转染试剂、Stemfect(R)RNA转染试剂和ReproRNA(R)转染
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试剂中的至少一种可用于以重编程因子RNA的脂质转染中。

[0123] 在上述生产诱导多能干细胞的方法中，用于以重编程因子RNA的脂质转染的血细

胞的数量可为1至1×108个细胞。用于以重编程因子RNA的脂质转染的重编程因子RNA的量

可为每次5ng至50μg。用于以重编程因子RNA的脂质转染的脂质转染试剂的量可为每次0.1μ
L至500μL。以重编程因子RNA的脂质转染可每次进行0.1小时或更长和24小时或更短。以重

编程因子RNA的脂质转染可以进行多次。

[0124] 在上述生产诱导多能干细胞的方法中，用于以重编程因子RNA的脂质转染的培养

基可为Opti‑MEM(R)。

[0125] 上述生产诱导多能干细胞的方法还可包括使用过滤器从血液中分离单核细胞。

[0126] 本发明的一个方面还提供了一种从动物细胞生产特定体细胞的方法，包括：制备

动物细胞；以及通过脂质转染将诱导物RNA转移到动物细胞中，以将动物细胞分化成体细

胞。

[0127] 在上述从动物细胞生产特定体细胞的方法中，动物细胞可为干细胞。干细胞可为

诱导多能干细胞。干细胞可为iPS细胞。干细胞可为胚胎干细胞。

[0128] 在上述从动物细胞生产特定体细胞的方法中，动物细胞可为人成纤维细胞。或者，

动物细胞可为血细胞。

[0129] 在上述从动物细胞生产特定体细胞的方法中，诱导物RNA可包括对应于药物抗性

基因的mRNA。

[0130] 上述从动物细胞生产特定体细胞的方法还可包括选择在脂质转染之后表现出药

物抗性的细胞。

[0131] 上述从动物细胞生产特定体细胞的方法，诱导物RNA可包括对应于嘌呤霉素抗性

基因的mRNA。

[0132] 上述从动物细胞生产特定体细胞的方法还可包括选择在脂质转染之后表现出嘌

呤霉素抗性的细胞。

[0133] 在上述从动物细胞生产特定体细胞的方法中，体细胞可为神经元细胞。诱导物RNA

可包括Ngn2  mRNA。诱导神经元细胞可呈Ngn2阳性。诱导神经元细胞可呈β‑III  Tubulin、

MAP2、PsA‑NCAM或vGlut阳性。

[0134] 在上述从动物细胞生产特定体细胞的方法中，MessengerMAX(R)可用于以诱导物

RNA的脂质转染中。

[0135] 在上述从动物细胞生产特定体细胞的方法中，用于以诱导物RNA的脂质转染的细

胞的数量可为1×104至1×108个细胞。用于以诱导物RNA的脂质转染的诱导物RNA的量可为

每次200ng至5000ng。用于以诱导物RNA的脂质转染的脂质转染试剂的量可为每次0.1μL至
100μL。
[0136] 在上述从动物细胞生产特定体细胞的方法中，用于以诱导物RNA的脂质转染的培

养基可为Opti‑MEM(R)。

[0137] 在上述从动物细胞生产特定体细胞的方法中，动物细胞可在从以诱导物RNA的脂

质转染的10天内分化成体细胞。

[0138] 在上述从动物细胞生产特定体细胞的方法中，通过脂质转染将诱导物RNA转移到

动物细胞中可重复多次。
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[0139] 在上述从动物细胞生产特定体细胞的方法中，可在涂覆有基膜基质的基底上培养

动物细胞。

[0140] 在上述从动物细胞生产特定体细胞的方法中，可在含有B18R的培养基中培养动物

细胞。或者，可在不含B18R的培养基中培养动物细胞。

[0141] [发明的有益效果]

[0142] 本发明使得有可能提供能够制造干细胞的干细胞制造系统。

[0143] (诱导干细胞的方法、用于干细胞的漂浮培养方法和用于干细胞的漂浮培养容器

的有益效果)

[0144] 本发明使得有可能提供一种诱导干细胞的方法、一种用于干细胞的漂浮培养方

法，以及一种用于干细胞的漂浮培养容器，其能够在iPS细胞的集落分开的情况下培养iPS

细胞。

[0145] (生产诱导多能干细胞的方法的有益效果)

[0146] 本发明使得有可能提供一种用于生产临床可用的诱导多能干细胞的方法。

[0147] (从动物细胞生产特定体细胞的方法的有益效果)

[0148] 本发明使得有可能提供一种从动物细胞生产特定体细胞的方法，其能够在短时间

内高效生产特定体细胞而不损伤动物细胞的基因。

附图说明

[0149] [图1]图1是根据本发明实施例的干细胞制造系统的示意图。

[0150] [图2]图2是根据本发明实施例的干细胞制造系统中的转移后细胞溶液发送通道

的一个实例的示意性横截面图。

[0151] [图3]图3是根据本发明实施例的干细胞制造系统中的转移后细胞溶液发送通道

的一个实例的示意性横截面图。

[0152] [图4]图4是根据本发明实施例的干细胞制造系统中使用的培养袋的示意图。

[0153] [图5]图5是示出根据本发明的第二实施例的用于干细胞的漂浮培养容器的示意

图。

[0154] [图6]图6是根据实例1的iPS细胞的集落的照片。

[0155] [图7]图7是根据实例1的iPS细胞的集落的照片。

[0156] [图8]图8是根据实例1的iPS细胞的集落的照片。

[0157] [图9]图9是示出根据实例1的iPS细胞的集落的分化状态的图。

[0158] [图10]图10是根据实例2的iPS细胞的集落的照片。

[0159] [图11]图11是根据实例3的iPS细胞的集落的照片。

[0160] [图12]图12是根据实例3的iPS细胞的集落的照片。

[0161] [图13]图13是根据实例4的iPS细胞的照片。

[0162] [图14]图14是示出根据实例4的iPS细胞的集落的数量的图。

[0163] [图15]图15是根据实例4的iPS细胞的集落的照片。

[0164] [图16]图16是根据实例5的iPS细胞的集落的照片。

[0165] [图17]图17是示出根据实例5的iPS细胞的每种密度的集落形成速率的图。

[0166] [图18]图18是示出根据实例5的每种培养基量的集落形成率的图。
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[0167] [图19]图19是根据实例6的iPS细胞的照片。

[0168] [图20]图20是示出根据实例6的iPS细胞的集落的数量的图。

[0169] [图21]图21是根据实例7的iPS细胞的集落的照片。

[0170] [图22]图22是示出根据实例7的各种培养条件下的iPS细胞的集落的数量的图。

[0171] [图23]图23是根据实例7的每种培养基的iPS细胞的集落的照片。

[0172] [图24]图24是示出根据实例7的iPS细胞的集落的分化状态的图。

[0173] [图25]图25是根据实例8的iPS细胞的照片。

[0174] [图26]图26是示出根据实例8的每种培养基量的集落形成率的图。

[0175] [图27]图27是根据实例9的凝胶培养基的照片。

[0176] [图28]图28是根据实例9的iPS细胞的集落的照片。

[0177] [图29]图29是根据实例10的iPS细胞的集落的照片。

[0178] [图30]图30是根据实例11的iPS细胞的集落的照片。

[0179] [图31]图31是根据实例12的iPS细胞的集落的照片。

[0180] [图32]图32是示出根据实例12的iPS细胞的集落的大小的图。

[0181] [图33]图33是根据实例12的iPS细胞的集落的照片。

[0182] [图34]图34是示出根据实例12的iPS细胞的集落的分化状态的图。

[0183] [图35]图35是根据实例13的荧光显微镜照片。

[0184] [图36]图36是示出根据实例13的使用荧光激活的流式细胞仪的分析结果的图。

[0185] [图37]图37是根据实例14的细胞的照片。

[0186] [图38]图38是根据实例14的细胞的照片。

[0187] [图39]图39是示出根据实例14的转染效率和存活率的百分比的图。

[0188] [图40]图40是根据实例15的细胞的照片。

[0189] [图41]图41是根据实例15的在荧光显微镜下观察细胞拍摄的照片。

[0190] [图42]图42是示出根据实例15的TUJ‑1阳性细胞的百分比的图。

[0191] [图43]图43示出了根据实例15的细胞的照片。

[0192] [图44]图44是根据实例16的转染方法的示意图。

[0193] [图45]图45是根据实例16的细胞的照片。

[0194] [图46]图46示出了根据实例16的细胞的照片。

具体实施方式

[0195] 在下文中，将描述本发明的实施例。在附图的下述描述中，相同或相似的附图标记

将用于指代相同或相似的部分。然而，附图是示意性的。因此，应根据下面的描述判断具体

的尺寸等。另外，应理解，附图之间尺寸的关系或比率可不同。

[0196] (第一实施例)

[0197] 如图1所示，根据本发明第一实施例的干细胞制造系统包括：分离装置10，其从血

液中分离细胞；转移前细胞溶液发送通道20，含有由分离装置10分离的细胞的溶液流动通

过转移前细胞溶液发送通道20；诱导物溶液发送机构21，其将多能性诱导物送入转移前细

胞溶液发送通道20；诱导物转移装置30，其连接到转移前细胞溶液传输通道20并将多能性

诱导物转移到细胞中以生产携带诱导物的细胞；细胞簇生产装置40，其培养携带诱导物的
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细胞以生产多个由干细胞组成的细胞簇；以及包装装置100，其依次包装多个细胞簇。

[0198] 干细胞制造系统还包括容器200，其容纳分离装置10、转移前细胞溶液发送通道

20、诱导物溶液发送机构21、诱导物转移装置30、细胞簇生产装置40和包装装置100。

[0199] 干细胞制造系统还可包括：空气净化装置，其净化容器200内的气体：温度控制装

置，其控制容器200内的气体的温度；以及二氧化碳浓度控制装置，其控制容器200内的气体

的二氧化碳(CO2)浓度。空气净化装置可包括清洁度传感器，其监控容器200内的气体的清

洁度。空气净化装置使用例如HEPA(高效微粒空气)过滤器来净化容器200中的空气。根据例

如ISO标准14644‑1，空气净化装置将容器200中的空气的清洁度保持在ISO  1和ISO  6之间

的清洁度。温度控制装置可包括监控容器200内的气体的温度的温度传感器。CO2浓度控制

装置可包括监控容器200内的气体的CO2浓度的CO2浓度传感器。

[0200] 容器200设置有例如门。在其中门关闭的状态下，内部被完全密封，使得内部空气

的清洁度、温度和CO2浓度可保持恒定。容器200优选是透明的，使得可从外部观察装置的内

部状态。容器200可为一体地包括诸如橡胶手套之类的手套的手套箱。

[0201] 分离装置10接收例如含有人血液的小瓶。分离装置10包括例如储存诸如乙二胺四

乙酸(EDTA)、肝素和柠檬酸葡萄糖配方A溶液(ACD‑A溶液，Terumo股份有限公司)的抗凝剂

的抗凝剂槽。分离装置10使用泵等将来自抗凝剂槽的抗凝剂添加至人血液。

[0202] 分离装置10包括例如分离用试剂槽，其储存单核细胞分离用试剂，诸如Ficoll‑

Paque  PREMIUM(GE  Healthcare  Japan股份有限公司)。分离装置10使用泵等从分离用试剂

槽以5mL/管将单核细胞分离用试剂分配到例如2个15mL管。注意，可使用树脂袋代替管。

[0203] 分离装置10还包括储存诸如磷酸盐缓冲盐水(PBS)的缓冲溶液的缓冲溶液槽。分

离装置10通过使用泵等添加得自缓冲液槽的5mL的缓冲液来稀释例如5mL的人血液。此外，

分离装置10使用泵等将5mL的稀释后的人血液添加至各管中的单核细胞分离用试剂。

[0204] 分离装置10还包括其中可设定温度的离心机。离心机温度设定为例如18℃。分离

装置10使用运输装置等将含有单核细胞分离用试剂和人血液等的各管置于离心机的支架

中。离心机将管中的溶液以例如400×g离心30分钟。代替管，可对树脂袋进行离心。

[0205] 在离心之后，分离装置10使用泵等回收管内溶液中由单核细胞组成的白浊的中间

层。分离装置10使用泵等将回收的单核细胞悬浮液送入转移前细胞溶液发送通道20。或者，

分离装置10还向例如2mL的回收单核细胞溶液添加例如12mL的PBS，并将管置于离心机的支

架中。离心机将管中的溶液以例如200×g离心10分钟。

[0206] 在离心之后，分离装置10使用泵等吸移管内溶液的上清液，并通过添加3mL的诸如

X‑VIVO10(R)(Lonza  Japan有限责任公司)的单核细胞培养基，使单核细胞溶液悬浮于管

中。分离装置10使用泵等将单核细胞悬浮液送入转移前细胞溶液发送通道20。分离装置10

可使用透析膜从血液中分离单核细胞。或者，在使用预先从皮肤等分离的诸如成纤维细胞

的体细胞的情况下，分离装置10可为不必要的。

[0207] 分离装置10可以通过离心分离以外的方法分离适于诱导的细胞。当待分离的细胞

为例如T细胞时，可通过淘选来分离对于CD3、CD4和CD8中的任一者呈阳性的细胞。当待分离

的细胞是血管内皮祖细胞时，可通过淘选分离对于CD34呈阳性的细胞。当待分离的细胞是B

细胞时，可通过淘选来分离对于CD10、CD19和CD20中的任一者呈阳性的细胞。分离方法不限

于淘选，并且可通过磁性细胞分离方法、流式细胞术或其他方法分离细胞。或者，分离装置
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10可通过后文提及的实施例中描述的方法分离适于诱导的细胞。例如，如第五实施例中所

述，可基于细胞表面标记使用磁分离装置来分离适于诱导的细胞。或者，可使用过滤器来分

离适于诱导的细胞。待诱导的细胞不限于血细胞，可为成纤维细胞等。

[0208] 诱导物溶液发送机构21包括储存诱导物转移试剂溶液等的诱导物转移试剂槽。诸

如基因转移试剂溶液的诱导物转移试剂溶液含有例如诸如人T细胞Nucleofector(R)

(Lonza  Japan有限责任公司)溶液的电穿孔溶液、补充溶液和质粒组。质粒组含有例如0.83

μg的pCXLE‑hOCT3/4‑shp53‑F、0.83μg的pCXLE‑hSK、0.83μg的pCE‑hUL和0.5μg的pCXWB‑

EBNA1。或者，诱导物转移试剂溶液可含有后文提及的的第四和第五实施例中描述的试剂

等。例如，如第五实施例中所述，可通过脂质转染法将编码重编程因子的RNA转移到细胞中。

诱导物溶液发送机构21使用微型泵等将诱导物转移试剂溶液送入转移前细胞溶液发送通

道20，使得单核细胞悬液悬浮在诱导物转移试剂溶液中。

[0209] 通过用聚‑HEMA(聚‑2‑羟乙基甲基丙烯酸酯)涂覆，转移前细胞溶液发送通道20的

内壁可对细胞无粘附性，以防止细胞粘附到内壁上。或者，抗细胞粘附的材料可用作转移前

细胞溶液发送通道20的材料。另外，具有高测温传导率的CO2可渗透材料可用作转移前细胞

溶液发送通道20的材料，使得转移前细胞溶液发送通道20的内部条件等同于容器200内的

受控温度和CO2浓度。根据防止污染的观点，转移前细胞溶液发送通道20还可设置有逆流防

止阀。

[0210] 连接到转移前细胞溶液发送通道20的诱导物转移装置30是例如电穿孔机，其接收

诱导物转移试剂溶液和单核细胞悬浮液的混合溶液并用质粒进行单核细胞的电穿孔。在电

穿孔之后，诱导物转移装置30将单核细胞培养基添加至含有用质粒电穿孔的单核细胞的溶

液中。诱导物转移装置30使用泵等将含有用质粒电穿孔的单核细胞(以下称为“携带诱导物

的细胞”)的溶液送入转移后细胞溶液发送通道31。注意，诱导物转移装置30不限于电穿孔

机。诱导物转移装置30可通过后文提及的第四和第五实施例中描述的方法将诱导物转移到

细胞中。培养基可为凝胶培养基。在这种情况下，凝胶培养基可例如不含诸如碱性成纤维细

胞生长因子(bFGF)的生长因子。或者，凝胶培养基可含有400μg/L或更低、40μg/L或更低或

10μg/L或更低的低浓度的诸如bFGF的生长因子。凝胶培养基可不含tgf‑β，或可含有600ng/

L或更低、300ng/L或更低或100ng/L或更低的低浓度的tgf‑β。
[0211] 转移后细胞溶液发送通道31的内壁可通过涂覆聚‑HEMA保持为非粘附性的，以防

止细胞粘附于内壁上。或者，抗细胞粘附的材料可用作转移后细胞溶液发送通道31的材料。

另外，具有高测温传导率的CO2可渗透材料可用作转移后细胞溶液发送通道31的材料，使得

转移后细胞溶液发送通道31的内部条件等同于容器200内的受控温度和CO2浓度。根据防止

污染的观点，转移后细胞溶液发送通道31还可设置有逆流防止阀。在电穿孔之后，许多细胞

死亡，并且死细胞可能形成细胞簇。因此，转移后细胞溶液发送通道31可设置有除去死细胞

簇的过滤器。或者，如图2所示，可在转移后细胞溶液发送通道31的内部设置间歇地改变内

径的一个或多个壁。或者，如图3所示，可间歇地改变转移后细胞溶液发送通道31的内径。

[0212] 连接到转移后细胞溶液发送通道31的细胞簇生产装置40包括：重编程培养装置

50，其培养携带由诱导物转移装置30生产的诱导物的细胞；第一分割机构60，其将由重编程

培养装置50所建立的干细胞组成的细胞簇分割成多个细胞簇；扩增培养装置70，其扩增培

养由第一分割机构60分割的多个细胞簇；第二分割机构80，其将由扩增培养装置70所扩增
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培养的干细胞组成的细胞簇分割成多个细胞簇；以及细胞簇输送机构90，其将多个细胞簇

依次送入包装装置100。

[0213] 重编程培养装置50可在其中容纳孔板。重编程培养装置50还包括移液机。重编程

培养装置50从转移后细胞溶液发送通道31接收含有携带诱导物的细胞的溶液，并通过移液

机将溶液分配到孔。重编程培养装置50在将携带诱导物的细胞分配到孔例如三天、五天和

七天之后，添加干细胞培养基，诸如StemFit(R)(Ajinomoto股份有限公司)。可添加碱性成

纤维细胞生长因子(碱性FGF)作为培养基的补充。注意，可向培养基添加连续供给FGF‑2(碱

性FGF、bFGF或FGF‑b)的持续释放珠，诸如Stem  Beads  FGF2(Funakoshi有限责任公司)。因

为FGF有时不稳定，所以可通过将肝素模拟聚合物偶联至FGF来稳定FGF。重编程培养装置50

还更换培养基，例如，在将携带诱导物的细胞分配到孔中9天之后，并且以后每两天更换培

养基，直到iPS细胞的细胞簇(集落)超过1mm。

[0214] 在形成细胞簇之后，重编程培养装置50通过移液机回收细胞簇，并向回收的细胞

簇添加作为胰蛋白酶的替代物的重组酶，诸如TrypLE  Select(R)(Life  Technologies股份

有限公司)。重编程培养装置50还将含有回收的细胞簇的容器置于培养箱中，在培养箱中细

胞簇与作为胰蛋白酶的替代物的重组酶在37℃下在5％CO2环境中反应10分钟。或者，重编

程培养装置50可通过使用移液机移液来破坏细胞簇。作为另一种替代方案，重编程培养装

置50可通过使细胞簇穿过设有过滤器的管或内径间歇地变化的管来破坏细胞簇，如同如图

2或图3所示的转移后细胞溶液发送通道31。然后，重编程培养装置50向含有破裂的细胞簇

的溶液添加用于多能干细胞的培养基，诸如StemFit(R)(Ajinomoto股份有限公司)。

[0215] 重编程培养装置50中的培养可以在CO2可渗透袋中而非孔板中进行。培养可为贴

壁培养，或可为漂浮培养。在漂浮培养的情况下，可对培养进行搅拌。培养基可为琼脂形式。

琼脂形式的培养基的示例包括结冷胶聚合物。当使用琼脂形式的培养基时，即使以漂浮培

养的形式，不需要搅拌并且有可能生产源自一个细胞的单细胞簇，因为细胞既不下沉也不

粘附。重编程培养装置50中的培养可为悬滴培养。

[0216] 重编程培养装置50可包括第一培养液补给装置，其对孔板或CO2可渗透袋补给培

养液。第一培养液补给装置可回收孔板或CO2可渗透袋中的培养液，使用过滤器或透析膜过

滤培养液，并循环纯化后的培养液。在这种情况下，可向待循环的培养液中添加生长因子

等。重编程培养装置50还可包括例如控制培养液温度的温度控制装置和控制培养液附近湿

度的湿度控制装置。

[0217] 在重编程培养装置50中，例如，如图4所示，可将细胞置于诸如透析膜的培养液可

渗透袋301中，并且可将培养液可渗透袋301置于培养液不可渗透且CO2可渗透的袋302中，

而培养液可置于袋301和302中。可制备多个包含新鲜培养液的袋302，并且重编程培养装置

50可以预定的时间间隔用另一包含新鲜培养液的袋302替换其中置入有包含细胞的袋301

的袋302。注意，重编程培养装置50中的培养方法不限于上述的方法，并且培养可以通过后

文提及的第二和第三实施例中描述的方法来进行。例如，如第二实施例中所述，可使用凝胶

培养基。在这种情况下，凝胶培养基可例如不含诸如碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)的生

长因子。或者，凝胶培养基可含有400μg/L或更低、40μg/L或更低或10μg/L或更低的低浓度

的诸如bFGF的生长因子。凝胶培养基可不含tgf‑β，或者可含有600ng/L或更低、300ng/L或

更低或100ng/L或更低的低浓度的tgf‑β。如第三实施例中所述，可使用一种漂浮培养容器，
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包括：容纳干细胞和凝胶培养基的透析管；以及容纳透析管的容器，其中凝胶培养基置于透

析管周围。

[0218] 干细胞制造系统还可包括拍摄重编程培养装置50中的培养的重编程培养摄影装

置。注意，当将无色培养液用作用于重编程培养装置50的培养液时，有可能抑制使用有色培

养液时可发生的漫反射或自发荧光。因为诱导细胞和未诱导细胞在细胞形状和大小等方面

不同，所以干细胞制造系统还可包括诱导状态监控装置，其通过拍摄重编程培养装置50中

的细胞计算诱导细胞的百分比。或者，诱导状态监控装置可通过抗体免疫染色方法或RNA提

取方法鉴定诱导细胞的百分比。干细胞制造系统还可包括未诱导细胞除去装置，其通过磁

性细胞分离方法、流式细胞术等除去未诱导细胞。

[0219] 第一细胞簇溶液发送通道51连接到重编程培养装置50。重编程培养装置50使用泵

等将含有作为胰蛋白酶的替代物的重组酶和细胞簇的溶液送入第一细胞簇溶液发送通道

51。当细胞簇可以被物理破坏时，作为胰蛋白酶的替代物的重组酶可为不必要的。第一细胞

簇溶液发送通道51可连接到分支通道，该分支通道具有仅允许具有小于预定大小的诱导细

胞穿过并除去具有预定大小或更大的未诱导细胞的内径。

[0220] 第一细胞簇溶液发送通道51的内壁可通过涂覆聚HEMA而对细胞无粘附性，以防止

细胞粘附到内壁上。或者，抗细胞粘附的材料可用作第一细胞簇溶液发送通道51的材料。另

外，具有高测温传导率的CO2可渗透材料可用作第一细胞簇溶液发送通道51的材料，使得第

一细胞簇溶液发送通道51的内部条件等同于容器200内的受控温度和CO2浓度。根据防止污

染的观点，第一细胞簇溶液发送通道51还可设置有逆流防止阀。

[0221] 第一细胞簇溶液发送通道51连接到第一分割机构60。第一分割机构60包括例如网

格。当通过液压穿过网格时，溶液中包含的细胞簇被分割成与网格的每个孔隙的大小对应

的多个细胞簇。例如，当网格具有均匀尺寸的孔隙时，因此分割的多个细胞簇的大小也几乎

是均匀的。或者，第一分割机构60可包括喷嘴。例如，大体圆锥形的喷嘴的内部以阶梯形式

微制造。当流过喷嘴时，溶液中包含的细胞簇被分割成多个细胞簇。扩增培养装置70连接到

第一分割机构60。含有由第一分割机构60分割的细胞簇的溶液被送到扩增培养装置70。

[0222] 扩增培养装置70可在其中容纳孔板。扩增培养装置70还包括移液机。扩增培养装

置70从第一分割机构60接收含有多个细胞簇的溶液，并通过移液机将溶液分配到孔中。在

将细胞簇分配到孔中之后，扩增培养装置70例如在5％CO2环境中在37℃下培养细胞簇大约

八天。扩增培养装置70根据需要更换培养基。

[0223] 然后，扩增培养装置70向细胞簇添加作为胰蛋白酶的替代物的重组酶，诸如

TrypLE  Select(R)(Life  Technologies股份有限公司)。扩增培养装置70还将包含细胞簇

的容器置于培养箱中，在培养箱中细胞簇与作为胰蛋白酶的替代物的重组酶在37℃下在

5％CO2环境中反应1分钟。然后，扩增培养装置70向含有细胞簇的溶液添加培养基，诸如维

持培养基。扩增培养装置70还利用自动细胞刮刀等从容器中脱离细胞簇，并且经由扩增培

养液发送通道71将含有细胞簇的溶液送入第一分割机构60。

[0224] 扩增培养装置70中的培养可在CO2可渗透袋中而非孔板中进行。培养可为贴壁培

养，或可为漂浮培养。或者，培养可为悬滴培养。在漂浮培养的情况下，可对培养进行搅拌。

培养基可为琼脂形式。琼脂形式的培养基的示例包括结冷胶聚合物。当使用琼脂形式的培

养基时，即使以漂浮培养的形式，不需要搅拌，因为细胞既不下沉也不粘附。
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[0225] 扩增培养装置70可包括第二培养液补给装置，其对孔板或CO2可渗透袋补给培养

液。第二培养液补充装置可回收孔板或CO2可渗透袋中的培养液，使用过滤器或透析膜过滤

培养液，并循环纯化后的培养液。在这种情况下，可向待循环的培养液添加生长因子等。扩

增培养装置70还可包括例如控制培养液温度的温度控制装置和控制培养液附近湿度的湿

度控制装置。

[0226] 另外，在扩增培养装置70中，例如，如图4所示，可将细胞置于诸如透析膜的培养液

可渗透袋301中，并且可将培养液可渗透袋301置于培养液不可渗透且CO2可渗透的袋302

中，而培养液可置于袋301和302中。可制备多个包含新鲜培养液的袋302，并且扩增培养装

置70以预定的时间间隔用另一包含新鲜培养液的袋302替换其中置入包含细胞的袋301的

袋302。扩增培养装置70中的培养方法不限于上述的方法，培养可通过后文提及的第二和第

三实施例中描述的方法来进行。

[0227] 干细胞制造系统还可包括拍摄扩增培养装置70中的培养的扩增培养摄影装置。注

意，当无色培养液用作扩增培养装置70中使用的培养液时，有可能抑制使用有色培养液时

可发生的漫反射或自发荧光。因为诱导细胞和未诱导细胞在细胞形状和大小等方面不同，

所以干细胞制造系统还可包括诱导状态监控装置，其通过拍摄扩增培养装置70中的细胞来

计算诱导细胞的百分比。或者，诱导状态监控装置可通过抗体免疫染色方法或RNA提取方法

来鉴定诱导细胞的百分比。干细胞制造系统还可包括未诱导细胞除去装置，其通过磁性细

胞分离方法、流式细胞术等来除去未诱导细胞。

[0228] 在扩增培养装置70中再次培养由第一分割机构60分割的细胞簇。重复第一分割机

构60中对细胞簇的分割和扩增培养装置70中对细胞簇的培养，直到获得所需量的细胞。

[0229] 第二细胞簇溶液发送通道72连接到扩增培养装置70。扩增培养装置70使用泵等将

含有从容器脱离的扩增培养后的细胞簇的溶液送入第二细胞簇溶液发送通道72。第二细胞

簇溶液发送通道72可连接到分支通道，该分支通道具有仅允许具有小于预定大小的诱导细

胞穿过并除去具有预定大小或更大的未诱导细胞的内径。

[0230] 第二细胞簇溶液发送通道72的内壁可通过涂覆聚HEMA而对细胞无粘附性，以防止

细胞粘附到内壁上。或者，抗细胞粘附的材料可用作第二细胞簇溶液发送通道72的材料。另

外，具有高测温传导率的CO2可渗透材料可用作第二细胞簇溶液发送通道72的材料，使得第

二细胞簇溶液发送通道72的内部条件等同于容器200内的受控温度和CO2浓度。根据防止污

染的观点，第二细胞簇溶液发送通道72还可设置有逆流防止阀。

[0231] 第二细胞簇溶液发送通道72连接到第二分割机构80。第二分割机构80包括例如网

格。当通过液压穿过网格时，溶液中包含的细胞簇被分割成与网格的每个孔隙的大小对应

的多个细胞簇。例如，当网格具有均匀尺寸的孔隙时，因此分割的多个细胞簇的大小也几乎

是均匀的。或者，第二分割机构80可包括喷嘴。例如，大体圆锥形的喷嘴的内部以阶梯形式

微制造。当流过喷嘴时，溶液中包含的细胞簇被分割成多个细胞簇。

[0232] 将多个细胞簇依次送入包装装置100的细胞簇输送机构90连接到第二分割机构

80。预包装细胞通道91连接在细胞簇输送机构90与包装装置100之间。细胞簇输送机构90使

用泵等将由第二分割机构80分割的细胞簇经由预包装细胞通道91依次送入包装装置100。

[0233] 预包装细胞通道91可用聚‑HEMA涂覆以防止细胞粘附到其上。或者，抗细胞粘附的

材料可用作预包装细胞通道91的材料。另外，具有高测温传导率的CO2可渗透性材料可用作
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预包装细胞通道91的材料，使得预包装细胞通道91的内部条件等同于容器200内的受控温

度和CO2浓度。根据防止污染的观点，预包装细胞通道91还可设置有逆流防止阀。

[0234] 冷冻保存液发送机构110连接到预包装细胞通道91。冷冻保存液发送机构110将细

胞冷冻保存液送入预包装细胞通道91。因此，细胞簇悬浮在预包装细胞通道91中的细胞冷

冻保存液中。

[0235] 包装装置100依次冷冻经由预包装细胞通道91发送的多个细胞簇。例如，每次接收

到细胞簇时，包装装置100将细胞簇置于CryoTube中，并立即冷冻细胞簇溶液，例如在‑80℃

或更低温度下。如果使用具有较小的单位体积表面积的CryoTube，那么冷冻往往是耗时的。

因此，优选地使用具有较大单位体积表面积的CryoTube。通过使用具有较大单位体积表面

积的CryoTube有可能提高解冻后细胞的存活率。CryoTube的形状的示例包括但不限于毛细

管和球形。根据所需的解冻后细胞存活率，瞬间冷冻不是必需的。

[0236] 例如，在冷冻中使用玻璃化方法。在这种情况下，DAP213(Cosmo  Bio有限责任公

司)或冷冻培养基(ReproCELL股份有限公司)可用作细胞冷冻保存液。可通过玻璃化方法以

外的常规方法进行冷冻。在这种情况下，CryoDefend‑Stem  Cell(R&D  Systems股份有限公

司)、STEM‑CELLBANKER(R)(Nippon  Zenyaku  Kogyo有限责任公司)等可用作细胞冷冻保存

液。冷冻可使用液氮进行，或者可使用Peltier设备进行。通过使用Peltier设备，有可能调

控温度改变并抑制温度变化。包装装置100将CryoTube输出到容器200的外部。在临床使用

冷冻细胞的情况下，CryoTube优选地是完全密封的系统。然而，包装装置100可将干细胞包

装在CryoTube中而不冷冻干细胞。

[0237] 干细胞制造系统还可包括拍摄包装装置100中的包装步骤的包装步骤拍摄装置。

[0238] 干细胞制造系统还可包括对容器200的内部进行灭菌的灭菌装置。灭菌装置可为

干热灭菌装置。注意，诸如分离装置10、转移前细胞溶液发送通道20、诱导物溶液发送机构

21、诱导物转移装置30、细胞簇生产装置40和包装装置100的用电装置的线路优选地是具有

耐热性的线路。或者，灭菌装置可通过向容器200内吹入臭氧气体、过氧化氢气体、福尔马林

气体等灭菌气体来对容器200的内部进行灭菌。

[0239] 干细胞制造系统可通过有线或无线方式向外部服务器传输分离装置10、转移前细

胞溶液发送通道20、诱导物溶液发送机构21、诱导物转移装置30、细胞簇生产装置40和包装

装置100的操作记录以及由摄影装置拍摄的图像。外部服务器可使用神经网络来分析例如

条件(例如，诱导物转移条件、培养条件和冷冻条件)与结果(例如，干细胞的不完全重编程、

干细胞分化和增殖的失败以及染色体畸变)之间的联系，以提取导致结果的条件或预测结

果。外部服务器还可基于标准操作程序(SOP)调控干细胞制造系统中的分离装置10、诱导物

溶液发送机构21、诱导物转移装置30、细胞簇生产装置40和包装装置100等，监控是否基于

SOP操作每个装置，并自动制作每个装置的操作记录。

[0240] 上述的干细胞制造系统有可能全自动地一次性实现诸如iPS细胞的干细胞的诱

导、建立、扩增培养和冷冻保存。

[0241] (其他实施例)

[0242] 例如，诱导物转移装置30可通过RNA转染来诱导细胞，而非通过电穿孔。或者，细胞

可通过病毒(例如，逆转录病毒、慢病毒和仙台病毒)载体或质粒来诱导。转移前细胞溶液发

送通道20、转移后细胞溶液发送通道31、细胞簇溶液发送通道51、扩展培养液发送通道71、
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细胞簇溶液发送通道72和预包装细胞通道91可通过微流体技术设置在基底上。通过脂质转

染将诱导物核糖核酸(RNA)转移到诱导干细胞中以将干细胞分化成体细胞的装置可连接到

干细胞制造系统。例如，后述的第六实施例中描述的方法可用作通过脂质转染将诱导物核

糖核酸(RNA)转移到诱导干细胞中以将干细胞分化成体细胞的方法。体细胞可为例如神经

元细胞。

[0243] (第二实施例)

[0244] 根据本发明第二实施例的用于干细胞的漂浮培养方法包括在凝胶培养基中漂浮

培养干细胞。干细胞是例如诱导多能干(iPS)细胞或胚胎干细胞(ES细胞)。不搅拌凝胶培养

基。凝胶培养基不含饲养细胞。干细胞在凝胶培养基中增殖，同时保持其未分化状态。

[0245] 例如，在漂浮培养之前，将干细胞解离成单细胞，并将解离成单细胞的干细胞置于

凝胶培养基中。单细胞增殖，同时保持其克隆性，以在凝胶培养基中形成集落。

[0246] 凝胶培养基例如通过将脱乙酰结冷胶以0.5重量％至0.001重量％、0.1重量％至

0.005重量％或0.05重量％至0.01重量％的终浓度添加至用于干细胞的培养基中来制备。

[0247] 凝胶培养基可含有选自由结冷胶、透明质酸、鼠李胶、定优胶、黄原胶、角叉菜胶、

岩藻依聚糖、果胶、果胶酸、果胶酯酸、硫酸乙酰肝素、肝素、硫酸肝素、硫酸角质素、硫酸软

骨素、硫酸皮肤素、硫酸鼠李聚糖及其盐组成的组的至少一种聚合物化合物。凝胶培养基可

含有甲基纤维素。其中所含的甲基纤维素抑制细胞之间的聚集。

[0248] 或者，凝胶培养基可含有选自以下各项中的至少一种温敏性凝胶：聚(甘油单甲基

丙烯酸酯)(PGMA)、聚(2‑羟丙基甲基丙烯酸酯)(PHPMA)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺)(PNIPAM)、

胺基封端的、羧酸封端的、马来酰亚胺封端的、N‑羟基丁二酰亚胺(NHS)酯封端的、三乙氧基

硅烷封端的、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑丙烯酰胺)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑丙烯酸)、聚

(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑丙烯酸丁酯)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑甲基丙烯酸)、聚(N‑异丙

基丙烯酰胺‑共‑甲基丙烯酸‑共‑十八烷基丙烯酸酯)和N‑异丙基丙烯酰胺。

[0249] 人ES/iPS培养基，例如Primate  ES细胞培养基(ReproCELL股份有限公司)可用作

用于干细胞的培养基。

[0250] 然而，用于干细胞的培养基不限于此，可使用各种干细胞培养基。例如，可使用

Primate  ES细胞培养基、Reprostem、ReproFF、ReproFF2、ReproXF(ReproCELL股份有限公

司)、mTeSR1、TeSR2、TeSRE8、ReproTeSR(STEMCELL  Technologies股份有限公司)、

PluriSTEM  (R)人ES/iPS培养基(Merck  KGaA)、用于人iPS和ES细胞的NutriStem(R)XF/FF

培养基、Pluriton重编程培养基(Stemgent股份有限公司)、PluriSTEM(R)、StemFit  AK02N、

StemFit  AK03(Ajinomoto股份有限公司)、用于hESC/iPS的无血清和饲养细胞培养基ESC‑

Sure(R)(Applied  StemCell股份有限公司)和L7(R)hPSC培养系统(Lonza  Japan有限责任

公司)。

[0251] 例如，每天将ROCK抑制剂以1000μmol/L或更高和0.1μmol/L或更低、100μmol/L或
更高和1μmol/L或更低，或5μmol/L或更高和20μmol/L或更低的终浓度添加到凝胶培养基。

添加至凝胶培养基的ROCK抑制剂促进干细胞形成集落。

[0252] 凝胶培养基可例如不含诸如碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)的生长因子。或者，

凝胶培养基可含有浓度为400μg/L或更低、40μg/L或更低或10μg/L或更低的低浓度的诸如

bFGF的生长因子。与含有高浓度的诸如bFGF的生长因子的凝胶培养基相比，不含诸如bFGF

说　明　书 18/47 页

20

CN 114717183 B

20



的生长因子的凝胶培养基或含有低浓度的诸如bFGF的生长因子的凝胶培养基容易促进干

细胞的集落形成。

[0253] 凝胶培养基可不含tgf‑β，或者可含有浓度为600ng/L或更低、300ng/L或更低或

100ng/L或更低的低浓度的tgf‑β。
[0254] 凝胶培养基中干细胞的浓度可为例如2×105个细胞/mL或更高、2.25×105个细胞/

mL或更高，或2.5×105个细胞/mL或更高。如果凝胶培养基中干细胞的浓度低于2×105个细

胞/mL，那么集落形成率趋于降低。

[0255] 根据本发明第二实施例的用于干细胞的漂浮培养方法有可能从单细胞形成干细

胞集落。虽然这种方法是一种漂浮培养方法，但是由于干细胞的漂浮培养方法不需要搅拌

培养基，因此干细胞不相互碰撞。因此，有可能保持集落的克隆性。因此，当干细胞是例如

iPS细胞时，可确保源自一个体细胞的iPS细胞的克隆性。另外，由于干细胞不相互碰撞，因

此干细胞集落可保持均匀的大小。此外，与贴壁培养方法相比，漂浮培养方法可在小空间内

培养大量的集落。注意，可在漂浮培养中维持培养干细胞簇。

[0256] 自发现ES/iPS细胞以来，诸如bFGF或Tgf‑β的生长因子一直认为是ES/iPS细胞的

培养所必需的。然而，诸如bFGF的生长因子在大约37℃的培养条件下迅速分解。因此，需要

每天用新鲜的含有bFGF或Tgf‑β的培养液来更换含有bFGF或Tgf‑β的培养液，或者每天向其

中添加bFGF或Tgf‑β等。用于培养的bFGF通常是重组蛋白。临床等级的重组蛋白需要依据非

常严格的条例来生产。

[0257] 当bFGF的浓度例如为10ng/mL的低浓度时，一直认为需要将源自小鼠的成纤维细

胞用作饲养细胞。然而，利用源自诸如小鼠的动物的饲养细胞培养的干细胞不可用于移植

或再生医学。这一直是干细胞临床应用的瓶颈。

[0258] 虽然也开发了不使用饲养细胞的无饲养细胞的培养液，但是无饲养细胞培养液通

常含有其量为使用饲养细胞的培养液中所含的量的25倍的bFGF并且含有浓度非常高的

bFGF，诸如100ng/mL。然而，使用含有高浓度bFGF的无饲养细胞培养液难以培养没有核型异

常的ES/iPS细胞。因此，许多iPS细胞被破坏。在含有高浓度bFGF的无饲养细胞培养液中培

养的ES/iPS细胞往往不太可能分化成特定的体细胞。因此，无饲养细胞培养液部分导致了

从干细胞移植所必需的体细胞的生产效率的降低。

[0259] 相比之下，根据本发明第二实施例的用于干细胞的漂浮培养方法有可能在不使用

饲养细胞的情况下培养和增殖干细胞，同时保持其未分化状态。即使不使用饲养细胞，根据

本发明第二实施例的用于干细胞的漂浮培养方法也有可能在不使用诸如bFGF的生长因子

或者使用低浓度的诸如bFGF的生长因子的情况下培养和增殖干细胞，同时保持其未分化状

态。

[0260] (第三实施例)

[0261] 如图5所示，根据本发明第三实施例的用于干细胞的漂浮培养容器包括：容纳干细

胞和凝胶培养基的透析管；以及容纳透析管的容器，其中凝胶培养基置于透析管周围。

[0262] 透析管对例如ROCK抑制剂是可渗透的。透析管的截留分子量为0 .1kDa或更大、

10kDa或更大，或50kDa或更大。透析管由例如纤维素酯、乙基纤维素、纤维素酯衍生物、再生

纤维素、聚砜、聚丙烯腈、聚甲基丙烯酸甲酯、乙烯‑乙烯醇共聚物、聚酯基聚合物合金、聚碳

酸酯、聚酰胺、醋酸纤维素、二醋酸纤维素、三醋酸纤维素、铜铵人造丝、皂化纤维素、血仿透
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析膜、磷脂酰胆碱膜或维生素E包膜制成。诸如离心管的圆锥管可用作容器。容器由例如聚

丙烯制成。

[0263] 待置于透析管中的干细胞与第二实施例中的相同。同样，待置于透析管中的凝胶

培养基与第二实施例中的相同。然而，待置于透析管中的凝胶培养基可不含ROCK抑制剂。待

置于容器中透析管周围的凝胶培养基与第二实施例中的相同。待置于容器中透析管周围的

凝胶培养基含有ROCK抑制剂。

[0264] 在透析管中干细胞的漂浮培养过程中，用新鲜凝胶培养基更换或补充容器中透析

管周围的凝胶培养基。然而，更换透析管中的凝胶培养基可为不必要的。

[0265] 对于常规的漂浮培养系统，可难以在不吸取细胞的情况下更换培养基。然而，除非

用新鲜培养基更换培养基，否则废物可积累。此外，除非用新鲜培养基更换或补充培养基，

否则培养基可缺少培养基组分。

[0266] 相比之下，通过使用根据本发明第三实施例的用于干细胞的漂浮培养容器，即使

用新鲜培养基更换透析管周围的培养基，也有可能避免吸取干细胞，因为干细胞在透析管

中。此外，即使当用新鲜培养基更换透析管周围的培养基时，透析管中的培养基的量也难以

改变。因此，透析管中的干细胞的密度不变。透析管中高浓度的废物移动到透析管的外部。

培养基组分从透析管的外部培养基移动到透析管中，其中透析管中培养基组分的浓度降

低。因此，有可能将干细胞周围的培养基保持新鲜。

[0267] (第四实施例)

[0268] 根据本发明第四实施例的诱导干细胞的方法包括从在凝胶培养基中漂浮培养的

体细胞诱导干细胞。体细胞是例如成纤维细胞。干细胞是例如iPS细胞。不搅拌凝胶培养基。

凝胶培养基不含饲养细胞。

[0269] 凝胶培养基例如通过将脱乙酰结冷胶以0.5重量％至0.001重量％、0.1重量％至

0.005重量％或0.05重量％至0.01重量％的终浓度添加至用于干细胞的培养基来制备。

[0270] 凝胶培养基可含有选自由结冷胶、透明质酸、鼠李胶、定优胶、黄原胶、角叉菜胶、

岩藻依聚糖、果胶、果胶酸、果胶酯酸、硫酸乙酰肝素、肝素、硫酸肝素、硫酸角质素、硫酸软

骨素、硫酸皮肤素、硫酸鼠李聚糖及其盐组成的组的至少一种聚合物化合物。凝胶培养基可

以含有甲基纤维素。其中所含的甲基纤维素抑制细胞之间的聚集。

[0271] 或者，凝胶培养基可含有选自以下各项中的至少一种温敏性凝胶：聚(甘油单甲基

丙烯酸酯)(PGMA)、聚(2‑羟丙基甲基丙烯酸酯)(PHPMA)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺)(PNIPAM)、

胺基封端的、羧酸封端的、马来酰亚胺封端的、N‑羟基丁二酰亚胺(NHS)酯封端的、三乙氧基

硅烷封端的、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑丙烯酰胺)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑丙烯酸)、聚

(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑丙烯酸丁酯)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑甲基丙烯酸)、聚(N‑异丙

基丙烯酰胺‑共‑甲基丙烯酸‑共‑十八烷基丙烯酸酯)和N‑异丙基丙烯酰胺。

[0272] 人ES/iPS培养基，例如Primate  ES细胞培养基(ReproCELL股份有限公司)可用作

用于干细胞的培养基。

[0273] 然而，用于干细胞的培养基不限于此，可使用各种干细胞培养基。例如，可使用

Primate  ES细胞培养基、Reprostem、ReproFF、ReproFF2、ReproXF(ReproCELL股份有限公

司)、mTeSR1、TeSR2、TeSRE8、ReproTeSR(STEMCELL  Technologies股份有限公司)、

PluriSTEM  (R)人ES/iPS培养基(Merck  KGaA)、用于人iPS和ES细胞的NutriStem(R)XF/FF
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培养基、Pluriton重编程培养基(Stemgent股份有限公司)、PluriSTEM(R)、StemFit  AK02N、

StemFit  AK03(Ajinomoto股份有限公司)、用于hESC/iPS的无血清和饲养细胞培养基ESC‑

Sure(R)(Applied  StemCell股份有限公司)和L7(R)hPSC培养系统(Lonza  Japan有限责任

公司)。将凝胶培养基置于例如管中。

[0274] 凝胶培养基可例如不含诸如碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)的生长因子。或者，

凝胶培养基可含有浓度为400μg/L或更低、40μg/L或更低或10μg/L或更低的低浓度的诸如

bFGF的生长因子。

[0275] 凝胶培养基可不含tgf‑β，或者可含有浓度为600ng/L或更低、300ng/L或更低或

100ng/L或更低的低浓度的tgf‑β。
[0276] (实例1)

[0277] 将500mL的Primate  ES细胞培养基(ReproCELL股份有限公司)和0.2mL的浓度为10

μg/mL的bFGF(Gibco  PHG0266)混合以制备含有bFGF的人iPS培养基。

[0278] 将脱乙酰结冷胶(Nissan  Chemical  Industries有限责任公司)以0.02重量％的

浓度添加至含有bFGF的人iPS培养基以制备含有bFGF的人iPS凝胶培养基。另外，将5mL的浓

度为2.5重量％的胰蛋白酶、5mL的浓度为1mg/mL的胶原酶IV、0.5mL的浓度为0.1mol/L的

CaCl2、10mL的KnockOut  Serum  Replacement(R)(Invitrogen  10828‑028)和30mL的纯化水

混合以制备通常称为CTK溶液的解离溶液。

[0279] 在饲养细胞上培养的过程中，将CTK溶液以300μL/孔添加至含有iPS细胞的6孔培

养皿(Thermo  Fisher  Scientific  12‑556‑004)，并将6孔培养皿在CO2培养箱中温育3分

钟。三分钟之后，将培养皿从培养箱中取出。确认仅饲养细胞从培养皿上脱离后，用抽吸器

除去CTK溶液。在除去CTK溶液之后，通过以500μL/孔向6孔培养皿添加PBS(Santa  Cruz 

Biotech  sc‑362183)来洗涤iPS细胞，随后从6孔培养皿中除去PBS。将解离溶液(Accutase

(R))以0 .3mL/孔添加至6孔培养皿，然后将其置于CO2培养箱中温育5分钟。然后，将含有

bFGF的iPS培养基以0.7mL/孔添加至6孔培养皿，使得iPS细胞悬浮直到变成单细胞。

[0280] 在iPS细胞悬浮之后，将4mL的含有bFGF的人iPS培养基添加至15mL的离心管，并使

用离心机以270g离心iPS细胞悬浮液。在离心之后，除去上清液，向15mL的离心管添加1mL的

含有bFGF的人iPS培养基。使用血细胞计数器计算细胞的数量。在细胞计数后，将5×105个

iPS细胞接种到15mL的Falcon管(Corning  352096)或非粘附培养皿中，随后在不搅拌的情

况下漂浮培养。

[0281] 在15mL的管中，使用2mL的含有bFGF的人iPS凝胶培养基。在非粘附培养皿中，使用

2mL的含有bFGF且不含结冷胶的人iPS培养基。以10μmol/L向每个培养基添加ROCK抑制剂

(Selleck  Chemicals  S1049)。然后，每天将500μL的含有bFGF的人iPS凝胶培养基添加至

15mL的管和非粘附培养皿，并且每天将500μL的含有bFGF的人iPS培养基添加至非粘附培养

皿。此外，每天将ROCK抑制剂以10μmol/L的终浓度添加至15mL的管和非粘附培养皿，并且持

续漂浮培养7天。

[0282] 结果如图6所示。如图6(b)所示，在使用含有bFGF且不含结冷胶的人iPS培养基在

非粘附培养皿中培养iPS细胞时，明显观察到了iPS细胞集落之间的聚集。相比之下，如图6

(a)所示，在使用含有bFGF的人iPS凝胶培养基在15mL的管中培养iPS细胞时，未观察到明显

的聚集。图7(a)是当使用含有bFGF的人iPS凝胶培养基在15mL的管中培养iPS细胞时，第1天
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拍摄的照片。图7(b)是当使用含有bFGF的人iPS凝胶培养基在15mL的管中培养iPS细胞时，

第9天拍摄的照片。根据图7(a)和图7(b)的照片，确认不同系的iPS细胞形成了它们各自的

集落而不相互聚集。

[0283] 图8(a)是在凝胶培养基中漂浮培养了7天的iPS细胞的集落在饲养细胞上紧随重

新接种之前拍摄的照片。图8(b)是在形态学上确认集落三天后拍摄的照片。因此，如图9所

示，确认95％以上的集落未分化。这些结果表明，可以在凝胶培养基中培养iPS细胞，同时保

持其未分化状态。

[0284] (实例2)

[0285] 制备与实例1相同的含有bFGF的人iPS培养基和含有bFGF的人iPS凝胶培养基。在

饲养细胞上培养的过程中，将CTK溶液以300μL/孔添加至含有iPS细胞的6孔培养皿，并将6

孔培养皿在CO2培养箱中温育3分钟。三分钟之后，将培养皿从培养箱中取出。确认仅饲养细

胞从培养皿上脱离后，用抽吸器除去CTK溶液。在除去CTK溶液之后，通过以500μL/孔向培养

皿添加PBS来洗涤iPS细胞，随后从培养皿中除去PBS。将Accumax以0.3mL/孔添加至培养皿，

然后将其置于CO2培养箱中温育5分钟。然后，将含有bFGF的iPS培养基以0.7mL/孔添加至培

养皿，使得iPS细胞悬浮直到变成单细胞。

[0286] 在iPS细胞悬浮之后，将4mL的含有bFGF的人iPS培养基添加至15mL的离心管中，并

使用离心机以270g离心iPS细胞悬浮液。在离心之后，除去上清液，向15mL的离心管中添加

1mL的含有bFGF的人iPS培养基。使用血细胞计数器计算细胞的数量。在细胞计数之后，将5

×105个iPS细胞接种到15mL的管中，随后在不搅拌的情况下进行漂浮培养。

[0287] 在15mL的管中，使用2mL的含有bFGF的人iPS凝胶培养基。以10μmol/L向每个培养

基中添加ROCK抑制剂。然后，每天将500μL的含有bFGF的人iPS凝胶培养基添加至15mL的管。

该凝胶培养基(500μL)含有0.5μL的ROCK抑制剂。作为对照，除了不添加ROCK抑制剂之外，在

与上述相同的条件下将iPS细胞漂浮培养7天。

[0288] 如图10(a)所示，当ROCK抑制剂不添加至含有bFGF的人iPS培养基时，iPS细胞不形

成集落。相比之下，如图10(b)所示，当ROCK抑制剂添加至含有bFGF的人iPS培养基时，iPS细

胞形成集落。这些结果表明，ROCK抑制剂对于从单细胞中漂浮培养iPS细胞是有效的。

[0289] (实例3)

[0290] 以与实例1中相同的方式制备含有bFGF的人iPS凝胶培养基。另外，制备不含bFGF

的人iPS培养基，除不含bFGF之外与含有bFGF的人iPS培养基相同。另外，制备不含bFGF的人

iPS凝胶培养基，除不含bFGF之外与含有bFGF的人iPS凝胶培养基相同。此外，将脱酰结冷胶

(Nissan  Chemical  Industries有限责任公司)以0.02重量％的浓度添加至市售的无血清、

无异源且无饲养细胞的用于重编程的培养基以制备用于对比的凝胶培养基。

[0291] 在此，含有bFGF的人iPS凝胶培养基仅含有浓度为用于对比的凝胶培养基中bFGF

浓度的大约1/25的bFGF。

[0292] 在饲养细胞上培养的过程中，将CTK溶液以300μL/孔添加至含有iPS细胞的6孔培

养皿中，并将6孔培养皿在CO2培养箱中温育3分钟。三分钟之后，将培养皿从培养箱中取出。

在确认仅饲养细胞从培养皿上脱离之后，用抽吸器除去CTK溶液。在除去CTK溶液之后，将

iPS细胞用PBS洗涤一次。向其添加1mL的不含bFGF的人iPS培养基，并且使用刮刀刮取iPS细

胞，并将其悬浮在15mL的离心管中约10次以不变成单细胞。然后，向其添加2mL的不含bFGF
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的人iPS培养基，并且将混合物分成3等份，每份1mL，将这3等份使用离心机以270g离心。

[0293] 在离心之后，从15mL的离心管中除去上清液，向15mL的离心管添加2mL的用于对比

的凝胶培养基、含有bFGF的人iPS凝胶培养基或不含有bFGF的人iPS凝胶培养基。从第二天

起，每天向离心管添加500μL的与最初凝胶培养基相同的凝胶培养基，并将iPS细胞漂浮培

养七天。

[0294] 图11(a)示出了在从市售无饲养细胞培养基制备的用于对比的凝胶培养基中漂浮

培养7天的iPS细胞的集落的典型示例。图11(b)示出了在含有bFGF的人iPS凝胶培养基中漂

浮培养七天的iPS细胞的集落的典型示例。图11(c)示出了在不含bFGF的人iPS凝胶培养基

中漂浮培养7天的iPS细胞的集落的典型示例。

[0295] 甚至在不含bFGF的人iPS凝胶培养基和仅含有浓度为用于对比的凝胶培养基中

bFGF浓度的大约1/25的bFGF的含有bFGF的人iPS凝胶培养基中可培养iPS细胞。

[0296] 为了确认漂浮培养7天的iPS细胞的集落是否未分化，在饲养细胞上再次接种iPS

细胞，并对其集落进行形态学观察。图12的上部照片各自示出了凝胶培养基中的集落。图12

的中间照片各自示出了在饲养细胞上重新接种漂浮培养7天的iPS细胞之后两天的集落。在

每种情况下，确认未分化的集落占90％或更多。这些结果表明，即使在使用不含bFGF的凝胶

培养基或相比于用于对比的凝胶培养基的bFGF浓度低25倍或以上的凝胶培养基时，iPS细

胞可进行漂浮培养同时保持其分化状态。

[0297] 图12下部的照片示出了在饲养细胞上重新接种漂浮培养七天的iPS细胞之后七天

的集落。这些结果表明，即使在凝胶培养基中漂浮培养然后在饲养细胞上长时间(7天)培

养，iPS细胞未分化。

[0298] (实例4)

[0299] 制备与实例3中相同的不含bFGF的人iPS培养基、含有bFGF的人iPS凝胶培养基和

不含bFGF的人iPS凝胶培养基。另外，将脱酰结冷胶(Nissan  Chemical  Industries有限责

任公司)以0.02重量％的浓度添加至市售无血清且无饲养细胞的培养基中以制备用于对比

的凝胶培养基。以10μmol/L的浓度向所有凝胶培养基添加ROCK抑制剂。

[0300] 在饲养细胞上培养的过程中，将CTK溶液以300μL/孔添加至含有iPS细胞的6孔培

养皿，并将6孔培养皿在CO2培养箱中温育3分钟。三分钟之后，将培养皿从培养箱中取出。在

确认仅饲养细胞从培养皿上脱离后，用抽吸器除去CTK溶液。在除去CTK溶液之后，通过以

500μL/孔向6孔培养皿添加PBS来洗涤iPS细胞，随后从6孔培养皿中除去PBS。将Accumax以

0.3mL/孔添加至6孔培养皿，然后将其置于CO2培养箱中温育5分钟。然后，将含有bFGF的iPS

培养基以0.7mL/孔添加至6孔培养皿，使得iPS细胞悬浮直到变成单细胞。

[0301] 在iPS细胞悬浮之后，将4mL的不含bFGF的人iPS培养基添加至15mL的离心管，并使

用离心机以270g离心iPS细胞悬浮液。在离心之后，除去上清液，向离心管中添加1mL的不含

bFGF的人iPS培养基。使用血细胞计数器计算细胞的数量。

[0302] 然后，每个离心管置入5×105个iPS细胞，向离心管添加2mL的含有bFGF的人iPS凝

胶培养基、不含bFGF的人iPS凝胶培养基或用于对比的凝胶培养基。从第二天起，每天向离

心管添加500μL的与最初凝胶培养基相同的凝胶培养基，并将iPS细胞漂浮培养七天。

[0303] 因此，如图13(c)所示，源自单细胞的iPS细胞不能在用于对比的凝胶培养基中培

养。相比之下，如图13(a)和图13(b)所示，源自单细胞的iPS细胞可在含有bFGF的人iPS凝胶
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培养基和不含bFGF的人iPS凝胶培养基中培养。含有bFGF的人iPS凝胶培养基具有4μg/mL的
bFGF浓度，用于对比的凝胶培养基具有100μg/mL的bFGF浓度。

[0304] 如图14所示，作为确定集落数的结果，在不含bFGF的人iPS凝胶培养基中漂浮培养

的iPS细胞形成的集落数是在含有bFGF的人iPS凝胶培养基中漂浮培养的iPS细胞的集落数

的两倍或更多。这些结果表明，对于凝胶培养基，优选的是低bFGF浓度或不存在bFGF。

[0305] 此外，将iPS细胞解离成单细胞，并使用其中添加了ROCK抑制剂的培养基培养7天，

ROCK抑制剂以10μmol/L添加至含有bFGF的人iPS培养基或补充有0.02重量％的脱酰结冷胶

的不含bFGF的人iPS培养基。在该操作中，5×105个细胞悬浮在1.5mL的每种凝胶培养基中，

并且每天向1.5mL的每种凝胶培养基以10μmol/L添加ROCK抑制剂。

[0306] 向培养7天的iPS细胞添加10倍量的PBS。在使用离心机以270g离心之后，弃去上清

液，向培养容器添加0.3mL的Accumax，然后将其置于CO2培养箱中温育5分钟。然后，向其添

加0.7mL的含有bFGF的人iPS培养基，使得iPS细胞悬浮直到成为单细胞。在悬浮之后，向其

添加1.5mL的人iPS培养基(用于在含有bFGF的培养基中培养的细胞的含有bFGF的培养基，

或用于在不含bFGF的培养基中培养的细胞的不含bFGF的培养基)，并且将iPS细胞以与前7

天相同的方式使用离心机再培养7天。在培养之后，将等分试样重新接种在饲养细胞上。再

过三天之后，用抗NANOG和OCT3/4的抗体将细胞染色并观察。结果如图15所示。在凝胶培养

基中培养总共14天的iPS细胞对于未分化标记NANOG和OCT3/4呈阳性。这些结果表明，即使

在使用不含bFGF的凝胶培养基时，iPS细胞可在凝胶培养基中长期培养，同时保持其未分化

状态。

[0307] (实例5)

[0308] 制备与实例3中相同的不含bFGF的人iPS培养基和不含bFGF的人iPS凝胶培养基。

将ROCK抑制剂以10μmol/L的浓度添加至两种凝胶培养基。

[0309] 在饲养细胞上培养的过程中，将CTK溶液以300μL/孔添加至含有iPS细胞的6孔培

养皿，并将6孔培养皿在CO2培养箱中温育3分钟。三分钟之后，将培养皿从培养箱中取出。在

确认仅饲养细胞从培养皿上脱离之后，用抽吸器除去CTK溶液。在除去CTK溶液之后，通过以

500μL/孔向6孔培养皿添加PBS来洗涤iPS细胞，随后除去PBS。将Accutase以0.3mL/孔添加

至6孔培养皿，然后将其置于CO2培养箱中温育5分钟。然后，将不含bFGF的人iPS培养基以

0.7mL/孔添加至6孔培养皿，使得iPS细胞悬浮直到变成单细胞。

[0310] 在iPS细胞悬浮之后，将4mL的不含bFGF的人iPS培养基添加至离心管，并使用离心

机以270g离心iPS细胞悬浮液。在离心之后，除去上清液，向离心管添加1mL的不含bFGF的人

iPS培养基。使用血细胞计数器计算细胞的数量。

[0311] 然后，每个离心管置入1×105、2.5×105或5×105个iPS细胞，并向其添加2mL的不

含bFGF的人iPS凝胶培养基。从第二天起，每天向离心管添加500μL的凝胶培养基，并将iPS

细胞漂浮培养七天。

[0312] 图16示出了各接种细胞数情况下的集落的照片。图17示出了确定形成集落的iPS

细胞的数量与接种iPS细胞的数量的比率的结果。以5×105个细胞接种的iPS细胞形成了数

量为以1×105或2.5×105个细胞接种的iPS细胞的集落数的10倍或更多倍的集落。这些结果

表明，以低浓度接种的iPS细胞不形成集落。

[0313] 每个离心管置入1×105个iPS细胞，并向离心管添加200μL、400μL、1000μL或2000μ
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L的不含bFGF的人iPS凝胶培养基。从第二天起，每天向离心管添加100μL、200μL、5000μL或
1000μL的凝胶培养基，并将iPS细胞漂浮培养7天。

[0314] 图18示出了确定形成集落的iPS细胞的数量与接种的iPS细胞的数量的比率的结

果。这些结果表明，随着凝胶培养基量的增加，换句话说，随着iPS细胞的接种浓度的降低，

iPS细胞更不易形成集落。

[0315] (实例6)

[0316] 制备与实例3中相同的不含bFGF的人iPS培养基和不含bFGF的人iPS凝胶培养基。

[0317] 在饲养细胞上培养的过程中，将CTK溶液以300μL/孔添加至含有iPS细胞的6孔培

养皿，并将6孔培养皿在CO2培养箱中温育3分钟。三分钟之后，将培养皿从培养箱中取出。在

确认仅饲养细胞从培养皿上脱离之后，用抽吸器除去CTK溶液。在除去CTK溶液之后，通过向

6孔培养皿以500μL/孔添加PBS来洗涤细胞，随后除去PBS。将Accumax以0.3mL/孔添加至6孔

培养皿，然后将其置于CO2培养箱中温育5分钟。然后，将不含bFGF的人iPS培养基以0.7mL/

孔添加至6孔培养皿，使得iPS细胞悬浮直到变成单细胞。

[0318] 在iPS细胞悬浮之后，将4mL的不含bFGF的人iPS培养基添加至15mL的离心管，并使

用离心机以270g离心iPS细胞悬浮液。在离心之后，除去上清液，向15mL的离心管添加1mL的

不含bFGF的人iPS培养基。使用血细胞计数器计算细胞的数量。

[0319] 然后，将2mL的含有5×105个iPS细胞的不含bFGF的人iPS凝胶培养基置于配备有

截留分子量为100kDa的透析管的透析模块(Spectrum  Laboratories  G235035)中。透析管

中未放置ROCK抑制剂。如图5所示，进一步将透析模块置于50mL的离心管中，并将20mL的不

含bFGF的人iPS凝胶培养基置于离心管中透析管周围。进一步将ROCK抑制剂以10μmol/L的
终浓度添加至透析管周围的不含bFGF的人iPS凝胶培养基。作为对照，未向一些离心管中添

加ROCK抑制剂。然后，每两天用新鲜凝胶培养基更换10mL的透析管周围的不含bFGF的人iPS

凝胶培养基，并持续漂浮培养7天。待置入用于更换的不含bFGF的新鲜人iPS凝胶培养基含

有浓度为10μmol/L的ROCK抑制剂。

[0320] 如图20所示，与图19(a)所示的在将不含bFGF和ROCK抑制剂的人iPS凝胶培养基置

于透析管周围的情况下的培养相比，通过如图19(b)所示的在将补充有ROCK抑制剂的不含

bFGF的人iPS凝胶培养基置于透析管周围的情况下的培养，iPS细胞显著形成了集落。

[0321] 这些结果表明诸如ROCK抑制剂的低分子穿过透析管的膜。这些结果还表明，可在

维持透析管中培养基成分的浓度的同时培养iPS细胞。

[0322] (实例7)

[0323] 制备与实例3中相同的不含bFGF的人iPS培养基和不含bFGF的人iPS凝胶培养基。

[0324] 在饲养细胞上培养的过程中，将CTK溶液以300μL/孔添加至含有iPS细胞的6孔培

养皿，并将6孔培养皿在CO2培养箱中温育3分钟。三分钟之后，将培养皿从培养箱中取出。在

确认仅饲养细胞从培养皿上脱离之后，用抽吸器除去CTK溶液。在除去CTK溶液之后，通过以

500μL/孔向6孔培养皿添加PBS来洗涤细胞，随后从6孔培养皿中除去PBS。将Accumax以

0.3mL/孔添加至6孔培养皿，然后将其置于CO2培养箱中温育5分钟。然后，将不含bFGF的人

iPS培养基以0.7mL/孔添加至6孔培养皿，使得iPS细胞悬浮直到变成单细胞。

[0325] 在iPS细胞悬浮之后，将4mL的不含bFGF的人iPS培养基添加至15mL的离心管，并使

用离心机以270g离心iPS细胞悬浮液。在离心之后，除去上清液，向离心管添加1mL的不含
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bFGF的人iPS培养基。使用血细胞计数器计算细胞的数量。

[0326] 然后，将2mL的含有5×105个iPS细胞的不含bFGF的人iPS凝胶培养基置于透析模

块的透析管中。进一步将透析模块置于50mL的离心管(Corning352070)中，并将20mL的不含

bFGF的人iPS凝胶培养基置于离心管中透析管周围。进一步将ROCK抑制剂以10μmol/L添加

至透析管周围的不含bFGF的人iPS凝胶培养基。然后，每两天用新鲜凝胶培养基更换10mL的

透析管周围的不含bFGF的人iPS凝胶培养基，并持续漂浮培养7天。待置入用于更换的不含

bFGF的新鲜人iPS凝胶培养基含有浓度为10μmol/L的ROCK抑制剂。作为对照，在一些离心管

中持续漂浮培养七天，而无需更换透析管周围的不含bFGF的人iPS凝胶培养基。

[0327] 如图22所示，与图21(b)所示的不更换透析管周围的不含bFGF的人iPS凝胶培养基

的情况相比，在图21(a)所示的用新鲜凝胶培养基更换透析管周围的不含bFGF的人iPS凝胶

培养基的情况下，发现iPS细胞所形成的单个集落较大。这些结果表明，更换透析管周围的

不含bFGF的人iPS凝胶培养基促进了iPS细胞增殖的能力。

[0328] 将漂浮培养7天的iPS细胞的集落进一步重新接种在饲养细胞上，并根据集落的形

态确认iPS细胞的未分化状态得到维持。如图23和图24所示，即使更换或不更换透析管周围

的不含bFGF的人iPS凝胶培养基，80％或更多的集落保持其未分化状态。

[0329] (实例8)

[0330] 制备与实例3中相同的不含bFGF的人iPS培养基和不含bFGF的人iPS凝胶培养基。

[0331] 在饲养细胞上培养的过程中，将CTK溶液以300μL/孔添加至含有iPS细胞的6孔培

养皿，并将培养皿在CO2培养箱中温育3分钟。三分钟之后，将培养皿从培养箱中取出。在确

认仅饲养细胞从培养皿上脱离之后，用抽吸器除去CTK溶液。在除去CTK溶液之后，通过以

500μL/孔向6孔培养皿添加PBS来洗涤细胞，然后除去PBS。将Accumax以0.3mL/孔添加至6孔

培养皿，然后将其置于CO2培养箱中温育5分钟。然后，将不含bFGF的人iPS培养基以0.7mL/

孔添加至6孔培养皿，使得iPS细胞悬浮直到变成单细胞。

[0332] 在iPS细胞悬浮之后，将4mL的不含bFGF的人iPS培养基添加至15mL的离心管中，并

使用离心机以270g离心iPS细胞悬浮液。在离心之后，除去上清液，向离心管添加1mL的不含

bFGF的人iPS培养基。使用血细胞计数器计算细胞的数量。

[0333] 然后，将2mL的含有5×105个iPS细胞的不含bFGF的人iPS凝胶培养基置于透析模

块的透析管中。进一步将透析模块置于50mL的离心管中，并将20mL的不含bFGF的人iPS凝胶

培养基置于离心管中透析管周围。进一步将ROCK抑制剂以10μmol/L添加至透析管周围的不

含bFGF的人iPS凝胶培养基。然后，每两天用新鲜凝胶培养基更换10mL的透析管周围的不含

bFGF的人iPS凝胶培养基，并持续漂浮培养7天。待置入用于更换的不含bFGF的新鲜人iPS凝

胶培养基含有浓度为10μmol/L的ROCK抑制剂。

[0334] 作为第一对照，将2mL的含有5×105个iPS细胞的不含bFGF的人iPS凝胶培养基置

于透析模块的透析管中。进一步将透析管置于50mL的离心管中，并将20mL的不含bFGF和结

冷胶的人iPS培养基置于离心管中透析管周围。进一步将ROCK抑制剂以10μmol/L添加至透

析管周围的不含bFGF和结冷胶的人iPS培养基中。然后，每两天用新鲜培养基更换透析管周

围的10mL的不含bFGF和结冷胶的人iPS培养基，并持续漂浮培养7天。

[0335] 作为第二对照，将2mL的含有5×105个iPS细胞的不含bFGF的人iPS凝胶培养基置

于50mL的离心管中而不使用透析管。然后，每天一次将500μL的不含bFGF的人iPS凝胶培养
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基添加至50mL的离心管，并持续漂浮培养七天。

[0336] 因此，如图25和图26所示，与不使用透析管相比，使用透析管增加了iPS细胞的集

落的数量。此外，与在透析管周围使用不含bFGF和结冷胶的人iPS培养基相比，在透析管周

围使用不含bFGF的人iPS凝胶培养基增加了iPS细胞的集落的数量。

[0337] (实例9：在聚合物培养基中诱导iPS细胞)

[0338] 将500mL的Primate  ES细胞培养基(ReproCELL股份有限公司)和0.2mL的浓度为10

μg/mL的bFGF(Gibco  PHG0266)混合以制备含有bFGF的人iPS培养基。另外，在不与bFGF

(Gibco  PHG0266)混合的情况下，从500mL的Primate  ES细胞培养基(ReproCELL股份有限公

司)制备不含bFGF的人iPS培养基。另外，制备市售的无血清和无饲养细胞的培养基。

[0339] 将脱乙酰结冷胶(Nissan  Chemical  Industries有限责任公司)以0.02重量％的

浓度添加至不含bFGF的人iPS培养基、含有bFGF的人iPS培养基和市售的无血清培养基和无

饲养细胞的培养基，以制备不含bFGF的人iPS凝胶培养基、含有bFGF的人iPS凝胶培养基和

用于对比的凝胶培养基。

[0340] 使用逆转录病毒将OCT3/4、SOX2、KLF4和c‑MYC转移到人成纤维细胞。在漂浮培养7

天之后，1×105个细胞悬浮于不含bFGF的人iPS凝胶培养基中，并将其在不含bFGF的人iPS

凝胶培养基、含有bFGF的人iPS凝胶培养基或用于对比的凝胶培养基中进行培养。因此，生

产出iPS细胞。图示示于图27中。因此，在不含bFGF的人iPS凝胶培养基中生产的iPS细胞被

重新接种在饲养细胞上。两天之后，在形态学上确认其集落，因此如图28(a)所示，该集落是

未分化的iPS细胞集落。如图28(b)和图28(c)所示，由于进一步用抗OCT3/4和NANOG的抗体

将iPS细胞染色，iPS细胞对其呈阳性。这些结果表明可在聚合物培养基中诱导iPS细胞。

[0341] (实例10：在聚合物培养基中诱导的iPS细胞的克隆性)

[0342] 在培养过程中，将300μL的CTK溶液添加至含有在聚合物培养基中诱导的iPS细胞

的6cm的培养皿，并将培养皿在CO2培养箱中温育3分钟。三分钟之后，将培养皿从培养箱中

取出。在确认仅饲养细胞从培养皿上脱离之后，用抽吸器除去CTK溶液。在除去CTK溶液之

后，通过向培养皿添加500μL的PBS来洗涤iPS细胞，随后除去PBS。向培养皿添加0.3mL的解

离液(Accumax)，然后将其置于CO2培养箱中温育5分钟。然后，将0.7mL的不含bFGF的iPS培

养基添加至培养皿，使得iPS细胞悬浮直到变成单细胞。

[0343] 在iPS细胞悬浮之后，将4mL的不含bFGF的iPS培养基添加至离心管，并使用离心机

以270g离心iPS细胞悬浮液。在离心之后，除去上清液，向其添加1mL的不含bFGF的iPS培养

基。使用血细胞计数器计算细胞的数量。在细胞计数之后，使用Cell  explorer活细胞标记

试剂盒Red和细胞探测器活细胞标记试剂盒Green(AAT  BioQuest股份有限公司)将2.5×

105个iPS细胞染色。在染色之后，将染色后的细胞混合，并将5×105个iPS细胞接种到非粘附

培养皿或15mL的管中，随后在不搅拌的情况下漂浮培养。在15mL的管中，使用2mL的不含

bFGF的人iPS凝胶培养基。在非粘附培养皿中，使用2mL的不含bFGF和结冷胶的人iPS培养

基。将ROCK抑制剂(Selleck  Chemicals  S1049)以10μmol/L的浓度添加至每种培养基。然

后，每天将500μL的不含bFGF的人iPS培养基添加至15mL的管和非粘附培养皿。待置入用于

更换的不含bFGF的新鲜人iPS凝胶培养基含有浓度为10μmol/L的ROCK抑制剂。每天将ROCK

抑制剂以10μmol/L的终浓度添加至15mL的管和非粘附培养皿，并持续漂浮培养七天。

[0344] 因此，如图29(a)所示，当在非粘附培养皿中使用不含结冷胶的培养基培养iPS细
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胞时，显著观察到了不同染色的iPS细胞集落之间的聚集。作为定量的结果，40％或以上的

细胞被聚集。相比之下，如图29(b)所示，当在15mL的管中使用不含bFGF的人iPS凝胶培养基

培养iPS细胞时，未观察到此类聚集。

[0345] (实例11)

[0346] 在iPS细胞悬浮之后，将4mL的含有bFGF的人iPS培养基添加至15mL的离心管，并使

用离心机以270g离心iPS细胞悬浮液。在离心之后，除去上清液，向15mL的离心管添加1mL的

含有bFGF的人iPS培养基。使用血细胞计数器计算细胞的数量。在细胞计数之后，将5×105

个iPS细胞接种到15mL的Falcon管(R)(Corning  352096)或非粘附培养皿中，随后在不搅拌

的情况下进行漂浮培养。

[0347] 所使用的培养基是2mL的含有bFGF的人iPS凝胶培养基或含有bFGF且不含结冷胶

的人iPS培养基，并将iPS细胞在管或非粘附培养皿中培养5天至7天。将ROCK抑制剂

(Selleck  Chemicals  S1049)以10μmol/L添加至每种培养基。然后，每天将500μL的含有

bFGF和结冷胶的人iPS培养基或含有bFGF且不含结冷胶的人iPS培养基添加至15mL的管和

非粘附培养皿。每天将ROCK抑制剂以10μmol/L的终浓度添加至15mL的管和非粘附培养皿，

并持续漂浮培养5天至7天。

[0348] 图30(a)是示出在管中含有bFGF且不含结冷胶的人iPS培养基中培养的iPS细胞的

照片。在这种情况下，iPS细胞沉淀，因此无法培养。图30(b)是示出在管中含有bFGF和结冷

胶的人iPS培养基中培养的iPS细胞的照片。在这种情况下，iPS细胞既不沉淀也不聚集。图

30(c)是示出在培养皿中含有bFGF且不含结冷胶的人iPS培养基中培养的iPS细胞的照片。

在这种情况下，iPS细胞聚集，因此不能进行培养。图30(d)是示出在培养皿中含有bFGF和结

冷胶的人iPS培养基中培养的iPS细胞的照片。在这种情况下，iPS细胞聚集，因此不能进行

培养。

[0349] (实例12)

[0350] 制备与实例3中相同的不含bFGF的人iPS培养基和不含bFGF的人iPS凝胶培养基。

此外，制备市售的无血清和无饲养细胞的培养基。

[0351] 制备设置有形成网格图案的上部开口直径为0.8mm且下部开口直径为0.5mm的多

个通孔的格栅板(Spheroid  Generator  MPs  500和MPc  500，Kuraray有限责任公司)。

[0352] 在饲养细胞上培养的过程中，将CTK溶液以300μL/孔添加至含有iPS细胞的6孔培

养皿，并将6孔培养皿在CO2培养箱中温育3分钟。三分钟之后，将培养皿从培养箱中取出。在

确认仅饲养细胞从培养皿上脱离之后，用抽吸器除去CTK溶液。在除去CTK溶液之后，通过以

500μL/孔向培养皿添加PBS来洗涤细胞，随后除去PBS。将Accumax以0.3mL/孔添加至培养

皿，然后将其置于CO2培养箱中温育5分钟。然后，将不含bFGF的人iPS培养基以0.7mL/孔添

加至培养皿，使得iPS细胞悬浮直到变成单细胞。

[0353] 然后，将4mL的不含bFGF的人iPS培养基添加至15mL的离心管，并使用离心机以

270g离心iPS细胞悬浮液。在离心之后，除去上清液，向离心管中添加1mL的不含bFGF的人

iPS培养基。使用血细胞计数器计算细胞的数量。

[0354] 然后，将2.5×105个iPS细胞接种到每个格栅板上，并使用格栅板的每个通孔悬滴

培养两天以形成如图31(a)所示的具有均匀大小的集落。接下来，将大小均匀的集落置于

2mL的不含bFGF的人iPS凝胶培养基中，并将包含集落的不含bFGF的人iPS凝胶培养基置于
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透析模块的透析管中。进一步将透析模块置于50mL的离心管中，并在离心管中透析管周围

置入20mL的不含结冷胶的市售无血清且无饲养细胞的培养基。然后，每两天用新鲜培养基

更换10mL的透析管周围的不含结冷胶的市售无血清且无饲养细胞的培养基，并持续漂浮培

养7天。待置入用于更换的新鲜培养基含有浓度为10μmol/L的ROCK抑制剂。

[0355] 在漂浮培养7天后，如图31(b)和图32所示，观察到iPS细胞集落的大小增加。这些

结果表明iPS细胞的集落增殖。

[0356] 进一步将漂浮培养的iPS细胞集落重新接种在饲养细胞上。三天之后，从集落的形

态确认iPS细胞的未分化状态得到维持。因此，如图33和图34所示，所有的集落均未分化。这

些结果表明，可在格栅板中使iPS细胞集落的大小变得均匀，然后，可在聚合物培养基中培

养iPS细胞，同时保持其未分化状态。

[0357] (第五实施例)

[0358] 根据本发明实施例的生产诱导多能干(iPS)细胞的方法包括：制备体细胞；并通过

脂质转染法将编码重编程因子的RNA转移到体细胞中。

[0359] 体细胞是例如血细胞。血细胞从血液中分离。血液例如是外周血或脐带血，但血液

不限于此。血液可从成年人身上采集，也可从未成年人身上采集。对于采血，使用诸如乙二

胺四乙酸(EDTA)、肝素或柠檬酸葡萄糖配方A溶液(ACD‑A溶液)的抗凝剂。

[0360] 血细胞例如是有核细胞，诸如单核细胞、嗜中性粒细胞、嗜碱性粒细胞或淋巴细

胞，并且不包括红细胞、粒细胞和血小板。血细胞可为例如血管内皮祖细胞、造血干/祖细

胞、T细胞或B细胞。T细胞是例如αβT细胞。

[0361] 使用血细胞分离用培养基和离心分离装置等从血液中分离单核细胞。在将Ficoll

(GE  Healthcare  Japan股份有限公司)用作血细胞分离用培养基的情况下，分离单核细胞

的方法如下。

[0362] 单核细胞分离准确性在低温下倾向于变差。因此，将离心机设定为4℃至42℃，优

选18℃。从成人或未成年人采集10μL至50mL的血液，并将含有EDTA的螯合剂添加至血液以

不使血液凝结，随后温和地混合。将人体淋巴细胞分离用培养基(Ficoll‑Paque  PREMIUM，

GE  Healthcare  Japan股份有限公司)以5mL/管分配到两个15mL的管中。将5mL的PBS添加至

5mL的血液进行稀释，并将5mL的稀释后的血液层积在各管中的人体淋巴细胞分离用培养基

上。此时，将稀释后的血液缓慢地添加至培养基上，使得血液沿着管壁向下流动，从而不干

扰分界面。

[0363] 将每管中的溶液在4℃至42℃，优选18℃下以10×g至1000×g，优选400×g离心5

分钟至2小时，优选30分钟。在离心之后，管中出现白色混浊的中间层。该白色混浊的中间层

中含有单核细胞。用Pipetman逐渐回收管中的白色混浊的中间层，并将其转移到新15mL的

管中。在这一操作中，有必要避免吸出下层。可从一个管中回收约1mL的量的白色混浊的中

间层。将来自两个管的中间层一起转移到一个管。

[0364] 将1mL至48mL，优选12mL的PBS添加至回收的单核细胞，并进一步将溶液在4℃至42

℃，优选18℃下以10×g至1000×g，优选200×g离心1分钟至60分钟，优选十分钟。然后，使

用抽吸器吸去溶液的上清液，并通过添加1mL至12mL，优选3mL的具有已知组成的无血清造

血细胞培养基(X‑VIVO(R)10，Lonza  Japan有限责任公司)使单核细胞悬浮，以获得单核细

胞悬浮液。将单核细胞悬浮液的10μL等分试样用Trypan  Blue染色并使用血细胞计数器计
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数。

[0365] 在Vacutainer(R)(Becton,Dickinson  and  Company)用作血液采集管的情况下，

分离单核细胞的方法如下。

[0366] 单核细胞分离准确性在低温下倾向于变差。因此，离心机设定为4℃至42℃，优选

18℃。使用血液采集管(Vacutainer(R)，Becton,Dickinson  and  Company)从成人或未成年

人采集8mL的血液，并通过倒置与抗凝血剂混合。然后，调节平衡，并使用摆动转子将溶液在

4℃至42℃，优选18℃下，以100×g至3000×g，优选1500×g至1800×g离心1分钟至60分钟，

优选20分钟。在离心之后，除去上层，即血浆层，通过吸移使单核细胞层和粘附于凝胶的血

细胞悬浮，以获得悬浮液。将获得的悬浮液转移到另一个15mL的管。

[0367] 将1mL至14mL，优选12mL的PBS添加至15mL的管中的悬浮液，并将悬浮液在4℃至

42°下，优选18℃下，以100×g至3000×g，优选200×g离心1分钟至60分钟，优选5分钟。在离

心之后，使用抽吸器除去上清液。用无菌水将造血剂(PharmLyse(R)，x10  concentrate，

Becton,Dickinson  and  Company)稀释至x1浓度。通过轻敲使15mL的管中的团粒解离，并向

其添加1mL至14mL，优选1mL的造血剂。然后，将溶液在室温下在黑暗中静置1分钟至60分钟，

优选1分钟。

[0368] 接下来，将1mL至14mL，优选12mL的PBS添加至15mL的管，并将溶液在4℃至42℃下，

优选室温下，以100×g至3000×g，优选200×g，离心1分钟至60分钟，优选5分钟。在离心之

后，用抽吸器除去上清液，并通过添加1mL至15mL，优选3mL的具有已知组成的无血清造血细

胞培养基(X‑VIVO(R)10，Lonza  Japan有限责任公司)使单核细胞悬浮，以得到单核细胞悬

浮液。将单核细胞悬浮液的10μL等分试样用Trypan  Blue染色并使用血细胞计数器计数。

[0369] 从血液中分离单核细胞的方法不限于上述方法，例如，可使用透析膜从血液中分

离单核细胞。此外，可使用用于全血MNC富集的PurecellSelect系统(R)(Pall股份有限公

司)、用于除去血细胞的净化剂(Cellsorba  E(R)，Asahi  Kasei股份有限公司)和制作用于

血小板浓缩物的白细胞除去过滤器(Sepacell  PL(R)，PLX‑5B‑SCD，Asahi  Kasei股份有限

公司)等。

[0370] 购自Cellular  Technology  Limited的CTL‑UP1、购自Sanguine  Biosciences股份

有限公司的PBMC‑001等可用作单核细胞。

[0371] 或者，可解冻使用诸如Cellbanker  1、GMP等级Stem‑Cellbanker或不含DMSO  GMP

等级Stem‑Cellbanker(Nippon  Zenyaku  Kogyo株式会社)的细胞冷冻保存液冷冻保存的血

细胞并将其用作血细胞。

[0372] 为了解冻单核细胞，首先将1mL至15mL，优选8mL的具有已知组成的无血清造血细

胞培养基(X‑VIVO(R)10，Lonza  Japan有限责任公司)预先置于15mL的管中，并将含有冷冻

单核细胞的管置于4℃至42℃，优选37℃的温浴中以开始单核细胞的解冻。然后，将仍有少

量冰块的含有单核细胞的管从温浴中取出，并将单核细胞转移到含有具有已知组成的无血

清造血细胞培养基的管。将单核细胞悬浮液的10μL等分试样用Trypan  Blue染色并使用血

细胞计数器计数。

[0373] 血细胞可以根据其细胞表面标记进行分离。造血干/祖细胞对于CD34呈阳性。T细

胞对于CD3、CD4和CD8中的任何一种呈阳性。B细胞对于CD10、CD19和CD20中的任何一种呈阳

性。使用例如自动磁性细胞分离装置将造血干细胞/祖细胞、T细胞或B细胞从血细胞中分
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离。或者，可以制备预先分离的单核细胞。然而，重编程因子RNA可转移到尚未根据细胞表面

标记分离的血细胞。

[0374] CD34阳性细胞是干细胞/祖细胞，并且倾向于重新编程。当使用作为CD3阳性细胞

的T细胞生产iPS细胞时，源自T细胞的iPS细胞保留TCR重组系统，并且因此易于高效诱导分

化成T细胞。

[0375] 分离CD34阳性细胞的方法如下。

[0376] 将10μL的IL‑6(100μg/mL)、10μL的SCF(300μg/mL)、10μL的TPO(300μg/mL)、10μL的
Flt3配体(300μg/mL)和10μL的IL‑3(10μg/mL)添加至10mL的无血清培养基(StemSpan 

H3000，STEMCELL  Technologies股份有限公司)，以制备血细胞培养基(造血干/祖细胞培养

基)。

[0377] 将1mL至6mL，优选2mL的血细胞培养基置于6孔板的一个孔中。为了防止培养基的

蒸发，将1mL至6mL，优选2mL的PBS置于其余五个孔的每一个孔中。然后，将6孔板置于4℃至

42℃，优选37℃的培养箱中并温育。

[0378] 制备含有添加至20mL的PBS的10μL至1mL，优选80μL的EDTA(500mmol/L)和10μL至
1mL，优选200μL的FBS的柱缓冲液。将含有1×104至1×109，优选2×107个单核细胞的单核细

胞悬浮液分配到15mL的管，并将单核细胞悬浮液在4℃至42℃，优选4℃下，以100×g至3000

×g，优选300×g离心10分钟。在离心之后，除去上清液，并将单核细胞悬浮于100μL至1mL，

优选300μL的柱缓冲液中。

[0379] 将10μL至1mL，优选100μL的FcR阻断试剂(Miltenyi  Biotec  K.K.)和10μL至1mL，

优选100μL的CD34微珠试剂盒(Miltenyi  Biotec  K.K.)添加至15mL的管中的单核细胞悬浮

液。FcR阻断试剂用于加强微珠标记的特异性。然后，将单核细胞悬浮液混合，并在4℃至42

℃，优选4℃下静置1分钟至2小时，优选30分钟。

[0380] 接下来，通过添加1mL至15mL，优选10mL的柱缓冲液来稀释15mL的管中的单核细胞

悬浮液，并将其在4℃至42℃，优选4℃下，以100×g至1000×g，优选300×g离心1分钟至2小

时，优选10分钟。在离心之后，使用抽吸器除去15mL的管中的上清液，并通过添加10μL至
10mL，优选500μL的柱缓冲液使单核细胞重新悬浮。

[0381] 将自动磁性细胞分离装置用柱(MS柱，Miltenyi  Biotec  K.K.)附接到自动磁性细

胞分离装置(MiniMACS分离单元，Miltenyi  Biotec  K.K.)，并通过添加10μL至10mL，优选

500μL的柱缓冲液来洗涤该柱。接下来，将单核细胞置于柱中。进一步将10μL至10mL，优选

500μL的柱缓冲液置于柱中，将柱洗涤一次至十次，优选三次。然后，将柱从自动磁性细胞分

离装置上取下，并置入15mL的管中。接着，将10μL至10mL，优选1000μL的柱缓冲液置于柱中，

并立即推动注射器以将CD34阳性细胞洗脱到15mL的管中。

[0382] 用Trypan  Blue将10μL的CD34阳性细胞悬浮液染色，并用血细胞计数器对细胞数

量计数。将15mL的管中的CD34阳性细胞悬浮液在4℃至42℃，优选4℃下，以100×g离心至

1000×g，优选300×g离心1分钟至2小时，优选十分钟。在离心之后，使用抽吸器除去上清

液。另外，使CD34阳性细胞重新悬浮于预先加温的血细胞培养基中，并将CD34阳性细胞接种

于培养板上。然后，将CD34阳性细胞在4℃至42℃，优选37℃下，在1％至20％，优选5％的CO2
环境中培养6天。在该培养期间，培养基更换可为不必要的。

[0383] 基于除CD34以外的标记而分离细胞的方法与分离CD34阳性细胞的方法相同。
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[0384] 重编程因子RNA待转移至其的血细胞例如在T细胞培养基或造血干/祖细胞培养基

中进行培养。在生产源于T细胞的iPS细胞的情况下，使用T细胞培养基。在从CD34阳性细胞

生产iPS细胞的情况下，使用造血干/祖细胞培养基。培养条件包括例如5％的CO2浓度、25％

或更低的氧浓度和37℃或更低的温度。

[0385] 重编程因子RNA待转移至其的血细胞使用诸如Matrigel(Corning股份有限公司)、

CELLstart(R)(Thermo  Fisher  Scientific股份有限公司)或Laminin511(Nippi股份有限

公司)的基膜基质以无饲养细胞的方式进行培养。

[0386] 可使用诸如以下培养液：Primate  ES细胞培养基、Reprostem、ReproFF、ReproFF2、

ReproXF(ReproCELL股份有限公司)、mTeSR1、TeSR2、TeSRE8、ReproTeSR(STEMCELL 

Technologies股份有限公司)、PluriSTEM(R)人ES/iPS培养基(Merck  KGaA)、用于人iPS和

ES细胞的NutriStem(R)XF/FF培养基、Pluriton重编程培养基(Stemgent股份有限公司)、

PluriSTEM(R)、StemFitAK02N、StemFit  AK03(Ajinomoto股份有限公司)、用于hESC/iPS的

的无血清和无饲养细胞培养基ESC‑Sure(R)(Applied  StemCell股份有限公司)，以及L7(R)

hPSC培养系统(Lonza  Japan有限责任公司)。

[0387] 对于漂浮培养，将血细胞置于旋转瓶中并在搅拌下培养。或者，可将血细胞置于

0.001％至10％的结冷胶溶液中(选自由脱乙酰结冷胶、透明质酸、鼠李胶、定优胶、黄原胶、

角叉菜胶、岩藻依聚糖、果胶、果胶酸、果胶酯酸、硫酸乙酰肝素、肝素、硫酸肝素、硫酸角质

素、硫酸软骨素、硫酸皮肤素、硫酸鼠李聚糖及其盐组成的组中的至少一种聚合物化合物)，

或温敏性凝胶中并培养。凝胶培养基可含有甲基纤维素。其中所含的甲基纤维素抑制细胞

之间的聚集。

[0388] 温敏性凝胶可含有选自以下各项中的至少一种：聚 (甘油单甲基丙烯酸酯)

(PGMA)、聚(2‑羟丙基甲基丙烯酸酯)(PHPMA)、聚异丙基丙烯酰胺、聚(N‑异丙基丙烯酰胺)

(PNIPAM)、胺基封端的、羧酸封端的、马来酰亚胺封端的、N‑羟基丁二酰亚胺(NHS)酯封端

的、三乙氧基硅烷封端的、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑丙烯酰胺)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑

共‑丙烯酸)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑丙烯酸丁酯)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑甲基丙烯

酸)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑甲基丙烯酸‑共‑十八烷基丙烯酸酯)和N‑异丙基丙烯酰胺。

[0389] 培养基可含有选自由钙粘蛋白、层粘连蛋白、纤连蛋白和玻连蛋白组成的组中的

至少一种物质。

[0390] 重编程因子RNA转移到血细胞。重编程因子RNA包括例如Oct3/4mRNA、Sox2  mRNA、

Klf4  mRNA和c‑Myc  mRNA。重编程因子RNA还可包括选自由以下各项组成的组中的至少一种

因子的mRNA：LIN28A、LIN28B、GLIS1、FOXH1、p53‑显性失活、p53‑P275S、L‑MYC、NANOG、

DPPA2、DPPA4、DPPA5、ZIC3、BCL‑2、E‑RAS、TPT1、SALL2、NAC1、DAX1、TERT、ZNF206、FOXD3、

REX1、UTF1、KLF2、KLF5、ESRRB、miR‑291‑3p、miR‑294、miR‑295、NR5A1、NR5A2、TBX3、MBD3sh、

TH2A和TH2B。这些mRNA可从TriLink  BioTechnologies股份有限公司购得。

[0391] 每种mRNA可用选自由以下各项组成的组中的至少一种来修饰：假尿苷(Ψ)、5‑甲

基尿苷(5meU)、N1‑甲基假尿苷(me1Ψ)、5‑甲氧基尿苷(5moU)、5‑羟甲基尿苷(5hmU)、5‑甲

酰尿苷(5fU)、5‑羧甲基尿苷(5camU)、噻吩鸟苷(thG)、N4‑甲基胞苷(me4C)、5‑甲基胞苷

(m5C)、5‑甲氧基胞苷(5moC)、5‑羟甲基胞苷(5hmC)、5‑羟基胞苷(5hoC)、5‑甲酰胞苷(5fC)、

5‑羧基胞苷(5caC)、N6‑甲基‑2‑氨基腺苷(m6DAP)、二氨基嘌呤(DAP)、5‑甲基尿苷(m5U)、
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2'‑O‑甲基尿苷(Um或m2'‑OU)、2‑硫代尿苷(s2U)和N6‑甲基腺苷(m6A)。

[0392] mRNA可进行多聚腺苷酸化。

[0393] mRNA可通过体外转录(IVT)RNA的多聚腺苷酸化来制备。通过使用编码聚(A)尾的

DNA模板，mRNA在IVT期间可进行多聚腺苷酸化。mRNA可加帽。为了最大化细胞中的表达效

率，优选绝大多数mRNA分子应含有帽。mRNA可具有5'帽[m7G(5')PPP(5')G]结构。该序列稳

定mRNA并促进mRNA转录。从具有5 '三磷酸的mRNA，可通过去磷酸化处理来除去5 '三磷酸。

mRNA可具有[3'O‑Me‑m7G(5')ppp(5')G]作为抗逆转录帽类似物(ARCA)。ARCA是插入转录起

点的上游的序列，并且使mRNA转录效率翻倍。mRNA可具有聚(A)尾。

[0394] mRNA可为具有自我繁殖能力的复制RNA。复制RNA是具有自我繁殖能力的RNA，与通

常的RNA不同，也具有表达RNA复制所必需的蛋白质的能力。复制RNA源自委内瑞拉马脑炎

(VEE)病毒，这些病毒是α病毒。在用复制RNA对细胞进行脂质转染之后，可在细胞中表达连

续产生重编程因子的RNA。因此，有可能消除每天添加RNA的需求。

[0395] 复制RNA的序列可包括从α病毒复制子RNA或选自由东部马脑炎(EEE)病毒、委内瑞

拉马脑炎(VEE)病毒、埃沃格雷病毒、墨卡博病毒、那皮舒纳病毒和西部马脑炎病毒(WEE)组

成的组中的α病毒获得的序列。

[0396] 复制RNA还可包括从选自由以下各项组成的组中的α病毒获得的序列：辛德毕斯病

毒、塞姆利基森林病毒、米德堡病毒、基孔肯雅病毒、欧尼恩病毒、罗斯河病毒、巴马森林病

毒、盖塔病毒、鹭山病毒、比巴鲁病毒、马雅罗病毒、乌纳病毒、奥拉病毒、瓦塔罗阿病毒、巴

班肯病毒、孜拉加奇病毒、高地J病毒、摩根堡病毒、恩杜穆病毒和博吉河病毒。

[0397] 复制RNA含有在5 '→3 '方向上的(VEE  RNA复制酶)‑(启动子)‑(RF1)‑(自我切割

肽)‑(RF2)‑(自我切割肽)‑(RF3)‑(IRES或核心启动子)‑(RF4)‑(IRES或任何启动子)‑(任

何可选择标记)‑(VEE  3'UTR和聚(A)尾)‑(任何可选择标记)‑启动子。RF1‑4是诱导体细胞

去分化成多能细胞的因子。RF2‑3、RF3‑4和RF4是任意选择的。RF1至RF4可选自由以下各项

组成的组：Oct‑4、Klf4、Sox‑2、c‑Myc、LIN28A、LIN28B、GLIS1、FOXH1、p53‑显性失活、p53‑

P275S、L‑MYC、NANOG、DPPA2、DPPA4、DPPA5、ZIC3、BCL‑2、E‑RAS、TPT1、SALL2、NAC1、DAX1、

TERT、ZNF206、FOXD3、REX1、UTF1、KLF2、KLF5、ESRRB、miR‑291‑3p、miR‑294、miR‑295、NR5A1、

NR5A2、TBX3、MBD3sh、TH2A和TH2B。

[0398] 重编程因子RNA通过例如脂质转染法转移到血细胞中。脂质转染法是一种涉及通

过电相互作用形成核酸(带负电的物质)和带正电的脂质的复合物，并通过胞吞或膜融合使

该复合物进入细胞的方法。脂质转染法具有诸如细胞损伤小、转移效率优异、操作方便、持

续时间短的优点。

[0399] 例如，短干扰RNA(siRNA)或脂质转染试剂用于以重编程因子RNA的脂质转染中。

siRNA脂质转染试剂和mRNA脂质转染试剂可用作RNA转染试剂。更具体来说，例如，

Lipofectamine(R)RNAiMAX(Thermo  Fisher  Scientific股份有限公司)、Lipofectamine

(R)MessengerMAX(Thermo  Fisher  Scientific股份有限公司)、Lipofectamine(R)2000、

Lipofectamine(R)3000、Neon转染系统(Thermo  Fisher  Scientific股份有限公司)、

Stemfect  RNA转染试剂(STEMGENT)、NextFect(R)RNA转染试剂(Bioo  Scientific股份有限

公司)、Amaxa(R)人体T细胞Nucleofector(R)试剂盒(Lonza  Japan有限责任公司，VAPA‑

1002)、Amaxa(R)人体CD34细胞Nucleofector(R)试剂盒(Lonza  Japan有限责任公司，VAPA‑
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1003)和ReproRNA(R)转染试剂(STEMCELL  Technologies股份有限公司)可用作RNA脂质转

染试剂。

[0400] 用于以重编程因子RNA的脂质转染的血细胞的数量为例如1至1×108个细胞、1×

104个细胞至5×106个细胞或5×105个细胞至5×106个细胞。每毫升培养液中用于脂质转染

的重编程因子RNA的量为例如每次5ng至50μg、50ng至10μg或600ng至3μg。用于脂质转染的

脂质转染试剂的量为例如每次0.1μL至500μL、1μL至100μL或1μL至40μL。以重编程因子的脂

质转染每次进行0.1小时或更长且24小时或更短、2小时或更长且21小时或更短、12小时30

分钟或更长且18小时30分钟或更短，或18小时。例如，当使用12孔板并且细胞的数量为4×

105时，使用6μL的RNAiMAX或3μL的MessengerMAX。

[0401] 重复进行用于重编程的脂质转染，例如两天一次或一天一次或五天或更长且九天

或更短时间一次、六天或更长且八天或更短时间一次，或七天一次。然而，当mRNA是复制RNA

时，可进行一次脂质转染。在以重编程因子RNA的脂质转染中使用的培养基是例如低血清培

养基，诸如Opti‑MEM(Gibco)。

[0402] 例如，通过使用流式细胞仪分析对于选自TRA‑1‑60、TRA‑1‑81、SSEA‑1和SSEA5的

至少一种表面标记是否呈阳性，确认是否从血细胞中诱导出了诱导多能干细胞或血细胞是

否重编程为诱导多能干细胞，其中这些标记是表明未分化的细胞表面标记。TRA‑1‑60是

iPS/ES细胞特异性的抗原，并且在体细胞中未检测到。因为iPS细胞仅可从TRA‑1‑60阳性片

段获得，所以TRA‑1‑60阳性细胞视为iPS细胞中的一种。

[0403] 在上述根据本发明实施例的生产诱导多能干细胞方法中，通过将允许重编程因子

表达的RNA转移到体细胞例如血细胞中并表达重编程因子，生产出了诱导多能干细胞。因

此，有可能在不将重编程因子整合到体细胞的DNA中的情况下生产出诱导多能干细胞。

[0404] 在用于生产诱导多能干细胞的常规方法中，将重编程因子插入体细胞DNA中。这损

伤基因组并触发细胞的肿瘤发生。相比之下，在根据本发明实施例的生产诱导多能干细胞

的方法中，因为采用了编码重编程因子的RNA，所以有可能在不将基因插入基因组的情况下

生产诱导多能干细胞，并且不存在相关的肿瘤发生的可能性。因此，通过根据本发明实施例

的生产方法生产的诱导多能干细胞使得有可能满足良好的临床可用细胞的制造实践。

[0405] 在使用逆转录病毒或慢病毒生产诱导多能干细胞的常规方法中，病毒保留在生产

的诱导多能干细胞中。相比之下，在根据本发明实施例的生产诱导多能干细胞的方法中，由

于通过脂质转染转移重编程因子RNA，因此不需要病毒。因此，所生产的诱导多能干细胞中

不存在病毒。同样，就此方面来说，通过根据本发明实施例的生产方法生产的诱导多能干细

胞使得有可能满足良好的临床可用细胞的制造实践。

[0406] 使用电穿孔生产诱导多能干细胞的常规方法在诱导之前极大地损伤细胞并且破

坏大量细胞。相比之下，在根据本发明实施例的生产诱导多能干细胞的方法中使用的脂质

转染在诱导前对细胞几乎没有损伤并且不破坏大量细胞。另外，脂质转染不需要昂贵的装

备，并且通过简便的过程进行。

[0407] 为了从成纤维细胞生产诱导多能干细胞，需要通过高创性的活组织检查采集皮肤

细胞。相比之下，根据本发明实施例的生产诱导多能干细胞的方法使得有可能通过低创性

采血来采集血细胞。通常，从血液采集可获得足够数量的生产诱导多能干细胞所需的血细

胞。因此，与成纤维细胞不同，血细胞在诱导诱导多能干细胞之前不必增殖。此外，血细胞不
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存在增殖培养期间可能发生的DNA损伤的风险。此外，与皮肤细胞不同，可在不排出体外的

情况下采集血细胞。因此，可在干净的密封系统中从在血液采集阶段获得的血细胞中诱导

诱导多能干细胞。就此而言，血细胞也适合临床使用。

[0408] (实例13)

[0409] (制备)

[0410] 从健康的成年 男性 获得人血细胞。另外，准备经修饰的 m R N A (T r i L i n k 

BioTechnologies股份有限公司)、非粘附培养皿、15mL管、50mL管、Ficoll、流式细胞仪

(Becton ,Dickinson  and  Company)、抗CD34抗体(Miltenyi  BiotecK .K .)、抗CD3抗体

(Miltenyi  Biotec  K.K.)、MACS(R)缓冲液(Miltenyi  Biotec  K.K.)、T细胞培养基、低血清

培养基(Opti‑MEM，Gibco)、siRNA转移试剂(Lipofectamine(R)RNAiMAX，Thermo  Fisher 

Science股份有限公司)和抗TRA‑1‑60抗体(Becton,Dickinson  and  Company)。

[0411] T细胞(CD3阳性细胞)培养基是下述A培养基和B培养基的混合溶液。A培养基是

15mL的X  vivo‑10(Lonza  Japan有限责任公司，04‑743Q)和IL‑2(10μg/mL)的混合溶液。通

过将X  vivo‑10和50μL的Dynabeads  CD3/CD28(Life  Technologies股份有限公司，111‑

31D)混合到1.5mL的管中，涡旋管5秒，然后旋转管，在DynaMag‑2(Thermo  Fisher  Science

股份有限公司)上静置管，并在静置1分钟后除去上清液来制备B培养基。

[0412] 向10mL的无血清培养基(StemSpan  H3000，STEMCELL  Technologies股份有限公

司)中添加10μL的IL‑6(100μg/mL)、10μL的SCF(300μg/mL)、10μL的TPO(300μg/mL)、10μL的
Flt3配体(300μg/mL)和10μL的IL‑3(10μg/mL)以制备血细胞培养基(造血干/祖细胞培养

基)。

[0413] 另外，制备含有OCT3/4mRNA的溶液、含有SOX2  mRNA的溶液、含有KLF4  mRNA的溶

液、含有c‑MYC  mRNA的溶液、含有LIN28A  mRNA的溶液和含有绿色荧光蛋白(GFP)mRNA的溶

液，以使其相应浓度为100ng/μL。接下来，将385μL的含有OCT3/4mRNA的溶液、119μL的含有

SOX2mRNA的溶液、156μL的含有KLF4  mRNA的溶液、148μL的含有c‑MYC  mRNA的溶液、83μL的
含有LIN28A  mRNA的溶液和110μL的含有GFP  mRNA的溶液混合以获得重编程因子混合溶液。

将获得的重编程因子混合溶液以50μL/管分配到1 .5mL的不含RNase的管(Eppendorf管，

Eppendorf  AG)中，并储存在‑80℃的冰箱中。

[0414] (单核细胞的制备)

[0415] 将离心机设定为18℃。采集5mL至50mL的血液，并将EDTA添加至血液，随后温和地

混合。将人淋巴细胞分离用培养基(Ficoll‑Paque  PREMIUM，GE  Healthcare  Japan股份有

限公司)以5mL/管分配到两个15mL的管。向血液中添加5mL的PBS进行稀释，并将5mL的稀释

后的血液层积在各管中的人淋巴细胞分离用培养基上。此时，将稀释后的血液缓慢地添加

至培养基上，使得血液沿着管壁向下流动，以不干扰分界面。

[0416] 将管中的溶液在18℃下以400×g离心30分钟。在这一操作中，加速和减速都缓慢

地进行。在离心之后，管中出现白色混浊的中间层。该白色混浊中间层含有单核细胞。用移

液管逐渐回收管中的白色混浊的中间层，并将其转移到新15mL的管中。在这一操作中，注意

避免吸出下层。可从一个管回收约1mL的量的白色混浊的中间层。将来自两个管的中间层一

起转移到一个管。

[0417] 向回收的单核细胞添加12mL的PBS，并进一步将溶液在18℃下以200×g离心10分

说　明　书 35/47 页

37

CN 114717183 B

37



钟。然后，使用抽吸器吸去溶液的上清液，并通过添加3mL的具有已知组成的无血清造血细

胞培养基(X‑VIVO(R)10，Lonza  Japan有限责任公司)使单核细胞悬浮，以获得单核细胞悬

浮液。将单核细胞悬浮液的10μL等分试样用Trypan  Blue染色并使用血细胞计数器计数。

[0418] (分离CD34或CD3阳性细胞)

[0419] 使1×107个单核细胞在100μL的4℃的溶液中与抗CD34的抗体或抗CD3的抗体反应

15分钟。在反应之后，向溶液添加5mL的MACS(R)缓冲液(Miltenyi  Biotec  K.K.)，并将混合

溶液以270g离心。在离心之后，除去上清液，并向细胞添加1mL的MACS缓冲液。然后，使用自

动磁性细胞分离装置(autoMACS，Miltenyi  Biotec  K .K .)的分离程序分离单核细胞中的

CD34阳性细胞或CD3阳性细胞。

[0420] (培养分离的细胞)

[0421] 将5×106个分离的单核细胞悬浮在1mL的T细胞培养基或造血干/祖细胞培养基

中，接种到12孔板中并培养。培养条件包括5％的CO2浓度、19％的氧气浓度和37℃的温度。

[0422] (重编程因子的脂质转染)

[0423] 将100μL的低血清培养基(Opti‑MEM(R)，Gibco)和25μL的重编程因子混合溶液混

合以制备第一混合溶液。此外，将112.5μL的低血清培养基(Opti‑MEM(R)，Gibco)和12.5μL
的siRNA转移试剂(Lipofectamine(R)RNAiMAX，Thermo  Fisher  Science股份有限公司)混

合以制备第二混合溶液。接着，混合第一混合溶液和第二混合溶液，在室温下静置15分钟，

以制备脂质转染反应溶液。

[0424] 在培养过程中，将获得的脂质转染反应溶液以60μL/孔缓慢添加至含有单核细胞

的12孔板，随后在37℃下以无饲养细胞方式培养单核细胞18小时。

[0425] 培养条件包括5％的CO2浓度、19％的氧气浓度和37℃的温度。当添加脂质转染反

应溶液时，单核细胞的密度是3×106个细胞。18小时之后，将单核细胞回收到15mL的管中并

以300g离心，随后除去上清液。然后，将1 .25mL的用于CD34的血细胞培养基添加至15mL的

管。将单核细胞悬浮液放回与上述相同的12孔板。将单核细胞在37℃下以无饲养细胞的方

式培养过夜。

[0426] 培养条件包括5％的CO2浓度和19％的氧气浓度。这些步骤每两天重复，持续七天。

[0427] (确认GFP表达)

[0428] 在脂质转染开始后的第7天，总共四次脂质转染的细胞的密度是3×106个细胞。从

12孔板中取出等分试样，并在荧光显微镜下确认GFP的表达。因此，如图35所示，确认GFP的

表达。根据这些结果，确认蛋白质是从转染有mRNA的单核细胞所携带的mRNA合成。

[0429] (确认TRA‑1‑60表达)

[0430] 在脂质转染开始后的第7天，从12孔板中取出细胞的等分试样，并用抗TRA‑1‑60

(在其中已经开始重编程的细胞上特异性表达的表面抗原)的别藻蓝蛋白(APC)荧光染料标

记的抗体将这样取出的细胞染色。然后，使用荧光激活细胞分选仪(FACS(R) ,Becton ,

Dickinson  and  Company)确认TRA‑1‑60‑阳性细胞的百分比，以确认在细胞中开始重编程

使得iPS细胞基因表达以生成iPS细胞。

[0431] 如图36所示，以x轴上的自发荧光强度相对于y轴上的荧光标记的抗‑TRA‑1‑60抗

体的荧光强度制作点图。在不携带基因的阴性对照中未检测到TRA‑1‑60阳性细胞。相反，在

实验1、2、3中检测到TRA‑1‑60阳性细胞。实验1描述了从基于标记未分离的全部单核细胞诱
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导iPS细胞的结果。实验2描述了从CD3阳性分离的细胞诱导iPS细胞的结果。实验3描述了从

CD34阳性分离的细胞诱导iPS细胞的结果。这些结果表明，有可能通过使用以重编程因子

RNA的脂质转染将重编程因子转移到血源细胞中来诱导iPS细胞。

[0432] (第六实施例)

[0433] 根据本发明实施例的从动物细胞生产体细胞的方法包括：制备动物细胞；和通过

脂质转染将诱导物核糖核酸(RNA)转移到动物细胞中以将动物细胞分化成体细胞。

[0434] 动物细胞包括干细胞。诱导多能干细胞(iPS细胞)和胚胎干细胞(ES细胞)均可用

作干细胞。动物细胞可为人成纤维细胞或人血细胞。

[0435] 可使用诸如Primate  ES细胞培养基、mTeSR1、TeSR2或TeSRE8(STEMCELL 

Technologies股份有限公司)的培养液来培养干细胞。

[0436] 用于培养干细胞的培养基可含有凝胶。凝胶可含有选自由脱酰结冷胶、结冷胶、透

明质酸、鼠李胶、定优胶、黄原胶、角叉菜胶、岩藻依聚糖、果胶、果胶酸、果胶酯酸、硫酸乙酰

肝素、肝素、硫酸肝素、硫酸角质素、硫酸软骨素、硫酸皮肤素、硫酸鼠李聚糖及其盐组成的

组的至少一种聚合物化合物。凝胶培养基可含有甲基纤维素。其中所含的甲基纤维素抑制

细胞之间的聚集。

[0437] 凝胶可为温敏性凝胶。温敏性凝胶可为选自以下各项中的至少一种：聚(甘油单甲

基丙烯酸酯) (PGMA)、聚(2‑羟丙基甲基丙烯酸酯) (PHPMA)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺)

(PNIPAM)、胺基封端的、羧酸封端的、马来酰亚胺封端的、N‑羟基丁二酰亚胺(NHS)酯封端

的、三乙氧基硅烷封端的、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑丙烯酰胺)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑

共‑丙烯酸)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑丙烯酸丁酯)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑甲基丙烯

酸)、聚(N‑异丙基丙烯酰胺‑共‑甲基丙烯酸‑共‑十八烷基丙烯酸酯)和N‑异丙基丙烯酰胺。

[0438] 用于培养干细胞的培养基可含有选自由钙粘蛋白、层粘连蛋白、纤连蛋白和玻连

蛋白组成的组中的至少一种物质。

[0439] 从动物细胞生产的体细胞是例如神经元细胞，但体细胞不限于此。例如，可生产诸

如心肌细胞、肝细胞、视网膜细胞、角膜细胞和血细胞的体细胞。在生产神经元细胞的情况

下，待转移到动物细胞中的诱导物RNA包括例如神经原素2(Ngn2)mRNA。Ngn2是分化成神经

元细胞所必需的转换蛋白。诱导物RNA可包含对应于药物抗性基因的mRNA。该药物是例如抗

生素，诸如嘌呤霉素、新霉素、杀稻瘟菌素、G418、潮霉素或博莱霉素。携带诱导物RNA的细胞

表现出药物抗性。

[0440] 包含在诱导物RNA中的每种mRNA可用选自由以下各项组成的组中的至少一种来修

饰：假尿苷(Ψ)、5‑甲基尿苷(5meU)、N1‑甲基假尿苷(me1Ψ)、5‑甲氧基尿苷(5moU)、5‑羟甲

基尿苷(5hmU)、5‑甲酰尿苷(5fU)、5‑羧甲基尿苷(5camU)、噻吩鸟苷(thG)、N4‑甲基胞苷

(me4C)、5‑甲基胞苷(m5C)、5‑甲氧基胞苷(5moC)、5‑羟甲基胞苷(5hmC)、5‑羟基胞苷

(5hoC)、5‑甲酰胞苷(5fC)、5‑羧基胞苷(5caC)、N6‑甲基‑2‑氨基腺苷(m6DAP)、二氨基嘌呤

(DAP)、5‑甲基尿苷(m5U)、2'‑O‑甲基尿苷(Um或m2'‑OU)、2‑硫代尿苷(s2U)和N6‑甲基腺苷

(m6A)。

[0441] mRNA可进行多聚腺苷酸化。mRNA可通过体外转录(IVT)RNA的多聚腺苷酸化来制

备。通过使用编码聚(A)尾的DNA模板，mRNA在IVT期间可进行多聚腺苷酸化。mRNA可加帽。为

了最大化细胞中的表达效率，绝大多数mRNA分子可含有帽。
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[0442] mRNA可具有5'帽[m7G(5')ppp(5')G]结构。该序列稳定mRNA并促进mRNA转录。从具

有5'三磷酸的mRNA，可通过去磷酸化处理来除去5'三磷酸。mRNA可具有[3 'O‑Me‑m7G(5')

PPP(5')G]作为抗逆转录帽类似物(ARCA)。ARCA是插入转录起点上游的序列，并且使mRNA转

录效率翻倍。mRNA可具有聚(A)尾。

[0443] 诱导物RNA包括例如Ngn2‑T2A‑Puro  mRNA(TriLink  BioTechnologies股份有限公

司，对应于SEQ  ID  NO：1中描述的DNA的RNA)。用Ngn2‑T2A‑Puro  mRNA(TriLink 

BioTechnologies股份有限公司)转染的细胞生产神经原素2(Ngn2)，并且还表现出嘌呤霉

素抗性。mRNA可用抗逆转录帽类似物(ARCA)加帽，多聚腺苷酸化，并用5‑甲基胞苷和假尿苷

取代。5‑甲基胞苷和假尿苷降低了抗体识别mRNA的能力。可使用对应于SEQ  ID  NO：2中描述

的DNA的RNA。SEQ  ID  NO：2中描述的DNA是通过除去xbal限制性位点而从SEQ  ID  NO：1的DNA

衍生的。

[0444] 通过脂质转染法将诱导物RNA转移到动物细胞中。脂质转染法是一种涉及通过电

相互作用形成核酸(带负电的物质)和带正电的脂质的复合物，并通过胞吞或膜融合使该复

合物进入细胞的方法。脂质转染法具有诸如细胞损伤小、转移效率优异、操作方便、持续时

间短的优点。

[0445] 例如，Lipofectamine  MessengerMAX(R)用作诱导物RNA的脂质转染中的脂质转染

试剂。或者，例如，Lipofectamine(R)RNAiMAX(Thermo  Fisher  Scientific股份有限公司)、

Lipofectamine(R)2000、Lipofectamine(R)3000、Neon转染系统(Thermo  Fisher 

Scientific股份有限公司)、Stemfect  RNA转染试剂(STEMGENT)、NextFect(R)RNA转染试剂

(Bioo  Scientific股份有限公司)、Amaxa(R)人体T细胞Nucleofector(R)试剂盒(Lonza 

Japan有限责任公司，VAPA‑1002)、Amaxa(R)人体CD34细胞Nucleofector(R)试剂盒(Lonza 

Japan有限责任公司，VAPA‑1003)和ReproRNA(R)转染试剂(STEMCELL  Technologies股份有

限公司)可用作脂质转染试剂。

[0446] 在使用例如12孔板的情况下，用于以诱导物RNA的脂质转染的细胞的数量为每孔1

×104至1×108、5×104至1×106，或1×105至5×105。一个孔的底面积为4cm2。用于以诱导物

RNA的脂质转染的诱导物RNA的量为每次200ng至5000ng、400ng至2000ng或500ng至1000ng。

用于以诱导物RNA的脂质转染的脂质转染试剂的量为0.1μL至100μL、1μL至50μL或1.5μL至
10μL。
[0447] 用于以诱导物RNA的脂质转染的培养基是例如低血清培养基，诸如Opti‑MEM(R)

(Gibco)。用于诱导物RNA的脂质转染期间以及这种脂质转染之前或之后的培养基可含有

B18R蛋白。B18R蛋白减轻细胞的先天性抗病毒应答。B18R蛋白可用于抑制与RNA插入细胞相

关的免疫应答所导致的细胞死亡。然而，因为根据本实施例的从动物细胞生产体细胞的方

法在短时间内使动物细胞分化成体细胞，所以培养基可不含B18R蛋白或可含有稀释浓度为

0.01％至1％的B18R蛋白。

[0448] 自已诱导物RNA的脂质转染后的十天、九天、八天或七天内，动物细胞分化成体细

胞。当待生产的体细胞是神经元细胞时，根据它们对Ngn2、β‑III微管蛋白、MAP2、PsA‑NCAM

或vGlu是否呈阳性来确认它们是否分化成神经元细胞。Ngn2是分化成神经元细胞所必需的

转换蛋白。β‑III微管蛋白、MAP2、PsA‑NCAM和vGlu是标记神经元细胞的标记，并且是神经突

中微管的组成蛋白。
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[0449] 当诱导物RNA包含对应于药物抗性基因的mRNA时，可在脂质转染之后选择表现出

药物抗性的细胞。当诱导物RNA包含例如对应于嘌呤霉素抗性基因的mRNA时，通过将脂质转

染的细胞暴露于嘌呤霉素以选择携带诱导物RNA的细胞可破坏除携带诱导物RNA的细胞以

外的细胞。诱导物RNA可包含对应于选自新霉素、杀稻瘟菌素、G418、潮霉素、博莱霉素等的

任何抗生素的基因的mRNA作为对应于药物抗性基因的mRNA。

[0450] 根据上述本发明实施例的用于从动物细胞生产体细胞的方法有可能通过在包括

iPS/ES细胞等动物细胞中表达编码特定基因的RNA而高效地生产诸如神经元细胞的体细胞

而损伤包括iPS/ES细胞等动物细胞中的基因。

[0451] 用激素或化学物质从iPS/ES细胞等生产体细胞的方法需要非常长的时间来生产

体细胞。相比之下，根据本发明实施例的从动物细胞生产体细胞的方法有可能在很短的时

间内生产体细胞。

[0452] 在使用激素或化学物质从包括iPS/ES细胞等动物细胞生产体细胞的方法中，仅包

括iPS/ES细胞等动物细胞中的一些细胞转化为感兴趣的体细胞。相比之下，根据本发明实

施例的从动物细胞生产体细胞的方法通过RNA转移将90％或更多的细胞转化为感兴趣的体

细胞。

[0453] 在使用激素或化学物质从iPS/ES细胞等生产体细胞的方法中，即使使用相同的方

案，其导致集落之间的差异，使得一些集落变成感兴趣的体细胞而其他集落不变。相比之

下，根据本发明实施例的从动物细胞生产体细胞的方法有可能实现多个集落的高效率诱导

分化。

[0454] 在使用细胞因子等诱导诸如ES/iPS细胞的未分化细胞群的分化来生产移植用细

胞的情况下，有可能未分化细胞残留在移植用细胞内。此类残留未分化细胞具有由于其自

身在移植部位的细胞分裂和增殖而形成畸胎瘤等的风险。相比之下，根据本发明实施例的

从动物细胞生产体细胞的方法有可能基于药物来选择携带诱导物RNA的细胞，因为药物抗

性基因可与其共同表达。因此，通过本发明的方法生产的细胞可避免未分化细胞污染和畸

胎瘤形成等的风险，并且因此适于医学移植。

[0455] 在使用脂质转染法的本发明实施例的从动物细胞生产体细胞的方法中，不使用病

毒。因此，干细胞的基因不被损伤，并且生产的体细胞没有相关的肿瘤发生风险，可以用于

临床治疗。

[0456] 使用病毒从干细胞生产体细胞的方法需要大肠杆菌来生产和增殖病毒载体。然

而，通过转移使用非人类生物生产的物质来生产的细胞不适合临床应用。相比之下，根据本

发明实施例的从动物细胞生成体细胞的方法可通过使用脂质转染法将RNA转移到包括iPS/

ES细胞等动物细胞中。因为RNA是化学物质并且可人工合成，所以RNA可在不使用诸如大肠

杆菌的生物体的情况下制造并且适合临床应用。

[0457] 例如，iPS细胞在完全密封系统的清洁环境中从血细胞生产，随后体细胞在完全密

封系统的清洁环境中从iPS细胞生产。在这种情况下，有可能生产更清洁和更安全的体细

胞。

[0458] 此外，根据本发明实施例的从动物细胞生产体细胞的方法有可能在短时间内生产

体细胞。因此，例如，不必使用抑制与mRNA插入相关的免疫应答所导致的细胞死亡的B18R。

即使使用这样的物质，其极稀浓度是可能的。
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[0459] (实施例14)

[0460] 制备包覆有可溶性基膜制剂(Matrigel，Corning股份有限公司)的12孔培养皿。将

含有浓度为10umol/L的ROCK(Rho相关的卷曲螺旋形成的激酶/Rho结合激酶)抑制剂

(Selleck  Chemicals)的无饲养细胞培养基(mTeSR(R)1，STEMCELL  Technologies股份有限

公司)置于每个孔中。ROCK抑制剂抑制细胞死亡。

[0461] 将iPS细胞分散在用于组织/培养细胞的脱离/分离/分散溶液(Accutase，

Innovative  Cell  Technologies股份有限公司)中，并接种到12孔培养皿中。将待转染的细

胞以每孔4×105个细胞的密度接种。一个孔的底面积为4cm2。将未转染的对照细胞以每孔2

×105个细胞的密度接种。然后，将细胞在无饲养细胞培养基中培养24小时。在该培养中，温

度为37℃，CO2浓度为5％，氧浓度为25％或更低。

[0462] 将1.25mL的无异源培养基(Pluriton，Stemgent股份有限公司)、0.5μL的Pluriton

补充物(Stemgent股份有限公司)和2μL的含有浓度为100ng/μL的B18R重组蛋白的溶液

(eBioscience)混合以制备转染培养基。在转染之前，将每孔中的无饲养细胞培养基更换为

转染培养基，细胞在其中在37℃下培养2小时。

[0463] 制备绿色荧光蛋白(GFP)mRNA(TriLink  BioTechnologies股份有限公司)。将mRNA

用抗逆转录帽类似物(ARCA)加帽，多聚腺苷酸化，并用5‑甲基胞苷和假尿苷取代。

[0464] 分别准备1.5mL的微量离心分离管A和1.5mL的微量离心分离管B，以对应于孔数。

[0465] 将62.5μL的低血清培养基(Opti‑MEM，Gibco)置于各管A中，然后向其添加1.875μL
的用于mRNA转移的试剂(Lipofectamine  MessengerMAX，Invitrogen股份有限公司)并充分

混合以制备第一反应溶液。然后，将管A在室温下轻敲10分钟，使得第一反应溶液混合。

[0466] 将62.5μL的低血清培养基(Opti‑MEM(R)，Gibco)置于各管B中，向其添加500ng的

GFP  mRNA(TriLink  BioTechnologies股份有限公司)并充分混合以制备第二反应溶液。

[0467] 将第二反应溶液添加至管A中的第一反应溶液以制备混合反应溶液。然后，将管A

在室温下轻敲5分钟，使得脂质体形成。接下来，将混合反应溶液添加至每个孔，并在37℃下

静置过夜。因此，向每孔添加500ng的GFP  mRNA。

[0468] 第二天，在荧光显微镜下观察细胞。因此，如图37和图38所示，使用MessengerMAX

转染的细胞最强烈地产生了颜色。如图39所示，使用MessengerMAX转染的细胞也表现出最

高的存活率。这揭示了MessengerMAX最适合mRNA转移。这些结果表明，有可能通过使用脂质

转染试剂和RNA进行mRNA转移来在iPS细胞中表达蛋白质。

[0469] (实例15)

[0470] 制备包覆有可溶性基膜制剂(Matrigel，Corning股份有限公司)的12孔培养皿。将

含有浓度为10μmol/L的ROCK(Rho相关的卷曲螺旋形成的激酶/Rho结合激酶)抑制剂

(Selleck  Chemicals)的无饲养细胞培养基(mTeSR(R)1，STEMCELL  Technologies股份有限

公司)置于每个孔中。ROCK抑制剂抑制细胞死亡。

[0471] 将iPS细胞分散在用于组织/培养细胞的脱离/分离/分散溶液(Accutase，

Innovative  Cell  Technologies股份有限公司)中，并接种到12孔培养皿中。将待转染的细

胞以每孔4×105个细胞的密度接种。将未转染的对照细胞以每孔2×105个细胞的密度接种。

然后，将细胞在无饲养细胞培养基中培养24小时。

[0472] 将1.25mL的无异源培养基(Pluriton，Stemgent股份有限公司)、0.5μL的Pluriton
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补充物(Stemgent股份有限公司)和2μL的含有浓度为100ng/μL的B18R重组蛋白的溶液

(eBioscience)混合以制备转染培养基。在转染之前，将每孔的无饲养细胞培养基更换成转

染培养基，细胞在其中在37℃下培养2小时。

[0473] 制备Ngn2‑T2A‑Puro  mRNA(TriLink  BioTechnologies股份有限公司)和绿色荧光

蛋白(GFP)mRNA(TriLink  BioTechnologies股份有限公司)。每种mRNA用抗逆转录帽类似物

(ARCA)加帽，多聚腺苷酸化，并用5‑甲基胞苷和假尿苷取代。此外，通过二氧化硅膜纯化

mRNA，并将其与用于mRNA转移的试剂(Lipofectamine  MessengerMAX，Invitrogen股份有限

公司)一起制备成含有1mmol/L的柠檬酸钠(pH6)溶液(作为溶剂)。分别准备1.5mL的微量离

心分离管A和1.5mL的微量离心分离管B，以对应于孔数。

[0474] 将62 .5μL的低血清培养基(Opti‑MEM(R)，Gibco)置于各管A中，然后向其添加

1.875μL的用于mRNA转移的试剂(Lipofectamine  MessengerMAX(R)，Invitrogen股份有限

公司)并充分混合以制备第一反应溶液。然后，将管A在室温下轻敲10分钟，使得第一反应溶

液混合。

[0475] 将62 .5μL的低血清培养基(Opti‑MEM(R)，Gibco)置于各管B中，然后向其添加

500ng的Ngn2‑T2A‑Puro  mRNA(TriLink  BioTechnologies股份有限公司)和1500ng的GFP 

mRNA(TriLink  BioTechnologies股份有限公司)并充分混合以制备第二反应溶液。

[0476] 将第二反应溶液添加至管A中的第一反应溶液以制备混合反应溶液。然后，将管A

在室温下轻敲5分钟，使得脂质体形成。接下来，将混合反应溶液添加至每个孔，并在37℃下

静置过夜。因此，向每孔添加了500ng的Ngn2mRNA和100ng的GFP  mRNA。

[0477] 如图40所示，通过观察mRNA转移一天后的细胞，使用MessengerMAX转染的细胞最

强烈地产生了颜色。

[0478] 然后，持续两天每天用含有浓度为10μmol/L的ROCK抑制剂(Selleck  Chemicals)

和浓度为1mg/L的抗生素(嘌呤霉素)的神经分化培养基(N2/DMEM/F12/NEAA，Invitrogen股

份有限公司)完全更换培养基，以选择mRNA转染的细胞。在第3天，用含有浓度为200ng/mL的

B18R重组蛋白的溶液(eBioscience)的神经分化培养基(N2/DMEM/F12/NEAA，Invitrogen股

份有限公司)更换培养基。然后，每次用与以上相同的培养基将培养基更换一半，直到第7

天。

[0479] 在第7天，从每个孔取出培养基，并用1mL的PBS洗涤孔。然后，将4％的PFA置入其

中，并使其在4℃下与细胞反应15分钟以进行固定。然后，在用PBS洗涤2次后，将各一级抗体

用含有5％的CCS和0.1％的Triton的PBS溶液稀释，并以500μL/孔添加。使用的一级抗体是

兔抗人Tuj1抗体(BioLegend  845501)和小鼠抗大鼠和人Ngn2抗体(R&D  Systems股份有限

公司)。用缓冲液将兔抗人Tuj1抗体(BioLegend  845501)1/1000稀释，或者用缓冲液将小鼠

抗大鼠和人Ngn2抗体(R&D  Systems股份有限公司)1/75稀释，并用缓冲液将DAPI  1/10000

稀释。将这些稀释液添加至每个孔并使其在室温下反应1小时。抗Tuj1的抗体是抗β‑ Ι Ι Ι微
管蛋白的抗体。

[0480] 在室温下反应1小时之后，向各孔添加1mL的PBS，并在孔中充分扩散，随后弃去

PBS。再次向其添加PBS，然后弃去。以500μL/孔添加含有1/1000稀释的驴抗小鼠IgG(H+L)二

级抗体‑Alexa  Fluor(R)555复合物(Thermo  Fisher  Scientific股份有限公司)或1/1000

稀释的驴抗兔IgG(H+L)二级抗体‑Alexa  Fluor(R)647复合物(Thermo  Fisher  Scientific
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股份有限公司)的含有二级抗体的透化作用缓冲液，并使其在室温下反应30分钟。

[0481] 在室温下反应30分钟之后，用PBS洗涤细胞两次，并在荧光显微镜下观察以对发荧

光的细胞进行计数。

[0482] 图41是在荧光显微镜下观察时拍摄的细胞的照片，其中细胞在通过脂质转染转移

Ngn2‑T2A‑Puro  mRNA并随后添加嘌呤霉素之后培养2天，进一步在不添加嘌呤霉素的情况

下培养5天，并用Tujl染色。图42示出了通过上述程序使用每种转染试剂以Ngn2‑T2A‑Puro 

mRNA转染的细胞之中在第7天的TUJ‑1阳性细胞的百分比。发现MessengerMAX比RNAiMAX或

Stemfect将iPS细胞转化为神经元细胞的能力高四倍或更多。

[0483] 图43示出了在荧光显微镜下观察时拍摄的细胞的照片，其中细胞在通过三重脂质

转染转移Ngn2‑T2A‑Puro  mRNA并随后添加嘌呤霉素之后培养6天，进一步在不添加嘌呤霉

素的情况下培养16天，并用MAP2(Sigma  Cat#M4403)和vGlut(Synaptic  Systems  Cat#

135302)染色。

[0484] (实例16)

[0485] 制备包覆有可溶性基膜制剂(Matrigel，Corning股份有限公司)的12孔培养皿。将

含有浓度为10μmol的ROCK(Rho相关的卷曲螺旋形成的激酶/Rho结合激酶)抑制剂(Selleck 

Chemicals)的无饲养细胞培养基(mTeSR(R)1，STEMCELL  Technologies股份有限公司)置于

每个孔中。

[0486] 将iPS细胞分散在用于组织/培养细胞的脱离/分离/分散溶液(Accutase，

Innovative  Cell  Technologies股份有限公司)中，并接种到12孔培养皿中。将待转染的细

胞以每孔4×105个细胞的密度接种。将未转染的对照细胞以每孔1×105个细胞的密度接种。

然后，将细胞在无饲养细胞培养基中培养24小时。在该培养中，温度为37℃，CO2浓度为5％，

氧浓度为25％或更低。

[0487] 将1.25mL的无异源培养基(Pluriton，Stemgent股份有限公司)、0.5μL的Pluriton

补充物(Stemgent股份有限公司)和2μL的含有浓度为100ng/μL的B18R重组蛋白的溶液

(eBioscience)混合以制备具有B18R的转染培养基。此外，将1 .25mL的无异源培养基

(Pluriton，Stemgent股份有限公司)和0.5μL的Pluriton补充物(Stemgent股份有限公司)

混合以制备不含B18R的转染培养基。

[0488] 在转染之前，将每孔中的无饲养细胞培养基更换为含有B18R的转染培养基或不含

B18R的转染培养基，细胞在其中在37℃下培养2小时。

[0489] 制备Ngn2‑T2A‑Puro  mRNA(TriLink  BioTechnologies股份有限公司)和GFP  mRNA

(TriLink  BioTechnologies股份有限公司)。将mRNA用抗反转帽类似物(ARCA)加帽，多聚腺

苷酸化，并用5‑甲基胞苷和假尿苷取代。

[0490] 分别准备1.5mL的微量离心分离管A和1.5mL的微量离心分离管B，以对应于孔数。

[0491] 将62.5μL的低血清培养基(Opti‑MEM，Gibco)置于各管A中，向其添加1.875μL的用

于mRNA转移的试剂(Lipofectamine  MessengerMAX，Invitrogen股份有限公司)，并充分混

合以制备第一反应溶液。然后，将管A在室温下轻敲10分钟，使得第一反应溶液混合。

[0492] 将62 .5μL的低血清培养基(Opti‑MEM(R)，Gibco)置于各管B中，然后向其添加

500ng的Ngn2‑T2A‑Puro  mRNA(TriLink  BioTechnologies股份有限公司)和100ng的GFP 

mRNA(TriLink  BioTechnologies股份有限公司)，并充分混合以制备第二反应溶液。
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[0493] 将第二反应溶液添加至管A中的第一反应溶液中以制备混合反应溶液。然后，将管

A在室温下轻敲5分钟，使得脂质体形成。接下来，将混合反应溶液添加至每个孔，并在37℃

下静置过夜。因此，向每孔添加了500ng的Ngn2  mRNA和100ng的GFP  mRNA。如图44所示，制备

单重转染的样品、双重转染的样品和三重转染的样品。

[0494] 然后，持续两天每天用含有浓度为10μmol/L的ROCK抑制剂(Selleck  Chemicals)

和浓度为1mg/L的抗生素(嘌呤霉素)的神经分化培养基(N2/DMEM/F12/NEAA，Invitrogen股

份有限公司)完全更换培养基，以选择mRNA转染的细胞。在第3天，用含有浓度为200ng/mL的

B18R重组蛋白的溶液(eBioscience)的神经分化培养基(N2/DMEM/F12/NEAA，Invitrogen股

份有限公司)更换培养基。然后，每次用与以上相同的培养基将培养基更换一半，直到第7

天。

[0495] 在第7天，从每个孔中取出培养基，并用1mL的PBS洗涤孔。然后，将4％的PFA置入其

中，并使其在4℃下与细胞反应15分钟以进行固定。然后，在用PBS洗涤2次之后，将各一级抗

体用含有PBS中5％的CCS和0.1％的Triton  X的透化作用缓冲液稀释，并使其在室温下反应

1小时。使用的一级抗体是用透化作用缓冲液1/1000稀释的小鼠抗人体Tuj1抗体

(BioLegend845501)和用透化作用缓冲液1/150稀释的小鼠抗人体Ngn2抗体(R&DSystems股

份有限公司，MAB3314‑SP)，并进一步以1/10000向其添加DAPI。

[0496] 1小时之后，向各孔添加1mL的PBS，并在孔中充分扩散，随后弃去PBS。再次向其添

加PBS，然后弃去。以500μL/孔添加含有1：1000稀释的驴抗小鼠IgG(H+L)二级抗体‑Alexa 

Fluor(R)555复合物(Thermo  Fisher  Scientific股份有限公司，A‑21428)或1：1000稀释的

驴抗兔IgG(H+L)二级抗体‑Alexa  Fluor(R)647复合物(Thermo  Fisher  Scientific股份有

限公司，A31573)的含有二级抗体的透化作用缓冲液，并使其在室温下反应30分钟。

[0497] 用PBS洗涤细胞两次，并在荧光显微镜下观察对发荧光的细胞进行计数。因此，如

图45所示，用mRNA单重转染的细胞在第9天几乎不表达GFP。另一方面，用mRNA三重转染的细

胞即使在第9天表达GFP。这揭示了mRNA在细胞中被分解，并且蛋白质表达是短暂的。图46示

出了用表达GFP的mRNA三重转染的细胞在第7天的放大图像。

[0498] 上述结果表明，有可能在iPS细胞接种后以RNA转染几天之后诱导神经元细胞。结

果还表明，因为可在短时间内诱导神经元细胞，所以培养基不必含有B18R蛋白，B18R蛋白通

常用于抑制与RNA插入细胞相关的免疫应答所导致的细胞死亡。

[0499] [附图标记列表]

[0500] 10：分离装置

[0501] 20：转移前细胞溶液发送通道

[0502] 21：诱导物溶液发送机构

[0503] 30：诱导物转移装置

[0504] 31：转移后细胞溶液发送通道

[0505] 40：细胞批量生产装置

[0506] 50：重编程培养装置

[0507] 51：细胞簇溶液发送通道

[0508] 60：分割机构

[0509] 70：扩增培养装置
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[0510] 71：扩增培养溶液发送通道

[0511] 72：细胞簇溶液发送通道

[0512] 80：分割机构

[0513] 90：细胞簇输送机构

[0514] 91：预包装细胞通道

[0515] 100：包装装置

[0516] 110：冷冻保存液发送机构

[0517] 200：容器

[0518] 序列表

[0519]

说　明　书 44/47 页

46

CN 114717183 B

46



[0520]
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[0521]
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[0522]
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[0001]                           序列表

[0002] <110>  爱平世股份有限公司

[0003] <120>  从动物细胞生产特定体细胞的方法

[0004] <130>  A2479AIP0001‑PCT

[0005] <160>  2

[0006] <170>  PatentIn  version  3.5.1

[0007] <210>  1

[0008] <211>  1479

[0009] <212>  DNA

[0010] <213>  人工序列

[0011] <220>

[0012] <223>  诱发因子

[0013] <400>  1

[0014] atggactaca  aggacgacga  tgacaagttc  gtcaaatctg  agactctgga  gttgaaggag   60

[0015] gaagaggagg  tactgatgct  gctgggctcg  gcttccccgg  cctcggcgac  cctgaccccg  120

[0016] atgtcctcca  gcgcggacga  ggaggaggac  gaggagctgc  gccggccggg  ctccgcgcgt  180

[0017] gggcagcgtg  gagcggaagc  cgggcagggg  gtgcagggca  gtccggcgtc  gggtgccggg  240

[0018] ggttgccggc  cagggcggct  gctgggcctg  atgcacgagt  gcaagcgtcg  cccgtcgcgc  300

[0019] tcacgggccg  tctcccgagg  tgccaagacg  gcggagacgg  tgcagcgcat  caagaagacc  360

[0020] cgcaggctca  aggccaacaa  ccgcgagcgc  aaccgcatgc  acaacctaaa  cgccgcgctg  420

[0021] gacgcgctgc  gcgaggtgct  gcccaccttc  cccgaggatg  ccaagctcac  gaagatcgag  480

[0022] acgctgcgct  tcgcccacaa  ttacatctgg  gcgctcaccg  agactctgcg  cctggcggac  540

[0023] cactgcgccg  gcgccggtgg  cctccagggg  gcgctcttca  cggaggcggt  gctcctgagc  600

[0024] ccgggagctg  cgctcggcgc  cagcggggac  agcccttctc  caccttcctc  ctggagctgc  660

[0025] accaacagcc  cggcgtcatc  ctccaactcc  acgtccccat  acagctgcac  tttatcgccc  720

[0026] gctagccccg  ggtcagacgt  ggactactgg  cagcccccac  ctccggagaa  gcatcgttat  780

[0027] gcgcctcacc  tgcccctcgc  cagggactgt  atctctagag  agggcagggg  aagtcttcta  840

[0028] acatgcgggg  acgtggagga  aaatcccggc  ccactcgaga  tgaccgagta  caagcccacg  900

[0029] gtgcgcctcg  ccacccgcga  cgacgtcccc  agggccgtac  gcaccctcgc  cgccgcgttc  960

[0030] gccgactacc  ccgccacgcg  ccacaccgtc  gatccggacc  gccacatcga  gcgggtcacc      1020

[0031] gagctgcaag  aactcttcct  cacgcgcgtc  gggctcgaca  tcggcaaggt  gtgggtcgcg      1080

[0032] gacgacggcg  ccgcggtggc  ggtctggacc  acgccggaga  gcgtcgaagc  gggggcggtg      1140

[0033] ttcgccgaga  tcggcccgcg  catggccgag  ttgagcggtt  cccggctggc  cgcgcagcaa      1200

[0034] cagatggaag  gcctcctggc  gccgcaccgg  cccaaggagc  ccgcgtggtt  cctggccacc      1260

[0035] gtcggcgtct  cgcccgacca  ccagggcaag  ggtctgggca  gcgccgtcgt  gctccccgga      1320

[0036] gtggaggcgg  ccgagcgcgc  cggggtgccc  gccttcctgg  agacctccgc  gccccgcaac      1380

[0037] ctccccttct  acgagcggct  cggcttcacc  gtcaccgccg  acgtcgaggt  gcccgaagga      1440

[0038] ccgcgcacct  ggtgcatgac  ccgcaagccc  ggtgcctga                        1479

[0039] <210>  2

[0040] <211>  1473

[0041] <212>  DNA
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[0042] <213>  人工序列

[0043] <220>

[0044] <223>  诱发因子

[0045] <400>  2

[0046] atggactaca  aggacgacga  tgacaagttc  gtcaaatctg  agactctgga  gttgaaggag   60

[0047] gaagaggagg  tactgatgct  gctgggctcg  gcttccccgg  cctcggcgac  cctgaccccg  120

[0048] atgtcctcca  gcgcggacga  ggaggaggac  gaggagctgc  gccggccggg  ctccgcgcgt  180

[0049] gggcagcgtg  gagcggaagc  cgggcagggg  gtgcagggca  gtccggcgtc  gggtgccggg  240

[0050] ggttgccggc  cagggcggct  gctgggcctg  atgcacgagt  gcaagcgtcg  cccgtcgcgc  300

[0051] tcacgggccg  tctcccgagg  tgccaagacg  gcggagacgg  tgcagcgcat  caagaagacc  360

[0052] cgcaggctca  aggccaacaa  ccgcgagcgc  aaccgcatgc  acaacctaaa  cgccgcgctg  420

[0053] gacgcgctgc  gcgaggtgct  gcccaccttc  cccgaggatg  ccaagctcac  gaagatcgag  480

[0054] acgctgcgct  tcgcccacaa  ttacatctgg  gcgctcaccg  agactctgcg  cctggcggac  540

[0055] cactgcgccg  gcgccggtgg  cctccagggg  gcgctcttca  cggaggcggt  gctcctgagc  600

[0056] ccgggagctg  cgctcggcgc  cagcggggac  agcccttctc  caccttcctc  ctggagctgc  660

[0057] accaacagcc  cggcgtcatc  ctccaactcc  acgtccccat  acagctgcac  tttatcgccc  720

[0058] gctagccccg  ggtcagacgt  ggactactgg  cagcccccac  ctccggagaa  gcatcgttat  780

[0059] gcgcctcacc  tgcccctcgc  cagggactgt  atcgagggca  ggggaagtct  tctaacatgc  840

[0060] ggggacgtgg  aggaaaatcc  cggcccactc  gagatgaccg  agtacaagcc  cacggtgcgc  900

[0061] ctcgccaccc  gcgacgacgt  ccccagggcc  gtacgcaccc  tcgccgccgc  gttcgccgac  960

[0062] taccccgcca  cgcgccacac  cgtcgatccg  gaccgccaca  tcgagcgggt  caccgagctg      1020

[0063] caagaactct  tcctcacgcg  cgtcgggctc  gacatcggca  aggtgtgggt  cgcggacgac      1080

[0064] ggcgccgcgg  tggcggtctg  gaccacgccg  gagagcgtcg  aagcgggggc  ggtgttcgcc      1140

[0065] gagatcggcc  cgcgcatggc  cgagttgagc  ggttcccggc  tggccgcgca  gcaacagatg      1200

[0066] gaaggcctcc  tggcgccgca  ccggcccaag  gagcccgcgt  ggttcctggc  caccgtcggc      1260

[0067] gtctcgcccg  accaccaggg  caagggtctg  ggcagcgccg  tcgtgctccc  cggagtggag      1320

[0068] gcggccgagc  gcgccggggt  gcccgccttc  ctggagacct  ccgcgccccg  caacctcccc      1380

[0069] ttctacgagc  ggctcggctt  caccgtcacc  gccgacgtcg  aggtgcccga  aggaccgcgc      1440

[0070] acctggtgca  tgacccgcaa  gcccggtgcc  tga                              1473

序　列　表 2/2 页

51

CN 114717183 B

51



图1

图2
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